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The purpose of this study was to investigate the anti-inflammatory effects of aqueous extract from Belamcanda

chinensis (BC) on the RAW 264.7 cells. To evaluate the anti-inflammatory effects of BC, we examined the cytokine

productions including nitric oxide (NO), interleukin (IL)-1b, IL-6 and tumor necrosis factor-a (TNF-a) in lipopolysaccharide

(LPS)-induced RAW 264.7 cells and also inhibitory mechanisms such as mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and

nuclear factor kappa B (NF-kB) using Western blot. BC inhibited LPS-induced production of NO, IL-6 and TNF-a but not

of IL-1b in RAW 264.7 cells. BC respectively inhibited the activation of MAPKs such as c-Jun NH2-terminal kinase (JNK)

and p38 but not of extracelluar signal-regulated kinase (ERK 1/2) and NF-kB in the LPS-stimulated RAW 264.7 cells.

Taken together, Our results showed that BC down-regulated LPS-induced NO, IL-6 and TNF-a productions mainly

through JNK and p38 MAPK pathway.
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서 론

射干은 붓꽃과(Iridaceae)에 속한 다년생 초본인 범부채

(Belamcanda chinensis Leman)의 根莖으로, 봄 또는 가을에 채

취하여 건조하여 사용한다. 射干의 성질은 차고, 맛은 쓰다. 射干

의 효능은 淸熱解毒·消痰·利咽이 있다
1)

. 射干의 성분으로는

belamcandin, iridin, tectoridin, tectorigenin이 많이 알려져 있으

며, 여기서 tectoridin와 tectorigenin은 항암 작용과 항염 작용이

있음이 널리 알려져 있다
2,3)

. 射干의 성분과 메탄올 추출물에 대

한 보고는 있으나4), 射干의 물 추출물이 대식세포에서 항염증 작

용을 나타내는 지에 대해서는 정확히 알려지지 않았다. 이에 우

리는 射干의 물 추출물의 항염증 작용과 그 기전을 조사하였다.

염증 반응은 병리학적 상태에서 중요한 역할을 한다5). 염증

반응 중에서 대식세포는 외부 침입 물질에 대한 방어 기전을 신

속하게 보내는 역할을 한다. 대식세포가 활성화 되면, 대식세포

는 많은 염증성 인자들을 생산하는데, 그 인자들에는 tumor

necrosis factor-a (TNF-a), interleukin (IL), leukotrienes, nitric

oxide (NO) 등이 있다6,7). 이러한 cytokine의 과잉생산은 류마티

스성 관절염, 천식, 호흡기 질환, 폐혈증 등의 질환을 유발하는

중요한 인자가 된다
8)

. 그리하여, 염증 반응을 억제하는 것은 염

증성 질환을 치료하는 데 큰 도움이 된다.

Nitric oxide (NO)는 높은 반응성을 가진 생체 생성분자로

써, NO synthase (NOS)에 의해 L-argine으로부터 생성된다
9)

.

NO는 신경전달, 혈관의 이완 및 세포 매개성 면역반응에 관여하

는데, 특히 대식세포에 lipopolysaccharide (LPS)로 자극하면

inducible NOS (iNOS)가 발현되어 NO을 생성하게 된다
10-14)

. 이

렇게 생성된 NO는 염증반응을 매개하는 역할을 하게 된다. NO

의 발현과 염증성 cytokine의 생산은 주로 mitogen-activated

protein kinases (MAPKs)를 통해 일어난다
15)

. MAPKs의 구성은

주요하게 3개로 이루어져 있다; extracellular signal-regulated

kinase (ERK), c-jun NH2-terminal kinase (JNK), p38이 그 구성

인자들이다
16)

. MAPKs의 활성은 대식세포에서 NO의 생산과 전

염증성 cytokine의 발현을 초래한다15). 따라서, 항염증성 약물의

개발은 MAPKs의 활성을 억제하는 물질의 개발로도 그 의미를

확대할 수 있으며, 이는 염증성 인자들의 생산의 억제에 영향을

줄 수 있음을 보여준다.

