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I

1. ABSTRACT

This study describes a preliminary evaluation of the anti-inflammatory

activity of Litsea japonica seed. The supercritical extraction of L.

japonica seed (LSSE) was obtained using supercritical carbon dioxide, and

supercritical carbon dioxide extract (9.48% at 300 bar, 60℃) at

concentration of 10 mg/mL. The LSSE dose-dependently inhibited the

production of inflammatory markers [nitric oxide (NO), inducible nitric

oxide synthase (iNOS), prostaglandin E2(PGE2),

andcyclooxygenase-2(COX-2)] and pro-inflammatory cytokines

[tumornecrosisfactor-α (TNF-α), interleukin (IL)-1β, and IL-6] induced by

LPS treatment. To further elucidate the mechanism of this inhibitory

effect of LSSE, we studied LPS-induced nuclear factor-κB (NF-κB)

activation and mitogen-activated protein kinases (MAPKs)

phosphorylation. LSSE inhibited the phosphorylation IκB-α, NF-κB and

MAPKs in a dose dependent manner. These results suggest that the

anti-inflammatory activity of LSSE results from its modulation of

pro-inflammatory cytokines and mediators via the suppression of NF-κB

activation and MAPK phosphorylation. This research was supported by

High Value-added Food Technology Development Program, Ministry of

Agriculture, Food and Rural Affairs(SRAA).
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1. 서 론

염증은 생체조직에서 병원체의 침입이나 외부 자극에 대한 방어 반응 중 하나이다.

생체조직이 화학적, 물리적, 생물학적 자극에 의하여 손상되었을 때, 손상을 국소화

시키고 원래의 상태로 회복시키려는 생체의 방어기전이다 (Rabson et al., 2005). 자

극이 가해지면 Serotonin, Histamine, Prostaglandin과 같은 혈관 활성 물질에 의해

혈관 투과성이 증대되면서 염증 반응이 일어난다(Song et al., 2003). 대식세포

(macrophage)는 다양한 종류의 자극에 의한 염증 반응에 대하여 방어 작용과 숙주

의 항상성 유지에 관여하는 것으로 알려져 있다(Higuchi M et al., 1990). 대식세포

에서 염증 반응이 일어날 때, tumor necrosis factor-α(TNF- α),

interleukin-6(IL-6), interleukin-1β(IL-1β)와 같은 pro-inflammatory cytokine들의

발현이 유도되고, inducible nitric oxide synthase(iNOS)및 prostaglandin E₂(PGE

₂) 와 같은 염증인자가 생성된다(Stock M et al., 1994; Moncada S et al., 1991;

Lee AK et al., 2003). TNF- α, IL-6, IL- β와 같은 염증매개인자들은 그람음성균

의 세포외막에 존재하는 Lipopolysaccaride(LPS)에 의해 발현되며, LPS는 RAW

264.7 cell과 같은 대식세포 또는 단핵구(monocyte)에서 염증매개인자들의 발현에

관여하는 것으로 알려져 있다(Willeaume V et al., 1996). Nitric oxide(NO)는 반응

성이 높은 특성을 가진 free radical로서 신경전달, 혈관•면역•혈압에 대한 항상성

유지 및 혈소판 응집 억제 등 생물학적인 차원에서 다양한 매개체 역할을 한다고

알려져 있다(Rho et al., 1999; Kim et al., 2006). NO는 Nitric oxide

synthase(NOS)에 의해 생성이 조절되며(Moeslinger et al., 2006) NOS는 물리화학

적 특성에 따라 endothelial NOS(eNOS), neuronal NOS(nNOS), inducibal

NOS(iNOS)의 세 가지 종류가 존재한다(Son et al., 2006). 이들 중 nNOS는 신경

계, 기관지, 위장의 내피세포에 존재하고, eNOS는 혈관내피 세포에 존재한다. 이 두

효소는 체내에서 일정 수준을 유지하면서 혈관확장, 신경세포 신호 전달 및 혈류

분포 조절 등 항상성 유지에 중요한 역할을 한다(Moncada S. et al., (1995). 반면

iNOS는 interferon-γ(IFN- γ) 또는 LPS에 의해 자극을 받을 때 발현되어 다량의

NO를 생성한다(Guzik T.J. et al., 2003; Miyasaka N., et al., 1995). 과도하게 발현

된 NO는 염증매개체의 생성을 촉진하여 조직의 손상, 폐혈성 쇼크, 유전자 변이,
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류마티스 관절염, 자가면역 질환 등의 질병을 유발 시킬 수 있다(Jun et al., 1998;

