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Aster yomena (Kitam.) Honda is an edible vegetable and perennial herb belonging to the Asteraceae 
family, and has been used for a long time for the prevention and treatment of various diseases. 
Although leaf extracts of A. yomena are known to have antioxidant and anti-inflammatory effects, ac-
curate efficacy assessments are still inadequate. In this study, we investigated whether the antioxidant 
efficacy of ethanol extract of A. yomena leaf (EEAY) is correlated with the anti-inflammatory effect in 
RAW 264.7 macrophages. The results showed that EEAY significantly inhibited the hydrogen peroxide 
(H2O2)-induced growth inhibition in RAW 264.7 cells, which was associated with increased expression 
of nuclear factor erythroid 2-related factor-2 (Nrf2) and heme oxygenase-1 (HO-1). EEAY pretreatment 
also effectively prevented H2O2-induced reactive oxygen species generation and apoptosis through in-
hibition of caspase-3 activation and poly (ADP-ribose) polymerase degradation. Additionally, EEAY 
significantly increased the expression and production of interleukin-10, a representative anti-in-
flammatory cytokine, which was associated with increased expression of toll-like receptor 4 and mye-
loid differentiation factor 88 at transcriptional and translational levels. Furthermore, the increased pro-
duction of nitric oxide (NO) by lipopolysaccharide was markedly abolished under the condition of 
EEAY pretreatment, and the inhibitory effect of NO production by EEAY was further increased by 
hemin, an HO-1 inducer. Overall, our results suggest that EEAY is able to activate the Nrf2/HO-1 
signaling pathway to protect RAW 264.7 macrophages from oxidative and inflammatory stress.
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서   론

활성산소종(reactive oxygen species, ROS)은 산소의 대사 

과정에서 생성되며 세포 내 유전자 발현의 조절을 포함한 주

요 생리적 역할을 조절한다[9, 25]. 비록 적정 수준의 ROS 생성

은 세포의 성장과 증식에 필수적인 신호분자 역할을 하지만 

과도한 ROS의 생성은 세포에 산화적 손상을 일으키게 된다

[32, 45]. 미토콘드리아는 세포 내 소기관들 중에서 ROS의 생

성을 담당하는 중요한 기관이지만, 산화적 스트레스에 의한 

ROS 과잉 생산을 통한 미토콘드리아 기능 장애는 DNA 손상

과 apoptosis (세포사멸)를 유도하는 중요한 기전 중 하나로 

인식되고 있다[34, 37]. 따라서 항산화 방어 시스템은 세포 보

호에 필수적이며, nuclear factor erythroid 2-related factor 2 

(Nrf2)는 세포 내 산화-환원 균형을 위한 핵심 전사조절인자 

중의 하나이다. 생리학적 조건 하에서, Nrf2는 Kelch-like 

ECH-associated protein 1 (Keap1)에 결합하여 불활성화된 형

태로 세포질에 존재한다. 그러나 산화적 스트레스 조건 하에

서, Nrf2는 Keap1로 부터 해리되어 핵으로 전위되며, 여기서 

다양한 세포보호 효소들의 전사활성을 촉진한다[23, 35]. 최근 

여러 연구들에서 다양한 항산화 활성 효능을 가진 천연물들이 

항염증 효능을 동시에 나타내고 있음이 보고되고 있다[3, 26]. 

이러한 항염증 효능은 toll-like receptor (TLR)와 연계된 nu-

clear factor kappa B (NF-κB) 신호 경로의 조절을 통한 염증 

유발 인자들과 전 염증성 사이토카인(pro-inflammatory cyto-

kines)의 생성을 억제하면서 항 염증성 사이토카인(anti-in-

flammatory cytokines)의 생성 촉진과 연관되어 있다[20, 28]. 

따라서 항산화 및 항염증 효능을 동시에 지니는 천연물들은 

다양한 질환의 예방과 치료에 효과적일 수 있다. 

