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ABSTRACT

Objectives : The purpose of this study was to investigate the effects of Polygoni Multiflori Radix Water Extract 

(PM) on the production of inflammatory mediators in RAW 264.7 mouse macrophages induced by 

lipopolysaccharide (LPS).

Method : We examined effect of PM Extract on the cell viability of RAW 264.7 cells. Futhermore, we 

investigated anti-inflammatory effect of PM Extract by the production of proinflammatory cytokines such as 

NO, intracellular calcium, interleukin(IL)-1α, IL-3, IL-1β, IL-6, interferon inducible protein-10(IP-10), 

keratinocyte-derived chemokine(KC) and vascular endothelial growth factor(VEGF).

Result : No significant changes have been found in the mouse macrophge cell viability by the PM Extract at 

the concentration of 25, 50, 100 and 200㎍/mL. The water extract of PM significantly inhibited the production 

of NO and intracellular calcium in the LPS-induced macrophages at the concentration of 25, 50, 100 and 200㎍

/mL. The water extract of PM significantly inhibited the production of IL-1α, IL-β, IL-3, IP-10, KC, VEGF in 

the LPS-induced macrophages at the concentration of 50, 100, and 200㎍/mL; IL-6 at the concentration of 100 

and 200 ㎍/mL ; and IL-17 at 200㎍/mL.

Conclusion : The water extract of PM significantly inhibited the production of NO, intracellular calcium, IL-1α, 

IL-3, IL-β, IP-10, KC, VEGF at the concentration of 50 ㎍/mL or higher in the LPS-induced macrophages 

with no changes in the cell viability of them. These results suggest that water extract of Polygoni Multiflori 

Radix has anti-inflammatory effect regulating the production of proinflammatory cytokines in the LPS-induced 

macrophages.
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서 론1)

何首烏는『日華子本草』1)에 “久服令人有子, 治肚腹宿疾, 

一切冷氣及腸風” 라고 처음 收載된 이래 養血滋陰, 潤腸通

便, 截瘧, 袪風, 解毒의 효능이 있어, 血虛頭暈眩暈, 心悸, 失

眠, 肝腎陰虛之腰膝酸軟, 鬚髮早白, 耳鳴, 遺精, 腸燥便秘, 久

瘧體虛, 風疹瘙痒, 瘡癰, 瘰癧, 痔瘡 등을 치료하는 약물로 

사용되어 왔다2).

何首烏의 기원은 大韓藥典3)에 “何首烏 Polygonum multiflorum 

Thunberg (여뀌과 Polygonaceae)의 덩이뿌리”라고 收載되

어 있다.

何首烏의 성분으로는 根과 根莖에 oxymethylanthraquinone
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類가 함유되어 있다. 주로 chrysophanol과 emodin 그 다음

은 rhein, 微量의 physcion과 chrysophanol anthrone 등

(불에 쬐어 구우면 rhein은 없어진다), 그밖에 澱粉 45.2%, 

粗脂肪 3.1%, lecithin 3.7%등이 있다4).

약리작용으로는 콜레스테롤 저하작용, 동맥경화예방작용, 

혈당강하작용, 장관운동촉진작용, 강심작용, 뇌세포 보호 작

용, 사하작용, 항산화작용, 면역억제작용, 혈관확장작용, 항바

이러스작용, 항균작용 등이 있다5,6).

何首烏의 항염 및 면역작용에 대하여 차 등7)은 LPS로 자

극된 마우스의 복막 대식세포에 대한 何首烏 줄기의 MeOH 

추출물의 항염효과에 대해 보고하였고, 이8)는 비장세포의 증

식능, 사이토카인 유도능, 면역억제제 methotrexate(MTX) 

처리에 의한 회복능을 보고하였다.

이와 같이 何首烏는 항염, 항균, 항산화 및 면역 활성에 유

효한 효과를 보이고 있음을 알고 있지만, 한의학 임상에서 많

이 쓰이는 何首烏 물추출물의 항염효능에 관하여는 아직 보고

되지 않아, 이에 대한 검증을 할 필요가 있다고 사료되었다.

