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This study investigated whether or not the major bioactive compounds of Noni (Morinda citrifolia) are 
involved in anti-inflammatory activity through the JAK/STAT upper signaling pathway in RAW 264.7 
cells. The experimental results show that the M. citrifolia ethyl acetate fraction (Mc-EtOAc) obtained 
by sequential fractionation with organic solvents from the plant’s dried fruits exhibits the highest anti-
oxidant activity. In addition, the cytoprotective effects of Mc-EtOAc against H2O2-induced oxidative 
stress in the RAW 264.7 cells suppressed cytotoxicity in a dose-dependent manner. The group pre-
treated with Mc-EtOAc at a concentration of 240 μg/ml showed higher cell viability of 84.5%, com-
pared to 71.6% in the LPS-treated group, and LPS-induced NO production decreased to half the 
amount in the positive control group. Mc-EtOAc treatment also led to a significant dose-dependent 
reduction in iNOS expression. Although COX-2 expression was increased by 300% following LPS in-
duction, it was significantly decreased in a dose-dependent manner by pretreatment with Mc-EtOAc 
at concentrations of 120 and 240 μg/ml. An inhibition of the mRNA expression of pro-inflammatory 
cytokines IL-1β and TNF-α was observed. The investigation also revealed that the phosphorylation 
levels of pJAK1 and pSTAT3 in LPS-induced RAW 264.7 cells were significantly reduced by Mc-EtOAc 
treatment.
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서   론

염증(inflammation)은 병원균, 박테리아 및 자극 물질을 포

함한 많은 유해한 자극에 의해 발생되는 조직의 손상에 대한 

복잡한 생물학적 반응 중 하나로 면역세포, 혈관, 염증 매개체

들이 관여하는 비특이적 면역작용이다[23, 33]. 또한 염증은 

대식세포(macrophage)를 포함한 면역세포들이 조직의 손상

을 최대한 억제하고, 감염체를 제거하며, 조직을 재생하는 보

호 기능을 가지지만, 동시에 염증의 결과로 조직의 손상이나 

질병이 일어날 수 있다[19, 24]. 염증의 개시는 Toll-like re-

ceptor (TLR)-4와 TLR-2 등의 수용체와 그 리간드(ligand)로서 

세균 유래의 lipopolysaccharides (LPS) 등의 상호작용에 의해 

유발된다[31]. LPS에 의해 활성화된 대식세포는 주로 nuclear 

factor (NF)-κB, mitogen-activated protein kinases (MAPKs), 

Janus kinase/signal transducer and activator of transcription 

(JAK/STAT) 신호전달 경로로 염증반응의 진행에 필수적인 

전염증 매개체(pro-inflammatory mediator), nitric oxide 

(NO), prostaglandin E2 (PGE2) 및 interleukin (IL)-1β, IL-6, 

tumor necrosis factor-α (TNF-α)와 같은 cytokine을 유도한다

[16, 20, 27]. 이러한 전염증 매개체와 cytokine은 염증 및 다양

한 임상 증상으로 이어질 수 있다[9]. 과발현된 전염증 매개체

와 cytokine은 동맥경화, 염증성 장 질환, 관절염, 감염성 질환 

및 암을 비롯한 많은 급성 및 만성 염증성 질환에서 면역반응

을 더욱 악화시킨다[36]. 따라서 이들을 억제할 수 있는 물질 

또는 화합물은 잠재적 항염증제(anti-inflammatory agents)로

서 고려되어 왔으며, 이들의 합성 또는 방출을 효과적으로 억

제할 수 있는 것은 전신 면역반응 증후군(systemic immune 

response syndrome, SIRS) 치료를 위한 중요한 전략이다[12].

JAK/STAT 연쇄반응(cascade)은 면역반응을 매개하는 중

요한 염증 신호전달 경로이다[28]. 특히, STATs는 LPS, inter-

feron gamma (IFN-γ)와 같은 여러 cytokine에 의해 유발되는 

염증 신호전달 연쇄반응에서 중추적인 역할을 한다[21, 25, 

26]. TLR-4 활성화로 STATs의 활성화 인자로 알려진 수용체 

관련 효소 JAKs의 인산화가 일어난다[29]-흥미롭게도 대부분

의 cytokine 수용체는 그들의 활동에 JAKs의 조합을 사용한다

[6]. 그들의 수용체에 리간드의 결합은 JAKs의 인산화를 유도

하며, 이는 STATs의 인산화를 유도하여 수용체 복합체로부터 

STATs의 방출을 유도한다. 방출된 STATs는 동종 또는 이종 

이량체를 형성하고 핵으로 이동하여 염증 유발 cytokine이나 
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inducible NO synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2)와 

같은 효소를 암호화하는 표적 유전자의 전사를 조절한다[11, 

17, 35]. 이와 같이 JAK/STAT 신호전달 경로는 염증 관련 유

전자 발현의 매개에 관여하기 때문에 그 활성을 엄격하게 조

절, 억제하여 염증 예방 및 질병 치료을 위한 신약 개발의 핵심 

분야이다. 

