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서 론
세포를 손상시키는 인자 중 하나가 활성산소(Reactive Oxygen

이다 수퍼옥사이드 라디칼Species; ROS) . (O2․ 과산화수소), (H⁃ 2O2),
수산기(OH• 는 산소의 불완전한 환원으로 인하여 발생한다 세포내) .
는 정상적인 호흡과정 중 미토콘드리아의 산화적 인산화 과정ROS

에서 발생하거나 외부의 이물질을 섭취하여 이에 반응하는 과정에
서 생겨난다1) 체내에는 이러한 부터 세포를 보호하기 위한 다. ROS
양한 방어시스템을 갖추고 있다 수퍼옥사이드 라디칼은 수퍼옥사이.
드 디스뮤타아제 에 의하여 과산화수(superoxide dismutase; SOD)
소(H2O2 로 불활성화되며 이들 과산화수소는 글루타치온 과산화효) ,
소 나 세포질에 존재하는 과산화소(Glutathione peroxidase; GPX) ,
체 에서 카탈라아제 에 의하여 물로 환원된(persoxisome) (catalase)
다2,3).

그러나 병리적인 상황에서는 의 생성이 과도하게 되며 방ROS ,
어역량을 넘어서는 의 생성은 세포를 산화적 스트레스 상황으ROS

로 인도한다 이러한 산화적 스트레스는 발암과정 신경퇴행성질환. , ,
동맥경화 당뇨 노화 만성폐질환과 같은 다양한 범주의 질병의 발, , ,
병과정에 관여하고 있는 것으로 보고되고 있다4-8).

은 나라 의 인(CJGPT)淸燥救肺湯 淸 喩昌 著書 醫門法律『 』9)에 최
초로 수록되어 있다 에서 은 의 처방 가운데. “卷四 傷燥門 喩昌 古今
의 을 치료하는 처방이 없어 본 방을 창방하였다 고 기록하”肺 燥證
고 있다 본 처방은 하여. 外感燥火傷肺 身发寒热 喘促氣逆 咳嗽不， ，

한 증상을 치료한止 咳痰带血 甚则引动胃氣 呕吐痰涎 脉躁疾， ， ， ，
다 현재는 천식과 해소 폐렴을 비롯한 만성 호흡기 질환에 널리. ,
응용되고 있다10-12).

에 대한 연구보고를 살펴보면 폐암세(CJGPT) A549淸燥救肺湯
포주의 성장을 억제하였고 과 같은 백혈병 세포주의, Jurkat, HL60

를 촉진하였다는 보고apoptosis 13,14)가 있었다 비만세포의 탈과립과.
접촉성 피부염과 같은 지연형과민반응에도 효과가 있었다는 보고15)
도 있었다 또한 호흡기 뮤신 유전자의 발현을 증가시켰고 적출한. ,
토끼의 기관지 평활근을 억제하였다는 실험적 연구16)도 있다 이처.
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Transcription factor, Nrf2 was well known to protect cell from oxidative stress by up-regulating it’s dependent
anti-oxidative genes such as HO-1 and NQO1. Cheongjogupye-tang (CJGPT), a traditional herbal formula was originally
recorded in EuiMunBeopRyul , still having been used to treat pulmonary disease such as asthma and pulmonary『 』
inflammation, in Eastern Asian countries. However, the underlying therapeutic mechanisms remain elusive. The
purpose of this study is to investigate the anti-inflammatory or anti-oxidative effects of CJGPT on the RAW 264.7 cells.
To examine the anti-inflammatory or anti-oxidative effects of CJGPT, MTT assay, immunoblotting, RT-PCR and
reporter gene assays were performed. Although CJGPT slightly suppressed the nuclear NF- B expression, it did notκ
decreased the expression of pro-inflammatory genes in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Moreover, it did not increased
the transcriptional activity of NF- B in reporter gene assay. However, CJGPT upregulated the nuclear expression ofκ
Nrf2, as well as increased the expression of Nrf2-dependent genes such as HO-1 and NQO1. In addition, CJGPT
incresed the transcriptional activity of Nrf2. Taken together, our results showed that CJGPT exerts functions as an
anti-oxidant mainly by activating Nrf2.
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럼 천식과 항염 항암 등 다양한 효능이 보고되어 있으나 이들이 항,
염과 항산화를 조율하는 전사인자인 의 활성에 미치는 효능은Nrf2
아직 보고된 바 없었다 이에 저자는 을 이용하여. RAW264.7 cell

의 매개 항산화 활성을 관찰하여 유의한(CJGPT) Nrf2淸燥救肺湯
결과를 얻었기에 이에 보고하고자 한다.

