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ABSTRACT
Objective:Thegoalofthisstudywastodeterminetheanti-asthmamechanismofSFonTNF-α inducedactivationon

A549(humantypeⅡ-likeepithelial)cells.Usingoligonucleotidemicroarray,wesoughttoestablishthemolecularmechanismof
theprotectiveeffectsofSFonA549cells.

Material&Methods:Cellswereculturedinthreedifferentconditions:1)negativecontrolgroupwasculturedinnormal
conditionofDMEM,2)positivecontrolgroupwasactivatedwithTNF-α,IL-4,andIL-1β,and3)SFtreatedgroupwas
previouslytreatedwith0.1㎍/㎖ SFafterTNF-α,IL-4,andIL-1activation.CellsofpositivecontrolandSFtreatedgroups
wereculturedfor30min,1hr,3hrand6hr.

Results:ThecomparativeanalysisofthegeneexpressionprofilerevealedthatproinflammatorycytokinessuchasIL1F8,
IL1F9,IL1R1,IL1RN,IL1RAPL1,IL8,TNFRSF4,TNFSF10c,TNFSF13,TRAF5,andTRAF7andinflammation-related
genesincludingMMP2,MMP11,MMP14,MMP15,MMP16,MMP19,MMP25,andMMP27weredownregulatedwithSF
treatment.CelladhesionmoleculegenessuchasITGB1,ITGBL1,selectinPligand,selectinE,ICAM2,ICAM3,VCAM1,
PECAM,FCER1GandMMP28geneswerealsodown-regulatedinSFtreatedA549cells.

Conclusion:Theseresultssuggestthattheanti-asthmaticeffectsofSFcouldbemediatedbyregulatingspecificgenes
relatedwithcelladhesion,proinflammatorycytokineandinflammation-relatedgenesinA549cells.

Keywords:TNF-α,Schizandraefructus,Geneexpressionprofile,Microarray

Ⅰ.緖 論

五味子 (Schizandraefructus)는 斂肺,滋腎,生津

하는 효능이 있어 肺虛喘咳,口乾作渴,自汗,盜汗,

勞傷羸瘦,夢精,滑精,久瀉,久痢 등을 치료하는 것

으로 알려져 있으며,上으로는 肺氣를 斂하고,下

로는 腎陰을 滋하여 肺虛喘咳를 收斂하여 止咳平

喘하고 腎虛로 인한 遺精滑精을 收斂하여 固澁止

遺의 效能이 있기 때문에 만성 호흡기 질환에 많

이 사용되고 있다
1
.

기 지 천식은 임상 으로는 가역 인 기도폐

쇄,병리학 으로는 범 한 기도염증,생리학
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으로는 기 지과민성으로 특징되는 표 인 만성

호흡기질환이다
2
.한의학에서는 呼吸促急,喘鳴有

聲 등을 특징 인 증상으로 나타내는 哮喘證의 범

주에 해당한다
3
.

기 지 천식은 Th2세포에 의해 조 되며 비만

세포,호염기구 그리고 호산구가 요한 역할을 하

는 염증반응으로 알려져 있다.이런 기 지 천식의

방 치료를 해 여러 원인에 한 분석,염증

반응 기 에 한 이해,새로운 치료 약물의 개발

등 다양한 방면의 수많은 연구가 진행되었지만 아

직도 발생률을 획기 으로 감소시킬 만한 주요 원

인이 무엇인지 밝 내지 못하고 있다
4
.

한의학에서도 喘息에 한 한의학 치료 약물

의 개발을 하여 많은 연구가 있었는데,고 등
5
이

역 의서를 고찰하 고,황 등6에 의해 기 지천식

의 임상 증상 평가 분석을 통한 임상증상 평가방

법에 한 연구고찰이 있었으며,최근에는 천식과

호산구 화학주성 물질간의 계가 요시되면

서 牧丹皮7,金銀花8등의 개별 藥物에 의한 화학주

성 기 에 미치는 향에 한 연구가 진행되었다.

五味子를 이용한 천식 련 한의학 연구로는

IL-6,IL-16,GM-CSF에 한 억제효능
9
,IL-4,IL-5

에 한 mRNA 사억제효능10,호산구의 화학주성

억제효과와 세포유착분자인 ICAM-1,VCAM-1

chemokine인 eotaxin,IL-8발 억제 효능11등이

보고되었다.

재까지의 연구로는 五味子가 천식 치료에 도

움이 되는 것을 확인할 수 있었으나 이러한 단편

인 효과 검증만으로는 체 인 치료 기 의 흐

름을 알기가 어렵기 때문에 五味子를 이용하여 천

식에 직 으로 여하는 주요 유 자를 체

으로 분석한다면 천식의 새로운 치료기술로 개발

될 가능성도 높아질 것으로 생각된다.

