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ABSTRACT

Objectives : Spatholobi Caulis is the stem of Spatholobus suberectus Dunn., which has been used for treating 

menstrual disorders, anemia, and rheumatic arthralgia in traditional Oriental medicine. This study was conducted 

to evaluate the inhibitory effects of Spatholobi Caulis extract (SCE) on the production of nitric oxide (NO) and 

pro-inflammatory cytokines in LPS-activated Raw264.7 cells. 

Methods : Cell viability was determined by MTT assay. Relative levels of NO were measured with Griess 

reagent and pro-inflammatory cytokines were detected by ELISA. Expression of iNOS and COX-2 proteins 

were determined by western blotting. 

Results : NO production and iNOS expression were increased by incubation with LPS for 24 h. However, the 

augmented NO was reduced by SCE in a dose-dependent manner. Expressions of iNOS and COX-2 were 

inhibited by the treatment with SCE. SCE also suppressed the production of pro-inflammatory cytokines, such 

as IL-1beta and IL-6. 

Conclusions : These results indicate that the MeOH extract of Spatholobi Caulis warrant further development as 

an anti-inflammatory agent for the treatment of Gram-negative bacterial infections.
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서  론

Inflammation은 상처를 유발하는 자극에 대한 방어 기

전으로 발적, 발열, 종창, 동통, 기능장애 등의 증상이 나타나

며 각종 cytokines과 protein의 관여는 물론 prostaglandin E2 

(PGE2), lysosomal enzyme, free radical등 다양한 매개

물질의 관여로 발생 하게 된다1,2). 외부 자극원 중에 하나

인 lipopolysaccharide (LPS)는 macrophage와 같은 염증

성 세포의 활성을 증대시키고 이로 인해 활성화 된 

macrophage cell은 자연 면역뿐만 아니라 획득 면역 등 

다양한 숙주 반응에 관여하여 숙주 방어와 항상성 유지

에 관여하는 것으로 알려져 있다3). 또한 염증 반응 시에

는 cytokine뿐만 아니라 PGE2 등을 다량 생산 하여 염

증매개 역할을 하는 세포로 알려져 있다4)
. 

체내 염증과정에서는 과량의 NO 및 PGE2 등의 염증인자가 

inducible nitric oxide synthase (iNOS) 및 cyclooxygenase-2 

(COX-2)에 의해 형성된다. 이 중 NO는 neuronal NOS 

(nNOS), endothelia NOS (eNOS) 그리고 inducible 

NOS（iNOS) 세가지 형태의 NOS에 의해 합성된다. 

iNOS는 interferon-γ, LPS와 다양한 염증유도 cytokine

에 노출되는 경우에 발현된다5,6).

NOS 중 iNOS에 의한 NO 생성이 절대적으로 많으면 

병리학적으로 중요한 작용을 한다. 일반적인 NO 형성은 

박테리아를 죽이거나 종양을 제거, 체내 방어기능, 신호전

달기능, 신경독성, 혈관 확장 등의 생리기능7)의 중요한 역

할을 하지만, 병리적인 원인에 의한 과도한 염증상태에서 

iNOS에 의해 생성된 NO는 혈관 투과성, 부종 등의 염증

반응을 촉진시킬 뿐만 아니라 염증매개체의 생합성을 촉진

하여 염증을 심화시키는 것으로 알려져 있다8,9)
. PGE2는 

염증반응, 면역반응, 그리고 angiogenesis를 촉진하는 등 

암 발생에도 관여하고 있는 것으로 알려져 있다10).

계혈등(Spatholobi Caulis)은 중국의 복건, 광동, 광서, 

운남 등지에 분포하는 콩과(Leguminosae)에 속하는 밀

화두의 덩굴줄기로 채취한 후 절단하여 건조하거나, 물에 

담궈 절단한 후 햇볕에 건조하여 사용되는 한약재로서 

혈액순환 개선, 월경불순, 빈혈, 중풍, 류마티스성 관절염 

등의 치료에 사용되어 왔다11).

