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죽상경화증은 혈관 내벽에 섬유판이 형성되면서 

혈관이 딱딱해지고 내강이 좁아지는 질환으로, 심근

경색, 동맥류, 뇌경색과 같은 심뇌혈관계 합병증을 

초래한다.1)
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Anti-inflammatory Effect of Cornus Officinalis fruit extract and Cornus 
Officinalis Fruit Cheonghyeol Plus in Human Umbilical Vein Endothelial Cell
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Objectives: The purpose of this study was to investigate the anti-inflammatory effect of Cornus Officinalis fruit 
extract(CE) and Cornus Officinalis Fruit Cheonghyeol Plus(CCP) in Human Umbilical Vein Endothelial Cell. 
Methods: We measured cell viability of CE, CCP and treated HUVEC with TNF-α. We measured the mRNA 
expression levels of KLF2, eNOS, MCP-1, ICAM-1, VCAM-1, the protein expression levels of KLF2, eNOS, MCP-1, 
ICAM-1, VCAM-1, and the protein phosphorylation level of ERK, JNK, p38 and the biomarker expression levels 
of MCP-1, ICAM-1, VCAM-1.
Results: 1.CE incresed the mRNA, protein expression levels of KLF2, eNOS at concentrations of 100㎍/㎖ compared 
to the control group. CE decresed the mRNA, protein and biomarker expression levels of MCP-1,ICAM-1,VCAM-1 
at concentrations of 100㎍/㎖ compared to the control group. CE decresed the protein phosphorylation level of p38 
at concentrations of 100㎍/㎖ compared to the control group. 2. CCP incresed the mRNA, protein expression levels 
of KLF2, eNOS at concentrations of 100㎍/㎖ or more compared to the control group. CCP decresed the mRNA, 
protein and biomarker expression levels of MCP-1, ICAM-1, VCAM-1 at concentrations of 100㎍/㎖ or more 
compared to the control group. CCP decresed the protein phosphorylation level of ERK at concentrations of 100㎍/㎖ 
or more, p38 at concentrations of 200㎍/㎖ or more, and JNK at concentrations of 400㎍/㎖ compared to the control 
group.
Conclusions: These results present that CE and CCP has anti-inflammatory effect in HUVEC. So, it could help treat 
or prevent inflammation in vein caused by dyslipidemia and contribute prevention of cardiovascular and 
cerebrovascular cerebrovascular diseases.
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이러한 죽상경화증의 주요 원인은 이상지질혈증으

로, 이상지질혈증은 당뇨, 고혈압, 흡연과 함께 심뇌

혈관계 질환 발생에 영향을 끼치는 주요 원인이 된

다. 국내 이상지질혈증 유병률의 지속적인 증가와 동

반하여 심뇌혈관계 질환으로 인한 사망률도 계속해

서 증가하는 추세에 있다. 이상지질혈증이 심혈관계

질환을 유발하는 과정에는 혈관 내피세포에서의 염

증반응이 중요하게 작용한다.2,3) 배 등4)이 동맥경화

증의 진행과 염증 표지자 사이의 상관관계를 확인하

였는데 관동맥협착으로 인한 허혈성 심질환으로 관

동맥조영술 및 스텐트 삽입술을 받은 150명의 환자

를 대상으로 관동맥 시술 전과 시술 6개월 후 협착

정도와 염증지표간의 관계를 분석한 결과, 동맥경화

반이 진행된 군에서 CRP(C-reactive protein), VCAM 

(Vascular Cell Adhesion Molecule)-1 등의 염증지

표의 수치가 유의하게 상승해있는 결과가 확인되었

다. 이는 내피세포와 단핵구의 활성에 의한 염증반응

이 동맥경화 진행에 중요한 역할을 한다는 것을 시

사한다. 

LDL-C(Low Density Lipoprotein Cholesterol)는 

내피세포를 뚫고 들어가 산화되는데 이때 내피세포

가 활성화 되면서 VCAM-1, ICAM(Intercellular 

Adhesion Molecule)-1와 같은 부착인자의 발현이 

증가되어 단핵구가 혈관벽에 부착한다. 단핵구는 분

화하여 대식세포가 되고, 대식세포는 주화성 사이토

카인인 MCP(Monocyte chemoattractant protein)-1

을 분비하여 계속해서 다른 단핵구를 유입시킨다. 대

식세포가 산화된 LDL-C를 흡수하여 거품세포를 형

성하며 단핵구, 대식세포, T세포 등에서 혈관 내 면

역 반응이 계속되면 이에 따라 염증 상태도 지속된

다. 혈관 중막에 있던 혈관 평활근세포는 혈관 내막

으로 이동해 증식하면서 죽상경화성 섬유판을 형성

한다. 대식세포가 MMP(Matrix Metallo Proteinase)

를 분비해서 세포외기질을 분해하면 섬유판이 약해

지다가 결국 파열되어 혈액 내로 지방이나 조직이 

유출되는데, 이는 응고인자를 활성화시키고 혈소판

을 응집시켜 혈전을 생성시킨다. 이러한 기전에 따라 

혈관 내 염증이 지속되면 죽상경화가 심해져 혈관이 

협착되거나 급성 경색이 생기는 등 심뇌혈관계 질환

이 발생할 수 있다.5-7)

이상지질혈증 및 혈관내피세포에서의 항염증효과

와 관련된 한의학적 연구는 활발히 이루어지고 있다. 

