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ABSTRACT

Anti-inflammatory Effects of Salvia Miltiorrhizae Radix Water Extract in
RAW 264.7 Cells and Mouse Induced by Lipopolysaccharide

Gun-Hee Kim, Ka-Kyung Hong, Han-Baek Cho,
Chang-Min Choi, Song-Baek Kim

Dept. of Korean Gynecology and Obstetrics, College of Korean Medicine,
Wonkwang University

Objectives: This study was performed to identify the anti-inflammatory effects
of Salvia miltiorrhizae radix Water extract (SMW) on lipopolysaccharide (LPS) induced
inflammation.

Methods: RAW 264.7 cells were treated with 500 ng/ml of LPS. SMW (0.1, 0.25,
0.5 mg/ml) was treated 1 h prior to LPS. Cell viability was measured by MTT assay.
Levels of nitric oxide (NO) were measured with Griess reagent and pro-inflammatory
cytokines were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and
real-time polymerase chain reaction (PCR). We also examined molecular mechanisms
such as mitogen-activated protein kinases (MAPKs) and nuclear factor-kappa B
(NF-κB) activation by western blot. In addition, we observed mice survival rate
after LPS and examined their cytokine levels of serum and liver tissue.

Results: SMW itself did not have cytotoxic effects in RAW 264.7 cells less than
0.5 mg/ml. SMW treatment inhibited the production of NO, and interleukin (IL)-1β
which is pro-inflammatory cytokine. And SMW treatment inhibited the LPS-induced
activation of MAPKs such as extracellular signal-regulated kinase1/2 (ERK1/2),
p38 kinases (p38), c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) and NF-κB. In addition, it
also showed reducing the level of IL-1β on the serum and liver tissue of mice. Also,
death of LPS-induced mice was inhibited by SMW.

Conclusions: The result suggests that treatment of SMW could reduce the
LPS-induced inflammation. Thereby, SMW could be used as a protective agent
against inflammation. Also, this study could give a clinical basis that SMW could
be a drug or agent to prevent inflammatory diseases.

Key Words: Salvia miltiorrhiza radix, RAW 264.7 Cell, Lipopolysaccharide (LPS),
Cytokine, Inflammation
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Ⅰ. 緖 論

염증은 물리적 외상, 유해화학물질, 미

생물 또는 약품 등에 의해 야기되는 조

직손상에 대한 정상적인 국소적 보호 반

응의 하나로, 임상적으로는 동통, 발열,

발적, 종창, 기능상실 등의 증상이 나타

난다1). 과도한 염증반응은 국소세포조직

의 수동적 변화와 순환장애, 특히 혈관 내

혈장이나 혈구의 비정상적인 삼출과 해당

부위의 세포증식2)을 유발하며 인체의 기

관 및 세포의 손상을 악화시키게 된다. 또

한 산화적 스트레스가 발생되면 단백질 분

해 및 DNA합성이 억제되어 각 기관의 세

포에 손상이 유발 된다3).

Cytokine이란 cell signaling에 있어서

중요한 단백질로써, interleukin(IL), chemokine,

interferon, tumor necrosis factor(TNF) 등

을 포함하는 개념이다4). 이는 염증이 진행

되는 동안 macrophage, lymphocyte 같은

염증세포의 과도한 면역반응으로 유도되

는 물질로 급성염증 시 증가하고, 염증부

위에 고농도로 존재하여 염증반응의 진행

및 조절에 중요한 작용을 한다4).

염증성 질환의 치료는 근본적으로 염증

억제, 즉 소염에서 시작하는데 최근 부작

용이 없고 효능이 우수한 소염치료법의

개발을 위하여 많은 노력이 이루어지고

있다. 하지만 현재 사용되는 대부분의 소

염제들은 장기복용을 할 경우 출혈성 위

장관궤양, 신기능 저하 및 혈압상승, 심근

경색 및 혈전형성 등의 순환계 질환도 유

발할 수 있다고 하여5) 소염제의 효능과

안전성을 개선할 필요성이 대두되고 있

다. 따라서 기존 소염제에 비해 부작용

이 적고 안전성이 좋은 한약물 제제 중 단

미와 탕전형태를 통한 연구6-8)가 활발하

게 보고되고 있다.

단삼(Salvia miltiorrhizae radix, SM)

은 꿀풀과에 속하는 다년생 초본식물로

뿌리와 근경을 건조하여 쓰고, 苦微寒하

며 活血祛瘀, 調經止痛, 除煩安神, 凉血

消癰 등의 효능이 있다9).

단삼에 대한 기존의 연구로는 염증세포

에 대한 효과10-7), 손상된 세포 및 근육에

대한 효과18,19), 혈관질환에 대한 효과20,21),

면역조절작용에 대한 효과22), 종양 세포에

미치는 효과23) 등이 보고되어 있다. 이러

한 연구들을 미루어 볼 때 단삼이 항염증

효과가 있다고 사료되지만, 기존의 염증에

관한 대부분의 연구13-7)들이 단삼 메탄올

추출물을 이용하여 이루어져 왔으며, 때

문에 그 연구결과를 물 추출의 탕전 방

법을 사용하는 한의학 임상에서 적용시

키기에는 무리가 있었다. 또한 동물실험

까지 진행한 연구24) 또한 지용성 물질인

tanshinone I을 다루고 있을 뿐이었다.

이에 저자는 임상에서 한의약 투여 상황

에 부합되도록 단삼 물 추출물의 LPS로

유도된 RAW 264.7 세포 및 mouse에서의

항염증반응과 더불어 mouse 간 조직에

서 나타난 염증과 출혈양상 등을 관찰하

여 유의한 결과를 얻었기에 이를 보고하

는 바이다.

