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초          록

마우스 대식세포에서 갈근의

TNFα, IL-1β, NFκB 증가효과

(지도교수 : 박전홍)

양 원 형

제주대학교 대학원

수의학과

 갈근 추출물은 면역조절 효과를 갖는 것으로 알려져 있다. 앞선 실험에서 갈근  

추출물이 COS-1 세포에서 nuclear factor kappa B (NFκB)와 activating 

protein-1 (AP-1)과 같은 향염증성 전사인자를 증가시키는 것을 관찰하였다. 본 

연구에서는 갈근 추출물이 COS-1 세포와 마우스 대식세포인 RAW264.7에서 면

역반응에 관여하는 tumor necrosis factor alpha (TNFα), interleukin-1 beta 

(IL-1β)와 같은 사이토카인과 NFκB, cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible 

nitric oxide synthase (iNOS), nitric oxide (NO)를 증가시키는지 관찰하고자 

하였다. Enzyme-linked immunosorbent assay를 이용하여 사이토카인을 측정

하였을 때 RAW264.7 세포에서 0.4 ㎎/㎖ 농도의 갈근 추출물은 TNFα와 IL-1

β를 증가시켰다 (p<0.001). 갈근 추출물은 4 ㎎/㎖ 농도에서 COX-2를 4~5배 

정도의 활성을 유도하며 0.4 ㎎/㎖ 농도에서 NFκB의 활성을 4배정도 유도한다 

(p<0.001). 갈근 추출물은 RAW264.7 세포에서 Griess 반응에 의해 측정한 NO

를 농도 의존적으로 증가시킨다. RAW264.7 세포에서 western blot 분석에 의

한 COX-2와 iNOS의 발현도 증가한다. 이러한 결과들은 갈근 추출물이 TNFα와 

IL-1β 같은 향염증성 사이토카인과 NFκB, COX-2, iNOS, NO를 COS-1과 

RAW264.7 세포에서 증가시키는 것을 나타낸다. 본 연구는 갈근 추출물이 IL-1

β, TNFα의 증가를 유도하는 사실을 보고한 최초 연구이다.

중심어 : 갈근, TNFα, IL-1β, NFκB, COX-2
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Ⅰ.  서          론

 갈근은 두통 및 편도선염의 치료, 관상동맥혈류와 뇌 혈류량을  증가시키는 것으로 

알려져 있다 (육, 1997, 이 등, 1998).  갈근 추출물에 의한 면역활성 증가 작용이 보

고된 바 있으며 (이 등, 2004), 본 실험실에서는 여러 생약제제를 이용하여 향염증성 

전사인자인 nuclear factor kappa B (NFκB), activating protein-1 (AP-1) 등의 

유전자 발현을 스크리닝 하던 중 COS-1 세포에서 갈근이 NFκB와 AP-1의 활성을  

증가시키는 사실을 확인하였다  (이, 2003).

 NFκB는 세포질내에서 inhibitory kappa B (IκB)와 결합되어 비활성화 상태로 존

재하는 전사인자이다. 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)와 tumor 

necrosis factor alpha (TNFα),  interleukin-1 beta (IL-1β) 등에 의해 IκB가 인산

화되어 NFκB는 활성화된다. 활성화된 NFκB는 염증, 분화, 종양형성에 관여하는 

inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2)와 같은 유

전자의 발현을 유도한다 (Bharti 와 Aggarwal, 2002, Nakao 등 2002, Zingarelli 

등 2003).

  TNFα는 lipopolysaccharide (LPS)에 의해 주로 단핵포식세포에서 생산이 촉진되

며, 그람 음성 세균과 다른 감염성 미생물에 의한 급성 염증반응의 주된 매개자다. 

TNFα는 NFκB와 AP-1의 활성화와 단핵포식세포에 작용하여 IL-1β의 분비를 자

극한다. TNFα와 유사하게 LPS에 의해 단핵포식세포에서 생성이 촉진된 IL-1β는  

NFκB와 AP-1 전사인자를 활성화시킨다 (강 등, 2004).

 COX는 프로스타글란딘과 thromboxane 합성의 속도제한효소이다 (Smith 등, 

1996). LPS와 염증성 사이토카인 등에 의해 합성이 유도되며, 염증세포와 중추신경

계에서 프로스타글란딘 생합성에 주도적 역할을 한다 (Adams, 2001). COX-2는 

IL-1β, LPS, TNFα, phorbol ester, TPA에 의해 합성이 유도된다 (Inoue 등, 

1995, Pilbeam 등, 1993, Jones 등, 1993, Nakao 등, 2000, Roshak 등, 1996).

