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NF-κB & MAPKs pathway in HMC-l
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  Objective : Moutan Cortex (the root bark of Paeonia suffruticosa Andr.) is widely used in oriental medicine as a 

remedy for inflammation. However, as yet there is no clear explanation of how MC(Moutan Cortex) affects the 

production of inflammatory cytokine. This study was to determine the effects of Essence extracted MC on the mast 

cell-mediated inflammatory responses.

  Method : We observed the effect of MC on compound 48/80-induced histamine release of rat peritoneal mast 

cells and the effect of administering MC on PCA in rat. We measured the amount of inflammatory cytokine 

production induced by the phorbol myristate acetate (PMA) plus calcium ionophore(A23187) in the human mast 

cell line (HMC-1) incubated with various concentrations of MC. The TNF-α protein levels were analysised by 

Western blot. The TNF-α, IL-6 and IL-8 secreted protein levels were measured by the ELISA assay. The TNF-α, IL-6 

and IL-8 mRNA levels were measured by the RT-PCR analysis. NF-κB, phospho-IκB and MAPKs were exmined by 

Western blot analysis. The NF-κB promoter activity was examined by luciferase assay.

  Result : 1. Enzyme immunoassay indicated that MC suppressed histamine secretion of rat peritoneal mast 

cells. 

                  2. In PCA dependent on IgE, MC had anti-allergic effect of the internal surface of rat skin. 

          3. Western blot indicated that MC decreased TNF-α protein levels.

                  4. ELISA indicated that MC decreased TNF-α, IL-6 but MC had no significant effect on IL-8 in HMC-1 

cells.

                  5. RT-PCR indicated that MC decreased TNF-α, IL-8 but MC had no significant effect on IL-6 in HMC-l 

cells.

                  6. Western blot indicated that MC suppressed the induction of MAPKs, NF-κB & phospho-IκB activity 

in HMC-1 cells. 

                  7. Luciferase assay indicated that MC suppressed the PMA plus A23187-induced NF-κB promoting 

activityin HMC-1 cells.
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  Conclusion : In this study, we have found that MC is an inhibitor of NF-κB, MAPKs & cytokines on the mast 

cell-mediated inflammatory responses.

Key words : Moutan Cortex, HMC-l, TNF-α, IL-6, IL-8, NF-κB, MAPKs.

서  론

  염증이란 손상에 대한 살아 있는 조직의 반응으

로 생체 조직이 어떠한 원인에 의하여 손상을 받

았을 때 이 손상을 최소화 시키고 손상된 부위를 

정상상태로 되돌리려는 생체의 고도로 발달된 방

어기전이다1)
. 손상된 조직에 있는 세포나 단백들은 

cytokine을 분비하고 다른 세포들과 작용하여 내재

면역반응이 시작되고 이 결과 감염된 조직에서 염

증 상태가 유도된다2)
.

  제1형 과민반응(TypeⅠhypersensitivity reaction)

은 외부로부터 항원이 침입하여 인체가 IgE를 생

성하고 비만세포의 FcεRI와 결합하면 비만세포는 

활성화되어 histamine, TNF-α, IL-6, IL-8과 같

은 염증매개물을 방출하는 것으로 시작된다2)
.

  MAPKs(Mitogen activated protein kinases)는 

세포막 수용체로부터 정보전달에 의해 활성화되어 

세포질 또는 핵 안에 있는 전사인자를 인산화 시

켜 그 기능을 조절한다3)
. NF-κB는 정상적 상태

에서는 세포질에 I-κB와 결합하여 존재하다가 외

부자극에 의해 I-κB가 인산화 및 분해되면서 NF-

κB는 핵 안으로 이동하여4,5)
 TNF-α, IL-6, IL-8

와 같은 목적 유전자의 프로모터 부위에 결합하여 

발현을 조절할 수 있다6,7)
.

  이와 같이 제1형 과민반응에서 histamine, TNF-

α, IL-6, IL-8의 분비와 MAPKs와 NF-κB의 활

성화는 염증을 개시하고 유지시키는 중요한 요소

이며 이들의 분비량과 활성화에 대한 조절은 항염

효과를 파악하는 기준이 된다.

  목단피(Moutan Cortex)는 미나리아재비과

(Ranunculaceae)에 속한 모란 Paeonia suffruticosa 

Andr.의 뿌리 껍질을 건조한 것으로 성질은 약간 

차며 맛은 쓰고 매우며 독은 없다8,9)
. 효능은 淸熱

凉血, 活血祛瘀하고 약리작용으로는 진통․진정․해열․
항경련작용과 항염증작용, 혈전 형성 억제작용, 항

균작용 등이 있다10-12)
. 목단피에 대한 기존의 연구

를 살펴보면 노35)는 목단피의 항염효과를, 오36)는 

항염증 작용 및 TNF-α,iNOS에 생성억제효과를 

보고한 바 있다.

  이 실험에서는 제1형 과민반응에서 알레르기 염

증 질환에 대한 목단피의 효과를 확인하기 위해 

비만세포를 목단피 추출물(MC)로 전처리한 후, 

PMA와 A23187로 유도한 TNF-α, IL-6, IL-8의 

염증매개물질의 생성에 어떠한 영향을 미치는가 

알아보았으며, 또한 MC가 NF-κB와 MAPKs의 

활성을 억제함으로써 염증매개물질에 대한 억제 

효과를 기대할 수 있는지 알아보았다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재추출

  실험에 사용된 목단피 추출물(MC)은 옴니허브사

(영천, 한국)에서 목단피를 구입하여 100g을 정량 
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후 80% 에탄올을 가하여 30분 동안 2회에 걸쳐 

초음파진동을 이용하여 추출액을 획득하였다. 지름 

185mm 종이여과지를 이용하여 감압여과 하였다. 

그 후 감압농축기를 사용하여 농축한 다음, 동결건

조하여 분말을 얻어 demethyl sulfoxide(DMSO)에 

녹여 사용하였다.

2) 기기 및 시약

  ① 기기

Equipment Company Country

종이여과지
ECL

Whatman
Amersham 
Bioscience

England

Freezedryer
감압농축기

Matsushita
Eyela Japan

Luciferase assay 
system

GeneQuant Pro

Promega
Amersham 
Bioscience

USA

ELISA reader Tecan Canada

  ② 시약

Reagent Company Country

Iscove's Modified Dulbecco's Medium(IMDM) GIBCO BRL USA

Compound 48/80
anti-DNP IgE
DNP-human serum albumin (HSA)
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
A23187 
evans blue
Anti-α-tubulin

Sigma aldrich USA

MTS
Lysis buffer

Promega USA

Histamine kit Oxford Biomedical  Research USA

Anti-human IL-6/IL-8 
biotinylated anti-human IL-6/IL-8 
재조합 human IL-6/IL-8 protein

BD Biosciences USA

Anti-human TNF-α
biotinylated anti-human TNF-α
재조합 human TNF-α

R&D Systems USA

3) 실험동물

  실험동물로는 Sprague-Dawley계 흰쥐(Rat)를 오

리엔트 바이오사 (성남, Korea)에서 구입하여 실험

에 사용하였다. 동물은 4마리당 한 cage에 사육하

였으며, 온도 22±2℃, 상대습도 55±5℃의 환경을 

유지하였다.

