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ABSTRACT

Objecctive：Nelumbinis Folium (NF) is used for diarrhea, headache and dizziness in traditional medicine. In this 

paper, we examined the anti-inflammatory effects of the methanol extract of NF in mouse macrophages. 

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

lipopolysaccharide(LPS) or LPS/interferon(IFN)-γ for viability assay, cytokine measurement and Western 

blotting.

Results：NF methanol extract suppressed the levels of nitric oxide (NO) through reduction of inducible NO 

synthase in a concentration-dependent manner. The extract reduced LPS/IFN-γ-stimulated STAT1 

phosphorylation and LPS-induced IκBα degradation through inhibition of IκBα kinase activation. The extract 

also inhibited p38, JNK/SAPK and ERK1/2 activation. 

Conclusions：Our findings suggested that NF has anti-inflammatory activity, and have a potential for 

therapeutic application. Further research is required to investigate its anti-inflammatory active compounds.
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서  론

염증반응은 손상을 국소화, 최소화하고 조직의 구조와 기능

을 회복하여 인체를 방어하는 중요한 기전으로 백혈구가 감염

이 일어나거나 세포가 손상된 부위로 동원되고 체액 및 혈장 

단백질의 조직 이동을 촉진하는 혈관벽의 변화로 시작된다. 

그러나 염증과정의 조절이 적절히 이루어지지 않고 진행되면 

조직손상과 만성염증질환을 일으킬 수 있다1-2). 

nitric oxide(NO)는 NO synthases(NOS)로부터 생성되는데 

NOS는 칼슘 의존적이고 지속적으로 발현되는 constitutive 

NO synthases(cNOS)와 칼슘 비의존적이며 자극이 있을 때 

유도되는 inducible NO synthases(iNOS)로 분류된다. 대

식세포의 경우 LPS나 사이토카인에 의해 자극을 받으면 

iNOS를 통해 L-arginine으로부터 다량의 NO를 합성한다3). 

NO는 혈압과 신경전달을 조절하고 박테리아를 죽이거나 종양

을 제거하는 등 생리적 기능 조절에 중요한 역할을 하지만 과

량의 NO 생성은 과도한 염증반응을 야기할 수 있다4-5).

iNOS의 발현에 관여하는 신호전달경로 중에서 대표적인 단

백질은 nuclear factor κB(NF-κB), mitogen-activated

protein(MAP) kinase, signal transducer and activator 

of transcription(STAT)1이 있다4-6). NF-κB는 자극이 없을 

경우 IκBα에 의해 세포질에 머무르지만 염증성 자극이 오면
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IκBα kinase(IKK)가 활성화되어 IκBα의 인산화 및 분해를 

유도하고 이로 인해 NF-κB는 핵내로 이동하여 대다수의 염

증성 유전자의 발현을 촉진한다7). MAP kinase는 세포외의 

신호를 핵내로 전달하는데 포유류의 세포에서는 대표적으로 

extracellular signal-regulated kinase(ERK1/2), c-Jun 

amino-terminal kinase(JNK), p38이 있다8). STAT1은 정

상적인 조건에서 세포질에 존재하다가 cytokine을 매개한 신

호에 의해 활성화되면 핵내로 이동하는 전사인자이다1,9).

荷葉(荷葉：Nelumbo nucifera Gaertner)은 수련과

(Nymphaeaceae)의 여러해살이 수생식물 蓮의 잎으로 한의학

에서는 淸暑利濕, 升發淸陽, 止血의 효과가 있어 여름에 설사

를 그치게 하고 두통과 어지럼증을 해소시키며 토혈, 코피, 대

변출혈, 자궁 출혈, 산후 어혈로 인한 어지럼증을 치료하는데 

사용되었다10-11). 荷葉에 함유되어 있는 성분으로는 

roemerine, N-methylcoclaurine, quercetin, isoquercetin, 

coclaurine, norcoclaurine, rutin, hyperin, catechin, 

hyperoside, astragalin이 있다12-15).

