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ABSTRACT

Objectives : Jigal-san (JGS, 止渴散) has been used in East Asia including Korea, Japan and China for the treatment of 

breast inflammatory disorders and severe thirst. JGS originated from Euimunpalbeob (醫門八法; Yimenbafa) composed 

of Lonicerae Flos and Taraxaci Herba. According to previous studies Lonicerae Flos and Taraxaci Herba have an 

anti-inflammatory effect, respectively. But, there is no studies regarding on the effects of JGS in the immunological 

activities. The present study evaluated the anti-inflammatory effects of JGS in vitro and in vivo.

Methods : Cell viability was evaluated by MTT assay, and NO was evaluated by content of the nitrite content in 

culture medium. TNF-α, IL-1β and IL-6 were quantified by ELISA. The protein expression of NF-κB, MAPKs, and iNOS 

were assessed by western blot analysis. Furthermore, the effects of JGS on acute inflammation were observed in rat 

paw edema model.

Results : The JGS ameliorates the LPS-activated changes in the protein expression of NF-κB, p-JNK, and iNOS, as well 

as the production of NO and pro-inflammatory cytokines. In rat paw edema study, administration of 0.3 and 1.0 

g/kg of JGS for 4 consecutive days inhibited the carrageenan (CA)-induced increases of edema and iNOS expression. 

Conclusions : These results demonstrate that JGS has anti-inflammatory effect in LPS-stimulated RAW 264.7 cells 

through decreasing the production of inflammatory mediators, via suppression of the NF-κB and MAPK pathways 

(JNK, not p-38 and ERK). In addition, the results of the CA-induced paw edema indicate that JGS ameliorates an 

inflammatory edema. Therefore, the present study could provide scientific evidence for the anti-inflammatory effect 

of JGS as well as the underlying mechanisms.
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Ⅰ. 서론1)

  止渴散은 淸代 劉鴻恩이 편찬한 『醫門八法』의 제4

권에 기록된 方劑로 金銀花 5錢, 蒲公英 5錢으로 구성

되어 있으며, ‘乳癰膿已成, 乳房紅而且紫, 大渴煩躁者’

를 치료한다1-3). 止渴散의 구성약물 중, 金銀花(Lonicerae 

Flos)는 忍冬科에 속한 多年生 半常綠木質藤木인 忍冬, 

紅腺忍冬, 山銀花 및 毛花桂忍冬의 花蕾를 건조한 것

으로, 性은 寒無毒하고 味는 甘하다. 주로 肺, 胃, 心經
에 작용하여, 淸熱解毒의 효능으로 癰腫瘡毒, 風熱感
冒, 喉痺 등을 치료하고, 凉血止痢의 효능으로 熱毒血
痢를 치료한다.4-6) 또한 蒲公英(Taraxaca Herba)은 菊
花科에 屬한 多年生 草本인 민들레, 함지포공영 또는 

同屬近緣植物의 全草를 乾燥한 것으로, 性은 寒無毒하

고 味는 苦甘하다. 주로 肝, 胃經에 작용하여, 淸熱解
毒의 효능으로 目赤腫痛, 咽喉腫痛 등을 치료하고, 散
結消腫의 효능으로 急性乳腺炎, 瘰癧, 疔瘡, 肺癰, 腸
癰 등을 치료하며, 利水通淋의 효능으로 熱淋澁痛을 

치료한다.4-6)

  止渴散의 구성약물과 관련된 연구로, 金銀花에는 항

바이러스 효과7), 항균효과8), 항산화효과9,10), 항염증효과
11,12) 세포보호작용13-15), 항암효과16,17) 등 다양한 약리작

용이 있음이 알려져 있으며, 蒲公英에는 항산화효과18), 

항염증효과19,20), 항암효과21,22), 세포보호작용23,24) 등의 

약리작용이 있음이 밝혀져 있다. 그러나 止渴散에 대한 

연구는 전무한 상황이며, 止渴散과 가장 근접한 연구로

는 홍 등이25) 金銀花(0.025%), 蒲公英(0.025%), sodium 

chloride (2%), triclosan (0.10%)을 함유하는 외용제제

(치약)에 대한 세균막 및 치은염에 대한 연구가 있었다. 

그러나 홍 등의 연구는 止渴散의 구성약물에 sodium 

chloride, triclosan이 추가되었고, 또한 외용제제이므로, 

止渴散의 구성약물과 일치하는 내복약의 연구는 전무하

며, 또한 止渴散의 항염증효과와 그 기전에 관한 연구

도 극히 미흡한 실정이다.

止渴散은 또한 方劑의 基本方으로도 중요한 의미를 지

닌다. 즉, 止渴散은 救乳化毒湯 『洞天奧旨』26), 立消
湯 『洞天奧旨』27), 三星湯 『辨證錄』28), 加味三星湯 
『洞天奧旨』27), 化毒救生湯 『洞天奧旨』2), 回生至聖
丹 『辨證錄』29), 五味消毒飮 『醫宗金鑑』30) 등 다양

한 癰疽의 열성 질환에 배합이 된다. 

  이에 저자는 止渴散 물추출물이 lipopolysaccharide 

(LPS)로 활성화된 RAW 264.7 cells에서의 nitric oxide 

(NO) 생성량, inducible nitric oxide (iNOS)의 발현 

및 염증매개 cytokine의 생성량 등으로 항염증효과를 

평가하고, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer 

of activated B cells (NF-κB)와 mitogen-activated 

protein kinase (MAPK)의 신호전달체계에 어떠한 영향

을 미치는지 살펴보았다. 또한 in vivo로 carrageenan으

로 유도된 급성염증 모델에서 止渴散의 항염증효과를 

평가하였다.

Ⅱ. 재료 및 실험방법

1. 止渴散 물추출물(JGS)의 제조

  止渴散 구성약재인 金銀花, 蒲公英은 대원약업사(대구, 

대한민국)에서 구매하였으며, 金銀花와 蒲公英을 각각 

100 g씩 물 1.7 L에 넣고 3시간 추출하였다. 이후 止渴散 
물추출물을 거어즈로 1차 여과하고, 이 여액을 3000 ×g에

서 3분간 원심분리하였다. 원심분리 후 상층액만을 취하여 

0.2 μm 여과지(Nalgene, New York, USA)로 여과한 후, 

여과액을 Rotary evaporator (EYELA, Tokyo, Japan)로 

농축하였다. 止渴散 농축액은 초저온냉동기(Operon, 

Gimpo, Korea)에서 24시간 이상 동결하고, 동결 추출액

은 동결건조기(LABCONCO, Kansas, MO, USA)에 넣어 

동결건조 하였으며, 최종적으로 건조물 63.58 g을 얻었으

며, 사용 때까지 냉동고에 보관하였다. JGS의 수율은 

31.79%였으며, in vitro 처치에서는 DMEM에 녹여 농도

에 맞게 처치하였고, in vivo 실험에서는 saline에 녹여 사

용하였다.
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2. 시약 및 기구

  MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium 

bromide)와 LPS (lipopolysaccharide; Escherichia coli 

055:B5, Difco, Detroit, MI, USA)는 Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA)에서 구입하였고, Dulbecco's modified 

Eagle's medium (DMEM)과 FBS (Fetal bovine serum), 

및 penicillin, streptomycin은 Gibco/BRL (Eggenstein, 

Germany)로부터 구입하였으며, dimethylsulfoxide (DMSO)

는 ㈜純粹化學(Junsei Chemical Co., Ltd. Tokyo, Japan)

로부터 구입하였다. Anti-inducible nitric oxide synthase 

(iNOS)는 BD Bioscience (San Jose, CA, USA), anti- 

inhibitory κBα (IκBα)는 Santa Cruz Biotechnology 

(Santa cruz, CA, USA), anti-phospho-IκBα, anti-nuclear 

factor-κB (NF-κB), MAPKs (anti-phospho-c-Jun 

N-terminal kinase (JNK), anti-JNK, anti-phospho-p38, 

anti-p38, anti-phospho-extracellular signal-regulated 

kinase (ERK), anti-β-actin, anti-lamin A/C 및 

peroxidase-conjugated secondary antibody는 Cell 

Signaling (Danvers, MA, USA)으로부터 구입하였다. 

