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  요  약 : 본 연구는 복합추출물(익모초, 어성초, 진피)의 생리활성을 측정하여 식·의약품, 화장품 등의 
소재로서의 가능성을 확인하고자 하였다. 복합추출물은 열수 추출하였으며, 세포독성, 항산화, 항염증, 
MAPKs 등의 평가는 ELISA 및 western blot을 통해 확인하였다. 그 결과, 총 폴리페놀 함량은 
35.53±0.48 ㎎ GAE/g, 플라보노이드 함량은 8.18±0.16 ㎎ QE/g으로 나타났으며, DPPH 와 ABTS 
radical 소거능은 농도 의존적으로 증가하였다. 대조군과 비교하여 세포독성은 400 ㎍/㎖ 농도까지 
100% 이상의 생존율이 나타났으며, NO 및 염증성 사이토카인을 유의하게 감소시켰다. 또한, 복합추출
물은 MAPKs(ERK, JNK, p38) 단백질 발현을 유의하게 억제시켰다. 이러한 결과는 복합추출물이 산화
적 손상 및 염증에 사용될 수 있음을 나타낸다. 따라서 본 연구 결과는 식·의약품, 화장품용 복합소재의
의 기초자료로 활용될 수 있을 것이다.

주제어 : 익모초, 어성초, 진피, 항산화활성, 항염증활성

  Abstract : This study aimed to confirm the potential as a material for food, medicine, and 
cosmetics by measuring the physiological activity of the complex extract(Leonurus japonicus Houtt., 
Houttuynia cordata Thunberg and Citrus unshiu Markovich). The complex extract was with hot 
water, The evaluation of cytotoxicity, antioxidant, anti-inflammatory, and MAPKs of the extract 
was performed by using ELISA and western blot. Total polyphenols and flavonoid contents of 
complex extracts were 126.16 mg/g and 105.84 mg/g, respectively. The scavenging activities of 
DPPH and ABTS radical significantly increased in a dose-dependent in complex extracts. Compared 
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to the control group, the complex extracts treatments significantly reduced concentrations of nitric 
oxide and inflammatory cytokine (i.e., IL-1β, TNF-α, and IL-6). Furthermore, the complex 
extracts treatments significantly reduced protein expression levels of MAPKs (i.e., ERK, JNK, and 
p38). The results indicate that the complex extract can be used for oxidative damage and 
inflammation. Thus, the results of this study can be used as basic data for composite materials for 
food, medicine, and cosmetics.

Keywords : Leonurus japonicus Houtt., Houttuynia cordata Thunberg, Citrus unshiu Markovich, 
Anti-oxidant activity, Anti-inflammatory activity

1. 서 론

  최근 천연소재에 대한 소비자의 관심이 높아짐
에 따라 식·의약품, 화장품을 비롯한 다양한 분야
에서 안전성을 기반으로 항산화 및 항염증 효능
을 지닌 기초 연구가 끊임없이 진행되고 있다. 
이는 인체의 질병 예방과 치료, 피부보호와 개선, 
피로감 해소 등에 공통적인 인자로 인식되고 있
는 항산화와 항염증에 관한 천연소재를 활용하여 
소비자 만족과 사회적 비용이 절감되는 제품개발
에 필요한 중요한 과정의 일환이다.
  천연 항산화제는 주로 천연자원 유래의 항산화
성 화합물로, 잎, 줄기, 꽃, 뿌리, 열매, 씨앗 등
의 많은 부분에 존재하며, 대부분 페놀화합물로서 
프리 라디칼 및 활성산소종의 생성억제를 통해 
항산화 물질로서 역할을 하는 것으로 보고되고 
있다[1-3]. 합성 항산화제는 천연 항산화제 보다 
우수한 효과를 가지며 저렴하다는 장점이 있으나, 
안전성 문제로 인해 근래에는 합성 항산화제의 
단점을 개선한 안전하고 효과가 우수한 천연 항
산화제의 개발이 꾸준히 이루어지고 있다[4-5]. 
항염증제로는 스테로이드 계열인 코르티코스테로
이드(Corticosteroid)를 비롯하여 비스테로이드성 
항염증제(NSAIDs; Non-Steroidal anti- 
inflammatory drugs), 면역 특이 소염 제재
(imSAIDs; Immune Selective Anti-Inflammatory 
Derivatives) 등으로 나뉘어, 소염과 진통, 붓기, 
발열이 발생하는 질환에 맞추어 처방되고 있으나, 
장기간 복용 시 위장장애, 심혈관질환, 천식, 간 
또는 신장 악화 등의 위험을 초래하는 것으로 알
려져 있다[6]. 이로 인해 생강, 강황과 같은 헬레
날린(helenalin)을 포함하는 소재와 국화과 식물
의 세스퀴테르펜 락톤(sesquiterpene lactone), 그
리고 아스피린의 원료가 된 살리실산을 포함하는 

