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ABSTRACT
Objective:Inflammatorycytokineshaveacloserelationshiptoinsulindependentdiabetesmellitus(IDDM).The

inhibitoryeffectofSmilacisGlabraeRhizoma(SGR)wereexaminedonproductionofnitricoxide(NO),prostaglandinE2
(PGE2),synthase(iNOS),cyclooxygenase-2(COX-2),tumornecrosisfactor-α (TNF-α)andNF-κBactivationinRaw264.7
cells.

Methods:Raw264.7cellswerepretreatedwithSGR(20,50,100㎍/㎖),andthenculturedwithlipopolysaccharides
(LPS).CellviabilitywasmeasuredbyMTTassay;inhibitionofNO,PGE2,andTNF-α productionweremeasuredbyGriess
reagentandenzyme-linkedimmunosorbentassay(ELISA).InductionofCOX-2andiNOSweredeterminedbywesternblotting
analysis.InhibitionofNF-κBwasmeasuredbyimmunofluorescenceassay(IFA).

Results:SGRinactivatedNF-κB,andinhibitedtheproductionofNO,iNOS,andPGE2.InhibitionofCOX-2andTNF-
α couldnotbeconfirmed.

Conclusions:Fromtheaboveresult,SGRwasfoundtohaveananti-inflammatoryeffectofinhibitionofNO,iNOS,and
PGE2productionviainhibitionofNF-κB.

Keywords:Anti-inflammatory,SmilacisGlabraeRhizoma,nitricoxide,prostaglandinE2,iNOS,cyclooxygenase-2

Ⅰ.緖 論

土茯苓(SmilacisGlabraeRhizoma,이하 SGR이

라 함)은 백합과(Liliaceae)에 속한 다년생 攀援狀

灌木의 근경을 건조한 것을 지칭한다
1
.

《本草綱目》2에 이르기를 土茯苓의 性은 平,無

毒하고,味는 甘淡하며,『健脾胃,强筋骨,去風濕,

利關節,止泄瀉』 효능이 있어 『治拘攣,骨痛,惡

瘡癰腫.解汞粉銀朱毒』이라 하였다.임상에서는

土茯苓의 이뇨,해독,소염효능을 이용하여
3
위암,

식도염,만성 피부질환,매독성 피부질환 등의 치

료에 사용되고 있다
4
.土茯苓의 약리효과에 관한

연구를 통해서 항돌연변이원성작용
5
, 항암작용,

phospholipaseA2(PLA2)저해작용
6등이 확인되었

으며,염증 매개 물질인 iNOS,COX-2의 발현을

억제하는 효과
7
가 있는 것으로 밝혀졌다.따라서

韓醫學에서 燥熱이 原因이 되어 發하는 당뇨병에

도 土茯苓의 항염효과가 기대 되어 본 실험 연구

에 임하게 되었다.

당뇨병은 Langerhans'sisland의 β세포로부터 인
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슐린 분비가 급격하게 감소하여 발생하는 제1형

당뇨병과 glucose에 대한 insulin반응이 저하 되어

발생하는 제2형 당뇨병으로 분류된다.제2형 당뇨

병은 유전적 요인과 비만이 가장 큰 원인인데 반

하여 제1형 당뇨병은 급․만성 췌장염,췌도염 같

은 염증질환이 가장 큰 원인이 된다.

또한제1형당뇨병과염증매개물질인inflammatory

cytokine과 nitricoxide(NO)등은 밀접한 관계가

있는데
8,9
,土茯苓에 관한 최근 논문 중 吳 등

7
은 土

茯苓이 낮은 dosage에서 iNOS및 COX-2의 발현

을 억제하는 효과가 있음을 보고하였다.

