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NF-κB 調節을 통한 茺蔚子의 염증억제효과
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Leonuri Fructus, a semen of Leonuri Herba, has been used for the treatment of menstrual disorders such as

amenorrhea, dysmenorrhea and leukorrhea and for the remedy of hyperemia. The present study was conducted to

evaluate the anti-inflammatory effects of the Leonuri Fructus extract (Leonurus japonicus Houtt. EtOH extract; LJE) in

vivo and in vitro. In vitro study, the MTT assay for cell viability was conducted to determine the non-cytotoxic

concentration of LJE treatment in media. The levels of NO were measured with Griess reagent. Pro-inflammatory

cytokines were detected by ELISA method. The inflammation-related proteins of this study were detected by

immunoblot anlaysis. The increases of NO production and iNOS expression were detected in LPS-treated cells

compared with control, but LJE attenuated the increases of NO and iNOS by LPS. LJE reduced the production of

TNF-α and IL-1β induced by LPS stimulation. LJE suppresses the signaling pathways of NF-κB and MAPKs in

LPS-induced macrophage cells. In vivo study, carrageenan-induced hind paw acute edematous inflammation rat model

was used for evaluation of anti-inflammatory activity of LJE. LJE significantly inhibited the increases of hind paw

swelling, skin thicknesses and inflammatory cell infiltrations, and decreased the numbers of mast cell induced by

carrageenan injection. These results suggest that LJE has an anti-inflammatory therapeutic potential, which is mediated

through modulating NF-κB activation and MAPK phosphorylation. Inhibition of the rat paw edema induced by

carrageenan is considered as direct evidence that LJE may be a useful source to treat inflammation.
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서 론

茺蔚子 (Leonurus japonicus Houtt.)는 甘微寒 無毒하고, 心包,

肝에 주로 작용하며, 活血調經, 淸肝明目의 효능이 있어, 月經不

調, 痛經, 經閉, 崩中帶下, 産後瘀血作痛, 肝熱頭痛, 目赤腫痛, 目

生瞖膜을 치료한다1). 茺蔚子에는 leonurinine, oleic acid,

linoleinic acid 및 비타민 A 등이 함유되어 있으며, 그 중

leonurinine은 鎭靜作用, 血壓降下作用, 强心利尿作用, 子宮收縮

作用이 있음이 증명되었다2). 최근에는 茺蔚子의 항균효과3), 고지

혈억제효과4) 및 지질운반단백질로써의 효과5), 간보호효과6) 등이

보고되고 있다. 그러나, 충울자의 염증억제효과에 관한 연구는

매우 제한적인 실정이다.

염증은 손상, 괴사조직이나 미생물과 같은 이물질을 제거하

는 숙주의 반응으로 감염, 허혈, 외상, 물리적, 화학적 상해, 이물

질 및 자가면역반응 등에 의해 발생하며7), 염증반응이 유발되면

대식세포(macrophage)가 활성화되어 염증매개물질 및 cytokine
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을 생산한다8). 감염부위에 대한 염증반응은 과도할 경우

inducible nitric oxide synthase (iNOS)의 유도와 이를 통한

nitric oxide (NO)에 의해 만성염증질환 및 종양이 발생하기도

한다9).

Lipopolysaccharide (LPS)는 gram-negative bacteria의 세포

벽 외층의 절편혼합물로서, 인체 내에서 내독소로 작용하여 국소

및 전신의 염증반응을 유발하며10), 대식세포의 TLR4 (toll-like

receptor 4)와 결합하고 MyD88을 통하여 IRAK의 인산화 및

TRAF6의 활성화를 통하여, I-κB kinase cascade를 통하여 다양

한 cytokine을 생성시키므로 염증연구에서 다용되는 모델이다11).

활성화된 대식세포는 interleukin, tumor necrosis factor-α (TNF-

α)와 같은 cytokine을 생산하고, NO 및 prostaglandins (PG)를

생산하여 감염초기의 염증반응에 중요한 역할을 한다12,13).

Carageenan은 홍조류에서 추출된 것으로, 생체에 주사하면 부종

과 염증세포의 침윤 등을 수반하는 급성염증반응을 유도하므로,

동물염증연구모델에서 다용된다14,15).

본 연구에서는 충울자 추출물의 항염증기전 및 염증관련

cytokine의 발현에 대한 연구를 in vitro로 LPS에 의해 활성화된

Raw 264.7 세포모델에서의 염증매개물의 억제효과, in vivo로

carrageenan으로 유도된 rat의 족부종 및 조직검사를 통하여 항

염증효과를 연구하였다.

