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괴화 추출물 루틴의 소염작용: 쥐의 복강대식세포로부터 NO와 

TNF-alpha 생산에 있어서 괴화 루틴에 의한 억제효과
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ABSTRACT : Korean Sophora japonica has been found to posses an anti-inflammatory activity. In this study, Korean

Sophora japonica extract, rutin, was used to know whether rutin inhibits to produce inflammatory mediators NO and TNF-

α from the mouse peritoneal macrophages that were treated an inflammatory agent LPS. The rutin-1 hr pretreated mac-

rophages were incubated with LPS for 0.5~5 hrs, and then collected the supernatant and the cell lysate for measurements of

the level of iNOS, NO, TNF-α mRNA, TNF-α, and p-NF-κB. Minimal and maximal effective doses of the rutin on them were

1 and 100㎍/㎖, respectively. The maximal effective dose of rutin certainly inhibted the productions of iNOS, NO, TNF-α

mRNA, TNF-α, and p-NF-κB from the LPS-treated macrophages (p < 0.0001). Its ED50 for inhibition of TNF-α mRNA and

p-NF-κB was 5㎍/㎖, and for iNOS, NO, and TNF-α was 10㎍/㎖. The rutin did not have any cytotoxic effect. As the

results, the Sophora japonica rutin could be a good candidate for an anti-inflammatory action.
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서 언

염증발생 시 염증부위에 면역세포들이 침투되고 이들 세포

들에 의해 여러 종류의 화학물질 및 cytokine를 생산 분비하

여 생체방어 및 염증반응을 일으킨다. 이들 면역세포 중 탐식

및 항원제공에 관여하는 대식세포는 감염초기에 nitric oxide

(NO), tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) 등을 생산 분비

하여 생체방어에 중요한 역할을 한다 (Arenzana-Seisdedos et

al., 1987; Le and Vilcek, 1987; Snyder and Bredt, 1992).

이 물질들에 의한 생체방어과정에서 염증이 유발하기에 염증

분야에서는 이 물질들을 일명 염증매개물질이라 하기도 한다.

NO는 nitric oxide synthase (NOS)의 촉매에 의해 생산되는

데 NOS는 iNOS (inducible NOS), nNOS (neuronal NOS),

eNOS (endothelial NOS) 세 종류가 있는데 NADPH의 도움

을 받아 L-arginine를 산화해 NO와 citrulline을 생산한다

(Nathan, 1997). 대식세포에는 주로 iNOS가 존재하며 생성된

NO는 free radical 구조이기 때문에 반감기가 6~10초로 매우

불안정하여 안정화된 최종산물인 NO2 (nitrite)로 신속히 변환

되는 것으로 알려져 있다 (Bredt et al., 1992). TNF-α는 일

명 cachectin이라 하며 중요한 면역 활성물질이며 trimer 형일

때 생물학적 활성이 크며 단구와 대식세포에서 많이 생산되어

진다 (Tracey et al., 1988). NO와 TNF-α는 감염세균 중의

하나인 그람음성세균의 내독소인 lipopolysaccharide (LPS)에

의해 대식세포로부터 많이 유도되어 진다 (Dinerman et al.,

1993). 대식세포에서 iNOS와 TNF-α의 생산은 전사인자 NF-

κB에 의해 조절되어지며 NF-κB가 활성 시에는 인산화 NF-

†Corresponding author: (Phone) +82-43-840-3752 (E-mail) erk.her@kku.ac.kr
Received 2010 February 19 / 1st Revised 2010 April 9 / 2nd Revised 2010 April 16 / Accepted 2010 April 20



이무홍·정재현·정명수·장성호·허 억

106

κB로 된다 (Cutolo et al., 2003; Lee et al., 2007). 근래 염

증분야 연구에서는 염증매개물질 NO와 TNF-α 생산 분비를

억제하는 천연소염물질을 찾는데 초점이 맞추어져 있는데 그

이유는 cortisol 합성제제와 같은 기존 소염제가 부작용이 많

기 때문이다 (Wu et al., 2008). 소염효과와 관련된 천연물

중에는 오랜 세월동안 민방요법으로 사용되어 온 한약재들이

많이 포함되어 있다. 

