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RAW 264.7 대식세포와 염증유도 동물모델에서 산겨릅나무 
추출물의 항산화 및 항염증 효과

이초은․정현희․조진아․이선영
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In Vitro  and In Vivo Anti-Oxidative and Anti-Inflammatory 
Activities of Acer tegmentosum Maxim Extracts
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ABSTRACT Acer tegmentosum Maxim (ATM) is known as traditional medicine for treatment of hepatic disorders 
such as hepatitis, related-inflammatory disease, and hepatic cancer. In this study, we evaluated the antioxidant and 
anti-inflammatory effects of ATM extracted with 80°C water or 95% ethanol. Antioxidant activities of ATM extracts 
were measured based on DPPH and ABTS radical scavenging activities, total polyphenolic compound contents, and 
ferric reducing antioxidant power. The anti-inflammatory effects of ATM extract were assayed on release of nitric 
oxide, tumor necrosis factor (TNF)-α, and interferon (IFN)-γ from lipopolysaccharide (LPS)-induced macrophages. 
In these experiments, 95% ethanol extract of ATM showed stronger antioxidant and anti-inflammatory effects than 
water extract. Therefore, we determined the effects of ATM ethanol extract on an animal model of sepsis. Seven 
days oral gavage of ATM ethanol extract followed by LPS stimulation reduced the protein levels of TNF-α and IFN-γ 
in serum as well as mRNA levels of TNF-α and interleukin-6 in intestinal epithelial cells. In addition, ATM ethanol 
extract reduced DNA damage in mouse lymphocytes. These results indicate that ATM extract has strong antioxidant 
and anti-inflammatory in vitro and in vivo effects and may be developed as a potential food material for prevention 
of inflammatory diseases.
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서   론

인간을 비롯한 모든 생물체에서는 생체 내 정상세포의 생

화학 반응이나 여러 환경오염 및 화학물질에 노출되어 생성

된 산화적 스트레스 요인인 superoxide radical, hydroxyl 

radical, peroxyl radical, hydrogen peroxide 등과 같은 

활성산소종(reactive oxygen species, ROS)이 생성된다. 

이러한 ROS는 세포막 손상, 단백질 분해 등을 일으켜 세포

손상을 초래할 뿐 아니라 염증반응과 연결되어 있으므로 만

성 염증반응이 유도되어 심장병, 당뇨병, 관절염, 알츠하이

머, 파킨슨병 등과 같은 다양한 질환의 원인이 되기도 하며, 

DNA 손상에 따른 발암 과정에도 깊은 관련이 있는 것으로 

보고되고 있다(1,2).

염증반응은 생체 내로 유입된 바이러스, 박테리아 등 외

부항원의 자극에 의해 손상을 입었을 때 그 손상에 대해 재

생하려는 조직반응(3)이지만 그 정도가 과도하거나 장기화

되면 각종 질환을 유도하기 때문에 생명현상 유지를 위해서 

염증반응의 조절은 매우 중요하다. 염증반응에서 대식세포

는 중요한 역할을 하는데, 대식세포는 모든 조직에 분포하면

서 병원체와 암세포에 대해 방어능력을 가질 뿐만 아니라, 

염증유발물질이 세포 내로 유입될 때 대식세포가 빠르게 활

성화되어 nitric oxide(NO), tumor necrosis factor(TNF)-

α, interleukin(IL)-1β, IL-6와 같은 다양한 염증 유발 cy-

tokine과 생리활성물질을 분비하여 면역반응을 극대화시킨

다(4-6). 이후 여러 선행연구에서는 천연 항산화 물질이나 

일부 식물 추출물들이 염증반응 유발 물질인 lipopoly-

saccharide(LPS)를 처리한 RAW 264.7 세포에서 COX-2

나 iNOS의 발현을 억제함으로써 NO의 생성을 감소시켰으

며, 동시에 TNF-α, IL-6 등의 염증성 매개물질들의 합성을 

억제시키는 효과를 보였다고 하였다(7,8).

산겨릅나무(Acer tegmentosum Maxim)는 단풍나무과

(Aceraceae)의 낙엽활엽 소교목으로서 참겨릅나무, 벌나

무, 산청목, 봉목, 청해척으로 알려져 있으며 국내 중부이북

의 고산지대와 만주, 우수리강 유역의 일부 산지에만 분포하

고 있다(9). 이 식물에서 추출해낸 추출물의 주성분인 sali-

droside는 위의 손상과 통증을 억제하는 성분으로 보고되었
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다. 산겨릅나무는 quercetin, catechin 등과 같은 페놀계 화

합물을 포함하고 있어(10), 간 보호(11,12), 항염증(13), 항

산화(14)의 효능이 일부 보고되어 있다. 그러나 대부분의 

연구는 간 보호 효과에 대한 것으로 그치며, 특히 산겨릅나무 

추출물의 항염증 효과에 대한 연구는 아직 부족한 실정이다. 