4) 세포주

  HMC-l(Human Mast Cells-line)은 10% fetal 

bovine serum (FBS)을 첨가한 IMDM에 100U/㎖ 

Penicillin과 100 ug/㎖ Streptomycin(P-S)을 첨가

한 배지에서 2-3일마다 배양액을 교환해 주었으며, 

배양 환경은 37℃ 포화 습도로 유지되는 5% CO2 

배양기에서 배양하였다. HMC-l 세포는 24 well 

배양용기에서 배양한 후 각 농도의 목단피를 1시

간 전 처리한 후 PMA와 A23187을 처리하여 세

포를 얻어 실험에 사용하였다.
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Reagent Company Country

Anti-NF-κB, Anti-p-I-κB, Anti-lamine B 
Anti-phospho-ERK1/2, Anti-phospho-p38 
Anti-phospho-JNK, Anti-ERK2
Anti-p38, Anti-JNK1, Anti-TNF-α

Santacruz Biotechnology USA

random hexamer Amersham Bioscience USA

Reverse transcriptase
Lipofectamine2000

Invitrogen USA

DNA polymerase
Easy Blue

TaKaRa
Intron

Korea

Nitrocellulose membrane Schleicher&Schuell Bioscience Germany

p-NF-κB luciferase Stratagene USA

2. 실험방법

1) 수동적 피부 즉시형 과민반응

   (Passive cutaneous anaphylaxis, PCA) 측정

  털을 깎은 SD-rat의 등 세 곳에 anti-DNP IgE 

10 ug을 피내 주사하였다. 48 시간 후 PBS에 녹

인 5 ㎎의 DNP-HSA와 4%의 evans blue (1:4) 

혼합액 50 ㎕를 정맥에 주사하였다. MC는 

DNP-HSA를 주사하기 1시간 전에 200 ㎎/kg으로 

경구 투여하였다. DNP-HSA를 주사한지 30 분 

후에 색소 부위를 측정하기 위해 rat의 등쪽 피부

를 취하였다. 얻어진 피부를 5 ㎖의 formamide를 

넣고 55℃ 오븐에서 24시간동안 색소를 용출시켰

다. 그리고 상등액을 취해 spectrophotometer 620 

㎚에서 측정하였다.

2) 흰쥐의 복강내 비만세포 분리

  흰쥐의 복강내 비만세포를 분리하기 위해 복강

내에 tyrode buffer A (10 mM HEPES, 136 mM 

NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 2.75 mM 

NaH2PO4 & 0.1% bovine serum)를 10 ㎖ 주입

하고, 약 90 초간 복막을 부드럽게 맛사지한 후 

복막을 열어 파스테르 파이펫으로 세포를 모았다. 

모든 복강내 세포들은 150×g에서 10 분간 원심분

리한 후 모아진 세포를 tyrode buffer 로 풀어주

고 Hachiskuka et. al.
13)

 의 방법을 이용하여 비만

세포를 분리하였다. 비만세포는 toluidine blue 염

색을 통해 확인하였다.

3) Histamine 측정  

  분리된 비만세포를 tyrode buffer를 이용하여 

2×10
5
 cells로 풀어준 뒤, MC를 0.05~0.2 ㎎/㎖의 

농도로 10분전 처리하고 난 다음 compound 

48/80 (5 ug/㎖)를 처리하여 20분간 반응시켰다. 

세포에서 분비된 histamine 측정을 위해 400×g에

서 10분 동안 원심분리하여 상층액을 얻은 후, 

histamine kit를 이용하여 효소면역검사(enzyme 

immuno assay)방법으로 450 ㎚에서 측정하였다. 

Histamine 분비 억제율은 다음의 식으로 계산하였

다. 

  Histamine 분비 억제율(%) = (A-B)×100/A

  이때 A는 전처리 없이 compound 48/80으로 

유도된 세포의 histamine 분비량이며, B는 MC로 

처리한 후 세포의 histamine 분비량을 나타낸다.
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4) MTS assay

  HMC-l에 MC를 농도별로 처리한 후 MTS로 생

존율을 조사하였다. 세포를 24-well culture plate

에 각각 1×10
6 개가 되도록 심어준 후 MC를 

0.05, 0.1, 0.2, 0.4 ㎎/㎖로 1시간 전 처리 후 25 

㎚ PMA와 1 µM A23187을 24시간동안 처리한 

후 MTS를 최종농도 0.25 ㎎/㎖로 넣어 2시간 반

응하였다. 490 ㎚에서 microplate reader를 이용

하여 흡광도를 측정하여 MC의 세포독성 효과를 

조사하였다.

5) Cytokine 측정방법

  배양된 HMC-1세포에서 ELISA(enzyme-linked 

immunosorbent assay)를 이용하여 TNF-α, IL-6, 

IL-8을 측정하였다. 즉 anti-human TNF-α, IL-6, 

IL-8 capture 단클론 항체를 96 well plate에 각

각 2 ㎍/㎖ 로 코팅하고 4℃에서 12시간 동안 반

응시켰다. 코팅 후 비특이성 반응을 막기 위해서 

10% FBS를 함유한 PBS(phosphate buffered 

saline)로 구성된 blocking solution을 첨가하여 3

7℃에서 2시간 반응하였다. 다시 0.05% tween 20

을 함유한 PBS인 washing buffer로 4회씩 세척한 

후 표준이 되는 재조합 단백질 TNF-α, IL-6, 

IL-8을 적절한 농도로 계대 희석하여 준비하고, 배

양 상등액을 희석하여 각 well에 100 ㎕씩 넣어 

37℃에서 2시간 반응시켰다. 다시 washing buffer

로 4회씩 세척한 후 biotinylated anti-human 

TNF-α, IL-6, IL-8을 blocking solution을 이용

하여 300 ng/㎖의 농도로 희석한 후 각 well에 

100 ㎕씩 넣어 37℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 

다시 washing buffer로 4회 세척한 후 

streptavidin-horseradish peroxidase conjugate 

enzyme을 2.5 ug/㎖ 농도로 각 well에 처리한 다

음 37℃에서 30분간 반응한 후 4회 세척하였다. 

