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백선피의 iNOS발현과 염증성사이토카인의 생성에 미치는 영향
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Abstract − The aim of the present study is to investigate the cytokine production inhibitory effect of a Dictamni Radicis Cortex

(DRC). DRC has been commonly used as important medicinal herb in China and it used to control eczema, atopic dermatitis,

fever and inflammatory diseases. Inflammation, such as a bacterial infection in vivo metabolites, such as external stimuli or

internal stimuli to the defense mechanisms of the biological tissue a variety of intracellular regulatory factors deulin inflam-

matory TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, such as proinflammatory cytokines, prostagrandin, lysosomal enzyme, free radicals are

involved in a variety of mediators. The present study was designed to determine the effect of the DRC on proinflammatory

factors such as NO, iNOS expression and TNF-α, IL-1β, IL-6 in lipopolysaccharide (LPS) - stimulated RAW264.7 cells. The

cell toxicity was determined by MTS assay. To evaluate of anti-inflammatory effect of DRC, amount of NO was measured

using the NO detection kit and the iNOS expression was measured by reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-

PCR). And proinflammatory cytokines were measured by ELISA kit. As a result, the DRC reduced NO, iNOS expression and

TNF-α, IL-1β, IL-6 production without cytotoxicity. Our results suggest that the DRC may have an anti-inflammatory property

through suppressing inflammatory mediator productions.
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백선(Dictamnus dasycarpus Turcz)은 운향과(Rutaceae)에

속하는 다년생 숙근초로 한국, 중국, 및 동부 시베리아 등

지의 숲속에서 자생하는 식물로 생김새는 원통모양이고 잔

뿌리가 있으며 바깥 면은 황백색 또는 엷은 갈색이고 매끄

러우며 안쪽 면은 엷은 황색이고 질은 부드러워 쉽게 부러

진다.
1)

 민간에는 봉삼 또는 봉황삼으로 알려져 있으며 뿌리

의 껍질을 약용부위로 사용한다.
2,3)

 백선의 뿌리껍질인 백선

피(Dictamni Radicis Cortex)는 청열해독, 거풍제습작용이 있

고 습열로 인한 피부발진, 피부미란, 습진, 가려움증, 알레

르기성 피부염, 신경성 피부염과 급성간염으로 인한 황달,

습열성 하지마비에 사용하며, 해수, 인후건조, 번갈에도 사

용한다.
4)

 백선피에는 limonoids,
5)

 flavonoids,
6)

 coumarins,
7)

sesquiterpene 등
8)
의 성분이 함유되어 있으며, RBL-2H3세

포에서 항 알레르기효과,
9)

 병원성세균에 대한 억제효과,
10)

T-Cell 증식에 대한 자극,
11)

 A-549 세포주에 대한 세포 독

성
12)
등이 보고되고 있다. 염증 반응은 세균감염과 같은 외

부 자극이나 생체내 대사산물과 같은 내부자극에 대한 생

체조직의 방어기전으로
13) 
알레르기, 아토피, 관절염, 심장병,

뇌질환, 순환기 장애뿐만 아니라 암 등과 같은 다양한 질환

의 원인을 제공하게 된다.
14)

 염증의 증상으로는 홍반, 부종,

열, 통증 그리고 기능 상실 등이 나타나며,
15)
세포내 다양한

염증조절인자인 TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 등과 같은

proinflammatory cytokines, prostagrandin, lysosomal enzyme,

free radicals 등 다양한 매개물질이 관여한다.
16)

 특히 대식

세포에서 cytokines, tumor necrosis factor (TNF-α), lipo-

polysaccharide (LPS)와 같은 자극에 의해 염증 반응의 전사

인자인 NF-κB를 활성화시키며 그 결과 inducible nitric

oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2)를 발현
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시켜 nitric oxide (NO)와 Prostaglandin E2 (PGE2)를 생성하

여 염증을 일으킨다.
17,18)

 또한 NO가 필요이상으로 생성되

면 염증 반응의 항진, 과도한 혈관 확장에 의한 패혈성 쇼

크 유발, 상처 치유의 억제, 신경조직의 손상 등을 일으켜

생체에 유해한 작용을 나타낸다.
19)

 

백선피메탄올추출물 자체에 대한 세포내 다양한 염증조

절인자의 생성에 관한 연구는 전무한 상태이다. 이에 본 연

구는 백선피메탄올추출물의 RAW264.7세포에서 NO 생성,

iNOS 발현정도와 염증성 사이토카인인 TNF-α, IL-1β, IL-

6의 생성량 등을 연구하여 유의한 결과를 얻었기에 보고하

고자 한다.

