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ABSTRACT

Objective：The aim of this study was to determine whether methanol extract of 

Keum-Ryung-Ja-San (KRJS) inhibit production of NO, PGE2, iNOS, COX-2 and 

pro-inflammatory cytokines in lipopolysaccharide (LPS)-treated RAW 264.7 macrophages.

Methods：Cytotoxic activity of extracts on RAW 264.7 cells was measured using 5-(3- 

caroboxymeth-oxyphenyl)-2H-tetra-zolium inner salt (MTS) assay. The nitric oxide (NO) 

production was measured by Griess reagent system. And proinflammatory cytokines and PGE2 were 

measured by ELISA kit. The levels of inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 

(COX-2), Iκ-B-α and nuclear NF-κB p65 expression were detected by western blot.

Results：Our results indicated that methanol extract of KRJS significantly inhibited the 

LPS-induced NO, PGE2 production and iNOS, COX-2 expression accompanied by an attenuation 

of TNF-α, IL-1β and IL-6 production in RAW 264.7 cells. Moreover, methanol extract of 

KRJS treatment also blocked LPS-induced NF-κB activation. 

Conclusion：These findings indicate that methanol extract of KRJS inhibits the production of 

pro-inflammatory mediators and cytokines via suppression of  NF-κB activation. Take together, 

these results indicate that methanol extract of KRJS has the potential for use as an agent of 

anti-chronic inflammatory diseases. 
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서  론

金鈴子散 (Keum-Ryung-Ja-San, KRJS)은 金鈴

子 (=川楝子)와 玄胡索이 각각 동량으로 구성된 처방으

로, 한방에서는 이를 肝鬱有熱로 心腹脇肋이 疼痛하고 

口苦, 舌紅苔黃하며, 脈象이 弦數한 증상을 치료한다 

하여, 위․십이지장궤양, 만성위염, 담낭염 등의 질환에 

응용하여 왔다1).
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金鈴子散 (Keum-Ryung-Ja-San, KRJS)은 金鈴子 

(=川楝子)와 玄胡索이 각각 동량으로 구성된 처방으

로, 한방에서는 이를 肝鬱有熱로 心腹脇肋이 疼痛하고 

口苦, 舌紅苔黃하며, 脈象이 弦數한 증상을 치료한다 

하여, 위․십이지장궤양, 만성위염, 담낭염 등의 질환에 

응용하여 왔다1).  

金鈴子散의 구성약재 중에서 金鈴子는 川楝子라고도 

명명되며 멀구슬나무과 식물 川楝(Melia toosendan 

Sieb. et Zucc.)의 열매이다. 한방에서는 川楝子가 

濕熱을 제거하고 肝火를 내리며 통증을 완화하고 기

생충을 구제하는 효능이 있다고 해서 熱厥心痛, 脇痛, 

疝痛, 만성 회충증으로 인한 복통을 치료하는데 사용

해 왔다2)
. 川楝子의 생리활성과 치료학에 대한 실험

연구는 주성분으로 알려진 toosendanin으로 진행된 

것이 주를 이루는데, 암세포에 대한 아포토시스 효과
3) 및 성장억제 효과4), 항보튤리누스 효과5), 항균 효

과6), 아세틸콜린 분비억제 효과7), 간의 약물대사효소 

및 담즙 분비활성 효과8), 항고지혈증 효과9) 마우스를 

이용한 항염증 및 진통 효과10) 등이 보고되어 있다. 

金鈴子散의 또 다른 구성약재인 玄胡索은 양귀비과에 

속한 玄胡索 (Corydalis turtschaninovii Bess.)의 

덩이줄기로 活血散瘀하고 理氣止痛하는 효과가 있다

하여 胸脇脘腹疼痛, 經閉痛經, 産後瘀阻, 跌撲腫痛 등

에 사용되어 왔다11). 玄胡索의 약리작용에 대한 연구

는 진통 및 진정 작용12-14), 항고혈압 작용15-16), 항알

러지 작용17-18), 근이완 및 진경 작용19), 항건망증 작

용20) 그리고 위산분비 억제 및 항궤양 작용21) 등이 

보고되어 있다. 그러나 金鈴子散을 이용한 실험연구는 

마우스의 행동연구를 통한 항우울 효과를 검증한 것
22) 외에는 거의 전무한 실정이다. 따라서 金鈴子散의 

항염증  활성에 대한 연구는 중요한 의미가 있다고 

할 수 있다.