기질액을 각 well에 50 ㎕씩 가하여 20분간 발색

을 유도한 다음 2N 황산을 이용하여 반응을 멈추

고 ELISA reader를 이용하여 450 ㎚에서 TNF-

α, IL-6, IL-8의 단백질 양을 측정하였다.

6) Reverse transcription-PCR 검사

  얻어진 세포를 PBS로 세척한 후 4℃에서 원심

분리하여 모으고 Easy Blue 1 ㎖을 가하고 상온에

서 5분간 반응시킨 다음 0.2 ㎖의 클로로포름을 

첨가하여 15초간 완전히 섞은 뒤, 4℃ 12,000×g에

서 10분간 원심분리하였다. 상층액을 새로운 튜브

에 옮기고 0.4 ㎖의 binding buffer를 섞었다. 상

온에서 1분간 반응시키고 column에 옮긴 후, 

12,000 ×g에서 1분간 원심분리하였다. RNA 침전

물을 75% 에탄올로 세척하고, 상온에서 건조시킨 

다음 DEPC(diethylpyrocarbonate)로 처리한 증류

수에 녹였다. 정제된 RNA를 GeneQuant Pro로 

정량하고, ethidium bromide를 넣은 한천 겔에 

전기영동하여 RNA의 integrity와 정확한 양을 재

확인하였다. 

  분리된 총 RNA 2 ug에 random hexamer 2.5 

ug과 DEPC를 처리한 물을 가하고 65℃에서 10분

간 반응시킨 뒤 얼음에서 2분간 식혔다. 5×first 

strand buffer와 0.1 M DTT, 10 mM dNTP, 

200 unit M-㎖V reverse transcriptase 그리고 

DEPC 처리한 증류수를 가하여 총 30 ㎕가 되게 

하고 42℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 다시 95℃

에서 5분간 가열한 뒤 cDNA를 만들었다. PCR은 

2.5㎕ cDNA 주형, TNF-α (5' TGA GCA CTG 

AAA GCA TGA TCC 3' 5'ATC ACT CCA 

AAG TGC AGC AG 3'), IL-6 (5' AAC CTT 

TCC AAA GAT GGC TGA A 3' 5'CAG GAA 

CTG GAT CAG GAC TTT 3'), IL-8 (5' TCA 

GTG CAT AAA GAC ATA CTC C 3' 5'TGG 

CAT CTT CAC TGA TTC TTG 3') 그리고 

GAPDH (5' CGT CTT CAC CAC CAT GGA 

GA 3' 5' CGG CCA TCA CGC CAC AGT TT 

3')와 같은 특이적인 primer 25 uM, 1 x PCR 
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buffer, 2.5 mM MgCl2 그리고 2.5 unit Taq. 

DNA polymerase를 혼합하여 시행하였다. PCR 

조건은 95℃에서 1분, 50℃에서 1분, 72℃에서 1

분으로 하였다. 반응액 중 cycle 별로 각각 5 ㎕를 

취해서 2.0% 한천 겔에 전기영동하고 ethidium 

bromide로 염색하여 PCR산물을 확인하였다.

7) 핵 및 세포질 단밸질 분리

  얻어진 세포를 차가운 PBS로 세척한 후 10 

mM Hepes, pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM 

MgCl2, 0.5 mM DTT, 그리고 0.2 mM PMSF로 

조성된 buffer를 100 ㎕ 넣고 섞어준다. 얼음에서 

5분간 반응시킨 후 5,000 rpm에서 4분간 원심분

리하여 덩어리만 얻는다. 그 후 10 mM Hepes, 

pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.1% 

NP-40, 0.5 mM DTT, 그리고 0.2 mM PMSF가 

포함된 버퍼 60 ㎕를 넣고 15분간 반응시킨 후 

5,000 rpm에서 5분간 원심분리하여 상층액을 얻

는다. 다음으로 남겨진 pellet에 20 mM Hepes, 

pH 7.9, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 25% 

glycerol, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT, 그리고 

0.2 mM PMSF가 포함된 버퍼 40 ㎕를 넣고 30

분간 반응시킨 후 5,000 rpm에서 10분간 원심분

리하여 상층액을 얻는다. 분리하여 얻은 세포질과 핵 

단백질은 Bradford assay(Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, California) 방법을 이용하여 정량하여 

사용하였다.

8) Western blot 분석

  얻어진 세포를 차가운 PBS로 두 번 세척한 후 

40 mM Tris-HCl, pH7.4, 10 mM EDTA, 120 

mM NaCl, 1 mM dithiothreitol, 0.1% noniodet 

P-40, 1 mM PMSF, 1 mM NaF, 1 mM 

Na3VO4 and P1 혼합물이 포함된 lysis buffer를 

사용하여 흔들어 섞어 준 후 ice에서 30분간 반응

시켰다. 그리고 난 후 4℃, 13,000 rpm에서 20분

간 원심분리하여 상층액을 취하여 총 단백질을 얻

었다. 얻은 총 단백질을 Brad-ford assay 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, California) 방

법을 이용하여 정량한 다음 40 ㎍의 단백질을 

15% acrylamide gel에 전기영동하였다. 이것을 

nitrocellulose membrane에 옮겨 PBST에 1% 

skimmilk와 1% BSA가 들어간 blocking 용액에

서 1시간 동안 blocking한 후 PBST로 5분 간 2

회 세척하였다. Anti-α-tubulin, anti-NF-κB, 

anti-p-I-κB, anti-lamineB anti-phospho-ERK1/2, 

anti-phospho-p38, anti-phospho-JNK, anti-ERK2, 

anti-p38, anti- JNK1, anti-TNF-α 항체를 이용

하여 1차 항체반응을 4℃에서 16 시간 반응 시킨 

다음 PBST로 2차 항체반응을 상온에서 1시간 동

안 반응시켰다. PBST로 10분, 15분, 30분간 세척

한 후 ECL로 발광하여 X-ray film에 노출시켜 단

백질 발현 분석을 실시하였다.

9) Luciferase assay 방법

  세포에 유전자 도입을 위해 transfection을 수행

하였다. 우선 HMC-1세포를 1×10
6으로 12 well에 

접종시킨 후 Lipofectamine 2000을 이용하여 

p-NF-κB luciferase를 혈청이 없는 배지 상태에

서 일시적으로 transfection하였다. 6시간 후 혈청

이 있는 배지로 갈아주고, 24시간을 배양하였다. 

