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ABSTRACT

The recent global spread of COVID-19 has resulted in high levels of morbidity

and mortality. Since then, as it has been found that lowering immunity affects

the spread of COVID-19, the importance of immunity is getting more attention.

Therefore, many researchers are developing natural products that have an

excellent effect on regulating the immune function of the body or strengthening

the immune system. In this study, papaya leaf water extract (PLW) and okra

leaf water extract (OLW) were found to significantly increase the levels of nitric

oxide (NO) and prostaglandin E2 (PGE2) by upregulating inducible nitric oxide

synthase (iNOS) and cyclo-oxygenase-2 (COX-2) activity, respectively.

Additionally, PLW and OLW increased the production of tumor necrosis factor

(TNF)-α and interleukin (IL)-1β in RAW 264.7 cells. Furthermore, PLW and

OLW activated the expression of c-Jun N-terminal kinase (JNK), p38

mitogen-activated protein kinase and extracellular signal-regulated kinase (ERK).

These results indicate that PLW and OLW increased the production of NO, PGE2,

and pro-inflammatory cytokines by activating the JNK, p38 and ERK pathways in

RAW 264.7 macrophages, thus demonstrating immunomodulatory properties.

Finally, several metabolites such as flavonoid, alkaloid present in PLW and OLW

also were analyzed through UPLC-Q-TOF MS in this study. Taken together, this

study shows that PLW and OLW can act as immunoactive factors that stimulate

and activate RAW 264.7 cells. In addition, it was finally confirmed that the

MAPK and NF-κB signaling pathways are involved in this immune activity

enhancing effect. Therefore, it is judged that PLW and OLW can be developed as

natural materials with immune activation effects.

Key words: Abelmoschus esculentus, Carica papaya, immunomodulation,

macophage RAW 264.7, okra, pappya
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Ⅰ. 서론

최근 전 세계적으로 확산된 Coronavirus disease-2019 (COVID-19)는 높은 수

준의 발병률과 사망률을 초래했다[1]. 이후 면역력 저하가 COVID-19 확산에 영

향을 미친다는 것이 밝혀지면서[2] 면역력에 대한 중요성은 더욱 주목받고 있다.

그래서 많은 연구진이 체내의 면역 기능을 조절하거나 면역력 강화에 탁월한 효

과를 보이는 천연물 개발 연구를 하고 있다[3-5].

면역 (Immunity)은 외부에서 체내로 외부 병원체 (pathogen)가 들어왔을 때,

자신을 보호하고자 하는 생체방어 반응이다. 인간의 면역 체계는 자연살해세포

(natural killer cell), 대식세포 (macrophage), 과립구 (granulocyte) 및 단핵구

(monocyte)를 포함한 세포 간의 상호작용에 의해 항상성 (homeostasis)이 유지

된다[6,7]. 면역세포 중 대식세포는 선천면역 (innate immunity)과 적응면역

(adaptive immunity) 모두 기여하는 것으로 알려져 있다. 활성화된 대식세포는

탐식 작용 (phagocytosis)을 통해 외부 병원체를 제거하고 nitric oxide (NO) 및

Prostaglandin E2 (PGE2)와 같은 염증유발 인자와 interleukin (IL)-1β, tumor

necrosis factor (TNF)-α와 같은 다양한 전염증성 (pro-inflammatory) cytokine

을 분비하여 면역 반응을 극대화시킨다. 그리고 외부 병원체를 T 세포 (T cell)

에 제시하고 다양한 cytokine의 분비를 통해 T 세포와 B 세포 (B cell)를 활성화

한다[8,9].

Lipopolysaccharide (LPS)는 그람음성균 (Gram-negative bacteria)의 외막의

주요 구성성분 중 하나로, 면역계 (immune system)는 감염을 통해 지속적으로

낮은 수준의 LPS에 노출된다[10]. LPS는 대식세포 표면의 Toll-like receptor 4

(TLR4)를 자극하여 mitogen-activated protein kinase (MAPK) 신호 전달 경로

를 활성화한다. 이 경로는 유전자발현 (gene expression), 면역반응 (immune

response), 세포 증식, 세포 사멸 (apoptosis) 및 산화 스트레스에 대한 반응 등

다양한 세포 과정을 조절하고 전염증성 cytokine의 발현을 유도하는 데 중요한
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역할을 한다. MAPK는 Extracellular signal-regulated kinase (ERK), c-Jun

N-terminal kinase (JNK) 및 p38 Mitogen-Activated Protein Kinase (p38)로 세

가지가 있으며 동시에 또는 독립적으로 활성화될 수 있다[11-13].