Griess reagent system은 Promega (Madison, WI, 

USA)로부터 구입하였으며, NC (nitrocellulose) paper는 

Schleicher & Schuell (Dassel, Germany)에서 구입하였으

며, 배지에서 TNF (Tumor Necrosis Factor)-α 및 IL 

(interleukin)-1β, IL-6의 cytokine은 Pierce endogen 

(Rockford, IL, USA)에서 구입한 ELISA Kit를 사용하였

다. 급성염증성부종 유발 물질인 carrageenan은 Sigma 

Chemical Co.에서 구입하였으며, 부종 측정은 

Plethysmometer (LE 7500; LETICA Scientific 

Instruments, Spain)를 사용하여 측정하였다. 

  고성능액체크로마토그래피(UPLC)는 Waters사의 ACQUITYTM 

ultra performance LC system (USA)와, Waters사의 

ACQUITYTM photodiode array detector (PDA), HPLC 

컬럼은 Waters사의 ACQUITYTM BEH C18 column (1.7

㎛, 2.1×100)을 사용하였으며, software는 Empower를 

사용하였다. 

  또한, UPLC에 필요한 시료 추출에 사용된 추출기는 

Branson사의 ultrasonic cleaner 8210R-DHT를 사용하였

다. 분석에 사용된 methanol (HPLC용)은 Junsei Chemical 

Co., Ltd., 아세토니트릴(HPLC용)은 JT Baker (Phillipsburg, 

NJ, USA), 물은 3차 증류수를 사용하였다. 실험에 사용된 

표준품 중 Luteolin 7-0-B-D glucoside와 Chlorogenic 

acid는 Sigma사로부터 구입하였고, Cichoric acid와 

(E)-6-O-(p-coumaroyl)scandoside methyl ester는 Chem 

Faces사 (Wuhan, Hubei China)로부터 구입하여 사용하

였다.

3. 세포 배양

  설치류의 대식세포주인 RAW 264.7 cells는 한국세포주

연구재단(Seoul, Korea)에서 구입하였으며, 세포배양액은 

DMEM에 10%의 FBS, 100 U/mL의 penicillin, 100 μ

g/mL의 streptomycin을 혼합한 배지를 사용하였으며, 세

포배양기(Sanyo, Japan)의 배양조건은 37℃, 5% CO2를 

유지하였다. 실험과정의 모든 세포는 세포배양 dish의 면

적에 세포가 80~90%이상 배양되었을 때 실험을 실시하였

고, 계대배양 횟수는 20회를 넘기지 않은 cell만 사용하였

다.

4. 止渴散의 성분분석

  止渴散 물추출물의 정량에 사용된 표준품은 金銀花에서

는 Luteolin-7-O-β-D-glucoside와 Chlorogenic acid, 

蒲公英에서는 Cichoric acid와 (E)-6-O-(p-coumaroyl) 

scandoside methyl ester를 지표성분으로 측정하였다. 각 

표준품들을 1 mg/mL이 되게 UPLC용 methanol에 녹여 

표준원액을 만들고, 이를 바탕으로 UPLC용 methanol로 

1, 5, 10 μg/mL의 농도로 희석하여, 표준액으로 제조하였

다. 각 표준품의 표준곡선의 결정계수(R2) 값은 모두 

0.999 이상이었다.

  止渴散 물추출물 내에서 각 성분의 함유량을 평가하기 

위하여, 균질하게 혼합한 止渴散 물추출물 동결건조 시료

를 0.2 g 칭량하고, 이에 70% methanol 10 mL을 추가하

여 1시간 초음파 추출하였다. 위 검액을 공경(孔徑) 0.22 

㎛의 멤브레인 필터로 여과하여 검액으로 사용하였다.

  분석 시 column의 온도는 실온에서 분석하였으며, PDA

의 분석 파장은 Luteolin-7-O-β-D-glucoside와 (E)-6- 

O-(p-coumaroyl)scandoside methyl ester는 380 nm, 

Chlorogenic acid, 은 330 nm, Cichoric acid는 310 nm에

서 분석하였다.

  이동상으로는 0.1% formic acid를 함유한 물, 0.1% 

formic acid를 함유한 아세토니트릴의 혼합액을 사용하여, 

Table 1의 조건으로 분석하였다. 표준품 또는 JGS 검액은 

2 μL 주입하였으며, 유속은 0.4 mL/min로 설정하였다. 

분석결과는 머무름 시간(hold up time)에 의해 확인을 하

였으며, 피크면적법으로 정량하였다. 
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Table 1. Gradient profile for the analysis of UPLC

Time
(minutes)

0.1% Formic acid/acetonitrile
(%)

0.1% Formic acid/water
(%)

Flow rate
(mL/min)

0 2 98 0.40
0.5 2 98 0.40
2.0 10 90 0.40
4.0 30 70 0.40
7.0 50 50 0.40
8.0 70 30 0.40
11.0 90 10 0.40
12.0 99 1 0.40
13.0 2 98 0.40
16.0 2 98 0.40

UPLC; Ultra Performance Liquid Chromatography

5. NO 생성량 측정

  RAW 264.7 cells에서 생성된 Nitric Oxide의 양은 

Griess 시약을 이용하여 측정하였다. 즉, Griess시약(1% 

sulfanilam ide in 5% phosphoric acid + 1% 

α-naphthylamide in H2O) 50 μL에 각 실험군의 세

포배양 상등액 50 μL을 96 well plate에 잘 혼합하여 

암실에서 10분간 반응시킨 후 540 nm에서 microplate 

reader (Model; Infinite M200 pro, Tecan, Männedorf, 

Switzerland)로 흡광도를 측정하였다. NO의 생성량은 

control cell에 대한 각 실험군의 fold로 나타내었다. 

NO production (fold) =
absorbance of treated sample

absorbance of control

6. 세포 생존율 측정

  RAW 264.7 cells를 24 well plate에 5×104 cell/well로 

분주한 다음 JGS를 10 ~300 μg/mL로 처치하고, 이후 

LPS를 처치한 후 37℃, 5% CO2의 조건이 유지되는 배양

기에서 18시간 배양한 후 세포생존율을 구하였다. 즉, 배

양 후 24 well plate에 well당 MTT (0.1 mg/mL) 200 μL

를 넣고 4시간 추가 배양하였다. MTT는 생존세포의 미토

콘드리아에 작용하여 암자색의 formazan을 형성한다. 배

양 후 배지 well 바닥의 세포에 압력이 가해지지 않게 배지

를 조심스럽게 제거하고 생성된 보라색 formazan crystal

을 DMSO에 녹여 microplate reader (Model; Infinite 

M200 pro, Tecan, Männedorf, Switzerland)로 570 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 세포생존율은 control cell에 

대하여 각 실험군의 백분율로 나타내었다. 

Cell viability

(% control) 
= 100 ×

absorbance of treated sample
absorbance of control

7. 단백질 발현 측정

  JGS과 LPS의 처치가 종료된 RAW 264.7 cells은 관찰하

고자 하는 단백질에 따라 전세포 추출액(whole cell lysate)

과 핵 분획 추출물(nuclear fraction)을 분리하였으며, 다음

의 방법으로 분리하였다. 

  먼저, 전세포 추출액은 처치가 종료된 세포를 ice-cold 

PBS로 세척한 후 25 mM Tris-HCl (pH 7.6) 및 150 

mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodium deoxycholate, 

0.1% SDS)와 Halt protease, phosphatase inhibitor 

cocktail을 포함한 radioimmnoprecipitation (RIPA) 

buffer (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)를 첨가

하여, 4℃에서 30분 동안 반응시키고 15,000 ×g에서 

10분 동안 원심분리하여 상등액을 취하였다. 본 상등액

을 전세포 추출액으로 BCA protein assay kit를 이용하

여 전세포 추출액의 단백질 함량을 정량하였다. 