최근 선행 연구들에서 다양한 질병의 예방과 치료를 위하여 

사용되어 온 전통의학 자원은 항산화 및 항염증 효능을 지닌 

소재의 발굴을 위한 후보로서 유용성이 매우 높음을 알 수 

있다[16, 43]. 쑥부쟁이[Aster yomena (Kitam.) Honda]는 아시
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아 전역에 널리 분포하는 국화과(Asteraceae family)에 속하는 

다년생 식물로서 기침 및 천식 등을 포함한 여러 질병을 치료

하기 위해 오랫동안 사용되어 왔다[36]. 아울러 쑥부쟁이 추출

물 또는 구성 성분들은 항균[21, 29, 42] 및 항응고[7] 작용과 

함께 항산화[14, 27] 및 항염증[15, 18] 효능과 같은 약리학적 

활성이 있는 것으로 보고되고 있다. 본 연구실에서도 쑥부쟁

이 추출물이 항염증[17] 작용뿐 만 아니라 항비만 효능[12]이 

있음을 보고한 바 있다. 그러나 쑥부쟁이 추출물의 항산화 및 

항염증에 관한 복합적인 기전 연구는 여전히 미비한 상황이

다. 따라서 본 연구에서는 쑥부쟁이 추출물의 항산화 및 항염

증 효능을 동시에 평가하기 위하여 쑥부쟁이 에탄올 추출물이 

산화적 스트레스에서 의하여 유발된 ROS의 생성에 미치는 

영향 및 Nrf2 신호 경로의 연관성과, 항 염증성 사이토카인의 

발현에 미치는 영향 및 TLR4 신호 경로의 연관성을 동시에 

평가하였다. 

재료 및 방법

쑥부쟁이 에탄올 추출물 준비

본 연구에 사용된 쑥부쟁이 잎은 구례야생화연구소(구례

군, 전라남도, 대한민국)에서 제공받았으며, 건조된 잎(50 mg)

을 절단 후 미세 분말로 분쇄한 다음 70% 에탄올(500 ml)에 

2일 동안 침전시켰다. Whatman No.3 여과지를 통해 2회 여과

하여 불용성 물질을 제거한 후 rotary evaporator (Rikakikai 

Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 사용하여 농축하였다[17]. 농축된 

추출물(ethanol extract of A. yomena leaf, EEAY)은 dime-

thylsulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, 

MO, USA)에 최종 농도 200 mg/ml로 녹인 후 세포 배양용 

배지에 적정 농도로 희석하여 처리하였다.

세포 배양 및 세포 생존율 분석

RAW 264.7 세포는 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, 

서울, 대한민국)에서 구입하였으며 10% fetal bovine serum, 

100 U/ml penicillin 및 100 mg/ml streptomycin이 함유된 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, WelGENE 

Inc., 대구, 대한민국)을 이용하여 배양하였다. 세포 생존율은 

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) 분석법에 준하였다. 이를 위하여 RAW 264.7 세포를 

96-well plate (1×104 cells/well) 분주 후 37℃에서 24시간 동안 

배양했다. 이들 세포에 24시간 동안 다양한 농도의 EEAY를 

처리하거나 과산화수소(hydrogen peroxide, H2O2), lipopoly-

saccharide (LPS), N-acetylcysteine (NAC) 또는 hemin (all 

from Sigma-Aldrich Chemical Co.) 등을 1시간 전처리한 후 

EEAY를 24시간 처리하였다. 배양이 끝난 후 배지를 제거하고 

MTT 용액(Sigma-Aldrich Chemical Co.; 5 mg/ml in phos-

phate-buffered saline, PBS)을 각 well에 넣고 37℃에서 3시간 

반응시켜 형성된 formazan을 DMSO로 용해시켰다. 광학 밀

도(Optical density)는 560 nm에서 microplate spectropho-

tometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하

여 측정하였다.

Reverse transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR)에 의한 mRNA 발현 분석 

전사 수준에서 유전자들의 발현 변화를 조사하기 위하여 

TRIzol reagent (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)를 이용

하여 RNA를 분리하였다. 분리된 RNA를 정량 후, 해당 유전

자의 primer, DEPC water 그리고 ONE-STEP RT-PCR PreMix 

Kit (Intron, Seoul, Korea)를 넣고 Mastercycler gradient 

(Eppendorf, Hamburg, Germany)를 이용하여 증폭하였다. 각 

PCR 산물들의 양적 차이를 확인하기 위하여 1X TAE buffer로 

1.5% agarose gel을 만들고 well 당 각각의 primer에 해당하는 

PCR 산물에 DNA gel loading solution을 섞어서 loading 한 

후 50 V에서 전기영동을 행하였다. 전기영동으로 DNA 분리

가 끝난 gel을 ethidium bromide (EtBr, Sigma-Aldrich Chem-

ical Co.)로 염색한 후 UV 하에서 관찰하였으며, glyceral-

dehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)를 internal 

control로 사용하였다.