재료 및 방법

1. 충울자 추출물 (LJE) 제조

茺蔚子 (대원약업사, 대구) 에탄올 추출물 (Leonurus

japonicus Houtt. EtOH extract; LJE)은 충울자 300 g에 3 L의

100% 에탄올을 가하고 상온에서 72시간 동안 추출한 후, 상층액

만을 취하여 No.2 filter paper (Nalgene, New York, NY, USA)

로 여과한 후 여액을 진공회전농축기 (Rotary evaporator;

EYELA, Tokyo, Japan)를 사용하여 농축하였다. 농축액은 동결건

조기 (LABCONCO, Kansas, MO, USA)로 동결건조하고 사용할

때까지 -70℃에서 보관하였다. 茺蔚子의 최종 수율은 0.694%이었

고 in vitro 실험 시 dimethyl-sulfoxide (DMSO)에 녹여 사용하였

으며, in vivo 실험에서는 polyethylene glycol (PEG)에 녹여 사용

하였다.

2. 시약

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium

bromide (MTT), E. coli LPS, Griess reagent, DMSO, PEG,

dexamethasone 및 carrageenan은 Sigma (St. Louis, MO, USA)

에서 구입하였으며, Dulbecco's modified eagle's medium

(DMEM), fetal bovine serum (FBS), penicillin 및 streptomycin

은 GibcoBRL (Eggenstein, Germany)에서 구입하였다. iNOS 항

체는 BD biosciences (San Jose, CA, USA)에서 구입하였고, I-κB

α와 NF-κB 및 actin 항체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa

Cruz, CA, USA)에서 구입하였다. Phospho-I-κBα (p-I-κBα),

phospho-p38 (p-p38) mitogen-activated protein kinase (MAPK),

phospho-p44/42 (p-p44/42) MAPK, phospho-SAPK/JNK

(p-SAPK/JNK) 항체와 lamin A/C 항체는 Cell Signaling

Technology (Danvers, MA, USA)에서 구입하였다.

Nitrocellulose (NC) paper는 Schleicher & Schuell (Dassel,

Germany)에서 구입하였다.

3. 세포 배양

Raw 264.7 (murine macrophage cell line) 세포는 한국세포

주은행 (KCLB, Seoul, Korea)에서 분양받아 10% FBS, 100 U/ml

penicillin, 100 µg/ml streptomycin이 함유된 DMEM 배지를 이

용하여 37℃, 5% CO2 조건의 배양기 (Sanyo, Japan)에서 배양하

였다.

4. 세포 생존율 측정

Raw 264.7 세포를 24 well plates에 1×10
5

cells/well로 분주

하여 LJE를 농도별로 처치하고 18시간 동안 배양한 후 MTT (0.5

mg/ml) 용액을 넣고 4시간 배양하였다. 배지를 제거하고 생성된

formazan crystal을 DMSO로 용해시켜 microplate reader

(Tecan, Infinite 200 PRO, Tecan Group Ltd, Mannedorf,

Switzerland)를 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

5. NO 생성량 측정

Raw 264.7 세포로부터 생성된 NO의 양은 세포 배양액 중에

존재하는 NO2
-
의 형태로서 Griess reagent시약을 이용하여 측정

하였다. 세포배양 상등액 50 µl와 Griess reagent (1%

sulfanilamide in 5% phosphoric acid + 1% α-naphthylamide in

H2O) 50 µl를 96 well plates에 혼합하고 10분 동안 반응시킨 후

540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

6. Cytokine과 PGE2 측정

LJE를 농도별로 처치한 다음, 1시간 후에 LPS를 처치하고

18시간 후에 상등액을 회수하여 -70℃에 보관하였다. TNF-α와

IL-1β는 각각 ELISA kit (Pierce endogen, Rockford, IL, USA)를

사용하여 측정하였으며, PGE2는 R&D Systems Inc.

(Minneapolis, MN, USA)의 PGE2 assay kit를 사용하여 측정하

였으며, 실험은 제조사의 프로토콜에 따라 수행하였다.

