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ABSTRACT

Objective : Nelumbo nucifera, its rhizome and semen have been used as a traditional medicine which was studied on 

antioxidant, hepatoprotective effect, anti-obesity and the others. However, Nelumbinis Flos have not studied. We 

investigated protective effects on oxidative DNA damage and anti-inflammatory effects of Nelumbinis Flos.

Methods : The antioxidant activity was conducted by 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH) radical, 2, 2'-Azino-bis 

(3-ethylbenzothiazoline-6 sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) radical scavenging assay and reducing power assay. 

Total phenolic content was analyzed. Also, phenolic compounds were detected by HPLC/UV. The inhibitory effect on 

oxidative DNA damage was determined using ΦX-174 RF I plasmid DNA cleavage assay. The anti-inflammatory 

effect of Nelumbinis Flos was measured by the amount of nitric-oxide (NO) produced and protein levels of iNOS, and 

COX-2 in LPS induced RAW 264.7 cells.

Results : The results of DPPH and ABTS radical scavenging activity at 200 ㎍/㎖ of extraction were 97.02±0.88% and 

96.42±0.25%. Reducing power (fold of L-ascorbic acid as control) was 100.14±0.31 at 200 ㎍/㎖. Total phenol content 

was 8.70±0.02 ㎎/g. Chlorogenic acid, catechin and epicatechin were found by HPLC. Nelumbinis Flos has inhibitory 

effect in dose-manner against oxidative DNA damage. In addition, it showed the anti-inflammatory effect by suppression 

of NO production as well as protein levels of iNOS, and COX-2.

Conclusion : This study suggested that Nelumbinis Flos showed potential antioxidant and suppression activities of 

various factors were related in NO produced. Therefore, Nelumbinis Flos as natural plant resources that may help 

reduce inflammation and alleviate DNA damage.
1)
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Ⅰ. 서   론

체내에서 생성되는 활성산소종(ROS, reactive oxygen 

species)은 대부분의 전자 운반 과정 중 불완전하게 환원되거나 

cytokine 등 다양한 작용의 자극에 의해 생성된다. 정상적인 

경우에는 체내에 존재하는 항산화 시스템에 의해 활성 산소종

이 제거되지만 이 시스템의 작동이 원활하지 못하면 세포는 

산화적 손상을 입게 된다. 활성산소는 세균을 죽이는 살균의 
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생체 방어 작용을 하기도 하지만 일반적으로 생체 내에서 산

화를 일으켜 질병을 초래하는 작용을 하며1), 활성산소종에 의한 

산화는 곧 노화에 직접적인 영향을 미치고 노화는 성인병 질

환에 관여하게 되며 그 결과 여러 질병에 원인이 된다는 보고도 

있다2)
. 따라서 이러한 활성 산소종에 의한 산화작용으로부터 

생체를 보호할 수 있는 항산화제에 대한 연구들이 활발히 진

행되고 있다. 특히 천연물에서 기인하는 천연 항산화제에 대한 

연구가 주목받고 있으며, 천연에서 유래하는 페놀류 화합물인 

식물화학물질(Phytochemicals)은 식물의 2차 대사산물에 의해 

생성되며, 다양한 스트레스 환경, 자외선, 병원균의 침입, 척

박한 토양, 온도, 가뭄 등 많은 요건과 연관되어 있다1). 식물

화학물질은 항산화, 항암효과를 포함한 다양한 작용을 통해 

인간의 건강에 유익한 도움을 준다3). 식물화학물질에 의한 항

산화 활성은 체내에서 생성되는 활성산소종의 소거활성과 연

관이 있으며, 세포는 활성산소에 대항하기 위한 항산화 체계를 

갖고 있으나, 과다한 활성산소에 의한 산화-환원 항상성의 

변화는 세포의 보호 체계의 균형을 무너뜨려, 세포는 oxidative 

stress에 노출되게 된다4). 이러한 oxidative stress로 인한 

활성산소의 강한 반응성이 체내의 당, 지질, 단백질과 DNA까

지도 비가역적인 변형과 파괴를 유래하여 여러 가지 질병을 

유발 하는 것으로 알려져 있다5). 특히 유전적인 측면에서, 정

상세포에서 종양 세포로 진행하는 과정은 개시(initiation), 

촉진(promotion), 진행(progression)의 과정을 거쳐 발생하며, 

개시(initiation)는 전자 친화성 발암인자(initiator)가 생체 내 

대사에서 활성화되어, 유전자의 핵산에 비가역적으로 결합하여 

정상세포의 DNA를 손상시키고, 신생물 전구세포(preneoplastic 

cell)를 형성하는 돌연변이 현상이다. 암의 개시(initiation) 