단백질의 분리 및 Western blot analysis

번역 수준에서 유전자들의 발현 변화 분석을 위하여 선행 

방법에 따라 단백질을 분리 및 정량화 하였다[19]. Western 

blot analysis를 위해 동량의 단백질들을 sodium dodecyl sul-

fate (SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis를 이용하여 분

리하고 polyvinylidene difluoride membrane (Schleicher & 

Schuell, Keene, NH, USA)으로 전이시켰다. 각각의 mem-

brane에 적정 항체 및 enhanced chemiluminescence (ECL, 

Amersham Corp., Arlington Heights, IL, USA) 용액을 이용

하여 단백질들의 발현 변화를 조사하였다. 본 실험에 사용된 

1차 항체들은 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, 

USA) 및 Calbiochem (Cambridge, MA, USA)에서 구입하였

으며, 2차 항체들은 Amersham Corp.에서 구입하였다. 

ROS 생성의 측정

세포 내 ROS 생성의 정도를 확인하기 위하여 준비된 세포들

을 PBS에 수세 후 fluorescent probe인 10 μM의 2’,7’-di-chlor-

odihydrofluorescein diacetate (DCF-DA, Molecular Probes, 

Leiden, Netherlands)로 20분간 염색 후 형광현미경(Carl 

Zeiss, Oberkochen, Germany) 하에서 ROS의 생성 변화 여부

를 조사하였다. 아울러 동일한 조건에서 준비된 세포들에서 

ROS 생성에 대한 정량적인 비교를 위하여 반응이 끝난 세포

들을 flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)

를 적용시켜 ROS 값의 변화를 분석하였다[8].
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A

B
EEAY (μg/ml)

H2O2 (1 mM)
EEAY (μg/ml)
NAC (10 mM)

Fig. 1. Protective effects of EEAY against H2O2-induced cytoto-

xicity in RAW 264.7 macrophages. The cells were treated 

with different concentrations of EEAY or 1 mM H2O2 for 

24 hr (A) or treated with 1 mM H2O2 for 24 hr, after 

EEAY or NAC pretreatment with the indicated concen-

trations for 1 hr (B). Following treatments, cell viability 

was examined by MTT assay. The data are shown as 

mean ± SD obtained from three independent experi-

ments (*p<0.05 compared to control; 
#p<0.05 compared 

to cells cultured with 1 mM H2O2).

핵의 형태 변화 관찰을 통한 apoptosis 유도 확인

핵의 형태적 변화를 관찰하기 위하여 준비된 세포들을 PBS

로 수세 후 0.1 M phosphate buffer (pH 7.2)에 희석된 2.0% 

paraformaldehyde (Sigma-Aldrich Chemical Co.)로 1시간 세

포들을 고정하였다. 고정된 세포들을 PBS로 수세한 다음 0.05 

M phosphate buffer (pH 7.2)에 2.5 μg/ml의 농도로 희석된 

4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich Chemi-

cal Co.) 용액으로 상온 암하에서 15분간 염색하였다. 이를 다시 

PBS로 수세한 후 형광현미경 하에서 핵의 형태를 비교하였다[8].

Flow cytometry 분석에 의한 apoptosis 유발의 정량화

Apoptosis 정도의 정량적인 분석을 위하여 Cycle TEST 

PLUS DNA REAGENT Kit (Becton Dickinson, San Jose, CA, 

USA)을 사용하였다. 이를 위하여 준비된 세포를 protocol에 

따라 고정 후 4°C, 암실에서 30분 동안 propidium iodide (PI) 

용액에 반응시켰다. 이들 세포를 35-mm mesh를 이용하여 단

일세포로 분리하고 실험군당 최소 10,000개 이상의 세포를 

flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)에 적

용시켜 세포 내 DNA 함량에 따른 histogram을 대상으로 sub- 

G1기에 속하는 세포를 apoptosis가 유발된 세포로 산출하였다.

Interleukin (IL)-10 및 nitric oxide (NO) 생성량의 측정

EEAY의 항염증 효능 평가를 위한 IL-10의 함량은 ELISA 

kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 제시

된 실험 방법에 준하여 실험을 수행하였으며, NO 생성의 정도

는 Griess reagent를 이용하여 측정하였다[19]. 

