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As a part of ongoing research to elucidate and characterize antiinflammatory nutraceuticals, the crude 
extracts from Atriplex gmelinii C. A. Mey. and their solvent-partitioned fractions were tested for their 
antiinflammatory potential in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW 264.7 mouse macrophages. 
The crude extracts of A. gmelinii C. A. Mey. were fractioned according to polarity with n-hexane, 85% 
aqueous methanol (85% aq. MeOH), n-butanol, and H2O. Their antiinflammatory activities were inves-
tigated in LPS-induced inflammation in mouse macrophages by measuring nitric oxide (NO) gen-
eration and mRNA expression of inflammation mediators, namely, inducible nitric oxide synthase 
(iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2), interleukin-1β (IL-1β), and IL-6. As a result, we confirmed that the 
crude extracts of A. gmelinii C. A. Mey. inhibited LPS-stimulated NO production and mRNA ex-
pression of iNOS and COX-2 as important inflammatory factors. The inhibition of NO production 
through the downregulation of important inflammatory factors such as iNOS, COX-2, IL-1β, and IL-6 
was found by treatment with all solvent-partitioned fractions. Among all tested fractions, 85% aq. 
MeOH showed the strongest antiinflammatory response. Based on the current results, A. gmelinii C. 
A. Mey. was suggested to possess natural antiinflammatory components, indicating that it could be 
used as a valuable source of antiinflammatory substances.
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서   론

염증반응은 외부자극원에 의해 신체에서 일어나는 다양한 

위해 상황에서 조직손상 및 감염 등에 대항하여 일어나는 방

어보호반응으로, 조직의 항상성을 유지하기 위해 일어나는 필

수적인 조절반응이다[10]. 하지만 염증반응이 지속적으로 진

행하게 되면 세포조직의 손상뿐만 아니라 cyclooxygenase-2 

(COX-2), inducible nitric oxide synthase (iNOS), inter-

leukin-6 (IL-6), IL-1β 등과 같은 염증반응 촉진 인자들의 생성

에 의해 천식, 뇌질환, 알츠하이머병, 동맥경화 및 암 등의 여

러 질병 유발 및 노화의 직·간접적 원인이 되는 것으로 알려져 

있다[5, 12, 17, 18].

최근 해조류 등의 해양생물자원이 가지고 있는 다양한 기능

성 성분의 발굴 및 그 효능에 대한 연구가 활발히 진행되기 

시작하면서 예로부터 건강기능성 소재로서 이용되어 왔거나 

그 기능성이 아직 검증하지 못한 다양한 해양생물자원에 대한 

연구가 주목받고 있는 실정이다[11-13]. 염생식물은 바닷가, 

염분이 있는 호숫가, 암염이 있는 지대 등 염분기가 많은 토양

에서 자라는 식물로, 이러한 식물이 자라는 염생습지는 강한 

바람, 해무, 뜨거운 햇빛, 염분, 침수 등이 섞인 지하수의 영향

을 받는 극한환경에 속한다. 염생식물은 이러한 극한환경에서 

생존하기 위해 특이대사산물의 생성을 통해 생리적 및 생화학

적 대사 과정이 이루어지는 것으로 보고되고 있다[1, 6, 14, 

15]. 염생식물 중 갯질경이, 함초, 광나무 등을 시작으로 염생

식물의 다양한 생리활성에 대한 연구가 이루어지고 있다[11, 

12]. 가는갯능쟁이(Atriplex gmelinii C. A. Mey.)는 석죽목 명아

주과 갯능쟁이속에 속하는 염생식물로 가는명아주라고도 불

리는 한해살이풀이다. 주로 한국, 일본, 러시아, 북아메리카에 

분포하며, 우리나라에서는 경기도, 충청남도, 남해안, 울릉도, 

독도, 제주도 등 중부이남 해변에서도 폭넓게 자생하고 있으

며 나물, 쌈, 국 등의 형태로 식용으로 사용될 뿐만아니라 사료

로도 이용되고 있다[3, 7, 8]. 또한 예로부터 가는갯능쟁이는 

백전풍, 충독, 한창, 개선 등의 약효가 있는 것으로 알려져 있

으나[7], 가는갯능쟁이의 생리활성 관련 과학적인 연구는 거의 
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보고 되지 않고 있다. 따라서 본 연구에서는 염생식물을 이용

