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서    론

    烏梅丸은 《東醫寶鑑》에 黃連, 烏梅肉, 當歸, 枳殼으로 구성되
어 있으며, 熱痢로 배가 아프면서 설사로 피가 나오는 것을 치료한
다(治熱痢腹痛下純血)고 하였다1). 熱痢란 腸胃에 열이 쌓여 발생하
는 질병으로, 脈이 滑數有力하고 裏急後重하며, 煩渴로 물을 마시
고 찬 것을 좋아하며, 소변이 뜨겁고 붉은 색을 띠고, 身熱, 腹痛, 
舌苔黃貳 등의 증상을 수반한다2).
    炎症반응은 생체나 조직에 물리적 작용이나 화학적 물질, 세균
감염 등의  기질적 변화를 가져오는 침습이 가해질 때 그 손상부위
를 수복 재생하려는 기전이며, 국소적으로 histamine, serotonin, 
bradykinin, prostaglandins, leukotriene과 같은 혈관 활성 물질
이 유리되어 혈관 투과성이 증대되면서 炎症을 유발한다3). 
    현재 임상에서는 염증으로 발생하는 질환을 치료하기 위해 증
상을 호전시키고, 과도한 염증반응에 의한 조직 손상을 최소화하기 
위하여 항염제 사용을 필요로 한다. 현재 사용되어지고 있는 강력
한 항염제 중 하나인 스테로이드제는 신속한 염증 억제를 기대할 
수 있으나, 감염, 골다공증, 혈압상승, 쿠싱 증후군 등의 심각한 부

작용으로 인해 장기적인 사용은 바람직하지 않다. 이처럼 최근 사
용되어지는 의약품 중에서는 여러 가지 부작용이나 독성 및 내성이 
심각해 문제가 제기될 수 있어 천연물로부터 의약품 개발에 관한 
연구가 활발히 추진되고 있는 실정이다4).
    이에 우리는 장기복용에 의한 부작용이 적고, 효과적인 치료효
과를 기대할 수 있는 새로운 항염증 물질을 찾는데 주력하였고, 그 
중 예로부터 쓰이고 있는 한약처방에 초점을 두어 연구를 진행하였
다. 한약처방을 이용하여 항염증 에 관한 연구를 진행한 여러 논문
이 보고된 바 있으나5-10), 烏梅丸에 관한 연구는 없었다. 이에 저자
는 한의학에서 염증성 질환인 이질치료에 烏梅丸이 사용되어지는 
것을 볼 때, 항염증효과가 있을 것으로 사료되어 LPS로 유도한 설
치류 대식세포인 RAW 264.7 cell에 烏梅丸 물추출물의 농도에 따
른 염증성 인자들의 발현량을 조사하고 이를 통하여 烏梅丸이 NO 
생성에 미치는 영향, 염증 관련 Cytokine IL-6의 발현, Cytokine 
TNF-α의 발현, iNOS의 mRNA 발현, IL-6의 mRNA 발현, 
COX-2의 mRNA 발현, iNOS의 protein 발현, 및 COX-2의 
protein 발현에 미치는 영향을 밝힘으로써 새로운 항염증제로서의 
가능성을 확인하였기에 보고하는 바이다.
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     Ohmae-hwan has been used to treat the symptoms of loose stools mixed with blood accompanied by abdominal 
pain due to heat dysentery in Korean medicine. However, its mechanism of action on inflammatory disease using 
macrophages was not known. The author was to find out about the influence of Ohmae-hwan water extract on 
expressions of NO, cytokine IL-6 and TNF-α in LPS-stimulated RAW 264.7 cell, on expressions of mRNA of iNOS, IL-6 
and COX-2 and on suppression of expressions of protein of iNOS and COX-2, and was to find out about the 
mechanism. As a result of the study, it was found that Ohmae-hwan suppressed generation of NO activated by LPS 
depending on its concentrations, suppressed expressions of cytokine IL-6, and TNF-α and suppressed expressions of 
mRNA of iNOS, IL-6, and COX-2 and suppressed expressions of protein of iNOS, COX-2. Considering the above 
results, it can be known that Ohmae-hwan water extract has anti-inflammatory effect against inflammatory response 
mediated by macrophages by suppressing generation of NO, TNF-α, and IL-6 and expressions of iNOS, COX-2  as it 
acts on macrophages.
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재료 및 방법

