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Deterioration of the immune function weakens the body’s resistance to various infections, leading to 
a series of diseases. Immunomodulatory biomaterials have been used to reduce the side effects of im-
munosuppressants or to enhance immunity. Agarwood is the aromatic resinous portion of Aquilaria 
trees that has been traditionally used as a medicinal herb for the treatment of various diseases. 
Although previous studies have shown that agarwood can improve the body’s immunity, evidence 
for this claim is still lacking. In this study, the immune-enhancing effects of the agarwood methanol 
extracts of Aquilaria malaccensis Lamk were evaluated in a RAW 264.7 macrophage model. Based on 
the results, the agarwood extracts markedly enhanced phagocytosis in the absence of cytotoxicity. The 
agarwood extract-treated RAW 264.7 cells exhibited the typical morphology of activated macrophages, 
which are spindle-shaped with elongated filopodia. Agarwood extract also significantly increased the 
production of nitric oxide (NO), which is associated with the increased expression of inducible NO 
synthase. Moreover, the secretion and expression levels of cytokines, such as tumor necrosis factor-α 
and interleukin (IL)-1β and IL-6, were increased by agarwood treatment. Notably, these are also asso-
ciated with a mitogen-activated protein kinase signaling pathway. Taken together, our findings pro-
vide scientific evidence that agarwood has potential immune-enhancing effects in vitro.
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서   론

면역 반응은 바이러스, 박테리아, 기생충과 같은 외부 감염

원과 인체 내 환경 변화로부터 유발된 질병 환경을 제거하고 

복구하기 위한 가장 중요한 생물학적 방어 수단 중 하나이며 

선천적 면역과 적응 면역으로 구분된다[7, 28]. 면역 반응에는 

대식세포(macrophages), 자연 살해 세포(natural killer cells) 

및 림프구(lymphocytes) 등과 같은 다양한 면역 세포의 활성

화를 요구한다[28, 33]. 특히 신체의 모든 주요 기관에 분포되

어 있는 대식세포는 중요한 선천성 면역 세포이며 침입하는 

병원체와 종양 세포에 대한 첫 번째 방어선 역할을 한다[10, 

27]. 활성화된 대식세포는 식작용(phagocytosis)을 강화하고 

다른 면역 세포를 감염 부위로 유도하면서 산화질소(nitric ox-

ide, NO) 및 다양한 면역 자극 cytokine을 생성하여 면역 활동

을 극대화하는 데 핵심적인 역할을 한다[10, 32, 46]. 따라서 

대식세포는 면역 조절의 핵심 표적 세포로 간주된다. 임상에

서 사용 중인 대부분의 면역 강화제는 주로 신체의 감염 저하 

및 항종양 능력을 강화하여 면역 결핍을 교정하기 위하여 사

용되고 있으며, 현재 isopropyinosine 및 levamisole과 같은 

합성 약물과 interferon이나 interleukin (IL) 등이 면역 강화제

로 사용되고 있다. 그러나 이러한 약물들은 메스꺼움, 구토, 

복통 및 기타 위장 장애를 포함한 많은 부작용을 일으킬 수 

있다[17, 18]. 그동안 면역 조절 기능을 가진 천연물질들이 다

양한 면역계 관련 질환의 치료나 면역 증진을 위해 광범위하

게 사용되어 왔으며, 합성 약물에 비해 상대적으로 독성 및 

부작용이 적은 장점을 지니고 있는 전통 약재들의 효능에 관

한 재조명이 이루어지고 있다[36, 41].

침향(沈香, agarwood)은 서향나무과(Thymeleaceae fam-

ily)에 속하는 침향나무(Aquilaria spp.)의 수지가 심재 부위에 

침착하여 형성된 단단한 덩어리 모양인 수간목(resinous 

heartwood)으로 침수향(沈水香)이라고도 한다. 침향은 침향

나무의 물리적 손상 또는 미생물 감염에 대한 방어 기전으로 

자연적으로 형성되며, 향수 또는 향료로서 사용되어 왔으며, 

진정제, 구충제, 천식, 심장 보호 및 진통 완화를 목적으로 오

랫동안 사용되어왔다[5, 19, 48]. 침향나무에 속하는 종 중에서 
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Aquilaria malaccensis Lamk, A. crassna Pierre ex Lecomte, A. 

