
대한한방내과학회지 제39권 6호(2018년 12월)
J. Int. Korean Med. 2018;39(6):1244-1255
http://dx.doi.org/10.22246/jikm.2018.39.6.1244

1244
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ABSTRACT
Objectives: The purpose of this study is to determine the stimulatory effects of herbal medicines extracts on cytokines

release of immune response in immune cells, RAW 264.7 and TK-1 cell.

Methods: In a total of 18 extracts, 9 water extracts and 9 ethanol extracts, of herbal medicines, the quantities of polyphenolic
compounds were measured and anti-oxidation activities were determined by colorimetric assay. The herbal medicine extracts
were treated on RAW 264.7 and TK-1, respectively, and then the releasing changes of tumor necrosis factor-α (TNF-α),
interleukin-6, and interleukin-10 from both immune cells were determined by the enzyme-linked immunosorbent assay.

Results: The polyphenol contents were measured to be 1.56~0.64 mg/g of solids in the two types of extracts with 9 kinds
of herbal medicines, while antioxidant activities were found to be 95.62~31.46% as compared with ascorbic acid control. In
RAW 264.7 cells treated with herbal medicines extracts, the secretion of TNF-α increased to 1.31~1.18 fold, and the amounts
of IL-6 were 68.4~97.9% compared with the control group treated with LPS alone. In particular, the secretion amount of
anti-inflammatory cytokine IL-10 was suppressed by treatment using herbal medicine extracts. In the case of TK-1 cells,
TNF-α secretion was suppressed according to the concentrations of herbal extract. The released amounts of IL-10 were shown
at 10~40 pg/ml, and increased in a dose-dependent manner.

Conclusions: Herbal medicines extracts act on macrophages inducing the secretion of inflammatory cytokine, thereby enhancing
the activity of innate immunity. When acting on T cells involved in adaptive immunity, the secretion of anti-inflammatory
cytokine is increased to induce the inhibition of the innate immune response.
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면역반응은 박테리아나 바이러스와 같은 외부

항원에 반응하는 방어 기작이다. 면역 세포는 다양
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한 사이토카인을 분비하여 보체 시스템을 활성화

시키고 선천성 면역반응을 유도한다. 또한, 염증성

사이토카인이 분비되면 간에서 작용하여 다양한

급성 단계 단백질(acute phase proteins)의 합성,

분비를 유도하고, 또한 내인성 발열 물질으로도 작

용한다1. 과도한 염증 반응은 오히려 질병을 유발

하므로 정교하게 조절되어야 하는 필요에 의해서

세포에서 분비되는 항염증성 사이토카인은 과도한

염증 반응을 억제하는 역할을 한다2. 종양괴사인자

(tumor necrosis factor-alpha, TNF-α)는 대식세포

등에서 주로 생성되는 사이토카인으로, 염증 반응

을 유도하며 stem cell에 영향을 주어 조혈 작용을

활성화시킨다. TNF-α는 TNFR 수용체에 결합하

여 작용하며, 전사조절인자인 AP-1와 NF-kB를 활

성화시켜 염증 반응과 면역기능에 관련된 유전자

발현을 유도한다3,4. Interleukin-6(IL-6)는 염증성

사이토카인으로 주로 대식세포에서 JAK/STAT 신

호 전달 경로를 통하여 분비되며 급성면역반응 및

염증 반응을 유도하고, B lymphocyte의 성장 및

분화를 유도하고 항체 생성을 유도한다5,6. 또한 근

육세포에서 분비되는 IL-6의 경우는 마이오카인

(myokine)과 같이 항염증 사이토카인으로 기능하

기도 한다7. Interleukin-10(IL-10)는 T lymphocyte

에서 주로 분비되는 사이토카인이며, B lymphocyte,

비만세포 등에서도 분비된다. IL-10 역시 JAK/STAT

신호 전달 경로를 통해 작용하며, 항염증성 사이토

카인으로서 염증 반응에 관여하는 사이토카인을

억제하거나 B lymphocyte의 성장 및 분화를 유도

하여 항체 생산을 유도한다8.

