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Although many studies on immune modulatory materials have used RAW 264.7 cells, few have used 
T cell-derived TK-1 cell lines. Moreover, although some studies have investigated the efficacy of plant- 
derived β-sitosterol, few have examined the immunomodulatory activity of its analogue, daucosterol. 
In this study, β-sitosterol and daucosterol were isolated from D. batatas and identified by nuclear mag-
netic resonance spectroscopy. To evaluate the immune-enhancing or inhibitory effects of the isolated 
phytosterols, the expression levels of the inflammatory response genes COX-2, TNF-α, IL-6, and iNOS 
were analyzed by RT-PCR. The relative expression levels of TNF-α and iNOS in RAW 264.7 cells were 
increased more than threefold with β-sitosterol treatment comparing to those of untreated control. In 
the case of TK-1 cells, the expression level of TNF-α was decreased and the expression level of iNOS 
was increased in a β-sitosterol concentration-dependent manner. The expression levels of COX-2, TNF-
α, and IL-6 increased by approximately 0.7-1.2 times in RAW 264.7 cells treated with daucosterol com-
pared to those of untreated control, but iNOS expression decreased by 0.8-0.18 times. In the case of 
daucosterol-treated TK-1 cells, the expression levels of TNF-α, IL-6, and iNOS were markedly reduced 
from those of TK-1 cells treated only with lipopolysaccaride. As a conclusion, β-sitosterol treatment 
increased TNF-α and iNOS expression levels in RAW 264.7 cells, thus exerting an immune- boosting 
effect. However, in TK-1 cells, iNOS expression increased while TNF-α expression decreased, indicat-
ing an immunosuppressive activity of β-sitosterol. Daucosterol appears to exert an immunosuppress-
ive effect in both macrophages and T cell lines by inhibiting iNOS expression in RAW 264.7 cells and 
greatly inhibiting the expression of TNF-α, IL-6, and iNOS in TK-1 cells. 
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서   론

염증반응은 체내에 바이러스나 물리, 화학적인 조직 손상에 

대한 다양한 면역세포들의 상호작용으로 진행되는 복합적인 

과정으로 매우 중요한 면역반응 중 하나이다[20, 24]. 위장 점

막의 염증으로 인해 발생하는 위염은 장기적으로 방치할 시에 

위궤양, 위암으로 진행될 수 있으며, 한국은 세계에서 위염 

환자 비율이 가장 높은 국가이다[12]. 이러한 위염에는 위의 

산도를 낮추기 위한 제산제나 위장관 운동 항진제 및 방어인

자 증강제가 처방되고 있다[12]. 가장 흔하게 처방되는 제산제

의 경우, 최근 조성 성분 중에 발암물질이 검출된 바 있으며 

장기간 복용 시에 다양한 부작용들이 발생하고, 약물복용의 

중단 시에는 재발률이 약 50% 이상으로 알려져 있다[1].

이로 인해 천연 약용작물에서 항염증 소재를 찾는 연구가 

활발하게 이루어지고 있으며, 그 중에서 산약(山藥)은 마(Dio-

scorea batatas) 또는 참마(Dioscorea japonica)의 뿌리줄기를 건

조한 것으로 위염과 위궤양에 예방 및 치료효능이 있는 것으

로 보고된 바 있다[9, 21, 22]. 산약의 지표 성분인 디오스게닌

(diosgenin)은 대식세포주인 RAW 264.7 세포주에서 염증 유

도시에 TNF-α는 억제하지 못하나 활성산소(ROS)의 생성과 

IL-1 (interleukin-1) 의 발현을 억제함으로 항염증 기능을 하는 

것으로 보고되었다[10]. 또한 산약의 영여자에 함유된 페난트

렌(phenanthrene) 성분은 항암과 심혈관 질환 예방 효능이 있

어 기능성 식품 소재로서의 활용 가능성이 보고된 바 있다[13, 

26]. 최근 산약을 포함하여 대부분의 식물 추출물에서 발견되
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는 phytosterol의 한 종류인 β-sitosterol은 항암효능 및 전립선 

비대증의 개선, 염증 억제 효능이 있는 것으로 보고된 바 있으

나, 염증 억제 기작에 관한 연구 결과는 자세히 알려져 있지 

않다[2, 23, 27, 32]. 또한 β-sitosterol의 유사체인 daucosterol

의 경우, A549 폐암 세포주의 증식을 억제하고 세포사멸을 

유도하는 효능이 보고되어 폐암 치료용 소재로 제안된 바 있

으며, CD4 + T 세포에서 IFNγ (interferon γ)와 IL-2의 발현 

증가가 보고되었으나 그 성분의 면역 활성 조절 기능에 관한 

연구결과는 거의 없다[15, 25].

