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ABSTRACT
Purpose: Abeliophyllum distichum (A.distichum) is a plant native to Korea. In this study, we investigated 
the mechanism of antioxidant and anti-inflammatory effects of the leaf extract of A.distichum.
Methods: The antioxidant capacity of the A.distichum leaf extract was determined based on 
the total polyphenol content, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay, 2,2′-azino-bis 
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) assay, and the ferric reducing antioxidant 
power (FRAP) assay. The anti-inflammatory effects of the A.distichum leaf extract were 
evaluated by measuring the production of nitric oxide (NO) and the expression levels of 
proinflammatory cytokines including tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-1β, 
and IL-6 using the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and reverse transcription 
quantitative real-time PCR (RT-qPCR). In addition, the expression of heme oxygenase-1 
(HO-1), nuclear transcription factor-erythroid 2 related factor (Nrf2), inducible nitric oxide 
synthase (iNOS), and cyclooxygenase 2 (COX-2), as well as the activation of nuclear factor-
kappa B (NF-ĸB) were examined using the western blot analysis.
Results: The total polyphenol content of the A.distichum leaf extract was 329.89 ± 30.17 gallic 
acid equivalents mg/g and the DPPH and ABTS scavenging activities were 55% and 70%, 
respectively. Additionally, the FRAP value of the extract was 743.68 ± 116.59 mg/mL. After 12-
hour treatment with the A.distichum leaf extract, there was a tendency for the Nrf2 expression 
to increase, and the expression of HO-1 was significantly elevated in the RAW264.7 cells. The 
A.distichum leaf extract treatment resulted in decreased levels of NO, TNF-α, IL-6, and IL-1β, as 
well as reduced expression of iNOS and COX-2, along with inhibition of NF-κB activation in 
lipopolysaccharide-stimulated RAW264.7 cells.
Conclusion: These results suggest that the A.distichum leaf extract exerts antioxidative and 
anti-inflammatory effects by upregulating the expression of HO-1 and downregulating NF-κB 
activation.
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서론

모든 세포는 생명을 유지하기 위해 에너지 생성하는 과정에서 산소를 필요로 하며 에너지 대
사에 사용되는 일부 산소는 부산물인 활성산소 (reactive oxygen species, ROS)로 전환된다 [1]. 

활성산소는 세포 내 면역반응 및 세포 내 신호에 기여하지만 정상적으로 소거되지 않아 과도
하게 생성될 경우 생체 내 활성산소의 불균형 상태인 산화적 스트레스가 생체 내에 가해지게 

된다. 이는 세포의 주요 구성성분인 단백질, 핵산, 지질 등을 손상시켜 생물에 치명적인 영향
을 주고, 세포 내에 생체 고분자를 비선택적, 비가역적으로 공격하여 산화적 스트레스를 일
으켜, 세포 사멸을 유도하여 다양한 질병과 노화를 유발할 수 있다 [2-4]. 생명체는 과잉의 활
성산소와 프리라디칼을 제거하기 위해 자체적으로 항산화 방어체계를 갖추고 있다 [5]. 대표
적으로 nuclear transcription factor-erythroid 2 related factor 2 (Nrf2)는 산화 스트레스를 감지
하고 항산화 및 유전자 발현 경로의 활성을 조절하는 전사인자이며 항산화 유전자인 heme 

oxygenase-1 (HO-1)을 활성화시킨다 [6].

염증 (inflammation)반응이란 다양한 경로를 통해 생체에 부상 및 바이러스나 세균 등에 의한 

감염으로부터 이를 다시 회복하려고 할 때 우리 몸에서 일어나는 중요한 방어체계이자 면역
반응이다. 그렇지만 과다하게 발생하면 신체 조직의 손상을 일으킬 수 있으며 동맥경화증, 

류마티스 관절염, 천식, 기관지염, 다발성 경화증, 비만, 비알코올성 지방간, 만성염증질환, 

종양, 암 등의 질병이 발생한다 [7,8]. 대식세포 (macrophage)의 과도한 활성화는 그람 음성 

세균의 세포막 성분인 lipopolysaccharide (LPS)나 활성산소종의 자극에 의해 발생되며 LPS에 

의한 반응은 Toll-like receptor 4 (TLR-4) 수용체를 통해 nuclear factor-kappa B (NF-κB) 활성화
에 의해 조절된다 [9]. NF-κB가 활성화되면 세포질에서 핵으로 전위되어 inducible nitric oxide 

synthase (iNOS)와 cyclooxygenase-2 (COX-2) 및 염증성 사이토카인인 interleukin (IL)-6, IL-1β, 

tumor necrosis factor-α (TNF-α)등의 발현이 증가된다 [10,11]. 그러므로 과도한 산화스트레스
와 염증반응은 여러 질환의 발병에 관여하는 것으로 알려져 과도한 산화스트레스와 염증반
응이 일어나지 않도록 적절한 대응이 질병을 예방할 수 있다 [12].