TLR4는 또한 nuclear factor-kappa B (NF-κB)의 핵으로의 전위를 촉진하는

신호 전달 경로를 매개한다[14]. NF-κB는 조절단백질인 inhibitor kappaB-alpha

(IκB-α)와 결합하여 비활성 형태로 세포질에 존재한다. LPS를 포함한 다양한 신

호에 의해 자극될 때, IκB-α가 인산화되어 NF-κB dimmer (p65/p50)에서 떨어

져 나가고 이는 NF-κB dimmer가 핵으로 전위되어 전염증성 cytokine의 발현을

유도한다[15,16].
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Figure 1. The possible molecular mechanisms of immunomodulatory

activity of LPS.
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지구온난화 (Global warming)로 인해 우리나라의 평균 기온이 10년마다 0.2

7℃씩 증가하고 있다. 기온상승 현상이 일어나면서 우리나라의 재배작물의 종류,

적지 (right land) 등 기후시스템에도 변화가 일어나고 있다. 우리나라에서 재배

하기 어려웠던 아열대 (subtropic) 작물들이 제주지역 및 남해안을 중심으로 등

장하고 점점 그 종류가 다양해지고 있다[17-19]. 그리고 제주지역의 경우, 온난화

대응농업연구소가 국가 아열대 작물 재배와 보급을 총괄하므로 아열대 작물 산

업을 육성하는 데 여건이 잘 마련되어 있고 제주특별자치도농업기술원은 기후변

화에 맞서 제주지역에 적합한 아열대 작물을 도입, 재배하기 위한 연구사업을 추

진하고 있다[20].

Carica papaya (papaya, 파파야)는 멕시코와 남미 북부가 원산지로, 열대 및

아열대 지역에서 재배되는 주요 작물 중 하나이다. 파파야과에 속하며 잎 (leaf),

뿌리 (root), 과일 (fruit), 꽃 (flower) 등 여러 부위는 전통 의학에서 사용되어

왔으며, 그중 다수는 과학적 연구에 의해 검증되었다[21,22]. 잎의 경우, 항산화

(antioxidant), 항암 (anticancer)[23], 항균 (antibacterial)[24,25], 항염

(anti-inflammatory)[26], 항뎅기열 (anti-dengue)[27], 항당뇨 (anti-diabetic)[28],

피부 광손상 (photodamage) 보호 효과[29]가 있다. 또한 saponin, flavonoid,

alkaloid, tannin과 같은 다양한 화합물의 존재가 밝혀져 있다[30-32].

Abelmoschus esculentus (okra, 오크라)는 아욱과에 속하는 종으로 열대 및 아

열대 지역에서 많이 재배된다[33]. 에티오피아에서 처음 발견되었으며, 20세기 초

에 인도에서 중국으로 유입되었다. 전통적으로 이뇨제 (diuretic), 완화제, 간염

(hepatitis), 대장염 (colitis) 및 황달 (jaundice) 치료에 사용하였고[34,35] 항당뇨

[36,37], 항산화[38] 효과가 있다고 알려져 있다. 부위별로 오크라에 존재하는 생

리활성물질은 여러 연구를 통해 잘 알려져 있다. 그중 잎에는 tannin, mineral,

flavonol glycoside가 포함되어 있다[39,40].

파파야와 오크라의 기능성 연구가 많이 보고되어왔으나 대식세포와 관련하여

면역 활성 증진에 관한 연구는 미흡하다. 따라서 본 연구에서는 대식세포인

RAW 264.7 세포에서 파파야와 오크라 잎 추출물의 면역활성 증진 효과를 확인

하고 그에 대한 작용기전을 확인하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시료 및 시약

본 연구에 사용된 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM),

penicillin-streptomycin (P/S), BCA protein assay kit는 Thermo Fisher

Scientific (Walthman, MA, USA)에서 구입하였다. Fetal bovine serum은 Merck

Millipore (Burlington, MA, United States), skim milk는 BD Difco (Sparks,

MD, USA)에서 구입하였다. Lipopolysaccharide (LPS), griess reagent,

protease/phosphatase inhibitor cocktail은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

에서 구입하였다. Dimethyl sulfoxide (DMSO), sodium dodecyl sulfate (SDS),

tris-buffered saline (TBS), phosphate buffered saline (PBS),

radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer, enhanced chemiluminescence

(ECL) kit, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide

(MTT)는 Biosesang (Sungnam, Gyeonggi-do, Korea)에서 구입하였다. Tween

20과 2× Laemmli sample buffer는 Bio-rad (Hercules, CA, USA)에서 구입하였

다. 1차 항체인 p-ERK, ERK, p-JNK, JNK, p-p38, p38, iNOS, COX-2, p-IκB-

α, IκB-α, p65, β-actin과 2차 항체인 anti-mouse, anti-rabbit antibodies는 Cell

Signaling Technology (Danvers, MA, USA)에서 구입하였다. Enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) kit는 R&D systems Inc. (St, Louis, MO, USA),

BD Biosciences (San Diego, CA, USA) 및 Abcam (Cambridge,

Cambridgeshire, UK)에서 구입하였다.
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2. 실험방법

2.1. 추출물 제조

본 연구에서 사용된 파파야와 오크라 잎은 온난화대응농업연구소 (Jeju,

Korea)에서 구했다. 건조된 잎을 잘게 분쇄하고 증류수를 넣어 65℃에서 4시간

동안 추출하였다. 여과한 후, 회전진공농축기를 통해 용매를 제거하고 동결건조

하였다.
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2.2. 세포 배양

한국세포주은행 (KCLB; Seoul, Korea)에서 마우스의 대식세포주인 RAW

264.7 세포를 분양받아 사용하였다. 10% fetal bovine serum (FBS)과 1%

penicillin-streptomycin (P/S)이 첨가된 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

