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            초록
          
        

        
          Oryeong-san (ORS) is a traditional Korean herbal medicine widely used for renal associated diseases, composed of five medicine herbs; Atractylodes japonica Koidzumi, Cinnamomum cassia Presl, Polyporus umbellatus Fries, Poria cocos Wolf and Alisma orientale Juzepzuk. We studied to improve the convenience of intake and portability by developing modernized dosage forms, and examined the effect on anti-inflammation of ORS. In order to develop the tablet formulation of ORS (ORS-F), the tablets were evaluated on the basis of physical characteristics include diameter, thickness, weight variation, hardness, friability and disintegration. To analyze the marker components of ORS-F, eight index markers from five herbal medicines were chosen. And the method using high performance liquid chromatography (HPLC) with diode-array detector method was established for the simultaneous analysis. The biological activities were examined the effect of ORS-F on pro-inflammation mediated by LPS-stimulation. The production of nitric oxide (NO) and cytokines were determined by reacting cultured medium with griess reagent and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible NO synthase (iNOS) were investigated by Western blot and RT-PCR. The anti-oxidant activities of OJS-F increased markedly, in a dose-dependent manner. and, The total phenolic compound and flavonoids contents of OJS-F were 10.20±0.09 ㎍/㎎ and 12.86±0.86 ㎍/㎎. OJS-F which is LPS has diminished in the LPS-induced release of inflammatory mediators (NO, iNOS, COX2 and PGE2) and pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-6 and IL-1β) from the RAW264.7 macrophages. Therefore, the developed formulation for tablet of ORS-F provide efficiency and usability, and indicated effect of anti-inflammation.
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      서 론
      오령산(五笭散)은 임상 한의학 전문서적으로 수많은 한의학 이론과 한약 처방의 원류가 된 최고의 한의학 서적이자, 중국 고서인 상한론(傷寒論)에서 처음 기재된 처방으로, 부종, 현기증, 구토 외에도 신장질환과 관련된 증상들에 사용되어왔다. 또한 임상적 연구에서 이뇨, 혈압강하, 신장보호 및 일차성 불면증과 월경통에 효과가 있음이 임상적 연구를 통하여 보고된바 있다.1-5) Kim 등의 보고에 따르면 국내에서는 신장기능 개선에 대한 연구가 가장 많고, 비만억제 및 간보호, 당뇨 개선에 관한 연구가 이루어졌고, 중국 또한 신장기능 개선 연구가 가장 많으며 고혈압 개선, 위장관, 설사, 당뇨개선에 관한 연구가 보고되어 있으며, 일본의 경우 고혈압 개선에 관한 연구가 가장 많이 보고되었고, 신장 기능 개선, 간보호, 안구기능 개선, 당뇨 및 설사, 해열에 관한 연구가 보고된 것으로 알려져 있다.6)

      한약은 과거에서부터 현재까지 많은 사람들의 건강을 책임지고 있으며, 구시대적으로 치부되던 한약의 약효에 대해 세계적으로 인정되고 있는 추세이다. 그럼에도 불구하고 한약의 전통적인 복용방법인 탕약에 대한 불편함과 품질에 대한 불신이 여전히 문제점으로 제기되고 있는 실정이다. 또한 다양한 탕전방법은 추출 시 물질들 간의 다양한 화학반응의 수반으로 추출법에 따라 복용 시 효과에 영향을 미칠 수 있음을 보고하고 있다. 중국에서는 중약제제의 세계시장 선점을 위해 현대화와 고품질화, 제조공정 및 장비 향상, 유통관리를 위해 GMP 도입과 제형의 변화를 추구하여 왔고, 일본은 한방 엑기스 제제로 간편성, 편리성 및 제품의 표준화를 통해 국내외 시장에서 경쟁력을 확보하고 있다.7-9) 이에 따라 국내에서도 한약제제에 대한 품질 신뢰와 경쟁력 강화를 위해 정제, 연조엑스제 등 다양한 제형의 한약제제들에 대한 건강보험 적용으로	한약제제의 제형개발과 품질 표준화에 대한 요구가 지속되고 있는 있다.10-12)

