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Abstract

 Objectives : The aim of experiment is to examine anti-inflammatory effect and anti-oxidant effect of 

Naesohwangryun-tang (NSHRT) in LPS-stimulated RAW264.7 macrophage cells.

  Methods : In the present study, The cell viability was performed by MTT assay. Nitric oxide (NO) production 

and prostaglandin E2 (PGE2) synthesis were performed by NO assay and ELISA KIT. The anti-oxidant effect was 

performed by DPPH and ABTS radical scavenging activity. The inhibitory effects of pro-inflammatory mediators 

and cytokines were confirmed by realtime PCR and western blotting.

  Results : NSHRT was no cytotoxicity at treated group. NO and PGE2 production were inhibited compared to 

the LPS treated group and also mRNA and protein expressions were significantly decreased compared to the LPS 

treated group.

  Conclusions : According to the above experiments, we confirmed that NSHRT has anti-inflammatory and 

anti-oxidant effects. It is suggested that NSHRT is potential ingredient of skin diseases.
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Ⅰ. 서  론

  염증반응은 외부의 물리적 자극이나 화학적으로 유해

한 물질 등에 의해 발생되는 조직 손상에 대한 방어반

응으로, 생체내의 세포 및 조직이 외부에서 받은 자극

을 국소화시켜 손상된 부위를 정상적으로 회복하고 유

지하려는 생체의 방어기전이다. 주로 통증, 발열, 기능

상실 등과 증상이 나타난다. 과도한 염증 반응 시 면역

을 담당하는 세포가 활성화되는데, 대표적으로 대식세

포가 있다1). 대식세포는 동물 체내 모든 조직에 분포하

며 침입한 세균 등을 잡아 소화시키고, 활성화 된 대식

세포는 체내 유입된 염증의 원인을 인식해 

prostaglandin (PG), nitric oxide (NO)와 같은 염증 

매개체 및 tumor necrosis factor-α (TNF-α), 

Inter-leukin-1β (IL-1β), Inter-leukin-6 (IL-6)와 

같은 pro-inflammatory cytokines 등의 염증 매개물

질을 생성한다. 이 때, 대식세포는 다른 면역 세포들의 

활성화를 유도하고 그에 따른 염증원인을 제거하고 복

구하는 조절자 역할을 한다2). Lipopolysaccharide 

(LPS)는 그람음성균의 세포 외막에 존재하는 염증 유발

물질 역할을 하며, 대식세포 자극을 통해 NO, PGE2 및 

TNF-α, IL-1β,  IL-6 등의 염증 매개체들을 생성시킨

다3). 이러한 염증 매개체들의 과발현은 숙주에 치명적

이며 혈관투과성과 부종 등의 염증반응을 촉진시킨다4). 

대식세포에서 mitogen-activated protein kinases 

(MAPKs)는 대표적 신호 전달 매개체의 역할을 하여 

NO, COX-2 및 염증성 사이토카인의 발현과 생성에 

관여한다5,6). 

  內疎黃連湯(Naesohwangryun-tang, NSHRT)은 

《東醫寶鑑 雜病篇 癰疽》7)에 수록되어 있으며, 當歸, 連

翹, 赤芍藥, 大黃, 檳榔, 梔子, 黃芩, 黃連, 甘草, 桔梗, 木

香, 薄荷로 구성되어 있고, "治癰疽, 脉洪一作沈實, 發熱

煩躁, 藏府秘澁, 當先通利, 宜用此."로 인체의 體表에 발

생하는 化膿性 질환인 瘡瘍에 속하는 癰과 疽를 치료하

는 처방이다8). NSHRT에 대해 지금까지의 국내연구동

향은 staphylococcus aureus 등에 대한 항균효과에 

대한 천 등9), 항산화, 항암, 항균에 대한 안 등10), LPS

로 염증을 유발한 흰쥐의 혈액에서 WBC count, IL-6 

감소를 통한 소염에 대한 안 등11)이 있으나, 항염증 기

전에 관한 연구는 미비한 실정이다. 하지만 본원 외래

에서 구내염을 호소하는 환자들에게 사용하여 증상 개

선이 있었던 1-2례를 바탕으로 이 처방에 대한 항염의 

효과에 대한 추가적인 연구가 필요할 것을 인지하였고, 

이에 본 연구에서는 LPS로 유도된 RAW264.7 대식세

포에서 NSHRT의 항염증 기전 및 염증반응에서 생성되

는 자유기의 소거능을 밝히고자 한다.

Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 실험 재료

  NSHRT 처방의 구성약재들은 ㈜HMAX(제천, 한국)

에서 구입하였으며, 처방된 약재들의 구성비는 아래의 

표에 표기하였다(Table 1). 배합된 약재 192g과 3차 

증류수 2000㎖를 heating mantle(MS-DM607, 

M-TOPS, Korea)을 이용하여 100℃에서 4시간동안 

환류 추출하였다. 추출물을 2회에 걸쳐 여과 후 감압농

축기(CH-9230 Flawil 1, BUCHI Switzerland)로 농

축시켜 100㎖의 농축액을 얻었으며, 동결건조를 위해 

초저온냉동고에 보관 후 동결건조기를 이용하여 동결건

조를 시켰다. 동결건조 후 건조 분말은 40g을 얻었으

며, 수율은 20.8%였다.

2. 세포 배양

  본 연구에서는 American Type Culture 

Collection (ATCC; Manassas, USA)에서 구입한 

RAW 264.7 마우스 대식세포를 사용하였으며, 1% 

Penicillin/Streptomycin (Gen DEPOT, USA)과 
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10% fetal bovine serum (FBS; GenDEPOT, USA)을 

함유한 Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM, Gen DEPOT, USA) 배양액에서 37℃, 5% 

CO2 조건의 배양기로 배양하였다.

Table 1. Contents of NSHRT

Herbal 
name

Scientific Name
Weight

(g)

當歸 Angelicae Gigantis Radix 16

連翹 Forsythiae Fructus 24

赤芍藥 Paeoniae Radix Rubra 24

大黃 Rhei Radix et Rhizoma 32

檳榔 Arecae Semen 16

梔子 Gardeniae Fructus 16

黃芩 Scutellariae Radix 16

黃連 Coptidis Rhizoma 16

甘草 Glycyrrhizae Radix 8

桔梗 Platycodi Radix 8

木香 Aucklandiae Radix 8

薄荷 Menthae Herba 8

Total 192

3. 세포 독성 평가

  NSHRT의 세포 독성을 측정하기 위해 MTT assay를 

실시하였다. RAW 264.7 세포를 96 well plate에 

7×104cells/well로 분주하고 37℃, 5% CO2 조건의 

배양기에서 24시간 배양하였다. 이후 상층액을 걷어내

고 NSHRT를 농도별로 (62.5, 125, 250 및 500㎍/㎖) 

처리하고 24시간 반응시켰다. 이후 3-(4,5-dime- 

thylthiazol-2-yl)2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT; Bio basic, Canada)를 처리하고 4시간 반응시

켰으며, dimethyl sulfoxide (DMSO, Bio basic, 

Canada)를 넣고 반응시킨 후 spectrophotometer 

(Synergy HT, bio-TEK, USA)를 이용하여 570㎚에서 

흡광도 측정을 하였다.

4. NO 생성 측정

  RAW 264.7 세포에서 염증성 지표인 nitric oxide 

(NO)의 함량을 측정하기 위해 LPS (1㎍/㎖)와 농도별 

NSHRT를 (62.5, 125, 250 및 500㎍/㎖) 처리하고 24

시간 배양하였다. 이후 Griess reagent (Sigma, USA)

와 상층액을 동일한 비율로 하여 상온에서 반응시키고 

spectrophotometer를 이용하여 540㎚에서 흡광도 측

정을 하였다.

5. PGE2 측정

  NSHRT의 PGE2 생성을 측정하기 위해 ELISA kit 

(abcam, UK)를 사용하여 측정하였다. RAW 264.7 세

포를 6 well-plate에 6×105cells/well로 분주하고 3

7℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. 이

후 상층액을 걷어내고 NSHRT를 농도별로 (62.5, 125, 

250 및 500㎍/㎖) 처리하고 24시간 반응시켰다. 이후 

상층액을 수집하여 원심 분리 후 ELISA kit의 방법대로 

진행하였으며, 최종적으로 450㎚에서 흡광도를 측정하

였다.

