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우산이끼 에탄올 추출물의 생리활성
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Assessment on the Biological Activities of Ethanol Extract from 
Marchantia polymorpha L.

Eun Young Yim1† and Hyung Soon Choi2

서 언

선태식물 (Bryophytes)은 이끼라 일컬어지기도 하며, 관속조

직이 발달하지 않은 육상식물로 (Simpson, 2018), 선류식물문

(Bryophyta, Mosses), 태류식물문 (Marchantiophyta, Liverworts),

각태류식물문 (Anthocerotophyta, Hornworts) 등 3 개의 문으

로 나뉜다 (Goffinet and Shaw, 2009). 전 세계적으로는 약

18,000 분류군이 분포하는 것으로 알려져 있으며 (Goffinet

and Shaw, 2009), 한반도에는 선류 50 과 194 속 622 분류

군, 태류 41 과 84 속 277 분류군, 뿔이끼류 2 과 3 속 4

분류군으로 총 93 과 281 속 903 분류군이 분포하는 것으로

보고된 바 있다 (Kim et al., 2013). 

한편 생물다양성협약이 발효되어 생물다양성의 보전, 그 구

성요소의 지속가능한 이용, 유전자원의 이용으로부터 발생하

는 이익의 공정하고 공평한 공유가 강조되고 있다. 또한 산림

자원의 조성 및 관리에 관한 법률에서 이끼 (선태식물) 역시

산림자원으로 정의되고 있는 등 관속식물과 마찬가지로 국가

의 중요한 유전자원이다 (KMGL, 2020).

국내외의 사례 및 최근의 연구 결과를 보면 선태식물에서

추출된 수많은 유기화합물들은 다양한 기능성을 나타내 생약

재로서 경제적 부가가치가 매우 높은 것으로 평가되고 있다.

그러나 자원식물로서 잠재적 가치가 높음에도 한반도 선태식
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Background: Bryophytes are a group of three non-vascular land plant divisions, consisting of
approximately 18,000 species known globally. These species are divided into mosses (Bryophyta),
liverworts (Marchantiophyta) and hornworts (Anthocerotophyta). Approximately 900 species of
bryophytes have been recorded in Korea. However, only a small number of researchers have dis-
covered new taxa and conducted taxonomic review. Therefore, Bryophytes are still considered an
unexplored field and are difficult to use as a resource. We describes a preliminary evaluation of the
biological activity on Marchantia polymorpha L., a common liverwort species. 
Methods and Results: Studies on the anti-inflammatory effect were conducted to screen for bio-
logical activity. M. polymorpha was extracted using 70% ethanol (MPE). We examined the inhibi-
tory effects of MPE on the production of pro-inflammatory factors [e. g., interleukin-1β (IL-1β),
interleukin-6 (IL-6), nitricoxide (NO), and prostaglandin E2 (PGE2)] in murine macrophage cell-
line RAW 264.7 activated with LPS (lipopolysaccharide). MPE decreased the production of NO
and PGE2. Aditionally, MPE inhibited the production of pro-inflammatory cytokines (e. g., IL-1β,
IL-6, and TNF-α).
Conclusions: These results suggest that MPE has significant effects on pro-inflammatory factors
and that M. polymorpha is a possible anti-inflammatory therapeutic plant.
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물 분야는 연구사가 단절된 기간이 길어 축적된 연구 결과가

적기 때문에 이를 활용하기는 현재로서는 어려운 것으로 평가

된다. 근래에는 소수의 연구자들에 의해 미기록종 발굴과 종

에 대한 분류학적 검토를 수행해 나가는 한편, 한반도 선태식

물의 목록을 확립해 나가고 있는 단계에 이르렀지만 여전히

미개척 연구 분야 중 하나이다.