재료 및 방법
한약재1.
본 실험에 사용한 의 처방은 에 준하였으淸燥救肺湯 醫門法律『 』

며 처방내용은 과 같다 약재들은 옴니허브 대구 대한민Table 1 . ( ,
국 에서 구입하였다 처방 첩 분량을 증류수 로 가열 추출 여) . 2 2 L ,
과 후 로 농축한 다음 로 동결 건rotary evaporator , freeze dryer
조하여 분말 회수율 을 얻었다9 g ( 10.2%) .

T a b le 1 . F o rm u la r o f C h eo n g jo g u p ye - ta n g (C JG P T )
韓藥名 生 藥 名 W e ig h t (g )
桑葉 M o ri Fo lium 1 1 .2 5
石膏 G yp sum F ib ro sum 9 .3 7 5
甘草 G ly c y r rh iz a e R ad ix 3 .7 5
人蔘 G in se n g R ad ix 2 .6 2 5
胡麻仁 S e sam i S em en N ig rum 3 .7 5
眞阿膠 A s in i G e la t in um 3 .0
麥門冬 L ir io p is T u b e r 4 .5
杏仁 A rm en ia ca e A m a rum S em en 2 .6 2 5
枇杷葉 E r io b o try a e Fo lium 3 .0
T o ta l 4 3 .8 7 5

시약 및 항체2.
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium

와 은bromide (MTT) Sulforaphane Sigma Chemical Co.(St.
로부터 구입하였다Louis, MO, USA) . TLR4-specific Escherichia

coli 는 에서 구입LPS Alexis Biochemical(San Diego, CA, USA)
하였다 본 실험에서 사용한 모든 항체는. Santa Cruz

로부터 구입하였다Biotechnology(Santa Cruz, CA, USA) .

세포배양3.
세포는RAW 264.7 ATCC(American Type Culture

로부터 분양을 받아Collection, Rockville, MD, USA) Dulbecco's
에Modified Eagle's Medium(DMEM) (Hyclone; Logan, UT, USA)

과10% FBS, 100 U/ml penicillin 100 g/ml streptomycinμ
를 첨가하여 배양하였다 세포는(Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) .

에서37 incubator 5% CO℃ 2 상태에서 배양하였다.

세포생존율 측정4. (MTT assay)
를 나타내는Mitochondrial dehydrogenase activity MTT

를 수행하여 실험에 사용한 청조구colorimetric reduction assay
폐탕 이 세포의 생존에 미치는 효과를(CJGPT) Mosmann17)이 보고한
방법에 따라 측정하였다 세포를 에. RAW 264.7 96-well plate well
당 1×105 밀도로 분주한 후 를 처리하여cells CJGPT 37 , 5 %℃
CO2 습도 배양기에서 시간 동안 배양하였다 배양한 세, 100 % 24 .

포를 새로운 배지로 교환하여 시간 동안 배양한 후 에 용해4 PBS
한 용액 를 각 에 넣고 시간 동안MTT (2.0 mg/ml) 50 l/ml well 3μ
배양하였다 그런 다음 배양액을 버리고. dimethylsulfoxide

를 씩 넣어 을 용해하여(DMSO) 200 l/well MTT-formazanμ
로 에서 흡광도를 측정하여 세포독성을microplate reader 570 nm

확인하였다 살아있는 세포의 백분율은 미처리 세포를 기준으로 계.
산하였다 모든 실험은 번 반복하였다. 3 .