열대 및 아열대 지역에서 자라는 노니(noni) (Morinda cit-

rifolia L.)는 용담목(Gentianales) 꼭두서니과(Rubiaceae)에 속

하며, 동의보감에는 해파극(海巴戟) 또는 파극천(巴戟天)으로 

소개되어 있다. M. citrifolia는 씨, 줄기, 잎, 꽃, 열매 등 어느 

부분이든 약효가 뛰어나다고 알려져 있으며, 그 약효가 인정

되어 면역계, 신경계는 물론 소화계통과 호흡계통 병후군의 

증상까지 치유 효과가 크다고 알려져 있어 그동안 임상에서 

다양한 증상에 사용되어졌다. 특히 열매는 소염진통, 혈당 상

승 억제, 변비 해소 및 염증해소 등 다방면에 효능이 탁월한 

것으로 알려져 있다[38]. M. citrifolia 열매에는 다양한 화합물

들을 포함하고 있는데, 폴리페놀(polypenol), 플라보노이드

(flavonoid), 리그난(lignan), 이리도이드(iridoid), 쿠마린(cou-

marin), 다당류(polysaccaride), 스테롤(sterol) 및 지방산(fatty 

acid) 등이 대표적이다[8]. 특히 스코폴레틴(scopoletin)과 담

나칸탈(damnacanthal) 등의 폴리페놀 물질은 M. citrifolia 열

매의 주요한 기능성 성분으로 잘 알려져 있다[4]. 스코폴레틴

은 쿠마린(coumatin)계열의 물질로 혈액 내 세로토닌 분비를 

조절하고 진통완화에 효과적이며, 항염증, 항균, 항바이러스 

활성, 항고혈압, 항암 효과 및 산화방지 활성을 가진다[13, 14]. 

한편 생체 대사 과정 중에 필연적으로 발생하는 활성산소 종

(reactive oxygen species, ROS)은 산화적 스트레스(oxidative 

stress)를 유발하여 노화, 암, 심장질환, 동맥경화, 염증 등 다양

한 질병을 일으킨다[10]. 특히 산화적 스트레스는 체내 염증의 

진행 과정의 원인으로 알려져 있는데, 이와 관련된 ROS와 

pro-inflammatory cytokine은 염증성 질병의 매개체로서 중요

한 역할을 한다[5]. 따라서 항산화 효과가 뛰어난 성분은 산화

적 스트레스를 감소시켜 만성적인 염증반응을 감소할 수 있다

[1, 34].

본 연구는 M. citrifolia의 항염증 효과에 주목하여 건조된 

M. citrifolia 열매를 methanol (MeOH) 추출에 의한 유기용매 

별 분획물의 항산화 효과를 확인하고, RAW 264.7 세포에서 

ROS 수준에 대한 M. citrifolia 열매 추출 분획물의 세포보호 

효과 및 LPS로 자극된 RAW 264.7 세포 염증 모델에서 NO 

생성 억제와 전염증 매개체와 cytokine 유전자 및 단백질 발현

에 미치는 영향, 그리고 염증반응의 주요 신호전달 경로인 

JAK/STAT 신호전달 과정과의 관련성에 대해 연구하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

M. citrifolia는 금산고려인삼(Korea)에서 건조 상태의 열매

를 구매하여 실험에 사용하였다. 추출 및 분획 용매로 MeOH, 

n-hexane, chloroform (CHCl3), ethyl acetate (EtOAc), n-buta-

nol (n-BuOH)을 Daejung Chemicals & Metals CO. (Korea)로

부터 구입하여 사용하였다. 세포배양에 사용된 Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM)은 Sigma-Aldrich (USA), 

Penicillin-streptomycin은 Gibco (USA), 그리고 fetal bovine 

serum (FBS)은 Wisent (USA)에서 각각 구입하였다. Griess 

reagent, LPS, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyltretra-

zolium bromide (MTT), dimethyl sulfoxide (DMSO), TEMED, 

ammonium persulfate, 1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH), 

그리고 hydrogen peroxide (H2O2)는 Sigma (USA)에서 구입

하였고 2-mercaptoethanol과 marker는 BioFACT (Korea)에서 

구입하여 사용하였다. Western blotting에 iNOS와 JAK1, 그리

고 phospho-STAT3 1차 antibody는 Santa Cruz (USA)에서 

구입하였고, COX-2와 STAT3의 1차 antibody는 Cayman 

Chemical (USA)와 Cell Signaling (USA)에서 각각 구입하여 

사용하였다. β-actin 1차 antibody는 Sigma (USA)에서 구입하

였고, phospho-JAK1 1차 antibody와 2차 antibody (Goat an-

ti-Rabbit IgG, Goat anti-Mouse IgG)는 Invitrogen (USA)에서 

구입하였다.