재료 및 방법

DRC의 제조 − 본 연구에 사용한 백선은 2010년 11월 전

남 화순군 청풍면 화학산에서 채취하였으며 정확히 감정한

후에 목질부를 제거한 껍질을 음건 세절하였다. 세절한 백

선피 약 1 kg을 MeOH로 가끔 진탕하면서 5시간씩 50
o
C에

서 3회 온침 추출하였다. 추출액을 수욕상에서 감압농축하

여 MeOH 엑스 약 60 g을 얻었으며 이를 실험재료로 사용

하였다.

시약 −세포 배양액인 Dulbecco's Modified Eagle Medium

(DMEM)과 fetal bovine serum (FBS), streptomycin-

penicillin 등의 세포배양용 시약들은 Gibco BRL사 (Grand

Island, USA), Lipopolysaccharide (LPS)는 Sigma-Aldrich사

(St. Louis, MO, USA), Cell Titer 96
®
 AQueous One Solution

(MTS)은 Promega사(Madison, WI, USA)에서 구입하여 사

용하였다. Tumor necrosis factor-α (TNF-α), IL-1β, IL-6

ELISA kit는 eBioscience사 (San Diego, CA, USA)에서 구

입하였고 NO (Nitric Oxide) detection kit는 iNtRON

Biotechnology사(Suwon, Korea)을 구입하여 사용하였다.

total RNA를 분리는 Easy Blue
®
시약 iNtRON Biotechnology

(Suwon, Korea)을 이용하였고 cDNA를 합성은 QuantiTect
®

Reverse Transcription Kit(Qiagen, USA)를 구입하여 사용하

였다. 이외에 실험에 사용된 시약은 모두 분석용 시약 특급

을 사용하였다.

세포배양 − 실험에 사용한 마우스의 대식세포주인 RAW

264.7 세포는 한국세포주은행 (KCLB)에서 분양 받았으며,

세포배양을 위해 10% FBS과 1% penicillin-streptomycin을

포함하는 DMEM (Dulbecco
,
s Modified Eagle Medium) 배

지를 사용하였고, 세포는 CO2 배양기 (37
o
C, 5% CO2)에서

배양하였다. 

세포독성평가 − DRC의 세포에 대한 독성은 Desai 등의

방법
20)
에 따라 5-(3-caroboxymeth-oxyphenyl)-2H-tetra-zolium

inner salt (MTS) assay 방법으로 mitochondrial dehydrogenases

에 의하여 MTS가 formazan 으로 전환되는 것을 측정하였

다. 96 well plate에 1.0×10
5 

cells/well의 RAW264.7 세포를

분주하고 18시간 동안 배양한 후 DRC 0.2 mg/mL, 2mg/mL

처리한 후, 24시간 동안 배양하였으며, 20 ul의 MTS solution

을 첨가한 후 CO2 배양기(37
o
C, 5% CO2)에서 4시간 반응

시킨 후, 450 nm에서 흡광도의 변화를 측정하여 대조군에

대한 세포 생존율을 백분율로 표시하였다. 

Nitric oxide 측정 − NO의 농도는 배양액 내의 nitrite농

도를 Wang등의 방법
21)
에 따라 Griess Reagent System을 이

용하여 측정하였다. RAW264.7 세포를 96 well plate에

1.0×10
5
cells/well이 되도록 분주하고 18시간 동안 배양한 후,

DRC 0.2 mg/mL, 2 mg/mL 전처리하고, 1시간 후에 LPS

200 ng/mL 처리한 후, 24시간 동안 배양하였다. 배양액과

동량의 Griess Reagent를 가하고 10분간 상온에서 반응시킨

후 540 nm에서 흡광도를 측정하였으며, Sodium nitrite의 농

도별 표준곡선을 이용하여 배양액의 NO농도를 결정하였다.

