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The moringa (Moringa oleifera Lam.) plant is used both as food and an anti-allergic agent. In this
study, we investigated skin protection effects of methanol extracts from the root, seed, fruit, and
leaves of moringa in HaCaT keratinocyte cells. To investigate the pharmacological potential of various
moringa extracts on TNF-α-induced collagen degradation in HaCaT cells, we measured the activity of
matrix metallopeptidase-9,2 (MMP-9,2) by zymography analysis. Our results showed that all the mor-
inga extracts inhibit the TNF-α-induced enzyme activity of MMP-9. In particular, moringa root extracts
significantly suppressed MMP-9 and MMP-2 in a dose-dependent manner. Next, to investigate the an-
ti-inflammation effect of the moringa extracts, we examined cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible nitric
oxide synthase (iNOS), and interleukin-6 (IL-6) expression of the extracts. The results showed that
both the root extracts and the seed extracts decreased the TNF-α-induced expression of COX-2. In ad-
dition, the root and leaf extracts reduced the expression of IL-6. However, none of the moringa ex-
tracts affected the expression of iNOS. The results suggest that moringa root extracts down-regulate
MMP-9, COX-2, and IL-6 and that the root extracts offer superior skin protection effects compared
with other extracts of moringa in HaCaT cells.
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서 론

피부의 가장 표면층인 표피는 각질세포, 모낭, 멜라닌세포,

랑겔한스세포로 이루어져 있으며 외부의 자극으로부터 신체

를 보호하는 역할을 한다[17]. 그 중 각질형성세포는 표피세포

의 대부분을 구성하는 성분으로서 각질을 형성하고 여러 cyto-

kines를 생산하여 다양한 염증반응과 면역반응에 관여한다

[6]. 이런 보호기능에 반해 각질형성세포는 정기적 연속적으로

자외선뿐만 아니라 화학물질을 포함한 다양한 환경적, 생리적

스트레스에 노출되어 있다[8]. 이와 같은 유해한 자극으로 유

발되는 염증반응, 세포자가사멸(apoptosis)과 같은 현상으로

인하여 피부의 노화 또는 아토피성 피부염, 건선 등과 같은

피부 질환이 발생되므로 각질형성세포의 염증반응은 피부질

환과 밀접한 관련이 있다[23].

피부의 염증반응은 여러 가지 복합적인 유전자들에 의해

조절되며 주요한 유전자로 matrix metallopeptidase-9,2

(MMP-9,2), cyclooxygenase-2 (COX-2) [2], nitric oxide syn-

thases (iNOS) [15]가 알려져 있다. 먼저 MMP는 피부의 각질

형성세포와, 섬유아세포(fibroblasts)를 비롯한 많은 세포들로

부터 분비된 세포외기질(extracellular matrix, ECM)과 기저막

(basement membrane, BM)을 구성하는 주요단백질 구성요소

들을 가수분해[35] 함으로서 피부탄력을 유지하는 결합조직을

파괴하여 주름과 탄력저하 및 피부 처짐의 원인이 되는 것으

로 알려져 있다[20]. MMP 중 gelatinase-A, gelatinase-B라고

불리는 MMP-9과 MMP-2은 아연에 의존적인 펩티드 중간분

해 효소이며 타입Ⅲ, Ⅳ콜라겐, 엘라스틴과 같은 세포외기질

의 단백질을 가수분해하여 피부 노화에 주요한 역할을 한다.

특히 MMP-9은 cytokines과 growth factor와 같은 여러 자극

에 의하여 합성되고 분비되어 세포구조 변화에도 영향을 미친

다고 보고되었다[35].

COX와 NOS는 염증반응 매개물질인 PGE2와 NO를 각각

생성하는 효소로서 건선, 마름버짐, 홍반성 낭창과 같은 염증

성 피부질환을 일으킬 수 있다[1,16]. COX는 COX-1, COX-2

두 종류가 존재하며, COX-1은 생체 내의 대부분의 조직에서

발현하는 반면 COX-2는 growth factor, mitogenes, cytokines

등과 같은 요인에 의해 발현이 증가되어 염증반응을 조절하는

데 중요한 역할을 담당한다. NOS 또한 그 특징에 따라 in-

ducible NOS (iNOS), neuronal NOS (nNOS) 그리고 endothe-

lial NOS (eNOS)로 나뉘어 진다. 그 중 iNOS는 피부각질형성

세포에서 발현이 되며 COX-2와 같이 cytokines과 growth fac-

tor들에 의해 발현이 증가되어 염증관련 질병을 유발하는 것

으로 밝혀져 있다[21,30].

