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連芩止痢湯 물 추출물의 항염증작용에 관한 연구
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Yeonguemjiri-tang(連芩止痢湯, YGT) exhibits potent anti-inflammatory activity in widely intestine disease, but its

mechanism undisclosed. To elucidate the molecular mechanisms of YGT on pharmacological and biochemical actions

in inflammation, we examined the effect of YGT on pro-inflammatory mediators in phorbol 12-myristate 13-acetate

(PMA) plus A23187-induced mast cell and lipopolysaccharide (LPS)-stimulated macrophages. The investigation focused

on whether YGT inhibited pro-inflammatory cytokines such as interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), tumor necrosis

factor-α (TNF-α) in PMA plus A23187- induced HMC-1 cells and inflammatory madiators such as nitric oxide (NO),

TNF-α, IL-6, iNOS, COX-2 in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. We found that YGT inhibited LPS-induced NO, TNF-α 

and IL-6 productions as well as the expressions of iNOS and COX-2. These results suggest that YGT has inhibitory

effects on mast cell-mediated and macrophage-mediated inflammation.
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서 론

連芩止痢湯은 李兆華 편저의《傳染病證治從新》에 나오는

처방으로
1)

, 燥濕解毒, 殺蟲止痢하는 효능이 있어, 이질 등의 濕熱

蘊腸證을 主治하였다. 이는 처방중의 黃連과 黃芩의 淸熱燥濕,

瀉火解毒, 白頭翁과 馬齒莧의 淸熱解毒과 凉血止痢, 槐花의 凉血

止血, 厚朴의 行氣燥濕, 防己의 利水消腫과 祛風止痛, 五味子의

固澁止瀉 작용에 의한 것으로 설명할 수 있다2). 최근에는 연금지

리탕은 세균성이질과 아메바성이질, 과민성 결장염, 궤양성 대장

염, 급성장염 등의 치료에 광범위하게 사용되고 있으나
3)

, 이에

대한 연구는 전무한 상태이다. 특히 염증작용에 임상에서 많이

사용되어 온 점에 착안하여 연금지리탕의 추출물이 자극원으로

유도한 세포내의 염증반응에 미치는 영향을 조사하기 위하여 in

vitro에서 염증성 매개체들의 생성을 억제하는지 조사하였다.

대식세포는 선천면역뿐만 아니라 획득면역 등 다양한 숙주

반응에 관여하여 항상성을 유지하는 것으로 알려져 있으며, 산화

적 스트레스 상황에서 여러 가지 사이토카인(cytokine)과 NO를

생성하여 염증반응에서 중요한 역할을 한다4). 특히 대식세포에

서 리포다당류(Lipopolysaccharide; LPS), 사이토카인, TNF-α와

같은 자극에 의해 발현되는 iNOS는 장시간 동안 다량의 NO를

생산한다. NO는 염증과 암을 포함한 다양한 병리생리학적 과정

에서 iNOS에 의해 생성되는 것으로 알려져 있다. NOS는 염증,

혈관확장, 신경전달, 종양세포와 신체의 항상성을 조절하는 중요

한 효소로 L-아르기닌 (L-arginine)으로부터 NO를 생성하며, 염

증 상태에서는 대식세포에서 iNOS에 의해 NO를 다량 생성하여

여러 만성질환을 일으키는 것으로 알려져 있다5,6).

비만세포는 Ehrlich에 의해 처음 관찰, 명명 되었는데 결합

조직에 많이 존재하고 있으며, 다른 세포와 달리 크고 굵은 이염

색성의 과립을 함유하고 있다7). 면역학적 또는 비면역학적 자극

에 의하여 활성화된 비만세포는 세포질 과립에 저장된 매개물질

들(히스타민, 헤파린, 세로토닌, 가수분해효소 등)과 많은

cytokine을 분비하여 여러 면역반응과 염증반응에 관여한다. 특

히, Interleukin (IL)-8은 염증조직 안으로 호중구를 보충해주는
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역할을 하는 중요한 염증성 매개자 이며, 자극원의 자극에 의해

서 강력하게 활성화 된다8-10). 또한, 다양한 염증성 질환에서 염증

반응의 개시와 유지에 중추적인 역할을 한다
11)

. 또 다른 사이토

카인인 tumor necrosis factor-α (TNF-α)는 간에서 염증에 대한

급성반응을 유도하여 체온을 상승시키고, 근육과 지방 세포에 작

용해 에너지 대사를 변화시켜 체온을 높이게 된다. 특히, TNF-α

는 혈관내피세포를 활성화시키고 혈관투과성을 높여 이미 형성

된 IgG, 보체의 염증세포로의 유입을 용이하게 한다12).