RNA 분리 및 RT-PCR − RAW264.7 세포에서 발현되

는 iNOS의 유전자발현에 대한 DRC의 효과를 조사하기 위

해 RT-PCR을 수행하였다. 먼저 RAW264.7 세포를 60 mm

dish에 4.0×10
6
cells이 되도록 분주하고 18시간 동안 배양하

였다. DRC 0.2 mg/mL, 2 mg/mL 전처리하고 LPS 200 ng/

mL 처리 후 6시간 동안 배양하였다. 세포를 수거하여 4
o
C

에서 2,000 rpm으로 5분간 원심분리한 후 Easy Blue
®
시약

(iNtRON Biotechnology, Korea)을 이용하여 total RNA를

분리하였다. 분리된 RNA를 QuantiTect
® 

Reverse Transcription

Kit(Qiagen, USA)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 합성된

cDNA에 대한 PCR을 수행하기 위해 cDNA 1 ug에 primers

(sense, anti-sense) 1ul 및 10 × buffer (10 mM Tris-HCl,

pH 8.3, 50mM KCl, 0.1% Triton X-100), 250 µM dNTP,

1U Tag polymerase를 혼합한 후 denaturation을 위해 94에

서 45초, annealing을 위해 55~60
o
C에서 45초 및 extension

을 위해 72
o
C에서 60초 조건으로 30cycles을 수행하였다.

이후 증폭된 DNA산물을 1.5% agarose gel를 사용하여

100volt에서 30분간 전기 영동하여 UV로 관찰하였다. iNOS

의 증폭을 위하여 sense primer : 5'-CCCTTCCGAAGTTTC

TGGCAGCAGC-3', anti-sense primer : 5'-GGCTGTCAGA

GCCTCGTGGCTTTGG-3'를 사용하였고 COX-2의 증폭을

위하여 5'-GGAGAGACTATCAAGATAGTGATC-3'(sense),

5'-ATGGTCAGTAGACTTTTACAGCTC-3'(anti-sense)

GAPDH의 증폭을 위하여 5'-CACTCACGGCAAATTCAA

CGGCAC-3'(sense), 5'-GACTCCACGACATACTCAGCAC-3'

(anti-sense)를 사용하였다.

사이토카인 측정 − RAW264.7 세포를 96 well plate에

1.0×10
5
cells/well이 되도록 분주하고 18시간 동안 배양한

후 DRC 0.2 mg/mL, 2 mg/mL 전처리하고 1시간 후에 LPS

200 ng/mL 처리한 후 24시간 동안 배양한 후 세포배양액을

얻은 다음 배양액에 함유된 TNF-α, IL-1β, IL-6을 ELISA
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kit을 이용하여 측정하였다.

통계처리 − 실험결과는 평균±표준오차(Mean±S.E.)로 계

산하였고, 각 군간의 유의성 검증은 students' t-test를 사용

하였다. *p<0.05, **p<0.01일 경우에 유의성이 있는 것으로

판정하였다.

결 과 및 고 찰

세포독성에 미치는 영향 − DRC의 세포독성을 보기 위

하여 RAW 264.7 대식세포 1.0×10
5
cells/well에 DRC

0.2 mg/mL, 2 mg/mL농도로 처리한 후 MTS assay를 실시

하여 cell viability를 측정하였다. 실험 결과 대조군과 약물

처리군에서 102%, 98.5%, 103.2%로 세포독성을 나타내지

않았다(Fig. 1). Jun
22)
등은 물추출물에서 A-549 (human lung

adenocarcinoma) cell line에 대해 세포독성이 있음을 확인

하였으며, Mizuta
23)
등은 메탄올 추출물에서 Salmonella

typhimurium에 돌연변이 효과가 있음을 확인하였다. 이는

DRC가 Cancer cell과 장내세균등에는 독성을 보이나 대식

세포에서는 안전성을 보이는 것으로 사료되며, iNOS발현억

제와 염증성 cytokine 생성억제효과가 세포 생존율의 감소

가 아닌 시료의 약리활성으로 사료된다.

