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ABSTRACT

Objective：This study was performed to evaluate the effect of Forsythiae Fructus (FF) ethanol extract on 

inflammatory cytokine production and its underlying mechanisms in mouse macrophages. 

Methods：Peritoneal macrophages from thioglycollate medium-injected mice were cultured and stimulated with 

lipopolysaccharide(LPS) or LPS/interferon(IFN)-γ for cytokine measurement and cellular signaling molecule 

analysis. 

Results：FF ethanol extract decreased the levels of secreted tumor necrosis factor(TNF)-α and interleukin(IL)-6 

in IFN-γ/LPS-stimulated cells in a concentration-dependent manner. FF extract reduced IFN-γ/LPS-induced 

STAT1 phosphorylation and LPS-induced p38 and JNK activation, but not ERK1/2 activity. The extract also 

inhibited LPS-induced IκBα degradation through suppression of IκBα kinase.  

Conclusions：These results suggest that FF ethanol extract affects the production of TNF-α and IL-6 through 

inhibition of activation of STAT-1, IκBα, p38, and JNK.
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서  론

連翹(Forsythiae Fructus)는 물푸레나무과(木犀科, 

Oleaceae)에 속하는 개나리(Forsythia koreana Nakai)와 의

성개나리(Forsythia viridissima Lindley)의 열매로서 약성이 

평(平)하고 苦味를 가지고 있으며 淸熱解毒, 消腫散結하는 효

능으로 알려져 있으며 여러 염증성 질환에 응용된다.1) 성숙한 

열매나 성숙된 열미를 충분히 쪄서 햇볕에 말리는데 아직 녹

색을 띠고 있는 것을 靑翹라 하고, 황색으로 충분히 성숙된 

것을 老翹 또는 黃連翹라 한다.

대식세포는 염증 반응에서 중요한 역할을 하는 작동 세포

로써 세포 조직 파편이나 병원균 등을 식작용(phagocytosis)

으로 분해하고, 특이면역계를 활성화시킬 수 있는 능력을 가

지고 있다. 또한 자극을 받은 대식세포는 cytokines, 

eicosanoids, reactive oxygen species(ROS), nitric 

oxide(NO), proteolytic enzymes와 같은 염증 매개 물질을 

만들어내며,이러한 염증성 물질의 발현은 signal transducers 

and activators of transcription(STAT) protein, NF-κB, 

mitogen-activated protein kinase (MAPK)와  같은 단백

질들이 조절한다.2-3)

連翹에 대한 항염연구로써 알려진 것으로는 連翹 에탄올 

추출물이 BV-2 microglia cell line에서 lipopolysaccharide
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(LPS)에 의해 유도되는 NO, inducible nitric oxide 

synthase(iNOS), tumor necrosis factor-α(TNF-α), 

interleukin(IL)-1β, IL-6의 유전자 발현 및 diphenyl- 

icryl hydyazyl(DHHP) 자유기를 억제한다고 보고되었다.4) 

본 연구에서는 염증성 사이토카인 분비와 여기에 관여하는 전

사인자의 변화를 규명하기 위해 마우스 복강 대식세포를 이용

하여 LPS/interferon(IFN)-γ로 유도된 TNF-α와 IL-6의 

분비 및 STAT1, NF-κB의 조절 단백질인 IκBα, MAPK의 

변화에 連翹 에탄올 추출물이 미치는 영향을 살펴 본 바 유의

한 결과를 얻어 이에 보고한다.

재료와 방법

1. 약재 추출물 제조

본 실험에서 사용된 連翹는 靑翹이며 (주)동우당제약(경북 

영천시)에서 중국산으로 구입하였다. 약재의 일부는 경희대학

교 동서의학대학원 한의과학실험실에 보관되어 있다(Voucher 

Number：2011-01FF). 약재 500 g을 48시간 80% 에탄올

에 냉침한 후 sonicator(Elmasonic, Germany)를 이용하여 

1시간씩 2회 물리적 자극을 가하였다. 상등액을 여과지로 여

과하고 rotary evaporator로 이용하여 감압 농축한 후 동결 

건조하여 51.2 g의 고형 추출물을 얻어 수율은 약 10.22 %

였다. 실험에 사용된 連翹 추출물인 100 mg/ml stock은 

30% dimethyl sulfoxide(Sigma, USA)에 녹인 후 0.45 μ

m sterile syringe filter(Corning, Germany)를 이용하여 

여과한 후 사용하였다.   

