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ABSTRACT

Immune Enhancing Effect of Houttuyniae Herba on Mouse Macrophage

Jeong-Hyun Kim, Yoon-Sang Kim, Eun-Mee Lim
Dept. of Gynecology, College of Oriental Medicine, Ga-Chon University

Objectives: The aim of this study is to investigate immune enhancing effect of 
Houttuyniae Herba water extract(HW) on RAW 264.7 cell of mouse macrophages.

Methods: Effects of HW on productions of nitric oxide(NO) and hydrogen 
peroxide(H2O2) in RAW 264.7 mouse macrophages were measured. Effect of HW 
on production of cytokines such as interleukin(IL)-1β, IL-6, and tumor necrosis 
factor(TNF)-α in RAW 264.7 cells was accessed by a multiplex bead array assay 
based on xMAP technology. All of results were represented P<0.05 compared to 
the normal.

Results: 
1. After 24 hr incubation, HW increased significantly NO production in RAW 

264.7 cells at the concentrations of 25, 50, 100 and 200 ㎍/mL.
2. After 24 hr incubation, HW increased significantly hydrogen peroxide production 

in RAW 264.7 cells at the concentrations of 25, 50, 100 and 200 ㎍/mL.
3. After 24 hr incubation, HW increased significantly IL-1β production in 

RAW 264.7 cells at the concentrations of 100 and 200 ㎍/mL.
4. After 24 hr incubation, HW increased significantly IL-6 production in RAW 

264.7 cells at the concentrations of 100 and 200 ㎍/mL.
5. After 24 hr incubation, HW increased significantly TNF-α production in 

RAW 264.7 cells at the concentrations of 50, 100, and 200 ㎍/mL.

Conclusions: These results suggest that HW has immune enhancing activity 
related with its increasement of NO, hydrogen peroxide, IL-1β, IL-6, and TNF-α 
in macrophages.
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Ⅰ. 서  론

여성 생식기에서 염증반응은 바이러

스, 박테리아 및 곰팡이 등의 다양한 균

주에 의한 직접적 감염과 암과 같은 종

양 질환에서 급격한 조직의 증식에 의해 

일어난다1).

이러한 염증질환에 대한 치료방법으로 

항생제 사용, 수술 요법 및 항암 요법 등

이 대표적으로 사용되지만 수반되는 다

양한 부작용, 만성적 재발 및 면역저하 

등의 한계점으로 인해 이를 극복할 수 

있는 천연물의 약리효과에 대한 관심이 

매우 높은 편이다
2-5)

.

한의학에서는 “眞氣從止 精神內守 病

安從來”, “邪之所溱 其氣必虛” 및 “風雨

寒熱不得虛 邪不能獨傷人” 등이라 하여 

외부 감염에 대한 인체의 면역력의 중요

성을 인식하였고6-7), 한약과 침 등의 치

료방법이 면역계의 조절과 활성에 미치

는 영향에 대한 다양한 연구들이 보고되

었다8-11).

魚腥草는 삼백초과(Saururaceae)에 속

하는 약모밀(Houttuynia cordata THUNB)

의 全草로 性味가 微寒辛하고, 淸熱解毒, 

消癰排膿 및 利尿通淋 등의 효능이 있어 

肺癰吐膿, 痰熱喘咳, 熱痢淋, 帶下, 産後

發熱 및 癰腫瘡毒 등의 질환에 사용되며
1,12)

, 항염효과, 항종양효과 및 면역증진 

효과 등의 연구가 보고되었다13-15).

하지만, 魚腥草의 마우스 대식세포의 

면역증진 효과에 관한 다양한 인자와 농

도별 연구가 부족하여 저자는 어성초 물

추출물을 mouse macrophage RAW264.7 

cell의 NO, H2O2, IL-1β, IL-6 및 TNF-α 

등의 생성에 미치는 영향을 조사하였고, 

유의한 결과를 얻었기에 이에 보고하는 

바이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재  료

1) 약  재

실험에 사용된 魚腥草는 ㈜ 옴니허브

(대구, 한국)로부터 2010년 5월에 구입

하였고, 사용 전에 초음파 세척기(Branson, 

USA)를 이용하여 불순물을 제거한 후 

실험에 사용하였다.

