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ABSTRACT

Inthisstudy,inordertoevaluatetheusefulnessofHypochoerisradicataL.

asanti-inflammatoryresource,theanti-inflammatoryeffectsofit'sextracts

wasinvestigatedinlipopolysaccharide(LPS)-inducedRAW 264.7cells.We

firstexaminedtheinhibitoryeffectof80% EtOHextractsfrom differentparts

(flower,leaf,root,aerialpartandwholeplant)ofH.radicataL.onnitric

oxide (NO)production in LPS-stimulated RAW 264.7 cells.The flowers

extract of H.radicata L.showed strong inhibitory effect against the

productionofNO,andsolventfractions(ethylacetate,H20)wereobtainedfrom

H.radicataL.flowers.Almongthen,ethylacetatefractionofH.radicataL.

flower(HRF-EA)inhibitedproductionofpro-inflammatorymediatorssuchas

NO, inducible NO synthase (iNOS), prostaglandin E2 (PGE2), and

cyclooxygenase-2 (COX-2)and cytokines such astumournecrosisfactor

(TNF)-α,interleukin(IL)-1β,andIL-6inLPS-stimulatedRAW 264.7cells.

Tofurtherexaminethemechanism responsiblefortheinhibitionofiNOSand

COX-2 expression by HRF-EA,weexamined theeffectofHRF-EA on

LPS-inducednuclearfactor-κB(NF-κB)activationandthephosphorylationof

mitogen-activatedproteinkinases(MAPKs).HRF-EA inhibitedLPS-induced

NF-κBactivationbyinhibitionofIκB-α degradationandp50phosphorylation.

Further,thephosphorylation ofMAPKssuch asp38,ERK andJNK was

suppressedbyHRF-EA inaconcentration-dependentmanner.Theseresults

suggestthatHRF-EA mayinhibitLPS-inducedproductionofinflammatory

markersby blocking NF-κB activation and MAPKsphosphorylation.Also,

ThechemicalconstituentsoftheHRF-EA werefurtheranalysedbyHPLC

andfoundtoincludeluteolin(70mg/g).Thus,HRF-EA havethepotential

foruseinanti-inflammatoryresource.

Keywords:Inflammation,HypochoerisradicataL.flower,NF-κB,MAPKs
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I.서 론

염증은 손상에 대한 살아 있는 생체 반응으로,생체 조직이 물리적,기계적,

화학적,생물학적 자극에 의하여 손상을 받았을 때 이 손상을 국소화 시키고

손상된 부위를 정상상태로 되돌리려는 생체의 방어기전이다.즉,생체에 유해한

자극이 가해지고 난 후의 방어기전으로부터 회복 과정까지의 모든 과정을 의미

한다 (Rabsonetal.,2005).그러나 지속적인 염증반응은 오히려 점막 손상을

촉진하고, 그 결과 일부에서는 암 발생 등의 질환을 유도하기도 한다

(Willoughbyetal.,1975).면역세포가 세균,바이러스 등을 포함한 미생물 및

생체의 이물질 등을 인식하면 활성화되어 염증반응의 원인이 되는 많은 인자를

분비하여 염증반응을 유발 시킨다 (Leeetal.,2004).

내독소로 잘 알려진 lipopolysaccaride (LPS)는 그람 음성균의 세포외막에

존재하며, RAW 264.7 cell과 같은 대식세포 (macrophage) 또는 단핵구

(monocyte)에서 염증매개인자들의 발현을 활성화 시킨다 (Parketal.,2008).

염증반응 인자인 nitricoxide(NO)는 높은 반응성을 가진 생체 생성 분자로

nitricoxidesynthase(NOS)에 의해 L-arginine으로부터 생성 된다 (Aldertonet

al.,2001;Nathanetal.,1994).NOS는 neuronalNOS(nNOS),inducibleNOS

(iNOS),endothelialNOS(eNOS)의 세 가지 종류가 존재한다.eNOS는 혈관내피

세포에 존재하고,nNOS는 신경계,췌장의 β-islet세포 및 기관지,위장의 내피

세포에 존재한다.이 두 이성효소는 체내에서 일정 수준으로 발현되어 혈관

확장,조직 혈류 분포 조절 및 신경세포 신호 전달 등 체내 항상성 유지에

중요한 역할을 한다 (Moncadaetal.,1995).반면 iNOS는 interferon-γ (IFN-γ)

또는 LPS에 의해 자극 받을 때 발현되어 많은 양의 NO를 생성하여 염증반응의

매개물질로 작용토록 한다 (Guziketal.,2003;Miyasakaetal.,1995).

NO와 함께 대표적 염증 매개 물질로 알려진 prostaglandins (PGs)는

cyclooxygenase(COX)에 의해 arachidonicacid로부터 생성된다.염증부위에서

단핵구와 대식세포는 LPS 또는 interleukin-1 (IL-1)에 의해 자극을 받아

COX-2를 발현하게 되고,이로 인해 생성된 PGs에 의해 염증반응이 지속 된다
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(Xueetal.,2011).COX는 생체 내에 두 종류의 이성효소 COX-1과 COX-2로

존재하며 서로 다른 유전자로부터 생성되며,COX-1은 여러 가지 생체 장기의

항상성 유지 및 보호 작용에 관여하고 거의 모든 조직에 존재한다.반면

COX-2는 체내의 염증 반응에 관여하며 (Duboisetal.,1998;Leeetal.,2003;

Smith etal.,1996),세균류에 의해 분비되는 내독소인 LPS와 inflammatory

cytokines등에 의해 발현이 유도 되고 growthfactor,oncogenes,carcinogens,

및 tumorpromoters에 의해서도 발현이 증가 된다 (Vaneetal.,1998).

LPS에 의한 전염증성 cytokines 및 염증매개 단백질의 발현은 nuclear

transcriptionfactor-kappa-B(NF-κB)경로와 아울러 mitogen-activatedprotein

kinase(MAPK)활성화 경로에 의해 조절된다고 알려져 있다.NF-kB는 세포

분화,염증반응,세포 부착 등에 관련된 여러 유전자들의 발현에 가장 중요한

역할을 하는 전사인자이다 (Parketal.,2008).NF-kB는 모든 세포에 존재하며

정상 세포에서는 불활성 상태로 세포질에 존재하고 있다.그러나 외부의 자극을

받아 활성화 되는 경우 핵으로 이동하여 다양한 유전자의 전사를 촉진한다

(Kiemeretal.,2003;Taketal.,2001).지금까지 밝혀진 NF-κB 단백질들은

Rel-domain를 함유하는 계열로 RelA,p6-50,RelB,c-Rel,p50그리고 p52등이

알려져 있다 (Changetal.,2001;Papaetal.,2004).이들 단백질은 서로 homo

혹은 hetero형태로 결합하여 작용을 하게 된다.LPS나 TNF-α 등의 자극으로

tyrosine이나 serine/threoninekinases가 인산화 되고,세포질에 존재하는 NF-κB

복합체의 억제 구성요소인 inhibitor-kappaB (I-κB)는 I-κB kinase에 의하여

인산화 되어 단백질이 degradation됨으로써 NF-κB가 활성화 된다 (D'Acquisto

etal.,2002).

