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ABSTRACT
Objectives : This study investigated the impact of Caesalpinia sappan L. on oxidative damage and inflammatory relevant factor

in RAW 264.7 cells and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC).

Methods : We determined whether fractionated EtOH extracts of Caesalpinia sappan L. (CSL) inhibit free radical generation
such as 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) and pro-inflammatory
cytokines in lipopolysaccharide (LPS)-treated RAW 264.7 cells and HUVEC.

Result :
1. DPPH removal capacity was increased by CSL.
2. LPS-induced ROS, and NO inhibitory capacity were increased by CSL.
3. LPS-induced cell death of Raw 264.7 cells was decreased by CSL.
4. The amount of cytokine generation in Raw 264.7 cell was decreased significantly by CSL.
5. The amount of cytokine generation in HUVEC was decreased significantly by CSL.

Conclusions : These results suggest that CSL supplement may attenuate oxidative stress by elevated antioxidative processes,
and suppress inflammatory mediator activation.
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Ⅰ. 서 론

산화적 손상이란 몸의 항상성을 유지하기 위한

산화 촉진물질과 산화 억제물질간의 균형의 문제

로 산화가 촉진되어 나타나는 세포에 유해한 작용

을 말하며
1
, 이는 노화와 관련이 크며 체내 DNA

손상, 세포막의 손상, 단백질과 지질의 산화 등을

초래해 동맥 경화 및 암 등과 같은 만성질환을 유

발시키는 것으로 알려져 있다
2
.

염증은 손상에 대한 조직의 반응으로 생체조직

의 기질변화를 초래하는 침습에 대한 방어기전이

다3. 이는 대식세포 등의 활성으로 여러 염증인자

의 증가로 나타나는데, 정상에서는 항원항체 반응
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으로 항원을 제거하는 역할이지만, 과활성이 되면

병인으로 작용하여 알레르기, 아토피, 관절염, 심장

병, 뇌질환, 순환기 장애뿐만 아니라 암 등과 같은

다양한 질환의 원인을 제공하게 된다
4,5
.

최근에는 산화적 손상과 염증 반응을 만성 질환

의 중요한 기전으로 인식하고 있으며, 이와 관련된

연구들이 피부 노화
6-8
, 동맥 경화

9-11
, 만성 폐질환

12
,

염증성 부인과 질환
13,14
, 만성 염증성 장 질환

15
등

여러 분야에서 이루어지고 있다.

蘇木은 蘇方木(Caesalpinia sappan L.: 소방목)

의 心材를 건조한 것으로 活血祛瘀시켜 消腫止痛

의 작용이 있어 外科의 요약이 되고, 또한 婦女의

血瘀로 인한 병증에 적용되고 있다16.

蘇木에 관한 연구에 있어서 임 등17, 권 등18 및

이19의 연구는 항산화 효과에 대한 것이며, 정20 등

의 연구는 RAW 264.7 cell을 이용하여 항염증 효

과에 대한 것이었으나, 세포를 이용하여 蘇木의 항

산화 효과 및 human umbilical vein endothelial

cells (HUVEC)에서의 염증 유관인자에 미치는 영

향에 관한 연구는 없었다.

본 연구에서는 蘇木을 에탄올 추출하고 그 추출

물을 이용하여 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH)

및 RAW264.7 cell에서의 reactive oxygen species(ROS)

와 nitric oxide(NO)에 미치는 영향을 통해 항산화 활

성을 측정하였다. 또한蘇木의 항염증 활성을 조사하기

위하여 RAW 264.7 cell과HUVEC에 Lipopolysaccharide

(LPS)를 처리하여 염증 반응을 유도시켜서, 얼마

나 효과적으로 저해할 수 있는지 관찰하였는데 그

지표로서 pro-inflammatory cytokines인 IL-1β, IL-6,

INF-γ, MCP-1, TNF-α 생성량을 알아 본 바 유의

한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 실험 방법

1. 재 료

본 실험에 사용된 소목(蘇木, 학명 : Caesalpinia

sappan L.)은 동신대부속 순천한방병원에서 구입

하여 정선한 후 사용하였다.

蘇木 30 g에 80% EtOH 500 ml을 넣고 환류 추

출한 후, 여과하여 증류장치로 농축하였다. 농축액

을 freeze dryer를 이용하여 완전 건조한 다음 얻어

진 분말 2.5 g(수율: 8.3%; 이하 CSL이라 칭함)을

냉동 보관(-80 ℃) 하면서 적당한 농도로 희석하여

사용하였다.