버드나무 껍질 등이 대표적인 천연물 신약 소재
로 활용되고 있다[1]. 이 밖에도 연구를 통해 식
물의 폴리페놀(polyphenol) 계열 중 플로보노이
드(flavonoid) 그룹인 케르세틴(quercetin)이 항염
증 효과가 있다는 결과와 녹차의 항산화 작용이 
염증 치료에 효과적임이 보고되었으며, 많은 치료
제 약물이 천연물의 특정 성분을 통해 만들어진
다는 점에서 볼 때 천연물을 활용한 연구가 지속
적으로 필요한 실정이다[7-8]. 나아가 최근에는 
단일천연물을 통해 진행되던 소재 개발 연구에서 
천연물 배합을 활용하여 항산화 및 항염증 효과
를 극대화 할 수 있는 시너지 효과가 동반된 복
합물에 관한 연구가 활발히 진행 중이다.
  본 연구에 사용한 천연물을 살펴보면, 익모초
(Leonuri Herba.)는 꿀풀과(Labiaceae) 2년생 초
본 식물로써 한국, 중국 및 일본 등의 아시아 지
역에 널리 분포되어 있다[9]. 생리활성 물질로는 
leonuridine, leonurinine, leonurine, stachydrine,
등 여러 종류의 alkaloid와 vit. A 성분이 알려져 
있으며, 실험적 검증 연구로 항산화, 항염증, 기
억력 및 인지기능 개선 등이 보고되었다[10-13].
  어성초(Houttuyniae Herba)는 삼백초과의 여
러해살이풀인 약모밀의 지상부이다. 생리활성 물
질로는 essential oil, quercetin, hyperin의 
flavonoids, alkaloids 등이 알려져 있으며, 실험
적 검증 연구로 항바이러스, 항백혈병, 항암 등이 
보고되었다[14-20].
  진피(Citrus unshiu Pericarpium)는 운향과에 
속한 귤나무의 성숙한 과실의 과피이다[21]. 생리
활성 물질로는 ferulic acid, vanillic acid, 
coumaric acid 등의 phenolic acids와 각종 
flavonoid가 있는 것으로 알려져 있으며, 실험적 
검증 연구로 항염증, 항균, 항암, 면역증진, 항산
화 등이 보고되었다[22-25].
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  이에 본 저자는 인체에서 광범위하게 적용될 
수 있는 복합물 소재를 찾아내고자 기존 기초 연
구를 통해 안전성 및 항산화, 항염증, 면역 등 다
양한 효능이 밝혀진 익모초, 어성초, 진피를 배합
하여 연구를 진행하였다.
  이를 통해 식·의약품, 화장품 등 인체에서 광범
위하게 적용될 수 있는 기초자료를 제공하고자 
총 폴리페놀, 플라보노이드 함량, DPPH, ABTS 
라디컬 소거능 등 항산화 확인하였으며, 안전성 
및 항염증 효능 검증을 위해 RAW 264.7 세포로 
진행한 세포독성 평가를 기반으로 LPS로 염증반
응을 유도한 후 NO 및 염증성 사이토카인 등의 
생성량과 MAPKs (ERK, JNK, p38) 등의 단백
질 발현량을 측정하였다.

2. 실 험

2.1. 시약 및 기기

  본 실험에 사용된 aluminum nitrate 
nonahydrate, gallic acid, quercertin, sodium 
carbonate, penicillin-streptomycin, protease 
inhibitor cocktail, potassium acetate solution, 
1,1–diphenyl-2-picryl-hydrazyl, lipopolysa- 
ccharides from Escherichia coli O111:B4, 
trypan blue, phosphatase inhibitor cocktail 2, 
phosphatase inhibitor cocktail 3, 2,2' azinobis 
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) acid는 
Sigma사 (Sigma, USA)에서 구입하였다. Ethanol, 
folin-ciocalteu's phenol reagent은 Merck사 
(Merck, Germany)에서 구입하였다. Dulbecco's 
phosphate buffered saline은 Welgene사 
(Welgene, Korea)에서 구입하였다. RIPA lysis 
and extraction buffer, Pierce™ BCA protein 
assay Kit, 10% ammonium persulfate은 
Thermo Fisher사 (Thermo Fisher, USA)에서 구
입하였다. NO (Nitrix Oxide) plus detection 
kit, Acrylamide-Bis Solution 30%, 29:1, pH 
6.8 w/SDS, 0.5M Tris-HCl, 10X Tris- 
Glycine-SDS buffer, GangNam-STAIN™ 
prestained protein ladder,  pH 8.8 w/SDS, 
1.5M Tris-HCl, 10X transfer Buffer,  10X 
TBS with Tween 20,  miracle star™ western 
blot detection system은 Intronbio사 (Intronbio, 
Korea)에서 구입하였다. EZ-cytox은 Daeilab사 
(Daeilab, Korea)에서 구입하였다. Mouse IL-1 