그중에서 청혈플러스는 인진호, 단삼, 산사, 울금으

로 구성된 복합추출물로 기존 혈관내피세포를 대상

으로 항염증효과가 있는 것으로 밝혀졌으며 이상지

질혈증 환자에게 투여하여 지질 수치를 개선한 증례

가 보고된 약물이다.8,9) 또한 산수유(山茱萸, Cornus 

officinalis Siebold & Zucc.)는 층층나무과(Cornaceae)

에 해당하는 산수유나무의 과실로, 씨를 제거한 과육

이 약용으로 사용된다.10) 기존 연구로 규명된 산수유

의 효과에는 항염증효과, 항산화효과, 지방형성억제 

효과, 항당뇨 및 항지질효과, 간보호효과 등이 있다. 

특히, 제1형 당뇨병과 이상지질혈증 mouse에 산수

유의 주요 성분인 loganin을 투여한 실험에서 항당

뇨효과와 항지질효과가 있음이 확인되었으며, LPS 

(Lipopolysaccharide)에 의해 염증이 유도된 mouse 

모델 실험에서 진통효과와 항염증효과가 있는 것으

로 밝혀졌다.11-14) 이에 본 실험에서는 항염증효과가 

있는 산수유와 청혈플러스에 산수유를 가미한 산수

유청혈플러스가 HUVEC(Human Umbilical Vein 

Endothelial Cell, 인간 제대동맥 내피세포)에 미치는 

항염증효과를 확인하고자 하였다. 실험 결과, 유의한 

항염증효과를 확인하였으며 이에 이상지질혈증으로 

인한 심뇌혈관계 질환의 예방 및 치료약물로서의 가

능성을 확인하였기에 보고하는 바이다. 

재료 및 방법

1. 재료 

1) 약재 및 시료추출 

산수유청혈플러스(Cornus Officinalis fruit Cheonghyeol 

Plus) 1첩(50g)은 山茱萸(Cornus Officinalis) 10g, 

(437)
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茵蔯蒿(Artemisia capillaris Thunberg) 10g, 鬱金

(Curcuma phaeocaulis Val) 10g, 山楂(Crataegus 

pinnatifida Bunge) 10g, 丹參(Salvia miltiorrhiza 

Bunge) 10g으로 구성되어있다. 100 g의 산수유

(Cornus Officinalis fruit extract, CE)와100 g(2첩)의 

산수유청혈플러스(Cornus Officinalis fruit Cheonghyeol 

Plus, CCP)에 각각 1 L의 증류수를 넣어 3시간 동

안 100℃에서 추출하였으며, 여과지를 사용하여 추

출물을 여과하였다. 여과된 추출물은 rotary vacuum 

evaporator를 사용하여 감압농축하고 freeze dryer를 

사용하여 동결건조를 진행하였다. 동결건조 완료 후, 

CE는 27.18 g(수득율 : 27.18%), CCP는 19.63 g

(수득률 : 19.63%)의 분말을 얻었으며, –20℃에 보

관하면서 실험 당일 소분하고 증류수에 용해시켜 사

용하였다. 본 연구에 사용된 모든 약재는 한약재 유

통업체인 (주)옴니허브에서 검수된 한약재를 구입하

여 사용하였다.

2) 세포 배양

HUVEC은 Lonza(Switzerland)에서 분양받아 사

용하였으며, EGM™-2 medium과 EGM™-2 

singlequots™ kit으로 혼합된 배지를 사용하여 5% 

CO2, 37℃ 조건의 세포배양기에서 배양하였다. 세포

의 계대 배양은 2-3일 주기로 진행하였으며, 실험에 

사용되는 모든 plate는 0.2% gelatin solution으로 

30분간 코팅한 후 PBS로 세척하여 사용하였다.

2. 방법

1) 세포 생존율 측정

HUVECs를 48 well plate에 1×105 cells/well로 

분주하고 24시간 동안 배양하였다. 24시간 후, CE는 

100 ug/ml로 처리하고 CCP는 100, 200, 400, 600 

ug/ml의 농도로 다시 24시간 배양을 시행하였으며, 

모든 배양이 종료된 다음 배양액 100㎕당 10㎕의 

EZ-Cytox 용액을 첨가하여 30분간 세포배양기에서 

반응시켰다. 이 후 450 nm에서 흡광도를 측정하였고 

대조군에 대한 세포생존율을 백분율로 표시하였다.

2) 시료 및 약물 처리

HUVECs를 1×106 cells/well로 6 well plate에 분

주하고 24시간 동안 배양하였다. 24시간 후, CE는 

100 ug/ml로 처리하고 CCP는 100, 200, 400 ug/ml

농도로 전처리하고 1시간 경과 후 10 ng/ml의 TNF-

α(Tumor necrosis factor-α)를 추가하여 다시 24시

간 동안 배양하였다. 모든 배양이 종료된 후 원심분

리하여 얻은 세포는 유전자 및 단백질 발현량 측정

에 사용하였으며, 상등액은 바이오마커 생성량 측정

에 사용하였다.

3) 유전자 발현량 측정

시료 및 약물을 처리한 세포는 total RNA prep 

kit를 사용하여 RNA를 추출하였으며, 추출한 RNA

는 reverse transcription premix와 혼합하고 PCR 

cycler를 사용하여 45℃에서 60분, 95℃에서 5분간 

반응을 통해 cDNA를 합성하였다. 합성된 cDNA로

부터 특정 유전자를 증폭시켜 확인하기 위해 

real-time PCR을 진행하였으며, cDNA와 특정 유전

자에 맞는 primer, SYBR green premix를 혼합하여 

95℃에서 2분 동안 반응시키고 5초간 95℃, 30초간 

62.5℃을 40회 반복하여 특정 유전자를 증폭시켰다. 

유전자 발현량은 대조군의 유전자 발현량을 기준으

로 상대정량 하였으며, 사용된 primer들의 정보는 

Table 1와 같다.

