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국화꽃 물 추출물의 항염 효과

박범진1  
· 길기정2†

Anti-inflammatory Effects of Chrysanthmi Flos Extract

Beom Jin Park1 and Ki Jung Kil2†

서   언

국화 (菊花, Chrysanthmi Flos)는 다년생 초본인 국화과      

(Compositae)의 국화 (Chrysanthemum morifolium Ramatulle)    

꽃으로 전국의 산야에 자생하는 것으로 국내 이외 일본, 중국        

저지대의 산야이나 바닷가에 자라며 (Yook, 1989; Lee, 2003),       

높이 1.0 m - 1.5 m이고 가지가 많이 갈라지며 백색 털이 많고,           

잎은 호생하고 긴 타원상의 난형이며 꽃은 9월에서 11월에 황        

색으로 피는데 지름 1.5 ㎝로서 가지 끝과 원줄기 끝에 산형         

비슷하게 달리고 설상화관은 길이 5 ㎜ - 7 ㎜로서 통상화관은         

끝이 5 개로 갈라지는 이 꽃 부위는 야국이라고도 불리어 진         

다 (Yook, 1989).

한방에서는 청열 해독약의 범주에 속하며, 약성은 微寒, 無       

毒하고 맛은 쓰고 매우며 주로 간, 심경에 선택적으로 작용하        

며 청열 해독의 효능이 있어서 疔瘡癰腫, 目赤腫痛, 頭痛眩暈       

을 치료하는데 사용한다 (Compilation Committee of Research      

on Teaching Materials of the Colleges of Oriental Medicine,        

2007).

일반적으로 국화는 야국과 감국으로 나뉘어 연구가 이루어      

지고 있지만 같은 국화과 식물로 감국이 야국에 비하여 꽃이        

약간 크다는 차이점은 있지만 생육 시기나 식물의 형태가 유        

사하고 한방이나 민간처방으로도 강심, 중추신경 억제, 혈압강      

하, 빈혈, 현기증 및 두통 완화를 목적으로 사용되고 있다        

(You, 2009; Kim, 1996; Jang et al., 1999).
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Background: The anti-inflammatory effect of Chrysanthmi Flos (CF), primarily produced in the 
wild and recently being cultivated in Korea was investigated for using it as an anti-inflammatory 
material. 
Methods and Results: For measuring anti-inflammatory activity, CF was freeze-dried (CFEFD) 
after water extraction. The production of nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2) and pro-
inflammatory cytokines [tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin (IL)-1β, and IL-6] via
ELISA, and expression of inducible NO synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2), c-Jun N-
terminal kinase (JNK)1/2, extracellular-signal-regulated kinase (ERK)1/2, p38, phosphorylated 
inhibitor of the transcriptional factor NF-κB (IκBα), p65 (a subunit of nuclear factor-κB) protein 
were determined using Western blot. The production of NO, PGE2, TNF-α, IL-1β, and IL-6 
reduced in a concentration-dependent manner by CFEFD treatment (100 ㎍/㎖ - 400 ㎍/㎖) than             
that by lipopolysaccharide treatment. iNOS and COX-2 protein expressions were inhibited at a 
concentration of 100 ㎍/㎖ - 400 ㎍/㎖ and 100 ㎍/㎖ - 200 ㎍/㎖, respectively, by the CFEFD                
treatment. JNK1/2, ERK1/2, p38 and phosphorylated IκBα protein expressions were inhibited in a 
concentration-dependent manner by the CFEFD treatment. The expression of p65 protein increased 
in the cytoplasm and was inhibited in the cell nucleus in a concentration-dependent manner.
Conclusions: Water extract of CF exhibited high anti-inflammatory activity, thus having high           
value as an anti-inflammatory material.
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Uchio (1978) 및 Uchio 등(1981)에 의하면 감국 및 감국을        

포함한 4 종의 국화속 식물에서 정유 성분을 분석한 결과        

sesquiterpenoid계 화합물이 전체 60% 이상을 차지하고 있고      

그 중 borneol, bornyl acetate, chamazulene 등을 대표적으로       

함유하고 있다고 보고하였다 (Shin and Choi, 1982). 또한, 감        

국에 비하여 산국에는 camphor, cis-chrysanthenol, α-thujone,     

1,8-cineol 및 umbellulone의 함유 높은 비율로 나타나는 특징       

을 가지고 있으며 (Hong, 2002; Kim, 2003), 이 외에 α-penene,         

β-caryophyllene, germacrene, camphene, β-pinene 등이 포함     

되어져 있다고 보고되어 있다 (Hong, 2002).

국화의 성장 기간 동안 terpene류의 함량을 조사한 결과       

sesquiterpene류가 monoterpene류 보다 약 2 배 - 3 배 더 높은          

수준으로 함유되어 있음을 보고하기도 하였다 (Kim, 1997).

국화의 약리 성분에 대한 연구로 tetracosane과 같은 몇 가        

지 정유 성분 (Yook, 1989) 및 배당체인 acacetin-7-rhamno-       

glucoside가 확인되었으며 (Dan and Andrew, 1986), guaianolide      

계 sesquiterpene lactone인 cumambrin A의 성분이 분리, 보고       

된 바 있으며 (Yang et al., 1996), germacranolide계 sesquiterpene        

lactonel인 tulipinolide와 costunolide가 분리되었다 (Jang et al.,      

1998). 

국화의 효능에 관한 연구로 수종의 국화과 식물에서 nitric       

oxide 방출 및 acyl-CoA:cholesterol AT (ACAT)의 저해 활       

성을 비교하여 본 결과 산국에서 강한 저해 활성을 나타내었        

다고 보고한 바 있으며 (Jang et al., 1999), Lee와 Park (2017)          

에 의하면 산국의 잎과 줄기에서 sesquiterpene lactone의 일       

종인 8-o-acetyl-2-methoxy-10 hydroxy-3,11(13)-guaiadiene-12,6-  

olide이란 물질이 높은 ACAT 저해 활성 (IC50 = 38 ㎍/㎖) 나          

타내어 고지혈증 치료에 효과적으로 사용할 수 있음을 제시한       

바 있다. 또한, 야국의 메탄올 추출물, 메탄올 추출물의 각 용         

매별 분획의 항염활성을 검정한 결과 클로로포름 분획층에서      

강한 항염활성 효과를 나타냈다고 보고하기도 하였다 (You,      

2009).

