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Objectives : Citrus is the fruit that is readily available around us. Therefore, we investigated the 
anti-inflammatory effects of fraction isolated from the Citrus hassaku pericarp in RAW264.7 
macrophage cells. 

Methods : The effects of fraction from Citrus hassaku pericarp on cell viability on RAW264.7 
cells were measured by the MTT assay. The mRNA levels of iNOS and COX-2, its protein 
level by fraction of Citrus hassaku pericarp treatment in RAW264.7 macrophage cells were 
investigated by RT-PCR and immunoblots. Nitrite accumulation in the culture was measured 
colorimetrically by the Griess reaction using a Griess reagent. The amount of IL-6 and TNF-α 

production was determined using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit. 
Results : The results indicated that the fraction of Citrus hassaku pericarp concentration highly 

suppressed lipopolysaccharide (LPS)-induced nitric oxide (NO) and IL-6 productions without a 
cytotoxic effect on RAW264.7 cells. fraction of Citrus hassaku pericarp inhibited the expressions 
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of LPS-induced iNOS and COX-2 protein and their mRNA in a dose-dependent manner. 
Particularly, fraction of Citrus hassaku pericarp suppressed the level of nuclear factor-κB (NF-κ
B) activity, which was linked with the suppression of LPS-induced phosphorylation of p65 at 
serine 276 and p65 translocation into nuclei, but not MAPK signaling. In addition, treatment 
with fraction of Citrus hassaku pericarp inhibited the production of  IL-6 and TNF-α in 
LPS-stimulated RAW264.7 cells. 

Conclusion : Our results indicate that fraction of Citrus hassaku pericarp potentially inhibits the 
biomarkers related to inflammation through the blocking of NF-κB p65 activation, and it may be 
a potential therapeutic candidate for the treatment of inflammatory diseases.

Key Words: fraction of Citrus hassaku pericarp; inflammation; NF-κB; nitric oxide; cyclooxygenase-2. 

서 론

최근 질병을 예방 혹은 치료할 수 있는 기능

은 식품이나 식물체도 가지고 있다는 것이 보고

되고 있으며
1)
, 보다 건강하게 오래 살려는 인류

의 필요성에 따라 근래에 이르러 우리나라뿐만

아니라 세계적으로 다양한 자원으로부터 다양한

생리기능을 가진 물질을 탐색하려는 연구가 활

발히 진행되고 있는데, 그 중에서도 특히 식물

자원에 포함된 화합물에 많은 관심이 집중되고

있다
2)
. 이러한 식물자원 중 제주 자생 재래귤은

각종 질환의 예방과 치료에 효능을 갖는 것으로

나타나 현재 많은 연구를 필요로 하고 있다.

염증 반응에서 대식세포 (macrophage)는 염증

반응의 유도와 유지를 위하여 병원체에 반응하

여 tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6

(IL-6), IL-1β와 같은 염증유발인자

(pro-inflammatory cytokine)를 생성하고, inducible

nitric oxide synthase (iNOS)와 cyclooxygenase-2

(COX-2)를 합성하여 NO 및 prostaglandin E2

(PGE2)를 생성한다3)~7). NO는 생리학적으로 매

우 중요한 항상성 조절자이며 NO에 의하여 장

내의 세균과 종양을 제거하고 혈압을 조절하거

나 신경 전달을 매개하는 등 다양한 역할을 한

다
8)
. 그러나 염증이 발생하면 관련된 세포로부

터 iNOS의 발현양이 증가하여 다량의 NO를 생

성하며, 과도하게 생성된 NO에 의해 조직 손

상, 유전자 변이, 신경 손상 등을 유발하고, 혈

관 투과성을 증가시켜 부종 등의 염증 반응을

촉진시킨다.8) 염증 반응이 일어나면 대식세포의

COX-2에 의해 PGE2가 생성되는데 이것은 통

증과 발열에 주로 관여하는 염증 인자이다
9,10)

.