2. 실험동물

본 실험에 사용된 실험용 쥐는 생후 8주령의 Balb/c 수컷 

마우스(Samtako, Korea)이며 항온항습 상태에서 무균음수와 

사료를 자유롭게 공급하며 사육하였다. 

3. 복강대식세포 배양

Balb/c 마우스의 복강에 2 ml의 thioglycollate medium 

(BD, USA)를 주사하고 3일 후에 마우스를 경추탈골한 후 복

강에서 8 ml의 Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM) (Welgene, Korea)을 주사하여 세포를 수집하였다. 

원심분리 후 10% fetal bovine serum (FBS)(Welgene)와 

1% penicillin-streptomycin (Welgene)가 함유된 DMEM에 

suspension한 후 2시간 동안 37℃, 5% CO₂인큐베이터에 

배양하였다. Non-adherent cell은 제거한 후  실험에 사용

하였다. 

4. 세포독성 검사

連翹 에탄올 추출물에 대한 대식세포의 생존율을 확인하기 

위 해    3- (4,5-dim ethylth iazo l-2-yl)-5- (3- 

arboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoli

um, inner salt (MTS)를 formazan으로 환원하는 세포내 

효소활성을 통해 간접적으로 측정하였다. 세포를 4×105 

cells/ml의 농도로 96 well plate에 0.1 ml 접종하고 세포가 

well plate에 부착된 것을 확인한 후에 약재추출물을 농도별

로 처리하였다. 24시간 후 CellTiter96 One Solution 

reagent (Promega, USA) 20 μl를 첨가하였으며 96 well 

microplate reader(Molecular Devices, USA)를 이용하여 

490 nm 흡광도를 측정하였다. 각 농도별 흡광도에서 약재추

출물의 백그라운드 흡광도를 제거한 후 데이터로 표시하였다. 

5. Cytokine 측정

사이토카인 농도를 측정하기 위해서 세포를 5×105 

cells/ml의 농도로 1 ml을 24 well plate에 접종하여 세포가 

well plate에 부착된 것을 확인한 후 1 ng/ml recombinant 

IFN-γ(R&D Systems, USA)으로 2시간 sensitization한 후 

약물추출물과 100 ng/ml LPS(Sigma)을 처리하여 24 시간 

배양하였다. 상등액을 취하여 제조사 (BD Pharmingen)의 

protocol에 따라 ELISA 방법으로 사이토카인 농도를 측정하

였다. 각각의 capture antibody를 phosphate-buffered 

saline (PBS)에 희석하여 96 well immunoplate에 0.1 ml

씩 분주한 후 상온에서 overnight 반응하였다. 각 well을 세

척용 완충용액 (0.5% Tween/PBS)으로 세척한 후 blocking 

buffer (10% FBS/PBS)를 well 당 200 ㎕씩 넣고 1시간 동

안 상온에 두어 반응하였다. 각 well을 세척용 완충용액으로 

3회 세척한 후 시료 및 스탠더드를 적당량 희석하여 0.1 ml

씩 분주하였다. 2 시간 동안 상온에서 반응시킨 후 세척용 완

충용액으로 3회 세척 후  biotin이 결합된 2차 항체를 

blocking buffer에 희석하여 well 당 0.1 ml씩 처리하여 1 

시간 동안 상온에서 반응하였다. 세척 후에 Streptavidin- 

RP 용액으로 20분간 상온에서 반응시킨 후 세척하였다. 