최근 소비자들이 건강에 대한 관심이 많아지면서 산화적 스트레스를 감소시킬 수 있고, 만성
질환을 유발할 수 있는 염증반응 예방 및 완화에 도움을 줄 수 있는 안전성이 높은 과일, 채소
와 같은 식물성 천연물을 이용한 건강기능식품의 소비가 증가하는 추세이다. 이러한 이유로 

합성 의약품을 대용할 수 있는 천연소재 의약품의 중요성이 강조되고 있다. 그 예로 하고초, 

송라, 황매화, 생강나무꽃, 올벚나무 잎, 대추씨 및 수국꽃 등과 같은 천연자원으로부터 항산
화 및 항염 효능을 관찰한 연구가 발표되었으며 현재도 천연자원의 항산화 및 항염증효과에 

대한 연구가 활발하게 이루어지고 있다 [13].

본 연구에서 사용하는 미선나무 (Abeliophyllum distichum, A. distichum)는 낙엽관목으로서 전 세
계적으로 한국의 특정 지역에서만 재배되는 Oleaceae family 식물로 흰 개나리라고도 불린다 

[14,15]. 현재 이 식물은 대한민국 부안군, 괴산군, 영동군에서 멸종위기 식물로 보호되었으
며 괴산군이 주요 생산지이다 [16]. 최근 연구에 따르면 미선나무 잎 추출물 (A. distichum leaf 

extract)은 폐경 후 골다공증 완화효능, DNA손상 보호 효능, 항 비만 효과 및 항암 효과가 보고
되었다 [17-20]. 다양한 연구를 통해 미선나무 잎 추출물의 페놀 및 페닐에타노이드글리코시
드 화합물의 특성을 조사한 결과 이 화합물들은 항간독성, 항 통각수용, 성기능향상, 항산화 
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및 항염증 등과 같은 약리학적 특성을 발휘하는 것으로 밝혀졌다 [18,21]. 또한 미선나무 잎 

추출물에서 확인된 acteoside (phenylethanoid glycoside)와 isoacteoside (dihydroxypheynylethyl 

glycoside)는 각각 항산화 및 항염증 활성을 가지는 것으로 보고되었다 [14,22]. 그러나 미선
나무 잎 추출물의 항산화 기전 및 항염증 기전에 미치는 영향에 대한 연구는 미흡한 실정이
다. 따라서 본 연구에서는 미선나무 잎 추출물의 항산화 기전 및 항염증 기전과 활성을 분석
함으로써 천연소재의 항산화 및 항염증 조절 작용을 가진 기능성 소재로의 가능성을 알아보
고자 연구를 수행하였다.

연구방법

추출물의 제조
본 연구에서 사용한 미선나무 잎 추출물은 한국프라임제약(주)에서 제공받았다. 33 kg의 건
조된 미선나무 잎을 600 L의 70% 에탄올로 75°C에서 4시간 동안 추출하였다. 여과 및 농축
시키고 동결건조하여 9.38 kg의 미선나무 잎 추출물을 얻었고 사용 전까지 −20°C에서 보관
하였다.

총 폴리페놀함량
시료의 총 폴리페놀 화합물 함량의 측정은 Folin- Denis (1915)의 방법을 변형하여 측정하였다 

[23]. 2 N Folin-Ciocalteu’s phenol regent (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 시약과 증류
수를 1:2로 섞은 혼합액 10 µL와 시료 10 µL를 동량으로 96-well plate에 넣어 암실에서 3분간 

방치하고, 20% sodium carbonate (Na2CO3, Sigma-Aldrich Co.)를 150 µL씩 넣어 주고 암실에서 

1시간 동안 반응시켰다. 이후 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) reader (Microplate 

Absorbance Spectrophotometer; Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 765 nm에서 흡광도
를 측정하였다. 각 농도의 총 폴리페놀 함량은 gallic acid (Sigma-Aldrich Co.)를 이용하여 작성
한 표준검량곡선에 흡광도를 대입하여 총 페놀함량의 농도를 구하였다.

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 라디칼 소거능
DPPH 라디칼 소거능 측정은 DPPH (Sigma-Aldrich Co.)를 이용하여 시료의 라디컬 소거능을 

확인하는 Blois의 방법에 따라 측정하였다 [24]. 안정한 유리 라디칼 DPPH에 대한 시료와의 

전자공여 효과로서 이 반응에 의해 DPPH 라디칼이 감소하는 정도를 측정하였다. 농도별 시
료 10 µL와 0.15 mM DPPH 용액 190 µL를 넣어 교반하고 암실에서 30분간 반응시킨 후 ELISA 

reader (Microplate Absorbance Spectrophotometer; Bio-Rad)를 이용하여 517 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 양성대조군으로 ascorbic acid를 사용하였으며, 전자공여능 (electron donating 

ability, EDA)은 EDA (%) = [1 − (실험군의 흡광도/대조군의 흡광도)] × 100을 이용하여 자유라
디칼의 제거 활성을 백분율 (%)로 나타내었다.