sinensis (Lour.) Gilg 및 A. agallocha Roxb.와 같은 종에서 침향

의 구성 성분에 대한 연구가 비교적 광범위하게 이루어져 왔

으며, 휘발성 성분인 저분자 방향족 화합물과 sesquiterpene 

계열 물질 및 비휘발성 성분인 epoxide 2-(2-phenylethyl)chro-

mone 유도체를 포함한 flavonoids, benzophenones, xan-

thones, selinene 및 eudesmol 등이 주요 생리활성 물질로 밝

혀지고 있다[9, 16, 25]. 최근 연구들에서 침향 추출물 또는 구

성 성분들은 항산화, 항염증, 항암, 항허열, 항진균, 항박테리

아, 항당뇨, 간 기능 개선 등과 같은 약리학적 효능이 있음이 

추가로 보고되고 있다[11, 16, 21, 22, 25, 35]. 또한 Guo 등[14, 

15]의 연구에 의하면 침향에서 분리된 epoxide 2-(2- phenyl-

ethyl)chromone 유도체인 GYF-21은 비정상적으로 과도한 염

증반응을 억제하면서 다발성 경화증 및 전신성 홍반성 루푸스 

치료에 유용할 수 있음을 보고한 바 있으며, 침향 유래 fla-

vonoid의 일종인 pilloin 또한 과도한 염증반응을 억제하였다

[40]. 그리고 Zheng 등[50]은 A. agallocha 에탄올 추출물의 항

산화 및 항염증 활성을 통하여 5-fluorouracil로 유도된 장 점

막염을 억제하였음을 보고한 바 있다. 그 외 몇몇 선행 연구에

서 침향이 면역계 관련 질환의 개선 효과가 보고된 바 있으나

[8, 38], 현재까지 침향의 면역 증진 효능에 관한 연구는 여전히 

미비한 실정이다. 본 연구에서는 침향의 약리학적 효능의 재

평가와 기전 연구의 연속적인 수행을 위하여 침향 추출물에 

의한 면역 자극 활성 여부를 우선적으로 조사하였다. 이를 위

하여 침향나무(A. malaccensis)에서 유래한 침향 메탄올 추출물

을 대상으로 RAW 264.7 세포에서 식작용 활성과 염증성 매개 

인자 및 cytokine의 생성에 미치는 영향을 비교하였으며, 대조

물질로서 홍삼 추출물과 lipopolysaccharides (LPS)를 사용하

였다.

재료 및 방법

세포 배양

마우스 유래 대식세포인 RAW 264.7 세포는 한국세포주 은

행(Korea Cell Line Bank, Seoul, Republic of Korea)에서 분양 

받았으며 1% penicillin-streptomycin과 10% fetal bovine se-

rum이 함유된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium을 사용

하여 37℃, 5% CO2 조건 하에서 배양하였다. 세포 배양에 필요

한 모든 재료는 WelGENE Inc. (Gyeongsan, Republic of 

Korea)에서 구입하였다. 

침향 추출물의 준비

본 연구에서 사용된 침향은 총 2종으로, 인도네시아 칼라만

탄 정글지역에서 수집된 A. malaccensis 유래 침향 2종은 ㈜광

동제약㈜(Seoul, Republic of Korea)에서 제공받았다. 침향 메

탄올 추출물을 분리하기 위하여 각각의 침향 원료를 건조시킨 

후 분말화하였다. 그리고 1 l의 메탄올에 각각 100 g의 침향을 

인큐베이터(SI-100R, 한양사이언스랩, Seoul, Republic of 

Korea) 내에서 25℃, 3시간 동안 진탕 추출하였다. 이후 감압농

축기(NE-2001, EYELA, Tokyo, Japan)를 이용하여 60℃에서 

농축한 후 동결건조기(FD8512, 일신바이오베이스, Dongducheon, 

Republic of Korea)를 이용하여 분리하였다. A. malaccensis 유

래 침향 2종의 추출물은 각각 IDNL 및 IDNH로 표기하였다. 

침향 추출물에 대한 대조물질로서 홍삼 추출물(red ginseng, 

RG) 사용하였으며, 본 연구에 사용된 홍삼 추출물은 건조 분

발 1,000 g을 64% 에탄올로 80℃에서 10 l에 침치시켜 8시간 

동안 전기약탕기(KS200S, ㈜경서이엔피, Incheon, Republic of 

Korea)로 추출한 후 동일한 방법으로 동결건조하였다. 침향 

추출물은 dimethylsulfoxide (DMSO, Invitrogen-Gibco, 

Carlsbad, CA, USA)에 100 mg/ml 농도로, 홍삼 추출물은 3차 

증류수에 녹여 250 mg/ml 농도로 stock solution을 제조하였

다. 또 다른 양성 대조물질인 Escherichia coli O55:B5 유래 lip-

opolysaccharides (LPS)는 Sigma- Aldrich Chemical Co. (St. 

Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 3차 증류수에 용해하여 

1 mg/ml의 stock solution으로 제조하였다. 각각의 추출물과 

LPS는 적정 농도로 세포 배양용 배지에 희석하여 처리하였다. 

