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주정 농도별 감국 추출물의 항산화 및 항염증 활성
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Abstract In the present study, antioxidant and anti-inflammatory activities were measured in Chrysanthemum indicum
Linne extracted with different ethanol concentrations. The 50% ethanol extract demonstrated the highest yield of 33.6%,
while the 30% and 70% ethanol extracts showed the highest total polyphenol contents of 59.70 and 61.35 mg GAE/g,
respectively. The antioxidant activity of 70% ethanol extract was highest in the DPPH radical scavenging activity (RC

50

14.95 µg/mL) and ABTS+ radical scavenging activity (RC
50
 42.28 µg/mL). FRAP activity was significantly higher in the

30% ethanol extract than the other extracts. The anti-inflammatory effects of Chrysanthemum indicum Linne extracted with
different ethanol concentrations were examined using nitric oxide (NO) inhibition assays. In LPS-induced RAW 264.7
cells, the 30% ethanol extract showed the highest inhibition of NO production with 11.16 µM at a concentration of 200
µg/mL. The results of this study suggest that Chrysanthemum indicum extracted 30% or 70% ethanol concentrations as
potential functional raw material.

Keywords: Chrysanthemum indicum Linne, extraction condition, antioxidant, anti-inflammatory, radical scavenging activity

서 론

현대사회에서는 과도한 스트레스, 불균형한 식사, 흡연, 과음,

피로 등으로 인간의 수명과 삶을 위협하는 만성질환들이 증대되

고 있고, 이를 예방하고 치료할 수 있는 천연소재를 이용한 연구

가 활발히 진행되고 있다. 주요 만성질환들의 유발 기전은 산화

적 스트레스와 만성 염증과 관련이 깊다(Lodovici 등, 2001). 지

속적으로 과도하게 산화적 스트레스가 상승하면 그 부산물로 인

하여 hydrogen peroxide, superoxide radical, peroxyl radical,

hydroxyl radical 등과 같은 활성산소종(reactive oxygen species,

ROS)이 발생되는데(Valko 등, 2007), 활성산소종의 과생성은 정

상세포의 손상을 초래할 뿐 아니라 손상된 세포로 인하여 염증

반응이 발생되고 염증반응이 지속되면 전신적 만성 염증을 유도

함으로써 노화, 암, 치매, 심혈관계 및 퇴행성 질환들을 초래하는

것으로 알려져 있다(Halliwell, 1996).

염증반응은 광범위한 외부 자극에 대하여 신체가 손상될 때 그

부위를 재생하려는 기전이지만(Lee, 2009), 그 정도가 장기화되면

암과 같은 여러 가지 질환을 유발하게 된다(Willoughby, 1971). 염

증상태에서는 대식세포가 활성화되어 inducible nitric oxide syn-

thase (iNOS)의 발현이 촉진되고 이로 인하여 과도하게 nitric oxide

(NO)가 분비되면 만성염증으로 발전하게 된다(Monacada 등, 1991).

따라서, 염증반응을 조절하여 만성염증으로의 발전을 억제 및 예

방하는 것이 중요하다고 할 수 있다.

감국(Chrysanthemum incidicum Linne)은 관속식물의 국화과

(Compositae) 국화속(Chrysanthenum)에 속하는 국내에 자생하는

다년생 초본식물로 9-10월에 노란 꽃이 피며 꽃 부분에 감미(甘

味)가 있어 감국(甘菊)이라 일컬어지고 있다(Park과 Lee, 2000;