면역반응을 강화하고 유지하게 하는 면역증강제

(Adjuvant)는 백신의 면역원성을 높일 수 있고 항

암치료에도 이용되는 기술이기에 관심이 증가하고

있다9. 1926년 Glenny가 개발한 알루미늄 복합체

(alum)는 지금까지 가장 광범위하게 사용되고 있

는 면역보조제로서 그 안정성은 입증되었으나 낮

은 항체 활성 강화 효능과 세포성 면역반응을 활

성화시키지 못한다는 단점 등으로 새로운 면역증

강제가 요구되어지고 있다10. 알루미늄, 칼슘 같은

무기염류 뿐 아니라 마이코박테리아, 그람 음성 균

내 독소 및 muramyl dipeptide(MDP)를 포함한

세균이나 그 파생물을 이용한 많은 면역 보조제가

연구개발 된 바 있으나, 이 역시 자체의 독성 및

부작용, 비용 등과 같은 문제로 임상적으로 사용되

지 않고 있다11,12. 한약재를 포함한 천연물질은 인

체에서 다양한 면역 세포를 활성화시켜 사이토카

인의 합성, 분비를 유도할 수 있는 면역조절 신호

전달 물질로서 면역증강 기능을 가지는 인자로 연

구 개발되어왔다13. 예를 들어, 식물성 면역보조제

인 사포닌, 인삼 다당류인 ginsan 및 표고버섯 다

당류인 렌티난 등이 대표적이다14,15. 화학 물질에

비해 부작용이 적고 면역 기능에 영향을 미치는

천연물질의 대부분은 병원체의 직접적인 공격 없

이도 B 림프구를 활성화시키고, 항체 생성을 증가

하며, 대식세포의 활성화 및 다양한 사이토카인의

분비 유도를 통해 숙주의 면역 기능을 강화시켜준

다16. 따라서 한약재의 효능에 관한 연구는 면역 증

진제로서 면역반응의 강화와 면역 관련 질환의 치료

에 활용될 것으로 기대되고 있다17. 하지만 한약재

및 면역 기능에 관한 대부분의 연구는 대식세포 면

역에 대한 한방식물 추출물의 효능 연구가 주로 진

행되고 있다. 본 연구에서는 면역력의 강화에 도움이

되는 것으로 알려진 9종의 한약재 추출물의 처리에

따라 면역세포에서 분비되는 염증성 사이토카인인

TNF-α와 IL-6, 그리고 항염증성 사이토카인인 IL-10

의 생성에 어떤 영향을 미치는지에 대하여 ELISA

분석을 수행하여 면역 활성 강화 효능을 제시하고자

한다, 결과적으로 부작용이 많은 면역증강제를 대

체하기 위해 연구에 이용된 천연 한약재 추출물이

면역증강제로써 이용 가능한지를 제시하고자 한다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험 재료

본 연구에 사용한 한약재는 한의학에서 면역력
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을 강화시켜주는 것으로 알려져 있고 경북지역에

서 주로 생산되는 약용작물 중에서 총 9가지(산약,

당귀, 구기자, 감초, 산수유, 백출, 마가목, 오미자,

황기)를 선정하여 동우당제약(Yeongcheon, Korea)

에서 구입하여 사용하였다. 선정된 9가지 건조 한

약재 시료 10 g에 10배 부피의 증류수와 에탄올을

가하여 각각 90 ℃ 및 25 ℃에서 10시간 동안 교반 후

원심 분리하여 얻은 상등액을 여과한 후 Speed-Vac

(EYELA, Japan)을 이용해 25,000 ppm으로 농축

한 후 각각을 열수 추출물(WEX)과 에탄올 추출

물(EEX)로 정의하고 각 추출물을 다음 실험에 사

용하였다. 각 한약재의 원산지와 추출 총량은

Table 1에 정리하였다.

Korean name Scientific name
Total amounts
of WEX (ppm)

Total amounts
of EEX (ppm)

Origin

Omija Schisandra chinensis (Sc) 560,439.56 627,078.38 Gyungbuk

Sanyak Dioscorea batatas (Db) 548,387.1 350,117.10 Gyungbuk

Gamcho Glycyrrhiza uralensis (Gu) 558,764.94 553,488.37 China

Danggui Angelica gigas (Ag) 460,255.15 977,881.26 Gyungbuk

Gugija Lycium chinense (Lc) 754,178.96 1,068,524.97 Chungnam

Hwanggi Astragalus membranaceus (Am) 612,500.00 444,444.45 Gyungbuk

Magamog Sorbus commixta (Sco) 72,653.89 44,705.88 Gyungbuk

Baekchul Atractylodes macrocephala (Ama) 759,643.92 321,176.47 Gyungbuk

Sansuyu Cornus officinalis (Co) 1,107,601.20 1,340,326.34 Jeonnam

Table 1. Types of Herbal Medicine Used in This Study

2. 폴리페놀 함량 분석

총 폴리페놀 함량측정에 사용된 실험방법으로

페놀성 물질의 일반적인 산화환원 성질을 이용하

여 페놀성 물질이 환원된 결과로 나타나는 몰리브

덴을 측정하는 Folin-Ciocalteu 시험법을 사용하였

다. 500 ppm의 한약재 추출물 10 μl에 2% Na2CO3

용액 200 μl를 가한 후 3분간 둔 후 50% Folin

reagent(Sigma-Aldrich, USA) 10 μl를 추가로 처리

하고 30분 후 반응액의 흡광도를 Micro-reader를

사용하여 760 nm의 파장에서 측정하였다. 표준물

질로는 Gallic acid를 사용하여 한약재 추출물과 동

일한 방법으로 실험 진행 후, 검정곡선을 작성하여

3회 반복을 하여 한약재의 함량 분석에 사용하였다.