현재까지 荷葉에 대한 in vivo 연구로는 내장지방조직의 

지방분해활성을 촉진하여 비만을 억제한다는 연구보고15), 고

지방식이로 유발된 간손상에 효과적이고 체내 지방 축적을 감

소시켜 비만을 예방한다는 결과16), 지질과 탄수화물 흡수를 

방해하고 지질 대사를 가속화하여 에너지 소비를 증가시킴으

로써 비만을 억제한다는 결과17), 총콜레스테롤, 중성지방, 

low density lipoprotein cholesterol (LDL cholesterol)을 

감소시켜 비만을 억제한다는 실험연구18), 내당능(glucose 

intolerance)을 향상시키고 체중을 감소시켜 당뇨 개선에 효

과적이라는 보고19), 인슐린 분비촉진 작용으로 인슐린 비의존

형 당뇨병의 혈당조절에 효과적이라는 연구20)가 있었다. 또한 

荷葉이 Human aortic smooth muscle cell의 증식을 감소

시켜 in vitro 수준에서 동맥경화억제를 보여준 연구가 보고

되었다.21) 동맥경화의 중요한 유발인자인 산화 LDL인데 이것

은 혈관내피세포의 adhesion molecule, 케모카인, 염증성 사

이토카인을 유도하고 이러한 염증반응은 혈관의 tunica 

intima에서 대식세포의 활성을 유발하여 염증반응을 가속화

한다22). 荷葉 추출물이 동맥경화반의 형성을 억제하였으므로 

荷葉에 항염 효과가 있음을 유추할 수 있다.

따라서 비만과 동맥경화와 같은 대사성 관련 염증질환에 

대한 荷葉추출물의 억제효과를 바탕으로 하여 본 연구에서는 

荷葉의 항염증 효과를 확인하기 위해 마우스 복강 대식세포의 

염증반응으로 유도한 NO, iNOS의 합성과 STAT1, IκBα, 

IKK의 활성화, MAP kinase의 신호전달 경로에 미치는 영향

을 관찰하여 유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

재료와 방법

1. 약재 추출물 제조

본 실험에서 사용된 荷葉(Nelumbinis Folium：NF)의 산

지는 전라남도 무안이며 (주)동우당제약 (경북영천시)에서 구

입하였고 약재의 일부는 경희대학교 동서의학대학원 한의과학

실험실에 보관되어 있다 (Voucher Number：2011-02NF). 

분쇄기로 분쇄하여 가루로 만든 후 50 g을 100% 메탄올에 3

시간씩 3회 열탕하여 반복 추출하였다. 여과액을 rotary 

evaporator로 이용하여 감압 농축한 후 동결 건조하여 9.1g

의 고형 추출물을 얻어 수율은 약 18 %였다. 실험에 사용된 

荷葉 메탄올 추출물은 100 mg/ml stock은 dimethyl 

sulfoxide(Sigma, USA)에 녹인 후 0.45 μm 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 사용하

였다. 

4. 세포독성 검사

荷葉 메탄올 추출물에 대한 대식세포의 생존율을 확인하기 

위 해  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3- 

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazol

ium, inner salt (MTS)를 formazan으로 환원하는 세포내 효

소활성을 통해 간접적으로 측정하였다. 세포를 4×105 cells/ml

의 농도로 96 well plate에 0.1 ml 접종하고 세포가 well 

plate에 부착된 것을 확인한 후에 약재추출물을 농도별로 처리

하였다. 24시간 후 CellTiter96 One Solution reagent 

(Promega, USA) 0.02 ml를 첨가한 후에 96 well microplate 

reader (Molecular Devices, USA)를 이용하여 490 nm로 흡

광도를 측정하였다. 각 농도별 흡광도에서 약재추출물의의 백그

라운드 흡광도를 제거한 후 데이터로 표시하였다. 

