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바이칼레인(Baicalein)이 indomethacin으로 유발된

생쥐 Leydig세포의 일산화질소 생성에 미치는 영향
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Effect of Baicalein on Nitric Oxide Production of TM3 Mouse Leydig cells stimulated 

with indomethacin
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ABSTRACT

Objectives : Baicalein (3,3′, 4′, 5, 6-pentahydroxyflavone), a type of flavonoid, is a well-known antioxidant and 

anti-inflammatory ingredient found in Scutellaria baicalensis root. The aim of this study is to investigate the effect 

of baicalein on nitric oxide (NO) production in TM3 mouse Leydig cells stimulated by indomethacin (IN).

Methods : TM3 cells were treated with IN (0.5 µM) and baicalein at concentrations of 12.5, 25, 50, and 100 µM for 

24 hr, 40 hr, 42 hr, 44 hr, and 64 hr. After treatments, cell viabilities were measured with the modified MTT assay. 

The production of nitric oxide in cells was measured by Griess reagent assay.

Results : Baicalein showed no cytotoxicity on IN-stimulated TM3. NO production in IN-stimulated TM3 treated for 

24 hr with baicalein at concentrations of 12.5, 25, 50, and 100 µM was 95.8%, 94.86%, 89.97%, and 81.52% of the 

control group treated with IN only, respectively; NO production for 40 hr was 97.34%, 97.34%, 95.15%, and 87.42%, 

respectively; NO production for 42 hr was 89.12%, 90.14%, 89.74%, and 90.26%, respectively; NO production for 44 

hr was 83.83%, 84.94%, 85.65%, and 86.85%, respectively; NO production for 64 hr was 94.12%, 95.38%, 94.21%, 

and 94.12%, respectively. Specifically, baicalein at concentrations of 12.5, 25, and 50 have been shown to most 

efficiently inhibit NO productions in 48 hr of treatment.

Conclusions : Baicalein might have anti-toxicant effect on Leydig cells related with its inhibition of NO production 

in Leydig cells stimulated with IN.
1)
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Ⅰ. 서   론

바이칼레인(baicalein; 5,6,7-trihydroxyflavone ; Figure 

1)은 황금(黃芩: Scutellaria Radix)의 주요 성분 중 하나로서 

분자식은 C15H10O5이며 바이칼린(baicalin)의 아글리콘

(aglycone)에 해당된다.1) 바이칼레인은 항산화 및 항염증작용 

등 다양한 생리활성을 가지고 있는 것으로 보고되고 있다. 예를 

들면, 2018년에 Kim 등2)에 의해 발표된 보고에 의하면, 바이

칼레인은 바이러스유사물질이면서 이중가닥알엔에이합성유사

체(a synthetic analogue of double-stranded RNA)인 폴리

아이씨(polyinosinic-polycytidylic acid)로 자극받은 마우스 

대식세포(RAW 264.7)의 일산화질소(nitric oxide; NO)와 

interleukin-1alpha(IL-1a), IL-6, Granulocyte-Colony 

Stimulating Factor(G-CSF), Granulocyte-macrophage 
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colony-stimulating factor(GM-CSF), Vascular endothelial 

growth factor(VEGF), Monocyte chemoattractant 

protein-1(MCP-1; CCL2), Interferon gamma-induced 

protein 10(IP-10; CXCL10), LPS-induced CXC chemokine 

(LIX; CXCL5), Regulated on Activation, Normal T-cell 

Expressed and Secreted(RANTES; CCL5)의 생성과 세포내 

칼슘의 방출을 유의하게 억제하는 항염효과를 나타내었으며, 

이러한 항염효과성 염증인자생성억제작용은 Signal transducer 

and activator of transcription 1(STAT1), STAT3, C/EBP- 

homologous protein(CHOP; Ddit3), Fas receptor(Fas; 

