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[Abstract]

In this study, we tested the anti-inflammatory effects of broccoli leaf hexane fraction to confirm the 

applicability as a functional material in food and cosmetics. This sample was extracted using 70% 

ethanol from Broccoli leaf and then fractionated with hexane. The production of pro-inflammatory 

cytokines (TNF-α, IL-4, IL-6, IL-1β), protein expression of iNOS and COX-2, phosphorylation of 

MAPKs (ERK, JNK, p38) and NF-κB with broccoli leaf hexane fraction were assayed on 

LPS-stimulated RAW264.7 cells. The broccoli leaf hexane fraction inhibited the secretion of 

pro-inflammatory cytokines and protein expression of iNOS and COX-2. Also, the broccoli leaf hexane 

fraction reduced the phosphorylation of MAPKs and NF-κB. Therefore, it is considered that th broccoli 

leaf hexane fraction has the potential to be used as a natural anti-inflammatory material in food and 

cosmetics. In the future, it is considered necessary to study the anti-inflammatory mechanism and 

identification of major bioactive substances. 
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[요   약]

본 연구에서는 브로콜리 잎 헥산 분획물의 항염 효과를 평가하여 기능성 식품 및 화장품 소재

로의 적용 가능성을 확인하였다. LPS-자극된 RAW264.7 세포에서 전염증성 사이토카인의 생성, 

iNOS와 COX-2의 발현, MAPK (ERK, JNK, p38) 및 브로콜리 잎 헥산 분획을 사용한 NF-κB의 인

산화를 분석하였다. 브로콜리 잎 헥산 분획은 TNF-α, IL-4, IL-6, IL-1β 등의 전염증성 사이토카인

의 분비와 iNOS와 COX-2의 발현을 억제했습니다. 또한, 브로콜리 잎 헥산 분획물은 MAPK와 NF-

κB의 인산화를 감소시켰다. 따라서 브로콜리 잎 헥산 분획물은 식품 및 화장품에서 천연 항염증 

소재로 적용 가능성이 있는 것으로 판단된다. 향후 항염증 기전 및 주요 생리활성 물질의 규명에 

대한 연구가 필요할 것으로 생각된다.

▸주제어: 항염증 효과, 브로콜리 잎, iNOS & COX-2, MAPKs, NF-κB 
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I. Introduction

인체에 일어나는 염증 반응은 외부의 자극이나 세균에 

의한 감염, 스트레스에 대한 몸의 방어 기작으로서 외부 

이물질 제거 및 손상된 조직의 회복에 관여하는 면역작용

이다[1]. 그러나 장기간 염증 반응이 지속화되면 체내의 정

상 세포와 조직에 손상을 주어 동맥경화, 천식, 암, 피부염 

등의 만성 염증 질환을 유발하게 된다[2],[3],[4]. 이러한 

염증 반응은 전 염증성 사이토카인과 염증 매개체를 생성

하는 염증성 세포를 활성화시키게 된다[5],[6]. 

대식세포는 염증반응에 관여하는 세포로서 염증 유도 

물질인 lipopolysaccharide (LPS)에 의해 세포 표면의 인

식수용체(toll-like receptor 4)가 자극되어 미토겐 활성화 

단백질 키나제(mitogen- activated protein kinase, 

MAPKs)와 nuclear factor-κB (NF-κB)를 활성화시켜 염

증을 유발한다[7],[8]. MAPKs의 ERK, p38 및 JNK는 

iNOS, COX-2, TNF-α, IL-1β, IL-6 등의 전 염증성 사이

토카인의 발현을 유도하고[9],[10], 활성화된 NF-κB는 전 

염증성 사이토카인, iNOS 및 COX-2 등의 염증 관련 유전

자의 발현을 유도한다[11],[12]. 

현재 염증 반응 억제를 위해 비스테로이드성 항염제제

를 주로 사용하고 있다[13]. 그러나 이를 장기간 사용 시 

부작용이 동반되므로 천연자원을 활용한 항염증 소재를 

개발하기 위한 연구를 활발히 있다[14],[15]. 

