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Abstract

Purpose : Though other Citrus spp. have reported their anti-inflammatory and antioxidative activities in previous studies, the 
biological activity of Kiyomi (Citrus unshiu x C. sinensis) has not been reported yet. Therefore, this study attempted to analyze 
the anti-inflammatory mechanisms of Kiyomi leaf ethanol extract (KLEE) in lipopolysaccharide (LPS) stimulated RAW 264.7 cells. 

Methods : The cytotoxic effect of KLEE in RAW 264.7 cells was determined by WST-1 assay. Bacterial endotoxin, the 
concentration of nitric oxide (NO) was analyzed by the Griess reaction. In addition, Western blot analysis was applied to measure 
the protein expression level of inducible NO synthase (iNOS). The phosphorylated status of the critical inflammatory transcription 
factor, nuclear factor (NF)-κB, and its upstream signaling molecules, phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/Akt as well as 
mitogen-activated protein kinases (MAPKs), were also measured by Western blot analysis. 

Results : KLEE was not cytotoxic up to a concentration of 200 ㎍/㎖, and protein expression levels of iNOS and cyclooxygenase 
(COX)-2, enzymes that counteract NO and prostaglandin (PG) E2 production, were inhibited by KLEE treatment. The 
phosphorylated status of PI3K/Akt as well as MAPKs including extracellular regulated kinase (ERK), c-jun NH2kinase (JNK), and 
p38, were significantly attenuated by KLEE treatment in LPS stimulated RAW 264.7 cells. Moreover, one of phase II enzymes, 
heme oxygenase (HO)-1 which has known for its anti-inflammatory capacity, was strongly induced by KLEE treatment.

Conclusion : Consequently, KLEE treatment significantly attenuated the production of NO as well as the expression levels of 
iNOS and COX-2 in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. The inflammatory transcription factor, NF-κB, as well as its upstream 
signaling molecules, PI3K/Akt and MAPKs, were also diminished by KLEE treatment with statistical significance in LPS-stimulated 
RAW 264.7 cells. These results suggest that KLEE might be a promising candidate for the attenuation of inflammatory disorders.
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Ⅰ. 서 론

1. 연구의 배경 및 필요성

신체 외부에서 발생하는 다양한 물리·화학적 자극과 

병원체의 침입에 대응하기 위하여 면역 세포들이 많은 

종류의 염증 매개 물질들을 분비함으로써 손상된 조직

을 회복하기 위한 일련의 과정을 염증반응이라고 한다

(Lawrence 등, 2002). 이러한 염증반응에 관여하는 주요

한 면역 세포 중 하나인 대식세포는 세포 내·외부로터의 

자극이나 병원체에 의해 활성화되어 과량의 tumor 
necrosis factor(TNF)-α, interleukin (IL)-1β와 같은 염증

성 싸이토카인과 염증 매개 물질인 nitric oxide(NO), 
prostaglandin(PG) E2를 생성한다(Wautier 등, 2023). 급성

의 상태로 발생하는 대다수의 염증은 빠르게 치유되어

야 하는 것이 보통이지만 만성으로 이환될 경우 세계보

건기구(world health organization)에서도 경고하는, 인류

의 건강을 위협하는 질환을 유발하는 가장 주요한 원인

이 된다(Pahwa 등, 2022). 특히 만성 염증은 당뇨, 심혈관

질환, 관절염, 만성폐쇄성폐질환 등의 다양한 전신질환

을 유발하기 때문에 만성화되기 전에 염증을 조절하는 

것이 무엇보다 중요하다(Barcelos 등, 2019; Deepak 등, 
2019; Tsai 등, 2019). 