따라서 본 연구에서는 연금지리탕이 비만세포와 대식세포를

매개로한 염증반응에서 염증매개체의 생성과 발현을 억제하는지

연구하였다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 시약

Bovine serum albumin(BSA), LPS, PMA, A23187

(Calcymycin; C29H37N3O6), PD98059와

3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide

(MTT), 그리고 다른 시약들은 Sigma Chemical Co. (St. Louis,

MO, USA)로부터 구입하였다. IMDM, RPMI 1640, 우태아 혈청

(Fetal bovine serum, FBS) 및 항생제는 하이크론사 (Hyclone,

USA)로부터 구입하였고, 조직배양 플레이트와 직경 100 ㎜ 페트

리접시는 넌크사 (Nunc, Inc, USA)로부터 구입하여 사용하였다.

Anti-human TNF-α/IL-6 /IL-8 antibodies, biotinylated

anti-human TNF-α/ IL-6 /IL-8 antibodies, and recombinant

human TNF-α/IL-6 /IL-8 는 BD PharMingen (San Diego, CA,

USA)로부터 구입하여 사용하였다.

2) 약재

연금지리탕에 들어가는 약재 황련, 황금, 백두옹, 마치현, 괴

화, 후박, 방기, 오미자는 옴니허브(한국) 제품을 대학한약국(익

산, 한국)에서 구입하였으며, 원광대학교 한약학과에서 정선하였

다(Table 1).

Table 1. The composite of Yeonguemjiri-tang

藥物 生藥名 用量(g) 原産地

黃連 Coptidis Rhizoma 3 China

黃芩 Scutellariae Radix 8 Korea

白頭翁 Pulsatillae Radix 8 China

馬齒莧 Portulacea Herba 8 Korea

槐花 Sophorae Flos 8 China

厚朴 Magnoliae Officinalis Cortex 3 China

防己 Stephaniae Tetrandrae Radix 4 China

五味子 Schisandrae Fructus 4 Korea

Total 46

3) 세포

인간 비만 세포주(Hunam mast cell line, HMC-1)는 IMDM

medium (Gibco BRL, Gaithersburg, MD)에 10% fetal bovine

serum과 100 U/mL penicillin/streptomycin sulfate를 첨가하여

배양하였다. 그리고 배양 환경은 5% CO2 와 37℃를 유지하였다.

PMA, A23187은 HMC-1 세포의 자극제로 사용하였다.

또한, 설치류 대식 세포주(murine macrophage cell line,

RAW 264.7)는 한국 세포주 은행으로부터 구입하여 사용하였다

(Korea Research Institute of Bioscience and

BiotechnologyAmerican Tissue Culture Collection). 대식세포주

는 항생제 및 항균제로서 100 U/ml의 페니실린 G와 100 U/ml

의 스트렙토마이신(streptomycin)을 첨가하고 10% 열처리 우태

아 혈청(heat inactivated FBS)을 첨가한 완전한 RPMI 1640 배지

에서 5% CO2의 습한 대기, 37℃의 온도조건으로 배양하였다.

2. 방법

1) 시료의 조제

연금지리탕 물추출물(YGT)은 증류수 (100 g/L)로 2시간 동

안 달여서 준비하였다. 그 추출물은 0.45 μm 필터로 여과하여,

감압하에 동결 건조(lyophilized)하였으며, 4℃에서 보관하였다.

동결건조된 추출물은 실험하기 위하여 인산완충 식염수

(phosphate-buffered saline. PBS)에 용해하였다.

