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ABSTRACT

  Cinnamomum camphora is a native plant growing only at Jeju Island in 

Korea, and has been used for the treatment of several diseases such as 

nephritis, epilepsy and neurasthenia etc. as a oriental folk medicine. 

However, there are few reports on the biological activities and 

constituents of Cinnamomum camphora. Therefore, this study 

examined the inhibitory effect of Cinnamomum camphora on the 

production of the pro-inflammatory cytokines (IL-1β, IL-6 and TNF-α), 

iNOS and COX-2 in RAW264.7 cell activated with lipopolysaccharide (LPS). 

The amount of released inflammatory cytokines and the mRNA expression 

were determined using ELISA and RT-PCR, respectively. Also, this study 

examined the anti-oxidizing effect by determination of the DPPH 

radical-scavenging activity. The crude extract (80% MeOH) of 

Cinnamomum camphora inhibited the TNF-α production in a 

concentration-dependent manner. In the sequential fractions of the 80 % 

MeOH extract, the EtOAc extract potentially inhibited the protein and 

the mRNA expression of pro-inflammatory cytokines (IL-1β, IL-6 and TNF-

α) and iNOS. And, the BuOH extract inhibited the protein and the mRNA 

expression of COX-2. And then, the inhibition of iNOS was correlated 

with the decrease of nitrite level. These results that anti- 

inflammatory activity of Cinnamomum camphora seems to arise from 

the inhibition of the production of inflammatory cytokines, iNOS 

and COX-2.

Key word: Cinnamomum camphora, pro-inflammatory cytokines,  

iNOS, COX-2 
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Ⅰ. 서       론

  최근 삶의 질 향상과 의학의 발전으로 수명이 연장되면서 류마티스 관절염, 천식 

등 만성 염증이 증가하는 추세이며, 효과적인 치료법이 절실히 요구되는 실정이다 

(Han, 2003). 현재까지의 비스테로이드성 항염증 약물 (nonsteroidal anti- 

inflammatory drug, NSAID)의 사용으로 인한 염증의 감소는 상당한 기간 동안 통증

의 완화를 초래해 왔으며, 비마약성 진통제 (아스피린 등)의 대부분 역시 항염증 효

과를 가지므로 급성 및 만성 염증 질환의 치료에 적절히 사용되어 왔다 (Ellis et al., 

1994). 그러나 장기간 사용할 때 변비를 유발하며, 중심 신경계에 작용하여 두통, 어

지러움증, 이상감각, 신경질적인 증상을 유발시키며, 간혹 정신병도 발생하는 등의 치

료법에 부작용의 심각성이 너무 크기 때문에 새롭거나 개선된 치료제 개발은 필수적

이고 시급하다고 할 수 있다 (Cho et al., 2001). 이러한 부작용을 극복하는 문제와 관

련지어 최근에는 민간에서 사용되고 있는 천연물에서 그 활성 성분을 찾으려는 연구

들이 활발히 진행되고 있다. 오래된 코감기, 관절통, 습관성 유산 등에 민간에서 사용

되고 있는 겨우살이의 추출물이 폐종양, 유방암, 대장암 등에서 항암 효과를 나타낸

다고 보고되어 있으며 (Khwaja et al., 1986; Kuttan et al., 1996; Antony et al., 

1997), 마늘 성분인 diallyl disulfide의 유방암 세포주 (MCF-7)에 대한 세포사멸 유도

기전에 관한 연구가 보고되어 있다 (Park et al., 2001). 그리고, 녹차 잎 등에서 얻어

지는 phenolic compound인 (-)- epigallocatechin gallate (EGCG)는 사람의 연골세포

에서 IL-1β로 유도된 염증성 매개인자의 억제효과가 있음이 보고되어 있다 

(Salahuddin et al., 2002; Singh et al., 2003; Ahmed et al., 2002). 또한, 한방에서 천

식, 기침 및 감기의 치료제로 이용되고 민간에서 황달, 성홍렬, 류머티스성 관절염 치

료에 사용되고 있는 넘취의 정유성분도 항염 효과가 있음이 입증되었다 (Kim et al., 

2002).

  사람의 신체방어는 면역반응을 통하여 병원체로부터 보호받을 수 있다. 바이러스나 

박테리아와 같은 외래 미생물에 대한 생체방어 기작으로는 자연면역 (innate 

immunity)과 특이면역 (specific immunity)으로 나뉘어지며, 이는 면역관련 세포에서 

주로 분비되는 cytokine에 의해서 매개된다 (Klaus, 1988).

  내독소 (endotoxin)로 잘 알려진 lipopolysaccaride (LPS)는 그람-음성세균의 세포

외막에 존재하며, 단핵식세포 (macrophage 또는 monocyte)로부터 다양한 염증 발병 
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인자로 알려진 tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), inter 

leukin-1β (IL-1β)과 같은 pro-inflammatory cytokines를 증가시키는 것으로 알려져 

있다 (An et al., 2002; Scott et al., 2000; Ashutosh et al., 2002). TNF-α와 같은 다 

기능성 (multifunctional) cytokine은 정상조직에서 발현될 뿐만 아니라 병변 과정에서 

그 발현 정도가 증가되며, 특히 암 촉진 과정에서 일어나는 피부염증에 중요한 역할

을 한다 (Groves et al., 1994; Wakefield et al., 1991). TNF-α가 인간의 염증성 피부

질환과 관련이 있음은 이미 많이 보고 되어있다 (Piguet et al., 1991; Burrell, 1994). 