2. 시료 High performance liquid chromatography

(HPLC) 패턴 분석

CSL 3 mg을 에탄올 1 ml에 녹여 0.45 μm

membrane filter로 여과 후 이 중 20 μl를 HPLC

시료로 사용하였다. HPLC는 Shimadzu(Japan)사

의 system controller(CBM-20A), pump(LC-20AD),

column oven(CTO-20A), UV/VIS detector(SPD-20A)

를 사용하였으며, column은 ACE 5 C18(250×4.6 mm,

5 μm)을 사용하였다. 이동상은 water(A)와 acetonitrile

(B)로 gradient elution system을 적용시켜 5%(0분

B), 5-10%(20분 B), 10-20%(10분 B), 20-40%(20

분 B), 40-100%(10분 B)로 설정하였다. 유속은 1.0

ml/min이었으며 column 온도는 40 ℃를 유지하였

다. UV wavelength는 288 nm로 설정하여 분석하

였다.

3. 항산화 활성 측정

1) DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 소거능

측정

자유라디칼 소거 활성 시험은 안정한 자유라디

칼 DPPH를 사용하는 방법으로 에탄올에 용해시

킨 0.2 nm의 DPPH 용액 150 μl와 CSL(각 25, 50,

100, 200, 400, 800 μg/ml) 100 μl 를 각각 혼합하고,

37℃에서 30분간 반응 시킨 후, 517 nm에서 흡광도

를 측정한 후 아래의 식에 따라 계산하였다.

DPPH 소거능(%) =

(
대조군의흡광도 - CSL처리군의흡광도

) × 100
대조군의 흡광도



蘇木이 산화적 손상 및 Raw 264.7 cell과 HUVEC에서의 염증 유관 인자에 미치는 영향

102

2) Reactive oxygen species(ROS) 생성 억제능

측정

RAW 264.7 cell 내에서 reactive oxygen speies

(ROS)를 측정하기 위하여 2′,7′-dichlorofluorescin

diacetate(DCF-DA)를 이용하였다. 48 well plate에

RAW 264.7 cell를 2×10
5
cells/well이 되게 분주하였

다. 24시간 동안 배양 한 후, 여기에 LPS 2 μg/ml

및 CSL 각 10, 20, 40 μg/ml를 각각의 well에 첨가

한 후, 24시간 동안 37 ℃, 5% CO2 배양기에서 배

양한 후 1,200 rpm에서 5분간 원심분리 하였다. 원

심분리 후 모은 세포를 차가운 PBS로 2회 세척한

후 DCF-DA 10 μM이 되도록 첨가하여 15분 동안

빛이 차단된 상온에서 염색하였다. 염색 후 PBS를

넣어 1,200 rpm에서 5분간 원심분리한 다음 상청액

을 제거하고 다시 PBS 400 μl를 부유시켜 유세포

분석기(flow cytometer, BECTON Dickinson, Franklin

Lakes, NJ USA)를 이용하여 형광강도의 세기에

따른 변화를 분석하였다.

3) Nitric oxide(NO) 생성 억제능 측정

NO의 농도는 배양액 내의 nitrite 농도를 Griess

Reagent System을 이용하여 측정하였다. RAW 264.7

cell은 96well plates에 104 cells/well로 분주하여 24

시간 동안 배양 한 후, CSL 각 10, 20, 40 μg/ml로

처리하고, LPS 1 μg/ml을 처리하여, 다시 24시간

동안 배양하였다. N1 buffer 50 μl를 각 well에 처

리한 후, 10분간 상온에서 암소반응 후, N2 buffer

50 μl를 각 well에 처리하고, 10분간 반응시킨 후,

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. Nitrite standard

의 농도별 표준곡선을 이용하여 배양액의 NO 농

도를 결정하였다.

4. RAW 264.7 cell에서의 항염증 측정

1) 세포독성 측정

RAW 264.7 cell을 96well plates에 10
4
cells/well로

분주하여 24시간 동안 배양 한 후, CSL을 각각 10,

20, 40 μg/ml의 농도로 처리하여 24시간 동안 배양

하였다. 배양 후, 10 μl의 WST solution을 첨가한

후 CO2 배양기(37 ℃, 5% CO2)에서 30분 반응 시

킨 후, 450 nm에서 흡광도의 변화를 측정하여 대

조군에 대한 세포 생존율을 백분율로 표시 하였다.

