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ABSTRACT

  Inflammatory and oxidative stimuli play a critical role not only in the process of transforming normal cells into 
cancer cells, but also in the proliferation process of cancer cells. Sipyukmiryukieum (SYMRKU), a traditional Korean 
herb-combined remedy, is composed of 16 kinds of herbal medicines, which were recorded for “Ongjeo” treatment in 
“Dongeuibogam’. In this study, we investigated the inhibitory effect of SYMRKU against inflammatory and oxidative 
responses in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW 264.7 macrophages. Our results showed that SYMRKU 
significantly inhibited LPS-induced secretion of pro-inflammatory mediators including nitric oxide (NO) and 
prostaglandin E2 without showing any significant cytotoxicity. Consistent with these results, SYMRKU down-regulated 
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LPS-induced expression of their regulatory enzymes such as inducible NO synthase and cyclooxygenase-2. SYMRKU 
also inhibited LPS-induced production and expression of pro-inflammatory cytokines such as tumor necrosis factor-α, 
interleukin (IL)-1β and IL-6. In addition, SYMRKU significantly reduced the production of reactive oxygen species by 
LPS and showed a strong, which was associated with induction of nuclear factor erythroid 2-related factor 2 and 
heme oxygenase-1 expression. Although further studies are needed to fully understand the anti-inflammatory effects 
associated with the antioxidant capacity of SYMRKU, the findings of the current study suggest that SYMRKU may 
have potential benefits by inhibiting the onset and/or treatment of inflammatory and/or oxidative diseases.

Key words : Sipyukmiryukieum,RAW 264.7 macrophages, anti-inflammation, antioxidant, Nrf2/HO-1.

Ⅰ. 1)

  염  다 한 염  매개  염 cytokine  

함  리   학  상에 한 생체 

 복하  어   하 다1). 그러  과

도한 염  직 상  하여 과 퇴행  

질  포함한 다 한 질  병과  진시

킬  다2). 그람 균  peptidoglycan  

러싸  막    lipopolysaccharide

(LPS)   염 매개 질 , Toll-like receptors 

(TLRs)  매개  식 포  과도한  한

다. 에 라 과다  식 포  inducible 

nitric oxide (NO) synthase (iNOS)  cyclooxygenase-2 

(COX-2)  도하여  염  매개  

NO  prostaglandin E2 (PGE2) 생  진과 함

께 tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin 

(IL)-1β  IL-6과 같  염  cytokine  생  

가시킨다3-5). 한 LPS  reactive oxygen species 

(ROS)  reactive nitrogen species (RNS)  생

도 가시  채내 염 뿐만 니라 항산  어계  

균 과 산  트  하여 생체 상 

 다 한 질병  원   용한다6-8). 근 

큰 심  가지   항산   진 

heme oxygenase (HO)-1, NAD(P)H dehydrogenase 1 

(NQO1)  thioredoxin reductase 1 (TrxR1) 등  

산  트  보 하  한   하

 산  트  포  보 하  한 

역할  하 , 들  nuclear factor erythroid 

2-related factor 2 (Nrf2)  사 에 하여 

다9,10).

한편 통  사용 어  한 복합처  랫동

 상  사용  거쳐 그 료   고 

, 그에  한  연  여  미

한 실 다. 라  상  에 한 근거 공

 해 들 처    학  차원에  

재고찰하  시도  필  행 어  한다. 십

미 (十六味流氣飮)  감 (甘草), 경(桔梗), 

당귀(當歸), 목향(木香), (防風), (芍藥), 지

(白芷), 랑(檳榔), (烏藥), 계(肉桂), 삼(人

蔘), 엽(紫蘇葉), 지각(枳殼), 천 (川芎), (黃

芪)  후 (厚朴)  포함한 16개  한 재  

, 고 도 집  (古今圖書集成 醫部全 )에 

처   처  주  (乳巖)  료하  

(方劑)  어 다11). 재 지 십 미

에 한  연 , 항산   항균 에 

한 연 12), 갑상  포  DNA  cAMP  합   

major histocompatibility complex-class II  

에 미  향에 한 연 13), 항   역  

과에 한 연 14,15) 등  루어  지만, 항염  

에 한 연  한 실 다. 라  본 연

에  LPS  도한 식 포에  염  매개

  cytokine  생 과 그    들

 에 해 검 하고, 산  트  보

에 한 가  사  통해 십 미  에탄  

(ethanol extract of Sipyukmiryukieum, 

SYMRKU)  리   평가하 다. 
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1. 시료

  실험에 사용한 십 미   한 재  ㈜ 경

한 업사(Busan, Korea)에  하 , 들

 본 , 학 , 합  Table 1에 타내었다. 