이에 본 자는 기존의 기 지 천식연구를 토

로 하고 과학기술의 발달로 얻어진 유 자칩

(genechip)과 그 분석기술
12
을 이용함으로써 인간기

지상피세포에서 천식 유발에 여하는 다양한

pathway에 五味子가 어떠한 향을 미치는지

oligonucleotidemicroarray를 통하여 유 자발 을

분석하 다.

이상의 연구를 통해 최근까지 표 인 천식 유

발 기 으로 인정되고 있는 호산구의 상피세포로

의 이동 상피세포에서 호산구의 침윤을 통한

만성염증반응의 유발에 여하는 화학주성 련

cytokine의 유 자 발 화학주성의 기 에

해 五味子가 미치는 향과 련하여 유의한 결과

를 얻었기에 이를 보고하고자 한다.

Ⅱ.實 驗

1.세 포

인간기 지상피세포주 A549(HumantypeⅡ-like

epithelialcells)cellline을 KoreanTypeCulture

Collection(Seoul,Korea)에서 구입하 다.본 실험

에서 세포배양을 하여 사용된 media는 10%

FetalBovineSerum (FBS,Hyclone,USA),1%

penicillin/streptomycin(BDBioscience,USA)25mM

HEPES (MP Biomedicals,LLC,Germany),2g

sodiumbicarbonate(NaHCO3,JRHBIOSCIENCES,

USA)가 포함된 RPMI-1640 (BD Bioscience,

USA)를 사용하여 37℃에서 5% CO2와 95% 공기

를 함유한 습도가 유지되는 조건에서 배양하 다.

2.시료의 제조

五味子 (SchizandraeFructus,Schizandrachinensis

(TURCZ.)BAILL.)는썬텐제약(SuntenPharmaceutical

Co,Taipei,Taiwan)으로 부터 구입하 다.1g의

오미자 분무 건조물에는 0.69g의 오미자 추출물이

0.31g의 분이 포함되어 있다.1g의 오미자 분무

건조물을 0.69㎖의 멸균 증류수에 녹인 후 15,000×g

에서 10분 동안 원심 분리한 후 상층액을 취했다.

상층액을 0.2㎛의 syringefilter로 여과하여 stock을

만들어 4℃ 냉장고에 보 후 실험하기 에 희석

하여 사용하 다.



정진용⋅정승기⋅정희재⋅이형구

545

3.세포 배양 조건과 오미자 처리 농도

100㎜ culturedish에 A549cell을 1×10
6
cells/㎖로

종한 후 TNF-α 25ng/㎖,IL-450ng/㎖ 과 IL-1

β 10ng/㎖을 세포에 처리한 후 오미자 0.1㎍/㎖의

농도에서 30분,1,3,6시간 동안 각각 37℃에서 5%

CO2와 95% 공기를 함유한 습도가 유지되는 조건

에서 배양하 다.

4.인간기 지상피세포주에서의 유 자 발 량 분석

1)TotalRNA분리

3의 방법과 같이 배양한 A549cellpellet을 PBS

로 세척하고 Trizolsolution(Invitrogen,USALife

Technologies,USA)에 제조사의 protocol에 하여

totalRNA를 분리하 다.Cellpellet에 200㎕의

Trizolreagent를 넣고 pelletpestle(Sigma-Aldrich,

USA)로 마쇄한 후 300㎕의 Trizolreagent를 더 넣

은 다음 반응액을 실온에서 5분간 배양하고,원심

분리 하는 과정을 반복하여 totalRNA를 분리하

다.

분리된 totalRNA는 spectrophotometer(ND-1000,

NanoDropTechnologiesInc.USA)로 측정하 다.

분리된 totalRNA는 1% agarosegel에서 기 동

하고 ethidium-bromide(Et-Br,Sigma-Aldrich,USA)

로 염색하여 상태를 평가하 다.

2)Oligonucleotidechipmicroarray

(1)Doublestrand(ds)cDNA합성

Total RNA는 spectrophotometer (ND-1000,

NanoDropTechnologiesInc.USA)로 정량한 후 각

각 3㎍을 ds-cDNA합성에 사용하 다.cDNA합

성은 GeneChip®Expression3'-AmplificationOne-

CyclecDNASynthesiskit(AffymetrixInc.USA)

를 사용하 다.

cDNA정제를 하여 합성된 cDNA에 600㎕의

cDNAbindingbuffer를 첨가 한 뒤 3 동안 회오

리처럼 흔들어서 잘 섞고 이 에서 500㎕의

sample을 취하여 cDNAcleanupcolumn에 넣은 후

1분 동안 12,000×g에서 원심 분리하기를 반복하고,

정제된 ds-cDNA는 1% agarosegel에서 기 동

후,ethidium-bromide(Et-Br,Sigma-Aldrich,USA)

로 염색하여 상태를 평가하 다.

