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Mouse cell에서 荊芥連翹湯의 iNOS 생성 억제 효과

박정훈·김종채·홍승욱

동국대학교 대학원 한의학과 안이비인후피부과학교실

The effects of Hyunggaeyungyo-tang of suppression of 

iNOS production on RAW 264.7cell

Jung-Hoon Park·Jong-Che Kim·Seung-Ug Hong

  Background and Objectives : The aim of this study was to investigate anti-inflammatory and anti-oxidant 

effects of Hyunggaeyungyo-tang(HYT) on RAW 264.7 cells.

  Material and Methods : Two types of experiments were implemented for this study: first, the experiment 

to study the anti-oxidant effect of HYT using riboflavin; second, in vitro experiment to investigate the 

suppression of NF-κB activation using RAW 264.7 cells (IκB kinase and induce nitric oxide synthase mRNA 

expression)

  Results : 1. The anti-oxidant effects of HYT was dose-dependantly increased.

          2. The RAW 264.7cells were treated with LPS for 1 hours prior to the addition of indicated 

concentrations(0.4,-1.0㎎/㎖) of HYT, and the cells were further incubated for 24 hours. The 

LPS-induced IKK & iNOS mRNA expression were dose-dependantly decreased in HYT treated 

RAW 264.7cells.

  Conclusion : The results suggest that HYT is significantly effective in the treatment of inflammation 

through the suppression of NF-κB activation and iNOS production.

Key words : Hyunggaeyungyo-tang, anti-inflammation, NF-κB, iNOS

Ⅰ. 서  론

  염증은 생체 자극에 대한 반응기전이며, 주로 

종창, 발적, 발열, 통증을 유발하며, 이후 기능의 

장애까지 나타내게 된다. 종창은 염증으로 인해 조

직내에서 혈장, 혈구 등이 혈관벽을 뚫고 나오는 
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체액을 말하며 이 삼출액이 지각신경을 압박할 경

우 심한 통증을 유발시킨다1)
.

  荊芥連翹湯은 명대 龔廷賢의 《萬病回春》2)에 

처음 수록되어 風熱이 上發하여 頭上諸症을 야기

시킨 것을 다스리는 대표적인 방제로 각종 이비인

후질환에 많이 활용하였으며3)
, 알레르기 비염 중 

感受風寒型의 증상에 사용할 수 있는 처방이다. 지

금까지 항알레르기 작용에 대한 연구4)
, 유전독성 

평가5)
 등의 실험 연구가 이루어져 왔으며, 특히 

송6)은 형개연교탕가미가 알레르기 비염에 임상적

으로 효과가 있음을 보고하였다. 이에 불구하고 형

개연교탕에 대한 알레르기 비염 유발 동물 실험에 

대한 보고는 아직 이루어지지 않았다.

  이에 저자는 형개연교탕의 항산화작용과 항염증 

효과를 관찰하기 위하여 RAW 264.7 세포를 이용

하여 NF-κB 활성억제를 통한 항염증효과(iNOS 

발현)를 관찰하여 유의한 결과를 얻었기에 보고하

는 바이다.

Ⅱ. 실  험 

1. 세포와 실험재료

1) 세포주와 세포 배양

  실험에 사용한 마우스의 RAW264.7 cell은 

KCLB(Korean Cell Line Bank)에서 구입하였다. 

세포는 37℃, 5% CO
2
 incubator(Sanyo, Japan)에

서 10% Fetal Bovine Serum(Sigma, USA)가 함

유된 Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM, Welgin, Korea)을 사용하여 배양하였다. 

오염방지를 위해 항생제로 100 unit/㎖ penicillin 

(Sigma, USA), 100 ㎍/㎖ streptomycin(Gibco 

/BRL, USA)을 첨가하였다.