그리고, 류마티스 관절염에서 TNF-α 와 IL-6 같은 cytokine의 발현은 상당히 증가되

며 신경계 조직 손상등을 일으킨다 (Ishii et al., 2003). 

  체내 염증과정에서는 과량의 nitric oxide (NO) 및 prostaglandin E2 (PGE2) 등의 

염증인자가 NO synthase (NOS)및 cyclooxygenase (COX)에 의해 형성된다. 이중 

nitric oxide는 NOS 라는 유도성 (inducible) 또는 상존성 (constitutive) 효소에 의하

여 생성되어지는 반응성 radical로서 (Choi et al., 1996) 체내 방어기능, 신호전달기

능, 신경독성, 혈관확장 등의 다양한 생리 기능을 가지고 있다 (Kim et al., 2002; 

Nathan, 1992). NOS는 물리 화학적 성상에 따라 3종류의 동종 효소로 나누어진다 

(Gaby, 1997). 세포속에서 계속적으로 존재하기 때문에 Type Ⅰ (neuronal NOS)과 

Type Ⅲ (endothelial NOS)는 지속적 NOS (constitutive NOS)로 분류되며 (Hartmut 

et al., 1996), 상대적으로 일부 세포에서 LPS 및 cytokine, 박테리아 독소 같은 특수

한 자극제들에 노출되는 경우에만 발현되는 Type Ⅱ (inducible NOS)로 나누어진다 

(Ryu et al., 2003; Stuher et al., 1991; lida et al., 1992 ). 이들 중 iNOS에 의한 NO 

생성이 절대적으로 많으며 이는 병리적으로 중요한 작용을 한다 (Ohshima, 1994). 일

반적인 NO의 형성은 박테리아를 죽이거나 종양을 제거시키는 중요한 역할을 하지만, 

병리적인 원인에 의한 과도한 NO의 형성은 염증을 유발시키게 되며 조직의 손상, 유

전자 변이 및 신경 손상등을 유발한다 (Weisz, 1996).

  Cyclooxygenase (COX)는 arachidonic acid를 prostaglandins (PGs)로 전환시키는 

효소로써 COX-1과 COX-2로 분류된다 (Kim et al., 2002). COX-1은 체내에서 혈소

판의 형성, 위벽보호, 신장기능의 유지 등 정상적인 생체기능에 작용하며 (Masferrer 

et al., 1994), COX-2는 염증매개물질인 PGE2를 형성시킨다. Prostaglandin E2 

(PGE2)는 염증반응, 면역반응, 그리고 angiogenesis를 촉진 등 암발생에도 깊이 관여

하고 있는 것으로 알려져 있다 (Seibert et al., 1994; Masferrer et al., 1994).
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  따라서, 발암촉진 단계와 밀접한 관계가 있는 염증단계에서 중추적 역할을 하고 있

는 cytokine의 발현을 저해시키거나 COX-2 활성저해에 기인하는 PGE2의 생성 억제, 

그리고 NO 억제를 통해 pro-inflammatory molecule의 증가를 수반하는 병변 과정을 

조절할 수 있을 가능성이 높다. 

  제주도는 계절에 따라 대륙성과 해양성의 기후가 뚜렷하게 구분되어 나타나며 사

면이 바다로 둘러싸여 있어 해발 1950m의 한라산을 중심으로 지형조건과 특수한 기

후조건에 의하여 난대식물에서부터 온대식물, 고산지대의 한대림식물이 다양하게 분

포되어 식물의 보고를 이루고 있다 (Yang et al., 2002). 그 분포도도 뚜렷이 구분되

어 있어 생태 및 식물학적으로 중요한 연구 대상지가 되고 있다 (Lee et al., 2001).

  녹나무 (Cinnamomum camphora Sieb.)는 우리나라에서도 제주도에서만 자라는 나

무로 (Lee et al., 2001) 장목 또는 예장 나무라고도 부르며 겨울에도 잎이 떨어지지 

않는 상록활엽수이다. 녹나무과에 속하는 식물로서 높이 20 m, 흉고직경 2 m에 이르

며 병해충이 없고 생육이 좋으며 수명이 긴 특징이 있다. 녹나무에 들어 있는 향기 

성분은 캄파, 사프롤, 찌네올 등의 정유성분으로 녹나무 목질과 잎, 열매에 1 % 쯤 

들어 있으며 정유는 나무줄기를 토막내어 수증기로 증류하여 얻는다 (Miyazawa et 

al., 2001; Liu et al., 2002; Yang et al., 2002). 이렇게 해서 얻은 정유를 '장뇌' 라 

부르며, 민간에서는 신경쇠약, 간질, 방광염, 신우신염 등에 치료약으로 쓰이고 흥분

제나 강심제로도 널리 알려져 있다 (임업연구원, 1987). 특히 일본에서는 장뇌를 매우 

귀중히 여겨 우리나라의 인삼처럼 국가 전매품으로 취급하고 있으며, 제주도에서는 

녹나무가 민간에서 암 치료약으로 사용되어 왔다. 하지만 녹나무의 이러한 성분의 생

리 활성에 대한 보고는 거의 없는 실정이다. 녹나무과의 동속 식물로서는 육계나무 

(cinnamomum cassia) 와 후박나무 (Machilus thunbergii), 생달나무 (cinnamomum 

japonicum) 등이 알려져 있으며 이들이 항염 활성 및 항암 효과가 있음이 보고되어 

있다 (Zhu et al., 1993; Hong et al., 2002; Kim et al., 2003).

