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서  언

염증이란 여러 자극에 의해 손상된 조직을 복구 및 재생하기 

위해 일어나는 필수적인 생체 내 방어기전으로 다양한 병리 및 

생리학적인 반응에 중요한 역할을 한다(Lee et al., 2006, Wang 

et al., 2018). 염증인자들은 염증성 질환을 일으키는 것만 아니

라 주변 조직의 손상과 함께 생체기능에 이상 또는 심각하게는 

관절염, 퇴행성 뇌질환, 암과 같은 질병으로 이어져 만성질환을 

유발하기도 한다(Atreya and Neurath, 2005; Rabson et al., 

2005). 염증이 발현되는 신호경로는 nuclear factor-κB (NF-κB)

와 c-Jun NH2-terminal kinase (JNK), extracellular signal- 

regulated kinase (ERK), p38을 포함한 mitogen activated pro-

tein kinase (MAPK)가 중요한 역할을 한다(Guha et al., 2001). 

현재 사용되고 있는 대부분의 항염증제는 장기로 복용할 경우 

혈압상승, 신장기능 저하, 위장관 궤양 등의 부작용과 함께 혈

전형성, 심근경색 등 순환계 질환도 유발할 수 있다고 보고되었

다(Boumpas et al., 1993). 이러한 이유 때문에 최근에는 부작

용이 적으면서 자연에 서식하고 있는 천연물 소재를 이용하여 여

러 질환의 치료제 개발에 관심이 높아지고 있는 추세이다.

망개나무[Berchemia berchemiaefolia (Makino) Koidz.]는 

갈매나무목(Rhamnales) 갈매나무과(Rhammaceae) 먹넌출속

(Berchemia)의 낙엽교목으로 국내에서는 1935년 충북 속리산 

계곡에서 처음 발견되었으며, 일본에서도 비교적 넓게 분포하

는 것으로 알려져 있다(Chang et al., 2005 ; Lee et al., 2005). 

Chi (1998)는 망개나무 뿌리가 중국에서 암 치료에 시험적으로 
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쓰이고 있는 식물자원으로 언급한 바 있으며, 염증 억제에 대한 

효능을 보고하였고, 망개나무 뿌리 추출물의 항비만 및 비알코

올성 지방간에 미치는 효과와 잎, 가지, 열매 등 부위별 추출물

의 항산화 활성 및 면역조절에 관한 연구가 보고되어 있지만

(Choi et al., 2015; Eo et al., 2020; Jin et al., 2014), 분자세포

생물학적 작용기전에 대한 연구는 미비한 실정이다. 따라서 본 

연구에서는 부작용의 우려가 적은 천연 유래 소재인 망개나무 

추출물의 항염증 활성 및 작용기전을 구명하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료

마우스 대식세포 RAW264.7 배양을 위해 사용된 배지인

(DMEM)/F-12 1 : 1 +2.50 mM L-Glutamine, + 15mM HEPES 

buffer medium (DMEM/F-12)는 Lonza (Hyclone, USA)에서 

구매하였다. Lipopolysaccharide (LPS)는 Sigma Aldrich (St. 

Louis. MO, USA)에서 구매되었으며, western blot의 분석을 

위한 항체 IκB-α, p-ERK1/2, total-ERK1/2, p-p38, total- 

p38, p-JNK, total-JNK 및 β-actin은 Cell Signaling Tech-

nology (Danvers, MA, USA)에서 구매하였다. 

추출물 제조

본 연구에서 사용된 시료인 망개나무는 2018년 8월에 괴산에

서 수집하였으며, 확증표본은 국립산림과학원 산림약용자원연

구소에서 보관하고 있다(표본번호: FMCBrGS-1808-1-3). 수

집된 망개나무는 부위별(잎, 가지, 열매)로 분리 후, 동결 건조

하여 각 시료 20 g에 70% 에탄올 400 mL 가하여 상온에서 48시

간 교반하여 추출하였다. 추출 후 filter paper (No. 2, Whatman 

Co., Maidstone, England)에서 여과하였으며, 40℃ 이하의 중

탕에서 감압 환류 냉각장치 (EYELA, Tokyo, Japan)로 농축하

고 동결건조를 실시하였다. 완성된 시료 추출물[망개나무 잎 추

출물(BBK-L), 가지 추출물(BBK-B), 열매 추출물(BBK-F)]은 

dimethyl sulfoxide (DMSO)에 용해하여 실험에 사용하였다.