2) MTT 분석

세포 생존력은 MTT assay를 이용하였다. 연금지리탕을 처

리한 세포에 10 μl의 MTT (3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2,

5-diphenyltetrazolium bromide, 5 mg/ml) 용해액을 첨가한 후

37 ℃에서 4시간 보존한다. 세포배양 상층액을 제거하고 100 μl

의 DMSO를 첨가하여 MTT를 용해시킨 후 microplate reader기

를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

3) NO 생성량 측정

연금지리탕 물추출물 (0.5, 1 mg/mL)의 농도로 전처리하고

여기에 LPS (200 ng/ml)를 각각 주입한 다음 상기 대식 세포주

RAW264.7을 24시간 배양하였다. 배양한 대식세포주의 상층액을

수집하여 Griess reagent (1% sulfanilamide, 0.1% N

-(1-naphthyl)-ethylene diamine dihydrochloride in 2.5%

phosphoric acid solution)와 동량으로 주입한 후 10분간 실온에

서 방치하였다. 아질산의 농도는 ELISA 리더기를 이용하여 570

㎚에서 흡광도를 측정하여 결정하였다. 세포가 없는 배양액은 아

질산이 0-100 μM로 나타나, 이 값을 표준으로 하여 여러 실험군

의 아질산 값의 흡광도를 측정하였다.

4) ELISA

세포를 24 well tissue culture plates 안에 well당 1×106 개의

세포들을 배양해 LPS 또는 PMA+A23187로 자극하기 전에 30분

간 두 가지 농도(0.5, 1 mg/mL)의 연금지리탕 추출물로 전 처리

되었다. 세포는 24 well tissue culture plates 안에 well당 1×106

개의 세포들을 배양해 연금지리탕 물추출물 (0.5, 1 mg/mL)의

농도로 전처리 한 후 LPS 또는 A23187(1 μM) + PMA(50 nM)로

자극하였다. ELISA plate(Falcon, Becton Dickinson Labware,

USA)는 coating buffer(0.1 M carbonate, pH 9.5)에서 희석되어

진 IL-6, IL-8, TNF-α 항체로 4℃에서 밤새도록 덧입혀졌다. 다음

에 0.05% tween 20(PBS-T)을 함유한 PBS로 4번을 세척했다. 단

백질이 결합할 수 있는 장소는 적어도 1시간 동안 assay

diluent(FBS10% 농도의 PBS pH 7.0)로 차단되었고 각 샘플의
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100 μL 혹은 assay diluent로 표준 희석되어진 IL-6, IL-8, TNF-α

는 well에 적용되었다. 2시간 동안 배양한 후에, 100 μL의 발효

작용 검출기(바이오티닐레이트된 IL-6, IL-8, TNF-α 모노클로널

항체와 avidin-HRP가 첨가되어 1시간 동안 배양되었다. 그 후,

100 μL의 기질용해제 (tetramethylbenzidime (TMB))가 각 well

에 첨가되었고 50μL의 stop solution(2N H2SO4 )에 의해 그 반

응이 멈춰지기 전 30분간 암실에서 배양되었고, 450 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 모든 이후의 절차들은 실온에서 이루어졌고,

모든 표준 규격품 및 샘플들은 세 번씩 측정되었다.

5) Western blot analysis

배양이 끝난 세포를 수집하여 2-3회 PBS(phosphate

buffered saline)로 세척 한 후 1 ml의 lysis buffer를 첨가하여 30

분간 lysis 시킨 후 12,000 rpm에서 20분간 원심 분리하여 세포막

성분 등을 제거하였다. 단백질 농도는 BSA (bovine serum

albumin)를 표준화하여 protein assay Kit (BIO-RAD, Richmond,

CA, USA)를 사용하여 정량하였다. 20-30 μg의 lysate를 8-12%

mini gel SDS-OAGE로 변성 분리하여, 이를 PVDF

(polyvinylidene difluoride) membrane (BIO-RAD, Richmond,

CA, USA)에 200 mA로 2시간 동안 transfer하였다. 그리고

membrane의 blocking은 5 % skim milk가 함유된 TBS-T

(TBS+0.1% Tween 20) 용액에서 상온에서 1시간 동안 실시하였

다. ERK의 발현 양을 검토하기 위해 항체로는 anti-mouse

COX-2, iNOS (1 : 1000)를 TBS-T 용액에서 희석하여 4℃에서 하

루 동안 배양시킨 후 다음날 TBS-T로 3회 세정하였다. 2차 항체

로는 HRP (horse radish peroxidase)가 결합된 anti-mouse IgG

를 1 : 2000으로 희석하여 상온에서 1시간 반응시킨 후, TBS-T로

3회 세정하여 ECL 기질 (Amersham Biosciences, Piscataway,

NJ, USA)과 1-3분간 반응 후 X-ray 필름에 감광하였다.

