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ABSTRACT
CirsiiJaponiciHerba(CJ)isawildperennialherbfoundinmanyareasofKoreaaswellasChinaandJapan,whichhas

beenusedtotreatbleedingandinflammation.Silibininisthemainflavonoidextractedfrom milkthistle(CirsiiJaponici
Herba).Itexhibitspotentantioxidantactivityandanti-inflammatoryeffect.Inthisstudy,theeffectofCJandsilibinin
extractonlipopolysaccharide-inducedinflammationwasinvestigatedusingMTSassay,RT-PCR,westernblot,andnitricoxide
detectiononmouseBV2microglialcelllines.Inthepresentresults,CJandsilibininextractsuppressednitricoxideproduction
byinhibitingthelipopolysaccharide-stimulatedenhancementofCOX-2andiNOSgeneexpressioninBV2cells.
Moreover,CJandsilibininalsorepressedsomelipopolysaccharide-inducedsignalingmolecules.Importantly,catalase-induced

COX-2and iNOS expression needed activationsofNF-κB,PI3K/Akt,and MAPK,which wereimportantforthe
transcriptionalup-regulationofCOX-2andiNOS.
CJand silibinin interaction on BV2cellsdown-regulated NF-κB-dependentproinflammatory cytokine(IL-2,IL-6)

expression.Theyareinvolvedintheregulationofinflammatoryresponses.
ThesedatashowsthatCJandsilibininexertsanti-inflammatoryandanalgesiceffects,probablybysuppressionofCOX-2

andiNOSsynthaseexpressioninBV2microglialcells.
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Ⅰ.緖 論

미세교세포(microglia)는 뇌 염증에 여하는 주

요 면역세포로,뇌신경 시스템에서 숙주로부터의

방어와 조직재생에 주요한 역할을 한다
1
.그러나

미세교세포의 과활성화는 염증과 같은 뇌손상 후

빠르게 일어나며,신경세포의 퇴행성신경질환의 원

인이 되고 있다2.만성 미세교세포의 활성화와

이에 수반되는 염증 유도물질의 과생성은 알츠

하이머, 킨슨,뇌경화 허 성 뇌질환 등의 다

양한 신경질환의 조직학 지표로 증명되고 있다
3-5
.그러므로,미세교세포의 활성화 조 은 퇴행성

신경질환의 치료 가능성을 제시할 것이다.

추신경계의 퇴행성 질환의 발병 원인은 유

성향과 환경 요인이 복합 으로 작용하는 것
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으로 악되고 있으며 재까지 freeradical에 의

한 산화 손상,inflammation,apoptosis등이 원인

이 되어 신경 손상이 나타난 결과로 생각되어진다
6.한의학에서는 腦髓의 충족여부에 따라 인체의

精神 신체 활동의 盛衰가 좌우됨을 말하 고
7
,

나이가 들어 腎氣가 차 쇠하여 陰精이 虧損되면

精이 缺乏되어 腦에 上衝하지 못해 腦海가 空虛해

지는데 이런 정상생리기능의 실조나 감퇴는 頭痛,

眩暈,耳鳴,失眠,健忘 등의 증상과 함께,심하면

知能低下,痴呆 등을 발하게 된다 하 다8,9.

노인성 뇌질환에 해서는 더 이상 신경세포의

사멸을 막는 보호 는 방이 최우선이라 생각되

어지며 본 연구에서는 한의학 으로 사용되어지는

약재 항산화작용이나 항염증 작용이 있는 것으

로 알려진 大薊에서 퇴행성신경질환의 치료 단서

를 얻을 수 있을 것이라 생각하고 이에 하여 알

아보고자 하 다.

국내 다른 논문에서 大薊와 Silibinin이 LPS로

활성화시킨 mousemicroglialBV2cells에서 염증과

련된 iNOS COX-2의 활성화를 해함을 실

험을 통해 연구한 논문
17
이 발표된 바 있다.그리하

여 본 연구에서는 염증에 여하는 단백질과 사이

토카인 등의 여러 인자들에 大薊와 Silibinin이 미

치는 향을 알아보고자 lipopolysaccharide(LPS)

로 활성화시킨 mousemicroglialBV2cells에서 염

증과 련된 nitrogenoxide(NO)의 양,inducible

nitricoxidesynthase(iNOS) cyclooxygenase-2

(COX-2)와 NF-κB의 발 에 미치는 향을 알아

보고,MAPK,PI3K/Akt경로의 활성에 미치는

향과 IL-2,IL-6등의 사이토카인 mRNA 발 을

찰하여 유의한 효과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ.實驗材料 方法

1.재 료

1)실험 재료 시약

실험에 사용한 大薊는 옴니허 (Omniherb,

Korea)에서 구입하 고 LPS,Silibinin과 다른 분

석 시약은 Table2와 같이 구입하 다.