2,2′-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) 라디칼 소거능
ABTS 라디칼 소거능 측정은 Nicoletta 등 [25]의 방법을 변형하여 측정하였다. 7 mM ABTS 용액 

10 mL와 140 mM K2S2O8 (Sigma-Aldrich Co.) 용액 176 µL를 혼합하여 암실에서 12시간 이상 방
치시켰다. 이용액을 95% ethanol과 1:44 비율로 섞어 734 nm에서 대조군의 흡광도 값이 0.7 ± 

0.02 사이의 값이 되도록 ABTS solution 용액의 농도를 맞추어 사용하였다. 농도 별 시료 10 µL
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와 ABTS solution 200 µL를 혼합하여 암실에서 2분 30초간 방치한 후 ELISA reader 734 nm에
서 흡광도를 측정하였다. 양성대조군으로 ascorbic acid를 사용하였으며, 전자공여능 (EDA)

은 EDA (%) = [1 − (실험군의 흡광도/대조군의 흡광도)] × 100을 이용하여 자유라디칼의 제거 

활성을 백분율 (%)로 나타내었다.

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay
FRAP assay는 Benzie와 Strain의 방법으로 측정하였다 [26]. FRAP reagent는 sodium acetate 

buffer (pH 3.6, 300mM; Sigma-Aldrich Co.)와 10 mM 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (Sigma-

Aldrich Co.), 20 mM FeCl3·6H2O를 각각 10:1:1 (v/v/v)의 비율로 혼합하여 FRAP reagent를 

제조하였다. 농도 별 시료 10 µL와 증류수 30 µL와 FRAP reagent 300 µL를 섞어 37°C에서 10

분간 반응시킨 후 ELISA reader 593 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질인 iron sulfate 

hexahydrate (FeSO4·7H2O)의 검량곡선을 이용하여 FRAP value를 계산하였다.

세포 배양
본 연구에서는 마우스 대식세포인 RAW264.7을 사용하였으며, 10% fetal bovine serum (Gibco, 

Invitrogen, Grand Island, NY, USA)과 1% penicillin-streptomycin (Gibco)을 첨가한 Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium (DMEM)을 사용하여 37°C, 5% CO2 incubator (BB15; Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA)에서 실시하였다. 세포는 cell culture dish 90 × 20 mm (SPL 

Life Science Co., Pocheon, Korea)에서 배양되었으며 세포의 density가 70–80%가 되었을 때 

배지를 교환하였다.

세포 독성 평가 (water soluble tetrazolium salts [WST] assay)
A. distichum잎 추출물이 RAW264.7 세포에 미치는 독성을 알아보기 위해 WST를 사용하여 cell 

viability를 측정하였다. 96-well plate에 RAW264.7 세포를 1 × 104 cells/well의 농도로 100 µL

씩 분주하여 24시간 동안 배양한 후 dimethyl sulfoxide(DMSO)에 녹인 추출물 (12.5, 25, 50, 

100, 200, 400 µg/mL)을 처리하여 24시간 배양하였다. 배양 후 EZ-Cytox WST assay reagent 

(Dogenbio Co., Ltd., Seoul, Korea)를 10 µL씩 첨가한 후, 2시간, 3시간 뒤에 ELISA reader를 

이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 실험군의 세포 생존율은 대조군의 세포 생존율 

대비 %로 나타내었다.

Nitric oxide (NO) 생성량
RAW264.7 세포를 48-well plate (2 × 104 cells/well)에 500 µL씩 분주하고 37°C, 5% CO2 incubator

에서 24시간 동안 배양 후 시료를 농도별로 처리하여 1시간 동안 배양한 다음 LPS (Sigma-

Aldrich Co.)를 처리하여 24시간 배양하였다. NO 생성량을 측정하기 위하여 96-well plate에 

100 µL의 배양액과 griess reagent (Sigma-Aldrich Co.) 100 µL를 혼합하여 15분간 반응시킨 

후 ELISA reader 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 nitrite를 사용하여 검량선을 

작성하고 nitrite 생성량을 계산하였다.

