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TheEffectsofSqualeneoninflammationfactors
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The purpose of this study was to evaluate the effects of SQ on the 

-induced the interleukin 1β (IL-1β), tumor necrosis factor-alpha (TNF-

α), interleukin-6 (IL-6), nitric oxide (NO), Caspase-3, and nuclear factor kappa 

B (NF-κB) in    human embryonic kidney cells (HEK 293 cells) and mice kidney. 

  The purity of SQ was approximately 99%  and  experiments, 

each groups were treated with SQ solutions or not.  They were contaminated 

. The production levels of TNF-α, IL-6 and Caspase-3/CPP 32 

activity in culture medium or tissue solutions were quantified using ELISA kit. 

The expression of mRNA IL-1β, TNF-α and IL-6 was carried out by RT-PCR. 

The expression of NF-κB was carried out by EMSA method. 

 I  experiments, the cytotoxic effects of SQ were evaluated by the MTT 

analysis.  Investigation has been made on both the expression of mRNA, IL-1β, 

TNF-α, IL-6, NF-κB and production of NO, TNF-α and IL-6, Caspase-3 activity 

in human embryonic kidney cells (1×10
5
cells/well) after treatment  

(3×10
6
cells/ well) or SQ.   

  The  groups  were divided as  follows: Group 1: Control, Group 2:  

(3×10
6
/㎖) only, Group 3: pre treated with the SQ (0.05%/㎖) for 30 min and  

were incubated with C. (3×10
6
/㎖), Group 4: pre treated with the SQ 
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(0.1%/㎖) for 30 min and  were incubated with (3×10
6
/㎖), Group 5: 

pre treated with SQ (0.05%/㎖) and were incubated with (3×10
6
/㎖), 

Group 6: pre treated with SQ (0.1%/㎖) and were incubated with 

(3×10
6
/㎖). 

  I  experiments, it was investigated to production of NO, TNF-α, IL-6  and 

Caspase-3 activity after treatment  (2×10
6
cells/㎏) or SQ (80㎖/㎏). The 

groups were divided as  follows: Group 1: Control, Group 2: (2×10
6
/

㎏) only, Group 3: pre treated with the SQ (80㎖/㎏)  for 7 days (one per 

days) and  were injected with (2×10
6
/㎏), Group 4: pre treated with 

the SQ (80㎖/㎏) for 3 days (one per days) and were injected with 

(2×10
6
/㎏), Group 5: pre treated with SQ (80㎖/㎏) and were injected with 

(2×10
6
/㎏). 

   The SQ was not observed the cytotoxicity by MTT analysis. The expression of 

mRNA IL-1β, TNF-α and IL-6 were highly increased by . however, 

SQ was decreased the expression of mRNA IL-1β, TNF-α and IL-6. The 

production of NO, TNF-α, IL-6 and Caspase-3 were increased by . 

SQ significantly decreased the production of -induction by dependent 

on time and concentrations manners (p<0.05). The expression of NF-κB was 

decreased by treatment of SQ. I experiments, results (p<0.05) were 

observed to be similar with i  experiments.  

Finally, it was found that the SQ  may increase the immune response on the 

  induced-renal damage. 
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제제제111장장장 서서서 론론론

이하, 는 정상인의 경우 소화기관이나 질 점막 및 피부
등에서 나타나는 가장 흔한 병원성균주로 인체의 정상 세균총으로 C 속 중 가
장 독성이 강한 균종으로 알려져 왔으며,면역억제 제 복용,스테로이드나 항생제 남
용,비타민 결핍증,만성소모성질병,후천성면역결핍 증후군환자들에서 자주 발견이 된
다(Yoo& Suh,1974;Kwon,1994;Kim .,1995;Choi .,2002;Netea ,
2004;Kim,2006).
칸디다증(candidiasis)은 피부,점막,신장 등에서 급성 혹은 만성으로 발병하며,사망

률이 약 30%정도이며, 칸디다 감염 시 의학적 처치 방법은 화학치료제(amphotericin
B,azoledrug)를 이용하지만,독성과 약품 내성이 문제 시 되어 왔다(Deva .,
2003;Netea .,2004;LeeandHan,2006). 를 포함한 급성 염증반응의
경우 흡입,발열,반점,통증,기능 상실 등이 유발 되는 데,이는 조직 내 백혈구와 혈
장 내로 침윤되기 때문이다(Debjani .2008).또한, 는 사람과 동물의
급성 및 만성전신 감염 중에서 가장 흔히 발견되며,생체의 생리기능상 신장감염이 용
이하여 신장 칸디다증을 유발하고,특히 신장 이식한 경우에는 심각한 합병증과 함께
사망을 유발시키는 요인으로도 많이 알려져 왔다(Kwon,1994;Yoo .,1995;
Nampoory .,1996;Park ,2001;Karlowicz,2002;Espada .,2003;
Veroux .,2006;Han,2007; Baradkar .,2008; Mohaya .,2008).
Nitricoxide(NO)는 NOsynthase(NOS)라는 효소에 의해 합성이 이루어지는데,산

소와 NADPH 존재 하에서 L-arginine이 L-citrulline과 NO로 전환되면서 생성되어지
는 물질이다.NO는 크게 세 가지 효소로 나누어지는데,neural(nNOS),endothelia
(eNOS)와 cytokine혹은 inflammation반응,혹은 외부 자극(lipopolysaccharide,혹은
interferon-gamma)등에 의해 유도 되어 지는 inducibleNOS(iNOS)등이 있다.그 중
에서 iNOS가 염증 반응에 관여한다.nNOS와 eNOS는 항상 발현되어 있으며,iNOS의
경우 Interferon-gamma, lipopolysaccharide (LPS), 그리고 여러 가지 염증성
cytokines(IL-1β,TNF-α)의 자극이 있을 때 발현된다.보통 eNOS는 강력한 혈관확
장제로서 혈관의 항상성 유지에 중요한 역할을 한다(Dennis and Michael,1985;
Stuehr .,1989;Arany .,1996;Lee .,1999;Byun .,2005;Leon
.,2008;Yun .,2008).NO는 단기간 존재하는 안정성 프리라디칼로서 중요한 생
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리 기능을 담당하며 많은 세포에서 만들어지는데,chronicbacterial,viralinfection,
parasiticinfection등에 의해 세포에서 NO 수치가 지속적으로 상승되어 있는 경우 유
전독성의 원인이 되기도 하며,NOS는 인간 암에서도 생성된다(Rui .,1995;Wink

.,2008).
Cytokine은 lymphokine으로 인체의 macrophage,lymphocyte,neutrophil,fibroblast

cells,vascularendothelialcells등의 다양한 세포 내에서 분비되어 신체내의 염증 작
용,조혈 작용 및 대사에 관여하는 물질로,interleukin(IL),epidermalgrowthfactor
(EGF),cytotoxicfactor,activating orinhibitory factor,colony stimulating factor,
tumornecrosis factor(TNF-α),interferon (IFN),erythropoietin,plateletderived
growthfactor(PDGF)등의 다양한 종류가 알려져 있다(Kim .,1999;Suh .,
1999;Hirano,2002).세균이나 다른 요인에 의해 감염이 일어난 경우 국소에서 염증성
chemokine이 생성되어 단핵구나 호중구가 다수 보충 된다.이들 세포는 세균 등의 탐
식을 하는 한편,IL-1,TNF-α,IL-6,IL-8,IL-12등의 cytokine을 생산하는데,IL-1,
TNF-α,IL-6등은 중추신경계에 작용하여 발열을 유도하는 한편,간세포에 작용하여
급성기 단백질의 생산을 유도하고,B세포와 T세포의 증식 분화를 유도한다(Hirano,
2002;Straub .,2005).TNF-α는 활성화된 대식세포에서 생성 되는 데,세균감염
이나 악성 종양 발생 시 중요한 역할을 하며,보통 IL-1β 와 함께 작용하며 감염이나
종양이 있을 때 나타나는 면역반응에서 inflammatorycytokine으로 작용한다.또한,다
른 cytokine이나 prostaglandinE2(PGE2)의 생성을 유도하며,섬유아세포의 활성화와
증식,파골세포의 활성화에 의한 골 흡수 등에도 관여한다(Hirano,2002;Li .,
2006).IL-6는 주로 활막 섬유아세포,대식세포,T세포에서 생산된다.국소적으로는
섬유아세포의 증식,B세포의 성장 및 분화에 관여하고,간에서 hepatocyte-stimulating
factor와 같은 murineBcellshybridomas의 성장촉진,multi-colonystimulatingfactor
에 작용해서 hematopoieticstem cells를 활성화 시키며,T세포의 증식과 분화에 관여
한다.또한,감염,염증과 손상 조직에 대해 acutephaseprotein의 합성,조혈 기능 등
의 역할을 수행함으로써 숙주세포 방어 기전에 중요한 역할을 한다(Frydas .,
1996;Cho ,1999;Hirano,2002).
Squalene(SQ)는 triterpene으로 6개의 isoprene을 가지며,β-carotene과 구조적으로