5. Nitrite 측정 

Nitrite 양을 측정하기 위해서 5×105 cells/ml의 농도로 1 

ml을 24 well plate에 접종하고 세포가 부착된 확인한 후에 배

지를 새로 교환하였다. 1 ng/ml recombinant interferon-γ

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

약물추출물과 100 ng/ml lipopolysaccharide(LPS)(Sigma) 을 

처리하여 24 시간 배양하였다. 참고약물로써 1 μM 

dexamethasone (Sigma)을 사용하였다. 상등액 0.05 ml과 

동량의 Griess reagent (Sigma)를 더하여 96 well plate에 

넣고 상온에 15분간 반응한 후 96 well microplate reader

를 이용하여 540 nm로 흡광도를 측정하였다. 
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6. iNOS 측정

iNOS 측정은 western blotting 방법으로 분석하였다. 먼저 

세포를 1×106 cells/ml의 농도로 2 ml을 6 well plate에 접

종하여 세포가 well plate에 부착된 것을 확인한 후 1 ng/ml 

IFN-γ로 2시간 sensitization한 후 약물추출물과 100 ng/ml 

LPS를 처리하여 24 시간 배양하였다. 상등액을 제거한 후 

cold phosphate buffered saline (PBS)로 2회 세척하였다. 

Complete protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostics, 

Germany)가 들어있는 lysis solution (50mM Tris-HCl (pH 

7.5), 150mM NaCl, 1mM EDTA, 20mM NaF, 0.5% 

NP-40, 1% Triton X-100)으로 세포를 파괴하였다. 

Bradford 방법에 준하여 단백질 농도를 정량한 후 sodium 

dodecyl sulfate (SDS) loading buffer를 넣고 3분간 boiling

하였다. 8% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE)를 이용하여 단백질을 분리한 후에 젤을 

polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane으로 transfer

하였다. Transfer가 제대로 되었는지를 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. Anti-iNOS(BD) antibody를 

blocking buffer에 1：1000으로 희석하여 4℃에 

overnight 반응시켰다. Internal control로써 1：1000으로 

희석한 actin (Santa Cruz, USA)을 사용하였다. TBST로 

3회 세척 후 1：5000으로 희석한 HRP-conjugated 

anti-mouse antibody나 HRP-conjugated anti-rabbit 

antibody로 상온에서 한 시간 반응하였다. TBST로 3회 세

척 후 chemiluminescent substrate (ECL, GE 

healthcare, UK)로 밴드를 확인한 후 Image J 프로그램을 

통해 분석하였다. 

7. Cell signaling 분자 측정

Cell signaling 분자를 확인하기 위해서 세포를 1.5×106 

cells/ml의 농도로 2 ml을 6 well plate에 접종하여 세포가 

well plate에 부착된 것을 확인한 후 배지를 갈아주었다. 

Phospho-STAT1을 측정하기 위해서는 먼저 1 ng/ml IFN-

γ으로 2시간 sensitization하였고 100 ng/ml LPS와 약물을 

넣고 3시간 자극하였다. IκBα와 phospho-MAPK를 측정하

기 위해서는 동량의 세포에 약물추출물을 한 시간 먼저 처리

한 후에 LPS로 15분간 자극하였다. 단백질 분리는 iNOS 분

자확인과 같은 방법으로 하되 단백질 lysis buffer에 

phosphatase inhibitor (Sigma)을 첨가하였다. 10% SDS- 

PAGE를 이용하여 단백질을 분리한 후에 젤을 PVDF 

membrane으로 transfer하였다. 1：1000으로 희석한 IκBα, 

GAPDH, β-tubulin (모두 Santa Cruz, USA), STAT1, 

phospho-STAT1, phospho-IKKα/β, phospho-JNK/SAPK, 

JNK/SAPK, phospho-p38, p38, phospho-ERK1/2, 

ERK1/2 (모두 Cell Signaling, USA) 로 4℃에 overnight 

반응시켰다. TBST로 세척 후 1：2000으로 희석한 

HRP-conjugated anti-rabbit antibody로 상온에서 한 시

간 반응하였다. TBST로 세척 후 chemiluminescent 

substrate (ECL, GE healthcare, UK)로 밴드를 확인한 후 

Image J 프로그램을 통해 분석하였다. 

