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ABSTRACT
Objectives : The purpose of this study was to examine the anti-inflammatory effects Forsythiae Fructus on LPS-activated

RAW264.7 cells.

Methods : Statistical significance was examined through measuring MTT, nitric oxide (NO), TNF α, IL 6, NOS2 and COX2
of LPS-activated RAW264.7 cells.

Results : In the toxicity experiment of FFE, NO significant toxicity was shown on cells in the concentration ranges of 100,
200 and 300 μg/ml. FFE dose dependently decreases 5.49, 25.41, 33.64 % in LPS induced NO production (p <0.05, p <0.001 and
p <0.001), however, FFE don’t show significant difference in LPS-induced TNF α and IL 6. Furthermore, FFE showed
inhibiting tendency against the revelation of NOS2 and COX2 in LPS-activated RAW264.7 cells, dose-dependently according to
concentration.

Conclusions : These results mean that FFE is effective for anti-inflammation via inhibition of NOS2 and COX2 expression.
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Ⅰ. 서 론

炎症의 가장 주된 증상은 痛症, 發熱, 發赤, 腫脹

그리고 機能喪失이다. 혈관확장에 의한 모세혈관의

팽창은 發赤(redness 혹 紅斑)이며 조직의 온도 상

승을 초래한다. 모세 혈관의 투과성 증가는 조직에

의 체액과 세포의 유입을 허용하여 腫脹(swelling

또는 浮腫)이 일어나게 하며, 炎症部位로 몰려든

탐식세포는 분해효소를 분비하여 건강한 세포에

손상을 입힌다. 죽은 세포와 체액의 축적이 膿을

형성하는 한편, 탐식세포가 분비한 염증매개체는

신경을 자극하여 痛症을 誘發한다1.

염증은 cytokines, prostaglandin E2(PGE2), lysosomal

enzyme, free radicals 등 다양한 매개물질이 관여하

고 있으며2, 염증반응은 염증유도물질을 유리시키

고 nitric oxide synthase(NOS)를 촉진시켜 nitric

oxide(NO)의 생성을 증가시킴으로써 통각유발에

도 관여한다고 알려져 있다. 염증반응과정에서 유

리된 염증유도물질로 interleukin-1(IL-1), tumor

necrosis factor(TNF), lipopolysaccharide (LPS) 등

은 L-arginine을 기질로 사용하여 결과적으로 NO
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의 생성을 증가시킨다
3
.

염증매개물질과 관련된 單味 연구를 살펴보면, 金

銀花는 NFkB p65의 활성억제와 IkBa의 degradation

억제
4
, NO, iNOS, COX2, IL-1β, TNF-α을 억제

5
,

호산구의 이동성 억제
6
을 통하여 항염증 효과가 있

음을 밝혔고, 三七花는 NO, IL-1β, TNF-α을 억제

하여 항염증 효과가 있다고 보고하였으며
7
, 黃連은

NO 및 TNF-α을 억제한다고 밝혔다
8
. 또한 黃芩藥

鍼液이 NO, COX2, PGE2을 억제시켜 항염증효과

가 있다고 보고를
9
, 防風은 IL-8 및 TNF-α를 억제

시켜 항염증 효과가 있다고 보고 한 바 있다
10
. 連

翹는 淸心瀉火의 작용이 있어 質이 輕淸하고 上浮

하여 表裏에 透達케 하고 上焦의 風熱을 散하여 外

感風熱이나 急性熱病의 치료에 多用되며
11
, 炎症性病

變에서 기인되는 呼吸器疾患 및 炎症治療에 빈용되

는 대표적인 약재 중의 하나이다. 連翹에 관한 연구

로는 抗炎症
12,14,15

, 抗老化
13
효과 및 成分

16
, 藥理

17
에

대한 보고가 있으며, 連翹를 主藥材로 하는 處方에

대한 연구로는 連翹敗毒散이 cyotokine
18
, 감기

19
및

丹毒
20
에 미치는 영향에 대한 보고를, 連翹湯

21
및

連翹散
22
이 抗炎, 抗菌, 鎭痛에 대한 보고를 하였고,

加味荊芥連翹湯이 中耳炎에 미치는 영향에 대한

연구가 보고 되었다
23,24
. 이에 저자는 呼吸器 炎症

疾患에 빈용되며, 실험적으로 炎症에 유의한 효과

가 인정된 連翹의 抗炎症 효과가 어떤 기전에 의

한 것인지 연구하기 위하여 본 실험에서 LPS로 활

성된 Raw264.7 cell를 이용하여 連翹의 NO분비에

미치는 영향, IL-6 및 TNF-α 생산에 미치는 영향,

COX2 및 NOS2 발현에 미치는 영향을 관찰한 결

과를 보고하는 바이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재 료

1) 세포주

생쥐 단핵/대식세포 계열의 세포주인 Raw 264.7

은 한국세포주은행(서울대학교 의과대학 암연구소)

에서구입하였다. 세포배양을위한 Dulbecco's Modified

Eagle Medium (DMEM) 배지에 sodium bicarbonate

(NaHCO3, 2g/L), 항생제 (100units/ml penicillin,

100mg/ml streptomycin), 10% FBS (fetal bovine

serum)를 첨가한 것을 이용하였다.

