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ABSTRACT

Theeffectsof var. hot
waterextractonIL-1β andIL-6Production

inlipopolysaccharide-inducedRAW 264.7celllines
Moon,Hwan-Sig
Advisor:Prof.Moon,KyungRyeM.D.,Ph.D.
DepartmentofAlternativeMedicine,
GraduateSchoolofHealthScience
ChosunUniversity

Theimmunomodulatoryeffectof var. based
ontheproductionofinflammatorycytokinesandtheactivationofmacrophages
wasevaluated.Thepresentstudywasdesignedtosuggesttheeffectsofhot
waterextractfrom var. on theproduction of
pro-inflammatory cytokines in RAW 264.7 cell lines. We evaluated on
lipopolysaccharide (LPS)induced releaseofinterleukin (IL)-1β and IL-6 by
peritonealmacrophagesRAW 264.7celllines.Theresultsshowedthatthewater
extractfrom var. inducedthegenerationofIL-1
β and IL-6 on LPS-stimulated RAW 264.7 cell lines in a
concentration-dependentmanner.Inaddition,thedoseof1.0and5.0mg/mlof
hotwaterextracts showed a significantcytotoxicity,whereas the dose of
0.0057-0.57mg/mlinducedtheproductionofpro-inflammatorycytokinessuchas
IL-1β andIL-6.
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III...서서서론론론

AAA...연연연구구구 배배배경경경

식생활 수준의 향상과 복잡한 사회 생활에 따른 스트레스는 각종 질환,특히 성인병
이나 여러 가지 피부질환을 가져오게 되었다.그러나 현대의 의학 수준에서는 모든
질병을 제거 하지 못하므로 식생활을 개선하여 예방토록 권장 하고 있고 그중 산채의
경우,지금 까지는 경험적으로 전통식품의 소재로 단순히 이용되어져 왔으나 이들의
생리 활성 기능이 밝혀 지면서 유용 산채류 및 채소와 향신료등은 몇가지 질병을 예
방하는 것으로 나타나 식습관과 질병의 발병간의 밀접한 관계를 보여준다.식물은 우
리 인간에게 건강을 유지 시켜 주기도 하고 질병을 유발하는 원인이 되기도 한다.최
근에는 질병 조절식품 및 원료 기능성 성분이 영양과 임상적인 연구에 관심을 끌고
있다.
그중에서도 마늘은 수세기 동안 신비로운 치료제로 생각되어져 왔다.마늘은 인간
의 건강에 이익을 줄수 있는 복합적인 구성 성분을 가진 식품으로 여겨진다.우리나
라에서는 옛날부터 강장과 강정식품으로 널리 이용해 왔고 모든 음식의 조리에서 필
수적인 양념으로 쓰인다.마늘을 식용으로 이용하게 된 것은 마늘에 있는 함황아미노
산의 일종인 alliin이 분해되면서 마늘 특유의 자극성 신미성분을 생성하기 때문인 것
으로 알려져 있다.(ParkMH,1998)
산마늘( var. 은 백합과(Liliaceae)에 속하며 아세

아의 중부,아메리카,히말라야의 산지에 자생하는 다년생 초본식물이다..우리나라에
서는 울릉도,지리산,설악산 등에 자생하고 있는데(이창복,1984) 예부터 인경을 구황
식물로 이용하여 연명하였으므로 이를 명이(멩이,맹이)라고 불러 왔으며(이우승 외,
1986)파나 양파와 비슷한 맛을 지니고 있어 오래 전부터 식용으로 이용되어 왔다.(김
태균 외,2000)
산마늘( var. 은 독특한 향이 있어 입맛을 자극하고