8. 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. 荷葉 메탄올 추출물의 세포 독성

마우스 복강에서 분리한 대식세포를 이용하여 메탄올로 추

출한 荷葉을 농도별로 처리한 후 24시간 후에 MTS assay를 

이용하여 세포 생존률에 미치는 영향을 확인하였다. 실험 결

과 荷葉 메탄올 추출물은 25∼400 ㎍/ml의 농도에서 약물을 

처리하지 않은 대조군과 세포독성 차이가 유의하게 나타나지 

않았으나 800 ㎍/ml의 농도에서 17%의 감소가 일어났다. 이

와 같은 결과를 바탕으로 향후 실험은 400 ㎍/ml 이하의 농

도에서 진행하였다 (Figure 1).
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Figure 1. Effect of Nelumbinis Folium (NF) methanol extract on cell 
viability. Mouse peritoneal macrophages were cultured with various 
concentrations of NF methanol extract for 24 h. The number of 
live cells was determined using the MTS method. Data are mean 
± SD of four independent assays. 

2. 荷葉 메탄올 추출물이 활성화된 대식세포의 

NO 분비에 미치는 영향

대식세포는 IFN-γ와 LPS로 활성화하면 free radical의 

일종인 NO를 만들어낸다. NO는 반감기가 짧아 측정이 어려

우므로 NO 대사의 최종산물의 일종인 nitrite를 측정함으로

써 NO 생성량에 대한 荷葉 메탄올 추출물의 영향을 확인하

고자 하였다. 대식세포를 먼저 IFN-γ로 sensitization을 한 

후에 LPS로 자극하고 동시에 荷葉 추출물을 농도별로 처리하

였다. Figure 2에 보여지듯이 荷葉 메탄올 추출물은 농도의

존적으로 억제하였으며 400 ㎍/ml에서의 억제는 참고약물로 

사용된 dexamethasone과 비슷한 수준이었다 (Figure 2). 
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Figure 2. Effect of NF methanol extract on NO production in 
lipopolysaccharide (LPS)/interferon (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 NF 
methanol extract for 24 h. As a reference drug, 1 μM of 
dexamethasone(Dex) was used. The levels of nitrite were 
determined by the Griess method. Data represent the mean ± 
SD of three independent assays. * p <0.05 compared to control ( 
0 ㎍/ml ). 

3. 荷葉 메탄올 추출물이 활성화된 대식세포의 

iNOS 합성에 미치는 영향

iNOS는 L-arginine을 산화하여 L-citrulline과 NO를 합

성한다. 荷葉 메탄올 추출물이 LPS/IFN-γ에 의한 iNOS 합

성에 미치는 영향을 확인하기 위해 24시간 자극한 세포의 단

백질을 분리하여 western blotting 방법으로 iNOS 단백질의 

양을 측정하였다. 荷葉 메탄올 추출물은 농도의존적인 억제를 

보여주었으며 NO와 마찬가지로 400 ㎍/ml에서는 

dexamethasone과 비슷한 수준의 억제를 보여주었다 

(Figure 3). 

Figure 3. Effect of NF methanol extract on iNOS synthesis. 
Macrophages were sensitized with 1 ng/ml IFN-γ for 2 h and 
then incubated with 100 ng/ml LPS and various concentrations of 
NF methanol extract for 24 h. 1 μM of dexamethasone(Dex) was 
used. The levels of iNOS were determined by western blotting. 
Actin was loaded as internal controls. One of three independent 
assays was shown. 

4. 荷葉 메탄올 추출물이 STAT1 활성에 미치는 

영향

IFN-γ에 의한 자극은 Janus kinase를 통한 STAT1 전사

인자의 인산화로 이어지고 이렇게 활성화된 STAT1은 핵내로 

이동하여 iNOS 발현에 영향을 미친다4). 荷葉 메탄올 추출물

이 IFN-γ에 의해 활성화된 STAT1에 영향을 미치는지 확인

하기 위해 대식세포를 IFN-γ로 priming한 후 荷葉과 LPS로 

3시간 자극 후에 western blotting으로 분석하였다. iNOS와 

마찬가지로 荷葉 메탄올 추출물은 25 ㎍/ml, 100 ㎍/ml에서 

phospho-STAT1의 발현을 억제하였고 400 ㎍/ml에서는 거

의 발현이 되지 않았다 (Figure 4). 따라서 荷葉 메탄올 추출

물의 iNOS 억제는 STAT1 활성조절이 부분적으로 기여함을 

알 수 있었다.

