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  We examined the effects of the aqueous extract from Platycodi radix (AEPR), a 

traditional drug for respiratory inflammation, on the process of lipopolysaccharide 
(LPS)-induced nuclear factor (NF)-κBp65 activation in RAW 264.7 cell and animal model 

for acute lung injury. Immunoblot analysis showed that the level of NF-κBp65 was 

rapidly up-regulated and inhibitory (I)-κBα was down-regulated by LPS challenge. While 
AEPR inhibited an increase of NF-κBp65 and degradation of I-κBα in RAW 264.7 cell, 

an increase of tumor necrosis factor (TNF)-α activation was observed. The total cells 

and protein content of the bronchoalveolar lavage fluid by LPS challenge markedly 
decreased in the AEPR pretreated rats. AEPR pretreatment caused also a decline in 

neutrophils infiltration into interstitium of the lung. The immunoreation of NF-κBp65, 

I-κBα, inducible nitric oxide synthase (iNOS) and TNF-α was strongly localized at the 
alveolar and interstitial macrophages, but weak reaction also detected in neutrophils. The 

decrease of these immunoreactive cells in number were observed in AEPR pretreated rats. 

  It may be concluded that AEPR attenuates the progress of LPS-induced inflammation 
by reduction of NF-κBp65 activation and neutrophil influx to lung. AEPR would be 

useful as a therapeutic agent for endotoxin-induced lung disease.
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서      론

  염증은 필수적인 숙주방어체계로 lipopolysaccha-

ride (LPS), tumor necrosis factor (TNF)-α, interleu-

kin (IL)-1을 비롯한 광범위한 외부 및 내부 자극

에 의해 유도된다.1) 이 중 LPS는 그램음성균 외

막을 구성하는 리포다당질로 다양한 pro-inflam-

matory cytokines 유도하고 전신적인 fever 및 sept-

ic shock에 주된 역할을 한다.2,3)

  LPS 자극하에서 염증성 cytokines은 주로 대식

세포(macrophages)에서 분비되며, nuclear factor 

(NF)-κB는 이들의 primary transcription factor로 알

려져 있다.4,5) 정상적인 환경에서 NF-κB는 모든 

유핵세포의 세포질에 p50, p65와 저해인자인 inhi-

bitory(I)-κB의 결합체로 존재하나 염증성 자극이 

주어지면 수분 내에 I-κB의 인산화 및 분해에 의

해 p50과 p65가 핵 속으로 이동하고 염증 유전자

의 프로모터에 결합하여 유전자를 활성화시킨

다.6)

  NF-κB에 의해 활성화되는 대표적인 염증 유전

자는 inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclo-

oxygenase-2 (COX-2), TNF-α 등으로, 이들 유전자

의 산물은 이차적인 염증반응을 세포내에서 일으

키므로 I-κB 분해 및 NF-κB활성의 저해는 염증성 

반응에 있어 매우 중요한 의미를 가지고 있어 항

염증제 개발에서 주요한 표지인자로 여겨지고 있

다.7～10)

  길경(桔梗)은 초롱꽃목 초롱꽃과의 도라지 뿌리

껍질을 벗기거나 그대로 말린 것이며, 한방에서는 

거담, 해소, 기관지염, 호흡곤란, 편두선염 등 주 

처방이 염증성 질환 특히 호흡기 질환에 많이 사

용되고 있다. 길경에 대한 연구는 이들의 주요 성

분인 saponin, 즉 platycodins에 대한 연구가 있으

나 생산국 및 생산지와 같은 채집장소에 따른 효

능 차이를 보이고 있다.
11,12)

 따라서 본 실험에서

는 길경이 호흡기 질환에서 가장 중요한 작용을 

하는 대식세포계에서 NF-κB활성을 조사하고, 급

성폐손상 동물모델에서 항염증작용에 대해 살펴

보았다.

재료 및 방법

    1) 길경 수용액의 추출

  길경(Platycodi radix)은 동의대학교 한의과대학 

부속한방병원에서 공급받았으며 100 g의 약재를 

증류수 1,000 ml에 넣어 3시간 동안 끓이고, 3,000 

rpm에서 20분간 원심분리하여 침전물을 제거한 

다음, 0.45μm 여과지로 부유성분을 걸러낸 후 수

용성분을 동결 건조하였다.

    2) 세포 배양 및 길경과 LPS의 처리

  RAW 264.7 세포는 한국세포주은행(KCLB, 서

울)에서 구입하였으며, 10% fetal bovine serum이 

첨가된 Dulbecco's modified eagles medium (DMEM, 

Gibco BRL, USA)을 사용하여 37
o
C 5% CO2 incu-

bator에서 배양하였다. 길경은 3 mg/ml의 농도로 

성장배지에 희석하여 12시간 동안 전 처리하였으

며, LPS는 500 ng/ml로 2시간 동안 처리하였다.