십 미  에탄   얻  하여, 

 한 재에 70% 에탄  가하여 40 KHz, 2시간 

 (ultrasonification extraction)하 , 

여과한 후 용매  Rotary evaporator (Eyela, A-1000,

Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Japan)  하고, 

동결 건 하여 말 하 다. 동결 건  후, 건  

량과  에 사용한 원료 건 량에 한 

 득  계산하 , 29.90%  득  보

다.  십 미  에탄  (SYMRKU)

 dimethyl sulfoxide (DMSO, AMRESCO Inc., 

Solon, OH, USA)에 용해한 후, 100 mg/ml stock 

solution  만들어 포 용 지에 하게 

하여 실험에 사용하 다. 

 

2. 포

  RAW 264.7 식 포  American Type Culture 

Collections (Rockville, MD, USA)에  하

, 10% fetal bovine serum (FBS, WELGENE, 

Daegu, Korea)  첨가  Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium (WELGENE)  사용하여, 37℃, 5% 

CO2 incubator에  하 다.

 

3. 포 독  

  십 미   포독  여  사하  

하여 RAW 264.7 식 포  다 한 도(0-200 

μg/ml)  처리하거 ,  도(0-80 μg/ml)  십

미   1시간  처리한 후 100 ng/ml

 LPS (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, 

MO, USA)  처리한 후 24시간 하 다.  

 후, 지  거하고 0.5 mg/ml 도  

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

bromide (MTT, Sigma-Aldrich Chemical Co.) 시

 고, 37℃, 5% CO2 incubator에  시

다. 2시간 후, 지  거하고, DMSO  생  

formazan    후 540 nm에  enzyme-linked

immunosorbent assay (ELISA) reader (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA)  도 변  

하 다. 각 포에 한 독    

 타내었다. 울러 십 미 과 LPS 

처리에  RAW 264.7 식 포  태  변  

상차 미경(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)

 용하여 찰하 다. 

 

4. NO 함량 

  LPS  극  RAW 264.7 식 포에  NO  생

에 미  십 미   과  사하  

하여, 십 미   1시간  처리한 후 

100 ng/ml  LPS  24시간 처리하여  지 

상  집하 다. 상 에 동량  Griess 

reagent (Sigma-Aldrich Chemical Co.)  합하여 

10 간 시킨 후 540 nm에  ELISA reader  

도 변  하 , sodium nitrite 

(NaNO2) 곡  하여 NO 함량  계산하

다.

 

5. PGE2  염  cytokine 함량 

  LPS  극  RAW 264.7 식 포에  염  

매개   cytokine  생 에 미  십 미  

 과  사하  하여, 십 미  

 1시간  처리한 후 100 ng/ml  LPS  24

시간 동  처리 후 지 상  주었다. PGE2

 함량  PGE2 ELISA kit (Cayman Chemical 

Co., AnnArbor, MI, USA)  용하  TNF-α, 

IL-1β  IL-6  함량 역시 해당 ELISA kit (R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA)  용하여 시

 실험 에 하여 실험  행하 다.

 

6. ROS 함량 

  LPS에 한 ROS  생 에 미  십 미  

 향  사하  하여 2’,7’-di-chlorodihydrofluorescein

diacetate (H2DCF-DA)  사용하 다.  하여 

RAW 264.7 식 포  37℃, 5% CO2 incubator에

 24시간 한 후에 80 μg/ml  십 미  

 1시간  처리하 고, 100 ng/ml  LPS  

처리하여 6시간 하 다.   10 

mM  N-acetyl-L-cysteine (NAC, Sigma-Aldrich

Chemical Co.)  사용하 다. 들 포에 10 μM  

H2DCF-DA (Sigma-Aldrich Chemical Co.)  처리

하여 20  시키고 flow cytometer (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA)  용하여 ROS
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 생 량  하 다.  미경 찰에 한 

ROS 생산  도  사하  하여 coverslip에 

착  포에 동  건  십 미  , 

LPS  NAC  처리한 후, 들 포  H2DCF-DA

 염색하고, 4% paraformaldehyde  20 간 고

시킨 후  미경(Carl Zeiss)  찰하 다.