(2)Biotin-labeledcRNA합성

20㎕의 ds-cDNA를 biotin-labeledcRNA합성에

사용되었다.Biotin-labeledcRNA합성은 GeneChip®

Expression3'-AmplificationReagentforInvitro

transcript(IVT)LabelingKit(AffymetrixInc.,

USA)를 사용하 다.

cRNA정제를 하여 합성된 cRNA에 350㎕의

cDNAbindingbuffer를 첨가 한 뒤 3 동안 회오

리처럼 흔들어서 잘 섞어 250㎕의 100% ethanol을

넣고 피펫으로 계량하여 섞어주고 700㎕의 sample

을 취하여 cRNAcleanupcolumn에 넣은 후 15

동안 12,000×g에서 원심 분리하기를 반복하 다.

분리된 cRNA는 spectrophotometer (ND-1000,

NanoDropTechnologiesInc.USA)로 측정하 다.

분리된 totalRNA는 1% agarosegel에서 기 동

하고 ethidium-bromide (Et-Br,Sigma-Aldrich,

USA)로 염색하여 상태를 평가하 다.

(3)FragmentedcRNA

합성된 cRNA 20㎍에 8㎕의 5×fragmentation

buffer를 첨가한 후 RNase-freewater로 40㎕가 되

게 하 다.40㎕의 반응액은 94℃에서 35분간 배양

하여 35-200bp의 분 이 되게 하 다.1% agarose

gel에서 기 동하고 ethidium-bromide(Et-Br,

Sigma-Aldrich,USA)로 염색하여 분 상태를 평

가하 다.

(4)Genechiphybridization

FragmentedcRNA 15㎍를 GeneChip® Human

GenomeU133Plus2.0Array(P/N900470,Affymetrix

Inc.,USA)에 용하 다.일련의 과정은 제조사의

추천 로standardformat으로GeneChip®Hybridization,

WashandStainkit를 이용하여 protocol을 따랐다

(5)Genechip의 염색과 scanning

Hybridization반응이 종료된 genechip은 Genechip

FluidicsStation(Affymetrix)의 mini_euk1protocol
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에 따라 세척 염색한 후 Genechip System

ConfocalScanner(Hewlett-Packard)를 이용하여 3

μm resolution으로 두 번 scan하여 평균값을 취하

다.

(6)Sample의 상태 평가

각 군의 cDNA,cRNA fragmentedcRNA는

1㎍을 1% agarosegel에 기 동하여 size분포를

평가하 다.

GAPDH의 3'oligonucleotide와 5'oligonucleotide

의 averagedifferentialexpression(AD)ratio는 제

조사의 권장 로 3미만인가를 확인하 다.

5.Data처리

Genechip의 scandata는 GeneChipversion5

software(Affymetrix)과 GenPlexv2.4을 이용하여

분석하 다. Hybridization의 완 성은 control

oligonucleotideB2,bioB,bioC,bioD,cre의 signal

을 비교함으로써 평가하 다.

군집분석(Clustering analysis)은 계층 군집

(Hierarchicalclustering)연산방식을 이용하 다.

Pathway는 입력 데이터 (발 값을 갖는 유 자 리

스트)의 KEGGpathway목록과 해당 pathway의

p-value를 계산하여 분석하 다.

Ⅲ.結 果

1)DEGselection분석

각 시간(30분,1,3과 6시간)에 해서 五味子

처리 유무에 따라 probeset의 발 이 일정 수

이상 변화 하는 유 자를 찾기 해 comparison분

석을 시행하 다.각각 시간 별로 control에 비해五

味子 투여군에서 발 차이가 나는 유의유 자를 선별

하는데 발 차이는 FoldChangecutoff=2(2-fold)로

하여 2배 이상 발 되거나(Up-regulated)2배 이하

발 되는 (Down-regulated)유 자를 선별하는데,

이 때 모든 샘 에서 실험상에서 발 이 나타나지

않은 유 자 즉,detection이 “Absent”인 유 자를 제

거하 다.(NC:Negativecontrol,SF:Schizandrae

Fructus,C:Positivecontrol,1:30min,2:1hr,3

:3hr,4:6hr)아래 테이블에 나타난 수치는 각 기

에 따라 선정된 probeset의 개수이다.

Control/
Experiment

Up
Up
(GO

정보존재)
Down

Down
(GO

정보존재)

Total
(Up
+Down)

NC/C1 751 510 1011 665 1762

NC/C2 1010 689 746 470 1756

NC/C3 1465 1147 1439 944 2904

NC/C4 1696 1322 1879 1329 3575

C1/SF1 591 386 785 523 1376

C2/SF2 452 296 1102 738 1554

C3/SF3 1033 637 639 514 1672

C4/SF4 989 673 769 514 1758

Table1.DEGSelection

2)Clustering분석

五味子 처리 후 시간에 따라 유사한 발 패턴

을 나타내는 probe set을 grouping 하기 해

clustering 분석을 수행하 다. 분석의 상은

AffymetrixHGU133Plus2의 총 54675개의 유 자

에서 NegativeControl,30min,1hr,3hr,6hr모든

샘 에서 표 편차 (SD:StandardDeviation)가 큰

순서 로 10,000개의 유 자를 선정하여 진행하

다.