MAPK는 extracellularsignal-regulatedkinase(ERK),p38MAPK kinase

(p38) 그리고 stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinases

(SAPK/JNK)로 구분 된다 (Kim etal.,2006).ERK는 주로 세포의 증식,분화

및 생존 등의 반응을 촉발시키는 성장인자에 의해 활성화 된다고 알려져 있으며,

ERK의 지속적인 활성은 종양형성에 관련된 세포 내 신호 전달계에서 중요한

역할을 하는 것으로 보고되고 있다 (Kimuraetal.,1999).p38과 JNK는 여러

가지 스트레스에 의해 활성화되어 세포자연사에 관여하며 다양한 병리적 과정에
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관여하는 것으로 알려져 있어 이들을 stress-activated protein kinase

(SAPKs)라고도 한다 (Luoaetal.,2009).

개민들레 (Hypochoeriradicata L.)는 식물분류학상 국화과 (Compositae)에

속하며 잎은 로제트 형이고 줄기는 30∼50cm,꽃은 5월∼6월에 핀다 (Aarssen,

1981).제주도에는 80년대 초 목초 종자와 혼합 유입되었으며 번식력이 왕성하여

제주도 전역으로 확산되어 자연생태계 교란이 우려되고 있다 (김,1985).

세계적으로 개민들레는 해발 2,000m까지 분포하고 있고 제주에서는 해발 1,700

m까지 분포하고 있다 (양,2002;Harrington,1954).개민들레 추출물은 항산화

활성 (Fiassonetal.,1991),항암 활성(Ferdinand,1980),미백 활성 (이 등.,

2005),항균 활성 (Marutaetal.,1995)등이 있다고 알려져 있지만,항염증

활성에 대한 연구는 보도된 바 없다.반면에 민들레 (Taraxacum platycarpum

Dahlst.)의 경우 예로부터 민간에서 약재로 쓰이고 있을 뿐더러 약리작용에 대한

연구도 활발하게 이루어져 항 위염활성 (Kim etal.,1991),항산화 활성 (Kim et

al.,1994),항 알레르기 활성 (Leeetal.,2007),항균활성 (Willoughbyetal.,

1975),함암 활성 (Lee etal.,2004;Nathan etal.,1994),체내 지질대사

개선효과 (Aldertonetal.,2001)등에 관한 연구가 보고되고 있다.본 연구는

개민들레 추출물의 항염증 활성 기전을 분자 생물학적으로 조사함으로서

개민들레 추출물의 식의약 및 화장품 원료로서의 활용가능성을 탐색하기 위하여

수행하였다.
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II.재료 및 방법

1.시료의 추출 및 분획

본 연구에 사용된 시료는 서귀포시 남원읍 일대에서 2009년 5∼6월에 채집한

개민들레와 서귀포시 대정읍 해안가에서 4∼5월에 채집한 민들레 (꽃 부위만)를

사용하였다.개민들레를 부위별 (잎,줄기,뿌리,지상부,전초)로 나누어 충분히

건조시키고 분쇄하여 각 부위별 분말 시료를 얻었다.개민들레 부위별 추출물을

얻기 위해 분말 시료 4g에 80% EtOH 70mL를 첨가하여 실온에서 3일간 2회

추출하였다.이렇게 얻은 추출물을 여과지를 이용해 여과 후 회전농축기로

농축하고 동결 건조하여 사용하였다.

개민들레의 꽃 부위는 시료 2kg에 80% EtOH 30L를 첨가하여 실온에서

3일간 2회 추출하였고 이를 여과,감압농축,동결 건조하여 사용하였다.개민들레

꽃 부위의 80% EtOH 추출물 (5g)을 물 (H2O)에 현탁 시킨 후 에틸아세테이트

(Ethylacetate),물 순으로 극성이 낮은 용매부터 극성이 높은 용매 순으로

순차적으로 용매분획을 각각 3회씩 반복 수행하여 분획층 (fraction)을

수득하였고 각 분획층을 감압농축,동결건조 하여 에틸아세테이트 분획 0.80g,

물 분획 3.32g을 얻어 실험시료로 사용하였다.또 민들레의 꽃은 분말 시료 2.7

g에 80% EtOH 300mL을 첨가하여 실온에서 3일간 2회 추출하여 0.88g을

얻었다.시료는 실험에 사용하기 전 밀봉하여 냉동보관 (-20℃)하였다.

2.세포 배양

Murinemacrophagecellline인 RAW 264.7cell을 한국 세포주 은행 (Korean

CellLineBank)으로부터 구입하였으며,1% antibiotic(Gibco,USA)과 10%

fetalbovineserum (FBS;Gibco,Grand Island,USA)이 함유된 Dulbecco's

modified Eagle's medium (DMEM) 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2

incubator에서 배양하였으며,2일에 한번씩 계대 배양을 실시하였다.

3.세포 증식률 및 독성 측정
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1)MTT분석

시료가 세포의 성장에 미치는 영향을 측정하기 위하여 MTT 분석을 수행

하였다.대사가 왕성한 살아있는 세포는,세포 내 mitochondria의 탈 수소

효소작용에 의하여 수용성의 노란색인 3-(4,5-dimethylthiaxo-2-yl)-2,5-diphenyl

tetrazolium bromide (MTT;Sigma,MO,USA)를 환원시켜 자주색을 띠는

비수용성 formazan을 형성 한다 (Gerlieretal.,1986;Liuetal.,1999).

RAW 264.7cell를 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.8×10
5

cells/mL로 96wellplate에 넣고 18시간 배양 후 시료와 LPS(1μg/mL)를 동시

에 처리하고 24시간 배양하였다.이후 MTT 용액 50μL를 첨가하여 4시간 동안

반응 시켰다.배양배지를 완전히 제거하고 dimethylsulfoxide(DMSO;Sigma)를

200μL를 가하여 침전물을 완전히 용해시킨 후,microplatereader(Amersham

PharmaciaBiotech,NY,USA)를 사용하여 540nm 흡광도를 측정하였다.각 시

료 군에 대한 평균 흡광도 값을 구하였으며,대조군의 흡광도 값과 비교하여 세

포생장률을 평가하였다.