단계에서 발생되는 DNA 손상은 암발생과 83% 이상의 높은 

상관성을 나타내므로, 개시(initiation) 단계에서의 DNA 손상 

억제는 항암활성에 있어서 중요한 역할을 한다6,7). 또한 활성

산소종은 다양한 병리적 증상에 영향을 미치며 염증 반응과도 

관련이 깊다8). 염증 반응은 미생물 감염, 내독소, 조직 손상 

등에 대한 방어기작으로, 이는 조직의 구조와 기능을 정상적

으로 회복하기 위해 일어나는 필수적인 반응이다. 정상적인 

염증반응은 시간이 지남에 따라 염증촉진성 매개체(pro- 

inflammatory mediators)의 생성은 감소되고, 항염증성 매

개체(anti-inflammatory mediators)는 증가됨으로써 스스로 

염증반응이 제한되는 조절과정을 가지고 있다9). 체내의 염증

반응에 관여하는 세포 중 하나인 대식세포 (macrophages)는 

이러한 염증반응에 중요한 역할을 하고 있다. Lipopolysaccharide 

(LPS)에 의하여 유발된 inducible nitric oxide synthase 

(iNOS)는 칼슘비의존성 경로를 통해 발현되며, cyclooxygenase-2 

(COX-2)는 염증 부위에서 염증성 자극에 의하여 다량 유도

되어 발현된다. iNOS와 COX-2는 정상 상태에서는 발현되지 

않으나 LPS 등에 의해서 발현이 유도되면 다량의 NO를 생성

하거나 prostaglandin E2 (PGE2), tumor necrosis factor-α 

(TNF-α) 등과 같은 염증발현 중개 물질이 발생 된다10,11,12). 

염증반응은 인체의 생체조직을 방어하기 위한 기전이지만 이

러한 물질들의 과도한 생성을 통한 염증반응은 점막손상을 유

발하고 심각할 경우 암을 비롯한 다양한 질병을 유발하기도 

한다13). 따라서 염증성 매개체들의 생성을 억제하는 천연물에서 

유래하는 화합물의 탐색은 부작용이 적은 항염증 치료제 개발을 

위한 방편으로 주목 받고 있다.

연(蓮, Nelumbo nucifera)은 수련과(Nymphaceae)에 속

하는 다년생 수생식물로 식물 부위에 따라 그 쓰임이 다양하다. 

특히 종자는 연자육(蓮子肉)으로 收澀藥에 속하며 성미가 平

하고 甘, 澀하며, 脾, 腎, 心經에 작용한다14). 연자육의 다양한 

효능 중 養心安神의 작용이 정신과 스트레스에 연관성이 있고, 

본 연구진의 선행 연구15)에 의하면 연자육의 ethyl acetate 

분획물은 높은 항산화 활성과 함께 산화적 DNA 손상 억제 효

과가 매우 탁월하였다. 종자는 꽃에서 기인하는 것에서 착안

하여 연꽃에 대한 항산화 및 산화적 DNA 손상억제 활성을 확인

하였으며, 항염증 효과를 확인하고 페놀류 화합물의 분석을 

하였다.    

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

본 연구에 사용된 연꽃(Nelumbinis Flos)은 2016년 8~9월 

충남 아산시 연티읍 석정리 연 재배 논에서 채집한 것을 사용

하였으며. 중원대학교 생약자원개발학과에서 식물학적 동정을 

실시하였으며, 실험에 사용된 시료의 확증표본(표본번호 

JWU16-002)은 중원대학교 생약자원개발학과에 보관하고 

있다.

HPLC 분석에 사용된 methanol, petroleum ether, ethyl 

acetate, chloroform, acetonitrile 및 dimethyl sulfoxide는 

Merck (HPLC grade, Frankfurter, Darmstadt, Germany) 

제품을 사용하였다. 그 외 용매는 SK chemicals (Seoul, 

Korea) 제품을 사용 하였다. 나머지 시약은 Sigma-aldrich 

(St. Louis, MO, USA) 제품을 사용하였다. ΦX-174 RF I 

plasmid DNA는 Promega (Madison, WI, USA)에서 구입

하여 사용하였다. 기타시약 및 기기는 별도 표기하였다. HPLC 

분석에 사용된 표준품은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA) 제품을 사용하였다.

2. 방법

1) Ethyl acetate 분획

연꽃(Nelumbinis Flos)의 ethyl acetate 분획물은 시료 

100 g을 분쇄한 후, 80% methanol 3 L로 3일간 침지한 후 

filter paper (Whatman NO. 2, Maidstone, UK)로 여과하

였다. methanol 추출물을 40℃이하의 중탕에서 감압 환류 

냉각장치(N-1110S, EYELA, Tokyo, JAPAN)로 농축한 후 

분별 깔대기를 이용하여 petroleum ether, ethyl acetate 순

으로 3회 용매분획 하였다. 이 중 ethyl acetate 분획물을 감압 

환류 냉각장치로 농축하여 실험 전까지 -27℃에 보관하였고, 

dimethylsulfoxide (DMSO)에 4000 ppm으로 용해하여 시

료로 사용하였다.

항산화 활성을 나타내는 성분들은 주로 페놀류 화합물로, 

ethanol이나 ethyl acetate 등의 유기 용매에 쉽게 용해된다. 

본 실험에서는 methanol 추출물 및 petroleum ether, ethyl 

acetate 분획물의 비교 실험 결과, ethyl acetate 분획물에서 

항산화 활성 및 추출 수율이 효율적으로 나타나 이 분획물을 
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추출용매로 사용하였다.