따라서 본 연구는 산겨릅나무 열수 및 에탄올 추출물의 

항산화 활성과 RAW 264.7 세포에서의 항염증 효과를 비교

한 후 효능이 더 뛰어난 추출물을 이용하여 LPS로 염증을 

유도한 동물 모델에서 항염증 및 DNA 손상 감소 효과를 

검토하고자 하였다. 더 나아가 동물의 장점막세포를 취하여 

염증성 사이토카인 발현 억제 효과를 통해 산겨릅나무 추출

물이 장 면역력 강화에 긍정적인 영향을 미치는지를 확인함

으로써 산겨릅나무 추출물의 세포 보호의 기능적 소재로서 

활용 가능성을 제시하고자 하였다.

재료 및 방법

산겨릅나무 시료 및 추출

본 연구에 사용한 산겨릅나무는 강원도 홍천에서 수거된 

산겨릅나무의 가지로서, 분쇄(Super Grinder JL-1000, Joy 

Life Co., Busan, Korea)하여 동결건조(SFDSM12-60Hz, 

Samwon Freezing Engineering Co., Seoul, Korea) 한 후 

사용하였다. 시료의 에탄올 추출물을 얻기 위해 95% 에탄올

을 가하여 상온에서 일주일간 교반 추출하였다. 추출액은 

여과지(Advantec No.2, Toyo Roshi Kaisha, Ltd., Tokyo, 

Japan)를 사용하여 여과한 후 rotary vacuum evaporator 

(EYELA A-1000S, Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Japan)

로 40°C에서 감압 농축하여 -20°C에서 냉동보관하면서 실

험에 사용하였다. 시료의 열수 추출물은 산겨릅나무 건조 

분말 시료에 증류수를 가하여 80°C에서 1시간 동안 3회 반

복 추출한 후 여과하였다. 여액을 모아 rotary vacuum 

evaporator(EYELA A-1000S, Tokyo Rikakikai Co.)로 

40°C에서 감압 농축한 후 -20°C에서 냉동보관하면서 실험

에 사용하였다. 

DPPH 라디칼 제거능 및 ABTS 라디칼 제거능 측정

산겨릅나무 열수 및 에탄올 추출물을 시료로 Blois법(15)

으로 DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, Sigma- 

Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)에 대한 전자공여능을 

측정하였다. 6.25, 12.5, 25, 50 µg/mL의 농도별로 희석한 

시료 1 mL에 0.15 mM DPPH 용액 1 mL를 넣어 교반하여 

암실에 방치 후, 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. ABTS 

라디칼 제거능 측정은 Pellegrini 등(16)의 방법으로 측정하

였다. 7 mM ABTS[2,2′-azinobis(3-ethylbenzothiazoline- 

6-sulfonate), Sigma-Aldrich Co.]와 140 mM K2S2O8 

(Sigma-Aldrich Co.) 용액을 잘 혼합하여 absolute etha-

nol과 1:88 비율로 섞은 ABTS solution 용액을 사용하였

다. 농도별로 희석한 시료 50 µL에 ABTS solution 1 mL를 

혼합하여 암소에서 반응시킨 후 734 nm에서 흡광도를 측정

하였다. DPPH 라디칼 제거능과 ABTS 라디칼 제거능을 농

도별로 산출하여 IC50값을 구하였다. 양성대조시료로는 as-

corbic acid를 사용하였다. 

FRAP(ferric reducing antioxidant power) 및 총폴리페

놀 함량 측정

추출물의 FRAP에 의한 환원력 실험은 Benzie와 Strain

법(17)으로 측정하였다. Sodium acetate buffer(pH 3.5, 

300 mM)와 10 mM TPTZ(2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-tri-

azine), 20 mM FeCl3･6H2O를 각각 10:1:1(v/v/v)의 비율

로 잘 섞어 FRAP reagent를 제조하였다. 농도별로 희석한 

시료와 FRAP reagent 900 µL를 혼합하여 37°C에서 10분

간 반응시킨 후 593 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성대

조시료로는 ascorbic acid를 사용하였고, 0, 0.0625, 0.125, 

0.25, 0.5, 1 mM의 농도로 제조한 표준물질 FeSO4･7H2O

의 검량곡선에 따라 FRAP value를 얻었다.

총폴리페놀 함량은 Folin-Denis법(18)으로 측정하였다. 

2 N Folin-Ciocalteu’s phenol reagent(Sigma-Aldrich 

Co.) 시약과 증류수를 섞은 혼합액과 시료를 1:1로 섞어 암

실에서 방치한 후, 20% sodium carbonate(Na2CO3, Junsei 

Chemical Co., Ltd., Chuo-ku, Japan) 3 mL를 가해 반응시

킨 후 765 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 페놀성 화합

물의 함량은 gallic acid(Sigma-Aldrich Co.)를 표준물질로 

사용하여 작성한 표준검량곡선에 대입하여 산출하였다.

세포주 및 세포 배양

RAW 264.7 세포(mouse macrophage)는 한국세포주은

행(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 분양받아 

1% penicillin-streptomycin(Sigma-Aldrich Co.)과 10% 

fetal bovine serum(FBS; Gibco, Grand Island, NY, USA)

을 포함하는 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM; 

Gibco) 배지를 사용하여 37°C, 5% CO2 조건의 배양기(BB 

15, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

에서 배양하였다.

