
약학회지 제 56권 제 4호 240~247 (2012)
Yakhak Hoeji Vol. 56, No. 4

240

사백산 물 추출물과 30% EtOH 추출물의 항염증 효과 비교연구

이동성*,†·최현규**,***,†·김경수**,***·김동철***·민홍기***·

리빈*·김종수***·박준형***·오현철***,#·김윤철*,**,***,#

*원광대학교 한방체액조절연구센터, **원광대학교 약학대학 천연물신약표준화소재은행, ***원광대학교 약학대학

(Received May 25, 2012; Revised August 1, 2012; Accepted August 12, 2012)

The Comparison between Sabaek-san Water and 30% EtOH Extracts
for Anti-inflammatory Effects

Dong-Sung Lee*,†, Hyun-Gyu Choi**,***,†, Kyoung-Su Kim**,***, Dong-Cheol Kim***, Hong-Ki Min***,

Bin Li*, Jong-Su Kim***, Jun-Hyeong Park***, Hyuncheol Oh***,# and Youn-Chul Kim*,**,***,#

*Hanbang Body-Fluid Research Center, Wonkwang University, Iksan 570-749, Korea

**Standardized Material Bank for New Botanical Drugs, College of Pharmacy, Wonkwang University, Iksan 570-749, Korea

***College of Pharmacy, Wonkwang University, Iksan 570-749, Korea

Abstract—Sabaek-san has been used for the treatment of inflammatory diseases derived from the cold with high fever,

cough, and lung dysfunction in Korea and China. There is no study for the comparison between different solvent extracts

of Sabaek-san. We made two samples, one is Sabaek-san water extract (SBSW) and the other is Sabaek-san 30% EtOH

extract (SBSE). Both extracts inhibited inducible nitric oxide synthase(iNOS) protein, reduced iNOS-derived nitric oxide

(NO) production in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW264.7 cells. Also, they reduced tumor necrosis factor-α (TNF-
α) and interleukin-1β (IL-1β) production. These anti-inflammatory effects caused by induction of heme oxygenase (HO)-1.

HO-1 enzyme plays an important role of cellular anti-oxidant and anti-inflammatory systems. The induction of HO-1 is pri-

marily regulated at the transcriptional level, and its induction by various inducers is related to the nuclear transcription fac-

tor-E2-related factor 2 (Nrf2). However, it is worth taking note that SBSE has more powerful anti-inflammatory effects than

SBSW. In this study we suggest that different solvent extraction makes different therapeutic actions.
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대표적 대식세포인 RAW264.7을 포함한 대식세포나 단핵

구(monocyte)에 lipopolysaccharide(LPS)를 처리하였을 때,

inducible nitric oxide synthase(iNOS), cyclooxygenase(COX)-

2 등의 효소를 발현시켜 염증관련 인자인 nitric oxide(NO)와

prostaglandin E2(PGE2)를 각각 생성한다. iNOS는 염증 반응을

보이는 대식세포에서 NO를 생성하여 염증 반응을 조절하는 중

요한 역할을 하는 효소로, iNOS의 신호에 의해 발생된 소량의

NO는 체내에서 혈액순환을 촉진하거나 면역반응 증강 등 긍정

적인 작용을 하지만 외부 자극 또는 자가면역으로 인한 과도한

분비는 염증 반응을 촉진시켜 다양한 염증성 질환을 야기하므로

iNOS의 발현 및 그에 따른 NO생성의 조절은 염증 억제에 중요

하다.1) 또한, 대식세포에서 LPS 처리시 tumor necrosis factor-

alpha(TNF-α), interleukin(IL)-1β, IL-6 등의 염증성 사이토카인

(pro-inflammatory cytokine)을 증가시킨다고 보고 되었다.3-5)

TNF-α는 염증의 주요한 개시인자로서 조직 손상을 유발하는 것

으로 알려져 있다. TNF-α는 혈관 내피세포의 표면 부착인자의

발현을 유도하여 백혈구나 대식세포를 염증 병소로 모이게 한다.