3. 통계분석

모든 실험은 3회 이상 반복으로 이루어졌으며, 실험결과는

각 항목에 따라 평균치± 표준편차(S.D)를 구하여 신뢰수준 99%

(p < 0.01)에서 통계적 유의차를 평가하였다.

결 과

1. 연금지리탕 물추출물(YGT)이 세포생존율에 미치는 영향

연금지리탕 물추출물(YGT)이 세포독성에 영향을 주는지 알

아보기 위해 MTT 분석법을 이용하여 세포생존율을 측정하였다.

YGT를 0.1, 0.5, 1 mg/mL의 농도로 처리 하였을 때 모두에서 세

포독성이 나타나지 않았다(Fig. 1).

2. HMC-1 세포에서 YGT의 IL-6 생성에 대한 영향

YGT가 Pro-inflammatory cytokine인 IL-6의 생성에 영향을

주는 지 ELISA를 이용하여 실험하였다. PMA+A23187로 활성화

된 HMC-1 세포에서 IL-6의 생성량이 현저히 증가하였고, YGT

를 0.5, 1 mg/mL 농도로 처리하였을 때 IL-6 생성 역시 농도 의

존적으로 억제 하는 양상을 보였다(Fig. 2).

Fig. 1. Effect of YGT on cell viability in HMC-1 cells. Cell viability was
evaluated with the MTT assay. Data represent the means ± S.E.M. of duplicate

determinations from three separate experiments.

Fig. 2. Effect of YGT on production of IL-6 in PMA plus

A23187-induced HMC-1 cells. HMC-1 cells were pretreated with YGT (0.5
and 1 mg/mL) for 1 h prior to PMA+A23187 stimulation for 8 h. The production

level of IL-6 was determined by ELISA. Each bar represents the mean ± S.E.M. of

three independent experiments. *p<0.01 compared with PMA+A23187-stimulated

values.

3. HMC-1 세포에서 YGT의 IL-8 생성에 대한 영향

PMA+A23187로 활성화된 HMC-1 세포에서 IL-8의 생성에

관해 YGT의 억제효과를 실험하였다. 상층액은 ELISA 방법에 의

해 측정되어졌다. YGT가 LPS로 유도된 IL-8의 생성을 농도 의존

적으로 억제한다는 것을 보여준다. YGT는 고농도 (1 mg/mL)에

서 IL-8 생성을 67% 억제하고 저농도 (0.5 mg/mL)에서 IL-8 생

성을 24% 억제하는 것을 보여주었다(Fig. 3).

Fig. 3. Effect of YGT on production of IL-8 in LPS-induced HMC-1

cells. HMC-1 cells were pretreated with YGT (0.5 and 1 mg/mL) for 1 h prior to
PMA+A23187 stimulation for 8 h. The production level of IL-8 was determined by

ELISA. Each bar represents the mean± S.E.M. of three independent experiments.

*p<0.01, compared with LPS-stimulated values.
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4. HMC-1 세포에서 YGT의 TNF-α 생성에 대한 영향

YGT의 전염증성 인자들에 대한 영향을 조사하기 위하여

HMC-1 세포들 안에서 A23187+PMA로 유도된 TNF-α의 생성에

관해 YGT의 억제효과를 실험하였다. 상층액은 ELISA 방법에 의

해 측정되되었다. YGT가 A23187+PMA로 유도된 TNF-α의 생성

을 농도 의존적으로 억제한다는 것을 보여준다. 특히, YGT 고농

도 (1 mg/mL)에서 TNF-α 생성을 62% 억제하는 것을 보여주었

다(Fig. 4).

Fig. 4. Effect of YGT on production of TNF-α in PMA plus

A23187-induced HMC-1 cells. HMC-1 cells were pretreated with YGT (0.5
and 1 mg/mL) for 1 h prior to PMA+A23187 stimulation for 8 h. The production

level of TNF-α was determined by ELISA. Each bar represents the mean± S.E.M.

of three independent experiments. *p<0.01 compared with PMA+A23187-stimulated

values.

