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Abstract − Antioxidant effects and nuclear factor E2-related factor-2 (Nrf-2) signal pathway of methanol extract and 4 frac-

tions [n-hexane, methylene chloride, ethyl acetate (EtOAc), and n-butanol fractions] from Petasites japonicus were investigated.

The EtOAc fraction showed highest polyphenol and flavonoid contents among other fractions. In addition, EtOAc fraction

showed stronger scavenging activity against superoxide anion radical than other fractions. Furthermore, we investigated anti-

oxidants effects of the EtOAc fraction under cellular system using LLC-PK
1 
cells. The EtOAc fraction dose-dependently

increased the antioxidant protein expressions of heme oxygenase 1 (HO-1) and thioredoxin reductase 1 (TrxR1) known to be

involved in oxidative stress, through activation of Nrf-2. The treatment of EtOAc fraction (100 µg/mL) led to the elevation of

the high expression of Nrf-2-dependent factor such as HO-1 and TrxR1. These results indicated that the EtOAc fraction of P.

japonicus showed high antioxidant activity by regulation of Nrf-2 signaling pathway.
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활성산소종(reactive oxygen species; ROS)은 정상적인 호

흡 과정에서 자연스럽게 생성되며 여러 가지 세포 반응을

조절함으로써 정상적인 세포 기능에 필수적이지만, 과다할

시 산화적 스트레스(oxidative stress)를 일으켜 체내에서 여

러 질환의 원인이 된다.
1)
 Superoxide anion radical(O2

−

),

hydroxyl radical(·OH), hydrogen peroxide(H2O2) 등을 포함

하는 ROS는 강력한 산화력을 갖는 산소종으로써, 스트레

스, 흡연 등과 같은 여러 환경적 요인에 의해 과다하게 증

가하게 된다.
2)
 과다한 ROS의 축적으로 인해 체내 산화/항

산화 체계의 균형이 깨어지게 되고, 이는 세포 손상 및 DNA

산화로 인해 체내 구성 성분의 손상을 일으켜 암, 노화, 신

경퇴행성 질환 등을 일으킨다.
3,4)

체내는 과다한 ROS의 생성으로부터 방어하기 위하여

superoxide dismutase(SOD), glutathione peroxidase(GPx),

catalase 등의 항산화 효소의 발현을 통해 ROS를 제거하는

항산화 시스템을 지니고 있다.
5)
 또한, 항산화에 관여하는 핵

심적인 메커니즘의 하나로, nuclear factor E2-related factor

2(Nrf-2)의 핵 내 전사를 통해 antioxidant response element

(ARE)에 결합 시, heme oxygenase-1(HO-1), thioredoxin

reductase 1(TrxR1), NADPH quinone oxidoreductase-1

(NQO1) 등의 항산화 유전자들이 활성화 되어 세포를 보호

하며, 이들은 체내 항산화 방어 시스템의 핵심적인 역할을

담당하고 있다.
6,7)

머위(Petasites japonicus)는 국화과(Compositae)에 속하는

다년초로 한국, 중국, 일본 등에서 자생 또는 재배되고 있

다. 머위는 잎과 줄기가 연하고 향이 풍부한 육질을 지녀 산

채나물로 섭취되고 있으며 예로부터 민간요법 또는 한방에

서 거담, 진해, 해열, 천식, 해독 등의 치료에 이용되어 왔

다.
8)
 머위에 관한 국내외 연구들에 의하면, 항산화,

9,10)
 항염

증,
11)
 항암,

12)
 항알러지

13)
 등과 관련한 연구들이 보고되어져
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있다. 이전의 연구에서 머위 분획물의 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl(DPPH), ·OH 라디칼 및 nitric oxide(NO) 소

거를 통한 in vitro 항산화 효과와 H2O2로 유도된 산화적 스

트레스에 대한 신경세포에서의 항산화 효과를 확인하였으

며,
24)
 머위 첨가 식이를 마우스에게 8주간 섭취하였을 때,

간 및 혈장에 포함된 SOD, GPx, glutathione peroxidase,

glutathione reductase 등과 같은 항산화 효소 활성이 높게

나타남이 보고된 바 있다.
9)
 또한, 머위의 주요 성분에는 꽃

눈(flower bud)에서 quercetin 배당체, rutin, caffeic acid,
31)

머위의 잎에서 qercetin 및 kaempferol 배당체,
32)
 근경 및 줄

기에서 phenolic compound인 petasiphenone
33)
과 eremo-

philenolide
34)
를 분리하여 보고된 것으로 미루어보아 머위는

항산화 활성이 우수한 성분을 함유하는 것을 확인하였다.