      한약제제에 대한 연구는 약리효과에 대한 보고가 주를 이루고 있으며, 제제화에 대한 연구는 시판제제와 전탕액과의 비교연구가 대부분으로 미비한 실정이다.13-15) 본 연구는 오령산을 대상으로 보관과 복용이 편리한 현대적 제형으로 개발하고, 주요성분의 동시분석법 개발하여 품질관리법을 확보하였으며, 항산화, 항염증 실험을 통하여 오령산 정제의 약리효능을 확인하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 한약재
        실험에 사용된 오령산의 구성 한약재 중 백출(白朮), 육계(肉桂), 저령(豬苓), 복령(茯苓) 및 택사(澤瀉)는 ㈜휴먼허브(Gyeongsan, Korea)에서 구입하여 전문가 감별 후 사용하였다. 각각의 구성 한약재들의 표본은 한국한의약진흥원 한의기술 R&D2팀의 한약재보관실에 보관하였다.

      

      
        2. 시약 및 기기
        정제 제조를 위한 첨가제인 Lactose, Starch, Vivasol, SiO2, Magnesium stearatesms ㈜화원약품(seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다.

        시료 전처리 및 HPLC 분석을 위한 아세토니트릴과 메탄올은 액체크로마토그래피용(J.T. Baker, USA)으로 구입하였고, phosphoric acid는 Junsei (Japan)에서 구입하여 사용하였다. 표준물질로 사용한 3,4-Dihydroxybenzaldehyde, Coumarin, polyporusteron B, Cinnamic acid, Polyporusterone A, Cinnamaldehyde, Atractylenolide III 및 Alisol B 23-acetate은 Sigma Chemical Co. (USA)에서 구입하여 사용하였으며, 각 표준물질의 순도는 95% 이상이었다. HPLC는 Agilent 1260 series를 사용하였고, YMC C18 (5㎛, 4.6x250 mm, phenomenex, Torrance, CA, USA) column으로 분리하였다.

        세포배양을 위해 Fetal bovine serum (FBS), Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM), Penicillin-streptomycin, Posphate buffered saline (PBS)는 Hyclone (USA), Lipopolysaccharide (LPS), Ehtanol, Chloroform, 2,2-diphenyl-1- picrylhygrazy (DPPH)은 Sigma-Aldrich (USA), TNF-α, IL-1β 및 IL-6에 대한 Enzyme-Linked Immunosorbent assay (ELISA) kit는 R&D Systme (USA)에서 구입하여 사용하였다.

        단백질 분석을 위해 사용한 1차 항체인 iNOS는 BD Bioscience (USA), β-actin과 2차 항체인 goat anti-Mouse IgG-HRP는 Santa Cruze (USA)에서 구입하였다. Total RNA extraction을 위해 사용한 RNAiso는 TaKaRa (Japan)에서, cDNA 합성과 PCR에 사용한 모든 시약은 Intron (Korea)에서 구입하여 사용하였다.

      

      
        3. 오령산 정제(ORS-F) 제조
        오령산의 구성은 Table 1과 같다. 오령산 정제를 제조하기 위해 오령산을 구성하는 한약재 즉, 백출, 육계, 저령, 복령 및 택사를 각각 단일 칭량한 후 중량의 10배에 해당하는 정제수를 넣고 100℃에서 3시간 동안 추출, 여과 및 농축한 다음 진공 건조하여 단일 건조엑스를 얻었다. 각각의 건조엑스는 Table 1의 비율대로 혼합하여 정제 제조에 사용하였다. 오령산 정제 (ORS-F)는 Table 2의 비율에 따라 각각의 건조엑스와 첨가제를 칭량한 후 균일하게 혼합한 다음 단발타정기(TRB 16, Ereweka, Germany)를 사용하여 직접 타정법을 통해 제조하였으며, 제조된 정제는 데시케이터에 보관하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Composition of Oryeong-san
          
          

        

        
          
            
              	Name
              	Amount
(g)
              	Yield
(%)
              	Dry extract
(g)
              	Source
            

          
          
            	Atractylodes japonica Koidzumi
            	1.88
            	23.0
            	0.432
            	Dongbei, china
          

