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괄루경엽의 BV2 미세아교세포에서의 항염증 활성 성분
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Abstract − The aerial part of Trichosanthes kirilowii Maxim. (Cucurbitaceae), has long been used in traditional Korean and

Chinese medicines for the treatment of heatstroke. We isolated and identified three flavones, luteolin-7-O-β-D-glucopy-

ranoside(1), luteolin-4′-O-β-D-glucopyranoside(2), luteolin(3) from its methanolic extract. In the present study, we found that

luteolin attenuates the lipopolysaccharide(LPS)-induced inflammation in BV2 microglial cells. Luteolin significantly inhibited

LPS-induced production of pro-inflammatory mediators such as nitric oxide(NO) and prostaglandin E
2
(PGE

2
) in BV2 microglia

in a concentration-dependent manner without cytotoxic effect. Luteolin dose-dependently suppressed the protein expression of

inducible nitric oxide synthase(iNOS) and cyclooxygenase-2(COX-2). In addition, luteolin also showed significant induction

of heme oxygenase(HO)-1. These results suggest that both the aerial part of T. kirilowii and luteolin may be good candidates

to regulate LPS-induced inflammatory response.
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괄루경엽( 樓莖葉)은 박과(Cucurbitaceae)에 속하는 하늘

타리(Trichosanthes kirilowii Maxim.)의 줄기와 잎으로서 본

초강목에 수재되어 있는 약재이다.
1)

 괄루경엽은 한방에서

산(酸), 한(寒), 무독(無毒)의 성미(性味)를 가지며, 열사병에

쓰이는 것으로 알려져 있다.
1)

 괄루경엽의 기원식물인 하늘

타리의 뿌리의 생약명은 괄루근으로서 한방에서 해열, 지

갈, 소종약으로, 종자는 괄루인이라 불리우며 마른기침과 변

비치료에 상용되는 중요한 생약으로 알려져 있으나,
2)

 괄루

경엽은 이들 생약에 비하여 상대적으로 잘 알려져 있지 않

으며, 저자들이 확인한 바로는 그 성분과 약리작용에 대한

연구가 없는 실정이다.

미세아교세포(microglia)는 뇌에 존재하는 대식세포

(macrophage)의 일종으로서, 뇌 교질세포(glial cell)의 10-

15%를 차지하고 있으며, 중추신경계에 있어서 일차적인 면

역방어기능을 가지고 있다.
3)

 이 세포는 뇌의 항상성을 유지

하는 역할을 수행하며, 외인성 병원균의 침입, 신경세포 손

상 등 미세한 병적 환경변화를 감지하였을 때는 빠르게 활

성화되어 일산화질소(nitric oxide; NO), prostaglandin E2

(PGE2) 등 다양한 전염증성 매개인자와 염증성 싸이토카인

을 생성시킴으로써 병적인자들을 제거한다.
4)

 그러나, 활성

화된 미세아교세포가 과잉의 전염증성물질들을 지속적으로

생성시킬 경우, 세포지질, 단백질 및 DNA 등에 대한 산화

적 손상을 유발함으로써 신경세포사멸을 일으킨다.
5)

 또한,

이러한 지속적으로 활성화된 미세아교세포에 의한 뇌세포

손상은 알츠하이머증후군, 파킨슨씨병, 다발성 경화증 등의

#
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퇴행성신경병증의 발병원인 중의 하나로 알려져 있다.
6)

 이

처럼 염증성 싸이토카인과 염증 매개 인자들은 퇴행성신경

병증 발병에 있어서 주도적인 역할을 하기 때문에 이들의

비정상적인 생성을 효과적으로 조절하는 것이 이들 질환의

치료법 중의 하나로 제시되고 있다.

