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This study was performed to evaluate the anti-inflammatory and antioxidant activities of methanol
extract from natural products. Cell viability was determined by MTT assay. The production of NO
and TNF-α were measured by Griess assay and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). In or-
der to effectively screen for anti-inflammatory agents, we first examined the inhibitory effects of 24
natural products on the production of lipopolysaccharide (LPS)-induced nitric oxide (NO) in RAW
264.7 cells. Three extracts of Terminalia chebula Retz., Lavandula spica L., and Dalbergia odorifera T. sig-
nificantly inhibited NO production. The three extracts significantly decreased production of NO in a
dose-dependent manner. Terminalia chebula Retz. decreased TNF-α production. Antioxidative effects
of the three extracts were measured based on polyphenol and flavonoid contents and DPPH radical
scavenging activity assay. The three extracts showed high polyphenol contents as well as strong
DPPH scavenging activities. In particular, Terminalia chebula Retz. contained the highest polyphenol
and flavonoid levels of 616 and 96 μg/mg, respectively, compared to Lavandula spica L. and
Dalbergia odorifera T. As DPPH radical scavensing activities, RC50 values of Terminalia chebula Retz.
were 2.09 μg/ml.
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서 론

염증반응은 인체 내 대부분의 기관에서 유발되는 기본적인

면역반응으로 급성과 만성으로 나누어지는데[19], 급성염증반

응은 물리적 자극이나 외부 감염 등에 의해 즉각적으로 조직

손상을 유발하는 반면, 만성 염증 반응은 급성보다 오래 걸리

고 지속적이며 단핵구나 대식세포, 림프구, 혈장세포 등의 침

윤을 동반하는 특징이 있으며, 조직 파괴와 치유과정을 통해

혈관신생이나 섬유화를 유발하게 된다[7,19]. 지속적인 염증반

응은 점막손상을 촉진하고, 그 결과 일부에서는 암과 같은 질

환을 발생시킨다[29]. 대식세포는 동물체내 모든 조직에 분포

하며 인체 내 선천적 면역반응을 담당하는 면역세포로서, 외

부로부터 침입하는 이물질이나 세균, 바이러스, 노화세포 등

을 포식하고 소화하는 식균작용을 하는 고전적인 기능[11]과

함께 염증반응 시에는 nitric oxide (NO)와 cytokine을 생산하

여 감염초기에 생체방어에 중요한 역할을 한다[12]. 염증 유도

사이토카인(pro-inflammatory cytokines), nitric oxide (NO)

와 prostaglandin E2 (PGE2)가 inducible NO synthase (iNOS)

와 cyclooxygenase-2 (COX-2)에 의해 다량 생성된다[22]. 혈관

내피로부터 유래된 NO는 강력한 혈관 확장제로 작용함으로

써 혈관항상성을 유지시키는 반면, 염증상태에서의 과도한

NO의 생성은 혈관투과성, 부종 등의 염증반응을 촉진시킬 뿐

만 아니라 염증매개체의 생합성을 촉진하여 급성과 만성염증

에 대한 반응으로 조직의 손상 및 유전자 변이 등을 일으킬

수 있다[21,23,26]. 또한, 내독소로 잘 알려진 lipopolysaccaride

(LPS)는 그람음성균의 세포막에 존재하며, macrophage 또는

monocyte에서 tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), inter-

leukin-6 (IL-6), interleukin-1b (IL-1B)와 같은 pro-in-

flammatory cytokine을 증가시키는 것으로 알려져 있다[1,14,

15,20,24].

한편, NO, HNO2, ONOO
-
와 같은 활성 질소종(reactive ni-

trogen species, RNS)은 염증반응 시 대식세포, 호중구 및 다

른 면역 세포들의 면역반응으로 인해 다량 생성되며, 이때 활

성산소종(reactive oxygen species, ROS)도 같이 생성된다

[5,8]. 염증반응의 조절은 대단히 복잡하며, 생체 내 복구체계

의 증강 및 손상을 감소시키기 위한 일련의 활성기전이며, 모

든 조직에서 잘 조절되는 것으로 알려져 있다. 그러나 반복되

는 조직의 손상이나 재생에 의해 염증 반응이 지속되면 염증

관련 세포에서 ROS와 RNS가 과다 생성되고 그 결과 영구적

인 유전자의 변형이 야기된다. 이처럼 ROS와 RNS는 생체 내

여러 가지 세포의 작용을 조절하는 염증반응과 깊이 관련되
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어 있다[2].