RAW 264.7 세포의 WST assay

96 well plate에 RAW 264.7 세포를 5×104 cells/mL의 

농도로 100 µL씩 분주하여 37°C, 5% CO2 배양기에서 24시

간 동안 배양한 후 0, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 µg/mL 농도의 

시료를 24시간 처리하였다. 배양 후 EZ-Cytox WST assay 

reagent(Daeil Lab Service Co., Ltd., Seoul, Korea)를 10 

μL씩 첨가한 후, 1시간 뒤에 ELISA reader(Microplate 

Absorbance Spectrophotometer, Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

산겨릅나무 열수 및 에탄올 추출물이 처리된 세포의 생존 

정도는 대조구의 생존 정도 대비 %로 나타내었다. 
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RAW 264.7 세포의 nitric oxide(NO) 및 cytokines(TNF-

α, IFN-γ) 분비량 측정

RAW 264.7 세포 현탁액을 4×105 cells/mL의 농도로 

48 well plate에 500 µL씩 분주하여 37°C, 5% CO2 배양기

에서 24시간 동안 배양한 후 1 µg/mL 농도의 LPS(from 

Escherichia coli 0111:b-4, LPS; Sigma-Aldrich Co.)와 

산겨릅나무 추출물을 0, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 µg/mL의 

농도로 처리하여 24시간 배양하였다. 세포로부터 생성된 

NO의 함량은 Griess reagent(Sigma-Aldrich Co.) 시약을 

이용하여 측정하였다. 표준물질로는 NaNO2(sodium ni-

trite, Sigma-Aldrich Co.)를 사용하였다. TNF-α 생성량 

측정은 추출물을 처리한 세포의 배양액에서 TNF-α ELISA 

kit(Cat No. 558534, BD Biosciences, San Jose, CA, 

USA)을 사용하여 측정하였다. INF-γ 생성량 측정 역시 추

출물과의 배양 후 상층액을 얻어 INF-γ ELISA kit(Cat No. 

555138, BD Biosciences)을 사용하여 측정하였다. TNF-

α 및 INF-γ 모두 흡광도는 450 nm에서 측정하였다. 

실험동물 설계 및 시료수집 

RAW 264.7 세포를 대상으로 in vitro 실험에서 확인한 

항염증 효능을 LPS 투여 염증 model mouse에서 확인하고

자 동물 실험을 수행하였다. 본 실험에 사용한 동물은 평균 

체중이 54.10±3.99 g인 ICR계의 수컷 mouse(Samtako 

Co., Osan, Korea)로서 사육환경은 온도 24±2°C, 습도 

55±5%, 명암은 12시간 간격, 조도는 150~300 lux로 유지

하였다. 사육기간 동안 일반 고형사료와 물을 충분히 공급하

였으며 동물실험의 모든 과정은 충남대학교 동물실험윤리

위원회의 연구계획서 승인(CNU-00724)을 받고 수행하였

다. 실험동물은 군당 3마리씩 2군으로 나누어 대조군과 실

험군으로 하였다. 실험 전에 같은 조건의 ICR mouse에 LPS

를 투여하여 혈중 TNF-α와 IFN-γ가 증가하는 것을 확인하

였다. 대조군에는 멸균 PBS 100 μL/mouse를, 실험군에는 

95% 산겨릅나무 에탄올 추출물을 100 mg/kg body weight

의 용량으로 PBS에 녹여 매일 같은 시간에 7일간 경구투여 

하였다. 대조군은 C(Control)로, 실험군은 ATE(Acer teg-

mentosum Maxim ethanol extract)로 명명하였다. 마지막 

경구투여 후 12시간 절식시킨 동물에 LPS를 2.5 mg/kg 

B.W 용량으로 복강 투여하였다. LPS 투여 8시간 후에 미정

맥에서 혈액을 채혈한 후 소장을 적출하였다. 혈액 일부는 

헤파린 처리된 튜브(Heparinized Capillary Tubes; Cat 

No. 2501, Kimble Chase Life Science and Research 

Products LLC., Rockwood, TN, USA)를 이용하여 전혈 

상태로 Comet assay에 사용하였고, 나머지 혈액은 4°C, 

2,000 rpm에서 10분간 원심분리 하여 혈청을 분리한 후 

-20°C에서 보관하여 실험에 사용하였다. 적출한 소장은 잘

라 펼치고 Payer’s patch를 제거한 후 3 cm 정도의 크기로 

잘라 Dulbecco’s phosphate buffered saline(PBS; Gibco)

으로 3회 세척하였다. 소장 절편을 1 mM dithiothreitol 

(DTT; Bio-Rad)와 혼합하여 실온에서 10분간 처리하여 점

액질을 제거한 후 37°C Shaking water bath(ANY-3D-S, 

Seoulin Bioscience Co., Seongnam, Korea)에 Dispase Ⅱ

(DISPASE Ⅱ, Godo Shusei Co., Ltd., Tokyo, Japan)로 

30분간 처리하여 점막세포를 분리하였다. 분리된 점막세포

를 수거하여 100 µm cell strainer(BD Biosciences)에 여

과한 후 2,500 rpm에서 5분간 원심분리 하여 cell pellet을 

얻어 RNA 추출에 사용하였다.