  이에 본 연구에서는, RAW264.7 세포를 LPS (1 ㎍/㎖)로 자극하는 염증 반응의 주

체가 되는 단핵 식세포 모델에서 녹나무 추출물이 pro-inflammatory cytokine 생성과 

iNOS, COX-2 및 NO의 발현을 억제하는지 알아보았다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시료의 추출

  제주도에 자생하고 있는 녹나무의 잎을 채집하여 음건한 다음 마쇄기로 갈아 미세

말로 하였다. 미세말 시료 (50 g)를 80 % methanol (MeOH)로 2회 교반 추출 후 여

과하여 감압 농축하였다. 여기서 얻은 MeOH 추출물 (23.8 g)을 계통적 추출 방법 

(우원식, 1995)에 의하여 hexane 분획물 (0.96 g), ethylacetate (EtOAc) 분획물 (2.03 

g), butanol (n-BuOH) 분획물 (3.99 g), H2O 분획물 (1.97 g)을 얻었다. 여기서 얻은 

각각의 분획물을 항염 효과 검색의 시료로 이용하였다 (Scheme 1).

2. 세포 배양 및 시약

  Murine macrophage cell line 인 RAW 264.7 세포는 Korean Cell Line Bank 

(KCLB)로부터 분양 받아 100 units/㎖ penicillin-streptomycin과 10 % fetal bovine 

serum (FBS)이 함유된 DMEM 배지를 사용하여 37 ℃, 5 % CO2 항온기에서 배양하

였으며, 계대 배양은 3일에 한번씩 시행하였다. Lipopolysaccharide (LPS. E. coli 

serotype 0111:B4)는 Sigma (St. Louis. MO. USA)로부터 구입하여 사용하였으며, 

Interferon-γ (mIFN-γ, recombinant E. coli)은 Roche로부터 구입하여 실험에 사용하

였다.

3. In vitro 에서 pro-inflammatory cytokines 생성 및 정량

  Murine macrophage cell line 인 RAW 264.7 세포를 DMEM 배지를 이용하여 1 × 

106 cells/㎖로 조절한 후 24 well plate 에 접종하고, 5 % CO2 항온기에서 18시간 전 

배양하였다. 이후 배지를 제거하고 10배 농도 (1 ㎎/㎖)로 조제된 시험물질 50 ㎕와 

450 ㎕의 LPS 최종농도 (1 ㎍/㎖)를 함유한 새로운 배지를 동시에 처리하여 전 배양

과 동일 조건에서 배양하였다. 6시간 후 배양 배지를 원심분리 (12,000 rpm, 3 min)

하여 얻어진 상층액의 TNF-α 및 IL-6 함량을 측정하였다 (An., 2002).

IL-1β의 정량을 위하여 시험 약물을 처리하고 6시간 배양 후 150 mM NaCl, 50 mM 
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Dried C. camphora powder (50 g) 

1) extraction with 80% MeOH
2) stirring for 24h at room temperature
3) vacuum filtration

80% MeOH Ext.(23.82 g)

Extraction 
with EtOAc(1:1)

Extraction 
with n-Butanol(1:1)
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Scheme 1. Systematic purification using solvent partitioning from 

Cinnamomum camphora
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Tris HCl (pH 7.6), 1.0 mM PMSF, 그리고 0.25 % Nonidet P-40을 포함하는 1 ㎖의 

lysis buffer를 이용하여 4 ℃에서 10 min 방치후, 원심분리 (12,000 rpm에서 2 min)

하여 상층액을 얻었다 (Schilling et al., 1997; Schilling et al., 2001). 모든 시료는 정

량전까지 -20 ℃ 이하에 보관하였다.

 TNF-α 및 그 외의 cytokine 정량은 murine enzyme-linked immnunosorbent assay 

(ELISA) kit (R&D system, Inc, USA)를 이용하여 정량하였으며 standard 에 대한 

표준곡선의 r
2
 값은 0.99 이상이었다.

4. RNA 분리

  RAW264.7 세포 (1 × 10
5 
cells/㎖)를 18 시간 전 배양하고 10배 농도로 조제된 시험 

약물과 LPS (최종농도 1 ㎍/㎖)를 동시 처리하여 시간별로 배양 한 후 total RNA 추출

은 TRI-reagent (MRC)를 이용하여 분리하였다. 세포에 TRI-reagent를 첨가하여 균

질화한 후, 클로로포름을 첨가하여 원심분리시켰다. 상층액에 동량의 이소프로판올을 

첨가하여 원심 분리시켜 RNA를 침전시키고 75 %의 DEPC 처리된 에탄올로 세척한 

후, 건조시켜 DEPC 처리된 증류수에 녹였다. 260 nm의 흡광도를 측정하여 RNA를 

정량하였고, A260/A280 nm의 비율이 1.7∼1.9 범위 내의 값을 갖는 RNA를 실험에 

사용하였다. 모든 실험은 RNase-free한 조건하에서 이루어졌다. 

5. RT-PCR 

  1 ㎍의 total RNA를 oligo(dT)18 primer, dNTP (0.5 μM), 1 unit RNase inhibitor 

그리고 M-MuLV reverse transcriptase (2 U)로 70 ℃ 5 min, 37 ℃ 5 min, 37 ℃ 

60 min, 그리고 70 ℃에서 10 min heating 시킴으로서 반응을 중지시켰다. 