6. DPPH 라디칼 소거능 측정

  NSHRT의 항산화 효과를 측정하기 위해 DPPH 

radical 소거능을 측정하였다. 메탄올과 증류수를 동일

한 비율로 섞은 용액을 용매로 사용하여 250μM의 

DPPH용액과 농도별 NSHRT를 (62.5, 125, 250 및 

500㎍/㎖) 제조 하고 96well-plate에 250μM DPPH

용액과 농도별 NSHRT (62.5, 125, 250 및 500㎍/㎖)

를 동일한 비율로 혼합하고 spectrophotometer를 이

용하여 517㎚에서 흡광도를 측정하였다. 대조군으로 

200μM Ascorbic acid (Sigma, USA)를 사용하였다.

7. ABTS 라디칼 소거능 측정

  NSHRT의 항산화 효과를 측정하기 위해 ABTS 

radical 소거능을 측정하였다. 양이온 형성을 위해 

7mM 2,2-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6- 

sulfonic acid) diammonium salt 와  2.45mM 

potassium persulfate를 혼합하고 빛을 차단한 조건에

서 24시간 반응시켰다. 이후 ABTS의 흡광도 값이 
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0.7-0.8 사이의 값이 되도록 맞추고 농도별 NSHRT 

(62.5, 125, 250 및 500㎍/㎖)를 제조하여 ABTS 용액 

100㎕와 농도별 시료를 20㎕를 빛이 차단된 상온에서 

30분간 반응시킨 후 spectrophotometer를 이용하여 

734㎚에서 흡광도 측정을 하였다.

8. Real-time PCR

  RAW 264.7 대식세포에서 NSHRT의 항염증 관련 

유전자들의 mRNA 발현 수준을 확인하기 위해 

5×105cells/well 농도로 6 well-plate에 분주하고 3

7℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. 이

후 상등액을 걷어내고 NSHRT를 농도별(62.5, 125, 

250 및 500㎍/㎖)로 처리하고 다시 24시간 반응시켰

다. Trizol reagent (Ambion, USA)를 사용하여 RNA

를 추출하였고, diethylpyrocarbonate (DEPC 

treated-water; Sigma, USA)로 용해하고 정량하였다. 

cDNA 합성 kit (Revetra ACE-A-;Toyobo, Japan)를 

사용해 정량된 RNA를 cDNA로 합성 후 Tagman 

master mix (Thermo-fisher, USA) 10㎕, 멸균수 4

㎕, primer 1㎕, cDNA 5㎕를 혼합하여 실시간으로 중

합반응을 수행하였다. 

9. Western blotting

  RAW 264.7 대식세포에서 NSHRT의 항염증 및 항

산화 관련 유전자들의 단백질 발현 수준을 확인하기 위

해 1×106cells/well로 6 well-plate에 분주하고 37℃, 

5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. 24시간 후 

상등액을 걷어내고 LPS (1㎍/㎖)와 농도별  NSHRT

Symbol Gene name Assay ID 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Mm99999915_g1 

TNF-α Tumor necrosis factor alpha Mm00443258_m1

COX-2 Cyclooxygenase 2 Mm00478374_m1

IL-1β Interleukin 1 beta Mm004344228_m1 

IL-6 Interleukin 6 Mm00446190_m1 

iNOS Inducible nitic oxide synase Mm00440502_m1 

Table 2. Gene Name and Assay ID Number in Real-time PCR Analysis

(62.5, 125, 250 및 500㎍/㎖)를 처리하고 24시간 배

양하였다. 상등액을 걷어내고 PBS로 2-3회 세척 후 

Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor 

Cocktail kit (Thermo fisher, USA)를 첨가한 RIPA 

Lysis and Extraction Buffer (Thermo fisher, USA)

로 세포를 용해시켰다. 그 후 20분간 4℃, 12000

의 조건으로 원심 분리하고 단백질을 얻었다. 추출된 

단백질을 BCA assay (Thermo fisher, USA)로 정량

하였고, 정량된 단백질을 10% polyacrylamide gel에 

loading하고 전기영동 시켰다. Gel을 membrane으로 

transfer하고 5%의 skim milk로 50분-1시간동안 

blocking한 후 1차 항체와 over night하였다. 그 후 

Tris Buffered Saline with Tween 20 (TBST)로 5분 

단위로 3회 반복 세척한 후 2차 항체와 2시간동안 반응

시킨 다음 단백질 발현을 확인하였다.