염증반응과 관련된 nitric Oxide (NO)는 작고 매우 불안정한

무기 저분자 라디칼이고, prostaglandin E2 (PGE2) 등의 염증

인자가 inducible NO synthase (iNOS) 및 cyclooxygenase-2

(COX-2)에 의해 형성된다. NO는 NOS에 의해 L-아르기닌

(L-arginine)으로부터 생성되며 체내 방어 및 신호 전달, 혈관

확장 등의 다양한 생리기능을 가진다 (Monacada et al.,

1991; Knowles and Mocada, 1992; Nathan, 1992). iNOS는

constitutive NOS와는 달리 한번 발현이 되면 과도한 양의

NO를 생성하게 되어 염증과 종양을 유발함으로 조직의 손상

과 유전자의 변이 및 신경 등의 손상을 초래한다 (Weis et

al., 1996). 이러한 iNOS는 대식세포나 간세포 등에서 LPS

혹은 cytokine과 같은 세포내 자극제에 의해 발현이 이뤄진다
(Nathan, 1992).

내독소 (endotoxin)로 잘 알려진 LPS (lipopolysaccaride,

지질다당류)는 그람-음성균의 세포외막에 존재하는데,

RAW264.7 세포 등의 monocyte 또는 macrophage에서
interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis

factor alpha (TNF-α) 등의 전염증성 사이토카인 (pro-

inflammatory cytokine)을 증가시킨다 (Mukaida et al., 1996;
Lazarov et al., 2000; Scott and Hancock, 2000; Axtelle

and Pribble, 2001; Lee et al., 2004).

염증매개물질의 형성은 phospholipase A2의 활성에 의해 아

라키돈산 (arachidonic acid)이 프로스타글라딘 (prostaglandin,

PG)으로 변하는 과정과 NO를 형성하는 일련의 과정으로 연

속된다 (Vane, 1971; Funk et al., 1991). 일반적인 NO의 형

성은 박테리아를 사멸하거나 종양을 제거하는 데 있어 중요

한 역할을 하나 (Weis et al., 1996), 염증상태에서 iNOS에

의해 생성된 NO는 혈관의 투과성, 부종 등의 염증반응은 물

론 염증매개체의 생합성을 촉진하여 염증을 심화시키는 것

으로 규명되었다 (Mu et al., 2001; Ryu et al., 2003).

Cyclooxygenase (COX)는 arachidonic acid을 PGs로 전환하

는 기능이 있는 효소로 COX-1과 COX-2로 분류된다
(Masferrer et al., 1994; Santos-Gomes et al., 2003). COX-

1은 체내에서 위벽의 보호, 혈소판의 형성, 신장기능의 유지

등의 정상적인 생체기능에 작용하고 (Masferrer et al., 1994),

COX-2는 염증매개물질인 PGE2를 형성한다. PGE2는 염증 반

응, 혈관의 신생 (angiogenesis), 면역 반응을 촉진하는 등 암

유발과 깊은 관련이 있는 것으로 알려져 있다 (Im and Lee,
2014).

우산이끼 (Marchantia polymorpha L.)는 태류식물문 (Mar-

chantiaphyta)의 우산이끼과 (Marchantiaceae)에 속하며 주거지

및 산야의 습한 반음지에서 음지에 흔히 자란다 (Kim et al.,

2013). 특히 제주 지역에서는 감귤 등의 재배를 위해 설비한

온실이나 과수원 내에서도 쉽게 번식하는 종이다. 우산이끼는

중국, 인도, 일부 유럽 국가 등에서 전통적으로 상처, 비염, 폐

렴 등의 치유에 사용되었다 (Trần et al., 2018; Tran et al.,

2020). 또한 항산화, 항균, 미백, 항암 및 항알츠하이머 활성이

있는 것으로 규명된 바 있다 (Mewari and Kumar, 2008;
Trần et al., 2018; Wang et al., 2016).

선태식물의 특성상 다른 종과 혼생하거나 토양이 혼합되기

쉬어 시료의 정제가 까다로운 편이나 기내 배양이 가능하고

획득한 시료 역시 생리활성이 유지되어 (Tran et al., 2020),

산업화도 가능한 것으로 기대된다.

본 연구에서는 제주산 우산이끼 추출물을 이용하여 염증 활

성에 대한 연구를 수행하였다. 이를 통해 우산이끼가 염증성

질환의 예방과 치료제 개발의 기초자료로 활용 가능한지 탐색

하고, 항염증 활성을 지닌 자원으로서 활용가치를 확인하기 위

해 기능성을 규명하고자 하였다.

