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ABSTRACT

This study describes a preliminary evaluation of the anti-oxidative,

anti-inflammatory activity, and anti-atopy of P hormium tenax 70%

ethanol extract and solvent fractions. In order to effectively screen for a

natural preservative agent, we first investigated the anti-oxidant

activities such as 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) radical

scavenging capacity, superoxide radical scavenging capacity, xanthine

oxidase inhibitory activity of their. The antioxidant activities showed in

EtOAc and BuOH fraction of P . tenax, compare with ascorbic acid,

butylated hydroxy anisole (BHA), trolox, and allopurinol in these assay

systems. In addition, we examined the inhibitory effect of P . tenax

extract and fractions on pro-inflammatory mediators (Nitric oxide (NO),

inducible nitric oxide synthase (iNOS), prostaglandin E2 (PGE2), COX-2)

and pro-inflammatory cytokines (tumor necrosis factor-α (TNF-α),

interleukin-6 (IL-6), and interleukin-β (IL-β)) in lipopolysaccharide

(LPS)-stimulated RAW 264.7 cells. Finally, we evaluated of their

inhibitory effect on the atopic dermatitis-like inflammatory markers

(macrophage-derived chemkine (MDC), thymus and activation-regulated

chemokine (TARC)) in human keratinocyte HaCaT cells. The CH2Cl2 and

EtOAc fractions of P . tenax inhibited the pro-inflammatory factors and

atopic dermatitis-like inflammatory markers in a dose dependent manner.

These results suggest that P . tenax may have significant effects on

oxidative and inflammatory factors and may be provided as a possible

anti-oxidant and anti-inflammatory therapeutic plant.
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Ⅰ. 서 론

생체조직의 내외부에서 발생하는 화학적, 물리적, 생물학적 자극에 의하여 생체조

직이 손상되었을 때, 손상된 생체조직을 최소화하고 원래의 상태로 회복시키려는

생체의 방어작용에 의해 나타나는 현상 중 하나를 염증이라 할 수 있다 (Rabsom

et al., 2005: 김민진, 2012). 자극에 의해 Serotonin, Histamine, Prostaglandin과 같

은 혈관 활성 물질이 분비되어 혈관 투과성이 증대됨에 따라 염증 반응이 일어난다

(Song et al. 2003). 대식세포(macrophage)는 여러 종류의 자극에 의해 발현 되는

염증 반응에 대한 방어 작용과 숙주의 항상성 유지에 관여하는 것으로 알려져 있다

(Higuchi M et al. 1990; 송상목, 2015). 대식세포에서 염증 반응이 일어날 때,

interleukin-6(IL-6), interleukin-1β(IL-1β), tumor necrosis factor-α(TNF-α)와 같

은 pro-inflammatory cytokine들의 발현이 유도되고, inducible nitric oxide

synthase (iNOS) 및 prostaglandin E2 (PGE2)와 같은 염증인자가 생성됨이 알려졌

다 (Stock M et al., 1994; Moncada S et al., 1991; Lee AK et al., 2003; 송상목,

2015). IL-6, IL-β, TNF-α와 같은 염증매개인자들은 그람음성균의 세포외막에 존

재하는 Lipopolysaccharide (LPS)에 의해 발현되며, LPS는 RAW 264.7 cell과 같은

대식세포 또는 단핵구(monocyte)에서 염증매개인자들의 발현에 관여한다

(Willeaume V et al., 1996; 김민진, 2012; 송상목, 2015). Nitric oxide(NO)는 높은

반응성을 특성으로 가진 활성라디칼(free radical)로서 신경전달, 혈관·혈압·면역에

대한 혈소판 응집 억제 및 항상성 유지 등 생물학적인 차원의 다양한 매개체 역할

을 한다고 보고되어져 있다 (Rho et al., 1999; Kim et al., 2006; 송상목, 2015). NO

는 Nitric oxide synthase(NOS)에 의해 생성이 조절되며 (Moeslinger et al. 2006)

NOS는 물리화학적 특성에 따라 neuronal NOS(nNOS), endothelial NOS(eNOS),

inducible NOS(iNOS)의 세 가지 종류가 존재한다 (Son et al. 2006; Song, 2015).

이들 중 nNOS는 기관지, 위장의 내피세포, 신경계 등에 존재며, eNOS는 혈관내피

세포에 존재한다. 이 두 효소는 체내에서 혈관확장, 신경세포 신호 전달 및 혈류 분

포 조절 등 항상성 유지를 위해 일정 수준을 유지하면서 중요한 역할을 한다

(Moncada S. et al. 1995; 송상목, 2015). 반면 iNOS는 interferon-γ(IFN- γ) 또는

LPS 등의 자극을 통해 발현되어 많은 양의 NO를 생성한다 (Guzik T.J. et al.,



- 2 -

2003; Miyasaka N. et al., 1995; 김민진, 2012; 송상목, 2015). 과다하게 발현된 NO

는 염증매개체의 생성을 활성화 시켜 조직의 손상, 유전자변이, 유전자 변이, 류마

티스 관절염, 폐혈성 쇼크, 자가면역 질환 등의 질병을 유발 시킬 수 있다 (Jun et

al., 1998; Blonska et al., 2003; 송상목, 2015). NO와 함께 대표적 염증인자인

PGE2는 통증과 발열에 작용하는 매개체로서 면역반응과 염증반응에 관여한다.

COX는 COX-1, COX-2의 두 종류의 이성효소로 존재하며 서로 다른 유전자로부터

생성된다. COX-1은 인체 내부의 방어와 항상성 유지에 관여하고 COX-2는 LPS

또는 interleukin-1(IL-1)의 자극을 통해 발현되어 염증매개체인 PGE2를 생성시켜

지속적인 염증반응에 관여한다고 알려져 있다 (Dubois R et al., 1998; Lee et al.,

2003; Smith et al., 1996; 송상목, 2015).

아토피(atopy)는 음식물과 대기 중의 각종 흡입성 물질에 대한 알레르기 반응의

결과로 피부염이나 천식, 알레르기성 비염(고초열)등이 나타나는 것을 Coca AF와

Coke RA에 의해 “아토피”라고 정의 되었으며, 이러한 알레르기 질환에는 아토피

피부염, 천식, 알레르기성 비염(고초열), 알레르기성 결막염 등이 있다(Min, 2004).

특히 아토피 피부염(Atopic dermatitis)은 알레르기성 비염이나 천식을 동반하는 경

우가 많은 만성 피부질환으로, 한 해 출생하는 신생아의 20%가 앓고 있다는 보고가

나올 정도로 매우 흔한 피부병이다. 이 질환은 피부건조증, 소양감, 태선화, 모낭 주

위 항진, 구순염, 습진양병변 등의 특징적으로 나타난다 (Kim, 1983: Chang, 1998).

아토피 피부염의 원인에 대한 여러 가설이 대두되었으나 명확한 원인은 밝혀지지

않고 있으며 유전학적·면역학적 요인, 이상 약물반응, 환경요인, 미생물 등이 상호

관여할 것이라고 보고 있다. 최근에는 아토피 피부염 환자에서의 혈청 IgE수치의

비정상적인 증가, 세포면역의 중추적 역할을 담당하는 T림프구의 수적, 기능적 장

애 등이 보고된바 있다 (Baik. 2005).

