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HerbaArtemisiaeCapillarisisthedriedbudofArtemisiacapillarisThunb,whichhasbeen

usedforexpellingheattoloosenthebowelsandnormalizinggallbladderfunctiontocurejaundice

intraditionalorientalmedicines.Inthepresentstudy,weevaluatedtheanti-inflammatoryeffects

oftheaqueousextractsofHerbaArtemisiaeCapillaris(HAC)inLPS-activatedRaw264.7cells.

Cellsweretreatedwith1µg/mlofLPS1hbeforeaddingHAC extract.Cellviabilitywas

determinedbyMTT assay,andtherelativelevelofNO wasmeasuredwithGriessreagent.

TNF-α,IL-1β,andIL-6cytokinesweredetectedbyELISA.Duringtheentireexperimental

period,allthreedosesofHAC extract(0.03,0.10and 0.30mg/ml) had no significant
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cytotoxicity.LPS-activatedcellsshowedincreasedNOlevelsandiNOSexpressionscomparedto

control.However,theseincreasesweredramaticallyattenuatedbytreatmentwithHACextract.

Moreover,theinhibitory effectsofHAC extractoccurredin adose-dependentmanner.In

addition,HACextractreducedthetranslocationofNFκBintonuclear.HACreducedproduction

ofIL-1β andIL-6byLPS,althoughithadnoeffectsonTNF-α.Theseresultsdemonstrate

thatliquiritigeninexertsanti-inflammatoryeffects,whichresultsfrom theinhibitionofNFκB

activationinmacrophages,therebydecreasingproductionofiNOSandproinflammatorycytokines.

Takentogether,theseresultsindicatethattheaqueousextractsofHerbaArtemisiaeCapillaris

warrantfurtherdevelopmentasananti-inflammatoryagentforthetreatmentofgram-negative

bacterialinfections.
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Ⅰ.서 론

茵蔯은 국화과에 속한 다년생초본인 사철쑥 및

비쑥의 幼嫩莖葉으로,苦微寒하며,脾胃肝膽經에

入하여 淸利濕熱,退黃하는 효능이 있어 濕熱黃疸,

風痒瘡疥,小便不利를 치료한다
1)
.약리작용으로는

利膽작용,해열작용,강압작용,止喘작용,이뇨작

용,항균작용 등이 알려져 있다
2)
.

인진에 대한 연구로는 섬유화억제,항균,항고

지혈,apoptosis조절,간보호,항암 등의 다양한 연

구결과가 보고되어 있다.

김 등
3)
은 인진이 간성상세포의 섬유화 억제에

미치는 영향을 보고하였으며,신 등
4)
은 인진이 간

세포에서 TGF-β1의 mRNA 및 단백질의 발현을

억제하며,또한 TGF-β1에 의해 활성화되는 PAI-1

의 발현을 억제하며,TGF-β1에 의하여 촉진되는

fibroblast의 세포증식을 억제함을 밝혀 인진이 간

섬유화의 억제에 유효함을 밝혔다.최 등
5)
은 Candida

albicans에 대한 인진의 항진균효과를 보고하였으

며,함 등
6)
은 인진이 TritonWR-1339로 유도된

흰쥐의 고지혈증에 유효함을 보고하였다.

또한 박 등
7)
은 인진 butanol분획 중 scopoletin

이 FasL-Fas매개 세포자멸사에서 Bcl-2를 억제

함으로서 세포보호효과를 나타냄을 보고하였으며,

이 등
8)
은 인진 butanol분획이 TGF-β1으로 유도

되는 HepG2의 apoptosis에 있어서 Bc1-2의 발현

을 증가시킴으로 세포독성을 유의하게 억제함을

보고하였으며,김 등
9)
은 인진약침액이 에탄올에 의

해서 유발되는 SK-N-MC신경아세포주의 apoptosis

를 억제함을 밝혔으며,강 등
10)
은 인진이 세포주

기를 활성화시키며,또한 apoptosis를 억제함으로

서 간손상을 억제함을 밝혀,인진에는 다양한 세

포에서 세포보호효과를 나타냄을 보고하였다.