10. 통계분석

  모든 데이터는 3회 반복하였으며, SPSS 12.0 version 

(SPSS Inc, Chicago, IL, USA) 프로그램을 이용하였

다. Student t-test를 통하여 비교 분석하였으며, 모든 

데이터는 평균 ± 표준편차로 표시하였다. (p<0.05가 

통계적으로 유의) 

Ⅲ. 실험결과

1. 세포 생존율 측정

  NSHRT에 대한 RAW 264.7 세포의 세포 생존율을 
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농도별(62.5, 125, 250 및 500㎍/㎖)로 확인한 결과, 

처리한 농도(62.5-500㎍/㎖)에서 독성이 없음을 확인

하였다. 이때의 세포 생존율은 각각 102.48±6.7%, 

99.03±3.5%, 105, 94±3.8%, 104.59±4.6%, 

103.83±11%로 나타났으며, 이에 본 연구에서는 500

㎍/㎖를 최고 농도로 실험을 진행하였다(Fig. 1).

2. NO 생성 저해 효과

  NSHRT에 대한 RAW 264.7 세포의 NO 생성 저해 

 

Fig. 1. The Effects of NSHRT on Cell Viability in 
RAW 264.7 Macrophage Cells. 

Control: untreated group. 62.5, 125, 250 and 500
㎍/㎖: treated with various concentrations of
NSHRT. 

 Fig. 2. The Effects of NSHRT on NO Production
in LPS-induced RAW264.7 Macrophage
Cells. 

Control: untreated group. LPS: treated with LPS
(1㎍/㎖). 62.5, 125, 250 and 500㎍/㎖: treated
with various concentrations of NSHRT with LPS
(1㎍/㎖). Values are relative to the control. *p < 
0.05 indicate a significant different from the 
LPS.

효과를 농도별(62.5, 125, 250 및 500㎍/㎖)로 확인한 

결과, 대조군의 값은 98.46±3.79%로 나타났으며 

LPS만 처리한 군은 812.05±4.96%로 나타나 NO생

성량이 상당히 많은 것을 확인했으며, NSHRT을 농도

별로 처리한 군에서는 741.74±5.46%, 657.38± 

3.08%, 392.54±5.08%, 202.03±19%로 나타나 

LPS 처리군에 비하여 농도 의존적으로 저해됨을 확인

하였다(Fig. 2).

3. PGE2 생성 저해 효과

  NSHRT에 대한 RAW 264.7 세포의 PGE2 생성 저

해 효과를 농도별(62.5, 125, 250 및 500㎍/㎖)로 확

인한 결과, 대조군의 값은 52.02±0.5%로 나타났으며 

LPS만 처리한 군은 100으로 나타나 PGE2 생성량이 상

당히 많은 것을 확인했다. NSHRT을 농도별로 처리한 

군에서는 86.74±1.75%, 80.80±1.88%, 66.37± 

1.99%, 50.80±2.3%로 나타나 LPS 처리군에 비하여 

농도 의존적으로 저해됨을 확인하였다(Fig. 3).

Fig. 3. The Effects of NSHRT on PGE2 Synthesis 
in LPS-induced RAW264.7 Macrophage 
Cells. Control: untreated group. 

LPS: treated with LPS (1㎍/㎖). 62.5, 125, 250 and 
500㎍/㎖: treated with various concentrations of 
NSHRT with LPS (1㎍/㎖). Values are relative to 
the control. *p < 0.05 indicate a significant 
different from the LPS. *p < 0.05 indicate a 
significant different from the LPS.
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4. DPPH 및 ABTS radical 소거능 측정

  NSHRT의 항산화 효능을 확인하기 위해 DPPH 및 

ABTS radical 소거능을 측정하였다.

  DPPH 소거능은 각각의 농도별(62.5, 125, 250 및 

500㎍/㎖)로 소거능을 나타내었으며, 대조군으로 

Ascorbic acid (Sigma, USA)를 사용하였다. 각각의 

농도별(62.5, 125, 250 및 500㎍/㎖)로 처리했을 때, 

DPPH 소거능은 각각 18%, 39%, 56%, 59%의 

radical 소거능을 나타냈으며, ABTS 소거능은 각각 

5%, 15%, 24%, 35%의 radical 소거능을 나타내었

다.(Fig. 4).