이에 저자는 土茯苓의 항염 효과를 알아보기 위하

여 murinemacrophage인 Raw264.7세포를 대상으로

土茯苓 농도에 따른 NO,prostaglandinE2(PGE2),

iNOS,COX-2,TNF-α 생성량을 측정해보고,nuclear

factor-κB(NF-κB)의 핵내 이동을 확인해 본 결과

유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ.材料 및 方法

1.藥材 와 試料製造

1)藥 材

실험에 사용한 한약재는 국내산으로 시중에서

구입하여 尙志大學校 韓醫科大學 本草學敎室에 검

정한 후 사용하였다.

2)試料製造

土茯苓 50g을 1000㎖의 증류수에 희석하여 수

증기증류장치에서 3시간씩 증류한 후 동결건조하

여 5.78g의 토복령 분말(수율 11.56%)을 얻었다.

2.試藥 및 材料

Lipopolysaccharides(LPS),MethylThiazol-2-YL-2,

5-diphenylTetrazolium bromide(MTT),1%(w/v)

sulfanilamide in 5%(v/v) phosphoric acid &

0.1%(w/v)naphtylethylenediamine-HCl(Griess),N
G
-

methyl-L-arginineacetatesalt(L-NMMA)는 Sigma

(St.Louis,USA)에서 구입하였고,Dulbecco'smodified

Eagle'smedium(DMEM)과 fetalbovineserum

(FBS)은 Hyclone(Logan,USA)에서 구입하였다.

NO생성 저해능 측정과 MTTassay에 사용된

ELISA reader는 Victor(NY,USA)에서 구입하였

고,TNF-α 생성 저해능 측정을 위한 ELISAkit은

eBioscience(San Diago,USA)에서 구입하였으며,

PGE2 생성 저해능 측정을 위한 ELISA kit은

R&Dsystem(MIN,USA)에서 구입하였다.

3.細胞培養

본 연구에서 사용할 MurinemacrophageRaw

264.7cellline은 한림대학교 TIC에서 분양받았다.

Raw264.7세포를 DMEM에 10% FBS,100㎍/㎖

penicillin,100U/㎖ streptomycin을 혼합한 배지에

서 37℃ 5% CO2incubator에서 배양하였다.

4.實驗方法

1)NO생성 저해능 측정

Raw 264.7 세포로부터 생성된 NO의 양은

Griess시약을 이용하여 세포배양액 중에 존재하는

NO2
-
의 형태를 측정하였다.

96wellplate에 well당 5×105 cells/㎖의 Raw

264.7세포가 들어있는 부유액 100㎕를 접종하고

24시간 배양한 후 배지를 제거하고,무혈청 배지에

최종농도가 각각 20,50,100㎍/㎖으로 되도록 시

료를 처리한 후 염증 반응 유도 인자인 LPS100

ng/㎖를 처리하여 24시간 배양하였다.세포 배양

상층액 50㎕를 Griess50㎕와 혼합하여 10분 동안

반응시킨 후 ELISAreader를 이용하여 540nm에

서 흡광도를 측정하였다.

양성대조군으로는 NO생성 억제제인 L-NMMA

를 사용하였다.L-NMMA를 土茯苓과 같은 방법으

로 처리하여 NO생성 저해능을 비교하였다.

2)세포독성 측정

Raw264.7세포를 96wellplate에 5×10
5
cells/㎕

의 농도로 희석하여 100㎕ 씩 접종한 후 24시간

배양하였다.배양 후 배지를 모두 제거하고,무혈

청 배지를 넣은 well에 각각 90㎕씩 넣었다.최종
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농도가 각각 20,50,100㎍/㎕가 되도록 희석한 시

료를 10㎕씩 각 well에 처리한다.24시간 배양 후

PhosphateBufferedSaline(PBS)를 이용하여 5㎎/

㎖의 농도로 녹여져 있는 MTT시약을 20㎕씩 넣

어주고 4시간 배양하였다.MTT시약과 시료가 포

함된 배지를 모두 제거하고 각 well에 100㎕ acid

isopropanol(0.04N HCliniso-propanol)을 첨가하

여 30분간 교반하여 주고,ELISAreader를 이용하

여 570nm에서 흡광도를 측정하였다.