2) RAW 264.7 cell의 세포사멸 억제 효과 측정

RAW 264.7 cell에 LPS와 CSL을 함께 처치하여

배양하였을 때 유도되는 세포사멸 현상에 대하여

알아보았다. 48 well plate에 RAW 264.7 cell을 2×

10
5
cells/well/400 μl씩 첨가하고 LPS 2 μg/ml 및

CSL 각 10, 20, 40 μg/ml 농도를 처리한 후 37 ℃,

5% CO2 배양기에서 24시간 배양하였다. 배양 종료

후 세척용액[Flow Wash Buffer(0.1% sodium azide

와 1% FBS를 포함하는 PBS buffer)]으로 두 번

세척한 세포에 FITC-labeled annexin Ⅴ(2.5 μl),

Propidium Iodide(PI)가 함유되어 있는 부착용액

[binding buffer(10 mM Hepes, 140 mM NaCl, 2.5

mM CaCl2, pH 7.4)] 100 μl를 첨가하여 15분 동안

빛이 차단된 상온에 방치하였다. PBS 400 μl를 추

가로 넣고 부유한 다음 유세포 분석기를 이용하여

FITC-labeled annexin Ⅴ, PI 염색 되어진 세포의

형광강도의 세기를 측정하여 세포사를 관찰하였다.

3) Cytokine 생성량 측정

RAW 264.7 cell을 96 well plates에 3×10
5
cells/well

이 되도록 분주하고, 24시간 동안 배양한 후, CSL

를 각각 10, 20, 40 μg/ml의 농도로 처리하고, LPS

2 μg/ml을 처리하였다. 24시간 동안 배양한 후 세포

배양액을 수거하여 배양액에 함유된 IL-6, MCP-1,

TNF-α를 custom-made 4-plex cytokine Milliplex

panel을이용하여측정하였다. 분석은 Luminex system

을 이용한 Milliplex analyst를 통해 이루어졌다.

5. HUVEC에서의 항염증 측정

1) 세포독성 측정

CSL의 세포독성 여부를 확인하기 위해 HUVEC

을 이용하여 세포독성을 확인하였다. HUVEC은 5

×103 cells/100 μl의 농도로 96 well plate에 분주한

다음 24시간 후에 새로운 배지로 씻어낸다. CSL을

50, 100, 200 μg/ml 농도로 처리하여 48시간 동안
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배양하였다. 배양 후 10 μl의 MTT solution을 첨가

한 후 37 ℃, 5% CO2 배양기에 4시간 동안 반응

시킨 후 solubilization solution을 넣고 24시간 동안

배양한 후 ELISA reader를 이용하여 wave length

550 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2) Cytokine 생성량 측정

24 well plates에 4×10
4
cells/500 μl의 농도로 분

주해 놓은 HUVEC에 CSL을 50, 100 μg/ml 농도

로 1시간 동안 전 처리한 후 LPS 2 μg/ml을 처리

하였다. 이를 24시간 배양한 후 상청액을 모아

ELISA kit로 IL-1β, IL-6, INF-γ, TNF-α 생성량

을 측정하였다. 분석은 Luminex system을 이용한

Milliplex analyst를 통해 이루어졌다.

6. 통계분석

본 실험에서 얻은 결과를 multi t-test(JAVA,

Bonferroni Ver 1.1)로 분석하여 p값을 구하였다.

각 대조군을 정상군과, 실험군을 대조군과 비교하

여 p<0.05 일 때 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

Ⅲ. 결 과

1. HPLC 패턴 분석

CSL을 HPLC로 pattern 분석한 결과 288 nm에

서 retention time이 23.4분, 26.6분, 30.2분대에 peak

가 확인되었고 이 중 23.4분대의 peak는 지표성분

인 brazilin이었다(Fig. 1).

Fig. 1. HPLC chromatogram of 80% ethanol extract
of Caesalpinia sappan L..

2. 항산화 활성 측정

1) DPPH 소거활성 효과

DPPH의 소거 활성은 25, 50, 100, 200, 400, 800

μg/ml 농도에서 각각 71.0±2.7, 84.8±1.6%, 86.9±0.3,

87.0±0.9%, 86.8±0.4%, 87.9±0.2%로 나타났다.

2) ROS 생성 억제 효과

RAW 264.7 cell에서 ROS의 생성량(%)을 측정한

결과, 정상군에서 0.59%, 대조군에서 31.89%, CSL10

에서 20.03%, CSL20에서 17.73%, CSL40에서 13.68%

로 나타나 CSL군에서 농도 의존적으로 감소하였다.