Polymerase Chain Reaction (PCR)은 합성된 cDNA로부터 TNF-α, IL-6, IL-1β, 

iNOS, COX-2, β-Actin을 증폭시키기 위하여 2 ㎕ cDNA, 4 μM의 5 과 3 primer, 

10x buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.3, 50 mM KCl, 0.1 % Triton X-100), 250 μM 

dNTP, 25 mM MgCl2, 1 unit Taq polymerase (Promega, USA)를 섞고 distilled 

water로 전체를 25 ㎕로 맞춘 다음 Perkin-Elmer Thermal Cycler를 이용하여 PCR

을 실시하였다. 이때 PCR 조건은 94 ℃/45초, 55∼60 ℃/45초, 72 ℃/60초, 30회이며, 

PCR에 의하여 생성된 산물은 1.5 % agarose gel에서 전기영동을 실시하고 ethidium 

bromide로 염색하여 특정 band를 확인하였다 (Table 1).
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Table 1. The sequences of primers and fragment sizes of the investigated 

genes in RT-PCR analysis

Gene Primer sequences
Fragment 

size(bp)

TNF-α
F 5'-TTGACCTCAGCGCTGAGTTG-3'

364
R 5'-CCTGTAGCCCACGTCGTAGC-3'

IL-1β
F 5'-CAGGATGAGGACATGAGCACC-3' 

447
R 5'-CTCTGCAGACTCAAACTCCAC-3'

IL-6
F 5'-GTACTCCAGAAGACCAGAGG-3'

308
R 5'-TGCTGGTGACAACCACGGCC-3'

iNOS
F 5`-CCCTTCCGAAGTTTCTGGCAGCAGC-3`

496
R 5`-GGCTGTCAGAGCCTCGTGGCTTTGG-3`

COX-2
F 5'-CACTACATCCTGACCCACTT-3'

696
R 5'-ATGCTCCTGCTTGAGTATGT-3'

β-Actin
F 5'-GTGGGCCGCCCTAGGCACCAG-3'

603
R 5'-GGAGGAAGAGGATGCGGCAGT-3'
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6. Western blot analysis

  RAW 264.7 세포 (1 × 106 cells/㎖)를 DMEM 배지를 이용하여 5 % CO2 항온기에서 

18시간 전배양 하였다. 이후 배지를 제거하고 10배 농도 (1 ㎎/㎖)로 조제된 시험물

질과 LPS (1 ㎍/㎖)와 INF-γ (50 U/㎖)를 함유한 새로운 배지를 동시에 처리하여 전

배양과 동일 조건에서 배양하였다. 세포를 2∼3회 PBS (phosphate buffered saline)로 

세척 후 1 ㎖의 lysis buffer를 첨가, 30분∼1시간동안 lysis 시킨 후 12,000 rpm에서 

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

albumin)을 표준화하여 Bio-Rad Protein Assay Kit를 사용하여 정량하였다. 20∼30 

㎍의 lysate를 8 % mini gel SDS-PAGE (Poly Acrylamide Gel Electrophoresis)로 

변성 분리하여, 이를 PVDF membrane (BIO-RAD)에 200 mA로 2시간 동안 transfer

하였다. 그리고 membrane의 blocking은 5 % skin milk가 함유된 TTBS (TBS + 0.1 

% Tween 20) 용액에서 overnight 실시하였다. iNOS의 발현 양을 검토하기 위한 항

체로는 anti-mouse iNOS (1 : 1000) (Santa-Cruz) 을 COX-2의 발현 양을 검토하기 

위한 항체로는 anti-rabbit COX-2 (1 : 1000) (Santa-Cruz)을 TTBS 용액에서 희석

하여 상온에서 2시간 반응시킨 후 TTBS로 3회 세정하였다. 2차 항체로는 HRP 

(Horse Radish Peroxidase)가 결합된 anti-mouse 또는 anti-rabbit IgG (Amersham 

Co.)를 1 : 5000으로 희석하여 상온에서 40분 간 반응시킨 후, TTBS로 3회 세정하여 

ECL 기질 (Amersham Co.)과 1분 간 반응 후 X-ray 필름에 감광하였다.

7. NO assay

  RAW264.7 세포를 DMEM 배지를 이용하여 1.5 × 105 cells/㎖로 조절한 후 24 

well plate 에 접종하고, 시험물질과 LPS (1 ㎍/㎖)를 함유한 새로운 배지를 동시에 

처리하여 24시간 배양하였다. 생성된 NO의 양은 Griess 시약을 이용하여 세포배양액 

중에 존재하는 NO2
-의 형태로 측정하였다. 세포배양 상등액 100 ㎕와 Griess시약 [1 

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

phosphoric acid] 100 ㎕를 혼합하여 96 well plates에서 10분 동안 반응시킨 후 

ELISA reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다 (Green et al., 1982).  