유사하고,cholesterol합성에 관여하는 중간 대사산물로서 60～85%가 dietarySQ형태
로 흡수 된다.SQ는 oliveoil에 0.2～0.7%가 함유되어 있고,humandietaryfat와 oil에
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는 0.002～0.03%가 함유 되어져 있다.
SQ는 oliveoil,palm oil,wheat-germ oil,amaranthoil,ricebranoil등 매우 광범

위한 형태로 분포하며,인체 지방에서의 대사 연구를 통해 80%가 centralneutrallipid
droplet,20%는 microsomalmembrane결합 형태로 함유되어져 있다(Chinthalapally
.,1998;Gregory,1999;Smith,2000).구강을 통해 SQ를 흡수하게 되면 plantsterol
의 hepatic& serum level이 감소되어지고(Strandberg .,1989),9주간 rapeseed
oil에 SQ (1g/day)를 첨가하여 공급해 주면,serum total(VLDL,LDL-cholestrol)이
증가하지만,SQ (0.5g/day)를 6주간 공급하면 정상이고(Tatu& Hannu,1994),SQ(900
㎎/day)를 7-30일간 공급하면 serum SQ level이 17배 증가하나 serum triglyceride와
cholesterol성분은 변함이 없고,60%가 fecalexcretion된다(Strandberg 1989).
SQ는 고효율 활성산소 분해제(Saint-Leger .,1986),암에 대한 화학적 방어효

과(Chinthalapally .,1998;Smith,2000),그리고 항 종양효과(Yamaguchi .,
1985;Nakagawa .,1985;Harold,1997)가 있음이 알려져 왔다.
본 연구에서는 속 진균 중에서도 피부,구강 및 질 점막에 기생하고 있다가

숙주 동물의 저항력을 약화시키는 병원성이 강하고 가장 빈번히 동물에 질병을 유발시
키는 -유도 염증 반응에 대해 인체 신장 세포주를 이용한 와 생쥐
를 이용한 실험을 통해 에 의해 유도되어지는 염증 반응 억제에 대
한 SQ의 처치로 염증 반응 경감 효과를 관찰하였다.
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제제제222장장장 재재재료료료 및및및 방방방법법법

제제제111절절절 재재재료료료

111...시시시약약약

본 실험에 사용한 시약은 Bicincchoninicacid (BCA)protein assay kit(Pierce,
USA),SQ는 (주)세모(순도 99%이상),Sodium nitrate(Sigma,USA),sulfanilamide
(Sigma,USA),N-(naphthyethylene)diamine(Sigma,USA),Tris(BioBasic,USA),
Ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA,Sigma,USA),Sodium chloride(NaCl,
Junsei,Japan),Triton-X 100 (Junsei,Japan), Sodium nitrate (Sigma ,USA),
TNF-α,IL-6,IL-1β,β-actinoligomer및 RT-PCR premix,PCR premix는 Bioneer
(대전,한국)에서 구입하여 사용하였다.
TNF-α,IL-6에 대한 단클론항체 (monoclonal antibody)의 ELISA Kits(R&D

systems,MIN,USA),RT-PCRpremix,PCRpremix(Bioneer,Korea),32P(Promega,
USA), Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kit(Biovision, USA), DMEM,
penicillin/streptomyces,FBS,PBS (GIBCO,USA),cultureplate(6well,24well,
Corning,USA),culturedish(100π,SPL,Korea)를 사용하였다.

222...공공공시시시균균균주주주

NIH A-207은 전남대학교 생화학교실(광주,한국)로부터 공급받아
Sabourauddextrosebroth(BBLMicrobiologySystems,Cockeysville,MD)에서 교반
을 하면서 28°C에서 배양하였다.24시간 동안 배양 후 세포들은 2,000×g에서 원심
분리하여 수확하였고,PBS로 3회 세척하였으며,필요한 농도(1×105/㎖)로 희석하여 사
용하였다.
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333...실실실험험험동동동물물물

본 실험에 사용한 실험동물은 다물 실험동물센터 (대전,한국)에서 생산,공급하고
있는 ICR계 생쥐 (체중 25-35g)를 사용하였다.생쥐는 23±2℃,습도는 45±5%로 유지
된 사육실에서 폴리카보네이트로 제작된 사육장 (40×25×17㎝)에서 사육하였으며,사료
(제일제당 제품)와 급수는 자유롭게 섭취 하도록 하였다.

제제제222절절절 방방방법법법

111...세세세포포포배배배양양양

세포배양은 Human embryogenickidney cellsline(HEK 293cells)은 DMEM에
10% fetalbovineserum (FBS),100㎍/㎖ penicillin,100㎍/㎖ streptomycin을 혼합한
배지를 사용하여 37℃,5% CO2incubator에서 배양하였다.

222...

HEK 293cells은 culturedish (1×105/㎖)에서 세포 배양조건에 의해 배양하였다.
각각의 실험군에 다음과 같은 조건으로 HEK 293cells에 와 SQ를 처치하
였다.실험군 1은 대조군,실험군 2는 (3×106/㎖)만 처치한 군,실험군 3은
SQ (0.05%/㎖)를 30분전에 세포배양액에 처치하고 를 처치한 군,실험군
4는 SQ (0.1%/㎖)를 30분전에 세포배양액에 처치하고 를 처치한 군,실험
군 5는 를 처치한 후 SQ (0.05%/㎖)를 처치한 군,실험군 6은
를 처치한 후 SQ(0.1%/㎖)를 각각 처치하였다.

SQ (80㎖/㎏)와 (2×106/㎏)는 ICR계 생쥐의 복강에 주입하였다.실험군
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는 실험군 1은 대조군,실험군 2는 만 투여한 군(1,3일째),실험군 3은 SQ
(80㎖/㎏)를 7일간 복강투여(1일 1회)한 후, 를 투여한 군(1일,3일째),실험
군 4는 SQ(80㎖/㎏)를 3일간 복강투여(1일 1회)한 후, 를 투여한 군(1일,3
일째),실험군 5는 를 투여한 후 SQ (80㎖/㎏)를 투여한 군(1일,3일째)으로
각 실험군별,생쥐 7마리를 사용하였다.

444...NNNOOO(((NNNiiitttrrriiicccoooxxxiiidddeee)))측측측정정정

신장 조직 혹은 세포배양액에서 생성된 NO의 양은 NO2-의 형태로서 Griess시약을
이용하여 측정하였다.상층액을 96wellplates에 각 분주한 후 Griessreagent(0.8%
sulfanilamide/0.75% N-(naphthyethylene)diaminein0.5N HCl,Sigma)100㎕를 첨가
하였다.15분간 실온에서 방치한 후,540nm파장에서 microplatereader(Molecular
Devices,Sunnyvale,CA,USA)를 이용하여 nitrite농도를 측정하였다.이 때 Sodium
nitrate(0.5～100M)를 nitrite표준으로 이용하였다.

