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Effect of Ethanol Extracts from Defatted Perilla frutescens on 
LPS-induced Inflammation in Mouse BV2 Microglial Cells 

Sung-Gyu Lee* and Hyun Kang†,* 

Department of Medical Laboratory Science, College of Health Science, Dankook University, 
Cheonan-si, Chungnam 31116, Korea 

To evaluate the antioxidant and anti-neuroinflammatory effects of defatted Perilla frutescens extract (DPE) in 
lipopolysaccharide (LPS)-stimulated BV-2 microglial cells. Cell viabilities were estimated by MTT assay. LPS-stimulated 
BV-2 microglia were used to study the expression and production of inflammatory mediators such as nitric oxide (NO), 
inducible NO synthase (iNOS), Cyclooxygenase-2 (COX-2), and prostaglandin E2 (PGE2). Pretreatment with DPE prior 
to LPS treatment significantly inhibited excessive production of NO (10, 25, 50, 75, and 100 μg/mL) in a dose-dependent 
manner, and was associated with down regulation of expression of iNOS and COX-2. DPE also suppressed the LPS-
induced increase in PGE2 level (10, 25, 50, 75, and 100 μg/mL) in BV-2 cells. Therefore, DPE can be considered as a 
useful therapeutic and preventive approach for the treatment of several neurodegenerative diseases. 
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서  론 

 

생활수준의 증가와 의료기술의 수준 향상으로 인간의 

수명이 증가됨에 따라 노화관련 질병에 관한 관심이 높아

지고 있으며, 특히 노화의 주된 원인으로 알려진 산화적 

스트레스에 의해 발병되는 퇴행성 뇌질환에 관한 연구가 

활발히 진행되고 있다(Li et al., 1999). 인체 내에 활성산소

가 과다하게 생성되면 항산화 시스템의 기능이 저하되면

서 인체 내의 항산화계의 불균형이 발생하게 되고 이는 

핵과 미토콘드리아의 DNA 합성 등의 세포기능을 방해하

게 되어 세포가 사멸하게 된다(Klein and Ackerman, 2003). 

미세아교세포(microglial cell)는 뇌 염증에 관여하는 주

요 면역세포로, 뇌신경 시스템에서 숙주로부터의 방어와 

조직재생에 주요한 역할을 한다(Kreutzberg, 1996). 그러나 

미세아교세포의 과활성화는 염증과 같은 뇌손상 후 빠르

게 일어나며, 퇴행성신경질환의 원인이 되고 있다(Chao 

et al., 1995). 미세아교세포의 만성적인 활성화와 이에 수

반되는 염증 유도 인자들의 발현과 생성은 알츠하이머병

(Alzheimer's disease, AD), 파킨슨병(Parkinsonism disease, PD), 

다발성 경화증(multiple sclerosis, MS) 등의 다양한 신경질환

의 조직학적 지표로 증명되고 있다(Nakajima and Kohsaka, 

1993; Gonzalez-Scarano and Baltuch, 1999; Drew et al., 2003). 

따라서, 미세아교세포로부터 분비되는 염증 매개물을 조

절하는 것은 신경퇴행성 질환의 진행을 예방하거나 신경

손상의 치료를 위한 방법으로 제시되고 있다. 

미세아교세포의 과도한 활성화는 lipopolysaccharides 

(LPS), β-amyloid related proteins, human immunodeficiency 

virus (HIV)의 외부 단백질인 gp120과 같은 물질들에 의해 

일어나는 것으로 알려져 있으며, nitric oxide (NO), prosta- 
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glandin E2 (PGE2), interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6), 

tumor necrosis factor-α (TNF-α) 등과 같은 염증성 매개 인자 

및 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)의 분비를 촉진

하여 신경독성을 유발한다(Galea et al., 1996; Laflamme and 

Rivest, 2001). LPS에 의한 신경염증반응은 독성물질로 작

용하는 NO나 PG의 생성에 영향을 미치는 inducible nitric 

oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2)에 의해 조

절되기도 하는데 이러한 일련의 과정은 nuclear fator (NF)-

κB와 activator protein (AP)-1의 신호전달 조절 기전과 밀접

한 연관성이 있는 것으로 알려져 있다(Colton, 2009; Park 

and Chun, 2016). 