          
            	Cinnamomum cassia Presl
            	0.63
            	3.2
            	0.020
            	Yen Bai, Vietnam
          

          
            	Polyporus umbellatus Fries
            	1.88
            	1.7
            	0.032
            	Sichuan, China
          

          
            	Poria cocos Wolf
            	1.88
            	1.0
            	0.019
            	Hubei, China
          

          
            	Alisma orientale Juzepzuk
            	3.13
            	10.3
            	0.322
            	Suncheon, Korea
          

          
            	Total amount
            	9.40
            	
            	0.825
            	
          

        

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            Pre-formulation of the Oryeong-san tablets
          
          

        

        
          
            
              	Component
              	F1
              	F2
              	F3
              	F4
            

            
              	Ratio
(%)
              	Weight
(g)
              	Ratio
(%)
              	Weight
(g)
              	Ratio
(%)
              	Weight
(g)
              	Ratio
(%)
              	Weight
(g)
            

          
          
            	ORS powder
            	85.0
            	0.825
            	85.0
            	0.825
            	85.0
            	0.825
            	85.0
            	0.825
          

          
            	Lactose
            	-
            	-
            	2.0
            	0.019
            	12.0
            	0.116
            	10.0
            	0.097
          

          
            	Starch
            	12.0
            	0.116
            	10.0
            	0.097
            	-
            	-
            	2.0
            	0.019
          

          
            	Croscarmellose sodium
            	2.0
            	0.019
            	2.0
            	0.019
            	2.0
            	0.019
            	2.0
            	0.019
          

          
            	SiO2
            	0.5
            	0.005
            	0.5
            	0.005
            	0.5
            	0.005
            	0.5
            	0.005
          

          
            	Magnesium stearate
            	0.5
            	0.005
            	0.5
            	0.005
            	0.5
            	0.005
            	0.5
            	0.005
          

          
            	합 계
            	100
            	0.970
            	100
            	0.970
            	100
            	0.970
            	100
            	0.970
          

        

        

      

      
        4. 정제 물성평가
        오령산을 구성하는 각 한약재의 건조엑스와 첨가제를 혼합한 후 물성평가를 위해 겉보기 밀도(Bulk density, ρbulk)와 탭 밀도(Tap density, ρtapped)를 측정하였고, 그 측정값으로 Hausner ration 값을 구하여 흐름성을 평가하였다.
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        제조된 오령산 정제는 무게, 직경, 두께, 경도를 Hardness Tester (TBH 325, Ereweka, Germany)를 통해 측정하였으며, 이때 모든 평가는 3회 측정값의 평균으로 계산하였다. 마손도는 10개의 정제를 Friability Tester (TAR 120, Ereweka, Germany)에서 25 rpm으로 4분 동안 회전시킨 후, 손실된 무게를 측정하여 다음의 수식으로 계산하였다.
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        붕해도 시험은 Disintegration Tester (Disintegration 3100, DISTEK, USA)를 사용하여 37 ± 0.5℃의 정제수에서 시험하였고, 붕해시간은 검체의 잔여물이 유리관 안에 존재하지 않거나 남아있더라도 원형을 나타내지 않는 연질의 물질이 존재할 때까지의 시간으로 하였다.

      

      
        5. 성분분석
        8종의 지표물질은 methanol (MeOH)을 용매로 하여 1 ㎎/㎖의 농도로 제조하여 4℃에 보관하였고, 각 지표물질을 혼합하여 100 ㎍/㎖ 농도로 희석하여 표준액으로 사용하였다. 오령산 정제 1회 해당량을 칭량한 후 50% MeOH을 첨가하여 100 ㎖로 맞추어 30분간 초음파 추출한 다음 원심분리된 상층액을 0.2 ㎛ membrane 여과 후 검액으로 사용하였다. 유속은 1.0 ㎖/min으로 하였고 시료 주입량은 10 ㎕였다. 8종 지표성분의 검출은 PDA 검출기를 이용하여 210 ㎚, 254 ㎚ 및 280 ㎚의 파장에서 분석하였다. 이동상은 Table 3에서와 같이 기울기 용매 조건으로 최적의 분리조건을 확립하였다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Solvent Gradient conditions for HPLC-PDA Analysis
          