3)PGE2생성 저해능 측정

PGE2 정량 측정은 R&D system(KGE004,

USA)를 사용하였으며,측정방법은 제조회사의 설

명서를 준용하였다.실험방법은 다음과 같다.

Raw 264.7세포를 1×10
6
cells/㎖의 농도로 6

wellplate에 접종하였다.24시간 배양 후 무혈청

배지를 이용하여 시료의 최종농도가 각각 20,50,

100㎍/㎖가 되도록 처리하여 준 후 LPS100ng/

㎖가 되도록 처리하여 주었다.24시간 후 배지를

회수하여 12000rpm에서 5분간 원심분리 하여 상

층액을 회수하여 시험일까지 -70℃에서 보관하였

다.실험 당일에는 상온에서 측정배지를 녹인 후

calibrator diluent를 사용하여 5배 희석하였다.

PGE2standardsolution을 2500,1250,625,312.5,

156,39pg/㎖의 농도가 되도록 calibratordiluent를

이용하여 희석하였다.희석되어진 시료와 standard

solution을 각 well에 100 ㎕씩 넣고, PGE2

conjugate와 PGE2antibody용액을 각각 50㎕씩

넣어준 후 shaker위에서 2시간 반응시켰다.이후

PGE2washingbuffer를 이용하여 4-5회 세척하여

주었다.Substrate solution(Color reagent A:B

=1:1)을 각 well에 200㎕씩 넣어 준 후 빛이 들어

오지 않는 곳에서 30분 동안 반응시켰다.반응을 중

지시키기 위하여 2NHCl용액을 각 well당 50㎕

씩 넣어준 후 405nm에서 흡광도를 측정하였다.양

성대조군으로는 PGE2생성 억제제인 indomethacin

을 사용하였다.1㎍/㎖의 Indomethacin이 함유된

50㎕를 시료와 같은 방법으로 처리하여 PGE2생

성 저해능을 비교하였다.

4)iNOS,COX-2단백질 발현 저해능 측정

Raw264.7세포 1×10
6
cells/㎖가 들어있는 부유

액을 6wellplate에 well당 1㎖씩 접종하고 24시간

배양하였다.배양 후 배지를 제거하고,무혈청 배

지에 최종농도가 각각 20,50,100㎍/㎖으로 되도

록 시료를 처리한 후 염증 반응 유도 인자인 LPS

100ng/㎖를 24시간 처리하였다.

세포를 scrapper를 이용하여 회수한 후 12000

rpm에서 5분간 원심분리 한 후에 상층액을 제거하

고,PBS를 이용하여 세척하였다.세포 lysisbuffer

를 100㎕씩 넣어주고 잘 섞어 준 후에 ice에서 30

분 동안 세포를 용해시켰다.세포 용해 후 12000

rpm에서 5분 동안 원심분리 하고 상층액을 추출하

여 BicinchoninicAcid법(BCA법)을 이용한 단백질

정량을 수행하였다.단백질 정량 후 well당 35㎍의

단백질을 10% SDS-polyacrylamidegel(SDS-PAGE)

에서 100V로 1시간동안 전기영동 하였다.전기영동

후 PVDFmembrane에 단백질을 transfer한 후에

iNOS,COX-21차 antibody를 반응 시키고 2차

antibody를 반응시킨 후 westernblot를 시행하여

단백질의 발현정도를 확인하였다.단백질 보정을

위하여 β-actin도 함께 수행하였다.

5)TNF-α 생성 저해능 측정

TNF-α의 측정은 eBioscience(Cat.88-7324-22,

USA)사의 제품을 사용하였고,측정방법은 제조회사

의 설명서를 준용하였다.실험방법은 다음과 같다.