apoptosis antigen 1) 등의 염증관련유전자들의 mRNA 

expression 억제와 관련되는 CHOP/STAT pathway를 통해서 

이루어진다. 2013년도에 발표된 Fan 등3)의 보고에 의하면, 

바이칼레인은 지질다당체(lipopolysaccharide)로 자극된 마우

스 대식세포(RAW 264.7)의 inducible nitric oxide synthase 

(iNOS), cyclooxygenase-2(COX-2), tumor necrosis 

factor-α(TNF-α) 등의 mRNA의 발현과  IL-1beta(IL-1

β), prostaglandin E2(PGE2), TNF-α의 생성을 억제하였

으며, 이러한 억제효과는 transcription factor인 nuclear 

factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

(NF-κB)의 활성화억제와 nuclear factor of kappa light 

polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha(I

κBα)의 인산화(phosphorylation) 억제를 포함하는 NF-κB 

pathway의 조절을 통해서 이루어지는 것이다. 2015년 Lee 

등4)은 지질다당체를 이용한 실험 결과, 바이칼레인이 지질다

당체에 의한 혈관성염증반응을 완화한다고 보고한 바 있는데, 

이는 바이칼레인이 지질다당체로 유발된 혈관투과성(vascular 

permeability) 확대, cell adhesion molecules(CAMs)의 발현, 

단핵구의 인간내피세포부착 및 transendothelial migration, 

endothelial cell protein C receptor 유출을 억제하면서 지

질다당체로 자극되는 인간제대정맥내피세포(HUVEC)의 

TNF-α와 IL-6의 생성을 감소시키고 NF-κB 및 

extracellular regulated kinases 1/2(ERK 1/2)의 활성화를 

억제하고, 지질다당체로 유도되는 치명적 내독소혈증

(endotoxemia)을 감소시키는 등 혈관염증성질환의 치료효용

성을 가진다는 것이다. 바이칼레인의 연구보고들에서도 확인

할 수 있듯이, 대식세포 등 세포의 일산화질소생성에 미치는 

시료의 영향확인은 항염효과확인의 중요한 연구분야이다.5-8) 

Leydig세포(Leydig cell)는 라이디히간질세포(interstitial 

cell of Leydig)라고도 불리우는 세포로서, 주로 남성 고환의 

정세관사이의 간질(間質)에 존재하며 뇌하수체전엽에서 분비

되는 간질세포자극호르몬(interstitiaI cell-stimulating 

hormone; Luteinizing hormone)의 자극을 통해 남성호르

몬들(androgens)을 분비하는데, Leydig세포에서 분비되는 

대표적인 남성호르몬이 바로 testosterone이다.9) 2008년도에 

보고된 nee Pathak 등10)의 연구에 의하면, sodium 

nitroprusside에 노출된 Leydig세포가 일산화질소의 생성이 

증가되었고, 동시에 테스토스테론의 분비가 감소되는 등 

Leydig세포의 일산화질소생성증가가 남성호르몬분비 교란을 

일으킬 수 있다. 그러므로 Leydig세포의 일산화질소생성증가

를 조절할 수 있는 물질은 남성호르몬저하와 관련된 질환의 

치료제로의 가능성이 있다고 할 수 있을 것이다.      

바이칼레인이 면역세포의 일산화질소를 억제하는 작용을 

통해 항염작용을 나타낸다는 보고는 이루어졌지만, 아직까지 

바이칼레인이 Leydig세포의 일산화질소 생성에 미치는 영향에 

대한 보고는 이루어진 바 없다. 그러므로 본 연구에서는 

indomethacin으로 유발된 생쥐 Leydig세포주(TM3)의 일산

화질소 생성증가에 미치는 연구를 조사하고 유의한 결과를 얻

었기에 이에 보고하는 바이다.        

Figure 1. Structural formula of Baicalein.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 시약   

 본 실험에 사용된 시약 중 baicalein, indomethacin, gallic 

acid, tetrazolium dye MTT 3-(4,5-di methyl thiazol- 

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Griess reagent 

등은 시그마사(Sigma-Aldrich, USA)로부터 구입하여 사용

하였으며, 세포배양을 위해서는 Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium(DMEM), heat-inactivated fetal bovine serum 

(FBS) 등을 써모피셔싸이언티픽사(Thermo Fisher Scientific, 

USA)로부터 구입하여 사용하였다. Gallic acid가 TM3세포

에 세포독성을 나타냄에 대한 기존의 연구보고11)가 있었기 때

문에 본 연구에서 대조군으로 사용되었다.

2) 기기

실험에 사용된 주요 기기는 CO2 incubator(NUAIRE, USA), 

clean bench(Jeiothec, Korea), Inverted Research 

Microscope(CK2, Olympus, Japan), centrifuge(Gyrozen, 

Korea), microplate reader(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 

등이다.