4) 단백질 발현량 측정

시료 및 약물을 처리한 세포는 phosphatase 

inhibitor Ⅱ, Ⅲ, protease inhibitor cocktail Ⅰ, 포

함된 Radioimmunoprecipitation assay buffer를 넣어 

단백질을 추출하였다. 추출한 단백질은 Bicinchoninic 

acid protein assay kit를 이용하여 정량하였으며, 

sample loading buffer와 섞어 95℃에서 5분간 반응

시켜 준비하였다. 준비된 단백질은 10% acrylamide 

(438)



인간 제대정맥 내피세포에서 산수유와 산수유청혈플러스의 항염증효과

http://dx.doi.org/10.13048/jkm.22034 109

gel을 이용하여 SDS-PAGE(Sodium dodecyl sulfate 

–polyacrylamide gel electrophoresis)하고 크기에 따

라 분리하였으며, PVDF(Polyvinylidenedifluoride) 

membrane에 이동시켰다. membrane을 3% BSA 

(Bovine serum albumin)에 담그고 상온에서 2시간

동안 반응시켰다. TBS-T(Tris buffered saline with 

tween20) buffer를 통해 세척한 뒤 primary antibody

를 넣어 16시간동안 4℃에서 반응시켰다. 이후 3회 

세척작업을 시행하고 secondary antibody를 넣어 1

시간동안 상온에서 반응시킨 뒤, 다시 세척하고 

ECL(Enhanced chemiluminescence) solution으로 

단백질을 발색시키고 chemidoc fusion FX를 이용하

여 단백질 발현량을 측정하였다. 단백질 발현량은 대

조군의 단백질 발현량을 기준으로 상대정량 하였다.

5) 바이오마커 생성량 측정

시료 및 약물을 처리한 세포 상등액과 standard를 

96 well plate에 100 ㎕씩 넣고 2시간동안 37℃에서 

반응시켰다. 반응 후, washing buffer를 이용하여 세

척 작업을 4회 시행하고 100 ㎕의 detection antibody

를 넣어 다시 2시간 동안 37℃에서 반응시키고 세척하

였다. 이후 HRP(Horseradish peroxidase) conjugate

를 100 ㎕씩 넣어 30분간 37℃에서 반응시키고 세척

한 뒤 substrate reagent를 100 ㎕씩 넣어 15분간 3

7℃에서 반응시키고 100 ㎕의 stop solution을 추가

하였다. micro plate reader를 이용해 450 nm에서 

흡광도를 측정하였고 standard curve를 기준으로 절

대 값을 표시하였다.

3. 통계처리

연구 결과는 mean±standard error of mean으로 

나타내었으며, SPSS(Statistical package for the 

social sciences) Statistics Version 21.0을 이용하였

으며, 먼저 두 그룹 간의 통계적 비교는 independent 

sample t-test를 사용하여 수행하였고 여러 그룹 간

의 통계적 비교는 ANOVA (analysis of variance)를 

사용하여 수행하였다. 이 후 Tukey’s HSD(Honestly 

significant difference) test를 사용해 유의수준 0.05

로 설정하여 유의성을 검정하였고, p＜0.05, p＜ 

0.01, p＜0.001의 3가지 유의수준으로 나누어 표기

하였다.

연구 결과

1. 세포생존율

세포생존율을 측정한 결과, 대조군에서 100.00± 

Table 1. Real-Time PCR Primer Sequences

Gene name Size(bp) F/R Sequences

KLF2 100
F CCTCCTTGACGAGTTTTGTTTTTC

R AAGGCATCACAAGCCTCGAT

eNOS 152
F CTCATGGGCACGGTGATG

R ACCACGTCATACTCATCCATACAC

MCP-1 150
F GCTCAGCCAGATGCAATCAA

R CTTGGCCACAATGGTCTTGA

ICAM-1 152
F TCTTCCTCGGCCTTCCCATA

R AGGTACCATGGCCCCAAATG

VCAM-1 127
F CCCTACCATTGAAGATACTGG

R ATCTCTGGGGGCAACATTGAC

β-actin 111
F ATCGTGGGGCGCCCCAGGCACCA

R GGGGTACTTCAGGGTGAGGA

(439)
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0.85%일 때 CE는 100ug/ml 농도에서 102.46±0.66%

로 세포 독성이 나타나지 않았으며, CCP는 100, 

200, 400, 600ug/ml에서 각각 103.72±0.90, 100.65 

±1.40, 100.27±0.27, 86.65±1.30%의 세포생존율이 

나타났다. 600ug/ml이상의 농도에서 90% 이하의 세

포생존율이 나타났으며, 이후 연구에서 100ug/ml부터 

400ug/ml까지 농도로 설정하여 사용하였다. (Fig. 1)

2. 세포 내 유전자 발현량

1) KLF2(Kruppel-like factor 2)

KLF2의 세포 내 유전자 발현량을 대조군의 유전

자 발현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군에서 

1.00±0.05일 때, 정상군에서 2.14±0.04배, CE 100 

ug/ml에서는 1.46±0.08 배, CCP 100, 200, 400 ug/ml

에서 각각 1.18±0.04, 1.59±0.05, 1.83±0.10 배로 

CE는 100ug/ml에서, CCP는 100ug/ml이상의 농도

에서 대조군에 비하여 유의한 증가가 확인되었다. 