7. Immunoblot 분석

전세포 추출액 (whole cell lysate), 핵 분획 (nuclear fraction)

은 본 실험실에서 기존에 확립된 방법에 따라 분리하였다10). 정

량한 단백질을 취하여 10% SDS-PAGE에 전기영동시킨 후 NC

membrane으로 단백질을 전이시켰다. iNOS, I-κBα, p-I-κBα, NF-

κB, p-p38 MAPK, p-p44/42, p-SAPK/JNK, 및 actin 1차 항체와

반응시킨 후 horseradish peroxidase가 결합된 2차 항체와 반응

시키고 ECL detection reagents (Amersham Biosciences Corp.,

Piscataway, NJ, USA)를 사용하여 단백질의 발현 정도를 확인하

였다. Densitometric analysis는 image analyzing system

(Ultra-Violet Products Ltd., Upland, CA, USA)을 사용하였다.
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8. 실험동물 및 처치

실험동물은 6주령 된 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐 (140-160

g)를 1주일 동안 환경에 적응시킨 후 실험에 사용하였으며, 사육

실 환경은 온도 20-23℃, 습도 60%, 12시간 light/dark cycle을 유

지하고, 사료 (Nestle Purina Petcare Korea, Seoul, Korea)와 물

은 자유롭게 섭취하도록 하였다. 실험군은 아무런 처치를 하지

않은 normal군, carrageenan (100 µl/rat)만을 피하주사한

carrageenan군, carrageenan과 dexamethasone (1 mg/kg, p.o.)을

투여한 dexamethasone군, carrageenan과 0.3 g/kg의 LJE를 투여

한 0.3 g/kg LJE군, carrageenan과 1.0 g/kg의 LJE를 투여한 1.0

g/kg LJE군으로 나누고, 각 군당 수는 6마리로 하였다.

9. Paw edema의 유도 및 측정

LJE와 dexamethasone은 4일 동안 매일 1회 투여하였으며,

마지막 약물투여 1시간 후 carrageenan을 rat의 오른쪽 발바닥에

주입하여 paw edema를 유도하였다. Paw edema의 측정은

carrageenan을 주입한 후 시간별로 (0, 1, 2, 3, 4시간) 부종측정기

(Plethysmometer, Ugo Basile; Comerio, VA, Italy)를 이용하여

부종의 정도를 측정하였다.

10. 조직처리

후지 (後肢)의 발등 (dorsum pedis) 및 발바닥 (ventrum

pedis)의 피부 실질조직을 분리하여 10% 중성 포르말린에 고정

시킨 다음 일반적인 방법으로 탈수 및 파라핀 포매를 실시하고,

3-4 µm의 longitudinal 절편을 제작하여 일반 조직병리학적 변화

를 관찰하기 위하여 HE 염색을 실시하였으며, 비만세포 관찰을

위하여 toluidine blue 염색을 실시하였다. 또한 발등 및 발바닥

피부 (상피에서 진피)의 두께를 자동영상분석장치 (DMI-300,

DMI, Daegu, Korea)를 이용하여 µm 단위로 40배 현미경 시야에

서 각각 측정하였고, 침윤된 염증세포 및 비만세포의 수는 200배

현미경 시야에서 측정하였다.

11. 통계적 검증

실험 결과는 mean ± S.D.로 나타내었으며, 처치군 간의 유

의성은 one way analysis of varience (one-way ANOVA)로 검

정한 후 Newman - Keuls test로 검정하였다. 통계적 유의성은

p<0.05 또는 p<0.01로 판단하였다.

결 과

1. LJE의 NO 생성 저해능

LJE의 세포독성을 확인하기 위하여 LJE를 1, 3, 10, 30

µg/ml의 농도로 세포에 전 처치하고 18시간 후에 MTT assay를

실시하여 세포 생존율을 측정하였다. Control군과 비교하여 LJE

1, 3, 10, 30 µg/ml 처치군은 Raw 264.7세포에서 유의한 세포독

성을 나타내지 않았으므로 LJE 10, 30 µg/ml의 농도를 실험에

사용하였다(Fig. 1A). LPS 존재하에서 세포생존율의 경우, LPS

단독 처치군은 control군에 비교하여 77%의 세포 생존능을 나타

내었다. 그러나 LPS에 LJE 10, 30 µg/ml을 처리한 군은 LPS 단

독 처치군에 비교하여 유의한 세포독성을 나타내지 않았다 (Fig.

1B). LPS로 유도된 Raw 264.7 세포에서 LJE의 NO 생성 저해능

을 관찰하기 위하여 LJE를 10, 30 µg/ml의 농도로 세포에 처치

한 후 생성되는 NO의 양을 측정하였다. LPS군은 control군과 비

교하여 NO 생성량이 LPS를 처치한 18시간 후 유의하게 증가하

였으며, 10, 30 µg/ml LJE에 의해 통계적으로 유의한 NO 생성

저해능을 나타내었다(Fig. 1C).