          

        

        
          
            
              	Time (min)
              	Solvent A＊
              	Solvent B＋
            

          
          
            	0
            	95
            	5
          

          
            	5
            	95
            	5
          

          
            	30
            	88
            	12
          

          
            	35
            	83
            	17
          

          
            	53
            	60
            	40
          

          
            	60
            	60
            	40
          

          
            	75
            	0
            	100
          

          
            	80
            	0
            	100
          

        

        
          
            ＊A : 0.05% H3PO4 in water	＋B : 0.05% H3PO4 in Acetonitrile
          

        

        

      

      
        6. 시료조제
        활성평가를 위한 오령산 정제 시료(ORS-F)는 100 ㎎으로 정확히 측정한 후 50% DMSO 에 넣어 1 ㎖로 맞춘 후 0.2 ㎛ membrane 여과 후 사용하였다.

      

      
        7. 항산화 활성 평가
        항산화 활성을 평가하기 위하여 Blios의 방법을 변형하여 DPPH (1-1-diphenyl-2- picrylhydrazyl, Sigma Aldrich, USA) radical 소거능을 측정하였다.16) ORS-F는 100, 200, 500, 1000 ㎍/㎖로 희석하여 96 well plate에 100 ㎕를 주입하고 0.2 mM DPPH 50 ㎕를 첨가하여 혼합한 후 실온에서 30분 동안 반응시켜 517 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 항산화능은 희석 용매인 정제수를 대조군으로 하고, 활성비교를 위하여 양성대조군으로 Butylated hydroxyanisole (BHA)를 사용하였다. 총 폴리페놀함량은 Folin-Ciocalteu reagent (Sigma Aldrich, USA)가 추출물의 폴리페놀성 화합물에 의해 환원되어 청자색으로 발색하는 것을 원리로 분석하였다. 표준물질로는 tannic acid (Sigma Aldrich, USA)를 이용하여 검량선을 작성하였다. 플라보노이드 함량은 Singleton VL 등의 방법17)을 변형하여 측정하였고, 표준물질로 quercetin (Sigma Aldrich, USA)를 이용하여 검량선을 작성하였다.

      

      
        8. NO 및 PGE2 Cytokine 의 농도 측정
        RAW 264.7세포를 12 well plate에 5×104 cell/well로 분주하고 ORS-F를 50, 100, 200 ㎍/㎖로 1시간 전처리를 하였다. 이 후 LPS를 100 ng/㎖로 처리한 후 24시간동안 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하고 배양 상층액을 취해 각 실험에 사용하고 세포는 cell extraction을 위하여 사용하였다. NO 측정을 위해서 배양액 100 ㎕에 동량의 Griess reagent (Sigma, USA)를 넣고 10분간 반응시킨 후 microplate reader (Tecan Infinite M200)를 이용하여 570 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. Sodium nitrite의 standard curve와 비교해 계산하였다. PGE2 사이토카인 분비측정을 위해 ELISA kit (BD, USA)를 사용하였고, 제조사의 방법에 따라 그 양을 측정하였다. 양성 대조군으로 Dexamethasone을 사용하였다.

      

      
        9. Cytokine (IL-1β, IL-6 및 TNF-α) 측정
        RAW 264.7세포를 12 well plate에 5×104 cell/well로 분주하고 ORS-F를 50, 100, 200 ㎍/㎖로 1시간 전처리를 하였다. 이 후 LPS를 100 ng/㎖로 처리한 후 24시간 동안 배양하고 배양 상층액을 실험에 사용하였다. 전 염증성 사이토카인의 염증매개물질은 배양 상층액에서 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)법으로 사용하였으며, 사이토카인 분비측정을 위해 ELISA kit (BD, USA)를 사용하였고, 제조사의 방법에 따라 그 양을 측정하였다. 양성 대조군으로 Dexamethasone을 사용하였다.

