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Abstract

  Objectives : Haliotidis Concha has been used to treat various human diseases such as liver dysfunction and 

inflammatory disorder. Although it has been shown the effects of Haliotidis Concha on the various diseases, it has 

almost not been studied about the anti-inflammatory effects of the Haliotidis Concha and its mechanisms. 

  Methods : This research investigated the effects of the Haliotidis Concha ethanol extract (HCE) on the 

production of nitric oxide (NO) and prostaglandin E2 (PGE2) as well as tumor necrosis factor-alpha (TNF-α). The 

protein  expressions of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) were assayed by 

immunoblot analyses, and the productions of NO, PGE2 and TNF-α were assessed by ELISA. 

  Results : Haliotidis Concha decreased the production of NO and PGE₂, and inhibited the expression iNOS and 

COX-2 proteins in a concentration-dependent manner in LPS-treated Raw 264.7 cells. HCE suppressed the ability 

of LPS to activate the signaling pathways of nuclear factor kappa B (NF-κB) as indicated by HCE inhibited nuclear 

NF-κB level and I-κBα phosphorylation. Also, HCE inhibited mitogen-activated protein kinases (MAPKs). 

  Conclusions : HCE repressed the production of LPS-inducible NO, PGE₂ and TNF-α, which may be mediated 

by inhibition of NF-κB translocation. This study suggest the use for the treatment of acute inflammatory disorders. 
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Ⅰ. 서  론

  염증 (inflammation)은 외부 자극에 한 생체조직 

방어반응 중 하나인데, 임상적으로는 발열, 발적, 부

종, 통증 등을 특징으로 하고, 해당 장기의 기능장애 

등을 유발한다1)
. 이러한 인체에서 일어나는 병리현상

에는 여러 가지 염증인자들이 관여하는데, 많은 양의 

nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2), cytokine 

등이 표적인 관련인자들이다2)
. Lipopolysaccharied 

(LPS)는 식세포나 단핵구의 활성화를 유발하고, 이

로 인한 염증성 cytokine 분비를 촉발하는데, 

LPS-binding protein에 의해 복합체가 만들어진다3)
. 

그리고 이것이 혈액 내 식세포의 CD14에 결합하게 

되면 Toll like receptor 4에 인식되어지고, nuclear 

factor kappa B (NF-κB)가 활성화 된다4)
. 

  NF-κB는 염증성 질환, 세포 분화 및 부착의 생리

적 반응 등에 관련된 여러 단백질들의 발현에 중요한 

역할을 하는 전사인자이다. LPS 등의 염증 매개물질

에 의해 활성화된 식세포에서 NF-κB는 inducible 

NO synthase (iNOS), cyclooxygenase (COX)-2의 단

백질 발현을 매개하여, NO, PGE2, Tumor necrosis 

factor (TNF)-α, interleukins 등의 여러 염증 매개

물질의 생산을 유도한다5-7)
. NO는 면역기능, 혈액응

고 등의 역할을 하는 것으로 알려져 있으며, 염증시 

iNOS에 의해 다량 생성된 NO는 혈관투과성, 부종 

등의 염증 반응을 촉진 시킨다8,9)
. TNF-α는 면역반

응과 염증반응을 유도하는 염증유도매개 cytokine으

로 단핵세포와 식세포에서 생성된다10)
. 다량의 

TNF-α 발현은 심근 수축력 감소, 혈압강하, 사과

정의 손상을 유발하기도 한다11,12)
. 

  石決明은 전복과 동물 九孔鮑 또는 盤大鮑 등의 조

개 껍질을 지칭하는 용어이다. 이 약재의 효능은 肝氣

를 平하게 하고 陽氣를 저장하며 열을 제거하여, 風氣

逆上, 骨蒸勞熱, 靑盲內障, 두통, 현기증, 갑작스런 인

체 경련 등을 주치증상으로 한다13)
. 石決明에 한 이

전 연구로는 장 등, 이 등이 실시한 자외선으로 손상

받은 피부세포에 한 항산화 및 항노화 효과에 한 

연구가 있으며14,15)
, 장 등이 실시한 인삼 모상근의 성

장과 Ginsenoside 성분들의 생합성에 미치는 石決明

의 영향에 한 연구가 있다16)
. 이러한 연구결과들이 

있음에도 불구하고, 石決明의 항염증효과 및 그 기전

에 관한 연구 보고는 아직 미흡하다. 본 연구에서는 

석결명에탄올추출물 (Haliotidis Concha ethanol 

extract, HCE)이 NO의 생성, iNOS, COX-2의 발현 

및 NF-κB 활성에 미치는 영향을 살펴보고자 본 연

구를 실시하여 유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바

이다.

