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ABSTRACT
Objectives:Thisstudywasaimedtoverifythecytoprotectivefunction,antioxidativeeffectandinflammationgenes

inhibitoryeffectsofLycium chinenseMilie.Thereforethegenerationofsuperoxideanionradical(․O2
-),peroxynitrite

(ONOO-),nitricoxide(NO)andprostaglandinE2(PGE2)wasinvestigatedintherenalepithelialcellsofmouse.Effectsof
Lycium chinenseMilieontheexpressionofinflammation-relatedproteins,IKK-α,p-IKK-αβ,p-IκB-α,NF-κB(p50,p65),
COX-2andiNOS,wereexaminedbywesternblotting.

Methods :For this study,the fluorescent probes were used,namely dihydrorhodamine 123 (DHR 123),
4,5-diaminofluorescein(DAF-2)and2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetate(DCFDA).Westernblottingwasperformedusing
anti-IKK-α,anti-phosphoIKK-αβ,anti-phosphoIκB-α,anti-NF-κB(p50,p65),anti-COX-2andanti-iNOS,respectively.

Results:Lycium chinenseMiliereducedH2O2-inducedcelldeathdose-dependently.Itinhibitedthegenerationof․O2
-
,

ONOO-,NO andPGE2intheH2O2-treatedrenalepithelialcellsofmouseinvitro.Lycium chinenseMilieinhibitedthe
expressionofIKK-α,p-IKK-αβ,p-IκB-α,COX-2andiNOSgenesbymeansofdecreasingactivationofNF-κB.

Conclusions:Accordingtoaboveresults,Lycium chinenseMilierecommendedtobeappliedintreatmentforthe
inflammatoryprocessandinflammation-relateddiseases.

Keywords:LyciumchinenseMilie,LLC-PK1cell,H2O2,․O2
-
,ONOO

-
,NO,PGE2,NF-κB,COX-2,iNOS

Ⅰ.서 론

활성산소종 (reactiveoxygenspecies,ROS)은 고

혈압,동맥경화,심부전,류머티스 관절염,알레르

기,암 등의 질병 및 노화의 진행에 직접적인 원인

으로 작용하며,또한 활성산소종과 활성질소종

(reactivenitrogenspecies,RNS)간의 상호작용은

freeradicaltheory,oxidativestresstheory,molecular

inflammationtheory등 노화 관련 병리의 공통 요

인임과 동시에 여러 가지 병리적 현상을 일으킨다.

ROS는 atherosclerosis와 다른 혈관 질환의 병리적

매개 물질로 작용하는데,특히 상피 내 superoxide

anionradical(․O2
-
)의 생성은 정상 혈관에서 내

피 의존형 이완을 감소시켜 내피 세포의 손상에



최규호⋅신현철

37

영향을 미치게 된다.RNS중 nitricoxide(NO)는

필요 이상으로 생성되면 shock에 의한 혈관확장,

염증반응이 유발되어 조직 손상 등의 유해한 작용

을 나타내고,NO와 ․O2
-
의 반응에 의해 생성되는

peroxynitrite(ONOO-)는 pathogeniccellulardamage

와 organdysfunction의 주요인으로 알려져 있으며

염증,감염 등과 같은 특정 상태에서 대량 생성되

어 강한 조직 파괴력을 나타내므로 NO와․O2
-
보다

독성이 더 강한 것으로 알려져 있다1.

Freeradical은 세포질 내 여러 전사인자에 관여

하여 세포 내 신호전달 체계를 통한 유전자 발현

에 영향을 미쳐 염증반응을 유발하게 된다.특히

nuclearfactorκB(NF-κB)는 면역,염증반응,세

포 분화,apoptosis에 관여하는 다양한 유전자의 발

현을 조절하는 중심 역할을 하는 전사인자로서2-5

ReIfamily의 homodimer또는 heterodimercomplex

형태로 세포질 내에서 IκBfamily에 sequestration

되어 불활성 상태로 존재한다.이런 상태에서 산화

스트레스 등의 외부 자극으로 인해 IκB kinase

(IKK)가 작용하여 인산화가 이루어지면 IκB가

degradation되면서 NF-κB를 노출해 subunit인

p50,p65가 핵 내로 전위되어 표적 유전자 조절부

위의 DNAsequence와 결합하게 된다6.이처럼 전

사인자인 NF-κB는 주로 염증 및 산화적 스트레스

에 반응하여 cyclooxygenase-2(COX-2),inducible

nitricoxidesynthase(iNOS)및 다양한 염증성

cytokine들의 발현을 조절하는 중추적인 역할을 하

는 것으로 알려져 있다
1
.