침향 추출물이 RAW 264.7 세포의 증식에 미치는 영향

침향 추출물과 대조물질인 홍삼 추출물 및 LPS의 면역 자극 

활성 비교를 위한 조건의 설정을 위하여 3-(4,5-Dimethylthia-

zol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 분석을 수

행하였다. 이를 위하여 6-well plate에 well 당 5×105개의 RAW 

264.7 세포를 분주하여 80%의 confluence에 도달하면, 농도별 

각각의 추출물 및 LPS를 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 

그 후 각 well에 500 μg/ml 농도의 MTT 용액(Invitrogen- 

Gibco)을 처리하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 2시간 반응시

켰다. 이어서 배지를 제거하고 DMSO를 처리하여 각 well에 

형성된 formazan을 녹인 다음, microplate reader (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광

도 값을 측정하였다. 각 추출물에 대한 세포 독성은 대조군 

값을 기준으로 백분율로 환산하여 나타내었다. 아울러 각 추

출물 및 LPS 처리에 따른 RAW 264.7 세포의 형태학적 변화를 

위상차 현미경(inverted microscopy, Carl Zeiss, Oberkochen, 

Germany) 하에서 관찰하였다. 

RAW 264.7 세포의 식작용 활성 측정

대식세포의 활성 지표인 식작용 활성은 Cayman Chemical 

Co. (Ann Arbor, MI, USA)에서 구입한 Phagocytosis Assay 

Kit (catalog no. 500290)를 사용하여 제조사가 제시한 방법에 

따라 측정하였다. 이를 위하여 RAW 264.7 세포를 6-well plate

에 well 당 5×105개의 세포를 분주하고, 24시간 동안 배양한 

후 농도별 각각의 침향 추출물 및 대조물질을 처리하여 24시
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간 추가 배양하였다. 이후, 형광 표지된 latex bead-rabbit IgG- 

FITC complex (Cayman Chemical Co.)를 첨가하여 30분 동안 

반응시킨 후, Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS; 

WelGENE Inc.)로 세척하고 유세포 분석기(flow cytometer, 

BD Accuri C6 flow cytometer, BD Biosciences, San Jose, CA, 

USA)를 이용하여 식작용 활성을 정량적으로 비교하였다. 아

울러 형광 현미경을 이용한 식작용 활성을 관찰하기 위하여 

DPBS로 세척한 세포를 40 μM의 4‘,6-diamidino-2-phenyl-

indole (DAPI) 용액(Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 이용하

여 10분간 핵 염색을 실시한 후, 동의대학교 생체조직재생 핵

심지원센터(Core-Facility Center for Tissue Regeneration)의 

형광 현미경(Carl Zeiss) 하에서 RAW 264.7 세포의 식작용 

활성을 평가하였다.

NO 생성량의 측정

NO의 생성 정도를 조사하기 위하여 동일 조건에서 RAW 

264.7 세포를 배양한 후, 세포 배양액을 수거하였다. 수거된 

세포 배양액 100 μl에 Griess reagent (1% sulfanilamide 

(Sigma-Aldrich Chemical Co.)가 포함된 5% phosphoric acid 

50 μl와 0.1% naphthylethylenediamine dihydrochloride 

(Sigma-Aldrich Chemical Co.) 50 μl를 첨가하여 10분간 반응

시킨 후 microplate reader (Molecular Devices)를 이용하여 

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준곡선은 sodium nitrite 

(NaNO2, Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 농도별로 조제하여 

NO의 생성 정도를 평가하였다.

Cytokine 생성 양의 측정

동일 조건에서 배양된 RAW 264.7 세포가 생성한 cytokine

의 양을 측정하기 위하여 세포 배양액 내의 tumor necrosis 

factor (TNF)-α (catalog no. SMTA00B), IL-6 (catalog no. 

M6000B) 및 IL-1β (catalog no. MLB00C)의 함량을 각각의 en-

zyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (R&D Sys-

tems, Minneapolis, MN, USA)를 사용하여 제조사가 제시한 

방법에 따라 측정하였다.

단백질 분리 및 Western blot analysis

침향 추출물의 면역 활성 관련 기전 연구를 위한 단백질 

발현의 조사를 위하여 100 mm dish에 2.5×106개의 세포를 분

주하고 24시간 배양 후 각 추출물 및 대조물질을 처리하였다. 