염증반응이 일어나면 여러 가지 염증인자들 

(pro-inflammatory mediators) 이 만들어지는데, 

염증인자에는 inducible nitric oxide synthase 

(iNOS)에 의해서 만들어지는 nitric oxide (NO)와 

cyclooxygenase-2 (COX-2)에 의해서 만들어지는 

prostagrandin E2 (PGE2) 등이 있다. 이러한 염증 

인자는 염증반응의 전사인자인 nuclear factor-κB 

(NF-κB)를 활성화시키며, 그 결과 과량의 NO와 

PGE2를 생성하여 염증을 일으킨다23-24). 포유동물 세

포의 nitric oxide synthase (NOS)의 경우, 유사형

태가 3가지 존재하는데 neuronal NOS (nNOS), 

endothelial NOS (eNOS), 그리고 inducible NOS 

(iNOS)이다. 그 중에서 특히 iNOS가 염증반응에 관

여하는데, iNOS의 경우 Interferon-γ, 

lipopolysaccharide (LPS), 그리고 여러 가지 염증성 

사이토카인의 자극 있을 때 발현된다. PGE2는 

cyclooxygenase (COX)에 의해서 arachidonic acid

로부터 생산된다. COX에 대해서는 1990년대 초반에 

주로 연구되었는데, 이 또한 유사형태가 2가지 존재

한다. COX-1은 거의 모든 조직에 발현되어 있고, 

prostagrandin을 생산하여 신장의 혈액 흐름을 조절

하거나 위장의 세포를 보호하는 등의 생리적인 기능

을 조절한다. 반대로, COX-2의 경우는 미생물에 의

한 감염이나 손상 혹은 여러 요인의 스트레스에 반응

한 대식세포 (macrophage)에서 발현된다. 즉 iNOS

와 COX-2의 발현과 NO, PGE2의 생산은 면역세포

의 대표적인 염증인자이다. 또한 염증인자로 염증성 

사이토카인 (proinflammatory cytokines) 인 tumor 

necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β 

(IL-1β) 등이 포함된다.

최근, 합성 항산화제의 부작용들이 밝혀지면서 천연자

원으로부터 항산화제를 개발하려는 노력이 많이 이루

어지고 있다. 그리고 뛰어난 항산화 효과를 지닌 물질

들이 뛰어난 항염증 작용을 수반하고 있다고 알려진 

경우도 많다25-27). 동맥경화를 비롯한 고혈압, 당뇨, 

암이나 관절염 등은 대표적인 만성 염증성 질환 

(chronic inflammatory disease)으로 현재 임상에서 

이러한 질환이 차지하는 비중은 매우 높다. 한방에서

는 오랜 역사에 걸쳐서 다양한 천연 자원의 치료효과

를 연구해 왔으며, 이런 천연 자원들을 한의학적인 이

론에 따라서 조합을 해서 실제 치료제로서 사용해 왔

다. 그러므로 항산화 및 항염증 효과를 지닌 천연물이

나 그 천연물의 조합을 찾아내면, 만성 염증성 질환에 

사용할 수 있는 치료물질로 개발하는데 크게 이바지

할 수 있을 것이다.

본 연구에서는 金鈴子散을 메탄올 추출하고, 그 추출

물의 항염증 활성을 조사하기 위하여 마우스 대식세

포인 RAW 264.7에 농도 별로 1시간 전 처리한 후 

LPS를 처리하여 염증반응을 유도시켜서, 약재가 이를 

얼마나 효과적으로 저해할 수 있는 지 관찰하였다. 그 

지표로서 세포가 방출하는 NO, PGE2 생성량과 

iNOS, COX-2 발현정도 뿐만 아니라 염증성 사이토

카인인 TNF-α, IL-1β, IL-6 생성량을 조사하였

고 NF-κB 활성화에 미치는 영향을 알아 본 바 유

의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

실험재료 및 방법

1. 재료

1) 약재
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본 실험에 사용한 약재는 동국대학교 한의과대학 방

제학 교실에서 선별된 것을 정선하여 사용하였다. 金

鈴子散 추출물은 金鈴子 150 g과 玄胡索 150 g에, 

2000 ml의 100% methanol을 가한 다음 37℃에서 

48시간 동안 추출하고, 이 과정을 2회 더 반복하여 얻

어진 용액을 여과한 후 농축하고 동결 건조하여 19.9 

g의 메탄올 추출물 (수율 6.6%)을 얻었다 (Fig. 1).