Spörel 등 (1991)은 야국 추출물에서 중추신경계의 진정 작용,       

혈압강하작용, 결핵균 및 각종 바이러스에 대한 억제 효과가       

있다고 하였으며 Jang 등 (1998; 1999)은 수종의 국화과 식물        

추출물에서 Vibrio parahaemolyticus, Bacillus subtilis, Bacillus     

cereus 및 Staphylococcus aureus균에 강한 항균 활성을 나타       

냄을 보고하였다.

국화과 식물의 항암효과에 있어서 Dan과 Andrew (1986)는      

국화과 식물 추출물이 폐암과 간암에 효과적으로 사용될 수       

있음을 확인하였고, 국화과 식물에 포함된 sesquiterpene     

lactone 계열의 화합물은 항종양 효과가 있으며 (Mew et al.,        

1982), 산국꽃 중에 함유되어있는 germacranolides 성분이 폐      

암 세포에 대한 특이적인 항종양 활성을 나타낸다고 보고한       

바 있다 (Woerdenbag et al., 1986; Jang et al., 1998). 

An (2010)은 NC/Nga 마우스에 1-chloro 2,4-dinitrobenzene     

(DNCB)를 처리하여 면역질환의 일종인 아토피 피부염을 유      

발시키고 야국의 메탄올 추출물을 처리한 결과 아토피 증상이       

억제되는 효과가 있음을 보고하였고, 장 등(1998)은 산국꽃에      

tulipinolide이라고 하는 높은 항균 활성을 가진 물질이 함유되       

어 있음을 보고한 바 있으며, Nam과 Yang (1995)은 60 종의         

생약을 대상으로 메탄올 추출물을 제조하고 이들의 암세포에      

대한 독성을 확인한 결과, 여러 가지 생약 중 산국 전초 추출          

물이 L1210, K562 및 A549 등의 암세포주에 강한 세포독성        

을 나타내었다고 보고하였다. 

뿐만 아니라 감국꽃의 acethylcholinesterase inhibitor로서의    

약리 효과는 감국꽃에 포함된 높은 항산화 효과를 나타내는       

플라보노이드인 acaciin, acacetin-7-O-β-D-galactopyranoside  

및 luteolin-7-O-glucuronide 등에 함량에 기인하며 감국꽃에     

포함되어진 다양한 생리활성물질 중 주요 성분이 flavonoid 계통       

의 화합물임을 보고하기도 하였다 (Lim et al., 2007; Middleton        

et al., 2000).

본 연구에서는 국내에서 생산 재배되고 있는 국화꽃 (Chry-       

santhmi Flos)의 물 추출물을 제조하고 이들의 nitric oxide       

(NO) 및 prostaglandin E2 (PGE2)의 생성, nuclear factor       

(NF)-B와 같은 염증성 사이토키닌의 분비에 미치는 효과를 검       

정하고, 염증 발현과 연관된 단백질 발현에 미치는 효과를 검        

정함으로써 국화꽃 물 추출물의 항염증 활성을 평가하였다. 또       

한 국화꽃 물 추출물의 염증 발현에 대한 억제 기작을 확인함         

으로써 효과적인 항염증 소재로서 활용될 수 있는 기초자료를       

제공하고자 한다.

재료 및 방법

1. 시험 재료

본 실험에서 사용한 국화 (菊花, Chrysanthemum morifolium      

Ramatue)의 노란색 꽃인 국화꽃 (Chrysanthmi Flos, CF)은      

경북 영천에서 2020년도에 재배된 것을 10월 중하순에 채취·       

건조하여 제조한 제품인 국화 (제품명 : Human Chrysanthmi       

Flos, K1521031, Humanherb, Daegu, Korea)를 구입하여 사      

용하였고, 중부대학교 본초학 연구실험실에서 대한민국약전 및     

본초학에 개재된 기원에 따라 확인·검증한 후 실험에 사용하       

였다.

시료는 이물질을 제거한 후 유통 및 저장 중 흡습된 상태로         

된 제품을 최대한 탈 수분하기 위하여 50℃의 온도에서 재 건         

조한 후 2 ± 1℃에서 냉장 보관하면서 추출 및 분석용 시료로          

사용하였다. 

2. 국화꽃 물 추출물 조제

국화꽃 (CF) 물 추출물을 제조하기 위하여 국화꽃 중량 대        
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비 20 배의 증류수로 하여 80℃에서 8 시간 동안 추출한 후          

거즈로 1차 여과하여 상등액을 회수하였다. 같은 과정을 3 회        

반복하여 얻은 모든 상등액을 합한 후 여과지(Whatman No.       

2, Whatman Co., Kent, England)를 사용하여 부흐너 여과기       

(PBF110, LK Labkorea, Namyangju, Korea)로 여과하였다. 다      

시 여과액을 40 ± 1℃ 수욕상에서 감압농축기 (Rocket evaporator,        

Genevac Ltd., Ipswich, UK)를 이용하여 농축한 후 동결 건        

조기 (PVTFD10R, ilSinLab Co., Ltd., Yangju, Korea)를 이용       

하여 건조하였다. 

동결 건조한 시료 (freezing dried material of Chrysanthmi       

Flos' extract, CFEFD)는 초저온 냉동고 (MDF-192AT, SANYO      

Electric Co., Ltd., Osaka, Japan)에서 -20 ± 1℃의 온도로 저         

장하면서 실험에 사용하였다.

3. 세포배양

마우스 대식세포인 RAW264.7 (KTCC, Seoul, Korea) 세      

포를 2 × 105 cells/well의 수준으로 현탁하여 10% fetal        

bovine serum (FBS, Gibco, Grand Island, NY, USA), 2        

mM의 glutamine, 100 ㎍/㎖의 penicillin-streptomycin (SAFC,     

Brooklyn, Australia)이 포함된 Dulbecco’s Modified Eagle’s     

Medium (DMEM, Gibco Laboratories, Grand Island, NY,      

USA) 배지가 포함된 100 ㎜ 직경의 배양 접시에 접종하고        

80% - 90%의 군락 집합이 형성될 때까지 37℃, 5% CO2 배          

양기 (Forma Series 3 WJ CO2, Thermo Fisher Scientific Inc.,         

Waltham, MA, USA)에서 배양하였다. 

