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서론»»»

생체는 전염성 병원균과 같은 외부의 침입자나 생체 

내 손상된 조직을 제거하기 위해 염증반응을 이용 한다1). 

염증반응은 내독소로 알려진 lipopolysaccharides 가  (LPS)

toll-like 에 결합하면서 시작되며receptor 4 2) 염증반응에는 , 

inducible 에 의해 만들어지nitric oxide synthase (iNOS)

는 와 에 의nitric oxide (NO) cyclooxygenase-2 (COX-2)

해서 만들어지는 prostaglandin E2 (PGE2 등의 염증 인)

자들이 관여된다3) 그리고 와 . , COX-2 PGE2는 nuclear 

를 활성화하면서 조직 내에 과량의 factor- B (NF- B) , κ κ

와 NO PGE2를 생성하여 염증을 일으키게 된다 그러나. , 

이러한 염증반응이 지나치게 오랜 기간 지속하거나 반, 

복된 염증반응의 발현은 와 NO PGE2의 과잉생산을 가

져오게 되고 이들 와 , NO PGE2에 의해 전 염증성 cyto-

의 생성을 유도하여 염증 주변 조직의 손상 및 종kine

양 조직의 생성이 유발될 수 있다4) 비스테로이드성 소염. 

진통제는 염증 인자의 생성을 억제하여 염증반응이 지

나치게 발현되는 것을 조절하는 역할을 하지만, COX-1

과 에 대해 비 선택적인 저해를 하게 됨으로써COX-2 , 

과 관련된 위장관 부작용이 필연적으로 나타나COX-1

게 되며 에 대해서만 선택적인 저해를 하는 경, COX-2

우 과 생성에 관여된 전구물질이 모두 COX-1 COX-2 
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Objectives  This study was conducted in in vitro environments to investigate the anti- 

inflammatory effect and expression mechanism of Gyejigeojakyakgabuja-tang (GJBT).

Methods  In the experiment, an inflammatory response was induced with lipopolysaccharide 

in macrophage RAW 264.7 cells treated with GJBT, and the production of nitric oxide 

(NO), prostaglandin E2 (PGE2), and cytokines were measured, and inducible nitric oxide 

synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) were measured. The intracellular 

gene and protein expression levels of cytokines were measured.

Results  In vitro, GJBT significantly reduced intracellular NO, PGE2, and cytokine pro-

duction in a concentration-dependent manner. The intracellular iNOS, COX-2, and 

Cytokine gene expression levels were significantly decreased, and the intracellular 

iNOS, COX-2, and cytokine protein expression levels were significantly decreased in 

a concentration-dependent manner. 

Conclusions  These results show that GJBT has an anti-inflammatory effect. (J Korean 

Med Rehabil 2024;34(3):1-11)

Key words Gyejigeojakyakgabuja-tang, Anti-inflammatory agents, Herbal medicine



정재민 임승규 최송 김현지 최진봉⋅ ⋅ ⋅ ⋅

2 J Korean Med Rehabil 2024;34(3):1-11.

을 생성함으로써 과발COX-1 , COX-1 현에 의한 심혈관

계 부작용이 초래되는 문제점이 있다5). 이러한 상황에 따

라항염증 반응이 있는 생약 기원 제재 에 관한 연구가 지

속해서 이뤄지고 있다6) 본 실험에서 사용된 . 桂枝去芍

(藥加附子湯 Gyejigeojakyakgabuja-tang 은 , GJBT) 傷≪

에서 최초로 기술된 처방으로 , , 寒論 太陽病 下之後 脈≫

, , , 促胸滿者 桂枝去芍藥湯主之 若微惡寒者 去芍藥方中加

附子湯主之7)라고 하여 의 증상이 있는 신경, , 發熱 惡寒

통과 관절염에 사용할 수 있다8) 각각의 약재별 선행연. 

구에서 는 추출물이 및 활성을 감소iNOS COX-2 桂枝

시키고 와 NO PGE2의 생성을 억제하는 항염 효과가 있다9)

고 하였으며 는 경구 투여 시 , 附子 interleukin 와 6 (IL-6)

tumor 을 억제하는 항염  necrosis factor alpha (TNF- )α 효

과가 있다10)고 하였으며 약침 투여 시 와 , IL-1 TNF- , β α

IL-6, interferon gamma, immunoglobulin G, immunoglobulin 

등을 억제하는 항염 효과가 있다M 11)고 하였다 은 . 生薑

경구 투여 시 면역세포 특히 비장 세포의 증식과 대식, 

세포의 활성화를 유도하여 체내 면역기능을 증강 시킬 

수 있다12)고 하였으며 클로로포름 분획이 뇌 신경, 生薑 

교세포의 활성화로 인한 뇌 염증반응을 억제해서 항염 

효과만 아니라 신경보호 효과도 있다, 13)고 하였다. 大棗

는 피부 염증에 대한 항염 효과14)와 항산화 및 항암 효

과15)가 있다고 하였다 는 혈장 내 히스타민의 생성. 甘草

을 유의성 있게 감소시키며 폐 조직 내 IL-4, IL-5, IL-6, 

의 생성을 감소시켜서 반응 억제 효과IL-13 allergy 16)가 

보고된 바 있다 각각의 한약재에 대한 항염증 효과는 . 