표준농도 곡선은 sodium nitrite (NaNO2)를 serial dilution하여 얻었다 (1-100 μM).
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8. DPPH radical 소거활성에 의한 항산화활성 검색

  항산화활성은 DPPH를 이용하여 시료의 라디칼 소거효과 (radical scavenging 

effect)를 측정하는 Blois법을 활용하였다 (Blois, 1958). 1,1-Diphenyl-2- 

picrylhydrazyl (DPPH, Aldrich) 약 2 ㎎을 에탄올 15 ㎖에 녹여 DPPH용액을 제조하

였다. 이 용액 12 ㎖에 DMSO 6.25 ㎖를 첨가한 후, 이때 517 ㎚의 파장에서 대조군

의 UV-Vis. 흡광도가 0.94 - 0.97이 되도록 에탄올로 희석하여 10초간 진탕시켰다. 

그리고, 용매 1 ㎖에 분말로 추출된 시료 1 ㎎을 섞은 후 충분히 녹이고, 준비된 

DPPH 450 ㎕에 시료용액 50 ㎕를 넣어 섞은 후 실온에서 10분간 방치하였다가 517 

㎚에서 흡광도를 측정하였다. 대조군으로는 butylated hydroxy anisole (BHA), 

vitamine C, vitamine E, 소나무 추출물인 pycnogenol 등을 사용하였고, 항산화효과

는 DPPH의 흡광도가 50 % 감소할 때 나타나는 검체의 농도 (RC50)로 표시하였으며, 

각 시료는 3회 반복하여 실험을 실시하여 평균값을 구하였다. 
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Ⅲ. 결       과

1. Pro-inflammatory cytokines의 생성에 미치는 영향 

  녹나무 잎의 용매 분획이 TNF-α, IL-6, IL-1β의 생성에 어느 정도 영향을 주는지

를 조사하였다. 내독소로 알려진 LPS가 macrophage에서 TNF-α, IL-6, IL-1β 등의 

pro-inflammatory cytokine을 증가시키는 것으로 알려져 있으므로 1 ㎍/㎖의 LPS를 

사용하여 RAW 264.7 세포로부터 이러한 cytokine의 생성을 유도하였다. 녹나무 시료

의 단독 처리시에는 cytokine의 생성에는 영향을 주지 않았으며, 세포독성도 나타내

지 않았다 (date not shown). 하지만, LPS 자극과 함께 각각 다른 농도의 80% 

MeOH 추출물을 처리한 결과 TNF-α 생성에서 LPS 1 ㎍/㎖ 단독처리에 비해 농도 

의존적인 억제 효과를 보였다 (Figure 1). 이러한 결과는 염증 억제가 세포 독성에 

의하지 않은 것임을 보여주었으며, 효과가 나타난 성분에 대한 용매 분획별 (100 ㎍/

㎖) TNF-α 억제는 80% MeOH 추출물, EtOAc 분획에서 각각 48.8 %, 54.8 % 로 

80% MeOH 추출물과 EtOAc 분획물에서 높은 억제 효과를 나타내었다. TNF-α 이

외의 다른 cytokine IL-6, IL-1β 생성 억제에서도 TNF-α와는 약간의 차이가 있었지

만, IL-6에 대한 억제효과는 EtOAc 분획에서 68.9 %를, IL-1β에 대한 억제효과는 

EtOAc 분획에서 49.8 %를 나타내어 녹나무 추출물이 LPS에 의해 발현되는 

pro-inflammatory cytokine 억제에 중요한 작용을 함을 알 수 있었다 (Table 2).

2. Pro-inflammatory cytokines의 mRNA발현에 미치는 영향

  이러한 cytokine 생성억제가 mRNA 발현을 억제한 결과인지를 조사하기 위하여 

LPS와 녹나무 시료를 함께 처리하여 LPS에 의한 cytokine mRNA 발현에 대한 억제

효과를 조사하였다. TNF-α, IL-6, IL-1β 생성 억제에 대한 녹나무 용매 분획물을 

100 ㎍/㎖ 농도로 처리하였을 때 80% MeOH 추출물과 EtOAc 분획물에서 높은 억제 

효과를 보였다. β-Actin을 같이 나타내줌으로써 녹나무 자체가 세포에 영향을 주어 

감소하는 것이 아님을 보여주었다 (Figure 2).
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Figure 1. The inhibitory effect of 80% MeOH extract of C. camphora on 

the TNF- α production in RAW264.7 cells. The productions of TNF-α 

were determined by ELISA method from the culture medium of  RAW 

264.7 (1 × 106 cells /㎖) stimulated by LPS (1 ㎍/㎖) in the presence of C. 

camphora. 
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Table 2. The inhibitory effects of solvent fractions of C. camphora on the 

pro-inflammatory cytokines production in RAW264.7 cells

Fractions
Inhibition (%)

TNF-α IL-6 IL-1β

80 % MeOH 48.8 ± 0.5 56.7 ± 1.6 42.2 ± 1.6

Hexane 24.3 ± 3.3 33.5 ± 0.7 32.4 ± 2.3

EtOAc 54.8 ± 2.6 68.9 ± 1.5 49.8 ± 1.3

BuOH - 10.8 ± 1.8 22.8 ± 1.0

RAW264.7 (1 × 10
6
 cells/㎖) were stimulated by LPS (1 ㎍/㎖) with various 

extracts of C. camphora (100 ㎍/㎖). The amounts of the cytokines were 

determined using ELISA method, as described method
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Figure 2. The inhibitory effects of solvent fractions of C. camphora on the 

mRNA expression of pro-inflammatory cytokines in RAW264.7 cells. 