또한,invivo연구로서 이 등
11)
과 우 등

12)
은 인

진추출물이 CCl4에 의한 간손상에 대하여 항진된

ALP및 AST 활성을 억제하고,D-galactosamine
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으로 유발된 간손상에 대하여서도,GOT의 활성이

유의하게 억제됨을 보고하였으며,이 등
13)
은 인진

이 Dimethylnitrosoamine으로 유발된 흰쥐의 간손

상에 대하여,GOT,GPT,LDH,γ-GTP를 유의하

게 감소시킴을 보고하여 인진이 간장해 보호활성

을 가짐을 보고하였다.

또한 항암작용에 대한 연구로,손 등14)은 인진

이 HepG2인체 간암세포주에 대해 유의성있는

세포독성효과를 나타내었으며,mitomycin-C 또는

Adriamycin과의 병용투여시 상승작용이 있음을 보

고하였다.

특히 박 등
15)
은 인진의 3종 분획이 마우스 대식

세포주인 Raw264.7cell에서 LPS와 IFN-γ로 유

도되는 iNOS의 발현을 억제하고,PMA로 유발되

는 superoxide를 농도의존적으로 감소시킴을 보고

하였으나,iNOS의 억제 기전 및 염증성매개물질

에 대한 연구는 부족한 실정이다.

대식세포는 다양한 숙주 반응에 관여하여 숙주

방어와 항상성 유지에 관여하는 것으로 알려져 있

으며,염증 반응시에는 interleukin-1β (IL-1β),

tumornecrosisfactor-α (TNF-α)및 interleukin-6

(IL-6)와 같은 사이토카인을 생산하여 감염초기에

생체 방어에 중요한 역할을 하는 세포로 알려져

있다
16-17)
.대식세포가 탐식된 이물질을 분해시킬

때 분비하는 IL-1β,TNF-α 및 nitricoxide(NO)

는 숙주에 치명적인 결과를 초래 할 수 있는 것으

로 보고되고 있다18-20).따라서 NO생성 저해제는

septicshock,만성질환,동맥경화 및 염증반응조절

제로서의 가능성에 관한 연구가 활발하게 이루어

지고 있으며,최근에는 靑黛
21)
,苦楝皮

22)
,구지뽕나

무23),관동화24),當歸25),香附子26,27)목단피28)등의

한약에서 이러한 조절제를 찾기 위해 많은 연구가

진행되고 있다.

이에 저자는 인진추출물이 LPS로 활성된 Raw

264.7cell의 NO의 생성량,iNOS의 발현 및 IL-1

β,IL-6,TNF-α 등의 cytokine에 미치는 영향을

살펴보고 이러한 염증매개물질의 발현에 핵심적

역할을 하는 NFκB의 변화를 살펴보고자 본 연구

를 실시하였다.

Ⅱ.재료 및 방법

1.추출물의 제조

인진 (HAC;HerbaArtemisiaeCapillaris,대원

약업사,대구) 300g을 물 5L에 넣고 3시간 전탕

한 후 추출물을 거어즈로 1차 여과하고 3000×g에

서 3분간 원심분리하고,상층액만을 취하여 0.2μm

filter(Nalgene,New York,USA)로 여과하였다.

이 여과액을 rotaryevaporator(EYELA,Tokyo,

Japan)로 동결건조하고 사용 때까지 -20℃에서 보

관하였다.인진의 수율은 각 14.93%였으며 실험

에서는 DMEM에 녹여 사용하였다.

2.시 약

LPS(Escherichiacoli026:B6;Difco,Detroit,

MI, U.S.A.)와 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoleum (MTT)은 Sigma(St.Louis,

MO,USA)에서 구입하였고,fetalbovineserum

(FBS)과 antibiotics는 Gibco/BRL (Eggenstein,

Germany)로부터 구입하였으며,Antibody는 BD

Bioscience(SanJose,CA,USA),Cayman(Ann

Arbor,Mi,USA),Zymed(SanFrancisco,CA,

USA)에서 구입하였고,NCpaper는 Schleicher&

Schuell(Dassel,Germany)에서 구입하였다.TNF-

α,IL-1β와 IL-6의 ELISA Kit는 Pierceendogen

(Rockford,IL,USA)에서 구입하였다.