이에 저자는 何首烏의 항염효능에 대하여 알아보기 위하여 

何首烏를 물추출하여 제조한 시료(PM = Polygoni 

Multiflori Radix)를 대상으로 mouse macrophage RAW 

264.7 cells의 cell viability와 lipopolysaccharide(LPS)로 

유발된 nitric oxide(NO), 세포내 칼슘, 그리고 

interleukin(IL)-1α, IL-3, IL-1β, IL-6, interferon 

inducible protein-10(IP-10), keratinocyte-derived 

chemokine(KC), vascular endothelial growth 

factor(VEGF), interferon-gamma(IFN-γ) 등의 cytokine 

생성증가에 대한 영향을 조사하여 유의한 결과를 얻었기에 이

에 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재
실험에 사용된 하수오(Polygoni Multiflori Radix; 

Polygonum multiflorum Thunb의 塊根)은 한국 대구의 옴

니허브 주식회사로부터 2010 년 6 월에 구입하였으며, 약재

는 가천대학교 한의과대학 본초학교실에서 감정하였고(No; 

2010-0602) 모든 약재는 실험 전에 초음파 세척기

(Branson, USA)를 이용하여 불순물을 제거하고 실험에 사용

하였다.

2) Cell line
실험에 사용된 대식세포는 마우스 복강 대식세포(mouse 

macrophage line)인 Raw 264.7 세포로서 한국세포주은행

(KCLB, Korea)으로부터 구입하여 사용하였다.

3) 시약 및 기기
본 실험을 위해서 FBS(Sigma, USA), ethyl alcohol(Samchun 

Chemical, Korea), penicillin(Sigma, USA), streptomycin(Sigma, 

USA), DMEM(Sigma, USA), methyl alcohol(Samchun 

Chemical, Korea), DMSO(Sigma, USA), 1×PBS(Sigma, 

USA), EDTA(Sigma, USA), Trypsin-EDTA(Sigma, USA), 

MTT assay kit(Sigma, USA), Fluo-4 calcium assay 

kit(Molecular Probes, USA), NO assay kit(Sigma, USA), 

Bio-Plex cytokine assay kit(Panomics, USA) 등이 사용

되었다. 본 실험에 사용된 기기는 CO2 incubator (Nuaire, 

USA), rotary vacuum evaporator (Eyela, Japan), research 

microscope (Becton dickinson, USA), centrifuge (Hanil, 

Korea), fume hood (Hanil, Korea), clean bench (Jeio 

thec, Korea), ultrasonic cleaner (Branson, USA), microplate 

reader (Bio-Rad, USA), vortex mixer (Vision Scientific 

Co, Korea), water bath (Intron Biotech, Korea), 

ice-maker (Vision Scientific Co, Korea), Bio-Plex 

200(Bio-Rad, USA), spectrofluorometer(Dynex, UK) 등

이다.

2. 방 법

1) 시료의 제조
何首烏 50 g을 정확하게 중량을 측정한 후, 1 차 증류수 

2,000　mL와 함께 환류추출기에 넣은 뒤 탕액이 끓기 시작

한 후 2 시간 동안 가열하여 추출하였다. 추출액을 filter 

paper (Advantec No.2, Japan)로 감압 여과한 뒤 여과액을 

rotary vacuum evaporator를 이용하여 농축액을 얻었다. 

이 농축액을 동결건조기를 이용하여 건조한 분말을 시료로 사

용하였다. 동결건조 추출물은 7.41 g을 얻었으며, 수율은 

14.82%였다.

2) 세포 배양
Raw 264.7 세포를 FBS, penicillin(100 U/mL), 

streptomycin(100 ㎍/mL)이 첨가된 DMEM 배지로 37℃, 

5% CO2 incubator에서 배양되었다. Raw 264.7 세포를 75 

cm2 flask (Falcon, USA)에서 충분히 증식된 후 배양 3일 

간격으로 배양세포 표면을 phosphate buffered saline 

(PBS) 용액으로 씻어준 후 50 mL flask 당 1 mL의 0.25% 

trypsin-EDTA용액을 넣고 실온에서 1분간 처리한 다음 

trypsin용액을 버리고 37℃에서 5분간 보관하여 세포를 탈착

하여 계대 배양하였다. 탈착된 세포는 10% FBS가 첨가된 

DMEM 배양액 10 mL에 부유시킨 다음 새로운 배양용기(50 

mL culture flask)에 옮겨 1 : 2의 split ratio로 CO2 배양

기(37℃, 5% CO2)에서 배양하였다.

3) 세포증식율 검사(cytotoxicity assay)
준비된 시료가 Raw 264.7 세포의 증식율에 미치는 영향

을 알아보기 위하여 Mosmann9)의 방법을 응용하여 MTT 

assay를 실시하였다. 96 well plate에 1×104 cells/well의 

세포를 100㎕씩 넣고 37℃, 5% CO2 incubator에서 24 시

간동안 배양한 후 배지를 버리고 배양세포 표면을 phosphate 

buffered saline(1×PBS) 용액으로 씻어주었다. 같은 양의 

배지와 PBS에 녹인 시료 (25, 50, 100, 200 ㎍/mL)를 각 

well에 처리하고 24시간 동안 배양하였다. 배양이 끝난 후 

PBS에 녹인 1 ㎎/mL MTT (Sigma, USA)를 100㎕씩 각 

well에 처리하여 알루미늄호일로 차광시킨 후 2시간 동안 같
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은 조건에서 배양하였다. 배양액을 모두 제거한 후 DMSO를 

100㎕ 처리하고 37℃에서 2시간 방치 후 microplate 

reader (Molecular Devices, USA)를 이용하여 490 nm에서 

흡광도를 측정하였다. Cell Proliferation은 다음 공식으로 계

산되었다.