1. 재료
 1) 시약
    LPS (E. coli lipoplysaccaride), RPMI-1640 배지는 
Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였고, 
FBS (Fetal bovine serum, ) 및 항생제는 Gibco BRL (USA)로부
터 구입하였다. 조직배양 플레이트와 직경 100 ㎜ 페트리접시는 
Nunc Inc. (Naperville, USA)로부터 구입하여 사용하였다. TNF-
α, IL-6은 효소결합면역측정 (ELISA) 키트를 R&D Systemsinc. 
(Minneapolis, MN, USA)로부터 구입하였으며, COX-2, iNOS, 
MAPKs (ERK) 단일세포 항체 및 peroxidase conjugated된 
secondary antibody는 Santa Cruz Biotechnology Inc. (CA, 
USA)에서 구입하였다.
 2) 약재
    烏梅丸은 《동의보감》처방 구성에 의거하여 휴먼허브(Daegu, 
Korea)에서 유통하는 황련(黃連), 오매육(烏梅肉), 당귀(當歸), 지각
(枳殼)은 대학한약국 (Iksan, Korea)에서 구입하였다(Table 1).

Table 1. The composition of Ohmae-hwan
藥物 生藥名 用量
黃連 Coptidis Rhizoma 6g
烏梅肉 Mume Fructus Praeparatum 4g
當歸 Angelicae gigantis Radix 4g
枳殼 Aurantii Fructus Pericarpium 4g

 3) Primer 준비
    RT-PCR을 위해 여러 개의 primer를 사용하였다. Primer의 
구성은 다음과 같다(Table 2).

Table 2. Primer sequences for RT-PCR
cDNA Primer sequence

iNOS
forward 5'-AGCCCAACAATACAAATGACCCTA-3'

reverse 5'-TTCCTGTTGTTTCTATTTCCTTTGT-3'

COX-2
forward 5'-CACTCAGTTTGTTGAGTCATTC-3'

reverse 5'-GATTAGTACTGTAGGGTTAATG-3'

IL-6
forward 5'-CATGTTCTCTGGGAAATCGTGG-3'

reverse 5'-AACGCACTAGGTTTGCCGAGTA-3'

β-actin
forward 5‘-ATGAAGATCCTGACCGAGCGT-3'

reverse 5'-AACGCAGCTCAGTAACAGTCCG-3'

2. 방법
 1) 시료의 조제방법
    烏梅丸 물추출물은 烏梅丸(18g)을 distilled water (D.W.)를 
용매로 하여 2시간 2회 열수 추출하였다. 추출액을 0.45 μm 필터
로 여과한 후에 감압농축 하여 동결건조를 시켰으며, 5.1 g 
(28.3%)이 얻어져 4℃에 보관하였다. 실험에 쓰인 추출물은 PBS 
(phosphate buffered saline)에 녹여 사용하였다. 
 2) 세포배양
    설치류 대식 세포주 (murine macrophage cell line, RAW 
264.7)는 한국 세포주 은행으로부터 구입하여 사용하였다 (Korea 