韓藥名 生藥名 學 名

大 薊
CirsiiJaponici
Herba

Cirsiumjaponicum
var.ussuriense

Table1.Experimentherb

regent company country
Anti-a-tubulin SigmaAldrich,LouisMO

U.S.A.

anti-iNOSantibody

SantaCruz
BiotechnologyCalifornia

anti-COX-2antibody
anti-NF-κBantibody

anti-phospho-IκBantibody
anti-IκBantibody
anti-p38antibody

CellSignaling
Chemicon,Inc,U.S.A.

anti-phospho-p38antibody
anti-ERK2antibody

anti-phospho-ERK1,2antibody
anti-JNK1antibody

anti-phospho-JNK1,2antibody
anti-PI3KinaseP85antibody
anti-phospho-PI3KinaseP85

anti-AKtantibody
anti-phospho-Aktantibody

Table2.TheReagentUsedinThisExperiment
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2)大薊의 수율과 총 페놀릭 함량

80% ethanol로 추출한 大薊의 수율은 25.5g

(g/100gofpowder,dryweight)이었으며 이에 따른

phenolics함량은 1.34±1.60로 나타나 비교 높은

수율을 가지고 있음을 확인 할 수 있었다(Table

3).phenolics함량이 높을수록 항산화,항염증 효과

가 높다고 보고 된 바 있다.

수율
(g/100gofpowder,dryweight)

25.5g/100g

Phenolics함량
(g/100gofextract,dryweight)

1.34±1.60g

Table3.CirsiiJaponiciHerbaYieldandTotal
PhenolicContent

2.방 법

1)大薊 추출물 제조

大薊를 믹서로 고운 가루가 될 때까지 분쇄한

다음 분말을 50meshsieve로 통과시켜 고른 입자

의 크기를 얻었다.얻은 분말에 80% ethanol을 가

하여 음 분쇄(30분)를 통하여 추출한 다음

glassfilter(AsahiTechnoCo.,Japan)를 사용하여

여과하 다.이러한 조작을 2회 반복하여 추출한

여과액을 일정량으로 감압농축(ethanol제거)을 한

후 동결건조를 하 다.실험에 사용된 시료는 100

mg/mL의 농도가 되도록 DMSO로 녹인 후 media

로 희석하여 사용하 다.

2)세포배양

본 실험에서 사용한 mouseBV2cell은 경희 학

교 의과 학 생리학교실에서 분양받아 10%

heat-inactivated fetal bovine serum이 첨가된

DMEM(100U/mLofpenicillinAand100µg/mL

ofstreptomycin)배지를 이용하여 37℃,5% CO2

조건의 배양기에서 배양하 다.

3)Nitriteassay

배양된 세포를 5×103cells/well수 으로 96well

plate에 100μL씩 종한 다음 24시간 동안 비

배양 하 다.24시간 후 medium을 제거한 후

DMEM으로 희석된 각 농도 별 시료 100μL를 가

하여 2시간 미리 배양한 다음 LPS(0.5µg/mL)를

처리하여 18시간 후 세포에서 media로 분비되어

나온 NO의 양을 Griess시약을 사용하여 측정하

다. 즉, medium 150µL와 Griess reagent(1%

sulfanilamide in 5% phosphoric acid와 0.1%

naphthylethylenediaminedihydrochlorideinwater)

20µL그리고 증류수 130µL를 가하여 실온에서 30

분간 반응 후 ELISAmicroplatereader(BioRad

LaboratoriesInc.,California,USA,Model550)를

사용하여 540nm에서 측정하 다.

4)Westernblotanalysis

얻어진 세포를 차가운 PBS로 두 번 세척한 후

40mM Tris-HCl,pH7.4,10mM EDTA,120mM

NaCl,1mM dithiothreitol,0.1% noniodetP-40,1

mM PMSF,1mM NaF,1mM Na3VO4andP1

cocktail이 포함된 lysisbuffer를 사용하여 vortexing

하여 섞어 후 ice에서 30분간 반응시켰다.그리

고 난 후 13,000rpm에서 20분 간 원심분리하여 상

층액을 취하여 총 단백질을 얻었다.얻은 총 단백

질을 Brad-ford assay(Bio-Rad Laboratories,

Hercules,California)방법을 이용하여 정량한 다음

20ug의 단백질을 15% acrylamidegel에 기 동

하 다.이것을 nitrocellulosemembrane(Schleicher

&SchuellBioscience,Dassel,Germany)에 transfer

하여 PBST에 1% skim milk와 1% BSA가 든

blocking 용액에서 1 시간 동안 blocking한 후

PBST로 5분간 2회 세척하 다.Anti-a-tubulin

(SigmaAldrich,LouisMO),anti-COX-2antibody,

anti-iNOSantibody,NFκB,p-IκB,IκBantibody

(SantaCruzBiotechnologyCalifornia),anti-p38

antibody,anti-phospho-p38antibody,anti-ERK2

antibody,anti-phospho-ERK1,2antibody,anti-JNK1

antibody,anti-phospho-JNK1,2 antibody,anti-

PI3KinaseP85antibody,anti-phospho-PI3Kinase

P85,anti-AKtantibody,anti-phospho-Aktantibody
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(CellSignalingChemicon,Inc,U.S.)를 이용하여 1