통계 분석

모든 실험결과는 평균±표준편차(mean ± standard devia-

tion, SD)로 표시하였고 Sigma Plot (Systat Software Inc., San 

Jose, CA, USA) Student t-test를 이용하여 통계적 유의성을 얻

었다. 모든 통계처리의 유의성은 p<0.05 수준에서 검증하였다. 

결   과 

산화적 스트레스에 대한 EEAY의 세포독성 보호 효과

산화적 스트레스에 대한 EEAY의 보호 효능을 조사하기 위

하여 먼저 RAW 264.7 세포의 증식에 미치는 EEAY의 영향을 

조사하였다. Fig. 1A에 나타낸 MTT 분석 결과에 의하면, 500 

μg/mL의 EEAY 처리군까지 대조군에 비하여 유의적인 세포

독성을 나타내지 않았다. 반면 산화적 스트레스를 유발하여 

위하여 처리된 1 mM의 H2O2에 노출된 세포에서는 대조군에 

비하여 약 60% 정도의 생존율을 나타내었다. Fig. 1B는 세포독

성이 나타내지 않는 500 μg/ml까지 EEAY를 1시간 전처리 

후 1 mM의 H2O2를 24시간 처리한 후 세포 생존력을 MTT 

분석을 수행한 결과이다. 이 결과에서 알 수 있듯이 H2O2에 

의한 세포독성이 EEAY의 처리 농도 의존적으로 차단되었으

며, 강력한 ROS 생성 억제제인 NAC을 전처리하였을 경우에

도 H2O2에 의한 세포생존율 억제가 거의 대조군 수준으로 유

지되었다. 이는 EEAY는 산화적 스트레스에 의한 세포독성을 

효과적으로 차단할 수 있었음을 보여주는 결과이다.

Nrf2 및 HO-1의 발현에 미치는 EEAY의 영향

RAW 264.7 세포에서 H2O2에 세포독성 유발에 대한 EEAY

의 차단 효과가 Nrf2의 발현과 연관성이 있는지를 조사하기 

위하여 Nrf2의 발현에 미치는 EEAY의 영향을 조사하였다. 

Fig. 2의 RT-PCR 및 Western blot 분석 결과에 의하면 Nrf2의 

발현이 전사 및 번역 수준에서 EEAY의 처리 농도 의존적으로 

증가하였음을 알 수 있었다. 이는 또한 대표적인 Nrf2 의존적 

세포보호 효소인 HO-1의 발현 증가와도 연관성이 있었으며, 

이들 유전자들의 발현 증가가 EEAY의 산화적 스트레스 억제

에 최소한 기여할 가능성을 보여주었다.

H2O2에 의한 ROS의 생성에 미치는 EEAY의 영향

EEAY의 산화적 스트레스 유발 세포독성 억제 효능이 ROS
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EEAY (μg/ml)

EEAY (μg/ml)

A

B

Fig. 2. Induction of Nrf2 and HO-1 by EEAY in RAW 264.7 

macrophages. The cells were treated with the indicated 

concentrations of EEAY for 24 hr. (A) Total RNAs were 

prepared for RT-PCR analysis of Nrf2 and HO-1 mRNA 

expression. (B) Cell lysates were prepared for Western 

blot analysis with antibodies specific for Nrf2 and HO-1, 

and an ECL detection system. Experiments were re-

peated three times and similar results were obtained. 

GAPDH and actin were used as internal controls for 

the RT-PCR and Western blot analysis, respectively.

A

B

C

H2O2 (1 mM)
EEAY (500 μg/ml)

H2O2 (1 mM)
EEAY (500 μg/ml)

H2O2 (1 mM)
EEAY (500 μg/ml)

Fig. 3. Inhibition of ROS generation by EEAY in H2O2-treated 

RAW 264.7 macrophages. The cells were pretreated 

with 500 μg/ml EEAY for 1 hr and then stimulated 

with or without 1 mM H2O2 for 1 hr. (A) After stain-

ing with DCF-DA florescent dye, DCF fluorescence 

was monitored using a flow cytometer. (B) The data 

were shown as mean ± SD obtained from three in-

dependent experiments (*p<0.05 compared to control; 
#p<0.05 compared to cells cultured with 1 mM H2O2). 

(C) The fluorescent images were obtained by a fluo-

rescence microscope. Each image is representative of 

at least three independent experiments. 