β ELISA kit, mouse IL-6 ELISA kit, mouse 
TNF-a ELISA kit은 Komabiotech사 
(Komabiotech, Korea)에서 구입하였다. Sample 
buffer (Laemmli's 5x)은 ELPISbiotech사 
(ELPISbiotech, Korea)에서 구입하였다. TEMED
은 Bio-RAD사 (Bio-RAD, USA)에서 구입하였
다. Methyl alcohol은 Samchunchemicals사 
(Samchunchemicals, Korea)에서 구입하였다. 
Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) (G9) 
Mouse mAb,  p44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5) 
Rabbit mAb, SAPK/JNK Antibody, p38 MAPK 
Antibody은 Cell signaling사 (Cell signaling, 
USA) 에서 구입하였다.
  기기는 CO2 incubator (Sanyo, Japan), micro 
plate reader (Molecular Devices, USA), freeze 
dryer (ilshin biobase, Korea), funsion FX 
(Vilber, USA), rotary vacuum evaporator 
(EYELA FDU-540, Japan), mini trans-Blot 
(Bio-RAD, USA) 등을 사용하였다.

2.2. 시료 및 추출

  본 실험에 사용한 시료 익모초(Leonurus 
japonicus Houtt.), 어성초(Houttuynia cordata 
Thunberg), 진피(Citrus unshiu Markovich) 복합
물(이하, LHC)의 구성 약재는 대전 한약국에서 
구매하여 사용하였다. 
  추출은 시료 각 10 g씩 총 30g에 Distilled 
water 500 ㎖을 넣고 3시간 동안 환류 추출 후 
여과액을 얻어 rotary vacuum evaporator에서 
감압 농축하였다. 이후 농축된 용액을 동결 건조
하여 분말 5.18 g(수율 17.27%)을 얻었으며 초저
온 냉동고 (-80℃)에서 보관하며 실험에 따라서 
필요한 농도만큼 증류수로 희석하여 사용하였다.

2.3 항산화 효능

  2.3.1. 총 폴리페놀(polyphenol) 함량 측정
  1 ㎎/㎖ 농도의 LHC 추출물 1 ㎖과 50% 
folin-ciocalteu's phenol reagent (Merck, 
Germany) 0.5 ㎖를 혼합하여 실온에서 3분간 반
응시켰다. 반응시킨 용액을 Na2CO3 포화용액 1 
㎖와 Distilled water 7.5 ㎖를  혼합한 후 30분 
정치시킨 뒤, 1,200 rpm에서 10분간 원심분리하
여 상등액을 취해 흡광도를 760 ㎚ 파장에서 측
정하였다. 총 phenol 함량은 표준물질인 gallic 
acid를 이용하여 작성한 검량선을 활용하여 함량
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을 구하였다.

  2.3.2. 플로보노이드(flavonoid) 함량 측정
  1 ㎎/㎖ 농도의 LHC 추출물 0.1 ㎖와 80% 
에탄올 0.9 ㎖를 혼합하여 혼합물 0.5 ㎖에 10% 
aluminium niatate 0.1 ㎖와 1 M potassium 
acetate 0.1 ㎖, 80% 에탄올 4.3 ㎖을 첨가하여 
실온에서 40분 방치하고 흡광도를 415 ㎚ 파장
에서 측정하였으며, 표준물질인 quercetin을 활용
하여 작성한 표준곡선으로 함량을 구하였다.

  2.3.3. DPPH radical 소거능 측정
  LHC 추출물의 최종 농도를 희석하여 1000, 
100, 10, 1 ㎍/㎖의 농도로 정하였으며, 에탄올에 
0.2 mM 농도로 용해한 DPPH 용액 150 ㎕와 
LHC 추출물 100 ㎕를 혼합시킨 후 37℃에서 30
분간 반응시켰으며, 반응 후 흡광도를 517 ㎚ 파
장에서 측정하였으며, 시료 대조군에 Distilled 
water를 넣었으며, DPPH 용액은 대조군으로 에
탄올을 넣고 보정값을 구하였다. DPPH radical 
소거능으로 아래의 식과 같이 계산하였다.