브로콜리(Brassica oleracea L. var. italica Plenck)

는 무기질, 비타민 C, β-carotene, tocopherol, rutin, 

selenium, glutathione, quercetin, glucosinolates 등

의 성분에 의해 활성산소로부터 우리 몸을 보호하는 작용

과 각종 질병을 예방하는데 탁월한 효과가 있는 것으로 보

고되어 있다[16],[17],[18]. 연구는 주로 꽃 부위를 이용한 

생리활성물질 분리 및 동정, 항산화, 항균, 항암 작용 및 

가공식품 개발 등으로 주를 이루고 있을 뿐[19],[20],[21], 

[22], [23] 비가식 부위인 잎을 활용한 연구는 전무하다. 

본 연구에서는 비가식 부위인 브로콜리 잎 활용을 목적

으로 브로콜리 잎 헥산 분획물의 항염증 소재로서의 활용 

가능성을 알아보기 위하여 LPS를 처리한 RAW264.7 세포

에서 전 염증성 사이토카인, 염증매개체, MAPKs의 인산

화에 어떠한 영향을 미치는지 조사하였다.

II. Methods

1. Material & fraction preparation 

본 실험에 사용한 시료인 브로콜리 잎은 충청북도 청주

시 미원면의 농가에서 공급받아 세척한 후 동결건조하여 

냉동고(-20℃)에 보관하면서 추출 분획물의 재료로 사용하

였다. 건조된 브로콜리 잎에 시료 중량대비 70% 에탄올을 

10배 정도 가하여 실온에서 24시간 교반, 추출한 다음 상

층액과 침전물을 여과·분리하였으며, 이와 같은 방법으로 

3회 반복 추출하였다. 이 에탄올 추출물은 감압 여과 및 

감압농축을 한 후 헥산과 동량으로 혼합하여 분획 깔때기

에서 헥산층과 물층으로 분획하였고, 헥산층을 감압농축하

여 헥산 분획물(HX)을 얻었다. 추출 분획한 헥산 분획물의 

수율은 0.8%이었다. 

2. Cell culture 

마우스 대식세포 RAW264.7 세포는 10% 열-비활성화

된 FBS, 100 U/mL penicillin/streptomycin 을 함유한 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)으로 37℃, 

5% CO2 배양기에서 배양하였으며 세포의 밀도가 80~90% 

정도일 때 계대배양을 하였다.

3. Cell viability assay

브로콜리 잎의 헥산 분획물(HX)이 세포 성장에 미치는 

영향을 확인하기 위하여 CellTiter 96® AQueous One 

Solution Cell Proliferation Assay를 사용하여 실험하였

다. RAW264.7 세포(5×105 cells/well)를 96-well plate에 

분주하고 37℃에서 각 24시간 동안 배양한 후 헥산 분획

물을 5, 10, 50, 100, 500, 1000 μg/mL로 처리하고 24시

간 동안 배양하였다. 그런 다음 Assay kit의 지시에 따라 

실험을 하였다.

4. Measurement of pro-inflammatory cytokine 

levels

RAW264.7 세포(4×105 cells/well)를 96-well plate에 

분주하고, 브로콜리 잎의 헥산 분획물을 농도별(300, 500, 

1000 μg/mL)로 2시간 처리한 후 LPS (1 μg/mL)로 자극

하여 24시간 배양하였다. 24시간 이후 세포를 원심분리

(1,200 rpm, 3분)하여 상층액을 모아 TNF-α, IL-4, 

IL-6, IL-1β를 ELISA kit를 이용하여 측정하였다.

5. Measurement of Inflammation-related  

protein expression

RAW264.7 세포(1×106 cells/well)를 6-well plate에 

분주하여 24시간 배양하였다. 새로운 DMEM 배지로 교환

한 후 브로콜리 잎의 헥산 분획물을 농도별(300, 500, 
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1000 μg/mL)로 2시간 처리한 후 1 μg/mL LPS를 처리하

여 24시간 배양하였다. 그 후 배지를 제거하고 PBS로 세

척한 다음세포 용해 버퍼(10 mM pH 7.4 Tris-HCl, 5 

mM NaF, 1 mM Na3VO4, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA)

를 첨가하여 단백질을 추출·정량하였다. 정량한 단백질을 

l0% SDS-PAGE에 전기영동 한 후, transfer 및 blocking 

하였다. iNOS, COX-2, ERK, JNK, p38, NF-κB의 발현과 

인산화는 ECL 을 이용하여 확인하였다.