확인된 바 있으나 해당 약재들이 혼합된 상태에서의 , 

항염 효과 및 기전에 관한 연구는 시행된 바 없었다 본 . 

연구에서는 가 염증반응에 어떤 유의한 효과를 나GJBT

타내는지 알아보기 위해 in vitro 실험을 진행하였고 이 

와 관련하여 유의한 결과를 얻어서 보고하는 바이다.

재료 및 방법»»»

재료1. 

시료1) 

본 연구에 사용된 의 구(GJBT)桂枝去芍藥加附子湯 

성 약재는 한약재 유통업체인 주옴니허브에서 검수된 ( )

한약재를 구입하여 사용하였으며 각 처방의 구성은 아, 

래와 같다(Table ).Ⅰ

시약 2) 

본 연구에서 trypan blue, lipopolysaccharides from 

Escherichia coli O111:B4, protease inhibitor cocktail, 

은 제품을 phosphatase inhibitor cocktail Sigma-Aldrich 

사용하였으며 과 은 제품을 사, ethanol methanol Merck 

용하였고 는 제품을 사용하였다EZ-Cytox DoGenBio . 

Dulbecco's modified eagle's medium, fetal bovine serum, 

은 제품을 사용하였으며penicillin-streptomycin Welgene , 

nitric oxide plus detection kit, easy-spin total RNA ex-

traction kit, acrylamide-bis solution 30%, 1.5 M Tris- 

HCl (pH 8.8), 0.5 M Tris-HCl (pH 6.8), 10X Tris-gly-

cine-sodium dodecyl sulfate (SDS) buffer, 10X transfer 

buffer, GangNam-STAIN prestained protein ladder, mira-

cle-star western blot detection system, 10X Tris-buffered 

은 saline (TBS) with Tween 20 iNtRON 제Biotechnology 

품을 사용하였고, accupower® cyclescript RT premix (dT20)

와 는 제품을 사용하였다DEPC-DW Bioneer .

Herbal medicine name Scientific name weight (g)

桂枝 Cinnamomum cassia Presl 6

生薑 Zingiber officinale Roscoe 6

大棗 Zizyphus jujuba Miller var. 6

甘草 Glycyrrhiza uralensis Fischer 4

附子 Aconitum carmichaeli Debeaux 2

Total amount 24

Table .Ⅰ  The Prescription of GJBT
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방법2. 

시료 추출1) 

첩 분량을 시간 동안 의 증류수를 GJBT (48 g) 2 3 1 ℓ

넣고 에서 가열하여 추출하였으며 추출물은 여100 , ℃

과지를 사용하여 여과하였다. Rotary vacuum evaporator

를 사용하여 여과된 추출물을 감압 농축하고 freeze 

를 사용하여 농축된 추출물을 동결건조하였다 동dryer . 

결건조 완료 후 수득률 의 분말을 얻, 9.09 g ( , 18.94%)

어서 에 냉동 보관한 후 실험 당일 나누어서 증, -20 ℃

류수에 용해하여 사용하였다.

세포 배양2) 

세포생쥐 유래 대식 세포주는 한국 세포RAW264.7 ( )

주 은행 에서 구입하였고 세포 (Korean Cell Line Bank) , 

배양기에서(37 , 5% CO℃ 2) fetal bovine serum가 10% 

추가된 Dulbecco's modified Eagle medium 배지를 사용

하여 배양하였다 일 주기로 세포의 계대 배양을 진. 2~3

행하였다.

세포 생존율 측정3) 

2×104 로 분주한 세포를  cells/well RAW264.7 48 well 

에 시간 동안 배양하고 를 plate 24 GJBT 100, 200, 400, 

의 농도로 처리하여 다시 시간 동안 배양하600 / 24㎍㎖

였다 모든 세포의 배양이 종료된 후 용액을 . EZ-Cytox 

배양액 당 씩 첨가한 후 세포 배양기에서 100 10 ㎕ ㎕

분 동안 반응시켰다 반응 후 의 30 . , micro plate reader

파장에서 흡광도를 측정한 후 대조군에 대한 세450 ㎚

포 생존율을 백분율로 표시하였다.

세포 검체 준비 4) 

분석에 사용할 세포 검체를 준비하기 위해 RAW264.7 

세포를 1×105 로 에 분주한 후  cells/well 6 well plate 24

시간 배양하고 를 의 농도로 GJBT 100, 200, 400 /㎍ ㎖

주입한 후 를 추가하여 다시 시간 배LPS 200 ng/ 24㎖

양하였다 모든 배양이 종료된 후 세포배양액과 세포. , 

를 분리하였으며 분리한 검체는 초저온 냉동고, (-80 )℃

에 보관하면서 분석에 사용하였다.

생성량 측정5) NO 

준비한 세포배양액을 에 씩 분주96 well plate 200 ㎕

하고 를 추가한 후 상온에서 분간 N1 buffer 100 10㎕

반응시켰고 를 추가한 후 상온에서 , N2 buffer 100 10㎕

분간 반응시켰다 반응 후 의 . , micro plate reader 540 ㎚

파장에서 흡광도를 측정하여 군에 대한 생성량LPS NO 

을 백분율로 표시하였다.