Research Institute of Bioscience and Biotechnology 
American Tissue Culture Collection). RAW 264.7 세포는 항생
제 및 항균제(100 U/mL의 penicillin G, 100 U/mL의 
streptomycin)를 첨가하고 10%의 열처리 우태아 혈청 (heat 
inactivated FBS)을 첨가한 완전한 RPMI 1640 배지에서 5% CO₂
의 습한 대기, 37℃의 온도조건으로 배양하였다.
 3) 세포생존력 측정
    세포 생존력은 MTS assay를 이용하였다. 烏梅丸을 처리한 세
포에 20 μL의 MTS(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy
methoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, 5 mg/mL) 
용해액을 첨가한 후 37℃에서 1시간 보존한 후 microplate reade
r를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.
 4) NO 생성량 측정
    烏梅丸(50, 100, 250, 500 μg/mL)의 농도로 전처리하고 여기
에 LPS (200 ng/mL)를 각각 주입한 다음 RAW 264.7 세포를 24
시간 배양하였다. 그 상층액에 Griess reagent (1% 
sulfanilamide, 0.1% N-(1-naphthyl)-ethylene diamine 
dihydrochloride in 2.5% phosphoric acid solution)와 동량으로 
주입한 후 10분간 실온에서 방치하였다. 아질산의 농도는 570 ㎚
에서 흡광도를 측정하여 결정하였다. 세포가 없는 배양액은 아질산
이 0-70 μM로 나타나, 이 값을 표준으로 하여 여러 실험군 흡광도 
값을 통해 아질산 값을 계산하였다.
 5) Cytokine 정량
    먼저 RAW 264.7 세포를 RPMI 1640 배지를 이용하여 5×10⁵ 
cells/mL로 조절한 후 24 well plate에 접종하고, 5% CO₂ 항온기
에서 18시간 배양 하였다. 이후 배지를 제거하고 烏梅丸 (50, 100, 
250, 500 μg/mL)를 1시간 동안 처리한 후, 그람-음성 박테리아 
내독소인 LPS (200 ng/mL)로 RAW 264.7 세포를 자극한 후 세포 
부유액을 원심분리하여 세포들을 침전시켜 상층액을 수집하고, 상
층액 내 TNF-α, IL-6을 ELISA kit (R&D Systems Inc., 
Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 사용자 메뉴얼에 기재된 방
법에 의하여 정량해 분석하였다.
 6) RNA 분리 및 RT-PCR
    烏梅丸에 의한 염증인자 NO의 억제와 iNOS 및 COX-2의 
mRNA발현과의 상관성을 알아보기 위하여 RT-PCR 방법으로 
mRNA 발현을 조사하였다. RNA 및 RT-PCR RNA 세포의 준비는 
100 ㎜ 세포배양 접시에 5×10⁶ cells/mL 세포로 분주한 다음, 하
루 밤 동안 안정화 시켰다. 이 세포에 烏梅丸을 처리한 후, LPS로 
처리하고 24시간 후에 세포를 모아 PBS로 세척하여 easy 
blue(Intron co.) 1 mL를 가하여 실온에서 교반하였다. 클로로포
름 200 μL를 넣고 다시 교반하여 13,000 rpm, 4℃에서 10분간 
원심분리한 다음, 상등액 400 μL에 이소프로판올을 가하여 다시 
원심 분리하여 RNA 펠렛을 얻었다. 여기서 얻어진 RNA에 MuLV 
reverse transcriptase, 1 mM dNTP 0.5 μg을 넣어 cDNA를 만
들었다. 여기에 iNOS, IL-6, COX-2, β-actin primer를 넣고 
thermal cycler를 이용하여 증폭시켰다. 이때 iNOS는 94℃에서 
45초, 60℃에서 45초, 70℃에서 1분 동안 27 cycle로 반응시켰고, 
IL-6는 94℃에서 45초, 60℃에서 45초, 70℃에서 1분 동안 27 