2) DPPH 라디칼 소거활성

DPPH를 이용한 전자 공여능은 Bondet16) 방법을 참고하여 

측정하였다. DPPH solution은 300 µM 1,1-diphenyl-2- 

picryl hydrazyl (DPPH) 를 515 ㎚에서 흡광도 값이 1.00이 

되도록 ethanol을 이용하여 희석 준비하였다. 각 농도별 추출물

(0.32, 1.6, 8, 40, 200 ㎍/ml) 40 ㎕에 DPPH solution 

760 ㎕를 첨가한 후 37℃에서 20분 반응시켜 UV/Visible 

spectrophotometer (Human Cop, Xma-3000PC, Korea) 를 

이용하여 515 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

소거활성(%) = {1-(추출물 첨가구의 흡광도/추출물 무첨

가구의 흡광도)}×100

3) ABTS 라디칼 소거활성

ABTS 라디칼 소거 활성 능력은 Van den Berg17) 등의 방

법을 참고하여 측정하였다. ABTS solution은 7.4 mM 

2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 

diammonium salt와 2.6 mM potassium persulfate를 혼

합하여 24시간 ABTS radical을 형성시킨 후 증류수를 이용

하여 734 ㎚에서 흡광도 값이 0.70이 되도록 희석하였다. 각 

농도별 추출물 40 ㎕에 ABTS solution 760 ㎕를 첨가한 후 

37℃에서 20분 반응시켜 UV/Visible spectrophotometer를 

이용하여 734 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

소거활성(%) = {1-(추출물 첨가구의 흡광도/추출물 무첨

가구의 흡광도)}×100

4) 환원력

환원력은 Oyaizu의 방법18)을 참고하여 측정하였다. 각 농

도별 추출물 100 ㎕에 0.2 M potassium phosphate buffer 

(pH 6.6) 250 ㎕과 1% potassium hexacyanoferrate (Ⅲ) 

250 ㎕을 혼합한 후, 50℃에서 20분 반응시킨 후 찬물로 냉

각하여, trichloroacetic acid (TCA) 250 ㎕를 첨가하였다. 

위 반응액을 2000 × g에서 5분간 원심 분리하여 상등액 

400 ㎕에 증류수 400 ㎕와 0.10% ferric chloride 16 ㎕를 

첨가하여 혼합한 후, UV/Visible spectrophotometer를 이용

하여 700 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

5) 총 페놀 함량 분석

총 페놀 함량은 Folin-Denis 방법19)을 참고하여 측정하였다. 

추출물 50 ㎕와 증류수 950 ㎕, folin 500 ㎕를 혼합한 후, 

20% sodium carbonate 2.5 ㎖를 넣어 40분간 실온에서 반

응시켰다. 반응물을 흔들지 않고 맑은 액체를 UV/Visible 

spectrophotometer를 이용하여 725 ㎚에서 흡광도를 측정

하였다. Standard는 tannic acid를 사용하였고, 정량 직선방

정식을 사용하였다.

6) Phenolic compounds에 대한 HPLC 분석

페놀류 화합물의 High performance liquid chromatography 

(HPLC) 분석은 Waters 2695 system과 Waters 2487 Dual 

λabsorbance detector를 통해 분석하였다. 실험에 사용된 

시료는 1 ㎎을 취하여 1 ㎖의 메탄올에 용해하여 0.45 ㎛ 

membrane filter (Waters, USA)를 이용해 여과하였고, 시료 

10 ㎕를 메탄올 및 1% acetic acid/H2O을 이동상으로 

Waters XBridgeTM C-18 column (4.6 ㎜ × 250 ㎜) packed 

with 5.0 ㎛ diameter particles를 이용하여 흡광도 280 ㎚

에서 분석하였다. 추출물의 각 페놀성 화합물은 각각의 표준

품과 비교하여 동정 및 정량하였다. 

 

7) ΦX-174 RF I plasmid DNA 산화적 스트레스 손상 

억제 활성

ΦX-174 RF I plasmid DNA 산화적 스트레스 손상 억제 

활성은 Jung과 Surh의 방법20)을 참고하여 측정하였다.

- Ferric Chloride (FeCl2)을 통한 산화적 스트레스

각 농도별 추출물 40 ㎕와 1.5 mM FeCl2 60㎕와 증류수 

700 ㎕를 넣은 후, 37℃에서 15분 반응하였다. 반응물 20 ㎕와 

ΦX-174 RF I plasmid DNA 5 ㎕를 넣고, 37℃에서 3분간 

반응한 후, 10X loading buffer와 혼합한 후 1% agarose 

gel로 전기영동을 실시한 후 UV하에서 사진 촬영하였다. 

- Ferrous sulfate (FeSO4)을 통한 산화적 스트레스

각 농도별 추출물 40 ㎕와 0.5 mM FeSO4와 0.5 mM 

hydrogen peroxide (H2O2)를 1:1로 혼합한 용액을 760 ㎕을 

첨가한 뒤 37℃에서 15분간 반응하였다. 반응물 20 ㎕와 ΦX- 

174 RF I plasmid DNA 5 ㎕를 넣고, 37℃에서 3분간 반응

한 후, 10X loading buffer와 혼합한 후 1% agarose gel로 

전기영동을 실시한 후 UV하에서 사진 촬영하였다.

