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苦蔘 에탄올 추출물이 NFκB 및 JNK, p38 조절을 통한

알레르기성 염증에 미치는 영향
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Abstract

The Effect of Allergic Inflamation by Sophora Flavescens Aiton Extract Ion

Through Inhibition of the NFκB, JNK and p38 Pathway

Lee Ji-Young, Park Seong-Sik

Dept. of Sasang Constitutional Medicine, College of Oriental Medicine, Dongguk Univ.

1. Objectives
The roots of Sophora flavescens Aiton (SFA) are widely used as a herbal remedy for allergic inflammation. In this

study, we invested the effect of SFA on passive cutaneous anaphylaxis reaction and histamin releas and we
demonstrated that SFA suppressed the production of pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis factor-α 
(TNF-α), interleukin- 6 (IL-6), and interleukin -8 (IL-8), through inhibition of the NFκB, JNK and p38 pathway
in the human mast cell line, HMC-1.

2. Methods
To accomplish this, we invested passive cutaneous anaphylaxis reaction and histamin release at an animal

experiment. In addition, we investigated the effect of SFA on the production of inflammation-related cytokines in
HMC-1 cells that were co-treated with PMA and A23187, which can induce production of pro-inflammatory
cytokines.

3. Results and Conclusions
SFA induced passive cutaneous anaphylaxis reaction and histamin releas and supressed the expression of TNF-α,

IL-6, and IL-8. In addition, the protein levels of TNF-α were also decreased by SFA treatment. Furthermore, SFA
inhibited the nuclear translocation of nuclear factor NFκB through inhibition of the phosphorylation and degradation
of IκB-α, which is an inhibitor of NFκB. Moreover, SFA also inhibited induction of MAPKs (JNK, p38) and NFκB
promoter-mediated luciferase activity. Taken together, these results suggest that SFA could be used as a treatment
for mast cell-derived allergic inflammatory diseases.

Key Words : Sophora flavescens Aiton (SFA), Allergic Inflammation, TNF-α, IL-6, IL-8, MAPKs (JNK, p38), NFκBrn.



140 사상체질의학회지 2009;21(1):139-149 苦蔘에탄올추출물이NFκB및JNK, p38조절을통한알레르기성염증에미치는영향

Ⅰ. 緖 論

첨단과학의발전에따른질병발생에관한병태

생리의이해와새로운치료약제의도입에도불구하고

알레르기질환은최근전세계적으로증가하고있는

추세이다.1알레르기질환의발생에는항원에의노출

과감작,알레르기성염증반응이라는일련의과정이

필요하며2,염증이란생체의세포나조직이어떠한원

인에의하여손상이나자극을받게되면즉각적으로

이에대한반응을일으켜손상을극소화하고더나아

가서손상된부위를원상으로회복시키려는일련의

반응을말한다.3최근에는이러한알레르기반응에있

어서염증반응을가장핵심으로이해하려는반응이

지배적이다.

치료에있어,양방의치료는즉각적인증상완화는

있으나, 지속적인치료효과는기대하기어렵다. 최근

에는扶正祛邪라는한의학적치료방법이알레르기

성질환에시도되는빈도가높아지고있으며, 체질과

의연관성을중요하게생각하는경향이높아지고있

다. 한방에서는단미약재나처방을중심으로알레르

기성 질환에 대한 치료를 하고 있다.

그중苦蔘은性寒味苦無毒하며, 瀉火, 燥濕,

補陰,去風殺蟲 利尿하는효능이있어熱毒風 皮

肌生瘡 赤癩眉脫 除大熱嗜睡 明目止淚 養肝膽

氣除伏熱腸澼小便黃赤療齒痛及惡瘡 下部䘌

등의 염증성 질환에 多用되어 왔다.4-6

苦蔘은 四象醫學에서는 梔子, 金銀花, 生地

黃,黃連,石膏,黃栢,連翹등과함께少陽人약물

로분류된다.7少陽人은기본적으로火熱病證으로

규정했기때문에少陽人의기본적인약리는保命之

主인陰淸之氣를확보하는것인데,草本卷8에서는

이를凊腸이라고하였다. 이들약재들은淸熱燥濕,

淸熱凉血,淸熱解毒하는성질이있어發熱,浮腫,

疼痛 등의 염증 치료에 적합하다고 사료된다.