 

7. 단 질 리  Western blot analysis

   포에 lysis buffer [25 mM Tris-Cl (pH 7.5),

250 mM NaCl, 5 mM ethylenediaminetetraacetic acid,

1% Nonidet-P40, 1 mM phenymethylsulfonylfluoride, 5 

mM dithiothreitol]  당량 첨가하여 4℃에  1시

간 시 , 14,000 rpm, 30  원심 리하여 

상 에  단 질  리하 다. Bio-Rad 단

질 량시 (Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA)

 단 질  량한 다 , Laemilni sample buffer 

(Bio-Rad Lab.)  합하여 sodium dodecyl 

sulphate (SDS)-polyacrylamide gel  용하여 

동 후, polyvinylidene difluoride membrane 

(Schleicher and Schuell, Keene, NH, USA)에 

시 다. 각각  membrane  5% skim milk  1시

간 처리하여  특  단 질에 해 차단시

,  1차 항체  2차 항체  각각 4℃에  

overnight, 상 에  1시간 상 시 다. 본 연 에 

사용  항체들  처, cat. No   

Table 2에 타내었다.   membrane  

실에  enhanced chemiluminoesence (ECL) solution

(Amersham Corp., Arlington Heights, IL, USA)  

용시킨 다  X-ray film에 감 시  특  단 질

  하 다. 각각  드 ImageJ® 

software (version 1.50i; NIH, Bethesda, MD, 

USA)  사용하여 량  하 , actin  internal 

control  사용하 다. 

 

8. 통계학  

  Statistical Package for the Social Sciences 

(SPSS) 통계 프 그램  용하여 든 실험결과  

평균 ± 편차 (mean ± SD)  타내었 , 

p<0.05 에  Student’s t-test  Duncan’s 

multiple range test  용하여 각 결과에 한 

 검 하 다.

 

Ⅲ. 결과

 

1. RAW 264.7 식 포에  십 미   

 LPS  포독  평가

  십 미  에탄   포독  여   

실험에 용할 도   해 RAW 264.7 식

포에 십 미   단독  LPS  복합 

처리한 후에 MTT assay  실시하 다. Fig. 1A에 

타낸 결과에    듯 ,  십 미  

 고 도  200 μg/ml 처리 에 도 

에 하여  생  억  상  찰

지 다. 그러  LPS  재 하에  200 μg/ml  

십 미   간  생  하  보

에 80 μg/ml  고 도  하 다. 포 태 

변  찰  결과에  LPS만  단독  처리한 경

우, 식 포   미하  지  

하게 가 었 , 십 미   처리 도 

 러한 포  태  변 가 사라 다

(Fig. 1B). 러한 결과  포독  없  건에  

십 미   식 포  억  가질 

  가  보여주  것 다. 

 

2. LPS에 한 염  매개  생 에 미  십

미   향

  십 미   항염   평가하  

하여 RAW 264.7 식 포에 십 미   

단독  LPS  복합 처리한 후에 NO  PGE2  

같  염  매개  생  도  하 다. 

Fig. 2에 타낸  같 , LPS 단독 처리 에  

  생  도가 에 하여 매우 가

었지만, 십 미   처리  건에  

 포에  십 미   처리 도 

   감 었다. 러한 NO

 PGE2  생  억  과가 들 생 에 여하  

들   하에 한 것 지  사하  하

여 iNOS  COX-2   변  사한 결과, 

LPS 단독 처리 에  가    단 질  

 십 미   처리에 하여  

억 었    었다(Fig. 3). 상  결과  

십 미  에 한 NO  PGE2  생  억

가 iNOS  COX-2  해에 한 것  

미한다. 
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 3. LPS에 한 염  cytokine  생 에 미  

십 미   향 

  동  건에   RAW 264.7 식 포에  

염  cytokine 생  변  여  사한 결과, 

LPS에 하여 가  TNF-α, IL-1β  IL-6과 같

 염  cytokine 생 량  십 미   

처리에 하여  억 었다(Fig. 4). 울러 

LPS에 하여 가  들 단 질   한 십

미  에 하여  감 었 , 십

미  에 한 염  cytokine  생  억

 한 해당 들   감 에 한 것  

  었다. 