한 생리활성 소재 개발 연구의 일환으로 가는갯능쟁이의 용매 

추출물 및 분획물을 제조하여 LPS로 염증을 유도한 마우스 

유래 macrophages에서의 NO 생성 및 염증관련인자의 발현

에 미치는 영향을 검토하여 가는갯능쟁이의 항염증 소재로서

의 이용 가능성을 알아보고자 하였다. 

재료 및 방법

실험재료

실험에 사용된 가는갯능쟁이(Atriplex gmelinii C. A. Mey.)

는 2007년 전라남도 무안군 현경면 현화리에서 채집하여 사용

하였으며 응달에서 건조하여 잘게 잘라 밀봉한 후 추출하기 

전까지 -25℃에서 냉동보관하였다.

시료추출 및 순차분획[11, 12]

냉동보관된 가는갯능쟁이는 해빙하여 추출에 적합한 크기

로 세절한 후, methylene chloride로 침지시켜 24시간 동안 

방치한 후, 여과하여 용매 추출액을 얻었으며 이 과정을 2회 

반복하였다. 여과하고 남은 잔사에 동량의 methanol로 동일한 

과정을 반복하여 용매 추출액을 얻었다. 얻어진 두 종류의 용

매 추출액을 진공증발기(EYELA JAPAN, N-N series)로 농축

하여 각각 methylene chloride와 methanol 추출물을 얻었으

며, 두 추출물을 혼합하여 조추출물(crude extract, 48.3 mg)을 

얻었다. 혼합한 조추출물은 용매극성에 따라 단계적으로 분획

하여 n-hexane 층(11.5 mg), 85% aqueous methanol 층(85% 

aq. MeOH, 11.3 mg), n-butanol 층 (n-BuOH, 11.2 mg)과 wa-

ter 층(12.3 mg)을 얻었다.

세포배양

RAW264.7 대식세포는 10% fetal bovin serum (FBS, Atlas 

Biologicals, Fort Collins, Colorado, USA)과 1% L-Glutamine 

penicillin streptomycin solution (Sigma-Aldrich Co., St. 

Louis, MO, USA)이 함유된 Dulbecco’s modified Eagle’s me-

dium (DMEM, Corning, Manassas, VA, USA)을 배양액으로 

하여 37℃, 5% CO2조건에서 배양하였다.

세포독성

RAW264.7 대식세포에 대한 세포독성은 3-(4,5-dimethyl-

thiazole-2-yl) -2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) as-

say를 이용하여 측정하였다[12]. 세포는 1×103 cells/well가 되

도록 96-well plate에 분주하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 

24시간 동안 배양한 후, 농도별로 준비한 시료를 세포주에 처

리하여 동일한 조건에서 24시간 동안 배양하였다. 각 well에 

배지를 제거한 후 100 μl의 MTT용액(finc. 1 mg/ml)을 첨가하

여 동일한 배양 조건에서 4시간 동안 더 배양하여 formazan 

crystal의 생성을 유도하였다. 이때 생성되는 formazan을 100 

μl의 dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich Co.)용액을 가하여 

환원반응으로 생성된 보라색의 formazan crystal을 완전히 용

해한 후 ELISA reader (Bio-Tek instruments, Winooski, VT)로 

540 nm에서 흡광도를 측정하여 생존율(%)을 구하였다. 

