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ABSTRACT
Objectives� :� This� study� aimed� to� investigate� the� protective� effects� of� mixed� extracts� from� Scutellaria� baicalensis� Georgi,�

Alisma�orientale�Juzepzuk,�and�Atractylodes� japonica�Koidzumi�on�interleukin�(IL)-6-induced�damage�to�tight� junction�(TJ)�

integrity� in� a� Caco-2� cell� model.

Methods� :� We� assessed� the� TJ� integrity� of� Caco-2� monolayers� by� measuring� the� flux� of� FITC-labeled� dextran� and�

transepithelial� electrical� resistance� (TEER).� Additionally,� we� evaluated� the� expression� of� TJ� proteins,� such� as� ZO-1� and�

Occludin.

Results� :� Treatment� with� IL-6� (50� ng/ml)� increased� TJ� permeability� and� decreased� TEER� values� of� Caco-2� monolayers.�

Pretreatment�with�HTB�(50-200�μg/ml)�for�1�h�significantly�alleviated�IL-6-induced�TJ�disruption,�as�evidenced�by�reduced�

TJ�permeability�and� increased�TEER�values.�Furthermore,�HTB�reversed�the� IL-6-induced� inhibition�of�TJ�protein�expression,�

including� ZO-1� and� Occludin.

Conclusions� :�These�findings� indicate�that�HTB�protects�barrier� function�by�reversing�the� IL-6-induced�decrease� in�TJ� integrity�

and� the� suppression� of� TJ� protein� expression.
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Ⅰ. 서론1)

  위장관의 만성 염증으로 인해 발생하는 염증성 

장질환(Inflammatory bowel disease, IBD)은 궤양성 

대장염과 크론병으로 구분되며, 이는 복통, 발열, 설사, 

출혈 등의 증상을 포함한다1,2). 특히 궤양성 대장염은 

주로 점막에 영향을 미치며 확산성 비특이적 염증과 궤양 

또는 마찰을 유발하지만, 정확한 원인은 아직까지 

파악되지 않았다3). 선천성 면역 및 사이토카인 생성, 특히 

종양 괴사 인자(TNF-α), 인터루킨(IL)-10 및 IL-6은 

대장염과 관련된 궤양 염증과 관련이 있다. 염증성 장질환 

치료에는 스테로이드성 면역억제제, 5-아미노살리실산 

(5-ASA) 약물(예: 설파살라진, 메살라진)이 있지만, 그 

효능은 제한적이며 심각한 부작용을 유발할 수 있다4). 

이에 많은 연구가 부작용이 적은 다양한 생리활성 및 

면역조절을 통한 다양한 효능이 입증된 소재 발굴의 

연구로 이어지고 있다.

  장 점막, 미생물, 그리고 외부 물질(식품, 병원체 등) 

간의 상호 작용은 장 운동성을 유지하고 외부 

자극으로부터 보호하는 데 중추적인 역할을 한다5). 밀착 

연접(Tight Junction, TJ)은 장 상피 세포의 투과성을 

조절하여 세포 간 공간을 통한 물질의 통과에 영향을 

주며, 장의 자극이나 손상으로 인한 TJ의 붕괴는 장 

상피에 유해한 분자의 축적으로 이어져 염증 반응과 전신 

질환을 유발할 수 있다6,7). TJ 무결성을 보존하고 염증 

반응을 완화하는 것을 목표로 하는 전략은 IBD에 대한 

치료 잠재력을 나타낸다. 막횡단 접착 단백질인 claudin과 

occludin, 그리고 세포 내 어댑터 단백질인 ZO(zonula 

occludens)-1, ZO-2 및 ZO-3으로 구성된 TJ 복합체는 

내강 미생물군을 보호하는 물리적 장벽을 형성한다8).

