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Objective: This study aimed to evaluate the protective effects of Maekmundong-tang (MMDT) on an elastase-induced 
COPD model.
Materials and Methods: The extract of MMDT was treated to A549 cells and elastase-induced COPD mice model. 
Then, various parameters such as cell-based cytoprotective activity and histopathological findings were analyzed.
Results: MMDT showed a protective effect on elastase-induced cytotoxicity in A549 cells. This effect was correlated 
with analysis for caspase 3 levels, collagen and elastin contents, protein level of Cdk1, and gene expression of TNF-α 
and IL-1β in A549 cells. MMDT treatment also revealed a protective effect on the elastase-induced COPD mice 
model. This effect was evidenced via histopathological finding including immunofluorescence stains against elastin, 
collagen, and caspase 3, and protein level of Cdc2 in lung tissue. 
Conclusion: These data suggest that MMDT has pharmaceutical properties on COPD. This study can provide scientific 
evidence for the efficacy of MMDT for clinical application to patients with COPD.
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서 론

만성폐쇄성폐질환(Chronic obstructive pulmonary 
disease, 이하 COPD)은 유해한 기체나 입자들의 흡

입으로 유발된 폐의 만성 인 염증과 손상에 따라 

폐실질의 괴와 폐탄성의 소실로 기도 항이 증가

하고 비가역 인 기류제한이 차 진행되는 만성질

환이다1,2). COPD는 재 우리나라와 미국에서 각각 

7 와 4 의 사망원인을 차지하고 있으며 지속 인 

사망률의 증가로 2020년에는  세계 사망원인  

3 에 이를 것으로 측되고 있다3-5).
COPD의 표  병리변화인 폐기종은 기도벽의 

괴를 동반한 종말 세기 지(terminal bronchiole) 
이하 공기공간의 비정상 , 구  확장으로 정의되

고 있다6). 폐기종의 표 인 병인으로는 단백분해

효소와 항단백분해효소의 불균형으로 인해 결합조

직인 elastin의 손상으로 인해 발생한다고 잘 알려져 

있다2). 폐조직에서 탄성을 유지하는 물질이 elastin
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Herbal Name Pharmacognostic Name Amont (g)

麥門冬 Liriope Tuber 10

半  夏 Pinellia Rhizoma 5

粳  米 Oryzae Semen 5

大  棗 Jujubae Fructus 3

人  蔘 Ginseng Radix 2

甘  草 Glycyrrhizae Radix 2

Total 27

Table 1. The Composition of Maekmungdong-tang

(248)

인데, elastin이 분해되어 폐조직의 탄성이 감소되는 

것이다7,8). COPD로 인해 폐조직이 지속 인 손상을 

받으면 식세포와 호 구에서 elastin을 분해하는 

elastase를 다량으로 분비하게 되고, 세포외부의 조

직성분도 흡연과 산화스트 스로 인해서 손상을 받

으면 합성과 복구에 장애가 발생하여 폐기종이 유발

된다고 알려져 있다9,10). 한 세포자사에 의한 폐포 

세포의 소실이 COPD의 병리기 에서 요한 개념

으로 부각되고 있으며11,12), 특히 흡연에 한 반응

으로 내피세포 성장인자 수용체가 차단되어 폐

기종이 발생한다는 가설이 동물모델에서 확인되었

다13).
麥門冬湯은 장14)의《金匱要略》에 처음 기재된 처

방으로 火 上氣, 咽喉不利에 止 下氣하는 목 으

로 사용한다고 하 으며,《東醫寶鑑》에서는 八喘證

의 하나인 火喘에 사용한다고 하 다15). 麥門冬湯에 

한 실험  논문으로  등16)은 항암  항 이 효

능을, 김 등17)은 비장  흉선세포를 이용한 면역조

 효과를, 정 등18)은 심폐기능  피로회복 효과를, 
김 등19)은 흰쥐 천식모델에 한 향을 찰하 으

나, COPD 병태모델을 이용하여 폐 조직세포에 미

치는 향에 한 연구 논문은 없었다.
이에 자는 손상 폐조직에 한 麥門冬湯의 보

호효과를 조사하기 하여 사람 폐포의 기  상피세

포에서 유래된 A549 세포주와 elastase의 기도흡입 

동물모델에서 세포의 생존 혹은 사멸에 련된 단백

질 인자들과 cytokines  형태학  변화를 평가하

여 유효한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

재료와 방법

 1. 재료

1) 麥門冬湯의 구성과 추출

麥門冬湯(Maekmundong-tang: MMDT)의 구성 약

물은 (주) 휴먼허 (Kyeongbuk, Korea)에서 지원받

아 사용하 다(Table 1).
麥門冬湯 4첩 분량(108 g)에 증류수 1,000 ㎖를 

가하여 열탕 추출기에서 2시간 동안 가열하여 얻은 액

을 여과하 다. 이를 감압 증류장치(Rotary evaporator, 
Buchi B-480, Switzerland)로 농축하고, 다시 동결 

건조기(Freeze dryer, Eyela FDU-540, Japan)를 이용

하여 완  건조한 추출물을 냉동(-84oC) 보 하면서 

생리식염수에 당한 농도로 희석하여 사용하 다. 
麥門冬湯의 기 약재 108 g으로부터 30.8 g의 추출

물을 얻어 28.5%의 수율을 나타내었다.

2) A549 세포

A549 세포는 사람의 폐포 기 상피세포에서 유

래된 aneuploid cell line으로서, 한국세포주 은행

(Seoul, Korea)에서 구입하 다.

3) ICR 수컷 생쥐

실험동물은 albino ICR 계열의 수컷 생쥐로서 고

형 사료와 물을 어떠한 제약 없이 섭취하도록 하

으며, 온도는 22-24oC, 습도는 50±10 %가 유지되도

록 하고, 조명은 밤낮 주기(12시간 주/야)가 조 되

는 실험실 환경에서 사육하 다. 