Lin et al, 2007; Blonska et al., 2002). NO와 함께 대표적인 염증인자인 PGE₂는

발열과 통증에 주로 작용하는 매개체로서 면역반응과 염증반응에 관여한다. COX는

COX-1, COX-2와 같이 두 종류의 이성효소로 존재하며 서로 다른 유전자로부터

생성된다. COX-1은 인체 내부의 항상성 유지와 방어 작용에 관여하고 COX-2는

LPS 또는 interleukin-1(IL-1)의 자극을 통해 발현되며, 발현된 COX-2는 염증매개

체인 PGE₂를 생성하여 지속적인 염증반응을 일으킨다(Dubois R et al., 1998; Lee

et al., 2003; Smith et al., 1996). 염증인자 발현에 관여하는 염증매개체 작용 기전

에는 nuclear transcription factor-kappa-B(NF-κB)와 mitogen-activated protein

kinase(MAPK)의 두 가지 경로가 알려져 있다. NF-κB는 염증반응, 세포분화 및 면

역반응에 필요한 유전자 발현에 중요한 역할을 하는 전사인자 이다(Park et al.,

2008). NF-κB의 신호 전달 경로에 관여하는 여러 종류의 단백질 중에 대표적인 단

백질은 p65와 p50이 있으며, 두 단백질은 동질 이형체를 이루어 존재한다(Nomura

et al., 2001). NF-κB는 모든 세포에 존재하며, 세포질 내에서 NF-κB복합체 억제

구성요소인 inhibitor-kappa-B (I-κB)와 결합하여 존재하다가 외부의 자극에 의해

I-κB가 인산화 되어 핵 내로 들어가 iNOS나 COX-2와 같은 염증매개체를 발현시

키는 전사 인자로 작용한다(Rossi et al., 2000). MAPK는 대표적으로

stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase(SAPK/JNK), ectracelluar

signal-regulated kinase(ERK)와 p38 MAPK kinase(p38)가 있다 (Kim et al.,

2006). ERK의 활성으로 인해 종양을 형성하는 과정의 신호 전달계에 반응을 일으

킴으로써 종양형성에 관여하는 세포의 증식과 분화를 촉진시킨다 (Kimura et al.,

1999). p38과 JNK는 다양한 스트레스에 의한 자극을 통해 활성화되어 병리적 과정

에 관련된 세포의 분화와 사멸에 관여하여 stress-activated protein kinase(SAPKs)

라고 하기도 한다 (Xia et al., 1995).

까마귀쪽 나무(Litsea japonica Jussieu)는 녹나무과에 속하며, 한국의 제주도를 비

롯한 일본 남부지방에 자생하고 있는 상록활엽소교목 이다. 까마귀쪽 나무(L.

japonica)는 주로 해안가에 분포하고 있으며 바람이 많이 부는 제주도 해안가 등지

에서는 방풍목으로 흔히 볼 수 있다. 잎은 녹색의 좁은 타원형이고 뒷면은 미세한

털이 빽빽이 자란다. 원뿔 모양의 꽃은 황백색이고 잎겨드랑이에서 자라며 자웅이

가화로 암나무와 수나무가 구분된다. 7월̴̴ ̴10월 사이에 꽃이 피면 다음해 10월에 짙
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은 자주색 열매가 익지만 지역과 기후에 따라 6월경부터 익기도 한다(Min et al.,

2003). L. japonica는 구토, 설사, 두통(Guzmán-Gutiérrez et al., 2012;

Jiménez-Pérez et al., 2011) 및 중추신경계에 관련된 질병의 치료에 사용되었으며

(Kim et al 2013; Sohn et al., 2013), 기존의 연구에서 다양한 종류의 물질이 발견

되어 알려져 있다(Takeda et al., 1972; Tanaka et al., 1990). 잎에서 분리한

flavonoids 성분 중에 하나인 tiliroside는 인체의 anti-complement에 대해 억제 작

용(Lee et al., 2005)과 혈액 암 세포인 HL-60 cell의 세포사멸을 유도한다는 결과도

보고된 바가 있다(Kim et al 2009). L. japonica의 열매는 과육과 종자로 이루어져

있으며, 최근 L. japonica의 과육에서 lactones계열의 Hamabiwa A와 Hamabiwa B

의 분리를 통해, NF-κB와 MAPK 경로의 JNK/p38 억제를 통한 진통 및 항염증 효

과를 나타냈다(Koo et al., 2014). 그러나 열매의 과육은 총 비중의 40% 정도에 그

치며 나머지를 이루고 있는 종자에 대한 연구는 이루어지지 않고 버려지고 있다.

