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서 론   

쪽(蓼藍: Polygonum tinctorium Lour.)은 마디풀과 여뀌 속

에 속하는 식물로 수세기 동안 한의학 소재와 염색 염료로 

사용되었다. 쪽잎은 해독작용, 해열효과, 소종의 효능이 있어 

바이러스로 유발하는 호흡 계통의 질환인 감모현상, 이질, 
황달 등의 증상 및 각종 염증완화에 약재로 이용하였다(Cho 
KR 2007; Korean Studies Information Service 2007; Heo J 
2011). 쪽잎에는 인디고(indigo) 색소가 인디칸(indican)이라는 

무색의 전구체(precursor) 형태로 존재하는데 수용성이므로 

쪽잎을 물속에 담그면 잎속의 효소에 의하여 발효되어 인독

실(indoxyl)과 포도당으로 가수분해 된다(Kim 등 2013). 노란

빛인 인독실은 공기 중 산소에 의해 산화되면서 청색 색소인 

불용성 인디고틴(indigotin)으로 변한다(Stoker 등 1998). 쪽에

는 인디고틴과 소량의 인디루빈(indirubin)이  함유되어 있는

데 인디루빈은 항암성 및 항균성 활성이 있어 백혈병 및 골

수염 등에 치료효과가 보고되고 있다(Xia & Zenk 1992). 청대

(Indigo Pulverata Levis, indigo naturalis, Chung-Dae)는 쪽 색소

를 만들 때 생성된 중간산물로서 남색의 거품 형상을 하는데 

이를 햇볕에 말린 분말이다(The Compilation Committee of
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Abstract

The purpose of this study was to analyze the anti-inflammatory effect of Chung-Dae Indigo Pulverata Levis, indigo naturalis) 
produced during indigo dyeing. As a result of in vitro cytotoxicity experiments using RAW 264.7 cell, Chung-Dae extract did not 
inhibit cell proliferation in Raw 264.7 cells in the range of 1~32 μg/mL. NO production was significantly reduced when Chung-Dae 
extracts were treated at concentrations of 2, 8, and 32 μg/mL (p<0.05). The pro-inflammatory cytokines TNF-α, IL-6, IL-1β and 
IFN-γ significantly decreased when the Chung-Dae extract was treated at concentrations of 2, 8, and 32 μg/mL compared to the 
LPS group, and similarly, the TNFα and IL-6 mRNA levels also decreased. Additionally, the mRNA level of COX-2 was also 
suppressed. At the protein expression level, the expression of TNF-α, IL-6, iNOS and COX-2 were observed with LPS and Chung-Dae 
extract significantly decreased compared to the group treated with only LPS (p<0.05). From the above results, it shows that Chung-Dae 
extract, a plant-derived compound, inhibits the inflammatory response induced by LPS in RAW 264.7 cells. and in particular, regulates 
the inflammatory response by inhibiting the expression of pro-inflammatory cytokines and inflammation-related enzymes.
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Korean Medicine Encyclopedia 2001; Park 등 2011). 청대는 감

염성, 염증성 질환, 궤양성 대장염 및 잠열을 치료하기 위해 전

통 한의학에서 수세기 동안 사용되어 왔다(Tang & Eisenbrand 
1992; Kim 등 1998). 또한, 청대는 해열, 항염 및 해독 특성을 

가지고 있다고 보고했다. 최근에는 위장 질환 및 알츠하이머

병 치료에 탁월한 임상 효능이 있음이 입증되었다(Seo HS 
2008; Han 등 2014a; Sun 등 2021). 그리고 청대에는 면역 체

계에 영향을 주어 세균 감염, 암, 염증 등 다양한 질병 치료에 

효과적인 인디고(indigo)와 인디루빈(indirubin)이 함유되어 

있다고 알려져 있다(Lin 등 2009; Choo 등 2014).
염증반응이란 외부로부터 물리 화학적 자극 혹은 세균감

염에 대비하여 면역세포가 염증 매개 물질을 분비하여 손상

된 조직을 재생하려는 기전이다(Willoughby DA 1975). 현대 

사회에서 생활환경 변화 및 식생활 변화에 따른 스트레스가 

증가하면서 여드름, 아토피, 천식, 과민성 피부염 등의 만성 

염증 질환이 증가하였다. 그러나 만성염증반응은 조직의 손

상을 유도하여 활성산소가 생성되고 염증성 싸이토카인은 

내독소 자극을 포함한 염증질환을 포함한 다양한 질병의 매

개체 역할을 한다(Chung 등 2011). 
일반적으로 천연물에 존재하는 페놀성 화합물 중 폴리페

놀계 화합물들은 항산화, 항균효과, 항심혈관질환, 항당뇨, 
항암 및 항골다공증 생리활성을 나타낸다(Scalbert 등 2005). 
자연계에 존재하는 다양한 식물유래 천연색소물질도 항산화 

효소가 존재하며 항산화 활성을 비롯하여 건강과 관련된 다

양한 생리활성에 역할을 한다(Rice-Evans 등 1996; Kim 등 

2015). 따라서 본 연구에서는 쪽 염색 시 생성되는 청대의 항

염증 활성을 분석함으로써 고부가가치의 기능성 식품소재로

서의 개발 가능성을 보고자 한다.

