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ABSTRACT
Purpose: Natural medicinal plant extracts have recently attracted attention as health 
beneficial foods and potential therapeutic agents for prevention of various diseases. This 
study was undertaken to measure the anti-inflammatory effect of the ethanol-water fraction 
obtained from the above-ground portion of Spiraea prunifolia var. simpliciflora, a wild-growing 
plant in Korea. The final fraction used in this study was the H2O-EtOH (40:60) fraction 
(SP60), which had the highest antioxidant activity, as determined in previous studies.
Methods: The amounts of nitric oxide (NO), tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-6 
and IL-1β production were measured in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW 264.7 cells 
exposed to SP60. Western blot was performed to measure the expressions of inducible nitric 
oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase (COX)-2, and the activation of nuclear factor (NF)-κB.
Results: SP60 exerted no cytotoxicity up to concentrations of 125 μg/mL. The levels of 
inflammatory cytokines, such as NO, TNF-α, IL-6, and IL-1β, were significantly decreased in 
LPS-stimulated RAW264.7 cells exposed to SP60. In addition, the expression levels of iNOS, 
COX-2, and phosphorylated p65 showed a concentration-dependent decrease subsequent 
to SP60 treatment. These results indicate that SP60 inhibits the LPS-induced production of 
inflammatory cytokines, iNOS, and COX-2, by inhibiting the activation of NF-κB, which is 
responsible for the expression of inflammatory mediators.
Conclusion: The results presented in this study indicate that the H2O-EtOH (40:60) fraction 
(SP60) extracted from the above-ground portion of Spiraea prunifolia var. simpliciflora has 
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the potential to be developed as a medicine or healthcare food and functional material 
possessing anti-inflammatory effects. However, it is necessary to first confirm the anti-
inflammatory effects of SP60 in in vivo models.

Keywords: Spiraea; anti-inflammatory agents; macrophages

서론

염증 (Inflammation)은 감염이나 부상 등 외부 자극에 대한 생체의 방어체계이면서 다양한 

유해 조건에서 조직의 항상성을 유지하는 필수적인 면역반응이다 [1]. 대식세포 (macrophage)

는 염증반응에 관여하는 주요 세포로 lipopolysaccharide (LPS) 등의 자극에 의하여 염증성 

사이토카인인 interleukin (IL)-1β, IL-6, nitric oxide (NO), tumor necrosis factor-α (TNF-α), type 

1 interferon (IFN), IL-10 등을 다량 방출하고 nitric oxide synthase (NOS), cyclooxygenase (COX) 

등의 유도효소 (inducible enzyme)를 활성화시킨다 [2,3]. NOS 중 특히 inducible nitric oxide 

synthase (iNOS)와 prostaglandin E2 (PGE2)의 생합성을 매개하는 효소 cyclooxygenase-2 (COX-2)

가 염증반응을 조절하는 주요 매개체로 알려져 있다 [4]. 또한 nuclear factor kappa B (NF-κB)

는 각종 조직에서 면역, 세포 자연사, 발암, 조직재생 등의 다양한 기능을 수행하고 염증성 

사이토카인을 생성하는 단백질 복합체로 [5] 활성화되면 세포질에서 핵으로 전위되어 iNOS, 

COX-2 및 TNF-α, IL-6, IL-1β 등과 같은 단백질과 사이토카인 등의 발현을 조절한다 [6].

염증반응이 활발히 일어나면 여러 염증 매개물질에 의해 iNOS가 발현되고 이로 인해 체내 

NO 생성량이 증가하면서 다량의 활성산소종 (reactive oxygen species, ROS)이 만들어져 산화
적 스트레스가 증가한다 [7,8]. 인체는 산화적 스트레스에 대응하는 면역력을 보유하고 있지
만 면역력이 저하되거나 면역력을 넘어서는 과도한 염증반응과 산화적 스트레스는 노화뿐
만 아니라 관상동맥질환, 염증, 뇌졸중, 암 등 다양한 만성 퇴행성 질환의 원인이 되므로 염증
에 대한 적절한 대응은 질병 예방에 기여한다 [9,10].