그러나 머위의 산화적 스트레스에 대한 방어 작용기전에 대

한 연구가 부족한 실정이며, Nrf-2 pathway에서의 유전자

전사 활성에 미치는 효과에 대한 연구는 보고된 바 없었다.

본 연구에서는 머위의 in vitro 항산화 효과와 LLC-PK1

세포를 이용하여 머위 분획물의 Nrf-2 유전자 매개 항산화

작용기전에 대해 확인하였다. 

재료 및 방법

머위의 추출 및 분획물 조제 −실험에 사용한 머위(P.

japonicus)는 국립수목원 최경박사(2009년 울릉도 채집)로부

터 제공받아 실험에 사용하였으며, voucher specimen은 중

앙대학교 식물시스템과학과에 보관되어 있다(No. Lee 2009-

07). 음건한 머위(2,950 g)를 원형 플라스크에 넣고 methanol

(MeOH) 8 L를 채워서 환류 냉각장치가 부착된 추출장치를

이용하여 5회에 걸쳐 추출물(541.9 g)을 조제하였다. 추출

후 얻은 머위 MeOH 추출물은 극성별 유기용매인 n-

hexane(Hx), methylene chloride(MC), ethyl acetate(EtOAc),

n-butanol(BuOH)으로 각각 분획하였다. 다시 각 표준 분획

물 Hx(82 g), MC(21 g), EtOAc(42 g), BuOH(64 g)을 얻었

으며 실험에 사용하였다.

총 페놀 함량 측정 −총 페놀 함량은 Gutfinger(1981)의

방법에 따라 측정하였다. 증류수에 녹인 시료 200 µl와 증

류수 1800 µl를 혼합 후, phenol reagent 200 µl를 혼합하여

실온에서 5분간 방치한 뒤, 2 ml의 7% Na2CO3를 혼합하여

실온에서 90분간 방치시킨 후, 750 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 측정한 결과는 0~100 µg/mL의 농도로 제조한

Tannic acid을 사용하여 시료와 동일한 방법으로 분석하여

작성한 표준곡선으로부터 시료의 총 페놀 함량을 산출하였

다.
14)

총 플라보노이드 함량 측정 −총 플라보노이드 함량은

Moreno 등(2000)의 방법에 따라 증류수에 녹인 시료 200 µl

와 증류수 400 µl를 혼합 후, 5% NaNO2 용액 30 µl를 가하

여 6분간 방치하였다. 10% AlCl3 30 µl와 4% NaOH 400 µl

를 더하여 15분간 방치 후, 510 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 측정한 결과는 0~100 µg/mL의 농도로 제조한 Quercetin

을 사용하여 시료와 동일한 방법으로 분석하여 작성한 표

준곡선으로부터 시료의 총 플라보노이드 함량을 산출하였다.
15)

Superoxide Anion Radical 소거능 측정 − Superoxide

anion radical(O2

−

) 소거능은 Nishikimi 등(1972)의 방법에 따

라 측정하였다. 증류수에 녹인 시료 500 µl, 0.1M Tris-

Hcl(pH 7.4) 100 µl, 100 µM PMS 200 µl, 500 µM NBT

200 µl, 500 µM NADH 400 µl를 혼합하여 실온에서 10분

간 반응시킨 후, 560 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료를

함유하지 않은 용매에 대한 소거능(%)로 결과를 산출하였

다.
16) 

Positive control로 L-ascorbic acid를 이용하여 소거 효

과를 IC50(O2

−

 생성을 50%까지 억제하는데 필요로 하는 시

료 농도)로 나타내었다.