2) 시 약

DMEM 배지, FBS와 penicillin (10,000U/ml)/

streptomycin(10,000U/ml)(P/S)는 Gibco BRL(Grand

Island, NY, USA)회사 제품을 사용하였으며, LPS

(Lipopolysaccharides)는 Difco Laboratories(Detroit,

MI, USA)회사 제품을 사용하였다. 그 외 시약인

sodium bicarbonate (NaHCO3)는 Sigma (MO, USA)

회사 제품을 사용하였다. 효소중합 연쇄반응에 사

용한 Greiss 시약은 Promega (Madison, WI, USA)

회사제품을, IL-6와 TNF 측정에 필요한 Enzyme

linked immunosorbent assay (ELISA) kit는 BD

Pharmingen (CA, USA)회사제품, COX2 (Cyclooxygenase

2), NOS2 (Nitric oxide synthase-2)와 GAPDH같

은 antibody는 Santa Cruz Biotechnology (Santa

Cruz, California, USA) 회사제품을 사용하였다.

3) 검 액

連翹(Forsythiae Fructus, FF)의 시료는 Sun Ten

Pharmaceutial (Taipei, Taiwan)에서 구입한 후 증

류수로 30mg/ml로 녹인 후, 다음 날 3,000rpm으로

10분간 원심 분리하였다. 그 다음 0.22µm syringe

filter를 이용하여 여과하여 10, 20, 30mg/ml으로 희

석하여 냉장 보관하여 사용하였다.

2. 方 法

1) 세포 생존율 측정

세포독성은 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-diphenyl

-tetrazolium bromide (MTT)시약을 이용하여 세

포 생존율을 측정하는 Mosman
25
의 방법을 변형하

여 측정하였다. Raw264.7 세포를 48-well plate는

2×10
5
cell/well 농도로 그리고 96-well plate는

1×10
4
cell/well 농도로 접종한 후 각 well 에 검액

을 투여하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 24, 48 또
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는 72 시간만큼 배양하였다. 배양 후 MTT 용액

(5 μg/ml)을 첨가하고 4시간 후 상등액을 제거하

고 DMSO (dimethylsulfoxide) 300 또는 100μl를

넣어 보라색의 formazan이 용출되도록 하여 micro

plate reader로 565nm에서 흡광도를 측정하여 대조

군과 비교하였다.

2) NO 측정법

안정된 NO 산화물인 NO2
-
(nitrite)는 Griess reagent

system (Promega, USA)반응을 이용하여 측정하였

다. 세포배양 상층액을 flat bottom 96well plate에

50μl씩 넣고 여기에 Greiss 시약 sulfanilamide

solution을 동량 첨가하여 10분간 반응시킨 후, 다

시 N-(1-naphtyl) erthylenediamine dihydrochloride

(NED) solution을 동량 첨가하여 10분간 반응 후

540nm에서 흡광도를 측정하였다. Nitrite의 농도는

sodium nitrite를 100nM에서부터 1.56nM까지 2배

씩 희석하여 얻은 표준 곡선과 비교하여 계산하였

다.

3) IL-6와 TNF-α 농도 측정

배양한 세포주를 LPS 단독 또는 검액과 같이

배양한 상층액을 24시간 후에 회수하여 ELISA kit

로 상층액에 포함된 IL-6와 TNF-α의 양을 측정하

였다. Anti-mouse IL-6 monoclonal antibody 또는

anti-mouse TNF-α monoclonal antibody를 250배

희석하여 96well plate (Corning, NY, USA)에 100μ

l씩 넣고 4℃에서 overnight (16시간보관)하였다.

Washing buffer (PBS containg 0.05 % tween 20)

로 3회 washing 후, 1% BSA(bovine serum

albumin) 인 PBS를 200μl씩 넣고 상온에서 1시간

동안 반응시켰다. 다시 3회 washing 후, standard와

2-10배 희석한 samples을 100μl씩 넣고 2시간 반응

후 다시 5회 washing하였다. 그 후 working detector

(washing buffer로 250배 희석한 detection antibody

와 streptavidin-HRP(horseradish peroxide)-conjugated

detection antibody)를 100μl씩 넣고 1시간 동안 반

응 시켰다. 7회 washing 후, TMB substrat reagent

A와 B를 동량(1 plate당 5 ml) 섞은 것을 100μl씩

넣고 어두운 곳에서 30분 동안 반응시켰다. 그 후,

1M H2SO4를 각 50μl씩 넣고 즉시 ELISA reader

(EL800, Bio-Tek, VT, USA)를 이용하여 450nm에

서 흡광도를 측정하였다. 정량은 표준 곡선을 만들

어 측정하였으며, 이 때 측정 한계치는 15.6ng/ml

이었다.