Cell viability (%)=

  
대조군의 흡광도 - 시료처리군의 흡광도

×100
대조군의 흡광도   

Cell viability (%) =×100

Nitric oxide (NO) 함량 

대식세포인 RAW264.7 세포를 96-well plates에 1×103 

cells/well로 well당 100 μl씩 분주하여 37℃, 5% CO2 in-

cubator에서 24시간 배양한 후, 실험에 사용하였다. 페놀레드

가 제거된 새로운 배지로 교체한 다음 농도별로 준비한 시료

를 세포주에 처리한 후 NO생성을 유도하기 위해 LPS를 1 μg/ 

ml 농도로 처리하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 48시간동안 

배양하였다. 세포배양액을 수거하여 Griess reagent (Sigma- 

Aldrich Co. St. Louis, MO, USA)와 1:1의 비율로 혼합하여 

10분 간 실온에서 암반응시킨 후, ELISA reader (Bio-Tek in-

struments, Winooski, VT)로 540 nm에서 흡광도를 측정하였

다[12]. 생성된 NO (μM)의 농도는 표준물질인 sodium nitrate 

(NaNO2)용액의 표준곡선을 기준으로 하여 계산하였다.

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR)

상기와 동일한 조건에서 배양한 RAW264.7 대식세포를 

phosphate buffered saline (PBS)로 세척하고 Trizol reagent 

(ambion, life technologies™, USA)로 RNA를 추출한 후 

chloroform을 가하여 phenol 성분을 제거하였다. 상등액과 

isopropanol을 동량으로 넣어 RNA를 침전시키고 알코올을 

가하여 세척 및 건조하였다. 건조한 RNA에 DEPC water 30 

μl를 첨가한 후 spectrophotometer를 이용하여 260 nm/ 280 

nm 에서 흡광도를 측정하여RNA농도를 정량하였다. 분리한 

동량의 RNA (2 μg)로부터 components mixture (Invitrogen, 

life technologies™, USA)을 이용하여 cDNA를 합성하였다. 

PCR PreMix에 합성된 cDNA와 iNOS, COX-2, interleukin-1β 

(IL-1β) 및 IL-6 primer를 반응시킨 다음(Table 1), T100 

Thermal Cycler (Bio-Rad, CA, USA)을 이용하여 94℃에서 5

분간 pre-denature, 94℃에서 30초간 denature, 50~54℃에서 

30초간 annealing cycle, 72℃에서 1분간 Extension과정을 35

번 반복함으로써 증폭시킨 후, 72℃에서 10분 동안 final ex-

tension시키고 4℃에서 종결, 보관하였다. 증폭된 PCR 산물들

은 TAE buffer (Biosesang, Kunggido, Korea)를 전해질로 사

용한 1.5% agarose gel을 이용하여 100 V에서 30분간 전기영

동시킨 후 ethidium bromide 용액에서 30분 간 반응시킨 후 
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Table 1. Sequences of primes used for RT-PCR

Gene Direction             Sequence

iNOS
Forward

Reverse

5'-TTC-CAG-AAT-CCC-TGG-ACA-AG-3'

5'-TGG-TCA-AAC-TCT-TGG-GGT-TC-3'

COX-2
Forward

Reverse

5'-AGA-AGG-AAA-TGG-CTG-CAG-AA-3'

5'-GCT-CGG-CTT-CCA-GTA-TTG-AG-3'

IL-1β
Forward

Reverse

5'-GGG-CCT-CAA-AGG-AAA-GAA-TC-3'

5'-TAC-CAG-TTG-GGG-AAC-TCT-GC-3'

IL-6
Forward

Reverse

5'-AGT-TGC-CTT-CTT-GGG-ACT-GA-3'

5'-CAG-AAT-TGC-CAT-TGC-ACA-AC-3'

β-Actin
Forward

Reverse

5'-CCA-CAG-CTG-AGA-GGG-AAA-TC-3'

5'-AAG-GAA-GGC-TGG-AAA-AGA-GC-3'

iNOSCOX-2IL-1βIL-6β-Actin

Fig. 1. Cytotoxicity of the crude extracts and their solvent-partitioned fractions from A. gmelinii C. A. Mey. in RAW264.7 cells. 

UV (Davinch-Chemi imager™, CAS-400SM, Davinch-K, 

Seoul, Korea) 하에서 mRNA 발현 정도를 관찰하였다. 

