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ABSTRACT
Objectives:ToinvestigatetheeffectoffermentedextractofArtemisiaeIwayomogiiHerba,CurcumaeLongae,CrataegiFructus

andSalviaeMiltiorrhizaeRadix(FMH)onanti-inflammationassociatedwithdyslipidemiaandanti-oxidationinRAW264.7
andHUVECcells.

Methods:Thetotalpolyphenols,totalflavonoids,DPPHradicalscavengingactivity,ABTSradicalscavengingactivity,and
cytotoxicityofFMHweremeasured.RAW264.7cellstreatedwithFMHweretestedforproductionofNO,andforcytokineand
LTB4levelsandHUVECcellstreatedwithFMHwereexaminedforproductionofcDNAofgenesrelatedtoinflammation.

Results:
1.FMH containedpolyphenolsandflavonoids.TheDPPHandABTSradicalscavengingactivityofFMHincreasedina

concentration-dependentmanner.
2.FMHtreatmentinhibitedtheproductionofnitricoxide(NO),cytokines,andLTB4inRAW264.7cellwhencomparedto

theuntreatedcontrolgroup.
3.FMH decreasedthetranscriptionofpro-inflammatorygenes,whereasitincreasedtranscriptionofanti-inflammatory

genes,inHUVECcells.

Conclusion:FMHiseffectiveasanantioxidantandfortreatmentandpreventionofdyslipidemia,atherosclerosis,ischemic
heartdisease,stroke,andothercardiocerebrovasculardiseases.

Keywords:ArtemisiaeIwayomogiiHerba,CurcumaeLongae,CrataegiFructusandSalviaeMiltiorrhizaeRadix,fermentation

Ⅰ.서 론

2016년 사망원인통계에 따르면 암에 이어 2,3위

를 차지하는 주요 사망원인이 심장질환과 뇌혈관

질환으로,특히 심장질환으로 인한 사망은 꾸준히



이강욱⋅조현경⋅유호룡⋅설인찬⋅김윤식

481

증가하는 추세이다1.심뇌혈관질환 위험인자에는

고혈압,당뇨,이상지질혈증,흡연,비만 등이 있으

며 이중 고혈압의 유병률은 크게 변화가 없는 반

면 당뇨병,이상지질혈증,비만은 증가하고 있다
2
.

우리나라의 심뇌혈관질환으로 인한 사망 중 동맥

경화성 질환이 가장 많으며,그 중 죽상동맥경화증

이 임상적으로 큰 의의를 갖는다.죽상동맥경화가

발생하면 혈관 내막에 콜레스테롤 침착과 세포증

식이 일어나 혈관내경이 좁아지게 되며 이는 말초

로의 혈액순환장애를 초래하여 허혈성 심장질환이

나 뇌경색 등을 유발하는데,이상지질혈증은 이러

한 동맥경화의 위험성을 뚜렷이 증가시키는 것으

로 증명되었다3.이상지질혈증은 혈청콜레스테롤이

나 트리글리세리드가 비정상적인 높은 수치를 나

타내거나 highdensitylipoprotein(HDL)-cholesterol

이 비정상적인 낮은 수치를 나타내는 질환으로,자

각증상이 없지만 방치하면 동맥경화성 질환을 유

발하고 특히 관상동맥질환의 가장 중요한 독립적

위험인자로서 위험하여 이를 조기에 발견하고 치

료하는 것이 중요하고 이를 위해 생활습관을 교정

하고 약물을 적절히 사용할 필요가 있다4,5.

약물로는 주로 스타틴 계열이 사용되는데,최근

스타틴이 당뇨병 신규 발생을 증가시킨다는 연구

결과가 있으며,인지기능 저하가 관찰되었다는 보

고가 있다2.이러한 부작용 때문에 이상지질혈증에

대한 한약물 치료 연구도 꾸준히 이루어지고 왔으

며,처방으로 加味地黃湯6,凉膈散火湯7등이 있고

단일약재로도 다양한 연구가 진행되어 그 유효성

을 밝힌 바 있다8.그 중 한인진과 울금은 복합추출

물로도 연구된 바 있으며
9
이를 기초로 단일약재들

을 가미한 연구가 지속적으로 나오고 있다10-13.

이상지질혈증은 한의학적으로 痰濁,血瘀의 범

주에 속하며14,이상지질혈증이 유발하는 동맥경화

증 또한 痰飮,瘀血,寒凝,氣滯,虛勞 등의 범주에

속한다3.痰飮의 개념 중 체내에 들어온 水液이 정

상적으로 운화되지 못해 전신에 고루 분포하지 못

하는 것,瘀血의 개념 중 혈액자체의 성분이 바뀌

어서 유속과 생리기능에 이상이 생긴 혈액,혈관의

병변으로 혈전들이 생겨 혈류가 불창한 것 등
15
이

이상지질혈증의 개념과 유사하다고 볼 수 있다.

발효는 오래전부터 인류가 자연에서 발견한 유

용한 기술로서,미생물작용을 이용하여 식품에 좋

은 향,맛,조직감 등을 부여하고 유효성분 증진작

용 및 유효성분을 더 작은 단위로 분해하여 쉽게

장관에 흡수될 수 있게 하는 작용을 하며,비위기

능이 떨어지는 사람들에게도 적합하다16.

이상지질혈증에 대한 단일 발효 한약재 연구는

발효백하수오17,솔잎발효액18등 다수가 있으나 발

효 한약재들의 복합추출물에 대한 연구는 부족한

실정이다.

본원 한방병원에서 이상지질혈증치료를 위해 사

용하고 있는 청혈플러스는 韓茵蔯,鬱金,山査,丹

蔘으로 이루어져 있으며,유의한 효능이 있는 것으

로 기존에 연구된 바 있다19.

본 저자는 이에 착안하여 상기 청혈플러스 구성

발효 약재의 복합추출물이 이상지질혈증에 효과가

있는지를 규명하려는 의도로 실험적 연구를 진행하

게 되었으며,유의성 있는 결과를 얻었기에 보고한다.

