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旱蓮草 추출물의 항염증 효과
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Anti-inflammatory effects of the water extract of Ecliptae Herba

Hee-Chang Jo·Ho-Jun Jung·Sang-Chan Kim·Seon-Young Jee

  Objective : The present study was examined to evaluate the effects of Ecliptae Herba on the production 

of inflammatory mediators in vivo and in vitro.

  Methods : In cell viability, all three doses of Ecliptae Herba extract (25, 50 and 100 µg/㎖) had no 

significant cytotoxicity during the experimental period. The increases of NO production and iNOS expression 

were detected in LPS-activated cells compared to control, but these increases were dose-dependently 

attenuated by pre-treatment with Ecliptae Herba extract. 

  Results : 1. LPS plays a pivotal roles in inducing to the massive production of pro-inflammatory cytokines 

such as TNF-α, IL-1β and IL-6 in macrophages. 

          2. Ecliptae Herba extract reduced the elevated production of cytokines by LPS.

          3. Ecliptae Herba extract reduced PGE2 levels in a dose-dependent manner as a consequence of 

inhibition of COX-2 activity. 

          4. Ecliptae Herba extract significantly reduced the nuclear translocation of NF-κB induced by 

LPS. 

          5. In histopathological study, Ecliptae Herba effectively inhibited the increases of hind paw 

edema, skin thicknesses and inflammatory cell infiltrations induced by carrageenan treatment.

  Conclusions : These results provide evidences that therapeutic effect of Ecliptae Herba on the acute 

inflammation is partly due to the reduction of some of inflammatory factors by inhibiting iNOS and COX-2 

through the suppression of NF-κB.
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І. 서  론

  旱蓮草는 국화과 (Compositae)에 속한 일년생 

초본인 한련초 (Eclipta prostrata L)의 전초를 건

조한 것으로, 氣味는 凉甘酸하며, 주로 肝腎經에 

入하며, 凉血 止血 補腎 益陰의 효능으로, 吐血 喀

血, 鼻出血, 尿血, 血便, 血痢, 刀傷出血, 鬚髮早白, 

디프테리아, 淋濁, 帶下, 陰部濕痒을 치료한다1,2)
.

  한련초에 대한 연구로는 장3)의 모발염색성연구, 

문 등4)의 한련초로부터 정제한 다당체 (EAP)가 

alloxan유발 당뇨병에 대하여 혈당감소가 있음을 

보고한 연구, 윤 등5)의 고혈압의 주요소인 

Angiotensin Converting Enzyme에 대한 저해활

성연구, 천 등6)의 Colletotrichum crassipes에 대

한 항균활성연구, 정 등7)의 한련초약침의 족삼리 

(ST36)자침에 의한 항암효과에 대한 연구, 이 등8)

의 GABAA receptor에 의한 Cl-channel활성화 연

구 등이 보고되고 있으나, 한련초의 염증조절에 대

한 연구는 미흡한 실정이다. 이에 본 연구에서는 

한련초 추출물의 항염증작용을 평가하고자 실시하

였다.

  대식세포는 염증 반응시 다양한 cytokine을 생

산하여 감염초기에 생체 방어에 중요한 역할을 하

는 세포로 알려져 있으며9,10)
, 대식세포가 이물질에 

대응할 때 분비되는 interleukin-1β (IL-1β), 

tumor necrosis factor-α (TNF-α) 및 nitric 

oxide (NO)는 치명적인 결과를 초래 할 수 있는 

것으로 알려져 있다11-3)
.

  Lipopolysaccharaide (LPS)는 인지질, 다당류 및 

소량의 단백질로 구성되며, 염증반응을 유발하는 

유력한 인자로, 다양한 cytokine을 생성시키므로 

염증반응을 연구하는 경우 빈용하는 실험모델14)로 

확립되어 있다.

  Carrageenan으로 유도한 급성 발부종 모델은, 

carrageenan이 염증세포의 침윤을 동반한 급성부

종을 초래하므로, 현재 여러 가지 항염증 물질의 

급성 염증에 대한 효력평가에 널리 이용되고 있다
15-7)

. 흰쥐의 뒷발에 carrageenan을 주입하면 발체

적이 증가하며, 조직학적으로 투여부위에 국소적인 

염증세포 침윤을 동반한 피부 조직의 부종이 관찰

되는 것으로 알려져 있다18-21)
.  

  이에 저자는 한련초 추출물이 LPS로 활성된 

Raw 264.7 cell에서의 cytokine에 미치는 영향 및 

이러한 염증매개물질의 발현에 핵심적 역할을 하

는 NF-κB의 변화를 살펴보고 또한 한련초 추출

물이 in vivo에서 염증성병변을 억제할 수 있는지

를 평가하고자 본 연구를 실시하였다.