2) 세  포

실험에 사용된 대식세포는 mouse 

macrophage RAW 264.7 cells로 한국 세

포주 은행(KCLB, Korea)에서 구입하였

다.

3) 시약 및 기기

 (1) 시  약

본 실험을 위해서 ethyl alcohol(Samchun 

Chemical, Korea), DMSO(Sigma, USA), 

DMEM(Sigma, USA), 1×PBS(Sigma, USA), 

EDTA(Sigma, USA), isopropanol (Sigma, 

USA), trypsin-EDTA(Sigma, USA), Griess 

reagent(Sigma, USA), dihydrorhodamine 

123(Sigma, USA), Bio-Plex cytokine 

assay kit(Bio-Rad, USA) 및 Procarta 

kit(Panomics, USA) 등이 사용되었다.

 (2) 기  기

본 실험에 사용된 기기는 filter paper 

(Advantec No.2, Japan), centrifuge(Hanil, 

Korea), CO2 incubator(NUAIRE, USA), 

rotary vacuum evaporator(Eyela, Japan), 

75 cm2 flask(Falcon, USA), air compressor 

(Tamiya, Japan), homogenizer(O-mni, 

USA), research microscope(Olympus, 
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Japan), fume hood(Hanil, Korea), clean 

bench(Jeio thec, Korea), ultrasonic cleaner 

(Branson, USA), deep freezer(Ilshin Lab 

Co, Korea), microplate reader(Bio-Rad, 

USA), thermo aluminum bath(Fine PCR, 

USA), vortex mixer(Vision Scientific Co, 

Korea), water bath(In-Tron biotech., 

Korea), ice-maker(Vision Scientific Co, 

Korea), Bio-Plex 200(Bio-Rad, USA) 

및 spectrofluorometer(Dynex, UK) 등이

다.

2. 방  법

1) 시료 제조 

어성초 50 g와 1차 증류수 2,000　mL

를 환류추출기에 함께 넣은 후 끓는점부

터 2시간 동안 가열하여 추출한 뒤 filter 

paper로 감압 여과한 다음 rotary vacuum 

evaporator를 이용하여 농축액을 얻었다. 

이 농축액을 동결건조기로 건조한 분말

을 시료로 사용하였고. 동결건조 추출물

은 8.58 g을 얻었으며, 수율은 17.16%였

다. 

2) 세포 배양

RAW 264.7 cell은 CO2 배양기(37℃, 

5% CO2)에서 10% FBS(100 ㎍/mL)가 

첨가된 DMEM 배지에서 배양하였는데, 

75 ㎠ flask에서 3일 간격으로 표면을 

PBS 용액으로 씻었고, 50 mL flask 당 1 

mL의 0.25% trypsin-EDTA용액으로 실

온에서 1분 동안 처리한 후 37℃에서 5

분 동안 보관하여 세포를 탈착하여 계대 

배양하였다.

탈착된 세포는 10% FBS가 첨가된 

DMEM 배양액 10 ㎖에 부유시킨 후 새

로운 배양용기(50 mL culture flask)에 

옮겨 1 : 2의 split ratio로 CO2 배양기에

서 배양하였다.

3) NO 생성 측정 

L-arginine에서 생성되는 NO는 불안

정하기 때문에 안정된 NO2, MINO2 및 

M(NO3)n 등으로 빠르게 변하고, Griess 

reagent(0.5%의 sulfanilamide, 2.5%의 

phosphoric acid 및 0.5%의 naphthyl 

ethylenediamine)는 NO2와 반응하여 NO

의 농도와 일치하는 아조염을 형성하기 

때문에 microplate reader를 이용하여 

540 ㎚에서 흡광도를 측정한 후 아조염, 

NO2 및 NO 등의 농도와 생성량을 추정

하게 된다.

