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DSS으로 유발된 생쥐의 대장점막손상에 대한 導滯湯의 효과
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EffectsofDoche-tangonColonicMucosalUlcerInducedbyDSSinMice

Ju-ahLee,Kyung-hwanKong

DepartmentofinternalMedicine,OrientalMedicalHospitalofSemyungUniversity

ABSTRACT
Objectives:ThisstudywascarriedouttoinvestigatetheeffectsofDoche-tangoncolonicmucosalulcerinducedby

dextransulfatesodium(DSS).

Method:Thegroupwasdividedintothree.Thenormalgroupconsistedofmicethatwerenotinflammation-induced.The
controlgroupwascomposedofuntreatedcolitiselicitedmice.ThesamplegroupwasadministeredDoche-tangaftercolitis
elicitation.Theeffectsoncolonicmucosalulcerswereevaluatedbythemorphologicalchangeofcolonicmucosa,the
anti-oxidanteffect,HSP70,NF-κB,COX-1,COX-2andiNOS.

Results:Intermsofimmunohistochemicalfindings,thedistributionofCOX-1inmicetreatedwithDoche-tangnoticeably
increasedmorethanthatinthecontrolgroup.ThedistributionofHSP70,NF-κB,COX-2,iNOSinmicetreatedwith
Doche-tangdecreasedmorethanthatinthecontrolgroup.Regenerationofsurfaceepithelialcellandgobletcellinmucosa
wasobservedbytransmissionelectronmicroscope.

Conclusion:Accordingtotheresults,Doche-tangispracticabletreatmentforcolonicmucosalulcer.

Keywords:Doche-tang,Colonicmucosalulcer,COX-1,COX-2,NF-κB,Dextransulfatesodium

Ⅰ.서 론

염증성 장질환(inflammatoryboweldisease,IBD)

은 장에 만성적인 원인불명의 염증을 일으키는 질

환으로 통상 궤양성 대장염과 크론병을 말한다.원

인과 병태생리가 확실히 밝혀진 바가 없어 근원적

인 약물 요법은 없고 증상의 완화와 관해의 유지

가 치료의 요점이 된다
1
.서양에서는 흔한 질환이

지만 국내에서는 매우 드문 질환으로 인식되어 왔

는데,최근 국내에서도 그 발생 빈도가 점차 늘어

나고 있는 추세이다
2
.

염증성 장질환은 한의학에서는 急性泄瀉,痢疾,

腸風,臟毒의 범주에 속하고 급성기의 원인은 濕熱

이 大腸에 蘊結한 경우,정신적으로 肝氣鬱結로 橫

逆犯胃한 경우 또는 飮食所傷이며 만성화되는 이

유는 주로 脾虛,腎虛로 인한다고 볼 수 있다
3
.본

병의 급성기 또는 활동기에는 주로 大腸濕熱證이

나타나는데
4
淸熱利濕解毒의 치법을 사용한다

5
.

導滯湯은 『醫學入門』
6
에 처음 기록된 처방으

로 膿血痢에 쓰이는 처방으로 알려져 있고 大腸濕

熱의 증상인 下痢膿血 裏急後重 腹痛作渴 日夜無

度를 치료한다.
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염증성 장질환에 대해 최7는 궤양성 대장염을

赤痢의 범주로 보고 赤小豆當歸散으로 실험적 보

고를 한 바 있고 이8는 地楡湯,김9은 導赤地楡湯,

최
10
는 沙蔘麥門冬湯이 염증성 장질환의 치료에 효

과가 있다는 실험적 보고를 한 바가 있으나 염증

성 장질환을 大腸濕熱의 증상인 膿血痢로 보고 치

료효과를 보고한 예는 아직 없었다.

이에 저자는 염증성 장질환의 급성기 및 활동기

치료의 한의학적 치료범주를 넓히고자 DSS으로

유발된 대장 점막 손상에 대한 導滯湯의 효과를

실험적으로 규명하기 위하여,생쥐 대장 점막의 육

안적 소견과 염증효소 유전자 발현 억제효과,점막

방어 체계의 회복과 조직 손상 완화 등의 변화를

관찰하여 유의성 있는 결과를 얻었기에 보고하는

바이다.

Ⅱ.본 론

1.실험재료 및 방법

1)재 료

(1)동 물

오리엔트(한국)에서 분양 받은 태령 6주된

Balb/C수컷 생쥐를 무균사육장치내에서 2주일동

안 적응시킨 후 체중 20g된 생쥐를 선별하여 사용

하였다.정상군,DSS로 대장점막손상 유발군(DIC

군),DSS와 導滯湯 추출물 동시 처리군(DCA군)

으로 나누었으며,각 군에 각 7마리씩 배정하였다.

(2)약 재

본 실험에 사용한 한약재는『東醫寶鑑』
11
에 수

록된 導滯湯의 처방에 따른 구성약물로서 세명대

부속한방병원에서 구입하여 사용하였으며 1첩당

분량은 다음과 같다(Table1).