555...MMMTTTTTT 측측측정정정(((세세세포포포활활활성성성도도도 측측측정정정)))

MTT assay방법은 다음과 같다.배양중인 cells950㎕에 MTT solution을 50㎕씩
섞어서 세포에 처리해 준 후 37℃,5% CO2incubator에서 3～4시간 incubation하고,
media를 모두 제거 하였다.DMSO (350㎕)를 각각의 sample에 넣어 반응시킨 후,
microplatereader(MolecularDevices,Sunnyvale,CA,USA)를 이용하여 540nm에서
흡광도 값을 측정 하였다.이때,blank는 PBS용액으로 하였다.

666... ---유유유도도도 CCCyyytttoookkkiiinnneeesss의의의 측측측정정정

TNF-α,IL-6등의 cytokine의 측정 방법은 Bioneer회사의 메뉴얼에 따랐다.50㎕
분석 희석액(assaydiluent)을 제공된 well에 각각 넣고,각 사이토카인에 대한 표준용
액과 실험액을 각각 50㎕씩 well의 중심부에 첨가하여 잘 섞이도록 plate를 가볍게 바
닥에 흔든 다음 제공된 밀폐용 테이프로 덮어 2시간 동안 실온에서 반응시켰다.밀폐
용 테이프를 제거하고 제공된 washingbuffer로 5회 세척 과정을 반복하였다.측정하
고자 하는 cytokine의 conjugate용액 100㎕를 각 well에 넣고 밀폐용 테이프로 덮어 2
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시간 동안 반응시킨 후,washingbuffer로 5회 세척 과정을 반복하였다.100㎕ 기질용
액을 각 well에 넣고 30분 동안 실온에서 차광상태로 보관하면서 반응시켰다.그 후,
정지 용액을 각 well에 100㎕씩 넣고 30분 이내에 세포배양액에 분비되어 kit내 반응
시약과 반응한 TNF-α,IL-6 분비량을 각각 측정하였다(microplate reader:450㎚,
wavelengthcorrection:570㎚,USA).

777...단단단백백백질질질 함함함량량량 측측측정정정

단백질 농도는 Bicincchoninicacid proteinassaykit(이하,BCA,USA)를 이용하
여 분석하였다.BCA를 표준물질로 사용하여 각각의 단백 시료 25㎕를 96wellplate에
분주하고 시약 A와 시약 B(50:1)로 구성된 BCA 약물(200㎕)을 각각 첨가한 후,37oC
에서 1시간 동안 배양하였다.배양 후,microplate reader (Molecular Devices,
Sunnyvale,CA,USA)를 이용하여 540nm에서 O.D.(흡광도)를 측정하였다.

888...CCCaaassspppaaassseee///CCCPPPPPP333222aaaccctttiiivvviiitttyyy측측측정정정

준비된 신장 조직,혹은 세포용해 용액을 각각 100㎍씩 세포용해 완충액 100㎕에 넣
고 조직을 용해 한 후,10분간 ice에서 incubation했다.10,000×g에서 1분간 원심분
리 한 후 상층액을 새로운 튜브로 옮기고 나서 ice에 보관하였다.단백정량은 100～200
㎍의 단백질이 50㎕의 세포분해완충액에 존재하도록 희석하여 준비된 96wellplates에
옮긴다.2×Reactionbuffer(반응시약,10mM DTT함유)50㎕를 각 튜브에 넣는다.
4mM LEHD-NA substrate5㎕를 넣고 37℃에서 1-2시간 incubation하였다.그 후,
신장조직 및 세포용해 용액에 있는 caspase-생성량을 microplatereader에서 측정하였
다(microreader:405㎚,USA).

999...역역역전전전사사사중중중합합합효효효소소소 연연연쇄쇄쇄반반반응응응(((RRRTTT---PPPCCCRRR)))

각 실험군별 세포를 배양한 후,RNA는 TRIzol방법을 이용해서 추출하였다.먼저
각각의 배양된 세포용액을 제거 한 후,남아 있는 세포에 Trizol1㎖씩 넣고,5분간 실
온에 방치하였다.Chloroform 200㎕씩 각 tube에 넣고 혼합한 후,2～3분간 실온에 방
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치한 후,15,000rpm에서 15분간 원심분리 하였다.그 후,새로운 tube에 단백질,탄수화
물이 섞인 백색 띠의 윗부분 mRNA를 조심스럽게 취해 다른 tube로 옮겼다.
Isopropanol(1x)을 각 tube에 동량(equalvolume)을 넣은 후,inverting시키고,15,000
rpm에서 15분간 원심분리 하였다.그 후,상층액 제거 후,70% ethanol로 2회 washing
하였고,ethanol을 완전히 제거한 다음,30～500㎕ DEPC용액을 첨가(사용하기 전까지
-70℃에서 보관)하여 각 실험에 사용하였다.TotalmRNA는 다음과 같이 정량하였다.
mRAN 용액 2㎕를 DEPC용액 98㎕에 넣고 ELISA reader(microreader:260/280㎚,
U.S.A.)를 통해 O.D.값을 측정하였다.TotalmRNA를 정량한 값을 이용하여 RT를 위
해서 cDNA (50℃ 60min,95℃ 5min,BioneerRT premix)를 합성하였다.cDNA를 합
성한 후 PCR를 수행하였다(GeneAmp,PCRsystem 2700,AppliedBiosystems,USA).
PCR 조건은 다음과 같다.IL-1β:94℃ 30초 denaturation,55℃ 60초 annealing,7

2℃ 30초 extention,35cycle,TNF-α,IL-6:94℃ 30초 denaturation,55℃ 60초
annealing,72℃ 30초 extention,40cycle,β-actin:94℃ 30초 denaturation,55℃ 30초
annealing,72℃ 30초 extention,25cycle을 반복하였다.실험에 사용한 각 primer의
sequence (Yoon ., 2007, PubMed site(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)제공)는
Bioneer사에 의뢰하여 사용하였다.TNF-α는 sense:5'CCC AAA TGG CCT CCC
TCT C3',antisense:5'CAA ATC GGC TGA CGG TGT GTC C3',IL-6는 sense:
5'ATG AAG TTC CTC TGC AAG AGA CT 3',antisense:5'CAC TAG GTT
TGC CGA GTA GAT CTC3',IL-1β는 sense:CTG AAG CAG CTA TGG CAA
CT,antisense:ACA GGA CAG GTA TAG ATT C,β-actin는 sense:TGG AAT
CCT GTG GCA TCCATG AAA C,antisense:TAA AACGCA GCT CAG TAA
CAG TCCG 를 조작해서 사용했다.증폭된 PCR산물은 1.5% agarosegel을 이용해
서 분석하였으며,Ethidium bromide로 염색하여 band를 확인하였다.

