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서 론

동충하초는 한국 및 일본, 중국 등 전 세계에 분포하며 

여름부터 곤충의 유충을 기주로 증식하며 유색의 자낭좌자

를 형성한다(Lee, 1998). 밀리타리스 동충하초에서 분리된 

Cordycepin은 항산화 및 항암, 면역증강, 항균효과 등이 보

고되어 있고(Kim 등; 2001, Ying 등, 1987; Lee 등, 2004; 

Park 등, 2002), 동맥경화 억제 및 콜레스테롤 저하, 혈당강

하 작용등(Koh 등; 2001, 2002) 다양한 기능성을 보유하고 

있어 최근에는 기능성식품의 소재로 주목받고 있다.

염증은 생체 혹은 조직에 물리적 자극이나 화학물질 접촉, 

세균감염 등 기질적 변화를 가져오는 침습이 가해질 때 그 손

상부위를 수복, 재생하려는 복구기전으로 국소적 염증성 성

분이 증가되면서 염증이 유발된다(McCord, 1974; Petrone 

등., 1980). 또한, 염증 반응이 만성화되면 동맥경화나 관절

염 등의 염증성 질환을 일으키게 된다. 이러한 염증 반응에는 

cytokine과 free radical 등이 관여 하는데 특히, tumor ne-

crosis factor-alpha(TNF-α)나 lipolysaccharide(LPS)와 

같은 자극에 의해 염증 반응의 전사인자인 nuclear factor-

kappa B (NF-κB)가 활성화되고 그로 인해 inducible nitric 

oxide synthase(iNOS)와 cyclooxygenase -2(COX-2)가 

발현되어 염증작용이 나타난다 또한, 염증반응에 의해 과량의 

nitric oxide (NO)가 생성된다(Lavrovsky 등, 2000;Schreck 

등., 1992; Winrow 등, 1993).

따라서, 밀리타리스 동충하초의 항염증 활성을 확인하고

자 동충하초 추출물의 free radical 저해능과 마우스 대식세

포인 Raw 264.7 cell에 LPS를 처리하여 동충하초 추출물의 

염증반응을 저해활성을 살펴보았다.

재료 및 방법

실험재료�및�추출물�조제

건조된 밀리타리스 동충하초 4mg을 1ml(추출 시료량을 

늘려야 실험에 사용한 추출물 량을 맞출 수 있음)의 70% 에

탄올로 상온 24시간 추출 후 상등액을 사용하였다.

실험물질의�제조

항염증 활성을 평가하기 위해 동충하초 추출물을 dim-

ethylsulfoxide (DMSO)에 용해시켜 최종농도가 5 mg/ml

이 되도록 제조하여 사용하였다.

�동충하초�추출물에�의한� 3-Morpholinosydnonimine�

hydrochloride�(SIN-1)에�의해�발생한�peroxynitrite의�

저해

검은색 96-well microplate에 농도별로 조절된 동충하초 
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추출물을 10ul 취하고, 90mM NaCl 및 5mM KCl, 100 mM 

diethylenetriaminepenta acetic acid, 10 mM DHR 123

을 함유하는 sodium phosphate 완충액(pH 7.4)를 가한 후, 

peroxynitrite를 발생시키는 SIN-1을 50 μM 농도로 처리하

여 동충하초 추출물이 최종농도 16, 32, 64, 128 μg/ml이 되

게 하였다. 그리고, Peroxinitrite의 분당 변화량은 fluores-

cence microplate reader(Synergy HT, BIO-TEK, VT, 

USA )를 사용하여 excitation 500nm 및 emission 536nm

에서 측정하였다(Kooy 등, 1994).

마우스�대식�세포(Raw�264.7)�

Raw 264.7(mouse monocyte cell line)은 American 

Type Culture Collection로부터 분양 받은 세포를 사용하

였으며, 2mM L-glutamine 및 100mg/ml streptomycin, 

2.5mg/l amphotericin B, 그리고 10% 불활성화된 fetal 

bovine serum(FBS)이 함유된 Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium(DMEM)을 이용하여 37℃에서 5% CO2와 95% air

가 함유된 습한 대기 조건에서 배양하였다. 그리고 10% FBS

를 첨가하지 않은 것을 serum-free medium (SFM)으로 하

였으며 100mm plastic flasks에 2일에 한번씩 subculture

하여 세포주를 유지하였다. 

동충하초�추출물의�마우스�대식�세포증식에의�영향

동충하초 추출물의 세포 독성여부를 확인하기 위해, Raw 

264.7 세포 증식에 미치는 영향을 MTT assay법을 이용하

여 측정하였다. 즉, Raw 264.7 세포를 24 well plate에 7 x 

104/well이 되도록 분주하고 16시간 배양한 후 동충하초 추

출물을 최종농도 16, 32, 64, 128 ㎍/ml이 되게 처리하여 6

시간 동안 배양한 다음 MTT assay를 이용하여 세포독성을 

측정하였다(Reddy 등, 2003).