2. 방법

1) 세포주

본 연구에서 사용된 세포주는 생쥐 Leydig세포에 해당하는 

TM3 cell line이며, 한국세포주은행(KCLB, Korea)에서 구입

하였다.

2) 세포 배양

세포의 배양은 선행연구12-14)의 방법에 따라 실시하였으며, 
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세포들은 37℃, 5% CO2 조건에서 10% FBS, penicillin(100 

U/mL), streptomycin(100 ㎍/mL)이 첨가된 DMEM 배지로 

배양되었다. 

3) MTT assay

바이칼레인이 indomethacin으로 자극받은 생쥐 Leydig세

포의 세포생존율에 미치는 영향을 알아보기 위하여 선행연구
12)의 방법에 따라 MTT assay를 실시하였다. 

4) 그리스시약(Griess  reagent) 실험법 

바이칼레인이 indomethacin으로 자극받은 생쥐 Leydig세

포의 일산화질소 생성에 미치는 영향을 알아보기 위하여 선행

연구13-14)의 방법에 따라 그리스시약(Griess reagent) 실험법을 

다음과 같이 실시하였다. 96 well plate에 well 당 10,000개의 

세포들을 분주하고, 24시간 동안 안정화하였다. 안정화가 된 

세포에 다양한 농도의 시료들을 배지에 담아 각 well에 처리

하고 다시 배양하였다. 대조물질로는 이미 TM3세포에 oxidative 

stress를 유발함이 보고11)된 gallic acid (100 µM)를 사용하

였다. 바이칼레인을 TM3에 다양한 시간동안 처리한 후 세포

생존율에 미치는 영향을 확인하였으며, 그 결과에 따라 배양

시간을 24시간, 40시간, 42시간, 44시간, 64시간동안으로 

하여 시료를 처리하였다. 계획된 시간의 배양이 끝난 후에는 각 

well에서 배양액 100 uL을 채취하여 새로운 96 plate에 옮기고 

나서 각 well에 미리 제조된 그리스시약 100 uL을 추가하고 

상온에서 15분간 반응시킨 후, microplate reader를 이용하여 

540 nm에서의 흡광도를 측정, 각 실험군의 일산화질소의 생

성량을 아래와 같이 계산하여 비교하였다. 

Productions of nitric oxide(%) = 100 × AT/AC 

AC: absorbance of control 

AT: absorbance of tested extract solution. 

3. 통계처리

모든 실험은 3회 이상 반복된 후 평균±표준편차(Mean± 

SD)로 표시되었으며, 대조군과 각 실험군의 평균 차이는 아

노바검증(ANOVA test)과 스튜던트검증(Student t-test)으로 

통계적 유의성을 분석하였으며, 유의수준은 0.05로 설정하였다.

Ⅲ. 결  과

1. 바이칼레인이 indomethacin으로 자극된 TM3 

세포의 세포생존율에 미치는 영향

TM3 세포에  indomethacin(0.5 µM)과 바이칼레인(12.5, 

25, 50, 100 µM)을 24시간동안 처리하고, TM3 세포의 세포

생존율을 조사한 결과, 바이칼레인은 유의미한 세포독성을 나

타내지 않았으며, 40시간 동안의 처리에서는 12.5, 10, 25, 

500 µM의 농도에서 각각 111.56%, 128.12%, 147.57%, 

155.19%로서 유의한 증가를 나타내었고, 42시간동안의 처리

에서는 112.20%, 126.79%, 140.55%, 160.17%로, 44시간

동안의 처리에서는 113.52%, 126.64%, 141.37%, 162.12%로, 

64시간동안의 처리에서는 117.40%, 129.49%, 143.62%, 

170.85%로 유의한 증가를 나타내었다. 이러한 결과는 바이

칼레인이 마우스 Leydig세포에 독성을 나타내지 않을 뿐만 

아니라 indomethacin의 자극으로 인하여 감소되는 마우스 

Leydig 세포의 세포생존율을 증가시키는 등 세포보호효과를 

가지고 있음을 의미하는 것이다(Table 1). 