4. 세포 생존율 측정

RAW264.7 대식세포를 96 well plate에 2 × 104 cells/well씩        

분주한 후 CO2 배양기 (Forma Series 3 WJ CO2,, Thermo         

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 37℃,       

5%의 CO2 조건으로 24 시간 동안 배양하였다.

배양 후 상등액을 제거하고, 배양된 세포 표면을 PBS로 1        

회 세척한 후 CFEFD를 50, 100, 200, 400 및 800 ㎍/㎖          

농도 수준으로 처리한 다음 lipopolysaccharide (LPS; Escherichia      

coli O55: B5, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를        

1 ㎍/㎖ 농도로 처리한 후 24 시간 동안 추가 배양을 실시하          

였다.

24 시간 동안 배양된 세포를 Cell Counting Kit 8 (CCK-8         

kit, Dogindo Molecular Technologies Inc., Rockville, MD,      

USA)를 이용하여 각 well에 10 ㎕씩 분주하였고, 1 시간 동         

안 배양시킨 후 그 배양액을 파장 450 ㎚에 고정한 ELISA         

reader (SpectraMax ABS/ABS Plus, Molecular Devices, San      

Jose, CA, USA)를 이용하여 흡광도를 측정하였다.

세포 생존율 측정은 3 회 반복 측정한 흡광도 값의 평균         

흡광도 값을 얻은 다음 시료를 처리하지 않은 대조군의 흡광        

도에 대한 백분율 (%)로 표시하였다.

5. Nitric oxide(NO) 생성 측정

RAW264.7 대식세포를 2 × 104 cells/well의 농도로 분주한       

후 CO2 배양기 (Forma Series 3 WJ CO2, Thermo Fisher         

Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 37℃ 및       

5%의 CO2 조건으로 24 시간 동안 배양하였다. 배양 후 상등         

액을 제거하고, PBS로 1 회 세척한 다음 CFEFD을 각각 100,         

200 및 400 ㎍/㎖ 농도 수준으로 처리하여 1 시간 동안 배양          

하였고 다시 LPS를 1 ㎍/㎖의 수준으로 처리한 뒤 20 시간         

동안 추가 배양하였다.

NO 분석키트 (Thermo Fisher Scientific Inc., Eugene, OR,       

USA)를 사용하여 각 well에 분석용 시약 키트 N1 용액        

50 ㎕를 처리하고 10 분간 상온에서 반응시킨 후 분석용 시         

약키트 N2 용액 50 ㎕를 첨가하여 10 분간 다시 상온에서         

반응시켰다.

반응 이후 ELISA reader (SpectraMax ABS/ABS Plus,      

Molecular Devices, San Jose, CA, USA)를 이용하여 540 ㎚        

에서 흡광도를 측정하였고, 표준물질로 nitrite를 사용하여 작      

성된 검량곡선을 이용하여 nitrite 생성량을 측정하였다.

6. Prostaglandin E2 (PGE2) 생성 측정

RAW264.7 대식세포를 well 당 5 × 105 cell 씩 분주한 다          

음 37℃, 5%의 CO2 조건으로 24 시간 동안 배양하였다. 배         

양이 24 시간 후에 상등액을 제거하고, PBS로 1 회 세척한         

후 CFEFD를 100, 200 및 400 ㎍/㎖의 농도 수준으로 처리         

한 후 1 시간 동안 배양하였다. 여기에 다시 LPS를 1 ㎍/㎖          

의 수준으로 처리한 후 20 시간 동안 추가 배양을 실시하였고         

배양이 완료된 각 시료가 처리된 세포를 원심분리기 (Sorvall       

Legend XTR, Osterode, Germany)를 사용 (3,000 × g, 5 분)         

하여 상등액을 회수하였다. 

회수한 상등액을 대상으로 하여 사용자 매뉴얼에 의거      

PGE2 ELISA Kit (BioLegend, San Diego, CA, USA)를 이        

용하여 PGE2 생성량을 측정하였다.

7. 세포 배양액 내 염증성 cytokine 생성 측정

RAW264.7 대식세포를 well 당 2 × 104 cell 씩 분주한 후          

37℃로 조절된 CO2 배양기에서 24 시간동안 배양하였다. 이       

후 상등액을 버리고 PBS로 1 회 세척하여 CFEFD를 100,        

200 및 400 ㎍/㎖의 농도로 처리하여 1 시간 배양하였다. 그         

런 다음 LPS를 1 ㎍/㎖의 농도로 처리하여 다시 20 시간 동          

안 배양한 후 원심분리 (3,000 × g, 5 분, Sorvall Legend XTR,           

Osterode, Germany)하여 세포 배양액인 세포 상등액을 회수하      

였다.

회수한 상등액은 tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin      
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(IL)-1β, 및 IL-6의 생성량을 사용자 매뉴얼에 명시된 방법대       

로 ELISA kit (BioLegend, San Diego, CA, USA)를 이용        

하여 측정하였다. 항체가 코팅되어있는 96 well plate에      

100 ㎕씩 배양액을 분주하여 4℃에서 하루 동안 반응시킨 뒤 세         

척 완충 용액을 사용하여 3 회 세척하였다. 검출 항체를 100 ㎕          

씩 첨가하여 상온에서 1 시간 동안 반응시킨 뒤 세척 완충 용          

액으로 3 회 세척하였다. Streptavidin-HRP 항체 (Cell Signaling       

Technology, Danvers, CO, USA)를 1 : 1,000의 비율로 희석한        

액을 100 ㎕씩 첨가한 후 차광하여 1 시간 동안 실온에서 반          

응시킨 다음, 세척 완충 용액을 사용하여 3 회 세척하였다.

3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB, Thermo Fisher Scientific    

Inc., Waltham, MA, USA) 기질로 실온에서 30 분간 교반하여        

반응시킨 다음 2 N H2SO4으로 반응을 정지시킨 후 ELISA        

reader (SpectraMax ABS/ABS Plus, Molecular Devices, San      

Jose, CA, USA)를 사용하여 450 ㎚에서 TNF-α, IL-1β 및        

IL-6 생성량을 측정하였다. 