Yoon과 Cho, 2007). 감국은 국화차나 국화주의 형태로 주로 소비

되고 있고(Shin 등, 2004) 약용으로는 별다른 가공 제품이나 산

업화에 의한 제품이 없어서 감국의 제품화를 위한 다양한 개발

과 연구가 필요한 실정이다. 한의학에서 감국은 소염, 혈압강하,

두통 해소, 해열 등을 목적으로 이용되고 있으며(Hong, 2002; Jang

등, 1999) 여러 연구들을 통해 항암(Li 등, 2009), 항균(Shunying

등, 2005), 면역강화(Ren 등, 1999), 항염(Cheon 등, 2009), 항산화

(Yoshikawa 등, 2002) 활성 등이 있음이 보고되고 있다. 감국에

존재하는 주요 성분으로는 플라보노이드 화합물 계통이 다량 함

유되어 있으며 대표적으로 apigenin, luteolin, acacetin 및 그 외

flavonoid 배당체들이 주로 함유되어 있고(Ryu 등, 1994), 그 중

luteolin의 경우 항암(Heinrich 등, 1988) 및 항염(Cheon 등, 2009)

활성에 대한 효능이 보고되었다. 현재까지의 감국에 대한 연구들

은 주로 단일용매 추출물이나 분획물에 관한 연구들이 대부분이

며, 용매 농도별로 추출한 감국 관련 연구는 보고된 바 없다.

따라서 본 연구에서는 감국을 주정 농도별(0, 10, 30, 50, 70%

주정) 추출물을 제조한 후 항산화 활성 및 항염증 활성을 측정
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하여 최적 추출조건을 확인함과 동시에 천연 기능성 신소재로서

의 이용 가능성을 검토하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료 및 시료 제조

본 연구에서 사용된 감국추출물은 ㈜보국약품(원산지: 경북 의

성)에서 구매한 감국의 꽃 부위를 ㈜에스앤디(Osong, Korea)에서

제조하여 시료로 사용하였다. 항산화 활성 및 항염증 활성에 사

용된 모든 시약은 Sigma-Aldrich사(St. Louis, MO, USA)에서 구

입하여 사용하였다.

감국 분말 100 g에 농도별(0, 10, 30, 50, 70%) 주정을 원료 대

비 20배수를 첨가하여 50oC, 6시간 교반 1차 추출하여 여과한

후, 10배수를 첨가하여 50oC, 6시간 2차 교반 추출을 진행하였

다. 모든 추출액은 여과(Whatman No. 1, Whatman Ltd., Maid-

stone, Kent, UK)한 후 55oC에서 감압농축(Rotavapor R-100,

Buchi, Flawil, Switzerland) 하였다. 농축한 추출물은 진공건조

(vacuum drying oven, Vision, Daejeon, Korea)한 후 분말화하여

−70oC 초저온 냉동고(DF9010, Ilshin Bio base Co., Ltd., Dong-

ducheon, Korea)에 보관하면서 시료로 사용하였다.

총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량

총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis법(Folin과 Denis, 1912)을 응용

하여 1 mg/mL 각 시료용액 1 mL와 2배 희석한 Folin-Ciocalteau’s

phenol reagent (Sigma Co.) 1 mL를 가하여 실온에서 3분간 반응

시켰다. 여기에 10% Na2CO3 (Sigma Co.) 용액 1 mL를 가하여 혼

합하고 실온에서 1시간 반응시킨 후 700 nm (UVIKON 922, Kon-

tran Co., Milan, Italy)에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질은 gallic

acid (Sigma Co.)를 이용하여 농도별 표준곡선을 작성한 후 총 폴

리페놀 함량을 구하였다. 총 플라보노이드 함량은 Nieva Moreno

등(2000)의 방법을 변형하여 시 0.1 mL와 80% 에탄올 0.9 mL을

혼합한 혼합물 0.5 mL에 10% aluminium nitrate (Sigma Co.)와

1 M potassium acetate (Sigma Co.) 0.1 mL 그리고 80% 에탄올

4.3 mL을 가하여 실온에 40분 반응시킨 후 415 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 표준물질로는 quercetin (Sigma Co.)을 이용하여

표준곡선을 작성한 후 총 플라보노이드 함량을 구하였다.

DPPH 라디칼 소거능

시료용액의 DPPH 라디칼 소거능은 Blois (1958)의 방법에 따

라 시료용액 800 μL에 0.15 mM DPPH 용액 200 μL를 가하여 혼

합하고 실온에서 30분간 방치한 후 517 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 각 시료의 라디칼 소거활성은 시료를 첨가하지 않은 대조

구의 흡광도를 절반으로 환원시키는데 필요한 시료의 농도인 RC50

과 양성 대조군으로 ascorbic acid를 사용해 표준곡선을 구한 후,

Vitamin C Equivalent Antioxidant Capacity (VCEAC) mg/g로 환

산하여 나타내었다.