시료의 추출 및 분획

건조된 M. citrifolia 열매 500 g에 4 liter의 MeOH을 가하여 

상온에서 24시간씩 교반하면서 3회 반복 추출한 후, 여과시켜 

80℃ 항온수조(Oilbath, Switzerland)에서 회전 감압농축기

(Rotavapor, Switzerland)로 감압하여 농축물인 MeOH 추출

물 73.6 g을 얻었다. MeOH 추출물, 증류수 그리고 n-hexane을 

1:9:10의 비율로 혼합하여 물 층과 분획 용매가 두 층으로 나뉘

도록 방치하여 3회 분획된 n-hexane 가용부를 감압 농축하여 

n-hexane 분획물 4 g을 얻었다. 계속하여 잔류층인 물 층을 

CHCl3, EtOAc, n-BuOH, water 순으로 각각 3회씩 용매의 극

성을 이용한 순차적 분획으로 2.26 g, 0.47 g, 9.73 g, 그리고 

58.64 g의 분획물 각각을 얻었다(Fig. 1).

DPPH 자유라디칼 소거능 측정

M. citrifolia의 MeOH 추출에 의한 유기용매 별 분획물의 

항산화 활성은 DPPH의 자유라디칼 소거효과(free radical 

scavenging effect)를 측정하는 Blois [2]의 방법에 따라 측정하

였다. MeOH에 녹인 0.2 mM DPPH 용액 180 μl에 MeOH에 

용해시킨 농도 별 시료 20 μl를 혼합하여 실온에서 30 분 동안 

암실 방치 후 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성대조물로 

butylated hydroxyl toluene (BHT)를 사용하였고, 시료의 전

자공여능(electron donating ability, EDA)은 다음의 식으로 계

산하였다. 

EDA (%) = (1-A/B) ×100
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Fig. 1. Schematic diagram of extraction and fractionation of M. citrifolia.

A: 517 nm에서의 시료첨가군의 흡광도

B: 517 nm에서의 무첨가군의 흡광도

각 분획물의 EDA 값을 바탕으로 흡광도를 50% 감소시키는

데 필요한 시료의 양 ED50 (mg/ml)을 구하여 항산화 활성을 

검정하였다.  

Mc-EtOAc의 LC-MS/MS 분석

항산화 활성이 높게 나타난 M. citrifolia의 EtOAc 분획물

(Mc-EtOAc)의 성분 분석을 초 고성능 액체 크로마토그래피

(UPLC, Ultra-performance liquid chromatography) 시스템

(Waters, Milford, USA)을 이용하여 수행하였다. 분석 컬럼은 

ACQUITY UPLC HSS T3 (100×2.1 mm, 1.8 μm, Waters), 이동

상 용매는 0.1% formic acid를 포함한 증류수(용매 A)와 0.1% 

formic acid를 포함한 acetonitrile (용매 B)를 사용하였다. 이동

상 조건은 A=97 (5 min), A:B=3:100 (16 min), B=100 (17 min), 

B:A=97:3 (19min), A=97 (25min), 유속 0.5 ml/min, 컬럼 온도

는 40°C로 유지하였고, 5 μl의 시료를 주입하였다. 컬럼에서 

용출된 Mc-EtOAc은 고분해능 직렬 질량 분석기 SYNAPT G2 

Si HDMS QTOF (Waters)로 음이온 모드로 검출하였고, 데이

터 수집 및 분석은 UNIFI v1.71 (Waters) software로 제어되었

으며, MS 및 MS/MS 모드의 스캔 범위는 50-1,200m/z 범위 

이상이었다.

세포 배양

한국세포주은행(Korea cell line bank, Korea)에서 분양 받

은 생쥐 대식 세포주(RAW 264.7)를 10% FBS와 1% 항생제

(penicillin/streptomycin)가 포함된 DMEM 배지를 사용하여 

37℃로 유지되는 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 실험 시 배

지를 제거하고 PBS로 3회 세척 후 0.25% trypsin-EDTA를 처

리하여 37℃, CO2 배양기에서 5분 동안 반응 후에 DMEM 배

지를 넣어 효소를 불활성시키고 15 ml conical tube로 옮긴 

후 800 rpm에서 2분 동안 원심분리하여 세포를 수확하였다. 

이어서 새로운 DMEM 배지로 재 부유하여 tryphan blue로 

염색하여 세포수를 1×106 cells/ml로 조절하여 사용하였다.

