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－Abstract－

Background: Luteolin, a flavone found in various Chinese herbal medicines is known to 

possess anti-inflammatory properties through its ability to inhibit various proinflammatory 

signaling pathways including  NF-κB and p38 MAPK. In this study, we investigated the 

potential therapeutic effect of luteolin on dextran sodium sulfate (DSS)-induced colitis.

Materials and Methods: We used a transgenic mouse model expressing the enhanced green 

fluorescent protein (EGFP) under the transcriptional control of NF-κB cis-elements. C57BL/6 

NF-κBEGFP mice received 2.5% DSS in their drinking water for six days in combination with 

daily luteolin administration (1mg/kg body weight, 0.1ml vol, intragastric) or vehicle. NF-κB 

activity was assessed macroscopically with a Charge-Coupled Device (CCD) camera and 

microscopically by confocal analysis.1)  

Results: A significant increase in the Disease Activity Index (DAI), histological score (p<0.05), 

IL-12 p40 secretion in colonic stripe culture (p<0.05) and EGFP expression was observed in 

luteolin and/or DSS-treated mice compared to water-treated mice. Interestingly, a trend 

toward a worse colitis (DAI, IL-12p40) was observed in luteolin-treated mice compared to
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서    론

최근 우리나라에서도 지속적으로 유병율이 

증가하고 있는 염증성 장질환은 계속되는 연구

에도 불구하고 아직까지 정확한  병태생리는 

밝혀져 있지 않다.1, 2) 염증성 장질환 환자의 

대장 점막 및 혈청에서의 IL-1 β, TNF-α 등

의 전염증성 사이토카인이 증가되어 있고 이들

이 점막의 염증반응을 지속시키고 증폭시키는

데 중요한 역할을 한다고 보고하고 있으며 이

들의 생성 및 활성화에 관여하는 인자에 대한 

연구는 염증성 장질환의 병태 생리 및 치료에 

중요한 역할을 한다.
3)
 최근 일련의 연구 결과 

이들 인자가 NF-κB, mitogen-activated kinase 

(MAP kinase) 등의 전사인자(transcription factor)

에 의해 조절된다고 알려지게 되었다.
4)

염증성 장질환 환자 및 염증성 장질환 동물 

모델의 장점막에서의 NF-κB 발현이 증가되어 

있고,
5)
 현재까지 치료제로 주로 사용되어 지고 

있는 스테로이드, 메살라진 및 설파살라진 등

의 작용기전이 NF-κB를 억제하는 것이라는 

연구결과가 보고되면서 이의 억제가 염증성 장

질환의 치료목표 임을 시사하고 있다.6-8) 플라

보노이드(flavonoid)는 많은 식물 및 식물 첨가

류 음식에 있는 자연적 폴리페놀 합성체로 항

산화, 항염증, 항암 및 면역조절 능력을 보유

하고 있다고 보고하고 있다.9-12) 특히 셀러리, 

카모밀등에 많이 함유되어 한약제로 사용되는 

플라보노이드인 루테올린(luteolin)은 세포 및 

동물실험에서 항염증작용을 보고하고 있으며 

lipopolysaccharide(LPS)로 자극된 쥐의 섬유모

세포에서 NF-κB 활성도를 억제함을 보고하고 

있다.13, 14)

이에 저자는 NF-κB가 활성화 되면 enhanced 

green fluorescent protein(EGFP)이 발현되도

록 형질 전환된 NF-κBEGFP 쥐을 이용하여 궤

양성 대장염과 유사한 동물모델로 잘 알려져 

있는 dextran sulfate sodium(DSS) 유발 장염 

모델에서 루테올린을 경구 투여하였을 때 장염

의 치료효과를 관찰 하고자 하였다.

대상 및 방법

1. 대상
1) 실험동물

실험에 사용된 동물은 생후 4-6주의 C57BL/6 

NF-κB
EGFP
 생쥐를 이용하였다.

15)
 12시간 간격

으로 주-야간이 일정하게 유지되는 특정병원

체 부제(specific-pathogen free, SPF) 환경에

서 사육하였으며 사료와 물은 자유롭게 섭취할 

non-treated DSS-exposed mice. In addition, EGFP expression (NF-κB activity) strongly 

increased in the luteolin-treated mice compared to control mice. Confocal microscopy showed 

that EGFP positive cells were primarily lamina propria immune cells. 

