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ABSTRACT

Objective：The aim of this study was to determine whether methanol extract of Do-Ki-Tang (DKT) inhibit free 

radical generation and production of nitrite an index of NO, PGE2, iNOS, COX-2 and pro-inflammatory 

cytokines such as TNF-α, IL-1β, IL-6 and MCP-1 in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW 264.7 

macrophages.

Methods：Cytotoxic activity of extract on RAW 264.7 cells was measured using 5-(3-caroboxymeth 

-oxyphenyl)-2H-tetra-zolium inner salt (MTS) assay. The expression level of inflammatory response-related 

proteins was confirmed by western blot. The production of proinflammatory cytokines was measured by ELISA.

Results：Our results indicated that DKT scavenged DPPH radical and nitric oxide in vitro. Moreover, DKT 

significantly inhibited the LPS-induced NO, PGE2 production and iNOS, COX-2 expression accompanied by an 

attenuation of TNF-α, IL-1β, IL-6 and MCP-1 formation in macrophages. Furthermore, DKT treatment also 

blocked LPS-induced intracellular ROS production and the activation of NF-κB and MAPKs.

Conclusion：Our data suggest that the anti-inflammatory effect of DKT is mediated through down-modulation 

of pro-inflammatory mediators and cytokines by blocking the signaling pathways of NF-κB and MAPKs. These 

inhibitory effects by DKT represent a potential therapeutic approach to the treatment of inflammatory diseases.
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서  론

도기탕 (導氣湯)은 『沈氏尊生書』에 기재된 처방으로 천련

자 (川練子, Melia toosendan Sieb.), 목향 (Aucklandia

lappa DECNE.), 소회향 (小茴香, Nigella sativa L.), 오수

유 (吳茱萸, Evodia officinalis DODE.)로 구성된다. 본 처

방은 理氣하는 약물들로 구성되어 行氣疏肝하고 散寒止痛시키

는 효능이 있어 寒凝氣滯로 인한 寒疝疼痛을 치료한다. 『醫

學發明』에 기재되어 있는 대표적인 理氣劑인 “天台烏藥散”

과 비교하였을 때, 主治는 비슷하나 처방 구성이 간략하며, 

症情이 비교적 경한 경우에 응용하여 치료하는 처방이다1).

도기탕을 구성하고 있는 각각의 약재에 관해 분자-세포생

물학적 실험을 통한 많은 연구가 진행되어 보고되고 있다 

(Table 1). 천련자 (Melia toosendan Sieb.)에 관한 보고로

는 항염증 활성에 관한 보고, 천련자로부터 분리한 성분인 

toosendanin이 간암세포주인 SMMC-7721와 Hep3B에서 

apoptosis를 유도함으로써 세포의 증식을 억제한다는 항암 활

성에 관한 보고, toosendanin에 의해 유도되는 간손상에 관련

된 메카니즘에 관한 보고 등이 있었다. 목향 (Aucklandia 

lappa DECNE.)에 관해서는 관절염 유발 쥐에서 항염증 활성

에 대한 보고와 lipopolysaccharide (LPS)에 의해 활성화된 

대식세포에서의 항염증 활성, 위암세포주인 AGS에서 apoptosis 
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유도를 통한 항암활성, 간암세포에서 B형 간염 바이러스 항

원의 발현 억제를 통한 항암활성에 관한 보고가 있었고, 그 

밖에 항산화 활성 및 항미생물 활성에 관한 보고가 있었다. 

소회향 (Nigella sativa L.)에 관한 보고로는 소회향으로부터 

분리한 herbal melanin이 염증성 사이토카인인 tumor 

necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-6, vascular 

endothelial growth factor (VEGF)의 생성 억제를 통한 항

염증 활성, radical scavenging activity와 소회향의 에탄올 

추출물의 산화적 손상 억제 등을 통한 항산화 활성, 소회향의 

성분인 thymoquinone의 전립선암 세포와 췌장암 세포의 증

식을 억제한다는 보고가 있었다. 그 밖에 항미생물 활성에 관

한 보고와 신경전달물질의 분비를 조절한다는 연구보고가 있

었다. 오수유 (Evodia officinalis DODE.)에 관한 보고로는 

free radical scavenging activity, 대장암 세포주 HT29, 유

방암세포주 MCF-7, 간암세포주 HepG2에서 DNA 

topoisomerase의 활성을 억제함으로써 세포의 증식을 억제를 

통한 항암 활성, 오수유로부터 분리한 aucubin의 자외선에 

의한 피부노화 억제 활성, 신경세포 보화 활성, 저산소증 개

선 효과에 관한 활성 보고가 있었다.

인체 내에는 산화촉진물질과 산화억제물질이 균형을 이루

고 있는데 균형상태가 깨져서 산화적 스트레스 (oxidative 

stress)가 유발되면 세포 손상 및 병리적 질환이 야기된다2). 

산화적 스트레스는 내부적으로는 염증 (inflammation), 자가

면역반응 (autoimmune reactions), 대사장해 

(dysregulation of metabolism), 허혈 (ischemia) 등에 의

해서, 외부적으로는 미생물 (microbiological organism), 전

자기 조사 (electromagnetic radiation), 화학적인 자극 등에 

의해서 유발될 수 있다. 이러한 산화적 손상에 관여하는 것이 

reactive oxygen species (ROS)와 reactive nitrogen 

species (RNS)가 있는데, superoxide (O2
-), nitric oxide 

(NO), hydroxyl radical (․OH) 등의 free radical, 그 외에 

산소 유래종 (oxygen-derived species)인 singlet oxygen 

(1O2), hydrogen peroxide (H2O2) 등이 여기에 속한다3). 