2)LDH분석

RAW 264.7cell를 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.8×10
5

cells/mL로 24wellplate에 넣고 18시간 배양 후 시료와 LPS(1μg/mL)를 동시

처리하여 24시간 배양하였다.이후 배양 배지를 3,000rpm에서 5분간 원심분리

하였다.lactate dehydrogenase (LDH)assay는 non-radioactive cytotoxicity

assaykit(Promega,WI,USA)를 이용하여 측정했으며,96wellplate에 원심

분리하여 얻은 배양 배지 50μL와 reconstitutedsubstratemix50μL를 넣고,

실온에서 30분 반응시킨 후 50 μL의 stopsolution을 넣고 microplatereader

(Bio-TEK Instruments Inc.,Vermont,WI,USA)를 사용하여 490 nm에서

흡광도를 측정하였다.각 시료 군에 대한 평균 흡광도 값을 구하였으며,

대조군의 흡광도 값과 비교하여 세포독성을 평가하였다.

4.Nitricoxide(NO)생성 억제 활성 측정

RAW 264.7cell를 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.8×10
5
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cells/mL로 24 wellplate에 넣고 18시간 배양하였다.이후 시료와 LPS (1

μg/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양하였다.세포배양 상등액 100μL와 Griess

시약 100μL를 혼합하여 96wellplate에서 10분 동안 반응시킨 후 540nm에서

흡광도를 측정하였다.생성된 NO의 양은 Griess시약 [1% (w/v)sulfanilamide,

0.1% (w/v)naphylethylenediaminein2.5% (v/v)phosphoricacid]을 이용하여

세포배양액 중에 존재하는 NO2
-
의 형태로 측정하였고 sodium nitrite(NaNO2)를

standard로 사용하였다.

 

5.ProstaglandinE2(PGE2)생성 억제 활성 측정

RAW 264.7cell를 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.8×10
5

cells/mL로 24wellplate에 접종하고,18시간 배양하였다.이후 배지를 제거하고

10배 농도 (1mg/mL)로 조제된 시료 50μL와 LPS(1μg/mL)를 함유한 450

μL의 배지를 동시에 처리하여 24시간 배양하였다.24시간 후 배양 배지를

원심분리 (12,000rpm,3min)하여 얻어진 상층액의 PGE2함량을 측정하였다.

모든 시료는 정량 전까지 냉동보관 (-20℃) 하였다. PGE2는 mouse

enzyme-linked immnunosorbent assay (ELISA) kit (R&D Systems Inc.,

Minneapolis,MN,USA)를 이용하여 정량하였으며 standard에 대한 표준곡선의

r
2
값은 0.99이상이었다.

6.전염증성 cytokines(TNF-α,IL-6,IL-1β)생성 억제 활성 측정

RAW 264.7cell를 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.8×10
5

cells/mL로 24wellplate에 접종하고,18시간 배양하였다.이후 배지를 제거하고

10배 농도 (1mg/mL)로 조제된 시료 50μL와 LPS(1μg/mL)를 함유한 450

μL의 배지를 동시에 처리하여 24시간 배양하였다.이후 배양 배지를 원심분리

(12,000rpm,3min)하여 얻어진 상층액의 전염증성 cytokine생성 함량을

측정하였다.모든 시료는 정량 전까지 냉동보관 (-20℃) 하였다.전염증성

cytokines은 mouseenzyme-linkedimmnunosorbentassay(ELISA)kit(R&D

SystemsInc.,Minneapolis,MN,USA)를 이용하여 정량하였으며 standard에

대한 표준곡선의 r
2
값은 0.99이상이었다.
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7.Westernblotanalysis

 RAW 264.7cell를 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.5×10
5

cells/mL로 6wellplate에 18시간 배양 후 시료와 LPS (1 μg/mL)를 동시

처리하여 24시간 배양하였다.이후 세포를 PBS를 이용해 2회 세척하고 lysis

buffer[1×RIPA (UpstateCellSignalingSolution,LakePlacid,NY,USA),1

mM phenylmethylsulfonylfluoride(PMSF),1mM Na3VO4,1mM NaF,1

μg/mLaprotinin,1μg/mLpepstatin,and1μg/mLleupeptin]를 이용해 1시간

동안 lysis시킨 후 원심분리 (15,000rpm,15min)하여 단백질 상등액 만

분리하였다.단백질 농도는 bovineserum albumin(BSA)을 표준으로 Bio-Rad

protein assay reagent를 사용하여 정량하였다.정량한 단백질을 8∼12%의

polyacylamid gel에 전기영동하고 poly-vinylidene difluoride (PVDF)

membrane (Milipore,USA)에 200 mA,2시간 동안 전이시켰다.단백질이

전이된 membrane을 5% 탈지분유를 포함한 0.05% Tween20/Tris-buffered

saline(0.05% T/TBS)에 넣고 상온에서 1시간 blocking시킨 후,1차 항체와

반응시켰다.1차 항체 반응은 iNOS antibody (1:5000,Calbiochem,USA),

COX-2 antibody (1:1000, BD Biosciences Pharmingen, USA),

phospho-ERK1/2 antibody, ERK1/2 antibody, phospho-SAPK/JNK

(Thr183/Tyr185)antibody,SAPK/JNK antibody,phospho-p38MAP kinase

(Thr180/Tyr182) antibody,p38 MAP kinase antibody,IκB-α antibody,

phospho-p105/p50 (1:1,000,CellSignaling Tech,USA),β-actin antibody

clone AC-74 (1:10,000,Sigma,USA)를 이용하여 4℃에서 하루 밤 동안

반응시켰다.1차 항체 반응이 끝난 membrane은 0.05% T/TBS용액으로 3회

세척 후 peroxidase-conjugated된 2차 항체 (Jackson ImmunoResearch,

USA)를 1:5,000또는 1:10,000으로 희석하여 상온에서 1시간 반응한 뒤 0.05%

T/TBS 용액으로 3회 세척하였다.단백질은 Enhanced chemiluminescence

(ECL)방법을 이용해 X-ray필름으로 결과를 확인하였다.

8.HPLC및 UPLC/MS분석
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개민들레 EtOAc분획물을 MeOH에 녹여 1mg/mL의 농도가 되게 만들어 준

후 syringefilter로 여과하고 luteoiln(sigma)성분을 highperformanceliquid

chromatography (HPLC)로 측정하였다.HPLC 분석조건과 용매구배 조건은

Table1A에 나타내었다.표준품 luteoiln은 MeOH에 녹여 각각 10,25,50,및

100mg/mL의 농도로 제조하여 peak면적을 구하고 회귀 방정식을 이용한 검량

선을 작성하여 정량하였다.