% Cell viability = 100 × (R sample/R ctrl)
을 처 리 한 의 에 서 의 흡 광 도R sam p le : S am p le w e ll 5 7 0 nm

만 처 리 한 의 에 서 의 흡 광 도R c trl: V e h ic le co n tro l w e ll 5 7 0 nm

총 의 추출과5. RNA RT-PCR
는 를 이용하였으며 제Total RNA Trizol reagent (Invitrogen)

조회사의 방법에 준하였다 를 이용하여. Spectrophotometer RNA
의 농도를 측량한 후 M-MLV reverse transcriptase (Promega,

에 의하여 를 합성하였고Madison, WI, USA) cDNA , specific
들을 이용한 방법을 통하여 를 증폭하였다primer PCR cDNA .
증폭을 하기 위하여PCR TaqPCRxDNA polymerase,

을 사용하였고 반응조건은 다음과 같Recombinant (Invitrogen) ,
이 하였다 에서 분간 초기 시킨 후: 95 5 denaturation 30 cycle℃
을 증폭시켰다 각각의 은 에서 초 동안. cycle 95 30 denaturation,℃

에서 초 동안 에서 초58 (NQO1: 55 ) 30 annealing, 72 40℃ ℃ ℃
동안 시켰다 는 에서 전extension . PCR product 1 % agarose gel
기영동하였고 로 염색을 한 후, ethidium bromide Gel Doc

을 사용하여 관찰하였다(Bio-Rad, USA) . GAPDH (Glyceraldehyde
를 로 사용하여-3- phosphate dehydrogenase) internal control

의 발현을 상대적으로 평가하였다 에 사용된HO-1, NQO1 . PCR
는 와 같다primer Table 2 .

T ab le 2 . O lig o n u c le o t id e p r im e rs u se d fo r P C R in th is s tu d y

T a rg e t g e n e P C R p r im e r se q u e n ce (5 ' to 3 ') p ro d u c t
s iz e

A ce s s io n
n um b e r

TN F -α se n se C TA C TC C TC A G A G C C C C C A G 2 3 9b p N M 0 1 3 6 9 3
a n t ise n se A G G C A A C C TG A C C A C TC TC C

IL -1 β se n se G TG TC T T T C C C G TG G A C C TT 2 8 1 b p N M 008 3 6 1 .3
a n t ise n se TC G T TG C T TG G T TC TC C T TG

iN O S se n se G G TT TG A A A C T TC TC A G C C A C C 3 9 9b p N M 010 9 2 7 .3
a n t ise n se C C TC A C A TA C TG TG G A C G G G

CO X 2 se n se C C C A G A G C TC C T T T T C A A C C 2 4 1b p N M 0 11 1 9 8
a n t ise n se A A T TG G C A C A TT TC T TC C C C

IL -6 se n se C TG G TG A C A A C C A CG G C C TTC C C TA 5 9 9b p N M 031 1 6 8 .1
a n t ise n se A TG C T TA G G C A TA A C G C A C TA G G TT

H O -1 se n se TG A A G G A G G C C A C C A A G G A G G 3 7 3b p N M 0 10 4 4 2
a n t ise n se A G A G G TC A C C C A G G TA G C G G G

N Q O 1 se n se A C TA CG C C A TG A A G G A G G C T 2 2 4 b p N M 0 08 7 0 6
a n t ise n se T TC C A G C T TC T TG TG TTC G G

G A PD H se n se G G A G C C A A A A G G G TC A TC A T 2 0 3 b p N M 0 0 8 0 8 4
a n t ise n se G TG A TG G C A TG G A C TG TG G T

6. Western Blot Analysis
5×106 의 를 추출하였다 핵 단백질은cell total extracts .

를NE-PER nuclear extraction kit (Thermo Scientific, IL, USA)
사용하여 제조사의 방법에 따라 분리하였고 단백질은, Bradford

를 이용하여 정량하(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
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였다 동일한 양의 단백질들을 로 분리하였고 이 후. SDS-PAGE ,
에 하였다PVDF membrane (Bio-Rad Laboratories) transfer .