아토피 피부염의 면역학적인 요인으로는 T세포 성숙 결핍설, CD8+ 억제 T세포

의 수적 감소 등이 제안 된 바 있었으나, 최근엔 CD4+ T세포의 역할이 더욱 중요

한 것으로 알려지고 있다(Min, 2004). 즉, B세포로부터 IgE의 생성을 유도하는

IL-4, B세포로부터 IgE 생성을 촉진하는 IL-5, IgE의 생성을 증폭시키는 IL-6 등을

분비하는 T 세포는 CD4+ T 세포 중 Th2 세포인데, AD환자의 말초 혈액 및 피부

병변으로부터 분리한 항원 특이 T 세포 중 Th2 세포인데, AD화자의 말초 혈액 및

피부 병변으로부터 분리한 항원 특이 T세포 클론이 Th2로 밝혀졌고, 이 세포들에
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서 IL-4 등이 Th2 cytokine 프로필이 분비된다는 사실이 입증되었다 (Min, 2004).

인체의 외부 침입에 대한 방어 기작인 면역 체계는 T 세포의 활성화를 중심으로

이루어진다고 알려져 있다 (Kang, 2006). Th1 세포가 생산하는 Th type 1

cytokine 은 Th 1세포의 분화를 유도하는 반면 Th2 세포의 분화와 증식을 억제하

며, 반대로 Th2 세포가 생산하는 Th type2 cytokine은 Th2 세포의 분화와 증식을

유도하는 반면 Th1 세포의 분화를 억제한다고 알려져 있다 (Kang, 2006). 상호 견

제를 통해 균형을 이루어 Th1과 Th2 면역반응을 조절하므로, 이 균형이 붕괴되면

Th1/Th2 불균형으로 인한 여러 가지 면역 질환이 발생하게 되는 것이다 (Chen,

2004; Ngoc et al. 2005; Kang, 2007). 아토피 피부염과 같은 알레르기 질환도 이

균형이 Th2쪽으로 치우친 결과로 유발된 면역 질환 중의 하나이다 (Min, 2004). 즉,

Th2 세포와 알레르기 질환의 관계는 Th2 세포 기능의 증가와 Th1 세포 기능의 감

소라는 Th2 가설을 통해 이해할 수 있다(Min, 2004; Kang, 2006).

아토피 피부염 환자의 피부에서 T 세포의 이동은 특이 chemokine과 그에 대한

수용체에 의해서 매개된다는 보고가 있다 (Kang, 2007). Chemoattractant

cytokine(chemokine)은 염증부위에 면역세포의 분화, HIV감염의 억제, 백혈구의

이동, 면역 조절 기능 등 많은 활성을 가진 분자량이 작은 cytokine의 한 종류이다

(Kang, 2007). 현재 약 50 여종이 알려져 있으며 chemokine은 구조적으로 처음 위

치하는 두 개의 시스테인 잔여기의 상대적 위치에 따라 CXC, CC 및 CX3C 그리고

C의 네 종류의 아집단으로 나누어진다 (Kang, 2007). chemokine은 여러 병리학적

증상(감염증질환, 알레르기질환, 혈관성질환, 암질환, 자가면역질환 등)에 밀접하게

관련되어 있으며, 최근 새로운 chemokine과 그 수용체들이 발견되면서 면역세포의

발생과 성숙, stem cell보호, T 세포의 분화와 이주, HIV의 억제 및 Th1/Th2

cytokine balance의 조절 작용 등 새로운 기능들이 많이 알려지고 있다 (Lee, 2002;

Baumer et al. 2004, Kang, 2007). 그중에서 CC chemokine은 특히 알레르기성 염증

반응에서 호산구, 호염구, 림프구를 끌어들이는 중요한 역할을 한다고 보고되었다

(Lee, 2002; Baumer et al. 2004). 또한, chemokine 수용체로는 CXCR1, CXCR2,

CXCR3, CXCR4와 CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCR8과

CXCR1 등이 있는데, Th1(CXCR3, CCR5) 세포와 Th2(CCR3, CCR4, CCR8) 세포

가 각각 다른 chemokine 수용체를 발현한다. 특히, CXCR3와 CCR4 chemkine 수용

체는 각각 Th1과 Th2 세포에서 특이적으로 발현된다고 보고되었다 (Belperio,
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2004; Esche, 2004; Kang, 2007).

다양한 chemokine 수용체들 중 CCR4는 Th2 세포에 많이 발현된다고 알려져 있

고, AD-like murine model과 AD 환자의 병변 모두에서 과발현된다는 보고가 있다.

또한, 모든 CLA(+) 피부귀소 기억/작동 T세포는 필수적으로 CCR4를 표현하는 것

으로 밝혀졌고, 이러한 CCR4는 Th2 세포와 호산구의 선택적인 염증피부로의 동원

을 통해 아토피 피부염의 병리기전에 중요한 역할을 하는 것으로 추측된다(Na,

2005). 이러한 CCR4에 특이적으로 결합하는 chemokine으로는 macrophage-derived

chemkine (MDC/CCL22)와 thymus and activation-regulated chemokine

(TARC/CCL17)로 알려져 있다. MDC는 단핵구, 단핵구 유래 수지상 세포와 자연

살해 세포 등에 대한 이주를 강하게 조절하는 chemokine으로 알려져 있고, TARC

는 염증병변으로 Th2 세포의 이주를 선택적으로 조절하는 cheomkine으로 보고되었

으며, 흉선에서 기본적으로 발현되고 단핵구 유래 수지상 세포, 내피 세포와 각질

세포 등에서 생성되며, 특히 T세포의 피부귀소에 중요한 chemokine 으로 알려져

있다. 최근 MDC와 TARC의 아토피 피부염과 관련된 연구에서는 아토피 피부염

환자에서 혈청농도의 증가가 보고되고, 아토피피부염 동물모형에서 MDC와 TARC

의 피부발현이 증가됨이 보고되었다 (Maeda et al., 2002; Shinada et al. 2004;

Jakubzick, 2004; Rozyk et al. 2005; Kang, 2007).

오래전부터 제주도에서 자생하고 있는 신서란은 마섬유의 일종으로 뉴질랜드가

원산지이며, 많은 경질섬유 중에서도 경제적으로 재배되었던 작물로서 척박한 땅에

서도 재배가 가능하여 선박용 로프, 그물, 범포등의 원료로 사용되어 졌다 (김봉용

등, 2002). 뉴질랜드가 원산지인 용설란과 여러해살이 상록 초본식물로 학명은

Phormium Tenax Forst 이며 New-Zealand flax(뉴질랜드 삼) 혹은 New-Zealand

hemp이라고 불려진다. 온대지방에서 경작할 수 있는 경질 섬유로서 잎은 원산지에

서 완전히 생장했을 때 길이 1.0∼1.2m, 폭 5.0∼12.5cm정도이며 10∼21℃에서 잘

생육한다고 알려져 있다 (김봉용 등, 2002). 제주도에서도 원산지에서와 거의 동일

한 생육상태를 보이며 잘 자라는 것으로 보아 기후와 토질이 신서란 재배에 적합한

것으로 보고되어졌으며 번식은 씨뿌리기도 가능하지만 주로 포기 나누기를 이용하

며 심은 후 2년째부터 매년 잎은 1회 수확할 수 있다 (김봉용 등, 2002).

신서란은 오랫동안 각종 끈의 원료로 사용되어졌으나 화학섬유로 제조된 제품으
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로 대체되어 지면서 현재는 그 용도가 거의 미미한 실정이다 (김봉용 등, 2002).