(A ) (B )

(C )

Fig. 1. Inhibitory effect of LJE on cell viability and NO production.
Raw 264.7 cells were treated with 1-30 µg/ml of LJE dissolved in DMSO for 18 h

(A) or incubated with 10 or 30 µg/ml LJE for 1 h prior to the addition of LPS

(1 µg/ml), and the cells were further incubated for 18 h (B). Cell viability was

measured by MTT assay. The concentrations of nitrite in culture medium were

measured by Griess reagent as described in the methods section (C). Values

represent mean ± S.D. of three independent experiments (significant as compared

to control, **p<0.01, significant as compared to LPS alone, ##p<0.01). LJE,

Leonurus japonicus Houtt. EtOH extract; NO, nitric oxide; LPS, Lipopolysaccharide.

2. LJE의 iNOS 발현 저해

NO 생성 저해에 관한 iNOS 단백질의 관련성을 조사하기

위하여 immunoblot analysis를 이용하여 세포질 내에서의 iNOS

단백질의 발현을 조사하였다. LPS는 iNOS 단백질의 발현을 유

의하게 증가시켰으나, LPS에 LJE 30 µg/ml을 전처치한 세포에

서는 iNOS 단백질의 발현이 유의하게 감소하였다(Fig. 2A, B).

3. LJE의 cytokine 생성 저해능

LPS로 활성화된 Raw 264.7 세포에서 LJE의 TNF-α, IL-1β 

및 PGE2 생성 저해능을 관찰하기 위하여 LJE를 10, 30 µg/ml의

농도로 처치하고 18시간 후 ELISA kit를 사용하여 세포배양액

중의 cytokine 생성 정도를 측정하였다. 실험결과 LPS군은 염증

성 cytokine들의 생성을 유의성 있게 증가시켰다. TNF-α는 30

µg/ml LJE 전처치에 의해 유의성 있게 감소하였고(Fig. 3A),
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IL-1β와 PGE2는 10, 30 µg/ml LJE 전처치에 의해 유의성 있게

감소하였다 (Fig. 3B, C).

(A )

(B )

Fig. 2. Inhibitory effect of LJE on the LPS-induced iNOS

expressions in Raw 264.7 cells. Lysates were prepared from control, 18 h
LPS (1 µg/ml) stimulated cells or from LPS plus LJE (10, 30 µg/ml). Equal

amounts of total protein (50 µg/lane) were separated by SDS-PAGE. Expressions

of iNOS protein were determined by immunoblot using specific anti-iNOS antibody.

Actin is used as a loading control. The relative levels of protein bands were

measured by scanning densitometry. Values represent mean ± S.D. of three

independent experiments (significant as compared to control, **p<0.01, significant

as compared to LPS alone, ##p<0.01). iNOS, inducible nitric oxide synthase.

(A ) (B )

(C )

Fig. 3. Inhibitory effect of LJE on the LPS-induced secretion of

pro-inflammatory cytokines. Raw 264.7 cells were treated with 10 or 30 µg/ml
of LJE for 1 h prior to the addition of LPS (1 µg/ml), and the cells were further

incubated for 18 h. The concentrations of TNF-α (A), IL-1β (B) and PGE2 (C) in

culture medium were measured by ELISA as described in methods. Values

represent mean ± S.D. of three independent experiments (significant as compared

to control, **p<0.01, significant as compared to LPS alone, ##p<0.01, #p<0.05). IL,

Interleukin; TNF-α, Tumor necrosis factor-α; PGE2, prostaglandin E2.

4. LJE의 p-I-κBα 및 NF-κB 단백질 발현 저해

염증반응에 관여하는 I-κBα, p-I-κBα 및 NF-κB의 단백질 발

현 정도를 조사하기 위하여 immunoblot analysis를 이용하여 세

포질 내에서 NF-κB의 억제 단백질인 I-κBα와 I-κBα의 인산화된

형태인 p-I-κBα 단백질 발현 및 핵 내에서의 NF-κB 단백질 발현

을 관찰하였다. I-κBα의 발현은 LPS에 의해 감소하였고, 10, 30

µg/ml LJE 전처치는 LPS에 의하여 감소된 I-κBα 단백질의 발현

을 농도 의존적으로 증가시켰으며, 이와 더불어 LJE는 LPS에 의

해 증가된 I-κBα의 인산화를 감소시켰다(Fig. 4A, B, C). 이러한

결과와 마찬가지로 LPS에 의해 증가하는NF-κB의 핵 내로의 이

동이 10, 30 µg/ml LJE 전처치에 의해 농도 의존적으로 억제되

었다(Fig. 4D, E).