  Nitric oxide (NO)는 대부분 iNOS에 의하여 만들어지며, 생체 내 혈관확장, 신경

전달체제, 항균물질, 면역조절, 염증 반응 등에 작용한다. iNOS는 사이토카인의 자

극을 받아 다량의 NO를 생산한다 (Katzung, 2001, Geller 와 Billiar, 1998).

 본 연구에서 앞서 보고된 바 있는 갈근 물 추출물이 사람의 악성 간질세포인 

SCC-13에서 NFκB의 활성을 억제한다는 것과 갈근 물 추출물이 COS-1 세포에서 

NFκB의 활성을 증가시킨다는 NFκB 활성에 대한 갈근의 상반되는 작용이 세포주 

차이에 의한 것인지를 확인하고 이 작용이 염증 및 면역반응에 관여하는지를 관찰하
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고자 염증 및 면역반응에 관여하는 RAW264.7 세포를 사용하여 확인하였다 (송 등, 

2004, 이, 2003). 갈근 추출물이 NFκB를 증가시키며, 향염증성 사이토카인을 증가

시킨다고 가정하였으며, 이러한 가정을 확인하기 위해 사이토카인인 TNF-α, IL-1

β와 NFκB 그리고, NFκB가 활성화시키는 COX-2, iNOS와 NO를 조사하였다.
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Ⅱ.  재료 및 방법

세포배양 : COS-1, RAW264.7 세포는 한국세포주은행 (서울대학교, 서울)에서 구

입하여 10% heat-inactivated FBS와 100 IU penicillin-streptomycin (Gibco, 

USA)이 포함된 Dulbecco's modified Eagle's Medium으로 37℃에서 5% CO2 배

양기로 배양하였다. 

재료 : 갈근 물 추출물 (005;중국산, 006;한국산)은 한국식물추출물은행 (한국생명

공학연구원, 대전)에서 구입하여 phosphate buffered saline에 녹여 200 ㎎/㎖이 

되도록 한 후 냉장보관하여 사용하였다. COX-2의 enhancer를 포함하는 pES2-luc

는 Dr. David L. DeWitt (Michigan State University)로부터 제공받았다.  NFκB의 

enhancer를 포함하는 firefly luciferase reporter plasmid (pNFκB-luc)  

(Stratagene, USA), renilla luciferase reporter plasmid (pRL-TK 또는pRL-CMV)  

(Promega, USA), TNFα와 TPA 시약  (Sigma, USA), anti-iNOS 항체와 2차 항체  

(Santa Cruz Biotechnology Inc, USA), anti-COX-2 항체 (BD Biosciences, 

USA), TNFα와 IL-1β ELISA kit (Biosource, USA)는 구매하였다. 

Transient transfection assay : 96well plate에 well당 2×104개의 COS-1과 

RAW264.7 세포를 넣은 후 37℃에서 5% CO2배양기로 24시간 배양하였다. Well 당 

50 ㎍ 의 plasmid DNA 혼합물을 FuGENE 6 transfection reagent (Roche, USA)

를 이용하여 transfection시켰다. Transfection 24시간 후 갈근 추출액을 농도별로 

처리하여 24시간 배양한 후 firefly와 renilla luciferase 활성을 측정하였다. 측정은 

Dual-Glo Luciferase Activity kit (Promega, USA)를 이용하여 luminometer 

(Berthold, Germany)로 측정하였다. 

NO 농도 측정 : Griess 반응으로 측정하였다 (Hevel 과 Marletta, 1994). 100㎕ 세

포배양배지를 Griess 시약 (Sigma, USA) 100㎕에 혼합한다. 실온에서 10분간 배양 

후 microplate reader를 이용하여 흡광도를 550nm에서 측정한다. 시료를 처리하지 

않은 세포배양배지를 음성대조군으로 사용한다. 시료에서 아질산염의 양은 아질산

나트륨 표준곡선을 통해 측정한다. 