      

      
        10. RT-PCR Assay
        RNA 분리를 위해 RAW 264.7세포를 12 well plate에 5×104 cell/well로 분주하고 ORS-F를 50, 100, 200 ㎍/㎖로 1시간 전처리를 하였다. 이 후 LPS를 100 ng/㎖로 처리한 후 2시간 및 6시간 동안 배양하고 이 후, RNA iso reagent를 이용해 제조사의 방법에 따라 Total RNA를 취하였다. Total RNA는 Maxime RT PreMix Kit (iNtRON, Korea)를 이용하여 cDNA를 합성하였고, 유전자 증폭을 위해 특정 primer를 넣고 각 primer에 따른 PCR 조건에 따라 실시하였다. 사용한 primer는 다음과 같다.

        
          

          

        

        
          
            	COX-2
            	F: 5'-GAGGCCACTGATACCTATTG-3’
          

          
            	R: 5'-ACAAAGAAGGGTTCCCAATT-3'
          

          
            	iNOS
            	F: 5'-CCTCCTCCACCCTACCAAGT-3’
          

          
            	R: 5'-CACCCAAAGTGCTTCAGTCA-3'
          

          
            	IL-1β
            	F: 5'-TCATTACACAGGACAGGTAT –3',
          

          
            	R: 5'-CATTAACAACTGCACTACA-3'
          

          
            	IL-6
            	F: 5'-CCGGAGAGGAGACTTCACAG–3',
          

          
            	R: 5'-GGAAATTGGGGTAGGAAGGA-3'
          

          
            	TNF-α
            	F: 5'-GGCAGGTCTACTTTGGAGTC-3’
          

          
            	R: 5'-ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCGG-3'
          

          
            	GAPDH
            	F: 5’-CAACTCCCACTCTTCCACCT-3’
          

          
            	R: 5'-CTTGCTCAGTGTCCTTGCTG-3'
          

        

        

        각 DNA는 1.5% agarose gel에 전기 영동시킨 후 UV 검출기로 확인하였다.

      

      
        11. 통계처리
        모든 실험결과는 평균±표준편차로 나타내었으며, 유의성 검사는 one way ANOVA test를 실시한 후 Turkey test로 사후 검증하였다. P<0.05 이상일 때만 통계적 유의성이 있는 것으로 판단하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 오령산 정제(ORS-F) 제조 및 물성 평가
        오령산 정제 제조를 위하여 첨가제의 비율별로 혼합하여 혼합물의 흐름성을 겉보기 밀도, 탭 밀도(Table 4)를 측정하여 Hausner ratio에 의해 평가하였다. Hausmer ratio는 Excellent (1.00~1.11), Good (1.12~1.18), Fair (1.19~1.25), Passible (1.26~1.34), Poor (1.35~1.45), Very poor (1.46~1.59), Very very poor (>1.60)의 총 7개 등급으로 나누어 흐름성을 평가하였다. 또한 오령산 정제의 첨가제 혼합비에 따른 경도, 마손도 및 붕해도를 측정한 결과는 Table 4와 같다. F1~F4 혼합물의 Hausner ratio 값은 각각 1.16, 1.15, 1.15 및 1.15로 흐름성은 모두 우수한 것으로 나타났으며, 제조된 정제의 경도는 21.44, 15.77, 8.56 및 11.42 KP로 F3을 제외한 정제에서 10 KP 이상의 경도를 보여주었다. 붕해도 측정결과 F3과 F4에서의 15분 이내에 모두 붕해되는 것으로 나타났다. 이상의 측정결과 우수한 제제학적 특성을 나타낸 F4를 오령산 정제 제조를 위한 최적 배합비로 설정하였다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Post-compression parameters of the Oryeong-san tablets
          
          

        

        
          
            
              	Parameters
              	F1
              	F2
              	F3
              	F4
            

          
          
            	Weight (㎎)
            	485
            	485
            	485
            	485
          

          
            	Diameter (mm)
            	13.9
            	13.92
            	13.93
            	13.91
          

          
            	Thickness (mm)
            	4.71
            	4.93
            	4.96
            	4.83
          

          
            	Hardness (KP)
            	21.44
            	15.77
            	8.56
            	11.42
          

          
            	Friability (%)
            	0.69
            	0.73
            	0.72
            	0.60
          

          
            	Disintegration (min)
            	< 22
            	< 19
            	< 14
            	< 15
          

          
            	Hausner ratio
            	1.16
            	1.15
            	1.15
            	1.15
          