따라서, 위의 내용을 토대로 염증 반응에서 생

성되는 NO, COX-2와 같은 물질의 생성 억제를

확인하여 항염증 효과를 확인할 수 있다.

iNOS, COX-2, IL-6, TNF-α의 발현을 포함하

는 NF-κB 활성은 NF-κB가 iNOS, COX-2, IL-6,

TNF-α 유전자의 upstream 프로모터 지역을 공

유하기 때문이다11,12). 이러한 유전자 산물은 염

증 반응의 중요한 구성요소이며 여러 염증관련

질병의 발병의 원인임을 나타낸다.
13)

우리의 연

구실과 다른 연구실에서는 그동안 식물에서 얻

어진 물질이 NF-κB 신호 경로의 억제를 통한

항염증 효과에 영향을 미침을 보여왔다.

이번 연구에서, 우리는 RAW264.7 대식세포

를 이용하여 팔삭 과피 추출물의 항염증 효과를

설명하고자 노력하였다. 우리는 LPS로 자극되어

진 RAW264.7 대식세포에서 팔삭 과피 추출물

에 의한 NO 생성, iNOS, COX-2,

pro-inflammatory cytokines 등의 inflammatory

biomarkers의 억제 효과에 대해 연구를 하였다.

근본적인 메커니즘에 대한 규명을 위하여, NF-κ

B의 신호경로에 대한 연구가 포함되었다.
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재료 및 방법

1. 시료 추출
팔삭 성숙과일은 2011년 1월 참여기업인 (e)

제주영농조합으로부터 확보하여 시료를 확보한

후 농약 및 기타 불순물의 제거를 위해 수확

즉시 물로 2회 세척하였다. 과육과 과피를 분리

하고 -70 ℃ deep freezer에서 3일간 동결한 후,

72시간 동결건조 하였다. 초임계 추출을 위하여,

동결건조 시킨 팔삭의 과피를 마쇄시킨 뒤, 2시

간 동안 1 L Extractor로 300 bar, 50 ℃에서 초

임계 추출법을 사용하여 추출하였다. 이후 추출

물은 상온에서 암 조건에 보관하여 사용 시

DMSO에 녹여 사용하였다.

2. 시약
3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazoliu

m (MTT)와 LPS (Escherichia coli 026:B6; Difco,

Detroit, MI, U.S.A.), Griess reagent, Sodium

Nitrite, Dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Sigma (St.

Louis, MO, USA)에서 구입하였고, fetal bovine

serum(FBS)과 antibiotics는 Gibco/BRL (Eggenstein,

Germany)로부터 구입하였으며, Antibody는 BD

Bioscience (San Jose, CA, USA), Santa Cruz

biotechnology, Inc.에서 구입하였다. TNF-α, IL-6

ELISA Kit는 R&D system, Inc.에서 구입하였다.

3. 세포배양
마우스 대식세포주인 RAW264.7은 한국세포

주연구재단 (Seoul, Korea)에서 구입하였으며,

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Gibco,

Grand Island, NY)에 10% fetal bovine serum

(FBS), 100 units/mL penicillin 및 100 mg/mL

streptomycin을 혼합한 배지를 사용하여 37℃,

5% CO2의 완전 습윤 조건의 CO2 배양기 내에

서 배양하였다. 실험과정의 모든 cells은

80~90%의 confluence에서 실험하였고, 20

passage를 넘기지 않은 cell만 사용하였다.

4. 세포 생존율 측정
생존율 측정은 세포 배양관 (96-well plate)에

세포 (1×104 cells/well)를 분주하여 24시간 동안

CO2 세포 배양기 안에서 안정시킨 후, 팔삭 과

피 추출물을 농도별로 처리한 다음, MTT 용액

(2 mg/ml)을 배양액에 첨가하였다. 2시간 후 배

지를 제거하고 생성된 formazan crystals을

DMSO에 녹여 분광광도계 (ELISA reader,

(TECAN)를 이용하여 570 nm 파장에서 흡광도

를 측정하였다.