Raw 263.7세포를 1×10
6
cells/㎖의 농도로 6

wellplate에 접종하였다.24시간 배양 후 무혈청

배지를 이용하여 시료의 최종농도가 각각 20,50,

100㎍/㎖가 되도록 처리하여 준 후 LPS100ng/

㎖가 되도록 처리하였다.24시간 배양 후 배지를

회수하여 12000rpm,5min에서 원심분리하여 상

층액을 회수하고 시험일까지 -70℃에서 보관하였

다.시험일에는 상온에서 측정 배지를 녹인 후 1x

assaydiluent를 사용하여 50배 희석하였다.실험 전

날 빈 plate에 1xcoatingbuffer로 captureantibody

를 1/250희석한 후 100㎕/well에 넣어주고 4℃에

서 보관하였다.이후 washingbuffer를 이용하여 5
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회 세척한 후 1～2분 정도 washingsolution를 넣고

shaking하였으며 이 과정을 5번 반복하였다.다음

시료를 녹인 1xassaydiluent용액을 200㎕/well

넣어주고 실온에서 1시간 반응시킨 후 washing

buffer를 사용하여 5회 세척하였다.TNF-α standard

solution100㎕/㎖를 각 well에 넣고 TNF-α 측정

할 세포 배양액을 1xassaydiluent용액으로 50～

100배 희석하여 100㎕/㎖ 넣어주고 실온에서 2시

간동안 반응시킨 후,washingbuffer를 사용하여 5

회 세척 과정을 반복하였다.Detectionantibody를

1xassaydiluent용액으로 1/250희석하여 100㎕/㎖

넣고 실온에서 1시간동안 반응시켰다.다시 washing

buffer로 세척한 후 Avidin-HRP를 1xassaydiluent

용액으로 1/250희석하여 100㎕/㎖ 넣어주고 실온

에서 30분간 반응시킨 후 washingbuffer로 세척하

였다.마지막으로 TMBsolution을 100㎕/㎖ 넣어

주고 실온에서 15분간 반응시킨 후 stopsolution을

50㎕/㎖ 넣어주고 405nm에서 측정하였다.

6)NF-κB의 핵내로의 이동 저해능 측정

6wellplate에 100% EtOH를 이용하여 멸균처

리 된 coverglass를 넣고 coverglass위에 Raw264.7

세포를 1.5×105cell/㎖의 농도로 300㎕ 접종한 후

24시간 배양하였다.시료를 처리하고 LPS100㎍/

㎖을 처리하였다.1시간 후 이용하여 2～3번 세척

한 후 100% MEOH을 이용하여 4℃에서 15분 동

안 고정하였다.이후 0.1% tritonX-100(inPBS)를

이용하여 15분간 permeabilization하였다. 다시

PBS로 3번 세척하고,5% BSA(inPBS)로 45분간

blocking하였다.1차 antibody(NF-κB,RB-1638-P1)

을 1:100으로 1% BSA가 포함되어 있는 PBS에 희

석한 후 2시간 동안 반응 시켜주었다.PBS를 이용

하여 3번 세척한 후 Cy3가 conjugate되어 있는 2차

antibody(Cy3-conjugated AffiniPure GoatAnti-

RabbitIgG(H+L),111-165-003)을 1:1000으로 1%

BSA가 포함되어 있는 PBS에 희석한 후 1시간 동

안 37℃,어두운 곳에서 반응시켜주었다.PBS를 이

용하여 3번 세척한 후 1분동안 DAPI(10㎍/㎖ in

PBS)staining을 하였다.PBS를 이용하여 3번 세

척한 후 coverglass에 Mountingmedium을 떨구고

coverglass를 slideglass에 고정시킨 후 관찰하였다.

5.統計處理

실험 성적은 mean또는 mean±SD로 나타내었

다.통계적 유의성은 one-wayANOVA에 의하여

검정하였으며,p<0.05인 경우 유의성을 인정하였고,

유의성이 나타날 경우 Duncan'smultiplerange

test로 검증하였다.