들깨(Perilla frutescens var. japonica Hara)는 꿀풀과의 한해

살이풀 또는 씨로서 중국 중남부, 일본, 동남아시아 등에

서 재배되어 왔으며 우리나라 전역에서도 다양한 종의 들

깨가 재배되고 있다(Ohara et al., 2003). 들깨는 불포화 지

방산인 올레산(oleic acid), 리놀레산(linoleic acid), 리놀렌산

(linolenic acid)이 90% 이상을 이루고 있어 체내에서의 소

화 흡수가 빠르고 동물성 지방에서 다량 얻을 수 없는 필

수 지방산도 충분히 공급받을 수 있다(Lee et al., 2002). 들

깨의 용도를 보면 잎과 종실은 대부분 식용 및 약용으로 

이용되고 있지만, 여러 가지 가공단계를 거쳐 천연식용 

색소, 화장품의 원료나 공업용 재료로도 활용되고 있다

(Ohara et al., 2003). 지방산 이외의 들깨의 성분으로는 sesa- 

mol, sesamin, sesamolin 등의 lignan 화합물을 비롯한 여러 

페놀성 화합물이 함유되어 있으며, 이들의 항산화 작용이 

보고되고 있다(Hwang and Ko, 1980; Wang and Choe, 2012). 

따라서 본 연구에서는 들깨 부산물의 이용가치를 높이

는 방법으로 들깨박 추출물에서 항신경염증 활성이 있는

지를 연구하는 것이 목적이었으며, 향후 기능성 식품 및 

의약품으로서의 개발 가능성도 검토하였다. 

 

재료 및 방법 

실험재료 

본 연구에 사용된 들깨박은 충북 음성 코메가 회사에

서 생 들깨를 착유 후 남은 부산물을 수거하여 건조 후 

사용하였다. 

에탄올 추출물 제조 

들깨박은 믹서기를 이용하여 조분쇄하여 시료 100 g에 

대해 10배의 70% 에탄올을 넣어 3일 동안 추출한 후, 여

과지(Whatman No. 2, Maidstone, England)를 사용하여 여과 

하였다. 여과한 추출액을 감압농축기(N-1000S-WD, Eyela 

Co., Tokyo, Japan)를 사용하여 농축 후, 동결건조(FDU-

1100, Eyela Co., Tokyo, Japan)하여 들깨박 추출물(defatted 

Perilla frutescens extract, DPE)을 제조하였다. 

총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량 측정 

DPE의 총 폴리페놀 화합물의 함량은 Folin-Denis법을 

응용하여 측정하였다(Folin and Denis, 1912). DPE를 용액 

1 mL에 녹이고 농도별로 희석 후, 희석한 샘플을 96 well-

plate에 60 μL씩 분주하였다. 증류수와 1:1 희석한 Folin 시

약을 동량 첨가하고 3분간 반응시킨 후 10% sodium car- 

bonate (Na2CO3)을 동량 넣고 1시간 동안 반응시켜 700 nm

에서 흡광도를 측정하였다. Gallic acid를 이용한 표준곡선

은 시료 측정 방법과 동일하게 측정하여 작성하였다. 

총 플라보노이드 함량은 Nieva Moreno 등의 방법을 변

형하여 측정하였다(Nieva et al., 2000). DPE를 농도별로 희

석한 시료 100 μL와 80% 에탄올 860 μL을 혼합한 혼합물

에 10% aluminium nitrate (Sigma Co.) 20 μL와 1 M potassium 

acetate (Sigma Co.) 20 μL을 가하여 실온에 40분 방치한 뒤 

415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 플라보노이드 함량

의 표준물질로 quercetin (Sigma Co.)을 동일한 방법으로 측

정하여 함량을 구하였다. 

