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서론»»»

현대사회에 이르러 사람의 생활수준이 향상되고 평균 

수명이 늘어나면서 노화와 관련된 질환이 많이 증가하게 

되었다. 특히 세계보건기구(World Health Organization)

에 따르면 2030년에 퇴행성 신경 질환을 겪는 사람이 
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Objectives  Hwanggeumjakyak-tang (HJT) has traditionally been used to treat gastro-

intestinal inflammatory diseases; however, its protective effects against neuronal in-

flammation are still undiscovered.

Methods  We investigated the anti-neuroinflammatory effects of HJT water extract on 

lipopolysaccharide (LPS)-stimulated BV2 mouse microglia cells. BV2 cells were treated 

with LPS (1 μg/mL) 1 hour prior to the addition of HJT. We measured cell viability using 

the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) assay 

and nitrite production using the Griess assay. We performed a reverse transcription-

polymerase chain reaction assay to measure messenger RNA expression of inflammatory 

cytokines including interleukin (IL)-1β, IL-6, and tumor necrosis factor (TNF)-α. Western 

blot analysis was performed to determine protein expression of mitogen-activated pro-

tein kinases (MAPKs) and inhibitor of nuclear factor kappa B (NF-κB)α.

Results  HJT inhibited excessive nitrite release in LPS-stimulated BV2 cells and also 

significantly inhibited inflammatory cytokines such as IL-1β, IL-6, and TNF-α in 

LPS-stimulated BV2 cells. Moreover, HJT significantly suppressed LPS-induced MAPK

and NF-κB activation and inhibited the elevation of IL-1β, IL-6, and TNF-α in the 

brain of LPS-injected mice.

Conclusions  Our study highlights the anti-neuroinflammatory effects of HJT via 

MAPK and NF-κB deactivation. (J Korean Med Rehabil 2021;31(4):1-11)

Key words Hwanggeumjakyak-tang (HJT), Anti-neuroinflammatory effect, Neuroprotective 

agents, Pro-inflammatory cytokines Microglia cell
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세계적으로 7천만 명을 넘을 것으로 전망하였다1). 퇴행

성 신경 질환에는 알츠하이머병(Alzheimer's disease), 

다발성 경화증(multiple sclerosis), 파킨슨병 (Parkinson's 

disease) 등이 포함된다. 이러한 질병들의 발병 원인에 

대해서는 명확하게 밝혀져 있지 않지만 현재까지 밝혀

진 원인으로는 free radical에 의한 산화적 손상, 세포사

멸, 염증 등에 의한 신경 세포의 사멸과 기능 장애가 있

고 이밖에 유전적, 환경적 요인이 복합적으로 작용하는 

것으로 알려져 있다2,3).

중추신경계에 존재하는 대식세포의 일종인 미세아교

세포(microglia cell)의 염증반응은 퇴행성 신경 질환을 

일으키는 다양한 메커니즘 중 하나로 많은 연구가 진행

되고 있다. 미세아교세포는 lipopolysaccharide (LPS)를 포

함한 다양한 병원체에 의해 활성화되어 nitric oxide (NO), 

prostaglandin E2 (PGE2) 등의 염증성 매개체와 tumor 

necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-1β, IL-6 등의 

전염증성 cytokine의 생성을 유도한다. 이러한 염증 매

개체와 cytokine들은 신경 염증을 유발해 신경 세포의 

사멸을 야기하고 뇌 손상을 악화시킬 수 있는 원인 중 

하나로 작용하므로 미세아교세포의 활성화를 조절하여 

염증매개물질들의 방출을 억제하는 것이 퇴행성 신경 

질환에서 신경 세포의 손상을 줄여줄 수 있는 방법이 

될 수 있다4-7).

한의학적으로 퇴행성 신경 질환을 지칭하는 명칭은 

없으나 알츠하이머병, 파킨슨병, 다발성 경화증 등의 

퇴행성 신경 질환의 증상인 기억력 저하, 인지기능 저

하 및 떨림, 강직, 위약 등의 근육기능 저하 등을 健忘, 

痴呆, 振顫, 痿證 등으로 진단하고 변증시치를 통해 치

료적 접근을 해왔다8-10). 하지만 痿證은 대표적인 난치

증에 해당하고9), 健忘, 痴呆는 병기가 복잡하고 주로 노

화와 관련되어 치료가 쉽지 않은 것으로 알려져 있다10).

최근 뇌장축(brain-gut axis) 이론이 각광받고 있다. 

뇌와 관련된 질병에 소화기의 문제가 관련되어 있다는 

이론으로서 소화기 질환에 유효한 치료법 혹은 치료약

을 이용하여 뇌 질환, 뇌 염증 치료에 응용하려는 시도

가 이루어지고 있다11). 소화기 질환에 다용되고 있는 

처방 중에서 본 연구에서는 黃芩芍藥湯을 이용하여 연

구를 진행하였다.

黃芩芍藥湯은 張仲景의 ｢傷寒論｣12)에 최초로 수록되

어 있고, ｢東醫寶鑑｣13)에서는 痢疾로 泄瀉를 하면서 膿

血이 나오고 몸에 열이 나고 腹痛이 있고, 脈이 洪數한 

것을 치료한다고 하였으며 治痢腹痛의 기본방으로 實證

의 急痢에 활용되어 왔다14). 또한 黃芩芍藥湯은 黃芩을 

君藥으로, 芍藥, 甘草로 구성되어 있으며 구성 약재들의 

항염증 및 항뇌염증 효과는 Li 등15)과 Kim16)의 선행 연

구에 의해 진행된 상태이며, 黃芩芍藥湯의 항균작용, 항

염증 작용은 Kim 등17,18)의 선행 연구에 의해 보고된 바 

있다. 하지만 현재까지 LPS로 자극된 미세아교세포에

서 黃芩芍藥湯의 뇌염증 억제 및 뇌세포 보호 효과에 

대한 선행된 연구가 없다.

