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The objectives of this study were to find out the plant 
to enhance immune activity among 42 kinds of foods 
frequently consumed by the Korean elderly consisting 
of 5 food groups and 5 wild plants. Each sample was 
assessed the immunoactive effect by measuring NF-
kB/AP1 gene expression, nitric oxide and cytokine 
production in RAW-Blue™ cell. Soybean sprouts of 47 
plants showed the highest NF-κB/AP1 gene expression 
at the level of 1.13 ± 0.03 (O.D. 650 nm) and Soritae, 
sweet potato, banana, apple, garlic, crown daisy, cab-
bage and Ailanthus altissima also had high activity of 
NF-kB/AP1 gene in RAW-Blue™ cell stimulated by 
LPS. NO production of Ailanthus altissima was signifi-
cantly higher than that of other plants and 16 plants 
of glutinous sorghum, black rice, Seoritae, Heuktae, 
sweet potato, banana, apple, garlic, mungbean sprouts, 
spinach, crown daisy, young pumpkin, cabbage, soy-
bean sprouts, Actinidia arguta and Aster scaber were 
the next best activity. The above results selected 17 out 
of 47 plant samples. Moreover, soybean sprouts was  
significantly shown to increase TNF-α (1,509.55 ± 1.38 
pg/mL) and IL-1β (54.56 ± 1.08 pg/mL) cytokines in 
comparison with RAW-Blue cell stimulated by LPS. 
According to the results of in vitro evaluation, the etha-
nol extract of soybean sprout increased the production 
of immune-enhancing cytokines by proliferation of 
macrophages. In addition, NF-kB transcription factor 
activity and NO production ability were excellent, and 
it was selected as a material having excellent immuno-
logical activity.
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Introduction
현대인들은 평균 수명이 늘어났고 예전과 달리 질병이 

있음에도 불구하고 장기간 생존하는 사람들이 많아지면서 

건강에 대한 관심이 높아지고 있다. 환경과 식생활의 변화, 

흡연과 음주, 과로와 스트레스로 인해 면역력이 떨어지고 

이로 인해 대상포진, 알레르기, 과민성대장증후군, 고혈압과 

당뇨와 같은 생활습관병에 시달리고 있어 면역증진에 대한 

관심과 필요성이 연령, 성별 구분 없이 증대되고 있다. 

면역이란 인체 내의 자기(se l f )와 비자기(non-

self)를 구별하여 인체 내에서 자연적으로 발생하거나 

외부에서 들어온 유해 물질을 인지한 후 제거하여 신체의 

항상성(homeostasis)을 유지시키는 반응을 뜻한다[1]. 

면역은 크게 항원 비특이적인 방어기작인 선천성면역과 

항원 특이적인 방어기작인 후천성 면역으로 나눌 수 있다. 

선천성 면역은 외부로부터 항원이 들어오기 전에 이미 

존재하는 면역체계로 외부로부터 침입한 미생물에 즉각 

반응하며 동일한 항원에 대한 반복적 노출에 대해 일정한 

수준의 면역반응을 유도한다[2]. 반면에 후천성 면역은 

항원이 침입하게 되면, 면역반응을 유도한 항원에 대해서만 

나타나는 특이적인 기억면역을 획득하여 동일 항원에 대한 

반복적 노출에 대해 처음보다 빠르고 강력한 면역반응을 

유도하는 특징을 가지고 있다[3]. 

그 중 선천성 면역 반응에 관여하는 면역세포들은 병원체 

연관성 분자 유형(pathogen-associated molecular 

pattern)을 인식하는 수용체(pattern-recognition 

receptor)을 인식하여 활성화되는데 이들 수용체들의 

활성화는 선천성 면역 반응을 매개할 뿐만 아니라, 그 

이후에 일어나는 후천성 면역을 유도하는 역할도 한다. 

또한, 선천성 면역 관련 수용체들의 과도한 활성화는 

각종 만성 염증성 질환 또는 자가 면역질환을 일으키는 

원인으로서 작용하기 때문에 이들 수용체들을 적절하게 

조절하는 것은 병원균에 대한 방어뿐만 아니라 면역과 

염증 질환 발병 억제에 필수적이다[4, 5]. 면역세포에는 

대식세포, 단핵구, 백혈구 및 비만세포 등이 있으며, 
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대식세포는 휴지상태에는 면역반응의 여러 자극에 의해 

활성화되어 세포독성 단백질을 분해하고, 인체 내에서 

우수한 항원제시 세포로 작용한다. 그리고 대식세포는 

모든 조직에 존재하며 체내 유입된 염증의 원인을 가장 

먼저 인식한 후 그것에 대항하는 면역정보를 림프구에 

전달하고 염증매개물질을 생성하여 다른 면역세포의 활성화 

및 주화성을 유도시켜 염증원인을 제거하고 염증부위를 

복구시키는 등 염증과정에 필수적인 역할을 수행한다[6, 

7]. 대식세포는 내독소로 잘 알려진 그람 음성세균의 

세포벽 성분인 lipopolysaccharide(LPS) 처리 시 pro-

inflammatory cytokine인 tumor necrosis factor-

alpha(TNF-α), interleukin-1beta(IL-1β) 및 

interleukin-6(IL-6)와 염증성 효소인 inducible nitric 

oxide synthase(iNOS) 및 cyclooxygenase-2(COX-

2)를 발현시킨다[3, 8].