또한, 이전까지 진행 되어온 연구에서는 L. japonica의 유효성분을 추출하기 위해

용매구성물의 혼합비율을 통한 용해도의 차이를 이용하는 추출법이 사용되어져 왔

다. 그러나 대부분의 천연유효 성분은 불안정하거나 복잡한 구조를 가지고 있어 천

연유효성분의 효율적인 추출이 어렵고, 이전 용매추출을 통하여 추출된 천연물의

유효성분은 높은 비등점으로 인해 고온에서 유효성분이 분해되거나 파괴되기 쉽다

는 단점이 있으며, 추출과정에서 천연물의 유효성분이 용매에 잔존할 가능성이 있

기 때문에 용매 추출법이 아닌 초임계 유체를 이용한 초임계 추출을 통하여 L.

japonica의 종자를 추출하였다. 초임계 추출은 어떤 물질의 임계점을 초월하는 온도

와 압력 조건에서 기체와 액체의 중간상태인 초임계 유체의 특성을 이용하여 추출

하는 추출법이다(Mc Hugh et al., 1986). 초임계 추출법은 온도와 압력의 변화를 연

속적으로 변화시켜 확산계수, 용해도 및 점도 등의 조건을 조절하기 쉽고(Cho et

al., 2004), 저온에서 조작이 가능하여 열에 약한 물질의 추출이 쉽다. 또한, 높은 확

산계수와 낮은 점도의 특성을 나타내어 기존의 용매 추출에 비해 높은 추출 수율을

얻을 수 있다(Kiran et al., 1994). 초임계 유체 추출에 널리 사용되는 이산화탄소는

임계 온도와 압력이 낮아 순한 조건으로 추출물을 얻을 수 있고, 물질과의 반응성

이 거의 없다(Kim et al., 2003). 따라서 본 연구에서는 초임계 유체 추출을 통한 L.

japonica 종자를 추출하였고, 염증성 질환에 대한 활용 가능성을 확인하기 위하여

murine macrophage RAW 264.7 세포내 염증성 인자들의 억제 효과를 조사하였다.
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2. 재 료 및 방 법

2.1. 까마귀쪽 나무 종자 시료의 에탄올 추출물 제조

본 연구에 사용된 시료는 서귀포시 해안가 일대에서 2014년 6 ̴7월에 채집한 까마
귀쪽 나무열매를 과육과 종자로 분리하여 열풍건조기(40℃)에서 약 48시간 건조시

킨 후 분쇄하여 분말 시료를 얻었다. 분쇄된 까마귀쪽나무 종자의 분말 시료 400g

을 70% EtOH에 침적하고 24시간동안 교반하여 침출시킨 용매를 감압여과 장치를

통해 여과하고 얻어진 여액을 감압 농축 후 동결 건조하여 얻어진 추출물을 통하여

실험을 진행하였다.

2.2 까마귀쪽 나무 종자 시료의 초임계 추출물 제조

까마귀쪽나무 종자 분말 시료 400g을 초임계 추출기의 추출조에 넣어 반응기의

온도 60℃와 압력 300 bar 의 조건으로 맞춰서 4시간 동안 추출 하여 까마귀쪽나무

종자 초임계 추출물을 얻은 후 실험에 사용하였다. 추출에 사용된 초임계유체 추출

기는 아주대학교 초임계연구소에서 제작하였고 모델명은 SFE0305R1으로 제주테크

노파크 생물종다양성연구소에 설비되어져 있다(Figure 1).

Figure 1. Supercritical fluid carbon dioxide extractor used in experiment
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2.3. 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)는 sigma (St. Louis, MO)로부터

구입하였다. IL-6 정량을 위한 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit는

R&D System (Minneapolis, MN, USA)로부터 구입하였다. Western blot을 위한

Antibody (IκB-α, phospho-NF-κB (p65), p38, ERK 1/2, phospho-ERK 1/2, JNK

1/2 와 phospho-JNK 1/2)는 모두 Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)

로부터 구입하였고, phospho-p38 은 BD Biosciences (San Diego, USA)로부터

구입하였다. 모든 시약은 sigma등급의 시약을 사용하였다.

2.4. 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 배양하

였고 3일에 한번씩 계대 배양을 실시하였다.

2.5. 세포 독성 및 증식률 측정

1) LDH 분석

10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 RAW 264.7 cell을 24 well plate에

1.8✕10⁵ cell/㎖로 넣고 18시간 배양 후 시료와 LPS (1 ㎍/㎖)를 동시에 처리하여

24시간 배양하였다. 이후 배양 배지를 3,000 rpm에서 5분간 원심분리 하였다.

Lactate dehydrogenase (LDH) assay는 non-radioactive cytotoxicity assay kit

(Promega, WI, USA)를 이용하여 측정했으며, 96well plate에 원심 분리하여 얻은

배양 배지 50uL와 reconstituted substrate mix 50 uL를 넣고, 실온에서 30분 반응

시킨 후 50uL의 stop solution을 넣고 microplate reader(Bio-TEK)를 사용하여

490 nm 에서 흡광도를 측정하였다. 각 시료 군에 대한 평균 흡광도 값을 구하였으

며, 대조군의 흡광도 값과 비교하여 세포독성을 평가하였다.
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2) MTT 분석

RAW 264.7 cell을 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.8 ✕ 10⁵ 
cells/㎖로 96 well plate에 넣고 24시간 배양 후 시료를 처리하고 24시간 배양하였

다. 이후 MTT 용액 50uL를 첨가하여 4시간 동안 반응 시켰다. 배양배지를 완전히

제거하고 dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma)를 200uL를 가하여 침전물을 완전히

용해시킨 후, microplate reader (Amersham Pharmacia Biotech, NY, USA)를 사

용하여 540 nm 흡광도를 측정하였다. 각 시료 군에 대한 평균 흡광도 값을 구하였

으며, 대조군의 흡광도 값과 비교하여 세포생장률을 평가하였다.