Ⅲ.成 績

1.NO생성 저해능

Raw264.7세포를 이용하여 土茯苓을 각각 20,

50,100㎍/㎖의 농도로 처리했을 때 염증 유발 내

독소인 LPS에 의해 유도된 NO 생성량을 Griess

시약을 이용하여 측정하였으며,양성대조군으로서

NO생성 저해제로 알려진 L-NMMA를 사용하여

비교하였다.

土茯苓이 각각 20,50,100㎍/㎖의 농도에서 각각

12.2%,38.2%,59.6%의 NO생성을 저해하는 것으로

조사되었으며,土茯苓의 IC50은 73.1㎍/㎖로 우수한

NO생성 저해능을 확인할 수 있었다(Table1).

Concentration
(㎍/㎖)

Inhibitory
EffectofNO
Production(%)

IC50
(㎍/㎖)

L-NMMA

0.5 -

6.96

1 10.8

5 39.8

10 58.3

20 73.5

SGR

20 12.2±16.2*

73.150 38.2±11.0*

100 59.6±5.9*
Theresultsareexpressedasmeanormean±SD.
Statistically significant value compared with other
groupbyANOVAtestandDuncan'smethod(*P<0.05)

Table1.TheInhibitoryEffectofSGRandL-NMMA
onNOProductionofRaw264.7Cells
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2.세포독성

土茯苓이 각각 20,50,100㎍/㎖의 농도에서

Raw 264.7세포의 cellviability를 MTT assay를

통하여 측정하였다.실험결과 土茯苓의 각각 20,

50,100㎍/㎖의 농도에서 cellviability가 각각

103.6%,101.7%,99.0%로 나타나 土茯苓은 Raw

264.7세포에 대한 세포독성이 없음을 확인할 수

있었다(Table2).

SGR(㎍/㎖) 20 50 100

CellViability
(% ofcontrol)

103.6±2.6 101.7±0.9 99.0±0.0

Theresultsarepresentedasmean±S.D.

Table2.TheEffectofSGRontheViabilityof
Raw264.7 Cells

3.PGE2생성 저해능

염증성 cytokine중의 하나인 PGE2에 대한 土茯

苓의 생성 저해능을 R&Dsystem의 KGE004kit

을 사용하여 측정하였으며,양성 대조군으로서

PGE2생성 억제제인 indomethacin을 사용하였다.

土茯苓의 농도가 50,100㎍/㎖에서 각각 24.2%,

42.1%의 PGE2생성 억제능을 확인하였다.20㎍/

㎖에서는 PGE2standard를 사용하여 계산한 추세

선보다 낮은 값을 보여 측정값을 버렸다(Table3.).

이를 통하여 土茯苓은 PGE2생성 저해능을 가지

고 있다는 것을 알 수 있다.

Concentration
(㎍/㎖)

InhibitoryEffectof
PGE2Production(%)

Indomethacin 1 95.02±2.67

SGR

20 -

50 24.2±1.4*

100 42.1±5.3*
Theresultsareexpressedasmean±SD.
Statistically significantvalue compared with other
groupbyANOVAtestandDuncan'smethod(*P<0.05)

Table 3.The Inhibitory EffectofSGR and
IndomethacinonPGE2 Productionof
Raw264.7Cells

4.iNOS,COX-2단백질 발현 저해능

NO및 PGE2와 같은 염증인자의 생성과 관련된

iNOS및 COX-2단백질 발현을 土茯苓이 저해하

는지를 알아보기 위하여 westernblottinganalysis

한 결과 土茯苓을 처리한 실험군에서 iNOS단백질

의 발현이 감소하여 土茯苓이 iNOS단백질의 발현

을 저해하는 것을 확인할 수 있었으나 저해능과

토복령농도와의 관계는 확인할수 없었다(Fig.1).

iNOS단백질 발현 결과와는 달리 COX-2단백질

의 발현은 감소되지 않아 土茯苓의 COX-2발현

저해능을 확인할 수 없었다(Fig.2).

Fig.1.TheEffectofSGRontheInductionof
iNOSbyLPS.