현재 면역기능을 개선하는 것은 다른 어떤 건강기능보다도 

영양 상태에 영향을 많이 받기 때문에 관련된 제품 

개발이 빠르게 이루어져 시중에 다양한 상품이 판매되고 

있으며, 연구도 지속적으로 이루어지고 있다. 식약처의 

‘건강기능식품공전’에서는 면역기능에 도움을 주는 

건강기능성 원료를 고시형과 개별인정형으로 구분하고 

있으며, 고시형은 인삼, 홍삼, 알콕시글리세롤을 함유한 

상어간유, 그리고 알로에겔이 있다. 개별인정형으로는 

게르마늄효모, 금사상황버섯, 클로렐라, 표고버섯균사체, 

L-글루타민, 다래추출물, Lactobacillus plantarum 등이 있다. 

천연물 소재가 가지고 있는 면역증진 기능성에 관한 연구는 

이미 많이 보고되어 있는데, 최근에 발표된 바에 따르면 

도라지 추출물이 마우스 비장세포의 증식과 대식세포의 

활성화를 유도함으로써 면역기능을 증강시킨다는 연구 

결과가 발표되었다[9]. 그리고 흑마늘 추출물이 마우스 

비장세포에서 T림프구의 Th1 세포와 Th2 세포를 

활성화시켜 면역계의 세포성 면역과 체액성 면역반응을 

활성화하여 면역조절에 관여한다는 보고도 있으며[10], 

표고버섯(Letino edodes)의 letinan과 잎새버섯의 grifolan 

등과 같은 polysaccharide와 polysaccharide-peptide 

복합체, 단백질 등이 뛰어난 항암성과 면역 활성 효과를 

나타낸다고 밝혀진 바 있다[11, 12]. 또한 산채류 중 

천년초에서 우수한 면역계를 자극하는 점질 다당을 상업용 

효소와 에탄올의 침전을 이용해 분리하여 다양한 면역 

활성능을 평가하여 보고한 사례도 있다[13].

따라서 본 연구에서는 우리나라 국민들이 자주 섭취하고 

있는 식품인 다빈도 식품 중에서 면역활성에 도움을 

주는 소재를 탐색하여 농산물의 소비촉진 및 부가가치를 

높이고자 in vitro상에서 면역세포를 이용하여 세포증식능 및 

활성물질 생성량 등을 측정하였다.

Materials and Methods

실험재료

본 실험에 사용된 식물소재는 2010년 국민건강영양조사 

[14]에서 보고된 30빈도 이상 식품 중 42 순위 내 

식품들과 선행연구[15]를 통해 선발된 면역 활성 

우수 소재로 산채류 5종을 포함하여 총 47종을 가지고 

수행하였다. 모든 시료는 대형마트에서 구입하였으며, 

Table 1에 사용 시료명과 생산지 정보를 제시하였다. 

수분함량이 10% 이하로 낮은 곡류 8종과 두류 2종은 

생시료를 그대로 분쇄하여 사용하였고, 수분함량이 높은 

과일류 6종, 전분류 2종, 채소류 24종 및 산채류 5종은 

동결 건조기(Ilshin Lab Co., Korea)를 이용하여 동결 건조 

과정(5-7 days, 20 torr, rack temp. -45℃, trap temp. 

-70℃)을 거친 후 분쇄하여 사용하였다.

에탄올추출물 제조

동결건조 분말시료를 일정량 칭량한 후 그 중량의 10배에 

해당하는 양만큼 70% 에탄올을 첨가하여 상온에서 

24시간동안 170 rpm 속도로 교반추출기(SK-71, 

Jeiotech, Korea)를 이용하여 추출하였다. 상층액은 

모으고 잔여물은 처음에 사용한 만큼의 70% 에탄올을 

Table 1. List of plant samples used for this study

Group Food and description Origin

Cereals

C1 겉보리쌀 Hulled barley Korean

C2 멥쌀백미 Well polished rice Gimpo

C3 멥쌀현미 Brown rice Korean

C4 차조 Glutinous millet Korean

C5 찰수수 Glutinous sorghum Korean

C6 찹쌀백미 Well polished glutinous rice Korean

C7 찹쌀현미 Brown glutinous rice Korean

C8 흑미 Black rice Chiak

Legumes
L1 서리태 Seoritae Korean

L2 흑태 Heuktae Korean

Starches
S1 감자 Potato Gangwon

S2 고구마 Sweet potato Dangjin
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다시 첨가하여 처음 단계를 반복하는 과정을 거쳐 2회 

추출한 것을 모아 여과지(No. 6, Advantec, Japan)로 

여과한 다음, 회전진공농축기(CCA-110, EYELA, 

Japan)를 이용하여 용매를 제거하며 농축하였고, 다음의 

조건(5-7 days, 20 torr, rack temp. -45℃, trap temp. 

-70℃)에서 동결건조하였다. 이렇게 얻어진 에탄올 

추출물의 건조분말은 실험을 시작하기 전까지 -70℃ deep 

freezer에 보관하였다.