그 후 MC를 1시간 전 처리한 후 25 ㎚ PMA와 

1 μM A23187을 24시간 동안 반응시켰다. 세포

를 차가운 PBS로 세척한 후 lysis buffer를 이용하

여 세포를 용해시켰다. 흔들어 세포를 섞은 다음, 

12,000 rpm, 4℃, 3분간 원심분리하여 상층액을 

얻었다. 얻은 상층액은 사용하기 전까지 -70℃에 

보관하였다. Luciferase assay를 위해 보관 중인 

세포용해된 상층액 100 ㎕를 상온에서 Luciferase 

substrate 20 ㎕씩 불투명한 96well에 넣어 

luminometer (1420 luminescence counter, 

Perkin Elmer)로 측정하였다. Luciferase activity
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는 측정값을 총 단백질량으로 나누어 수치를 구한 

뒤 (relative light units per milligram of 

protein), transfection된 정상세포를 기준으로 fold

값을 구하였다.  

10) 통계분석

  본 실험에서 결과는 측정값의 평균±표준편차값

을 기준으로 통계분석하였다. 실험 결과값의 통계

적 분석을 위해 independent t-tests를 사용하여 

각 실험군간의 유의성을 분석하였고, 그 유의수준

은 p〈0.05로 하였다.

결  과

1. 비만세포에서 MC의 histamine 분비 억제 

효과

Fig. 1. The inhabitory effect of MC on compound 
48/80-induced histamine release of rat 
perioneal mast cells. 

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex.
  The mast cells (4×105 cell/㎖) were treated with 0.2 

㎎/㎖ of MC for 10 min and then treated with 
compound 48/80 for 20 min. 

  * Statistically significant difference from the 
compound 48/80 value at p<0.05.

  흰쥐의 복강내 비만세포로부터 compound 48/80으로 

유도된 histamine 분비량과 MC를 10분전 처리 후 

histamine 분비량을 측정한 결과, compound 

48/80을 단독 처리한 세포는 8.47± 0.48 ug/㎖로, 

MC를 0.2 ㎎/㎖농도로 처리한 군은 7.43±0.04 

ug/㎖로 억제되어 나타났다(Fig. 1). (p<0.05).

2. 수동적 피부 즉시형 과민반응 (PCA) 측정 

결과

A B C

Fig. 2. Challenge with the antigen (DNP-HSA) after 
a photogram of the internal surface of rat 
skin. 

  A. Normal; none treated

  B. Control (DNP-HSA); taked saline solution by 

mouse

  C. taked 200 ㎎/㎏ MC p.o. by mouse

Fig. 3. Effect of administering MC (200 ㎎/㎏) on 
PCA in rat. 

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex.

  The amount of dye is presented as the mean±S.E.M.

 * Statistically significant difference from control cells 

value at p<0.05.
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  200 ㎎/㎏의 MC를 경구 투여한 후 용출된 색소

량을 정량한 결과 생리식염수를 경구투여한 대조

군과 비교해 보았을 때 피부의 색소의 양이 감소

되어 나타났으며, 파란색 색소의 용출량에서도 

50%이상의 억제율을 나타내어 의미있게 감소되었

다(Fig. 2, 3). (p<0.05).

3. HMC-1세포에서 MC의 세포독성 효과 

  MC가 비만세포의 세포독성에 미치는 효과에 대

해 실험하였다. MC를 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 ㎎/㎖의 

농도로 처리한 후 세포독성을 MTS분석을 이용해 

측정하였다. 그 결과 대조군 세포를 100%으로 보

았을 때, MC 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 ㎎/㎖ 각각의 농

도에서 별다른 세포독성을 나타나지 않았다(Fig. 

4). 따라서 본 연구는 MC 0.05, 0.1, 0.2 ㎎/㎖의 

농도를 사용하였다. 

Fig. 4. Effect of MC on cell viability of activated 
mast cells. 

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex.

  The HMC-1 cells (1×106 cell/㎖) were treated with 

indicated concentration (0.05 ㎎/㎖ to 0.4 ㎎/㎖) of 

MC for 1 h and then treated with PMA plus A23187 

for 24 h. The percentage from each treatment were 

relative to the control (PMA plus A23187, 100%).

  C, control ; the HMC-l cells were treated with PMA 

plus A23187.

4. HMC-l세포에서 MC의 TNF-α 억제 효과

  A

  B  

Fig. 5. The inhabitory effect of MC on PMA plus 
A23187-stimulated TNF-α protein levels. 

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex.

  The HMC-1 cells (1×106 cells/㎖) incubated with 

various concentrations (0.05, 0.1, 0.2 ㎎/㎖) of MC 

for 1 h and then treated with PMA plus A23187 for 

4 h. 

  The TNF-α protein levels were measured with the 

Western blot analysis (A).

  The TNF-α protein levels were measured by 

densitometry (B). 

  N; normal cells; none treated cells.

  C; control cells; the cells were treated with PMA 

plus A23187.

  CD; control cells: DMSO

  0.05; MC (0.05 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 

  0.1; MC (0.1 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 

  0.2; MC (0.2 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 

  TNF-α의 단백질 발현량을 조사한 결과, MC의 

각각 0.1 ㎎/㎖과 0.2 ㎎/㎖농도에서 TNF-α의 단

백질 발현이 현저히 감소되었다(Fig. 5A, 5B). 

HMC-l에서 TNF-α의 분비량을 ELISA방법을 통

해 측정한 결과 MC 0.05 ㎎/㎖의 농도에서 TNF-

α 생성량이 5.194±0.228 ng/㎖, MC 0.1 ㎎/㎖의 

농도에서는 4.655±0.153ng/㎖, MC 0.2 ㎎/㎖의 

농도에서는 3.109±0.068 ng/㎖로 농도 의존적으로 

감소되어 PMA(25 ng/㎖)와 A23187(1 uM)으로만 
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Fig. 6. The inhabitory effect of MC on PMA plus 
A23187-stimulated secretion of TNF-α. 

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex.

  The HMC-1 cells (1×106cells/㎖) incubated with 

various concentrations (0.05, 0.1, 0.2 ㎎/㎖) of MC 

for 1 h and then treated with PMA plus A23187 for 

4 h. The TNF-α secretion levels were measured 

with the ELISA method. 

  * Statistically significant difference from control cells 

value at p<0.05.

    B; normal cells; none treated

    C; control cells; PMA plus A23187

    0.05; MC (0.05 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 

    0.1; MC (0.1 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 

    0.2; MC (0.2 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 

  A

  B

Fig. 7. Effect of MC on PMA plus A23187- 
stimulated TNF-α mRNA levels.

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex.

  The HMC-1 cells (1×106 cell/㎖) incubated with 

various concentrations (0.05, 0.1, 0.2 ㎎/㎖) of MC for 

1 h and then treated with PMA plus A23187 for 4 h. 

  The TNF-α mRNA levels were measured with the 

RT-PCR analysis (A). 

  The TNF-α mRNA levels were measured by 

densitometry (B). 