3)MolecularFunction에 따른 그룹화

의 DEG selection방법을 이용하여 분석한

data에서 시간에 따라 up-regulation과 down-

regulation된 gene을 구분한 후 molecularfunction

을 기 으로 그룹화한 결과는 아래와 같다.
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GeneName(Genesymbol)
Fold*

30min 1hr 3hr 6hr

AnkyrinrepeatandSOCSbox-containing4(ASB4) 5.6 2.2 3.1 3.1

CAP-bindingproteincomplexinteractingprotein1(DJBP) 4.9 1.8 2.5 2.8

Deletedinazoospermia1(DAZ1) 4.9 3.4 3.1 3.1

Collagen,typeII,alpha1
(primaryosteoarthritis,spondyloepiphysealdysplasia,congenital)(COL2A1)

4.6 0.5 2.7 0.9

Collagen,typeX,alpha1(Schmidmetaphysealchondrodysplasia)(COL10A1) 4.9 5.2 1.4 0.8

Sushi,nidogenandEGF-likedomains1(SNED1) 7.9 1.7 3.0 3.3

Mucin4,cellsurfaceassociated(MUC4) 4.6 3.0 2.6 3.1

Tightjunctionprotein2(zonaoccludens2)(TJP2) 4.4 0.6 2.5 3.2

Proteintyrosinephosphatase,receptortype,fpolypeptide (PTPRF),
interactingprotein(liprin),alpha2(PPFIA2)

4.4 1.0 2.2 3.8

Contactin3(plasmacytomaassociated)(CNTN3) 4.3 0.18 2.7 4.2

TenascinXB(TNXB) 3.7 2.1 2.2 5.0

CD44molecule(Indianbloodgroup)(CD44) 2.7 1.3 3.4 2.9

Extracellularmatrixprotein2,femaleorganandadipocytespecific(ECM2) 2.2 1.2 0.5 3.1

FRAS1relatedextracellularmatrix1(FREM1) 1.2 0.1 3.0 2.4

Spondin1,extracellularmatrixprotein(SPON1) 1.4 2.8 2.0 3.1

EctodysplasinA(EDA) 1.6 1.7 1.2 0.5

*Foldmeansratioofhybridizationintensity.Thegeneswithnegativevalueareabundantincontrolgroup,while
positivevalueareabundantinSFtreatedgroup.

Table2.GroupingbyMolecularFunction

A.Up-regulatedGene

B.Down-regulatedGene

GeneName(Genesymbol)
Fold*

30min 1hr 3hr 6hr

Matrixmetallopeptidase2(MMP2) -2.3 -0.8 -0.9 0.2

Matrixmetallopeptidase11(MMP11) -2.2 -1.5 -1.4 -0.5

Matrixmetallopeptidase14(MMP14) -0.7 -1.1 -1.5 -0.4

Matrixmetallopeptidase15(MMP15) -0.2 -3.0 -0.7 -2.2

Matrixmetallopeptidase16(MMP16) -2.9 -3.5 -4.5 -1.7

Matrixmetallopeptidase19(MMP19) -2.4 -0.5 -2.5 -0.3

Matrixmetallopeptidase25(MMP25) -0.7 -2.7 -1.5 -1.4

Matrixmetallopeptidase27(MMP27) -1.6 -3.3 -2.7 0.1

Matrixmetallopeptidase28(MMP28) -2.6 -1.7 -3.3 -1.0
Foldmeansratioofhybridizationintensity.Thegeneswithnegativevalueareabundant
incontrolgroup,whilepositivevalueareabundantinSFtreatedgroup.

1)Matrixmetallopeptidase(MMP)
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GeneName(Genesymbol)
Fold*

30min 1hr 3hr 6hr

FGFR1oncogenepartner2(FGFR1OP2) -1.8 -5.0 -5.7 -1.4

Fibroblastgrowthfactor4(heparinsecretorytransformingprotein1,
Kaposisarcomaoncogene)(FGF4)

-1.8 -1.4 -0.4 -1.2

Fibroblastgrowthfactor5(FGF5) -3.5 -3.2 -0.9 -1.8

Fibroblastgrowthfactor12(FGF12) -2.1 -4.2 -1.2 -3.8

Fibroblastgrowthfactor18(FGF18) -2.0 -2.6 -0.9 -2.0

Insulin-likegrowthfactor1(somatomedinC)(IGF1) -3.6 -2.7 -0.5 0.0

Foldmeansratioofhybridizationintensity.Thegeneswithnegativevalueareabundantincontrolgroup,while
positivevalueareabundantinSFtreatedgroup.