다양한 항염증제가 대량생산되고 있어 쉽게 사용할 수 있으나 그 중 주요 물질인 스테로이
드는 효과가 뚜렷한 것에 비하여 부작용이 심각하다고 알려져 있다. 스테로이드의 부작용에 

대해 인지를 하게 되면서 비스테로이드성 소염제가 개발되어 나오고 있지만 역시 장기간 의
존하게 되면 만성질환의 위험요인으로 작용할 수 있기 때문에 최근에는 염증 및 산화스트레
스에 대한 보호효과가 있으면서 합성 물질과 비교하여 부작용이 없고 안전한 천연 유래 물질
에 대한 연구가 증가하고 있다 [11]. 천연 항염 소재로는 다양한 것들이 많이 연구 개발되고 

있지만 그 효능이 일반 약물에 비하여 약한 편이다. 조팝나무 (Spiraea prunifolia var. simpliciflora)

는 장미과 (Rosaceae)에 속하는 낙엽관목으로 함경도를 제외한 우리나라와 중국, 일본 등에 

자생하는 품종으로 한방에서는 예로부터 조팝나무 뿌리를 해열, 소염, 진통, 신경통 등의 치
료에 사용했으며 [12] 항산화 및 항염 활성 [13], 신경세포 보호효과 [14] 등에 관한 연구가 진
행되어 왔다.

본 연구실에서는 비교적 수확하기 쉽고 저장기간이 긴 조팝나무 가지의 추출물을 이용하기 

위하여 생리활성을 측정해 오고 있다. 선행연구에서 조팝나무 에탄올 추출물의 H2O-EtOH 

분획물들의 항산화능과 B16F10 세포에서의 항산화 효과를 에탄올 조성별로 측정한 결과 
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H2O-EtOH (40:60) 분획물의 효과가 가장 우수한 것을 확인하였다 [15]. 본 연구에서는 LPS로 

자극한 RAW 264.7 대식세포에 H2O-EtOH (40:60) 분획물 (SP60)을 처리하여 NO 생성 억제, 염
증성 사이토카인 (TNF-α, IL-6, IL-1β) 생성 및 염증성 단백질 (iNOS, COX-2, NF-κB) 발현에 미
치는 영향을 분석하여 항염 효능을 검토하고자 하였다.

연구방법

조팝나무 분획물의 제조 및 생리활성 물질의 분리·정제·구조 규명
실험에 사용한 조팝나무 분획물은 (주)엘로힘에서 추출, 분리, 정제한 시료를 구입하여 사용
하였다. 시료 제조 방법을 간략하게 기술하면 다음과 같다. 2018년 10월 충북 영동에서 채취한 

Spiraea prunifolia var. simpliciflora의 열매를 제외한 지상부를 자연 건조시키고 생리활성을 최대
한 보유하기 위하여 용매의 비등점 이하에서 반복 추출하였다. 건조한 시료 중량의 8배수의 

70% 에탄올을 첨가하여 70°C에서 3시간 동안 3회 반복 추출한 후 여과지 (Advantec, No. 3; Toyo 

Roshi kaisha, Ltd., Tokyo, Japan)를 사용하여 여과였다. 여과한 70% 에탄올 추출물을 극성에 

따라 분획을 실시하고자 용출용매로 물:에탄올 혼합용액 (에탄올 비율 0%, 30%, 60%, 80%, 

100% 까지 총 5개 용매)을 사용하고 흡착제로 HP20 resin을 사용하여 컬럼 크로마토그래피 

(column chromatography)를 실시하였다. 분획물들의 HPLC분석 결과 70% 에탄올 추출물의 

대부분의 피크들을 함유하고 있는 H2O-EtOH (40:60; SP60)를 얻었으며 이 활성 분획물에 포
함되어 있는 유효물질을 확인하기 위하여 ODS 컬럼 크로마토그래피, Sephadex LH20 컬럼 크
로마토그래피, 분취 (preparative) HPLC를 실시하고 주요 화합물 두 가지 (LH19-H2, LH19-H3)