苦蔘의염증에관계된실험연구로는항균효과9-12

와세포독성에관한연구13-15,알레르기성질환에관한

연구16,17등이있다. 그러나, 대부분의실험이세포주

가아니면동물실험위주였던것과, 메탄올, 에틸아

세테이트등을용매로하거나전탕액이었으므로, 보

다효과적인임상적유용성을위해동물생체실험에

비만세포주실험을추가하였으며, 에탄올을 용매로

사용하였다. 또한, 기존의염증연구에서는보통기본

적인 cytokine에대한변화만을보는데비해,여기에서

는NFκB의변화와전사인자인NFκB를상부에서조

절하는 MAPKs 기전을 밝히고자 하였다.

이에저자는苦蔘의에탄올추출물이생체내국소

성즉시형알레르기반응에미치는영향,히스타민분

비에미치는영향,사람비만세포에서세포증식효과,

염증매개사이토카인인 TNF-α, IL-6, IL-8억제효과와

MAPKs 활성에미치는영향, NFκB전사활성에미치

는 영향을 통해 항염증 효과를 살펴보고자한다.

Ⅱ. 材料 및 方法

1. 재료

1) 약재추출

苦蔘(Sophora flavescens Aiton, 옴니허브, 경북, Korea)

100g을정량후 80%에탄올 2ℓ를가하여 30분동안

2회에걸쳐초음파진동을이용하여추출액을획득하였

다. 감압여과한후감압농축기를사용하여농축한

다음,동결건조기로동결건조하였다.얻어진분말14.88g

을 DMSO(dimethyl sulfoxide)에 녹여 사용하였다.

2) 시약

세포배양액인 Iscove's Modified Dulbecco's Medium

(IMDM)은GIBCO BRL(Grand Island, NY, USA)의제품을

사용하였다.

Compound 48/80, anti-DNP IgE, DNP-human serum

albumin (HAS), phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA),

A23187, evans blue는 Sigma aldrich(St. Louis, MO, USA)

에서구입하였으며, MTS는 promega (Madison, UI, USA)

에서 구입하였다.

히스타민측정을위해 histamine kit을Oxford Biome-

dical Research (Oxford, MI, USA)에서구입하여사용하

였다.

Anti-human TNF-α 항체, biotinylated anti-human

TNF-α항체, 재조합 human TNF-α는 R&D Systems(Min-

neapolis, MN, USA)에서 구입하였다.

Anti-human IL-6/IL-8 항체, biotinylated anti-human
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IL-6/IL-8 항체, 재조합 human IL-6/IL-8단백질은 BD

Biosciences(San Diego, CA, USA)에서 구입하였다.

Western blot 분석에 사용된 NFκB, p-I-κB, lamine

B항체는 Santacruz Biotechnology(CA, USA)에서구입하

였으며, α-tubulin 항체는 Sigma aldrich(St. Louis, MO,

USA)에서구입하여사용하였다. 또한 luciferase assay를

위해사용된 luciferase assay system은 promega(Madison,

UI, USA)에서 구입하였다.

3) 실험동물

실험동물로는흰쥐를오리엔트바이오 (경기도,성

남) 에서구입하여실험에사용하였다. 동물은 4마리

당한 cage에 사육하였으며, 온도 22±2℃, 상대습도

55±5℃의 환경을 유지하였다.

4) 세포주

사람비만세포인HMC-1(Human Mast Cells)은배지

에서 2-3일마다배양액을교환해주었다.배양환경은

37℃포화습도로유지되는 5% CO2배양기에서배양

하였다. HMC-1세포는 24 well 배양용기에서배양한

후 각 농도의 苦蔘 추출물을 1 시간 전 처리한 후

PMA와A23187를처리하여세포를얻어실험에사용

하였다.

2. 방법

1) Passive cutaneous anaphylaxis (PCA) reaction

생체내국소성즉시형알레르기반응을보기위해

Braga & Mota18의 방법을 이용하여 실험동물모델로

사용하였다.