2. 바이칼레인의 24시간 처리가 indomethacin으로 자극된 TM3 세포의 일산화질소생성증가에 대한 영향

indomethacin(0.5 µM)으로 자극된 TM3 세포에 바이칼레

인(12.5, 25, 50, 100 µM)을 24시간 동안 처리한 후 TM3 

세포의 일산화질소 생성량을 측정한 결과, 12.5, 25, 50, 100 

µM의 농도에서 대조군(indomethacin만 처리한 군) 대비 각각 

95.8 ± 0.04%, 94.86 ± 0.04%, 89.97 ± 0.04%, 81.52 ± 

0.03%로서 유의한 억제를 나타내었다(Figure 2). 
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Figure 2. Effect of Baicalein on Nitric Oxide production in TM3 cells
stimulated by indomethacin (0.5 µM) for 24 hr treatment. Data 
represent Mean±SD (n≥3). Nor, the group incubated with media
only. Con, the group treated with 0.5 µM of indomethacin alone. 
GA denotes Gallic acid (100 µM). # represents p < 0.001 vs. Nor; 
*p < 0.05 vs. Con; **p < 0.01 vs. Con; ***p < 0.001 vs. Con.

3. 바이칼레인의 40시간 처리가 indomethacin

으로 자극된 TM3 세포의 일산화질소생성증

가에 대한 영향

indomethacin(0.5 µM)으로 자극된 TM3 세포에 바이칼레

인(12.5, 25, 50, 100 µM)을 40시간 동안 처리한 후 TM3 

세포의 일산화질소 생성량을 측정한 결과, 12.5, 25, 50, 100 

µM의 농도에서 대조군(indomethacin만 처리한 군) 대비 각각 

97.34 ± 0.02%, 97.34 ± 0.01%, 95.15 ± 0.02%, 87.42 

± 0.01%로서 유의한 억제를 나타내었다(Figure 3). 

4. 바이칼레인의 42시간 처리가 indomethacin

으로 자극된 TM3 세포의 일산화질소생성증

가에 대한 영향

indomethacin(0.5 µM)으로 자극된 TM3 세포에 바이칼레

인(12.5, 25, 50, 100 µM)을 42시간 동안 처리한 후 TM3 

세포의 일산화질소 생성량을 측정한 결과, 12.5, 25, 50, 100 

µM의 농도에서 대조군(indomethacin만 처리한 군) 대비 각각 

89.12 ± 0.04%, 90.14 ± 0.05%, 89.74 ± 0.03%, 90.26 

± 0.02%로서 유의한 억제를 나타내었다(Figure 4).

Figure 4. Effect of Baicalein on Nitric Oxide production in TM3 cells 
stimulated by indomethacin (0.5 µM) for 42 hr treatment. Data 
represent Mean±SD (n≥3). Nor, the group incubated with media 
only. Con, the group treated with 0.5 µM of indomethacin alone. 
GA denotes Gallic acid (100 µM). # represents p < 0.001 vs. Nor; 
*p < 0.05 vs. Con; **p < 0.01 vs. Con; ***p < 0.001 vs. Con.

5. 바이칼레인의 44시간 처리가 indomethacin

으로 자극된 TM3 세포의 일산화질소생성증

가에 대한 영향

Figure 3. Effect of Baicalein on Nitric Oxide production in TM3 cells 
stimulated by indomethacin (0.5 µM) for 40 hr treatment. Data 
represent Mean±SD (n≥3). Nor, the group incubated with media
only. Con, the group treated with 0.5 µM of indomethacin alone. 
GA denotes Gallic acid (100 µM). # represents p < 0.001 vs. Nor;
*p < 0.05 vs. Con; **p < 0.01 vs. Con; ***p < 0.001 vs. Con.

Figure 5. Effect of Baicalein on Nitric Oxide production in TM3 cells 
stimulated by indomethacin (0.5 µM) for 44 hr treatment. Data 
represent Mean±SD (n≥3). Nor, the group incubated with media 
only. Con, the group treated with 0.5 µM of indomethacin alone. 
GA denotes Gallic acid (100 µM). # represents p < 0.001 vs. Nor; 
*p < 0.05 vs. Con; **p < 0.01 vs. Con; ***p < 0.001 vs. Con.
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indomethacin(0.5 µM)으로 자극된 TM3 세포에 바이칼레

인(12.5, 25, 50, 100 µM)을 44시간 동안 처리한 후 TM3 

세포의 일산화질소 생성량을 측정한 결과, 12.5, 25, 50, 100 

µM의 농도에서 대조군(indomethacin만 처리한 군) 대비 각각 

83.83 ± 0.03%, 84.94 ± 0.03%, 85.65 ± 0.04%, 86.85 

± 0.04%로서 유의한 억제를 나타내었다(Figure 5). 

