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The purpose of this study was to investigate the role of the Vaccinum oldhami fruit extract as a cos-
metic additive. As a result of having macrophage (RAW 264.7) measured a cell toxicity effects of 70% 
ethanol extract from Vaccinum oldhami fruit, it shown 118% with toxicity at 500 μg/ml concentration. 
In nitric oxide synthesis inhibition effect, 70% ethanol extracts from Vaccinum oldhami fruit shown 
47.3% at 1,000 μg/ml concentration. The iNOS, COX-2 protein expression inhibitory effect by western 
blot of 70% ethanol extract from Vaccinum oldhami fruit was decreased by 36.13%, 29.61% at 500 μg/ml 
concentration. And iNOS, COX-2 mRNA expression inhibitory effect by reverse-transcription-PCR of 
70% ethanol extract from Vaccinum oldhami fruit was decreased by 62.25%, 90.07% at 500 μg/ml 
concentration. All these finding that extract from Vaccinum oldhami fruit could prove that their have 
effects anti-inflammatory efficacy. And extract from Vaccinum oldhami fruit has potential as a cosmetic 
ingredients.
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서   론

염증반응이란 체내에 박테리아나 바이러스 같은 외부물질

이 유입되어 이를 인지한 면역세포가 다양한 염증 매개 물질

을 분비함으로써 몸을 보호해주는 기전이다[21]. 대식세포는 

사이토카인 및 lipopolysaccharide (LPS) 같은 수많은 인자에 

의해 활성화되고, 선천면역을 담당하는 주요한 세포로서 작용

한다[14]. 염증반응이 일어나면 대식세포와 같은 염증성세포

들은 염증매개물질들인 nitric oxide (NO), prostagladin E2 

(PGE2), tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1

β) 등을 분비한다[3]. NO는 L-arginine에서 NO synthase 

(NOS)에 의해 합성되어 생성되며, NOS에는 endothelial NOS, 

neuronal NOS, inducible NOS (iNOS)의 세가지 형태가 있어 

이들 중 iNOS에 의한 NO 생성은 병리학적으로 중요한 역할

을 한다[17]. IL-1, TNF-α, interferon-gamma 같은 전염증성 

사이토카인들은 iNOS 발현을 유발하고 NO 생성을 일으킬 

수 있으며, 과도한 NO 생성은 상피세포암, 돌연변이 및 DNA 

손상을 일으킬 수 있다[6]. 또한 전염증성 사이토카인의 형성

은 arachidonic acid가 cyclooxygenase (COX)의 작용을 거쳐 

prostaglandin등으로 바뀌는 과정에 관여함으로써 염증매개

에 큰 역할을 한다[16]. COX는 COX-1과 COX-2로 나눠지는

데, COX-1은 대부분의 조직에서 정상적인 상태에서 작용하여 

위장관 보호, 신장 기능 조절과 같은 신체의 항상성 유지에 

관여하고, COX-2는 일부 신생조직과 염증이나 cytokine에 의

한 염증부위에서 세포 내에서 발현된다. 또한 COX-2에 의해 

생성되는 PGE2는 통증, 발열에 관여하는 염증 매개체로서 염

증반응, 면역반응에도 관여할 뿐만 아니라 현관신생을 촉진시

키는 등 암 발생에도 관여하고 있는 인자로도 알려져 있다. 

즉, iNOS와 COX-2의 발현과 NO, PEG2는 면역세포의 대표적

인 염증인자이다[4, 15]. 

정금나무는 진달래과 산앵도나무속에 속하는 높이 1~4 m

의 낙엽활엽관목으로서 묵은 가지는 짙은 갈색이고, 햇가지는 

회갈색을 띠며, 잎은 호생으로 타원형 또는 난형이다. 꽃은 

5~7월에 피며 햇가지 끝에 서로 붙는 형태이고, 수술은 10 개

이고 씨방은 10실이다. 열매는 장과로 지름 6~7 mm로 9월에 

검은색으로 익고 흰 가로로 덮여 있다[12]. 열매는 한국과 중국 

등지에서 방부, 수렴, 건위, 이뇨 등에 효능이 있어 방광염, 

구토, 임질, 하리, 발진 등의 치료에 사용되었으며 또한 일본에

서 자란 정금나무 열매에 대한 항산화활성과 항암효과가 연구

된 바 있다[7, 11]. 잎은 최근 연구에 의해 88.3%의 ɑ-amylase 

저해활성을 나타내었고, 비만과 당뇨병의 예방을 위한 생리활

성물질이 있는 것으로 보고되었다[19].

