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LPS로 유도된 염증모델에 대한
청포축어탕의 억제 효과

원광대학교 한의과대학 한방부인과학교실

홍가경, 이수형, 정현태, 김송백

ABSTRACT

Inhibitory Effects of Cheongpochukeo-tang on LPS-induced Inflammation Model

Ka-Kyung Hong, Soo-Hyung Lee, Hyun-Tae Jung, Song-Baek Kim
Dept. of OB&GY, College of Oriental Medicine, Wonkwang University

Objective: This study was performed to investigate the inhibitory effect of
Cheongpochukeo-tang (CCT) on lipopolysaccharide (LPS)-induced inflammation model.

Methods: RAW 264.7 cells were pre-treated with CCT and incubated with
LPS (500 ng/ml) after 1 hour. Cell viability was measured by MTT assay to
figure out cytotoxicity of CCT. The production of nitric oxide and mRNA expression
of pro-inflammatory cytokine were measured. And the activation of mitogen-activated
protein kinases (MAPKs) and nuclear factor kappa B (NF-κB) were examined to
figure out molecular mechanisms of CCT’s anti-inflammatory effects. In addition,
mice survival rate and cytokine levels of serum were observed after treated with
CCT. And mice liver tissues were observed and their cytokines levels in liver
tissue were measured.

Results: CCT did not have cytotoxic effect in RAW 264.7 cells. It inhibited
LPS-induced nitric oxide (NO) production, but showed an increase in NO by
itself at 2 mg/ml concentration. CCT inhibited mRNA expression of IL-1β, IL-6,
TNF-α in a dose dependant and the activaton of MAPKs and NF-κB. In addition,
CCT reduced mortality in the LPS-induced mouse model and inhibited production
of cytokines in mouse serum and liver tissue.

Conclusion: The results suggest that CCT could reduce LPS-induced inflammation
by inhibiting MAPKs and NF-κB activaton, NO production, and pro-inflammatory
cytokines secretion. Thereby, CCT could be effective medicine for the inflammatory
disease.
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264.7 cell, Cytokines

2)

Corresponding author(Song-Baek Kim) : Wonkwang Uni. Oriental Medical Hospital, Jeonju

Garyeonsanro 99, Jeonju city, Jeonbuk, South Korea

Tel : 063-270-1018 E-mail : ksb9714@nate.com



J Korean Obstet Gynecol Vol.34 No.4 November 2021

13

Ⅰ. 서 론

염증은 바이러스, 미생물, 이물질, 외

상이나 화학 약물 등에 의해 조직이 손

상되었을 때 유발되는 일종의 면역 반응

으로, 이 과정에서 발열, 동통, 부종, 발

적 등의 증상이 나타나며 결과적으로 유

해 자극의 제거와 조직 손상의 억제 및

회복을 가져 온다1). 그러나 과도한 염증

반응은 세포조직의 변화, 혈장이나 혈구

의 비정상적인 삼출과 순환장애, 세포

증식2)을 통하여 조직손상을 지속 혹은

악화시킬 수 있고, 다양한 염증성 질환

을 유발한다.

부인과 영역에서 주요 염증성 질환 중

하나인 골반염증성질환은 자궁경부 상부

의 생식기에 박테리아 혹은 바이러스 감

염에 의한 염증이 발생한 것으로, 자궁

내막염, 난소주위염, 난관염, 난소농양, 골

반내 복막염 등을 포함한다. 이 질환은

발열, 복통 등 급성 증상뿐만 아니라 장

기적 후유증을 유발할 수 있는데, 특히

난관 및 복막 인자로 인한 난임의 주요

원인이 된다3-5). 따라서 골반염증성질환의

치료는 난임 예방의 효과를 가져올 수

있다.

청포축어탕(淸胞逐瘀湯, Cheongpochukeo

-tang, CCT)은 ≪韓方製劑解說集≫6)에 수

록된 처방으로 1980년대 초 아급성 내지

만성 골반생식기 질환을 치료하기 위해

만들어진 膈下逐瘀湯 가감방이다7). 이 처

방은 濕熱下注 및 瘀血氣滯로 인한 골반

강내 질환, 특히 급 만성 골반염증성질

환을 치료하는 것을 목적으로 한다6). 임

상에서는 하복통, 월경통, 골반통 등의

증상에 효과가 있다고 보고되었으며8), 자

궁내막증으로 유발된 복강 내 유착에 인

한 난임9), 만성 골반염10-2)에 대한 치료

증례가 발표되었다.

청포축어탕에 관련된 기존의 연구로는

혈전증과 고점도혈증에 대한 효과7), 소

염, 해열, 진통, 항균, 항혈전에 대한 효

과13) 등이 보고된 바 있다. 그러나 청포

축어탕의 항염증 효능에 대한 구체적인

기전과 효과에 대한 보고는 부족한 실정

이다.

이에 본 연구에서는 청포축어탕의 항

염증 효과를 실험적으로 규명하고자 in-vivo

와 in-vitro에서 연구를 진행하였다.

Lipopolysaccharide(LPS)로 염증 유도된

RAW 264.7 cell에서 염증 매개물질인 nitric

oxide(NO) 및 염증성 cytokine의 생성에

청포축어탕이 미치는 영향을 관찰하고, 그

기전을 조사하기 위해 mitogen-activated

protein kinases(MAPKs), nuclear factor

kappa B(NF-κB)의 활성을 관찰하였다.