(Fig. 2A)

2) eNOS(Endothelial nitric oxide synthase)

eNOS의 세포 내 유전자 발현량을 대조군의 유전

자 발현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군에서 

1.00±0.05일 때, 정상군에서 1.61±0.12 배, CE 100 

ug/ml에서는 1.46±0.06 배, CCP 100, 200, 400 

ug/ml에서 각각 1.24±0.05, 1.54±0.05, 1.61±0.10 

배로 CE는 100ug/ml에서, CCP는 100ug/ml이상의 

농도에서 대조군에 비하여 유의한 증가가 확인되었

다. (Fig. 2B)

3) MCP-1

MCP-1의 세포 내 유전자 발현량을 대조군의 유

전자 발현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군에

서 1.00±0.00일 때, 정상군에서 0.48±0.01 배, CE 

100ug/ml에서는 0.80±0.07 배, CCP 100, 200, 400 

ug/ml에서 각각 0.76±0.02, 0.70±0.05, 0.52±0.03 

배로 CE는 100ug/ml에서, CCP는 100ug/ml이상의 

농도에서 대조군에 비하여 유의한 감소가 확인되었

다. (Fig. 2C)

4) ICAM-1

ICAM-1의 세포 내 유전자 발현량을 대조군의 유

전자 발현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군에

서 1.00±0.00일 때, 정상군에서 0.48±0.01 배, CE 

100ug/ml에서는 0.49±0.05배, CCP 100, 200, 400 

ug/ml에서 각각 0.60±0.05, 0.54±0.05, 0.35±0.04 

배로 CE는 100ug/ml에서, CCP는 200ug/ml이상의 

Fig. 1. Cell viability of CE or CCP in HUVEC. 
Cell viability were calculated as percentage relative to the control and the result were given by the mean±standard error of mean from three 
independent experiments(Significance of results, *; p＜0.05 compared to control). 

(440)
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농도에서 대조군에 비하여 유의한 감소가 확인되었

다. (Fig. 2D)

5) VCAM-1

VCAM-1의 세포 내 유전자 발현량을 대조군의 

유전자 발현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군

에서 1.00±0.0일 때, 정상군에서 0.14±0.00 배, CE 

100ug/ml에서는 0.65±0.04배, CCP 100, 200, 400 

ug/ml에서 각각 0.80±0.03, 0.65±0.05, 0.40±0.04 

배로 CE는 100ug/ml에서, CCP는 100ug/ml이상의 

농도에서 대조군에 비하여 유의한 감소가 확인되었

다. (Fig. 2E)

3. 세포 내 단백질 발현량

1) KLF2

세포 내 KLF2 단백질 발현량을 대조군의 단백질 

발현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군에서 

1.00±0.03일 때, 정상군에서 1.68±0.04 배, CE 

100ug/ml에서는 2.13±0.10 배, CCP 100, 200, 400 

ug/ml에서 각각 1.45±0.08, 1.97±0.07, 2.30±0.08배

로 CE는 100ug/ml에서, CCP는 100ug/ml이상의 농

도에서 대조군에 비하여 유의한 증가가 확인되었다. 

Fig. 2. Effect of CE or CCP on KLF2(A), eNOS(B), MCP-1(C), ICAM-1(D), VCAM-1(E) mRNA expression level in HUVEC.
HUVEC were treated CE(100 ug/ml or CCP(100, 200, and 400 ug/ml), with TNF-α 10 ng/ml for 12hour. The mRNA expression level were 
measured using a real-time PCR(qPCR). The result were given by the mean±standard error of mean from three independent 
experiments(Significance of results, *; p＜0.05, **; p＜0.01, ***; p＜0.001 compared to control,  +++; p＜0.001 compared to normal).
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(Fig. 3A)

2) eNOS

세포 내 eNOS 단백질 발현량을 대조군의 단백질 

발현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군에서 

1.00±0.06일 때, 정상군에서 1.70±0.10 배, CE 100 

ug/ml에서는 2.97±0.06 배, CCP 100, 200, 400 

ug/ml에서 각각 2.34±0.07, 3.11±0.09, 3.48±0.08 

배로 CE는 100ug/ml에서, CCP는 100ug/ml이상의 

농도에서 대조군에 비하여 유의한 증가가 확인되었

Fig. 3. Effect of CE or CCP on KLF2(A), eNOS(B), MCP-1(C), ICAM-1(D), VCAM-1(E) protein expression level in 
HUVEC. 
HUVEC were treated CE(100ug/ml or CCP(100, 200, and 400ug/ml), with TNF-α 10 ng/12 hour. The protein expression level were measured 
by a western blot. The result were presented by the mean±standard error of mean from three independent experiments(Significance of results, 
*; p＜0.05, **; p＜0.01, ***; p＜0.001 compared to control,  +++; p＜0.001 compared to normal).

(442)
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다. (Fig. 3B)

3) MCP-1

세포 내 MCP-1 단백질 발현량을 대조군의 단백

질 발현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군에서 

1.00±0.03일 때, 정상군에서 0.41±0.02배, CE 100 

ug/ml에서는 0.74±0.04배, CCP 100, 200, 400ug/ml

에서 각각 0.73±0.03, 0.56±0.03, 0.20±0.03 배로 

CE는 100ug/ml에서, CCP는 100ug/ml이상의 농도

에서 대조군에 비하여 유의한 감소가 확인되었다. 

(Fig. 3C)

4) ICAM-1

세포 내 ICAM-1 단백질 발현량을 대조군의 단백

질 발현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군에서 

1.00±0.03일 때, 정상군에서 0.22±0.03배, CE 100 

ug/ml에서는 0.22±0.03배, CCP 100, 200, 400 

ug/ml에서 각각 0.48±0.02, 0.47±0.02, 0.35±0.02배

로 CE는 100ug/ml에서, CCP는 100ug/ml이상의 농

도에서 대조군에 비하여 유의한 감소가 확인되었다. 