2)Growthfactor-relatedgenes

Ⅳ. 察

기 지 천식은 임상상 반복 인 호흡기감염 혹

은 allergen이나 온도,운동 등의 인자에 한 반응

에 의해 발작 으로 호기성 호흡곤란,천명,과흡

기,기침,rale등이 특징 으로 나타나는 증후군으

로 설명되며
3
,병태생리상 기도폐쇄,기도과민성,

만성염증성 소견으로 표 된다
4
.

기 지 천식에 한 최근까지의 연구를 종합해

보면,‘치료’라는 개념에서 확장되어 ‘리’라는 개

념이 도입되어 재는 기 지 천식의 장기간의

리를 해 환자의 증도에 따라 4단계로 나 고

단계별로 치료하는 계단식 치료법을 표 지침으

로 확립하 다
13
.경증의 환자들에서는 치료법이 단

순하여 쉽게 용이 가능하고 치료성 이 좋은 편

이지만,3단계인 등도 지속성 천식은 몇 가지 이

상의 선택치료가 동시에 제시되고 있으나 실제

용이 까다롭고 임상 으로는 그 게 심하지 않은

듯하나 4단계인 증 지속성과 더불어 완 조

이 어려운 것으로 알려졌다.

천식의 병태생리에 한 최근의 이해에 근거하

여 천식의 치료에서 보다 조기의 그리고 범 한

흡입스테로이드제가 사용되었다.하지만 사용을

단하면 증상이 재발하며 여러 염증표지도 증가한

다.즉,스테로이드제가 천식 기 지의 염증을 억

제하기는 하나 내재된 발병기 을 변화시키지 못

한다
4
.이에 면역약물학 연구에 의해 최근에는

cytokine과 chemokine억제제,유착분자차단제,항

IgE치료와 같은 하향매체의 억제와 Th2활성화를

억제하거나 새로운 면역치료방법을 이용한 Th2표

의 방 억제와 T림 구 기능의 직 인

차단,그리고 흡입스테로이드제와 베타자극제의 병

합요법 등 다양한 약물에 한 연구 개발이 진행

되고 있다. 한 앞으로는 유 학 연구를 통해

천식 련 유 자나 혹은 그 유 자의 단백을 직

조 하는 약물의 개발이 진될 수 있을 것이

다.

한의학에서도 천식치료를 하여 많은 연구가

이루어졌는데,呼吸促急을 ‘喘’이라 하고 喉中有聲

響을 ‘哮’라 하여 ‘哮喘’의 범주에서 기 지천식을

다루었으며,고 등
5
이 醫學入門 萬病回春 濟衆

新編 등 역 의서에 수록된 哮喘治方에 한 문헌

고찰을 하 고,황 등
6
은 기 지천식의 임상증

상 평가분석을 통한 호흡기계 질환의 임상증상 평

가방법에 한 연구고찰을 하 다.

기 지천식의 병태생리에 한 최근의 연구를

통해 호산구 등과 련된 기 지상피세포의 염증

유발이 주요 기 으로 밝 짐에 따라 천식과 호산



정진용⋅정승기⋅정희재⋅이형구

549

구 화학주성 물질간의 계가 요시되면서 牧

丹皮
7
,金銀花

8
등의 개별 약물에 의한 화학주성 기

에 미치는 향에 한 연구가 진행되기도 하

다.천식과 련하여 五味子를 이용한 연구로는 김

등9이 오미자,황연이 BEAS-2B인간기 지상피세

포의 IL-6,IL-16,GM-CSFmRNA발 억제효능

이 있음을,이 등10이 맥문동과 오미자가 Asthma

model내의 cytokineIL-4,IL-5mRNA 사억제

효능이 있음을,최 등11이 오미자가 호산구의 화학

주성 억제효과와 세포유착분자인 ICAM-1,

VCAM-1 chemokine인 eotaxin,IL-8의 발 억

제 효능이 있음을 보고하 다.그러나 기존의 연구

들은 천식의 화학주성기 에 직 으로 여하는

주요 인자에 한 五味子의 효과를 확인하기 어려

운 한계가 있었다.

인간 기 지상피세포는 기도의 염증에서 요한

IL-6,IL-8,regulatedonactivationinnormalT

cellsexpressedandsecreted(RANTES),eotaxin

등의 매개물질들을 직 분비하기도 하며14,능동

으로 의 매개물질들을 생산,분해하면서 기도의

반응성을 조 한다15고 확인되어 천식의 병리에

요한 역할을 하고 있는 것으로 알려져 있다.최근

기 지 천식의 기 에 한 연구는 allergen이나 기

도염증으로 인한 기도손상과 복구의 과정,즉 기도

개형(airwayremodeling)과 이로 인한 폐기능의 변

화 분석에 연구가 집 되고 있으며,이러한 변화와

련된 기도 염증 기 과 련 물질 그리고 염증

과정의 조 을 통한 치료 방법이 제시되고 있다
16
.