3. 항산화 활성 분석

7 mM ABTS[(2.2-azino-bis(3-rthylbenzthiazoline

-6-sulfonic acid), Wako, Japan]와 potassium persulfate

(Sigma-Aldrich, USA)를 최종농도로 혼합하여 실

온의 암소에서 15시간 동안 반응시킨 후 734 nm에

서 O.D값이 0.6±0.1이 되도록 에탄올로 희석하였

다. 희석된 ABTS radical 용액 150 μl에 샘플을 농

도별로 50 μl를 넣어 혼합 후 5분 후에 측정하였다.

대조군으로 ascorbic acid(Sigma-Aldrich, USA) 10,

25, 50, 100 ppm을 사용하여 표준곡선을 구하고 실

험군은 산약, 당귀, 구기자, 감초, 산수유, 백출, 마

가목, 오미자, 황기 총 9개의 시료의 열수 추출물,

에탄올 추출물 각각 100, 500, 1000 ppm으로 처리

한 후 반응시켜 항산화 활성 효능을 구하였다.

Inhibition(%)=[1-{(시료 처리구 흡광도-blank

흡광도)/무처리구 흡광도}]×100

4. 세포배양 및 추출물 처리

본 연구에 사용된 대식세포주인 RAW 264.7 세

포는 한국 세포주 은행(Korean Cell Line Bank
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[KCLB], Korea)에서, T 세포주인 TK-1(CRL

2396) 세포는 미국 세포주 은행(American Type

Culture Collection [ATCC], USA)에서 분양받았

다. RAW 264.7 세포는 DMEM(Lonza, Switzerland),

TK-1 세포는 RPMI 1640(Welgene, Korea) 배지에

10% FBS(Gibco, USA)와 1% antibiotics(Gibco,

USA)를 첨가하여 37 ℃, 5% CO2 incubator에서

배양하였다. 60 mm 배양접시에 1.0×106 cell을 seeding

하였고 24시간 배양 후, RAW 264.7 세포는 LPS(1

ng/ml)와 한약재 추출물을, TK-1 세포는 한약재

추출물을 25 ppm, 100 ppm이 되도록 각각 처리한

후 24시간 동안 지속 배양하였다.

5. Cell viability test

한약재 추출물 처리에 의한 세포생존율은 MTT

assay 방법을 사용하여 농도별 세포독성을 측정하

였다. 96 well plate에 2.5×104 cell/well이 되도록 분

주한 후 24시간 배양 후 LPS(1 ng/ml)와 한약재

추출물을 25 ppm, 100 ppm 농도로 처리하였다. 한

약재 추출물을 처리하고 24시간 배양 후, MTT (5

mg/ml, Sigma-Aldrich, USA)를 각 well 당 10 μl

가하고 4시간 추가 배양하였다. 그 후, 상등액을 제

거하고 각 well 당 0.1 N HCl을 첨가한 isopropanol

100 μl을 분주하여 Microplate reader(Infinite® 200,

Tecan Trading AG, Switzerland)를 이용하여 540

nm에서 흡광도를 측정하였다.

6. Cytokine의 정량 분석

한약재 추출물 처리에 의한 cytokine, TNF-α,

IL-6, IL-10, 생성 유도 효능을 분석하기 위하여,

RAW 264.7 대식세포주에 LPS(1 ng/ml)와 한약재

9종의 WEX, EEX를 각각 25 ppm, 100 ppm으로

처리하고, TK-1 세포는 한약재 추출물 25 ppm,

100 ppm으로 처리하여 24시간 배양 후 각 세포배

양 상등액을 모아서 원심분리한 후 각각의 ELISA

kit(Abcam, UK)를 이용하여 측정하였다. Primary

capture antibody가 코팅된 96 well plate에 standard

와 시료를 넣어 반응시킨 후 세척 후 biotinylated

antibody와 추가로 반응시킨다. 추후 streptavidin-HRP

conjugate와 반응시킨 후 substrate solution으로 실

온에서 발색시킨 후 Microplate reader(Infinite®

200, Tecan Trading AG, Switzerland)를 이용하여

450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 제공된 각 TNF-α,

IL-6, IL-10(5,000 pg/ml) 표준용액을 희석하여 얻

은 흡광도 값으로 표준 곡선을 구하고 각각의 생

성된 cytokine의 농도를 비교 산출하였다.