Figure 4. Effect of NF methanol extract on STAT 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 
NF methanol 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.

5. 荷葉 메탄올 추출물이 IκBα 분해 및 IκBα 

kinase 활성에 미치는 영향

IκBα는 염증성 물질의 발현을 조절하는 전사인자인 NF-

κB의 활성을 억제하는 역할을 하며 LPS를 처리시 인산화가 

되면서 ubiquitination이 되어 분해되므로 NF-κB가 핵내로 

이동하게 된다. 대식세포를 LPS로 15분한 자극하였을 때 Iκ

Bα는 거의 분해되어 밴드에 거의 나타나지 않았으나 100 ㎍

/ml, 400 ㎍/ml에서 IκBα의 밴드는 LPS를 처리하지 않은 

세포와 비슷한 수준으로 나타났다 (Figure 5). 또한 IκBα 인

산화를 촉매하는 IKK의 활성은 25 ㎍/ml에서 억제되었으며 

100 ㎍/ml, 400 ㎍/ml에서 완전히 억제되었다 (Figure 5). 

따라서 荷葉 메탄올 추출물은 IKK 인산화 조절을 통해 IκB

α 분해를 억제하는 것으로 확인되었다.
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Figure 5. Effect of NF methanol extract on IκBα activation. 
Macrophages were incubated with various concentrations of NF 
methanol extract for 1 h and then stimulated with 100 ng/ml LPS 
for 15 min. The levels of IκBα, phospho-IKK and IKK were 
determined by western blotting. GAPDH was loaded as internal 
controls. One of three independent assays was shown. 

6. 荷葉 메탄올 추출물이 p38, JNK, ERK1/2 

활성화에 미치는 영향

대식세포를 LPS로 자극하면 p38, JNK, ERK1/2와 같은 

MAP kinase가 활성화되어 세포질이나 핵내의 단백질을 조절

한다. 荷葉 메탄올 추출물이 이러한 MAP kinases의 활성에 

주는 영향을 확인하기 위해 대식세포에 荷葉 메탄올 추출물을 

전처리한 후 15분간 LPS로 자극하였다. 실험 결과 荷葉은 

p38, JNK, ERK1/2의 인산화를 농도의존적으로 억제하였다

(Figure 6). 

Figure 6. Effect of NF methanol extract on p38 activation. 
Macrophages were incubated with various concentrations of NF 
methanol extract for 1 h and then stimulated with 100 ng/ml LPS 
for 15 min. The levels of phospho-JNK, JNK, phospho-p38, p38, 
phospho-ERK1/2, and ERK were determined by western blotting. 
One of three independent assays was shown

고  찰

荷葉은 《本草綱目》에서는 "원기를 생기게 하고 수종과 부

스럼을 제거하고 두창을 치료하고 여러 출혈증을 다스린다."하

였고《本草拾遺》에서는 "血脹 복통을 다스리고 산후 태반이 

나오지 않을 때에는 술로 달여 복용하며 버섯독에 중독된 경

우에는 물로 달여 복용한다."하였으며 배뇨곤란과 지혈에 응용

된다고 하였다.《現代實用中藥》에서는 "부인의 만성 자궁염, 

적백 대하, 남자의 유정 또는 야뇨증, 해독약으로 쓴다"하여 

주로 해독하고 지혈하는 효능으로 사용되어 왔다23). 

대식세포는 외부 병원체와 세포 잔해, 세포자연사

(apoptosis)가 진행 중인 세포를 제거하여 손상받은 조직을 

재생하지만 동시에 iNOS나 염증성 사이토카인과 같은 물질들

을 합성하여 염증반응에 중요한 역할을 한다. 이러한 물질들

이 과잉으로 발현되면 정상조직에도 손상을 초래하는데 류마

티스 관절염, 퇴행성 관절염, 만성 기관지염, 폐기종 등이 여

기에 포함된다1,24). 