  N; normal cells; none treated

  C; control cells; PMA plus A23187 

  CD; DMSO control cells 

  0.05; MC (0.05 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 

  0.1; MC (0.1 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 

  0.2; MC (0.2 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 

유도된 TNF-α의 생성량 5.984±0.315 ng/㎖ 보다 

낮은 분비량을 보였다(p<0.05, Fig. 6). 하지만, 

RT-PCR을 통한 mRNA의 발현에서는 MC 0.2 ㎎

/㎖ 농도에서만 억제현상을 나타내었다(Fig. 7A, 7B).

5. HMC-1세포에서 MC의 IL-6 억제 효과

  HMC-l에서 IL-6의 분비량을 ELISA방법을 통해 

측정한 결과, MC 0.05, 0.1, 0.2 ㎎/㎖의 농도에서 

각각 0.401±0.013 ng/㎖, 0.356±0.015 ng/㎖, 

0.249±0.007 ng/㎖의 농도를 나타내어, 대조군의 

0.497±0.006 ng/㎖에 비해 농도의존적인 분비 감

소를 보였다(p<0.05, Fig. 8). 또한 RT-PCR 방법

으로 mRNA 발현량을 확인한 결과, IL-6의 

mRNA 발현율 억제는 관찰할 수 없었다(Fig. 9A, 9B).

Fig. 8. The inhabitory effect of MC on PMA plus 
A23187-stimulated IL-6 secretion. 

  MC is the essence extracted Moutan Cortex.
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  The HMC-1 cells (1×106 cell/㎖) incubated with 

various concentrations (0.05, 0.1, 0.2 ㎎/㎖) of MC 

for 1 h and then treated with PMA plus A23187 for 

4 h . 

  The IL-6 secreted protein levels in the supernatant 

were measured with the ELISA assay. 

  * Statistically significant difference from control cells 

value at p<0.05.

   B, normal cells; none treated

   C, control cells; PMA plus A23187

   0.05; MC (0.05 ㎎/㎖)+PMA plus A23187

   0.1; MC (0.1 ㎎/㎖)+PMA plus A23187

   0.2; MC (0.2 ㎎/㎖)+PMA plus A23187

  A

  B

Fig. 9. The inhabitory effect of MC on PMA plus 
A23187-stimulated IL-6 mRNA levels.

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex. 

  The HMC-1 cells (1×106 cell/㎖) incubated with 

various concentrations (0.05, 0.1,  0.2 ㎎/㎖) of MC 

for 1 h and then treated with PMA plus A23187 for 

4 h.

  The IL-6 mRNA levels were measured with the 

RT-PCR analysis (A). 

  The IL-6 mRNA levels were measured by 

densitometry (B). 

  N, normal cells; none treated

  C, control cells; PMA plus A23187

  CD, DMSO control cells

  0.05; MC (0.05 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 

  0.1; MC (0.1 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 

  0.2; MC (0.2 ㎎/㎖)+PMA plus A23187

6. HMC-1세포에서 MC의 IL-8 억제 효과

  HMC-l에서 IL-8의 분비량을 측정한 결과 MC 

0.05, 0.1, 0.2 ㎎/㎖의 모든 농도에서 IL-8의 억제

현상은 관찰할 수 없었다(p<0.05, Fig. 10). IL-8

의 mRNA 발현량은 MC 0.2 ㎎/㎖ 농도에서 억제

를 보였다(Fig. 11).

Fig. 10. The inhabitory effect of MC on PMA plus 
A23187-stimulated IL-8 secretion. 

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex.

  The HMC-1 cels (1×106 cell/㎖) incubated with 

various concentrations (0.05, 0.1,  0.2 ㎎/㎖) of MC 

for 1 h and then treated with PMA plus A23187 for 

4 h . The IL-8 secreted protein levels in the 

supernatant were measured with the ELISA assay. 

  * Statistically significant difference from the PMA 

plus A23187 value at p<0.05.

    B; normal cells; none treated

    C; control cells; PMA plus A23187

    0.05; MC (0.05 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 

    0.1; MC (0.1 ㎎/㎖)+PMA plus A23187

    0.2; MC (0.2 ㎎/㎖)+PMA plus A23187

  A
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  B

Fig. 11. The inhabitory effect of MC on PMA plus 
A23187-stimulated IL-8 mRNA levels.

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex.
  The HMC-1 cells (1×106 cell/㎖) incubated with 

various concentrations (0.05, 0.1, 0.2 ㎎/㎖) of MC 
for 1 h and then treated with PMA plus A23187 for 
4 h. 

  The IL-8 mRNA levels were measured with the 
RT-PCR analysis (A). 

  The IL-8 mRNA levels were measured by 
densitometry (B). 

  N, normal cells; none treated
  C, control cells; PMA plus A23187
  CD, DMSO control cells
  0.05; MC (0.05 ㎎/㎖)+PMA plus A23187 
  0.1; MC (0.1 ㎎/㎖)+PMA plus A23187
  0.2; MC (0.2 ㎎/㎖)+PMA plus A23187

7. HMC-1세포에서 MC의 MAPKs 억제효과

  MC의 MAPKs의 활성을 시험하기 전 우선, 비

만세포에서 PMA와 A23187로 유도되었을 때 

MAPKs가 어느 시간에 활성화 되는지 알아보기 

위해 시간별로 조사해 보았다. PMA와 A23187을 

0 시간, 0.5 시간, 1 시간, 4 시간동안 처리하여 

p38, ERK, JNK에 대해서 Western blot 분석을 

한 결과 PMA와 A23187을 처리한지 0.5 시간에

서 가장 높은 활성을 나타내었다(Fig. 12). 이런 

결과를 바탕으로 MC의 MAPKs 억제율을 측정하

기 위해 MC 0.1 ㎎/㎖과 0.2 ㎎/㎖의 농도로 처리

한 결과 MC 0.2 ㎎/㎖의 농도에서 인산화된 ERK, 

p38, JNK의 감소를 확인할 수 있었다(Fig. 13).

p-p38

(h)0 0.5 1 4

p38

JNK

p-JNK

ERK

p-ERK

Time
PMA +A23187

Fig. 12. Time course of MAPKs in PMA plus 
A23187-induced HMC-1 cells. 

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex.
  Cells were treated with PMA plus A23187 for 0, 0.5, 

1, and 4 h. Phosphorylated-and total MAPKs were 
measured with the Western blot analysis.

Fig. 13. The inhabitory effect of MC on PMA and 
A23187-activated MAPKs in HMC-1 cells.