처리 후 수확된 세포를 3,000 rpm에서 5분 동안 원심분리한 

다음 pellet에 1X lysis buffer [25 mM Tris-Cl (pH 7.5), 250 

mM NaCl, 5 mM ethylene-diamine-tetraacetic acid, 1% 

Nonidet P40, 1 mM phenymethylsulfonyl fluoride 및 5 mM 

dithiothreitol]를 적정량 첨가하여 4℃에서 30분간 반응시켰다

(해당 시약은 모두 Sigma-Aldrich Chemical Co.에서 구입하여 

사용하였음). 이후 4℃에서 14,000 rpm으로 30분간 원심 분리

하여 상층액을 얻었으며, 단백질 농도는 Bio-Rad 단백질 정량 

시약(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)을 이용

하여 정량하였고, 동량의 Laemilni sample buffer (Bio-Rad 

Laboratories, Inc.)를 혼합하여 단백질 샘플을 만들었다. 동량

의 샘플을 sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel을 이

용하여 전기 영동을 실시하였고, nitrocellulose membrane 

(Schleicher and Schuell, Keene, NH, USA)에 전이시켰다. 그 

후 5% skim milk를 30분간 처리하였고 1차 항체를 처리하여 

4℃에서 over night 시킨 다음 1x PBS-T (PBS with Tween 

20)로 10분간 3번 세척하였다. 그 후 membrane에 적정 2차 

항체를 사용하여 상온에서 1시간 30분 반응시킨 후 1x PBS-T

로 세척 후 Fusion FX Image system (Vilber Lourmat, Torcy, 

France)를 이용하여 단백질의 발현 양상을 분석하였다. 본 연

구에 사용된 항체는 Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa 

Cruz, CA, USA), BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA) 

및 Cell Signaling Technology, Inc. (Beverly, MA, USA)에서 

구입하였으며, 단백질 발현의 정량적 분석은 ImageJ® soft-

ware (v1.48, NIH, Bethesda, MD, USA)을 사용하여 수행되었다. 

통계 처리

GraphPad Prism® version 5.0 (Graphpad Inc., San Diego, 

CA, USA)의 one-way ANOVA를 사용하여 통계 분석을 실시

하였으며, Tukey's test로 사후 검정하여 p<0.05 값을 유의한 

값으로 처리하였다.

결과 및 고찰 

침향 추출물 처리에 따른 RAW 264.7 세포의 형태 변화 관찰

대식세포는 다양한 조직에 분포한 면역계 식세포로, 주변 

미세 환경 신호에 대한 반응으로 대식세포 분극화(macroph-

age polarization, MP)를 통해 다양한 표현형 및 기능을 획득

한다[47, 49]. 대식세포는 초기 감염에 대한 반응으로 M1 표현

형을 나타내며, 활성화된 M1 대식세포는 면역억제 세포의 저

해, 염증 및 Th1 cytokine의 생성을 통해 Th1 반응을 촉진하여 

병원균에 대한 숙주 방어 역할을 수행한다[34, 44]. 따라서, 대

식세포의 M1 표현형 획득은 면역계 자극을 통한 인체 방어 

체계를 강화하기 위한 핵심 전략 중 하나이다. 이에 침향이 

대식세포 M1 표현형을 획득함으로써 면역 증진에 기여하는지 

여부를 확인하기 위해 침향 추출물 2종 및 대조물질 2종을 

RAW 264.7 세포에 처리한 후, 세포 모양의 변화를 관찰하였

다. Fig. 1A에서 볼 수 있듯이, 아무런 약물을 처리하지 않은 

대조군에서의 M0 세포는 세포질 확장이 없는 작고 둥근 형태

를 띄는데 반해, 침향 추출물의 처리 농도가 증가함에 따라 

세포 모양이 가늘고 긴 방추형 filopodia가 나타남을 확인할 

수 있다. 이러한 세포 모양 변화는 M1 표현형의 대표적인 특징

[31, 43]으로 침향 추출물 2종 모두 5 μg/ml 이상 농도에서 
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Fig. 1. Effects of agarwood extracts on the morphology and cell viability in RAW 264.7 macrophages. RAW 264.7 cells were treated 

with various concentrations of agarwood methanol extracts (IDNL and IDNH), red ginseng ethanol extract (RG) and LPS 

for 24 hr. (A) The representative morphological changes of cells were taken using an inverted microscope (x50 magnification). 

Filopodia portions are indicated by arrows. (B) Cell viability was assessed by an MTT assay. Data are expressed as the 

mean ± SD (
*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 compared with the untreated cells). IDNL and IDNH are methanol extracts of 

agarwood taken from A. malaccensis Lamk, and VNL and VNH are methanol extracts of agarwood taken from A. crassna 

Pierre ex Lecomte.

filopodia가 관찰되었으며, 특히 A. malaccensis 유래 침향 메탄

올 추출인 IDNH의 경우 10 μg/ml 처리 세포에서도 세포질 

연장을 갖는 길쭉한 spindeloid가 확인되었다. 한편, 대조물질

인 홍삼 추출물(RG)과 LPS 처리군에서는 각각 50 μg/ml과 

1 ng/ml에서 M1 phenotype을 나타내었다. 이상의 형태학적 

변화 관찰을 통해, 2종의 침향 추출물 모두 홍삼 추출물 대비 

저농도에서도 M1 표현형을 획득하였음을 확인하였다. 