또한 LPS로 자극한 mouse의 생존율과

사이토카인 생성, 간 조직의 염증 반응

에 대한 청포축어탕의 효과를 관찰하였

으며, 유의한 결과를 얻었기에 이를 보

고하는 바이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재 료

1) 약 재

본 실험에 사용된 청포축어탕은 ≪한

방여성의학≫4)에 수록된 내용에 의거하

였으며, 약재는 원광대학교 전주한방병

원에서 구입하여 정선한 것으로 사용하

였다. 한 첩의 내용과 분량은 다음과 같

다(Table 1).
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Name
of herb Scientific name Herbal name

Weight
(g)

金銀花 Lonicera japonica Thunb Lonicerae Flos 12
薏苡仁 Coix lachryma-jobi var ma-yuen Stape Coicis Semen 8
敗 醬 Patrinia villosa Thunb Patriniae Radix 8
續 斷 Phlomis umbrosa Turcz Phlomidis Radix 8
香附子 Cyperus rotundus Linne Cypen Rhizoma 6
牛 膝 Acyranthes bidentata Blume Achyranthis Radix 4
當 歸 Angelica gigas Nakai Angelicae gigantis Radix 4
赤芍藥 Paeonia lactiflora Pallas Paeoniae Radicis rubra 4
川 芎 Cnidium officinale Makino Cnidii Rhizoma 3
牧丹皮 Paeonia suffruticosa Andrews Moutan Radicis Cortex 3
玄胡索 Corydalis ternata Nakai Corydalis Tuber 3
五靈脂 Trogopterus xanthipes Milne-Edwards Trogopterorum Faeces 3
枳 殼 Citrus aurantum Linne Aurantii Fructus Immaturus 2
甘 草 Glycyrrhiza uralensis Fisch Glycyrrhizae Radix et Rhizoma 2

Total Amount 70

Table 1. Composition of Cheongpochukeo-tang

2) 시 약

세포 배양용 시약인 Fetal bovine serum

(FBS), RPMI Medium 1640, penicillin-

streptomycin 등은 Gibco BRL(Grand

Island, USA)사에서 구입하였고, 시약 중

Chloroform, TRI-zol, Sodium dodesyl

sulfate(SDS), Acrylamide, Tris-HCL,

lipopolysaccharide(LPS) 등은 SIGMA

(St. Louis, USA)사에서 구입하였다. 항

체인 anti-phospho-extracellular signal-

regulated protein kinase(ERK)1/2, anti-

phospho-p38, anti-phospho-c-Jun amino-

terminal kinases(JNK)는 Cell Signaling

(MA, USA)사에서 구입하였고, Anti-Iκ-Bα,

Anti-β-actin, Anti-ERK, Anti-JNK, Anti-p38

는 Santa Cruz(CA, USA)사에서 구입하

였다. 실험에 사용된 모든 시약은 분석

용 등급 이상으로 사용하였다.

3) 세포주

한국세포주은행(KCLB; 서울, 대한민

국)에서 mouse의 대식세포주인 RAW

264.7 cell을 분양받았다. 세포배양은 10%

Fetal bovine serum(FBS)과 1% penicillin-

streptomycin을 첨가한 RPMI-1640 배지

에서 37℃, 5% CO2 조건 하에 시행하였다.

3) 실험동물

실험에 사용된 C57BL/6 mouse(weight

15~20 g, aged 6 weeks, female)는 오리

엔트 바이오(성남, 경기도, 대한민국)에

서 구입하였고, 일주일 동안 실험실 환경

에 적응시킨 후 실험을 시행하였다. 모든

실험은 원광대학교에서 정해놓은 동물관

리규정을 준수하며 진행하였다.

2. 연구 방법

1) 약물 추출

실험에 사용된 약재는 물을 용매로 사

용한 추출방법을 이용하여 본 실험에 사

용하였다. 청포축어탕 2첩(140 g) 분량을

물 1 ℓ와 함께 약탕기(대웅, 대한민국)에

서 2시간 30분 전탕하여 430 cc를 얻은 후,

전탕한 액을 여과하고 -80℃에서 동결 건
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조하였다. 동결 건조시킨 후 나온 분말

가루는 39.9 g으로 수율은 28.5%였고, 실

험 시 분말가루를 3차 증류수에 희석하

여 여과 후 실험에 필요한 농도로 사용

하였다.

2) MTT assay14)

RAW 264.7 cell의 생존율은 밀집세포

의 미토콘드리아 탈수소 효소에 의해 자

주빛 formazan 생성물로 변하는 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl- 2H-

tetrazolium bromide(MTT) 환원을 활용

하여 측정하였다. 세포들은 RPMI-1640

배지에서 2×105 /ml의 밀도로 현탁한 후,

0.05 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 1

mg/ml, 2 mg/ml의 농도로 CCT를 처리

하였다. 이때 CCT 농도는 기존에 CCT

를 사용한 in vitro 연구가 없었기에 본

연구에서 임의로 설정하였다. CCT 처리

한 세포 배지를 24시간 동안 배양한 뒤,

다시 MTT용액을 첨가한 후 30분 동안

배양하였다. 상층액을 제거한 후 Dimethyl

Sulfoxide(DMSO)를 첨가하여 formazan

을 용해하고, 생성된 용해액을 96-well

plate에 loading하였다. Spectrophotometer

(MD, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡

광도를 측정했다. 아무 처치도 하지 않

은 군과의 비율로 세포의 생존율을 나타

냈다.