계혈등에 대한 연구로는 류마티스성 관절염12,13)
 및 항

산화 효과14,15), 지질대사 조절16) 및 면역조절작용17)에 대

한 연구가 보고 되어 있다. 

이에 본 연구에서는 LPS로 활성화된 Raw264.7 cell

에서 계혈등이 iNOS를 통한 NO 및 pro-inflammatory 

mediator의 생성에 미치는 효과를 확인해 보고자 한다.

재료 및 방법

1. 추출물의 제조

계혈등은 대원약업사(Deagu, Korea)에서 구입하여, 추

출 및 동결건조는 대구한의대학교 국가지정 한약자원향

장소재은행(KHCMB)에서 실시하였다. 계혈등 100 g에 

메탄올 1 L를 가하여 실온에서 24시간 침지한 후, 여과

포로 여과한 액을 취하여 0.2 μm filter (Nalgene, New 

York, NY, USA)로 여과하고, 이 여과액을 동결건조하여 

실험에 사용하였으며, Spatholobi Caulis extract (SCE)

의 수율은 12.5%였다. 

2. 세포배양

Murine macrophage cell line인 Raw264.7 cells는 한

국세포주은행(Seoul, Korea)에서 구입하였으며, Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM)에 10% fetal bovine 

serum (FBS), 100 U/ml penicillin 및 100 μg/ml streptomycin

을 혼합한 배지를 사용하여  37℃, 5% CO2 incubator에

서 배양하였다. 실험과정의 모든 세포는 80～90%의 

confluence에서 실험하였고, 20 passages를 넘기지 않은 

cell만 사용하였다. 

3. 시약

LPS와 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoleum 

(MTT)은 Sigma (St Louis, MO, USA)에서 구입하였고, 

FBS와 antibiotics는 Gibco/BRL (Eggenstein, Germany)

로부터 구입하였다. iNOS와 COX-2 antibodies는 BD 

Bioscience (San Jose, CA, USA)에서, actin antibody는 

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)에서 

구입하였고, NC paper는 Schleicher & Schuell (Dassel, 

Germany)에서 구입하였다. Tumor necrosis factor-alpha 

(TNF-α), Interleukin-1 beta (IL-1β), Interleukin-6 (IL-6) 

ELISA Kit는 Pierce endogen (Rockford, IL, USA)에서 

구입하였다.

4. 세포생존율 측정(MTT assay)

Raw264.7 cells을 24 well plate에 5×104 cells/well로 

분주한 다음 약물을 처치하여 세포의 생존율을 구하였다. 

세포에 약물을 처치한 후에 37℃, 5% CO2에서 배양하였

다. 배양 후 생존세포에 MTT (0.5 mg/ml)를 50 ㎕넣고 

4시간 배양한 후 배지를 제거하고 생성된 formazan 

crystals을 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 녹여 Titertek 

Multiskan Automatic ELISA microplate reader (Model 

MCC/340, Huntsville, AL)로 570 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 세포생존율은 control cell에 대한 백분율로 나

타내었다[i.e. viability (% control) = 100 ×/(absorbance 

of treated sample)/(absorbance of control)].

5. NO생성량 측정

Raw264.7 세포주로부터 생성된 nitric oxide (NO)의 
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양은 세포 배양액 중에 존재하는 NO2-의 형태로서 Griess 

시약을 이용하여 측정하였다. 간략하게 설명하면 96 well 

plate에 세포배양 상등액 50 ㎕와 Griess시약  (1% sulfanilamide 

in 5% phosphoric acid + 1% α-naphthylamide in H2O) 

50 ㎕를 혼합하여 암실에서 10분 동안 반응시킨 후, Titertek 

Multiskan Automatic ELISA microplate reader (Model 

MCC/340, Huntsville, AL)로 540 nm에서 흡광도를 측

정하였다. NO
2-
의 농도는 sodium nitrate를 희석하여 흡

광도를 측정하여 표준 곡선을 얻었다.