8) 세포배양

본 연구에 사용된 RAW 264.7 세포는 American Type 

Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)에서 분

양받아 실험하였다. 세포는 1% penicillin/streptomycin 및 

10% fetal bovine serum이 포함된 DMEM에서 37 ℃, 5% 

CO2 조건하에 배양하였다. 

9) 세포 생존율

RAW 264.7 세포를 96-well plate에 1.0 × 104 cells/well의 

밀도로 분주하여, 24시간 배양한 후 농도 별로 시료를 처리하

였다. 시료 처리 24시간 후 alamarBlue® Cell Viability Reagent 

(Thermo Fisher Scientific, MA, USA)을 배지의 총량의 

10%씩 처리하여 2시간 배양하였다. 반응 후 UV/Visible 

spectrophotometer (Human Cop, Seoul, Korea)을 이용하여 

570 ㎚에서 흡광도를 측정하여 세포생존율을 확인하였다.

10) NO 생성량 측정

RAW 264.7 세포를 96-well plate에 1.0 × 104 cells/well의 

밀도로 분주하여, 24시간 배양한 후 농도 별로 시료를 처리하

였다. 시료 처리 1시간 후 LPS를 처리하여 24시간 배양한 상

등액을 NO 생성량 측정에 사용하였다. 세포 상등액에 Griess 
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reagent (1% sulfanilamide, 0.1% N-1-naphthylenediamine 

dihydrochloride, and 2.5% phosphoric acid)를 처리하여 

540 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 

11) Western blot

RAW 264.7 세포를 6-well plate에 1.0 × 105 cells/well의 

밀도로 분주하여, 24시간 배양한 후 농도 별로 시료 및 LPS를 

처리하였다. 시료 처리 24시간 후 PBS로 두 번 세척한 후, 

protease inhibitor cocktail을 포함한 RIPA buffer로 용해

한 후 얼음에서 30분간 정치시켰다. 세포 용해액을 4 ℃, 

12,000 rpm에서 20분 간 원심분리하고, 상층액은 Bradford 

시약(Bio-rad, California, USA)을 이용하여 단백질 정량을 

실시하였다. 세포 용해액은 2×Lamilae buffer와 혼합하여 

95 ℃에서 5분간 가열 후 각 20 μg 단백질량에 해당하는 시

료를 10% SDS-PAGE에서 전기 영동하여 분리하였다. 전기 

영동된 단백질은 polyvinylidene difluoride membrane 

(PVDF) 막에 옮겨 상온에서 1시간 동안 blocking (5% skim 

milk in TBST) 하였다. 1차 항체를 1 : 2000으로 희석하여 

4 ℃에서 overnight 처리하였다. 이후 10분 간격으로 TBST로 

3회 세척하고, 2차 항체 1 : 5000으로 희석하여 1시간 동안 

반응시켰다. 이후 10분 간격으로 TBST로 3회 세척하고 

enhanced chemiluminescence (ECL) western blotting 

detection kit(Bio-rad, California, USA)로 반응하였다. 단

백질 밴드는 FluorChem E (Cell biosciences, Santa Clara, 

USA)로 촬영하여 확인하였다.

12) 통계학적 분석

모든 실험 결과는 3번 이상 수행하였으며, 통계분석은 SPSS 

18.0 (Statistical Package for the Social Sciences)을 이용

하여 각 실험의 평균과 표준편차를 계산하였고, ANOVA를 통한 

P < 0.05 수준에서 Duncan 다중검정법(Duncan's multiple 

range test)으로 사후 검정하여 각 실험의 유의성을 검증하였다.

Ⅲ. 결   과

1. 항산화 활성

항산화 활성을 평가하기 위해 DPPH 라디칼 소거활성, 

ABTS 라디칼 소거활성 및 환원력을 평가하였다. 연꽃 ethyl 

acetate 분획물의 DPPH 라디칼 소거활성을 측정한 결과

(Figure 1), 각 추출물의 농도가 높을수록 DPPH 소거 활성이 

높았으며 각 추출물의 농도(0.32, 1.6, 8, 40, 200 ㎍/㎖)에서 

8.38±0.41%, 18.03±0.80%, 50.10±2.57%, 94.00±0.68%, 

97.02±0.88%로 나타났다. 연꽃 ethyl acetate 분획물의 

ABTS 라디칼 소거활성을 평가한 결과(Figure 2), 각 추출물의 

농도(0.32, 1.6, 8, 40, 200 ㎍/㎖)에서 10.54±0.73%, 

31.57±3.57%, 91.27±1.74%, 93.85±8.06%, 96.42±0.25%의 

소거 활성을 나타내었으며, 연꽃 ethyl acetate 분획물의 환

원력은 각 추출물의 농도(0.32, 1.6, 8, 40, 200 ㎍/㎖)에서 

L-ascorbic acid (100)와 비교하여 각 추출물의 농도(0.32, 

1.6, 8, 40, 200 ㎍/㎖)에서 10.72±0.54, 18.42±0.48, 

66.52±1.21, 91.62±0.48, 100.14±0.31로 높은 환원력

을 나타냈다(Figure 3).

Figure 1. DPPH radical scavenging activity (%) of ethyl acetate 
fractions from Nelumbinis Flos (NNF). Data are means ± SD (n = 3). 
Comparing with same concentration of L-ascorbic acid respectively
(*p < 0.05). All data are from one experiment, representing three 
independent experiments.