   

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험재료

  LPS (Escherichia coli 055:B5)와 MTT 

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoleu

m)는 Sigma (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고, 

Fetal bovine serum과 antibiotics는 Gibco/BRL 

(Eggenstein, Germany)에서 구입하였다. iNOS 

antibody는 BD Bioscience (San Jose, CA, USA)에

서 구입하였고 COX-2 antibody는 Cayman (Ann 

Arbor, Mi, USA)에서 구입하였다. Inhibitor kappa 

B (IκB)α와 NF-κB 및 actin antibody는 Santa 

Cruz Biotechnology (Inc, CA, USA)에서 구입하였

고 phosphorylated IκBα (p-IκBα), phosphorylated 

p44/42 MAPK (p-ERK), phosphorylated p38 

MAPK (p-p38), phosphorylated SARK/JNK 

(p-SARK/JNK)와 lamin A/C antibody는 Cell 

Signaling Technology (Danvers, MA, USA)에서 구

입하였다. β-actin은 Sigma Chemical Co. (St. 
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Louis, MO, USA)에서 구입하였다. NC paper는 

Schleicher & Schuell (Dassel, Germany)사의 것을 

사용하였다. TNF-α ELISA Kits는 Thermo 

(Rockford, IL, USA)로부터 구입하였고 PGE2 Assay 

Kits는 R&D Systems (USA)를 사용하였다.

2. 추출물 제조

  石決明 (Haliotidis Concha)은 원약업사 (Daegu, 

Korea)에서 구입하여 평가를 거친 후 사용하였다. 石

決明 600g을 에탄올 (EtOH)에 침지하여 실온에서 72

시간 동안 추출하였고 여과는 0.2 ㎛ filter (Nalgene, 

New York, NY, USA)를 이용하였다. 얻은 여액은 

농축을 거친 후 실험에 사용하였으며, 石決明의 최종 

수율은 0.02%였다. 

3. 세포배양

  Murin macrophage cell line인 Raw 264.7 세포는 

한국세포주은행 (Seoul, Korea)에서 구입하였으며, 

Dulbecco's modified Eagle's medium에 10% fetal 

bovine serum, 100 U/㎖ penicillin 및 100 ㎍/㎖ 

streptomycin을 혼합한 배지를 사용하여 37℃, 5% 

CO2 incubator에서 배양하였다. 실험과정의 모든 세

포는 80~90%의 confluence에서 실험하였고, 20 

passages를 넘기지 않은 세포만 사용하였다. 

4. 세포 생존율 측정

  Raw 264.7 세포를 24 well plate에 5×10
4 

cell/well로 분주한 다음 24시간 후에 serum이 없는 

배지로 교환하여 24시간동안 배양하였다. HCE를 농

도별로 처리하고 1시간 후에 LPS (1 ㎍/㎖)를 처리하

여 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양하

였다. 생존세포에 MTT (0.1 ㎍/㎖)를 넣고 4시간 배

양 후 assay를 실시하였다17)
. 세포생존율은 control 

cell에 한 백분율로 나타내었다. [i.e. viability (% 

control) = 100×/(absorbance of treated sample)/ 

(absorbance of control)].

5. NO 생성량 측정

  Raw 264.7 세포를 24 well plate에 5×10
4 

cell/well로 분주한 다음 24시간 후에 serum이 없는 

배지로 교환하여 24시간 동안 배양하였다. HCE를 농

도별로 처리하고 1시간 후에 LPS (1 ㎍/㎖)를 처리하

여 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양 

후 540 ㎚에서 Titeritek Multiskan Automatic 

ELISA microplate reader (Model MCC/340, 

Huntsville, AL)로 흡광도를 측정하였다17)
.

6. Immunoblot analysis

  Raw 264.7 세포를 6 well plate에 1×10
6
 

cells/well로 분주한 다음 24시간 후에 serum이 없는 

배지로 교환하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시

간 동안 배양하였다. HCE를 농도별로 처리한 다음, 1

시간 후에 LPS (1 ㎍/㎖)를 처리하였다. 시간별로 배

양한 후, Immunoblot analysis를 실시하였다17)
. 발색 

후 각 단백질의 발현량을 평가하기 위하여 Image 

analyzing system (Ultra-Violet Products Ltd., 

Upland, CA, USA)을 이용하여 Densitometric 

analysis를 실시하였다.