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex.
  Cells were treated with PMA plus A23187 or 

pretreated with MC, for 1 h. Phosphorylated MAPKs 
were measured with the Western blot analysis.
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8. HMC-1세포에서 MC의 NF-κB 억제효과

  Western blot 분석을 통해 NF-κB 및 인산화

된 I-κB의 단백질 발현정도를 관찰한 결과 핵 안

에 존재하는 NF-κB는 PMA와 A23187로 유도로 

인해 증가한 반면, MC 0.1, 0.2 ㎎/㎖의 농도로 

처리하였을 때 핵 내 NF-κB 단백질이 뚜렷하게 

감소되어 있음을 확인하였다. 더욱이 인산화된 I-

κB(p-I-κB)의 발현 또한 MC 0.1 ㎎/㎖과 0.2 ㎎

/㎖의 농도에서 농도 의존적으로 현저하게 감소되

어 나타났다(Fig. 14).

  다음으로는 NF-κB의 프로모터 활성에 대해 알

아보기 위해 luciferase assay를 수행하였다. NF-

κB의 프로모터가 있는 유전자를 비만세포에 일시

적으로 transfection한 후 MC 0.2 ㎎/㎖의 농도로 

1 시간 전 처리하고 PMA와 A23187로 24 시간동

안 처리하여 NF-κB 프로모터 활성을 유도한 결

과, MC를 처리한 세포에서는 PMA와 A23187을 

처리한 세포의 NF-κB 프로모터 활성보다 유의성 

있게 감소되었다(p<0.05, Fig. 15).

Fig. 14. The inhabitory effect of MC on PMA plus 
A23187-stimulated NF-κB activation and 
I-κB α phosphorylation. 

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex. 

  The HMC-1 cells(1×106 cell/㎖) were incubated with 

MC (0.05, 0.1, 0.2 ㎎/㎖) for 1 h and then 

stimulated with PMA plus A23187 for 2 h. Nuclear 

and cytoplasmic proteins were isolated by lysis 

buffer and  examined for NF-κB, pI-κBα, and α

-tubulin protein with Western blot analysis. α

-tubulin is loading controls for cytosolic extracts, 

respectively. 

  N, nuclear extract; 

  C, cytosol extract

  CD, DMSO control. 

Fig. 15. The inhabitory effect of MC on activation 
of NF-κB promoter region. 

  MC is the essence extracted  Moutan Cortex.

  Cells were transiently transfected with the NF-κB 

luciferase reporter gene. Then, the cells were 

incubated with PMA plus A23187 with or without 

MC (0.2 ㎎/㎖). The NF-κB promoter activity was 

examined with a luciferase assay. 

  * Statistically significant difference from the PMA 

plus A23187 value at p<0.05.

고  찰

  목단피(Moutan Cortex)는 미나리아재비과

(Ranunculaceae)에 속한 여러해살이풀 모란 

Paeonia Suffruticosa Andr.의 뿌리껍질을 건조한 

것으로 성질은 약간 차며 맛은 쓰고 매우며 독은 

없다8,9)
. 효능은 淸熱凉血, 活血祛瘀하여 溫病發斑, 

癰腫瘡毒, 跌撲傷痛, 吐血衄血, 夜熱早凉, 無汗骨

蒸, 經閉痛經을 치료한다10,11)
. 약리작용으로는 진

통․진정․해열․항경련작용과 항염증작용, 혈전 형성 

억제작용, 항균작용 등이 있다. 임상에서는 과민성
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비염, 습진, 피부소양증, 고혈압과 각종 동통 치료

에 사용하였다12)
. 

  목단피는 한의학적으로 각종 염증질환에 사용되

어 왔고 최근 연구는 항염증 효능을 확인하는 보

고들이 있다. 본 연구에서는 동물실험인 PCA 반

응 시험과 쥐 비만세포의 histamine 분비 억제를 

통해 목단피의 항알레르기 효과와 비만세포주인 

HMC-1 세포에 PMA와 A23187로 자극하여 분비

되는 염증매개물질 억제를 통해 항염효과를 보여

줌으로써, 목단피가 제1형 즉시형 과민증으로 나타

나는 알레르기 및 염증반응을 조절하는 효과가 있

음을 분자생물학적으로 확인해 보고자 하였다.

  제1형 즉시형 과민반응은 다음의 3단계로 구분

하여 설명할 수 있다14)
. 제1단계는 IgE항체의 생성

과 감작의 단계이다. 인체에 들어온 외인성 항원이

나 생체에서 유래한 내인성 항원은 대식세포에 의

해 처리되어 T림프구와 B림프구를 자극한다. 이때 

B림프구는 helper T림프구의 보조를 받아 형질세

포로 분화되어 IgE 항체를 생성, 분비하며 생성된 

IgE항체는 비만세포나 호염구의 세포막 표면에 있

는 고친화성 IgE수용체(FcεRI)에 결합하여 감작

이 성립된다15)
. 제2단계는 탈과립의 단계로 다시 

침입한 동일한 항원이 비만세포나 호염기구에 결

합되어 있는 IgE항체 사이에서 교차결합

(cross-linking)을 형성하면 세포막 내의 인지질들

의 메틸화가 촉진되고 막의 유동성이 증가되어 세

포내로 Ca
2+의 유입이 증가하고 Ca

2+의 증가는 비

만세포의 활성화와 세포질을 채우고 있는 50～200

개의 큰 과립 내에 histamine, heparin, TNF-α, 

IL-6, IL-8 그리고 다른 분해효소들과 염증매개물 

등을 탈과립한다2)
. 제3단계에서는 분해효소들과 염

증매개물에 의해 모세혈관의 투과성 항진, 평활근 

수축 및 점액 분비증가로 인해 알레르기 비염, 아

토피 피부염, 천식, 두드러기, 알레르기성 결막염, 

알레르기성 위장염 등의 질환이 발생하게 된다2)
.

  이 실험에 사용된 비만세포는 알레르기 반응의 주

된 세포로 알려져 있고 내재면역반응에 중요한 역할

을 하는 cytokine을 생성하기도 한다. 비만세포의 

모세포는 골수를 벗어나서 신체 내부의 표면에 있는 

점막과 상피조직에 상주하고 있으며, 국소적인 외상

과 감염에 대하여 면역계를 경계시키는 역할을 제공

한다. 비만세포는 항체가 표면의 수용체와 결합하면 

활성화되어 과립단백을 세포 밖으로 유출시키는데 

이때 histamine, 신경분해효소, cytokine, acid 

hydrolases, proteoglycans등 이미 생성된 화학매개

체들이 유리된다. 비만세포 과립 내에는 다양한 

cytokine(IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, TNF-α)이 

존재하며 알레르겐이나 cytokine으로 활성화된 비만

세포는 cytokine의 생성과 분비를 증가시키게 된다. 

비만세포의 활성화 경로는 다양하나 전형적인 경우

는 비만세포나 호염기구 표면에만 존재하는 고친화

성 IgE 수용체(FcεRI)에 결합한 IgE에 다가항원

(multivalant allergern)이 교차결합하여 이루어진

다. 항원이외에도 비만세포는 다른 물질들 즉 

calcium ionophore A23187, basic polypeptide, 

chemokine, substance P, eosinophil granule 

protein, morphine sulfate, anaphylaxtoxins 

(C3a,C5a) 등과도 반응한다2,14)
.