 (
(대조군흡광도) - (시료 첨가군흡광도)

)
대조군 흡광도

 × 100 = 소거능 (%) 

  2.3.4. ABTS radical 소거능 측정
  LHC 추출물의 최종 농도를 1000, 100, 10, 1 
㎍/㎖의 농도로 희석하였으며, ABTS 용액으로 
2.6 mM potassium-persulphate와 7.4 mM 
ABTS로 제조한 후, Dark room에서 하루 정도 
방치해서 양이온 (ABTS+)을 형성시킨다. 흡광도
를 732 ㎚ 파장에서 측정하여 흡광도 값이 
0.7±0.03정도 나오게 희석하여주고, 희석된 
ABTS+ 용액 150 ㎕와 LHC 추출물 5 ㎕를 혼
합하고, 실온에서 10분간 반응시킨 후, 흡광도를 
732 ㎚ 파장에서 측정하였다. ABTS radical 소거
능은 아래의 식과 같이 계산하였다.

  
(1-

(시료 첨가군 흡광도)
) 

대조군 흡광도

× 100 = 소거능 (%) 

2.4. 세포 배양

  대식세포 RAW 264.7 세포에 10% fetal 

bovine serum과 1% penicillin-streptomycin으로 
만들어진 DMEM 배지를 사용하고 5% CO2, 3
7℃ 조건으로 세포 배양기에서 배양하고 2일 주
기로 계대 배양하여 실험을 진행하였다.

  2.4.1. 세포 생존율 측정 
  대식세포 RAW 264.7 세포를 24 well plate에 
5×104 cells/well로 분주하며 24시간 동안 배양
하여주었다. 이후, LHC 추출물을 800, 400, 
200, 100, 50, 25 (㎍/㎖) 농도로 처리해주고 다
시 24시간 배양한 후 세포배양액 100 µL당 10 
µL의 EZ-Cytox 용액으로 세포 배양기에서 30분 
반응시켰다. 반응 후 흡광도 450 ㎚ 에서 변화를 
측정하고 대조군의 세포 생존율을 백분율로 표시
하였다.

  2.4.2. NO (Nitric oxide) 생성량 측정 
  대식세포 RAW 264.7 세포를 24-well plate에 
5×104 cells/well로 분주하여 24시간 배양하였다. 
LPS 100 ng/㎖를 LHC 추출물 농도를 400, 
200, 100, 50  (㎍/㎖) 처리하여 다시 24시간 배
양하고, 세포배양액 100 ㎕과 N1 buffer 50 ㎕
를 96-well plate에 추가하여 상온에서 10분 반
응시켰으며, 이후 N2 buffer 50 ㎕를 가하여 상
온 10분간 반응시켰다. 반응 후, 흡광도 540 ㎚
에서 변화를 측정하여 대조군의 생성량을 백분율
로 표시하였다.

  2.4.3. 염증성 사이토카인 생성량 측정 
  대식세포 RAW 264.7 세포를 3×105 cells/well
을 6 well plate에 분주하고 24시간 배양하였다. 
이후, LHC 추출물 농도를 400, 200, 100, 50 
(㎍/㎖)로 하여 LPS 100 ng/㎖ 를 처리하고 다시 
24시간 배양하였다. 배양 후 세포배양액을 100 
㎕씩 96-well plate에 넣고 상온 2시간 반응시키
며, well에 있는 시약을 비우고 washing buffer를 
넣고 4회 정도 세척하였다. 세척 후 100 ㎕씩 
detection antibody를 추가하고 상온에서 2시간 
반응시키고 plate에 100 ㎕씩 streptavidin-HRP  
추가하고 상온에서 30분 반응시켰다. 이후 100 
㎕씩 TMB or pink-ONE solution 넣은 후 15
분간 반응시키며 100 ㎕의 stop solution을 넣어
주고 micro reader를 통해 흡광도를 450 ㎚에서 
측정하였으며, standard curve를 기준으로 절대 
값을 나타내었다. 
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2.5. MAPKs 단백질 발현량 확인

  대식세포 RAW 264.7 세포를 3×105 cells/well
로 6-well plate에 분주하여 이후, LHC 추출물 
농도를 400, 200, 100, 50 (㎍/㎖)에 100 ng/㎖ 
LPS를 처리하여 다시 24시간 동안 배양하였다. 
배양 후 세포에 protease inhibitor cocktail Ⅰ과 
phosphatase inhibitor Ⅱ 및 Ⅲ가 포함된 RIPA 
buffer를 넣어서 단백질을 추출하였다. 추출한 단
백질은 pierce BCA protein assay kit로 정량하
며, sample loading buffer와 혼합하여 95℃에서 
5분 반응시켜 준비하였다. 단백질은 10% 
acrylamide gel을 이용하여 SDS PAGE하고 크기
별로 분리하였으며, PVDF membrane에 옮겼다. 
단백질이 옮겨진 membrane을 5% BSA에 담근 
후 상온에서 2시간 반응시켰다. TBS-T buffer를 
이용해 3회 세척하고 p-JNK (1:2000), p-ERK 
(1:2000), p-p38 (1:1000),  JNK (1:1000), 
ERK (1:1000), p38 (1:1000), β-actin 
(1:5000) first antibody를 넣고 4℃에서 14시간 
반응시켰다. 이후 5회 세척하며 secondary 
antibody (1:10000)를 넣어서 상온에 1시간 반응
시켰으며, 반응 후 10회 세척하며 ECL solution
으로 단백질 발색을 시켰다. 이후 chemidoc 
fusion FX으로 단백질 발현량을 분석하였다.