3) Nitric Oxide 농도의 측정15)

Nitric Oxide(NO)의 농도는 아질산염

의 표준커브로부터 계산하였다. 그리스 시

약(Griess reagent: 0.5%의 sulphanilamide,

2.5%의 phosphoric acid 및 0.5%의

naphtylethylendiamide)과 아질산염이 화

학 반응하여 형성된 보라색의 아조염은

NO의 농도와 일치한다. 이를 이용해 아

조염의 농도로부터 아질산염의 농도를 측

정하였다. 세포들은 RPMI-1640배지에서

2×105의 밀도로 현탁하였고, 0.1 mg/ml,

0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml의 농도로

CCT를 처리하였다. LPS(500 ng/ml)로

자극한 후 24시간 동안 배양하고, 세포

상층액을 취해 96-well plate에 loading하

였다. 100 μl의 그리스 시약을 첨가한 뒤,

spectrophotometer(MD, USA)를 사용해

540 nm에서 혼합물의 흡광도를 측정하

였다.

4) RNA 분리 및 Quantitative Reverse

transcription polymerase chain reaction

(RT-PCR)

Easy Blue(Intron Biotechnology, USA)

시약을 통해 Total RNA를 추출하였다.

우선 배양한 세포에 각각 0.1 mg/ml, 0.2

mg/ml, 0.5 mg/ml, 1 mg/ml 농도의 CCT

를 1시간 전 처리한 뒤, LPS로 자극하여

다시 24시간 동안 배양하였다. 이후 배

양한 세포를 Phosphate buffered saline

(PBS)로 2회 세척하고, PBS 1 ml씩 가

해 세포를 포집한 후, 원심분리를 하여

바닥에 남은 세포에 Easy Blue 용액을 1

ml 넣어 세포를 용해시켰다. 여기에 100

μl의 chloroform 용액을 가한 뒤, 생성된

용액을 15,000 rpm에서 15분간 원심분리

하여 상층액을 취하였다. 그 후 2-propanol

과 1:1로 섞은 뒤 15,000 rpm에서 10분

간 원심분리하여 상층액은 버리고, 남은

침전물을 80% ethanol로 2회 세척 후 건

조시켰다. 마지막으로 침전물에 DEPC

처리한 증류수를 15 μl씩 넣어 RNA를

용해시킨 뒤 정량하였다.

mRNA 발현을 정량적으로 표현하기

위해서 정량중합효소반응을 측정하였으

며, 합성된 cDNA 1 μl, Real time PCR

aster mix 4 μl(Roche, Switzerland), primer
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및 probe를 넣고 PCR 조건으로 반응시

켰다. PCR 조건은 92℃에서 30초, 60℃에

서 45초, 72℃에서 30초를 40 cycle로 하였

다. 정량 중합 효소 반응에 쓰인 forward(f)

와 reverse(r) primer 및 TaqMan probe

는 Roche 社(Basel, Switzerland)에서 합

성한 것을 사용하였다. 사용한 primer는

다음과 같다(Table 2).

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)

*IL-1β : Interleukin-1 beta, †IL-6 : Interleukin-6, ‡TNF-α : Tumor necrosis factor-alpha

Table 2. The Primer of IL-1β, IL-6, TNF-α

5) Western blot analysis

RAW 264.7 cell을 60 mm culture dish

에 5×106 cells/dish로 세포를 배양하고

serum free media(RPMI 1640)로 12시간

starvation 시켰다. 이후 CCT(0.5 mg/ml)

를 전처리 하고 LPS(500 ng/ml)로 자극

하였다. 0, 15, 30, 60분 뒤에 cold PBS로

3회 세척한 후 세포를 획득하였다. 획득

한 세포를 원심분리(5,000 rpm, 5 min)

하여 그 상층액을 버리고 cell pellet을

수거하였다. RIPA lysis buffer(RIPA

buffer 1 ml+phosphotase inhibitor 10 μl

+protase inhibitor 10 μl)를 넣어 단백질

을 용해시켜서 원심분리(15,000 rpm, 20

min)하여 찌꺼기를 가라앉힌 후 단백질

을 정량하였다. 동일한 양의 단백질을 샘

플링 버퍼(4X)를 같이 넣어 섞은 다음,

샘플을 10% sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-

PAGE)에 electrophoresis 한 후 membrane

에 옮기고 5% skim milk로 2시간 blocking

하였다. ERK, p38, JNK의 phosphorylation

과 NF-kB를 Enhenced Chemiluminescence

(ECL) detection 용액(GE, USA)으로 확

인하였다.

6) mouse 모델 실험군 설정

실험실 환경에 적응시킨 mouse들은

아무 처리도 하지 않은 정상군, LPS 처

리한 대조군과 CCT 투여 농도에 따라

0.01 mg/kg 투여군, 0.1 mg/kg 투여군,

0.2 mg/kg 투여군 세 종류의 실험군으로

설정하였다. 대조군과 실험군을 실험 횟

수별로 6마리, 6마리, 8마리로 나누어 총

3회, 군별 20마리씩 진행하였다. 연구에

서 적용한 CCT 농도는 기존에 진행된

in-vivo 연구가 없기에 임의로 설정하였

으며, 본 연구에서는 복강 주사로 실험

하였기에 일반적으로 경구 투여로 진행

되는 한약 추출물 in-vivo 실험의 투여

량보다 낮은 농도로 설정하였다. in-vivo
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실험에서 LPS 농도는 기존의 연구16,17)를

참고하여 37.5 mg/kg 수준으로 모두 동

일하게 복강 주사하였다. LPS 주사 1시간

전에 CCT를 세 실험군에 각각 0.01 mg/kg,

0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg 복강주사 하였고,

주사 후 12시간 마다 mouse의 생존율을

조사하였다.