차 항체반응을 4℃에서 16시간 반응시킨 다음

PBST로 2차 항체반응을 상온에서 1시간 동안 반

응시켰다.PBST로 10분,15분,30분간 세척한 후

ECL(Amersham Biosciences, UK)로 발 하여

X-rayfilm에 노출시켜 단백질 발 분석을 실시하

다.

5)RT-PCR

Harvest한 세포를 PBS로 세척한 후 4℃에서 원

심분리하여 모으고 Trizole Reagent(Invitrogen,

GrandIslandNY,USA)1ml을 가하고 상온에서

5분간 반응시킨 다음 0.2ml의 chloroform을 첨가하

여 15 간 완 히 섞은 뒤,4℃,12,000xg에서 10분

간 원심분리하 다.상층액을 새로운 튜 에 옮기

고 0.5ml의 2-propanol을 섞었다.상온에서 10분간

반응시키고 4℃,12,000xg에서 10분간 원심분리하

다.RNA침 물을 75% ethanol로 세척하고,상

온에서 건조시킨 다음 diethylpyrocarbonate

(DEPC)로 처리한 증류수에 녹 다.RNA용액에

RNase-freeDNase(Promega,USA)를 2units가하

고 37℃수조에서 30분간 반응시켜 남아있는

genomicDNA를 제거하 다.동량의 페놀과 클로

로포름 혼합액(1:1,v/v)으로 추출한 다음 상층액을

새로운 튜 에 옮기고 다시 동량의 클로로포름으

로 추출하 다.상층액에 2배량의 ethanol과 0.1배

량의 3M sodium acetate(pH 5.2)를 가하고 -70℃

에서 2시간 이상 방치하 다.4℃,12,000xg에서 10

분간 원심분리하여 침 시키고 70% ethanol로 세

척한 후,상온에서 건조시킨 다음 DEPC로 처리한

증류수에 녹 다. 정제된 RNA를 GeneQuant

Pro(Amersham Biosciences)로 정량하고,ethidium

bromide를 넣은 한천 겔에 기 동하여 RNA의

integrity와 정확한 quantification을 재확인하 다.

정제된 총 RNA 1ug에 random hexamer4

ug(Amersham Biosciences,USA)과 DEPC를 처리

한 물을 가하고 65℃에서 10분간 반응시킨 뒤 얼음

에서 2분간 식혔다.5xfirststrandbuffer와 0.1M

DTT,10mM dNTP,200unitM-MLV reverse

transcriptase(Invitrogen,USA)그리고 DEPC 처

리한 증류수를 가하여 총 30ul가 되게 하고 42℃

에서 1시간 동안 반응시켰다.다시 95℃에서 5분간

가열한 뒤 cDNA를 만들었다.Polymerasechain

reaction(PCR)은 2.5 ulcDNA 주형,iNOS(5'

AAT GGC AAC ATC AGG TCG GCC ATC

ACT3'5'GCTGTGTGTCACAGAAGTCTC

GAACTC3')와 COX-2(5'GGAGAGACTATC

AAGATAGT3'5'ATGGTCAGTAGACTT

TTA CA 3')와 IL-6(5'GAT GCT ACC AAA

CTGGATATAATC3'5'GGTCCTTAGCCA

CTC CTT CTG TG 3')와 IL-2(5'GCA GCT

GTTGATGGACCTAC3'5'TCCACCACA

GTTGCTGACTC3')와 GAPDH(5'CGTCTT

CACCACCATGGAGA3'5'CGGCCATCA

CGCCACAGTTT3')와 같은 특이 인 primer

25uM,1xPCRbuffer,2.5mM MgCl2그리고 2.5

unitTaq.DNApolymerase(TaKaRaKorea,Seoul,

Korea)를 혼합하여 시행하 다.PCR조건은 95℃

에서 1분,50℃에서 1분,72℃에서 1분으로 하 다.

반응액 cycle별로 각각 5ul를 취해서 2.0% 한

천 gel에 기 동하고 ethidiumbromide로 염색하

여 PCR산물을 확인하 다.