Figure 1. Preparation procedure of extract

2) 시약

세포 배양액인 Dulbecco's Modifide Eagle 

Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), 

streptomycin-penicillin 등의 세포배양용 시약들은 

Gibco BRL사 (Grand Island, USA)에서 구입하였

다. 실험에 사용된 시약 중 sodium dodesyl sulfate 

(SDS), acrylamide, Bis는 Bio-Rad사 (Hercules, 

USA)에서 구입하였고, hydrogen peroxide (H2O2), 

6-carboxy-2',7'-dichlorofluorescein diacetate 

(DCFH-DA), CAPS, tween 20, protease 

inhibitors 등은 Sigma사 (St. Louis, USA)에서 구

입하였다. 실험에 사용된 1차 항체인 iNOS 

monoclonal antibody (mAb)는 Santa Cruz 

Biotechnology사 (CA, USA)에서, COX-2 

polyclonal antibody (pAb), NF-κB p65 mAb, 

phospho-I-κB-α (p-I-κB-α) mAb, 

poly-ADP ribose  polymerase(PARP) pAb, β

-actin mAb는 Cell Signaling Technology사 

(Beverly, MA)에서 구입하였다. 2차 항체인 

anti-rabbit IgG horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated antibody는 Santa Cruz 

Biotechnology사 (Santa Cruz, USA)에서 구입하였

다. Aqueous One Solution Cell Proliferation 

Assay (MTS) kit와 Griess Reagent System은  

Promega사 (Madison, USA)에서 구입하였고, 각종 

cytokine 측정을 위한 ELISA kit는 Pierce 

Biotechnology사 (Rockford, USA)에서 구입하였으

며, PGE2 assay kit는 R&D사 (Minneapolis, USA)

에서 구입하였다. Protein assay reagent는 

Bio-Rad사 (Hercules, USA)에서 구입하였다. 실험

에 사용된 모든 시약은 분석용 등급이상으로 사용하

였다.

2. 방법

1) 세포배양

마우스의 대식세포주인 RAW 264.7 세포는 한국세

포주은행 (KCLB)에서 분양 받았으며, 세포배양을 위

해 10% FBS과 1% penicillin-streptomycin을 포함

하는 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

배지를 사용하였다. 세포는  37℃, 5% CO2  조건에

서 배양하였다. 

2) MTS assay

金鈴子散 추출물의 세포에 대한 독성 측정은 

5-(3-caroboxymeth-oxyphenyl)-2H-tetra- 

zolium inner salt (MTS) assay 방법28)으로 분석하

였다. 이는 mitochondrial dehydrogenases에 의하

여 MTS가 formazan으로 전환되는 것을 측정하는 

것이다. 96 well plate에 1×104 cells/well의 RAW 

264.7 세포를 분주하고 약재를 농도별 (0, 100, 

200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000 μg/ml)로 

18시간 동안 처리하였다. Well당 20 μl의 MTS 

solution을 첨가하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 4시

간 동안 반응시킨 후, microplate reader (DYNEX, 

Opsys MR, USA)를 이용하여 450 nm에서 흡광도

의 변화를 측정하여 대조군에 대한 세포생존율을 백

분율로 표시하였다. 각 농도별 약재가 갖는 흡광도는 

세포를 뺀 배지를 같이 배양하여 대조군과 실험군의 

흡광도를 비교해서 보정하였다. 

3) NO 생성량 측정

NO의 농도는 배양액 내의 nitrite 농도를 Griess 

Reagent System31)을 이용하여 측정하였다. RAW 

264.7 세포에 金鈴子散 추출물을 농도별 (200, 400 

μg/ml)로 전처리하고 1시간 후 100 ng/ml의 LPS

를 처리하여 18시간 배양하였다. 배양액 50 μl와 같

은 양의 Griess Reagent를 넣어주고 10분간 상온에

서 반응 시킨 후 ELISA reader로 540 nm에서 흡광

도를 측정하였다. Sodium nitrite의 농도별 표준곡선

을 이용하여 배양액 내의 NO 농도를 결정하였다. 