Herb ScientificName Amount(g)

白芍藥 Paeoniajaponica 8

當 歸 Angelicagigas 4

黃 蓮 Coptischinensis 4

黃 芩 Scutellariabaicalensis 4

大 黃 Rheumpalmatum 2.8

木 香 Inulahelenium 1.2

檳 榔 Arecacatechu 1.2

桂 心 Cinnamomumcassia 1.2

甘 草 Glycyrrhizauralensis 1.2

Totalamount 27.6

Table1.AmountandCompositionofDoche-tang

2)방 법

(1)대장점막손상의 유발

대장점막손상을유발하기위해7일동안5%(wt/vol)

DSS(40,000molecularweight,ICN,Aurora,OH)

을 DIC군과 DCA군에 자유롭게 먹도록 하였다.

(2)세포주와 세포배양

실험에 사용한 마우스의 RAW 264.7macrophages

는 KoreanCellLineBank(KCLB;Korea)에서 구

입하였다.세포는 37℃,5% CO2 incubator에서

10% FetalBovineSerum(Sigma,USA)이 함유된

Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM,

Sigma)을 사용하여 배양하였다.오염방지를 위해

항생제로100unit/㎖penicillin,100㎍/㎖streptomycin

(Gibco/BRL,USA)을 첨가하였다.

(3)導滯湯의 제조,투여 및 첨가

導滯湯(Doche-tang)2첩을 증류수 500㎖에 넣고

2시간동안 전탕한 후 여과하였다.여액을 rotary

evaporator를 이용하여 50㎖으로 감압․농축하여

DCA군에 DSS처리 시작과 함께 7일 동안 2.5㎖/

㎏/day양으로 구강 투여하였다.Invitro에 사용되

는 導滯湯의 추출은 감압․농축 후 동결 건조하여

사용하였고,MTSassay결과 導滯湯 추출물 5㎎/

㎖까지는 세포 생존율의 변화가 일어나지 않아 0.5,

1.0,1.5그리고 2.0㎎/㎖를 첨가량으로 결정하였다.
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(4)항산화효과 측정

導滯湯의 항산화능력을 측정하기위해 riboflavin

을 이용한 활성산소 소거실험을 실시하였다.우선

photocell에 40㎜ buffer2.6㎖,nitrolimetetrasodium

100㎕,EDITS/cyanide200㎕,riboflavin100㎕ 그리

고 농도별(1-10㎎)導滯湯 추출물 100㎕을 넣고 3

번 섞어주었다.ABS560㎚에서 autozero를 잡고

lightbox에서 1분 동안 조사한 후 흡광도를 측정하

였다.이 작업을 7번 반복하여 평균값을 계산하였

다.

(5)NF-κB 활성 관련 염증효소 유전자 발현

억제 효과 조사(invitro)

RAW 264.7macrophages에서 導滯湯이 NF-κB활

성에 관여하는 IκBkinase(IKK),염증효소인 induce

Nitric oxide synthase(iNOS), cyclooxygenase-2

(COX-2)의 mRNA발현에 미치는 영향을 조사하

기 위해 역전사중합효소 연쇄반응법(Reverse

Transcriptase-PolymeraseChainReaction,RT-PCR)

을실시하였다.RAW264.7macrophages5×105cells/well

을 6well에 plating하고 12시간 후에 1㎍/㎖

lipopolysaccharide(LPS,Sigma)를 2시간 처리하여

NF-κB활성을 유도한 후 導滯湯 추출물 0.5,1.0,

1.5그리고 2.0㎎/㎖을 농도별로 첨가하여 24시간동

안 배양하였다.배양 후 수거한 RNA를 trizol

reagent(Sigma)를 사용하여 추출한 다음 fluorometer

(introgen,USA)로 RNA를 정량하였다.RT-PCR

kit(Premega,USA)를 이용하여 cDNA를 합성한

후 IKK,iNOS,COX-2primer를 PCRmachine으

로 반응시켰다(Table 2).PCR 산물은 1-2%

agarosegel상에서 전기영동하여 relativeintensity로

측정하였다.한편 RT-PCR의 정확성을 평가하기 위

하여 internalstandard인 beta-actin의 증폭을 동시에

실시하였다.mRNA 발현의 relative intensity는

Optimas 5.2(Optima,USA)를 이용한 영상분석

(imageanalysis)을 통해 비교하였다(Table2).