Nuclear factor kappa B (NF-kB)는 선천성 면역반응에서 병
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원성 미생물을 인식하여 Toll like receptor (TLR)을 통하여 활성

화 된다17). 특히 TLR4의 ligand인 LPS는 그람 음성 박테리아의

외부세포막의 구성성분으로 대식세포를 활성화시키며, 또한

endotoxic shock의 원인물질로써 알려져 있다. 대식세포를 LPS

로 자극하면 TNF-a, IL-1, IL-6등과 같은 사이토카인 및 NO의 발

현을 증가시킨다. LPS가 혈액에 있을 경우 즉각적으로 LBP

(lipopoly-saccharide binding protein)와 접합하고 다시 CD14와

복합체를 형성하는데 이렇게 형성된 LPS/LBP/CD14 복합체가

세포표면에 작용하여 MAPK (mitogen-activated protein kinase)

의 활성화 및 NF-kB의 활성화를 일으킨다18-20).

이에 射干 물 추출물이 LPS로 유도한 대식세포의 활성화를

억제하는 효과를 검증하고자 마우스 대식 세포주인 RAW 264.7

cell에서 NO와 전염증성 사이토카인(IL-1b, IL-6, TNF-a)의 발현

에 대한 실험을 하였고, MAPKs family인 extracelluar

signal-regulated kinase (ERK 1/2), c-Jun NH2-terminal kinase

(JNK) 및 p38에 미치는 영향을 조사하였다. 또한 NF-kB의 활성

지표가 될 수 있는 inhibitory kappa B a (Ik-Ba)를 조사하였다.

재료 및 방법

1. 약재

실험에 사용한 射干는 옴니허브에서 구입하여 원광대학교

한의과대학 본초학 교실에서 射干로서 확인을 받은 후 사용하였

다. 射干 추출물을 얻기 위하여 물 1 L에 射干 100 g을 넣고 2시

간 30분 동안 전탕한 액을 동결 건조하여 3차 증류수에 녹여서

필터한 후 사용하였다

2. 시약

Fetal bovine serum (FBS), RPMI-1640,

penicillin-streptomycin등의 세포 배양용 시약들은 Gibco BRL

(Grand Island, USA)사에서 배양조는 Corning(Rochester, USA)

사에서 구입하였다. 실험에 사용된 시약 중 chloroform, Tri-zol,

sodium dodesyl sulfate (SDS), acrylamide, bisacrylamide, LPS,

Tris-HCl 등은 SIGMA(St. Louis, USA)사에서 구입하였으며, 실

험에 사용된 항체인 anti-phospho-ERK1/2, anti-phospho-p38,

anti-Ik-Ba, anti-phospho-JNK는 Cell signaling사에서 구입하였

다. 실험에 사용된 모든 시약은 분석용 등급이상으로 사용하였다.

3. MTT 분석

RAW 264.7 cell의 생존율은 밀집세포의 미토콘드리아 탈

수소 효소에 의해 자줏빛 formazan 생성물로 변하는 MTT환원

을 바탕으로 MTT분석법으로 측정했다. 간단히 설명하면 지수

성장을 하는 세포들은 RPMI-1640배지에서 2 x 105 의 밀도로

현탁하였고, 여러 가지 농도로 射干을 처리하였다. 24시간 동안

배양한 뒤 5 mg/ml의 농도로 배양하기 위해서 MTT용액을 첨

가하고 다시 30분 동안 배양하였다. MTT-formazan 생성물은

DMSO를 첨가함으로써 용해했다. formazan의 양은 해액을

96-well plate에 loading한 후, 540 nm에 흡수되는 양을 측정함

으로서 결정했다.

4. NO 농도의 측정

NO의 기질인 L-알기닌은 L-시트룰린과 일산화질소로 변하

는데, 이는 빠르게 안정된 이산화질소, 아질산염, 질산염으로 변

한다. 그리스 시약 (Griess reagent: 0.5%의 설파닐아미드, 2.5%의

인산 및 0.5%의 나프틸에틸렌아민)은 아질산염과 화학 반응하여

보라색의 아조염을 형성하고 이것은 일산화질소의 농도와 일치

하기 때문에, 아조염의 농도로부터 아질산염의 농도를 측정하여

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포들은 RPMI-1640배지에서

2 x 105 의 밀도로 현탁하였고, 여러 가지 농도로 射干을 처리하

였다. 24시간 동안 배양한 뒤, 세포 상층액 따서 96-well plate에

loading하였다. 100 ㎕의 그리스 시약을 첨가하고, 그 혼합물을

흡광도를 측정하였다. 흡광도는 스펙트로포토메터 (MD, U.S.A)

로 540 nm에서 측정하였다. 일산화질소의 농도는 아질산염의 표

준커브로부터 계산하였다.