4) 시약

본 실험에 사용한 elastase는 Sigma에서 구입하

으며, 80 unit의 농도로 증류수에 녹여 사용 까지 

-20℃에서 보 하 다. Anti-elastin rabbit polyclonal 
antibody(Calbiochem, USA), monoclonal anti-collagen 
(Sigma, USA), cleaved caspase 3(Cell signaling, 
USA), fluorescein goat anti-mouse IgG(Invitrogen, 
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USA), rhodamine red-X goat anti-rabbit IgG 
(Invitrogen, USA), Hoechst 33258(St. Louis, USA), 
anti-Cyclin B1 developed in rabbit IgG fraction of 
antiserum(Sigma, USA), polyclonal anti-cdc2(1:1,500, 
Santa Cruz biotechnology, USA), phospho-p44/42 
Erk1/2 kinase antibody(1:4,000, Cell Signaling, 
USA), p44/42 Erk1/2 kinase antibody(1:4,000, Cell 
Signaling, USA), Actin(MP Biomedicals, USA), goat 
anti-rabbit IgG-HRP(Santa Cruz Biotechnology, USA) 
등을 사용하 다.

2. 방법

1) In vitro 실험

(1) 세포 배양

A549 세포는 10% heat-inactivated fetal bovine 
serum(FBS)과 penicillin(100 units/㎖)/streptomycin 
(100 ㎍/㎖)이 첨가된 RPMI 1640 media(Lonza, 
USA)로 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하 다. Cell
은 75 cm2 flask(SPL, Korea)에서 충분히 증식시킨 

후, 3일 간격으로 계  배양하 다.

(2) 세포 생존율

MTT[3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyltet
razolium bromide] 환원법을 이용하여 측정하 다. 
먼  96 well plate에 1 × 105 개의 A549 세포를 분

주하고, (i) 정상군(생리식염수), (ii) elastase(1 unit) 
처리 조군, (iii) elastase(1 unit)와 麥門冬湯 추출

물을 각각 (0.1 - 1 ㎎/㎖)로 처리한 실험군으로 나

어, 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간동안 배

양하 다. 각 well에 MTT solution을 첨가하여 4시
간 동안 반응시킨 후, 570 nm에서 흡 도를 측정하

다.
세포의 생존율은 다음과 같이 계산하 다.

세포 생존율(%) = 시료처리군의 흡 도  × 100
정상군의 흡 도  

(3) 면역형 염색

이  면역형  염색법(double immunofluorescence 

staining)을 수행하기 하여, 유리 coverslip을 poly- 
L-ornithine(0.1 ㎎/㎖, Sigma, USA)과 laminin(0.02 
㎎/㎖, Collaborate Research, USA) 용액에 넣어 실

온에서 pre-coating 하 다. 1 × 105 개의 A549 세포

를 pre-coating된 coverslip에 분주하고, (i) 정상군

(생리식염수), (ii) elastase(1 unit) 처리 조군, (iii) 
elastase(1 unit)와 麥門冬湯 추출물 0.5 ㎎/㎖ 처리 

실험군으로 나 어 37℃, 5% CO2 incubator에서 24
시간 동안 배양하 다. Coverslip 표면에서 자란 세

포를 4% paraformaldehyde/4% sucrose가 혼합된 인

산완충용액(phosphate bufferfersaline; PBS)으로 상

온에서 40분 동안 고정하 다. 비특이  결합을 막

기 해 blocking buffer에 담근 후 4℃에서 16시간 

동안 반응시켰다. 1차 항체는 2.5% bovine serum 
albumin(BSA, Sigma, USA), 2.5% horse serum을 

함유하고 있는 blocking buffer에 정해진 비율로 혼

합하여 처리한 후, 실온에서 4시간 동안 반응시켰다. 
1차 항체 반응이 끝난 후 PBST(PBS plus 0.1% 
triton X-100)로 조직을 씻어내고, 2.5% BSA, 2.5% 
horse serum을 함유하고 있는 blocking buffer에 

Fluorescein-goat anti-mouse antibody(green)와 

Rhodamine-goat anti-rabbit antibody(red)를 1:400으
로 혼합하여 암실에서 1시간 30분 동안 2차 항체 처

리를 수행하 다. 2차 항체 처리 후 3회에 걸쳐 

PBST로 세척을 수행하 다. Hoechst 핵 염색을 수

행하는 경우 2회 세척 후 0.25% Hoechst 33258 형
염료를 함유한 PBST 용액으로 처리 후 다시 

PBST 용액으로 세척하 다. 2차 항체는 빛에 민감

하기 때문에 반응시간 동안 암실에서 수행하 다. 
염색된 세포들은 형 미경(Zeiss fluorescent micro- 
scope)을 통해 찰하 고, 디지털 카메라로 은 

모든 images는 Adobe Photoshop(version 5.5)을 이

용하여 green과 red의 밝기와 강도를 같은 비율로 

조 하여 찰하 다. 그리고 Photoshop program의 

Layer blending mode options를 이용하여 images를 

복시켜 찰함으로써 각 단백질의 발  치를 찰

하 다. 본 실험에 사용한 1차 항체는 anti-elastin rabbit 
polyclonal antibody(1:500, Calbiochem, Germany), 
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monoclonal anti-collagen(1:400, Sigma, USA), 그리

고 cleaved caspase-3 antibody(1:500, Cell Signaling, 
USA) 등 이었다.

(4) Western blot 분석

A549 세포를 60 ㎜ culture dish에 2 × 105 cells/
㎖ 로 분주한 후 (i) 정상군(생리식염수), (ii) elastase 
(1 unit) 처리 조군, (iii) elastase(1 unit)와 麥門冬

湯 추출물 0.3, 0.5 ㎎/㎖ 처리 실험군으로 나 어 

24시간 동안 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하

다. 배양한 A549 세포는 137 mM NaCl, 2.7 mM 
KCl, 10 mM Na2PO4, 2 mM KH2PO4(pH 7.4)가 함

유된 PBS로 씻은 후 50 - 200 ㎕의 triton lysis 
buffer(20 mM Tris, pH 7.4, 137 mM NaCl, 25 mM 
β-glycerophosphate, pH 7.14, 2 mM sodium 
pyrophosphate, 2 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 1% 
Triron X-100, 10% glycerol, 5 ㎍/㎖ leupeptin, 5 ㎍
/㎖ aprotinin, 2 μM benzamidine, 0.5 mM DTT, 1 
mM PMSF)에 담가 음  분해하 다. 그 다음 각 

sample에 한 단백질을 정량하 으며, 그  10 ㎍ 
단백질을 western blot 분석에 사용하 다. 정량한 

단백질은 12% SDS-polyacrylamide gel(1.5M Trisma 
base, 10% sodium dodecyl sulfate, 30% acrylamide, 
10% ammonium sulfate, TEMED) 상에서 기 동 