  핵 분획은 세포를 ice-cold PBS로 세척한 후 10 mM 

Hepes (pH 7.9) 및 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 

0.5% Noridet P-40, 1 mM dithiothreitol과 0.5mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride를 함유한 완충액을 100 

μL 넣어 vortex하고 10분 동안 ice에 방치한 후 4℃에

서 16,000 ×g로 5분 동안 원심분리하였다. 원심분리 

후 상등액은 제거하고 핵이 포함되어 있는 침전물에 20 

mM Hepes (pH 7.9) 및 400 mM NaCl, 1 mM 

EDTA, 10 mM dithiothreitol과 1 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride로 구성된 완충액을 40 μL 넣은 후 현탁시켜 
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ice에서 1시간 방치한 후 4℃에서 16,000 ×g로 10분간 

원심분리하여 상등액을 핵분획물로 얻었다. 핵 분획은 

BCA protein assay kit를 이용하여 단백질 함량을 정량

하였으며, 실험 시까지 -70℃에 보관하였다.

  전세포추출액 및 핵분획의 단백질함량을 측정하고, 동일

량의 단백질을 취하여 폴리아크릴아마이드 젤 전기영동법

(SDS-PAGE; sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide 

gel electrophoresis)으로 전기영동 시킨 후 nitrocellulose 

(NC) membrane으로 단백질을 전이시켰다. 단백질이 전

이된 NC membrane에 iNOS, I-κBα, p-I-κBα, NF-

κB, Lamin A/C 및 β-actin의 1차 antibody와 반응시킨 

후, blocking, washing과정을 거치고, horseradish 

peroxidase가 결합된 2차 항체와 반응시켜서 Amersham 

Biosciences사(Piscataway, NJ, USA)의 ECL detection 

reagents로 발색하여 단백질의 발현을 가시화하였다. 각 

단백질의 발현량은 Image analyzing system (Ultra-Violet 

Products Ltd., Upland, CA, USA)을 사용하여 계량화하

였으며, 각 단백질의 발현량은 control대비 각 실험군의 

fold로 나타내었다.

Relative protein level (fold) =
density of treated sample

density of control
8. Cytokine의 측정

  Cytokine의 측정을 위하여 RAW 264.7 cells을 6 well 

plate에 5×105 cell/mL를 분주하고 배양한 후, JGS를 100, 

300 μg/mL의 농도로 처치한 다음, 1시간 후에 LPS를 처

치하였으며, LPS 처치 후 18시간 만에 배지를 회수하여 

cytokine을 측정하였다. 

  TNF-α와 IL-1β, IL-6는 Pierce endogen의 ELISA Kit

를 사용하여 측정하였으며, 각 cytokine의 표준품마다 7개

의 농도를 측정하여 표준곡선을 얻었으며, 각 cytokine의 

발현량은 표준곡선에 대입하여 pg/mL로 나타내었다.

9. 실험동물 및 처치

  실험동물은 동물환경제어사육장치(ECRS; Environment 

Controlled Rearing System)에서 사육하였으며, 4주령 

130-160 g의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐는 오리엔

트바이오(Seongnam, Republic of Korea)로 부터 구입

하였으며 1주일 동안 사육장치에 적응시킨 후 실험에 

사용하였다. 동물환경제어사육장치의 온도는 20-23℃, 

습도는 60%, 명암주기는 12시간이 유지되도록 설정하

였고, 사료(Nestle Purina Petcare Korea, Seoul, Korea)

와 음용수는 자유롭게 섭취하도록 하였다. 본 실험은 

대구한의대학교 산학협력단 동물실험윤리위원회(IACUC)의 

승인을 획득한 후(승인번호; DHU 2020-059) 실험을 

진행하였다.

  실험은 어떠한 처치도 하지 않은 군을 normal군으로 

설정하였고, carrageenan (100 μL/rat)을 피하주사하여 

염증을 유도한 군을 CA군으로 하였으며, carrageenan

과 0.3 g/kg의 JGS를 투여한 군을 JGS 0.3 g/kg + 

CA군, carrageenan과 1.0 g/kg의 JGS를 투여한 군을 

JGS 1.0 g/kg + CA군, carrageenan과 dexamethasone 

(1 mg/kg, p.o.)을 투여한 군을 DEXA + CA군으로 설

정하였다. 각 실험군당 흰쥐의 마리 수는 5마리로 하였

다. Dexamethasone과 JGS는 1일 1회로 4일 연속 투여

하였으며, 4일째 마지막 약물투여 후 1시간에 랫드의 

오른쪽 발바닥에 carrageenan을 100 μL/rat로 주사하

였다.

Table 2. Experimental Groups in This Study

Group
Treatment

CA JGS 0.3 JGS 1.0 DEXA

Normal - - - -

CA + - - -

JGS 0.3 g/kg + CA + + - -

JGS 1.0 g/kg + CA + - + -

DEXA + CA + - - +
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10. Paw edema의 유도 및 측정

  4일 동안 매일 1회 약물을 투여하고, 마지막 투여 후 

1시간에 carrageenan을 주사하여 paw edema를 유발시

켰다. Paw edema의 부종정도는 carrageenan을 주사한 

후 1시간마다(0, 1, 2, 3, 4시간) 측정하였으며, 부종측

정기(Plethysmometer)로 측정하였다. 부종의 정도는 

normal군 대비 각 실험군의 fold로 나타내었다.

Paw edema volume (fold) =
Paw volume of treated rats
Paw volume of normal rats

        

11. 동물조직에서의 iNOS발현 측정

  실험동물을 희생시킨 후 발바닥 조직을 채취하여 

radioimmnoprecipitation (RIPA) buffer 1 mL을 넣고 

조직파쇄기(Taco™Prep Bead Beater; GeneReach, Taichung, 

Taiwan)를 이용하여 발바닥 조직을 균질화시켰다. 균질

화 된 액을 15,000 ×g에서 10분 동안 원심분리하여 

상등액을 얻은 후, 이를 BCA protein assay kit (Thermo 

Scientific, Rockford, IL, USA)로 단백질의 함량을 정

량하였다. 단백질 정량 후 전기영동 및 발색, 발색강도

의 측정은 in vitro의 방법과 동일하게 하였다.

12. 조직처리 및 조직학적 평가

  Carrageenan의 paw edema의 유발과 JGS의 염증회

복여부를 살펴보기 위해 부종측정이 완료된 랫드의 오

른쪽 후지(後肢)의 발목아래를 절단하여 조직을 채취하

였다. 채취된 조직은 10% 중성포르말린에 24시간 이상 

고정시킨 다음 탈수와 파라핀 포매를 실시한 후, 3~4 μm

의 두께로 paw의 전후종단(anterior-posterior longitudinal 

section)으로 절편을 제작하여 H&E (hematoxylin-eosin)로 

염색하고, Park 등의 방법31)을 응용하여, 발등 및 발바

닥의 피부 각각에서 1mm2의 영역에서 침윤된 염증세포

의 수를 측정하였다.

13. 통계적 검증

  모든 실험 결과는 mean ± S.D.로 나타내었으며, 처치군 

간의 유의성은 먼저 one way analysis of variance 

(ANOVA)로 검정한 후 Newman - Keuls test로 검정

하였다. 검정의 유의성은 p<0.05 또는 p<0.01로 하였

다.

Ⅲ. 결과

1. JGS의 UPLC분석 

  止渴散 물추출물의 개략적인 표준화를 위하여 金銀花에

서는 Luteolin-7-O-β-D-glucoside와 Chlorogenic acid, 

그리고 蒲公英에서는 Cichoric acid와 (E)-6-O-(p-coumaroyl) 

scandoside methyl ester를 지표성분으로 측정하였다.