NO 생성에 미치는 영향 − 대식세포들은 염증반응에서

중추적인 역할을 하며,
24) 

NO, HNO2, ONOO-와 같은 활성

질소(reactive nitrogen species, RNS)는 염증반응 시 대식세

포, 호중구 및 다른 면역 세포들의 면역반응으로 인해 다량

생성된다.
25)
활성산소의 일종으로 최근 염증유발에 중요한

역할을 하는 것으로 알려진 NO는 높은 반응성을 가진 생

체 생성분자로서,
26)

 NOS (Nitric oxide synthase)에 의해 L-

arginine으로부터 생성되는데, 특히 iNOS (inducible NOS)

가 염증반응에 관여하며, TNF-α, LPS와 같은 염증성 사이

토카인의 자극이 있을 때 발현된다.
27) 
염증유발에 중요한 역

할을 하는 NO 생성에 대한 DRC의 효과를 측정한 결과,

RAW264.7세포만 배양한 대조군에서 NO의 농도는 매우 낮

게 측정되었으며, 염증 유발물질로 사용되는 LPS를 처리한

군에서 NO의 농도는 현저히 증가되었다. DRC 처리한 실

험군은 농도 의존적으로 NO 생성이 억제되는 것을 관찰할

수 있었으며 0.2 mg/mL, 2 mg/mL에서 유의한 억제를 보였

다(Fig. 2). Yoon
28)

 등은 백선피에서 분리한 glycosidic

quinoline 알카로이드중 일부 성분이 LPS로 자극한 생쥐 미

세아교세포 BV2 cells에서 NO생성이 억제됨을 보고하였다.

이는 백선피에 함유된 다양한 성분들의 생리활성으로 사료

된다.

iNOS 발현에 미치는 영향 − 염증반응과 관련된 조직 손

상에서 NO와 iNOS의 유전자 발현이 증가되어 있음이 보

고되어 있으며,
29) 

iNOS는 LPS, IFN-, IL-1β 및 TNF-α등의

자극에 의해 대식세포, 내피세포, 간세포, 심근세포 등에서

장기간 다량의 NO를 생성하는 것으로 알려져 있다.
30)

 iNOS

는 세포내에 존재하지 않으나 일단 자극에 의해 유도가 되

면 NO를 생성하며 생성된 NO는 혈관확장, 세포독성, 조직

손상과 같은 작용을 하며 염증을 심화시키는 것으로 알려

져 있다.
31) 

LPS에 의해 활성화된 RAW 264.7 세포로부터

생성되는 NO의 합성효소인 iNOS의 유전자 발현에 대한

Fig. 1. Effects of DRC on the cell viability of RAW 264.7

cells. Results of the experiments were the mean values of three

independent experiments(SD=bars) and are shown as percentage

cell viability compared with the viability of untreated control

cells. DRC : Dictamni Radicis Cortex.

Fig. 2. Inhibitory effects of DRC on NO Production in LPS-

stimulated RAW 264.7 Cells. RAW 264.7 cells were treated

with or without LPS (200ng/mL) and then with DRC and

incubated for 24h. The nitrite concentrations in medium were

determined by NO Detection Kit. Results of the experiments

were the mean values of three independent experiments

(SD=bars) and asterisks indicate significantly different from

treatment with LPS alone (*: p < 0.05, **: p < 0.01

compared to LPS). DRC : Dictamni Radicis Cortex. LPS :

Lipopolysaccharide.
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DRC의 효과를 조사하기 위하여 RT-PCR을 수행하였다. 그

결과 RAW264.7세포만 배양한 대조군에서는 iNOS의 발현

이 나타나지 않았으나 LPS 200 ng/mL를 처리한 군에서는

iNOS의 발현이 대조군에 비하여 현저히 증가하였다. DRC

를 처리 한 실험군은 농도 의존적으로 iNOS의 발현이 억제

되었으며 0.2 mg/mL, 2mg/mL에서 유의한 수준이었다(Fig.

3). 이런 결과는 DRC가 LPS에 의해 유도되는 iNOS유전자

의 발현을 효과적으로 억제시켜 NO의 생성을 억제시킨 것

으로 사료된다. 