7. 통계처리

본 실험에서 측정한 분석결과는 평균±표준편차로

표기하였으며, 실험군간의 통계학적 분석은 analysis

of variance(ANOVA) 분석을 실시하였고, Tukey's

multiple range test로 p<0.05 수준에서 통계학적 유

의성을 검정하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 한약재 추출물의 총 폴리페놀 함량

열수 및 에탄올 추출물 내 식물의 2차 대사산물

인 폴리페놀 화합물의 총 함량을 확인하기 위하여

본 실험에서는 한약재 9종 추출물의 고형분 농도

를 500 ppm으로 맞춘 후 gallic acid를 기준물질로

하여 측정한 결과 마가목(Sco)의 열수와 에탄올

추출물이 각각 1.56±0.30과 1.48±0.22 mg/ml로 가장

높은 폴리페놀 함량을 나타내었다(Table 2). 오미자

(Sc)의 경우 열수와 에탄올 추출물 내에 각각 0.64±

0.22와 0.64±0.18 mg/ml로 폴리페놀 함량이 가장

낮게 나타났다. 나머지 한약재 7종의 WEX 내에

폴리페놀 함량은 0.84±0.36~1.02±0.44 mg/ml, EEX

내에 폴리페놀 함량은 0.74±0.26~1.02±0.34 mg/ml

으로 측정되었다.

2. 한약재 추출물의 항산화 활성

한약재 추출물의 항산화 활성을 확인하기 위하

여 ascorbic acid 500 ppm으로 처리한 대조군과 비
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교하여 한약재 WEX 및 EEX 500 pp으로 처리한

후 소재별 ABTS 라티컬 소거 효능을 상대적으로

비교하였다. 마가목(Sco) WEX는 95.62±0.95%, 산수

유(Co) WEX는 78.26±2.26%, 구기자(Lc) WEX 는

53.34±1.00%의 라디컬 소거효능을 나타냈다(Table 2).

한약재 EEX의 경우 대조군의 라디컬 소거 활성을

비교하였을 때 마가목 추출물은 90.33±1.82%, 산수유

추출물은 78.44±3.94%, 감초(Gu) 추출물은 67.27±3.10%

순으로 소거 효능을 나타냈다. 결과적으로 한약재

추출물 중 마가목, 산수유, 구기자의 항산화 효능

이 가장 높게 나타났으며 추출 방법에 따라서는

열수 추출에 비하여 에탄올 추출물의 라디컬 소거

효능이 높은 것을 확인하였다.

Herbal
medicine

Total contents of Polyphenolic compounds*
(mg/g of solid)

ABTS scavenging activity† (%)

WEX EEX WEX EEX

Magamog 1.56±0.30 1.48±0.22 95.62±0.95f 90.33±1.82e

Sansuyu 1.02±0.44 1.02±0.22 78.26±2.26e 78.44±3.94de

Sanyak 1.02±0.26 0.96±0.36 31.46±8.34bc 45.41±3.18bc

Gugija 0.98±0.28 1.02±0.34 53.34±1.00d 52.02±2.39c

Hwanggi 0.94±0.32 0.78±0.28 25.03±4.06abc 39.96±7.08bc

Gamcho 0.94±0.40 0.80±0.40 28.51±8.99abc 67.27±3.10d

Baekchul 0.88±0.38 0.86±0.32 16.23±3.81a 37.39±7.89b

Danggui 0.84±0.36 0.74±0.26 17.65±2.65ab 19.91±3.58a

Omija 0.64±0.22 0.64±0.18 33.21±5.60c 47.23±1.86bc

* Numerical values are mean±SD of triplicate determinations.
†Different superscript letters in the same column indicate significant differences at the p<0.05 by one-way anova and
Tukey HSD multiple range test.

Table 2. Total Contents of Polyphenolic Compounds and ABTS Radical Scavenging Activity

3. 한약재 추출물 처리에 따른 세포 생존율

한약재 추출물 처리에 따른 RAW 264.7 세포 생

존율을 조사하기 위하여 LPS(1 ng/ml)와 25 ppm,

100 ppm 농도로 천연 한약재 9종의 열수 및 에탄

올 추출물을 각각 처리한 후 MTT assay를 수행하

였다(Fig. 1A). 한약재 WEX의 경우 추출물을 처

리하지 않은 대조군과 상대적으로 비교할 때 100 ppm

처리군의 생존율이 91.6~109.9%까지로 나타났다.