          
            	Flow Character
            	Good
            	Good
            	Good
            	Good
          

        

        

      

      
        2. 오령산 정제(ORS-F)의 성분분석
        HPLC-PDA를 이용하여 오령산 구성 한약재 중 백출의 atractylenolide III, 육계의 coumarin, cinnamic acid 및 cinnamaldehyde, 저령의 3,4-dihydroxybenzaldehyde, polyporusterone A 및 polyporusterone B, 그리고 택사의 alisol B 23-acetate 등 총 8종의 지표물질에 대한 동시분석법을 확립하였다(Fig. 1). 이동상인 water와 acetonitrile에 0.05% phosphric acid를 첨가함으로써 분리능을 높였으며, 각 지표물질의 최대흡수파장을 검토한 결과, atractylenoide III, alisol B-23-acetate는 210 ㎚, coumarin, polyporusterone B, cinnamic acid, polyporusterone A는 254 ㎚, 3,4-dihydroxybenzaldehyde, cinnamaldehyde는 280 ㎚를 최적분석파장으로 설정하였다. ORS-F와 표준액 8종 피크의 UV spectrum 탐색 결과, 모두 동일 스펙트럼으로 각기 다른 성분들의 피크에 간섭 없이 분리됨을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Simultaneous analysis used HPLC method. (A) Standard mixture and (B-D) Oryeong-san tablets (ORS-F) are HPLC chromatogram. (E) Identification of components used to compare with UV spectrum of standard mixture and ORS-F; 3. 3,4-Dihydroxyvenzaldehyde, 10. Coumarin, 12. Polyporusterone B, 13. Cinnamic acid, 14. Polyporusterone A, 15. Cinnamaldehyde, 16. Atractylenoide III, 17. Alisol B-23-acetate.
          
          

          

        

      

      
        3. 오령산 정제(ORS-F)의 항산화 활성
        DPPH 및 ABTS assay를 이용하여 라디칼 소거능을 확인하였고, 또한 항산화 물질인 polyphenol과 flavonoid 함량을 확인하였다. DPPH 라디칼 소거능에서 ORS-F의 EC50값은 396.69 ㎍/㎖이고, 대조군으로 사용한 BHA의 EC50값은18.31 ㎍/㎖로 ORS-F가 대조군과 비교하였을 때 약 22배 낮은 라디칼 소거능을 보였고, ABTS 라디칼 소거능에서 ORS-F의 EC50값은 277.99 ㎍/㎖, BHA의 EC50값은 19.68 ㎍/㎖으로 약 14배 낮은 라디칼 소거능을 보였다(Fig. 2). 또한 ORS-F의 총 폴리페놀 함량은 10.20±0.09 ㎍/㎎, 플라보노이드 함량은 12.86±0.86 ㎍/㎎으로 확인되었다(Table 5).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            DPPH radical scavenging effect of Oryeong-san tablets (ORS-F).
          
          

          

        

        
          Table 5. 
				
          

          
            Content of total polyphenol and flavonoid in Oryeong-san tablet (ORS-F)
          
          

        

        
          
            
              	
              	Polyphenol
              	Flavonoid
            

          
          
            	Content (㎍/㎎)
            	10.20 ± 0.09
            	12.86 ± 0.86
          

        

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Inhibition of NO and PGE2 production in LPS-stimulated RAW 264.7 cells by Oryeong-san tablet (ORS-F). The cells were pre treated with ORS-F as varuous concentrations (50, 100, 200 ㎍/㎖) for 1h, and then incubated with LPS (0.1 ㎍/㎖) for 2hours and 24hours. The effect of 2hour were LPS-induced ORS-F was measured on the mRNA levels of (A) iNOS and COX-2. In addition, induced by LPS for 24 hours were measured by (B) NO production and (C) PGE2 production. Data are means of three independent experiemnt. *P < 0.05 vs. LPS treatment alone.
          
