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iNOS 발현 검출을 위한 in vitro 시스템의 확립 및 적송잎 추출물에 의한 
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Abstract:1)This study was aimed to verify suppressive effect 
of pine-needle extract on lipopolysaccharide (LPS)-induced 
inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression. In order 
to evaluate suppressive effect on iNOS expression, RAW 
264.7 cells were stably transfected using an iNOS promoter- 
luciferase reporter plasmid yielding RAW 264.7/pGL2-Neo- 
miNOS_pro11 cells. Established in vitro detection system 
revealed to diminish LPS-induced iNOS expression by 
0.1~500 μg/mL of saponin at the concentration-dependant 
manner. Pine needle extract also diminished LPS-induced iNOS 
expression to 92 and 88% at 500 and 50 μg/mL, respectively. 
These results suggest that the in vitro detection system developed 
here could be useful for the verification of suppressive 
materials on iNOS expression and pine needle extract could 
be used for the development of functional foods.
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1. 서론

인체가 가지고 있는 면역체계는 외부로부터 침입하는 발병
체로부터 인간을 지켜내는 중요한 역할을 하는데, 면역체계를 
이루는 중요한 세포들 중에 하나가 대식세포 (microphage)
이며 이들은 병원체로부터 인체를 보호하고, 탐식작용 
(phagocytosis)을 하기 때문에 탐식세포라고도 한다. 대식
세포는 병원균과 같은 외부자극에 의해 활성화되면 nitric 
oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2), 사이토카인 (cytokine) 
등과 같은 염증 유발물질을 다량 분비하여 생체를 보호하
지만 이들은 류마티스 관절염 (rheumatoid arthritis)이나 
다발성 경화증 (multiple sclerosis), 천식 (asthma) 등의 만성
염증질환의 발현에도 관여하는 것으로 보고되고 있다 [1-3]. 
  Nitric oxide (NO)는 매우 불안정한 유리기 (free radical)로 
L-arginine의 guanidinonitrogen이 nitric oxide synthase (NOS)
에 의해 변환이 되면서 생성이 되며 신경계, 면역계, 심장혈
관계에 있어서 중요한 전달 물질로 신경독성 및 신경 보호성
의 기능을 동시에 나타내어 쇼크와 다른 신경 퇴행성 질병의 
발생에도 관여하는 것으로 알려져 있다 [4,5]. NO는 많은 
생리적 기능에 관여하고 있으나, 과도한 NO의 생성은 신경
세포의 사멸을 유발시키는 것으로 알려져 있다. NO의 합성
효소인 NOS는 정상 생리적 조건에서 존재하는 constitutive형 
(cNOS)과 면역반응에 의해 일어나는 inducible형 (iNOS)으로 
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나뉘며, cNOS는 다시 혈관에 작용을 하는 endothelial형 (eNOS)
과 신경에서 주된 작용을 하는 neuronal형 (nNOS)으로 나뉘
게 된다 [6]. 유도성 iNOS는 세포내 칼슘 농도와 외부에서 
주입된 calmodulin의 자극과는 무관하게 활성화된 세포에서
만 활성을 보이며 다양한 세포에서 유도되어 병리생태학에서 
중요한 역할을 한다 [7,8]. NOS의 과다 발현은 뇌출혈, 뇌성
마비, 뇌졸중 등의 뇌손상이나 알츠하이머병 및 파킨슨병과 
같은 퇴행성 뇌 신경질환의 신경독성과 밀접한 관련이 있다
고 알려져 있다 [9].
  Pinus densiflora는 상록성 침엽수로서 나무줄기가 붉어서 
‘적송 (赤松)’이라고 명명되며, 우리나라를 비롯하여 중국, 
일본 등 전 아시아 지역의 임야에 널리 자생하고 있어 솔잎을 
저비용으로 손쉽게 얻을 수 있는 장점이 있다. 예로부터 솔잎
을 말려서 가루로 만들어 떡과 같은 음식을 만들거나 차나 
한증욕의 재료로 사용하는 등 민간에서 널리 사용되어져 왔
다. 소나무류는 강한 살균력, 기관지 천식, 폐질환, 동맥경화, 
염증치료 등에 효능이 있는 것으로 알려지면서 건강을 위하여 
솔잎분말이나 솔잎차, 솔잎술 또는 솔잎청량음료들이 시판되
고 있으나 함유되어 있는 특수성분들에 관한 기초적인 자료는 
매우 부족한 상태로 이용되어 왔다. 하지만 최근에는 솔잎에 
비타민 C와 K, 카로틴, 플라보노이드, 안토시안, 탄닌 및 정유 
등이 함유되어 있으며 알칼로이드 성분은 들어 있지 않는 것이 
특징이고 다양한 종류의 terpene 화합물이 포함되어 있는 
것으로 보고되어져 있으며 솔잎에 함유되어 있는 flavonoid, 
akaloid, lignan, 유기산류 등이 혈청 콜레스테롤 저하효과, 
항당뇨 효과, 지질저하 및 항산화효과, 항균효과가 있는 것으
로 알려져 있다 [10-14]. 뿐만 아니라 최근 솔잎의 항당뇨 효
과, 솔잎 증류액의 암세포에 대한 in vitro 세포독성, 지질저하 
및 항산화 효과와 항균효과 등 많은 연구들이 보고되면서 솔잎
은 다양한 약리활성을 가진 천연식물로 인정되고 있다 [15-17].
  본 연구자들은 이전의 연구에서 적송잎 추출물의 항산화 
활성 및 항균활성을 검증하여 보고하였다 [18,19]. 본 연구
에서는 NOS의 과다 발현으로 인한 다양한 퇴행성 질환 및 
만성염증질환을 예방할 수 있는 건강 기능성 식품의 개발
을 위하여 in vitro iNOS 발현 검출 시스템을 확립하였고, 
적송잎 추출물의 lipopolysaccharide (LPS) 유도성 iNOS 
발현에 대한 저해효과를 검증하였다.