한편, 모링가(Moring oleifera Lam.)은 일반적으로 하와이에
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서 ‘Malunggay’로 불리는 식물로써 생장이 빠른 장식용 나무

로 열대지역에 널리 분포되어 있다[31]. 이 식물은 또한 비타민

과 단백질의 함량이 높아서 높은 영양가를 지닌 것으로 알려

져 있다. 어린 잎과 꽃, 꼬투리는 채소로 이용되며, 모링가의

뿌리는 필리핀에서 서양 고추냉이 대체용으로 사용된다[3]. 또

한 씨앗은 통증, 염증과 관련된 다양한 질병에 민간요법으로

사용되어 왔다[10,11,13]. 특히 잎은 모링가 잎 추출물은 rats의

피부 상처 치유에 효과가 있다는 것이 밝혀진 바 있다[26]. 그

러나 피부 염증과 노화방지에 관련하여 모링가의 부위별 효능

비교에 관한 연구는 미흡한 실정이다.

이에 본 연구에서는 모링가를 함유한 피부 보호제 개발을

위해서 HaCaT 각질형성세포에 TNF-α를 처리하여 염증을 유

도한 후 MMP-9의 활성 및 COX-2, iNOS, IL-6 발현에 부위별

모링가 추출물이 미치는 영향을 비교하여 효능이 높은 부위를

선별 및 규명하고자 연구를 수행하였다.

재료 및 방법

모링가 추출물 제조 및 세포배양

본 실험에 사용한 모링가는 스리랑카에서 구입하여 부위

별로 분말화 된 시료를 주식회사 유림물산(대구기 달서구 월

암동 1-83)에서 제공받아 사용하였다. 시료 무게의 10배

(w/v)의 80% 메탄올에 가하여 24 시간 동안 정치하여 총 3

회 반복 추출하였다. 추출액을 여과하여 rotary vacuum

evaporator (R-3000, Büchì Switzerland)로 55℃에서 농축한

다음 건조하여 사용하였다. 실험에 사용한 각질형성세포주

인 HaCaT세포는 American type culture collection

(Rockville, MD, USA)에서 분양 받아 사용하였으며 10% fe-

tal bovine serum (FBS) (Gibco BRL, Tnvitrogen co., Grand

Island, USA)과 1% antibiotic/antimycotic (Gibco BRL)을 첨

가한 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM,

GibcoBRL, Braunschweig, Germany) 배지를 사용하여 5%

CO2, 37℃ 조건에서 배양하였다.

세포 생존율 측정

시료에 대한 세포 생존율은 MTT colorimetric assay 방법으

로 실험하였다. 세포는 2.5x104 cells/well의 농도로 96 well plate

에 분주하여 24 시간 배양한 다음 새로운 DMEM high glucose

배지 200 μl에 농도별로 희석한 시료를 각각 첨가하여 24 시간

배양하였다. 그 후 5 mg/ml 농도의 MTT용액 10 μl를 각 well에

가하고 4 시간 동안 반응시켰다. 반응종료 후 상등액을 제거하고

100 μl의 DMSO를 첨가하여 생성된 formazan결정을 용해시켜

microplate reader로 550 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Gelatin zymography 분석을 이용한 MMP 활성확인

6 well plate에 10% FBS가 첨가된 배지를 이용하여 세포를

1×106 cells/well의 농도로 24 시간 동안 부착시킨 후 혈청이

없는 배지로 갈아준 다음 추출물과 TNF-α를 처리하였다. 24

시간 후 상층액을 취하여, 0.1% gelatin을 포함한 SDS-poly-

acrylamide gel을 이용하여 전기영동 하였다. 전기영동 후 gel

을 2.5% triton X-100 용액에서 30 분 동안 씻어 낸 다음, 10

mM CaCl2, 0.01% NaN3와 50 mM tris-HCl (pH 7.5)가 함유된

buffer에서 24 시간 동안 37℃ incubator에서 반응시켰다. 반응

후 gel을 0.2% coomassie brilliant blue 용액으로 염색한 다음

탈색하여 MMP-9과 MMP-2의 활성 정도를 확인하였다.