들은 로 시간 동안 한 후Blot 5% non-fat dry milk 1 blocking
와 에서Nrf2, NF- B laminA/C polyclonal antibody 4κ ℃

하여 하였다 가 결합된overnight incubation . HRP secondary
와 상온에서 시간 동안 반응을 시킨 후 을 이용하antibodies 1 ECL

여 chemiluminescence (SuperSignalⓇ West Femto, Thermo
로 를 확인하였다Scientific) band .

7. Reporter Constructs, Reporter Cell line, Luciferase Assay
와 전사인자 활성 측정을 위한NF- B Nrf2 reporter cell lineκ

은 부산대학교 한의학전문대학원 응용의학부 주명수 교수로부터 제
공받아 실험을 진행하였다 의 구축을 간략히 기. Reporter cell line
술하면 다음과 같다 전사인자 활성도를 측정하기 위하여. NF- Bκ

를 구축하였다 두 개의 결합부NF- B reporter construct . NF- Bκ κ
위 를 담고 있는 를(GGGACTTTCC) reporter construct pEGFPLuc

에 삽입하여 클로닝하였다(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) .
이 를 을 사용하여vector lipofectimine (Invitrogen) RAW 264.7
에 시킨 후 을 이용cell transfection G418 (600 g/ml, Invitrogen)μ

하여 된 클론을 선별하였다 전사인자 활성도를transfection . Nrf2
측정하기 위한 의 구축은Nrf2 reporter cell line QIAmp DNA

를 가지고 제조사의 방법에 준하여Mini Kit (Qiagen) genomic
를 추출한 후 결합 부위가 위치하고 있는DNA Nrf2 NQO-1 gene

의 의 를 을 통하여 증폭하였다proximal 1kb promoter PCR .
을 통하여 를 확인한 후Sequencing PCR product pGL4.17

에 삽입하여 클로닝하였다 이[luc2/Neo]vector (Promega) .
를 에 시킨NQO-1[luc/Neo] vector RAW 264.7 cell transfection

후 을 가지고 을 선별하였다G418 Nrf2 reporter cell lines .
는 를 가지Luciferase assay dual luciferase assay kit (Promega)

고 제조사의 방법에 준하여 실시하였다.

통계처리8.
는 로 표시하였으며 적어도 세Data mean ± SEM (Std, Err.) ,

번의 반복 실험을 하였다 각 군들을 비교하고자 와. T-test one-way
검사를 사용하였다 가analysis of variance (ANOVA) . P values

이하인 경우 통계적으로 유의성이 있는 것으로 보았다0.05 .

결 과
세포 생존율에 미치는 효과1. (MTT assay)
마우스 대식세포 주인 에 다양한 농도RAW 264.7 (0.5-200 μ
의 를 시간 처리한 후 를 통하여 세포독g/ml) CJGPT 24 MTT assay

성 검사를 하였다 과 같이 의 농도까지 세포독성. Fig. 1 200 g/mlμ
은 없는 것으로 관찰되었다.

로 유도한 염증반응에 미치는 효과2. LPS
의 항염 능력을 확인하고자 에 를CJGPT RAW 264.7 cell LPS

처리하였다 염증 반응의 대표적 전사인자인 의 핵 내 단백. NF- Bκ

질 발현 염증반응을 조절하는 다양한 유전자들의 발현 전, cytokine ,
사활성에 미치는 효과를 관찰하였다 우선 농도의. 1, 10, 50 g/mlμ

추출물을 에 시간 처리 후 핵 단백질을 추CJGPT RAW 264.7 cell 16
출하여 을 통하여 핵 내 단백질의 발현을western blotting NF- Bκ
확인하였다 같은 조건의 세포에서 총 를 추출한 후(Fig. 2A). RNA