를 분리하였다. 분리한 두 개의 화합물의 구조 동정을 위하여 1H-NMR spectrum, Mass를 분석
한 결과 화합물 내에 aromatic region에 caffeoyl moiety와 hemiterpene moiety, glucopyranosyl  

moiety를 포함하는 화합물임을 확인할 수 있었으며, mass data를 통해 분자량이 각각 551과 576

임을 확인할 수 있었다. 이상의 결과로부터 분리된 화합물이 caffeoyl hemiterpene glycosides  

계열의 화합물임을 확인하였다. 조팝나무 분획물 (SP60) 시료는 회전증발농축기로 농축한 

후 −20°C에 보관하면서 실험에 사용하였다.

RAW 264.7 세포 배양 및 세포독성 측정
본 실험에 사용된 세포는 RAW 264.7 대식세포주로서 한국세포주은행 (Korea Cell Line Bank, 

Seoul, Korea)에서 분양 받아 사용하였다. RAW 264.7 세포의 배양액은 10% fetal bovine serum 

(FBS; Hyclone, Mordialloc, Victoria, Australia)와 1% penicillin-streptomycin (Gibco, Grand Island,  

NY, USA)를 첨가한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Gibco)을 사용하였으며, 

37°C, 5% CO2 조건의 배양기 (BB15, Thermo Fisher Scientific)에서 배양하였다. SP60 추출물의 

세포 독성을 알아보기 위하여 water soluble tetrazolium salts (WST) assay로 세포 생존률을 측
정하였다. RAW 264.7 세포를 1 × 105 cells/mL의 농도로 96 well plate에 100 µL씩 분주하고 24시
간 동안 배양한 후 추출물을 농도 별 (31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1,000 µg/mL)로 처리하여 24시
간 배양하였다. 배양 후 EZ-Cytox Cytotoxicity Assay Kit (DoGenBio, Seoul, Korea) 10 μL를 첨가
하고 3시간 후, ELISA reader로 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 실험군의 세포 생존율은 대
조군의 세포 생존율 대비 %로 나타내었다.
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NO 생성량 측정
RAW 264.7 세포를 105 cells/mL의 농도로 96-well plate에 100 µL씩 분주하여 24시간 배양한 후 

농도 별 추출물 (31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1,000 µg/mL)과 1 µg/mL 농도의 LPS (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA)를 처리하여 24시간 배양하였다. 일정량의 세포배양액을 50 µL 취하고 동
량의 Griess reagent (Promega, Madison, WI, USA)과 혼합하여 반응시킨 후 ELISA reader로 550 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포로부터 생성된 NO의 함량은 sodium nitrite (NaNO2)를 사
용하여 작성한 표준곡선을 이용하여 산출하였다.

염증성 사이토카인 (TNF-α, IL-6, IL-1β) 측정
RAW264.7 세포를 105 cells/mL의 농도로 96-well plate에 100 µL씩 분주하고 24시간 배양한 후 

농도별 추출물 (15.625, 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1,000 µg/mL)과 LPS (1 µg/mL)를 처리하여 24

시간 배양하였다. 세포의 TNF-α와 IL-6의 생성량은 mouse ELISA kit (BD Biosciences, San Di-

ego, CA, USA)를 이용하여, IL-1β의 생성량은 mouse ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA)를 이용하여 제시된 방법에 따라 처리하였으며, ELISA reader로 450 nm에서 흡광도를 측
정하여 각 표준곡선을 바탕으로 염증성 사이토카인들의 생성량을 산출하였다.