Western blot analysis
Nrf2와 HO-1의 단백질 발현을 확인하기 위해 RAW264.7 세포를 6-well plate에 1 × 106 cell/mL로 

배치하고 배양시킨 뒤, 추출물을 농도별로 처리하여 12시간 동안 배양시켰다. NF-κB, iNOS 

및 COX-2의 단백질 발현을 확인하기 위해서 앞서 설명한 것과 마찬가지로 RAW264.7 세포를 
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6-well plate에 1 × 106 cell/mL로 배치하고 배양시킨 뒤, 추출물을 농도별로 처리하여 1시간 

뒤에 LPS를 첨가하고 37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양시켰다. RIPA buffer를 

첨가하여 단백질을 추출하였고, Bradford reagent (Sigma-Aldrich Co.)를 사용하여 단백질의 

농도를 정량하였다. 단백질 전기영동을 통해 10–12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis로 분리한 뒤, 5% skim milk에서 blocking을 하였다. 1시간 후, primary 

antibody로 Nrf2 (Abcam, Cambridge, UK), HO-1 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), 

iNOS (Thermo Fisher Scientific Inc., Invitrogen Rockford, IL, USA), COX-2, p-p65, p65 (Cell 

Signaling Technology Inc., Beverly, MA, USA), β-actin (Santa Cruz Biotechnology)을 1/1,000

로 희석하여 4°C에서 overnight으로 반응시켜주고 Tris buffered saline Tween-20 (TBS-T)로 5

분씩 3회 씻어주었다. 2차 항체는 anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology)와 anti-mouse IgG 

(Santa Cruz Biotechnology)를 상온에서 1시간 반응시키고 TBS-T로 5분씩 3회 씻어주었다. 

이후 membrane에 Ezwestlumi-plus (ATTO Co., Tokyo, Japan)를 입혀 ChemiDoc (LuminoGraph 

I; ATTO Co.)을 이용하여 단백질 발현량을 측정하였다. 검출된 밴드의 정량 분석은 Image J 

intensity (US National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)를 통해 분석하였다.

ELISA
TNF-α, IL-1β, IL-6 생성량을 측정하기 위해 RAW264.7 세포 (24-well plate 5 × 104 cell/well)에 추
출물을 농도별로 처리하여 1시간 배양한 후, LPS를 첨가하여 24시간 배양하였다. 이후 세포 

배양액을 회수하여 세포의 TNF-α, IL-1β, IL-6의 생성량은 mouse ELISA kits (Cat No. DY008; 

BD Bioscience, San Jose, CA, USA)를 이용하여 제시된 방법으로 처리하였으며 ELISA reader를 

이용하여 450 nm에서 흡광도에서 측정하여 각 표준곡선을 바탕으로 생성량을 계산하였다.

Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR)
TNF-α, IL-6, IL-1β의 mRNA 발현 정도를 측정하기 위해 6-well plate에 1 × 106 cell/mL로 분주하고 

그 뒤에 추출물을 농도별로 처리하여 1시간 배양한 후, LPS를 첨가하여 24시간 배양하였다. 

Trizol 시약을 이용하여 추출한 RNA로부터 cDNA를 합성하였고 합성된 cDNA를 각 유전자에 

특이적인 primer를 이용하여 SYBR green qPCR mix (TOYOBO, Osaka, Japan)와 qRT-PCR 

(BioFACT, Daejeon, Korea)을 사용하였다. Real-time PCR의 조건은 pre-denaturation과정을 

50°C에서 2분간, 95°C에서 15분간 수행하고, 95°C에서 20초, 60°C에서 40초간 증폭과정을 40 

cycles로 수행하였다. 실험군과 대조군 모두 internal standard로 β-actin을 사용하였다.

통계분석
모든 실험은 3회 이상 실시한 값을 측정하였고, 실험의 평균값을 구한 다음, 평균 ± 표준편차로 

나타내었다. 결과에 대한 통계분석은 SPSS ver.26.0 (Statistical Package for the Social Science; 

IBM Corp., Armonk, NY, USA)를 이용하였다. 유의성 분석은 independent t-test 및 일원배치 

분산분석 (one-way analysis of variance)으로 분석결과를 검증한 후 Duncan’s multiple range 

test로 차이를 검증하였으며, 통계적 유의성은 p < 0.05 수준에서 확인하였다.
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결과

미선나무 잎 추출물의 항산화 활성
미선나무 잎 추출물의 총 폴리페놀 함량을 측정한 결과는 Table 1에서 보는 바와 같이 329.89 ± 

30.17 GAE mg/g이었다. DPPH 라디칼 소거 활성을 측정한 결과, 미선나무 잎 추출물의 1 mg/mL 

농도에서 55%의 소거 활성을 보였으며 IC50 값은 0.526 ± 0.117 mg/mL로 나타났다. ABTS 라디
칼 소거능을 측정한 결과, 미선나무 잎 추출물의 1 mg/mL 농도에서는 70%의 소거 활성을 보
였으며 C50값은 0.527 ± 0.130 mg/mL로 나타났다. FRAP value는 미선나무 잎 추출물의 1 mg/mL 

농도에서 743.68 ± 116.59 mg/mL였다.

시료의 항산화 활성에 대한 연구 결과, 총 폴리페놀의 함량이 높은 것으로 확인되었고 DPPH 

및 ABTS 라디칼 소거능에서는 항산화제로 잘 알려진 ascorbic acid 대비 각각 60.5%, 83%로 높
은 소거능을 가지고 있는 것으로 나타났다.