(A )

(B ) (C )

(D )

(E )

Fig. 4. Inhibitory effect of LJE on the LPS-induced p-I-κBα and NF-κ

B protein expressions in Raw 264.7 cells. The level of I-κBα protein was

monitored 15 min after treatment of cells with LPS (1 µg/ml) with or without LJE

pretreatment (i.e. 1 h before LPS). The level of p-I-κBα and nuclear NF-κB protein

was monitored 30 min after treatment of cells with LPS (1 µg/ml) with or without

LJE pretreatment (i.e. 1 h before LPS). Antibody against actin or lamin A/C was

used for verifying equal protein loading of cell lysates or nuclear fractions,

respectively. The relative levels of I-κBα, p-I-κBα (A) and nuclear NF-κB (D) were

measured by scanning densitometry (B, C, E). Values represent mean ± S.D. of

three independent experiments (significant as compared to control, **p<0.01,

significant as compared to LPS alone, ##p<0.01, #p<0.05). I-κBα, inhibitor-κBα;

p-I-κBα, phospho-inhibitor-κBα; NF-κB, nuclear factor-κB.



박성규․제갈경환․정지윤․백영두․변성희․김영우․조일제․박상미․김상찬

- 182 -

5. LJE의 MAP Kinases 인산화 저해

LPS로 유도된 Raw 264.7 세포에서 LJE에 의한 MAPK 활성

변화를 측정하기 위하여 인산화된 형태의 p38 MAPK, p44/42

MAPK 및 SAPK/JNK 단백질의 인산화 정도를 immunoblot 분석

을 통하여 관찰하였다. LPS에 의해 증가하는 MAPK의 인산화가

10, 30 µg/ml LJE 전처치에 의해 감소됨을 확인하였다(Fig. 5).

Fig. 5. Inhibitory effect of LJE on the LPS-induced phosphorylation

of MAPKs in Raw 264.7 cells. Lysates were prepared from control or 30 min
LPS (1 µg/ml) stimulated cells or from LPS plus LJE (10, 30 µg/ml). Equal

amounts of total protein (50 µg/lane) were separated by SDS-PAGE. Expressions

of MAPK protein were determined by immunoblot using specific anti-p-p38 MAPK,

anti-p-p44/42 MAPK and anti-p-SAPK/JNK antibodies. Immunoblot against actin is

used as a loading control. SAPK, c-Jun NH2-terminal kinase (JNK)/stress-activated

protein kinases.

6. LJE의 발부종 억제

Paw edema를 측정한 결과, carrageenan을 주입한 군에서는

Normal군에 비교하여 1, 2, 3, 4시간에 유의한 발부종이 유발되

었다. 그러나 발부종유도 후 dexamethasone을 처치한 군에서는

2, 3, 4시간에서 유의한 발부종 억제를 나타내었다. LJE 0.3 g/kg

를 투여한 군에서는 3, 4시간에 각각 유의한 발부종 억제를 나타

내었으며, LJE 1.0 g/kg를 투여한 군에서는 2, 3, 4시간에서 유의

성 있는 발부종 억제를 나타내었다(Fig. 6).

Fig. 6. Inhibition of carrageenan-induced paw edema volume by

LJE. LJE, dissolved in 40% PEG, was orally administered to rats at 0.3 or 1.0
g/kg/day prior to the induction of paw edema for three days. Paw edema was

induced by subcutaneous injection of 1% carrageenan solution as described in

methods. The swelling volume of paw was measured up to 4 h after 0 h

carrageenan injection at intervals of 1 h by using plethysmometer. Dexamethasone

(1 mg/kg, p.o.) was used as a positive drug. Data represent mean ± SD of six

animals (Significant as compared to normal group, **p<0.01, significant as

compared to carrageenan-treated group, ##p<0.01, #p<0.05). PEG, polyethylene

glycol.

7. LJE에 의한 조직학적 변화

Carrageenan 유도로 침윤 염증세포 수의 현저한 증가 및 부

종성 변화에 의한 발등 (Fig. 7) 및 발바닥 (Fig. 8) 피부 두께의

증가가 인정되었으며, 이러한 carrageenan 유도 급성 부종성 소

견 및 염증세포 침윤은 dexamethasone 및 1.0 g/kg LJE 투여에

의해 유의성 있게 현저히 억제되었다. 한편 0.3 g/kg LJE 투여군

에서도 carrageenan 대조군에 비해 유의성 있는 부종 억제가 인

정되었으나, 침윤 염증세포의 수는 carrageenan 대조군과 유사하

게 관찰되었다. 이러한 결과는 LJE의 투여 용량 의존적인 항염

효과를 나타내는 직접적인 증거로 판단된다. 비만 세포는 다양한

급만성 염증성 질환에서 염증의 중개자로서 매우 중요한 역할을

하는 것으로 알려져 있는데, 실험 결과, carrageenan에 의한 비만

세포의 수적 감소 및 탈과립 (degranulation) 현상이

dexamethasone 및 1.0 g/kg LJE 투여에 의해 유의성 있게 억제

된 점은 LJE가 비만세포의 탈과립을 조절하여, 국소 항염 효과를

나타내는 직접적인 증거로 판단되나, 0.3 g/kg LJE 투여군에서는

carrageenan 대조군과 유사한 비만세포의 수적 변화를 나타내었

다(Table 1).