Western blot analysis (iNOS, COX2, NF-κB 발현량 측정)
세포질 내 iNOS, COX-2의 발현에 SP60이 미치는 영향을 알아보기 위하여 western blot을 실
시하였다. RAW 264.7 세포를 2.5 × 105 cells/mL의 농도로 6-well plate에 2 mL씩 분주하여 24시
간 배양 후 농도 별 추출물 (125, 250, 500, 1,000 µg/mL)과 LPS (1 µg/mL)를 처리하여 24시간 배
양하였다. 배양이 끝난 RAW 264.7 세포의 활성을 멈추기 위해 cold-phosphate buffered saline 

(PBS; iNtRON Biotechnology, Seongnam, Korea)로 3회 세척하였고 protease inhibitor (Roche, 

Mannheim, Germany)와 phosphatase inhibitor (Roche)가 포함된 lysis buffer (Thermo Fisher Sci-

entific, Rockford, IL, USA)로 lysis 시킨 후 15,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 단백질을 추
출하였다. Bradford reagent (Sigma-Aldrich)를 사용하여 단백질 정량 후 lysate에 sample buffer 

(Elpisbiotech, Daejeon, Korea)를 넣고 95°C에서 10분간 불활성화 시켰다. 단백질 50 µg을 10% 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)로 분리하고, 분리된 단
백질을 270 mA에서 polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)에 

1시간 30분 간 transfer하고 5% skim milk에 옮겨 상온에서 1시간 동안 blocking 하였다. iNOS, 

COX-2의 발현량 확인을 위해 1차 항체로 anti-rabbit iNOS, COX-2, NF-κB(p65) (Cell Signaling 

Technology, Beverly, MA, USA)를 1/1,000로 희석하여 4°C에서 12시간 정치한 후 Tris buffered 

saline Tween-20 (TBS-T)로 5분간 3회 세척하였다. 2차 항체는 horseradish peroxidase가 결합된 

anti-rabbit IgG (Cell Signaling Technology)를 1/2,000로 희석하여 상온에서 1시간 반응시킨 뒤 

TBS-T로 5분간 3회 세척하였다. 이후 membrane에 Ez WestLumi-plus (ATTO, Tokyo, Japan)를 처
리하여 단백질 밴드를 chemi-doc (LuminoGraphII, ATTO)을 사용해 가시화하였다.

통계처리
실험결과는 SPSS/Windows 26.0 (Statistical Package for the Social Science; IBM Corp., Armonk, 

NY, USA)으로 통계분석을 하였으며, 실험결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 일원배치 

분산분석 (one-way ANOVA)으로 분석결과의 각 군 간의 평균값 차이를 검증한 후 Duncan’s 

multiple range test로 변인 간의 차이를 검증하였으며, 통계적인 유의성은 α = 0.05 수준에서 

검증하였다.
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결과

조팝나무 70% ethanol 추출물과 조팝나무 분획물의 수율
조팝나무 70% 에탄올 추출물의 수율과 분획물 SP60의 수율은 각각 3.72%와 0.87%였다 (Table 1).

조팝나무 분획물을 처리한 RAW 264.7 세포의 생존율
조팝나무 추출물이 RAW 264.7 세포 생존률에 미치는 영향을 알아보기 위해 세포독성실험을 

실시하였다. RAW 264.7 세포에 SP60을 농도 별로 (15.625–1,000 µg/mL) 24시간 동안 처리한 

결과 본 실험실의 선행 연구 [15]와 동일하게 250 µg/mL부터 세포 독성을 나타내는 것을 확인
하였으며 (Fig. 1) 이 결과를 바탕으로 RAW 264.7 세포 대상 항염활성 평가는 125 µg/mL 농도
에서 진행하였다.

조팝나무 분획물의 NO 생성 억제능
SP60의 항염 효능을 확인하기 위해 LPS를 처리한 RAW 264.7 세포에서 NO 생성량을 측정한 

결과 15.625 µg/mL 농도에서부터 NO 생성량을 유의미하게 억제하였다 (Fig. 2). 최종 농도인 

125 µg/mL 에서는 NO 생성량이 15.07 µM로 LPS 단독 처리군 38.81 µM에 비해 약 61.2% 감소
하였다.