4) PGE2 생성량 측정

세포 배양액 내의 PGE2 양을 측정하기 위해 

commercial competitive enzyme immunoassay 



92 大 韓 本 草 學 會 誌 ― Vol. 25, No. 2, 2010

kit를 R&D systems (Minneapolis, MN)에서 구입

하여 실험하였다. 세포에 200, 400 μg/ml의 金鈴子

散 추출물을 전처리하고  100 ng/ml의 LPS를 처리

하였다. 18시간 후 세포 배양액을 얻어 PGE2 측정에 

사용하였다. 배양액을 goat anti-mouse로 coating

된 96 well plate에 각각 100 μl씩 loading하고, 

여기에 primary antibody solution 50 μl와 PGE2 

conjugate 50 μl씩 첨가하여 4℃에서 overnight시

켰다. Washing buffer로 4회 세척하고 substrate 

solution을 200 μl씩 처리하여 5-20분간 반응시킨 

후, 50 μl의 stop solution을 처리한 후 450 nm에

서 흡광도를 측정하였다.

5) Western blot analysis

전기영동을 위한 단백질 시료의 추출은 처리 시간

별로 세포를 ice-cold tris buffered saline (TBS ; 

20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 137 mM NaCl)으로 3

회 세척한 후, lysis buffer (TBS, 1% NP-40, 1 

mM sodium orthovanadata, 10 μg/ml 

aprotinin, 10 μg/ml leupeptin 및 1 mM PMSF)

를 넣어 4℃에서 30분간 반응시키고 12,000×g에서 

10분간 원심 분리하여 상층액을 모았다. 동일한 양의 

단백질을 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS- PAGE)로 분리시킨 후, 

단백질을 nitrocellulose membrane에 transfer하였

다. 이 membrane을 항체의 비 특이적 결합을 차단

하기 위하여 blocking buffer (5% non-fat milk와 

0.1% Tween 20을 함유한 TBS 용액)에서 1시간 동

안 반응시킨 후, 각 검증 단백질에 대한 항체 

(anti-iNOS, anti-COX2)를 가하여 1～2시간 동안 

반응시켰다. 이어서 0.1% Tween 20을 함유한 TBST 

용액으로 40분간 세척한 다음, secondary antibody

로 반응시켰다. 이어서 ECL system으로 반응 시킨 

후 X-ray film상에서 단백질을 확인하였다. 각 시료

의 단백질 정량은 Bradford protein assay kit를 사

용하여 595 nm에서 흡광도를 측정하여 실시하였다.

6) 세포 배양액 내의 cytokines 측정

세포 배양액 내의 cytokines의 양을 측정하기 위해 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

를 수행하였다. 세포에 200, 400 μg/ml의 金鈴子散 

추출물을 처리하고 1시간 후 100 ng/ml의 LPS를 처

리하였다. 18 시간 후 세포 배양액을 얻어 cytokine 

측정에 이용하였다. 배양액을 적절한 농도로 희석한 

후, cytokine으로 coating된 96 well plate에 50 μ

l씩 첨가하여 4℃에서 overnight시켰다. Washing 

buffer로 3회 세척하고 100 μl의 biotinylated 

antibody reagent를 각각의 well에 처리하여 1시간 

동안 상온에서 반응시킨 후 3회 세척한 다음, 100 μ

l의 streptavidine-HRP solution을 처리하여 1시간 

동안 상온에서 반응시킨 후 다시 washing buffer로 

3회 세척하였다. 여기에 di(2-ethylhexyl)-2, 4, 

5-trimethoxy benzalmalonate (TMB) substrate를 

100 μl씩 처리하여 5-30분간 반응시킨 후 100 μl

의 stop solution을 처리한 후 450 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 

7) Nuclear extraction

세포질에서 핵으로 이동하는 NF-κB p65의 양을 

측정하기 위해 NE-PER Nuclear and Cytoplasmic 

Extraction Reagents (Thermo Scientific ; IL, 

USA)를 사용하여 핵과 세포질을 분리하였다. 분리한 

sample은 각각의 항체를 사용하여 western blotting

을 수행하여 핵으로 이동한 NF-κB p65의 양과 세

포질 내의 p-I-κB-α의 발현양상을 조사하였다.