Ⅱ. 材料 및 方法

1. 재 료

1) 약 재

단삼(Salvia miltiorrhizae radix)은 (주)

옴니허브(대구, 대한민국) 에서 1 kg을

구입하여 정선한 후 사용하였다.
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2) 시 약

Fetal bovine serum(FBS), RPMI Medium

1640, penicillin-streptomycin 등의 세포

배양용 시약들은 Gibco BRL(Grand Island,

USA)사에서 구입하였으며, 실험에 사용된

시약 중 Chloroform, TRI-zol, Sodium

dodesyl sulfate(SDS), Acrylamide, Tris-HCL,

lipopolysaccharide(LPS) 등은 SIGMA(St.

Louis, USA)사에서 구입하였다. 실험에 사

용된 항체인 anti-phospho-ERK1/2, anti-

phospho-p38, anti-phospho-JNK는 Cell

Signaling(MA, USA)사에서 구입하였고,

Anti-Iκ-Bα, Anti-β-actin, Anti-ERK, Anti-

JNK, Anti-p38는 Santa Cruz(CA, USA)

사에서 구입하였다. 실험에 사용된 모든

시약은 분석용 등급 이상으로 사용하였다.

3) 세포주

Mouse의 대식세포주인 RAW 264.7 세포

는 한국세포주은행(KCLB, 서울, 대한민국)

으로부터 분양받았다. 세포배양을 위해

10% FBS와 1% penicillinstreptomycin을

첨가한 RPMI-1640 배지를 사용하였다.

세포는 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하

였다.

4) 실험동물

이 실험에 사용한 C57BL/6 mouse(weight

15~20 g, aged 6 weeks, female)는 오리

엔트 바이오(성남, 경기도, 대한민국)에

서 구입하여 일주일의 적응 기간 후 실

험을 진행하였다. 모든 실험은 ⃝⃝대학

교에서 정해놓은 동물관리 규정에 따라

수행되었다.

2. 연구 방법

1) 약물 추출

단삼은 ⃝⃝대학교 한의과대학에서 동

정 및 확인되었다. 단삼 물추출물(Salvia

miltiorrhizae radix Water extract, SMW)

을 얻기 위하여 물 1 ℓ에 단삼 100 g을 약

탕기(대웅, 한국)에 넣고 2시간 30분 동

안 전탕한 액을 여과한 후, -80℃에서 동

결 건조하여 3차 증류수에 녹여 여과 후

사용하였다. 동결 건조시킨 후 나온 분

말 가루는 13.6 g으로 수율은 13.6%였다.

2) MTT assay

RAW 264.7 세포의 생존율은 밀집세

포의 미토콘드리아 탈수소 효소에 의해

자주빛 formazan 생성물로 변하는 MTT

환원을 바탕으로 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)

-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide(MTT)

용액을 이용하여 측정했다. RPMI-1640 배

지에서 2×105/ml의 밀도로 현탁 하였고,

0.1 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml

의 농도로 SMW를 처리하였다. 24시간

동안 배양한 뒤 5 mg/ml의 농도로 배양

하기 위해서 MTT용액을 첨가하고 다시

30분 동안 배양하였다. 상층액을 제거하고

Dimethyl Sulfoxide(DMSO)로 formazan

을 용해하여 96-well plate에 loading한 후,

spectrophotometer(MD, USA)를 이용하여

540 nm에서 흡광도를 측정했다. 세포의

생존율은 어떠한 처치도 하지 않은 군과

의 비율로 나타냈다.

3) Nitric Oxide 농도의 측정

Nitric Oxide(NO)의 농도는 아질산염

의 표준커브로부터 계산하였는데, 그리스

시약(Griess reagent: 0.5%의 sulphanilamide,

2.5%의 phosphoric acid 및 0.5%의

naphtylethylendiamide)은 아질산염과 화

학 반응하여 보라색의 아조염을 형성하

고 이는 NO의 농도와 일치하기 때문에,

아조염의 농도로부터 아질산염의 농도를

측정하였다. 세포들은 RPMI-1640배지에

서 2×105의 밀도로 현탁 하였고, 0.1 mg/ml,
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0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml의 농도

로 SMW를 처리하였다.

RAW 264.7 세포 실험에 사용한 LPS

는 기존의 연구25,26)에 기초하여 모두 500

ng/ml 농도로 설정하였다. LPS를 자극

한 후 24시간 동안 배양한 뒤, 세포 상층

액을 취해 96-well plate에 loading하였다.

100 μl의 그리스 시약을 첨가하고, 그 혼

합물의 흡광도를 spectrophotometer(MD,

USA)로 540 nm에서 측정하였다.

4) Cytokine(IL-1β, IL-6, TNF-α) 측정

SMW가 LPS(500 ng/ml)로 유도된 RAW

264.7세포에서의 염증매개물질 생성에 미

치는 영향을 알아보기 위하여, LPS를 자

극하기 전 SMW를 1시간 동안 전 처리

한 후, RAW264.7 세포에 LPS를 24시간

동안 자극하였다. Pro-inflammatory cytokine

의 염증매개물질은 세포 상층액에서 Enzyme-

linked immunosorbent assay(ELISA)법

으로 정량하였다. ELISA는 BD pharmingen

(CA, USA)에서 Mouse ELISA kit for

IL-1β, IL-6, TNF-α를 구입하여 시행하

였다.