신서란의 활용률을 증대하기 위하여 연구가 이루어지고 있으나 대부분이 종이 펄

프나 섬유원료에 국한 되어져 있다 (김봉용 등, 2002).

신서란 잎의 기부에서 삼출액을 채취할 수 있으며, 이 삼출액은 뉴질랜드 마오리

오족에서 하라케케(Harakeke)라고 알려져 있다(Riley 1994). 마오리오족은 이 삼출

액을 화상, 자상, 상처 및 설사의 치료에 사용하였다고 한다 (Riley 1994). 1951년에

실시된 연구에서는 신서란에서 채취한 삼출액이 피부관리에 효과가 있음을 알게 되

었다 (McIlroy RJ 1951.).

이에 본 연구에서는 신서란의 추출물과 분획물을 이용하여 항산화, 항염증 및

아토피 유발 인자 억제 효능에 관하여 조사하였다. 항산화 활용 가능성은 DPPH

radical 소거활성 및 Xanthine oxidase 억제, Superoxide 소거 활성을 조사하였다.

염증성 질환에 대한 활용 가능성을 확인하기 위하여 murine macrophage cell line

RAW 264.7에서 염증성 인자들의 억제 효과를 확인하였고 아토피 질환에 대한 활

용 가능성을 확인코자 hIFN-γ로 자극한 human keratinocyte cell line HaCaT 에서

아토피 유발 인자로 알려지 kemokines(MDC와 TARC) 생성 억제 효과를 조사하

였다.
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Ⅱ. 재 료 및 방 법

1. 신서란 잎 시료의 에탄올 추출물 및 분획물 제조

본 연구에 사용된 시료는 서귀포시 남원읍 신례리 일대에서 2015년 8월에 채집한

신서란 잎을 열풍건조기(40℃)에서 약 72시간 건조시킨 후 분쇄하여 분말 시료화

하였다. 신서란 잎 분말 시료 400g을 70% EtOH에 침적하고 24시간동안 교반하여

침출시킨 용매를 감압여과하여 얻어진 여액을 감압 농축하여 추출물을 확보하였다.

확보된 추출물을 이용하여 추출물 5 g을 증류수 500 mL에 현탁하고 n-hexane

500 mL로 2회 추출하였다. n-hexane 층을 합하여 농축하여 신서란 n-hexane 분획

물 112 mg을 제조하였다. 물 층을 methylene chloride 500 mL로 2회 추출하여 합

하고 감압 농축하여 methylene chloride 분획물 (CH2Cl2 ) 400 mg을 제조하였다.

물 층을 ethyl acetate 500 mL로 2회 추출하여 합하고 감압 농축하여 ethyl acetate

분획물 (EtOAc) 172 mg을 제조하였다. 물 층을 수포화 butanol 500 mL로 2회 추

출하여 합하고 감압 농축하여 신서란 butanol 분획물 (BuOH) 750 mg을 제조하였

다. 물 층을 감압 농축하여 신서란 물 분획물 (D.W) 3,566 mg을 제조하였

다.(Figure 1.)

Figure 1. Systematic purification using solvent partitioning from Phormium

Tenax
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2.항염증 실험

신서란 추출물과 분획물의 항산화 활성과 염증 억제 활성을 측정하기 위하여 다음

과 같은 실험방법을 선택하였다.

2.1. 시약

세포 계대 배양에 사용된 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 배지와

fetal bovine serum (FBS)은 Gibco (Grand Island, USA)에서 구입하였고,

lipopolysaccharide [LPS (E. coli serotype 0111:B4), St. Louis, MO]는

Sigma-Aldrich로부터 구입하였다. TNF-α, IL-1β, IL-6 및 PGE2 정량을 위한

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit는 R&D System (Minneapolis,

MN, USA)로부터 구입하였다. DPPH, NBT, xanthine oxidase 등 그 밖의 시약들

은 모두 Sigma-Aldrich에서 구입하여 사용하였다.

2.2. 세포배양

한국 세포 주 은행 (Korean Cell Line Bank)으로부터 구입한 Murine macrophage

cell line인 RAW 264.7 cell은 10% fetal bovine serum (FBS)과 1%

penicillin-streptomycin (Gibco, USA)을 포함하는 DMEM (dulbeco's modified

eagle medium) high glucose medium배지를 사용하여 37℃, 5% CO₂ 조건에서 배

양하였고 3일에 한번 씩 계대 배양을 실시하였다.

2.3 DPPH radical 소거활성에 의한 항산화활성 측정

항산화활성은 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)를 이용하여 시료의 라디칼 소

거활성을 측정하였다 (Nara et al. 2006). 신서란 추출물과 분획물을 methanol에 농

도별로 용해시킨 시료액을 20 mM DPPH을 혼합하여 15분간 암실에서 반응 시킨

후 517 nm에서 Microplate reader (Powerwave XS, BioTek)로 흡광도를 측정하였

다. DPPH radical 소거활성은 시료 첨가군과 비첨가군을 비교하여 흡광도가 50%

감소할 때 나타나는 시료의 농도 (IC50)로 표시하였으며, 각 시료는 3회 반복 실험
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을 통하여 평균값을 구하였다.

2.4. Xanthine oxidase 억제 및 Superoxide 소거 활성

Xanthine/xanthine oxidase (Valentova K, 2005)에 의한 uric acid 생성은 290 nm에

서 증가된 흡광도를 측정 하였고, 대조군으로는 allopurinol (sigma)를 사용하였다.

Superoxide의 양은 nitroblue tetrazolium (NBT) 환원방법으로 560 nm의 흡광도로

측정하였다(Silva et al., 2007) 반응액은 각 시료와 0.5 nM xanthine, 1 mM EDTA

를 200 mM phosphate buffer (pH7.5) 100µL에서 준비하였고 50 mM/mL xanthine

oxidase를 첨가하여 uric acid의 생성을 유도하였다. Superoxide 소거활성은 위 반

응액에 0.5 mM NBT를 첨가하여 37℃에서 20분간 반응시켰다. Xanthine oxidase

억제 및 superoxide 소거 활성은 흡광도가 50% 감소할 때 나타나는 시료의 농도

(IC50)로 표시하였으며, 각 시료는 실험을 3회 반복 실시하여 평균값을 구하였다.

2.5. 세포 독성 (LDH) 측정

10% FBS가 첨가된 DMEM 배지에 RAW 264.7 cell을 24 well plate에 1.8✕10⁵ 
cell/mL로 접종하고 18시간 배양 후 시료와 LPS (1 ㎍/mL)를 동시에 처리하여 24

시간 배양하였다. 24시간 배양한 배지를 3,000 rpm에서 5분간 원심분리 하여 상등

액을 취하였다. Lactate dehydrogenase (LDH) assay는 non-radioactive

cytotoxicity assay kit (Promega, WI, USA)를 이용하여 측정했으며, 96 well plate

에 원심 분리하여 얻은 배양 배지 50 µL와 reconstituted substrate mix 50 µL를

넣고, 실온에서 30분 반응시킨 후 50 µL의 stop solution을 넣고 microplate reader

(Bio-TEK)를 사용하여 490 nm 에서 흡광도를 측정하였다. 각 시료 군에 대한 평

균 흡광도 값을 구하였으며, 대조군의 흡광도 값과 비교하여 세포독성을 평가하였

다.