5. NO assay
LPS로 활성화된 RAW264.7 cell에서 팔삭 과

피 추출물의 NO 생성 억제를 측정하기 위해

팔삭 과피 추출물을 각 농도별로 처리한 실험군

과 대조군을 24시간 세포배양 후 Griess 분석

방법을 이용하여 nitrite를 측정하였다. 96 well

plate에 세포 배양 상등액과 Griess reagent를 1:1

로 혼합하여 넣고 5분 동안 반응 시킨 후

ELISA microplate reader (SoftMax Pro5, Molecular

Devices, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도

를 측정하였다.

6. 싸이토카인의 생성량 측정
RAW264.7 대식세포를 배양하여 6-well plate

에 세포 (1×10
6

cells/well)를 분주하고 팔삭 과피

추출물을 농도별로 처리한 다음, 2시간 후에

LPS (1 μg/ml)를 처리하고, LPS 처리 후 22시간

후에 세포 배양액을 취하여 싸이토카인을 측정

하였다. 수거된 배지는 측정 전까지 −80℃에서

보관하였고, TNF-α와 IL-6 함량을 Enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) kit를 사용하여 측

정하였으며, TNF-α와 IL-6의 함량은 표준물질의

반응으로부터 얻어진 표준곡선을 이용하여 환산

하였다.

6. Western blotting
배양된 세포에 팔삭 과피 추출물을 일정 시
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간 처리한 후에 수거하여, 차가운 PBS로 2회

세척하였다. 얻어진 세포는 세포 파쇄용액 (50

mM HEPES pH 7.4, 150mM NaCl, %

deoxy-cholate, 1 mM EDTA, 1mM PMSF, 1 μ

g/ml aprotinin)과 4℃에서 30분 동안 반응 시켰

다. 그 다음 13,000 rpm에서 20분 원심 분리하

여 얻은 세포 파쇄액을 protein assay 용액을 이

용하여 단백질을 정량 하였다. 동량의 세포 파

쇄액 (단백질 30 μg)은 5× sample buffer와 섞어

100℃에서 5분 끓인 후에 8 ~ 12 %

SDS-PAGE를 시행하였다. 전기영동이 끝난 gel

의 단백질은 semi-dry방법으로 4℃에서 90V 전

하를 2시간 걸어주어 nitrocellulose membrane상

에 이동시켰다. nitrocellulose membrane은 5 %

skim milk와 상온에서 2시간 반응시켜 비 특이

적 항체결합을 억제시켰다. 측정하고자 하는 항

체는 0.1%의 Tween-20이 포함된 5% skim milk

에 1:1000으로 희석하여 상온에서 4℃에서 하루

동안 반응 시킨 후 이차항체 anti-rabbit IgG

conjugated horse-radish peroxidase을 1시간 처리

한 후, enhanced chemiluminescence kit (ECL kit

:Amersham, England)를 사용하여 ECL필름에 노

출시켰다.

8. 통계처리
통계처리 방법은 ANOVA를 이용하여 분석한

후 Bonferroni test를 사용하여 검정하였으며, p

값이 0.01미만일 때 통계학적인 유의성을 인정

하였다.

결 과

1. RAW264.7 대식세포에 대한 팔삭 과피

추출물이 세포독성에 미치는 영향
세포 생존을 알아보기 위하여 RAW264.7 대

식세포를 배양한 후 팔삭 과피 추출물을 다양한

농도로 (0-5-10-20-40 μg/ml) 24시간 처리하여

MTT assay를 이용해 측정하였다. Fig. 1.에서 보

았듯이 팔삭 과피 추출물이 RAW264.7 대식세

포에 대해 비교적 적은 독성을 나타냄을 보여주

고 있다.

Fig. 1. Effects of fraction from Citrus hassaku

pericarp on the cell viability in RAW

264.7 macrophages.

The cells were treated with fraction from Citrus hassaku pericarp

(0-5-10-20-40 μg/ml) for 24 h and cell viability was determined

by MTT assay. Results of independent experiments were averaged

and are shown as percentage cell viability compared with the

viability of untreated control cells. All data are presented as

means ± S.D. of at least three experiment.