림프구 DNA fragmentation 분석(single-cell electro-

phoresis assay: comet assay)

실험동물들의 림프구 DNA 손상을 측정하기 위해 comet 

assay를 실시하였으며 그 방법은 선행연구인 Tice 등(19)

의 방법을 참고하여 수행하였다. 간략하면 시료로 전혈 5 

µL를 취해 0.5% normal melting agarose(NMA)가 도포된 

slide 위에 분주하고 cover glass로 덮어 굳힌 후 alkali ly-

sis buffer(2.5 M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris)

를 처리하여 DNA의 이중나선을 풀어주었다．Lysis가 끝난 

DNA 시료에 대하여 20분간 전기영동을 실시하여 DNA를 

unwinding 시켰다．Comet 분석을 위해 20 µg/mL ethi-

dium bromide로 형광 염색한 후 광학현미경(light micro-

scope DM 2000, Leica Microsystems, Wetzlar, Ger-

many)으로 관찰하였으며, Komet 5.5 image analyzing 

system(Andor, Nottingham, UK)으로 분석하여 손상된 

DNA 분절이 핵으로부터 이동해서 생긴 꼬리 부분의 DNA 

비율(tail DNA), tail length(TL), 그리고 tail DNA와 tail 

length로부터 산출된 tail moment(TM)로 나타내었다.

혈청 cytokines(TNF-α, IFN-γ) 분비량 측정

혈청의 염증 관련 cytokine으로 TNF-α 및 INF-γ 생성

량을 측정하였다. TNF-α는 혈청을 1.5배 희석한 후 TNF-

α ELISA kit(Cat No. 558534, BD Biosciences)을 이용해 

상기한 방법대로 측정하였다. IFN-γ는 혈청을 2배 희석한 

후 IFN-γ ELISA kit(Cat No. 555138, BD Biosciences)을 

이용해 상기한 방법대로 측정하였다. 

Total RNA 추출 및 cDNA 합성 

장점막세포(intestinal epithelial cell) 용액에 Tri-re-

agent(BioFACT Co., Daejeon, Korea) 300 µL를 넣고 5분

간 정치한 후, chloroform 60 µL를 넣고 15분간 정치하여 

원심분리 하여 얻은 상층액을 isopropanol 150 µL와 혼합

하였다. 10분간 실온에 정치한 후 12,000×g에서 8분간 원

심분리 하여 RNA pellet을 얻었다. RNA pellet에 75% 에탄

올을 300 µL 넣어 잘 섞은 후 12,000×g에서 5분간 원심분

리 하여 상층액을 제거한 다음 실온에서 2~3분간 건조시켰

다. RNase free water를 70 µL 넣어 잘 섞은 후 55°C의 

water bath에서 15분간 방치시켰다. RNA 정량은 NanoDrop 

(NanoDrop ONE, Thermo Fisher Scientific Inc.)을 이용
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Table 1. PCR primer sequences
Gene Primer Sequence1)

β-Actin Forward
Reverse

GGC TGT ATT CCC CTC CAT CG
CCA GTT GGT AAC AAT GCC ATG T

TNF-α Forward
Reverse

CAT CTT CTC AAA ATT CGA GTG ACA A
TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC

IL-6 Forward
Reverse

CTG CAA GAG ACT TCC ATC CAG
AGT GGT ATA GAC AGG TCT GTT GG

1)Primers are shown 5’ → 3’.

Table 2. DPPH and ABTS radical scavenging activity of Acer tegmentosum Maxim extracts

Samples Concentration
(μg/mL)

Scavenging 
activity (%)

IC50
(μg/mL)1) t-value

DPPH radical 
scavenging activity

Acer tegmentosum Maxim 
water extracts 50  48.74±0.792)  50.74±0.83

27.487***

Acer tegmentosum Maxim 
95% ethanol extracts 50 69.35±0.30  33.15±0.73

Ascorbic acid 5 36.69±3.68   6.67±0.81

ABTS radical 
scavenging activity

Acer tegmentosum Maxim 
water extracts 50 18.19±0.60 142.74±9.42

7.814**

Acer tegmentosum Maxim 
95% ethanol extracts 50 42.54±8.20  62.35±15.13

Ascorbic acid 5 10.11±0.31  22.90±1.56
1)The concentration in μg/mL required for 50% reduction of DPPH and ABTS radical.
2)Mean±SD (n=3).
***P<0.001, **P<0.01.

하였다. cDNA 합성은 RT-Kit(M-MLV, RNase H-(Bio 

FACT Co., Daejeon, Korea)을 이용하여 제시된 방법대로 

하였으며, 역전사에 의한 cDNA synthesis는 50°C에서 60

분간, RTase inactivation은 95°C에서 5분간 처리하였다. 

TNF-α와 IL-6 mRNA 발현 측정

장점막세포의 TNF-α와 IL-6 mRNA의 발현 정도의 측

정은 iQ™SYBRⓇ Green Supermix(Bio-Rad)를 이용하여 

AriaMx Real-Time PCR System(Agilent Technologies, 

Santa Clara, CA, USA)에서 진행하였다. Initial denatura-

tion은 95°C에서 2분간, denaturing은 95°C에서 10초간, 

annealing 및 extension은 58°C에서 30초간 진행하여 총 

증폭주기는 40 cycle을 실행하였다. 측정 결과는 AriaMX 

PC Software 1.0 Installer(Agilent Technologies)를 사용

하여 분석하였다. 실험에 사용한 primer는 Table 1과 같다.