A

B

C

D

E

Fig. 7. Represent histological profiles of the dorsum pedis skins.
Changes on histological profiles of the dorsum pedis skin in normal (A),

carrageenan (B), dexamethasone (C), 0.3 g/kg LJE (D) and 1.0 g/kg LJE (E)

treated groups. After 4 h of carrageenan treatment, dorsum pedis skins were

separated and fixed in 10% neutral buffered formalin, then embedded in paraffin,

sectioned and stained with hematoxylin and eosin. Arrow indicated total

thicknesses measured and mast cells were stained by 1% toluidine blue (Scale

bars = 80 µm. IF, infiltrated inflammatory cells; ED, epidermis; DM, dermis; HD,

hypodermis; CM, cutaneous trunci muscle; SE, sebaceous gland; HF, hair follicle).

A

B

C



NF-κB 調節을 통한 茺蔚子의 염증억제효과

- 183 -

D

E

Fig. 8. Represent histological profiles of the ventrum pedis skins.
Changes on histological profiles of the ventrum Pedis skin in normal (A),

carrageenan (B), dexamethasone (C), 0.3 g/kg LJE (D) and 1.0 g/kg LJE (E)

treated groups. Tissue sections were prepared as described in Figure 7. Arrow

indicated total thicknesses measured (Scale bars = 80 µm. IF, infiltrated

inflammatory cells; ED, epidermis; DM, dermis; HD, hypodermis; PM, paw muscle).

Table 1. Changes on the Histomorphometrical Analysis of Hind Paw

Skins

G ro up s To ta l th ic kn e ss 
(µm )

In filtra ted  
in f lam m ato ry
 c e ll n u m b e rs 

(ce lls /m m 2 )

M ast c e ll 
n um be rs 

(c e lls /m m 2)

D o rsu m  p ed is  sk in
N o rm a l 8 69 .6 5± 150 .0 8 29 .2 0± 11 .97 5 6 .8 0± 10 .9 9

C a rrag eenan 2303 .46± 380 .1 0 ** 29 5 .60± 16 .3 0 ** 19 .2 0± 2 .3 9 **
D e xam e th a son e 1318 .17± 107 .7 7 # # 110 .80± 25 .3 9 ## 39 .20± 12 .2 4 ##

L JE  0 .3  g /kg 1703 .58± 208 .3 3 # # 282 .4 0± 18 .4 5 2 0 .20± 3 .27
L JE  1 .0  g /kg 1446 .96± 224 .8 8 # # 164 .60± 23 .8 3 ## 29 .0 0± 6 .1 2 #

Ven tru m  p ed is  sk in
N o rm a l 5 9 5 .5 9± 53 .7 1 1 9 .0 0± 5 .2 4 3 5 .20± 4 .97

C a rrag eenan 1386 .70± 157 .0 0 ** 46 6 .00± 44 .7 6 ** 12 .2 0± 2 .1 7 **
D e xam e th a son e 952 .1 2± 143 .77 # # 193 .40± 20 .6 0 ## 27 .2 0± 4 .8 7 # #

L JE  0 .3  g /kg 1110 .1 9± 127 .14 # 462 .0 0± 44 .6 3 1 3 .80± 1 .30
L JE  1 .0  g /kg 897 .1 9± 231 .21 # # 341 .60± 78 .7 2 ## 24 .8 0± 5 .2 6 # #

All values are expressed as mean ± SD of six rat hind paws (Significant as compared
to normal group, **p<0.01, significant as compared to carrageenan-treated group,
##p<0.01, #p<0.05).

고 찰

茺蔚子 (Leonuri Fructus)는 순형과 (꿀풀과, Labiatae)에 속

한 1년생 초본인 益母草의 성숙한 종자를 채취하여 건조한 것으

로, 풀과 종자가 充盛하고 密蔚하기 때문에 茺蔚이라 명명하였으

며16,17), 小胡麻, 茺玉子, 苦草子, 野黃, 野黃麻, 六角天麻, 益母草

子, 茺鬱子 등
1)
으로 불리기도 한다. 茺蔚子는 活血調經, 凉肝明目

18)
의 효능으로 月經不調, 痛經, 經閉, 崩中帶下, 産後瘀血作痛, 肝

熱頭痛, 目赤腫痛, 目生瞖膜을 주치하며, 甘微寒無毒하다. 본 연

구에서는 LPS에 의해 활성화된 Raw 264.7 세포모델 및

carrageenan 유도 족부종 동물모델을 통하여 충울자 추출물의

항염증효과를 평가하였다.