5) RNA 분리 및 Quantitative RT-PCR

Total RNA는Easy Blue(Intron Biotechnology,

USA)시약을 통해 추출하였다. 먼저 배양

한 세포에 SMW를 1시간 전 처리한 뒤

LPS로 자극한 후 24시간 배양한 세포를

Phosphate buffered saline(PBS)로 2회

세척하였다. 다음 PBS 1 ml씩 가해 세포

를 포집한 후, 원심분리를 하여 바닥에

남은 세포에 Easy Blue 용액을 1 ml 넣어

세포를 용해시킨 후 100 μl의 chloroform

용액을 가하고 잘 섞어준 뒤 15,000 rpm

에서 15분간 원심분리하여 상층액을 취

한다. 그 후 2-propanol과 1:1로 섞은 뒤

15,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상

층액은 버리고 침전물에 80% ethanol로

2회 씻고 침전물을 건조시켰다. 그리고

침전물에 DEPC 처리한 증류수를 15 μl

씩 넣어 RNA를 용해시키고 정량하였다.

mRNA는 발현을 정량적으로 표현하기

위해 정량 중합 효소 반응을 측정하였다.

합성된 cDNA 1 μl, Real time PCR aster

mix 4 μl(Roche), primer 및 probe를 넣고

PCR 조건으로 반응시켰다. PCR 조건은

92℃에서 30초, 60℃에서 45초, 72℃에서

30초를 40 cycle로 하였다. 정량 중합 효

소 반응에 쓰인 forward(f)와 reverse(r)

primer 및 TaqMan probe는 Roche (Basel,

Switzerland)에서 합성하였다. 사용한 primer

는 다음과 같다.

Gene Primer

IL-1β

5′-TTG ACG GAC CCC AAA AGA T-3′(forward)

5′-GAA GCT GGA TGC TCT CAT CTG-3′(reverse)

universal probe, M15131.1V (probe)

IL-6

5′-TTC ATT CTC TTT GCT CTT GAA TTA GA-3′(forward)

5′-GTC TGA CCT TTA GCT TCA AAT CCT-3′(reverse)

universal probe, M20572.1V (probe)

TNF-α

5′-TCT CTT CAA GGG ACA AGG CTG-3′(forward)

5′-ATA GCA AAT CGG CTG ACG GT-3′(reverse)

5′-CCC GAC TAC GTG CTC CTC ACC CA-3′(probe)

Table 1. The Primer of IL-1β, IL-6 and TNF-α
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6) Western blot analysis

RAW 264.7 cell을 60 mm culture dish에

5×106 cells/dish로 세포를 배양하고 serum

free media(RPMI 1640)로 12시간 starvation

시킨 후 SMW(0.5 mg/ml)를 전처리 하고

LPS(500 ng/ml)로 자극하여 0, 15, 30, 60

분 뒤에 cold PBS로 3회 세척한 후 cell을

획득하여 원심분리(5,000 rpm, 5 min)하

여 그 상층액을 버리고 cell pellet을 수거

하였다. RIPA lysis buffer(RIPA buffer

1 ml+phosphotase inhibitor 10 μl+protase

inhibitor 10 μl)를 넣어 단백질을 lysis 시

켜서 원심분리(15,000 rpm, 20 min)하여

찌꺼기를 가라앉히고 단백질 정량하였다.

동일한 양의 단백질을 샘플링 버퍼(4X)를

같이 넣어 섞은 다음 샘플을 10% SDS-PAGE

에 electrophoresis 한 후 membrane에 옮기

고 나서 5% skim milk로 2시간 blocking 하

였다. ERK, p38, JNK의 phosphorylation

과 NF-kB를 ECL detection 용액(Amersham)

으로 확인하였다.

7) mouse 모델 실험군 설정

실험실 환경에 적응시킨 생쥐들은 아무

처리도 하지 않은 정상군, LPS로 급성 염

증을 유발한 대조군과 SMW 투여 농도에

따라 SMW 0.1 mg/kg 투여군(SMW 0.1),

0.5 mg/kg 투여군(SMW 0.5) 두 종류의 실

험군으로 설정하여 대조군과 실험군을 실

험 횟수별로 6마리, 6마리, 8마리로 나누어

총 3회, 군별 20마리씩 진행하였다. 연구에

서 적용한 SMW 농도는 기존에진행된 in-vivo

연구가 없기에 임의로 설정하였다.

In-vivo 실험에서의 LPS 처리는 37.5

mg/kg 수준으로 모두 동일하게 복강 주

사하였는데, 이는 기존의 연구27,28)에서 적

용한 농도를 참고하여 설정하였다. LPS

주사 1시간 전에 SMW를 두 실험군에 각

각 0.1 mg/kg, 0.5 mg/kg 복강주사 하였고,

주사 후 12시간 마다 mouse의 생존율을 조

사하였다.

8) mouse 혈청 및 간의 cytokine 정량

LPS 처리는 37.5 mg/kg의 수준으로 모

두 동일하게 복강 주사하였고, LPS주사 한

시간 전에 SMW를 두 실험군에 각각 0.1

mg/kg, 0.5 mg/kg 복강주사 하였다. 3시간

후에 mouse를 마취시켰고, Syringe를 이용

하여 심장에서 혈액을 채취했으며 혈액은

3,000 rpm, 4℃에서 20분간 원심분리하여

혈청만 분리하였다. Mouse 혈청에서는 ELISA

법으로, 간 조직에서는 정량 중합 효소 반

응을 통해 cytokine을 측정하였다.