6. Data Analysis

본 실험 결과는 평균±표준편차로 나타내었으며, 실험 

값에 대한 통계 처리는 IBM SPSS Stataistics 23 프로그

램으로 분석하였다. 유의성 검증은 분산분석을 한 후 α

=0.05 수준에서 Duncan의 다중검증법으로 분석하였다.

III. Research Results 

1. Effect of HX on the viability of RAW264.7 cells

면역관련 세포인 대식세포는 여러 가지 자극원에 의해 

활성화되면 cytokines, prostaglandins, nitric oxide 

(NO) 등의 염증매개물질을 생성하게 되고, 생성된 이 물질

에 의해 만성염증성 질환이 유발되는 것으로 알려져 있다

[24],[25]. 본 실험에서는 대식세포인 RAW264.7 세포의 

생존에 미치는 브로콜리 잎의 헥산 분획물(HX)을 영향을 

보기 위하여 5, 10, 50, 100, 500, 1,000 μg/mL의 농도로 

처리한 결과 농도 1,000 μg/mL까지 세포 독성이 나타나

지 않았다(Fig. 1). 따라서 이 결과를 토대로 RAW 264.7 

세포로 진행하는 항염증 관련 실험을 독성이 없는 1000 μ

g/mL 이내의 범위에서 진행하였다.

2. Effect of HX on pro-inflammatory production

염증을 나타내는 주된 전사인자인 TNF-α, IL-1β, IL-6 

등의 전 염증성 사이토카인는 급성 염증을 자극하며 내인

성 발열원으로 작용함으로 염증성 질환에서 중요한 작용

을 하는 것으로 알려져 있다[26],[27]. TNF-α는 대식세포 

활성화제 및 면역 반응의 개시인자이고 염증성 피부질환

과 밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 있다[28]. 그리고 

IL-6와 IL-1β는 대식세포를 활성화시키고 급성 및 만성 

염증의 유발 매개체 역할을 하는 것으로 알려져 있다[29].

Fig. 1. Effect of hexane fraction (HX) from broccoli leaf 

on the viability of RAW264.7 cells. Values are mean±SD 

of triplicate experiments.

본 연구에서 RAW264.7 세포에서 브로콜리 잎의 헥산 

분획물이 전염증성 사이토카인의 생성에 미치는 영향을 

알아보기 위하여 헥산 분획물을 300, 500, 1,000 μg/mL

으로 처리하여 ELISA kit 를 이용하여 측정하였다. 그 결

과 헥산 분획물이 전 염증성 사이토카인 TNF-α, IL-4, 

IL-6 및 IL-1β 모두의 생성을 억제함을 확인하였다(Fig. 

2). 특히, LPS 자극에 의해 유도되는 TNF-α 발현은 농도 

1,000 μg/mL에서 유의적으로 억제하여 감소됨을 알 수 

있다.

3. Effect of HX on pro-inflammatory production 

대식세포는 LPS의 자극에 의해 염증 반응에 관계된 전

사인자가 활성화되고 그로 인해 iNOS 및 COX-2가 발현

되어 염증을 일으킨다[30]. NO 생성 효소인 iNOS와 다양

한 prostaglandins 생합성 매개 효소인 COX-2가 염증반

응을 조절하는 주된 매개체로 알려져 있다[31]. 본 연구에

서 LPS로 유도된 RAW264.7 세포에 브로콜리 잎의 헥산 

분획물을 처리한 후 LPS를 처리하여 배양한 다음 세포의 

단백질을 분리하여 염증 유도에 관련된 iNOS와 COX-2 

단백질 발현을 관찰하였다(Fig. 3). 그 결과 농도 1,000 μ

g/mL에 iNOS와 COX-2 단백질의 발현이 헥산 분획물에 

의해 현저하게 감소함을 확인할 수 있었다. 
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Fig. 2. Effect of hexane fraction (HX) from broccoli leaf on pro-inflammatory cytokine production in LPS-induced 

RAW264.7 cells. Values are mean±SD of triplicate experiments. *p<0.05 vs only LPS-treated group.

Fig. 3. Effect of hexane fraction from broccoli leaf on iNOS 

and COX-2 expression in LPS-stimulated RAW264.7 cells. 