(Fig. 3D)

5) VCAM-1

세포 내 VCAM-1 단백질 발현량을 대조군의 단

백질 발현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군에

서 1.00±0.03일 때, 정상군에서 0.34±0.03배, CE 

100ug/ml에서는 0.76±0.03배, CCP 100, 200, 400 

ug/ml에서 각각 0.61±0.03, 0.43±0.03, 0.33±0.03배

로 CE는 100ug/ml에서, CCP는 100ug/ml이상의 농

도에서 대조군에 비하여 유의한 감소가 확인되었다. 

(Fig. 3E)

6) ERK

세포 내 ERK 단백질 발현량을 대조군의 단백질 

발현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군에서 

1.00±0.03일 때, 정상군에서 0.71±0.04배, CE 100ug/ 

ml에서는 0.92±0.03배, CCP 100, 200, 400ug/ml에

서 각각 0.84±0.03, 0.69±0.02, 0.52±0.02 배로 

CCP 100, 200, 400ug/ml 에서 대조군에 비하여 유

의한 감소가 확인되었다. (Fig. 4A)

7) JNK

세포 내 JNK 단백질 발현량을 대조군의 단백질 

발현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군에서 

1.00±0.05일 때, 정상군에서 0.35±0.05배, CE 100 

ug/ml에서는 1.04±0.05 배, CCP 100, 200, 400ug/ml

에서 각각 0.99±0.05, 0.99±0.05, 0.87±0.05 배로 

CCP 400ug/ml 에서 대조군에 비하여 유의한 감소

가 확인되었다. (Fig. 4B)

8) p38

세포 내 p38 단백질 발현량을 대조군의 단백질 발

현량을 기준으로 상대정량한 결과, 대조군에서 1.00± 

0.03일 때, 정상군에서 0.33±0.02배, CE 100ug/ml

에서는 0.83±0.03배, CCP 100, 200, 400ug/ml에서 

각각 0.94±0.02, 0.88±0.02, 0.39±0.02 배로 CE는 

100ug/ml에서, CCP는 200ug/ml 이상의 농도에서 

대조군에 비하여 유의한 감소가 확인되었다. (Fig. 

4C)

4. 세포 외 바이오마커 생성량

1) MCP-1

세포 외 MCP-1 생성량을 측정한 결과, 정상군에

서 216.00±14.85, 대조군에서 409.50±14.62일 때, 

CE 100ug/ml에서는 361.33±16.14, CCP 100, 200, 

400 ug/ml에서 각각 327.83±15.86, 288.32±14.91, 

214.20±13.18로 CE는 100ug/ml에서, CCP는 100 

ug/ml 이상의 농도에서 대조군에 비하여 유의한 감

소가 확인되었다. (Fig. 5A)

2) ICAM-1

세포 외 ICAM-1 생성량을 측정한 결과, 정상군에

(443)
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서 136.19±16.64, 대조군에서 416.56±9.14일 때, CE 

100ug/ml에서는 172.55±12.18, CCP 100, 200, 400 

ug/ml에서 각각 259.45±21.15, 224.25±16.28, 156.81 

±14.79로 CE는 100ug/ml에서, CCP는 100ug/ml 이

상의 농도에서 대조군에 비하여 유의한 감소가 확인

되었다. (Fig. 5B)

3) VCAM-1

세포 외 VCAM-1 생성량을 측정한 결과, 정상군

에서 52.73±4.29, 대조군에서 308.39±16.12일 때, 

CE 100ug/ml에서는 249.55±9.90, CCP 100, 200, 400 

ug/ml에서 각각 187.55±13.31, 179.61±6.80, 164.89± 

10.72로 CE는 100ug/ml에서, CCP는 100ug/ml 이

상의 농도에서 대조군에 비하여 유의한 감소가 확인

되었다. (Fig. 5C)

고 찰

2021년 발표한 통계청의 사망원인통계에 따르면 

2011년부터 2020년까지의 10개년간의 주요 사망원

인 중 심뇌혈관질환은 지속적으로 4위 이내 상위권

을 차지하고 있으며 특히 2020년 60-79세 연령의 

사망원인에서 심장질환과 뇌혈관질환은 각각 2위, 3

위에 해당한다. 각 질환군의 수치변동을 보면 뇌혈관

질환으로 인한 사망 인구수는 2010년 10만 명당 

53.2명에서 2020년 42.6명으로 줄었고, 심장질환은 

Fig. 4. Effect of CE or CCP on ERK(A), JNK(B), p38(C) protein phosphorylation level in HUVEC. 
HUVEC were treated CE(100ug/ml or CCP(100, 200, and 400ug/ml), with TNF-α 10 ng/ 12 hour. The protein phosphorylation level were 
measured by a western blot. The result were presented by the mean±standard error of mean from three independent experiments(Significance 
of results, *; p＜0.05, **; p＜0.01, ***; p＜0.001 compared to control,  +++; p＜0.001 compared to normal).

(444)
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2019년 10만 명당 46.8명에서 2020년 63.0명으로 

심장질환으로 인한 사망률은 계속해서 증가하고 있

다.2)

국내 연구에서 심뇌혈관계질환에 가장 많은 영향

을 주는 위험요인은 고혈압, 이상지질혈증, 당뇨병, 

흡연임을 보고한 바 있으며, 고혈압 유병률과 흡연율

은 큰 변화가 없으나 이상지질혈증과 당뇨병의 유병

률은 증가추세에 있으므로 국내 전체 순환기계 질환

의 유병률은 증가할 것으로 예측되고 있다.15)