6. 바이칼레인의 64시간 처리가 indomethacin

으로 자극된 TM3 세포의 일산화질소생성증

가에 대한 영향

indomethacin(0.5 µM)으로 자극된 TM3 세포에 바이칼레

인(12.5, 25, 50, 100 µM)을 64시간 동안 처리한 후 TM3 

세포의 일산화질소 생성량을 측정한 결과, 12.5, 25, 50, 100 

µM의 농도에서 대조군(indomethacin만 처리한 군) 대비 각각 

94.12 ± 0.02%, 95.38 ± 0.02%, 94.21 ± 0.02%, 94.12 

± 0.03%로서 유의한 억제를 나타내었다(Figure 6). 

또한 24시간, 40시간, 42시간, 44시간, 64시간 동안 처리

하고 조사된 TM3 세포의 일산화질소 생성량을 비교한 결과, 

44시간 동안 처리한 경우에서 가장 큰 억제효과가 나타남을 

알 수 있었다(Figure 7).

Figure 6. Effect of Baicalein on Nitric Oxide production in TM3 cells 
stimulated by indomethacin (0.5 µM) for 64 hr treatment. Data 
represent Mean±SD (n≥3). Nor, the group incubated with media
only. Con, the group treated with 0.5 µM of indomethacin alone. 
GA denotes Gallic acid (100 µM). # represents p < 0.001 vs. Nor; 
*p < 0.05 vs. Con; **p < 0.01 vs. Con; ***p < 0.001 vs. Con.

Figure 7. Effect of Baicalein on Nitric Oxide (NO) production in TM3 cells stimulated by indomethacin (0.5 µM) for 24 hr, 40 hr, 42 hr, 44 hr, 
and 64 hr treatment. IN, the group treated with 0.5 µM of indomethacin alone. BA means baicalein.

IV. 고   찰

바이칼레인(Baicalein, C15H10O5)은 황금(黃芩: Scutellaria 

Radix)의 주요 성분 중 하나로서1) 다양한 생리활성을 가지고 

있는 것으로 알려져 있는데, 항산화작용(anti-oxidative 

activity)2), 항염증작용(anti-inflammatory effect)3,4), 증

식억제작용(anti-proliferative effect) 뿐만 아니라, 혈소판

응집 억제작용(anti-platelet aggregation activity), 항혈전

작용(anti-thrombotic activity), 활성산소종제거작용(reactive 

oxygen species-scavenging activity), 혈관신생억제작용

(anti-angiogenic activity) 등에 대한 보고도 이루어져 왔

다.15-19) 예를 들면, Kim 등2)은 2018년도의 발표를 통하여, 

바이칼레인이 바이러스유사물질인 폴리아이씨로 자극받은 마

우스 대식세포의 일산화질소(NO), IL-1α, IL-6, G-CSF, 

GM-CSF, VEGF, MCP-1, IP-10, LIX, RANTES의 생성

증가를 유의하게 억제하면서 세포내 칼슘의 방출을 감소와 

STAT1·STAT3·CHOP·Fas mRNA발현억제로 이루어지는 

CHOP/STAT pathway를 통해서 이루어짐에 대하여 보고한 바 

있다. Fan 등3)은 2013년도의 발표를 통해서, 바이칼레인이 

LPS로 자극되어진 마우스 대식세포에 대하여 NF-κB 

pathway 조절/IκBα phosphorylation 억제를 통한 iNOS· 

COX-2·TNF-α 등의 mRNA 발현 억제와 IL-1β· PGE2·

TNF-α의 생성을 감소시키는 효과를 가진다고 보고한 바 있다. 

2015년, Lee 등4)의 보고에 의하면, 바이칼레인이 지질다당

체에 의한 혈관성염증반응을 완화한다고 보고한 바 있는데, 

구체적으로 살펴보면, 생쥐를 이용한 실험의 결과 바이칼레인은 
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지질다당체로 유발된 vascular permeability의 확대 ·CAMs