5. RAW 264.7 세포에서 YGT의 NO 생성에 대한 영향

NO(nitric oxide) 생성에 대한 YGT의 효과를 알아보기 위해

Griess 시약을 이용하여 세포 배양액 중에 존재하는 NO2−의 형

태로 측정하였다. Fig. 5에서 나타낸 바와 같이 YGT를 처리한 실

험군에서 농도 의존적으로 NO 생성을 크게 억제하였다. 특히,

YGT 1 mg/mL의 농도에서 NO 생성이 유의하게 억제되었다

(Fig. 5).

Fig. 5. Effect of YGT on LPS-induced NO production in RAW 264.7

cells. RAW 264.7 cells were pretreated with the indicated concentration of YGT
for 1 h before being incubated with LPS (200 ng/mL) for 24 hours. The culture

supernatant was subsequently isolated and analyzed for nitrite production. Control

(con) cells were incubated with vehicle alone. Data are mean ± SEM values of

duplicate determinations from three separate experiments. *P < 0.01.

6. RAW 264.7 세포에서 YGT의 IL-6 생성에 대한 영향

YGT의 대식세포에서 전염증성 인자들에 대한 영향을 조사

하기 위하여 설치류 대식세포주인 RAW 264.7 세포로부터 염증

성 사이토카인 IL-6의 생성을 ELISA를 이용하여 실험하였다. 그

결과, LPS 자극원을 처리하였을 때 IL-6 생성이 현저히 증가하였

고, YGT를 0.5, 1 mg/mL의 농도를 처리하였을 때 IL-6 생성 억

제 효과가 나타났다(Fig. 6).

Fig. 6. Effect of YGT on LPS-induced IL-6 production in RAW 264.7

cells. RAW 264.7 cells were pretreated with the indicated concentration of YGT
for 1 h before being incubated with LPS (200 ng/mL) for 24 hours. The culture

supernatant was subsequently isolated and analyzed for nitrite production. Control

(Con) cells were incubated with vehicle alone. Data are mean ± SEM values of

duplicate determinations from three separate experiments. *P < 0.01.

7. RAW 264.7 세포에서 YGT의 TNF-α 생성에 대한 영향

설치류 대식세포주인 RAW 264.7 세포로부터 염증성 사이토

카인 TNF-α의 생성에 관해 YGT의 억제효과를 ELISA를 이용하

여 실험하였다. 그 결과, YGT가 LPS로 유도된 TNF-α의 생성을

농도 의존적으로 억제한다는 것을 보여준다(Fig. 7).

Fig. 7. Effect of YGT on LPS-induced TNF-α production in RAW

264.7 cells. RAW 264.7 cells were pretreated with the indicated concentration of
YGT for 1 h before being incubated with LPS (200 ng/mL) for 24 hours. The

culture supernatant was subsequently isolated and analyzed for nitrite oxide

production. Control (con) cells were incubated with vehicle alone. Data are mean

± SEM values of duplicate determinations from three separate experiments. *P <

0.01.

8. RAW 264.7 세포에서 YGT의 iNOS protein발현에 대한 억제

효과

YGT의 iNOS의 protein 발현을 알아보기 위해 Western blot

을 수행하였다. 그 결과, LPS 처리에 의해 형성되는 iNOS

protein 발현은 YGT 1 mg/mL에서 현저한 억제 양상을 보였다

(Fig. 8).

9. RAW 264.7 세포에서 YGT의 COX-2 protein발현에 대한 억제
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효과

YGT의 COX-2 protein발현에 대한 효과를 알아보기 위해

Western blot을 수행하였다. 그 결과, LPS 자극에 의해 활성화된

COX-2 protein 발현이 YGT 0.5, 1 mg/mL에서 농도 의존적으로

억제되는 양상을 보였다(Fig. 9).

Fig. 8. Effect of YGT on LPS-induced iNOS protein expression in

RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were pretreated with the indicated

concentration of YGT for 1 h before being incubated with LPS (200 ng/mL) for

24 hours. Equal amounts of protein (20 μg) were separated by sodium dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and immunoblotted with iNOS antibodies.

Equal loading of protein was verified by β-actin.

Fig. 9. Effect of YGT on LPS-induced COX-2 protein expression in

RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were pretreated with the indicated

concentration of YGT for 1 h before being incubated with LPS (200 ng/mL) for

24 hours. Equal amounts of protein (20 μg) were separated by sodium dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis and immunoblotted with COX-2

antibodies. Equal loading of protein was verified by β-actin.