2) 재료

  형개연교탕(Hyunggaeyungyo-tang) 2첩을 증류

수 500 ㎖에 넣고 2시간동안 전탕한 후 여과하였

다. 그 여액을 rotary evaporator를 이용하여 50 

㎖으로 감압 ․ 농축한 후 동결 건조한 것을 사용하

였고, MTT assay 결과 형개연교탕 추출물 10 ㎎/

㎖까지는 세포생존율의 변화가 일어나지 않아 

0.25, 0.5, 1.0 그리고 2.0 ㎎/㎖를 첨가량으로 결

정하였다. 

Table Ⅰ. The Amount and Composition of HYT Extract

Herbal 
Name

Scientific Name Dose(g)

荊  芥
連  翹
防  風
當  歸
川  芎
白芍藥
柴  胡
枳  殼
黃  芩
梔  子
白  芷
桔  梗
甘  草

Schizonepetae Herba
Forsythiae Fructus

Ledebouriellae Radix
Angelicae gigantis Radix

Cnidii Rhizoma
Paeomiae Radix Alba

Bupleuri Radix
Aurantii Fructus

Scutellariae Radix
Gardeniae Fructus

Angelicae dahuricae Radix
Platycodi Radix

Glycyrrhizae Radix

5.25
5.25
5.25
5.25
5.25
5.25
5.25
5.25
5.25
5.25
5.25
5.25
3.75

Total Amount 66.75

Abbreviation : HYT, Hyunggaeyungyotang

2. 실험 방법 

1) 염증 유도 산화 스트레스 완화 효과 조사

  항산화능력을 측정하기 위해 Riboflavin을 이용

한 활성산소 소거실험을 실시하였다. 우선 

photocell에 40 mM buffer 2.6 ㎖, nitroblue 

tetrazolium 100 ㎕, EDTA/cyanide 200 ㎕, 

riboflavin 100 ㎕ 그리고 항산화 측정할 농도별(1, 

2, 4, 6, 8 그리고 10 ㎎/㎖) 형개연교탕 추출물 

100 ㎕을 넣고 3번 섞어주었다. Abs 560nm에서 

autozero를 잡고 light box에서 1분동안 조사한 

후 흡광도를 측정하였다. 이 작업을 10번 반복하

여 평균값을 계산하였다. 
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2) NF-κB 활성 관련 염증효소 유전자 발현 

억제 효과 조사

  형개연교탕이 NF-κB 활성에 관여하는 IκB 

kinase(IKK)와 염증효소인 induce nitric oxide 

synthase(iNOS)의 mRNA 발현에 미치는 영향을 

조사하기 위해 역전사중합효소연쇄반응법(Reverse 

Transcriptase-Polymerase Chain Reaction, 

RT-PCR)을 실시하였다. RAW 264.7macrophages 

- 5×10
5 

cells/well을 6well에 plating 하고 12시간 

후에 lipopolysaccharide(1 ㎍/㎖, Sigma)를 2시간 

처리하여 NF-κB 활성을 유도한 후 형개연교탕 

추출물 0.25, 0.5, 1.0 그리고 2.0 ㎎/㎖를 농도별

로 첨가하여 24시간동안 배양하였다. 배양 후 수

거한 RNA를 trizol reagent(Sigma)를 사용하여 추

출한 다음 fluorometer (introgen, USA)로 RNA

를 정량하였다. RT-PCRkit(Premega, USA)를 이

용하여 cDNA를 합성한 후 IKK와 iNOS primer

를 PCR machine으로 반응시켰다(TableⅡ). PCR 

산물은 1-2% agarose gel상에서 전기영동하여 

relative intensity로 측정하였다. 한편 RT-PCR의 

정확성을 평가하기 위하여 internal standard인 

beta-actin의 증폭을 동시에 실시하였다. 