Western blot 분석을 통한 염증관련 단백질의 발현 측정

각질형성세포를 60 mm culture dish에 2×10
6

cells/well이

되도록 분주하여 부착시킨 다음 모링가 추출물과 TNF-α를 처

리하여 24 시간 배양하였다. 배양된 세포를 회수하여 lysis

buffer (50 mM tris, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.5% NP-40,

100 mM PMSF, 1 μg/mlleupeptin, 1 μg/mlaprotinin)를 넣고

4℃에서 30 분간 단백질을 용해시켰다. 13,000 rpm으로 15 분

간 원심분리 하여 상층액을 얻은 다음 bradford assay를 이용

하여 정량 하였다. 단백질은 각각 30 μg씩 10% SDS-poly-

acrylamide gel electrophoresis로 전기영동하고 Immobilon-

P-membrane (Millipore, Billerica, USA)에 단백질을 흡착시켰

다. 특이 단백질을 탐색하고자 1차 항체와 2차 항체를 반응

시킨 후 ECL kit (Amersham Pharmacia, Buckinghamshire,

England)을 사용하여 X-ray film에 노출시켜 단백질 발현 정

도를 확인하였다.

RNA 분리 및 reverse transcription-polymerase

chain reaction (RT-PCR)

6 well plate에 10% FBS가 첨가된 배지를 이용하여 세포를

2×10
6

cells/well의 농도로 부착시킨 후 혈청이 없는 배지로

갈아준 다음 추출물과 TNF-α를 처리하였다. 12 시간 후 세포

를 회수하여 trizol reagent (Molecular Research center, Inc.,

New York, USA)를 사용하여 RNA를 분리하였다. 분리된

RNA는 spectrophotometer와 2% agarose gel 전기영동을 통

하여 정량, 확인하였다. 확인된 RNA 1 μg과 oligo DT (100

pM) 1 μl를 포함하여 총량이 12 μl 되도록 DEPC를 첨가하여

합성한 cDNA에 2.5 μg mix buffer (10Х PCR buffer, 50 mM

MgCl2 10mM dNTP mix, DEPC)와 sense, antisense primer

(IL-6; sense: 5’-CCA GTA CCC CCA GGA GAA GA -3’ anti-

sense: 5’-CAG CTC TGG CTTGTT CCT CA -3’, ß-actin;

sense: 5’-AGG GTG TGA TGG TGG GTA TGG G -3’ anti-

sense: 5’-CAG GAT CTT CAT GAG GTA GTC -3’)를 혼합한

후 증폭시킨 다음 ethidium bromide가 첨가된 1% agarose

gel로 전기영동을 실시하여 분석하였다.

통계처리분석

실험 결과의 통계적 처리는 student's t test 및 analysis of
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variance (ANOVA)로 하였으며, p<0.05을 유의한 차이의 한계

로 하였고, 실험결과의 표현은 means±S.E로 하였다.

결과 및 고찰

모링가 추출물의 세포 생존율 검색

모링가 추출물의 항염증 효과를 규명하기에 앞서 모링가

추출물이 각질형성세포에 독성을 통한 염증매개물질 저해의

가능성을 배제하고 또한 용량 범위를 설정하기 위해 뿌리, 씨

앗, 열매, 잎의 부위별 모링가에서 얻어진 4가지 추출물에 대

한 HaCaT세포 생존율은 MTT assay를 통해 검색하였다. 모링

가 추출물을 종류별로 각각 0-800 μg/ml의 농도에서 관찰한

결과 뿌리와 열매, 씨앗 추출물에서는 약 86.9-102.0%의 생존

율을 보여 HaCaT 세포의 생존에 영향을 미치지 않는 것으로

나타났다. 잎 추출물에서는 0-400 μg/ml의 농도에서 86.7-

100%의 생존율을 보였으나 800 μg/ml의 농도에서 64.0%의

생존율을 보여 독성이 있는 것으로 나타났다(Fig. 1). 따라서

모링가 추출물의 항염증 효과를 세포 독성이 없는 범위 내에

서 실험하기 위해 각질형성세포에서 부위별 모링가 추출물을

각각 100, 200, 400 μg/ml의 농도로 설정하고 이후 실험을 진

행하였다.

