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Abstract − Corylopsis gotoana (Hamamelidaceae) has been used as a traditional medicine for the treatment various diseases

including cold, edema and vomiting. However, previous studies regarding component analysis and pharmacological actions of

C. gotoana are extremely limited until now. In this study, we investigated anti-inflammatory activities of the methanolic extract

of the twigs of Corylopsis gotoana (MCG) both in vitro and in vivo. MCG effectively inhibited excessive NO production in

IFN-γ and LPS-stimulated mouse peritoneal macrophages without notable cytotoxicity. In addition, we also found that MCG

could attenuate the expression of inflammatory mediators such as inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-

2 (COX-2). We further tested in vivo anti-inflammatory activity of MCG using paw edema mouse model. Herein, MCG demon-

strated significant suppression on the paw edema induced by both of trypsin and carrageenan. These results indicated that MCG

has potent anti-inflammatory potential and may be useful for prevention and treatments of inflammatory diseases.
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염증(inflammation)이란 외상, 감염, 유해성 물질 등의 인

체 내부 및 외부 자극으로 인하여 조직이 손상을 입었을 때

일어나는 신체에서 일어나는 방어적인 반응이며 손상된 조

직에서는 발열, 발적, 부종, 통증 등과 같은 병리적인 반응

이 발생한다.
1)

 정상적인 신체에서 염증반응은 박테리아를

죽이거나 종양을 제거하는 등의 몸을 보호해 주는 보호기

전으로 작용하는 동시에 만성적인 염증은 류마티스 관절염,

천식과 같은 면역성질환 또는 암이나 돌연변이와 같은 병

적인 상태를 야기하기도 한다. 따라서 과도한 염증반응의

조절은 만성염증성 질환의 치료에 있어서 매우 중요한 부

분을 차지한다.
2)

염증반응은 호중구(neutrophil)나 대식세포(macrophage)와

같은 면역관련 세포에 의해 생성되는 cytokines, chemokine,

nitric oxide(NO), prostagladins(PGs) 등의 다양한 염증성 매

개인자에 의해 유도된다고 알려져 있다.
3-5) 
그 중 NO는 선

천적·후천적 면역기전과 염증 반응에 매우 중요한 역할을

수행하는 대식세포에 의해서 생성된다. 염증반응이 일어나

게 되면 여러 가지 인자들에 의해 대식세포가 활성화되고

이는 많은 양의 NO의 생성으로 이어진다.
6)

 NO는 reactive

nitrogen species(RNS) 중 하나로서 신체 내에서 많은 생체

대사에 이용되며 혈관의 항상성 유지 및 항혈전 작용 등의

긍정적인 역할 뿐만 아니라 염증반응, 세포자살과 같은 병

리적인 기전에도 관여한다.
7,8) 
이러한 NO는 L-arginine이 L-

citrulline으로 대사되는 과정에서 NO synthase(NOS)에 의해

서 생합성되는데 그 중 Ca
2+

 비의존성을 갖는 iNOS가 Ca
2+

의존성인 neuronal NOS(nNOS), endothelial NOS(eNOS)

등의 두 NOS보다 많은 양의 NO 생성에 기여한다고 알려

져 있다.
7,9)

또한 cyclooxygenase(COX)는 arachidonic acid로부터

prostagladins(PGs)을 생합성하는 효소로 COX-1과 COX-2

두 가지 isoform으로 존재한다. COX-1은 체내 대부분의 조

직에 항상 발현되어 있어 혈소판의 형성, 위장 세포의 보호

및 신장 기능의 유지 등의 생리적인 역할을 통해 항상성을

조절하며, COX-2는 염증반응이 일어날 때 분비되는

cytokines에 의해 유도되어 염증관련 prostaglandins(PGs)의

생합성에 관여한다. COX-2는 다양한 종류의 prostaglandin

중 prostagladin E2(PGE2)를 과량 생성할 수 있는데, 이는 곧
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염증 반응의 증가로 이어진다.
10,11)

 또한 많은 연구를 통해

COX-2에 의한 PGE2의 과다생성이 NO의 생성과 관련되어

있다고 보고되었기에 iNOS와 더불어 염증반응에 있어서 중

요한 인자로 인식되고 있다.
12,13)

히어리(Corylopsis gotoana)는 조목나무과(Hamamelidaceae)