분석결과 본 연구에 사용된 JGS에는 Luteolin 7-0-B-D 

glucoside는 4.146 ± 0.024 ppm, Chlorogenic acid는 

4.630 ± 0.019 ppm이 함유되어 있었으며, Cichoric acid

는 20.476 ± 0.068 ppm, (E)-6-O-(p-coumaroyl)scandoside 

methyl ester는 0.703 ± 0.010 ppm이 함유되어 있었다

(Table 3, Fig. 1).

Table 3. Contents of four kinds of marker components in JGS Extract

Herbal 
Formula

JGS (Jigal-san)

Herb Lonicerae Flos Taraxaca Herba

Compound
Luteolin 7-0-B-D 

glucoside
Chlorogenic acid Cichoric acid

(E)-6-O-(p-coumar
oyl)scandoside methyl 

ester

Content 
(ppm)

4.146 ± 0.024 4.630 ± 0.019 20.476 ± 0.068 0.703 ± 0.010

The Extracts were analyzed for 4 kinds of components content using UPLC. Values are expressed as the means ± S.D. 

of three independent experiments. UPLC; Ultra Performance Liquid Chromatography.
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A) B)

Fig. 1. UPLC chromatogram of the four marker compounds identified in JGS

UPLC chromatogram of commercial standard compounds (A). UPLC chromatogram of four marker 

compounds in JGS (B). The chromatograms were obtained at 380 nm (Luteolin-7-O-β-D-glucoside and 

(E)-6-O-(p-coumaroyl)scandoside methyl ester), 330 nm (Chlorogenic acid) and 310 nm (Cichoric acid).

2. JGS가 NO production에 미치는 영향

  JGS의 항염증효과를 평가하기 위하여 먼저 LPS에 의해 

활성화된 RAW 264.7 cells에서 NO의 생성정도를 관찰

하였다. LPS군에서는 control군에 비교하여 NO의 생성

량이 3.01 ± 0.05배 증가하여 유의성 있는 NO의 증

가(p<0.01)를 나타내었다. JGS 10과 30 μg/mL에서는 

2.82 ± 0.07과 2.97 ± 0.06로 LPS군에 비교하여 감소

하였으나, 유의성을 나타내지는 않았으며, JGS 100과 

300 μg/mL의 전처치는 2.63 ± 0.09와 2.07 ± 0.12

로 LPS군에 비교하여 유의하게(p<0.01) 감소하였다(Fig. 

2).
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Fig. 2. Effects of JGS on the NO production in LPS-activated RAW 264.7 cells.

          RAW 264.7 cells were treated with 10, 30, 100 and 300 μg/mL of JGS dissolved in DMEM for 1 h before to 

the treatment of LPS (1 μg/mL), and then the cells were incubated for 18 h. After the incubation, the 

concentration of nitric oxide in culture medium was evaluated as described in materials and methods part. 

Values represent the mean ± S.D. of four separate experiments for each condition. *: vs. control group, ** 

p<0.01, #: vs. LPS alone, ## p＜0.01.

3. JGS가 세포생존율에 미치는 영향

  100과 300 μg/mL 농도의 JGS가 LPS에 의해 증가된 

NO를 감소시킨 원인이 JGS + LPS (1 μg/mL)의 세포독

성에서 기인한 것인지를 관찰하기 위하여, LPS + JGS를 

처리하고 18시간 후에 MTT assay를 실시하여 세포생존

율을 구하였다. 

  LPS군에서는 control군에 비교하여 77.58 ± 1.30 %의 

세포생존율을 나타내었으나(p<0.01), LPS와 JGS (10 ~ 

300 μg/mL)를 처리한 군에서는 각각 84.23 ± 0.68, 

91.21 ± 1.39, 97.93 ± 2.11, 84.98 ± 2.58 (%)로 LPS 

단독 처치군과 비교하여 어떠한 세포독성도 나타내지 않

았다(Fig. 3). 

  이러한 세포생존율의 결과와 NO생성 억제 결과를 바탕

으로 이후의 기전 연구는 JGS 100과 300 μg/mL의 농도

에서 실험을 하였다. 

Fig. 3. Effects of JGS on the cell viability in LPS-activated RAW 264.7 cells.

          RAW 264.7 cells were treated with 10, 30, 100 and 300μg/mL of JGS dissolved in DMEM for 1 h before to the 

treatment of LPS (1 μg/mL), and then the cells were incubated for 18 h. After the incubation, the cells were 

treated with MTT solution. Values represent the mean ± S.D. of four separate experiments for each condition. 

*: significant as compared to control, ** p<0.01
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4. JGS가 iNOS 발현에 미치는 영향

  JGS 100과 300 μg/mL 농도에서에 NO를 유의하게 

억제한 것이 NO의 합성을 담당하는 핵심 효소인 

iNOS 단백질의 조절과 관련이 있을 가능성을 평가하기 

위해, 세포질에서 iNOS의 발현을 평가하였다. 

  LPS군에는 iNOS의 발현이 control 대비 24.35 ± 

1.26배로 유의하게 증가되었으나, JGS 100 μg/mL의 

농도에서는 24.59 ± 1.52배로 LPS군과 유사하였으나, 

JGS 300 μg/mL에서는 17.57 ± 1.41배로 LPS군에 대

비하여 유의성 있게(p<0.01) 감소하였다(Fig. 4). 이러한 

결과는 JGS가 NO를 억제함에는 JGS가 iNOS의 발현

을 억제함에서 기인하는 것을 의미한다.

A)

B)

Fig. 4. Effects of JGS on the iNOS expression in LPS-activated RAW 264.7 cells.

          The levels of iNOS proteins were evaluated 18 h after treatment of LPS (1 μg/mL) with or without JGS (100, 

300 μg/mL) pretreatment (i.e. 1 h before LPS). Equal amounts of protein were separated by SDS-PAGE. 

The iNOS protein were determined by immunoblot analysis using specific iNOS antibody. The expression 

of β-actin verified equal loading of the total lysates (A). The relative iNOS density was measured by 

scanning densitometry (B). Values represent the mean ± S.D. of three separate experiments for each condition. 

*: vs control group, ** p<0.01, #: vs LPS alone, ## p<0.01

5. JGS가 염증성 cytokine에 미치는 영향

  Cytokine은 40 kDa이하의 분비단백질로 거의 모든 세포

에서 생성되어 면역 반응을 조절하고 영향을 미친다. 전염

증성 cytokine은 면역 세포의 활성화와 생산뿐만 아니라 

추가적인 cytokine의 방출로 이어진다.32)

  본 연구에서는 대식세포(macrophage)에서 생성되는 

TNF-α, IL-1 (α, β), IL-6, IL-10 등의 cytokine중33) 

TNF-α, IL-1β, 및 IL-6의 생성량을 평가하였다.

TNF-α는 염증반응을 매개하고, 시상하부에 작용하여 발

열을 유도하며, 만성염증성 반응과도 관련되어 있다.34) 또

한 근래에는 COVID-19 감염자에게 특징적으로 높게 나

타남이 보고되었다.32)

  본 연구에서는 아무런 처치도 하지 않은 control군에서는 

TNF-α가 21.78 ± 0.99 pg/mL이었으나, LPS군에서는 

2099.52 ± 28.00 pg/mL로서 control군에 비교하여 유의

하게(p<0.01) 증가하였다. 그러나 이러한 LPS에 의한 

TNF-α의 증가는 JGS 100 μg/mL과 300 μg/mL에서 

각각 1249.37 ± 19.49, 516.67 ± 35.93 (pg/mL)로 유의

성 있게(p<0.01) 감소하였다(Fig. 5A).

  IL-1β 역시 TNF-α처럼 염증반응을 매개하고, 시상하

부에 작용하여 발열을 유도하며, B-cell의 성숙, T-cell의 

활성화 등과도 관련되어 있으며35), IL-1α 및 IL-1β 는 
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강력한 전염증성 물질로 역할을 한다.36) 또한 IL-6는 단

핵구, 혈관내피세포, fibroblast 등에서 IL-1 및 TNF 등

의 cytokine이나, 미생물에 의해 분비되며 B cell의 성장과 

분화를 촉진한다37,38).