5. Cytokine (TNF-a, IL-1b, IL-6) 측정

LPS (500 ng/ml)로 RAW 264.7 cell을 자극하기 전 射干 추

출물을 1시간동안 전 처리 하였다. Pro-inflammatory cytokine의

염증매개물질의 생성에 미치는 약물의 효과를 검증하기 위해서

LPS (500 ng/ml)로 자극한 후 24시간 뒤 이들 염증매개물을 세

포 상층액에서 ELISA법으로 정량하였다. ELISA는 BD

pharmingen(USA)에서 Mouse ELISA kit for IL-1beta, IL-6,

TNF-alpha를 구입하여 시행하였다.

6. RNA 추출 및 Real-time RT-PCR

Total RNA는 Tri-zol 시약을 이용하여 추출하였다. 먼저 배

양한 세포에 射干를 전 처리한 뒤 LPS로 자극한 후 24시간 배양

한 세포를 PBS로 2회 씻은 다음 PBS 1 ㎖씩 가해 세포를 포집한

후, 원심분리를 하여 위의 PBS는 버리고 바닥에 남은 세포를

Tri-zol (invitrogen, USA) 용액을 1 ㎖ 넣어서 세포를 용해시킨

후 100 ㎕의 chloroform 용액을 가하고 두 세번 잘 섞어준 뒤

15,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 맨 위의 상층액을 취한다.

그 후 2-propanol과 1:1로 섞은 뒤 15,000 rpm에서 10분간 원심

분리하여 위에 상층액은 버리고 남은 침전물에 80% ethanol로 2

회 씻고 침전물을 건조시켰다. 그리고 침전물에 DEPC 처리한 증

류수를 15 ㎕씩 넣어 RNA를 용해시키고 정량한다. 추출한 RNA

는 reverse transcriptase PCR 의 protocol을 사용하여 cDNA로

합성하였다. 간단히 기술하자면 역전사 반응을 위하여 total

RNA (1 mg) 에 0.5 mg 의 oligo-(dT)을 넣고 70℃ 에서 10 분간

변성시켰다. 그 후에 1X single strand buffer, 0.5 mM DTT, 500

mM dNTPs, 200Unit reverse transcriptase 을 첨가하고 42℃에

서 1시간동안 반응시켰다. 그 후에 PCR은 각각의 tube에 1 ml

cDNA, 1x PCR buffer, 1 mM MgCl2, 200 mM dNTPs, 0.2 mM

의 primer를 넣고 PCR 조건인 92℃에서 30초, 58℃에서 45초, 그

후에 72℃에서 30초를 30cycle 반복하였다. Forward (f)와

reverse (r) primer 및 TaqMan probe는 Applied Biosystems에서
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합성하였다.

7. Western blot analysis

RAW 264.7 cell을 60 mm culture dish에 5 x 106 cells/ml로

세포를 배양하고 serum free media (RPMI 1640)로 12시간

starvation 시킨 후 射干 (500 mg/ml)를 전처리 하고 1시간 뒤에

LPS (500 ng/ml)로 자극하여 cold PBS로 3회 세척한 후 농도별

로 cell을 harvest하여 cell을 얻은 뒤 원심분리 (5,000 rpm, 5

min) 하여 그 상층액을 버리고 cell pellet을 수거하였다. lysis

buffer (lysis buffer 1 ml + phosphotase inhibitor 10 ㎕ +

protase inhibitor 10 ㎕)를 넣어 단백질을 lysis 시켜서 원심분리

(15,000 rpm, 20 min)하여 찌꺼기를 가라앉히고 단백질 정량하였

다. 동일한 양의 단백질을 샘플링 버퍼 (4X)를 같이 넣어 섞은 다

음 그 샘플을 10% SDS-PAGE에 전기영동 한 후 5% skim milk

로 2 시간 blocking 하였다. ERK, p38, JNK의 phosphorylation과

Ik-Ba을 ECL detection 용액 (Amersham)으로 확인하였다.