Cell Proliferation(%) = 100 × AT / AC 

AC : absorbance of control 

AT : absorbance of tested extract solution.

4) 일산화질소(Nitric oxide) 생성 측정
LPS를 단독처리(1 ㎍/mL)하거나 혹은 다양한 농도의 시

료(25, 50, 100, 200 ㎍/mL)와 함께 배지에 담아 각 well에 

처리하고 24시간 동안 37℃, 5 % CO2 Incubator에서 배양

한 후 세포배양 상등액 100  ㎕을 채취하여 여기에 그리스 

시약(Griess reagent) 100 ㎕을 혼합하여 15분 동안 반응시

킨 후 Microplate Reader(Bio-Rad, USA)를 이용하여 540

nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포의 일산화질소(nitric 

oxide) 생성은 다음 공식으로 계산하였다.

Productions of Nitric oxide(%) = 100 × AT / AC

AC : absorbance of control 

AT : absorbance of tested extract solution.

5) 사이토카인(cytokine) 분비 측정
사이토카인 분비와 관련된 시료의 영향을 알아보기 위해 

Politch 등10)의 방법을 응용하여 Bio-Plex Cytokine Assay를 

다음과 같이 시행하였다. 96 well plate에 1×105 cells/mL

의 cell을 100 ㎕씩 넣고 37℃, 5 % CO2 Incubator에서 24 

시간동안 배양한 후 배지를 버리고 배양세포 표면을 1×PBS 

용액으로 씻어준 뒤 각 well에 LPS를 단독처리(1 ㎍/mL)하

거나 혹은 다양한 농도의 시료(25, 50, 100, 200 ㎍/mL)와 

함께 배지에 담아 처리하고 24시간 동안 배양하였다. 배양이 

끝나면 상등액(cell culture supernatant)을 채취하여 filter 

plate(96 well type)에 미리 준비되어 있던 antibody-conjugated 

capture beads와 결합시킨다. 결합된 capture beads가 담긴 

filter plate의 각 well을 150 ㎕의 wash buffer로 세척한

다. 세척이 끝난 뒤 각 well에 detection antibody를 추가한 

후 30 분간 배양한다. 배양이 끝나면 wash buffer로 3회 세

척한 뒤 각 well에 streptavidin-PE를 분주하고 상온에서 

300~500 rpm의 조건으로 30 분간 진동배양한다. 배양이 끝

나면 wash buffer로 3회 세척한 뒤 각 well에 120 ㎕의 

reading buffer를 분주하고 상온에서 300~500 rpm의 조건

으로 5 분간 진동배양한 후 bio-plex array 

reader(Bio-Plex 200)를 이용, 측정코자 하는 사이토카인류

(IL-1α, IL-3, IL-1β, IL-6 등)의 발현에 대한 시료의 영

향을 계산, 비교하였다.

6) 세포내 칼슘방출 측정
RAW 264.7 세포의 세포내 칼슘방출에 미치는 시료의 영

향을 알아보기 위하여 Fluo-4 calcium assay를 다음과 같

이 실시하였다. 96 well plate에 2×105 cells/mL의 cell을 

100 ㎕씩 넣고 37℃, 5% CO2 incubator에서 24 시간 동안 

배양한 후 배지를 제거하고 배양세포 표면을 1×PBS 용액으

로 씻어준 뒤 각 well에 LPS 1 ㎍/mL를 단독 혹은 다양한 

농도의 시료와 함께 배지에 담아 처리하고 24 시간 동안 3

7℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 배양이 끝난 후 각 

well의 배지를 제거하고 100 mL의 Fluo-4 dye solution을 

각 well에 처리한 후, 30 분 동안 37℃, 5% CO2 incubator

에서 배양하고 상온에서 30분간 배양하였다. 배양이 끝난 후, 

spectrofluorometer(485 nm excitation filter ; 535 nm 

emission filter)를 이용하여 각 well의 fluorescence intensity

를 측정, 비교하였다.

3. 통계처리

본 실험에서 얻은 결과에 대해서는 mean ± SD로 나타내

었으며, 대조군과 각 실험군과의 평균의 차이는 Student's 

t-test와 Mann-Whitney test로 분석하여 p-value값이 

0.05 미만일 때 통계적으로 유의한 차이가 있는 것으로 판정

하였다.