3) 영상분석과 통계처리 

  유전자 발현의 relative intensity의 수치화를 위

해 Image pro Plus(Media Cybernetic, USA)를 

Table Ⅱ. The Primer of IKK, iNOS and β-actin mRNA

Primer Primer Sequences
Product

(bp)

No. of 

Cycles

IKK
sense 5' CCA CCC AGT TCC ACA AGT CT 3'

380 35
antisense 5' CCT CCA CTG CGA ATA GCT TC 3'

iNOS
sense 5' AGA CTG GAT TTG GCT GGT CCC TCC 3'

527 30
antisense 5' AGA ACT GAG GGT ACA TGC TGG AGC C 3'

β-actin
sense 5' GGA GAA GAT CT GCA CCA CAC C 3'

840 35
antisense 5' CCT GCT TGC TGA TCC ACA TCT GCT GG 3'

Abbreviation : IKK, IκB kinase; iNOS, inducible nitric oxide synthase. 

이용한 영상분석을 실시하였다. 유의성은 ANOVA 

test(SPSS17, SPSS. USA)를 통해 확인하였고, p 

< 0.05의 경우 유의성을 인정하였다. 

Ⅲ. 결  과

1. 항산화효과 

  형개연교탕 추출물의 항산화 효율은 1 ㎎/㎖에서 

17 ± 1.6%, 2 ㎎/㎖에서 35 ± 1.9%, 4 ㎎/㎖에

서 43 ± 2.1%, 6 ㎎/㎖에서 54 ± 2.7%, 8 ㎎/㎖

에서 64 ± 2.3%, 10 ㎎/㎖에서 71 ± 2.3%로 농

도-의존적으로 증가하였다(Fig. 1). 

Fig. 1. The anti-oxidant effects of HYT. 
The anti-oxidant effects of HYT were dose-dependantly 

increased.

Abbreviation : HYT, Hyunggaeyungyotang.
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2. RAW 264.7 세포내 IKK mRNA와 iNOS 

mRNA 발현 억제

1) IKK mRNA 발현 억제 

  LPS 자극에 의한 RAW 264.7 세포에서의 IKK 

mRNA 발현은 증가하였는데, 형개연교탕 추출물 

처리 후 농도-의존적으로 발현이 감소되었다. 즉, 

LPS 자극시 발현되는 IKK mRNA 발현량에 비해 

0.25 ㎎/㎖에서 1.0%, 0.5 ㎎/㎖서 31.8%, 1.0 ㎎/

㎖에서 70.8%, 2.0 ㎎/㎖에서 96.7%가 감소하였다

(Fig. 2). 

Fig. 2. Inhibition of LPS-induced IKK & iNOS mRNA 
expression by HYT. 

The RAW 264.7cells were treated with LPS for 1 

hours prior to the addition of indicated 

concentrations(0.4,-1.0 ㎎/㎖) of HYT, and the cells 

were further incubated for 24 hours. The LPS-induced 

IKK & iNOS mRNA expression were dose-dependantly 

decreased in HYT treated RAW 264.7cells. 

Abbreviation : LPS, lipopolysaccharide; HYT, 

Hyunggaeyungyotang; IKK, IκB kinase; iNOS, 

inducible nitric oxide synthase.

2) iNOS mRNA 발현 억제 

  LPS 자극에 의한 RAW 264.7 세포에서의 

iNOS mRNA 발현은 증가하였는데, 형개연교탕 

추출물 처리 후 농도-의존적으로 발현이 감소되었

다. 즉, LPS 자극시 발현되는 iNOS mRNA 발현

량에 비해 0.25 ㎎/㎖에서 9.7%, 0.5 ㎎/㎖서 

24%, 1.0 ㎎/㎖에서 51.9%, 2.0 ㎎/㎖에서 67.4%

가 감소하였다(Fig. 2). 

Ⅳ. 고  찰

  형개연교탕은 明代 龔廷賢의 《萬病回春》2)에 

처음 수록되어 風熱이 上發하여 頭上諸症을 야기

시킨 것을 다스리는 대표적인 方劑로 腎經風熱로 

인한 兩耳腫痛의 치료에 사용되었으며, 淸熱, 和血, 

解毒작용이 있기 때문에, 耳病뿐만 아니라 中耳炎, 

扁桃腺炎 등 각종 이비인후과 질환에도 응용한다. 