생성량 측정 6) Cytokine 

준비한 세포배양액 및 동물 혈청을 분석용 에 동kit

봉된 에 씩 넣고 상온에서 시간 반96 well plate 100 2㎕

응시켰고 의 시약은 버리고 를 사용, plate washing buffer

하여 회 세척하였다 세척 후에 를 4 . detection antibody

씩 추가한 후 상온에서 시간 동안 반응시키고 100 2㎕

에 씩 추plate streptavidin-horseradish peroxidase 100 ㎕

가한 후 상온에서 분 동안 반응시켰다 반응 후 30 . pink- 

용액 를 씩 각 ONE or tetramethylbenzidine 100 well㎕

에 주입 후 분 동안 반응시킨 후 15 100 stop solution㎕

을 추가하여 의 파장에서 흡광micro plate reader 450 ㎚

도를 측정한 후 를 기준으로 생성량을 분standard curve

석하였다.

7) PGE2 생성량 측정 

준비한 세포배양액을 분석용 에 동봉된 kit 96 well 

에 넣고 상온에서 시간 반응시켰다 반응 후 plate 1 . con-

를 씩 추가하여 상온에서 시간 반응시킨다jugate 50 2 . ㎕

그 후 안의 시약은 폐기하고 를 사plate washing buffer

용하여 회 세척 하였다 세척 후 을 3 . substrate solution

씩 추가하여 상온에서 분 반응시킨 후 200 30 stop ㎕

을 씩 추가하여 의 solution 100 micro plate reader 450 ㎕

파장에서 흡광도를 측정한 후 를 기준standard curve㎚

으로 생성량을 분석하였다.

유전자 발현량 측정8) 

준비된 세포에서 를 를 사용RNA total RNA prep kit

하여 추출하였고 추출한 는 , RNA reverse transcription 

와 혼합한 후 premix polymerase chain reaction (PCR) 

장비를 사용하여 에서 분간 에서 cycler 45 60 , 95 ℃ ℃

분 동안 반응을 시켜 를 합성하였다5 cDNA . real-time 
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을 진행하여 합성된 로부터 특정 유전자를 PCR cDNA

증폭시켜 확인하였으며 와 특정 유전자에 맞는 , cDNA

와 를 혼합하여 에서 SYBR green premix primer 95 2℃

분간 반응시킨 후 초 초의 과정을 62.5 30 , 95 5 40℃ ℃ 

회 반복하여 특정 유전자를 증폭시켰다 유전자 발현량은.  

군의 유전자 발현량을 기준으로 상대 정량 하였다LPS .

단백질 발현량 측정9) 

준비된 세포에 radio-immunoprecipitation assay buffer 

(protease inhibitor cocktail , phosphatase inhibitor , Ⅰ Ⅱ Ⅲ 

포함를 넣어 단백질을 추출하였다) . Bicinchoninic acid 

를 이용하여 추출한 단백질을 정량하였protein assay kit

고 와 섞어 준비하였다, sample loading buffer (95 , 5℃

분간 반응 을 사용하여 준비한 단). 10 % acrylamide gel

백질을 한 후 크SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

기별로 분리하여 에 polyvinylidene difluoride membrane

이동시킨 후 에 담가 상온에3% bovine serum albumin

서 시간 동안 반응시켰다 반응시킨 단백질은 2 . TBS-T 

를 이용하여 세척한 후 를 넣어 buffer primary antibody

반응 에서 시간시킨 후 다시 회 세척하여 (4 16 ) 3 sec℃ -

를 넣어 반응상온에서 시간시켰다ondary antibody ( 1 ) . 

이후 다시 세척하여 으로 단백질을 발색시ECL solution

켰다 발색시킨 단백질의 단. 백질 발현량은 chemidoc fu-

으로 분석하였다sion FX .

통계처리10) 

연구 결과는 으로 나타내었mean±standard deviation 으

며 을 이용하여 통계분석을 , SPSS 21.0 (IBM Corp.) 수

행하였다 정상군과 유발군. LPS 간 비교는 independent 

sa 를 수행하였으며 유발군과 농도를 달mple t-test , LPS 

리한 투여군 간의 비교는 GJBT analysis of variance 

를 수행하였다 결과에 따라(ANOVA) . ANOVA , tukey’s 

를 통해 사후검정을 시행하였다 통계분석결과HSD test . 

는 로 나누어 표기하였다p-value 0.05, 0.01, 0.001 .

결과»»»

세포 생존율1. 

세포 생존율의 측정 결과 는 이하의 , GJBT 400 /㎍ ㎖

농도에서는 세포에 대한 독성이 나타나지 않았고, 600 

이상의 농도에서 세포 독성을 확인하여 이후 전/㎍ ㎖

체 실험에서는 농도까지 진행하였다400 / (Fig. 1).㎍ ㎖

Fig. 1. Cell viability of GJBT in RAW264.7 cells. The result

were presented by the mean±standard deviation of mean (n=3).

Normal: non GJBT-induced RAW264.7 cells. 100, 200, 400,

600: GJBT (100, 200, 400, 600 g/mL) treated RAW264.7μ

cells. GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang, ANOVA: analysis of 

variance. *p<0.01 vs Normal compared to normal by ANOVA

and tukey’s HSD test.