6)데이터 통계분석

본 실험에서 결과는 측정값의 평균±표 편차값

을 기 으로 통계분석 하 다.실험 결과값의 통계

분석을 해 independentt-tests을 사용하여

각 실험군간의 유의성을 분석하 고,그 유의수

은 p〈0.05로 하 다.

Ⅲ.結 果

1.大薊와 Silibinin의 NO생성량에 한 향

1)大薊의 효과

본 연구에서는 뇌에 존재하는 식세포인
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microglialcell에서 LPS를 처리하 을 때 NO의 생

성을 증가시켰으며
15
이 게 증가된 NO는 大薊의

80% ethanol추출물에 의해 농도 의존 으로

하게 감소하는 경향을 나타내었다(Fig.1).

LPSvsCJ250;p-값 0.000775
LPSvsCJ500;p-값 0.001107

Fig.1.EffectofCirsiiJaponiciHerbaonLPS-induced
nitriteproductioninmousemicroglialBV2
cell.

NitriteproductionwasmeasuredbytheGriess
reactionassayasdescribedintheMethodssection.
Cellswerepretreatedwithdifferentconcentrations
ofCJfor1h priortotheadditionofLPS
(0.5ug/ml),andthecellsfurtherincubatedfor
24h.*p<0.05; significantly differentfrom the
control(LPStreatment)value.

2)Silibinin의 효과

LPS를 0.5µg/ml로 처리한 mousemicroglialBV2

cell에서 Nitriteassay를 수행한 결과 10uM 에서부

터 50% 이상으로 NO생성을 억제하 다(Fig.2).

LPSvsSilibinin10;p-값 0.00155
LPSvsSilibinin30;p-값 0.00010
LPSvsSilibinin60;p-값 3.56257E-05
LPSvsSilibinin100;p-값 1.75783E-05

Fig.2.EffectofSilibininonLPS-inducednitrite

productioninmousemicroglialBV2cell

NitriteproductionwasmeasuredbytheGriess
reaction assay asdescribedin theMethods
section.Cellswerepretreated with different
concentrationsofSilibininfor1hpriortothe
addition of LPS(0.5ug/ml),and the cells
furtherincubatedfor24h.*p<0.05;significantly
differentfrom thecontrol(LPS treatment)
value.

2.大薊와 Silibinin의 MAPKs경로의 인산화에

한 효과

본 실험에서는 BV2세포에서 LPS로 유도된

JNK1.2,ERK1.2와 p38활성화에 어떠한 향을

미치는지 westernblot을 통화여 확인하여 본 결과

大薊와 Silibinin은 MAPKs신호 달 체계에 억제

효과가 있는 것으로 확인되었다(Fig.3).

Fig.3.Activationofp38,ERK,JNKbyLPSinduced
inmicroglialBV2cells.

Cellsweretreatedwiththeindicateddosesof
CJ(200ug/ml) and silibinin(60uM) 1h before
LPS treatment(0.5ug/ml) forindicated time.
TotalproteinwassubjectedbyWesternblotting.

3.大薊와 Silibinin의 PI3K-Akt경로의 인산화에

한 효과

BV2세포에 大薊와 Silibinin을 1시간 처리한

후 0.5mg/ml의 농도로 30분,1시간 동안 LPS처리

하여 PI3K와 Akt의 활성을 실험한 결과 체

PI3K에서는 大薊와 Silibinin에 의한 억제 상을

보이지 않는 반면,인산화된 PI3K에서는 大薊와

Silibinin에 의한 억제효과가 30분,1시간동안 LPS



김 선⋅이성근⋅이기상

1053

처리된 세포에서 나타났다(Fig.4). 한 Akt에서

도 체 Akt단백질 발 량과 비교하여 인산화된

Akt단백질 발 이 大薊와 Silibinin에 의해 감소되

었다(Fig.4).TotalPI3K,totalAkt는 어떠한 자

극에서도 동일한 조건으로 유지된다.Loading

control로 사용한 것으로 Fig.4.에서alpha-tubulin

은 별도로 보여주지 않았다.

Fig.4.EffectofCJandSilibininonLPS-induced
PI3K and Aktactivation and PI3K-AKt
phosphorylationanddegradation.

TheBV2cellswereincubatedwithSilibinin
(60μM),CJ(200ug/ml) for 30min and 1h
beforeLPStreatment(0.5ug/ml)forindicated
time.TotalproteinwassubjectedbyWestern
blotting.

4.Silibinin이 NF-κB단백질 발 에 미치는 효과

세포질과 핵단백질을 분리하여 NF-κB/IκB의

단백질 발 을 westernblot으로 분석한 결과 LPS

처리한 세포에서는 핵에서 NF-κB의 발 이 증가

한 반면,Silibinin을 1시간 처리한 후 LPS를 처

리한 세포에서는 그 발 이 히 감소되어 나타

났다.세포질에서 IκB를 찰해 보았을 때,인산화

된 IκB는 LPS 유도시 증가되어 나타나다가

Silibinin처리시 감소되어 나타났다.이와 반 로 I

κB는 세포질에서 LPS유도시 그 단백질 발 이

감소하 다가 Silibinin처리시 정상세포와 비슷한

수 으로 증가됨을 찰하 다(Fig.5).