현재까지 치료에 사용했던 대부분의 항염증제들이 장기복

용 할 경우 출혈성 위장관 궤양, 신장기능 저하, 혈압상승 등의

부작용과 함께 심근경색 및 혈전형성 등의 순환계 질환도 유

발할 수 있다고 보고되었다[4]. 효능과 안전성이 우수한 새로

운 항염증제 개발에 관심을 가지게 되었으며, 다양한 분야에

서 새로운 항염증제 개발을 위한 많은 연구들이 수행되었다

[3,25,27]. 따라서 본 연구에서는 비교적 부작용이 적은 천연물

을 이용하여 항염증 및 항산화 활성을 검색하고자 한다.

재료 및 방법

시료 제조

24종의 건조 상태 시료 1 kg을 구입하여 가볍게 수세하여

건조한 후, 시료 무게의 10배량(w/v)의 70% 메탄올을 가하여

실온에서 24시간 동안 정치하여 총 3회 반복 추출하였다. 추출

액을 여과지(Whatman No. 3, Maidstone, England)를 사용하

여 2회 여과하고, 상등액은 rotary vacuum evaporator

(EYELA UNI TRAP UT-1000, Tokyo, JAPAN)로 55℃에서 농

축한 후 동결 건조하여 사용하였다.

세포주 배양

대식세포 계열(murine macrophage cell line)인 RAW 264.7

세포주는 한국 세포주 은행(KCLB, Seoul, Korea)으로부터 분

양 받았으며, 10% FBS (fetal bovine serum)와 1% antibiotics

(penicillin/ streptomycin)를 첨가한 DMEM (Gibco-BRL,

Rockville, MD) 배지를 이용하여 5% CO2가 존재하는 37℃

incubator에서 1주일에 2~3회 계대 배양하였다.

세포독성 측정

시료의 세포독성을 측정하기 위해 MTT (3-(4,5-dimethyl-

thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide) assay를 green

등의 방법[10]으로 측정하였다. RAW 264.7 세포 1×10
5

cells/well을 96 well plate에 분주하고, 37℃, 5% CO2 in-

cubator에서 24시간 동안 배양하였다. 배양한 RAW 264.7 세

포는 serum free 배지로 교체한 후 LPS (100 ng/ml)와 시료를

처리하여 각각 24시간 배양하여 5 mg/ml의 MTT 용액 10 μl를

각 well에 넣고 incubator에서 4시간 동안 배양하였다. 배양

종료 후 상등액을 제거하고 각 well에 100 μl의 DMSO를 첨가

하여 생성된 formazan 결정을 용해시켜 microplate reader로

550 nm에서 흡광도를 측정하였고, 세포독성은 시료의 흡광도

를 대조군의 흡광도에 대한 백분율로 나타내었다.

Nitric oxide (NO) 생성량 측정

NO생성량 측정은 Griess Reagent System의 방법[28]에 따

라 RAW 264.7 세포주를 1×10
5

cells/well로 96 well plate에

분주하여 24시간 배양한 후 LPS (100 ng/ml)와 농도별 sam-

ple 처리하여 24시간 배양하였다. 세포배양 상등액 100 μl를

96 well plate에 취하고, 여기에 동량의 Griess 시약을 넣어

10분간 반응시킨 후 microplate reader를 이용하여 540 nm에

서 흡광도를 측정하였다. Nitrite의 농도(μM)는 sodium nitrite

(NaNO2)를 사용하여 얻은 표준 직선과 비교하여 산출하였다.

Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) 생성량 측정

세포 배양액 내의 cytokines의 양을 측정하기 위해 en-

zyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits (invitrogen

corporation, Carlsbad, CA, USA)을 수행하였다. 각 시료의

추출물 혹은 LPS를 처리한 배양액을 이용하여 TNF-α 측정에

사용하였다. 배양액을 적절한 농도로 희석한 후, cytokine으로

coating된 96 well plate에 50 μl씩 첨가하여 4℃에서 overnight

시켰다. Washing buffer로 3회 세척한 다음, 100 μl의 strepta-

vidine-HRP solution을 처리하여 1시간 동안 상온에서 반응시

킨 후 다시 washing buffer로 3회 세척하였다. 여기에 di(2-eth-

ylhexyl)-2,4,5-trimethoxybenzalmalonate (TMB) substrate를

100 μl씩 처리하여 5-30분간 반응시킨 후 100 μl의 stop sol-

ution을 처리한 후 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

총 폴리페놀 함량

총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis법[9]을 응용하여 측정하였

다. 즉 각 메탄올 추출물 시료 1 mg을 증류수 1 ml에 녹이고

10배 희석한 희석액 2 ml에 2배 희석한 folin 시약 2 ml을 첨가

하고 잘 혼합한 후 3분간 방치한 후 10% Na2CO3 2 ml을 넣고

1시간 반응 시킨 후 UV/Visible spectrophotometer (UVIKON

922, Kontron, Italy)를 사용하여 700 nm 에서 흡광도를 측정

하여 작성한 표준곡선으로부터 함량을 구하였다. 이 때 tannic

acid를 이용한 표준곡선은 10, 25, 50, 75, 100 μg/ml가 되도록

하여 위와 같은 방법으로 700 nm에서 흡광도를 측정하였다.

총 플라보노이드 함량

총 플라보노이드 함량은 Moreo [18] 등의 방법에 의해 측정

하였다. 각 시료 추출물 0.1 ml와 80% ethanol 0.9 ml을 혼합한

혼합물 0.5 ml에 10% aluminium nitrate와 1 M potassium

acetate 0.1 ml 그리고 80% ethanol 4.3 ml을 가하여 실온에

40분 방치한 뒤 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 추출물

의 흡광도를 표준물질로 사용한 quercetin 검량선과 비교하여

총 플라보노이드의 함량을 구하였다. Quercetin을 이용한 표

준곡선은 5, 10, 25, 50, 75 μg/ml가 되도록 하여 위와 같은

방법으로 415 nm에서 흡광도를 측정하여 작성하였다.

α-α-diphenyl-β-picrylhydrazyl (DPPH) radical 소거

활성

DPPH radical에 대한 각 시료의 환원력을 측정하기 위해
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Table 2. Effects of methanol extract from natural products on LPS-induced cell viability and NO inhibition in RAW 264.7 cells

No. Cell viability rate (%) NO inhibition rate (%) No. Cell viability rate (%) NO inhibition rate (%)

1 95.79±2.58
1)

9.84±19.49 13 91.29±3.75 -
2)

2 80.04±1.93 3.27±4.12 14 98.87±0.88 0.15±2.99

3 87.72±2.47 58.98±2.24 15 79.80±1.45 21.83±9.40

4 90.54±7.25 20.67±6.66 16 81.28±7.47 -

5 81.22±2.36 - 17 95.72±1.77 8.62±4.40

6 86.81±1.98 14.94±3.86 18 74.07±1.55 -

7 88.57±3.05 - 19 94.67±7.79 4.85±5.82

8 90.53±3.72 1.74±8.19 20 93.45±6.69 -

9 96.83±2.30 19.32±0.96 21 82.63±3.19 -

10 101.13±2.09 3.00±8.39 22 95.71±3.59 -

11 92.31±2.51 6.73±5.73 23 90.31±0.30 -

12 86.98±0.62 30.66±31.64 24 52.67±5.66 99.27±0.68
1)The culture supernatants were isolated and analyzed for nitrite levels. Data represent the mean±SEM of three independent experi-

ments (n=3). The concentration of all tested samples was 25 μg/ml.
2)

Not detected.