(DMEM) 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 2일 간격으로 계대배양하였

다.
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2.3. 세포 생존율 측정

파파야 추출물 (PLW), 오크라 추출물 (OLW)이 RAW 264.7 세포의 생존에 미

치는 영향은 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide

(MTT) 환원 방법을 이용하여 세포 생존율을 측정하였다. RAW 264.7 세포를

1.5 × 105 cells/well의 농도로 24-well plate에 분주하여 24시간 동안 전 배양한

뒤 PLW, OLW를 농도별로 처리한 후, 다시 24시간 동안 배양하였다. 이후

MTT 용액을 0.2 mg/mL이 되도록 가하고 4시간 반응시켰다. MTT 용액을 모두

제거하고 DMSO를 넣어 형성된 formazan 결정을 용해시켰다. 96-well plate에

100 μL씩 옮겨 담아 microplate reader를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하

였다.
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2.4. NO 생성량 측정

RAW 264.7 세포를 24-well plate에 1.5 × 105 cells/well의 농도로 분주하고 24

시간 동안 전 배양한 후에 농도별로 PLW, OLW을 처리하고 24시간을 더 배양

하였다. 96-well plate에 배양액의 상층액과 Griess 시약을 100 μL씩 첨가하여

10분간 반응시킨 후, microplate reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하

였다.
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2.5. Prostaglandin E2 (PGE2) 및 전염증성 cytokine (TNF-α, IL-1β) 생성

량 측정

세포 배양액 내에 PGE2, TNF-α 및 IL-1β의 생성량을 효소면역정량법

(Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 방법을 이용하였다. 24-well

plate에 RAW 264.7 세포를 1.5 × 105 cells/well의 농도로 분주하고 24시간 동안

전 배양하였다. PLW, OLW를 농도별로 처리한 후, 24시간을 더 배양하였다.

15,000 rpm 속도로 20분 동안 원심분리하여 상층액을 수집하였고 ELISA kit 제

조사의 분석 방법에 따라 정량하였다.
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2.6. Western blot

RAW 264.7 세포를 60 mm culture dish에 6 × 105 cells/dish의 농도로 분주하

고 24시간 동안 배양하였다. PLW, OLW를 농도별로 20분에서 24시간까지 단백

질 발현 시간에 따라 처리하였다. 배지를 제거하고 1× PBS로 1회 세척한 후,

protease/phosphatase inhibitor cocktail이 1% 첨가된 RIPA buffer를 가하여 4℃

에서 20분간 세포를 용해시켰다. 15,000 rpm에서 20분 동안 원심분리하여 상층액

을 얻었다. 분리한 단백질의 농도는 bovine serum albumin (BSA)를 표준화한

BCA protein assay kit를 이용하여 정량하였다. 30 μg의 단백질과 2× Laemmli

sample buffer를 동량으로 섞어 100℃에서 5분 동안 불활성화시킨 후, 10% SDS

polyacrylamide gel에 전기영동 하였다. 분리된 단백질은 polyvinylidene

difluoride (PVDF) membrane으로 transfer 하여 5% skim milk에 1시간 30분 동

안 blocking 하였다. Membrane을 0.1% Tween-20이 첨가된 Tris-buffered

saline buffer (1× TBS-T)로 10분씩 6번 세척하고 1:2000으로 희석한 1차 항체

를 4℃에서 overnight 시켰다. 그런 다음 1× TBS-T로 10분씩 6번 세척하고

1:2000으로 희석한 2차 항체를 실온에서 2시간 동안 반응시켰다. 다시 1×

TBS-T로 10분씩 6번 세척한 후, enhanced chemiluminescence (ECL) kit를 이

용하여 Chemidoc (Fusion solo 6S.WL, VILBER LOURMAT, France)를 통해

단백질 발현 변화를 확인하였다.
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2.7. UPLC-Q-TOF MS 분석

㈜이지메스를 통해 PLW와 OLW의 대사산물을 분석하였다. UPLC-Q-TOF

MS 시스템(Vion, Waters, Milford, MA, USA)을 사용하여 Table 1과 같은 조건

으로 분석하였다. 분석 Column은 Acquity UPLC BEH C18 column (2.1 mm ×

100 mm, 1.7 μm; Waters)을 사용했으며, 유속은 0.35 mL/min로 유지하였다.

LC/MS 물질 동정은 UNIFI version 1.9.2.045, Chemspider database, Metlin

database, human metabolome database, EZmass database, authentic standards

를 사용하였다.
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Table 1. Conditions for UPLC-Q-TOF MS analysis of PLW and OLW.

LC condition
Inject volume 1 μL

Column
Acquity UPLC BEH C18 column

(2.1 mm × 100 mm, 1.7 μm; Waters)

Solvent
A : water with 0.1% formic acid (FA)

B : acetonitrile (ACN) with 0.1 FA
Flow rate 0.35 mL/min
MS condition
ESI-positive mode ESI-negative mode
Capillary voltage 3 kV Capillary voltage 2.5 kV

Sample cone voltage 30 V Sample cone voltage 20 V

Desolvation gas flow 800 L/h Desolvation gas flow 900 L/h

Lock mass
Leucine-enkephalin

(556.2771 Da)
Lock mass

Leucine-enkephalin

(554.2615 Da)
Cone gas flow 30 L/h
Desolvation

temperature
400℃

Ion source

temperature
100℃

Data collection m/z 50-1,500 range with a scan time of 0.2 s

MS/MS condition
Collision energy ramp from 10-30 eV (m/z 50-1,500)
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3. 통계처리

모든 결과는 세 번의 실험을 시행하여 평균 ± SD (표준편차)로 표시하였다.