의 발현·단핵구의 인간내피세포부착 및 경내피세포이동

(transendothelial migration)·endothelial cell protein C 

receptor의 혈중유출 등을 유의하게 억제하였고, 실험관내실

험을 통하여서는, 지질다당체로 자극되는 인간제대정맥내피

세포(HUVEC)의 TNF-α와 IL-6의 생성을 감소시키고 NF-

κB 및 ERK 1/2의 활성화를 억제하는 등, LPS로 유도되는 

치명적 endotoxemia를 감소시키는 효과를 밝혀내었는데, 이러

한 실험결과는 곧 바이칼레인이 혈관염증성질환의 치료효용

성을 가진다는 것이다. 2019년 박 등20)에 의한 보고에 의하

면, 바이칼레인은 house dust mite와 ovalbumin으로 발작

유발되는 생쥐모델에서 thymic stromal lymphopoietin 신

호경로를 차단함으로써 eosinophil의 침투를 효과적으로 억

제하여 천식과 아토피성 피부염의 치료를 위한 항알러지약물

로서의 가능성이 있다. Bai 등21)은 2021년도에 바이칼레인의 

osteoarthritis 예방효과에 대해 보고했는데, 이는 골관절염

흰쥐모델에서의 연골대사효소(cartilage catabolism 

enzymes)의 억제와 nucleotide-binding oligomerization- 

like receptor family pyrin domain containing protein 

3(NOD-like receptor protein 3; NLRP3) inflammasome

의 활성화를 억제함으로 나타나는 항염작용에 의한 것이다. 