3. 통계처리

실험결과는 평균과 표준 편차로 표시하고 유의성 

검증은 Prism 4.00을 이용하여 one-way ANOVA를 

실시하였다. Western blot을 통해 얻은 band의 

density 분석은 GelDoc-It BioImaging System 

(UVP, USA)을 사용하여 측정하였다. 

실험결과

1. 金鈴子散 추출물의 RAW 264.7 세포

에 대한 독성

마우스 대식세포인 RAW 264.7에 대한 약재의 세

포독성을 알아보기 위하여 MTS assay를 수행하였다. 

金鈴子散 추출물을 농도별 (0, 100, 200, 300, 400, 

500, 600, 800, 1000 μg/ml)로 18시간 동안 처리

한 결과, 400 μg/ml의 농도까지는 추출물 자체의 

세포독성이 전혀 나타나지 않았지만, 그 이상의 농도

에서는 독성이 나타났다 (Fig. 1). 그래서 金鈴子散의 

추출물이 RAW 264.7의 세포 생존율에 영향을 주지 

않는 200 μg/ml과 400 μg/ml의 농도로 다음 실험

을 진행하였다.
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Figure 2. Effect of KRJS extract on the cell viability of RAW 

264.7 cells. RAW 264.7 cells were treated with various 

concentrations (0, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000 

μg/ml) of KRJS extract for 18 hr. Cell viability was 

measured by MTS assay as described in Materials and 

Methods. Data were chosen from three independent triplicate 

experiments.

2. 金鈴子散 추출물이 NO와 PGE2의 생성

량에 미치는 영향

약재의 항염증활성을 알아보기 위하여 RAW 264.7 

세포에 金鈴子散 추출물 200, 400 μg/ml을 1시간 

동안 전 처리한 후 100 ng/ml LPS를 18시간 동안 

처리하여 LPS에 의해 유도되는 NO의 생성량에 미치

는 영향을 조사한 결과, 200 μg/ml의 농도에서는 

92.7% 감소시켰고, 400 μg/ml의 농도에서는 

95.7% 감소시켰다 (Fig. 2A). LPS에 의해 유도되는 

PGE2의 생성에 미치는 영향을 조사한 결과, 200 μ

g/ml의 농도에서는 21.5% 감소시켰고, 400 μg/ml

의 농도에서는 52.5% 감소시켰다 (Fig. 2B). 따라서, 

金鈴子散 추출물 모두 농도 의존적으로 LPS로 유도

된 NO와 PGE2를 효과적으로 감소시키는 것으로 나

타났다.

Figure 3. Inhibition of LPS-induced NO and PGE2 production by KRJS extract. RAW 264.7 cells were preincubated with 200, 

400 μg/ml of KRJS extract for 1 hr and then treated with 100 ng/ml of LPS for 18 hr. (A) The NO production was measured 

by Griess Reagent System. (B) The PGE2 production was measured by ELISA as described in Materials and Methods. Data are 

represented as means±SEM.  ###P < 0.001 vs. control group, *** P < 0.001 vs. LPS alone.

3. 金鈴子散 추출물이 iNOS와 COX-2의 

발현에 미치는 영향

염증에 관여하는 NO는 보통 iNOS에 의해서, 

PGE2는 COX-2에 의해서 만들어진다. 그래서 

RAW 264.7 세포에서 金鈴子散 추출물이 LPS로 

유도된 iNOS 와 COX-2의 발현에 미치는 영향을 

알아보기로 하였다. RAW 264.7 세포에 약재를 

200, 400 μg/ml의 농도로 1시간 동안 전 처리한 

후 100 ng/ml LPS를 18시간 동안 처리하여 LPS

에 의해 유도되는 iNOS의 발현에 미치는 영향을 같

은 방법으로 조사한 결과, 농도 의존적으로 우수한 

억제 효과가 나타났다 (Fig. 3A). 또한, LPS에 의

해 유도되는 COX-2 발현에 미치는 영향을 조사한 

결과, 역시 농도 의존적인 감소 효과가 관찰되었다 

(Fig. 3B).
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Figure 4. Inhibition of LPS-induced iNOS and COX-2 expression by KRJS extract. RAW 264.7 cells were preincubated with 