Table 1. (Continued)

Group Food and Description Origin

Fruits

F1 밀감 Mandarin orange Jeju

F2 바나나 Banana Philippines

F3 배 Pear Jochiwon

F4 사과 Apple Cheongsong

F5 수박 Water melon Korean

F6 포도 Grape Sangju

Wild plant

W1 가죽나무 Ailantias altissima Korean

W2 꿀풀 Prunella vulgaris L. Korean

W3 다래 Actinidia arguta Korean

W4 머위 Petasites japonicus Korean

W5 참취 Aster scaber Korean

Vegetables

V1 고사리 Bracken Yeoju

V2 깻잎 Perilla leaves Daegu

V3 꽈리고추 Green young hot pepper Jinju

V4 당근 Carrot Jeju

V5 대파 Welsh onion Yeoju

V6 마늘 Garlic Seosan

V7 무 Korean radish Jeju

V8 미나리 Water dropwort Gijang

V9 배추 Chinese cabbage Haenam

V10 부추 Chinese chive Hogyecheon

V11 상추 Lettuce Yongin

V12 생강 Ginger Seosan

V13 숙주나물 Mungbean sprouts Icheon

V14 시금치 Spinach Buyeo

V15 쑥갓 Crown daisy Anseong

V16 애호박 Young pumpkin Jinju

V17 양배추 Cabbage Jeju

V18 양파 Onion Muan

V19 오이 Cucumber Osan

V20 우엉 Burdock Changwon

V21 콩나물 Soybean sprouts Hwaseong

V22 풋고추 Green hot pepper Jinju

V23 피망 Sweet pepper Jinju

V24 홍고추 Red hot pepper Gwansan
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세포 배양

본 연구에서 사용한 RAW-Blue™ 세포(InvivoGen, 

USA)는 10% fetal bovine serum(FBS, Gibco-

BRL, USA)과 1% penicillin-streptomycin(Gibco-

BRL, USA)을 포함한 Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium(DMEM, Gibco-BRL, USA) 배지를 이용하여 

37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 계대는 2일에 한 

번씩 시행하였으며, RAW-Blue™ 세포를 활성화시키기 

위해 주 1회는 Zeocin™(InvivoGen, USA)이 첨가된 

DMEM 배지를 사용하여 배양하였다. 양성대조군은 

lipopolysaccharide(LPS, Escherichia coli O11:B4, Sigma 

Chemical Co., USA) 100 ng/mL의 농도를 처리한 것으로 

사용하였다.

대식세포 증식능 측정

대식세포의 증식능은 3-(4,5-dimethylthiazole-2-

yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide(MTT, Sigma-

Aldrich Co., USA) 환원 방법을 이용하여 측정하였다[16]. 

RAW-Blue™ 세포는 1 × 105 cell/mL의 농도로 96 well 

plate에 분주하였고, 24시간 동안 배양한 후 50, 100, 500 

μg/mL 농도의 시료 추출물을 처리하였으며, 대조군에는 

배지를 동량으로 처리하였다. 각 plate는 37℃, 5% CO2 

조건에서 24시간 배양하여 MTT assay를 수행하였다. 

배양 완료 후 PBS(Gibco, USA)를 이용하여 5 mg/mL 

농도로 제조한 MTT 용액을 각 wel l에 200 μL씩 

첨가하여 알루미늄 호일로 빛을 차단한 상태에서 4시간 

동안 다시 배양하여 MTT가 환원되도록 하였다. 배양 후 

배지를 제거하고 DMSO(Dimethyl sulfoxide, Sigma 

Chemical Co., USA) 150 μL를 각 well에 첨가하여 

생성된 불용성의 formazan 결정을 용해시킨 뒤 microplate 

reader(SpectraMax M2, USA)로 540 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 세포 증식률은 각각 시료의 흡광도를 대조군의 

흡광도에 대한 백분율(%)로 나타내었다.

  세포  증식률(%) = 

(시료의 흡광도값 / Blank의 흡광도값) × 100

대식세포의 활성화 측정

대식세포가 활성화되어 나타나는 면역반응은 주로 

NF-κB/AP-1 pathway 전사인자 활성화 측정을 통해 

알아보았다[17]. 본 실험에 사용된 대식세포는 NF-κB/

AP-1 reporter cell line(RAW-Blue™ cells, InvivoGen, 

USA)으로 mouse RAW 264.7 macrophages에서 

유래된 세포로 NF-κB/AP-1-inducib le  SEAP 

reporter 유전자를 가지고 있어 면역반응에 의해 자극되면 

활성화되어 지시약(Quanti blue)에 의해 색이 분홍색에서 

파란색 계열로 변화한 것으로 활성화 여부를 판단할 수 

있다. RAW-Blue™ 세포는 1 × 105 cell/mL의 농도로 

96 well plate에 분주하여 24시간 동안 배양하였고, 

그 다음 100 μg/mL 농도의 시료 추출물을 처리하여 

다시 24시간 배양하였다. 그리고 나서 상층액 20 μL와 

Quanti blue(InvivoGen, USA) 시약 200 μL를 혼합하여 

암실에서 10분 반응시킨 후 microplate reader를 이용하여 

650 nm에서 흡광도를 측정하여 NF-κB 활성화 정도를 

분석하였다.