시킨 후 PVDF membrane(Pall Corporation, USA)에 

기이동 시켰다. Antibody와의 비특이  결합을 막

기 해 3% BSA, 0.1% Tween 20을 함유하고 있는 

TBS buffer에서 membrane을 1시간 동안 상온 반응

시키고 4℃에서 16시간 동안 blocking buffer 상에서 

반응을 진행하 다. 반응을 끝낸 membrane을 washing
한 후 1차 항체를 blocking buffer(1 × TBS buffer, 
3% BSA, 0.1% Tween 20)에 정해진 비율로 희석하여 

상온에서 30분 동안 반응시켰다. 그 다음 membrane을 

씻어내고 goat anti-rabbit IgG(Santa Cruz Biotechnology, 
USA) 는 anti-mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology, 
USA)가 결합되어 있는 horseradish peroxidase를 

1:2000의 비율로 희석하여 상온에서 30분 동안 처리 

하고 다시 한 번 씻어냈다. 마지막으로 membrane에 

부착된 단백질을 western blotting detection system을 

이용하여 측정하 으며 Kodak Scientific Imaging 
Film(Eastman Kodak Co., USA)에 감  하 다. 본 

실험에 사용한 1차 항체는 anti-elastin rabbit 
polyclonal antibody(1:1,000, Calbiochem, Germany), 
monoclonal anti-collagen(1:400, Sigma, USA), anti- 
cyclin B1(1:1,500, Sigma, USA), polyclonal anti 
-cdc2(1:1,500, Santa Cruz, Biotechnology, USA), 
cleaved caspase-3 antibody(1:1,500. Cell Signaling, 
USA), phospho-p44/42 Erk1/2 kinase antibody 
(1:4,000, Cell Signaling, USA), p44/42 Erk1/2 
kinase antibody(1:4,000, Cell Signaling, USA), actin 
(1:15,000, Biomedicals, USA) 등 이었다.

(5) RNA 추출  RT-PCR
A549 세포를 60 mm culture dish에 2 × 105 

cells/㎖ 로 분주한 후 (i) 정상군(생리식염수), (ii) 
elastase(1 unit) 처리 조군, (iii) elastase(1 unit)와 

麥門冬湯 추출물 0.3, 0.5 ㎎/㎖ 처리 실험군으로 나

어 24시간 동안 배양하 다. RNA는 약재 처리 후 

24시간 뒤에 easy-BLUE 시약(Intron Biotechnology, 
Korea)을 사용하여 분리하 다. 배양된 세포에 1 ㎖
의 easy-BLUE 시약을 넣고, 상온에서 10 간 세포

를 용해시킨 후, 여기에 200 ㎕의 chloroform을 추

가하여 잘 혼합한 후 13,000 rpm에서 10분간 원심

분리 하 다. 분리된 상층액 400 ㎕에 동일한 양의 

2-propanol을 첨가하고 상온에 10분간 방치시킨 후, 
13,000 rpm에서 5분간 원심분리 하 다. 분리된 

RNA는 1 ㎖의 75% ethanol을 첨가하여, 10,000 
rpm에서 5분간 원심분리 하 다. 75% ethanol을 제

거한 뒤, diethylpyrocarbonate(DEPC) 첨가된 증류

수에 용해시킨 후 260 nm에서 흡 도를 측정하고, 
농도를 정량하여 실험에 사용하 다. cDNA 합성은 

1 ㎍ oligo-dT와 역 사효소(MMLV-RT, Promega, 
USA)를 사용하여 합성하 다. PCR은 Taq polymerase 
(Promega, USA)와 각각의 특이 primer를 이용하여 

실험하 으며, PCR 조건은 94℃-5min, 94℃-30sec, 
55℃-30sec, 72℃-30sec, 72℃-7min으로 30 cycle로 
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Table 2. Primer Sequences

Target Gene Primer Sequence Pruduct Size (bp)

β-actin Forward
Reverse

CAC ACT GTG CCC ATC TAT GA
TAC GGA TGT CAA CGT CAC AC 409

IL-1β Forward
Reverse

GCT GAT GGC CCT AAA CAG
GAA GAC GGG CAT GTT TTC 672

TNF-α Forward
Reverse

AGC CCA TGT TGT AGC AAA CC
GGT TGA GGG TGT CTG AAG GA 516

0      1     2     3     4     5     6     7     8     9     10 (day)

MMDT (400 mg/kg) or distilled water oral treatment

sacrificedElastase inhalation
(0.4 unit, 100 μl)

Scheme 1. Elastase induced lung injury model.

(251)

진행하 다. 실험에 사용된 primer β-actin, IL-1β, 
TNF-α는 (주) Bioneer(Daejeon, Korea)에 의뢰하여 

cDNA에 응하는 서열로 합성하 다(Table 2). 

2) In vivo 실험

(1) Elastase 폐손상 모델

7주령 ICR계 수컷 생쥐를 각각 3마리씩 (i) 아무

런 처리를 하지 않은 정상군, (ii) elastase(0.4 unit, 
100 ㎕) 처리한 조군, (ⅲ) elastase 처리 후 麥門

冬湯 추출물(400 ㎎/㎏, p.o) 투여 실험군으로 나

었다. 조군과 실험군은 마취를 약간 시킨 후 움직

임이 없을 때 앞니를 고정시킨 상태에서 코에 elastase
를 0.4 unit의 농도로 100 ㎕ 흡인시켰다. 폐조직 손

상을 유도한 후 2일 동안 경과를 찰한 다음, 3일
째부터 약물을 투여하 다. 실험군에만 7일간 麥門

冬湯 추출물을 경구 투여하 고 정상군과 조군은 

멸균 증류수를 투여하 으며, 실험이 끝난 후 각 군 

생쥐의 폐조직을 분리하 다(Scheme 1).