Gram 음성 세균의 세포벽을 구성하는 내독소 성분인 

lipopolysaccharide(LPS)에 의해 활성화된 대식세포는 인

산화를 통해 세포내 신호전달물질인 phosphoinositide 
3-kinase (PI3K)와 mitogen activated protein kinase(MAPK)
를 활성화시키고, nuclear factor (NF)-κB와 같은 염증 전

사인자의 활성 또한 유도하는 것으로 알려져 있다(Surh, 
2003). NF-κB와 같은 전사인자는 염증 매개 물질의 생

성을 매개하는 효소인 inducible NO synthase(iNOS), 
cyclooxygenase(COX)-2와 염증성 싸이토카인의 발현을 

유도하는 역할을 한다(Wu 등, 2023). 이 과정을 통해 세

포내에서 과량으로 생성된 염증성 싸이토카인과 염증 

매개 물질들은 다시 조직 내에서 염증 반응을 유발함으

로써 염증을 심화시킨다(Kawada 등, 2012). 또한 항산화 

효소로 알려진 heme oxygenase(HO)-1는 산화적 스트레

스로부터 세포를 보호하는 역할 뿐만 아니라 항염증 효

과도 나타내는 것으로 보고되고 있다(Prakash 등, 2023). 

따라서 염증반응을 초기에 조절함으로써 만성으로의 이

환을 억제하는 것이 무엇보다 중요한 부분이기 때문에 

염증반응을 완화하기 위한 소재의 개발이 계속되고 있

다. 그러나 이들로 인한 부작용 또한 지속적으로 보고되

고 있어 항염증 효과가 뛰어나고 부작용이 적은 천연물 

유래의 소재들이 대안으로 연구되고 있다(Kundu & 
Surh, 2008; Surh, 2003).

우리나라 과일 생산의 25 %를 차지하는 감귤류는 운

향과(Rutaceae)의 감귤속(Citrus), 금강속(Fortunella), 탱자

속(Poncirus)에 속하는 식물의 열매를 총칭하는 말이다

(Penjor 등, 2013). 그리고 감귤 속에는 만다린(mandarin), 
오렌지(orange), 레몬(lemon), 자몽(grapefruit), 그리고 라

임(lime) 등이 속하고 이들의 교잡으로 탄골(tangor, 
Citrus reticulara x C. sinensis), 탄젤로(tangelo, C. 
reticulata × C. maxima) 등과 같은 다양한 변종들이 만들

어졌다(Hong 등, 2016). 이중 탄골인 청견(Kiyomi)은 

1949년 일본에서 온주밀감(C. unshiu Marcov)과 트로비

타 오렌지(C. sinensis Osbeck)를 교잡하여 만들어졌고 

1978년 한국으로 들어왔다(Song, 2008). 청견은 껍질이 

얇고 부드러우며 오렌지처럼 달콤하고 상큼할 뿐만 아

니라 과즙 또한 풍부하다(Rural development 
administration, 2020). 제주에서 생산되는 감귤 중 당유자

(C. grandis Osbeck)의 경우 미숙과에 대한 항염증 및 항

산화 활성(Lee 등, 2006; Lim 등, 2006), 그리고 당유자 

잎 추출물의 항염증 활성 또한 분석되었으나(Yang, 
2009), 많이 재배되고 있는 청견의 잎에 대한 생리활성

은 보고되지 않았다. 

2. 연구의 목적

본 연구에서는 청견 잎의 항염증 활성을 LPS로 염증

을 유도한 RAW 264.7 세포에서 염증 매개 물질인 NO의 

생성과 관련된 전사인자인 NF-κB, 상위 신호전달물질

인 PI3K/Akt, MAPK의 활성 억제뿐만 아니라 항산화 효

소 중 하나인 HO-1의 발현 유도를 통해 확인해보고자 

하였다.
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Ⅱ. 연구방법

1. 세포배양 및 시약

생쥐 대식세포주인 RAW 264.7 세포(한국세포주은행, 
No. 40017, KCLB Korea)는 10 % fetal bovine serum(FBS, 
Cytiva, USA), 100 unit/㎖ penicillin, 100 ㎍/㎖ 

streptomycin(Cytiva)이 첨가된 Dulbecco’s modified eagle 
medium(DMEM, Cytiva)에 배양하였다. Kiyomi로도 불리

는 청견(Citrus unshiu x C. sinensis) 잎 추출물(Kiyomi 
leaf ethanol extract; KLEE, No. JBRI-10179, Jeju 
biodiversity research center, Korea)은 제주생물다양성연구