9) mouse 간 조직의 조직학적 관찰 및

분석

마지막 LPS 주입 후 3시간 뒤에 간 조

직을 분리하여, 10% formalin 용액을 사

용하여 고정시킨 다음, 일반적인 조직 표

본 제작 방법으로 Hematoxylin & Eosin

(H & E) 염색을 시행하였다. 카메라 부착

광학현미경(Olympus BX51, Japan)으로

관찰한 후 사진을 촬영하였다. 조직 손상

정도는 면적을 통해 판단하였으며, 기존의

연구29)에서 사용한 조직학적 진단 기준을

참고하여 0=normal, absent; 1=uncommon,

detectable; 2=multifocal, moderate; 3=extensive,

severe으로 설정한 후 세 임상병리사의 blind

test를 통해 평가하였다.

3. 통계 방법

모든 실험 결과는 3회 실시하여 그 평

균값을 기초로 Mean±S.D.로 나타내었다.

실험 데이터는 student’s t-test로 분석하

였고, p-value<0.05 일 경우 유의한 것으

로 판단하였다. 이상의 통계처리는 SPSS

for windows 12.0을 사용하였다.
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Ⅲ. 硏究結果

1. SMW의 RAW 264.7 세포에 대한 독성

무처치군의 생존율을 100으로 설정하였

을 때, SMW은 각각 농도 0.1 mg/ml 처

리군에서 99±0.82%, 0.25 mg/ml 처리군에

서 99.67±0.94%, 0.5 mg/ml 처리군에서

97.67±1.25%의 생존율을 보였으나 1 mg/ml

처리군에서는 92±0.82%로 무처치군과 유

의한 차이를 보였다(P<0.05)(Fig. 1).

Fig. 1. The cytotoxity of SMW in RAW
264.7 cells.
RAW 264.7 cells were incubated with SMW
as indicated concentration. After 24h, cell viability
was measured by MTT assay as described in
materials and methods. Data were given as
means of values±SD from three independent
experiments.
†P<0.05 as compared with none group.

2. SMW이 LPS로 유도된 RAW 264.7

세포에서 NO 생성에 미치는 영향

NO는 LPS 처리군에서 13.40±0.588 μM

로 상승하였으나, SMW 0.1 mg/ml 처리군

에서 11.53±0.4784 μM, SMW 0.25 mg/ml

처리군에서 8.70±0.374 μM, SMW 0.5 mg/ml

처리군에서 5.97±0.403 μM로 감소하였고,

SMW 1 mg/ml 처리군에서는 8.80±0.082

μM로 감소하였으나, 자체적인 NO 증가 및

0.5 mg/ml군 대비 억제능력 감소를 보였다

(P<0.05)(Fig. 2). 세포독성 검사에서 SMW

1 mg/ml 농도는 미세 독성을 보였으나 그

정도가 미흡하고, 유효농도 기준을 명확히

설정하기 위해 이 실험에 포함하였다. SMW

1 mg/ml의 농도는 세포 생존에는 무리를

주지 않았지만, 자체적인 NO 생성을 유도하

여 세포에 유해할 수 있고 세포독성 실험

에서도 유의한 차이를 보였으므로, 추후 실

험에서는 SMW 0.1 mg/ml, 0.25 mg/ml,

0.5 mg/ml 농도만 사용하였다.

Fig. 2. Effects of SMW on LPS-induced
NO production in RAW 264.7 cells.
RAW 264.7 cell was treated with 0.1, 0.25, 0.5
and 1 (mg/ml) of SMW and LPS (500 ng/ml)
for 24 h. The amount of NO in supernatant
was measured by using Griess reagent. Data
were given as means of values±SD from three
independent experiments.
†P<0.05 as compared with only-LPS-treated
group.

3. SMW이 LPS로 유도된 RAW 264.7

세포에서 IL-1β, IL-6, TNF-α 생성에

미치는 영향

LPS로 유도된 cytokine 발현을 측정한

결과, SMW은 IL-6, TNF-α에서는 유의한

효과를 보이지 않았으나, IL-1β에서는 LPS

처리군의 237.00±2.944 pg/ml에 비해 SMW

0.1 mg/ml 처리군에서 224.67±5.313 pg/ml,

SMW 0.25 mg/ml 처리군에서 179.67±1.700

pg/ml, 0.5 mg/ml 처리군에서 142.67±5.793
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pg/ml으로 각각 감소되는 것이 관찰되었

고, 특히 SMW 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml 농

도에서 유의한 억제 효과를 보였다(P<0.05)

(Fig. 3).

Fig. 3. Effects of SMW on the production of IL-1β, IL-6, and TNF-α in RAW 264.7 cells.
The cells were pre-treated with SMW as indicated concentrations for 1 h, and then incubated with
or without LPS (500 ng/ml) for 24 h. The level of cytokine was measured by ELISA. Data
were given as means of values±SD from three independent experiments.
†P<0.05 as compared with only-LPS-treated group.

4. SMW이 mRNA 수준에서 LPS로 유

도된 RAW 264.7 세포에서 IL-1β, IL-6,

TNF-α 생성에 미치는 영향

mRNA 수준에서 cytokine 발현을 측정

한 결과, SMW은 IL-6, TNF-α에서는 유

의한 효과를 보이지 않았으나, IL-1β에서

는 무처치군을 1로 설정하였을 때, LPS 처

리군 154.33±5.793배 증가한 것과 비교하여

SMW 0.1 mg/ml 처리군에서 151.67±8.654

배, SMW 0.25 mg/ml 처리군에서 115.33±

8.730배, 0.5 mg/ml 처리군에서 59.33±4.497

배로 각각 감소되는 것이 관찰되었고, 특

히 SMW 0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml 농도에서

유의한 억제 효과를 보였다(P<0.05)(Fig. 4).