세포 생존율 측정

RAW 264.7 세포를 96 well plate에 200 μl씩 분주하여 37℃, 

5% CO2가 공급되는 배양기에서 24시간 동안 안정화시킨 후, 

Mc-EtOAc을 농도 별(60, 120, 240, 480 μg/ml)로 처리하여 24

시간 동안 배양하여 세포 생존율을 측정하였다. 산화적 스트

레스 요인에 의한 세포 생존율은 농도별 시료를 처리하여 2시

간 동안 배양한 후, IC50 농도의 H2O2 (50 μM)를 4시간 동안 

처리하여 측정하였다. LPS 존재 하에서 세포 생존율의 경우, 

농도 별 시료를 처리하여 2시간 동안 배양한 후, 1 μg/ml의 

LPS를 24시간 동안 처리하여 측정하였다. 세포 생존율 측정을 

위한 MTT assay는 시료 처리된 세포 각각의 well에 MTT 용액

(5 mg/ml)을 10 μl씩 처리한 후 37℃에서 4시간 동안 배양하여 

상등액을 제거한 다음 형성된 MTT formazan 결정체를 200 

μl의 DMSO에 용해시켜 ELISA reader (Molecular devices, 

USA)로 formazan의 흡광도가 최대가 되는 540 nm의 파장에

서의 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 대조군의 흡광도에 

대한 백분율로 나타내었다.

NO 생성량 측정

RAW 264.7 세포에 농도 별 시료를 처리하고 2시간 동안 
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Table 1. Realtime PCR primer sequences

Gene Forward primers Backward primers

IL-1β

IL-6

TNF-α

GAPDH

5’-CCTCGTGCTGTCGGACCCAT-3’

5’-CCGGAGAGGAGACTTCACAG-3’

5’-GTGGAACTGGCAGAAGAGGC-3'

5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3'

5’-CAGGCTTGTGCTCTGCTTGTGA-3’

5’-CAGAATTGCCATTGCACAAC-3’

5’-AGACAGAAGAGCGTGGTGGC-3’

5’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3'

배양한 다음, LPS (0.1 ug/ml)를 24시간 동안 처리하여 배양된 

세포로부터 생성된 nitric oxide (NO)의 양을 배양액 중에 존

재하는 NO2
-의 형태로서 Griess reagent를 이용하여 측정하였

다. 96 well plate에 동량의 세포 배양 상등액과 Griess reagent 

(1% sulfanilamide+0.1% naphthylendiamine dihydrochloride, 

1:1)를 혼합하여 넣고 암실에서 15분 동안 반응시킨 후 540 

nm에서 흡광도를 측정하였다.

Immunoblot 분석

RAW 264.7 세포를 6 well plate에 1 ml씩 분주하여 농도 

별 시료를 처리하고 2시간 후 염증반응을 유도하기 위하여 

LPS를 처리하여 16시간(COX-2/iNOS), 45분(JAK), 그리고 3

시간(STAT) 동안 각각 배양하였다. 세포를 PBS로 3회 세척한 

후 원심분리하여 pellet에 RIPA buffer (Thermo Fisher, USA)

를 첨가한 다음, 4℃, 14,000× g에서 15분간 원심분리하고 상등

액을 Bradford 방법[3]으로 단백질을 정량하였다. 각각의 시료

를 7.5% SDS-PAGE [17]로 분리시킨 후, Towbin 등[31]의 방법

에 따라 PVDF membrane으로 100 V에서 1시간 동안 전이시

켰다. PVDF membrane을 blocking buffer (5% skim milk in 

0.05% PBS-T)에서 1시간 동안 blocking 한 후 1차 antibody를 

1:200~1:1,000으로 희석하여 넣고 하룻밤 동안 반응시키고. 다

시 2차 antibody를 1:5,000으로 희석하여 넣고 1시간 동안 반응

한 다음, ECL solution (Jubiotech, Korea) 용액을 적용시켜 

X-ray 필름에 노출시켜 단백질 발현 양상을 분석하였다.

Realtime PCR 분석

RAW 264.7 세포를 6 well plate에 분주하여 농도 별 시료를 

처리하고 2시간 후 LPS를 처리하여 4시간 동안 각각 배양하였

다. 원심분리(12,000× g, 3 min)하여 얻은 cell pellet에 200 ul 

TransZol Up (TransGen Biotech Co., China)를 사용하여 total 

RNA를 추출하였다. cDNA 합성은 2-step으로 진행하였다. 