7. TNF-α의 측정

  TNF-α를 측정하기 위하여 세포를 24 well plate

에 5×10
4
 cells/well로 분주한 다음 24시간 후에 

serum이 없는 배지로 교환하여 37℃, 5% CO2 

incubator에서 24시간 동안 배양하였다. HCE를 농도

별로 처리한 다음, 1시간 후에 LPS (1 ㎍/㎖)를 처리

하였다. LPS 처리 후 12시간에 배지를 수거하여 

ELISA kit를 사용하여 측정하였다. TNF-α 생성률은 

control cell에 한 백분율로 나타내었다. [i.e. 

viability (% control) = 100×/(absorbance of treated 

sample)/(absorbance of control)].
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8. PGE2의 측정

  PGE2를 측정하기 위하여 세포를 24 well plate에 

5×10
4
 cells/well로 분주한 다음 24시간 후에 serum

이 없는 배지로 교환하여 37℃, 5% CO2 incubator에

서 24시간 동안 배양하였다. HCE를 농도별로 처리한 

다음, 1시간 후에 LPS (1 ㎍/㎖)를 처리하였다. LPS 

처리 후 12시간에 배지를 수거하여 R&D Systems 

Inc. (Minneapolis, MN, USA)를 사용하여 측정하였

다. Coating된 96 well plate에 배지를 150 ㎕씩 첨가

하고 primary antibody solution과 PGE2 conjugate

를 50 ㎕씩 각각의 well에 넣은 후 상온에서 2시간 

동안 배양하였다. Washing buffer로 4회 세척하고 

200 ㎕의 substrate solution 30분간 반응시키고 stop 

solution을 100 ㎕ 처리한 후 Titertek Multiskan 

Automatic ELISA microplate reader로 450 ㎚에서 

흡광도를 측정하였다.

9. 통계적 검증

  실험 결과는 mean ± S.D. 로 나타내었으며, t-test

의 통계처리방법으로 통계적 유의성을 검정하였다.

Ⅲ. 결  과

1. HCE의 NO production에 대한 저해 효과

  Raw 264.7 cell에서 HCE의 NO 생성억제 정도를 

관찰하기 위하여 HCE를 3, 10, 30 ㎍/㎖의 농도로 처

리하고 24시간 후 생성되는 NO양을 측정하였다. 

HCE는 LPS에 의해 유도된 NO의 양을 유의성있게 

억제하였다(Fig. 1). HCE가 3, 10, 30 ㎍/㎖의 농도에

서 LPS로 유도된 NO의 생성을 감소시킨 것이, HCE

의 세포독성으로 인한 것인지를 관찰하기 위하여, 

HCE를 3, 10, 30 ㎍/㎖로 처리하고 24시간 후 MTT 

assay를 실시하여 cell viability를 측정하였다. 실험결

과 HCE의 3, 10, 30 ㎍/㎖농도에서 세포독성을 나타

내지 않았다(data not shown). 

Fig. 1. The inhibitory Effects of HCE on the production 
of NO by LPS.

Raw 264.7 cells were treated with 3, 10, 30 ㎍/㎖ of HCE 
dissolved in DMSO for 1 h prior to the addition of LPS (1 ㎍/㎖), 
and the cell was further incubated for 24 h. The data represent 
the mean ± S.D. of three separate experiments. The 
significances of the difference between the treated groups was 
evaluated using the t-test (significant as compared with 
vehicle-treated control, **p<0.01; significant as compared with LPS 
alone, ##p<0.01).

Fig. 2. The inhibitory effect of HCE on iNOS induction 
by LPS.

The level of iNOS protein was monitored 18 h after treatment of 
cells with LPS (1 ㎍/㎖) with of without HCE (3, 10, 30 ㎍/㎖) 
pretreatment (i.e. 1 h before LPS). The actin was used as a 
loading control. The relative density level of protein bands was 
measured by scanning densitometry. The data represent the 
mean ± S.D. of three separate experiments. The significances of 
the difference between the treated groups was evaluated using 
the t-test (significant as compared with vehicle-treated control, 
**p<0.01; significant as compared with LPS alone, ##p<0.01).
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2. HCE의 iNOS expression에 대한 억제 효과

  NO 생성 억제에 관한 iNOS 단백질의 관련성을 조

사하기 위하여 immunoblot analysis를 이용하여 세

포질 내에서의 iNOS 단백질의 발현량을 조사하였다. 