2.6. Nitric oxide(NO) 생성 억제 활성 측정

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

처리하여 24시간 배양하였다. 세포배양 상등액 100 uL와 Griess 시약 100 uL를

96well plate에서 혼합하여 10분 동안 반응시킨 후 540nm에서 흡광도를 측정하였

다. 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 사용

하였다.

2.7. Prostaglandin E₂ (PGE) 생성 억제 활성 측정

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

mg/㎖)로 조제된 시료 50 uL와 LPS (1 ㎍/㎖)를 함유한 450 uL의 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.
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2.8. 전염증성 cytokines (TNF-α, IL-6) 생성 억제 활성 측정

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

mg/㎖)로 조제된 시료 50 uL와 LPS (1 ㎍/㎖)를 함유한 450 uL의 배지를 동시에

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

하여 얻어진 상층액의 전염증성 cytokine 생성 함량을 측정하였다. 모든 시료는 정

량 전까지 냉동보관 (-20℃) 하였다. 전염증성 cytokine은 mouse enzyme-linked

immnunosorbent assay (ELISA) kit (R&D System Inc., Minneapoils, MN, USA)

를 이용하여 정량하였으며 standard에 대한 표준곡선의 r²값은 0.99 이상이었다.

2.9. Western blot analysis

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

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

로 2회 세척한 후 200㎍의 lysis buffer [50 mM Tris-HCL (pH7.5), 150mM Nacl,

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

mM dithiothreitol, 1mM phenylsulofonyl fluoride, 25 ㎍/㎖ aprotinin, 25㎍/㎖

leupeptin]를 첨가하여 4 ℃에서 30분~1시간 동안 lysis시킨 후 15,000 rpm 에서 15

분간 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. 2차

항체로는 HRP (Horse Radish Peroxidase)가 결합된 anti-mouse IgG(Vector

Laboratiories, Burlingame, USA)를 1:5000으로 희석하여 상온에서 30분 간 반응시

킨 후, TTBS로 4회 세정한다. IkB-a, phosphor-NF-kB (P65), P38, ERK 1/2, JNK
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1/2의 발현 양을 확인하기 위한 항체로는 anti-rabbit (1:1000)을 TTBS용액에 희석

하여 4℃에서 overnight한다. 2차 항체로는 HRP가 결합된 anti-rabbit IgG를 1:5000

으로 희석하여 상온에서 30분 간 반응시킨 후, TTBS로 4회 세정한다. 반응이 완료

된 membrane을 ECL 기질 (Intron Biotechnology, Inc, Korea)과 1분 간 반응 후

X-ray 필름에 감광 하였다.

2.10. 통계처리

모든 실험은 3회 이상 반복으로 이루어졌으며, 실험결과는 각 항목에 따라 평균

치 ± 표준편차 (SD)를 구하여 신뢰수준 95% (p<0.05)에서 통계적 유의차를 평가하

였다.
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3. 결 과

3.1. 까마귀쪽나무 종자의 70% EtOH과 초임계 추출 수율(Yield)

LSSE 분말 시료 400g을 70% EtOH과 초임계 추출을 통하여 추출한 결과, 70%

EtOH에 24시간 동안 침적시킨 후 얻은 추출물의 양은 34.4g 으로 8.6%의 추출 수

율을 알 수 있었고, EtOH의 비율 변화에도 큰 차이가 없는 것을 알 수 있었다

(Table 1).

초임계 추출물은 300bar, 60℃의 조건으로 4시간 동안 추출 했을 때, 37.92g의 추출

물을 얻어 9.48%의 추출 수율을 확인 할 수 있었다. 초임계 추출은 시간의 변화에

따라 추출물의 수율이 증가하고 3시간 내외에서 추출평형 상태에 도달하는 것을 확

인 할 수 있었다. 초임계를 통한 추출은 24시간 동안 추출한 EtOH추출에 비해서

시간 대비 뛰어난 추출 수율을 나타내는 것을 확인하였다(Table 2, Figure 2).



- 10 -

EtOH(%)              60           70         80
Yield(%)             8.23          8.6        8.56

Time(min.)     30     60     90     120     150     180     210     240
    Yield(%)     3.14   5.52    6.91   7.89    8.84     9.45    9.48     9.48

Table 1. Yield variation of Litsea japonica seed extraction at depending on the

percentage of EtOH.