이에 본 저자는 LPS로 자극된 BV2 cell과 LPS로 유

도한 뇌손상 모델을 사용하여 黃芩芍藥湯의 뇌염증 억

제 작용 및 뇌손상 보호 효과를 조사하여 유의한 결과

를 얻었기에 보고하는 바이다.

재료 및 방법»»»

1. 재료

1) 시약

세포 배양용 시약인 Fetal bovine serum (FBS), RPMI 

Medium 1640, penicillin-streptomycin 등은 Gibco BRL 

(Grand Island, NE, USA)에서 구입하였고, 시약 중 TRI-zol, 

chloroform, acrylamide, sodium dodesyl sulfate (SDS), 

Tris-HCL, LPS 등은 Sigma Aldrich Co., Ltd. (St. Louis, 

MO, USA)에서 구입하였다. 항체인 anti-phospho p38, 

anti-phospho ERK1/2, anti-phospho JNK는 Cell Signaling 

(Danvers, TX, USA)에서 구입하였고, Anti-p38, Anti-JNK, 

Anti-ERK, Anti-β-actin, Anti-Iκ-Bα는 Santa Cruz Biotechnology 

(Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다.

2) 실험동물

실험에 사용된 C57BL/6 mouse (weight: 15~20 g, aged: 

6 weeks, female)는 샘타코(Osan, Korea)에서 구입하였

고, 일주일동안 실험실 환경에 적응시킨 후 실험을 시

행하였다. 모든 실험은 원광대학교의 동물관리규정을 

준수하였다(WKU 21-32).
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3) 약재 및 추출물 제조

본 실험에 사용된 黃芩芍藥湯(Hwanggeumjakyak-tang, 

HJT)은 ｢동의보감｣ 처방을 기준으로 하였으며 사용된 

약재는 황금, 작약, 감초로 전주 보화한약도매에서 구

매하여 사용하였고, 1첩의 분량은 Table Ⅰ과 같다.

실험에 사용된 약재는 물을 용매로 한 추출방법을 이

용하여 본 실험에 사용하였다. 黃芩芍藥湯(100 g) 분량

을 물 1 L와 함께 약탕기(Daewoong, Korea)에서 2시간 

30분 전탕하여 여과하고 -80℃에서 동결 건조하였다. 

동결 건조시킨 후 나온 분말가루는 26.9 g으로 수율은 

26.9%였고, 실험 시 분말가루를 3차 증류수에 희석하여 

여과 후 실험에 필요한 농도로 사용하였다.

2. 방법

1) 세포배양

한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 mouse의 microglia

인 BV2 세포를 분양받았다. 세포배양은 10% FBS와 

1% penicillin-streptomycin을 첨가한 RPMI-1640 배지에

서 37℃, 5% CO₂ 조건 하에 시행하였다.

2) 세포독성

BV2 세포의 생존율은 밀집세포의 미토콘드리아 탈

수소 효소에 의해 자주빛 formazan 생성물로 변하는 

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

bromide (MTT) 환원 시약을 활용하여 측정하였다. 세

포들은 RPMI-1640 배지에서 2×10⁵ cells/mL의 밀도로 

현탁한 후, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2 mg/mL의 각각의 농도로 

HJT을 처리하였다. 24시간 동안 배양한 다음, MTT 용

액을 각각의 well에 첨가한 후 30분 동안 배양하였다. 

상층액을 제거한 이후 dimethyl sulfoxide를 첨가하여 

formazan을 용해하고, 생성된 용해액을 96-well plate에 

loading하였다. Spectrophotometer (Molecular Device, San 

Jose, CA, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정

했다. 아무 처치도 하지 않은 군과의 비율로 세포의 생

존율을 나타냈다.

3) NO 농도 측정

NO 농도는 아질산염의 표준커브로부터 계산하였다. 

그리스 시약(Griess reagent: 2.5%의 phosphoric acid, 0.5%

의 sulphanilamide 및 0.5%의 naphtylethylendiamide)과 

아질산염이 화학 반응하여 형성된 보라색의 아조염은 

NO의 농도와 일치한다. 이를 이용해 아조염의 농도로부

터 아질산염의 농도를 측정하였다. 세포들은 RPMI-1640 

배지에서 2×10⁵ cells/mL의 밀도로 현탁하였고, 0.1, 0.25, 

0.5 mg/mL의 각각의 농도로 HJT을 처리하였다. LPS (1 

μg/mL)로 자극한 이후 24시간 동안 배양하고, 세포 상

층액을 취해 96-well plate에 loading하였다. 100 μL의 

그리스 시약을 첨가한 뒤, spectrophotometer를 사용해 

540 nm에서 혼합물의 흡광도를 측정하였다.