세포 종류 및 시약 −본 실험에 사용한 LLC-PK1 cell은

American Type Culture Collection(ATCC, Ohio, USA)에서

분양 받았으며 배양을 위해 100 units/ml의 penicillin

streptomycin, 5% fetal bovine serum(FBS), Dulbecco’s

modified eagle medium(DMEM) 배지, trypsin-ethylenedia-

minetetraacetic acid(EDTA)용액은 Welgene(Daegu, South

Korea)에서 구입하여 사용하였다. Cell viability를 측정하기 위

해 사용한 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide(MTT)는 Bio Basic(Toronto, Canada)에서 구입하여

사용하였다.

세포 배양 −실험에 사용한 LLC-PK1 cell은 5%의 FBS와

100 units/ml의 penicillin streptomycin이 포함된 DMEM배

지를 사용하여 37
o
C, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 배

양된 세포는 2~3일에 한 번 배양액을 바꾸어 주면서 세포

분화가 최대에 도달하였을 때 phosphate buffered saline

(PBS, pH 7.4)로 세포를 세척한 후 0.05% trypsin과 0.02%

EDTA 혼합액으로 부착된 세포를 분리하여 원심 분리를 통

해 집적시킨 후, 피펫을 이용하여 세포가 골고루 분산되도

록 잘 혼합하여 계대 배양하면서 실험에 사용하였다.

Cell Viability 측정 − LLC-PK1 cell이 confluence 상태가

되면 96 well plate에 well당 5×10
4
 cells/ml로 seeding하여

37
o
C에서 24시간 배양 후, 세포가 잘 부착되면 머위 EtOAc

분획물을 25, 50, 100 µg/ml의 농도별로 처리하여 37
o
C에서

24시간 배양하였다. 그 뒤, 5 mg/ml의 MTT solution을 각

well에 주입하여 4시간 배양 하였다. 배양 후, 각 well의

MTT solution을 제거하고 보라색의 formazan 결정을

dimethylsulfoxide(DMSO)에 녹여 540 nm에서 흡광도를 측

정하였다.
17)

Western Blot Analysis −항산화 관련 단백질 발현을 확

인하기 위하여 머위 EtOAc 분획물을 0, 25, 50, 100 µg/ml

의 농도로 처리한 LLC-PK1 세포를 배양한 후 RIPA buffer
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를 첨가하여 4
o
C에서 1시간 동안 반응시킨 후, 4

o
C,

12,000 rpm에서 30분간 원심 분리하여 상층액의 단백질을

분리하였다. 분리한 단백질은 단백질 정량 시약인 Bio-Rad

protein assay kit(CA, USA)을 이용하여 정량 한 다음,

Laemmli sample buffer(Bio-Rad, CA, USA)와 혼합하여

sample을 제조하여 실험에 사용하였다. 동량의 sample을

10% sodium dodecyl sulphate(SDS)-polyacrylamide gel을

이용하여 전기영동으로 분리한 후, nitrocellulose membrane

에 transfer 하여 5% skim milk에서 1시간 blocking 하였다.

1차 항체인 Nrf-2(Santa cruz, CA, USA), pNrf-2(Santa

cruz, CA, USA), TrxR1(Santa cruz, CA, USA), HO-1

(Abcam, Cambridge, UK)을 PBS-T와 1:1000의 비율로 각각

희석하여 4
o
C에서 overnight 반응시킨 후, 2차 항체인 anti-

rabbit IgG HRP-linked antibody(Cell signaling, CA, USA)

를 1:500의 비율로 PBS-T와 희석하여 상온에서 1시간 반응

시켰다. 이후 PBS-T로 세척 후 enhanced chemiluminescence

(ECL) solution과 반응시킨 후 Chemilium inescence image

system(Davinch-ChemiTM)을 이용하여 특정 단백질 발현을

확인하였다.

통계분석 −모든 실험 결과는 평균±표준편차로 나타내었

으며, 통계 프로그램인 Statistical Package for the Social

Sciences(SPSS)을 이용하여 각 실험결과들로부터 ANOVA

(analysis of variance)를 구한 후 Duncan’s multiple test(P<

0.05)를 이용하여 각 군의 평균간의 유의성을 검정하였다. 