6. 단백질 분석

20 mM Tris Cl (pH 7.5), 1% Triton X-100, 137 

mM sodium chloride, 10% glycerol, 2 mM EDTA, 1 mM 

sodium orthovanadate, 25 mM β-glycerophosphate, 2 mM 

sodium pyrophosphate, 1 mM phenylmethylsulfonylfluoride과 

1 mg/ml leupeptin을 함유하는 buffer를 사용하여 cell을 

lysis시켰다. Cell lysates를 10,000 ×g로 30분간 원심 분

리하여 debris를 제거하였다. iNOS, COX-2 및 actin의 

발현은 각각의 antibody를 사용하여 western blot analysis로 

분석하였다. 2차 antibody는 alkaline phosphatase conjugated 

anti-rabbit, anti-goat을 사용하였다. 각각의 protein band는 

ECL western blotting detection reagents (Amersham)를 

사용하여 manufacturer's instruction에 따라 발색하였다. 

7. Cytokine의 측정

Cytokine을 측정하기 위하여 6 well plate에 5×10
5
 

cells/well을 분주하고 약물을 농도별로 처치한 다음, 1시

간 후에 LPS를 처치하였다. LPS 처치 후 18시간에 배지

를 수거하여 cytokine을 측정하였다. 수거된 배지는 측정 

전까지 -70℃에서 보관하였다. TNF-α, IL-1β, IL-6 ELISA 

kit (Pierce endogen, Rockford, IL, USA)를 사용하여 

manufacturer's instruction에 따라 측정하였다. 

8. 통계적 검증

실험 결과는 SPSS 11.5버전을 사용하여 mean ± S.D

로 나타내었으며, ANOVA Tukey LSD 통계처리방법으

로 통계적 유의성 검정을 조사하였다. 유의수준은 p<0.05

로 하였다.

결   과

1. SCE가 LPS로 유도된 Raw264.7 cell의 

  NO production에 미치는 영향

Raw264.7 cell에서 SCE의 NO 생성 저해 정도를 측정

하기 위해 0.001, 0.003, 0.010 mg/ml의 농도로 처리하여 

Fig. 1. Effects of SCE on the production of NO induced by LPS 

Raw 264.7 cells were treated with 0.001, 0.003, 0.010 mg/ml of SCE for 1 h 

prior to the addition of LPS (2 μg/ml), and the cells were further incubated 

for 6-24 h. The concentrations of nitrite and nitrate in culture medium were 

monitored as described in the methods section. Data represent the mean ± 

S.D. with eight separate experiments (* : significant as compared to control. 

** : p<0.01. # : significant as compared to LPS alone,  # : p＜0.05, ## : p
＜0.01).

생성되는 NO양을 측정하였다. LPS군에서는 control군에 

비교하여 NO의 생성량이 LPS처치 후 18 h, 24 h에 유

의성 있게 증가하였으며, SCE를 처치한 실험군 18 h 및 

24 h에서 유의하게 NO의 생성을 억제하였다(Fig. 1).

2. SCE가 LPS로 유도된 Raw264.7 cell의 

  세포생존율에 미치는 영향

SCE가 LPS로 유도된 Raw cell의 NO 생성을 감소시

킨 것이, SCE의 세포독성에 기인한 것인지를 관찰하기 

위하여, SCE를 0.001, 0.003, 0.010 mg/ml로 처리 하고 

24시간 후 MTT assay를 실시하여 세포생존율을 측정하

였다. 실험결과 LPS는 cell viability를 50%로 세포 독성

Fig. 2. Effects of SCE on the cell viability in LPS-stimulated 

Raw264.7 cells 

Raw 264.7 cells were treated with 0.001, 0.003, 0.010 mg/ml of SCE for 1 h 

prior to the addition of LPS (2 μg/ml), and the cells were further incubated 

for 24 h. Data represent the mean ± S.D. with eight separate experiments (* : 

significant as compared to control. ** : p<0.01. # : significant as compared 

to LPS alone. ## : p＜0.01).
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을 나타냈었다. 그러나 SCE 0.001 mg/ml에서는 LPS에 

의한 세포사멸을 유의하게 억제 하였다(Fig. 2). 이것은 

LPS에 의해 증가된 NO의 독성을 SCE가 세포로부터 보

호 할 수 있는 가능성을 나타낸다.

