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甘露飮의 항염증 효과에 대한 실험적 연구
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Anti-inflammaory effects of the Gamroeum in vivo and in vitro

In-Ho Lim·Ho-Jun Jung·Sang-Chan Kim·Seon-Young Jee

  Objectives : The present study was conducted to evaluate the anti-inflammatory effects of the Gamroeum 

water extracts (GRE) in vivo and in vitro. 

  Methods : The effects of GRE on anti-inflammation were measured by production of NO, PGE2 

(Prostaglandin E2), iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase), COX-2, NFκB (Nuclear Factor kappa B), TNF-α 

(Tumor Necrosis Factor-alpha) and IL-1β (Interleukin-1β), IL-6 in Raw 264.7 macrophage cells stimulated 

with LPS. 

  Results : 1. In machrophage cells, LPS displayed significant stimulatory effects on the production of NO 

and PGE2. However, GRE showed significant inhibitory effects on NO and PGE2 release.  The 

level of NO and PGE2 was decreased by GRE in a concentration dependent manner as 

compared with LPS only group. 

          2. Immunoblot analysis verified that LPS stimulation significantly increased the iNOS and COX-2 

protein level, but GRE suppressed the induction of iNOS and COX-2 protein at a 

concentration dependent manner. 

          3. GRE reduced the elevated production of TNF-α, IL-1β and IL-6 by LPS. Moreover, the 

inhibitory effects of GRE was occurred in a dose-dependent manner. 

          4. GRE significantly reduced the expression of NF-κB protein in nuclear fraction. 

          5. GRE effectively inhibited the increases of hind paw skin thicknesses and inflammatory cell 

infiltrations induced by carrageenan treatment. It, therefore, considered that GRE will be 

favorably inhibited the acute edematous inflammations. 

  Conclusions : These results indicated that GRE could have anti-inflammatory capacity by inhibiting the 

production of NO, PGE2 and cytokines in vitro and by reducing the formation of carrageenan-induced paw 

edema in vivo. Moreover, inhibitory effects of GRE on the macrophage activation were attributable to the 

reduction of some of inflammatory factors by inhibiting iNOS and COX-2 through the suppression of NF-κ

B. 
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І. 서  론

  甘露飮은 ≪太平惠民和劑局方≫에 기재된 처방

으로 枇杷葉, 石斛, 黃芩, 枳殼, 天門冬, 麥門冬, 

生地黃, 熟地黃, 茵蔯, 甘草로 구성되며 치은염, 구

내염, 구강 궤양, 치조농루, 괴혈병, 편도선염, 설

암, 베체트병 등의 염증성 질환에 사용된다1,2)
. 

  염증은 여러 가지 형태의 감염이나 생체 내 대

사산물 중의 자극성 물질에 대한 생체 방어반응이

다. 염증반응은 계통 발생론적으로 가장 오래된 방

어기전으로 cytokines, PGE2, NO, lysosomal 

enzyme, free radicals 등 다양한 매개물질이 관여

하고 있다. 염증반응에서 TNF-α, IL-1β, IL-6의 

분비와 NF-κB의 활성화는 염증을 개시하고 유지

시키기 위한 중요한 요소이며 이들의 분비량과 활

성화에 대한 조절은 항염증 효과를 파악하는 기준

이 된다. 따라서 NF-κB 활성화 및 NO 생성 저

해제는 septic shock, 다발성 경화증, 류마티스 관

절염과 같은 각종 염증성 질환의 염증반응조절제

로서의 가능성에 관한 연구가 활발하게 이루어지

고 있다. 

  최근에는 이러한 조절제를 찾기 위해 牧丹皮, 

款冬花, 香附子, 當歸, 靑黛, 苦楝皮 등의 한약재3-9)

와 五味消毒飮, 托裏消毒飮, 龍膽瀉肝湯, 加味淸上

防風湯 등의 방제10-13)에 대하여 많은 연구가 진행

되고 있다. 그러나 현재 甘露飮에 관한 연구는 齒

衄의 치료에 대한 문헌적 연구14)와 수종 한약 처

방 전탕액의 허피즈바이러스에 대한 효능 검색15)이 

있으나 면역반응 및 염증반응에 미치는 효과에 대

한 연구는 부족한 실정이다.

  이에 저자는 본 연구에서 甘露飮의 염증성 질환

에 대한 효과를 확인하기 위해 감로음 추출물 

(GRE)를 RAW 264.7 세포에 전처리한 후, LPS로 

유도한 NO 생성, iNOS 발현 및 TNF-α, IL-1β, 

IL-6 등의 염증매개물질 생성에 어떠한 영향을 미

치는지 살펴보았고, 감로음 추출물 (GRE)가 NF-

κB의 활성을 억제함으로써 염증매개물질에 대한 

억제 효과를 기대할 수 있는지 살펴보았다. 또한 

염증의 주요 증상 중 하나인 부종을 측정하기 위

하여 carrageenan으로 유도한 급성염증 모델을 이

용하여 감로음 추출물 (GRE)의 항염증 효과를 살

펴보았다.