세포주 배양 

세포생존율 및 항염증 효능 검증에 사용된 세포주는 미

국 하버드 의과대학에서 분양받은 microglia cell line BV-2

를 사용하였다. BV-2 세포는 RPMI1640 배지(Gibco, BRL, 

USA)에 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco), 100 μg/mL 

penicillin (Gibco) 그리고 100 μg/mL streptomycin (Gibco)을 

첨가하여 5% CO2, 37℃ 배양기에서 세포가 80~90% 자랐

을 때 계대 배양하였다. 

세포생존율 측정 

LPS 및 DPE가 세포생존에 미치는 영향을 확인하기 위

해 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium brom- 

ide (MTT) 시약을 이용하여 측정하였다. 96-well plate에 1× 

105 cell/mL 세포를 180 μL씩 분주하여 12시간 이상 CO2 

배양기에서 배양한 다음, DPE를 농도별로 처리하여 24시

간 배양하였다. 배양한 후 배양액을 제거하고 0.5 mg/mL 

MTT가 함유되어 있는 배지 200 μL를 첨가한 다음 4시간 

동안 배양 후 배양액을 제거하고 dimethylsulfoxide (DMSO) 

100 μL를 첨가하여 생성된 formazone 결정을 용해시킨 후, 
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microplate reader를 이용하여 540 nm에서 측정하였다. 세포

생존율은 LPS를 처리하지 않은 대조군과 비교하여 백분

율(%)로 나타내었다. 

NO 생성저해 효과 

DPE의 항염증 효능을 분석하기 위하여 염증 유발 인자

인 LPS와 DPE를 각 농도별로 처리한 신경교세포에서 생

산되는 NO를 억제하는 효능이 있는지 확인하였다. NO 

측정은 24 well plate에 세포를 1×105 cell/mL을 seeding한 

후, LPS와 DPE를 농도별로 첨가한 후, 24 h incubator에서 

배양하였다. 그 후, 배양액과 Griess reagent (Sigma Co.)를 

각각 100 μL씩 동량 혼합하여 반응시킨 후, 540 nm에서 

흡광도 값을 측정하였다. 

PGE2 생성량 측정 

세포 배양액 내의 PGE2 양을 측정하기 위해 R&D sys- 

tems (Minneapolis, USA)에서 commercial competitive enzyme 

immunoassay kit를 구입하여 실험하였다. 세포에 DPE를 처

리하고 100 ng/mL의 LPS를 처리하였다. 18시간 후 세포 

배양액을 얻어 PGE2 측정에 사용하였다. 배양된 배지를 

goat anti-mouse로 coating된 96 well plate에 각각 100 μL씩 

loading하고, 여기에 1차항체 용액 50 μL와 PGE2 conjugate 

50 μL씩 첨가하여 4℃에서 overnight 시켰다. Washing buf- 

fer로 4회 세척하고 substrate solution을 200 μL씩 처리하

여 30분간 반응시킨 후, stop solution을 50 μL 처리한 후 

450 nm에서 측정하였다. 

Western blot analysis 

전기영동을 위한 단백질 시료의 추출은 세포를 ice 상에

서 tris buffered saline (TBS, 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 137 mM 

NaCl)으로 3회 세척한 후, lysis buffer (TBS, 1% NP-40, 1 mM 

sodium orthovanadata, 10 μg/mL aprotinin, 10 μg/mL leupeptin 

및 1 mM PMSF)를 첨가하여 4℃에서 30분간 추출하여 

12,000×g에서 10분간 원심 분리 후 상등액을 모았다. 추

출된 단백질의 정량은 Bradford protein assay kit를 사용하여 

정량 후, 동일한 양의 단백질을 사용하여 sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)로 분리

시켰다. 분리된 단백질을 nitrocellulose membrane에 transfer

하였고, 이 membrane을 항체의 비 특이적 결합을 차단하

기 위하여 blocking buffer (5% non-fat milk)에서 30분간 반

응시킨 후, 각 검증 단백질에 대한 항체 (anti-iNOS, anti-

COX2)를 가하여 4시간 동안 반응시켰다. 이어서 0.1% 

Tween 20을 함유한 TBST 용액으로 20 분간 세척한 다음, 

secondary antibody로 반응시켰다. 이어서 ECL system으로 

반응시킨 후 X-ray 필름 상에서 단백질을 확인하였다. 