3. SCE가 iNOS 및 COX-2 발현에 미치는 영향

NO 생성 억제에 관련된 iNOS 단백질의 관련성과 

prostaglandin합성을 증가시켜 염증반응의 중추적 역할을 

하는 COX-2와의 연관성을 조사하기 위하여 immunoblot 

analysis를 이용하여, 세포질 내에서의 단백질 발현을 조

사하였다. LPS를 처리한 군에서는 각 단백질의 발현이 

증가하였으나 SCE 0.010 mg/ml에서 발현의 감소를 보

였다(Fig. 3).

 A)

 B)

Fig. 3. Effects of SCE on the expressions of iNOS and COX-2 

induced by LPS 

The levels of iNOS and COX-2 proteins were monitored 18 h after 

treatment of cells with LPS (2 μg/ml) with or without SCE pretreatment 

(i.e. 1 h before LPS). The actin was used as a loading control (A). The 

relative density levels of protein bands were measured by scanning 

densitometry (B). 

4. SCE가 LPS로 유도된 Raw264.7 cell의 

  TNF-α 생성에 미치는 영향

TNF-α는 LPS반응의 주요 매개체로서18,19), 염증성 병

변과정에서는 발현이 증가되는데 macrophage와 mast 

cell에서 분비되는 TNF-α는 tumor cell에 세포독성을 나

타낸다20). 본 연구에서의 TNF-α는 LPS에 의해 증가 되

었으며 SCE는 실험에 사용된 전농도에서 유의성을 나타

내지 않았다(Fig.4).

Fig. 4. Effects of SCE on LPS-inducible TNF-α production 

Production of TNF-α was measured in the medium of Raw 264.7 cells 

cultured with LPS (2 μg/ml) in the presence or absence of SCE for 18 h. 

The concentrations of TNF-α in culture medium were monitored as 

described in the methods section. Data represent the mean ± S.D. with three 

separate experiments (* : significant as compared to control. ** : p<0.01).

5. SCE가 LPS로 유도된 Raw264.7 cell의 

  IL-1β 생성에 미치는 영향

IL-1β는 pro-inflammatory cytokine으로서 여러 면역

학적 작용들과 연관되어 있는데 T-cell의 활성화, B-cell

의 성숙 등에20) 관련하는 것으로 알려져 있다. 본 실험에

서 LPS는 IL-1β의 분비를 유의성 있게 증가시켰으며, 

SCE 0.001, 0.003, 0.010 mg/ml은 LPS로 유도된  IL-1β

를 SCE 농도 의존적으로 감소시켰다(Fig.5).

Fig. 5. Effects of SCE on LPS-inducible IL-1β production 

Production of IL-1β was measured in the medium of Raw 264.7 cells 

cultured with LPS (2 μg/ml) in the presence or absence of SCE for 18 h. 

The concentrations of IL-1β in culture medium were monitored as described 

in the methods section. Data represent the mean ± S.D. with three separate 

experiments (* : significant as compared to control. ** : p<0.01. # : significant as 
compared to LPS alone. ## : p＜0.01).
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6. SCE가 LPS로 유도된 Raw264.7 cell의 

  IL-6 생성에 미치는 영향

IL-6는 B cell이 plasma cell로 분화되는 마지막 단계

를 활성화시키고, 염증병변에서 증가하는 것으로 알려져 

있다20). LPS는 IL-6의 분비를 유의성 있게 증가시켰으

며, SCE 0.001, 0.003, 0.010 mg/ml 농도에서 감소효과를 

확인하였다(Fig. 6).

Fig. 6. Effects of SCE on LPS-inducible IL-6 production. 