RAW 264.7 세포의 증식에 미치는 침향 추출물의 영향

Fig. 1A의 형태학적 결과를 바탕으로 침향 추출물에 의한 

면역 자극 활성 여부의 조사를 위한 조건 설정을 위하여 RAW 

264.7 세포의 증식에 미치는 침향 추출물의 영향을 조사하였

다. 이를 위하여 동일한 조건에서 배양된 RAW 264.7 세포를 

대상으로 MTT 분석을 실시한 결과, A. malaccensis 침향 메탄

올 추출물인 IDNL과 IDNH는 25 μg/ml의 처리 농도까지 세

포 생존율에 유의적인 영향을 미치지 않았으나, 50 μg/ml 처

리군에서 각각 78%와 70%의 세포 생존율을 나타내어, 대조군 

대비 유의적인 세포 독성을 보였다. 한편, 양성 대조군인 홍삼 

추출물(RG)의 경우, 150 μg/ml 처리 농도까지 세포 생존율에 

영향을 미치지 않았으나 200 μg/ml 이상의 농도에서 유의적

인 세포 독성을 보였고(대조군 대비 약 80%), LPS 처리군에서

는 25 ng/ml 이상의 농도에서 경미한 세포 증식 증가를 보여

주었다(Fig. 1B). 이상의 결과를 바탕으로 침향 추출물의 최고 

처리 농도는 10 μg/ ml로 설정하였으며, 홍삼 추출물은 150 

μg/ml 이하로, LPS 처리 농도는 5 ng/ml로 설정하여 후속 

실험을 수행하였다.

RAW 264.7 세포에서 침향 추출물 처리에 의한 식작용 활성

의 증가 

대식세포의 식작용은 활성화된 대식세포의 대표적인 특징

으로, 병원체와 노화 세포의 흡수 및 분해에 중요한 역할을 

하며, 면역 활성 증가의 지표로 활용된다[1, 20]. 따라서, 침향

이 대식세포의 식작용을 증가시키는지를 확인하기 위해 침향 

추출물 2종 및 대조물질 2종에 대한 식작용 활성을 평가하였

다. Fig. 2A는 침향 추출물 2종의 식작용 활성을 유세포 분석을 

통해 확인한 결과이며, 식작용 활성이 침향 추출물 처리 농도 

의존적으로 증가하였음을 알 수 있다. 특히, A. malaccensis 침

향 메탄올 추출물인 IDNL과 IDNH가 10 μg/ml로 처리된 경

우, RAW 264.7 세포의 식작용은 각각 2.6배 및 1.5배 증가하였

다. 그리고 양성 대조군인 홍삼 추출물 150 μg/ml 처리군에서 

4.1배 증가하였으며, LPS 5 ng/ ml 처리군에서는 2.3배 정도 

증가하였다(Fig. 3B, Fig. 3C). 그리고 유세포 분석 결과를 바탕

으로, 침향 추출물 및 대조물질 처리에 따른 식작용 활성을 

형광 현미경적 관찰로 재확인하였다. Fig. 3D에 제시한 결과에

서 알 수 있듯이, 대조군에 비하여 침향 추출물 2종이 처리된 

세포에서 FITC-IgG-positive 세포의 형광 강도가 모두 증가되

었다. 아울러 홍삼 추출물 및 LPS 처리군에서도 유세포 분석 

결과와 유사한 경향성을 보여주었다. 이상의 결과는 본 연구에

서 사용된 침향 추출물이 세포 독성이 없는 범위에서 대식세

포의 활성을 촉진시켰음을 의미하며, 이는 Fig. 1A에서 관찰된 

RAW 264.7 세포의 형태학적 변화와 잘 일치된다.
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Fig. 2. Effect of agarwood extracts on the phagocytotic activity in RAW 264.7 macrophages. RAW 264.7 cells were treated with 

the indicated concentration of IDNL, IDNH, RG and LPS for 24 hr. (A and B) Representative flow cytometry histograms 

of phagocytosis using fluorescent FITC-IgG latex beads are presented. (C) The results of quantitative analysis of phagocytosis 

using fluorescent FITC-IgG latex beads are shown. Data are expressed as the mean ± SD (
*p<0.05 and ***p<0.001 compared 

with the untreated cells). (D) The phagocytic cells were visualized by fluorescence microscopy. The nuclei were stained 

with DAPI (blue). 

RAW 264.7 세포에서 침향 추출물이 염증성 매개 인자의 

생성에 미치는 영향

활성화된 M1 대식세포는 병원균에 대한 숙주 방어 역할의 

수행을 위한 염증반응을 유도하기 위하여 염증성 복합체를 

포식하며, 염증 유발 매개체(cytokines, chemokines, NO 등) 

및 활성산소종(reactive oxygen species) 등을 생성한다[27, 37]. 