  황금(Scutellaria baicalensis)은 다년생 초본 식물로 

고혈압, 급성 호흡기 감염, 급성 위장염, 영아 설사, 임신 

중 구토 및 기타 질병을 치료하는 데 사용되며, 주요 

성분으로 플라보노이드계 성분 중 baicalein이 가장 많이 

존재한다9). 택사(Alisma canaliculatum)는 전체적으로 

단자엽 잎이며, 간, 신장 및 위 염증성 질환, 설사, 급성 장 

관리를 위해 사용되며, 주요 성분으로 protostane과 

triterpene이 포함되어 있다10-12). 백출(Atractylodes 
macrocephala Koidz)은 삽주라고도 불리며, 한방에서는 

뿌리줄기를 약재로 쓰는데, 그 주요 성분인 아트락틸론은 

후각을 자극하여 소화관 및 피하조직 등 몸속에 있는 

여분의 수분을 없애주는 효과가 뛰어나며, 식욕부진, 

소화불량, 위장염 및 감기 등에 사용 되어 왔다13). 더불어, 

황금, 택사 및 백출은 모두 기관지염, 대장염, 신장염, 

간염, 천식 및 아토피성 피부염을 비롯한 다양한 염증성 

질환의 치료에 항염증제 및 항산화제로 보고되고 

있다14-19). 따라서, 세 가지 다른 약초의 광범위한 생물학 

및 약리학적 능력을 결합하는 것이 염증 질환 치료에 

도움이 될 수 있음을 시사한다. 이에 본 연구에서는 장 

상피 Caco-2 세포에서 IL-6로 밀착연접 기능 장애를 

유발한 뒤, 황금, 택사, 백출 복합추출물(HTB)의 예방 

효과를 확인하였으며, HTB가 장벽 흡수 및 TJ 단백질 

발현에 미치는 영향을 연구하여 IBD 예방 소재로서 

가능성을 제시하고자 한다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 황금, 택사, 백출 단독 및 복합 추출물 (HTB) 제조

  황금(Scutellaria baicalensis), 택사(Alisma canaliculatum), 

백출(Atractylodes macrocephala Koidz)은 ㈜옴니허브(영천, 

한국)에서 구입하였으며, 단독 및 복합 추출물(중량비 

2:1:1)의 총 원료 분량의 10배 정제수를 넣고, 95~105℃ 

에서 24시간 동안 추출하였다. 추출물을 80 mesh로 

여과한 후 여액을 60℃ 이하에서 감압·농축하여 추출물을 

얻었고, 동결건조하고, 0.01% DMSO에 용해하여 100 

mg/mL 최종 농도로 제조하여 실험에 사용하였다20). 

추출물의 이름은 황금 추출물(WESB), 택사 추출물(WEAC), 

백출 추출물(WEAM) 및 복합추출물(HTB)로 명명 

하였다.

2. 세포 배양

  인간 장 상피 Caco-2 세포주는 American Type Culture 

Collection에서 구입하였고, 10% Fetal Bovine Serum (Gibco, 

Grand Island, NY, USA) 및 1% penicillin/streptomycin 

(Gibco)이 포함된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(Gibco)을 사용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 

Caco-2 세포를 대략 5×104 cells/well의 농도로 24-well 

collagen-coated polycarbonate membrane trans-well inserts 

(0.4 μm pore size, Millipore, Bedford, MA, USA)에 

분주하여, 2~3일 간격으로 배지를 교환하면서 21일 동안 

배양하여 분화가 완료된 세포를 실험에 사용하였다.
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3. 세포 생존율 측정

  21일 동안 분화가 완료된 Caco-2 세포에 50, 100 및 

200 µg/mL 농도의 WESB, WEAC, WEAM 및 HTB를 

1시간 동안 전처리한 후, 50 ng/mL 농도의 IL-6를 

24시간 추가 처리하였다. 이후에는 Cell Counting Kit-8 

(Dojindo Molecular Technologies Inc., Rockville, MD, 

USA)를 4시간 동안 처리하고, VersaMax microplate 

reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 

사용하여 450 nm에서 세포 생존율을 측정하였다21,22).

4. FITC-dextran을 이용한 paracellular permeability 

활성 측정 

  21일 동안 분화가 완료된 Caco-2 세포에 50, 100 및 

200 µg/mL 농도의 WESB, WEAC, WEAM 및 HTB를 

1시간 동안 전처리한 후, 50 ng/mL 농도의 IL-6를 

24시간 추가 처리하고, 비흡수성 FITC-dextran 

(FD-4)를 사용하여 세포 주위 투과성을 측정하였다. 1 

mg/mL FD-4를 apical side에 첨가하고 PBS를 

basolateral side에 첨가한 후 37°C에서 1시간 동안 

배양하여, basolateral side의 PBS의 흡광도를 VersaMax 

microplate reader를 사용하여 각각 490 및 520 nm의 

여과 및 방출 파장에서 측정하여 세포 투과성을 계산 

하였다21,22).