통계처리 

실험의 결과값은 SPSS Window program (ver. 10.0)을 이

용하여 측정하였으며, 모든 측정값은 평균값 ± 표준편차

로 나타냈다. 통계학적 분석은 student's t-test를 실시하였

고, 유의성은 P<0.05로 하였다. 

 

결  과 

폴리페놀 및 플라보노이드 함량비교 

DPE에 존재하는 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량은 

각각 gallic acid, quercetin을 기준물질로 하여 측정하였다

(Fig. 1). 그 결과, DPE의 총 폴리페놀 함량은 48.32 mg/g의 

함량을 나타내었으며, 총 플라보노이드 함량은 17.32 mg/g

으로 함유하고 있음을 확인하였다. 

세포생존율 측정 

DPE가 세포생존에 끼치는 영향을 확인하기 위해 BV-2 

세포주에 LPS와 DPE를 농도별로 처리하였다. 그 결과, 

LPS 100 ng/mL를 단독으로 처리하였을 때, 처리하지 않은 

군에 비교하여 큰 차이가 없었다. 또한, LPS와 DPE를 같

Fig. 1. Total polyphenols and flavonoids contents in DPE. Milli-
grams of total polyphenol content/g of samples based on gallic acid
as standard. Milligrams of total flavonoid content/g of samples 
based on quercetin as standard. Each value is mean ± S.D. (n=3). 
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이 처리하였을 때에도 10, 25, 50, 75, 100 μg/mL 모든 농도

에서 cell viability가 95% 이상으로 세포에 대한 독성이 없

는 것을 확인하였다(Fig. 2). 

DPE의 NO 생성저해 효과 

DPE의 NO 생성저해 효과를 확인하기 위하여 LPS로 자

극된 BV-2 세포주에 DPE를 10~100 μg/mL 농도별로 처리

한 후, NO의 생성농도를 확인하였다. LPS를 단독 처리하

였을 때, NO 함량이 23.2 μM로 증가되는 것을 확인하였

다. 이에 반해, DPE를 처리하였을 때 10, 25, 50, 75, 100 μg 

/mL의 농도에서 각각 17.5, 16.1, 13.2, 8.5, 4.3 μM의 농도

로 NO가 감소되는 것을 확인할 수 있었다. 특히, 50 μg/ 

mL 농도에서부터 NO의 생성량이 50% 이상 감소되는 것

을 확인하였다(Fig. 3). 

Prostaglandin E2 (PGE2) 생성량 

본 연구에서 LPS로 유도된 BV-2 세포에서 DPE의 PGE2 

생성량을 확인한 결과, DPE는 LPS만을 처리한 군에 비해 

75, 100 μg/mL 농도에서 유의성 있는 PGE2 생성량 감소가 

확인되었다(Fig. 4). 

iNOS와 COX-2 생성억제 

DPE의 NO와 PGE2 생성에 관여하는 iNOS와 COX-2의 

효소를 확인하기 위하여 이들 효소의 세포 내 발현을 측

정하였다. BV-2 cell에 DPE를 50, 100 μg/mL 2개의 농도로 

15시간 처리한 뒤, LPS로 20분 동안 자극하고 세포 내 단

백질을 분리를 하여 웨스턴 블롯 분석 방법을 통하여 이

들 단백질의 발현을 확인하였다(Fig. 5). 그 결과 DPE의 

처리농도에 비례하여 감소하는 것으로 확인되었다. 