2) 쥐의 복강 내 비만세포 준비 

흰쥐의 복강 내 비만세포를 분리하기 위해 복강

내 Tyrode buffer A (10 mM HEPES, 136 mM NaCl, 5

mM KCl, 2 mM CaCl2, 2.75 mM NaH2PO4, 그리고

0.1% bovine serum)를 10 ml 주입하고,약 90초간복막

을부드럽게맛사지해준후복막을열어파스테르

파이펫으로 세포를 모았다. 모든 복강 내 세포들은

150×g에서 10분간원심분리하고난후모아진세포

를 Tyrode buffer로풀어주고 Hachisuka et. al.19의방법

을 이용하여 비만세포를 분리하였다.

3) 히스타민 측정 

세포에서분비된히스타민측정을위해 400×g에서

10 분 동안 원심분리하여 상층액을 얻었다. 얻어진

상층액으로히스타민분비억제율을구하기위해히

스타민키트를이용하여 enzyme immunoassay방법으

로 450 nm에서측정하였다. 히스타민분비억제율은

히스타민분비억제율 (%)=(A-B)×100/A같은식으로

계산하여구하였다. 이때 A는苦蔘 처리없이 com-

pound 48/80으로유도된세포의히스타민분비량이며,

B는苦蔘 처리후 compound 48/80으로유도된세포의

히스타민 분비량을 나타낸다.

4) 농도별 HMC-1 세포 생존율 측정

HMC-1세포에苦蔘(SFA) 추출물을농도별로처리

했을때생존율을MTS (Promega, Madison, USA) assay로

조사하였다.

5) TNF-α, IL-6, IL-8 측정

배양된 HMC-1세포의배지내에서 TNF-α, IL-6, 그

리고 IL-8을 ELISA(enzyme-linked immunosorbent assay)

방법을이용하여실험하였다.사이토카인측정을위해

Kim and Lee20의 ELISA방법을변형하여사용하였다.

6) Reverse transcription-PCR

PCR조건은 95℃에서 1분, 50℃에서 1분, 72℃에서

1분으로하였다.반응액중 cycle별로각각 5 ul를취해

서 2.0%한천겔에전기영동하고 ethidium bromide로

염색하여 PCR 산물을 확인하였다.

7) 핵 및 세포질 단백질 분리

분리하여얻은세포질과핵단백질은 Brad-ford as-

say방법21을 이용하여 정량하여 사용하였다.

8) 단백질 발현 분석

얻은총단백질을 Brad-ford assay (Bio-Rad Laborato-

ries, Hercules, California)방법을이용하여정량한다음

40㎍의단백질을 15%acrylamide gel에 전기영동하였

다.이것을 nitrocellulose membrane(Schleicher&Schuell Bios-
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cience, Dassel, Germany)에 transfer하여PBST에1%skimmilk

와1%BSA가든blocking용액에서1시간동안blocking한

후 PBST로 5분간2회세척하였다. Anti-NFκB, anti-p-IκB,

anti-IκB antibodies(Santa Cruz, California)를이용하여 1차

항체반응을 4℃에서 16시간반응시킨다음 PBST로

2차항체반응을상온에서1시간동안반응시켰다. PBST

로 10분, 15분, 30분간세척한후 ECL(Amersham Bios-

ciences, UK)로발광하여X-ray film에노출시켜단백질

발현 분석을 실시하였다.

9) Luciferase assay

세포에유전자도입을위해 transfection을수행하였

다. 6시간후혈청이있는배지로갈아주고, 24시간을

배양하였다. 그후약재를 1시간전처리한후 25nM

PMA와 1μMA23187을 24시간동안반응시켰다.세포를

차가운 PBS로세척한후 lysis buffer (Luciferase Reporter

Assay System; Promega, Madison, WI, USA)를이용하여

세포를용해시켰다. Vortexing하여세포를섞은다음,

12,000 rpm, 4℃, 3분간원심분리하여상층액을얻었다.

얻은상층액은사용하기전까지 -70℃에보관하였다. Luci-

ferase assay를위해보관중인세포용해된상층액 100㎕

를상온에서 Luciferase substrate 20㎕씩불투명한 96well

에넣어 luminometer (1420 luminescence counter, Perkin

Elmer)로측정하였다. Luciferase activity는측정값을총

단백질량으로 나누어 수치를 구한 뒤 (relative light

units per milligram of protein), transfection된정상세포를

기준으로 fold값을 구하였다.