Fig. 2. Effect of GJBT on NO level in LPS-induced RAW264.7

cells. The result were presented by the mean±standard deviation

of mean (n=3). Normal: non lipopolysaccharides-induced RAW264.7

cells. LPS: lipopolysaccharides-induced RAW264.7 cells. 100,

200, 400: lipopolysaccharides-induced and GJBT (100, 200, 400 μ

g/mL) treated RAW264.7 cells. GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang,

NO: nitric oxide, LPS: lipopolysaccharides, ANOVA: analysis of 

variance. *p<0.01 vs Normal compared to normal by t-test, †p<

0.01 vs LPS compared to LPS by ANOVA and tukey’s HSD test.
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세포 내 및 2. NO PGE2 생성량 

세포 내 및 NO PGE2 생성량을 측정한 결과 는  , NO

의 이상의 농도에서 농도 의존적으로 GJBT 100 /㎍ ㎖

군에 비해 유의하게 감소하였고LPS (Fig. 2), PGE2는 

의 이상의 농도에서 농도 의존적으로 GJBT 200 /㎍ ㎖

군에 비해 유의하게 감소하였다LPS (Fig. 3).

세포 내 생성량3. Cytokine 

1) IL-1 , IL-6 , TNF-β α 

세포 내 생성량을 측정한 결과IL-1 , IL-6 , TNF- , β α 

는 의 이상의 농도에서 농도IL-1 , TNF- GJBT 200 /β α ㎍㎖  

의존적으로 L 군에 비해 유PS 의하게 감소하였고 은 IL-6

Fig. 3. Effect of GJBT on PGE2 level in LPS-induced RAW264.7

cells. The result were presented by the mean±standard deviation of 

mean (n=3). Normal: non lipopolysaccharides-induced RAW264.7

cells. LPS: lipopolysaccharides-induced RAW264.7 cells. 100,

200, 400: lipopolysaccharides-induced and GJBT (100, 200, 400

g/mL) treated RAW264.7 cells. GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang,μ

PGE2: prostaglandin E2, LPS: lipopolysaccharides, ANOVA: analysis

of variance. *p<0.01 vs Normal compared to normal by t-test,
†p<0.01 vs LPS compared to LPS by ANOVA and tukey’s HSD test.

Fig. 4. Effect of GJBT on IL-1 level in LPS-induced RAW264.7β 

cells. The result were presented by the mean±standard deviation of 

mean (n=3). Normal: non lipopolysaccharides-induced RAW264.7

cells. LPS: lipopolysaccharides-induced RAW264.7 cells. 100, 

200, 400: lipopolysaccharides-induced and GJBT (100, 200, 400

g/mL) treated RAW264.7 cells. GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang,μ

IL-1 : interleukin-1 beta, LPS: lipopolysaccharides, ANOVA:β

analysis of variance. *p<0.01 vs Normal compared to normal by t-test,
†p<0.01 vs LPS compared to LPS by ANOVA and tukey’s HSD test.

Fig. 5. Effect of GJBT on IL-6 level in LPS-induced RAW264.7

cells. The result were presented by the mean±standard deviation of

mean (n=3). Normal: non lipopolysaccharides-induced RAW264.7

cells. LPS: lipopolysaccharides-induced RAW264.7 cells. 100,

200, 400: lipopolysaccharides-induced and GJBT (100, 200, 400

g/mL) treated RAW264.7 cells. GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang,μ

IL-6: interleukin 6, LPS: lipopolysaccharides, ANOVA: analysis

of variance. *p<0.01 vs Normal compared to normal by t-test,
†p<0.05 vs LPS, ‡p<0.01 vs LPS compared to LPS by ANOVA

and tukey’s HSD test.

Fig. 6. Effect of GJBT on TNF- level in LPS-induced RAW264.7α 

cells. The result were presented by the mean±standard deviation of

mean (n=3). Normal: non lipopolysaccharides-induced RAW264.7

cells. LPS: lipopolysaccharides-induced RAW264.7 cells. 100, 200, 

400: lipopolysaccharides-induced and GJBT (100, 200, 400 g/mL)μ

treated RAW264.7 cells. GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang, TNF- :α

tumor necrosis factor- , LPS: lipopolysaccharides, α ANOVA: 

analysis of variance. *p<0.01 vs Normal compared to normal by t-test,
†p<0.01 vs LPS compared to LPS by ANOVA and tukey’s HSD test.
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의 GJBT 100 /㎍ ㎖ 이상의 농도에서 농도 의존적으로 

군에 비해 유의하게 감소하였다LPS (Figs. 4~6).

 

세포 내 유전자 발현량4. 

1) iNOS, COX-2

세포 내 유전자 발현량을 측정한 결과iNOS, COX-2 , 

는 이상의 농도에서 농도 의존적으로 GJBT 100 /㎍ ㎖

Fig. 7. Effect of GJBT on iNOS mRNA expression level in

LPS-induced RAW264.7 cells. The result were presented by the

mean±standard deviation of mean (n=3). Normal: non lipopoly-

saccharides-induced RAW264.7 cells. LPS: lipopolysaccharides-

induced RAW264.7 cells. 100, 200, 400: lipopolysaccharides-

induced and GJBT (100, 200, 400 g/mL) treated RAW264.7μ

cells. GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang, iNOS: inducible nitric

oxide synthase, LPS: lipopolysaccharides, ANOVA: analysis of

variance. *p<0.01 vs Normal compared to normal by t-test, †p<

0.01 vs LPS compared to LPS by ANOVA and tukey’s HSD test.