이들 한약재들 중에는 민방으로 오랜 세월동안 장풍치료에

사용되어 오고 있는 괴화가 있는데, 이 추출물이 염증성 치주

질환 치료효과가 보고된 바 있으며 (Lee et al., 2005), 그리

고 microglial cell의 활성 및 뇌세포죽음을 감소시키는 효과가

있어 인간의 뇌경색 등 뇌질환 치료에 효과가 있을 것이라고

제안한 바 있다 (Lao et al., 2005). 괴화 구성성분에는

flavonoids (Wang et al., 2006), triterpene glycosides

(Gorbacheva et al., 1996), agglutinin (Ashworth et al., 1995),

phospholipids, alkaloids, amino acids, polysaccharides 등이

있다 (Mukhamedova and Glushenkova, 1997; Sun, 2007).

Flavonoids를 isoflavone과 isoflavone glycosides, apigenin,

quercitrin, rutin으로 세분화하는데 isoflavone에는 biochanin,

irisolidone, genistein이 있고 isoflavone glycosides에는

sissotrin, sophorabioside, genistin, tectoridin이 있다 (Kim

and Yun-Choi, 2008). 이들 괴화성분 중 flavonoids가 anti-

platelet 활성을 가지고 있으며 (Kim and Yun-Choi, 2008),

그리고 isoflavone glycosides가 IL-6과 COX-2의 활성억제와

족부종을 억제한다는 것이 보고되었다 (Kim et al., 2003). 그

리고 루틴 (Sigma)이 호중구의 탈과립과 화주성을 억제하며

또한 족부종을 억제한다는 논문이 발표되었다 (Selloum et al.,

2003). 그러나 현재까지 괴화 rutin에 대해 다양한 연구가 발

표되었지만 대식세포에 있어서 염증매개물질 생산에 있어 작

용 및 작용기전에 대한 연구발표가 없다. 

이에 본 연구는 괴화 루틴이 대식세포에서 대표적 염증매개

물질인 NO와 TNF-α 생산에 있어 작용과 기전 그리고 세포

독성을 가지고 있는 지를 밝히고자 하였다. 연구수행 결과 괴

화 루틴이 대식세포의 주요 전사인자인 NF-κB의 인산화 억

제, 그리고 NO와 TNF-α 생산을 억제한다는 것과 세포독성을

가지고 있지 않음을 보였다. 

재료 및 방법

1. 시약 및 실험동물

복강 대식세포 배양을 위하여 배양액 RPMI-1640, fetal

bovine serum (FBS), L-glutamine acid, penicillin-streptomycin

및 trypsin-EDTA는 Gibco-BRL (Grand Island, NY, USA)로

부터 구입하였으며, 각종 culture plates, flasks, 그리고 각종

tube들은 Falcon (Franklin Lakes, NJ, USA)으로부터 구입하

였다. iNOS, TNF, NF-κB, p-NF-κB 검사를 위해

immunoblotting에 사용된 각종 항체는 Santa Cruz Biotech-

nology (Santa Cruz, CA, USA)에서, 역전사 중합 연쇄반응

(RT-PCR)을 위한 시약은 Takara (Otsu, Shiga, Japan)에서,

ethanol을 비롯한 각종 유기용매들은 Merck (Berlin, Germany)

에서, standard rutin 및 각종 시약은 Sigma (St Louis, MO,

USA)에서 구입했다. 본 실험에서 복강 대식세포의 추출을 위

해 사용된 Balb/c 생쥐들은 분양받아 항온 항습실에 사육하면

서 실험하였다. 항온항습실의 조건은 온도 22 ± 1℃, 습도

55 ± 5%, 조명 150 Lux의 조건이었다.