염증반응은 활성화된 면역세포에 의해 일어나는 일련의 면

역반응으로, 그람 음성 세균의 세포외막의 성분인 LPS나 바

이러스, 미생물 등의 자극에 의해 대식세포 (macrophage)가 

활성화되면 염증반응에 관련된 많은 염증인자들의 생성이 촉

진되어 세균의 침입으로부터 숙주를 방어하는데 효과적으로 

작용하게 된다4). 그러나 염증 반응이 만성화되면 류마티스 관

절염, 동맥경화증, 위염, 천식 등의 염증성 질환을 유발할 수 

있다5). LPS에 의해 활성화된 대식세포에서 IL-6, IL-1β, 

TNF-α 등의 pro-inflammatory 사이토카인들과 NO 및 

prostaglandin E2 (PGE2)가 과량 생산되면 염증반응이 지속

적으로 유발되어 인체의 각종 질환을 악화시키는 원인이 된

다.

사이토카인의 생성에는 mitogen-activated protein 

kinases (MAPKs)와 nuclear factor kappa B (NF-κB) 

pathway가 관여하는 것으로 알려져 있다. 대식세포에서 LPS

와 같은 자극이 오면 MAPKs와 NF-κB가 활성화되어 각종 

염증인자들의 생성이 유도된다6). 따라서 각종 염증성 질환들

을 개선하기 위해서는 염증을 유발하는 염증인자의 조절과 염

증반응에 관련된 MAPKs와 NF-κB의 활성을 조절하는 것

이 중요하다. 

본 연구에서는 마우스 대식세포인 RAW 264.7에서 도기탕 

메탄올 추출물의  항산화 및 항염증 활성을 조사하였다. in 

vitro 상에서 free radical scavenging activity 측정을 통해 

추출물의 항산화 활성을 조사하였고 마우스 대식세포인 RAW 

264.7 내의 ROS 생성량에 미치는 영향을 알아보았다. 또 항

염증 활성을 조사하기 위하여 마우스 대식세포인 RAW 

264.7에 LPS를 처리하여 염증반응을 유도시켜 약재가 이를 

얼마나 효과적으로 저해할 수 있는 지 관찰하였다. 그 지표로

서 세포가 방출하는 NO, PGE2 생성량과 inducible nitric 

oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase (COX)-2 발현정

도와 염증성 사이토카인 (proinflammatory cytokines)인 

TNF-α, IL-1β, IL-6, monocyte chemoattractive 

protein (MCP)-1의 생성량을 측정하였다. 그리고 이때 세포

내의 MAPKs와 NF-κB pathway에 어떠한 영향이 있는지 

조사한 바 유의한 결과를 얻어 보고하는 바이다.

Table 1. Reported pharmacological effects of component herbs of 
Do-Ki-Tang (DKT) 

Herbal name Reported effects

천련자
anticancer effect7), anti-inflammatory activity8), 
liver injury-related mechanism9), hepatotoxicity10)

목향
anti-inflammatory activity11,12), anticancer 
effect13,14), antioxidative activity15), antibacterial 
activity16)

소회향
anti-inflammatory activity17), antioxidative 
activity18), anticancer effect19,20), antibacterial 
activity21), modulation of neurotransmitter22)

오수유
antioxidative activity23), anticancer effect24), 
photoprotective activity-preventing photoaging25), 
neuroprotective effect26), antianoxic action27)

실험재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

본 실험에 사용한 도기탕의 구성 약재는 동국대학교 한의

과대학 방제학 교실에서 선별된 것을 정선하여 사용하였으며, 

천련자, 목향, 소회향, 오수유을 Table 2과 같이 배합하여 

6000 ml의 methanol을 가한 다음 70℃에서 48시간 동안 

추출하여 여과한 후 농축하고 동결 건조하여 39.2 g의 메탄

올 추출물 (수율 13.1%)을 얻었다. 이 메탄올 추출물은 

Figure 1에서와 같이 용매 분획하였다. 

Table 2. Composition and contents of DKT

  학   명 사용량 (g)

천련자 Melia toosendan Sieb. 120

목향 Aucklandia lappa DECNE. 90

소회향 Nigella sativa L. 60

오수유 Evodia officinalis DODE. 30

총량   300
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Fig. 1. Extraction and fractionation procedures of Do-Ki-Tang 
(DKT). PPT ; precipitate, SUP ; supernatant 

2) 시약
세포 배양액인 Dulbecco's Modifide Eagle Medium 

(DMEM),  fetal bovine serum (FBS), penicillin- 

streptomycin 등의 세포배양용 시약들은 Gibco BRL사 

(Grand Island, USA)에서 구입하였다. 실험에 사용된 시약 중 

Sodium Dodesyl Sulfate (SDS), Acrylamide, Bis는 Bio- 

Rad사 (Hercules, USA)에서 구입하였고, 1,1-diphenyl 

-2-picrylhydrazyl (DPPH), EDTA, sodium nitroprusside 

(SNP), LPS, 4,5-diaminofluorecein (DAF-2), 6- 

carboxy-2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA), 

AEBSF, CAPS, tween 20, protease inhibitors 등은 

Sigma사 (St. Louis, USA)에서 구입하였다. 실험에 사용된 

2차 항체인 anti-rabbit IgG horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated antibody와 anti-mouse IgG 