4) COX2와 NOS2측정 (Western bolt analysis)

LPS 단독 또는 검액과 같이 세포주를 배양한 24

시간 동안 배양한 세포주를 채취하여, cold PBS로

2회 세척하였다. 이렇게 얻은 세포는 total cell

lysate를 얻기 위하여 파쇄용액(50 mM HEPES

(4-2(-hydroxyethl)-1-piperazineethanesulfonic

acid)) pH 7.4, 150mM NaCl, 1% deoxy-cholate,

1mM PMSF (phenylmethan esulphonylfluoride or

phenylmethylsulphony fluoride)), 1 μg/ml aprotinin)

을 첨가하여 4℃에서 30분간 반응시키고, 13,000rpm

에서 20분 원심분리하여 상층액을 수거하였다. 수

거된 상층액의 단백질을 bicinchoninic acid(BCA)

법으로 정량하고, 동량의 단백질 (10μg)은 5× sample

buffer와 섞어 100℃에서 5분간 끓인 후 sodium

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE)를 시행하였다. 전기영동 후 gel의 단

백질은 electrotransfer system (Amersham Pharmacia

Biotech, NJ, USA)을 이용(0.8mA/cm)하여 nitrocellulose

membrane으로 이동시키고, blocking buffer(5% skim

milk)와 상온에서 1시간 반응시켰다. COX2, NOS2

와 GAPDH에 대한 항체는 0.05 %(v/v)의 tween

20이 함유된 TBS-T(tris-bufferd saline)에 1:1000

으로 희석하여 nitrocellulose membrane과 4℃에서

overnight하였으며, 2차 항체인 anti-rabbit IgG

conjugated horse-radish peroxidase(HRP)를 TBS-T

로 희석(1:5000)하여 상온에서 1시간 반응시킨 후

enhanced chemilluminescence(ECL) kit(Santa Cruz

Biotechnology, CA, USA)를 이용하여 ECL 필름에

감광, 현상하였다

5) 통 계

통계처리는 Prism 4 software (GraphicPad Software
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Inc., CA, USA)을 사용하여 post test (Dunnett)을

포함한 one-way ANOVA test로 유의성을 측정하

였다. 결과는 mean ± S.E.M으로 표시하였고, 통계

적 유의성 차이는 *P < 0.05 또는 ***P < 0.001 로

정의하였다.

Ⅲ. 결 과

1. 세포 성장률

1) 連翹 단독처리시 Raw 264.7 cell 독성과 성장

에 대한 영향

連翹의 Raw 264.7 cell에 대한 세포 독성과 성장

에 미치는 영향을 조사하기 위하여 連翹를 100,

200, 300μg/ml의 농도로 처리하고 24, 48 그리고 72

시간 배양 후에 무처리군을 100%으로 하여 세포

생존율을 측정하였다(Fig. 1A, B 그리고 C). 그 결

과, 24시간 배양 시 連翹 100, 200 그리고 300μg/ml

농도에서 각각 107.7, 109.1 그리고 110.1%, 48시간

배양 시 각각 105.2, 89.69 그리고 60.14% (p <

0.001), 72시간 배양 시 각각 92.60, 84.22 그리고

60.92% (p < 0.001) 를 나타내어 連翹 300μg/ml 농

도에서 48과 72간 배양 시 무처리군에 비해 유의성

있는 독성을 나타내었다. 그러나, Fig. 1D에서 보

는 것과 같이 24시간 배양한 무처리군을 100%으로

보았을 때 24, 48 그리고 72시간 배양 시에 세포 성

장을 살펴본 결과, 連翹 300μg/ml 농도에서 48시간

과 72시간 배양 시에 나타난 유의한 독성은 Raw

264.7 cell의 성장 억제에 기인한 것으로 보인다. 따

라서 세포 성장에 영향이 없는 24시간을 기준으로

다음 실험을 진행하였다.

(A)

(B)

(C)

(D)

Fig. 1. Effect of FFE on the toxicity and proliferation
of Raw 264.7 cell.