7) mouse 혈청의 cytokine 정량

Mouse 실험군을 세 그룹으로 나누어

CCT를 각각 0.01 mg/kg, 0.1 mg/kg, 0.2

mg/kg 복강 주사한 후, 1시간 뒤에 LPS

(37.5 mg/kg)를 복강 주사하였다. 3시간

후에 mouse를 마취한 뒤 Syringe를 이용

하여 심장에서 혈액을 채취하였다. 혈액은

3,000 rpm, 4℃에서 20분간 원심 분리하

여 혈청만 분리하였다. mouse 혈청 cytokine

은 Enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA)법을 통해 측정하였다.

8) mouse 간 조직의 조직학적 관찰 및

간의 cytokine mRNA 정량

CCT 0.2 mg/kg를 복강 주사한 후 1시

간 뒤 LPS(37.5 mg/kg)를 복강 주사하

고, 3시간 뒤에 간 조직을 분리하였다.

분리한 간 조직을 10% formalin용액을

사용하여 고정시킨 다음, 일반적인 조직

표본 제작 방법으로 Hematoxylin & Eosin

(H & E)염색을 시행하였다. 카메라 부

착 광학현미경(OlympusBX51, Japan)으

로 관찰한 후 사진을 촬영하였다. 조직

손상 정도는 면적을 통해 판단하였으며,

기존의 연구18)에서 사용한 조직학적 진

단 기준을 참고하여 0=normal, absent;

1=uncommon, detectable; 2=multifocal,

moderate; 3=extensive, severe로 설정한

후 세 명의 임상병리사의 blind test를 통

해 평가하였다. 간 조직의 cytokine mRNA

는 정량중합효소반응을 통해 측정하였다.

3. 통 계

모든 실험 결과는 3회 실시하여 그 평

균값을 기초로 Mean±S.D.로 나타내고,

실험 데이터는 student’s t-test로 분석하

였다. 분석한 데이터가 p-value<0.05 일

경우 유의한 것으로 판단하였다. 이상의

통계는 statistical package for the social

sciences(SPSS) for windows 12.0을 사용

하여 처리하였다.

Ⅲ. 결 과

1. CCT의 RAW 264.7 cell에 대한 세

포 독성

무처치군의 생존율을 100으로 설정하

였을 때, CCT는 각각 농도 0.05 mg/ml

투여군에서 100.33±0.62%, 0.1 mg/ml 투

여군에서 100.3±1.44%, 0.5 mg/ml 투여

군에서 99.72±0.44%, 1 mg/ml 투여군에

서 100.08±0.47%, 2 mg/ml 투여군에서

99.47±0.51% 생존율을 보여 세포 독성에

유의한 영향을 보이지 않았다(Fig. 1).

Fig. 1. The cytotoxicity of Cheongpochukeo
-tang (CCT) in RAW 264.7 cells.
RAW 264.7 cells were incubated with CCT as
indicated concentration. After 24 h, 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.
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2. CCT가 LPS로 유도된 RAW 264.7

세포에서 NO 생성에 미치는 영향

NO는 LPS 처리군에서 14.63±0.24 μM

로 상승하였으나, CCT 0.1 mg/ml 투여

군에서 13.53±0.13 μM, CCT 0.5 mg/ml

투여군에서 7.63±0.15 μM, CCT 1 mg/ml

투여군에서 2.85±0.05 μM로 감소하였다

(P<0.05)(Fig. 2). 하지만 2 mg/ml 농도

에서는 7.55±0.28 μM로 자체적인 NO 증

가를 보였고, 1 mg/ml 군 대비 억제능력

감소를 나타냈다. 비록 세포 생존에는

영향을 주지 않았지만, 자체적인 NO 생

성을 유도하여 세포에게 유해할 수 있어

추후 실험에는 배제하였다.

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

3. CCT가 mRNA 수준에서 IL-1β,

IL-6, TNF-α 생성에 미치는 영향

IL-1β, IL-6, TNF-α의 mRNA 발현을

측정하였으며, 무처치군의 mRNA의 양

을 1로 설정하여 기준으로 삼았다. IL-1

β의 경우 LPS 처리군은 무처치군에 비

해 mRNA 양이 5.75±0.06으로 증가한 것

에 비해 CCT 0.1 mg/ml 투여군에서는

5.39±0.12, CCT 0.2 mg/ml 투여군에서는

3.9±0.06, CCT 0.5 mg/ml 투여군에서

3.11±0.1, CCT 1 mg/ml 투여군에서는

1.26±0.05로 각각 감소되는 것이 관찰되

었다(P<0.05).

IL-6의 경우 LPS 처리군의 13.29±0.27

에 비해 CCT 0.1 mg/ml 투여군에서

11.78±0.39, CCT 0.2 mg/ml 투여군에서

9.41±0.37, CCT 0.5 mg/ml 투여군에서

5.84±0.21, CCT 1 mg/ml 투여군에서

4.39±0.29로 각각 감소되었다(P<0.05).

TNF-α의 경우 LPS 처리군의 25.94±1

에 비해 CCT 0.1 mg/ml 투여군에서

25.34±0.93, CCT 0.2 mg/ml 투여군에서

14.78±0.44, CCT 0.5 mg/ml 투여군에서

12.61±0.62, CCT 1 mg/ml 투여군에서

5.88±0.26으로 각각 감소되었다(P<0.05).