268 Y. H. Kim et al

cycle로 반응시켰고, COX-2는 94℃에서 30초, 57℃에서 45초, 7
2℃에서 30초 동안 36 cycle로 반응시켰고, β-actin은 94℃에서 1
분, 57℃에서 1분, 72℃에서 1분 동안 30 cycle로 반응시켰다. 만
들어진 RNA를 2% 아가로스 겔에 전기 영동시켜 UV 검출기로 확
인하였다.
 7) Western blot 분석
    배양이 끝난 세포를 수집하여 2-3회 PBS (phosphate 
buffered saline)로 세척한 후 1 mL의 lysis buffer을 첨가하여 
30분간 lysis 시킨 후 12,000 rpm에서 20분간 원심 분리하여 세
포막 성분 등을 제거하였다. 단백질 농도는 BSA(bovine serum 
albumin)를 표준화하여 Bio-Rad Protein Assay Kit를 사용하여 
정량하였다. 20-30 μg의 lysate를 8-12% mini gel SDS-PAGE로 
변성 분리하여, 이를 PVDF(polyvinylidene difluoride) 
membrane (BIO-RAD, Richmond, CA, USA)에 200 mA로 2시
간 동안 transfer하였다. 그리고 membrane의 blocking은 5% 
skim milk가 함유된 TTBS (0.1% Tween20 + TBS) 용액에서 상
온에서 2시간 동안 실시하였다. iNOS의 발현 양을 검토하기 위한 
항체로는 anti-mouse iNOS (1:1000) (Calbiochem, La Jolla, 
CA, USA)를 COX-2의 발현 양을 검토하기 위한 항체로는 
anti-mouse COX-2 (1:1000) (BD Biosciences Pharmingen, 
San Jose, CA, USA)을 TTBS 용액에서 희석하여 상온에서 2시간 
반응시킨 후 TTBS로 3회 세정하였다. 2차 항체로는 HRP (horse 
radish peroxidase)가 결합된 anti-mouse IgG (Amersham 
Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK)를 1:5000으로 희석하
여 상온에서 30분 간 반응시킨 후, TTBS로 3회 세정하여 ECL 기
질 (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA)과 반응 후 
ImageQuant LAS 4000 Mini Biomolecular Imager (GE 
Healthcare)를 통해 확인하였다.
 8) 통계분석
    모든 실험은 3회 이상 반복으로 실시하였으며, 실험결과는 
Student's t-test 분석법을 이용하여 각 항목에 따라 평균치±표준
오차(S.E.M)를 구하여 신뢰수준 *p < 0.05, **p < 0.005에서 통계
적 유의성을 검증하였다.

결    과

1. 烏梅丸이 세포독성에 미치는 영향
    烏梅丸이 세포독성에 영향을 주는지에 대하여 알아보기 위해 
MTS 분석법을 이용하여 세포 생존율을 측정하였다. 烏梅丸을 50, 
100, 250, 500 μg/mL의 농도로 처리하였을 때 측정한 결과 烏梅
丸 50, 100, 250, 500 μg/mL 농도에서 세포독성이 나타나지 않았
다(Fig. 1).

2. 烏梅丸이 NO 생성에 미치는 영향
    NO 생성에 대한 烏梅丸의 효과를 알아보기 위해 Griess 
assay 방법을 이용하여 세포 배양액 중에 존재하는 NO2−의 형태
로 측정하였다. 烏梅丸을 50, 100, 250, 500 μg/mL 처리하였을 
때 NO생성이 농도 의존적으로 감소하는 것을 관찰하였다. 특히 烏

梅丸 250, 500 μg/ml로 처리한 경우, NO 생성이 정상세포와 유사
한 양상을 보였다(Fig. 2).

Fig. 1. Effect of Ohmae-hwan on cell viability in RAW 264.7 cells. Cell 
viability was evaluated with the MTS assay. Data represent the means ± 
S.E.M. of duplicate determinations from three separate experiments.

Fig. 2. Inhibition of LPS-induced NO production by Ohmae-hwan. The 
cells were treated with Ohmae-hwan at indicated concentration for 1 h, 
and then stimulated with 200 ng/mL LPS for 24 h. NO release was 
measured by the method of Griess assay. The culture supernatant was 
subsequently isolated and analyzed for LPS treated group. Statistical 
significance: *P<0.05, **P<0.005, when compared to the LPS treated 
group. Significant differences between treated groups were determined 
using the Student's t-test.