10) 통계분석

본실험에서결과는측정값의평균±표준편차값을

기준으로통계분석하였다.실험결과값의통계적분석

을위해 independent t-tests을사용하여각실험군간의유의

성을 분석하였고, 그 유의수준은 p〈0.05로 하였다.

Ⅲ. 結 果

1. 생체 내 국소성 즉시형 알레르기 반응 

(passive cutaneous anaphylaxis, PCA)

본실험에서는苦蔘의즉시형알레르기반응의억제

효과를보기위해동일한조건의실험동물인흰쥐에

생리식염수를사용하여대조군으로사용하였다.정량한

결과생리식염수를경구투여한후 DNP-HSA를정맥

주사한대조군과비교해보았을때그부위의색깔이

감소되어 나타났으며 파란색 색소의 용출량에서도

30%이상의억제율을나타내며의미있게감소되었다

(Fig.1, p<0.05).

Fig. 1. Effect of administering SFA (200 mg/kg) on PCA in rat. 

Each amount of dye is presented as the mean±S.E.M.

*Statistically significant from the DNP-HAS value at p<0.05.
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Fig. 2. Effect of SFA on compound 48/80-induced histamine 

release of rat perioneal mast cells. The mast cells 

(1×105 cell/ml) were treated with 0.2 mg/ml of SFA for 
10 min and then treated with compound 48/80 for 20 min. 

*Statistically significant from the compound 48/80 

value at p<0.05.
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2. 쥐의 복강 내 비만세포에서 히스타민 분비에 

미치는 영향

compound 48/80단독으로처리한세포에서의히스

타민분비량 10.92±2.147 ug/ml에비해苦蔘 0.2 mg/

ml의농도에서분비된히스타민량이 7.089±0.151 ug/

ml로 억제되어 나타났다(Fig 2, p<0.05).

3. HMC-1세포에서 세포증식 효과 

세포증식결과에서도정상세포와비교하였을때苦

蔘 추출물을농도별로처리하면, 0.4 mg/ml의농도까지

유의한 변화를 나타내지 않았다.

4. HMC-1세포에서 TNF-α 억제 효과 

苦蔘추출물을 0.05, 0.1, 0.2㎎/㎖의농도로HMC-1

세포에 1시간전처리한후 PMA(25 ng/ml)와 A23187

(1uM)로 4시간동안처리하여결과를얻었다. 그결과

苦蔘 추출물에농도의존적으로 TNF-α의단백질발

현량과분비량이현저히감소되어있었다. 특히苦蔘

0.2㎎/㎖의농도에서는 PMA(25ng/ml)와 A23187(1uM)

로만유도된 TNF-α의생성율과비교하였을때 50%

이상의 억제효를 보였으며(Fig. 3, Fig 4: p<0.05),

Fig. 5. The TNF-α mRNA levels were measured with the RT-

PCR analysis. The TNF-α mRNA levels were measured

by densitometry.

1, Normal cells
2, Control cells 

3, DMSO control cells 

4, SFA (0.05mg/ml)+PMA plus A23187

5, SFA (0.1mg/ml)+PMA plus A23187
6, SFA (0.2mg/ml)+PMA plus A23187

Fig. 4. The TNF-α protein levels in the cells or supernatant 

were measured with the Immunoblotting analysis or 

ELISA assay.
B, Normal cells; 

C, Control cells 

*Statistically significant value at p<0.05.

Fig. 3. A. Effect of SFA on PMA plus A23187-stimulated 

TNF-α expression levels. 
The HMC-1 cells (1*106cell/ml) incubated with vari-

ous concentrations (0.05mg/ml to 0.2 mg/ml) of SFA 

for 1h and then treated with PMA plus A23187 for 4h 

1, Normal cells; 
2, Control cells; 

3, DMSO control cells; 

4, SFA (0.05mg/ml)+PMA plus A23187; 

5, SFA (0.1mg/ml)+PMA plus A23187; 
6, SFA (0.2mg/ml)+PMA plus A23187).
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mRNA의 발현도 PMA(25ng/ml)와 A23187(1uM)로만

유도된 TNF-α의발현량보다높은억제효과를보여주

었다(Fig. 5).