200, 400 μg/ml of KRJS extract for 1 hr and then treated with 100 ng/ml of LPS for 18 hr. The expression levels of iNOS 

(A) and COX-2 (B) were determined by western blotting as described in Materials and Methods. Equal protein of the total cell 

lysates were analyzed by 7.5% SDS-PAGE. β-actin levels were used as internal markers for loading variation.

4. 金鈴子散 추출물이 염증성 사이토카인

의 생성량에 미치는 영향

염증성 사이토카인 (proinflammatory cytokines)

은 염증을 나타내는 중요한 지표이다. 따라서 RAW 

264.7 세포에서 金鈴子散 추출물이 LPS로 유도된 염

증성 사이토카인의 생성량에 미치는 영향을 알아보았

다. RAW 264.7 세포에 약재를 200, 400 μg/ml의 

농도로 1시간 동안 전 처리한 후 100 ng/ml LPS를 

18시간 동안 처리하여 LPS에 의해 유도되는 TNF-

α의 생성량에 미치는 영향을 조사한 결과, 200, 400 

μg/ml의 농도에서 각각 85.7%, 99.1% 감소시켰다 

(Fig. 4A). LPS에 의해 유도되는 IL-1β의 생성에 미

치는 영향을 조사한 결과, 200, 400 μg/ml의 농도에

서 각각 83.1%, 89.3% 감소시켰다 (Fig. 4B). 또한, 

LPS에 의해 유도되는 IL-6의 생성에 미치는 영향을 

조사한 결과, 200 μg/ml의 농도에서 각각 94.5%, 

400 μg/ml의 농도에서 99.2% 감소시켰다 (Fig. 4C).

Figure 5. Inhibition of LPS-induced TNF-α, IL-1β and IL-6 by KRJS extract. RAW 264.7 cells were preincubated with 200, 

400 μg/ml of KRJS extract for 1 hr and then treated with 100 ng/ml of LPS for 18 hr. The TNF-α, IL-1β and IL-6 

production was measured by ELISA as described in Materials and Methods. Data are represented as means±SEM. ###P < 

0.001 vs. control group, *** P < 0.001 vs. LPS alone.
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5.  추출물이 NF-κB pathway의 활성

화에 미치는 영향

RAW 264.7 세포에 약재를 200, 400 μg/ml의 

농도로 1시간 동안 전 처리한 후 100 ng/ml LPS를 

18시간 동안 처리한 후 얻은 세포를 핵과 세포질로 

분리한 후 NF-κB pathway에 미치는 영향을 조사

하였다. 그 결과, 세포질 내에서는 LPS에 의해 Iκ

B-α의 인산화가 증가되었고, 이는  추출물에 의해 

농도 의존적으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다 

(Fig. 5A). 또한, LPS에 의해 핵 내로 이동하는 

NF-κB p65의 양이 증가하였고 이는  추출물에 의

해 효과적으로 감소됨을 알 수 있었다 (Fig. 5B). 

Figure 6. Inhibitory effect of KRJS extract on LPS-activated 
NF-κB signaling. RAW 264.7 cells were preincubated with 
200, 400 μg/ml of KRJS extract for 18 hr and then treated 
with 100 ng/ml of LPS for 30 min. The amount of NF-κB 
p65 in the nucleus, and the level of phospho-IκB-α in 
the cytosol were determined by western blotting. PARP and 
β-actin levels were used as internal markers for loading 
variation. 