LPS로 자극된 RAW264.7 세포에 우산이끼 추출물 시료를

처리하여 염증성 매개인자인 NO 및 PGE2의 생성 억제 효과

와 이를 합성하는 iNOS 및 COX-2 단백질 발현억제효능을

조사하였다. 또한, 염증성 cytokine인 IL-1β, IL-6 및 TNF-α

의 생성억제효과를 확인하였다.

재료 및 방법

1. 시료 채취 및 처리

2019년 5월 제주특별자치도 서귀포시 상효동 온실에서 채취

한 우산이끼 (M. polymorpha)를 담수를 이용하여 흙 등의 이

물질을 제거한 후, 시료를 음건하여 마쇄기로 분쇄하여 추출

용 시료로 사용하였다.

2. 추출물 제작

우산이끼 시료를 70% 에탄올을 이용하여 상온에서 24 시간

침출하고 3 회 추출하였으며, 그 후 상징액을 회수하고 감압

농축한 후 동결건조기를 활용하여 에탄올 추출물을 얻었다. 추

출물은 용매로 용해시켜 0.2 ㎛ membrane filter (Advantec

MFS Inc., Dublin, CA, USA)로 제균하여 4℃에 보관하면서

본 연구에 사용하였다.

3. 세포 배양

ATCC (American Type Culture Collection, Rockville,

MD, USA)로부터 생쥐 (murine) 대식세포주 RAW264.7을 구

입하여, 10% Fetal bovine serum (FBS), penicillin (100
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units/㎖), 및 streptomycin (100 g/㎖)을 첨가한 Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM, Thermo Fisher Scientific

Inc., Waltham, MA, USA)에서 배양하였다. 이 세포들은 37℃

온도 조건에서 95% air, 5% CO2 가습 공기 조건 하 포화

상태에서 배양하였고, 72 시간 마다 계대배양 하였다.

4. Nitric oxide 생성 평가 (NO assay)

RAW264.7 세포를 10% FBS를 첨가한 DMEM 배지를 사

용하여 1.5 × 105 cells/㎖로 조절한 후 24-well plate에 접종하

고, 우산이끼 추출물 시료와 LPS (1 ㎍/㎖)를 동시에 처리하

여 24 시간 동안 배양하였다.

NO의 생성량은 Griess 시약 [1% (w/v) sulfanilamide,
0.1% (w/v) naphylethylenediamine in 2.5% (v/v) phosphoric

acid]을 사용하여 세포배양액 중의 NO2
-의 형태로 측정하였

다. 세포배양 상징액 100 ㎕와 Griess 시약 100 ㎕를 혼합하

여 96-well plate에서 10 분간 반응시킨 후 540 ㎚에서의 흡

광도를 측정하였다. NO의 생성량은 sodium nitrite (NaNO2)

를 standard로 한 비교를 통해 평가하였다.

5. 세포독성 평가 (Lactate dehydrogenase assay, LDH

assay)

RAW264.7 세포 (1.5 × 105 cells/㎖)를 DMEM 배지에 우

산이끼 추출물 시료와 LPS (1 ㎍/㎖)를 일시에 처리하여 24

시간 배양한 후, 획득한 배양배지를 원심분리 하였다 (3,000
rpm, 5 min).

세포독성 평가는 non-radioactive cytotoxicity assay kit

(Promega Co., Madison, WI, USA)를 사용하여 측정하였

고, 원심 분리하여 얻은 배양 배지 50 ㎕ 와 reconstituted

substrate mix를 50 ㎕를 96-well plate에 넣고, 실온에서 30

분간 반응시킨 후 50 ㎕의 stop solution을 넣은 다음
microplate reader (Bio-TEK Instruments Inc., Vermont, WI,

USA)를 이용하여 490 ㎚에서의 흡광도를 측정하였다. 각 시

료군에 대한 평균흡광도를 구했으며, 대조군 (LDH control, 1

: 5,000)의 흡광도 값과의 비교를 통해 세포독성을 평가하였다.

