
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ ORIGINAL ARTICLES ]
          
        

        
          	Journal of Physiology & Pathology in Korean Medicine - Vol. 35, No. 6, pp.235-241
        

        
          	ISSN: 1738-7698			
					(Print)
				2288-2529			
					(Online)
				
        

        
          	Print  publication date  25 Dec 2021

        

        
          	Received  17 Aug 2021
Revised  18 Nov 2021
Accepted  06 Dec 2021

        

        
          	
            KJOPP_2021_v35n6_235

            DOI: 
            https://doi.org/10.15188/kjopp.2021.12.35.6.235
          
        

        
          	
            소건중탕 혼합단미연조엑스의 항염증 및 항위염 효과
          
        

        
          	
            Myoung-Jin Kim ; Hye-Min Choi ; Won-Hee Nam ; Se-Jin Kim ; Su-Mi Son ; Jung-Ok Kim*


          
        

        
          	National Institute for Korean Medicine Development

        

        
          	
        

        
          	
            Anti-inflammatory and Anti-gastritis Effect of Sogunjung-tang Mixed Soft Extract
          
        

        
          	
            김명진 ; 최혜민 ; 남원희 ; 김세진 ; 손수미 ; 김정옥*


          
        

        
          	
        

        
          	한국한의약진흥원

        

        
          	
            Correspondence to: *Jung-Ok Kim, National Institute for Korean Medicine Development, Gyeongsan-si, Gyeongbuk 712-260, Korea ·E-mail :  kjo1226@nikom.or.kr ·Tel : +82-53-810-0395

          
        

        
          	
Ⓒ The Society of Pathology in Korean Medicine, The Physiological Society of Korean Medicine

        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            초록
          
        

        
          Sogunjung-tang (SGJT) is traditional herbal prescriptions used to treat abdominal pain. In this study, we evaluated the effect on inflammation and gastritis through SGJT formulation development. SGJT composition herbal medicine was boiled in water at 95~100℃ for 3 hours and then concentrated. Sogunjung-tang mix soft extract (STM) was prepared using pharmaceutical excipients such as purified water, sodium benzoate, β-cyclodextrin and CMC-Na. Anti-inflammatory experiment was conducted using STM and lipopolysaccharide (LPS) in RAW 264.7 cells. Cell survival was measured by MTT method. Nitric oxide (NO) was measured using griess reagents, and pro inflammatory cytokines were measured by enzyme-linked immunosorbent assay and RT-PCR. Also, we verified STM validity in acute gastritis using the ICR mouse. STM was administered oral for three days. And 150 mM HCl in 60% ethanol was oral administered 0.5 mL one hour after the last drug administration. Mice were sacrificed 1 hour after 150 mM HCl in 60% ethanol administration. The gastric mucosa was visually observed. STM were not toxic in RAW 264.7 cells. Treatment of STM inhibited the production of NO and inflammatory cytokine at the protein and mRNA levels. Also, in the acute gastritis model with the mouse, the treatment of STM improved gastric mucosal bleeding and edema. In summary, it was confirmed that the treatment of STM exerts anti-inflammatory and anti-gastritis effects. Therefore, we suggest that STM may provide a preclinical evidence for the prevention and treatment of inflammatory and gastritis diseases.
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      서 론
      염증은 생화학적 반응에서 일어나는 중요한 역할을 하는 인자로 인체에서의 방어 반응으로 작용하게 되며, 감염, 기타 이물질 등의 자극으로 발생하는 과도한 염증 반응으로 neutrohphil과 macrophage와 같은 inflammatory cell들의 과도한 반응으로 inflammatory cytokine들이 염증 반응을 유도하여 염증성 장 질환, 류마티스 관절염, 죽상 동맥 경화증 및 당뇨병 등을 포함한 염증성 질환을 유발하게 된다.1,2) Dexamethasone (Dex)는 염증성 질환, 류마티스 관절염, 알레르기성 질환 및 폐렴 등의 염증치료에 사용되는 약물이다.3,4)