특히 NO는 많은 생리 기능을 가진 중요한 세포 내 및 세포 

간 조절 분자이며 면역 반응, 혈관 확장, 신경전달 및 혈소판 

응집 억제를 포함한 많은 생리적 역할을 수행한다[30]. 따라서, 

침향에 의한 M1 대식세포 활성화에 따른 염증성 매개체의 생

성과 분비를 조절하는지 여부를 조사하기 위해 대표적인 염증

성 매개 인자인 NO의 생성 정도를 조사하였다. 이를 위하여 

침향 추출물과 대조물질이 처리된 조건에서 RAW 264.7 세포

를 배양한 후, 세포 배양액에 생성된 NO의 농도를 Griess re-

agent를 이용하여 조사하였다. Fig. 3A에 나타낸 결과에서 알 

수 있듯이, A. malaccensis 침향 메탄올 추출물(IDNL 및 IDNH)  

처리군 모두에서 처리 농도 의존적으로 NO의 생성이 유의적

으로 증가되었다. 그리고 양성 대조물질인 홍삼 추출물 처리

군(100 및 150 μg/ml)에서도 대조군에 비하여 NO의 생성이 

약간 증가하였으나 통계적 유의성은 없었으며, LPS 처리군에

서는 대조군 대비 8배 이상의 증가를 보였다. 

NO의 생성에 관여하는 NO synthesis (NOS)는 조직 특이

적인 발현 양식을 보이는 3가지 isoform으로 크게 구분된다. 

그중 neuronal NO synthase (nNOS, NOS1)와 endothelial 

NOS (eNOS, NOS3)는 신경 조직과 내피에서 지속적으로 발

현되며, inducible NOS (iNOS, NOS2)는 활성화된 면역세포

에서 발현이 증가된다[6, 29]. 따라서 Fig. 3A에서 나타난 결과

가 iNOS의 발현 증가에 의한 것임을 확인하기 위하여 iNOS 

발현 수준을 Western blot 분석을 통하여 조사한 결과, load-

ing control로 사용된 actin 발현 대비 iNOS의 발현이 2가지 

침향 추출물 처리(10 μg/ml)군에서 모두 유의적으로 증가하

였으며, 홍삼 추출물 및 LPS 처리군에서도 NO 생성 수준의 

증가와 유사한 경향성을 보여주었다(Fig. 3B, Fig. 3C). 따라서 

본 연구의 결과는 침향 추출물의 처리에 의한 NO 생성의 증가

는 iNOS 발현 증가와 연관성이 있음을 의미한다. NO와 함께 

염증성 매개 인자 중의 하나이면서 필수적인 항상성 조절 인

자인 prostaglandin E2 (PGE2)는 cyclooxygenase (COX)의 활

성에 의하여 arachidonic acid로부터 생성된다. 특히 iNOS처

럼 활성화된 대식세포에서는 inducible COX에 해당하는 

COX-2의 발현이 증가되며, PGE2는 급성 염증 매개체를 억제
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Fig. 3. Effect of agarwood extracts on the secretion of NO and expression of iNOS and COX-2 in RAW 264.7 macrophages. RAW 

264.7 cells were treated with the indicated concentration of IDNL, IDNH, VNL, VNH, RG and LPS for 24 hr. (A) The amounts 

of NO in the cell supernatant were measured using Griess reagent. (B) The protein expression of M1 macrophage markers 

including iNOS and COX-2 was investigated by Western blot analysis. Actin was used as an internal control. (C) The expression 

of each protein was indicated as a fold change relative to the control. (A and C) Data are expressed as the mean ± SD 

(
*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 compared with the untreated cells).

Fig. 4. Effect of agarwood extracts on the secretion and expression of pro-inflammatory cytokines in RAW 264.7 macrophages. 

RAW 264.7 cells were treated with the indicated concentration of IDNL, IDNH, RG and LPS for 24 hr. (A-C) The levels 

of TNF-α (A), IL-1β (B) and IL-6 (C) in the cell supernatant were measured with ELISA kits. (D) The protein expression 

of TNF-α, IL-1β and IL-6 was investigated by Western blot analysis. Actin was used as an internal control. (E-F) The expression 

of each protein was indicated as a fold change relative to the control. (A-C and D-G) Data are expressed as the mean

± SD (
*p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 compared with the untreated cells).