2.6. 통계처리

  실험 결과 통계처리는 SPSS 21.0를 활용하여 
평균(mean)±표준편차(standard error)로 나타내
었으며, ANOVA를 이용하여 다중 비교하였고 
Tukey’s HSD test으로 p＜0.001, p＜0.01 및 p
＜0.05 수준에서의 유의성을 검정하였다.

3. 결과 및 고찰   

3.1. 총 폴리페놀(polyphenol) 함량 

  페놀산은 벤젠고리와 수산기(-OH)를 갖는다. 
대개 자연에서 분리된 형태보다는  당, 아미노산 
지질, 유리당 등과 에스테르 결합으로 연결되어 
있다[26]. 또한, 페놀산은 hydroxycinnamic  
acids와 hydroxybenzoic acids로도 분류된다. 
Hydroxybenzoic acids에는 gallic acid, vanillic 
acid, syringic acid, benzoic acid, salicylic acid, 
4-hydroxybenzoic acid, gentisic acid, 
protocatechuic acid 등이 있으며, hydroxy- 
cinnamic acids는 p-coumaric acid, trans- 

cinnamic acid, ferulic acid, caffeic acid, 그리고 
hydrocaffeic acid 등이 있다[27]. 이 성분들은 항
염, 항균, 항암, 항산화의 효과를 갖는 것으로 보
고되었다[28-31].
  표준물질로 Galic acid를 이용하여 활용한 검
량선에 따라 함량을 구하였으며, LHC 추출물 1 
㎎/㎖ 농도에 존재하는 총 폴리페놀 함량을 측정
한 결과, 35.53±0.48 ㎎ GAE1)/g으로 나타났다
(Table 1). 
  이와 같은 결과는 앞선 선행 연구를 통해 보고
된 단일 추출물의 총 polyphenol 함량인 어성초 
60% 메탄올 추출(17.71±0.22 ㎎/g), 익모초 열
수 추출(44.36±0.36 ㎍/㎖), 진피 열수 추출
(20.75±0.31 ㎎/g)과 비교하였을 때, 복합물이 
단일 추출물 대비 페놀 함량을 높게 나타나 항산
화 효과가 우수한 것을 보여주고 있다[32-34]. 
추후 복합물의 에탄올 추출을 통한 비교가 필요
하지만, 식품, 화장품과 같은 열수 추출이 선호되
는 분야에서는 본 연구 결과의 활용도가 높을 것
으로 판단된다.

Table 1. Total Polyphenol Contents of LHC 
extracts

Sample Total polyphenol contents (㎎/g)

LHC 35.53±0.48

The results were expressed as mean ± S.D.

3.2. 플로보노이드(flavonoid) 함량 

  플라보노이드는 담황색이나 노란색을 띠고, 방
향족 2개와 탄소 3개로 구성된 C6-C3-C6의 기
본 구조 화합물로 결합하는 다양한 hydroxyl기로 
anthocyanidins, flavones, flavanones , flavonols,  
isoflavonoids, catechins 등으로 분류된다 
[35-36]. 플라보노이드 성분물질은 catechins, 
apigenin, hesperidin, quercetin, luteolin,  
kaempferol, epicatechin, proanthocyanidins, 
isoquercitrin, limonin 등이 있다[36]. 플라보노이
드는 피부보호,  심장보호, 항염, 항바이러스, 면
역증진, 항암효과가 있으며, 활성산소 제거 효과
율이 높아 항산화 효과를 나타낸다[37-40].
  Quercetin을 표준물질로 사용하여 작성한 검량
선에 따라 함량을 구하였으며, LHC 추출물 1 ㎎
/㎖ 농도에서 존재하는 flavonoid 함량을 측정한 
결과, 8.18±0.16 ㎎/g으로 나타났다(Table 2).
  이와 같은 결과는 앞선 총 polyphenol 결과와 
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동일하게 어성초 80% 에탄올 추출(33.30±0.55 
㎎/g) 보다는 낮았으나, 어성초 60% 메탄올 추출
(75.80±0.37 ㎍/g), 익모초 열수 추출(1.08± 
0.01 ㎍/㎖) 보다 높은 것으로 나타나 복합물의 
긍정적 시너지 효과에 의한 것임을 보여주고 있
다[41-42].

Table 2. Total Flavonoid Contents of LHC 
extracts

Sample Quercetin contents (㎎/g)

LHC 8.18±0.16

The results were expressed as mean ± S.D.