      위는 주요 소화기관 중 하나로써, 위염은 가장 흔하게 발병하는 질환으로 4~5% 세계 인구가 한 번 이상은 경험하는 질환이며, 외인성 공격인자 및 내인성 공격인자에 의해서 위 점막의 손상이 일어난다.5-8) 위 점막의 손상은 여러 공격인자들과 위 내부 방어기전이 균형을 이루면서 보호되지만, 공격인자와 방어기전의 불균형이 일어나면 위 점막의 손상으로 위염이 발생되며 한번 생긴 위염은 만성으로 발전하기 쉽다.7,9) 현재 위염치료제로 사용되는 약물은 위산의 분비를 억제하는 H2 receptor antagonist인 cimetidine, ranitidine 및 양성자 펌프억제제 (proton pump inhibitor, PPI) 등이 있지만, 다양한 부작용이 나타나고 있다.10,11) 주요 발병 원인은 위산, 알코올, 스트레스, 불규칙한 식습관, 소염제와 같은 약물의 과다복용, Helicobacter pylori균의 감염 및 NSAID (non-steroid anti-inflammatory drug) 등이 있다.12,13) 염산-알코올을 이용한 동물 위염 모델은 직접적인 위벽 손상의 관찰을 통하여 위 점막의 손상정도를 측정할 수 있다.14,15) 알코올의 섭취는 위 점막내 H+-K+-ATP 발현의 촉진으로 free radical의 유도를 통하여 항산화인자인 catalase, glutathione의 생성을 억제하며, reactive oxygen species (ROS)의 형성으로 항산화의 불균형을 일으켜 위 점막의 염증이 발생하게 된다.16,17)

      소건중탕 (小建中湯, Sogunjung-tang)은 계지, 감초, 생강, 대추, 작약 및 교이 6가지 한약재로 구성되어진 한약제제로써 중국에서는 Xiaojianzhong-tang로 불리우며 일본에서는 Shokenchu-to로 불려진다.18) 동의보감 (東醫寶鑑)에서 소건중탕은 溫中補虛 和利緩急하며 虛勞, 腹痛 裏急, 咽乾 및 夢遺 등의 증상에 사용되는 것으로 기록되어 있다.19) 또한, 항산화 및 알레르기 효과와 같은 선행연구가 보고되어 있다.20,21) 이와 같이 소건중탕에 대한 다양한 연구가 진행되었으나, LPS로 유도된 대식세포에서의 항염증 및 염산과 에탄올을 이용한 급성 위염 모델에서 소건중탕 혼합단미연조엑스에 대한 연구가 진행되지 않았다.

      이에 본 연구에서는 소건중탕 제형 개발과 함께 RAW 264.7 세포에서 항염증 및 동물실험을 통한 항위염 효능을 알아보고자 하였다. 이에 따라 소건중탕은 항염증 및 항위염 실험을 통하여 유의성 있는 결과를 확인하였기에 보고하는 바이다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료
        
          1) 약재
          본 연구에서 사용된 소건중탕의 구성 한약재 및 용량은 Table 1에 나타내었다. 이 한약재들은 동일약업사 (Deagu, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 소건중탕에 사용된 구성 한약재들은 한국한의약진흥원 한의기술R&D2팀 한약재보관실에 보관하였다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              Composition of Sogunjung-Tang
            
            

          

          
            
              
                	Name
                	Amount (g)
                	Soft extract (g)
                	Solid content (%)
              

            
            
              	감초
              	1.25
              	0.33
              	65.0
            

            
              	계지
              	3.75
              	0.30
              	25.0
            

            
              	작약
              	6.25
              	1.63
              	65.0
            

            
              	대추
              	1.33
              	0.74
              	65.0
            

            
              	생강
              	0.83
              	0.08
              	35.0
            

            
              	교이
              	12.50
              	12.50
              	100.0
            

            
              	합계
              	25.91
              	15.58
              	　
            

          

          

        

        
          2) 시약
          혼합단미연조엑스 제조에 사용된 sodium benzoate, β-cyclodextrin 및 CMC-Na은 ㈜화원약품 (Seoul, Korea)에서 구입하였다.