Fig.5.EffectofSilibininonLPS-inducedNF-κB
activationandIκBα phosphorylationand
degradation.

TheBV2cellswereincubatedwithSilibinin
(100μM )for1handthenstimulatedwith
LPSfor2h.Nuclearandcytoplasmicproteins
wereisolatedbylysisbufferand examinedfor
NF-κB,p-IκBα,andIκBα withWesternblot
analysis.N,nuclearextract;C,cytosolextract.

5.大薊와 Silibinin의 iNOS,COX-2단백질 발 억

제 효과

1)大薊의 효과

실험 결과 大薊 추출물의 농도에 따라 iNOS와

COX-2의 단백질 발 을 억제하 다(Fig.6).

Fig.6.CJdose-dependently(50ug/ml,200ug/ml)
inhibited iNOS protein and COX-2
expressioninLPS(0.5ug/ml)-inducedBV2
microglialcells.

2)Silibinin의 효과

실험 결과 Silibinin의 농도 60,100에서 iNOS와
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COX-2의 단백질 발 을 억제하는 것이 확인되었

다(Fig.7).

Fig.7.Silibinin,dose-dependently(10uM-100uM),
inhibitednitriteproduction,iNOSandCOX-2
protein expression in LPS (0.5ug/ml)
-inducedBV2microglialcells.

6.大薊와 Silibinin의 IL-2,IL-6mRNA감소 효과

본 실험에서는 大薊와 Silibinin에 의한 면역반응

에 작용하는 IL-2와 IL-6발 효과를 찰하 다.

그 결과 大薊는 IL-6의 사이토카인을 감소시켰고,

Silibinin은 IL-2의 mRNA발 을 억제시켰다.하지

만 大薊는 IL-2의 mRNA억제효과가 없었다. 한

Silibinin은 IL-6의 mRNA 억제에 아무런 효과를

나타내지 않았다(Fig.8).

Fig.8.BV2cellswerepretreatedwithsilibinin
(60uM),CJ(200ug/ml) 1h Before LPS
(0.5ug/ml)stimulationfor6h.IL-2and
mRNAlevelsweremeasuredbyRT-PCR

7.大薊와 Silibinin의 i-NOS,COX-2mRNA감소 효과

1)大薊의 효과

이 실험결과 大薊 추출물이 LPS로 유도된

Mousebrain에 존재하는 macrophage인 BV2cells

의 iNOS와 COX-2단백질과 mRNA발 을 효과

으로 감소시켜,결국 NO의 생성량을 억제시키는

작용을 하는 것을 확인하 다(Fig.9).

COX-2 

i-NOS 

GAPDH 

co
n

LP
S

LP
S+C

J 
10

0u
g/m

l

LPS+CJ 
200

ug
/m

l

Fig.9.BV2cellswerepretreatedwith100ug/ml,
200ug/mlCJ1hBeforeLPSstimulation
for24h.COX-2andiNOSmRNAlevels
weremeasuredbyRT-PCR
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Fig.10.BV2cellswerepretreatedwith60uM,100uM
Silibinin 1h Before LPS stimulation for
24h.COX-2and iNOSmRNAlevelswere
measuredbyRT-PCR

2)Silibinin의 효과

이 실험결과 Silibinin이 LPS로 유도된 Mouse

brain에 존재하는 macrophage인 BV2 cells 의

iNOS와 COX-2단백질과 mRNA발 을 효과

으로 감소시켜,결국 NO의 생성량을 억제시키는

작용을 하는 것을 확인하 다(Fig.10).
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Ⅳ. 察

大薊는 菊花科에 속한 엉겅퀴(Cirsiumjaponicum

var.ussuriense) 동속식물의 를 건조한 것

으로,性은 凉․無毒하고,味는 甘․苦하며,心․肝

經으로 歸經한다.效能은 凉血止血 去 消腫하며

吐血,便血,尿血,崩血,癰腫 등에 사용되어 왔다
10
.

大薊는 간염,고 압 지 등의 치료 목 으로

사용되어 왔으며
11
주성분은 Silibinin으로 大薊에서

추출한 폴리페놀계열의 주요 라보노이드이며 항

염증 항노화 효과를 가지는 것으로 보고된 바

있다12-5. 한 계가 단방으로 혹은 다른 약과 함

께 방제에 쓰인 처방례로 토 ,코피,자궁출 ,백

하가 멎지 않을 때,폐열에 의한 해열,충수염,

화상의 치료에 쓰일 수 있다
16
.