�동충하초�추출물에�의해�Raw�264.7�cell에서�LPS로�NO

의�저해

Raw 264.7 세포를 24 well plate에 well당 7 x 104개가 

되도록 분주하고 16시간 배양한 후 동충하초 추출물이 최종

농도 16, 32, 64 μg/ml이 되게 처리 한 다음 1시간 후 li-

popolysaccharide (LPS) 1 μg/ml로 처리하여 6시간 배양하

였다. 배양 후 세포 상층액으로 분비된 NO 생성량을 Griess 

reagen system (Promega, Fitchburg, WI, USA)를 이용

하여 측정하였다(Rao, 1997; Xie 등, 1994).

�동충하초�추출물의�Cyclooxygenase-2�(COX-2)�염증�

단백질�발현�저해

Raw 264.7 세포를 100mm plastic flasks에 5 x 105개가 

되도록 분주하고 16시간 배양한 후 세포에서 COX-2의 발현

Fig.�1.��Cell viability effect of Cordyceps militaris extracts at monocyte/
macrophage cell. Cell viability was measured by MTT assay in 
monocyte/macrophage cell (raw 264.7). Con, Control.

Fig.�2.  Suppression of peroxinitrite level by Cordyceps militaris 
extracts. roS was measured by fluorescence analysis using 
DCfDa. Con, Control. SiN-1, 50 μM 3-Morpholinosydnonimine 
hydrochloride. Statistical significance : ### p<0.001 compared 
to Con, ** p<0.01 compared to SiN-1, *** p<0.001 compared 
to SiN-1, respectively. 

Fig.�3.  Suppression of nitric oxide level by Cordyceps militaris extracts. 
Nitric oxide was measured by griess assay. Con, control. lPS, 
lipopolysaccharide 1 μg/ml. Statistical significance : ** p<0.01 
compared to lPS, *** p<0.001 compared to lPS, respectively. 
(lPS 1ug/ml)
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을 확인하기 위해 동충하초 추출물을 8, 16, 32, 64 μg/ml이 

되도록 처리하고 1시간 후 LPS 1 μg/ml를 처리하여 6시간 

배양하였다. 배양 후 세포는 phosphate-buffered saline 

(PBS)로 세척하고, 세포를 세포질 용해액(10 mM Tris (pH 

8.0), 1.5 mM MgCl2, 1mM DTT, 0.1% NP-40, 20mM, 

20mM β-glycerophosphate, 10mM NaF, 1mM Sodium 

orthovanadate) 100μl를 처리하여 15분간 얼음에서 방치 후 

원심분리하여 상등액을 분리하였다. 이 상등액이 COX-2 발

현을 확인하기 위한 세포질 단백질로 얻어진 단백질은 8% 

SDS-아크릴아마이드 겔 상에서 전기영동 한 후 nitrocel-

lulose memebrane으로 옮겼다. 항체의 비 특이적 결합을 억

제시키기 위해 표면에 단백질이 부착되어 있는 membrane을 

5% skim milk가 포함된 TBST 용액 (50 mM Tris (pH 7.5), 

150mM NaCl, 0.1% Tween-20)으로 실온에서 30분간 천

천히 교반 하였다. 그 후, COX-2의 specific antibodies

를 이용하여 4 ℃에서 over night 시켰다. COX-2 발현양

은 horseradish peroxidase(HRP)가 붙어 있는 secondary 

antibodies로 실온에 30분 반응 후 암실에서 X-ray film에 

현상하여 확인하였다(Habib 등, 1993;Reddy, 등, 2003).

통계학적�분석

통계학적 분석은 prism 5 for windows(Graphic Pad, 

Inc., CA, USA)의 Newman-Keuls Multiple Comparison 

Test에 의한 one way ANOVA를 이용하여 분석하였다.

결과 및 고찰

밀리타리스 동충하초 추출물이 세포생존율에 미치는 영향

밀리타리스 동충하초 추출물(70% EtOH)의 마우스 대식

세포 (Raw 264.7)에 대한 세포 독성을 확인한 결과, 그림 1

과 같이 모든 처리군에서 세포 생존율이 조금 하락하였다. 그

럼에도 불구하고, 16μg/ml부터 128μg/ml까지 모든 농도에

서 밀리타리스 동충하초 추출물을 처리한 군에서 세포생존을 

저해한 유의적 차이가 없는 것으로 나타나 밀리터리스 동충

하초의 추출물이 마우스 대식세포 raw 264.7의 생존에 미치

는 영향은 없다고 사료된다. 

밀리타리스�동충하초�추출물의�peroxinitrite�저해능

Peroxinitrite는 체내에서 DNA 등을 포함한 세포 분자에 

손상을 주는 자유 라디칼이며, 아질산 이온 (NO2−)과 과산

화수소 (H2O2)가 결합하여 생성되는 강력한 산화 스트레스

이다. 이러한 peroxinitrite를 밀리타리스 동충하초 추출물

(70% EtOH)이 효과적으로 저해하는지 관찰한 결과는 그림 

2와 같이 SIN-1 50 μM로 유도된 peroxinitrite를 농도 의존

적, 유의적으로 제거하였다. 특히, 밀리타리스 동충하초 추

출물 128 μg/ml 처리군에서 peroxinitrite를 60.77±1.67% 

저해시켜 뛰어난 저해능을 가지는 것으로 확인하였다. Shin 

등은 100 μM DPPH 자유 라디칼을 밀리타리스 동충하초 

Ethanol 추출물 1~30 mg/ml이 농도의존적으로 저해한다

고 보고하였다. (Shin 등, 2010) 이는 밀리타리스 동충하초

가 자유라디칼 저해능이 우수하다는 이번 결과와 의미가 동

일하다.