Fig. 4. Effects of SMW on the mRNA expression of IL-1β, IL-6, and TNF-α in RAW
264.7 cells.
The cells were pre-treated with SMW as indicated concentrations for 1 h, and then incubated with
or without LPS (500 ng/ml) for 24 h. IL-1β, IL-6, and TNF-α mRNA levels were measured
by real time RT-PCR. Data were given as means of values±SD from three independent experiments.
†P<0.05 as compared with only-LPS-treated group.
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5. SMW이 LPS로 유도된 RAW 264.7

세포에서 MAPKs 및 NF-κB의 활성에

미치는 영향

LPS로 유도된 RAW 264.7 세포는 다양

한 신호전달물질에 의해 cytokine들을 분

비하게 되는데, 대표적인 경로로 MAPKs

와 NF-κB가 있다. SMW를 0.5 mg/ml의

농도로 전 처리한 후 LPS를 15분, 30분,

60분으로 나누어 시간대별로 자극하였다.

이를 분석한 결과 SMW은 LPS로 자극된

RAW 264.7 세포에서 p38, JNK, ERK1/2

모두 인산화를 억제하는 결과를 보였다.

반면에 NF-κB의 활성화 지표인 Iκ-Bα의

분해 결과, SMW이 LPS에 의한 Iκ-Bα의

분해는 억제하지 않는 것으로 나타났다

(Fig. 5).

Fig. 5. Effects of SMW on MAPKs activation
and Iκ-Bα degradation in RAW 264.7 cells.
The cell were pre-treated with SMW (0.5 mg/ml)
for 1 h, and then incubated with LPS (500
ng/ml) for indicated time. Detail methods were
described in Materials and Methods. Representative
western blots of at least three separate experiments
are shown.

6. SMW이 LPS로 유도된 mouse 모델의

생존율에 미치는 영향

LPS를 복강주사 한 후 12 h 마다 생존

율을 관찰한 결과, LPS 처리군은 60 h에

생존율 0%를 보였으며, SMW 0.1 mg/kg

투여군(SMW 0.1)에서는 120 h 시점에 20%

의 생존율을 보였고, SMW 0.5 mg/kg 투

여군(SMW 0.5)에서는 120 h 시점에 50%

의 생존율을 보였다(Fig. 6).

Fig. 6. Effects of SMW on the survival
rate of mice.
The mice were pre-intraperitoneal injected
with SMW for 1 h, and then intraperitoneal
injected with LPS (37.5 mg/kg). After 60 h,
survival rate of only-LPS-treated group was
0%. But after 120 h, the survival rate of SMW
0.1 was 20%, and SMW 0.5 was 50%. The
number of mice of each group was 20.

7. SMW이 LPS로 유도된 mouse 혈청

cytokine 생성에 미치는 영향

RAW 264.7 세포에서 cytokine 생성 결

과와 동일하게 IL-6, TNF-α에서는 유의

한 효과를 보이지 않았으나, IL-1β에서는

LPS 처리군의 523.67±11.585 pg/ml에 비

해 SMW 0.1 mg/kg 투여군에서 440±26.733

pg/ml, 0.5 mg/kg 투여군에서 358.00±27.797

pg/ml로 각각 유의하게 감소되는 것이 관

찰되었고, 특히 SMW 0.1 mg/kg 투여군

에 비해 0.5 mg/kg 농도 투여가 효과적

이었다(P<0.05)(Fig. 7).



J Korean Obstet Gynecol Vol.32 No.2 May 2019

9

Fig. 7. Effects of SMW on the production of IL-1β, IL-6, and TNF-α in serum of mice.
The serum of mice was pre-treated with SMW 0.1, 0.5 (mg/kg) for 1 h, and then incubated
with LPS (37.5 mg/kg) for 24 h. The level of cytokine was measured by ELISA. Data were
given as means of values±SD from three independent experiments.
†P<0.05 as compared with only-LPS-treated group.

8. SMW이 LPS로 유도된 mouse 간 조

직 손상에 미치는 영향

간 조직의 염증 정도는 정상군 0.4±0.082에

비해 LPS 처리군은 2.8±0.82로 유의하게 증

가하였고(P<0.05), SMW 0.1 mg/kg 투여

군에서 1.73±0.125로, SMW 0.5 mg/kg 투여

군에서 1.13±0.047로 모두 LPS군에 비해 유

의하게염증정도를억제시켰다(P<0.05)(Fig. 8).

간 조직의 출혈 정도는 정상군 0.4±0.082

에 비해 LPS 처리군은 2.6±0.082로 유의하

게 증가하였고(P<0.05), SMW 0.1 mg/kg

투여군에서 1.1±0.082로, SMW 0.5 mg/kg

투여군에서 0.6±0.082로 유의하게 출혈 정

도를 억제시켰는데, 특히 SMW 0.5 mg/kg

투여군의 출혈 정도는 정상군의 간조직과

유의한 차이가 없었다(P<0.05)(Fig. 8).