Fig. 3. Effect of Ohmae-hwan on the productions of IL-6 in 
RAW264.7 cells stimulated with LPS. The cells were treated with 
Ohmae-hwan at indicated concentrations for 1h, and then incubated with 
200 ng/mL LPS for 18 h as described in materials and methods. The 
culture supernatant was subsequently isolated and analyzed for LPS 
treated group. Statistical significance: *P<0.05, when compared to the LPS 
treated group. Significant differences between treated groups were 
determined using the Student's t-test.
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3. 烏梅丸이 염증 관련 Cytokine IL-6의 발현에 미치는 영향
    RAW 264.7 세포에 LPS를 처리하였을 때, 정상세포에 비하여 
IL-6의 생성량이 급격히 증가하였다. 烏梅丸을 50, 100, 250, 500 
μg/mL 처리한 후에는 IL-6의 생성량이 LPS를 처리한 세포보다 
감소하는 양상을 확인하였다(Fig. 3).

4. 烏梅丸이 염증 관련 Cytokine TNF-α의 발현에 미치는 영향
    RAW 264.7 세포에 LPS를 처리하였을 때, 정상세포에 비하여 
TNF-α의 생성량이 급격히 증가하였다. 하지만, 烏梅丸을 50, 100, 
250, 500 μg/mL 처리하였을 때 TNF-α의 생성량이 LPS를 처리
한 세포보다 농도 의존적으로 감소하는 양상을 확인하였다(Fig. 4).

Fig. 4. Effect of Ohmae-hwan on the productions TNF-α of in RAW 
264.7 cells stimulated with LPS. The cells were treated with 
Ohmae-hwan at indicated concentrations for 1h, and then incubated with 
200 ng/mL LPS for 18 h as described in materials and methods. The 
culture supernatant was subsequently isolated and analyzed for LPS 
treated group. Statistical significance: *P<0.05, **P<0.005, when compared 
to the LPS treated group. Significant differences between treated groups 
were determined using the Student's t-test.

5. 烏梅丸이 iNOS의 mRNA 발현에 미치는 영향
    烏梅丸의 iNOS의 mRNA 발현에 대한 효과를 알아보기 위하
여 RT-PCR을 수행하였다. 그 결과, LPS 처리에 의해 증가된 
iNOS의 mRNA 발현은 烏梅丸을 50, 100, 250, 500 μg/mL 처리 
하였을 때 억제되는 양상을 확인할 수 있었다(Fig. 5).

6. 烏梅丸이 IL-6의 mRNA 발현에 미치는 영향
    烏梅丸이 IL-6의 mRNA 발현에 대한 효과를 알아보기 위해 
RT-PCR을 수행한 결과, LPS 처리에 의해 증가된 IL-6의 mRNA 
발현은 烏梅丸을 50, 100, 250, 500 μg/mL 처리하였을 때 약간 
감소하는 양상을 보였으며, 특히 烏梅丸250, 500 μg/ml 에서 억제
되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 6).

A

B

Fig. 5. Effect of Ohmae-hwan on the mRNA expression of iNOS in 
RAW 264.7 cells. The cells were pre-treated with Ohmae-hwan as 
indicated concentrations for 1h, and then incubated with or without LPS 
(200 ng/ml) for 24h. The mRNA transciption of iNOS level was assessed 
by RT-PCR. representative RT-PCR data of at least three separate 
experiments are shown. **P<0.005, when compared to the LPS treated 
group. Significant differences between treated groups were determined 
using the Student's t-test.

Fig. 6. Effect of Ohmae-hwan on the mRNA expression of IL-6 in 
RAW 264.7 cells. The cells were pre-treated with Ohmae-hwan as 
indicated concentrations for 1h, and then incubated with or without LPS 
(200 ng/ml) for 24h. The mRNA transciption of IL-6 level was assessed by 
RT-PCR. Representative RT-PCR data of at least three separate 
experiments are shown. *P<0.05, when compared to the LPS treated 
group. Significant differences between treated groups were determined 
using the Student's t-test.