Primer Primersequences
Product
(bp)

No.of
cycles

IKK sense 5'-CCACCCAGTTCCACAAGTCT-3' 380 35

antisense 5'-CCTCCACTGCGAATAGCTTC-3'

iNOS sense 5'-AGACTGGATTTGGCTGGTCCCTCC-3' 527 30

antisense 5'-AGAACTGAGGGTACATGCTGGAGCC-3'

COX-2 sense 5'-TCTCCAACCTCTCCTACTAC-3' 624 35

antisense 5'-GCACGTAGTCTTCGTTCACT-3'

β-actin sense 5'-GGAGAAGATCTGGCACCACACC-3' 840 35

antisense 5'-CCTGCTTGCTGATCCACATCTGCTGG-3'

Table2.PrimerofIKK,COX-2,iNOSandβ-actinmRNA

(6)DSS로 유발된 생쥐의 대장점막손상에 대

한 항염증효과 측정(invivo)

가.조직표본제작

DSS처리 후 sodiumpentobarbital용액으로 마

취한 후 vascularrinse와 10% 중성 포르말린용액

(neutralbufferedformalin:NBF)으로 심장관류

고정(perfusion)을 실시하였다.맹장에서 내림주름

창자까지 적출하여 길이를 측정하고 내림주름창자

만 따로 분리한 후 실온에서 24시간동안 10%

NBF에 고정하였다.고정된 조직은 통상적인 방법

으로 paraffin에 포매한 후 5㎛ 두께의 연속절편으

로 제작되었다.창자 점막의 일반적인 형태변화를
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관찰하기 위해 연속절편을 hematoxylin과 eosin에

염색한 후 광학현미경(BX50,Olympus,Japan)으

로 관찰하였다.

나.창자 점막 손상 완화 관찰

① 창자세포의 페쇄이음 단백질 변화 관찰

Intestinalpermeability는 폐쇄띠의 손실과 연관

되는데,폐쇄이음 단백질의 하나인 zonulaoccludin-1

(ZO-1)분포 변화 관찰을 위한 면역조직화학적 염

색을 실시하였다.우선 절편을 proteinaseK(20㎍/

㎖)에 5분 동안 단백질 가수분해 과정을 거친 후

blockingserum인 10% normalgoatserum에서 2시

간동안 반응시켰다.그리고 1차 항체인 goatanti

ZO-1(1:20,SantaCruzBiotec)에 4℃ humidified

chamber에서 72시간 동안 반응시켰다.그렇게 한

후에 2차 항체인 biotinylated rabbitanti-goat

IgG(1:100,SantaCruzBiotec)에 4℃ humidified

chamber에서 24시간 반응시킨 후,avidinbiotin

complex(ABC)kit(VectorLab,USA)에 1시간동안

실온에서 반응시켰다.0.05% 3,3'-diaminobenzidine

(Sigma)과 0.01% HCl이 포함된 0.05M tris-HCl

완충용액(pH7.4)에서 발색시킨 후,hematoxylin으

로 대조염색 하였다.

② 창자 점막 손상 스트레스 변화 관찰

점막 손상 스트레스를 조사하기 위해 스트레스

에 대한 완충적 물질인 열 충격 단백질(heatshock

protein,HSP)의 하나인 HSP70의 분포 변화를

rabbit antimouse HSP70(1:100,Santa Cruz

Biotec)을 이용한 면역조직화학적 염색 후 관찰하

였다.

③ 창자 점막 내 술잔세포의 변화 관찰

중성점액질(neutralmucin)을 분비하여 점액 방

벽작용을 하는 술잔세포의 분포 변화를 조사하기

위해서 periodicacid-schiffreaction(PAS)염색을

실시하였는데 우선 periodicacid에서 5분간 반응시

킨 후 Schiffreagent에서 15분 동안 처리하였다.그

렇게 한 후 sulfurousrinse에서 각 2분씩 3회 세척

한 후 hematoxylin에서 1분 동안 대조염색 하였다.

④ 창자 점막고유막내 COX-1의 분포 변화 관찰

창자세포의 보호기전에 관여하는 cyclooxygenase-1

(COX-1)의 분포변화를 관찰하기 위해 rabbit

anti-mouseCOX-1(1:250,Chyman,USA)을 이용

한 면역조직화학적 염색을 실시하였다.

다.NF-κB활성 억제와 염증효소 생성 억제 관찰

① NF-κB활성 변화 관찰

염증유발유전자들을 조절하는 전사인자 NF-κB

의 분포 변화를 조사하기 위해 NF-κBp65(1:250,

SantaCruzBiotec)를 이용한 면역조직화학적 염

색을 실시하였다.

② 염증효소 생성 변화 관찰

염증 효소인 iNOS-2와 COX-2의 조직 내 분포

를 조사하기 위해 mouseanti-mouseiNOS(1:250,

Santa CruzBiotec)와 rabbitanti-mouseiNOS

(1:250,SantaCruzBiotec)를 이용한 면역조직화

학적 염색을 실시하였다.

3)영상분석과 통계처리

유전자 발현의 relativeintensity와 면역조직화학의

결과의 수치화를 위해 Optimas5.2(OptimaCo.,USA)

를 이용한 영상분석(imageanalysis)을 실시하였다.영

상분석 결과는 Sigmaplot2000을 통한 StudentT-test

로 유의성을 검증하였으며 유의수준은 0.05로 하였다.

Ⅲ.결 과

1.항산화효과

導滯湯 추출물의 항산화 효율은 1㎎/㎖에서

13±1.0%,2 ㎎/㎖에서 17±1.4%,4 ㎎/㎖에서

20±1.0%,6 ㎎/㎖에서 37±2.1%,8 ㎎/㎖에서

42±1.9%,10㎎/㎖에서 48±1.2%로 농도-의존적으

로 증가하였다(Fig.1).
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Fig.1.Anti-oxidanteffectsofDoche-tang(DCT).