현재 정금나무의 열매(Vaccinum oldhami Fruit, VO)나 잎에 
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대한 연구는 진행되고 있으나 정금나무에 대한 연구는 아직까

지 미비한 편이며, 따라서 본 연구에서는 정금나무 열매 추출

물이 LPS에 의해 활성화된 RAW 264.7 세포를 이용하여 항염

증 작용에 미치는 효과를 알아보았다. 

재료 및 방법

재료 

실험에 사용된 정금나무 열매는 태안군 안면도의 자생지에

서 채취하였다. 채취한 시료를 으깬 후 시료 중량의 10배 양의 

70% 에탄올을 가하여 실온에서 24시간 침지한 후 상등액과 

침전물을 분리하여 동일한 방법으로 3회 반복 추출하였다. 각 

시료 추출물은 여과지(Whatman No.2)를 이용하여 여과한 후 

EYELA evaporator로 감압 농축하여 용매를 제거 후 동결건조

하여 -20℃에 보관하면서 본 실험의 시료로 사용하였다.

시약 및 기기 

세포 배양 및 세포 독성 측정에 사용된 세포주는 대식세포

인 RAW 264.7은 한국 세포주 은행(Korea Cell Line Bank)에서 

구입하였으며, 세포 독성 측정에 사용된 haemacytometer 

(Marienfeld, Germany), 3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-di-

phenyl-tetrazolium bromide (MTT)는 Sigma Chemical Co. 

(St. Louis, MO, U.S.A)에서 구입하여 사용하였으며. dimethyl 

sulfoxide (DMSO)는 Bioshop (Canada)에서 구입하였다. 항염

증 측정에 사용된 시약인 lipopolysaccaride (LPS), griess re-

gent 등은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, U.S.A)에서 

구입하였다. 또한 단백질 발현에 사용된 1차 항체인 iNOS, 

COX-2와 2차 항체인 anti-rabbit IgG-HRP는 Santa Cruz (CA, 

USA)에서 구입하여 사용하였고, mRNA 발현 실험에 사용된 

cDNA polymerase kit, GoScriptTM Reverse Transcription kits

는 Promega (Madison WI, USA)에서 구입하였다. 실험에 사

용된 기기는 ELISA reader (Tecan, Austria), PCR (C-100, 

Bio-Rad. U.S.A), Image Quant LAS 4,000 (GE Healthcare 

Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden), CO2 incubator (vision 

scientific, Korea), pH meter (Mettler-Toledo AG, Swltzer-

land), centrifuge (Hanil Science Industrial Co. Korea), auto-

clave (JS Research Inc, Korea), Davinch-Chemi™ imager 

CAS-400SM System (Davinch-K Co, Korea) 등을 사용하였다. 

세포 배양

세포 배양은 10% fetal bovine serum (FBS)과 1% pen-

icillin/streptomycin (100 U/ml)을 첨가한 Dulbeco's modi-

fied eagle‘s medium (DMEM) 배지를 사용하였으며, 37℃, 5% 

CO2 incubator에 적응시켜 계대 배양하였다.

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium  

bromide (MTT) assay에 의한 세포 생존율 측정

세포 생존율 측정은 Carmichael의 방법[1]에 따라 측정하였

다. RAW 264.7 세포를 96 well plate에 5×104 cells/well이 되

게 0.18 ml 분주하고, 시료를 농도 별로 조제하여 0.02 ml 첨가

한 후 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. 대조군

은 시료와 동량의 증류수를 첨가하여 동일한 조건으로 배양하

였다. 여기에 5 mg/ml 농도로 제조한 MTT 용액 0.02 ml을 

첨가하여 4시간 배양한 후 배양액을 제거하고 각 well당 

DMSO 0.15 ml를 가하여 실온에서 30분간 반응 시킨 뒤 ELISA 

reader로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율 측정

은 시료용액의 첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소율로 나타내

었다.