FFE was treated for 24(A), 48(B) and 72(C) h
as concentration of 0, 100, 200 and 300 µg/ml,
respectively. In (D), it is revealed the effect of
FFE on cell proliferation for 72 h. The effect of
these on the toxicity of cell was checked by
MTT analysis method. The result was shown as
the mean ± S.E.M.. ***P < 0.001 compared with
no treated group.
FFE : Forsythiae Fructus extract
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2) 連翹 와 LPS 투여시 Raw 264.7 cell 독성과

성장에 대한 영향

Fig. 2에 나타낸 것과 같이 連翹를 LPS 1 μg/ml

과 같이 100, 200, 300μg/ml의 농도로 처리하고 24

시간 배양 후에 아무런 처리를 하지 않은 그룹

(control)과 LPS만 처리한 그룹과 MTT 방법을 이

용하여 세포의 생존율을 비교하였다. 무처리군을

100%로 보았을 때, LPS만 처리하였을 경우와 連

翹를 LPS 1μg/ml과 같이 100, 200, 300μg/ml의 농

도로 처리한 경우 각각 세포 생존율이 100.1, 102.9,

97.93 그리고 102.4%로 나타났다. 따라서 이 농도

범위에서 連翹는 세포성장억제효과가 나타나지 않

은 것으로 생각되어 이 농도 범위를 기준으로 실

험을 실시하였다.

Fig. 2. Effect of FFE on the toxicity of Raw 264.7
cell treated with LPS.

Cells were pretreated with FFE (100, 200 and
300 µg/ml) for 1 h followed with LPS (1 µg/ml)
for 24 h. The effect of these on the toxicity of
cell was checked by MTT analysis method. The
result was shown as the mean ± S.E.M..
FFE : Forsythiae Fructus extract

2. 대식세포주 NO 생산에 미치는 효과

RAW264.7에 대식세포의 NO 생산을 유도하는

것으로 알려진 LPS를 連翹와 함께 처리하여 24시

간 배양한 후, 배양액 중 대식세포가 생산한 NO로

부터 산화된 형태인 NO2-농도를 측정하였다. LPS

를 단독으로 처리하였을 때의 NO2-농도가 37.84nM

정도까지 증가하였지만, 連翹를 같이 처리하였을

때 NO2-농도는 連翹 100, 200, 300μg/ml에서 각각

35.76, 28.22, 25.11nM로 농도의존적으로 감소하였

다 (Fig. 3). 즉, 連翹는 100, 200, 300μg/ml의 농도

에서 LPS로 유도된 대식세포의 NO생산에 대해

각각 5.49, 25.41, 33.64% 억제 효과가 관찰 되었다.

Fig. 3. Effects of FFE on LPS-induced NO production
in RAW 264.7 cells.

Cells were pretreated with FFE (100, 200 and
300 µg/ml) for 1 h followed with LPS (1 µg/ml)
for 24 h. Nitrite in the medium was measured
using Griess reagent.
FFE : Forsythiae Fructus extract
*P < 0.05 or ***P < 0.001 compared with LPS
alone.

3. IL-6와 TNF-α 생산에 미치는 효과

連翹에 의한 NO 생산 억제가 직접적으로 대식

세포의 NO 생산을 억제함으로써 일어나는지 또는

NO 생산을 유도하는 다른 물질의 생산을 억제한

간접적인 결과인지를 알아보기 위하여 대식세포가

생산하는 대표적인 Cytokine인 IL-6와 TNF-α의

양을 측정하였다. LPS를 단독으로 처리하였을 때

는 IL-6와 TNF-α의 농도가 각 2,500과 17,479ng/ml

정도까지 증가하였으며, 連翹를 같이 처리하였을

때는 IL-6와 TNF-α농도는 LPS 단독 처리군과 비

교하여 유의한 감소 효과가 관찰되지 않았다(Fig. 4).
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(A)

(B)

Fig. 4. Effect of FFE on IL-6 and TNF-α production
by LPS-induced Raw 264.7 cell.

Cells were pretreated with FFE (100, 200 and
300 µg/ml) for 1 h followed with LPS (1 µg/ml)
for 24 h. The concentration of IL-6 and TNF in
the medium was measured by ELISA.
FFE : Forsythiae Fructus extract

4. COX2와 NOS2 발현에 미치는 효과

염증매개물을 생성하는 효소인 COX2와 NO생

산 단백질인 NOS2의 세포내 단백질 발현 정도를

western blot 분석법을 이용하여 관찰하였다. 즉,

連翹 100, 200 and 300μg/ml와 함께 24시간 배양한

RAW264.7 세포주에서 단백질을 추출하여 COX2

과 NOS2의 발현량을 살펴보았다. 그 결과 무처리

군에서는 COX2과 NOS2가 유도되지 않았고, LPS

1μg/ml 만을 처리한 군에서는 강하게 COX2와

NOS2 발현이 유도되었다. 그리고 連翹를 같이 처

리한 군에서는 LPS만을 처리하였을 때보다, COX2

발현이 농도 의존적으로 100, 200, 300μg/ml에서 각

각 68.89, 88.89, 91.67% 억제되고 NOS2 발현도 농

도 의존적으로 100, 200, 300μg/ml에서 각각 13.64,

27.27, 36.36% 억제되는 것이 관찰 되었다(Fig. 5).