5. Real-time PCR

  NSHRT에 대한 RAW 264.7 세포의 iNOS, COX-2

Fig. 4. The Effects of NSHRT on DPPH and 
ABTS Radical Scavenging. 

Control: untreated group. Positive control: 
ascorbic acid (200㎛). 62.5, 125, 250 and 500㎍/
㎖: treated with various concentrations of 
NSHRT.

및 pro-inflammatory cytokine (IL-6, IL-1β, TNF-

α)의 mRNA 발현 수준을 확인한 결과, LPS 처리군과 

비교하였을 때 TNF-α는 농도가 증가함에 따라 유의적

으로 증가하였으며, TNF-α를 제외한 나머지 인자들은 

농도 의존적으로 감소하였다. 이런 억제효과는 NSHRT

의 항염증 효능을 나타냈다(Fig. 5). 

6. Western Blotting

  NSHRT에 대한 RAW 264.7 세포의 iNOS, COX-2 

및 pro-inflammatory cytokine (IL-6, IL-1β, TNF-

α)의 protein 발현 수준을 확인한 결과, iNOS와 

COX-2는 농도가 증가함에 따라 유의적으로 감소하였

으며, 상위 신호전달 경로인 MAPKs (ERK, JNK, P38)

의 인산화는 유의성 있게 감소하였다.(Fig. 6). 

Ⅳ. 고  찰

  NSHRT는 朝鮮代 許浚의 《東醫寶鑑 雜病篇 癰疽》7)에 

수록되어 있으며 "治癰疽, 脉洪一作沈實, 發熱煩躁, 藏府

秘澁, 當先通利, 宜用此, 癰疽不可不痛, 亦不可大痛. 未潰

前痛者, 爲熱毒, 便秘者, 內疏黃連湯." 으로 통증이 강도

가 강한 癰疽를 치료하는 처방으로 제시되어 있다.  癰

疽는 한의학 피부질환인 癰과 疽가 혼재되어 있는 것으

로, 癰은 體表皮肉之間에 발생하는 急性 化膿性 疾患의 

일종으로 발생부위가 浮淺하며 局部가 光軟無頭하며 紅

腫疼痛하면서 發病이 신속하고 易腫, 易膿, 易潰, 易斂하

며 혹 惡寒, 發熱, 口渴 등 全身症狀이 나타나는 특징이 

있고12), 疽는 急性 化膿性 疾患으로 肌膚間에 발생하는 

有頭疽와 骨格과 關節사이에 발생하는 無頭疽로 나뉘며 

焮熱紅腫脹痛하며 難消 難潰 難斂하는 특징이 있다13). 

이와 같은 癰疽의 특징은 통증, 발적, 열감, 종창, 기능

장애의 증상을 보이는 조직 손상에 대한 생체의 자가 

방어능력 중의 하나인 염증 반응의 산물이라 볼 수 있

다14).  

  염증반응성 질환인 癰疽의 치료에 사용하는 NSHRT
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는 當歸, 連翹, 赤芍藥, 大黃, 檳榔, 梔子, 黃芩, 黃連, 甘

草, 桔梗, 木香, 薄荷로 구성된 처방으로 약재별 항염 효

과에 대해서는 다음과 같이 연구되어져있다.大黃은 LPS

Fig. 5. Effect of NSHRT on LPS-induced iNOS, COX-2, TNF-α, IL-6 and IL-1β, mRNA Expressions 
in RAW 264.7 Macrophage Cells. 

Control : untreated group. LPS: treated with LPS (1㎍/㎖); 62.5, 125, 250 and 500㎍/㎖: treated with 
various concentrations of NSHRT with LPS (1㎍/㎖). Values are relative to the control. *p < 0.05 indicate
a significant different from the LPS. 

 

로 유도된 NO, TNF-α, IL-6, iNOS 등을 억제하는 것

으로13), 連翹는 5-lipoxygenase 및 elastase에 대한 

억제 활성 및 free radical 생성 시스템에서 지질과산
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Fig. 6. Inhibition of iNOS, COX-2, MAPKs (ERK, JNK, P38) Protein Expressions of NSHRT by 
Western Blotting in LPS-induced RAW 264.7 Macrophage Cells. 