염증반응의 유도 과정에서, NF-κB (nuclear factor kappa- 

light-chain-enhancer of activated B cells)는 iNOS (inducible 

nitric oxide synthase), IL-6 (interleukin 6), TNF-α (tumor 

necrosis factor-alpha), COX-2 (cyclooxygenase 2) 등과 같은 

염증성 인자의 발현에 관여한다[3, 8, 29, 30]. TNF-α는 염증 

유도 cytokine의 하나로 주로 활성화된 대식세포, 보조 T 세포, 

자연살해세포 등 거의 모든 세포에서 생성, 분비된다[31]. 반대

로 TNF-α는 IL-10의 발현 유도를 통해 CD4+ T 세포의 증식과 

기능을 억제하는 것으로도 보고된 바 있다[28]. 

본 연구는 산약(D. batatas)에서 분리하여 동정한 phytoster-

ol인 β-sitosterol과 daucosterol을 LPS로 처리한 마우스 대식

세포주인 RAW 264.7과 T-림프구 세포주인 TK-1에 각각 처리

한 후, 염증 조절 관련 인자인 TNF-α. IL-6, COX-2 및 iNOS의 

발현 유도 및 억제 조절 기능을 분석하여 천연 분리 소재인, 

두 phytosterol 성분에 의한 염증 조절 기작의 기초 자료를 

제공하고 염증조절 인자로서의 기능성 및 활용 가능성을 판단

하고자 하였다.

재료 및 방법

시료 분리 및 동정

건조된 산약(D. batatas)은 동우당제약에서 구입하여 10 kg

을 분쇄기로 분쇄한 후 60℃에서 MeOH 20 l로 3회 환류냉각 

추출하고, 그 추출액을 rotary vacuum evaporator (Buchi, 

Switzerland)를 사용하여 감압농축하여 MeOH 추출물 840 g 

(yield: 8.4%)을 얻었다. MeOH 추출물 840 g을 증류수 15 l에 

현탁시키고 동량의 Hexane을 첨가하여 상층부인 Hexane층

과 수층을 분획하고 감압농축하여 Hexane 분획물 66.88 g 

(yield: 8.0%)을 얻었다. 다시 수층은 상기와 같은 방법으로 

CH2Cl2 15 l를 첨가한 후 분획과정을 통하여 CH2Cl2 분획층과 

수층으로 분리한 후, CH2Cl2 분획물(0.79 g, yield: 0.09%)을 

silica gel (Merck 7734) column에 로딩하고 hexane:EtOAc 

(10:0→3:7) 용매로 전개하여 분획 D1~D6을 얻었다. 계속해서 

분획물 D6를 silica gel (Merck 7734) column에 로딩하고 

Hexane:EtOAc (5:5→4:6) 용매로 전개하여 compound 3을 분

리하였다(Fig. 1A). 또한 Hexane 분획물을 silica gel (Merck 

7734) column에 로딩하고 Hexane:EtOAc (8:2)의 용매로 전개

하여 compound 10을 분리하였다(Fig. 1A). 이후 분획물에 포

함된 compound들을 1H-NMR과 13C-NMR을 이용하여 분석

한 결과, compound 3은 daucosterol (β-sitosterol-3-O-β-D- 

glucopyranoside), compound 10은 β-sitosterol로 확인되었으

며 이를 다음 실험에 이용하였다. 동정된 compound 3, 10은 

Hypersil Gold Column (5 μm, 250 mm × 4.6 mm)을 사용하여 

methanol:acetonitrile 용매조건(30:70 → 0:100)에서 flow rate 

1 ml/min으로 HPLC 분석을 수행한 후 Image J (NIH, USA) 

프로그램을 이용하여 순도를 확인하였다. 

세포 배양

본 실험은 대식세포주 RAW 264.7과 T림프구 세포주인 TK- 

1을 사용하였다. RAW 264.7 세포주는 KCLB (Korean Cell 

Line Bank, Korea)에서 구입하였으며, TK-1 세포주는 ATCC 

(American Type Culture Collection, USA)에서 구입하여 사용

하였다. RAW 264.7은 10% FBS (Gibco, USA)와 1% anti-

biotics-antimycotic (Gibco, USA)를 첨가한 DMEM (Welgene, 

Korea) 배지에서 배양하였으며 TK-1은 10% FBS (Gibco, USA)

와 1% antibiotics-antimycotic (Gibco, USA)를 첨가한 RPMI 

1640 (Welgene, Korea)에서 배양하였다. 배양 환경은 37℃, 

5% CO2 조건에서 계대 배양하였다. 위에서 분리, 동정한 β- 

sitosterol 및 daucosterol을 dimethyl sulfoxide (DMSO, 

Sigma-Aldrich, USA)를 용매로 하여 농도별로 희석한 후 본 

실험에 사용하였다.