HCE을 3, 10, 30 ㎍/㎖의 농도로 처리하고 1시간 후 

LPS (1 ㎍/㎖)를 처리하였다. LPS 처리시에는 iNOS 

단백질의 발현이 증가되었으나, LPS에 HCE를 처리

시에는 iNOS 단백질 발현이 농도의존적으로 감소하

였다(Fig. 2).

3. HCE의 COX-2 expression에 대한 억제 효과

  염증반응 또는 발암과정에서 중요한 역할을 하는 

COX-2에 한 HCE의 억제 효과를 확인하기 위해 

HCE을 3, 10, 30 ㎍/㎖의 농도로 처리하고 1시간 후 

LPS (1 ㎍/㎖)를 처리하였다. LPS 처리시에는 COX-2 

단백질의 발현이 유의하게 증가되었으나, HCE의 전

처리는 COX-2 단백질의 발현을 유의하게 억제하였다

(Fig. 3).

4. HCE의 NF-κB (p65) activation에 미치는 

영향

  바이러스나 박테리아에 감염되어 유도되는 염증반

응에 의해 활성화되는 NF-κB는 iNOS나 TNF-α 유

전자의 발현을 유도한다18)
. NF-κB는 세포질에서 

inhibitory molecule인 IκBα, IκBβ, IκBε, 

p105, p100 등과 결합하여 비활성형으로 존재하지만, 

LPS 등의 자극에 의해 NF-κB signaling cascade가 

활성화되면 IκB, p105, p100이 degradation 되면서, 

NF-κB가 핵으로 translocation하여 COX-2, iNOS, 

Bcl-xL, cIAPs 등의 전사를 유도하게 된다. IκB 

protein의 종류는 IκBα, IκBβ, IκBε 등으로 알

려져 있지만, 세포에서 가장 풍부한 NF-κB의 

inhibitory protein은 IκBα이다19)
. 본 실험에서는 I

κBα의 전체 단백질 양과 p-IκBα의 양을 측정하

였다. LPS 처리시에는 IκBα 단백질이 감소되고, 

p-IκBα이 유도되었으나, HCE의 전처리는 IκBα 

단백질이 증가하고, p-IκBα은 감소하였다(Fig. 4A). 

이러한 IκBα 인산화의 억제가 NF-κB 활성을 저해

시키는지 확인하기 위해 HCE을 30 ㎍/㎖의 농도로 

처리하고 1시간 후 LPS (1 ㎍/㎖)를 처리하였다. LPS 

처리시에는 NF-κB (p65) 단백질의 핵내 발현이 유

의하게 증가되었으나, HCE의 전처리는 NF-κB의 핵

내 발현을 유의성있게 억제하였다(Fig. 4B).

Fig. 3. The inhibitory effect of HCE on COX-2 induction 
by LPS.

The level of COX-2 protein was monitored 18 h after treatment 
of cells with LPS (1 ㎍/㎖) with of without HCE (3, 10, 30 ㎍/㎖) 
pretreatment (i.e. 1 h before LPS). The actin was used as a 
loading control, and the relative level of protein was measured 
by scanning densitometry. The data represent the mean ± S.D. 
of three separate experiments. The significances of the difference 
between the treated groups was evaluated using the t-test 
(significant as compared with vehicle-treated control, **p<0.01; 

significant as compared with LPS alone, ##p<0.01).

5. HCE의 염증성 cytokine 및 mitogen- 

activated protein kinases (MAPKs)에 대한 

억제 효과

  HCE의 PGE2의 억제 효과를 확인하기 위해 Raw 

264.7 세포에서 HCE (30 ㎍/㎖)를 처리한 다음, 1시

간 후 LPS (1 ㎍/㎖)를 처리하고 12시간 동안 배양하

여 PGE2의 효과를 ELISA kit로 평가하였다. LPS처
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Fig. 4. Effects of HCE on the activation of NF-κB (p65).
(A) The protein levels of IκBα and p-IκBα were monitored at 30 and 15 minutes after treatment (LPS and/or HCE), respectively. 