EEX의 경우에는 오미자(Sc), 백출(Ama) 추출물

의 100 ppm 처리군에서 각각 94.6, 100.9%, 나머지

추출물 처리군에서는 105.7±8%의 세포 생존율을

나타냈다. 따라서 대부분의 한약재 추출물 처리군

이 91.6~114.4%의 세포 생존율을 나타내어 세포독

성이 거의 없음을 확인하였다. 마찬가지로 한약재

추출물 처리에 따른 TK-1의 세포 생존율을 확인

하였다. 모든 추출물의 처리군에서 세포 생존율이

81.4~119.0%으로 나타났으며, 특히 당귀, 산약, 구

기자, 마가목의 WEX 100 ppm 처리군에서 각각

에서는 106.9, 102.1, 103.8%의 생존율을 보였다. 당

귀 EEX 100 ppm으로 처리한 경우 114.7%, 나머지

한약재의 EEX 100 ppm 처리군에서 90.6~110.7%

로 확인하였다. 이후 실험에서 대식세포와 림프구

세포주에 세포독성의 영향이 크지 않은 9종의 한

약재 WEX, EEX의 25 ppm과 100 ppm으로 처리

하여 사이토카인 생성 유도 효능을 확인하였다.
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Fig. 1. Cell viability of RAW 264.7 against herbal medicines WEX and EEX.

RAW 264.7 and TK-1 cells were grown in separate 96 well plates and treated with different concentration of
herbal medicines water extracts (WEX) and 70% ethanol extracts (EEX), respectively. After incubation for 24
hours, MTT assay was performed with Materials and Methods. All data are mean of triplicated independent
reactions Abbreviated letters indicate each medicinal plant respectively, in Table 1.

4. 한약재 추출물을 처리한 RAW 264.7 세포 내

Cytokine 발현

한약재 WEX 및 EEX 처리에 따른 RAW 264.7

세포의 염증성 사이토카인 TNF-α와 IL-6 분비량,

항염증성 사이토카인 IL-10 생성량을 조사하기 위

하여 LPS(1 ng/ml)와 25 ppm, 100 ppm 농도로 한

약재 9종의 WEX과 EEX를 각각 처리한 후 ELISA

assay로 분석하였다. LPS(1 ng/ml)만 처리한 양성

대조군과 LPS 및 추출물 모두를 처리하지 않은 음

성 대조군을 설정하고 한약재 실험군과 상호 비교

하였다(Fig. 2). TNF-α와 IL-6는 활성화된 대식세

포로부터 생성되는 대표적인 염증성 사이토카인으

로 초기 염증 반응에서 세포 간의 신호전달을 수행

하여 면역반응에 중요한 역할을 담당한다고 알려

져 있다. 또한 T 림프구에서 주로 분비되는 사이토

카인 IL-10은 항염증성 사이토카인으로 염증 반응

에 관여하는 사이토카인을 간접적으로 억제하거나

B lymphocyte의 성장 및 분화를 유도하는 것으로

알려져 있으나 본 실험에서는 LPS 처리 및 한약재

처리를 통해 유도된 RAW 264.7 세포주로부터 분

비된 각 사이토카인의 양을 측정하여 대식세포의

면역증강 또는 억제 영향에 대한 지표로 제시하고

자 하였다18.

1) TNF-α 분비량 정량 분석

한약재 추출물을 처리하였을 경우, 대조군인 LPS

(1 ng/ml)만 처리했을 때의 생성, 분비량(10.4 ng/ml)

보다 높은 농도의 사이토카인 TNF-α의 생산 및

분비가 유도되는 것을 확인하였다. 한약재 WEX

100 ppm 농도로 처리 시 1.31±0.16배의 TNF-α가

분비되었으며 EEX 100 ppm을 처리한 RAW 264.7
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세포군에서 TNF-α 분비량이 1.18±0.12배로 나타나