          RAW 264.7 세포의 배양에 사용된 DMEM/high glucose (DMEM), fetal bovine serum (FBS), penicillin-streptomycin은 Hyclone (Logan. UT, USA)에서 구입하였으며, lipopolysaccharide (LPS), ethanol, chloroform, griess reagent는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 사이토카인의 검출을 위한 enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) kit는 R&D system (Minneapolis, MN, USA)에서 구입하였다. RNA 추출 및 DNA 합성 키트는 각각 Takara (Shiga, Japan)에서, cDNA 합성과 PCR에 사용한 모든 시약은 iNtRON (Seongnam, Korea)에서 구입하였다.

          동물실험을 위한 hydrochloric acid은 Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka. Japan)에서 구입하였다.

        

        
          4) 소건중탕 혼합단미연조엑스 제조
          소건중탕 혼합단미연조엑스의 제조를 위한 구성 약재는 Table 1에 표시하였으며, 약재의 중량 10배에 해당하는 정제수를 넣어 100℃에서 3시간 추출 여과한 후 농축하였다. 농축한 연조엑스는 Table 2의 구성 함량으로 혼합하여 혼합단미연조엑스를 얻었다.

          
            Table 2. 
				
            

            
              Composition contents of Sogunjung-tang mix soft extract
            
            

          

          
            
              
                	Name
                	Content (g)
                	Ratio (%)
              

            
            
              	Sogunjung-tang soft extract
              	15.580
              	77.90
            

            
              	Sodium benzoate
              	0.012
              	0.06
            

            
              	β-Cyclodextrin
              	0.600
              	3.00
            

            
              	CMC-Na
              	0.200
              	1.00
            

            
              	D.W
              	3.608
              	18.04
            

            
              	Total amount
              	20.000
              	100.00
            

          

          

        

        
          5) 세포배양
          마우스 대식세포주인 RAW 264.7 세포는 한국세포주은행 (KCLB : Seoul, Korea)으로부터 분양받아 사용하였다. 세포배양을 위해 DMEM/high glucose 배지에 10% fetal bovine serum (FBS)와 1% penicillin-streptomycin을 첨가하여 사용하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

        

        
          6) 실험동물
          ICR 마우스 6주령 수컷 30마리를 중앙실험동물에서 구입하여 한국한의약진흥원 동물실험실 환경에 1주일 동안 적응시킨 후 실험에 사용하였다. 동물 사육조건은 conventional system으로 온도 23±2℃, 습도 50±5%, 명암주기 (light : dark cycle)는 12시간 주기로 조절하였다. 고형사료와 물을 충분히 공급하였다.

        

      

      
        2. 방법
        
          1) 시료 및 제조
          효능평가를 위해 50% DMSO에 소건중탕 혼합단미연조엑스를 100 ㎎/mL의 농도로 제조한 다음 0.2 μm membrane 여과 후 시료로 사용하였다.

        

        
          2) 세포실험
          RAW 264.7 세포에서 항염증 실험을 진행하기 위해 소건중탕 혼합단미연조엑스 (50, 100 및 200 ㎍/mL)를 LPS처리 1시간 전에 전처리하였으며, LPS (500 ng/mL)는 소건중탕 혼합단미연조엑스 처리 1시간 후 처리하여 6 그리고 24시간 배양하여 실험을 진행하였다.