TheSOD abilityofDCTwasdose-dependantly
increased.

2.NF-κB활성 관련 염증효소 유전자 발현 억제

효과(invitro)

1)NF-κB활성 억제

RAW 264.7macrophages에서 LPS자극에 의한

IKK mRNA발현은 증가하였는데,導滯湯 추출물

처리 후 농도-의존적으로 발현이 감소되었다.導滯

湯 추출물 처리 후 IKKmRNA발현량은 0.5㎎/

㎖에서 35%,1㎎/㎖에서 34%,1.5㎎/㎖에서

46%,2㎎/㎖에서 59%가 감소하였다(Fig.2).

2)염증효소 iNOS발현 억제

RAW 264.7macrophages에서 LPS자극에 의한

iNOSmRNA발현은 증가하였는데,導滯湯 추출물

처리 후 농도-의존적으로 발현이 감소되었다.導滯

湯 추출물 처리 후 iNOSmRNA발현량은 0.5㎎/

㎖에서 23%,1㎎/㎖에서 31%,1.5㎎/㎖에서 46%,

2㎎/㎖에서 55%가 감소하였다(Fig.2).

3)염증효소 COX-2발현 억제

RAW 264.7macrophages에서 LPS자극에 의한

COX-2mRNA발현은 증가하였는데,導滯湯 추출

물 처리 후 농도-의존적으로 발현이 감소되었다.

COX-2mRNA발현량은 0.5㎎/㎖에서 11%,1㎎/

㎖에서 14%,1.5㎎/㎖에서 19%,2㎎/㎖에서 39%

가 감소하였다(Fig.2).

A B
Fig.2.Invitrotestforanti-inflammationeffectsofDCT.

A.InhibitionofIKK,iNOSandCOX-2mRNAexpression.TheRAW 264.7macrophagesweretreatedwith
LPSfor1hourspriortotheadditionofindicatedconcentrations(0.5-2㎎/㎖)ofDCT,andthecellswere
furtherincubated for24 hours.The LPS-induced IKK,iNOS and COX-2 mRNA expression were
dose-dependantlydecreasedinDCTtreatedRAW 264.7macrophages.
B.RelativeintensityforIKK(■),iNOS(■)andCOX-2(■)mRNAexpression.
LPS,lipopolysaccharide;DCT,Doche-tang;IKK;IκBkinase;iNOS,induceNitricoxidesynthase;COX-2,
cyclooxygenase-2.
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3.DSS로 유발된 생쥐의 대장점막염증에 대한 항

염증효과(invivo)

1)큰창자 길이 변화

정상군의 맹장에서 내림주름창자까지의 길이는

119±2.5㎜이었으나,DSS 처리로 대장점막손상이

유도된 DIC군에서는 정상군에 비해 35% 감소한

77±4.0㎜로 측정되었다.그러나 導滯湯을 동시 투

여한 DCA군에서는 DIC군에 비해 21% 증가한

93±4.0㎜로 측정되었다(Fig.3).

Fig.3.RepaireffectsofcoloniclengthbyDCT.

A.Photographofcolon.ThecoloniclengthinDCAgroup(②)wasmoreelongatethanthatinDICgroup(①).
B.Graphforchangesofcoloniclength.
DIC,DSSonlytreatedmouse;DCA,DSSandDCTtreatedmouse;
*,p<0.05comparedwithDIC.

2)창자 점막 손상 완화

(1)일반적인 형태 변화

DIC군의 점막에서 창자세포와 술잔세포가 유실

된 출혈성 침식(hemorrhagicerosion)이 관찰되었

는데,많은 수의 림프구,섬유모세포,과립백혈구

등 염증관여세포의 침윤이 점막고유층에서 관찰되

었다(Fig.4-A①).일부 창자 점막에서 일어난 출

혈성 침식이 점막근층을 지나 점막밑층 까지 확대

된 것도 확인 할 수 있었다.표면상피 상층부에 위

치한 창자세포는 거의 손상된 형태로 나타났고,솔

모양가장자리는 관찰되지 않았다.한편 導滯湯을

투여한 DCA군에서는 DIC군에 비해서는 출혈성

침식이 완화된 것으로 나타났으며,점막고유층에서

염증관여세포의 침식 감소가 확인되었다(Fig.4-A

②).일부 지역의 표면상피 상층부를 제외하고는

정상적인 창자세포의 배열을 확인할 수 있었으며,

창자세포에서 솔모양가장자리도 관찰되었다.