하며 수지상 세포의 활성화와 조절 T 세포(regulatory T cell) 

반응을 촉진하는 등 다양한 면역 패턴 조절자의 역할을 한다

[23, 39]. 따라서 침향 추출물이 PGE2의 생성에 관여하는 

COX-2의 발현을 증가시킬 가능성을 조사한 결과, 홍삼 추출

물 및 LPS 처리군에서는 COX-2의 발현이 매우 증가되었으나 

A. malaccensis 침향 메탄올 추출물인 IDNL과 IDNH 처리군에

서는 COX-2의 발현 유도되지 않았다(Fig. 3B, Fig. 3D). 그러나 

이러한 차이점이 생기는 이유에 관해서는 해당 추출물의 성분 



Journal of Life Science 2021, Vol. 31. No. 8 751

Fig. 5. Activation of MAPKs signaling pathway by agarwood extracts (IDNL and IDNH) in RAW 264.7 macrophages. RAW 264.7 

cells were treated with 10 μg/ml of IDNL and IDNH for the indicated times. (A and C) Total cell lysates were examined 

by Western blotting for the phosphorylation of ERK, JNK and p38. (B and D) Bar graphs represent the relative band density 

of the phosphorylated/unphosphorylated protein ratio in Western blot analysis. Data are expressed as the mean ± SD (
 

p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 compared with the untreated cells).

비교에 따른 추가적인 연구의 수행이 요구된다.

RAW 264.7 세포에서 침향 추출물이 염증성 cytokine의 

생성에 미치는 영향

많은 선행 연구에서 잘 알려진 바와 같이 활성화된 대식세

포는 다양한 cytokine의 분비를 통하여 면역 조절을 포함한 

생리적 방어 기전을 수행한다[3, 4]. 이들 cytokine의 생성 증가

는 염증성 매개 인자의 생성을 증가시키기 위한 신호 분자로

서 작용도 하지만, 염증성 매개 인자에 의하여 cytokine의 생

성이 유도되기도 한다[2, 24]. 따라서 침향 추출물에 의한 대식

세포의 활성화에 따른 염증성 cytokine의 생성 변화를 조사하

기 위하여 TNF-α, IL-1β 및 IL-6의 생성 양을 각각의 cytokine 

ELISA kit를 사용하여 조사하였다. Fig. 4A에 제시하였듯이, 

침향 추출물 2종은 모두 처리 농도 의존적으로 TNF-α 분비를 

증가시켰으며, 이는 또한 TNF-α 단백질 발현의 수준 증가와 

연관성이 있었다(Fig. 4D, Fig. 4E). 아울러 IL-1β와 IL-6의 경

우 침향 추출물의 종류 및 처리 농도에 따른 차이는 있었지만, 

10 μg/ml 처리군에서 홍삼 추출물 150 μg/ml 처리군과 유사

한 수준의 증가를 보여주었다(Fig. 4D, Fig. 4F, Fig. 4G). 그리

고 비록 IL-1β와 IL-6 생성의 정도와는 차이가 다소 있지만, 

IL-1β와 IL-6의 단백질 발현 수준에서는 전체적으로 침향 추출

물 처리군에서 높은 경향성을 보여주었다. 

RAW 264.7 세포에서 침향 추출물이 mitogen-activated 

protein kinases (MAPKs) 신호 전달계에 미치는 영향

대식세포의 활성화는 다양한 세포 내 다양한 신호 전달 신

호계의 상호작용을 통해 조절된다[13, 42]. 특히 이 과정에서 

MAPKs 신호 전달 경로의 활성화는 nuclear factor kappa B 

(NF-κB) 와 같은 전사인자의 활성을 유도하여 M1 대식세포에

서 염증성 매개체의 생성을 유도한다는 사실이 입증되었다

[12, 26, 45]. MAPKs는 extracellular signal-regulated kinase 

(ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK) 및 p38을 포함하며, 일

반적으로 ERK는 성장 인자와 mitogen에 의해 활성화되는 반

면, 세포 스트레스와 염증성 cytokine은 JNK와 p38을 활성화

하는 것으로 알려져 있으나, 각각의 kinase 활성은 외인성 자

극의 종류에 상이적으로 반응할 수 있다[4, 45]. 따라서, 본 연

구에서는 침향의 면역 증진 효능에 MAPKs 신호계의 활성이 

관여하는지를 조사하기 위하여 각각의 kinase가 활성화되었

음을 의미하는 인산화 여부를 평가하였다. 먼저 10 μg/ml의 

IDNL가 처리된 RAW 264.7 세포에서는 IDNL 처리 15분 뒤부

터 1시간 동안 ERK의 인산화를 대조군 대비 약 2.5배~3배 정

도 증가되었으며 이후 감소시키는 경향을 보였다(Fig. 5). 그리
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고 p38의 인산화 역시 IDNL 처리 15분부터 급격히 증가하여 

