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Abstract: The anti-inflammatory activity and ignorable tox-

icity of Rumex acetosella extract (J9) were investigated and

confirmed by measuring the expression level of NO, PGE2,

and pro-inflammatory cytokines (IL-1β, IL-6, TNF-α) in lipo-

polysaccharide (LPS)- and J9-treated in RAW264.7 macro-

phages. Relative to a LPS-only-treated group, the inhibition

effect of J9 on the production of NO, PGE2, pro-inflammatory

cytokines was increasing across J9-treated samples but the

cell viabilities stayed constant. We also exhibited that the iNOS

expression level in the J9-treated samples was dose-depend-

ently decreased relative to its untreated control and the ele-

vated expression level of COX-2 seemed to be equal across

samples treated with LPS alone or in combination with J9.

Keywords: Rumex acetosella, anti-inflammatory, lipopolysac-
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1. INTRODUCTION

피부의 질환은 유전적 요인과 환경적인 요인, 피부 장벽의 이

상, 면역학적 이상, 식생활의 변화 등의 영향으로 급증하고

있으며 면역학적인 이상에 의한 알레르기성 염증 반응은 피

부장벽을 파괴시키고 면역, 염증 반응을 항진시킨다 [1,2]. 이

에 따라 알레르기를 유발하는 물질인 히스타민 분비 억제나

염증성 cytokine들의 발현을 억제하는 등 기전의 차단을 통해

서 질환을 예방할 수 있는 천연물 소재의 개발이 필요한 실정

이다 [3]. 염증반응은 침입으로 인한 조직의 손상에 대해 구

조나 기능을 회복시킬 수 있는 유익한 체내 방어기전이다. 그

러나 반복되는 염증은 조직 손상의 원인이 되었고 이에 따라

염증을 일으키는 물질을 찾아 제거하고자 하는 많은 노력이

있었다 [4]. 염증과정은 다량의 nitric oxide (NO) 및 prostag-

landin E2 (PGE2) 등 염증 인자가 Nitric Oxide Synthase (NOS)

및 cyclooxygenase (COX)에 의해 형성된다. NO는 혈압조절

및 응고, 면역기능 등의 역할을 하며 NOS에 의해 형성되는데

NOS는 constitutive form (cNOS)과 inducible form (iNOS)로

나뉜다 [5,6]. cNOS는 정상적인 체내 생리기능을 담당하는

반면 iNOS는 다양한 조직에서 염증 유발 물질인 lipopolysac-

charide (LPS), 염증성 cytokine인 tumor necrosis factor-α (TNF-

α), interleukin-1 (IL-1), interferon-γ (IFN-γ) 등에 유도돼 많은

양의 NO를 생성하고 세포독성이나 조직 손상과 같은 인체에

유해한 작용을 나타낸다고 보고되었다 [7]. 뿐만 아니라 NO

가 염증반응의 원인이 되거나 COX의 활성을 촉진시켜서

prostaglandin의 합성을 촉진하고 염증반응을 심화시킨다고

알려져 있다 [8]. PGE2는 염증 반응의 매개체로서 역할을 하

며 대식세포에서 TNF-α, IL-1β, IL-8, IL-12 등의 염증성 cyto-

kine 생성을 억제하는 면역 반응의 조절자 역할을 한다는 것
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이 많은 연구를 통해 입증되었다 [9]. PGE2의 합성은 phospho-

lipid A2의 효소작용을 통해 arachidonic acid가 생성되고 이

arachidonic acid는 효소에 의해서 prostaglandin G2, 그리고 다

시 prostaglandin H2가 되는데 COX에 의해 촉진되는 과정이

다. COX의 isoenzyme 중에서 COX-1은 혈소판 응집, 위점막

보호 등 생리적 기능을 담당하며 COX-2는 염증 등 자극에 의

해서 발현되고 COX-2로 인해 만들어진 prostaglandin이 염증

반응에 관여한다고 보고되어진다 [10].

Cytokine은 T세포, β세포, 대식세포 등 면역세포로부터 분

비되는 단백질로서 세포간 신호전달, 행동조절, 면역 반응 조

절에 관여하며 [11], 이 면역세포들은 분비된 cytokine의 종류

에 따라 증가나 감소를 인식하며 면역 기능을 수행한다 [12].