무기성분,비타민 등이 풍부하여 우수한 식품으로 평가 받고 있으며 건강식품으로 인
기가 상승하고 있어 수요가 늘어날 전망이다.(이경국 외,2000).산마늘은 인경이 있어
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길이는 4~7cm,구직경은 1.5~2cm 정도된다.잎은 2~3개로 길이가 20~30cm 폭
10cm로 긴 타원형이다.잎 알래 부위는 꽃대를 엽초로 싸고 있다(이경국 외,2000).
산마늘 재배는 해발 600~800m 지대가 생초가 적지 (강치훈 외,1995)이며,연화재배
왕겨 7cm 피복처리가 중수효과가 (방순배 외,1997)산마늘은 표령별로 1년차에는 1
엽만 출현하고,2년 차부터 엽수와 경수가 증가하여 3년차부터 초장,엽면적 및 주중
이 급증하는 경향을 나타내어 3년차부터 수확하는 형태를 띈다.(고재영 외,2003)또
한 울릉도와 오대산에서 자생하는 2가지 식뭂 형태가 있는데,그중 울릉도 산마늘은
생육이 왕성하다.(최병권 외,1997)
산마늘의 조사 연구는 보통 황함유화합물에 관계되어 있고 아마 산마늘 속에 높은
량으로 존재하는 것과 여러 가지 황함유화합물에 기여하는 약학적 활성 때문인 것이
다.산마늘은 식물분류학적으로나 생약학적 용도면에서 마늘과 상당히 유사함에도 불
구하고 그 식물의 형태가 현저히 다른 것이 특이하다.(Lim,sc외,1996)최근 산마늘의
생약학적 용도면에서 가치를 인정받고 산나물로서의 중요성이 인식되고 있으나 산마
늘에 관한 연구는 아직 초기 단계이다.
산마늘의 모습을 아래 <Fig.1.>에서 보이고 있다.

<Fig.1.>Photoof var.
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따라서 본문에서는 백합과의 Allium속 식물의 산마늘이 여러 가지 용도로 쓰이는
식습관을 고려하여 다양한 생리적 기능을 함유하고 있는 산마늘의 RAW 264.7cell
에서의 IL-1ß및 IL-6에 미치는 영향에 관한 연구를 하고자 하였다.

면역계(ImmuneSystem)는 감염 (바이러스,기생충,미생물 등)이나 자가면역질환
(hypersensitivity,암,알레르기 등)으로부터 생체를 보호한다.면역계는 백혈구,T-,
B-림프구,거식세포들이 서로 밀접한 관계를 유지하면서 조절되며 이 과정에서 많은
cytokines들이 작용한다.또한 대식세포는 외부에서 유입된 물질을 가장 처음 접하
여 비특이적 식작용 및 세포 흡수작용,Fc수용체 및 보체수용체에 의해서 중개되는
opsonin작용을 받은 미생물에 대한 특이적 식작용,섭취된 미생물의 살해,T및 B림
프구에 대한 항체 출현,lysozyme,collagenase,elastase,acidhydrolase등의 많은 효
소,및 각종 T,Bcell의 활성과 관계 된 cytokine의 분비를 통해 면역 및 염증반응의
시발점으로 작용하는 중요한 세포이다(Oshima,H외.1994) (Kroncke KD외1998)
Cytokine은 각종 생리학적,병리학적 과정에 관여하며 특히 면역반응,염증,tissue
remodelling,그리고 배발생 과정에 중요한 역할을 담당하고 있다(Lee외.2000).이들
cytokine중에서 특히 감염이나 조직상해 등에 대한 숙주방어에 깊이 관련이 되어있
는 것으로는 IL-1β,IL-6,TNF-α 등이 있다.(Feldmann,M외.1996)(Harada,A외.
1994) 이들 cytokine들은 특히,체내에서 endogenouspyrogen으로 작용하여 염증성
cytokine으로도 불려지고 있다.본 실험에서는 대식세포주는 RAW 264.7세포를 이용
하여 실험에 사용하였다.
대식세포는 단핵 대식세포계(monocytephagocytesystem)의 일부로서 조혈모세포
에서 기원한다.이 세포는 감염체를 포함한 각종 입자를 탐식하며 이를 세포내로 취
하여 파괴한다(대한병리학회,2005).
대식세포는 외부에서 유입된 물질을 가장 처음 접하여 비특이적 식작용 및 세포 흡
수작용,Fc수용체 및 보체수용체에 의해서 중개되는 opsonin작용을 받은 미생물에 대
한 특이적 식작용,섭취된 미생물의 살해,T 및 B 림프구에 대한 항체 출현,
lysozyme,collagenase,elastase,acidhydrolase등의 많은 효소,및 각종 T,Bcell의
활성과 관계 된 cytokine의 분비를 통해 면역 및 염증반응의 시발점으로 작용하는 중
요한 세포이다.이 세포 중 가장 잘 알려져 있으며,널리 사용되고,많은 실험을 통해
그 기능 및 실용성이 증명되어 있는 마우스 단핵구 기원인 Raw 264.7세포를 사용하
여 실험 하였다.
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Cytokine이란 면역 반응이 적절하게 일어나기 위해서는 여러 면역세포들의 직접적
인 또는 간접적인 상호작용이 있어야 한다.면역세포의 상호작용에는 한 세포 표면에
있는 수용체와 다른 세포 표면에 있는 수용체간의 직접적으로 결합을 통한 세포간의
연락 (통화,communication)이 중요한 수단이 되고 있다.이런 경우 이외에 단백질의
분비에 의해서 이루어 지는 경우도 있다.이들 단백질들은 어떤 세포에 의해 만들어
져,그 세포 밖으로 분비되며,다시 자신이나 이웃한 세포 또는 먼 곳에 있는 세포에
작용한다.이런 단백질들은 세포의 분화나 증식에 관여한다.기능의 활성과 변화를 유
도하기 때문에 Cytokine이라고 하는 것이다.
Cytokine은 여러 가지 면역세포들에 의하여 만들어지며,여러 가지 면역세포의 활
성화 (activation),성장 (growth),분화 (differentiation)등에 영향을 미칠 수 있다.
Cytokine단백질들은 자연면역과 획득면역 반응에 관여할 뿐 아니라,면역세포의 성숙
과정에서도 중요한 작용을 나타낸다.
Cytokine은 하나의 세포에서 만들어 지는 것이 아니고,여러 가지 세포에서 만들어
진다.그리고 상황에 따라서 여러 가지 Cytokine을 만들 수 있다.사이토카인의 작용
도 한 가지 작용만을 하는 것이 아니고,여러 가지 기능을 유도할 수 있다.또
Cytokine끼리 작용을 하면 그 작용의 효과가 상승을 할 수도 있고 (상승작용,
synergy),반대로 그 효과가 상쇄되는 경우도 있다 (길항작용,antagonism).결과적으
로 다양한 Cytokine의 연쇄반응을 유도할 수도 있다 (cascadeinduction).Cytokine의
작용은 그 생성 원인이 사라지면 같이 사라지게 된다.
Cytokine은 각종 생리학적,병리학적 과정에 관여하며 특히 면역반응,염증,tissue
remodelling및 배 발생 과정에 중요한 역할을 담당하고 있다.이들 cytokine중에서
특히 감염이나 조직상해 등에 대한 숙주방어에 깊이 관련이 되어있는 것으로 IL-1α 