3) NO 생성 억제 효과

RAW 264.7 cell에서 NO의 생성량(%)을 측정한

결과, 정상군에서 29.5±4.4%, 대조군에서 100.0±4.1%,

CSL10에서 71.2±5.5%, CSL20에서 42.8±6.2%, CSL40

에서 20.0±5.8%로 나타나 CSL군에서 농도 의존적

으로 감소하였다.

3. RAW 264.7 cell에서의 항염증 측정

1) RAW 264.7 cell에서의 세포독성에 미치는 효과

CSL의 RAW 264.7 cell에 대한 세포독성을 관찰

한 결과 대조군의 세포생존율 100±13.9%로 했을

때, CSL의 10, 20, 40 μg/ml 농도에서는 각각 119.4

±16.0%, 115.2±9.4%, 106.6±3.3%로 나타났다.

2) RAW 264.7 cell의 세포사멸 억제 효과

LPS로 유도된 RAW 264.7 세포의 세포사멸을 측

정한 결과 정상군에서 0.53%, 대조군에서 29.68%,

CSL10 투여군에서 18.22%, CSL20 투여군에서 14.54%,

CSL40 투여군에서 10.68%로 나타나 CSL군에서 농

도 의존적으로 감소하였다.

3) RAW 264.7 cell에서 Cytokine 생성 억제 효과

(1) IL-6 생성 억제 효과

LPS에 의해 유도된 IL-6 생성량은 대조군을 100%

로 하였을 때, 정상군이 0%, CSL10투여군에서 95.0

±5.0%, CSL20투여군에서 74.0±13.0%, CSL40투여

군에서 34.0±3.8%로 나타나 CSL투여군에서 대조군

에 비하여 농도 의존적으로 감소하였고, CSL40투여

군에서 유의성(p<0.001) 있게 감소하였다(Fig. 2).



蘇木이 산화적 손상 및 Raw 264.7 cell과 HUVEC에서의 염증 유관 인자에 미치는 영향

104

Fig. 2. Effects of CSL on levels of IL-6 in RAW
264.7 cells.

The levels of IL-6 were determined using a Luminex
system.
Normal : RAW 264.7 cells, control : RAW 264.7
cells and LPS (2 μg/ml), CSL10 : RAW 264.7
cells and LPS and CSL 10 μg/ml, CSL20: RAW
264.7 cells and LPS and CSL 20 μg/ml, CSL40
: RAW 264.7 cells and LPS and CSL 40 μg/ml
Values represent the means±SD of three experiments.
Statistically significant value compared with control
by t test (*** : p<0.001).
CSL : Caesalpinia sappan L., LPS : lipopolysaccharide

(2) MCP-1 생성 억제 효과

LPS에 의해 유도된 MCP-1 생성량은 대조군을

100%로 하였을 때, 정상군이 1.0±0%, CSL10투여

군에서 96.0±7.5%, CSL20투여군에서 83.0±6.8%,

CSL40투여군에서 74.0±3.4%로 나타나 CSL투여군

에서 대조군에 비하여 농도 의존적으로 감소하였

고, CSL40투여군에서 유의성있게(p<0.05) 감소하

였다(Fig. 3).

Fig. 3. Effects of CSL on levels of MCP-1 in RAW
264.7 cells.

The levels of MCP-1 were determined using a
Luminex system.
Normal : RAW 264.7 cells, control : RAW 264.7
cells and LPS (2 μg/ml), CSL10 : RAW 264.7
cells and LPS and CSL 10 μg/ml, CSL20 : RAW
264.7 cells and LPS and CSL 20 μg/ml, CSL40
: RAW 264.7 cells and LPS and CSL 40 μg/ml
Values represent the means±SD of three experiments.
Statistically significant value compared with control
by t test (* : p<0.05).
CSL : Caesalpinia sappan L., MCP : monocyte
chemoattractant protein, LPS : lipopolysaccharide

(3) TNF-α 생성 역제 효과

LPS에 의해 유도된 TNF-α 생성량은 대조군을

100%로 하였을 때, 정상군이 16.0±0%, CSL10투여

군에서 104.0±4.2%, CSL20투여군에서 93.0±10.8%,

CSL40투여군에서 72.0±0.8%로 나타나 CSL투여군

에서 대조군에 비하여 농도 의존적으로 감소하였

고, CSL40투여군에서 유의성 (p<0.001) 있게 감소

하였다(Fig. 4).
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Fig. 4. Effects of CSL on levels of TNF-α in RAW
264.7 cells.