horseradish peroxidase (HRP)-conjugated antibody는 

Santa Cruz Biotechnology사 (Santa Cruz, USA)에서 구

입하였고, 1차 항체인 iNOS, COX-2, p-ERK, p-p38, 

p-JNK, p-IκBα, NF-κB p65와 β-actin antibody는 

Cell Signaling Technology사 (Beverly, USA)에서 구입하

였으며 ERK, p38, JNK는 Santa Cruz Biotechnology사 

(Santa Cruz, USA)에서 구입하였다. Aqueous One 

Solution Cell Proliferation Assay (MTS) kit와 Griess 

Reagent System은 Promega사 (Madison, USA)에서 구입

하였고, 각종 cytokine 측정을 위한 Enzyme -linked 

immunosorbent assay (ELISA) kit와 Nuclear and 

cytoplasmic protein extraction reagents는 Pierce 

Biotechnology사 (Rockford, USA)에서 구입하였으며, 

PGE2 assay kit는 R&D사 (Minneapolis, USA)에서 구입하

였다. Protein assay reagent는 Bio-Rad사 (Hercules, 

USA)에서 구입하였다. 실험에 사용된 모든 시약은 분석용 등

급이상으로 사용하였다.

2. 방법

1) Free radical 소거활성 측정
1-1) DPPH radical 소거활성 측정

DPPH radical에 대한 소거활성은 Gyamfi 등의 방법28)에 

따라 측정하였다. 먼저 도기탕 메탄올 추출물 50 μl에 0.1 

mM DPPH 용액 1 ml과 50 mM Tris-HCl buffer (pH 

7.4) 450 μl를 가하여 잘 혼합하였다. 혼합물을 실온에서 

30분간 정치한 다음, microplate reader (VersaMax, 

Molecular Devices, USA)를 이용하여 파장 517 nm에서 흡

광도를 측정하였다. DPPH radical의 소거활성은 50%의 소

거능을 보이는 농도 (IC50)로 표시하였다.

1-2) Nitric oxide 소거활성 측정

Nitric oxide의 소거활성은 Sutherland 등의 방법29)에 의

하여 측정하였다. 먼저 1 mg의 DAF-2를 0.55 ml의 DMSO

에 용해시키고, 이를 다시 50 mM phosphate buffer를 사

용하여 400배 (v/v)로 희석해서 DAF-2 용액을 준비해 놓았

다. 도기탕 메탄올 추출물 10 μl를 50 mM phosphate 

buffer (pH 7.4) 130 μl와 혼합한 다음, 40 mM SIN-1 

10 μl 및 DAF-2 용액 50 μl를 첨가하였다. 반응용액을 

실온에서 10분간 배양한 다음, DAF-2와 NO의 반응에 의해 

생성되는 triazolofluorescein의 형광강도를 fluorescence 

microplate reader (SPECTRA MAX GEMINI EM, 

Molecular Devices Corp., USA)를 사용하여, excitation 

파장 495 nm 및 emission 파장 515 nm에서 측정하였다. 

2) 세포배양
마우스의 대식세포주인 RAW 264.7 세포는 한국세포주은

행 (KCLB)에서 분양 받았으며, 세포배양을 위해 10% FBS와 

1% penicillin-streptomycin을 포함하는 DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium) 배지를 사용하였다. 

세포는 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

3) MTS assay
도기탕 메탄올 추출물의 세포에 대한 독성 측정은 5-(3- 

caroboxymeth-oxyphenyl)-2H-tetra-zolium inner salt 

(MTS) assay 방법30)으로 분석하였다. 이는 mitochondrial 

dehydrogenases에 의하여 MTS가 formazan으로 전환되는 

것을 측정하는 것이다. 96 well plate에 1×104 cells/well의 

RAW 264.7 세포를 분주하고 약재를 농도별 (0, 10, 20, 

30, 50 μg/ml)로 18 시간 동안 처리하였다. Well당 20 μl

의 MTS solution을 첨가하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 4

시간 동안 반응시킨 후, microplate reader (DYNEX, 

Opsys MR, USA)를 이용하여 450 nm에서 흡광도의 변화를 

측정하여 대조군에 대한 세포생존율을 백분율로 표시하였다. 

농도별 약재가 갖는 흡광도는 세포를 뺀 배지를 같이 배양하

여 대조군과 실험군의 흡광도를 비교해서 보정하였다. 

4) DCF-DA assay
도기탕 메탄올 추출물이 LPS에 의한 RAW 264.7 세포의 

산화적 손상을 보호하는 효과를 측정하기 위하여 DCF-DA 

assay를 실시하였다31,32). 먼저 세포를 96 well plate에 

1×104 cells/well로 분주하고, 약재를 농도별로 1시간 전처

리한 후 1 μg/ml의 LPS를 처리하여 37℃, 5% CO2의 조건

에서 18시간 동안 배양한 후 배지를 제거한 다음, 10 μM 

DCFH-DA를 처리하여 45분간 배양하였다. PBS로 2회 세척

하고 fluorescence microplate reader를 사용하여 

excitation 파장 485 nm와 emission 파장 535 nm에서 형

광강도를 측정하였다.

5) NO 생성량 측정
NO의 농도는 배양액 내의 nitrite 농도를 Griess 
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Reagent System33)을 이용하여 측정하였다. RAW 264.7 세

포에 도기탕 메탄올 추출물을 전처리하고 1시간 후 1 μg/ml

의 LPS를 처리하여 18시간 배양하였다. 배양액 50 μl와 같

은 양의 Griess Reagent를 넣어주고 10분간 상온에서 반응 

시킨 후 ELISA reader로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

Sodium nitrite의 농도별 표준곡선을 이용하여 배양액 내의 

NO 농도를 계산하였다. 