소에서 분양받아 dimethyl sulfoxide(DMSO, 
Sigma-Aldrich, USA)에 녹여 사용하였다. DMSO, 
LPS(Escherichia coli O111:B4), sodium nitrite, 
sulfanilamide 등의 시약은 Sigma-Aldrich에서, iNOS, 
COX-2, HO-1, phospho-p65, phospho-Akt, Akt, 
phospho-extracellular signal-regulated kinase(ERK), ERK, 
phospho-c-Jun NH2-terminal kinase(JNK), JNK, 
phospho-p38, p38, actin의 1차 항체와 horseradish 
peroxidase(HRP)-conjugated anti-rabbit IgG 항체는 Cell 
signaling technology(USA)에서 구입하여 분석에 이용하

였다.
  

2. 세포독성 분석

RAW 264.7 세포에 대한 KLEE의 독성은 EZ-Cytox 
cell viability assay kit(Daeil Lab., Service, Korea)으로 분

석하였다. 24-well plate에 파종된 RAW 264.7 세포에 50, 
100, 200 ㎍/㎖ 농도의 KLEE를 처리하고 2시간이 지난 

다음 1 ㎍/㎖의 LPS를 처리하고 다시 20시간 동안 배양

하였다. 그리고 각 well마다 EZ-Cytox 시약 10 ㎕를 첨가

한 후 1시간 동안 배양하여 생성된 formazan을 480 ㎚의 

파장에서 흡광도를 측정하였다(BioTek Instruments Inc., 
USA).

3. Nitrite 농도 측정

RAW 264.7 세포에서 LPS에 의해 유도된 nitrite와 

PGE2의 생성을 KLEE가 억제하는지 분석하기 위하여 

24-well plate에 파종된 세포에 50, 100, 200 ㎍/㎖ 농도의 

CEE를 처리하고 2시간 후 1 ㎍/㎖ 농도의 LPS를 처리한 

후 20시간동안 배양하여 염증을 유도하였다. 생성된 

nitrite의 농도를 분석하기 위하여 배지 상등액 100 ㎕와 

동량의 Griess 시약을 혼합한 후 10분간 실온에서 반응

을 진행하고 550 ㎚의 파장에서 흡광도를 측정하였다

(BioTek Instruments Inc., USA).

4. Western blot analysis

KLEE에 의해 조절되는 염증 관련 마커들의 발현을 분

석하기 위하여 100-㎜ dish에 파종된 RAW 264.7 세포에 

50, 100, 200 ㎍/㎖ 농도의 시료를 처리하고 2시간 후 1 
㎍/㎖ 농도의 LPS를 처리하였다. 그리고 LPS에 의한 염증

에서 KLEE의 효과를 유도하기 위하여 20시간동안 다시 

배양하여 iNOS, COX-2와 HO-1을 분석하였다. 그리고 전

사인자와 상위 신호전달물질을 분석하기 위하여 100-㎜ 

dish에 파종된 RAW 264.7 세포에 50, 100, 200 ㎍/㎖ 의 

KLEE와 1 ㎍/㎖의 LPS를 동시에 처리한 후 4시간동안 배

양하였다. 단백질 추출은 protein extraction 
buffer(PRO-PREP, Intron Biotechnology, Korea)를 이용하

였고 추출물의 농도는 Bradford법으로 결정하였다. 추출

한 단백질 시료는 LDS sample buffer(Thermo Fisher 
Scientific, USA)와 섞고 10 % SDS-polyacrylamide gel에 전

기영동을 진행하였다. 그리고 polyvinylidene 
fluoride(PVDF, Bio-Rad Laboratories, USA) membrane으로 

전기영동된 단백질을 이동시킨 후 5 % non-fat dry milk를 

이용하여 실온에서 1시간동안 blocking 단계를 진행하였

다. 그리고 각각의 비율로 희석된 1차 항체와 4 ℃에서 

24시간 동안 반응하고 실온에서 2시간동안 2차 항체와 반

응을 진행한 후 기질인 enhanced chemiluminescence 
solution(ECL, Santa cruz biotechnology)을 이용하여 

ChemiDoc XRS+ system(Bio-Rad laboratories)에서 발현을 

측정하고, Gel Doc EQ system(Bio-Rad laboratories)을 이용

하여 정량분석을 진행하였다.