2.6. Nitric oxide (NO) 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell을 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.8✕10⁵ cell/mL
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로 24 well plate에 넣고 18시간 배양하였다. 그다음 시료와 LPS (1 ㎍/mL)를 동시

처리하여 24시간 배양하였다. 세포배양 상등액 100 µL와 Griess 시약 100 µL를 96

well plate에서 혼합하여 10분 동안 반응시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

생성된 NO의 양은 Griess 시약 [1% (w/v) sulfanilamide, 0.1% (w/v)

naphylethylendiamine in 2.5% (v/v) phosphoric acid]을 이용하여 세포배양액 중에

존재하는 NO2⁻의 형태로 측정하였고 sodium nitrite (NaNO2)를 standard로 사용하

였다.

2.7. Prostaglandin E₂(PGE2) 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell을 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.8✕10⁵ cell/mL
로 24 well plate에 넣고 18시간 배양하였다. 이후 배지를 제거하고 10배 농도 (1

mg/mL)로 조제된 시료 50 µL와 LPS (1 ㎍/mL)를 함유한 450 µL의 배지를 동시에

처리하여 24시간 배양하였다. 24시간 후 배양 배지를 원심분리 (1,2000 rpm, 3min)

하여 얻어진 상층액의 PGE₂ 함량을 측정하였다. 모든 시료는 정량 전까지 냉동보

관 (-20℃) 하였다. PGE₂는 mouse enzyme-linked immnunosrbent assay

(ELISA) kit (R&D System Inc., Minneapoils, MN, USA)를 이용하여 정량하였으

며 standard에 대한 표준곡선의 r²값은 0.99 이상이었다.

2.8. pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-6, IL-β) 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell을 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.8✕10⁵ cell/mL
로 24 well plate에 넣고 18시간 배양하였다. 이후 배지를 제거하고 10배 농도 (1

mg/mL)로 조제된 시료 50 µL와 LPS (1 ㎍/mL)를 함유한 450 µL의 배지를 동시에

처리하여 24시간 배양하였다. 24시간 후 배양 배지를 원심분리 (1,2000 rpm, 3min)

하여 얻어진 상층액의 pro-inflammatory cytokine 생성 함량을 측정하였다. 모든 시

료는 정량 전까지 냉동보관 (-20℃) 하였다. pro-inflammatory cytokine은 mouse

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

Minneapoils, MN, USA)를 이용하여 정량하였으며 standard에 대한 표준곡선의 r²

값은 0.99 이상이었다.



- 10 -

2.9. Western blot analysis

RAW 264.7세포 (5.0 ✕ 105 cell/mL)를 18시간 전 배양한 후, 시료와 LPS (1㎍

/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양하였다. 세포를 PBS( phosphate buffered saline)

로 2회 세척한 후 200 ㎍의 lysis buffer [50 mM Tris-HCL (pH 7.5), 150mM

Nacl, 1% Nonidet P-40, 2 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM NaVO₃, 10 mM

NaF, 1 mM dithiothreitol, 1 mM phenylsulofonyl fluoride, 25 ㎍/mL aprotinin, 25

㎍/mL leupeptin]를 첨가하여 4 ℃에서 30분∼1시간 동안 lysis시킨 후 15,000 rpm

에서 15분간 원심하여 세포막 성분 등을 제거하였다. 단백질 농도는 BSA (bovine

serum albumin)를 표준화하여 Bio-Rad Protein Assay Kit를 사용하여 정량하였다.

20∼30 ㎍의 lysate를 10∼12% mini gel SDS-PAGE (Poly Acrylamide Gel

Electrophoresis)로 변성 분리하여, 이를 PVDF membrane (BIO-RAD, HC, USA)에

200 v로 2시간 동안 transfer하였다. 그리고 membrane의 bloking 처리는 5% skim

milk가 함유된 TTBS (TBS + 0.1% Tween 20) 용액에서 overnight 하였다. iNOS

의 발현 양을 확인하기 위한 항체로는 anti-mouse iNOS(1:1000) (Santa-Cruz)을

TTBS용액에 희석하여 상온에서 2시간 반응시킨 후 TTBS로 4회 세정하엿다. 반응

이 완료된 membrane을 ECL 기질 (Intron Biotechnology, Inc, Korea)과 1분 간 반

응 후 X-ray 필름에 감광 하였다.

3. 아토피(Atopy) 유발 인자 억제 활성 실험

신서란 추출물과 분획물의 아토피 억제 활성을 측정하기 위하여 다음과 같은 실험

방법을 선택하였다.

3.1 세포 배양 및 시약

형질전환된 인간각질형성세포주인 HaCaT 세포는 10% 우태아혈청 (fetal bovin

serum, FBS; Gibco BRL, USA)과 100 unit/mL penicillin-streptomycin (Gibo BRL,

USA)을 첨가한 DMEM (DµLbecco’s Modified Eagle’s Medium, Gibco BRL, USA)

을 세포배양액으로 이용하여, 37℃, 5% CO2로 유지되는 항온기 (incubator)에서 배
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양하였다. 계대배양은 배양 플라스크 면적의 80% 정도를 차지할 때까지 배양한 다

음, 0.25% trypsin을 이용하여 세포를 배양 플라스크로부터 분리 한 후, 10% FBS

가 포함된 배양액으로 trypsin을 중화하고 원심 분리하여 수 차례 계대배양 하였다

Human interferon-γ (hIFN-γ, recombinant E, coli)는 Roche (Korea) 제품을, β

-actin primer는 Sigma-Aldrich 제품을, human MDC, human TARC ELISA kit는

R&D (R&D System Inc., Minneapoils, MN, USA)제품을 사용하였으며, 기타 시약

은 특급 시약을 사용하였다.

3.2 Chemokine (MDC, TARC) 생성 억제 홠헝 측정

Human keratinocyte cell line 인 HaCaT 세포를 DMEM 배지를 이용하여 5×105

cell/mL로 조절한 후 24 well plate에 접종하고, 5% CO2 항온기에서 18시간 전배

양하였다. 이후 배지를 제거하고 10배 농도로 조제된 시험물질 50µL를 hIFN-γ 

(최종농도 10 ng/mL)를 포함하는 새로운 배지 (FBS(-)) 450 µL에 가하여 전 배양

과 동일 조건에서 배양하였다. 24시간 후 배양 배지를 원심분리 (12,000rpm, 3min)

하여 얻어진 상층액의 MDC 및 TARC 함량을 각각 human MDC immunoassay,

human TARC immunoassay kit (R&D System Inc. Minneapoils, MN, USA)를 이

용하여 정량하였으며, standard에 대한 표준곡선의 r2 값은 0.99 이상이었다.