AccuPower® RT PreMix (Bioneer, Korea)를 이용하여 total 

RNA 2 μg을 주형으로 Oligo dT (Bioneer) 100 pmole을 pri-

mer로 사용하였으며 MyGenie96 Thermal block (Bioneer)를 

이용하여 RT-1 (Primer annealing)은 70℃에서 5분 조건으로 

RT-2 (cDNA synthesis and RTase inactivation)는 42℃ 60분 

85℃ 5분 조건으로 수행하여 cDNA를 합성하였다. 합성된 

cDNA는 RNase free water (Sigma-aldrich)로 희석한 후 PCR 

template로 사용하였다. Pro-inflammatory cytokine, IL-1β, 

IL-6, 그리고 TNF-α 유전자 발현 분석은 AriaMX system 

(Agillent Technologies, USA)을 이용하여 유전자 특이적 pri-

mer (Table 1) 1 pmole, cDNA 5 ng, AccuPower® 2X Green-

star qPCR Master Mix (Bioneer) 10 ul, Rnase Free water 

(Sigma-aldrich) 4 ul로 각 well 당 20 ul로 혼합하는 조건으로 

quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT- PCR)

을 수행하였다. PCR 조건은 enzyme activation 95℃ 3분, de-

nature 95℃ 15초, annealing/extension 20초 조건으로 40 cy-

cle을 수행하였다. 유전자 상대정량 분석은 glyceraldehyde 

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)의 발현양을 기준으로 

normalize를 수행하였으며 상대정량은 2−∆∆Ct 방법을 사

용하여 사용하여 분석하였다[21].

통계처리

모든 실험은 3회 반복하여 평균 ± 표준편차(mean ± SD)로 

표시하였다. 대조군과 실험군사이의 차이를 SPSS 프로그램의 

one-way ANOVA로 분석한 후 통계적 유의성이 있는 경우, 

군 사이의 차이를 Post-Hoc (Tukey) multiple range tests로 

검증하여 p<0.05을 유의한 것으로 간주하였다.

결   과

분획물 제조

건조된 M. citrifolia의 열매 500 g에서 얻어진 73.60 g의 

MeOH 추출로부터 n-hexane (4 g), CHCl3 (2.26 g), EtOAc 

(0.47 g), n-BuOH (9.73 g), 그리고 water (58.64 g) 순으로 유기

용매의 극성이 낮은 것부터 높은 순서로 순차 분획물을 얻었

다. 각 분획물의 용매 별 수율은 water 분획물에서 11.73%로 

가장 높았고, 다음으로 n-BuOH (1.95%), n-hexane (0.80%), 

CHCl3 (0.45%), EtOAc (0.09%) 순으로 EtOAc 분획물에서 비

교적 수율이 낮게 나타났다(Table 2).

항산화 활성

M. citrifolia 추출의 각 분획물과 DPPH의 반응 후 감소하는 

흡광도를 측정하여 얻은 자유라디칼 소거 활성법을 이용하여 

항산화 활성을 측정하였다(Table 3). 항산화제의 대표적 물질

로 알려진 BHT와 M. citrifolia의 용매 별 분획물을 60~480  

μg/ml 농도로 각각 처리하였을 때, 농도가 증가할수록 자유라

디칼 소거활성이 증가하는 경향을 보이므로 농도의존적인 항
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Fig. 2. DPPH free radical scavenging activity in various solvents 

fraction from M. citrifolia. ED50 values were defined as 

the sample concentrations required for 50% the radical 

to be scavenged.

Table 3. Absorbance change by DPPH radical scavenging activity of each fraction of M. citrifolia

Sample Control Fractions

Con. (μg/ml) BHT n-Hexane CHCl3 EtOAc n-BuOH

480

240

120

60

0.116±0.009
a

0.485±0.106a

0.923±0.071a

1.017±0.058a

1.035±0.052ab

1.067±0.062a

1.071±0.042a

1.095±0.000a

1.046±0.024a

1.013±0.004a

1.120±0.003a

1.123±0.028a

0.877±0.000ab

0.991±0.008a

1.040±0.008a

1.065±0.012a

1.022±0.037a

1.073±0.047a

1.088±0.035a

1.112±0.019a

Blank: 1.134.

Values are mean ± SD (n=3).
a
significantly different (p<0.01) by ANOVA-test.

b
significantly different (p<0.05) between control group by Tukey’s test.

Table 2. Yields of each organic solvent fraction obtained from 

the total MeOH extract1 of M. citrifolia

Solvent fractions Dried weight (g) Yield (%)
2

n-hexane

CHCl3

EtOAc

n-BuOH

H2O

4.00

2.26

0.47

9.73

58.64

0.80

0.45

0.09

1.95

11.73

2yield (%) =
Dried weight of solvent fractions (g)

×100
Dried weight of M. citrifolia (g)

1MeOH extract (73.60 g) obtained from 500 g of M. citrifolia.