미선나무 잎 추출물이 대식세포 생존율에 미치는 영향
본 연구에서는 미선나무 잎 추출물이 대식세포인 RAW264.7 세포의 생존율에 미치는 영향을 

알아보기 위해 세포 독성평가를 진행하였다. 미선나무 잎 추출물을 12.5–400 µg/mL의 농도
로 24시간 배양하여 측정한 결과, 400 µg/mL 농도에서부터 세포 독성을 나타내는 것을 확인
할 수 있었다 (Fig. 1). 이 결과를 바탕으로 향후 12.5, 25, 50, 100, 200 µg/mL 처리 농도에서 실
험을 진행하였다.

미선나무 잎 추출물의 항산화 효소 HO-1 및 전사인자 Nrf2의 발현에 미치는 영향
미선나무 잎 추출물의 처리가 Nrf2, HO-1 발현수준에 미치는 영향을 확인하기 위하여 

RAW264.7 세포에 미선나무 잎 추출물을 12시간 처리한 결과, Nrf2는 미선나무 잎 추출물의 

농도가 증가할수록 발현이 증가하는 경향을 보였지만 유의적이지 않았으나 HO-1의 발현은 

농도 의존적으로 증가되었다 (Fig. 2).

미선나무 잎 추출물이 NO 생성에 미치는 영향
미선나무 잎 추출물의 항염 효능을 확인하기 위하여 LPS로 유도된 RAW264.7 세포에서 NO 생
성량을 측정하였다 (Fig. 3). 그 결과, NO 생성량이 미선나무 잎 추출물의 농도 100, 200 µg/mL

에서 유의하게 감소하는 것을 확인하였다.

미선나무 잎 추출물이 염증성 사이토카인 생성에 미치는 영향
RAW264.7 세포에 미선나무 잎 추출물을 처리한 후 염증성 사이토카인의 생성을 측정한 결과 

TNF-α의 생성량은 미선나무 잎 추출물 농도에 의존적으로 감소하여 100 µg/mL 농도에서부
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Table 1. Antioxidant capacities of ADE
ADE (mg/mL) Total polyphenol contents GAE 

(mg/mL)
FRAP value (mg ISHE/mL) IC50 (mg/mL)1)

DPPH ABTS
ADE Ascorbic acid ADE Ascorbic acid

1.000 329.900 ± 30.180 743.680 ± 116.590 0.526 ± 0.117 0.167 ± 0.057 0.527 ± 0.131 0.101 ± 0.026
Results are mean ± standard deviation (n = 3–5).
ADE, Abeliophyllum distichum leaf extract; GAE, gallic acid equivalents; ISHE, iron sulfate hexahydrate; DPPH, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl; ABTS, 2,2-azino-
bis-3-ethylen-benzothiazoline-6-sulfonate.
1)The concentration in mg/mL required for 50% reduction of DPPH and ABTS radical.



터 유의적인 감소를 보였다 (Fig. 4A). IL-1β 와 IL-6의 생성 또한 미선나무 잎 추출물을 처리하
였을 때 50 µg/mL 농도에서부터 유의적인 감소를 보였다 (Fig. 4B and C).

미선나무 잎 추출물이 염증성 사이토카인 유전자 발현에 미치는 영향
LPS 처리로 증가한 TNF-α, IL-1β, IL-6 mRNA 발현은 미선나무 잎 추출물을 처리했을 때 농도 

의존적으로 감소하였다 (Fig. 5). 특히 TNF-α 와 IL-6는 각각 50 µg/mL과 100 µg/mL 농도에서
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Fig. 1. Effect of Abeliophyllum distichum leaf extracts on RAW264.7 cells viability. 
RAW264.7 cells were pretreated for 1 hour with various concentration of A. distichum leaf extract before 
lipopolysaccharide (100 ng/mL) treated. Values are expressed as mean ± standard deviation. 
CON, control. 
*p < 0.05 compared to CON.
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Fig. 2. Effect of ADEs on the expression levels of Nrf2 and HO-1 in RAW264.7 cells. 
Protein expression was analyzed by Western blot hybridization. Actin was used as an internal control. Results are 
mean ± standard deviation (n = 3–5). 
ADE, Abeliophyllum distichum leaf extract; Nrf2, nuclear transcription factor-erythroid 2 related factor; HO-1, 
heme oxygenase-1. 
*p < 0.05, **p < 0.01 compared to control.
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Fig. 3. Effect of ADEs on NO production in LPS-stimulated RAW264.7 cells. 
The production of NO was assayed in the culture media of cells pretreated with ADE (25, 50, 100, 200 µg/mL) or 
DMSO for 1 hour and then stimulated with LPS (100 ng/mL) for 24 hours. Results are mean ± standard deviation of 
4 replicate determinations (n = 4). 
ADE, Abeliophyllum distichum leaf extract; NO, nitric oxide; LPS, lipopolysaccharide. 
*p < 0.05, **p < 0.01 compared to LPS. 
##p < 0.01 compared to control.
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Fig. 4. Effect of ADEs on TNF-α (A), IL-1β (B) and IL-6 (C) production in RAW264.7 cells.
Cells were pretreated with ADE (25, 50, 100, 200 µg/mL) or DMSO’for 1 hour and then stimulation with LPS (100 ng/mL) for 24 hours. The levels of TNF-α, IL-1β 
and IL-6 production were measured using enzyme-linked immunosorbent assay kits. The data are presented as means ± standard deviation (n = 4). 
ADE, Abeliophyllum distichum leaf extract; LPS, lipopolysaccharide; IL, interleukin; TNF, tumor necrosis factor. 
*p < 0.05, **p < 0.01 compared to LPS. 
#p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001 compared to control.