재료 및 방법

1. 시료 추출물 제조
본 실험에 사용한 청대는 킨디고(경기도 용인시)에서 제공

받아 진행하였다. 청대는 전통적인 방법으로 쪽을 물에 2~3
일 발효시켜 쪽은 건져내고 우려낸 액체에 패분(조개가루)을 

넣고 저어주어 산화시켜 위에 떠오른 남색 거품만 모은 것을 

말려 분말화하였다(The Compilation Committee of Korean 
Medicine Encyclopedia 2001). 분말시료에 10배의 메탄올을 첨

가하여 24시간 교반한 후 추출물을 No. 2 filter paper 
(Whatman, Tokyo Roshi Kaisha, Ltd, Tokyo, Japan)을 이용하여 

여과한 후 추출액만 모으는 과정을 2회 반복하였다. 추출물

은 감압농축기(EYELA, Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Japan)로 

50℃에서 감압 농축하여 메탄올 추출물을 획득하였다. 농축

된 청대시료의 메탄올 추출물은 DMSO(dimethyl sulfoxide)로 

250 mg/mL의 농도로 희석한 후 in vitro 실험에 사용하였다

(Kim 등 2015).

2. Raw 264.7 대식세포 배양
Raw 264.7 세포는 한국 세포주은행(KCLB, Seoul, Korea)에

서 분양받아 실험에 사용하였다. Raw 264.7 세포는 1% penicillin- 
streptomycin solution(Welgene, Gyeongsan, Korea)과 10% heat 
inactivated fetal bovine serum(FBS)(GIBCO, Grand Island, NY, 
USA)이 포함된 DMEM(Dulbeco's Modified Eagle’s Media, 
GIBCO)을 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였고 

일주일에 2~3회씩 계대 배양하였다(Huang 등 2019).

3. MTT assay를 이용한 세포 성장 억제효과
Luna automated cell counter(Logos Biosystems, Gyunggido, 

Korea)로 세포의 수를 측정하고, 96-well plate에 1개의 well당 

1×105 cells/mL 농도로 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동

안 배양하였다. 그 후에, 배지만 제거하고 1~64 μg/mL 농도의 

청대 추출물 및 2 μg/mL LPS를 배지로 희석해 각 well 당 100 
μL씩 첨가한 후 48시간 동안 배양하였다. 그 후, 배지를 제거하

고 500 μg/mL 농도의 MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 
diphenyl-tetrazolium bromide) solution을 배지로 희석해 각 well
에 100 μL씩 분주하고 4시간 동안 배양하였다. 생성된 

formazan 결정을 DMSO에 용해시키고, Wallac Victor3 1420 
Multilabel Counter(Perkin-Elmer, Wellesley, MA, USA)로 550 
nm에서 흡광도를 측정하였다(Skehan 등 1990).

4. NO 생성능 측정
NO 생성능은 Griess 시약(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, 

USA)을 이용하여 측정하였고, Luna automated cell counter 
(Logos Biosystems, Gyunggido, Korea)로 세포의 수를 측정하

였고, 6-well plate에 1×105 cells/mL의 농도로 배지 2 mL를 첨

가한 다음 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양하였

다. 배양된 세포에 2, 8, 32 μg/mL 농도의 청대 추출물과 2 μ
g/mL LPS를 48시간 동안 첨가한 후, Griess 시약을 배지에 처

리하였고, Wallac Victor3 1420 Multilabel Counter(PerkinElmer, 
Wellesley, MA, USA)로 흡광도를 550 nm에서 측정하였다

(Khan 등 2009).

5. Enzyme-linked immunosorbent(ELISA) assay 이용한
염증관련 사이토카인 측정

실험을 위하여 6-well plate에 한 개의 well당 2×105 cells/mL 
농도로 37℃, 5% CO2 incubator 조건에서 24시간 배양하였다. 
배지를 제거한 후 2, 8, 32 μg/mL 농도의 청대 추출물과 2 μg/mL 
LPS를 각각 well에 처리하고, 48시간 동안 배양한 후 ELISA 
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Kit(BioLegend, San Diego, CA, USA)로 IL-1β, IL-6, TNF-α 및 

IFN-γ의 농도를 측정하였다. 제조사가 제공한 실험방법에 따

라 진행하였다(Kim 등 2012). TMB substrate solution이 함유

된 기질액 100 μL씩 일정량을 접종한 후 실온에서 20분 후 

stop solution을 100 μL 처리하여 반응을 종결시켰다. Optical 
density는 Wallac Victor3 1420 Multilabel Counter(Perkin-Elmer, 
Wellesley, MA, USA)를 이용하여 450 nm에서 측정하였다. 