박테리아 LPS는 뇌에서 염증을 일으키는

inflammagen으로 리 사용되어 왔다
18,19
.LPS는

염증반응의 병원체의 심 역할을 하며,nitric

oxide(NO),prostaglandinE2(PGE2), leukotrien

과 같은 염증매개체의 생성을 자극하며,이 염증매

개체의 신호경로를 자극한다.

NO는 nitricoxidesyntheses(NOS)효소군에 의

하여 L-arginine으로부터 합성된다
20
.NO는 생리학

합성조 에서 가장 요한 역할을 하는데 이들

은 neuronalNOS,inducibleNOS,andendothelial

NOS와 같은 3가지의 형태로 존재한다.그 ,

iNOS는 염증조 을 일으키는 요한 효소 하나

이다21-3.iNOS는 Ca2+비 의존성 경로를 통해서 장

시간에 걸쳐 증가하여 다량의 NO를 형성한다.유

도성 iNOS발 은 murinemacrophage,내피세포,

평활 근세포 심근 세포 등 많은 세포에서 찰

되고 있다.인간의 iNOS는 염증성질환이 있는 환

자의 macrophage에서 다량의 NO를 생성하여 세균

침입을 억제하거나 혹은 T-세포증식을 억제하여

국소 염증반응을 하향시키는 방어에 요한 역할

을 하고 있는 것으로 보고되고 있다24.그러나 과도

한 iNOS의 발 은 NO의 생성량을 증가시켜 그 자

체의 독성 효과에 의해 주 세포의 손상을 야기

하며, 한 염증과 련된 활성 RNS의 합성

PGE2의 농도 증가에 기여하게 된다25.

다른 염증매개물질인 PGE2의 증가는 염증의

기본 인 특징이다.PGE2는 염증 매개물질로써

cyclooxygenase(COX)로 인해 arachidonicacid로부

터 환된다.COX는 COX-1과 COX-2로 존재하

는데,그 COX-2는 오직 사이토카인,박테리아

독소와 LPS와 같은 염증 신호에 반응하여 발 된

다. 한 COX-2는 PGE2의 많은 양을 생성하며,

염증을 유도한다26-9.Monocyte에서 COX-2의 발

은 proinflammatory agent인 IL-1β,TNF-α와

LPS,fibroblastgrowthfactor등에 의해서 증가하

고,glucocorticoid와 IL-4,IL-13에 의해 발 억제

가 유도된다30.

Fig.1에서 보는 바와 같이 大薊가 효과 으로

NO생성을 억제한 것을 확인하 다.이 결과를 바

탕으로 大薊의 주성분의 하나인 Silibinin도 역시

大薊와 유사한 효과가 있을 것이라 생각하 고 이

를 검증하기 하여 LPS를 0.5µg/ml로 처리한

mousemicroglialBV2cell에서 Nitriteassay를 수

행한 결과 10uM 에서부터 50% 이상으로 NO생성

을 억제하 다(Fig.2).

신경교세포를 포함하여 다양한 세포에서 MAPK

는 염증반응에 경로로 생각되고 있다.MAPK의 활

성화 억제는 신경교세포 활성과 염증에 의한 손상으

로부터 보호 효과가 있을 것으로 여겨지고 있다31.

다양한 외부자극에 의한 사인자들의 활성화를 통

해 COX-2나 iNOS의 발 을 유도하는 과정을 재

까지 비교 잘 특성화된 주요 MAPK superfamily

에 속하는 세 가지 효소들로 extracellularregulated

proteinkinase(ERK),c-JunNH2-proteinkinase

(JNK)/stress-activated protein kinase(SAPK),

serine/threonineproteinkinase인 p38MAPK과를

들 수 있다.

이들 MAPKs과는 모두 다양한 세포외 자극에

반응해 upstream MAPK kinase(MEK)에 의해
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tyrosine과 threonine에서 인산화가 일어남으로써

활성화된다. 의 MAPKs의 활성형은 그 후에 다

른 kinase나 사 인자를 인산화,활성화 시키고,

결국 표 유 자의 발 을 변화시킨다.ERK가

종종,세포 사멸 해 과정과 련되어 있는 것에

반해 JNK와 p38MAPK신호 달체계는 세포사멸

을 매개하는 것으로 생각된다.그러나 이러한

MAPKs각각의 활성화의 생물학 결과는 세포 종

류,다른 조 향, 련된 자극의 종류에 따라 결

정되며 이런 요소들에 의해 크게 달라질 수 있다.

본 실험에서는 BV2세포에서 LPS로 유도된

JNK1.2,ERK1.2와 p38MAPK 활성화에 어떠한

향을 미치는지 westernblot을 통하여 확인하여

본 결과 大薊와 Silibinin은 MAPKs신호 달 체계

에 억제효과가 있었다(Fig.3).