Western Blot 분석 : 대조군 또는 갈근시료를 처리한 RAW264.7 세포로부터 세포

단백질을 추출한다. 세척된 세포 침전물을 lysis buffer로 재부유 후 4℃에서 60분

간 배양한다. 단백질 농도를 정량하여 8~10% SDS-PAGE 후 polyvinylidene 

difluoride 막에 blotting한다. 5% 탈지분유로 1시간 blocking 한 후 1:1,000 희석

된 anti-iNOS과 anti-COX2 항체를 4℃에서 밤새 반응시킨다. Tween20/Tris-buffered 
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saline (TTBS)로 세척 후 1 : 2,000 희석된 horseradish peroxidase 결합 2차 항

체를 1시간 동안 실온에서 배양 후 TTBS로 세척한 후 화학발광 키트 (Amersham 

Life Science, USA)를 이용하여 관찰한다. Western blot 분석을 통해 얻어진 각 밴

드의 밀도는 scanning laser densitometer (Bio-Rad, USA)를 이용하여 분석하여 

β-actin에 대한 iNOS와 COX-2의 비율을 표시한다.

ELISA : 24well plate에 RAW264.7 세포를 1×106/well 되도록 CO2 배양기에서 

24시간 배양하였다. 갈근 추출액을 농도별로 처리하여 24시간 배양 후 상층액을 수

거하여 TNFα와 IL-1β를 측정하였다. 450 nm에서 (Molecular Devices, USA) 흡

광도를 측정하였다. 

Data분석 : 실험 결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었으며, 1원 분산분석법과 

Tukey-Kramer 다중검정법으로 유의성을 검증하였다. 
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Ⅲ.  결          과

 갈근은 중국산(005), 한국산(006) 갈근 물 추출물 시료 모두에서 선천면역 및 염증

을 매개하는 사이토카인인 TNFα와 IL-1β를 증가시켰다 [Fig. 1, 2]. TNFα의 경우 

중국산 갈근 0.4, 4 ㎎/㎖ 처리군에서 각각 2009.43 ± 36.08 (p<0.001), 903.70 ± 

67.28 (p<0.01)로 611.25 ± 67.40인 대조군에 비해 증가되었으며, 한국산 갈근 동

일 농도 처리군에서 각각 3885.99 ± 104.84 (p<0.001), 1014.11 ± 44.59 

(p<0.001)로 611.25 ± 67.40인 대조군에 비해 증가되었다. TNFα는 0.4 ㎎/㎖ 농

도에서 4 ㎎/㎖ 농도에 비해 높게 발현되었으며 (p<0.001), 0.4 ㎎/㎖ 농도에서 한국

산 갈근이 중국산 갈근에 비해 높은 증가가 관찰되었다 (p<0.001) [Fig. 1].
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Fig. 1. Effect of Puerariae radix (PR) on level of TNFα in mouse 

        macrophage RAW264.7 cell line. 005 (imported PR) and 006 

        (domestic PR) induced TNFα at dose of 0.4 and 4 ㎎/㎖. Each 

        bar represents mean ± S.D. ** < 0.01, *** < 0.001 as compared 

        with the control group (0 ㎎/㎖).
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 IL-1β의 경우 TNFα와는 다르게 4 ㎎/㎖ 농도에서만 중국산 갈근은 4418.81 ± 

578.64 (p<0.001), 한국산 갈근은 1320 ± 250.54 (p<0.01)로 대조군에 비해 증가

되었다. IL-1β는 4 ㎎/㎖ 농도에서 0.4 ㎎/㎖ 농도에 비해 중국산 갈근 (p<0.001), 

한국산 갈근 (p<0.01) 발현이 증가하였으며, 중국산 갈근이 한국산 갈근에 비해 4 

㎎/㎖ 농도에서 IL-1β가 높게 관찰되었다 (p<0.001) [Fig. 2].
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Fig. 2. Effect of Puerariae radix (PR) on level of IL-1β in mouse 

        macrophage RAW264.7 cell line. 005 (imported PR) and 006 

        (domestic PR)  induced level of IL-1β at dose of 4 ㎎/㎖. Each 

        bar represents mean ± S.D. ** < 0.01, *** < 0.001 as compared 

        with the control group (0 ㎎/㎖).