Ⅱ. 재료 및 실험방법

1. 旱蓮草 추출물의 제조

  한련초 (EH)는 대원약업사 (대구, 한국)에서 구

입하여 관능평가를 한 후, 200 g을 MeOH 1 L에 

넣고 72시간 추출한 후 추출물을 거어즈로 1차 여

과하고 3000×g에서 3분간 원심분리하였다. 원심분

리 후의 상층액만을 취하여 0.2 μm filter 

(Nalgene, New York, USA)로 여과하였다. 이 여

과액을 rotary evaporator (EYELA, Tokyo, 

Japan)로 농축하고, 이 농축액을 Ultra-Low 

temperature freezer (Nihon freezer, Japan)에 12

시간 동안 넣어 동결시켰다. 동결된 추출물을 동결

건조기 (Labconco, USA)로 동결건조하여 한련초 

추출물 5.68 g을 얻었으며, 사용 때까지 -20℃에서 

보관하였다. 한련초 추출물의 수율은 2.84 %였으

며 in vitro처치시에는 DMSO에 녹여 사용하였으

며, in vivo실험에서는 PEG에 녹여 사용하였다.

2. 시약 

  LPS (Escherichia coli 026:B6; Difco, Detroit, 

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

5-diphenyltetrazoleum (MTT)은 Sigma (St. Louis, 
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MO, USA)에서 구입하였고, fetal bovine serum 

(FBS) 과 antibiotics는 Gibco/BRL (Eggenstein, 

Germany)로부터 구입하였으며, Antibody는 BD 

Bioscience (San Jose, CA, USA), Cayman (Ann 

Arbor, Mi, USA), Zymed (San Francisco, CA, 

USA)에서 구입하였고, NC paper는 Schleicher & 

Schuell (Dassel, Germany )에서 구입하였다. 

TNF-α, IL-1β와 IL-6의 ELISA Kit는 Pierce 

endogen (Rockford, IL, USA)에서 구입하였다. 

PGE2 assay kit와  COX-2 activity assay kit는 

각각 R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)와 

Cayman chemical사 (Ann Arbor, MI, USA)로부

터 구입한 assay kit를 사용하여 분석하였다.

3. 세포 배양

  한국세포주연구재단 (Seoul, Korea)에서 구입한 

Murine macrophage cell line인 Raw 264.7 cells

은, Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM)에 10% fetal bovine serum (FBS), 100 

U/㎖ penicillin 및100 μg/㎖ streptomycin을 혼

합한 배지를 사용하여  37℃, 5% CO2 incubator 

(Sanyo, Japan)에서 배양하였다. 실험과정의 모든 

cells은 80∼90%의 confluence에서 실험하였고, 

20 passages를 넘기지 않은 cell만 사용하였다.  

4. 세포 생존율 측정

  Raw 264.7 cell을 96 well plate에 5×104 

cells/well로 분주한 다음 한련초 추출물 (EH)을 

농도별로 처치하여 세포의 생존율을 구하였다. 세

포에 25, 50, 100 μg/㎖의 농도로 EH를 전처치

한 후에 37℃, 5% CO2의 환경이 유지되는 배양

기에서 배양하였다. 배양 후 생존세포에 MTT 

(0.1 mg/㎖)를 50 μl넣고 4시간 배양한 후 배지

를 조심스럽게 제거하고 생성된 formazan crystals

을 DMSO에 녹여 Titertek Multiskan Automatic 

ELISA microplate reader (Model MCC/340, 

Huntsville, AL)를 사용하여 570 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 세포생존율은 control cell에 대한 

백분율로 나타내었다. [viability (% control) = 100 

× (absorbance of treated sample)/ (absorbance 

of control)].

5. NO 생성량 측정

  Raw 264.7 세포주로부터 생성된 NO의 양은 

세포 배양액 중에 존재하는 NO2-의 형태로서 

Griess 시약을 이용하여 측정하였다. 즉, 세포배양 

상등액 50 μl와 Griess시약 (1% sulfanilamide in 

5% phosphoric acid + 1% α-naphthylamide in 

H2O) 50 μl를 96 well plates에 혼합하고 암실에

서 10분 동안 반응시킨 후 540 nm에서 Titertek 

Multiskan Automatic ELISA microplate reader 

(Model MCC/340, Huntsville, AL)로 흡광도를 측

정하였다.

6. Immunoblot analysis

  처치후 수거된 cell을 lysis buffer (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 phenylmethylsulfonylfluoride, 1 mg/㎖ 

leupeptin을 함유)를 사용하여 cell을 lysis시켰다. 