세포 생존율 분석

β-Sitosterol과 daucosterol을 세포주에 각각 처리한 후, 시

간과 농도 차이에 따른 세포 생존율을 확인하기 위하여 MTT 

assay를 진행하였다. 각 세포주를 96-well plate에 4.0×104 

cell/well이 되도록 분주하여 배양한 후, β-sitosterol과 dau-

costerol의 농도가 10, 20, 50 μM이 되도록 시료를 각각 처리하

였다. 추가로 24시간 배양한 후에 MTT solution (5 mg/ml)을 

각 well 당 10 μl씩 첨가하고 4시간 동안 배양하였다. 이후 

DMSO (Sigma-Aldrich, USA) 100 μl를 분주하고 15분간 교반

한 뒤 microplate reader (InfiniteⓇ 200, Tecan Trading AG, 

Switzerland)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

Total RNA 추출 및 cDNA 합성

염증반응 유도 후 두 분리성분(β-sitosterol, daucosterol)이 

면역 관련 유전자의 발현에 미치는 영향을 확인하기 위하여 

배양된 각각의 세포주(1.0×105 cell/well)를 24시간 동안 배양

한 후 lipopolysaccharide (LPS, 1 μg/ml)를 처리하고, 분리한 

β-sitosterol과 daucosterol을 각각 10, 20, 50 μM의 농도로 처

리하고 12시간 동안 추가 배양하였다. TRIzol (Gibco, USA)을 

이용하여 RNA를 추출하고 microplate reader (Infinite 200, 

Tecan Trading AG, Switzerland)를 사용하여 정량한 후 
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A

B

Fig. 1. Isolation and determination of extracted compounds from D. batatas. (A) Schematic drawing for extraction and isolation 

of compounds 1-10 from D. batatas. Subsequently, compound 3 was determined to daucosterol and compound 10 was de-

termined to β-sitosterol. (B) HPLC chromatogram for determining identities of isolated β-sitosterol and daucosterol. HPLC 

was performed a with C18 reverse phase column (Hypersil Gold Column, 5 um 250×4.6 mm) and the linear gradient solvent 

system from 30:70 to 0:100 of methanol:acetonitrile. Right axis, solid line: β-sitosterol, left axis, dotted line: daucosterol.

iScriptTM cDNA synthesis kit (Bio-Rad, USA)를 이용하여 

cDNA를 합성하였다. 

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR)

RT-PCR 진행을 위한 oligo primer 염기서열은 Table 1에 

나타내었다. 면역 관련 유전자에 해당하는 모든 primer는 

NCBI Primer BLAST 프로그램으로 디자인한 뒤, 바이오닉스

(Seoul, Korea)에 합성을 의뢰하였다. PCR 반응은 Ex-Taq 

(Takara, Japan)을 이용하였으며, 각 PCR product는 전기영동 

후 Quantity One (Bio-Rad, USA) 프로그램을 이용하여 

mGAPDH 유전자의 발현양과 비교한 유전자의 발현 정도를 

각각 정량 분석하였다.

통계처리

본 실험에서 측정한 분석값은 평균±표준편차(S.D)로 표기

하였다. 처리 간의 차이 유무를 확인하기 위한 통계학적 분석

은 SPSS version 12.0 (Chicago, USA) 프로그램을 이용하여 

one-way ANOVA (analysis of variance) 분석을 하였고, 

Duncan’s test로 p<0.05 수준에서 통계학적 유의성을 검정하

였다.

결   과

시료 분리 및 동정 

산약추출물로부터 분리한 화합물은 1H-NMR과 13C-NMR

을 이용한 성분 분석 결과 β-sitosterol과 daucosterol로 확인되
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Table 1. Primer sequences of selected genes related inflammation used in RT-PCR

Gene Oligonucleotide sequence (5’ - 3’) Product size (bp)

TNF-α

COX-2

IL-6

iNOS

mGAPDH

F : CTCCCTCCAGAAAAGACACCA

F : CAACACCTGAGCGGTTACCA

F : GAGTTGTGCAATGGCAATTCTG

F : ACAGGGAGTTGAAGACTGAGAC

F : GGAGAGTGTTTCCTCGTCCC

R : TTGCTACGACGTGGGCTAC

R : CTGCTCTGGTCAATGGAGGC

R : GGAAATTGGGGTAGGAAGGACT

R : GCACAAGGGGTTTTCTTCACG

R : TCCACGACATACTCAGCACC

312

320

309

309

313

Table 2. 1H- and 13C-NMR spectral data for β-sitosterol and daucosterol extracted from D. batatas

Identified compounds Basic properties
Measured spectra

H-NMR (400MHz, pyridine-d5) C-NMR (100MHz, pyridine-d5)

β-sitosterol
․mp : 137-140℃

․white amorphous 

powder

․IR Vmax cm -1 3410 

(OH), 1464 (C=C)

․FAB-MS m/z 415 

[M+H]
+

δ 0.69 (3H, s, CH-18), 0.82 (3H, 

d, J=6.6 Hz, CH-29), 0.84 (3H, 

d, J=6.6 Hz, CH-26), 0.86 (3H, 

d, J=7.7 Hz, CH-21), 0.90 (3H, 

d, CH-19), 1.07 (3H, s, CH-19), 

5.43 (1H, d, J=5.2 Hz, H-6)