Control: untreated group. LPS: treated with LPS(1㎍/㎖); 62.5, 125, 250 and 500㎍/㎖: treated with 
various concentrations of NSHRT with LPS(1㎍/㎖). Values are relative to the control. *p < 0.05 
indicate a significant different from the LPS. 
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화를 억제하는 것으로, 梔子는 용량 의존적으로 NO생

성 저해작용이 있는 genipin과 PGE2의 유리 억제 작

용이 있는 crocin를 통해 항염증 효과가 있는 것으로, 

黃芩은 유효성분 중 baicalein의 NF-κB 활성억제를 

통한 iNOS 발현 억제를 하는 것으로, 黃連은 유효성분

인 pinoresinol, isolariciresinol, woorenosides이 

TNF-α 분비를 억제 하는 것으로, 桔梗은  NF-κB 억

제를 통한 항염 작용이 있는 prosapogenin D methyl 

ester가 유효성분으로 있는 것으로15), 赤芍藥은 유효성

분 중 paeoniflorigenone이 NO 생성억제와 T-임파

구의 증식 억제 효과가 있는 것으로16), 檳榔은 유효성

분 중 arecoline이 pro-inflammatory cytokines인 

IL-6를 억제하는 것으로17,18), 木香은 LPS로 유도된 염

증 상황에서 NO, TNF-α, IL-6 ,IL-1β를 억제하는 것

으로19), 薄荷는 LPS로 유도된 염증 상황에서 NO, 

PGE2, TNF-α를 감소시키는 것으로20), 當歸는 DNCB

로 유도된 염증 상황에서 TNF-α, IL-6, COX-2를 억

제 하는 것으로21), 甘草는 iNOS 활성화 억제 및 NO, 

PGE2를 감소시키는 효과가 있는 것으로 알려져 있다
22).

  NSHRT를 구성하는 개별 약재들의 항염 효과는 상술

한 것과 같이 연구가 되어 있으나, 개별 약재들의 복합

물인 NSHRT의 경우 staphylococcus aureus 등에 대

한 항균에 대한 천 등의 논문9), 항산화, 항암, 항균에 

대한 안 등10), LPS로 염증을 유발한 흰쥐의 혈액에서 

WBC count, IL-6 감소를 통한 소염에 대한 안 등11)이 

있으나, 항염 효과와 항염증의 기전에 대한 연구는 미

비한 실정이었다. 이에 본 연구는 LPS로 유도된 

RAW264.7 cells에서 열수 추출된 NSHRT의 항염증 

효과 및 기전과 항산화 효과를 평가하였다.  

