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ABSTRACT - This study was performed with hot water extract (LJF-W) and 70% ethanol extract (LJF-70E) of

Litsea japonica fruit to investigate the immunostimulatory activity and bone health-promoting effect of L. japonica

fruit. The production of pro-inflammatory mediator (nitric oxide) and pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-6 and

IL-1β) in murine macrophage RAW264.7 cells were estimated to examine the immunostimulatory activity of the fruit

extracts. The immunostimulatory activity of LJF-W was higher than that of positive control (geinsenosides). How-

ever, there was no effect in LJF-70E. Futhermore, both LJF-W and LJF-70E appeared to stimulate the proliferation of

MC3T3-E1 cells, proving the effect as a bone health agent. From this result it could be presumed that L. japonica fruit

extracts not only stimulate the immune system, but also the ability to promote bone health. 
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까마귀쪽나무(Litsea japonica)는 녹나무과 까마귀쪽나무속

의 상록 소교목으로 일본과 국내 특히 제주도, 울릉도 등

일부 남부지역에 주로 자생하며 까마귀쪽나무 또는 구럼비

나무로 불려진다1). 특히 까마귀쪽나무의 열매는 핵과로 8월

에서 9월 말경에 익으면 식용이 가능하다. 까마귀쪽나무 열

매에는 주로 fatty acids, essential oils, lactones, alkaloids 등

이 함유되어 있으며2,3), 지표성분으로는 hamabiwalactone A,

hamabiwalatone B, akolactone B, litsealactone A,

litsealactone B 등이 보고 되었다1). 까마귀쪽나무 열매는

구토, 설사, 뼈의 통증, 산후통증에 사용되어 졌다고 보고

되고 있으나4), 까마귀쪽나무에 대한 생리활성 연구는 많

이 이루어져 있지 않은 상태이다. 생약재를 이용한 식품

가공 원료가 증가하고 있는 만큼 건강 유지와 자양강장을

목적으로 섭취하는 경우가 많아졌다5).

면역은 체내의 자기방어체계로서 자기 성분 이외의 외

부 감염물질로부터 침입해오는 각종 물질이나 생명체를

이물질로 인식하여 제거하고 대사시키는 중요한 생체적

방어작용의 하나로 선천성 면역반응과 후천성 면역반응을

구분된다6). 선천성 면역계에서 최전선을 담당하는 대식세

포는 체내의 모든 조직에 분포하며 1차적으로 세균이나

바이러스, 감염성 병원체뿐 아니라 노화 세포나 암세포 등

에 대해 탐식작용을 일으키는 방어작용을 가지고 있다. 활

성화된 대식세포는 대식능력의 증강, nitric oxide, TNF-α,

IL-6 등의 다양한 cytokine 생성을 증가시키므로 면역반응

을 극대화시키는 중요한 매개체 역할을 한다7,8). 대식세포

는 O2, H2O2 등을 분비함으로서 표적세포를 제거하며9), 활

성화된 대식세포만이 분비한다고 알려진 nitric oxide는 산

소중간물질 등에 내성을 보이는 기생체나 종양세포에도

작용하여 유효한 효과를 나타낸다고 보고되어있다10,11). 대

식세포는 외부로부터 들어온 항원을 세포 표면에 발현시

켜 T임파구로 하여금 그 항원을 인식하게 하여 항체를 만

들게 한다. 한편, 체액성 면역을 담당하는 B임파구의 기

능은 항체를 생성함으로 외부 항원과 결합하여 면역 복합
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체를 형성하고 보체를 활성화하여 항원을 제거하는 역할

을 한다12). 또한 바이러스로 감염된 세포나 암세포에 대하

여 살해능력을 가진 자연살해세포(natural killer cell, NK

cell)는 면역에 있어서 숙주를 보호하고, 암이나 각종 감염

에 대해 중요한 역할을 하며 초기 면역반응에서 일차적

방어선을 차지하는 중요한 역할을 한다13).