2. 재료 및 방법    

2.1. 시약 및 배지
제한효소, DNA ligation kit ver. 2, pyrobest DNA polymerase
는 Takara Korea (Seaul, Korea)에서 구입하였다. 유전자 조작
을 위한 숙주로는 대장균 세포 (E. coli DH 5α)를 사용하였다. 
대장균은 Luria-Bertani (LB)배지 (1% bacto trytone, 0.5% 
yeast extract, 0.5% NaCl)를 이용하여 37℃에서 배양하였다. 
대장균 형질전환체의 선별을 위해서는 LB (Difco, USA) 배지
에 ampicillin 또는 kanamycin을 최종농도 100 μg/mL 또는 
10 μg/mL가 되게 첨가하여 사용하였다. 고체배지는 LB 배지에 
한천 (agar)을 1.5%가 되도록 첨가하여 제작하였다. 생쥐 

대식세포주 RAW 264.7은 한국세포주은행 (KCLB 40071)에서 
구입하였으며, 10% feal bovine serum (FBS, BioWhittaker, 
Walkersville, MD, USA)과 penicillin-streptomycin (100 units/ 
mL, BioWhittaker)을 포함하는 RPMI 1640 (BioWhittaker) 
배지를 이용하여 37℃, 5% CO2에서 배양하였다.

2.2. iNOS 프로모터 유전자의 클로닝 및 리포터 플라스미
드의 구축
RAW 264.7 세포를 75T flask에서 48시간 동안 배양하여 
phosphate buffered saline (PBS, Bio Whittaker)으로 2번 
세척한 후 세포를 회수하고 Genomic DNA Extraction Kit 
(Promega, Madison, WI, USA)를 사용하여 genomic DNA
를 추출하였다. 생쥐 iNOS 프로모터 유전자의 클로닝을 위
하여 miNOS_pro1-F (5’-CTCGAGGACTTTGATATGCTG 
AAATCCATA-3’, XhoI site underlined)와 miNOS_pro1- 
R (5’-AAGCTTAGTTGACTAGGCTACTCCGTGGAG-3’, 
HindIII site underlined)를 primer [20]로 사용하고 RAW 
264.7 세포로부터 추출한 genomic DNA를 주형으로 하여 
polymerase chain reaction (PCR)법으로 증폭을 행한 후 
(95℃, 5분-[94℃, 1분-55℃, 1분-72℃, 1분] 30 cycles-72℃, 
10분), pGEM-T easy vector (Promega, WI, USA)에 ligation
시켜 pGEMTe-miNOS_pro11을 제작하였다.
  한편, iNOS 발현 검증 시스템을 구축하기 위한 stable 
transfection이 가능한 리포터 벡터는 pGL2-basic (Promega, 
USA)을 제한효소 SacI과 BamHI으로 처리하여 생성된 
luciferase 리포터 유전자를 포함하는 2.7 kb의 유전자 단편
을 pDSRed1-1 (Clontech, USA)의 해당 제한효소 부위에 
ligation시켜 얻었으며 pGL2-Neo로 명명하였다. pGEMTe- 
miNOS_pro11을 제한효소 XhoI과 HindIII로 처리하여 생
성된 1.7 kb의 생쥐 iNOS 프로모터 유전자 단편을 리포터 
벡터인 pGL2-Neo의 해당 제한효소 부위에 삽입시켜 iNOS 
발현 검증 리포터 플라스미드인 pGL2-Neo-miNOS_pro11
을 제작하였다.
  제작된 모든 플라스미드들은 제한효소 처리에 의한 단편 
및 염기서열의 분석을 통하여 확인하였다.