Fig. 5. Effect of FFE on COX2 and NOS2 production
by LPS-induced Raw 264.7 cell.

(A) Cells were pretreated with FFE (100, 200
and 300 µg/ml) for 1 h followed with LPS (1
µg/ml) for 24 h. The cyto-cell lysastes were
analyzed by Western blot analysis. (B)The ratio
of COX2 and NOS2 to GAPDH protein expression
was expressed.
FFE : Forsythiae Fructus extract

Ⅳ. 고 찰

염증은 조직손상이나 상해를 입었을 때 표출되

는 반응이며 발적, 발열, 종창, 통증을 수반하는 생체

방어작용이다. 염증 반응 매개체로 알려진 cytokine

과 chemokine 중 대표적인 cytokine은 IL-1, IL-6,

TNF이고, chemokine은 MCP-1과 M-CSF등이다
26
.

염증반응을 일으킬 수 있는 세포에 외부 자극이

가해지면, IL-1β와 TNF-α등의 전-염증성 사이토

카인(pro-inflammatory cytokine)의 발현이 유도되
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고, 유도된 전-염증성 사이토카인이 호중구를 활성

화하여 염증 부위로 이동시키고, iNOS, COX2를

코딩하는 유전자의 발현을 자극함으로써 염증반응

에 관여하는 nitric oxide(NO), PGE2의 반응성 물

질을 생성하게 하여 염증반응이 일어나게 되는데,

이 중 NO는 혈관 확장 및 조직 손상에 주로 관여

하고, PGE2는 통증과 발열의 전달에 주로 관여하

는 중요한 염증매개물질로 알려져 있다
27
.

염증매개물질이 과량 생산되면, 과도한 면역반

응을 야기하여 각종 염증성 질환을 유발시키고 악

화시키게 된다. 특히 만성염증에서는 NOS, COX와

같은 효소 및 signaling proteins의 상승 조절 작용

을 일으켜, NO와 prostaglandins(PG)를 과량 생성

하게 되고, 이는 류마티스관절염, 다발성 경화증,

파킨슨병, 알츠하이머병, 대장암과 같은 질환의 병

인이 된다
27
.

韓醫學에서 염증 질환에는 주로 淸熱法을 사용

해왔으며, 淸熱解毒藥은 대부분 抗菌抗病毒의 作用

과 解毒 및 消炎作用이 있어 化膿性 또는 感染性

질환에 사용하였고, 淸熱凉血藥은 營分과 血分의

熱邪를 解毒하는 作用이 있어 熱邪가 營血에 들어

가 傷陰耗液하는 증상에 사용되었다
28
.

連翹는 上焦의 風熱을 散하는 效能으로 外感風

熱이나 急性熱病의 치료에 多用되며
11
, 염증성병변

에서 기인되는 호흡기질환 및 염증치료에 빈용되

는 대표적인 약재 중의 하나로 개나리(Forsythia

koreane Nakai), 의성개나리(F. viridissima Lindle).

당개나리(F. suspense Vahl.)의 果實이다. 性는 微

寒 無毒하고 味는 苦하며 入心肺膽經하여 淸熱解

毒, 消腫散結, 淸熱利尿의 效能이 있어 溫熱, 丹毒,

斑疹, 癰瘍腫毒, 小便淋閉등의 증상를 治療한다
29-34
.

性味가 苦寒하여 苦味는 瀉火하고, 寒性은 淸熱

하며, 또한 質이 輕凊하여 上浮하므로서 表裏에 透

達케 하여 淸心瀉火에 特長이 있으므로 上焦의 風

熱을 散하여 外感風熱이나 또는 急性熱病으로 인

한 煩熱神昏과 血熱發斑의 症에 多用한다
29-34
.

한편, 心火를 凊하고 氣血을 宣暢하여 血結氣聚

를 散하므로 消腫散結시키는 效能이 있어 瘡瘍腫

毒과 瘰癧結核을 治療하는 瘡家의 聖藥이 된다
29-34
.