4) RNA 분리 및 quantitative reverse tranion poly-

merase chain reaction (RT-PCR)

Easy Blue (Intron Biotechnology, Seongnam, Korea) 

시약을 통해 total RNA를 추출하였다. 우선 배양한 세

포에 각각 0.1, 0.25, 0.5 mg/mL 농도의 HJT을 1시간 전 

처리한 뒤 LPS로 자극하여 다시 24시간동안 배양하였

다. 이후 배양한 세포를 phosphate buffered saline (PBS)

으로 2회 세척하고, PBS 1 mL씩 가해 세포를 포집한 

이후 원심분리를 하여 바닥에 남은 세포에 Easy Blue 용

액을 1 mL를 넣어 세포를 용해시켰다. 여기에 100 μL의 

chloroform 용액을 가한 뒤 생성된 용액을 15,000 rpm

에서 15분간 원심분리하여 상층액을 취하였다. 그 후 

2-propanol과 1:1로 섞은 뒤 15,000 rpm에서 10분간 원

심분리하여 상층액은 버리고 남은 침전물을 80% ethanol

로 2회 세척 후 건조시켰다. 마지막으로 침전물에 diethyl 

pyrocarbonate 처리한 증류수를 15 μL씩 넣어 RNA를 

용해시킨 뒤 정량하였다. cDNA는 1 μg RNA와 cDNA 

synthesis kit (Applied biosystems, Forster City, CA, USA)

를 이용해서 합성하였다.

Messenger RNA (mRNA) 발현을 정량적으로 표현하

Herbal name Pharmaceutical name
Dose 

(g)

Ratio 

(%)

Hwanggeum Scutellarie Radix  7.5 40

Jakyak Paeoniae Radix Alba  7.5 40

Gamcho Glycyrrhizae Radix 3.75 20

Total amount 18.75 100.0

Table Ⅰ. The Prescription of Hwanggeumjakyak-tang
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기 위해서 정량중합효소반응을 측정하였으며 합성된 

cDNA 1 μL, real time PCR master mix 4 μL (Applied 

biosystems), primer를 넣고 PCR 조건으로 반응시켰다. 

PCR 조건은 92℃에서 30초, 60℃에서 45초, 72℃에서 

30초를 40 cycle로 하였다. 정량 중합 효소 반응에 쓰인 

forward (f)와 reverse (r) primer는 코스모진텍(Daejeon, 

Korea)에서 합성한 것을 사용하였다. 사용한 primer는 

Table II와 같다.

5) Western blot analysis

BV2 세포를 60 mm culture dish에 5×10⁶ cells/dish로 

세포를 배양하고 serum free media (RPMI 1640; Grand 

Island, NE, USA)로 12시간 starvation시켰다. 이후 HJT 

(0.5 mg/mL)을 전처리하고 LPS (500 ng/mL)로 자극

하였다. 30분 뒤에 cold PBS로 3회 세척한 후 세포를 

획득하였다. 획득한 세포를 원심분리(5,000 rpm, 5 

min)하여 그 상층액을 버리고 cell pellet을 수거하였다. 

Radioimmunoprecipitation assay (RIPA) lysis buffer (RIPA 

buffer 1 mL+phosphotase inhibitor 10 μL+protase in-

hibitor 10 μL)를 넣어 단백질을 용해시켜서 원심분리

(15,000 rpm, 20 min)하여 찌꺼기를 가라앉힌 후 단백

질을 정량하였다. 동일한 양의 단백질을 샘플링 버퍼

(4X)를 같이 넣어 섞은 다음, 샘플을 10% SDS-poiya-

crylmide gel eletrophoresis에 electrophoresis한 후 mem-

brane에 옮기고 5% skim milk로 2시간 blocking하였다. 

ERK, p38, JNK의 phosphorylation과 Iκ-Bα를 ECL de-

tection 용액(Amersham, Buckinghamshire, UK)으로 확

인하였다.

6) Brain injury mouse 모델 설정

Brain injury mouse 모델은 기존의 논문을 참고하여15), 

mouse에 LPS (2 mg/kg)를 복강 주사하여 뇌손상을 유

발하였다. 실험실 환경에 적응시킨 mouse는 아무 처리

도 하지 않은 정상군, LPS 처리한 대조군과 HJT 투여 

농도에 따라 0.1 mg/kg 투여군, 0.2 mg/kg 투여군, 두 

종류의 실험군으로 설정하였다. 대조군과 실험군을 실

험 횟수별로 각각 6마리로 나누어 총 3회, 군별 18마리

씩 진행하였다. 연구에서 적용한 HJT 농도는 기존에 진

행된 in-vivo 연구가 없기에 임의로 설정하였다. 실험군

에게는 HJT을 1주일간 하루에 한 번 경구 투여하였고, 

LPS 주사(2 mg/kg) 24시간 후 동물실험 윤리규정을 준

수하여 희생시켰다.

7) 통계처리

모든 실험 결과는 3회 실시하여 그 평균값을 기초로 

mean±standard deviation으로 나타내고, 실험 데이터는 

student’s t-test로 분석하였다. 분석한 데이터가 p값이 

<0.05일 경우 유의한 것으로 판단하였다. 이상의 통계

는 SPSS for windows Version 12.0 (IBM Co., Armonk, 

NY, USA)을 사용하여 처리하였다.

결과»»»

1. 세포독성

BV2 세포에서 HJT이 세포독성에 영향을 주는지 확

인하기 위해 MTT assay를 이용하여 세포생존율을 측정하

였다. 세포독성이 관찰되지 않는 HJT의 처리농도를 확인

하기 위해 BV2 세포에 HJT을 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2 mg/mL 

농도로 24시간 처리하였다. HJT을 처리하지 않은 대조

군(control)과 HJT을 0.1 mg/mL 농도에서 0.5 mg/mL 

농도까지 처리한 실험군 사이의 세포생존에는 통계적

으로 유의한 차이가 없었다. 그러나 BV2 세포에 HJT을 

1 mg/mL 이상의 농도로 처리할 경우 세포독성을 의미

하는 세포생존율의 감소가 관찰되었다(Fig. 1). 이러한 

관찰결과를 토대로 BV2 세포에서 HJT의 처리농도를 

0.1, 0.25, 0.5 mg/mL 농도로 결정하였다.