는 것을 확인하였다. 특히, 마가목(Sco)과 산수유

(Co)의 WEX와 산수유 EEX 처리 시 TNF-α 생

성 및 분비량은 LPS 처리군과 비교하여 각각 1.51,

1.55, 1.32 배로 가장 높게 유도되었다(Fig. 2A). 또

한 대식세포에 한약재 WEX의 처리 시에는 염증성

사이토카인 TNF-α의 분비가 농도 의존적으로 증

가하였다. 이는 RAW 264.7 세포에 생약복합물 처리

시 TNF-α의 생성량이 유의적으로 증가하고, 마우

스에서 분리한 대식세포에 한방복합처방제의 농도

별 처리 시 TNF-α의 생성이 증가한다는 결과와

일치한다19,20. 일반적으로 한방 소재의 처리에 의해

대조군인 LPS 처리군에 비하여 TNF-α의 발현이

작은 상승효과는 면역 활성에 긍정적인 영향을 주

지만, TNF-α의 과발현은 염증을 과도하게 유발하

여 감염상태를 더욱 악화시킬 수도 있다21. 이러한

관점에서 최근 참치유 또는 한방 복합처방제의 대

식세포 처리 시 LPS에 의한 TNF-α의 분비 억제

를 통하여 TNF-α의 과발현에 의한 염증 억제 효

과가 있는 것으로 보고된 바 있다22,23. 결과적으로

본 연구 결과는 위의 한방소재 복합물 및 추출물

처리에 따른 TNF-α 생성이 농도 의존적으로 증가

한다는 보고와 일치하는 결과로 염증성 사이토카

인 TNF-α의 분비 증가로 1차 면역반응 유도를 촉

진하고 이를 통하여 T 림프구의 증식 및 활성화에

기여함으로써 면역 활성 강화 효과를 보이는 것으

로 판단된다.

2) IL-6 분비량 정량 분석

LPS(1 ng/ml)만 처리했을 때 IL-6 는 466.3 pg/ml

농도로 분비되었으며 한약재 추출물, WEX, EEX

를 처리하였을 경우 대부분 분비가 억제되는 것을

확인하였다(Fig. 2B). RAW 264.7 세포주에 황기

(Am)와 백출(Ama)을 제외한 한약재 WEX를 100

ppm으로 처리했을 때 IL-6의 분비량이 25 ppm 처

리 시에 비해 증가했으나, 모든 한약재 EEX 처리

시에 농도의존적으로 분비량이 감소하였다. 특히,

산약(Db)와 구기자(Lc) WEX의 경우 25 ppm과

100 ppm 조건으로 처리 시에 IL-6의 분비량은 LPS

처리 시 분비량과 비교하여 각각 71.4%, 76.9%와

97.9%와 95.4%로 추출물 처리 농도에 따른 큰 차

이를 보였으며, 오미자(Sc) WEX와 오미자, 백출,

산수유(Co) EEX 처리 시에 IL-6의 분비량은 각각

68.4%, 74.9%, 68.0%, 68.2%로 가장 큰 분비량 억

제 효능을 보였다. 염증성 사이토카인 IL-6의 생성

및 분비 활성을 유의하게 억제하는 것은 대식세포

의 과도한 염증 반응 유도로 인해 유발되는 류마

티스성 관절염, 급성 호흡기질환 등 염증성 질환을

완화할 수 있는 것으로 보고된 바 있다21. 결과적으

로, 대식세포에서 염증성 사이토카인 IL-6는 TNF-α

와 반대로 한약재 추출물 처리 시에 그 생성 및 분

비 활성이 일부 억제되어 염증성 질환을 억제할

것으로 여겨진다.

3) IL-10 분비량 정량 분석

대식세포에 LPS 처리에 따른 사이토카인 TNF-α

의 분비 증가량에 비하여 항염증성 사이토카인 IL-10

의 분비량은 매우 낮았으며 한약재 추출물을 처리

하였을 경우 LPS 처리군에 비하여 WEX 처리의 경

우 51.3~235.2%, EEX 처리의 경우 47.0~166.4%로

나타났다(Fig. 2C). 복강대식세포에 lemongrass 추

출물을 5, 10 μg/well 농도로 처리 시에 IL-10의 분

비량은 처리하지 않은 대조군에 비해 증가하였으

며, 25, 50, 100 μg/well의 농도로 각각 처리한 결과

IL-10 생성을 억제되었고, LPS 처리 후 lemongrass

추출물을 처리 시에도 IL-10의 생성이 감소되었다

고 보고된 바 있다24. 한약재 중 산약(Db), 감초

(Gu), 당귀(Ag), 구기자(Lc) WEX 25 ppm 처리

시에 IL-10 분비량은 대조군과 상대적으로 138.0%,

235.2%, 229.6%, 214.6%로 증가하고, 당귀(Ag), 황

기(Am) EEX 처리 시 각각 121.0%, 166.4%로 증가

하는 것으로 나타났다(Fig. 2C). 대부분의 한약재

추출물에서 구기자 EEX 처리의 경우를 제외하고

25 ppm 처리 시 보다 100 ppm 처리 시에 IL-10 분

비량이 상대적으로 감소하였다. 또한 한약재 중 황

기(Am), 마가목(Sco), 백출(Ama), 산수유(Co) WEX
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처리의 경우는 LPS 만을 처리한 대조군과 비교하여