地骨皮는 가지과 (Solanaceae)에 속한 枸杞子

(Lycium chinense Milier) 또는 寧夏枸杞 (L.

barbarum L.)의 根皮를 건조한 것으로 <東醫寶

鑑>
7
에 “能凉血凉骨,治消渴,治有汗骨蒸 善解肌熱”

이라고 수록되어 있으며 凉血除蒸,淸肺降火 등의

효능으로 陰虛潮熱,骨蒸盜汗,肺熱咳嗽,喀血,衄

血,內熱消渴 등의 치료에 상용하고 있다7.또한 약

리학적으로 cinnamic acid와 다량의 phenols,

betaine이 함유되어 있으며8,실험연구로는 혈당 및

혈압 강하작용9,진통작용10,손상된 간기능 회복작

용
11
등에 대한 보고가 있다.

본 연구에서는 이런 地骨皮의 효능이 산화 스트

레스와 관련한 항염증,항산화,항노화 작용에 유

효할 것으로 여겨지는 바 신장상피세포에서 地骨

皮의 세포 독성 및 H2O2에 의한 세포사 보호 효과,

․O2
-,NO,ONOO-및 ProstaglandinE2(PGE2)

생성과 COX-2,iNOS의 발현 및 NF-κB와 관련된

염증성 단백질에 미치는 영향을 조사하여 유의한

결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ.재료 및 방법

1.재 료

1)약 재

地骨皮 (LyciumchinenseMilier)는 대구한의대학

교 부속한방병원 약제과에서 구입하여 사용하였다.

2)시약 및 기기

Dulbecco'sModifideEagleMedium Nutrient

MixtureF-12(DMEM/F12),fetalbovineserum

(FBS),streptomycin-penicillin등의 세포배양용 시

약들은 Gibco BRL (Grand Island,USA)에서,

dihydrorhodamine123(DHR123)과 2’,7’-dichloro

dihydrofluoresceindiacetate(DCFDA)는 molecular

Probes(Eugene,OR,USA)에서,carboxy-PTIO

sodiumsalt는 Calbiochem(EMDBiosciencesInc.,

USA)에서,4,5-diaminofluorescein(DAF-2)은 Dai

ichiPureChemicalCo.(Tokyo,Japan)에서,sodium

dodesylsulfate (SDS),acrylamide는 Bio-Rad

(Hercules,USA)에서,NP-40,CAPS,Trisbase,

ammonium persulfate,ponceau,glycerol,protease

inhibitors,bovineserumalbumin은 SigmaChemical

Co.(St.Louis,MO,USA)에서,1차 항체인 IKK-

α,IKK-β,p-IKK-αβ,IκB-α,p-IκB-α는 Cell

SignalingTechnology(CellSignaling,USA)에서,

p50,p65,iNOS,COX-2,VCAM-1,β-actin,histone

H1과 2차 항체인 anti-mouse,anti-rabbit,anti-goat
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IgG는 Santa CruzBiotechnology (Santa Cruz,

USA)에서 구입하였고,sodium chloride,hydrogen

peroxide,ethanol,methanol및 기타 시약은 시중에

서 특급품을 구입하여 사용하였으며,실험에 사용

한 기기는 GENios(GENios-basic,Tecan,Austria),

UV-VISspectrophotometer(UV-2401PC,Shimadzu

Co.,Japan)가 있다.

3)세 포

마우스의 LLC-PK1세포 (renalepitheialcells)

는 경북대학교 의과대학 해부학교실에서 분양받아

사용하였다.

2.방 법

1)검액의 조제

잘게 분쇄한 地骨皮 1000g에 3배 량의 95%

methanol을 가하고 60℃에서 중탕으로 24시간씩 3

회 반복 추출하여 추출액을 얻었다.이 추출액을

실온으로 냉각시키고 여지로 여과한 다음 여액을

회전 감압농축기를 사용하여 건조시켜 추출물

72.97g(수율 7.30%)을 얻어 실험에 필요한 농도

로 희석하여 사용하였다.