3.세포배양

Murinemacrophagecellline인 Raw264.7cells

은 한국세포주연구재단 (Seoul,Korea)에서 구입

하였으며,Dulbecco’smodifiedEagle’smedium(DMEM)

에 10% fetalbovineserum (FBS),100U/ml

penicillin및100μg/mlstreptomycin을 혼합한 배
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지를 사용하여 37℃,5% CO2incubator에서 배양

하였다.실험과정의 모든 cells은 80~90%의 confluence

에서 실험하였고,20passages를 넘기지 않은 cell

만 사용하였다.

4.세포 생존율 측정

Raw264.7cells을 96wellplate에 5×10
4
cells/well

로 분주한 다음 HAC를 농도별로 처치하여 세포

의 생존율을 구하였다.세포에 0.03,0.1,0.3mg/ml

의 농도로 HAC를 처치한 후에 37℃,5% CO2에

서 배양하였다.배양 후 생존세포에 MTT (0.1

mg/ml)를 50㎕넣고 4시간 배양 한 후 배지를 제

거하고 생성된 formazancrystals을 DMSO에 녹여

TitertekMultiskanAutomaticELISA microplate

reader(ModelMCC/340,Huntsville,AL)로 570

nm에서 흡광도를 측정하였다.세포생존율은 control

cell에 대한 백분율로 나타내었다.[i.e.viability

(% control)= 100×/(absorbanceoftreatedsample)

/(absorbanceofcontrol)].

5.NO생성량 측정

Raw 264.7세포주로부터 생성된 nitricoxide

(NO)의 양은 세포 배양액 중에 존재하는 NO2
-
의

형태로서 Griess시약을 이용하여 측정하였다.간

략하게 설명하면 세포배양 상등액 50㎕와 Griess

시약 (1% sulfanilamidein5% phosphoricacid+

1% α-naphthylamideinH2O)50㎕를 혼합하여

96wellplates에서 10분 동안 반응시킨 후 540nm

에서 Titertek Multiskan Automatic ELISA

microplatereader(ModelMCC/340,Huntsville,

AL)로 흡광도를 측정하였다. NO2
-
의 농도는

sodium nitrate를 희석하여 흡광도를 측정하여 표

준 곡선을 얻었다.

6.Immunoblotanalysis

20mM TrisCl(pH 7.5),1% TritonX-100,

137mM sodium chloride,10% glycerol,2mM

EDTA, 1mM sodium orthovanadate, 25mM

b-glycerophosphate,2mM sodium pyrophosphate,

1mM phenylmethylsulfonylfluoride과 1 mg/ml

leupeptin을 함유하는 buffer를 사용하여 cell을

lysis시켰다.Celllysates를 10,000×g로 10분간 원심

분리하여 debris를 제거하였다.iNOS의 발현은

antimouseiNOSantibodies를 사용하여 면역화학

적 방법으로 분석하였으며,antiI-κBα antibody를

사용하여 I-κBα protein을 측정하였다.2차 antibody

는 alkalinephosphataseconjugatedanti-rabbit을

사용하였다.iNOS와 I-κBα protein의 band는 ECL

westernblottingdetectionreagents(Amersham)를

사용하여 manufacturer'sinstruction에 따라 발색하

였다.발색후 각 band의 발현량을 평가하기 위하

여 imageanalyzingsystem(Ultra-VioletProducts

Ltd.,Upland,CA,USA)을 이용하여 Densitometric

analysis를 하였다.