뼈는 칼슘과 인이 석회화된 조직으로, 미네랄의 저장창

고이며 몸을 지탱하고 보호하는 중요한 역할을 한다14). 뼈

를 구성하는 단백질을 생성하는 조골세포(osteoblast)와 뼈

의 표면에 단백질 분해효소 분비 등을 통해 뼈 구성성분

을 파괴하는 파골세포(osteoclast)의 균형을 통해 뼈의 항

상성이 유지된다15,16). 조골세포는 조골전구세포가 다양한

인자들에 의해 분화되어 생성되며 단백질 성분을 분비하

고 미네랄화 하여 osteoid를 형성한다17,18). 골 형성은 복합

적인 분자생물학적 과정에 의해 이루어지며, 골과 관련된

유전자들의 발현에 의하여 조절되어 진다. 이때 관여하는

유전자는 alkaline phosphatase (ALP), osteocalcin (OC),

osteonectin (ON), osteopontin (OP) 등이 있다19).

본 연구에서는 까마귀쪽나무 열매 70% 주정에탄올 추

출물과 열수추출물을 대식세포에 처리 시 대식세포가 활

성화 되었을 때 분비되는 NO 및 cytokine의 수준을 측정

함으로 면역강화 작용을 규명하였고, 조골세포의 증식능

의 차이를 확인하므로 뼈 건강 작용을 규명하였다.

Materials and Methods

까마귀쪽나무 열매 추출물 제조

제주도 해안가에 자생하고 있는 까마귀쪽나무 열매를

2019년 5월에 채취하여 본 연구에 사용하였다. 까마귀쪽

나무 열매의 씨앗을 분리한 후, 과육 부분을 동결건조

(7751041, Labconco, Kansas City, MO, USA)하였다. 까마

귀쪽나무 동결건조 열매에 20배수의 증류수를 넣고 환류

추출장치에서 95oC에서 4시간 동 안 추출하였으며, 20배

수의 70% 에탄올을 넣고 환류 추출장치에서 85oC에서 4

시간 동안 환류 추출하였다. 각각의 방법을 2회 실시하였

으며, 1차 및 2차에서 얻어진 추출물을 혼합하여 filter

paper (ADVANTEC, Tokyo, Japan)로 여과한 다음 일정 농

도까지 농축(N-1300, Eyela, Tokyo, Japan)한 후 동결건조

(7751041, Labconco)하여 열수추출 분말시료(LJF-W)와

70% 에탄올추출 분말시료(LJF-70E)를 얻었다.

Total anthocyanins 함량분석

총 안토시아닌 함량 분석은 Mitsunaga 등20)의 vanillin-

hydrochloric acid 방법을 변형하여 측정하였다. 각 시료

0.5 mg을 methanol 0.5 mL에 용해 후 0.5% vanillin-HCl

solution (0.5% vanillin (w/v) + 4% HCl in MeOH)을 첨

가 하여 실온암소에서 20 min 동안 방치한 후, 500 nm에

서 흡광도를 측정하였다. 카테킨(0.0625-1.0 mg/mL) 표준

곡선을 이용하여 총 안토시아닌 함량을 계산하였다.

세포배양

대식세포(murine macrophage cell line)인 RAW264.7은 한

국세포주은행(Seoul, Korea)에서 분양받아 Dulbecco’s

modified eagles medium (Hyclone Laboratories, Logan, UT,

USA)배지에 10% fetal bovine serum (Gibco RBL Co.,

Grand Island, NY, USA)과 100 units/mL penicillin-

streptomycin (Hyclone Laboratories, Logan, UT, USA)을 첨

가하여 사용하였고, 조골전구세포(preosteoblast)인 MC3T3-

E1은 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 분양받아 αMEM

(Gibco RBL Co., Grand Island, NY, USA) 배지에 10%

fetal bovine serum (Gibco RBL Co., Grand Island, NY,

USA)과 100 units/mL penicillin-streptomycin (Hyclone

Laboratories, Logan, UT, USA)을 첨가하여 사용하였고

37oC, 5% CO2 incubator (311GP, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA)에서 배양하였다.