(2)창자세포의 폐쇄이음 단백질 변화

정상군에서 ZO-1양성반응은 창자세포 이음복

합체의 상층부인 폐쇄띠 부위 세포막에서 잘 관찰

되었다.DSS처리 후 ZO-1양성반성은 감소하였

는데,창자세포 이음복합체가 심하게 손상 받은

DIC군에서는 ZO-1 양성반응이 정상군에 비해

76% 감소하였다(Table3,Fig.4-B①).한편 창자

세포 이음복합체가 회복된 DCA군에서는 DIC군에

비해 ZO-1양성반응이 181% 증가하였고,ZO-1양

성반응을 창자세포의 세포막 상층부에서 관찰할

수 있었다(Table3,Fig.4-B②).
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(3)창자 점막 손상 스트레스 변화

DSS처리로 대장점막손상을 유발한 후 스트레

스에 대한 완충적 물질인 HSP70의 양성반응세포

의 분포는 점막고유층에 증가하였으며,양성반응세

포의 핵과 주변세포질에서 강하게 양성반응을 보

였다.DIC군은 정상군에 비해 양성반응세포의 분

포가 354% 증가하였다(Table3,Fig.4-C①).이에

반해 DCA군에서는 HSP70양성반응세포의 분포가

DIC군에 비해 45% 감소하였다(Table3,Fig.4-C

②).

Objective
Group

NOR DIC DCA

ZO-1 2534±92 620±26 1741±83*

HSP70 559±14 2540±70 1397±19*

COX-1 4481±72 2031±93 3267±54*
(imageanalysisfor200,000particles/rangeofintensity:80-120)

Table3.Theimageanalysisofulcerativecolitisevokeddamagesofmocosa

Fig.4.MitigativeeffectsofDSSinducedcolonicmucosalulcerbyDCT(①,onlyDSStreatedmouse;②,
DSS&DCTtreatedmouse).

A.Thehemorrhagicerosion(asterisk)inmicetreatedwithDCTnoticeablymoredecreasedthanthatofDSS
onlytreatedmouse(H&E,x200).B.Thezonulaoccludin(ZO-1)positivereaction(arrow)inmicetreatedwith
DCTnoticeablymoreincreasedthanthatofDSSonlytreatedmouse(ZO-1immunohistochemstry,x1000).C.
Theheatshockprotein(HSP)70positoivereaction(arrow)inmicetreatedwithDCT noticeablymore
decreasedthanthatofDSSonlytreatedmouse(HSP70immunohistochemstry,x400;lowersquare,enlargement
ofHSP70positivereactedcell,x1000).D.ThePASpositivereactedgobletcells(arrow)inmicetreatedwith
DCTnoticeablymorerepairedthanthatofDSSonlytreatedmouse(PAS,x400).E.Thecyclooxygenase-1
(COX-1)positivereaction(arrow)inmicetreatedwithDCTnoticeablymoreincreasedthanthatofDSSonly
treatedmouse(COX-1immunohistochemstry,x400;lowersquare,enlargementofCOX-1positivereactedcell,
x1000).
LU,lumen;CM,colonicmucosa;LP,laminapropria;BM,basementmembrane;MM,muscularismucosa.
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(4)창자 점막내 술잔세포의 변화

중성점액질을 분비하는 점막내 술잔세포의 변화

를 조사하기 위해 PAS염색을 실시하였다.정상군

에서 술잔세포는 검붉은색으로 염색되었고,세포기

저부에 더 많은 분비과립을 축적하고 있었다.DIC

군의 출혈성 침식 주변 창자 점막에서 술잔세포의

분포가 정상군에 비해 줄어들었는데,표면상피 상

층부(apicalsurface)로 갈수록 숫자는 적었다(Fig.

4-D①).DCA군에서는 술잔세포의 분포가 DIC군

에 비해 증가된 양상으로 관찰되었으며,일부 표면

상피 상층부에서 정상군과 유사한 정상적인 배열

로 나타났다(Fig.4-D②).

(5)창자 점막고유막내 COX-1의 분포 변화

정상군에서 COX-1양성반응세포는 주로 창자

세포 밑 점막고유층에서 관찰되었으며,양성반응은

세포질에서 강하게 나타났다.이러한 COX-1양성

반응은 DIC군에서 55% 감소하였다(Table3,Fig.

4-E①).이에 반해 DCA군은 COX-1양성반응이

DIC군에 비해 61% 증가한 것으로 관찰되었다

(Table3,Fig.4-E②).

3)NF-κB활성 억제와 염증효소 생성 억제 관찰

(1)NF-κB활성 변화

염증유발유전자들을 조절하는 전사인자 NF-κB

p65의 양성반응세포의 분포는 DIC군에서는 증가

하는 반면 DCA군에서는 감소하였다.이런 NF-κB

p65양성반응세포는 창자 점막고유판 기저부에 분

포하였고,핵과 핵막주변 세포질에서 강한 양성반

응을 보였다.NF-κBp65양성반응의 영상분석 결

과 DIC군은 정상군에 비해 904% 증가하였고,

DCA군은 DIC군에 비해 77% 감소하였다(Table4,

Fig.5-A).