5. Transepithelial electrical resistance (TEER) 측정을 

통한 밀착연접 integrity 확인

  21일 동안 분화가 완료된 Caco-2 세포에 50, 100 및 200 

µg/mL 농도의 HTB를 1시간 동안 전처리한 후, 50 ng/mL 

농도의 IL-6를 24시간 추가 처리하였고, Millicell ERS-2 

전압저항계(Millipore)를 사용하여 세 번 독립적으로 전기 

저항을 측정하여, Ohm·cm2로 표시하였다21,22). 

6. Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) analysis

  21일 동안 분화가 완료된 Caco-2 세포에 50, 100 및 

200 µg/mL 농도의 HTB를 1시간 동안 전처리한 후, 

IL-6 (50 ng/mL)를 24시간 동안 추가 처리하였다. 

세포를 Trizol (Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA)로 균질화하여 total RNA를 분리하여, RevertAid 

RT Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, USA)를 사용하여 cDNA를 합성하고, 

특정 프라이머(Table 1)와 함께 FastSYBR 혼합물을 

사용하여 qRT-PCR을 수행하였다. PCR을 수행한 후, 

계산된 ΔΔCt 값은 2의 지수로 변환하여 데이터를 

분석하였다22).

Table 1. qPCR primer

7. Western blot 분석

  21일 동안 분화가 완료된 Caco-2 세포에 50, 100 및 

200 µg/mL 농도의 HTB를 1시간 동안 전처리한 후, IL-6 

(50 ng/mL)를 24시간 동안 추가 처리하였다. 세포를 RIPA 

용해 완충액을 사용하여 단백질을 추출하고, Western blot 

분석을 통해 TJ 단백질 발현을 확인하였다21,22).

8. 통계처리

  GraphPad Prism 9 software (San Diego, CA, USA)를 

사용하여 통계 분석을 수행하였다. 모든 실험값은 3회 

이상 반복되어 mean±SD로 표시하였다. 통계적 유의성은 

ANOVA와 Dunnett's post hoc test를 사용하여 결정되었 

으며, P-value<0.05일 때 통계적으로 유의하다고 간주하였다.

Ⅲ. 결과 

 
1. 황금 추출물(WESB), 택사 추출물(WEAC), 백출 

추출물(WEAM) 및 복합추출물(HTB)의 Caco-2 세포 

단층의 세포 생존율에 미치는 영향

  먼저 Caco-2 세포의 생존 가능성에 대한 WESB, 

WEAC, WEAM 및 HTB의 효과를 조사했습니다. 실험 

결과, WESB, WEAC, WEAM 및 HTB를 단독으로 

처리했을 때 Caco-2 세포의 생존력에는 영향을 미치지 

않았음을 확인하였다(그림 1A-1D). 또한, 이들 물질을 

IL-6과 병용 처리했을 때도 유사한 결과가 나타났습니다 

(그림 1E-1H).

Gene Forward Reverse Product size

ZO-1 GAAATACCTGACGGTGCTGC CAGAGGATGGCGTTACCCAC 101 bp

Occludin CCAGGCCTCTTGAAAGTCCA CTGGCTGAGAGAGCATTGGT 120 bp

GAPDH TCAAGGCTGAGAACGGGAAG TGGACTCCACGACGTACTCA 117 bp
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Figure 1. Effects of Scutellaria baicalensis extract (WESE), Alisma canaliculatum extract (WEAC), Atractylodes 
macrocephala Koidz extract (WEAM), and mixer extracts (HTB) on cell viability in Caco-2 cells. Cells 

were pretreated with various concentrations of WESE, WEAC, WEAM, and HTB for 1 h and then treated 

with 50 ng/ml IL-6 for 24 h. Cell viability was determined using Cell Counting Kit-8. Cell viability is 

represented as a percentage relative to the control. 