Ⅱ.재료 및 방법

1.재 료

1)약 재

본 실험에 사용한 한인진,울금,산사,단삼은 ㈜

옴니허브에서 구입하여 대전대학교 TBRC-RIC에

서 정선 후 사용하였다.

2)시 약

사용된 시약은 monosodium glutamate(MSG :

Sigma,U.S.A.),glucose(Sigma,U.S.A.),dulbecco's

ModifiedEagle'sMedium(DMEM :GibcoBRL,

U.S.A.),EGMTM-2Medium(Lonza,Switzerland),

EGM
TM
-2SingleQuots

TM
Kit(Lonza,Switzerland),

fetalbovineserum(FBS:GibcoBRL,U.S.A.),

penicillin-streptomycin(Sigma,U.S.A.),antibiotic-antimycotic
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(Sigma,U.S.A.),trypanblue(Sigma,U.S.A.),EZ-Cytox

(Daeilab,Korea),lipopolysaccharide(LPS:Sigma,

U.S.A.),hydrogenperoxide(H2O2:Sigma,U.S.A.),

nitric oxide detection kit(Intron Biotechnology,

Korea),mousecytokinemilliplexmapimmunoassay

kit(Millipore,U.S.A.),LTB4ParameterAssayKit

(R&DsystemsCo.,U.S.A.),dulbecco'sphosphate

buffered saline(D-PBS :Welgene,Korea),1,1-

diphenyl-2-picryl-hydrazyl(DPPH:Sigma,U.S.A.),

2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic

acid)(ABTS : Sigma,U.S.A.),folin-Ciocalteu's

phenolreagent(Merck.,Germany),gallicacid(Sigma,

U.S.A.),quercertin(Sigma,U.S.A.),sodiumcarbonate

(Sigma,U.S.A.),aluminum nitratenonahydrate

(Sigma,U.S.A.),potassiumacetatesolution(Sigma,

U.S.A.),(2,7)-dichlorodihydrofluorescin diacettate

(DCFH-DA :Sigma,U.S.A.),TotalRNA prep

kit(Intronbio,Korea),AccuPowerCycleScriptRT

PreMix(Bioneer,Korea),SYBR Green(Qiagen,

Germany),DEPC-DW(BioneerCo.,Korea)등이다.

3)기 기

사용된 기기는 rotaryvacuumevaporator(Büchi

B-480,Switzerland),freezedryer(EYELAFDU-540,

Japan),CO2incubator(FormascientificCo.,U.S.A.),

cleanbench(Visionscientific,Korea),autoclave(Sanyo,

Japan),vortexmixer(Visionscientific,Korea),centrifuge

(Hanil,Korea),deep-freezer(Sanyo,Japan),ice-maker

(Visionscientific,Korea),plateshaker(Lab-Line,

U.S.A.),luminex(Millipore,U.S.A.),microplatereader

(MolecularDevices,U.S.A.),flowcytometer(Becton

Dickinson,U.S.A.),Nanodrop(Thermofisher,U.S.A.),

Alpha Cycler1 PCRmax(PCRmax,U.K.) real

timePCR(Qiagen,Germany)등이다.

2.방 법

1)시료 추출 및 발효

한인진,울금,산사,단삼 각각 30g에 증류수

2000ml를 넣어 3시간 동안 환류추출을 한 후 여과

액에 고초균(Bacillussubtilis)과,젖산균(Lactobacillus

platarum)을 이용한 혼합발효를 진행하였다(Fig.

1).이후 발효된 물질을 rotaryvacuum evaporator

로 감압 농축하였으며,농축된 용액을 freezedryer로

동결 건조하여 얻어낸 발효복합추출물(fermentation

mixedherbsextract이하,FMH)분말 24.31g(수율

20.26%)을 초저온 냉동고(-80℃)에서 보관하며

실험에 필요한 농도로 증류수에 희석해 사용하였다.

Fig.1.MixedfermentationprocessofFMH.

2)항산화 효능평가

(1)총 polyphenol함량 측정

FMH 1 ml에 50% Foiln-Ciocalteu'sphenol

reagent0.5ml를 가하여 실온에서 3분간 반응시켰

다.반응용액에 Na2CO3포화용액 1ml와 7.5ml

증류수를 차례로 혼합하여 30분간 정치시킨 뒤,

14,000g에서 10분간 원심분리한 후 상등액을 취해

760nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.총 phenol

함량은 gallicacid를 표준물질로 이용하여 작성한

검량선에 따라 함량을 구하였다.

(2)총 flavonoid함량 측정

FMH0.1ml과 80% 에탄올 0.9ml을 혼합한 혼합

물 0.5ml에 10% aluminiumnitrate와 1M potassium

acetate0.1ml그리고 80% 에탄올 4.3ml을 가하

여 실온에 40분 방치한 뒤 415nm 파장에서 흡광

도를 측정하였으며,quercetin을 이용하여 작성한
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표준곡선으로부터 함량을 구하였다.

(3)DPPHradical소거능 측정

FMH의 최종 농도가 1,10,100,1,000(μg/ml)의

농도로 될 수 있게 희석시켰으며,에탄올에 용해시

킨 0.2mM의 DPPH 용액 150μl와 FMH를 각각

100μl씩 혼합하여 37℃에서 30분간 반응 시켰다.

반응 후 517nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

시료액의 대조군은 증류수를 넣었으며,DPPH 용

액의 대조군으로서는 에탄올을 넣어 보정값을 얻

었다.그 후 DPPHradical소거율((대조군의 흡광

도-시료 첨가군의 흡광도)×100/대조군의 흡광도)

을 계산하였다.