Ⅱ. 재료 및 실험방법

1. 甘露飮 추출물 (GRE)의 제조

  실험에 사용된 甘露飮의 구성은 ≪太平惠民和劑

局方≫1)에 기록된 내용에 준하였으며, 시료로 사용

된 약재는 대원약업사 (Daegu, Korea)에서 구입하

여 정선한 후 사용하였다. 시료의 생약명은 다음과 

같다(Table 1).

Table 1. Composition of Gamroeum

韓藥名 生藥名 重量(g)

枇杷葉 Eriobotryae Folium 16

石斛 Dendrobii Herba 16

黃芩 Scutellariae Radix 16

枳殼 Aurantii Fructus 16

天門冬 Asparagi Radix 16

麥門冬 Liriopis Tuber 16

生地黃 Rehmanniae Radix Crudus 16

熟地黃 Rehmanniae Radix Preparata 16

茵蔯 Artemisiae Capillaris Herba 16

甘草 Glycyrrhizae Radix 16

     總量 160
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  시료의 추출물은 시료 160 g에 물 1300 mL를 

넣고 2시간 30분 동안 전탕한 후 여과포로 여과한 

액을 취하여 0.2 µm filter (Nalgene, New York, 

NY, USA)로 여과하였다. 이를 rotary evaporator 

(EYELA, Tokyo, Japan)로 동결건조하고 사용할 

때까지 -20℃에서 보관하였다. 시료는 in vitro 실

험시 배지에 용해하여 사용하였으며 GRE의 수득

율은 20.2%였다.

2. 시약 

  DMEM, FBS, penicillin, streptomycin은 

Gibco/BRL (Eggenstein, Germany)에서 구입하였

고, LPS, MTT, Griess reagent, carrageenan은 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 

구입하였다. DMSO는 Junsei Chemical Co. Ltd. 

(Tokyo, Japan)에서 구입하였고, iNOS antibody

는 BD Biosciences (San Jose, CA, USA)에서 구

입하였으며, COX-2 antibody는 Cayman (Ann 

Arbor, Mi, USA)에서 구입하였다. P-I-κB 

antibody는 Cell Signaling Technology Inc. 

(Danvers, MA, USA)에서 구입하였고, NF-κB 

antibody는 Santa Cruz Biotechnology, Inc. 

(Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다.

3. 세포 배양

  RAW 264.7 세포는 한국세포주은행 (KCLB, 

Seoul, Korea)에서 분양받아 10% FBS, 100 U/ml 

penicillin, 100 µg/ml streptomycin이 함유된 

DMEM 배지를 이용하여 37℃, 5% CO2 

incubator에서 배양하였다. RAW  264.7 세포를 

1×10
5 

cell/ml 농도로 24 well plate에 각각 분주

하고 serum free 배지로 교환한 후 24시간 동안 

배양하였다. GRE 0.01, 0.03, 0.10 mg/ml을 각각 

넣고 1시간 후 LPS (2 µg/ml)를 처리하여 배양하

였다. control군은 대조군으로서 아무것도 처리하

지 않고 동일한 시간 동안 배양하였다.

4. 세포 독성 측정

  시료를 처리하고 세포 배양 24시간이 지난 후 5 

mg/ml 농도의 MTT 시약을 넣고 4시간 동안 배

양하였다. 배양 후 상층액을 제거하고 DMSO를 

가하여 MTT의 환원에 의해 생성된 formazan을 

용해시킨 후 Titertek Multiskan Automatic 

ELISA microplate reader (Model MCC/340, 

Huntsville, AL, USA)를 이용하여 570 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 세포생존율은 control cell에 

대한 백분율로 나타내었다 [i.e. viability (% 

control) =100×(absorbance of treated sample)/ 

(absorbance of control)].

5. NO 생성량 측정

  RAW 264.7 세포로부터 생성된 NO의 양은 세

포 배양액 중에 존재하는 NO2
-의 형태로서 Griess 

시약을 이용하여 측정하였으며 6, 12, 18, 24시간

의 시간대 별로 각각 측정하였다. 96 well plate에 

세포 배양 상층액 50 µl와 Griess 시약 (1% 

sulfanilamide in 5% phosphoric acid + 1% α

-naphthylamide in H2O) 50 µl를 혼합하여 넣고 

15분 동안 반응시킨 후 Titertek Multiskan 

Automatic ELISA microplate reader를 이용하여 

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. NO2
-의 농도는 

sodium nitrite를 희석하여 흡광도를 측정하여 표

준 곡선을 얻었다.

6. Cytokine과 PGE2 측정

  GRE를 처리하고 세포 배양 18시간이 지난 후 

상층액을 회수하여 -70℃에서 보관하였다. TNF-

α, IL-1β, IL-6는 각각 ELISA Kit (Pierce 

endogen, Rockford, IL, USA)를 사용하여 측정하

였고, PGE2는 R&D Systems, Inc. (Minneapolis, 
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MN, USA)를 사용하여 측정하였으며, 실험의 방법

은 manufacturer's instruction에 따랐다. 