이에 자는 오미자의 효능을 검증하기 하여

유 자 발 조사 도구로 규모 유 자 발 을 검

색할 수 있고 범 한 유 자 발 상태를 분석할

수 있는 인간의 유 자 54675여개가 탑재된

oligonucleotidechipmicroarray를 이용하 다.염증

세포들의 활성화와 생존을 증가시켜 성 만성

인 기도 염증반응을 조 하는 능동 인 세포인

기 지상피세포(A549 cell)에 Th2 cell 계통의

proinflammatorycytokine인 IL-4,TNF-α,IL-1β

로 자극한 후 五味子를 시간별로 처리하여 발 된

유 자를 gene ontology로 분석하여 molecular

function 주로 분석하 다.이를 통해 염증과 련

된 주요 특이 유 자 발 의 증감을 찰함으로써

五味子에 의한 항염증 작용기 을 밝 五味子의

효과를 극 화를 한 연구에 활용하고자 하 다.

五味子를 A549에 투여한 후 시간별(30min,1hr,

3hr,그리고 6hr)로 배양하여 totalcRNA를 분리하

고 totalcRNA에서 mRNA를 정제하고 double

strandcDNA를 합성하 다.Biotin-labeledcRNA

를 합성하고 cRNA를 분 화한 후 gene chip

hybridization, 염색 scanning을 하 으며,

oligonucleotidechip(AffiyMetrix사)을 사용하 다.

五味子 투여 후 조군과 비교하여 30min,1hr,

3hr과 6hr시간 별 유 자 발 을 genechip결과

에서 발 된 유 자를 분석하여 보았다.DAplot

을 통해 lowintensity에서 발 이 주로 일어나는

것을 확인하 고,그 log값이 4배 이상 는 이

하 발 된 유 자 30min,1hr,3hr과 6hr시간

에 공통 으로 발 된 유 자를 DEG selection하

여 살펴보았고 over expression된 것과 down

expression된 유 자를 molecularfunction 주로

분석하 다.특히 genechip을 통하여 A549에서 유

자 발 양상을 확인한 결과 발 량이 유의한 차

이를 보인 유 자 호산구의 근,유착,경내피

이동 그리고 염증과 연 된 요한 유 자를 검색

하 다.

Upregulationgene을 살펴보면 transcription과

련된 AnkyrinrepeatandSOCSbox-containing

4(ASB4)와 CAP-bindingproteincomplexinteracting

protein1(DJBP)등의 유 자와 extracellularmatrix

protein과 련된 Collagen,type II,alpha 1

(COL2A1),Collagen,typeX,alpha1(COL10A1),

Extracellularmatrixprotein2,femaleorganand

adipocytespecific(ECM2),FRAS1relatedextracellular

matrix1(FREM1),그리고 Spondin1,extracellular

matrixprotein(SPON1)등의 유 자 발 이 증가



염증이 유발된 인간기 지상피세포에서 오미자가 Microarray를 이용한 유 자 발 분석에 미치는 향

550

하 다.이는 염증에 여하는 matrixmetalloproteinase

(MMP)family유 자들의 감소로 인하여 증가한 것

으로 본 실험결과를 통해 五味子가 anti-inflammation

에 여한다고 사료된다.

Downregulationgene을 살펴보면,염증에 여

하는 matrixmetallopeptidase(MMP)2,MMP11,

MMP14,MMP15,MMP16,MMP19,MMP25,

MMP27그리고 MMP28의 유 자와 growthfactor

인 fibroblastgrowth factor4(FGF4),FGFR1

oncogenepartner2(FGFR1OP2),FGF5,FGF12,

FGF18,그리고 insulin-likegrowthfactor1(IGF1)