Fig. 8. Effects of SMW on the liver tissue of mice.
Representative H & E stained sections of the liver tissue in the normal mice not given LPS, in the
control mice given LPS, and in mice given SMW 1 h before the first LPS injections. Histological
sections of the pancreas were scored from 0 (normal) to 3 (severe) for inflammation and hemorrhage.
These figures show representative images of experiment group. The score was calculated by three
pathologists who were blinded.
†P<0.05 as compared with only-LPS-treated group.
§ P<0.05 as compared with none-treated group.
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9. SMW이 LPS로 유도된 mouse 간

cytokine 생성에 미치는 영향

Mouse의 혈청 cytokine 생성 결과와 동

일하게 IL-6, TNF-α에서는 유의한 효과를

보이지 않았으나(Fig. 8), IL-1β에서는 아

무 처리를 하지 않은 군을 1로 설정했을 때,

LPS 처리군의 9.13±0.125배 증가한 것에

비해 상대적으로 SMW 0.1 mg/kg 투여군

에서 7.33±0.263배, SMW 0.5 mg/kg 투여

군에서 5.47±0.287배로 각각 유의하게 감소

되는 것이 관찰되었고, 특히 SMW 0.1 mg/kg

농도에 비해 0.5 mg/kg 농도 투여가 효과

적이었다(P<0.05)(Fig. 9).

Fig. 9. effects of SMW on the production of IL-1β, IL-6, and TNF-α in liver tissue
of mice.
The cells were pre-treated with SMW as indicated concentrations for 1 h, and then incubated
with or without LPS (37.5 mg/kg) for 3 h. IL-1β, IL-6, and TNF-α levels were measured by
real time RT-PCR. Data were given as means of values±SD from three independent
experiments.
†P<0.05 as compared with only-LPS-treated group.

Ⅳ. 考 察

염증반응은 활성화된 면역세포에 의해

일어나는 일련의 면역반응으로, 그람 음성

균의 세포외막 성분인 Lipopolisaccharide

(LPS)나 바이러스, 미생물 등의 자극에 의

해 대식세포가 활성화되면 염증반응과 관

련된 많은 염증인자들의 생성이 촉진되어

외부 병원균으로부터 숙주를 방어하는 현

상인 발적, 종창, 발열, 동통 등의 증상이

나타나게 된다. 그러나 이러한 외부 인자

에 의해 활성화된 대식세포에서 IL-6, IL-1β,

TNF-α와 같은 pro-inflammatory cytokine

과 nitric oxide(NO) 및 prostaglandin E2

(PGE2)가 과량 생산되면 염증반응이 지

속적으로 유발되어 조직학적으로 소동맥,

모세혈관 및 소정맥의 투과성과 혈류증가

를 동반한 확장, 혈장단백을 포함한 혈장

의 삼출, 백혈구의 염증부위로의 이동 등의

증상들이 나타나게 된다1,2).

단삼(Salvia miltiorrhizae radix)은 꿀

풀과에 속하는 다년생 초본식물로 뿌리와

근경을 건조하여 쓰고, 성미는 苦微寒하

며 活血祛瘀, 調經止痛, 養血安神, 凉血消

癰의 효능이 있다10). 또한 月經不調, 痛經,

經閉, 産後瘀滯腹痛, 癥瘕積聚, 心腹疼痛,

跌打損傷, 煩燥不安, 心煩失眠 등을 치료

한다30). 이로 인해 여성 질환을 비롯한 다
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양한 질병에 사용되어 왔고, 특히 ≪本草

綱目≫31)에서 처음 언급된 ≪婦人明理論≫32)

에서는 ‘四物湯治婦人病, 不問產前產後, 經

水多少, 皆可通用. 惟一味丹參散, 主治與

之相同.’라고 서술하여 단삼 단미만으로도

그 효과가 사물탕에 못지않아 제반 여성

질환에 두루 쓰인다고 하였다.

이러한 단삼의 주요 성분은 크게 두 종

류로 분류할 수 있다. 첫 번째로 수용성

인 phenolic 화합물로서 salvianolic acid,

lithospermate B, benzoic acid, β-stitosterol,

ursolic acid 등이 있고, 두 번째로 abietane

형의 diterpene quinone으로서 tanshinone

I, hydrotanshinone I, methylenetanshiquinone,

danshenxin-kun A-D 등이 있다33,34). 현재

까지 보고된 단삼의 실험적 연구로는 손상

된 세포 및 근육에 대한 효과18,19), 혈관질

환에 대한 효과20,21), 면역조절작용에 대한

효과22), 종양 세포에 미치는 효과23) 등이

있다. 특히 메탄올 추출 등을 통해 단삼

단미 또는 단삼의 단일 성분의 항염증효

과10-7)를 주제로 다룬 연구가 다수 발표

되어, 단삼이 염증반응에 좋은 효과를 미

친다는 것을 알 수 있었다. 그러나 이와

같은 연구13-7) 대부분이 메탄올 추출물을

통해 in-vitro에 한정하여 이루어졌고, 같

은 주제로 in-vivo까지 진행한 연구24)도

지용성 물질인 tanshinone I을 다루고 있

었다. 또한 in-vitro에서 진행된 단삼의

수용성 추출물 연구10-2)에서도 항염증작

용을 파악하기에는 그 내용이 다소 제한

적이었고, 이를 그대로 in-vivo에서 적용

하기에는 무리가 있을 것으로 사료되었

다. 이에 저자는 물 추출의 탕전 방법을

사용하는 한의학 임상에서 적용 가능한

단삼 물 추출물(SMW)을 사용하여 in-vivo

와 in-vitro 양측 모두 항염증작용 관련

실험을 진행하여 유의한 결과를 얻었기

에 다음과 같이 보고하는 바이다.