δ 37.5 (C-1), 32.2 (C-2), 71.3 (C-3), 42.8 (C-4), 

142.0 (C-5), 121.2 (C-6), 32.5 (C-7), 29.5 (C-8), 

50.5 (C-9), 36.9 (C-10), 21.3 (C-11), 40.8 (C-12), 

42.4 (C-13), 57.1 (C-14), 24.5 (C-15), 28.6 

(C-16), 56.3 (C-17), 12.5 (C-18), 19.2 (C-19), 

36.4 (C-20), 19.0 (C-21), 34.3 (C-22), 26.5 

(C-23), 46.1 (C-24), 29.4 (C-25), 19.6 (C-26), 

20.0 (C-27), 23.4 (C-28), 12.6 (C-29)

daucosterol
․mp : 280-282℃

․white amorphous 

powder

․IR Vmax cm -1 3371 

(OH), 1050 (glycosidic 

C-O)

․FAB-MS m/z 577 

[M+H]
+

δ 0.66 (3H, s, CH-18), 0.86 (3H, 

d, J=6.6 Hz, CH-28), 0.89 (3H, 

d, J=6.6 Hz, CH-29), 0.92 (3H, 

d, J=6.6 Hz, CH-26), 0.94 (3H, 

d, J=7.7 Hz, CH-21), 1.07 (3H, 

s, CH-19), 5.06 (1H, d, J=7.7 Hz, 

anomeric H), 5.35 (1H, d, J=Hz, 

H-6)

δ 37.0 (C-1), 30.3 (C-2), 78.1 (C-3), 40.0 (C-4), 

140.9 (C-5), 121.9 (C-6), 32.2 (C-7), 32.1 (C-8), 

51.4 (C-9), 37.5 (C-10), 21.5 (C-11), 39.9 (C-12), 

42.5 (C-13), 56.9 (C-14), 25.7 (C-15), 29.5 

(C-16), 56.9 (C-17), 12.2 (C-18), 20.0 (C-19), 

36.4 (C-20), 19.4 (C-21), 34.2 (C-22), 26.4 (C-23), 

46.1 (C-24), 30.0 (C-25), 21.3 (C-26), 19.2 (C-27), 

23.4 (C-28), 12.0 (C-29), 102.6 (C-1’), 75.4 (C-2’), 

78.5 (C-3’), 71.7 (C-4’), 78.6 (C-5’), 62.9 (C-6’)

F; forward primer, R; reverse primer

었으며, 각 분석 결과는 Table 2에 제시하였다. 각 성분을 이후 

실험의 시료로 사용하기 위하여, 동정된 시료의 성분 및 순도를 

RP-HPLC를 이용하여 재확인하였다(Fig. 1B). β-Sitosterol과 

daucosterol은 95% 이상의 순도로 분리되었음을 확인하였다. 

β-Sitosterol과 daucosterol을 처리한 면역세포 생존률의 

비교

산약에서 분리 동정한 β-sitosterol과 daucosterol의 처리에 

따른 세포의 성장 및 생존에 미치는 영향을 분석하기 위하여 

MTT assay를 수행하였다. β-Sitosterol을 10, 20, 50 μM 농도로 

처리한 RAW 264.7 세포는 90.4%, 93.6%, 87.82%의 세포 생존

율을, TK-1 세포는 87.1%, 83.6%, 79.3%의 세포 생존율을 확인

하였다(Fig. 2A). Daucosterol을 10, 20, 50 μM을 24시간 처리 

시에 RAW 264.7은 98.0%, 91.3%, 84.8%의 세포 생존율을, TK- 

1의 경우 99.5%, 100.3%, 98.6%의 세포 생존율을 나타냈다. 종

합하면 50 μM의 β-sitosterol 처리 시에는 모든 세포에서 80% 

이상의 생존율을 보였다. Daucosterol을 50 μM로 처리한 RAW 

264.7 세포에서 85% 이상의 세포 생존율을 보였으며, TK-1 

세포에서는 98.6% 이상의 생존율을 확인할 수 있었다. 결과적

으로 β-sitosterol과 daucosterol의 각각 처리시에 50 μM 농도

까지 80% 이상의 생존률을 나타내는 것을 확인하였다. 

LPS 처리시간에 따른 염증 관련 cytokine의 발현량 변화 

일반적으로 면역 연구에 많이 사용되고 있는 RAW 264.7 

세포와 비교하여, TK-1 세포를 대상으로 LPS 처리에 의한 염

증 관련 유전자의 발현 정도를 분석한 연구보고는 거의 없다. 