4. LPS에 한 ROS  생 에 미  십 미  

 향 

  다  십 미   항산   평가

하  하여 ROS  생 에 미  향  사하

다. Fig. 6에 타낸  같 , LPS 단독 처리 에

 ROS  생  타내   강도가 매우 

하게 가 었지만, 십 미   재 하

에   강도가   매우 하게 

찰 었고, flow cytometry  통한 량  평가

에 도 사한 결과  보 다. 울러  ROS 

scavenger  NAC  처리 에 도 LPS에 한 

ROS  생  거  벽하게 차단 었 , NAC과 

하여 볼  십 미   항염  

과 어 강 한 항산  가지고  보여 주

었다.

5. Nrf2 신 계에 미  십 미   향

  상에  찰  십 미   항산

 생체 내  항산  시  Nrf2 신 계

 연 어 지  여  평가하 다. Fig. 7  

immunoblotting  결과에    듯 , 십 미

  처리  RAW 264.7 식 포에  

Nrf2   십 미   처리 시간  

도  차 가 었다. 그러  Nrf2  억

 Kelch-like-ECH-associated protein 1 

(Keap1)   억 었 , Nrf2   

downstream  HO-1   가 었다. 

러한 결과  십 미   LPS  도  

ROS 생  억 하  항산  한 Nrf2/HO-1 신

계  과 연   미한다.

 

Ⅳ. 고찰

  생체 내에   염   감염  

어  용하지만, 과도한 염  다 한 

질병   진 매개체  용할  다2-5). 

 염 매개 질  LPS 극에 라 식 포가 

과도하게  직 상, 생체 직 사 등  

향  미 게 고, iNOS  COX-2 에 해 생

 NO  PGE2  같  염  매개 들  

하게 다1,3-5). 한 염  cytokine  iNOS  

COX-2   극하  NO  PGE2  생  

하게 가시킨다16-17). 라  iNOS  COX-2  

억  통한 NO  PGE2  생  억  염  

cytokine   차단  항염  개 에  고

어  할 가  한 다1,3,18). 특  식 포에

 LPS에 한 TLR4  에  과도한 염  

과 함께 ROS 생  통한 산  트  동시

에 한다19-22).

  본 연 에  십 미 (十六味流氣飮)  항염

  규 하  하여 LPS  도  RAW 

264.7 식 포  용하 , 염  매개

  cytokine  생 에 미  과  평가하

다.  RAW 264.7 식 포  태  변  찰

에 , 십 미  에탄   독  없  

건에  LPS에 한 식 포  억 시  가

 보여주었다. 한 LPS에  RAW 264.7 

식 포에  가  NO  PGE2  생  하

게 억 었 ,  iNOS  COX-2   감

 연  었다. 십 미  한 LPS  

극  RAW 264.7 식 포에  TNF-α, IL-1β

 IL-6과 같  염  cytokine  생    

하게 억 시 다

  한편 ROS  포 내 단 질, 지질  핵산  포함

한 여러 생체 질들  변  하여 포 항상

 하시키고, , 동맥경 , 염 과 당뇨 등 다

한 질  키  원  다23-25). 한 LPS  

RNS  생 도 가시  체내 염  뿐만 니라 

항산  어계  균  해 산  트

 진한다6-8). 라  LPS에 한 산  트

에 미  십 미   향  사한 
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결과,  ROS scavenger  NAC과 사하게 

십 미   LPS에 한 ROS  생  

거  벽하게 차단하 다. 라  십 미  

 LPS  도  염 뿐 만 니라 산

 트  에도  향    

   었다.

  러한 십 미   항산   포 

내 항산  시 과  연계  지  사하  

하여  항산  계  근 많  연  

상  고  Nrf2 신 계에 미  향  

사하 다. 상  건에  사  Nrf2  

Keap1과  결합  통하여  복합체  포질 

내에 재한다26-27). 하지만 Keap1  해에  

Nrf2가 핵  동  antioxidant response 

element에 결합함  HO-1, NQO1  TrxR1 등

과 같  항산   사  진시킨다9-10). 