세포 생존율(%)＝(1－
시료첨가군의 흡광도

) ×100
무첨가군의 흡광도   

Nitric oxide (NO) 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell로부터 생성된 NO의 양은 Green 등의 방법

[5]에 따라 griess 시약을 이용하여 세포배양액 중에 존재하는 

NO2의 형태로 측정하였다. 6 well plate에 RAW 264.7 세포를 

1×105 cell/well로 분주하였다. 37℃ CO2 incubator에서 24시

간 배양한 이후 1X PBS로 2번 세척한다. Lipopolysaccharide 

(LPS) 10 μg/ml을 normal을 제외하고 처리한 후 2시간 이후 

농도 별로 조제한 시료용액을 처리하여 24시간 배양한 후 상

등액을 얻은 후, 동량의 griess 시약을 첨가하여 96 well plate

에서 10분 반응시킨 후 540 nm에서의 흡광도를 측정하였다. 

NO 억제 활성 측정은 시료첨가군과 무첨가군의 흡광도 감소

율로 나타내었다.

NO 억제능(%)＝(1－
시료첨가군의 흡광도

) ×100
무첨가군의 흡광도   

Western blot을 통한 단백질 발현 측정

iNOS, COX-2의 활성을 확인하기 위하여 cell line RAW 

264.7을 100 mm tissue culture dish에 1×106 cells/well로 cell 

seeding 후 24시간 동안 배양하여 세포를 안정화 시켰다. 배지

를 제거한 후 LPS (Lipopolysaccharide)를 1 μg/ml 농도로 2시

간 처리해준 후 추출물을 농도별로 처리한 배지로 24~48시간 

배양한 후 다시 배지를 제거하고 phosphate buffered saline 

(PBS)로 2번 세척해주었다. Radio-immunoprecipitation assay 

(RIPA) buffer 10 ml에 complete mini 1 tab를 가한 100 μl로 

용해해서 4℃ 13,200 rpm에서 20분간 원심 분리하였다. 원심 

분리하여 얻은 상층액은 BCA protein assay kit를 사용하여 

정량하여 20 μl의 단백질을 10% SDS-PAGE사에서 전기영동

하여 분리하였다. 분리된 단백질은 transfer 기기 (BIORAD)를 

이용하여 polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane에 옮긴 

다음 실온에서 1시간 blocking buffer (5% skim milk in TBST)

에서 배양시켰다. iNOS, COX-2, β-actin의 1차 항체를 희석하

여 4℃에서 over night한 다음, 다시 10분 간격으로 Tris-buf-
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Table 1. Sequence of the primers used for reverse transcription-PCR

Gene Primer Sequence (5’ →3’)

GAPDH
sense

anti-sense
TGA AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG GC
CAT GTA GGC CAT GAG GTC CAC CAC

COX-2
sense

anti-sense
GGA GAG ACT ATC AAG ATA GT
ATG GTC AGT AGA CTT TTA CA

iNOS
sense

anti-sense
AAT GGC AAC ATC AGG TCG GCC ATC ACT
GCT GTG TGT CAC AGA AGT CTC GAA CTC

Fig. 1. Cell viability of extract from Vaccinum oldhami fruit on 

macrophage cell (RAW 264.7). After RAW 264.7 cells 

(5×104 cells) were started in medium for 24 hr the cells 

were treated with 5, 10, 50, 100, 500 and 1,000 μg/ml 

of extracted Vaccinum oldhami fruit for 24 hr. Result are 

means ± S. D. of triplicate data.

fered saline and tween 20 (TBST)로 3회 washing하고 2차 

항체를 iNOS와 COX-2는 anti-rabbit, β-ACTIN은 anri-mouse 

사용하고 1:1,000으로 희석하여 실온에서 2시간 배양하였다. 

3회 washing한 후 LAS 4,000 기기를 이용하여 밴드 확인 및 

정량하였다.