2)세포 배양

LLC-PK1세포를 100π dish(CorningCo.,New

York,USA)에 배양하였으며,이때 5% fetalbovine

serum, L-glutamine (5.84 ㎍/㎖)과 L-sodium

bicarbonate(2.438g/㎖)을 함유한 DMEM/F12배

지에 penicillin-streptomycin(100U/㎖)을 첨가하

여 사용하였고,37℃,5% CO2incubator에서 배양

하였으며,2일에 1회씩 subculture하여 세포주를 유

지하였다.

3)MTTassay

地骨皮의 세포 독성 및 H2O2처리에 의한 세포

사로부터 地骨皮의 세포 보호 효과를 알고자 Tada

등의 방법
12
으로 측정하였다.노란색의 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide(MTT)용액은 살아 있는 세포에서는

mitochondria의 succinyldehydrogenase에 의해 비

수용성인 보라색의 formazan으로 환원된다.이

formazan의 발색 정도를 spectrophotometer로 측정

하여 세포의 생존율을 측정함으로써 地骨皮의 독

성 및 세포 보호 효과를 측정할 수 있다.LLC-PK1

세포를 96wellplate에 1×104/well로 접종하여 24시

간 배양하고 serum free배지로 바꿔준 후,地骨皮

추출물을 농도별로 가하여 1시간 전처리한 다음

地骨皮의 세포 독성을 측정하였다.LLC-PK1세포

를 96wellplate에 1×104/well로 접종하여 24시간

배양하여 地骨皮 추출물을 1시간 전처리하고 H2O2

를 최종 농도 100mM이 되도록 가하여 5시간 더

배양한 후 地骨皮의 세포 보호 효과를 측정하였다.

측정시에는 배지를 제거하고 0.5㎎/㎖ MTT용액

을 세포에 가하여 4시간 추가 배양하고 solublization

용액 (dimethylsulfoxide:ethanol,1:1)을 가하여

24시간 배양한 후,595nm에서 발색 정도를 측정

하였다.

4)신장상피세포에서 ․O2
-
,NO및 ONOO

-
소

거능 측정

LLC-PK1세포를 96wellplate에 1×10
4
/well로

분주하고 하루 동안 배양한 다음 地骨皮 추출물을

농도별로 처리하여 1시간 배양한 후,H2O2 100

mM을 처리하여 5시간 배양하고 나서 각 소거능을

측정하였다.

․O2
-소거능은 DCFDA assay13로 측정하였다.

지용성의 DCFDA가 esterase또는 산화적 가수분

해를 받아 비형광성인 DCFH로 탈아세틸화되며,

DCFH는 활성산소에 의해 산화되어 강한 형광을

나타내는 2’,7’-dichlorofluorescein (DCF)이 된다.

96wellmicroplate의 배지를 제거하고 각 well당

freemedia200㎕와 50mM phosphatebuffer(pH

7.4)로 희석한 0.125mM DCFDA50㎕를 첨가한

후 여기파장 485nm와 방출파장 535nm에서 5분

간격으로 7회 측정하였다.

특이적인 NO의 indicator인 4,5-diaminofluorescein

(DAF-2)은 2개의 아미노기 사이에 NO를 포집하

여,490-495nm의 여기파장에서 green의 형광을 방
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출하는 triazolofluorescein을 생성하며 형광의 세기

는 DAF-2에 의해 포집된 NO의 양에 의존한다.

NO소거능은 96wellmicroplate의 배지를 제거하

고 각 well당 free media 150 ㎕와 Dimethyl

sulfoxide550㎕에 DAF-21㎎이 녹아 있는 것을

50mM phosphatebuffer(pH7.4)로 1:400배로 희

석한 DAF-250㎕를 첨가한 후 여기파장 485nm

와 방출파장 535nm에서 3분 간격으로 7회 측정하

였다14.

ONOO
-
소거능은 Kooy등의 방법

15
에 의해 측

정하였는데 96wellmicroplate의 배지를 제거하고

각 well당 freemedia20㎕와 90mM NaCl,5mM

KCl및 100 μM diethylenetriaminepenta acetic

acid와 10 μM DHR 123을 함유하는 sodium

phosphate완충액 (pH7.4)180㎕를 가하여 5분간

방치한 후 여기파장 485nm와 방출파장 535nm에

서 측정하였다.

5)ProstaglandinE2측정

세포 내에서 생성되는 염증물질인 Prostaglandin

E2 (PGE2)의 양은 배지를 사용하여 PGE2

immunoassaykit(R&DSYSTEMS)의 실험 방법

에 따라 측정하였다.