(2)염증효소 iNOS분포 변화

염증 효소인 iNOS의 양성반응세포의 분포는

DIC군에서는 증가하는 반면 DCA군에서는 감소하

였다.이런 iNOS양성반응세포는 점막고유판 기저

부에 분포하였고,핵막주변 세포질에서 강한 양성

반응을 보였다.iNOS양성반응의 영상분석 결과

DIC군은 정상군에 비해 433% 증가하였고,DCA

군은 DIC군에 비해 54% 감소하였다(Table4,Fig.

5-B).

(3)염증효소 COX-2분포 변화

염증 효소인 COX-2의 양성반응세포의 분포는

DIC군에서는 증가하는 반면 DCA군에서는 감소하

였다.이런 COX-2양성반응세포는 점막고유판 기

저부에 분포하였고,핵막주변 세포질에서 강한 양

성반응을 보였다.COX-2양성반응의 영상분석 결

과 DIC군은 정상군에 비해 252% 증가하였고,

DCA군은 DIC군에 비해 49% 감소하였다(Table4,

Fig.5-C).

Objective
Group

NOR DIC DCA

NF-κBp65 477±12 4979±164 1132±45*

iNOS 533±16 2843±62 1322±33*

COX-2 849±19 2987±122 1538±23*
(imageanalysisfor200,000particles/rangeofintensity:80-120)
NF-κBp65,Nuclearfactor-κBp65;iNOS,induciblenitricoxidesynthase;COX-2,cyclooxygenase-2.
*,p<0.05comparedwithDIC.

Table4.ImageAnalysisofAnti-inflammationbyDCT
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Fig.5.Anti-inflammationofDCTthroughsuppressionofNF-kBactivation(①,onlyDSStreatedmouse;
②,DSS&DCTtreatedmouse).

A.TheNuclearfactor-κB(NF-κB)p65positivereaction(arrow)inmicetreatedwithDICTnoticeablymore
decreased than thatofDSK only treated mice(BNF-κJp65immunohistochemistry,x400; lowersquare,
enlargementofBNF-κJp65positivereactedcell,x1000).B.Theinduciblenitricoxidesynthase(incus)positive
reaction(arrow)inmicetreated withDICT noticeablymoredecreasedthan thatofDSK only treated
mice(incusimmunohistochemistry,x400;lowersquare,enlargementofincuspositivereactedcell,x1000).C.The
cyclooxygenase(COX-2)positivereaction(arrow)inmicetreatedwithDCTnoticeablymoredecreasedthanthat
ofDSSonlytreatedmice(COX-2immunohistochemstry,x400;lowersquare,enlargementofCOX-2positive
reactedcell,x1000).

Ⅳ.고 찰

염증성 장질환의 발생률은 지역에 따라 매우 다

르며 미국,영국,노르웨이,스웨덴과 같은 북부 지

역에서 발생률이 매우 높지만12 우리나라의 경우

1970년대에는 증례보고를 할 정도로 드문 질환이

었으나 1980년대부터 점차 증가하기 시작하여 1990

년대 중반까지 계속하여 발생이 증가하고 있다고

보고된 바 있다13.이러한 염증성 장질환 발병 기전

에 관한 다양한 연구가 진행되고 있으며 특히,전

염증효소 (pro-inflammatorycytokine),전사인자

(transcriptionfactor),arachidonicacidmetabolites,

reactiveoxygenandnitrogenspecies(RONS)등과

같은 염증반응 조절을 통한 치료법에 많은 관심이

집중되고 있다14-6.

염증성 장질환의 대표적인 예인 크론병의 주된

임상 증상은 발열,복통,설사,전신피로 등이며 체

중감소가 동반될 수 있다.대장을 침범한 경우 설

사와 복통이 가장 흔한 증상이다.궤양성 대장염의

주요 임상 증상은 혈성 설사,복통이며 심한 경우

에는 대개 발열과 체중감소를 동반한다
17
.

근원적인 치료방법은 없으나 급성기에는 스테로이

드 치료를 위주로 하며 면역억제제,5-aminosalicylate

계통의 항염증제가 치료제의 근간을 이루며,치료

방침은 일단 관해를 이루도록 하고,관해에 이르면

재발되지 않도록 유지요법을 써야한다1,12.

증상으로 미루어 볼 때 염증성 장질환은 임상양

상에 따라 濕熱下注大腸證,寒熱錯雜證,肝旺脾虛

證,脾胃虛弱證,脾腎虛弱證으로 변증할 수 있다.

임상에서 급성기에 가장 많이 볼 수 있는 형은 濕

熱下注大腸證이다
4
.급성기에 나타나는 大腸濕熱의

임상증상은 한의학적 범주 중에서도 痢疾의 양상
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과 유사하다고 볼 수 있는데18痢疾은 赤白粘液膿