ABTS+ 라디칼 소거능

시료 용액의 ABTS 라디칼 소거능은 Re 등(1999)의 방법을 변

형하여 측정하였다. 7 mM ABTS와 2.45 mM potassium persulfate

(Sigma Co.)를 최종농도로 혼합(v/v)하여 실온의 어두운 곳에 24

시간 동안 방치하였다. 그 후 증류수를 가하여 732 nm에서의 흡

광도 값이 0.70 (±0.02)이 되도록 희석한 후 990 μL를 취하여 시

료용액 10 μL를 가하고 실온에서 1분간 방치한 다음 732 nm에서

흡광도 값을 측정하였다. ABTS 라디칼 소거활성은 RC50과 양성

대조군으로 ascorbic acid를 사용해 표준곡선을 구한 후, VCEAC

mg/g로 환산하여 나타내었다.

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 측정

FRAP은 Benzie와 Strain의 방법(1996)을 응용하여 측정하였다.

FRAP reagent는 300 mM sodium acetate buffer (pH 3.6)와 40

mM HCl에 용해한 10 mM TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) 용액,

20 mM FeCl3 용액을 제조하여 10:1:1의 비율로 실험 직전에 혼

합하여 사용하였다. 농도별 감국시료 10 μL와 FRAP 시약 200 μL

를 혼합하여 섞고, 37oC에서 5분간 반응시킨 후 Miroplate Spec-

trophotometer (xMarkTM, BIO-RAD, Hercules, UA, USA) 장비를

사용하여 593 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료의 FRAP 수치

는 0-5 mM FeSO4.H2O로 작성한 표준 검량 곡선에 흡광도 수치

를 적용하여 구하였으며, 결과는 FeSO4 eq mM/mg으로 나타내었다.

세포 배양

마우스 유래 RAW 264.7 대식세포는 한국세포주은행(KCLB,

Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 분양 받았으며, 배양은

DMEM (Gibco-BRL, Rockville, MD, USA)배지에 10% fetal

bovine serum (Gibco-BRL)를 첨가하고, 100 μg/mL penicillin

(Gibco-BRL) 그리고 100 μg/mL streptomycin (Gibco-BRL)을 첨가

한 배지를 사용하였다. 세포는 37oC, 5% CO2 조건에서 2-3일에

한 번씩 계대 배양하였다.

세포독성

세포독성은 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium

bromide (MTT) 환원 방법을 이용하여 측정하였다. 세포를 96 well

plate에 1×105 cells/well 농도로 분주하여, 24시간 배양 후 배지를

제거하고, lipopolysaccharide (LPS, 100 ng/mL)가 첨가된 DMEM

배지 200 μL에 녹인 각 시료를 최종 농도 0, 25, 50, 100 그리고

200 μg/mL가 되도록 well에 첨가하여 5% CO2가 존재하는 37oC

배양기에서 24시간 배양하였다. 이후 MTT 용액(5.0 mg/mL)을 첨

가하고 동 배양조건에서 4시간 더 배양한 후 상등액을 제거하고

각 well 당 DMSO 100 μL를 가하여 10분간 교반한 후 550 nm에

서 흡광도를 측정하였다.

NO 측정

LPS에 의해 생성된 NO함량은 Green 등(1982)의 방법을 응용

하여 측정하였다. RAW 264.7 세포를 1×105 cells/well 농도로 96

well plate에 분주하여, 24시간 배양 후 배지를 제거하고, LPS (100

ng/mL, Sigma Co.)가 첨가된 배지에 각 시료를 최종 농도 0, 25,

50, 100 그리고 200 μg/mL가 되도록 well에 첨가하여 5% CO2가

존재하는 37oC 배양기에서 24시간 배양하였다. 세포배양 상등액

과 Griess시약(Sigma Co.)을 동량 혼합하여 10분간 반응시킨 후

540 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 표준곡선은 sodium nitrate

(Sigma Co.)로 작성하여 NO의 함량을 산출하였다.