7. 烏梅丸이 COX-2의 mRNA 발현에 미치는 영향
    烏梅丸의 COX-2의 mRNA 발현에 대한 효과를 알아보기 위하
여 RT-PCR을 수행한 결과, LPS 처리에 의해 증가되어진 COX-2
의 mRNA 발현은 烏梅丸을 50, 100, 250, 500 μg/mL 처리 시에 
억제되는 양상을 확인할 수 있었다(Fig. 7).

8. 烏梅丸이 iNOS의 protein 발현에 미치는 영향
    烏梅丸의 iNOS의 발현에 미치는 영향을 보기 위하여 Western 
blotting을 수행하였다. 그 결과, LPS 처리에 의하여 증가되어진 
iNOS의 발현은 烏梅丸을 50, 100, 250, 500 μg/mL 처리 시에 농
도 의존적으로 억제되는 양상을 확인할 수 있었다(Fig. 8).

9. 烏梅丸이 COX-2의 protein 발현에 미치는 영향
    烏梅丸의 COX-2의 발현에 미치는 영향을 보기위하여 
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Western blotting을 시행하였다. 그 결과, LPS 처리에 의하여 증
가된 COX-2의 발현은 烏梅丸을 50, 100, 250, 500 μg/mL 처리 
시에 감소양상을 나타냈으며, 특히 烏梅丸 500 μg/ml 급격히 억제
되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 9).

A

B

Fig. 7. Effect of Ohmae-hwan on the mRNA expression of COX-2 in 
RAW 264.7 cells. The cells were pre-treated with Ohmae-hwan as 
indicated concentrations for 1h, and then incubated with or without LPS 
(200 ng/ml) for 24h. The mRNA transciption of COX-2 level was assessed 
by RT-PCR. Representative RT-PCR data of at least three separate 
experiments are shown. *P<0.05, *P<0.005, when compared to the LPS 
treated group. Significant differences between treated groups were 
determined using the Student's t-test.

A

B

Fig. 8. Effect of Ohmae-hwan on protein expression of iNOS in 
LPS-stimulated RAW 264.7 cells. The cell were pretreated with 
Ohmae-hwan for 1h, and then incubated with LPS (200 ng/ml) for 24h. 
Detail methods were described in Materials and Methods. Representative 

Western blots of at least three separate experiments are shown. 
**P<0.005, when compared to the LPS treated group. Significant 
differences between treated groups were determined using the Student's 
t-test.

A

B

Fig. 9. Effect of Ohmae-hwan on protein expression of COX-2 in 
LPS-stimulated RAW 264.7 cells. The cell were pretreated with 
Ohmae-hwan for 1h, and then incubated with LPS (200 ng/ml) for 24h. 
Detail methods were described in Materials and Methods. Representative 
Western blots of at least three separate experiments are shown. *P<0.05, 
**P<0.005, when compared to the LPS treated group. Significant 
differences between treated groups were determined using the Student's 
t-test.