血을 下痢하고,양이 적으며 불쾌하고 腹痛에 裏急

後重이 수반하는 것을 주요 특징으로 하고,대부분

여름과 가을에 발생하는 질환이다
17-8
.導滯湯은 李

梴의 『醫學入門』6에 기록된 처방으로 下痢膿血,

裏急後重,腹痛作渴,日夜無度의 증상을 치료하며

『東醫寶鑑』11에서는 膿血痢를 치료하는 처방으로

언급하고 있다.導滯湯은 淸熱,凉血,燥濕,理氣하

는 특성을 가지고 있다.이러한 효능은 粘性이 있

는 적백색의 下痢,裏急後重,肛門灼熱,小便短赤의

증상이 나타나는 大腸濕熱證19의 염증성 장질환에

치료효과가 있을 것으로 생각된다.본 연구에서는

생쥐를 아무런 처리를 하지 않은 정상군,DSS로

염증성 장질환 유발군(DIC군),DSS와 導滯湯 추

출물 동시 처리군(DCA군)으로 나누고 창자길이의

변화,항산화 효과,염증효소 유전자 발현 억제 효

과,창자점막 손상 완화,창자 점막 손상 스트레스

변화,창자 점막 내 술잔세포의 변화,점막고유막

내 COX-1의 분포 변화를 관찰하였다.실험적 대장

점막의 염증상태 유발을 위해 DSS를 사용하였는

데,Polyanioniccompound인 DSS는 배속 대식세포

에 탐식되어 장막(intestinalflora)의 구성 변화를

일으켜 점막내로 luminalantigen유입을 자극하고

장내 염증반응을 유도한다.항염증물질의 염증성

장질환에 대한 조절 연구에 사용되는 DSS유도 염

증성 장질환 동물모델에서는 실제 염증성 장질환

과 유사한 병리학적 증상이 나타나는데,설사,혈

변,체중 감소,점막 궤양 그리고 대장-직장 길이

감소 등이 일어난다20-1.우선 導滯湯 추출물의 항

산화 효율은 농도 의존적으로 증가하는 경향을 보

였으며 RAW 264.7macrophage에서의 NF-κB활성

관련 염증효소 유전자 발현 억제 효과가 확인되었

다.

DSS로 염증성 장질환을 유발한 흰쥐의 대장의

길이는 정상군이 가장 길었고 DSS처리로 대장염

이 유도된 DIC군에서 약 35% 감소한 길이가 측정

되었다.그러나 導滯湯을 동시 투여한 DCA군에서

는 DIC군에 비해 약 21% 증가하여 정상군,DCA

군,DIC군의 순서를 보였다.또한 DIC군의 점막

에서 창자세포와 술잔세포가 유실된 출혈성 침식

이 관찰되었는데,많은 수의 림프구,섬유모세포,

과립백혈구 등 염증관여세포의 침윤이 점막 고유

층에서 관찰되었다.한편 導滯湯을 투여한 DCA군

에서는 DIC군에 비해서는 출혈성 침식이 완화된

것으로 나타났으며,점막 고유층에서 염증관여세포

의 침식감소가 확인되었다.

소화기 점막 상피는 다양한 자극에 대해 방어

장벽으로 작용하는데,DSS처리는 폐쇄이음 단백

질의 하나인 zonulaoccludin(ZO-1)분포를 감소시

켰다.이는 점액상피세포사이에 있는 이음 복합체

의 가장 꼭대기 부분에 존재하는 폐쇄띠(zonula

occludens)의 손상에 의한 것이다.폐쇄띠의 손상에

따른 intestinalpermeability의 증가는 장내 염증반

응을 유도하여 염증성 장질환을 일으킨다22-3).

DSS처리 후 DIC군에서는 ZO-1양성반응이 정상군

에 비해 76% 감소하였고 창자세포 이음복합체가

회복된 DCA군에서는 DIC군에 비해 ZO-1양성반

응이 181% 증가한 것을 확인할 수 있었다.

NF-κB는 염증성 장질환에서 산화스트레스에

의한 염증과 발암과 관련된 유전자의 발현을 조절

하는데 NF-κB활성에 의한 iNOS와 COX-2생성

증가로 심각한 장내염증상황을 유발한다.iNOS는

ROS의 일종인 산화질소를 생성하는데,산화질소

(NO)는 세포내 2차 신호전달자로서 전염증성 작

용을 하는 것으로 알려져 있다.특히 생체내 고농

도의 NO생성은 숙주세포의 파괴,eosinophil의 증

가 유도,shock에 의한 혈관확장,염증유발에 의한

조직의 상해를 초래할 수 있는 이중적 생물학적

성질을 가지고 있다.iNOS발현 증가는 혈관투과

성의 증가를 유도하여 oxidationstress를 증가시켜

염증에 의한 조직 손상을 가속화 시킨다.또한 생성

된 NO는 superoxideanion의 반응으로 peroxynitrite

나 hydroxylradical이 형성되고
24
,이는 세포막지질

을 peroxidation시키며,thiorl,SH기를 oxidation하
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여 세포독성을 유발한다25.또한 단백질인 tyrosine

에 nitration을 시켜 3-nitrotyrosine을 형성하여 세

포 대사에 중요한 cytochromep450을 억제하거나,

proteinphosphorylation을 억제하고 DNA 합성에

관여하는 효소계를 억제하는 독성효과가 있다26.