6)Westernblotanalysis

LLC-PK1세포를 100π dish에 24시간 배양한

후 地骨皮 추출물을 농도별로 1시간 전처리하고

H2O2를 최종 농도 100mM이 되도록 가하여 5시간

더 배양한 후 PBS로 세척하고 scraper로 모은

LLC-PK1세포에서 cytosol,nuclear단백질을 분리

하여 염증인자의 단백질 발현을 관찰하였다.동일 량

의 단백질을 sodium dodecylsulfate-polyacrylamide

gelelectrophoresis(SDS-PAGE)로 분리시킨 후,

nitrocellulosemembrane에 단백질들을 전이시켜 주

었다.이 membrane을 분리한 후 5% skim milk로

단백질이 결합하지 않은 부분의 비특이적 antibody

결합을 차단하고 각 표적 단백질의 1차 antibody를

2시간 이상 처리하였다.이 membrane을 0.1%

Tween20을 함유한 TBST로 60분간 세척한 다음 2

차 antibody를 2시간 이상 반응시키고,TBST로 60

분간 세척한 다음 membrane에 ECLsolution을 반

응시켜 발생된 형광을 X-rayfilm에 감광시켰다.

7)단백질 정량

단백질의 정량은 Lowry등의 방법16과 Bradford

proteinassaykit를 사용하여 정량하였다.

8)통계 처리

실험 성적의 분석은 각 실험군 간의 평균치와

평균오차로 표시하고 각 실험군 간의 유의성 검정

은 student'st-test를 이용하여 통계 처리하였다.

Ⅲ.결 과

1.地骨皮의 세포 독성 측정

地骨皮를 농도별 (25,50,100,200,400,800,

1000㎍/㎖)로 처리하였을 때 각각의 농도에서

116.03,121.27,120.69,112.43,106.57,89.05,85.78%

의 생존율을 나타내어 400㎍/㎖까지는 독성이 없

는 것으로 나타났다(Fig.1).

2.地骨皮의 세포 보호 효과

H2O2100mM을 처리하였을 때 세포 생존율은

58.21%였으나,地骨皮 추출물을 25,50,100,200,

400,800,1000㎍/㎖로 전처리한 경우에 생존율이

각각 62.03,69.06,73.12,76.74,72.71,53.90,50.81%

로 나타나 400㎍/㎖까지는 H2O2에 의한 세포사를

저해하는 것으로 나타났다(Fig.2).

3.신장상피세포에서 ․O2
-
,NO및 ONOO

-
생성에

미치는 영향

․O2
-
는 정상 세포에서 113.52±7.28fluorescence/min

인데 비하여 H2O2 처리에 의해 172.68±10.21

fluorescence/min으로 생성이 증가하였으나 地骨皮

추출물을 처리한 경우에 농도 의존적으로 감소하

여 200㎍/㎖ 농도에서 142.22±10.28fluorescence/min,

400㎍/㎖ 농도에서 139.74±9.13fluorescence/min으

로 유의성 있게 감소하였다(Fig.3A).
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NO는 정상 세포에서 68.31±5.89fluorescence/min

인데 비하여 H2O2 처리에 의해 117.28±8.21

fluorescence/min으로 생성이 증가하였으나 地骨皮

추출물을 처리한 경우에 농도 의존적으로 감소하

여 200㎍/㎖ 농도에서 103.98±7.05fluorescence/min,

400㎍/㎖ 농도에서 97.25±7.23fluorescence/min으

로 유의성 있게 감소하였다(Fig.3B).

ONOO-는 정상세포에서 180.68±7.77fluorescence/min

인데 비하여 H2O2 처리에 의해 320.53±12.71

fluorescence/min으로 생성이 증가하였으나 地骨皮

추출물을 처리한 경우에 농도 의존적으로 감소하

여 200㎍/㎖ 농도에서 275.88±16.23fluorescence/min,

400㎍/㎖ 농도에서 251.22±13.01fluorescence/min

으로 유의성 있게 감소하였다(Fig.3C).

Fig.1.CytotoxiceffectofLyciumchinenseMilierinLLC-PK1cells.

CellswereexposedtoLyciumchinenseMilier(25,50,100,200,400,800,1000㎍/㎖).After24-hrexposure,the
cellviabilitywasevaluatedbyMTTassay.Eachvalueisthemean±S.D.

Fig.2.CytoprotectiveeffectofLyciumchinenseMilieronH2O2-inducedcelldeathinLLC-PK1cells.