통계처리

실험결과는 평균±표준편차(Mean ± Standard deviation, 

SD)로 표시하였으며, SPSS+/WIN12.0 (Statistical Package for 

Social Science, version 12.0) 통계프로그램을 이용하여 통계적 

유의성을 검토하였다. 집단간의 유의성을 검정하기 위해 일원

배치 분산분석(Oneway Analysis Of Variance: ANOVA)을 통

해 분석하였고, 사후검증은 Duncan's multiple range test를 

실시하여 p<0.05 수준에서 검증하였다.

결과 및 고찰

세포독성에 미치는 효과

가는갯능쟁이의 조추출물 및 분획물의 RAW264.7 대식세

포에 대한 독성 여부는 MTT assay로 확인하였다(Fig. 1). 조추

출물 및 분획물을 각각 10, 50, 100, 200 μg/ml 농도로 처리하

여 세포생존율을 측정한 결과, 헥산층을 제외한 모든 시료에

서 RAW264.7 대식세포에 대하여 200 μg/ml의 처리 농도까지 

90%이상의 생존율을 보여 세포에 대한 독성이 나타나지 않음

을 확인하였으며, 이 농도에서 추출물 및 분획물의 항염증 활

성을 확인하기 위한 실험을 진행하였다. 

조추출물의 Nitric oxide (NO) 생성 및 염증 인자 발현에 

미치는 효과

내독소(Lipopolysaccharide, LPS)는 그람음성균의 세포 외

막 구성성분으로, 단구세포와 대식세포 등의 여러 세포에 강

한 자극효과를 가지고 있다. 특히 대식세포는 LPS의 자극에 

의해 활성화되면 전염증성 인자의 조절을 통해 NO와 같은 

염증반응의 매개물질 등을 생산 및 방출하게 된다[9, 12]. 과도

하게 분비된 NO는 생체내의 O2, O2
-와의 반응으로 반응성 산

화질소로 변화하여 산화스트레스 및 DNA손상 등을 유발시켜 

각종 염증성질환의 발생에 관여하게 된다[9]. 이러한 사실을 

근거로 LPS 자극에 의해 활성화된 RAW264.7 세포 내에서 생

성되는 NO에 대한 가는갯능쟁이 조추출물의 억제 효과를 측

정하였다(Fig. 2). LPS 자극에 의해 1.6±0.8 μM에서 56.8±1.1 

μM로 NO의 생성이 현저히 증가하였으며, 이러한 LPS에 의한 

NO의 증가는 조추출물의 처리에 의해 농도 의존적으로 유의

성있게 억제되었다. 즉 처리 농도 10, 50, 100, 200 μg/ml에서 
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Fig. 2. Effect of crude extracts from A. gmelinii C. A. Mey. on intracellular NO level (A) and iNOS and COX-2 gene expressions 

in LPS-stimulated RAW264.7 cells. The cells were pretreated with LPS (1 μg/ml) and followed by treating with the crude 

extracts for 24 hr. a-eMeans with the different letters are significantly different (p<0.05) by Duncan's multiple range test. 