8. 통계처리

모든 실험 결과는 3회 이상 실시하여 그 평균값을 기초로

Mean ± S.D. 로 나타내었으며, 실험결과에 대한 통계처리는

students' t-test에 준하였고 p-value가 0.05 미만일 경우 유의한

것으로 판정하였다.

결 과

1. 射干 물 추출물의 RAW 264.7 cell에 대한 독성

射干의 세포독성에 관해 알아보기 위하여 RAW 264.7 cell에

射干를 농도 의존적으로 처리하여 24 시간 후에 세포의 생존율

을 측정하였다. Fig. 1에 나타난 바와 같이 射干는 RAW 264.7

cell에 독성을 나타내지 않았다.
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Fig. 1. Effect of BC on cytotoxity in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells
were incubated with BC as indicated dose. After 24 h, cell viability was measured

by MTT assay as described in materials and methods. Data are means of three

independent experiment. *P < 0.05 : significant as compared to saline. The similar

results were obtained from three additional experiments.

2. 射干 물 추출물이 NO 생성에 미치는 영향

射干 물 추출물에서의 항염효과에 대해서 조사하기 위하여

먼저 射干가 RAW 264.7 cell에서 LPS에 의한 NO 생성에 미치는

영향을 조사하였다. 射干를 다양한 농도로 전 처리하고 LPS로

자극하였다. 24시간 후에 세포 상층액에서 NO의 생성을 측정한

결과 LPS로 자극한 대조군에 비해 射干 추출물을 전 처리한 군

에서 농도 의존적으로 NO 생성이 감소하고 있음을 알 수 있다

(Fig. 2).
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Fig. 2. The inhibitory effects of BC on LPS-induced NO production.
The cells were treated with BC water extract as indicated concentration for 1 h,

and then incubated with or without 500 ng/ml LPS for 24 h. NO release was

measured by the method of Griess.
*
P < 0.05 : significant as compared to saline,

†
P < 0.05 : significant as compared to LPS alone. The similar results were

obtained from three additional experiments.

3. 射干 물 추출물이 IL-1b, IL-6, TNF-a 발현에 대한 영향

RAW 264.7 cell에서 전염증성 인자들의 발현에 射干 물 추

출물의 효과를 조사하기 위하여, 射干를 전 처리한 후 LPS로 자

극하여 ELISA 방법으로 IL-1b, IL-6, TNF-a를 측정하였다. 전염

증성 인자들의 발현을 조사한 결과 射干 물 추출물이 IL-1 beta

의 생성은 억제하지 못하였으나, IL-6 와 TNF-a의 발현을 농도

의존적으로 억제함을 알 수 있었다(Fig. 3).
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Fig. 3. Effect of BC on the productions of IL-1b, IL-6 and TNF-a in

RAW 264.7 cells. The cells were pre-treated BC as indicated concentrations
for 1 h, and then incubated with or without 500 ng/ml LPS for 24 h. Detail

methods were described Materials and Methods. *P < 0.05 : significant as

compared to saline, †P < 0.05 : significant as compared to LPS alone. The

similar results were obtained from three additional experiments.

4. 射干 물 추출물의 IL-1b, IL-6, TNF-a mRNA 발현에 대한 영향

射干 물 추출물이 RAW 264.7 cell에서 전염증성 세포 활성

물질을 단백질 수준에서 억제하였음에 착안하여(Fig. 3), mRNA

수준에서도 전염증성 인자들을 억제함을 알아보기 위해 射干 물

추출물을 전 처리한 후 LPS로 자극하여 IL-1b, IL-6, TNF-a의

mRNA를 측정한 결과, IL-6 와 TNF-a mRNA 발현은 현저히 억

제하였으나, IL-1b mRNA 발현은 억제하지 못했다(Fig. 4).
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Fig. 4. Effect of BC on the mRNA expression of IL-1b, IL-6 and

TNF-a. The cells were pre-treated BC water extract as indicated concentrations
for 1 h, and then incubated with or without 500 ng/ml LPS for 24 h. Detail

methods were described Materials and Methods.
*
P < 0.05 : significant as

compared to saline, †P < 0.05 : significant as compared to LPS alone. The

similar results were obtained from three additional experiments.

