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Poncirin의 dextran sulfate sodium 유도 마우스 궤양성 

대장염 증세 감소 효과
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Abstract − We previously reported that anti-inflammatory properties of poncirin, isolated from fruit of Poncirus trifoliata,

might be the result from the inhibition of inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2), tumor necrosis

factor-á (TNF-α) and interlukin-6 (IL-6) expression via the down-regulation of NF-κB binding activity. In this study, we inves-

tigated whether poncirin has an inhibitory effect on the production of pro-inflammatory mediators ex vivo and whether poncirin

could relieve the symptoms of dextran sulfate sodium (DSS)-induced colitis in mice model of inflammatory bowel disease. Pon-

cirin significantly inhibited the productions of NO, IL-6 and TNF-α in lipopolysaccharide (LPS)-induced mouse peritoneal

macrophage. In addition, poncirin-treated mice when compared to control mice not receiving treatment recovered better from

the weight loss caused by DSS-induced colitis. Changes in disease activity index (DAI) of poncirin-treated mice were also more

favorable than for control mice and were comparable with mice treated with a typical anti-inflammatory-drug, 5-ami-

nosalichylic acid (5-ASA). In addition, suppression of plasma NO and IL-6 productions of poncirin-treated mice was also

observed in DSS-induced colitis. These results suggest that poncirin has potentially useful anti-inflammatory effects mediated

by suppression of inflammatory mediator productions.
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궤양성 대장염 (Ulcerative colitis, UC)이나 크론병

(Crohn’ disease, CD) 등의 염증성 대장질환 (inflammatory

bowel disease, IBD)은 특정한 병인이 없이 소화기계에 반

복적으로 재발되는 염증과 관련이 있으며, 장강(腸腔)의 항

체에 의한 세포벽의 장애나 대장 상피세포의 병원체 및 장

내 세균총의 비정상적인 면역반응 등에 의해 촉진되어 소

화기계에 염증이 발생하는 것을 의미한다.
1-2)

 임상에서 흔히

복통, 설사 및 농혈성 점액변이 주요한 증상이며, 병변은 주

고 점막이나 점막 하층에서 나타난다.
3)

정상적인 대장 조직은 점막, 점막하조직, 근육층, 장막의

4층으로 나뉘어져 있으며, 궤양성 대장염의 발생에 따라 점

막과 점막하조직에서 병리학적인 변화가 나타난다. 궤양이

형성됨에 따라 인접한 층에 염증이 발생한 세포들의 침투

가 발생하고 농양돌기 (crypt abscess)와 주변 혈관에 염증

의 발생 및 호중구, 호산구와 같은 각종 염증세포가 나타나

는 비특이적인 변화가 관찰된다.
4)

궤양성 대장염은 미국이나 유럽과 같은 육식을 주로 하는

지역에서 발병률이 높으며 미국의 경우에는 매년 백만 명

정도의 환자가 발생하는 것으로 보고 되었으며 우리나라 역

시 식습관의 서구화로 인하여 지속적으로 환자의 발생이 증

가하고 있는 추세이다.
5-6)

 임상적인 연구에서 일반적인 대장

암의 발생률과 비교해 보았을 때 이병을 지닌 환자의 경우,

2~8배 가량 그 발생률이 높았다.
7)

흰쥐, 마우스 및 햄스터에서 dextran sulfate sodium (DSS)

로 유발시킨 궤양성 대장염 동물모델의 경우, 초기에는 혈

변, 체중감소, 대장의 축소 및 점막 궤양 등이 생긴다. 또한

조직학적으로 대장 상피세포에 손상을 유발해 상피층의 장
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샘이 염증 없이 떨어져 가는 것이 특징이다. 급성기에는 면

역 매개반응이 일어나지 않다가 만성으로 발전할 경우에는

점막내에 여러 면역물질의 양이 증가해서 장관의 염증을 유

발하는 것으로 보인다.
8)

 이러한 양상은 사람의 궤양성 대장

염과 흡사한 부분이 많아 DSS는 실험동물 모델을 만드는

데 널리 쓰이고 있다.
9-10)

한약재로 널리 쓰이는 지실은 항알러지 효과,
11-12)

 고콜레

스테롤혈증 억제 효과,
13)