(2) Hemotoxylin & Eosin 염색

폐조직은 -20°C에서 냉동시킨 후 cryostat를 이용

하여 20 μm의 두께로 잘라 슬라이드에 붙 다. H & E 

staining을 실시하기 하여 슬라이드를 hematoxylin
에 1분 동안 담가 둔 후 흐르는 증류수에 여러 번 

세척 후 eosin에 30 간 담그고 흐르는 증류수로 여

러 번 세척하 다. 그 다음 50%, 70%, 95% ethanol
에 차례로 여러 번 씻으며 염색을 당히 제거한 후 

xylene에 1분간 담가두었다. 마지막으로 gelatin mount 
medium을 이용하여 cover-slide를 구 부착하 으

며, 이러한 샘 들은 학 미경(Light microscope, 
Nikon, Japan)을 통해 찰하 다.

(3) 면역형 염색 

생쥐 폐조직은 -20°C에서 냉동시킨 후 cryostat를 

이용하여 20 ㎛의 두께로 잘라 슬라이드에 부착시켰

다. 이  면역형  염색법(double immunofluorescence 
staining)을 수행하기 해, 4% paraformaldehyde, 
4% sucrose가 혼합된 PBS에 45분 동안 슬라이드를 

넣어 조직을 고정하 다. 이후의 실험 과정은 in 
vitro 실험과정과 동일하 다.

(4) Western blot 분석

폐조직을 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM 
Na2PO4, 2 mM KH2PO4(pH 7.4)가 함유된 PBS로 
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Fig. 1. Effect of MMDT on proliferation of A549 cell. (A) A549 cells were harvested for MTT assay after treatment with 
various concentrations of MMDT. (B) A549 cells were treated with elastase (1 unit) alone or in the presence of 0.3 
㎎/㎖ and 0.5 ㎎/㎖ of MMDT. 

***: p<0.001 compared to control by ANOVA test. 
†††: p<0.001 compared to elastase by ANOVA test.

(252)

씻은 후 50-200 ㎕의 triton lysis buffer(20 mM Tris, 
pH 7.4, 137 mM NaCl, 25 mM β-glycerophosphate, 
pH 7.14, 2 mM sodium pyrophosphate, 2 mM 
EDTA, 1 mM Na3VO4, 1% Triron X-100, 10% 
glycerol, 5 ㎍/㎖ leupeptin, 5 ㎍/㎖ aprotinin, 3 μM 
benzamidine, 0.5 mM DTT, 1 mM PMSF) 용액 하

에서 분해하 다. 그 다음 각 sample에 한 단백질

을 정량하 으며, 15 ㎍의 단백질을 western blot 분
석에 사용하 다. 이후의 실험 과정은 in vitro 실험

과정과 동일하 다.

(5) 조직 sample의 미경 분석

면역형 조직  H & E 염색조직은 Nikon 형
미경을 이용하여 분석한 후 미경에 부착된 디지

털 카메라로 이미지를 포착하여 ACT-1 software를 

이용하여 분석하 다. 첩이미지는 Photoshop 로

그램 상의 image blend 모드를 이용하여 분석하 다.

3) 통계분석

실험에서 얻은 결과를 one-way ANOVA(SPSS 
Ver 12.0)로 분석하 으며 Duncan의 방법으로 사후

검정을 하 다. 조군을 정상군과, 실험군을 조

군과 비교하여 p<0.05 일 때 유의성이 있는 것으로 

정하 다.

결 과

 1. In vitro

1) 세포생존에 미치는 향

A549 세포에 麥門冬湯을 0.1 ㎎/㎖에서 1.0 ㎎/㎖
의 농도범 로 처리한 결과, 세포생존율은 100 - 
120%의 생존율 범 를 유지하는 것으로 나타났다

(Fig. 1A). A549 세포에 elastase를 처리하여 유도된 

세포독성에서, elastase를 단독으로 처리한 세포는 

정상군에 비해 78%의 세포생존율을 보여 elastase에 

의한 세포독성을 확인할 수 있었고, 반면에 麥門冬

湯과 elastase를 같이 처리한 세포에서는 0.3 ㎎/㎖과 

0.5 ㎎/㎖의 농도에서 각각 정상군 비 97%와 99%
의 세포생존율을 나타내어 麥門冬湯이 elastase가 유

도하는 세포독성으로부터 세포를 보호하고 있다는 

것을 확인할 수 있었다(Fig. 1B).

2) Caspase 3 생성에 미치는 향

Elastase로 유도시킨 세포사멸에 한 麥門冬湯의 

효과를 알아보기 하여 세포사멸 과정을 측하는

데 유용한 표지 단백질인 caspase 3의 활성을 면역

형 염색을 통해 찰하 다. 정상군에서는 caspase 3
의 활성이 찰되지 않았으며, A549 세포에 elastase
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Caspase 3 Hoechst Merged

Elastase

Elastase
+ MMDT

Fig. 2. Effect of MMDT on elastase-induced apoptosis via immunofluorescence staining of caspase 3. A549 cells were 
treated with elastase or elastase plus MMDT (0.5 ㎎/㎖) for 24 hr and used for caspase 3 immunostaining (red) 
and Hoechst nuclear staining (blue). The nuclei positive to caspase 3 were marked by arrows in Hoechst-stained 
image.

     

Intact Elastase Elastase+MMDT

Intact Only elastase Elastase+MMDT

A

B

Fig. 3. Effect of MMDT on intra-cellular elastin (A) and collagen (B) level in elastase-treated A549 cells. A549 cells were 
cultured and treated with elastase or elastase plus MMDT (0.5 ㎎/㎖) for 24 hr. Immunofluorescence staining 
against elastin (red) and collagen (green) were performed.

(253)

를 처리한 경우 caspase 3 활성을 나타내는 세포가 

찰되었다. 반면에 麥門冬湯을 동시 처리한 경우에

는 caspase 3 활성을 나타내는 세포의 증가 억제 양

상을 나타내었다(Fig. 2).