Western blot

iNOS 단백질 발현을 측정하기 위해 western blotting을 실시하

였다. RAW 264.7 세포를 6 well plate에 5×105 cells/mL로 분주

하여 24시간 동안 배양하였다. 배지 제거 후 LPS를 100 ng/mL

농도로 처리한 배지에 시료를 100 µg/mL 농도로 처리한 후 24시

간 동안 배양하였다. 배지를 제거한 후 PBS로 세척해준 뒤, lysis

buffer를 첨가하여 30분간 4oC에서 방치 후 13,000 rpm으로 15분

간 원심분리 후 상등액의 단백질을 회수하였다. 단백질을 8%의
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sodium dedecyl sulfate polyacrylamide fel electrophoresis (SDS-

PAGE)에서 전기영동 후, nitrocellulose membrane에 단백질을

transfer 시켰다. Membrane을 실온에서 1시간 동안 5% skim milk

용액에서 blocking 시킨 후 1차 항체를 4oC에서 overnight 하였다.

다음 날 Tris-Buffered Saline Tween-20 (TBST)로 세척 후, 2차

항체를 실온에서 2시간 반응시켰다. 다시 TBST로 세척한 뒤, ECL

kit를 이용하여 반응시키고 X-ray film에서 단백질 band를 현상하

였다.

통계처리

모든 실험결과는 평균과 표준편차로 표기했고 통계 프로그램

SPSS statistics (ver. 25, IBM Co., Armonk, NY, USA)을 이용하

여 유의성 검증을 위하여 ANOVA를 실시하였다. 평균값의 통계

적 유의성은 p<0.05 수준에서 Duncan’s multiple range test를 이

용하여 분석하였다.

결과 및 고찰

주정 농도별 추출 수율, 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량

감국 추출물의 주정 농도에 따른 추출 수율은 Table 1에서와

같이 주정 농도 0-70%에 따라 각각 23.5, 26.1, 26.7, 33.6,

27.4%로 주정 농도가 50%일 때 가장 높았으며, 주정을 첨가하지

않았을 때 가장 낮은 수율을 보였다. 이는 Nakamura 등(2019)의

보고와 같이 당유자 잎을 에탄올 농도별로 추출한 수율이 물 추

출물보다 높은 수율을 나타낸 결과와 유사하게 비교적 에탄올과

물의 혼합 추출에서 높은 추출 수율이 확인되었다. 용매를 사용

한 추출은 원료의 생리활성 물질을 얻는데 주로 사용되는 추출

방법으로 원료의 종류, 추출용매의 극성, 추출온도 및 시간에 따

라 다르며 동일 조건에서 추출물의 수율은 용매와 밀접하게 관

계가 있어 효율적인 추출을 위해서는 추출용매의 선정이 중요하

다(Fatiha 등, 2012).

식물 유래 페놀 화합물은 산화 환원 특성을 가지고 있어 항산

화 물질로 작용한다(Soobrattee 등, 2005). 폴리페놀 화합물의 자

유 라디칼 소거 능력이 hydroxyl group에 의해 촉진되기 때문에,

총 폴리페놀 화합물의 함량은 항산화 활성의 스크리닝을 위한 기

초로 사용될 수 있다. 또한 플라보노이드류는 식물의 2차 대사

산물이며, 플라보노이드의 항산화 활성은 유리 OH group, 특히

3-OH의 존재에 따라 달라진다. 식물 유래 플라보노이드는 in vitro

및 in vivo 시험에서 항산화 효능이 있음이 보고되고 있다(Geetha

등, 2003). 주정농도별 감국 추출물의 총 폴리페놀 및 플라보노

이드 함량은 Table 1에 제시하였다.