이에 <東醫寶鑑>
35
에서는 “主瘰癧, 癰腫, 惡瘡,

癭瘤, 結熱, 蠱毒”, <醫學入門>
36
에서는 “苦寒散心

火, 脾經濕熱特輕可, 排膿消腫用作君, 治血痛淋爲之

左” 라고 언급되어있다. 連翹에 함유된 성분으로는

phillyrin(forsythin), phillygenin, (+)-pinoresinol,

(+)-pinoresinol-β-d-glycosides 등의 lignan을 주로

함유하고 있다. 이 외에 oleanolic, betulic acid,

ursolic acid, rutin, forsythoside A, C, D 등이 함유

되어 있으며, 과실에는 phillyrin 0.16%와 oleanolic

2.28% 정도 함유되며, 連翹心에는 forsythoside가

7.46%나 함유되어 있다. 정유성분은 주로 α, β

-pinene, terpinen-4-ol 等의 terpenoids 화합물로 구

성되어 있으며, 果皮 중에는 미량의 β-cymene,

terpinen-4-ol가 있으며, 藥理作用으로 Lignan계인

pinoresino, matairesinol 등에는 염증발생시 활성이

증가하는 cyclic AMP phosphodiesterase의 저해작

용이 있고, 배당체인 forsythiaside, suspensoside에

황색포도상구균에 대한 항균작용이 있으며, phillyrin

은 혈압강하 작용이 있다고 보고되었다
17,32
. 連翹에

관한 연구로 김 등
12
은 連翹 추출물이 Microglia에

서 LPS에 의해 유도되는 염증매개물질 생성 억제

효과에서 NO, iNOS, TNF-α, IL-6, IL-β을 효과적

으로 억제 시켰다는 보고를, 김 등
13
은 連翹 추출물

이 항노화 작용이 있어 주름 개선효과가 있다는

보고를, 이 등
14
은 連翹가 만성 비세균성 전립선염

에 미치는 영향에서 IL-1B, TNF-α, iNOS의 발현

을 억제한다고 보고하였다. 곽
18
은 連翹敗毒散 물

抽出物이 항알레르기 調節效果가 있다고 밝혔고,

강 등
21
은 連翹湯 및 加味連翹湯이 妬乳에 소염, 진

통, 항균작용이 있다고 밝혔으며, 문 등
37
은 連翹

Water extract이 혈압강하 효과가 있다고 보고하였

다. 段 등
38
은 淸熱作用에서 金銀花 및 連翹는 單方

보다는 配伍方이 淸熱作用이 더 優秀하다고 밝혔

고, 吳 등
39
은 連翹가 抗鬱症 및 抗愛滋病에 효과가

있다고 보고하였다. 권 등
40
은 連翹敗毒散加味方이
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알러지성 접촉피부염에 미치는 영향에 대한 보고

를, 김 등
41
은 renyolone의 caspase 유도저해활성은

신경 관련 질환 등을 조절할 것이라고 추정한다고

하였고, 이 등
42
은 連翹敗毒散이 사람 기관지 상피

세포의 TARC 분비를 억제하여 기관지 과민반응

을 조절한다고 보고하였다, 김 등
43
은 連翹敗毒散加

味方이 炎症狀態의 面胞에 미치는 影響에 대해 보

고를, 곽
44
은 連翹敗毒散이 효과적으로 대상포진을

치료한다 하였다.

따라서 저자는 連翹의 항염증 작용을 LPS로 활

성화된 Raw264.7 cell의 NO분비, IL-6 및 TNF-α

생산, COX2 및 NOS2 발현에 미치는 영향을 통하

여 기전을 연구 관찰 하였다. 連翹의 Raw264.7 cell

에 미치는 독성의 영향을 알아보기 위해 MTT분석

법을 이용하였으며, 100, 200, 300μg/ml 농도의 連

翹를 24, 48 그리고 72시간 배양 후에 무처리한 대

조군을 100%으로 하여 세포 생존율을 측정하였다.

그 결과 24시간 배양 시 連翹 100, 200 그리고 300μ

g/ml 농도에서 각각 107.7, 109.1 그리고 110.1%로

나타났고, 48시간 배양 시 각각 105.2, 89.69, 60.14%

(p < 0.001) 로, 72시간 배양 시 각각 92.60, 84.22,

60.92% (p < 0.001) 가 나타났다. 즉 100, 200μg/ml

농도 連翹에서는 24, 48 그리고 78시간 모두에서

성장억제가 보이지 않았으나, 300μg/ml 連翹에서는

48과 72간 배양 시에 무처리군에 비해 세포의 성장

억제가 관찰되었다. 따라서 100, 200, 300μg/ml 농

도의 連翹를 24시간을 기준으로 다음 실험을 진행

하였다.

24시간 배양을 기준으로 하여 염증유도물질인

LPS와 連翹 동시 처리 시 Raw264.7 cell에 미치는

독성의 영향을 알아보기 위하여 100, 200, 300μg/ml

連翹와 LPS 1μg/ml를 동시에 처리하여 배양한 결

과 세포 생존율이 100.1, 102.9, 97.93, 102.4 %로 나

타나, 세포성장억제 효과를 관찰할 수 없었다. 그

러므로 Raw264.7 cell을 자극하는 LPS의 적정농도

는 LPS 1μg/ml로 결정하였다.