TMB(BD) 용액을 well 당 0.1 ml 씩 처리한 후 30분 동안 

상온에서 반응하였다. 2 N H2SO4 용액을 well 당 0.05 ml

씩 첨가함으로써 완료하였으며, 570 nm에서 96 well 

microplate reader를 사용하여 흡광도를 측정하였다.

6. Western blot

세포를 1.5×106 cells/ml의 농도로 2 ml을 6 well plate

에 접종하여 세포가 well plate에 부착된 것을 확인한 후 배

지를 갈아주었다. phospho-STAT1을 측정하기 위해서는 먼

저 1 ng/ml IFN-γ으로 2시간 sensitization하였고 그 후에 

약물추출물과 100 ng/ml LPS를 함께 3시간 처리하였다. I

κBα나 phospho-mitogen-activated protein kinase 

MAPK)를 측정하기 위해서는 약물추출물을 한 시간 먼저 처

리한 후에 LPS로 15분간 자극하였다. 세포를 cold PBS로 2

회 세척하고 complete protease inhibitor cocktail (Roche 

Diagnostics, Germany)와 phosphatase inhibitor (Sigma)

을 첨가한 lysis solution (50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 

150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 20 mM NaF, 0.5% 

NP-40, 1% Triton X-100)으로 파괴하였다. Bradford 방

법에 준하여 단백질 농도를 정량한 후 sodium dodecyl 
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sulfate (SDS) loading buffer를 넣고 3분간 boiling하였다. 

10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis를 이용하여 

단백질을 분리한 후에 젤을 polyvinylidene fluoride 

membrane으로 transfer하였다. Transfer가 제대로 되었는

지를 확인하기 위해 ponseau S staining을 실시하였다. 5% 

skim milk를 0.1% Tween이 함유된 Tris-buffered saline 

(TBST)에 녹인 blocking buffer를 만든 후 여기에 

membrane을 상온에서 한 시간 blocking하였다. 1：1000으

로 희석한 IκBα, I kappa B kinase(IKK), β-tubulin (모두 

Santa Cruz, USA), STAT1, phospho-STAT1, 

phospho-IKKα/β, phospho-JNK/stress-activated protein 

kinase(SAPK), JNK/SAPK, phospho-p38, p38, 

phospho-ERK1/2, ERK1/2 (모두 Cell Signaling, USA) 

로 4℃에 overnight 반응시켰다. Internal control로써 β

-tubulin을 사용하였다. TBST로 세척 후 1：5000으로 희

석한 HRP-conjugated anti-rabbit antibody로 상온에서 

한 시간 반응하였다. TBST로 세척 후 chemiluminescent 

substrate (ECL, GE healthcare, UK)로 밴드를 확인하

였다.

7. 통계분석

모든 결과는 SPSS 12.0 버전을 이용하여 분석하였으며, 

평균의 차이는 non-paired Student's t-test로 분석하였다. 

P 값이 0.05 미만의 것만을 통계적으로 유의하다고 판단하

였다.

결 과

1. 連翹 에탄올 추출물의 세포 독성

마우스 복강에서 분리한 대식세포를 이용하여 80% 에탄올

로 추출한 連翹를 농도별로 처리한 후 24시간 후에 MTS 

assay를 이용하여 세포 생존률에 미치는 영향을 확인하였다. 

실험 결과 連翹 에탄올 추출물은 최고 800 μg/ml의 농도까

지 별다른 세포독성을 나타내지 않았다 (Figure 1).
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Figure 1. Effect of FF ethanol extract on cell viability. Mouse 
peritoneal macrophages were cultured with various concentrations 
of FF extract for 24 h. The number of live cells was determined 
using the MTS method. Data are mean ± SD of four independent 
assays. 0 μg/ml：control cells

2. 連翹 에탄올 추출물이 대식세포의 염증성 사

이토카인 분비에 미치는 영향

IFN-γ은 대식세포의 주요 활성인자(macrophage 

activating factor)이며 LPS는 Gram (-) 균의 세포벽을 구

성하며 이들 물질 모두 대식세포의 수용체를 통해 염증성 물

질의 분비를 유도한다5). 대식세포를 먼저 IFN-γ로 

sensitization을 한 후에  LPS로 자극하고 동시에 連翹 에탄

올 추출물을 농도별로 처리하였다. ELISA 방법을 이용하여 

상등액의 TNF-α를 측정한 결과 25, 100, 400 μg/ml에서 

11%, 18%, 35% 감소하였으며(Figure 2A), IL-6는 11%, 

30%, 70% 감소하여 모두 농도의존적인 억제경향을 나타내었

다(Figure 2B).