NO 생성 정도를 비교한 결과 각각 31.9±2.1 μM, 21.3±1.6 μM, 

17.8±0.5 μM, 9.9±0.2 μM의 값을 나타내었다(Fig. 2A). 이들 

결과로부터 NO 생성 및 염증과 관련 있는 iNOS와 COX2의 

발현에 미치는 효과를 검토하였다. iNOS와 COX-2는 면역세

포의 활성을 유도하여 NO를 포함한 다량의 염증성 매개체를 

생합성하는데 관여하는 것으로 알려져 있다[4, 16, 19]. COX-2

는 아라키돈산(arachidonic acid)를 이용하여 또다른 염증성 

매개자로 염증반응에서 발열이나 통증 등에 영향을 끼치는 

것으로 알려진 프로스타글란딘(prostaglandin)을 합성하는 효

소로 COX-2의 억제는 암 치료뿐만 아니라 염증의 억제에도 

관련이 있는 것으로 알려져 있다[20, 21]. 산화질소는 산화질소 

합성효소인 NOS에 의해 생성되며, NOS는 eNOS, nNOS와 

iNOS의 3가지 형태가 존재한다. 이 중 eNOS와 nNOS는 세포

내에서 항시 발현되어 있는 효소로 체내에서 산화질소를 낮은 

농도로 유지하고 역할을 하는 반면, iNOS는 외부 자극에 의해 

생성되는 효소로 일단 LPS 등에 의해 유도가 진행되면 장기간 

다량의 산화질소 농도를 생성하여 염증반응을 촉진시키는 것

으로 알려져 있다[20, 22]. 가는갯능쟁이 조추출물의 NO 생성 

억제 효과가 이들 염증관련 유전자의 발현 조절과 연관성이 

있는지를 확인한 결과(Fig. 2B), LPS 자극에 의해 증가한 iNOS 

및 COX-2의 발현은 가는갯능쟁이 조추출물의 처리에 의해 

현저히 감소하는 경향을 나타내었다. 가는갯능쟁이 조추출물

은 이들 염증인자의 발현 조절을 통하여 NO 생성을 억제하는 

것으로 사료된다. 

용매 분획층의 Nitric oxide (NO) 생성 및 염증 인자 발

현에 미치는 효과

가는갯능쟁이 조추출물을 사용하여 극성순서에 따라 순차

적으로 분획하여 얻은 n-hexane, 85% aq. MeOH, n-BuOH, 

H2O 분획물의 항염증활성을 관찰하였다(Fig. 3). 세포내 독성

을 나타내지 않는 농도에서 LPS 자극에 의해 활성화된 RAW 

264.7 세포를 이용하여 이들 분획물이 NO 생성에 미치는 효과

를 검토한 결과, 시료를 처리하지 않고 LPS를 처리한 대조군

에 비해 모든 분획층에서 유의적으로 높은 NO 생성 억제 효과

를 나타내었다. 특히 85% aq. MeOH 분획에서 가장 높은 활성

을 나타내었으며, 차순으로는 n-BuOH, n-hexane, H2O분획의 

순서로 NO 생성 억제효과를 나타내었다. 처리농도 100 μg/ 

ml에서 NO 생성 억제 정도를 비교한 결과 n-hexane, 85% aq. 

MeOH, n-BuOH, H2O 분획은 각각 63.2%, 79.1%, 69.6%, 58.5%

의 저해율을 나타내었다. 

최근 건강기능성 소재에 대한 관심의 증가로 기능성 식품 

및 신약에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있으나, 합성 화합

물의 독성과 부작용의 문제 등으로 천연기능성소재의 발굴에 

대한 관심이 증가함에 따라 천연자원으로부터 체내 면역체계

조절 효과를 가지는 생체활성물질(biological response modi-

fier, BRM)로서의 효과를 가지는 소재 개발에 대한 연구가 활

발히 이루어지고 있다[20, 22]. iNOS와 COX-2는 pro-in-

flammatory agents 의해 발현되어 면역세포의 활성화를 통해 

염증반응을 유발하는 물질로 염증상태에서는 NO와 같은 염

증매개물질의 생성을 유도한다[12]. 또한 대표적인 전염증성 

사이토카인인 IL-1β 및 IL-6는 활성화된 대식세포에서 과도하

게 생성되어 발열, 조직손상 및 염증반응을 촉진하는 것으로 

알려져 있다[2]. 따라서 가는갯능쟁이 조추출물로부터 얻어진 

이들 분획물이 염증관련 유전자의 발현에 미치는 영향을 검토

하기 위해 RT-PCR를 수행하였다(Fig. 4). NO 생성 억제능의 

측정 결과에서와 같이 대조군에 비해 용매 분획물의 처리에 
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A B

C D

Fig. 3. Effect of the solvent-partitioned frac-

tions from A. gmelinii C. A. Mey. on 

intracellular NO level in LPS-stimu-

lated RAW264.7 cells. The cells were 

treated with various concentrations 

of the solvent fractions for 1 hr prior 

to the addition of LPS and the cells 

were further incubated for 24 hr. 
a-eMeans with the different letters are 

significantly different (p<0.05) by Dun-

can's multiple range test. BK: -LPS, 

Con: +LPS, A: n-hexane fraction, B: 

85% aq. MeOH fraction, C: n-BuOH 

fraction, D: H2O fraction.