Gene Primer

IL-1β 5′-CCTCGTGCTGTCGGACCCAT-3′ (forward)

5′-CAGGCTTGTGCTCTGCTTGTGA-3′ (reverse)

IL-6 5′-CCGGAGAGGAGACTTCACAG-3′ (forward)

5′-CAGAATTGCCATTGCACAAC-3′ (reverse)

TNF-α 5′-GTGGAACTGGCAGAAGAGGC-3′ (forward)

5′-AGACAGAAGAGCGTGGTGGC-3′ (reverse)

GAPDH 5′-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3′ (forward)

5′-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3′ (reverse)

IL: interleukin, TNF: tumor necrosis factor, GAPDH: glycer-

aldehyde-3-phosphate dehydrogenase.

Table Ⅱ. The Primer of IL-1β, IL-6, TNF-α, GAPDH
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2. LPS로 자극된 BV2 cell에서 HJT의 NO 생성 억

제 효과

NO는 활성 산소 중 하나이며 염증 반응을 촉진, 심

화시키는 작용을 하는 것으로 알려져 있다. 우리는 

BV2 세포에서 HJT가 NO의 생성을 억제하는 효과가 

있는지 조사하기 위해 BV2 세포에 HJT를 각각 0.1, 

0.25, 0.5 mg/mL의 농도로 처리한 다음 LPS로 자극하

였다. LPS로 자극되어 활성화된 BV2 세포의 nitrite의 

생성은 LPS로 자극하지 않은 대조군에 비해 큰 값으로 

증가하였음을 확인하였다. 이러한 LPS 자극으로 인한 

nitrite의 생성은 HJT 처리에 의해 0.1~0.5 mg/mL 농도

의 범위에서 농도의존적으로 감소함을 확인하였으며, 

특히 HJT 0.25와 0.5 mg/mL 농도에서 유의한 nitrite 생

성 억제 효과를 보였다(Fig. 2).

3. LPS로 자극된 BV2 cell에서 HJT의 전염증성 

cytokine 억제 효과

BV2 세포에서 HJT의 항염증 효과를 조사하기 위해 

BV2 세포에 HJT를 0.1, 0.2, 0.5 mg/mL의 농도로 각각 

처리한 다음 LPS로 자극하여 전염증성 cytokine (TNF-α, 

IL-1β, IL-6) mRNA 발현 정도를 quantitative polymer-

ase chain reaction (qPCR)을 통해 확인한 뒤 glycer-

aldehyde-3-phosphate dehydrogenase를 기준으로 mRNA 

발현을 정량적으로 표현했다. 그 결과 BV2 세포에서 

LPS의 자극에 의해 증가한 TNF-α, IL-1β, IL-6 의 발현

이 HJT의 처리에 의해 모두 농도 의존적으로 발현양이 감

소함을 확인하였다. 특히, 0.2와 0.5 mg/mL 농도의 HJT 

처리에 의해 TNF-α, IL-1β, IL-6의 발현양이 유의하게 

감소했음을 알 수 있다(Figs. 3-5).

Fig. 1. Effect of HJT on cell viability in BV2 cells. BV2 cells 

were treated for 24 h with the vehicle (control) or the indicated 

concentrations (0.1, 0.25, 0.5, 1, and 2 mg/mL) of HJT. Cell 

viability was determined by MTT assay, as described in Methods. 

Data are the mean±standard deviation (n=3). *p<0.05 versus 

the vehicle-treatment condition. HJT: Hwanggeumjakyak-tang, 

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

bromide.

Fig. 3. Effect of HJT on TNF-α expression in LPS-stimulated 

BV2 cells. BV2 cells were incubated for 1 h with medium 

alone (control) or HJT (0.1, 0.2, and 0.5 mg/mL), and then 

stimulated for 24 h with LPS (1 μg/mL). The measurement 

of the mRNA expression level of TNF-α were used qPCR and 

the corresponding quantification data are shown. Data are the 

mean±standard deviation (n=3). *p<0.05 versus the medium alone 

condition, †p<0.05 versus the LPS only treatment condition. 

HJT: Hwanggeumjakyak-tang, TNF: tumor necrosis factor, LPS: 

lipopolysaccharide, mRNA: messenger RNA, qPCR: quantitative 

polymerase chain reaction.

Fig. 2. Effect of HJT on LPS-induced NO production in BV2

cells. BV2 cells were incubated with medium alone (control)

or HJT (0.1, 0.25, and 0.5 mg/mL), and then stimulated for 

24 h with LPS (1 μg/mL). The concentrations of the NO 

metabolite nitrite produced by activated BV2 cells were 

determined by Griess reagent, as described in methods. Data 

are the mean±standard deviation (n=3). *p<0.05 versus the 

medium alone condition, †p<0.05 versus the LPS only treatment

condition. HJT: Hwanggeumjakyak-tang, LPS: lipopolysaccharide,

NO: nitric oxide.



김종규⋅임지성⋅안정후⋅송용선

6 J Korean Med Rehabil 2021;31(4):1-11.

4. LPS로 자극된 BV2 cell에서 HJT의 염증 억제 기전

HJT가 세포의 성장과 분화, cytokine 생성 및 산화스트

레스 제어에 중요한 역할을 하는 mitogen-activated pro-

tein kinases (MAPKs; ERK, JNK, p38)와 Iκ-Bα 신호전

달 경로의 발현에 어떠한 영향을 주는지 조사하기 위해 

MAPKs의 인산화와 Iκ-Bα를 western blot을 통해 확인

했다. 그 결과 LPS 자극된 BV2 세포에서 ERK, JNK, p38

의 인산화는 모두 증가된 양상을 보였다. 하지만 HJT 

0.5 mg/mL의 자극에 의해 상당히 감소했음을 관찰할 

수 있었다. LPS 자극된 BV2 세포에서 Iκ-Bα는 감소했

음을 확인할 수 있었고, HJT 0.5 mg/mL의 자극에 의해 

아무것도 처리하지 않은 군의 수준과 비슷한 양상을 보

였다(Fig. 6).