PCR Total RNA 분리 및 cDNA 합성

세포를 100 mm culture dish에 1×106 cells/well로 cell 

seeding한 뒤 24시간 동안 배양한 후 LPS (Lipopolysaccha-

ride)를 1 μg/ml 농도로 2시간 처리해준 후 추출물을 농도별

로 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 배지 상등액을 제거한 

후 trizol lysis buffer를 well에 1 ml씩 분주하여 세포를 lysis 

한 후 chloroform 200 μl를 분주하여 20초간 위아래로 흔들어

주었다. 그 후 13,200 rpm에서 20분간 원심 분리하여 상층액을 

isopropanol 500 μl가 들어있는 튜브에 옮겨 섞었다. 다시 

13,200 rpm에서 20분간 원심분리 하였고, 그 상층액을 제거한 

후 75% Etoh-diethylpyrocarbonate water를 각 튜브에 1 ml씩 

분주하여 13,200 rpm에서 5분간 원심분리 한 뒤 상층액을 제

거한 뒤 실온에서 건조시켰다. Diethylpyrocarbonate (DEPC)

를 50 μl씩 분주하여 녹인 후 96well plate에 RNA 5 μl와 멸균

수 195 μl를 첨가하여 260 nm, 280 nm에서 각각 흡광도를 

측정하여 total RNA양을 측정하였다. Oligo (dT) 15 primer 

(500 μg/ml) 1 μl, 추출한 RNA (2 μg)와 nuclease free water로 

10 μl를 맞추고 75℃에서 5분간 반응시킨 후 5X reaction buf-

fer, MgCl2, PCR necleotide mix, rnasin inhibitor, reverse 

transcriptase, ruclease free water를 첨가하여 25℃에서 5분, 

42℃에서 60분, 70℃에서 15분간 반응시켜 cDNA를 합성시켰

다. 

Reverse transcription-PCR

iNOS, COX-2의 mRNA 발현을 알아보기 위하여 polymer-

ase chain reaction (PCR)을 실시하였다. 실험에 사용한 pri-

mer sequences는 Table. 1과 같다. PCR tube에 5X green 

GoTaq flexi buffer, MgCl2, PCR nucleotide mix (10 mM), pri-

mer, GoTaq DNA polymerase, nuclease free water, 합성한 

cDNA를 첨가하여 잘 섞은 후 PCR을 실행하였다. GAPDH, 

iNOS는 96℃에서 2분, 96℃에서 10초, 64℃에서 30초, 72℃에

서 1분, 72℃에서 10분(40 cycles), COX-2는 96℃에서 2분, 9

4℃에서 10초, 51℃에서 30초, 72℃에서 1분, 72℃에서 10분(40 

cycles)을 하였다. PCR로 합성 시킨 후 0.002% ethidium bro-

mide를 첨가한 1.5% agarose gel을 100 Ｖ에서 40분간 전기영

동 한 후 LAS 4,000을 이용하여 밴드를 확인하여 분석 정량하

였다. 

결과 및 고찰

MTT assay에 의한 세포 생존율 측정

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

(MTT)는 담황색의 기질로서 미토콘드리아 내의 호흡연쇄 효

소에 의해 환원되어 보라색의 fomazan을 생성하며 흡광도 

550 nm근처 파장에서 최대가 된다. Formazan는 살아있는 세

포에서 생성되어 생 세포를 측정하는 검사법이므로 죽은 세포

에서는 반응이 일어나지 않는다[20].   

정금나무 열매 추출물의 대식세포인 RAW 264.7의 세포 생

존울을 MTT assay에 의해 확인한 결과 Fig. 1과 같이 나타내었

다. 정금나무 열매 추출물은 500 μg/ml의 농도에서 118%의 

높은 세포 생존율을 확인할 수 있었으며, 따라서 이하의 west-

ern blot과 reverse transcription-polymerase chain reaction 
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Fig. 2. Effect of Vaccinum oldhami fruit extract on production 

of nitric oxide in RAW 264.7 cell. RAW 264.7 cells (1×105 

cells) were treated with VO 70% ethanol extract and LPS 

(1 μg/ml) for 24 hr. Each values represents mean ± SD 

of three individual experiments.

A

B

Fig. 3. iNOS protein and mRNA expression rate of extract from 

Vaccinum oldhami fruit on macrophage cell (RAW 264.7). 