5. HMC-1세포에서 IL-6 억제효과

그 결과 苦蔘 추출물 0.2 mg/ml에서 PMA plus

A23187로유도된 IL-6의생성량이 70%정도현저하게

감소됨을알수있었다(Fig. 6: p<0.05). IL-6의mRNA

발현율에서도 0.05 mg/ml에서 0.2 mg/ml까지의모든

농도에서농도의존적으로억제현상이나타남을알

수 있었다(Fig. 7).

6. HMC-1 세포에서 IL-8 억제효과

IL-8또한비만세포에서분비되는염증매개사이토

카인이다. 본실험에서는비만세포인 HMC-1에서苦

蔘 추출물의 PMA와 A23187로유도된 IL-8의억제효

과를알아보기위해 ELISA및 RT-PCR방법을이용하

였다. 그결과농도의존적으로 IL-8의분비량이감소

되는것을알수있었다.특히 0.2mg/ml의苦蔘추출물

에서는 PMA와 A23187단독으로처리한세포의 IL-8

생성량에 비해 약 50% 억제율을 보였다(Fig. 8:

Fig. 7. Effect of SFA on PMA plus A23187-stimulated IL-6 

expression levels.

The HMC-1 cells (1*106cell/ml) incubated with various 

concentrations (0.05mg/ml to 0.2mg/ml) of SFA for 
1h and then treated with PMA plus A23187 for 4h. 

The IL-6 mRNA levels were measured with the RT-PCR 

analysis. The IL-6 mRNA levels were measured by 

densitometry. 
1, Normal cells 2, Control cells 

3, DMSO control cells 

4, SFA (0.05mg/ml)+PMA plus A23187

5, SFA (0.1mg/ml)+PMA plus A23187
6, SFA (0.2mg/ml)+PMA plus A23187

Fig. 8. Effect of SFA on PMA plus A23187-stimulated IL-8 
expression levels.

The HMC-1 cells (1*106cell/ml) incubated with various 

concentrations (0.0 mg/ml to 0.2mg/ml) of SFA for 

1h and then treated with PMA plus A23187 for 4h. 
The IL-8 secreted protein levels in the supernatant 

were measured with the ELISA assay. 

B; Normal cells 

C; Control cells 
*Statistically significant value at p<0.05.

Fig. 6. Effect of SFA on PMA plus A23187-stimulated IL-6 

expression levels.

The HMC-1 cells (1*106cell/ml) incubated with various 
concentrations (0.05mg/ml to 0.2mg/ml) of SFA for 

1h and then treated with PMA plus A23187 for 4h. 

The IL-6 secreted protein levels in the supernatant 

were measured with the ELISA assay
B, Normal cells 

C, Control cells 

*Statistically significant value at p<0.05.
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p<0.05). IL-8의mRNA수준을조사하기위해 RT-PCR

을수행하였다. RT-PCR결과苦蔘 추출물 0.1 mg/ml

농도에서약간감소하였으며, 0.2 mg/ml의농도에서

는 IL-8의mRNA발현이아무것도처리하지않은정상

세포 수준과 비슷하게 감소되어 나타났다.

7. HMC-1 세포에서 MAPKs 억제 효과

苦蔘의MAPKs의활성을측정하기위해苦蔘 0.05

mg/ml부터 0.2 mg/ml의농도로 PMA와A23187로유도

하기 1시간전에처리한후 PMA와 A23187로 30분

동안반응시켰다.苦蔘 0.2 mg/ml의농도에서인산화

된 p38, JNK의감소를확인할수있었지만,인산화된

ERK 에서는 감소현상을 관찰할 수 없었다.

8. HMC-1세포에서 NFκB 효과 

NFκB는정상상태에서는세포질에 IκB와결합하여

존재하다가외부의자극에의해 IκB가인산화되면서

분해된다. IκB가분해되면서NFκB가핵안으로이동하여

사이토카인과같은타켓유전자의프로모터부위에결

합하여 타켓유전자의 발현을 활성화한다. Azzolin의

보고22에의하면 TNF-α, IL-6, IL-8은 NFκB에조절받

는다고한다. 그래서본실험에서는비만세포에苦蔘

추출물처리후NFκB및NFκB억제자인 IκB의단백

질발현정도를관찰한결과핵안에존재하는NFκB는

PMA와A23187로유도하였을때현저히증가한반면,

苦蔘 추출물을 0.05mg/ml부터 0.2mg/ml까지의농도

로처리하였을때 0.1mg/ml과 0.2 mg/ml의농도에서

NFκB단백질이뚜렷하게감소되어있음을확인하였

다.또한세포질내에서NFκB와결합하여존재하다가

외부자극을받으면 IκB는인산화되어나타난다. 세포

질내에서 PMA와 A23187로유도하였을때는인산화

된 IκB가증가되어나타나는반면苦蔘 추출물 0.2

mg/ml의농도에서는인산화된 IκB가감소되어나타

났다(Fig 9).