과 proinflammatotrycytokine과 련된 Interleukin

1family,member8(IL1F8),IL1F9,Interleukin1

receptor,typeI(IL1R1),Interleukin 1receptor

antagonist(IL1RN),Interleukin1receptoraccessory

protein-like1(IL1RAPL1),Interleukin8(IL8),Tumor

necrosisfactorreceptorsuperfamily,member4

(TNFRSF4),TNFSF10c,TNFSF13,TNFreceptor

-associatedfactor5(TRAF5),그리고 TRAF7과 세

포 migration에 여하는 Fibronectin 1(FN1),

FibronectintypeIIIandSPRYdomaincontaining

1-like 그리고 Fibronectin type III domain

containing3B(FNDC3B)와 호산구의 침윤 유도에

여하는 Platelet-activatingfactorreceptor(PAFR),

LeukotrieneB4receptor(LTB4R),LeukotrieneC4

synthase(LTC4S),Chemokine(C-C motif)ligand

5(RANTES),그리고 Monocytechemoattractant

protein1receptor(MCP1R)와 세포부착분자에 속

하는 Integrin,beta1(ITGB1),Integrin,beta-like

1(ITGBL1),SelectinPligand(SELPLG),Selectin

E (endothelialadhesion molecule 1) (SELE),

Intercellular adhesion molecule 2 (ICAM2),

Intercellular adhesion molecule 3 (ICAM3),

Vascular celladhesion molecule 1 (VCAM1),

Platelet/endothelialcelladhesionmolecule(CD31

antigen)(PECAM),그리고 FcfragmentofIgE,

highaffinityI,receptorfor;gammapolypeptide

(FCER1G)의 발 이 감소하 다.

염증에 여하는 MMP와 련하여 기 지 천식

환자에 있어서 MMP9가 성구,림 구,호산구의

이행에 요한 역할을 하므로 MMP억제제가

ICAM-1과 VCAM-1의 발 을 감소시키고 IL-1β,

IL-4,TNF-α의 발 을 감소시킴으로 인해 염증세

포의 이주를 조 한다는 연구가 있었고17,기 지

천식 환자의 기도재구성은 기 막과 세포외기질의

교원질 침착과 연 있는데 단백분해효소인 MMP9

과 그에 한 억제 효소인 TIMP-1간의 불균형과

기도재구성에 한 연 이 있음도 밝 졌다18.

IL-8은 기도에서 염증부 로 염증세포를 이동시

키는 chemokine으로 기 지상피세포에서 직 생

산되며, 천식환자에서 발 이 증가되고, 특정

allergen으로 기 지 상피세포를 자극하는 경우 증

가한다고 알려져 있다
19
.이처럼 IL-8은 단핵구,

식세포,비만세포,섬유모세포, 성구,내피세포와

기 지 상피세포 등에서 분비되며 특히 호 구에

강한 화학주성을 보이는 매개물질이다.IL-8은 천

식환자의 기 지 상피세포에서 생성이 증가되었고
8,TNF-α,IL-1α,plateletactivatingfactor등에 의

해서 기 지 상피세포에서 발 이 증가되었으며,

기도의 염증반응에 요한 역할을 하 다.특히 운

동 유발성 천식의 후기반응에서 기도분비물에

성구와 호산구들이 찰되어 IL-8은 후기 반응에

서 요한 역할을 하는 것으로 보인다. 한 IL-8

은 IL-5,RANTES등과 함께 복합 으로 호산구

의 화학주성에 여하는 것으로 보고되었으며
20
,특

히 호 구와 동시에 활성화되었을 때에만 호산구

의 경기 세포막이동이 증 되는 것으로 확인되었

다.따라서 이 결과를 통해 五味子 추출액이 IL-8

의 발 을 억제함으로써 호 구와 호산구의 침윤

을 능동 으로 억제하여 천식 기도개형과 련

된 염증반응을 치료할 수 있다는 사실을 추측할

수 있었다.

세포유착분자는 여러 염증성 질환의 발생에

요한 역할을 담당하는 세포 표면의 glycoprotein으
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로,순환 인 염증세포를 내피에 부착시키는

과정과 세포를 활성화시켜 내피를 통과하여 병변

부 로 이동하는 과정에 깊이 여하는 것으로 알

려져 있다
4
. 한 세포간,세포와 기질간 작용을

재하는 세포표면 수용체로서 염증반응,응고,종양

의 이,세포의 성장과 분화 등에서 다양한 역할

을 수행한다21. 내피세포에서 세포유착분자의

발 은 죽상동맥경화증,류마티스성 염, 천

식 등과 같은 질환의 병태생리에 요한 역할을

한다고 알려져 있으며, 한 TNF-α,IL-1과 같은

염증성 cytokine이 유착분자의 발 을 증가시킨다

고 하 다
22
.따라서 세포유착분자를 억제하면 효과

으로 염증을 조 할 수 있을 것으로 보고하기도

하 다
7
.

호산구가 액 내에서 내피세포를 통과하여

조직 내로 이동하는 과정은 근,유착,경내피이

동의 3단계로 이루어지고 이때 여러 물질들이

여한다
4
.호산구의 근과정에서는 염증세포가

내피세포의 selectin계열과 결합한다.즉 IL-1이

나 TNF-α 등에 의해 내피세포가 활성화되면

내피세포에 E-selectin이나 P-selectin이 발 ,

호산구와 유착하여 rolling이 일어난다.유착단계에

서는 호산구가 활성화되면서 lymphocytefunction

associateantigen(LFA)-1이나 macrophage-1antigen

(MAC-1)등 integrin계열의 물질을 표면화하고

내피세포의 면역 로블린계 유착물질인 ICAM

이나 VCAM 등과 강하게 결합하게 되고, 내피

세포를 투과하여 기도내로 이동하는 경내피이동단

계에서는 plateletendotherialcelladhesionmolecule

(PECAM)-1,IL-8등이 주로 여하게 된다
2
.특

히 ICAM-1과 VCAM-1은 내피세포,기 지상

피세포,T세포 호산구 등 많은 염증 련 세포

에서 발 되어 기 지 병소로의 침윤을 매개한다

는 에서 치료의 요한 목표분자로 인식되고 있

으며23,IL-8의 경우는 호 구와 동시에 활성화되는

경우에 호산구의 경기 세포막이동을 진하는 것

으로 보고되었다24.