        

        
          3) MTT 분석
          RAW 264.7 세포에 대한 시료의 처리 농도를 결정하기 위해 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl–2H- tetrazolium bromide (MTT) 용액으로 분석을 실시하였다. RAW 264.7 세포를 96 well plate에 1×104 cells/well로 분주하고, 소건중탕을 농도별(0, 10, 50, 100, 200 μg/mL)로 처리한 다음 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. 그 후 MTT reagent를 20 μL씩 첨가하여 4시간 동안 반응시킨 후 MTT reagent와 세포 내 탈수소효소의 반응으로 생성된 formazan을 DMSO로 용출한 뒤 microplate reader(Tecan sunrise)를 이용하여 540 nm에서 흡 광도를 측정하였다. 대조군은 시료를 처리하지 않은 배양액으로 세포 생존율은 다음과 같이 계산하였다.
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          4) Nitric oxide (NO) 농도의 측정
          RAW 264.7 세포들을 DMEM/high glucose배지에서 2×105 cell/mL의 밀도로 현탁하였고, 소건중탕 혼합단미연조엑스 (50, 100 및 200 ㎍/mL)을 처리하였다. LPS (500 ng/mL)를 처리하여 24시간 뒤에 세포의 상층액을 획득하여 96 well plate에 loading한 다음 griess reagent로 반응한 후 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 하였다. NO의 생성량은 백분율로 표기하였다.

        

        
          5) Cytokine 측정
          RAW 264.7 세포들을 DMEM/high glucose배지에서 2×105 cell/mL의 밀도로 현탁하여 소건중탕 혼합단미연조엑스 (50, 100 및 200 ㎍/mL)를 1시간 전처리한 후, LPS (500 ng/mL)를 처리하여 24시간 배양하였다. 전염증성 사이토카인을 측정하기 위해 세포배양액을 취하여 ELISA법으로 정량하였고 이를 백분율로 표기하였다.

        

        
          6) Total RNA 추출
          RAW 264.7 세포들을 DMEM/high glucose배지에서 2×105 cell/ml의 밀도로 현탁하여 소건중탕 혼합단미연조엑스 (50, 100 및 200 ㎍/mL)를 1시간 전처리하였다. LPS (500 ng/mL)를 6시간 처리한 뒤 RNA iso reagent 500 μL를 이용하여 세포를 포집하였고, chloroform 200 μL를 더하여 잘 썩어준 뒤 15,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 상층액을 취하였다. 분리한 상층액에 isopropanol을 1:1 비율로 섞은 후 10분간 상온보관 후 15,000 rpm에서 10분간 원심 분리하여 상층액을 버리고 남은 침전물을 80% ethanol로 2회 씻은 후 침전물을 건조시켰다. 그리고 침전물에 DEPC water를 15 μL씩 넣어 total RNA를 용해시켜 정량하였다. Total RNA는 Maxime RT premix kit (iNtRON, Seongnam, Korea)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 유전자 증폭은 특정 primer를 넣고 각 primer에 따른 PCR 조건에 따라 실시하였다. 각 DNA 1.5% agarose gel을 전기영동시켜 UV 검출기로 확인하였다.

        

        
          7) 150 mM HCl in 60% ethanol 급성 우염 유도 모델
          ICR 마우스는 3그룹으로 나누어 군당 6마리씩 나누어 실험을 진행하였다. 위 점막의 손상을 유발하기 위해 24시간 전부터 절식시킨 후, 실험 전 정상군과 위 점막 손상 대조군은 증류수를 경구투여하였으며, 약물 치료군은 소건중탕 혼합단미연조엑스 (400 ㎎/㎏ : 1회 복용량)을 3일간 경구투여하였다. 마지막 약물 투여 1시간 후 150 mM HCl in 60% ethanol을 0.5 mL 씩 경구투여하여 위 점막의 손상을 유발하였다. 150 mM HCl in 60% ethanol 투여 1시간 후 개복하여 위 조직을 적출하였다.

        

        
          8) 위 병변 분석
          급성위염의 위 병변의 영역을 측정하기 위해 내부 표변을 촬영 후 Image J program(Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesada, MD, USA)를 이용하여 위 병변의 면적(%)을 측정하였다. 위 손상 억제율은 다음과 같이 계산하였다 : Inhibition ratio (%) = {(control lesion area – sample lesion area)/control lesion area} × 100.22) 조직병리학적 분석을 위해 4% formaldehyde 용액으로 고정한 다음 조직의 절편을 4㎛ 두께로 하여 hematoxylin and eosin (H&E)염색을 시행하여 현미경으로 조직의 손상이나 변화를 확인하였다.

