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ABSTRACT

Objective : This study was performed to estimate the effects of OMC-2010 extract on cytokine production in 

mouse spleen cells. 

Methods : Mouse spleen cells were pre-treated with ethanol and water extract of OMC-2010 for 1 h, then 

stimulated with lipopolysaccharide (LPS, 1 μg/ml) for 48 h. Then the cells were harvested for real-time 

reverse transcription polymerase chain reaction to detect cytokines. 

Results : OMC-2010 ethanol extract significantly inhibited the LPS-induced interleukin (IL)-1beta, tumor 

necrosis factor (TNF)-alpha and IL-5 mRNA expressions, but not shown such changes in IL-6, IL-4, IL-13. 

OMC-2010 water extract significantly inhibited the LPS-induced TNF-alpha, and IL-5 mRNA expressions, but 

not shown such changes in IL-1beta, IL-6, IL-4, IL-13. 

Conclusions : Theses results could suggest that both ethanol and water OMC-2010 extract could inhibit the 

TNF-alpha and IL-5 mRNA expression. 
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서 론1)2)

최근 천연물에 의한 신약 개발 및 건강식품에 관한 관심이 

많아지면서, 음식이나 식품으로부터 면역증강에 대한 연구가 

많이 이루어지고 있다. 천연물질로부터 항암, 항산화, 면역활

성 등의 효과에 대한 연구는 추후, 적은 부작용, 적은 치료 

비용을 의미할 수 있다. 면역 조절 작용은 생명 유지에 있어 

가장 근본이 되는 과정으로, 암, 염증 등의 발생과 예방에 필

수적이다1). 

비장에서는 면역조절에 관여하는 세포가 다수 존재하는데, 

면역조절에 관여하는 대부분의 T 세포는 interferon (IFN)-

γ, tumor necrosis factor (TNF)-α를 분비하는 Th1 

type과 interleukin (IL)-4, IL-5, IL-13 등을 분비하는 

Th2 type이 있다. T 세포에서 분비되는 이런 사이토카인은 

세포성 면역반응의 실행단계에서 작용을 나타내며, 면역 세포

와 염증계간의 신호 전달 과정에서도 중요한 역할을 한다2,3). 
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金水六君煎은 肺腎虛寒의 虛症에 주로 사용하는 처방으로 

1642년경《景岳全書》에 최초로 수록된 처방으로서 일명 歸

地二陳湯 혹은 熟地二 陳湯이라고도 한다. 金水六君煎은 경구

투여가 알레르기성 천식 모델 마우스의 기관의 조직 및 미세

구조에 미치는 영향이 보고하는 등 면역세포에 영향이 있음을 

보고하고 있다4). 본 연구에서는 金水六君煎이 면역세포에 미

치는 효과를 증대시키기 위해서, 처방 구성 및 용량을 변경한 

OMC-2010을 이용하여 면역세포 조절 능력을 관찰해 보았

다. OMC-2010은 “金水六君煎“의 기원처방인 熟地黃

(Rehmanniae Radix), 半夏(Pinellia Tuber), 陳皮(Citri 

Pericarpium), 甘草(Glycyrrhizae Radix)를 주성분으로 포

함하고, 桔梗(Platycodi Radix) 및 五味子(Schizandrae 

Fructus)가 가미한 처방이다. 金水六君煎에도 補陰, 去痰 작

용이 훌륭하지만, 여기에다가 去痰 작용이 좋은 桔梗, 補陰 

작용이 탁월한 五味子를 추가하여 약효를 증대를 시도하였다. 

본 연구에서는, OMC-2010의 면역조절효과를 조사하기 

위해, 비장세포를 분리하여 사이토카인의 분비를 조사하였다. 

OMC-2010을 에탄올과 물을 통해 추출한 다음, 비장세포에 

처리하여, 전염증성 사이토카인인 IL-1beta, IL-6, 

TNF-alpha등을 조사하고, Th2 사이토카인인 IL-4, IL-5, 

IL-13의 발현을 관찰하였다. 

