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ABSTRACT

Objectives : This study investigated anti-inflammatory effects of Nardotidis seu Sulculii Concha water extract (NSCE) 

against restraint-induced stress.

Methods : In vivo, NSCE was orally administered to male white mice at concentrations of 250 mg/kg and 500 mg/kg 

for 3 days, and then restraint-induced stress was induced for 6 hours. The level of liver damage was measured by 

serum aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and lactate dehydrogenase (LDH). The 

stress-related hormones such as cortisol and corticosterone were measured by ELISA assay. Also, western blot analysis 

was performed to detect expression of mitogen-activated protein kinase (MAPK) and cyclooxygenase-2 (COX-2) 

proteins. Pathological changes were observed by hematoxylin and eosin (H&E) staining of the liver tissue, and 

Immunohistochemical (IHC) staining was performed to examine liver inflammation through macrophage infiltration.

Results : The AST, ALT, LDH and the stress related hormones such as cortisol and corticosterone were significantly 

decreased in the NSCE treated group compared with stress group. In histological analysis, H&E staining of liver 

tissues did not detect the hepatic injury or damage in all groups. As a result of IHC staining, it was confirmed that 

infiltration of macrophages was increased in the stress-induced group, but decreased in the group treated with NSCE. 

The COX-2 and MAPK proteins expression was significantly increased by restraint-induced stress, but these proteins 

were decreased in the NSCE treated group. 

Conclusions : These results suggest that NSCE has the anti-inflammatory activity in restraint-induced stress model, and 

it is believed that NSCE can be used for the prevention of liver inflammation.

Key words : Anti-Inflammation, restraint-induced stress, liver, Nardotidis seu Sulculii Concha.

Ⅰ. 서론1)

  스트레스는 긴장을 뜻하는 라틴어 stringere에서 유래된 

말로 신체의 평행을 자극하는 외력에 대해 원래 상태를 

유지하려는 반작용을 뜻한다. 그리고, 현대인에게 있어서 

아주 큰 건강위험 요인이 작용하고 있다1). 

  스트레스 요인에 노출되면, 자율 신경계와 스트레스 

호르몬을 통해 장내 내독소의 유입 증가, 산화스트레스 

심화에 따른 염증세포의 간 조직으로의 이동을 유발하

여 간 조직의 손상을 더욱 악화시키며2), 간 관련 질병

은 stress와 밀접한 관련이 있다3).

  간은 우리 몸에서 면역과 해독을 담당하며 스트레스

나 근육에 쌓여 있는 피로물질을 제거하고 인체 생존에 

필요한 에너지를 만들어 저장한다. 그러나 스트레스를 

받게 되면 간 내의 면역반응을 억제하는 시스템에 혼란

을 유발하여 염증성 간 손상이 나타나게 된다4). 간세포

가 손상되면 reactive oxygen species(ROS)가 생성되고 

이로 인해 생성된 간성상세포는 extracellular matrix를 

생성해, 간 섬유화 상태로 변환된다5). 일반적으로 간섬

유증은 결절이 없으며 간 손상 원인을 제거하면 회복이 

가능하지만, 간 섬유화 과정이 반복되면 결절성 간경변

으로 진행된다6-7). 따라서 간 염증 및 섬유화 억제 메

커니즘을 가진 간 손상 예방제 또는 치료제를 개발이 

필요하다8). 

  석결명(Nardotidis seu Sulculii Concha : NSC)은 전

복을 지칭하는 말이며, 《자산어보》에는 鰒魚라 하였

고, 《본초강목》에는 九孔螺라고도 쓰인다. 본 약제는 

두통, 현기증, 갑작스러운 인체 경련 등 증상에 쓰이는 
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것으로 알려져 있다9). 또한, 다양한 선행연구에서 석결

명은 피부세포에 대한 항산화 및 항노화 효과10), 인삼 

모상근 성장과 ginsenoside 성분들의 생합성 반응에 대

한 효과11) 및 산화적스트레스에 대해 간세포 및 간의 

보호 작용12)에 대한 효과가 있음이 알려져 있다. 그러

나, 석결명이 다양한 생리적 유용성을 지닌 소재로 인

식하고 있음에도 불구하고 스트레스로 인한 염증 작용

에 대한 분자생물학적 메커니즘 연구는 미비한 실정이

다. 따라서 본 연구에서는 구속 스트레스 유발 동물모

델에 석결명의 간 염증 억제 효과를 보고자 한다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 추출물 제조

  석결명은 대원약업사(Daegu, Korea)에서 구매하여 

석결명 200g을 3차 증류수로 실온에서 열수 추출하였

다. 열수 추출한 농축액은 0.2 ㎛ filter를 이용하여 여

과한 뒤 동결건조하여 NSCE(Nardotidis seu Sulculii 

Concha water Extract)로 명명하고 사용하였다.