5. 통계적 방법

모든 실험 결과는 3회 반복하여 시행 후 SPSS 프로그

램(version 25.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 
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평균 ± 표준편차(mean ±SD)로 표현하였다. 실험군 간의 

유의성 검증은 일원배치 분산분석법(one-way ANOVA)
으로 진행하였고 사후분석은 Duncan's multiple range test
를 사용하였다.

Ⅲ. 결 과

1. KLEE의 NO 생성과 iNOS 발현 억제 효과

RAW 264.7 세포에 미치는 KLEE의 독성을 분석하기 

위하여 WST-1 assay를 수행한 결과는 Fig 1에서 보는 것

과 같이 50, 100, 200 ㎍/㎖ 농도의 KLEE는 RAW 264.7 
세포에 독성을 전혀 미치지 않는 것을 확인하였다. 그리

고 KLEE가 RAW 264.7 세포에서 LPS에 의해 유도되는 

염증반응을 억제하는지의 여부를 확인하기 위하여 

Griess reaction을 통해 NO 생성량을 분석한 결과 Fig 2에
서 보는 것과 같이 1 ㎍/㎖의 LPS 처리에 의해 과량의 

NO가 생성되었고 KLEE의 처리로 인해 NO의 생성량이 

농도 의존적으로 감소하는 결과를 보였으며 이러한 결

과는 NO의 합성을 조절하는 효소인 iNOS의 발현이 억

제되는 결과와 일치하는 것을 확인하였다(Fig 3). 또한 

염증의 주요한 마커로 알려진 PGE2의 생성을 조절하는 

효소인 COX-2 또한 1 ㎍/㎖의 LPS에 의해 과발현되었고 

KLEE의 처리로 인해 농도 의존적으로 유의미하게 감소

하였다(Fig 3). 따라서 KLEE는 RAW 264.7 세포에서 

LPS에 의해 유도된 NO와 생성과 iNOS, COX-2의 발현

을 억제함으로써 염증을 완화하는 것을 알 수 있었다. 

LPS (1 ㎍/㎖) - + + + +

KLEE (㎍/㎖) - - 25 50 100

Fig 1. Cytotoxic effect of KLEE treatment in RAW 264.7 cells

Cytotoxicity was determined by WST-1 assay and the result is expressed as ratio compared 

to the control group (LPS treated cells). Data represent the mean±SD of triplicate 

experiments. Values sharing the same superscript are not significantly different at p<.05 by 

Duncan’s multiple range test 
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LPS (1 ㎍/㎖) - + + + + +
KLEE (㎍/㎖) - - 25 50 100 200

Fig 2. NO inhibitory effect of KLEE in LPS stimulated RAW 264.7 cells

Accumulated NO concentrations was determined by the Griess reaction. Data represent the 

mean±SD of triplicate experiments. Values sharing the same superscript are not significantly 

different at p<.05 by Duncan’s multiple range test

KLEE (㎍/㎖) - - 50 100 200
LPS (1 ㎍/㎖) - + + + +

iNOS ▶

COX-2 ▶

Actin ▶

Fig 3. Inhibited effect of KLEE on iNOS and COX-2 expressions in LPS stimulated RAW 264.7 cells

Protein expression levels of iNOS and COX-2 by KLEE treatment were decided by Western blot analysis. 