호산구는 고도 염증에 있어서 요한 인자로 기

지 천식에서 기도과민성과 액 축 을 유도하

고,기도개형의 유발에 결정 인 역할을 한다고 보

고되었으며,객담 의 호산구 조 이 치료에서

요하다는 사실이 알려졌다25.

세포유착분자 ICAM-1은 활성화된 호산구

표면의 LFA-1이나 MAC-1에 주로 결합하고,

VCAM-1은 호산구 표면에만 존재하는 verylate

antigen(VLA)-4와 강하게 유착되어 경내피이동이

일어나 밖으로 이동시켜 결체조직의 침윤을

유발하는 것으로 알려져 있다26. 한 염증성 매개

체로서 내피세포를 활성화시키는 경우 ICAM-1과

VCAM-1의 발 이 증가하는데,이 유착분자의 유

도는 비교 장시간 유지된다고 알려져 있어서 만

성 염증시 호산구의 침윤과 계가 있는 것으로

보여진다
27
.ICAM-1과 VCAM-1은 이러한 유착상

태의 활성화를 기 지 병소에서도 수행함으로서

염증세포,특히 호산구의 기 지 침윤을 매개한다

는 에서 치료의 요한 목표분자로 인식되고 있

다.실험결과로 볼 때 五味子 추출액은 호산구의

침윤시 기 지상피세포의 ICAM-1,VCAM-1유

자 발 을 억제함으로써 호산구가 으로부터

경내피로 이동하여 기 지 상피조직으로 침윤하는

마지막 과정에도 향을 미치는 것으로 악할 수

있었다.五味子가 기도의 염증반응을 다양한 측면

에서 억제하여 천식치료에 효과가 있음을 알 수

있었다.

재까지의 연구로 五味子가 천식 치료에 도움

이 되는 것을 확인할 수 있었으며,특히 최 등11이

발표한 오미자의 호산구 화학주성 억제효과와 세

포유착분자인 ICAM-1,VCAM-1 eotaxin,IL-8

의 발 억제 효능을 이 실험을 통하여 재확인 할

수 있었다.이번 연구를 통하여 五味子가 기 지상

피세포에서 호산구의 침윤을 유도하는 PAFR,

LTB4R,LTC4S,RANTES,그리고 MCP1R를 억

제하여 호산구의 이동과 경기 세포막 이동을 유

의하게 해함과 동시에 ICAM-1과 VCAM-1의
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윤을 방해하고 이를 통해 만성염증반응의 억제에

효과가 있는 것으로 유추할 수 있었다.

Ⅴ.結 論

五味子가 천식에 미치는 향을 알아보고자 인간

기 지상피세포주인 A549cell에 五味子를 처리하고

30min,1hr,3hr과 6hr시간 별로 oligonucleotide

chip을 이용하여 발 된 유 자의 발 양상을

geneontology로 분석하여 molecularfunction 주

로 분석하고,다양한 유 자들의 발 양상을 평가

한바 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.A549cell에 IL-4,TNF-α,IL-1β cytokine으로

자극하여 chemokine의 발 을 유도한 후 五味

子 추출액으로 처리한 결과,염증에 여하는

MMP2,MMP11,MMP14,MMP15,MMP16,

MMP19,MMP25,MMP27그리고 MMP28의

유 자 발 이 감소하는 경향을 보 다.

2. 五味子 추출액을 처리한 A549 cell에서

proinflammatory cytokine과 련된 IL1F8,

IL1F9, IL1R1, IL1RN, IL1RAPL1, IL8,

TNFRSF4,TNFSF10c,TNFSF13,TRAF5,그

리고 TRAF7의 발 이 감소하는 경향을 보

다.

3.五味子 추출액을 처리한 A549cell에서 세포 이

동에 여하는 FN1,그리고 FNDC3B와 호산구

의 침윤 유도에 여하는 PAFR,LTB4R,

LTC4S,RANTES,그리고 MCP1R와 세포유착

분자에 속하는 ITGB1,ITGBL1,Selectin P

ligand,SelectinE,ICAM2,ICAM3,VCAM1,

PECAM,그리고 FCER1G의 발 이 감소하는

경향을 보 다.
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