0

0.4

0.8

1.2

1.6

TN
F-
α/
β-

ac
tin

 m
RN

A

ADE (µg/mL)

LPS (100 ng/mL) − + + + + +

− − 25 50 100 200

***
** ***

###

IL
-1
β/
β-

ac
tin

 m
RN

A

ADE (µg/mL)

LPS (100 ng/mL)

A B C

− + + + + +

− − 25 50 100 200

0

1.0

1.5

0.5 **
**

***

***

###

IL
-6

/β
-a

ct
in

 m
RN

A

0

1.0
1.2
1.4
1.6
1.8

0.8
0.6
0.4
0.2

ADE (µg/mL)

LPS (100 ng/mL) − + + + + +

− − 25 50 100 200

*

***

###

Fig. 5. Effect of ADEs on LPS-induced mRNA expression levels of TNF-α (A), IL-1β (B), IL-6 (C) in RAW264.7 cells.
Cells were pretreated with ADE (25, 50, 100, 200 µg/mL) or DMSO for 1 hour and then stimulation with LPS (100 ng/mL) for 24 hours. The mRNA levels of TNF-α, 
IL-1β and IL-6 were measured by quantitative real-time polymerase chain reaction. The data are presented as means ± standard deviation (n = 8). 
ADE, Abeliophyllum distichum leaf extract; LPS, lipopolysaccharide; IL, interleukin; TNF, tumor necrosis factor. 
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared to LPS. 
###p < 0.001 compared to control.



부터 유의적인 감소를 보였고 IL-1β의 경우 25 µg/mL 농도에서부터 유의적인 감소를 나타내
었다.

미선나무 잎 추출물이 NF-ĸB 및 iNOS와 COX-2 단백질 발현에 미치는 영향
대표적 염증신호 체계 단백질인 NF-ĸB의 활성화 및 NO 생성에 관여하는 iNOS와 함께 COX-2

의 발현을 측정하기 위하여 RAW264.7 세포에 다양한 농도의 미선나무 잎 추출물을 처리하였
다. 그 결과, p65 단백질의 인산화 수준은 50 µg/mL 농도에서부터 p-p65의 발현이 유의하게 

감소하였다 (Fig. 6). iNOS의 발현은 25 µg/mL 농도에서부터, COX-2의 발현은 100 µg/mL 농도
에서부터 유의성 있게 감소하였다.

고찰

현재까지 미선나무 잎 추출물의 기능성에 대해 보고된 바에 따르면 Kim 등 [17]의 

연구에서는 RAW264.7 세포에서 receptor activator of NF-κB ligand로 유도된 파골세포 분화 

모델에서 미선나무 잎 추출물을 처리했을 때 mitogen-activated protein kinase 및 파골세포의 

분화에 필수적인 전사인자인 c-fos/NF of activated T cells c1경로를 억제하여 파골세포 효소 

마커인 tartrate-resistant acid phosphatase 활성 억제, 액틴 고리 형성 저해, 그리고 파골세포 

관련 유전자의 발현 억제를 통해 골다공증 완화효능이 있음을 보고하였다. Jang 등 [18]의 

연구에서는 NIH3T3 세포를 이용하여 DNA 손상 지표자인 인산화된 p53와 DNA 손상 형태 

중 이중나선손상 표지자인 인산화 된 γ-H2AX의 수준을 감소시킴으로써 미선나무가 DNA 
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Fig. 6. Inhibitory effect of ADEs on protein levels of p-p65, iNOS, COX-2 in RAW264.7 cells.
RAW264.7 cells were pretreated with ADE (25, 50, 100, 200 µg/mL) or DMSO or 1 hour and then stimulated with LPS (100 ng/mL) for 24 hours. The results 
presented as mean ± standard deviation of experiments (n = 3–5). 
ADE, Abeliophyllum distichum leaf extract; iNOS, inducible nitric oxide synthase; COX-2, cyclooxygenase 2; LPS, lipopolysaccharide. 
*p < 0.05, **p < 0.01 compared to LPS. 
###p < 0.001 compared to control.