A.

B.

Figure 2. Effect of FF ethanol extract on cytokine production in 
LPS/IFN-γ stimulated macrophages. Cells were sensitized with 1 
ng/ml IFN-γ for 2 h and then incubated with 100 ng/ml LPS and 
various concentrations of FF ethanol extract for 24 h. The levels 
of TNF-α (A) and IL-6 (B) were determined by ELISA. Data 
represent the mean ± SD of three independent assays. * p 
<0.05 compared to control ( 0 ㎍/㎖ )

3. 連翹 에탄올 추출물이 STAT1 활성에 미치는 

영향

IFN-γ의 대식세포 자극은 IFN-γ수용체를 통하여 일어나

며 세포질내의 STAT1이 인산화하면서 핵내로 이동하여 대식

세포 활성에 필요한 유전자의 발현을 촉진한다6). 連翹 에탄올 

추출물이 IFN-γ에 의해 활성화된 STAT1에 영향을 미치는지 

확인하기 위해 대식세포를 IFN-γ로 sensitization한 후 連翹 

에탄올 추출물과 LPS로 3시간 배양한 후에 western 

blotting으로 분석하였다. STAT1 활성에 대한 連翹 에탄올 

추출물의 효과를 확인한 결과 phospho-STAT1의  발현을 

농도의존적으로 억제함을 알 수 있었다(Figure 3). 
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Figure 3.  Effect of FF ethanol extract on STAT1 activation. 
Macrophages were sensitized with 1 ng/ml IFN-γ for 2 h and 
then incubated with 100 ng/ml LPS and various concentrations of 
FF ethanol extract for 3 h. The levels of phospho-STAT1 and 
STAT1 were determined by western blotting. Tubulin was loaded 
as internal controls. One of three independent assays was shown. 

4. 連翹 에탄올 추출물이 IκBα 분해 및 IκBα 

kinase 활성에 미치는 영향

IκBα는 염증성 물질의 발현을 조절하는 전사인자인 

nuclear factor(NF)-κB의 핵내이동을 억제하는 역할을 하

지만 LPS를 처리하면 IκBα kinase(IKK)에 의해 인산화가 

되면서 ubiquitination이 되어 분해되므로 NF-κB가 핵 내

로 이동하게 된다7). 대식세포를 LPS로 15분한 자극하였을 

때 IκBα는 거의 분해되어 밴드에 거의 나타나지 않았으나 

25 μg/ml, 100 μg/ml에서 억제되기 시작하여 400 ㎍/ml

에서 강하게 억제하였다(Figure 4). IKK의 활성은 100 μ

g/ml, 400 μg/ml에서 농도의존적으로 억제하였다(Figure 

4). 따라서 連翹 에탄올 추출물은 IKK 인산화 조절을 통해 

부분적으로 IκBα 분해를 억제함을 본 실험으로 확인할 수 

있었다.

Figure 4. Effect of FF ethanol extract on IκBα and IKK 
signaling
Macrophages were incubated with various concentrations 
of FF ethanol extract for 1 h and then stimulated with LPS 
for 15 min. The levels of IκBα, phospho-IKK, and IKK 
were determined by western blotting. Tubulin was loaded 
as internal controls. One of three independent assays was 
shown.  