4. 통계처리

모든 실험은 3반복 이상 실시하였고, 실험결과는 각 항목에 따라 평균치 ± 표준편

차 (SD)를 구하여 신뢰수준 95% (p<0.05)에서 통계적 유의차를 평가하였다.
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Ⅲ. 결 과

1.신서란 추출물과 분획물의 항염증 실험

1.1 DPPH radical 소거활성에 의한 항산화활성 측정

항산화 물질의 가장 특징적인 작용기작은 유리기와 반응하는 것으로 유리기 소거

작용은 활성라디칼 (free radical)에 전자를 공여하여 식물 중의 항산화 효과나 인체

에서 노화를 억제하는 척도로 사용된다고 보고되었다 (Ak and Gülçin, 2008). 신서

란의 추출물 및 분획물의 항산화 활성에 대해 조사하기 위하여 항산화 표준물질 중

비타민 C (100 mM), butylated hydroxy anisole (BHA) (100mM)와 비교하였다. 그

결과는 Table 1에서 보는 바와 같다. 신서란 추출물 및 분획물 시료의 항산화 활성

을 측정한 결과 DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl)의 활성라디칼 (free

radical) 소거활성은 조추출물과 n-hexane (526 ㎍/mL), methylene chloride (530

㎍/mL), ethyl acetate (561 ㎍/mL) 분획물에서 IC50 값이 확인됐다.
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1.2 Xanthine oxidase/Superoxide 억제 활성

Xanthine oxidase는 hypoxanthine을 산화시켜 최종적으로 요산(uric acid)과 산소를

생성하며 산소유리기와 수소과산화기는 산소로부터 발생하게 되며, 이때 생성된 산

소유리기는 세포의 손상을 초래하게 된다 (Silva et al., 2007). 또한 superoxide

radical은 세포에 유해한 산소유리기로 xanthine oxidase와 마찬가지로 세포의 손상

을 일으키므로 이로써 이를 소거하는 항산화 활성을 가진 물질은 매우 중요하다

(Ak and Gülçin, 2008). 신서란 추출물과 분획물의 Xanthine oxidase 소거활성과

superoxide radical 소거활성 조사하기 위하여 항산화 표준물질 중 비타민 C (100

mM), butylated hydroxy anisole (BHA) (100mM)와 비교하여 xanthine/xanthine

oxidase system으로 측정하였다. 측정한 결과는 Table 1.에서 보는 봐와 같이

Xanthine oxidase 소거활성(IC50)은 n-hexane (455 ㎍/mL)과 물(335 ㎍/mL) 분획물

에서 확인 되었다. superoxide radical 소거활성 (IC50)은 n-hexane (775 ㎍/mL) 분

획물에서 확인 되었다.
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Table1. Comparison of antioxidant potential on 70% EtOH extract and solvent

fractions of Phormium Tenax.
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1.3. 세포 독성(LDH) 및 nitric oxide (NO) 생성 억제 활성 비교

신서란 추출물과 분획물의 세포 독성을 조사하기 위하여 RAW 264.7 cell에 추출물

과 분획물 (100 ㎍/mL)와 LPS (1 ㎍/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양한 후 LDH

분석을 통해서 세포 생존율을 확인하였다. 추출물과 분획물 100 ㎍/mL의 농도에서

10% 이내의 세포 독성이 있음을 확인하였으며 methylene chloride 분획물에서 세포

독성이 가장 낮았다 (Figure 2-1). 

LPS 로 유도된 RAW 264.7 cell에서 추출물의 NO 생성 저해능을 확인하기 위하여

추출물 (100 ㎍/mL), 분획물 (100 ㎍/mL)과 LPS (1 ㎍/mL)를 동시에 처리하고 24

시간 동안 배양하였다. NO의 양은 Griess 시약을 사용하여 세포 배양액 중에 존재

하는 NO₂⁻의 형태로 측정하였다. LPS 단독 처리군은 NO의 생성을 유도하였다.

LPS 단독 처리군의 NO 생성량을 100%로 하여 추출물과 분획물의 NO 생성 억제

활성을 비교하였다. 같은 농도의 추출물관 분획물 처리하였을 때, methylene

chloride 분획물을 처리한 실험군에서 NO의 생성이 10% , ethyl acetate분획물을 처

리한 실험군에서 NO의 생성이 20%로 LPS 처리군에 비하여 NO 생성 억제 활성이

우수함을 알 수 있었다 (Figure 2-1). 이에 NO 생성 억제 활성이 우수한

methylene chloride 분획물과 ethyl acetate 분획물을 농도별 (25, 50, 100 ㎍/mL)로

처리하여 NO 생성 억제 활성을 추가로 확인한 바 농도 의존적으로 NO생성을 억제

하는 것을 확인 하였다 (Figure 2-2, 2-3).
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Figure 2-1. Inhibitory effect of 70% EtOH extract and solvent fractions

on NO production and cytotoxicity in LPS-stimulation RAW 264.7 cells.

The production of nitric oxide was assayed in the culture medium of cells

stimulated with LPS (1 ㎍/mL) for 24h in the presence of 70% EtOH extract

and solvent fractions (100 ㎍/mL). Cytotoxicity was determined using the LDH

method. Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. *, P<0.05; **,

P<0.01
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Figure 2-2. Inhibitory effect of CH2Cl2 fractions on NO production and

cytotoxicity in LPS-stimulation RAW 264.7 cells. The production of nitric

oxide was assayed in the culture medium of cells stimulated with LPS (1 ㎍

/mL) for 24h in the presence of CH2Cl2 fractions (25, 50 and 100 ㎍/mL).

Cytotoxicity was determined using the LDH method. Values are the mean ±

SEM of triplicate experiments. *, P<0.05; **, P<0.01
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Figure 2-3. Inhibitory effect of ethyl acetate fractions on NO production

and cytotoxicity in LPS-stimulation RAW 264.7 cells. The production of

nitric oxide was assayed in the culture medium of cells stimulated with LPS (1

㎍/mL) for 24h in the presence of ethyl acetate fractions (25, 50 and 100 ㎍

/mL). Cytotoxicity was determined using the LDH method. Values are the mean

± SEM of triplicate experiments. *, P<0.05; **, P<0.01
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1.4. Prostaglandin E2(PGE2) 생성 억제 활성

신서란 추출물과 분획물에 대한 Prostaglandin E2 (PGE2) 생성 억제 활성을 확인하

기 위하여 RAW 264.7 cell에 추출물, 분획물(100 ㎍/mL)과 LPS (1 ㎍/mL)를 동

시 처리하여 24시간 배양한 후 PGE2 ELISA assay kit를 이용하여 PGE2 생성

억제 활성을 조사하였다. LPS 무처리군의 PGE2 생성을 0%, LPS단독 처리군의

PGE2 생성을 100%으로하여 추출물과 분획물 처리군을 비교하였다. 그 결과

methylene chloride 분획물에서 PGE2 생성이 2∼3%, ethyl acetate 분획물에서

PGE2 생성이 20%수준임을 확인하였다 (Figure 3-1). PGE2 생성 억제 활성이 우

수한 두 분획물을 농도별 (25, 50, 100 ㎍/mL)로 처리하여 PGE2 생성 억제 활성을

조사한 바 농도 의존적으로 PGE2 생성을 억제함을 확인하였다 (Figure 3-2, 3-3).
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Figure 3-1. Inhibitory effect of 70% EtOH extract and solvent fractions

on PGE2 production in RAW 264.7 cells. Cells(1.8×105 cells/mL) were

stimulated by LPS (1 ㎍/mL) for 24h in the presence of 70% EtOH extract and

solvent fractions (100 ㎍/mL) Supernatants were collected, and the PGE2

concentration in the supernatants was determined by ELISA. Values are the

mean ± SEM of triplicate experiments. *, P<0.05; **, P<0.01
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Figure 3-2. Inhibitory effect of CH2Cl2 fractions on PGE2 production in

RAW 264.7 cells. Cells(1.8×105 cells/mL) were stimulated by LPS (1 ㎍/mL) for

24h in the presence of CH2Cl2 fractions (25, 50 and 100 ㎍/mL). Supernatants

were collected, and the PGE2 concentration in the supernatants was determined

by ELISA. Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. *, P<0.05; **,

P<0.01
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Figure 3-3. Inhibitory effect of ethyl acetate fractions on PGE2 production

in RAW 264.7 cells. Cells(1.8×105 cells/mL) were stimulated by LPS (1 ㎍/mL)

for 24h in the presence of ethyl acetate fractions (25, 50 and 100 ㎍/mL).