,IL-1β,IL-6,TNF-α 등은 활성화된 대식세포에서 분비된다.(Goldring,C.E.외,1995).
이들 cytokine들은 체내에서 endogenouspyrogen으로 작용하여 염증성 cytokine으
로도 불려진다.
본 실험에서는 대식세포주은 마우스 단핵구 기원인 RAW 264.7세포를 이용하였고,
CytokineIL-1β,IL-6를 실험에 사용 하였다.
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BBB...연연연구구구의의의 필필필요요요성성성 및및및 목목목적적적

본 연구는 우리나라 울릉도,지리산,설악산 등에 자생하고 있는 산마늘이 사이토카
인의 일종인 IL-1β ,IL-6에 어떤 변화를 주는가를 밝히는 기초 연구의 일환이다.
배양된 RAW 264.7cellline에 산마늘 열수 추출물과 LPS를 처리한후 세포의 상등
액(Supernatant)을 회수하여 ELISAKit로 IL-1β ,IL-6를 측정하여 활성화된 대식세
포(RAW 264.7cell)에서 산마늘 열수추출물의 영향을 살펴보고자 하였다.

CCC...관관관련련련 문문문헌헌헌 및및및 연연연구구구에에에 대대대한한한 고고고찰찰찰

국내 산마늘의 추출물에 대한 연구가 학술지 및 학위 논문으로 이루어진 바가 있다.
먼저 산마늘에 관한 국내 연구는 오래 전부터 조금씩 이루어져 왔으며 최근들어 산
마늘의 생약학적 용도면에서 가치와 산나물로서의 중요성이 인식되어 그 생리적 유
용성이나 효과에 대해서는 몇몇 논문들을 통해 밝혀지고 있다.