The levels of TNF-α were determined using a
Luminex system.
Normal : RAW 264.7 cells, control : RAW 264.7
cells and LPS (2 μg/ml), CSL10 : RAW 264.7 cells
and LPS and CSL 10 μg/ml, CSL20 : RAW
264.7 cells and LPS and CSL 20 μg/ml, CSL40
: RAW 264.7 cells and LPS and CSL 40 μg/ml
Values represent the means±SD of three experiments.
Statistically significant value compared with control
by t test (*** : p<0.001).
CSL : Caesalpinia sappan L., TNF : tumor
necrosis factor, LPS : lipopolysaccharide

4. HUVEC에서의 항염증 측정

1) HUVEC에서의 세포독성에 미치는 효과

CSL의 HUVEC에 대한 세포독성을 측정한 결과

대조군의 세포생존율 100±0.5%로 했을 때, CSL의

50, 100, 200 μg/ml 농도에서는 각각 100.7±2.0%,

98.4±2.2%, 85.7±1.2%로 나타났다.

2) HUVEC에서 Cytokine 생성 억제 효과

(1) IL-1β 생성 억제 효과

HUVEC에서 LPS에 의해 유도된 IL-1β 생성량은

대조군을 100%로 하였을 때, 정상군이 32.1±1.4%,

CSL50투여군에서 56.4±1.8%, CSL100투여군에서 53.5

±1.6%로 CSL투여군에서 모두 유의성(p<0.001) 있

게 감소하였다(Fig. 5).

Fig. 5. Effects of CSL on levels of IL-1β in HUVEC.

The levels of IL-1β were determined using a
Luminex system.
Normal : Only HUVEC, control : HUVEC
and LPS (2 μg/ml), CSL50 : HUVEC and
LPS and CSL 50 μg/ml, CSL100 : HUVEC
and LPS and CSL 100 μg/ml
Values represent the means±SD of three experiments.
Statistically significant value compared with
control by t test (*** : p<0.001).
CSL : Caesalpinia sappan L., HUVEC : human
umbilical vein endothelial cells, LPS : lipopolysaccharide

(2) IL-6 생성 역제 효과

HUVEC에서 LPS에 의해 유도된 IL-6 생성량

은 대조군을 100%로 하였을 때, 정상군이 2.4±

0.3%, CSL50투여군에서 51.6±2.1%, CSL100투여군

에서 37.4±2.4%로 CSL투여군에서 모두 대조군에

비하여 유의성(p<0.001) 있게 감소하였다(Fig. 6).

(3) INF-γ 생성 억제 효과

HUVEC에서 LPS에 의해 유도된 INF-γ 생성량은

대조군을 100%로 하였을 때, 정상군이 40.3±2.6%,

CSL50투여군에서 60.4±3.7%, CSL100투여군에서 61.9

±2.9%로 CSL투여군에서 모두 유의성(p<0.01) 있

게 감소하였다(Fig. 7).
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Fig. 6. Effects of CSL on levels of IL-6 in HUVEC.

The levels of IL-6 were determined using a
Luminex system.
Normal : Only HUVEC, control : HUVEC and
LPS (2 μg/ml), CSL50 : HUVEC and LPS and
CSL 50 μg/ml, CSL100 : HUVEC and LPS and
CSL 100 μg/ml
Values represent the means±SD of three experiment
Statistically significant value compared with control
by t test (*** : p<0.001).
CSL : Caesalpinia sappan L., HUVEC : human
umbilical vein endothelial cells, LPS : lipopolysaccharide

Fig. 7. Effects of CSL on levels of INF-γ in HUVEC.

The levels of INF-γ were determined using a
Luminex system.
Normal : Only HUVEC, control : HUVEC and
LPS (2 μg/ml), CSL50 : HUVEC and LPS and
CSL 50 μg/ml, CSL100 : HUVEC and LPS and
CSL 100 μg/ml
Values represent the means±SD of three experiments.
Statistically significant value compared with control
by t test (** : p<0.01).

CSL : Caesalpinia sappan L., INF : interferon,
HUVEC : human umbilical vein endothelial cells,
LPS : lipopolysaccharide

(4) TNF-α 생성 억제 효과

HUVEC에서 LPS에 의해 유도된 TNF-α 생성

량은 대조군을 100%로 하였을 때, 정상군이 34.8±

4.2%, CSL50투여군에서 63.5±0.8%, CSL100투여군

에서 53.4±1.9%로 CSL투여군에서 모두 대조군에

비하여 유의성(p<0.001) 있게 감소하였다(Fig. 8).