  본 연구에서 control군에서는 IL-1β가 0.56 ± 0.05 

pg/mL이었으나, LPS군에서는 135.98 ± 7.21 pg/mL로

서 control군에 비교하여 유의하게(p<0.01) 증가하였다. 

그러나 이러한 LPS에 의한 IL-1β의 증가는 JGS 100 μ

g/mL과 300 μg/mL에서 각각 96.26 ± 9.54, 25.38 ± 

3.58 (pg/mL)로 유의성 있게(p<0.01) 감소하였다(Fig. 

5B).

  또한, IL-6는 control군에서는 6.04 ± 0.47 pg/mL이

었으나, LPS군에서는 598.54 ± 9.91 pg/mL로서 control

군에 비교하여 유의하게(p<0.01) 증가하였다. 그러나 이

러한 LPS에 의한 IL-6의 증가는 JGS 100 μg/mL과 300 

μg/mL에서 각각 569.13 ± 16.00, 286.60 ± 20.66 

(pg/mL)로 감소하였다. 특히 JGS 300 μg/mL에서는 유

의성 있는(p<0.01) 감소를 나타내었다 (Fig. 5C).

A) B)

C)

Fig. 5. Effects of JGS on the cytokine production in LPS-activated RAW 264.7 cells.

          Pro-inflammatory cytokines were evaluated in the medium of RAW 264.7 cells treated with LPS (1 μg/mL) in 

the presence or absence of JGS for 18 h. The amount of TNF-α (A), IL-1β (B) and IL-6 (C) were evaluated 

by ELISA kit as described in materials and methods part. Values represent the mean ± S.D. of three separate 

experiments for each condition. *: vs control group, ** p<0.01, #: LPS alone, # p＜0.05, ## p＜0.01

6. JGS가 NF-κB 발현에 미치는 영향

  대식세포는 Toll-like receptors (TLR)를 통해 박테리아 

산물을 감지하고 염증 반응을 조절하며, TLR4는 LPS (그

람 음성 박테리아 지질 다당류)를 감지한다. 이후 전사 인

자인 NF-κB를 활성화하여 NO, iNOS, cytokines를 생

성하여 염증매개반응으로 이어진다. NF-κB는 LPS의 자

극에 의해 활성화되면 NF-κB 억제단백질인 I-κB가 인

산화되면서 분리되어 NF-κB가 핵으로 이동하여 염증매

개물질의 전사를 유도하게 된다39).

  본 연구에서는 세포질에서 IκBα, p-IκBα의 발현량을 

평가하고, 핵분획에서는 NF-κB 단백질의 발현량을 평가

하였다. 

  본 연구에서 IκBα는 LPS군에서 control 대비 0.28 ± 

0.11 배로서 control군에 비교하여 유의하게(p<0.01) 감
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소하였다. 그러나 이러한 LPS에 의한 IκBα의 증가는 

JGS 100 μg/mL과 300 μg/mL에서 각각 0.85 ± 0.04, 

0.91 ± 0.01 (배)로 유의성 있게(p<0.01) 증가하였다(Fig. 

6A, B).

   IκBα의 감소에 따라 p-IκBα는 LPS군에서 control 

대비 2.56 ± 0.27배로 유의하게(p<0.01) 증가하였으나, 

JGS 300 μg/mL에서는 증가된 p-IκBα가 1.43 ± 0.25

배로 LPS군에 비교하여 유의하게(p<0.01) 감소되었다

(Fig. 6A, C).

  NF-κB는 핵분획에서 LPS 처치에 의해 control 대비 

3.48 ± 0.12배로 유의하게(p<0.01) 증가하였으나, JGS 

300 μg/mL에서는 NF-κB가 1.94 ± 0.07배로 LPS군에 

비교하여 유의하게(p<0.01) 감소되었다(Fig. 6D, E).

A) B)

C) D)

E)

Fig. 6. Effects of JGS on the NF-κB pathway in LPS-activated RAW 264.7 cells.

          The levels of IκBαproteins were monitored 30 min, p-IκBα and NF-κB proteins were 60 min after 

treatment of LPS (1μg/mL) with or without JGS pretreatment (i.e. 1 h before LPS). The β-actin verified equal 

loading of the whole cell lysate, and Lamin A/C verified equal loading of the nuclear fraction (A and D). The 

relative density levels of the bands were measured by scanning densitometry (B, C and E). Data represent 

the mean ± SD with three separate experiments. *: vs control group, ** p<0.01, #: vs LPS alone, ## p＜0.01
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7. JGS가 MAPK 발현에 미치는 영향 

  LPS는 LBP/CD14/TLR4을 통하여 NF-κB cascade, 

MAPK (Mitogen-activated protein kinase) cascade를 활

성화하여 염증반응을 유도한다37). 본 연구에서는 NF-κB 

pathway외에 JGS가 MAPK pathway에 미치는 영향을 평

가하였다. 이전의 연구들과40,41) 같이 본 연구에서도 LPS는 

JNK (c-Jun N-terminal kinase), p38, 그리고 ERK 

(extracellular signal regulated kinase)의 인산화를 증가시

켰다. 

  JNK의 인산화는 LPS군에서는 control군에 비교하여 

2.86 ± 0.66 배로 유의하게(p<0.05) 증가하였다. 그러나 

이러한 LPS에 의한 JNK의 인산화는 JGS 100 μg/mL과 

300 μg/mL에서 각각 1.25 ± 0.26, 1.05 ± 0.24 (배)로 

유의성 있게(p<0.01) 감소하였다(Fig. 7A, B).

  p38의 인산화는 LPS군에서는 control군에 비교하여 

3.44 ± 0.22 배로 유의하게(p<0.05) 증가하였으며, ERK

의 인산화도 LPS군에서는 control군에 비교하여 2.70 ± 

0.25 배로 유의하게(p<0.01) 증가하였다. 그러나 JGS 100 

μg/mL과 300 μg/mL은 p-38과 ERK의 인산화를 억제

하지 못하였다(Fig. 7A, C, D).

A) B)

C) D)

Fig. 7. Effects of JGS on the phosphorylation of MAPKs

          The level of phosphorylated form and total amount of the MAPK proteins, JNK, p38 and ERK (A). The 

proteins were monitored 60 min after treatment of LPS (1μg/mL) with or without JGS pretreatment (i.e. 1 h 

before LPS). The relative density levels of the bands were measured by scanning densitometry (B, C, D). 

Values represent the mean ± S.D. of three separate experiments for each condition. *: vs control group, * 

p<0.05, ** p<0.01, #: vs LPS alone, ## p＜0.01

8. JGS가 랫드의 paw edema에 미치는 영향

  JGS의 in vivo에서의 항염증효과를 평가하기 위하여 

랫드의 우측하지에 carrageenan (CA)을 주사하여 급성 

염증성 부종 모델을 사용하였다.

Paw edema를 측정한 결과, CA군에서는 0, 1, 2, 3, 4 

시간에 각각 0.97 ± 0.02, 1.18 ± 0.05, 1.36 ± 

0.05, 1.52 ± 0.02, 1.43 ± 0.07 (배)를 나타내어 1~4

시간에 유의한(P<0.01) 발 부종이 유발되었다.
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  JGS 0.3 g/kg + CA군에서는 0, 1, 2, 3, 4 시간에 

각각 0.97 ± 0.03, 1.10 ± 0.03, 1.25 ± 0.10, 1.19 

± 0.06, 1.15 ± 0.03 (배)을 나타내어 3, 4시간에 유

의하게(p<0.01) 발 부종이 억제되었다. JGS 1.3 g/kg + 

CA군에서는 0, 1, 2, 3, 4 시간에 각각 0.94 ± 0.06, 

1.08 ± 0.04, 1.16 ± 0.03, 1.15 ± 0.06, 1.12 ± 

0.06 (배)을 나타내어 1시간(p<0.05) 및 2 ~ 4시간에

(p<0.01) 유의하게 발 부종이 억제되었다.