RAW264.7 세포배양

본 연구에서 사용된 마우스 대식세포 RAW264.7은 한국세포

주은행에서 분양받아 실험에 사용하였다. RAW264.7은 10% 

fatal bovineserum (FBS)를 첨가한 100 U/mL penicillin 100 ㎍

/mL streptomycin이 포함된 DMEM/F-12 배지로 5% CO2를 함

유한 37% 배양기(Thermo, Germany) 에서 배양하였다. 세포는 

2 ~ 3일에 한 번 계대하여 사용하였다.

Nitric oxide (NO) 측정

NO 측정은 Namkoong et al. (2015)의 방법을 응용하여 측정

하였다. 마우스 대식세포 RAW264.7을 12 well plate에 분주하

고 24시간 동안 배양하였다. 24시간 후 망개나무 추출물을 0, 

12.5, 25, 50 ㎍/mL 농도로 처리하고 6시간 동안 배양하였다. 

6 시간 후 LPS를 1 ㎍/mL의 농도로 처리하고 18시간 배양하였

다. Nitric oxide의 측정은 Griess reagent system (Sigma- 

Aldrich, St. Louis, MO, USA)을 이용하여 측정하였다.

SDS-PAGE 및 western blot 분석

망개나무 샘플이 처리된 세포에서 단백질을 추출하기 위해

서 세포를 1 × phosphate-buffered saline (PBS)로 2회 세척한 

후, radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer (Boston 

Bio Products, Ashland, MA, USA)에 protease inhibitor cocktail 

(Sigma-Aldrich Co., St. Louis,MO, USA)와 phosphatase in-

hibitor cocktail (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 

포함하여 lysis시켜 단백질을 얻었다. Bicinchoninic acid (BCA) 

protein assay (Pierce Biotechnology Inc., Waltham, MA, 

USA)로 단백질 정량 후, 동일량의 단백질을 10% SDS-acrylamide

에 loading하고 NC membrane (GE Helthcare life science, 

Germany)에 이동시킨 후 5% non-fat dry milk로 상온에서 1시

간 동안 blocking하였다. 1시간 후, 1차 항체를 5% non-fat 

milk에 용해 후 4℃에서 14시간 동안 반응시키고 membrane을 

0.05% tween-20이 포함된 tris-buffered saline (1 × TBS-T)

으로 5분간 3회씩 세척하였다. 그 후 membrane에 2차 항체를 

5% non-fat milk에 용해하여 1시간 처리하였고, TBS-T로 5분

간 3회씩 세척 한 후 ECL western blotting substrate (Amersham 

Biosciences Co., Little Chalfont, England)를 이용하여 단백질

을 확인하였다. 

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)

Total RNA 추출은 망개나무 잎(BBK-L)을 처리한 마우스 대

식세포 RAW264.7에 RNeasy Mini kit (QIAGEN GmbH., 

Hilden,Germany)를 이용하여 수행하였으며, cDNA는 1 ㎍의 

total RNA를 Verso cDNA kit (Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, MA, USA)를 이용하여 제조되었다. PCR은 PCR 

master mix kit (Promega Co., Madison, WI, USA)를 이용하여 

수행하였고, 사용된 primer는 Table 1과 같다. PCR을 통하여 만
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들어진 DNA의 양을 확인하기 위해 1% agarose gel에 Safe 

shine green으로 염색하고 loading하여 전기영동으로 분리하

였다. 이를 gel documentory system으로 확인(Biorad, Chemidoc, 

MP imaging system, USA)하였으며, housekeeping 유전자인 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 유전

자를 포함하여 internal control로 사용하였다.

통계분석

모든 결과는 3 회 반복 측정 후 평균 ± 표준편차로 나타내었

고, 처리간 유의성은 Student’s t-test로 검증하여 p-value 값이 

0.05 미만일 때 통계적으로 유의하다고 판정하였다(Microsoft 

Exel 2010, Microsoft, Redmond, WA, USA).