의 생성 억제와 연관성이 있는지의 여부를 조사하기 위하여 

DCF-DA 염색법을 이용하였다. Fig. 3A 및 Fig. 3B의 flow cy-

tometry 결과에서 알 수 잇듯이 H2O2가 단독 처리된 RAW 

264.7 세포에서 ROS의 생성이 매우 증가되었으며 이는 EEAY

의 전처리에 의하여 현저하게 감소되었다. 형광현미경적 관찰

로 이러한 결과를 재확인한 결과에서도 H2O2가 처리된 세포

에서 ROS의 생성을 의미하는 형광 강도가 증가되었으나, 

EEAY가 전처리된 세포에서는 현저하게 억제되었다(Fig. 3C). 

즉 EEAY의 산화적 스트레스 억제 효능이 ROS의 생성 차단과 

직접 연관성이 있음을 알 수 있었다. 

H2O2에 의한 apoptosis 유발에 미치는 EEAY의 영향

다음은 H2O2에 의한 생존율 감소가 apoptosis 유발과 연관

성이 있는지, 이를 EEAY가 억제할 수 있는지를 조사하였다. 

DAPI 염색에 의한 핵의 형태적 변화를 조사한 결과에서, 전형

적인 apoptosis가 유발된 세포에서 관찰되는 DNA의 절단에 

의한 염색질의 응축 현상이 H2O2가 단독으로 처리된 RAW 

264.7 세포에서 현저하게 증가되었으며(Fig. 4A), flow cyto-

metry 분석에 의한 apoptosis 유발 세포 집단을 의미하는 sub- 

G1기에 속하는 세포의 빈도 역시 대조군에 비하여 증가되었

다(Fig. 4B, Fig. 4C). 그러나 H2O2에 의한 apoptosis 유발이 

EEAY가 전처리된 세포에서는 현저하게 감소되었다. 이러한 

EEAY의 apoptosis 억제와 연관된 주요 유전자들의 발현 변화

와의 연관성을 조사한 결과, H2O2가 처리된 세포에서 관찰된 

caspase-3의 활성형의 발현 증가가 EEAY가 전처리된 조건에

서 감소되었으며, 활성형 caspase-3의 기질 단백질인 poly 

(ADP- ribose) polymerase (PARP)의 단편화 또한 EEAY에 의

하여 억제되었다(Fig. 4D).

IL-10의 발현 및 생성에 미치는 EEAY의 영향

EEAY의 항산화 효능이 항염증 효능과 연관성이 있는지를 

조사하기 위하여 대표적인 항 염증성 사이토카인인 IL-10의 

생성에 미치는 EEAY의 영향을 조사하였다. 이를 위하여 다양

한 EEAY가 처리된 세포의 배지에 함유된 IL-10의 양을 조사한 
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H2O2 (1 mM)
EEAY (500 μg/ml)

H2O2 (1 mM)
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H2O2 (1 mM)
EEAY (500 μg/ml)

H2O2 (1 mM)
EEAY (500 μg/ml)

A

B

C

Fig. 4. Inhibition of apoptosis by EEAY in H2O2-treated 

RAW 264.7 macrophages. The cells were pre-

treated with 500 μg/ml EEAY for 1 hr and then 

stimulated with or without 1 mM H2O2 for 24 hr. 

(A) The stained nuclei stained with DAPI were 

pictured under a fluorescence microscope. Each 

image is representative of at least three independ-

ent experiments. (B) The cells were stained with 

PI, and then the percentages of sub-G1 apoptotic 

cells were determined using flow cytometry. (C) 

The data were shown as mean ± SD obtained 

from three independent experiments (*p<0.05 

compared to control; 
#p<0.05 compared to cells 

cultured with 1 mM H2O2). (D) Cell lysates were 

prepared for Western blot analysis with the in-

dicated antibodies, and an ECL detection system. 

Experiments were repeated three times and sim-

ilar results were obtained. Actin was used as an 

internal control for and Western blot analysis.

A

B C

EEAY (μg/ml)

EEAY (μg/ml) EEAY (μg/ml)

Fig. 5. Increase of IL-10 generation and expression by EEAY in RAW 264.7 macrophages. The cells were treated with the indicated 

concentrations of EEAY for 24 hr. (A) The levels of IL-10 production were measured by ELISA kit using culture media. 

The data are shown as mean ± SD obtained from three independent experiments (*p<0.05 compared to control). (B) Total 

RNAs were prepared for RT-PCR analysis of IL-10, TLR4 and Myd88 mRNA expression. (C) Cell lysates were prepared 

for Western blot analysis with antibodies specific for IL-10, TLR4 and Myd88, and an ECL detection system. Experiments 

were repeated three times and similar results were obtained. GAPDH and actin were used as internal controls for the RT-PCR 

and Western blot analysis, respectively.