2.3. Stable transfection
RAW 264.7 세포를 60 mm dish에서 24시간 동안 배양하고 
PBS 4 mL로 한번 세척한 후, pGL2-Neo-miNOS_pro11 
플라스미드 5 μg과 SuperFect Transfection Reagent (Qiagen, 
Walencia, CA, USA)가 첨가 된 FBS가 없는 배지로 교환
하여 37℃, 5% CO2에서 2시간 동안 배양하였다. 배양 2시
간 후, PBS 4 mL로 1번 세척하고 10% FBS와 G418 (최
종농도 0.8 mg/mL, BioWhittaker)가 포함된 배지로 교환
하여 37℃, 5% CO2에서 배양하였으며, G418에 대해 내성
을 나타내는 세포 군집이 형성될 때까지 3일 간격으로 10% 
FBS와 G418을 포함하는 새로운 배지로 교환하며 계속 배양
하였다. Stable transfection의 결과로 iNOS 발현 검증 플라
스미드가 genome DNA에 도입된 RAW 264.7 세포를 RAW 
264.7/pGL2-Neo-miNOS_pro11 세포로 명명하였으며 액체
질소에 보관하였다.
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2.4. 적송잎 추출물 제조 및 LPS 유도 iNOS 발현 저해효과 
검증
본 실험에서 사용한 적송잎은 2007년 7월경 지리산에서 
채취하여 깨끗한 물로 씻고 60℃에서 열풍건조한 후 믹서
로 분쇄한 분말시료를 추출용 시료로 사용하였다. 적송잎 
분말 3 kg에 물 4 L를 첨가하여 80℃에서 12시간 동안 정
치하여 추출하는 과정을 총 2번 반복하였으며, 이를 여과지 
(Whatman No 3, England)로 여과하고 rotary evaporator로 
60℃에서 농축한 후 동결 건조하였고 -20℃에 보관하였다.
  RAW 264.7/pGL2-Neo-miNOS_pro11 세포를 60 mm dish
에서 24시간 동안 배양하였다. 배지를 제거하고 배양 세포
를 PBS로 세정한 후 새로운 배지로 교환하였고, LPS (최종
농도 1 μg/mL)를 첨가한 다음 saponin (최종농도 500, 50, 
10, 5, 1, 0.5, 0.1 μg/mL) 혹은 적송잎 추출물 (최종농도 500, 
50, 5, 0.5 μg/mL)을 PBS에 용해 및 희석하여 5 µL씩 처리하
였고, 대조군으로 동량의 PBS를 처리하여 37℃, 5% CO2에서 
24시간 동안 배양하였다.
  세포 추출물의 luciferase 활성 측정은 luciferase assay 
kit (Promega, WI, USA)를 사용하여 제조사의 manual을 
토대로 행하였으며, TD-20/20 luminometer (Turner Design, 
Sunnyvale CA, USA)를 이용하여 측정하였다. 모든 luciferase 
활성측정 결과는 BCA protein assay reagent (Pierce, Rockford, 
IL, USA)로 측정한 세포 추출물의 단백질 함량으로 표준
화하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. iNOS 발현 검출 리포터 플라스미드의 구축
추출물의 iNOS 발현 저해효과의 검증을 위하여 iNOS 발

Fig. 1. Construction of a luciferase reporter plasmid for stable 
transfection. A 2720 bp SacI-BamHI fragment which contains the 
luciferase gene was inserted into the corresponding sites of 
pDsRed1-1 yielding pGL2-Neo. Ampr; ampicillin resistance gene, 
luc; luciferase gene, SV40 poly A; SV40 polyadenylation signal, 
Psv40; SV40 early promoter, DsRed1; Discosoma sp. human codon- 
optimized red fluorescent protein gene, Kanr/Neor; kanamycin/ 
neomycin resistance gene, pUC ori; pUC plasmid replication origin, 
f1 ori; f1 single-strand DNA origin.