어성초 물추출물이 RAW 264.7 cell의 

NO 생성에 미치는 영향을 알아보기 위

하여 다양한 농도의 어성초 물추출물을 

배지에 담아 각 well에 처리한 후 CO2 

배양기에서 24시간 동안 배양하고, 세포

배양 상층액 100 ㎕을 채취하여 Griess 

reagent 100 ㎕을 혼합한 뒤 15분 동안 

반응시킨 다음 microplate reader를 이용

하여 540 ㎚에서 흡광도를 측정하였는

데, NO 생성량은 다음 공식으로 계산되

었다.

Cell viability(%) = AT / AC × 100

AC - absorbance of control 

AT - absorbance of tested extract solution

4) H2O2 생성 측정

어성초 물추출물이 RAW 264.7의 

H2O2 생성에 미치는 영향에 대해 알아

보기 위하여 Jirapongsananuruk 등
16)
의 

방법을 응용, DHR 123 assay를 실시하

여 측정하였는데, 96 well plate에 1×104 

cells/well의 농도로 분주되도록 1×10
5
 

cells/mL의 cell을 100 ㎕씩 넣은 후 CO2 

배양기에서 24시간 동안 배양한 뒤 배지

를 버리고, 배양세포 표면을 PBS 용액
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으로 씻어주었다.

DHR(10 μM)이 담긴 배지를 30분간 

각 well에 먼저 처리, 제거한 후 CF를 

배지에 담아 각 well에 처리한 뒤 24 시

간 동안 CO2 배양기에서 배양한 다음 

spectrofluorometer를 이용하여 세포내 

H2O2 생성량을 측정, 비교하였다. 

5) Cytokine 생성 측정 

어성초 물추출물이 RAW 264.7의의 

Cytokine 생성에 미치는 영향에 대해 알

아보기 위하여 Politch 등17)의 방법을 응

용하였는데, 96 well plate에 1×105 cells/mL

의 cell을 100 ㎕씩 넣은 후 CO2 배양기

에서 24 시간 동안 배양한 뒤 배지를 버

리고, 배양세포 표면을 PBS 용액으로 

씻어준 다음 각 well에 어성초 물추출물

을 배지에 담아 처리하고, 24시간 동안 

배양하였다.

배양이 끝난 후 상등액을 채취하여 

Bio-Plex Suspension Array System을 이

용, xMAP technology를 기반으로 한 

Quantitative Multiplexed Cytokine 

/Chemokine Assay를 실시하여 IL-1β, 

IL-6 및 TNF-α 등의 생성량을 측정, 비

교하였다.

3. 통계처리

본 실험에서 얻은 결과는 평균치 ± 표

준편차(mean ± SD)로 나타내었고, 대조

군과 각 실험군과 평균의 차이는 Student's 

t-test와 ANOVA test로 분석하여 p-value

값이 0.05 미만일 때 통계적으로 유의한 

차이가 있는 것으로 판정하였다.

Ⅲ. 결  과

1. NO 생성량의 변화

어성초 물추출물을 24시간 처리한 후 

RAW 264.7의 NO 생성에 미치는 영향

을 비교한 결과 25 ㎍/mL 이상의 모든 

농도에서 유의한 증가가 나타났다(Table 

1, Fig. 1).

Concentration
(㎍/mL)

NO production (%)

Mean±SD

Normal 100.00±5.75

HW 25 214.92±8.71*

HW 50 142.72±6.12*

HW 100 130.69±9.83*

HW 200 131.77±9.08*
HW : Water extract of Houttuyniae Herba
Normal : Non-treated
Results are represented as mean ± SD of more 
than three independent experiments.
* represents P<0.05 compared to the normal.

Table 1. Effect of HW on NO Production 
in RAW 264.7

Fig. 1. Effect of HW on NO Production 
in RAW 264.7.
HW : Water extract of Houttuyniae Herba
Normal : Non-treated
Results are represented as mean ± SD of 
more than three independent experiments.
* represents P<0.05 compared to the normal.

2. H2O2 생성량의 변화

어성초 물추출물을 24시간 처리한 후 
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RAW 264.7의 H2O2 생성에 미치는 영향

을 비교한 결과 25 ㎍/mL 이상의 모든 

농도에서 유의한 증가가 나타났다(Table 

2, Fig. 2).