이상지질혈증이란 혈액 검사 상 고LDL콜레스테

롤혈증(LDL 콜레스테롤이 160mg/dL 이상인 경우), 

고콜레스테롤혈증(총콜레스테롤이 240mg/dL이상인 

경우), 고중성지방혈증(중성지방이 200mg/dL이상인 

경우), 저HDL콜레스테롤혈증(HDL 콜레스테롤이 

40mg/dL미만인 경우) 중 하나 이상에 해당하는 경

우로 정의된다.16) 이상지질혈증에서 특히 LDL-C는 

혈관 안에서 응집되어 혈관 내벽에 부착되는데, 이는 

혈관 직경의 감소뿐만 아니라 혈관 내의 염증반응을 

유도하여 죽상경화증과 급성관동맥증후군을 야기할 

수 있다.3)

Fig. 5. Effect of CE or CCP on MCP-1(A), ICAM-1(B), VCAM-1(C) level in HUVEC. 
HUVEC were treated CE(100ug/ml or CCP(100, 200, and 400ug/ml), with TNF-α 10 ng/ 12hour. MCP-1 level was measured by ELISA kit. 
The result were presented by the mean±standard error of mean from three independent experiments(Significance of results, *; p＜0.05, **; 
p＜0.01, ***; p＜0.001 compared to control,  +++; p＜0.001 compared to normal).

CE : Cornus Officinalis fruit extract
CCP : Cornus Officinalis Fruit Cheonghyeol Plus
HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cell
KLF : Kruppel-like factor 2
eNOS : Endothelial nitric oxide synthase
MCP-1 : Monocyte chemoattractant protein-1
ICAM : Intercellular Adhesion Molecule -1 
VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule -1 
TNF : Tumor necrosis factor-α
ERK : Extracellular signal-regulated kinase
JNK :  Jun N-terminal kinase
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죽상경화증은 과거에는 단순히 혈관 내벽에 지방

이 침착되어 발생하는 병으로 인식되었으나, 최근에

는 면역세포, 평활근세포, 혈관내피세포 간의 염증작

용과 연관되어 있음이 보고되었다.17) 죽상경화증 예

방 및 치료를 위해 이상지질혈증의 관리가 권고되며, 

생활습관 개선과 약물복용을 통해 우선적으로 LDL-C 

수치를 조절한다.18) 1차 약물로 사용되는 스타틴

(Statin)은 비교적 부작용이 적은 편으로 알려져 있

지만 4% 정도에서 소화장애, 속쓰림, 복통 등이 발

생하고 드물게 간독성, 근육독성도 나타난다. 또한 

에제티미브, PCSK9 억제제(Proprotein convertase 

subtilisin/Kexin type 9 inhibitors), 니코틴산도 복

통, 설사, 피로감, 관절통, 피부홍조 등의 부작용이 

발생하며 이에 이상지질혈증 치료를 위한 천연물 제

재의 약물연구가 지속적으로 이루어지고 있다.16)

한의학에서는 ≪靈樞·衛氣失常論≫에서 “人有肥, 

有膏, 有肉”라고 하며 지질과 관련된 내용을 언급한 

바 있으며19), 이상지질혈증, 죽상경화증 및 혈관 내 

염증과 관련하여 금은화, 인진호 ․산사 ․단삼 ․울금의 

복합추출물인 청혈플러스, 황금 ․목향 ․시호의 복합

추출물, 오적산까지 단일제재부터 복합추출물, 처방

에 이르는 다양한 연구가 이루어지고 있다.8,20-22) 특

히, 청혈플러스는 인진호(茵蔯蒿, Artemisia capillaris), 

울금(鬱金, Curcuma longa Rarix), 산사(山楂, 

Crataegii Fructus), 단삼(丹蔘, Salviae miltiorrhizae 

Radix)으로 구성된 복합추출물이다. 청혈플러스에 

대해서는 이 등23)은 청혈플러스의 구성약재인 한인

진, 울금, 산사, 단삼 발효복합추출물이 RAW264.7 

mouse 대식세포와 HUVEC 세포에서의 항산화 효

과와 항염증효과를 규명하였다. 동물실험으로는 최 

등24)이 당뇨동물모델인 8주령의 수컷 db/db mouse

에 청혈플러스를 투여한 결과, ROS(Reactive oxygen 

species), NO(nitric oxide)와 TNF- α, IL(Interleukin)-6

가 감소하였으며, 총콜레스테롤, LDL 콜레스테롤, 

체중, 장기무게가 감소하고 HDL콜레스테롤은 증가

하였으며, 혈당이 감소하고 혈청 내 인슐린생성량은 

증가하는 결과를 확인했으며 항산화, 항염증, 항당

뇨, 항고지혈효과가 있음이 밝혀졌다. 현재 대전대학

교 한방병원에서 캡슐제제로 개발되어 임상에서 활

발하게 사용되고 있다.9) 청혈플러스를 구성하는 약

재들의 최근 연구를 살펴보면, 인진호는 RAW274.7 

세포에 대하여 항염증, 항산화 효과를 나타냈다.25) 

울금은 Streptozotocin으로 유도된 당뇨병 mouse 모

델에서 울금을 섭취하게 한 경우 혈청 총콜레스테롤, 

LDL-C를 비롯한 동맥경화지수, 심장 위험인자가 유

의하게 감소하였으며 전해질 불균형을 조절하고 혈

당을 낮추는 등 혈당 및 지질대사 기능 개선에 유의

한 효과가 있음이 보고되었다.26,27) 산사는 고지방식

이를 통해 고지혈증이 유발된 mouse 모델에 산사 

경구투여했을 때 중성지방과 장기무게는 감소시키고 

HDL-C는 증가시키는 항고지혈증 효과가 확인되었

다.28) 단삼은 ROS, I-NOS, COX(Cyclo-oxygenase) 

-2의 발현을 억제하는 항산화 및 항염증효과의 효과

가 있는 것으로 확인되었다.29) 또한 Zhang J 등30)은 

단삼과 산사의 조합이 항염증효과가 있고, 혈중 총콜

레스테롤, 중성지방, LDL-C를 감소시키며 HDL-C

를 증가시키고 내피를 보호함으로써 죽상경화증을 

억제하는 효과가 있음을 보고하였다. 