Nitric oxide 생성량 측정

식물 추출물에 의한 면역증강 기능성을 확인하기 위하여 

RAW-Blue™ 세포의 배양 상층액을 취하여 NO의 

생성량을 측정하였다[18]. 먼저 RAW-Blue™ 세포를 1 × 

105 cell/mL의 농도로 96 well plate에 분주하여 24시간 

배양 시킨 후 100 μg/mL 농도의 시료 추출물을 처리하여 

다시 24시간 동안 배양하여 상층액을 얻었다. 이 상층액 50 

μL와 Griess reagent(Promega, USA) Ⅰ(Sulfanilamide 

solution)과 Ⅱ(NED solution)를 동량으로 섞어 제조한 

시약 100 μL를 혼합하여 상온에서 10분 반응시킨 후 

microplate reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 

측정하였다. Nitric oxide의 농도는 아질산나트륨의 

표준곡선을 이용하여 계산하였다.

Cytokine 생성량 측정

대 식 세 포 가  활 성 화 되 면  분 비 되 는  세 포 활 성 물 질 

(cy tok i ne)의 생성량을 알아보기 위하여 RAW-

B l u e ™  세 포 와  식 물 소 재 를  함 께  처 리 한  후  얻 은 

배양액으로부터 사이토카인(TNF-α와 IL-1β) 

생성량을 측정하였다. 먼저 RAW-Blue™ 세포를 1 

× 105 cell/mL의 농도로 96 well plate에 분주하여 

24시간 배양하였고, 그 다음 100 μg/mL 농도의 시료 

추출물을 처리하여 다시 24시간 배양하였다. 그리고 나서 

상층액만을 취하여 효소결합면역흡착검사(enzymelinked 

immumosorbent assay, ELISA)를 이용한 ELISA 

kit(ebioscience, USA)로 사이토카인 함량을 측정하였다. 

사이토카인(TNF-α와 IL-1β)의 항체가 코팅되어 

있는 각각의 well plate에 상층액 시료 100 μL를 넣어 

상온에서 2시간 반응시킨 후, 상층액을 제거하고 PBS와 

Tween 20(Sigma Chemical Co., USA)을 섞어 만든 

washing buffer로 5회 이상 세척하였다. Detection 

antibody 용액을 넣어 항체와 반응시킨 후, Avidin과 

결합된 Horseradish Peroxidase(HRP) 효소를 넣어 

상온에서 15분 반응시켰다. 이 후, HRP 효소에 대한 기질로 

TMB 용액을 넣어 반응시켜 색상의 변화를 확인하였다. 

시료에 사이토카인이 생성되어 존재하면 색상의 변화가 

나타나므로, 이 변화를 통해 사이토카인(TNF-α와 IL-

1β) 생성량을 측정하였다. Stop solution(H2SO4)을 넣어 

HRP 효소와 TMB 기질의 반응을 종결시킨 후, microplate 

reader를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

통계적 처리

모든 실험은 3회 반복 측정하였고, 결과는 평균값 ±  

표준편차로 나타내었다. 각 실험구 간의 유의성(p<0.05) 

검증을 위해 통계적 분석은 SAS(Statistical Analysis 

System program, SAS Institute., Cary, NC, USA) 

프로그램을 이용하여 대조군 대비 시료 처리 효과는 

student t-test, 같은 농도에서 시료별 효과의 비교는 

Duncan’s multiple range test 결과에 따라 유의성을 

제시하였다.
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Results

대식세포 증식능 측정

식물자원 중 면역활성 우수 소재를 발굴하기 위하여 총 

47종을 가지고 대식세포 증식능을 평가하였다. 각 시료들은 

70% 에탄올 용매로 추출한 것을 사용하여 농도를 각각 

50, 100, 그리고 500 μg/mL로 대식세포에 처리하여 

세포증식능을 살펴보았다(Table 2). 

곡류군에서는 겉보리쌀과 멥쌀백미 추출물 시료를 제외한 

모든 시료에서 100 μg/mL 농도에서 가장 높은 증식능을 

보였으며 전분류 중 감자 추출물은 고구마에 비해 모든 

농도에서 높은 증식능을 보였고, 두류군과 과일류군에서는 

배를 제외한 시료가 100 μg/mL에서 가장 높은 증식을 

보였다. 채소류군에서는 마늘, 숙주나물 그리고 시금치 

추출물에서 농도 의존적으로 증식능이 점차 증가하였고, 

산채류군의 5종 추출물 중 다래를 제외하고 100 μg/mL 

농도에서 가장 높은 증식을 보였다. 결론적으로 총 47종 

시료 중 감자, 붉은 고추, 흑태, 미나리, 찰수수 및 콩나물 

순으로 100 μg/mL 농도로 처리하였을 때 높은 세포증식 

효과를 보였으며, 500 μg/mL 농도로 처리한 경우에 

멥쌀백미, 찹쌀현미, 마늘 그리고 숙주나물 등 4종을 

제외하고 대부분이 세포증식율이 100% 미만을 나타내어 

세포 독성을 가지고 있을 것으로 사료되어(data not 

shown) 가장 높은 세포증식 효과를 나타낸 100 μg/mL 

농도를 선택하여 다음 실험을 진행하였다.