  DEXA + CA군에서는 0, 1, 2, 3, 4 시간에 각각 

1.01 ± 0.03, 1.07 ± 0.06, 1.15 ± 0.06, 1.19 ± 

0.08, 1.14 ± 0.09 (배)를 나타내어 1시간(p<0.05) 및 

2 ~ 4시간에(p<0.01) 유의하게 발 부종이 억제되었다

(Fig. 8).

Fig. 8. Effects of JGS on the Paw Edema in Carrageenan-induced Rats

          JGS was administered to rats at p.o. dose of 0.3 and 1.0 g/kg/day for 4 days before the induction of 

paw edema. Paw edema was induced by injection of CA (s.c. 1% solution of CA dissolved in saline, 0.1 

mL per rat) into the right hind paw. The paw swelling volume was measured at 0~4 h after CA 

injection. DEXA (1 mg/kg p.o.) was used as a positive control. Values represent the mean ± S.D. of 

five animals. *: vs normal group, ** p<0.01, #: vs CA alone. #: p<0.05, ##: p<0.01.

9. JGS가 랫드의 paw edema에서 iNOS에 미치는 영향

  JGS가 in vitro에서 300 μg/mL의 농도에서 iNOS를 

유의하게 억제하였으므로, 발 부종 모델의 부종 측정 

후 염증조직을 적출하여 조직 내에서의 iNOS의 발현을 

평가하였다. 

  iNOS 단백질의 발현에서 CA군에서는 normal (1.00 

± 0.35) 대비 2.68 ± 0.08배로 유의하게(p<0.01) 증

가되었나, JGS 1.3 g/kg + CA군에서는 1.42 ± 0.11

배로 CA군에 비교하여 유의성 있게(p<0.01) 감소되었

으며, 이러한 결과는 양성대조군으로 사용된 DEXA군

(1.49 ± 0.23)과 동등한 수준을 나타내었다(Fig. 9A, 

B).
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A)

B)

Fig. 9. Effects of JGS on the iNOS expression in Carrageenan-induced Rats

          JGS was administered to rats at p.o. dose of 0.3 and 1.0 g/kg/day for 4 days before the induction of 

paw edema. Expression of iNOS protein was determined by immunoblot assay using iNOS specific 

primary antibody. Equal amounts of total protein were separated by SDS-PAGE. The expression of β

-actin verified equal loading of lysate. (A) The relative density levels of the bands were measured by 

scanning densitometry (B). Values represent mean ± S.D. of three independent experiments. *: vs normal 

group, ** p<0.01, #: vs CA alone, ## p＜0.01

10. JGS가 랫드의 paw 조직에 미치는 영향

  JGS가 carrageenan으로 유도된 급성염증성 부종에 

대한 조직학적 평가를 위하여, 발 부종 측정이 완료된, 

실험동물을 희생하여 부종이 유도된 우측하지 발의 발등 부

분과 발바닥 부분에서 침윤염증세포의 수(cells/mm2)를 

측정하였다.

  발바닥의 침윤염증세포(cells/mm2)의 수는 normal에

서는 59.20 ± 14.86 개이었으나, CA군에서는 113.80 

± 5.50으로 유의성 있게(p<0.01) 증가하였으며, JGS 

0.3 g/kg, 1.0 g/kg 투여군에서는 각각 71.00 ± 10.44, 

78.40 ± 4.83으로 CA군 대비 유의한(p<0.01) 감소를 

나타내었다. 양성대조군으로 사용된 DEXA군에서는 

79.60 ± 6.43으로 유의하게(p<0.01) 감소되었다. 발등

의 침윤염증세포(cells/mm2)의 수는 normal에서는 

44.00 ± 3.24 개이었으나, CA군에서는 99.80 ± 2.95

로 유의성 있게(p<0.01) 증가하였으며, JGS 0.3 g/kg, 

1.0 g/kg 투여군에서는 각각 51.20 ± 9.73, 42.20 ± 

6.98로 유의성 있게(p<0.01) 감소하였다. 양성대조군으

로 사용된 DEXA군에서도 46.00 ± 5.48로 유의성 있

게(p<0.01) 감소하였다(Fig. 10, 11).
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Ventrum Pedis Dorsum Pedis

× 100

Fig. 10. Effects of JGS on the paw thickness in carrageenan-induced Rats.

          JGS was administered to rats at p.o. dose of 0.3 and 1.0 g/kg/day for 4 days before the injection of CA 

(s.c. 1% solution of CA dissolved in saline, 0.1 mL per rat) into the right hind paw. DEXA (1 mg/kg 

p.o.) was used as a positive control. A-normal; B-carrageenan (CA); C-JGS 0.3 g/kg + CA; D-JGS 

1.0 g/kg + CA; E-dexamethasone (DEXA) + CA.

A A

B B

C C

D D

E E
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A)

B)

Fig. 11. Effects of JGS on the paw inflammation in carrageenan-induced Rats.

          JGS was administered to rats at p.o. dose of 0.3 and 1.0 g/kg/day for 4 days before the injection of CA 

(s.c. 1% solution of CA dissolved in saline, 0.1 mL per rat) into the right hind paw. The infiltrated 

inflammatory cells of the rats was measured 4 h after CA injection. DEXA (1 mg/kg p.o.) was used as 

a positive control. Values represent the mean ± S.D. of five animals. *: vs normal group, ** p<0.01, #: 

vs CA alone, ## p＜0.01.

Ⅳ. 고찰

  止渴散은 金銀花 5錢, 蒲公英 5錢으로 구성되어 있

으며, ‘乳癰膿已成, 乳房紅而且紫, 大渴煩躁者’를 치료

한다.1-3)

  金銀花에는 항바이러스 효과27), 항균효과8), 항산화효

과9,10), 항염증효과11,12), 세포보호작용13-15), 항암효과16,17) 

등이 알려져 있으며, 蒲公英에는 항산화효과18), 항염증

효과19,20), 항암효과21,22), 세포보호작용23,24) 등이 밝혀져 

있으나, 止渴散에 대한 연구는 전무하다. 

  止渴散은 또한 方劑의 基本方으로도 중요한 의미를 

지닌다. 예를 들면, 止渴散에 當歸를 加하면 乳癰, 乳
吹初起를 치료하는 救乳化毒湯 『洞天奧旨』26)이 되

고, 여기에 다시 玄蔘을 加하면, 癰疽發背, 肺癰, 腸癰
을 치료하는 立消湯 『洞天奧旨』27)이 된다. 또한 止渴
散에 甘草를 加하면, 口癰을 치료하는 三星湯 『辨證
錄』28)이 되고, 여기에 다시 玄蔘을 加하면 陽疽를 치

료하는 加味三星湯 『洞天奧旨』27)이 되며, 여기에 다

시 天花粉을 加하면 頭面無故生瘡을 치료하는 化毒救
生湯 『洞天奧旨』2)이 되고, 여기에 또 川芎을 加하면 

頭面疔毒, 癰瘡癤腫을 치료하는 回生至聖丹 『辨證
錄』29)이 된다. 그리고 止渴散에 野菊, 紫花地丁, 紫背
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天癸子를 加하면, 疔瘡을 치료하는 五味消毒飮 『醫宗
金鑑』30)이 된다. 즉 止渴散은 다양한 癰疽의 열성 질

환에 배합되어 사용되었다.

Fig. 12. The JGS can be changed into many herbal formulas with the addition of appropriate Herbs.

  본 연구에서는 止渴散 물추출물이 in vitro모델로 LPS로 

활성화된 RAW 264.7 cells에서의 염증매개물질의 발현 

및 NF-κB, MAPK의 신호전달체계, in vivo모델로 

carrageenan으로 유도한 급성염증 동물모델을 이용하여 

止渴散의 항염증효과를 평가하였다.