조팝나무 분획물의 염증성 사이토카인 (TNF-α, IL-6, IL-1β) 생성 억제능
TNF-α 생성량은 24시간동안 LPS 단독으로 처리한 경우 정상군보다 유의하게 증가하였으며 

SP60을 처리한 군에서 15.625 µg/mL 이상의 모든 농도에서 유의하게 농도 의존적으로 억제되
었다 (Fig. 3A). IL-6는 LPS 단독 처리군에서 정상군보다 유의하게 증가하였고 SP60을 처리하였
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Table 1. Yield of 70% ethanol extract and 60% ethanol fraction (SP60) of Spiraea prunifolia var. simpliciflora
Material Weight (kg) Dried weight (kg) Yield (%)
Spiraea prunifolia var. simpliciflora

70% ethanol extract 6.8 0.253 3.72
SP60 0.23 0.002 0.87

SP60, 60% ethanol-water fraction from 70% ethanol extract of Spiraea prunifolia var. simpliciflora.
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Fig. 1. Effect of the SP60 on cell viability of LPS-induced RAW 264.7 cells. 
Cells were treated with SP60 (15.625, 31.25, 62.5, 125 µg/mL) then with or without LPS (1 µg/mL) for 24 hours. 
Each bar represents the mean ± SD of three replicate determinations (n = 3). 
SP60, Spiraea prunifolia var. simpliciflora 60% ethanol fraction; LPS, lipopolysaccharide. 
Compared with control group: ***p < 0.001.
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Fig. 2. Effect of SP60 on the production of NO in LPS-induced RAW 267.4 cells. 
Cells were treated with SP60 (15.625, 31.25, 62.5, 125 µg/mL) then with or without LPS (1 µg/mL) for 24 hours. The 
culture supernatant of the treated cells were used to measure NO level. Levels of NO were determined by Griess 
reagent. Each bar represents the mean ± SD of three replicate determinations (n = 3). 
SP60, Spiraea prunifolia var. simpliciflora 60% ethanol fraction; NO, nitric oxide; LPS, lipopolysaccharide. 
Compared with control group: **p < 0.01, ***p < 0.001.
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Fig. 3. Effect of SP60 on the production of TNF-α (A), IL-6 (B), IL-1β (C) in LPS-induced RAW 267.4 cells. 
Cells were treated with SP60 (15.625, 31.25, 62.5, 125 µg/mL) then with or without LPS (1 µg/mL) for 24 hours. The levels of pro-inflammatory cytokines in the cell 
culture supernatant were determined by ELISA. Each bar represents the mean ± SD of three replicate determinations (n = 3). 
SP60, Spiraea prunifolia var. simpliciflora 60% ethanol fraction; TNF-α, tumor necrosis factor-α; IL, interleukin; LPS, lipopolysaccharide. 
Compared with control group: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.
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을 경우 62.5 µg/mL 농도부터 농도의존적으로 감소하였다 (Fig. 3B). 또한 IL-1β 생성량도 정상
군에 비하여 LPS 단독 처리군에서 유의하게 증가하였으며 SP60을 처리한 군은 15.625 µg/mL 

이상의 모든 농도에서 유의미하게 생성량이 감소하였다 (Fig. 3C). 따라서 SP60이 TNF-α와 

IL-1β의 생성은 15.625 µg/mL 농도부터, IL-6 생성은 62.5 µg/mL 농도부터 유의하게 억제하여 

항염 효능이 나타남을 확인할 수 있었다.

조팝나무 분획물의 iNOS, COX-2 발현 억제능
LPS 자극에 의해 염증반응이 유도된 RAW 264.7 대식세포에서 SP60이 iNOS, COX-2 발현에 미
치는 영향을 알아보기 위하여 western blot을 수행한 결과 정상군에 비하여 LPS 단독 처리군
에서 iNOS와 COX-2의 발현량이 현저히 증가하였다 (Fig. 4). SP60과 LPS를 함께 처리한 경우 

iNOS와 COX-2 발현량이 15.625 µg/mL 이상의 모든 농도에서 농도 의존적으로 감소하는 경
향을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 조팝나무 추출물이 iNOS와 COX-2 발현량을 감소시
켜 NO 및 염증성 사이토카인의 생성을 억제하여 항염 효능을 나타내는 것으로 볼 수 있다.