    3) SDS-PAGE 및 Immunoblotting

  배양세포를 phosphate-buffered saline (PBS)로 씻

은 후, lysis buffer (150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 

0.05% SDS, 0.5% Triton X-100, 1μM PMSF, 50 

mM NaF, 50 mM Tris pH7.4)로 lysis시켜 원심분

리하여 protein extract를 얻었다. Bradford 방법을 

이용하여 protein을 정량한 후, 동량의 Laemmli‘s 

sample buffer를 가하여 100
o
C에서 3분간 가열하여 

전기영동 하였다. 전기영동 후 gel상의 protein을 

nitrocellulose membrane으로 transfer하여 skim milk

로 blocking하고, Santa Cruz Biotechnology Inc.의 

anti-NF-κBp65, anti-TNF-α, I-κBα와 이에 대한 

secondary antibody를 처리하였다. Enhanced chemi-

luminoescence 방법을 이용하여 X-ray film에 감광

시켜 특정 protein 변화를 분석하였다.

    4) 실험 동물 및 LPS에 의한 급성폐손상

  8주된 건강한 암컷 Sprague-Dawley계 흰쥐를 

Taconic & SamYuk Co.로부터 구입하여 2주간 자

유식이법으로 실험실 환경에 순화시킨 후 실험에 

사용하였다. 길경처리군과 LPS (6 mg/Kg)처리군

은 24시간, 8시간, 3시간전에 경구로 길경추출물 
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Fig. 1. Inhibitory effect of AEPR on the induction of NF-κ

Bp65 (A), the degradation of I-κBα (B) and induction of 

TNF-α (C) in RAW 264.7. Cells were pretreated with 3 

mg/ml of AEPR before LPS challenge (500 ng/ml), and 

then exposed to LPS for 90 minutes. Samples were 

subjected to SDS-PAGE followed by the immunoblot 

analysis using an anti- NF-κBp65, I-κBα and TNF-α 

antibodies.
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(100 mg/Kg) 또는 PBS를 투여한 후 LPS를 복강투

여 하였으며 대조군은 동량의 PBS를 처리하였다. 

LPS 복강투여 후 3시간, 6시간 후에 실험에 사용

하였다.

    5) 기관지폐포세척의 총세포수 및 단백질양

  Ether로 가볍게 마취한 후 후두 밑 기관을 노출

시킨 후 좌측기관지를 결찰하고 정맥도자를 기관

지로 삽입하여 생리식염수 5 ml로 기관지세척을 

3회 실시하여 각 세척액을 혼합하였다. 회수한 

폐포 세척액을 거즈를 통과시켜 점액을 거른 후 

폐포 세척액 내 총세포수를hematocytometer로 측

정하고, 총 단백질양을 Bradford 방법으로 측정

하였다.

    6) 조직병리학적 검색

  결찰한 좌측 폐을 절취하여 4% paraformalde-

hyde에 4
o
C 12시간 고정하여 순차적인 탈수와 투

명화를 거쳐 paraffin에 포매한 후 6μm 연속절편

을 제작하였다. 폐의 조직병리학적 관찰을 위하여 

연속절편을 탈 파라핀한 후 hematoxylin-eosin 및 

periodic acid Schiff‘s염색을 실시하였다.

    7) 면역조직화학적 검색

  면역조직화학적 관찰을 위해 탈파라핀한 후 10 

mM sodium citrate buffer (pH 6.0)에서 95oC 5분간 

처리하였고, 이를 3% methanolic hydrogen peroxide 

에 30분간 실온에서 처리하였다. PBS로 세척한 

후 goat normal serum (Vector Lab., PK-6101)으로 

실온에서 30분간 처리하였으며 NF-κBp65, I-κBα, 

iNOS, TNF-α 항체 (Santa Cruz Biotechnology Inc)

를 200：1로 희석하여 4oC 습실에 16시간 동안 반

응시켰다. PBS로 세척하고 biotinylated anti-rabbit 

IgG (Vector Lab., PK-6101)를 실온에서 30분 동안 

반응 시켰으며 PBS로 세척 후 ABC kit (Vector 

Lab., PK-6101)에 실온에서 60분간 반응시켰다. 

DAB substrate kit (Vector Lab., SK-4100)로 실온에

서 5분간 발색시켰으며 상기 실험 방법 중 일차

항체대신 10% BSA/PBS을 처리하고 동일한 과정

으로 염색한 것을 대조군으로 삼았다.