3.3. DPPH radical 소거능

  DPPH는 짙은 보라색을 나타내는, 비교적 안정
한 free radical로서 항산화 성분과 반응하면, 보
라색이 무색으로 변하게 되는 특성이 있어서 항
산화 활성을 간단히 검증 가능하여 다양한 천연
소재들로 항산화 물질의 전자공여능을 측정에 많
이 이용되어진다[43].
  DPPH radical 소거능을 측정한 결과, 1000, 
100, 10, 1 (㎍/㎖) 농도에서 각각 4.16±0.28%, 
5.46±0.49%, 23.14±0.81%, 64.19±0.50%로 
나타나 농도 의존적으로 소거능이 증가되었다
(Fig. 1).

Fig. 1. DPPH radical scavenging activity of 
LHC extracts. LHC extracts were 
incubated at 1000, 100, 10, and 1 ㎍/
㎖ with DPPH solution for 30 min. 
Activities were determined by 
measurement of absorbance at 517 ㎚. 
The results were expressed as mean ± 
S.D from three independent experiments. 

3.4. ABTS radical 소거능

  ABTS radical은 potassium persulfate와 반응하
여 생성된 peroxide radical 의 ABTS가 항산화성 
물질에 제거되면서 청록색이 탈색된 것을 이용하
여 항산화능의 차이를 청록색이 탈색 되어지는 
정도를 흡광도 수치로 나타낸다. 유리라디칼이 소
거 되어지는 것을 이용한 DPPH radical 소거능
과 반면, 양이온인 라디칼이 소거 되어지는 것을 
이용한 ABTS radical 소거능이다[44].
  ABTS radical 소거능을 측정한 결과, 1000, 
100, 10, 1 (㎍/㎖) 농도에서 각각 1.35±0.36%, 
6.05±0.66%, 45.17±0.40%, 92.55±0.21%로 
나타나 농도 의존적으로 증가되는 것으로 나타났
다(Fig. 2).

Fig. 2. ABTS radical scavenging activity of 
LHC extracts. LHC extracts were 
incubated at 1000, 100, 10, and 1 ㎍/
㎖ with ABTS solution for 10 min. 
Activities were determined by 
measurement of absorbance at 732 ㎚. 
The results were expressed as mean ± 
S.D from three independent experiments.

3.5. 세포 생존율

  인체는 생체방어 및 면역의 매우 복잡하며 다
양한 세포들이 관여하는 것으로 알려져 있다[45]. 
생체방어 기전 중 생체 내로 바이러스가 침입하
였을 때 가장 먼저 반응하는 면역 세포는 대식세
포 (macrophage), 호중구 (neutrophile) 및 단핵
구 (monocyte) 등이 있으며, 이들은 선천면역체
계의 중추적인 역할을 담당한다[46]. 대식세포 
(macrophage)는 점막을 가진 상피세포 장벽 이
후 생체방어 시스템에 있어서 최초로 병원체에 
대응하는 면역세포로 항원의 식균작용, 감시 및 
이동 등에 매우 중요한 역할을 담당한다. 또한, 
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후천면역계를 담당하는 T 세포와 반응하여 T 세
포의 활성을 조절하는 역할을 수행하며, 선천면역
뿐만 아니라 후천면역계에서도 중요한 역할을 수
행하는 대식세포를 활용한 세포 생존율 평가는 
연구자가 손쉽게 다룰 수 있어 실험이 용이 하기
에 시료의 연구 농도 선정에 많이 활용되고 있다
[47]. 
  세포 생존율을 측정한 결과, 800 (㎍/㎖) 농도에
서 대조군 대비 92.60±0.35%로 나타났다(Fig. 3).
  이와 같은 결과는 LHC 추출물이 800 ㎍/㎖ 
농도 이하에서 독성을 나타내지 않는 안전한 범
위임을 보여주고 있어 이후 LPS 처리 후 확인한 
항염증 실험은 400 ㎍/㎖ 농도까지로 설정하여 
진행하였다. 

Fig. 3. Cell viability of LHC extracts in RAW 
264.7 cell. RAW 264.7 cell were 
treated by 25, 50, 100, 200, 400, and 
800 ㎍/㎖ of LHC extracts for 24 h. 
Treated cells were reacted by EZ-Cytox 
for 30 min and then absorbance were 
measured at 450 ㎚ using micro plate 
reader. Cell viability were calculated as 
percentage relative to the control. The 
result were presented by the mean ± 
S.D from three independent experiments.