주정 농도별 감국 추출물의 폴리페놀 함량은 36.80-61.35 mg

GAE/g으로 측정되었다. 30%와 70% 주정 추출물이 각각 59.70,

61.35 mg GAE/g으로 높은 함량을 보였으며 0%의 추출용매에서

는 36.80 mg GAE/g으로 가장 낮은 함량을 보였다. Nam 등(2015)

의 연구에서는 산사나무를 이용하여 물과 에탄올을 혼합한 용매

에서 침투 용이성이 증가하여 단독 용매보다 폴리페놀의 용해도

가 증가한다는 보고와 같이 본 연구에서도 0%의 추출용매 보다

30%와 70% 농도의 주정을 사용하였을 때 높은 폴리페놀 함량을

보였다. 또한 Cho (2014)의 연구에서 70% 주정 감국 추출물의

폴리페놀 함량이 7.51 mg/g을 나타낸 것과 비교했을 때, 본 연구

의 70% 주정 추출물에서 폴리페놀 함량이 더 높다는 것을 확인

할 수 있었다. 이는 감국의 재배지역 및 추출방법에 따라 성분

및 효능에 차이가 있는 것으로 사료된다.

주정 농도별 감국 추출물의 플라보노이드 함량은 20.27-57.94

mg QE/g으로 측정되었다. 30% 주정 추출물에서 57.94 mg QE/g

으로 가장 높았으며, 폴리페놀 함량과 유사하게 0% 주정 추출물

에서 20.27 mg QE/g으로 가장 낮은 함량을 보였다. 플라보노이

드는 화학구조에 따라 용매에 따른 용해도에 차이가 있다고 보

고되었으며(Middleton과 Kandaswami, 1992), 본 연구에 사용된 감

국의 경우 30% 주정을 사용하였을 때, 가장 높은 플라보노이드

용해도를 가지는 것으로 확인되었다.

주정 농도별 감국 추출물의 DPPH 라디칼 소거능

라디칼 소거 활성은 암을 포함한 다양한 질병에서 활성 산소

의 유해한 역할을 예방하는데 매우 중요하다. DPPH 라디칼 소

거는 식물유래 추출물의 항산화 활성을 스크리닝 하는데 주로 활

용되는 분석이며, 보라색의 DPPH 용액에 여러 농도의 항산화 추

출물을 첨가하여 diphenylpicryl hydrazine으로 환원되는 원리를 이

용한 실험이다. 이 방법은 분석에 필요한 시간이 상대적으로 짧

기 때문에 항산화 활성을 시험하는 데에 광범위하게 사용되고 있

다(Blois, 1958).

주정 농도별 감국 추출물과 양성대조군인 ascorbic acid의 DPPH

라디칼 소거능을 측정하여 RC50값으로 산출한 결과와 VCEAC

mg/g로 환산한 결과는 Table 2에 나타내었다. 70% 주정 추출물

에서 RC50값은 14.95 μg/mL로 가장 높은 활성을 나타냈고, 30%

주정 추출물(21.60 μg/mL)이 다음으로 나타났으며, 10, 50% 주정

추출물은 각각 27.56, 27.84 μg/mL로 유사한 소거활성을 보였다.

반면, 0% 주정 추출물의 경우 폴리페놀과 플라보노이드 함량 결

과와 유사하게 가장 낮은 활성을 나타냈다. 이는 Huang 등(2005)

의 연구에서 폴리페놀 함량과 라디칼 소거 활성은 높은 상관관

계가 있다는 보고와 유사하게 70% 주정 추출물에서 다량 추출

Table 1. Extraction yields, total polyphenol, and total flavonoid content of the Chrysanthemum indicum obtained according to different

ethanol concentrations

Extracts Yield (%)1) TPC (mg GAE/g)2) TFC (mg QE/g)3)

0% EtOH 23.5 0036.80±1.08c4)5) 20.27±0.57d

10% EtOH 26.1 49.37±0.92b 40.72±0.10c

30% EtOH 26.7 59.70±3.06a 57.94±2.64a

50% EtOH 33.6 50.23±3.88b 39.74±1.41c

70% EtOH 27.4 61.35±3.32a 48.55±3.32b

1)Percentage yield from the dried plant material.
2)Total polyphenol content analyzed as gallic acid equivalent (GAE) ma/g of extract.
3)Total flavonoid content analyzed as quercetin equivalent (QE) ma/g of extract.
4)Data are mean±standard deviation (n=3).
5)Different superscripts in a column indicate significant differences at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.
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된 폴리페놀 및 플라보노이드 물질이 DPPH 라디칼 소거능에 높

게 기여하고 있을 것으로 사료된다.