IL-1β, IL-6의 경우 CCT 0.1 mg/ml

이상의 농도에서 유의한 억제 효과를 보

였고(P<0.05), TNF-α의 경우 CCT 농도

0.2 mg/ml 이상에서 유의한 효과가 나타

났다(P<0.05)(Fig. 3).
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Fig. 3. Effects of Cheongpochukeo-tang (CCT) on the mRNA expression of IL-1β,
IL-6 and TNF-α in RAW 264.7 cells.
The cells were pre-treated with CCT 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 real time
RT-PCR. Data were given as means of values±SD from three independent experiments.
* P<0.05 as compared with saline.
†P<0.05 as compared with only-LPS-treated group.

4. CCT가 LPS로 유도된 RAW 264.7

세포에서 MAPKs 및 NF-κB의 활성

에 미치는 영향

LPS로 유도된 RAW 264.7 세포는 다

양한 신호전달물질에 의해 cytokine들을

분비하게 되며, 대표적인 경로로 MAPKs

와 NF-κB가 있다. CCT가 전 염증성인자

들을 유의하게 억제하는 농도인 1 mg/ml

의 농도로 전 처리한 후 LPS를 15분, 30

분, 60분으로 나누어 시간대 별로 자극하

였다. 이를 분석한 결과 CCT는 LPS로

자극된 RAW 264.7 세포에서 MAPKs의

활성화 지표인 ERK1/2, JNK, p38 모두

인산화를 억제하는 결과를 보였다. 또한

NF-κB의 활성화 지표인 Iκ-Bα의 분해

결과, CCT는 LPS에 의한 Iκ-Bα의 분해

를 억제하는 것으로 나타났다(Fig. 4).

Fig. 4. Effects of Cheongpochukeo-tang
(CCT) on the activation of MAPKs and
NF-κB in LPS-stimulated RAW 264.7 cells.
The cells were pre-treated with CCT (1 mg/ml)
for 1 h, and then incubated with LPS (500
ng/ml) for indicated mins. Detail methods
were described in Materials and Methods. The
results shown are representative of three
independent experiments.
* : phosphorylated extracellular signal-regulated
protein kinase
†: extracellular signal-regulated protein kinase
‡: phosphorylated c-Jun amino-terminal kinases
§ : c-Jun amino-terminal kinases
∥ : phosphorylated P38
¶ : inhibitory kappa Bα
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5. CCT가 LPS로 유도된 mouse 모델

의 생존율에 미치는 영향

LPS를 복강주사 한 후 12시간마다 생

존율을 관찰한 결과, LPS 단독 처리군은

48시간 시점에 생존율 0%를 보였으며,

CCT 0.01 mg/kg 투여군은 생존율 20%,

CCT 0.1 mg/kg 투여군은 생존율 40%,

CCT 0.2 mg/kg 투여군은 생존율 70%을

보였다. 최종적으로 CCT 0.1 mg/kg 투

여군은 120시간 시점에 20%의 생존율을

보였고, CCT 0.2 mg/kg 투여군은 120시

간 시점에 50%의 생존율을 보였다(Fig. 5).

Fig. 5. Effects of Cheongpochukeo-tang (CCT) on the survival rate of mice.
The mice were pre-intraperitoneal injected with CCT for 1 h, and then intraperitoneal injected
with LPS (37.5 mg/kg). After 48 h, the survival rate of only-LPS-treated group was 0%. But
after 120 h, the survival rate of CCT 0.1 was 20%, and the survival rate of CCT 0.2 was 50%.
The number of mice of each group was 20.

6. CCT가 LPS로 유도된 mouse 혈청

cytokine 생성에 미치는 영향

LPS로 유도된 mouse 혈청 cytokine

발현을 측정한 결과, IL-1β 생성의 경우

LPS 처리군의 580.91±11.63 pg/ml에 비

해 CCT 0.01 mg/kg 투여군에서 535.15±

15.85 pg/ml, CCT 0.1 mg/kg 투여군에

서 410.84±4.07 pg/ml, CCT 0.2 mg/kg

투여군에서 285.3±5.4 pg/ml로 각각 감

소되는 것이 관찰되었다(P<0.05).

IL-6의 경우 LPS 처리군의 917.77±

16.26 pg/ml에 비해 CCT 0.01 mg/kg 투여

군에서 888.1±7.37 pg/ml, CCT 0.1 mg/kg

투여군에서 702.21±16.33 pg/ml, CCT 0.2

mg/kg 투여군에서 411.57±6.96 pg/ml로

각각 감소되었으며(P<0.05), TNF-α의 경우

LPS 처리군의 600.98±14.19 pg/ml에 비

해 CCT 0.01 mg/kg 투여군에서 584.76

±7.46 pg/ml, CCT 0.1 mg/kg 투여군에

서 453.07±19.63 pg/ml, CCT 0.2 mg/kg

투여군에서 265.15±13.77 pg/ml로 각각

감소되었다(P<0.05).

RAW 264.7 세포에서 cytokine 생성

결과와 마찬가지로 CCT는 IL-1β, IL-6,

TNF-α에서 모두 유의한 효과를 보였다.

IL-1β의 경우 CCT 0.01 mg/kg 이상의

농도에서 유의한 억제 효과를 보였고

(P<0.05), IL-6, TNF-α의 경우 CCT 농

도 0.1 mg/kg 이상에서 유의한 효과를

나타냈다(P<0.05)(Fig. 6).
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Fig. 6. Effects of Cheongpochukeo-tang (CCT) on the production of IL-1β, IL-6, and
TNF-α in serum of mice.
The serum of mice was pre-treated with CCT 0.01, 0.1, 0.2 (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 saline.
†P<0.05 as compared with only-LPS-treated group.