밀리타리스�동충하초�추출물의�NO�저해능

체내 혹은 세포계에서 LPS와 같은 자극에 의해 염증 반응

이 시작되면 염증성 유전자인 iNOS가 발현되고, iNOS가 관

여하는 염증반응에 의해 과량의 NO가 생성된다. (Chen 등, 

1998) 그러므로, 체내에서 NO가 감소된다는 것은 염증반응

이 저해되고 있다는 것을 의미한다. 밀리타리스 동충하초 추

출물(70% EtOH)의 NO 저해능을 측정한 결과 그림 3과 같이 

LPS 1 μg/ml을 처리한 군에서 NO 생성이 3.75 ± 0.20 μM

Fig.�4.  inhibition of CoX-2 expression by Cordyceps militaris extracts. Western blot analysis was performed 
to detect CoX-2 protein level in cytosol extracts (40 μg protein) from each group in raW 264.7 
cell. Con, Control. lPS, lipopolysaccharide 1 μg/ml.
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까지 증가하였으나 밀리타리스 동충하초 추출물 32 μg/ml 

처리군에서 3.21 ± 0.10 μM, 64 μg/ml 처리군에서 3.07 ± 

0.13 μM로 농도 의존적, 유의적으로 감소하였다. 이는 Kim 

등의 raw 264.7 cell에서 LPS 1μg/ml에 의해 유도된 NO를 

밀리터리스 동충하초의 buthanol 분획물(CMBF) 5~10 μg/

ml에 의해 농도의존적으로 감소 시키는 결과와 일치 하였다. 

(Kim 등, 2006) 또한, NO의 증가로 영향을 받아 함께 증가

하는 염증성 단백질 iNOS를 밀리타리스 동충하초 Ethanol 

추출물로 저해하였다는 Won 등의 결과와 의미가 연관된다. 

(Won 등, 2005). 

�밀리타리스�동충하초�추출물의�COX-2�단백질�발현�저해능

Raw 264.7 세포에 LPS 1 μg/ml을 처리하여 염증유전자 

COX-2를 유도시키고 밀리타리스 동충하초 추출물의 처리

가 COX-2의 발현을 저해하는지를 확인한 결과 그림 4와 같

이 LPS 1 μg/ml를 처리한 raw 264.7 세포에서 확연히 증

가한 COX-2의 발현을 밀리타리스 동충하초 추출물이 처리

농도 의존적으로 저해하는 것을 확인하였다. COX-2는 평

상시 일반적인 상황에서는 발현하지 않는 유전자이나, 체내

에서 염증 반응이 일어나면 급격히 증가하는 염증 유전자이

다. (Lin 등, 1999, Steffen 등, 1998) 그러므로, 밀리타리

스 동충하초 추출물에 의한 COX-2의 저해는 염증작용이 

억제되고 있음을 보여주는 결과이다. 이는 Kim 등의 raw 

264.7 cell에서 LPS 1μg/ml에 의해 유도된 COX-2를 밀

리터리스 동충하초의 buthanol 분획물 5~10 μg/ml에 의

해 농도의존적으로 감소 시키는 결과와 일치 하였다. (Kim 

등, 2006) 하지만 Shin 등은 밀리타리스 동충하초 Ethanol 

추출물 100~200 μg/ml에서 COX-2를 증가 더 증가시킨다

고 보고하였다. (Shin 등, 2010) 밀리타리스 동충하초는 처

리 농도에 따라 COX-2의 저해능과 증가능을 동시에 갖고 

있는 것으로 사료된다.

적 요

밀리타리스 동충하초 추출물은 체내 염증반응을 유도하는 

peroxinitrite를 밀리타리스 동충하초 추출물 128 μg/ml 처

리로 peroxinitrite를 60.77±1.67% 저해시켜 뛰어난 저해

능을 가지는 것으로 free radical의 생성을 억제하며, Raw 

264.7 세포에 LPS 1 μg/ml을 처리하여 NO 생성이 3.75 ± 

0.20 μM까지 증가하였으나 밀리타리스 동충하초 추출물 32 

μg/ml 처리군에서 3.21 ± 0.10 μM, 64 μg/ml 처리군에서 

3.07 ± 0.13 μM로 농도 의존적, 유의적으로 감소 시켰다. 

또한, 이로 인해 발현되는 염증 유전자 COX-2의 발현을 유

의적으로 저해 한 것을 Western blot으로 확인 하였다. 그러

므로, 밀리타리스 동충하초 추출물은 항염증소재로의 가능성

이 충분하다고 사료된다.
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