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Abstract Since the global shock caused by COVID-19, interest

in immune-enhancing materials is rapidly increasing, therefore,

the development of novel materials is necessary from the

industrial and health perspectives. In this study, we selected

Nelumbo nucifera Gaertner Seed Extract (NSE) and evaluated

immune enhancement effect by using RAW 264.7 murine

macrophage cells. NSE significantly up-regulated production of

nitric oxide and reactive oxygen species without affecting cell

viability in RAW 264.7 cells. Additionally, NSE exhibited an

increase of inducible nitric oxide synthase and cyclooxygenase-2

expression in RAW 264.7 cells. The enzyme-linked immuno-

sorbent assay results showed that NSE-treatment significantly

enhanced production of interleukin 6 and tumor necrosis factor-α

in RAW 264.7 cells. Furthermore, we observed that NSE

significantly up-regulated phosphorylation of p65, I kappa B

kinase α/β, and I kappa B (IκB) α as well as down-regulation of

IκB α expression in RAW 264.7 cells. Our findings indicate that

NSE could be the potential health-functional food material with

capacity of improving immunity via Nuclear factor-kappa B

signaling pathway.

Keywords Cytokines · Health functional food · Improving

immunity · Innate immunity · Nitric oxide · Nuclear factor-kappa

B · Reactive oxygen species

서 론

COVID-19 펜데믹(Pandemic)으로 인한 전세계 사망자는 약 600

만 명에 이르며, 확진 이력이 있는 사람들은 다양한 만성질환

이 발병 등으로 심각한 고통을 겪고 있다[1]. 이러한 사회적 배

경에서 건강기능 섭취를 통해 바이러스, 병원성 미생물 등의 병

원체에 대한 인간의 방어 체계 중 하나인 면역력 향상에 대한

사람들의 관심이 증가하고 있다[2]. 다양한 연구진이 면역력 증

강을 위한 신소재 개발 연구를 진행하고 있지만[3], 면역기능

증진 건강기능식품 소재 개발에 대한 연구는 여전히 필요한 실

정이다.

Nuclear factor-kappa B (NF-κB)는 p65와 p50의 이량체로써

거의 모든 동물세포에서 발견되며 스트레스, 중금속(heavy

metal), 자외선(ultraviolet)에 자극에 반응하며, 특히, 감염에 의

한 면역조절에 중추적인 역할을 한다[4-6]. 정상상태에서 NF-κB

는 I kappa B (IκB)와 결합되어 불활성화된 상태로 세포질에

존재한다. 하지만, 외부자극인자에 의해 활성화된 IκB kinase
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(IKK)가 IκB를 인산화하면, IκB는 ubiquitination 과정으로 분해

되고, 핵으로 이동하여 특정 DNA 서열에 결합하여 타깃유전자

의 전사를 개시한다. 면역 세포의 활성화를 수행하는 interleukin

6 (IL-6)와 tumor necrosis factor-α (TNF-α)를 포함한 사이토카

인은 NF-κB의 대표적인 타깃 유전자 중 하나이다. 또한, 다양

한 감염원으로부터 인체를 보호하는 방어작용을 수행하는 nitric

oxide (NO)와 reactive oxygen species (ROS)의 생성에도 관여

한다[7].

연자육(Nelumbo nucifera Gaertner seed, NS)은 연꽃과

(Nelumbonaceae)에 속하는 연꽃의 성숙한 씨앗이다. 연자육은

각종 질병의 예방과 개선에 효과가 있는 것으로 알려져 있으며,

폴리페놀, 단백질, 다당류 등이 풍부하게 함유되어 있다[8-10].

이러한 성분 중에서 nuciferine, pronuciferine, isoliensinine 및

neferine 과 같은 bisbenzylisoquinoline alkaloids가 주요 화합물

이며, 고혈압 예방, 당뇨병 예방, 피로회복 및 혈관 건강 개선

등 다양한 약리학적 특성을 가지고 있다고 보고 되고 있다[11].

하지만, 연자육이 면역증진 효능과 NF-κB 활성에 미치는 영향

에 대한 구체적인 연구결과는 보고 된 바 없다.