상대적으로 낮은 분비량이 나타났고, 당귀와 백출을

제외한 나머지 한약재 EEX의 처리 경우 역시 대조

군에 비해 낮은 IL-10 분비량을 보였다. 결과적으로

대식세포에서 한약재 WEX. EEX를 처리할 경우 예

상대로 항염증성 사이토카인 IL-10는 다른 염증성

사이토카인 TNF-α와 IL-6에 비하여 상대적으로 매

우 낮은 농도로 분비되었으며, 한약재에 따라 분비

유도량이 증가 또는 억제하고 있는 것으로 확인되

었다. 결과적으로 한약재 추출물(산약, 감초, 당귀,

황기)의 처리에 의하여 IL-10의 생성, 분비가 증가

되었으며, 이를 통하여 염증 반응 유도를 억제하고

최종적으로 적응면역의 주 관여 면역세포인 B, T 림

프구의 면역 활성을 강화시키는 것으로 판단된다.

Fig. 2. Relative concentrations of cytokines, TNF-α, IL-6, IL-10, released from RAW 264.7 by treatment
with herbal medicines, WEX and EEX.

RAW 264.7 (1×106 cells) was cultured in a 60 mm culture dish and treated with LPS (1 ng/ml) and two different
concentrations of herbal medicine extracts, WEX and EEX, respectively. After incubation for 24 hours, ELISA
assays were performed with indicated specific antibodies coated on the commercial ELISA plates in materials
and methods. All data are mean of triplicated independent reactions. Abbreviated letters indicate each medicinal
plant respectively, in Table 1.
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5. TK-1 세포의 cytokine 분비에 미치는 영향

T 림프구의 활성화에 의한 면역조절 작용은 T

helper type 1(Th1) 세포와 T helper type 2(Th2)

세포의 균형에 의해 이루어진다. Th1 세포는 세포

매개성 면역에 작용하여 국소적 염증작용에 관여

하며 cytokine IL-2, TNF-α 등의 분비에 의해 활

성화되고, Th2 세포는 항체에 의한 체액성 면역에

작용하여 IL-6, IL-10 등의 분비에 의해 작용한다25.

IL-10은 Th2 세포에서 유도되는 사이토카인으로

알려졌으나 최근 연구에서는 T, B 세포뿐만 아니

라 내재면역에서 작용하는 대식세포, 수지상세포와

자연살해세포 등 많은 세포에서 분비되는 것으로

알려져 있다8. 또한 CD8 T 세포는 IL-4가 존재하

는 조건에서 IL-10 생산 및 분비하는 Treg 세포의

형질을 나타낼 수 있다26. 본 실험에서는 9가지 천

연 한약재 추출물 처리에 따른 TK-1 세포의 염증

성 사이토카인인 TNF-α의 생성, 분비 및 항염증성

사이토카인인 IL-10의 생성 분비량을 조사하고자

하였다. 이를 위하여 한약재 WEX와 EEX를 25 ppm,

100 ppm 농도로 각각 처리한 후 ELISA assay를

수행하여 무처리 대조군과 비교하여 사이토카인의

생성 및 분비 유도 효능을 분석하였다(Fig. 3).

1) TNF-α 분비량 정량 분석

TNF-α는 Th1 세포 등에서 분비되는 염증성 사

이토카인으로 T 림프구와 상호 작용하여 T 림프

구의 활성과 성장을 조절하며 암세포의 세포 용해

를 유도함으로써 직접적으로 항암 작용을 나타내

며, 반대로 TNF-α의 분비가 지나치게 높을 경우

염증 및 면역반응에 관여하여 질병의 상태를 더욱

악화시킬 수 있다27,28. 본 실험에서는 한약재 추출

물을 처리한 TK-1 세포에서 분비되는 사이토카인

TNF-α의 양을 정량적으로 확인하였다(Fig. 3a).

한약재 WEX와 EEX를 각각 처리한 경우 모든 처

리군에서 사이토카인 TNF-α의 생성, 분비량이 무

처리 대조군에서의 분비량에 비하여 감소하였다.

반대로 한약재 당귀(Ag), 구기자(Lc), 마가목(Sco)