주정 농도별 감국 추출물의 ABTS+ 라디칼 소거능

ABTS 라디칼 소거능은 ABTS와 potassium persulfate의 반응을

통해 청록색의 ABTS+ 라디칼을 생성하는 방법으로 ABTS 라디

칼 양이온과 potassium persulfate로 ABTS의 산화에 의해 생성되

며, 수소 공여능을 가지는 항산화제를 첨가하게 되면 라디칼이

소거되어 탈색된 색의 흡광도를 측정하는 원리로 실험에 사용된

다(Re 등, 1999).

주정 농도별 감국 추출물과 양성대조군인 ascorbic acid의

ABTS+ 라디칼 소거능을 측정하여 RC50값으로 산출한 결과와

VCEAC mg/g로 환산한 결과는 Table 2에 나타내었다. 70% 주정

추출물에서 RC50값은 42.28 μg/mL로 가장 높은 활성을 나타냈고

0%의 추출용매에서는 126.20 μg/mL로 가장 낮은 활성을 보여

DPPH 라디칼 소거활성과 유사한 경향을 나타내었다. 이는 Hyun

등(Hyun 등, 2019)의 감국 70% 에탄올 추출물의 ABTS+ 라디칼

RC50값이 98.70 μg/mL를 나타낸 결과와 비교해 볼 때 본 연구의

70% 주정 추출물에서 ABTS radical 소거능이 우수한 것을 알 수

있었다.

주정 농도별 감국 추출물의 FRAP 활성

FRAP은 ferric tripyridyltriazine (Fe3+-TPTZ) 복합체가 항산화제

에 의해 착색된 ferrous tripyridyltriazine (Fe2+-TPTZ)로 환원 정도

를 측정하는 방법이다(Benzie와 Strain, 1996). 항산화제의 환원 원

리는 수소 원자를 공여함으로써 자유 라디칼의 연쇄 반응을 억

제시켜 항산화 활성을 나타낸다(Duh 등, 1999). 주정 농도별 감

국 추출물의 FRAP 활성은 Table 3에 나타내었다. 환원력은 추출

물의 농도 의존적으로 활성이 증가하였으며, 특히 30% 주정 추

출물은 모든 농도에서 유의적으로 가장 높은 FRAP 활성을 보였

다. 반면 0% 주정 추출물의 경우 모든 농도에서 가장 낮은 FRAP

활성을 보였다. 항산화능 테스트시 실험마다 측정 원리와 반응

메커니즘이 다르고 특정 성분에 대한 반응 정도가 다르기 때문

에 항산화 효능을 검정할 때는 여러 가지 방법으로 평가하기를

권고하고 있다(Patthamakanokporn 등, 2008). 이러한 결과를 통해

FRAP 활성에서는 30% 주정 추출물이 70% 주정 추출물에 비해

환원능이 더 우수한 것으로 사료된다.

주정 농도별 감국 추출물의 세포독성

대식세포 염증 반응에 NO와 같은 활성산소종 및 염증성 사이

토카인을 생성하여 감염초기 생체방어에 중요한 역할을 담당함

으로 항염증 효과를 측정하는 모델로 많이 사용된다(Higuchi 등,

1990). 주정 농도별 감국 추출물의 세포독성을 측정하기 위해

MTT 방법을 이용하였다. 그 결과, 세포 생존율이 모든 처리군에

서 90% 이상으로 세포독성을 나타내지 않았다(Fig. 1). 이는 감

국 추출물이 보여주는 항염 효과가 세포 생존율의 감소가 아닌

감국 자체의 약리활성으로 사료된다.