NFκB의프로모터활성에대해알아보기위해 luci-

ferase assay를수행한결과, transfection만된세포에비

해 PMA와 A23187로 유도된 transfection세포에서는

NFκB의프로모터활성이 3배이상증가한반면,苦蔘

추출물 0.2 mg/ml의농도로처리한 transfection된세포

에서는 현저히 감소되어 나타났다(Fig. 10: p<0.05)

Fig. 10. The HMC-1 cells (1×106cell/ml) were treated with 

SFA (0.2mg/ml) for 1h and then stimulated with 
PMA plus A23187 for 24h. The NFκB activity was 

examined with a luciferase assay. 

*p<0.05; significanlty different from the control value.

Fig. 9. Effect of SFA on PMA plus A23187-stimulated NFκB 

activation and IκBα phosphorylation and degradation. 

The HMC-1 cells (1×106cell/ml) were incubated with 
SFA (0.05mg/ml to 0.2mg/ml) for 1h and then stimu-

lated with PMA plus A23187 for 2h. Nuclear and cyto-

plasmic proteins were isolated by lysis buffer and exa-

mined for NFκB, pIκBα, and IκBα with Western blot 
analysis. 

N; nuclear extract 

C,;cytosol extract 
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Ⅳ. 考 察

알레르기질환은최근전세계적으로증가하고있

는추세이다.1알레르기성염증질환의치료로는항히

스타민제와스테로이드제가가장광범위하게사용되

고있다. 그러나항히스타민제는H1,H2수용체를경

쟁적으로억제하여염증완화작용은뛰어나지만중추

신경계를자극하는부작용과일시적인진정효과만있

으며,스테로이드제는강력한소염작용과면역억제작

용이있으나장기간투여시여드름,월경불순,성장장

애, 고혈압,당뇨, 소화성궤양,골연화, 등의부작용을

일으킨다.23

한의학에서는扶正祛邪라는치료방법이알레르기

질환에시도되는빈도가높아지고있으며, 체질과의

연관성을중요하게생각하는경향이높아지고있다.

알레르기성질환으로볼수있는한방질환들은喘,

咳嗽,鼻鼽,鼻炎,噴嚔,癮疹,泄瀉,便秘,腹痛으로

분류되며,24주로淸熱燥濕,淸熱凉血,淸熱解毒하

는黃芩,黃連,黃柏,苦蔘,生地黃,金銀花,連翹등의

약물이 사용된다.

苦蔘은豆科에속한다년생초목인 Sophora flave-

scens Aiton의根을건조한것으로性은無毒하고味는

苦하다.淸熱燥濕 去毒殺蟲 利尿의효능이있고

瀉火燥濕補陰補腎한다.熱痢便血黃疸尿閉赤

白帶下陰腫瘙痒濕疹濕瘡皮膚瘙痒疥癬痲瘋

을치료하며,外用하여適蟲性陰道炎을치료한다.25

苦蔘은四象醫學에서少陽人약물에속하며,八

味苦蔘湯(草本卷)8이吐血,嘔吐,腸病,痞滿證을

치료하였고,七味苦蔘湯加목단피(甲午本)26로吐血,

嘔吐,腹痛,痞滿을치료하였고,滑石苦蔘湯(辛丑

本)27,28으로亡陰病 身寒腹痛泄瀉를 치료하였고,

熟地黃苦蔘湯27,29,30으로下消를치료하였으며, 심

혈관계, 항천식, 위궤양치료, 항염증, 모발촉진등의

약리 작용이 있다고 보고되었다.31

본연구에서는동물실험인 PCA반응시험과쥐비

만세포의히스타민분비를통한苦蔘추출물의억제

효과와비만세포주인 HMC-1세포에 PMA와 calcium

ionophore A23187 로자극하여분비하는염증성물질

에대한苦蔘 抽出物의억제효과를보여줌으로서,

苦蔘 抽出物이 typeⅠ인즉시형과민증에나타나는

알레르기성염증반응을조절하는효과가있음을규명

하려하였고, 苦蔘(SFA)抽出물의알레르기성염증

에미치는효과를분자생물학적으로확인해보고자

하였다.