7. Immunoblot analysis

  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 

b-glycerophosphate, 2 mM sodium pyrophosphate, 

1 mM phenylmethyl-sufonylfluoride과 1 mg/ml 

leupeptin을 함유하는 buffer를 사용하여 cell을 

lysis시켰다. Cell lysates를 15,000×g로 4℃에서 

30분간 원심 분리하여 debris를 제거하였다. 정량

한 단백질 50 µg을 취하여 10% SDS-PAGE에 전

기영동시킨 후 NC membrane으로 gel의 단백질을 

blot시켰다. Blocking 후 iNOS, COX-2, p-I-κB 

및 NF-κB 1차 antibody와 반응시킨 후 2차 

antibody인 horseradish peroxidase-conjugated 

anti-rabbit IgG를 반응시키고 ECL detection 

reagents (Amersham Biosciences Corp., 

Piscataway, NJ, USA)를 사용하여 단백질의 발현 

정도를 확인하였다. Densitometric analysis를 위

해 image analyzing system (Ultra-Violet 

Products Ltd., Upland, CA, USA)을 사용하였다.

8. 실험동물

  실험동물은 4주령 된 Sprague-Dawley계 수컷 

흰쥐 (130～160 g)를 1주일 동안 환경에 적응시킨 

후 실험에 사용하였으며, 사육실 환경은 온도 20～

23℃, 습도 60%, 12시간 light/dark cycle을 유지

하고, 사료 (Nestle Purina Petcare Korea, Seoul, 

Korea)와 음료는 자유롭게 섭취하도록 하였다.

  실험은 아무런 처리를 하지 않은 군을 Normal

군으로 하고 기염제인 carrageenan (Sigma 

Chemical Co., St. Louis, USA; 100 μl/rat)만을 

투여한 군을 Control군으로 하였으며, carrageenan

과 dexamethasone (1 mg/kg, p.o)을 투여한 

Dexamethasone군, carrageenan과 0.3 g/kg의 

GRE를 투여한 0.3 g/kg GRE군, carrageenan과 

1.0 g/kg의 GRE를 투여한 1.0 g/kg GRE군으로 

나누어 4일 동안 매일 1회 투여하였으며, 마지막 

약물투여 1시간 후 carrageenan을 100 μl/rat로 

rat의 오른쪽 발바닥에 주입하였다.

9. Paw edema의  유도 및 측정

  4일째 약물을 투여하고 1시간 후 carrageenan을 

투여하여 Paw edema를 유발시켰다. Paw edema

의 측정은 carrageenan을 주입후 시간별로 (0, 1, 

2, 3, 4시간) 부종측정기 (Plethysmometer, LE 

7500; LETICA Scientific Instruments, Spain)를 

이용하여 부종 정도를 측정하였다.

10. 조직처리

  Paw edema의 유발과 회복여부를 살펴보기 위

해 carrageenan으로 염증이 유발된 rat의 오른쪽 

하지의 발목아래를 절단하여 조직을 채취하여, 후

지 (後肢)의 발등 (dorsum pedis) 및 발바닥 

(ventrum pedis)의 피부 실질조직을 분리하여 

10% 중성포르말린에 6시간 이상 고정시킨 다음 

탈수 및 파라핀 포매를 실시하고, 3~4 μm의 

longitudinal 절편을 제작하여 Hematoxylin-eosin 

염색을 실시하고, 광학현미경 (Nikon, Japan)하에

서 관찰하였다.

11. 조직학적 평가

  Kim et al16)의 방법을 변형시켜, 발등 및 발바

닥 피부 (상피에서 진피)의 두께를 mm 단위로 40

배 현미경 시야에서 자동영상분석장치 (DMI-300 

Image Processing; DMI, Korea)를 이용하여 각각 

측정하였으며, 각각 1 mm
2의 발등 및 발바닥 피

부에 침윤된 염증세포의 수 역시 자동영상분석장
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치를 이용하여, 200배 현미경 (Nikon, Japan) 시

야에서 측정하였다.

12. 통계적 검증

  실험결과는 mean±SD로 나타내었으며 처리군 

간의 유의성은 one way analysis of varience 

(ANOVA)로 검정한 후 Newman-Keuls test로 검

정하였다. 통계적 유의성 검정은 p<0.05 또는 

p<0.01로 하였다.

Ⅲ. 결  과

1. NO 생성에 미치는 영향 (Fig. 1). 

 

Fig. 1. Inhibitory effect of GRE on the  
LPS-induced production of NO.

RAW 264.7 cells were treated with 0.01, 0.03, 0.10 

mg/ml of GRE dissolved in DMEM for 1 h prior to 

the addition of LPS (2 µg/ml), and the cells were 

further incubated for 6～24 h. The concentration of 

nitrite and nitrate in culture medium was measured as 

described in the Methods section. Values represent 

mean±SD of three independent experiments. 

significant as compared to control, **p<0.01, 

significant as compared to LPS alone, #p＜0.05, ##p

＜0.01

2. RAW 264.7 세포에 대한 세포독성(Fig. 2).

Fig. 2. Effect of GRE on the cell viability in LPS 
stimulated RAW 264.7 cells.