ThelevelofiNOSproteinwasmonitored18hr
aftertreatmentofcellswithLPS(100ng/㎖)with
orwithoutSGRpretreatment(i.e.1hbeforeLPS).

Fig.2.TheEffectofSGRontheInductionof
COX-2byLPS.

ThelevelofCOX-2proteinwasmonitored18hr
aftertreatmentofcellswithLPS(100ng/㎖)with
orwithoutSGRpretreatment(i.e.1hbeforeLPS).

5.TNF-α 생성 저해능

염증의 중요한 매개인자인 TNF-α에 관한 土茯

苓의 생성 억제능을 eBioscience의 Cat.88-7324-22

kit을 사용하여 실험한 결과,土茯苓이 각각 20,

50,100㎍/㎖의 농도에서 TNF-α 생성 저해능이

각각 0.1%,2.7%,0.4%으로 나타나 TNF-α의 생성

저해능은 확인할 수 없었다(Table4).
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Concentration
(㎍/㎖)

InhibitoryEffectofTNF-α 
Production (%)

SGR

20㎍/㎖ 0.1±3.3*

50㎍/㎖ 2.7±0.8*

100㎍/㎖ 0.4±1.1*
Dataareexpressedasmean±SD.
Statisticallysignificantvaluecomparedwithothergroup
byANOVAtestandDuncan'smethod(*P<0.05)

Table4.TheInhibitoryEffectofSGRonLPS-
inducibleTNF-α Production

6.NF-κB의 핵내로의 이동 저해능

NF-κB는 p50,p65등의 subunit을 가지고 있는

데 이중 염증반응과 관련 있는 것은 p65이므로 p65

의 핵내 이동을 immunofluorescenceassay를 통하

여 관찰한 결과 LPS로 유발된 NF-κB의 핵내로의

이동을 土茯苓이 어느 정도 차단시켜주는 것을 확

인할 수 있었다(Fig.3).

Fig.3.TheEffectofSGRonLPS-inductedNF-κB

InhibitionofNF-κBdeterminedbyimmunofluorescence

Ⅳ.考 察

당뇨병은 한의학에서는 消穀善肌하면서 渴而多

飮하는 病症인 消渴의 범주에 속한다.原因은 대부

분이 熱邪로서 過食이나 膏粱珍味의 攝取가 지나

치므로 濕熱이 內生하거나,憂思 등으로 脾胃에 積

熱이 發하거나,易怒가 지나치게 過極하거나 嗜酒

등으로 肝火가 鬱結되었거나,腎水의 損傷으로 陰

虛하여 燥熱등이 發해,陽火亢盛 相火熾盛 水火不

交 臟腑不和 등으로 유발되는 것이다
10
.

iNOS,COX-2와 같은 cytokine과 NO는 제1형

당뇨병과 밀접한 관계가 있다.제1형 당뇨병 발병

률이 높은 집단의 역학 조사에 따르면,많은 식이

nitrites섭취가 diabetogenicnitrosoamine합성을

활성화시키고 NO 생성을 촉진시켜 인슐린 분비

세포를 손상시킨다고 보고하였다
11,12
.NO뿐만 아

니라 IL-1β,IFN-γ와 TNF-α와 같은 염증을 매개

하는 cytokine도 자가면역성 췌도염(autoimmune

insulitis)의 초기 단계에서 대식세포와 T임파구로
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부터 분비되어 인슐린 분비 세포 손상을 매개한다
7,8
.이들 cytokine은 사립체의 aconitase활성 저하

와 함께 nicotineadeninedinucleotide를 고갈시켜

ATP생성을 감소시킴으로써 인슐린 분비를 억제

하고13,인슐린 유전자 발현과 인슐린 생합성을 억

제시켜 제1형 당뇨병의 특징적인 insulinonopenia를

유발시킨다14.이와 같이 제1형 당뇨병의 중요한 매

개인자인 cytokine에 대한 土茯苓의 효과를 알아보

기 위하여 LPS를 처리한 Raw264.7세포를 사용

하여 土茯苓의 항염효능을 조사해 보았다.