Fig. 8. Effect of GJBT on COX-2 mRNA expression level in

LPS-induced RAW264.7 cells. The result were presented by the

mean±standard deviation of mean (n=3). Normal: non lipopoly-

saccharides-induced RAW264.7 cells. LPS: lipopolysaccharides-

induced RAW264.7 cells. 100, 200, 400: lipopolysaccharides-

induced and GJBT (100, 200, 400 g/mL) treated RAW264.7μ

cells. GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang, COX-2: cyclooxygenase-2,

LPS: lipopolysaccharides, ANOVA: analysis of variance. *p<0.01

vs Normal compared to normal by t-test, †p<0.05 vs LPS , ‡p<

0.01 vs LPS compared to LPS by ANOVA and tukey’s HSD test.

Fig. 9. Effect of GJBT on IL-1 mRNA expression level inβ 

LPS-induced RAW264.7 cells. The result were presented by the

mean±standard deviation of mean (n=3). Normal: non lipopoly-

saccharides-induced RAW264.7 cells. LPS: lipopolysaccharides-

induced RAW264.7 cells. 100, 200, 400: lipopolysaccharides-

induced and GJBT (100, 200, 400 g/mL) treated RAW264.7μ

cells. GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang, IL-1 : interleukin-1β

beta, LPS: lipopolysaccharides, ANOVA: analysis of variance. 
*p<0.01 vs Normal compared to normal by t-test, †p<0.01 vs LPS

compared to LPS by ANOVA and tukey’s HSD test.

Fig. 10. Effect of GJBT on IL-6 mRNA expression level in

LPS-induced RAW264.7 cells. The result were presented by the

mean±standard deviation of mean (n=3). Normal: non lipopoly-

saccharides-induced RAW264.7 cells. LPS: lipopolysaccharides-

induced RAW264.7 cells. 100, 200, 400: lipopolysaccharides-

induced and GJBT (100, 200, 400 g/mL) treated RAW264.7μ

cells. GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang, IL-6: interleukin 6, LPS:

lipopolysaccharides, ANOVA: analysis of variance. *p<0.01 vs 

Normal compared to normal by t-test, †p<0.01 vs LPS compared

to LPS by ANOVA and tukey’s HSD test.
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군에 비해 유의하게 감소하였다LPS (Figs. 7, 8).

2) IL-1 , IL-6, TNF-β α

세포 내 유전IL-1 , IL-6, TNF-β α 자 발현량을 측정한 

결과 는 이상의 농도에서 농도 의존적, GJBT 100 /㎍ ㎖

으로 군에 비해 유의하게 감소하였다LPS (Figs. 9~11).

Fig. 11. Effect of GJBT on TNF- mRNA expression levelα 

in LPS-induced RAW264.7 cells. The result were presented

by the mean±standard deviation of mean (n=3). Normal: non

lipopolysaccharides-induced RAW264.7 cells. LPS: lipopoly-

saccharides-induced RAW264.7 cells. 100, 200, 400: lipopoly-

saccharides-induced and GJBT (100, 200, 400 g/mL) treatedμ

RAW264.7 cells. GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang, TNF- :α

tumor necrosis factor- , LPS: lipopolysaccharides, ANOVA:α

analysis of variance. *p<0.01 vs Normal compared to normal

by t-test, †p<0.05 vs LPS , ‡p<0.01 vs LPS compared to LPS

by ANOVA and tukey’s HSD test.

Fig. 12. Effect of GJBT on iNOS protein expression level in

LPS-induced RAW264.7 cells. The result were presented by the

mean±standard deviation of mean (n=3). The band images were

obtained using western blot analysis, and -actin was used β as a 

loading control. Normal: non lipopolysaccharides-induced RAW264.7

cells. LPS: lipopolysaccharides-induced RAW264.7 cells. 100, 200, 

400: lipopolysaccharides-induced and GJBT (100, 200, 400 gμ /mL)

treated RAW264.7 cells. GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang, iNOS: 

inducible nitric oxide synthase, LPS: lipopolysaccharides, ANOVA: 

analysis of variance. *p<0.01 vs Normal compared to normal by t-test, 
†p<0.01 vs LPS compared to LPS by ANOVA and tukey’s HSD test.

Fig. 13. Effect of GJBT on COX-2 protein expression level

in LPS-induced RAW264.7 cells. The result were presented by

the mean±standard deviation of mean (n=3). The band images were

obtained using western blot analysis, and -actin β was used as a

loading control. Normal: non lipopolysaccharides-induced RAW264.7

cells. LPS: lipopolysaccharides-induced RAW264.7 cells. 100,

200, 400: lipopolysaccharides-induced and GJBT (100, 200, 400

g/mL) treated RAW264.7 cells. μ GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang,

COX-2: cyclooxygenase-2, LPS: lipopolysaccharides, ANOVA:

analysis of variance. *p<0.01 vs Normal compared to normal by

t-test, †p<0.01 vs LPS compared to LPS by ANOVA and tukey’s

HSD test.