All signals were normalized to protein levels of actin, an internal control, and expressed as a ratio. Data 

represent the mean±SD of triplicate experiments. Values sharing the same superscript are not 

significantly different at p<.05 by Duncan’s multiple range test
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2. KLEE의 NF-κB 활성과 PI3K 및 MAPK의 인산화 조

절 효과

염증 전사인자인 NF-κB는 RAW 264.7 세포에서 LPS
에 의해 유발되는 iNOS와 COX-2의 과발현을 매개하는 

것으로 알려져 있다. 세포질 내에서 비활성형으로 존재

하는 이 전사인자는 LPS와 같은 염증성 자극에 의해 활

성화되고, 활성화된 NF-κB는 핵막을 통과하여 염증매

개인자의 전사를 조절하는 promoter region에 결합함으로

써 이들의 전사를 유도한다(Surh, 2003). 시료의 처리에 

인한 NF-κB의 활성 조절은 Fig 4에서 보는 것과 같이 

LPS에 의해 NF-κB의 구성단백질인 p65가 인산화되었

고 KLEE의 처리에 의해 유의적으로 억제되는 것을 볼 

수 있었다. 그리고 NF-κB의 활성을 조절하는 것으로 알

려진 상위 신호전달 물질인 PI3K/Akt와 MAPK의 활성화 

정도 또한 Western blot을 통해 분석하였다. 그 결과 Fig 
5와 같이 KLEE는 Akt, ERK, JNK, p38의 인산화를 모두 

유의하게 억제하는 것을 확인할 수 있었다. 이 결과를 

통해 KLEE는 PI3K/Akt와 MAPK의 인산화를 억제함으

로써 염증을 조절하는 활성이 있다는 것을 확인할 수 있

었다.

KLEE (㎍/㎖) - - 50 100 200
LPS (1 ㎍/㎖) - + + + +

p-p65 ▶

Actin ▶

Fig 4. Inhibitory effect of KLEE on NF-κB activation in LPS stimulated RAW 264.7 cells

Phosphorylated status of p65 by KLEE treatment was determined by Western blot analysis. Induced 

signal was normalized to protein level of actin, an internal control, and expressed as a ratio. Data 

represent the mean±SD of triplicate experiments. Values sharing the same superscript are not 

significantly different at p<.05 by Duncan’s multiple range test 

3. KLEE의 HO-1 발현 유도 효과

세포 내 항산화 효소계에 속하는 HO-1은 heme을 

biliverdin, 일산화탄소, 유리철로 분해하는 과정에 관여

하는 효소로 염증성 싸이토카인의 생성을 줄이고, 활성

화된 대식세포의 NO 생성을 억제하는 활성이 보고되기

도 하였다(Iwata 등, 2020). 시료의 처리에 인한 HO-1 발
현의 조절은 Fig 5에서 보는 것과 같이 LPS에 의해 

untreated cell보다는 강하게 유도되었으나 KLEE의 농도

가 높아짐에 따라 매우 강하게 발현되는 것을 확인할 수 

있었다. 이 결과를 통해 KLEE는 항산화 효소인 HO-1을 
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강하게 발현함으로써 염증을 조절할 수 있다는 것을 확 인할 수 있었다.

KLEE (㎍/㎖) - - 50 100 200

LPS (1 ㎍/㎖) - + + + +

p-Akt ▶

Akt ▶

p-ERK ▶

ERK ▶

p-JNK ▶

JNK ▶

p-p38 ▶

p38 ▶

Actin ▶

Fig 5. Inhibited phosphorylation of KLEE treatment on PI3K and MAPKs in LPS stimulated RAW 264.7 cells

KLEE treatment inhibited phosphorylation levels of Akt, ERK, JNK and p38 by KLEE treatment. All signals 

were normalized to protein levels of unphosphorylated targets, internal controls, and expressed as a 

ratio. Data represent the mean±SD of triplicate experiments. Values sharing the same superscript are 

not significantly different at p<.05 by Duncan’s multiple range test
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KLEE (㎍/㎖) - - 50 100 200