RAW 264.7 cells were treated with 0.01, 0.03, 0.10 

mg/ml of GRE dissolved in DMEM for 1 h prior to 

the addition of LPS (2 µg/ml), and the cells were 

further incubated for 24 h. Values represent mean±SD 

of three independent experiments.

significant as compared to LPS alone, #p＜0.05

3. PGE2 생성에 미치는 영향(Fig. 3).

Fig. 3. Inhibitory effect of GRE on the LPS-induced 
synthesis of PGE2.

RAW 264.7 cells were treated with 0.01, 0.03, 0.10 

mg/ml of GRE dissolved in DMEM for 1 h prior to 

the addition of LPS (2 µg/ml), and the cells were 

further incubated for 18 h. The concentration of PGE2 

in culture medium was measured by ELISA as 

described in the Methods section. Values represent 

mean±SD of three independent experiments. 

significant as compared to control, **p<0.01

significant as compared to LPS alone, ##p＜0.01
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4. iNOS 및 COX-2 단백질 발현에 미치는 영향

(Fig. 4).

Fig. 4. Inhibitory effect of GRE on the LPS-induced 
iNOS and COX-2 protein expressions in 
RAW 264.7 cells. 

Lysates were prepared from control or 24 h LPS (2 

µg/ml) stimulated cells or from LPS plus GRE (0.01, 

0.03, 0.10 mg/ml). Equal amounts of total protein (50 

µg/lane) were resolved by SDS-PAGE. Expressions of 

iNOS and COX-2 protein were determined by 

immunoblot using specific anti-iNOS and anti-COX-2 

antibodies. Actin is used as a loading control.

5. TNF-α에 미치는 영향(Fig. 5).

Fig. 5. Inhibitory effect of GRE on the LPS-induced 
production of TNF-α.

RAW 264.7 cells were treated with 0.01, 0.03, 0.10 

mg/ml of GRE dissolved in DMEM for 1 h prior to 

the addition of LPS (2 µg/ml), and the cells were 

further incubated for 18 h. The concentration of TNF-

α in culture medium was measured by ELISA as 

described in the Methods section. Values represent 

mean±SD of three independent experiments.

significant as compared to control, **p<0.01

significant as compared to LPS alone, ##p＜0.01

6. IL-1β, IL-6에 미치는 영향(Fig. 6).

A)

B)

Fig. 6. The effect of HJE on GRE stimulated IL-1β, 
IL-6 production. 

264.7 cells were treated with 0.01, 0.03, 0.10 mg/ml 

of GRE dissolved in DMEM for 1 h prior to the 

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

incubated for 18 h. The concentrations of IL-1β, IL-6 

in culture medium was measured by ELISA as 

described in the Methods section. Values represent 

mean±SD of three independent experiments. 

significant as compared to control, **p<0.01

significant as compared to LPS alone, ##p＜ 0.01

7. NF-κB 단백질 발현에 미치는 영향(Fig. 7).

Fig. 7. Inhibitory effect of GRE on the LPS-induced 
NF-κB protein expressions in RAW 264.7 
cells. 
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The level of NF-κB protein was monitored 1 h after 

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

GRE pretreatment (i.e. 1 h before LPS). Actin is used 

as a loading control.

8. 급성염증 모델의 paw edema에 미치는 영향

(Fig. 8).

Fig. 8. Inhibition of carrageenan-induced paw 
edema by GRE

GRE was administered to rats at an oral dose of 0.3, 

1.0 g/kg/day for 4 days before the induction of paw 

edema. Paw edema was induced by subcutaneously 

injecting a 1% solution of carrageenan dissolved in 

saline (0.1 ml per animal) into the right hind paw. 

The swelling of the paw was measured 0～4 h after 

carrageenan injection. Dexamethasone (1 mg/kg p.o.) 

was used as a positive control. Data represent the 

mean±SD of six animals. 

significant compared with carrageenan alone. ##p<0.01

9. 급성염증 모델의 조직 변화에 미치는 영향

  Carrageenan으로 유도된 발부종의 조직학적 평

가를 위하여 발부종 측정을 끝내고 실험동물을 희

생하여 부종발의 피부두께 및 침윤 염증세포를 측

정하였다. 

  본 실험의 결과, 발등피부의 두께는 정상군에서 

0.88 ± 0.16 (mm)이었으나, carrageenan군이 

1.88 ± 0.27 (mm)로 유의성 있게 증가하였고, 

dexamethasone 및 GRE 1.0 g/kg를 처치한 실험

군에서 0.76 ± 0.13, 1.23 ± 0.15 (mm)로 유의

하게 감소하였다. 부종 발의 발등 조직에서 침윤 

염증세포의 수 역시 정상군에서는 6.80 ± 2.59 

(cell/mm
2
)이었으며, carrageenan군은 29.80 ± 1.30 

(cell/mm
2
)로 유의성 있게 증가하였다. 염증세포의 증

가는 dexamethasone 및 GRE 1.0 g/kg의 처치에 의

해 8.40 ± 2.07, 10.60 ± 1.67 (cell/mm
2
)을 나타내

어 유의하게 감소되었다 (Table 2).