CellswereexposedtoH2O2(100mM)inthepresenceandabsenceLycium chinenseMilier(25,50,100,200,
400,800,1000㎍/㎖).After5hrexposure,thecellviabilitywasevaluatedbyMTTassay.Eachvalueisthe
mean±S.D.
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A)

B)

C)

Fig.3.EffectofLyciumchinenseMilieronROS,NOandONOO-generationinLLC-PK1cells.

CellswereexposedtoH2O2(100mM)inthepresenceandabsenceLyciumchinenseMilier(50,100,
200,400㎍/㎖).Resultsaremean±S.D.a)Significantlydifferentfrom thenormal.b)Significantly
differentfromthecontrol(*p<0.05,**p<0.01).A:ThegenerationofROSwasmeasuredby
DCFH-DA fluorescenceprobe.B :ThegenerationofNO wasmeasuredbyDAF-2fluorescence
probe.C:ThegenerationofONOO-wasmeasuredbyDHR123fluorescenceprobe.

4.PGE2생성에 미치는 영향

PGE2생성은 정상군에서는 234.58±9.82pg/㎖인

데 비하여 H2O2를 처리한 대조군에서는 349.21±15.79

pg/㎖로 유의하게 증가하였으나 地骨皮 추출물을
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처리한 실험군에서는 농도 의존적으로 감소하여

200,400㎎/㎏ 농도에서 299.27±11.95,292.71±11.54

pg/㎖로 유의성 있게 감소하였다(Fig.4).

Fig.4.EffectofLyciumchinenseMilieronPGE2levelinLLC-PK1cells.

CellswereexposedtoH2O2(100mM)inthepresenceandabsenceLyciumchinenseMilier(50,100,200,400㎍
/㎖).Resultsaremean±S.D.a)Significantlydifferentfrom thenormal.b)Significantlydifferentfrom the
control(**p<0.01).

5.IKK-α,p-IKK-αβ 및 phosphoIκB-α에 미치는

영향

NF-κB활성화에 관여하는 신호전달계인 IKK-

α와 p-IKK-αβ에 미치는 영향을 검토한 결과 정상

군에 비하여 H2O2를 처리한 대조군에서 증가하였

으나 地骨皮 추출물을 처리한 실험군에서는 감소

하는 경향을 보였다(Fig.5A-B).

PhosphoIκB-α는 H2O2를 처리한 대조군에서 증

가하여 인산화가 진행되었으나 地骨皮 추출물을

처리한 실험군에서는 감소하는 경향을 보였다(Fig.

5C).

6.NF-κB단백질 량에 미치는 영향

地骨皮 추출물이 ROS감수성 전사인자인 NF-κ

B의 활성에 미치는 영향을 검토하기 위하여 핵 내

의 p50,p65양을 조사하였다.NF-κB의 subunit인

p50,p65의 양을 관찰한 결과 정상군에 비하여

H2O2를 처리한 대조군에서 증가하였으나 地骨皮

추출물을 처리한 실험군에서는 농도 의존적으로

감소하는 경향을 보였다(Fig.6).

7.염증 촉진 인자의 발현에 미치는 영향

地骨皮 추출물이 염증 촉진 인자인 COX-2,

iNOS의 단백질 발현 량에 미치는 영향을 관찰한

결과 정상군에 비하여 H2O2를 처리한 대조군에서

증가하였으나 地骨皮 추출물을 처리한 실험군에서

는 농도 의존적으로 감소하는 경향을 보였다(Fig.

7).
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A)

B)

C)

Fig.5.EffectofLyciumchinenseMilieronIKK-α,p-IKK-αβ andp-IκB-α expression.

WesternblotwasperformedtodetectIKK-α,p-IKK-αβ andp-IκB-α proteinlevelincytosolfractionsfrom
LLC-PK1.CellswereexposedtoH2O2(100mM)inthepresenceandabsenceLyciumchinenseMilier(50,100,
200,400㎍/㎖).Resultsaremean±S.D.a)Significantlydifferentfrom thenormal.b)Significantlydifferent
fromthecontrol(*p<0.05,**p<0.01).A:IKK-α protein,B:p-IKK-αβ protein,C:p-IκB-α protein.
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A)

B)

Fig.6.EffectofLyciumchinenseMilieronNF-κBexpression.