실험 결과에 대한 통계처리는 student's t-test를 사용하였다. *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001로 표시하여 p-value가 0.05 미만일 경우 유의한 것으로 간주하였다.
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Ⅲ. 결 과

1. 세포 생존율 측정

세포 생존율을 측정하기 위해 MTT assay를 이용하였다. MTT tetrazolium은

노란색을 띠는 수용성 물질로서 살아있는 세포에 있는 미토콘드리아의 탈수소

효소작용에 의해 보라색의 비수용성인 formazan으로 환원된다. 형성된 formazan

의 양은 살아있는 세포의 수에 비례하며, 이는 formazan을 유기용매에 용해시킨

후 분광광도계로 측정할 수 있다[41,42]. MTT assay로 통한 세포 생존율을 알아

본 결과, 처리한 모든 농도에서 RAW 264.7 세포의 생존에 영향을 미치지 않았

다 (Figure. 2). 따라서 PLW는 400 μg/mL, OWL은 200 μg/mL 이하의 농도에서

후속 실험을 진행하였다.
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(a)

(b)

Figure 2. Effect of (a) PLW, (b) OLW on cell viability of RAW 264.7

cells using the MTT assay. RAW 264.7 cells(1.5 × 105 cells/well) were

incubated for 24 h, and then treated with (a) PLW (12.5-400 μg/mL), (b)

OLW (6.25-200 μg/mL) for 24 h. Cell viability was evaluated using the MTT

assay. The results are presented as the mean ± SD from three independent

experiments.
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2. NO 생성량 측정

PLW에서 LPS (1 μg/mL)를 처리한 군은 무처리군보다 5.5배 더 많은 NO를

생성했다. PLW만 처리한 군은 농도 의존적으로 NO의 양이 증가하였다. 최고 농

도인 400 μg/mL에서 무처리군보다 26배 더 많은 NO를 생성했다(Figure 3(a)).

OLW의 경우, LPS로 처리한 군에서 NO가 5.5배 더 생성되었다. 생성된 NO의

양이 농도 의존적으로 증가하였으며, 최고 농도인 200 μg/mL와 무처리군의 NO

의 양은 14배 차이 난다(Figure 3(b)). RAW 264.7 세포의 생존에 영향을 미치지

않는 농도에서 NO의 증가는 세포가 정상적인 면역 반응을 나타내고 있다는 것

을 알 수 있다.
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(a)

(b)

Figure 3. Effect of (a) PLW, (b) OLW on production of nitric oxide in

RAW 264.7 cells using the Griess assay. RAW 264.7 cells (1.5 × 105

cells/well) were incubated for 24 h, and then treated with (a) PLW (12.5-400

μg/mL), (b) OLW (6.25-200 μg/mL) for 24 h. Nitrite in the medium was

determined by the Griess assay. The results are presented as the mean ± SD

from three independent experiments. ***p< 0.001, **p< 0.01 and *p< 0.05

compared with control group.
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3. Prostaglandin E2 (PGE2) 생성량 측정

PLW, OLW를 다양한 농도로 처리하여 RAW 264.7 세포에서 PGE2 생성에 대

한 효과를 측정하였다(Figure 4). LPS로 처리한 군에서 PGE2의 생성은 무처리군

과 비교해 각각 약 9.3배, 5.9배 증가하였다. PLW (12.5-400 μg/mL) 및 OLW

(6.25-200 μg/mL) 각각의 처리 농도에서는 농도 의존적으로 PGE2의 생성이 증

가하였다. 특히 무처리군보다 고농도의 PLW (400 μg/mL)에서 약 8.2배, OLW

(200 μg/mL)에서 약 5.4배로 PGE2의 생성이 나타났다.
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(a)

(b)

Figure 4. Effect of (a) PLW, (b) OLW on PGE2 production in RAW

264.7 cells. RAW 264.7 cells (1.5 × 105 cells/well) were incubated for 24 h,

and then treated with (a) PLW (12.5-400 μg/mL), (b) OLW (6.25-200 μg/mL)

for 24 h. The culture supernatant was collected and analyzed for levels of

PGE2. The results are presented as the mean ± SD from three independent

experiments. ***p< 0.001, **p< 0.01 and *p< 0.05 compared with control group.
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4. 전염증성 cytokine (TNF-α, IL-1β) 생성량 측정

Cytokine은 세포 간에 정보를 전달할 수 있으므로 선천성 및 적응성 면역 반

응의 매개체 역할을 한다. Cytokine은 면역세포의 활성화, 증식 및 분화를 담당

한다[43]. 전염증성 cytokine인 TNF-α, IL-1β의 발현에 PLW와 OLW가 미치는

영향을 ELISA kit를 이용하여 측정하였다.
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4.1. TNF-α 생성량 측정

RAW 264.7 세포는 LPS에 의해 TNF-α 생성량이 각각 약 14.0배, 약 22.7배

증가하였다. 또한, PLW (12.5-400 μg/mL) 및 OLW (6.25-200 μg/mL) 각각의

처리 농도에서 TNF-α 생성량이 농도 의존적으로 증가하는 것으로 확인하였다.