인 의pro-inflammatory gene TNF- , IL-1 , iNOS, COX2, IL-6α β
발현을 관찰하였다 농도 처리군에서 핵내(Fig. 2B). 50 g/ml NF-μ κ
의 발현이 약간 증가하였으나B (Fig. 2A), NF- B dependent geneκ
들의 발현은 변화가 없었다 또한 로 유도한 염증반응(Fig. 2B). LPS
에서 는 고농도에서 핵 내 단백질의 발현을 약간 감CJGPT NF- Bκ
소시켰으나 를 제외한 들의(Fig. 2A), IL-6 NF- B dependent geneκ
발현을 모든 농도에서 억제하지 않았다 또한 전사(Fig. 2B). NF- Bκ
활성이 에 의하여 조절되는지 시험하고자CJGPT reporter gene

를 시행하였다 세포유래assay . RAW 264.7 NF- B reporter cellκ
에 를 시간동안 처리한 후 의 를 분line CJGPT 16 100 ng/ml LPS 30

간 처리하여 세포를 활성화시켰다 의 선처리는 에 의하. CJGPT LPS
여 증가된 의 발현을 억제하지 못했다luciferase (Fig. 2C).

F ig . 1 . C y to to x ic e ffe c t o f C JG P T o n R AW 2 6 4 .7 ce lls . M T T a s sa y w a s
p e r fo rm ed to d e te rm in e c y to to x ic ity o f C JG P T . V a r io u s am o u n t o f w a te r
e x ta c ts o f C JG P T w e re t re a te d to th e R AW 2 6 4 .7 ce lls fo r 2 4 h p r io r to
M T T a s sa y . C JG P T d id n o t e xh ib it a n y c y to to x ic ity u p to th e co n ce n tra t io n
o f 2 0 0 g /m l. D a ta re p re se n t th e m e an ± S EM o f th re e in d e p e n d e n tμ
m e a su rem e n ts .

A

B
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C

F ig . 2 . A n t i- in f lam m a to ry e ffe c t o f C JG P T o n LP S - in d u ce d R AW 2 6 4 .7
ce lls . (A ) R AW 2 64 .7 ce lls w e re t re a te d w ith in c re a s in g am o u ts o f C JG P T
fo r 1 6 h . N u c le a r lo c a liz a t io n o f N F - B w a s m e a su re d b y w e s te rn b lo tκ
a n a ly s is . E q u a l lo a d in g w a s a t te s te d b y w e s te rn b lo tt in g o f lam in A /C ,
h o u se k e e p in g g e n e s in th e n u c le u s . (B ) E xp re ss io n s o f N F - B d e p e n d e n tκ
p ro - in f lam m a to ry g e n e s , su ch a s TN F - , IL -1 , iN O S , C O X 2 , a n d IL -6 w e reα β
m e a su re d b y sem i-q u a n t ita t iv e R T -P C R . G A PD H w a s u se d a s in te rn a l
co n tro l. (C ) L u c ife ra se a s sa y w a s p e rfo rm e d w ith to ta l p ro te in s p re p a re d
from N F - B re p o rte r c e ll lin e , d e r iv e d from R AW 26 4 .7 ce lls . C e lls w e reκ
t re a te d w ith w a te r e x t ra c ts o f v a r io u s am o u n ts o f C JG P T fo r 1 6 h , a n d
su b se q u e n t ly s t im u la te d w ith 1 0 0 n g /m l o f L P S fo r 3 0 m in . L u c ife ra se
a c t iv ity w a s n o rm a liz e d b y th e am o u n t o f to ta l p ro te in s . D a ta re p re se n t
th e m e an ± S EM o f t r ip lic a te se t t in g s , a n d e xp e r im e n t w a s re p e a te d a t
le a s t th re e t im e s .

와 발현에 미치는 효과3. Nrf2 Nrf2 dependent genes
는 다양한 항산화 유전자들의 발현을 조절하는 전사인자로Nrf2

산화적 스트레스 상황에서 세포를 보호하는 역할을 담당한다 이에.
의 전사인자의 핵 내 발현 의CJGPT Nrf2 , Nrf2 dependent genes

발현 및 전사활성에 미치는 영향을 관찰하였다 본 실험에서Nrf2 .
는 로 잘 알려진 을Nrf2 activator sulforaphane positive control
로 사용하였다 여러 농도의 를 에 시간. CJGPT RAW 264.7 cell 16
처리 후 핵 단백질을 추출하여 을 통하여 핵 내western blotting

단백질의 발현을 확인한 결과 는 농도의존적으로 핵Nrf2 , CJGPT
내 의 발현을 증가시켰다 같은 조건의 세포에서 총Nrf2 (Fig. 3A).