7. CCT가 LPS로 유도된 mouse 간 조

직 손상에 미치는 영향

간 조직의 염증 정도는 무처치군 0.47

±0.05에 비해 LPS 처리군은 2.63±0.09로

유의하게 증가하였고, CCT 0.2 mg/kg 투

여군에서는 1.3±0.08로 LPS 처리군에 비

해 유의하게 억제되었다(P<0.05).

간 조직의 출혈 정도는 무처치군 0.2±

0.00에 비해 LPS 처리군은 2.47±0.05로

유의하게 증가하였으며, CCT 0.2 mg/kg

투여군은 0.83±0.05로 LPS 처리군에 비해

유의하게 출혈 정도를 억제하였다(P<0.05)

(Fig. 7).

Fig. 7. Effects of Cheongpochukeo-tang (CCT) 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 CCT 1 h before the first LPS injections.
Histological sections of the liver 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 saline.
†P<0.05 as compared with only-LPS-treated group.
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8. CCT가 LPS로 유도된 mouse의 간

cytokine mRNA 발현에 미치는 영향

LPS로 염증 유도한 mouse의 간 조직

에서 cytokine mRNA 발현을 측정한 결

과, 아무 처리를 하지 않은 군을 1이라고

했을 때 IL-1β의 경우 LPS 처리군은

9.31±0.19배 증가한 반면 CCT 0.2 mg/kg

투여군은 3.67±0.4배로 감소하였다(P<0.05).

IL-6의 경우 LPS 처리군이 13.84±0.29배

증가한 것에 비해 CCT 0.2 mg/kg 투여

군은 3.6±0.61배로 감소하였고(P<0.05),

TNF-α는 LPS 처리군이 82.85±1.9배 증

가한 것에 비해 CCT 0.2 mg/kg 투여군

은 33.5±2.18배로 유의하게 감소하였다

(P<0.05)(Fig. 8).

Fig. 8. Effects of Cheongpochukeo-tang (CCT) on the production of IL-1β, IL-6, and
TNF-α in liver tissue of mice.
The cells were pre-treated with CCT 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 saline.
†P<0.05 as compared with only-LPS-treated group.

Ⅳ. 고 찰

청포축어탕은 1980년대 초 급 만성의 골

반생식기 질환을 치료하기 위해 창방7)된

膈下逐瘀湯 가감방으로, ≪韓方製劑解說

集≫에 처음 수록되었다6). 膈下逐瘀湯은

본래 桃仁, 紅花, 五靈脂, 牧丹皮, 烏藥,

玄胡索으로 理氣行血破瘀하고 香附子, 枳

殼으로 開鬱行滯하여 胸腹有痞塊 腹痛有

定處를 치료하는 처방이다19).

청포축어탕은 膈下逐瘀湯에서 桃仁, 紅

花, 烏藥을 祛하여 破瘀作用을 경감하고,

淸熱解毒 消癰排膿利濕 효능이 있는 金

銀花, 薏苡仁, 敗醬과 補肝腎 散瘀消腫

活血通經하는 續斷, 牛膝을 加味하여 瘀

血과 濕熱이 倂發한 病證을 치료한다13).

청포축어탕에서 加味된 薏苡仁20), 敗醬21,22),

牛膝23,24)의 경우 단미 추출액으로 항염증

효과를 나타낸다는 연구가 보고되어 있으

며, 君藥인 金銀花의 경우 NO, Prostaglandin

E2(PGE2), 염증성 cytokine 생성과 inducible

NO synthase(iNOS), cyclooxygenase-2

(COX-2) 발현을 억제하여 항염증 효과

를 나타낸다는 보고25-9)가 있었다. 임상

에서 청포축어탕은 濕熱下注 및 瘀血氣

滯로 인한 골반강내 질환, 특히 급 만성

골반염증성질환에 대한 치료를 목적으로



J Korean Obstet Gynecol Vol.34 No.4 November 2021

23

하며8), 난임 변증진료에서는 濕熱型의 난

임 치료에 응용된다30).

골반염증성질환은 자궁경부 상부의 생

식기에 염증이 발생한 질환으로3,4), 난

관 복막 요인의 난임, 자궁 외 임신, 만

성 골반통, 재발성 골반염 등 장기적 후

유증을 남길 수 있어31) 임상적으로 중요

하다. 특히 골반 유착, 난관의 불완전 혹

은 완전 폐쇄는 난임을 유발할 수 있다32).

또한 최근 국내 연구에서 여성 난임의

임상적 연관 인자 중 골반 염증 관련 인

자는 26.2%에 달해33) 가장 중요한 인자

중 하나라고 보고된 바 있다. 따라서 골

반염증성질환의 적절한 치료는 난임의

예방뿐만 아니라 치료에 주요한 방법이

라고 할 수 있으며, 본 연구에서는 골반

염증성질환의 치료에 활용되는 청포축어

탕의 항염증 효과와 그 기전에 관하여

실험적으로 알아보고자 하였다.

현재까지 보고된 청포축어탕에 대한 연

구로는 혈전증, 고점도혈증과7), 소염, 해

열, 진통, 항균, 항혈전 등에 대한 연구13)가

있다. 그러나 기존에 보고된 청포축어탕

의 항염증 효과에 대한 연구13)는 in-vivo에

한정하여 carrageenin, acetic acid, dextran

으로 유도된 mouse의 부종 억제 효과만

을 다루었다. 따라서 기존의 연구만으로

는 in-vitro에서 청포축어탕의 항염증 효

과와 구체적인 항염증 기전에 대해 파악

하기 어려운 실정이다. 이에 본 연구에서

는 청포축어탕(CCT)을 사용하여 in-vitro

와 in-vivo에서 항염증 관련 실험을 진

행하여 유의한 결과를 얻었기에 다음과

같이 보고하는 바이다.