6. PGE2 (prostaglandin E2) 생성 억제 효능 평가

RAW264.7 세포를 DMEM 배지를 사용하여 1.5 × 105

cells/㎖로 조절하여 24-well plate 에 접종한 후, 5% CO2 항

온기에서 18 시간 전배양을 수행하였다. 또한 배지를 제거하

고 우산이끼 추출물 시료와 LPS (1 ㎍/㎖)가 모두 함유된 새

배지를 처리하여 전배양과 같은 조건으로 배양하였다. 24 시

간 이후 PGE2를 측정하고자 배양 배지를 12,000 rpm으로 3

분간 원심분리하여 상징액을 얻었다.

PGE2를 측정하고자 PGE ELISA kit (R&D Systems Inc.,

Minneapolis, MN, USA)로 정량하였고 standard에 대한 표준

곡선의 r2값은 0.99 이상으로 확인되었다.

7. iNOS 및 COX-2 발현 억제 효능 평가 (western-blotting)

배양이 완료된 세포를 수확하여 2 회 - 3 회 PBS

(phosphate buffered saline)로 세척 하고, 세포용해 버퍼 [50
mM Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40,

2 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM NaVO3, 10 mM NaF,

1mM dithiothreitol, 1mM phenyl methyl sulfonyl fluoride,

25 ㎍/㎖ aprotinin, 25 ㎍/㎖ leupeptin]를 첨가하여 30 분

간 4℃ 조건하에서 용해시킨 후 15,000 rpm으로 15 분간

원심분리하여, 세포막 성분 등을 제거하였다. 단백질의 농도

정량에는 bovine serum albumin (BSA, Sigma-Aldrich Co.,

St. Louis, MO, USA)을 표준화하였으며 Bio-Rad Protein

Assay Kit (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA, USA)를

이용하였다.

분리된 단백질 20 ㎍ - 30 ㎍를 8% - 12% mini gel

SDS-PAGE로 변성 분리하였고, polyvinylidene difluoride
(PVDF) membrane (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

CA, USA)에 200 ㎃로 120 분간 transfer하였다. 또한

membrane blocking은 5% skim milk가 함유된 TTBS (0.1%

tween 20 + TBS) 용액에서 상온의 조건 하에 120 분간 실

시하였다.

발현된 iNOS의 양을 검토하기 위한 항체로 anti-mouse

iNOS (Calbiochem, La Jolla, CA, USA)를, COX-2의 양을

검토하기 위한 항체로 anti-mouse COX-2 (BD Biosciences

Pharmingen, San Jose, CA, USA)를 사용하여, TTBS 용액에

서 1 : 1,000으로 희석하여 상온에서 120 분간 반응시킨 후

TTBS로 3 회 세정하였다. 2 차 항체로는 HRP (horse radish

peroxidase)가 결합된 anti-mouse IgG (Amersham Pharmacia

Biotech, Little Chalfont, England)를 1 : 5,000으로 희석하여

30 분 동안 상온에서 반응시킨 다음 TTBS로 3 번 세정한 후

ECL 기질 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA)과

1 분 - 3 분간 반응 후 X-ray 필름에 감광시켰다.

8. 염증성 사이토카인 (TNF-α, IL-1β, IL-6) 생성 억제 효능

평가

RAW264.7 세포 (1.5 × 105 cells/㎖)를 DMEM 배지를 이용

하여 세포수를 조절한 다음 24-well plate 에 접종하고, 5%

CO2 항온기에서 18 시간 전배양 하였다. 이 후 배지를 제거하

고 RAW264.7 세포는 10 배의 농도 (25, 50, 100 ㎍/㎖)로

조제된 추출물 시료 50 ㎕와 450 ㎕의 LPS (1 ㎍/㎖)를 함

유한 새로운 배지를 동시에 처리하였고 전배양과 동일한 조건

으로 배양하였다. 24 시간 경과 후 배양 배지를 12,000 rpm

으로 3 분간 원심분리하여 획득한 상징액의 pro-inflammatory

cytokine 생성 함량을 측정하였다. 모든 시료는 정량하기 전까
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지 -20℃ 이하의 조건 하에서 보관하였다.