8. Western blot 분석을 통한 단백질 발현 수준 측정

RAW264.7 대식세포를 5 × 105 cells/well 씩을 100 ㎜ 배양         

접시에 분주하여 37℃, 5%의 CO2 조건으로 24 시간 동안 배         

양하였다. 이후 상등액을 제거하고 1 회 PBS로 세척하여       

CFEFD을 100, 200 및 400 ㎍/㎖ 의 농도로 처리한 뒤 1          

시간 배양하였고 1 ㎍/㎖의 농도의 LPS를 처리한 후 다시 20         

시간 동안 추가 배양하였다.

배양이 끝난 세포를 iNOS 및 COX-2, Jun N-terminal kinase        

(JNK), p38, extracellular-signal-regulated kinase (ERK) 및 IκB      

분석을 위한 시료로 사용하였고, 20 시간 배양 후 CFEFD        

100, 200 및 400 ㎍/㎖의 농도로 처리하고 배양한 뒤 LPS를         

1 ㎍/㎖ 농도로 처리하고 30 분간 배양하여 NF-κB 65, p-         

JNK, p-ERK, p-p38 및 p-IκB 분석을 수행하였다.

iNOS, COX-2, IκBα, p-IκBα, JNK, p-JNK, ERK1/2, p-       

ERK 1/2, p38, p-p38 및 NF-κB p65의 단백질 발현 수준을         

검토하기 위하여 전 세포 추출액 및 핵 분획은 다음과 같은         

방법에 따라 분리하였다. RAW264.7세포의 전 세포 추출액은      

PBS를 이용하여 세척한 다음 스크랩퍼로 회수하여 마이크로      

튜브로 옮긴 후, 원심분리 (3,000 × g, 5 분)한 다음 상등액을          

제거하였다. 여기에 lysis 버퍼인 NP-40을 100 ㎕ 첨가하여       

vortex한 다음 4℃의 온도에서 1 시간 동안 반응시키고, 원심        

분리 (15,000 × g, 10 분)하였다.

핵 분획은 PBS를 이용하여 세포를 세척한 다음 스크랩퍼로       

회수하여 마이크로 튜브에 옮긴 후, 원심분리기 (Sorvall      

Legend XTR, Osterode, Germany)를 통하여 3,000 × g에서 5        

분 행한 후 상등액을 제거하였고 lysis buffer [10 mM HEPES         

(pH 7.9), 1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 10 mM KCl, 0.5 mM            

PMSF]를 100 ㎕ 넣고 vortex하여 세포를 완전히 용해 시킨        

다음, 10 분 동안 ice bath 위에서 반응시켰다. 5 분 동안 4℃           

에서 15,000 × g의 속도로 원심 분리 (Sorvall Legend XTR,         

Osterode, Germany)하여 상등액을 제거한 다음, 마이크로 튜      

브 하단에 남은 핵 pellet에 50 ㎕의 추출 완충액 [(20 mM          

HEPES(pH 7.9), 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 400 mM NaCl,          

1 mM PMSF]을 넣고 vortex하였다. 1 시간 동안 ice bath 위에          

서 용해 시킨 다음, 원심분리 (15,000 × g, 4℃, 15 분, Sorvall           

Legend XTR, Osterode, Germany)하였다.

전 세포 추출액 및 핵 분획의 단백질을 정량하여 SDS        

polyacrylamide gel에서 전기영동을 실시하였고, PVDF    

membrane (West-Q PVDF Membrane, GenDEPOT, Baker,     

TX, USA)으로 단백질을 전이시켰다. 각각의 membrane에     

iNOS, COX-2, IκBα, p-IκBα, JNK, p-JNK, ERK1/2, p-       

ERK1/2, p38, p-p38, NF-κB p65, Lamin B 및 β-actin의 1         

차 항체와 반응시킨 후, 다시 2차 항체와 반응시켜 ECL용액        

(D-PlusTM ECL Femto system, Dongin LS, Seoul, Korea)       

으로 각 단백질의 발현 정도를 평가하였다. Western blot       

imaging system을 이용하여 상대적인 단백질의 발현을 정량하      

였다.

9. 통계분석

본 실험에서 얻어진 모든 결과는 최소 3 반복 수행하여 각         

측정군의 평균과 표준편차를 산출하고 통계 처리는 SAS      

(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) 프로그램을 이용하여 유        

의수준 5% 수준에서 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)로       

유의성을 검정하였다 (p < 0.05).

결과 및 고찰

1. 국화꽃 추출 건조물이 세포 생존율 및 nitric oxide 생성         

에 미치는 효과

RAW264.7 대식세포에 LPS를 처리한 후 국화꽃 추출 건조       

물 (CFEFD)을 50, 100, 200, 400 및 800 ㎍/㎖의 농도로         

처리한 다음, CCK-8 kit를 이용하여 세포 생존율을 측정하여       

세포 생존율을 확인하였다.

RAW264.7 대식세포를 배양한 대조군 (100%)을 기준으로     

하였을 때, LPS 단독 처리구에서의 세포 생존율은 101.37 ±        

1.15%로 확인되었다. CFEFD을 50, 100, 200, 400 및 800        

㎍/㎖의 농도로 처리한 결과, 세포 생존율은 각각 113.54 ±        

1.21%, 108.32 ± 2.97%, 99.53 ± 2.42%, 96.25 ± 1.50%, 85.05 ±           

1.63%로 나타났다. CFEFD 400 ㎍/㎖ 이하의 농도에서는      

96.25% 이상의 세포 생존율을 가지며 800 ㎍/㎖에서는      

85.05%로 약간의 세포독성을 나타내었다 (Fig. 1A).
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Choi 등(2009)은 야국 추출물의 항염 활성을 검정한 결과,       

BV-2 소교세포에서 1.0 ㎍/㎖ - 100.0 ㎍/㎖ 범위에서 야국 추         

출물을 단독 처리한 군이나 LPS로 면역유도 처리를 한 이후        

야국 추출물을 처리한 군 모두에서 대조군에 비하여 세포 생        

존에는 아무런 영향을 주지 않았으며 고농도에서도 독성을 나       

타내지 않았다고 보고한 바 있으며 본 연구결과에서도 유사한       

결과를 나타내었다.