2. 동물모델

  실험동물은 6주령 수컷 흰쥐(27-32g)를 샘타코 주식

회사(Osan, Korea)에서 구입하였고 1주일간 환경에 적

응시킨 다음 실험에 사용하였으며, 온도 20-23℃, 습도 

60%, 12시간 light/dark cycle을 유지하면서 사료(Nestle  

Purina  Petcare  Korea, Seoul, Korea)와 물은 제한 없

이 섭취하도록 하였다. NSCE는 250 mg/kg, 500 

mg/kg의 농도로 총 3일 동안 경구 투여하였으며, 3일 

동안은 1일 1회씩 사료와 물을 자유롭게 공급하면서 

NSCE를 경구투여하였다. 전체 실험 기간 중 대조군과 

stress 유도군에는 NSCE 투여량과 동일한 양의 생리식

염수를 경구 투여하였다. 구속 스트레스는 50 mL의 

conical tube를 이용하여 유도하였으며, 구속 스트레스

에 대한 노출은 6 h 동안 수행하였다. Table 1.와 같이 

처리한 군으로 나누어 실시하였다. 실험 종료 당일 마

취 후, 복대 정맥에서 혈액을 채취하여 보관하였으며, 

실험동물의 간 조직은 적출하여 –80℃에 보관하였다. 

본 연구는 한국한의학연구원의 동물보호 및 Institutional 

Animal Care and Use Committee(IACUC)에 승인되었

으며, 한국한의학연구원 IACUC의 지침에 따라 수행되

었다.

Table 1. Control and treatment groups (n=5).

Group
Control group CTL
Restraint-induced stress group Stress
Restraint-induced stress group treated with NSCE 250 mg/kg S+N250
Restraint-induced stress group treated with NSCE 500 mg/kg S+N500
Control group treated with NSCE 500 mg/kg C+N500

3. 혈액 생화학적 검사

  실험동물의 복대정맥으로부터 1 mL 이상의 혈액 채혈한 

후 원심분리기를 사용하여 4 ℃에서 10분간 3000×g로 혈

청을 분리하였다. 혈청 중 alanine aminotransferase(ALT), 

aspartate aminotransferase(AST), lactate dehydrogenase(LDH)

는 analysis kits(Point Scientific Inc., Canton, MI, USA)와 

automated blood chemistry analyzer(Photometer 5010, 

Robert Riele GmbH & Co KG, Berlin, Germany)를 

사용하여 분석하였다. 또한 enzyme-linked immunosorbent 

assay(R&D System, Minneapolis, MN, USA)를 사용

하여 스트레스 지표로서 혈청 코르티코스테론과 코르티

솔 수치를 측정하였다.

4. Hematoxylin & Eosin(H&E) 및 

Immunohistochemical(IHC) staining

  간 조직의 일부를 10% paraformaldehyde(Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO, USA)에 고정시킨 후 파라핀에 매

립하고, microtome(Thermo fisher scientific, Germany)으로 

4 ㎛의 두께로 조직을 절단하여 H&E으로 염색하고 광

학 현미경으로 관찰하였다. 또한, IHC는 F4/80 폴리클

론 항체(1:50; Santa Cruz, USA)로 대식세포를 염색하

였으며, 조직병리학적 변화는 광학 현미경으로 관찰하

였다.