이러한 염증성 생성물들은 감염초기에는 세균을 죽이거나 종양

을 제거하는 등의 중요한 역할을 하지만, 병리적 요인들로 인한

과도한 발현은 오히려 만성적 염증을 유발시켜 조직의 손상과 유

전자 변이 및 신경손상을 초래한다.

항염증 작용을 나타내는 여러 가지 메커니즘 중에서 최근 주
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목 받고 있는 heme oxygenase(HO)는 세포의 항산화 시스템에

서 중요한 역할을 담당하는 단백질로서, HO 유도체들 중 유도

가능한 형태인 HO-1은 세포내의 heme을 분해하여 일산화탄소,

철, billiverdin/bilirubin의 세가지 생성물을 만든다.6) 이렇게 분해

된 세가지 형태의 생성물들과 HO-1 그 자체는 세포손상 및 사

멸의 억제,7,8) 항염증9) 및 항산화10,11) 작용을 하는 것으로 알려

져 있으며, 특히 항염증 작용은 주로 billiverdin/bilirubin과 일산

화탄소에 의한 것임이 보고 되었다. Nuclear factor-E2 related

factor 2(Nrf2)의 핵 내로의 전사는 HO-1 단백질 발현에 관여하

는 여러 메커니즘 중 매우 큰 부분을 차지하는 인자로 알려져 있

다. 전사 인자로서의 Nrf2는 HO-1을 포함하는 항산화 또는 항

염증 유전자에 존재하는 antioxidant response element(ARE)에

결합하여 이들 유전자의 발현과 단백질 생성을 유도하여 생체방

어기전의 핵심적 역할을 담당한다.12,13)

사백산(瀉白散)은 송대(宋代) 전을(錢乙)의 저서 소아약증직결

(小兒藥證直訣)14)에 처음 수록된 처방으로 청사폐열(淸瀉肺熱),

평천지해(平喘止咳)의 효능을 지녀, 폐열(肺熱)(폐열이 있으면 기

침하고 추웠다 열이 나며 높은 열이 나면서 물을 많이 마시고 숨

이 차며 가슴이 답답하고 오른쪽 뺨이 붉다)로 해수(咳嗽)가 심

하여 기급(氣急)하고 피부증열(皮膚蒸熱)하며 오후에 발열이 더

욱 심하고 설홍태황(舌紅苔黃), 맥세삭(脈細數) 한 증상을 치료하

는데 사용되어 왔다.15,16) 사백산 처방은 상백피(桑白皮), 지골피

(地骨皮), 감초(甘草)의 세 가지 약재로 구성되어 있다. 지골피는

구기자나무 Lycium chinense Mill.(가지과 Solanaceae)의 뿌리껍

질로 해열, 혈압강하,17) 혈당강하 작용이 알려져 있어 결핵에 의

한 조열(潮熱), 골증열, 기침, 토혈, 번열소갈(煩熱消渴), 고혈압,

악성 종기에 쓰인다. 상백피는 뽕나무 Morus alba L.(뽕나무과

Moraceae)의 뿌리껍질로 이뇨, 혈압강하, 혈당강하,18,19) 항균,20)

미백,21) 항염증22) 작용이 있어 소염성 이뇨와 해열, 진해약으로

기관지염, 천식 등에 쓰인다. 감초는 유럽감초 Glycyrrhiza glabra

L., 만주감초 Glycyrrhiza uralensis Fisch.(콩과 Leguminosae)의

뿌리와 주출경(走出莖)을 그대로 또는 주피를 제거 한 것으로 항

염증, 진경 작용이 있어 진해거담약, 진경약, 소화기 궤양치료약

등으로 광범위하게 쓰인다.23)

본 연구에서는 사백산의 이러한 한의약학적 쓰임 중 하나

인 항염증 작용의 과학적인 근거를 제시하고자 하였다. 또한,

저자들은 한방 처방들이 주로 전통적인 방법인 열수 추출물

형태로 임상적으로 이용되고 있으나, 한방 처방을 함수 알코

올을 용매로 사용하여 가열 추출할 경우 추출 효율의 증대 등

에 따른 추출물의 조성의 차이에 의한 효능의 변화를 예측하

였다. 즉, 사백산의 물 추출물과 효능 비교를 위해 제조한 사

백산 30% EtOH 추출물간의 항염증 효과가 차이를 보이는지

를 생쥐의 대식세포인 RAW264.7 세포주를 사용하여 비교하

였다.