본 연구에서, 연자육 추출물(Nelumbo nucifera Gaertner

seed extract, NSE)이 IKK와 IκB의 인산화를 증가시키고 p65의

활성을 촉진하여 NO, ROS 및 IL-6와 TNF-α의 생산을 증가시

킬 수 있는 잠재적 면역 강화 건강기능식품 소재가 될 수 있음

을 나타내었다.

재료 및 방법

재료 및 시약

Dulbecco’s Modified Eagle’s 배지(DMEM), 항생제(penicillin/

streptomycin solution), 소태아혈청(fetal bovine serum, FBS)은

Thermo Scientific HyClone (Logan, UT, USA)으로부터 구입

하였다. Western blot 실험에 사용하기 위한 β-actin 1차 항체는

Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였으며,

inducible nitric oxide synthase (iNOS), IκB kinase α (IKKα),

phospho-IKKα/β (Ser176/180), NF-κB p65, phospho-NF-κB

p65 (Ser536), IκBα, phospho-IκB-α (Ser32) 1차 항체는 Cell

Signaling Technologies (Danvers, MA, USA)에서 구입하였다.

Peroxidase가 결합된 Pierce Goat Anti-Rabbit IgG, (H+L),

Pierce Goat Anti-Mouse IgG, (H+L) 2차 항체는 Thermo

Fisher Scientific Inc. (Eugene, OR, USA)에서 구입하였다.

시료 준비 및 추출

연자육은 경상북도에서 생산 및 판매하는 분말을 연의하루(Gumi,

Korea)에서 구입하여 원료로 사용하였다. 연자육 분말과 3차 증

류수, 50% 주정을 1:30의 비율로 각각 혼합한 후 항온수조(VS-

1205SW1, Shaking water bath, Vision scientific, Bucheon, Korea)

에서 80 oC, 4시간 추출한 후 8,000 rpm 30분간 원심분리(CR22N,

Eppendorf Himac Technologies Co., Ltd., Tokyo, Japan) 하였

다. 원심분리한 상등액을 40 oC에서 농축(RKTS-22060-SNN,

Genevac Ltd. Philadelphia, PA, USA)한 후 동결건조(FDU-

7024, Operon co. Gimpo, Korea)하여 시료로 사용하였다. 증류

수와 50% 주정 추출물의 수율은 각각 33.00, 21.06%였다.

세포 배양

RAW 264.7 대식세포는 한국세포주은행(KCLRF, Korean Cell

Line Research Foundation, Seoul, Korea)에서 구입하여 10%

FBS와 1% 항생제(100 U/mL penicillin과 100 μg/mL streptomycin)

를 함유한 DMEM를 이용해 배양하였다. 세포는 37 oC의 온도

및 5% CO2 조건에서 배양하였다.

세포 독성 평가

NSE에 대한 RAW 264.7 대식세포의 독성을 평가하기 위해

MTT assay를 실행하였다. RAW 264.7 대식세포를 3×105 cells/

mL 농도로 96 well plate에 100 μL 분주하여 37 oC의 온도 및

5% CO2 조건에서 24시간 배양하였다. 24시간 배양한 세포에

NSE를 농도별(50, 100 μg/mL)로 처리한 후 24시간 동안 배양

하였다. 배양된 세포는 5 mg/mL의 Thiazolyl Blue Tetrazolium

bromide (MTT) 시약(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)을

96 well plate에 10 μL 분주하여 4시간 배양하였다. 4시간 배양

한 96 well plate의 상층액 80 μL를 제거하고 생성된 formazan

crystal을 Dimethyl sulfoxide (Sigma Aldrich)를 100 μL 분주

하여, 96 well plate를 은박지에 감싸 15분, 100 rpm으로

shaking 하여 녹여주었다. microplate reader (Bio-Rad Inc.,

Hercules, CA, USA) 를 사용하여 550 nm에서 흡광도를 측정하

였다[12].

Nitric Oxide 측정

Nitrite (NO2
−)의 생산은 Griess 시약과의 비색분석을 이용하여

측정하였다. RAW 264.7 대식세포 3×105 cells/mL 농도로 96

well plate에 100 μL 분주하여 37 oC, 5% CO2 조건에서 배양

하였다. 24시간 배양한 세포에 NSE를 농도별(50, 100 μg/mL)로

처리한 후 24시간 배양하였다. 각 군별 세포 상층액 100 μL와

동량의 Griess 시약(0.2% N-(1-naphthyl)-ethylenediaminedihydro-

chloride (NED)과 5% phosphoric acid 속 1% sulfanilamide)

을 가하고, 15분 배양 후 microplate reader기(Bio-Rad Inc.)를

사용하여 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. Sodium nitrite를 농

도별로 용해하여 NO의 표준곡선으로 사용하였다[12].