(4)ABTSradical소거능 측정

FMH의 최종 농도가 1,10,100,1,000(μg/ml)의

농도로 될 수 있게 희석시켰으며,ABTS용액은

7.4 mM ABTS(2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline

-6-sulfonicacid))와 2.6mM potassiumpersulphate

를 제조한 후,암소에 하루 동안 방치하여 양이온

(ABTS⋅+)을 형성시킨 다음 732nm에서 흡광도

를 측정하여 흡광도 값이 1.5이하가 나오도록 희

석하고,희석된 ABTS⋅+용액 150μl와 FMH를 각

각 5μl혼합하고,실온에서 10분간 반응시킨 후,

732nm파장에서 흡광도를 측정하였다.항산화능은

증류수를 대조군으로 하여 대조군에 대한 ABTS

radical소거율(시료 첨가군의 흡광도×100/(1-대조

군의 흡광도))을 백분율로 나타내었다.

3)세포 배양

RAW264.7세포는 10% fetalbovineserum(FBS)

와 1% penicillin-streptomycin으로 조성된 DMEM

배지를 사용하였으며,humanumbilicalveinendothelial

cell(HUVEC)세포는 EGM™-2Medium과 EGM™-2

SingleQuots
™
Kit으로 혼합된 배지를 사용하여 37℃,

5% CO2조건이 유지되는 세포배양기에서 배양하

였으며,2-3일 주기로 계대 배양하여 실험을 진행

하였다.

4)세포 생존율 측정

96wellplate에 RAW264.7세포와 HUVEC세

포를 1.5×105cells/well로 분주하여 24시간 동안 배

양 하였다.실험을 하기 전에 새로운 배양액으로

교체하였고,FMH를 각각 1,10,100(μg/ml)의 농

도로 처리하여 다시 24시간 동안 배양하였다.배양

후 10μl의 EZ-Cytox용액을 첨가하여 세포배양기

에서 30분간 반응시켰다.반응 후 450nm에서 흡

광도의 변화를 측정하여 대조군에 대한 세포 생존

율을 백분율로 표시 하였다.

5)항염증 효능평가

(1)세포 내 nitricoxide(NO)생성량 측정

96wellplate에RAW264.7세포를 1.5×105cells/well

로 분주하여 24시간 동안 배양 하였다.배양 후 새

로운 배양액으로 교체하였으며,FMH 1,10,100

(μg/ml)의 농도와 1μg/mlLPS를 함께 처리하여

다시 24시간 동안 배양하였다.이 후,N1buffer를

50μl씩 각 well에 처리하여 10분간 상온에서 반응

한 후,N2buffer를 50μl씩 각 well에 처리하고 10

분간 반응시켰다.반응 후 540nm 파장에서 흡광

도를 측정한 뒤 대조군에 대한 백분율로 나타내었다.

(2)세포 내 cytokine생성량 측정

12wellplate에 RAW264.7세포를 2×105cells/well

로 분주하여 24시간 동안 배양 하였다.배양 후 새

로운 배양액으로 교체하였으며,FMH 1,10,100

(μg/ml)의 농도와 1μg/mlLPS를 함께 처리하여

다시 24시간 동안 배양하였다.이후,배양액을

1,200rpm에서 5분간 원심분리하여 얻은 상등액과

standard를 96wellplate에 25μl씩 분주하고 assay

buffer및 matrixbuffer,antibody-immobilizedbeads

를 각 25μl씩 가하여 혼합한 후 2시간 동안 실온

에서 반응시키고,washing완충 용액을 이용하여 2

회 세척하였다.세척 후 25μl의 detectionantibody

을 가하여 1시간 동안 실온에서 반응시키고 추가

로 25μl의 Streptavidin-Phycoerythrin을 가하여 30

분 동안 실온에서 반응시킨 뒤 washing완충 용액

을 이용하여 2회 세척하였다.세척 후 PBS를 150

μl넣고 5분 간 shaking한 후 Luminex를 이용하여

측정한 결과를 절대 값으로 표시하였다.
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(3)세포 내 leukotrieneB4(LTB4)생성량 측정

12wellplate에 RAW264.7세포를 2×105cells/well

로 분주하여 24시간 동안 배양 하였다.배양 후 새

로운 배양액으로 교체하였으며,FMH 1,10,100

(μg/ml)의 농도와 1μg/mlLPS를 함께 처리하여

다시 24시간 동안 배양하였다.이후,배양액을

1,200rpm에서 5분간 원심분리하여 얻은 상등액과

standard를 96wellplate에 100μl씩 넣고 37℃에

서 90분간 반응시켰다.반응 후 washingbuffer를

이용하여 3회 세척 작업을 진행한 후 100 μl의

detectionantibody를 넣어 다시 37℃에서 60분간

반응시키고 세척하였다.세척 후 HRPconjugate를

100μl씩 넣어 37℃에서 30분간 반응시키고 세척

한 뒤 substratereagent를 90μl씩 넣어 37℃에서

15분간 반응시키고 50μl의 stopsolution을 추가하

여 ELISAreader기를 통해 450nm에서 흡광도를

측정하였으며,standardcurve를 기준으로 절대 값

으로 표시하였다.

6)세포 내 유전자 발현량 측정

(1)RNA추출

6wellplate에 HUVEC세포를 106cells/well로

분주하여 24시간 동안 배양하였다.배양 후 새로운

배양액으로 교체하였으며,FMH1,10,100(μg/ml)

의 농도와 1μg/mlTNF-α를 함께 처리하여 다시

24시간 동안 배양하였다.HUVEC세포를 PBS로 2

회 씻어준 뒤 easyblue1ml와 chloroform 200μl

를 넣고 vortexing해준 후 13,000rpm,4℃에서 10

분 동안 원심분리 하였다.그 후 상층액 400μl와

bindingbuffer400μl를 실온에서 1분 동안 반응시

킨 뒤 반응액 700μl를 column에 주입하여 13,000

rpm에서 30초 동안 원심분리 하였다.Column에

washingbufferA를 700μl넣고 13,000rpm에서 30

초 동안 원심분리 후 washingbufferB를 700μl넣

고 동일하게 원심분리 하였다.Column하단을 Ep

tube로 교체한 후 column에 elutionbuffer를 50μl

넣고 1분 동안 반응시킨 뒤 13,000rpm에서 1분 동

안 원심분리하여 추출된 totalRNA를 모았다.