세포독성 측정

RAW264.7 cell을 5×103 cells/100 µL이 되도록 96-well-

plate에 갈고 24시간 동안 37oC, 5% CO2 incubator에서 배

양한 다음 LJF-W, LJF-70E을 각각 10 µg/mL, 100 µg/mL,

1,000 µg/mL의 농도로 24시간 동안 처리하였다. MTT assay

kit (Dozen, Seoul, Korea)을 사용하였다. Microplate reader

(Epoch, Biotek Instruments Inc., Winooski, VT, USA)를

이용하여 450 nm의 흡광도에서 측정하였다.

Nitric oxide (NO) 측정

RAW264.7 cell을 5×104 cells/mL이 되도록 48-well-plate

에 분주하고 24시간 동안 37oC, 5% CO2 incubator (311GP,

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에서 배양

한 다음 LJF-W, LJF-70E을 각각 10 µg/mL, 100 µg/mL,

1,000 µg/mL의 농도로 48시간 동안 처리하고, 양성대조군

으로 홍삼(진세노사이드 Rg1+Rb1+Rg3 5.5 mg/g)과

lipopolysaccharide (LPS, 1 µg/mL)을 사용하였다. 100 µL

의 상층액을 취하여 96-well plate에 옮긴 후 NO assay kit

(Intron, Sungnam, Korea)을 이용하여 상층액의 NO를

microplate reader (Epoch, Biotek Instruments Inc.)를 이용

하여 540 nm의 흡광도에서 측정하였다21).

Cytokines 측정

RAW264.7 cell을 5×104 cells/mL이 되도록 48-well-plate

에 분주하고 24시간 동안 37oC, 5% CO2 incubator (311GP,

Thermo Fisher Scientific)에서 배양한 다음 LJF-W, LJF-

70E을 각각 10 µg/mL, 100 µg/mL, 1,000 µg/mL의 농도로

48시간 동안 처리하고, 양성대조군으로 홍삼(진세노사이드
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Rg1+Rb1+Rg3 5.5 mg/g)과 lipopolysaccharide (LPS, 1 µg/

mL)을 사용하였다. 100 µL의 상층액을 취하여 96-well plate

에 옮긴 후 Enzyme-Linked Immuosorbent Assay (ELISA)

kit (R&D systems, Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 상

층액의 TNF-α, IL-6를 microplate reader (Epoch, Biotek

Instruments Inc.)를 이용하여 450 nm의 흡광도에서 측정하

였다.

조골세포증식 측정

MC3T3-E1을 5×103 cells/100 µL이 되도록 96-well-plate

에 분주하고 24시간 동안 37oC, 5% CO2 incubator (311GP,

Thermo Fisher Scientific)에서 배양한 다음 LJF-W, LJF-

70E을 각각 10 µg/mL, 100 µg/mL, 1,000 µg/mL의 농도로

48시간 동안 처리하였다. MTT assay kit (Dozen)을 사용

하였다. Microplate reader (Epoch, Biotek Instruments Inc.)

를 이용하여 450 nm의 흡광도에서 측정하였다.

ALP 측정

MC3T3-E1(조골세포)를 5×103 cells/250 µL로 48-well-

plate에 분주하고 24시간 동안 37oC, 5% CO2 incubator

(311GP, Thermo Fisher Scientific)에서 배양한 LJF-W, LJF-

70E을 각각 10 µg/mL, 100 µg/mL, 1,000 µg/mL의 농도로

48시간 동안 처리하였다. 배양 후 PBS로 세척하고 Lysis

buffer를 첨가하여 lysis 시킨 후 16,000×g에서 15분간 원

심분리하여 세포막 성분 등을 침전시켜 상층액을 수집하

고, 상측액 내 ALP activity를 ALP assay kit (ab83369,

Abcam, Cambridge, UK)를 이용하여 사용자 매뉴얼에 기

재된 방법대로 정량해 분석하였다.