고  찰

2002년 통계청에서 발표한 사망원인통계 자료를 

보면, 남녀 모두 1위 암, 2위 뇌혈관질환, 3위 심장

질환으로 나타났다. 최근 10년간 순환기계 질환에 의

한 사망률 변화를 보면 인구 십만 명 당 92년 156.0

명에서 2002년 127.8명으로, 전체적으로 감소한 것

으로 나타났다. 이는 순환기계 질환 중 고혈압성 질환

과 뇌혈관 질환에 의한 사망률이 감소했기 때문인데, 

주목할 점은 순환기계 질환 중 심근경색 등의 허혈성 

심장질환의 사망률은 오히려 늘었다는 사실이다. 허혈

성 심장질환은 혈액을 공급하는 관상동맥이 경화되어 

혈관이 탄력을 잃고 부분적으로 막혀서 심근으로 혈

액을 원활하게 공급하지 못해 발생하게 되는데, 동맥

경화증은 동맥이 약 70% 폐색이 되어도 특정한 증상

이 아닌 막연하고 애매한 증상들을 호소하고 통증이 

분명한 질환이 아닌데다가, 노화에 따라 누구에게나 

점진적으로 진행된다는 점에서 더욱 중요성이 있다32).  

동맥경화증의 원인에 관한 이론들 중에서 아직까지 

확실한 이론은 없다. 노화이론, 대사이론, 스트레스이

론, 호르몬 이론, 바이러스 혹은 독성 요인설, 다요인

설 등의 여러 이론이 있지만 논쟁이 계속되고 있다. 

최근에는 동맥경화의 발생이론이 크게 두 가지 측면

에서 접근되고 있는데, 첫 번째로 ‘손상에 대한 반

응가설 (reaction to injury hypothesis)'이 있다. 이 

가설은 죽상동맥경화증이 손상에 대한 반응으로 시작

된다는 것으로 염증반응과 밀접한 관련이 있다. 동맥

경화의 발생에 염증 반응이 관여한다는 기본적인 근

거는 병리학적인 관찰에 기인하는데, 죽상동맥경화반 

내에서 단핵구를 위시하여 대식세포와 T 림파구 등의 

염증세포들의 침윤이 발견되기 때문이다33). 특히 혈관 

내피세포 (vascular endothelial cell)와 평활근 세포 

(smooth muscle cell)에서 이런 염증세포의 침윤이 

두드러지게 나타난다34). 두 번째로 산화적 스트레스 

(oxidative stress)에 의한 가설이 있다. 우리 몸은 

항상성 유지를 위해 산화촉진물 (prooxidant)과 산화

억제물질 (antioxidant)들이 균형을 이루고 있다. 만

약 이 균형이 깨져서 산화 촉진 쪽으로 기울게 되면 

세포에 유해한 작용을 하게 되는데, 이를 산화적 스트

레스라고 한다. 이런 산화적 스트레스는 기본적으로 

노화와 밀접한 관련을 갖고 있으며, 체내 DNA 손상, 

지질의 과산화로 인한 세포막의 손상, 단백질과 지질

의 산화 등을 가져와 동맥경화나 암, 백내장, 노인성 

치매, 파킨슨씨병과 같은 질환 등을 유발 시킨다35). 

특히 동맥경화의 경우에서 Kunsch와 Medford 등의 

연구에 의하면36), 여러 가지 죽상동맥경화의 위험 인

자들이 공통적으로 혈관세포 내 산화스트레스 

(oxidative stress)를 증가시키고, 이에 따라 2차적

으로 redox-sensitive signaling pathway와 

transcription factor를 활성화함으로써 혈관세포와 

면역세포의 상호작용에 의한 염증을 유발하고, 혈관기

능의 장애를 초래하여 죽상동맥경화를 유발한다고 밝

혔다. 따라서, 항염증 효과를 동반한 천연물은 동맥경

화와 같은 만성 염증성 질환 (chronic inflammatory 

disease)의 예방 및 치료제 개발에 중요한 역할을 할 

수 있을 것이다.  

메탄올 추출물의 항산화 효과를 알아보기 위해 마

우스 대식세포인 RAW 264.7 세포에서 MTS assay

를 실행하여 세포독성이 없는 약재의 농도를 선정하

였다 (Fig. 1). 