NO는 혈액응고, 혈압 및 신경전달 기능의 조절과 미생물

이나 종양세포의 제거 등 생리적 역할을 하지만 고농도의 

NO 생성은 peroxynitrite, nitrogen dioxide와 같은 유해물

질을 생성하여 암의 형성과 진행에 중요한 역할을 하고 세포 

내 유해한 산화물질의 축적, DNA 손상을 일으키며 

mitochondria에 감지되어 mitochondria 내의 cytochrome 

ϲ, apoptosis inducing factor(AIF)를 방출하게 하고 세포자

연사를 조장하여 조직의 상해를 초래하는 이중적 특징을 갖는 

것으로 알려져 있다3,25,26).

NOS는 물리화학적 성상에 따라 type Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ의 동종효소

로 나뉘는데 type Ⅰ인 neuronal NOS(nNOS)과 typeⅢ인 

endothelial NOS(eNOS)는 세포 속에 항상 존재하므로 cNOS

로 분류되며 typeⅡ인 iNOS는 LPS와 같은 박테리아의 자극, 

IFN-γ, interleukin-1β(IL-1β), IL-6, tumor necrosis 

factor-α(TNF-α)와 같은 사이토카인의 자극에 노출되는 경우

에만 발현된다3,27). 대식세포, 쿠퍼세포(Kupffer cells), 간세

포(hepatocytes), 평활근 세포(smoothe muscle cells)와 같

은 세포에서 과도하게 발현된 iNOS는 장시간 동안 다량의 

NO를 생성하여 인체에 병리적으로 작용한다26). 따라서 염증이 

인체에 유해하게 작용하지 않게 하기 위해서는 iNOS의 과도

한 발현을 억제하는 것이 중요하다고 볼 수 있다.

荷葉 메탄올 추출물이 NO 생성에 미치는 영향에 대해 알

아보고자 마우스 복강에서 분리한 대식세포를 IFN-γ와 LPS

로 자극하고 荷葉 추출물을 농도별로 처리한 결과 NO 생성

이 농도의존적으로 억제되었다. NO 생성 저해 기전을 확인하

기 위해 iNOS 양을 western blotting 방법으로 측정한 결과 

저농도에서도 억제되어 iNOS 억제에 의한 NO 생성 감소를 

확인할 수 있었다.

STAT1은 감염에 대한 방어, 세포 주기 조절, 세포자연사, 

세포 형질전환(cellular transformation) 등의 작용을 하는 

전사인자이다28,29). c-fos, protooncogene, caspases, p21 

등의 유전자 발현 조절에 관여하며 정상적인 조건에서는 세포

질 내에 불활성 단량체(monomer)로 존재하다가 growth 

factor나 사이토카인과 같은 자극이 있을 때 해당 수용체와 

이에 연결된 Janus kinase에 의해 활성화되어 이합체
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(dimer)를 이루어 핵으로 이동하여 다양한 유전자의 

promoter 영역의 특이 염기서열에 부착하여 전사를 자극한다
2). 이들 중 STAT1은 IFN-γ 자극에 대해 iNOS promoter

에 존재하는 IFN-γ-activated sequence(GAS)에 결합하여 

전사를 촉진하며 이로써 iNOS 발현을 유도하는 것으로 알려

져 있다4). 荷葉 메탄올 추출물이 IFN-γ에 의해 활성화된 

STAT1에 영향을 미치는지 확인한 결과 농도의존적으로 

STAT1의 인산화가 억제되어 iNOS 발현억제에 부분적으로 

STAT1 억제가 관여함을 알 수 있었다.