산마늘 추출물을 주성분으로 하여 벌꿀과 과당을 첨가하여 건강 음료 연구를 하였
다.(Nishimura,H.K,1971) 그리고 기능성물질 분석 생육환경과 영양평가(Choi,
S.T.1993),콜레스테롤 저하 활성 및 항동맥경화 효과(Lee,S.S,2004),(Kim,Y.G,
2000),간보호 및 항당뇨 효과 등에 대한 연구가 보고 되고있다.(Choi,J.W,2003)
산마늘의 생리적 유용성을 알아보고자 한 연구에서는 STZ으로 당뇨를 유발한 흰쥐
에 산마늘 추출물을 경구 투여하였을때 당뇨병 증세가 억제되었다는 결과를 확인 하
였다.(최종원 외,2003)
Allium속의 함황화합물은 효소적 반응과 발열반응을 통해 건강증진에 기여 한다고
하는데 allicin으로부터 열화학적으로 전환된 allyltrisulfides,dithiins및 ajoene같은
항혈전 물질이 산마늘에서 확인 되었다.
산마늘의 중요한 향기 성분은 methylallyldisulfide,diallyldisulfide,dimethyl
disulfide및methylallyltrisulfide이다.
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산마늘의dichloromethane추출물에서2-vinyl-4H-1,3-dithiin및
3,4-dihtdro-3-vinyl-1,2-dithiin같은 혈소판 응집 저해제가 검출되어 중요한 건강증진
제인 allyltrisulfide와 dithiin은 산마늘을 fryingpan에서 조리할 때 상대적으로 증가
된다고 확인하였다.(Nishimura,H.외.2000)또한 산마늘의 2-vinyl-4H-1,3-dithiin은
암세포를 파괴하며(LeeKT.2001),산마늘 추출물이 식이성 고지혈 및 비만에 효과에
대한 논문이 있었는데 산마늘 추출물은 혈청 triglycerid,totalcholeserol및
LDL-cholesterol의 농도를 감소시키는 효과를 보였으며 산만늘이 비만억제 효과가
있는 것으로 보고 했다 (최종원,외.2005)

DDD...약약약어어어 정정정리리리

본 연구에서 사용되는 약어를 정리하면 <Table1.>과 같다.

<Table1.>Abbreviations

Abbreviations Full names

DMEM Dulbecco'smodifiedEagle'smedium

DMSO Dimethyl-sulfoxide

ELISA Enzyme-linkedimmunosorbentassay

IL-1beta Interleukin-1beta

IL-6 Interleukin-6

LPS Lipopolysaccharide

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium

Tween20 polysorbate20

PBS phosphatebufferedsaline
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IIIIII...실실실험험험의의의 방방방법법법 및및및 내내내용용용

AAA...실실실험험험 재재재료료료

111...재재재료료료의의의 채채채취취취 및및및 보보보관관관

2008년 5월 하순경에 울릉도 나리분지 일대에서 자생하는 산마늘 전초를 채취하여
-20℃ 냉동 보관하면서 필요시마다 사용하였다.

222...시시시약약약

LPS(lipopolysaccharide,Escherichiacoli026:B6)는 Sigma(st.louis,MOUSA)에서
구입하였고,Fatalbovine serumv(FBS)와 antibiotics는 Gibco/BRL(Eggnestein,
Germany)로부터 구입하였으며,IL-1beta,IL-6ELISAkit는 BDbioscience(USA)사
에서 구입하였다.

333...시시시약약약제제제조조조 방방방법법법

Coatingbuffer-7.13g의 NaHCO31.59gNa2CO3를 1L메스실린더에 넣고 멸균 증
류수를 가했다.pH를 10N수산화나트륨을 이용하여 9.5로 조정한 다음.1L눈금까지
증류수를 채워 1L용액으로 하여 사용하였다.
PBS-phosphatebufferedsaline80gNaCl,11.6gNa2HPO4,2.0gKH2PO4,2.0KCl
을 증류수 10리터에 가하고 pH를 7.0으로 조정하여 사용하였다.Wash buffer-
phosphatebufferedsaline에 0.05%가 되도록 Tween20을 넣어 사용하였다..
O-phenylenediamine이 첨가된 기질 용액-O-phenylenediamine을 시그마에서 구
입하여 증류수에 녹인 후 (50mg/mL)에 0.1mL씩 나누어서 -20℃ 냉동고에 보관하며
사용하였다.사용시 용액을 녹인 후 0.1mL을 10mL의 citratebuffer와 10uL의 과산화
수소에 희석하여 사용하였다.Citratebuffer-2배 진하게 조제한 후 사용시 희석하여
사용하였다.3.09gcitricacid와 10.38g의 sodium citrate를 적절한 양의 증류수에 녹
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인 후 pH5가 되도록 했고 최종부피가 500mL이 되도록 증류수로 맞춘 후 50mL식 나
누어서 -20도 냉동실에 보관하며 사용하였다.사용전에 증류수로 2배 희석하여 사
용하였다.Blockingbuffer-phosphatebufferedsaline에 Fetalbovineserum(FBS)가
10%가 되도록 첨가하여 사용하였다.
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT)-MTT파
우더를 phosphatebufferedsaline에 녹여 최종농도가 약 5mg/mL이 되도록 하여
1mL씩 분주하여 -20℃의 냉동실에 보관하며 사용하였다.사용전에 원하는 농도로 적
절하게 해당 배지나 phosphatebufferedsaline으로 희석하여 사용하였다.