를 추출한 후 인 과 의 발현RNA Nrf2 dependent gene HO-1 NQO1
을 관찰한 결과 고농도 의 처리군에서 의 발(50 g/ml) CJGPT HO-1μ
현이 미약하게 증가하였고 의 발현이 증가하였음을 관찰하였, NQO1
다(Fig. 3B).

전사활성에 어떤 영향을 주는지 관찰하고자 다양한 농도Nrf2
의 를 에 시간동안 처리하였다CJGPT Nrf2 reporter cell line 16 .
비록 처리군보다는 약했지만 의 처리sulforaphane (5 mol) CJGPTμ
는 전사활성을 증가시켰으며 특히 이상의 농도에서Nrf2 , 50 g/mlμ
현저한 증가를 유도하였다(Fig. 3C).

A

B

C

F ig . 3 . A n t i-o x id a t iv e e ffe c ts o f C JG P T o n R AW 26 4 .7 ce lls . (A ) R AW
2 6 4 .7 ce lls w e re tre a te d w ith v a r io u s am o u n ts o f C JG P T w a te r e x t ra c ts fo r
1 6 h . T h e n u c le a r fra c t io n o f th e t re a te d ce lls w a s iso la te d , a n d th e n u c le a r
N r f2 , in d ic a t iv e o f a c t iv a t io n , w a s m e a su re d b y w e s te rn b lo t a n a ly s is .
S u lfo ra p h a n e (S FN , 5 m o l) , a w e ll-d o cum en te d a c t iv a to r o f N rf2 w a s u se dμ
a s p o s it iv e co n tro l. (B ) E xp re s s io n s o f N r f2 d e p e n d e n t a n t i-o x id a n t g e n e s ,
su ch a s H O -1 a n d N Q O -1 w e re m e a su re d b y sem i-q u a n t ita t iv e R T -P C R . (C )
L u c ife ra se a s sa y w a s p e rfo rm ed w ith to ta l p ro te in s p re p a re d from N rf2
re p o r te r c e ll l in e , d e r iv e d from R AW 26 4 .7 c e lls . C e lls w e re t re a te d w ith
w a te r e x t ra c ts o f v a r io u s am o u n ts o f C JG P T fo r 1 6 h . L u c ife ra se a c t iv ity
w a s n o rm a liz e d b y th e am o u n t o f to ta l p ro te in s . D a ta re p re se n t th e m e an
± S EM o f t r ip lic a te se t t in g s , a n d e xp e r im e n t w a s re p e a te d a t le a s t th re e
t im e s (*P < 0 .0 5 , * * *P < 0 .0 0 1 , com p a re d to u n tre a te d g ro u p ).

고 찰
산화적 스트레스는 암 노화 퇴행성질환 자가면역질환 천식, , , ,

등 다양한 질병의 발생과정에서 중요한 역할을 담당하는 것으로 알
려져 왔다 특히 활성산소는 염증성 질환의 병리기전에서 세포와 조.
직손상의 중요 원인인자가 된다 염증과정 중 대식세포나 호중구가.
세균을 잡아먹고 사멸시키는 과정에서(phagocytosis) (killing)

는 환원형인 를 로 산화시키며 이NADPH oxidase NADPH NADP+ ,
과정 중 산소로부터 수퍼옥사이드 라디칼(O2․ 이 생성된다)⁃ 18) 이들.
은 다시 에 의하여 과산화수소로 변환되며 식작용과정 중 이SOD ,
과산화수소는 용해소체 안에서 생성된다 세균 사멸작용(lysosome) .
이 끝나면 과산화수소는 에 의하여 결국 물과 산소로 분해catalase
된다 이와 같이 는 염증과정에서 세균을 사멸시키는 유익한 역. ROS
할을 담당하기도 하지만 이들에 의하여 주변의 정상적인 조직과 세,
포 또한 손상을 입는다 특히 자가면역질환이나 대사성질환 만성폐. ,
쇄성 폐질환과 같은 만성염증성질환에서 는 조직손상의 주요한ROS
역할을 담당하고 있다.