결 과

1. 세포증식율에 대한 효과

PM이 대식세포의 증식에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

PM을 24 시간 동안 처리한 결과 25 ug/mL 이상의 모든 농

도에서 세포증식율이 증가하였다(Fig. 1).
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Fig. 1. Effect of PM on Proliferation rate in Raw 264.7 cells. Cells 
were incubated for 24 hrs. Values are the mean ± SD of three 
independent experiments.
PM : Polygoni Multiflori Radix water extract. Normal (Nor) : Treated 
with media only.

2. LPS로 유발된 NO 생성증가에 대한 효과

PM이 LPS로 유발된 대식세포의 NO 생성증가에 대한 효

과를 알아보기 위하여 LPS(1 ug/mL)와 함께 PM을 24 시간 

동안 처리한 결과 25 ug/mL 이상의 모든 농도에서 LPS에 

의한 NO 생성증가를 유의하게(P<0.01) 억제하였다(Fig. 2).
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Fig. 2. Effect of PM on the nitric oxide production in Raw 264.7 
cells treated with lipopolysaccharide (LPS; 1 ㎍/mL). Cells were 
incubated for 24 hrs. Values are the mean ± SD of three 
independent experiments.
PM : Polygoni Multiflori Radix water extract.
Normal (Nor) : Treated with media only. Control (Con) : Treated 
with LPS only. # represents P < 0.05 compared to the normal. ** 
represents P < 0.01 compared to the control.

3. LPS로 유발된 세포내 칼슘방출증가에 대한 

효과

PM이 LPS로 유발된 대식세포의 세포내 칼슘방출증가에 

대한 효과를 알아보기 위하여 LPS(1 ug/mL)와 함께 PM을 

24 시간 동안 처리한 결과 25 ug/mL 이상의 모든 농도에서 

LPS에 의한 세포내 칼슘방출증가를 유의하게(P<0.01) 억제하

였다(Fig. 3).
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Fig. 3. Effect of PM on Calcium Release in Raw 264.7 cells 
treated with lipopolysaccharide (LPS; 1 ㎍/mL). Cells were incubated 
for 24 hrs. Values are the mean ± SD of three independent 
experiments.
PM : Polygoni Multiflori Radix water extract.
Normal (Nor) : Treated with media only. Control (Con) : Treated 
with LPS only. # represents P < 0.05 compared to the normal. ** 
represents P < 0.01 compared to the control.

4. 면역사이토카인 생성에 대한 효과

1) IL-1α생성에 대한 효과 
PM이 LPS로 활성화된 대식세포에서 IL-1α 생성 증가에 

대한 영향을 알아보기 위하여 LPS(1 ug/mL)와 함께 PM을 

24 시간 동안 처리한 결과 25 ug/mL 이상의 모든 농도에서 

LPS에 의한 IL-1α 생성증가를 유의하게 억제하였다(Fig. 4).
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Fig. 4. Effect of PM on the IL-1α production in Raw 264.7 cells 
treated with lipopolysaccharide (1 ㎍/mL). Cells were incubated for 
24 hrs. Values are the mean ± SD of three independent 
experiments.
PM : Polygoni Multiflori Radix water extract. 
Normal (Nor) : Treated with media only. Control (Con) : Treated 
with LPS only. # represents P < 0.05 compared to the normal. * 
represents P < 0.05 compared to the control.

2) IL-3 생성에 대한 효과
PM이 LPS로 활성화된 대식세포에서 IL-3 생성 증가에 

대한 영향을 알아보기 위하여 LPS(1 ug/mL)와 함께 PM을 

24 시간 동안 처리한 결과 25 ug/mL 이상의 모든 농도에서 

LPS에 의한 IL-3 생성증가를 유의하게 억제하였다(Fig. 5).
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Fig. 5. Effect of PM on the IL-3 production in Raw 264.7 cells 
treated with lipopolysaccharide (1 ㎍/mL). Cells were incubated for 
24 hrs. Values are the mean ± SD of three independent 
experiments.
PM : Polygoni Multiflori Radix water extract.
Normal (Nor) : Treated with media only. Control (Con) : Treated 
with LPS only. # represents P < 0.05 compared to the normal. * 
represents P < 0.05 compared to the control.