2. 황금 추출물(WESB), 택사 추출물(WEAC), 백출 

추출물(WEAM) 및 복합추출물(HTB)의 Caco-2 세포 

단층의 paracellular permeability 및 TEER에 미치는 

영향

  WESB, WEAC, WEAM 및 HTB가 밀착연접을 통한 

물질 이동에 미치는 영향, 즉 밀착연접의 투과성에 대한 

영향을 확인하기 위해 FITC-dextran (FD-4)이 세포 

단층의 상부에서 하부로 이동하는 paracellular transport 

경로를 통한 투과성을 측정하였다. 50 ng/mL IL-6 

처리에 따라 FD-4의 값이 증가하는 것을 확인했으며, 

WESB, WEAC, WEAM 및 HTB에서 IL-6에 의해 

증가한 permeability가 농도 의존적으로 감소하는 것을 

확인하였다 (Fig, 2A-D). 그 중 복합 추출물인 HTB가 더 

높은 permeability를 억제하는 효과를 보였다 (Fig. 2D). 

또한, IL-6를 처리한 Caco-2 세포에서 밀착연접의 

integrity를 확인하기 위해 TEER을 측정한 결과, IL-6에 

의해 감소한 전기저항성이 permeability 측정 결과와 

일치하게 HTB에 의해 유의적으로 회복되는 것을 

확인하였다 (Fig. 2E). 이를 토대로 HTB의 전처리가 

WESB, WEAC, WEAM에 비해 IL-6 처리로 인한 

밀착연접의 integrity 감소를 예방하는 능력이 더 

뛰어나다는 것을 확인하였다.
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Figure 2. Effects of Scutellaria baicalensis extract (WESE), Alisma canaliculatum extract (WEAC), Atractylodes 
macrocephala Koidz extract (WEAM), and mixer extracts (HTB) on intestinal barrier function in Caco-2 

cells. Epithelial paracellular permeability of (A) WESE, (B) WEAC, (C) WEAM, and (D) HTB. 

Transepithelial electrical resistance (TEER) of (E) HTB. Intestinal barrier integrity was analyzed using the 

TEER value, and paracellular permeability was determined using a nonabsorbable FITC-conjugated 

dextran probe (FD-4). Cells were pretreated with various concentrations of WESE, WEAC, WEAM, and 

HTB for 1 h and then treated with 50 ng/ml IL-6 for 24 h. The results are represented as the mean ± 

standard error of the mean of three independent experiments. ###p < 0.001 versus the control group; 

*p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 versus the IL-6 treatment group.

3. 황금, 택사, 백출 복합추출물(HTB)의 처리가 밀착연접 

단백질 유전자 발현에 미치는 영향 

  복합 추출물인 HTB가 밀착연접 유전자의 발현에 

미치는 영향을 확인하기 위해 qRT-PCR 및 western blot 

분석을 통해 밀착연접 단백질 중 대표적인 ZO-1과 

occludin의 발현을 조사하였다. IL-6 처리 시 ZO-1과 

occludin의 mRNA 발현이 현저히 감소함을 

확인하였으며, HTB 처리에 의해 회복되는 것을 

관찰하였다 (Fig. 3A, 3B). 또한, western blot 결과는 

qRT-PCR의 결과와 일치하며, IL-6 유발 밀착연접 기능 

장애에서 ZO-1 및 occludin의 발현 감소가 HTB 처리에 

의해 회복되었음을 보여주었다 (Fig. 3C-3E). 

종합적으로, 이러한 결과는 HTB가 밀착연접 단백질의 

조절을 통해 장벽 기능 장애를 예방한다는 것을 시사한다.



대한한의학�방제학회지�제32권�제2호�(2024년�5월)
Herb.�Formula�Sci.�2024;32(2):121~128.

126

Figure 3. Effects of Scutellaria baicalensis, Alisma canaliculatum, and Atractylodes macrocephala Koidz mixer 

extracts (HTB) on tight junction protein expressions. Densitometry was performed to quantify the mRNA 

expression of (A) Zonula occludens (ZO)-1 and (B) occludin. mRNA expression was measured by 

qRT-PCR. GAPDH was used as the mRNA-loading control. (C) Representative protein expression of 

ZO-1 and occludin. Densitometry was performed to quantify the protein expression of (D) ZO-1 and 

(E) occludin. Protein expression was measured by western blotting. β-actin was used as the 

protein-loading control. The results are represented as the mean ± standard error of the mean of three 

independent experiments. ##p < 0.01, ###p < 0.001 versus the control group; *p < 0.05, **p < 0.01, 

and ***p < 0.001 versus the IL-6 treatment group.