지다당류(lipopolysaccharide; LPS)는 그람음성세균 외세

포막을 구성하는 주성분으로서 지질(脂質)과 다당이 공유결

합된 물질이다. LPS는 염증반응에 의한 발병인자로서 중요

한 역할을 하고 있기 때문에 미세아교세포를 비롯한 다양

한 염증관련 세포를 이용한 항염증연구에 널리 이용되고 있

다.
7)

본 저자 등은 괄루경엽이 한(寒)의 성미(性味)를 가지며,

열사병 치료에 이용되고 있는 점과 아직까지 성분연구가 이

루어 지지 않은 점에 착안하여 LPS로 염증반응을 유발시킨

BV2 미세아교세포에 있어서 항염증 활성물질의 분리 및 작

용기전 연구를 수행하여 그 결과를 보고하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료 −본 실험에 사용한 괄루경엽은 2015년 7월 전

북 익산시 원광대학교에서 채집하였으며, 원광대학교 자연

식물원 장규관 박사에 의한 형태학적 평가를 통하여 동정

하였고 표본시료(NNMB-2015-013)는 원광대학교 천연물신

약표준화소재은행에 보관하였다.

시약 및 기기 − DMEM 배지, trypsin-ethylenediamine-

tetraacetic acid(EDTA), fetal bovine serum(FBS)는 Gibco

Laboratorie사에서 구입하였다. Lipopolysaccharide(LPS)와

3'-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

(MTT)는 Sigma사에서 구입하였다. Cobalt protoporphyrin

(CoPP)은 Porphyrin Products(Logan, UT, USA)에서 구입하

였다. 96-Well tissue culture plates와 기타 tissue culture

dishes는 Nunc사 제품을 이용하였다. 흡광도는 BioRad사의

Microplate Reader 를 이용하여 측정하였다. NMR 스펙트럼

은 JEOL JNM ECP-400 spectrometer(400MHz for 
1
H and

100MHz for 
13

C)기기로 DMSO-d6 용매를 이용하여 측정하

였다.

추출 및 분리 −건조시킨 괄루경엽 170 g을 메탄올 1 l로

2회 반복 각 3시간 동안 초음파추출한 다음 여과하고 여액

을 감압농축하여 메탄올 추출물 8.2 g을 얻었다. 메탄올 추

출물을 증류수 500 ml에 현탁 시킨 후 n-hexane, CHCl3,

EtOAc 순으로 분획한 후 각 분획들을 감압 농축하여 n-

hexane(3.3 g), CHCl3(0.9 g), EtOAc 분획물(1.4 g)을 얻었다.

활성을 나타낸 EtOAc 분획물은 역상 C-18 컬럼크로마토그

래피를 이용하여 30% 수성 메탄올에서 60% 수성 MeOH

의 용매 조건으로 순차적으로 용출하여 13개의 소분획(Fr.

1-13)을 얻었다. Fr. 3(102 mg)을 메탄올로 재결정하여 화합

물 1(70 mg, 0.041 w/w%)을 분리하였다. TLC상에서 비슷

한 양상을 나타낸 Fr. 4(203 mg)와 Fr. 5(205 mg)을 합한 후

40% 수성 메탄올을 용출용매로 사용하여 역상 C-18 컬럼

크로마토그래피를 실시한 결과, 화합물 2(20 mg, 0.012 w/

w%)를 얻었다. 위와 유사한 방법으로 TLC상에서 비슷한

양상을 나타낸 Fr. 7(35 mg)와 Fr. 8(31 mg)을 합한 후 45%

수성 메탄올을 용출용매로 하는 역상 C-18 컬럼크로마토그

래피를 실시하여 화합물 3(15 mg, 0.009 w/w%)을 얻었다. 

화합물 1: 
1
H NMR data (400 MHz, DMSO-d

6
) δ: 3.17

~3.73 (6 H, m, 2″~6″-H), 5.09 (1 H, d, J=7.5 Hz, 1″-H),

6.45 (1 H, d, J=2.0 Hz, 6-H), 6.76 (1 H, s, 3-H), 6.80 (1

H, d, J=2.0 Hz, 8-H), 6.91 (1H, d, J=8.5 Hz, 5′-H), 7.43

(1 H, d, J=2.0 Hz, 2′-H), 7.46 (1 H, dd, J=2.0, 8.5 Hz,

H-6′); 
13

C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 61.2 (C-6″),

70.1 (C-4″), 73.6 (C-2″), 76.9 (C-3″), 77.7 (C-5″), 95.3

(C-8), 100.1 (C-6), 100.4 (C-1″), 103.7 (C-3), 105.9 (C-

10), 114.1 (C-2′), 116.5 (C-5′), 119.7 (C-6′), 121.9 (C-1′),

146.3 (C-3′), 150.5 (C-4′), 157.5 (C-5), 161.7 (C-9), 163.5

(C-7), 165.0 (C-2), 182.4 (C-4).