6. RT-qPCR을 이용한 염증관련 유전자의 mRNA level 
측정

본 실험을 위하여 6-well plate에 한 개의 well에 세포를 

1×105 cells/mL 농도로 처리하고 24시간 동안 37℃에서 5% CO2 
incubator에서 배양하였다. 배지를 제거한 후 2, 8, 32 μg/mL 농
도의 청대 추출물과 2 μg/mL LPS를 배지로 희석해 각각 well
에 2 mL씩 처리하였다. 배양 48시간 후, 배지를 제거한 다음 

Trizol(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 샘플당 1 mL씩 처리하

여 RNA를 분리하였다. 사이코카인 RNA 정량은 NanoDrop 
ND-1000(NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA)를 

사용하였고, 정량된 RNA는 Superscript Ⅱ reverse transcriptase 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)로 cDNA를 합성하였다. 합성

된 cDNA는 Thermal Cycler BioRad CFX-96 Real Time 
System(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 이용하여 사이토카인 

유전자 발현을 분석하였다(Song 등 2017). 유전자로는 18S 
rRNA, TNF-α, IFN-γ, IL-1β와 COX-2를 사용하였고, primer 
서열은 다음과 같다: 18S rRNA forward 5’-TCG AGG CCC 
TGT AAT TGG AA-3’, reverse 5’-CCC  TCC AAT GGA TCC 
TCG TT-3’, TNF-α forward 5'-CAG GCG GTG CCT ATG TCT 
C-3’, reverse 5’-CGA TCA CCC CGA AGT TCA GTA G-3’, 
IL-6 forward 5’-ATG AAG TTC CTC TCT GCA A-3’, reverse 
5’-AGT GGT ATC CTC TGT GAA G-3’, COX-2 forward 
5’-GGT GCC TGG TCT GAT GAT G-3’, reverse 5’-TGC TGG 
TTT GGA ATA GTT GCT-3’.

7. Western blot을이용한 AGS 세포내유전자의단백질
발현 측정

실험을 위한 세포의 배양 및 샘플처리 과정은 mRNA 측정

과 동일한 방식으로 진행하였다. 샘플을 처리한 후 배지를 

제거한 다음 분석을 위한 Radio-immunoprecipitation assay 
(RIPA)(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) buffer을 사용하여 단

백질을 분리하였다. 단백질의 농도는 Bradford assay 방법을 

이용하여 정량하였다(Bradford MM 1976). 분석을 위한 추출

된 단백질을 SDS-polyacrylamide gel 전기영동을 이용하여 분

리한 후 polyvinylidene fluoride(PVDF, Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA) membrane으로 이동 후, PBS-T를 함유한 5% skim milk

를 사용하여 비 특이적인 단백질을 blocking 시켰다. Blocking 
시킨 후, PVDF membrane 세척은 PBS-T 3회, PBS 1회로 세척

한 후, 4℃에서 1차 항체를 overnight하면서 반응시켰다. 다음

단계로 PBS-T 3회, PBS 1회 세척 후 실온에서 2시간 동안 

2차 항체를 처리하였다. TNF-α, IL-6, COX-2, iNOS, IκB-α 및 

α-TUBLIN(Santa  Cruz, Dallas, TX, USA)의 1차 항체를 사용 

후 각각에 맞는 2차 항체 사용 후 LAS-4000(Fujifilm Life 
Science, Tokyo, Japan)을 사용하여 확인하였다(Zhao 등 2013).

8. 통계 처리
실험결과 RT-qPCR 데이터는 평균±표준오차(standard error, 

SE)로 보여주었고, 이를 제외한 모든 실험의 데이터는 평균±
표준편차(standard deviation, SD)로 보여주었다. 실험군 간의 

유의성은 One-way analysis of variance(ANOVA)를 실시한 후 

Duncan’s multiple range test로 각 처리 시료(n=3) 간의 유의성

을 검증하였다. p<0.05 이하일 때 유의성이 있다고 간주하였

다. SPSS v18 statistical software package(SPSS Inc., Westlands, 
Hong Kong)를 이용하여 모든 실험을 분석하였다.