  발바닥 부위의 피부두께에 있어서도 정상군은 

0.71 ± 0.15 (mm)이었으나, carrageenan군에 있어

서는 1.92 ± 0.18 (mm)으로 유의성 있게 증가하였

으며, 발바닥 피부의 두께 역시 dexamethasone 및 

GRE 0.3, 1.0 g/kg를 처치한 실험군에서 0.82 ± 

0.31, 1.24 ± 0.18, 1.15 ± 0.11 (mm)로 유의하

게 감소하였다. 부종 발의 발바닥 조직에서의 침윤

염증세포는 정상군이 7.00 ± 3.39 (cell/mm
2
)이었으

며, carrageenan군은 890.60 ± 143.57 (cell/mm
2
)로 

유의한 증가를 나타내었다. 염증세포의 침윤은 발 등 

조직에서와 마찬지로 dexamethasone 및 GRE 0.3, 

1.0 g/kg의 처치에 의해 111.00 ± 67.71, 250.60 

± 48.01, 170.00 ± 43.76 (cell/mm
2
)로 유의하게 

억제되었다 (Table 2).

Ⅳ. 고  찰

  甘露飮은 ≪太平惠民和劑局方≫에 기재된 처방

으로 枇杷葉, 石斛, 黃芩, 枳殼, 天門冬, 麥門冬, 

生地黃, 熟地黃, 茵蔯, 甘草로 구성되며 “治 丈夫 

婦人 小兒 胃中客熱 牙宣口氣 齒齦腫爛 時出膿

血…口舌生瘡 咽喉腫痛 瘡疹已發未發 皆可服之”라 

하여 치은염, 구내염, 구강 궤양, 치조농루, 괴혈

병, 편도선염, 설암, 베체트병 등의 염증성 질환에 

사용된다1,2)
.  
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    Groups

Dorsum pedis skin Ventrum pedis skin

Thickness (mm)

Infiltrated 

inflammatory

cells (cell/mm
2
)

Thickness (mm)

Infiltrated 

inflammatory

cells (cell/mm
2
)

 Controls

Normal 0.88 ± 0.16 6.80 ± 2.59 0.71 ± 0.15 7.00 ± 3.39

Carrageenan 1.88 ± 0.27** 29.80 ± 1.30** 1.92 ± 0.18** 890.60 ± 143.57**

Dexamethasone 0.76 ± 0.13## 8.40 ± 2.07## 0.82 ± 0.31## 111.00 ± 67.71##

 GRE  treated groups

0.3 g/kg 1.74 ± 0.17 27.80 ± 5.07 1.24 ± 0.18## 250.60 ± 48.01##

1.0 g/kg 1.23 ± 0.15## 10.60 ± 1.67## 1.15 ± 0.11## 170.00 ± 43.76##

GRE was administered to rats at an oral dose of 0.3, 1.0 g /kg/day for 4 days before the induction of paw 

edema. Paw edema was induced by subcutaneously injecting a 1% solution of carrageenan dissolved in saline (0.1 

ml per animal) into the right hind paw. Dexamethasone (1 mg/kg p.o.) was used as a positive control. Values are 

expressed as mean±SD of 5 histological fields.

**p<0.01 as compared with Normal control

##p<0.01 as compared with Carrageenan control

Table 2. Changes of Histomorphometrical Measurements in the Present Study

  甘露飮을 구성하는 각 약물의 효능을 살펴보면 

枇杷葉은 苦微寒한 性味로 化痰止咳 和胃降逆 하

는 효능이 있어 肺熱咳嗽 胃熱嘔逆 煩熱口渴 등을 

치료하고, 石斛은 甘寒한 性味로 益胃生津 滋陰淸

熱 하는 효능이 있어 熱病傷津 口乾煩渴 病後虛熱 

등을 치료하며, 黃芩은 苦寒한 性味로 寫實火 除濕

熱 止血 하는 효능이 있어 壯熱煩渴 肺熱咳嗽 黃

疸 吐衄 目赤腫痛 癰腫疔瘡 등을 치료하고, 枳殼

은 辛苦凉한 性味로 破氣 行痰 消積 하는 효능이 

있어 胸膈痰滯 胸痞 噯氣 嘔逆 등을 치료한다. 天

門冬은 甘苦寒한 性味로 滋陰潤燥 淸肺降火 하여 

陰虛發熱 咳嗽吐血 肺痿 咽喉腫痛 등을 치료하고, 

麥門冬은 甘微苦微寒한 性味로 養陰潤肺 淸心除煩 

益胃生津 하는 효능이 있어 肺燥乾咳 吐血 喀血 

咽乾口燥 熱病傷津 등을 치료하며, 生地黃은 甘苦

寒한 性味로 淸熱生津 凉血止血 하는 효능이 있어 

發斑發疹 吐血 衄血 咽喉腫痛 등을 치료하고, 熟地

黃은 甘微溫한 性味로 滋陰補血 塡髓하는 효능이 

있어 肝腎陰虛 腰膝酸軟 骨蒸潮熱 內熱消渴 등을 

치료한다. 茵蔯은 苦微寒한 性味로 淸利濕熱 退黃

疸 하는 효능이 있어 濕熱黃疸 小便不利 濕瘡瘙痒 

등을 치료하며, 甘草는 甘平한 性味로 和中緩急 潤

肺 造化諸藥의 효능이 있어 咽喉腫痛 消化性潰瘍 

癰疽瘡瘍 등을 치료한다17)
.