NO는 심혈관계 및 신경계에서 주요한 신호전달

물질이며, 숙주의 방어에도 역할을 하는 것으로 알려

졌다. 일반적으로 대식세포 및 간세포에서 L-arginine

으로부터 NO 합성경로를 통해 iNOS에 의해 합성

되는 작은 분자량의 자유 라디칼로서 세포내 항상성

유지, 신경전달 물질 운반, 항암작용 및 세포독성 등

에 관여하는 신호전달자로서, 특히 LPS나 interferon

gamma(IFN-γ), β-amyloid 등의 자극으로 활성화

된 대식세포로부터 과도하게 생성되어 세포독성과

염증반응을 유발하는 것으로 알려져 있다
7
. 또한

NO는 전염증성 또는 항염증성 기능을 동시에 하

는 것으로 알려져 있으나, 생체 내 과도한 NO 생

성은 세포를 파괴하고 shock에 의한 혈관확장 및

염증반응을 촉진하여 조직에 독성으로 작용하여

조직손상을 유발한다고 하였다
5
. 이에 김 등

12
은 연

교추출물이 microglia 세포주인 BV-2 세포로부터

NO을 억제시켜 퇴행성 뇌질환의 염증반응에 항염

증 효과를 확인하였다.

본 실험에서는 連翹의 대식세포주 NO 생산에

미치는 효과를 알아보기 위해 100, 200, 300μg/ml

連翹를 처리한 결과, LPS를 단독으로 처리하였을

때의 NO2
-
농도가 37.84nM 정도까지 증가하였지만,

連翹와 동시에 처리하였을 때는 NO2
-
농도가 농도

의존적으로 감소하였다. 이러한 결과로 보아 連翹

는 NO의 생산을 억제함으로써 염증반응에 의한

조직손상을 감소 할 수 있을 것으로 생각된다.

TNF-α는 세균의 endotoxin과 같은 외부항원에

의해 활성화된 대식세포에 의해 주로 생성되나 T

세포, B세포, NK세포에서도 생성된다. TNF-α는

염증 반응, 상처치료와 조직의 재생에 관여하며,

악액질(cachexia)과 패혈증(septic shock)을 유발하

기때문에 cachetin이라고도 한다. TNF-α는 TNFR-1

에 결합하여 전사조절인자인 NF-κB와 AP-1을 활

성화시켜 염증 반응과 면역기능을 조절할 수 있는

유전자 발현을 유도하며, 조직에 따라 TNF-α는

TNFR-1을 통하여 세포사멸을 유도하기도 한다
26
.

IL-6는 IL-1과 TNF에 반응하여 혈관세포, 식세

포, 섬유아세포, 활성화된 T세포및 다양한 암세포
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에서 분비된다. IL-6에 반응하는 주요 세포는 간세

포와 B세포이며, B세포는 항체를 분비하는 세포로

분화시키고 B세포 분화 말기에 활성화된 B세포의

주요 성장인자로 작용한다. 또한 간세포에 작용하

여 섬유소원(fibrinogen) 같은 급성기 단백질의 형

성을 유도한다
26
. 이와 관련된 연구에서 김 등

12
은

BV-2 세포에서 생성된 TNF-α 및 IL-6가 連翹 추

출물에 의해 효과적으로 억제해 각종 뇌염증 질환

에 이용될 수 있다고 하였고, 이 등
24
은 加味荊芥連

翹湯이 TNF-α 및 IL-6를 억제시켜 소아 재발성

삼출성 중이염에 세포활성물질의 생성을 조절한다

고 밝혔고, 송
45
은 連翹가 TNF-α의 분비를 억제하

여 알레르기성 염증반응을 조절한다고 밝혔다.

본 실험에서는 連翹가 NO 생산 억제효과에 대

한 기전을 알아보기 위하여 시행한 TNF-α 및

IL-6 분비 농도 측정에서 LPS를 단독으로 처리하

였을 때의 TNF-α 및 IL-6의 농도와 100, 200, 300μ

g/ml 連翹를 같이 처리하였을 때의 TNF-α 및

IL-6 농도는 거의 변화가 없었다. 단지 TNF-α 분

비가 300μg/ml 連翹에서 약간 감소하는 효과를 관

찰 할 수 있었다. 이러한 결과로 보아 Raw 264.7

cell에서의 連翹에 의한 항염증 효과는 TNF-α 및

IL-6의 억제 보다는 NO 생산을 주로 억제하여 나

타나는 것으로 생각된다.

COX는 arachidonic acid을 prostaglandin으로 전

환시키는 데 중요한 역할을 하는 효소로, COX에

는 2가지 형태의 동형효소가 존재하는 것이 알려

졌고, 각각 발견된 순서에 따라 COX1과 COX2로

명명되었다. COX1은 대부분의 정상 조직에서 발

현되어 있으며, 위점막의 보호, 혈액응고작용, 신장

기능조절 등의 관리역할을 하지만, COX2는 매개

체에 의해 유도되어 나타나며, 통증, 염증, 발열작용

등에 관여하며, 근래에는 세포의 자연사억제 및 여

러 가지 종양의 증식 과정에 관여함이 밝혀졌다
46
.