Table 2. Yield variation of Litsea japonica seed supercritical extraction at

60℃, 300bar

Figure 2. Yield variation of Litsea japonica seed supercritical extraction at

60℃, 300bar



- 11 -

3.2. 까마귀쪽나무 종자 초임계 추출물(LSSE)과 70% EtOH 추출물(LSE)의

nitric oxide (NO) 생성 억제 활성 비교

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

LSSE, LSE (10, 20, 40 ㎍/㎖)와 LPS (1 ㎍/㎖)를 동시에 처리하고 24시간 동안 배

양하였다. NO의 양은 Griess 시약을 사용하여 세포 배양액 중에 존재하는 NO₂⁻의
형태로 측정하였다. LSSE와 LSE의 NO 생성 억제 활성을 각각 측정한 결과, LPS

단독 처리군은 NO의 생성을 유도하였으며, 같은 농도의 샘플을 처리하였을 때,

LSSE를 처리한 실험군은 농도가 증가함에 따라 NO의 생성 억제 활성을 보이는 반

면, LSE를 처리한 실험군은 NO의 생성 억제 활성에 대한 효과가 떨어지는 것을

확인 하였다 (Figure 3).
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Figure 3. Inhibitory effect of nitric oxide production on LSSE and LSE

in RAW 264.7 cells. The production of nitric oxide was assayed in the culture

medium of cells stimulated with LPS (1 ㎍/㎖) for 24h in the presence of LSSE

and LSE(10, 20, and 40 ㎍/㎖). Values are the mean ± SEM of triplicate

experiments. *,P<0.05; **,P<0.01
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3.3. 까마귀쪽나무 종자 초임계 추출물(LSSE)의 세포 독성 측정

  RAW 264.7 cell에 LSSE(10, 20, 40 ㎍/㎖)와 LPS (1 ㎍/㎖)를 동시 처리하여 24

시간 배양한 후 MTT와 LDH 분석을 통해서 세포 생존율을 확인하였다. LSSE는

10, 20, 40 ㎍/㎖의 농도에서 87 ̴100%의 생존율을 보여 세포 독성을 나타내지 않음

을 확인하였다 (Figure 4).
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Figure. 4. Cytotoxicity of LSSE on the viability of RAW 264.7 cells.

RAW 264.7 cells (1.8 × 105cells/㎖) plated on 96-well plates were treated with

aliquots of LSSE at 37℃ for 24 h. Cytotoxicity of LSSE was assessed by MTT

and LDH assays. Values are expressed as means ± S.D. of triplicate

experiments. Values are the mean ± SEM of triplicate experiments.
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3.4. 까마귀쪽나무 종자 초임계 추출물(LSSE)의 PGE₂ 생성 억제 활성

RAW 264.7 cell에 LSSE(10, 20, 40 ㎍/㎖)와 LPS (1 ㎍/㎖)를 동시 처리하여 24

시간 배양한 후 PGE₂ ELISA assay kit를 이용하여 PGE₂ 생성 억제 활성을 확

인한 결과, LPS단독 처리군에 비해 농도 의존적으로 PGE₂가 감소하는 것을 확인

할 수 있었다(Figure 5)..
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Figure 5. Inhibitory effect of LSSE on PGE2 production in RAW264.7

cells. Cells(1.8×105cells/㎖) were stimulated by LPS (1㎍/㎖) for 24h in the

presence of LSSE (10, 20, and 40 ㎍/㎖) 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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3.5. 까마귀쪽나무 종자 초임계 추출물(LSSE)의 iNOS, COX-2 발현 억제 활성

LSSE에 의한 NO, PGE₂생성 억제 활성이 iNOS와 COX-2의 발현 억제로 인한

것 인지 확인하기 위하여 이들 단백질 수준을 Western blot analysis로 확인하였다.

RAW 264.7 cell에 LPS (1 ㎍/㎖), LSSE를 10, 20 및 40 ㎍/㎖의 농도로 처리하여

24시간 배양한 후 iNOS, COX-2의 발현 억제 활성을 확인하였다. 그 결과 LPS 단

독 처리군 에서는 iNOS, COX-2의 발현이 현저히 증가하였고 LSSE 처리군 에서는

농도 의존적으로 iNOS, COX-2의 발현을 억제함을 알 수 있었다 (Figure 6).
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Figure 6. Inhibitory effects of iNOS and COX-2 protein level on LSSE in

RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (1.2 × 106cells/㎖) were pre-incubated for 18

hr, and the cells were stimulated with LPS (1㎍/㎕) in the presence of LSSE

(10, 20, and 40 ㎍/㎖) for 24 hr. iNOS and COX-2 protein levels were

determined using immunoblotting method.
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3.6. 까마귀쪽나무 종자 초임계 추출물(LSSE)의 전염증성 cytokines 생성 억제