재료 및 방법

시료의 제조

본 실험에 사용한 사백산 처방의 약재들은 2011년 8월 익산

시 신용동 소재 대학한약국에서 구입하였으며, 형태학적 평가를

통하여 동정하였고 천연물신약표준화소재은행에 보관하였다. 사

백산 처방의 약재는 방제학24)의 처방을 토대로 지골피(Lycii

Radicis Cortex) 30 g, 상백피(Mori Radicis Cortex) 30 g, 감초

(Glycyrrhizae Radix) 3 g의 조성으로(Table I) 하였다. 10배량의

증류수와 30% 에탄올을 각각 사용하여 가열 환류추출한 후 열

시에 여과하고 여액을 감압농축하여 사백산 물 추출물(12.3 g,

SBSW)과 사백산 30% 에탄올 추출물(15.6 g, SBSE)을 얻고, 추

출물은 천연물신약표준화소재은행에 등록(SBSW: NNMBS000291-

1, SBSE: NNMBS000292-1)하였다. 각 시료를 2.5 mg/ml의 농

도로 메탄올에 용해시켜 검액을 만들고, 10 µl씩 silica gel TLC

plate에 점적하여 CHCl3 : MeOH : H2O(4 : 1 : 0.1)의 용매 조건으

로 전개시키고 이를 10% 황산 발색하여 나타난 반점을 비교하

였다. SBSE에서는 Rf 값이 각각 0.63, 0.72, 0.87 인 지점에서

SBSW에서는 보이지 않는 반점들이 관찰되었다.

시약 및 기기

DMEM 배지와 fetal bovine serum(FBS)를 포함한 세포 배양

에 필요한 시약들은 Gibco Laboratories사(Gaithersburg, MD,

USA)에서 구입하였으며, 96-well tissue culture plates와 기타

tissue culture dishes는 Nunc사 제품을 이용하였다. 기타 언급

하지 않은 시약은 Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, USA)에

서 구입하였다. Western blot에 사용된 iNOS의 1차 항체와 이

에 결합하는 2차 항체는 Santa Cruz Biotechnology(Santa Cruz,

CA, USA)에서 구입하였다. TNF-α, IL 1-β를 측정하는 enzyme-

linked immunosorbent assay(ELISA) kit는 R&D Systems

(Minneapolis, MN, USA)에서 구입하였다. 흡광도는 BioRad사의

Microplate Reader를 이용하여 측정하였다.

HPLC 분석 −본 연구에서 사용한 사백산 물 추출물(SBSW)

과 사백산 30% 에탄올 추출물(SBSE)은 HPLC를 사용하여 함

유 성분의 패턴을 분석하였다. 사용한 HPLC 장치는 Sykam

S2100 system(Sykam, 독일)이었으며, 컬럼은 Inertsil ODS-3

(GL Sciences Inc., 4.6×150 m, 5 µm, 일본)을 사용하였다. 이동

상은 acetonitrile, methanol(JT Baker, 미국)을 사용하였으며, 온

Table I − The composition of Sabaek-san

한약명 생약명 조제량(g)

지골피
상백피
감초

Lycii Radicis Cortex
Mori RadicisCortex
Glycyrrhizae Radix

30
30
03
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도는 실온이었으며, 유속은 분당 1.0 ml이었다. 크로마토그램은

Sykam S3200 UV/VIS Detector(Sykam, 독일)를 이용하여 254

nm에서 검출하였다. 이동상 용매로는 0.1% formic acid in water

를 A용매, methanol을 B용매로 하고, solvent B의 비율을 10%

에서 40%(40 min), 40%에서 100(20 min)로 순차적으로 조절하

였다. SBSW와 SBSE를 각각 20 mg을 정확히 취하고 50%

methanol 20 ml에 녹인 후 30 µl씩을 주입하였으며, 실험은 3회

반복하였다.