  대식세포는 선천적 혹은 후천적 면역반응에서 NO, 

PG를 포함하는 염증 매개체 및 TNF-α, IL-1β, IL-6

을 포함하는 pro-inflammatory cytokines을 조절하

는 세포이다2,3). NO는 L-arginine의 합성 효소인 

NOS에 의해 생성되며, NOS는 화학적 특성에 따라 3

가지의 종류로 나뉘어진다. TypeⅠ (neuronla NOS), 

Type Ⅱ (endothelial NOS), TypeⅢ (inducible)의 3

가지 NOS 중 TypeⅠ,Ⅱ는 세포내에 항상 존재하고 있

으며, TypeⅢ NOS만 특징적으로 LPS와 같은 외부 자

극에 의해 발현된다23). 형성된 NO는 다양한 생리 활성 

및 방어기작으로 작용하나 과발현 시 염증반응을 촉진

시켜 조직과 신경 등을 손상시킨다. COX-2는 

arachidonic acid를 prostaglandins로 전환 시 작용

하는 효소로 2가지가 있으며, COX-1은 정상상태에서 

작용하지만 COX-2는 염증부위에서 발현이 되며 염증

반응 촉진뿐만 아니라 암의 발생과 연관이 있다24). 면

역계는 본질적으로 사이토카인의 신호전달을 통해 상호

간을 촉진시킨다. 또한 사이토카인은 특정 수용체에 결

합하거나 막 결합 단백질에 신호를 전달한다25). LPS와 

같은 외부자극에 의해 활성화된 대식 세포에서 TNF-α

는 IL-6, IL-1β 등의 염증성 사이토카인의 생성을 촉진

하여 염증 유발을 유도하며26), IL-1β는 염증성 자가 면

역질환을 치료와 관련 있지만 과발현 시, 자가 면역장

애, 관절염 및 피부염을 유도한다고 하며27), TNF-α 매

개 염증성 질환을 조절한다. IL-6는 선천성 및 후천성 

면역 반응과 항상성 유지 역할을 하나 과하게 생성되면 

질환을 일으킨다28,29). 또한, TNF-α, IL-1β 및 IL-6 와 

같은 pro-inflammatory cytokines 및 단백질의 유전

자 발현은 MAPKs와 nuclearfactor kappa B (NF-κ

B)에 의해 조절된다. 정상 상태에서 NF-κB는 

inhibitory kappa Bα (IκBα)에 의해 세포질에서 통제

가 되며, 염증 반응 시에 IkBα로부터 떨어져 활성화 된

다. 활성화 된 NF-κB는 세포질에서 핵으로 들어가 

pro-inflammatory cytokines 발현의 전사 인자로서 

중요한 역할을 한다30). MAPKs는 ERK, JNK, P38로 

이루어져있으며, ERK 및 P38은 IL-1β 방출에 관여하

고, P38은 TNF-α, IL-6 방출에 관여하고, JNK는 

iNOS, COX-2 발현에 관여한다31). 따라서 본 연구에

서 LPS로 유도된 대식세포에서 NSHRT의 항염증 기전 

및 항산화 효과를 평가하였다. NSHRT의 세포 독성을 

파악하고자 MTT assay를 진행하였고 62.5-500㎍/㎖

에서도 세포 독성이 나타나지 않았다(Fig. 1). 세포 독
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성이 없는 농도에서 실험을 진행하여 염증성 매개인자

인 NO와 PGE2 생성량을 확인 했으며(Fig. 2, 3), 

pro-inflammatory cytokines 및 iNOS ,COX-2의 

유전자 발현을 확인하였다(Fig. 5). 또한 단백질 발현정

도를 확인하고자, 상위 신호전달 경로인 MAPKs (ERK, 

JNK, P38)의 인산화 정도를 확인했으며, NSHRT의 

62.5-500㎍/㎖ 농도에서 인산화 억제능을 확인했다. 

이 결과 LPS로 유도된 대식세포에서 NSHRT의 항염증 

효과를 확인했으며, MAPKs 신호 전달 경로를 통해 염

증 반응을 억제하는 것으로 밝혀냈다. NSHRT의 추가

적인 효능 확인을 위해 대표적 항산화 실험인 DPPH 

및 ABTS radical 소거능을 실시했으며. 항염증에서 설

정된 농도에서 radical 소거능을 확인했다. 

  이러한 NSHRT의 염증 억제효과는 아토피피부염 등

을 포함한 다양한 염증성 피부 질환에 대한 치료 소재

로서 활용할 수 있을 것으로 사료된다. 하지만 본 연구

에서는 NSHRT가 어떠한 기전으로 항산화 효과를 내는

지에 대해서는 밝히지 못하였기에, 향후 추가적인 연구

가 필요할 것으로 생각된다.

Ⅴ. 결  론

  본 연구에서는 LPS로 유도된 RAW 264.7 대식세포

에서 NSHRT의 항염증 기전 및 항산화 효과를 연구하

였으며, 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. NSHRT에 대한 RAW 264.7 세포의 농도에 따른 생

존율을 확인한 결과, (62.5-500㎍/㎖)에서 독성이 

없음을 확인하였다.

2. NSHRT에 대한 RAW 264.7 세포의 NO 및 PGE2 

생성 저해 효과를 확인한 결과, 농도 의존적으로 저

해함을 확인하였다.

3. NSHRT에 대한 RAW 264.7 세포의 iNOS, COX-2 

및 pro-inflammatory cytokine(IL-6, IL-1β, 

TNF-α) 의 mRNA 발현 수준을 확인한 결과, 

TNF-α는 농도가 증가함에 따라 유의적으로 증가하

였으며, TNF-α를 제외한 나머지 인자들은 농도 의

존적으로 감소하였다.

4. NSHRT에 대한 RAW 264.7 세포의 protein 발현

을 확인한 결과, iNOS, COX-2는 농도 의존적으로 

감소하였으며, MAPKs (ERK, JNK, P38)의 인산화 

또한 유의적으로 감소하였다. 

5. NSHRT에 대한 RAW 264.7 세포의 항산화 실험 결

과, DPPH 및 ABTS radical 소거능 평가에서 농도 

의존적으로 radical 소거능이 있음을 확인하였다.
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