3.6. Nitric oxide(NO) 생성량

  면역반응성에 비해 면역 관용 기작이 강해지는 
경우 인체 면역계는 병원균, 암, 외부 바이러스 
등의 침입하게 되어 세균성 질환 및 바이러스을 
발생시키고, 이와 반대로 면역 반응성이 면역 관
용 기능보다 강해질 경우에 류마티스 관절염과 
같은 알레르기, 자가 면역질환 및 강력한 이식 
거부 반응과 같은 염증성 질환을 초래하게 되며, 
염증과 면역은 서로 밀접한 관계가 있다고 할 수 

있다[48]. 특히 염증 반응은 상처와 외부 이물질
의 침입하면 생체를 방어하기 위해 가장 먼저 발
생 되는 선천성 면역(innate immunity) 반응으로 
알려졌으며 면역과 염증의 관계를 뒷받침해주고 
있다[49]. 이러한 선천성 면역 반응에 관여하는 
대표적인 물질으로 일산화질소(NO)는 혈압 조절
와 혈액 응고, 암세포에 대한 면역 효능이 있지
만, 일산화질소가 과도하게 생성되면 인체에 염증 
반응과 세포손상을 통해 관절염, 알츠하이머, 파
킨슨 등과 같은 퇴행성 질환의 원인으로 작용하
게 된다[50].
  본 연구에서 NO 생성량을 측정한 결과, 400, 
200, 100, 50  (㎍/㎖) 농도에서 대조군 대비 각
각 86.65±0.27%, 75.08±0.75%, 62.90±0.39%, 
60.30±0.99%로 모든 농도에서 유의성 있는 감
소가 나타났다(Fig. 4).
  이와 같은 결과는 LHC 추출물이 대표적인 염
증 매개체인 nitric oxide 생성을 효과적으로 제
거함으로써 주요 발병 원인으로 알려진 알츠하이
머, 파킨슨 질환을 비롯하여 유사한 염증 질환을 
개선할 수 있음을 보여주고 있다. 특히, nitric 
oxide가 급성 염증 단계에서 소거되지 않으면 
PGE2에 의해 만성 염증 단계로 전환되므로 LHC 
추출물은 염증 초기 단계에 활용도가 높을 것으
로 생각된다.

Fig. 4. Effect of LHC extracts on Nitric oxide 
level in RAW 264.7 cell. RAW 264.7 
cell were treated 50, 100, 200 and 400 
㎍/㎖ of LHC extracts with 100 ng/㎖ 
LPS for 24 h. Nitric oxide levels were 
calculated as percentage relative to the 
control. The result were presented by 
the mean ± S.D from three independent 
experiments (Significance of results, 
*** : p＜0.001 compared to control).
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Fig. 5. Effect of LHC extracts on IL-1β(A), IL-6(B), TNF-α(C) level in RAW 264.7 cell. 
RAW 264.7 cell were treated 50, 100, 200, and 400 ㎍/㎖ of LHC extracts with 100 
ng/㎖ LPS for 24 h. Treated cells were measured by mouse IL-1beta, IL-6, TNF-α 
ELISA kit. The result were presented by the mean ± S.D from three independent 
experiments (Significance of results, * : p＜0.05 ** : p＜0.01, *** : p＜0.001 

compared to control). 

3.7. 염증성 사이토카인 생성량

  IL-1β는 염증반응을 촉진하며 면역계를 자극
하는 염증 유발 인자로 B-cell의 성숙, T-cell의 
활성화 등에 관련하여 종양의 침습에도 관련이 
있다고 알려져 있다[51]. IL-6는 체내에서 과잉
생산 되면 악성 종양이나 자가 면역질환 및 감염
성 질환 등의 여러 가지 질환을 유발하게 되어 
다양한 염증성 질환에서 IL-6 분비량이 항상 증
가하는 것으로 보고되어 있다[51-52]. TNF-α는 
여러 급성 또는 만성 염증 질환의 발생 및 진행
에 중요한 역할을 하며, TNF-α의 합성 조절이 
질환의 치료에 이용될 수 있다고 알려져 있다
[53-54]. 
  본 연구에서 사이토카인 생성량을 측정한 결
과, 400, 200, 100, 50 ㎍/㎖ 농도에서 IL-1β 
생성량은 각각 328.48±11.44 pg/㎖, 255.78± 