모링가 추출물의 MMP-9활성 억제 효과 검색

각질형성세포에서 염증발현은 자외선 뿐만 아니라 여러가

지 cytokines, prostaglandins (PGs) 등에 의해 일어난다[34].

그 중 interleukin-1β (IL-1 β) [9], epidermal growth factor

(EGF) [22], tumor growth factor ß1 (TGF- β1) [19], TNF-α 

Fig. 1. The effect of extracts from different parts of moringa

on cell survival in HaCaT keratinocyte. HaCaT keratino-

cytes were cultured in the presence of the indicated con-

centrations of moringa extracts for 24 hr. Cell survival

was determiner using an MTT assay. The values shown

represent means±SE of three independent experiments

and are expressed relative to controls; *p<0.05, ** p<0.01.

[14]와 같은 다수의 cytokines과 growth factor들이 주요한 역

할을 하여 피부의 콜라겐을 분해하는 효소인 MMP의 발현을

증가 시킨다고 알려져 있다[5]. 따라서 본 연구에서 각질 형성

세포에 TNF-α를 처리하여 피부의 콜라겐을 분해하는 효소인

MMP-2와 MMP-9의 활성에 모링가 추출물이 미치는 영향을

zymography를 이용하여 실험하였다.

각질형성세포에 FBS를 첨가하지 않은 배지에서 모링가 추

출물을 100, 200, 400 μg/ml의 농도로 처리했을 때 MMP-2

및 MMP-9 활성에 미치는 영향을 조사한 결과 부위별 대조군

에 비해 TNF-α를 처리하였을 때 MMP-9의 활성이 증가되었으

며, 부위별 모링가 추출물 모든군의 400 μg/ml 농도에서

MMP-9의 활성이 억제된 것으로 나타났다. 특히, 모링가 뿌리

추출물에서는 100, 200 μg/ml의 농도에서도 확연히 MMP-9의

활성을 억제함으로써 효과가 높게 나타난 것을 확인할 수 있

었다. 또한 MMP-2의 활성은 TNF-α에 의해 영향을 받지 않았

으며 뿌리 추출물에 의해 감소하는 경향을 보였다. 그러나 뿌

리 추출물을 제외한 다른 추출물에서는 MMP-2의 억제 효과

가 없었다(Fig. 2). 위와 같은 결과로 피부에 염증을 유도한다

고 알려진 TNF-α는 콜라겐을 분해하는 효소인 MMP-9을 증가

시켜 피부노화에도 영향을 끼칠 수 있음을 확인하였다. 또한

4가지의 모링가 추출물 모두 TNF-α에 의해 증가된 MMP-9의

활성을 감소시킴으로써 모링가 추출물에 대한 피부노화 억제

효과의 가능성을 확인하였다. 특히 모링가 뿌리 추출물이 저

농도에서 MMP-9을 감소시켰으며, MMP-2의 활성 또한 감소

시킴으로써 피부의 콜라겐 분해를 저해하여 피부노화 억제에

효과적이라 판단된다.

모링가 추출물의 COX-2 단백질 발현저해

부위별 모링가 추출물이 염증인자로 알려진 COX-2 단백질

Fig. 2. Effect of extracts from different parts of moringa on TNF-

α-induced MMP-9 activity in HaCaT keratinocyte.

HaCaT cell were treated with the indicated concen-

trations of moringa extracts and TNF-α for 24 hr. The

conditioned medium were prepared and used for gelatin

zymography.
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Fig. 3. Effect of extracts from different parts of moringa on TNF-α-induced expression of COX-2 and iNOS in HaCaT keratinocyte.

Moringa extracts was added into cells for 1 hr before TNF-α stimulation and protein samples were extracted for 24 hr

after TNF-α stimulation. The protein levels of COX-2 and iNOS were evaluated by Western blot analysis. β-actin was used

as an internal control.

의 발현과도 관련이 있는지를 Western blot으로 조사하였다.