NO는 inducible nitric oxide synthase (iNOS)에 의해 L-       

arginine으로부터 생성되며, 정상적인 상태에서는 혈관 확장,     

면역반응, 신경 전달 등의 생리적인 기능을 조절하는 중요한       

역할을 한다 (Szabo, 2006; Soe et al., 2009). 또한 NO는         

다양한 조직에서 필요 이상으로 생성될 경우 세포독성, 혈관       

확장 및 조직 손상 같은 생체에 유해한 작용을 나타낸다고 보         

고되고 있다 (Nathan, 1992; Guzik et al., 2003).

LPS가 처리된 대식세포 RAW264.7 세포에 국화꽃 추출 건       

조물을 세포독성의 영향이 나타나지 않는 처리 농도인 100       

㎍/㎖ - 400 ㎍/㎖의 수준으로 처리한 후 NO의 생성량을 측정         

하였다.

대조구에서는 4.71 ± 0.14 μM의 NO가 생성되었고, LPS 처        

리구에서는 58.25 ± 0.34 μM로 NO 생성량이 크게 증가되었다.        

반면, CFEFD를 100, 200 및 400 ㎍/㎖의 농도 수준으로 처         

리하였을 때 NO 생성량은 각각 38.27 ± 0.86, 26.33 ± 0.54,          

8.45 ± 0.87 μM로 나타나 LPS 처리구 58.25 ± 0.34 μM 보다           

모두 농도 의존적으로 NO 생성이 감소되는 것을 확인하였다.       

특히 CFEFD를 100 ㎍/㎖의 농도 처리에서는 약 34%를 감소        

시켰으며, 400 ㎍/㎖ 처리에서는 약 85%를 감소시키는 결과       

를 보여주었다 (Fig. 1B).

You (2009)는 야국을 용매별로 분획한 후 각 분획의 NO        

생성 억제율을 확인한 결과, chloroform 분획물과 물 분획물을       

5 ㎍/㎖의 수준으로 처리한 경우 각각 대조구에 대하여 78%        

및 53%의 수준으로 NO 생성을 감소시켰다고 보고한 바 있다.        

야국을 용매별 분획은 본 연구에서 적용한 국화꽃 추출 건조        

물의 농도보다 상대적으로 낮은 농도의 수준임에도 NO 생성       

을 높은 수준으로 감소시켰는 바 국화꽃 추출 건조물은 야국        

의 용매별 분획보다 더 높은 NO 생성의 억제 활성을 가지고         

있는 것으로 판단된다. 

2. 국화꽃 추출 건조물의 prostaglandin E2 (PGE2) 생성       

억제 효과

Prostaglandin (PG)는 모든 세포막에 존재하는 인지질에서     

나오는 20 개의 탄소로 구성된 불포화지방산인 arachidonic acid       

으로부터 cyclooxygenase 경로를 걸쳐 생성되는 물질의 총칭으      

로, 광범위한 생리과정을 매개하는 강력한 물질로서 염증 반응       

을 유도하는 중요한 인자 중에 하나이다 (Yun et al., 2008).

Prostaglandin E2 (PGE2)는 임신 중 자궁 평활근의 수축을       

유도하는 체내 호르몬이지만 외부 자극으로부터 염증 반응이      

발생 시 면역제어가 되지 않을 경우 급성 또는 만성 염증을         

야기하는 단계로 발전하게 되는데, 이 때 혈관 확장, 면역세포        

의 염증 부위로 이동, 발열 및 통증 전달에 대부분 관여하는         

긴요한 염증 매개 물질로서, phospholipase A2 효소의 작용으       

로 세포막에 존재하는 인지질로부터 AA가 생성되는 것으로      

시작되는 불포화지방산에 포함된 호르몬이다 (Harris et al.,      

2002; Jee et al., 2004; Jang et al., 2006).

PGE2는 급성 및 만성 염증 과정에 중추적 기능을 하는 사         

이토카인인 IL-6 및 TNF-α의 발현을 증가시키거나, 외부 자       

극으로 염증 반응이 촉발되어 전달되는 경로에서는 COX-2가      

잠정적으로 발현 되어 염증이 발생한 곳에서 prostaglandin을      

과량 반출시키며 전염증성 인자로 인해 염증 반응을 증폭시킨       

다 (Vane et al., 1998; Ryu et al., 2000). 또한 PGE2는 대식           

Fig. 1. Effect of CFEFD on cell viability (A) and nitric oxide 
prodution (B) in LPS-induced RAW264.7 macrophage 
cells. RAW264.7 cells were treated with 50, 100, 200, 
400 and 800 ㎍/㎖ of CFEFD for 1 hr before being 
treated with 1 ㎍/㎖ of LPS for 24 hr. After 24 hr 
incubation, cell viability (%) was determined by CCK-8 
assay. All values are means ± SD from triplicate separated 
experiments. *Means with different superscripts (a - c) in 
the each column indicate significant difference by 
Duncan's Multiple Range Test at 5% (DMRT, p < 0.05). 
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세포뿐만이 아니라 수지상세포 (dendritic cells), 자연 살해세      

포 (natural killer cells) 등 면역관련 세포의 활성을 유도하여        

염증반응을 항진시킬 뿐만 아니라 helper T cells 중에서도       

Th2 세포의 활성을 유도하여 염증성 사이토카인을 대량 생성       

하게 하는 물질이다 (Konturek et al., 2005; Jang et al., 2006).

국화꽃 추출 건조물이 염증의 주요 요소인 PGE2 생성량을       

조절하고 이에 따른 항염증 효과를 나타낼 수 있는지 알아보        

기 위하여 LPS를 처리하여 면역반응이 유도된 RAW264.7 대       

식세포를 대상으로 CFEFD을 처리한 후 세포에서의 PGE2 생       

성량을 측정하였다.

LPS를 처리하여 면역반응이 유도된 대식세포에 100, 200,      

400 ㎍/㎖의 농도 수준으로 CFEFD를 처리한 구에서의 PGE2       

생성은 각각 112.59 ± 1.60, 92.50 ± 3.53, 80.79 ± 2.93 pg/㎖으           

로 추출물의 농도가 증가함에 따라 생성량이 감소하는 경향이       

었다 (Fig. 2).