화합물 2: 
1
H NMR data (400 MHz, DMSO-d

6
) δ: 3.16

~ 3.74 (6 H, m, 2″~6″-H), 4.90 (1 H, d, J=7.5 Hz, 1″-H),

6.20 (1 H, d, J=2.0 Hz, 6-H), 6.50 (1 H, d, J=2.0 Hz, 8-

H), 6.83 (1 H, s, 3-H), 7.25 (1H, d, J=8.5 Hz, 5′-H), 7.50

(1 H, d, J=2.0 Hz, 2′-H), 7.53 (1 H, dd, J=2.0, 8.5 Hz,

H-6′); 
13

C NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 61.2 (C-6″),

70.3 (C-4″), 73.8 (C-2″), 76.4 (C-3″), 77.8 (C-5″), 94.7

(C-8), 99.6 (C-6), 101.7 (C-1″), 104.0 (C-3), 104.5 (C-10),

114.1 (C-2′), 116.5 (C-5′), 119.0 (C-6′), 125.3 (C-1′),

147.5 (C-3′), 149.1 (C-4′), 157.9 (C-5), 161.9 (C-9), 163.6

(C-7), 165.5 (C-2), 182.2 (C-4).

화합물 3: 
1
H NMR data (400 MHz, DMSO-d

6
) δ: 6.18

(1 H, brs, 6-H), 6.44 (1 H, brs, 8-H), 6.67 (1 H, s, 3-H),

6.88 (1H, d, J=7.6 Hz, 5′-H), 7.40 (1 H, d, J=2.0 Hz, 2′-

H), 7.42 (1 H, dd, J=2.0, 7.6 Hz, H-6′); 
13

C NMR (100

MHz, DMSO-d6) δ: 94.4 (C-8), 99.4 (C-6), 103.3 (C-3),

104.1 (C-10), 113.9 (C-2′), 116.5 (C-5′), 119.5 (C-6′),

121.9 (C-1′), 146.3 (C-3′), 150.4 (C-4′), 157.8 (C-5), 162.0

(C-9), 164.4 (C-2), 164.9 (C-7), 182.2 (C-4).

세포 배양 − BV2 미세아교세포(5×10
5
cells/well)를 10%

heat-inactivated FBS, penicillin G(100 IU/ml), streptomycin

(100 μg/ml), L-glutamine(2 mM)을 함유한 DMEM 배지에

분주하고 5% CO2 배양기 내에서 37
o
C의 온도로 배양하였다.

세포 독성 −연구시료의 실험 농도를 결정하기 위하여

MTT assay를 이용하여BV2 미세아교세포에 대한 독성을 확

인하였으며, 자세한 방법은 저자 등이 보고한 논문
8)
에 따라

실시하였다.
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Nitrite Assay −배양된 BV2세포에서 medium으로 분비

되어 나온 NO의 양을 Griess 시약을 사용하여 측정 하였으

며, 자세한 방법은 저자 등이 보고한 논문
8)
에 따라 실시하

였다.

PGE
2
 측정 − PGE2의 측정은 prostglandin E2 enzyme

immunoassay system(EIA, Amersham Pharmacia Biotech,

Inc., Piscataway, NJ, USA)을 이용하여 측정하였으며, 자세

한 방법은 저자 등이 보고한 논문
8)
에 따라 실시하였다.

Western Blot Analysis −배양된 BV2세포에서 생성된

iNOS와 COX-2 단백질은 Western blot analysis를 이용하여

측정하였으며, 자세한 방법은 저자 등이 보고한 논문
8)
에 따

라 실시하였다.

통계처리 −통계처리는 GraphPad Prism, version 3.03

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)을 사용하

였다. 각 실험군 간의 결과는 평균치와 표준오차로 나타내

었으며, 각 실험군 간의 결과는 ANOVA test를 사용하여 분

석하고 유의적인 차이가 있는 항목에 대해서만 검정하였다. 