7.Cytokine측정

Cytokine을 측정하기 위하여 6 wellplate에

cells(5×10
5
/ml)을 분주하고 HAC를 농도별로 처

치한 다음,1시간 후에 LPS를 처치하였다.LPS

처치 후 18시간에 배지를 수거하여 cytokine을 측

정하였다.수거된 배지는 측정 전까지 -70℃에서

보관하였다.TNF-α,IL-1β와 IL-6는 ELISAKit

(Pierceendogen,Rockford,IL,USA)를 사용하여

측정하였으며, 실험의 방법은 manufacturer's

instruction에 따랐다.

8.통계적 검증

실험 결과는 mean±S.D.로 나타내었으며,처

치군간의 유의성은 onewayanalysisofvarience

(ANOVA)로 검정한 후 Newman-Kleulstest로 검

정하였다.통계적 유의성 검정은 p<0.05 또는

p<0.01로 하였다.
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Ⅲ.실험결과

1.HAC가 LPS로 유도된 Raw264.7cell의 NO

production에 미치는 영향

Raw264.7cell에서 HAC의 NO생성억제정도를

관찰하기 위하여 HAC를 0.03,0.1,0.3mg/ml의

농도로 세포에 처리하여 생성되는 NO양을 측정하

였다.LPS군에서는 control군에 비교하여 NO의

생성량이 LPS처치 후 유의하게 증가하였으며,

HAC를 처치한 실험군에서는 전농도에서 유의한

NO억제를 나타내었다(Fig.1).

Fig.1.EffectsofHAContheproductionofNO
byLPS.

Raw264.7cellsweretreatedwith0.03,0.1,0.3mg/ml
ofHAC dissolved in media for1h priorto the
additionofLPS(1μg/ml),andthecellswerefurther
incubatedfor24h.Theconcentrationsofnitriteand
nitrateinculturemedium weremonitoredasdescribed
inthematerialsandmethodssection.Datarepresent
themean±S.D.witheightseparateexperiments.(*,
significant as compared to control.**P<0.01; #,
significantascomparedtoLPSalone,##P＜0.01)

2.HAC가 Raw264.7cell의 생존율에 미치는

영향

HAC가 0.03,0.1,0.3mg/ml의 농도에서 LPS로

유도된 NO의 생성을 감소시킨 것이,HAC의 세포

독성으로 인한 것인지를 관찰하기 위하여,HAC를

0.03,0.1,0.3mg/ml로 처리하고 24시간 후 MTT

assay를 실시하여 cellviability를 측정하였다.LPS

단독 처리에서는 Con에 비교하여 약 60%의 세포

독성을 나타내었으나,LPS와 HAC(0.03,0.1,0.3

mg/ml)를 처리한 군에서는 LPS단독처치군에 비교

하여 유의한 세포독성을 나타내지 않았다(Fig.2).

Fig.2.EffectsofHAConthecellviabilityinLPS
stimulatedRaw264.7cells.

Raw264.7cellsweretreatedwith0.03,0.1,0.3mg/ml
ofHAC dissolved in media for1 h priorto the
additionofLPS(1μg/ml),andthecellswerefurther
incubatedfor24h.Datarepresentthemean±S.D.
witheightseparateexperiments.

3.HAC가 LPS로 유도된 Raw 264.7cell의

iNOS발현에 미치는 영향

HAC의 NitricOxide생성 억제에 iNOS단백질

의 관련성을 조사하기 위하여 immunoblotanalysis

를 이용하여 세포질 내에서의 iNOS단백질의 발

현량을 조사하였다.LPS처치시에는 iNOS단백질

의 발현이 유의하게 증가되었으나,LPS에 HAC

0.03,0.1,0.3mg/ml을 처치한 실험군에서는 iNOS

의 발현량이 유의하게 감소하였다(Fig.3).
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A)

B)

Fig.3.EffectofHAContheinductionofiNOS
byLPS.