111000...EEEllleeeccctttrrroooppphhhooorrreeetttiiicccMMMooobbbiiillliiitttyyySSShhhiiiffftttAAAssssssaaayyysss(((EEEMMMSSSAAA)))

EMSA는 Kim (Kim .,2008)의 방법을 이용하여 실험 조건에 맞게 실시하였다.
세포를 PBS로 씻은 후 2㎖의 lysisbufferA (10m MHEPES (pH 7.9),1.5mM
MgCl2,10mM KCl,0.5mM DTT,30㎍/㎖ eupeptin,5㎍/㎖ aprotinin,1mM benz
amidine,5㎍/㎖ pepstatin,0.5mM PMSF)에 넣고 15분간 4℃에서 반응시킨 후,12.5㎕
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의 10% NonidetP-40을 첨가하였다.10초간 강력히 vortex하여 세포막을 파괴하였고,
30초간 균질화 시켰다.nuclearpellet에 50㎕의 coldnuclearextractionbufferC(20mM
HEPES (pH 7.9),0.4M Nacl,1mM EDTA,1mM EGTA,1mM DTT,2㎕/㎖
leupeptin,2㎕/㎖ aprotinin,1mM benzamidine,5㎕/㎖ pepstatin,1mM PMSF)를 넣
고 ice에서 40분간 반응시켰다. 4℃에서 10분간 13,000g에서 원심분리한 후,
supernatant(nucleus)protein농도를 BCA법을 이용하여 측정하였다.측정한 시료를
2㎍/㎖로 하여 각각의 protein,3drD.W.10×GRAB 50(2㎕), 20mM DTT (1㎕),
Poly(dI,dC)(1㎕),32P endlabeled45-merdoublestrandNF-κB oligonucleotide
(Promega,USA)와 각각 혼합한 후,30분간 상온에서 반응시켰다.Gel을 0.5×TBE
buffer를 넣고 200V,20min간 pre-run 시켰다.그 후,DNA-protein 혼합물을
polyacrylamidegel에서 loadingbuffer(50mM Tris,200mM glycinepH 8.5,1mM
EDTA)를 이용하여 200V,70min에서 전기영동 하였다.전기영동 후,gel을 말린 후 암
실에서 와트만 paper위에 X-rayfilm 2장을 카셋트 위에 올려 놓고,-80℃에 o/n시
킨 후,감광하였다.

111111...WWWeeesssttteeerrrnnnbbbllloootttaaannnaaalllyyysssiiisss

Westernblot분석은 Kim(Kim etal.,2008)의 방법을 이용하여 실험 조건에 맞게
실시하였다.Sample들을 10mM Tris-HCl(pH 7.4),1mM EDTA,150mM NaCl,1%
NonidetP-40,1% deoxycholiacid,,,1mM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF),
proteaseinhibitorcocktail이 혼합된 완충용액에서 일정하게 균질화 시킨 후 4℃에서
12,000rpm,10분간 원심분리 하였다.원심분리 후 상층액을 취하여 실험에 이용하였으
며,단백량의 측정은 BCA proteinassaykit(Pierce,Rockford,IL,USA)로 측정하였
다.동량의 단백(20㎍)을 sodium dodecylsulfate-polyacrylamidegelelectro-phoresis
(SDS-PAGE)겔로 전기영동 시키고,PVDFmembrane에 전이 시킨 다음,막을 5% 탈
지유에 반응시켜 blocking 과정을 거친 후에 1차 항체인 anti-TNF-α,anti-IL-6
antibody(SantaCruzBiotechnology, CA,USA)를 각각 4℃에서 12시간 반응시켰다.
그 후,2차 항체를 1～2시간 동안 4℃에서 반응시켰다.ECL kits (Santa Cruze
Biotechnology,CA,USA)로 반응시킨 후,Luminescentimageanalysis(LAS-4000
mini,Fujifilm,Japan)장치를 이용하여 밴드를 확인하였다.
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111222...통통통계계계학학학적적적 분분분석석석

각 실험군별 통계학적 유의성은 개인용 컴퓨터 통계프로그램인 StatisitcalAnalsis
System (SAS)를 이용한 ANOVA test에 의하여 검정하였으며,각 p값은 0.05미만의
것을 유의한 수준으로 고려하였다.
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제제제333장장장 결결결 과과과

제제제111절절절 HHHEEEKKK 222999333ccceeellllllsss에에에 대대대한한한 SSSQQQ 세세세포포포독독독성성성

본 실험에 사용한 SQ가 HEK 293cells에 세포 독성을 보이는 지 여부를 알아보기
위하여 MTT assay실험 방법을 통해 세포독성 여부를 측정하였다.실험한 결과 실험
에 사용한 SQ 농도(0.01,0.05,0.1,0.5%/㎖)에서는 관찰 6,12,24시간에 SQ를 처치
하지 않은 대조군에 비해 세포독성이 별 차이가 없음을 관찰하였다(Table1,Fig.1).

Table1.AnalysisofcellviabilityeffectsofSQ

ThecellsviabilityeffectswereanalyzedwiththeMTTassayinculturedHEK
293cells.
Group1:Control
Group2:SQ(0.01%/㎖)
Group3:SQ(0.05%/㎖)
Group4:SQ(0.1%/㎖)
Group5:SQ(0.5%/㎖)
Eachgroupswereculturedduringthe6,12,and24hours.Afterincubation,each

medium wasplacedontothe96wellplatesandmeasuredinELISA readerat540
nm.

GGGrrrooouuuppp111 GGGrrrooouuuppp222 GGGrrrooouuuppp333 GGGrrrooouuuppp444 GGGrrrooouuuppp555

6h 100±1.1 99.5±1.8 98.6±1.8 97.6±2.9 96.3±1.0

12h 100±1.4 98.7±1.0 98.0±1.9 95.4±2.1 90.5±1.2

24h 100±1.2 98.7±1.1 98.1±2.4 94.1±1.7 81.6±2.1
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Fig.1.AnalysisofcellviabilityeffectsofSQ.
ThecellsviabilityeffectswereanalyzedwiththeMTTassayincultured
HEK 293cells(1×105cell/well).Eachgroupswereculturedduringthe6,
12,and24hours.Afterincubation,eachmedium wasplacedontothe96
wellplatesandmeasuredinELISA readerat540nm.Theresultsare
expressedasthemean±SDinthetriplicateexperiment.
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제제제222절절절 ---유유유도도도 IIILLL---111ββββ,,,TTTNNNFFF---αααα,,,IIILLL---666mmmRRRNNNAAA 발발발현현현
에에에 대대대한한한 SSSQQQ 효효효과과과

HEK 293cells에 대한 -유도 염증반응 인자들에 대해 RT-PCR를 사용
하여 SQ의 효과를 관찰하였다.염증반응 인자 중 IL-1β,TNF-α,IL-6mRNA 발현량
이 처치 후에 증가되는 것을 관찰할 수 있었다.SQ (0.05,0.1%/㎖)를 처
치한 경우 -유도 IL-1β,TNF-α,IL-6mRNA 발현량을 감소시키는 것을
관찰할 수 있었다(Fig.2).그러나 SQ (0.01%/㎖)는 -유도 IL-1β,TNF-α,
IL-6mRNA 발현량에 별 효과가 없음을 관찰할 수 있었다.

Fig.2.TheeffectofSQ on IL-1β,TNF-α,and IL-6expression in HEK 293
cells.Thecellsweretreated with theSQ for30min and laterwere
Incubated with (3×106/㎖)for6 hours.TotalmRNA were
extracted from the cells. Induction of IL-1β, TNF-α, and IL-6
mRNA were measured by reverse transcriptase polymerase reaction
(RT-PCR).β-actinwasusedasthecontrol.
Lane1:Control
Lane2: (3×106/㎖,6hours)only
Lane3: (3×106/㎖)+SQ(0.01%/㎖)
Lane4: (3×106/㎖)+SQ(0.05%/㎖)
Lane5: (3×106/㎖)+SQ(0.1%/㎖)
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제제제333절절절 ---유유유도도도 NNNOOO생생생산산산에에에 대대대한한한 SSSQQQ 효효효과과과

HEK 293cells에 대한 -유도염증반응 인자들 중 NO생산량에 미치는 SQ
효과를 관찰하였다. 를 처치한 군의 경우 NO생산량을 대조군에 비해 급격
하게 증가시키는 것을 관찰 할 수 있었다.그러나 SQ를 처치한 군중에서는

를 처치하기 30분 전에 SQ(0.1%/㎖)를 pre-treated한 군에서만 유의하게 NO
생산량을 감소시키는 것을 관찰할 수 있었다(p<0.05)(Table2,Fig.3).