5. Western blot

  간 조직을 radioimmunoprecipitation assay(RIPA) buffer
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를 넣고 tissue grinder(BioSpec Product, Oklahoma, 

USA)로 분쇄 후, 12,000 rpm으로 2분간 원심분리하여 

상층액을 분리하고, –80℃에서 냉동 보관하였다. 간 조

직의 COX-2, MAPK 단백질의 발현을 측정하기 위하

여, 10 ㎍의 단백질을 10% SDS-polyacrylamide gel을 

이용하여 전기영동 후, acrylamide gel을 nitrocellulose 

membrane으로 이동시켰다. 준비된 membrane에 각각

의 1차 antibody를 처리하여 4℃에서 overnight 시킨 

다음, Tris buffered saline with tween 20(TBS-T)로 6

분마다 5회 세척하고, 2차 항체를 사용하여 상온에서 1

시간 30분 반응시킨 후, TBS-T로 6분마다 5회 세척하

였다. 그리고 enhanced chemiluminescence(ECL) 용액

에 노출시킨 후, Chemidoc(Lugen Sci Co. Ltd, Seoul, 

Korea)에 감광시켜 단백질 발현을 확인하였다.

6. 통계처리

  실험 결과는 mean ± standard error of the mean 

(SEM)로 나타내었고, t-test 및 one way analysis of 

variance(ANOVA)로 통계적 유의성을 검정하였고, 

p<0.01 그리고 p<0.001의 유의성을 검증하였다.

Ⅲ. 결과 

1. 구속 스트레스로 인한 간 손상에 NSCE이 미치는 

영향 

  구속 스트레스로 유도된 급성 간 손상에 대한 NSCE

의 영향을 알아보기 위해 혈청 내 AST, ALT 및 LDH 

수치를 측정하였다. Stress 그룹과 Control 그룹을 비교

하였을 때, 혈청 AST, ALT 및 LDH 수치는 현저히 증

가하였으며, NSCE 처리군에서는 농도 의존적으로 유의

하게 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 1A, 1B, 1C).

Fig. 1. Effects of NSCE on restraint-induced stress hepatic damage in mice. (A) Effects of NSCE on serum 

AST level. (B) Effects of NSCE on serum ALT level. (C) Effects of NSCE on serum LDH level. The 

results represent the mean ± SEM values of each mouse in the same group. ###p < 0.001 versus the 

control group, *p < 0.01 and ***p < 0.001 versus the stress group.

2. 혈청 코르티코스테론 및 코르티솔 수치에 대한 구속 

스트레스의 영향

  구속 스트레스의 생리학적 영향을 평가하기 위해 혈

청 코르티솔과 코르티코스테론의 수치를 측정하였다. 

코르티솔과 코르티코스테론의 수준은 구속 스트레스에 

의해 현저히 증가하였으며, NSCE 처리군에서는 코르티

솔과 코르티코스테론의 농도가 유의하게 감소하였다

(Fig. 2A, 2B).

Fig. 2. The level of cortisol and corticosterone in serum were evaluated in restraint-induced stress models. (A) 

Cortisol levels. (B) Corticosterone levels. Values are expressed as the mean ± SEM of three independent 

experiments. ###p < 0.001 versus the control group, ***p <0.001 versus the stress group.



김민정 외 13인 : 구속 스트레스 모델에서 석결명의 간손상 및 우울증 관련 인자에 미치는 영향
Kim et al., Effect of Nardotidis seu Sulculii Concha water extract (NSCE) on liver damage and depression in restraint-induced stress model

89

3. 구속 스트레스로 유도된 동물 모델의 간 조직 세포

에 미치는 NSCE의 영향

  NSCE가 구속 스트레스 동물 모델의 간에서 macrophage 

infiltration에 어떠한 영향을 미치는지 확인하기 위하여 

간 조직의 H&E 및 IHC 염색을 진행하였다. 그 결과, 

모든 군에의 H&E 염색에서는 특이적인 조직 손상을 

확인하지 못하였으나(Fig. 3A), IHC 염색을 진행하여 

광학 현미경으로 관찰한 결과, 스트레스 유도군에서는 

염증성 세포인 macrophage의 infiltration이 증가하였으

나, NSCE를 처리한 동물 모델에서는 macrophage의 

infiltration이 크게 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 3B).

Fig. 3. Effects of NSCE on restraint-induced stress hepatic damage in mice. (A) Histological change(200 × 

magnification, scale bar: 100 µm). (B) IHC change (100, 200, 400 × magnification in the same region, 

and scale bar: 200, 100, 50 µm). 