2. 팔삭 과피 추출물이 LPS로 유도된

RAW264.7 대식세포의 nitric oxide

production에 미치는 영향
팔삭 과피 추출물에 의한 항염증 효과를 검

증하기 위하여, LPS로 자극된 RAW264.7 대식

세포에서 팔삭 과피 추출물이 nitric oxide의 생

성에 영향을 미치는지 확인하였다. 검증 방법은

세포를 배양한 액체 배지에 축적된 nitrite를

Griess reagent를 사용하여 측정하였다. 세포는

추출물을 처리하지 않은 대조군과 추출물을 농

도별로 (0-10-20-40 μg/ml) 처리한 후 2시간 후

에 LPS (1 μg/ml)로 자극하여 22시간 동안 배양

하였다. Fig. 2.에서 확인할 수 있듯이 LPS로 자

극한 세포에서는 NO 생성량이 대조군에 비해

상당히 증가함을 보여주며, 팔삭 과피 추출물을

농도별로 처리한 부분에서는 농도가 증가함에

따라 nitrite의 생성량이 저하되었다.
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Fig. 2. Effects of fraction from Citrus hassaku

pericarp on the LPS‐induced nitric

oxide (NO) in RAW 264.7

macrophages.

The nitrite production was measured by the Griess reaction assay

method as described in the methods section. Cells were pretreated

with different concentrations of fraction from Citrus hassaku

pericarp for 2 h and stimulated with LPS (1 µg/ml) for 22 h.

The values obtained were compared with those of standard

concentrations of sodium nitrite dissolved in Dulbecco's modified

Eagle's minimal essential medium (DMEM), and the concentrations

of nitrite in a conditioned media of sample‐treated cells were

calculated. Data were obtained from three independent experiments

and were expressed as means ± SD. ***P < 0.001 indicates

significant differences from the LPS‐treated group, ###P <

0.001 indicates significant differences from the unstimulated control

group.

3. 팔삭 과피 추출물의 LPS로 유도된

iNOS와 COX-2 유전자의 발현 억제

효과
RAW264.7 대식세포에서 iNOS와 COX-2 단

백질 발현에 팔삭 과피 추출물이 미치는 영향을

확인하기 위해 Western blot analysis를 하였다.

Fig. 3에 나타난 것과 같이, LPS로 자극받지 않

은 세포에서는 극히 낮은 수준의 iNOS와

COX-2 단백질이 발현되었다. 그러나 LPS (1 μ

g/ml)를 처리한 후 22시간이 지난 세포에서는

iNOS와 COX-2 단백질의 발현이 매우 높게 증

가하였다. 팔삭 과피 추출물로 2시간 전처리한

(0-10-20-40 μg/ml) 세포에서는 LPS에 의해 유도

된 iNOS와 COX-2의 발현이 농도 의존적으로

억제되었다. 팔삭 과피 추출물의 단독 처리 (40

μg/ml)는 iNOS와 COX-2 단백질의 발현에 영향

을 주지 않음을 보였다.

Fig. 3. Inhibition of the fraction from Citrus

hassaku pericarp on LPS‐induced

iNOS, COX-2 gene products in RAW

264.7 macrophages.

RAW264.7 cells were pretreated with different concentrations of

the fraction from Citrus hassaku pericarp for 2 h and stimulated

with LPS (1 µg/ml) for 22 h. Equal amounts of total proteins

(25 μg/lane) were subjected to 8% (for iNOS) and 10% (for

COX-2) SDS-PAGE, and the expressions of iNOS and COX-2

proteins were detected by Western blotting using specific anti‐

iNOS and anti‐COX-2 antibodies. β-actin was used as a

loading control.

4. 팔삭 과피 추출물의 LPS로 유도된

iNOS와 COX-2 mRNA의 발현 억제

효과
우리는 iNOS와 COX-2 단백질의 발현이

mRNA와 관계가 있는지 확인하였다. RAW264.7

대식세포에 팔삭 과피 추출물을 2시간 전처리

한 후, LPS를 처리하여 22시간동안 자극하여 얻

은 세포를 RT-PCR에 의해 iNOS와 COX-2

mRNA 발현을 확인하였다. Fig. 4.에서 얻어진

결과를 통하여 LPS 처리 후 22시간 자극을 준

부분의 mRNA level은 증가하였고, LPS를 처리

하지 않은 부분은 mRNA가 관찰되지 않았다.