고 찰

連芩止痢湯은 李兆華 편저의《傳染病證治從新》에 나오는

처방으로, 黃連, 黃芩, 白頭翁, 馬齒莧, 槐花, 厚朴, 防己, 五味子

로 구성되어 있으며
1)

, 燥濕解毒, 殺蟲止痢하는 효능이 있어
3)

, 濕

熱蘊腸證을 主治하며, 세균성이질과 과민성 결장염, 급성장염 등

의 치료에 사용되고 있어3), 염증의 개선에 효과가 있을 것으로

사료된다.

염증(inflammation)은 여러 가지 형태의 감염(infection)이나

생체 내 대사산물 중의 자극성 물질에 대한 생체 내 방어기전의

발현이라 할 수 있고, 다양한 화학적 매개체가 염증의 발현 기전

에 관여하고 있으며, 그 병인도 매우 복잡하다13). 일단 자극이 가

해지면 국소적으로 histamine, serotonine, bradykinin,

prostaglandins, leukotriene과 같은 혈관 활성 물질이 유리되어

혈관 투과성이 증대되면서 炎症을 유발한다. 그러나 지속적인 炎

症반응은 도리어 점막손상을 촉진하고, 그 결과 일부에서는 암이

유발되기도 한다
14)

.

이에 본 연구에서는 염증질환에서의 연금지리탕의 효능을

밝히기 위해 炎症반응의 주체가 되는 비만세포주인 HMC-1 세포

와 대식세포 계열인 RAW264.7 세포에서 각 자극원에 의해 유도

된 염증 매개체들(즉, NO, pro- inflammatory cytokine, COX-2

등)의 발현을 억제하는지 살펴보았다.

인체비만세포(human mast cells)는 결체조직, 피부, 혈관주

위에 위치하여 외부환경과 숙주 사이에서 중요한 면역역할을 한

다. 비만세포는 과립내에 존재하는 histamine, vasoactive

amines, specific proteolytic enzymes, cytokines, chemokines,

arachidonic acid metabolites 등 다양한 물질들을 세포외 분비를

통해 천식, 아토피 피부염과 알레르기성 비염과 같은 알레르기성

염증반응을 유도하고 또한 박테리아나 기생충 감염에 있어 숙주

방어과정에 기여한다
15-17)

. 또한 대식세포는 백혈구로서 인체 내

의 불필요한 세포들을 제거하고 다양한 cytokine 등의 면역매개

물질을 생성하여 외부로부터 침입한 항원을 공격, 제거하는 등의

작용을 함으로써 선천성 면역반응과 염증반응에 있어서 중요한

역할을 담당한다18-20).

본 연구에서 연금지리탕 물추출물(YGT)의 세포독성여부를

확인하기 위하여 인간비만세포(HMC-1 cell)를 이용하여 MTT 분

석을 한 결과 0.1, 0.5, 1.0 mg/mL 농도에서 모두 세포독성이 나

타나지 않음을 확인할 수 있었다.

Cytokines이란 면역담당세포를 위시하는 여러 가지 세포에

서 생산되는 생리활성 물질을 총칭하는 것으로21), 특이적인 세포

수용체에 결합하여 면역세포의 활성과 성장을 조절하고 정상 혹

은 병적인 염증반응과 면역반응을 매개한다
22)

. 비만세포를

phorbol 12-myristate 13-acetate(PMA)와 calcium ionophore

A23187로 활성화시켰을 때, IL-8, IL-6, TNF-α와 같은 염증성

cytokines의 생산이 증가하며
23-26)

, 대식세포를 그람음성균의 세

포벽에 존재하는 구성물질의 일종인 lipopolysaccharide(LPS)로

활성화시킬 경우 역시 염증성 cytokine의 분비를 증가시켜 감염

이나 염증을 유발하기도 한다
27)

.

YGT가 A23187과 PMA로 유도된 HMC-1 세포에서 염증성

cytokines의 일종인 IL-6, IL-8과 TNF-α 발현을 억제하는지를 실

험하였다. 그 결과 이러한 염증성 사이토카인 (IL-6, IL-8, TNF-α)

의 발현이 YGT에 의해 억제되었다. 또한, YGT로 전처리 후 LPS

로 자극된 RAW 264.7 세포에서는 IL-6와 TNF-α 발현이 현저하

게 줄어들었으며, 용량 의존적으로 억제되는 양상을 보였다.