이를 10,000×g로 10분간 원심 분리하여 殘渣를 제

거하고 cell lysates를 얻었다. iNOS의 발현은 

antimouse iNOS antibodies를 사용하여 면역화학

적 방법으로 분석하였으며, anti p-IκBα 

antibody를 사용하여 p-IκBα protein을 측정하

였다. 2차 antibody는 alkaline phosphatase 

conjugated anti-rabbit을 사용하였다. iNOS와 I-

κBα protein의 band는 ECL western blotting 
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detection reagents (Amersham)를 사용하여 발색

하였다. 발색 후 각 단백질의 발현량을 평가하기 

위하여 image analyzing system (Ultra-Violet 

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

densitometric analysis를 실시하였다.

7. Nuclear fraction의 준비

  핵분획은 Cho등의22)
 방법에 따라 제조하였다. 

즉, 처치된 세포를 PBS로 세척한 후 수거하여 2 

㎖ EP tube에 담고, 4℃에서 3,000×g로 3분간 원

심 분리하여 PBS를 제거하였다. 세포에 buffer를 

[10 mM Hepes (pH 7.9), 10 mM KCl, 0.1 mM 

EDTA, 0.5% Nonidet P-40, 1 mM 

dithiothreitol, 0.5 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride를 함유] 100 μl 넣어 vortex하고 10분간 

얼음 위에서 배양후 4℃에서 7,600×g로 6분간 원

심분리하였다. 원심분리 후, 침전물에 buffer를 [20 

mM Hepes (pH 7.9), 400 mM NaCl, 1 mM 

EDTA, 10 mM dithiothreitol, 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride를 함유] 50 μl 넣

은 후 현탁시키고, 얼음 위에서 1시간 배양하였다. 

배양 후 4℃에서 15,000×g로 10분간 원심분리하여 

핵분획인 상층액을 얻었다.

8. Cytokine 측정

  Cytokine을 측정하기 위하여 6 well plate에 

cells (5×105/ ㎖)을 분주하고 EH를 농도별로 처치

한 다음, 1시간 후에 LPS를 처치하였다. LPS 처

치 후 각 cytokine마다 특정 시간에 배지를 수거

하여 cytokine을 측정하였다. 수거된 배지는 바로 

측정하거나, 측정전까지 -70℃에서 보관하였다. 

TNF-α, IL-1β와 IL-6는 ELISA Kit (Pierce 

endogen, Rockford, IL, USA)를 사용하여 측정하

였다.

9. COX-2의 활성측정

  COX-2 activity는 Cayman chemical사 (MI, 

USA)의 assay kit를 사용하여 분석하였다. 먼저, 1 

mM EDTA를 함유하는 0.1 M Tris-HCl (pH 

7.8)를 사용하여 3초간 sonification한 다음, 4℃, 

10,000×g에서 15분간 원심분리하여 얻은 상등액으

로부터 cell lysate를 얻고 BCA법 (Endogen, 

USA)으로 단백질을 정량하여 100 μg/40 μL의 

농도로 준비하였다. 준비된 cell lysate에 COX-1의 

activity를 배제하기 위하여 COX-1의 specific 

inhibitor인 SC-560을 처리하고 상온에서 5분간 

incubation한 후, colorimetric substrate (TMPD)

와 arachidonic acid를 첨가하여 25℃에서 5분간 

incubation하였다. COX-2 activity는 595 nm에서 

흡광도를 측정하여 nmol/min/㎖ (U/㎖)으로 나타

내었다. 

10. 실험동물 및 처리

  실험동물은 4주령 된 Sprague-Dawley계 수컷 

흰쥐를 Samtaco Bio Korea (오산, 한국)로부터 공

급받아 1주일 동안 실험실환경에 적응시킨 후 실

험에 사용하였으며, 사육실 환경은 온도 20-23℃, 

습도 60%, 12시간 light/dark cycle을 유지하고, 

사료 (Nestle Purina Petcare Korea, Seoul, 

Korea)와 음료는 자유롭게 섭취하도록 하였다.

  실험은 기염제인 carrageenan (Sigma Chemical 

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

군을 carrageenan군으로 하였으며, carrageenan으로 

염증을 유발하고 dexamethasone (1 mg/kg, P.O)

을 투여한 dexamethasone군, 0.1 g/kg의 한련초를 

전투여하고 carrageenan을 주사한 0.1 g/kg EH군, 

0.3 g/kg의 한련초를 전투여하고 carrageenan을 주

사한 0.3 g/kg EH군으로 나누었으며, 각 군당 n수

는 6마리로 하였다. dexamethasone과 EH는 4일 동

안 매일 1회 투여하였으며, 마지막 약물투여 1시간 

후 carrageenan을 100 μl/rat로 rat의 오른쪽 발

바닥에 주입하였다.
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11. Paw edema의 유도 및 측정

  4일째 약물을 투여하고 1시간 후 carrageenan을 

투여하여 paw edema를 유발시켰다. Paw edema

의 측정은 carrageenan을 주입한 후 시간별로 (0, 

1, 2, 3, 4시간) 부종측정기 (Plethysmometer, LE 

7500; LETICA Scientific Instruments, Spain)를 

이용하여 부종 정도를 측정하였다.