따라서 β-sitosterol과 daucosterol의 염증 반응에 미치는 영향

을 분석하기 전에, LPS 처리가 TK-1 세포에 미치는 영향을 

확인하고자 하였다. LPS를 처리하지 않은 RAW 264.7에서 각 

유전자 발현양을 0으로, LPS 처리 12시간 후의 발현양을 1로 

환산하고, 24시간 처리 한 후의 발현양을 상대적으로 비교하

였다. LPS 처리 후 24시간 배양 시에 COX-2는 2.63 fold, TNF-

α는 3.74 fold, IL-6는 1.02 fold, iNOS는 14.95 fold 로 증가하는 

것을 확인하였다(Fig. 2B).

앞서 언급한대로, 일반적으로 TK-1 세포의 경우는 LPS 처

리에 의한 면역관련 유전자의 발현 증가는 예상하기 어려우며 

그에 대한 연구 결과도 거의 밝혀져 있지 않다. 하지만, 같은 

방법으로 염증 관련 유전자의 유도발현양을 비교하였을 때, 
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Fig. 2. (A) Cell viabilities of RAW 264.7 cells and TK-1 cells. Both cells were treated with lipopolysaccharide for 24 hr, respectively. 

Then, cell viability was measured by MTT assay. (B) Immune-related gene expressions in LPS-stimulated RAW 264.7 and 

TK-1 cell lines. COX-2, TNF-α, IL-6 and iNOS mRNA expression in LPS-stimulated both cell lines treated with LPS (1 μg/ml) 

for 12 or 24 hr were measured. All levels of relative gene expression for 24 hr were compared with those expression levels 

for 12 hr designed to 1. Data represent the means ± S.D of triplicated experiments. Sharing the same alphabet indicates no 

significant difference between the two groups (p<0.05).

TK-1에 LPS를 24시간 동안 처리 후 COX-2는 1.03 fold, TNF-α

는 3.91 fold, IL-6는 2.62 fold, iNOS는 1.81 fold 수준으로 유전자 

발현양이 증가하였다. 결과적으로, TK-1에서도 LPS 처리에 의

해 cytokine IL-6를 포함하여 염증 관련 인자인 TNF-α, iNOS

의 발현이 크게 유도되고 있음을 확인하였다. 

β-Sitosterol 및 daucosterol 처리가 RAW 264.7 내 

염증관련 유전자 발현에 미치는 영향

β-Sitosterol의 처리를 통하여 LPS에 의한 염증 반응의 강화 

및 억제 효능을 확인하기 위하여 LPS로 염증반응을 유도한 

RAW 264.7 세포에 β-sitosterol을 10, 20, 50 μM의 농도로 각각 

처리한 후 12시간, 24시간 뒤 COX-2, TNF-α, IL-6, iNOS 발현

양의 변화를 각 유전자 특이적 primer를 이용하여 RT-PCR을 

수행하여 LPS만 처리한 양성대조군과 비교하여 상대적으로 

분석하였다. β-Sitosterol을 12시간 동안 처리하였을 때 COX-2

의 경우 1.0~1.35 fold의 발현양을 나타내었으며, IL-6의 경우 

0.9에서 0.98 fold의 발현양을 나타냈다. TNF-α의 경우 10, 20 

μM 처리시에는 6.2 fold, 50 μM 처리시에는 7.8 fold로 발현양

이 증가하였다. 또한, iNOS의 경우는 10, 20, 50 μM β-sitosterol

의 처리 농도에 따라 각각 2.8, 4.8, 8.5 fold로 그 발현양이 각각 

증가하는 것을 확인하였다(Fig. 3A). 결과적으로, β-sitosterol 

처리시에 RAW 264.7 세포에서의 염증반응은 염증 유도 인자

의 발현 증가를 통하여 더욱 크게 유도되는 것으로 여겨진다.  

Daucosterol을 농도별로 12시간 동안 처리한 실험군에서 
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Fig. 3. (A) Effect of β-sitosterol on COX-2, TNF-α, IL-6 and iNOS mRNA expression in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Cells 

were treated with β-sitosterol (10, 20, 50 μM) and LPS (1 μg/ml) for 12 hr. (B) Effect of daucosterol on COX-2, TNF-α, 

IL-6 and iNOS mRNA expression in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Cells were treated with daucosterol (10, 20, 50 μM) 

and LPS (1 μg/ml) for 12 hr. And the levels of each gene expression showed relatively after comparing to the level of 

only LPS-treated cell designed to 1. Data represent the means ± S.D of triplicated experiments. Sharing the same alphabet 

indicates no significant difference between the two groups (p<0.05). BS; β-sitosterol, DCS; Daucosterol.
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COX-2의 경우 10, 50 μM의 처리 시에 각각 0.88 fold, 0.92 

fold로 나타났다. TNF-α의 경우는 20, 50 μM 처리 시에 각각 

1.18 fold, 1.08 fold로 상대적으로 약하게 증가한 발현양을 나

타냈다. IL-6의 경우는 10 μM 처리 시에 발현양이 0.7 fold로 

감소하였으나 20, 50 μM 처리 시에는 발현양의 변화가 거의 

없는 것으로 확인하였다. 놀랍게도 iNOS의 경우 10, 20, 50 

μM의 daucosterol의 처리에 따라 각각 0.52, 0.8, 0.18 fold로 

그 발현 유도양이 농도의존적으로 감소하였다(Fig. 3B). 