Supernatants were collected, and the PGE2 concentration in the supernatants was

determined by ELISA. Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. *,

P<0.05; **, P<0.01
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1.5. iNOS, COX-2 발현 억제 활성

신서란 추출물 및 분획물에 의한 NO, PGE₂생성 억제 활성이 iNOS와 COX-2의

발현 억제에 의한 것인지 확인하기 위하여 이들 단백질 수준을 Western blot

analysis로 확인하였다. RAW 264.7 cell에 LPS (1 ㎍/mL), 추출물과 분획물을 100

㎍/mL의 농도로 처리하여 24시간 배양한 후 iNOS, COX-2의 발현 억제 활성을 확

인하였다. 그 결과 LPS 단독 처리군 에서는 iNOS, COX-2의 발현이 현저히 증가하

였고 methylene chloride 분획물과 ethyl acetate 분획물에서 iNOS, COX-2의 발현

을 억제함을 알 수 있었다 (Figure 4-1). 이에 이 두 분획물에 대하여 25, 50, 100

㎍/mL 농도로 처리하여 동일한 방법으로 재연하였다. 그 결과 농도 의존적으로

iNOS와 COX-2의 발현을 억제함을 알 수 있었다 (4-2, 4-3).
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A

B

Figure 4-1. Inhibitory effects of 70% EtOH extract and solvent fractions

on iNOS and COX-2 protein level in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (1.2

× 106 cells/mL) were pre-incubated for 18 hr, and the cells were stimulated with

LPS (1 ㎍/mL) in the presence of 70% EtOH extract and solvent fractions(100

㎍/mL) for 24 hr. iNOS and COX-2 protein levels were determined using

immunoblotting method. (A) Western blot, (B) Relative intensity
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A

B

Figure 4-2. Inhibitory effects of CH2Cl2 fractions on iNOS and COX-2

protein level in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (1.2 × 106 cells/mL) were

pre-incubated for 18 hr, and the cells were stimulated with LPS (1 ㎍/mL) in

the presence of CH2Cl2 fractions (25, 50 and 100 ㎍/mL) for 24 hr. iNOS and

COX-2 protein levels were determined using immunoblotting method. (A)

Western blot, (B) Relative intensity
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A

B

Figure 4-3. Inhibitory effects of ethyl acetate fractions on iNOS and

COX-2 protein level in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (1.2 × 106

cells/mL) were pre-incubated for 18 hr, and the cells were stimulated with LPS

(1 ㎍/mL) in the presence of ethyl acetate fractions (25, 50 and 100 ㎍/mL) for

24 hr. iNOS and COX-2 protein levels were determined using immunoblotting

method. (A) Western blot, (B) Relative intensity



- 27 -

1.6. pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-6, IL-β) 생성 억제 활성

신서란 추출물 및 분획물이 RAW 264.7 cell에서 pro-inflammatory cytokine인

TNF-α와 IL-6 및 IL-1β의 발현에 미치는 영향을 알아보기 위하여 ELISA kit를

이용하여 조 264.7 cell에 LPS(1 ㎍/mL)와 추출물, 분획물을 100 ㎍/mL농도로 처리

하여 TNF-α와 IL-6, IL-1β의 생성 억제 활성을 확인하였다. LPS 무처리군의

pro-inflammator cytokine 생성을 0%, LPS 처리군의 pro-inflammatory cytokine생

성을 100%로 하여 비교였다.

TNF-α의 생성억제는 methylene chloride 분획물 (30% 수준)과, ethyl acetate 분

획물 (50% 수준)에서 억제하고 있음을 확인하였다 (Figure 5-1). 이 두 분획물에

대하여 농도별 (25, 50, 100 ㎍/mL)로 TNF-α의 생성 억제 활성을 조사한바 농도

의존적으로 억제하는 것을 확인하였다 (Figure 5-2, 5-3).

IL-6의 생성억제는 Figure 5-4에서 보는 바와 같이 methylene chloride 분획물

(15% 수준)과, ethyl acetate 분획물 (50% 수준)에서 억제하고 있음을 확인하였다.

이 두 분획물에 대하여 농도별 (25, 50, 100 ㎍/mL)로 IL-6의 생성 억제 활성을 조

사한바 농도 의존적으로 억제하는 것을 확인하였다 (Figure 5-5, 5-6).

IL-β의 생성억제는 methylene chloride 분획물 (0% 수준)과, ethyl acetate 분획

물 (10% 수준)에서 억제함을 확인하였다 (Figure 5-7). 이 두 분획물에 대하여 농

도별 (25, 50, 100 ㎍/mL)로 IL-β의 생성 억제 활성을 조사한바 농도 의존적으로

억제하는 것을 확인하였다 (Figure 5-8, 5-9).
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Figure 5-1. Inhibitory effect of 70% EtOH extract and solvent fractions

on TNF-α production in RAW 264.7 cells. Cells(1.8 × 105 cells/mL) were

stimulated by LPS(1 ㎍/mL) for 24 h in the presence of 70% EtOH extract and

solvent fractions(100 ㎍/mL). Supernatants were collected, and the TNF-α 

concentration in the supernatants was determined by ELISA. Values are the

mean ± SEM of triplicate experiments. *, P<0.05; **, P<0.01



- 29 -

Figure 5-2. Inhibitory effect of CH2Cl2 fractions on TNF-α production in

RAW 264.7 cells. Cells (1.8 × 105 cells/mL) were stimulated by LPS(1 ㎍/mL)

for 24 h in the presence of CH2Cl2 fractions (25, 50 and 100 ㎍/mL).

Supernatants were collected, and the TNF-α concentration in the supernatants

was determined by ELISA. Values are the mean ± SEM of triplicate

experiments. *, P<0.05; **, P<0.01
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Figure 5-3. Inhibitory effect of ethyl acetate fractions on TNF-α 

production in RAW 264.7 cells. Cells (1.8 × 105 cells/mL)were stimulated by

LPS(1 ㎍/mL) for 24 h in the presence of ethyl acetate fractions (25, 50 and 100

㎍/mL). Supernatants were collected, and the TNF-α concentration in the

supernatants was determined by ELISA. Values are the mean ± SEM of

triplicate experiments. *, P<0.05; **, P<0.01
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Figure 5-4. Inhibitory effect of 70% EtOH extract and solvent fractions

on IL-6 production in RAW 264.7 cells. Cells (1.8 × 105 cells/mL) were

stimulated by LPS (1 ㎍/mL) for 24 h in the presence of 70% EtOH extract and

solvent fractions (100 ㎍/mL). Supernatants were collected, and the IL-6

concentration in the supernatants was determined by ELISA. Values are the

mean ± SEM of triplicate experiments. *, P<0.05; **, P<0.01
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Figure 5-5. Inhibitory effect of CH2Cl2 fractions on IL-6 production in

RAW 264.7 cells. Cells (1.8 × 105 cells/mL) were stimulated by LPS(1 ㎍/mL)

for 24 h in the presence of CH2Cl2 fractions (25, 50 and 100 ㎍/mL).