Western blot analysis

RAW264.7 세포를 60 mm dish에 3×105 cells/well 밀도로 24

시간 배양한 후 각각의 시료를 농도별 또는 시간 별로 처리 하

였다. RAW264.7 세포에 RIPA buffer를 첨가한 다음, 4°C,

14,000×g 에서 25분간 원심분리하고 상등액을 튜브에 옮겼다.

단백질 정량은 BSA 단백질 실험 키트를 이용하였고 각각의 시

료를 12% SDS-polyacrylamide gel에서 영동하고 nitrocellulose

membrane(NC membrane)으로 전사하였다. 전사된 NC

membrane을 5% 무지방유가 포함된 신선한 blocking buffer

(0.1% Tween 20 in Tris-buffered saline)에서 blocking한 후

HO-1 antibody를 1 : 1000으로 희석하여 넣고 1시간 동안 반응

시켰다. 다시 2차 antibody(Anti-mouse IgG)를 1 : 1000으로 희

석하여 넣고 1시간 동안 반응한 다음, ECL 용액을 1 : 1로 잘 섞

어서 NC membrane 위에 가하여 발광시키고 암실에서 X선 필

름에 감광한 후 현상하였다. 같은 방법으로 actin antibody를 이

용하여 actin을 측정한다.

핵과 세포질 분획의 분리

RAW264.7 세포에 protease inhibitor cocktail I과 1 mM

phenylmethylsulfonyl fluoride(PMSF)를 첨가한 PER-mammalian

protein extraction buffer를 첨가하여 균질화하고 4oC에서

15,000×g로 원심분리 하였다. 10분간 원심분리 후 상등액을 세

포질 분획으로 사용하기 위하여 -80oC에서 저장하였다. 나머지

침전물은 PBS로 세척한 후 RIPA buffer[150 mM NaCl, 1%

NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM Tris-

HCl(pH 7.4), 50mM glycerophosphate, 20 mM NaF, 20 mM

ethylene glycol tetraacetic acid(EGTA), 1 mM dithiothreitol

(DTT), 1 mM Na3VO4, protease inhibitors]를 첨가하고 4oC에

서 15분간 혼합한 후 4oC, 16,000×g에서 15분간 원심분리 하였

다. 이후의 과정은 앞에서 설명한 western blotting 방법을 이용

하였다.

Nitrite assay

배양된 세포를 5×105 cells/well 수준으로 96 well plate에

100 µl씩 접종한 다음 24시간 동안 배양하고, 24시간 후 medium

을 제거한 후 DMEM으로 희석된 각 농도별 시료를 처리한 후

LPS(1 µg/ml)를 처리하여 24시간 후 세포에서 media로 방출되

어 나온 NO의 양을 Griess 시약[0.1% (w/v) N-(1-naphathyl)-

ethylenediamine and 1%(w/v) sulfanilamide in 5%(v/v) phos-

phoric acid]을 사용하여 반응하였다. 반응 후 ELISA micro plate

reader(Bio Rad Laboratories Inc., California, USA)를 사용하여

540 nm에서 측정 하였다.

TNF-α and IL-1β assay

TNF-α와 IL-1β의 측정은 항체(lyophilized TNF-α or IL-1β
conjugate to horseradish peroxidase)를 사용하여 enzymeim-

munoassay system kit(R&D Systems, Minneapolis, MN,

USA)을 이용하여 측정하였다.