444...대대대식식식세세세포포포 배배배양양양

Mouseperitonealmacrophagecellline인 RAW 264.7dms(사)한국 세포주은행으
로부터 분양받았다.RAW 264.7은 10% Fatalbovineserum(FBS,GIBCO-BRL,
GrandIsland,NY,USA),과 penicilline100U/mL과 streptomycin100ug/mL의 항생
제를 포함하는 DMEM배지를 사용하여 실험실에서 37℃,5% CO2공급 조건을 같춘
동물세포 배양기에서 계대배양하며 사용하였다.

555...시시시료료료추추추출출출

습중량으로써 시료 25g을 정확하게 달아,잘게 분쇄하고 멸균증류수 100ml를 가하
여 95℃에서 중탕으로 5시간동안 추출하였다.추출액은 여과지를 이용하여 잔여불순
물을 제거 하여 50℃,진공하에서 항량이 될 때까지 건조하였다.건조한 추출물은 일
정량 소분하여 -20℃에서 냉동상태로 보관하고 매 실험할 때마다 멸균 및 마이크로
필터(poresize0.45um)로 제균된 멸균증류수에 녹여 사용하였다.
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BBB...실실실험험험 방방방법법법

111...세세세포포포생생생존존존률률률

Cytokine에 의하여 생성되는 nitrite가 RAW 264.7세포에 미치는 영향을 알아보기
위하여 MTT방법을 실시하였다.이 방법은 세포의 미토콘드리아 내 효소인
succinate-dehydrogenase에의해3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide(MTT)가 formazan으로 전환되는데 세포의 성장이 멈추거나 세
포가 죽으면 formazan생성이 줄어들게 되는 것을 이용한 것이다.먼저.RAW 264.7
세포 1X105cell/mL를 24wellplate에 1mL분주하고,37℃,5% CO2배양기에서 24
시간 동안 배양하였다.배양한 세포에 산마늘 추출물을 농도별로 처리하여 48시간 동
안 배양한 후,phosphatebufferedsaline(PBS;SigmaChemicalCo.,St.Louis,MO,
USA)에 녹인 5mg/mL의 MTT(SigmaChemicalCo.,St.Louis,MO,USA)용액 50
μL를 각 well에 넣고 37℃,5% CO2배양기에서 4시간 동안 배양하였다.배양 후 배양
액을 버리고 dimethylsulfoxide에 formazin을 용해한 후,microplatereader(Model
550,Bio-Radlabolatories,Japan)로 540nm에서 흡광도를 측정하였다.
세포생존율 측정은 RAW 264.7세포를 96wellplate에 10̂4cells/well로 분주한 다
음 애기땅빈대를 농도별로 처치하여 구하였다.세포에 0.01-5mg/mL의 농도로 37℃,
5% CO2하에서 배양하였다.배양 후 생존세포에 MTT(0.5mg/mL)를 4시간 처치한 후
배지를 제거하고 생성된 formazancrystals를 DMSO에 녹여 540nm에서 흡광도를 측
정하였다.