        

        
          9) 통계처리
          모든 실험 결과는 3회 이상 실시하여 그 평균값을 기초로 Mean±S.D.로 나타내었다. 실험결과에 대한 통계처리는 SPSS 분석프로그램으로 one way ANOVA test를 실시한 후 Turkey test로 사후 검증하였다. p-value가 0.05 미만일 경우 유의한 것으로 판정하였다.

        

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 소건중탕 혼합단미연조엑스 (STM)가 RAW 264.7 세포에 대한 독성 억제효과
        RAW 264.7 세포에서 STM을 전처리하였을 때, 세포 독성에 미치는 영향을 조사하기 위해 STM을 10-200 ㎍/mL 24시간 처리하여 MTT 방법을 이용하여 세포의 생존율을 측정하였다. 그 결과 STM의 200 ㎍/mL 농도까지 세포 독성을 보이지 않았다. 이에 본 연구에 STM의 농도를 200 ㎍/mL까지 최고농도로 설정하여 사용하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of Sogunjung-tang mix soft extract (STM) on cytotoxicity in RAW 264.7 cells. STM (50, 100 and 200 ㎍/mL) was incubated in RAW 264.7 cells for 24 hours. Cytotoxicity was measured by MTT assay. Similar results were obtained in three experiments.
          
          

          

        

      

      
        2. 소건중탕 혼합단미연조엑스 (STM)가 NO 생성 억제 효과
        STM의 항염증 효과를 확인하기 위해 염증 매개물질인 NO의 생성에 미치는 영향을 확인하였다. RAW 264.7 세포에 STM을 1시간 전처리 한 후, LPS로 24시간 동안 자극하여 griess 반응으로 NO의 생성을 측정하였다. 그 결과 NO의 생성은 LPS의 자극으로 증가하였고, LPS에 의해 증가된 NO의 생성은 STM의 농도의존적으로 억제하는 것을 확인하였다(Fig. 2). Dex와 STM의 NO의 생성 억제를 비교하였을 때, STM 200 ㎍/mL에서 Dex와 비슷한 수준의 NO 생성 억제 효과를 보여주었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of Sogunjung-tang mix soft extract (STM) on NO Production in RAW 264.7 Cells. STM (50, 100 and 200 ㎍/mL) was pretreated for 1 hour and then incubated with LPS (500 ng/mL) for 24 hours. NO was measured. Similar results were obtained in three experiments. *P < 0.05 vs LPS treatment alone. “Dex” is “dexamethasone”.
          
          

          

        

      

      
        3. 소건중탕 혼합단미연조엑스 (STM)의 전염증성 사이토카인의 생성 억제효과
        RAW 264.7 세포에서 STM을 처리하였을 때 전염증성 매개물질에 미치는 영향을 조사하기 위해 IL-1β, IL-6 및 TNF-α와 같은 염증성 사이토카인을 생성을 확인하였다. STM을 1시간 전처리한 후 LPS를 24시간 동안 자극하여 전염증성 사이토카인의 생성에 미치는 영향을 확인하였다. LPS의 자극은 전염증성 사이토카인의 생성을 유도하였고, STM에 의해 전염증성 사이토카인의 생성이 억제되는 것을 확인하였다(Fig. 3). Dex와 STM을 비교하였을 때, IL-1β은 Dex와 비슷한 수준으로 억제하는 것을 보여주었으며, IL-6와 TNF-α는 Dex를 처리하였을 때 STM보다 유의적으로 더 억제하였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of Sogunjung-tang mix soft extract (STM) on Pro-inflammatory Cytokine Production in RAW 264.7 Cells. STM (50, 100 and 200 ㎍/mL) was pretreated for 1 hour and then incubated with LPS (500 ng/mL) for 24 hours. Pro inflammatory cytokines (IL-1β, IL-6, and TNF-α) were measured by ELISA. Similar results were obtained in three experiments. *P < 0.05 vs LPS treatment alone. “Dex” is “dexamethasone”. 
          