Fig. 8. Effects of CSL on levels of TNF-α in HUVEC.

The levels of TNF-α were determined using a
Luminex system.
Normal : Only HUVEC, control : HUVEC and
LPS (2 μg/ml), CSL50 : HUVEC and LPS and
CSL 50 μg/ml, CSL100 : HUVEC and LPS and
CSL 100 μg/ml
Values represent the means±SD of three experiments.
Statistically significant value compared with control
by t test (*** : p<0.001).
CSL : Caesalpinia sappan L., TNF : tumor
necrosis factor, HUVEC : human umbilical vein
endothelial cells, LPS : lipopolysaccharide

Ⅳ. 고 찰

활성 산소는 인체의 생명 유지 과정에서 필연적

으로 발생하는 물질로, 사용되는 산소량의 2~3%

가 활성 산소로 전환되며 이러한 활성 산소는 반

응성이 매우 높은 특징을 가지고 있다21,22. 이렇게
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생성된 활성 산소는 생체 내에서 산화적 손상

(oxidative stress)을 유발하기 때문에 적절한 과정

을 통하여 제거되어야 하나
23
, 만약 제거되지 못하

면 그 세포 또는 조직은 산화적 스트레스에 의하

여 손상을 입게 되고 결국 사멸하게 된다
24
.

산화적 손상은 노화와 관련이 크며, 체내 DNA

손상, 지질의 과산화로 인한 세포막의 손상, 단백

질과 지질의 산화 등을 가져와 동맥경화, 암, 류마

티스 관절염, 백내장, 노인성 치매 및 파킨슨씨병

과 같은 질환 등을 유발시킨다
1
.

염증반응은 활성화된 면역세포에 의해 필연적으

로 일어나는 일련의 면역반응이다. 면역세포가 세

균, 바이러스 등을 포함한 미생물 및 생체의 이물

질 등 외부물질에 노출되면 면역세포가 활성화되

고, 활성화된 면역세포에서 염증반응에 원인이 되

는 많은 인자를 분비하게 됨으로써 염증반응을 가

속시킨다25. 염증반응이 지속되면 과도한 면역반응

을 야기하게 되고 이로써 각종 인체 질환인 류마

티스 관절염, 다발성 경화증, 파킨슨병, 알츠하이머

병, 대장암 등을 악화시키는 원인이 된다
26
.

최근에 항산화 및 항염증을 대한 연구가 많이

이루어지고 있는데, 단미제 연구는 菖蒲
6
, 土茯笭

9
,

川楝子
10
, 血蝎

11
, 羊蹄葉

27
, 鬱金과 薑黃

28
, 桃花

29
등

이 있고, 처방 연구는 托裏消毒飮
7
, 仙方活命飮

8
, 解

熱湯
12
, 調肝湯加減方

13
, 聖愈湯加減方

14
, 導氣湯

30
등

이 있으며, 약침제 연구는 枳殼
15

등이 있다. 이를

보면 항산화 및 항염증에 대한 연구는 피부과, 심

혈관계, 부인과, 호흡기계, 소화기계 질환 등 여러

분야에서 시행 되었으며, 이는 산화적 손상 및 염

증이 여러 질환의 발생에 대해 중요한 원인임을

알 수 있다.

蘇木(Caesalpinta sappan L.)의 性은 平 無毒하

며, 味는 甘鹹하고, 心 肝으로 귀경하며, 活血破瘀,

消腫止痛하는 효능이 있어서 부인의 血氣에 의한

心腹痛, 無月經, 産後瘀血에 의한 脹滿疼痛 및 喘

息, 痢疾, 破傷風, 癰腫, 打撲 充血에 의한 통증을

치료 한다16,36. 蘇木의 약리작용으로는 황색포도상

구균을 포함한 여러 종류의 세균에 대한 항균 작

용, 쥐와 토끼의 중추신경 억제작용, 혈관 수축과

같은 심혈관에 대한 작용 등이 있다
36
.

蘇木에 대한 연구는 국내외에서 활발히 진행되

고 있는데 항산화효과
17-19
, 항염효과

20
, 항동맥경화

효과
19
, 위암세포주에 대한 세포독성 효과

32
및 항

균효과
33

등에 대한 보고가 있으나 세포를 이용하

여 蘇木의 항산화 효과 및 HUVEC에서의 염증 유

관인자에 미치는 영향에 관한 연구는 없었다.