5. 連翹 에탄올 추출물이 p38, JNK, ERK1/2 

활성화에 미치는 영향

MAPK를 구성하는 중요한 단백질은 p38, Jun 

N-terminal protein kinase (JNK), extracellular signal- 

regulated kinase (ERK)1/2이며 이들은 세포외 자극을 받아 

활성화된다. 連翹 에탄올 추출물이 이러한  MAPK의 활성에 

주는 영향을 확인하기  위해 대식세포에 連翹 에탄올 추출물

을 전처리한 후 15분간 LPS로 자극하였다. 실험 결과 連翹 

에탄올 추출물은 p38의 인산화를 25 μg/ml부터 농도의존적

으로 억제하였으며, JNK의 경우 100 μg/ml, 400 μg/ml

에서 비슷하게 억제하였으나 ERK1/2의 인산화에는 변화를 

주지 않았다(Figure 5).

Figure 5. Effect of FF ethanol extract on p38, JNK, and ERK1/2 
activation
Macrophages were incubated with various concentrations of FF 
ethanol extract for 1 h and then stimulated with LPS for 15 min. 
The levels of phospho-p38, p38, phospho-JNK, JNK, 
phospho-ERK1/2 and ERK were determined by western blotting. 
One of three independent assays was shown.  

고  찰

대식세포는 Toll-like receptors와 같은 pattern- 

recognition receptors을 통해 외인성 미생물의 pathogen- 

associated molecular pattern과 괴사성 세포 파편에 있는 

내인성 위험 신호를 모두 인식한다8-9). 이 기능을 통해 대식

세포는 감염이나 조직손상으로 인한 다양한 자극에 대해 첫 

번째 sensor의 역할을 수행한다10). 대식세포는 사이토카인을 

분비함으로써 염증성 반응을 유도하며 이중 TNF-α와 IL-6

는 면역 반응, 급성기 반응, 조혈 작용을 조절하는 

pleiotropic effect를 보인다11). TNF-α은 다른 백혈구가 염

증성 사이토카인을 분비하도록 자극할 뿐만 아니라 혈관내피

세포의 표면에 adhesion molecules의 발현을 유도하므로 순

환중의 백혈구가 extravasation하도록 한다. 특히 TNF-α의 

영향이 전신으로 나타나면 열, 식욕 감퇴, C-reactive 

protein의 상승, anemia를 나타낸다12). IL-6는 TNF-α처럼 

급성기 단백질 합성을 촉진하여 외상, 감염, 스트레스 등의 
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자극 시 혈청 내 수치가 급속히 증가하고 백혈구 증가, 혈소

판 증가, 림프구 활성, 피브리노겐, C-반응성 단백질, 아밀로

이드 전구기 단백질 등을 만들어내며 그 외 B세포의 분화와 

성장에 영향을 준다13). 본 연구에서 連翹 에탄올 추출물은 

LPS와 IFN-γ로 자극한 대식세포가 분비하는 TNF-α, IL-6 

양을 농도의존적으로 억제하였으며 특히 IL-6 억제가 더욱 

뚜렷하였다. 

LPS와 같은 외인성 자극에 의해 일어나는 경로에는 NF-

κB와 MAPK가 중요한 역할을 한다. NF-κB는 IκBα에 의해 

억제되지만 자극이 일어난 후 IKK로 인해 IκBα가 인산화되

고 유비퀴틴화되어 분해되면 NF-κB는 핵으로 이동해 많은 염

증 유전자의 전사를 촉진시킨다7). 본 연구에서 連翹 에탄올 

추출물은 IκBα 분해와 IκBα kinase 활성을 농도의존적으로 

억제하는 것을 관찰하였다. 따라서 連翹 에탄올 추출물이 Iκ

Bα kinase 억제를 통한 IκBα분해를 감소시킴으로써 부분적으

로 NK-κB 신호전달에 영향을 준다는 것을 알 수 있었다.