A: iNOS protein expression rate of VO extrant. B: iNOS 

mRNA expression rate of VO extract. After RAW 264.7 

cells (1×106 cells) were started in serum free medium for 

1 hr the cells were treated with 50, 100 and 500 μg/ml 

of extract of Vaccinum oldhami fruit for 24 hr. Each values 

represents mean ± SD of three individual experiments. 

(RT-PCR)의 실험은 높은 생존율을 보인 500 μg/ml의 농도에

서 실험을 진행하였다. 

Nitric oxide (NO) 저해활성 측정 결과

활성산소 중 하나이며 염증 유발에 중요한 역할을 하는 것

으로 알려진 NO 생성에 대한 정금나무 열매 추출물의 효과를 

알아보았다. 그 결과 Fig. 2와 같이 LPS 처리군은 LPS 무처리

군에 비해 높은 NO 발현량을 나타내었으며 정금나무 열매 

추출물을 처리한 군은 NO 발현을 감소시키는 것을 확인할 

수 있었다. 1,000 μg/ml의 농도에서 47.3%의 저해율을 나타낸 

것을 확인하였으며, 대식 세포주에서의 염증발현을 억제시키

는 것에 정금나무 열매 추출물이 효과가 있음을 확인할 수 

있었다.  

iNOS 및 COX-2 단백질 및 mRNA 발현 억제 효과 측정

iNOS는 평소에는 세포 내에 존재하지 않으나 유도되면 장

시간 동안 다량의 NO를 생성하며, 염증상태에서 iNOS에 의

해 생성된 NO는 혈관투과성, 부종 등의 염증반응을 촉진시킬 

뿐만 아니라 염증매개체의 생합성을 촉진하여 염증을 심화시

키는 것으로 알려져 있다[18]. COX는 cyclooxygenase와 per-

oxidase 활성을 모두 가지고 있는 효소로 COX-1과 COX-2로 

분류된다. Cyclooxygenase는 arachidonic acid를 prosta-

glandin으로 변환하고, peroxidase의 기능으로서는 endoper-

oxide를 prostaglandin으로 변환시킨다. 또한 prostaglandin

은 prostaglandins, thromboxane 및 prostacyclins의 전구체로 

사용된다. COX-1은 모든 세포에 존재하며 정상 세포의 항상

성을 유지하지만 COX-2는 급성 염증 반응에서 prostaglandis

의 합성에 관여하며 LPS와 cytokine에 의해 발현이 유도된다

[9, 13]. 

본 연구에서는 염증발현 인자인 iNOS와 COX-2의 단백질 

발현 억제 효과를 측정하기 위해 Western bolt을 통해 실험하

였다. RAW 264.7에 정금나무 열매 추출물을 50, 100, 500 μg/ 

ml 농도별로 처리하여 24시간 뒤에 단백질 발현 억제 효과를 

측정한 결과를 Fig. 3, Fig. 4에 나타내었다. 이 때, 세포의 종류

나 환경에서도 발현 정도의 차이가 거의 없는 house keeping 

gene인 β-actin을 positive control로 사용하였다. 정금나무 열

매 추출물을 50, 100, 500 μg/ml의 농도로 처리한 RAW 264.7 

세포에서 LPS에 의해 증가된 iNOS와 COX-2 단백질 발현양이 

농도가 높아짐에 따라 억제됨을 확인하였으며, 500 μg/ml에

서 각각 36.13%, 29.61%의 효과를 나타내었다. 또한 대조군인 

Vit. C와 비교하였을 때 대조군보다 현저히 감소하는 것으로 

보아 단백질 발현 억제 효과가 우수함을 확인하였다. 
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A

B

Fig. 4. COX-2 protein and mRNA expression rate of extract from 

Vaccinum oldhami fruit on macrophage cell (RAW 264.7). 

A: COX-2 protein expression rate of VO extrant. B: 

COX-2 mRNA expression rate of VO extract. After RAW 

264.7 cells (1×106 cells) were started in serum free me-

dium for 1 hr the cells were treated with 50, 100 and 

500 μg/ml of extract of Vaccinum oldhami fruit for 24 hr. 