 헬리코박터 균 억제 효과,
14)

 항혈

소판 효과
15)

 및 항염증 효과
18)
가 보고되었다. 이 지실에서

분리된 플라보노이드 성분인 poncirin (Fig. 1)은 Raw 264.7

세포에서 lipopolysaccharide (LPS)에 의하여 유도된 각종

염증 발현 단백질과 cytokine들의 억제를 본연구진은 보고

하였다.
16-17) 

본 연구에서는 마우스에서 직접 추출한 복강대식세포와

DSS로 유발 시킨 급성 대장염 

동물모델을 이용하여 in situ상에서 효과가 입증된 poncirin

의 효과에 대하여 살펴보고자 하였다.

재료 및 방법

재료 − 이번 연구에서 사용된 poncirin은 지실에서 분리

되었으며 HPLC에 의하여 95%이상의 순도를 확인하였다.
18)

Dulbecco’s modified Eagle’s minimum essential medium

(DMEM), penicillin, streptomycin은 Life Technologies Inc.

(Grand Island, NY, USA)에서, fetal bovine serum (FBS)은

Hyclone laberatories Inc. (Logan, UT, USA)에서 각각 구입하

였다. Dimethyl sulfoxide (DMSO), L-N
6
-1-iminoethyl)lysine

(L-NIL), Escherichia coli lipopolysaccharide (LPS), 5-amino

salicylic acid (5-ASA), Tris-base, HEPES, sodium

bicatbonate, carboxymethyl cellulose는 Sigma Chemical

Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, thioglycollate

는 BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)에서 구입하

였고, dextran sulfate sodium (DSS)는 MP Biomedicals

(Solon, OH, USA)에서 구입하였다. TNF-α, IL-6 EIA kit는

R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)에서 구입하였다.

복강 대식세포의 분리 − 실험동물은 C57BL/6 자성 마우

스 (18~20 g)로 8주령을 대한바이오링크 (충북 음성군)에서

구입하였고 20±2
o
C의 온도와 40–60%의 습도를 유지하였

으며 12시간 간격으로 명암이 조절되는 상태로 2주 이상 유

지하였고 충분한 사료와 물을 제공하였다. Thioglycollate를

3차 증류수에 녹여 만든 5% thioglycollate 용액을 대식세포

의 유도를 위하여 C57BL/6 마우스의 복강에 2 ml 주입하

였다. 복강주사를 하고 3일 후에 실험동물을 경추탈골을 통

하여 희생시킨 후, DMEM배지 10 ml을 복강에 주입한 뒤

에 배지와 함께 세포들을 모아 염증 유발인자 측정 실험을

위하여 10% FBS함유 DMEM배지로 바꿔준 뒤에 다시 5×

10
5
cells/ml의 양으로 동일하게 24 well plate에 분주하여 배

양하였다. 

궤양성 대장염의 유도 − 실험동물은 ICR 웅성 마우스

(20~25 g)로 6주령을 대한바이오링크 (충북 음성군)에서 구

입하였고 복강대식세포 분리 실험과 동일한 환경에서 진행

하였으며 실험하기 24시간 전에 실험동물에게는 오직 물만

주었다. 낮 시간 동안의 효소활성의 변화를 고려하여 실험

동물은 모두 일정한 시간 (10:00 A.M. - 12:00 A.M.)에 희

생되었다. 모든 과정은 국립보건원의 “실험동물 사용 및 관

리 −사용자를 위한 안내서−” 따라 진행되었으며 DSS를 이용

하여 대장염을 유발하였다.
10)

 1주일간의 적응기간을 가진

뒤, 무게를 측정하고 임의로 각군 당 6마리씩 나누어서 총

5군을 나누었다. 즉, 정상대조군, 궤양 유발군, poncirin 저

용량군 (100 mg/kg), poncirin 고용량군 (200 mg/kg) 및 5-

ASA 양성대조군 (150 mg/kg)으로 나누었다. Poncirin 및 5-

ASA은 2.5% carboxymethyl cellulose로 용해시킨 후, 5%

DSS 섭취 3일전부터 하루에 한번씩 경구투여를 10일간 하

였으며, 정상 대조군과 궤양 유발군은 2.5% carboxymethyl

cellulose를 경구투여 하였다.
19)

 궤양 유발군과 poncirin 투

여군은 5% DSS를 1주일간 자유롭게 섭취하였으며 정상 대

조군은 물을 자유롭게 섭취하였다. 5% DSS는 사용하기 전

에 증류수를 이용하여 만들어 사용하였다.