  현재 甘露飮에 관한 연구는 齒衄의 치료에 대한 

문헌적 연구14)가 있으나 면역반응 및 염증반응에 

미치는 효과에 대한 연구는 부족한 실정이다. 

  따라서, 본 연구에서는 甘露飮 추출물 (GRE)의 

RAW 264.7 세포에서 LPS 자극으로 분비되는 염

증매개물질 억제와 염증의 주요 증상 중 하나인 

부종 억제를 통해 항염증 효과를 평가함으로써, 

GRE가 면역체계에 미치는 영향을 알아보고자 하

였다.

  NO는 염증반응을 조절할 수 있는 인자 중 하나
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로 알려져 있으며 다른 free radical이나 중금속과 

쉽게 반응하고 혈관확장, 신경전달체제, 항균물질, 

면역조절 등의 생체 내 작용에 관여한다18)
. 

L-arginine으로부터 NOS를 경유하여 생성되는 

radical로 세포내에서 2차 신호전달자로서 중요한 

역할을 한다. NOS는 크게 cNOS와 iNOS 두 가지

로 분류되는데 cNOS에 의한 NO의 생성은 생체 

내 항상성 조절에 중요한 역할을 하는 것으로 알

려져 있으며 iNOS는 LPS, IFN-γ, IL-1 및 TNF-

α 등의 자극에 의해 대식세포, 혈관평활근세포, 

내피세포, 간세포, 심근세포 등에서 장시간 다량의 

NO를 생성하는 것으로 알려져 있다19)
. NO는 전

염증성 또는 항염증성 작용을 가지는 것으로 알려

져 있으나, 생체 내 고농도의 NO 생성은 숙주세

포의 파괴, shock에 의한 혈관확장, 염증반응 유발

에 의한 조직의 상해를 초래할 수 있는 이중적 생

물학적 성질을 가지는 것으로 알려져 있다20,21)
. 따

라서 NO 생성 저해제는 septic shock, 다발성 경

화증, 류마티스 관절염과 같은 각종 염증성 질환의 

염증반응조절제로서의 가능성에 관한 연구가 활발

하게 이루어지고 있다.

  대식세포는 자연 면역 뿐만 아니라 획득 면역 

등 다양한 숙주반응에 관여하여 숙주방어와 항상

성 유지에 관여하는 것으로 알려져 있으며 

cytokine의 자극만으로도 스스로 NO를 생성하는 

특성을 가지고 있다22,23)
. LPS에 의한 대식세포의 

활성은 염증 매개물질인 TNF-α, IL-1β, IL-6 등 

다양한 cytokine을 유도하며 염증매개물질의 생성

은 phospholipase A2의 활성으로 인해 arachidonic 

acid가 prostaglandin으로 바뀌는 과정 및 NO 생

성 과정으로 이어지게 된다24-6)
.

  RAW 264.7 세포에서 GRE의 NO 생성 저해 

정도를 관찰하기 위하여 GRE를 0.01, 0.03, 0.10 

mg/ml의 농도로 세포에 처리하여 생성되는 NO의 

양을 측정하였다. LPS군에서는 control군에 비교하

여 NO 생성량이 LPS를 처리한 12, 18, 24시간 

후 유의하게 증가하였으며, GRE를 처리한 실험군

에서는 12, 18, 24시간에서 유의하게 NO 생성을 

저해하였다(Fig. 1). 이 실험결과가 GRE의 세포독

성으로 인한 것인지를 관찰하기 위해 GRE를 

0.01, 0.03, 0.10 mg/ml의 농도로 처리하고 24시

간 후 MTT assay를 실시하여 cell viability를 측

정하였다. 실험 결과 LPS 단독 처리군과 GRE 

0.01, 0.10 mg/ml 처리군에서는 control군에 비교

하여 유의한 세포독성을 나타내지 않았으나, GRE 

0.03 mg/ml 농도에서 미약한 세포독성을 나타내

었다(Fig. 2).

  NO는 L-arginine으로부터 NOS를 경유하여 생

성되므로27)
 NO 생성 저해에 관한 iNOS 단백질의 

관련성을 조사하기 위하여 immunoblot analysis를 

이용하여 세포질 내에서의 iNOS 단백질의 발현을 

조사하였다. 실험결과 LPS 처리 시에는 iNOS 단

백질의 발현이 뚜렷하게 증가되었으나, LPS에 

GRE 0.10 mg/ml을 처리한 실험군에서는 iNOS의 

발현이 현저히 감소하여, LPS와 GRE를 동시에 처

리하였을 때 iNOS 단백질의 양이 감소되는 것을 

관찰할 수 있었다(Fig. 4). GRE에 의한 iNOS 단

백질 발현 저해는 NO 생성 저해와 매우 유사한 

경향을 나타냄으로써 NO 생성 저해는 iNOS 단백

질 발현 저해를 경유한 것임을 확인할 수 있었다. 