그 결과 COX-2의 단백질 발현량은 부위별 모링가 추출물 중

잎을 제외한 뿌리, 씨앗, 열매에서 전반적으로 유의성 있는

저해를 확인하였으며, 특히 모링가 뿌리 추출물은 낮은 농도

인 100 μg/ml처리에도 감소하였으므로 COX-2의 저해효과가

뛰어난 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3). COX는 arachidonic

acid (AA)로 부터 prostaglandins (PGs)와 thromboxane의 합

성에 중요한 효소이며 염증, 암 등 많은 질환과 관련되어 있다

[16].

또한 혈관의 삼투성을 증가시키고, 부종을 일으킨다

[7,12,18]. 그 중 COX-2는 tumor necrosis factor-α (TNF-α), lip-

opolysaccharide (LPS)를 포함한 염증성 자극 또는 유사분열

촉진에 의해 활성화되며, COX-2의 발현은 다양한 염증모델에

서 염증반응을 촉진하는 PGs생성에 원인이 된다[21,33]. 따라

서 모링가의 뿌리, 씨앗, 열매 추출물이 COX-2 단백질 발현을

감소시킴으로써 피부세포의 염증반응을 감소시킬 것을 알 수

있었다.

iNOS는 간 세포, 혈관 평활근 세포, 섬유아 세포 또는 마우

스의 대식 세포와 같은 세포들에서 면역학적 자극이나 염증성

자극에 의하여 합성되고 이들 세포에서는 다량의 NO를 생성

한다[28]. NO는 염증반응을 일으키는 촉진인자로써 NO의 생

성은 다양한 염증성 질병의 발병 원인이 된다[24]. 따라서 모링

가 추출물이 NO를 생성하는 iNOS 단백질의 발현을 조절하는

지 확인하기 위해 Western blot으로 iNOS의 발현을 조사하였

다. 부위별 대조군에 비해 TNF-α를 처리하였을 때 iNOS의

발현량이 증가되었으나 부위별 모링가 추출물 모든 군의 100,

200, 400 μg/ml 농도에서 iNOS 발현의 변화가 없는 것으로

나타났다. 한편 NO는 피부세포에서 콜라겐 생성에 중요한 영

향을 끼칠 뿐 아니라 피부세포성장에 주요한 역할을 한다고도

알려져 있다. 또한, iNOS 단백질의 억제는 콜라겐 합성을 감소

시켜 피부세포의 상처치유를 억제하는 것으로 보고되었다

[29]. 따라서 모링가 추출물이 iNOS의 발현에 영향을 미치지

않는 것은 iNOS에 의한 피부염증과 콜라겐 합성 억제 경로에

는 관련이 없는 것으로 생각된다.

모링가 추출물의 IL-6 형성 저해 효과

각질 형성 세포에서 부위별 모링가 추출물이, 염증을 일으

키는 사인토카인 중 하나로 알려진 IL-6의 형성을 억제하는

지 알아보기 위해 RT-PCR을 통해 IL-6의 mRNA 발현을 조

사하였다. 그 결과 TNF-α에 의해 증가된 IL-6의 mRNA 발현

이 모링가 씨, 열매 추출물에서는 변화가 없었으나 뿌리, 잎

추출물에서는 농도 의존적으로 억제된 것을 관찰할 수 있었

다. 특히 모링가 뿌리 추출물에서는 낮은 농도에서도 IL-6의

mRNA발현이 나타난 것을 확인할 수 있었다(Fig. 4). IL-6,

IL-1ß, TNF-α와 같은 cytokine은 iNOS, COX-2의 발현량을

증가시켜 염증반응에 주요한 역할을 하는 것으로 알려져 있

다[36]. 따라서 모링가 추출물이 상위단계에 있는 cytokine

IL-6의 활성 억제를 통하여 하위의 염증 관련 인자(iNOS,

COX-2)들을 억제할 수 있다. 그러나 위의 결과를 토대로 모

링가 뿌리와 잎 추출물은 iNOS를 억제하지 못하였으므로 상

하위 관계가 아닌 단독으로 IL-6를 억제시키는 것을 예상 할

수 있었다.

최근 국외에서는 모링가에 대한 생리활성 연구가 활발히

진행되고 있다. Atawodi 등[4] 은 모링가 잎과 뿌리, 줄기 추출
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Fig. 4. Effect of extracts from different parts of moringa on TNF-α-induced IL-6 expression in HaCaT keratinocyte. HaCaT cells

were treated with the indicated moringa extracts in the presence of TNF-α for 24 hr .The IL-6 mRNA levels were measured

by RT-PCR. ß-actin was used as an internal control.