통계처리 

실험 결과의 통계처리는 SPSS/Windows version 21.0 

(IBM Corporation, New York, NY, USA)을 사용하여 실시

하였으며, 결과는 평균±표준편차(mean±SD)로 나타내었

다. 두 군간 평균값의 차이에 대한 유의성 검증은 Student’s 

t-test로 실시하였으며, 그 외의 실험에서는 일원배치 분산

분석(one-way ANOVA) 후 Duncan’s multiple range test

로 변인 간의 차이를 검증하였다. 모든 통계적인 유의성은 

α=0.05 수준에서 검증하였다. 

결과 및 고찰

산겨릅나무 추출물의 항산화 활성

산겨릅나무 열수 추출물 및 에탄올 추출물의 수율은 각각 

10.3%, 5.7%로 열수 추출물이 에탄올 추출물보다 높은 수

율을 나타내었다(데이터 미제시). 산겨릅나무 열수 및 에탄

올 추출물과 ascorbic acid의 DPPH 및 ABTS 라디칼 제거

능을 측정한 결과는 Table 2와 같다.

DPPH 라디칼 제거능을 측정한 결과 산겨릅나무 열수 및 

에탄올 추출물 모두 농도 의존적으로 라디칼 제거능이 증가

하는 경향을 보였으며, 50 μg/mL의 농도에서 각각 48.74± 

0.79%, 69.35±0.30%의 제거능을 나타내었다. Cho 등(20)

의 연구 결과에서 산겨릅나무 열수 추출물 50 μg/mL 농도

에서 약 43%의 라디칼 제거능을 나타낸 것으로 보아 본 연

구 결과의 열수 추출물이 약 1.13배, 에탄올 추출물이 약 

1.61배 높은 항산화능을 나타내었다. 산겨릅나무 열수 및 

에탄올 추출물의 IC50값은 각각 50.74±0.83 μg/mL, 33.15 

±0.73 μg/mL로 나타나 에탄올 추출물은 열수 추출물보다 

높은 항산화능을 보였다(P<0.001). 산겨릅나무 열수 및 에

탄올 추출물의 ABTS 라디칼 제거능을 측정한 결과는 50 

µg/mL의 농도에서 각각 18.19±0.60%, 42.54±8.20%였으

며, IC50값은 142.74±9.42 µg/mL, 62.35±15.13 µg/mL였
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Fig. 1. Effect of the (A) water (closed bar) and (B) 95% ethanol (hatched bar) extracts of Acer tegmentosum Maxim on RAW
264.7 cell viability. RAW 264.7 macrophages were treated with water and 95% ethanol extracts of Acer tegmentosum Maxim (6.25,
12.5, 25, 50, 100 μg/mL) for 24 h. Treated cells were estimated by the WST assay. Each bar represents the mean±SD. Means 
with different letters (a-d) above the bars are significantly different by Duncan’s multiple range test at α=0.05. N: normal.

Table 3. FRAP value and total polyphenol contents of Acer teg-
mentosum Maxim extracts

Sample FRAP value 
(mM)

Polyphenol contents
(μg/mg GAE)1)

Acer tegmentosum Maxim 
water extracts  0.19±0.012) 118.91±2.18

Acer tegmentosum Maxim 
95% ethanol extracts 0.42±0.01 196.92±1.53

t-value -33.365*** -50.736***

1)GAE: gallic acid equivalents.
2)Mean±SD (n=3).
***P<0.001.

다. 앞에서 보고된 DPPH 라디칼 제거능에서 보인 결과와 

마찬가지로 산겨릅나무 열수 추출물보다 에탄올 추출물의 

항산화 효과가 더 높은 것으로 나타났다(P<0.01). ABTS 

라디칼 제거능보다 DPPH 라디칼 제거능이 모든 추출물에

서 높게 나왔는데 이 차이는 DPPH는 자유라디칼이고, ABTS

는 양이온 자유라디칼이므로 항산화 성분의 화학적 특성에 

따라 각 라디칼과 결합하는 활성에 차이가 있기 때문(21)이

라고 보고 있다. 

FRAP와 총페놀 함량을 측정한 결과는 Table 3에 나타내

었다. DPPH 라디칼 제거능이나 ABTS 라디칼 제거능과는 

달리 FRAP는 환원제에 의해 산성 pH에서 ferric tripyr-

idyltriazine(Fe3+-TPTZ) 복합체가 ferrous tripyridyl-

triazine(Fe2+-TPTZ)으로 전환되는 과정을 이용하여 시료

의 항산화 활성을 평가하게 된다(22,23). 산겨릅나무 열수 

및 에탄올 추출물의 FRAP value는 각각 0.19±0.01 mM, 

0.42±0.01 mM로 산겨릅나무 에탄올 추출물의 FRAP val-

ue가 열수 추출물보다 높았다(P<0.001). Gallic acid equiv-

alents(GAE)로 표시한 산겨릅나무 열수 및 에탄올 추출물

의 총폴리페놀 함량은 각각 118.91±2.18 μg/mg, 196.92± 

1.53 μg/mg이었다.