대장 염증의 평가 − 마우스의 체중변화, 변의 형태 변화

와 변에 피가 섞인 정도에 따라 질환 활성 지표(Disease

activity index, DAI)로 평가하였으며 정상상태의 변을 0으

로 하여 무른 변만 보일 경우는 1이며, 무른 변과 잠혈이 보

이면 2이고, 설사와 잠혈이 모두 관찰되면 3, 설사와 직장

주위에 피가 나며 허는 경우를 4로 하여 측정하였다. 

표본채취 − 실험동물은 경추탈골을 통하여 희생되었다.

희생된 실험동물은 개복을 하여 대장 및 비장을 채취하고

각 장기의 전체 길이와 무게를 측정하였다.

Nitiric oxide (NO)양의 측정 − NO의 양은 Griess 시약

을 이용하여 세포 배양액 및 혈장에 존재하는 NO2
-
의 형태

로서 측정하였다. 즉 세포배양 상등액 100 µl와 Griess시약

[1% (w/v) sulfanilamide in 5% (v/v) phosphoric acid 와

0.1% (w/v) naphtylethylenediamine-HCl] 100 µl를 혼합하여

96 well plate에서 10분 동안 반응시킨 후 540 nm에서 흡광Fig. 1. Chemical structure of poncirin.
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도를 측정하였다.

IL-6 및 TNF-α의 측정 - IL-6, TNF-α의 생성 정도는

EIA kit의 사용법에 따라 정량 하였다.

통계분석 − 모든 측정결과는 실험결과의 평균 ± 표준편

차로 나타내었으며 통계적 유의성은 Student-Newman-keuls

법을 이용하여 검정하였다. p-values 0.05이하의 수치를 유

의성이 있는 것으로 보았으며 각 군간의 차이는 one-way

ANOVA법으로 검정하였다.

결 과

Poncirin의 복강 대식세포에서 NO 및 염증 유발 cytokine

들에 대한 억제 효과 − C57BL/6 마우스에서 추출한 복강

대식세포에 DMSO (최종 DMSO농도는 0.1%이하)로 용해

시킨 poncirin을 처리한 뒤 1시간 후에 LPS (1 µg/ml)를 처

리하고 24시간 배양하였다. 24시간 배양 후, 세포배양 상등

액을 취합하여 Griess 반응에 따라 NO 생성량을 측정 하였

다. LPS 처리에 의하여 NO는 약 9 µM까지 증가하였으며

poncirin (25, 50, 100 µM) 처리에 의해 농도 의존적으로 유

의성 있는 저해 효과를 확인하였다 (Fig. 2A). 양성 대조군

으로는 L-arginene과의 기질경쟁에 의하여 iNOS 저해제로

알려진 L-NIL (10 µM)을 사용하였다. 또한 세포 상등액으

로 EIA kit을 이용하여 TNF-α 및 IL-6 염증 유발 cytokine

들을 측정하였다. LPS 단독 처리에 의해 TNF-α (Fig. 2B)

와 IL-6 (Fig. 2C) 모두 확연히 증가하였으며, poncirin (25,

50, 100 µM)의 처리로 유의성 있게 감소되는 것을 확인 하

였다.