He 등22)은 2021년도의 보고에서 바이칼레인이 생쥐유방암모

델과 생쥐피부암모델에서 tumor-associated macrophages 

(TAMs)의 침투를 촉진하고 종양관련대식세포의 염증성표현

형(M1-like phenotype)으로의 분극화를 유도함으로 종양의 

성장을 억제하는데, 이러한 효과는 NF-κB신호경로를 통한 

TNF-α, IL-1β, monokine induced by gamma interferon 

(MIG; CXCL9), Interferon gamma-induced protein 10 

(IP-10; small-inducible cytokine B10; CXCL10) 등의 

전염증성인자들의 발현을 증가시킴에 의한 것이고, 또한 바이

칼레인의 phosphoinositide 3-kinase mRNA/protein의 발현 

감소작용과 같이 나타나는 것인데, 결과적으로는 바이칼레인이 

이노시톨3-인산화효소감마억제제의 새로운 후보가 될 수 있

다는 것이다. Chen 등23)도 2021년에 바이칼레인이 파킨슨병

흰쥐모델실험에서 미토콘드리아 자가포식을 중개하고 miR-30b 

억제와 NIX/BNIP3 경로의 활성화를 통하여 신경활동을 회

복시킴으로써 파킨슨병으로부터 보호하는 효과를 가지고 있

다고 보고한 바 있다. Cai 등24)도 2021년에 바이칼레인이  글

루코코르티코이드로 유발된 쥐의 뼈형성세포주(murine 

osteoblastic cell line MC3T3-E1) 골다공증현상을 Protein 

kinase B(PKB; AKT)의 억제·FOXO1의 증가·골전환지표

인자들(ALP, OCN, Runx2, Col 1)의 발현증가·세포외기질의 

무기화작용(mineralization)을 통하여 억제함에 대하여 보고한 

바 있다. 최근의 발표에서 Zandi 등25)은 바이칼레인이 코로나

19바이러스(SARS-CoV-2)에 대하여 의미있는 항바이러스 

효과를 나타내었다고 발표한 바 있다. Yang 등(2021)은 바이

칼레인이 phosphatidilinositol 3-kinase/protein kinase B 

pathway의 비활성화를 통하여 신경교종세포(glioma cells)의 

침윤성을 낮추고 세포자멸사를 유도하는 등의 항종양효과가 

있다고 보고26)한 바 있다. Zhu 등(2021)은 바이칼레인이 흉선 

기질상 림포포이에틴/흉선 기질상 림포포이에틴수용체 경로

(TSLP/TSLPR pathway) 억제를 통하여 생쥐 Aspergillus 

fumigatus 각막염(keratitis)에 대하여 진균의 성장·생체막

형성·부착 등의 염증반응을 억제함으로써 개선효과를 나타

낸다는 보고27) 한 바 있다. 바이칼레인은 치주염에 대한 효과

에 대해서도 보고되었는데, 2020년도의 Ren 등28)의 발표에 

의하면, 바이칼레인은 100 μM의 농도까지 인간 치주인대세

포(Human periodontal ligament cells)에 독성을 나타내지 

않으면서 지질다당체에 의하여 자극받은 인간 치주인대세포

의 IL-1β, TNF-α, matrix metalloproteinase(MMP)-1, 

MMP-2, MCP-1 생성증가를 단백질과 mRNA 수준 모두에

서 유의하게 감소시키며 이러한 감소효과는 extracellular 

signal regulated kinases(ERK), c-Jun N-terminal protein 

kinase(JNK), P38 MAPK와 mitogen activated protein 

kinase(MAP kinase; MAPK) 경로 억제를 통해서 이루어지는 

것이며, 또한 골생성 maker들(runt-related transcription 

factor 2, collagen-I, osterix)의 유전자발현과 단백질생성을 

눈에 띄게 증가시킴으로써 치주염관리에 도움을 줄 수 있다는 

것이다. 이러한 연구들에도 알 수 있듯이 바이칼레인은 다양한 

세포들의 염증매개인자생성조절효능을 가지고 있다. 그러나 

아직까지 바이칼레인의 Leydig세포에서의 염증매개인자생성에 

미치는 영향에 대한 보고는 이루어진 바 없다.

Free radical의 하나인 일산화질소는 중요한 생체신호전달

자로서29), 다양한 nitric oxide synthase enzymes에 의해서 

L-arginine으로부터 만들어지며, vasodilation, inflammation, 

neurotransmission 작용에 있어서 중요한 역할을 한다.30) 

생식세포에 대한 일산화질소의 작용에 대해서도 보고들이 이

루어져왔으며31), Leydig세포와 관련된 일산화질소의 작용에 

대해서도 보고되었다. 예를 들면, 남성의 2차성징발달, 근육

발달 및 생식기능을 원활하게 하는 기능을 가진 테스토스테론 

등 남성호르몬들을 분비하는 역할을 하는 Leydig세포가 알코올, 

독성물질, 약물 등에 의해 자극을 받아 일산화질소의 생성이 

증가하게 되고, 그로인해 남성호르몬 분비가 감소 및  교란된

다면, 결과적으로는 여러 가지 남성호르몬저하성 장애, 예를 

들면 테스토스테론저하로 인한 남성성기능장애, 포도당지질

대사(glucose and lipid metabolism)장애, 심혈관계기능

(cardiometabolic function)장애, 골밀도(bone mineral 

density)이상, 근력감소 등이 발생할 수 있다.32-35) 

Sodium nitroprusside에 노출된 Leydig세포가 일산화질

소의 생성이 증가되었고, 동시에 테스토스테론의 분비가 감소

된다는 2008년도의 nee Pathak 등10)의 보고를 통해서도 알 

수 있듯이, 약물이나 독성물질에 자극받은 Leydig세포에서는 

일산화질소의 생성이 증가되고, 동시에 테스토스테론과 같은 

남성호르몬의 분비가 저하됨으로써 남성호르몬분비교란이 발

생할 수 있다. 그러므로 독성물질 등으로 자극받은 Leydig세

포의 일산화질소 생성증가를 억제할 수 있는 물질은 남성호르

몬저하로 인한 질환치료에 응용될 수 있을 것이다. 

본 연구에서는 바이칼레인이 대표적인 비스테로이드성항염

제인 indomethacin으로 자극받은 생쥐 Leydig세포(TM3)의 

일산화질소 과잉생성에 미치는 영향을 조사하였는데, 실험결과 

바이칼레인이 indomethacin만 처리한 군에 비해서 

indomethacin과 바이칼레인(12.5, 25, 50, 100 µM)을 함께 

처리하고 24시간, 40시간, 42시간, 44시간, 64시간 동안 배양

한 모든 경우에서 indomethacin으로 증폭된 세포내 일산화
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질소의 생성을 유의하게 감소시켰다. 특히 대부분의 농도에서 

44시간의 배양이 가장 큰 감소효과를 나타내었고, 64시간의 

배양에서는 감소효과가 축소되는 것으로 나타났다. 이와 함께 

indomethacin과 바이칼레인(12.5, 25, 50, 100 µM)을 함께 

처리하고 24시간, 40시간, 42시간, 44시간, 64시간 동안 배

양한 모든 경우에서 Leydig세포의 세포생존율이 감소하지 않

는다는 결과를 통하여, 바이칼레인이 Leydig세포에 세포독성

을 나타내지 않음을 알 수 있었다. 이러한 결과는 바이칼레인

이 약물독성작용에 의해 자극 받은 Leydig세포의 일산화질소

생성증가를 유의하게 억제함으로써 Leydig세포의 남성호르

몬분비교란으로 인한 각종의 질환치료에 응용될 수 있음을 의

미한다. 앞으로 남성호르몬저하질환의 치료를 위한 바이칼레

인의 적용가능성을 탐색하고, Leydig세포의 남성호르몬분비

장애를 개선하는 효과에 대한 자세한 기전규명을 위하여 보다 

많은 연구가 필요한 것으로 판단되는 바이다.  