본 연구에서 산겨릅나무 에탄올 추출물이 열수 추출물보

다 총폴리페놀 함량 및 FRAP value가 더 높게 나왔는데, 

이는 Sánchez-González 등(24)이 총폴리페놀 함량과 FRAP 

value가 높은 상관관계가 있다고 보고한 것과 일치한다. 

Choi 등(25)의 연구에서는 산겨릅나무 열수 추출물 및 에탄

올의 총폴리페놀 함량이 각각 171.93±2.20 μg/mg, 152.69 

±1.25 μg/mg으로 나타났으나 본 연구에서는 에탄올 추출

물의 총폴리페놀 함량이 더 높게 나타났다. 이는 Choi 등(25)

의 연구에서는 산겨릅나무 에탄올 추출물은 70% 에탄올로 

24시간 동안 추출했지만, 본 연구에서는 95% 에탄올로 일

주일간 추출하는 등 에탄올의 농도 및 추출 시간이 다르기 

때문으로 판단된다. 산겨릅나무와 마찬가지로 단풍나무과

인 신나무의 추출물 및 분획물을 대상으로 항산화 실험을 

시행한 Han 등(26)의 선행연구 결과와 비교하여 볼 때 전반

적으로 산겨릅나무 추출물이 더 강한 활성을 나타내었다. 

RAW 264.7 세포에서 세포 독성 평가

산겨릅나무 열수 및 에탄올 추출물의 세포독성 실험은 

WST assay를 통해 측정하였으며 결과는 Fig. 1에 나타내

었다. 대조군에 비하여 세포생존율이 90% 이상인 시료 농도

를 무독성 안전 농도로 간주하는데, 산겨릅나무 열수 추출물

은 모든 농도에서 100% 이상의 생존율을 보여 독성은 없는 

것으로 확인되었다. 산겨릅나무 95% 에탄올 추출물은 100 

μg/mL의 농도를 제외한 모든 농도에서 100% 이상의 생존

율을 보여 독성이 없었으나 100 μg/mL의 농도에서는 세포

생존율이 87.65%로 약간 낮게 나타났다. 그러나 본 연구에

서는 산겨릅나무 열수 및 에탄올 추출물의 농도 범위 0~100 

μg/mL에서 시료로 사용하였다.

RAW 264.7 세포에서 산겨릅나무 추출물의 항염증 효과

산겨릅나무 열수 및 에탄올의 항염증 측정 결과는 Fig. 

2에 나타내었다. NO는 반응성이 강한 이원자 자유라디칼

로, NO를 형성하는 iNOS들은 L-arginine을 L-citrulline으

로 전환하면서 NO를 생성하는데, 이것은 인체에서 중요한 

생리적 혹은 병적인 반응에 관여한다(27). LPS는 그람음성 

세균의 세포벽 물질로서 산화적 스트레스를 유발하며 면역

세포 등을 자극하여 NO 생성을 증가시킨다고 알려져 있다
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Fig. 2. Effect of the water (closed bar) and 95% ethanol (hatched bar) extracts of Acer tegmentosum Maxim on (A) NO production 
by LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages, (B) TNF-α production by LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages, (C) IFN-γ pro-
duction by LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages. RAW 264.7 macrophages were treated with water and 95% ethanol extracts 
of Acer tegmentosum Maxim (0, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 μg/mL) and LPS (1 µg/mL) for 24 h. Each bar represents the mean±SD.
Means with different letters (a-e) above the bars are significantly different by Duncan’s multiple range test at α=0.05. N: normal.

(28). 따라서 본 연구에서는 LPS를 처리하여 RAW 264.7 

세포에 염증을 유도하여 NO를 과생성하는 조건을 형성한 

후, 산겨릅나무 열수 및 에탄올 추출물을 처리하여 NO 생성 

억제에 미치는 영향을 측정하였다. LPS만 단독적으로 처리

한 대조군에서 생성된 NO 농도는 4.71±0.90 μM로 LPS를 

처리하지 않은 정상대조군 2.01±0.69 μM보다 2.3배 이상 

높아(P<0.05) LPS에 의해 염증반응이 충분히 유도되었음

을 확인하였다. LPS와 산겨릅나무 열수 추출물로 함께 처리

한 군에서는 100 μg/mL의 농도에서만 LPS 단독 처리군보

다 NO 생성이 유의하게 억제되었으나, 산겨릅나무 95% 에

탄올 추출물 처리군에서는 25, 50, 100 μg/mL의 농도에서 

LPS 단독 처리군보다 NO 생성이 유의하게 억제되었다.

TNF-α 측정 결과 LPS만 단독적으로 처리한 음성대조군

에서 9.29±0.10 ng/mL로 높은 TNF-α 분비량을 보였으며 

산겨릅나무 추출물 처리 시 TNF-α 분비는 음성대조군에  

비하여 두 추출물의 모든 농도에서 유의하게 감소했다(P< 

0.05). 산겨릅나무 열수 및 에탄올 추출물을 50 μg/mL의 

농도로 처리하였을 때 7.07±0.42 ng/mL, 7.27±0.62 ng/ 

mL의 분비를 보여 음성대조군 대비 각각 24%, 22%의 억제 

효과를 보였다. Yu 등(13)은 RAW 264.7 세포는 LPS 처리

로 TNF-α의 mRNA 수준이 증가하였으나, 산겨릅나무 70% 

에탄올 추출물을 처리함에 따라 TNF-α의 mRNA 수준이 
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Table 4. Levels of DNA damage expressed as tail DNA, tail 
length, and tail moment in mouse whole blood treated 95% 
ethanol extracts of Acer tegmentosum Maxim