UltraPerformanceLiquidChromatography/MassSpectrometry(UPLC /

MS)은 HypersilGold(2.1mm ×50mm,1.8μm,C18)컬럼을 사용하였고 이동

상으로는 (A)acetonitrile와 (B)0.1% formicacidinH20를 사용하였으며 (A)를

5∼100%로 8분간 기울기를 주며 200 μL/min 유속으로 흘려주었다.결과는

LCQ-Fleet/Thermo장비를 이용하여 분석하였다.ESI-IonTrapMS분석조건

을 요약하면 Table1B와 같다.

9.통계처리

실험결과는 mean ± S.D.으로 나타냈으며 student's t-test로 통계학적

유의성을 검증하였다.
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ConditionofUPLC

Company LCQ-Fleet

Column HypersilGold(2.1mm ×50mm,1.8μm,C18)

Mobilephase (A)acetonitrile (B)0.1% formicacidinH20

Gradient

Time

(min)

A

(%)

B

(%)

Flow

(μL/mL)

0 5 95 200

1 5 95 200

6 100 0 200

8 100 0 200

8.5 5 95 200

12 5 95 200

ConditionofMassSpectrometer

Company Thermo

Ionsource ESI

Polarity negative

Sprayvoltage 5KV

Capillarytemperature 275℃

Capillaryvoltage 42V

Collisionenergy 35eV

ConditionofHPLC
Company Waters2695

Column Waters,XterraⓇ RP83.5μm,4.6×100mm
Mobilephase (A)acetonitrile (B)H20

UV detection 254nm

Gradient

Time

(min)

A

(%)

B

(%)

Flow

(μL/mL)

0 10 90 800

30 50 50 800

35 100 0 800

40 10 90 800

50 10 90 800

Table1.HPLCandUPLC/MSconditionsforluteolinanalysis

A.HPLCcoditions

B.UPLC/MScoditions
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III.결 과

1.개민들레 부위별 추출물의 항염증 활성

1)개민들레 부위별 추출물의 세포 독성 측정

RAW 264.7cell에 개민들레 각 부위별 (꽃,잎,줄기,뿌리,지상부,전초)추

출물 (100μg/mL)과 LPS(1μg/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양한 후 MTT

와 LDH 분석을 이용하여 세포 생존율을 확인하였다.개민들레 부위별 추출물은

100μg/mL의 농도에서 90∼100%의 생존율을 보여 세포 독성을 나타내지 않음

을 확인하였다 (Figure1A).

2)개민들레 부위별 추출물의 NO생성 억제 활성

RAW 264.7cell에 개민들레 각 부위별 (꽃,잎,줄기,뿌리,지상부,전초)추

출물 (100μg/mL)과 LPS(1μg/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양하였다.생성

된 NO의 양은 Griess시약을 이용하여 세포 배양액에 존재하는 NO2-의 형태로

측정하였다.개민들레 부위별 추출물의 NO생성 억제 활성을 측정한 결과,LPS

단독 처리군은 NO의 생성을 유도하였고, iNOS inhibitor인 2-amino-

4-methylpyridine은 NO의 생성을 88% 억제함을 확인할 수 있었다.개민들레 부

위별 추출물 중에서는 개민들레 꽃 추출물이 LPS단독 처리군과 비교해 볼 때

NO의 생성을 47% 억제하는 것으로 나타나 높은 NO 생성 억제 활성을 보였으

며,그 외 다른 부위 (잎,줄기,뿌리,지상부,전초)의 추출물에서는 NO생성 억

제 활성을 나타내지 않았다 (Figure1B).
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A

   

B

Figure1.Effectsof80% EtOH extractofH.radicataL.oncytotoxicity

andNO productioninLPS-stimulatedRAW 264.7cells.Cells(1.8×105

cells/mL)werepre-incubatedfor18h,andthencellswerestimulatedwith

LPS(1μg/mL)for24hinthepresenceof80% EtOHextractofeachpartof

H.radicataL.(100μg/mLA:flower;B:leaf;C:stem;D:root;E:aerialpart;

F:wholeplant),2-amino(10μM 2-amino-4-methylpyridine)anddex(20μM

dexamethasone).(A)CytotoxicitywasdeterminedbyMTT andLDH assay.

(B)NOproductionlevels.Thedatawereexpressedasmeans±S.D.ofthree

determinations.*P<0.05;**P<0.01comparedtopositivecontrol.
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3)개민들레와 민들레 꽃 추출물의 항염증 활성

(1)NO,PGE2생성 억제 활성

먼저 LDH 분석을 통해 개민들레 꽃 (HRF)과 민들레 꽃(TPF)추출물을

모두 400μg/mL 농도 범위에서 세포독성을 갖지 않음을 확인하였다.이를

바탕으로 RAW 264.7cell에 LPS (1 μg/mL),HRF와 TPF 추출물을 100,

200,및 400μg/mL농도로 처리하여 NO 생성 억제 활성을 알아보았다.그

결과 LPS단독 처리군에 비교했을 때 HRF와 TPF추출물은 200μg/mL농도

에서 각각 51%,17%로 NO의 생성을 억제하였으며 400μg/mL농도에서는

82%,48%로 억제하는 것으로 나타나 HRF추출물이 TPF추출물보다 강한

NO생성 억제 활성을 나타내는 것을 확인할 수 있었다 (Figure2A).

동일한 조건으로 PGE2ELISA kit를 이용하여 PGE2생성 억제 활성을 확

인한 결과,HRF추출물은 LPS단독 처리군과 비교했을 때 각각의 처리 농

도에서 30%,43%,및 76%로 PGE2의 생성을 억제하여 농도 의존적인 억제

효과를 확인할 수 있었다.또한 TPF추출물은 각각의 처리 농도에서 18%,

20%,및 37%로 PGE2의 생성을 억제하여 HRF 추출물이 TPF 추출물보다

PGE2의 생성을 효과적으로 억제함을 확인할 수 있었다 (Figure2B).