결과 및 고찰

1. 청대의 cell viability 측정
세포의 증식 억제 정도를 측정하기 위한 MTT assay는 

formazan crystal로 침전되는 변화 정도를 흡광도로 측정하여 

확인하는 방법이다. 1~64 μg/mL 범위에서 청대 추출물의 농

도가 2 μg/mL에서 99.39±1.70%, 8 μg/mL에서 98.91±1.06%, 
32 μg/mL에서 93.27±3.93%로 Raw 264.7 세포의 증식에 큰 영

향을 미치지 않았지만, 세포독성이 64 μg/mL 이상의 농도에

서 확인되었다(Fig. 1A). 또한 LPS와 청대 추출물을 함께 세

포에 처리한 경우, LPS만 처리하면 79.36±3.40%의 생존율을 

보이지만 LPS와 2 μg/mL의 청대 추출물을 함께 처리했을 때 

82.05±3.69%, LPS와 8 μg/mL의 청대 추출물을 함께 처리했

을 때 86.13±3.31% 그리고 LPS와 64 μg/mL의 청대 추출물을 

함께 처리했을 때 91.97±2.03%로 LPS 처리에 의한 세포독성

을 청대추출물에 의하여 억제하는 것으로 확인되었다(Fig. 
1B). LPS는 LBP 및 TLR4와 같은 여러 단백질과 상호작용하

도록 자극하면서(Poltorak 등 1998; Gioannini & Weiss 2007), 
LPS에 의해 활성화된 TLR4는 NF-κB를 유도하고 활성화된 

NF-κB는 핵에서 전염증성 사이토카인 TNF-α, IL-1β, IL-6, 
type 1 IFN, iNOS, COX-2의 전사를 촉진한다(Xie 등 1994; 
Lee 등 2004; Lu 등 2008). 따라서 실험 결과를 통하여 2, 8, 
32 μg/mL의 청대 추출물 농도를 선정하여 다음 실험을 진행

하였다.
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2. 청대의 LPS로 유도된 NO 생성능 억제
L-arginine으로부터 iNOS의 효소 활성에 의하여 합성되는 

NO는 면역계에서 가장 다기능적인 역할을 한다(Bogdan C 
2001). Raw 246.7 세포에 LPS를 처리한 경우 NO 생성능은 대

조군과 비교하여 통계적으로 유의한 증가를 보였다(p<0.05) 
(Fig. 2). LPS+2 μg/mL(39.05±0.93 μM), LPS+8 μg/mL(22.34± 
0.52 μM)과 LPS+32 μg/mL(11.20±0.20 μM)는 LPS(42.52±0.14 
μM)군보다 NO 함량이 통계적으로 유의하게 낮아졌다

(p<0.05). 이 결과는 Raw 264.7 세포에 LPS로 염증을 유도 후 

쪽 부위별(뿌리>잎>줄기) 추출물의 NO 억제효과를 보인 결

과(Kim 등 2015)와 유사하게 억제효과를 보였다. NOS의 다

양한 형태에 의한 자극에 의해 활성화되면서 NO의 생성을 증

가시키는 유도물질 중 LPS는 전염증성 사이토카인과 iNOS를 
활성화시켜 NO 생성을 증가시켰다(Korhonen 등 2005). 따라

서 실제로 청대 추출물이 LPS로 유도한 전염증성 사이토카

인 조절 여부를 확인하고자 연구를 진행하였다.

3. 청대추출물이전염증성사이토카인함량에미치는영향
염증이 시작되면 면역반응이 일어나 다양한 면역세포가 

활성화된다. 청대추출물이 전염증성 사이토카인에 미치는 

결과는 Fig. 3에 보여주었다. Raw 264.7 세포에 LPS를 처리한 

군은 LPS를 처리하지 않은 군에 비하여 전염증성 사이토카

인인 TNF-α와 IFN-γ 생성을 유의하게 증가시켰다(p<0.05) 
(Fig. 3). LPS+2 μg/mL(388.01±17.52 pg/mL), LPS+8 μg/mL 
(364.42±17.12 pg/mL)과 LPS+32 μg/mL(358.14±28.27 pg/mL)
는 LPS(401.12±11.32 pg/mL)군에 비해 TNF-α의 수준을 유의

하게 감소시켰다(p<0.05)(Fig. 3A). 그리고 LPS(140.24±9.94 
pg/mL)는 LPS 미처리군(67.10±1.38 pg/mL)에 비해 IFN-γ의 

수준을 증가시켰다(p<0.05)(Fig. 3B). 청대 추출물은 LPS로 

염증이 유도된 Raw 264.7 세포의 전염증성 사이토카인인 

IFN-γ의 수준을 농도 의존적으로 감소시켰다(LPS+2 μg/mL: 
126.32±20.98 pg/mL, LPS+8 μg/mL: 120.86±9.75 pg/mL, LPS+ 
32 μg/mL: 100.95±7.34 pg/mL). LTA(lipoteichoic acid) 및 LPS
와 같은 다양한 병원체 및 사이토카인에 의해 자극을 받은 