The β-actin was used as a loading control. (B) The level of NF-κB protein was monitored 1 h after treatment of cells with LPS (1 

㎍/㎖) with or without HCE (30 ㎍/㎖) pretreatment (i.e. 1 h before LPS). The Lamin A/C was used as a nuclear loading control. The 

relative density level of protein bands was measured by scanning densitometry. The data represent the mean ± S.D. of three 

separate experiments. The significances of the difference between the treated groups was evaluated using the t-test (significant as 

compared with vehicle-treated control, *p<0.05; significant as compared with LPS alone, #p<0.05, ##p<0.01).

리군은 control군에 비해 높은 증가를 나타내었으며, 

이러한 증가는 HCE에 의해 억제되었다(Fig. 5A, 

left). 염증반응에 있어서 중요한 역할을 하는 TNF-α

는 LPS반응의 주요 매개체로서 내재면역에 있어서도 

중요한 역할을 한다. 식세포와 비만세포에서 분되

는 TNF-α는 종양세포에 세포독성을 나타내며 만성

염증성 반응과 관련되어 있다18,20)
. HCE의 Raw 

264.7 세포에서 LPS에 의한 TNF-α 억제 효과를 확

인하기 위해 HCE (30 ㎍/㎖)를 처리한 다음, 1시간 

후 LPS (1 ㎍/㎖)를 처리하고 12시간 동안 배양하여 

TNF-α의 효과를 ELISA kit를 이용하여 확인하였다. 

LPS처리군은 control군에 비해 유의성 있게 증가하였

으며 이러한 증가는 HCE에 의해 억제되었다(Fig. 

5A, light). 또한 MAPKs는 ERK (extracellular 

signal-regulated kinase, p44/42), JNK( (c-Jun 

N-terminal kinases), p38의 3종으로 구성된다. 세포

질에 존재하다가, LPS 등의 신호자극에 의해 인산화

되어 핵으로 들어가서 NF-kB 등의 전사인자들을 활

성화하고, 관련 단백질을 유도한다21)
. HCE에 의한 

MAPK 활성변화를 측정하기 위하여 JNK, ERK 및 

p38의 인산화를 관찰하였다. LPS에 의해 증가된 3종

의 MAPK 인산화는 HCE에 의해 억제되었는데, 그 

중 ERK가 가장 강력한 억제효과가 나타났다(Fig. 

5B). 

Ⅳ. 고  찰

  본 연구에서는 석결명 추출물이 Raw 264.7 세포에 

미치는 항염증 효과를 관찰하였다. 염증은 각종 유해

한 자극에 반응하여, 유해물질에 의해서 유발되는 상
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Fig. 5. The inhibitory Effects of HCE on the production of cytokines and expression of mitogen activated protein 
kinases (MAPKs).

(A) Raw 264.7 cells were cultured with LPS (1 ㎍/㎖) in the presence or absence of HCE for 12 h to determine the level of PGE2 

and TNF-α. The cultured medium was collected and directly assayed for PGE2 and TNF-α. The amount of cytokines were measured 
by immunoassay as described in materials and methods. The data represent the mean ± S.D. of three separate experiments.  (B) 
Cells were treated with indicated concentrations of HCE for 1 h and induced with 1 ㎍/㎖ LPS for 15 minutes. The β-actin was used 
as a loading control. The significances of the difference between the treated groups was evaluated using the t-test (significant as 
compared with vehicle-treated control, **p<0.01; significant as compared with LPS alone, ##p<0.01).

해를 제거하고, 원래의 상태로 회복하려는 생체 조직

의 방어 기작이다. 수많은 원인에 의하여 일어나는 염

증반응은 그 원인과 반응조직의 차이에 크게 상관없

이 유사한 변화를 보이는데, 주로 발적, 동통, 발열, 

종창과 같은 징후가 발생된다22)
. 전통적으로 염증은 

“균의 감염, 외상, 열, 항원항체반응 등 생체조직의 기

질변화를 초래하는 침습에 한 생체의 방어 기전”라

고 정의된다. 그러나, 염증은 현재 신체 국소에서 일

어나는 상해에 한 생체조직의 방어반응으로 인식되

기도 한다. 염증반응에서 일어나는 변화는 조직 손상 

후에 일어나는 변화로서 손상에 의하여 생체 내 국소

부위에 유리되는 공통적인 물질요인의 존재를 추정케 

하는데, 이러한 화학적 매개체로는 활성산소, NO, 

PG, 염증을 유발시키는 여러 cytokine 등이 있다22)
.