Poncirin의 궤양성 대장염으로 인한 체중 및 증상 개선

효과 − 7일간 5% DSS 섭취에 의한 궤양성 대장염 유발군

의 체중을 시간별로 관찰한 결과 5% DSS 단독 섭취군은 4

일째까지 체중이 증가하였으나 5일째부터 염증이 유도되어

체중이 감소되기 시작하여 마지막 7일째 DSS 섭취한 날에

는 처음과 비슷한 체중으로 정상군에 비해 유의성 있는 체

중 감소를 보였다 (Table. I). Poncirin (200 mg/kg, p.o.) 및

5-ASA (150 mg/kg, p.o.) 투여군에서의 체중 변화는 궤양성

대장염 유발군과 비슷한 양상의 변화를 보였으나, 염증의

발생에 따른 체중의 변화에서는 대조군에는 미치지 못하나

DSS 단독 처리군에 비해 유의성 있는 체중 증가가 관찰되

었으며 (Table. I) 식이 섭취량은 모든 군에서 유의적인 차

이가 보이지 않았다. 궤양성 대장염 유발군의 실험동물에서

모두 혈변 및 묽은 변이 나타났으며, 2마리의 경우는 직장 주

위에서 출혈이 발생하였다. Poncirin (100 mg/kg, p.o.) 및 양성

대조군으로 이용한 5-ASA (150 mg/kg, p.o.)을 10일간 투여한

군에서는 묽은 변이 보였으며 2마리는 혈변이 나타났다. 그

리고 poncirin (200 mg/kg, p.o.)을 투여한 군에서는, 2마리가

묽은 변을 보였으며 그 중 1마리는 잠혈이 보였다 (Table. I).

Poncirin의 궤양성 대장염으로 인한 대장 및 비장의 변

화 개선 효과 − Poncirin의 항염증 효과를 알아보기 위하여

Fig. 2. Effects of poncirin on LPS-induced NO, TNF-α, IL-6

productions in mouse peritoneal macrophages. (A) Cells were

pretreated with different concentrations (25, 50, 100 µM) of

poncirin for 1 h, LPS (1 µg/ml) was then added, and cells

were incubated for 24 h. Control (Con) values were obtained

in the absence of LPS and of poncirin. L-N6-(1-iminoethyl)

lysine (L-NIL) was used as a positive control at 10 µM. (B, C)

Poncirin was treated as described above. Values shown are

means±S.D. of three independent experiments. *p<0.05,

**p<0.01, ***p<0.001 vs the LPS only treated group.
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DSS를 이용하여 궤양성 대장염을 유발하여 대장과 비장을

적출하여 그 길이와 무게를 측정 함으로서 염증으로 인한

장기의 변화를 관찰하였다. 정상 대조군의 경우 (10.02±

0.67 cm)와 비교하였을 때, 궤양성 대장염 유발군은 전체 길

이에서 약 40%의 감소가 관찰 되었으며, 평균적으로 6 cm

의 대장길이를 보임으로서 염증성 대장염의 유도를 확인하

였다. Poncirin과 5-ASA를 처리한 군은 궤양성 대장염 유

발군과 비교하였을 때, 약 1 cm 정도 길이의 증가가 관찰되

었다 (Table. II). 정상 대조군과 비교하였을 때 궤양성 대장

염 유발군의 경우 비장의 길이는 약 25% 그리고 무게는 약

50% 증가가 관찰되었다. DSS에 의해 증가된 비장의 길이

와 무게는 poncirin의 경구 투여에 의하여 정상 대조군의 수

치와 비슷한 수준으로 농도 의존적으로 유의성 있게 감소

됨으로서 DSS유도에 의한 대장염 보호효과를 관찰하였다

(Table. II). 

Poncirin의 DSS에 의한 혈중 NO 및 IL-6의 생성 억제

효과 − DSS로 궤양성 대장염을 유발한 모델에서 poncirin

의 염증반응에 따른 염증 유발인자의 억제 효과를 보기 위

하여 마우스의 혈장에서 NO 및 IL-6의 생성 정도를 측정하

였다. DSS에 의한 대장염 유발에 따라 정상 대조군에 비하

여 궤양성 대장염 유발군의 NO 생성량은 유의적으로 증가

하였으며, 이는 양성대조군인 5-ASA 및 poncirin의 경구 투

여로 확연히 감소하였다 (Fig. 3A). IL-6 역시 염증의 발생

에 따라 유의적으로 궤양성 대장염 유발군에서 증가였으며

poncirin의 처리에 의해 용량 의존적으로 유의성 있는 감소

를 확인 하였다 (Fig.3B).

고 찰

궤양성 대장염은 염증성 장 질환 (inflammatory bowel

disease, IBD)의 일종으로 자연적으로 소화기계의 상태에 따

라서 증상이 경감되기도 하며 재발되기도 한다. 비록 이런

염증성 대장염의 병적인 진행과정에 대해서는 어느 정도 밝

혀졌으나 질환의 원인에 대해서는 정확히 밝혀지지 않았다.