(2)iNOS,COX-2발현 억제 활성

HRF와 TPF추출물에 의한 NO,PGE2생성 억제 활성이 iNOS와 COX-2

발현 억제로 인한 것 인지 확인하기 위하여 이들 단백질 수준을 Western

blotanalysis로 확인하였다. RAW 264.7cell에 LPS(1μg/mL),HRF와 TPF

추출물을 100,200,및 400μg/mL농도로 처리하여 24시간 배양한 후 HRF

와 TPF추출물에 의한 iNOS,COX-2발현 억제 활성을 확인하였다.그 결

과 LPS단독 처리군에서는 iNOS,COX-2의 발현이 현저히 증가하였고 HRF

추출물은 농도 의존적으로 iNOS,COX-2의 발현을 억제함을 알 수 있었다

(Figure3A).반면 TPF추출물은 이들 단백질의 발현에 크게 영향을 미치지

않음을 확인 할 수 있었다 (Figure3B).
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A

B

Figure2.Effectsof80% EtOH extractofHRFandTPFonNO,PGE2

production and cytotoxicity in LPS-stimulated RAW 264.7cells.Cells

(1.8 × 10
5
cells/mL)were pre-incubated for18 h,and then cells were

stimulatedwithLPS(1μg/mL)for24hinthepresenceofeach80% EtOH

extracts (100, 200, and 400 μg/mL), 2-amino (10 μM 2-amino

-4-methylpyridine),anddex(20μM dexamethasone).(A)NO and(B)PGE2

production levels.The data were expressed as means ± S.D.ofthree

determinations.*P<0.05;**P<0.01comparedtopositivecontrol.
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A

B

Figure3.Effectsof80% EtOH extractofHRFandTPFontheprotein

levelofiNOSandCOX-2inLPS-stimulatedRAW 264.7cells.Cells(1.0

×10
6
cells/mL)werepre-incubatedfor18h,andthencellswerestimulated

withLPS(1μg/mL)for24hinthepresenceofeach80% EtOH extracts

(100,200,and400μg/mL),2-amino(10μM 2-amino-4-methylpyridine)and

dex (20 μM dexamethasone).The protein levels were determined using

Westernblot.80% EtOHextractof(A)HRFand(B)TPF.
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2.개민들레 꽃 EtOAc분획물의 항염증 활성

 1)NO,PGE2생성 억제 활성

항염증 활성이 가장 우수한 HRF 추출물을 다시 에틸아세테이트 (Ethyl

acetate),물 (H2O)로 순차적으로 용매분획을 한 후 추출물과 분획물의 NO와

PGE2생성 억제 활성을 알아보았다.

먼저 LDH 분석을 통해 HRF추출물과 분획물 모두 50μg/mL농도 범위에서

세포독성을 갖지 않음을 확인하였고 이를 바탕으로 HRF 추출물과 분획물을

12.5,25,및 50μg/mL농도로 처리하여 NO 생성 억제 활성을 측정하였다.그

결과 LPS단독 처리군에 비해 HRF추출물은 각각의 처리농도에서 3%,7%,및

14%의 NO 생성 억제 활성을 보였으며 EtOAc분획물은 16%,44%,및 60%의

NO생성 억제 활성을 보였다.물 분획물은 NO생성에 영향을 미치지 않음을 확

인하였다 (Figure4A).

동일한 조건에서 PGE2생성 억제 활성을 확인한 결과,EtOAc분획물은 각각

의 처리 농도에서 9%,25%,및 47%로 PGE2의 생성을 억제시키는 것을 확인하

였다 (Figure4B).따라서 HRF추출물과 분획물 중에 EtOAc분획물이 염증 억

제 효과가 가장 우수하다고 판단되어 후속실험은 HRF EtOAc 분획물

(HRF-EA)에 대한 항염증 효능 평가를 수행하였다.

2)iNOS,COX-2발현 억제 활성

HRF-EA에 의해 감소된 NO와 PGE2생성 억제 활성이 iNOS와 COX-2발현

억제가 그 원인임을 확인하기 위해 Westernblotanalysis로 세포질 내에서의

iNOS,COX-2단백질의 발현량을 조사하였다.

RAW 264.7cell에 LPS(1μg/mL)와 HRF-EA를 12.5,25및 50μg/mL농도

로 처리하고 24시간 배양한 후 HRF-EA의 iNOS와 COX-2발현 억제 활성을

확인하였다.그 결과 LPS단독 처리군은 iNOS,COX-2의 발현이 현저히 증가하

였고 HRF-EA는 농도 의존적으로 iNOS,COX-2의 발현을 억제함을 확인하였다

(Figure5).
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A

B

Figure4.Effectsof80% EtOH extractandsolventfractionsofHRFon

NO,PGE₂productionandcytotoxicityinLPS-stimulatedRAW 264.7

cells.Cells(1.8×10
5
cells/mL)werepre-incubatedfor18h,andthencells

werestimulatedwithLPS(1μg/mL)for24hinthepresenceof80% EtOH

extractandsolventfractionsofH.radicataL.(12.5,25,and50μg/mL),

2-amino(10μM 2-amino-4-methylpyridine)anddex(20μM dexamethasone).

(A)NOand(B)PGE2productionlevels.Cytotoxicitywasdeterminedusing

theLDH method.Thedatawereexpressedasmeans±S.D.ofthree

determinations.*P<0.05;**P<0.01comparedtopositivecontrol.
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Figure5.EffectsofHRF-EA ontheproteinlevelofiNOSandCOX-2

in LPS-stimulated RAW 264.7 cells.Cells (1.0 × 10
6
cells/mL)were

pre-incubatedfor18h,andthencellswerestimulatedwithLPS(1μg/mL)

for24hinthepresenceofHRF-EA (12.5,25,and50μg/mL),2-amino(10

μM 2-amino-4-methylpyridine)anddex(20μM dexamethasone).Theprotein

levelsweredeterminedusingWesternblot.
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3)전염증성 cytokines생성 억제 활성

RAW 264.7 cell에서 HRF-EA가 전염증성 cytokine인 TNF-α,IL-6,및

IL-1β의 발현에 미치는 영향을 ELISA kit를 이용하여 조사하였다.RAW 264.7

cell에 LPS(1μg/mL)와 HRF-EA를 12.5,25,및 50μg/mL 농도로 처리하여

TNF-α,IL-6,및 IL-1β의 생성 억제 활성을 확인한 결과 HRF-EA는 LPS단독

처리군과 비교했을 때 각각의 처리 농도에서 TNF-α의 생성을 49%,58%,및

61%,IL-6의 생성을 12%,54%,및 86% 그리고 IL-1β의 생성을 42%,58%,및

62%로 농도 의존적으로 유의하게 억제함을 확인하였다 (Figure6).
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A

B

C

Figure 6. Effect of HRF-EA on production of pro-inflammatory

cytokinesinLPS-stimulatedRAW 264.7cells.Cells(1.8×10
5
cells/mL)

werepre-incubatedfor18h,andthencellswerestimulatedwithLPS (1

μg/mL)for24hinthepresenceofHRF-EA (12.5,25,and50μg/mL).(A)

TNF-α,(B)IL-6,and(C)IL-1β productionwereanalyzedbyELISA kit.