12. 조직처리

  EH가 paw edema에 미치는 영향을 살펴보기 

위해, carrageenan으로 염증이 유발된 rat의 오른

쪽 하지의 발목아래를 절단하여 조직을 채취하여, 

발등 및 발바닥의 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.

13. 조직학적 평가

  Kim et al
23)의 방법을 변형시켜, 발등 및 발바

닥 피부의 두께를 mm 단위로 40배 현미경 시야

에서 자동영상분석장치 (DMI-300 Image Processing; 

DMI, Korea)를 이용하여 측정하였으며, 1 mm
2의 

발등 및 발바닥 피부에 침윤된 염증세포의 수 역

시 자동영상분석장치를 이용하여, 200배 현미경 시

야에서 측정하였다.

14. 통계적 검증

  실험 결과는 mean ± S.D.로 나타내었으며, 처

치군간의 유의성은 one way analysis of varience 

(ANOVA)로 검정한 후 Newman-Kleuls test로 

검정하였다. 통계적 유의성 검정은 p<0.05 또는 

p<0.01로 하였다.

Ⅲ. 결  과

1. EH가 LPS로 유도된 Raw cell의 NO에 미치

는 영향

A) 

B)

Fig. 1. Effects of EH on the production of NO by 
LPS. 

Raw 264.7 cells were treated with 25, 50 and 100 μ

g/㎖ of EH dissolved in media for 1 h prior to the 

addition of LPS (1 μg/㎖), and the cells were further 

incubated for 24 h. The concentrations of nitrite and 

nitrate in culture medium were monitored (A), cell 

viability was measured by MTT assay (B) as described 

in the materials and 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

＜0.01)
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2. EH가 LPS로 유도된 Raw cell의 cytokine에 

미치는 영향

A)

  

B)

C)

Fig. 2. The effect of EH on LPS-stimulated 
cytokine production. 

Production of cytokines was measured in the medium 

of Raw264.7 cells cultured with LPS (1 μg/ml) in the 

presence or absence of EH for 6 h in TNF-α (A), 

IL-1β (B) and IL-6 (C). The amount of cytokine was 

measured by immunoassay as described in materials 

and methods. Data represent the mean ± S.D. with 

three separate experiments. One-way ANOVA was 

used for comparisons of multiple group means 

followed by Newman - Keuls test. 

(*, significant as compared to control. 

**P<0.01; #, significant as compared to LPS alone, #P

＜0.05, ##P＜0.01) 

3. EH가 LPS로 유도된 Raw cell의 PGE2에 미

치는 영향

Fig. 3. Inhibition of LPS-activated PGE2 production 
by EH.

RAW264.7 cells were cultured with LPS (1 ug/㎖) in 

the presence or absence of EH for 24 h to determine 

the level of PGE2. The cultured medium was collected 

and directly assayed for PGE2. The data represent the 

mean ± SD of three separate experiments. 

(*: significant compared with the control, **P<0.01, #: 

significant compared with the LPS alone, ##P<0.01) 

PGE2, prostaglandin E2.

4. EH가 LPS로 유도된 Raw cell의 염증매개 단

백질에 미치는 영향

A)

B)
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C)

Fig. 4. Effect of EH on the induction of iNOS and 
COX-2 by LPS. 

The levels of iNOS and COX-2 protein were 

monitored 24h after treatment of cells with LPS (1μg/

㎖) with or without EH pretreatment (i.e. 1h before 

LPS). Equal amounts of total protein were resolved by 

SDS-PAGE. Expressions of iNOS and COX-2 protein 

were determined by immunoblot analysis using 

specific antibodies. The actin was used as a loading 

control (A). The relative density levels of protein 

bands were measured by scanning densitometry (B). 

COX-2 enzyme activity was determined by measuring 

the oxidation of TMPD caused by peroxidase activity 

of COX as described in methods (C). The data 

represent the mean ± SD of three separate 

experiments. 

(*: significant compared with the control, 

**P<0.01, #: significant compared with the LPS alone, 

##P<0.01) 

5. EH가 LPS로 유도된 Raw cell의 NF-κB발현

에 미치는 영향

A)

B)

Fig. 5. Effects of EH on the expression of p-IκBα 
and NF-κB by LPS. 