또한 표적이 되는 세포로 신호를 전달하며 면역 반응을 활성

화하는데 중요한 역할을 알려져 있다 [13]. T 림프구로부터

분비되는 cytokine 중 TNF-α, IL-1β, IL-6 등의 전염증성 cyto-

kine은 과다하게 분비되면 항염증성 cytokine들과의 불균형

이 초래되고 이로 인해 숙주의 면역기능이 떨어지게 된다고

보고된 바 있다 [14].

애기수영 (Rumex acetosella)은 유럽이 원산인 마디풀과에

속하는 자웅이주 식물이며, 종자로 번식할 뿐만 아니라 지하

뿌리로도 번식한다. 한방에서는 애기수영의 뿌리를 소산모

라고 하며, 청열양혈 작용과 항암, 폐결핵, 객혈 등에 사용했

으며, 현재는 암치료를 위한 대체 약품인 ESSIAC의 한 성분

으로 사용되고 있다 [15]. 애기수영은 주로 언덕이 많은 초원

이나 계곡에서 자라며 다양한 플라보노이드, 페놀 화합물 및

테르페노이드가 포함되어 전통적으로 간, 소화 기능, 장 기능

및 신장 질환을 치료하는데 사용되었다 [16]. 그러나 이러한

효능에도 불구하고 아직까지 애기수영의 항염증 효능에 대

해서는 알려진 바가 없다. 따라서 본 연구에서는 애기수영 추

출물을 이용하여 RAW 264.7 cell에서 발생되는 염증 반응에

대한 억제 효과 및 기능성 소재로써의 가능성을 검토하고자

하였다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. Rumex acetosella 추출물 제조

애기수영은 제주도에서 2016년에 채집하였으며, 애기수영의

잎과 가지를 70% EtOH에서 24시간 동안 실온 추출하여 사

용되었다. 애기수영 추출액 (9)은 필터로 여과한 뒤에 evapo-

rator를 사용해서 농축하였고, 농축한 추출물은 -20oC에서 동

결 건조하여 PBS (phosphate buffer saline)에 용해하였으며 이

를 이용해 실험을 진행하였다.

2.2. 세포 배양

Murine macrophage cell line인 RAW 264.7 세포는 ATCC (Ame-

rican Type Culture Collection)에서 분양받아 100 units/mL

penicillin-streptomycin과 10% fetal bovine serum (FBS)이 함유

된 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco, Grand

Island, NY, USA) 배지를 사용해서 37oC, 5% CO2 incubator에

서 3일 주기로 계대 배양하여 사용하였다.

2.3. 세포 독성 측정

MTT assay는 염증 세포인 RAW 264.7 cell을 10% FBS가 첨

가된 DMEM 배지를 사용하여 3.0×105 cell/mL로 well plate에

분주하고 24시간, 37oC, 5% CO2 incubator에서 전 배양하였다.

이 후 시료와 LPS (1 μg/mL)를 동시에 처리하고 24시간 배양

하였다. 다음으로 MTT 용액을 첨가하고 37oC에서 4시간 동

안 반응시킨 다음 MTT 용액을 제거하였다. 여기에 DMSO를

첨가하여 살아있는 세포와의 반응으로 생긴 침전물을 용해

시킨 다음, 이를 96 well plate로 옮겨 ELISA reader를 사용해

570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료 군에 대한 평균 흡광

도 값을 구하였으며, 대조군의 흡광도 값과 비교하여 세포독

성을 평가하였다.

2.4. Nitric oxide (NO) 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell을 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하

여 3.0×105 cell/mL로 24시간 전 배양하였다. 이후 시료와 LPS

(1 μg/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양하고, 세포 배양 상등

액 100 uL와 Griess 시약 100 uL를 혼합하여 10 분간 실온암

소에서 반응시킨 후 540 nm에서 ELISA reader를 이용하여 흡

광도를 측정하였다. 생성된 NO의 양은 Griess 시약 [1% (w/v)

sulfanilamide, 0.1% (w/v) naphylethylenediamine in 2.5% (v/v)

phosphoric acid]을 이용하여 세포배양액 중에 존재하는 NO2

-

의 형태로 측정하였다. standard 곡선은 sodium nitrite (NaNO2)

를 serial dilution하여 얻었다.

2.5. Prostaglandin E2(PGE2)생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell (3.0×105 cell/mL)에 시료와 LPS (1 μg/mL)를

동시 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 이후 배양 배지를

12,000 rpm에서 3분간 원심분리하여 얻어진 상층액의 PGE2

함량을 측정하였다.