고    찰

    炎症반응은 면역세포의 활성화에 의해서 일어나는 일련의 면
역반응이다. 면역세포가 세균이나 바이러스 등의 미생물 및 생체내
의 이물질 등을 인식하면, 면역세포가 활성화되고, 활성화된 면역
세포에서 炎症반응의 원인이 되는 많은 인자를 분비하여 炎症반응
을 유발한다11).
    염증반응은 계통 발생론적으로 가장 오래된 방어기전으로 
cytokines, NO, lysosomal enzyme, free radicals 등 다양한 매
개물질이 관여하고 있다. 염증반응에서 TNF-α, IL-6의 분비 등은 
염증을 개시하고 유지시키기 위한 중요한 요소이며 이들의 분비량
과 활성화에 대한 조절은 항염증 효과를 파악하는 기준이 된다12).
    따라서 cytokines 분비와 NO 생성 저해제는 septic shock, 
다발성 경화증, 류마티스 관절염과 같은 각종 염증성 질환의 염증
반응 조절제로서의 가능성에 관한 연구가 활발하게 이루어지고 있
다5-10). 
    烏梅丸은 金元四大家의 한 사람인 주진형의 《丹溪心法》에 소
개된 처방으로 黃連, 烏梅肉, 當歸, 枳殼으로 구성되어 있으며1), 
熱痢를 치료하는 방제로 사용되었다. 한의학적으로 熱痢란 腸胃에 
열이 쌓여 발생하는 痢疾로서 脈이 滑數有力하고 裏急後重하며, 
煩渴로 물을 마시고 찬 것을 좋아하고 뜨거운 것을 싫어하며 소변
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이 뜨겁고 붉은 색을 띠며 마치 물고기의 뇌처럼 끈적거리면서 더
러운 적색의 下痢를 하는 것으로 항상 身熱, 腹痛, 舌苔黃貳 등의 
증상이 수반되며, 淸熱解毒, 消蕩積滯하여 치료해야 하며, 세균성
이질, 궤양성 결장염 등에서 나타난다고 하였다2).
    烏梅丸에 대한 국내의 직접적인 실험적 연구는 미미하나 그 
구성약재인 黃連, 烏梅, 當歸, 枳殼에 대한 실험적 연구는 많이 이
루어져 있다. 黃連의 주요 성분은 berberine, coptisine, 
worenine, palmatine 등13)이며, 실험적 연구로는 Helicobacter 
pylori에 대한 항균 효과14), 항산화 효과15) 등이 있으며, 특히 해독
의 효능이 부각되어 최근 이를 바탕으로 황련의 항염증효과에 대한 
연구가 지속적으로 보고되고 있다16). 烏梅는 citric acid, malic 
acid, 호박산, 탄수화물, sitosterol, oleic acid 등의 성분을 함유
하고 있으며, 실험적 연구로는 항균작용, 항진균작용14), 염증성 장
질환에서의 효과17), 항염증 및 항알러지 효과18) 등이 연구되어 보
고된 바 있다. 當歸는 정유와 sucrose, vitamin B12, Vitamin A
류 물질 등을 함유하고 있으며, 자궁에 대한 작용, 물질대사 및 내
분비에 대한 영향, 순환계통에 대한 영향, 항균작용 등의 약리효과
가 있는 것으로 보고되고 있으며13), 실험적 연구 결과로는 當歸의 
약리 작용으로는 항산화19), 항암20), 항염증21) 등이 있는 것으로 알
려져 있으며, 枳殼은 정유와 플라보노이드 배당체 등을 함유하고 
있으며13), 항산화 및 항염증효과에 관한 연구22), 알레르기 반응에 
대한 효과23) 등이 보고되고 있다. 이와 같이 단일 한약재가 나타내
는 항염증효과를 감안할 때, 혼합처방인 烏梅丸이 염증에 대해 억
제활성을 가진 다는 사실을 유추할 수 있다.
    본 연구에서는 烏梅丸 물추출물이 LPS로 자극된 설치류 대식 
세포주 RAW 264.7 세포에서 염증 매개물질의 생성과 발현의 억제
를 실험하였다. 
    그 결과 烏梅丸 추출물은 LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 
IL-6와 TNF-α 발현이 현저하게 줄어들었으며, 용량 의존적으로 
억제되는 양상을 보였다. 이는 염증 매개물질인 IL-6와 TNF-α 발
현 억제를 통하여 항염 효능을 시사한다고 볼 수 있다.
    이러한 炎症매개 물질의 형성은 phospholipase A2의 활성으
로 인해 arachidonic acid가 prostaglandin으로 바뀌는 과정 및 
NO 형성 과정으로 이어지게 된다25). 일반적으로 NO의 형성은 박
테리아를 죽이거나 종양을 제거시키는 중요한 역할을 하지만, 炎症
상태에서 iNOS에 의해 과잉 생성된 NO는 혈관 투과성, 부종 등의 
炎症반응을 촉진시킬 뿐만 아니라 炎症매개체의 생합성을 촉진하여 
炎症을 심화시키는 것으로 알려져 있다26-28).
    RAW 264.7 세포에서 烏梅丸의 NO 생성 저해정도를 관찰한 
결과 LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에서 NO 생성이 농도 의존적
으로 크게 억제되었다.
    NO를 생성하게 하는 iNOS는 평소에는 세포 내에 존재하지 않
으나 일단 유도되면 장시간 동안 다량의 NO를 생성하며, 생성된 
NO는 병리적인 혈관확장, 세포독성, 조직손상 등과 같은 생체에 
유해한 작용을 나타낸다. 그리고 炎症상태에서 iNOS에 의해 생성
된 NO는 혈관 투과성, 부종 등의 炎症반응을 촉진시킬 뿐만 아니
라 炎症매개체의 생합성을 촉진하여 炎症을 심화시키는 것으로 알
려져 있다28,29).