苦蔘의항알레르기효과입증을위해수동적인알레

르기반응을시험한결과, IgE의존적PCA반응에서苦蔘

이현저한억제현상을보였다(Fig. 1, 2).이러한결과로

미루어보아苦蔘이비만세포매개 IgE의존적인알

레르기 반응에 억제 효능이 있을 것으로 사료된다.

칼슘 ionophore인 A23187는세포내칼슘의농도를

증가시켜비만세포의활성화를통해탈과립을유도하

며, PMA는 protein kinase C에직접작용하는분열촉진

제로서비만세포를활성화시켜세포활성물질을분비

하게한다.하지만, PMA단독으로는비만세포의탈과

립이나타나지않으므로, A23187과 PMA를모두사용

하였다.먼저苦蔘의농도를다르게하여HMC-1세포

를처리한후 A23187과 PMA로세포의활성을유도하

여세포생존율을비교한실험에서,苦蔘은 0.4 mg/ml

의농도까지만세포증식에별다른영향을주지않은

것으로 확인되었다.

비만세포에서자극에의한히스타민, 사이토카인,

프로테아제의분비는알레르기성염증반응에중요한

역할을하고있다32. 또한비만세포에서분비된사이

토카인은알레르기성염증반응에서중요한생물학적

역할을하고있다. 본실험에서는 A23187과 PMA로

자극된HMC-1세포에서염증반응조절효과를관찰

하기위해 ELISA방법으로苦蔘의 1시간전처리한

비만세포의배양액으로부터 TNF-α, IL-6,그리고 IL-8

을분비량을측정하였다.그결과 TNF-α의경우苦蔘

추출물농도의존적으로감소하는것으로나타났으

며,특히, 0.2 mg/ml의농도에서 50%이상의높은저해

율을보였다(Fig. 3, 4). IL-6의경우도마찬가지로농도

의존적으로 그 분비량이 억제되는 것이 보였으며,

A23187과 PMA단독으로유도된HMC-1세포배양액

의 IL-6생성량과 0.2 mg/ml의농도에서의HMC-1세포

배양액의 IL-6 생성량을비교하였을때 70%의높은

저해율을나타내었다(Fig. 5).또한 IL-8의경우에도 0.2

mg/ml의농도에서 50%이상의높은저해율을보였다.

(Fig. 6)

자극된비만세포에서분비되는 TNF-α, IL-6, IL-8과
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같은염증성물질들을억제하는효과는mRNA수준

에서도관찰되었다(Fig. 5, 7, 8). 이러한결과로미루어

보아苦蔘추출물이염증매개물질인 TNF-α, IL-6, IL-8

의생성을억제함으로써염증치료에효능이있을것

으로 사료된다.

TNF-α, IL-6, IL-8과같은염증성 cytokine은NFκB나

AP-1등과같은전사인자및MAPKs에의해조절된다.

苦蔘이 I-κB의인산화를억제함으로써NFκB의발현

을억제하는것을알수있었다(Fig. 9). 또한 NFκB의

프로모터부위의활성을苦蔘의억제효과를관찰할

수 있었다(Fig. 10).

이전 연구에의하면 PMA와 A23187은 p38, JNK,

ERK와같은세종류의MAPKs를활성화시킨다고보

고된바있다33.苦蔘의약효에대한기전은성장인자

나 외부세포자극에 의해 활성화되는 신호전달경로

(signal transduction pathway)를통하여세포표면에위

치한수용체를통해신호분자를활성화하여세포내로

신호를전달하고유전자의발현을변화시키게된다.