결과, EEAY 처리 농도 의존적으로 IL-10의 생성이 유의적으로 

증가하였음을 알 수 있었다(Fig. 5A). 이러한 EEAY에 의한 

IL-10의 생성 증가가 IL-10의 발현 증가와 연관성이 있는지를 

조사한 결과, EEAY에 노출된 RAW 264.7 세포에서 IL-10의 

mRNA 및 단백질의 발현이 EEAY의 처리 농도 증가에 따라 

현저하게 증가되었다(Fig. 5B, Fig. 5C). 또한 IL-10의 발현 증

가는 TLR4 및 myeloid differentiation factor 88 (Myd88)의 

증가를 동반하여 TLR4 신호계의 활성에 따른 IL-10 유전자의 

전사 활성이 증가되었을 것으로 추정된다. 

NO의 생성에 미치는 EEAY의 영향

EEAY에 의한 항 염증성 사이토카인인 IL-10의 발현 및 생
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A

B

LPS (100 ng/ml)
EEAY (500 μg/ml)
Hemin (20 mM)

LPS (100 ng/ml)
EEAY (500 μg/ml)
Hemin (20 mM)

Fig. 6. Inhibition of LPS-induced NO generation by EEAY in 

RAW 264.7 macrophages. The cell were pretreated with 

500 μg/ml EEAY or 20 mM hemin for 1 hr and then 

stimulated with or without 100 ng/ml LPS for 24 hr. 

(A) NO production was measured using the Griess re-

agent in culture media. Each value indicates the mean 

± SD obtained from three independent experiments 

(*p<0.05 compared to control; 
#p<0.05 compared to cells 

cultured with 100 ng/ml LPS; &p<0.05 compared to cells 

co-treated with 500 μg/ml EEAY and 100 ng/ml LPS). 

(B) Cell viability was gauged by an MTT assay. Data 

were expressed as percentage of control. Each value in-

dicates the mean ± SD obtained from three independent 

experiments. 

성 증가가 항염증 효능과 연관성이 있는지를 확인하기 위하여 

대표적인 염증성 매개체인 NO의 생성에 미치는 EEAY의 영

향을 평가하였다. Fig. 6A의 결과에서 알 수 있듯이 LPS가 처

리된 RAW 264.7 세포에서 NO의 생성이 매우 증가되었으나, 

EEAY를 전처리한 조건에서 배양된 세포에서는 LPS에 의한 

NO의 생성이 유의적으로 차단되었다. 아울러 EEAY의 항염

증 효능이 항산화 효능과 관련이 있는지를 조사하기 위하여 

HO-1의 유도제인 hemin을 EEAY와 동시에 전처리하였을 경

우 hemin 및 EEAY 단독 전처리군에 비하여 NO의 생성을 

더욱 억제하였다. 아울러 이러한 항염증 효능이 세포독성과는 

무관하였다(Fig. 6B).  