3) Elastin  collagen 생성에 미치는 향

Elastase로 유도시킨 A549 세포의 elastin 분해에 

한 麥門冬湯의 보호효과를 면역형 염색을 이용

하여 찰하 다. 아무것도 처리하지 않은 정상군 

세포의 경우 elastin 단백질은 세포질 부분에서 잘 

찰되었고, elastase를 처리한 경우 elastin에 의하여 

염색된 정도가 감소하 으며, 세포가 작은 구형 형

태로 염색된 것을 찰할 수 있었다. 麥門冬湯을 동

시에 처리한 경우, elastin에 의하여 염색된 정도가 

정상군과 유사한 형태를 나타내는 것으로 확인되었

다(Fig. 3A). Elastase로 유도시킨 A549 세포의 

collagen 분해에 한 麥門冬湯의 보호효과를 면역

형 염색을 이용하여 찰하 다. 아무것도 처리하

지 않은 정상군 세포의 경우 collagen 단백질은 세

포질 부분에서 잘 찰되었고, elastase를 처리한 경

우 collagen에 의하여 염색된 정도가 감소하 으며, 
麥門冬湯을 동시에 처리한 경우 collagen에 의하여 
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Fig. 4. Effects of MMDT on Cdk1 (A), cyclin B1 (B) and phospho-Erk1/2 (C) protein level in elastase-treated A549 cells. 
A549 cells were cultured and treated with elastase or elastase plus MMDT (0.3 or 0.5 ㎎/㎖) for 24 hr. Cell lysate 
was used for western blot analysis with anti-Cdk1 antibody. Western blot analysis for actin protein was performed 
as an internal control.

(254)

염색된 정도가 정상군과 유사한 형태를 나타내는 것

으로 확인되었다(Fig. 3B).

4) Cdk1, cyclin B1  phospho-Erk1 생성에 

미치는 향

세포의 증식을 유도하는 단백질인 Cdk1 단백질 

생성 수 을 A549 세포에서 western blot 방법으로 

조사한 결과, elastase 처리는 Cdk1 단백질의 발 을 

하게 감소시킨 반면, 麥門冬湯을 동시에 처리한 

경우에는 Cdk1 단백질의 발 이 증가한 것을 확인

할 수 있었다(Fig. 4A). 세포 증식의 변화에 한 

Cdk1의 활성도 변화를 Cdk1의 조  단백질인 

cyclin B1 단백질 발  수 의 변화를 통하여 조사

한 결과, elastase 처리는 cyclin B1 단백질의 발 을 

증가시켰으며, 麥門冬湯을 동시 처리한 실험군도 

조군과 유사한 발  수 을 나타내었다(Fig. 4B). 세
포 증식과 생존에 여하는 표 인 단백질인 

Erk1/2 단백질의 활성도를 알아보기 하여 A549 
세포에서 western blot 방법으로 조사한 결과, A549 
세포에 elastase를 처리한 결과, phospho-Erk1/2 단

백질 수 은 정상군에 비해 히 감소한 것으로 

찰되었고, 麥門冬湯의 동시 처리도 조군과 유사

한 양상을 나타내었다(Fig. 4C).

5) 염증성 사이토카인 유 자 발 에 미치는 향

A549 세포에 elastase와 麥門冬湯의 처리에 의한 

표  염증성 사이토카인인 IL-1β와 TNF-α의 발

 수 을 RT-PCR 방법으로 조사하 다. Elastase
를 처리한 세포는 IL-1β와 TNF-α의 발 이 증가하

고, 麥門冬湯을 동시에 처리한 세포에서는 IL-1β

와 TNF-α의 발 의 증가를 억제시켰다(Fig. 5). 

2. In vivo

1) 조직학  변화

폐조직에서 elastase 처리에 의해 조직학 인 변

화를 보기 해 H & E 염색을 통해 비교하 다. 정
상 폐조직에서는 폐포 의 크기가 균일하고 일정하

게 보이는 반면, elastase 처리한 폐조직에서는 폐포

이 불규칙하게 확장되고 막 상피층의 비후와 세

포의 침윤을 찰할 수 있었다. Elastase와 麥門冬湯
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Fig. 5. Effects of MMDT on IL-1β mRNA (A) and TNF-α mRNA (B) expression in elastase-treated A549 cells. A549 cells 
were cultured and treated with elastase or elastase plus MMDT (0.3 or 0.5 ㎎/㎖) for 24 hr. RT-PCR analysis of 
IL-1β mRNA and TNF-α mRNA expression was performed with β-actin as an internal control.
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Fig. 6. Histopathological analysis of lung tissues. Mice were inhaled with elastase (0.4 unit) once, and then treated with 
MMDT (400 ㎎/㎏, p.o) or distilled water for 7 days. Lung tissues were examined under microscope after H & E 
staining (A: 200 × magnification, B: 400 × magnification)  and Hoechst nuclear staining (C: 200 × magnification). 
Alveolar ducts are marked by asterisks. 

(255)

을 동시에 처리한 경우에는 폐포 의 크기는 커졌지

만 elastase만 처리한 경우보다는 조직학  형태의 

변화가 게 찰되었다(Fig. 6A, 6B). Elastase 처
리에 따른 세포수의 변화를 찰하기 해 Hoechst 
33258을 이용한 세포핵의 염색을 통해 분석하 다. 
정상 조직의 경우 핵이 일정한 분포를 나타내었으나 

elastase 처리를 한 경우 폐포 의 형태가 커지고, 주
변부에 핵이 높은 도를 나타내었다. Elastase와 麥

門冬湯을 동시에 처리한 경우에는 정상 조직과 유사

한 수 으로 세포핵이 염색된 것을 찰할 수 있었

다(Fig. 6C).

2) Caspase 3 생성에 미치는 향

폐조직상에서 caspase 3 단백질의 생성 정도를 확

인하고자 면역형 염색을 통해 찰하 다. 정상군

에서는 caspase 3 단백질 신호가 나타나지 않았으

나, elastase 처리한 경우에는 폐포 주변에서 caspase 
3 신호가 뚜렷하게 찰되었다. Elastase와 麥門冬湯
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Intact Only elastase Elastase + MMDT

Fig. 7. Immunofluorescence analysis for caspase 3 in lung tissue. Mice were inhaled with elastase (0.4 unit) once, and 
then treated with MMDT (400 ㎎/㎏, p.o) or distilled water for 7 days. The tissue was examined under microscope 
after immunofluorescence staining against caspase 3. Asterisks indicate alveolar ducts, and the arrows indicate the 
densely stained area of caspase 3.
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Fig.8. Elastin and collagen protein analysis in lung tissue. Mice were inhaled with elastase (0.4 unit) once, and then 
treated with MMDT (400 ㎎/㎏, p.o) or distilled water for 7 days. Elastin (A) and collagen (B) protein was analyzed 
as comparing to actin by western blotting. The tissue was examined under microscope after immunofluorescence 
staining against elastin (C) and collagen (D). Asterisks indicate alveolar ducts.
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을 동시에 처리한 경우에는 폐조직 체 으로 

caspase 3 신호가 나타났으며 elastase만 처리한 경

우보다는 약한 신호가 나타났다(Fig. 7).