6) PGE2 생성량 측정
세포 배양액 내의 PGE2 양을 측정하기 위해 commercial 

competitive enzyme immunoassay kit를 R&D systems 

(Minneapolis, USA)에서 구입하여 실험하였다. 세포에 도기

탕 메탄올 추출물을 전처리하고 1 μg/ml의 LPS를 처리하였

다. 18 시간 후 세포 배양액을 얻어 PGE2 측정에 사용하였

다. 배양액을 goat anti-mouse로 coating된 96 well plate

에 각각 100 μl씩 loading하고, 여기에 primary antibody 

solution 50 μl와 PGE2 conjugate 50 μl씩 첨가하여 4℃

에서 overnight시켰다. Washing buffer로 4회 세척하고 

substrate solution을 200 μl씩 처리하여 5분간 반응시킨 

후, 50 μl의 stop solution을 처리한 후 450 nm에서 흡광

도를 측정하였다.

7) 세포 배양액 내의 cytokines 측정
세포 배양액 내의 cytokines의 양을 측정하기 위해 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)를 수행하

였다. 세포에 도기탕 메탄올 추출물을 처리하고 1시간 후 1 

μg/ml의 LPS를 처리하였다. 18 시간 후 세포 배양액을 얻

어 cytokine 측정에 이용하였다. 배양액을 적절한 농도로 희

석한 후, cytokine으로 coating된 96 well plate에 50 μl씩 

첨가하여 4℃에서 overnight시켰다. Washing buffer로 3회 

세척하고 100 μl의 biotinylated antibody reagent를 각각

의 well에 처리하여 1시간 동안 상온에서 반응시킨 후 3회 

세척한 다음, 100 μl의 streptavidine-HRP solution을 처

리하여 1시간 동안 상온에서 반응시킨 후 다시 washing 

buffer로 3회 세척하였다. 여기에 

di(2-ethylhexyl)-2,4,5-trimethoxy benzalmalonate 

(TMB) substrate를 100 μl씩 처리하여 5∼30분간 반응시

킨 후 100 μl의 stop solution을 처리한 후 450 nm에서 

흡광도를 측정하였다.

8) Western blot analysis
전기영동을 위한 단백질 시료의 추출은 처리 시간별로 세

포를 PBS로 3회 세척한 후, lysis buffer (pH 7.5, 50 mM 

Tris-HCl, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% NP-40, 1 

mM sodium orthovanadata, 10 μg/ml aprotinin, 10 μ

g/ml leupeptin 및 1 mM PMSF)를 넣어 4℃에서 30분간 

반응시키고 12,000×g에서 10분간 원심 분리하여 상층액을 

모았다. Nuclear extract의 경우는 nuclear extraction kit

를 사용하여 얻었다. 이후, 동일한 양의 단백질을 sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS- PAGE)로 분리시킨 후, 단백질을 nitrocellulose 

membrane에 transfer하였다. 이 membrane을 항체의 비특

이적 결합을 차단하기 위하여 blocking buffer (5% non-fat 

milk와 0.1% Tween 20을 함유한 TBS 용액)에서 1시간 동

안 반응시킨 후, 각 검증 단백질에 대한 항체를 가하여 1～2

시간 동안 반응시켰다. 이어서 0.1% Tween 20을 함유한 

TBST 용액으로 40분간 세척한 다음, secondary antibody로 

반응시켰다. 이어서 ECL system으로 반응 시킨 후 X-ray 

film상에서 단백질을 확인하였다. 각 시료의 단백질 정량은 

Bradford protein assay kit를 사용하여 595 nm에서 흡광

도를 측정하여 실시하였다.

3. 통계처리

실험 결과는 means±SEM으로 나타내었으며, 통계분석법

은 GraphPad Prism 4.0을 이용하여 one-way ANOVA 

followed by Tukey's Multiple Comparison Test를 실시한 

후, P값이 0.05 미만일 때 유의한 것으로 판정하였다. 

Western blot을 통해 얻은 band의 density 분석은 

GelDoc-It BioImaging System (UVP, USA)을 사용하여 

측정하였다. 

실험결과

1. 도기탕 메탄올 추출물의 free radical 소거활

성 측정

도기탕 메탄올 추출물의 전자 공여능을 비교하기 위하여, 

DPPH radical에 대한 소거활성을 측정한 결과, 추출물의 농

도가 증가함에 따라 소거능이 증가하였고, 230.3 μg/ml의 

농도에서 50%의 DPPH radical을 소거하였다 (Fig. 1A). 

RNS의 하나인 NO의 생성량에 미치는 영향을 조사한 결과, 

41.8 μg/ml의 농도에서 50%의 소거활성 (IC50)을 보였다 

(Fig. 2B).

Figure 2. Scavenging activities of DKT methanol extract on free 
radicals. (A) Scavenging activity on DPPH radical. (B) Scavenging 
activity on nitric oxide. Data are represented as means±SEM. 
Significantly different from control ; *** : P < 0.001, ** : P < 
0.01.

2. 도기탕 메탄올 추출물이 RAW 264.7 세포의 

생존율에 미치는 영향
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마우스 대식세포인 RAW 264.7에 대한 도기탕 메탄올 추

출물의 세포독성을 알아보기 위하여 MTS assay를 수행하였

다. 추출물을 농도별 (0, 10, 20, 30, 40, 50 μg/ml)로 18

시간 동안 처리한 결과, 20 μg/ml의 농도에서 92.3%의 세

포생존율을 나타내었고 30 μg/ml의 농도에서 84%의 생존

율을 보였다. 40 μg/ml의 농도에서부터 65% 이상의 세포

사가 관찰되어 세포독성이 나타났다. 따라서 30 μg/ml의 

농도까지 RAW 264.7에 처리하여 다음 실험을 진행하였다 

(Fig. 3).