2. 괴화 (Flower buds of Sophora japonica)로부터 rutin 분리

건재상에서 구입한 한국산 괴화를 물로 세척하고 잘 건조시

킨 괴화를 50% 에탄올 수용액에 가한 후 교반하여 주면서

80℃에서 2시간 단위로 2회 추출하였다. 상기 추출물을 상온

으로 서서히 냉각시킨 다음 원심여과하여 잔사를 제거하고 여

액을 병합하여 60℃에서 감압 농축하여 농축액을 얻었다

(Paniwnyk et al., 2001; Kim and Yun-Choi, 2008). 상기

농축액을 전개용매 50% 에탄올로 칼럼 C-18 COSMOSIL

PACKED (10㎛, 4.6 × 250㎜, column 온도 20℃)에서 유속

0.8㎖/mim으로 하여 280㎚ UV 검출기를 가진 semiprep

Waters HPLC (Waters 2690 Separations Module and

Waters 2487 Dual Absorbance Detector, Waters, Milford,

MA. USA)와 collector (Foxy 200 X-Y Fraction Collector,

Isco, Lincoln, Neb. USA)를 이용해 rutin을 분획 분리하였으

며, 수율은 분리실험에 따라 차이가 있었으나 5.0~7.0% (w/w)

이였다 (data not shown). 이 때 괴화 루틴 분획을 위한

retention time은 12.592분 이였다 (Fig. 1). 분획을 위한

standard rutin은 Sigma (St Louis, MO, USA)로부터 구입해

사용하였다. 본 추출 분획 과정에서 괴화 루틴내의 세균내독

소인 LPS 잔유량 검사는 Limulus ES II kit (Wako, Osaka,

Japan)로 검사하였으며. 잔류량은 17 endotoxin units (EU)/㎖

이였다 (data not shown). 유럽국가에 있어 시약에 LPS 잔류

량 기준 허용범위는 350 EU/㎖ 인데 (Scheer, 1993), 본 괴화

루틴은 기준 허용범위의 1/20 이하에 불가해 추후 각종 소염

실험에 아무런 문제가 없었다.

3. 마우스로부터 대식세포의 추출 및 자극

7 주령의 Balb/c 마우스에 2 개월 이상 배양된 thiogly-

collate medium (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)을 마

우스에 투여한지 4일 후 마우스를 경추 탈골시켜 희생시킨 후

대식세포를 무균상태에서 회수하여 cold incomplete RPMI-

1640 medium으로 씻은 후 배양하였다 (Chang et al., 2001).

실험동물은 건국대 실험동물 윤리위원회가 인정한 미국 국립

보건원 권고 가이드라인 (NIH publication #85-23, 1985)에
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따라 수행되었다. 괴화 루틴으로 자극하기 전에 incomplete

RPMI-1640 medium으로 씻어낸 후, serum free RPMI-1640

medium을 주입하였다. 주입 후 30분에 괴화 루틴을 여러 농

도로 1시간 동안 자극한 후 염증 유도물질인 LPS (10㎍/㎖)

로 30분 (인산화 분석위해), 2시간(mRNA 분석위해) 또는 5시

간 (NO 및 단백질분석 위해) 동안 더 자극하였다. 자극시간은

예비실험에서 얻은 최적의 시간 조건이었다 (data not shown).

4. NO detection assay

NO 생산량 분석은 다른 참고문헌을 참고하였다 (Green et

al., 1982; Lee et al., 2007). 활성화된 대식세포로부터 생산

된 NO 는 곧바로 산소와 반응해 nitrite로 변환되므로 (Bredt

et al., 1992), 배양액에 있는 nitrite를 측정하여 NO 생산을

검사하였다. Nitrite는 Griess reagent를 사용하여 측정하며 간

단히 설명하면 다음과 같다. 반응은 100㎕ 배양 상등액과

100㎕ Griess reagent를 함께 혼합한 후 10분 동안 상온의

어두운 곳에서 배양하고, 배양이 끝난 후 multiwell plate

reader (Bio-Tek Instrument Inc, USA)를 이용하여 540㎚에

서 흡광도를 측정하였으며, 이 때 표준곡선을 위한 시약은

sodium nitrite (Sigma, St Louis, MO, USA)를 사용하였다. 

5. Immunoblotting

자극을 위한 배양이 모두 끝난 즉시 세포를 차가운 PBS 완

충용액으로 3회 씻은 후 각종 protease inhibitor가 함유된

lysis buffer를 사용해 세포를 용해시켰다. 세포 용해 후 시료

를 immunoblotting 기법을 사용해 세포 내에 존재하는 iNOS,

TNF-α, NF-κB, NF-κB 인산화 (p-NF-κB) 량을 조사하였다.