Table2.EffectsofSQ onthenitricoxide(NO)productioninthepresenceof
from HEK 293cellsat3hour.(unit:uM/mgprotein)

Group1:Control
Group2: (3×106/㎖)only
Group3:TreatedwiththeSQ(0.05%/㎖))for30minandlaterwereincubated

with (3×106/㎖)
Group4:TreatedwiththeSQ(0.1%/㎖)for30minandlaterwereincubatedwith

(3×106/㎖)
Group5:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.05%/㎖)wasimmediately

treated
Group6:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.1%/㎖)wasimmediately

treated
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).

GGGrrrooouuuppp111 GGGrrrooouuuppp222 GGGrrrooouuuppp333 GGGrrrooouuuppp444 GGGrrrooouuuppp555 GGGrrrooouuuppp666

0.97±0.02 2.76±0.17 2.31±0.25 1.74±0.11* 2.41±0.18 2.42±0.12
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Fig.3. Effects of SQ on the nitric oxide (NO) production in the
presenceof (3×106/㎖)from HEK 293cells.
Group1:Control
Group2: (3×106/㎖)only
Group3:TreatedwiththeSQ(0.05%/㎖)for30minandlaterwere

with (3×106/㎖)
Group4:TreatedwiththeSQ(0.1%/㎖)for30minandlaterwere

incubated 3×106/㎖
Group5:AftertreatedwithC. 3×106/㎖ SQ(0.05%/㎖)was

treated
Group6:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.1%/㎖)was

treated
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,
*p<0.05).

.
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생쥐에 를 감염(복강투여,2×106/㎏)시킨 후,NO 생성량을 신장 조직을
통해 1일,3일째 경과 후 관찰하였다.SQ (80㎖/㎏)를 7일간 1일 1회 pre-treated(복강
투여)한 다음, 를 감염시킨 군에서 1,3일째 모두 신장 조직 내에서의 NO
생산량을 감소시키는 것을 관찰할 수 있었다(p<0.05)(Table3,Fig.4).그러나 선처치
기간이 짧은 3일군과 처치 후에 SQ를 처치한 군에서는 -유도
NO생성량이 감소되지 않음을 관찰할 수 있었다.

Table3.EffectsofSQ onthenitricoxide(NO)productioninthepresenceof
from micekidney.(unit:uM/mgproteins)

andSQ injectedintraperitonealinjection(i.p.).
Group1:Control
Group2: (2×106/㎏)only
Group3:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for7days(oneperdays)andlaterwere

injectedwith (2×106/㎏)
Group4:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for3days(oneperdays)andlaterwere

injectedwith (2×106/㎏)
Group5:Aftertreatedwith (2×106/㎏),SQ(80㎖/㎏)wastreated
Allgroupswereobservedat1and3daysafter treatment.
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).

GGGrrrooouuuppp111 GGGrrrooouuuppp222 GGGrrrooouuuppp333 GGGrrrooouuuppp444 GGGrrrooouuuppp555

1day 1.27±0.07 5.53±0.35 1.70±0.07* 2.26±0.33* 4.72±0.89

3day 1.25±0.09 4.22±0.60 1.88±0.48* 2.51±0.09* 4.18±0.44
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Fig.4.EffectsofSQonthenitricoxide(NO)productioninthe
presenceof (2×106/㎏)from micekidney. and
SQwereinjectedbyintraperitonealinjection(i.p.).
Group1:Control
Group2: (2×106/㎏)only
Group3:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for7days(oneperdays)

laterinjectedwith (2×106/㎏)
Group4:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for3days(oneperdays)and

laterwereinjectedwith (2×106/㎏)
Group5:Aftertreatedwith (2×106/㎏),SQ(80㎖/㎏)was

treated
Allgroupswereobservedfor1and3daysafter treatment.
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).
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제제제444절절절 ---유유유도도도 TTTNNNFFF---αααα    생생생산산산에에에 대대대한한한 SSSQQQ 효효효과과과

HEK 293cells에 대한 -유도 염증반응 인자들 중 TNF-α 생성량에 미치
는 SQ 효과를 관찰하였다. 를 HEK cells에 처치하면 TNF-α 생성량이 급
격히 증가하는 것을 관찰할 수 있었다.SQ를 처치한 군중에서는 를 처치하
기 30분 전에 SQ (0.1%/㎖)를 pre-treated한 군에서만 유의하게 TNF-α 생성량을 감
소시키는 것을 관찰할 수 있었다(p<0.05)(Table4,Fig.5).

Table4.EffectsofSQ onthe tumornecrosisfactor(TNF-α)production inthe
presenceof from HEK 293cellsat12hour.(unit:pg/ml
protein)

Group1:Control
Group2: (3×106/㎖)only
Group3:TreatedwiththeSQ(0.05%/㎖)for30minandlaterwereincubated

with (3×106/㎖)
Group4:TreatedwiththeSQ(0.1%/㎖))for30minandlaterwereincubated

with (3×106/㎖)
Group5:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.05%/㎖)wasimmediately

treated
Group6:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.1%/㎖)wasimmediately

treated
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).

GGGrrrooouuuppp111 GGGrrrooouuuppp222 GGGrrrooouuuppp333 GGGrrrooouuuppp444 GGGrrrooouuuppp555 GGGrrrooouuuppp666

876.0±29.6 1072.9±21.79 925.2±12.56 544.1±5.02* 916.9±6.08 934.6±13.8
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Fig.5.EffectsofSQonthe tumornecrosisfactor(TNF-α)production
inthepresenceof (3×106/㎖)from HEK 293cells.
Group1:Control
Group2: (3×106/㎖)only
Group3:TreatedwiththeSQ(0.05%/㎖)for30minandlaterwerewith

(3×106/㎖)
Group4:TreatedwiththeSQ(0.1%/㎖)for30minandlaterwere

incubatedwith 3×106/㎖)
Group5:Aftertreatedwith (3×106/㎖ (0.05%/㎖ was

treated
Group6:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.1%/㎖)wastreated
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).
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생쥐에 를 감염(복강투여,2×106/㎏)시킨 후,TNF-α 생성량을 신장조직을
통해 감염 후 1일,3일 경과 후 관찰하였다.SQ (80㎖/㎏)를 7일간 1일 1회
pre-treated(복강투여)한 다음, 를 감염시킨 군에서 3일째 군에서만 신장 조
직 내에서의 TNF-α 생성량을 감소시키는 것을 관찰할 수 있었다(p<0.05)(Table5,
Fig.6).

Table5.EffectsofSQonthetumornecrosisfactor(TNF-α)productionin
thepresenceof from micekidney.(unit:ng/mlproteins)

andSQinjectedintraperitonealinjection(i.p.)
Group1:Control
Group2: (2×106/㎏)only
Group3:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for7days(oneperdays)andlater

injectedwith (2×106/㎏)
Group4:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for3days(oneperdays)andlater

injectedwith (2×106/㎏)
Group5:Aftertreatedwith (2×106/㎏),SQ(80㎖/㎏)wastreated
Allgroupswereobservedat1and3daysafter treatment.
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).

GGGrrrooouuuppp111 GGGrrrooouuuppp222 GGGrrrooouuuppp333 GGGrrrooouuuppp444 GGGrrrooouuuppp555
1day 0.14±0.04 0.72±0.17 0.58±0.13 0.98±0.11 0.94±0.06

3day 0.14±0.04 1.01±0.20 0.60±0.13* 0.91±0.10 0.91±0.07
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Fig.6.EffectsofSQonthetumornecrosisfactor(TNF-α)productioninthe
presenceof (2×106/㎏ from micekidney. andSQ
injectedintraperitonealinjection(i.p.).
Group1:Control
Group2: (2×106/㎏)only
Group3:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for7days(oneperdays)and

laterwereinjectedwith (2×106/㎏)
Group4:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for3days(oneperdays)andlater

wereinjectedwith (2×106/㎏)
Group5:Aftertreatedwith (2×106/㎏),SQ(80㎖/㎏)wastreated
Allgroupswereobservedat1and3daysafter treatment.
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).
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제제제555절절절 ---유유유도도도 IIILLL---666생생생산산산에에에 대대대한한한 SSSQQQ 효효효과과과

HEK 293cells에 대한 -유도 염증반응 인자들 중 IL-6생성량에 미치는
SQ 효과를 관찰하였다. 를 HEK cells에 처치하면 IL-6생성량이 급격히
증가하는 것을 관찰할 수 있었다.SQ를 처치한 군중에서는 를 처치하기 30
분 전에 SQ(0.1%/㎖)를 pre-treated한 군에서만 유의하게 IL-6생성량을 감소시키는
것을 관찰할 수 있었다(p<0.05)(Table6,Fig.7).