Production of IL-6 was measured in the medium of Raw 264.7 cells cultured 

with LPS (2 μg/ml) in the presence or absence of SCE for 18 h. The 

concentrations of IL-6 in culture medium were monitored as described in the 

methods section. Data represent the mean ± S.D. with three separate 

experiments (* : significant as compared to control. ** : p<0.01. # :  

significant as compared to LPS alone. # : p＜0.05.  ## : p＜0.01).

 고  찰

계혈등(Spatholobi Caulis)은 콩과식물인 밀화두(Spatholobus 

suberectus Dunn)의 줄기를 말린 것으로, 혈액순환을 이

롭게 하고 혈을 보하며 어혈을 없애는 효과가 있어 혈액

순환 개선, 월경불순, 빈혈, 중풍 등의 치료제로 사용되어 

왔다. 이 외에도 계혈등은 관상동맥과 말초혈관을 확장하

는데 효과가 있는 약재로서, 혈류 순환을 원활하게 하여 

혈압을 하강시키고 혈중지질농도를 낮춰 동맥경화, 고혈

압, 협심증 등에도 처방되어 왔다
11)
. 현재까지 계혈등에 

대한 연구는 류마티스성 관절염12,13)에 대한 연구가 대부

분이고 항산화효과
21,22)

, 지질대사 조절
16)
 및 면역조절작

용
17)
에 대한 효과도 알려져 있다. 관절염에 대한 연구로

서 최 등12)은 계혈등이 collagen으로 감작시킨 관절염 발

병 실험동물에서 혈청내 류마토이드 인자인 IgG3, IgM, 

IgG2b의 함량을 감소시키고 IL-10 분비량, NK세포수를 

증가시킴으로써 관절염 발병을 억제하는 효과가 있음을 발

표하였다. 또한 차 등은 DPPH법, Ferric-Thiocyanate법, 

Rancimat법 등의 항산화능 측정기법을 실시하여 ethyl 

acetate로 추출한 계혈 등 분획물에 대하여 우수한 항산

화 효과를 규명하였다
21)
. 

본 실험에서는 계혈등 메탄올추출물(SCE)이 LPS에 

의해 활성화된 Raw264.7 cell에서 염증성 매개 인자들에 

대한 영향을 확인함으로써 계혈등의 항염증 효과를 살펴

보고자 하였다. SCE을 0.001, 0.003, 0.010 mg/ml의 농도

로 처치하여 NO의 생성 저해 정도를 측정한 결과, 18 h, 

24 h 처치 후에 NO가 유의하게 감소함을 확인하였고, 

24 h에서 MTT assay를 통해 0.001 mg/ml에서는 LPS

에 의해 유도된 세포 독성억제 효과를 관찰하였다. 이것

은 LPS로 인해 증가된 NO가 SCE의 세포독성으로 말미

암은 것이 아니라 SCE에 항염증작용이 있음을 의미한다. 

NO는 면역반응, 세포독성, 신경전달계 및 혈관이완 등 

생물학적인 과정에 관여하는 것으로 알려져 있으며 농도

에 따라서는 세포 기능유지에 작용을 하기도 하지만 고

농도에서는 세포독성을 유발 한다
23,24)

. 일반적으로 iNOS

는 lipopolysaccharide (LPS), interferon-γ (IFN-γ), 

interleukin-1 (IL-1) 및 tumor necrosis factor-α 

(TNF-α) 등의 자극에 의해 활성화되며, 대식세포, 내피

세포, 심근세포 등에서 다량의 NO를 생성하는 것으로 

알려져 있다. iNOS에 의한 NO의 생성이 과량일 경우 

염증을 유발시켜 조직의 손상, 유전자 변이 및 신경 손상 

등을 일으킨다25,26). 염증반응과 관련된 조직 손상에서 

NO와 iNOS의 발현이 증가되어 있음이 보고되어 있다27). 

iNOS의 장시간 유도는 다량의 NO를 생성하며, 생성된 

NO는 병리적인 혈관확장, 세포독성, 조직손상 등과 같은 

생체에 유해한 작용을 나타낸다. 그리고 염증상태에서 

iNOS에 의해 생성된 NO는 혈관투과성, 부종 등의 염증

반응을 촉진시킬 뿐만 아니라 염증매개체의 생합성을 촉

진하여 염증을 심화시키는 것으로 알려져 있다27,28). 그런 

까닭에 NO 생성 저해제는 염증반응조절제로의 가능성 

때문에 연구가 활발하게 이루어지고 있다. 