결과적으로 RAW 264.7 세포에 β-sitosterol 처리 시에는 

LPS 처리에 따른 발현양보다 6-fold 이상으로 TNF-α의 발현이 

더 증가하였으며 iNOS의 경우는 처리 농도 의존적으로 그 발

현유도양이 더 증가하고 있음을 확인하였다. 이와 반대로 

daucosterol의 처리시에는 TNF-α의 발현 유도를 LPS 처리시 

발현양과 유사한 수준으로 억제하고, iNOS 유전자 발현 유도

를 농도 의존적으로 LPS 처리시 발현양 수준 이하로 억제하고 

있음을 확인하였다.

β-sitosterol 및 daucosterol 처리가 TK-1 세포주 내 염

증 관련 유전자의 발현량 변이 

TK-1 세포는 대식세포를 포함하여 많은 세포에서 제공하는 

다양한 면역 신호에 따라 cytokine을 분비하여 Th1, Th2 반응

을 나타내는 면역 T 세포 유래 세포주이다. 본 실험에서는 TK- 

1세포에 β-sitosterol과 daucosterol 처리 시의 염증 관련 유전

자의 발현양의 변화를 확인하고자 하였다. β-sitosterol을 12시

간 동안 처리한 TK-1 세포의 경우, COX-2 유전자의 발현은 

10 μM 처리 시 0.68 fold, 20, 50 μM 처리 시에 각각 1, 0.92 

fold로 발현양이 감소하는 것으로 확인하였다(Fig. 4A). TNF-α

의 경우 10 μM 처리 시에 1.9 fold로 증가하였으나 20, 50 μM 

처리 시에 오히려 0.84, 0.2 fold 수준으로 β-sitosterol 처리 

농도 의존적으로 발현이 감소하였다. IL-6의 경우는 10 μM에

서 0.3 fold로 감소하였으며 20 μM에서는 1.9 fold로 증가하는 

것으로 나타났다. 특이하게 iNOS의 경우 10 μM 처리 시에 

0.3 fold 수준으로 그 발현양이 감소하였으나 RAW 264.7 세포

에서와 동일하게 고농도인 50 μM 처리 시에 1.45 fold 이상으

로 발현양이 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 4A). 

또한, daucosterol을 TK-1 세포에 12시간 동안 처리한 경우 

COX-2 유전자의 발현은 양성대조군과 유사한 발현양을 보였

지만, 50 μM 처리 군에서 그 발현양은 1.16 fold로 약간 증가하

였다. 놀랍게도 TNF-α, IL-6, iNOS의 경우, LPS 처리시에 증가

하였던 발현양과 비교하여 daucosterol을 처리했을 때, 그 발

현양이 거의 검출되지 않을 만큼 급격하게 감소한 것으로 확

인되었다(Fig. 4B).

결과적으로 TK-1 세포에 고농도 β-sitosterol 처리 시 TNF-

α의 발현 증가를 0.2 fold 수준으로 현저하게 억제하고, iNOS

의 경우 저농도 처리시에는 감소하고 고농도 처리시에는 농도 

의존적으로 발현양이 증가하는 것을 확인하였다. 이와 반대로 

daucosterol의 처리시에는 TNF-α, IL-6, iNOS 등의 발현양이 

LPS만 처리된 대조군에 비해 크게 감소하여, 염증 유도가 억

제되는 것으로 추정된다. 

고   찰

본 연구는 면역 연구에서 일반적으로 사용하는 대식세포주

인 RAW 264.7과 연구가 부족한 T 세포주인 TK-1을 이용하여 

각 세포주 내 면역관련 유전자의 발현 차이를 분석하고, 그 

결과를 바탕으로 산약 추출물의 면역보조제로서의 활용 가능

성을 확인하고자 하였다. 산약의 주요 기능성 성분인 dioscin, 

diosgenin을 배제하고 추가적인 성분 추출 과정을 통해 β-si-

tosterol과 daucosterol을 분리하였으며, HPLC와 NMR 분석

을 통해 동정하였다. 분리된 각 성분의 면역관련 유전자의 발

현에 미치는 영향을 분석하기에 앞서, LPS 처리로 염증반응을 

유도한 결과, RAW 264.7 세포와 TK-1 세포 모두에서 TNF-α와 

IL-6, 그리고 iNOS의 발현양이 24시간까지 증가하는 것을 확

인할 수 있었다(Fig. 1B). 이는 기존 논문들에서 RAW 264.7 

세포에 LPS 처리 후 TNF-α와 IL-6의 경우 6시간에서 가장 높

은 발현양을 나타내고 이후 감소하는 것으로 보고되고 있고, 

COX-2와 iNOS의 경우 12시간에 높은 발현양을 나타내고 이

후 24시간까지 발현양이 지속되거나 증가된다고 보고된 점들

과 비교하였을 때는 일부 차이를 보여, 실험 조건에 따라 발현

양의 차이가 있을 수 있음을 나타내고 있다[4, 7, 16, 19]. 