TNF-α, IL-1β, IL-6 생성에 미치는 영향 − 염증에는 많

은 매개물질이 관여하는데 활성화된 림프구 및 대식세포 등

의 여러 세포에서 분비되는 cytokine을 보면, 염증반응에 관

계하는 cytokine으로는 TNF-α와 IL-1β, IL-6 등이 있다.
32)

TNF-α는 LPS반응의 주요 매개체로 선천면역반응에 있어서

중요한 역할을 하며 Macrophage와 mast cell에서 분비되는

TNF-α는 tumer cell에서 세포독성을 나타내며 만성염증과

관련되어 있다.
3) 
염증성 사이토카인은 염증을 나타내는 중

요한 지표로, DRC가 염증성 사이토카인인 TNF-α, IL-1β,

IL-6의 생성에 미치는 영향을 살펴보기 위해 RAW 264.7 세

포에 LPS 200 ng/mL 단독 처리 또는 LPS와 DRC를 농도

의존적으로 처리한 후 배지에 생성된 TNF-α, IL-1β, IL-6

의 농도를 ELISA방법으로 측정하였다. LPS에 의해 유도되

는 TNF-α생성에 미치는 영향을 조사한 결과, 농도 의존적

으로 억제되는 것을 관찰할 수 있었으며 특히 2 mg/mL에

서는 유의한 수준이었다(Fig. 4). LPS에 의해 유도되는 IL-

1β, IL-6의 생성에 미치는 영향을 조사한 결과(Fig. 5, Fig.

6), 농도 의존적으로 감소하는 경향은 보였으며 IL-1β, IL-6

역시 2 mg/mL에서 유의한 수준이었다. Jun
22)
등은 DRC의

일부성분에서 후천적면역에 관여하는 T-cell의 proliferation

을 억제 를 보고하였다. 이는 선천적 면역에 관여하는 염증

성사이토카인억제와의 깊은 상관관계가 있는 것으로 사료된다.

이러한 연구를 통하여 DRC가 LPS에 의해 유도된 염증

Fig. 3. Inhibitory effects of DRC on iNOS Expression in LPS-

stimulated RAW 264.7 Cells. Results of the experiments were

the mean values of three independent experiments and

asterisks indicate the significant differences(*: p < 0.05, **: p

< 0.01 compared to LPS ). Quantification of iNOS mRNA

expression was measured by densitometric analysis. The values

were expressed as a percentage of maximal band intensity in

culture treated with LPS alone. Data are the mean ± S.E.M.

of iNOS/GAPDH. DRC : Dictamni Radicis Cortex. LPS :

Lipopolysaccharide.

Fig. 4. Inhibitory effects of DRC on the production of TNF-α

in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Results of the

experiments were the mean values of three independent

experiments(SD=bars)and asterisks indicate the significant

differences(*: p < 0.05 compared to LPS). DRC : Dictamni

Radicis Cortex. LPS : Lipopolysaccharide.

Fig. 5. Inhibitory effects of DRC on the production of IL-1β

in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Results of the experiments

were the mean values of three independent experiments

(SD=bars)and asterisks indicate the significant differences(*: p

< 0.05 compared to LPS). DRC : Dictamni Radicis Cortex.

LPS : Lipopolysaccharide.
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모델에서 NO와 iNOS발현 및 염증성 사이토카인 TNF-α,

IL-1β, IL-6의 생성을 유의성있게 억제함을 확인하였다.

결 론

RAW264.7 대식세포에 대한 DRC의 세포 독성을 MTS

assay로 측정한 결과, 대조군과 DRC를 24시간 처리한 실험

군에서 세포독성을 나타내지 않았다. LPS로 염증반응을 유

도한 RAW 264.7 세포에 DRC를 처리하여 NO생성과 iNOS

발현을 연구한 결과, RAW264.7 세포만 배양한 대조군에서

는 NO생성과 iNOS 발현은 매우 낮았고, LPS를 처리한 군

에서 NO생성과 iNOS 발현은 현저한 증가를 확인 하였으

며, DRC로 처리한 실험군은 NO생성과 iNOS 발현이 농도

의존적으로 유의성 있게 억제됨을 확인하였다. 

Proinflammatory cytokines인 TNF-α, IL-1β, IL-6의 생성

을 살펴본 결과 LPS를 처리한 군에서 TNF-α, IL-1β, IL-6

의 생성이 현저하게 증가됨을 확인하였고, DRC를 처리한

군에서의 TNF-α, IL-1β, IL-6의 생성은 유의성 있게 억제

됨을 나타냈다. 

이상의 실험결과 백선피가 세포내 다양한 염증조절인자

의 생성에 관여함을 확인하였고, 염증조절인자의 작용기전

규명과 활성성분에 대한 연구는 현재 진행중이다. 
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