(2)cDNA합성

역전사(reversetranscription)반응은 RTpremix

kit의 mixture(reactionbuffer,dNTPsmixture,RNase

inhibitor,stabilizer,oligodT15primer)를 사용하여

totalRNA 1μg이 되도록 diethylpyrocarbonate

(DEPC)처리된 증류수에 최종 부피가 20μl가 되도

록 하여 첨가하였다.이 20μl의 반응 혼합액을 잘 섞

은 뒤 45℃에서 60분 반응시켜 first-strandcDNA를

합성한 후 95℃에서 5분 동안 방치하여 M-MLV

RT를 불활성화 시킨 다음 합성이 완료된 cDNA를

polymerasechainreaction(PCR)에 사용하였다.

(3)유전자 발현량 측정

합성이완료된 cDNA를증폭시키기위하여 real-time

PCR을 진행하였으며,real-time전용 tube에 cDNA

1μl,각 primer2μl,SYBRGreen10μl,DEPC-DW

5μl씩 넣어 다음과 같이 진행하였다.94℃에서 5분

동안 반응한 다음 94℃에서 15초,60℃에서 30초,

72℃에서 30초를 40회 반복하여 진행하였고 이 후

유전자 발현량은 대조군에 비하여 계산하였으며,

사용된 primer의 sequence는 Table1과 같다.

PrimerF/R* Sequences

GAPDH
F GGCAAATTCCATGGCACCG
R TCGCCCCACTTGATTTTGGA

CCL5
F CGGGAGTACATCAACTCTTTGGA
R CAAGCTAGGACAAGAGCAAGCA

MCP-1
F GCTCAGCCAGATGCAATCAA
R CTTGGCCACAATGGTCTTGA

CXCL8
F TCTTGGCAGCCTTCCTGATT
R TTTCTGTGTTGGCGCAGTGT

CX3CL1
F TCACGTGCAGCAAGATGACA
R TCCTTGACCCATTGCTCCTT

ICAM-1
F TCTTCCTCGGCCTTCCCATA
R AGGTACCATGGCCCCAAATG

VCAM-1
F CCCTACCATTGAAGATACTGG
R ATCTCTGGGGGCAACATTGAC

KLF2
F CCTCCTTGACGAGTTTTGTTTTTC
R AAGGCATCACAAGCCTCGAT

eNOS
F CTCATGGGCACGGTGATG
R ACCACGTCATACTCATCCATACAC

*F:forward,R:reverse

Table1.TheSequencesofPrimersinThisStudy
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3.통계처리

실험결과는SPSS24.0의unpairedstudent'sT-test와

ANOVA를 사용하여 통계처리 하였고 p<0.05,p<0.01

및 p<0.001수준에서 그 유의성을 검정하였다.

Ⅲ.실험 결과

1.항산화 효능평가

1)총 polyphenol함량 측정

Gallicacid를 표준물질로 하여 FMH에 존재하

는 총 polyphenol함량을 측정한 결과,8.74±0.30

GAE/g으로 나타났다(Table2).

2)총 flavonoid함량 측정

Quercetin을 표준물질로 하여 FMH에 존재하는

총 flavonoid함량을 측정한 결과,1.83±0.19mg/g

으로 나타났다(Table3).

Sample Totalpolyphenol(mgGAE*/g)

FMH 8.74±0.30
Theresultswereexpressedasmean±S.D.
*Totalphenolcontentwasexpressedasmilligram of
galicacidequivalent(GAE)pergramofextract.

Table2.TotalPolyphenolContentsofFMH

Sample Totalflavonoid(mg/g)

FMH 1.83±0.19
Theresultswereexpressedasmean±S.D.

Table3.TotalFlavonoidContentsofFMH

3)DPPHradical소거능 측정

FMH의 DPPHradical소거능을 측정한 결과,1,

10,100,1,000(μg/ml)농도에서 각각 1.03±0.30%,

3.68±0.11%,11.15±0.73%,33.34±1.00%로나타나,DPPH

radical소거능의 농도 의존적인 증가가 나타났다

(Fig.2).

Fig.2.DPPHradicalscavengingactivityofFMH.

FMHwasincubatedat1,10,100,and1,000μg/ml
withDPPHsolutionfor30mins.Activitieswere
determinedbymeasurementofabsorbanceat
517nm.Theresultswereexpressedasmean±
S.Dfromthreeindependentexperiments.

4)ABTSradical소거능 측정

FMH의 ABTSradical소거능을 측정한 결과,1,

10,100,1,000(μg/ml)농도에서 각각 2.42±0.23%,

4.64±0.26%,11.08±0.61%,43.66±0.14%로나타나,ABTS

radical소거능의 농도 의존적인 증가가 나타났다

(Fig.3).

Fig.3.ABTSradicalscavengingactivityofFMH.

FMHwasincubatedat1,10,100,and1,000μg/ml
withABTSsolutionfor10mins.Activitieswere
determinedbymeasurementofabsorbanceat
732nm.Theresultswereexpressedasmean±
S.Dfromthreeindependentexperiments.
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2.세포생존율 측정

RAW264.7세포에서 세포생존율을 측정한 결과,

대조군이 100.00±2.96%로 나타났을 때,FMH1,10,

100,200μg/ml에서 각각 106.85±3.33%,109.36±2.43%,

103.77±6.48%,57.10±1.72%로 나타났다(Fig.4A).

HUVEC 세포에서 세포생존율을 측정한 결과,

대조군이 100.00±2.19%로 나타났을 때,FMH1,10,

100,200μg/ml에서 각각 99.77±0.82%,99.75±1.37%,

99.96±1.16%,73.16±1.91%로 나타났다(Fig.4B).

Fig.4.CellviabilityofRAW264.7cellsandHUVEC
cellsweretreatedFMH.