다른 연구에 앞서 CCT 자체의 세포 독

성을 확인하였다. MTT 분석법으로 RAW

264.7 cell의 생존율을 측정하였으며, 무처

치군의 생존율과 비교하였을 때 CCT 투

여군은 각각 농도 0.05 mg/ml, 0.1 mg/ml,

0.5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml에서 모두

유의미한 세포 독성을 나타내지 않았다

(Fig. 1).

그람음성균의 세포 외막에 존재하는

LPS는 toll-like receptor-4(TLR-4)를 통

해 대식세포를 활성화시키고, 면역 및 염

증반응에 관여하는 각종 매개물질을 생

성한다34). LPS에 의해 활성화된 대식세

포는 iNOS를 발현하고, 이 효소의 작용

을 통해 NO가 생성된다. NO는 바이러

스 및 미생물의 증식을 억제, 혹은 직접

사멸시키며, 종양 성장 억제, 혈관 확장

등 염증 반응에 중요한 역할을 한다35,36).

그러나 NO 생성이 과다하면 염증을 심화

시킬 수 있고, 신경, 관절을 포함한 조직

손상, 패혈성 쇼크를 유발할 수 있다36-8).

따라서 LPS로 자극한 RAW 264.7 cell에

서 CCT의 NO 생성 억제를 실험하였으며,

모든 농도의 CCT 투여군에서 유의미한

NO 생성 억제를 관찰할 수 있었다. 그

러나 CCT 2 mg/ml 투여군에서는 자체

적인 NO 증가가 나타났고, 이는 세포에

유해할 수 있어 추후 실험에는 배제하였

다(Fig. 2).

염증성 cytokine은 각종 항원 및 미생물

등에 대한 반응으로 생성되는 단백질로,

면역과 염증 반응을 자극한다. LPS로 자극

한 macrophage는 pro-inflammatory cytokine

으로 알려진 IL-1β, IL-6, TNF-α를 분

비하며, 이들은 급성 염증 반응의 조절에

중요한 역할을 한다. IL-6는 호중구 생산,

helper T 세포의 분화, B세포의 성장을

자극하며39), 혈관내피성장인자(vascular

endothelial growth factor, VEGF)의 분

비를 유도하여 염증의 혈관 투과성을 유
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발한다40). 그러나 과도한 IL-6 생성은

염증성 질환과 각종 악성 종양의 발현과

도 깊은 관련이 있다41-3). IL-1β과 TNF-α

는 유사한 작용을 하는 cytokine으로 급

성 염증 반응을 매개한다. IL-1β은 낮은

농도에서 국소적 염증 반응에 관여하고,

다량 분비 시 내분비 기능을 통해 전신

작용을 나타낸다44,45). TNF-α는 열 발생,

호중구 및 대식세포 활성화, 혈관내피세

포 활성화 작용을 하며, LPS로 자극된

염증 반응의 주요 매개체이다. TNF-α가

과잉 생성되면 혈압 강하, 혈관 내 혈전

형성, 심각한 대사 장애와 전신적 합병

증을 유발할 수 있다44,46,47).

본 실험에서 CCT가 cytokine의 mRNA

발현에 미치는 영향을 알아보기 위해 조

사한 결과, CCT는 IL-1β, IL-6, TNF-α

의 생성을 모두 유의미하게 억제하는 것

으로 나타났다. IL-1β, IL-6의 경우 CCT

농도 0.1 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.5 mg/ml,

1 mg/ml 전부 유의한 억제 효과를 보였

고, TNF-α의 경우 CCT 0.2 mg/ml 이상

의 농도에서 유의한 효과를 보였다(P<0.05)

(Fig. 3). 이러한 결과를 통해, CCT는

pro-inflammatory cytokine인 IL-1β, IL-6,

TNF-α의 mRNA 발현을 억제하여 항염

증 작용을 하는 것으로 보인다.

MAPKs는 세포 외 자극을 세포 내로

전달하는 신호전달경로 중 하나로, 호르

몬이나 cytokine 등으로부터 활성화된 자

극을 세포 내로 전달하여 세포 증식, 분화,

운동, 생존 및 사멸 등의 기능을 조절한

다. 인산화를 통하여 활성화된 MAPKs는

cytokine의 생성에 관여한다. 현재까지

알려진 포유류의 MAPKs family로는

extracellular signal-regulated kinases(ERK),

c-Jun amino-terminal kinases(JNK), p38

(α, β, γ, δ)가 있다48,49).

NF-κB는 COX-2 및 iNOS 발현에 관여

하는 전사조절인자로50), 평소에는 inhibitory

kappa Bα(I-κBα)와 결합한 상태로 존

재하나 염증 반응 시 I-κBα가 분해되어

활성화된다. 활성화된 NF-κB는 핵 내로

이동하여 cytokine 발현을 촉진하고, iNOS

발현 증가를 통해 염증 반응을 가속화

한다51).

CCT가 MAPKs 및 NF-κB에 미치는

영향을 알아보기 위하여 RAW 264.7 cell

에 CCT를 1 mg/ml의 농도로 전 처리한

후, 시간대별로 LPS를 자극하였다. 분석

결과 CCT는 LPS로 자극된 RAW 264.7

세포에서 MAPKs의 활성화 지표인 ERK1/2,

JNK, p38 모두 인산화를 억제하였고, 또

한 NF-κB의 활성화 지표인 Iκ-Bα의 분

해를 억제하는 것으로 나타났다(Fig. 4).