대식세포는 활성화되며 신체의 면역 반응, 다양한 염증 상태 

및 대사 조절에 중요한 역할을 한다(Liu 등 2019). 대식세포

는 다양한 종양 세포 및 미생물의 성장을 억제하고 TNF-α 

및 IL-10과 같은 신호 인자를 방출하여 면역 조절 기능을 나

타낸다(Wu 등 2021). Th 세포는 면역 반응에 중요하며 다양

한 사이토카인을 생성하는데(Grewe 등 1998) Th는 생산하는 

사이토카인의 유형에 따라 분류할 수 있다. Th1은 TNF-α, 
IFN-γ 및 IL-12를 생성하는 반면 Th2는 IL-4, IL-5, IL-6 및 

IL-10을 생성한다(Grewe 등 1998). IL-1β는 Th2를 자극하고 

Th2에 의한 사이토카인 생성을 촉진하지만 IL-6 및 TNF-α와 

같은 일부 사이토카인의 과잉 생산은 신체의 자가면역 균형

Fig. 1. Effect of Chung-Dae on RAW 264.7 cell viability 
(a) and Chung-Dae on LPS-induced RAW 264.7 cell (b). 
LPS: treated with LPS (2 μg/mL), Chung-Dae: treated with 
various concentrations (2, 8, and 32 μg/mL) of Chung-Dae 
with LPS (2 μg/mL). a-dMeans with the different letters on 
the bars are significantly different (p<0.05) by Duncan’s 
multiple range tests.

Fig. 2. Effect of Chung-Dae on NO production in 
LPS-induced RAW 264.7 cell. LPS: treated with LPS (2 μ
g/mL), Chung-Dae: treated with various concentrations (2, 
8, and 32 μg/mL) of Chung-Dae with LPS (2 μg/mL). 
a-eMeans with the different letters on the bars are signi-
ficantly different (p<0.05) by Duncan’s multiple range tests.
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을 손상시킬 수 있는 면역 장애를 유발할 수 있다(Chen 등 

2008).
LPS는 대조군에 비해 IL-1β 및 IL-6 수준을 유의하게 증가

시켰다(p<0.05)(Fig. 4). LPS+2 μg/mL(760.58±20.51 pg/mL), 
LPS+8 μg/mL(569.44±17.38 pg/mL)와 LPS+32 μg/mL(283.19± 
5.09 pg/mL)는 LPS(792.35±27.38 pg/mL)군에 비해 IL-1β의 수준

을 유의하게 감소시켰다(p<0.05)(Fig. 4A). 그리고 LPS(592.25± 
5.68 pg/mL)는 LPS 미처리군(331.31±14.33 pg/mL)에 비해 

IL-6의 수준을 증가시켰다(p<0.05)(Fig. 4B). 청대 추출물은 

LPS로 염증이 유도된 Raw 264.7 세포의 전염증성 사이토카

인인 IL-6의 수준을 농도 의존적으로 감소시켰다(LPS+2 μg/mL: 
514.30±36.52 pg/mL, LPS+8 μg/mL: 347.27±14.95 pg/mL, LPS+ 
32 μg/mL: 337.92±10.81 pg/mL). 따라서, 청대 추출물은 LPS
로 유도된 Raw 264.7 세포에서 전염증성 사이토카인을 감소

시키는 결과를 보였다. 쪽에서 만들어지는 천연색소인 니람

의 아토피 피부염 완화제로 IL-4, IL-6 와 caspase 1의 발현을 

감소시키며 항염증 효과에 의하여 아토피 피부염의 증세를 

완화할 수 있다고 보고하였고(Choo 등 2014; Han 등 2014b) 
조갑 건선 임상연구에서 청대 오일이 효과적이면서 안전한 처

방이라고 하였다(Lin 등 2014), 나주 쪽(Polygonum tinctorium 

Fig. 3. Effect of Chung-Dae on pro-inflammatory cytokines TNF-α and IFN-γ expression level in LPS-induced RAW 264.7 
cell. LPS: treated with LPS (2 μg/mL), Chung-Dae: treated with various concentrations (2, 8, and 32 μg/mL) of Chung-Dae 
with LPS (2 μg/mL). a-dMeans with the different letters on the bars are significantly different (p<0.05) by Duncan’s multiple 
range tests. 