  비만세포의 탈과립에 의해 분비되는 histamine은 

혈관에 대한 투과성 항진과 확장작용, 점막표면에 

대한 선세포의 분비항진작용, 기관지 평활근에 대한 

수축작용을 일으켜 즉시형 과민반응을 주도한다16)
. 

TNF-α, IL-6, IL-8등의 사이토카인은 T세포에 의

해 주로 분비되어 염증반응을 촉진하고 지속시켜 인

체에 국소적, 전신적 효과를 미친다. TNF-α는 

IL-1b, IL-6, IL-8 그리고 Granulocyte macrophage 

colony-stimulating factor 등을 포함하는 다른 염증 

사이토카인의 강력한 유도인자일 뿐만 아니라 하나

의 자가 분비 매개체이다17,18)
. IL-6는 T세포와 B세

포의 성장과 분화에 관여하고 비만세포의 증식에 기

여하며 일종의 염증 유도성 cytokine으로 염증 진행 

과정의 강력한 매개자이다14,19,20)
. IL-8은 손상된 조
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직이나 감염의 장소로 백혈구를 유인하고 호중구와 

T세포를 감염된 부위로 유인하고 활성화하는 작용

을 한다2)
.

  NF-κB는 휴지기의 세포에서 p50과 p65가 결

합한 heterodimer로 DNA결합에 필요한 N-말단부

위에 inhabitor kappa B(I-κB)라고 불리우는 저

해제에 직접 결합하여 활성이 억제된 상태로 세포

질에 존재한다. I-κB kinase(IKK)라는 protein 

kinase 복합체는 NF-κB를 활성화하는 세포 밖 

신호를 변환시키는 역할을 한다. 자극이 주어진 후 

수분 이내에 IKK가 활성화되고 I-κB의 N-말단에 

있는 두 개의 serine부분을 phosphorylation시킨

다. 그 다음에 E3 ubiquitin ligase가 이러한 

phophoserine부분에 결합하여 I-κB를 poly- 

ubiquitination시키고 proteosome에 의한 분해를 

일으킨다. I-κB가 제거되면 NF-κB는 소단위에 

있는 nuclear-location signal을 노출시키고 핵으로 

이동 후 여러 목적 유전자의 전사를 시작한다21)
. 

이렇게 NF-κB가 활성화 되고 세포내 생성량이 

증가되면 AP-1(activator protein-1:T세포 활성화 

전사인자)등과 함께 각종 염증매개물을 합성하도록 

유도하는 전사인자로서의 기능을 가지게 된다22)
. 

NF-κB는 감염, 염증, ionizing radition과 같은 

스트레스 자극과 염증 cytokine이라 불리우는 

TNF-α, IL-1에 의해서도 활성화되어, cytokine이

나 chemokine을 포함하여 150개 이상의 유전자 

전사를 자극하고 호중구를 혈액에서 조직으로 이

동시키는데 관여하는 receptor의 발현을 촉진한다
21)

.

  MAPKs 경로란 진핵세포의 신호전달에서 중심

적인 역할을 하는 일련의 단백질 인산화효소가 연

속되는 경로를 말한다23)
. 세포질 내부의 신호를 세

포내의 핵으로 전달하는데 관여하여 포유동물의 

세포에서 다양한 생화학적 반응, 즉 세포의 성장, 

분화, 사멸 등을 매개한다24)
. 이 경로의 중심은 

MAPKs(Mitogen-activated protein kinases)라는 

serine/threonine protein kinases로 세포막에 여러 

성장인자(growth factor)와 다른 신호전달 물질에 

의해 활성화되어 세포핵으로 들어가 인산화 반응

을 통해 전사인자의 활성을 조절하고 세포질 내에 

다른 protein kinase를 인산화시킨다23)
. 인산화로 

활성화된 MAPKs가 핵의 전사인자(nuclear 

transcription factor)를 활성화시키면 DNA전사가 

일어나게 된다. 사람에게는 p38 kinase, 

ERK(extracellular signal regu- lated kinase, 

JNK(stress-activated c-Jun N-terminal kinase) 

등의 MAPK 아형이 존재한다. ERK는 주로 표피

성장인자(epidermal growth factor, EGF)에 의해 

활성화 되고, 세포내의 다른 신호전달 체계에 관여

하기도 한다. JNK는 열충격(heat shock), 

cytokines, 삼투불균형(osmotic imbalance), 자외

선 조사등의 세포 스트레스에 의해 활성화된다. 

p38 kinase는 지질다당질 분자나 삼투압과 관련된 

세포 스트레스에 의해 활성화 된다3,24)
. ERK1/2는 

NF-κB를 활성화시키고25)
, p38은 mRNA 수준에

서 TNF-α의 stability와 translation을 통제한다
26)

.

  또한 JNK를 포함한 MAPKs를 활성화시키는 

NF-κB 유발 kinases는 IKK를 인산화 시킨다27)
. 

MAPKKK(the mitogen-activated protein kinase 

kinase kinase)가 변형된 TAK1(growth factor-β

-activated kinase-1)은 TAB(TAK1-binding protein)-1

과 결합한다28,29)
. TRAF6(tumor necrosis factor 

receptor-associated factor6)-IRAK(IL-1 receptor- 

associated kinase) 복합체는 TAK1와 결합하여 

TAK1을 인산화하여 활성화시킨다30,31)
. TAKI은 

JNK를 활성화시키고 JNK는 다시 IKK를 활성화

시켜 I-κB를 인산화하여 결국 NF-κB를 활성화

시킨다29)
.  

  이와 같이 알레르기 염증반응은 다양하고 연쇄

적인 반응에 의해 발생하며 histamine, TNF-α, 

IL-6, IL-8, NF-κB, MAPKs 등의 염증매개물 생
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성이 중요한 역할을 하고 이들의 생성량 조절이 

항염증효과에 밀접한 관련이 있음을 알 수 있었다. 

이중 NF-κB와 MAPKs는 보다 중요한 의미를 가

지는데 NF-κB는 TNF-α, IL-6, IL-8과 같은 염

증매개물의 합성을 유도하는 전사인자의 기능을 

가지고 있고, MAPKs는 IKK의 활성화를 통해 

NF-κB의 활성화를 조절하고 직접 핵으로 들어가 

전사인자로서 작용하기 때문이다. 따라서 NF-κB

와 MAPKs의 활성화 감소는 항염증효과를 유도한

다는 것이다.

  이에 본 실험에서는 MC의 항알레르기와 항염증 

효과를 알아보기 위해 비만세포를 사용해 

histamine, TNF-α, IL-6, IL-8, NF-κB, MAPKs

의 분비량과 활성화도를 조사하였다. 