          

          

        

      

      
        4. iNOS와 COX-2 발현 억제를 통한 NO 및 PGE2 생성 억제 효과
        RAW264.7 세포에 약물을 처리하고 LPS를 처리하여 약물의 농도 의존적으로 iNOS와 COX-2 발현 억제를 통한 NO 및 PGE2 생성억제 효과를 확인하였다. 그 결과 ORS-F는 농도 의존적으로 NO (Fig 3A)와 PGE2 (Fig 3B)의 생성을 억제하였으며, 대조군 DEX보다 더 높은 억제율을 나타내는 것으로 확인되었다. NO와 PGE2의 생성을 유도하는 iNOS와 COX-2의 발현억제를 확인하기 위해 RT-PCR 기법을 사용하여 단백질과 유전자 발현을 조사한 결과 ORS-F는 NO와 PGE2의 생성과 유사하게 iNOS, COX-2의 단백질과 유전자 발현 모두 농도 의존적으로 억제하였다(Fig 3C and D).

      

      
        5. 염증성 사이토카인의 유전자 발현과 생성 억제 효과
        염증 유발 사이토카인 중 대표 사이토카인으로 TNF-α와 IL-1β, IL-6에 대한 유전자 발현(Fig 4A) 및 생성(Fig 4B) 억제효과를 확인하였다. LPS를 처리한 RAW264.7 세포에서의 염증반응 유도로 인한 TNF-α, IL-1β 및 IL-6의 mRNA 발현 및 생성이 증가되었고, ORS-F에 의해 농도의존적으로 이들 사이토카인의 발현 및 생성을 억제시켰다. IL-1β의 생성과 유전자 발현 또한 ORS-F 100 ㎍/㎖에서 DEX와 유사한 억제율을 나타내었고, 200 ㎍/㎖에서 급격한 유전자 발현 억제 효과를 나타내었다. IL-6의 생성은 ORS-F 200 ㎍/㎖에서 DEX보다 뛰어난 억제율을 나타내었으며, 유전자 발현에서는 100 ㎍/㎖에서 DEX와 유사한 억제율을 확인하였다. TNF-α의 생성과 유전자 발현의 경우 ORS-F 100 ㎍/㎖에서 DEX와 유사한 억제율을 나타냄을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Inhibition of	production of inflammatory cytokine in RAW 264.7 with Oryeong-san tablet (ORS-F). The cells were pre-treated with ORS-F for 1hrs before being induced inflammation with LPS for 6hrs (A) and 24hrs (B). mRNA expression (A) and production (B) of inflammatory cytokines such as IL-1β, IL-6 and TNF-α were measured by RT-PCR and ELISA. Data are means of three independent experiemnt. *P < 0.05 vs. LPS treatment alone.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      오령산은 한국, 중국, 일본에서 체내 수분 대사를 촉진시키는 처방으로 주로 사용되어져 왔다. 오령산의 5가지 구성 약재인 택사, 저령, 복령, 육계 및 백출 모두 체내 수분을 조절하여 부종을 제거한다고 알려져 있다.18) 본 연구에서는 오령산 정제의 제조를 통해 주요성분과 활성을 확인하고자 하였다. 정제의 제조를 위해 겉보기 밀도, 탭 밀도 등으로 혼합물의 우수한 흐름성을 판단하고 제조된 정제의 경도, 마손도, 붕해도 등을 확인을 통하여 물성평가를 진행하였다. Hausner ratio값의 측정을 통해 정제 제조에 적합한 흐름성의 혼합물을 제조하였으며, 경도, 마손도 및 붕해도의 확인으로 제제학적으로 우수한 물성을 가지는 배합비의 정제를 제조하였다. 오령산의 주요성분인 atractylenolide III, coumarin, cinnamic acid, cinnamaldehyde, 3,4-dihydroxybenzaldehyde, polyporusterone A, polyporusterone B 및 alisol B 23-acetaterk 8종의 분석을 위해 HPLC-PDA를 이용하여 다른 성분들에 영향을 주지 않으면서 동시에 효과적으로 확인할 수 있는 동시분석법을 확립하였다. 오령산의 주요성분 동시분석법은 기존 지표성분들을 개별적으로 분석하는 것보다 효율적으로 분석이 가능하여 품질관리를 위한 기초자료로 사용할 수 있을 것으로 사료된다.