Conclusions: These results suggest that luteolin is not a therapeutic alternative for intestinal 

inflammatory disorders derived for primary defects in barrier function. Thus, therapeutic 

intervention targeting these signaling pathways should be viewed with caution.

Key Words: DDS Colitis, Luteolin
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수 있게 하였다.

2) 시약

급성 장염을 유발하기 위해 DSS(MW:36000 

-50000, ICN)를 식수에 녹여서 2.5%가 되게 

만든 후 고압멸균 하였다. 치료효과를 보기 위

해 사용된 루테올린(Sigma, St Louis, MO) 은 

dimethyl suphoxide(DMSO; Sigma, St Louis, 

MO) 에 녹여 사용하였다.

2. 방법
1) 장염의 유발

본 연구에서는 총 18 마리의 생쥐를 사용하

였으며, 이를 정상대조군(n=6)과 실험군(n=12)

으로 나누었다. 정상대조군은 실험 1일째부터 

희생직전까지 루테올린과 같은 농도로 희석된 

DMSO(0.1 ml)를 비위관(oral gastric needle) 

을 통해 매일 경구 투여하였다. 실험군 즉 장

염을 유발한 군은 실험 2일째부터 2.5% DSS 

을 총 6일간 투약 하였다. 실험군은 비치료군

(n=6)과 치료군(n=6)으로 나누었으며, 치료군

의 경우 시험 1일째부터 루테올린(1 mg/kg, vol 

0.1 ml)을 매일 비위관을 통하여 희생직전까지 

투여하였다. 비치료군의 경우 DMSO(0.1 ml)만

을 매일 비위관을 통해 경구 투여하였다. 희생

은 2.5% DSS 투여후 6일째 시행하였다.

2) 장염의 평가

DSS에 의해 유발된 장염을 임상적으로 평

가하기 위하여 체중의 감소의 정도, 대변의 경

도, 육안적 혈변의 유무를 매일 관찰하였으며, 

이들의 여부에 따라 0점에서 4점까지 점수를 

부여하여 실험기간동안 질병의 활성도(disease 

activity index, DAI)을 평가하였다. 질병의 활

성도는 Cooper 등
16)
이 제시한 바를 따라 체중 

감소, 대변의 경도, 육안적 혈변에 대한 각 항

목별 점수를 합산한 뒤 3으로 나누어 계산 하

였다. 

3) 조직학적 평가

희생 후 각 실험동물의 대장의 길이를 측정

하기 위해 항문인접 말단 직장을 절제한 후 회

장말단부과 맹장 경계부를 절제하였다. 대장의 

조직검사를 위하여 직장 즉 원위부 대장에서 

0.5 cm 크기의 대장조직을 채취하여 포르말린

용액에 넣어 고정시킨 후  파라핀함몰 조직 절

편을 만들었다. 대장 조직절편은 헤마톡실린-

에오신 염색을 시행하였고 광학 현미경을 이용

하여 100배와 400배 비율로 관찰하였다. 각 부

분의 조직의 변화는 염증의 정도와 범위, 조직

재생의 정도, 장샘 손상, 점막 손상의 정도를 0

점에서 5점까지 점수로 환산하여 평균하였

다.
17)

4) 장조직내 사이토카인의 분비

조직학적 검사를 위해 사용된 원위부 대장

을 제외한 상부를 절제하여 phosphate buffered 

solution(PBS)(Gibco, Ph 7.4)을 이용하여 3차

례 세척하였다. 이후 0.05 gm(dry weight)이 되

게 절편을 채취한후 곧바로 차가운 상태의 RPMI 

1640(Gibco, Grand Island, NY) 에 넣어 두었다. 

이후 5% 우태아 혈청을 함유한 완전한 배양약

(RPMI 1640, 2 mM L-glutamine, 1 mM/L 

sodium pyruvate, 50 μM 2-mercaptoethanol 

과 50 mg/ml gentamycin) 1ml 에 넣은후 대

장조직을 소독된 가위로 잘게 썰은 후 24 시간 

배양하였다(humidified 5% CO2, 37°C). 배양 

후 -20°C에 보관하였다가 interleukin 12(IL-12 



－Dextran Sodium Sulfate 유발 장염 모델에서 루테올린의 치료효과－

29

p40)을 측정하였다. IL-12 p40는 mouse IL-12 

p40 quantitative ELISA kit(BD Pharmingen, 

Sand Diego, CA)을 이용하여 측정하였다. 