  TNF-α, IL-1β, IL-6 등은 전염증성 cytokine

으로 염증반응을 조절하며 서로 간에 상호작용을 

하는 것으로 알려져 있는데 염증반응을 일으키는 

동안 일정하게 생성된다28,29)
. 

  TNF-α는 LPS반응의 주요 매개체로서 선천성 

면역 반응에 있어서 중요한 역할을 한다. 대식세포

와 비만세포에서 분비되는 TNF-α는 종양세포에 

세포독성을 나타내며 만성염증성 반응과 관련되어 

있다. IL-1β는 단핵세포, 대식세포, B 세포, 수지

상세포, 혈관내피세포, 호중구와 간세포에서 분비

되며, TNF-α, IL-2, IL-6와 함께 전염증성 

cytokine으로서 여러 면역학적 작용들과 연관되어 
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있다. 특히 IL-1β는 T 세포의 activation, B 세포

의 maturation, NK 세포의 activity를 활성화 한

다. IL-6는 단핵세포와 대식세포에 의해 분비되는

데 분화된 B 세포가 형질세포로 분화되도록 촉진

시키고 antibody의 분비를 자극한다. IL-6는 또한 

염증 부위에서 항상 높은 수치를 나타내는 것으로 

알려져 있다30,31)
.

  본 실험에서 LPS는 TNF-α, IL-1β 및 IL-6의 

생성을 유의성 있게 증가시켰으며 GRE 0.01, 

0.03, 0.10 mg/ml은 LPS로 유도된 TNF-α, IL-6

를 유의성 있게 감소시켰으며, GRE 0.03, 0.10 

mg/ml은 IL-1β를 유의하게 감소시켰다(Fig. 5, 6). 

  COX는 중요한 생물학상 매개체인 prostaglandins, 

prostacyclin, thromboxanes 등을 포함하는 

prostanoids 형성에 관여하는 효소이다. COX에는 

COX-1과 COX-2가 존재하는데 COX-1은 항상성

을 조절하기 위한 prostaglandin 합성에 관여하고 

COX-2는 염증반응 부위에서 활성화된 대식세포에 

의해 염증반응을 매개하는 prostaglandin 합성에 

관여한다32,33)
. PGE2는 COX-2 활성화 후에 생성되

며 주로 비만세포나 대식세포에 의해 분비된다. 또

한 염증부위의 부종, 통증, 감각과민을 초래하는 

histamine, bradykinin, NO 등과 더불어 혈관 투

과성을 증가시킨다34)
.

  본 실험에서 LPS는 PGE2의 생성을 유의성 있

게 증가시켰으며, GRE 0.01, 0.03, 0.10 mg/ml은 

LPS로 유도된  PGE2를 유의성 있게 감소시켰다

(Fig. 3). GRE에 의한 PGE2의 생성 저해가 

COX-2 단백질 저해로 인한 것인지를 관찰하기 위

하여 immunoblot analysis를 이용하여 세포질 내

에서의 COX-2 단백질의 발현을 조사하였다. 실험

결과 LPS 처리 시에는 COX-2 단백질의 발현이 

증가되었으나, LPS에 GRE 0.10 mg/ml을 처리한 

실험군에서는 COX-2의 발현이 현저히 감소하였다

(Fig. 4). 이는 LPS와 GRE를 동시에 처리하였을 

때 PGE2의 생성이 저해된 결과와 일치함을 보여

주고 있다. GRE에 의한 COX-2 단백질 발현 저해

는 PGE2 생성 저해와 매우 유사한 경향을 나타냄

으로써 PGE2 생성 저해는 COX-2 단백질 발현 저

해를 경유한 것임을 확인할 수 있었다.

  NO를 생성하는데 관여하는 iNOS의 발현에 관

여하는 것으로 알려진 전사조절인자로는 NF-κB, 

AP-1, C/EBP 등이 있으며29)
, 이들 중 대표적인 

전사조절인자는 NF-κB이다10)
. NF-κB는 세포사

멸 억제, 세포주기 조절, oncogenesis 등과도 관련

이 있으며35)
, 바이러스나 박테리아 감염 시 유도되

는 염증반응에 의해 활성화되어 iNOS나 TNF-α 

유전자 발현에 관련된다29)
. 휴식세포에서 NF-κB

는 세포질 내에서 inhibitory molecule인 I-κBα,  

I-κBβ,  I-κBε, p105, p100등과 결합하여 비

활성형으로 존재하지만, LPS나 Tat, Tax 등의 자

극에 의해 NF-κB signaling cascade가 활성화되

면  I-κB, p105, p100이 degradation되면서 NF-

κB가 핵 내로 translocation하여 COX-2, iNOS, 

Bcl-XL, cIAPs 등의 전사를 유도한다. I-κB 

protein의 종류는 I-κBα, I-κBβ, I-κBε 등으

로 알려져 있지만 세포에서 가장 풍부한 NF-κB

의 inhibitory protein은 I-κBα이다35)
.

  본 실험에서는 핵 내에서 NF-κB의 발현량을 

측정하였다. LPS 처리 시에는 핵내에 존재하는 

NF-κB의 발현이 증가되었으나, LPS에 GRE 

0.01, 0.03, 0.10 mg/ml을 처리한 실험군에서는 

NF-κB의 발현이 현저히 감소하였다(Fig. 7). 이는 

GRE가 유도하는 iNOS 및 COX-2의 감소는 NF-

κB의 translocation이 억제됨으로 인한 것임을 의

미한다.