NF-κB/AP1 전사인자 활성화

대 식 세 포 에 서  N F - κ B 는  c y t o k i n e s 와 

lipopolysaccharide(LPS)와 같은 toll like receptor 

l i g a nd s를  포함한 다양한 자극인자들에 노출되면 

Table 2. Comparison of various plants on cell viability in RAW-Blue cells

Group Food and Description 50 μg/mL 100 μg/mL 500 μg/mL

Cereals

C1 Hulled barley +1) - -

C2 Well polished rice + + +

C3 Brown rice + + -

C4 Glutinous millet + + -

C5 Glutinous sorghum + ++ -

C6 Well polished glutinous rice + + -

C7 Brown glutinous rice - + +

C8 Black rice - - -

Legumes
L1 Seoritae + + -

L2 Heuktae + ++ -

Starches
S1 Potato ++ ++ -

S2 Sweet potato + - -

Fruits

F1 Mandarin orange - + -

F2 Banana + + -

F3 Pear - - -

F4 Apple - + -

F5 Water melon + + -

F6 Grape + + -

Vegetables

V1 Bracken - - -

V2 Perilla leaves + - -

V3 Green young hot pepper - - -

V4 Carrot - + -

V5 Welsh onion + - -

V6 Garlic - - +

V7 Korean radish ++ + -

V8 Water dropwort + ++ -
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IκB(inhibitor of NF-κB)의 인산화에 의하여 빠르게 

활성화되어 핵 안으로 이동됨으로써 면역반응에 관여하는 

유전자들의 transcript ional  act ivator로 작용하는 

것으로 알려져 있다[19]. 또한 AP-1은 NF-κB와 함께 

대식세포의 활성화에 관여하는 주요 전사조절인자이다. 

따라서 NF-kB/AP-1에 의한 유전자 발현 조절은 

대식세포 활성화를 평가하는데 보편적으로 활용된다. 

47종의 추출물 시료와 대조군(LPS 처리와 비처리)을 

RAW-Blue™ 세포에 처리하여 발현되는 NF-κB/AP1 

전사인자의 활성을 측정한 결과는 Fig. 1에 나타내었다. 각 

시료들과 대조군은 LPS를 100 ng/mL농도로 처리한 것과 

처리하지 않은 것으로 구분하여 비교하였다. LPS를 처리한 

경우 에탄올 추출물 시료에 의해 유도된 NF-κB/AP1 

전사인자 활성화 정도를 비교한 결과 곡류군에서는 8종 

시료 모두가 시료를 처리하지 않은 대조군보다 활성이 

낮았고, 전분류 중 고구마 추출물은 감자에 비해 약간 

높은 활성을 보였는데, 두류군의 서리태와 함께 대조군과 

유사 활성을 나타냈다. 과일류군에서는 바나나와 사과 

추출물에서 대조군과 유사한 활성을 보였고, 5종의 산채류 

중에서는 가죽나무 추출물 시료에서만 대조군보다 높은 

활성을 나타내었다. 채소류군에서는 콩나물 추출물이 

대조군보다 대략 4배 정도로 가장 활성이 높았으며, 

다음으로 양배추, 쑥갓, 그리고 마늘 추출물 순으로 높은 

활성을 보였다. LPS를 처리하지 않은 경우에는 대부분 

추출물 시료의 처리에 의해 대조군보다 활성이 약간 

높아졌거나 유사한 활성을 보였다. 곡류군은 차조와 

찰수수를 제외하고 나머지 6종은 높았는데, 멥쌀현미, 

찹쌀현미, 흑미가 높아 백미보다 현미가 활성을 높여줌을 

알 수 있었다. 2종의 두류는 현미 추출물들만큼의 활성을 

보였고, 전분류군에서는 고구마 추출물에 비해 감자 

추출물이 활성을 2배로 높여주었으나, 과일류는 그다지 큰 

차이를 나타내지 않았다. 산채류 중에는 꿀풀, 가죽나무, 

머위, 다래, 참취 추출물 순으로 활성이 높았지만, 곡류와 

채소류에 비해 높지는 않았다. 채소류의 경우 곡류만큼의 

활성을 보여준 것은 없었으며 LPS로 자극을 주지 않은 

대조군에 비해 큰 활성을 나타내지 않았다. NF-κB/

AP1의 전사인자 활성능 비교를 통해 총 47종의 식물 

추출물 중 대조군보다 같거나 높은 두류군 1종(서리태), 

전분류군 1종(고구마), 과일류군 2종(바나나, 사과), 

산채류군 1종(가죽나물), 채소류군 4종(마늘, 쑥갓, 양배추, 

콩나물)을 NF-κB/AP1의 전사인자 활성능이 높은 

면역활성 소재로 발굴하였다.