염증은 외부 자극에 대한 생체조직의 방어반응의 

하나로, 임상적으로는 발적, 발열, 종창, 동통, 기능
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장애 등의 증상이 나타나며, cytokines, PGE2, 

lysosomal enzyme, free radicals 등 다양한 매개물

질이 관여하고 있다. 염증반응이 시작되면 염증반응의 

전사인자인 NF-κB가 활성화되는데, NF-κB의 활

성화는 먼저 IL-1β, IL-6, IL-8과 TNF-α를 포

함하는 일부 주요 염증촉진 단백질의 유전자 발현을 

조절하며, 또 COX-2와 iNOS의 활성화를 조절하여 

염증반응 전반에 걸쳐 중요한 역할을 한다38). 동맥경

화증의 경우도 지속적인 NF-κB의 활성화에 의한 

염증 및 혈관 평활근세포의 증식과정으로 인해 일어

나는 것으로, 동맥경화 병변부위에서 평활근세포, 대

식세포 및 혈관내피세포의 NF-κB의 활성이 증가되

어 있으며, 잠정적 병인인자인 oxidased LDL 또한 

NF-κB의 활성을 촉진하는 것으로 보고되어 있다39). 

NF-κB 활성화에 관여하는 인자들에는 TNF-α, 

lymphotoxin, IL-1β, IL-6와 같은 여러 가지 염

증성 사이토카인들, mitogens, lipopolysaccharide 

(LPS), 단백질 합성 저해제, 산화적 스트레스, 자외

선, phorbol esters 등이 있는데40), 흥미로운 점은 

이 물질들이 대부분 ROS를 발생하는 것으로 알려져 

있고, 이 NF-κB 활성화는 화학적으로 광범위한 항

산화제에 의해 저해된다는 사실이다. 이러한 연구는 

NF-κB 활성화가 대부분 산화반응에 의해 촉진됨을 

보여주는 것으로 산화와 염증의 밀접한 연관성을 잘 

보여주고 있다고 할 수 있다.

RAW 264.7 세포에  추출물을 처리하고, 1시간이 

지난 후에 LPS를 처리하여 염증을 유발하였다. 그리

고 염증인자인 NO, PGE2의 production, iNOS, 

COX-2 expression, proinflammatory cytokines인 

TNF-α, IL-1β, IL-6의 생성량 을 측정하였다. 

그 결과,  추출물은 모두 LPS로 유도된 염증 인자들

을 농도 의존적으로 효과적으로 감소시키는 것으로 

나타났다. 또한 LPS에 의해 유도되는 NF-κB의 활

성화를 저해함을 확인하였다.

이러한 실험 결과들로 보아, 의 추출물은 탁월한 

항염증 활성을 가지고 있음을 알 수 있었다. 따라서 

동맥경화를 비롯한 고혈압, 암, 당뇨, 관절염 등의 만

성 염증성 질환의 예방과 치료에 효과적으로 적용할 

수 있을 것으로 생각된다.

결  론

마우스 대식세포에서 의 항염증 효과에 관한 연구

를 수행하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. 마우스 대식세포인 RAW 264.7 세포에 대한  추

출물의 독성을 조사하여 생존율에 영향을 미치지 

않는 농도 (200, 400 μg/ml)에서 실험을 진행하

였다. 이는  추출물의 항산화 및 항염증 효과가 

세포 생존율의 감소에 의한 것이 아니라 각각 약

재들의 고유한 특성임을 말한다. 

2. 약재를 1시간 전 처리한 후, 100 ng/ml의 LPS를 

처리하여 염증을 유발하였다. 그 결과,  추출물이 

LPS로 유도되는 NO, PGE2의 생성량과 iNOS, 

COX-2의 발현을 크게 저해하였고, 또한 염증성 

사이토카인 TNF-α, IL-1β, IL-6의 생성량도 

현저히 감소시켰다. 

3. 세포에 약재를 200, 400 μg/ml의 농도로 1시간 

동안 전 처리한 후 100 ng/ml LPS를 18시간 동

안 처리한 후 얻은 세포를 핵과 세포질로 분리한 

후 NF-κB pathway에 미치는 영향을 조사한 결

과,  추출물은 LPS에 의해 유도되는 NF-κB의 

활성화를 저해하는 것을 확인할 수 있었다.

이러한 실험 결과들로 보아,  추출물은 뛰어난 항

염증 효과를 가지고 있었으며, 이는 동맥경화를 비롯

한 고혈압, 암, 당뇨나 관절염 등 만성 염증성 질환 

(chronic inflammatory disease)의 예방과 치료에 

효과적으로 사용할 수 있을 것으로 기대된다. 
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