WesternblotwasperformedtodetectNF-κB proteinlevelinnuclearfractionsfrom LLC-PK1.Cellswere
exposedtoH2O2(100mM)inthepresenceandabsenceLycium chinenseMilier(50,100,200,400㎍/㎖).
Resultsaremean±S.D.a)Significantlydifferentfromthenormal.b)Significantlydifferentfromthecontrol(*
p<0.05,**p<0.01).A:p50protein,B:p65protein.
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A)

B)

Fig.7.EffectofLyciumchinenseMilieronCOX-2andiNOSexpression.

WesternblotwasperformedtodetectCOX-2andiNOSproteinlevelincytosolfractionsfromLLC-PK1.Cells
wereexposedtoH2O2(100mM)inthepresenceandabsenceLyciumchinenseMilier(50,100,200,400㎍/㎖).
Resultsaremean±S.D.a)Significantlydifferentfromthenormal.b)Significantlydifferentfromthecontrol(**
:p<0.01).A:COX-2protein,B:iNOSprotein.

Ⅳ.고 찰

地骨皮는 가지과 (Solanaceae)에 속한 枸杞子

(Lycium chinense Milier) 또는 寧夏枸杞 (L.

barbarumL.)의 根皮를 건조한 것으로 杞根,地骨,

枸杞根,枸杞根皮라고도 한다
8
.骨蒸肌熱,熱勞와

유행성 결막염․치주염․외음부 종창 등의 각종

염증 질환,옹종,악성종기,토혈,하혈,소갈증,치

질,고혈압 등의 치료에 효과가 있다고 하여 내복

혹은 외용하여 사용된다
9
.<東醫寶鑑>

7
에 “去骨熱

煮湯常服佳...善解骨蒸肌熱...能凉血凉骨 剉取三錢

水煎服日二三...治消渴 水煎服之 又取葉作飮啜之...

入足少陰經手少陽經 治有汗骨蒸 善解肌熱”이라고

수록되어 있으며 凉血除蒸,淸肺降火 등의 효능으
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로 知母,鱉甲,桑白皮,白茅根,側柏葉,地黃,天花

粉 등의 약물과 배합하여 陰虛血熱과 小兒疳疾로

인한 發熱 및 骨蒸潮熱,盜汗,肺熱喘咳,血熱妄行

으로 인한 吐血과 衄血,消渴多尿 등의 증상을 치

료하는데 상용하고 있다8.

地骨皮의 성분에는 다량의 phenols,betaine이 함

유되어 있다고 하나 뿌리껍질에는 betaine이 존재

하지 않는다는 보고도 있고,vitaminB1의 활성을

억제하는 물질이 포함되어 있지만 그의 억제 작용

은 cysteine과 vitaminC에 의하여 해제된다고 하

며,β-sitosterol,linoleicacid,melissicacid등이 함

유되어 있다
10
.최근 안

17
은 地骨皮 추출물이 자외

선 B에 노출된 쥐 표피의 돌연변이원성 억제효과,

superoxide and hydroxide radical scavenging

activity,단백질 산화 및 지질과산화 억제효과가

있다고 하였고,조
11
는 地骨皮의 EA분획이 CCl4

손상간에 대하여 보호 작용이 있음을 보고 하였다.

또한 고
18
는 rat의 스트레스로 유발된 기억손상을

억제하였고 부동행동을 감소시켰으며 청반과 복측

피개야에서 tyrosinehydroxylase의 발현을 억제하

여 기억증진과 항우울 효과가 있음을 시사하였다.

성
9
은 地骨皮가 혈당강하,해열,혈압강하 작용 및

백혈구 수의 변화에 유의한 결과를 나타낸다고 보

고 하였으며,최
19
는 streptozotocin으로 유발된 당

뇨백서 중 地骨皮 투여군은 β세포에서의 insulin

합성이 활성화되었으며 glucagon의 감소가 유도된

것으로 보고한 바 있다.

본 실험에서는 우선 地骨皮 methanol추출물의

세포 독성을 측정해 보았는데 400㎍/㎖까지는 독

성을 나타내지 않았으나 800,1000㎍/㎖에서는 세

포 생존율의 감소를 나타내었다.또한 地骨皮의 세

포 보호 효과를 측정해본 바에서도 400㎍/㎖까지

는 H2O2에 의한 세포사를 저해하는 것으로 나타났

다.이는 楡根皮,丹蔘을 이용한 他 연구
20,21
에서도

세포 독성 측정시 과도한 농도에서는 세포 손상을

일으킨다는 동일한 결과가 나온 바 있다.