에 속하는 낙엽관목으로 송광납판화라는 이명을 가졌으며

우리나라에서만 자생하는 식물로 지리산 일대와 전라남도

지방에 자생하며 비탈진 곳 혹은 물 빠짐이 좋은 환경에서

자란다고 알려져 있다. 현재까지 보고된 연구를 살펴보면,

히어리의 약리작용에 관한 것보다는 히어리 군락의 환경,

식생 조건 및 그 특징에 관한 것이 대부분이다.
14,15)

 히어리

는 caffeoyl 유도체, tannin류 및 flavonoid류 등의 phenolic

compounds와 chalcone계 성분인 isosalipurposide를 함유하

고 있으며, 약리작용으로는 항산화, 전립선 암세포의 증식

억제 및 간세포 보호작용 등이 보고되었다.
16-18) 
또한, 한방

에서는 히어리가 열을 꺼뜨리고 붓기를 내리며 구역질을 멎

게 하는데 사용되어 왔으며
19)

 이러한 효능은 히어리와 동속

식물인 납판화(Corylopsis sinensis Hemsl.)에서도 나타난다

고 기록되어 있다.
20) 
최근 히어리 잎의 성분 및 항염증 활성

이 보고되었음
21)
에도 불구하고 히어리 가지에 관한 약리연

구는 매우 제한적이며, 성분에 대한 연구 결과 가지의 구성

성분은 잎과는 다른 것으로 알려져 있다.
22)

이에 본 연구에서는 히어리의 해열 및 부종억제 효과를

바탕으로 히어리 가지의 항염증 효과 및 그 기전을 검정하

였다. 본 연구에서는 IFN-γ와 LPS로 자극된 쥐의 복강대식

세포를 이용하여 히어리에 의한 NO 생성량 변화를 측정하

였고 염증성 매개인자인 iNOS 및 COX-2의 발현량을 관찰

하였다. 더불어, trypsin과 carrageenan으로 유도된 부종 유

도 모델을 사용하여 히어리의 in vivo 항염증 효과를 확인

하였다.

재료 및 방법

실험재료 −실험에 사용된 히어리 가지는 2014년 7월 전

북 전주 소재의 한약업사에서 구입하여 우석대학교 약학대

학 김대근 교수의 감정을 거친 후 건조 작업을 시행하였다.

건조된 약재(WH084) 200 g은 9000 mL의 100% methanol

을 사용해 세 번 추출되었다. 추출은 50
o
C를 유지한 상태에

서 초음파 추출기를 통해 이루어졌다. Methanol 추출물은

회전식 농축기를 이용하여 4.24 g(수율: 2.12%)으로 농축되

었으며 이 샘플은 그 후 동결건조 과정을 거쳐 실험에 사용

되기 전까지 -20
o
C에서 보관하였다.

시약 및 기기 −실험에 필요한 모든 시약은 Sigma-

Aldrich(USA)에서, 세포 배양에 필요한 물품은 Nunc(USA)

에서, DMEM과 FBS 등은 Life Technologies(USA)에서 구

입하였다. 흡광도는 microplate reader(GENios, Tecan,

Austria)와 spectrophotometer(UV-1800, Shimadzu, Japan)를

이용해 측정하였다.

대식세포의 배양 − 2.5 mL의 TG(thioglycollate)를 ICR

mouse에 복강 주사하여 대식세포의 발현을 유도하고 3일

뒤에 10 U/mL의 heparin을 함유한 PBS 8 mL을 투여하여

mouse의 복강에서 대식세포를 채취하였다. 그 뒤 DMEM

배지를 이용하여 24-well tissue culture plate(3×10
5
 cells/

well)에 고르게 안착시키고 3시간 동안 37
o
C, 5% CO2의 조

건에서 안정시켰다. 마지막으로 PBS로 3회 세척 후 10%

FBS를 함유한 DMEM 배지로 교체해 주었다.

세포 독성 측정 −히어리가 대식세포에 미치는 영향을 측

정하기 위해서 MTT cytotoxicity assay를 수행하였다.
23)

 농

도별로 히어리를 처리한 대식세포를 24시간 배양한 뒤 5

mg/mL의 MTT 용액을 넣고 3시간 추가 배양하였다. 그 뒤

DMSO로 형성된 formazan crystal을 녹여 microplate reader

(GENios, Tecan, Austria)를 이용해 570 nm에서 흡광도를 측

정하였다.