Figure 3. Effect of DKT methanol extract on the cell viability of  
RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were treated with various 
concentrations (0, 10, 20, 30, 40, 50 μg/ml) of DKT methanol 
extract for 18 hr. Cell viability was measured by MTS assay as 
described in materials and methods. Data were chosen from three 
independent triplicate experiments.

3. 도기탕 메탄올 추출물이 RAW 264.7 세포 

내의 ROS 생성에 미치는 영향

LPS에 의해 생성되는 RAW 264.7 세포 내의 ROS에 미치

는 효과를 DCF-DA assay를 통하여 검토하였다. 그 결과, 

아무런 처리도 하지 않은 대조군에 비하여 LPS를 단독 처리

한 실험군에서는 유의성 있는 형광강도의 증가를 보였다. 이

로써 LPS의 처리가 RAW 264.7 세포 내의 ROS 생성을 효

과적으로 유도하였음을 알 수 있었다. LPS 단독 처리군의 경

우, 아무런 처리를 하지 않은 대조군에 비하여 약 2.1배 형광

강도가 증가한 반면, 10, 20, 30 μg/ml의 도기탕 메탄올 

추출물 처리군은 LPS 단독 처리군에 대해 각각 26.5%, 

67.4%, 91.3%의 ROS 생성 억제능을 보였다 (Fig. 4).

Figure 4. Inhibitory effect of DKT methanol extract on intracellular 
ROS production in RAW 264.7 induced by LPS. RAW 264.7 cells 
were preincubated with 10, 20, 30 μg/ml of DKT methanol 
extract for 1 hr. And then 1 μg/ml of LPS were treated to 
induce intracellular ROS production for 18 hr. Data are 
represented as means±SEM. Significantly different from control (#) 
or LPS alone (*); ###, *** : P < 0.001, ** : P < 0.01.

4. 도기탕 메탄올 추출물이 NO와 PGE2의 생성

량에 미치는 영향

도기탕 메탄올 추출물의 항염증활성을 알아보기 위하여 
RAW 264.7 세포에서 LPS에 의해 유도되는 NO의 생성량에 
미치는 영향을 Griess 시약을 사용하여 조사한 결과, 10 μ
g/ml에서부터 70%이상의 생성억제 효과가 나타났다 (Fig. 
5A). 그리고, figure 5B에서 보듯이 LPS에 의해 생성되는 
PGE2의 양이 도기탕 메탄올 추출물에 의해 30 μg/ml에서 
22.4% 감소되었다 (Fig. 5B).

Figure 5. LPS-induced NO and PGE2 production. RAW 264.7 
cells were preincubated with 10, 20, 30 μg/ml of DKT methanol 
extract for 1 hr. And then the cells were treated with 1 μg/ml of 
LPS to induce NO and PGE2 production for 18 hr. The NO 
production was measured by Griess Reagent System, and the 
PGE2 production was measured by ELISA as described in 
materials and methods. Data are represented as means±SEM. 
Significantly different from control (#) or LPS alone (*); ###, *** : 
P < 0.001, ** : P < 0.01.

5. 도기탕 메탄올 추출물이 iNOS와 COX-2의 
발현에 미치는 영향

염증인자인 NO와 PGE2의 합성효소인 iNOS와 COX-2의 
발현량에 미치는 영향을 조사한 결과, LPS 단독 처리에 의해 
증가된 iNOS와 COX-2의 발현이 도기탕 메탄올 추출물에 
의해 농도 의존적으로 감소함을 확인할 수 있었다 (Fig. 6). 
Image 분석 장치를 사용하여 정량적으로 감소효과를 확인해
본 결과, 도기탕 메탄올 추출물 30 μg/ml의 처리에 의해서 
iNOS는 99.8%, COX-2는 67.2%까지 발현 감소효과가 있음
을 알 수 있었다.

Figure 6. Inhibition of LPS-induced iNOS and COX-2 expression 
by DKT methanol extract. RAW 264.7 cells were preincubated 
with 10, 20, 30 μg/ml of DKT methanol extract for 1 hr, and 
then treated with 1 μg/ml of LPS for 18 hr. The expression 
levels of iNOS and COX-2 were determined by western blotting 
as described in materials and methods and the density of band 
was calculated by GelDoc-It BioImaging System. β-actin levels 
were used as internal markers for loading variation.

6. RAW 264.7 세포에서 도기탕 메탄올 추출물

이 LPS로 유도된 염증성 사이토카인의 생성량에 

미치는 영향
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염증성 사이토카인 (proinflammatory cytokines)인 

TNF-α, IL-6, IL-1β, MCP-1의 생성량에 미치는 영향

을 조사하였다. TNF-α는 10, 20, 30 μg/ml의 농도에서 

각각 49.8%, 72.1, 90.6%의 감소효과가 나타났고, IL-6의 

경우에는 10, 20, 30 μg/ml의 농도에서 74.1%, 76.3%, 

89.1%의 감소효과가 나타났다. IL-1β는 10, 20, 30 μ

g/ml의 농도에서 63.0%, 85.3%, 90.5%의 감소효과를 보였

고, MCP-1의 경우에는 각각 8.7%, 31.2%, 76.8%의 감소

효과를 보였다 (Fig. 7). 이상의 결과를 볼 때, 도기탕 메탄

올 추출물은 LPS로 유도된 염증성 사이토카인의 생성을 효과

적으로 억제함을 알 수 있었다.