고   찰

산화적 스트레스와 염증성 스트레스는 다양한 질환의 원인

이면서 질환의 이환율(morbidity)을 상승 시키는 요인으로 작

용한다[1, 2, 31]. 비록 이를 억제하기 위한 다양한 약물들이 

개발되고 있지만, 이들의 독성을 최소화하기 위한 방법으로 

천연물의 활용에 대한 연구가 증폭되고 있다. 본 연구에서도 

이러한 천연물의 발굴을 위한 연구의 일환으로 쑥부쟁이 잎의 

에탄올 추출물(EEAY)에 대한 항산화 및 항염증 효능을 조사

하였다. 이를 위하여 RAW 264.7 세포 모델을 이용하였으며, 

산화적 스트레스를 유발하기 위하여 적정 수준의 세포독성을 

지니는 H2O2의 농도(1 mM)를 설정하였다. 본 연구의 결과에 

의하면 H2O2에 대한 세포독성을 EEAY가 효과적으로 차단하

였으며, 이러한 EEAY의 산화적 스트레스 억제 효과가 Nrf2 

신호계와 연관성이 있는지를 조사한 결과, 세포독성이 없는 

범위에서 EEAY는 Nrf2의 발현뿐만 아니라 대표적인 Nrf2 의

존적 세포 보호 효소인 HO-1의 발현[23, 35]을 전사 및 번역 

수준에서 EEAY 처리 농도 의존적으로 증가시켰다. 최근 본 

연구의 결과와 유사하게 Qin, et al. [33]은 RAW 264.7 세포에

서 H2O2에 의한 산화적 스트레스에 대한 만삼(Codonopsis pilo-

sula) 유래 다당체의 방어 효과가 Nrf2 매개 HO-1의 발현 증가

와 연관성이 있음을 제시한 바 있다. 그리고 flavonoid의 일종

인 orientin과 isovitexin이 RAW 264.7 세포에서 H2O2 및 LPS

에 의한 산화적 스트레스 억제에 Nrf2 및 HO-1의 발현 증가가 

관여함이 보고된 바 있다[24, 41]. 비록 Nrf2/Keap1-ARE 신호 

전달계에 의하여 조절되는 다른 항산화 유전자의 발현 여부와 

전사활성 조절에 대한 EEAY의 기전 연구는 추가적으로 수행

되어야 할 것이지만, H2O2에 의한 산화적 스트레스에 대한 

EEAY의 억제 효과에는 최소한 Nrf2 신호계의 활성과 연관성

이 있음을 알 수 있었다. 

다음은 EEAY의 산화적 스트레스에 대한 보호 효과가 ROS

의 생성 차단과 직접적인 연관성이 있는지를 조사한 결과, 

RAW 264.7 세포에서 H2O2에 의한 ROS의 생성이 EEAY에 

의하여 유의적으로 차단되었음을 DCF-DA 염색을 통한 결과

에서 확인하였다. 한편 RAW 264.7 세포에서 H2O2에 의한 ROS

의 생성은 mitochondrial membrane potential의 소실을 통한 

미토콘드리아의 기능 손상을 초래하여 caspase 의존적 apop-

tosis 경로의 활성을 통하여 apoptosis를 유발하는 것으로 알

려져 있다[33, 44]. 미토콘드리아의 기능 손상과 연관된 apop-

tosis는 궁극적으로 caspase cascade의 활성을 통하여 effect 

caspase를 활성화시켜 기질단백질들의 분해를 통하여 apop-

tosis를 완성한다[13, 30]. DAPI 염색을 이용한 핵의 형태변화 

관찰 및 PI 염색을 통한 apoptosis 빈도 조사 결과를 통한 본 

연구의 결과에서도 알 수 있듯이, EEAY는 H2O2에 의한 apop-

tosis 유도를 효과적으로 억제하였다. 아울러 EEAY의 apopto-

sis 억제 효과는 caspase-3의 활성화 억제에 따른 PARP와 같은 

기질단백질의 분해 차단과도 연관성이 있었다. 따라서 EEAY

에 의한 ROS의 생성 차단은 미토콘드리아의 기능 손상을 억

제하면서 apoptosis 경로의 활성을 저해하였을 것으로 추정되

며, 이는 EEAY의 항산화 효능에 의한 것으로 사료된다. 

한편 염증 반응 조절에 관여하는 다양한 사이토카인 중에서 
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IL-10은 대표적인 항 염증성 사이토카인이다[20, 28]. 비록 