ROS 생성 평가

RAW 264.7 대식세포에서 ROS의 생성을 측정하기 위해

DCFH-DA assay를 이용하였다. RAW 264.7 대식세포 2×105

cells/mL 농도로 96 well plate에 200 μL 분주하고 37 oC의 온

도 및 5% CO2 조건에서 24시간 배양하였다. 24시간 배양한 세

포에 NSE를 농도별(50, 100 μg/mL)로 처리한 후 24시간 배양

하였다. PBS로 1번 세척한 후, 빛을 차단한 상태에서 DCFH-

DA를 Serum free media에 20 μM로 희석하여 200 μL 분주하

고 30분간 반응시켰다. PBS로 2번 세척한 후, microplate

fluorometer (Molecular Device, San Jose, CA, USA)를 사용

하여 흡광도를 측정하였다[13,14].

사이토카인 생성 평가

RAW 264.7 대식세포에서 사이토카인(IL-6, TNF-α)의 생성을

측정하기 위해 sandwich ELISA assay를 이용하였다. RAW

264.7 대식세포 3×105 cells/mL 농도로 48 well plate에 500

μL 분주하고 37 oC의 온도 및 5% CO2 조건에서 24시간 배양
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하였다. 24시간 배양한 세포에 NSE를 농도별(50, 100 μg/mL)로

처리한 후 24시간 배양하였다. Coating buffer에 capture

antibody를 희석하여 plate에 100 μL 분주하고 4 oC의 온도에서

하룻밤 동안 부착시켰다. Plate에 PBS-Tween 20 (0.05%) 200

μL 분주하여 씻어준 후 enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA)/ELISPOT Diluent을 200 μL 분주하여 상온에서 1시간

동안 반응시켰다. 씻어준 후 제조한 표준용액과 배양액을 100

μL 분주하여 상온에서 2시간 동안 반응시켰다. 씻어준 후

detection antibody를 100 μL 분주하여 상온에서 1시간 동안 반

응시켰다. 씻어준 후 streptavidin-HRP를 100 μL 분주하여 상온

에서 30분 동안 반응시켰다. 씻어준 후 Tetramethylbenzidine

(TMB) Substrate solution을 100 μL 분주하여 15분 동안 반응

시키고, stop solution을 100 μL 첨가하여 반응을 중단시켰다.

microplate reader기(Bio-Rad Inc.)를 사용하여 450와 550 nm에

서 흡광도를 측정하였다[15].

Western blot 분석

Western blot 분석을 위해 RAW 264.7 대식세포를 3×105

cells/mL 농도로 6 well plate에 3 mL 분주하고 37 oC의 온도

및 5% CO2 조건의 배양기에서 24시간 배양하였다. 24시간 배

양한 cell에 NSE를 농도별(50, 100 μg/mL)로 처리하였다. 반응

시간이 지나면 plate를 얼음 위에 두고 차가운 PBS로 2번 씻어

준 후, cell lysis buffer (Cell signaling Technologies)로 용해

하였다. Lysis buffer를 cell scraper로 회수하여 1.5 mL tube에

옮긴 후, 얼음에서 10분에 1번씩 총 3번 vortexing 하였다. 원

심분리기에 4 oC에서 15분간 12,000 rpm 조건으로 원심분리 하

여 상층액을 얻은 후, 단백질 농도는 DC Protein Assay Kit

reader (Bio-Rad Inc.)를 사용하여 측정하였다.

10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel에 단백질

혼합액을 loading하여 전기 영동을 통해 단백질을 분리한 후

polyvinylidene difluoride membrane (Millipore, Immobilon®-P

transfer membrane, Burlington, MA, USA)에 transfer하였다.