99% 메탄올에 각 시료를 녹여 농도별로 희석한 희석액 800

μl와 메탄올에 녹인 0.15 mM DPPH용액 200 μl를 가하여 실온

에 30분 방치한 후 517 nm에서 흡광도를 측정하였다[30]. 각

시료 추출물의 유리 라디칼 소거활성은 시료를 첨가하지 않은

대조구의 흡광도를 1/2로 환원시키는데 필요한 시료의 농도

인 RC50값으로 나타내었다. 이때 활성비교를 위하여 ascorbic

acid를 사용하였으며 시료농도의 1/10이 되도록 첨가하여 같

은 방법으로 항산화 효과를 측정하였다.

통계학적 분석

대조군과 추출물 처리군의 실험결과에 대한 통계처리는

Student's t-test로 비교하였다. 통계처리 후 p값이 0.01 미만일

경우(p<0.01) 통계적인 유의성이 있다고 판정하였다.

결과 및 고찰

가자, 라벤더, 강향이 nitric oxide 생성능에 미치는 영향

활성산소종(reactive nitrogen species)의 하나이며, 최근 염

증반응의 중요한 작용인자로 알려진 nitric oxide (NO) 저해에

대한 24종 천연물 추출물(Table 1)의 효과를 25 μg/ml의 농도

에서 검색해 본 결과, Table 2와 같이 나타났다. LPS에 의해

RAW 264.7 cell로부터 생성되는 NO는 약 40-50 μM이었다.

다른 추출물에 비해, No. 3(가자), 12(라벤더), 24(강향)에서 우

수한 효과를 나타냈다. 하지만 강향의 세포 생존율이 52.67

±5.66%인 것으로 나타나 세포독성으로 인한 NO 저해로 보여

지므로 농도를 낮춰 다음 실험을 진행하였다. 가자, 라벤더,

강향의 농도별 NO 생성을 측정 결과는 Fig. 1에 나타내었다.

최고농도인 50, 100 μg/ml에서 가자와 라벤더는 LPS대조구에

비해 NO 생성량이 20-30%로 감소하였으며(Fig. 1A, 1B), 강향

은 10 μg/ml에서 NO 생성능이 약 30%로 다른 시료에 비해

Table 1. List of the natural products used

No. Scientific name

1 Chrysanthemum indicum L.

2 Corchorus oliforius L.

3 Terminalia chebula Retz.

4 Cuscuta japonica Choisy

5 Citrus junos

6 Dendropanax morbifera Nakai

7 Pinus densiflora Sieb.

8 Eucommia ulmoides Oliv.

9 Geranium nepalense Hara.

10 Cymbopogon citratus

11 Picrasma quassioides (D. Don) Benn.

12 Lavandula spica L.

13 Achyranthes japonica
14 Lycium chinense Mill

15 Pueraria thunbergiana

16 Rosahybrida Hort.

17 Artemisia lavandulaefolia

18 Dendropolyporus umbellatus
19 Perillafrutescens (L.) Britton var. acuta Kudo

20 Rehmannia glutinosa var. purpurea (Makino) Makino &

Nemoto

21 Equisetum arvense L.

22 Aralia elata (Miq.) Seem.

23 Opuntia ficus-indica (L.) Mill.

24 Dalbergia odorifera T. Chen.

낮은 농도에서 높은 NO 저해활성을 나타내었다(Fig. 1C). 또

한, 이들 모든 농도에서 95% 이상의 세포 생존율을 보여 추출

물의 항염증 효과는 세포 생존율의 감소와는 관계없음을 보여

준다(Fig. 1).

Cheon [6] 등은 대황 추출물 100 μg/ml에서 약 50% NO

생성능, Hyun 등[13]은 백삼, 홍삼, 발효홍삼 50 μg/ml에서
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Fig. 1. Inhibition effects of Terminalia chebula Retz. (A), Lavandula
spica L. (B), and Dalbergia odorifera T. Chen. (C) on

LPS-induced NO production in RAW 264.7 cells. The

culture supernatants were used to measure NO

production. Data represent the mean±SEM of three in-

dependent experiments (n=3). **p<0.01, ***p<0.001 when

compared the groups treated with LPS (100 ng/ml)

alone.

약 60% NO 생성능을 보고하였으며, 본 연구의 강향은 10 μg/

ml에서 높은 저해활성을 나타내 NO 소거능이 뛰어난 것으로

보여진다.