결과 및 고찰

산화적 스트레스의 직접적인 원인이 되는 ROS는 불안정

하고 반응성이 높아 체내에서 쉽게 반응하여 단백질, 지질,

유전자, 세포 등의 산화적 손상을 통해 체내 여러 조직에 비

가역적 손상을 일으키며 이는 만성질환의 원인이 된다
2,4)
 따

라서, 산화적 스트레스에 방어하기 위해 독성과 부작용이

없는 천연물 유래의 항산화제에 대한 연구가 활발히 이루

어지고 있다. 

인체에 무해하고 항산화력이 우수한 천연 식물 유래의 항

산화제는 주로 폴리페놀 물질이며, 그 함량이 높을수록 항

산화 활성이 높다고 알려져 있다.
18)
 폴리페놀류는 metal

chelating activity 및 분자 내 phenolic hydroxyl기의 전자 수

용을 통해 free radical을 소거하는 능력이 보고되어 있으며,

이를 통해 항산화 효과를 나타낸다.
19)
 본 연구에서 머위 추

출 및 분획물의 페놀 함량을 확인하였으며, 페놀 함량은

tannic acid를 기준물질으로 하여 측정하였다. 머위 추출 및

분획물의 총 페놀함량을 측정한 결과, EtOAc>BuOH>

MeOH>MC>Hx 분획물 순으로 각각 495.35>338.37>218.32>

106.06>50.33 mg/g extract의 함량을 나타내어 머위의 EtOAc

분획물에서 가장 높은 함량을 나타냄을 확인하였다(Fig. 1).

플라보노이드는 폴리페놀에 합성되는 물질로써, 화학적

구조의 차이에 의해 anthocyanidin, catechin, flavonol,

flavanone, flavone, isoflavone 등과 같이 분류된다.
20)
 플라

보노이드는 free radical을 소거하는 능력을 가지며, 구조에

따라 과산화 지질 생성 억제 등의 효과를 나타내어 항산화

지표로써 이용되고 있다.
21)
 본 실험에서의 플라보노이드 함

량은 quercetin을 기준물질로 하여 측정하였다. 머위 추출

및 분획물의 총 플라보노이드 함량을 측정한 결과, EtOAc>

BuOH>MeOH>MC>Hx 분획물 순으로 각각 1552.33>

Fig. 1. Total phenolic contents of methanol extract and each

fraction from P. japonicas. Values are mean±SD. 
a~e

Means

with the different letters are significantly different (P<0.05) by

Duncan’s multiple range test. MeOH: methanol extract,

BuOH: n-buthanol fraction, EtOAc: ethyl acetate fraction, MC:

methylene chloride fraction, Hx: n-hexane fraction.

Fig. 2. Total flavonoid content of methanol extract and each

fraction from P. japonicas. Values are mean±SD. 
a~e

Means

with the different letters are significantly different (P<0.05) by

Duncan’s multiple range test. MeOH: methanol extract,

BuOH: n-buthanol fraction, EtOAc: ethyl acetate fraction, MC:

methylene chloride fraction, Hx: n-hexane fraction.
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778.92>341.00>246.38>151.83 mg/g extract의 함량을 나타

내어 머위의 EtOAc 분획물이 유의적으로 가장 높은 함량

을 나타냄을 확인하였다(Fig. 2).

Superoxide radical(O2

−

)는 ROS의 일종으로 생체 내의 정

상적인 대사과정에서 생성될 뿐만 아니라, 생체 구성성분의

자동산화, 효소반응 등에 의하여 생성되며, 체내에서 가장

많이 생성되는 ROS의 일종이다.
22)
 또한, O2

−

는 세포 독성

에 반응성이 강한 ·OH, H2O2, peroxynitrite 등의 다른 ROS

로 전환되어 직접적 또는 간접적으로 세포손상을 유발시켜

조직을 손상시킨다.
22,23)

 본 연구에서 머위 추출 및 분획물

의 O2

− 
소거능을 측정한 결과(Table I), BuOH, EtOAc 분획

물에서 농도 유의적으로 소거능이 증가하는 경향을 보였으

며, 모든 농도에서 EtOAc 분획물이 유의적으로 가장 높은

소거 효과를 나타내었다. 특히 EtOAc 분획물을 100 µg/ml

의 농도로 처리하였을 때 80% 이상의 높은 소거 효과를 확

인하였다. In vitro에서 총 페놀 및 플라보노이드 함량, O2

−

소거능을 확인한 결과 머위 추출 및 분획물 중 EtOAc 분획

물이 가장 높은 활성을 나타냄을 확인하였다. 이는 in vitro

에서 DPPH, ·OH, NO 소거능을 확인하였을 때 머위의 여

러 분획물 중 EtOAc 분획물이 가장 높은 항산화 효과를 내

었으며, 특히 EtOAc 100 µg/ml의 농도에서 가장 우수한 소

거능을 나타낸 이전의 연구와 일치하는 바이다.
24)