×

222...대대대식식식세세세포포포활활활성성성

RAW 264.7cell을 24wellplate에서 7.5×104cell/well이 되도록 분주하여 24시간동
안 배양하여 세포를 적응시켰다.(37℃,5% CO2.)배양 후 각 well에 투입된 시료의
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최종농도는 산마늘은 최종농도가 5.7,1.14,0.57,0.114,0.057,0.0114,0.0057mg/mL
이 되도록 처리하였다.LPS는 최종농도가 0.5ug/mL가 되도록 처리하였으며 추출물
과 LPS는 동시에 처리하고 24시간 배양한 후 상층액을 회수하여 cytokine분석을 위
한 시료로 사용하였다.수거한 시료는 측정 전까지 -70℃에서 냉동 보관하였다.IL-1
beta,IL-6은 ELISA kit(BD bioscience)를 사용하여 측정하였으며,실험의 방법은
Manufacturer'sprotocol에 따랐다.

333...EEELLLIIISSSAAA 방방방법법법에에에 의의의한한한 IIILLL---111ββββ,,,IIILLL---666의의의 생생생성성성량량량 측측측정정정

RAW 264.7cellline을 24wellplate에서 7.5X104cell/well이 되도록 분주하여
24시간동안 배양하여 세포를 적응시켰다.(37oC,5% CO2.)배양 후 각 well에
산마늘 추출액 시료를 최종농도가 5.7,1.14,0.57,0.114,0.057,0.0114,
0.0057mg/mL이 되도록 처리하였다.LPS는 최종농도가 0.5ug/mL가 되도록
처리하였으며 추출물과 LPS는 동시에 처리하고 24시간 배양한 후 상층액을
회수하였다.회수한 상층액은IL-1β ,interleukin(IL)-6,양을 측정하는데
사용하였다.
flate-bottomedmicrowellplate(96well)에 항체(1차항체)를 coatingbuffer(0.1M
NaHCO3,pH 8.2)를 이용하여 희석한 다음 각 well에 100uL씩 넣어 4℃에서
overnightincubation하여 wellplate바닥에 항체를 고정시켰다.이어서 투입한
coatingbuiffer를 제거하고 wellplate를 washingbuffer(0.05% tween20이 포함된
PBS)를 3회 투입하여 wellplate를 세척하였다.세척 후 0.1% BSA(bovineserum
albumine)용액을 100uL를 넣어 2시간동안 상온에서 반응시켜 항체를 제외한 well
plate에 BSA를 결합시켜 다른 이물이 plate바닥에 붙지 않도록 blocking하였다.
blocking후 다시 washingbuffer(0.05% tween20이 포함된 PBS)를 3회
투입하여 wellplate를 세척하였다.
세척 후 실험에서 채취한 배양 상층액 및 표준용액을 적당한 비율로 희석하여
plate에 각각 100uL넣고,실온에서 2시간 incubation시켰다.
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이어 시료를 제거하고 반복하여 washingbuffer(0.05% tween20이 포함된 PBS)를
5회 투입하여 wellplate를 세척하였다.
세척이 끝난 다음,biotin과 결합한 2차 항체용액을 100㎕ 첨가하여 실온에서 1시
간정도 반응을 시켰다.반응 후 다시 2차 항체 용액을 제거하고 washing
buffer(0.05% tween20이 포함된 PBS)를 5회 투입하여 wellplate를 세척하였다.
Streptavidin-horseradish peroxidaseconjugate를 100㎕를 넣어 실온에서 1시간
incubation시키고 Streptavidin-horseradishperoxidaseconjugate용액을 다시 제거하
고 마지막으로 washingbuffer(0.05% tween20이 포함된 PBS)를 7회 투입하여 well
plate를 세척하였다.세척 후 기질로 O-phenylenediamine이 첨가된 기질 용액 100
㎕를 넣은 후 발색시킨 다음,약 30분간 상온에서 반응하고 반응액에 2N-H2SO450
㎕를 넣어 총 반응을 정지시켰다.반응이 정지된 후 microplatereader(Model550,
Bio-Radlabolatories,Japan)microplatereader로 450㎚에서 흡광도를 측정하였다.
Cytokine의 농도는 표준곡선을 이용하여 환산하였고 각 Cytokine의 측정한계치는 10
ng/㎖이었다.
실험은 3번이상 실행하여 결과를 평균값 ±표준편차로 표현하였다.
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IIIIIIIII...실실실험험험 결결결과과과

AAA...세세세포포포 생생생존존존률률률

세포생존율 측정은 RAW 264.7세포를 96wellplate에 104cells/well로 분주한 다
음 산마늘을 농도별로 처치하여 구하였다.세포에 0.01-5mg/mL의 농도로 37℃,5%
CO2하에서 배양하였다.배양 후 생존세포에 MTT (0.5mg/mL)시약을 4시간 처리한
후 배지를 제거하고 생성된 formazancrystals를 DMSO에 녹여 540nm에서 흡광
를 측정하였을때 결과를 <Table2.>,<Fig2.>와 같이 표현 하였다.