결과 및 고찰

본 연구에서는 하늘타리의 약용부위 중 상대적으로 이용

빈도가 낮아 아직까지 성분 및 효능연구가 이루어지지 않

은 지상부에 대하여 LPS로 유발시킨 BV2 미세아교세포에

있어서의 항염증 활성물질을 탐색하고, 분리된 화합물에 대

한 항염증 활성과 그 작용기전을 밝히고자 하였다. 괄루경

엽 메탄올 추출물에 대하여 용매분배법을 적용하여 분획물

을 제조하고, 각각의 분획물에 대한 NO생성억제 효과를 검

토한 결과 EtOAc 분획물이 유의한 항염증효과를 나타냄을

확인하였다(자세한 결과는 생략함). EtOAc 분획물에 대하

여 역상 C-18 컬럼크로마토그래피를 반복 실시하여 3개의

화합물(화합물 1~3)을 분리하였다. 분리된 물질들의 구조는

NMR spectra의 결과를 문헌과 비교하여 동정하였으며, 화

합물 1~3의 구조는 각각 luteolin-7-O-β-D-glucopyranoside

(1),
9)

 luteolin-4′-O-β-D-glucopyranoside(2),
10)

 luteolin(3)
11)
으

로 확인되었으며(Fig. 1), 이들 flavone계 화합물 중 luteolin-

4′-O-β-D-glucopyranoside는 이전에 하늘타리에서 보고된 바

가 없다.

염증반응이란 외부 자극이나 다양한 유해인자에 저항하

기 위한 일련의 생체방어 기전이다. 그러나, 과도한 염증반

응은 세포 손상 등의 병리적 상태에 이르게 하기 때문에 염

증반응을 유발하는 싸이토카인이나 염증 매개체들을 조절

하는 것이 염증성 질환의 치료법으로 제시되고 있다.
12)

 괄

루경엽으로부터 분리된 화합물들이 미세아교세포에서 항염

증 효과를 나타내는 지 확인하기 위하여 LPS로 유발되는

염증관련 인자들의 억제여부를 검토하였다. 먼저 MTT assay

를 이용하여 분리된 화합물들의 BV2 미세아교세포에서의

독성을 확인하여 세포독성을 나타내지 않는 농도를 산출하

였다(자세한 결과는 생략함). LPS를 BV2 세포에서의 염증

유도물질로 처리하여 전염증매개체의 생성량을 측정하였고,

NO생성량은 nitrite assay를, PGE2의 생성량은 EIA실험으로

확인하였다. 즉, BV2 미세아교세포에 화합물 1과 2를

20~80 μM, 화합물 3을 10~40 μM 의 농도로 각각 처리한

후, 3시간 동안 CO2 incubator에서 배양하고 LPS(1 μg/ml)

를 처리하였을 때, 3개의 화합물 모두 농도의존적으로 NO

의 생성을 감소시켰으며, 화합물 3(luteolin)이 가장 우수한

감소효과를 나타내었다(Fig. 2). 한편, PGE2의 생성억제효과

실험에서는 luteolin이 농도의존적으로 유의한 효과를 나타

낸 반면, 화합물 1과 2는 생성억제효과를 나타내지 않았다

(Fig. 3).

NO가 지속적이고 과도하게 생성될 경우 해당 조직에서

염증성 손상을 유발하며, 이 물질은 iNOS에 의하여 L-

arginine으로부터 생성되는 것으로 알려져 있다.
13)

 또한, COX

에 의해 합성되는 prostaglandin류 역시 염증반응의 매개역

할을 수행하는 중요한 물질이며, COX-2는 염증과정 동안

전염증매개체인 PGE2를 다량으로 생성시키는 것으로 보고

되어 있다.
14)

 따라서, 저자들은 분리된 화합물들이 이들 단

백질의 조절에 관여하는 지를 확인하고자 하였다. BV2 미

세아교세포에 화합물과 LPS를 처리하고 24시간 후에 iNOS

와 COX-2의 단백질발현을 western blot analysis를 통하여

관찰하였다. 3개의 화합물 중 luteolin이 NO와 PGE2 생성

억제와 유사한 양상으로 농도의존적인 iNOS와 COX-2의

단백질발현을 감소시키는 것으로 확인되었다(Fig. 4). 