Figure 2. ABTS radical scavenging activity (%) of ethyl acetate 
fractions from Nelumbinis Flos (NNF). Data are means ± SD (n = 3). 
Comparing with same concentration of L-ascorbic acid respectively
(*p < 0.05). All data are from one experiment, representing three 
independent experiments.

Figure 3. Reducing Power of ethyl acetate fractions from Nelumbinis
Flos (NNF). Data are means ± SD (n = 3). Comparing with same
concentration of L-ascorbic acid respectively (*p < 0.05). All 
data are from one experiment, representing three independent 
experiments.

2. 총 페놀 화합물 함량 및 HPLC를 통한 페놀류 

화합물 동정
연꽃 ethyl acetate 분획물의 총 페놀류 화합물의 함량 및 

HPLC 분석을 통한 페놀류 화합물의 분석 및 동정을 위해 표

준품과 비교하여 정량 분석하였다. 총 페놀 화합물 함량을 분

석한 결과(Table 1), 총 페놀 화합물은 8.70±0.02 ㎎/g으로 
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나타났다. 총 페놀 함량은 농도별로 희석한 Tannic acid의 표

준곡선을 통해 함량을 계산하였다. 표준품과 비교하여 HPLC를 

통한 페놀류 화합물을 분석 및 동정한 결과(Table 1 and 

Figure 4), Choromatogram상에서 chlorogenic acid, catechin, 

epicatechin을 동정하였으며, catechin의 함량이 가장 높은 

120.27±6.02로 확인되었다. caffeic acid는 확인되지 않았다.

Sample Total phenol content (㎎/g TAE) Chlorogenic acid (㎍/g) Catechin (㎍/g) Caffeic acid (㎍/g) Epicatechin (㎍/g)

Nelumbinis Flos 8.70±0.02 7.08±0.15 120.27±6.02 ND 9.09±0.14

Data are means ± SD (n = 3). All data are from one experiment, representing three independent experiments. ND : Not detected

Table 1. Total phenol content and identification of phenolic compounds of ethyl acetate fractions from Nelumbinis Flos by HPLC analysis.

Figure 4. Chromatogram of identification of phenolic compounds of ethyl acetate fractions from Nelumbinis Flos by HPLC.
           A : Chlorogenic acid, B : Catechin, C : Epicatechin

3. 산화적 스트레스에 의한 DNA 손상 억제 활성

연꽃 ethyl acetate 분획물의 산화적 스트레스에 의한 DNA 

손상 억제 활성을 평가하기 위해  FeCl2(ferric chloride)의 

산화적 스트레스와 FeSO4(ferrous sulfate)와 H2O2의 fenton 

반응을 이용한 산화적 스트레스를 이용하여 DNA 손상을 비교 

분석하였으며, ΦX-174 RF I plasmid DNA cleavage 

assay를 이용한 비 세포적 시스템으로 평가하였다. 연꽃 Ethyl 

acetate 분획물 모두 대조구와 비교해서 모든 농도에서 산화적 

스트레스에 의한 DNA 손상을 억제하는 활성을 보였다

(Figure 5). Fe2+로 기인한 라디칼에 대한 방어효과는 추출물 

농도 200 µg/ml에서 약 70.01%를 나타내었으며, OH-로 야

기된 라디칼에 대한 방어효과는 200 µg/ml에서 가장 높은 약 

78.75%으로 확인되었다. 정상적인 plasmid DNA는 

supercoiled (SC) 형태로 존재하나 H2O2와 철의 fenton 반

응에 의해 생성된 하이드록실 라디칼 또는 철 이온 존재 하에

서는 산화적 스트레스에 의한 손상을 받아 open-circular 

(OC)형태로 전환된다.

4. 세포 생존율

연꽃 ethyl acetate 분획물 처리에 따른 RAW 264.7 세포 

생존율은 alamarBlue® Cell Viability assay로 확인하였다. 

세포 생존율은 각 추출물의 농도(25, 50, 100, 200 ㎍/㎖)에서 

101.31±4.00%, 103.32±10.87%, 114.75±5.00%, 110.06± 

4.86%로 나타났다(Figure 6). 이 결과, 연꽃 ethyl acetate 

분획물은 RAW 264.7 세포 생존율에 영향을 미치지 않았다.

(A)

(B)

Figure 5. Inhibition effect of ethyl acetate fractions from Nelumbinis
Flos (NNF) against oxidative DNA damage by Fe2+ ion
(A) and hydroxyl radical (B). Data are means ± SD (n = 3). 
Comparing with non-treated N. nucifera flower with oxidative DNA
damage by Fe2+ ion and hydroxyl radical (*p < 0.05). All data are
from one experiment, representing three independent experiments.
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Figure 6. Effects of ethyl acetate fractions from Nelumbinis Flos 
(NNF) on cell viability. RAW 264.7 macrophages were treated 
with NNF (0, 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖). After incubation for 24 hours,
cell viability was measured by using the alamarBlue® Cell Viability
reagent. Data are means ± SD (n = 3). All data are from one 
experiment, representing three independent experiments.