ThelevelofiNOSproteinwasmonitored18hafter
treatmentofcellswithLPS(1μg/ml)withorwithout
HACpretreatment(i.e.1hbeforeLPS).Theactinwas
usedasaloadingcontrol(A).Therelativedensity
levelsofprotein bandsweremeasured by scanning
densitometry(B).(*,significantascomparedtocontrol.
**P<0.01;#,significantascomparedtoLPSalone,
##P＜0.01)

4.HAC가 LPS로 유도된 Raw264.7cell의 NF

κB발현에 미치는 영향

염증반응에 의해 활성화되는 NFκB는 iNOS나

TNF-α유전자의 발현과 관련이 있다29).일반적인

상태에서 NFκB는 세포질에서 억제분자인 IκBα,

IκBβ,IκBε 등과 결합하여 비활성형으로 존재하

지만,LPS나 Tat,Tax등의 자극에 의해 NFκB

signalingcascade가 활성화되면 IκB,p105,p100이

인산화되면서 NFκB가 핵으로 전위하여 COX-2,

iNOS,Bcl-XL,cIAPs등의 전사를 유도하게 한다.

IκBprotein의 종류는 IκBα,IκBβ,IκBε등으로 알

려져 있지만,세포에서 가장 풍부한 NFκB의 억제

단백질은 IκBα이다
14)
.본 연구에서 IκBα는 LPS처

치에 의하여 감소하였으나,HAC의 전처치에 의하

여 감소된 IκBα가 회복되었다.그리고 핵분획에서

의 NFκB는 LPS처치에 의해 유의하게 증가하였

으나,HAC의 전처치에 의하여 NFκB량이 감소하

였다.이러한 결과는 HAC가 IκBα의 인산화를 억

제하고 그로 말미암아 NFκB가 핵으로의 전위가

억제됨을 나타낸다(Fig.4).

A)

B)

Fig.4.EffectsofHAContheexpressionofIκBα 
andNFκBbyLPS.

ThelevelofIκBα andNFκB proteinweremonitored
15minand60minaftertreatmentofcellswithLPS(1
μg/ml)withorwithoutHACpretreatment,respectively
(i.e.1hbeforeLPS).Theactinwasusedasaloading
control(A).The relativedensity levelsofprotein
bandsweremeasuredbyscanningdensitometry(B).
(*,significantascomparedtocontrol.**P<0.01;#,
significantascomparedtoLPSalone,##P＜0.01)

5.HAC가 LPS로 유도된 Raw 264.7cell의

cytokine에 미치는 영향

IL-6는 분화된 B-cell이 형질세포로 분화되도록

촉진시키고 antibody의 분비를 자극한다.IL-6는

또한 염증 부위에서 항상 높은 수치를 나타내는

것으로 알려져 있다
30)
.본 실험에서 LPS는 IL-6의

생성을 유의성 있게 증가시켰으며,HAC 0.1,0.3

mg/ml은 LPS로 유도된 IL-6를 HAC농도 의존

적으로 유의성 있게 감소시켰다(Fig.5A).IL-1β

는 TNFα,IL-2,IL-6와 함께 pro-inflammatory

cytokine으로서 여러 면역학적 작용들과 연관되어

있다.특히 IL-1β는 T-cell의 활성화,B-cell의 성

숙,NK cell의 activity를 활성화한다
31)
.본 연구에
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서 LPS는 IL-1β의 분비를 유의성있게 증가시켰으

며,HAC는 0.03,0.1,0.3mg/ml의 농도에서 모두

유의하게 IL-1β의 생성량을 줄였으며,농도의존적

인 감소를 나타내었다(Fig.5B).TNF-α는 LPS반

응의 주요 매개체로서 innateimmuneresponse에

있어서 중요한 역할을 한다
29)
.Macrophage와 mast

cell에서 분비되는 TNF-α는 tumorcell에 세포독

성을 나타내며,만성염증성 반응과 관련되어 있다
31).본 연구에서 LPS는 TNF-α의 분비를 유의성

있게 증가시켰으나,HAC는 실험 전 농도에서

TNF-α의 생성량을 감소시키지 못하였다(Fig.5C).

A) B)

C)

Fig.5.TheeffectofHAConLPS-stimulatedcytokinesproduction.