통계처리

실험에서 얻어진 통계적 유의성은 GraphPad Prism 8.0

(Graph Pad software, San Diego, CA, USA) package

program을 이용하여 실험군 당 평균과 표준편차로 표시하

였고, Student’s t-test와 one way analysis of varance

(ANOVA) test를 실시한 유의성을 검정하였다.

Results and Discussion

까마귀쪽나무 열매 추출물(LJF-W, LJF-70E)의 총 안토시아

닌 함량 및 세포독성

Anthocyanin은 면역, 항산화 및 항암에도 효능이 있다는

연구가 보고되어 있어22) 까마귀쪽나무열매추출물(LJF)에서

의 총 안토시아닌의 함량을 확인하고자 하였다. 까마귀쪽나

무열매추출물(LJF-W, LJF-70E)에 대하여 총 함량을 분석한

결과는 Table 1과 같다. LJF-W와 LJF-70E의 총 안토시아닌

함량은 각각 325.50±45.58 mg CE/g과 136.99±8.44 mg CE/g

으로 LJF-W의 함량이 LJF-70E 보다 높은 것으로 분석되었

다(Table 1). 또한 RAW264.7세포(5×103 cells/mL)에 LJF-W

와 LJF-70E을 처리하여 24시간 동안 배양한 후 MTT assay

kit를 이용하여 세포독성을 확인하였다. 통계처리하여 확인

한 결과, 대조군 대비 유의성이 없어 세포독성이 없는 것으

로 확인되어(Fig. 1). 안토시아닌의 함량과 세포독성과는 상

관관계가 없음을 확인하였다.

까마귀쪽나무 열매 추출물의 NO 생성에 미치는 영향

RAW264.7 세포주를 이용하여 nitric oxide (NO)의 생성

량 변화를 그 대사체인 nitrite의 농도를 측정하여 확인하

였다. 대식세포가 활성화 되면 NO 및 TNF-α등의 염증성

사이토카인들을 분비하는데 NO의 생성은 면역계에서 방

어작용을 하는 중요한 역할을 한다고 알려져있다23).양성대

조군인 홍삼 1,000 µg/mL을 처리하였을 때 NO 생성량이

약 45% 증가한 반면에, LJF-W 1,000 µg/mL을 처리 시에

는 음성대조군 대비 약 67%, LJF-70E 1,000 µg/mL을 처

리 시에는 약 87% 증가하였다(Fig. 2). 이 결과를 통계처

리한 결과 대조군 대비 처리군에서 유의적으로 NO 생성

량이 증가하였으므로 까마귀쪽나무 열매 추출물이 대식세

포의 활성화에 직접 관여 할 수 있음을 보여준다.

까마귀쪽나무 열매 추출물의 cytokine 생성에 미치는 영향

활성화된 marcophage는 면역반응과 염증반응을 매개하

는 cytokine을 생산함으로써, 면역 세포가 외래물질에 대

한 방어력을 유도할 수 있게 작용하여 항원에 대한 작동

Table 1. Total anthocyanin contents of Litsea japonica fruit

extracts

Samples
Total anthocyanin 

(mg CE1)/g) 

Standard range

(mg CE/g)

LJF-W2) 325.50±45.584) 250-380 

LJF-70E3) 136.99±8.44 100-160 

1)CE: catechin equivalent.
2)LJF-W: Litsea jaonica fruit water extract.
3)LJF-70E: Litsea jaonica fruit 70% ethanol extract.
4)All values are mean±SD of triplicate.