5) EGFP의 발현 및 공초점 형광 현미경

   (confocal microscopy) 관찰 

대장조직에서의 EGFP 발현을 측정하기 

위하여 희생 후 절제된 대장을 PBS로 세척 

후 EGFP에 특이한 emission filter(LT-9900, 

excitation: 470 nm/40 nm; emission: 515 nm, 

Lightools Research, Encinitas, CA)가 부착된 

박스에 넣은후 Magnafire SP CCD camera 

(Optronics, Goleta, CA)로 촬영하였다. 각 대

장 마다 같은 노출상태로 촬영하였다. cis-NF 

-κBEGFP 쥐로부터 채취된 대장조직 일부를 4% 

파라포름알데하이드에 24시간 고정 후 30% 

sucrose에 옮겨담은 후 5∼7 ㎛ 크기로 절편, 

마운트 하였다. 발현의 정도는 EGFP-specific 

filters (XF116-2; Omega Optical, Brattleboro, 

VT)을 이용하여 각 군의 대장 조직을 공초점 

현미경(laser scanned confocal microscopy, Carl 

Zeiss, Jena, Germany)을 이용하여 관찰하였다.

6) 통계처리

통계분석은 SPSS(ver. 10.0)을 이용하였다. 

모든 측정치는 평균값 ± 표준 편차로 표시하

였다. 각군간의 비교시 ANOVA을 이용하여 

분석하였으며, 통계적 유의수준은 p < 0.05 로 

하였다.

결    과

1. 임상관찰 및 장염활동도 평가
실험군은 2.5% DSS를 식수에 섞어서 총 6

일간 경구 투여하여 급성 장염을 유발시켰다. 

실험기간동안 체중의 변화를 관찰한 결과 정상 

대조군은 희생시까지 체중의 변화는 없었다. 

하지만 비치료군에서는 투여 5일째부터 체중의 

감소가 관찰되었으며 희생 전 약 11%의 체중

감소가 관찰되었다(p<0.05). 루테올린을 매일 

경구 투여한 치료군에서는 투여 5일째 약 8%

의 급격한 체중감소가 관찰되었으며 투여 6일

째는 14%의 체중감소가 관찰되었다(p<0.05) 

(Fig. 1).

실험기간동안 매일 쥐의 임상적 상태를 관

찰하여 질병활성도의 변화를 평가하였는데 정

상대조군에서는 투여전과 희생직전까지 질병 

활성도의 변화는 없었다. 비치료군에서는 2.5% 

DSS 투여 5일째 1.66점, 투여 6일째 2.5점으로 

Fig. 1. Change of weight in each groups. Luteolin- 

treatment did not affect weight loss in 

DSS-induced experimental colitis (p<0.05).

Fig. 2. Change of disease activity index in each 

groups. Luteolin-treatment did not ameliorate 

DSS-induced experimental colitis(p<0.05).
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질병활성도가 상승하였으며, 치료군에서도 투

여 5일째 2.1점, 투여 6일째 2.77점으로 상승하

였으나, 비치료군과 치료군사이의 통계학적인 질

병활성도의 차이는 관찰할 수 없었다(Fig. 2). 

2. 대장의 육안적 및 조직학적 관찰
DSS 투여 6일째 각 군의 쥐를 희생하여 장

의 길이를 측정하였고 질병의 정도가 가장 심

한 대장의 원위부에서 조직평가를 시행하였다. 

장의 길이는 직장에서 맹장을 포함한 근위 

대장까지 측정하였다. 정상대조군의 경우 평균 

9.93±0.13 cm인데 비해, 비치료군과 치료군 각

각의 장의 길이는 7.16± 0.31 cm, 7.51± 0.52 cm 

로 정상 대조군에 비해 유의하게 짧았다(p<0.05) 

(Fig. 3). 