결과 및 고찰

망개나무 추출물의 NO 생성 억제능

망개나무 추출물의 항염증 활성을 확인하기 위해 잎(BKK-L), 

가지(BBK-B), 열매(BBK-F) 등 부위별 추출물의 NO 생성 억제

능(%)을 측정한 결과, BBK-L에서 가장 높은 NO 생성 억제 효과

를 나타냈다(Fig.1A). 따라서, 활성이 가장 높았던 BBK-L 추출

물을 시료로 사용하였고 농도별(0, 12.5, 25, 50 ㎍/mL)로 처리

하였을 때 농도가 높아짐에 따라 NO의 생성이 감소하는 것을 확

인할 수 있었다(Fig. 1B). 또한 BBK-L 추출물의 처리 농도에서 

세포독성을 나타내지 않는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 1C). 대

식세포는 면역체계에 있어 면역기능과 염증반응을 조절하는 중

요한 역할을 담당하고 있으며, 과도한 NO의 증가는 염증성 질

환을 발생시키며, 세포와 조직에 산화적 손상을 일으켜 유전자 

변이, 신경 손상 등을 초래하기 때문에 NO 생성의 억제는 염증 

관련 질환의 발병을 저해할 수 있는 방법으로 알려져 있다(Sim 

et al., 2017). 이러한 연구 결과를 통해 BBK-L 추출물은 농도 

의존적으로 과도한 NO의 생성을 억제함으로써 염증반응을 조

절한다고 보인다.

iNOS, COX-2, IL-1β, TNF-α 및 IL-6 발현 억제

BBK-L 추출물이 iNOS, COX-2, TNF-α, IL-1β 및 IL-6 의 

생성에 미치는 영향을 평가한 결과(Fig. 2), BBK-L 추출물이 

처리되지 않은 세포에서는 LPS에 의해 iNOS, COX-2 TNF-α, 

IL-1β 및 IL-6에서 mRNA의 발현이 증가 되었지만, BBK-L의 

농도가 증가할수록 mRNA 발현을 유의성 있게 억제하였다. 대

식세포인 RAW264.7에 LPS로 자극을 주면 iNOS가 발현되면서 

다량의 NO를 생성하여 염증반응을 일으키고, TNF-α, IL-1β 및 

IL-6와 같은 전 염증성 cytokine의 발현이 과도하게 유도되어 

COX-2 유전자의 발현을 자극하여 prostaglandin2 (PGE2) 등의 

염증인자들을 생성시킨다고 알려져 있다(Guzik et al., 2003; 

Shin et al., 2012). 이러한 연구 결과는 BBK-L 추출물이 iNOS, 

COX-2, TNF-α, IL-1β 및 IL-6의 mRNA 발현 억제를 통하여 

과도한 면역반응을 조절하는 것으로 나타났다.

망개나무 잎 추출물의 NF-κB의 활성 억제 효과

BBK-L 추출물의 NF-κB 활성화 억제 효과를 평가한 결과, 

BBK-L 추출물을 농도 (12.5, 25, 50 ㎍/mL) 의존적으로 IκB-α

의 분해 및 인산화를 억제하였다(Fig. 3A, B). 또한, NF-κB의 

p65 핵 내 전이에 미치는 영향을 평가한 결과, BBK-L 추출물은 

농도 의존적으로 핵 내 p65를 감소하는 경향을 보였다(Fig. 3C). 

LPS 자극에 의해 세포질 내에서 IκB가 인산화되면 IκB와 결합

하고 있던 p65가 핵 안으로 이동하여 전사인자로써 작용하게 되

므로 여러 염증성 사이토카인과 염증인자들의 발현을 유도하여 

p65의 인산화가 세포질에서 핵으로의 이동을 조절하기 때문에 

p65 인산화 저해는 NF-κB 활성 억제와 연관이 있는 것으로 알

려져 있다(Hsieh et al., 2011; Kim et al., 2020; Moynagh, 2005). 