Fig. 14. Effect of GJBT on IL-1 protein expression level inβ 

LPS-induced RAW264.7 cells. The result were presented by

the mean±standard deviation of mean (n=3). The band images were

obtained using western blot analysis, and -actin was used asβ

a loading control. Normal: non lipopolysaccharides-induced

RAW264.7 cells. LPS: lipopolysaccharides-induced RAW264.7 cells.

100, 200, 400: lipopolysaccharides-induced and GJBT (100, 200,

400 g/mL) treated RAW264.7 cells. GJBT: μ Gyejigeojakyakgabuja-tang,

IL-1 : interleukin-1 beta, LPS: lipopolysaccharides, ANOVA:β

analysis of variance. *p<0.01 vs Normal compared to normal by 

t-test, †p<0.01 vs LPS compared to LPS by ANOVA and tukey’s

HSD test.
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세포 내 단백질 발현량5. 

1) iNOS, IL-1β

세포 내 단백질 발현량을 측정한 결과iNOS , GJBT

는 이100 /㎍ ㎖ 상의 농도에서 농도 의존적으로 군LPS

에 비해 유의하게 감소하였다(Figs. 12, 13).

2) COX-2, IL-6, TNF-α

세포 내 단백질 발현COX-2 량을 측정한 결과, GJBT

는 이상의 농도에서 농도 의존적으로 군200 / LPS㎍ ㎖

에 비해 유의하게 감소하였다(Figs. 14~16).

고찰»»»

은 에 처음 언(GJBT)桂枝去芍藥加附子湯 傷寒論≪ ≫

급되는데 , , , , 太陽病 下之後 脈促胸滿者 桂枝去芍藥湯主之

, 若微惡寒者 去芍藥方中加附子湯主之라는 언급이 있다17). 

의 에 대한 조문으로 에 한 ‘ ’太陽中風 兼證 太陽病 瀉下 後

라 했으니 로 인해 의 誤下 太陽 邪 가 로 들어간 상氣 裏

황이다 의 는 과 밀접하여 가 로 들어. , 太陽 表 胸 邪氣 裏

가려면 가장 먼저 부터 시작한다 에서 로. 胸 桂枝湯 酸味

서 과 에 들어가 에 불리한 을 빼血分 陰分 胸陽之氣 芍藥

면 남는 것은 모두 한辛甘 약재가 된다 18) 와 . 桂枝 炙甘

는 을 하는 작용이 있으며草 心陽 補 19,20) 을 보하는  心陽

것은 바로 의 을 고무시키는 역할을 하는 것이다. 胸中 陽

와 은 를 조화시키면서 을 겸하여 보大棗 生薑 榮衛 扶正

조적인 역할을 한다 이렇게 한 약을 사용하여 . 辛甘 邪氣

가 으로부터 로 나오게 하는 작용을 하게 된다. 胸中 表

하다는 것은微惡寒 이 부진할 뿐 아니라 가 이 胸陽 陽氣

미 하다는 것을 뜻한다 이런 경우 으. 虛衰 桂枝去芍藥湯

로는 역부족이고 를 넣어서 의 를 강화한附子 心胸 陽氣

다21) 이와 같이 이 하고 가 왕성할 경우 . 胸陽 虛 陰寒之氣

는 의 을 하여 를 고무시키는 효GJBT 胸中 陽 補 胸陽之氣

과가 있다 는 . GJBT 3 , 2 , 3 , 桂枝 兩 甘草 兩 生薑 兩 大棗 

로 구성되어 있고12 , 1枚 附子 枚 22) 에 의해 염증이  LPS

유발된 백서 모델로 각각의 약재들에 관한 선행연구가 시

행되었는데 약재들의 경구 투여 또는 약침 주사에 항염 

효과가 있는 것으로 보고되었다 는 염증반응의 초. LPS

기에 생체 세포의 에 결합하여 toll-like receptor 4 mi-

togen-activated protein kinase (MAPKs) 및 등의 NF- B κ

Fig. 15. Effect of GJBT on IL-6 protein expression level in

LPS-induced RAW264.7 cells. The result were presented by

the mean±standard deviation of mean (n=3). The band images

were obtained using western blot analysis, and -actin wasβ

used as a loading control. Normal: non lipopolysaccharides-

induced RAW264.7 cells. LPS: lipopolysaccharides-induced

RAW264.7 cells. 100, 200, 400: lipopolysaccharides-induced

and GJBT (100, 200, 400 g/mL) treated RAW264.7 cells.μ

GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang, IL-6: interleukin 6, LPS:

lipopolysaccharides, ANOVA: analysis of variance. *p<0.01 vs

Normal compared to normal by t-test, †p<0.01 vs LPS compared

to LPS by ANOVA and tukey’s HSD test.