RAW264.7cellsandHUVECcellsweretreated
by1,10,100,and200μg/mlofFMHfor24h.
TreatedcellswereexposedbyEZ-Cytoxfor30
minandthenabsorbanceweremeasuredat450
nm usingmicroplatereader.Cellviabilitywere
calculatedaspercentageversuscontrol.Theresult
werepresentedbythemean±S.D from three
independentexperiments.
(A)RAW264.7cell,(B)HUVECcell

3.항염증 효능평가

1)세포 내 NO생성량 측정

RAW264.7세포 내 NO생성량을 측정한 결과,

정상군은 21.92±2.80%,대조군은 100.00±2.12%로 나

타났을 때,FMH1,10,100μg/ml에서 각각 88.45±

0.71%,86.47±2.07%,79.49±2.20%로 나타나,모든 농도

에서대조군에비해유의성있는(*:p<0.05,**:p<0.01)

감소가 나타났다(Fig.5).

Fig.5.EffectofFMHonNOlevelinRAW264.7cells.

RAW264.7cellsweretreatedby1,10,and100
μg/mlofFMH with1μg/mlLPSfor24h.
Treatedcellswereexposedbynitricoxidedetection
kitandthenabsorbanceweremeasuredat540
nm usingmicroplatereader.LevelofNOwere
calculatedaspercentageversuscontrol.Theresult
werepresentedbythemean±S.D from three
independentexperiments(Significanceofresults,
*:p<0.05,**:p<0.01comparedtocontrol).

2)세포 내 cytokine생성량 측정

(1)Interleukin1β(IL-1β)

RAW264.7세포 내 IL-1β 생성량을 측정한 결

과,정상군은 46.05±0.82pg/ml,대조군은 123.34±3.27

pg/ml로 나타났을 때,FMH 1,10,100μg/ml에서

각각 120.85±1.52pg/ml,105.73±9.18pg/ml,97.01±0.51

pg/ml로 나타나,10,100μg/ml농도에서 대조군에

비해 유의성 있는(*:p<0.05,***:p<0.001)감소

가 나타났다(Fig.6).
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Fig.6.EffectofFMHonIL-1β levelinRAW264.7
cells.

RAW264.7cellsweretreatedby1,10,and100
μg/mlofFMH with1μg/mlLPSfor24h.
Treatedcellsweremeasuredbymousecytokine
milliplexmapimmunoassaykit.Theresultwere
presentedbythemean±S.Dfromthreeindependent
experiments(Significanceofresults,*:p<0.05,
***:p<0.001comparedtocontrol).

(2)Interleukin6(IL-6)

RAW264.7세포 내 IL-6생성량을 측정한 결과,

정상군은116.80±27.32pg/ml,대조군은151839.83±2593.07

pg/ml로 나타났을 때,FMH 1,10,100μg/ml에서

각각 106293.60±18652.25 pg/ml,91706.27±9382.48

pg/ml,81373.25±12175.46pg/ml로 나타나,모든 농

도에서 대조군에 비해 유의성 있는(*:p<0.05,**

:p<0.01,***:p<0.001)감소가 나타났다(Fig.7).

(3)Tumornecrosisfactorα(TNF-α)

RAW264.7세포 내 TNF-α 생성량을 측정한 결과,

정상군은 8088.67±174.67pg/ml,대조군은 15005.33

±346.69pg/ml로 나타났을 때,FMH1,10,100μg/ml

에서 각각 14033.67±792.87pg/ml,12661.25±316.43

pg/ml,11670.67±346.43pg/ml로 나타나,10,100μg/ml

농도에서 대조군에 비해 유의성 있는(*:p<0.05,

**:p<0.01)감소가 나타났다(Fig.8).

Fig.7.EffectofFMHonIL-6levelinRAW264.7
cells.

RAW264.7cellsweretreatedby1,10,and100
μg/mlofFMH with1μg/mlLPSfor24h.
Treatedcellsweremeasuredbymousecytokine
milliplex map immunoassay kit.The result
werepresentedbythemean±S.D from three
independentexperiments(Significanceofresults,
*:p<0.05,**:p<0.01,***:p<0.001compared
tocontrol).

Fig.8.EffectofFMHonTNF-α levelinRAW264.7
cells.

RAW264.7cellsweretreatedby1,10,and100
μg/mlofFMH with1μg/mlLPSfor24h.
Treatedcellsweremeasuredbymousecytokine
milliplexmapimmunoassaykit.Theresultwere
presentedbythemean±S.Dfromthreeindependent
experiments(Significanceofresults,*:p<0.05,
**:p<0.01comparedtocontrol).

3)세포 내 LTB4생성량 측정

RAW264.7세포 내 LTB4생성량을 측정한 결과,

정상군은 15.06±1.19pg/ml,대조군은 102.15±2.36
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pg/ml로 나타났을 때,FMH 1,10,100μg/ml에서

각각 102.20±1.68pg/ml,76.19±2.15pg/ml,62.78±3.44

pg/ml로 나타나,10,100μg/ml농도에서 대조군에

비해 유의성 있는(**:p<0.01,***:p<0.001)감

소가 나타났다(Fig.9).

Fig.9.EffectofFMHonLTB4levelinRAW264.7
cells.

RAW264.7cellsweretreatedby1,10,and100
μg/mlofFMH with1μg/mlLPSfor24h.
TreatedcellsweremeasuredbyLTB4Parameter
AssayKit.Theresultwerepresentedbythe
mean±S.D from threeindependentexperiments
(Significanceofresults,**:p<0.01,***:p<0.001
comparedtocontrol).

4.세포 내 유전자 발현량 측정

1)CCL5

HUVEC세포 내 CCL5유전자 발현량을 측정

한 결과,정상군은 0.13±0.05%,대조군은 1.00±0.01%

로 나타났을 때,FMH 1,10,100μg/ml에서 각각

1.04±0.08%,0.93±0.08%,0.23±0.02%로 나타나,100

μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의성 있는(***:

p<0.001)감소가 나타났다(Fig.10).