특  HO-1  heme  bilirubin, 리 철  산

탄  해하  것  진하  도  도 한 
28-29), heme   용 산 들  포 

내 ROS 에 핵심  역할  한다30-31). 본 연

 결과에 하 , RAW 264.7 식 포에  Nrf2  

HO-1   십 미   처리 도  

시간  가  , Keap1   

 감 었다.  십 미  에 한 

Nrf2  사  에 한 가  연 가 루

어 겠지만, 상  결과  십 미   

항산  용에 Nrf2/HO-1 신 계가 한 여할 

가  보여 주  것 다. 결 , 본 연  

결과에  십 미   다 한 질  병

과 진행  진에 향  주  염   산  

트  억 할   보여주었다.  LPS  

극에 한 결과가 러한  별할  없

, 상  결과  염   억  항산 계  

 한 십 미   용 가  

시하여 다.

 

V. 결

  염   산  극  상 포가 포  

질  과 뿐만 니라 포  식 진에도 

한 역할  한다. 동 보감에  십 미

(十六味流氣飮)   료 처  하  16가

지 한 재  어 다. 본 연 에  LPS  

극  RAW 264.7 식 포에  염   산  

에 한 십 미  향  사하 다. 본 

연  결과에 하 , 십 미   

포독  타내지  에  LPS에 한 NO  

PGE2  같  염  매개 들  생  억 하

,  iNOS  COX-2   감  연

 었다. 십 미  한 LPS  극  RAW 

264.7 식 포에  TNF-α, IL-1β  IL-6과 같

 염  cytokine  생    하게 억

시 다. 울러 십 미  LPS에 해 도  

ROS  생  과  차단하 ,  Nrf2

 HO-1   가   었다. 십 미

 항산  과  항염  과  해하  

한 가 연 가 필 하지만, 본 연  결과  십

미  염   산  연  질  병 

 료에 용 가 한 재  지니고  미

한다.
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Table 1. The composition of Sipyukmiryukieum

 

Table 2. Primary and secondary antibodies used for immunoblotting.

Korean (Chinese) name Pharmaceutical name Dose (g)

감 (甘草) Glycyrrhiza uralensis Fisch 2

경(桔梗) Platycodon grandiflorum (Jacq.) A. DC 1.2

당귀(當歸) Angelica gigas Nakai 4

목향(木香) Inula helenium L. 2

(防風) Ledebouriella seseloides (Hoffm.) Wolff 2

(芍藥) Paeonia japonica (Makino) Miyabe & Takeda 2

지(白芷) Angelicae dahuricae Radix 2

랑(檳榔) Areca catechu Linné (Palmae) 2

(烏藥) Lindera strichnifolia Fernandez-Villar 2

계(肉桂) Cinnamomum cassia Presl 2

삼(人蔘) Panax ginseng C. A. Meyer 4

엽(紫蘇葉) Perilla frutescens (L.) Britton 6

지각(枳殼) Poncirus trifoliata Rafin 2

천 (川芎) Cnidium officinale Makino 2

(黃芪) Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge 4

후 (厚朴) Machilus thunbergii Siebold & Zucc. 2

Total Amounts 41.2
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Figure legends

 

Figure 1. Effects of SYMRKE on the cell viability in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages. Cultured 

RAW 264.7 macrophages were treated with various concentrations of SYMRKE for 24 h or 

pre-treated with indicated concentrations of SYMRKE for 1 h prior to treatment with 100 

ng/ml LPS for 24 h. (A) Cell viability was assessed by MTT assay. Results are expressed 

as the percentage of surviving cells over control cells (no addition of SYMRKE or LPS). 

Values represent the mean ± SD of three independent experiments (*p< 0.05 compared to 

control). (B) After treatment, cell images were obtained using an inverted microscope 

(original magnification, 200×). These images are representative of at least three 

independent experiments.

Antibody Manufacturer Item No. Dilution

iNOS BD Biosciences 610333 1:1,000

COX-2 Santa Cruz Biotechnology, Inc. sc-19999 1:500

TNF-α Cell signaling Technology 3707S 1:1,000

IL-1β Santa Cruz Biotechnology, Inc. sc-32294 1:1,000

IL-6 Abcam, Inc. ab6672 1:1,000

HO-1 Merck Milipore 374090 1:1,000

Nrf2 Santa Cruz Biotechnology, Inc. sc-13032 1:1,000

Keap 1 Santa Cruz Biotechnology, Inc. sc-15246 1:1,000

Actin Santa Cruz Biotechnology, Inc. sc-1615 1:1,000

Goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology, Inc. sc-2005 1:5,000

Goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology, Inc. sc-2004 1:5,000

Bovine anti-goat IgG-HRP Santa Cruz Biotechnology, Inc. sc-2350 1:5,000
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Figure 2. Effects of SYMRKE on LPS-induced production NO and PGE2 in RAW 264.7 macrophages. 