Each values represents mean ± SD of three individual 

experiments. 

또한 iNOS, COX-2의 mRNA 발현 억제 효과를 측정하기 

위하여 reverse transcription-PCR을 이용하여 확인하였다. 이

때 세포의 여러 조건에서도 그 발현 정도의 차이가 거의 없는 

house keeping gene인 GAPDH를 positive control로 사용하

였다. 정금나무 열매 추출물을 50, 100, 500 μg/ml 농도별로 

처리한 후 LPS에 의해 증가된 iNOS와 COX-2의 mRNA 발현

양의 감소를 측정하여 Fig. 3, Fig. 4와 같이 나타내었다. 

mRNA발현이 농도가 높아짐에 따라 최고 농도인 500 μg/ml

에서 62.25%, 90.07%, 대조군인 Vit. C와 비교하였을 때 iNOS

는 대조군보다 감소하였고 COX-2는 유의한 결과를 나타낸 

것을 확인 할 수 있었다.   

정금나무 열매 추출물에 대한 과거 연구에서 Chae 등은 정

금나무 열매 70% 아세톤 추출물의 총 폴리페놀 함량이 55.972 

mg/g로 전자공여능 및 ABTS radical 소거능이 농도의존적으

로 증가하며 NO radical 소거능력이 1,000 μg/ml에서 약 70%

라고 보고한 바 있다[2]. 또한 Kim 등의 신품종 정금나무 육성

을 위하여 열매 특성을 통해 선별한 정금나무 열매 5종류의 

총 페놀 함량 및 항산화활성을 분석한 연구에서 총 페놀 함량

은 평균적으로 17.9 mg/g으로 400 ppm에서의 전자공여능은 

평균적으로 84.2%라고 보고하였으며[10], Ho 등이 폴리페놀

이 LPS로 유도된 NO 생성을 농도의존적으로 억제한다는 사

실을 확인하였다[8]. 이러한 사실을 종합하였을 때 정금나무 

열매 추출물은 높은 폴리페놀 함량을 통하여 LPS로 인한 NO 

생성을 효과적으로 억제할 수 있으며, 생성된 NO 역시 소거할 

수 있다. 또한 염증 인자를 생성하는 iNOS 및 COX-2의 발현 

역시 억제할 수 있으므로 정금나무 열매 추출물은 항염증 기

능성 소재로서 이용할 수 있다고 판단된다.
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초록：RAW 264.7을 이용한 정금나무 열매(Vaccinum oldhami fruit)의 항염증 효과

이진영1․주다혜1․유단희1․채정우2*

(1호서대학교 한방화장품과학과, 2(재)경기도산림환경연구소)

본 연구는 천연물 소재인 정금나무 열매(Vaccinum oldhami fruit) 에탄올 추출물을 이용하여 항염증 효과에 대하

여 검증하였다. 대식세포인 RAW 264.7 세포를 이용하여 정금나무 열매 추출물로 처리했을 때 세포 생존율을 확

인한 결과 500 μg/ml 농도에서 118%를 나타내었다. 대식세포를 이용하여 정금나무 열매 추출물의 농도가 증가함

에 따라서 변화하는 NO 생성량을 측정한 결과 최고농도 1,000 μg/ml에서 47.3%로 감소한 것을 확인할 수 있었

다. 정금나무 열매 에탄올 추출물을 Western blot을 이용하여 단백질 발현을 측정한 결과 처리한 세포군에서 농도

가 증가함에 따라 iNOS와 COX-2의 단백질 발현양이 감소하여 최고 농도인 500 μg/ml에서 각각 36.13%, 29.61%

의 발현 억제를 보여주었다. Reverse-transcription PCR을 통하여 mRNA 발현양을 측정한 결과 iNOS와 COX-2의 

mRNA 발현양이 감소하여 500 μg/ml 농도에서 62.25%, 90.07%로 내었다. 이러한 결과로 보아 정금나무 열매 에

탄올 추출물의 항염증에 관한 그 효능을 확인할 수 있었고, 따라서 정금나무 열매 추출물을 이용한 천연 항염증 

화장품 소재개발 이용 가능성을 넓힐 수 있을 것으로 사료된다. 
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