Immunoblotting에 관한 자세한 사항은 다른 문헌을 참조하였

다 (Lee et al., 2007; Jeoung et al., 2009). 간단히 설명하

면, 각각의 시료는 동일한 총 단백질 량을 gel에 loading한 후

0.1% SDS-PAGE에서 단백질을 분리하였다. 전기영동이 끝난

gel내의 단백질은 nitrocellulose membrane (NC; Schleicher

and Schuell, Verkaufsleiter, Germany) 위에 이동시켰다. 이동

시킨 후, NC를 blocking buffer (5% nonfat dry milk in

TBS-T buffer)와 배양시켜 항체와의 비특이적 결합을 억제시

켰다. TBS-T buffer로 씻어낸 후, rabbit anti-murine iNOS,

TNF-α, NF-κB, phospho-NF-κB polyclonal primary antibody

를 첨가하였다. 그리고 난 뒤 hybridization incubator (Robbins,

CA, USA; speed 10 rpm)에서 4℃에서 12시간 동안 배양하였

다. TBS-T buffer로 씻어낸 후, 2차 항체 (goat anti-rabbit

IgG horseradish peroxidase conjugated affinity purified

antibody)를 첨가하여 4℃에서 3시간 동안 배양하였고, TBS-T

로 씻어내었다. 그 후 NC를 ECL (peroxidase substrate,

Amersham, Cleveland, Ohio, USA)로 잘 적신 후 5분간 배

양하였다. 배양한 후, 10W safety lamp (Kodak, Rochester,

NY, USA)가 설치된 암실에서 x-ray film (Agfa, Devaert,

Belgium))에 감광시킨 후 x-ray film을 developing, washing,

fixing 및 washing 순서과정을 거친 후 iNOS, TNF-α, NF-

κB, phospho-NF-κB band의 크기와 강도를 분석하였다.

6. 역전사 중합연쇄 반응 (RT-PCR)

RT-PCR에 관한 자세한 사항은 다른 문헌을 참조하였으며

(Chang et al., 2005), 역전사 kit 및 중합연쇄반응 kit

(Takara, Otsu, Shiga, Japan)를 이용하여 실시하였다. 간단히

설명하면, Trisol (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)을

이용하여 total RNA를 추출하였다. 2㎍의 total RNA를 역전

사 반응액 (total volume: 50㎕; 10㎕ of 5x RAV-RTase

buffer, 20㎕ of 2.5 mM dNTP, 0.02 µM of TNF-α 또는

β-actin anti-sense primer, 10 units of RAV-RTase)과 혼합하

여 42℃에서 1시간 동안 반응시켜 TNF-α와 β-actin의 cDNA

를 합성하였다. 합성한 각각의 cDNA를 중합연쇄 반응액

(total volume: 50㎕; 5㎕ of 10x Taq buffer, 4㎕ of 2.5

mM dNTP, 1㎕ of 10 pmoles/㎕ TNF-α 또는 β-actin

sense or anti-sense primer, 8 units of Taq)과 혼합하여

TNF-α와 β-actin의 RT-PCR 증폭산물을 얻었다. 이 증폭 산

물은 1% agarose gel 전기영동상에서 분석하였다. 유전자 증

폭을 위하여 TNF-α forward primer : 5' - GGCAGGTCTTTG

GAGTCATTGC - 3'와 reverse primer: 5' - CATTCGAGGCT

CCAGTGAATTCCAG - 3', 그리고 β-actin forward primer:

5' - CAAAGAAAATGGACGCCGCCGAACTTGG - 3'와 reverse

primer: 5' - CCTGCTTGCTTGCTGATCCACATCTGCTGG - 3'

를 사용하였다. 