5%의 skim milk로 상온에서 1시간 blocking한 후 각각의 1차

항체를 4 oC에서 하룻밤 동안 반응시켰다. 이후 membrane을

TBST (tris-buffered saline Tween-20)를 바꿔가며 5분마다 1번

씩 총 3번 씻어주고, skim milk에 1:5000으로 희석한 2차 항

체를 실온에서 1시간 반응시켰다. Membrane 세척 후

EzWestLumi plus를 처리해 단백질 발현 및 인산화 정도를 측

정하였다. 단백질 band는 chemiluminescence detection kit

(ATTO, Tokyo, Japan)과 GeneGnome XRQ NPC (Syngene,

Cambridge, UK)을 각각 이용해 정량 및 시각화 하였다 [14].

통계 분석

모든 실험 결과는 평균(mean)±표준편차(Mean ± standard deviation)

로 표시하였으며, 통계분석은 GraphPad Prism 9 software

(Graph Pad, San Diego, CA, USA)를 이용하여 수행되었다.

대조군과 NSE 실험군의 비교는 one-way ANOVA (analysis of

variance)로 분석하였고, 통계적 유의성에 대한 기준으로 대조군

과 비교하여 p <0.05일 때 유의성이 있는 것으로 간주하였다.

결과 및 고찰

RAW 264.7 대식세포에서 NO와 ROS 생산에 대한 NSE의 효과

NO는 유해균의 증식을 억제하며, 면역세포를 활성화시켜 체내

항상성을 유지하는 역할을 한다[7]. 세포독성을 유발하지 않는

적절한 양의 NO 생성은 선천성 면역체계에서 중요한 역할을

하는 것으로 알려져 있다[11-13]. 본 연구에서는 RAW 264.7

대식세포에 NSE를 가하고 NO 생성에 미치는 영향을 평가하였

다. 양성대조군으로 사용되는 LPS (1 μg/mL)는 일반적으로 염

증을 유도하는 농도로 사용되고 있다[14,15]. 본 실험에서 NSE

를 농도별(50, 100 μg/mL)로 처리하였을 때, LPS 군과 비교하

여 73.6% 낮은 양이지만, 무처리 대조군과 비교하여 NO 생성

을 유의적으로 증가시켰다(Fig. 1A). 연자육의 NO 생성 증가활

성과 타 천연물의 활성 증가에 대해서 비교하였다. Yo Han

Hong 등은 Morinda citrifolia noni 열수 추출물이 면역반응을

수행하는 NO 생성을 대조군 대비 105% 증가시켰으나[16] 반

면, 본 결과에서 연자육은 대조군 대비 NO 생성을 115%로 증

가시켜 이보다 우수한 면역증강 활성을 나타낸다고 할 수 있다.

Fig. 1 The effects of NSE on NO and ROS production in RAW 264.7

cells. The RAW 264.7 cells were treated with NSE at 50, 100 μg/mL for

24 h. (A) NSE increased nitrite (NO) production in RAW 264.7 cells.

Nitrite production was measured by using Griess reagent. (B, C) NSE

increased reactive oxygen species (ROS) production in RAW 264.7 cells.

ROS production was measured by using DCF-DA staining. Scale bar=50

µm. (D) NSE was not shown cytotoxicity in RAW 264.7 cells. Data are

presented as mean ± SD of three independent experiments. *p <0.05 and

***p <0.001 represent a significant difference compared with the control

group
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따라서, NSE가 염증을 유발하지 않는 농도의 NO를 생성하여

면역력 증진에 기여할 수 있다는 것을 확인하였다. ROS는 외

부물질 감염 시 체내 방어기반을 강화하여 병원체로부터 신체

를 보호하는 역할을 수행한다고 알려져 있다[7]. ROS에 반응하

는 형광 프로브(fluroscence probe)인 DCF-DA를 RAW 264.7

세포에 가하고 NSE가 ROS 생성에 미치는 영향을 평가하였다.

NSE (50, 100 μg/mL)를 가했을 때, 대조군 대비 ROS 생성을

157.9%로 유의하게 증가함을 확인하였다(Fig. 1B, 1C). NSE의

세포독성 여부를 확인하기 위해 RAW 264.7 대식세포에 대한

MTT assay를 진행하였다. 주어진 NSE 농도(50, 100 μg/mL)에

서 유의적인 세포독성은 나타나지 않았다(Fig. 1D).