NF-κB는 TNF-α와 같은 사이토카인, 케모카인 등의 염증

성 매개물질과 세포부착분자 등의 유전자 발현에 중요한 역할

을 하는 전사 인자이다. NF-κB의 활성은 IκBα에 의해 조절

된다. 정상 상태에서는 세포질에서 NF-κB는 IκBα와 결합하

고 있어 불활성화된 상태로 존재하다가 TNF-α, IL-1와 같

은 염증성 사이토카인, LPS와 같은 박테리아 감염에 노출되

면 IKK에 의해 IκBα의 특정 serine 잔기가 인산화되며 

ubiquitination 과정을 거쳐 proteasome에 의해 분해되어 

NF-κB가 유리된다. 이러한 NF-κB는 핵으로 이동하여 κ

B-sites에 결합하여 iNOS를 포함한 여러 염증성 유전자, 

anti-apoptosis 유전자 등의 발현을 촉진하여 염증을 가속화

한다7,30). 荷葉 메탄올 추출물은 100㎍/㎖, 400㎍/㎖에서 I

κBα 분해를 억제하였고 IKK 역시 25 ug/㎖에서 억제되기 

시작하여 100 ug/㎖, 400 ug/㎖에서 완전히 억제되었다. 따

라서 荷葉 메탄올 추출물은 IKK 억제를 통해 IκBα 분해를 

부분적으로 억제함으로써 NF-κB의 활성에 영향을 줄 수 있

음을 본 실험으로 확인할 수 있다.

MAP kinases는 세포 외부의 신호를 세포질 및 세포핵 내

로 전달하는 과정에 관여하는 신호전달체계로 세포의 성장, 발

생, 분화, 사멸을 조절한다6,8,31). 세포외의 자극을 인지하면 세

포질 또는 핵 내의 전사인자를 인산화하고 활성화하여 표적 

유전자의 발현을 촉진한다. ERK pathway는 growth factor, 

사이토카인, virus 감염, 형질전환 물질(transforming 

agents), 발암물질과 같은 다양한 자극에 의해 활성화되고 세

포의 증식과 분화에 중요한 역할을 한다. JNK는 세포 사멸을 

촉진하는 세포 내외의 stress 자극, 즉, growth factor와 염

증성 사이토카인, 방사선 조사 등에 의해 유도되며 세포 성장

을 저해한다. p38은 삼투 shock나 열 충격과 같은 stress와 

hormone 등에 의해 활성화되며 TNF-α, IL-1β, IL-6, 

IL-8, cyclooxygenase-2와 같은 염증성 유전자의 발현을 조

절하는 역할을 한다. 荷葉 메탄올 추출물이 p38, JNK, 

ERK1/2의 인산화에 미치는 영향을 알아본 결과 p38과 JNK

의 인산화를 100㎍/㎖, 400㎍/㎖에서 비슷하게 억제하였으며 

ERK1/2는 농도의존적인 억제를 보여주었다. 

이상에서와 같이 荷葉 메탄올 추출물의 항염증 효과를 규

명하기 위하여 NO, iNOS 합성과 이들의 발현을 조절하는 전

사인자들에 대한 영향을 확인한 결과 荷葉은 iNOS의 발현을 

억제함으로써 NO 생성을 저해하며 여기에는 STAT1, NF-κ

B, p38, JNK, ERK1/2가 관여함을 알 수 있었다. 향후 유

효성분의 확인과 질환별 동물모델에 대한 검증이 필요할 것으

로 사료된다.

결  론

荷葉 메탄올 추출물의 항염 효과를 알아보기 위하여 NO, 

iNOS, STAT1, NF-κB, MAP kinases를 측정하여 다음과 

같은 결과를 얻었다.

1. 荷葉 메탄올 추출물은 LPS와 IFN-γ로 자극한 대식세포

의 NO 생성과 iNOS 단백질합성을 농도의존적으로 억제

하였다.

2. 荷葉 메탄올 추출물은 LPS와 IFN-γ에 의해 유도된 

STAT1의 발현을 농도의존적으로 억제하였다.

3. 荷葉 메탄올 추출물은 LPS에 의한 IKK 활성을 억제하여 

IκBα 분해를 감소하였고 p38, JNK, ERK1/2의 인산화를 

농도의존적으로 억제하였다.

이러한 실험 결과로 보아 荷葉 메탄올 추출물의 NO, 

iNOS의 합성 억제에는 STAT1, IκBα, MAP kinases의 활성 

억제와 관련되었음을 확인할 수 있었고 향후 동물실험의 소염

증명과 활성성분의 확인이 필요할 것으로 사료된다.
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