현 검출 리포터 플라스미드를 구축하였다. 먼저, stable 
transfection이 가능한 리포터 플라스미드를 구축하기 위하
여 pGL2-basic을 제한효소로 처리하여 얻어진 luciferase 
유전자를 포함하는 2.7 kb의 유전자 단편을 kanamycin 저항
성 유전자를 가진 pDSRed1-1에 ligation시켰으며, G418 처리
에 의해 transfection된 세포의 선별이 가능한 구축된 리포
터 플라스미드를 pGL2-Neo로 명명하였다 (Fig. 1). RAW 
264.7 세포로부터 genomic DNA를 추출하고 생쥐 iNOS 
프로모터 영역을 포함하는 1.7 kb의 유전자 단편을 증폭한 
후, 리포터 플라스미드 pGL2-Neo에 삽입하여 최종적으로 
stable transfection이 가능한 iNOS 발현 검출 리포터 플
라스미드 pGL2-Neo-miNOS_pro11를 구축하였다. 구축된 
pGL2-Neo-miNOS_pro11을 제한효소 XhoI과 HindIII로 
처리한 후 agarose gel에서 확인 한 결과, 1.7 kb의 iNOS 
프로모터 유전자 단편을 확인할 수 있었다 (Fig. 2).

Fig. 2. Confirmation of an iNOS promoter-luciferase reporter 
plasmid pGL2-Neo-miNOS_pro11 by restriction enzyme. pGL2- 
Neo-miNOS_pro11 was digested by restriction enzymes XhoI and 
HindIII and a 1753 bp mouse iNOS promoter fragment and a 6820 
bp pGL2-Neo fragment were confirmed. 

3.2. iNOS 발현 검출을 위한 세포주 확립
LPS에 의해 유도되는 iNOS의 발현을 억제하는 물질의 신속
하고 용이한 활성 검증을 위하여 iNOS 발현 검출 리포터 
플라스미드를 stable transfection시킨 RAW 264.7 세포주를 
확립하였다. RAW 264.7 세포에 iNOS 발현 검출 리포터 
플라스미드 pGL2-Neo-miNOS_pro11를 transfection시킨 
후, G418 처리에 의해 리포터 플라스미드가 세포 유전체에 
삽입된 세포주를 확립하였으며, 이를 RAW 264.7/pGL2- 
Neo-miNOS_pro11로 명명하였다.
  확립된 in vitro iNOS 발현 검출 시스템의 LPS에 의한 
발현 유도 및 면역 활성 표준물질에 의한 발현 저해효과를 
saponin으로 검증하였다. Saponin은 인삼, 도라지, 콩 등에 
많이 함유되어 있으며, 면역증강 효과 자양강장, 항산화 활성 
및 항암활성 등에 관한 연구결과가 보고되고 있다 [21-23]. 
RAW 264.7/pGL2-Neo-miNOS_pro11 세포를 배양하고 여
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기에 염증유발물질인 LPS를 처리하여 iNOS 발현을 유도한 
후 면역 활성이 뛰어난 것으로 알려진 saponin을 처리하여 
활성을 측정한 결과, LPS 만을 처리하여 iNOS 발현을 유도
시킨 대조군에 비해 saponin을 최종농도 500과 50 μg/mL
로 처리하였을 때 iNOS 발현이 각각 97과 88% 저해되었고, 
0.5와 0.1 μg/mL의 농도로 처리하였을 때에도 각각 14와 
6% 저해되는 것을 확인하였다 (Fig. 3). 이 결과로 LPS에 
의해 유도된 iNOS의 발현이 saponin 농도에 의존적으로 
저해되는 것을 확인할 수 있었고, 본 연구로 개발된 in vitro 
iNOS 발현 검출 시스템은 면역 활성물질의 활성 검증에 활용
이 가능할 것으로 판단되었다.

Fig. 3. Evaluation of the developed in vitro detection system for 
supression of iNOS expression. RAW 264.7/pGL2-Neo-miNOS_pro11 
cells were exposed with LPS (final concentration 1 μg/mL) and 
then treated with indicated concentrations of saponin. Luciferase 
activity was measured using a luciferase assay kit and normalized to 
the protein concentration of cell lysates. The values were expressed 
a percentage of maximum activity in the culture treated with LPS 
alone. Means ± SEM for three plates are shown. 
*ANOVA p < 0.0001 compared with LPS alone (blank).