NO 생성 억제능 측정 − TG로 유도된 ICR mouse 대식

세포에 농도별로 히어리 처리를 하고 안정화 시킨 뒤 rIFN-

γ를 처리하였다. 그 후 6시간이 지나고 rIFN-γ(20 U/mL)를,

6시간 뒤 LPS(10 μg/mL) 처리하였고 48시간 뒤 세포의 배

지 상등액 100 μL를 원심분리하여 부유물이 남지 않도록 한

후 griess reagent와 상온에서 반응시켰다. 반응이 끝나면

microplate reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 특정하

였다. NO2

−

가 분석의 standard로 사용되었으며 nitro-L-

arginine methyl ester(L-NAME, 100 μg/mL)가 비교대조군

으로 사용되었다.

iNOS Enzyme 활성 측정 − iNOS enzyme의 활성을 알아

보기 위해 Israf 등의 시험법을 약간 수정하여 시행하였다.
24)

안정화된 대식세포에 rIFN-γ(20 U/mL)와 LPS(10 μg/mL) 처

리를 한 후 12시간 배양시켜 iNOS 생성을 유도한 뒤 배지

를 바꿔주었다. 농도별로 히어리를 처리해 주고 12시간 후

앞에서와 같은 방법으로 배지 안의 NO의 농도를 측정하였다.

Western Blot Analysis − rIFN-γ(20 U/mL)와 LPS(10 μg/

mL)로 염증 반응을 유도한 대식세포를 PBS로 세척한 후

cell scrapper로 긁어 수집하였다. 이를 2X sample buffer를

이용하여 sampling을 하고, 7.5% acrylamide gel에 전기영

동을 하여 단백질을 분리한 후, PVDF membrane으로 옮겨

졌다. 그 뒤 항체의 비특이적 결합을 차단하기 위하여

blocking buffer 용액을 처리한 뒤 1차 항체를 첨가하여 4
o
C

에서 overnight 반응시켰다. 다음날 tween 20을 함유한

PBS(PBST)로 10분씩 3회 세척한 다음 2차 항체로 1시간

반응시켰다. 이어서 PBST로 10분씩 7회 세척한 뒤 ECL시

약으로 반응시킨 후 필름에 현상하여 단백질을 확인하였다.

실험동물 −실험에 사용된 ICR mouse(5주령, 수컷)는 다

물 사이언스(Daejeon, Korea)에서 구입하였다. 모든 실험동
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물은 22±1
o
C의 온도와 12시간 주기의 또한 일정한 양의 사

료와 식수를 주기적으로 공급하였다. 본 연구에서 시행된

동물실험은 우석대학교에서 규정하는 동물실험 윤리규정을

준수하였다. 실험동물은 8마리에서 12마리가 무작위로 선택

되어 구획화되었다.

Trypsin, Carrageenan으로 유도한 발바닥 부종 실험 −

부종은 ICR mouse의 오른쪽 뒷발에 피하주사로 유도되었

다(1% trypsin 30 μL, 1% carageenan 30μL in saline). 왼

쪽 발에는 30 μL의 saline이 대조군으로 주사되었으며, 부종

은 피하주사 후 1시간이 지났을 때 plethysmometer(LE7500,

Panlab, Spain)를 이용하여 측정하였다. 히어리와 비교대조

군으로 사용된 indomethacin(10 mg/kg)은 trypsin과 cara-

geenan을 피하주사하기 1시간 전에 경구로 투여 되었다.

통계 분석 −본 실험의 모든 데이터는 Student’s t-test를

이용하여 분석하였으며 대조군과 비교하여 p<0.01, p<0.001

일 때 유의성이 있는 것으로 간주하였다.

결과 및 고찰

염증반응이란 체내에 존재하는 방어기전으로 외상이나 화

상, 세균 침입 따위에 대항하기 위해 꼭 필요한 요소이다.

그러나 그 정도가 과도할 경우 여러 가지 병변의 발생원인

이 될 수 있다. 현재 대표적으로 사용되는 소염제로는 COX

inhibitor인 아스피린 및 이부프로펜 등의 비스테로이드성 소

염제(non-steroidal anti-inflammatory drug, NSAIDS)가 있

으나 부작용으로 위장 출혈, 궤양, 천공 및 항혈전작용 등

이 보고되고 있다.
25,26)

 따라서 상대적으로 부작용이 적고 효

능 및 안정성이 우수한 소염제의 개발이 필요한 실정이며

우수한 항염증 활성을 가지고 있는 천연물에 대한 연구가

활발하게 이루어지고 있다.
27,28)

본 연구에서는 히어리 가지 메탄올 추출물이 염증반응에

미치는 영향을 세포 및 동물모델을 사용하여 확인하였다.