In vitro 상에서 가장 우수한 항산화 활성을 나타내었던 머

위의 EtOAc 분획물을 이용하여 LLC-PK1 cell에서의 Nrf-2

pathway 매개 항산화 유전자 발현을 확인해보았다. 먼저

LLC-PK1 cell에서 EtOAc 분획물의 세포 독성을 조사하기

위해 MTT assay를 이용하여 세포생존율을 확인해 보았다

(Table II). LLC-PK1 cell에서 EtOAc 분획물을 25, 50,

100 µg/ml의 농도로 처리하였을 때 시료를 처리하지 않은

normal군과 비교하였을 때 세포 생존율에 차이를 나타내지

않았음을 확인하였다. 따라서, EtOAc 분획물이 세포 생존

율에 큰 영향을 미치지 않아 세포에 독성을 미치지 않은 것

으로 사료되며, 25, 50, 100 µg/ml의 농도로 Nrf-2 pathway

매개 항산화 유전자 발현을 확인해보았다. 

Nrf-2는 체내의 산화적 손상이 있을 경우 다양한 항산화

유전자 및 항산화 효소의 발현을 조절하는 전사인자로 산

화적 스트레스 방어기전의 핵심적인 역할을 담당한다.
6,25)

정상적인 체내에서 Nrf-2는 세포질 내에서 kelch-like ECH-

associated protein(Keap 1)과 inactive complex의 형태로 존

재하지만, 세포가 산화적 손상을 받았을 경우 Keap 1으로

부터 분리되어 나와 핵 안으로 이동하게 된다.
25)
 핵 안으로

이동한 Nrf-2는 ARE에 결합함으로써 표적 유전자인 HO-1,

TrxR1 등의 항산화 유전자의 전사를 활성화 시켜 단백질 발

현이 증가시키며, 이들은 산화환원반응 조절을 통해 효과적

으로 세포를 보호하며 체내 항산화 시스템의 중심적인 역

할을 담당하고 있다.
26,27)

 머위의 EtOAc 분획물을 LLC-PK1

cell에 25, 50, 100 µg/ml로 처리하여 24시간 배양 후 Nrf-2

발현을 확인해본 결과(Fig. 3), 시료를 처리하지 않은 normal

군에 비해 유의적으로 Nrf-2의 발현이 증가하였으며, Nrf-2

의 활성형인 pNrf-2의 발현 또한 normal군에 비해 농도 유

의적으로 증가한 것을 확인하였다. 

인체가 산화적 스트레스로 손상 시 Nrf-2의 핵 내 전사과

정으로 인해 발현되는 항산화 인자인 HO-1은 발현 시 세포

Table I. Superoxide anion radical (O2

-
) scavenging activity of methanol extract and each fraction from Petasites japonicus

Sample

(µg/mL)

Scavenging activity (%)

5. 10 50 100

MeOH ext. 2.96±0.38
c

6.01±0.63
c

24.90±0.66
c

19.09±0.79
c

BuOH fr. 8.26±1.10
a

14.68±0.67
b

39.14±0.97
b

48.52±0.22
b

EtOAc fr. 8.02±0.77
a

15.47±0.35
a

47.02±1.51
a

83.44±0.04
a

MC fr. 4.55±1.39
b

3.41±0.40
d

2.75±2.39
e

3.80±0.42
e

Hx fr. 2.00±0.74
d

1.35±0.06
e

14.03±0.66
d

12.45±0.63
d

L-ascorbic acid
1)

(IC50

2)
, µg/mL)

69.22±3.34

Values are mean±SD. 
a~e
Means with the different letters are significantly different (P<0.05) by Duncan’s multiple range test.