2)Monocytechemoattractantprotein1(MCP-1)

HUVEC세포 내 MCP-1유전자 발현량을 측정

한 결과,정상군은 0.10±0.01%,대조군은 1.00±0.15%

로 나타났을 때,FMH 1,10,100μg/ml에서 각각

0.99±0.09%,0.79±0.05%,0.50±0.04%로 나타나,10,

100μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의성 있는

(*:p<0.05,**:p<0.01)감소가 나타났다(Fig.11).

Fig.10.EffectofFMHonCCL5mRNAexpression
levelsinHUVECcells.

HUVECcellsweretreatedby1,10,and100μg/ml
ofFMHwithTNF-α for24h.CCL5mRNA
expressionlevelsweremeasuredbypolymerase
chainreaction.Theresultwerepresentedbythe
mean±S.D from threeindependentexperiments
(Significanceofresults,***:p<0.001compared
tocontrol).

Fig.11.EffectofFMHonMCP-1mRNAexpression
levelsinHUVECcells.

HUVECcellsweretreatedby1,10,and100μg/ml
ofFMHwithTNF-α for24h.MCP-1mRNA
expressionlevelsweremeasuredbypolymerase
chainreaction.Theresultwerepresentedbythe
mean±S.D from threeindependentexperiments
(Significanceofresults,*:p<0.05,**:p<0.01
comparedtocontrol).

3)CXCL8

HUVEC세포 내 CXCL8유전자 발현량을 측정
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한 결과,정상군은 0.10±0.01%,대조군은 1.00±0.01%

로 나타났을 때,FMH 1,10,100μg/ml에서 각각

1.02±0.04%,0.98±0.05%,0.50±0.03%로 나타나,100

μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의성 있는(***:

p<0.001)감소가 나타났다(Fig.12).

Fig.12.EffectofFMHonCXCL8mRNAexpression
levelsinHUVECcells.

HUVECcellsweretreatedby1,10,and100μg/ml
ofFMHwithTNF-α for24h.CXCL8mRNA
expressionlevelsweremeasuredbypolymerase
chainreaction.Theresultwerepresentedbythe
mean±S.D from threeindependentexperiments
(Significanceofresults,***:p<0.001compared
tocontrol).

4)CX3CL1

HUVEC세포 내 CX3CL1유전자 발현량을 측

정한 결과,정상군은 0.40±0.06%,대조군은 1.00±0.02%

로 나타났을 때,FMH 1,10,100μg/ml에서 각각

1.02±0.03%,0.88±0.07%,0.60±0.06%로 나타나,10,

100μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의성 있는

(*:p<0.05,***:p<0.001)감소가 나타났다(Fig.13).

5)Intercellularadhesionmolecule1(ICAM-1)

HUVEC세포 내 ICAM-1유전자 발현량을 측정

한 결과,정상군은 0.24±0.12%,대조군은 1.00±0.12%

로 나타났을 때,FMH 1,10,100μg/ml에서 각각

1.13±0.07%,0.55±0.01%,0.41±0.02%로 나타나,10,

100μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의성 있는

(**:p<0.01,***:p<0.001)감소가나타났다(Fig.14).

Fig.13.EffectofFMHonCX3CL1mRNAexpression
levelsinHUVECcells.

HUVECcellsweretreatedby1,10,and100μg/ml
ofFMHwithTNF-α for24h.CX3CL1mRNA
expressionlevelsweremeasuredbypolymerase
chainreaction.Theresultwerepresentedbythe
mean±S.D from threeindependentexperiments
(Significanceofresults,*:p<0.05,***:p<0.001
comparedtocontrol).

Fig.14.EffectofFMHonICAM-1mRNAexpression
levelsinHUVECcells.

HUVECcellsweretreatedby1,10,and100μg/ml
ofFMHwithTNF-α for24h.ICAM-1mRNA
expressionlevelsweremeasuredbypolymerase
chainreaction.Theresultwerepresentedbythe
mean±S.D from threeindependentexperiments
(Significanceofresults,**:p<0.01,***:
p<0.001comparedtocontrol).

6)Vascularcelladhesionmolecule1(VCAM-1)

HUVEC세포 내 VCAM-1유전자 발현량을 측정

한 결과,정상군은 0.17±0.11%,대조군은 1.00±0.07%
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로 나타났을 때,FMH 1,10,100μg/ml에서 각각

0.67±0.10%,0.73±0.06%,0.42±0.14%로 나타나,100

μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의성 있는(*:

p<0.05)감소가 나타났다(Fig.15).

Fig.15.EffectofFMHonVCAM-1mRNAexpression
levelsinHUVECcells.

HUVECcellsweretreatedby1,10,and100μg/ml
ofFMHwithTNF-α for24h.VCAM-1mRNA
expressionlevelsweremeasuredbypolymerase
chainreaction.Theresultwerepresentedbythe
mean±S.D from threeindependentexperiments
(Significanceofresults,*:p<0.05compared
tocontrol).

7)Krűppel-likeFactor2(KLF2)

HUVEC세포 내 KLF2유전자 발현량을 측정

한 결과,정상군은 2.12±0.22%,대조군은 1.00±0.11%

로 나타났을 때,FMH 1,10,100μg/ml에서 각각

0.74±0.03%,1.74±0.09%,2.35±0.01%로 나타나,10,

100μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의성 있는

(*:p<0.05,**:p<0.01)증가가 나타났다(Fig.16).

8)Endothelialnitricoxidesynthase(eNOS)

HUVEC세포 내 eNOS유전자 발현량을 측정

한 결과,정상군은 3.65±0.23%,대조군은 1.00±0.11%

로 나타났을 때,FMH 1,10,100μg/ml에서 각각

0.60±0.16%,2.01±0.04%,2.42±0.01%로 나타나,10,

100μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의성 있는

(*:p<0.05,**:p<0.01)증가가 나타났다(Fig.17).

Fig.16.EffectofFMHonKLF2mRNAexpression
levelsinHUVECcells.