충울자 추출물이 Raw 264.7 cell에 미치는 세포생존율을 평

가한 결과, LJE는 단독처치 및 LPS와의 동시 처치에서 유의한 세

포독성을 나타내지 않았다. LJE의 NO 생성 저해 정도를 관찰한

결과, LJE 10, 30 µg/ml은 LPS에 의하여 증가된 NO의 생성량을

유의하게 감소시켰다. NO는 NOS에 의해 생성되며, 염증과정 중

에는 과량의 NO가 생성되어 각종 급성 혹은 만성 염증 질환에

서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. NOS는 I형, II형, III

형의 3종류가 있는데, 이 중 II형은 iNOS로 cytokine이나 LPS에

의해 세포에서 생성되며, iNOS는 NO를 생성해 각종 염증질환에

작용한다19). 3가지 NOS중 iNOS에 의한 NO 생성이 상대적으로

많으며 이는 염증반응에 핵심적 역할을 한다. 일반적인 대식세

포, 내피세포, 심근세포 등에서 다량 생성되는 것으로 알려진

NO는 감염 박테리아를 죽이거나 종양을 제거하는 역할도 하지

만, 통제되지 못한 과도한 NO의 형성은 염증을 유발시켜 조직의

손상, 유전자 변이 및 신경손상 등을 유발한다20-22). NO는

L-arginine으로부터 iNOS에 의하여 생성되므로23), LJE 10, 30

µg/ml가 iNOS 단백질의 발현을 조절할 수 있는지 평가하였다.

LPS는 iNOS 단백질의 발현을 유의하게 증가시켰으나, LPS에

LJE 30 µg/ml을 전처치한 세포에서는 iNOS 단백질의 발현이 유

의하게 감소한 것을 관찰할 수 있었으며, 이는 LJE의 NO억제는

iNOS의 억제에서 기인함을 의미한다.

한편, 대식세포는 LPS에 의해 다양한 TNF-α, IL-1, IL-6,

G-CSF, M-CSF, GM-CSF 등의 cytokine, IL-8, MCP-1 등의

chemokine의 분비를 증가시킨다24). 이 중 TNF-α는

pro-inflammatory cytokine으로서 단핵구, 대식세포, 비만세포

등으로부터 분비되며 많은 자가면역질환에 있어서 염증의 개시

및 유지에 핵심적 역할을 하는 것으로 알려져 있다25,26). 1980년대

말 1990년대 초에 걸쳐 류머티스성 관절염은 TNF-α가 핵심적인

병리적 인자로 밝혀졌다. Anti-TNF-α 제제로 류머티스성 관절염

에 대한 성공적인 임상시험 후, Crohn's disease, ankylosing

spondylitis, psoriasis 등의 면역매개 염증질환에도 TNF-α가 관

련되어 있음이 밝혀졌다
27)

. IL-1은 화상 등의 경우에 PG,

leukotrienes, platelet-activating factor, NO 등의 매개물질합성을

증가시켜 염증반응을 나타내며28), 특히 IL-1β는 단핵구, 대식세

포, B림프구, 수지상세포 등에서 분비되며, T림프구의 활성화, B

림프구의 성숙, 자연살해세포를 활성화하고 시상하부에 작용하

여 발열을 유도한다26). 본 연구에서 LPS는 Raw 264.7 cells에서

TNF-α와 IL-1β의 분비를 유의하게 촉진시켰으며, LJE는 TNF-α 

및 IL-1β의 생성을 유의성있게 감소시켰다. 또한 LPS에 의해 활

성화된 대식세포에서 생성되는 PGE2 역시 LJE는 유의하게 억제

하였다.