3) Elastin  collagen 생성에 미치는 향

Elastase 처리에 의한 elastin과 collagen 단백질의 

생성수 을 알아보기 해 western blot을 실시한 결

과, 아무것도 처리하지 않은 정상군에 비해 elastase 
처리한 경우 elastin 수 이 감소하 고, elastase와 

麥門冬湯을 동시에 처리한 경우 정상군과 유사한 수

으로 증가하는 것이 찰되었으나 collagen 수
은 세 군에서 차이가 없었다(Fig. 8A, 8B). Elastase 
처리에 의한 elastin과 collagen 생성수 을 폐조직

상에서 생성  분포를 찰하기 해 면역형 염색

을 실시한 결과, 정상군에서는 폐조직 체 을 균

일하게 elastin과 collagen 단백질이 찰되는 반면, 
elsatase 처리에 의해 elastin과 collagen 단백질의 수

이 크게 감소하 고, elastase와 麥門冬湯을 동시 

처리한 경우 정상군과 유사하게 조직 체에서 걸쳐 

고르게 찰되었다(Fig. 8C, 8D).

4) Cdc2, cyclin B1  phospho-Erk1 생성에 

미치는 향

Western blot 실시한 결과, 아무 것도 처리하지 

않은 정상군에서 Cdc2, cyclin B1  phospho-Erk1 
단백질의 생성수 은 낮았으나, elastase 처리한 경
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Fig. 9. Cdc2, cyclin B1 and phospho-Erk1 protein analysis in lung tissue. Mice were inhaled with elastase (0.4 unit) once, 
and then treated with MMDT (400 ㎎/㎏, p.o) or distilled water for 7 days. Cdc2 (A), cyclin B1 (B) and phospho-Erk1 
(C) protein was analyzed as comparing to actin by western blotting. The tissue was examined under microscope 
after immunofluorescence staining against Cdc2 (D), cyclin B1 (E) and phospho-Erk1 (F). Asterisks indicate 
alveolar ducts.

(257)

우에는 Cdc2, cyclin B1  phospho-Erk1 단백질의 

수 이 증가하 으며, elastase와 麥門冬湯을 동시 

처리한 경우에는 Cdc2, cyclin B1  phospho-Erk1 
단백질 수 이 더욱 증가하거나 조군과 유사하

다(Fig. 9A-C). 폐조직에서 Cdc2, cyclin B1  

phospho-Erk1 단백질의 분포를 보기 해 면역형

염색을 실시한 결과, 정상군에서는 폐조직에 약하게 

찰되었고, elastase 처리한 경우에는 폐포 주변부

분에서 Cdc2, cyclin B1  phospho-Erk1 단백질 신

호를 찰할 수 있었다. Elastase와 麥門冬湯을 동시 

처리한 경우에는 Cdc2, cyclin B1  phospho-Erk1 
단백질 신호가 조군에 비하여 폐조직 체 으로 

고르게 찰되었다(Fig. 9D-F).

고 찰

 COPD의 폐기종 양상은 말 기도의 폐쇄, 폐의 

탄성 소실과 과도한 팽창, 환기 장애, 가스교환장애, 
류장애의 특징을 보이며, 한의학의 咳而上氣하고 

煩燥하는 肺脹證과 呼吸促急한 喘證의 범주에 속한

다20). 麥門冬湯은 맥문동이 주약으로 구성된 처방으

로 八喘證에서 火喘의 치료에 사용된다15). 麥門冬湯
의 구성약물을 살펴보면 麥門冬은 養陰潤肺하여 肺

胃의 陰不足을 淸養하고, 半夏는 燥濕化痰, 開散結
取하며, 人蔘, 甘草, 粳米, 大棗는 益氣生津, 補益胃
土하여 資助肺金함으로써21,22) 麥門冬湯이 肺虛有熱

津短한 제반 虛熱型 肺病證에 작용하고 있음을 알 

수 있다.
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본 연구에서는 폐포상피세포주인 A549 세포에 