통계처리

본 실험의 통계처리는 GraphPad Prism, version 3.03(GraphPad

Software Inc., San Diego, CA, USA)을 사용하였다. 각 실험군

의 결과는 평균치와 표준오차로 나타내었으며, 각 실험군 간의

결과는 ANOVA test를 사용하여 분석하고 유의적인 차이가 있

는 항목에 대해서만 검정하였다. 실험군 간의 차이는 95% 수준

(p<0.05)에서 유의성 있는 것으로 하였다.

결 과

사백산 추출물의 HPLC 분석

사백산 물 추출물(SBSW)과 사백산 30% EtOH 추출물(SBSE)

의 HPLC chromatogram을 비교한 결과, 두 가지 추출물은 유사

한 HPLC pattern을 나타냈으나, Rt 21.508 min의 peak는

SBSW보다 SBSE에서 높게 나타남을 알 수 있었다(Fig. 1).

SBSW와 SBSE의 HPLC chromatogram이 약간 다른 Rt치를 나

타냈기 때문에 이 두 시료를 각각 동량 혼합하여 HPLC를 실시

하여 Rt 21.508 min의 peak가 동일한 성분에 의한 것을 확인하

였다.

사백산 추출물이 세포 생존율에 미치는 영향

SBSW와 SBSE가 RAW264.7 세포의 생존율에 미치는 영향을

알아보기 위해 두 추출물을 최저 농도 50 µg/ml부터 최고농도

800 µg/ml까지 24시간 동안 처리하였다. 이후의 모든 실험은 세

포 생존율에 영향을 미치지 않은 400 µg/ml를 최고 농도로 하여

진행 하였다(Fig. 2).

추출용매에 따른 사백산 추출물의 iNOS 발현 억제 효과

추출용매에 따른 사백산 추출물의 iNOS 발현 양상을 western

blot으로 확인한 결과, SBSW는 최고농도인 400 µg/ml에서만 LPS
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처리로 유도된 iNOS 발현에 약간의 감소 효과를 보이나 그 효

과가 미미하였다. 반면 SBSE는 100 µg/ml에서부터 눈에 띄는

발현 감소를 나타내었고, 농도가 증가함에 따라 농도 의존적으

로 그 발현이 감소하여 최고농도인 400 µg/ml에서는 그 발현이

현저하게 감소함을 확인하였다(Fig. 3).

추출용매에 따른 사백산 추출물의 NO 생성 억제 효과

추출용매에 따른 사백산 추출물을 12시간 전처리 후, LPS를

1 µg/ml 농도로 처리하여 24시간이 경과한 후 NO의 생성 양을 확

인하였다. SBSW의 농도가 증가함에 따라 LPS 처리로 유도된 NO

생성 양이 감소하는 것을 볼 수 있으나 그 감소 정도가 극히 미

Fig. 1 − HPLC chromatograms of SBSW and SBSE.

Fig. 2 − Effect of SBSW and SBSE on viability of RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were incubated for 24 h with various concentrations of

Sabaek-san extracts (50~800 µg/ml). Cell viability was determined as described under materials and methods. Data represent the

mean values of three experiments±SD. *p<0.05 compared to control.
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미하였다. 반면 SBSE는 처리 농도가 증가함에 따라 농도 의존적

으로 NO 생성 양이 감소하였고, 최고농도인 400 µg/ml에서는
control 그룹에 근접한 정도의 생성 억제 효과를 나타내었다(Fig. 4).

추출용매에 따른 사백산 추출물의 TNF-α 및 IL-1β 생성 억제

효과

추출용매에 따른 사백산 추출물의 pro-inflammatory cytokine

인 TNF-α 및 IL-1β의 생성 억제 효과를 확인하였다. TNF-α와
IL-1β 모두 SBSW보다 SBSE에서 그 생성 억제 효과가 현저하

게 나타났고, 농도 의존적으로 TNF-α와 IL-1β 모두 생성이 감

소하였다(Fig. 5).