Supernatants were collected, and the IL-6 concentration in the supernatants was

determined by ELISA. Values are the mean ± SEM of triplicate experiments. *,

P<0.05; **, P<0.01



- 33 -

Figure 5-6. Inhibitory effect of ethyl acetate fractions on IL-6 production

in RAW 264.7 cells. Cells (1.8 × 105 cells/mL)were stimulated by LPS(1 ㎍

/mL) for 24 h in the presence of ethyl acetate fractions (25, 50 and 100 ㎍/mL).

Supernatants were collected, and the IL-6 concentration in the supernatants was

determined by ELISA. Values are the mean ± SEM of triplicate experiments.

*, P<0.05; **, P<0.01
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Figure 5-7. Inhibitory effect on 70% EtOH extract and solvent fractions

on IL-β production in RAW 264.7 cells. Cells (1.8 × 105 cells/mL) were

stimulated by LPS (1 ㎍/mL) for 24 h in the presence of 70% EtOH extract and

solvent fractions (100 ㎍/mL). Supernatants were collected, and the IL-β 

concentration in the supernatants was determined by ELISA. Values are the

mean ± SEM of triplicate experiments. *, P<0.05; **, P<0.01
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Figure 5-8. Inhibitory effect of fractions CH2Cl2 on IL-1β production in

RAW 264.7 cells. Cells (1.8 × 105 cells/mL)were stimulated by LPS(1 ㎍/mL)

for 24 h in the presence of CH2CL2 fractions (25, 50 and 100 ㎍/mL).

Supernatants were collected, and the IL-1β concentration in the supernatants

was determined by ELISA. Values are the mean ± SEM of triplicate

experiments. *, P<0.05; **, P<0.01
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Figure 5-9. Inhibitory effect of ethyl acetate fractions on IL-1β 

production in RAW 264.7 cells. Cells (1.8 × 105 cells/mL)were stimulated by

LPS(1 ㎍/mL) for 24 h in the presence of ethyl acetate fractions (25, 50 and 100

㎍/mL). Supernatants were collected, and the IL-1β concentration in the

supernatants was determined by ELISA. Values are the mean ± SEM of

triplicate experiments. *, P<0.05; **, P<0.01
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2. 신서란 추출물과 분획물의 아토피 유발 인자 억제 효과

2.1 신서란 추출물과 분획물의 Chemokine 생성 변화에 미치는 영향

신서란 추출물과 분획물의 hIFN-γ (10 ng/mL)로 자극한 HaCaT 세포에서 생성되

는 chemokines (MDC와 TARC)에 대한 억제활성을 조사하기 위하여 ELISA assay

방법을 활용하여 조사하였다. HaCaT 세포에 hIFN-γ 10 ng/mL를 처리하여 MDC

와 TARC의 생성을 유도하였고 여기에 신서란 추출물과 분획물을 100 ㎍/mL 농도

로 처리하여 MDC와 TARC의 생성 억제를 확인하였다. (Figure 6-1, 6-4). hIFN-γ

무처리군의 chemokine 생성율을 0%, hIFN-γ처리군의 chemokine 생성율을 100%으

로 하여 각 시료 처리군과 비교하였다.

MDC 생성억제효과를 확인한 바 Figure 6-1에서 보는 봐와 같이 methylene

chloride 분획물에서 35%, ethyl acetate 분획물에서 7%의 MDC 생성율을 보여

MDC 생성억제 효과가 있음을 알 수 있었다. 이에 두 분획물을 25, 50, 100 ㎍/mL

농도로 처리하여 MDC 생성 억제를 확인하여 본 결과 농도 의존적으로 억제하는

것을 확인할 수 있었다 (Figure 6-2, 6-3).

TARC 생성억제효과를 확인한 바 Figure 6-4에서 보는 봐와 같이 추출물,

methylene chloride 분획물 48%, ethyl acetate 분획물 16%의 TARC 생성율을 보여

TARC 생성억제 효과가 있음을 알 수 있었다. 이에 두 분획물을 25, 50, 100 ㎍/mL

농도로 처리하여 TARC 생성 억제를 확인하여 본 결과 농도 의존적으로 억제하는

것을 확인할 수 있었다 (Figure 6-5, 6-6).
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Figure 6-1. Inhibitory effect of 70% EtOH extract and solvent fractions

on MDC production in HaCaT cells. MDC concentration in culture medium

was measured with ELISA method in HaCaT cells (3.0 × 106 cells/mL)

stimulated with hIFN-γ (10 ng/mL) in the presence of 70% EtOH extract and

solvent fractions(100 ㎍/mL). Values are the mean ± SEM of triplicate

experiments. *, P<0.05; **, P<0.01
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Figure 6-2. Inhibitory effect of CH2Cl2 fractions on MDC production in

HaCaT human keratinocytes. MDC concentration in culture medium was

measured with ELISA method in HaCaT cells (3.0 × 106 cells/mL) stimulated

with hIFN-γ (10 ng/mL) in the presence of CH2Cl2 fractions (25, 50 and 100 ㎍

/mL). *, P<0.05; **, P<0.01
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 Figure 6-3. Inhibitory effect of ethyl acetate fractions on MDC

production in HaCaT human keratinocytes. MDC concentration in culture

medium was measured with ELISA method in HaCaT cells (3.0 × 106 cells/mL)

stimulated with hIFN-γ (10 ng/mL) in the presence of ethyl acetate fractions

(25, 50 and 100 ㎍/mL). *, P<0.05; **, P<0.01
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Figure 6-4. Inhibitory effect of 70% EtOH extract and solvent fractions

on TARC production in HaCaT human keratinocytes. TARC concentration

in culture medium was measured with ELISA method in HaCaT cells (3.0 × 106

cells/mL) stimulated with hIFN-γ (10 ng/mL) in the presence of 70% EtOH

extract and solvent fractions(100 ㎍/mL). *, P<0.05; **, P<0.01
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Figure 6-5. Inhibitory effect of CH2Cl2 fractions on TARC production in

HaCaT human keratinocytes. TARC concentration in culture medium was

measured with ELISA method in HaCaT cells (3.0 × 106 cells/mL) stimulated

with hIFN-γ (10 ng/mL) in the presence of CH2Cl2 fractions (25, 50 and 100 ㎍

/mL). *, P<0.05; **, P<0.01
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Figure 6-6. Inhibitory effect of ethyl acetate fractions on TARC

production in HaCaT human keratinocytes. TARC concentration in culture

medium was measured with ELISA method in HaCaT cells (3.0 × 106 cells/mL)

stimulated with hIFN-γ (10 ng/mL) in the presence of ethyl acetate fractions

(25, 50 and 100 ㎍/mL). *, P<0.05; **, P<0.01
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Ⅳ. 고 찰

신서란 (Phormium Tenax)은 뉴질랜드가 원산지인 용설란과 다년생 상록 초본식물

제주도의 해안지방에 자생하고 있다 (김봉용 등, 2002). 신서란은 일반적으로 각종

끈으로 사용되어졌다. 일부 (뉴질랜드 마오리오족)에서는 화상, 자상 및 설사 치료

용으로 사용되어 졌으며, 신서란 추출물이 미백에 효과가 있다고 보고된 바 있으나

항염증 활성 연구 보고는 아직까지 없다. 이에 본 연구에서는 신서란의 활용가능성

평가를 위하여 신서란 추출물 및 분획물을 이용하여 항산화, 항염증, 아토피 억제

연구하였다. 연구에 필요한 재료는 일반적으로 실험에 사용되고 있는 용매 (70%에

탄올)를 이용한 추출물과 n-hexane, methylene chloride, ethyl acetate, butanol을

이용하여 분획물을 얻었다.