DSS에 의해 유발된 조직학적 소견으로는 

정상적인 장조직의 장 샘 세포들이 사라지고 

점막의 미란이나 궤양을 나타내며 조직내 호중

구나 단핵구와 같은 염증세포들의 침윤을 관찰

되었으며, 정상대조군에 비해 현저한 점막층 

두께의 증가를 관찰할 수 있었다. 

비치료군 및 치료군의 조직학적 점수는 각

각 3.6±0.3 점, 4.3±0.4 점으로 양군사이의 치료

적 호전은 관찰할 수 없었다(Fig. 4, 5). 

Fig. 3. Comparison of colon length (rectum to cecum) 

after each treatment (*p<0.05 vs control).

              Control                              DSS                            DSS+Luteolin
Fig. 4. Histologic finding of distal colon of DSS-induced experimental colitis treated with Luteolin or 

Vehicle (X100, HE stain) 

Fig. 5. Histologic score of distal colon after 

luteolin or vehicle treatment in DSS-colitis 

model (*p<0.05 vs control).
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3. EGFP 발현 및 공초점 형광현미경적 관찰
각 실험군의 대장조직에서의 NF-κB 활성의 

정도를 알기위하여 EGFP 발현을 형광 카메라

를 이용하여 촬영하였다. 비치료군에서는 정상 

대조군에 비해 증가된 형광 발현을 관찰할 수 

있었으며, 치료군에서는 비치료군에 비해 오히

려 EGFP 발현이 증가함을 관찰할 수 있었다

(Fig.6).

공초점 형광현미경을 이용한 관찰에서 정상

대조군의 경우 EGFP 발현이 관찰 되지 않았

으며, 치료군과 비치료군 공히 그 발현의 정도

가 증가하였고, 오히려 치료군에서 비치료군에 

비해 고유근층하 대식세포에서 EGFP 발현이 

증가하였다(Fig.7).

4. 장조직내 사이토카인의 측정 
장조직내 전 염증성 사이토카인인 m IL-12 

p40분비의 정도를 알기위하여 대장 조직을 절

편 배양하였다. 대장 0.05gm 당 m IL-12 p40 

Fig. 6. Luteolin-treatment increased macroscopically 

assessed EGFP expression in DSS-colitis 

experimental colitis by CCD camera.

Fig. 7. Luteolin-treatment increased assessed EGFP expression in lamina propria mononuclear cell of 

DSS-colitis experimental colitis examed by confocal microscopy.

Fig. 8. m IL-12 concentration assesed via ELISA 

in colon strip culture supernatants (*p<0.05 

vs control).
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의 농도는 정상대조군의 경우 166.6±63.1 pg/ml 

이었으며, 비치료군에서는 412.5±48.2 pg/ml 으

로 정상 대조군에 비해 유의하게 증가하였다

(p<0.05). 하지만 치료군에서는 535.2±198.2 pg/ml 

로 비치료군과의 비교시 의미 있는 통계학적인 

차이는 없었다(Fig.8).

고    찰

오래전부터 우리나라에서는 만성 설사를 하

는 환자에게 쑥을 사용하여 치료하는 민간요법

이 있었으며, 일부 염증성 장질환 환자들이 쑥 

혹은 채소류의 음식물을 먹은 후 증상이 호전

되었다는 병력을 경험하게 된다. 이러한 쑥 혹

은 대체 민간요법으로 사용 중인 한약제에서 

항염증 작용을 갖고 있는 성분에 대한 연구결

과 플라보노이드 계열의 성분이 이러한 효과가 

있음을 알게 되었다.18) 또한 실험동물을 이용한  

연구에서 trinitrobenzen sulfonic acid(TNBS)

로 대장염을 유발한 흰쥐에게 쑥의 추출물을 

투여한 결과  설파살라진 유사한 치료효과를 

보고 한바 있다.
19, 20)