NO는 일반적으로 박테리아를 죽이거나 종양을

제거하는 중요한 역할을 하지만 병리적인 원인에

의한 과도한 NO의 형성은 숙주세포의 파괴,shock

에 의한 혈관확장,염증반응 유발에 의한 조직의

상해를 초래할 수 있는 이중적 생물학적 성질을

가지는 것으로 알려져 있다
15,16
.당뇨병과 NO의 관

계를 살펴보면,NO는 매우 불안정 하여 쉽게

nitrite와 nitrate로 전환되는데 이들이 산소와 만나

면 peroxynitrite를 형성하여 인슐린 분비 세포를

손상시킨다
17
.본 실험에서 土茯苓의 NO생성 저해

능을 조사해 본 결과 土茯苓 100㎍/㎖에서 59.6%

의 우수한 NO생성 저해능을 확인할 수 있었다.

土茯苓이 NO의 생성을 감소시킨 것이 土茯苓의

세포독성으로 인한 cellpopulation의 저하에서 기

인하였는지를 확인하기 위하여 土茯苓의 농도에

따른 cellviability를 MTTassay방법을 사용하여

실험한 결과 土茯苓은 Raw264.7세포에 대한 세

포독성이 없음을 알 수 있었다.즉 土茯苓에 의한

우수한 NO생성 저해능은 土茯苓의 세포독성 때

문에 발생한 것이 아니란 것을 확인할 수 있었다.

PGE2는 염증 반응에 있어서 중추적인 역할을

한다.외부자극에 의해 COX-2가 발현되면 PGE2

가 활성화되는데,PGE2는 혈관을 확장시켜 각종

면역물질 및 cytokine을 염증부위에 빨리 도달하게

할 뿐만 아니라18,혈전용해 기능이 있어 염증반응

중 파괴된 세포내 물질들에 의하여 혈전이 생기는

것을 막는다19.이외에도 기관지 확장 기능,위산억

제 기능 등을 가지고 있다20.土茯苓의 PGE2생성

저해능은 土茯苓 100㎍/㎖에서 42.1%로 PGE2의

생성 저해능을 확인 할 수 있었다.

iNOS는 대식세포,혈관평활근세포,내피세포,간

세포와 심근세포 등에서 L-arginine을 L-citrulline

으로 전환시키면서 장시간 다량의 NO를 생산하는

것으로 알려져 있다21,22.한편 COX-2는 arachidonic

acid를 prostaglandin synthesis로 변환시켜주어

PGE2의 생성을 증가시킨다.土茯苓의 iNOS와

COX-2단백질의 발현 저해능을 westernblotting

analysis를 통하여 조사해 보았더니,土茯苓은

iNOS단백질의 발현을 억제하는 효능이 있었다.

반면 COX-2단백질의 경우,土茯苓이 PGE2생성

을 저해하는 효능이 있어 COX-2단백질의 발현

또한 저해할 것이란 추측과 달리 土茯苓은 COX-2

단백질 발현을 억제하는 효능을 확인할 수 없었다.

이는 土茯苓이 발현된 COX-2단백질에 의해 생성

되는 PGE2의 생성을 억제시켜주는 효능에 의한

결과일 수도 있지만,실험방법상에 의한 차이일 수

도 있다고 생각된다.PGE2 생성 측정은 주로

ELISA방법을 이용하여 측정하고 COX-2단백질

발현 저해능 측정은 westernblottinganalysis를 사

용하기 때문에 측정방법의 민감도에 차이가 있어

이와 같은 결과가 나타난 것 일 수도 있다고 사려

된다.