Phosphatidylinositol3-kinase(PI3K)/Akt는 세

포증식에 요하다.PI3K신호경로는 다양한 세포

에서 세포 survival과 련이 있다
32-4
. 식세포와

상피세포에서 PI3K는 iNOS의 유도를 불러일으키

는 신호 달에서 요한 역할을 하고 있다
35-7
.LPS

유도된 식세포 활성은 PI3K의 활성을 자극한다.

반면 LY294002와 같은 PI3K의 특이 해제는

NO생성을 감소를 보 다35.

본 연구에서는 LPS 유도된 BV2세포에서

PI3K/Akt경로에 大薊와 Silibinin이 어떠한 향

을 나타내는지 알아보았다(Fig.4).BV2세포에 大

薊와 Silibinin을 1시간 처리한 후 0.5mg/ml의 농

도로 30분,1시간 동안 LPS처리하여 PI3K와 Akt

의 활성을 실험한 결과 체 PI3K에서는 大薊와

Silibinin에 의한 억제 상을 보이지 않는 반면,인

산화된 PI3K에서는 大薊와 Silibinin에 의한 억제

효과가 30분,1시간동안 LPS처리된 세포에서 나

타났다(Fig.4). 한 Akt에서도 체 Akt단백질

발 량과 비교하여 인산화된 Akt단백질 발 이 大

薊와 Silibinin에 의해 감소되었다(Fig.4).

iNOS나 COX-2의 발 에 여하는 것으로 알려

진 사조 인자로는 NF-κB,AP-1,C/EBP등이

있으며 이들 표 인 사조 인자는 NF-κB

이다.NF-κB는 proinflammatory매개체로써 요하

다38,39.Cellapoptosis의 억제,cellcycleregulation,

oncogenesis등과도 련이 있으며,virus나 bacteria

감염시 유도되는 염증반응에 의해 활성화되어

iNOS나 TNF-α 유 자의 발 에 계된다.이

연구에서는 신경교세포에서 LPS로 자극하 을 때

intracellular신호 달 메카니즘과 한 련이

있다고 보고하 다40.더욱이 NF-κB의 사활성억

제는 iNOS,COX-2의 발 뿐만 아니라,IL-2,

IL-6와 같은 proinflammatory사이토카인의 발

을 억제한다
26,27,41-6

.

IκBprotein의 종류는 IκBα,IκBβ,IκBε등으로

알려져 있지만 세포에서 가장 풍부한 NF-κB의

inhibitoryprotein은 IκBα이다.LPS유도된 BV2세

포에서 IκB의 분해 인산화는 NF-κB의 활성을

유도하고 iNOS와 COX-2,그리고 NO의 생성을 증

가시킨다
47
.이러한 염증 련 유 자발 은 NF-κB

의 DNA결합과 련이 있다48.iNOS와 COX-2는

로모터 부분에 NF-κB결합부 를 가지고 있으

며49,50,이러한 NF-κB와 DNA결합의 활성을 억제

함으로써 염증 련 유 자 발 을 억제하는 효과

가 있다. 한 이 연구에서 Akt는 IκB의 인산화

분해를 매개하며
51
,결과 으로 NF-κB의 활성

을 증가시킨다고 보고하 다52.

NF-κB단백질은 정상상태에서는 세포질에 IκB

와 결합하여 존재하다가,외부자극에 의해 IκB의

분해가 일어나면서 결합이 떨어져 NF-κB단백질이

핵 안으로 이동하게되고 염증과 련된 COX-2,

iNOS등의 유 자발 을 자극시킨다.

이에 본 실험에서는 Silibinin이 LPS에 의해 자

극된 BV2세포에서 NF-κB/IκB의 발 에 어떠한

효과가 있는지 조사하 다.그 결과 LPS처리한

세포에서는 핵에서 NF-κB의 발 이 증가한 반면,

Silibinin을 1시간 처리한 후 LPS를 처리한 세포

에서는 그 발 이 히 감소되어 나타났다.세포

질에서 IκB를 찰해 보았을 때,인산화된 IκB는
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LPS유도시 증가되어 나타나다가 Silibinin처리시

감소되어 나타났다.이와 반 로 IκB는 세포질에

서 LPS유도시 그 단백질 발 이 감소하 다가

Silibinin처리시 정상세포와 비슷한 수 으로 증가

됨을 찰하 다(Fig.5).이는 Silibinin이 LPS유

도된 NO생성을 억제하고 Akt경로를 통해 NF-κB

활성을 억제하는 것을 시사한다.