MAPK pathway는 염증성 자극에 의해 활성화되는 세포 

내 신호 전달 경로 중 하나이다. MAPK 계층의 3가지 주요 

그룹인 ERK1/2, JNK, p38은 세포외 신호에 반응하여 세포

골격 단백질, 핵내 전사인자의 활성을 조절하고 사이토카인 

mRNA를 안정화시킨다14). MAPK는 MAPK kinase에 의해 

인산화되며 이러한 MAPK kinase는 upstream에 있는 

MAPK kinase kinases에 의해 인산화된다14). 본 연구를 통

해 連翹 에탄올 추출물의 p38와 JNK의 인산화 억제는 

MAPK kinases 억제나 보다 더 upstream 수준에서 일어났

음을  알 수 있었고 이러한 조절이 사이토카인 합성의 감소에 

관여하였을 것으로 사료된다.

IFN-γ는 Janus kinase와 STAT1으로 연결되는 신호전달 

경로에 의해 대식세포를 활성화한다. IFN-γ와 해당되는 수용

체가 결합하면 Janus kinase가 자가인산화

(autophosphorylation)되면서 IFN-γ수용체의 인산화 및 

STAT1의 인산화를 일으킨다6). 이렇게 활성화된 STAT1은 

핵내로 들어가가 대식세포의 활성을 나타내는 다양한 유전자

의 발현에 관여한다6). 본 연구에서 확인된 連翹의 STAT1 활

성 억제는 대식세포의 과잉반응을 차단하는데 기여했을 것으

로 사료된다.  

連翹에는 arctigenin, pinoresinol, rutin, acteoside  등

이 항염 성분들이 함유되었다고 보고되었다4). arctigenin는 

JAK-STAT 신호 전달 경로를 억제하여 iNOS 발현을 저해

하였으며15), pinoresinol은 LPS로 자극된 rat cerebral 

cortex microglia에서 NO, PGE2, TNF-α, IL-1β, IL-6의 

발현을 억제하였다16). cisplatin으로 신장 염증을 유도한 쥐

에게 rutin을 경구 투여한 결과 NFκB, TNF-α, caspase-3

의 발현이 감소되었으며 cisplatin에 의한 신장 조직의 병리

적 변화를 예방해주었다17). acteoside는 dextran sulphate 

sodium로 유도된 대장염 모형에서 대장의 점액 조직의 구조 

손상을 감소시키고 IFN-γ의 분비를 줄여 장의 염증을 개선

하였다18). 

요컨대 본 실험은 淸熱解毒, 消腫散結의 기능을 가지는 連

翹 에탄올 추출물이 LPS/IFN-γ로 자극한 대식세포의 TNF-

α와 IL-6의 분비를 억제하고 염증성 물질 발현에 관여하는 

STAT-1, IκBα, p38, JNK의 활성을 조절할 수 있음을 분자

적 수준에서 확인하였다. 

결  론

連翹는 淸熱解毒, 消腫散結하는 효능이 있으며 여러 염증

성 질환에 사용되었다. 본 연구에서는 마우스 복강 대식세포

를 이용하여 LPS와 IFNγ로 유도된 사이토카인 및 STAT1, I

κBα, p38, JNK, ERK1/2의 변화에 連翹 에탄올 추출물이 

미치는 영향을 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 대식세포를 이용한 세포 독성 실험 결과 連翹 에탄올 추

출물은 최고 800 ㎍/㎖의 농도까지 독성이 나타나지 않

았다.

2. IFN-γ와 LPS로 자극한 대식세포의 TNF-α와 IL-6의 분

비에 대하여 連翹 에탄올 추출물은 농도 의존적으로 억제

하였다.

3. 連翹 에탄올 추출물은 IFN-γ와 LPS에 의해 활성화된 

STAT1에 대하여 連翹는 농도 의존적으로 억제하였다.

4. 連翹 에탄올 추출물은 LPS 자극에 의한 IκBα 분해 및 I

κBα kinase 인산화 조절을 통해 NF-γB 활성을 억제하며 

p38과 JNK의 활성을 농도의존적으로 억제하였다. 

요컨대 본 연구는 連翹 에탄올 추출물의 항염효과를 규명

하기 위해 염증성 사이토카인 분비와 이것을 조절하는 대표적

인 신호전달 단백질 조절에 미치는 영향을 확인하였다. 
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