이에 저자는 蘇木의 에탄올 추출물(CSL)을 사

용하여 마우스 대식세포주인 RAW 264.7 cell에서

의 항산화 효과 및 항염증 효과를 검증하였고, 이

를 바탕으로 사람의 혈관 내피 세포인 HUVEC에

서 CSL의 항염증 효과에 유의한 결과를 얻었기에

보고하는 바이다.

DPPH는 그 자체가 매우 안정된 free radical로

서 517 nm에서 특징적인 광 흡수성을 나타내는 보

라색 화합물이다. 이 radical은 알코올 등의 유기용

매에서 매우 안정하며, 특히 여러 가지 항산화 기

작 중에 proton-radical scavenger에 의하여 탈색되

기 때문에 항산화 활성을 육안으로도 쉽게 관찰할

수 있는 장점이 있다
34
.

CSL의 항산화 활성에 미치는 영향에 대해 알아

보고자 DPPH의 소거활성을 측정한 결과 농도에

따라 소거활성 효과가 증가하였다.

ROS는 세포 내에 존재하는 미토콘드리아, 퍼옥

시좀, xanthine oxidase(XOD), NADPH oxidase 및

cyclooxygenase(COX)등의 효소들에 의해 생성되

는 O2-, H2O2, OH 등을 일컫는데, 이는 산화적

손상을 일으키는 주범이 된다. ROS 중 Superoxide

radical은 산소를 이용하는 생체 내의 정상적인 대

사과정에서 생성될 뿐만 아니라, 유기화합물들의

자동산화, 외부로부터 침입한 이물질에 대한 대식

세포의 탐식작용 및 효소반응에 의하여 생성될 수

있다35.

NO는내피세포, 호중구등에서생성되며 L-arginine

에서 nitric oxide synthase(NOS)에 의해 citruline
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으로 전환 시에도 생성된다. 또한 NO는 대부분의

기관에서 intercelluar messenger로서 작용하고 혈관

의 항상성, 혈관 내피세포에 백혈구나 혈소판의 부

착 억제와 혈소판 응집억제 및 신경전달 물질로서

작용한다
36
. 아울러 면역계에서는 대식세포 및 미생

물 방어에 관여하며 ROS와 쉽게 반응하여 반응성

이 매우 높은 산화제인 peroxynitrite(ONOO-)를

생성하기도 한다
37,38
.

CSL의 세포에서의 항산화 효과를 알아보기 위

해 마우스 대식세포주인 RAW 264.7 cell을 이용하

였다. RAW 264.7 cell에서 CSL의 ROS 및 NO의 생

성을 억제하는 효과는 농도가 증가함에 상승하였

다. 위의 세 실험을 통해 CSL은 세포 내에서도 활

성 산소를 억제하는 효과가 있을 것으로 생각된다.

대식세포는 IL-1β, IL-6, TNF-α와 같은 cytokine

을 생산하여 감염 초기의 생체 방어에서 중요한

역할을 하는 세포로 알려져 있다39,40. 면역반응과

염증반응을 유도하는 염증매개 cytokine인 IL-1β

는 다양한 lymphokine을 분비시켜 세포증식과 세

포 외 기질 축적을 자극하고, IL-6는 숙주방어, 면

역반응, 신경세포의 기능 등에서 중요한 기능을 하

며, TNF-α는 대식세포나 단핵세포에서 세포의 분

화와 성장 등의 기능에 관여한다
41,42
.

본 연구에서는 마우스 대식세포주인 RAW 264.7

cell에 LPS와 CSL을 함께 첨가하여 세포 사멸에

미치는 영향을 측정한 결과 세포 사멸이 정상군에

비해 CSL 투여군에서는 감소하는 것을 확인하였

고, RAW 264.7 cell에 LPS의 의해 유도된 Cytokine

성분인 IL-6, MCP-1, TNF-α 생성억제 효과를 측

정한 결과 CSL의 농도가 증가함에 따라 억제 효과

가 증가함을 확인하였으며, 특히 CSL 40 μg/ml 농

도 투여군은 IL-6(p<0.001), MCP-1(p<0.05), TNF-α

(p<0.001)에서 유의성 있게 감소하였다(Fig. 2, 3,

4). 이 결과로 CSL은 LPS로 유도된 염증 유관인

자로부터 세포를 보호하는 효과가 있으며, CSL에

의한 IL-6, MCP-1, TNF-α 생성억제 효과는 염증

매개 cytokine의 생성 억제에도 효과가 있다는 것

을 확인할 수 있었다.