본 연구에서 iNOS와 COX-2단백질은 LPS처

리시 강하게 유도되었으나 LPS에 大薊를 함께 처

치한 실험군에서는 大薊 추출물 농도 의존 으로

iNOS와 COX-2의 양이 감소하는 것을 찰할 수

있었다(Fig.6). 한 大薊의 주요 성분인 Silibinin

도 大薊와 비슷한 효과를 가지리라 상하고 LPS

에 Silibinin을 함께 처리한 실험에서 Silibinin농도

의존 으로 iNOS와 COX-2의 양이 감소하는 것을

찰할 수 있었다(Fig.7).

IL-2는 활성화된 T세포와 B세포의 증식 성

숙을 진하는 사이토카인이며,IL-6는 T세포와 B

세포,monocytes,fibroblast를 포함한 다양한 세포

에 의해 다기능 단백질을 생성하는 사이토카인이

다.본 실험에서는 大薊와 Silibinin에 의한 면역반

응에 작용하는 IL-2와 IL-6발 효과를 찰하

다.그 결과 각각 大薊는 IL-6의 사이토카인을 감

소시켰고,Silibinin은 IL-2의 mRNA발 을 억제시

켰다(Fig.8).

Fig.6에서 大薊가 단백질 수 에서 염증 발 에

여하는 iNOS와 COX-2의 억제 효과를 확인하

다.이것이 사 과정에서 大薊의 효과인지를 확인

하기 하여 RT-PCR를 시행하여 iNOS와 COX-2

의 mRNA발 에 한 효과를 상 으로 평가하

다.이 실험결과 大薊 추출물이 LPS로 유도된

Mousebrain에 존재하는 macrophage인 BV2cells

의 iNOS와 COX-2의 mRNA 발 을 효과 으로

감소시켜,결국 NO의 생성량을 억제시키는 작용을

하는 것을 확인하 다(Fig.9). 한 Silibinin역시

Fig.7에서 단백질 수 에서의 iNOS와 COX-2의

억제 효과를 확인하 고 이것이 사 과정에서

Silibinin의 효과인지를 확인하기 하여 RT-PCR

를 시행하여본 결과 LPS로 유도된 Mousebrain에

존재하는 macrophage인 BV2cells의 iNOS 와

COX-2단백질 mRNA발 을 효과 으로 감소시

켜,결국 NO의 생성량을 억제시키는 작용을 하는

것을 확인하 다(Fig.10).

결과 으로 본 실험에서 大薊 Silibinin은

LPS자극된 mouseBV2microglialcells에서 NO

와 사이토카인의 생성을 억제하 다.이와 같은 항

염증반응효과는 IκBα의 조 을 통해 NF-κB의 활

성을 억제함으로써 일어나며,MAPK와 PI3K/Akt

경로의 억제를 통해 NO생성을 경감시키는 것으로

사료된다.이러한 결과들로 미루어 보아 大薊와

Silibinin은 항염증 효과를 지니고 있으며 향후

풍이나 치매, 킨슨병 등 퇴행성 뇌질환 각종

염증 질환의 효과 인 치료물질로 제시할 수 있을

것으로 사료된다.

Ⅴ.結 論

大薊가 염증에 여하는 단백질과 사이토카인

등의 여러 인자들에 미치는 향을 알아보고자,

LPS로 활성화시킨 mousemicroglialBV2cells에서

염증과 련된 NO의 양,iNOS COX-2와 NF-κ

B의 발 에 미치는 효과와,p38,ERK1.2,JNK인

mitogen-activatedproteinkinase(MAPK)경로에

미치는 효과,PI3K/Akt경로의 활성에 미치는 효

과,IL-2,IL-6등의 사이토카인 mRNA발 에 미

치는 효과를 실험하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.大薊는 LPS로 유도된 mousemicroglialBV2

cells에서 NO의 생성량을 억제하 다.

2.大薊는 p38,ERK1.2JNK인 mitogen-activated

proteinkinase(MAPK)경로에 한 억제효과

가 있었으며,PI3K/Akt의 경로에서도 억제효과

가 나타났다.

3.大薊는 사인자인 NF-κB의 발 을 조 하는 I
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κB의 세포질 내 인산화와 단백질 분해과정을

통제함으로써 핵 내에 존재하는 NF-κB의 단백

질 발 을 억제하 다.

4.大薊는 LPS로 유도된 mousemicroglialBV2

cells에서 COX-2와 iNOS의 증가를 억제하 다.

5.大薊는 LPS로 유도된 mousemicroglialBV2

cells에서 염증성 사이토카인인 IL-2와 IL-6의

mRNA발 을 감소시켰다.

6.大薊는 LPS로 유도된 mousemicroglialBV2

cells에서 iNOS,COX-2,mRNA발 을 감소시

켰다.

이러한 결과를 바탕으로 大薊가 뇌의 염증치료

에 효과가 있을 것으로 사료된다.
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