Fig. 16. Effect of GJBT on TNF- protein expression levelα 

in LPS-induced RAW264.7 cells. The result were presented

by the mean±standard deviation of mean (n=3). The band 

images were obtained using western blot analysis, and -actin β was

used as a loading control. Normal: non lipopolysaccharides-

induced RAW264.7 cells. LPS: lipopolysaccharides-induced

RAW264.7 cells. 100, 200, 400: lipopolysaccharides-induced

and GJBT (100, 200, 400 g/mL) treated RAW264.7 cells.μ

GJBT: Gyejigeojakyakgabuja-tang, TNF- : tumor necrosis α

factor- , LPS: lipopolysaccharides, ANOVA: analysis of variance.α
*p<0.01 vs Normal compared to normal by t-test, †p<0.01 vs LPS 

compared to LPS by ANOVA and tukey’s HSD test.
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신호 전달 경로를 활성화하여 염증을 유발한다. 

는 전임상 연구에서 항염 효과가 입증된 약재GJBT

들로 구성이 된 처방으로 출전 상 관절과 신경의 염증, 

에 대한 항염 효과가 있을 것으로 기대가 되지만, GJBT

의 항염 효과와 기전 연구는 시행된 바 없었다 이에 . 

에 대한 항염증 치료 효과 및 기전을 규명하기 위GJBT

해 in vitro 실험을 기획하였다 .

in vitro 실험에서 의 세포 내 항염증 효과에 대 GJBT

해 알아보기 위하여 생쥐 유래 대식 세포주인 RAW 

세포를 사용하였다 우선 을 264.7 . GJBT 100, 200, 400, 

의 농도로 처리한 후 시간 배양하여 세포 600 / 24㎍ ㎖

생존율을 측정하였다 실험결과 이하의 농도. 400 /㎍ ㎖

에서 세포에 대한 독성이 나타나지 않았으며 600 /㎍ ㎖

이상의 농도에서는 독성이 나타나 이후 실험에서는 400 

농도까지 진행하였다 분석에 사용할 세포에 / . 100, ㎍㎖

의 농도로 를 처리하고 를 200, 400 / GJBT LPS 200 ㎍ ㎖

추가하여 다시 시간 동안 배양한 후 세포배양ng/ 24㎖

액과 세포를 분리하여 분석한 후 염증 관련 지표를 평

가하여 그 효능과 기전을 알아보고자 하였다.

염증이 유도되면 다양한 염증성 매개물질이 발현되

는 것으로 보고23)되었으며 는 로부터 합성되, NOS iNOS

는 염증 지표 물질로 다양한 염증 질환에서 관찰되는 , 

지표이고24), PGE2는 혈관 확장 부종 발열 및 동통 등, , 

을 매개하여25) 면역반응을 촉진하고  Th2 type Th1 type 

면역반응은 억제하며 대식세포에서 염증성 의 cytokine

생성을 억제하고 항염증성 의 생성을 촉진하는 cytokine

역할이 최근의 많은 연구에서 밝혀졌다26). RAW264.7 

의 세포 내 생성량을 측정한 결과 는 cell NO GJBT 100 

이상의 농도에서 농도 의존적이고 군에 비해 / LPS㎍ ㎖

유의하게 감소하였고 생성량을 측정한 결과 , PGE2 GJBT

는 이상의 농도에서 농도 의존적이고 군200 / LPS㎍ ㎖

에 비해 유의하게 감소하였다 실험 결과에 따르면. , 

는 염증 반응을 나타내는 지표인 GJBT PGE2의 조절에 

있어서 의 조절보다 더 높은 농도가 필요함을 보여NOS

준다 이는 환자가 경험할 수 있는 혈관 확장 부종 발. , , 

열 및 동통과 같은 염증 증상을 조절하는 데 200 /㎍ ㎖

이상의 농도에서 더욱 뚜렷한 염증 억제 효과를 기대할 

수 있을 것으로 보인다. 

다음으로 의 세포 내 의 생성RAW264.7 cell cytokine

량을 측정하였다 염증반응에서 은 염증 매개 . cytokine

역할을 하는 데27) 의 발현량이 줄어들수록 염증 cytokine

반응이 조절된다고 볼 수 있다 는 조직 손상에 대. IL-6

한 발열을 일으키고 는 유도과정과 IL-1 COX-2 lymβ -

분비에 관여하며 는 의 발현 유도에 phokine , TNF- IL-6α

작용할 뿐만 아니라 종양 발생과 염증을 동반하는 질병

에서 높은 수치를 띠는 것으로 알려져 있다28) 이러한 . 

기능을 가진 전 염증성 은 활성화된 와 cytokine NF- Bκ

등의 전사인자에 의해 촉진되며 자가면역 질환 MAPKs 

및 염증반응을 매개한다29) 세포 내 생성량에 . cytokine 

대한 실험 결과 생성량은 GJBT IL-1 , TNF- GJBT β α 

이상의 농도에서 농도 의존적이고 군에 200 / LPS㎍ ㎖

비해 유의하게 감소하였다 생성량은 . IL-6 GJBT 100 

이상의 농도에서 농도 의존적이고 군에 비해 / LPS㎍ ㎖

유의하게 감소하였다 실험 결과에 따르면 는 다. , GJBT

양한 농도에서 의 생성을 조절한다 은 조cytokine . IL-6

직 손상에 대한 발열 과정에 관여하며 이상의, 100 /㎍㎖  

농도에서 그 생성량이 감소한다 와 GJBT . IL-1 TNF-β α

는 각각 유도과정과 의 발현 유도에 관여하COX-2 IL-6

는데 이들 의 생성량은 이상의 , cytokine 200 / GJBT ㎍㎖

농도에서 감소한다 이는 염증 반응을 조절하기 위해 . 