세포가 산화적 스트레스 상황을 맞이하게 되면 글루타치온
헴옥시게나아제(GST), -1(heme oxygenase-1; HO1), NADPH

등을 포함하는 일련의 항산화quinone oxidoreductase-1(NQO1)
해독 유전자들의 전사가 활성화된다 이러한 유전자들의 전사는 이.
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들 유전자들로부터 약 에 존재하는0.5-10 kb upstream
에서 시작된다 를 생성antioxidant responsive element(ARE) . ROS

하는 화학물질을 포함한 다양한 자극들은 를 통하여 항산화 유ARE
전자들의 전사를 활성화시킨다 이러한 활성에 관여하는 주도. ARE
적인 전사인자가 바로 이다 산화적 스트레스가 없는 상황에서Nrf2 .

는 이라는 억제Nrf2 Kelch-like ECH-associated protein-1(Keap1)
단백질과 결합하여 세포질에 머무른다 이 과정에서 은. Keap1

와 작용하여 를cullin-3 E3-ubiquitin ligase(Cul3) Nrf2
시킨 후 결국 분해한다 그러나 산화적 스트레스상황ubiquitination .

에서는 가 의 잔기를 산화시켜 로부ROS Keap1 cystein Keap1/Cul3
터 를 분리시킨다 이 후 안정화된 는 핵안으로 이동하여Nrf2 . Nrf2

단백질과 를 이룬 후 에 결합하고Maf heterodimer ARE enhance
이어 항산화 작용을 하는 표적유전자들의 전사를 활성화시킨다19,20).

은 나라 이 편찬한 종합의서인CJGPT (1658淸 喩昌 醫門法律『 』
년 에 최초로 수록된 처방으로 임상에서는 천식과 만성기관지염을) 9)
비롯한 만성 호흡기 질환에 널리 응용되고 있다13-16) 본 연구에서는.
항염 항암 항알러지 작용이 있는 것으로 보고되고 있는 의, , CJGPT

의 활성에 미치는지의 여부를 관찰하여 그 효능을 평가하고자Nrf2
하였다 우선 는 의 농도에서까지 세포독성을 유. CJGPT 200 g/mlμ
도하지 않았으며 이 이하의 농도에서 모든 실험을 진행하였(Fig. 1),
다 를 선 처리한 후 로 세포를 자극시킨 후 핵 내. CJGPT LPS NF-κ
단백질의 발현정도를 관찰하였다 로 유도한 세포에서 핵 내B . LPS

의 발현을 농도의 처리군에서 억제함을 관찰하였NF- B 50 g/mlκ μ
다 만 처리한 군에서는 농도의존적으로 핵 내(Fig. 2A). CJGPT NF-
단백질의 발현이 증가되고 있음을 확인하였다 이에 가B . CJGPTκ

염증반응을 촉발시키는지 확인하고자 들NF- B dependent geneκ
의 발현을 관찰한 결과 이들의 발현을 높이지는 않았다 가. CJGPT
핵 내 발현을 증가시키더라도 염증성 사이토카인의 유전자NF- Bκ
들의 발현이 증가되지 않는 이런 결과는 가 전형적인CJGPT NF- Bκ
이외의 다른 기전을 통하여 염증반응의 촉발을 막고 있음을 추정할
수 있었다 가 로 자극한 의. CJGPT LPS RAW 264.7 cell NF- Bκ

들의 발현을 억제하는지 로 조사하였다dependent gene RT-PCR .
를 시간 처리한 의 의 발현을 관찰CJGPT 16 RAW 264.7 cell mRNA

한 결과 대부분 농도의 처리군에서 TNF- , IL-1- , iNOS,α β
의 발현이 줄어들지 않았다 그러나 고농도의COX-2, IL-6 (Fig. 2B).