활성

  RAW 264.7 cell에서 LSSE가 전염증성 cytokine인 TNF-α와 IL-6의 발현에 미치

는 영향을 ELISA kit를 이용하여 조사하였다. RAW 264.7 cell에 LPS (1 ㎍/㎖)와

LSSE를 10, 20 및 40 ㎍/㎖의 농도로 처리하여 TNF-α와 IL-6의 생성 억제 활성을

확인한 결과 농도 의존적으로 억제함을 확인하였다 (Figure 7-1, 2).
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Figure 7-1 . Inhibitory effect of TNF-α production on LSSE in RAW

264.7 cells. Cells (1.8 × 105cells/㎖)werestimulatedbyLPS(1㎍/㎖) for 24 h in the

presence of LSSE(10, 20, and 40 ㎍/㎖). 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 7-2. Inhibitory effect of IL-6 production on LSSE in RAW 264.7

cells. Cells (1.8 × 105cells/㎖) were stimulated by LPS (1 ㎍/㎖) for 24 h in the

presence of LSSE(10, 20, and 40 ㎍/㎖). 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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3.7. 까마귀쪽나무 종자 초임계 추출물(LSSE)의 NF-κB 작용기전 억제 활성

LSSE가 LPS에 의해 유도된 NF-κB 신호전달경로에 미치는 영향을 확인하기 위

해 RAW 264.7 cell에 LSSE(10, 20, 및 40 ㎍/㎖)를 처리하고 2시간후에 LPS(1 ㎍/

㎖)로 자극하였다. LPS처리 10분, 20분, 30분 후 단백질을 분리하여 Western blot

analysis로 IκB-α, P50, P65의 변화를 확인하였다. 그결과 LPS 처리후 20분에서 Iκ

B-α와 p65의 degradation을 농도의존적으로 억제 시켰고, p50에 대한 활성은 나타

나지 않는 것을 확인 할 수 있었다(Figure 8-1, 2, 3).
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Figure 8-1. Inhibitory effect of IκB-α protein level on LSSE in

RAW264.7 cells. RAW 264.7 cells (1.8 × 106cells/㎖) were pre-incubated for 18

hr, and the cells were pre-incubated for 2 hr with LSSE (10, 20, and 40 ㎍/㎖)

at indicated concentrations and then stimulated for 20 min with LPS (1㎍/㎖).

The levels of p-IκB-α (phosphorylated-IκB-α) and pan-IκB-α were determined

using immunoblotting method.
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Figure 8-2. Inhibitory effect of P-65 protein level on LSSE in RAW264.7

cells. RAW 264.7 cells (1.8 × 106cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the

cells were pre-incubated for 2 hr with LSSE(10, 20 and 40 ㎍/㎖) at indicated

concentrations and then stimulated for 30 min with LPS (1㎍/㎖). The levels of

p-p50 (phosphorylated-p50) and pan-p50 were determined using immunoblotting

method.
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Figure 8-3. Inhibitory effect of P-50 protein level on LSSE in RAW264.7

cells. RAW 264.7 cells (1.8 × 106cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the

cells were pre-incubated for 2 hr with LSSE (10, 20, and 40 ㎍/㎖) at indicated

concentrations and then stimulated for 20 min with LPS (1㎍/㎖). The levels of

p-p50 (phosphorylated-p50) and pan-p50 were determined using immunoblotting

method.
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3.8. 까마귀쪽나무 종자 초임계 추출물(LSSE)의 MAPKs 인산화 억제 활성

LSSE가 LPS에 의해 유도된 MAPKs 신호전달경로에 미치는 영향을 확인하기

위해 RAW 264.7 cell에 LSSE(10, 20 및 40 ㎍/㎖)를 처리하고 2시간후에 LPS(1 ㎍

/㎖)로 자극하였다. LPS처리 10분, 20분, 30분 후 단백질을 분리하여 Western blot

analysis로 phospho-ERK, ERK, phospho-JNK, JNK, phospho-P38, P38 을 확인하

였다. 그결과 LPS 처리후 20분에서 ERK, JNK 및 P38의 인산화를 농도의존적으로

억제시키는 것을 확인 할 수 있었다 (Figure. 9-1, 2, 3).
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Figure 9-1. Inhibitory effect of ERK protein level on LSSE in RAW264.7

cells. RAW 264.7 cells (1.8 × 106cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the

cells were pre-incubated for 2 hr with LSSE (10, 20, and 40 ㎍/㎖) at indicated

concentrations and then stimulated for 20 min with LPS (1㎍/㎖). The levels of

p-ERK (phosphorylated-ERK) and pan-ERK were determined using

immunoblotting method.
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Figure 9-2. Inhibitory effect of JNK protein level on LSSE in RAW264.7