먼저 IFN-γ와 LPS로 자극한 대식세포에 대한 히어리의 NO

생성 억제 효능을 확인하였으며, 그 결과를 양성대조군으로

사용한 L-NAME과 비교분석하였다. L-NAME은 NOS의 기

질로 작용하는 L-arginine과 구조가 유사하기에 L-argnine의

세포내 유입을 경쟁적으로 저해하여 NO의 합성을 억제하

는 물질로 보고되어 있다.
29)

 본 실험의 결과, rIFN-γ 및 LPS

에 의해서 자극된 복막 대식세포는 음성대조군에 비해 약

8.9배의 NO를 생성하였으며, 이러한 NO 생성의 증가는 히

어리의 처리에 의해 농도의존적으로 억제되는 것을 관찰할

수 있었다. 특히, 고농도군(1000 μg/mL)에서는 비교대조군

으로 사용된 L-NAME의 효과에는 미치지 못하지만 뛰어난

효과를 관찰할 수 있었다(Fig. 2).

기존 연구 결과들에 따르면 NO의 생성은 iNOS enzyme

의 활성 및 발현량과 직접적으로 관련이 있다고 보고되어

있다.
30,31)

 이에 히어리의 NO 생성 억제 활성의 정확한 기

Fig. 1. Effects of MCG in the viability in rIFN-γ/LPS-treated

peritoneal macrophages. MCG-treated peritoneal macrophages

(3×10
5
 cells/well) were primed for 6hr with rIFN-γ (20 U/

mL). The peritoneal macrophages were then stimulated with

LPS (10 μg/mL) for 24 hr. Cell viability was evaluated by

MTT colormetric assay as described in the method. The

results are expressed as mean±S.D. of three independent

experiments duplicate in each run.

Fig. 2. Effects of MCG on NO production in rIFN-γ/LPS-

treated peritoneal macrophages. Peritoneal macrophages (3×10
5

cells/well) were cultured with various concentration of MCG.

The peritoneal macrophages were then stimulated with rIFN-γ

(20 U/mL) and LPS (10 μg/mL). After 48 hr of culture, NO

releas was measured by the Griess method. NO released into

the medium is presented as the mean±S.D. of three indepen-

dent experiments. Differences between groups were statisti-

cally analysed by Student’s t-test (**p<0.001).
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전을 알아보기 위하여 NO 생성에 있어서 결정적인 역할을

하는 iNOS enzyme의 활성을 조사하였으며, 먼저 시행한

NO assay와 마찬가지로 비교대조군으로 L-NAME을 사용

하였다. iNOS enzyme 활성 분석의 결과, 비교대조군으로

사용된 L-NAME은 iNOS enzyme의 활성을 절반 정도 억

제한 반면 히어리를 처리한 군에서는 농도유의적인 변화를

관찰할 수 없었다(Fig. 3). 

한편 western blotting을 통해 iNOS의 발현량을 분석한 결

과 IFN-γ와 LPS 처리에 의해 현저하게 증가된 iNOS의 발

현이 히어리에 의해 현저히 감소한 것을 확인할 수 있었다.

특히, 히어리 500 μg/mL 이상의 농도에서는 iNOS의 발현

을 거의 관찰할 수 없었다(Fig. 4A). 이상의 결과를 통해 히

어리의 NO 생성 억제 효능은 iNOS enzyme의 활성 억제가

아닌 iNOS의 발현을 억제에 기인한 것으로 사료된다. 또한

히어리의 세포독성 실험의 결과를 미루어볼 때 히어리의

NO 억제 효능은 세포 독성과도 무관함을 알 수 있었다(Fig.

1). 

NO와 더불어 염증 인자인 COX-2는 암 및 염증 등의 병

리적인 상황에서 분비되는 growth factors, pro-inflammatory

molecules, cytokines 등의 자극에 의해 유도되며 통증 및 발

열에 관여하는 PGE2를 생성한다.
32-34) 
이에 본 연구에서는

Fig. 3. Effects of MCG on iNOS enzyme activity. iNOS

enzyme activity was measured by stimulating peritoneal mac-

rophages (3×10
5
 cells/well) with rIFN-γ (20 U/mL) for 6 hr,

then stimulates with LPS (10 μg/mL). After 12 hr, various

concentration of MCG were treated and incubated for another

12hr. The supernatant were obtained and measured by the

Griess method as described previously. Differences between

groups were statistically analysed by Student’s t-test

(**p<0.001).