종류에 따라 다른 농도의 가 필요함을 알 cytokine GJBT

수 있다.

다음으로 의 세포 내 항염 작용을 알아보기 위GJBT

하여 유전자iNOS, COX-2, cytokine (IL-1 , IL-6, TNF- ) β α  

발현량 및 단백질 발현량을 측정하였다. iNOS, COX-2

는 에 의해서 분비되는 대표적인 염증 유발 물질이LPS

다30) 는 . NOS inducible NOS, endothelial NOS, neuronal 

등으로 나눌 수 있으며 그 중 는 나 NOS , iNOS LPS cy-

세균에 의해 발현되어 생성에 관여하여 조tokine, NO 

직 손상에 영향을 준다31,32) 그리고 염증반응 부위에서 . 

발현되는 는 통증을 유발하고 생성COX-2 prostaglandin 

에 관여한다33) 세포 내 유전자 발현량을 측정한 결과 . 

는 이상의 농도에서 IL-1 , IL-6, TNF- GJBT 100 /β α ㎍㎖

농도 의존적이고 군에 비해 유의하게 감소하였다LPS . 

는iNOS, COX-2 이상의 농도에서 농도  GJBT 100 /㎍ ㎖

의존적이고 군에 비해 유의하게 감소하였다 세포 LPS . 

내 단백질 발현량을 측정한 결과 단백질 발iNOS, IL-1β 

현량은 GJBT 이상의 농도에서 농도 의존적100 /㎍ ㎖

이고 군에 비해 유의하게 감소하였고LPS , COX-2, IL-6, 

단백질 발현량은 이상의 농도TNF- GJBT 200 /α ㎍ ㎖
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에서 농도 의존적이고 군에 비해 유의하게 감소하LPS

였다. 

in vitro 실험 결과를 살펴보면 는 모든 항목의 생 LPS

성량을 유의성 있게 증가시켰으며 는 모든 항목에GJBT

서 농도 의존적이고 군에 비해 유의한 감소를 하였LPS

다 염증 매개물질인 . NO, PGE2 및 다양한 의  cytokine

생성량과 단백질 발현량 유전자 발현량도 유의한 감소, 

를 하였다.

위의 실험 결과를 종합하여 볼 때 는 의 , GJBT iNOS

생성을 억제하여 의 생성을 억제하고 의 발NOS , COX-2

현 및 활성을 억제하여 PGE2의 생성을 유의성 있게 감

소시키고 생성량 유전자 발현량 단백질 발현, cytokine , , 

량을 유의하게 감소시켜 항염증 작용에 유의성이 있다

고 볼 수 있다 그 결과 의 세포 내 항염증 효과는 . GJBT

관절염 천식 자가면역 질환 등 다양한 염증 관련 질환, , 

의 치료에 기여할 수 있을 것으로 사료된다 하지만 구. , 

성 약물 간의 상호작용에 관한 연구가 미비하여 어떤 , 

약물이 항염증 효과가 있는지에 대한 확인이 부족하다

는 제한점이 있다 또한 본 연구를 통해 의 효능. , GJBT

을 단정적으로 평가하는 것은 무리가 있으므로 앞으로 , 

추가적인 전임상 연구를 통해 양성 대조군과의 비교연

구가 필요할 것으로 사료된다.

결론»»»

의 항염증 효과를 알아보기 위해 GJBT in vitro 실험 

을 진행하였고 다음과 같은 결론을 얻었다.

는 이하의 농도에서는 세포 독성1. GJBT 400 /㎍ ㎖

이 나타나지 않았다.

의 세포 내 생성량을 측정한 결과 2. GJBT NO 100 

이상의 농도에서 농도 의존적으로 군에 / LPS㎍ ㎖

비해 유의하게 감소하였다.

의 세포 내 3. GJBT PGE2 및  cytokine (IL-1 , TNF- )β α

의 생성량을 측정한 결과 군에 비해 LPS 200 /㎍㎖

이상의 농도에서 농도 의존적으로 유의하게 감소

하였고 의 생성량은 이상의 농도에, IL-6 100 /㎍㎖

서 농도 의존적으로 유의하게 감소하였다.

의 세포 내 의 유전자 발현량을 4. GJBT iNOS, COX-2

측정한 결과 군에 비해 이상의 농도LPS 100 /㎍㎖

에서 농도 의존적으로 유의하게 감소하였고, cyto-

의 발현량은 군에 비kine (IL-1 , IL-6, TNF- ) LPSβ α

해 이상의 농도에서 농도 의존적으로 100 /㎍ ㎖

유의하게 감소하였다.

의 세포 내 단백질 발현량을 측정한 결과 5. GJBT

의 발현량은 군에 비해 iNOS, IL-1 LPS 100 /β ㎍ ㎖

이상의 농도에서 농도 의존적으로 유의하게 감소

하였고 의 단백질 발현량은 , COX-2, IL-6, TNF-α

군에 비해 이상의 농도에서 농도 LPS 200 /㎍ ㎖

의존적으로 유의하게 감소하였다.

 

이상의 결과를 바탕으로 가 항염증 효과가 있GJBT

음을 확인하였다.
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