Productionsofcytokinesweremeasuredinthemedium ofRaw264.7cellsculturedwithLPS(1μg/ml)inthepresence
orabsenceofHAC for6h(IL-6,A)and12h(IL-1β andTNF-α,B andC).Theamountsofcytokineswere
measuredbyimmunoassayasdescribedinmaterialsandmethods.Datarepresentthemean±S.D.withthreeseparate
experiments.One-wayANOVAwasusedforcomparisonsofmultiplegroupmeansfollowedbyNewman-Keulstest
(*,significantascomparedtocontrol.**P<0.01;#,significantascomparedtoLPSalone,#P＜0.05,##P＜0.01)

Ⅳ.고 찰

본 연구는 利濕退黃藥으로 사용되는 茵蔯의 항

염증효과를 평가하기 위하여,LPS로 활성화된

Raw264.7cell에서 茵蔯의 전처치가 염증매개물질

에 미치는 영향을 평가하고자 수행하였다.

茵蔯은 淸利濕熱,退黃疸의 효능으로 濕熱黃疸,

小便不利,濕瘡疥瘡,傳染性黃疸型肝炎에 응용된다

32)
.茵蔯은 0.1%의 정유성분 (β-pinene,capillone,

capillene등)을 포함하고 있으며,지방유 (stearic

acid,palmiticacid,oleicacid,linoleicacid,montanic

acid등)도 다량 포함되어 있다.이 외에 capillin,

capillene,capillone,capillarin혹은 coumarin류의

scoparone,chromone류의 capillarisin,및 flavonoid

의 cirsilineol,cirsimaritin등을 함유한다
32,33)
.

인진의 물 또는 알콜추출물은 利膽작용을 가지고
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있으며,이러한 利膽작용은 scoparone과 capillarisin

에 의한 것으로,scoparone의 利膽작용은 담관말단

의 oddi괄약근의 이완작용에 의한 利膽작용이다.

그러나,scoparone뿐만아니라,茵蔯蒿의 가수분해

산물도 利膽작용을 한다.Capillarisin은 담관종말

부의 담낭평활근에 직접작용하고,콜린작동성 신

경을 억제하여 利膽작용을 발휘하는 것으로 밝혀

져 있다.또한 scoparone에는 이뇨,강압작용이 있

으며,capillarisin에는 항암,항균작용이 있다32).

인진에 대한 최근의 연구로는 간섬유화억제효

과,항균효과,항고지혈효과,apoptosis억제효과,

독성억제효과,항암효과 등이 연구되어 있지만,항

염증효과에 관한 연구는 매우 미흡한 실정이다.

염증효과에 대하여,박 등
15)
은 인진이 마우스 대

식세포주인 Raw 264.7cell에서 LPS와 IFN-γ로

유도되는 iNOS의 발현을 억제함을 밝혔으나,인

진의 iNOS억제 기전 및 염증성관련 cytokine의

연구는 부족한 실정이다.

본 연구에서는 열수추출된 인진 (HAC)이 LPS

로 활성화된 Raw264.7cell에서 나타나는 염증매

개물질들에 미치는 영향을 평가하였다.

산화질소 (nitricoxide;NO)는 L-arginine으로

부터 nitricoxidesynthase(NOSs)를 경유하여 생

성되는 radical로,세포내에서 2차 신호전달자로서

중요한 역할을 한다34).

InducibleNOS(iNOS)는 염증반응시 대량으로

생성되고,constitutivelyexpressedNOS(cNOS)는

일반적인 상황에서 생리적으로 작용한다
35)
.NOSs

는 constituentNOS (cNOS)와 inducibleNOS

(iNOS)두 가지로 나눌 수 있으며,cNOS에는

신경세포에 존재하는 neuronalconstituentNOS

(ncNOS)와 내피세포에 존재하는 endotherial

constituteNOS(ecNOS)가 있다.이러한 cNOS에

의한 NO의 생성은 생체내 항상성의 조절에 중요

한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.이와는 달리

iNOS는 lipopolysaccharide (LPS), interferon-γ 

(IFN-γ),interleukin-1(IL-1)및 TNF-α등의 자

극에 의해 대식세포,내피세포,심근세포 등에서

장시간 다량의 NO를 생성하는 것으로 알려져 있

다.생체내 고농도의 NO생성은 숙주세포의 파괴,

혈관확장,염증반응 유발에 의한 조직의 상해를

초래할 수 있는 이중적 생물학적 성질을 가지는

것으로 알려져 있다
21-23,36,37)

.그런 까닭에 NO생성

저해제는 septicshock및 염증반응조절제로의 가능

성 등에 관한 연구가 활발하게 이루어지고 있다.