산화 활성을 나타내었다. 480 μg/ml 농도의 BHT와 동량의 

EtOAc 분획물의 비교에서 0.116과 0.877의 흡광도를 나타내어 

EtOAc 분획물은 BHT 보다는 낮은 소거활성을 나타냈지만 

다른 분획물 보다 상대적으로 높은 항산화 활성물질을 포함하

고 있음을 알 수 있다. 전자공여능(EDA)에 의해 얻은 ED50은 

BHT의 0.26 mg/ml 보다는 낮으나 EtOAc 분획물에서 1.18 

mg/ml로 가장 높았으며, 다음으로 n-BuOH, CHCl3, n-hex-

ane 분획물 순으로 각각 2.76 mg/ml, 2.97 mg/ml, 5.02 mg/ 

ml의 ED50 값을 보였다(Fig. 2).

Mc-EtOAc의 LC-MS/MS 정량

Mc-EtOAc에 대한 LC-MS/MS 분석으로 Base peak ion 

chromatogram을 나타내었으며(Fig. 3), Asperulosidic acid, 

Pyrenocine P Quercetin-3-O-rutinoside, Tricholomenyn B, 

Macrosphelide H, Vulnibactin 3, Trichocyclodipeptide A, 

Streptovirudin B2, Fumonisin FP2, 등의 성분들이 확인되었

다.

세포 생존율에 미치는 영향

항산화 활성이 높게 나타난 Mc-EtOAc의 RAW 264.7 세포 

생존율에 대한 영향을 MTT assay로 확인하였다. 대조군과 비

교하여 60~240 μg/ml의 Mc-EtOAc 처치군은 RAW 264.7 세

포에서 유의한 세포독성을 나타내지 않았으므로 이들의 농도

를 실험에 사용하였다(Fig. 4). H2O2로 처리된 RAW 264.7 세

포의 산화적 스트레스에 대한 Mc-EtOAc의 세포보호 효과는 

처리 농도의존적으로 H2O2에 의한 세포독성을 차단하는 것으

로 나타났으며, 60, 120, 240 μg/ml의 Mc-EtOAc에서 각각 

59.03(±3.53), 82.66(±1.26), 그리고 84.52%(±1.02)의 세포보호 

효과를 나타내었다(Fig. 5). 또한 LPS 존재 하에서 세포 생존율

의 경우, LPS 단독 처치군은 무처리 대조군에 비교하여 71.6%

의 세포 생존율을 나타내었으나 LPS와 Mc-EtOAc을 처리한 

군에서는 LPS 단독 처리군에 비교하여 유의한 세포독성을 나

타내지 않았으며, 오히려 240 μg/ml의 농도에서 84.5%의 세포 

생존율을 확인하였다(Fig. 6).

NO 생성에 미치는 영향

Mc-EtOAc이 RAW 264.7 세포에서 NO 생성억제 정도를 

관찰하기 위하여 농도별 Mc-EtOAc을 세포에 처리하여 생성

되는 NO의 생성양을 측정하였다. LPS 처리군에서는 무처리 

대조군에 비교하여 NO의 생성양이 LPS 처치 후 유의하게 8배 

증가하였으며, Mc-EtOAc을 처리한 실험군에서는 전농도에서 

유의한 NO 억제를 나타내었고, 240 μg/ml의 농도에서 절반

수준으로 NO의 생성을 감소시켰다(Fig. 7).
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Fig. 3. Quantification of EtOA fraction from M.-citrifolia extract by UPLC Q-TOF. 

Fig. 4. Effects of Mc-EtOAc on cell viability in RAW 264.7 cells. 

Cell viability was measured by the MTT assay as descri-

bed in materials and methods. Data are presented as the 

mean ± SD (n=3).

Fig. 5. Effects of Mc-EtOAc against oxidative stress induced by 

H2O2 in RAW 264.7 cells. Cells were treated with various 

concentration of Mc-EtOAc and 50 μM H2O2 as described 

in materials and methods. Cell viability was analyzed 

using MTT assay. Data are presented as the mean ± SD 

(n=3). 
***p<0.001 compared to un-treated control; ##p<0.01, 

###p<0.001 compared with H2O2 alone.

Fig. 6. Effects of Mc-EtOAc on cell viability in LPS-induced 

RAW 264.7 cells. Cells were treated with Mc-EtOAc and 

LPS (1 μg/ml) as described in materials and methods. 

Cell viability was analyzed using MTT assay. Data are 

presented as the mean ± SD (n=3). 
*p<0.05 compared to 

control; 
#p<0.05 compared with LPS alone.

iNOS 및 COX-2의 발현에 미치는 영향

Mc-EtOAc의 항염증 활성을 평가를 위하여 전염증 매개체 

iNOS와 COX-2의 발현을 immunoblot 분석으로 조사하였다. 