본 실험에서는 LPS로 처리한 대식 세포주 RAW 264.7과 

T 세포 유래 TK-1 세포에 산약에서 분리한 β-sitosterol과 dau-

costerol을 농도별로 12시간 동안 처리한 후 면역반응에 관련

된 유전자의 mRNA 발현양을 분석하였다. RAW 264.7의 경우 

12시간 동안 50 μM의 농도로 β-sitosterol 처리시 TNF-α와 

iNOS는 3 fold 이상의 발현 증가를 보였다. 하지만 COX-2와 

IL-6의 발현양은 거의 증가하지 않았다(Fig. 2A). 최근에 

Kurano, M. et al. 은 RAW 264.7 세포에 저농도(8 μM, 16 μM)

의 β-sitosterol 처리 시에는 IL-6의 분비량은 약간 증가하고, 

160 μM 처리시에는 오히려 감소하고 있음을 보였으며, TNF-α

는 저농도 처리시에 거의 변화가 없으며 고농도(160 μM) 처리

시에 약 2 fold로 증가하고 있음을 보고되어 본 연구결과에서 

LPS 처리시의 발현양과 비교하여 β-sitosterol 처리시의 IL-6

의 발현증가양과 유사하였으며 TNF-α의 발현증가양은 일치

하는 것을 확인하였다[14]. 또한 LPS를 처리한 RAW 264.7 세

포에 Triticum aestivum의 새싹에서 추출한 β-sitosterol을 처리

하였을 때 TNF-α의 발현 유도를 억제하지 못한다는 결과도 

보고된 바 있다[18]. 이와 비교하여 본 연구에서는 T 세포 유래 

TK-1에 β-sitosterol을 저농도로 처리했을 때 TNF-α와 IL-6는 

2 fold 정도로 발현양이 증가하고 고농도 처리시에는 LPS만 

처리한 대조군에 비교하여 오히려 감소하였다. 이에 반하여 

iNOS의 발현양은 저농도 처리시에 감소하였으나 고농도 



366 생명과학회지 2020, Vol. 30. No. 4

A

B

Fig. 4. COX-2, TNF-α, IL-6 and iNOS mRNA expression in TK-1 cells. (A) Cells were treated with β-sitosterol (10, 20, 50 μM) 

and LPS (1 μg/ml) for 12 hr. (B) Cells were treated with daucosterol (10, 20, 50 μM) and LPS (1 μg/ml) for 12 hr. And 

the levels of each gene expression showed relatively after comparing to level of LPS-treated TK-1 cell designed to 1. Data 

represent the means ± S.D of triplicated experiments. Sharing the same alphabet indicates no significant difference between 

the two groups (p<0.05). BS; β-sitosterol, DCS; Daucosterol.
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처리시에 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 3A). 참고로 β-sitos-

terol을 human aortic endothelial 세포에 처리했을 때 TNF-α

의 발현과 상관없이 염증억제 효능이 있다는 결과도 보고된 

바 있다[17]. 따라서 TNF-α의 발현양과 염증반응간의 상관관

계가 세포주에 따라 달라질 수 있음을 알 수 있다.

Daucosterol을 RAW 264.7 세포에 10~50 μM로 각각 처리

한 경우 COX-2, TNF-α, IL-6의 발현량은 0.7~1.2 fold 내에서 

변화하는 것을 나타냈으며, 특이하게 iNOS의 경우는 0.8~0.18 

fold로 발현양이 크게 감소되는 것을 확인하였다(Fig. 3B). 

TK-1 세포에 daucosterol을 처리한 경우에는, 놀랍게도 TNF-

α, IL-6, iNOS의 발현량이 RT-PCR을 활용한 분석에서도 검출

되지 않을 정도로 급격하게 감소한 것을 확인하였다(Fig. 4B). 

Daucosterol의 면역 조절 효능 등에 관한 기존 연구결과는 매

우 부족하지만, Trachelospermum jasminoides에서 분리한 dau-

costerol을 RAW 264.7 세포에 처리하였을 경우 TNF-α의 발현

유도량이 23.3%, IL-6는 64.1%로 억제되는 것으로 보고되고 

있어 본 실험의 결과와 일치하고 있음을 알 수 있다[6]. 