처방 중의 荊芥, 連翹, 防風은 散風熱하여 消腫하

고, 當歸, 川芎은 和血行血하여 諸經의 血凝氣聚를 

散하며, 白芍藥, 白芷는 除風止痛하고, 柴胡, 黃芩, 

梔子는 小陽火를 瀉하며, 桔梗, 枳殼은 胸膈을 利

하게 하고 快氣宣通하며, 甘草는 諸藥을 和하고 急

迫을 緩和하는 역할을 한다3,7)
. 이상에서 살펴본 

바와 같이 형개연교탕은 散風, 解熱, 消腫, 行血, 

止痛, 散火, 利氣하는 약효를 지니고 있어서 上焦, 

頭面部 및 넓게는 호흡기 계통의 염증을 치료하는 

작용이 있고, 알레르기 비염 치료의 빈용 처방으로 

보고 되어 임상적 연구8)가 이루진바 있다. 

  기존의 형개연교탕과 관련된 실험적 연구를 살

펴 보면 1986년도에 최초로 膿耳와 관련하여서 해

열 진통 및 소염작용에 대한 연구가 있었고9)
, 그

후 1990년에는 이 처방의 항알레르기작용과 관련

해 histamine과 serotonin에 대한 혈관 투과성 및 

지연형 homologous PCA 등에 미치는 영향에 관

한 연구가 있었으며4)
, 1997년에는 이 처방과 이에 
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麗澤通氣湯 등을 가미한 처방이 진통, 국한성 부

종, 지연형 반응 및 Histamine의 혈관투과성에 미

치는 영향에 대한 실험이 있었으며10)
, 2003년에는 

호흡기 계통 감염증의 주요 원인균으로 알려진 

Klebsiella pneumoniae에 대한 항균 작용에 대한 

실험이 있었고11)
, 2007년에는 RAW cell을 사용하

여 알레르기 반응에 관련이 있는 NO production, 

iNOS, COX-2, IL-6, TNF-α 등에 미치는 영향12

과 본방 투여에 따른 유전독성 평가 실험이 있었

고5)
, 2008년에는 추출물의 28일 경구반복투여에 

따른 독성시험13)과 rat의 수태능 및 초기 배발생에 

미치는 영향을 연구14)한 실험이 있었다.

  한편 산화스트레스는 활성산소종/활성질소종의 

발생과 항산화 방어기제간에 심각한 불균형을 초

래되는 상황을 말한다. 산화질소 소모가 동반된 산

화반응은 이차적인 산화, 질소화 및 nitrosation/ 

nitrosylation 물질을 생성하고 이러한 이차적인 

nitrated species는 독특한 염증성 세포 신호 전달

성을 나타낸다15-7)
. 염증성 산화물에 의한 산화, 질

소화스트레스는 내피세포 기능성 장애18)
, 고혈압19)

, 

동맥경화20)
, 허혈/재관류 손상21)

 및 염증반응15)의 

병리기전을 주도하는데, 다양한 자극은 큰포식세포

내 inducible nitric oxide synthase(iNOS)를 발현

시켜 L-arginine과 산소분자로부터 많은 양의 NO 

생성을 촉진시킨다22)
. 최근에는 iNOS의 전사인자 

NF-κB/Rel 활성 억제를 통한 NO 생성 저해로 

기인된 항염증효과에 관한 연구가 활발하게 이루

어지고 있으며, 특히 Cirsium rhinoceros(大薊)
23)

, 

Curcuma longa(鬱金)
24)

, Rosmarinus officinalis25)
 

등과 같이 약재에서 NO 조절제를 찾기 위한 많은 

연구가 진행되고 있다. 