팔삭 과피 추출물로 2시간 전처리한 후 LPS로

자극한 세포에서는 iNOS와 COX-2가 억제됨을

보였다. 종합적으로, RT-PCR의 결과는 LPS로

유도된 iNOS와 COX-2 mRNA의 발현은 팔삭

과피 추출물에 의해 농도 의존적으로 억제됨을

나타냈다.



30 대한암한의학회지 2011;16(2):25-34 김철원․김성무․정승원․김소미․안광석

Fig. 6. Inhibition of the fraction from Citrus

hassaku pericarp on LPS‐induced TNF-α 

production in RAW 264.7 macrophages.

Cells were pretreated with different concentrations of fraction from

Citrus hassaku pericarp for 2 h and stimulated with LPS (1

µg/ml) for 22 h. The amount of TNF-α release was determined

by an TNF-α antibody‐coated enzyme‐linked immunosorbent

assay (ELISA) kit, as described in Materials and Methods. Data

were obtained from three independent experiments and were

expressed as means ± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P

< 0.001 indicate significant differences from the LPS‐treated

group, ###P < 0.001 indicates significant differences from the

unstimulated control group.

Fig. 4. Inhibition of iNOS and COX-2 mRNA

expressions by fraction from Citrus

hassaku pericarp in LPS-stimulated

RAW264.7 cells.

RAW 264.7 cells were pretreated with the indicated

concentrations of fraction from Citrus hassaku pericarp for 2 h

before being incubated with LPS (1 μg/ml) for 22h. Total RNA

was isolated, and iNOS and COX-2 mRNA expressions were

examined by RT-PCR analysis. PCR of glyceraldehydes-3-

phosphatedehydrogenase, GAPDH, was performed to control for a

similar initial cDNA content of the sample.

Fig. 5. Inhibition of the fraction from Citrus

hassaku pericarp on LPS‐induced IL-6

production in RAW 264.7 macrophages.

Cells were pretreated with different concentrations of fraction from

Citrus hassaku pericarp for 2 h and stimulated with LPS (1 µg/ml)

for 22 h. The amount of IL-6 release was determined by an IL-6

antibody‐coated enzyme‐linked immunosorbent assay (ELISA)

kit, as described in Materials and Methods. Data were obtained

from three independent experiments and were expressed as means

± SD. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 indicate

significant differences from the LPS‐treated group, ###P <

0.001 indicates significant differences from the unstimulated

control group.

5. RAW264.7 대식세포에서 팔삭 과피 추

출물에 의한 LPS로 유도된 IL-6의 분

비 억제 효과
RAW264.7 대식세포에서 LPS에 의해 유도된

interleukin-6 (IL-6)의 생성에 대한 팔삭 과피 추

출물의 잠재적인 항염증 능력을 측정하기 위하

여, 세포를 팔삭 과피 추출물로 2시간 전처리

(0-10-20-40 μg/ml) 한 후 LPS (1 μg/ml)로 22시

간 자극하였다. IL-6의 농도는 세포를 배양한 액

체 배지를 ELISA assay에 의해 측정하였다. Fig.

5.를 통하여 우리의 결과는 팔삭 과피 추출물이

IL-6의 생성에 대해 농도 의존적으로 잠재적인

억제 능력을 가짐을 보였다.

6. RAW264.7 대식세포에서 팔삭 과피 추

출물에 의한 LPS로 유도된 TNF-α의

분비 억제 효과
추가적으로 RAW264.7 대식세포에서 LPS에

의해 유도된 Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α)
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의 생성에 대한 팔삭 과피 추출물의 항염증 능

력을 측정하기 위하여, 세포를 팔삭 과피 추출

물로 2시간 전처리 (0-10-20-40 μg/ml) 한 후

LPS (1 μg/ml)로 22시간 자극하였다. TNF-α의

농도는 세포를 배양한 액체 배지를 ELISA assay

에 의해 측정하였다. Fig. 6.을 통하여 우리의

결과는 팔삭 과피 추출물이 TNF-α의 생성에 대

해 농도 의존적으로 잠재적인 억제 능력을 가짐

을 보였다.