5. Nitric oxide(NO) 생성량 측정

연꽃 ethyl acetate 분획물의 항염증 효과를 확인하기 위해 

LPS 처리에 따른 RAW 264.7 세포의 NO 생성량을 측정하였다. 

RAW 264.7 세포에서 NO 생성량은 LPS 무처리구에 비해 

LPS 처리구에서 급격한 상승을 보였다. 연꽃 ethyl acetate 

분획물의 NO 생성량을 측정한 결과(Figure 7), 각 추출물의 

농도가 높을수록 NO 생성량이 감소하였으며 각 추출물의 농도 

(25, 50, 100 ㎍/㎖)에서 265.41±6.40, 209.99±18.73, 

103.82±14.03 µM로 나타났다.

Figure 7. Inhibitory effects of ethyl acetate fractions from Nelumbinis
Flos (NNF) on the production of nitric oxide (NO). RAW 264.7 
macrophages were stimulated with treatments of Lipopolysaccharide
(LPS), NNF (0, 25, 50, 100 ㎍/㎖), and dexamethasone (100 ㎍/㎖)
for 24 hours. After 24 h stimulation, NO secretion in the supernatants
was measured by using Griess reagent. NO secretion was 
calculated by using a standard curve according to sodium nitrite 
standard solution. Data are means ± SD (n = 3). Comparing with
LPS-treated group (*p < 0.05). All data are from one experiment,
representing three independent experiments. DX : dexamethasone
at 100 ㎍/㎖.

6. 연꽃 ethyl acetate 분획물의 iNOS 및 COX-2 

발현 억제
연꽃 ethyl acetate 분획물의 iNOS 및 COX-2 발현 억제를 

확인하기 위해 Western blot 분석을 실시하였다. Pro- 

inflammatory mediator인 NO는 iNOS와 COX-2의 발현과 

관련이 깊으며, LPS에 의해 자극되지 않은 RAW 264.7 세포는 

iNOS 및 COX-2 단백질이 거의 발현되지 않는다. 그러나 

LPS에 의해 이러한 인자들은 급격이 증가하게 된다. 각 추출

물의 농도(25, 50, 100 ㎍/㎖)에서 iNOS 단백질 발현은 

530.50±19.47%, 508.84±18.43%, 119.17±9.74%으로 

나타났다(Figure 8). 또한 각 추출물의 농도(25, 50, 100 ㎍/㎖)

에서 COX-2 단백질 발현은 119.93±6.98%, 116.94±6.80%, 

113.43±6.60%으로 나타났다(Figure 9).

Figure 8. Inhibitory effects of ethyl acetate fractions from Nelumbinis
Flos (NNF) on the expression of iNOS protein. RAW 264.7 
macrophages were stimulated with treatments of Lipopolysaccharide
(LPS), NNF (0, 25, 50, 100 ㎍/㎖), and dexamethasone (100 ㎍/㎖)
for 24 hours. After 24 h stimulation, total cell lysates were subjected
to Western blotting analysis. The protein expression of iNOS was 
detected by using an enhanced chemiluminescence reagent. 
Those levels were quantified by analysis with the software 
Un-SCAN-IT gel Version 5.1 (Silk Scientific, Inc.) and normalized
to corresponding β-actin levels. Data are means ± SD (n = 3). 
Comparing with LPS-treated group (*p < 0.05). All data are from 
one experiment, representing three independent experiments. 
DX : dexamethasone at 100 ㎍/㎖.

Figure 9. Inhibitory effects of ethyl acetate fractions from Nelumbinis
Flos (NNF) on the expression of COX-2 protein. RAW 264.7 
macrophages were stimulated with treatments of Lipopolysaccharide
(LPS), NNF (0, 25, 50, 100 ㎍/㎖), and dexamethasone (100 ㎍/㎖)
for 24 hours. After 24 h stimulation, total cell lysates were 
subjected to Western blotting analysis. The protein expression of 
COX-2 was detected by using an enhanced chemiluminescence
reagent. Those levels were quantified by analysis with the software
Un-SCAN-IT gel Version 5.1 (Silk Scientific, Inc.) and normalized
to corresponding β-actin levels. Data are means ± SD (n = 3). 
Comparing with LPS-treated group (*p < 0.05). All data are from 
one experiment, representing three independent experiments. 
DX : dexamethasone at 100 ㎍/㎖.
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Ⅳ. 고   찰 