Fig. 1. Effect of Litsea japonica fruit (LJF) on the cell viability of

RAW264.7 cells. 
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세포로 분화 및 증식시키는 역할을 담당한다. 대식세포가

생산하는 염증성 cytokine은 TNF-α, IL-6, IL-1β 등이 있

다24). 특히 TNF-α는 미성숙 수지상 세포의표면에 단백질

발현을 촉진하여 성숙 된 수지상세포로 만들어 T림프구와

상호작용하여 T림프구의 활성, 암세포의 세포사멸을 유도

하는 등의 직접적인 항암작용을 나타낸다25). 본 실험은 대

식세포로부터 염증성 cytokine인 TNF-α, IL-6, IL-1β 생산

에 미치는 까마귀쪽나무 열매 추출물의 효능을 확인하고

자 하였다. 실험결과 TNF-α의 생성량은 LJF-W 100 µg/

mL을 처리하였을 때 약 367 pg/mL, 1,000 µg/mL을 처리

하였을 때 약 595 pg/mL의 TNF-α의 생성량이 늘어났다

(Fig. 3). 활성화된 대식세포는 IL-6를 생산함으로써 면역

반응을 조절한다. IL-6는 T세포를 활성화 하고 면역글로블

린의 합성을 촉진하는 등 다양한 면역작용을 나타낸다26).

IL-6 생성량은 LJF-W 100 µg/mL을 처리하였을 때 약 1705

pg/mL, 1,000 µg/mL을 처리하였을 때 약 2,317 pg/mL의

IL-6의 생성량이 증가하였다(Fig. 4). 또한 IL-1β는 helper

T-cell을 활성화 시키고 IL-2등의 cytokine의 활성을 증가

시키는 역할을 한다27). IL-1β의 생성량은 LJF-W 100 µg/

mL을 처리하였을 때 약 550 pg/mL, 1,000 µg/mL을 처리

시 에는 약 747 pg/mL의 IL-1β의 생성량이 증가하였다

(Fig. 5). 특허1020170084331에 따르면 까마귀쪽나무 열매

추출물을 대식세포에 처리하였을 때 TNF-α의 생성량이 대

조군 대비 약 150 ng/mL 증가하였고, IL-1β의 생성량은 약

0.8 ng/mL 증가하였으나 IL-6의 양은 변함이 없었다26). 본

실험의 결과 LJF-W는 면역활성을 향상시키는 것으로 나

타났으나, LJF-70E에서는 TNF-α, IL-6, IL-1β 양의 증진

효과가 관찰되지 않았다. 이상의 결과를 통해 까마귀쪽나

무 열매 열수추출물(LJF-W)은 면역세포의 생육을 증진하

는 성분을 가지고 있으며, 까마귀쪽나무 나무와 그 열수

추출물이 면역세포의 생육증진 및 cytokine 생성량을 통계

처리 결과 대조군 대비 처리군에서 유의적으로 증가시키

는 것을 확인하였으므로 면역증진 소재로 활용 가능성이

높음을 확인하였다. 

Fig. 2. Effect of Litsea japonica fruit (LJF) on nitrite production

in RAW264.7 cells. Macrophages were stimulated with LJF-W,

LJF-70E or Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS). Stable

metabolite of nitrite in the medium was measured by the Griess

reagent. The values are mean±S.D. Significant difference from

control group by student’s t-test: **P<0.005, ***<0.001.

Fig. 3. Effect of Litsea japonica fruit (LJF) on the secretion of

TNF-α. Macrophages were stimulated with LJF-W, LJF-70E or

Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS). The level of TNF-α

supernatant of cultured RAW264.7 cells was detected by ELISA

kits. The values are mean±S.D. Significant difference from con-

trol group by student’s t-test: **P<0.005, ***<0.001.

Fig. 4. Effect of Litsea japonica fruit (LJF) on the secretion of IL-

6. Macrophages were stimulated with LJF-W, LJF-70E or Esche-

richia coli lipopolysaccharide (LPS). The level of IL-6 superna-

tant of cultured RAW264.7 cells was detected by ELISA kits. The

values are mean±S.D. Significant difference from control group

by student’s t-test: **P<0.005, ***<0.001.

Fig. 5. Effect of Litsea japonica fruit (LJF) on the secretion of IL-

1β. Macrophages were stimulated with LJF-W, LJF-70E or Esch-

erichia coli lipopolysaccharide (LPS). The level of IL-1β super-

natant of cultured RAW264.7 cells was detected by ELISA kits.