4. 구속 스트레스 유도된 MAPK 신호경로에 NSCE가 

미치는 영향

  NSCE 처리에 따른 간 조직에서의 COX-2 및 

MAPK 발현량에 미치는 영향을 western blot을 통하여 

분석하였다. 스트레스 유도군에서는 COX-2, p-ERK 

및 p-JNK의 발현이 현저히 증가하였으나, NSCE을 

250 mg/kg, 500 mg/kg를 처리한 그룹에서는 염증 관

련 단백질의 발현량이 농도 의존적으로 감소하는 것을 

확인할 수 있었다(Fig. 4).
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Fig. 4. Effects of NSCE on inflammation-elated protein expression. protein expression of COX-2, p-ERK, 

p-JNK in restraint-induced stress models were measured by (A) western blot in the liver tissue. (B) 

The phosphorylation of ERK/β-actin, (C) The phosphorylation of JNK/β-actin and (D) The 

COX-2/β-actin was assayed by western blot. Values are expressed as the mean ± SEM of three 

independent experiments. ###p < 0.001 versus the control group, *p < 0.01 and ***p < 0.001 versus 

the stress group.

Ⅳ 고찰

  Inflammation은 외부로부터 바이러스와 같은 병원체

에 prostaglandin(PG), nitric oxide(NO), cytokines 등 

염증 매개 물질에 의한 손상에 대응하는 신체반응으로 

인체에 발생하는 질환 중 흔하게 나타난다12).

  한편, PG은 cyclooxygenase(COX)에 의해서 arachidonic 

acid로부터 생성된다14). COX에는 두 가지 isoform이 

존재하며15), 그 중 COX-1은 다양한 조직에서 정상적

으로 항상 발현하는 효소이며, COX-2는 평상시에는 

발현되지 않다가 염증 부위에서 염증성 자극에 의

하여 다량 유도 발현된다16). 다른 선행연구에 따르

면 lipopolysaccharide(LPS)와 염증성 cytokine 등으로 

폐포 대식세포와 호중구를 자극에 의해 유도되는 염증

매개 효소인 COX-2 발현은 염증과 통증의 증상을 증

가시킨다고 보고 되어있다17-20). 본 실험에서 NSCE를 

처리한 그룹에서 COX-2의 발현량이 감소하는 것을 확

인하였으며, 이는 NSCE가 항염증 효과가 있다는 것을 

나타낸다. 

  대식세포의 활성화에는 여러 가지 세포 내 신호 전달

계가 관여하며 이들 신호를 제어함으로써 대식세포가 

활성을 억제되어 염증성 물질의 분비를 조절한다21). 대

부분의 단백질들은 인산화되지 않은 상태로 존재하다

가, 자극에 의해 활성화 되면 인산화되어 세포 내에 여

러 가지 반응에 관여한다22). 현재까지 잘 알려진 염증 

반응의 분자 신호 전달기전은 MAPK subfamily에 속하

는 세가지 효소들로 ERK, JNK 및 P38 등이 있다. 이 

중 ERK 활성은 인산화에 의해서 나타나며 대식세포의 

활성에 관여하고 특히 NF-κB를 활성 시켜서 COX-2 

발현에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다23). 또 다른 

MAPK인 JNK는 stress 반응경로의 부분을 구성하며 염

증성 cytokine과 같은 인자에 의해 유도된 cell stress에 

의해 활성화되는 것으로 알려져 있다24). 본 연구에서 

NSCE가 MAPK pathway에 미치는 영향을 조사한 결

과, p-ERK 와 p-JNK는 Stress가 유도군에서 높은 발

현량을 나타내었으며, NSCE을 250 mg/kg, 500 

mg/kg 처리한 그룹에서는 MAPK의 발현량이 농도가 

의존적으로 감소함을 보였다. COX-2와 같은 인자들이 

활성화되어 MAPK 경로를 억제함으로써 NSCE가 항염

증 작용을 보인 것으로 사료된다. 
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  간은 손상을 받으면 간세포 괴사 및 염증세포 

infiltration, 간세포 섬유화 반응이 나타난다25). 이러한 

질병의 원인, 예후 판단이 어려울 경우에 IHC으로 관

찰이 가능하다. 구속 스트레스로 인한 염증 효과를 면

역조직학적으로 확인하였으며, 스트레스 유도군에서는 

macrophage의 infiltration이 대조군보다 증가하였으나, 

NSCE을 처리한 그룹에서는 macrophage의 infiltration

이 현저히 감소 되는 것을 확인할 수 있었다. 즉, 스트

레스가 간의 염증 반응에 영향을 준다는 것을 알 수 있

었으며, NSCE가 macrophagy의 infiltration을 억제함으

로써 염증 억제 효과가 있음을 확인할 수 있었다.