5. LPS로 자극된 뇌손상 마우스 모델에서 HJT의 전

염증성 cytokine 억제 효과

LPS로 자극된 뇌손상 마우스 모델의 뇌 조직에서 

HJT의 전염증성 cytokine 억제 및 뇌손상 보호 효과에 

대하여 조사하기 위해 HJT을 0.1, 0.2 mg/kg의 용량으

로 1주일간 하루 한 번 마우스에 경구투여한 후 LPS로 

24시간 자극하여 마우스의 뇌조직을 얻었다. 전염증성 

Fig. 4. Effect of HJT on IL-1β expression in LPS-stimulated 

BV2 cells. BV2 cells were incubated for 1 h with medium 

alone (control) or HJT (0.1, 0.25, and 0.5 mg/mL), and then 

stimulated for 24 h with LPS (1 μg/mL). The measurement 

of the mRNA expression level of IL-1β were used qPCR and 

the corresponding quantification data are shown. Data are the 

mean±standard deviation (n=3). *p<0.05 versus the medium alone 

condition, †p<0.05 versus the LPS only treatment condition. HJT: 

Hwanggeumjakyak-tang, IL: interleukin, LPS: lipopolysaccharide, 

mRNA: messenger RNA, qPCR: quantitative polymerase chain 

reaction.

Fig. 5. Effect of HJT on IL-6 expression in LPS-stimulated 

BV2 cells. BV2 cells were incubated for 1 h with medium 

alone (control) or HJT (0.1, 0.2, and 0.5 mg/mL), and then 

stimulated for 24 h with LPS (1 μg/mL). The measurement 

of the mRNA expression level of IL-6 were used qPCR and 

the corresponding quantification data are shown. Data are the 

mean±standard deviation (n=3). *p<0.05 versus the medium 

alone condition, †p<0.05 versus the LPS only treatment 

condition. HJT: Hwanggeumjakyak-tang, IL: interleukin, LPS: 

lipopolysaccharide, mRNA: messenger RNA, qPCR: quantitative 

polymerase chain reaction.

Fig. 6. Effect of HJT on the phosphorylation of MAPKs and 

the Iκ-Bα in LPS-stimulated BV2 cells. BV2 cells were treated 

with the indicated concentrations (0.5 mg/mL) of HJT for 12 

h, and then stimulated with LPS (1 μg/mL) for 30 min. Cell 

lysates were analyzed by western blot analysis. The experiment 

was repeated three times, and similar results were obtained. 

HJT: Hwanggeumjakyak-tang, MAPKs: mitogen-activated protein 

kinases, LPS: lipopolysaccharide.



지질다당류로 유발한 염증성 뇌손상 동물모델에 대한 황금작약탕의 억제효과 연구

www.e-jkmr.org 7

cytokine은 qPCR로 분석하였다. LPS 자극 그룹의 뇌조

직에서 TNF-α, IL-1β, IL-6와 같은 cytokine은 정상그룹

에 비해 상당히 증가한 양상을 보였고 HJT를 처리한 

그룹에서는 LPS 자극 그룹에 비해 농도 의존적으로 전

염증성 cytokine의 생성이 유의하게 감소함을 확인하였

다(Figs. 7-9).

고찰»»»

퇴행성 신경 질환이란 알츠하이머병, 다발성 경화증, 

파킨슨병 등을 포함하며 신경 세포의 사멸 및 기능 장

애와 연관되어 점진적인 뇌 기능의 손상으로 인해 야기

되는 질환을 의미한다. 발병 원인은 명확하지 않으나, 

중추신경계 내에서 면역을 담당하고 있는 미세아교세

포의 염증 반응에 의해 신경 세포가 손상되는 것이 퇴

행성 신경 질환을 유발하는 다양한 원인 중 하나로 최

근 지목되고 있다2-7).

손상 및 감염 부위에서 미생물 산물의 존재는 주변의 

탐식세포가 염증 반응을 시작하도록 자극한다. 탐식세

포는 미생물을 확인하고 섭취하여 파괴하는 1차적인 

방어 기능을 수행하는 세포들로 호중구와 대식세포 등

을 포함하고 골수에서 유래하여 혈액 내 순환되고 성숙

하며 다양한 조직에서 활성화되는데, 중추신경계에서 

활성화되어 존재하는 탐식세포가 미세아교세포이다19). 

탐식세포가 미생물 산물에 자극을 받으면 toll-like re-

ceptors (TLRs)가 활성화 되며, 그 중 TLR4는 LPS에 의

해 활성화되어 MAP 키나아제 연쇄반응과 IκB 키나아

제 연쇄반응 경로를 통해 TNF-α, IL-1β, IL-6 등 다양한 

전염증성 cytokine의 전사 및 발현을 유도한다. 그 결과 

염증 반응 매개체인 inducible nitric oxide synthase (iNOS), 

Fig. 8. Effect of HJT on IL-1β expression in LPS-injected brain 

injury mouse model. The measurement of the expression level 

of IL-1β on mRNA level used qPCR and the corresponding 

quantification data are shown. Data are the mean±standard 

deviation (n=3). *p<0.05 versus the saline alone condition, 
†p<0.05 versus the LPS only treatment condition. HJT: 

Hwanggeumjakyak-tang, IL: interleukin, LPS: lipopolysaccharide, 

mRNA: messenger RNA, qPCR: quantitative polymerase chain 

reaction.