Ⅳ. 고찰

  본 연구에서는 황금 추출물(WESB), 택사 추출물(WEAC), 

백출 추출물(WEAM) 및 이를 포함하는 복합추출물(HTB)이 

장 상피 세포의 밀착연접(tight junction,TJ) 기능 장애에 

대한 예방 효과를 조사하였다. 이를 위해 분화된 Caco-2 

세포에 interleukin (IL)-6로 밀착연접 손상을 유발한 후, 

WESB, WEAC, WEAM 및 HTB의 전처리가 장 상피 

세포 건전성에 미치는 영향을 transepithelial resistance 

(TEER)과 paracellular permeability를 통해 비교하고, 

HTB가 TJ 단백질 발현에 미치는 영향을 확인하여 

장벽보호 효능을 검증하였다.

  WESB, WEAC, WEAM 및 HTB의 처리에 의한 

Caco-2 세포의 생존율을 평가한 결과, 모든 추출물에서 

세포 독성을 나타내지 않았다. 또한, IL-6의 적정 농도인 

50 ng/mL과 병용 처리했을 때에도 세포 독성은 나타나지 

않았다. Caco-2 세포에 IL-6를 24시간 동안 처리한 

결과, 정상군에 비해 TEER 값은 감소하였고 paracellular 

permeability 값은 증가함을 확인하였으며, 이는 이전 

결과와 일치하였다21). 이에 따라 실험에서는 50 ng/mL의 

IL-6 농도로 진행하였다. 단독 추출물(WESE, WEAC 및 

WEAM)과 복합추출물(HTB)의 paracellular permeability 

수치를 비교한 결과, HTB에서 더 높은 억제 효과를 

확인하였다. HTB에 의한 TEER 값은 감소 되었던 전기 
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저항성 또한 회복함을 확인하여 IL-6 처리에 의한 

밀착연접 integrity 감소를 예방한다는 것을 알 수 

확인하였다. 밀착연접 단백질 유전자 발현의 경우, 

복합추출물인 HTB가 IL-6 처리에 의해 감소한 ZO-1과 

occludin의 mRNA 및 단백질 발현을 증가시키는 것으로 

나타났다. 이에 따라 HTB는 IL-6에 의해 감소된 

밀착연접 단백질을 증가시키는 효과가 있는 것을 

확인하였다. 이를 통해 HTB가 IL-6를 처리한 Caco-2 

세포의 TJ의 integrity를 강화 시켜, 장 상피 장벽 기능 

장애 예방에 기여한 것을 확인하였다. 따라서, 황금, 택사, 

백출 복합추출물(HTB)이 염증성 장질환을 예방하는 

기능성 소재로서 활용될 수 있을 것으로 사료된다. 이러한 

결과를 토대로, 다른 장 상피세포주에서도 동일한 결과가 

나타나는지 확인하기 위해 추가 연구가 필요하다. 특히, 

T84와 같은 다른 장 상피세포주를 이용하여 동일한 

조건에서 실험을 반복함으로써 결과의 재현성을 

확인하고, HTB의 보호 효과가 MAPK(Mitogen- 

Activated Protein Kinase) 신호 전달 경로와의 연관성을 

통해 중재되는지 확인하는 것이 필요하다고 사료된다.

Ⅴ. 결론

  본 연구에서는 황금, 택사 및 백출의 복합추출물 

(HTB)이 IL-6 유발 장벽 기능 장애를 현저하게 완화 

시키는 것을 확인하였다. 이 복합추출물은 장벽의 

전기저항성과 장 투과성을 조절하며, 또한 TJ 단백질 

발현을 증가시켜 장 장벽 기능을 개선한다. 결론적으로, 

본 연구 결과는 황금, 택사, 백출의 단독 처리뿐만 아니라 

복합추출물(HTB)이 장 기능 유지 및 대장염 예방을 위한 

기능성 소재로 활용될 수 있음을 보여준다.
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