손상보호 효능이 있음을 보고하였다. 또한 Park 등 [20]의 연구에서는 꽃, 잎, 가지를 포함한 

미선나무의 에틸아세테이트 분획물이 대장암 세포 (HCT116, SW480 및 LoVo), 유방암 세포 

(MCF-7 및 MDA-MB-231), 간세포암종 (HepG-2)의 activating transcription factor 3 발현 증가를 

통해 항암효과가 있는 것으로 보고되었다. 본 연구실에서도 고지방식이로 유도된 비만 쥐 

모델에 미선나무 잎 추출물을 투여하였을 때 AMP-activated protein kinase 경로를 활성화시켜 

지방산과 콜레스테롤의 합성을 억제하고 지방산의 산화를 촉진하여 항 비만 효과가 있음을 

보고하였다 [19]. 이에 본 연구에서는 RAW264.7 cell을 이용하여 우리나라 고유종인 미선나무 

잎 추출물의 항산화 활성 및 항염의 효능과 각각의 그 기전을 확인하고자 하였다.

항산화 방어체계는 활성산소에 의한 산화적 스트레스로부터 세포를 보호하는데 항산화 방
어체계가 잘 작동하지 않을 경우 노화가 가속화되고 DNA 산화적 손상 및 효소 활성을 변화
시켜 뇌 질환, 성인병, 암, 신장염 및 당뇨병 등의 각종 질병이 발생하는 위험도가 증가하게 

된다. 따라서 항산화 방어체계를 적절히 보존하고 강화시키는 것이 건강을 유지하는데 중요
한 것으로 알려져 있다 [27].

식물계에 널리 분포하는 대표적인 천연 항산화 물질에는 폴리페놀 화합물, 플라보노이드, 카
로티노이드 및 토코페롤 등이 있으며, 그 중 총 폴리페놀 함량은 식품의 항산화 능력을 결정
짓는데 중요한 요소로 사용되는 것으로 보고되었다 [28]. 본 연구에서 미선나무 잎 추출물의 

총 폴리페놀 함량이 329.89 ± 30.17 mg GAE/g임을 확인하였다. 이어서 페놀화합물의 항산화 

활성 지표가 되는 DPPH 및 ABTS 라디컬 소거 활성을 측정하였는데 자유 리다컬 환원 능력이 

클수록 항산화 활성 및 활성산소에 대한 소거 활성을 기대할 수 있다 [29]. FRAP 역시 전자공
여 능력을 통해 산화 활성을 측정하는 방법으로 Fe3+와 항산화제와의 반응을 통해 생성된 Fe2+

를 흡광도를 통해 정량하는 방법으로 시료 내의 총 항산화력을 측정하는 방법이다 [30]. 미
선나무 잎 추출물의 DPPH 및 ABTS 라디컬 소거 활성을 비교한 결과 양성대조군 ascorbic acid 

대비 각각 60.5%, 83.6%로 나타났으며 FRAP value는 743.68 ± 116.59 mg/mL로 측정되었다.

Nrf2는 phase II 효소의 활성을 조절하는 전사인자이며 HO-1은 스트레스로 유발된 반응성 

단백질로서 heme 산화를 촉매하여 일산화탄소, 철, biliverdin을 형성한다 [31]. 평소 Nrf2는 

kelch-like ECH associated protein (keap) 1과 복합체를 이루며 낮은 수준으로 존재하나 자외
선, LPS와 같은 외부 자극 및 산화 스트레스를 받으면 keap1과 분리되고 Nrf2는 핵으로 이동하
여 항산화와 연관된 유전자의 전사를 촉진하며 대표적으로 HO-1의 발현을 유도한다 [32,33]. 

즉, Nrf2는 HO-1과 같은 항산화 단백질 유전자에 존재하는 antioxidant response element에 결
합하여 이들 유전자의 발현과 단백질 생성을 증가시킴으로써 산화적 스트레스에 대한 생체 

방어기전의 핵심적인 역할을 한다 [34,35]. 위의 내용을 바탕으로 본 연구에서 미선나무 잎 

추출물이 Nrf2 및 HO-1의 발현에 미치는 영향을 western blot을 통해 확인한 결과, HO-1 단백
질은 미선나무 잎 추출물 농도 의존적으로 증가하였고 상위 전사인자인 Nrf2 단백질은 유의
하지 않았으나 발현이 증가하는 경향을 보였다. 이러한 결과를 종합해보면 RAW264.7 세포
에서 미선나무 잎은 Nrf2/HO-1 발현 증가 기전을 통해 산화적 스트레스로부터 항산화 효능을 

나타내는 것으로 사료된다.