직 인 elastase 처리  생쥐의 기도내 elastase 
흡입을 통한 동물모델을 이용하여 COPD과 유사한 

세포손상을 유도하여 麥門冬湯을 처리할 경우 세포

의 보호효과  치료약물로서의 가능성을 제시하고

자 하 다. Elastase 처리를 통해 세포 생존율이 어

떻게 변화하는지 알아보고자 in vitro에서는 폐포상

피세포주인 A549 세포를 이용하 다. A549 세포는 

human type Ⅱ lung cell line으로 BEAS-2B human 
bronchial cell line과 함께 폐조직의 유해자극에 

한 반응성의 연구에 가장 보편 으로 사용되는 세포

주이다23). In vivo에서는 elastase 처리  麥門冬湯 

처리에 의한 폐조직의 반응성과 보호효과를 알아보

고자 생쥐의 기도내 elastase 흡입을 통해 폐조직의 

반응성에 해 생화학 , 조직학  분석을 실시하

다. In vitro와 in vivo상의 환경 인 조건차이로 인

해 반응성이 다를 수 있으나 본 연구결과 in vitro 
A549 세포와 in vivo 폐조직의 elastase 자극에 한 

반응성이 상당히 유사하게 찰되었다.
먼  A549 세포를 이용하여 0.1, 0.3, 0.5, 1 ㎎/㎖ 

처리한 결과, 세포 증식반응이 일정하게 유지되어 

약물 자체에 독성이 없는 것으로 단되었다. 한 

elastase만 처리한 경우 생존율이 정상군에 비해 

78% 정도로 감소하 고, 麥門冬湯을 0.3  0.5 ㎎/
㎖ 농도별로 동시에 처리한 경우에는 세포생존율이 

정상군과 거의 비슷한 수 을 유지하여 elastase에 

의한 자극에 보호효과가 있다고 생각된다. 이러한 

결과는 elastase 처리 후 배양한 A549 세포의 핵을 

찰시 상당히 감소한 결과와 일치한다. 세포 사멸

에 있어서 세포의 apoptosis가 여하는 여부를 알

아보고자 apoptosis 과정에 주로 여하는 단백질인 

caspase 3를 면역형 염색을 통해 찰하 다. A549 
세포에서는 elastase 처리로 정상군에서는 발 되지 

않던 caspase 3 양성 세포가 나타났고, 폐조직에서

는 elastase 처리로 폐조직이 분해되어 폐포 주변부

가 확장되어 폐포공간이 뚜렷이 증가된 것을 찰할 

수 있었으며 Hoechst 핵 염색  H&E 염색 결과에

서도 폐포주변부의 세포층에서 강한 염색 반응이 나

타났다. 특히 H&E 염색에서는 hematoxylin이 강하

게 염색되었는데 이는 성구 세포의 침윤과 같은 

염증매개성 침윤반응이 진행되고 있음을 보여주는 

결과이다. 이와 같은 조직학  변화와 함께 caspase 
3 단백질에 한 양성반응은 elastase를 처리한 폐포

의 주변부에서 뚜렷하게 찰되었다. 즉, in vitro와 

in vivo 모두에서 elastase에 의해 폐손상과 유사한 

기 의 손상반응이 나타나고 있음을 알 수 있었다.
한편 elastase와 麥門冬湯을 동시에 처리할 경우

에는 caspase 3 단백질에 양성반응을 나타내는 세포

의 수가 elastase만 처리한 경우에 비해 A549 세포 

 폐조직 모두에서 큰 폭으로 감소한 것을 찰할 

수 있었다. 따라서 麥門冬湯이 elastase에 의한 폐조

직 손상을 억제시킬 수 있다고 단되며, 더 나아가 

폐조직 손상 억제를 통해 손상이 가속화되지 않고, 
손상을 최소화하며 치료약물로의 활용 가능성이 있

는 약물로 평가될 수 있을 것이라고 사료된다.
COPD의 발생기 으로 잘 알려져 있는 가설이 

단백분해효소의 불균형으로 인해 발생하는 결합조

직의 손상이다. 특히 이 가설에서 결합조직의 손상

이란 elastin의 손상을 말하는데 elastin은 폐조직에

서 탄성을 유지하는 물질로 elastin이 분해되면 폐조

직의 탄성이 감소된다. Elastin이 분해되면 elastin과 

결합되어 있는 desmosine이 분리되는데 실제 COPD 
환자의 소변에서 desmosine이 증가하 다는 연구결

과24,25)를 통해 단백분해효소에 의한 elastin의 분해

가 COPD의 병인과 련이 있음을 알 수 있다. 본 

연구에서는 elastase 처리로 감소된 elastin의 발 이 

麥門冬湯의 투여로 일정하게 회복되는 양상을 보여 

麥門冬湯이 elastin의 분해를 억제하는 작용을 나타

내는 것으로 생각된다.
한 폐손상의 회복과 련되는 collagen 단백질

은 조직 손상시 주로 섬유아세포에서 생성이 증가되

나 기존 손상조직에 존재하는 collagen 섬유의 분해

반응도 일어난다고 알려져 있다26). 본 연구의 면역

형 염색 결과, elastase 처리가 collagen 생성수 을 

정상군에 비해 감소시켰고, 麥門冬湯의 동시 처리는 

collagen 생성수 을 증가시켰다. 이러한 결과는 宣
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肺定喘湯이 elsatin과 collagen의 감소를 억제하 던 

결과와도 일치하는 것으로27) 麥門冬湯이 collagen 합
성과정 진  collagen 분해 억제를 통해 collagen
의 생성을 증가시키는 작용을 나타내는 것으로 생각