주정 농도별 감국 추출물의 NO 저해능

NO는 박테리아, 바이러스, 진균 및 기생충과 같은 다양한 병

Table 2. DPPH radical and ABTS+ radicl scavenging activity of Chrysanthemum indicum extracted by different ethanol concentrations

Extracts
Antioxidant activities (RC50

1), μg/mL) VCEAC (mg VCE /g)2)

DPPH ABTS DPPH ABTS

0% EtOH 0050.38±3.07a 3,4) 126.20±7.59a0 20.84±3.79 40.31±3.55

10% EtOH 27.56±1.33b 86.84±1.91b 34.77±2.86 62.62±1.90

30% EtOH 21.60±1.37c 64.03±0.14c 49.01±1.75 092.89±16.83

50% EtOH 27.84±0.42b 51.67±4.53d 63.67±8.27 82.49±9.49

70% EtOH 14.95±0.71d 42.28±1.67e 104.64±13.02 98.74±8.22

Ascorbic acid 01.17±0.02e 05.34±0.06f -

1)Amount required for 50% reduction of scavenging activity.
2)Vitamin C Equivalent Antioxidant Capacity (VCEAC) mg/g
3)Data are mean±standard deviation (n=3).
4)Different superscripts in a column indicate significant differences at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.

Table 3. Reducing power of Chrysanthemum indicum extracted by different ethanol concentrations

Extracts
FRAP value (mM FeSO4E/mg)1)

62.5 μg/mL 125 μg/mL 250 μg/mL 500 μg/mL

0% EtOH 000.04±0.00d2)3) 0.05±0.00d 0.08±0.00e 0.12±0.00d

10% EtOH 0.05±0.00c 0.08±0.00c 0.12±0.00d 0.23±0.00c

30% EtOH 0.06±0.00b 0.09±0.00b 0.16±0.00b 0.28±0.00b

50% EtOH 0.05±0.00c 0.08±0.00c 0.13±0.00c 0.23±0.00c

70% EtOH 0.05±0.00c 0.08±0.00c 0.13±0.00c 0.23±0.00c

Ascorbic acid 0.41±0.00a 0.81±0.01a 1.58±0.01a 3.11±0.00a

1)FRAP value analyzed as FeSO4 equivalent (FeSO4E) mM/mg of extract.
2)Data are mean±standard deviation (n=3).
3)Different superscripts in a column indicate significant differences at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.
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원체에 대한 방어 반응을 위한 중요한 분자이다. 정상적인 생리

적 조건에서 NO는 신경 전달, 혈관 확장 및 신경독성과 같은 다

양한 병태 생리학적 과정의 조절에 중요한 역할을 하지만 NO의

과생산은 급성 및 만성 염증과 관련된 조직 손상을 유발한다

(Monacada 등, 1991). 그람음성 박테리아의 세포벽에서 추출되는

성분인 LPS는 대식세포의 강력한 활성제 중 하나이며 전 염증성

사이토카인의 생성을 유도한다. 따라서 LPS로 자극된 RAW 264.7

cell에서 NO 생성을 억제하는 것은 다양한 항염증제를 선별할 수

있는 방법 중 하나이다(Moncada 등, 1991).

주정 농도별 감국 추출물의 NO 생성능을 측정한 결과는 Fig.

2에 나타내었다. RAW 264.7 cell에 LPS 무처리군의 경우 3.16

μM의 NO 함량이 나타난 반면, LPS를 처리하였을 때 23.59 μM

로 NO의 생성이 과도하게 발생되어 염증이 유도되었음을 확인

하였다. LPS처리군과 비교시 감국 추출물을 처리하였을 경우, 모

든 추출물 군에서 50 μg/mL 농도에서부터 NO 생성이 감소되는

경향을 보였다. 특히, 30% 주정 추출물의 경우 200 μg/mL 농도

에서 11.16 μM로 가장 우수한 NO 생성 억제를 보였다. 감국의

경우 quercetin, luteolin과 같은 플라보노이드 계통의 성분을 다량

함유하고 있고, 이들 성분들은 항염증 효과가 보고된 바 있다

(Park과 Song, 2013). 특히 감국 30% 주정 추출물은 다른 추출물

Fig. 1. Effect of Chrysanthemum indicum extracted by different ethanol concentrations on RAW 264.7 cells viability. RAW 264.7 cells
were treated with various concentrations of extract solutions for 24 h and cell viability was determined using the MTT assay. Data are
mean±standard deviation (n=3). Different superscripts in a column indicate significant differences at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.