3) IL-1β생성에 대한 효과 
PM이 LPS로 유발된 대식세포의 IL-1β 생성증가에 대한 

영향을 알아보기 위하여 LPS(1 ug/mL)와 함께 PM을 24 시

간 동안 처리한 결과 50, 100, 200 ug/mL의 농도에서 LPS

에 의한 IL-1β 생성증가를 유의하게 억제하였다(Fig. 6).
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Fig. 6. Effect of PM on the IL-1β production in Raw 264.7 cells 
treated with lipopolysaccharide (1 ㎍/mL). Cells were incubated for 
24 hrs. Values are the mean ± SD of three independent 
experiments.
PM : Polygoni Multiflori Radix water extract. 
Normal (Nor) : Treated with media only. Control (Con) : Treated 
with LPS only. # represents P < 0.05 compared to the normal. * 
represents P < 0.05 compared to the control.

4) IL-6 생성에 대한 효과
PM이 LPS로 유발된 대식세포의 IL-6 생성증가에 대한 

영향을 알아보기 위하여 LPS(1 ug/mL)와 함께 PM을 24 시

간 동안 처리한 결과 100, 200 ug/mL의 농도에서 LPS에 

의한 IL-6 생성증가를 유의하게 억제하였다(Fig. 7).
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Fig. 7. Effect of PM on the IL-6 production in Raw 264.7 cells 
treated with lipopolysaccharide (1 ㎍/mL). Cells were incubated for 
24 hrs. Values are the mean ± SD of three independent 
experiments.
PM : Polygoni Multiflori Radix water extract.
Normal (Nor) : Treated with media only. Control (Con) : Treated 
with LPS only. # represents P < 0.05 compared to the normal. * 
represents P < 0.05 compared to the control.

5) IP-10 생성에 대한 효과
PM이 LPS로 활성화된 대식세포에서 ICP-10 생성 증가에 

대한 영향을 알아보기 위하여 LPS(1 ug/mL)와 함께 PM을 

24 시간 동안 처리한 결과 25 ug/mL 이상의 모든 농도에서 

LPS에 의한 IP-10 생성증가를 유의하게 억제하였다(Fig. 8).
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Fig. 8. Effect of PM on the ICP-10 production in Raw 264.7 cells 
treated with lipopolysaccharide (1 ㎍/mL). Cells were incubated for 
24 hrs. Values are the mean ± SD of three independent 
experiments.
PM : Polygoni Multiflori Radix water extract.
Normal (Nor) : Treated with media only. Control (Con) : Treated 
with LPS only. # represents P < 0.05 compared to the normal. * 
represents P < 0.05 compared to the control.

6) KC 생성에 대한 효과
PM이 LPS로 활성화된 대식세포에서 keratinocyte-derived 

chemokine(KC) 생성 증가에 대한 영향을 알아보기 위하여 

LPS(1 ug/mL)와 함께 PM을 24 시간 동안 처리한 결과 25 

ug/mL 이상의 모든 농도에서 LPS에 의한 KC 생성증가를 

유의하게(P<0.01) 억제하였다(Fig. 9).
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Fig. 9. Effect of PM on KC production in Raw 264.7 cells treated 
with lipopolysaccharide (1 ㎍/mL). Cells were incubated for 24 
hrs. Values are the mean ± SD of three independent experiments.
PM : Polygoni Multiflori Radix water extract. 
Normal (Nor) : Treated with media only. Control (Con) : Treated 
with LPS only. # represents P < 0.05 compared to the normal. * 
represents P < 0.05 compared to the control.

7) VEGF 생성에 대한 효과
PM이 LPS로 활성화된 대식세포에서 vascular endothelial 

growth factor(VEGF) 생성 증가에 대한 영향을 알아보기 

위하여 LPS(1 ug/mL)와 함께 PM을 24 시간 동안 처리한 

결과 25 ug/mL 이상의 모든 농도에서 LPS에 의한 VEGF 

생성증가를 유의하게(P<0.01) 억제하였다(Fig. 10).
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Fig. 10. Effect of PM on VEGF production in Raw 264.7 cells 
treated with lipopolysaccharide (1 ㎍/mL). Cells were incubated for 
24 hrs. Values are the mean ± SD of three independent 
experiments.
PM : Polygoni Multiflori Radix water extract. 
Normal (Nor) : Treated with media only. Control (Con) : Treated 
with LPS only. # represents P < 0.05 compared to the normal. * 
represents P < 0.05 compared to the control.

고 찰

何首烏는 『本草綱目』11)에 “何首烏, 白者入氣分, 赤者入

血分.”이라 하여 赤何首烏를 白何首烏와 구별하였는데, 우리

나라 임상에서는 Polygonum multiflorum Thunberg를 赤

何首烏, Cynanchum wilfordii Hemsley를 白何首烏라고 하

여 기원식물을 구별하고 있다.