무처리군과 비교하여 PLW, OLW 최고 농도에서 약 11.0배, 약 20.0배의 생성 효

과를 나타내었다(Figure 5).
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(a)

(b)

Figure 5. Effect of (a) PLW, (b) OLW on TNF-α production in RAW

264.7 cells. RAW 264.7 cells (1.5 × 105 cells/well) were incubated for 24 h,

and then treated with (a) PLW (12.5-400 μg/mL), (b) OLW (6.25-200 μg/mL)

for 24 h. The culture supernatant was collected and analyzed for levels of

TNF-α. The results are presented as the mean ± SD from three independent

experiments. ***p< 0.001, **p< 0.01 and *p< 0.05 compared with control group.
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4.2. IL-1β 생성량 측정

RAW 264.7 세포는 LPS에 의해 IL-1β 생성량이 약 6.7배 증가하였다. 무처리

군과 비교하여 PLW, OLW는 최고 농도에서 약 2.2배, 약 3.6배의 생성 효과를

나타내었으며, 각각의 처리 농도에서 IL-1β 생성량이 농도 의존적으로 증가하는

것으로 확인하였다(Figure 6).
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(a)

(b)

Figure 6. Effect of (a) PLW, (b) OLW on IL-1β production in RAW

264.7 cells. RAW 264.7 cells (1.5 × 105 cells/well) were incubated for 24 h,

and then treated with (a) PLW (12.5-400 μg/mL), (b) OLW (6.25-200 μg/mL)

for 24 h. The culture supernatant was collected and analyzed for levels of

IL-1β. The results are presented as the mean ± SD from three independent

experiments. **p< 0.01 and *p< 0.05 compared with control group.
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5. Western blot

5.1. PLW와 OLW의 iNOS 발현에 미치는 효과

RAW 264.7 세포에서 PLW, OLW가 NO 생성을 증가시킨다는 것을 확인하고

NO의 생성을 촉진하는 단백질인 iNOS 발현을 western blot으로 확인하였다.

iNOS의 발현은 무처리군에 비해 LPS를 처리한 군에서 PLW는 20배, OLW는 10

배 높았다. PLW, OLW 각각의 처리 농도에서는 iNOS의 발현이 농도 의존적으

로 증가하였다. 최고 농도에서 PLW는 12배, OLW는 15배 증가했다(Figure 7).
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(a)

(b)

Figure 7. Effect of (a) PLW, (b) OLW on protein expression of iNOS in

RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (6.0 × 105 cells/well) were incubated for

24 h, and then treated with (a) PLW (50-400 μg/mL), (b) OLW (25-200 μ

g/mL) for 24 h. The protein expression of iNOS was determined by western

blotting. β-actin expression is shown as a loading control. The density values

of iNOS are expressed as ratios relative to that of β-actin. ***p< 0.001, **p<

0.01 and *p< 0.05 compared with control group.
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5.2. PLW와 OLW의 COX-2 발현에 미치는 효과

RAW 264.7 세포에서 PLW, OLW가 PGE2 생성을 증가시킨다는 것을 확인하

였다. PGE2는 COX-2 단백질의 발현에 의해 합성되므로 COX-2의 발현을 확인

하기 위해 Western blot을 수행하였다. COX-2의 발현은 무처리군에 비해 LPS

를 처리한 군에서 PLW는 50배, OLW는 11배 높았다. PLW, OLW 각각의 처리

농도에서는 COX-2의 발현이 농도 의존적으로 증가하였다. 최고 농도에서 PLW

는 25배, OLW는 33배 증가했다(Figure 8).
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(a)

(b)

Figure 8. Effect of (a) PLW, (b) OLW on protein expression of COX-2

in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (6.0 × 105 cells/well) were incubated

for 24 h, and then treated with (a) PLW (50-400 μg/mL), (b) OLW (25-200 μ

g/mL) for 24 h. The protein expression of COX-2 was determined by

western blotting. β-actin expression is shown as a loading control. The

density values of COX-2 are expressed as ratios relative to that of β-actin.

***p< 0.001, **p< 0.01 and *p< 0.05 compared with control group.
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5.3. PLW와 OLW의 MAPK 발현에 미치는 효과

PLW, OLW 처리에 의해 MAPK 신호 전달 경로의 변화를 확인하기 위해

Extracellular signal-regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK)

및 p38 Mitogen-Activated Protein Kinase (p38) 단백질의 발현 수준을 확인하였

다. ERK, JNK, p38의 인산화 정도를 측정한 결과, PLW 또는 OLW를 처리한

경우 각각의 처리 농도에서 농도 의존적으로 ERK, JNK, p38 모두 인산화가 증

가하였다. OLW는 ERK, JNK, p38 모두 강하게 인산화된(Figure 9) 반면, PLW

는 JNK, p38과 비교하여 ERK가 강하게 인산화되었다(Figure 10).