Fig. 4. Effect of solvent-partitioned fractions from A. gmelinii C. A. Mey. on mRNA expression of key inflammation markers in 

LPS-stimulated RAW264.7 cells. a-eMeans with the different letters are significantly different (p<0.05) by Duncan's multiple 

range test. 
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의해 iNOS와 COX-2 및 IL-6와 IL-1β의 발현이 현저히 억제되

었다. 세포내 전사수준에서 분획층 간의 발현 정도를 비교한 

결과, H2O 분획을 처리한 군에 비해 85% aq. MeOH, n-BuOH 

및 n-hexane 분획을 처리한 군에서 발현 억제율이 높게 나타

났다. 이들 결과로부터 가는갯능쟁이 용매 분획물의 처리는 

세포내 전사수준에서의 염증유발 유전자를 조절하여 염증성 

물질인 NO의 생성을 효과적으로 저해하는 것으로 사료된다. 

특히 항염증 활성이 높은 85% aq. MeOH 분획층에서 염증억

제 효과가 있는 유효 성분의 분리가 이루어질 경우 염증예방 

및 면역기능증진에 도움이 되는 기능성 천연물 소재로서의 

응용가능성이 있을 것으로 사료된다. 
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초록：염생식물 가는갯는쟁이 용매 추출물의 항염증활성

정희정1․김호준2․주은신2․이슬기3․공창숙3․서영완1,2*

(1한국해양대학교 해양과학기술전문대학원 해양과학기술융합학과, 2한국해양대학교 해양과학기술대학 해양환경·
생명과학부, 3신라대학교 의생명과학대학 식품영양학과)

본 연구에서는 염생식물을 이용한 생리활성 소재 개발 연구의 일환으로 가는갯능쟁이의 용매 추출물 및 분획

물을 제조하여 LPS로 염증을 유도한 마우스 유래 macrophages에서의 NO 생성 및 염증관련인자의 발현에 미치

는 영향을 검토하여 가는갯능쟁이의 항염증 소재로서의 이용 가능성을 검토하였다. 가는갯능쟁이는 methylene 

chloride와 methanol을 이용하여 제조한 조추출물(crude extract, 48.3 mg)을 용매극성에 따라 단계적으로 분획하

여 n-hexane 층(11.5 mg), 85% aqueous methanol 수용액층(85% aq. MeOH, 11.3 mg), n-butanol 층(n-BuOH, 11.2 

mg)과 water 층(12.3 mg)을 얻었다. 가는갯능쟁이의 조추출물 및 분획물의 RAW264.7 대식세포에 대한 독성 여부

를 측정하여 세포에 대한 독성이 나타나지 않는 처리 농도에서 추출물 및 분획물의 항염증 활성을 확인하였다. 

조추출물은 LPS로 유도된 NO 생성을 유의적으로 억제하는 효과를 나타내었으며, 주요 염증 유발인자인 iNOS와 

COX-2의 발현 또한 효과적으로 억제하였다. 분획물의 NO 생성 억제효과는 85% aq. MeOH> n-BuOH >n-hexane 

> H2O의 순으로 나타났으며, 세포내 전사수준에서 염증관련 유전자의 발현 억제율은 H2O 분획 처리군에 비해 

85% aq. MeOH, n-BuOH 및 n-hexane 분획 처리군에서 높게 나타났다. 이상의 결과로부터 항염증 활성이 가장 

높게 나타난 85% aq. MeOH 분획층으로 부터 염증억제 효과가 있는 유효 성분의 분리가 기대된다. 