그러나 소화기계에 일상적인 자극에 대하여 비정상적으로

병적인 면역 반응이 일어나는 것과 관련이 있을 것으로 추

정된다.
20)

 이런 병적인 면역반응에 의하여 활성산소, NO,

에이코사노이드(eicosanoid) 및 혈소판활성화인자 (platelet-

activating factor, PAF)와 같은 다양한 염증 유발 인자들의

합성이 촉진된다.
21)

 이 인자들의 활성화는 소화기계에서의

염증반응의 시작 및 병의 진행단계에 관여한다. 궤양성 대

장염에 대하여 특별한 치료법이 존재하는 것은 아니며 일

반적으로 사용되는 방법은 염증 활동을 억제하거나 면역력

을 조절하여 치료를 한다.
22)

 흔히 사용되는 약물은 아스피

린이나 스테로이드제제 및 면역억제제로서 이들 약물들의

치료효과는 좋으나 50% 정도의 재발률을 지니며 부작용 역

시 지니고 있어 사용에 제한을 받는다.
26)

 이에 따라 새로운

대장염 치료 약물 개발이 필요하며 실험동물 모델은 약재

Table I. Effect of poncirin on body weight gain and DAI of 5% DSS-induced colitis in mice
a)

Treatment Dose (mg/kg) Body weight gain (g/7day) DAI

 Vehicle+water  3.42±0.64
b)

0.00±0.00

Vehicle+DSS -  0.27±1.41
#

 2.50±1.00
#

5-ASA+DSS 150  1.78±1.39*   1.30±0.48**

Poncirin+DSS
100 1.48±1.28  1.50±0.76*

200  1.97±1.03*   1.00±0.53**
a)
Experimental colitis in mice was induced by a 5 % DSS dissolved in the drinking water for 7 days. Poncirin was administered orally
at doses of 100 or 200 mg/kg once a day for 10 days prior to 5 % DSS supplement. 5-ASA (150 mg/kg) was used as positive
control. 

b)
Values shown are means±S.D. of 6 animals. *p<0.05, **p<0.01 vs the 5% DSS treated group.

Table II. Effect of poncirin on colon length, spleen length and spleen weight of 5% DSS-induced colitis in mice
a)

Treatment Dose (mg/kg) Colon Length (cm) Spleen Length (cm) Spleen Weight (mg)

 Vehicle+water 10.02±0.67
b)

2.05±0.12 165.00±16.43

 Vehicle+DSS -  6.38±0.35
#

 2.53±0.15
#

 296.67±49.67
#

5-ASA+DSS 150 7.08±0.42  2.25±0.19*   220.00±45.61**

Poncirin+DSS
100 7.02±0.69  2.23±0.10*  218.33±71.39*

200 7.43±1.13   2.10±0.28**   203.33±32.04**
a)
Experimental colitis in mice was induced by a 5 % DSS dissolved in the drinking water for 7 days. Poncirin was administered orally
at doses of 100 or 200 mg/kg once a day for 10 days prior to 5 % DSS supplement. 5-ASA (150 mg/kg) was used as positive
control. 

b)
Values shown are means±S.D. of 6 animals. *p<0.05, **p<0.01 vs the 5% DSS treated group.
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유발 모델 및 면역 조절 모델로 크게 나뉘고 각각의 세부

실험동물 모델들이 있으나 모델을 만드는 과정이나 비용 면

에서 유리한 약재 유발 모델이 널리 사용되고 있다. 약재 유

발 모델 중 하나인 DSS로 인한 대장염의 유도 모델은 정

확히 어떤 기전을 통하여 이루어지는 지는 불분명하나

DSS를 이용한 마우스의 궤양성 대장염 모델은 약물의

염증 치료효과를 확인하기 위하여 널리 사용되는 모델이

다.
10-12)

 DSS의 주입으로 인하여 혈변, 체중 감소, 대장

의 축소 및 점막 궤양 등의 발생되는 증상이 사람의 궤

양성 대장염의 증상과 비슷하고 유도시간이 짧으며 재현

성이 좋은 장점 때문에 본 연구에서도 이 방법을 적용하

여 실험하였다.