  염증(inflammation)은 ‘균의 감염, 열, 외상, 항원항체

반응 등 생체조직의 기질변화를 초래하는 침습에 대한 

생체의 방어 기전’이라고 정의되지만, 현재에는 염증이 

상해에 대한 생체조직의 정상적인 방어반응으로 인식되

고 있다. 즉, 각종 유해한 자극에 대하여, 자극에 대한 

손상을 제거하고 원래의 상태로 회복하려는 생체방어반

응이다. 염증 발생한 부위는 발적, 발열, 동통, 종창, 기

능상실과 같은 징후가 발생된다42,43).

  염증반응에서 유해자극은 직접적으로 국소에 손상을 

유발하기도 하지만, 대부분의 경우는 내인성 화학전달

물질을 통해 간접적으로 국소의 혈관이나 세포에 전달

된다. 염증반응의 주요 화학 전달 매개물질로는 amine

류(histamine, serotonin 등), kinin류(bradykinin 등), 

cytokine류, 프로스타글란딘 및 인터루킨류가 있다.44) 

본 연구에서는 止渴散의 항염증효과 및 그 기전을 연구

하고자 in vitro모델로 LPS로 활성화된 murine macrophage 

cell line인 RAW 264.7 cells 모델을 사용하였다. 

  Macrophage는 선천(내재)면역과 후천(획득)면역에서 

중요한 역할을 한다. Macrophage는 endotoxin과 같은 

microbial products 또는 IFN-γ와 같은 T세포의 

cytokine 등에 의해서 활성화되며, 활성화된 macrophage는 

phagocytosis (식균작용) 및 microorganism의 살해, 전

염증성 cytokine의 분비, helper T cell로의 항원제시 역

할을 한다. Macrophage는 혈관 내에서는 monocyte 

(단핵구)의 형태로 존재하나, 혈관벽을 통과하여 조직에 

들어가서는 macrophage가 된다. 조직 내 macrophage

는 활성화된 macrophage가 되기도 하고, 또한 분화하

기도 하는데, 중추신경계에서는 microglial cell이 되며, 

간에서는 kupffer cell, 폐에서는 alveolar macrophage

가 되며, 뼈에서는 osteoclast가 된다.37)

  한편, LPS는 gram negative bacteria의 외벽 절편 복

합물로서, lipid와 polysaccharide로 구성되어 있다.37) 

LPS는 혈액이나 세포외액에 존재하는 可溶性의 LPS 결

합단백질(LBP; LPS-binding protein)과 결합하고, 이 

LPS-LBP 복합체가 macrophage 표면의 CD14에 결합

하면 LBP는 분리된다. LPS-CD14 복합체가 macrophage 

표면의 TLR4에 결합하면 LPS/CD14/TLR4 복합체를 

이루어 IRK (IL-1 receptor associate kinase)의 인산화

를 유도하고, 다시 TRAF6 (TNF-R-associate factor 

6)의 활성화를 유도하여, NF-κB cascade, MAPK 

cascade를 활성화하여 염증매개반응을 활성화한다.37)

  한약재는 단일물질로 이루어진 것이 아니고, 다양한 

물질로 이루어진 복합체이다. 또한 성분의 함량도 일정

하지 않고, 비율도 일정하지 않으며, 산지, 품종, 채취시

기, 시비(施肥), 기상조건, 저장 기간에 따라 유효성분

의 함량이 달라지는 경우가 많다.45) 이러한 제한점을 

조금이라도 극복하기 위하여 본 연구에 사용된 止渴散
물추출물의 4가지 성분을 평가하였다. 물추출물에서 金
銀花성분인 Luteolin 7-0-B-D glucoside는 4.146 ± 
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0.024 ppm, Chlorogenic acid는 4.630 ± 0.019 ppm

이 함유되어 있었으며, 蒲公英성분은 Cichoric acid는 

20.476 ± 0.068 ppm, (E)-6-O-(p-coumaroyl)scandoside 

methyl ester는 0.703 ± 0.010 ppm이 함유되어 있었

다.

  JGS의 항염증효과를 평가하기 위하여, 먼저 NO의 

생성정도를 관찰하였다. NO는 L-arginine으로부터 생

성되며, NOS (nitric oxide synthase)에 의하여 L-arginine

이 NO와 L-citrulline으로 생성된다. NO는 강력한 내

인성 혈관확장인자로서 혈소판의 부착이나, 응고를 억

제하며, 또한 혈관평활근의 증식을 억제하나, 지속적인 

고농도의 NO는 숙주에 불리하게 작용하며, 염증반응 

유발에 의한 조직의 손상을 초래할 수 있다.46-50)

  LPS군에서는 NO의 생성량이 유의성 있게 증가하였

으며, 이러한 NO의 증가는 JGS 100과 300 μg/mL에 

의해 유의하게 감소하였다. 세포생존율을 평가한 결과, 

LPS + JGS 100과 300 μg/mL 농도에서는 LPS단독 

처리군에 비교하여 유의한 세포독성을 나타내지 않아, 

JGS의 NO 감소는 세포독성에 의한 것이 아니라 JGS

자체의 항염증효과에서 비롯됨을 추론할 수 있다. 

  NOS는 neuronal NOS (nNOS; type Ⅰ), inducible 

NOS (iNOS; type Ⅱ), endothelial NOS (eNOS; type 

Ⅲ)의 형태가 있다. nNOS는 주로 신경전달에 관여하

며, 신경, 뇌의 손상에서는 증가하고, iNOS는 면역세포

독성에 관여하며 cytokine이나, endotoxin에 의하여 활

성화된다. eNOS는 주로 혈관평활근의 이완에 관여하

며, 성호르몬이나 shear (剪斷) stress에서 증가한다.51,52)

그러므로 본 연구에서는 NO의 결과와 관련하여 iNOS

의 발현을 평가하였다. JGS는 300 μg/mL의 농도에서

에 LPS에 의해 발현이 증가된 iNOS를 유의성 있게 감

소시켰다. 이러한 결과는 JGS가 iNOS의 발현을 억제하

고 이에 따라 NO가 억제됨을 의미한다.

  한편, LPS로 활성화된 RAW 264.7 cells 모델에서는 

TNF-α 및 IL-1β, IL-6, G-CSF, M-CSF, GM-CSF 

등의 염증병리반응을 매개하는 cytokine이 다량으로 생성

되는 것으로 알려져 있다.36,53-57) 

  이 중 TNF-α는 monocyte, macrophage, mast cell 

등으로부터 분비되는 전염증성 cytokine으로, 근래에는 

TNF-α가 자가면역질환에 있어서 중추적 역할을 하는 

것으로 알려져 있으며35), 또한 COVID-19 감염자의 다

양한 염증매개물질 중 TNF-α를 포함한 IL-2, IL-7, 

IL-10, G-CSF, MIP1A, MCP1이 특징적으로 높게 나

타남이 보고되었다.32) IL-1은 IL-1α와 IL-1β의 2가

지가 있으며, TNF와 유사하게 염증반응에 관여한다. 

IL-1α와 IL-1β 중, 체내에 풍부하게 존재하는 것은 

대부분이 IL-1β이다. IL-6는 주로 B cell을 성숙시켜 

항체의 생성을 촉진한다.37)

  본 연구에서도 RAW 264.7 cells은 LPS에 의해 

TNF-α 및 IL-1β, IL-6를 유의하게 증가시켰으며, 

JGS 100 μg/mL과 300 μg/mL은 증가된 TNF-α 및 

IL-1β 를 유의하게 감소시켰으며, JGS 300 μg/mL은 

LPS에 의해 증가된 IL-6를 유의하게 억제시켰다. 