You (2009)는 야국 추출물의 용매 분획물이 PGE2 생성량에       

미치는 영향을 확인한 바, 대조구의 경우 3603.9 ± 180.6 pg/㎖         

의 PGE2 생성량이 나타낸 반면, 야국의 메탄올 용매 분획물을        

처리한 경우 2750.0 ± 130.9 pg/㎖의 PGE2 생성률을 나타내어        

약 23.7% 감소시켰으며 야국 추출물의 chloroform 용매 분획       

물을 처리한 경우 5 ㎍/㎖의 농도에서 423.3 ± 86.3 pg/㎖의         

PGE2 생성량을 보여 88.25%의 감소율을 보여주었으나 물 층       

의 경우는 오히려 PGE2 생성량이 증가 (4192.3 ± 454.2 pg/㎖)         

하였다고 보고하였다. 

이상의 결과를 보면 국화과 식물의 항염 활성 물질은 추출        

용매나 종류별로 분획된 분획층에 서로 다른 농도의 수준으로       

포함되어질 수 있으며 추출이나 분획에 사용되는 용매에 따라       

활성의 차이를 나타낼 수 있음을 알 수 있었다.

국화꽃 추출 건조물 (CFEFD)는 400 ㎍/㎖ 농도에서 NO       

생성률을 약 85.5% 억제시켰고, PGE2 생성량도 동일 농도 수        

준에서 약 50% 이상 억제할 수 있음을 확인하였으며, 국화꽃        

추출 건조물은 염증성 매개 산물인 NO 및 PGE2 생성을 억         

제함으로써 만성 염증 반응으로 진행되는 것을 억제할 수 있        

는 소재로 활용될 수 있을 것으로 판단되었다. 

3. 국화꽃 추출 건조물의 염증성 사이토카인 TNF-?, IL-1?,       

IL-6 생성 억제 효과

국화꽃 추출 건조물이 염증성 사이토카인인의 생성에 미치      

는 영향을 확인하기 위하여 LPS를 처리하여 면역반응이 유도       

된 RAW264.7 대식세포를 대상으로 CFEFD을 처리한 후 세       

포에서의 각 염증성 사이토키닌인 TNF-α, IL-1β, IL-6의 함량       

을 측정하였다.

염증 초기에 금성염증 반응을 유발하는데 관련하는 TNF-α      

생성량은 LPS 단독 처리구에서는 648.31 ± 10.56 pg/㎖으로       

현저하게 증가하였으나 CFEFD를 100, 200 및 400 ㎍/㎖의       

농도로 처리한 경우 각각 233.77 ± 2.29 pg/㎖, 196.18 ± 1.47          

pg/㎖, 153.38 ± 4.88 pg/㎖으로 나타나 CFEFD의 농도별 처        

리에 따라 TNF-α 생성량이 농도 의존적으로 감소되어 각각       

처리 농도에서 64.0%, 69.7% 및 76.3%의 생성억제효과를 나       

타내는 것을 확인하였다 (Fig. 3A).

IL-1β의 경우, LPS 단독 처리구에서는 103.23 ± 4.53 pg/㎖        

으로 현저하게 증가하였으나, CFEFD를 100, 200, 및 400 ㎍/㎖        

의 농도로 처리한 경우 IL-1β 생성량은 각각 46.23 ± 1.33 pg/㎖,          

19.10 ± 2.89 pg/㎖, 13.32 ± 3.80 pg/㎖으로 농도 의존적으로         

감소하였으며 특히 100 ㎍/㎖ 이상의 농도를 적용한 경우,       

LPS 단독 처리구 대비 50% 이상으로 IL-1β의 생성 억제 효         

과를 나타내었다 (Fig. 3B).

IL-6의 경우에서는 LPS 단독 처리구가 374.90 ± 5.10 pg/㎖        

으로 현저하게 증가한데 반하여 CFEFD을 100, 200 및 400        

㎍/㎖의 농도로 처리한 경우 IL-6 생성량은 각각 172.15±       

6.10 pg/㎖, 143.93 ± 4.0 pg/㎖, 및 53.54 ± 9.0 pg/㎖으로 나타           

나 LPS 단독 처리구에 비하여 농도 의존적인 생성 감소의 효         

과를 확인하였다 (Fig. 3C).

4. 국화꽃 추출 건조물의 iNOS 및 COX-2 단백질 발현 억제         

효과

국화꽃 추출 건조물이 nitric oxide 생성 억제 효과를 단백        

질 발현 수준에서 확인하기 위하여, L-arginine으로부터 NO를      

생성하는 iNOS 단백질 발현율을 western blot으로 측정하였다.

LPS 단독 처리구 (100.00 ± 0.74%) 대비, LPS 무처리구의        

iNOS 단백질은 35.66 ± 3.02%를 나타내었다. LPS 처리와 함        

Fig. 2. Effect of CFEFD on PGE2 production in LPS-induced 
RAW264.7 macrophage cells. RAW264.7 cells were 
treated with 100, 200 and 400 ㎍/㎖ of CFEFD for 1 hr 
before being treated with 1 ㎍/㎖ of LPS for 24 hr. After 
24 hr incubation, Production of PGE2(pg/㎖) was determined 
by the PGE2 assay kit. All values are means ± SD from 
triplicate separated experiments. *Means with different 
superscripts (a - c) in the each column indicate significant 
difference by Duncan's Multiple Range Test at 5% 
(DMRT, p < 0.05). 
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께 CFEFD을 100, 200 및 400 ㎍/㎖ 농도로 처리하였을 경         

우, iNOS 발현율은 각각 73.06 ± 2.12%, 64.54 ± 2.17%, 43.01 ±           

2.34%로 농도 의존적으로 억제되는 것으로 나타났다 (Fig. 4A).

결과적으로, CFEFD 처리에 따른 iNOS 발현은 NO 생성       

억제 효과와 유사한 결과를 나타내어 (Fig. 1B) CFEFD 처리        

에 따라 iNOS 단백질 발현이 저해되고 이에 따라 NO 생성         

과 합성이 억제되어지는 것을 확인하였다.

Han 등 (2009)은 본 연구의 대상인 국화꽃과 같은 종에 속         

하는 구절초의 꽃 추출물 처리에 따라 NO 생성과 연관된        

iNOS의 mRNA 발현과 단백질 발현 정도를 확인한 결과, 구        

절초 꽃 추출물의 처리에 따라 iNOS의 mRNA와 단백질 수        

Fig. 3. Effect of CFEFD on TNF-α(A), IL-1β (B), IL-6 (C) 
production in LPS-induced RAW264.7 macrophage 
cells. RAW264.7 cells were treated with 100, 200 and 
400 ㎍/㎖ of CFEFD for 1 hour before being treated with 
1 ㎍/㎖ of LPS for 24 hr. After 24 hr incubation, 
production of TNF-α (pg/㎖), IL-1β (pg/㎖) and IL-6 
(pg/㎖) was determined by the TNF-α, IL-1β and IL-6 
ELISA kit. All values are means ± SD from triplicate 
separated experiments. *Means with different superscripts 
(a - e) in the each column indicate significant difference by 
Duncan's Multiple Range Test at 5% (DMRT, p < 0.05).