Table 1. Sequence of oligonucleotide primers used for RT-PCR

Gene name Sequence

iNOS z
Forward : 5’-aatggcaacatcaggtcggccatcact-3’

Reverse : 5’-gctgtgtgtcacagaagtctcgaactc-3’

COX-2 y
Forward : 5’-ggagagactatcaagatagt-3’

Reverse : 5’-atggtcagtagacttttaca-3’

IL-1β x
Forward : 5’-acctgtcctgtgtaaatgaaagacg-3’

Reverse : 5’-ttggtattgcttgggatcc-3’

TNF-α w
Forward : 5’-tccaggcggtgcctatgt-3’

Reverse : 5’-cgatcaccccgaagttcagt-3’

IL-6 v
Forward : 5-gaggataccactcccaacagacc-3’

Reverse : 5’-aagtgcatcatcgttgttcataca-3’

GAPDH u
Forward : 5’-ggcatggccttccgtgt-3’

Reverse : 5’-ggtttctccaggcggca-3’
ziNOS : inducible nitric oxide synthase.
yCOX-2 : cyclooxygenase-2.
xIL-1β : interleukin-1β.
wTNF-α : Tumor necrosis factor-α.
vIL-6 : interleukin-6.
uGAPDH : glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
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따라서 BBK-L 추출물은 IκB-α의 인산화 및 분해를 억제하고, 

p65 핵 내 전이를 억제하여 항염증 효과를 나타내는 것으로 나

타났다. 

망개나무 잎 추출물의 MAPK의 활성 억제 효과

MAPK의 활성화는 각각 인산화를 통해 이루어지며 LPS에 의

해 유도된 RAW264.7 세포에서 BBK-L 추출물로부터 MAPK의 

Fig. 1. Inhibitory effect of the extracts from leaves (BBK-L), branches (BBK-B) and fruits (BBK-F) of BBK against NO production 

in LPS-stimulated RAW264.7 cells. (A) RAW264.7 cells were pretreated with BBK-L, BBK-B and BBK-F for 6 hours and then 

co-treated with LPS (1 ㎍/mL) for 18 hours. (B) RAW264.7 cells were pretreated with BBK-L (0, 12.5, 25 and 50 ㎍/mL) for 6 hours 

and then co-treated with LPS (1 ㎍/mL) for 18 hours. NO production was measured by Griess assay. (C) RAW264.7 cells were 

treated with BBK-L for 24 h. Cell viability was measured using MTT assay. #p < 0.05 compared to the cells without the treatment, 

and *p < 0.05 compared to the cells treated with LPS alone. 

Fig. 2. Effect of BBK-L on the expression of iNOS, COX-2, TNF-α, IL-1β and IL-6 in LPS-stimulated RAW264.7 cells. RAW264.7 

cells were pre-treated with BBK-L for 6 hours and then co-treated with LPS (1 μg/mL) for 18 hours. For RT-PCR analysis, total 

RNA was prepared. GAPDH was used as internal control for RT-PCR. #p < 0.05 compared to the cells without the treatment, and *p

< 0.05 compared to the cells treated with LPS alone. 
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인산화를 조절하는지 평가하기 위해서 농도별(0, 12.5, 25, 50 

㎍/mL)로 처리한 결과, p38은 인산화 억제 활성이 없는 것으로 

나타났으나 ERK1/2, JNK의 인산화는 BBK-L 추출물에 의해

서 억제되는 것을 확인하였다(Fig. 4). MAPK는 세포의 성장과 

분화, cytokine과 스트레스에 대한 세포 반응의 조절에 중요한 

역할을 한다고 알려져 있다(Ilorton et al., 1999). MAPK의 종류

에는 p38, ERK1/2, JNK가 있으며 이들은 LPS에 의해 자극된 

대식세포에서 염증 매개체의 합성과 분비를 조절하는데 관여하

고 있다(Coskun et al., 2011; Zhang et al., 2014). 따라서 BBK 

-L 추출물은 ERK1/2, JNK의 인산화 조절을 통해 MAPK 활성

을 저해함으로써 항염증 활성이 있다고 판단된다.