  염증의 주요 증상 중 하나인 부종을 유도하기 

위하여 사용한 carrageenan 유도 급성염증 모델은 

carrageenan의 대식세포에 대한 선택적 독성작용

에 의해 염증을 일으키는 특성을 이용한 것이다. 

carrageenan은 해조류에서 추출한 LPS의 일종으로 

부종을 유발하며, 1시간까지의 초기 부종기에는 
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histamine, 5-hydroxytryptamine, kinin, PAF 등

의 물질이 관여하고, 1시간 이후 6시간까지 후기 

부종기에는 prostaglandin, superoxide anion, NO 

등이 관여하는 것으로 알려져 있다36,37)
.

  GRE가 in vivo에서도 항염증 효과를 나타내는

지를 평가하기 위하여 carrageenan으로 유도된 rat

의 발 부종에 대한 GRE의 효과를 평가하였다. 

carrageenan은 염증세포의 침윤을 동반한 급성부

종을 초래하므로, 현재항염증 물질의 급성 염증에 

대한 효력평가에 널리 이용되고 있는 in vivo 모

델로서38,39)
, 조직학적으로는 투여부위에 국소적인 

염증세포 침윤을 동반한 피부 조직의 부종이 관찰

되는 것으로 알려져 있다40)
. 

  본 실험의 결과에서도 carrageenan을 처치한 군

에서는 발 부종을 유발하였고, GRE는 carrageenan 

처치 후, 3시간과 4시간에 유의한 족부부종의 억제

를 나타내었다(Fig. 8). 또한, carrageenan군은 현

저한 침윤 염증세포의 수적 증가 및 부종성 변화

에 의한 발등 및 발바닥 피부 두께의 증가가 관찰

되었다. 이러한 carrageenan 유발 급성 부종성 염

증 소견은, 발등에서는 1.0 g/kg의 GRE 투여에 

의해 유의성 있게 현저히 억제되었으며, 발바닥에

서는 0.3 및 1.0 g/kg의 GRE 투여군에서 유의성 

있게 억제되었다(Table 2). 

  발등 피부에 침윤된 염증세포의 수는 carrageenan

군에서 유의성 있는 증가를 나타내었으며 , 

dexamethasone 및 1.0 g/kg GRE 처리군에서는 

carrageenan군에 비해 유의성 있는 감소를 나타내

었다(Table 2, Fig. 10). 발바닥 피부에 침윤된 염

증세포의 수는 carrageenan군에서 유의성 있는 증

가를 나타내었으나, dexamethasone, 0.3 g/kg GRE, 

1.0 g/kg GRE처리군에서는 carrageenan군에 비교하

여 유의한 감소를 나타내었다(Table 2).  

  이상의 결과로 GRE는 in vitro, in vivo에서 모

두 유의한 항염증작용을 나타냄을 보여주었다. 위

의 결과를 종합하면 GRE는 LPS로 유도된 염증 

모델에서 NF-κB가 핵 내로 translocation되는 기

전을 억제하며 그에 따른 결과로 iNOS, COX-2 

단백질 발현 및 NO, PGE2, TNF-α, IL-1β, 

IL-6의 생성을 저해함으로써 유의한 항염증 효과가 

있음을 보여준다. 이러한 연구결과는 GRE를 활용

한 염증반응 조절제 개발의 가능성을 제시하고 있

다.

Ⅴ. 결  론

  GRE의 항염증효능을 평가하기 위하여, LPS로 

활성화된 설치류 대식세포주인 RAW 264.7 cell에

서의 NO의 생성량, iNOS, COX-2, NF-κB의 발

현 및 IL-1β, IL-6, TNF-α, PGE2 등에 미치는 

GRE의 영향 및 carrageenan으로 유도된 rat의 

paw edema에 미치는 GRE의 영향을 관찰한 바 

다음과 같은 결론을 얻었다.

1. LPS는 NO의 생성량을 유의성 있게 증가시켰으

며, 이러한 증가는 GRE 0.01, 0.03, 0.10 

mg/ml의 전처치에 의하여 시간 및 농도의존적

으로 유의하게 억제되었다. 또한 GRE는 iNOS

의 발현을 유의하게 억제하였다. 

2. GRE는 LPS로 증가된 핵분획에서의 NF-κB의 

발현을 유의하게 억제하였다.

3. GRE는 LPS에 의해 활성화된 대식세포에서 분

비되는 IL-1β, IL-6, TNF-α를 유의하게 억제

하였다.

4. LPS에 의해 발현이 증가된 COX-2, PGE2 역시 

GRE에 의하여 유의하게 감소하였다.

5. carrageenan으로 유도된 rat의 paw edema에 

대하여 GRE는 carrageenan으로 유발된 급성 

부종성 염증 소견을 유의성 있게 억제하였다.

  이러한 결과는 甘露飮이 염증성 질환의 예방 및 
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치료에 활용될 수 있음을 시사한다.
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