   NO는 면역기능, 혈압조절, 혈액응고, 신경전달 등

의 역할을 하고, 항균작용과 종양제거에 있어서 중요

한 역할을 한다23-25)
. 또한 NO는 박테리아를 죽이거

나 종양을 제거 시키는 중요한 역할을 하지만, 병리적

인 원인에 의한 과도한 NO 형성은 염증을 유발시키

게 되며 조식의 손상, 유전자 변이 및 신경손상 등을 

유발한다26)
. 이러한 NO는 L-arginine으로부터 nitric 

oxide synthase (NOS)에 의해 합성된다23,24)
. NOS는 

type Ⅰ, Ⅱ 및 Ⅲ로 나누어진다. Type Ⅰ (neuronal 

NOS, nNOS)과 Type Ⅲ (endothelial NOS, eNOS)

는 세포 속에 계속적으로 존재하기 때문에 구성 

NOS(constitutive NOS)로 분류되며, 상 적으로 일

부 세포에서 LPS와 cytokines 같은 특수한 자극제들

에 노출되는 경우에만 발현되는 Type Ⅱ인 유도형 
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NOS (iNOS)로 나누어진다27)
. 세포의 NOS 중에서 

iNOS가 주로 염증에 관여하는데 LPS, Interferon 등 

염증성 자극이 있을 때 활성화된다28)
. 이러한 iNOS에 

의해 다량 생성된 NO는 혈관투과성, 부종 등의 염증 

반응을 촉진 시키고 염증 매게 물질의 생합성을 촉진

하여 염증을 심화시킨다8,9)
. 

  본 연구에서는 LPS로 활성화된 Raw 264.7 cells에

서 HCE의 NO 및 iNOS에 한 억제를 평가하기 위

하여 HCE를 3, 10, 30 ㎍/㎖의 농도로 세포에 처리하

여 생성되는 NO양 및 iNOS의 발현을 관찰하였다. 

LPS군에서는 control군에 비교하여 NO의 생성량 및 

iNOS의 발현양이 증가하였으며, HCE를 처리한 군에

서는 농도의존적으로 감소하였다. LPS로 유도된 NO 

및 iNOS의 생성을 감소시킨 것이 HCE의 세포독성으

로 인한 세포수의 저하에서 기인하였는지 관찰하기 

위해 MTT assay를 실시하여 cell viability를 측정하

여 확인해본 결과 HCE 3, 10, 30 ㎍/㎖의 농도에서 

세포독성을 나타내지 않았다. HCE는 오히려 LPS에 

의한 세포독성을 억제하였다 (data not shown). 이러

한 결과로 볼 때 LPS에 의한 과량의 NO가 Raw 

264.7 cells의 세포생존율을 저하시켰으며, HCE는 

NO의 생성을 억제함으로서 세포생존율을 증가시킨 

것으로 판단된다. 

  염증 반응에서의 유해자극은 직접 국소에 작용해 

손상을 주지만, 부분 내인성 화학전달물질을 통해 

간접적으로 국소의 혈관이나 세포로 전달된다. 염증

반응의 주요 화학 전달 매개물질로, 크게 즉시형 혈관

투과성 항진에 관여하는 amine류 (serotonin, 

histamine 등)와 kinin류 (bradykinin 등), 지연형 반

응에 주로 작용하는 cytokine류와 PG 등으로 분류된

다29)
. 그 중, COX-2에 의해 생성되는 PGE2는 세포자

멸사의 억제, 세포분열 및 암세포 전이, 혈관신생을 

유도하여 종양의 형성에 기여하는 것으로 알려져 있

다30)
. LPS로 활성화된 Raw 264.7 cells에서 HCE이 

COX-2 단백질 발현을 억제하는지 평가해 본 결과 

HCE은 LPS에 의해 증가된 COX-2 단백질 발현을 농

도의존적으로 감소 시켰으며 PGE2의 생성 또한 유의

성 있게 억제하였다. 이 결과는 HCE이 COX-2 단백

질의 발현을 억제하며, 이를 통하여 PGE2의 생성 억

제가 나타나는 것을 의미한다. 

  면역과 염증에 관련된 여러 cytokine중 TNF-α는 

식세포에서 생산되는 표적인 염증성 cytokine으

로 각종 염증질환의 발생과 진행에 중요한 작용을 하

는 것으로 보고되고 있다22)
. TNF-α는 pro- 

inflammatory cytokine으로서 macrophages, 

endothelial cells, mast cells 등으로부터 분비된다. 