RAW264.7 (1 × 10
6
 cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the mRNA 

expression of pro-inflammatory cytokines were determined from the 6 hr 

culture of cells stimulated by LPS (1 ㎍/㎖) in the presence of C. camphora 

(100 ㎍/㎖). 
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3. iNOS 발현에 미치는 영향  

  RAW264.7 세포에 LPS (1 ㎍/㎖)를 사용하여 iNOS 의 생성을 유도한 후 녹나무 

분획물에 의한 mRNA expression 저해정도를 RT-PCR을 통해 알아보았다. LPS 에 

의해 iNOS는 현저히 증가하였으며, 녹나무 분획물을 처리한 결과 EtOAc 분획물이 

mRNA expression을 강하게 억제하였다 (Figure 3). 그리고, LPS (1 ㎍/㎖) 및 INF-

γ (50 U/㎖)를 사용하여 단백질양에 대한 억제정도를 western blotting을 통해 알아

보았다. 녹나무 분획물을 처리한 결과 단백질 수준에서도 EtOAc 분획물이 LPS 및 

IFN-γ 단독 처리군에 비해 강한 억제 효과를 나타내었다 (Figure 4). 

4. Nitric oxide 형성에 미치는 영향

  최근 염증 유발에 중요한 역할을 하는 것으로 알려진 nitric oxide (NO) 생성에 대

한 효과를 알아보기 위해 RAW264.7 세포에 LPS (1 ㎍/㎖)와 녹나무 분획물을 처리

하였다. 생성된 NO의 양은 Griess 시약을 이용하여 세포 배양액 중에 존재하는 NO2
-
 

의 형태로 측정하였다. 그 결과 LPS 단독 처리군에서 59.1 μM로 NO가 과량 생성되

었으며, hexane 분획물과 EtOAc 분획물처리에서 무처리군 3.2 μM 과 비슷한 생성농

도 9.4 μM, 9.3 μM로 생성량이 감소됨을 확인할 수 있었다 (Table 3). 그리고 EtOAc 

분획물의 농도별 처리에서도 농도 의존적 억제 효과를 보였으며 이때 IC50 값은 42 

㎍/㎖이었다 (Figure 5).

5. COX-2 발현에 미치는 영향

  RAW264.7 세포에 LPS (1 ㎍/㎖)를 사용하여 COX-2 의 생성을 유도한 후 녹나무 

분획물에 의한 mRNA expression 저해정도를 RT-PCR을 통해 알아보았다. 녹나무 

분획물을 처리한 결과 BuOH 분획물이 mRNA expression을 강하게 억제하였다 

(Figure 6). 그리고, LPS (1 ㎍/㎖) 및 INF-γ (50 U/㎖)를 사용하여 단백질양에 대한 

억제정도를 western blotting을 통해 알아보았다. 녹나무 분획물을 처리한 결과 단백

질 수준에서도 BuOH 분획물이 LPS 및 IFN-γ 단독 처리군에 비해 강한 억제 효과

를 나타내었다 (Figure 7). 

6. DPPH radical 소거활성에 의한 항산화활성 검색

  녹나무의 80% MeOH 추출물과 EtOAc분획물들을 기존에 잘 알려져 있는 합성 
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Figure 3. The inhibitory effect of solvent fractions of C. camphora on the 

mRNA expression of iNOS in RAW264.7 cells. RAW264.7 (1 × 106 cells/

㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the mRNA expression of iNOS 

were determined from the 24 hr culture of cells stimulated by LPS (1 ㎍/

㎖) in the presence of C. camphora (100 ㎍/㎖).
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Figure 4. The inhibitory effect of solvent fractions of C. camphora on the 

level of iNOS in RAW264.7 cells. RAW 264.7 (1 × 10
6
 cells/㎖) were 

pre-incubated for 18 hr, and the cells were stimulated by LPS (1 ㎍/㎖) 

plus IFN-γ (50 U/㎖) in the presence of C. camphora (100 ㎍/㎖) for 24 hr. 

iNOS protein was determined using immunoblotting method from the 24 hr 

cultures. 
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Table 3. The inhibitory effect of solvent fractions of C. camphora on the 

production of nitric oxide (NO) in RAW264.7 cells

Fraction NO Production (uM)

Medium 3.2 ± 0.8

LPS (1 ㎍/㎖) 59.1 ± 6.0

MeOH 51.3 ± 4.3

Hexane 9.4 ± 3.0

EtOAc 9.3 ± 1.8

BuOH 51.3 ± 8.0

H2O 45.9 ± 3.9

The productions of NO was assayed from culture medium of RAW264.7 (1.5 × 

105 cells/㎖) stimulated by LPS (1 ㎍/㎖) in the presence of C. camphora.
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Figure 5. The inhibitory effect of the EtOAc fraction of C. camphora 

on NO production in RAW264.7 cells. The productions of NO was 

assayed from culture medium of RAW264.7 (1.5 × 10
5
 cells/㎖) stimulated 

by LPS (1 ㎍/㎖) in the presence of C. camphora.
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Figure 6. The inhibitory effect of solvent fractions of C. camphora on the 

mRNA expression of COX-2 in RAW264.7 cells. RAW264.7 (1 × 10
6
 cells/

㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the mRNA expression of COX-2 

were determined from the 24 hr culture of cells stimulated by LPS (1 ㎍/

㎖) in the presence of C. camphora (100 ㎍/㎖).
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Figure 7. The inhibitory effect of solvent fractions of C. camphora on the 

level of COX-2 in RAW264.7 cells. RAW264.7 (1 × 10
6
 cells/㎖) were 

pre-incubated for 18 hr, and the cells were stimulated by LPS (1 ㎍/㎖) 

plus IFN-γ (50 U/㎖) in the presence of C. camphora (100 ㎍/㎖) for 24 hr. 