21.31 pg/㎖, 189.48±5.15 pg/㎖, 140.32± 
46.76 pg/㎖, IL-6 생성량은 각각 25759.45± 
378.95 pg/㎖, 23253.68±3465.41 pg/㎖, 
17351.33±1224.30 pg/㎖, 12046.58±213.14 
pg/㎖으로 나타났다. 또한, TNF-α 생성량은 각
각 48426.73±3582.57 pg/㎖, 46077.87± 
8254.93 pg/㎖, 38420.13±2736.52 pg/㎖, 
35115.93±1465.92 pg/㎖으로 나타나, IL-1β 
생성은 50 ㎍/㎖ 농도를 제외하고 모든 농도에
서, IL-6 및 TNF-α 생성은 200, 400 ㎍/㎖ 농
도에서 대조군에 대비하여 유의하게 감소되는 것
으로 나타났다(Fig. 5). 
  이와 같은 결과는 LHC 추출물이 200 ㎍/㎖ 
이상에서 염증성 사이토카인의 증가를 특징으로 
하는 류마티스관절염, 천식, 아토피피부염 등과 
같은 질환 개선에 도움을 줄 수 있으며, 나아가 
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Fig. 6. Effect of LHC extracts on ERK(A), JNK(B), and p38(C) protein expression level in RAW 
264.7 cell. RAW 264.7 cell were treated 50, 100, 200, and 400 ㎍/㎖ of LHC extracts 
with 100 ng/㎖ LPS for 24 h. The total cell extracts were subjected to 10% SDS-PAGE 
and western blot analysis with the respective primary and secondary antibodies. The result 
were presented by the mean ± S.D from three independent experiments(Significance of 

results, ** : p＜0.01, *** : p＜0.001 compared to control).

TNF-α 억제제와 유사한 용도로도 활용될 수 
있을 것으로 보여진다.

3.8. MAPKs 단백질 발현량

  MAPKs는 세포의 자극을 세포막에서부터 세포 
내 핵까지 전달하는 대표적인 신호전달경로로서 
성장호르몬, 스트레스, 사이토카인 등의 수용체로
부터 활성화된 신호를 세포 내로 전달하며 세포
의 분화, 증식, 사멸 등 다양한 기능을 한다. 크
게 ERK(Extracellular signal-activated kinase), 
JNK(c-JUN N-terminal kinase) 및 p38 MAPK
로 분류할 수 있다. ERK는 성장호르몬의 신호전
달에 관여하여 세포의 증식과 분화에 중추적인 
역할을 담당하며, JNK와 p38 MAPK는 세포 외
부의 스트레스성 자극을 통해 활성화되며 세포 
사멸, 염증반응 등을 매개한다[55].
  본 연구에서 MAPK 단백질 발현량을 확인한 

결과, 50, 100, 200, 400 ㎍/㎖ 농도에서 ERK 
발현은 각각 1.06±0.01%, 0.87±0.01%, 0.58± 
0.01%, 0.54±0.01%, JNK발현은 각각 0.82± 
0.01%, 0.78±0.01%, 0.74±0.01%, 0.68±0.01%
로 확인되었다. 또한, p38발현은 각각 0.95± 
0.01%, 0.94±0.01%, 0.91±0.01%, 0.82±0.01%
로 확인되어 MAPK 관련 단백질 발현을 ERK 
50 ㎍/㎖ 농도를 제외하고 모든 농도에서 대조군
에 대비하여 유의성 있게 감소되는 것으로 나타
났다(Fig. 6).
  이와 같은 결과는 LHC 추출물이 MAPK 관련 
신호분자의 경로 활성 억제를 통해 사이토카인, 
바이러스 감염, DNA 손상, 세포 노화 등과 같은 
임상적 손상을 방어할 수 있음을 확인되었고 이
들의 손상이 산화 및 염증과 관련이 높다는 점에
서 앞선 실험 결과의 유의적인 결과가 이를 뒷받
침하고 있다.
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4. 결 론   

  본 연구는 익모초, 어성초, 진피 복합추출물(이
하, LHC)이 인간 생활과 밀접한 관련이 있는 식·
의약품과 화장품 등에 광범위하게 적용될 수 있
도록 안전성이 확보된 항산화 및 항염증에 효과
적인 복합물 소재를 발굴하여 기초자료로 활용하
고자 연구를 진행하였다.
  LHC 추출물은 항산화측정 결과 총 polyphenol 
함량은 35.53±0.48 ㎎ GAE/g, flavonoid 함량
은 flavonoid 함량은 8.18±0.16 ㎎ QE/g으로 
나타났으며, DPPH, ABTS radical 소거능은 농도 
의존적으로 증가 되었다. LHC 추출물은 RAW 
264.7 세포에 LPS 유도하여 NO 생성량, 염증성 
사이토카인 생성량을 측정한 결과, 대조군 대비 
모든 농도에서 생성을 유의성 있게 감소 되었다. 
  이상의 결과를 종합해 볼 때, LHC 추출물은 
세포 생존율 평가를 통해 독성이 없는 안전한 농
도가 설정되었으며, 항산화 실험을 통해 성분 함
량 및 효능을 검증하였다. 아울러 염증 및 
AMPKs 관련 바이오마커 평가를 통해 염증과 산
화적 손상 기전에 대해 객관적이고 유의적인 결
과는 전임상 단계 연구뿐만 아니라 본 결과를 통
해 즉시 개발이 가능한 분야에서 폭넓게 활용될 
수 있는 기초적 자료로 제공될 수 있을 것으로 
사료 된다. 
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