이를 통해 CCT가 NO 및 IL-1β, IL-6,

TNF-α의 생성을 억제하는 기전은 MAPKs

와 NF-κB의 활성 억제를 통해 이루어지

는 것으로 사료된다.

이상 in-vitro 실험에서 나타난 CCT의

항염증 효과를 토대로 in-vivo 실험을

진행하였다.

in-vivo 실험에서 경구 투여된 약물은

대부분 소장 점막에서 수동적 확산에 의

해 흡수된다. 이때 gastric empty time에

따라 소장에 도달하는 시간과, 이에 따

른 약물 흡수 정도가 달라지므로 경구

투여는 조절, 예측하기 어렵고 재현성이

낮다. 또한 경구 투여는 초회통과효과로

인해 비경구 투여에 비해 생체이용률이

떨어지고, 작용 시간이 연장된다. 반면 복

강 내 주사는 흡수면적이 넓어 약물 흡수

가 빠르며 작용이 신속하게 나타나고, 흡

수의 주요 경로가 간을 통과하는 장간막
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혈관에 있기 때문에 경구 투여의 약동학

과 유사하다52,53). 이를 기반으로 본 실험

에서는 mouse의 CCT 투여를 복강 주사

로 진행하였다.

먼저 mouse에 LPS와 CCT를 복강 주

사하여 12 h 마다 생존율을 관찰한 결과,

최종 120h 시점에 LPS 단독 처리군은

생존율 0%를 보였으며, CCT 0.1 mg/kg

투여군은 20%의 생존율을, CCT 0.5 mg/kg

투여군은 50%의 생존율을 보였다(Fig. 5).

이를 통해 CCT가 LPS로 인한 mouse의

사망률을 감소시키는 것을 확인할 수 있

었다.

또한 mouse의 혈청 cytokine 농도를 측

정한 결과, in-vitro와 마찬가지로 CCT

는 IL-1β, IL-6, TNF-α의 생성을 모두

유의미하게 억제하였다(Fig 6). 특히 IL-1β

의 경우 CCT 0.01 mg/kg 농도에서도 유

의하게 감소하여(P<0.05), 적은 농도에서

CCT의 IL-1β 억제 효과를 확인할 수

있었다.

간은 LPS의 해독뿐만 아니라 LPS에

대한 반응에서도 핵심적인 역할을 하는

장기이며 LPS는 TNF-α, IL-1β 등과 같

은 염증 인자를 매개로 간 손상을 유발

혹은 심화한다54). 때문에 mouse의 간 조

직을 관찰하여 염증 및 출혈 정도를 평

가하였으며, 정량중합효소반응을 통해 간

cytokine의 mRNA 발현을 측정하였다.

그 결과 CCT 0.2 mg/kg 투여군은 LPS

단독 처리군에 비해 염증 조직의 크기와

출혈 정도가 모두 유의하게 감소하였고

(P<0.05)(Fig. 7), 간 cytokine mRNA 생

성 역시 혈청 cytokine 생성 결과와 동일

하게 IL-1β, IL-6, TNF-α에서 모두 유

의한 생성 억제 효과를 보였다(P<0.05)

(Fig. 8).

이상의 실험 결과 CCT는 MAPKs와

NF-κB의 활성 억제를 통해 NO와 염증

성 cytokine 생성을 억제하여 항염증 효

과를 나타내는 것으로 판단되며, 동물실

험에서도 유효한 항염증 효과를 확인할

수 있었다. 또한 CCT는 고농도에서도 세

포독성을 보이지 않아 임상에 적극적으로

활용할 수 있는 가능성을 보였다. 본 연

구를 바탕으로 CCT는 골반염증성질환을

비롯한 다양한 염증 반응의 완화 및 치

료에 활용될 수 있으며, 나아가 골반염

증성질환에 의해 발생한 난임의 예방에도

도움을 줄 수 있을 것으로 사료된다.

Ⅴ. 결 론

LPS로 유도된 RAW 264.7 cell과 mouse

염증모델에서 청포축어탕(CCT)의 항염

증 효과를 살펴본 결과 다음과 같은 결

론을 얻었다.

1. CCT는 RAW 264.7 cell에서 0.05, 0.1,

0.5, 1, 2 mg/ml 농도 모두 세포독성

을 나타내지 않았다.

2. CCT는 RAW 264.7 cell에서 0.05, 0.1,

0.5, 1 mg/ml 농도에서 농도 의존적으

로 NO 생성을 유의하게 억제하였으나,

2 mg/ml에서는 자체적인 NO 증가를

보였다.

3. CCT는 mRNA 수준에서 IL-1β, IL-6,

TNF-α의 발현을 유의하게 억제하였다.

4. CCT는 RAW 264.7 cell에서 ERK1/2,

JNK, p38의 인산화와 NF-κB의 활성

을 억제하였다.

5. CCT는 mouse 모델에서 120 h 시점에

0.1 mg/kg 투여군 20%, 0.5 mg/kg 투
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여군 50%의 생존율을 보였다.

6. CCT는 mouse 혈청의 cytokine IL-1β,

IL-6, TNF-α를 모두 유의하게 억제하

였다.

7. CCT는 mouse 간 조직에서 염증과 출

혈 정도를 유의하게 억제하였다.

8. CCT는 mouse 간 조직에서 cytokine

IL-1β, IL-6, TNF-α의 mRNA 발현을

모두 유의하게 억제하였다.
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