HUVECcellsweretreatedby1,10,and100μg/ml
ofFMHwithTNF-α for24h.KLF2mRNA
expressionlevelsweremeasuredbypolymerase
chainreaction.Theresultwerepresentedby
themean±S.Dfromthreeindependentexperiments
(Significanceofresults,*:p<0.05,**:p<0.01
comparedtocontrol).

Fig.17.EffectofFMHoneNOSmRNAexpression
levelsinHUVECcells.

HUVECcellsweretreatedby1,10,and100μg/ml
ofFMHwithTNF-α for24h.eNOSmRNA
expressionlevelsweremeasuredbypolymerase
chainreaction.Theresultwerepresentedby
themean±S.Dfromthreeindependentexperiments
(Significanceofresults,*:p<0.05,**:p<0.01
comparedtocontrol).

Ⅳ.고 찰

전 세계적으로 발생하는 연간 약 5700만 명의
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사망자 중 허혈성 심질환 및 뇌졸중으로 인한 사

망자가 약 1500만 명 정도 되며,이는 최근 15년간

가장 주요한 사망원인이었다20.선진국에서는 지난

수십 년 동안 심혈관계질환에 의한 사망이 감소하

고 있는 반면,국내에서는 오히려 급속히 증가하고

있다.심혈관계질환의 위험인자로는 남자의 경우에

는 고혈압,흡연,이상지질혈증으로 확인되었으며

여자는 고혈압,이상지질혈증,당뇨병,흡연의 순서

로 영향을 미치는 것으로 밝혀졌는데,다른 위험인

자들은 이전보다 감소하거나 잘 조절되고 있는 반

면 식습관이나 운동 같은 생활습관의 악화와 이로

유발되는 혈중 지질 농도의 증가가 심혈관질환의

발병에 중요한 역할을 하고 있다21.

이상지질혈증은 한의학에서 직접적으로 언급되

어 있지는 않지만 비슷한 내용을 찾아볼 수 있는

데,≪靈樞⋅衛氣失常論≫에 ‘肥人多,有膏,有肉’이

라고 한 것과 ≪靈樞⋅五癃津液別篇≫에 ‘五穀之津

液,和合而爲膏,內滲入于骨空,補益髓腦而下流于陰

股’22라고 기록되어 있어 膏를 이상지질에 대한 언

급으로 유추해볼 수 있다.이상지질혈증은 津液의

일종으로 水穀에서 來源하고 血中에 들어가 영양

물질이 되는 血脂가 과다하거나 장부의 기능실조

로 대사가 실조되면 발생하며,痰濁과 血瘀로 보고

祛痰 및 化瘀시키는 治法을 사용한다
23
.

발효는 고분자 당이 떨어져 나가며 저분자화되

어 체내흡수율이 증가되게 하는 기전을 가지며 이

로써 생체 이용률을 증가시키는데,한약의 유효성

분은 대개 고분자 당류로 구성되어있기 때문에 최

근 발효한약이 관심을 모으고 있으며 발효시 원래

의 성질이 변하여 새로운 치료 작용을 기대할 수

있다24.이에 본 저자는 비교적 안전성이 높은 천연

물 중 기존에 많은 선행연구를 통해 이상지질혈증

치료에 사용되던 청혈플러스 구성약재의 발효 복

합추출물로 연구를 진행하게 되었다.

韓茵蔯은 利水滲濕藥에 해당하며 性은 微寒하고

味는 苦辛하고 淸濕熱한다.동맥죽상경화모델 집토

끼에게 한인진전탕액을 복용시킨 결과 혈중 이상

지질상태가 개선되었으며 동맥궁이나 내장병변 보

호작용이 나타났다
25,26
.

鬱金은 活血祛瘀藥에 해당하며 性은 寒하고 味

는 辛苦하고 活血消瘀,解鬱祛痰시킨다.동맥죽상

경화모델 집토끼와 흰쥐에게 울금전탕액을 복용시

켰더니 혈중 콜레스테롤이 낮아졌으며,관상동맥내

막의 지질침착을 감소시켰다25,26.

山査는 消食藥에 해당하며 性은 微溫하고 味는

酸甘하며 行氣消食散瘀작용을 한다.동맥죽상경화

모델 집토끼의 정맥에 산사추출물을 주사하였더니

혈중 콜레스테롤 저하작용이 있었으며 기관의 콜

레스테롤 침착을 줄여 혈압을 낮추는 역할을 하였

다25,26.

丹蔘은 活血祛瘀藥에 해당하며 性은 微寒하고

味는 苦하고 活血祛瘀 작용을 한다.최근엔 관상동

맥경화나 혈전폐색 등에 좋은 치료효과가 있다고

밝혀졌다25,26.

이상지질혈증에 관한 연구에서는 대체로 항산화,

항염증을 같이 진행하게 된다.이는 이상지질혈증

이 동맥경화를 유발하는 과정에서 산화적스트레스

가 결정적인 역할을 하며 염증반응이 포함되고,나

아가 노화나 암까지 유발 가능하기 때문이다
27
.

RAW264.7세포에서 세포생존율을 측정한 결과

FMH농도가 1,10,100μg/ml에서 각각 106.85±3.33%,

109.36±2.43%,103.77±6.48%로 나타났다(Fig.4A).

HUVEC세포에서 세포생존율을 측정한 결과 FMH

1,10,100μg/ml에서 각각 99.77±0.82%,99.75±1.37%,

99.96±1.16%로 나타났다(Fig.4B).이로써 실험이

주로 진행된 농도에서 안전한 것으로 확인되었다.

그리고 두 세포 모두 FMH200μg/ml이상의 농도

에서는 80% 이하의 생존율을 보였다.

FMH에 존재하는 총 polyphenol함량은 8.74±0.30

GAE/g으로 나타났으며(Table2),총 flavonoid함

량을 측정한 결과,1.83±0.19mg/g으로 나타났다

(Table3).이로써 FMH에는 항산화물질이 들어있

는 것을 알 수 있다.