본 연구는 약용 및 식품으로 이용되고 있는 연의 꽃의 이용

가치를 확인하기 위해 연꽃의 항산화 활성, 산화적 DNA 손상 

억제 활성 및 항염증 효과를 확인하여 생물학적 유용성을 검

증하였다. 항산화 활성의 기작은 유리기와 반응하는 것으로, 

유리기 소거작용은 활성라디칼(free radical)에 전자를 공여

하여 식물 중의 항산화 효과나 인체에서 노화를 억제하는 척

도로 사용된다. DPPH와 ABTS는 비교적 안정한 라디칼을 갖는 

물질로 DPPH 라디칼 소거 활성은 수소 공여체의 활성을 측정

하는 방법으로 페놀성 화합물, 방향족 아민류 및 아스코르빈산 

등에 의해 수소나 전자를 받아 환원되어 보라색이 탈색 되는 

원리를 이용한 방법이며, 항산화 물질을 탐색하기 위해 많이 

이용되고 있다21). 연꽃 ethyl acetate 분획물의 항산화 활성을 

평가하기 위해 DPPH 라디칼 소거활성, ABTS 라디칼 소거활성 

및 환원력으로 평가하였다. 연꽃 ethyl acetate 분획물의 DPPH 

라디칼 소거활성에서, 추출물의 농도가 증가함에 따라 DPPH 

라디칼 소거활성이 증가하였으며 추출물 농도 200 ㎍/㎖에서 

97.02±0.88%, 40 ㎍/㎖에서 94.00±0.68%로 L-ascorbic 

acid와 비교하여 높은 항산화 활성을 나타냈다. 또한 

L-ascorbic acid(5.08 ㎍/㎖)와 비교하여 IC50(inhibitory 

concentration) 값이 6.40 ㎍/㎖로 유사한 활성을 나타냈다. 

ABTS 라디칼 소거활성은 라디칼을 생성하는 ABTS가 존재 시, 

hydrogen peroxide와 metmyoglobin의 빠른 항산화 반응에 

의해 myoglobin radical을 감소시키는 기전으로 소거활성을 

나타낸다. ABTS 라디칼 소거활성에서 추출물 농도 200 ㎍/㎖

에서 96.42±0.25%, 40 ㎍/㎖에서 93.85±8.06%로 L-ascorbic 

acid와 통계적으로 비교하였을 때 유의성 없는 높은 항산화 

활성을 나타냈다. 또한 L-ascorbic acid(10.49 ㎍/㎖)와 비교

하여 IC50 값이 2.91 ㎍/㎖으로 상당히 높은 활성을 나타냈다. 

환원력 평가는 시료의 환원력에 따라 노란색의 실험 용액이 

청색 또는 녹색으로 전환되는 원리를 이용한 것이다. 항산화

제와 같은 환원제는 Fe3+/ferricyanide complex를 환원시켜 

ferrous 형태로 전환하고, 이로 인한 Perl's Prussian blue의 

형성을 700 ㎚에서 측정하는 원리이다22). 연꽃 ethyl acetate 

분획물의 환원력은 L-ascorbic acid(100.00)와 비교하여 

200 ㎍/㎖의 농도에서 100.14±0.31의 환원력을 나타냈으며, 

통계적으로 유의성 없는 높은 환원력을 나타냈다. 이러한 항

산화 활성은 전자 공여능과 밀접한 연관이 있으며 체내에서 

생성되는 활성산소종의 소거활성과 깊은 연관성을 가진다.

연꽃 ethyl acetate 분획물의 페놀류 화합물을 분석한 결과, 

총 페놀류 화합물의 함량은 8.70±0.02 ㎎/g TAE로 나타났다. 

또한 플라보노이드 화합물의 함량이 높은 연잎 추출물의 유방암 

세포 증식에 관한 연구23)에서 gallic acid, catechin, epicatechin 

등의 페놀류 화합물에 대한 HPLC 분석을 참고하여, HPLC 

분석을 통한 페놀류 화합물을 동정한 결과, caffeic acid를 제

외한 chlorogenic acid, catechin, caffeic acid, epicatechin의 

함량이 각각 7.08±0.15, 120.27±6.02, 9.09±0.14 ㎍/g

으로 확인되었다. 확인된 페놀류 화합물의 항산화 활성은 그 

구조적인 특징과 관련성이 높은데, 이들은 금속 킬레이트제, 

환원제, 활성산소의 소거제, 사슬전단 항산화제(chain breaking 

antioxidants)등으로서의 역할에 기인하는 것으로 알려져 있다. 

총 페놀성 화합물은 다양한 구조와 분자량을 가진 2차 대사산

물로서 항산화 활성과 항암, 항균, 항염증, 간 보호 효과 등 

많은 생리적 작용을 하는 생리활성물질로 알려져 있다24).

연꽃 ethyl acetate 분획물의 DPPH, ABTS 라디칼 소거

활성 및 환원력과 같은 전자 공여능을 바탕으로 한 항산화 활

성은 페놀류 화합물의 구조적인 활성과 깊은 연관성을 가지고 

있다고 사료된다. 세포는 활성 산소종을 방어하기 위한 여러 

항산화 체계를 유지하고 있지만, 활성산소의 총량이 세포가 

평형을 유지하는 항산화 보호 체계를 초과하여 산화 및 환원 

균형을 붕괴할 때 세포는 산화적 스트레스에 노출 수밖에 없다. 