30분에 최고 수준을 보여주었으며, 이후 서서히 감소하였고, 

JNK의 인산화는 IDNL 처리 15분부터 유의적으로 증가하여 

3시간째까지 유지되었다. IDNH는 처리 15분째 대조군 대비 

약 2배, 30분째 약 2.6배가량의 ERK 인산화를 유도하였으며, 

이후 3시간까지 ERK의 활성이 지속적으로 유지되었다. p38의 

활성화 역시 IDNH 노출 15분 뒤부터 증가하여 2시간째 최고

치에 보여주었으며, 3시간째 다소 감소하는 경향을 보였으나 

그 발현 정도는 대조군과 비교하여 유의적으로 높은 수준이었

다. 그리고 JNK의 인산화는 처리 후 1시간 동안 급격히 증가하

였으며 2시간째부터 감소하는 경향을 보여주었다(Fig. 5).  이

상의 결과는 RAW 264.7 세포에서 침향의 면역 증진 효능에는 

추출물 종류에 따른 약간의 차이는 있지만 전체적으로 

MAPKs의 활성화가 관여하였음을 의미한다.

본 연구에서는 다양한 약리적 효능을 가진다고 알려진 침향

의 면역 증진 효과를 조사하였다. 이를 위하여 인도네시아에

서 구입한 각각 2가지 침향 메탄올 추출물을 사용하였으며, 

대조물질로서 홍삼 추출물 및 LPS를 사용하였다. 본 연구의 

결과에 의하면, RAW 264.7 세포에서 2가지 종류의 침향 추출

물 모두 세포 독성이 없는 저농도에서 M1 phenotype의 특징

인 형태적 변형을 유도하였고 식작용 활성을 증가시켰으며, 

이러한 효과는 A. malaccensis 유래 침향에서 서로 유사하였다. 

그리고 본 연구에 사용된 침향 추출물은 염증성 매개 인자와 

cytokine의 생성을 처리 농도 의존적으로 증가시켰으며, 이는 

각 생성물의 조절인자 발현의 증가와 연관성이 있었으며, A. 

malaccensis 유래 침향이 우수한 분비능을 보였다. 또한 침향 

추출물에 의한 면역 증진 효과는 MAPKs 신호 전달계의 활성

이 관여하고 있음을 확인하였다. 비록 본 연구의 결과가 침향

의 면역 증진 가능성을 보는 줄 수 있는 근거로서 활용이 될 

수 있으나, 보다 정확한 기전 연구의 수행을 위한 각 침향 추출

물의 생리활성 성분 분석과 in vivo 모델에서의 효능 검증이 

이루어져야 할 것이다. 아울러 본 연구에서 확인된 M1 pheno-

type 유도에 관련된 유전자들의 발현 변화와 MAPKs 신호계

를 중심으로 한 상위 및 하위 신호 전달계의 역할도 규명되어

야 할 것이다. 따라서 본 연구 결과는 침향의 추가적인 생리활

성을 연구하는 기초 자료로 활용될 것이다. 
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초록：RAW 264.7 대식세포에서 MAPKs 신호 전달 경로의 활성화를 통한 침향의 면역 자극 활성

지선영1,2․황보현1,2․이혜숙1,2․구영태3․김진수3․이기원3․노동진3․최영현1,2*

(1동의대학교 항노화연구소, 2동의대학교 한의과대학 생화학교실, 3광동제약㈜ 천연물융합연구개발본부)

면역 기능의 저하는 각종 감염에 대한 저항력의 부족을 초래하여 다양한 질병 유발에 기여하며, 면역 억제제의 

부작용을 감소시키거나 면역력을 높이기 위해 면역 조절 생체 물질이 사용되고 있다. 침향은 침향나무의 방향족 

수지 부분이며 전통적으로 다양한 질병을 치료하기 위한 목적으로 사용되어왔다. 비록 선행 연구들에 의하여 침

향이 신체의 면역력을 향상시킬 수 있다는 사실이 밝혀졌지만 이에 대한 근거는 여전히 부족한 실정이다. 본 연구

에서는 인도네시아에서 구입한 A. malaccensisd 침향 메탄올 추출물의 면역 자극 효과를 RAW 264.7 대식세포 모

델에서 평가하였다. 본 연구의 결과에 의하면 침향 추출물은 세포 독성이 없는 조건에서 식작용을 현저하게 향상

시켰으며다. 또한 침향 추출물 처리된 RAW 264.7 세포는 활성화된 대식세포의 전형적인 형태를 보였으며, iNOS 

발현 증가에 따른 NO 생성의 생성을 크게 증가시켰다. 아울러 TNF-α, IL-1β 및 IL-6과 같은 cytokine의 발현과 

분비를 증가시켰으며, MAPKs 신호 전달 경로를 활성화시켰다. 따라서 본 연구의 결과는 고대 서적을 기반으로 

침향의 효과를 확인하는 데 중요한 의미가 있으며, 침향이 잠재적인 면역 강화 효과가 있다는 근거를 제시하는 

것이다.
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