5. 射干 물 추출물에 의한 MAPKs의 발현억제 효과

MAPKs는 세포활성물질의 생성 조절 및 다양한 생물학적

기능을 조절한다
19)

. LPS로 활성화된 RAW 264.7 cell에서는 ERK,

JNK, p38 의 활성이 증가하지만, 射干를 전 처리 했을 경우 JNK

와 p38의 활성이 억제되었다(Fig. 5).
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Fig. 5. Effects of BC on the activation of MAP kinase on

LPS-stimulated of RAW 264.7 cells. The cells were pre-treated with BC
aqueous extract as indicated concentrations for 1 h, and then incubated with 500

ng/ml of LPS for 15 min. Right pannels mean the density of left pannel (western

blot). Detail methods were described Materials and Methods. *P < 0.05 :

significant as compared to saline, †P < 0.05 : significant as compared to LPS

alone. The similar results were obtained from three additional experiments.

6. 射干 물 추출물에 의한 NF-kB의 활성억제 효과

LPS는 NF-kB를 활성화 시켜서 각종 염증성 cytokine을 분

비한다17). 또한 NF-kB의 활성은 inhibitory kappa B alpha

(Ik-Ba)의 분해에 의존하게 된다17). Fig. 6에서 나타난 바와 같이

射干 물 추출물이 LPS에 의한 Ik-Ba의 분해를 억제하지 못했다.

즉 射干 물 추출물이 NF-kB의 활성을 억제하지 못하고 있다는

것을 보여준다.
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Fig. 6. Effects of BC on the activation of NF-kB on LPS-stimulated

of RAW 264.7 cells. The cells were pre-treated with BC aqueous extract as
indicated concentrations for 1 h, and then incubated with 500 ng/ml of LPS for

15 min. Lower pannel means the density of upper pannel (western blot). Detail

methods were described Materials and Methods.
*
P < 0.05 : significant as

compared to saline,
†
P < 0.05 : significant as compared to LPS alone. The

similar results were obtained from three additional experiments.

고 찰

현재 많은 항염증 약물이 많이 발견되었지만, 그 약효는 한

정 되어있고, 이제 그 약물조차도 내성과 독성으로 인해 대안이

필요한 것이 현실이다. 그 대안으로 떠오르는 것이 천연물 신약

이며, 이에 이 논문에서는 射干 물 추출물을 이용하여, 항염증 작

용을 알아보았다. 射干은 한국과 일본 등지의 동남아시아에서 자라

며, 중국에서는 다양한 염증질환을 치료하는 데 이용되고 있다
21,22)

.

특히 射干의 작용은 항산화 작용과, 퇴행성 질환 억제 작용이 뛰

어난 것으로 보고되어있다
2,3)

. 성분에 대한 조사는 많이 이루어

지지 않았지만, tectoridin와 tectorigenin와 같은 성분은 항암 작

용과 에스트로겐 촉진 작용에 대해 조사가 이루어져 있다23,24).

하지만 이러한 射干의 작용은 메탄올 추출물에 한정되어 있다.

일반적으로 추출 용매에 따라 그 추출성분이 달라지는데, 메탄올

은 유기용매로서 일반적으로 무극성으로 타나내어 무극성 분자

를 가진 성분이 주로 추출되게 된다. 하지만 물을 용매로 사용하

였을 때는 극성 분자를 가진 성분이 주로 추출 되게 된다. 이는

물 추출과 메탄올 추출의 유효성분이 다를 수 있음을 보여준다.

이에 이 논문에서는 射干의 물 추출물을 이용해 그 유효한 성분

의 작용과 효과를 밝혀냈다.