4. Effect of HX on LPS-induced Phodphorylations 

MAPKs 

대식세포는 LPS의 자극에 의해 세포 표면의 toll-like 

receptor 4를 자극하여 MAPKs 또는 NF-κB의 활성화를 

유도하고 전염증성 사이토카인의 발현을 개시하게 된다

[32]. MAPKs 중의 ERK, p38 및 JNK는 iNOS와 COX-2, 

전 염증성 사이토카인의 발현에 중심적인 역할을 하고 있

으므로 염증, 세포자멸사 및 증식과 같은 생물학적 과정에

서 중요한 신호경로로 잘 알려져 있다[9],[10]. 

Fig. 4. Effect of hexane fraction from broccoli leaf 

on phosphorylation of MAPKs in LPS-stimulated 

RAW264.7 cells. 

RAW264.7 세포에서 EKR, JNK 및 p38의 LPS 유도 인

산화에 대한 브로콜리 잎의 헥산 분획물의 효과를 측정하

였다. 그 결과 LPS의 자극에 의해 증가된 EKR, JNK 및 

p38의 인산화가 농도 1,000 μg/mL에서 현저하게 감소되
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는 것으로 나타났다(Fig. 4). 이러한 결과는 헥산 분획물이 

대식세포에서 MAPKs 신호 전달의 LPS 유도 인산화를 조

절함을 확인할 수 있었다.

5. Effect of HX on phosphorylation of NF-κB

NF-κB는 정상 세포에서 inhibitor of kappa B (IκB)와 

결합한 불활성 형태로 존재하고, LPS, cytokines 등의 자

극이 주어지면 IκB는 IκB kinase (Ikk)에 의해 인산화되고 

유비퀴톤화(ubiquitination)를 거쳐 프로테아좀(proteasome)

에 의해 분해, 유리되어 핵으로 이동하여 염증관련유전자

의 발현을 유도한다[11],[12]. 또한 단백질 인산화 효소인 

MAPKs에 의해 활성화된 NF-κB는 염증 반응을 촉진한다

고 보고되어 있다[33]. 본 연구에서는 브로콜리 잎의 헥산 

분획물에 의해 LPS에 의해 증가된 NF-κB의 인산화 조절 

기능을 확인하기 위하여 NF-κB 단백질 발현량을 측정하

였다. 그 결과 인산화된 NF-κB 발현은 헥산 분획물을 

1,000 μg/mL 처리하였을 때 현저하게 감소됨을 확인하였

다(Fig. 5). 이를 통해 브로콜리 잎의 헥산 분획물이 NF-κ

B의 인산화를 저해함으로 인해 NF-κB에 의한 염증 반응

이 억제됨을 알 수 있었다.

Fig. 5. Effect of hexane fraction from broccoli leaf on 

phosphorylation of NF-κB in LPS-stimulated RAW264.7 cells. 

IV. Conclusions

브로콜리 잎 헥산 분획물의 항염증 효과를 평가하여 기

능성 식품 및 화장품 소재로서의 적용 가능성을 알아보기 

위해, 마우스 대식세포에 LPS로 자극하여 염증 반응을 유

도시키면서 브로콜리 잎 헥산 분획물을 처리하여 여러 염

증 관련 매개체를 확인하였다. 그 결과 LPS 자극에 의해 

대식세포에서 생성되는 전 염증성 사이토카인 TNF-α, 

IL-4, IL-6 및 IL-1β이 억제되었고, 염증 매개인자인 

iNOS, COX-2 분자의 단백질 발현, MAPKs (EKR, JNK 

및 p38) 인산화 및 NF-κB의 인산화 모두 농도 1,000 μ

g/mL을 처리한 군에 현저하게 억제 효과를 보였다. 따라

서, 본 연구 결과는 브로콜리 잎 헥산 분획물이 항염증 개

선에 효과가 있는 기능성 천연 소재로서의 가능성을 제시

하고 있다고 판단된다. 향후 식품 및 화장품의 기능성 천

연 소재화를 위해서는 항염증 메카니즘 및 주요 생리활성 

물질 규명, 안전성 등에 관한 연구가 이루어져야 할 것으

로 여겨진다.
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