The values are mean±S.D. Significant difference from control

group by student’s t-test: **P<0.005, ***<0.001.
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까마귀쪽나무 열매 추출물이 조골세포 증식에 미치는 영향

조골세포인 MC3T3-E1세포(5×103 cells/mL)에 LJF-W 와

LJF-70E을 처리하여 48시간동안 배양한 후 MTT assay kit

를 이용하여 세포독성을 확인한 결과, LJF-W 1,000 µg/mL

을 처리하였을 때 음성대조군 대비 약 35%, LJF-70E

1,000 µg/mL을 처리 시에는 약 22%의 조골세포 증식능을

확인하였다. 통계처리 결과 유의적으로 조골세포 증식효

과가 있음을 확인하였고 에탄올 추출물에 비해 상대적으

로 열수추출물이 높음을 확인하였다(Fig. 6).

까마귀쪽나무 열매 추출물이 ALP생성에 미치는 영향

조골세포에 존재하는 ALP는 조골세포의 활성을 나타내

는 지표이다28). 조골세포인 MC3T3-E1세포(5×103 cells/mL)

에 LJF-W 와 LJF-70E을 처리하여 2주간 배양한 후 ALP

activity를 ALP assay kit (ab83369, Abcam)를 이용하여 분

석한 결과 ALP activity은 LJF-W 10 µg/mL을 처리 하였

을 때 약 25%, 100 µg/mL을 처리하였을 때 약 51%,

1,000 µg/mL을 처리하였을 때 약 102%의 ALP activity가

증가하였다. LJF-70E 10 µg/mL을 처리 하였을 때 약 23%,

100 µg/mL을 처리하였을 때 약 59%, 1,000 µg/mL을 처리

하였을 때 약 83%의 ALP activity가 증가하였다(Fig 7).

이는 까마귀쪽나무 열매 열수추출물은 물론 에탄올 추출

물이 뼈건강증진 및 ALP activity을 통계처리 결과 대조

군 대비 처리군에서 유의적으로 증가시키는 우수한 효과

를 보여 까마귀쪽나무가 면역증진 및 뼈건강증진 소재로

서도 활용 가능성이 높음을 확인하였다.

국문요약

본 연구는 까마귀쪽나무 열매 추출물이 대식세포인

RAW264.7세포에서의 면역증가 효능과 조골세포인 MC3T3-

E1 세포에서 뼈건강 효능에 미치는 효과를 확인하고자 하

였다. 면역증가 효능을 알아보기 위해서 까마귀쪽나무열

매 열수추출물(LJF-W)과 70% 에탄올추출물(LJF-70E)을

저농도(10 µg/mL), 중농도(100 µg/mL) 및 고농도(1,000 µg/

mL)로 각각 사용하였고, 양성대조군으로는 홍삼 진세노사

이드(Rg1+Rb1+Rg3 5.5 mg/g)를 이용하여 실험을 진행하였

다. 실험 결과 열수추출물(LJF-W)과 70%에탄올추출물(LJF-

70E) 처리군에서 NO 생성량이 무처리구 그룹에 비하여

통계적으로 유의하게 증가하였다. 염증성 cytokine인 TNF-

α, IL-6, IL-1β의 생성량은 열수추출물(LJF-W)에서 무처리

구에 비해 통계적으로 유의하게 증가하였으나, 70% 에탄

올추출물(LJF-70E)에서는 차이가 없음을 관찰할 수 있었

다. 또한 뼈건강 효능을 확인하기 위해서 까마귀쪽나무열

매추출물에 의한 조골세포인 MC3T3-E1세포의 세포증식

능을 확인한 결과, 열수추출물과 70%에탄올추출물 처리

군에서 조골세포 증식능이 무처리구에 비하여 통계적으로

유의하게 증가하였다. 이 결과를 통해 까마귀쪽나무열매

열수추출물(LJF-W)이 면역증가와 뼈건강에 대한 효능성분

으로 가능성이 있음을 확인하였다.
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