근래 TNF-α는 많은 자가면역질환에 있어서 염증의 

개시 및 유지에 핵심적 역할을 하는 것으로 알려져 

있다18,20)
. 본 연구에서 LPS는 Raw 264.7 cell에서 

TNF-α의 분비를 유의하게 촉진시켰으며, HCE는 

TNF-α의 생성량을 유의하게 감소시켰다. 이러한 결

과는 HCE가 여러 종류의 면역게재 염증성 질환을 유

의하게 개선시킬 수 있음을 의미한다.

  염증 매개 단백질의 발현에 관여하는 것으로 알려

진 전사조절 인자로는 NF-κB, AP-1, C/EBP 등이 

있으며18)
, 이들 중 표적인 전사조절인자는 NF-κB

이다31)
. NF-κB는 세포사멸의 억제, 세포주기조절, 

종양 형성 등과도 관련이 있으며19)
, virus나 bacteria 

감염 시 유도되는 염증반응에 의해 활성화되어 iNOS

나 COX-2 유전자의 발현에 관련 된다18)
. NF-κB는 

세포질에서 inhibitory molecule인 IκBα와 결합하

여 비활성형으로 존재하지만 자극에 의해 NF-κB가 

활성화되면 IκBα가 degradation 되면서 NF-κB가 

핵으로 translocation하여 target gene의 전사를 유도

한다19)
. 또한, MAPK는 ERK, p38, JNK의 3종으로 

주로 인산화되지 않은 상태로 세포질에 존재하다가, 

자극에 의해 염증반응이 활성화되면 인산화되어 핵으

로 전위하여 NF-kB 등의 전사인자들을 활성화하여 

관련 단백질을 유도하는 핵심 신호전달 분자로 보고

되고 있다21)
. 본 연구에서는 IκBα의 phosphorylated 

form을 측정하였다. LPS 처리 시에는 p-IκBα 단백

질이 유도되었으나, LPS에 HCE를 처리한 실험군에
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서는 p-IκBα의 양이 감소하였다. 이는 iNOS의 감

소기 전에, NF-κB의 translocation이 HCE에 의해 

억제됨을 간접적으로 보여주고 있다고 할 수 있다. 또

한, HCE는 LPS로 유도된 MAPKs의 인산화를 감소

시켰다. 이러한 결과는 HCE가 식세포에서 LPS에 

의해 활성화되는 NF-κB, MAPK의 억제를 통해 염

증매개 반응을 억제함을 의미한다.

  石決明은 한의학적으로 性은 微寒하며, 味는 甘苦

鹹하다. 그 효능으로는 淸肝明目, 潤腸通便의 작용이 

있어, 目赤腫痛, 頭痛, 眩暈, 目不明 등의 증상을 치료

한다13)
. 이러한 석결명의 효능은 인체의 熱을 낮추어 

통증을 제거하는 의미라고 해석할 수 있는데, 이는 현

의학적으로 염증반응의 개선효과를 통해서도 드러

날 수 있다. 그러므로, 전통한의학적 지식과 본 연구

결과를 바탕으로 석결명이 가지는 항염증, 항산화 효

능에 한 보다 다각도의 연구가 필요하다고 하겠다. 

Ⅴ. 결  론

  본 연구에서는 석결명추출물 (HCE)의 항염증효능

을 평가하기 위하여, Raw 264.7 세포를 LPS로 활성

화시킨 후 NO의 생성량과 iNOS, COX-2, IκBα, 

p-IκBα, NF-κB, MAPKs의 발현 및 PGE2, TNF-

α 등에 미치는 HCE의 영향을 살펴본 결과 다음과 

같은 결론을 얻었다.

1. HCE는 LPS에 의해 증가한 NO 생성을 유의하게 

억제하였으며, NO를 억제한 농도에서 세포 독성

을 나타내지 않았다. 또한 LPS에 의해 증가된 

iNOS의 발현을 감소시켰다. 

2. HCE는 LPS로 증가된 IκBα의 인산화를 감소시

켰으며, 핵으로의 NF-κB 전위를 억제하였다.

3. HCE은 LPS에 의해 활성화된 식세포에서 분비

되는 TNF-α의 생성량을 감소시켰으며, LPS에 의

해 발현이 증가된 COX-2와 PGE2를 감소시켰다.

4. HCE는 LPS에 의해 증가된 MAPKs의 인산화를 

억제하였다.
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