본 연구는 산약에 포함된 많은 phytosterol 중 어떤 인자가 

면역 억제 조절 등에 효과적으로 작용하는지 알아보기 위하여 

분리 동정한 phytosterol 중 β-sitosterol, daucosterol을 선택

적으로 이용하여 연구를 수행하였다. 많은 종류의 cytokine은 

면역세포의 신호전달 과정에서 면역 반응 유도 및 억제에 영

향을 주는 물질로 알려져 있지만, 그 기작에 대해서는 자세하

세 알려져 있지 않다. 또한 많은 식물 추출물을 이용한 면역 

활성 및 항염증에 관한 실험은 주로 RAW 264.7 세포를 대상으

로 진행된 반면 TK-1 세포에서의 연구는 매우 부족하다. 결과

적으로 본 연구에서 β-sitosterol은 RAW 264.7 세포에서 TNF-

α와 iNOS의 발현을 유도하여 면역 상승 효과에 관여하고 

TK-1 세포에서는 농도의존적으로 iNOS 발현양의 상승과 TNF- 

α 발현양의 감소를 유도하여 면역 억제 활성이 나타나는 것임

을 제시하고 있다. 이와 더불어서 daucosterol은 RAW 264.7 

세포의 iNOS 발현양을 억제하고, TK-1 세포에서는 TNF-α, 

IL-6, iNOS 의 발현을 크게 억제함으로써 대식세포주와 T 림

프구 세포주에서 모두 면역 억제 효능을 가지고 있음을 제시

하였다. 

최종적으로 면역증강, 면역 억제 및 염증 감소에 β-sitosterol, 

daucosterol이 미치는 영향에 대한 본 연구의 결과가 면역 의

약품 소재 및 기능성 식품 소재로 활용될 수 있는 기초적인 

정보를 제공할 것으로 사료된다[5, 11].
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초록：산약에서 분리한 β-sitosterol과 daucosterol의 RAW 264.7 세포와  TK-1 세포에서의 면역 

활성 조절 효능

박민경1․조세희1․안태규1․김도현1․김소연3․이진욱1,5․김지인2,4․서을원1․손건호3․임재환1,2* 

(1안동대학교 생명공학부, 2안동대학교 백신산업연구소, 3안동대학교 식품영양학과, 4경북대학교 의과대학 생화학교실,  

 
5환동해산업연구원)

많은 면역 소재 연구에서 RAW 264.7 세포를 이용한 결과는 많이 보고되어 있으나 T 세포 유래 TK-1 세포를 

활용한 연구결과는 거의 보고되어 있지 않다. 또한 식물 유래 성분인 β-sitosterol의 효능 연구에 비하여 그 유사체

인 daucosterol의 면역 활성 조절 기능에 관한 연구도 매우 부족하다. 본 연구에서는 산약, D. batatas, 에서 β- 

sitosterol과 daucosterol을 추출하여 분리하고 NMR 방법으로 동정하였다. 이후 분리된 phytosterols의 면역 증강 

또는 억제 효능을 규명하기 위해 lipopolysaccharide로 염증반응이 유도된 RAW 264.7 세포와 TK-1 세포에 β-si-

tosterol과 daucosterol을 각각 농도별로 12시간 동안 처리한 후에 염증관련 유전자인 COX-2, TNF-α, IL-6, iNOS

의 상대적인 발현양을 RT-PCR 방법으로 분석하였다. 대식세포주인 RAW 264.7에 β-sitosterol을 처리하였을 때, 

LPS만을 처리한 대조군의 발현 증가량과 비교하여 TNF-α와 iNOS의 상대적인 발현양이 3 fold 이상 증가하였다. 

TK-1 세포의 경우에서는 β-sitosterol의 처리 농도의존적으로 TNF-α의 발현양은 감소하고 iNOS의 발현양은 증가

하였다. Daucosterol을 RAW 264.7 세포에 처리한 경우 COX-2, TNF-α, IL-6의 발현양이 0.7~1.2 fold 정도로 변화

하였으며 iNOS의 경우는 특이하게 0.8~0.18 fold로 발현양이 농도의존적으로 감소하였다. TK-1 세포에 daucoster-

ol을 처리한 경우에는, 놀랍게도 LPS만 처리된 경우와 비교하여 상대적으로 TNF-α, IL-6, iNOS의 발현량이 급격

하게 감소하는 것을 확인하였다. 결과적으로, β-sitosterol의 처리는 RAW 264.7 세포에서 TNF-α, iNOS의 발현 

증가를 유도하여 면역 상승 효과에 관여하였다. TK-1 세포에서는, iNOS 발현 수준이 증가하였고, 반면에 TNF-α 

발현수준은 감소하여, β-sitosterol의 면역 억제 활성을 보여주었다. Daucosterol은 RAW 264.7 세포의 iNOS 발현

양을 억제하고 TK-1 세포에서 TNF-α, IL-6, iNOS의 발현을 크게 억제함으로써, 대식세포와 T 세포주에서 모두 

면역 억제 효능을 보이는 것으로 판단된다. 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