LPS (1 ㎍/㎖) - + + + +

HO-1 ▶

Actin ▶

Fig 6. Effect of KLEE on HO-1 expression in LPS stimulated RAW 264.7 cells

Protein expression level of HO-1 by KLEE treatment was decided by Western blot analysis. A signal was 

normalized to protein level of actin, an internal control, and expressed as a ratio. Data represent the 

mean±SD of triplicate experiments. Values sharing the same superscript are not significantly different at 

p<.05 by Duncan’s multiple range test 

Ⅳ. 고 찰

본 연구에서는 청견 잎 에탄올 추출물(KLEE)의 항염

증 기전을 분석하기 위하여 RAW 264.7 세포에 그람 음

성 박테리아 외벽에 존재하는 독소 성분인 LPS를 처리

하여 염증반응을 유도한 후 염증 매개 물질인 NO와 염

증 매개물질의 생성 효소인 iNOS와 COX-2의 발현 정도

를 Western blot analysis로 확인하였다. 그리고 염증 매개 

물질의 발현을 조절하는 전사인자인 NF-κB와 세포 내 

신호전달 물질인 PI3K/Akt와 MAPK의 활성 또한 

Western blot으로 분석하였다.
체내에서 비특이적인 면역기전을 담당하고 있는 대식

세포는 LPS와 같은 염증성 인자에 의해 활성화되면 염

증매개물질인 NO와 PGE2의 생성을 유도하는 효소인 

iNOS와 COX-2를 과발현함으로써 염증과 관련된 다양한 

질환이 발병한다(Hong 등, 2023). 특히, L-arginine으로부

터 NOS에 의해 생성되는 NO는 iNOS, neuronal 
NOS(nNOS), endothelial NOS(eNOS)의 세 가지 형태가 

존재하고, 이 가운데 iNOS의 발현에 의해 생성되는 NO
는 조직손상, 동맥경화, 천식, 류마티스관절염 등 다양한 

염증성 질환을 유발한다(Huang 등, 2023; Sarmah 등, 
2022). 또한 COX-2에 의해 arachidonic acid로부터 생성되

는 PGE2는 과량생성될 경우 만성 염증을 유발하기도 한

다(Na & Surh, 2006). 그러므로 염증을 매개하는 물질인 

iNOS와 COX-2의 발현을 조절에 관한 연구는 염증을 효

과적으로 억제할 수 있는 후보 소재의 개발에 매우 중요

한 부분이다. 본 연구에서 KLEE는 RAW 264.7 세포에서 

LPS에 의해 유의적으로 상승한 NO 생성을 효과적으로 

억제하였고, 그 결과는 LPS의 처리로 과발현된 iNOS의 

발현이 KLEE에 의해 농도 의존적으로 감소하는 결과와 

일치하였다(Fig 1 & 2). 특히, 염증의 지표로 활용되기도 
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하는 PGE2의 생성을 매개하는 효소인 COX-2 또한 세포

독성 없이 농도 의존적으로 억제하는 결과를 보였다(Fig 
2). 

염증 매개 물질은 NF-κB, PI3K/Akt, MAPK와 같은 

전사인자와 상위 신호전달 물질의 네트워크에 의해 조

절된다(Kwon & Lee, 2023). NF-κB는 p50과 p65 subunit
이 heterodimer를 이루며 구성되고, 이 전사인자는 anchor 
protein인 inhibitor κBα(IκBα)에 결합하여 비활성의 