Fig. 4. Effect of CFEFD on iNOS and COX-2 protein expression
in LPS-induced RAW264.7 macrophage cells. RAW264.7 
macrophage cells were pre-treated with 100, 200 and 
400 ㎍/㎖ of CFEFD and then treated with 1 ㎍/㎖ of 
LPS. β-actin was used as an internal control. All values are 
means ± SD of triplicate determinations. *Means with 
different superscripts (a - e) in the each column indicate 
significant difference by Duncan's Multiple Range Test at 
5% (DMRT, p < 0.05). 
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준 모두에서 발현을 농도 의존적으로 저해하였으며 특이      

mRNA 수준에서 유의성 있는 저해 효과를 나타내어 구절초       

꽃 추출물이 전사 단계에서 NO 생성과 관련된 저해 활성을        

나타낸다고 보고한 바 이는 본 연구에서 사용한 국화 추출물        

의 경우에서도 전사 단계는 물론 iNOS 단백질의 발현을 억제        

함으로서 NO 생성이 억제되어지며 이를 통해 항염 활성을 나        

타내는 것으로 판단되어진다. 

국화꽃 추출 건조물이 prostagradin 생성 억제 효과를 연계       

하여 염증유발 인자인 COX-2 단백질 발현 억제 활성을 확인        

한 결과, LPS 비처리 대조구 (20.56 ± 0.51%)에 비교해 LPS         

처리한 경우 (100.00 ± 0.00%)는 뚜렷하게 COX-2 단백질 발        

현이 증가한 반면, CFEFD를 100, 200 및 400 ㎍/㎖의 농도로         

처리하였을 때 각각 72.79 ± 3.88%, 49.61 ± 0.83%, 49.29 ±          

0.90%의 COX-2 단백질 발현이 억제됨을 확인하였으나     

200 ㎍/㎖ 이상 농도를 처리한 경우 COX-2 단백질 발현 이         

상 억제 활성은 더 이상 증가하지 않는 것으로 확인되었다        

(Fig. 4B). 

33종의 약용작물 추출물의 COX-2 단백질 발현에 미치는 효       

과를 검토한 결과 33종의 약용작물 추출물 모두가 COX-2 단        

백질 발현에 대한 억제 효과를 확인할 수 없었다는 보고 (Lee         

et al., 2011), 구절초 꽃 추출물의 항염 효과를 확인한 연구         

결과에서도 COX-2 단백질 발현 억제 효과는 확인되지 않는       

다는 보고 (Han et al., 2009)에 반하여 본 연구 대상인 국화          

꽃 추출 건조물은 특정 농도 이하의 수준까지 COX-2 단백질        

발현을 억제 활성을 나타냄을 확인할 수 있었으며 야국 추출        

물에서 용매 분획 중 chloroform 분획물을 처리한 경우       

COX-2 단백질 발현을 37.1% 수준으로 억제할 수 있었다고       

보고한 것을 (You, 2009) 고려하면 국화꽃 추출 건조물은       

COX-2 단백질의 발현 억제 효과를 가지고 있으며 이에 따른        

항염증 소재로 활용할 수 있을 것으로 생각된다.

5. 국화꽃 추출 건조물의 mitogen-activated protein kinases      

(MAPKs) 활성 억제 효과

NO, PGE2, iNOS, COX-2 및 염증성 사이토카인의 상위       

신호인 MAPK cascade에 미치는 국화꽃 추출 건조물의 효과       

를 확인하고자 LPS로 면역 유도된 RAW264.7 대식세포에      

CFEFD를 농도별로 처리하고 MAPK family인 JNK, p38와      

ERK (1/2) 단백질의 발현을 조사하였다.

JNK 단백질의 발현에 있어 LPS를 처리한 경우 단백질 발        

현 수준이 LPS 무처리구 대비 14.39 ± 0.70%로 나타나 약         

85.6% 감소되어졌으며, LPS를 처리하고 CFEFD를 100 ㎍/㎖      

의 농도 수준으로 처리한 경우에서도 약 88.6% 감소하여       

LPS 단독 처리구와 큰 차이를 나타내지 않았다. 반면,       

CFEFD를 200 및 400 ㎍/㎖ 농도로 처리한 경우 각각 단백         

질 발현 수준이 LPS 무처리구 대비 47.09 ± 1.37% 및 54.06          

± 1.87%로 나타나 LPS 처리구에서 200 ㎍/㎖ 이상의 농도에        

서는 LPS 처리에 의해 감소한 JNK 단백질 발현이 다시 증가         

Fig. 5. Effect of CFEFD on MAPK singnal expression in LPS- 
induced RAW264.7 macrophage cells. Cells were pre-
incubated with 100, 200 and 400 ㎍/㎖ of CFEFD and 
then further incubated with 1 ㎍/㎖ of LPS for 30 minutes. 
and whole-cell lysates were analysed by western blotting 
using antibodies against P38, JNK, and ERK (1/2), and the 
respective phosphorylated forms. All values are means ± 
SD from triplicate separated experiments. *Means with 
different superscripts (a - e) in the each column indicate 
significant difference by Duncan's Multiple Range Test at 
5% (DMRT, p < 0.05). 
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되어지는 것을 확인하였다 (Fig. 5A).

인산화된 JNK 단백질 발현에 있어서 무처리 (36.04 ±       

0.70%)에 비해 LPS를 단독으로 처리한 경우 그 발현양이 증        

가되었으나 (100.00 ± 3.45%), CFEFD를 100, 200 및 400 ㎍/㎖         

의 농도로 처리한 경우 94.90 ± 2.51, 84.56 ± 1.63 및 41.56 ±            

0.80%로 LPS 처리에 의해 증가된 인산화된 JNK 단백질 발        

현이 CFEFD의 처리에 따라 농도 의존적으로 감소됨을 확인       

할 수 있었다 (Fig. 5B).