何首烏의 성분으로는 anthraquinone계열로 주로 chrysophanol

과 emodin이고 그 다음에는 rhein. 미량이 physcion과 그 

배당체, stilbene계열로 (E) -2,3,5,4′

-tetrahydroxystilbene-2-Ｏ-β-Ｄ-glucoside, 2,4,6,4′

-tetrahydroxystilbene-2-Ｏ-β-Ｄ-glucoside, 2,3,5,4′

-tetrahydroxystilbene-2-Ｏ-β-Ｄ-glucoside-2″

-monogalloyl ester, 2,3,5,4′-tetrahydroxystilbene-2-

Ｏ-β-Ｄ-glucoside-3″-monogalloyl ester, phthalide계

열로 cis-6,7-dihydoxyligustilide, 

trans-6,7-dihydoxyligustilide, 기타 lecithin 3.7% 등이 

들어 있다5,6).

何首烏의 약리작용에 대한 최근 연구로는 이 등12)은 산화

적 손상에 의한 혈관내피세포의 생존율 증가효과를 보고하였

고, 이 등13)은 혈중지질저하 효과를, 이 등14)은 뇌세포 보호 

작용을, 유 등15)이 세포독성의 방어효과를 보고하였고, Li-Shuang 

등16)은 항산화효능을 보고하였다.

그리고 何首烏의 항염 및 면역작용에 대한 선행논문으로는 

차 등17)은 LPS로 자극된 마우스의 복막 대식세포에 대한 何

首烏 줄기의 MeOH 추출물의 항염효과에 대해 보고하였고, 

이18)는 비장세포의 증식능, 사이토카인 유도능, 면역억제제 

methotrexate(MTX) 처리에 의한 회복능, S-180 복수암 세

포진행억제효과 등으로 생체 면역반응효과를 보고하였다.

이와 같이 何首烏는 항염, 항균, 항산화 및 면역 활성에 유

효한 효과를 보이고 있음을 알고 있지만, 한의학 임상에서 많

이 쓰이는 何首烏의 물추출에 의한 何首烏의 항염효능에 관한 

연구는 아직 보고되지 않아, 이에 대한 검증을 할 필요가 있

다고 사료되었다.

이에 본 연구에서는 何首烏를 물추출하여 얻은 시료(PM)를 

대상으로 마우스 대식세포인 RAW 264.7 cells의 세포생존율

과 LPS로 유발된 NO, 세포내 칼슘, 그리고 IL-1α, IL-3, 

IP-10, KC, VEGF의 다양한 cytokines의 생성증가에 대한 

영향을 측정하였다.

본 연구에서는 마우스의 대식세포 RAW 264.7 cells에 

PM을 25, 50, 100 및 200 ㎍/mL의 농도로 처리한 뒤에 

24 시간동안 37℃에서 배양한 후, 세포의 증식을 MTT 

assay를 이용하여 확인한 결과 PM은 25 ㎍/mL 이상의 모

든 농도에서 마우스 대식세포에 유의한 독성을 유발하지 않았

으며 이는 PM이 대식세포에 유의한 독성을 유발하지 않는 

것으로 볼 수 있다.

체내 염증이 발생하였을 경우, 증식한 대식세포가 질소산

화물을 과도하게 만들어낸다. 이 때 생성되는 NO는 염증에서 

화학적 매개체(chemical mediator) 의 역할을 하고 활성화된 

대식세포는 TNF-α, IL-1β, IL-6와 같은 pro-inflammatory 

cytokine을 생산하게 된다19). PM이 LPS로 유발된 대식세포

의 NO 생성증가에 대한 영향을 알아보기 위하여 LPS와 함께 

PM을 24 시간 동안 RAW 264.7 cells에 처리한 결과 25  

㎍/mL 이상의 모든 농도에서 LPS에 의한 NO 생성증가를 

유의하게 억제하였다. 이와 같이 PM이 LPS로 유발된 대식세

포의 NO 생성증가를 억제하는 것은 PM이 지나친 NO 생성

에 의한 염증악화를 억제할 수 있는 효과를 가지고 있음을 의

미한다.

세포막에 발현된 Ca2+의 통과채널인 TRPM2가 매개하는 

Ca2+ 유입이 단핵백혈구(monocyte)와 대식세포(macrophage)

에서 케모카인(chemokine) 생산을 유도하고 염증을 유발하는 

호중구(neutrophil)을 혈액에서 조직으로 침입시킨다20). 다양

한 질병원이 되는 입자가 칼슘 유입을 유도하는 것으로 볼 때 

세포내 칼슘농도변화가 입자의 염증유발과 관계가 있는 것으

로 보고 있다21)
. PM이 LPS로 유발된 대식세포의 세포내 칼

슘방출증가에 대한 영향을 알아보기 위하여 LPS와 함께 PM

을 24 시간 동안 RAW 264.7 cells에 처리한 결과 25 ㎍

/mL 이상의 모든 농도에서 LPS에 의한 세포내 칼슘방출증가

를 유의하게 억제하였다. 이러한 PM의 항염효능작용은 LPS

로 유발된 대식세포의 세포내 칼슘증가를 억제하는 기전을 포

함하는 것으로 해석된다.