7. 팔삭 과피 추출물에 의한 LPS로 유도

된 NF-κB의 활성 억제 효과 확인
염증에 중요한 전사인자인 NF-κB는 염증반

응에 있어서 iNOS와 COX-2을 조절함으로써 염

증 반응을 매개한다고 잘 보고되었다. 이에 본

실험에서는 NF-κB의 Subunit인 p65의 인산화

정도를 평가하였다. 그 결과 Fig. 7.에 나타난

것과 같이 LPS에 의한 p65의 인산화는 15분에

서 극도로 인산화 되며 팔삭 과피 추출물을 전

처리한 세포군에서는 이 p65의 인산화가 억제

됨을 보였다. 따라서 팔삭 과피 추출물은 LPS에

유도되는 NF-κB의 활성을 억제하고 결과적으로

iNOS와 COX-2을 발현을 억제하는 것으로 판단

된다.

Fig. 7. Suppression of LPS‐induced NF-κB

activity by fraction from Citrus hassaku

pericarp in RAW 264.7 macrophages.

Cells were pretreated with 40 μg/ml of fraction from Citrus

hassaku pericarp for 2 h and stimulated with LPS (1 µg/ml) for

the indicated times; nuclear extracts were prepared, resolved by

SDS‐PAGE, and electrotransferred to a nitrocellulose membrane,

after which Western blot analyses using phospho-specific anti-p65

(ser276) antibody was performed. Lamin B protein was used as

a loading control. The results shown are representative of three

independent experiments.

8. 팔삭 과피 추출물에 의한 LPS로 유도

된 p38, ERK1/2, JNK의 인산화 반응

억제능 평가
또 다른 염증인자 카이네아제인 MAPKs

(p38, ERK, JNK)에 대한 인산화 정도가 억제

되는지 확인 하였다. 이 결과 Fig. 8.에서 확인

할 수 있듯이 팔삭 과피 추출물은 LPS에 의해

유도되는 어떠한 MAPKs (p38, ERK, JNK)의

인산화도 억제하지 않음을 확인 할 수 있었다.

위의 결과로 팔삭 과피 추출물의 소염효과는

MAPKs (p38, ERK, JNK)의 인산화 억제를 통

해서 일어나는 것이 아니라 NF-κB의 활성억제

를 통해서 일어난다는 것을 다시 한번 확인해

주었다.

Fig. 8. Effects of fraction from Citrus hassaku

pericarp on LPS‐induced activation of

p38, ERK, and JNK.

Cells were pretreated with 40 μg/ml fraction from Citrus hassaku

pericarp for 2 h and stimulated with LPS (1 µg/ml) for the

indicated times; whole‐cell extracts were prepared, resolved by

SDS‐PAGE, and electrotransferred to a nitrocellulose membrane,

after which Western blot analyses using phospho-specific anti-p38,

phospho-specific anti-ERK, and phospho-specific anti-JNK

antibodies were performed. The same membranes were reblotted

with anti-p38, and ERK, and anti-JNK antibodies. The results

shown are representative of three independent experiments.
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결 론

본 연구의 목표는 LPS로 자극되어진

RAW264.7 대식세포에서 재래 감귤인 팔삭의

과피 추출물이 NF-κB 신호 경로의 억제를 통해

항염증 효과를 나타내는지 조사하는 것이었다.

우리는 결론적으로 팔삭 과피 추출물이 LPS로

유도된 NF-κB p65의 인산화와 translocation을

억제함을 보였다. 또한 RAW 264.7 대식세포의

염증에 있어서 NF-κB에 의존적인 유전자 산물

들 (iNOS, COX-2, TNF-α, and IL-6)의 발현을

down-regulated 함을 보였다.