처리군에서 와 의 발현은 미약하게 줄어들었다 이iNOS IL-6 mRNA .
는 의 실험과 일관된 결과로 고농도에서 항염능력이 있음을Fig. 2A
시사한 것으로 판단하였다 이러한 의 항염 능력이 의. CJGPT NF- Bκ
직접적인 전사활성을 억제하는 능력이 있는지 관찰하고자 reporter

를 시행한 결과 흥미롭게도 의 고농도gene assay 50, 100 g/mlμ
처리군에서 전사활성이 억제되지 않았다 이에 저자는 이(Fig. 2C).
러한 항염 능력이 항산화 활성과 관련이 있는지 조사하기 위하여
항산화 유전자 발현조절 전사인자로 잘 알려진 의 핵내 발현과Nrf2
이들이 주관하는 유전자들의 발현 및 이들의 전사활성을 관찰하였
다 다양한 농도의 를 시간 동안 처리한. CJGPT 16 RAW 264.7 cell
에서 핵 내 단백질의 발현은 농도의존적으로 증가하였다Nrf2 (Fig.

인 과3A). Nrf2 dependent gene Heme oxygenase-1 (HO-1)
의 발현을 조NADPH: quinone oxidoreductase 1 (NQO1) mRNA

사하였다 의 표적 유전자 가운데 는 산화적 스트레스 상. Nrf2 HO-1
황에서 강력한 항산화 활동을 하는 것으로 알려져 있으며21,22),

으로 항산화효소로서의 역할을 담당FAD-dependent flavoprotein
하는 것으로 알려진 의 활성 또한 산화적 스트레스상황과 밀NQO1
접히 연관되어 있고 의 생성을 억제하는 것으로 보고되었다, ROS
23,24) 는 과 의 발현을 농도의존적으로 증가시켰. CJGPT HO-1 NQO1
으며 특히 의 발현은 의 처리군에서 두드러졌다, NQO1 50 g/mlμ

이에 저자는 가 전사인자 활성을 증가시키는(Fig. 3B). CJGPT Nrf2
지 확인하고자 를 시행한 결과 예측한 바와reporter gene assay
같이 의 전사활성이 농도의존적으로 높아졌다 이상의Nrf2 (Fig. 3C).
결과 는 로 자극한 세포의 염증반응을 고농도CJPGT LPS RAW 264.7
에서 미약하게 억제시켰고 같은 세포에서 의 전사활성을 증폭, Nrf2
시킴으로써 항산화 유전자들의 발현을 증가시켰다, .

결 론
을 이용하여 의 매개RAW264.7 cell (CJGPT) Nrf2淸燥救肺湯

항산화 활성을 관찰한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.
는 의 농도에서까지 세포독성을 나타내지 않CJGPT 200 g/mlμ

았다.
는 로 활성화시킨 에서 핵 내CJGPT LPS RAW 264.7 cell NF-κ

의 발현을 농도의 처리군에서 억제하였으나B 50 g/ml , NF- Bμ κ
인 의 발현dependent gene TNF- , IL-1- , iNOS, COX-2, IL-6α β

은 대부분의 농도에서 억제되지 않았다.
는 의 직접적인 전사활성을 억제하지 않았다CJGPT NF- B .κ
는 에서 핵 내 단백질의 발현을 농CJGPT RAW 264.7 cell Nrf2

도의존적으로 증가시켰다.
는 에서 인CJGPT RAW 264.7 cell Nrf2 dependent gene

과 의 발현을 농도의존적으로 증가시켰다HO-1 NQO1 .
는 의 직접적인 전사활성을 증가시켰다CJGPT Nrf2 .

따라서 본 결론을 종합해 볼 때 의 기존 보고된 항염CJGPT ,
항암 항알러지 효능은 매개 항산화기전의 활성과 밀접한 관련, Nrf2
이 있음을 알 수 있었다.
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