Heme oxygenase(HO)는 heme의 이화작용을 가지는 효소

로서 세포의 항산화계에 있어서 중요한 역할을 한다. 지금

까지 HO는 3가지 동질효소가 존재하는 것으로 알려져 있

Fig. 1. Chemical structures of compounds 1~3.
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으며, 이 중 HO-1은 신경세포를 비롯한 다양한 세포에서 필

요에 따라 발현하는 것으로 보고되어 있다.
15)

 이와 같이 HO-

1이 여러 가지 자극에 대응하기 위한 방어기작 중의 하나로

유도되기 때문에 세포손상을 억제시키기 위한 중요한 목표

인자로 인식되고 있다.
16)

 저자들은 이러한 사실에 근거하여,

BV2 미세아교세포에 LPS로 유발시킨 염증반응에 대하여

유의한 억제효과를 나타낸 luteolin이 HO-1의 발현을 유도

하는 지를 검토하고자 하였다. Fig. 5에서 나타난 바와 같이

luteolin은 농도의존적으로 HO-1의 발현을 증가시키는 것으

로 확인되었다. Luteolin의 항염증효과에 대해서는 잘 알려

져 있으나,
17,18)

 저자들이 아는 바로는 BV2 미세아교세포에

서의 HO-1 발현효과는 처음이라고 생각된다.

Fig. 2. Effects of compounds 1~3 on nitrite production in BV2 microglia stimulated with LPS. Cells were pre-treated for 3 hr with

indicated concentrations of compounds 1~3, and stimulated 24 hr with LPS (1 µg/ml). The concentration of nitrite was determined

as described under Materials and methods. Data represent the mean values of three experiments±SD. *p< 0.05, **p< 0.01, ***p<

0.001 compared to the group treated with LPS.

Fig. 3. Effects of compounds 1~3 on PGE
2
 production in BV2 microglia stimulated with LPS. Cells were pre-treated for 3 hr with

indicated concentrations of compounds 1~3, and stimulated 24 hr with LPS (1 µg/ml). The concentration of PGE
2
 was determined

as described under Materials and methods. Data represent the mean values of three experiments±SD. *p< 0.001 compared to the

group treated with LPS.

Fig. 4. Effects of compounds 1~3 on proteins iNOS (A) and COX-2 (B) expression in BV2 microglia stimulated with LPS. Cells

were pre-treated for 3 hr with indicated concentrations of compounds 1~3, and 24 hr with LPS (1 µg/ml). Western blot analyses

were performed as described in Materials and methods, and representative blots of three independent experiments are shown.

Fig. 5. Effects of compounds 3 on HO-1 expression in BV2

microglia. The cells were incubated for 12 h with the indicated

concentrations of compounds 3. The positive control, the HO-

1 inducer CoPP, increased the expression of HO-1 at 10 µM.

Western blot analysis of HO-1 expression was performed as

described in the Materials and methods and representative

blots of three independent experiments are shown.
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이상의 결과로부터 괄루경엽으로부터 분리된 flavone계

성분인 luteolin은 iNOS와 COX-2 단백질 발현의 감소를 통

하여 NO 및 PGE2의 생성을 감소시키고, HO-1 발현을 억

제함으로써 LPS로 유발한 미세아교세포의 염증을 억제하는

것으로 추정된다.

결 론

하늘타리의 지상부(괄루경엽)의 메탄올 추출물에 대하여

컬럼 크로마토그래피를 실시하여 flavone계 물질인 luteolin-

7-O-β-D-glucopyranoside(1), luteolin-4′-O-β-D-glucopyra-

noside(2), luteolin(3)을 분리, 동정하였다. 이들 중 luteolin

은 LPS로 자극한 BV2 미세아교세포에서 전염증매개체인

NO와 PGE2의 생성을 각각 농도의존적으로 감소시켰으며,

이는 iNOS와 COX-2 단백질의 발현을 감소시키는 것에 의

하여 기인되는 것으로 추정된다. 또한, luteolin은 체내 항산

화계의 하나인 HO-1의 발현을 증가시키는 것으로 확인되

었다. 따라서, 괄루경엽의 성분인 luteolin은 퇴행성 뇌질환

의 원인 중의 하나인 과도한 염증반응을 억제할 수 있는 후

보물질로 연구가치가 있다고 생각된다. 
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