ROS는 superoxideanionradical(․O2
-),hydroxyl

radical(․OH),hydrogen peroxide(H2O2) 및

singletoxygen(
1
O2)등을 말하며,활성화된 호중

구,xanthineoxidase,미토콘드리아 호흡 및 아라키

돈산 대사 과정을 통해 생성된다
22
.비록 superoxide

dismutase,catalase,glutathioneperoxidase등이 세

포 내에서 생성된 ROS를 제거하기 위한 생리적

방어 기전으로 작용하지만,과도한 ROS는 이들 방

어 체계를 초과하여 세포 손상을 초래한다
23,24
.

ROS는 염증반응,고혈압 및 고지혈증25-27에서 세포

신호전달 과정을 매개하고 직접적으로 조직 손상

을 유발하여 혈관 기능을 저하시킨다.특히 ․O2
-

와 H2O2는 호기성 세포에서 유해 물질에 노출될

때 과다 생성되면 세포나 조직에 손상을 주며 또

한 반응성이 높은 다른 ROS를 형성시킨다
28,29
.

NO는 혈압조절,신경전달,혈액응고,면역기능

등의 역할을 하는 것으로 알려져 있으며 여러 조

직과 세포에서 nitricoxidesynthase(NOS)에 의

해 생성된다.그러나 NO가 필요 이상으로 생성되

면 shock에 의한 혈관확장,염증반응이 유발되어

조직 손상 등의 유해한 작용을 나타내며,또한 NO

는 생체에서 생성된 ․O2
-와 반응하여 더욱 세포

독성이 강한 ONOO
-
와 같은 이차적인 radical생성

을 일으킨다고 보고되어 있다1.

ONOO
-
는 지질,단백질 및 DNA의 산화와 니트

로화 과정을 통해 혈관 평활근 세포의 이완,혈소

판 응집 저해 및 guanylatecyclase의 자극,tyrosine

의 니트로화 외에도 lysine,arginine,histidine같은

아미노산의 변형,thiol,thioether뿐만 아니라

peptide,단백질의 methionine잔기 산화 및 지질과

산화 유도에 의한 세포 독성에 관여한다.또한 미

트콘드리아의 호흡 억제, 세포막 펌프 억제,

glutathione의 고갈,ADPribosyltransferase의 활

성화로 인한 DNA 손상 및 세포 에너지 고갈,

mitochondrialATPsynthase,aconitase같은 세포

질 효소의 저해를 일으켜 세포사를 유발한다고 한

다
1,30
.

본 연구에서는 地骨皮 추출물을 전처리한
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LLC-PK1세포에 H2O2를 주입하여 활성산소 및 활

성질소 생성계를 유도한 결과 ․O2
-
,NO,ONOO

-
의

생성이 농도 의존적으로 억제되었다.