Nitric oxide(NO)는 혈압조절, 신경전달, 혈액응고, 면역기능

등의 역할을 조절하는 것으로 알려져 있으며, NO는 여러 세포에

서 nitric oxide synthase(NOS) 효소에 의해 L-arginine으로부터

생성된다28,29). NO를 생산하는 NOS는 세포내에 존재하며,

calcium 또는 calmodulin에 의존적인 형태인 constitutive

NOS(cNOS)와 비 의존적인 inducible NOS(iNOS)로 구분할 수

있다. 이 중, iNOS는 대식세포나 혈관내피세포가 활성화되었을

경우에 발현되며 또한 LPS 등 세균의 내독소와 여러 가지

cytokine에 의해 유도되기도 한다. iNOS는 평소에는 세포 내에

존재하지 않으나 일단 유도되면 장시간 동안 다량의 NO를 생성

하며, 생성된 NO는 병리적인 혈관확장, 세포독성, 조직손상 등

과 같은 생체에 유해한 작용을 나타낸다. 그리고 炎症상태에서

iNOS에 의해 생성된 NO는 혈관 투과성, 부종 등의 炎症반응을

촉진시킬 뿐만 아니라 炎症매개체의 생합성을 촉진하여 炎症을

심화시키는 것으로 알려져 있다
30,31)

. 따라서 관절염을 비롯한 각
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종 염증의 발생 억제와 치료를 위해서는 iNOS의 활성을 억제시

키는 것이 중요하다31).

COX는 중요한 생물학상 매개체인 prostaglandins,

prostacyclin, thromboxanes 등을 포함하는 prostanoids 형성에

관여하는 효소이다. COX에는 COX-1과 COX-2가 존재하는데

COX-1은 위장관, 신장, 혈소판, 혈관내피세포 등 모든 조직에 항

상 내재적 구성성분으로 일정한 양이 존재하여 위장관 보호, 신

장의 혈류량 조절, 혈소판 응집 등 인체의 정상적인 기능을 유지

하는 데 중요한 작용을 하는 house keeping enzyme 또는

constitutive enzyme인 반면, COX-2는 정상적인 상태에서는 발

현되지 않다가 염증자극, cytokine, growth factors 등의 자극에

의하여 유도되어 염증조직, 활막세포, macrophage 등에서 발현

되는 immediate early enzyme 또는 inducible enzyme으로 염증

과 암을 비롯해 각종 퇴행성 질환에 중요한 역할을 한다32-34).

본 연구에서는 LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 YGT가

NO의 생성과 COX-2, iNOS의 발현에 미치는 영향을 살펴본 결

과 YGT는 NO 생성과 COX-2, iNOS의 발현도 농도 의존적으로

억제하였다.

결론적으로 YGT는 세포내의 전염증성 인자들을 현저하게

억제하는 효과가 있음을 확인할 수 있었다.

이상의 결과는 이질 등으로 인해 나타나는 염증, 출혈 등의

증상치료에 많이 활용이 되는 연금지리탕이 항염증의 효과를 가

진다는 것을 현대 과학적으로 증명하는 것이다.

결 론

인간 비만세포주인 HMC-1 세포를 PMA와 A23187로 자극

하였을 때와 설치류의 대식세포주인 RAW 264.7 세포를 LPS로

자극 하였을 때, 연금지리탕물추출물(YGT)의 항염증 효과를 조

사하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

YGT는 PMA와 A23187로 자극한 비만세포에서 전염증성 사

이토카인 IL-6, IL-8, TNF-α 생성을 농도 의존적으로 억제하였다.

YGT는 LPS로 유도된 대식세포에서 NO생성을 농도 의존적으로

억제하였다. YGT는 LPS로 유도된 전염증성 사이토카인 IL-6,

TNF-α의 생성을 억제하였다. YGT는 LPS로 유도된 iNOS,

COX-2의 단백질 발현을 현저하게 억제하였다.

이와 같은 결과로 보아 연금지리탕 물추출물(YGT)은 비만

세포에 작용하여 TNF-α, IL-6, IL-8의 생성을 억제하였고, 대식세

포에 작용하여 NO, TNF-α, IL-6의 생성과 iNOS, COX-2 발현을

억제함으로써 비만세포와 대식세포를 매개로한 염증반응에 항염

증 효과가 있음을 알 수 있다.
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