The level of p-IκBα and NF-κB protein were 

monitored 15min and 60 min after treatment of cells 

with LPS (1μg/㎖) with or without EH pretreatment, 

respectively (i.e. 1h before LPS). The actin was used 

as a loading control (A). The relative density levels of 

protein bands were measured by scanning 

densitometry (B). 

(*, significant as compared to control. 

**P<0.01; #, significant as compared to LPS alone, ##P

＜0.01) N; nuclear fraction.

6. EH가 carrageenan으로 유도된 Rat의 발부종

에 미치는 영향

Fig. 6. Inhibition of carrageenan-induced paw 
edema by EH.

EH was administered to rats at an oral dose of 0.1, 

0.3 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 ㎖ per animal) into the right hind paw. 
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The swelling of the paw was measured 1~4 h after 

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

was used as a positive control. Data represent the 

mean±S.D. of six animals. 

## P<0.01, significant compared with carrageenan 

alone. 

7. EH가 carrageenan으로 유도된 Rat의 paw의 

조직 변화에 미치는 영향

  Carrageenan의 국소적용은 염증세포 침윤을 동

반한 급성부종을 초래하므로, 현재 여러 가지 항염

물질의 급성 염증에 대한 효력평가에 가장 널리 

이용되고 있는 동물 모델 중 하나로15-7)
, 조직학적

으로 투여부위에 국소적인 염증세포 침윤을 동반

한 피부 조직의 부종이 관찰되는 것으로 알려져 

있다18-20)
.

  Carrageenan으로 유도된 발부종의 조직학적 평

가를 위하여 4시간째의 발부종 측정을 끝내고 실

험동물을 희생하여 부종발의 발등 부분과 발바닥 부

분에서 피부두께 및 침윤 염증세포를 측정하였다.

Groups

Dorsum pedis skin 

Thickness 
(epidermis to dermis; mm)

Infiltrated inflammatory cells 
(cells/㎟ of cutaneous regions)

Carrageenan 1.88 ± 0.13 57.20 ± 8.59

Dexamethasone 0.80 ± 0.07** 11.40 ± 3.36**

EH 0.1 1.86 ± 0.12 42.40 ± 5.77**

EH 0.3 1.12 ± 0.18** 32.40 ± 5.81**

Groups

Ventrum pedis skin

Thickness 
(mm)

Infiltrated inflammatory cells 
(cells/㎟ of cutaneous regions)

Carrageenan 2.23 ±0.30 1061.00 ± 166.18

Dexamethasone 0.79 ± 0.10** 63.40 ± 17.50**

EH 0.1 2.10 ± 0.06 750.00 ± 62.11**

EH 0.3 1.36 ± 0.17** 208.20 ± 15.20**

Values are expressed as mean ± SD of 5 histological fields

**p<0.01 compared to carrageenan control.

Table. 1. Changes on the Histomorphometrical Analysis of Hind Paw Skins in the Present Study.

  본 실험의 결과, 발등피부의 두께는 carrageenan

군이 1.88 ± 0.13 mm였으며, dexamethasone 처

치군에서는 0.80 ± 0.07로 유의하게 감소하였으

며, EH 0.1 g/kg를 처치한 실험군에서는 1.86 ± 

0.12로 유의한 변화를 나타내지 않았으나, EH 0.3 

g/kg를 처치한 실험군에서는 1.12 ± 0.18로 유의

한 감소를 유도하였다. 

  발바닥 부위의 피부두께에 있어서도 carrageenan

군은 2.23 ± 0.30 mm으로 유의성 있게 증가하였

으며, dexamethasone군에서는 0.79 ± 0.10으로 

유의성있게 감소하였다. EH 0.1 g/kg 처치군은 

2.10 ± 0.06으로 감소하는 경향을 나타내었으나, 

유의성은 없었으며, EH 0.3 g/kg를 투여한 군에서

는 1.36 ± 0.17 (mm)으로 유의성 있게 감소하였다. 

  부종 발의 발등 조직에서 침윤 염증세포의 수는 

carrageenan군에서 57.20 ± 8.59 cells/mm
2로 유

의성있게 증가하였다. 그러나, 이러한 염증세포의 

증가는 dexamethasone 및 EH 0.1, 0.3 g/kg의 

처치에 의해 11.40 ± 3.36, 42.40 ± 5.77, 32.40 ± 

5.81 (cells/mm
2
)을 나타내어 유의하게 감소되었다.
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  부종 발의 발바닥 조직에서의 침윤염증세포는 

carrageenan군에서 1061.00 ± 166.18 cells/mm
2

로 유의한 증가를 나타내었다. 이러한 염증세포의 

침윤은 발 등 조직에서와 마찬가지로 dexamethasone 

및 EH 0.1, 0.3 g/kg의 처치에 의해 63.40 ± 

17.50, 750.00 ± 62.11, 208.20 ± 15.20 

(cells/mm
2
)로 유의하게 염증세포의 침윤을 억제하

였다(Table 1).