- 7 -

 중국산과 한국산 두 가지 갈근 시료의 모든 농도에서 NFκB의 유의적인 전사활성 

증가가 관찰되었다 [Fig. 3]. 중국산 갈근 0.04, 0.4 및 4 ㎎/㎖ 처리군에서 각각 

2.32 ± 0.39 (p<0.01), 3.67 ± 0.32 (p<0.001) 및 2.30 ± 0.20 (p<0.01)로 1 ± 

0.14 인 대조군에 비해 증가하였다. 한국산 갈근 0.04, 0.4 및 4 ㎎/㎖ 처리군에서 

각각 2.01 ± 0.39 (p<0.05), 3.63 ± 0.46 (p<0.001) 및 3.48 ± 0.30 (p<0.01)로 1 

± 0.14 인 대조군에 비해 증가하였다. 특히 두 가지 갈근 시료를 0.4 ㎎/㎖ 처리한 

경우는 양성 대조군으로 사용한 LPS 처리군 (1 ㎍/㎖)과 비슷한 정도의 전사활성이 

관찰되었다. 4 ㎎/㎖ 농도에서 한국산 갈근이 중국산 갈근에 비해 전사활성이 높게 

관찰되었다 (p<0.01).
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Fig. 3. Effect of Puerariae radix (PR) on transactivation of NFκB in 

        mouse macrophage RAW264.7 cell line. 005 (imported PR) and 

        006 (domestic PR) induced transactivation of NFκB at dose of 

        0.04 - 4 ㎎/㎖. Each bar represents mean ± S.D. * < 0.05, ** < 0.01, 

        *** < 0.001 as compared with the control group (0 ㎎/㎖).
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 중국산과 한국산 두 가지 갈근 시료 모든 농도에서 COX-2의 유의적인 전사활성이 

관찰되었다 [Fig. 4].  중국산 갈근 0.04,  0.4 및 4 ㎎/㎖ 처리군에서 각각 2.41 ± 

0.27 (p<0.01), 2.36 ± 0.06 (p<0.01) 및 4.26 ± 0.72 (p<0.001)로 1 ± 0.1 인 대

조군에 비해 증가하였다. 한국산 갈근 0.04, 0.4 및 4㎎/㎖ 처리군에서 각각 2.51 ± 

0.13 (p<0.01), 3.32 ± 0.08 (p<0.001) 및 5.32 ± 0.54 (p<0.001)로 1 ± 0.1 인 

대조군에 비해 증가하였다. 두 가지 시료에서 농도의존적인 전사활성 증가가 관찰되

며 4 ㎎/㎖ 농도는 다른 농도에 비해 활성이 유의적으로 높았다 (p<0.001). 시료 종

류에 따른 전사활성의 차이는 한국산 갈근이 중국산 갈근에 비해 0.4 ㎎/㎖ 농도에

서 높게 관찰되었다 (p<0.001). 한국산 갈근에 의한 iNOS와 COX-2의 발현과 NO

는 농도의존적으로 증가하였다 [Fig. 5]. NO 생성도 농도 의존적으로 증가하였다 

(p<0.001) [Fig. 6]. LPS와 갈근 시료 (006)를 병용처리시 대조군인 LPS 처리군에 

대해 NO의 생성 증가가 유의적으로 관찰되었다 (p<0.001) [Fig. 7].
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Ⅳ.  고          찰

 갈근 (Puerariae radix)은 다년생 덩굴성 목본으로 콩과에 속하는 칡 (Pueraria 

lobata Ohwi) 뿌리의 겉껍질을 벗겨낸 것을 말한다.  칡은 온열대에서 자라는 다년

생 덩굴나무로 Pueraria lobata (P. thunbergiana), P. thomsanii, P. omeinsis, P. 

phaseoloides, P. mirifica 등으로 분류되며, 일본, 대만, 중국, 우리나라 전역에 야

생한다 (Tsumura, 1991, 육, 1997, 정과 신, 2003, 보건사회부, 1987). 갈근의 주

요 성분과  약리학적 효과와 작용기전이 연구되고 있다. 몇 가지 연구 결과를 살펴 

보면, 갈근 물 추출물 0.1 ㎎/㎖ 은 사람의 악성 각질세포인 SCC-13에서 NFκB의 

활성을 억제한다 (송 등, 2004). 이는 COS-1 세포에서 갈근 물 추출물이 0.4 ㎎/㎖ 

농도에서 NFκB를 증가시킨다는 보고와는 상반된다 (이, 2003).  갈근 에탄올 추출

물은 20 ㎍/㎖ 농도에서 염증성 사이토카인 IL-1, TNFα, interferon-γ 또는 LPS를 

전 처리한 골수 유래 비만세포에서  COX-2의 활성과 NO의 생성을 억제하였다 (김 

등, 2006). 그리고, 갈근의 열수 추출물이 2.5 ㎎/㎏ 농도에서 종양전이를 억제하며, 

100 ㎍/㎖ 농도에서 골수세포의 증식활성을 증가시켜 면역활성을 증가시켰다 (이 

등, 2004).