 플라보노이드는 Benzo-γ- 

pyrone 유도체로 광합성 식물에 약 10,000여종 

이상이 두루 존재하는 물질로, 이들은 항염증, 항

알러지 및 항산화 작용 등이 있는것으로 알려져 

있다. 루테올린은 3',4',5,7-tetrahydroxyflavone 

으로 셀러리, 녹색후추, 씨앗 및 카모밀 등이 

포함된 생약 추출물로 녹색 채소물에 널리 존

재하는 플라보노이드의 일종으로, 항산화 및 

항염증 작용의 주요물질로 대두되고 있다. 일

련의 연구에서 LPS로 자극한 대식세포에서 루

테올린은 전염증 사이토카인인 TNF-α 의 분

비를 억제함을 보고하고 있다.13, 14) 이러한 결

과는 염증성 장질환의 치료에 응용될 수 있음

을 시사하는데 이 질환의 병태생리를 보면 장

관내 염증반응에는 장관 상피세포와 점막 고유

층내의 대식세포가 주로 관여한다고 한다. 장

관 상피세포는 장관내에 존재하는 병인성 박테

리아의 주성분인 LPS 혹은 전염증성 사이토카

인에 의하여 자극받아 IL-6, IL-8, TGF-β 등

의 발현을 증가시키며, 이들은 다시 대식세포

를 자극하여 IL-1 β 나 TNF-α 와 같은 사이

토카인의 분비를 자극함으로써 염증반응이 증

폭되고, IL-8은 호중구를 자극하여 장점막 고

유층내로 침윤시켜 염증매게 물질들을 분리시

킴으로써 조직의 손상을 가져오게 된다.5) 본 

연구에서도 DSS 유발 대장 점막조직에서 전

염증 사이토카인의 일종인 IL-12의 분비가 증

가되어 있음을 알수 있었다. 이러한 병태생리

를 바탕으로 염증반응에 관여하는 전염증 사이

토카인의 생성을 억제하여 대장의 염증을 치료

하고자 하는 노력이 있었으며 특히 크론병에서 

중요하게 작용하는 TNF-α에 대한 단세포군 

항체을 이용한 치료는 현재 임상에서 널리 사

용되고 있다21).

전염증 사이토카인의 분비 조절에는 NF-κB, 

MAP kinase 및 PPAR-γ 등의 전사인자들이 

관여한다는 것이 알려지면서 이러한 전사인자

들을 조절하여 염증반응을 치료하고자 하는 연

구가 진행 중이며22) 이중 NF-κB 가 장관내 

염증 반응을 유발하고 이를 지속시키는데 중요

한 역할을 한다는 것이 알려지면서, 염증성 장

질환의 치료제로 널리 사용되고 있는 스테로이

드, 메살라진 및 설파살라진등의 항염증작용 

역시 NF-κB 활성도의 억제에 의한다고 보고

하고 있다.6-8) 또한 상기 전사인자의 억제는 염

증성 장질환 동물 모델에서 IL-1, IL-6 및 

TNF-α 와 같은 전염증 사이토카인의 억제를 
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보고하고 있다. 본 실험에 사용된 루테올린 역

시 최근 보고에 의하면 장 상피세포인 IEC-18 

세포와 골수 수지상 세포에서 LPS로 유도된 

TNF-α 분비는 루테올린에 의하여 억제되고 

이러한 억제의 기전으로 IκB kinase 활성도의 

억제를 통한 NF-κB 활성의 감소에 기인한다

고 보고하고 있다
23)
.