WEX 처리의 경우와 황기(Am), 산수유(Co) EEX

의 경우 100 ppm 농도로 처리하였을 때 각각 대조

군과 비교하여 상대적으로 89.1, 95.8, 94.5%의 분

비량이 감소하였다(Fig. 3a). 또한 당귀, 구기자

EEX 처리 시에 TNF-α의 생성, 분비량이 각각 92.4,

92.0%로 나타났으며, 다른 한약재 처리에 비하여

가장 크게 억제되었다. 면역반응에 의해 활성화되

어 분비되는 사이토카인 TNF-α는 Th1 세포에서

분비되어 세포 매개성 면역반응을 유도하며 체액성

면역반응 활성을 억제한다28. 그러나 최근 TNF-α

는, CD4+, CD8+ T 세포를 포함하여 대부분의 면

역세포에서 분비되어, 염증반응의 활성화와 더불어

면역반응의 억제 기능을 동시에 가지는 면역조절

인자로 간주되고 있다29. 결과적으로 TNF-α는 예상

대로 T 세포에서 분비되는 정도가 매우 낮으며, 한

약재 추출물을 처리할 경우 대조군에 비해 분비가

더욱 억제되었다. 따라서 한약재 추출물의 처리는

염증성 사이토카인인 TNF-α 분비를 낮추어 염증

반응 유도를 억제하고 또한 내재면역 단계에서 적

응면역 단계로 면역반응을 전환시키는 기능을 하

고 있는 것으로 판단된다.

2) IL-10 분비량 정량 분석

Th2 세포에서 분비되는 IL-10 는 염증성 면역반응

유도와 사이토카인의 생성을 조절하여 T lymphocyte

의 활성화를 조절함으로써 B lymphocyte의 활성에

따른 체액성 면역의 활성화를 조절하고 세포성 면

역 하향 조절 및 Th1 세포 활성을 억제능을 가진

다30. 또한 CD8+ T 세포는 IL-4가 주변 환경에 존

재하는 조건에서 IL-10의 생산 및 분비를 통하여 과

도한 면역반응을 조절하는 Treg 세포의 형질을 나

타낸다26. 본 실험에서는 무처리 대조군 T 세포에서

의 IL-10 분비량 4.96 pg/ml에 비하여 한약재 WEX

처리 시 108.1~514.5%, EEX 처리 시 148.8~1156.9%

로 WEX보다는 EEX의 경우 IL-10의 생성, 분비가

더욱 높게 증가하였다(Fig. 3b). 구기자(Lc) WEX

의 25, 100 ppm 처리 시 IL-10의 분비량이 각각

384.73%, 514.5%로 증가하였고, 황기(Am) EEX의

25, 100 ppm 처리 시 각각 802.5%, 1156.9%로 증가
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하여, 대부분의 한약재 추출물의 처리 시에 농도 의

존적으로 IL-10의 생성, 분비량이 증가하였다. 따

라서 T 세포에서 항염증성 사이토카인의 생성 및

분비가 증가함에 따라 염증 반응 유도를 억제하며,

T lymphocyte의 Th2 세포를 활성화시켜 최종적으

로 적응면역의 핵심 인자인 B 세포의 성장 및 분

화를 유도하는 것으로 판단된다.

Fig. 3. Relative concentrations of cytokines, TNF-α, IL-10, released from TK-1 cells by treatment with
herbal medicines, WEX and EEX.

TK-1 cell (1×106 cells) was cultured in a 60 mm culture dish and treated with two different concentrations of herbal
medicine extracts, WEX and EEX, respectively. After incubation for 24 hours, ELISA assays were performed
with indicated specific antibodies coated on the commercial ELISA plates in materials and methods. All data are
mean of triplicated independent reactions. Abbreviated letters indicate each medicinal plant respectively, in Table 1.

Ⅳ. 결 론

한약재 9종의 열수 및 에탄올 추출물의 폴리페

놀 함량을 확인하고 RAW 264.7 세포와 TK-1 세

포에 각 추출물을 각각 처리하여 유도되는 사이토

카인, TNF-a, IL-6, IL-10의 분비량을 확인하였다.

1. 총 9종의 한약재 추출물에 따라 폴리페놀 함량

은 1.56~0.64 mg/고형분(g)으로 측정되었다.

2. 총 9종 한약재 추출물의 항산화 활성은 아스코르

빈산 500 ppm 처리한 대조군에 비해 95.6~31.5%

로 확인되었다.

3. 한약재 WEX 및 EEX를 처리한 RAW 264.7 세

포에서 TNF-α의 분비는 LPS 단독처리 대조군

에 비하여 각각 1.31±0.16, 1.18±0.12 배로 증가하

였고 IL-6의 양은 대조군과 비교하여 68.4~97.9%

로 나타났으며 항염증 사이토카인 IL-10의 분비

량은 한방소재 추출물의 처리에 의해 유의하게

억제되었다.

4. TK-1 세포의 경우 한약재 추출물의 농도에 따
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라 TNF-α 분비가 유의하게 억제되었으며 IL-10

의 분비량은 농도 의존적으로 증가하였다.

5. 한약재 추출물은 대식세포주에 작용하여 염증성

사이토카인의 분비를 유도하여 내재 면역 활동

을 강화시키고 적응면역에 관여하는 T 세포에

작용할 때, 항염증성 사이토카인의 분비를 증가

시켜 내재 면역반응의 억제를 유도한다.
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