Ⅴ. 결   론

본 연구에서는 indomethacin으로 자극된 생쥐 Leydig세포

(TM3)에 바이칼레인(baicalein)을 다양한 농도(12.5, 25, 50, 

100 µM)로 24시간, 40시간, 42시간, 44시간, 64시간 동안 

처리한 후 세포생존율을 확인하고, 세포내 일산화질소 생성에 

대하여 조사하여 indomethacin만 처리한 대조군(control 

group)과 비교하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 생쥐 Leydig세포에 indomethacin과 바이칼레인(12.5, 

25, 50, 100 µM)을 24시간, 40시간, 42시간, 44시간, 

64시간 동안 처리한 후 세포생존율을 확인한 결과, 바이

칼레인은 모든 농도에서 세포독성을 나타내지 않았다.  

2. 생쥐 Leydig세포에 indomethacin과 바이칼레인(12.5, 

25, 50, 100 µM)을 24시간 동안 처리한 후 일산화질소 

생성량을 측정한 결과, 12.5, 25, 50, 100 µM의 농도

에서 대조군 대비 각각 95.8 ± 0.04%, 94.86 ± 0.04%, 

89.97 ± 0.04%, 81.52 ± 0.03% 로서 유의한 억제를 

나타내었다. 

3. 생쥐 Leydig세포에 indomethacin과 바이칼레인(12.5, 

25, 50, 100 µM)을 40시간 동안 처리한 후 일산화질소 

생성량을 측정한 결과, 12.5, 25, 50, 100 µM의 농도

에서 대조군 대비 각각 97.34 ± 0.02%, 97.34 ± 0.01%, 

95.15 ± 0.02%, 87.42±0.01%로서 유의한 억제를 

나타내었다. 

4. 생쥐 Leydig세포에 indomethacin과 바이칼레인(12.5, 

25, 50, 100 µM)을 42시간 동안 처리한 후 일산화질소 

생성량을 측정한 결과, 12.5, 25, 50, 100 µM의 농도

에서 대조군 대비 각각 89.12 ± 0.04%, 90.14 ± 0.05%, 

89.74 ± 0.03%, 90.26 ± 0.02%로서 유의한 억제를 

나타내었다. 

5. 생쥐 Leydig세포에 indomethacin과 바이칼레인(12.5, 

25, 50, 100 µM)을 44시간 동안 처리한 후 일산화질소 

생성량을 측정한 결과, 12.5, 25, 50, 100 µM의 농도

에서 대조군 대비 각각 83.83 ± 0.03%, 84.94 ± 0.03%, 

85.65 ± 0.04%, 86.85 ± 0.04%로서 유의한 억제를 

나타내었다. 

6. 생쥐 Leydig세포에 indomethacin과 바이칼레인(12.5, 

25, 50, 100 µM)을 64시간 동안 처리한 후 일산화질소 

생성량을 측정한 결과, 12.5, 25, 50, 100 µM의 농도

에서 대조군 대비 각각 94.12 ± 0.02%, 95.38 ± 0.02%, 

94.21 ± 0.02%, 94.12 ± 0.03%로서 유의한 억제를 

나타내었다. 

이러한 결과는 바이칼레인(12.5, 25, 50, 100 µM)이 

Leydig세포에 세포독성을 나타내지 않으면서도, indomethacin 

으로 유발된 Leydig세포(TM3)의 일산화질소 생성증가를 유

의하게 감소시킴으로써 약리적 화학물질로 인한 Leydig세포의 

세포손상 및 호르몬생성교란을 완화하고, 결과적으로 남성호

르몬부족질환의 예방 및 치료에 사용될 수 있음을 의미하는 

것이다. 향후 바이칼레인이 화학적 독성물질로 인한 Leydig

세포의 세포손상  및 호르몬분비장애를 개선하는 약물로 적용

되기 위해 보다 자세한 연구가 필요한 것으로 판단된다.  
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