Inducible nitric oxide synthase (iNOS)에 의해 L-arginine이

변성되어 생성되는 NO는 염증성 매개체로서 대식세포의 종양,
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박테리아 파괴 능력과 같은 면역반응에 중요한 역할을 한다19).

또한 장기 기능에 미치는 LPS의 유독한 작용의 원인은 NO이다19).

iNOS에 의한 NO의 지나친 생산은 폐혈증과 류머티즘과 같은

면역질환을 야기할 수 있다25). 射干 물 추출물은 NO를 유의적으

로 억제하여 염증 반응을 억제하였음을 보여준다(Fig. 2).

이 논문에서는 또한 射干 물 추출물이 cytokine 생성에도 영

향을 주는지 알아보았다. 기존의 보고와 같이, LPS는 TNF-a,

IL-1b, IL-6와 같은 전염증성 cytokine의 생성을 유도하였다6). 이

러한 전염증성 인자들은 면역세포를 활성화시켜서 세균의 침입

을 효과적으로 방어하도록 도와준다. 특히 이들 중에서 TNF-a와

IL-6는 염증성 질환 등에서도 주요한 작용을 하며, 실제로 패혈

증과 같은 염증성 질환이 일어났을 때, 신체 내에서 고농도로 발

현이 되고, 이는 장기로 유입되어서 장기 손상과 부전을 일으킨

다고 보고되어있다26,27). 이 연구에서는 射干 물 추출물이 LPS로

유도한 TNF-a와 IL-6의 생성을 억제하였음 보여줬다. 이러한 결

과로 보아 射干 물 추출물의 유효한 성분이 항염증 작용을 가지

고 있음을 보여준다(Fig. 3 & 4).

LPS는 MAPKs와 NF-kB를 활성화시켜서 NO 및 전염증성

cytokine을 생성한다28-31). ERK 1/2, JNK, p38의 활성은 ERK

1/2, JNK, p38의 인산화에 의해서 나타난다. IKK의 활성은

NF-kB Rel A와 Ik-Ba의 인산화와 유비퀴티네이션과 프로테오소

멀 분해를 촉진하며, NF-kB 조합체는 핵으로 전사되어, NF-kB의

서브 유닛인 RelA와 kB 의존적인 유전자를 활성화 한다32,33). 그

리하여 NF-kB 활성은 Ik-Ba의 감소를 통해 알아낼 수 있다. 射干

물 추출물이 JNK와 p38 인산화는 억제하였으나, ERK 1/2의 인

산화와 Ik-Ba의 분해를 억제 하지 못하였다.

이러한 실험 결과들은 射干 물 추출물이 대식세포에서 JNK

와 p38 의 인산화를 저해하여서 IL-6, TNF-a와 NO의 생산을 억

제하였다고 생각된다. 射干 물 추출물의 이와 같은 작용은 천식,

류마티스 관절염 같은 자가 면역 질환과 소화 질환 염증, 예를

들어 췌장염, 지방간, 대장염 등과 염증에 효과적일 것이라고 생

각되어진다. 위와 같은 射干 물 추출물의 효능을 이용하여, 추가

적인 마우스나 랫트에서 in vivo 실험이 이루어져야 할 것이다.

결 론

마우스 대식 세포 주인 RAW 264.7 cell을 LPS로 자극하였을

때 射干 물 추출물의 항염증 효과를 조사하여 다음과 같은 결론

을 얻었다.

射干 물 추출물은 세포독성이 거의 나타나지 않았으며 농도

의존적으로 NO 생산을 억제하였고, IL-6 와 TNF-a의 생성을 단

백질 수준과 mRNA 수준에서 억제하였다. 射干 추출물은 JNK,

p38의 활성을 억제하였으나, ERK 와 NF-kB 활성를 억제하지 못

했다.

이와 같은 결과로 보아 射干 물 추출물은 대식세포에서 염

증을 발생 하였을 때, NO 및 IL-6, TNF-a의 발현을 억제하고,

이는 JNK, p38 MAPKs의 활성를 억제함을 통해 일어남을 알 수

있었다. 이러한 결과로 보아 射干 물 추출물에서도 유효한 성분

이 작용하여 항염증 작용을 보여줌을 알 수 있었다.
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