된다.
일반 으로 폐조직과 같은 외피세포들은 빠른 세

포생성주기를 가지며, elastase와 같은 자극물질에 

의한 세포의 손상, 생존율과 사멸과 련된 일련의 

반응들은 세포증식과정과 하게 연 되어 민감

하게 반응하는 것으로 알려져 있다28). 본 연구에서

는 elastase  麥門冬湯 처리에 의해 A549 세포  

생쥐의 폐조직의 변화를 조사하기 해 세포증식과

정에서 핵심 인 역할을 하는 Cdc2 kinase의 활성도

를 조사하 다. Cdc2 단백질은 cell cycle의 G2 
phase-M기에 여하여 세포의 증식을 진시킨다고 

알려져 있다29,30). 한 Cdc2 kinase는 cyclin B1 조
 단백질의 결합에 의하여 활성화되고 세포분열시 

발생하는 주요변화에 여하는 단백질들을 인산화

시킴으로서 세포분열의 진행에 결정  역할을 하는 

것으로 알려져 있다31-34).
A549 세포에서 elastase를 처리하여 Cdc2  

cyclin B1 단백질 생성수 을 조사한 결과, Cdc2 단백

질의 경우은 정상군에서는 강하게 생성되며, elastase
를 처리한 군에서는 발 은 되나 정상군에 비해 약

하게 발 되고, 麥門冬湯을 동시에 처리한 경우에 

증가한 것을 확인하 다. 한 cyclin B1의 생성은 

elastase 처리에서 증가하 고 麥門冬湯의 동시 처리

로 더욱 증가하는 양상이 찰되었다. 반면 폐조직

에서는 조 의 양상에 다소 차이가 있었다. Cdc2와 

cyclin B1 모두 정상군에서는 매우 약하게 생성되었

고, elastase 처리에서 증가하 으며, 麥門冬湯을 같

이 처리하 을 때는 elastase만 처리한 것에 비해 더

욱 증가하 다. 한 면역형 염색에서 Cdc2와 cyclin 
B1 모두 elastase만 처리한 경우에는 폐포 주변부에

서 주로 활성이 나타났으나 麥門冬湯을 같이 처리한 

경우에는 폐포를 비롯한 조직 체에서 활성이 증가

하는 것으로 확인되었다. 이는 폐조직의 경우 elastase
에 의해 손상 받은 폐조직의 염증세포에서 Cdc2 활

성도가 증가하여 손상 받은 조직의 재생을 진하려

는 반응을 나타내는 것으로서, 麥門冬湯이 이러한 

작용을 증가시키는 것으로 단된다. 이와 같은 결

과는 elastase를 처리한 폐조직의 폐포주변부에 증가

된 Hoechst 염색 핵 숫자가 증가한 것과도 한 

련이 있으며, elastase 처리에 의해 폐포의 세포 수 

자체는 감소하나 손상으로 인한 염증반응성 세포의 

증가로 인해 Cdc2 활성도가 증가하고 麥門冬湯이 

이러한 활성도를 더욱 증가시키는 것으로 사료된다.
세포 증식과 세포분열과 련하여 세포내 신호

달경로에서 세포증식, 세포주기 조 , 세포생존, 
신생, 세포의 이동 등에 여하는 경로는 mitogen- 

activated protein kinase(MAPK) 신호 달계로서 척

추동물의 세포에서는 extracellular signal-regulated 
kinase(ERK), c-Jun NH2-terminal kinase(JNK), 그

리고 p38 kinase(p38)의 세 가지 신호 달계가 알려

져 있다35). 다양한 세포 외부  자극에 의해 ERK를 

비롯한 MEK와 같은 상 경로가 활성화되어 세포막 

수용체에서 핵까지 연결해주는 경로를 통해 세포의 

증식과 생존에 여하게 된다36). MAPK 경로에서 

가장 많이 연구된 MEK-ERK 경로는 상 과정의 인

산화를 통해 활성화되는데 활성화된 MEK는 다시 

Erk1과 Erk2를 직 으로 활성화시키고 Erk1과 

Erk2는 핵으로 이동하여 여러 사인자들을 활성화

시킨다. 최종 으로 유 자 발 을 통해 세포증식, 
생존, 유사분열, 세포이동 등과 같은 다양한 반응을 

유도한다37). Erk1/2 단백질은 부분의 세포에서 항

상 일정한 수 으로 유지되며 상  MEK에 의해 인

산화된 형태인 phospho-Erk1/2 단백질의 발 으로 

활성도를 나타낸다. 본 연구에서도 A549 세포와 생

쥐의 폐조직 세포에서 Erk1/2 단백질은 일정한 생성

수 을 나타내었다. 반면에 A549 세포에서는 elastase 
처리와 麥門冬湯의 동시 처리 모두에서 phospho- 
Erk1/2 생성수 이 정상군에 비해 유사한 수 으로 

감소되는 것이 찰되었고, 생쥐의 폐조직의 경우에

서는 A549 세포에서의 결과와는 다르게 elastase 처
리와 맥문동탕 동시처리 모두에서 phospho-Erk1/2 
생성수 이 정상군에 비해 유사한 수 으로 증가하
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다. 이와 같은 결과는 elastase에 의한 phospho- 
Erk1/2의 반응 양상이 in vitro와 in vivo에서 다르게 

나타난다는 것을 보여주고 있으나 무엇보다도 麥門

冬湯이 phospho-Erk1/2의 생성수 에 향을 나타

내지 못하고 있음을 보여 다고 할 수 있다.
A549 세포에 elastase 처리에 의해 손상 받은 세

포에서 염증반응 경로가 활성화될 것이라고 제시한 

바, 표 인 염증성 사이토카인인 IL-1β, TNF-α의 

유 자 발 의 양상을 조사하 다. 각종 염증성 사

이토카인은 폐손상시에 염증 반응을 시작  증폭하

며, 지속시키는 요한 신호물질로서 이  가장 

요한 기 반응 사이토카인은 IL-1β, TNF-α이다38). 
IL-1β, TNF-α과 같은 염증성 사이토카인이 분비되

면 조직 손상을 일으키고, 내피 세포 응집 물질의 

합성과 IL-8, IL-9 같은 호 구-단핵구 주화성 펩타

이드의 생성을 유발하여 성 폐 손상을 일으키게 

된다39). 특히 폐손상이 지속이 될 때에는 폐손상의 

경과를 IL-1β, TNF-α의 증가여부에 따라 단하는 

지표로 사용된다40). 따라서 이러한 사이토카인들은 

많은 연구에서 폐 손상 지표로 사용되었으며, 이런 

이유로 본 연구에서도 A549를 이용하여 elastase 처
리 후 염증 반응 사이토카인인 IL-1β, TNF-α를 측

정하여 차이를 비교하 다. Elastase만 처리한 군에 

비해 麥門冬湯 처리군에서는 IL-1β, TNF-α의 억제

효과가 나타났다. 이러한 결과는 麥門冬湯의 폐손상 

보호효과가 염증성 사이토카인에 한 작용과도 

련이 있음을 시사하는 것으로 생각된다.

결 론

 만성폐쇄성폐질환에 한 麥門冬湯의 효능을 평

가하기 해 elastase로 유도된 A549 세포 손상과 

동물모델에서 조직학 인 변화  련된 단백질의 

변화를 연구한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.
1. 麥門冬湯은 A549 세포에서 elastase로 유도된 

세포독성을 감소시켰다.
2. 麥門冬湯은 A549 세포에서 elastase로 유도된 

elastin  collagen 단백질의 감소를 억제시켰다.

3. 麥門冬湯은 A549 세포에서 elastase로 유도된 

caspase 3 단백질 발 의 증가를 억제시켰다.
4. 麥門冬湯은 A549 세포에서 elastase로 유도된 

Cdk1 단백질 발 의 감소를 억제시켰다.
5. 麥門冬湯은 A549 세포에서 elastase로 유도된 

IL-1β와 TNF-α 유 자 발 의 증가를 억제시

켰다.
6. 麥門冬湯은 elastase로 유도된 폐손상 동물모델

에서 폐의 조직학  손상과 elastin  collagen 
감소를 억제시켰다.

7. 麥門冬湯은 elastase로 유도된 폐손상 동물모델

에서 폐조직의 caspase 3 단백질 발 의 증가

를 억제시켰다.
8. 麥門冬湯은 elastase로 유도된 폐손상 동물모델

에서 폐조직의 Cdc2 단백질 발 을 증가시켰다.
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