- 37 -

(a) (b)

(c) (d)

Figure 9. Effect of PLW on protein expression of MAPK

phosphorylationin RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (6.0 × 105 cells/well)

were incubated and then treated with PLW (50-400 μg/mL) for 15 min. (a)

The phosphorylation and total protein levels of MAPK ((b) ERK, (c) JNK

and (d) p38) were determined by western blotting. ***p< 0.001, **p< 0.01 and
*p< 0.05 compared with control group.
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(a) (b)

(c) (d)

Figure 10. Effect of OLW on protein expression of MAPK

phosphorylationin RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (6.0 × 105 cells/well)

were incubated and then treated with OLW (50-200 μg/mL) for 15 min. (a)

The phosphorylation and total protein levels of MAPK ((b) ERK, (c) JNK

and (d) p38) were determined by western blotting. ***p< 0.001, **p< 0.01 and
*p< 0.05 compared with control group.
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5.4. PLW와 OLW의 NF-κB 발현에 미치는 효과

PLW, OLW 처리에 의해 증가되는 cytokine들의 생성과 NF-κB 신호 전달 경

로와의 관계를 분석하였다. LPS를 처리한 군에서의 IκB-α 분해가 무처리군과

비교하여 뚜렷이 나타났다. PLW, OLW만 처리한 군에서는 모두 농도 의존적으

로 IκB-α 분해가 나타났다. 이러한 결과는 PLW, OLW가 NF-κB의 활성화를 증

가시킨다는 것을 유추해볼 수 있다(Figure 11).

핵과 세포질 단백질을 분리하여 두 유전자의 발현을 단백질 수준에서 비교하

였다. 모두 LPS를 처리한 군에서 NF-κB p65의 발현이 세포질에서 감소하고 핵

에서 증가하였다. 또한, PLW (12.5-400 μg/mL) 및 OLW (6.25-200 μg/mL) 각

각의 처리 농도에서도 농도의존적으로 세포질에서 감소하고 핵에서 증가하였다.

LPS 및 PLW, OLW 처리에 의해 NF-κB의 핵 내 이동이 이루어졌음을 알 수

있다(Figure 12, 13).
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(a)

(b)

Figure 11. Effect of (a) PLW, (b) OLW on protein expression of IκB-α 

in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (6.0 × 105 cells/well) were incubated

and then treated with (a) PLW (50-400 μg/mL), (b) OLW (25-200 μg/mL) for

15 min. The protein levels of IκB-α was determined by western blotting. β

-actin expression is shown as a loading control. The density values of IκB-α 

are expressed as ratios relative to that of β-actin. The results are presented

as the mean ± SD from three independent experiments. ***p< 0.001, **p< 0.01

and *p< 0.05 compared with control group.
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(a)

(b)

(c)

Figure 12. Effect of PLW on protein expression of NF-κB in RAW

264.7 cells. RAW 264.7 cells (6.0 × 105 cells/well) were incubated and then

treated with PLW (50-400 μg/mL) for 15 min. The (b) nuclear and (c)

cytoplasmic protein levels of NF-κB were determined by western blotting. β

-actin and Lamin B1 expression is shown as a loading control. The density

values of p65 are expressed as ratios relative to that of β-actin and Lamin

B1. The results are presented as the mean ± SD from three independent

experiments. **p< 0.01 and *p< 0.05 compared with control group.
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(a)

(b)

(c)

Figure 13. Effect of OLW on protein expression of NF-κB in RAW

264.7 cells. RAW 264.7 cells (6.0 × 105 cells/well) were incubated and then

treated with OLW (25-200 μg/mL) for 15 min. The (b) nuclear and (c)

cytoplasmic protein levels of NF-κB were determined by western blotting. β

-actin and Lamin B1 expression is shown as a loading control. The density

values of p65 are expressed as ratios relative to that of β-actin and Lamin

B1. The results are presented as the mean ± SD from three independent

experiments. **p< 0.01 and *p< 0.05 compared with control group.
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6. 대사산물 분석

ESI의 positive ion mode, negative ion mode로 PLW의 개별 성분이 분리, 동

정 되었다. Figure 14과 Table 2에서 보듯이 PLW는 18종이 확인되었으며 positi

ve ion mode에서 13종, negative ion mode에서 5종이 분리 및 검출되었다. OLW

는 4종이 확인되었으며 positive ion mode에서 3종, negative ion mode에서 1종

이 분리 및 검출되었다(Figure 15, Table 3).
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(a)

1, 3-acetyl-2-(2,6-dimethyl-5-heptenyl)oxazolidine; 2, BOC-PHENYLALANINOL; 3, Robinin / clitorin; 4, N,N-Dicyclohexylglycine;

5, Carpaine; 6, araguspongine L; 7, N-(1-Benzyl-4-piperidinyl)-2-{4-[2-oxo-2-(1-pyrrolidinyl)ethyl]-1-piperazinyl}acetamide;

8, 2-Methyl-2-propanyl (17Z)-14-isobutyl-9-(2-methoxyethyl)-8,13-dioxo-3,9,12-triazaspiro[6.12]nonadec-17-ene-3-carboxylate;

9, 12-Phenyldodecanoic acid; 10, Stearidonic acid; 11, Harderoporphyrin; 12, Pheophorbide A; 13, Erucamide

(b)

1, Stachyose hydrate; 2, Barlerin; 3, (10E,15Z)-9,12,13-Trihydroxy-10,15-octadecadienoic acid;

4, 9(S)-HpOTrE; 5, 9(S)-HpOTrE; 6, A-12(13)-EpODE

Figure 14. The total ion chromatograms of the PLW by UPLC-Q-TOF

MS in (a) positive- and (b) negative-ion modes.
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Table 2. Mass data of the nineteen analytes from PLW by

UPLC-Q-TOF MS.