COX-2 protein was determined by immunoblotting method from the 24 hr 

cultures. 
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항산화제인 butylated hydroxy anisole (BHA)와 천연 항산화제인 비타만 C, E 및 소

나무 추출물인 pycnogenol을 대조군으로 하여 DPPH radical 소거법에 의한 항산화활

성 실험을 실시하였다. 실험결과 합성 항산화제인 BHA와 vitamine C, vitamine E, 

소나무 추출물인 pycnogenol의 RC50값과 비교하였을 때 각각 16.9 ㎍/㎖, 11.9 ㎍/㎖ 

로 비슷한 항산화 활성을 보였다 (Table 4).
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Table 4. Comparison DPPH radical-scavenging activities of several 

extracts of C. camphora 

Sample

*RC50 (㎍/㎖)

DPPH radical scavenging effect

Vitamin C 3.0

Vitamin E 17.0

Pycnogenol 6.3

BHA 9.0

80 % MeOH Ext. 16.9

EtOAc fr. 11.9

The experiments were carried out according to the method of Blois (1958) with a 

slight modification. Briefly, a 2 mg of DPPH (1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl) 

radical solution in 15 ㎖ ethanol was prepared and then, this solution was mixed 

1 ㎎/㎖ of sample solution in ethanol. Finally, after 10 min, the absorbance was 

measured at 517 nm.

* RC50 : Concentration for 50% radical-scavenging 
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Ⅳ . 고       찰

  Monocyte 및 macrophage는 능동 및 수동 면역반응에서 매우 중요한 역할을 한다. 

LPS에 의한 macrophage의 활성은 다양한 염증 매개물질 (TNF-α, IL-6, IL-1β) 등

을 유도하며, 이러한 염증 매개 물질의 형성은 phosphlipase A2의 활성으로 인해 

arachidonic acid가 prostaglandin으로 바뀌는 과정 및 NO형성 과정으로 이어지게 된

다 (Kim et al., 2002). 이에 본 실험에서는 이러한 과정을 설명하기 위해 RAW264.7 

세포를 LPS (1 ㎍/㎖)로 자극하는 염증 반응의 주체가 되는 단핵 식세포 모델에서 

녹나무 추출물이 pro-inflammatory cytokine 생성과 iNOS, COX-2 및 NO의 발현을 

억제하는지 조사하였다. 

  RAW 264.7 세포를 LPS로 자극하여 뚜렷하게 TNF-α가 증가되는 것을 확인하였

으며, 세포 독성이 없는 농도로 녹나무 80% MeOH 추출물을 처리하였을 때 농도 의

존적으로 TNF-α 생성이 억제되었다. TNF-α 이외의 다른 cytokine 생성에서도 LPS 

단독 처리군에 비해 용매 분획물 처리시에 억제되는 현상을 관찰하였다. 염증 전구물

질인 TNF-α, IL-1β 그리고 IL-6은 in vivo 및 in vitro에서 서로 상호작용이 있는 것

으로 알려져 있으며 (Feldmann et al., 1996), 염증 반응을 일으키는 동안 일정하게 

생성된다 (Harada et al., 1994). mRNA 수준과 protein 수준에서 녹나무의 80% 

MeOH 추출물과 EtOAc 분획물에 의하여 TNF-α, IL-6 및 IL-1β의 생성을 유의적으

로 억제된 것은 이러한 사실을 뒷받침해 준 것이라 할 수 있다.

  일부 세포에서 LPS 및 cytokine, 박테리아 독소 같은 특수한 자극제들에 노출되는 

경우에만 발현되는 iNOS에 의한 NO 생성이 절대적으로 많으며 이는 병리적으로 중

요한 작용을 한다 (Ohshima, 1994). 대식세포에 LPS를 처리하여 24시간 노출시키게 

되면 NO가 생성되는데 녹나무의 EtOAc 분획물 처리에 의하여 현저히 그 생성이 억

제되었다. Western blot으로 분석한 LPS에 의한 iNOS의 발현과 세포내의 NO 형성

이 EtOAc 추출물에 의해 억제됨이 유사한 경향으로 나타남으로서 NO의 억제는 

iNOS의 발현 저해를 경유한 것임을 알 수 있었으며 (Kim et al., 2002), cytokine 생

성 결과와도 연관됨을 보였다.

  다수의 함염증제 약물들의 작용기전은 prostaglandin 합성 억제를 나타내며 이는 

COX-2의 생성 및 활성저해에 의한 것이다. COX는 COX-1과 COX-2로 나뉘어 지는

데 다양한 세포에서 각각 다른 발현 경향을 나타낸다. COX-1은 위 및 신장기능의 
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유지, 혈소판의 형성에 필요한 prostaglandin의 합성에 작용한다. 상대적으로 COX-2

는 동물이나 인간의 염증반응 부위에서 발현된다 (Seibert et al., 1994; Masferrer et 

al., 1994). 따라서 COX-2에 의한 prostaglandin의 합성은 염증반응을 매개하는 것으

로 여겨지고 있다. LPS로 자극된 대식세포에 녹나무의 추출물을 처리하였을 때 녹나

무의 80% MeOH 추출물과 BuOH 분획물에서 COX-2의 발현이 억제되는 것으로 보

아 염증성 전구물질의 형성 억제와 유사함을 보였다.