Ⅳ. 고  찰

  본 연구는 旱蓮草의 항염증효과를 평가하기 위

하여 in vitro로 LPS로 활성화된 Raw 264.7 cell

에서의 염증매개물질 억제효과, in vivo로 

carrageenan으로 유도된 rat의 paw edema에서 부

종 및 염증세포침윤억제 효과등을 평가하였다. 

  한련초의 효능은 凉血 止血 補腎 益陰하며, 吐

血 喀血, 鼻出血, 尿血, 血便, 血痢, 刀傷出血, 鬚

髮早白, 디프테리아, 淋濁, 帶下, 陰部濕痒을 치료

한다1,2)
. 

  한련초의 성분으로 전초에는 saponin 1.32%, 

nicotine 약 0.08%, tannin, vitamin A, ecliption, 

다종의 thiophene 화합물을 함유하고 있으며, 잎

에는 wedelolactone, demethylwedelolactone-7- 

glucoside 가 함유되어 있는 것으로 알려져 있다1)
. 

  한련초에 대한 연구로는 항당뇨4)
, 강압작용5)

, 항

균활성6)
, 항암작용7)

 등의 연구가 보고되고 있으나, 

염증조절에 대한 연구는 미흡한 실정이다.

  한련초는 여러 문헌에서 發熱, 解毒, 治腸炎의 

효능을 확인할 수 있다14-6)
. 

  Lipopolysaccharaide (LPS)로 활성화된 Raw 

264.7 cell에서의 염증매개인자의 연구는 염증반응

을 연구하는 경우 빈용하는 실험모델13)로 확립되어 

있으며, 대식세포는 염증 반응시 다양한 cytokine

을 생산하여 감염초기에 생체 방어에 중요한 역할

을 하는 세포로 알려져 있다9,10)
. 

  또한, carrageenan으로 유도한 급성 발부종 모

델은, 흰쥐의 뒷발에 carrageenan을 주입하면, 염

증세포의 침윤을 동반한 급성부종을 초래하므로, 

항염증 물질의 급성 염증에 대한 효력평가에 널리 

이용되고 있다18-20)
.

  본 연구에서는 먼저, 한련초추출물 (EH)의 항염

증효과를 평가하기 위하여 NO 생성억제정도를 관

찰하였다. 이전의 연구들처럼24-32)
 LPS군에서는 

control군에 비교하여 NO의 생성량이 유의하게 

증가하였으며, 이러한 NO의 증가는 EH 25, 50, 

100 μg/㎖에 의하여 유의한 억제를 나타내었다. 

또한, 동일 농도, 동일 시간에서 EH+LPS는 LPS 

단독처리군에 비교하여 유의한 세포독성을 나타내

지 않았다. 이러한 결과는 한련초가 NO의 생성억

제에 직접 관여됨을 의미한다.

  Cytokine은 다양한 세포에 의해서 유리되는 작

은 단백 (∼25 kDa)으로, 대체적으로 활성화 자극

에 의해 유리되고, 특별한 수용체에 결합됨으로서 

반응을 유도한다. 병원체에 반응하여 대식세포에서 

분비되는 cytokine은 TNF-α,  IL-1, IL-6, IL-12 

그리고 chemokine인 IL-8 등이 있다27)
.

  TNF-α는 혈관내피를 활성화시키고, 혈관투과성

을 증가시키며, 발열을 유발하여, 국소 및 전체적

염증과 연관되며, 만성염증성 반응과도 관련되어 

있다28)
. IL-1β는 T-cell의 활성화, B-cell의 성숙, 

NK cell의 activity를 활성화하는28)
 cytokine으로, 

IL-1은 혈관내피를 활성화시키고, 림프구를 활성화

시키며, 국소조직을 파괴하며, 발열을 유발하고 

IL-6의 생산을 활성화시킨다27)
. IL-6는 림프구를 

활성화시키며, B-cell이 plasma세포로 분화되도록 

촉진하고 항체의 분비를 자극하는 cytokine으로 

B-cell 분화단계의 후기에 주로 항체의 생성을 유

도하고, 발열을 유도한다29)
. 또한 IL-6는 염증 부

위에서 항상 높은 수치를 나타내는 것으로 알려져 

있다30)
.
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  본 연구에서 LPS는 TNF-α 및 IL-6의 분비를 

유의성 있게 증가시켰으며, 이러한 증가는 EH 25, 

50, 100 μg/㎖의 농도에서 유의성 있게 감소하였

다. 이와 유시하게 IL-1β도 LPS에 의해 유의하게 

증가하였으며, EH는 25, 50와 100 μg/㎖에서 유

의성있게 IL-1β의 생성량을 감소시켰다. 그러나 

EH 100 μg/㎖에서는 25와 50 μg/㎖  (P<0.01)

에서 보다 미약한 억제 (P<0.05)를 나타내었다. 