  Treatment1) C ATE P-value
Tail DNA (%)
Tail length (μm)
Tail moment

 10.8±1.232)

39.4±5.25
5.41±1.18

 7.41±1.91
21.38±2.15
 2.68±1.20

0.061
0.005
0.049

1)C (Control): treated with LPS 2.5 mg/kg body weight for 8 
h, ATE: treated with 95% ethanol extracts of Acer tegmentosum
Maxim (100 mg/kg body weight) for seven days and LPS 2.5 
mg/kg body weight for 8 h.

2)Mean±SD (n=3).
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Fig. 3. Effect of the 95% ethanol extracts of Acer tegmentosum Maxim on serum TNF-α production (A) and IFN-γ production
(B) in LPS-stimulated ICR mouse. ICR mice were treated with 95% ethanol extracts of Acer tegmentosum Maxim (100 mg/kg
body weight) for seven days and LPS (2.5 mg/kg body weight) for 8 h. Each bar represents the mean±SD, n=3 (each group). 
Mean with an asterisk is significantly different from control by Student’s t-test (*P<0.05, **P<0.01). C: Control (treated with PBS
for seven days and LPS 2.5 mg/kg body weight for 8 h, ATE: treated with 95% ethanol extracts of Acer tegmentosum Maxim
(100 mg/kg body weight) for seven days and LPS 2.5 mg/kg body weight for 8 h.

크게 감소하였다고 보고하였는데 이는 본 연구 결과와 유사

하였다.

추출물 처리가 INF-γ 억제에 영향을 미치는지 확인하기 

위해 실험을 수행한 결과 LPS만 단독적으로 처리한 음성대

조군에서 34.26±0.85 ng/mL로 높은 IFN-γ 분비량을 보였

으나 LPS와 산겨릅나무 열수 및 에탄올 추출물을 함께 처리

한 모든 농도에서 IFN-γ 분비량이 유의하게 억제되었으며

(P<0.05), 에탄올 추출물이 열수 추출물보다 억제 효과가 

높았다. 따라서 본 연구에서의 항염증 실험 결과로 보아 산

겨릅나무 열수 및 에탄올 추출물은 염증 관련 사이토카인들

을 억제함으로써 염증 질환 예방에 효과적일 것으로 판단되

며, 산겨릅나무 에탄올 추출물이 열수 추출물보다 더 효과적

인 것으로 나타났다.

LPS 염증 유도 동물 모델에서 산겨릅나무 에탄올 추출물의 

항산화 및 항염증 효과

산겨릅나무 열수 및 에탄올 추출물의 항산화 실험과 RAW 

264.7 세포에서의 실험 결과를 종합해 보았을 때 산겨릅나

무 열수 추출물보다 산겨릅나무 에탄올 추출물의 효과가 우

수하였으므로 산겨릅나무 에탄올 추출물만을 이용하여 동

물실험을 통하여 생리활성을 확인하였다.

Comet assay를 이용한 산겨릅나무 에탄올 추출물의 LPS

에 의한 산화적 DNA 손상 억제 효과에 대한 결과는 Table 

4에 나타내었다. Tail DNA의 경우 대조군과 유의한 차이를 

보이진 않았지만 대조군보다 낮은 경향을 보였다(P=0.061). 

Tail length는 산겨릅나무 에탄올 추출물 투여군이 대조군

보다 유의하게 짧았으며(P<0.01), tail moment 역시 산겨

릅나무 에탄올 추출물 투여군이 대조군보다 유의하게 감소

하였다(P<0.05). 이상의 결과에서 산겨릅나무 에탄올 추출

물은 산화적 스트레스에 대한 보호 효과가 있는 것으로 판단

되었다.

TNF-α는 대식세포에서 합성되고 감염, 염증에 관여하여 

종양괴사인자로 암세포 괴사, 조직손상, 다른 사이토카인의 

발현 등에 역할을 하는 사이토카인이며(29,30), INF-γ는 

내재 면역반응에 관여하는 대식세포를 활성화시키는 역할

을 하는 사이토카인으로 알려져 있다(31). LPS로 염증을 

유도한 실험동물 모델의 혈청에서 TNF-α 및 IFN-γ의 농도

를 측정한 결과는 Fig. 3에 나타내었다. TNF-α의 생성량은 

LPS만 투여한 대조군보다 시료를 함께 투여한 실험군에서 

대조군의 35%로 유의하게 낮게 나타났다(P<0.01). IFN-γ 

생성량은 대조군보다 실험군에서 대조군의 약 10%로 유의

하게 낮게 나타났다(P<0.05). 동물 실험 결과 1주일 정도의 

단기간 산겨릅나무 에탄올 추출물의 투여로 TNF-α와 IFN- 

γ와 같은 염증 관련 cytokine의 생성이 억제되어 산겨릅나

무 에탄올 추출물은 염증 질환 예방에 효과적인 기능성 소재

로 판단된다. Jin 등(32)의 연구에서 rat의 스트레스를 높이

기 위하여 강제수영실험을 하였는데, 산겨릅나무 70% 에탄

올 추출물을 처리한 후 강제수영실험을 시킨 실험군은 추출

물을 처리하지 않고 강제수영실험만 시킨 대조군보다 IL-6 

및 TNF-α 분비량을 유의적으로 억제하는 효과를 보였다. 