Concentration
(㎍/mL)

Hydrogen Peroxide 
Production (%)

Mean±SD

Normal 100.00±3.56

HW 25 114.62±4.87*

HW 50 113.24±4.00*

HW 100 114.08±4.22*

HW 200 113.87±4.03*
HW : Water extract of Houttuyniae Herba
Normal : Non-treated
Results are represented as mean ± SD of 
more than three independent experiments. 
* represents P<0.05 compared to the normal.

Table 2. Effect of HW on Hydrogen 
Peroxide Production in RAW 264.7

Fig. 2. Effect of HW on H2O2 Production 
in RAW 264.7.
HW : Water extract of Houttuyniae Herba
Normal : Non-treated
Results are represented as mean ± SD of 
more than three independent experiments. 
* represents P<0.05 compared to the normal.

3. Cytokine 생성량의 변화

1) IL-1β 생성량의 변화

어성초 물추출물을 24시간 처리한 후 

RAW 264.7의 IL-1β 생성에 미치는 영

향을 조사한 결과 100와 200 ㎍/mL의 

농도에서 유의한 증가가 나타났다(Table 

3, Fig. 3).

Concentration
(㎍/mL)

IL-1β production 
(pg/mL)

Mean±SD

Normal 4.30±0.50

HW 50 4.00±0.00

HW 100 9.60±1.38*

HW 200 9.80±1.26*
HW : Water extract of Houttuyniae Herba
Normal : Non-treated
Results are represented as mean ± SD of 
more than three independent experiments.
* represents P<0.05 compared to the normal.

Table 3. Effect of HW on IL-1β 
Production in RAW 264.7

Fig. 3. Effect of HW on IL-1β Production 
in RAW 264.7.
HW : Water extract of Houttuyniae Herba
Normal : Non-treated
Results are represented as mean ± SD of 
more than three independent experiments.
* represents P<0.05 compared to the normal.

2) IL-6 생성량의 변화

어성초 물추출물을 24시간 처리한 후 

RAW 264.7의 IL-6 생성에 미치는 영향

을 조사한 결과 100과 200 ㎍/mL의 농

도에서 유의한 증가가 나타났다(Table 

4, Fig. 4).
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Concentration
(㎍/mL)

IL-6 production 
(pg/mL)

Mean±SD

Normal 395.80±74.47

HW 50 342.30±23.90

HW100 704.30±147.19* 

HW200 762.30±82.97*
HW : Water extract of Houttuyniae Herba
Normal : Non-treated
Results are represented as mean ± SD of 
more than three independent experiments.
* represents P<0.05 compared to the normal.

Table 4. Effect of HW on IL-6 Production 
in RAW 264.7

Fig. 4. Effect of HW on IL-6 Production 
in RAW 264.7.
HW : Water extract of Houttuyniae Herba
Normal : Non-treated
Results are represented as mean ± SD of 
more than three independent experiments.
* represents P<0.05 compared to the normal.

3) TNF-α 생성량의 변화

어성초 물추출물을 24시간 처리한 후 

RAW 264.7의 TNF-α 생성에 미치는 영

향을 조사한 결과 50 ㎍/mL 이상의 모

든 농도에서 유의한 증가가 나타났다

(Table 5, Fig. 5).

Concentration
(㎍/mL)

TNF-α production 
(pg/mL)

Mean±SD

Normal 14.30±3.40

HW 50 79.30±11.35*

HW 100 1512.30±132.48*

HW 200 1501.90±68.24*
HW : Water extract of Houttuyniae Herba
Normal : Non-treated
Results are represented as mean ± SD of 
more than three independent experiments.
* represents P<0.05 compared to the normal.

Table 5. Effect of HW on TNF-α 
Production in RAW 264.7

Fig. 5. Effect of HW on TNF-α Production 
in RAW 264.7.
HW : Water extract of Houttuyniae Herba
Normal : Non-treated
Results are represented as mean ± SD of 
more than three independent experiments. 
* represents P<0.05 compared to the normal.