모든 시료는 정량하기 전까지 냉동보관하였다(-20oC). PGE2

는 mouse enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (R

&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)를 사용하여 정량하

였고 standard에 대한 표준곡선의 r2값은 0.99 이상이었다.

2.6. 전염증성 cytokines (TNF-α, IL-6, IL-1β) 생성 억제 활

성 측정 

RAW264.7 cells은 3.0×105 cell/mL로 조절한 후 전 배양하고

시료와 LPS (1 μg/mL)를 동시에 처리하여 24시간 배양하였

다. 이후 배양 배지를 12,000 rpm에서 3분간 원심분리하여 얻

어진 상층액의 전염증성 cytokine 생성 함량을 측정하였다.

모든 시료는 정량 전까지 냉동보관하였다 (-20oC). 전염증성

cytokine은 mouse enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

kit (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)를 사용하여

정량하였다.



제주산 애기수영 추출물의 항염증 효과 157

2.7. Western blot analysis

RAW 264.7 cell (1.0×106 cell/mL)을 18시간 전 배양 후 시료

와 LPS (1 μg/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양하였다. 이후

PBS를 사용하여 cell을 2회 washing하고 lysis buffer [1×RIPA

(Upstate Cell Signaling Solution, Lake Placid, NY, USA), 1

mM pheylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM Na3VO4, 1

mM NaF, 1 μg/mL aprotinin, 1 μg/mL pepstain, and 1 μg/mL

leupeptin]를 이용하여 1시간 동안 lysis시킨 다음 원심분리하

여 (15,000 rpm, 15 min) 단백질 상등액을 분리하였다. 단백질

의 농도는 BSA kit (Bio-Rad, USA)를 사용하여 정량하였다.

정량한 단백질을 8-12%의 polyacrylamaide gel에 전기영동하

고 Poly-vinylidene difluoride (PVDF) membrane (Milipore,

USA)에 200mA, 2시간 동안 전이시켰다. 단백질 전이가 된

membrane을 5% 탈지분유를 포함한 0.05% Tween 20/Tris-

buffered saline (0.05% T/TBS)에 첨가하고 상온에서 blocking

시킨 후, 1차 항체와 반응시켰다. 1차 항체 반응은 iNOS anti-

body (1:5000, Calbiochem, USA), COX-2 antibody (1:1000, BD

Biosciences Pharmingen, USA), β-actin antibody (1:10,000, Si-

gma, USA)를 이용하여 4oC에서 24시간 반응시켰다. 이 후 T/

TBS 용액을 사용해 4회 세척한 다음 2차 항체 (Jackson Im-

munoResearch, USA)를 1:5,000 또는 1:10,000으로 희석하여

상온 1시간 반응 후 T/TBS 용액으로 3회 세척하였다. 단백질

은 ECL kit (Bio-Rad, USA)를 사용하여 imaging densitometer

(model GS-700, Bio-rad, USA)를 통해 측정하였다.

2.8. 통계처리

결과는 mean ± S.D.으로 나타냈으며 student's t-test로 통계학

적 유의성을 검증하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 애기수영 (J9) 추출물의 세포 독성 측정

RAW 264.7 cell에 LPS (1 ug/mL)를 단독 또는 J9 추출물 (각

각 50, 100, 200 μg/mL)과 동시 처리하여 24시간 배양한 후

MTT assay를 이용하여 세포 독성을 확인하였다 (Fig. 1). 그

결과 J9 추출물은 모든 농도에서 무처리군과 비교 시 유의적

인 차이를 보이지 않아 세포의 생존율에 영향을 주지 않음을

확인 하였다. 따라서 이 결과를 바탕으로 동일한 농도 범위에

서 다음 실험을 진행하였다.

3.2. Rumex acetosella 추출물의 Nitric oxide (NO) 생성 억

제 활성

Lipopolysaccharide (LPS)는 면역세포에 작용하여 L-arginine

으로부터 iNOS의 작용에 의하여 NO 생성을 증가시킨다. NO

의 생성이 과도하게 많아지면 만성염증에 관여하기 때문에

만성염증을 조절하기 위한 NO 생합성 억제제의 개발에 관심

이 높아지고 있다 [17]. 염증을 유발하는데 원인이 되는 활성

산소 Nitric oxide (NO)의 생성에 J9 추출물이 어떠한 영향을

미치는지에 대해서 조사하였다 (Fig. 1). RAW 264.7 cell에 J9

추출물 (50, 100, 200 μg/mL)과 LPS (1 μg/mL)를 동시 처리하

여 24시간 배양하였고, NO의 생성된 양은 Griess 시약을 이

용하여 세포 배양액에 존재하는 NO2

-의 형태를 측정하였다.