Fig. 4. Effect of Chung-Dae on pro-inflammatory cytokines IL-6 and IL-1β expression level in LPS-induced RAW 264.7 
cell. LPS: treated with LPS (2 μg/mL), Chung-Dae: treated with various concentrations (2, 8, and 32 μg/mL) of Chung-Dae 
with LPS (2 μg/mL). a-eMeans with the different letters on the bars are significantly different (p<0.05) by Duncan’s multiple 
range tests.
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Lour.)은 항산화 효과, 항암, 항염 등(Kim 등 2010; Jang 등 

2012)의 효능이 있음을 보고하였고, 쪽의 활성 화합물은 인

디루빈(Indirubin)으로(Kim 등 2010) 인디루빈은 과민성 염증 

반응을 억제하였다(Kunikata 등 2000). 또한, 인디루빈은 Th 
세포 매개 면역 반응을 조절하여 알레르기성 접촉 피부염을 

억제하였다(Kim 등 2013). 본 실험에서 사용한 청대는 쪽을 

물에 2~3일 발효시켜 쪽은 건져내고 우려낸 액체에 패분(조
개가루)을 넣고 저어주어 산화시켜 위에 떠오른 남색 거품만 

모은 것을 말려 분말화한 것으로 쪽의 일반적인 염료로의 활

용보다 약용으로도 활용 가능한 소재임을 밝힌 연구로서 가

치가 있다. 

4. 청대추출물이전염증성사이토카인및염증관련효소
mRNA 발현에 미치는 영향

본 연구 결과 Raw 264.7 세포에서 TNF-α, IL-6, COX-2의 

mRNA 발현은 LPS 처리군이 미처리군에 비해 통계적으로 

유의하게 높았다(p<0.05)(Fig. 5). LPS와 청대추출물을 함께 

처리했을 때, 전염증성 사이토카인인 TNF-α의 mRNA 발현 

수준은 LPS+2 μg/mL군이 2.63배, LPS+8 μg/mL군이 2.16배, 

LPS+32 μg/mL군이 1.23배 LPS군보다 감소하였다. 청대추출

물의 농도가 높을수록 항염증 효과가 뛰어났다. 또한 IL-6의 

mRNA 발현 수준은 LPS+2 μg/mL군이 1.02배, LPS+8 μg/mL군

이 0.74배, LPS+32 μg/mL군이 0.48배 LPS군보다 감소하였다. 
염증관련 효소인 COX-2의 mRNA 발현 수준은 LPS+2 μg/mL
군이 6.92배, LPS+8 μg/mL군이 6.57배, LPS+32 μg/mL군이 

4.85배 LPS군보다 감소하였다. NF-κB는 염증의 발현을 조절

하는 주요 전사 인자이며, NF-κB 활성화는 과도한 염증 매개

체, 특히 iNOS 및 COX-2의 생성을 매개한다(Chen 등 2017). 
COX-2는 정상 조직 세포에서 매우 낮은 활성을 나타내지만 

염증 인자 및 기타 요인에 의해 세포가 자극되면 그 발현이 

급격히 증가하여 세포 염증 반응 및 조직 손상을 유발한다

(Huang 등 2020). 병균 혹은 바이러스로부터 방어의 역할을 

하는 백혈구의 호중구에서 청대(indigo naturalis)의 항염증 효

과를 보인 연구(Lin 등 2009)결과도 있었고, 일본에서는 청대

가 함유된 처방으로 궤양성 대장염(ulcerative colitis, UC)을 

치료하는 것으로 알려져 있다(Sugimoto 등 2016). 또한, 청대

는 만성 골수성 백혈병 (chronic myeloid leukemia, CML)의 치

료에 효과적임이 보고되었는데 청대의 성분 중 인디루빈이 

Fig. 5. Effect of Chung-Dae on mRNA expression of TNF-α, IL-6 and COX-2 in LPS-induced RAW 264.7 cell. LPS: 
treated with LPS (2 μg/mL), Chung-Dae: treated with various concentrations (2, 8, and 32 μg/mL) of Chung-Dae with LPS 
(2 μg/mL). a-dMeans with the different letters on the bars are significantly different (p<0.05) by Duncan’s multiple range 
tests. 
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동물 종양실험 및 임상연구에서 효과가 있는 것으로 나타났

다(Xiao 등 2002). 본 연구에서는 청대추출물의 농도가 높을

수록 전 염증성 사이토카인과 염증관련 효소의 mRNA 발현

을 감소시켜 항염증 효과가 뛰어났다. 
청대에는 면역 체계에 영향을 주어 세균 감염, 암, 염증 등 

다양한 질병 치료에 효과적인 인디고(indigo)와 인디루빈

(indirubin)이 함유되어 있다고 알려져 있다(Lin 등 2009; 
Choo 등 2014). 특히, 쪽 염료의 성분 함량분석을 한 결과는 

인디고 색소가 4.06%, 인디루빈 1.06%로 밝혀졌다(Chung 등 

2007). 청대의 항염증 효과가 있는 것도 푸른색 인디고와 함

께 나타나는 인디루빈의 기능이므로 쪽 중에서 쪽 색소 함량

이 가장 높은 청대에 항염증 효과는 가장 높을 것이다. 
만성염증반응은 다양한 장기에 대사질환을 유발하여 암, 비

만, 당뇨병, 심혈관질환(CVD), 신경변성, 천식 등을 유발한다

(Hotamisligil GS 2017). 지질다당류는 toll-like receptor-4(TLR4), 
LPS-binding protein(LBP) 및 nuclear factor κB(NF-κB)를 자극