7. MTT assay

세포독성 검사인 MTT기법 (Lind et al., 1997)과 쥐의 비

Fig. 1. HPLC-profile of rutin purified from Sophora japonica. In
the HPLC condition, column temperature was 20℃,
mobile phase was 50% ethanol, and flow rate was 0.8 ㎖/
mim. The rutin was detected at RT 12.592 by 280 ㎚ set
UV detector as standard. All other details are described in
"materials and methods".
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장세포분리 (Jun et al., 2007)에 관한 자세한 사항은 다른 문

헌을 참조하였다. 간단히 설명하면, 96 well microplate

(Falcon, USA)에 있는 비장세포 (5 × 103 cells/200㎕) 또는

복강대식세포 (5 × 103 cells/200㎕)를 여러 농도의 괴화 루틴

으로 8시간 동안 자극한 후 50㎕ MTT 용액 (1㎎/㎖) 첨가

한 후 formazan 생성을 위해 4시간 동안 배양하였다. 배양

후 formazan crystal을 용해하기 위해 100㎕ DMSO를 첨가

하여 15분 동안 천천히 저어준 후 multiwell plate reader

(Bio-Tek Instrument Inc, USA)를 사용해 570㎚에서 흡광도

를 측정하였다.

8. 통계 처리

실험성적은 평균 또는 mean ± s.e.m.으로 나타냈으며, 각

group 간의 통계학적 검정에는 SAS ANOVA 프로그램 (SAS

Institute, Cary, NC, USA)을 이용하였다. p 값이 0.05 이하일

때 통계적으로 유의 있는 값으로 간주하였다.

결과 및 고찰

1. iNOS와 NO 생산에 있어 괴화 루틴의 억제효과

대식세포에는 주로 iNOS가 존재하며 LPS에 의해 많은 NO

가 생산되어진다 (Dinerman et al., 1993). iNOS에 의해 생

성된 NO는 항균 및 항비루스 물질로서 면역방어기전에 중요

한 역할을 함과 동시에 염증을 유발하기에 염증매개물질이라

한다 (Snyder and Bredt, 1992). NO의 생산을 억제하면 소

염제 역할을 하는 것으로 추측되는데 괴화추출물이 소염역할

을 한다고 보고 (Lao et al., 2005; Lee et al., 2005)된 바

있고 그리고 괴화 flavonoid 중의 하나인 isoflavone

glycosides가 IL-6와 COX-2 활성을 억제해 소염작용을 한다는

보고가 있다 (Kim et al., 2003). 그래서 괴화 flavonoid 중의

하나인 루틴의 소염효과를 알아보기 위해 먼저 iNOS와 NO의

생산에 있어 괴화 루틴의 작용을 검사하였다. 그 결과, 괴화

루틴 1㎍/㎖ 농도에서 LPS에 의한 iNOS 단백질의 생산이

억제되기 시작하다가 괴화 루틴 100㎍/㎖ 농도에서 LPS에

의한 iNOS 생산이 최대로 억제됨을 보여 주었다 (각각

P < 0.0001, P < 0.0001; Fig. 2). 괴화 루틴은 염증유발물인

LPS에 자극된 대식세포로부터 iNOS 생산을 억제하게 하는 작

용이 있다는 것을 알 수 있었고, 괴화 루틴이 농도 의존적으

로 강한 억제효과가 있음을 나타내었다. 이러한 괴화 루틴의

iNOS 생산억제 효과는 염증매개물질 NO 생산억제 여부를 궁

금하게 해 연구를 수행하였다. 그 결과, 괴화 추출물인 루틴 1

㎍/㎖ 농도에서 염증유발물질인 LPS에 의한 NO 생산억제를

보이기 시작하다가 100㎍/㎖ 농도에서는 최고의 NO 생산억

제를 보였다 (각각 P < 0.0001, P < 0.0001; Fig 3). 이러한

NO 생산억제 현상은 괴화 루틴의 농도 의존적이었다. 이러한

결과들은 괴화 루틴이 충분한 소염효능을 가지고 있음을 시사

했다. 

2. TNF-α의 mRNA와 단백질 생산에 있어 괴화 루틴의 억

제효과

TNF-α는 주요한 대식세포의 생체방어물질이며 또한 염증매

개물질이다 (Arenzana-Seisdedos et al., 1987; Le and Vilcek,

1987). 그리고 이 cytokine은 그람음성세균의 내독소인 LPS에

의해 대식세포로부터 많이 유도된다 (Dinerman et al., 1993;