SBSE의 HO-1 발현 유도 효과

SBSE의 이러한 항염증 효과가 강한 항산화와 항염증 작용을

Fig. 5 − Effects of SBSW and SBSE on TNF-α (A), IL-1β (B)
production in RAW264.7 cells stimulated with LPS. Cells

were pre-treated for 12 h with indicated concentrations of

Sabaek-san extracts and stimulated 18 h with LPS (1 µg/
ml). The concentration of TNF-α (A), IL-1β (B) were
determined as described under materials and methods.

Data represent the mean values of three experiments±SD.
*p<0.05 compared to the group treated with LPS.

Fig. 3 − Effects of SBSW and SBSE on expression of iNOS proteins

in RAW264.7 cells stimulated with LPS. Cells were pre-

treated for 12 h with indicated concentrations of Sabaek-

san extracts and 18 h with LPS (1 µg/ml). Western blot

analysis was performed as described in materials and

methods, and representative blots of three independent

experiments are shown.

Fig. 6 − Effects of SBSE on HO-1 expression in RAW264.7 cells.

Cells were incubated for 12 h with indicated concentrations

of SBSE (A) and periods with 400 µg/ml of SBSE (B). The

HO-1 inducer CoPP, increased HO-1 expression at 20 µM.

Western blot analysis for HO-1 expression was performed

as described in materials and methods and representative

blots of three independent experiments are shown.

Fig. 4 − Effects of SBSW and SBSE on nitrite production in

RAW264.7 cells stimulated with LPS. Cells were pre-

treated for 12 h with indicated concentrations of Sabaek-

san extracts and stimulated 18 h with LPS (1 µg/ml). The

concentration of nitrite was determined as described under

materials and methods. Data represent the mean values of

three experiments±SD. *p<0.05 compared to the group

treated with LPS.
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나타내는 것으로 알려진 HO-1 단백질의 발현에 의한 것인지 알

아보기 위하여, SBSE를 농도별로 처리하고, HO-1의 발현을 확

인하였다. 그 결과 400 µg/ml에서 가장 많은 HO-1 발현을 나타

내었다(Fig. 6A). SBSE의 처리 시간에 따른 HO-1의 발현 양상

을 관찰한 결과, SBSE를 처리한지 3시간 후부터 발현이 시작되

어 18시간 후에 가장 많이 발현되었다(Fig. 6B). 이러한 HO-1

유도가 SBSE의 항염증 효과와 직접적인 연관성이 있는지 확인

하기 위하여 HO activity의 선택적 억제제인 SnPP를 SBSE와

함께 처리하였다. LPS의 처리로 인해 생성된 NO, TNF-α와 IL-

1β의 pro-inflammatory mediator가 SBSE의 처리로 인해 억제되

었으나, SBSE와 SnPP를 함께 처리하였을 때는 SBSE로 인해

억제되었던 pro-inflammatory mediator의 생성이 다시 증가하는

것을 확인하였다(Fig. 7).

SBSE의 처리에 의한 Nrf2의 핵 내로의 전사

SBSE의 처리에 의한 Nrf2의 핵 내로의 전사 여부를 알아보기

위하여 400 µg/ml 농도의 SBSE를 시간별로 처리하고 Western

blot을 이용하여 분석하였다. 시간이 경과함에 따라 세포질의 Nrf2

는 점점 감소하는 반면, 핵 내부의 Nrf2는 증가하는 것으로 보

아 SBSE의 처리로 인하여 Nrf2의 핵 내로의 전사가 이루어졌음

을 확인할 수 있었다(Fig. 8).

고 찰

사백산은 지골피(Lycii Radicis Cortex), 상백피(Mori Radicis

Cortex), 감초(Glycyrrhizae Radix) 세 가지 약재로 구성된 처방

으로, 개개의 약재 별 항염 효과나 혈압강하, 해열, 진통 등의 효

과를 지녀 그 처방은 청사폐열과 평천지해의 효능을 지녔다.15,16)

지금까지 사백산에 대한 효능 연구는 거의 이뤄지지 않았으며,

또한 추출 용매에 따른 효능 차이에 대한 비교 연구는 본 연구

가 처음이다. 따라서, 본 연구에서는 사백산의 항염 효과와 그 작

용 기전과 추출 용매에 따른 항 염증 활성 차이를 알아보고자 하

였다.