Table 2. (Continued)

Group Food and Description 50 μg/mL 100 μg/mL 500 μg/mL

Vegetables

V9 Chinese cabbage + + -

V10 Chinese chive - - -

V11 Lettuce - + -

V12 Ginger - + -

V13 Mungbean sprouts - - +

V14 Spinach - - -

V15 Crown daisy - - -

V16 Young pumpkin + + -

V17 Cabbage - - -

V18 Onion - + -

V19 Cucumber + + -

V20 Burdock + - -

V21 Soybean sprouts + ++ -

V22 Green hot pepper + + -

V23 Sweet pepper - - -

V24 Red hot pepper + ++ -

Wild plant

W1 Ailantias altissima - + -

W2 Prunella vulgaris L. - + -

W3 Actinidia arguta - - -

W4 Petasites japonicus - + -

W5 Aster scaber - + -
1) % of control by 100 or less: ‘-’, 100-120: ‘+’, above 120: ‘++’



Na-Young Gil et al.98

Nitric oxide 생성량

NO는 nitric oxide synthase에 의해 L-arginine으로부터 

생성되는 무기 유리체로 면역반응, 세포독성, 신경전달계 

및 혈관이완 등 여러 가지 생물학적인 과정에 관여하여 

것으로 알려져 있으며 세포기능 유지와 세포독성 및 염증을 

유발하는 신호전달 물질로 알려져 있다[20].  RAW-

Blue™ 세포에 47종 에탄올추출물 시료와 대조군을 

처리하여 NO 생성량을 측정한 결과는 Fig. 2에 제시하였다. 

47종 시료의 단독 처리 또는 LPS와 함께 처리한 

시험군은 LPS 자극만으로 유도된 대조군과 비교하여 

NO 생성량을 평가하였다. LPS 처리 조건에서는 곡류군, 

두류군, 전분류군, 과일류군의 시료들 중 밀감을 제외하고 

대조군보다 LPS와 함께 처리하였을 때 NO 생성량이 모두 

증가하였는데, 특히 바나나와 가죽나물 추출물이 각각 

9.93 ± 0.60 μM/mL와 10.16 ± 0.63 μM/mL로 가장 

높았고, 흑미와 꿀풀 추출물이 그 다음으로 높은 값을 

나타내었다. 반면 LPS를 처리하지 않고 시료만 단독으로 

처리하였을 때는 곡류군의 찰수수(1.59 ± 0.30 μM/mL)와 

흑미 에탄올추출물(1.75 ± 0.10 μM/mL), 두류군의 

서리태(1.52 ± 0.32 μM/mL)와 흑태 추출물(1.82 ± 

0.11 μM/mL), 전분류의 고구마 추출물(2.51 ± 0.25 

μM/mL) 그리고 과일류의 사과 추출물(1.55 ± 0.30 

μM/mL)만이 대조군(1.46 ± 0.10 μM/mL)보다 NO 

생성량이 높았다. 산채류군과 채소류군간에 NO 생성량을 

비교하여 보면 LPS와 동시에 추출물을 처리한 경우 

산채류는 5종 모두, 채소류 24종 중 14종만이 대조군에 

비해 높은 값을 나타내었다. 산채류 중에는 가죽나무, 꿀풀, 

참취 추출물 순으로 높았고, 채소류 중에는 깻잎, 파, 양파, 

그리고 우엉 추출물 순으로 높은 NO 생성량을 보였다. 

반면 에탄올추출물 시료만 단독 처리하였을 때 콩나물 

추출물(5.59 ± 0.20 μM/mL)과 가죽나무(5.46 ± 0.06 

μM/mL), 참취(4.81 ± 0.00 μM/mL) 순으로 가장 높은 

NO 생성능을 보였다. 특히 콩나물과 가죽나무 추출물의 

경우 LPS 처리 대조군(5.73 ± 0.06 μM/mL)과 유사하게 

높은 값을 나타내었다. 그 외에도 숙주나물, 시금치, 양파 

추출물 시료들에서 LPS를 처리하지 않은 대조군보다 

높은 NO 생성을 보였으며, 산채류군에서는 다래 추출물이 

조금 높았다. 그러나 에탄올추출물 단독처리로 생성능이 

높았던 콩나물 추출물의 경우 LPS와 함께 처리하였을 때는 

그다지 높은 값을 보이지 않았고, 가죽나무 추출물만이 

두 조건에서 모두 높은 NO 생성량을 보였다. 위의 

결과를 토대로 47종에서 대조군보다 NO 생성량이 높은 

곡류군의 2종(찰수수, 흑미), 두류군의 2종(서리태, 

흑태), 전분류군(고구마)과 과일류군(사과)의 각각 1종, 

채소류군의 3종(숙주나물, 시금치, 양파), 산채류군의 

3종(가죽, 다래, 참취)으로 총 12종을 면역 활성이 높은 

식품소재로 발굴하였다.

면역 활성 우수소재로 기대되는 후보소재를 선정하기 

위하여 NF-κB/AP1 전사인자 활성능과 NO 생성량 

측정 결과를 토대로 두 실험에서 중복으로 선정된 

서리태, 고구마, 사과 및 가죽나무 추출물 시료들과 

각각에서 높은 활성을 보인 시료를 포함하여 47종 중 

17종 에탄올추출물을 1차 후보소재로 선정하여 면역세포 

Fig. 2. NO production by RAW- Blue cells treated with vari-
ous plant extracts with or without LPS stimulation. Data are 
expressed as mean ± S.D. (n=3). *Significant difference com-
pared to control treated with LPS alone at p<0.01. #Significant 
difference compared to control untreated with any of extracts 
and LPS at p<0.01. LPS, lipopolysaccharide.