Tracey et al., 1988). 괴화 루틴이 대식세포의 주요한 염증매

개물질 중의 하나인 NO 생산을 억제 했으며 (Fig. 3), 루틴

(Sigma, USA)이 호중구의 탈과립과 화주성을 억제하며 또한

족부종을 억제한다는 논문이 발표되었다 (Selloum et al.,

2003). 이러한 결과들은 괴화 루틴이 TNF-α의 생산에도 영향

을 분명히 미칠 수 있다는 가능성을 암시하였다. 그래서 TNF-

α에 대한 괴화 루틴의 영향에 대해 알고자 연구를 수행하고자

Fig. 2. Inhibitory effect of Sophora japonica rutin on LPS-
induced iNOS synthesis in mouse peritoneal macro-
phages. The cells were treated with the rutin in the
indicated doses 1 hr before incubating them with LPS
(1 ㎍/㎖) for 5 hrs and the levels of iNOS protein were
measured by means of (a) Western blot analysis and (b)
densitometric analysis. Bars represent as the means ±
s.e.m. from three independent experiments with triplicates.
All other details are described in "materials and methods".
NS represented as the non-stimulated group was treated
with media alone. ***P < 0.0001 compared with the
control (0).
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하였다. 연구수행결과, 괴화 루틴은 1㎍/㎖ 농도에서 TNF-α

mRNA 발현억제를 미미하게 (P > 0.05) 보이기 시작하다가

100㎍/㎖ 농도에서는 최고조로 TNF-α mRNA 발현억제

(P < 0.0001)를 보였다 (Fig 4). 이러한 TNF-α mRNA 발현

억제가 TNF-α 단백질 생산억제로도 이어지는지 여부를 조사

하였다. 그 결과, 괴화 루틴 1㎍/㎖ 농도에서 TNF-α 단백질

의 생산억제 (P < 0.0001)를 보이기 시작하다가, 100㎍/㎖ 농

도에서는 최고조의 TNF-α의 분비억제 (P < 0.0001)를 보였다

(Fig. 5). 이는 괴화 루틴에 의한 TNF-α 생산억제는 농도 의

존적임을 보여 주었다. 괴화 루틴이 LPS로 유도된 대식세포

로부터 iNOS, NO, TNF-α mRNA, TNF-α 생산을 확실히

억제한다는 결과들 (Fig. 2~5)은 괴화 루틴이 좋은 소염제 후

보가 될 수 있음을 말해주고 있다. 

3. NF-κB 인산화 (p-NF-κB) 생산에 있어 괴화 루틴의 억제

효과

대식세포에서 NO 및 TNF-α가 생산되기 위한 전단계로 전

사인자 NF-κB가 활성화해 인산화가 일어난다 (Cutolo et al.,

2003; Lee et al., 2007). 그러면 앞에서 보여준 괴화 루틴에

의한 iNOS와 TNF-α 생산억제도 (Fig. 2, 5) NF-κB 인산화

억제에 기인한 것인 지 알아 보고자 하였다. 그 결과 괴화 루

틴 1㎍/㎖ 농도에서 LPS에 의한 NF-κB의 인산화를 억제

(P < 0.0001)되기 시작하다가 괴화 루틴 100㎍/㎖ 농도에서

LPS에 의한 NF-κB의 인산화를 최대로 억제 (P < 0.0001)됨을

보여 주었다 (Fig. 6). 이러한 괴화 루틴의 억제작용은 농도

의존적이었으나, 10㎍/㎖과 100㎍/㎖ 사이에서는 통계적으

로 유의한 차이를 보이지 않았다. 따라서 괴화 루틴이 LPS에

유도된 대식세포에서 NF-κB 인산화를 억제해 결과적으로

iNOS, NO, TNF-α mRNA, TNF-α 생산이 억제됨을 유추할

수 있다. 즉 괴화 루틴이 iNOS와 TNF-α의 전사 후가 아니

라 전사 전 신호전달체계를 억제함을 시사하고 있다.

4. 괴화 루틴의 세포독성에 대한 안전성 효과

기존 cortisol 합성제제는 소염효과가 탁월하지만 워낙 부작

용이 많아 약재 사용에 많은 제한을 두고 있다 (Wu et al.,

Fig. 3. Inhibitory effect of Sophora japonica rutin on LPS-induced
NO production in mouse peritoneal macrophages. The
cells were treated with the rutin in the indicated doses 1
hr before incubating them with LPS (1 ㎍/㎖) for 5 hrs
and the concentration of nitrite in the culture media was
measured through the Griess reaction as described in
"materials and methods". Bars represent as the means ±
s.e.m. from three independent experiments with triplicates.
NS represented as the non-stimulated group was treated
with media alone. ***P < 0.0001 compared with the
control (0).