Fig. 2. Effect of Chrysanthemum indicum extracted by different ethanol concentrations on LPS-induced nitric oxide production in RAW

264.7 cells. RAW 264.7 cells were treated with different concentrations of each sample and LPS (100 ng/mL) for 24 h. And the NO contents in
supernatant was measured using Griess reagent. Data are mean±standard deviation (n=3). Different superscripts in a column indicate significant
differences at p<0.05 by Duncan’s multiple range test.

Fig. 3. Effect of Chrysanthemum indicum extracted by different ethanol concentrations on LPS-induced iNOS expression in RAW 264.7

cells. RAW 264.7 cells were treated with each sample and LPS (100 ng/mL) for 24 h. Whole cell lysates were analyzed by western blot analysis
using β-actin as a loading control.
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보다 플라보노이드 성분이 많이 추출되어 염증반응에 가장 높은

활성을 주는 것으로 생각된다.

주정 농도별 감국 추출물의 iNOS 단백질 발현 억제 효과

LPS로 염증이 유발된 RAW 264.7 cell 세포에서 주정농도별 감

국 추출물에 의한 iNOS 단백질 발현에 미치는 효과는 western

blotting을 통하여 확인하였다. 그 결과, iNOS 발현은 30-70% 감

국 추출물을 처리하였을 경우 LPS 처리한 대조군에 비해 단백질

발현양이 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 3). Cho(2014)의 연구에

서 70% 주정 감국 추출물이 동일한 농도에서 40% 억제 효과를

보인 것과 비교했을 때, 본 연구의 70% 주정 추출물에서도 iNOS

발현 억제 효과가 높다는 것을 확인하였다.

요 약

본 연구에서는 주정 농도별로 추출된 감국에 대한 항산화 및

항염증 활성을 측정하였다. 추출 수율의 경우 50% 주정 추출물

에서 33.6%로 가장 높은 수율을 보였다. 총 폴리페놀 함량의 경

우 30%와 70% 주정 추출물이 각각 59.70, 61.35 mg GAE/g으로

다른 추출물에 비해 유의적으로 높은 함량을 보였고, 플라보노이

드 함량은 30% 주정 추출물에서 57.94 mg QE/g으로 가장 높은

함량을 보였다. 항산화 활성은 70% 주정 추출물이 DPPH 라디

칼 소거능(RC50 14.95 μg/mL), ABTS+ 라디칼 소거능(RC50 42.28

μg/mL)에서 가장 활성이 높았다. FRAP 활성은 30% 주정 추출

물에서 다른 추출물과 비교해 유의적으로 높은 활성을 보였다.

주정 농도별 추출물의 항염 효과는 LPS로 유도된 RAW 264.7 세

포에서 염증 매개인자인 NO 생성 억제를 측정한 결과, 세포독성

없이 30% 주정 추출물 200 μg/mL 농도에서 11.16 μM로 가장 우

수한 NO 생성 억제를 보였다. 또한, iNOS 발현을 측정한 결과

30-70% 주정 추출물이 높은 iNOS 발현 저해 효과를 보였다. 따

라서 감국 추출물 제조 시 항산화 효과를 위해서는 30% 주정 및

70% 주정 으로 추출하는 것이 효과적이며 항염 효과를 위해서

는 30-70% 주정으로 추출하는 것이 가장 효과적일 것으로 사료

된다. 본 연구의 결과는 감국을 기능성 신소재 개발 원료로 활용

하는데 기초 자료가 될 것으로 기대된다.
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