  산소는 식물을 포함하여 호기성 유기체의 대사과정을 위해서 필수적이나 생체조직

내 과잉의 세포질 내에서 superoxide radical (O2
-), hydrogen peroxide (H2O2), 

hydroxy radical (OH․)등과 같은 반응성이 높은 유해산소종 (active oxygen 

species)을 생산하게 된다 (Hewitt et al., 1990). 활성 산소종은 강한 산화력이 있어 

광합성 억제, 엽록체 파괴를 일으키며, 세포막 분해, 단백질 분해, 지질산화, DNA 손

상, 돌연변이, 발암, 노화 등의 심각한 생리장해를 유발하여 (Tottenpudi et al., 1995) 

심장병, 파킨스씨병, Alzheimer's disease, 암 등이 유발된다고 알려져 있다 (Aruoma 

et al., 1998; Cha et al., 2003). 생체는 이러한 활성 산소종의 독성으로부터 자기를 

보호하기 위하여 superoxide dismutase (SOD), peroxidase (POD), catalase (CAT) 

등의 항산화 효소와 ascorbic acid, α-tocopherol, glutathione 등의 항산화물질을 생산

한다 (Jeong et al., 1996; Hahm et al., 1993). 염증성 mediator 생성 억제 효과에서 

좋은 결과를 보였던 녹나무 80% MeOH 추출물과 EtOAc 분획물을 기존에 잘 알려

져 있는 합성 항산화제인 BHA와 천연 항산화제인 vitamin C, E 및 소나무 추출물인 

pycnogenol을 대조군으로 하여 DPPH radical 소거법에 의한 항산화활성 실험을 실시

하였다. 실험 결과 80% MeOH 추출물과 EtOAc 분획물에서 각각 16.9 ㎍/㎖, 11.9 ㎍

/㎖ 로 vitamin E 17 ㎍/㎖, pycnogenol 9 ㎍/㎖과 비슷한 수준으로 황산화 활성을 

보였다. 

  본 실험 결과를 요약하면, 녹나무 80% MeOH 추출물과 그의 EtOAc 분획물, 

BuOH 분획물이 높은 항산화 효과, TNF-α, IL-6, IL-1β, NO 형성억제 및 iNOS, 

COX-2의 발현억제를 나타냈으며, 이러한 결과는 녹나무의 유효성분 추출을 통한 항

염증 물질의 연구, 예방 또는 치료할 수 있는 염증 억제 성분의 분리 및 그 작용기전 

연구에 중요한 기초 자료가 될 것이라 사료된다.
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Ⅵ. 적       요

  본 연구에서는 천연물로부터 효능이 뛰어난 염증억제 활성물질을 찾기 위하여 제

주도에 자생하고 있는 녹나무를 채집하여 계통적인 방법에 의하여 추출하고 그 추출

물에 대하여 염증성 생체지표 인자에 대한 억제효과를 조사하였다. 녹나무는 한국에

서도 제주도에서만 자생하는 식물로 알려져 있으며, 민간에서는 오래전부터 신염, 간

질, 신경쇠약 등에 이용되어져 왔다. 그러나 그러한 성분의 생리 활성에 대한 보고는 

거의 없는 실정이다. Murine macrophage cell line 인 RAW264.7 세포에 

lipopolysaccharide (LPS)로 자극을 주고 녹나무 추출물을 처리하여 pro 

-inflammatory cytokine (TNF-α, IL-6 그리고 IL-1β) 생성 억제 정도와 iNOS, 

COX-2의 발현 억제 정도를 알아보았다. 

  그 결과, LPS 자극과 함께 각각 다른 농도의 80 % MeOH 추출물을 처리하였을 

때 TNF-α 생성에서 LPS 1 ㎍/㎖ 단독처리군에 비해 농도 의존적인 억제 효과를 보

였으며, 용매 분획별 처리시 TNF-α, IL-6, IL-1β 생성에서는 EtOAc 분획이 높은 억

제 효과를 나타내어 녹나무 추출물이 LPS에 의해 발현되는 pro-inflammatory 

cytokine 억제에 중요한 작용을 함을 알 수 있었다. 최근 염증 유발에 중요한 작용을 

하는 것으로 알려진 inducible nitric oxide synthase 과 cyclooxygenase (COX-2)의 

발현에 대한 억제 정도를 알아보기 위하여 LPS 로 자극을 주고 녹나무 용매 분획물

을 처리하여 실험한 결과 EtOAc 분획물이 iNOS의 발현을 LPS 단독 처리군에 비해 

현저히 억제시키는 것을 보였으며, nitric oxide (NO) 생성 억제에서도 강한 억제 효

과를 보였다. 또한, BuOH 분획물에서는 COX-2 발현을 현저히 억제함을 보였다.

  이러한 결과는 녹나무의 약리활성 성분이 EtOAc 분획물과 BuOH 분획물 두 층에 

공존하는 것으로 여겨지며, 녹나무 추출을 통한 항염증 물질의 연구, 예방 또는 치료

할 수 있는 염증 억제 성분의 분리 및 그 작용기전 연구에 중요한 기초 자료가 될 

것이라 사료된다.

Key word: 녹나무, LPS, pro-inflammatory cytokines, iNOS, COX
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