다만 고농도의 산겨릅나무 에탄올 추출물은 세포 독성을 나

타낼 수 있으므로 향후 안전성에 대한 연구가 더 진행되어야 

할 것으로 보인다.
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Fig. 4. Effect of the 95% ethanol extract of Acer tegmentosum Maxim on (A) relative mRNA expression of TNF-α and (B) relative 
mRNA expression of IL-6 in LPS-stimulated ICR mouse intestinal epithelial cells. Effects of Acer tegmentosum Maxim ethanol 
extract on the cytokine expression and production of inflammatory mediators in ICR mice. Total RNA was prepared from the 
intestinal epithelial of ICR mice were treated with 95% ethanol extracts of Acer tegmentosum Maxim (100 mg/kg body weight) 
for seven days and LPS (2.5 mg/kg body weight) for 8 h and qPCR was performed. Each bar represents the mean±SD, n=3 (each 
group). C: Control (treated with PBS for seven days and LPS 2.5 mg/kg body weight for 8 h), ATE: treated with 95% ethanol 
extracts of Acer tegmentosum Maxim (100 mg/kg body weight) for seven days and LPS 2.5 mg/kg body weight for 8 h.

산겨릅나무에 대한 간 보호 효과(11,12)는 잘 알려져 있

지만, 인간 면역세포의 약 70~80%가 밀집되어 있는 장점막

세포에서의 면역기능과 연관된 연구 결과는 거의 없는 실정

이다. 따라서 산겨릅나무 에탄올 추출물이 장점막세포에서 

염증성 사이토카인의 발현을 억제함으로써 염증 증상을 완

화시킬 수 있는지 알아보기 위하여 장점막세포에서 대조군

과 실험군의 TNF-α와 IL-6의 상대적인 mRNA 발현량을 

비교하였으며 결과는 Fig. 4와 같다. LPS 처리로 인해 발현

이 높아진 ICR mouse의 장점막세포에서 TNF-α와 IL-6의 

mRNA 발현은 산겨릅나무 에탄올 추출물에 의해 감소하는 

경향을 보였다. 대조군 대비 실험군의 TNF-α mRNA 발현

량은 59%, 대조군 및 실험군의 IL-6 mRNA 발현량은 16%

로 산겨릅나무 에탄올 추출물은 LPS에 의해 증가한 TNF-α 

및 IL-6의 mRNA 발현을 억제하는 경향을 보였으며 TNF-

α보다 IL-6의 mRNA 발현이 더 크게 나타났다. 소화기관의 

점막에 분포하는 세포 중 10~50%는 대식세포이며, 이 세포

가 활성화되면 TNF-α와 IL-6 등을 분비한다(33). 대식세

포는 LPS 처리 시 NF-κB를 활성화하여 TNF-α와 IL-6, 

IL-1β와 같은 사이토카인들의 발현을 유도하는 것으로 알

려져 있다(34). 그러므로 산겨릅나무 추출물을 투여 받은 

mouse의 소장점막세포에서 TNF-α와 IL-6의 mRNA 발현

량이 감소하였다는 사실은 산겨릅나무 에탄올 추출물이 염

증성 사이토카인의 유전자 발현 단계를 조절하여 이들 사이

토카인의 생성을 억제할 수 있음을 의미하며, 장의 염증 증

상 완화에 대한 긍정적인 영향을 확인하기 위해서는 더욱 

많은 추가 연구가 수행되어야 할 것으로 생각한다. 

요   약

산겨릅나무 80°C 열수 및 95% 에탄올 추출물을 제조하여 

항산화 및 항염증 효과를 확인한 결과 추출물은 우수한 항산

화 효과를 나타내었고 RAW 264.7 세포에서도 항염증 효과

를 보였으며, 그중 95% 에탄올 추출물의 효능이 더 큰 것으

로 나타났다. 따라서 효능이 더 뛰어난 산겨릅나무 에탄올 

추출물을 이용하여 in vivo 실험에서 추출물의 세포 보호 

효과 및 항염증 효능을 재확인하였다. ICR mouse에 일주일

간 100 mg/kg B.W 산겨릅나무 에탄올 추출물을 경구투여

한 후 LPS를 처리하여 염증반응 및 산화적 스트레스를 유도

시켜 Comet assay, serum tumor necrosis factor(TNF)-

α와 interferon-γ, 장점막세포에서의 TNF-α와 interleu-

kin-6에 대한 생성능을 측정한 결과 산겨릅나무 에탄올 추

출물은 DNA 손상을 억제하였으며 사이토카인 생성을 유의

적으로 억제하여 항산화와 항염증 효과를 보였다. 따라서 

본 연구에서 사용한 산겨릅나무의 에탄올 추출물은 산화적 

스트레스 및 염증을 억제하는 효과를 나타내는 세포보호 기

능적 소재로서 가능성이 있는 것으로 생각한다.
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