조팝나무 분획물의 NF-κB 활성 억제능
SP60이 염증 매개물질의 상위 유전자 NF-κB의 subunit인 p65의 인산화에 미치는 영향을 알아
보기 위하여 western blot을 수행하였다. 측정 결과 정상군에 비해 LPS 단독 처리군에서는 p65

의 활성화로 인한 pp65의 발현이 증가하였고 SP60과 LPS를 동시에 처리했을 때 농도 의존적
으로 감소하는 경향을 보였다 (Fig. 5).
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Fig. 4. Effect of SP60 on iNOS and COX-2 protein expression in LPS-induced RAW 267.4 cells. 
Cells were treated with SP60 (15.625, 31.25, 62.5, 125 µg/mL), then with or without LPS (1 µg/mL) for 24 hours. Cell 
lysates were used for western blot analysis. The levels of protein expression in iNOS and COX-2 were normalized to 
the β-actin signals. The relative band intensities are indicated on the band of each treatment. 
SP60, Spiraea prunifolia var. simpliciflora 60% ethanol fraction; iNOS, inducible nitric oxide synthase; COX, 
cyclooxygenase; LPS, lipopolyssacharide.
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Fig. 5. Effect of SP60 on P65 protein expression in LPS-induced RAW 267.4 cells. 
Cells were treated with SP60 (15.625, 31.25, 62.5, 125 µg/mL), then with or without LPS (1 µg/mL) for 24 hours. Cell 
lysates were used for western blot analysis. The levels of protein expression in p65 was normalized to the pp65 
signal. The relative band intensities are indicated above each band. 
SP60, Spiraea prunifolia var. simpliciflora 60% ethanol fraction; LPS, lipopolyssacharide.
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고찰

본 연구에서는 선행연구 [15]에서 항산화 효능이 가장 높게 나타난 조팝나무 70% 에탄올 추출
물의 H2O-EtOH (40:60) 분획물 (SP60)에 대한 항염 효능을 확인하였다. SP60이 RAW 264.7 대
식세포의 생존율과 증식을 저해하지 않는 농도 설정을 위해 세포독성실험을 수행한 결과 250 

µg/mL 농도에서부터 독성을 나타내어 125 µg/mL 농도까지 실험에 사용하였다. 천연물을 소재
로 한 선행 연구들에서 물질의 항산화 활성은 높지만 세포독성이 나타나 비교적 저농도에서 

실험을 진행한 사례가 여러 건 있으며 녹차나무 (Camellia sinensis) 씨 추출물 (100 µg/mL 이상에
서 독성 관찰됨), 포도씨에서 추출한 프로시아니딘 (procyanidins) (150 µg/mL 이상에서 독성 관
찰됨) 등이 그 예이다 [16,17]. 조팝나무 뿌리의 열수 추출물을 대상으로 항염 활성을 연구한 다
른 실험실의 선행연구 [13]에서도 세포에 처리할 수 있는 농도 범위를 62.5–250 µg/mL로 제시
하여, 사용한 소재에 차이는 있었지만 비교적 저농도인 250 µg/mL 이하에서만 세포안전성이 

확인된 바 있다. 폴리페놀이 풍부한 식물 추출물을 세포배양액에 투입하였을 때 나타나는 산
화적 스트레스와 이로 인한 세포독성에 관한 연구가 몇 건 보고되었다. 이러한 물질들을 세포 

배양액인 DMEM에 넣었을 때 산화를 촉진하고 H2O2의 발생을 유도하여 세포독성을 일으킨다
는 주장 [18]과 H2O2의 발생에 의한 것이기 보다는 소재의 성분들에 의한 직접적인 효과에 의한 

것일 수 있다는 주장이 대립되고 있다 [19]. 그 예로써 Chai 등 [19]은 녹차의 폴리페놀은 배양액
에서 산화를 촉진하여 H2O2의 발생을 유도함으로써 세포독성을 일으키지만 적포도주의 레스
베라트롤과 같이 직접적인 세포 독성을 나타낼 수 있는 물질도 있으며 산화작용으로 발생된 

H2O2 외에 퀴논이나 세미퀴논과 같은 물질에 의해서도 독성이 유발될 수 있음을 보고하고 있
다. 본 연구실의 선행연구인 조팝나무 에탄올 추출물의 경우나 본 연구에서 사용한 조팝나무 

에탄올 분획물은 비교적 낮은 농도인 250 µg/mL 이하에서 세포독성을 나타내었지만 위의 두 

가지 기전 중 어느 쪽의 비중이 더 큰지에 대해서는 추가 연구를 통하여 확인되어야 할 것이다.