Figure 7. Inhibition of LPS-induced TNF-α, IL-6, IL-1β and 
MCP-1 by DKT methanol extract. RAW 264.7 cells were 
preincubated with 10, 20, 30 μg/ml of DKT methanol extract for 
1 hr and then treated with 1 μg/ml of LPS for 18 hr. The TNF-
α, IL-6, IL-1β and MCP-1 production was measured by ELISA 
as described in materials and methods. Data are represented as 
means±SEM. Significantly different from control (#) or LPS alone 
(*); * : P 〈 0.05; ###, *** : P < 0.001.

7. RAW 264.7 세포에서 NF-κB의 활성에 미

치는 영향

LPS에 의해서 활성화되는 NF-κB의 subunit인 p65의 

핵 안으로의 translocation과 세포질에서 IκBα의 

phosphorylation에 도기탕 메탄올 추출물이 미치는 영향을 

확인해 보았다. Nuclear extraction를 통해 핵 내로 이동한 

NF-κB p65를 관찰한 결과, LPS 단독 처리군이 현저한 

translocation을 유발한 것에 비해 도기탕 메탄올 추출물 처

리군에서는 저해효과가 나타남을 확인할 수 있었다 (Fig. 

8A). 또한 세포질에서 LPS에 의해서 유도되는 IκBα의 

phosphorylation이 도기탕 메탄올 추출물에 의해 효과적으로 

저해됨을 확인할 수 있었다 (Fig. 8B).

Figure 8. Effect of DKT methanol extract on LPS-induced nuclear 
translocation of NF-κB p65 and on the phosphorylation of IκB
α. RAW 264.7 cells were preincubated with 30 μg/ml of DKT 
methanol extract for 1 hr and then treated with 1 μg/ml of LPS 
for 18 hr. The expression levels of NF-κB p65 and p-IκBα 
were determined by western blotting using nuclear extracts and 
cytosol extract, respectively. The density of band was calculated 
by GelDoc-It BioImaging System. PARP and β-actin levels were 
used as internal markers for loading variation.

8. 도기탕 메탄올 추출물이 mitogen-activated 

protein kinases의 활성에 미치는 영향

도기탕 메탄올 추출물이 MAPK의 활성에 미치는 영향을 

조사하기 위해 western blot을 통해 ERK, JNK, p38의 변

화를 살펴보았다. Figure 9에서 보듯이, LPS 단독 처리군에

서는 ERK, JNK, p38의 phosphorylation이 증가하였던 것

이 도기탕 메탄올 추출물에 의해 농도 의존적으로 감소함을 

확인할 수 있다. 또한, ROS의 저해제인 AEBSF에 의해서도 

그 활성이 효과적으로 감소되는 것을 볼 수 있었다.

Figure 9. Effect of DKT methanol extract on MAPKs. RAW 264.7 
cells were preincubated with 0, 10, 20, 30 μg/ml of DKT 
methanol extract for 18 hr and then treated with 1 μg/ml of LPS 
for 1 hr. The expression level of MAPKs was determined by 
western blotting.

고  찰

우리 몸은 항상성 유지를 위해 산화촉진물과 산화억제물질

이 균형을 이루고 있는데, 이 균형이 깨져서 산화 촉진 쪽으

로 기울게 되면 각 기관과 세포에 유해한 작용을 하게 되고, 

이를 산화적 스트레스라고 한다. 세포내에 존재하는 미토콘드

리아, 퍼옥시좀, xanthine oxidase (XOD), NADPH 

oxidase 및 COX 등의 효소들은․O2
-, H2O2,․OH와 같은 활성 

산소종 (ROS)을 생성하는데, 이 ROS는 산화손상을 일으키는 

주범이 된다. 또한 ․NO, HNO2, ONOO-와 같은 활성 질소종 

(RNS)은 염증반응 시 대식세포, 호중구 및 다른 면역 세포들

의 면역반응으로 인해 다량 생성된다. ROS와 RNS는 생체 

내 여러 가지 세포의 작용을 조절하는 염증반응과 깊이 관련

되어 있다. 합성 항산화제의 부작용들이 밝혀지면서 천연자원

으로부터 항산화제를 개발하려는 노력이 많이 이루어지고 있

다. 그리고 뛰어난 항산화 효과를 지닌 물질들이 뛰어난 항염

증 작용을 수반하고 있다고 알려진 경우도 많다34). 따라서 본 

연구에서는 도기탕 메탄올 추출물의 항산화 및 항염증 활성에 

관한 실험을 수행하였다.
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먼저 도기탕 메탄올 추출물의 항산화 효과를 알아보기 위

해 DPPH radical 소거활성 실험을 수행하였다. DPPH 

radical hydrazyl의 질소 원자는 불안정한 상태에 있으므로 

쉽게 수소 원자를 받아들이는 성질이 있다. 따라서 수소 공여

능이 뛰어난 항산화 물질과 반응을 시키면 보라색의 DPPH 

radical (DPPH·)이 무색의 (DPPH-H) 형태로 전환하게 되

므로 비교적 간단하면서도 재현성이 있게 항산화력을 측정할 

수 있다. DPPH radical 소거능 실험 결과, 230.3 μg/ml의 

IC50 값을 보였다. (Fig. 1A). 이어서 대표적인 RNS인 NO에 

대한 소거활성도 측정하였다. 본 실험에서 도기탕 메탄올 추

출물의 NO에 대한 소거활성을 측정하기 위하여 SNP로 NO

를 생성시키고 이를 DAF-2로 포집하여 형광강도를 측정하였

다. 그 결과, 도기탕 메탄올 추출물의 농도에 의존적으로 소

거능이 증가함을 관찰할 수 있었고, 41.8 μg/ml의 IC50 값

을 보였다 (Fig. 1B). 

in vitro 상에서 항산화 활성을 보인 도기탕 메탄올 추출물

을 마우스 대식세포인 RAW 264.7에 처리하여 다음 실험들

을 진행하였다. 먼저, MTS assay를 수행하여 세포독성이 없

는 약재의 농도를 선정하였다 (Fig. 3). 도기탕 메탄올 추출

물이 RAW 264.7 세포의 세포 내 ROS 생성을 얼마나 효과

적으로 방어하는지 DCF-DA assay를 통해서 확인하였다. 실

험 결과, 도기탕 메탄올 추출물은 농도 의존적으로 세포 내의 

ROS 생성을 효과적으로 억제함을 알 수 있었고 (Fig. 4), in 

vitro 상의 항산화 활성이 세포 안에서도 유효함을 확인할 수 

있었다. 