결과 및 고찰

    1) 길경에 의한 RAW 264.7세포의 NF-κBp65 

발현 억제와 I-κBα 및 TNF-α의 발현 증가

  RAW 264.7세포에 LPS를 처리한 결과 NF-κB 

p65의 발현 증가가 관찰되었으나, 이러한 증가는 

길경의 전처리에 의해서 거의 완벽하게 억제되었

다. 또한 LPS에 의해 급속도로 분해되는 것으로 

알려진 I-κBα의 경우, 길경 단독처리 세포에서 

많은 증가를 보였으며, 길경을 전처리하고 LPS를 

처리한 세포에서는 LPS 단독의 경우에 비해 분

해가 적게 일어나는 것으로 관찰되었다(Fig. 1A 

and B).

  NF-κBp65의 경우, 자극이 없을 시에는 세포질

에 존재하다 LPS 등과 같은 염증성 자극에 의해 

활성화되면 핵 속으로 이동하여 여러 염증관련 

인자들의 발현을 일으키는 것으로 알려져 있다.6) 
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Fig. 3. Total protein content of bronchoalveolar lavage in 

rats treated with intraperitoneal LPS challenge (6 mg/Kg). 

*p＜0.05, †p＜0.005. 
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Fig. 2. Total cell of bronchoalveolar lavage in rats treated 

with intraperitoneal LPS challenge (6 mg/Kg). *p＜0.005.
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그러므로 LPS처리에 의한 NF-κBp65발현 증가는 

세포 내 염증 기전 활성화의 중추적 역할을 담당

하는 이 단백질의 특성상 염증의 지속 및 전파와 

관련이 있을 것으로 사료된다. 또한 NF-κBp65의 

세포 내 억제 조절자인 I-κBα의 증가가 길경의 

단독처리에 의해 급격히 증가하는 것으로 보이므

로, 길경의 항염증작용이 이러한 경로를 통해 일

어날 수도 있다는 가능성을 제시하고 있다. 

  TNF-α는 여러 가지 자극에 의해 활성화되는 

신호전달경로에 의해 생성되며, 그 경로 중 대표

적인 것이 NF-κB경로이다.10) 본 실험에서는 길경 

단독처리에 의해 LPS처리 시보다 더 많은 양의 

TNF-α가 관찰되어지므로 앞서 NF-κBp65 발현억

제 및 I-κBα의 발현증가라는 결과와는 상이함을 

알 수 있었다(Fig. 1C). 그러므로 길경의 처리에 

의한 TNF-α의 급격한 증가는 이 단백질의 주 생

성경로인 NF-κB 경로를 이용하지 않을 것으로 추

측된다.

  TNF-α는 이를 수용하는 수용체의 종류에 의해 

상이한 세포 내 반응을 유발하는 것으로 알려져 

있다. TNF-α 수용체 type I (TNFR1)은 그 하위 신

호전달분자의 종류에 따라 anti-inflammation/apop-

tosis와 anti-apoptosis/inflammation의 두 경로를 활

성화시키며, TNF-α 수용체 type II (TNFR2)는 

anti-apoptosis/inflammation을 활성화시키는 것으로 

알려져 있다.13,14) 이러한 연구결과들을 바탕으로 

길경의 처리에 의해 TNF-α의 증가가 유도된다는 

본 연구의 결과는 길경에 의해 증가된 TNF-α가 

암세포의 apoptosis를 유발할 가능성을 제시해 

준다.

    2) 급성폐손상 동물모델에서 길경의 항염증

작용

  기관지폐포 세척액 내 총세포수는 하부 기도와 

폐포의 염증 정도를 잘 반영함으로 이를 통한 병

리학적 진단은 염증을 비롯한 질환진행 정도 및 

치료에 많은 도움을 준다. 본 실험에서 LPS 복강

투여 후 기관지폐포 세척액 내 총세포수 및 단백

질양은 대조군에 비해 현저히 증가하나 길경을 

처리한 군에서는 LPS단독처리군에 비해 유의성 

있게 감소하였다(Fig. 2 and 3).

  병리조직학적으로 보면 대조군에서 전체적으로 

균일한 정상 폐포구조를 보인 반면 LPS처리군 폐

에서는 염증성 반응을 보였다. 폐포벽과 폐포 내

의 호중구와 대식세포 등의 염증성 세포 침윤에 

의한 병변이 국소적으로 관찰되는데 특히 호중구 

침윤이 현저하였다(Fig. 4). NF-κBp65, I-κBα, iNOS 

및 TNF-α에 대한 면역반응은 주로 폐포와 기관

지 및 모세혈관 주위 간질조직내 대식세포에 강

한 반응을 나타내나 호중구에도 약한 반응이 관

찰되었다. 이러한 면역반응을 나타내는 세포수가 

LPS처리군에 비해 길경처리군에서는 감소하였다 

(Fig. 5 and 6).