Van 등33)의 연구결과에서도 IL-6가 Polygala 

senega L.과 Viburnum trilobum 50, 100, 500 

μg의 농도에서 의존적으로 억제되지 못한 결과를 

보고한 적이 있으며, Yoon 등32)의 연구에서도 

IL-3, IL-17이 농도의존적으로 억제되지 못한 결과

를 제시한 적이 있으나, 이러한 이유에 대하여서는 

좀 더 연구의 필요성이 있을 것으로 생각된다.

  PG는 염증과 면역반응 및 smooth muscle 

tone, 혈관투과성, 세포증식 등에 작용하는 inter-, 

intracellular messenger이다. PG는 LPS 혹은 외

부 자극에 의해 세포막 지질 성분이 phospholipase 

A2에 의해 생성되는 arachidonic acid로부터 만들

어진다. 즉 arachidonic acid는 COX-2 효소의 작

용을 받아 PG를 합성하는데, PGE2, PGI2는 혈관 

투과성 항진에 작용을 하고, tromboxane은 백혈구 

유주에 관여하는 등 PG는 염증과 가장 관련이 깊

은 것으로 알려져 있다34,35)
. PGE2는 세포막에 

존재하는 인지질로부터 유래된 대사산물이며, 

phospholipase A2, COX 및 hydroperoxidase가 

관여하여 생성된다17,36)
. 본 실험에서 LPS는 유의

성있게 PGE2의 생성을 증가시켰으며, EH는 25, 

50, 100 μg/㎖에서 LPS로 유도된  PGE2를 유의

성 있게 감소시켰다.

  EH가 LPS에 의해 증가된 NO 및 PGE2를 억제

함을 확인하고 이들의 상위에 있는 염증매개단백

질의 발현을 평가하였다. 일반적으로 NO는 

L-arginine으로부터 nitric oxide synthase (NOSs)

를 경유하여 생성되고, PGE2는 COX-2를 경유하

여 생성되므로 이들의 발현에 대한 EH의 효능을 

평가하였다.

  LPS 처치시에는 iNOS의 발현이 유의하게 증가

되었으나, EH 25, 50, 100 μg/㎖을 처치한 실험

군에서는 iNOS의 발현량이 모두 유의하게 감소하

였다. 그러나, COX-2는 LPS 처리시에는 발현이 

다량 증가되었으나, EH는 전 농도에서 COX-2의 

발현을 억제하지 못하였다. EH가 COX-2의 발현

을 억제하지 못한 까닭에, COX-2의 activity를 평

가한 결과, COX-2 activity는 LPS에 의하여서는 

유의하게 증가되었으며, EH는 전 농도에서 유의하

게 COX-2의 activity를 감소시켰다. 이러한 결과

는 EH가 NO를 억제함에는 iNOS의 억제에서 기

인하고, PGE2를 억제하는 데에는 COX-2 단백질

의 발현을 억제함에서 기인하는 것이 아니라, 

COX-2 activity를 억제함에서 기인함을 나타내고 

있다.

  EH가 LPS로 발현이 증가되는 염증매개단백질을 

조절함에 따라, 염증매개단백질의 조절에 핵심적 

역할을 하는 NF-κB에 미치는 EH의 영향을 평가

하였다.

  일반적인 경우에서 NF-κB는 세포질에서 IκB

와 결합하여 비활성형으로 존재하지만, 활성화 자

극에 의해서 IκB가 인산화되면서 NF-κB가 핵으

로 이동하여 COX-2, iNOS, Bcl-XL, cIAPs 등의 

전사를 유도한다31)
. 본 연구에서 p-IκBα는 LPS

처치에 의하여 CON에 비교하여 유의하게 증가하

였으나, EH의 전처치에 의하여 유의하게 감소되었

다. 핵분획에서의 NF-κB는 LPS에 의해 p-IκBα

가 증가한 것처럼 유의하게 증가하였으나, EH는 

유의성있게 감소시켰다. 이러한 결과는 EH가 IκB

α의 인산화를 억제하고,  NF-κB가 핵으로의 전

위됨을 억제하고, 이로 말미암아 염증매개물질을 

억제함을 의미한다. 