이 연구는 LPS에 의해 활성화되는 NF-κB에

대한 팔삭 과피 추출물의 항염증 효과에 대해

확인하였다. 우리의 결과는 팔삭 과피 추출물이

LPS에 의해 활성화된 NF-κB를 억제함을 보였

고, LPS 신호경로를 통한 염증 반응의 중요한

down-regulation 역할을 함을 확인하였다.

iNOS에 의한 NO의 과도한 생성은 급성, 만

성 염증을 유발하므로 NO는 중요한 매개자라

고 할 수 있다. 그렇기 때문에, NO 생성의 억

제는 염증 관련 질병을 치료하고 예방하기 위

한 약리적인 치료 전략으로 제시되어 왔다
14)

.

우리의 결과는 팔삭의 과피 추출물이 LPS로

자극된 RAW264.7 대식세포의 NO 생성을 억

제함을 보였다. 추가적으로, 다양한 세포주에

서 종양 증식인자, 싸이토카인, 유사분열물질

은 COX-2의 발현을 급격히 증가시킨다
15,16)

.

COX-2는 prostaglandin E2 (PGE2)의 생성을 촉

진시키는 염증 과정에 중요한 역할을 하는 것

으로 알려져 있다. 그렇기 때문에, 염증과 관

련된 대식세포, 내피세포, 섬유 아세포 등 많

은 세포주들은 유도에 의해 COX-2 유전자를

발현시킬 수 있다. 이러한 이유로 우리는 팔

삭의 과피 추출물이 LPS로 자극된 RAW264.7

대식세포의 COX-2 단백질의 생성이 농도 의

존적으로 억제됨을 보였다.

많은 연구들은 LPS 또는 IFN-γ에 의한

iNOS와 COX-2 프로모터의 upstream site에 NF-

κB의 결합이 iNOS와 COX-2 유전자 발현의 극

대화에 중요한 역할을 함을 보였다17)~19).

RAW264.7 대식세포에서 LPS 자극에 의해

iNOS와 COX-2의 전사와 번역을 유도할 수 있

고, 이것에 의해 NO와 PGE2가 생성된다20). 이

러한 내용에 기초하여, 우리는 팔삭 과피의 추

출물이 LPS로 유도된 iNOS와 COX-2의 mRNA

발현을 낮춰줌으로써 iNOS와 COX-2의 단백질

발현도 억제함을 확인하였다. 유전자 수준에서,

마우스 대식세포의 iNOS와 COX-2의 발현은 전

사 활성에 의해 크게 조절되었다. 이러한 결과

들은 팔삭의 과피 추출물이 LPS로 유도된 iNOS

와 COX-2 유전자의 발현을 NF-κB 활성의 차

단을 통해 억제함을 나타낸다. 그러나 우리는

다른 전사 인자들의 억제 가능성은 배제하였다.

이러한 이유들을 통하여, 팔삭의 과피 추출물은

잠재적으로 NF-κB 신호 경로의 차단을 통하여

biomarkers를 조절한다고 할 수 있다.

TNF-α와 IL-6는 in vitro 와 in vivo 모두에

서 염증을 유발하는 효과를 가진 것으로 알려져

있다. 이러한 싸이토카인들은 대식세포에서 분

비되며 LPS의해 유도되는 열과 같은 염증성 반

응들의 내재적인 매개자이다21,22). 활성화된 대식

세포는 염증을 유발하는 TNF-α나 IL-6 등의 싸

이토카인을 생성할 수 있다. 이러한 싸이토카인

들은 염증성 장 질환23), 류마티스성 관절염24),

혈관염
25)

, 패혈성 쇼크
26

) 등을 포함하는 많은

병리학적 상태의 급격한 악화에 관련되어 있다.

이번 연구를 통하여, 우리는 팔삭의 과피 추출

물이 RAW264.7 대식세포에서 LPS로 유도된

TNF-α와 IL-6의 생성을 억제함을 확인하였다.

이번 연구에서 우리는 팔삭의 과피 추출물이

항염증 효과를 보임을 확인하였다. 그러나추출

물에는 다양한 compound들이 존재할 것이다.

이 다음의 연구에서는 팔삭의 과피 추출물로부

터 compound들을 분리하여 어떠한 compound가

이러한 항염증 효과를 보이는지 구체적인 메커
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니즘에 대해 밝힐 것이다.
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