측정 결과, LPS를 단독으로 처리한 군은 NO 생성을 유도하

였고, J9 추출물은 LPS 단독 처리군과 비교했을 시 농도의존

적으로 NO의 생성량이 감소하는 것으로 나타났다. 특히 200

μg/mL의 농도에서는 80% 이상으로 NO의 생성량을 억제하

는 것으로 확인 되었다. 따라서 J9 추출물은 대식세포의 NO

의 생성을 감소시킴으로써 염증 발생에 의한 질환 유발을 제

어할 수 있는 것으로 생각된다.

3.3. Prostaglandin E2(PGE2)생성 억제 활성

COX-2 유래 PGE2는 면역 관련 세포의 활성을 유도해서 염증

반응을 일으키며 Th2 세포의 활성을 유도해 염증성 cytokine

을 과도하게 생성하는 원인이 된다 [18]. J9 추출물를 다양한

농도로 처리하여 RAW264.7 세포의 PGE2 생성 억제 활성을

측정한 결과, LPS를 처리하여 염증을 유발한 군과 비교했을

때 J9 추출물 각각의 처리 농도 (50, 100, 200 ug/mL)에서 농

도 의존적으로 PGE2의 생성 억제 효과가 있는 것을 확인할

수 있었다 (Fig. 2). 특히 200 μg/mL 농도로 처리 시 J9 추출물

의 활성이 95%로 PGE2 생성을 억제 하는 것으로 나타났다.

따라서 J9 추출물은 LPS로 인해 증가된 PGE2 생성을 감소시

킴으로써 항염증 효과를 나타내는 것으로 확인하였다.

3.4. 전염증성 cytokines (IL-1β, IL-6, TNF-α) 생성 억제 활

성

Cytokine은 면역세포가 분비하는 단백질로서 면역세포의 활

성, 증식 및 분화를 조절하여 염증반응을 매개하는 인자로

TNF-α, IL-1β 및 IL-6는 염증반응을 조절하는 대표적 pro-

Fig. 1. Effect of J9 on nitric oxide production in LPS-stimulated

RAW264.7 cells. The cells were stimulated with 1 ug/mL of LPS

only or with LPS plus various concentrations (50, 100, 200 ug/mL)

of J9 for 24 h. Nitric oxide production was determined by the Griess

reagent method. Cell viability was determined from the 24h culture

of cells stimulated with LPS (1 ug/mL) in the presence of J9. The

data represent the mean ± SD of triplicate experiments. *p<0.005,

**p<0.001 versus LPS alone. IC50=84.7 ug/mL.
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inflammatory cytokine으로 알려져 있다 [19]. 따라서 본 실험

에서는 LPS로 자극한 RAW 264.7 세포에 J9 추출물을 처리한

후 IL-1β, IL-6, TNF-α의 생성량을 측정함으로써 J9 추출물에

의한 염증 매개성 cytokaine의 생성 억제 효과를 검토하였다

(Figs. 3, 4, 5). RAW264.7 세포는 LPS에 의해 IL-1β, IL-6,

TNF-α의 생성량이 유의적으로 증가하였지만, J9 추출물 (50,

100, 200 μg/mL) 처리군에서는 농도 의존적으로 억제되는 것

을 확인하였다. 특히, J9 추출물 처리군의 200 μg/mL 농도에

서는 IL-1β와 IL-6 분비량이 각각 98%로 상당히 억제됨을 확

인하였다 (Figs. 3, 4). J9 추출물에 대한 TNF-α의 분비량 또한

농도 의존적으로 억제되는 것을 확인하였으며 200 μg/mL에

서 약 54% 이상의 억제효과를 나타내었다 (Fig. 5). 따라서 J9

추출물은 염증성 cytokine의 분비 억제를 통해 항염증 효과를

나타내는 것임을 시사했다.