cells. RAW 264.7 cells (1.8 × 106cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the

cells were pre-incubated for 2 hr with LSSE (10, 20, and 40 ㎍/㎖) at indicated

concentrations and then stimulated for 20 min with LPS (1㎍/㎖). The levels of

p-JNK (phosphorylated-JNK) and pan-JNK were determined using

immunoblotting method.
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Figure 9-3. Inhibitory effect of P-38 protein level on LSSE in RAW264.7

cells. RAW 264.7 cells (1.8 × 106cells/㎖) were pre-incubated for 18 hr, and the

cells were pre-incubated for 2 hr with LSSE (10, 20, and 40 ㎍/㎖) at indicated

concentrations and then stimulated for 20 min with LPS (1㎍/㎖). The levels of

p-p38 (phosphorylated-p-38) and pan-p-38 were determined using

immunoblotting method.
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4. 고 찰

까마귀쪽 나무(Litsea japonica Jussieu)는 녹나무과에 속하며, 한국의 제주도를 비

롯한 일본 남부지방에 자생하고 있는 상록활엽소교목 이다(Min et al., 2003). 까마

귀쪽나무(L. japonica)는 구토, 설사, 두통 및 중추신경계에 관련된 질병의 치료에

사용되었으며, 잎에서 분리한 tiliroside는 인체의 anti-complement에 대한 억제 작

용이 있다고 보고된 바가 있다. 또한 과육과 종자로 이루어진 열매의 과육에서는

진통효과 및 항염증 효과가 있다고 알려져 있으나 현재 까마귀쪽나무 종자(Litsea

japonica seed)에 대한 연구는 보고된 바 없다. 이에 본 연구에서는 까마귀쪽나무

종자의 활용가능성의 평가를 위하여 까마귀쪽나무 종자의 추출물을 연구하였다. 추

출 과정에서 일반적으로 실험에 사용되고 있는 용매를 이용한 추출과 초임계 유체

이산화탄소를 이용한 추출 방법으로 추출물을 제작 하였다. 60, 70, 80%의

Ethanol(EtOH)에 침적시킨 후 24시간 교반 하여 추출 하였을 때, 각각 8.23, 8.6.

8.56%의 추출 수율을 나타내며 미미한 차이를 보였다. 그 중 수율이 가장 높은

70% EtOH을 이용하여 추출물을 제작하였다. 초임계 이산화탄소 유체 추출의 경우

초임계 유체의 낮은 표면장력과 점도, 높은 확산계수의 특성으로 고체 물질 내부로

의 침투가 용이하여 유효성분의 효과적인 추출을 할 수 있다는 장점이 있다. 일정

한 조건(60℃, 300bar)으로 4시간 동안 추출 하였을 때 9.48%의 수율을 보이며 24시

간 동안 추출한 용매추출법에 비해 효과적인 추출 수율을 확인 할 수 있었다.

염증반응은 외부의 자극을 받아 활성화된 면역세포들에 의해 매개되며, RAW

264.7 cell은 LPS와 같은 염증 유발물질에 의해 자극을 받아 TRL-4(toll-like

receptor-4)를 통해 NF-κB와 MAPKs가 활성화 되어 염증반응이 일어난다. (Yeh

et al., 2011). 세 종류의 NOS 중에서 주로 염증반응에 관여하는 iNOS와 대식세포

에서 감염이나 손상 혹은 스트레스에 의해 발현되는 COX-2는 염증매개물질인 NO

와 PGE₂의 생합성을 촉진시켜 염증을 유발시킨다 (Kim et al., 2004; Lee et al.,

2006). 이에 따라 RAW 264.7 cell에 까마귀쪽나무 종자 초임계 추출물(Litsea

japonica Seed Supercritical Extraction, LSSE)과 까마귀쪽나무 종자 추출물(Litsea

japonica seed Extraction, LSE)이 염증인자의 생성을 억제하는지 확인해 보았다.

그 결과 LSSE는 LPS 단독 처리군과 비교해 볼 때 88%의 NO 억제 활성을 보이는
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반면, LSE는 LPS단독 처리군에 비해 33% 정도의 NO생성 억제 효과만을 나타내어

LSSE에 대한 실험을 진행하였고, LSSE의 NO와 같은 염증인자인 PGE₂의 억제

활성을 확인 한 결과 58%의 억제 활성을 보이는 것으로 나타냈다.

NO와 PGE₂ 생성에 관여하는 iNOS와 COX-2의 억제 활성을 보기 위해 LPS로

자극된 RAW 264.7 cell에서 단백질을 분리하여 확인한 결과 LPS 단독 처리군에

비해 LSSE이 iNOS와 COX-2의 유도 발현을 억제시키는 것을 확인 할 수 있었다.