산수유(山茱萸, Cornus officinalis Siebold & Zucc.)

는 산수유나무의 과실로 10월경 길이 1.5cm~2cm의 

핵과가 열리면 이를 수확하여 씨를 제거하고 햇빛에 

건조시켜 약용으로 사용한다.10) 산수유의 항염증 효

과와 관련된 최신의 연구에 따르면 mouse 대식세포

인 RAW 264.7 세포를 사용하여 산수유 추출물의 

항염증효과를 확인한 결과 NO, PGE2 와 염증성 사

이토카인의 생성을 유의하게 억제하였고, TNF−α와 

IL-1, IL-β의 생성 또한 유의하게 억제하여, 뛰어난 

항염증효과가 확인되었다.13) 

본 실험에서는 산수유추출물(CE)과 청혈플러스에 

산수유를 가미한 산수유청혈플러스(CCP)가 인간 제

대정맥 내피세포에 미치는 항염증효과를 확인하고자 

실험을 진행하였다. 먼저 HUVEC에 산수유청혈플러
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스(CCP)를 농도별로 전처리한 뒤, TNF-α를 추가하

여 염증반응을 유도하였다. 또한 측정인자들의 변화

가 산수유에서 기인한 것인지, 산수유청혈플러스에

서 기인한 것인지를 확인하기 위해 산수유추출물

(CE) 단일농도를 이용하여 동일과정을 진행하였다. 

배양 종료 후 원심분리하여 얻은 세포에서 KLF2, 

eNOS, MCP-1과 VCAM-1, ICAM-1의 유전자 및 

단백질 발현량을 측정하였으며, 상등액에서 VCAM-1, 

ICAM-1 및 MCP-1의 바이오마커 생성량을 측정하

였다.

HUVEC은 사람의 제대정맥에서 유래한 혈관내피

세포로, 혈관내피는 세포성장, 세포외기질 침착, 혈

관조절, 염증반응 조절 등을 통하여 혈관 항상성을 

유지하는 역할을 한다. 이에 혈관내피의 변화는 심혈

관연구에서 혈관병변의 진행을 지연시키거나 예방하

기 위한 연구의 주요 대상으로 활용된다.31,32)

KLF2는 세포성장, 분화, 사멸 등에 관여하는 전

사인자로, 이상지질혈증과 심혈관질환의 치료물질로 

사용되는 스타틴이 KLF2 기전을 통해 T세포의 병적

인 작용과 염증반응을 감소시키며 hemeoxygenase-1

을 유도하여 혈관내피세포의 산화적 손상을 방지함

이 보고된 바 있다.33) 내피세포에 존재하는 KLF2은 

VCAM-1·ICAM-1·E-selectin 등 혈관부착인자와 

eNOS 발현을 조절하는 역할을 하며, 내피 증식·혈

관 신생 · 혈관긴장도에 관여하여 염증반응을 차단한

다.34)

eNOS는 NO를 만드는 NOS(nitric oxide synthases)

의 isotype으로, NOS는 NOS-I (nNOS, neuronal 

NOS), NOS-II (iNOS, inducible NOS), NOS-III 

(eNOS, endothelial NOS)라는 3 종류의 isotype이 

있는 것으로 알려져 있다. NOS-I (nNOS), NOS-III 

(eNOS)은 항상 발현되어 있어 constitutive NOS 

(cNOS)로 통칭한다. eNOS은 혈소판 응집억제기능, 

해면체이완기능이 있으며, 혈관긴장유지, 혈관신생, 

평활근 증식조절에 관여하여 염증을 억제하는 기능

이 있다.35,36) 실험결과, KLF2,eNOS에서 유전자 및 

단백질 발현량은 CCP의 모든 농도에서 대조군에 비

하여 농도의존적이고 유의성 있는 증가를 보였으며, 

CE100ug/ml에서도 유의성있는 증가가 나타났다. 이

는CE, CCP가 혈관내피세포에서 항염증효과가 있음

을 시사한다. 

MCP-1(Monocyte chemoattractant protein-1)은 

케모카인의 한 종류로, 단핵구를 혈관내피세포로 이

동시키며 염증반응을 유도한다. 그 뒤 단핵구는 

ICAM-1, VCAM-1 등의 부착인자에 의해 혈관내피

에 부착하며 대식세포로 분화한다. 혈관 내 에 있던 

평활근세포는 전염증성사이토카인과 성장인자의 영

향으로 내막으로 이동 및 증식하게 되는데 이러한 

과정이 반복되면서 죽상경화성 플라크가 형성된다. 

최근 연구로 MCP-1은 신종 코로나 바이러스, 암, 

류마티스 관절염, 심혈관 질환 등 다양한 질병의 발

병기전에 직간접적으로 관여함이 밝혀졌다.37) 실험

결과, MCP-1, ICAM-1, VCAM-1에서 세포 내 유

전자, 단백질 발현량과 세포 외 바이오마커 생성량은 

CCP의 모든 농도에서 대조군에 비하여 농도의존적

이고, 유의성 있는 감소가 나타났으며, CE100ug/ml

에서도 유의성있는 감소가 나타났다. 이는 CE와 

CCP가 혈관 내 항염증 효과가 있음을 시사한다. 