3.5. Western blot을 통한 iNOS 및 COX-2 단백질 발현 억

제 효과 측정 

NF-kB는 LPS에 의해 자극을 받게 되면 핵 내로 이동하여

COX-2 및 iNOS와 같은 여러 염증 효소의 전사를 활성화한다.

또한 iNOS에서 유래한 NO와 COX-2에 의해 합성된 PGE2는

급성 및 만성 염증의 발변 기전에 중추적인 역할을 한다 [20].

따라서 본 실험에서는 J9 추출물에 의한 염증의 억제가 어떠

한 경로에 의한 것인지 확인하기 위해 RAW264.7 세포를 LPS

로 자극한 후 J9 추출물을 농도별로 처리하여 각 신호 전달물

질의 발현 정도를 관찰하였다. 실험 결과, 무첨가군과 비교하

여 LPS (1 ug/mL)에 의해 증가된 iNOS 단백질 발현양이 J9

추출물을 처리했을 때 농도 의존적으로 감소한 것을 확인하

였다 (Fig. 6). 또한 LPS에 의해 증가된 COX-2의 발현양은 J9

추출물을 처리했을 때 농도 의존적으로 감소시켰다 (Fig. 7).

이로써 J9 추출물에 의한 염증 억제가 NF-kB의 신호 전달과

정을 통해 이루어지고 있음을 확인하였으며, 이러한 결과는

Fig. 2. Effect of J9 on PGE2 production in LPS-stimulated RAW

264.7 cells. The cells were stimulated with 1 ug/mL of LPS only or

with LPS plus various concentrations (50, 100, 200 ug/mL) of J9

for 24 hr. PGE2 production was determined by ELISA method. The

data represent the mean ± SD of triplicate experiments. *p<0.005,

**p<0.001 versus LPS alone. IC50=58 ug/mL.

Fig. 3. Effect of J9 on IL-1β production in LPS-stimulated RAW

264.7 cells. The cells were stimulated with 1 ug/mL of LPS only or

with LPS plus various concentrations (50, 100, 200 ug/mL) of J9

for 24 hr. IL-1β production was determined by ELISA method. The

data represent the mean ± SD of triplicate experiments. *p<0.005,

**p<0.001 versus LPS alone. IC50=43.7 ug/mL.

Fig. 4. Effect of J9 on IL-6 production in LPS-stimulated RAW

264.7 cells. The cells were stimulated with 1 ug/mL of LPS only or

with LPS plus various concentrations (50, 100, 200 ug/mL) of J9

for 24 hr. IL-6 production was determined by ELISA method. The

data represent the mean ± SD of triplicate experiments. *p<0.005,

**p<0.001 versus LPS alone. IC50=16.3 ug/mL.

Fig. 5. Effect of J9 on TNF-α production in LPS-stimulated RAW

264.7 cells. The cells were stimulated with 1 ug/mL of LPS only or

with LPS plus various concentrations (50, 100, 200 ug/mL) of J9

for 24 hr. TNF-α production was determined by ELISA method. The

data represent the mean ± SD of triplicate experiments. *p<0.005,

**p<0.001 versus LPS alone.
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염증성 cytokine, NO, COX-2, iNOS의 발현을 효과적으로 감

소시켜 항염증 효과를 나타내는 것임을 시사하였다.

4. CONCLUSION

본 연구에서는 J9 추출물의 항염 효과를 확인하기 위해 Nitric

oxide (NO) 저해 활성, Prostaglandin E2 생성 저해 활성과 전

염증성 cytokines 생성 억제, iNOS 및 COX-2 단백질 발현 억

제 효과를 측정하였다. J9 추출물은 RAW264.7 세포에 대하

여 세포독성을 나타내지 않았고, LPS 자극에 의한 NO 생성

을 농도 의존적으로 억제했다. 또한, PGE2 생성 억제 활성 측

정 결과 LPS 자극으로 분비된 PGE2 생성을 억제하였으며 전

염증성 cytokine인 IL-1β, IL-6, TNF-α의 분비량을 농도 의존

적으로 억제하였다. 대표적인 염증 관련 신호 전달 경로인

NF-kB 관련 유전자의 발현을 검토한 결과 J9 추출물에 의해

iNOS 및 COX-2의 발현이 유의적으로 억제되었다. 따라서 J9

추출물은 천연 항염증제 후보물질로서의 가능성을 제시하는

결과로 사료된다.
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