Pro-inflammatory cytokine의 정량은 mouse enzyme-linked
immnunosorbent assay (ELISA) kit (R&D Systems Inc.,

Minneapolis, MN, USA)를 사용하여 수행하였고 standard에

대한 표준곡선의 r2값은 0.99 이상으로 나타났다.

9. 통계분석

실험결과는 3 번 이상의 독립적인 실험의 데이터를 mean ±

standard error 값으로 나타내었다. 실험군 사이의 통계적 유의

성 검정은 Student's t-test와 Statistical Packages for Social

Science (SPSS 23.0, Chicago, IL, USA) test를 실시한 후

1% 및 5%의 유의수준으로 검정하였다 (*p < 0.05, **p < 0.01).

결과 및 고찰

1. 에탄올 추출물 제작 및 수율

우산이끼 (Marchantia polymorpha) 건조시료 (20 g)를

70% 에탄올로 추출하고 여과하여 획득한 추출액을 감압 농축

한 후 동결건조기로 수분을 완전히 제거하여 조추출물 2 g

(3.66 g, 18.3%)을 얻었다.

2. Nitric oxide 생성억제 효과

RAW264.7 대식세포는 LPS에 의해 자극되고, 이렇게 자극

된 대식세포는 염증 매개물질인 NO의 생성이 증가하게 된다

(Yamamoto et al., 1994). LPS에 의해 자극된 RAW264.7 세

포에서 생성되는 NO에 대한 우산이끼 추출물의 억제효과를

알아보고자 세포에 생성된 NO 양을 Griess 시약을 사용하여

세포배양액 중에 존재하는 NO2
-의 형태로 측정하였다. 그 결

과 70% 에탄올 추출물에서 대조군인 LPS 단독 처리군에 비

해 높은 NO 생성 억제효과를 확인할 수 있었다. 특히 50

㎍/㎖의 농도에서도 세포독성 효과를 보이지 않으면서 우수

한 NO 생성 억제효과를 보였다 (Fig. 1).

2. 세포 독성에 미치는 영향

LDH (lactate dehydrogenase)는 모든 세포의 세포질 안에

존재하는 효소로 pyruvic acid 와 lactic acid 간의 가역적 전

환에 관여하여 촉매작용을 하며, LDH를 내포한 조직이 파괴

될 경우, 혈액 중으로 흘러나와 혈중 LDH가 상승한다.

RAW264.7 세포 (1.5 × 105 cells/㎖)에 시험약물과 LPS (1

㎍/㎖)를 동시에 처리하여 24 시간 동안 배양한 후, LDH

assay를 통해 세포독성을 확인한 결과, 우산이끼 70% 에탄올

추출물에서 세포독성이 나타나지 않았다 (Fig. 1).

3. PGE2 생성 억제 효과

염증단계에 중추적 역할을 하고 있는 cytokine인 TNF-α와

IL-6의 발현을 저해하거나, COX-2 활성저해를 초래하는

PGE2의 생성억제를 통해 pro-inflammatory factor의 증가를

수반하는 병변과정을 조절할 수 있을 가능성이 높다 (Yoon et

al., 2007). RAW264.7 cell에 우산이끼 70% 에탄올 추출물과

LPS (1 ㎍/㎖)를 일시에 처리하여 24 시간 배양한 다음

PGE2 ELISA assay kit를 이용하여 PGE2 생성 억제 활성을

확인한 결과, 우산이끼 70% 에탄올 추출물이 농도 의존적으

로 PGE2 생성 억제 활성을 보임을 확인할 수 있었다 (Fig.
2).