염증(inflammation)이란 생체나 조직에 물리적 충격이나 화학

물질, 세균감염 등과 같은 생화학적 자극에 의해 발생된 손상부

위의 정상상태로의 복구 및 재생을 목표로 하는 생체 방어 반응

의 하나로 조직변질, 순환장애와 조직증식 등의 생체 변화를 수

반한다. 염증은 외부로부터의 유해물질이나 화학적 자극에 의한

손상뿐 아니라 신체 내부로부터의 자극에 의해서도 유발될 수 있

으며, 염증 반응 시에는 다양한 염증매개인자들(pro-inflammatory

mediators)이 유도되어 발적, 발열, 종창, 동통, 가려움, 기능장애

등의 임상 증상이 나타나게 된다.25) Nitric oxide(NO)는 면역계

를 포함한 많은 조직에서 생리학적, 병리학적으로 그 중요성이

잘 알려져 있다. NO는 nitric oxide synthases(NOS)에 의해 생

Fig. 8 − Effects of SBSE on nuclear translocation of Nrf2 in

RAW264.7 cells. Macrophages were treated with 400 µg/ml

of SBSE for 0.5, 1.0, and 1.5 h. The nuclei were

fractionated from the cytosol using PER-Mammalian

Protein Extraction buffer as described in materials and

methods. Nrf2 protein was detected by Western blot

analysis, and representative blots of three independent

experiments are shown.

Fig. 7 − Effects of SnPP on inhibition of nitrite (A), TNF-α (B), and IL-1β (C) production by SBSE pre-treatment of LPS-stimulated RAW264.7

cells. Cells were pre-treated for 12 h with SBSE (400 µg/ml) in the presence or absence of SnPP (50 µM), and stimulated for 18 h

with LPS (1 µg/ml). The concentrations of nitrite (A), TNF-α (B), and IL-1β (C) were determined as described in materials and

methods. Data represent mean values of three experiments±SD. *p<0.05 compared to the control group; **p<0.05 compared to the

group treated with LPS alone; #p<0.05 compared to the group treated with SBSE plus LPS.
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성되는데, neuronal NOS(nNOS), endothelial NOS(eNOS),

inducible NOS(iNOS)와 같은 3종류의 이성체 형태가 존재한다.

림프 조직에서 주로 iNOS의 형태로 존재하고, 대식세포에서 그

발현이 많다고 알려져 있다. iNOS는 발현이 유지되는 eNOS와

nNOS와는 달리, IFN-γ, TNF-α 등의 cytokine 또는 LPS 등의

면적학적 자극에 의해 반사적으로 유도되어 NO를 생성한다.26-28)

추출용매에 따른 사백산 추출물의 iNOS 발현 양상을 western

blot으로 확인한 결과, SBSW는 LPS 처리로 유도된 iNOS 발현

에 미미한 감소 효과를 보이는 반면 SBSE는 100 µg/ml에서부터

발현 감소를 나타내었고, 농도 의존적으로 그 발현이 감소하여

최고농도인 400 µg/ml에서는 그 발현이 현저하게 감소하였다.