Fig. 1. NF-κB/AP1 reporter gene expression (SEAP) in RAW-
Blue cell cultures treated with various plant extracts with or 
without LPS stimulation. Data are expressed as mean ± S.D. 
(n=3). *Significant difference compared to control treated with 
LPS alone at p<0.01. #Significant difference compared to con-
trol untreated with any of extracts and LPS at p<0.01. LPS, 
lipopolysaccharide.
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활성물질 생성량을 조사하였다(Table 3).

Cytokine 생성량

인체에서 염증반응이 진행되기 위해서는 NO와 PGE2와 

같은 염증 매개물 이외에 TNF-α 및 IL-1β와 같은 

염증성 cytokine이 동반되어 감염 초기에 생체 방어 

역할을 한다[21]. 그 중 TNF-α는 종양괴사 인자로 

대식세포나 림프구에서 생성되어 LPS 등에 의한 자극으로 

합성되어 분비되고, IL-1β는 NO를 생성하게 하는 

매개물질로 국소염증을 발생시키고 T 세포의 활성화, B 

세포의 성숙 및 NK cell을 활성화시키는 cytokine으로 

알려져 있다[22, 23]. 1차 스크리닝을 통해 선정된 17종의 

시료 중 대식세포에 LPS와 함께 처리하면 생성되는 

세포활성물질 중 TNF-α와 IL-1β의 생성량을 측정하여 

Fig. 3과 Table 4에 각각 제시하였다. LPS 처리 유무로 

대조군을 구분하여 LPS와 함께 처리한 시료와 시료만 

단독으로 처리한 것을 각각 비교하였다. 먼저 TNF-α 

생성량을 살펴본 결과 LPS와 함께 처리한 경우 콩나물 

에탄올추출물이 1,509.55 ± 1.38 pg/mL로 가장 높은 

TNF-α 생성량을 보였으며, 시료 단독처리에서도 

292.02 ± 3.27 pg/mL로 가장 높은 생성량을 보였다. 

그 다음으로 사과, 고구마, 참취, 시금치, 가죽나무 추출물 

순으로 높은 생성을 보였지만, 시료 단독처리에서는 

매우 낮은 생성량을 나타내었다. 추출물 시료 단독으로 

처리하였을 경우, 곡류군인 찰수수와 흑미, 그리고 두류군인 

흑태 추출물에서는 높은 생성을 보였지만, LPS와 함께 

처리 시 대조군에 비해 생성량이 감소하였다. Table 4에 

제시한 것처럼 IL-1β 생성량을 측정하였을 때 콩나물, 

찰수수 및 가죽나무 에탄올추출물 시료들에서만 IL-1β 

사이토카인이 생성되었는데, LPS와 함께 처리하였을 때 

각각 54.56 ± 1.08, 34.10 ± 1.08 및 26.10 ± 0.81 

pg/mL의 생성량을 보였다. 그러나 나머지 시료에서는 

IL-1β 사이토카인이 생성되지 않았다. 이상의 in vitro상 

기능성 평가 결과를 토대로 콩나물 에탄올추출물 시료가 

대식세포를 증식시켜 면역 증강 사이토카인들의 생성량을 

높일 뿐만 아니라, NF-κB/AP1 전사인자 활성능과 

NO 생성능도 뛰어나 면역 활성 우수소재로 최종적으로 

선정되었다.

Discussion
본 연구는 식물 자원으로부터 in vitro상에서 대식세포를 

자극하여 생성하는 NF-κB/AP1 전사인자 활성능, NO 

생성능 그리고 cytokine 생성량과 같은 세포활성물질들을 

측 정 함 으 로 써  면 역  활 성 능 을  갖 는  식 품  소 재 를 

선정하고자 하였다. 식물자원 47종은 1차 실험인 NF-

κB/AP1 전사인자 활성화를 통해 두류군 1종(서리태), 

Table 3. List of 1st selection samples with NF-kB/AP1 activity and nitric oxide production among 47 kinds of plants

Group Samples
NF-kB/AP-1 activity (OD650nm) Nitric oxide (µM/mL)

LPS(+) LPS(-) LPS(+) LPS(-)

Control 0.41 ± 0.00EF1) 0.07 ± 0.00I 5.73 ± 0.08G 1.46 ± 0.10E

Cereals
C5 Glutinous sorghum 0.37 ± 0.02G 0.07 ± 0.00I 8.35 ± 0.26D 1.59 ± 0.30DE