재료 및 방법

1. 재료 

1) 실험동물
모든 실험은 원광대학교에서 정해놓은 동물 관리 규정에 

따라 수행되었다. 본 실험에 사용한 C57BL/6 Mouse (체중 

15-20g, female)는 오리엔트 바이오 (성남, 경기도, 대한민

국)에서 구입하였다. 실험동물은 원광대학교 한의과대학 동물

사육실에서 일정한 조건(온도:21±2℃. 습도:50~60%. 명암: 

12시간 주기하에서 일반 고형사료(오리엔트 바이오, 성남)와 

물을 충분히 공급하면서 환경 적응을 위해 일주일 동안 적응

시킨 후 실험하였다.

2) 약재 
실험 약재인 熟地黃, 半夏, 陳皮, 甘草, 桔梗, 五味子는 

Omniherb(영천, 대한민국)에서 구입한 후 정선한 후 실험약

재로 사용하였다. 충북테크노파크 전통의약산업센터에서 확인

한 후 약재를 사용하였으며, 일부는 보관하였다.

2. 방법

1) 약물 추출
(1) 에탄올 추출

熟地黃, 半夏, 陳皮, 甘草, 桔梗, 五味子를 2:1:1:0.5:1:1

로 섞은 처방을 50배의 70% 에탄올 용액을 가하여 37℃ 항

온수조에서 24시간 동안 추출하였다. 추출 후 에탄올층(상등

액)을 회전감압농축기(EYELA, RikakikiCo., Tokyo, Japan)

로 농축한 후, 생리식염수 녹여 stock solution을 제조하였

다. 제조된 stock solution은 －20℃에 보관하면서 분석방법

에 적합하도록 희석하여 사용하였다 

(2) 물 추출

熟地黃, 半夏, 陳皮, 甘草, 桔梗, 五味子를 2:1:1:0.5:1:1

로 섞은 처방을 50배의 물에 약탕기(대웅, 한국)로 3 시간 가

열 추출한 다음 여과한 후, 동결 건조하여 각각 건조분말을 

얻었으며, 실험을 위하여 4℃에 보관했다. 생리식염수 녹여 

stock solution을 제조하였다. 제조된 stock solution은 －

20℃에 보관하면서 분석방법에 적합하도록 희석하여 사용하

였다 

2) Mouse splenocytes 준비
C57BL/6 마우스로부터 spleen을 분리하여 micro slide 

glass로 잘개 으깬 뒤, 0.4 ㎛ nylon cell strainer로 여과하

였다. 1200rpm에서 10분간 원심분리 한 후 증류수를 이용하

여 적혈구를 파괴하였다. Splenocyte를 세척하여 

RPMI-1640으로 부유한 후 cell수를 측정하였다. 

3) 세포 독성 분석
Spleen cell의 생존율은 밀집세포의 미토콘드리아 탈수소 

효소에 의해 자줏빛 formazan 생성물로 변하는 MTT환원을 

바탕으로 MTT분석법으로 측정했다. 간단히 설명하면 지수성

장을 하는 세포들은 RPMI-1640배지에서 동일한 밀도로 현

탁하였고, 여러 가지 농도로 OMC-2010을 처리하였다. 48시

간 동안 배양한 뒤 5 mg/ml의 농도로 배양하기 위해서 

MTT용액을 첨가하고 다시 30분 동안 배양하였다. 

MTT-formazan 생성물은 DMSO를 첨가함으로써 용해했다. 

formazan의 양은 용해액을 96-well plate에 loading한 후, 

540 nm에 흡수되는 양을 측정함으로서 결정했다.

4) mRNA 발현 측정
세포에 TriZol 1㎖를 넣은 후 Chloroform 200㎕를 넣고 

vortexing한 후 12,000 rpm, 4℃에서 15분 동안 원심분리

한 후 상층액을 분리하여, -20℃에 보관된 isopropanol 500

㎕를 넣은 뒤 상온에서 30분 동안 놓아두었다. 이를 12,000 

rpm, 4℃에서 10분 동안 원심 분리하여 용액을 버리고 80% 

ethanol 1㎖을 넣은 후 7,500 rpm, 4℃에서 5분 동안 원심 

분리하였다. ethanol을 버리고, DEPC treated water에 녹

인 후 fluorometer를 이용하여 정량하였다. 동량의 mRNA를 

cDNA로 합성 하였다. cDNA를 가지고 Taqman 방식으로 염

증성 활성 물질을 측정 하였다. 각 primer와 probe는 

Applied Bio systems (CA, USA)에서 구입하였다. 