3.3. In vitro iNOS 발현 검출 시스템을 이용한 적송잎 추출
물의 LPS 유도성 iNOS 발현 저해효과 검증
RAW 264.7/pGL2-Neo-miNOS_pro11 세포에 LPS를 처리
하여 iNOS 발현을 유도한 후 적송잎 추출물을 처리하여 
활성을 측정한 결과, LPS 만을 처리하여 iNOS 발현을 유도
시킨 대조군에 비해 적송잎 추출물을 최종농도 500 μg/mL
를 처리하였을 때 iNOS 발현이 92% 저해되었고, 50 μg/mL
의 농도로 처리하였을 때에도 88% 저해되어 saponin과 비슷
한 iNOS 저해활성을 보였다 (Fig. 4). 한편, 적송잎 추출물
을 최종농도 5 μg/mL 이하로 처리하였을 때에는 LPS 유도
성 iNOS 발현을 거의 저해하지 못하는 것으로 나타났
다 (Fig. 4). 이 결과로, 최종농도 500~50 μg/mL의 솔잎 추출
물은 LPS 유도성 iNOS 발현을 효과적으로 저해할 수 있는 
것을 확인할 수 있었다. Yoon 등은 솔잎 추출물이 대조군
에 비해 2.5배의 높은 장관면역 활성을 나타내므로 솔잎추
출물의 기능성 소재로서의 가능성을 제시하였으며, Choi 등
은 솔잎 추출물이 LPS/IFN-γ-stimulated microglia에서 NO 
생산을 억제한다고 보고하였다 [24,25]. 본 연구의 결과로 
솔잎 추출물이 iNOS의 활성을 저해하는 것으로 판단되었다.

Fig. 4. Verification of suppressive effect of pine needle extract on 
LPS-induced iNOS expression using the in vitro detection system. 
RAW 264.7/pGL2-Neo-miNOS_pro11 cells were exposed with 
LPS (final concentration 1 μg/mL) and then treated with indicated 
concentrations of pine needle extract. Luciferase activity was 
measured using a luciferase assay kit and normalized to the protein 
concentration of cell lysates. The values were expressed a percentage 
of maximum activity in the culture treated with LPS alone. Means 
± SEM for three plates are shown. 
*ANOVA p< 0.0001 compared with LPS alone (blank).

  본 연구로 LPS 유도성 iNOS 발현을 신속하고 용이하게 
검증할 수 있는 in vitro iNOS 발현 검출 시스템을 확립하였
으며, LPS 유도성 iNOS 발현을 효과적으로 저해하는 활성
성분이 적송잎 추출물에 포함되어 있음을 검증할 수 있었
다. 따라서, 개발된 in vitro iNOS 발현 검출 시스템은 다양
한 기능성 추출물의 신속한 활성 검증에 활용이 가능할 것
으로 사료된다. 또한, iNOS 발현 저해활성을 나타내는 적
송잎 추출물에 대한 추가적인 연구를 통해 NOS 과다발현
으로 인한 류마티스 관절염, 다발성 경화증 등의 만성염증
질환과 퇴행성 뇌신경 질환을 예방할 수 있는 기능성 면역 
활성 소재로의 개발이 가능할 것으로 기대된다. 본 연구진
이 보고한 적송잎 추출물의 항산화 활성 및 항균활성 [18,19]
과 함께 본 연구에서 보고되는 적송잎 추출물의 iNOS 발
현 저해활성 연구결과가 더해지면 적송잎 추출물을 이용한 
건강식품개발과 고기능성 소재로의 활용할 수 있을 것으
로 기대된다.

4. 결론

본 연구는 우리나라에서 전통 의약품으로 널리 사용되어 
온 적송잎 추출물이 lipopolysaccharide (LPS)에 의해 유도
되는 inducible nitric oxide synthase (iNOS) 발현에 대한 
저해효과를 검증하고자 하였다. 이를 위하여 iNOS 프로
모터-루시퍼라제 리포터 플라스미드로 RAW 264.7 세포를 
stable transfection시켜 RAW 264.7/pGL2-Neo-miNOS_pro11 
세포를 제작하였고, 생성된 in vitro 검출시스템의 효용성은 
LPS 처리 후에 생성되는 iNOS 발현이 0.1~500 μg/mL 범위
의 saponin 농도에 의존적으로 감소하는 것으로 검증하였
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다. 적송잎 추출물은 500과 50 μg/mL의 농도에서 LPS에 
의해 유도된 iNOS 발현을 각각 92와 88% 감소시켰다. 본 
연구결과로 개발된 in vitro 검출 시스템은 iNOS 발현을 저해
하는 물질을 검증하는데 이용이 가능할 것이며, 적송잎 추출
물은 기능성 식품 개발에 사용이 가능할 것으로 기대된다. 
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