다음으로 마우스 대식세포주인 RAW 264.7에 도기탕 메탄

올 추출물을 처리하여 항염증 활성을 갖는지 실험을 통해 살

펴보았다. 대식세포는 신체 내에 널리 분포되어 있는 면역세

포로서 외부 병원체가 침입했을 경우에 백혈구의 이주 

(migration)보다 빠른 즉시형 반응을 보임으로써 감염 초기의 

면역, 염증 반응에 있어서 중요한 역할을 한다. 박테리아성 

내독소인 LPS는 대식세포에서 다양한 염증인자의 생성을 촉

진시킨다35). 따라서 LPS에 의해서 생성되는 염증인자들을 억

제하는 물질은 대식세포의 활성과 연관된 다양한 염증 질환들

의 치료에 유용하게 쓰일 수 있다고 간주되고 있으며, 대식세

포주 중에서도 마우스의 대식세포인 RAW 264.7 세포는 

LPS의 자극에 반응하여 아주 효과적으로 염증인자들이 생성

되기 때문에 유용한 항염증 물질을 찾는 선별 검사에서 다용

되고 있다. 따라서 본 실험에서도 염증유발인자로서 LPS를 

사용하였다. 

염증은 사이토카인의 네트워크와 다양한 염증인자 

(inflammatory mediator)들의 유발 등에 의해서 조절되는 

복합적인 과정을 통해서 일어나게 된다. Nuclear 

factor-kappa B (NF-κB)는 많은 염증성 질환을 일으키는 

병인으로 알려져 있는데, inducible nitric oxide synthase 

(iNOS) 와 COX-2와 같은 염증인자를 전사시키고 TNF-α, 

IL-1β, IL-6 등 여러 염증성 사이토카인의 생성에 있어 중

요한 역할을 한다. TNF-α, IL-1β, IL-6 등의 염증성 사

이토카인들은 활성화된 대식세포에서 주로 생산되며 선천면역

과 관계되어 내피세포와 백혈구에 작용하여 미생물에 대한 초

기 염증반응을 자극하고 조절한다. 사이토카인의 대량 생산은 

발열, 내피세포의 염증, 호중구의 활성화, 근육과 지방의 분

해 증가 등을 유발하여, 염증 질환은 물론이고 심한 경우에는 

패혈성 쇼크까지 유발할 수 있다36). 따라서 활성화된 대식세

포에서 염증인자인 NO와 PGE2 그리고 이 염증인자들의 합

성효소인 iNOS와 COX-2, 염증성 사이토카인의 과발현을 막

는 것은 염증반응을 조절함에 있어서 아주 중요한 요소가 될 

수 있을 것이다.

LPS에 의해 생성되는 NO와 PGE2에 도기탕 메탄올 추출

물이 미치는 영향을 조사한 결과, 도기탕 메탄올 추출물의 농

도에 의존적으로 NO와 PGE2의 생성량이 효과적으로 감소되

는 것을 볼 수 있었다 (Fig. 5). Western blot을 통해 iNOS

와 COX-2의 발현에 미치는 영향을 알아보았다. 그 결과, 

LPS 단독 처리에 의해 증가된 iNOS와 COX-2의 발현이 도

기탕 메탄올 추출물에 의해 농도 의존적으로 감소함을 확인할 

수 있었다 (Fig. 6). 또한 염증성 사이토카인들의 생성량에 

미치는 영향을 조사한 결과, LPS에 의해 유도되는 TNF-α, 

IL-6, IL-1β, MCP-1의 생성에 대한 강력한 억제효과를 

나타내었다 (Fig. 7). 이러한 결과들을 통해 도기탕 메탄올 

추출물의 우수한 항염증 활성을 확인할 수 있었다. 

다음으로 도기탕 메탄올 추출물이 염증반응에 관여하는 

NF-κB pathway에 미치는 영향을 알아보았다. LPS 자극에 

의해 세포질 내에서 IκBα가 인산화되면 IκBα와 결합하고 

있던 NF-κB의 subunit인 p65가 자유로워져 핵 안으로 이

동해 전사인자로서 작용하여 여러 염증성 사이토카인들과 염

증인자들의 발현을 유도하게 된다37). RAW 264.7 세포에 도

기탕 메탄올 추출물을 처리하여 LPS에 의해 유도되는 IκB

α가 인산화와 NF-κB p65의 핵 안으로의 이동에 대한 영

향을 조사한 결과, LPS 단독 처리에 의해 유도되었던 IκB

α의 인산화와 NF-κB p65의 핵으로의 이동이 도기탕 메탄

올 추출물 처리에 의해 현저한 저해효과가 나타남을 확인할 

수 있었다 (Fig. 8). 또한, ROS의 저해제인 AEBSF에 의해

서 세포질 내에서의 IκBα 인산화 감소와 핵내의 NF-κB 

p65가 효과적으로 감소되는 것을 볼 수 있었다. 이는 간접적

으로 LPS에 의해 유도되는 NF-κB의 활성에 ROS가 관련

되는 것으로 볼 수 있다. 