가자, 라벤다, 강향 추출물이 염증성 사이토카인 TNF-α 생

성에 미치는 영향

RAW 264.7 세포에 100 ng/ml의 LPS를 처리했을 때, 처리

(A)

(B)
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α
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Fig. 2. Effects of Terminalia chebula Retz. (A), Lavandula spica L.

(B), and Dalbergia odorifera T. Chen. (C) on LPS-induced

TNF-α levels in RAW 264.7 cells. The culture super-

natants were isolated and analyzed for TNF-α levels.

Data represent the mean±SEM of three independent ex-

periments (n=3).

하지 않은 군에 비해 TNF-α 의 생성량은 급격히 증가되었으

며, 가자 추출물을 각각 10, 100 μg/ml로 처리했을 때, 100

μg/ml의 농도에서 TNF-α 생성능은 약 50%로 감소하는 것을

보여준다(Fig. 2A). 이에 비해, 라벤더 추출물을 농도별로 각각

10, 100 μg/ml 처리 했을 때는 별다른 영향을 미치지 못했다

(Fig. 2B). 강향 추출물 또한, 농도별로 각각 1, 10 μg/ml 처리

했을 때 미미한 감소를 나타냈다(Fig. 2C).

따라서, RAW 264.7 세포주에 LPS와 각 추출물을 처리하여

염증을 유발한 후 염증인자인 NO의 생성, 그리고 proin-
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flammatory cytokine인 TNF-α의 생성량을 측정한 결과, 강향

추출물은 낮은 농도에서 높은 NO저해활성을 나타냈으며, 가

자 추출물은 TNF-α 생성을 효과적으로 감소시키는 것으로 나

타났다.

가자, 라벤더, 강향 추출물의 항산화 활성 검색

가자, 라벤더, 강향 추출물의 폴리페놀 및 플라보노이드 함

량을 각각 tannic acid, quercetin을 기준물질로 하여 측정하였

다(Table 3). 그 결과, 각각의 총 폴리페놀 함량은 가자 616

μg/mg, 라벤더 73.98 μg/mg, 강향 161.82 μg/mg으로 세가지

추출물 모두 높은 폴리페놀 함량을 나타냈으며, 특히 가자 추

출물의 폴리페놀 함량은 매우 높게 나타났다. 플라보노이드

함량은 가자 96.13 μg/mg, 라벤더 11.77 μg/mg, 강향 41.21

μg/mg으로 나타나, 플라보노이드 함량 역시 가자 추출물이

가장 높은 함량을 나타내었다.

시료의 free radical 소거활성 측정은 stable radical인

Table 3. Total polyphenols and flavonoids contents of methanol

extract from Terminalia chebula Retz., Lavandula spica
L., and Dalbergia odorifera T. Chen.

Total
polyphenols1)

(μg/mg)

Total
flavonoids2)

(μg/mg)

Terminaliachebula Retz. 616.96±32.65 96.13±26.28

Lavandula spica L. 73.98±5.033) 11.77±3.02

Dalbergia odorifera T. Chen. 161.82±16.79 41.21±26.28
1)

Micrograms of total polyphenol content/mg of plants based

on tannic acid as standard.
2)Micrograms of total flavonoid content/mg of plants based on

quercetin as standard.
3)Each value is expressed as mean±SD in triplicate experiments.

Table 4. DPPH radical scavenging activity of methanol extracts

from Terminalia chebula Retz., Lavandula spica L., and

Dalbergia odorifera T. Chen.

Samples Concentration
Scavenging

effect (%)

RC50
1)

(μg/ml)

Terminalia chebula
Retz.

1 28.28±1.87
2)

2.09±4.015 96.05±1.38

10 96.52±0.51

Lavandula spica L.

5 13.41±7.25

17.25±2.4310 25.92±8.17

25 74.33±7.23

Dalbergia odorifera
T. Chen.

1 10.11±1.87

6.31±4.015 41.96±1.38

10 76.40±0.51

Ascorbic acid
1 26.37±0.69

1.57±0.07
2.5 89.09±5.79

1)
Concentration required for 50% reduction of DPPHㆍat 30 min

after starting the reaction.
2)Each value is expressed as mean±SD in triplicate experiments.