4. iNOS 및 COX-2 생성 억제 효과

iNOS는 대개의 경우 세포 내에 존재하지 않으나 일단 유도

되면 장시간 동안 다량의 NO를 생성하며, 생성된 NO는 병리

적인 혈관의 확장, 세포의 독성, 조직의 손상 등과 같이 생체

에 유해하게 작용한다. 또한 염증상태에서 iNOS와 COX-2에

Fig. 1. Inhibitory effects of 70% EtOH extract of M. polymorpha on NO production and cytotoxicity in LPS-stimulated RAW264.7
cells. The production of nitric oxide (NO) was assayed in the culture medium of cells stimulated with LPS (1 ㎍/㎖) for 24 h in
the presence of 70% EtOH extract of M. polymorpha (12.5, 25.0 and 50.0 ㎍/㎖). Cytotoxicity was determined using the LDH
method. Values are the means ± SEM of triplicate experiments. Means with difference letters are significantly different by
Student's t-test versus LPS-treated group (*p < 0.05, **p < 0.01). A; 2-amino-4-methyl pyridine (20 μM)
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의해 생성된 NO와 PGE2는 혈관의 투과성, 부종 및 통증 등

의 염증반응과 염증매개체의 생합성을 촉진하여 염증을 더욱

심화시키는 것으로 알려져 있다 (Tezuka et al., 2001).

우산이끼 70% 에탄올 추출물에 의한 NO 및 PGE2 생성

억제 활성이 iNOS와 COX-2의 발현 억제로 인한 것인지 확

인하고자 단백질의 수준을 Western blot analysis로 확인하였

다. RAW264.7 cell에 LPS (1 ㎍/㎖)와 우산이끼 70% 에탄

올 추출물을 24 시간 처리한 다음, iNOS, COX-2의 발현 억

제 활성을 확인하였다. 그 결과 우산이끼의 70% 에탄올 추출

물이 iNOS 및 COX-2의 발현 억제 활성을 보이고 있음을 알

수 있다 (Fig. 3).

5. Pro-inflammatory cytokine (TNF-α, IL-1β, IL-6) 생성

억제 효과

TNF-α와 같은 다 기능성 cytokine은 정상조직에서 발현될

뿐만 아니라 병변과정에서 그 발현 정도가 증가되며

(Dinarello, 2000), 암촉진 과정에서 일어나는 염증에 중요한

역할을 한다. TNF-α가 염증성 피부질환과 관련이 있음은 널

리 알려져 있다 (Piguet et al., 1991; Burrell, 1994). 

RAW264.7 cell에서 우산이끼의 전염증성 사이토카인인

TNF-α, IL-1β 및 IL-6의 발현에 미치는 영향을 ELISA kit

를 이용하여 조사하였다. RAW264.7 cell에 LPS (1 ㎍/㎖)

와 우산이끼 70% 에탄올 추출물을 처리하고 IL-1β, IL-6,

및 TNF-α의 생성 억제 활성을 확인한 결과, IL-1β, IL-6,

및 TNF-α 모두 생성이 억제된 것으로 나타났다 (Fig. 4 -
6).

결론적으로, 본 연구를 통해 우산이끼 에탄올 추출물은 유

의미한 항염증 효과를 지니고 있으며, 염증 치료 식물자원으

로 활용 가능함이 규명되었다.

Fig. 2. Inhibitory effects of 70% EtOH extract of M. polymorpha on PGE2 in LPS-stimulated RAW264.7 cells. The production of
Prostaglandin E2 (PGE2) was assayed in the culture medium of cells stimulated with LPS (1 ㎍/㎖) for 24 h in the presence of 70%
EtOH extract of M. polymorpha (12.5, 25.0 and 50.0 ㎍/㎖). Values are the means ± SEM of triplicate experiments. Means with
difference letters are significantly different by Student's t-test versus LPS-treated group (*p < 0.05, **p < 0.01). A; 2-amino-4-
methyl pyridine (20 μM).

Fig. 3. Inhibitory effects of 70% EtOH extract of M. polymorpha on the protein level of iNOS and COX-2 in LPS-stimulated
RAW264.7 cells. RAW264.7 cells (1.0 × 106 cells/㎖) were pre-incubated for 18 h, and the cells were stimulated with LPS (1
㎍/㎖) in the presence of 70% EtOH extract of M. polymorpha (12.5, 25.0 and 50.0 ㎍/㎖) and 2-amino-4-methyl pyridine (A,
20 μM) for 24 h. iNOS protein level was determined using immunoblotting method.
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