IL-1α 는 인간의 면역반응에 있어서 중심적인 역할을 하

며 대사적, 생리적, 조혈기능 등 다양한 활동을 한다22). 일반

적으로 IL-1α은 염증의 원인이 될 뿐 아니라 발열과 패혈증

을 조장한다23). PM이 LPS로 유발된 대식세포의 IL-1α 생성

증가에 대한 영향을 알아보기 위하여 LPS와 함께 PM을 24 

시간 동안 RAW 264.7 cells에 처리한 결과 25 ㎍/mL 이상

의 모든 농도에서 LPS에 의한 IL-1α 생성증가를 유의하게 

억제하였다.

IL-3는 다양한 혈액 세포의 생성과 기능적 활동을 자극하

는 조혈성장인자이며24), 염증, 면역, 조혈작용과 관계된 내피

세포의 반응을 조절하므로 항암치료이후의 골수재조성

(reconstitution)에 임상적으로 중요하게 쓰인다25). PM이 

LPS로 유발된 대식세포의 IL-3 생성증가에 대한 영향을 알

아보기 위하여 LPS와 함께 PM을 24 시간 동안 RAW 264.7 

cells에 처리한 결과 25 ㎍/mL 이상의 모든 농도에서 LPS에 

의한 IL-3 생성증가를 유의하게 억제하였다.

IL-1β는 proprotein으로 활성화된 대식세포에 의해서 생

산되며, 생물학적으로 활성화된 분비형 단백질을 생성하는 
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IL-1β 전환효소(IL-1β converting enzyme, ICE)라 불리는 

단백질 분해효소에 의해 분해된다.26) 중추신경계(CNS)에서 

IL-1β에 의한 COX2의 분비는 염증에서의 과민성 통증의 원

인이 된다.27) PM이 LPS로 유발된 대식세포의 IL-1β 생성증

가에 대한 영향을 알아보기 위하여 LPS와 함께 PM을 24 시

간 동안 RAW 264.7 cells에 처리한 결과 50, 100, 200 ㎍

/mL의 농도에서 LPS에 의한 IL-1β 생성증가를 유의하게 억

제하였다.

원래 B cell 분화인자로 알려진 IL-6는 면역반응, 조혈작

용, 급성기 염증 반응을 조절하는 물질이다. IL-6는 독특한 

수용체계를 가지고 있어서 IL-6R과 gp130의 두 분자를 통

해서 다양한 생물학적 효과를 나타낸다. IL-6는 몇몇 염증성

질병(류마티스 관절염, Castleman's disease, 전신형 소아기 

류마티스 관절염(systemic type, juvenile idiopathic arthritis: 

JIA))에서 상승됨이 관찰되며 자가면역 질환의 발병에 다양한 

중요한 역할을 하는 것으로 보인다.28) PM이 LPS로 유발된 

대식세포의 IL-6 생성증가에 대한 영향을 알아보기 위하여 

LPS와 함께 PM을 24 시간 동안 RAW 264.7 cells에 처리

한 결과 100, 200 ㎍/mL의 농도에서 LPS에 의한 IL-6 생

성증가를 유의하게 억제하였다.

IP-10 또는 CXCL10으로 불리는 IFN-γ-inducible 

protein 10은 LPS와 type Ⅰ and Ⅱ IFN에 의해 자극되는 

세포에 의해 분비되며, 활성화된 T cell의 화학유인물질

(chemoattractant)이다. 많은 Th1-type 염증성 질환에서 

IP-10이 발현되며, IP-10은 T cell의 생성과 활성화된 T 

cell을 염증조직으로 유인하는데 중요한 역할을 한다25). 또한 

IP-10/CXCL10 은 CXCR3에 결합하는 다른 chemokine인 

Mig/CXCL9과 더불어 Grave's disease에서 염증관련 cell의 

유인과 염증의 증폭에 중요한 역할을 한다29). PM이 LPS로 

유발된 대식세포의 IP-10 생성증가에 대한 영향을 알아보기 

위하여 LPS와 함께 PM을 24 시간 동안 RAW 264.7 cells

에 처리한 결과 25 ㎍/mL 이상의 모든 농도에서 LPS에 의

한 IP-10 생성증가를 유의하게 억제하였다.