NO 생성 억제와 iNOS 단백질의 관련성을 immunoblot 

analysis를 이용하여 세포질 내에서의 iNOS 단백질의 발

현을 조사한 결과 LPS 처치 시에는 iNOS가 강하게 발

현되었으나, SCE에 의해 단백질 발현의 감소를 확인하였

다. COX-2는 대식세포와 활막 세포와 같은 염증세포에서 

상처 감염, 스트레스에 의해 유도되는데 prostaglandin 

synthesis의 생성을 증가시켜 염증상태로 만드는 과정에 

있어 중추적 역할을 한다
29-32)

. Immunoblot analysis를 

이용하여 COX-2 단백질의 발현을 조사한 결과 LPS 처

치 시에는 COX-2 단백질이 강하게 발현되었으나, 계혈

등을 처치한 실험군에서 발현 감소를 관찰하였다. 

Tumor mecrosis factor-α (TNF-α)는 Macrophage와 

mast cell에서 분비되는 것으로 tumor cell에 영향을 미

치는 숙주 방어인자 및 염증 매개물질로 알려져 있고 만

성염증성 반응과 관련 된다20). 본 실험에서 LPS는 

TNF-α의 분비를 촉진시켰으나, SCE는 증가된 TNF-α

의 생성을 억제하지 못하였다.

IL-1β는 발열작용을 일으킬 뿐만 아니라 면역계, 신경내

분비계, 그리고 신경면역계를 자극하는 pro-inflammatory 

cytokine으로서 기능 조절 및 종양침습에도 관여한다고 

알려져 있다5,33). 결과에서 LPS는 IL-1β의 분비를 유의

성 있게 증가시켰으며, SCE는 농도의존적으로 LPS로 유
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도된 IL-1β를 감소시켰다. 

IL-6는 TNF-α처럼 염증반응을 조절하는 물질로서 내

인성 발열인자(pyrogen)로 작용하며 면역 체계와 조혈 

등에 영향을 끼친다34). 본 실험에서 LPS는 IL-6를 유의

성 있게 증가시켰으며 SCE는 IL-6 생성을 감소시켰다. 

계혈등은 微澁微甘溫하고 心脾 2經에 入하여 주로 活

血去瘀, 生新血, 流利經脈, 暖腰膝, 補中調胃의 효능을 가

진다. 본 연구는 계혈등이 LPS로 활성화된 macrophage 

cell line에서 염증매개물질을 억제하는 결과를 밝힌 것으

로, 계혈등은 gram-negative의 감염이나, 과량의 염증매

개물질로 인한 염증성 질환의 치료에 이용될 수 있는 근

거를 제시하였다.

결  론 

본 연구에서는 계혈등이 대식세포 계열인 Raw 264.7 

세포에서 LPS로 유도된 NO와 pro-inflammatory mediator

의 생성억제효과, iNOS, COX-2단백질 발현 억제효과를 

확인하였다. 계혈 등은 NO의 생성을 억제하고, iNOS 및 

COX-2의 발현을 억제하였다. 또 계혈등은 농도의존적으

로 IL-1β, IL-6 cytokine 생성을 억제하였다. 이러한 결

과는 계혈등이 항염증 물질로서 과량의 NO 및 과량의 

pro-inflammatory cytokine 생성과 관련된 염증성 질환

의 예방 및 면역치료의 이용, 약물의 개발에 이용될 수 

있음을 의미한다. 
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