Metabolites
Observed 

neutral mass

(Da)

Observed

m/z

Mass

error

(ppm)

Mode

1 1
3-acetyl-2-(2,6-dimethyl

-5-heptenyl)oxazolidine
239.1877 240.195 -3.2 Positive

2 2 BOC-PHENYLALANINOL 478.3766 479.3838 -1 Positive
3 3 Robinin / clitorin 239.1882 240.1955 -1.4 Positive
4 4 N,N-Dicyclohexylglycine 251.1517 252.159 -1.7 Positive
5 5 Carpaine 740.2148 741.2221 -2.1 Positive
6 6 araguspongine L 494.3709 495.3782 -2.1 Positive

7 7

N-(1-Benzyl-4-piperidinyl)-2

-{4-[2-oxo-2-(1-pyrrolidinyl)

ethyl]-1-piperazinyl}acetamide

276.2084 277.2157 -1.8 Positive

8 8

2 - M e t h y l - 2 - p r o p a n y l

(17Z)-14-isobutyl-9-(2-metho

xyethyl)-8,13-dioxo-3,9,12-tri

azaspiro[6.12]nonadec-17-ene-

3-carboxylate

276.2084 277.2157 -1.8 Positive

9 9 12-Phenyldodecanoic acid 427.2926 428.2999 -4.9 Positive
10 10 Stearidonic acid 608.2632 609.2704 -0.5 Positive
11 11 Harderoporphyrin 592.2682 593.2755 -0.6 Positive
12 12 Pheophorbide A 507.3662 508.3735 -2.1 Positive
13 13 Erucamide 337.3345 338.3417 0 Positive
14 1 Stachyose hydrate 684.2306 683.2233 -1.8 Negative
15 2 Barlerin 448.1573 447.15 -0.8 Negative

16 3
(10E,15Z)-9,12,13-Trihydroxy

-10,15-octadecadienoic acid
328.2242 327.2169 -0.8 Negative

17 4 9(S)-HpOTrE 310.2136 309.2063 -0.8 Negative
18 5 9(S)-HpOTrE 310.2134 309.2061 -1 Negative
19 6 A-12(13)-EpODE 294.2186 293.2113 -0.9 Negative
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(a)

1, Riboflavin; 2, 4-hydroxyheptanophenone / p-tert-Butylphenyl glycidyl ether;

3, Cannabisin F/heliotropamide;

(b)

1, Aspicilin

Figure 15. The total ion chromatograms of the OLW by UPLC-Q-TOF

MS in (a) positive- and (b) negative-ion modes.
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Table 3. Mass data of the four analytes from OLW by UPLC-Q-TOF

MS.

Metabolites
Observed 

neutral mass

(Da)

Observed

 m/z

Mass

error

(ppm)

Mode

1 1 Riboflavin 376.1381 377.1453 -0.6 Positive

2 2

4-hydroxyheptanophenone /

p-tert-Butylphenyl glycidyl

ether

206.1307 207.1380 0.3 Positive

3 3 Cannabisin F / heliotropamide 624.2464 625.2537 -1.2 Positive
4 1 Aspicilin 328.2242 327.2170 -2.2 Negative
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Ⅳ. 고찰

인간의 면역 체계는 외부 물질과 병원체에 의한 감염으로부터 보호함으로써

항상성을 유지하고 질병을 예방하는 데 중요한 역할을 한다. 대식세포는 다양한

생물학적 활동을 나타내는 것으로 알려진 중요한 면역 조절 세포이며 숙주 방어,

염증 조절, 조직재형성 등과 관련이 있다. 대식세포의 활성화는 COX-2와 iNOS

의 발현을 유도하고, 염증 및 B세포의 분화와 관련된 IL-1β, TNF-α와 같은 전

염증성 cytokine의 생성을 유도한다[44,45].

NO는 산화질소 합성효소(NOS)에 의해 L-arginine으로부터 합성된다. NOS는

neuronal NOS (nNOS), endothelial NOS (eNOS), and inducible NOS (iNOS)의

3종류가 존재한다. nNOS는 신경세포에서, eNOS는 혈관 내피세포에서 일정하게

발현되는 구성(constitutive) 효소이며, 이와는 대조적으로 iNOS는 면역학적 자극

에 반응하여 대식세포에서 발현된다[46-48]. NO는 면역 방어에서 혈압 조절, 혈

소판 응집 억제 및 신경 전달에 이르기까지 놀라운 범위의 생리학적 기능을 나

타낸다[49-51]. 따라서 PLW와 OLW의 NO 생성 및 iNOS 발현에 영향을 미치는

지 알아보았다. RAW 264.7 세포에서 PLW, OLW를 처리한 결과, NO가 농도 의

존적으로 증가하였으며 western blot을 통해 iNOS의 발현도 증가하였다.