RAW 264.7 대식세포에서 iNOS와 COX-2 단백질 발현에 대

한 NSE의 효과

iNOS는 대식세포와 같은 선천성 면역세포에서 NO를 생성하여

병원체를 사멸하는 효소이며, cyclooxygenase-2 (COX-2)는 염

증성 인자로 prostaglandin-endoperoxide synthase 2를 발현시킨

다[17]. iNOS와 COX-2가 비정상적으로 높게 발현되면 염증과

같이 인체에 악영향을 미칠 수 있지만 적절한 농도에서는 면역

반응이 촉진된다고 알려져 있다[18]. Fig. 1A에서 NO의 생성량

이 NSE처리에 의해 증가함을 관찰하였기 때문에, NO 생성에

직접적으로 관여되어 있는 iNOS 발현에 대한 NSE의 영향을

평가하였다. COX-2는 NF-κB에 의해 전사되는 표적 유전자이

며, 면역증강의 지표로써 측정하였다[18]. 실험결과, NSE에 의

해 iNOS와 COX-2 발현이 대조군에 비해 유의하게 증가함을

확인하였다(Fig. 2A, 2B).

RAW 264.7 대식세포에서 cytokines (IL-6, TNF-α) 수준에 대

한 NSE의 효과

사이토카인은 신호전달 물질로 면역체계를 활성화시키고 선천

성 면역과 획득 면역(acquired immunity) 간 상호작용에 주요한

역할을 한다[17]. 그 중 IL-6와 TNF-α는 감염과 조직손상에 의

해 대식세포가 활성화되면 분비되어 면역반응을 유도한다[19].

본 연구에서는 IL-6와 TNF-α ELISA kit를 이용하여, NSE가

사이토카인 생성에 미치는 영향을 평가하였다. NSE를 농도별

(50, 100 μg/mL)로 처리한 후 세포 상등액에서 사이토카인(IL-

6, TNF-α)을 검출하였다. 대조군과 비교하여 처리군에서 사이토

카인의 발현량은 유의하게 증가하였다(Fig. 3). 따라서 NSE는

IL-6, TNF-α의 발현 증가를 통해 면역 체계 활성화에 기여하여

체내 면역 증진에 도움을 줄 수 있을 것으로 예상된다.

RAW 264.7 대식세포에서 p65의 인산화에 대한 NSE의 효과

활성화된 NF-κB는 핵으로 이동하여 특정 프로모터(promoter)와

결합하여, 타겟유전자의 전사를 촉진한다[20,21]. NF-κB는 IL-

6, TNF-α와 같은 사이토카인의 생성뿐만 아니라 iNOS 유전자

의 발현을 통해 NO의 생성을 촉진하여 대식세포의 면역반응에

중요한 역할을 한다[22]. 앞선 결과에서, NSE가 NF-κB 타깃

유전자인 IL-6, TNF-α 그리고 iNOS의 발현을 촉진하였기 때문

에, NSE가 NF-κB 신호전달경로 조절에 관여하는 지 평가하기

위해 p65의 인산화를 평가하였다. 그 결과 대조군과 비교하였

을 때, NSE의 농도별(50, 100 μg/mL) 처리에서 p65의 인산화

가 유의적으로 증가함을 확인하였다(Fig. 4). Herbert Ryan

Marini와 Giuseppe Maurizio Campo는 형질전환 벼 종자

Fig. 2 The effects of NSE on iNOS protein and COX-2 protein

expression in AW 264.7 cells. The RAW 264.7 cells were treated with

NSE at 50, 100 μg/mL for 24 h. (A) NSE significantly induces

expression of iNOS and COX-2 in RAW 264.7 cells. (B) Quantification

of iNOS/β-actin and COX-2/β-actin expression. Expression of iNOS,

COX-2, and β-actin was detected by Western Blot. Data are presented as

mean ± SD of three independent experiments. ***p <0.001 represents a

significant difference compared with the control group

Fig. 4 The effects of NSE on phosphorylation of p65 in RAW 264.7

cells. The RAW 264.7 cells were treated with NSE at 50, 100 μg/mL for

30 min. (A) NSE induces phosphorylation of p65 in RAW 264.7 cells.