MAPKs(Mitogen activated protein kinases)는 

serine/threonine protein kinases로 세포의 증식, 분

화, 세포자멸사 뿐만 아니라 염증과 관련된 세포활동

을 조절하는 것으로 알려져 있으며 ERK, JNK, p38

가 여기에 포함된다. MAPKs는 산화, 삼투압 스트레

스 등의 세포스트레스와 TNF-α 및 IL-β와 같은 전

염증성 사이토카인에 의해서 활성화되어 염증 매개

물질을 생성한다.38,39) 실험결과, CE 100ug/ml는 p38

의 발현량, CCP 100ug/ml는 ERK의 발현량, CCP 

200ug/ml p38와 ERK의 발현량, CCP 400 ug/ml은 

ERK, JNK, p38의 발현량을 유의하게 감소시키는 

것이 확인되었으며, 이는 각각의 농도에서 CE, CCP

는 항염증효과가 있음을 입증할 수 있다.

실험 결과에서 주목해야 할 부분으로 먼저 CE 
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100ug/ml와 CCP 100, 200, 400ug/ml에서의 효능을 

비교 해 보면, CCP 400ug/ml의 경우에서만 모든 조

건의 실험에서 유의미한 결과를 얻을 수 있었다. 또

한 ICAM-1 단백질 발현량의 경우 CE 100ug/ml에

서는 78%, CCP 400ug/ml에서 65%가 감소하였는

데 이러한 경우를 제외하고, CE 100ug/ml보다 CCP 

400ug/ml에서 염증관련지표의 변화 폭이 컸다. 그 

다음으로, 동일한 농도에서의 CE와 CCP를 비교해

보면 KLF2, eNOS, ICAM-1의 모든 지표와 VCAM-1 

유전자발현랑, p38 단백질발현량에서 CE 100ug/ml

이 CCP 100ug/ml보다 염증관련지표를 더 효과적으

로 변화시켰다. 반면 MCP의 모든 지표와 VCAM-1 

단백질 발현량, 바이오마커 생성량에서 CCP 100ug/ 

ml이 CE 100ug/ml보다 염증관련지표를 더 효과적

으로 변화시켰다. ERK, JNK의 경우 CE 100ug/ml, 

CCP 100 ug/ml모두 유의한 결과가 나타나지 않았

다. 따라서 추후 CCP 관련 후속연구는 CCP  400 

ug/ml를 기준으로 진행되는 것이 바람직하며, CE 

200,400ug/ml 와의 효능비교 및 약재 구성 비율에 

따른 효능비교에 대한 연구가 필요할 것으로 사료된

다. 추가적으로 본 연구는 세포 수준에서 진행되었으

며, 양성대조군을 설정하지 않아 항염증효과가 있는 

청혈플러스를 비롯한 기존의 타 약제와의 비교우위

를 확인하지 못하였다. 이에 해당 내용을 보강하며 

양성대조군 설정, 동물 대상 실험의 추가적인 연구를 

통해 이상지질혈증 및 죽상경화증에 대한 본 약물의 

효과를 명확히 밝힐 필요가 있다고 사료된다. 

본 실험을 통하여 산수유(CE)와 산수유청혈플러

스(CCP)는 KLF2, eNOS 생성을 유의하게 증가시키

며 MCP-1. ICAM-1, VCAM-1, JNK, ER K, p38 

의 발현량을 유의하게 감소시키므로 항염증효과가 

있음을 알 수 있다. 또한 이상지질혈증으로 인한 혈

관 내 염증이 죽상경화증을 비롯한 심뇌혈관계 질환

을 발생시키는 점을 미루어 보아 산수유와 산수유청

혈플러스는 이상지질혈증으로 인한 심뇌혈관계 질환

의 치료 약물에서 치료 및 예방으로 변경 약물로서

의 가능성이 있다고 사료된다. 

결 론

인간 제대정맥 내피세포에서 산수유(CE)와 산수

유청혈플러스(CCP)의 항염증효과를 확인하고자 실

험을 진행한 결과, 아래의 결론을 얻었다. 

1. CE 100ug/ml는 KLF2, eNOS의 유전자 및 단백

질 발현량을 대조군에 비해 유의하게 증가시켰다. 

또한 CE 100ug/ml는 MCP-1 및 ICAM-1, 

VCAM-1의 유전자, 단백질 발현량과 세포 외 바

이오마커 생산량을 대조군에 비해 유의하게 감소

시켰으며, p38 단백질 발현량을 대조군에 비해 

유의하게 감소시켰다. 

2. CCP는 100ug/ml 이상의 농도에서 KLF2, eNOS

의 유전자 및 단백질 발현량을 대조군에 비해 유

의하게 증가시켰다. 또한 CCP는 100ug/ml 이상

의 농도에서 MCP-1 및 ICAM-1, VCAM-1의 유

전자, 단백질 발현량과 세포외 바이오마커 생산량

을 대조군에 비해 유의하게 감소시켰으며, CCP

는 100ug/ml 이상의 농도에서 ERK 단백질 발현

량을 대조군에 비해 유의하게 감소시켰으며, 

200ug/ml 이상의 농도에서 p38 단백질 발현량을 

대조군에 비해 유의하게 감소시켰고, 400ug/ml의 

농도에서 JNK 단백질 발현량을 대조군에 비해 

유의하게 감소시켰다. 

본 연구를 통하여 산수유와 산수유청혈플러스의 

인간 제대정맥 내피세포에서의 항염증효과를 확인하

였다. 이상지질혈증으로 인한 혈관 내 염증은 죽상경

화증을 비롯한 심뇌혈관계 질환을 발생시키는 요인

이 되므로, 산수유와 산수유청혈플러스는 심뇌혈관

계 질환의 예방 및 치료에 도움을 줄 수 있을 것으

로 사료된다.
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