  EH가 in vitro에서 IκBα의 인산화를 억제하여 

염증매개물질을 억제함을 확인하고, in vivo에서도 
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유의한 항염증효능을 나타내는 지를 평가하기 위

하여 carrageenan으로 발부종을 유도한 동물모델

에서 발 부종의 정도 및 염증세포 침윤, 피부의 

두께 등을 측정하였다. 기염제인 carrageenan을 주

입한 군에서는 이전의 연구들과 같이37-40) 발부종이 

유도되었으며, dexamethasone을 전처치한 군에서

는 이전의 연구보고들과 같이37,40,41)
 유의한 발부종

억제를 나타내었다. EH를 0.1 g/kg 투여한 군에서

는 발부종 유도 후 2시간에 유의한 발부종억제를 

나타내었으며, EH를 0.3 g/kg 투여한 군에서는 2, 

3, 4시간에 유의한 억제를 나타내었다.

  조직학적 변화에 있어서도, carrageenan은 염증

세포 침윤을 동반한 급성부종을 초래한다18-20)
. 본 

연구의 결과, 부종 발의 발등 조직 및 발바닥 조

직에서 침윤 염증세포의 수는 이전의 보고와 같이
21-24)

 carrageenan군에서 유의성 있게 증가하였으

며, dexamethasone 및 EH 0.1, 0.3 g/kg의 전처

치에 의해 유의하게 감소되어, EH가 in vitro에서 

뿐만아니라, in vivo에서도 유의한 항염증작용을 

나타내었다.

  염증유도로 인한 발등피부 및 발바닥피부의 두

께는 이전의 연구41,42)에서와 같이 carrageenan군에

서 피부의 두께가 증가하였고, dexamethasone처치

군에서는 유의하게 감소하였다. EH를 0.1 g/kg 처

치한 실험군에서는 발등피부 및 발바닥피부 두께

의 감소를 유도하였으나, 정도가 미약하여 유의성

은 없었다. 그러나, EH를 0.3 g/kg 처치한 실험군

에서는 발등과 발바닥 피부 두께의 유의한 감소를 

유도하였다.

  한의학 개념으로 구강으로 투여되는 모든 水穀

은 腐熟과 運化에 의해 효능을 나타내는 것처럼, 

일반적으로 한약재의 조추출물은 소화관을 통과하

면서 다양한 효소 및 장내 미생물의 영향을 받게 

되고 또한 흡수에 있어서도 다양한 변수가 존재하

므로, in vitro의 결과가 in vivo에 바로 적용되기

가 쉽지 않다. 그러나 본 연구에서 사용된 EH는 

in vitro뿐만 아니라, in vivo에서도 유의한 결과를 

유도하였으므로, EH는 염증성질환의 예방과 치료

에 적극적으로 응용될 수 있을 것으로 판단된다.

Ⅴ. 결  론

  한련초추출물 (EH)의 항염증 효능을 평가하기 

위하여, LPS로 활성화된 설치류 대식세포주인 

Raw 264.7 cells에서의 NO의 생성량, iNOS, 

COX-2, p-IκBα, NFκB의 발현 및 IL-1β, IL-6, 

TNF-α, PGE2에 미치는 EH의 영향 및 

carrageenan으로 유도된 rat의 paw edema에 미치

는 영향을 살펴본 바 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. LPS에 의해 증가된 NO는 EH 25, 50, 100 μ

g/㎖의 전처치에 유의하게 억제되었으며, 

EH+LPS는 LPS 단독처치군에 비교하여 세포독

성을 나타내지 않았다.

2. EH는 LPS로 증가된 TNF-α, IL-1β, IL-6, 

PGE2등의 염증매개물을 유의하게 억제하였다. 

3. EH는 LPS에 의해 증가된 iNOS의 발현을 유의

하게 감소시켰으며, LPS에 의해 증가된 COX-2 

activity를 유의하게 억제하였다. 

4. EH는 LPS에 의해 증가된  NFκB의 억제단백

질인 IκBα의 인산화를 억제하고, 또한 핵분획

에서의 NFκB의 발현량을 억제하였다.

5. EH는 carrageenan 으로 유도된 rat의 paw 

edema에 대하여 부종정도를 유의하게 억제하였

으며, 염증조직에서의 침윤염증세포 및 두께를 

유의성있게 감소시켰다.

  이러한 결과로 보아, EH의 항염증작용은 IκBα

의 인산화를 억제하여 NFκB가 핵으로 전위되는 

기전을 억제하고, 그 결과로 염증매개물질을 억제

함을 나타낸다. 또한 carrageenan 으로 유도된 rat



한방안이비인후피부과학회지 제23권 제2호(2010년 8월)

136

의 paw edema에 대하여 부종의 정도 및 염증반

응을 유의성있게 억제하였으므로, EH는 과도한 염

증성 질환의 예방과 치료에 적극 활용될 수 있을 

것으로 판단된다.
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