대식세포는 LPS의 자극을 받으면 NF-κB 경로가 활성화되면서 염증성 사이토카인인 TNF-α, 

IL-6, IL-1β 등과 유도효소인 iNOS, COX-2 및 chemokines (MIP-3α, MIP-3β, TARC, fractalkine 등) 

등의 발현을 증가시킨다 [20,21]. NO 합성 효소의 한 종류인 iNOS는 휴지기에는 발현되지 않
지만 LPS와 같은 물질에 의해 자극이 주어지면 TNF-α, IL-6, IL-1β 등과 같은 사이토카인에 의
해 전사되어 발현한다. 발현된 iNOS는 NO를 오랜 기간동안 다량 생성하는데 이는 체내에서 

산소독성 유발, 염증반응, 노화 및 자가면역질환 등을 유발한다 [22,23]. 본 연구 결과 SP60은 

15.6 µg/mL의 비교적 낮은 농도에서부터 NO, TNF-α, IL-1β 생성량을 유의하게 감소시켰다. 

IL-6의 경우 SP60의 처리 농도가 낮은 범위에서는 생성량이 감소하는 경향을 보이다가 62.5 

µg/mL 농도에서부터 유의한 억제효과를 보였다. IL-6의 효과가 낮게 나타난 이유는 IL-6가 다
른 사이토카인들과 마찬가지로 염증을 심화시키는 능력을 갖지만 TNF-α, IL-1β와 비교하여 

염증을 유도하는 능력은 다소 약하기 때문으로 볼 수 있다 [24]. Sim 등 [13]의 연구에서 조팝
나무 뿌리 열수 추출물은 62.5–250 µg/mL의 농도에서 RAW 264.7 세포의 NO 생성량을 농도의
존적으로 감소시켰다. 본 연구에서는 조팝나무의 지상부의 분획물을 사용한 결과로, Sim 등 

[13]의 연구에서 사용한 실험재료의 차이가 있지만 NO뿐 아니라 TNF-α, IL-1β, IL-6의 발생량
이 모두 억제되어 항염 효능이 상당히 높음을 확인할 수 있었다.

염증 초기단계는 주로 iNOS와 COX-2 및 이들에 의해 발현되는 NO와 prostaglandins (PG)이 

관여한다. 그러므로 뇌종양 [25], 흑색종 [26], 전립선암 [27] 환자 등에서 iNOS 발현량이 현저
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히 증가됨이 보고되었다. COX-2는 염증매개 물질인 PG 중 특히 prostaglandin E2 (PGE2) 합성
에 관여하며 PGE2는 생체내에서 발열, 혈관확장, 부종, 조직파괴 등을 일으킨다. 이러한 PGE2 

생성을 조절하는 COX-2의 과도한 발현은 암과 여러 염증성 질환을 유발한다고 알려져 있다 

[28,29]. 따라서 항염증 효능을 평가하는 지표로 iNOS와 COX-2의 발현 억제를 측정하는 방법
이 유용하게 사용되고 있는데, 본 연구에서도 LPS 자극에 의해 염증이 유도된 RAW 264.7 세
포에 SP60을 처리했을 때 iNOS와 COX-2의 발현량을 농도 의존적으로 억제하는 것을 확인하
였고, 특히 125 µg/mL 농도에서는 LPS를 처리하지 않은 정상군과 발현량이 비슷하여 완전히 

억제되는 결과를 보여주었다.