NF-κB는 LPS 자극으로 인해 발현되는 염증매개단백질의 발현에 중요한 역할을

한다. NF-κB는 세포질에서 IκB와 결합한 비 활성상태로 존재 하다가, LPS와 같은

자극에 의해 활성화되면 IκB가 저하 되면서 핵 내로 이동하여 iNOS및 COX-2 등

의 전사를 일으킨다(Ahn et al., 2005; Grossman et al., 2002). 이와 관련하여 LSSE

를 LPS로 자극된 RAW 264.7 cell에 처리 한 후, 억제된 iNOS와 COX-2가 NF-κB

경로의 억제 활성에 영향을 주는지 알아보기 위해 Western blot analysis를 통해

확인해 보았다. 그 결과 NF-κB 경로의 IκB-α와 p65에서의 억제 효과를 확인 할

수 있었지만, p50 에서의 활성은 나타나지 않았다. 그러나 결과적으로 생성되는 염

증 매개 인자인 iNOS, COX-2, IL-6, TNF-α등의 생성억제를 나타냄으로써, LSSE

가 NF-κB 경로에 염증인자 억제 활성을 보이는 것을 확인하였다.

LPS에 의해서 자극을 받았을 때, NF-κB와 더불어 MAPK경로를 통해서도 염증매

개 단백질을 조절 하기도 한다. MAPK를 통한 경로에는 ERK, JNK 그리고 p38이

NO, IL-6, IL-1β 와 IL-6의 생성에 관여한다는 연구결과가 있다.(Ghazizadeh et

al., 2007). 이러한 연구 결과를 바탕으로 LSSE가 MAPKs의 인산화에 대한 영향이

있는지 확인한 결과, RAW 264.7 cell에 LPS로 자극을 주고 LSSE를 처리하여

ERK, JNK 그리고 p38의 농도를 확인하였다. LSSE는 JNK와 p38의 농도의존적인

억제 활성을 확인 할 수 있었고, ERK에서도 LPS 단독 처리군에 비해서 감소시킨

것을 확인 할 수 있었다.

위의 결과를 통해서 LSSE는 NF-κB 와 MPAK 경로에서 염증매개 cytokine들의

선택적인 억제 활성 보이며 NO, PGE₂, TNF-α 및 IL-6의 감소효과를 나타냈음을

보여주고 있다.

이러한 결과들을 종합해본 결과, 까마귀쪽 나무의 종자에서도 잎을 비롯한 과육과

함께 약리학적으로 이용될 수 있는 근거를 시사하며, 염증치료제 유효 성분 및 작

용기전 연구에 중요한 기초자료가 될 것으로 사료된다.
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6. 요 약

본 연구에서는 까마귀쪽나무 종자를 항염증 개선소재로서의 활용 가능성을 확인

하기 위하여 RAW 264.7 cell에서 까마귀쪽나무 추출물의 염증억제 활성을 연구하

였다. 우선 까마귀쪽나무 종자를 70% 에탄올과 초임계 이산화탄소를 이용하여 추출

하였고 70% 에탄올을 이용한 추출에 비해 초임계 추출의 수율이 월등히 뛰어남을

확인 하였고 두 추출물의 NO 생성 억제 활성을 확인 하였다. 이 중 항염증 활성이

뛰어난 까마귀쪽나무 종자 초임계 추출물(LSSE)의 항염증 효과를 분석하였다.

LSSE가 세포에 대한 독성이 없음을 확인하였고, LPS로 자극된 RAW 264.7 cell에

서 염증성 매개인자인 inducible nitric oxide synthase(iNOS),

cyclooxygenase-2(COX-2), prostaglandin E₂(PGE₂)및 nitric oxide(NO)와

pro-inflammatory cytokine들 (interleukin-6(IL-6), tumour necrosis factor-α(TNF-

α))의 생성을 농도 의존적으로 억제하는 것을 확인하였다. 또한, LSSE가 염증을 일

으키는 mitogen-activated protein kinases(MAPKs)와 nuclear factor-κB(NF-κB)경

로에 영향을 미쳐 iNOS와 COX-2의 발현을 억제 기전에 대한 분석을 진행했다.

LSSE는 LPS로 자극된 RAW 264.7 cell에서 p65의 인산화 억제와 IκB-α가

degradation되는 것을 억제시킴으로써 NF-κB에 의한 cytokine들의 발현을 감소시

키는 것을 확인하였고 p38, ERK, JNK의 인산화를 억제시켜 MAPKs에서도 효과를

나타냈다.

위의 결과들을 통해 LSSE는 NF-κB와 MAPKs의 작용 기전에 대한 억제 효과가

있고 이를 바탕으로 대식세포 관련 염증인자에 대하여 항염증 효과가 있다는 것을

나타냈고 염증으로 인한 질병의 개선 소재로서의 가능성이 있다고 사료된다.
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