TLR 비의존적 경로에 의하여 IL-10의 발현이 증가될 수도 있

지만, 단핵구에서 대식세포로의 활성화에 의한 IL-10의 생성

이 증가되기 위해서는 NF-κB의 활성을 위한 TLR 경로의 활성

화가 이루어져야 한다[4, 22]. 따라서 EEAY의 항산화 효능이 

항염증 효능과 동반되는 현상인지를 확인하기 위하여 IL-10의 

생성에 미치는 영향을 조사한 결과, 세포 독성이 없는 범위에

서 EEAY은 IL-10의 생성을 유의적으로 증가시켰으며, 이는 

IL-10의 mRNA 및 단백질 수준에서의 발현 증가에 의한 것임

을 알 수 있었다. 또한 이러한 IL-10의 전사 및 번역 활성 증가

에 TLR4-Myd88 신호계가 관여하는지를 조사한 결과, EEAY 

처리 농도 의존적으로 TLR4 및 Myd88 발현이 증가되었음을 

알 수 있었다. 이는 RAW 264.7 대식세포에서 염증성 반응의 

억제를 위한 IL-10의 발현 증가에 TLR4-Myd88 신호계가 관여

한다는 선행 연구들의 결과와 잘 일치된다[11, 38]. RAW 264.7 

대식세포에서 TLR4-Myd88 신호계 매개 IL-10의 발현 조절과 

함께, 염증 자극에 따른 대표적인 염증성 매개인자인 NO의 

생성 증가는 inducible NO synthase의 발현을 증가에 의한 

결과이며 이 또한 TLR4-Myd88 신호계가 관여할 수 있다[5, 

10, 40]. 따라서 EEAY의 항염증 효능을 재확인하기 위하여 

LPS에 의해 유도되는 NO의 생성에 미치는 EEAY의 영향을 

조사하였으며, LPS의 처리에 의하여 증가된 NO의 생성이 

EEAY의 존재 하에서는 유의적으로 억제되었음을 알 수 있었

다. 이상에서 확인된 EEAY의 항염증 효능이 HO-1의 발현 증

가와 연관된 항산화 효능과 관련성이 있는지의 여부를 추가적

으로 조사하였다. 이를 위하여 HO-1의 활성을 유도하는 heme

의 산화형인 hemin [6, 39]을 사용하여 LPS에 의한 NO의 생성

에 미치는 EEAY의 효능과 비교하였다. 본 연구의 결과에 의하

면, hemin은 세포 독성이 없는 조건에서 LPS에 의한 NO의 

생성을 유의적으로 감소시켰으며, EEAY와 hemin을 동시에 

전처리한 경우, LPS에 의한 NO의 생성을 더욱 억제시켰다. 

본 연구의 결과에 의하면, EEAY의 항산화 효능에는 항염증 

효능이 동반되었으며, HO-1의 발현 증가가 관여할 가능성을 

보여 주었다. 이는 쑥부쟁이 추출물이 항산화[14, 27] 및 항염

증[15, 17, 18] 효능이 있을 것이라는 선행 연구의 결과를 잘 

뒷받침하여 줄 수 있는 결과라고 생각한다. 그러나 이러한 효

능이 쑥부쟁이 잎의 에탄올 추출물에 함유된 어떤 생리활성 

성분에 의한 현상인지, HO-1의 전사활성이 Nrf2 의존적인 현

상인지에 대한 추가적인 연구가 수행되어야 할 것이다. 아울러 

동물 모델을 이용한 EEAY의 항산화 효능이 항염증 효능과 직

접 연관되어 있는지에 대한 검증 또한 이루어져야 할 것이다. 
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초록：RAW 264.7 대식세포에서 쑥부쟁이 추출물의 항산화 및 항염증 효능에 관한 연구
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쑥부쟁이는 국화과에 속하는 다년생 식물로서 다양한 질병의 예방 및 치료에 오랫동안 사용되어 왔다. 최근 

연구에서 쑥부쟁이 잎 추출물이 항산화 및 항염증 효과가 있는 것으로 알려져 있지만, 정확한 효능 평가에 관한 

연구는 여전히 미비한 실정이다. 본 연구에서는 RAW 264.7 대식세포에서 쑥부쟁이 잎 에탄올 추출물(EEAY)의 

항산화 효능이 항염증 효능과 연관이 있는지의 여부를 조사하였다. 본 연구의 결과에 의하면, EEAY는 H2O2 처리

에 의한 RAW 264.7 세포의 세포 독성을 유의적으로 억제시켰으며, 이는 Nrf2 및 HO-1의 발현 증가와 관련이 

있음을 보여 주었다. 또한 EEAY는 H2O2에 의한 apoptosis를 유의적으로 억제하였으며, 이는 caspase-3의 활성 

억제에 따른 PARP의 분해 차단과 연관성이 있었다. 그리고 EEAY는 대표적인 항 염증성 사이토카인인 IL-10의 

발현 및 생산을 증가시켰으며, 이는 전사 및 번역 수준에서의 TLR-4 및 Myd88 발현 증가와 관련이 있었다. 아울

러 EEAY는 LPS에 의한 염증성 매개인자인 NO의 생성 증가를 현저히 억제하였으며, EEAY에 의한 NO 생성의 

억제 효과는 HO-1 유도제인 hemin에 의해 더욱 증가되었다. 따라서 본 연구의 결과는 EEAY에 의한 산화적 및 

염증성 스트레스에 대한 RAW 264.7 대식세포의 보호 효과에 최소한 Nrf2/HO-1 신호 경로의 활성화가 관여할 

가능성을 보여주었다.
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