DPPH를 사용하여 측정하였는데, DPPH는 짙은 자색을 띄는

비교적 안정한 free radical로서 항산화제, 방향족 아민류 등에

의해 환원되어 색이 탈색되며, 이것은 다양한 천연소재로부터

항산화 물질을 검색하는데 많이 이용되고 있다[17]. DPPH

radical을 50% 저해하는 시료의 농도를 RC50값으로 표기하였

다. 각각의 RC50값은 가자 2.09 μg/ml, 라벤더 17.25 μg/ml,

강향 6.31 μg/ml로 나타났으며 세가지 시료 모두 낮은 RC50값

으로 DPPH radical 소거능이 우수하였다. 특히 가자는 천연항

산화제인 ascorbic acid (1.57 μg/ml)와 비슷한 RC50값을 나타

내 뛰어난 항산화능을 보였다. 또한, Lee 등[16]은 가자 추출물

의 RC50값이 3.08 μg/ml로 비슷한 결과를 나타냈으며, 마두령,

결명자, 익모초, 갈근은 RC50값이 300 μg/ml 이상으로 나타나

가자의 라디칼 소거능은 매우 우수한 것으로 사료된다.

이들 항산화 활성은 염증관련 세포에서 ROS와 RNS의 생성

억제와 대식세포의 염증반응 억제와도 깊은 관련이 있다[2].

따라서, 가자, 강향, 라벤더 추출물은 NO 저해활성 및 항산

화 활성이 대체적으로 우수하였으므로 향후 추가적인 기전연

구를 통해 기능성 소재로써의 가능성이 보여진다.
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초록：가자, 라벤더, 강향의 항염증 및 항산화 활성 검색

채인경․유미희․김혁일․이인선*

(계명대학교 식품가공학 전공)

염증반응의 중요한 작용인자로 알려진 nitric oxide (NO) 저해율에 대한 24종 천연물 추출물의 효과를 25 μg/

ml의 농도에서 검색해 본 결과, 다른 추출물에 비해 가자, 라벤더, 강향이 우수한 효과를 나타냈다. 하지만 강향은

세포 생존율이 52.67±5.66%인 것으로 보아 세포독성으로 인해 NO 저해율이 높게 나타난 것으로 보여 지므로

농도를 낮춰 다음 실험을 진행하였다. 농도별 NO생성능을 측정해본 결과. 최고농도인 100 μg/ml에서 가자와

라벤더는 NO 생성량이 20-30%로 감소하였으며, 강향은 10 μg/ml에서 NO 생성량이 약 30%로 다른 시료에 비해

낮은 농도에서 높은 저해활성을 나타내었다. RAW 264.7 세포주에 LPS와 각각의 시료를 처리하여 염증을 유발한

후 염증인자인 NO의 생성, 그리고 proinflammatory cytokines인 TNF-α의 생성량을 측정한 결과, 강향 추출물은

낮은 농도에서 높은 저해활성을 나타내, LPS로 유도된 염증 인자들을 효과적으로 감소시키는 것으로 나타났다.

각각의 총 폴리페놀 함량은 가자 616 μg/mg, 라벤더 73.98 μg/mg, 강향 161.82 μg/mg으로 세 가지 추출물 모두

높은 함량을 지내고 있었으며, 특히 가자 추출물의 폴리페놀 함량은 매우 높았다. 플라보노이드 함량은 가자

96.13 μg/mg, 라벤더 11.77 μg/mg, 강향 41.21 μg/mg으로 또한 가자 추출물이 가장 높은 함량을 나타내었다.

각각의 RC50값은 가자 2.09 μg/ml, 라벤더 17.25 μg/ml, 강향 6.31 μg/ml로 나타났으며 세 가지 시료 모두 낮은

RC50값으로 DPPH radical 소거능이 우수하였다. 특히 가자는 천연항산화제인 ascorbic acid (1.57 μg/ml)와 비슷

한 RC50값을 나타내 뛰어난 효과로 보여 진다.