 

고  찰 

 

뇌에서의 염증 반응이 만성적으로 지속이 되면 NO, 

ROS, 염증성 사이토카인이 분비되고 이러한 염증 유발물

질들은 뇌세포를 퇴화시켜 여러 가지 질병을 유발하는 것

으로 알려져 있다. 신경교세포는 LPS 등과 같은 염증 유

발물질에 노출이 되면 염증을 매개하는 물질을 생성하는 

것으로 보고되었다(Boje and Arora, 1992; Chao et al., 1995; 

Fig. 4. Effect of DPE on PGE2 production in BV-2 cells. DPE was
treated with various concentrations in BV-2 cells for 24 h. Values 
are expressed as the mean ± SD (n=3) of determinations made in 
triplicate experiments. *Statistically significant difference from the
LPS control group, as determined by the student's t-test as P<0.05. 

Fig. 2. Effect of DPE on cytotoxicity in BV-2 cells. DPE was 
treated with various concentrations in BV-2 cells for 24 h. Values 
are expressed as the mean ± SD (n=3) of determinations made in 
triplicate experiments. 

Fig. 3. Effect of DPE on NO production in BV-2 cells. DPE was
treated with various concentrations in BV-2 cells for 24 h. Values 
are expressed as the mean ± SD (n=3) of determinations made in 
triplicate experiments. *Statistically significant difference from the
LPS control group, as determined by the student's t-test as P<0.05. 
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Hendriks et al., 2005; Glass et al., 2010). 

기능성 물질의 대표적인 성분 중 하나인 폴리페놀계 화

합물들은 한 분자 내에 2개 이상의 phenolic hydroxyl (-OH)

기를 가진 방향족 화합물로서 식물체에 특수한 색깔을 부

여하고 항염, 항산화, 항암 등의 다양한 생리 활성을 가진

다(Bors and Saran, 1987; Sato et al., 1996). 천연항산화제 및 

항염증제의 역할을 하는 폴리페놀과 플라보노이드 햠랑을 

DPE에서 측정한 결과, 폴리페놀과 플라보노이드가 각각 

48.32, 17.32 mg/g의 함량으로 포함되어 있는 것을 확인하

였다(Fig. 1). 본 연구에서 측정된 총 폴리페놀 함량은 Kim 

(2015) 등이 보고한 함량(222.6 mg gallic acid equivalent/ 

100 g) 보다 약 21배 높은 수준으로 나타났다. 또한 Lee 

(1994) 등의 보고에서는 들깨를 포함한 8가지의 종실 품

종에 따라 총 폴리페놀 함량이 약 120~2,060 mg gallic acid 

equivalent/100 g으로 나타나는 것을 보고하였다. 이와 같

이 총 폴리페놀 함량의 차이는 각 연구마다 이용된 들깨

의 품종, 재배 조건, 수확시기 등의 차이로 인해 함량 차

이가 다양한 것으로 생각된다. 

Microglia cell인 BV-2 세포는 뇌의 염증과 퇴행성 변화

에서 중요한 역할을 하는 중추신경계 대식세포이며, 염증

발생 시 활성화된 microglia cell은 염증 매개물질인 prosta- 

glandins (PG)과 nitric oxide (NO) 등을 발생시키게 된다

(Hur et al., 2007). 특히, LPS와 같은 내독소가 중추신경계에 

침투하게 되면 인지능력뿐만 아니라 바이러스성 뇌염으로 

인한 기억력 감퇴와 언어능력의 저하가 발생되게 되는데 

BV-2 세포는 이와 같은 질환 방어에 있어 중요한 세포라 

할 수 있다(Seo et al., 2013). NO는 nitric oxide synthase 

(NOS)에 의해 L-arginine으로부터 합성되는 2차신호 전달

물질로 뇌 기능과 신경보호, 신경변성 등에 연관되어 있

다(Hong et al., 2002). 본 연구에서 LPS로 유도된 BV-2 세

포에서 DPE의 NO 생성량을 확인한 결과, DPE는 LPS만

을 처리한 군에 비해 10, 25, 50, 75, 100 μg/mL 모든 농도

에서 농도의존적인 NO 생성량 감소가 확인되었다(Fig. 3). 

이와 같은 결과는 DPE가 LPS에 의해 과 생성된 NO 생성

량을 효과적으로 감소시킴에 따라 중추신경계에 바이러스 

침투로 인한 염증성 뇌 신경 손상이 발생할 경우, 대식세

포인 BV-2 세포를 통해 효과적으로 감소시킬 수 있음이 

검증되었다. 