      염증반응이 일어나게 되면 대식세포와 같은 염증세포들은 nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2)를 생성하게 되며, 통증 부종, 열과 같은 염증반응이 일어나며 염증매개인자들이 생성된다.19) NO는 반응성이 높은 생체 생성분자이며, nitric oxide synthase (NOS)에 의해 L-argine으로부터 생성으로 신경전달, 혈관의 이완 및 세포매개성 면역반응에 관여하며, 특히 LPS로 자극된 대식세포에서 iNOS의 발현으로 NO가 생성하게 된다.20-22) 또한, cyclooxyenase (Cox)는 효소로서 arachidonic acid를 prostaglandin 변화를 촉진시키며, 신체의 항상성 유지에 관여하는 Cox-1과 염증이나 면역 반응시 cytokine에 의해 염증 부위의 세포 내 발현이 증가하는 COX-2 가 있다.23) 그중 cyclooxyenase (Cox) 2는 arachidonic acid으로부터 PGE2가 합성되며, 염증부위에서 합성된 PGE2는 통증이 유발되는 것으로 알려져 있다.24) 대식세포에서 LPS 자극은 iNOS의 발현으로 다량의 NO를 생성시켜 대식세포의 종양, 박테리아 파괴능력과 같은 면역반응에 관여하는 것으로 알려져 있으며,24) 또한, PGE2는 COX-2에 의해 형성되어 염증반응에 중요한 역할을 하게 되며, 혈관 생성을 유도로 종양생성에 기여한다.25) 이러한 다양한 염증 질환 및 병리학적 상태에 관여하는 염증매개인자들은 오령산 정제를 전 처리한 후 LPS로 대식세포를 자극하였을 때 개선되었음을 확인하였다.

      염증을 나타내는 지표로 IL-1β, IL-6 및 TNF-α 와 같은 전염증성 사이토카인은 다양한 염증매개체들을 유도하거나 면역반응의 조절에 있어 중요한 역할을 한다.19) 오령산 정제를 전 처리한 후 LPS를 대식세포에 처리한 군에서 IL-1β, IL-6 및 TNF-α와 같은 전염증성 사이토카인 유전자의 발현 및 생성이 억제되어 오령산 정제가 염증 반응 억제에 유효한 반응을 나타냄을 확인하였다.

      한약제제는 제조사마다 사용되는 원료, 추출법 및 제형 등 제조방법에 대한 차이가 있어 전탕액과의 동등성과 제제의 품질에 대한 논란이 빈번하게 제기되어 왔다. 이에 오령산을 기존의 탕액보다 보관 및 복용 편의성이 높은 현대적인 제형인 정제로 개발하였으며, 오령산 정제의 주요성분 및 활성을 확인하였다. 본 연구의 결과를 통해서 얻어진 오령산의 주요성분에 대한 동시분석법과 활성평가 결과는 한약제제에 대한 제형개발과 표준화 연구를 위한 기초자료로 활용될 수 있을 것으로 사료된다.

    

    

  
    
      결 론
      오령산의 정제(ORS-F) 제조를 위하여 겉보기 및 탭 밀도를 측정하여 흐름성이 우수한 혼합물을 제조하고, 경도, 마손도 및 붕해도 등 제제학적 물성평가를 통해 제제학적으로 우수한 정제의 배합비를 설정하였다.

      오령산 정제(ORS-F) 의 주요성분의 확인을 위해 HPLC-DAD를 이용하여 오령산의 8가지 지표성분인 atractylenolide III, coumarin, cinnamic acid, cinnamaldehyde, 3,4-dihydroxybenzaldehyde, popyporusterone A, popyporusterone B 및 alisol B 23-acetate의 동시분석법을 확립하였다.

      오령산 정제(ORS-F) 는 농도 의존적으로 NO 및 PGE2 생성을 억제하였다.

      오령산 정제(ORS-F) 는 IL-1β, IL-6 및 TNF-α와 같은 전 염증성 cytokine의 생성을 단백질 및 mRNA 수준에서 억제하였다.

      이상의 결과로 개발 제형인 오령산 정제(ORS-F)의 주요성분에 대한 동시분석법과 항염증 효과는 다양한 처방의 한약제제에 대한 제형개발 및 품질관리를 위한 연구에 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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