KC(Keratinocyte-derived chemokine)는 CXC family에 

속하는 케모카인(chemokine)으로 혈관신생과 만성 섬유증식

성 질병과 연관성이 있고 IL-8과 생물학적 기능과 발현양상

에서 유사성을 보이며 murine의 급성 염증과 호중성구 

chemotaxis(화학주성작용)의 중요한 매개체이다30). PM이 

LPS로 유발된 대식세포의 KC 생성증가에 대한 영향을 알아

보기 위하여 LPS와 함께 PM을 24 시간 동안 RAW 264.7 

cells에 처리한 결과 25 ㎍/mL 이상의 모든 농도에서 LPS에 

의한 KC 생성증가를 유의하게 억제하였다.

VEGF(vascular endothelial growth factor)는 혈관신생

과 혈관형성의 중심 조절자이다31). VEGF는 내피세포에 특이

적인 유사분열촉진인자로서, 저산소혈증에 의해서 발현이 유

도되어 혈관투과성을 촉진시킨다32). 또한 VEGF는 내피세포

의 증식과 화학주성을 초래하며, 세포 외 기질의 재형성, 혈

관신생형성에 관여한다33). PM이 LPS로 유발된 대식세포의 

VEGF 생성증가에 대한 영향을 알아보기 위하여 LPS와 함께 

PM을 24 시간 동안 RAW 264.7 cells에 처리한 결과 25 ㎍

/mL 이상의 모든 농도에서 LPS에 의한 VEGF 생성증가를 

유의하게 억제하였다.

이와 같이 PM이 마우스 대식세포의 세포생존율을 감소시

키지 않으면서도 LPS로 인해 유발된 대식세포의 각종 염증매

개물질들(inflammatory mediators) 생성증가를  유의하게 

억제하는 것은 PM이 대식세포의 염증매개물질 과다배출로 인

한 다양한 염증질환을 완화하거나 억제할 수 있는 항염효능이 

있음을 의미하는 것이다.

이상의 결과, 何首烏 물추출물 PM은 대식세포에 유의한 

세포가 증식되었으며 LPS로 유발된 대식세포의 NO, 세포내 

칼슘, IL-1α, IL-3, IL-1β, IP-10, KC, VEGF, IL-1β의 

생성증가를 50 ㎍/mL 이상의 농도에서 유의하게 억제시키는 

등 대식세포와 관련된 염증반응을 조절할 수 있는 항염효능이 

있는 것으로 판단된다. 향후 何首烏를 이용한 염증질환치료제

개발을 위하여 보다 세심한 연구가 요구되어지는 바이다.

결 론

본 연구에서는 何首烏 물추출물(PM)을 대상으로 마우스 대

식세포인 RAW 264.7 cells의 세포생존율과 LPS로 유발된 

NO, 세포내 칼슘, 그리고 IL-1α, IL-3, IL-1β, IL-6, 

IP-10, KC, VEGF의 다양한 사이토카인의 생성증가에 대한 

효과을 측정하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 何首烏 물추출물 PM은 25, 50, 100 및 200 ㎍/mL의 모

든 농도에서 마우스 대식세포에 세포증식율을 유발하지 

않았다.

2. 何首烏 물추출물 PM은 LPS에 의해서 유발된 대식세포의 

NO 생성증가를 25, 50, 100 및 200 ㎍/mL의 모든 농

도에서 유의하게 억제시켰다.

3. 何首烏 물추출물 PM은 LPS에 의해서 유발된 대식세포의 

세포내 칼슘방출증가를 25, 50, 100 및 200 ㎍/mL의 

모든 농도에서 유의하게 억제시켰다.

4. 何首烏 물추출물 PM은 LPS에 의해서 유발된 대식세포의 

IL-1α, IL-3, IP-10, KC, VEGF 생성증가를 25, 50, 

100 및 200 ㎍/mL의 모든 농도에서 유의하게 억제시켰다.

5. 何首烏 물추출물 PM은 LPS에 의해서 생성이 증가된 대식

세포의 IL-1β를 50, 100 및 200 ㎍/mL의 농도에서 유

의하게 억제시켰으며, IL-6는 100 및 200 ㎍/mL의 농

도에서 유의하게 억제시켰다.

이상의 결과, 何首烏 물추출물 PM은 대식세포에 유의한 

세포가 증식되었으며 LPS로 유발된 대식세포의 NO, 세포내 

칼슘, IL-1α, IL-3, IL-1β, IP-10, KC, VEGF의 생성증가

를 50 ㎍/mL 이상의 농도에서 유의하게 억제시켰다. 이러한 

결과는 PM이 대식세포와 관련된 과잉염증반응을 조절할 수 

있는 항염효능이 있음을 의미한다.
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