TNF-α는 LPS나 bacterialtoxin등과 같은 외부

자극에 대식세포가 일단 활성화 되면 생산되어

NF-κB를 핵내로 이동시키는 역할을 한다.활성화

과정에서 대식세포는 초기에는 IFN-γ,CD40등

외부에서 유래되는 cytokine에 의해서만 활성화되

어 TNF-α 등의 cytokine을 생산한다.하지만,대식

세포 스스로도 TNF-receptor를 보유하고 있기 때

문에 대식세포가 1차적으로 활성화되어 소량의

TNF-α가 생산되고,생산된 TNF-α는 대식세포의

표면에 있는 TNF-receptor와 재반응하는 과정을

되풀이함으로써 대량의 TNF-α를 분비하기 때문

에,TNF-α의 함량은 대식세포의 활성화를 판단하
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는 중요한 지표가 된다23.본 실험에서 TNF-α에

관한 土茯苓의 생성 억제능을 eBioscience의 Cat.

88-7324-22kit을 사용하여 조사해본 결과 土茯苓

은 TNF-α의 생성 저해능을 확인할 수 없었다.

NF-κB는 자극이 없는 상태에서는 세포질에서

억제 단백질인 I-κB와 비활성화 상태로 존재한다
24.LPS,IL-1등에 의해서 자극을 받거나 TNF-α

가 TNF-receptor에 결합하면 I-κB가 인산화되고

ubiquitination되어 분해됨으로써 NF-κB와의 결합

은 해리된다.따라서 활성화된 NF-κB는 핵으로

전위되어 iNOS및 COX-2와 같은 다양한 유전자

의 promoter에 결합하여 이들 유전자의 전사를 촉

진한다25,26.土茯苓의 NF-κB의 핵내 이동 저해능을

immuofluenscenceassay를 통하여 조사해 본 결과,

土茯苓은 LPS에 의한 NF-κB의 핵내로의 이동을

어느 정도 차단시켜주는 것을 확인할 수 있었다.

이상의 결과를 종합하여 볼 때,土茯苓은 TNF-

α 이외의 자극,즉 LPS등에 영향을 주어 NF-κB

를 핵내로 이동을 차단하므로서 iNOS단백질을 발

현하지 못하게 한 결과 NO생성을 억제한다고 추

론할 수 있으므로 土茯苓이 제1형 당뇨병에 응용

될 수 있을 것으로 사료된다.다만,본 실험에서 土

茯苓이 PGE2의 생성을 저해하지만 COX-2단백질

발현은 저해하지 못한 것은 실험 방법상의 차이

아니면 westernblottinganalysis의 민감도에 의한

오차일 수도 있어,향후 이에 대한 보다 더 정밀한

연구가 필요하다고 생각된다.

V.結 論

土茯苓의 항염 효과를 확인하기 위하여,LPS로

유도된 macrophageRaw264.7cell을 대상으로 土

茯苓 농도에 따른 NO,PGE2,iNOS,COX-2,

TNF-α의 생성 저해능을 측정하고,NF-κB의 핵내

이동 저해 여부를 확인하여 다음과 같은 결론을

얻었다.

1.土茯苓은 NO 생성을 저해하는 우수한 효능을

가지고 있다.

2.土茯苓은 PGE2생성을 저해하는 효능을 가지고

있다.

3.土茯苓은 iNOS단백질의 발현을 저해하는 효능

을 가지고 있다.

4.土茯苓의 COX-2단백질의 발현을 저해하는 효

능을 확인할 수 없었다.

5.土茯苓의 TNF-α 생성을 저해하는 효능을 확인

할 수 없었다.

6.土茯苓은 NF-κB의 핵내 이동을 차단시키는 효

능이 있다.

이상의 실험 결과에서 土茯苓은 제1형 당뇨병의

매개 물질인 NO,PGE2,iNOS생성을 저해하고,

NF-κB의 핵내로의 이동을 차단하므로써 제1형 당

뇨병 환자의 증상 회복과 예방에 유의한 효과가

있을 것으로 사료되며,추가적 연구가 필요할 것으

로 사료된다.
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