Ⅳ. 고  찰

여성 생식기의 염증성 반응은 외부 균

의 감염으로 인한 외음부, 질염, 자궁, 난

소 및 골반 등의 다양한 부위에서 나타날 

수 있고, 비만이나 악성종양 같은 조직의 

증식성 상황에서도 나타날 수 있다1).

서양의학에서는 감염성 질환에 대해 

항바이러스제, 항생제 및 항진균제 등으

로 균을 일차적으로 제어하지만 반응이 

미약하거나 강력한 치료가 필요할 때는 
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스테로이드를 병행하여 사용하는데 이들 

치료는 부작용으로 인해 반복적 또는 장

기적 사용에 대해서는 주의가 필요하다18).

그리고, 악성종양에 대해서는 수술, 방

사선요법 및 화학요법 등을 시행하여 종

양세포를 제거하지만 인체의 정상세포에 

대한 손상과 이로 인한 면역기능의 저하

가 우려되어 이에 대한 대안적 치료가 

시급한 실정이다1).

특히 여성 생식기의 질환은 난임, 이

상임신 및 불임 등으로 인한 출산율 저

하나, 만성 골반통이나 수술로 인한 심

신의학적 질환 등의 이차적 문제를 야기

할 수 있으므로 새로운 치료의 필요성이 

더욱 높은 편이다19-20).

한의학에서 이들 질환과 관련하여 陰

痛, 陰瘡, 陰痒, 邪客子門, 熱入血室, 痛

經, 帶下 및 癥瘕 등에서 유사점을 찾을 

수 있는데
1)
, 淸熱解毒祛濕과 行氣活血祛

瘀하는 치료원칙을 기반으로 韓藥, 鍼灸, 

外敷 및 保留灌腸 療法 등의 다양한 치

료법이 사용되고 있다
21-25)

.

어성초는 ≪名醫別錄≫27)에 “蕺”으로 

기재되었으며 瘤를 치료하고 억제하며 

組織再生을 촉진하는 작용을 하는 것으

로 알려져 있고28), 淸熱解毒하고 利尿消

腫하는 효능이 있어 肺와 大腸의 악취를 

수반하는 염증질환에 응용되었고, 주요

성분인 flavonoids와 linolenic acid, KCI

등은 항균, 항바이러스 작용, 소염작용, 

이뇨작용 및 항암작용 등이 있다고 알려

져 있으며, 질염, 골반염, 산후발열 및 종

양 등의 여성의 염증성 질환에 빈용되고 

있다
1,12,26)

. macrophage는 주요한 면역세

포로서 바이러스, 세균 및 곰팡이 등과 

같은 다양한 병원체에 반응하여 cytokine, 

chemokine, NO 및 H2O2 등의 다양한 면

역염증매개물질들을 생성, 배출함으로써 

항원에 대한 직접공격, T cell 등에 신호

전달 및 체내의 불필요한 세포제거 등의 

작용을 통해 항염작용과 면역반응에서 

중요한 역할을 담당하고 있다29-34).

이에 본 연구에서는 어성초가 macrophage

의 면역활성에 미치는 영향을 살펴보고

자 어성초 물추출물을 마우스 macrophage 

RAW 264.7 cell에 배양한 후 NO, H2O2, 

IL-1β, IL-6 및 TNF-α 등의 생성량을 

측정하여 유의한 변화에 대해 조사하였

다.

NO는 일종의 세포신호전달물질로 NOS 

(nitric oxide synthase)에 의해 체내에서 

생산되어 병원체의 증식억제나 사멸작용

이 있으며
35-36)

, H2O2는 일종의 활성산소

로서 macrophage의 다양한 병원체를 공격

하는데 중요한 역할을 담당하는데32,37-38), 

본 실험에서 어성초 물추출물을 마우스 

macrophage RAW 264.7 cell에 24시간의 

배양한 결과 25 ㎍/mL 이상의 모든 농

도에서 NO와 H2O2의 생성이 유의하게 

증가하였다.

cytokine은 면역반응에 관여하는 림프세

포, 염증세포 및 조혈세포 등에서 분비되

는 단백활성물질인데, 그 중 T 림프구에서 

분비되어 다른 세포들의 상호 작용을 조절

하는 기능을 가진 것이 interleukin(IL)이

다39-40).