NO의 생성 역시 iNOS의 발현 양상과 유사하게 SBSW보다

SBSE가 뛰어난 억제 효과를 나타내었다. Pro-inflammatory

cytokine인 TNF-α 및 IL-1β의 생성 억제 효과 모두, SBSW보다

SBSE에서 그 생성 억제 효과가 현저하게 나타났다. SBSE의 항

염 작용 기전이 HO-1의 발현 유도에 기인하는지 알아보기 위하

여 SBSE을 농도별, 시간별로 처리하여 HO-1의 발현 여부를

western blot으로 확인하였을 때, SBSE의 농도가 증가함에 따

라 HO-1의 발현이 증가하였다. SBSE의 HO-1 발현 유도가 항

염 효과와 직접적인 연관성을 가지는 지를 알아보기 위하여, HO

activity inhibitor인 SnPP를 SBSE와 처리하여 pro-inflammatory

mediator들의 생성 억제 효과에 영향을 미치는지 알아보았을 때,

SBSE 처리로 인한 pro-inflammatory mediator들의 생성 억제

효과가 SnPP를 처리하였을 때는 부분적으로 반전하는 양상을

나타내었다. 이러한 결과는 사백산 30% EtOH 추출물(SBSE)의

항염 효과가 부분적으로 HO-1의 발현에 의한 것임을 보여준다.

한편, HO-1과 같은 제 2상 대사 효소의 발현에 의한 해독작용

의 메커니즘 중에서 Nrf2의 세포질에서 핵 내로의 전사가 매우

중요한 인자로 작용한다고 알려져 있는데, 전사인자인 Nrf2는 다

양한 해독작용 유전자와 항산화 유전자의 발현을 조절한다. 세

포질 내에서 Keap1 단백질에 의해 억제되어있던 Nrf2는 외부의

자극이나 산화적 스트레스에 의해서 Keap1 단백질에서 떨어져

나와 핵 내로 전사가 이루어 진다. 핵 내에서 Nrf2는 small Maf

단백질과 이합체를 형성하여 ARE에 결합해 항산화 유전자의 발

현과 단백질 생성을 유도 함으로써 생체 방어기전을 활성화 시

킨다.29-31) SBSE 처리에 의한 HO-1의 발현은 Nrf2의 핵 내로의

전사에 기인한 것임을 확인하였다.

본 연구결과 사백산은 항염 효과가 우수하게 나타났으며, 이

러한 효과는 HO-1 발현이 관여한다는 것을 확인하였다. 또한,

기존 한약처방인 사백산의 추출용매에 따른 항염 활성 차이를 비

교한 결과 사백산 물 추출물 보다 30% EtOH 추출물이 더욱 우

수한 항염 활성을 갖는 것을 확인하였다. 이러한 추출 용매의 변

화에 따른 활성의 차이는 기존 한약처방의 극대화된 치료효과를

얻을 수 있는 하나의 대안이 될 수 있을 것으로 판단된다. 한편,

사백산 물 추출물(SBSW)과 사백산 30% EtOH 추출물(SBSE)

의 HPLC chromatogram을 비교한 결과, Rt 21.508 min의 peak

가 SBSW보다 SBSE에서 높게 나타나는 것 외에는 서로 유사한

HPLC pattern을 보였다. 두 추출물의 항염증 효력의 차이는 일

부 물질들의 추출율의 차이에 의한 것으로 추정되지만, 사백산

이 항염 효과를 나타내는 다른 기전 및 용매 차이에 따른 주요

활성 물질에 관한 추가적인 연구가 필요하다고 생각된다.

결 론

사백산의 한의약학적 응용 중의 하나인 항염증 작용에 대한

과학적 근거의 제시와 추출용매의 차이에 따른 항염증 효력의 변

화를 비교하고자 사백산 물 추출물(SBSW)과 사백산 30% EtOH

추출물(SBSE)을 사용하여 실험하였다. RAW264.7 세포에서 LPS

처리로 iNOS 단백질 발현과 그에 따른 NO 및 염증성 사이토카

인인 TNF-α와 IL-1β 생성을 유도하였고, SBSW와 SBSE의 전

처리가 대식세포에 미치는 염증 억제 효과를 살펴본 결과, SBSE

의 RAW264.7 세포에서 LPS로 유발한 iNOS 단백질 발현과 그

에 따른 NO, TNF-α와 IL-1β 생성 억제 효과가 SBSW에 비하

여 매우 우수함을 확인하였고, 이러한 항염증 효과는 HO-1의 발

현 유도에 기인한 것임을 확인하였다.
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