또한, iNOS 및 염증성 cytokine의 발현에는 전사인자 NF-κB

가 핵심적 역할을 하므로, 세포질에서 p-IκBα, 핵 내에서의 NF-κ

B의 발현을 평가하였다. 대식세포는 LPS 자극에 의해 I-κB

kinase가 활성화되며 I-κBα의 인산화에 의해 I-κBα로부터 유리된

NF-κB가 핵으로 전위하여 iNOS, COX-2 등을 포함한 염증 매개

유전자의 프로모터에 결합하여 전사를 유도한다
29)

. LJE의 전처치

는 세포질에서 LPS에 의해 증가된 p-IκBα의 발현을 유의하게 감

소시켰으며, I-κBα의 발현은 유의하게 증가시켰다. LJE의 전처치

는 핵분획에서의 NF-κB를 유의하게 감소시켜 NF-κB의 핵으로

의 이동이 감소하였음을 관찰할 수 있었다. 이는 LJE가 대식세포

에서 LPS에 의해 활성화되는 NF-κB 신호 네트워크를 억제할 수

있음을 시사한다.

NF-κB의 활성화는 세포 내 다양한 신호분자에 영향을 주고

있으며, NF-κB의 활성화에 영향을 미치는 대표적인 신호가

MAPK이다
24)

. MAPK는 extracellular signal-regulated kinase
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(ERK), p38 MAPK, c-Jun NH2-terminal kinase

(JNK)/stress-activated protein kinases (SAPK)의 3종이 보고되

고 있으며, JNK의 경우 I-κB kinase의 직접적인 인산화를 통하여

NF-κB 신호 네트워크를 활성화시키는 것으로 보고되었다30). 이

와 더불어 MAPK는 activator protein-1, activating transcription

factor-2, cAMP-responsive element binding protein을 포함한 다

양한 전사인자들의 활성화에 관여하는 핵심 신호전달 분자이다
31). 본 연구에서는 LPS에 의해 증가하는 3종의 MAPK 인산화가

LJE 10, 30 µg/ml의 전처치에 의해 감소하였으며, 이러한 결과는

LJE가 대식세포에서 LPS에 의해 활성화되는 MAPK 신호 네트

워크를 억제할 수 있음을 시사한다.

LJE가 in vitro에서 염증억제작용이 있음을 확인하고, in vivo

에서 carrageenan으로 유도된 rat의 발 부종에 대한 LJE의 염증

억제효과를 평가하였다. Carrageenan의 국소적용은 염증세포 침

윤을 동반한 급성부종을 초래하고, 조직학적으로는 투여부위에

국소적 염증세포 침윤을 동반한 피부 조직의 부종이 관찰되는

것으로 알려져 있다10,32). Paw edema를 측정한 결과, LJE 0.3

g/kg를 투여한 군에서는 3, 4시간에 각각 유의한 발부종 억제를

나타내었으며, LJE 1.0 g/kg를 투여한 군에서는 2, 3, 4시간에서

유의성 있는 발부종 억제를 나타내었다. 조직평가에 있어서도

carrageenan은 침윤 염증세포의 현저한 수적 증가 및 부종성 변

화에 의한 발등 및 발바닥의 피부 두께가 증가되었으며, 이러한

급성 부종성 소견 및 염증세포 침윤은 dexamethasone 및 LJE 투

여에 의해 유의성 있게 현저히 억제되었다. 또한, carrageenan에

의한 비만세포의 수적 감소 및 탈과립 현상이 dexamethasone 및

LJE 투여에 의해 유의성 있게 억제된 점은 LJE가 비만세포의 탈

과립을 조절하여, 국소 항염 효과를 나타내는 직접적인 증거로

판단된다.

결 론

본 연구에서는 마우스 대식세포주인 Raw 264.7 세포를 이용

하여 LPS에 의해 활성화된 염증 매개 유전자와 관련 신호 네트

워크의 변화에 茺蔚子 에탄올 추출물이 미치는 영향을 평가하여

다음과 같은 결과를 얻었다.

茺蔚子 에탄올 추출물 (LJE)은 Raw 264.7 세포에서 LPS에

의해 증가한 NO 생성을 억제하였으며, NO 생성에 관계되는

iNOS의 발현을 억제하고, LPS에 의해 유도된 염증성 cytokine

류의 생성을 억제하였다. 또한 LJE는 LPS에 의해 활성화된 NF-

κB 신호 네트워크와 MAPK의 인산화를 억제하며, carrageenan

으로 유도된 실험동물의 발부종 억제, 침윤 염증세포의 수적 감

소 및 비만세포의 수적 감소를 나타내었다. 이상의 결과로 茺蔚

子 에탄올 추출물의 항염증 효과를 확인할 수 있었으며, 이는 급

성 염증성 질환에서 면역억제 및 소염작용을 통하여 천연물 면

역조절제로서의 개발 가능성을 제시한다. 향후 다양한 염증연구

모델에서 茺蔚子에 관한 연구가 계속된다면 茺蔚子를 염증성 질

환에 사용할 수 있는 객관적인 근거 확보에 기여할 수 있을 것

으로 생각된다.
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