이러한신호전달경로에서대표적인신호전달관련단

백질은 세포분열활성 단백질 인산화효소로 알려진

MAPK (mitogen-activated protein kinases)의 활성화가

일어나게 되고 활성화된 MAPK는핵내로유입되어

활성인자를직접활성화하고매개자(mediator)로표적

유전자를 활성화하거나, 본 실험에서처럼 전사인자

(transcription factor)인NF-kB에영향을미쳐 NF-kB가

IkB의조절에서벗어나핵내로이동하여활성화하여

기전을나타내기도한다.34-37 MAPK신호전달경로는

모든진핵세포의신호전달에서중심적인역할을하는

단백질인산화효소로, MAPK Family는세린/트레오닌

키나아제(serine/threonine kinase)로 적어도 3가지, 즉

extracellular signal-regulated kinase(ERK), JNK및 p38로

분류된다. ERK의활성화는단백질티로신키나아제

(tyrosin kinase)와 G단백질연결수용체 (GPCR, G pro-

tein coupled Receptor)를통해작용하는성장인자에의

해유도되는세포증식신호전달에서중심적인역할을

하는세포의증식과분화를촉진시킨다. 반면 JNK와

p38은성장인자뿐아니라여러사이토카인(cytokine)

과환경적스트레스에의해서도유도되며 ERK와는

다르게세포성장을억제하고세포사멸을유도하는것

으로 알려져 있다. 38-40

MAPK family는일반적으로인산화가되면서활성

화되므로MAPK의활성화정도를알기위해서는인산

화된 phospho MAPK의발현에대한연구가필요하다.

본실험에서苦蔘추출물이 0.1 mg/ml과 0.2 mg/ml에

서NFκB및인산화된MAPKs를억제함을관찰할수

있었다(Fig. 9, 10).

이상의 연구 결과에서, 苦蔘의알레르기성염증

억제작용을생체실험과분자생물학적차원에서확인

할수있었으며,이러한결과를통해苦蔘이탈과립된

비만세포에서 I-κB/NFκB 및 MAPKs 경로의 발현을

조절함으로써이에수반되는염증매개물질인 TNF-α,

IL-6, IL-8의 생성을 억제하는 효과가 있어, 苦蔘을

이용한알레르기성염증치료에중요한단서로활용

될 수 있을 것으로 사료된다.

Ⅴ. 結 論

苦蔘의알레르기성염증억제효과를알아보기위

해, 쥐의생체실험을통하여생체내국소성즉시형

알레르기반응, 쥐의복강내비만세포에서히스타민

분비에미치는영향을알아보았으며, 80% ethanol로

추출한 苦蔘 抽出物 (SFA)이 사람비만세포에서의

세포증식효과, PMA와 A23187로유도한 TNF-α, IL-6,

IL-8등염증매개물질생성억제효과와MAPKs활성에

미치는영향, NFκB전사활성에미치는영향등을통

해항염증효과를살펴다음과같은결과를얻었다.

1. 생체내국소성즉시형알레르기반응에서 30%

이상의 억제율을 보였다.

2. 쥐의복강내비만세포에서고삼추출물은히스타

민 분비를 억제하였다.

3. HMC-1세포에서의苦蔘(SFA)추출물에의한세

포증식 효과는 유의성 있는 변화가 없었다.

4. HMC-1세포에서苦蔘 추출물에의해농도의존

적으로 TNF-α 의단백질발현량과분비량이현저히

감소하였다.

5. HMC-1세포에서苦蔘 추출물 0.2 mg/ml 농도에

서 IL-6의단백질생성량이 70%정도현저하게감소됨

을 알 수 있었다.

6. HMC-1세포에서苦蔘 추출물에의해농도의존
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적으로 IL-8의분비량이감소되는것을알수있었다.

7. HMC-1세포에서苦蔘 추출물 0.2 mg/ml의농도

에서인산화된 p38, JNK의감소를확인할수있었지

만,인산화된 ERK에서감소현상을관찰할수없었다.

8. HMC-1세포에서苦蔘 추출물에의해 0.1mg/ml

과 0.2 mg/ml의농도에서 NFκB 단백질이뚜렷하게

감소되었으며, 또한세포질내에서苦蔘 추출물 0.2

mg/ml의농도에서는인산화된 IκB가감소되어나타

났고,苦蔘 추출물 0.2 mg/ml의농도로처리한 trans-

fection된세포에서는 NFκB의프로모터활성이현저

히 감소되어 나타났다.
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