Table6.EffectsofSQ onthe interleukin-6(IL-6)productioninthepresenceof
from HEK 293cellsat12hour.(units:pg/mlproteins)

Group1:Control
Group2: (3×106/㎖)only
Group3:TreatedwiththeSQ(0.05%/㎖))for30minandlaterwereincubated

with (3×106/㎖)
Group4:TreatedwiththeSQ(0.1%/㎖))for30minandlaterwereincubatedwith

(3×106/㎖)
Group5:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.05%/㎖)wasimmediately

treated
Group6:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.1%/㎖))wasimmediately

treated
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).

GGGrrrooouuuppp111 GGGrrrooouuuppp222 GGGrrrooouuuppp333 GGGrrrooouuuppp444 GGGrrrooouuuppp555 GGGrrrooouuuppp666

1647.1±49.8 5805.4±168.2 6672.9±118.2 3304.7±50.1* 5657.8±71.4 7337.2±105.7
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Fig.7. Effects of SQ on the interleukin-6 (IL-6) production in the
presenceof (3×106/㎖)from HEK 293cells.
Group1:Control
Group2: (3×106/㎖)only
Group3:TreatedwiththeSQ(0.05%/㎖)for30minandlaterwere

incubatedwith (3×106/㎖)
Group4:TreatedwiththeSQ(0.1%/㎖)for30minandlaterwere

incubatedwith 3×106/㎖
Group5:Aftertreatedwith (3×106/㎖) 0.05%/㎖)was

treated
Group6:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.1%/㎖)was

treated
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,

*p<0.05).
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생쥐에 를 감염(복강투여,2×106/㎏)시킨 후,IL-6생성량을 신장 조직을
통해 오염 후 1일,3일 경과 후 관찰하였다.SQ (80㎖/㎏)를 7일간 1일 1회
pre-treated(복강투여)한 다음, 를 감염 시킨 군에서 3일째 군에서만 신장
조직 내에서의 IL-6생성량을 감소시키는 것을 관찰할 수 있었다(p<0.05)(Table7,
Fig.8).

Table7.EffectsofSQ ontheinterleukin-6(IL-6)productioninthepresenceof
from micekidney.(unit:ng/mlproteins)

andSQ injectedintraperitonealinjection(i.p.).
Group1:Control
Group2: (2×106/㎏)only
Group3:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for7days(oneperdays)andlaterwere

injectedwith (2×106/㎏)
Group4:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for3days(oneperdays)andlaterwere

injectedwith (2×106/㎏)
Group5:Aftertreatedwith (2×106/㎏),SQ(80㎖/㎏)wastreated
Allgroupswereobservedat1and3daysafter treatment.
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).

GGGrrrooouuuppp111 GGGrrrooouuuppp222 GGGrrrooouuuppp333 GGGrrrooouuuppp444 GGGrrrooouuuppp555
1day 0.09±0.05 0.49±0.09 0.36±0.11 0.67±0.09 0.68±0.10

3day 0.09±0.04 0.73±0.19 0.40±0.09* 0.64±0.08 0.71±0.08
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Fig.8.EffectsofSQontheinterleukin-6(IL-6)productioninthepresence
of (2×106/㎏)from micekidney. andSQ
injectedintraperitonealinjection(i.p.).
Group1:Control
Group2: (2×106/㎏)only
Group3:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for7days(oneperdays)and

laterwereinjectedwith (2×106/㎏)
Group4:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for3days(oneperdays)and

laterwereinjectedwith (2×106/㎏)
Group5:Aftertreatedwith (2×106/㎏),SQ(80㎖/㎏)was

treated
Allgroupswereobservedat1and3daysafter treatment.
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).
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제제제666절절절 ---유유유도도도 CCCaaassspppaaassseee---333생생생산산산에에에 대대대한한한 SSSQQQ 효효효과과과

HEK 293cells에 대한 -유도 Caspase-3생성에 대한 SQ 효과를 관찰하
였다. 는 Caspase-3생성량을 증가시키는 것을 관찰할 수 있었다.SQ를 처
치한 군중에서는 를 처치하기 30분 전에 SQ(0.1%/㎖)를 pre-treated한 군
에서만 유의하게 Caspase-3 생성량을 감소시키는 것을 관찰 할 수 있었다
(p<0.05)(Table8,Fig.9).

Table8.EffectsofSQonthe Caspase-3/CPP32activityinthepresenceof
from HEK 293cellsat12hour.(units:O.D.405nm)

Group1:Control
Group2: (3×106/㎖)only
Group3:TreatedwiththeSQ(0.05%/㎖))for30minandlaterwereincubated

with (3×106/㎖)
Group4:TreatedwiththeSQ(0.1%/㎖))for30minandlaterwereincubated

with (3×106/㎖)
Group5:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.05%/㎖)wasimmediately

treated
Group6:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.1%/㎖)wasimmediately

treated
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).

GGGrrrooouuuppp111 GGGrrrooouuuppp222 GGGrrrooouuuppp333 GGGrrrooouuuppp444 GGGrrrooouuuppp555 GGGrrrooouuuppp666

0.15±0.02 0.72±0.04 0.66±0.04 0.56±0.04* 0.67±0.06 0.70±0.07
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Fig.9.EffectsofSQontheCaspase-3/CPP32activityinthepresenceof
(3×106/㎖)from HEK 293cells.

Group1:Control
Group2: (3×106/㎖)only
Group3:TreatedwiththeSQ(0.05%/㎖)for30minandlaterwere

incubatedwith (3×106/㎖)
Group4:TreatedwiththeSQ(0.1%/㎖)for30minandlaterwere

incubatedwith (3×106/㎖
Group5:Aftertreatedwith 3×106/㎖ SQ 0.05%/㎖ was

treated
Group6:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.1%/㎖)was

treated
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).

생쥐에 를 감염(복강투여,2×106/㎏)시킨 후,Caspase-3생산에 대한 SQ
효과를 신장 조직을 통해 감염 후 1일과 3일 경과 후 관찰하였다.SQ (80㎖/㎏)를 7일
간 1일 1회 pre-treated(복강투여)한 다음, 를 감염시킨 3일째 군에서 신장
조직 내에서 Caspase-3생성량을 감소시키는 것을 관찰할 수 있었다(p<0.05)(Table9,
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Fig.10).

Table9.EffectsofSQ theCaspase-3/CPP 32activity in thepresenceof
from micekidney.(units:O.D.405nm)

andSQ injectedintraperitonealinjection(i.p.
Group1:Control
Group2: (2×106/㎏)only
Group3:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for7days(oneperdays)andlaterwere

injectedwith (2×106/㎏)
Group4:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for3days(oneperdays)andlaterwere

injectedwith (2×106/㎏)
Group5:Aftertreatedwith (2×106/㎏),SQ(80㎖/㎏)wastreated
Allgroupswereobservedat1and3daysafter treatment.
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,*p<0.05).