한다(Poltorak 등 1998; Gioannini & Weiss 2007). NF-κB는 

IL-1β, IL-6, TNF-α, IFN-β 및 IFN-γ와 같은 제1형 IFN과 같은 

전염증성 사이토카인 그리고 염증관련 효소인 iNOS 및 

COX-2(Xie 등 1994; Lee 등 2004; Lu 등 2008)의 생성을 촉진

한다. TNF-α는 다양한 생물학적 활성을 가질 뿐만 아니라 면

역 및 염증 반응에서 중요한 조절 역할을 한다. TNF-α의 농

도가 낮을 ​​때는 자가 분비 반응을 통해 백혈구의 기능을 조

절하고 세포의 면역 방어 기능을 강화할 수 있다. 그러나 과

도한 TNF-α는 열을 발생시키며 NO, IL-1β 및 IL-6의 추가 발

현을 통해 일부 사이토카인 매개 염증 반응을 증폭시키고 염

증 반응의 확장을 촉진할 수 있다(Borges 등 2019; Hernandez 
등 2020). 본 연구결과 청대추출물의 농도가 높을수록 전염증

성 사이토카인(TNF-α, IL-6)과 염증관련 효소(COX-2)의 mRNA 
발현을 감소시키면서 항염증 효과가 뛰어나 만성염증반응에 

의한 다양한 대사질환을 예방할 수 있는 기능성 소재로의 가

능성을 보였다.

5. 청대추출물이 전염증성 사이토카인 및 염증 관련
protein 발현에 미치는 영향

사이토카인(IL-1β, IL-6, IL8 및 TNF-α) 및 여러 효소

(COX-2 및 iNOS)와 같은 전염증 인자는 염증의 병리학적 및 

생리학적 과정에서 매우 중요한 역할을 한다. 전염증성 사이

토카인인 TNF-α와 IL-6, 염증관련 효소인 iNOS와 COX-2의 

단백질 발현은 LPS를 처리했을 때 LPS 미처리 군에 비하여 

유의적으로 증가하였다(p<0.05)(Fig. 6, Fig. 7). TNF-α의 단백

질 발현 결과는 LPS군보다 청대추출물을 농도별로 투여시 

LPS+2 μg/mL군이 1.53배, LPS+8 μg/mL군이 1.62배, LPS+32 
μg/mL군이 1.28배 감소하였다. 또한 IL-6의 단백질 발현 결과

는 LPS군보다 LPS+2 μg/mL군이 1.52배, LPS+8 μg/mL군이 

0.48배, LPS+32 μg/mL군이 0.45배 감소하였다(Fig. 6). iNOS
의 단백질 발현 결과는 LPS군보다 LPS+2 μg/mL군이 2.00배, 
LPS+8 μg/mL군이 1.27배, LPS+32 μg/mL군이 1.21배 감소하

Fig. 6. Effect of Chung-Dae on protein expression of TNF-α and IL-6 in LPS-induced RAW 264.7 cell. LPS: treated with 
LPS (2 μg/mL), Chung-Dae: treated with various concentrations (2, 8, and 32 μg/mL) of Chung-Dae with LPS (2 μg/mL). 
a-dMeans with the different letters on the bars are significantly different (p<0.05) by Duncan’s multiple range tests. 
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였고, COX-2도 청대추출물을 처리한 모든 군에서 유의적으

로 감소하였다(p<0.05)(Fig. 7). 이러한 결과는 ELISA 실험결

과에서 확인되어진 전염증성 사이토카인의 생성과 mRNA 
발현과 비슷하게 단백질 발현에서도 전염증성 사이토카인

(TNF-α와 IL-6)과 염증관련 효소(iNOS와 COX-2)가 유의적으

로 감소한 결과는 LPS 처리로 증가된 전염증성 사이토카인

과 염증관련 효소 발현을 청대 추출물이 효과적으로 억제시

키는 것으로 나타났다. 전염증성 사이토카인은 주로 활성화

된 대식세포에 의해 생성되고 림프구는 염증 과정을 매개한

다(Bondeson J 1997). TNF-α는 주로 단핵구, 대식세포 및 T 
세포(Diehl & Rincón 2002)에 의해 생성되며 많은 세포에 다

양한 전염증 효과를 갖는다. 이것은 대식세포의 강력한 활성

화제이며 IL-1β, IL-6, PGE2의 생성 또는 발현을 자극할 수 

있으며 T 및 B 세포 모두의 성장 인자이다(Diehl & Rincón 
2002). IL-1β, TNF-α 및 IL-6은 만성 염증에서 중요한 사이토