COX-2는 유도성 동종효소(inducibleisoform)로 섬

유모세포와 대식세포를 포함한 여러 세포에서 발

현되는 물질로 성장인자와 mitogen에 유도되어

prostagladin분비 지속을 통한 다양한 만성염증질

환,즉 류마티스성 관절염,크론병,궤양성 대장염,

Helicobacterpylori유도 위염 등을 유발하며,혈관

이완과 혈관신생성에도 관여 한다
27-9
.최근에는 여

러 가지 한약재에서 NF-κB조절제를 찾으려는 많

은 연구가 진행 중이다
30-2
.또한 염증성 장질환에

서는 점액보호장벽이 손상되어 중성점액질을 분포

하는 술잔세포의 손상과 COX-1생성감소가 일어

난다.House-keepingenzyme인 COX-1은 위장관

보호와 신장의 혈류조절 및 혈소판응집과 같은 정

상적인 생리적 과정을 유지함으로써 세포의 항상

성 유지에 중요한 역할을 한다
33
.본 연구에서

COX-1의 반응은 DIC군에서 55% 감소하였다.이

에 반해 DCA군은 COX-1양성반응이 DIC군에

비해 61% 증가한 것으로 관찰되어 導滯湯이

COX-1의 분비에 영향을 미치는 것을 알 수 있었

다.COX-2의 반응 결과는 DIC군에서는 증가하는

반면,DCA군에서는 감소하였다.이는 염증상태의

DIC군에서는 COX-2가 과반응의 형태로 발현하여

염증반응을 증가시키는데 비해 導滯湯은 COX-2의

과반응을 억제시키는 것을 알 수 있었다.

HSP70은 대부분의 생물체에서 발견되는 스트레

스 저항 단백질로써 허혈,열,저혈당,바이러스 감

염,경련,중금속 오염 등 다양한 형태의 스트레스

상황에서 농도가 증가하는 것으로 세포내 변성된

단백질은 열성단백질 인자를 자극하여 HSP70유

전자의 전사를 유도하여 HSP70을 생성하며,

HSP70은 세포상해에 저항이 있는 지역에서 주로

발견된다.염증성 장질환에서는 점막 상피 손상이

일어나,열 충격 단백질(HSP70)이 대량 합성되었

다
34-6
.DIC군은 정상군에 비해 HSP70양성반응세

포의 분포가 354% 증가하였고 이에 반해 DCA군

에서는 HSP70양성반응세포의 분포가 DIC군에

비해 45% 감소하여 導滯湯이 HSP70의 과다발현

을 억제하여 항염증 작용에 관여하므로 창자 점막

의 손상을 완화하는 것을 알 수 있었다.

이러한 여러 연구내용을 살펴본 결과 본 실험에

서는 DSS동물모델에 導滯湯을 처리한 후 폐쇄이

음 회복,점막손상에 따른 스트레스 완화,방어 장

벽보호(술잔세포 유지,COX-1증가)가 확인되었

다.또한 과도한 oxidativestress에 의한 염증에 대

해 NF-κBp65활성 억제를 통한 염증효소 iNOS

와 COX-2생성을 감소시키는 항염증작용도 일어

났다.또한 invitro실험을 통해서 導滯湯 추출물

이 항산화효능과 iNOSmRNA와 COX-2mRNA

의 발현 억제능도 확인할 수 있었다.이상의 결과

로 항산화 효능을 가진 導滯湯은 NF-κB활성억제

를 통해 과도한 염증작용을 조절함으로서 DSS로

유도된 대장점막손상의 점막 손상을 완화시키는

것으로 생각된다.

Ⅴ.결 론

본 연구는 대장점막손상에 대한 導滯湯의 치료

효과를 조사하기 위해 생쥐에게 DSS를 음용시켜

대장점막의 염증상태를 유발한 후 導滯湯을 투여

한 후 치료효과를 관찰하였다.

1.導滯湯 추출물의 항산화 효과는 농도 의존적으

로 증가하였다.

2.RAW 264.7macrophage에서 NF-κB활성 억제,

염증효소 iNOS와 COX-2의 발현 억제가 확인

되었다(invitro).

3.전체 대장의 길이는 導滯湯을 투여한 DCA군이

DSS를 단독 투여한 DIC군보다 정상치에 가까

웠다.
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4.DIC에 비해 DCA군에서는 출혈성 침식이 완화

되었고 점막고유층에서 염증관여세포의 침식 및

HSP양성반응세포의 감소가 확인된 반면,술잔

세포의 분포,COX-1양성반응세포는 증가된 양

상으로 관찰되어 창자 점막 손상의 완화가 확인

되었다.

5.NF-κB,iNOS,COX-2양성반응의 영상분석 결

과 DIC군에 비해 감소하여 염증효소 생성 억제

를 관찰할 수 있었다.

이상의 결과로 보았을 때 導滯湯은 DSS로 유발

한 생쥐의 염증성 장질환에서 점막손상의 회복과

염증의 감소에 효과를 보여,導滯湯을 염증성 장질

환의 급성기 임상치료에 적극적으로 활용할 수 있

을 것으로 생각된다.
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