NF-κB 신호전달체계는 생체 내 주요한 반응들을 수행하는데 특히 염증성 사이토카인을 생
성하여 염증반응을 조절하는 기능이 대표적이다 [36,37]. 염증 조절에 중요한 신호전달 체계 
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중 하나인 NF-κB는 세포질에 heterodimer 상태인 p50과 p65 단백질, 그리고 inhibitory kappa B 

(IκB)와 복합체를 이루고 있으며 LPS 및 ROS에 의해 TLR-4 수용체를 통해 활성화된다. 즉, IκB 

kinase에 의해 IκB가 인산화되어 복합체가 분리되고 인산화 된 p65 (p-p65)가 세포질에서 핵
으로 이동하여 TNF-α, IL-1β, IL-6와 같은 사이토카인 및 NO나 prostaglandin의 생성에 영향을 

주는 iNOS, COX-2와 같은 단백질 발현을 조절한다 [38]. 따라서 p65의 인산화 저해는 NF-κB 

활성 조절 및 억제와 관련이 있다. Lee와 Kang [15]의 연구에서는 RAW264.7 세포에 미선나무 

꽃 추출물을 처리한 결과, 추출물이 P38, ERK, JNK의 인산화를 감소시켜 MAPK의 활성을 억
제하며 p65의 인산화 감소로 인해 NF-κB 활성을 억제시키는 것을 통해 항염 효능을 나타내
는 것으로 보고하였다. 본 연구에서도 마찬가지로 LPS와 미선나무 잎 추출물을 처리했을 때 

NF-κB의 p-p65 발현량이 감소하는 경향을 확인할 수 있었다. 이는 미선나무 잎 추출물 처리
에 의해 NF-κB의 활성이 억제되고 따라서 염증성 매개물의 발현량을 감소시켜 항염 효능을 

갖고 있는 것으로 사료된다. iNOS의 발현은 세균성 독소, 면역반응 및 염증반응, 산화성 스
트레스, 허혈 및 조직손상 등에 따라 유리되는 다양한 사이토카인에 의해서 유전자 전사 단
계에서 유도되며 COX-2의 발현은 다양한 사이토카인에 의해 유도되는 유도성 효소로서 비
정상적으로 증가하게 되면 세포 증식을 활성화하고 세포사멸을 억제하며 세포의 유동성 또 

부착성을 강화시킴으로써 다양한 염증성 질병의 발병과 진행에 중요한 작용을 한다 [39,40]. 

따라서 iNOS 와 COX-2의 발현을 항염증 효능을 평가하는 지표로 많이 이용되고 있다. 본 연
구에서도 LPS로 유도된 RAW264.7 세포에 미선나무 잎 추출물을 처리했을 때, iNOS 와 COX-2

의 발현이 감소되는 것을 확인할 수 있었다. Yoo 등 [12]의 연구에서는 LPS로 염증이 유도된 

RAW264.7 세포에 미선나무 잎 추출물을 처리했을 때 NO생성이 저해되었고 western blot을 

통해 MEK-ERK1/2 활성 억제 및 iNOS 발현 감소를 확인하였으며, PCR을 통해 IL-6와 COX-2의 

염증 유전자 발현 수준이 감소하였다고 보고하였다. 본 연구에서도 마찬가지로 LPS로 유도
된 염증상태의 RAW264.7 세포에 미선나무 잎 추출물을 처리했을 때 NO의 생성이 저해되는 

것을 확인하였고 Yoo 등 [12]의 연구에서 진행된 IL-6 염증 유전자뿐만 아니라 IL-1β 및 TNF-α
의 염증 유전자의 발현도 농도 50 µg/mL에서부터 유의하게 감소하는 것을 확인하였다. 더 나
아가 이들 염증성 사이토카인의 생성도 모두 유의하게 감소하였다. 따라서 본 연구는 미선
나무 잎 추출물이 가지는 항산화능 및 항염 효능과 더불어 그에 대한 기전적인 연구를 통해 

미선나무 잎 추출물이 산화적 스트레스 및 염증성 질환 예방을 위한 기능성 소재로서의 가
능성을 제시하였다.

요약

본 연구에서는 잠재적인 기능성 소재로의 개발 가능성을 검증하기 위하여 미선나무 잎 추
출물의 항산화능과 항염증 효능을 확인하였다. 시료의 총 폴리페놀함량, DPPH 및 ABTS 라
디칼 소거능, FRAP value를 측정하여 미선나무 잎 추출물의 항산화 활성을 확인하였으며 또
한 RAW264.7 세포에 미선나무 잎 추출물 처리 후 HO-1의 발현이 증가하는 것을 통해 미선나
무 잎 추출물의 항산화 기전을 확인하였다. 한편, LPS로 유도된 염증 상태의 RAW264.7 세포
에서 미선나무 잎 추출물은 NF-κB 활성 억제를 통한 NO 생성 억제, iNOS, COX-2 발현 억제 

및 염증성 사이토카인의 발현과 생성을 억제하는 것을 확인하였다. 이러한 본 연구 결과는 

향후 미선나무 잎 추출물의 기능성 소재로의 개발을 위한 기초자료 마련에 그 의의가 있다.
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