NF-κB는 핵 내의 대표적인 redoxsensitive전

사인자로 알려져 있으며 염증 및 산화적 스트레스

에 반응하여 COX-2,iNOS,acute-phaseproteins,

immunoreceptors,세포접착분자,다양한염증성cytokine

들의 발현을 조절하는 중추적인 역할을 한다
1
.NF-

κB는 세포질 내에 p50과 p65의 heterodimer와 방

해 단백질인 IκB등과 함께 불활성 형태로 존재하

다가 ROS,LPS,cytokine같은 염증성 자극에 의

해 IκBkinase가 활성화되어 IκB가 분해되면 NF-

κB는 활성화된 후 핵으로 이동하여 COX-2,iNOS

등의 염증반응을 유도하는 유전자 발현을 촉진시

키는 것으로 알려져 있다31,32.COX-2의 경우 각종

만성 질병의 pathogenesis와 관련된 prostaglandin

을 합성하는 단계에서 필요한 효소이며 노화나 당

뇨와 같은 만성 질병의 경우 그 발현이 증가한다

고 보고되고 있고,iNOS는 과잉의 NO생성에 의

해 발현되고 DNA손상을 일으켜 carcinogenesis를

일으킨다는 실험결과에 따라 세포 내의 조절인자

뿐만 아니라 유해 활성산소종 기능을 가지고 있음

이 알려져 있다.이와 같이 NF-κB의 활성화와 이

에 의한 유전자 발현은 노화,암,동맥경화 등과 같

은 여러 가지 병리적인 상태와 관련이 있는 것으

로 알려져 있다
1
.또한 NF-κB의 활성화에 관여하

는 신호전달계인 IKK-α,p-IKK-αβ와 p-IκB-α에

서 특히 IκB-α는 외부 자극에 의해 활성화된 IKK

의 작용으로 IκB-α의 32번과 36번의 serine이 인산화

된 후에 prostaglandin경로를 통해 분해된다
33
.보통

다수의 항염증 약물들의 작용기전은 prostaglandin

합성을 억제하며 이는 COX-2의 생성 및 효소 활

성저해에 의한 것이다.COX는 COX-1과 COX-2

로 구분되는데,다양한 세포에서 각각 다른 발현

경향을 나타낸다.COX-1은 위 및 신장기능의 유지,

혈소판의 형성에 필요한 prostaglandin을 합성하고
34

COX-2는 동물이나 인간의 염증반응 부위에서 발

현된다34,35.따라서 COX-2에 의한 prostaglandin의

합성은 염증반응을 매개하는 것으로 여겨지고 있

다.

이에 본 실험에서는 COX-2에 의해서 세포 내에

서 생성되는 염증물질인 PGE2를 H2O2처리로 증

가시킨 후 地骨皮 추출물 처리를 한 경우에 그 양

이 유의하게 감소하였다.또한 NF-κB 활성화에

관여하는 신호전달계인 IKK-α,p-IKK-αβ와 p-Iκ

B-α는 H2O2처리에 의해 증가된 것이 地骨皮 추출

물 처리에서는 감소하는 것으로 나타났다.地骨皮

추출물이 ROS감수성 전사인자인 NF-κB의 활성

에 미치는 영향을 검토하기 위하여 핵 내의 p50,

p65양을 조사한 바 H2O2처리에 의해 핵 내의

p50,p65단백질 량이 증가하였으나 地骨皮 추출물

처리에 의해 농도 의존적으로 억제되는 것으로 나

타났다.따라서 地骨皮 추출물은 NF-κB의 활성화

로 인한 여러 가지 염증 지표 단백질의 발현을 억

제하는 것으로 여겨진다.또한 地骨皮 추출물이 염

증 촉진 인자인 COX-2,iNOS의 단백질 발현 량에

미치는 영향을 관찰한 결과에서도 H2O2처리에 의

해 발현 량이 증가하였으나 地骨皮 추출물 처리에

의해 농도 의존적으로 감소하는 것으로 나타났다.

이상의 연구에서 地骨皮는 400㎍/㎖ 이하의 농

도에서는 세포 독성이 없었으며 H2O2처리에 의한

세포사를 방지하였고,․O2
-,NO,ONOO-의 생성

을 감소시켜 항산화 효과를 나타내었다.또한 H2O2

처리로 증가된 IKK-α,p-IKK-αβ,p-IκB-α와

NF-κB의 핵 내 heterodimer형태의 전위인자인

p50,p65를 억제함으로써 NF-κB의 활성화를 제어

하였으며,염증 촉진 인자인 COX-2,iNOS의 발현

과 염증 물질인 PGE2의 생성을 억제하였다.이와

같이 地骨皮는 여러 가지 염증인자 발현의 기전을

제어함으로써 항염증 효과를 나타내었으며,염증

및 염증성 질환의 조절에 유효한 약재가 될 것으

로 사료된다.
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Ⅴ.결 론

地骨皮 추출물이 LLC-PK1세포에서 H2O2에 의

한 세포사 보호 효과와 염증 억제 효능이 있는지

를 확인하기 위하여 ․O2
-
,NO,ONOO

-
및 PGE2

생성과 NF-κB와 관련된 염증성 단백질에 미치는

영향을 검토하였다.

地骨皮 추출물은 400㎍/㎖까지는 H2O2처리로

인한 세포사를 방지하여 세포 생존율을 증가시켰

다.또한 地骨皮 추출물은 H2O2처리로 유도된 ․

O2
-
,NO,ONOO

-
및 PGE2의 생성,증가된 IKK-α,

p-IKK-αβ,p-IκB-α 및 NF-κB의 활성과 COX-2,

iNOS의 발현을 농도 의존적으로 억제하였다.

이상의 결과로 地骨皮는 H2O2에 의한 ․O2
-,

NO,ONOO
-
의 생성을 억제하여 항산화 효과를 나

타내었고,NF-κB와 관련한 염증유발 유전자의 발

현 제어와 COX-2,iNOS,PGE2와 관련한 염증인

자 단백질의 발현을 억제함으로써 항염증 효과를

보이는 바 염증 및 염증성 질환의 조절 약물로 작

용할 수 있는 가능성이 시사되었다.
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