Cells were pre-treated with the indicated concentrations of SYMRKE for 1 h prior to 

incubation with 100 ng/ml LPS for 24 h. The levels of NO (A) and PGE2 (B) in culture 

media were measured by Griess assay and a commercial ELISA kit, respectively. Each 

value indicates the mean ± SD as representative result obtained from three independent 

experiments (*p <0.05 compared to control; #p< 0.05 compared to cells cultured with 100 

ng/ml LPS). 

 

Figure 3. Effects of SYMRKE on LPS-induced expression of iNOS and COX-2 in RAW 264.7 macrophages. 

Cells were pre-treated with the indicated concentrations of SYMRKE for 1 h prior to 

incubation with 100 ng/ml LPS for 24 h. (A) Expression of iNOS and COX-2 at protein 

levels determined by Western blot analysis with cell lysates using anti-iNOS and 

anti-COX-2 antibodies and an ECL detection system. Actin was used as an internal 

control. (B) Bands were quantified using ImageJ, normalized to actin and ratios were 

determined. Data are presented as the means ± SD obtained from three independent 

experiments (*p<0.05 compared with the control group; #p<0.05 compared with the LPS 

group).
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Figure 4. Inhibition of LPS-induced production of TNF-α, IL-1β and IL-6 by SYMRKE in RAW 264.7 
macrophages. Cells were pre-treated with various concentrations of SYMRKE for 1 h 
followed by treatment with 100 ng/ml LPS for 24 h. The levels of TNF-α (A), IL-1β (B) 
and IL-6 (C) present in the supernatants were measured using the corresponding ELISA 
kits. Each value indicates the mean ± SD as representative result obtained from three 
independent experiments (*p <0.05 compared to control; #p< 0.05 compared to cells 
cultured with 100 ng/ml LPS). 

 

Figure 5. Inhibition of LPS-induced expression of TNF-α, IL-1β and IL-6 by SYMRKE in RAW 264.7 
macrophages. Cells were pre-treated with various concentrations of SYMRKE for 1 h 
followed by treatment with 100 ng/ml LPS for 24 h. (A) The protein levels of each 
cytokine were determined by Western blot analysis using the indicated antibodies and an 
ECL detection system. Actin was used as an internal control. (B) Bands were quantified 
using ImageJ, normalized to actin and ratios were determined. Data are presented as the 
means ± SD obtained from three independent experiments (*p<0.05 compared with the 
control group; #p<0.05 compared with the LPS group).
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Figure 6. Suppression of LPS-induced ROS generation by SYMRKE in RAW 264.7 macrophages. Cells 

were pre-treated with 80 µg/ml SYMRKE or 10 mM NAC for 1 h followed by stimulation 

with or without 100 ng/ml LPS for 6 h. (A) After staining with DCF-DA, images were 

obtained by fluorescence microscopy (original magnification, ×200). These images are 

representatives of at least three independent experiments. (B) Cells were incubated with 

DCF-DA and DCF fluorescence was measured by flow cytometry. (C) Each value indicates 

the mean ± SD as representative result obtained from three independent experiments 

using flow cytometry (*p <0.05 compared to control; #p <0.05 compared to cells cultured 

with 100 ng/ml LPS). 
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Figure 7. Effects of SYMRKE on the expression of Nrf2, Keap1 and HO-1 protein levels in RAW 

264.7 macrophages. Cell were treated with 80 µg/ml SYMRKE for the indicated times (A 

and B) or treated with the indicated concentrations of SYMRKE for 24 h (C and D). (A and 

C) The protein levels of each cytokine were determined by Western blot analysis using the 

indicated antibodies and an ECL detection system. Actin was used as an internal control. 

(B and D) Bands were quantified using ImageJ, normalized to actin and ratios were 

determined. Data are presented as the means ± SD obtained from three independent 

experiments (*p<0.05 compared with the control group; #p<0.05 compared with the LPS group).

 