한편, LPS에 의해 활성화된 macrophage는 TLR 

(Toll-like receptor)를 통하여 염증반응을 매개하는데, 

이의 신호전달 경로로는 NF-κB pathway가 잘 알려

져 있다.39) NF-κB pathway는 염증반응뿐만 아니라, 

류마토이드 관절염, 염증성 장질환, 다발성경화증, 천식, 

건선 등에서도 발현이 항진되어 있는 것으로 알려져 있

다.58) 

  일반적인 상황에서 NF-κB는 macrophage의 세포질

내에서 NF-κB의 억제단백질인 IκB와 결합하여 안정

형으로 존재하지만, LPS의 자극에 의해 macrophage가 

활성화되어 염증반응이 활성화되면 NF-κB 신호전달

계가 활성화되어 IκB가 인산화되고, NF-κB가 핵내로 

이동하여 iNOS, TNF, IL, COX 등의 전사를 유도한

다. IκB는 α, β, ε등의 여러 가지가 형태가 있지만, 

세포내에서 가장 많이 존재하는 것은 IκBα이다.34)  

따라서 본 연구에서는 세포질에서는 IκBα, p-IκBα

의 발현량을 평가하였고, 핵분획에서는 NF-κB의 발현

량을 평가하였다. LPS는 IκBα의 인산화를 촉진시켜 I

κBα의 발현은 감소시켰고, p-IκBα의 발현량은 증가

시켰다. 그러나 이러한 변화는, JGS에 의해 유의성 있

게 회복되었다. 또한 핵내에서의 NF-κB역시 LPS에 

의해 증가하였고, JGS에 의해 유의성 있게 감소되었다. 

이러한 결과는 JGS가 IκBα의 인산화를 억제하고, 또

한 NF-κB가 핵으로 전위되는 과정을 억제하여 염증

을 억제할 수 있음을 나타낸다. 

  LPS는 LBP/CD14/TLR4를 통하여 염증매개반응의 또 

다른 경로인 MAPK (mitogen-activated protein kinase) 

cascade를 활성화하여 염증반응을 유도한다.37,40) LPS에 

의한 MAPK의 인산화는 microglial cell (BV2 cell)40,41) 

및 macrophage (RAW 264.7 cell)59), 랫드로부터 분리한 

Kupffer cell60) 등 다양한 대식세포에서 보고되었다. 

  LPS는 c-Jun N-terminal kinase (JNK), p38 그리고 
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extracellular signal regulated kinase (ERK)의 인산화

를 유도하여, 염증관련효소, cytokine 및 chemokine 등

의 생성을 촉진한다.40,61) 이런 까닭에 MAPK는 NF-κ

B와 더불어 LPS로 유도되는 염증물질의 탐색연구에 빈

용된다. 그러므로 본 연구에서는 NF-κB pathway외에 

LPS로 활성화된 RAW 264.7 cells에서 MAPK의 활성을 

평가하였다.  

  본 연구에서도 LPS는 다른 연구결과와63,63) 같이 JNK, 

p38, ERK의 인산화를 유의성 있게 증가시켰다. 그러나 

JGS은 JNK의 인산화를 유의하게 억제하였으나, p-38과 

ERK의 인산화는 억제하지 못하였다. 이러한 결과는 JGS

가 부분적으로 MAPK의 인산화를 조절하여 염증억제에 

관여함을 나타낸다. 

  위의 in vitro의 연구결과를 종합하면 JGS는 NF-κB의 

억제단백질인 IκBα의 인산화를 억제하고 NF-κB의 핵

으로 전위를 억제하며, 또한 MAPK 중 JNK의 인산화를 

억제하여 항염증효과를 나타냄을 의미한다. 

Fig. 13. Proposed mechanism of the anti-inflammatory effect of JGS. 

          JGS pretreatment inhibited the phosphorylation of IκB and JNK, subsequently suppressing translocation 

of NF-κB into the nucleus, resulting in inhibition of the inflammatory response in LPS-stimulated in 

RAW 264.7 cells.

  

  In vitro에서 JGS의 항염증작용 및 그 기전을 확인하

고, in vivo에서도 JGS이 항염증효과를 나타내는지 확

인하기 위하여 carrageenan으로 유도된 랫드의 급성 발

부종모델을 사용하여 평가하였다. Carrageenan은 염증

세포의 침윤을 동반한 급성부종을 초래하고, 투여부위

에 염증세포의 침윤을 동반한 피부 조직의 부종을 유발

하므로 급성 염증에 대한 항염증 물질의 탐색에 빈용되

고 있다.64,65) 

  본 실험의 결과에서도 carrageenan은 주사후 1~4시

간에 유의한 족부종을 유발하였고, JGS는 1~4시간에 

유의한 족부종의 억제를 나타내었다. 특히 JGS를 1.0 g/kg

를 투여한 군에서는 양성대조군으로 사용된 dexamethasone 

투여군과 동등한 부종억제효과를 나타내었다. 또한 in 

vitro에서 JGS가 iNOS의 발현을 유의하게 억제하였듯

이 부종조직에서도 JGS의 투여가 iNOS의 발현을 유의

하게 억제하였다. 조직학적인 평가결과에서도 carrageenan
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으로 급성염증성 부종을 유발군에서는 침윤 염증세포의 

수가 유의하게 증가되었으며, JGS 0.3 및 1.0 g/kg의 

투여에 의해 유의성 있게 억제되었다. 이상의 연구결과

는 止渴散 물추출물(JGS)에는 in vitro와 in vivo에서 

모두 유의한 항염증작용이 있음을 의미한다.

  본 연구는 ‘乳癰膿已成, 乳房紅而且紫, 大渴煩躁者’

를 치료하는 止渴散의 항염증효과를 확인하고, 항염증

효과의 기전 및 in vivo에서의 항염증효과를 평가하였

다. 그러나 본 연구에서는 ① 止渴散의 구성약물인 金
銀花와 蒲公英이 항염증효과에서 배합에 따른 상승효과

가 있는지, ② 항염증효과에서 金銀花와 蒲公英의 최적

배합비율은 어떠한지, ③ 金銀花와 蒲公英의 성분 중 

어떠한 성분이 핵심적으로 작용하는지 ④ 止渴散(金銀
花, 蒲公英 等分)이 포함된 다수의 方劑에서는 항염증

효과와 관련되어 止渴散이 어떠한 영향을 미치는지에 

대하여서는 연구가 되지 않았고, ⑤ 또한 본 연구는 일

반적 항염증연구를 시행한 것으로 止渴散의 乳癰膿已
成, 乳房紅而且紫등 유방염 관련사항에 대하여서는 직

접적 증거로 보기 어려우므로 향후 이와 관련하여 진보

된 추가적인 연구가 필요할 것으로 판단된다.

Ⅴ. 결론

  止渴散은 金銀花, 蒲公英으로 구성되어 있으며, 乳癰
에 膿이 있거나, 乳房이 紅紫하고, 갈증이 있으며 煩躁
한 者를 치료한다. 본 연구에서는 止渴散 물추출물이 

LPS로 활성화된 RAW 264.7 cells에서의 염증매개물질

의 발현 및 NF-κB, MAPK의 신호전달체계, 

carrageenan 유도 급성염증 동물모델에서 항염증효과를 

평가한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. JGS은 LPS에 의해 증가된 iNOS의 발현을 유의하게 

억제하였으며, 이에 따라 NO의 생성 역시 유의하게 

억제시켰다. JGS과 LPS의 처치는 LPS단독 처치에 

비교하여 유의한 세포독성을 나타내지 않았다.

2. JGS는 LPS에 의해 증가된 TNF-α, IL-1β, IL-6 

등의 염증성 cytokine을 유의하게 억제하였다. 

3. JGS는 IκBα의 인산화를 유의하게 억제하여 NF-

κB경로의 활성화를 억제하고, 또한 부분적으로 

MAPK, 특히 JNK의 인산화를 억제하여 항염증효과

를 나타내었다. 

4. JGS는 발부종이 유도된 paw edema를 유의하게 억

제하고, 또한 조직에서의 iNOS발현 및 침윤 염증세

포의 수를 유의하게 감소시켰다. 

  이러한 연구결과는 止渴散의 항염증효과에 대한 객관

적인 근거를 부분적으로 제시할 수 있으며, 또한 止渴
散이 포함된 관련 方劑의 활용에도 보조적 자료로 활용

될 수 있을 것으로 생각된다.
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