물을 비교하여 항산화 활성에 대하여 보고하였다. 그 결과에

따르면 뿌리 추출물은 잎과 줄기 추출물에 비해 낮은 농도에

서 oxygen free radical을 소거하여 항산화 활성이 가장 뛰어난

것으로 관찰되었다. 이와 같은 결과는 본 연구의 피부세포 항

염증 효과의 결과와 비슷한 것을 알 수 있다. 또한 모링가 뿌리

추출물은 항산화와 관련된 procyanidins의 함유량이 많은 것

으로 알려져 있으며, 이러한 강한 항산화 효과는 콜라겐과 관

련되어 피부노화를 예방하고 세포의 건강과 피부 탄력을 유지

시키는데 영향을 미친다고 보고되었다[25,27,32]. 따라서

Procyanidins에 대한 영향으로 모링가 뿌리 추출물이 피부노

화와 염증억제에 효과적일 것이라 생각되며 이에 관해서는

더욱 연구가 필요하다고 사료된다.

또한 최근 피부의 노화 또는 염증에 관하여 모링가 잎에

서 피부 상처치유에 효과적이라는 보고가 발표되었으나 이

와 같은 생리활성에 대한 부위별 모링가 추출물의 효과를

비교 분석한 연구는 매우 미비한 실정이라 할 수 있다. 이러

한 가운데 본 연구는 부위별 모링가 추출물의 비교를 통하

여 모링가의 뿌리 추출물이 100 ug/ml에서 염증반응을 매

개하는 MMP-9, COX-2, IL-6의 발현을 억제함을 도출하였

다. 이러한 피부의 항노화와 항염증 활성을 통하여 모링가

뿌리 추출물의 천연 피부보호제로서의 이용 가능성을 보여

주는 연구라 할 수 있다.
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초록：HaCaT 각질형성세포에서 TNF-α에 의하여 유도되는 염증 발현에 대한 부위별 모링가 추출물의

억제 효과

이효진1,2․장영채1,2*

(
1
대구가톨릭대학교 의용생체공학연구소,

2
대구가톨릭대학교 의과대학 의학과)

모링가(Moringa oleifera Lam.)는 항알러지 약물로써 식용 가능한 식물이다. 본 연구에서 부위별 모링가의 피부

보호제로서의 가능성을 확인하기 위하여, TNF-α로 염증을 유도한 각질형성세포에서 모링가의 씨, 뿌리, 잎과 열

매 메탄올 추출물의 항염증 효과를 비교 실험하였다. 피부세포의 콜라겐 분해 관련인자인 MMP-2, MMP-9의 효

소 활성을 측정한 결과 모든 부위별 모링가 추출물이 MMP-9의 효소 활성을 감소시켰다. 특히 모링가 뿌리 추출

물은 낮은 농도에도 MMP-9을 효과적으로 감소시켰으며 MMP-2의 효소활성 억제에도 효과가 관찰되었다. 또한

피부 염증관련 인자로 알려진 iNOS와 COX-2의 단백질 발현을 측정한 결과, COX-2의 단백질 발현은 모링가 잎

을 제외한 뿌리, 씨앗, 열매 추출물에 의해 억제되었다. 그 중 모링가 뿌리 추출물은 낮은 농도에서도 COX-2 단백

질의 발현을 억제시켰다. 그러나 iNOS는 부위별 모링가 추출물에 의한 단백질 발현의 변화가 없는 것으로 나타

났다. 뿐만 아니라 피부 염증을 일으키는 cytokine으로 알려진 IL-6의 mRNA발현을 확인한 결과 TNF-α에 의해

증가된 IL-6 발현을 모링가 뿌리 추출물이 효과적으로 억제 시키는 것을 확인할 수 있었다. 이상의 결과로 미루어

보아 부위별 모링가 추출물 중 뿌리 추출물에서 가장 피부노화 억제와 항 염증 효과가 높을 것으로 사료되며,

식물 유래의 피부 보호제 제품 개발에 있어 유용한 원료로 사용될 수 있을 것으로 생각된다.