 TNFα와  IL-1β 같은 사이토카인은 LPS에 의해 증가되며 증가된 사이토카인은  

NFκB의 활성을 유도하며 NFκB의 활성에 의해 COX-2와 iNOS 및 NO의 생성이 증

가된다.  또한 NFκB의 활성은 적응면역반응에 관여하는 IL-2의 mRNA 발현을 증

가시키기도 한다. 사이토카인은  적응면역반응의 활성화 단계에서 림프구의 성장과 

분화를 자극하며 선천면역반응에서 대식세포를 활성화하여 염증반응에 관여하는 세

포에서 분비되는 단백질이다. TNFα와 IL-1β는 주로 선천면역반응에 관여하는 사

이토카인이다 (강 등, 2004).

 본 연구에서는 갈근 물 추출물을 RAW264.7 세포에 처리한 것과 에탄올 추출물을 

COS-1 세포에  처리한 것에 의한 COX-2 활성과 NO 생성억제에 관한 보고에 대해 

상반되는 결과가 관찰된 것은 사용한 추출물의 차이에 의한 것으로 생각되어지며, 

NFκB에 대한 상반되는 결과는 사용한 세포주의 차이에 의한 것으로 생각되어진다. 

갈근 추출물에 의해 사이토카인인 TNFα와 IL-1β의 증가와 NFκB, COX-2의 발현

증가, NO의 생성 증가를 관찰하였다. 갈근 추출물이 면역활성을 증가시킨다는 보고 

(이 등, 2004)와 본 실험에서 관찰된 증가된 항목인 TNFα, IL-1β, NFκB가 면역반

응에 작용하는 것을 생각해보면 갈근 추출물이 면역반응 조절에 관여하는 것으로 생

각되며, 갈근 추출물이 면역반응 조절에 관여하는 것이 TNFα와 IL-1β의 증가에 의

한 것인지를 확인하기 위해 추가적인 실험이 필요하다.



- 12 -

Ⅴ. 결          론

 본 실험을 통하여 갈근의 물 추출물이 RAW264.7 세포에서 사이토카인 TNFα, 

IL-1β 증가와 NFκB의 활성을 증가시키는 것을 확인하였으며, TNFα, IL-1β와 NF

κB, COX-2에서  중국산과 한국산 갈근의 차이가 관찰되었다.
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Puerariae radix increased TNFα, IL-1β and NFκB

in mouse macrophage cells

Ⅰ.  Abstract

 Puerariae radix extracts (PR) is known to have immunomodulatory effect. 

Previously we observed PR induced the pro-inflammatory transcription 

factors such as nuclear factor kappa B (NFκB) and activating protein-1 

(AP-1) in African green monkey kidney cells (COS-1). This study aims to 

investigate whether PR increases cytokines, NFκB, cyclooxygenase-2 

(COX-2), inducible nitric oxide synthase (iNOS), and nitric oxide (NO) in 

COS-1 and mouse macrophage cells (RAW264.7). PR, at a concentration of 

0.4 ㎎/㎖, increased the levels of interleukin-1β (IL-1β) and tumor necrosis 

factor alpha (TNFα) assayed by enzyme-linked immunosorbent assay in RAW 

264.7 cells (p<0.001). PR induced the activation of COX-2 by four or five 

folds at 4 ㎎/㎖, and of NFκB four times at 0.4 ㎎/㎖ (p<0.001), respectively. 

PR increased NO measured by Griess reaction in RAW264.7 cells in a 

dose-dependent manner. The expressions of COX-2 and iNOS in RAW264.7 

cell are increased by western blot analysis. These data indicate that PR 

increased the proinflammatory cytokines such as IL-1β and TNFα, NFκB, 

COX-2, iNOS, and NO in COS-1 and RAW264.7 cells. Based of our 

knowledge, this paper is the first study presenting PR induces the increasing 

of IL-1β and TNFα.

Keyworlds : Puerariae radix, IL-1β, TNFα, NFκB, COX-2
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