(B) Quantification of p-p65/p65 expression. Phosphorylation of p65 and

expression of p65 and β-actin were detected by Western Blot.Data are

presented as mean ± SD of three independent experiments. ***p <0.001

represents a significant difference compared with the control group

Fig. 3 The effects of NSE on IL-6 and TNF-a levels in RAW 264.7

cells. The RAW 264.7 cells were treated with NSE at 50, 100 μg/mL for

24 h. (A, B) NSE significantly enhances level of IL-6 and TNF-α in cell

culture supernatants. Level of cytokines was analyzed by ELISA. Data

are presented as mean ± SD of three independent experiments. *p <0.05

and ***p <0.001 represent a significant difference compared with the

control group
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(Transgenic Rice Seed) 추출물이 p65 인산화를 증가시켜 대식

세포의 활성화를 강화하고 면역활성 효능을 나타냄을 보고한 바

있다. 따라서, 추출물에 의한 p65의 인산화는 면역 증강과 상관

관계가 높다고 할 수 있다[23].

RAW 264.7 대식세포에서 NF-κB signaling pathway의 활성

화에 대한 NSE의 효과

NF-κB 신호전달경로에서 p65의 상위조절인자로 IKK α/β와 IκB

α가 있다. NF-κB 신호전달경로가 활성화되면 IKK α/β와 IκB

α는 인산화되며, IκB α가 NF-κB에서 degradation된다[20,21].

p65의 상위조절인자에 대한 NSE의 영향을 평가하기위해 RAW

264.7 대식세포에서 IKK α/β 및 IκB α의 인산화와 IκB α의

분해활성을 평가하였다. IKK α/β와 IκB α는 대조군과 비교하

였을 때, NSE의 농도별(50, 100 μg/mL) 처리에 의해 인산화가

유의하게 증가하였다. 또한, IκB α는 NSE의 농도별(50, 100

μg/mL) 처리에 의해 degradation되어 발현량이 유의적으로 감소

함을 확인하였다(Fig. 5).

본 연구를 통해 NF-κB 신호전달경로의 IKK α/β/IκB α/p65

는 NSE에 의해 활성화되며, iNOS 발현, NO와 사이토카인 생

성을 증가시킴을 확인하였다. 이러한 결과를 종합하면, NSE는

체내의 대식세포를 활성화시켜 면역력 증진에 도움을 줄 수 있

는 건강기능식품 기능성 소재로 판단된다.

이러한 결과는 in vivo에서 재현되는지에 대한 평가가 필요하

며, 또한 NSE의 면역 증강 효과를 지닌 기능성분의 정성 및

정량 분석에 대한 연구가 추가로 진행되어야 한다.

초 록

코로나바이러스-19로 인한 세계적인 펜데믹 이후 면역력 강화

소재에 대한 관심이 급격히 증가하고 있으므로 산업적, 건강적

측면에서 새로운 소재의 개발이 필요하다. 본 연구에서는 연자

육 추출물을 소재로 선정하고 RAW 264.7 쥐 대식세포를 이용

하여 면역증진 효과를 평가하였다. 연자육 추출물은 RAW 264.7

세포에서 세포 생존력에 독성을 나타내지 않으면서 nitric oxide

및 reactive oxygen species의 생산을 상향 조절하였다. 또한 연

자육 추출물은 RAW 264.7 세포에서 inducible nitric oxide

synthase 및 cyclooxygenase-2 발현을 크게 증가시켰다. Enzyme-

linked immunosorbent assay 결과에서는 연자육 추출물의 처리

가 RAW 264.7 세포에서 interleukin 6 및 tumor necrosis

factor-α의 생성을 유의미하게 향상시키는 것으로 나타났다. 또

한 연자육 추출물이 p65, I kappa B kinase α/β, 및 I kappa

B (IκB) α의 인산화를 크게 상향 조절하고, RAW 264.7 세포

에서 IκB α의 발현을 하향 조절하였다. 우리의 연구 결과는 연

자육 추출물이 Nuclear factor-kappa B 신호전달 경로를 통해

면역력을 향상시킬 수 있는 잠재적인 건강기능식품 소재가 될

수 있음을 나타낸다.

Keywords 건강기능식품 · 면역력 증진 · 사이토카인 · 선천

성 면역 · Nitric oxide · Nuclear factor-kappa B · Reactive

oxygen species
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