지실은 한의학에서 알러지성 염증을 치료하는데 널리 사

용된다.
23)

 게다가 지실은 제1형 과민성 IgE의 생성이나 IgE

에 의한 국소 아나필락시스 반응을 억제하는 효과가 보고

되었다.
24-25)

 최근 지실에서 분리한 플라본 류의 경우 아나

필락시스 반응을 억제하는 효과를 보고하였으며 특히,

naringenin, hesperetin, 및 ponciretin의 경우는 비만세포의

비과립화나 활성화를 억제하였다.
11)

 그리고 본 연구진은 이

전 연구를 통하여 Raw 264.7 대식세포에서 LPS에 의하여

유도된 각종 염증 반응에서 poncirin은 IκB-α의 인산화 및

분해를 저해하여 nuclear factor-κB (NF-κB)의 핵내로의 이

동 및 DNA와의 결합을 억제함으로서 염증유발인자들인

iNOS, COX-2, TNF-α 및 IL-6등의 생성 억제등을 보고 하

였다.
18)

 

마우스의 복강대식세포를 이용하여 이전 실험에서 Raw

264.7세포주를 이용한 항염증 억제 작용을 확인하고 또한

실험동물 모델을 이용하여 항염증 효과를 확인하기 위하여

본 실험을 진행하였다. 마우스의 복강에서 대식세포를 분리

하여 LPS에 의해 유발되는 NO와 IL-6 및 TNF-α의 변화를

확인하였다. Poncirin를 처리한 결과 복강대식세포에서 LPS

에 의하여 유의적으로 증가한 NO와 IL-6 및 TNF-α의 생

성량을 농도의존적으로 감소시켰다. 본 결과들은 poncirin의

in vitro에서의 항염증 효과가 실험동물에서도 있을 것을 제

시 하였으며 DSS로 유발한 마우스의 궤양성 대장염 모델

에서 poncirin의 항염증 효과를 검색하였다. 

DSS에 의하여 대장염이 유도되어 혈변, 대장의 축소 및

염증 유발인자들의 활성화 등이 나타났으며 poncirin을 투

여함으로 이러한 염증 유발인자들의 억제를 확인 하였다.

Poncirin을 투여한 군의 경우, 성장 중인 마우스의 상태를

비교해 볼 때 정상 대조군에는 미치지 못하나 DSS 단독 처

리군에 비해 유의적인 체중의 증가를 보였다. 또한 질병 활

성 지표 (DAI) 역시 DSS 궤양 유발군과 비교했을 때 유의

적으로 감소되었고 대장염의 발생에 따른 짧아진 대장의 길

이는 poncirin의 투여용량이 증가함에 따라 유의성 있게 증

가되었다. 또한 염증이 발생함에 따라 비장의 기능이 항진

되어 그 크기와 무게가 증가되었는데,
26)

 증가된 비장의 크

기와 무게 또한 poncirin처리에 의해 유의성 있게 감소되었

다. 염증이 유발됨에 따라 마우스의 혈장에서 NO와 IL-6의

염증 유발인자들의 생성량이 증가되었으며 이들 역시

poncirin처리에 의해 용량의존적으로 감소되었다. 위의 결과

들을 종합하여 볼 때, poncirin은 대장조직에서 염증 유발

인자들의 억제를 통하여 항염증 효과를 나타내며 그 기전

은 본연구진이 이전 보고에서 밝힌 IκB-α의 인산화를 NF-

κB의 불활성화에 의한 것으로 추정된다. 이에 따라 poncirin

은 생약추출물로서 부작용이 없으며 좋은 항염증 효과를

지님으로 새로운 염증 치료 약물로서의 개발 가능성을 보

여준다. 

Fig. 3. Effects of poncirin on the productions of NO and IL-6 in

DSS-treated mouse. Experimental colitis in mice was induced by

a 5 % DSS dissolved in the drinking water for 7 days. Poncirin

was administered orally at doses of 100 or 200 mg/kg once a

day for 10 days prior to 5 % DSS supplement. 5-ASA (150 mg/

kg) was used as positive control. (A), (B) NO production was

measured based on the Griess reaction. IL-6 levels were

quantified by EIA kits. Values shown are means±S.D. of three

independent experiments. **p<0.01, ***p<0.001 vs the LPS

only treated group.
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