Raw264.7cell에서 HAC의 NO생성억제정도를

관찰하기 위하여 HAC를 0.03,0.1,0.3mg/ml의

농도로 세포에 처리하여 생성되는 NO양을 측정하

였다.LPS군에서는 control군에 비교하여 NO의

생성량이 증가하였으며,HAC를 0.03~ 0.3mg/ml

을 처치한 실험군에서는 농도의존적으로 유의성있

는 NO의 생성억제를 나타내었다.

HAC가 0.03,0.1및 0.3mg/ml의 농도에서 LPS

로 유도된 NO의 생성을 감소시킨 것이,HAC의

세포독성으로 인한 세포수의 저하에서 기인하였는

지를 관찰하기 위하여,HAC의 농도에 따라,

MTTassay를 실시하여 cellviability를 측정하였

다.실험결과 실험에 사용된 HAC의 전농도는

LPS 단독처치군에 비교하여 유의한 세포독성을

나타내지 않았다.

NO는 L-arginine으로부터 NOS를 경유하여 생

성되므로34),NO생성의 억제에 iNOS단백질의 관

련성을 조사하기 위하여 immunoblotanalysis를

이용하여 세포질내에서의 iNOS단백질의 발현량을

조사하였다.LPS처치시에는 iNOS단백질이 강하

게 유도되었으나,LPS에 HAC0.03,0.1,0.3mg/ml

을 처치한 실험군에서는 iNOS의 량이 유의하게

감소하였다.

NO를 생성하는데 관여하는 iNOS의 발현에 관

여하는 것으로 알려진 전사조절인자로는 NFκB,

AP-1,C/EBP등이 있으며
29)
,이들 중 대표적인 전

사조절인자는 NFκB이다38).NFκB는 세포자멸사

의 억제,세포주기의 조절,oncogenesis등과도 관

련이 있으며30),염증반응에 의해 활성화되어 iNOS
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나 TNF-α 등의 유전자 발현에 관련한다29).일반

적인 상태에서 NFκB는 세포질에서 억제분자인 I

κBα,IκBβ,IκBε,p105,p100등과 결합하여 비활

성형으로 존재하지만,LPS나 Tat,Tax등의 자극

에 의해 NFκB 신호전달계가 활성화되면 IκB,

p105,p100이 인산화가 진행되면서 NFκB가 핵으

로 전위하여 COX-2,iNOS,Bcl-XL,cIAPs등의

전사를 유도한다.IκB단백질의 종류는 IκBα,Iκ

Bβ,IκBε등으로 알려져 있지만,세포에서 가장 풍

부한 NFκB의 억제단백질은 IκBα이다30).

본 실험에서는 세포내에서의 IκBα,핵분획에서

의 NFκB의 발현량을 측정하였다.LPS처치시에는

IκBα 단백질이 세포내에서 감소하였으나,LPS에

HAC를 처치한 실험군에서는 IκBα의 량이 급격히

증가하였다.이러한 결과는 LPS에 의해 IκBα의

인산화가 그 만큼 증가하였으며,HAC에 의해 Iκ

Bα의 인산화가 억제되고 있음을 의미한다.핵분획

에서의 NFκB는 LPS에 의해 유의하게 증가되었

고,HAC에 의해 NFκB는 유의하게 감소하였다.

이러한 결과는 IκBα와의 결과와 같이 고려해 볼

때,LPS에 의해 IκBα의 인산화가 증가되고,이차

적으로 NFκB가 핵으로 전위되는 과정을 HAC가

유의하게 억제하고 있음을 의미한다.