  흰쥐의 복강내 비만세포는 MC 0.2 ㎎/㎖에서 

histamine이 감소되어 나타났고, 수동적 피부 즉시

형 과민 반응에서 MC는 현저한 억제현상을 보였

다. 이 결과로 목단피가 비만세포 매개 IgE 의존

적인 알레르기 반응에 억제 효능이 있을 것으로 

사료된다.

  Calcium ionophore인 A23187는 세포내 칼슘의 

농도를 증가시켜 비만세포의 활성화를 통해 탈과

립을 유도하며, PMA는 protein kinase C에 직접 

작용하는 분열 촉진제로서 비만세포를 활성화시켜 

세포활성물질을 분비하게 한다. 하지만, PMA 단

독으로는 비만세포의 탈과립이 나타나지 않으므로, 

본 연구에서는 A23187과 PMA를 모두 사용하였

다. A23187과 PMA로 자극된 HMC-1에서 MC의 

세포독성을 살펴보기 위하여 MTS assay를 실행한 

결과 MC는 0.05~0.4 ㎎/㎖의 농도까지 HMC-1 

세포에 별다른 영향을 주지 않은 것으로 확인되었

다. 

  MC를 0.05, 0.1, 0.2 ㎎/㎖의 농도로 처리하여 

ELISA 방법으로 TNF-α, IL-6, IL-8을 분비량을 

측정한 결과 TNF-α와 IL-6는  MC 0.05, 0.1, 

0.2 ㎎/㎖의 농도에서 농도 의존적으로 분비량이 

억제되는 것이 보였으나, IL-8의 분비량에서는 MC 

0.05 ㎎/㎖에서 0.2 ㎎/㎖의 어떠한 농도에서도 억

제현상을 관찰할 수 없었다. 그리고 mRNA의 발

현율를 확인하기 위해 RT-PCR을 시행한 결과 

TNF-α와 IL-8의 mRNA 발현율은 0.2 ㎎/㎖에서 

감소되었으나, IL-6의 mRNA 발현율은 모든 농도

에서 변화가 없었다. TNF-α의 단백질 발현을 보

기 위한 Western blot 검사에서 MC 0.1㎎/㎖와 

0.2 ㎎/㎖의 농도에서 현저히 감소하였다. 이 결과

로 미루어 보아 MC는 TNF-α, IL-6 분비를 억제

하여 염증에 효능이 있는 것으로 사료되고 IL-8의 

분비량을 조절하기 위해서 보다 높은 농도에서의 

실험이 필요할 것으로 보인다.

  TNF-α, IL-6, IL-8과 같은 염증매개물은 NF-

κB나 AP-1 등과 같은 전사인자 및 MAPKs에 의

해 조절된다. 이전 연구에 의하면 PMA와 A23187

은 p38, JNK, ERK와 같은 세 종류의 MAPKs를 

활성화시킨다고 보고된바 있다32)
. 본 실험에서는 

MC 0.2 ㎎/㎖에서 p38, JNK, ERK의 인산화 억

제를 관찰할 수 있었다. NF-κB의 전사활성은 염

증 유도성 사이토카인인 TNF-α, IL-6, IL-8 등의 

유전자 발현을 유도함으로써 염증을 불러일으키는 

중요한 역할을 한다33,34)
. 이번 실험에서 HMC-1에

서 일어나는 NF-κB에 대한 MC의 효과는 I-κB

의 인산화를 억제하여 NF-κB의 발현을 억제하는 

것을 알 수 있었다. 또한 MC는 NF-κB의 프로모

터 부위의 활성을 억제함으로써 NF-κB의 생성을 

억제함을 알 수 있었다. 이러한 결과를 통해 MC

가 탈과립된 비만세포에서 I-κB/NF-κB 및 

MAPKs 경로의 활성을 조절함으로써 이에 수반되

는 염증매개물질인 TNF-α, IL-6의 생성을 억제하

는 효과가 있음을 보여주는 것이다. 

  위의 결과로 목단피가 제1형 과민반응의 histamine, 

TNF-α, IL-6의 분비와 NF-κB, MAPKs의 활성

을 조절함으로써 항알레르기와 염증의 기전연구에 

유의할 것으로 사료된다. 향후 MAPKs와 NF-κB
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가 아닌 다른 신호전달경로에 목단피의 효과에 대

한 연구가 필요할 것으로 보이며 목단피가 쓰이는 

처방으로 추가 연구가 필요하다고 생각된다.

결  론

  본 연구는 목단피로 전처리된 비만세포가 NF-κ

B의 활성 및 MAPKs의 활성을 억제함으로써 

TNF-α, IL-6, IL-8등의 분비 억제를 통한 항알레

르기 및 항염증 효과를 실험을 통해 다음과 같은 

결과를 얻었다.

1. IgE 의존적인 PCA반응 동물실험에서 MC는 억

제 현상을 나타냈으며, 복강내 비만세포의 

histamine 분비량에서도 MC 0.2 ㎎/㎖에서 감

소되었다. 

2. MC의 TNF-α 분비 억제 효과는 농도 의존적

으로 나타났고, 특히, 0.2 ㎎/㎖의 농도에서 

60% 이상의 높은 저해율을 보였으나 mRNA 

발현은 0.2 ㎎/㎖ 농도에서 억제효과를 보였다.

3. MC의 IL-6 분비 억제 효과는 농도에 의존적으

로 나타났으며, 0.2 ㎎/㎖의 농도에서 55% 정

도의 저해율이 관찰되었다. 하지만 mRNA 발

현율에서는 IL-6의 억제현상을 관찰할 수 없었

다. 

4. MC의 IL-8 분비 억제 효과는 나타나지 없었지

만, mRNA 발현율은 0.2 ㎎/㎖에서 억제효과를 

보였다.

5. MC의 MAPKs 인산화 억제 효과를 관찰한 결

과, MC 0.2 ㎎/㎖의 농도에서 인산화된 ERK, 

p38, JNK 모두에서 억제효과를 보였다.

6. MC의 NF-κB와 I-κB의 활성화 억제 효과를 

관찰한 결과 핵 내 NF-κB 단백질과 p-I-κB

이 현저하게 감소되어 나타났다. 또한 MC가 

NF-κB의 프로모터 부위의 활성을 억제함으로

써 NF-κB의 생성을 억제함을 알 수 있었다.

  이상의 연구 결과에서, 그 동안 임상적으로 확

인된 목단피의 항알레르기 및 항염증 작용을 분자

생물학적 차원에서도 확인할 수 있었으며, 앞으로 

목단피를 항염 치료에 보다 폭넓게 활용할 수 있

는 가능성을 보여주었다고 사료된다.
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