Fig. 7. Effect of HJT on TNF-α expression in LPS-injected 

brain injury mouse model. The measurement of the expression 

level of TNF-α on mRNA level used qPCR and the corresponding 

quantification data are shown. Data are the mean±standard 

deviation (n=3). *p<0.05 versus the saline alone condition, 
†p<0.05 versus the LPS only treatment condition. HJT: 

Hwanggeumjakyak-tang, TNF: tumor necrosis factor, LPS: 

lipopolysaccharide, mRNA: messenger RNA, qPCR: quantitative 

polymerase chain reaction.

Fig. 9. Effect of HJT on IL-6 expression in LPS-injected brain 

injury mouse model. The measurement of the expression level 

of IL-6 on mRNA level used qPCR and the corresponding 

quantification data are shown. Data are the mean±standard 

deviation (n=3). *p<0.05 versus the saline alone condition, 
†p<0.05 versus the LPS only treatment condition. HJT: 

Hwanggeumjakyak-tang, IL: interleukin, LPS: lipopolysaccharide, 

mRNA: messenger RNA, qPCR: quantitative polymerase chain 

reaction.
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cyclo-oxygenase-2 등이 발현되며 이 과정으로 NO, PGE2 

등이 최종 분비되어 국소부위 염증을 일으킨다20). 정상

적인 과정의 염증 반응은 세포의 능동적인 방어 기전으

로 훌륭하게 작용하나 미세아교세포를 포함한 국소적 

탐식세포가 과도하게 활성화되거나 염증 반응이 지속

적으로 장시간 반복될 경우 신경퇴행성 질환, 골관절염 

등의 병리적인 결과로 이어질 수 있다19,20). 따라서 미세

아교세포의 과도한 활성을 억제하는 것을 통해 신경 세

포의 기능 손상이나 사멸을 막아 뇌조직 등의 신경 조

직 기능 저하를 방지할 수 있다는 것을 본 연구의 기본 

개념으로 삼았다.

한의학적으로 腦와 관련된 문헌들을 살펴보면 ｢東醫

寶鑑｣13)에서 “腦爲髓海”라 하여 뇌가 골수의 바다이며 

모든 골수가 뇌에 속하고 뇌에서 꼬리뼈까지 모두 精髓

가 오르내리는 길이라 설명하여 현대의학의 중추신경

계와 유사한 형태로 설명하고 있다. ｢靈樞⋅決氣｣21)에

서 “腦髓消, 脛痠, 耳數鳴”이라 하였고, ｢靈樞⋅海論｣21)

에선 “髓海有餘, 則輕勁多力, 自過其度; 髓海不足, 則腦轉

耳鳴, 脛痠眩冒, 目無所見, 懈怠安臥.”라고 하여 腦髓가 

부족해짐에 따라 인체의 정신, 신체의 활동이 저하되는 

것을 설명하였고, ｢類經｣22)에서 張景岳은 髓海不足은 

결국 精不足 증상과 같은 의미로 보았다. 이것은 나이

가 들어 腎氣가 衰함으로 陰精이 虧損되면 精이 缺乏되

고 腦에 上衝하지 못해 결국 腦海가 空虛해지는 것과 

유사한 의미로 해석이 된다. 이러한 정상생리기능의 감

퇴나 실조는 頭痛, 耳鳴, 眩暈, 健忘, 失眠 등의 증상을 

나타내고, 악화되면 知能低下, 痴呆 등이 발생하게 된다

고 하였다23,24). 이것은 기억력 저하, 인지기능 저하 및 

떨림, 강직, 위약 등의 근육기능 저하 등의 증상들로 표

현되는 퇴행성 신경질환의 치료가 한의학적으로도 쉽

지 않으며, 나이가 들어감에 따라 腎氣가 衰하여 陰精이 

虧損되는 것은 퇴행성 신경질환의 주요 치료 방향이 예

방 및 악화 방지인 것과 연관될 수 있다고 생각된다.

黃芩芍藥湯은 ｢傷寒論｣12)에서 治太陽合少陽病 自下痢

腹痛으로 최초로 기록된 이후 ｢東醫寶鑑｣13)에서 治下痢

膿血, 身熱腹痛, 脈洪數으로 기록되어 있어 痢疾로 인한 

급성 실증 복통설사의 기본방으로 활용되어 왔으며, 淸

熱燥濕藥의 黃芩을 君藥으로, 補血藥의 芍藥, 補氣藥의 

甘草이 2:2:1 비율로 구성되어 있다14). 黃芩은 肺, 心, 

膽, 肝, 大腸 五經에 작용하여 淸熱燥濕, 瀉火解毒⋅止

血, 安胎 등의 효능이 있으며25), 약리학적으로 baicalin

을 주성분으로 하는 flavonoid 화합물로 항균 및 항바이

러스 작용, 항염 및 항과민 작용 등의 약리작용이 연구

되었다26-30). 芍藥은 肝, 脾 二經에 작용하여 養血和營, 

緩急止痛, 斂陰平肝 등의 효능이 있으며25), paeoniflorin

을 주로 함유하여 중추 신경계에 대한 진통과 진경 작

용, 항산화 작용 등이 연구되었다26,31,32). 甘草는 脾, 胃, 

心, 肺 四經에 작용하여 補脾益氣, 潤肺止咳, 緩急止痛, 

淸熱解毒, 調和諸藥 등의 효능이 있으며25) glycyrrhizine

을 주로 함유하고 항염 및 항과민 작용, 항바이러스 작

용, 해독 작용 등의 약리작용이 연구되었다16,26,33).