TNF-α는 LPS반응의 주요 매개체로서 macrophage

와 mastcell에서 분비되는 TNF-α는 종양세포에

세포독성을 나타내며,만성염증성 반응과 관련되

어 있다31).본 연구에서 LPS는 TNF-α의 분비를

유의하게 촉진시켰으나,HAC는 전농도에서 TNF-

α의 감소를 나타내지 못하였다.

한편,IL-1β는 단핵구,대식세포,B-cell,수지상

세포,간세포 등에서 분비되며 IL-1β는 TNF-α,

IL-2,IL-6와 함께 pro-inflammatorycytokine으로

서 여러 면역학적 작용들과 연관되어 있다.특히

IL-1β는 T-cell의 활성화,B-cell의 성숙,NK cell

의 activity를 활성화한다31). 또한 IL-1은 septic

shock
39)
,화상

40)
,간이식 수술 후의 ischemia-reperfusion

injury41)의 경우에 prostaglandins, leukotrienes,

platelet-activatingfactor,nitricoxide등의 매개물

질합성을 증가시켜 염증반응을 나타낸다
42)
.

본 연구에서 LPS는 IL-1β의 분비를 유의성있

게 증가시켰으며,HAC는 실험에 사용된 전농도에

서 모두 유의하게 IL-1β의 생성량을 감소시켰다.

단핵구나 대식세포에서 분비되는 또 다른 cytokine

인 IL-6는,B-cell이 plasmacell로 분화되는 마지

막 단계를 활성화시키고,antobody의 분비를 촉진

하는 것으로,IL-6의 level은 염증병변에서 항상

증가하는 것으로 보고되고 있다
31)
.본 실험에서

LPS는 IL-6의 분비를 유의성 있게 증가시켰으며,

HAC0.1,0.3mg/ml은 LPS로 유도된 IL-6를 농

도의존적으로 유의성 있게 감소시켰다.

이러한 연구결과는 HAC가 NFκB의 억제단백

질중의 하나인 IκBα의 phophorylation을 억제하여

NFκB가 핵안으로 translocation되는 기전을 억제

하며,그러한 결과로 NO,iNOS,IL-1β,IL-6의 감

소가 초래되는 것을 의미한다.그러나,본 연구는

인진 粗抽出物이 invitro에서 나타내는 연구결과

이므로,향후 invivo에서의 효능 및 효능기전이

확보되어야 할 것으로 생각된다.

Ⅴ.결 론

인진추출물 (HAC)의 항염증효능을 평가하기

위하여,설치류 대식세포주인 Raw 264.7cell을

LPS로 활성화시킨 후 nitric oxide의 생성량,

induciblenitricoxidesynthase(iNOS)의 발현 및

interleukin-1β (IL-1β), IL-6, tumor necrosis

factor-α (TNF-α)등의 염증매개물질에 미치는

영향을 살펴본 바 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.LPS는 NO의 생성량을 유의성있게 증가시켰으

며,HAC0.03,0.1,0.3mg/ml을 전처치한 실험

군에서는 증가된 NO를 유의하게 억제하였다.

또한 HAC처치군은 LPS단독처리군에 비교하여
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유의한 세포독성을 나타내지 않았다.

2.LPS에 의하여 유의하게 증가된 iNOS단백질의

발현은,HAC의 전처치로 발현량이 유의하게

감소되었다.

3.LPS에 의해 감소된 IκBα는 HAC에 의해 발현

이 증가되었으며,핵분획에서의 NFκB발현은

HAC의 전처치에 의하여 유의하게 감소하였다.

4.IL-6와 IL-1β는 LPS에 의해 유의성있게 증가

되었으며,HAC의 전처치에 의해 유의성 있게

감소시켰다.

이러한 결과로 보아,HAC는 gram-negative

bacterialinfection에 의한 염증 또는,과량의 NO

및 과량의 pro-inflammatorycytokine생성과 관련

된 면역치료에 활용될 수 있음을 시사한다.
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