Thedatawereexpressedasmeans±S.D.ofthreedeterminations.*P<0.05;

**P<0.01comparedtopositivecontrol.
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4)IκB-α degradation억제 활성

HRF-EA가 IκB-α에 미치는 영향을 확인하기 위해 NF-κBinhibitor인 PDTC

를 10μM 농도로 RAW 264.7cell에 처리하고 2시간 후에 LPS(1μg/mL)로 자

극하였다.LPS 처리 10분,20분,30분 후 단백질을 분리하여 Western blot

analysis로 IκB-α의 변화를 확인하였다.그 결과 LPS처리 후 10분에서 IκB-α가

가장 degradation 되었음을 확인할 수 있었으며,NF-κB inhibitor인 PDTC는

LPS단독 처리군에 비해 IκB-α의 degradation을 억제 시켰다 (Figure7A).이를

바탕으로 HRF-EA를 농도별 (12.5,25및 50μg/mL)로 처리하고 LPS처리 후

10분에서 IκB-α에 미치는 영향을 확인한 결과,HRF-EA가 LPS단독 처리군에

비해 IκB-α의 degradation를 농도 의존적으로 억제시키는 것을 확인할 수 있었

다 (Figure7B).

5)NF-κB인산화 억제 활성

NF-κB의 활성을 억제하는 것은 염증반응을 억제하는 중요한 작용이 된다.

HRF-EA가 LPS에 의해 유도되는 NF-κB신호전달경로에 미치는 영향을 확인하

기 위해 RAW 264.7cell에 NF-κBinhibitor인 PDTC를 10μM 농도로 처리하고

2시간 후에 LPS(1μg/mL)로 자극하였다.LPS처리 10분,20분,30분 후 단백질

을 분리하여 Westernblot으로 NF-κB의 변화를 확인하였다.그 결과 LPS처리

후 10분에서 가장 높게 NF-κB의 인산화가 일어나는 것을 확인할 수 있었으며

NF-κBinhibitor인 PDTC는 LPS단독 처리군에 비해 NF-κB의 인산화를 억제

시켰다 (Figure8A).이를 바탕으로 HRF-EA를 농도별 (12.5,25및 50μg/mL)

로 처리하고 LPS 처리 후 10분에서 NF-κB에 미치는 영향을 확인한 결과,

HRF-EA가 LPS단독 처리군에 비해 NF-κB인산화를 농도 의존적으로 억제시

키는 것을 확인 할 수 있었다 (Figure8B).
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A

B

Figure 7. Effect of HRF-EA on the protein level of IκB-α in

LPS-stimulated RAW 264.7 cells.(A)Cells(1.5 × 10
6
cells/mL)were

pre-incubatedfor18h,andthecellswereincubatedwithPDTC(10μM)for

2handthenstimulatedwithLPS(1μg/mL)forindicatedtimes.(B)Cells

(1.5×10
6
cells/mL)werepre-incubatedfor18h,andthecellsweretreated

withHRF-EA (12.5,25,and50 μg/mL)for2handthenstimulatedwith

LPS (1 μg/mL)for10 min.The protein levels were determined using

Westernblot.
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A

B

Figure 8.EffectofHRF-EA on theprotein levelofp50 NF-κB in

LPS-stimulated RAW 264.7 cells.(A)Cells(1.5 × 10
6
cells/mL)were

pre-incubatedfor18h,andthecellswereincubatedwithPDTC(10μM)for

2handthenstimulatedwithLPS(1μg/mL)forindicatedtimes.(B)Cells

(1.5×10
6
cells/mL)werepre-incubatedfor18h,andthecellsweretreated

withHRF-EA (12.5,25,and50 μg/mL)for2handthenstimulatedwith

LPS (1 μg/mL)for10 min.The protein levels were determined using

Westernblot.
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6)MAPKs인산화 억제 활성

HRF-EA가 LPS에 의해 유도되는 MAPKs신호전달경로에 미치는 영향을 확

인하기 위해 RAW 264.7 cell에 p38 inhibitor인 SB203580를 10 μM,JNK

inhibitor인 SP600125을 20μM,및 ERK inhibitor인 PD98059을 20μM의 농도로

처리하고 2시간 후에 LPS(1μg/mL)로 자극하였다.LPS처리 10분,20분,30분

후 단백질을 분리하여 Western blot analysis로 phospho-p38, p38,

phospho-ERK,ERK,phospho-JNK,및 JNK을 확인하였다.그 결과 LPS처리

후 30분에서 p38,JNK,및 ERK의 인산화가 최대로 되는 것을 확인할 수 있었으

며 각각의 inhibitor는 LPS에 의해 유도되는 인산화를 효과적으로 억제시켰다

(Figure9).이를 바탕으로 HRF-EA를 농도별 (12.5,25및 50μg/mL)로 처리하

고 LPS처리 후 30분에서 MAPKs에 미치는 영향을 확인한 결과,HRF-EA는

농도 의존적으로 p38,JNK,및 ERK의 인산화를 억제시켰다 (Figure10).
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Figure9.Effectsofinhibitorson theprotein levelofp38,JNK and

ERK inLPS-stimulatedRAW 264.7cells.Cells(1.5×10
6
cells/mL)were

pre-incubatedfor18h,andthecellswereincubatedwitheachinhibitorsof

SB(10μM SB203580),SP(20μM SP600125)andPD(20μM PD98059)for2

handthenstimulatedwithLPS(1μg/mL)forindicatedtimes.Theprotein

levelsweredeterminedusingWestrernblot.
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Figure10.EffectsofHRF-EA on theprotein levelofp38,JNK and

ERK inLPS-stimulatedRAW 264.7cells.Cells(1.5×10
6
cells/mL)were

pre-incubatedfor18h,andthecellswereincubatedwithHRF-EA (12.5,25,

and50 μg/mL)andeachinhibitorsofSB (10 μM SB203580),SP (20 μM

SP600125)andPD(20μM PD98059)for2handthenstimulatedwithLPS(1

μg/ml)for30min.TheproteinlevelsweredeterminedusingWestrernblot.
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7)활성성분 [luteolin(3,4,5,7-tetrahydroxyflavone)]함량 분석

현재 개민들레에 관한 성분 분석 연구는 보고된 바 없어 본 연구에서는 국화

과 식물의 꽃에 많이 함유되어있다고 보고된 quercetin,naringenin,luteolin,

catechin등의 플라보노이드 물질의 함량을 HPLC로 분석한 결과,그중 luteolin

이 HRF-EA에 함유되어 있음을 알 수 있었다.Figure11A∼D는 각각 luteolin과

HRF-EA,HRF추출물 및 TPF추출물의 크로마토그램을 나타낸 것이다.그 결

과 retentiontime과 스펙트럼을 비교해 볼 때,HRF-EA,HRF추출물 및 TPF

추출물에 luteolin이 함유되어 있음을 알 수 있었다.또한 HRF-EA에 luteolin의

함유를 좀 더 정확히 알기 위해 UPLC/MS으로 분석하였다.이는 표준용액을 바

탕으로 ESI/IonTrapMS를 negativemode에서 분석하여❲M-H❳
-
값과 이온화

되었을 때의 fragmentMS/MS의 값을 확인하였다.