  또한 LDH는 심근, 적혈구, 뇌, 신장, 간 및 골격근 

등의 여러 장기의 세포에서 존재하며 용혈, 심근경색, 

암, 뇌염, 근육질환 및 간 괴사 등 발생 시 증가한다26). 

그리고 ALT와 AST는 간손상 지표로서 gluconeogenesis

에 관여한다27). ALT는 주로 간세포에 다량으로 존재하

는 효소이고, AST는 간세포뿐만 아니라 적혈구와 골격

근에 분포한다. 이 두 효소는 간에 상처나 손상 때문에 

나타나며 inflammation을 확인하는 지표로 사용이 된다
28). 간 손상 정도와 기능을 나타내는 혈청 검사인 ALT, 

AST 및 LDH 수치는 스트레스 유도군에서 상승하였으

나, NSCE를 처리하였을 때 농도 의존적으로 감소하였

음을 볼 수 있다(Fig. 1A, 1B, 1C). 그리고 선행 연구

에서는 혈청 코르티솔과 코르티코스테론 수치 모두 스

트레스와 밀접한 관련이 있음을 보여주고 있으며29), 스

트레스는 시상하부 뇌하수체전엽에서 부신피질자극호르

몬(adrenocorticotropic hormone)를 증가시키며, 부신피

질을 자극하여 코르티솔이 증가한다30). 코르티솔은 염

증의 유발단계에서 대부분 분비되는 효소의 리소좀 막

을 안정시켜 염증의 발생을 억제한다고 알려져 있다31). 

이와 상반되는 선행연구 결과에서는 간의 기능 이상, 

간부전 및 간경화 같은 간의 염증 반응 시 코르티솔과 

코르티코스테론의 수치가 증가하는 것을 밝혀냈다2). 본 

연구에서 구속 스트레스로 인해 혈청 코르티솔과 코르

티코스테론이 증가하였으며, 그와 동시에 간의 염증 반

응에 의해 혈청 코르티솔과 코르티코스테론의 수치가 

높게 측정되었다. 그러나 NSCE를 처리한 군에서는 코

르티솔과 코르티코스테론의 호르몬 수치가 감소하였으

며, 이는 간 염증 반응의 감소에 의한 것을 나타내는 

것이다. 더 나아가, 이는 두 호르몬이 스트레스에 밀접

하게 관련이 있으며 구속 스트레스는 간의 염증과도 관

련이 있다고 볼 수 있다.

  연구결과를 요약하면 스트레스 유도군에서 간 손상에 

대한 NSCE의 항염증 효과가 있었으며, 이러한 염증 억

제는 MAPK 신호전달 경로를 통해 NSCE가 COX-2 

발현을 억제시키는 것과 관련이 있다고 사료된다.

Ⅴ. 결론

  본 연구에서는 NSCE가 간에서의 항염증 효과를 알

아보기 위하여 동물모델 군에게 구속 스트레스를 가한 

후 AST, ALT 및 LDH와 같은 간 손상 및 염증 수치 

확인하고, 코르티솔과 코르티코스테론의 스트레스 관련 

호르몬 수치를 확인하고 조직학적 분석으로는 H&E와 

면역조직화학(IHC) 염색을 통하여 간 조직에서 대식세

포를 관찰하고 MAPK pathway를 통해 인산화된 ERK, 

JNK 단백질 발현을 관찰한바 다음과 같은 결론을 얻었

다.

1. NSCE는 구속 스트레스 유발 동물모델에서 간의 염

증반응을 억제한다.

2. NSCE는 AST, ALT 및 LDH의 억제함으로써 간 손

상에 대한 보호작용을 한다. 

3. NSCE는 코르티솔 및 코르티코스테론 호르몬 조절에 

효과를 가진다.

4. NSCE는 MAPK 신호전달 경로를 통해 COX-2를 

억제하여 항염증 효과를 가진다.

  이러한 결과에 따라 NSCE가 구속 스트레스로 유도

된 동물모델에서 대식세포 활성 억제와 항염증 효과가 

있음을 알 수 있었으며, 간을 보호하는 유효한 약물 후

보로서 NSCE가MAPK를 통한 전사인자 활성화 및 면

역 조절에 관여하는 다양한 분자 기전과 NSCE의 활성 

성분에 대한 지속적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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