연구에 앞서 SMW의 자체 독성 평가

를 하였고, 무처치군의 생존율을 100으로

설정하였을 때, SMW은 각각 농도 0.1

mg/ml 처리군에서 99±0.82%, 0.25 mg/ml

처리군에서 99.67±0.94%, 0.5 mg/ml 처

리군에서 97.67±1.25%의 생존율을 보였으

나 1 mg/ml 처리군에서는 92±0.82%로 무

처치군과 유의한 차이를 보였다.

NO는 macrophage가 활성화되면 inducible

NO synthase(iNOS)로부터 생산되며 박테

리아를 죽이거나 종양을 제거하는 화학적

매개체의 역할을 하지만 과도한 NO 생성은

염증을 유발시켜 조직의 손상, 유전자 변이

및 신경손상을 일으키는 것으로 알려져

있다35,36). 따라서 SMW를 통해 NO 생성

억제를 관찰하였고, 전 SMW 처리군에서

NO 생성 억제가 관찰되었으나 SMW 1

mg/ml의 농도에서는 자체적인 NO 증가

및 0.5 mg/ml 농도대비 억제능력 감소를

보였다. 이에 먼저 실험한 독성평가와 결

부해 1 mg/ml의 농도는 세포 독성 유발

뿐 아니라, 자체적인 NO 생성을 유도하여

세포에 유해할 수 있다고 판단하여 추후

실험에서 배제하고 0.1 mg/ml, 0.25 mg/ml,

0.5 mg/ml 처리군 만을 유효농도로 설정

하였다.

LPS는 그람 음성균의 외막 성분으로

macrophage의 감염초기에 반응하여 숙주

방어에 주요 역할을 하지만, 반대로 과도

한 자극 시 활성화된 macrophage에서 IL-1β,

IL-6 및 TNF-α와 같은 pro-inflammatory

cytokine을 생산하며, NO, PGE2 등의 염

증매개물질을 분비 시키거나 촉진시키기

때문에 각종 염증반응을 연구하는 실험

모델로 많이 응용되고 있기에2,37) 이 연구
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에서도 활용하였다.

이 연구에서 LPS로 유도된 RAW 264.7

cells의 cytokine 발현을 측정한 결과, SMW

은 IL-6, TNF-α에서는 유의한 효과를 보

이지 않았으나, IL-1β는 유의하게 감소되

는 것으로 관찰되었고, 특히 SMW 0.25

mg/ml, 0.5 mg/ml 농도에서 효과적으로

IL-1β 발현을 감소시켰다(P<0.05). 이처럼

SMW이 전 염증성 cytokine들을 단백질

수준에서 억제하였음을 착안하여 mRNA

수준에서도 전 염증성 cytokine의 활성을

억제 할 수 있는지 추가 실험을 진행한 결

과, IL-1β의 활성이 유의하게 억제되는 것

을 관찰하였고 이는 SMW이 IL-1β 생성

억제를 통해 염증을 조절할 수 있음을 시

사한다.

MAPKs는 세포의 자극을 세포막에서

세포내 핵까지 전달하는 대표적인 신호전

달경로로 성장호르몬, cytokine, stress 등

의 수용체로부터 활성화된 신호를 세포

내로 전달하여 세포증식, 분화, 사멸 등

다양한 기능을 담당한다. 크게 ERK(the

Extracellular signal-activated kinase), JNK

(the c-JUNN-terminal kinase), p38 MAPK

로 분류할 수 있다. ERK는 성장호르몬의

신호전달에 관여하며 세포의 증식과 분화

에 중추적인 역할을 담당하고, JNK와 p38

는 세포 외부의 스트레스성 자극에 의해 활

성화 되며 염증반응, 세포사멸 등을 매개

한다38). 그리고 NF-κB는 활성화 되면 결

합해 있던 inhibitory kappa Bα(Iκ-Bα)

가 분해되면서 세포질에서 핵 내로 이동

하여 cytokine 발현을 촉진시키는 전사인

자로 작용한다. Cytokine의 분비는 이러한

MAPKs와 NF-κB에 의해 조절되어 인

산화의 활성화가 발생하게 된다39,40).

이 연구에서는 SMW를 0.5 mg/ml의 농

도로 전 처리한 후 LPS를 시간대별로 자

극하였고, 이를 분석한 결과 SMW은 LPS

로 자극된 RAW 264.7 세포에서 p38, JNK

ERK1/2 모두 인산화를 억제하는 결과를

보였다. 반면 NF-κB의 활성화 지표인 Iκ-Bα

의 분해 결과 SMW이 LPS에 의한 Iκ-Bα

의 분해는 억제하지 않는 것으로 나타났다.

이를 통해 SMW는 염증반응에서 Iκ-Bα의 분

해는 억제하지 못하지만, p38, JNK, ERK1/2

의 인산화를 억제하고, 특이적으로 IL-1β

억제에 더욱 민감하게 작용하여 항염증

효과를 보이는 것을 알 수 있었다.

In-vitro 실험 결과에서 SMW이 IL-1β

에만 유의한 감소효과를 보였지만, IL-1β

단일 지표도 염증의 주요 인자라는 연구41)

를 바탕으로 추가적인 in-vivo 실험을 진

행하여 다음과 같은 결과를 관찰할 수

있었다.

In-vivo에서 일반적으로 경구투여는 대

순환을 하기까지 약물의 대사로 인한 생체

이용률이 낮고 작용시간이 연장되며 고용

량이 필요한 점 등 불리한 면이 많으나 복

강 내 주사는 흡수 면적이 넓어 그 작용이

빠르고 경구투여에 비해 약리작용의 정확

성이 있다는 연구42)를 기반으로 이 실험에

서는 SMW를 mouse에서 복강주사로 진

행하였다. 그 결과 mouse의 생존율에 눈에

띄는 효과를 보였는데, LPS를 복강주사 한

후 12 h 마다 생존율을 관찰한 결과, LPS

처리군은 60 h에 생존율 0%를 보였으며,

SMW 0.1 mg/kg 투여군에서는 120 h 시

점에 20%의 생존율을 보였고, SMW 0.5

mg/kg 투여군에서는 120 h 시점에 50%

의 생존율을 보였다.