GGGrrrooouuuppp111 GGGrrrooouuuppp222 GGGrrrooouuuppp333 GGGrrrooouuuppp444 GGGrrrooouuuppp555
1day 0.20±0.06 0.77±0.09 0.74±0.04 0.68±0.03 0.77±0.06

3day 0.21±0.05 0.68±0.10 0.43±0.02* 0.72±0.04 0.75±0.11
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Fig.10.Effects of SQ (80㎖/㎏) on the Caspase-3/CPP 32 activity in
thepresenceof 2×106/㎏ from micekidney
andSQinjectedintraperitonealinjection(i.p.).
Group1:Control
Group2: (2×106/㎏)only
Group3:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for7days(oneperdays)and

laterwereinjectedwith (2×106/㎏)
Group4:TreatedwiththeSQ(80㎖/㎏)for3days(oneperdays)and

laterwereinjectedwith (2×106/㎏)
Group5:Aftertreatedwith 2×106/㎏ SQ 80㎖/㎏ was

treated
Allgroupswereobservedat1and3daysafter treatment.
TheresultsareexpressedascomparedwithGroup2(mean±SD,
*p<0.05).
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제제제777절절절 유유유도도도 TTTNNNFFF---αααα,,,IIILLL---666에에에 대대대한한한 SSSQQQ의의의 WWWeeesssttteeerrrnnn
bbblllooottt결결결과과과

유도 TNF-α,IL-6에 대한 SQ의 효과를 Westernblotting방법을 통해
단백질 수준에서의 결과를 관찰하였다(Fig.11).
mRNA level이나 serum protein을 이용한 TNF-α,IL-6의 결과와 마찬가지로

는 TNF-α,IL-6의 발현을 증가시키는 것을 관찰할 수 있었다.그러나 SQ를
pre-treated한 군에서 TNF-α,IL-6의 발현량을 감소시켰으며, post-treated군에서
는 SQ (O.1%/㎖)군에서도 TNF-α,IL-6의 발현량을 유의하게 감소시키는 것을 관찰
할 수 있었다.

Fig.11. Effect of SQ on lipopolysaccharide-induced TNF-α and IL-6
expression in HEK 293 cells at12 hour.Totalcellsularproteins
werepreparedandWesternblottedforTNF-α andIL-6monoclonal
antibody. β-actinwasusedaninternalcontrol.
Group1:Control
Group2: (3×106/㎖)only
Group3:TreatedwiththeSQ(0.05%/㎖)for30minandlaterwere

incubatedwith (3×106/㎖)
Group4:TreatedwiththeSQ(0.1%/㎖)for30minandlaterwere

incubatedwith (3×106/㎖)
Group5:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.05%/㎖)was

treated
Group6:Aftertreatedwith (3×106/㎖),SQ(0.1%/㎖)was

treated
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제제제888절절절 ---유유유도도도 NNNFFF---κκκκBBB발발발현현현에에에 대대대한한한 SSSQQQ 효효효과과과

HEK 293cells에 대한 -유도 NF-κB발현에 대한 SQ효과를 관찰하였다.
는 NF-κB발현을 증가시키는 것을 관찰할 수 있었다.SQ (0.1%/㎖)를 처

치한 군중에서는 3시간째 군에서만 NF-κB발현량을 감소시키는 것을 관찰 할 수 있
었다(Fig.12).

Fig.12.EffectofSQ(0.1%/㎖)onlipopolysaccharide-inducedNF-κB
activationinHEK 293cells.

The cells were treated with the SQ for 30 min and later were
incubatedwith (3×10⁶/㎖)for1and3hours.
Gelshiftassaywascarriedoutusingnuclearextractsfrom control(lane1),only

(lane2,3:1,3hour),treatedwith andSQ (lane4,5:1,3
hours)
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제제제444장장장 고고고 찰찰찰

본 연구에서는 속 진균 중에서도 피부,구강 및 질의 점막에 기생하고 있
다가 숙주 동물의 저항력을 약화시키는 영양장애,만성소모성질병,수술 및 다른 질병
으로 인하여 항균제 및 steroid제,면역억제제 등을 오랫동안 사용하여 면역기능이 저
하되어 기회감염(opportunisticinfection)을 일으키는 병원성이 강하고,가장 빈번히 질
병을 유발시키는 -유도염증 반응에 대해 SQ (squalene)의 전처치
(pre-feedingtreatment)가 humanembryonickidneycellsline(HEK 293cells)을 이
용한 실험과 mousekidneytissue를 이용한 실험을 통해 -
유도 급성 염증반응을 경감 시키는 것을 관찰하였다. 에 천연무독성 착화제
인 키토산을 일정 농도 처치하면, 에 대하여 apoptosis를 유발시키다가 시간
이 경과함에 따라 괴사가 진행 되고,또한,항균 활성도가 강함이 보고 되었다(Oh
.,2000;Chee,2006).
살아있는 (LCA)와 열처치한 (KCA)는 인체말초혈액을 이용
한 실험에서 단독으로도 시간의 차이는 있지만,IL-6을 모두 발현시키고,LPS(10㎍/
㎖)혹은 TNF-α (50-100ng/㎖)를 처치한 경우에도 IL-6가 발현이 유도된다(Kim
.1995).인체말초혈액 단핵세포는 에 자극을 받는 동시에 IL-1β,TNF-α,
IL-6,IL-8등의 cytokines를 분비하는데, 를 감염시키면 감염 6시간 후부터
TNF-α,IL-6,IL-1β 등 pro-inflammatory cytokine의 발현이 현저히 증가 한다
(Castro .,1996;Bay .,2002;Kim,2006).본 실험에서도 인체 신장세포주
(HEK 293cells)에 를 감염시켜 염증반응 인자들이 유도되는 것을 관찰할
수 있었다.
RAW 264.7 대식세포주에 LPS-유도 염증반응을 일으킨 후, saponin의

proto-panaxadioltype인 protopanaxadiol(PPD)을 농도별 (25～200ug/ml)RAW 264.7
대식세포에 함께 처치해 주면 LPS-유도 NO,COX-2,IL-1β,TNF-α 생성이 PPD 선
량에 비례하여 감소된다(Lee .,2006).그리고 RAW 264.7,세포주에 LPS-유도 염
증 반응을 유발시킨 후,인진호탕과 그 약재들을 처치하면,NO생성량과 iNOS발현을
크게 감소시키고,TNF-α,IL-1β,IL-6생성량도 크게 감소시킨다(Yun 2008).
또한, RAW 264.7 대식세포주에 LPS-유도 염증반응을 일으킨 후,

(Polygonaceae)에서 추출한 Quercitringallate(QNG)를 농도별
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(0-100uM)로 처치해 주면,IL-6발현량이 농도에 비례하여 감소하고,NF-κB 활성을
30분 째에 억제시키다가 다시 회복되어진다(Min .,2006).
RAW 264.7cells에서 차가 버섯 에탄올 추출물의 경우 LPS로 유도된 IL-1β,IL-6

의 분비를 유의성 있게 증가시키며,LPS는 IL-1β,IL-6의 (3,10,30,100㎍/㎖)농도를
의존적으로 유의성 있게 감소되고,차가추출물은 IL-1β,IL-6의 pro-infiammatory
cytokine을 억제시킨다(Byun,2005).본 실험에서는 HEK cells에 를 처치하
여서 염증 반응을 유도하였는데,LPS-유도 TNF-α,IL-1β,IL-6mRNA 발현량을 SQ
농도의 차이에 따라 감소시키는 것을 관찰할 수 있어 농도차를 실험에 고려해야 할 것
으로 사료된다.또한,LPS-유도 NF-κB활성의 경우 SQ를 처치한 군의 경우 1시간째
에서는 효과를 나타내지 못하였지만,3시간째 군의 경우 효과가 관찰되어 시간의 차이
를 고려해야 할 것으로 사료된다.
생쥐 대식세포주에 당귀,어성초,오가피,황기 등의 한약재추출물을 IFN-gamma와