  NO는 중성구와 큰포식세포를 포함하는 염증성 

세포에서 미량 생산된다. 큰포식세포는 inducible 

NOS(NOS2)를 포함하고 있고, 중성구는 기본적으

로 constitutive NOS(NOS1)를 발현하며, 염증성 

반응이 있을 때 NOS2를 발현한다. 큰포식세포에

서 유래된 NO는 L-arginine 의존적인 병원균 제

거능력을 나타내고 면역조절 역할을 한다26)
. NO에 

매개된 세포유해작용에 분자생물학적 기전은 주로 

Fe-S-NO 유도체를 불활성화 시키기 위한 enzyme 

4Fe-4S center의 산화, ribonucleotide reductase

의 불활성화에 의한 DNA 합성 저하 또는 단백질 

합성의 일반적인 저하로 설명된다24,27)
. 다양한 급

성 또는 만성 염증반응시 NO의 생성은 증가되어 

조직 손상에 기여하며, 조직내 NOS 발현과 

NO
2-

/NO
3-가 다양한 염증성 질환 시 증가되어 있

다28,29)
.

  본 연구는 형개연교탕 추출물의 iNOS mRNA 

발현 억제를 조사하기 위해 RAW 264.7 

macrophages에 LPS를 처리하였는데, 그람음성세

균의 세포벽 성분인 LPS는 강력한 면역시스템 활

성화 물질로서 국소염증, 항체생성 및 심한 감염의 

경우에는 패혈성쇼크를 유발한다고 보고되었다30)
. 

이러한 LPS분자는 CD14와 결합하고, PKC와 

PKA와 같은 신호전달체계를 활성화시키는 것으로 

알려져 있다30-2)
. CD14는 단핵구와 호중구에서 잘 

발현되는 55-kDa의 glycosylphosphatidylinositol 

-anchored protein으로 LPS 수용체라고 알려져 있

으며, LPS와 강하게 결합한다33)
. LPS 처리 후 

RAW 264.7 macrophages에서의 iNOS 발현은 증

가하지만, 형개연교탕 추출물 처리시 iNOS 발현은 

감소되었다. 이는 형개연교탕 추출물이 NF-kB 활

성을 억제한 결과로서, 형개연교탕 추출물은 IkB 

kinase(IKK) 활성을 감소시키며 이는 NF-kB/Rel

의 억제자인 IkB의 인산화 유도 감소로 이어져 

NF-kB/Rel는 불활성상태 남게 되어 생쥐 iNOS 

유전자의 TATA box 앞쪽 55bp와 917bp 위치의 

NF-kB /Rel 결합부위34)에 결합하여 전사 유도해

야 할 NF-kB/Rel 감소에 의해 iNOS 발현 감소가 

유도된 것으로 사료되며, IKK mRNA 발현도 형

개연교탕 추출물에 대해 농도 의존적으로 감소하

였다. 
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  우수한 항산화능이 있는 형개연교탕의 투여는 

점막손상을 완화시켰는데, 산호성백혈구 수 감소, 

Substance P 생성 감소 그리고 MIP-2 생성 감소 

등이 관찰되었다. 또한 산화스트레스에 의한 NF-

κB p65, p-IKB 그리고 iNOS 증가도 감소되었

다. 이상의 결과로 형개연교탕은 과도한 산화스트

레스 조절을 통해 전사인자 NF-κB 활성 억제를 

통한 항염증작용으로 점막의 손상을 완화시키는 

것으로 생각된다. 

  본 연구를 통해 각종 염증성, 알레르기성의 호

흡기 질환에서 항균, 항염증 작용을 목적으로 형개

연교탕을 응용할수 있을 것으로 생각된다.

Ⅴ. 결  론

  형개연교탕의 iNOS 생성 억제을 통한 항염증효

과를 살펴본 본 연구는 RAW 264.7 세포에서 

IKK mRNA와 iNOS mRNA 발현 변화를 조사하

여 다음과 같은 결론을 얻을 수 있었다.

1. 형개연교탕 추출물의 항산화 효율은 농도 의존

적으로 증가하였다.

2. 형개연교탕은 RAW 264.7 세포에서 농도의존

적으로 IKK mRNA와 iNOS mRNA의 발현을 

억제하였다. 

  이상의 결과로 iNOS mRNA 발현 억제능이 있

는 형개연교탕은 NF-κB 활성 조절을 통한 iNOS 

생성억제로 항염증작용을 일으켜 점막 손상을 완

화시키는 것으로 생각된다.
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