PGE2는 체내에서 생성되는 가장 풍부한 PG 중 하나로 동물 종에서 가장 널리

특성화되며 다양한 생물학적 활성을 나타낸다. 생리학적 조건에서 PGE2는 면역

반응, 혈압, 위장 완전성 및 생식력 조절과 같은 많은 생물학적 기능의 중요한

매개체이다[52]. 생체 내에 존재하는 다양한 세포로부터 COX라는 효소에 의해

생성된다. COX는 두 종류가 존재하는데, COX-1은 신체 전체에 분포된 많은 세

포 유형에서 발현되는 반면 COX-2는 성장인자, 스트레스 또는 cytokine 자극에

대한 반응으로 일시적으로 유도된다[53,54]. 따라서 PLW와 OLW의 PGE2 생성

및 COX-2 발현에 영향을 미치는지 알아보았다. RAW 264.7 세포에서 PLW와

OLW를 처리한 결과, PGE2가 농도 의존적으로 증가하였으며 western blot을 통

해 COX-2의 발현도 증가하였다.

Cytokine은 면역세포가 분비하는 단백질로서 면역세포의 활성, 증식 및 분화를
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조절하여 염증반응을 매개한다. 염증성 질환의 원인과 치료를 규명하기 위하여

cytokine의 역할은 매우 중요하며, TNF-α, IL-1β은 in vitro 및 in vivo 모두에

서 염증반응을 조절하는 물질로 대표적인 전염증성 cytokine으로 알려져 있다

[55]. 따라서 RAW 264.7 세포에서 PLW와 OLW의 전염증성 cytokine인 TNF-α,

IL-1β의 발현에 영향을 미치는지 알아보기 위해 ELISA kit를 이용하여 조사하

였다. TNF-α, IL-1β는 PLW 또는 OLW 처리에 의해 농도 의존적으로 증가하였

다. 이러한 결과는 PLW와 OLW 모두에서 면역 반응을 증가시켰음을 확인할 수

있었다.

TLR은 초기 염증반응을 조절하는 것으로 알려져 있고 면역 체계의 활성화를

유도하는 데 중요한 역할을 한다. TLR 계열인 TLR4는 LPS에 의해 인식되고

활성화되며 MAPK 및 NF-κB 경로를 유도할 수 있다[56,57].

MAPK 신호 전달 경로는 활성화된 대식세포의 중요한 조절자인 ERK, p38,

JNK로 구성되며 iNOS, COX-2 및 전염증성 cytokine 발현에서 중요한 역할을

한다[58,59]. 따라서 PLW와 OLW의 MAPK 발현에 영향을 미치는지 알아보기

위해 western blot을 수행하였으며 PLW와 OLW 모두가 농도 의존적으로 ERK,

p38, JNK의 인산화를 증가시킴을 확인할 수 있었다. 이러한 결과는 PLW와

OLW가 MAPK 신호 전달 경로를 통해 iNOS, COX-2 및 전염증성 cytokine의

발현을 유도한다는 것을 보여주고 있다.

NF-κB는 미생물과 바이러스 감염에 대한 숙주 방어 및 염증반응의 핵심 분자

이다. 비활성 상태에서 NF-κB는 p50, p65 이종이량체로 구성되며 IκB-α와 결합

된 채로 존재한다. NF-κB가 LPS와 같은 염증 자극에 의해 활성화되면 IκB-α의

인산화를 유도하여 IκB-α 분해 및 NF-κB 핵 전위를 유도한다[60,61]. 따라서 Iκ

B-α의 분해와 p65의 핵으로의 전위에 대한 PLW, OLW의 영향을 western blot

을 통해 조사했다. 결과적으로 PLW와 OLW 모두 농도 의존적으로 IκB-α 분해

가 일어나고 p65의 세포질에서 핵으로의 전위가 나타났다. 이것은 PLW와 OLW

의 면역 증진활성에 NF-κB 신호 전달 경로가 관여하고 있음을 보여주고 있는

것이다.

또한 최종적으로 UPLC-Q-TOF-MS 분석을 통하여 PLW와 OLW에 존재하는

flavonoid, alkaloid 등 여러 대사산물을 분석하였다. 그러나 이 대사산물들을 이
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용한 면역 활성에 대해서는 아직 연구된 바가 없다. 이에 분석된 대사산물들이

면역 활성에 미치는 영향에 대한 추가적인 연구가 필요하다고 사료된다.

결론적으로 본 연구에서는 PLW와 OLW가 RAW 264.7 세포를 자극하여 활성

화시키는 면역 활성 인자로 작용할 수 있다는 것을 다양한 방법으로 증명하였으

며, 이러한 면역활성 증진 효과에 MAPK 및 NF-κB 신호 전달 경로가 관여함을

검증하였다 (Figure 16, 17). 그러므로 PLW와 OLW가 면역활성 증진효과를 가

진 천연소재로 개발이 가능할 것으로 제안한다.



- 51 -

Figure 16. The possible molecular mechanisms of immunomodulatory

activity of PLW.
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Figure 17. The possible molecular mechanisms of immunomodulatory

activity of OLW.
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