Figure12에서 보는 바와 같이 luteolin은 RT 5.31-6.06(평균이온분포)에서

m/z284.9peak(Figure12A,B)를 나타내었고,LCMS/MS로 m/z284.9의 물질

을 쪼갠 결과 Figure12C에서 보는 바와 같이 m/z150.9,174.9,198.9,216.9,

256.9,및 284.9에서 peak를 나타내었다.HRF-EA는 RT 5.35-5.65(평균이온분

포)에서 m/z284.8peak를 나타내었고 (Figure12D,E),LC MS/MS로 m/z

284.8의 물질을 쪼갠 결과 Figure12F에서 보는 바와 같이 m/z150.9,175,198.9,

216.9,240.9,242.9,257,및 284.9에서 peak를 나타내었다.따라서 HRF-EA와

luteolin의 retentiontime과 분자량이 일치하는 결과로 보아 HRF-EA에 luteolin

이 함유되어 있음을 알 수 있었다.이러한 결과를 토대로 HRF-EA,HRF추출물

및 TPF 추출물의 luteolin 함량을 확인하기 위해 HPLC로 정량을 하였다.

luteolin을 10,25,50,및 100mg/mL이 되게 희석하고 HPLC의 크로마토크램에

서 얻은 peak면적을 이용해 회귀방정식을 구한 결과 HRF-EA는 약 70mg/g,

HRF추출물은 약 29mg/g,및 TPF추출물은 약 16mg/g의 luteolin이 함유되

어 있음을 알 수 있었다.
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A

B

C

D

Figure11.HPLCchromatogram ofluteolin,HRF-EA,80% EtOH extract

ofHRFandTPF.(A)luteolin,(B)HRF-EA,and80% EtOH extractof(C)

HRF and(D)TPF.
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D
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F

Figure12.UPLC/MS ofluteolin andHRF-EA.HPLC chromatogram of

luteolin(A),precusorions(B)andtheircorrespondingfragments(C)obtained

byUPLC/MS(negativemode)analyseschromatogram oftheluteolin.HPLC

chromatogram oftheHRF-EA (D),precusorions(E)andtheircorresponding

fragments(F)obtainedbyUPLC/MS(negativemode)analyseschromatogram

oftheHRF-EA.
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Ⅳ.고 찰

개민들레는 식물분류학상 국화과 (Compositae)에 속하는 두해살이풀로 80년대

초 목초종자와 혼합되어 제주도에 유입되었고 번식력이 강하여 자연생태계 교란

의 원인이 되고 있다.개민들레 추출물은 항산화 활성 (Fiassonetal.,1991),항

암 활성(Ferdinand,1980),미백 활성 (이 등.,2005),그리고 항균 활성 (Maruta

etal.,1995)이 있다고 알려져 있으나 현재 항염증 활성에 대한 연구는 보고된

바 없다.에 본 연구에서는 개민들레의 식 의약 및 화장품 원료로서의 활용가능

성이 있는지를 평가하기 위하여 개민들레 추출물 및 분획물의 항염 활성을 분자

생물학적으로 연구하였다.

LPS로 활성화된 RAW 264.7cell에서의 염증매개인자의 연구는 염증반응을

연구하는 경우 빈용하는 실험모델로 (국 등.,2002)확립되어 있으며,대식세포를

LPS와 같은 TLR 리간드로 자극시키면 하위신호전달경로인 NF-κB와 MAPKs

가 활성화되어 NO또는 PGE2와 같은 염증성 인자들을 분비하고,염증반응이 일

어나게 된다 (Yehetal.,2011).따라서 RAW 264.7cell에서 개민들레 부위별

(꽃,잎,줄기,뿌리,지상부)추출물이 NO의 생성을 억제하는지 확인해 보았다.

그 결과 개민들레 꽃 추출물이 LPS단독 처리군과 비교해 볼 때 NO의 생성을

47% 억제하는 것으로 나타나 높은 NO 생성 억제 활성을 보였으며,그 외 다른

부위 (잎,줄기,뿌리,지상부,전초)의 추출물에서는 NO 생성 억제 활성을 나타

내지 않았다.다음으로 NO 생성 억제 활성이 가장 우수한 개민들레 꽃 (HRF)

추출물과 민들레 꽃 (TPF)추출물과의 항염증 활성을 비교해 보았다.먼저 NO

와 PGE2생성 억제 효과를 비교해 본 결과 HRF추출물이 TPF추출물보다 효

과적으로 농도 의존적으로 유의하게 NO와 PGE2 생성을 억제함을 확인하였다.

염증성 인자인 NO와 PGE2생성은 대식세포가 IFN-γ 또는 LPS자극에 의해 발

현된 iNOS와 COX-2에 의해 생성되기 때문에(Guziketal.,2003;Miyasakaet

al.,1995;Xueetal.,2011)HRF추출물과 TPF추출물의 iNOS,COX-2단백질

발현에 영향을 미치는지 확인한 결과 HRF추출물이 TPF추출물보다 iNOS와

COX-2의 유도 발현을 농도 의존적으로 억제함을 확인할 수 있었다.위의 결과
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를 종합해보면 HRF추출물이 TPF추출물보다 iNOS와 COX-2의 유도 발현을

더욱 효과적으로 억제함으로써 NO와 PGE2의 생성을 강력히 억제하였다는 것을

의미한다고 사료된다.

항염증 활성이 가장 우수한 HRF 추출물을 다시 에틸아세테이트 (Ethyl

acetate),물 (H2O)로 순차적으로 용매분획을 한 후 각 분획물의 NO와 PGE2생

성 억제 활성을 알아보았다.그 결과,LPS단독 처리군에 비해 개민들레 꽃 에

틸아세테이트 분획물(HRF-EA)이 가장 농도 의존적으로 유의하게 NO와 PGE2의

생성을 억제하였으며 이를 뒷받침해주는 근거로 HRF-EA는 iNOS와 COX-2의

발현을 농도 의존적으로 억제함을 알 수 있었다.