L-arginine로부터 NO를 형성하는 합성효소(nitric

oxidase, NOS)는 크게 두 가지로 분류된다. 하나는

세포 내에 항상 존재하며 소량의 NO를 생성하는

cNOS와 염증 등의 자극에 의해 활성화된 대식세

포 등에서 유도되는 NOS2(iNOS)가 있다. 그 중

iNOS는 LPS, IL-1, IFN-γ, TNF-α 등의 자극에

의해 대식세포, 혈관평활근세포, 내피세포, 간세포

와 심근세포 등에서 장시간 다량으로 NO을 생성

하며, 생성된 NO는 조직을 손상시키는 염증매개물

질로 작용한다. 또한 iNOS의 과잉 발현은 만성관

절염, 심근염, 사구체염, 인슐린 의존성 당뇨병, 과

민성 대장염 등을 초래 한다고 하였고
47
, 유 등

48
은

連翹 추출물이 COX2, NOS2의 발현을 조절, NO의

생성을 억제함으로써 항염증작용이 있음을 밝혔고,

이 등
14
은 連翹가 전립선의 선조직의 보호작용과

결합조직의 증식억제 작용을 나타내 TNF-α 및

NOS2의 발현을 억제하여 항염증작용이 있음을 밝

혔다. 또한 고용량의 連翹 투여가 간장 및 신장의

독성을 유발하지 않는 다는 것도 확인하였다.

본 실험에서는 COX2 및 NOS2의 세포 내 단백

질 발현에 미치는 영향을 알아보기 위해 western

blot 분석법으로 확인 하였다. 連翹는 각 100, 200,

300μg/ml 농도별로 처리한 결과, LPS 만을 처리한

대조군에서는 강하게 COX2 및 NOS2 발현이 유도

되었고, 連翹를 같이 처리한 군에서는 LPS만을 처

리하였을 때보다, COX2 및 NOS2 발현이 억제 되

는 것을 관찰 할 수 있었다. 이러한 억제 현상은

連翹의 농도가 높아짐에 따라 더욱 커지는 것으로

나타나, LPS로 자극한 Raw 264.7 cell에 미치는 連

翹의 영향은 염증과 관련된 cytokine인 IL-6 및

TNF-α 분비 억제 보다는 염증매개물질인 COX2

및 NOS2의 발현을 억제함으로써 NO의 생성을 감

소시켜 항염증작용이 나타났다고 생각된다.

따라서 본 연구에서는 連翹가 LPS로 활성된

Raw264.7 cell에서 NO분비에 미치는 효과, IL-6 및

TNF-α생산에 미치는 효과, COX2 및 NOS2 발현

에 미치는 영향을 연구 관찰하여 NO의 생성을 감

소시키는 항염증작용은 COX2 및 NOS2 등의 염증

매개물질들을 생성 억제하여 나타난 항염증 작용

임을 확인할 수 있었다. 이는 連翹가 염증성 질환
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에 대해 치료제로 유용하게 쓰여질 수 있음을 시

사하였고, 임상의 활용과 항염증작용과 관련된 작

용 기전을 확인하기 위하여 보다 많은 연구가 필

요할 것으로 생각된다.

Ⅴ. 결 론

100, 200, 300 μg/ml 농도의 連翹가 LPS로 활성

된 Raw264.7 cell의 NO분비, IL-6와 TNF-α 생산,

COX2 및 NOS2 발현에 미치는 영향을 연구 관찰

한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. Raw 264.7 cell에 100, 200, 300μg/ml 농도의 連

翹를 LPS 1μg/ml과 같이 처리하여 24시간 배양

한 결과 세포 성장억제가 보이지 않았다.

2. Raw 264.7 cell을 LPS 1μg/ml로 자극한 후 생산

된 NO는 連翹를 100, 200, 300μg/ml의 농도로

처리 하였을때농도 의존적으로 유의하게 (p<0.001)

감소시켰다.

3. Raw 264.7 cell을 LPS 1μg/ml로 자극한 후 생산

된 IL-6와 TNF-α는 連翹를 100, 200, 300μg/ml

의 농도로 처리 하였을 때 IL-6와 TNF-α 생산

을 감소시키지 않았다.

4. Raw 264.7 cell을 LPS 1μg/ml로 자극한 후 발현

된 COX2와 NOS2는 連翹를 100, 200, 300μg/ml

의 농도로 처리 하였을 때 COX2와 NOS2 발현

을 농도 의존적으로 억제 하였다.
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