Fig. 4. Effects of MCG on iNOS and COX-2 expression. Peritoneal macrophages (5×10
6
 cells/well) were pre-treated with MCG

and then stimulated for 6hr with rIFN-γ (20 U/mL). The peritoneal macrophages were then stimulated with LPS (10 μg/mL) for

24 hr. The protein extracts were prepared and sampled were analysed for iNOS and COX-2 expression by western blotting as

described in the method. The expression of iNOS and COX-2 was quantified by densitometric analysis. The expression levels of

the rIFN-γ/LPS treated control cells were considered to be 100% for the percentage calculations. 
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western blotting을 통해 히어리에 의한 COX-2의 발현량의

변화를 측정하였다. 실험 결과, IFN-γ와 LPS 처리는 복강

대식세포에서 발현되는 COX-2 단백질의 양을 크게 증가시

켰으며 히어리는 농도의존적으로 COX-2의 발현을 감소시

키는 것을 알 수 있었다(Fig. 4B). 이러한 결과를 바탕으로

COX-2가 생합성하는 PGE2의 생성이 히어리에 의해 감소

될 것으로 예상된다.

히어리 메탄올 추출물의 항염증 활성을 동물 모델에서 다

시 한 번 검정하기 위하여 ICR mouse를 이용하여 paw

edema 실험을 수행하였다. 본 연구에서는 부종을 유발하기

위하여 trypsin과 carrageenan을 사용하였다. Trypsin은 PAR2

(protease activated receptor 2)를 선택적으로 활성화시켜 염

증반응을 유도하고 혈관투과성을 증가시켜 부종을 일으킨

다고 보고되어 있다.
35-37) 

Trypsin으로 유도한 부종 실험에서

히어리 투여군은 대조군에 비하여 부종을 저농도군(250 mg/

kg)은 19.04%, 고농도군(500 mg/kg)은 37.21% 감소시킨 것

을 확인할 수 있었으며 비교대조군으로 사용된 NSAIDs인

indomethacin 역시 유의적으로 부종 억제 효능을 나타내었

다(Fig. 5A). Koetzner 등은 PAR2 활성에 의한 염증 및 부

종이 COX-2 및 PGs의 생성과도 깊은 관련이 있다고 보고

하고 있으며,
37)

 따라서 히어리의 부종 억제 활성에 COX-2

발현 억제가 관여되어 있는 것으로 추정된다.

한편, carrageenan은 체내 serotonin, histamine 및

bradykinin과 PGs 등의 염증매개 물질의 분비를 촉진시켜

염증과 부종을 발생시킨다고 알려져 있다.
 
Carrageenan으로

유발된 부종 실험 결과, 히어리 투여군은 저농도군(250 mg/

kg)과 고농도군(500 mg/kg) 모두에서 유의적인 부종 억제

활성(각각 10.22%, 30.95%)이 있는 것을 관찰할 수 있었다

(Fig. 5B).

이상의 실험 결과로 히어리 가지 메탄올 추출물이 뛰어난

항염증 활성을 가지고 있는 것을 알 수 있었으며 이러한 결

과는 이전 연구들에서 밝혀진 히어리 가지에 포함된 bergenin,

(−)-catechin, (−)-epicatechin, 4-methoxy-3,5-dihydroxybenzoic

acid 및 gallic acid 등의 성분과 관련이 있는 것으로 추정된

다.
19,38-42)

 더불어 추가적인 연구를 통하여 히어리가 향후 새

로운 천연물 소염제 개발에 있어서 좋은 후보군이 될 수 있

을 것으로 사료된다.

결 론
 

히어리는 대식세포에서 IFN-γ/LPS에 의해서 생성된 NO

를 농도 의존적으로 감소시켰는데 이는 히어리의 세포 독

성과 iNOS enzyme의 활성 저해가 아닌 iNOS의 발현 억제

를 통해 나타난 결과이다. 또한 히어리는 염증성 매개 물질

인 COX-2의 발현을 농도의존적으로 저해하였다. 마우스를

이용한 부종실험에서 히어리는 trypsin과 carrageenan으로

유도된 부종을 모두 효과적으로 억제하였으며, 이상의 결과

를 통해 히어리가 뛰어난 항염증 활성이 있는 것을 알 수

있었다.
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