LPS 자극에 의해 증가되는 염증매개단백질의 발현조절에 핵심적인 역할을

하는 NF-κB는 일반적인 경우에 세포질에서 IκB와 결합하여 비 활성형으로 존재

하지만,특정 자극에 의해 NF-κB신호전달체계가 활성화되면 IKK(inhibitorκB

kinase)를 통해 IκB가 degradation되면서 NF-κB가 핵으로 이동하여 COX-2,

iNOS,BclXL,cIAPs등의 전사를 유도하게 된다 (Ahnetal.,2005;Grossman

etal.,2002;Murakamietal.,2005).이와 관련해서 LPS로 자극한 RAW 264.7

cell에서 생성되는 iNOS,COX-2단백질 발현에 대한 HRF-EA의 발현 억제효과

가 NF-κB경로의 활성 억제에 대한 결과인지를 Westernblotanalysis로 확인

해 보았다.그 결과 HRF-EA는 농도 의존적으로 세포질내의 IκB-α degradation

과 NF-κB(p50)의 인산화를 억제하였다.따라서 HRF-EA는 IκB-α degradation

을 함으로써 NF-κB경로에 의해 활성화되는 염증 매개 인자들의 생성을 저해했

음을 시사해 주고 있다.

또한 대식세포는 LPS자극을 받게 되면 NF-κB경로와 아울러 MAPK를 활성

화하여 세포질이나 핵 내의 단백질을 조절한다.JNK inhibitor,p38inhibitor를

처리하였을 때 LPS에 의해 유도되는 NO,TNF-α,및 IL-1β의 생성이 억제 되

고 (Kwaketal.,2005),ERK의 경우 특이적으로 IL-6생성 억제에 관여한다고

보고되었다 (Ghazizadeh etal.,2007).이러한 보고를 바탕으로 HRF-EA가

MAPKs인산화에 미치는 영향을 확인한 결과,LPS로 자극한 RAW 264.7cell에

서 HRF-EA는 p38,JNK,및 ERK의 인산화를 농도 의존적으로 억제 시키는 것

을 확인할 수 있었다.특히 HRF-EA는 ERK와 JNK의 인산화를 강력히 억제하
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였다.이는 NO 그리고 TNF-α,IL-1β,및 IL-6생성을 강력히 억제했음을 시사

해 주고 있다.이는 HRF-EA가 JNK와 ERK의 인산화를 억제하여 NO,TNF-α,

및 IL-1β,IL-6생성을 강력히 억제했음을 시사해 주고 있다.

현재 개민들레에 관한 성분 분석 연구는 보고된 바 없으며 국화과 식물의 꽃

에 많이 함유되어있다고 보고된 quercetin,naringenin,luteolin,catechin등의 플

라보노이드 물질의 함량을 HPLC로 분석한 결과,HRF와 TPF 추출물 그리고

HRF-EA에 luteolin이 함유되어 있음을 확인하였고,UPLC/MS 분석을 통해

luteolin과 HRF-EA는 분자량과 retentiontime모두 일치함을 확인할 수 있었다.

따라서 HRF-EA에 luteolin이 함유되어 있음을 알 수 있었고 HRF와 TPF추출

물 그리고 HRF-EA에 luteolin의 함량을 확인하기 위해 HPLC로 정량을 하였다.

luteolin을 10,25,50,및 100mg/mL이 되게 희석하고 HPLC의 크로마토크램에

서 얻은 피크면적을 이용해 희귀방정식을 구한 결과 HRF-EA는 약 70mg/g,

HRF추출물은 약 29mg/g,TPF추출물은 약 16mg/g의 luteolin이 함유되어

있음을 알 수 있었다.luteolin은 특히 셀러리,카모밀 등에 많이 함유되어 있으며

(Kim etal.,2003),생리활성 연구로는 항염 활성 (Kimataetal.,2000),항암 활

성 (Chowdhuryetal.,2002;Mittraetal.,2000),항산화 활성 (Terashimaet

al.,2011),항알레르기 활성 (Kimataetal.,2000)등의 연구가 보고되어 있다.따

라서 앞의 결과에서의 HRF-EA에서 보인 항염증 효과 중 일부는 luteolin에 의

한 것이며 HRF추출물과 TPF추출물의 염증 억제 활성은 luteolin함량 차이에

의한 염증 억제 효과라 사료된다.

위의 결과들을 종합해본 결과,HRF-EA는 RAW 264.7cell에서 LPS로 유도된

MAPKs(p38,JNK,및 ERK)와 NF-κB활성을 차단함으로써 다양한 염증 매개

인자의 발현을 억제하는 것으로 확인되었다.또한 이러한 항염증 효과 중 일부는

HRF-EA의 활성성분 중 하나인 luteolin의 의한 것이며 개민들레를 항염증 소재

로 활용하기 위해서는 단일물질 수준의 연구가 필요하다고 사료된다.
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VI.요 약

본 연구에서는 항염증 개선소재로서의 개민들레의 활용 가능성을 탐색하기

위하여 RAW 264.7cell에서 개민들레 추출물의 항염증 활성을 연구하였다.우선

개민들레 각 부위별 (꽃,잎,줄기,뿌리,지상부,전초)80% 에탄올 추출물의

NO 생성 억제 활성을 분석하였다.이 중 항염증 활성이 가장 우수한 꽃

추출물을 에틸아세테이트로 분획하여 개민들레 꽃의 에틸아세테이트 분획물

(HRF-EA)을 얻고 HRF-EA의 항염 작용을 분석하였다.HRF-EA는 LPS로

자극된 RAW 264.7cell에서 염증성 매개인자인 nitricoxide(NO),inducible

nitricoxidesynthase(iNOS),prostaglandinE2 (PGE2),및 cyclooxygenase-2

(COX-2)와 cytokines(tumournecrosisfactor(TNF)-α,interleukin(IL)-1β,및

IL-6)의 생성을 농도 의존적으로 억제하였다.그리고 HRF-EA에 의한 iNOS와

COX-2발현 억제 기전을 연구하기 위해 nuclearfactor-κB (NF-κB)경로와

mitogen-activated protein kinases (MAPKs)에 미치는 HRF-EA의 영향을

분석하였다.HRF-EA는 LPS에 의해 자극된 RAW 264.7 cell에서 IκB-α 

degradation 억제와 p50의 인산화를 억제시킴으로 NF-κB의 활성화를 억제

시키는 것을 확인하였다. 또한 HRF-EA는 p38 MAPK kinase (p38),

extracellularsignal-regulatedkinase(ERK),그리고 c-JunN-terminalkinases

(JNK)의 인산화를 농도 의존적으로 감소시켰다.이러한 결과들은 HRF-EA가

LPS로 자극된 RAW 264.7cell에서 NF-κB와 MAPKs의 활성화 억제를 통하여

항 염증성 효능을 나타냄을 시사하였다.또한,개민들레의 항염증 활성 성분을

동정하기 위하여 HRF-EA에 함유된 기지 화합물을 HPLC로 분석하였다.그

결과,HRF-EA에는 lutein을 약 70mg/g포함하는 것을 확인할 수 있었다.본

연구 결과는 HRF-EA의 항염증 소재로서 활용 가능성을 제시해준다.
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