항산화 물질의 가장 특징적인 기작은 유리기와 반응하는 것으로 유리기 소거 작

용은 활성라디칼 (free radical)에 전자를 공여하여 식물 중의 항산화 효과나 인체에

서 노화를 억제하는 척도로 사용된다 (Ak and Gülçin, 2008). 신서란의 에탄올 추출

물 및 분획물의 항산화 활성은 항산화 표준물질과 비교하여 DPPH의 활성라디칼

(free radical) 소거활성과 Xanthine oxidase/ Superoxide의 소거활성을 확인 하였으

며, 그 결과 DPPH 활성라티칼 소거활성에서 높은 농도에서 효과가 있음을 알 수

있었다.

신서란 추출물과 분획물의 세포독성을 확인하기 위하여 LDH 분석을 하였으며

그 결과 10%이내의 세포 독성이 있음을 알 수 있었다.

신서란 추출물과 분획물에 대한 항염증 반응을 확인하기 위하여 LPS 무처리군,

LPS 처리군과 추출물 및 분획물 처리군을 비교하여 염증 생성 억제 활성을 조사하

였다. LPS 무처리군의 염증발생률을 0%, 처리군의 염증발생률을 100%으로 하여

각 각의 추출물과 분획물 처리군을 비교한 결과 methylene chloride 분획물 처리군

에서 항염증 효과가 있음을 알 수 있었다. 특히 PGE2 와 IL-β의 생성억제활성에서

그 효과가 매우 우수함을 알 수 있었다 (PGE2 0%수준, IL-β 1.5% 수준). 이 외의

염증인자에서도 20∼30% 수준에서 염증생성을 억제하여 추출물과 타 분획물에 비

하여 염증억제효과가 있음을 알 수 있었다. 또한 신서란 추출물 및 분획물에 의한

NO, PGE₂생성 억제 활성이 iNOS와 COX-2의 발현 억제에 의한 것인지 확인하기
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위하여 이들 단백질 수준을 Western blot analysis로 확인한 바 LPS 처리군에서

iNOS와 COX-2가 발현되었으며, methylene chloride. ethyl acetate 분획물에서 농

도 의존적으로 감소함을 알 수 있었다. 신서란 추출물과 분획물에 의한 NO, PGE2

생성 억제 활성이 iNOS와 COX-2의 발현 억제에 의한 것임을 알 수 있었다.

본 연구를 통하여 신서란 분획물의 염증 억제 효과가 확인 되었으며, 이로 인하

여 항염증 소재 개발을 위한 기초자료로 활용할 수 있을 것이라 사료된다.

아토피 피부염에서 MDC와 TARC의 관련성을 연구한 보고에 의하면 아토피 피

부염 동물 모델인 NC/Nga 쥐의 피부병변에서 MDC와 TARC의 발현이 증가하였고

(Vestergaard et al, 1999), 아토피 피부염 환자에서 혈청 농도가 증가 하였으며, 또

한 human keratinocytes인 HaCaT 세포에서 TNF-α와 IFN-γ로 자극 했을 때,

MDC와 TARC의 발현이 증가한다는 보고가 있다 (Vestergaaed, 2001; Yu, 2002;

Xiao, 2003). 아토피활성 억제를 확인하기 위하여 HaCaT세포에 hIFN-γ로 자극하여

chemokine (MDC, TARC) 생성을 유도하여 신서란 추출물과 분획물을 처리하여 그

억제효과를 확인하였다. hIFN-γ 무처리군의 chemokine 생성을 0%, hIFN-γ처리군

의 chemokine 생성을 100%으로 하여 추출물과 분획물의 chemokine 생성억제활성

을 조사 하였다. 그 결과 methylene chloride 분획물에서 농도 의존적으로

chemokine 생성을 억제함을 알 수 있었다.

현재 섬유소재, 펄프소재 개발에 국한되어 있는 신서란의 연구가 본 조사의 결과

향후 항염증 및 아토피 억제 효능을 갖는 기능성향장품 개발에 기초자료가 될 것으

로 사료된다.
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6. 요 약

본 연구에서는 신서란 잎의 추출물과 분획물에 대한 항산화, 염증 및 아토피의

개선소재로써 활용 가능성을 확인코자 연구하였다. 항염증 효능을 확인하기 위하여

RAW 264.7 cell에서 신서란 잎 추출물 및 분획물을 활용하여 실험하였다. 아토피

개선 효능을 확인하기 위하여 hIFN-γ로 자극한 HaCaT 세포에서 신서란 잎 추출

물 및 분획물을 활용하여 실험하였다. 우선 신서란을 70% 에탄올에서 추출물을 제

작하였으며, n-hexane, methylene chloride. ethyl acetate, butanol을 이용하여 분획

물을 제작하였다. 70% 에탄올을 이용한 추출물과 분획물의 항산화 활성, 염증 억

제, 아토피 억제를 확인하였다. 그 결과 항산화 효과는 표준물질과 비교하여 그 효

과가 미미하였다. 염증인자 생성 억제 활성은 LPS 무처리군 (0%), LPS 처리군

(100%)과 각 시료를 처리하여 비교분석 하였다. 특히 분획물 중 methylene chloride

분획물과 ethyl acetate 분획물이 LPS로 자극된 RAW 264.7 cell에서 염증성 매개인

자인 prostaglandin E2 (PGE2) 및 nitric oxide (NO)와 pro-inflammatory cytokines

(interleukin-6 (IL-6), interleukin-β (IL-β), tumour necrosis factor-α (TNF-α))의

생성을 농도 의존적으로 억제하는 것을 확인하였다. 또한 신서란 추출물 및 분획물

에 의한 NO, PGE₂생성 억제 활성이 iNOS와 COX-2의 발현 억제에 의한 것인지

확인하기 위하여 이들 단백질 수준을 Western blot analysis로 확인한 바 LPS 처리

군에서 iNOS와 COX-2가 발현되었으며, methylene chloride. ethyl acetate 분획물

에서 농도 의존적으로 감소함을 알 수 있었다.

아토피 억제효과를 확인하기 위하여 HaCaT 세포에 interferon γ (INF-γ)로 자극

을 주어 유도되는 chemokines (MDC와 TARC)의 활성억제를 조사하였다. 그 결과

MDC, TARC 생성억제에 methylene chloride, ethyl acetate분획물이 농도 의존적으

로 효과가 있었다. 한바 효능이 있음을 알 수 있었다.

위의 결과들을 통해 신서란 추출물과 분획물은 항산화효과는 미미한 것을 알 수

있으며, 항산화효과는 methylene chloride 분획물에서 농도 의존적으로 억제 효과가

있음을 알 수 있었다. 아토피 억제 효과는 분회물에서 효능이 있음을 알 수 있다.

이 조사 결과를 통하여 신서란을 활용한 기능성 향장소재로의 개발을 위한 기초자

료로서 활용할 수 있을 것이라 사료된다.
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