산화로 인한 변이는 단백질과 지질을 분해되고 재합성하는 것을 

근거로 하였을 때 DNA의 손상에 의한 암의 발생은 산화적 스

트레스에 의해 매우 큰 영향을 받는다고 할 수 있다25). 연꽃 

ethyl acetate 분획물의 산화적 DNA 손상 억제 활성을 평가한 

결과, Fe2+로 기인한 라디칼에 대한 방어효과는 추출물 농도 

200 ㎍/㎖에서 약 70.01%, 40 ㎍/㎖에서 약 66.92%로 나타

났으며, OH-로 야기된 라디칼에 대한 방어효과는 200 ㎍/㎖

에서 약 78.75%, 40 µg/ml에서 약 50.62% 그리고 8 ㎍/㎖

에서 약 21.58%로 나타났다. FeCl2에서 기인한 Fe2+ 및 

FeSO4에서 기인한 OH- 라디칼에 대한 산화적 손상에 대해 

억제효과는 추출물 농도가 증가하는 것에 따라 농도 의존적으

로 증가하였다. 특히 추출물 농도 200 ㎍/㎖에서 각각 약 

70.01%와 약 78.75%의 억제 활성을 확인하였으며, 이러한 

산화적 DNA 손상 억제 활성은 연꽃 ethyl acetate 분획물이 

포함하는 페놀류 화합물의 높은 항산화 활성을 통해 자유 라

디칼을 효과적으로 제거하는 것에 기반을 둔다고 볼 수 있다.

Pro-inflammatory cytokines, prostaglandins과 NO 

생성은 활성화된 대식세포에서 염증 반응에서 중요한 역할을 

한다26,27). NO는 Inducible nitric oxide synthase(iNOS)에 

의해 L-arginine으로부터 생성되며, 정상적인 상태에서는 

신경 전달, 혈관 확장, 면역 반응 등의 생리적인 기능을 조절

하는 중요한 역할을 하지만28.29), 염증 반응에서 과발현된 NO는 

혈관 투과성을 증가시켜 부종을 일으키고 염증을 심화시켜 다

양한 세포 및 조직손상을 일으켜 만성 염증 질환 및 자가면역

질환 등을 초래하는 것으로 알려져 있다30). iNOS의 발현은 

세포내 Ca2+ 농도와 관계없이 세균성 독소 또는 염증 및 면역

반응, 허혈, 조직손상, 산화성 스트레스 등에 따라 유리되는 

여러 종류의 cytokine에 의해서 유전자 전사단계에서 유도되며, 

이에 따라 NO가 대량 생성 유리될 경우에는 질병의 병태생리에 

중요한 인자로 관여할 수 있다31). COX-2는 염증 반응뿐만 

아니라 혈액응고, 신장기능, 혈관조절 및 면역 반응 등에 관

여하고, 염증성 cytokine이 분비되면 COX-2가 활성화 된다32). 

또한 COX-2는 염증조직, 악성 종양조직에서 정상 세포에 비해 

많은 양의 프로스타글란딘의 생성을 유도하여 혈관 생성을 촉진

하고 세포의 증식을 도울 뿐 아니라 면역능력을 억제함으로써 

암세포 성장에 좋은 환경을 제공하여 COX-2의 발현은 또 다른 

질병의 병원성과 직접적인 연관성을 나타낸다33). 본 연구에서 

연꽃 ethyl acetate 분획물이 LPS로 활성화된 대식세포의 

NO생성을 억제하는 것을 확인하였다. 또한 iNOS 및 COX-2 

단백질 발현을 효과적으로 억제하는 것을 확인하였으며, 연꽃 

ethyl acetate 분획물의 NO 억제는 iNOS 및 COX-2의 억제와 

상관관계가 있다고 사료된다. 이를 통해 강한 항산화 활성과 



52 大 韓 本 草 學 會 誌 ― Vol. 32 No. 3, 2017

그에 따른 산화적 DNA 손상 억제 및 항염증 효과 사이에 밀

접한 연관성을 확인하였다.

Ⅴ. 결   론

본 연구에서는 연꽃 ethyl acetate 분획물의 생물학적 유

용성 검증을 위해 산화적 DNA 손상 억제 활성 및 항염증 활

성을 확인하였다. 또한 HPLC를 이용한 총 페놀성 화합물의 

분석을 통해 페놀성 화합물의 함량을 확인하였으며 다음과 같은 

결론을 얻었다.

1. 연꽃 ethyl acetate 분획물의 항산화 활성은 추출물 농도 

200 및 40 ㎍/㎖에서 L-ascorbic acid와 비교하여 유

사한 효과를 나타내었으며, 특히 ABTS 라디칼 소거활

성에서의 IC50 값은 월등하게 낮은 값을 보였다.

2. 연꽃 ethyl acetate 분획물의 HPLC 분석을 통한 페놀류 

화합물은 chlorogenic acid, catechin, epicatechin이 

동정 및 정량되었다.

3. 연꽃 ethyl acetate 분획물의 산화적 DNA 손상에 대한 

억제효과에서 Fe2+ 및 OH-로 기인한 산화적 스트레스에 

대한 상당한 억제효과를 보였으며 모든 농도에서 억제

효과를 나타냈다.

4. 연꽃 ethyl acetate 분획물의 항염증 활성은 iNOS 및 

COX-2의 억제 활성에서 연관된 NO 생성 억제를 통해 

염증 반응의 완화 및 감소를 나타냈다.

결론적으로 연꽃 ethyl acetate 분획물의 산화적 DNA 손상 

억제 활성 및 항염증 활성은 높은 페놀류 화합물과 연관성이 

있다고 판단되며, 식물 유래의 천연 항산화제로서의 활용 가

능성이 매우 높기 때문에 식품이나 화장품 소재로 연구 개발이 

기대된다.
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