NF-κB pathway와 함께 MAPKs pathway 또한 염증반

응에서 LPS에 의해 활성화되는 세포내 분자이다. MAPKs는 

serine/threonine kinase로서 세포내에서 세포의 증식 

(proliferation), 분화 (differentiation), 염증, 세포사멸 

(apoptosis) 등 다양한 생물학적 반응을 조절한다. MAPKs에

는 p44/p42 extracellular regulated kinase (ERK1/2), 

c-Jun N-termianl kinase (JNK), p38 MAPK의 3가지 형

태가 존재한다38). Western blot을 통해 도기탕 메탄올 추출

물에 의해 MAPKs의 활성에 미치는 영향을 알아본 결과, 

LPS 단독처리에 의해 ERK1/2, JNK1/2, p38의 인산화가 

증가되었고 이는 도기탕 메탄올 추출물에 의해 농도의존적으

로 감소되는 것으로 나타났다 (Fig. 8). 또한, ROS의 저해제

인 AEBSF에 의해서도 MAPKs의 활성이 효과적으로 감소되

는 것을 볼 수 있었다. 이는 간접적으로 LPS에 의해 생성되

는 세포내의 ROS가 MAPKs의 활성에 관련되는 것으로 볼 

수 있다.

이상의 실험 결과들로 보아, 도기탕의 메탄올 추출물은 in 

vitro 상에서 항산화 활성을 가질 뿐 아니라, 세포 내 ROS 

생성 역시 유의성 있게 감소시켰고, RAW 264.7 세포에서 

LPS에 의해 유도되는 염증관련 인자들의 생성을 효과적으로 
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억제함을 확인할 수 있었다. 따라서, 도기탕 메탄올 추출물은 

천연 항산화제의 개발과 동맥경화, 관절염, 고혈압, 암, 당뇨, 

천식 등의 만성 염증성 질환 치료제의 연구에 효과적으로 응

용해 볼 수 있을 것으로 생각된다.

결  론

도기탕 메탄올 추출물의 항산화 활성과 마우스 대식세포에

서의 항염증 효과에 관한 연구를 수행하여 다음과 같은 결과

를 얻었다. 

1. in vitro 상에서 DPPH radical과 RNS의 일종인 nitric 

oxide의 소거활성을 측정하여 도기탕 메탄올 추출물의 항

산화 활성을 확인하였다.

2. 마우스 대식세포인 RAW 264.7 세포에 대한 독성을 조사

하여 생존율에 영향을 미치지 않는 농도 (10, 20, 30 μ

g/ml)에서 실험을 진행하였다. 이는 도기탕 메탄올 추출

물의 항산화 및 항염증 효과가 세포 생존율의 감소에 의한 

것이 아니라 약재의 고유한 특성임을 말한다.

3. RAW 264.7 세포에 1 μg/ml의 LPS를 처리하여 세포 

내 ROS 생성을 유도한 결과, 도기탕의 메탄올 추출물의 

농도에 의존적으로 ROS의 생성을 억제하였다. 이는 in 

vitro 상의 항산화 활성이 세포 내에서도 적용됨을 의미한

다.

4. RAW 264.7 세포에 도기탕 메탄올 추출물을 1시간 전 처

리한 후, 1 μg/ml의 LPS를 처리하여 염증을 유발하였

다. 그 결과, 도기탕 메탄올 추출물에 의해 LPS로 유도되

는 염증인자인 NO, PGE2와 iNOS, COX-2의 발현, 염증

성 cytokines인 TNF-α, IL-1β, IL-6, MCP-1의 생

성이 현저히 감소되었다. 

5. 도기탕 메탄올 추출물이 RAW 264.7 세포에서 LPS에 의

해 유도되는 NF-κB의 활성에 미치는 영향을 알아보기 

위해 세포질에서 인산화된 IκBα의 양과 핵내로 이동한 

NF-κB p65의 양을 확인해 본 결과, 도기탕 메탄올 추

출물은 IκBα의 인산화를 억제하는 기전을 통해서 NF-

κB 활성을 저해한다는 사실을 알 수 있었고, 염증인자와 

염증성 cytokines의 발현을 억제한 것이 NF-κB의 활성 

억제와 연관되어 있다는 것을 알 수 있었다. ROS의 저해

제인 AEBSF에 의해서도 NF-κB pathway의 활성에 같

은 영향을 미치는 것으로 보아 LPS에 의해 생성되는 세포

내의 ROS가 NF-κB의 활성과 연관성이 있을 것으로 보

인다.

6. 도기탕 메탄올 추출물에 의해 MAPKs의 활성에 어떠한 

영향이 있는지 조사한 결과, LPS 단독처리에 의해 

ERK1/2, JNK1/2, p38의 인산화가 증가되었고 이는 도

기탕 메탄올 추출물에 의해 농도 의존적으로 감소되었다. 

ROS의 저해제인 AEBSF에 의해서도 MAPKs의 활성이 

효과적으로 감소되는 것을 볼 수 있었다. 이는 간접적으로 

LPS에 의해 생성되는 세포내의 ROS가 MAPKs의 활성에 

관련되는 것으로 볼 수 있다.

이러한 실험 결과들로 보아, 도기탕 메탄올 추출물은 항산

화 효과 및 항염증 효과를 가지고 있으며, 이는 천연 항산화

제의 개발과 동맥경화, 관절염, 고혈압, 암, 당뇨, 천식 등의 

만성 염증성 질환 치료제의 연구에 효과적으로 응용해 볼 수 

있을 것으로 생각된다.
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