적  요

본 연구는 망개나무 추출물의 항염증 효과를 구명하기 위하

여 수행되었다. 망개나무를 이용한 다양한 기능성 연구가 진행

되고 있으나 망개나무 항염증에 대한 연구는 과학적 근거가 부

족한 실정이다. 따라서 망개나무 잎(BBK-L) 추출물이 마우스 

대식세포인 RAW264.7 세포에서 LPS에 의한 염증반응에 미치

는 영향을 평가하였다. LPS로 유도된 마우스 대식세포 RAW264.7

에 BBK-L 추출물을 농도별로 처리하였을 때, NO 생성량과 만

성염증 유발인자인 iNOS, COX-2, IL-1β, TNF-α 및 IL-6 발

현 감소를 확인하였으며, NF-κB 및 MAPK의 인산화를 억제하

Fig. 3. Effects of BBK-L on NF-κB signaling activation in LPS-stimulated RAW264.7 cells (A) RAW264.7 cells were pretreated 

with BBK-L (0, 12.5, 25, 50 μg/mL) for 6 hours and then co-treated with LPS (1 μg/mL) for 40 minutes. (A and B) RAW264.7 cells 

were pretreated for 6 hours with the indicated concentrations of BBK-L (12.5, 25, 50 μg/mL) and than co-treated LPS (1 μg/mL) 

treatment for 40 minutes. (C) RAW264.7 cells were pre-treated with BBK-L (0, 12.5, 25, 50 μg/mL) for 40 minutes. After the 

treatment, the cytosol and nucleus were prepared. For Western blot analysis, the cell lysates were subjected to SDS-PAGE and the 

Western blot was performed using antibodies against IκB-α and p-IκB-α and nucleus p65. β-actin was used as a internal control. #p

< 0.05 compared to the cells without the treatment, and *p < 0.05 compared to the cells treated with LPS alone.

Fig. 4. Effects of BBK-L on MAPK signaling activation in LPS-stimulated RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were pretreated with 

BBK-L (0, 12.5, 25, 50 μg/mL) for 6 hours and then co-treated with LPS (1 μg/mL) for 40 minutes. For western blot analysis, the cell 

lysates were subjected to SDS-PAGE and the western blot was performed using antibodies against p-p38, total-ERK1/2, p-ERK1/2, 

total p-38, p-JNK and total-JNK. #p < 0.05 compared to the cells without the treatment, and *p < 0.05 compared to the cells treated 

with LPS alone.
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는 것을 확인하였다. 이러한 연구결과를 토대로 BBK-L 추출물

이 만성 염증질환의 예방과 치료 또는 기능성 소재로 활용될 수 

있는 기초적인 정보를 제공할 수 있을 것으로 사료된다.

사  사

본 연구는 국립산림과학원 산림약용자원연구소 석･박사연

구원십의 지원과 ‘갈매나무과 식물의 항염증 물질 탐색 및 약리

기전 연구(과제번호: FP0400-2019-01)’에 의해 이루어진 것으

로 이에 감사드립니다.

Conflicts of Interest 

The authors declare that they have no conflict of interest. 

References

Atreya, R. and M.F. Neurath. 2005. Involvement of IL-6 in the 

pathogenesis of iflammatory bowel disease and colon cancer. 

Clin. Rex. Allergy Immunol. 28:187-196.

Boumpas, D.T., G.P. Chrousos and R.L wilder. 1993. Gluco-

corticoid therapy for immune mediated disease: Casic and 

clinical correlates. Ann. Intern. Med. 119:1198-208.

Chang, C.S., H.S. Lee, T.Y. Park and H. Kim. 2005. Recon-

sideration of rare and endangered plant species in Korea 

based on the IUCN red list categories. Korean J. Ecology 

28:305-320.

Chi, H.J. 1998. Anticancer herb from Korean medicinal plants. 

Korean J. Plant Res. 2:1-17.

Choi, S.C., M.H. Joo and G.H. Lee. 2015. The influence of 

Korean Berchemia berchemiaefolia (Makino) Koidz extract 

on nonalcoholic hepatic steatosis in rats. AJMAHS 5:131-142. 

Coskun, M., J. Olsen, J.B. Seidelin and O.H Nielsen. 2011. 

MAP kinases in inflammatory bowel disease. Clin. Chim. Acta. 

412(7-8):513-520.