          

          

        

      

      
        4. 소건중탕 혼합단미연조엑스 (STM)의 mRNA 수준에서의 전염증성 사이토카인 발현 억제효과
        RAW 264.7 세포에서 STM을 전처리하였을 때, 단백질 수준에서 IL-1β, IL-6 및 TNF-α와 같은 전염증성 사이토카인의 증가를 억제하는 것을 확인하여, mRNA 수준에서 또한 전염증성 사이토카인의 발현이 억제되는지 확인하였다. STM을 1시간 전처리한 후 LPS를 6시간 동안 자극하여 전염증성 사이토카인의 발현을 확인하였다. LPS의 자극은 mRNA 수준의 전염증성 사이토카인을 증가시켰으며, STM의 전처리는 전염증성사이토카인의 발현을 억제시키는 것으로 확인하였다(Fig. 4). Dex와 STM을 비교하였을 때, Dex가 IL-1β, IL-6 및 TNF-α를 더 유의적으로 억제하였다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of Sogunjung-tang mix soft extract (STM) on the production of inflammatory cytokines at mRNA level in RAW 264.7 cells. STM was pre-treated in RAW 264.7 cells for 1 hour, and then incubated with LPS for 6 hours. The mRNA levels of IL-1β, IL-6, and TNF-α were determined by RT-PCR. Similar results were obtained in three experiments.
          
          

          

        

      

      
        5. 소건중탕 혼합단미연조엑스 (STM)의 위점막 손상 개선 효과
        150 mM HCl in 60% ethanol으로 유도한 위염의 위 점막에서 출혈이나 부종으로 인하여 위 점막 손상이 나타났고, STM을 투여하였을 때 유의적으로 위 점막의 손상이 개선됨을 확인하였다(Fig. 5A). 또한. 조직병리학적 검사에서 150 mM HCl in 60% ethanol으로 유도한 그룹에서 출혈 및 위상피세포간의 경계가 허물어진 것을 확인하였으며, STM을 처리하였을 때 개선되었다(Fig. 5B). 다음으로 위 병변을 확인하였으며 STM을 처리한 그룹에서는 위 손상 억제율은 43.8%로 유의적인 위 손상 억제효과를 나타내었다(Fig. 5C).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of Sogunjung-tang mix soft extract (STM) on 150 mM HCl in 60% ethanol-induced gastritis. After pre treatment of STM (400 ㎎/㎏, oral) for 3 days, 0.5 mL of 150 mM HCl in 60% ethanol was injected 1 hour later. It was sacrificed 1 hour after 150 mM HCl in 60% ethanol oral administration. (A) Representative photographs of 150 mM HCl in 60% ethanol-induced gastritis. (B) Hematoxylin & eosin (H&E)-stained of histological sections of gastric mucosa in gastritis. (C) Inhibition ratio(%) of gastric mucosal damage in gastritis. Similar results were obtained in three experiments.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      소건중탕은 임상에서 中氣虛寒하며 陰陽氣血이 失調하여 발생하는 질환에 사용되는 처방으로 일본에서는 경련성 복통, 교이를 제거한 소건중탕은 경련성 변비, 허약체질 아동의 체질개선 등에 사용한다고 알려져 있다.23) 한약제제는 예로부터 오랜 임상에서 사용한 경험을 토대로 다양한 질환 분야에서 치료 목적으로 사용되어 왔다. 하지만 한약재를 물에 끓인 후 제조하는 탕약은 약재의 쓴맛, 안정성, 유효성 및 복용의 순응도가 떨어지는 단점을 가지고 있어 기존의 한약탕제와는 다른 산제, 정제, 연조엑스 등 현대적인 제형개발 등 한약제제의 활성화를 위한 많은 연구들이 진행되고 있다.24,25)

      본 연구에서는 소건중탕의 제형 개발 및 LPS로 유도한 염증에 대한 항염증 및 150 mM HCl in 60% ethanol으로 유도한 급성 위염에 대한 항위염 효과를 확인하고자 하였다.