ERK의 경우 LPS를 단독으로 처리한 경우 대조구에 비하여       

발현양이 감소하였으며 CFEFD 100, 200 및 400 ㎍/㎖의 농        

도로 처리한 경우 LPS 단독 처리구(100%)에 비해 각각       

77.96 ± 0.94%, 100.39 ± 5.37%, 120.82 ± 4.17%로 그 발현 수준           

이 증가하였으며, 인산화된 ERK (1/2) 단백질 발현율은 LPS       

단독 처리구 (100.00%)와 비교하여, CFEFD 100, 200 및       

400 ㎍/㎖의 농도 수준으로 처리한 경우 각각 53.36 ± 0.79%,         

39.98 ± 0.24% 및 36.31 ± 0.17%를 나타냄으로서 LPS 단독         

처리구에 비해 단백질 발현 수준이 농도 의존적으로 감소되어       

지는 것이 확인되었다.

이상과 같은 결과를 볼 때 국화꽃 추출 건조물은 인산화된        

JNK, ERK, p38 등 MAPK 신호전달체계에 있는 단백질 발        

현 수준을 억제하며 억제된 MAPK의 활성으로 인해 NO,       

prostaglandin, 항염증성 사이토카인과 같은 여러 염증성 매개      

인자들의 발현을 억제함으로 항염증 효과를 나타내는 것으로      

판단되어진다.

6. 국화꽃 추출 건조물의 nuclear factor kappa-B (NF-κB)의       

활성 억제 효과

국화꽃 추출 건조물의 NO 및 사이토카인 생성 억제 효과가        

NF-κB 신호전달체계의 활성 억제에 기인한 것인지 알아보기      

위하여, 세포질에서의 IκBα, p-IκBα 단백질 발현 수준 및 핵        

분획에서의 NF-κB의 단백질 발현 수준을 확인하였다.

IκBα 단백질 발현율은 무처리구에서 100.00 ± 1.01%였으나,      

LPS 단독 처리구에서는 25.44 ± 0.26%로 감소한 반면, CFEFD        

을 100, 200 및 400 ㎍/㎖의 농도로 처리한 경우, IκBα 단백          

질 발현율은 각각 54.33 ± 0.19, 76.71 ± 0.77, 94.11 ± 0.35%           

로 LPS 처리에 의해 감소된 IκBα 단백질 발현을 다시 농도         

의존적으로 증가시켰다. p-IκBα 단백질 발현율은 무처리구에     

비해 LPS 단독 처리구의 경우 2.14 ± 0.62 배 증가하였으나,         

CFEFD을 100, 200 및 400 ㎍/㎖의 농도로 처리한 경우, LPS         

단독 처리구 (100%) 대비 91.88 ± 0.55, 84.64 ± 2.53, 71.17 ±           

2.00의 수준으로 단백질 발현이 감소되었다 (Fig. 6A). 

NF-κB p65 단백질 발현에 있어서 세포질에서 무처리구에      

비하여 LPS 단독 처리구에서 NF-κB p65 단백질 발현 수준        

은 대조구 대비 81.04 ± 0.29%로 감소한 반면 CFEFD을 100,         

200 및 400 ㎍/㎖ 농도로 처리한 경우 NF-κB p65 단백질         

발현율은 각각 82.56 ± 0.30, 84.83 ± 0.31, 94.34 ± 0.34%로 LPS           

단독 처리구에 비해 증가되었다. 

또한 NF-κB p65 단백질의 핵 내로 이동이 CFEFD에 의하        

Fig. 6. Effects of CFEFD on NF-κB pathway in LPS-induced 
RAW264.7 macrophage cells. Cells were pre-treated 
with 100, 200 and 400 ㎍/㎖ of CFEFD for 1 hr, and 
then further incubated with 1 ㎍/㎖ of LPS for 30 
minutes. (A) The relative levels of I?B?, p-IκBα protein 
and (B) NF-κB, p-NF-κB protein. All values are means ± 
SD from triplicate separated experiments. *Means with 
different superscripts (a - e) in the each column indicate 
significant difference by Duncan's Multiple Range Test at 
5% (DMRT, p < 0.05). 
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여 억제되어지는의 여부를 확인한 결과, 무처리구에 비해 LPS       

단독 처리구에서 핵에서의 NF-κB p65 단백질 발현은 증가되       

었으나, CFEFD을 100, 200 및 400 ㎍/㎖ 농도로 처리하였을        

때, NF-κB p65 단백질 발현율은 LPS 단독 처리 (100%) 대         

비 69.73 ± 0.82, 60.13 ± 0.66, 44.04 ± 0.53%로 LPS 단독 처            

리구에 비해 감소되어지는 것을 확인하였다 (Fig. 6B). 

이는 야국 추출물의 항염 활성 검정에 있어, 야국의 methanol        

추출물, chloroform 및 ethlylacetate 용매 분획물에서 IκBα의      

인산화를 억제하여 NF-κB p65 단백질의 세포핵 내로의 이동       

을 억제하는 효과가 확인되었다고 보고한 결과 (You, 2009)와       

유사하였으며 다양한 천연물질의 항염증 활성이 NF-κB 신호      

전달체계를 억제함으로써 이루어진다는 보고와도 유사하였다    

(Li et al., 2015; Kim et al., 2017; Zhang et al., 2018).           

결과적으로 CFEFD는 LPS에 의해 활성화된 IκB-α의 인산화      

및 분해, NF-κB의 핵 내 이동 억제를 통하여 NF-κB 신호         

네트워크를 억제할 수 있다는 것을 확인하였고 국화꽃 추출       

건조물이 염증신호에 의해 활성화되는 NF-κB 신호전달체계의     

활성 조절을 통해 염증 매개 유전자의 발현을 조절할 수 있음         

을 알 수 있었다. 

이상의 결과를 종합적으로 볼 때, 국화꽃 추출 건조물은       

NF-κB의 활성 억제와 연관하여 iNOS 및 COX-2 단백질 발        

현을 억제 조절하고 결과적으로 NO와 PGE2 생성을 방지함으       

로서 항염효과를 나타내는 것으로 판단되어지며 국화꽃 추출      

물을 항염 관련 소재로 이용할 수 있는 가치가 충분히 있을         

것으로 생각된다.
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