    이에 따라 iNOS의 mRNA와 protein의 발현을 알아보기 위하
여 Western blot을 수행한 결과 LPS 처리에 의해 형성되는 iNOS 
mRNA와 protein 발현은 농도 의존적으로 억제함을 알 수 있었다. 
이는 염증매개물질인 iNOS의 발현을 억제하여 iNOS에 의해 생성
된 NO는 혈관 투과성, 부종 등의 염증반응을 억제하고 생합성을 
억제하여 염증을 치료한다고 할 수 있다. 
    COX는 중요한 생물학상 매개체인 prostaglandins, 
prostacyclin, thromboxanes 등을 포함하는 prostanoids 형성에 
관여하는 효소이다. COX에는 COX-1과 COX-2가 존재하는데 
COX-1은 항상성을 조절하기 위한 prostaglandin 합성에 관여하
고 COX-2는 염증반응 부위에서 활성화된 대식세포에 의해 염증반
응을 매개하는 prostaglandin 합성에 관여한다30,31). 본 연구에서는 
LPS로 처리된 RAW 264.7 세포에서 烏梅丸은 COX-2의 mRNA와 
protein의 발현을 농도 의존적으로 억제하는 양상을 관찰하였다. 
이는 염증관련 매개물질 합성을 억제하여 항염증효능을 가짐을 시
사하고 있다.
    결론적으로 烏梅丸 물추출물은 세포내의 전염증성 인자들을 
현저하게 억제하는 효과가 있어 烏梅丸의 항염증효과를 확인할 수 
있었다. 이에 烏梅丸은 만성 염증질환의 치료에도 응용할 수 있는 
우수한 후보 물질임을 알 수 있으며, 이에 대한 심도 깊은 연구가 
필요하리라 생각된다.

결    론

    烏梅丸의 효능을 알아보기 위하여 LPS로 유도된 대식세포에서 
항염증효과를 실험한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.
    烏梅丸 물추출물은 LPS로 유도된 대식세포에서 NO의 생성을 
농도 의존적으로 억제하였다.
    烏梅丸 물추출물은 LPS로 유도된 대식세포에서 cytokine 
IL-6, TNF-α의 발현을 억제하였다.
    烏梅丸 물추출물은 LPS로 유도된 대식세포에서 iNOS, IL-6, 
COX-2의 mRNA 발현을 억제하였다. 
    烏梅丸 물추출물은 LPS로 유도된 대식세포에서 iNOS, 
COX-2의 protein 발현을 억제하였다. 
    이와 같은 결과로 보아 烏梅丸 물추출물은 대식세포에 작용하
여 NO, TNF-α, IL-6의 생성과 iNOS, COX-2 발현을 억제함으로
써 대식세포를 매개로 한 염증반응에 항염증효과가 있음을 알 수 
있다.
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