5) 통계 처리
실험 결과는 Mean ± SE로 표시하였고, 대조군과 실험군

의 차이를 검정할 때에는 one way ANOVA로 검정하여 P값

이 0.05 미만일 때 통계적으로 유의한 차이가 있는 것으로 

판정하였다.

결 과

1. OMC-2010이 세포 독성에 미치는 영향

OMC-2010이 마우스 비장 세포의 대사 및 독성에 영향을 

미쳐서 사이토카인 조절에 관여할 수 있음을 배제하기 위하
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여, 비장 세포에서 OMC-2010를 48시간 동안 처리하여 세

포 생존률을 관찰하였다. 그 결과, 아래 Fig. 1과 같이 

OMC-2010은 마우스 비장세포에서 유의성 있는 세포 독성을 

보이지 않았다. 

 

Fig. 1. The cytotoxicity of OMC-2010. The spleen cells were 
incubated with OMC-2010 as indicated doses for 48 h. The cell 
viability was meausred by MTT assay. The results were similar in 
3 additional experiments.

2. OMC-2010이 전염증성 사이토카인 분비에 

미치는 영향

OMC-2010이 마우스 비장세포에서 LPS로 유도한 전염증

성 사이토카인 발현에 미치는 영향을 조사하기 위해, 

OMC-2010을 마우스 비장세포에 1시간 동안 전처리한 후, 

LPS (1 μg/ml)를 48시간 동안 처리하여 비장 세포의 활성

화 및 사이토카인 분비를 촉진시켰다. 그 결과, OMC-2010 

에탄올 추출물은 IL-1beta와 TNF-alpha의 발현을 유의성

있게 억제하였으나, IL-6의 발현을 억제하지 못하였다. 또한 

OMC-2010 물 추출물은 TNF-alpha의 발현을 유의성 있게 

억제하였고, IL-1beta와 IL-6의 발현은 억제하지 못하였다 

(Fig. 2). 

Fig. 2. Effect of OMC-2010 on the mRNA expression of IL-1beta, 
IL-6 and TNF-alpha. The cells were pre-treated OMC-2010 
extract as indicated concentrations for 1 h, and then incubated 
with or without 1 μg/ml LPS for 48 h. Detail methods were 
described Materials and Methods. *P < 0.05 : significant as 
compared to saline, †P < 0.05 : significant as compared to LPS 
alone. The similar results were obtained from three additional 
experiments.

3. OMC-2010이 Th2 사이토카인 분비에 미치

는 영향

OMC-2010이 마우스 비장세포에서 LPS로 유도한 Th2 

사이토카인 발현에 미치는 영향을 조사하기 위해, 

OMC-2010을 마우스 비장세포에 1시간 동안 전처리한 후, 

LPS (1 μg/ml)를 48시간 동안 처리하여 비장 세포의 사이

토카인 분비를 촉진시켰다. 그 결과, OMC-2010 에탄올 추

출물과 물 추출물은 IL-5의 발현을 유의성있게 억제하였으

나, IL-4, 13의 발현을 억제하지 못하였다 (Fig. 3). 

Fig. 3. Effect of OMC-2010 on the mRNA expression of IL-4, 5, 
and 13. The cells were pre-treated OMC-2010 extract as 
indicated concentrations for 1 h, and then incubated with or 
without 1 μg/ml LPS for 48 h. Detail methods were described 
Materials and Methods. *P < 0.05 : significant as compared to 
saline, †P < 0.05 : significant as compared to LPS alone. The 
similar results were obtained from three additional experiments.

고 찰

본 연구에서는 면역 조절에 관여하는 전염증성 사이토카인

인 IL-1beta, IL-6, TNF-alpha의 mRNA 발현 및, 천식에 

관여하는 Th2 사이토카인인 IL-4, IL-5, IL-13의 mRNA 

발현을 조사하였다. OMC-2010 에탄올 추출과 물 추출은 동

시에 TNF-alpha와 IL-5의 발현을 유의성있게 억제함으로서 

면역 조절 및 천식에 있어서 가능성을 보여주었다. 