국내의 黃芩芍藥湯에 대한 연구로는 黃芩芍藥湯의 

MRSA에 대한 항균활성에 관한 연구17), 黃芩芍藥湯의 

RAW 264.7 대식 세포에서의 항염증 효과에 관한 연구18) 

등이 있어 黃芩芍藥湯이 항균작용, 항염증 작용이 있다

는 것이 보고된 바 있다. 이에 黃芩芍藥湯이 뇌염증 억

제 효과가 있을 것으로 생각되어 본 연구에서는 LPS로 

자극된 BV2 세포에서 黃芩芍藥湯의 항염증 효과와 기

전을 조사하였고 LPS로 유도된 뇌손상 동물모델에서 

항염증 효과를 확인하였다.

미세아교세포에서 黃芩芍藥湯이 세포 독성에 영향을 

미치는지 확인하기 위해 MTT assay를 이용하여, BV2 

세포에 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2 mg/mL 농도의 黃芩芍藥湯을 

처리하여 세포 생존율을 측정하였다. 그 결과 黃芩芍藥

湯을 1 mg/mL 이상의 농도로 처리한 경우 세포 생존율

의 감소가 관찰되었으며, 0.5 mg/mL 이하의 농도로 처

리한 경우에는 세포 생존율에 유의미한 차이는 없었다. 

이것은 0.5 mg/mL 농도 이하의 黃芩芍藥湯은 BV2 세포

에 손상을 미치지 않으나 1 mg/mL 농도 이상은 BV2 세

포에 손상을 미치는 세포 독성을 나타낸 것을 의미한다.

미세아교세포는 iNOS라고 부르는 유도성 산화질소 

합성효소의 작용에 의하여 반응성 질소 중간대사산물

reactive nitrogen intermediates (RNIs), 주로 NO를 생산

한다. iNOS에 의해 자유롭게 확산되는 NO는 포식 용

해소체 내에서 포식세포의 산화효소에 의하여 발생하

는 과산화수소나 과산화물과 결합하여 미생물을 사멸

시킬 수 있는 반응성이 강한 과산화질소 라디칼을 생산

한다. 하지만 이러한 세포의 살균물질은 자기 조직과 미

생물을 구별하지 못하여, 과도한 NO의 생성은 정상세포

를 파괴하고 염증 반응을 과다하게 촉진하여 인체 조직
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의 손상을 유발할 수 있다19,20).

LPS로 자극된 미세아교세포에서 黃芩芍藥湯 처리가 

NO 생성을 억제하는 효과를 나타내는지 조사하기 위

해 본 실험에서는 BV2 세포에 黃芩芍藥湯을 각각 0.1, 

0.25, 0.5 mg/mL의 농도로 처리한 다음 LPS로 자극하

였다. 그 결과 LPS로 자극한 세포군은 LPS로 자극하지 

않은 대조군에 비해 NO 생성값이 상당히 증가하였음

을 확인하였고 LPS로 자극한 세포군에서 黃芩芍藥湯 

처리에 의해서 NO의 생성량이 감소함을 확인하였으며 

특히 黃芩芍藥湯 0.25와 0.5 mg/mL의 농도에서 유의한 

감소 효과를 보였다. 이는 세포독성을 일으키지 않는 

농도 내에서 黃芩芍藥湯이 LPS로 자극된 BV2 세포에

서 NO 생성을 농도 의존적으로 억제하며, 결과적으로 

염증 반응을 억제하는 것을 시사한다.

전염증성 cytokine은 탐식세포가 분비하여 면역 반응

과 염증 반응을 매개하고 조절하는 물질이다. 염증 반

응 초기에 대식세포에서 분비되는 전염증성 cytokine으

로는 IL-1, IL-6, TNF 등이 있다. TNF는 TNF-α로 불리

며 감염 부위로 호중구와 단핵구의 보충을 촉진시키고, 

이들을 활성화시켜서 미생물을 제거하게 유도한다. 

IL-1은 IL-1α와 IL-1β의 두 가지 형태가 있으나 동일한 

세포 표면 수용체에 결합하며 동일한 생물학적 활성을 

갖는다. IL-1β은 TNF-α와 비슷한 생물학적 효과를 가

지며 분비된 IL-1β의 농도가 낮은 경우엔 국소 염증 반

응을 매개하지만 다량으로 분비되는 경우에는 혈류로 

들어가 열을 발생하는 등의 내분비 기능을 나타낸다. 

IL-6는 간세포의 급성단계 단백질 합성을 자극하여 급

성단계 반응에 기여하며 골수 전구세포로부터 호중구

의 생산을 유도한다. 이러한 전염증성 cytokine은 염증 

매개물질로 과도할 경우 세포 손상 등의 병리적 문제를 

야기할 수 있다19,20,34,35).

LPS로 자극된 미세아교세포에서 黃芩芍藥湯의 전염

증성 cytokine 억제 효과를 조사하기 위해 본 실험에서

는 BV2 세포에 0.1 0.2 0.5 mg/mL 농도의 黃芩芍藥湯

을 처리한 다음 LPS로 자극하여 TNF-α, IL-1β, IL-6의 

mRNA 발현 정도를 qPCR을 통하여 확인 후 정량적으

로 표현했다. 그 결과 LPS로 자극하지 않은 세포군보다 

LPS로 자극한 세포군에서 전염증성 cytokine 발현 정도

가 상승하였고, LPS로 자극한 세포군에서 黃芩芍藥湯

을 처리한 경우 TNF-α, IL-1β, IL-6 mRNA의 발현이 농

도 의존적으로 감소한 것을 확인하였다. 이것은 黃芩芍

藥湯이 LPS로 자극된 BV2 세포에서 염증 반응의 매개

물질인 cytokine을 억제하여 염증 반응을 억제시키는 

역할을 수행하는 것을 의미한다.