LPS 처리시 iNOS 단백질의 발현이 유의하게 증가되었으나, 

LPS에 농도 별 Mc-EtOAc를 전처리한 실험군에서는 iNOS의 

발현양이 농도의존적으로 유의하게 감소하였다(Fig. 8A, Fig. 

8B). COX-2 역시, LPS 처리시에는 COX-2 단백질의 발현이 

3배 정도로 유의하게 증가되었으나, LPS에 Mc-EtOAc 전처리

한 실험군에서는 120, 240 μg/ml의 농도에서 COX-2의 발현을 

유의하게 감소시켰다(Fig. 8A, Fig. 8C).

Pro-inflammatory cytokine 발현에 미치는 영향

Mc-EtOAc에 대한 RAW 264.7 세포의 pro-inflammatory 
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Fig. 7. Effects of Mc-EtOAc on NO production in LPS-induced 

RAW 264.7 cells. Cells were treated with Mc-EtOAc and 

LPS as described in materials and methods. NO pro-

duction was measure using the Griess reagent in culture 

media. Data are presented as the mean ± SD (n=3). 
*p<

0.05 compared to control; #p<0.05, ##p<0.01 compared to 

LPS alone.

A

B

C

Fig. 8. Effects of Mc-EtOAc on LPS-induced iNOS and COX-2 

production in RAW 264.7 cells. Cells were treated with 

Mc-EtOAc plus LPS or LPS alone for indicated time. 

Total cellular proteins were prepared and subjected to 

Western blotting to determined protein expression levels 

of iNOS and COX-2 (A). Levels of iNOS and COX-2 

were normalized against actin expression. The relative 

density levels of protein bands were measured by scan-

ning densitometry (B, C). Data are presented as the mean 

± SD (n=3). 
*p<0.05, **p<0.01 compared to control; #p<0.05 

compared to LPS alone.

cytokine (IL-1β, IL-6, TNF-α)의 생성 저해능을 관찰하기 위하

여 qRT-PCR을 이용하여 mRNA 발현 수준을 확인하였다. LPS 

처리군과 비교하였을 때 IL-6는 120 μg/ml 이상의 Mc-EtOAc 

농도에서 유의적으로 증가하였으며, IL-1 β와 TNF-α는 농도

의존적으로 감소하였다(Fig. 9).

JAK/STAT 신호전달 경로에 미치는 영향

LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에서 Mc-EtOAc의 항염증 효

과를 확인하였는데, 이러한 염증 억제 기작이 JAK/STAT 신호

전달 경로를 경유하는지 알아보았다. JAK1과 STAT3의 인산

화를 Western blotting으로 확인한 결과, LPS로 자극된 RAW 

264.7 세포에 Mc-EtOAc를 처리한 경우, pJAK1과 pSTAT3의 

인산화는 유의성 있게 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 10).

고   찰

M. citrifolia에는 다양한 phytochemical 성분들이 함유되어 

항산화, 항염증을 비롯하여 소염진통, 혈당상승 억제, 변비 해

소 등 다방면에 효능이 탁월한 것으로 알려져 있다[38]. 본 연

구는 건조된 M. citrifolia 열매를 MeOH 추출에 의한 유기용매

의 순차 분획으로, 함유된 주요 생리활성물질을 분획화하였

고, 이들 분획물에 대하여 DPPH 자유라디칼 소거 활성법을 

이용하여 항산화 활성을 측정하였다. Mc-EtOAc에서 비교적 

높은 활성을 보였으며, 이는 기존의 M. citrifolia에 대한 항산화 

효과 연구와 유사하게 나타났다[30, 39]. 항산화 작용은 생체 

대사 과정 중에 발생하는 ROS을 억제하여 다양한 질병의 원

인을 제거할 수 있다[37]. ROS는 염증 진행과정의 원인으로 

알려져 있어[5], 항산화 효소의 활성 회복과 ROS에 의한 산화

적 스트레스 감소는 염증 반응의 감소로 이어질 수 있다[15]. 

Mc-EtOAc는 H2O2로 유도된 RAW 264.7 세포의 산화적 스트

레스에 대하여 세포독성을 차단하였으며, 이는 ROS로 인하여 

활성화될 수 있는 염증인자들의 활성화 억제에 영향을 미쳐 

염증에 효과가 있음을 암시한다. 따라서 LPS로 유도된 RAW 

264.7 세포에서 Mc-EtOAc의 항염증 활성 및 기전을 평가하였

다. Mc-EtOAc의 세포독성을 파악하고자 MTT assay를 진행하

였고 설정된 농도에서 세포독성이 나타나지 않았다. Mc-EtOAc

의 설정된 농도에서 실험을 진행하여 RAW 264.7 세포에서 

NO의 생성을 억제하였으며, Western blotting으로 iNOS 및 

COX-2의 발현 정도를 유의하게 감소시켰다. 또한 염증반응이 

유발된 RAW 264.7 세포에서 IL, TNF-α 등의 주요 pro-inflam-

matory cytokine이 분비되며[7]. 본 연구에서도 IL-1β, IL-6, 
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A