C8 Black rice 0.35 ± 0.03G 0.26 ± 0.00A 9.34 ± 0.17BC 1.75 ± 0.10DE

Legumes
L1 Seoritae 0.43 ± 0.02DE 0.25 ± 0.01B 5.73 ± 0.20G 1.52 ± 0.32DE

L2 Heuktae 0.36 ± 0.01G 0.26 ± 0.00A 6.51 ± 0.30F 1.82 ± 0.11DE

Starches S2 Sweet potato 0.42 ± 0.00DEF 0.08 ± 0.00H 7.70 ± 0.20E 2.51 ± 0.25C

Fruits
F2 Banana 0.41 ± 0.01EF 0.11 ± 0.00DE 9.93 ± 0.60AB 0.83 ± 0.23F

F4 Apple 0.42 ± 0.01DEF 0.11 ± 0.00DE 6.68 ± 0.77F 1.55 ± 0.30DE

Wild plant

W1 Ailantias altissima 0.57 ± 0.01B 0.11 ± 0.00D 10.16 ± 0.63A 5.46 ± 0.06A

W3 Actinidia arguta 0.24 ± 0.01I 0.09 ± 0.00F 6.38 ± 0.17FG 1.88 ± 0.15DE

W5 Aster scaber 0.22 ± 0.01I 0.07 ± 0.00I 8.75 ± 0.52CD 4.81 ± 0.00B

Vegetables

V6 Garlic 0.44 ± 0.01D 0.09 ± 0.00G 5.99 ± 0.10FG 0.60 ± 0.23F

V13 Mungbean sprouts 0.29 ± 0.02H 0.15 ± 0.00C 5.99 ± 0.36FG 1.65 ± 0.26DE

V14 Spinach 0.40 ± 0.01F 0.08 ± 0.00GH 6.25 ± 0.21FG 1.78 ± 0.11DE

V15 Crown daisy 0.53 ± 0.02C 0.10 ± 0.00E 4.97 ± 0.35H 0.96 ± 0.10F

V17 Cabbage 0.59 ± 0.01B 0.09 ± 0.00G 4.58 ± 0.45H 0.73 ± 0.11F

V18 Onion 0.27 ± 0.00H 0.07 ± 0.00I 7.40 ± 0.34E 1.52 ± 0.32DE

V21 Soybean sprouts 1.13 ± 0.03A 0.08 ± 0.00H 4.44 ± 0.32H 5.59 ± 0.20A

1)  Any means in the same column (A~I) followed by different letters are significantly (p<0.05) different by Duncan’s multiple range test. 
LPS, lipopolysaccharide.
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Table 4. Comparison of IL-1β production in RAW-Blue cells treated with plant extracts

Group Samples IL-1β production (pg/mL)1)

Control
LPS(-) 19.83 ± 5.51

LPS(+)   1,264.07 ± 0.96

Cereals
C5 Glutinous sorghum 34.10 ± 1.08

C8 Black rice (N.D.)2)

Legumes
L1 Seoritae (N.D.)

L2 Heuktae (N.D.)

Starches S2 Sweet potato (N.D.)

Fruits
F2 Banana (N.D.)

F4 Apple (N.D.)

Wild plants

W1 Ailantias altissima 26.10 ± 0.81

W3 Actinidia arguta (N.D.)

W5 Aster scaber (N.D.)

Vegetables

V6 Garlic (N.D.)

V13 Mungbean sprouts (N.D.)

V14 Spinach (N.D.)

V15 Crown daisy (N.D.)

V17 Cabbage (N.D.)

V18 Onion (N.D.)

V21 Soybean sprouts 54.56 ± 1.08
1) Data are expressed as mean ± S.D. (n=3).
2) N.D., not detected.
LPS, lipopolysaccharide.

Fig. 3. TNF-α production by RAW- Blue cells treated with various plant extracts with or without LPS stimulation. Data are expressed 
as mean ± SD(n=3). *Significant difference compared to control treated with LPS alone at p<0.01. #Significant difference compared to 
control untreated with any of extracts and LPS at p<0.01. LPS, lipopolysaccharide.
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전분류군 1종(고구마), 과일류군 2종(바나나, 사과), 

채소류군 4종(마늘, 쑥갓, 양배추, 콩나물), 산채류군 

1종(가죽나물)을 선정하였고, nitric oxide 생성 평가를 

통하여 곡류군의 2종(찰수수, 흑미), 두류군의 2종(서리태, 

흑태), 전분류군(고구마)과 과일류군(사과)의 각각 1종, 

채소류군의 3종(숙주나물, 시금치, 양파), 산채류군의 

3종(가죽, 다래, 참취) 선정하여 총 곡류 2종(찰수수, 

흑미), 두류 2종(서리태, 흑태), 전분류 1종(고구마), 

과일류 2종(바나나, 사과), 채소류 7종(마늘, 숙주나물, 

시금치, 쑥갓, 양파, 양배추, 콩나물) 그리고 산채류 

3종(가죽마물, 다래, 참취) 등 17종을 선정하였다. 2차 

실험으로 대식세포의 활성화에 의해 분비된 cytokine 

생성량을 측정해 본 결과 TNF-α의 경우 LPS와 함께 

처리한 경우 콩나물 에탄올추출물이 1,509.55 ± 1.38 

pg/mL로 가장 높은 TNF-α 생성량을 보였으며, 시료 

단독처리에서도 292.02 ± 3.27 pg/mL로 가장 높은 

생성량을 보였다. IL-1β의 경우 LPS와 함께 처리하였을 

때 각각 54.56 ± 1.08 pg/mL의 생성량으로 가장 높은 

값을 보였다. 따라서 17종 에탄올 추출물들 중 TNF-α와 

IL-1β의 사이토카인 생성량이 가장 높은 콩나물 에탄올 

추출물을 면역활성이 높은 식품소재로 최종 선정하였다.
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