PGE2의 증가는 급성 염증단계에서 효과적이고 신속하

게 감소가 되지 않을 경우, 염증 초기단계를 만성단계로 

유도하게 되므로 PGE2는 염증단계에서 가장 중요하다고 

할 수 있다(Seo et al., 2013). 특히, 중추신경계에서 염증이 

만성으로 진행될 경우에는 뇌 세포 손상을 바탕으로 신경

병, 말초신경, 척수 및 대뇌피질의 변성을 통해 신체에 심

각한 손상을 초래하게 된다. 본 연구에서 LPS로 유도된 

BV-2 세포에서 DPE가 PGE2 생성량에 미치는 효과를 확

인한 결과, DPE는 LPS만을 처리한 군에 비해 75, 100 μg/ 

mL 농도에서 PGE2 생성량이 유의성 있게 감소되는 것을 

확인되었다(Fig. 4). 이와 같은 결과는 앞선 NO 생성량 감

소 결과와 마찬가지로 DPE가 PGE2 생성량 역시 유의적

으로 감소시킴에 따라 중추신경계의 염증 발생을 효과적

으로 억제시켜 만성 염증단계로 진행되는 것을 효과적으

로 개선시킬 수 있음이 입증되었다. 

NO는 생리학적 합성조절에서 가장 중요한 역할을 하는 

데 이들은 neuronal NOS (nNOS), inducible NOS (iNOS), and 

endothelial NOS (eNOS)와 같은 3가지의 형태로 존재한다

(Yui et al., 1991). 그 중, iNOS는 염증조절을 일으키는 중요

한 효소 중 하나이다(Korhonen et al., 2002). iNOS는 Ca2+ 

비 의존성 경로를 통해서 장시간에 걸쳐 증가하여 다량의 

NO를 형성한다(Vegeto et al., 2001). iNOS의 발현은 murine 

Fig. 5. Effect of DPE on iNOS and COX-2 protein expressional
levels in LPS-stimulated BV-2 microglial cells. The expression 
levels of iNOS and COX-2 production in the LPS-stimulated BV-2
cells by indicated concentrations (50, 100 μg/mL) of the DPE was 
monitored by western blot analyses with the specific antibodies 
against iNOS and COX-2. The internal control used was β-actin. 
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macrophage, 내피세포, 평활근세포 및 심근세포 등 많은 

세포에서 관찰되고 있다. 인간의 iNOS는 염증성질환이 있

는 환자의 macrophage에서 다량의 NO를 생성하여 세균침

입을 억제하거나 혹은 T-세포증식을 억제하여 국소 염증

반응을 하향시키는 방어에 중요한 역할을 하고 있는 것

으로 보고되고 있다(Wang et al., 2002; Hanisch, 2002). COX

는 COX-1과 COX-2로 존재하는데, 그 중 COX-2는 오직 

TNF-α, IL-1β와 같은 사이토카인과 박테리아 독소 및 LPS

와 같은 염증 신호에 반응하여 발현된다. 또한 COX-2는 

PGE2의 많은 양을 생성하며, 염증을 유도한다(Mitchell et 

al., 1995; Chen et al., 2001). 본 연구에서 iNOS와 COX-2 단

백질은 LPS 처리 시 강하게 발현되었으나 LPS에 DPE 50, 

100 μg/mL를 함께 처리 시 iNOS와 COX-2의 발현양이 감

소하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5). 

본 연구 결과에서 보여준 DPE의 항신경염증 효과는 

들깨박이 미세아교세포의 활성을 억제하여 신경 염증반응

을 효율적으로 제어할 수 있는 기능성 소재로서의 가능성

을 제시하였다. 그러나 향후 항신경염증 개선 소재로의 

개발을 위해서는 뇌신경손상 동물모델을 이용한 들깨박 

추출물의 유효성 검증과 효과에 대한 분자적 메커니즘 

연구가 추가적으로 진행되어야 할 것으로 사료된다. 
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