B

C

Fig. 9. Effects of Mc-EtOAc on LPS-induced pro-inflammatory 

cytokine in RAW 264.7 cells. Cells were treated with Mc- 

EtOAc plus LPS or LPS alone for indicated time. Total 

cellular RNA was prepared and subjected to qRT-PCR 

to determined mRNA expression levels of IL-1β (A), 

IL-6 (B), and TNF-α (C). Levels of IL-1β, IL-6, and TNF-α

were normalized against GAPDH expression. Data are 

presented as the mean ± SD (n=3). **p<0.01, ***p<0.001 

compared to control; #p<0.05, ###p<0.001 compared to 

LPS alone.

Fig. 10. Effects of Mc-EtOAc on LPS-induced JAK/STAT signal-

ing pathways. The levels of protein expression were de-

termined by Western blotting by treatment with LPS 

and Mc-EtOAc combined with LPS in time-and dose- 

dependent manner. The data presented are representa-

tive of three independent experiments.

그리고 TNF-α의 mRNA 발현을 유의성 있게 촉진시켰고, Mc- 

EtOAc는 IL-1β, TNF-α의 생성을 농도의존적으로 감소시켰다. 

한편 대식세포에서 염증반응의 진행에 필수적인 전염증 매개

체, NO, PGE2 및 IL-1β, IL-6, TNF-α와 같은 cytokine의 형성은 

주로 NF-κB, MAPKs, 그리고 JAK/STAT 신호전달 경로의 활

성을 통해 생성됨으로써 염증반응을 자극한다[16, 20, 27]. 이

러한 염증반응에 대한 Mc-EtOAc의 항염증 효과가 상위 신호

전달 경로인 JAK/STAT 신호전달 경로 통해 일어나지를 조사

하였다. LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 pJAK1과 pSTAT3

의 인산화 정도를 확인하였으며, Mc-EtOAc의 처리로 인산화 

정도가 유의성 있게 감소하였다. 따라서 LPS로 유도된 RAW 

264.7 세포에서 Mc-EtOAc의 항염증 효과는 JAK1/STAT3 신

호전달 경로를 통해 염증반응을 억제하는 것으로 사료된다. 

하지만 NF-κB, MAPKs 신호전달 경로에 대해서도 추가적인 

연구가 필요할 것으로 생각된다.
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초록：JAK/STAT 신호전달 경로를 통한 LPS 유도 RAW 264.7 세포의 염증에 대한 노니의 항염증 

효과

조범길․방인석*

(호서대학교 기초과학연구소)

본 연구는 노니(Morinda citrifolia)에 함유된 주요 생리활성물질이 RAW 264.7 세포에서 JAK/STAT 신호전달 

경로를 통하여 항염증 작용에 관여하는 것을 조사하였다. 건조된 M. citrifolia 열매의 MeOH 추출에 의한 유기용

매의 순차 분획에서 얻은 EtOAc 분획물(Mc-EtOAc)에서 가장 높은 항산화 활성을 확인하였고, H2O2로 유도된 

RAW 264.7 세포의 산화적 스트레스에 대한 세포보호 효과는 처리 농도의존적으로 세포독성을 차단하였다. LPS 

처리로 71.6%의 RAW 264.7 세포 생존율에서 240 μg/ml의 Mc-EtOAc를 전처리한 군에서 84.5%의 세포 생존율 

증가를 보였다. LPS로 유도된 RAW 264.7 세포의 NO 생성 저해활성은 240 μg/ml의 Mc-EtOAc에서 양성 대조군

의 절반 수준으로 NO의 생성양을 감소시켰다. Mc-EtOAc 처리로 iNOS의 발현량은 농도의존적으로 유의하게 감

소하였고, COX-2의 발현은 LPS 유도로 3배 정도로 증가되었으나, 120, 240 μg/ml의 Mc-EtOAc를 전처리시 농도

의존적으로 유의하게 감소시켰다. 또한 pro-inflammatory cytokine IL-1β와 TNF-α의 mRNA 발현도 억제하였다. 

이러한 Mc-EtOAc의 항염증 작용이 상위 신호전달 경로인 JAK/STAT 신호전달 경로 통해 일어나지를 조사한 결

과, Mc-EtOAc의 전처리로 LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에서 pJAK1과 pSTAT3의 인산화 정도가 유의성 있게 

감소하였다. 따라서 RAW 264.7 세포에서 Mc-EtOAc의 항염증 효과는 JAK1/STAT3 신호전달 경로를 통해 염증반

응을 억제하는 것으로 사료된다. 
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