  LPS자극에 의한 염증에 작용하는 proinflam-

matory cytokine으로서 TNF-α, IL-1α, IL-1β는
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NF-κB의존성이나 이들은 폐조직에서 NF-κB발현

에 앞서며 대식세포에서 이들 cytokine이 주로 형

성되므로 LPS 자극에 의한 cytokine의 주된 발현

자이다.15,16) 또한 LPS 자극 시 잔류 대식세포, 단

핵구외 폐로 유입된 호중구가 주된 기능을 하는

데 폐손상이 강할수록 호중구 유입이 증가하며 

시간 경과에 따라 동원된 호중구가 TNF-α의 주

된 기원이 된다.17～19)

  LPS에 의한 급성폐손상의 특징인 폐조직의 호

중구 침윤, 미세혈관계내의 호중구 격리 등은 개

체 방어강화에 중요한 역할을 하나 동시에 활성

화된 호중구는 급성폐손상의 중심적 역할을 한

다.20,21) 따라서 급성폐손상에서 inflammatory cyto-

kine과 활성화된 호중구 유입은 병리학적으로 매

우 중요하다.
15,22)

 비록 호중구에 대한 다양한 che-

motactic factors가 밝혀져 있지만 NF-κB는 neutro-

philic chemotactic cytokines 유전자 발현에 작용하

며 강한 호중구 유입은 NF-κB활성과 연관성이 있

다.15,23,24)

  따라서 다양한 anti-neutrophilic chemotactic che-

mokines은 폐손상 예방에 좋은 전략으로 여겨진

다.25,26) 즉 폐포대식세포의 NF-κB 활성 저해시키

는 약제를 염증반응이전 보다 이른 시기에 투여

하면 연속된 염증성 증폭반응을 막을 수 있으며 

뒤에 투과하더라도 급격한 호중구 유입에 의한 

폐손상을 저해할 수 있을 것이다.

  복강 내 LPS 주입은 기관지에 대한 직접적 주

입에 비해 수 시간 내 현저한 호중구 침윤은 보이

지 않으나 폐포강 내 또는 간질사이에 침윤된 염

증세포를 포함한 전신적인 염증을 나타낸다.
25,26)

 

본 연구에서 길경처리에 의한 폐포세척액의 세포

수 감소와 총단백질 감소는 병리조직학적으로 폐

포강 내에 침윤된 호중구, 대식세포를 비롯한 염

증세포 감소로 볼 수 있으며 이러한 결과는 병리

조직학적 및 면역조직화학적 관찰과도 일치하고 

있다.

  NF-κB활성과 호중구 침윤에 대한 특정 signal에 

대한 관계는 매우 복잡하나 길경에 의한 대식세

포에서 I-κBα degradation 저하는 폐조직의 NF-κB 

활성 등에 영향을 미쳐 호중구에 의한 급성폐손

상을 막을 것으로 보여 진다. 뿐만 아니라 최근에

는 암세포의 생존 및 증식에도 NF-κB가 깊이 관

여한다는 보고가 나오고 있으므로, 길경에 의한 

I-κBα의 발현증가는 암세포의 성장과 증식을 억

제할 가능성도 있을 것으로 추측된다.

결      론

  호흡기 염증성 질환에 널리 쓰이고 있는 한약

재인 길경의 염증저해효과를 LPS유발에 의한 RAW 

264.7 세포의 NF-κBp65활성 및 급성폐손상모델에

서 살펴보았다. Immunoblot 결과 LPS에 의해 증

가된 NF-κBp65와 감소한 I-κBα는 길경 추출물에 

의해 저해되었으나 TNF-α는 LPS처리군과 유사

하게 증가하였다. 급성폐손상 동물모델을 이용한 

기관지폐포 세척액에 대한 총세포수 및 단백질양

은 길경추출물 전처리에 의해 저하되었다. 폐에 

대한 조직병리학적 관찰로 보아 LPS에 의해 증가

된 폐내 호중구 유입이 줄어들었으며 특히 폐포 

및 간질 대식세포에 강한 반응을 나타내는 NF-κ

Bp65, I-κBα, iNOS and TNF-α면역반응 세포 수

도 함께 감소하였다. 이상의 결과로 보아 길경은 

LPS에 의한 NF-κBp65활성감소와 호중구를 매개

로 한 급성폐손상에 효과를 나타내어 내독성에 

의한 염증성 질환 특히 폐질환에 유용한 생약재

로 여겨진다.
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