FMH의 농도를 1,10,100,1,000(μg/ml)로 희석
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시키고 DPPH assay와 ABTSassay를 시행하였더

니 DPPH radical소거능과 ABTSradical소거능

은 농도 의존적인 증가를 보였다(Fig.2,3).이 결

과로 볼 때 FMH가 항산화능을 나타내는 것으로

사료된다.

RAW264.7세포 내 NO생성량을 측정한 결과,

실험한 모든 농도에서 대조군에 비해 유의성 있는

감소가 나타났다(Fig.5).IL-1β 생성량을 측정한

결과 10,100μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의

성 있는 감소가 나타났고(Fig.6),IL-6생성량은

모든 농도에서 대조군에 비해 유의성 있는 감소가

나타났으며(Fig.7),TNF-α 생성량은 10,100μg/ml

농도에서 대조군에 비해 유의성 있는 감소가 나타

났다(Fig.8).LTB4는 10,100μg/ml농도에서 대

조군에 비해 유의성 있는 감소가 나타났다(Fig.9).

따라서 FMH는 세포 내 항염증 작용을 하는 것으

로 사료된다.

GAPDH는 유전자 발현량 측정 실험에서 이 유

전자의 발현량을 기준으로 측정하고자 하는 유전

자 발현량을 상대정량 하는데 쓰이며
28
,Chemokine

은 백혈구유주 및 염증반응의 주요한 역할을 하며

혈관신생을 매개하여 종양성장이나 전이에 관여하는

작은 단백질로,본 실험에서 측정한 CCL5,MCP-1,

CXCL8,CX3CL1은 chemokine에 속한다
29
.ICAM-1,

VCAM-1은 세포접합분자로,동맥경화의 초기 과정

중 염증반응을 유발한다
30
.

HUVEC세포 내 CCL5유전자 발현량을 측정

한 결과 FMH100μg/ml농도에서 대조군에 비해

유의성 있는 감소가 나타났다(Fig.10).세포 내

MCP-1유전자 발현량은 10,100μg/ml농도에서

대조군에 비해 유의성 있는 감소가 나타났으며

(Fig.11).CXCL8유전자 발현량은 100μg/ml농

도에서 대조군에 비해 유의성 있는 감소가 나타났

다(Fig.12).CX3CL1유전자 발현량은 10,100μg/ml

농도에서 대조군에 비해 유의성 있는 감소가 나타

났으며(Fig.13),ICAM-1유전자 발현량은 10,100

μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의성 있는 감소

가 나타났고(Fig.14)VCAM-1유전자 발현량은

100μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의성 있는

감소가 나타났다(Fig.15).KLF2유전자 발현량은

10,100μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의성 있는

증가가 나타났고(Fig.16),eNOS는 10,100μg/ml

농도에서 대조군에 비해 유의성 있는 증가가 나타

났다(Fig.17).따라서 FMH는 세포 내 항염증 작

용을 하는 것으로 사료된다.

본 연구에서는 한인진,울금,산사,단삼 복합추

출물을 발효시켜 실험하였는데,이전의 비발효 복

합추출물 연구 실험과는 세포상태,사용된 시약,

cytokine측정에 사용되는 antibody등의 차이가

있어 그 결과를 절대적 수치로 비교하기는 불가능

하다.하지만 발효가 유효성분의 흡수를 용이하게

한다는 사실과,발효를 이용하여 약재의 더 좋은

효능을 얻었다는 보고가 지속적으로 나오고 있는

것을 고려한다면 본 연구의 좋은 결과에 발효가

긍정적인 역할을 하였을 것으로 생각해 볼 수 있

다.추후 발효군과 비발효군의 효능 비교를 위해

같은 조건 안에서 통제되는 두 군에 대한 연구가

추가적으로 필요할 것으로 보인다.

종합하여 보면,FMH는 산화적 손상 및 이상지

질혈증으로 인한 염증반응과 이로써 발생하는 죽

상동맥경화증,허혈성 심질환,뇌졸중 등 심뇌혈관

계질환의 예방과 치료에 유효할 것으로 보인다.다만,

본 실험에서는 세포 연구만을 다루어 혈중 cholesterol

level의 측정이 이루어지지 않아 이상지질혈증 자

체의 개선 효능을 명확히 판단하기는 어렵다.따라

서 향후 invivo실험을 통해 이러한 부분을 명확히

밝힐 필요가 있다고 사료된다.

Ⅴ.결 론

한인진,울금,산사,단삼 발효복합추출물(FMH)

의 항염증 및 항이상지질 효능을 객관적으로 검증

하기 위하여 마우스 대식세포인 RAW264.7세포와

인간 탯줄 정맥 내피 세포인 HUVEC세포를 통해
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다양한 인자를 확인한 결과 다음과 같은 결론을

얻었다.

1.FMH는 8.74±0.30GAE/g의 polyphenol함량과

1.83±0.19mg/ｇ의 flavonoid함량을 나타내었으

며,DPPH및 ABTSradical소거능을 농도의존

적으로 증가시켰다.

2.FMH는 NO와 IL-6생성량을 모든 농도에서 대

조군에 비해 유의성 있게 감소시켰으며,IL-1β,

TNF-α,LTB4생성량을 10,100μg/ml농도에

서 대조군에 비해 유의성 있게 감소시켰다.

3.FMH는 CCL5,CXCL8,VCAM-1유전자 발현

량을 100μg/ml농도에서 대조군에 비해 유의성

있게 감소시켰으며,MCP-1,CX3CL1,ICAM-1

유전자 발현량을 10,100μg/ml농도에서 대조

군에 비해 유의성 있게 감소시켰다.또한 KLF2

와 eNOS유전자 발현량을 10,100μg/ml농도

에서 대조군에 비해 유의성 있게 증가시켰다.

이상의 결과를 종합해 볼 때,발효복합추출물은

항산화효능과 RAW264.7세포 및 HUVEC세포에

서 항염증 및 항이상지질혈증 효능이 실험적으로

규명되었다.추후 invivo실험을 통한 혈중지질평

가 및 관련 연구가 필요하리라 사료된다.
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