하지만 본 연구에서 이러한 항염증 작용이 

있는 것으로 알려져 있는 루테올린을 DSS 유

발 염증성 장질환 모델에서 투여하였을 때 장

점막 염증의 호전을 관찰할 수 없었다. 또한 

대장 점막에서 분비되는 전염증성 사이토카인

인 IL-12 분비 또한 억제되지 않았다. 염증 억

제 반응의 중요한 전사 조절인자인 NF-κB의 

발현 정도를 알아보기 위하여 본 실험에서는 

NF-κB
EGFP
 쥐을 이용하여 EGFP의 발현을 공

초점 형광현미경하에 관찰하였는데 정상 대조

군에 비해 DSS 투여군에서 증가되어 있어 

DSS 유발 염증성 장모델에서 NF-κB의 발현

이 대장 염증에 중요한 역할을 함을 알 수 있

었다. 루테올린을 투약한 치료군에서 비치료군

에 비해 역설적으로 고유근층하 대식세포에서

의 NF-κB의 발현이 증가되어 있었는데, 이는 

루테올린의 경구투여가 NF-κB을 억제할 수 

없음과 동시에 화학적으로 유도된 장질환에서 

대장의 염증의 호전시킬 수 없음을 시사하는 

소견이다. 본 연구의 제한점으로 생각되는 것

은 실험에 사용된 루테올린의 투여량이 적절치 

못하였음을 지적할 수 있으며, 일부 세포실험

에서 루테올린의 항염증작용이 농도 의존적 경

향을 보인다고 보고하고 있어 좀 더 다양한 농

도를 이용한 실험이 되어야 할 것으로 생각 하

나23) 예비실험(preliminary study)에서 고농도

로 루테올린을 투여 하였을때 실험동물의 초기 

사망률이 높아 고농도의 실험을 이행할 수 없

었다. 한편 일부 연구에 의하면 대장 상피세포

의 상처 회복 과정에 NF-κB의 활성이 가장 

초기단계에 작용한다는 사실은 초기 부적절한 

NF-κB의 억제는 상처회복에 도움을 주지 못

할 수도 있음을 주지하여야 할 것으로 생각한

다.
24)

이상의 결과로 항염증작용을 가진 루테올린

을 염증성 장질환 모델에서 투여한 결과 대장 

염증의 억제 효과를 관찰할 수 없었으며 이는 

NF-κB 활성과 밀접한 관련이 있음을 알 수 

있었다. 또한 최근 이러한 전사인자억제를 통

해 염증작용을 억제한다고 알려져 있는 플라보

노이드 폴리페놀 물질의 개발에는 신중함이 있

어야 할 것으로 사료된다.

요    약

전염증성 사이토카인의 분비를 조절하는 전

사인자인 NF-κB는  염증성 장질환 환자의 대

장 점막에서 발현이 증가되어 있다고 보고하고 

있으며 이를 억제하여 대장의 염증을 억제하려

는 연구가 진행 중이다. 루테올린은 다양한 한

약제에 포함되어 있는 플라보노이드 중 하나로 

항염증 및 항산화작용이 있다고 알려져 있으며 

LPS 자극된 대식세포에서 TNF-α 분비의 억

제 뿐만 아니라 전사인자인 NF-κB의 발현을 

억제하여 항염증작용을 하는 것으로 알려져 있

다. 본 연구에서는 DSS을 이용한 염증성 장질

환 모델에서 루테올린의 장염의 치료효과를 보

고자 하였다. C57BL/6 NF-κB
EGFP
 쥐에게 2.5% 

DSS를 투여하여 장염을 유발하였으며 치료군

(n=6)에서는 매일 루테올린(1 mg/kg, vol 0.1 ml)

을 비위관을 통해 경구투여 하였으며, 비치료
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군(n=6)에서는 매일 같은 양의 vehicle(vol 0.1 ml)

를 투여하여 정상대조군(n=6)과 비교하였다. 

실험 기간 동안 질병활성도를 기록하였으며, 

투약 6일 후 모든 쥐를 희생하여 대장을 분리

하여 길이를 측정하고, 조직검사를 시행하였다. 

또한 대장점막조직을 배양하여 m IL-12 p40의 

분비를 측정하였고, 공초점 형광현미경하에서 

EGFP 발현의 정도를 관찰하였다. 질병의 활성

도의 관찰에서 치료군에서 2.7점, 비치료군에서 

2.5점으로 양군 사이에 유의한 차이가 없어 루

테올린에 대한 장염예방효과는 없었다. 또한 

치료군과 비치료군에서 대장점막의 m IL-12 

p40의 분비 각각 535.2±198.2 pg/ml, 412.5±48.2 

pg/ml 로 양군 사이의 차이는 없었다. 흥미롭

게도 EGFP 발현은 치료군에서 오히려 높게 

나타났으며, 공초점 형광현미경관찰에서 대부

분의 고유근층하 대식세포에서 증가되어 있음

을 알 수 있었다. 

이상의 결과로 루테올린의 경구 투여는 DSS 

유발 염증성 장질환 모델에서 대장 점막 염증

을 억제하는 대체 요법으로써의 치료효과는 관

찰할 수 없었으며, 향후 항염증작용이 있다고 

알려져있는 플라보노이드 물질의 개발에 신중

함이 있어야 할 것으로 사료된다.
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