염증 반응들은 MAPKs와 nuclear factor-κB (NF-κB) 

신호 전달 기전에 의해 조절되며 자극 받지 않은 세포

에선 NF-κB subunit들은 Iκ-Bα 단백질과 결합한 상태로 

존재하며 LPS, cytokine 등의 자극에 의해 Iκ-Bα의 인

산화, 소멸 반응이 발생한다. MAPKs는 serine/threonine 

단백질 키나아제로 세포 성장과 분화, 세포 스트레스 

및 cytokine 생성과 같은 세포 과정의 조절과 관련이 있

으며 자외선, 삼투압 스트레스, TNF와 IL-1 같은 전염

증성 cytokine 등의 다양한 형태의 독성 자극에 의해 활

성화되며 JNK와 ERK, p38의 3개로 구성된다. MAPKs

가 자극되면 전사인자가 인산화되어 활성화되고 대상 

유전자가 발현되어 생물학적 반응을 일으킨다20,36,37).

앞선 실험에서 黃芩芍藥湯이 LPS로 자극된 BV2 세

포에서 염증 억제 반응 효과를 일으킨다는 것을 확인하

였다. 이런 염증 억제 반응이 MAPKs 및 Iκ-Bα와 같은 

신호전달 경로의 활성화를 통해서 일어나는지에 대해 

조사하기 위해 western blot을 수행하였다. 그 결과, LPS

로 자극된 BV2 세포에서 ERK, JNK, p38의 인산화는 

모두 증가하였지만 0.5 mg/mL 농도의 黃芩芍藥湯을 처

리한 세포군에선 상당히 감소한 것을 관찰할 수 있었

고, LPS로 자극된 BV2 세포에서 Iκ-Bα는 감소했으나 

0.5 mg/mL 농도의 黃芩芍藥湯을 처리한 세포군에선 정

상군과 비슷한 수준의 발현 양상을 확인했다. 이것은 

黃芩芍藥湯이 MAPKs 인산화를 억제시키고 Iκ-Bα의 분

화를 감소시키는 신호전달경로를 통해 전염증성 cyto-

kine의 발현을 억제함을 시사한다.

黃芩芍藥湯의 뇌염증 억제 및 뇌손상 보호 효과가 경

구 투여에도 효과가 있는지 조사하기 위하여 黃芩芍藥

湯을 0.1, 0.2 mg/kg의 용량으로 1주일간 하루 한 번 마

우스에 경구 투여한 후 LPS로 24시간 자극하여 얻은 

뇌손상 마우스 모델의 뇌 조직의 전염증성 cytokine을 

qPCR로 분석하였다. 그 결과 LPS로 자극된 그룹의 뇌

조직에서 TNF-α, IL-1β, IL-6 mRNA의 발현이 정상그

룹에 비해 상당히 증가한 양상을 보였고 黃芩芍藥湯을 

처리한 그룹에서는 LPS 자극 그룹에 비해 농도 의존적

으로 전염증성 cytokine의 생성이 유의미하게 감소함을 
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확인하였다. 이것은 세포 수준에서 염증 반응을 억제한 

黃芩芍藥湯이 경구 투여 시에도 마우스 뇌조직의 염증 

반응을 억제할 수 있다는 것을 의미한다.

이상의 실험결과를 종합해보면 미세아교세포 염증 

모델과 LPS로 유도된 brain injury 동물모델에서 黃芩芍

藥湯은 미세아교세포의 활성화를 억제시키는 뇌염증 

억제 효과를 통해 뇌손상 보호 효과를 나타내는 것으로 

생각한다.

결론»»»

LPS로 자극된 미세아교세포 모델 및 LPS로 유도된 

뇌손상 실험동물 모델에서 黃芩芍藥湯의 뇌염증 억제 

효과와 뇌손상 보호 효과를 조사하여 다음과 같은 결론

을 얻었다.

1. LPS 자극에 의해 활성화된 미세아교세포 염증 모델

에서 黃芩芍藥湯 처리는 전염증성 cytokine (TNF-α, 

IL-1β, IL-6)의 생성을 억제하였으며, NO와 같은 

염증물질의 분비를 감소시켰다.

2. LPS 자극에 의해 활성화된 미세아교세포 염증 모

델에 黃芩芍藥湯 처리는 ERK, JNK, p38 인산화를 

억제하였고 Iκ-Bα의 분화를 감소시켰다.

3. LPS로 유도된 뇌손상 실험동물 모델에서 黃芩芍藥

湯 경구투여는 활성화된 미세아교세포에서 주로 

생성되는 전염증성 cytokine (TNF-α, IL-1β, IL-6)

의 생성을 억제하였다.

이상의 결과로 보아 黃芩芍藥湯은 LPS로 자극된 미

세아교세포와 뇌손상 동물모델에서 뇌염증 억제 효과

를 나타냈고 이로 인해 뇌손상 보호 효과를 나타내는 

것으로 생각한다. 따라서 黃芩芍藥湯은 추후에 임상적

으로 뇌염증 관련 질환을 치료하고 예방하는 효과적인 

후보물질중의 하나로 활용될 수 있을 것으로 보인다.
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