Fig. 4. Inhibitory effect of Sophora japonica rutin on LPS-
induced TNF-α mRNA expression in mouse peritoneal
macrophages. The cells were treated with the rutin in the
indicated doses 1 hr before incubating them with LPS
(1 ㎍/㎖) for 2 hrs and the levels of TNF-α mRNA were
determined using (a) RT-PCR analysis and (b) densito-
metric analysis. Bars represent as the means ± s.e.m.
from three independent experiments with triplicates. All
other details are described in "materials and methods". NS
represented as the non-stimulated group was treated with
media alone. ***P < 0.0001 compared with the control (0).



이무홍·정재현·정명수·장성호·허 억

110

2008). 그리고 메밀 루틴 및 괴화 루틴이 독성이 있다고 보고

된 (Harrisson et al., 1950) 바가 있으나, 최근 세포독성 실험

에서는 루틴이 어떠한 독성도 보이지 않았다고 발표했다

(Soaresa et al., 2006). 괴화 추출물이 기생충에는 독성이 있

어 항기생충 물질로 추천되기도 하지만 (Youn et al., 2003)

쥐에는 간독성이 없을 뿐만 아니라 streptozotocin에 의해 유발

된 당뇨쥐에 있어 탁월한 간 해독작용이 있음이 보고되었다

((Jung et al., 2006). 이와 같이 괴화의 독성 유무에 대한 논

점이 연구시기와 생물 종에 따라 동일하지 않았다. 그래서 괴

화 루틴의 세포 독성에 대한 안전성을 검사하였다. 결과에서

보는 바와 같이, 괴화 루틴은 높은 농도인 100㎍/㎖에서도

쥐의 비장세포 또는 대식세포에 독성 효과를 미치지 않았으며

오히려 대조군과 비교하여 미미하나마 더 높은 생존율을 보여

주었다 (Fig. 7). 이러한 결과로 미루어 괴화 루틴은 세포 독

성이 없는 소염제로서 안전성을 확인하였으며 또한 괴화의

Fig. 5. Inhibitory effect of Sophora japonica rutin on LPS-
induced TNF-α production in mouse peritoneal
macrophages. The cells were treated with the rutin in the
indicated doses 1 hr before incubating them with LPS
(1 ㎍/㎖) for 5 hrs and the levels of TNF-α protein in the
culture media were determined using (a) Western blot
analysis and (b) densitometric analysis. Bars represent as
the means ± s.e.m. from three independent experiments
with triplicates. All other details are described in "materials
and methods". NS represented as the non-stimulated
group was treated with media alone. ***P < 0.0001
compared with the control (0).

Fig. 6. Inhibitory effect of Sophora japonica rutin on LPS-induced
phosphorylation of NF-κB in mouse peritoneal macro-
phages. The cells were treated with the rutin in the
indicated doses 1 hr before incubating them with LPS
(1 ㎍/㎖) for 30 min. and the activating phosphorylation
of NF-κB were measured by (a) Western blot analysis and
(b) densitometric analysis. Bars represent as the means ±
s.e.m. from three independent experiments with triplicates.
All other details are described in "materials and methods".
NS represented as the non-stimulated group was treated
with media alone. ***P < 0.0001 compared with the
control (0).

Fig. 7. Cytotoxic effect of Sophora japonica rutin on the mouse
splenocytes and peritoneal macrophages. The cells were
treated with the rutin in the indicated doses for 8 hrs and
the viability of the cells were measured by MTT analysis.
Bars represent as the means ± s.e.m. from three
independent experiments with triplicates. All other details
are described in "materials and methods". NS represented
as the non-stimulated group was treated with media
alone. 0 group was treated with the only rutin-solving
buffer alone.
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iNOS, NO, TNF-α, TNF-α mRNA, p-NF-κB 억제효과가

세포독성에 기인한 것이 아니라는 것도 더불어 확인하였다.
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