처치하면 NO와 TNF-α 생산은 IFN-gamma와 추출물 농도에 의존적으로 유도되어지
고,LPS를 단독으로 처치한 경우 NO 농도가 증가하지만,오가피를 같이 처치한 경우
는 NO 농도가 감소되어진다.그러나 한약재 추출물을 단독 처치한 경우에는 cytokine
의 생산에는 영향을 주지 못한다(Yee .,2000).현삼(Scrophulariae,SRE)메탄올
추출물의 경우도 LPS로 유도된 대식세포에서의 cytokines의 level,nitric oxide
production,iNOS및 COX-2의 발현에 미치는 영향에서 NO,iNOS,IL-1β,TNF-α의
생성량을 유의하게 억제시킨다(Byun .,2005).또한,토복령(Smilacis glabrae
rhizome)의 경우 human fibroblast-like synoviocyte (hFLS)에서 proinflammatory
cytokines인 iNOS,IL-1β,TNF-α,IL-6의 생성을 농도차(1,10,100㎍/㎖)에 의존하여
억제시킨다(Oh .,2003).
본 연구에서는 SQ를 농도별(0.05,0.1%/㎖)로 humanembryonickidneycellsline인

HEK 293cells에 preorpost-처치하였는데, 를 HEK 293cells에 처치한
다음,SQ를 처치한 경우(post-treatment)에는 효과를 관찰하지 못하였으나,세포배양액
에 SQ 용액을 넣고 30분후에 를 cells에 처치한 군(pre-treatment)의 경우
에는 -유도 염증반응 인자들인 IL-1β,TNF-α mRNA 발현량 및 NF-κB,
caspase-3활성 억제에 SQ 농도 및 처치 방식,시간에 의존하여 감소시키는 것을 관
찰할 수 있었다.
IL-1β와 amyloid β peptide에 의해 활성화 된 human astrocytomacells의 경우

TNF-α,IL-6등의 생산량이 증가한다.그러나 수용성키토산을 세포 배양을 할 때 자
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극원(stimulators)보다 먼저 선처치(pre-feeding)하면 TNF-α,IL-6등의 생산량 및
iNOS 발현량을 감소시킨다(Kim .,2002).본 연구에서도 SQ를 보다
먼저 세포배양액에 넣고 배양(30분간)한 실험과 SQ를 실험동물에
감염 7일 전에 처치한 실험에서 염증반응 인자들의 감소 결과를 관찰하였다.
그러나 감염 후에 SQ를 처치한 후처치(post-treatmentgroups)의 경우에
는 모두 별 효과가 없음이 관찰되었다.
본 연구를 통해 는 신장조직에 급성염증 반응을 유도하는 것을 알 수 있

었다.그러나 -유도 급성 염증반응에 대해 SQ의 처치가 농도 및 투여 방식
에 따라 염증반응 정도를 억제시키는 것을 실험적으로 알 수 있었다.
결론적으로,본 연구를 통해 SQ가 예방적 측면에서 -유도 면역억제에 대

해 회복 효과를 기대할 수 있을 것으로 사료된다.
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제제제555장장장 결결결 론론론

본 연구에서는 속 진균 중에서도 피부,구강 및 질 점막에 기생하고 있다가
숙주 동물의 저항력을 약화시키고,병원성이 강하며,동물에 질병을 유발시키는

-유도 염증반응에 대해 SQ의 처치를 통해 염증반응을 경감시키는가에 대해
확인하였다.
실험동물 (ICR계 생쥐)및 HEK 293cells를 이용하여 와 로 실험을

하였다. -유도 염증인자 중 IL-1β mRNA,TNF-α mRNA,IL-6mRNA는
RT-PCR방법,TNF-α,IL-6,NO,Caspase-3는 ELISA kits방법,TNF-α,IL-6단
백 발현은 Westernblot방법,NF-κB는 EMSA 방법을 이용하여 관찰하였다.
실험을 통해 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.HEK 293cells에 대한 SQ 농도(0.01,0.05,0.1,0.5%/㎖)에서는 세포독성이 관찰
되지 않았다.

2.HEK 293cells에서 IL-1β,TNF-α,IL-6mRNA가 에 의해 강하게 유도
되는 것을 관찰할 수 있었다.SQ (0.05,0.1%/㎖)를 처치한 경우 -유도
IL-1β,TNF-α,IL-6 mRNA 발현량을 감소시키는 것을 관찰할 수 있었으나,
SQ (0.01%/㎖)는 -유도 IL-1β,TNF-α,IL-6mRNA 발현량에 별 효과
가 없음을 알 수 있었다.

3 HEK 293cells에서 는 NO 생산량을 강하게 증가 시키는 것을 관찰 할
수 있었다.SQ를 처치한 군중에서는 를 처치하기 30분 전에 SQ(
0.1%/㎖)를 pre-treated한 군에서만 유의하게 NO 생성량을 감소시키는 것을 확인
할 수 있었다(p<0.05).그리고 의 경우에는 를 감염시킨 군에서 1,
3일째 모두 신장 조직 내에서의 NO 생성량을 감소시키는 것을 확인할 수 있었다
(p<0.05).

4.HEK 293cells에서 SQ를 처치한 군중에서는 를 처치하기 30분 전에
SQ (0.1%/㎖)를 pre-treated한 군에서만 유의하게 TNF-α 생산량을 감소시키는 것
을 확인할 수 있었다(p<0.05). 의 경우에는 를 감염(복강투여)시
킨 후,TNF-α 생성량을 신장조직을 통해 감염 후 1,3일 경과 후 관찰하였다.
SQ (80㎖/㎏)를 7일간 1일 1회 pre-treated(복강투여)한 다음, 를 감염
시킨 군에서 3일째 군에서만 신장 조직 내에서의 TNF-α 생성량을 감소시키는 것
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을 확인할 수 있었다(p<0.05).
5.HEK 293cells에서 는 IL-6생성량 증가를 유도시키며,SQ를 처치한 군
중에서는 를 처치하기 30분 전에 SQ (0.1%/㎖)를 pre-treated한 군에서
만 유의하게 IL-6생산량을 감소시키는 것을 확인할 수 있었다(p<0.05). 의
경우에는 를 감염 시킨 군에서 3일째 군에서만 신장 조직 내에서의 IL-6
생성량을 감소시키는 것을 확인할 수 있었다(p<0.05).

6.HEK 293cells에서 SQ를 처치한 군중에서는 를 처치하기 30분전에
SQ (0.1%㎖)를 pre-treated한 군에서만 유의하게 Caspase-3생산량을 감소시키는
것을 확인 할 수 있었다(p<0.05). 의 경우에는 SQ (80㎖/㎏))를 7일간 1일
1회 pre-treated(복강투여)한 다음, 를 감염 시킨 3일째 군에서 신장조
직 내에서의 Caspase-3생성량을 감소시키는 것을 확인할 수 있었다(p<0.05).

7.HEK 293cells에 대한 는 Westernblotting방법에서 TNF-α,IL-6단백
발현을 증가시키고,NF-κB 발현 증가를 유도시키는 것을 관찰할 수 있었다.
의 경우에는 SQ(0.1%㎖)를 처치한 군중에서는 3시간째 군에서만 NF-κB발현

량을 감소시키는 것을 확인 할 수 있었다(p<0.05).
8.HEK 293cells에 대한 는 NF-κB발현 증가를 유도시키는 것을 관찰할
수 있었다. 의 경우에는 SQ (0.1%㎖)를 처치한 군중에서는 3시간째 군에서만
NF-κB발현량을 감소시키는 것을 확인 할 수 있었다(p<0.05).
결론적으로 Squalene이 유도 염증 인자들의 억제를 위해서는 예방적

차원에서 SQ를 공급하는 것이 효과가 있음을 알 수 있었다.따라서 SQ 처치가
-유도 면역억제에 대해 회복 효과를 기대할 수 있을 것으로 사료된다.
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