일반적으로 전신적인 염증반응에서 발

생하는 장기손상은 간 손상이 대표적이

며, 그람 음성균 세포벽을 구성하는 LPS
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는 특히 간염과 유사한 간 손상을 일으키

기 때문에43), 쥐의 혈청 외에 간 조직에서

의 cytokine 농도를 함께 측정하기로 하였

다. 그 결과 RAW 264.7를 통한 in-vitro

결과와 동일하게 SMW는 mouse의 혈청

과 간 조직에서 IL-6, TNF-α 모두 유의한

효과를 보이지 않았으나, IL-1β를 유의

하게 억제하는 것으로 관찰되었고(P<0.05),

특히 SMW 0.1 mg/kg에 비해 0.5 mg/kg

농도 투여에서 효과적이었다.

마지막으로 간세포를 조직학적으로 관

찰하였는데, 조직의 염증 및 출혈 정도

는 해당 부위 면적을 0=normal, absent;

1=uncommon, detectable; 2=multifocal,

moderate; 3=extensive, severe으로 기준

을 설정한 후 세 임상병리사의 blind test

를 통해 평가하였다. SMW을 투여한 군

모두 LPS 처리군에 비해 염증조직의 크

기 및 출혈 정도가 유의하게 억제되었고

(P<0.05), 특히 출혈 부분에서 SMW 0.5

mg/kg 투여군은 정상군과 유의한 차이가

없다고 평가될 만큼 SMW의 효과는 뛰

어났다. 이 결과를 통해 SMW는 전신 염

증반응 모델에서 장기손상을 억제하여 질

병의 이환 기간이나 전변 또는 후유증 정

도 부분에서도 긍정적인 영향을 미칠 것

이라 사료된다.

이 실험 결과 단삼 단미 만으로도 충

분한 항염증 효과를 나타내는 것을 관찰

하였고, 특히 물 추출물로 in-vivo에서

우수한 효과를 나타낸 만큼 탕제는 물론

약침제제로의 투여 등 실제 임상에서 활용

폭이 넓을 것이라고 사료된다. 단삼에서

Phenolic acid 계열의 Salvianolic acid B 가

가장 주요한 수용성 복합체라는 연구44)와

단삼의 Water-decoction 시 새로운 복합체

가 추출되며, 기존의 성분 구성에 변화가

생긴다는 기존의 연구45)를 참고할 때, 이

연구에서 관찰한 항염증효과는 Salvianolic

acid B 기원일 가능성이 있다고 사료된다.

그러나 현재까지 Salvianolic acid B와 관

련된 연구로는 항혈전 효과46)와, angiogenic

process 항진47) 정도만 보고된 만큼, SMW

성분 중 이 연구 결과와 관련된 주요 항염

증 인자에 대해서는 향후 추가적인 실험이

필요할 것이다. 또한 실험에서와 같이 주

사투여가 흡수율이 높은 치료법 중 하나인

만큼 골반염, 자궁내막염, 자궁내막증과

같은 염증과정이 질병의 경과에 중요한

영향을 미치는 부인과적 질환에 약침제

제로도 응용 할 수 있을 것이라고 사료

된다.

Ⅴ. 結 論

LPS로 유도된 RAW 264.7 세포와 mouse

염증모델에서 단삼 물 추출물(SMW)의

항염증효과를 살펴본 결과 다음과 같은

결론을 얻었다.

1. RAW 264.7 세포에서 0.1, 0.25, 0.5 mg/ml

농도 모두 세포독성을 나타내지 않았

으나, 1 mg/ml에서는 무처치군과 유의

한 차이를 보였다.

2. RAW 264.7 세포에서 0.1, 0.25, 0.5, 1

mg/ml 농도 모두 NO생성을 유의하게

억제하였으나(P<0.05), 1 mg/ml에서는

자체적인 NO 증가 및 0.5 mg/ml군 대

비 억제 능력 감소를 보였다.

3. RAW 264.7 세포에서 IL-1β의 생성을

0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml 농도에서 유의

하게 억제시켰으나(P<0.05), IL-6, TNF-α

에서는 유의한 결과를 얻지 못하였다.
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mRNA 수준 연구 또한 동일한 결과

를 보였다.

4. RAW 264.7 세포에서 p38, JNK, ERK1/2

모두 인산화를 억제하였으나, Iκ-Bα의

분해는 억제하지 않았다.

5. Mouse 모델에서 120 h 시점에 0.1 mg/kg

투여군 20%, 0.5 mg/kg 투여군 50%의

생존율을 보였다.

6. Mouse 혈청과 간 조직의 cytokine에서,

IL-1β를 0.1 mg/kg, 0.5 mg/kg 농도에

서 유의하게 억제시켰으나(P<0.05) IL-6,

TNF-α에서는 유의한 결과를 얻지 못

하였다.

7. Mouse 간 조직에서 SMW 0.1 mg/kg,

0.5 mg/kg 농도 모두 염증과 출혈 정도

를 유의하게 억제하였고(P<0.05), 특히

0.5 mg/kg 농도에서 간조직의 출혈 정

도는 정상군과 유의한 차이가 없었다.
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