카인이며(Andreakos 등 2004), 암, 심혈관 질환 및 기타 만성 

질환과도 관련이 있다(Dinarello CA 1996). COX-2는 아라키

돈산을 프로스타글란딘으로 전환(Rocca & FitzGerald 2002)
하고 암 발병과 관련된 핵심 효소이다(Marletta MA 1993). 대
식세포에서 iNOS는 NO 생산의 주요 조절자이다(Nathan & 
Hibbs 1991; Guzik 등 2003). 쪽 염료의 성분 함량분석을 한 

결과는 인디고 색소가 4.06%, 인디루빈 1.06%로 밝혀졌다

(Chung 등 2007). 위 분석은 석회가 포함된 쪽 염료의 색소 

분석이었으므로 청대의 경우는 순수한 색소만으로 이루어진 

것이라 석회(패분)함량이 거의 없으므로 인디고와 인디루빈 

함량이 더 높을 것으로 유추할 수 있다. 청대의 항염증 효과

가 있는 것도 푸른색 인디고와 함께 나타나는 인디루빈의 기

능이므로 쪽 중에서 쪽 색소 함량이 가장 높은 청대에 항염

증 효과는 가장 높을 것이다. 쪽잎에는 인디고 색소가 그대

로 들어있는 것이 아니라 인디칸(indican)이라는 무색의 배당

체로 전구체 형태로 들어있다. 따라서 쪽잎은 파랗게 보이지 

않는 것이며, 인디칸이 물에 가수분해되고 석회(패분)를 넣

어 산화되어 인디고로 변해 패분과 함께 가라앉은 색소가 쪽 

염료이며, 물 위로 뜬 순수한 색소가 청대이다. 따라서 인디

고 및 인디루빈 함량은 청대> 쪽 염료> 쪽잎 순으로 청대가 

가장 높은 것이다. 청대에는 면역 체계에 영향을 주어 세균 

감염, 암, 염증 등 다양한 질병 치료에 효과적인 인디고

(indigo)와 인디루빈(indirubin)이 함유되어 있다고 알려져 있

다(Lin 등 2009; Heo 등 2011; Choo 등 2014). 만성질환을 유

도하는 염증반응을 억제할 수 있는 청대의 활성을 보여주면

서 신소재로의 가능성을 보여주었다. 

요약 및 결론

본 연구는 쪽 염색 시 생성되는 청대의 항염증 효과를 분

석하기 위해 진행되었다. RAW 264.7 대식세포를 이용하여 

in vitro 세포 독성 실험을 진행한 결과, 청대 추출물은 1~32 
μg/mL 범위에서 Raw 264.7 세포에서 세포증식을 억제하지 

Fig. 7. Effect of Chung-Dae on protein expression of iNOS and COX-2 in LPS-induced RAW 264.7 cell. LPS: treated 
with LPS (2 μg/mL), Chung-Dae: treated with various concentrations (2, 8, and 32 μg/mL) of Chung-Dae with LPS (2 μ
g/mL). a-cMeans with the different letters on the bars are significantly different (p<0.05) by Duncan’s multiple range tests. 
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않았다. 또한 LPS와 함께 32 μg/mL 농도로 청대 추출물을 처

리했을 때 세포 성장률이 가장 높게 나타났다. Raw 264.7 세포

에 LPS만 단독으로 처리했을 때 LPS 처리하지 않은 군에 비하

여 NO 생성이 증가하였으나 청대 추출물을 2, 8, 32 μg/mL 농도

로 처리했을 때 NO 생성이 유의적으로 감소하였다(p<0.05). 
전염증성 사이토카인(TNF-α, IL-6, IL-1β, IFN-γ)은 LPS군에 

비해 청대 추출물을 2, 8, 32 μg/mL 농도로 처리 시 유의적으

로 감소했으며, TNF-α, IL-6의 mRNA 수준도 감소하였다. 염
증관련 효소인 COX-2의 mRNA 발현수준도 억제하였다. 단
백질 발현 수준 결과에서도 전염증성 사이토카인인 TNF-α와 

IL-6, 염증관련 효소인 iNOS와 COX-2의 발현이 LPS와 청대 

추출물을 2, 8, 32 μg/mL 농도로 함께 처리했을 때 LPS 단독

으로 처리한 군에 비하여 유의적으로 감소하였다(p<0.05). 이
상의 결과를 통해 식물유래 화합물인 청대 추출물은 RAW 
264.7 세포실험에서 LPS로 유도된 염증반응을 억제하였고, 
특히 전염증성 사이토카인과 염증관련 효소(iNOS, COX-2)의 

발현을 억제하여 청대 추출물이 염증반응을 조절하는 결과

를 보여주었다. 
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