그 중 IL-β는 monocyte, macrophage, 

B-cell, denditic cell, endothelial cell, 

neutrophil 및 hepatocyte 등에서 분리되

고, T-cell의 활성화, B-cell의 성숙 및 

NK cell의 activity 증가 등에 관여하며, 

IL-2, IL-6 및 TNF-α 등과 함께 pro- 

inflammatory cytokine으로서 전신성 급

성반응을 유도한다
41-42)

.
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IL-6는 monocyte와 macrophage에서 

분비되고, B-cell이 plasma 세포로 분화

촉진, 항체의 분비자극, Ig의 생성유도 

및 T-cell의 분화증식 등에 관여하며, 염

증부위에서 수치가 급격히 증가하는 특

징이 있다43-44).

TNF-α는 blood monocyte, macrophage, 

mast cell 및 endothelial cell 등에서 분비

되고, 자가면역질환의 염증개시 및 유지

에 핵심적으로 관여하며, pro-inflammatory 

cytokine으로서 전신성 급성반응을 유도

한다45).

macrophage가 활성화되면 그 결과 

IL-1β, IL-6 및 TNF-α 등의 생산이 증

가되는데, 본 실험에서 어성초 물추출물

을 마우스 macrophage RAW 264.7 cell

에 24시간의 배양한 결과 IL-1β 와 IL-6

의 생성을 100과 200 ㎍/mL의 농도에서 

유의하게 증가하였고, TNF-α의 생성은 

50, 100 및 200 ㎍/mL 등의 모든 농도에

서 유의하게 증가하였다.

이상의 결과 어성초 물추출물이 

macrophage의 NO, H2O2, IL-1β, IL-6 

및 TNF-α 등의 면역매개인자의 생성을 

촉진함으로써 면역활성을 증진시키는 효

능이 있음을 알 수 있었고, 이 등15)의 발

효 어성초에 대한 연구를 참고하여 추후 

염증 자극 후 어성초 물추출물이 농도에 

따른 효과를 비롯한 추후 많은 연구가 

필요할 것으로 사료된다.

Ⅴ. 결  론

어성초(Houttuynia cordata THUNB, 

Saururaceae)를 물추출하여 제조한 시료 

HW를 대상으로 마우스 대식세포 RAW 

264.7을 이용하여 NO, H2O2, IL-1β, IL-6, 

TNF-α 등의 면역염증매개인자 생성에 

미치는 영향을 측정, 비교하여 다음과 

같은 결론을 얻었다.

1. 어성초 물추출물은 마우스 대식세포

의 NO 생성을 25, 50, 100 및 200 ㎍

/mL등 각각의 농도에서 유의하게 증

가시켰다.

2. 어성초 물추출물은 마우스 대식세포

의 H2O2 생성을 25, 50, 100 및 200 

㎍/mL등 각각의 농도에서 유의하게 

증가시켰다.

3. 어성초 물추출물은 마우스 대식세포

의 IL-1β의 생성을 100와 200 ㎍/mL

의 농도에서 유의하게 증가시켰다.

4. 어성초 물추출물은 마우스 대식세포

의 IL-6의 생성을 100와 200 ㎍/mL

의 농도에서 유의하게 증가시켰다.

5. 어성초 물추출물은 마우스 대식세포

의 TNF-α 생성을 50, 100 및 200 ㎍

/mL등 각각의 농도에서 유의하게 증

가시켰다.

이러한 결과는 어성초 물추출물이 대

식세포의 NO, H2O2, TNF-α, IL-1β 

IL-6 및 TNF-α 등의 면역매개인자의 

생성을 촉진함으로써 침입성병원체와 노

화세포잔존물을 제거 하는 대식세포 효

능이 있다고 사료된다.
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