MeOH ext. : methanol extract, BuOH fr. : n-buthanol fraction, EtOAc fr. : ethyl acetate fraction, MC fr. : methylene chloride
fraction, Hx fr. : n-hexane fraction.

 1)
L-ascorbic acid was used as a positive control. 

2)
IC50 is the concentration of sample

required for scavenging radical by 50%.

Table II. Effect of the EtOAc fraction from P. japonicus on

viability of LLC-PK1 cells

Treatement (µg/ml) Cell viability (%)

25 99.08±0.93
a

50 102.21±2.99
 a

100 108.59±2.24
b

Normal 100.00±0.97
 a

Values are mean±SD. 
a-b
Means with the different letters are

significantly different (P<0.05) by Duncan’s multiple range
test.
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내의 heme을 분해하여 billiverdin, 일산화탄소(carbon

monoxide; CO), 철(free ion; Fe
2+
)을 생성하고 이는 항산화

및 항염증 등의 작용을 통해 세포의 손상으로부터 보호하

는 강력한 항산화 인자로 알려져 있다.
7,28)

 Thioredoxin

reductase(TrxRs)는 셀레노단백질로써 산화 환원 반응을 통

해 산화된 부위를 환원함으로써 산화적 손상에 대해 세포

Fig. 3. Expression of Nrf-2 and pNrf-2 in LLC-PK1 cells treated with the EtOAc fraction from P. japonicus for 24 h. Values are

mean±SD. 
a~d

Means with the different letters are significantly different (P<0.05) by Duncan's multiple range test. β-actin was used

as a loading control. EtOAc fr.: ethyl acetate fraction.

Fig. 4. Expression of HO-1 and TrxR1 in LLC-PK1 cells treated with the EtOAc fraction from P. japonicus for 24 h. Values are

mean±SD. 
a~d

Means with the different letters are significantly different (P < 0.05) by Duncan's multiple range test. β-actin was used

as a loading control. EtOAc fr.: ethyl acetate fraction.
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를 보호하는 역할을 하며, TrxRs의 일종인 TrxR1은 Nrf-2

의 전사에 의해 활성화되는 것으로 알려져 있다.
29,30)

 머위

EtOAc 분획물을 농도 별로 처리하여 24시간 후 HO-1 및

TrxR1의 발현을 확인해 본 결과(Fig. 4), 시료를 처리하지

않은 normal군에 비해 농도 유의적으로 각 단백질의 발현

이 증가하였으며, 특히 EtOAc 100 µg/ml 의 농도에서 가장

우수한 발현을 확인하였다. 

머위의 EtOAc 분획물을 100 µg/ml의 농도로 처리하여 시

간 별로 Nrf-2와 HO-1의 발현을 확인한 결과, 시간이 경과

할수록 Nrf-2와 HO-1의 발현이 현저히 증가하는 양상을 나

타내어 Nrf-2의 전사에 의해 HO-1의 발현이 증가하는 것으

로 사료되며, 특히 12시간 및 24시간 처리 시 가장 뚜렷한

발현을 확인하였다(Fig. 5). 

따라서, 본 연구를 통해 머위의 EtOAc 분획물이 LLC-

PK1 cell에서 Nrf-2 전사 활성화를 통해 HO-1, TrxR1과 같

은 항산화 단백질 발현을 증가시켜 항산화 활성을 증진시

키는 것으로 사료된다. 또한 머위 활성 분획물인 EtOAc 분

획물이 가장 높은 페놀 및 플라보노이드 함량을 나타냄을

확인하여 항산화 활성에 영향을 미치는 것으로 사료된다. 

결 론

본 연구에서는 머위의 항산화 효과와 그 작용기전에 관하

여 연구하였으며, in vitro에서 머위 추출 및 분획물 중

EtOAc 분획물이 가장 높은 항산화 효과를 나타내었다. 항

산화 작용기전을 확인하기 위해 LLC-Pk1 cell에서 Nrf-2 매

개 단백질 발현을 확인한 결과, EtOAc 분획물은 Nrf-2의 전

사를 통해 HO-1, TrxR1과 같은 항산화 단백질 발현을 확

인하였다. 이상의 결과에서 머위의 EtOAc 분획물은 Nrf-2

pathway를 통해 우수한 항산화 효과를 나타내는 것으로 사

료된다.
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