한편, NF-κB는 세포질에 존재하는 p50와 p65의 이형접합체 (heterodimer)로서 평상시에는 

저해제인 inhibitor kappa Bα (IκBα) 단백질과 결합된 비활성 상태로 존재한다. 그러나 세포를 

LPS로 자극하면 IκBα가 인산화되면서 NF-κB가 유리되어 세포질에서 핵 안으로 이동하여 특
정 DNA 서열에 결합하여 염증성 사이토카인이나 iNOS, COX-2와 같은 유도효소 등 다양한 염
증 매개체를 발현하는 단백질의 전사 촉진 인자로서 작용한다 [30,31]. 따라서 p65의 인산화 

저해는 NF-κB의 활성 억제 및 염증반응 억제와 관련이 있음을 의미한다. 본 연구에서는 SP60

과 LPS를 동시에 처리했을 때 농도 의존적으로 pp65의 발현량이 감소하는 결과를 보였다. 이
는 SP60 처리에 의해 염증성 매개물 NO, TNF-α, IL-6, IL-1β 및 iNOS, COX-2 발현량이 감소한 

것은 이들의 발현을 조절하는 상위 단백질인 NF-κB의 활성을 억제함으로써 항염 효능을 나
타낸 것으로 볼 수 있다.

연구방법에서 설명하였듯이 본 연구에 사용한 소재 SP60의 유효성분인 caffeoyl hemiterpene 

glycosides은 선행연구를 통하여 항산화능과 NO억제능이 소개된 바 있다. Park 등 [32]은 조
팝나무 잎 추출물의 성분을 분석하여 5가지 caffeoyl hemiterpene glycosides에 대한 항산화와 

항염 효능을 검토하였는데, 이 중 3개의 caffeoyl hemiterpene glycosides이 Vitamin C와 견줄 수 

있는 항산화 및 항염 효능을 보였다. 본 연구의 소재인 SP60도 caffeoyl hemiterpene glycosides

을 주요 성분으로 하는 분획물이었으므로 (data not presented) 항염 효능은 이 성분에 의한 효
과로 볼 수 있다.

결과들을 종합해보면 본 연구의 실험재료인 조팝나무 지상부 에탄올 추출물의 H2O-EtOH 

(40:60) 분획물 (SP60)은 LPS로 자극한 RAW 264.7 세포에서 단백질의 전사를 억제하고 사이
토카인의 발현을 억제하여 항염 효능이 있는 것으로 판단되므로 기능성 소재로의 개발 가능
성이 크다고 할 수 있다. 본 연구의 한계점으로는 분획물 내의 주요 지표는 확인하였으나 원
료 표준화를 충분히 실현하지 못하였으며 caffeoyl hemiterpene glycosides 외의 다른 단일 지
표물질에 대한 정보가 다소 부족하다는 것이다. 따라서 원료 소재로 활용하고자 한다면 주요
성분에 대한 더 자세한 분석과 전임상시험 연구를 통한 안전성 입증이 필요하다.

요약

본 연구실의 선행 연구에서 항산화 활성이 가장 높았던 조팝나무 H2O-EtOH (40:60) 분획물 

(SP60)의 항염 효능을 확인하여 기능성 소재로의 개발 가능성을 알아보고자 하였다. 항염활
성 측정을 위해 RAW 264.7 세포에서 먼저 WST assay를 실시하여 SP60이 125 µg/mL 농도까지 
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세포 생존율에 영향을 미치지 않는 것을 확인하였다. Raw264.7 세포에 LPS와 SP60을 동시에 

처리하여 NO, TNF-α, IL-6, IL-1β 생성과 iNOS, COX-2, NF-κB 발현을 측정하였다. SP60은 NO, 

TNF-α, IL-6, IL-1β 생성량을 모두 유의하게 억제시켰으며 western blot으로 iNOS, COX-2의 발
현과 NF-κB의 활성을 측정한 결과 SP60을 처리한 군에서 농도 의존적으로 그 발현량과 활성
을 억제하였다. 따라서 조팝나무 분획물은 항염 효능을 가진 것으로 판단되며 항염 관련 기
능성 식품 및 소재로의 개발 가능성을 확인하였다.
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