형태로 세포질에 존재하는 전사인자이다(Surh, 2003). 비
활성의 형태로 존재하는 NF-κB는 다양한 인자의 자극

으로 인해 IκBα가 인산화되면서 p50과 p65 heterodimer
에서 떨어지고, 활성형으로 바뀐 NF-κB는 핵내로 이동

하게 되어 염증 매개인자의 과발현을 유도하는 전사조

절인자로 작용하여 염증을 유도한다(Yoon & Park, 
2021). PI3K/Akt와 MAPK는 세포의 분화와 증식, 사멸의 

조절 및 세포 내 스트레스에 대한 조절작용 등에 다양한 

기능을 하는 신호전달물질로 이들 신호전달물질은 NF-
κB 등 여러 염증 전사인자의 조절을 통해 염증 매개 물

질인 iNOS, COX-2, TNF-α, IL-1β 등의 발현을 조절하

는 것으로 보고되고 있다(Lu 등, 2022; Zhang & Liu, 
2002). 이들 신호전달물질은 세포외부로부터 자극이 발

생할 경우, 일련의 신호전달경로를 통해 염증성 전사인

자의 활성을 조절하고 그 과정을 통해 염증성 싸이토카

인의 발현을 유도하거나 주요 염증 매개 물질인 NO와 

PGE2를 생성하는 효소인 iNOS와 COX-2의 발현을 유도

하기 때문에 PI3K/Akt와 MAPK의 활성 조절은 염증반응

의 억제에 있어 주요한 목표 중 하나로 여겨진다. 본 연

구에서 염증성 싸이토카인과 염증 매개 물질의 상위신

호전달물질인 PI3K/Akt와 MAPK의 조절 및 염증 전사인

자인 NF-κB의 활성에 미치는 영향을 Western blot으로 

분석한 결과 KLEE는 p65의 인산화를 효과적으로 억제

하였을 뿐만 아니라 Akt, ERK, JNK와 p38 모두에서 농

도 의존적으로 유의미하게 인산화를 감소시켰다.
한편 HO-1와 같은 제2상 효소의 발현을 통한 세포보

호 작용은 산화적 스트레스에 대응하기 위한 세포의 주

요한 방어 기전 중 하나이다. HO-1은 heme을 biliverdin, 
free iron 및 일산화탄소로 분해하고, HO-1에 의해 생성

된 대사물질들은 강력한 항산화 활성과 동시에 항염증 

활성 또한 나타낸다(Kang 등, 2017). 그러므로 항산화 효

소로 알려진 HO-1의 유도를 통해 산화적 스트레스의 감

소뿐만 아니라 염증반응도 조절할 수 있는 것으로 보고

되고 있기 때문에 본 연구에서는 RAW 264.7 세포에서 

LPS에 의해 유도된 염증반응이 HO-1의 발현과 관련이 

있는지 분석하였다. 그 결과 KLEE에 의하여 농도 의존

적으로 강한 HO-1의 발현이 유도되었고, 이를 통해 

KLEE는 제2상 효소의 유도를 통해 항염증 효과를 나타

내는 것을 확인할 수 있었다.
이러한 결과를 통해 KLEE는 PI3K/Akt, MAPK의 활성 

조절을 통해 NF-κB 활성을 조절하고, 항산화 효소인 

HO-1의 발현을 유도함으로써 LPS에 의해 유도된 RAW 
264.7 세포의 염증을 유의미하게 억제하는 활성을 나타

냈다. 이러한 연구 결과를 통해 KLEE는 염증 억제에 효

과적인 새로운 소재가 될 가능성이 있음을 확인할 수 있

었다.

Ⅴ. 결 론

본 연구에서는 RAW 264.7 세포에 LPS로 염증을 유도

하고 청견에탄올 추출물(KLEE)의 항염증 기전을 전사인

자와 상위 신호전달물질을 중심으로 분석하였다. 그 결

과 LPS에 의해 유도된 NO의 생성과 iNOS, COX-2의 발

현은 KLEE의 처리에 의해 농도 의존적으로 억제되었다. 
그리고 전사인자인 NF-κB와 신호전달물질인 PI3K/Akt, 
MAPK의 인산화 또한 KLEE의 처리에 의해 유의적으로 

억제되는 것을 확인하였다. 그리고 염증을 억제하는 활

성이 있는 것으로 알려진 항산화 효소인 HO-1의 발현 

또한 KLEE에 의해 강하게 유도되었다. 이상의 결과를 

통해 LPS에 의해 염증이 유도된 RAW 264.7 세포에서 

KLEE는 PI3K/Akt, MAPK와 NF-κB의 활성 억제 및 

HO-1의 발현 유도를 통해 염증을 억제하였고, 이는 

KLEE가 신체 내 염증 반응을 조절할 수 있는 새로운 염

증 완화 소재로서의 가능성을 시사한다. 따라서 본 논문

의 결과를 바탕으로 향후 KLEE의 유효성분에 대한 분

리 연구 및 항염증 기전의 in vivo 동물 실험이 진행된다

면 KLEE가 염증반응을 조절할 수 있는 천연 염증 치료 

소재로 이용될 수 있는 가치가 충분히 있을 것으로 사료

된다.
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