Guha, M. and N. Mackman. 2001. LPS induction of gene 

expression in human monocytes. Cell Signal. 13(2):85–94.

Guzik, T.J., R. Korbut and T. Adamek-Guzik. 2003. Nitric 

oxide and superoxide in inflammation and immune regulation. 

J. Physiol. Pharmacol. 54:469-487.

Hsieh, C.Y., M.J. Hsu, G. Hsiao, Y.H. Wang, C.W. Huang, S.W. 

Chen, T. Jaya-kumar, P.T. Chiu, Y.H. Chiu and J.R. Sheu. 

2011. Andrographolide enhances nuclear factor-kB subunit 

p65 Ser 536 dephosphorylation through activation of protein 

phosphatase 2A in cascular smooth muscle cells. J. Biol. Chem. 

286:5942-5955.

Ilorton, J.K., A.S. Williams, Z. Smith-Philips, R.C. Martin and 

G. O’Beirne. 1999. Intracellular measurement of prostaglandin 

E2 : Effects of anti-inflammatory drugs on cyclooxygenase 

activity and prostanoid expression. Anal. Biochem. 271:18-28.

Jin, B.M., G.H. Lee and K.Y. Hyun. 2014. Antidepressant-like 

effects of Berchemia berchemiaefolia via NF-κB signal 

transduction in rat models of depression. AJMAHS 4(2):79-90. 

Kim, J.D., S.B. Park, H.J. Eo, G.H. Park and J.B. Jeong. 2020. 

Induction of apoptosis by Sageretia thea branch extracts 

through activation of NF-κB signaling pathway in human 

colorectal cancer cells. Korean J. Plant Res. 33(5):428-435.

Lee, H. J., E.A. Hyun, W.J. Yoon, B.H. Kim, M.H. Rhee, H.K. 

Kang, J.Y, Cho and E.S. Yoo. 2006. In vitro anti-inflammatory 

and anti-oxidative effects of Cinnamomum camphora extracts. 

J. Ethnopharmacology 103:208-216.

Lee, J.H., C.W. Yun and S.C. Hong. 2005. Community and 

population structure of Berchemia berchemiaefolia Forest. 

Korean J. For. Soc. 94(4):269-274.

Moynagh, P.N. 2005. The NF-kappa B pathway. J. Cell Sci. 

118:4589-92.

Namkoong, S., S.A. Jang, E.H. Sohn, J.P. Bak, E. Sohn, H.J. 

Koo, W.J. Yoon, J.E. Kwon, Y.J. Jeong, X. Meng, H.S. Han 

and S.C. Kang. 2015. Comparative study of Litsea japonica 

leaf and fruit extract on the anti-inflammatory effects. Korean 

J. Plant Res. 28(2):145-152.

Rabson, A., I.M. Roitt and P.J. Delves. 2005. Really Essential 

Medical Immunology. Blackwell Publishing Ltd., Hoboken, 

NJ (USA). pp. 1-14.

Shin, J., S., J.M. Kim and W.G. An. 2012. Anti-inflammatory 

effect of red ginseng through regulation of MAPK in 

lipopolysaccharide-stimulated RAW264.7. J. Physiol. Pathol. 

Korean Med. 26:293-300. 

Sim, M.O., H.J. Lee, J.H. Jang, H.E. Lee, H.K. Jung, T.M. Kim, 

J.H No, J. Jung, D.E Jung and H.W. Cho. 2017. Anti- 

inflammatory and antioxidant effects of Spiraea prunifolia 

Sieb. Et Zucc. var. simpliciflora Nakai in RAW 264.7 cells. 

Korean J. Plant Res. 30:335-342.

Wang, Y., J. Xu, Y. Meng, I.M. Adcock and X. Yao. 2018. Role 

of inflammatory cells in airway remodeling in COPD. Int J. 

Chron. Obstruct. Pulmon. Dis. 13:3341-3348. 

Zhang, Y., T. Pizzute and M. Pei. 2014. A review of crosstalk 

between MAPK and Wnt signals and its impact on cartilage 

regeneration. Cell Tissue Res. 358(3):633-649. 

(Received 10 September 2020 ; Revised 27 November 2020 ; Accepted 15 December 2020)