      염증은 인체에서 물리적 작용이나 화학적 물질, 세균 감염 등의 침투로 손상부위를 재생하려는 기전으로 지속적으로 또는 과도한 염증반응은 다양한 염증성 질환의 원인이 된다.26) 대식세포는 선천성 면역반응으로 병원균 감염 초기에 중요한 역할을 담당하며, lipopolysaccharide (LPS), cytokine 등의 자극을 받으면 활성화되어 interleukin (IL)-1β, IL-6 및 tumor necrosis factor (TNF)-α 와 같은 염증성 사이토카인 및 염증매개물질인 NO를 생성한다.27,28) 따라서 본 연구에서 소건중탕 혼합단미연조엑스의 염증에 미치는 영향을 확인하기 위해 마우스 대식세포인 RAW 264.7 세포에서 항염증 효과를 확인하였으며, 또한, 위염에 대한 효과를 확인하기 위해 마우스에서 항위염 효과를 확인하였다. NO는 NO synthase (NOS)에 의해 L-arginine으로부터 생성되며, LPS의 자극은 iNOS의 활성으로 과량의 NO를 생성하면서 면역 및 염증 반응에 관여한다고 보고되어 있다.29,30) 또한, 염증의 지표인 IL-1β, IL-6, TNF-α와 같은 전 염증성 사이토카인은 다양한 염증매개체를 유도하거나 면역반응을 조절하는데 있어 중요한 역할을 한다.31) 본 연구에서는 소건중탕 혼합단미연조엑스는 세포의 독성이 보이지 않았으며, 염증 매개체인 NO의 생성 및 전 염증 사이토카인의 분비를 억제를 통해 항염증에 대한 유의적인 효과를 보여주었다.

      위염은 상복부 중앙에서 통증으로 메스꺼움, 구토 및 체중감소와 같은 증상이 일어나며, 위산, 알코올, 비스테로이드성 약물, 산화적 스트레스 및 각종 약물 등 유해인자들에 의해 불균형을 이루며 염증, 출혈 및 발적이 나타나는 형태의 질환이다.32-34) 본 연구에서는 150 mM HCl in 60% ethanol으로 유도된 급성위염모델을 이용하였다. HCl은 위를 자극하여 위 운동의 증가로 위 손상을 더욱 악화시키며, ethanol은 위 점막의 자극으로 출혈과 손상을 일으키는 것으로 알려져 있다.34) 소건중탕 혼합단미연조엑스를 3일간 전처리한 후 150 mM HCl in 60% ethanol을 처리하고 부검을 통하여 위 조직을 육안으로 관찰한 결과, 소건중탕 혼합단미연조엑스의 전처리로 위 점막의 출혈 및 부종이 유의하게 억제되었다.

      이상 소건중탕을 보관 및 복용의 편의성이 높은 연조엑스제로 제형 개발하여 염증 및 위염에 대한 효능을 확인하였다. 결론적으로, 소건중탕의 항염증 및 항위염에 대한 효과는 염증성 질환에 있어서 예방 및 치료에 사용할 수 있는 기초적인 자료로 활용될 수 있을 것으로 사료된다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 소건중탕의 보관 및 복용의 편의성이 좋은 혼합단미연조엑스 제형으로 개발하였으며, 효능 평가를 통해 다음과 같은 결과를 얻었다.

      소건중탕 혼합단미연조엑스 (STM)는 농도의존적으로 NO의 생성을 억제하였다.

      소건중탕 혼합단미연조엑스 (STM)는 단백질 및 mRNA 수준에서 IL-1β, IL-6 및 TNF-α와 같은 사이토카인을 억제하였다.

      소건중탕 혼합단미연조엑스 (STM)는 150 mM HCl in 60% ethanol로 유도한 위 점막내 손상으로 인한 출혈과 부종을 개선하였다.

      이상의 결과로 소건중탕 혼합단미연조엑스 (STM)은 항염증 및 항위염에 대한 효과가 있을 것으로 사료된다.
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