OMC-2010 에탄올 추출물은 물 추출과 다르게 IL-1beta의 

발현을 억제함으로서, 에탄올 추출물에는 물 추출과 서로 다

른 유효성분이 있음을 직간접적으로 보여주었다. 

TNF-alpha는 전신성 염증과, 급성 반응을 조절하는 사이

토카인이다. 주로 활성화된 대식세포에서 생성 되며, 도한 

CD4+ T cell이나 NK cell에서도 생성된다5). TNF-alpha의 

주요한 역할은 면역세포의 조절이다5,6). TNF-alpha는 세포

의 apopotosis를 유도하며, 추가적인 IL-1beta, IL-6의 분

비를 촉진시킨다7). 실제로 TNF-alpha의 분비를 억제하였을 

때, 대장염, 천식 등을 억제했다는 보고가 다수 있다8,9). 그렇

기 때문에 TNF-alpha의 억제는 큰 의미를 가질 수 있다. 

OMC-2010의 에탄올 및 물 추출물은 LPS로 활성화된 비장
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세포에서 나오는 TNF-alpha의 발현을 크게 억제하였고, 이

는 추후 면역 조절에 크게 기여할 수 있음을 보여준다. 

IL-5는 Th2 사이토카인으로, 주로 IL-5 수용체와 결합하

여 B세포의 성장에 관여하고, immunoglobulin의 생성에 기

여한다10,11). 또한 eosinophil의 활성에 아주 중요한 매개체로

서, 천식 반응에 관련하여 아주 중요한 사이토카인이다12). 임

상적으로도 IL-5는 알러지성 천식의 발견 지표로 사용되어 

왔고, eosinophil의 활성과 큰 유사성을 가지는 것으로 보여 

많이 사용되고 있다13). 이 연구에서 OMC-2010 에탄올 및 

물 추출물은 IL-5의 발현을 유의성 있게 억제하였고, 이는 

OMC-2010이 면역 조절 뿐만 아니라 Th2반응과 관련된 천

식에서도 유효한 효과가 있을 것으로 추측할 수 있다. 

본 연구에서는 사이토카인 분석 뿐만 아니라, 추출 용매에 

따른 OMC-2010의 효과를 비교하였다. 용매에 따라 약효가 

크게 다를 것이라는 예상과 달리, OMC-2010은 에탄올 및 

물 추출물에서 아주 비슷한 효과를 보였다. 다만 OMC-2010

의 에탄올 추출물은 물 추출과 다르게 IL-1beta의 발현을 억

제하는 효과를 보여주었는데, 이는 에탄올 추출물이 

IL-1beta 기전에도 관여함을 의미하는 것으로, 추후 패혈증

과 같은 염증 모델에서 더 효과적임을 알 수 있었다. 하지만 

TNF-alpha 및 IL-5의 발현 억제에서는 물 추출물이 에탄올 

추출물에 비하여 월등하게 좋은 효과를 보였기 때문에, 천식

에서는 물 추출물이 오히려 더 좋은 효과를 보일 수도 있을 

것으로 사료된다. 추출 용매에 따른 성분 분석에 대하여 추가

적인 실험이 이루어져야 할 것으로 생각된다. 

   

결 론

金水六君煎을 기원으로 한 OMC-2010 추출물의 면역 조

절 능력을 관찰한 결과 다음과 가은 결론을 얻었다. 

1. OMC-2010 에탄올 추출물 및 물 추출물은 비장 세포에서 

세포 독성을 보이지 않았다. 

2. OMC-2010 에탄올 추출물 및 물 추출물은 TNF-alpha

의 생성을 유의성 있게 억제하였고, OMC-2010 에탄올 

추출물은 IL-1beta의 발현 또한 억제하였다. 

3. OMC-2010 에탄올 추출물 및 물 추출물은 Th2 사이토카

인인 IL-5의 발현을 유의성 있게 억제하였다. 

이상의 결과, OMC-2010은 비장세포에서 TNF-alpha와 

IL-5의 생성을 유의성 있게 억제하였으며, 이는 OMC-2010 

추출물은 추후 면역 질환 및 천식 등에 유효할 것으로 사료된

다. 
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