최근 혈관질환으로 혈관에서의 염증반응에 대한

관심이 높아지고 있다. 정상 혈관은 내피세포와 평

활근세포로 이루어져 있는데 염증세포와의 상호작

용이 일어나지 않는다. 그러나 혈관이나 혈관벽 내

에 염증이 발생하였을 경우에는 염증세포가 혈관

벽에 달라붙기 시작한다. 염증반응이 지속되면 혈

관벽의 내피 세포에서 adhesion molecule이라고 지

칭되는 VCAM-1, ICAM-1 등이 발현하게 되고, 이

들이 염증세포에 있는 integrin이라는 수용체와 상

호작용을 하게 된다. 이는 염증세포와 혈관내피와

의 매우 강한 결합을 유도하여 염증세포가 더 이

상 혈관 위를 굴러가지 않고 혈관벽 위에 강력하

게 달라붙게 된다. 염증세포를 유도하여 혈관 내로

이동시키는 물질은 cytokine의 일종이며 이러한 염

증기작에 의한 혈관의 손상이 각종 동맥경화증이

나 심부전과 같은 질환에 결정적 요인이 될 수 있

다43-45.

CSL에 대한 마우스 대식세포주인 RAW 264.7

cell에서의 항염증 효과를 바탕으로 사람의 혈관 내

피 세포인 HUVEC에서의 항염증 효과를 알아보았

다.

먼저, MTT assay를 수행한 결과, CSL의 적정농

도 범위 내에서는 HUVEC의 생존율에 크게 영향

을 주지 않는 것으로 확인되었다. HUVEC에서

LPS에 의해 유도된 Cytokine 성분인 IL-1β, IL-6,

INF-γ, TNF-α 생성억제 효과를 측정한 결과 모든

CSL의 투여군은 IL-1β(p<0.001), IL-6(p<0.001),

INF-γ(p<0.01), TNF-α(p<0.001) 유의성 있게 감소

하였다(Fig. 5, 6, 7, 8). 이의 결과로 CSL의 IL-6,

MCP-1, TNF-α 생성억제효과는 염증매개인 cytokine

의 생성 억제에도 효과가 있다는 것을 확인할 수

있었다.

이상의 실험 결과 CSL은 DPPH의 소거 활성효

과가 있음을 확인하였으며 마우스 대식세포주인

RAW 264.7 cell에서의 ROS 및 NO의 활성 억제

효과가 있는 것을 확인할 수 있었다. 그와 함께
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RAW 264.7 cell에서의 IL-6, MCP-1, TNF-α 생성

억제 효과를 확인하여 이를 통해 CSL은 세포 내에

생성되는 항산화 및 항염증에 효과가 있을 것으로

사료되며, 이를 바탕으로 활성 산소 및 염증성 질

환인 류마티스 관절염, 암 등에 효과가 있을 것이

다.

그리고 CSL은 RAW 264.7 cell 뿐만 아니라 사

람의 혈관 내피 세포인 HUVEC에서의 IL-1β,

IL-6, INF-γ, TNF-α 생성억제 효과가 있음을 확

인하였으며 이는 혈관 염증성 질환 등에도 적용할

수 있을 것이다.

최근 항산화 및 항염증의 연구가 피부과, 산부인

과, 심혈관계, 호흡기계 등 여러 분야에서 연구가

이루어지고 있으니 蘇木 또한 지속적인 후속 연구

를 통해 여러 방면의 응용도 생각해볼 수 있다.

Ⅴ. 결 론

蘇木의 항산화 효과 및 RAW 264.7 cell과 HUVEC

에서 LPS로 유도된 항염증 효과에 대한 연구를 수

행한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. CSL이 가진 DPPH 소거 활성을 측정한 결과

농도 의존적으로 소거 활성을 증가시켰다.

2. CSL이 LPS로 유도된 RAW 264.7 cell의 ROS

및 NO 생성 억제를 농도 의존적으로 증가시켰

다.

3. CSL이 LPS로 유도된 RAW 264.7 cell의 염증

Cytokine 성분의 생성 억제를 농도 의존적으로

증가시켰으며, 특히 CSL 40 μg/ml에서 유의성

있게 증가시켰다.

4. CSL이 LPS로 유도된 HUVEC의 염증 Cytokine

성분의 생성 억제를 유의성 있게 증가시켰다.

이러한 蘇木의 항산화 및 항염증 효능은 蘇木을

활용한 염증성 질환의 예방 및 면역치료 약물의

개발 가능성을 제시한다.
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