<Table2.> Numericalresultsof Allium victorialis var. platyphyllum onthe
celllineviabilityofRAW 264.7celllines

CCCooonnnccceeennntttrrraaatttiiiooonnn Average SSStttddd...DDDeeevvv...

NA 103.0585 2.048924

var
(산마늘)

0.01 ㎎/㎖ 118.80 1.64

0.05 ㎎/㎖ 103.16 13.93

0.1  ㎎/㎖ 116.10 19.67

0.5  ㎎/㎖ 99.97 1.78

1   ㎎/㎖ 83.26 8.47

5   ㎎/㎖ 74.19 4.37
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산마늘 열수추출물을 0.01-5mg/mL의 농도범위에서 RAW 264.7cell에 처리했을
때 0.5mg/mL이하에서 세포독성이 나타나지 않았으며,1mg/mL,5mg/mL의 시료
농도에서는 세포독성이 유의적으로 나타남이 드러났다.

<Fig2.> Theeffectsof var. onthecelllines
viabilityofRAW 264.7celllines.
RAW 264.7celllineswereculturedinDMEM containing10% FBS.Eachwellof
a24wellplatewasseededwith5X104celllines.ThenincubatedwithEuphorbia
supinaRafin.After2days incubation,thecelllineswerereactedwithMTTfor
countingcelllinesproliferationlevels.Theassaywasperformedintriplicate

BBB...IIILLL---111bbbeeetttaaa실실실험험험 결결결과과과

배양된 RAW 264.7cell에 LPS처리시 사이토 카인 IL-1beta분비량을 100%로 했
을때 시료의 농도가 0.057mg/ml일때 LPS에 비해 149.00%(0.32%오차)의 IL-1beta의
증가를 보였으며,산마늘 열수 추출물 시료의 농도가 0.57mg/ml일때 LPS에 비해

284.34%(5.30%의 오차)의 증가를 보였다.
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<Table3.> Numericalresultsof Allium victorialis var. platyphyllum on the
productionofIL-1β inRAW 264.7celllines.

    Average Std.Dev.
NANANANA 10.21 0.99 

LPSLPSLPSLPS 100.00 1.65 

0.00570.00570.00570.0057   ㎎/㎖ 114.29 3.32

0.0114   0.0114   0.0114   0.0114   ㎎/㎖ 134.21 2.01 

0.057    0.057    0.057    0.057    ㎎/㎖ 149.00 0.32

0.114    0.114    0.114    0.114    ㎎/㎖ 184.62 0.19 

0.57     0.57     0.57     0.57     ㎎/㎖ 284.34 5.30

1.14     1.14     1.14     1.14     ㎎/㎖ 211.30 7.52

5.7      5.7      5.7      5.7      ㎎/㎖ 8.37 1.31 
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<Fig.3.> The effects of Allium victorialis var. platyphyllum on the
productionofIL-1β inRAW 264.7celllines.
productionofIL-1β  wasmeasuredinthemedium ofRAW 264.7celllines
culturedwithLPS(1 µg/㎖)inthepresenceorabsenceofAllium victorialis var. 

platyphyllum for24h.TheamountofIL-1β wasmeasuredbyimmnoassaysas
described in section 2.Datarepresentthemean ± S.D with threeseparate
experiments.
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산마늘 열수 추출물 시료의 농도가 0.0057mg/ml에서 0.57mg/ml까지 사이토 카
인 IL-1β 분비량이 유의적으로 증가 하였으며,이후의 농도에서는 세포 독성으로 인
하여 세포가 사멸하여 사이토카인 IL-1beta분비량이 줄어 드는 것으로 나타났다.

CCC...IIILLL---666beta실실실험험험 결결결과과과

배양된 Raw 264.7cell에 LPS처리시 염증성 사이토카인 IL-6 생성량을 100%로
했을때 시료의 농도가 0.014mg/ml일때 LPS에 비해 169.19% (9.67%오차)의 IL-6의
생성증가를 보였으며,산마늘 열수 추출물 시료의 농도가 0.057mg/ml일때 LPS에
비해 259.39% (5.43%오차)의 IL-6의 증가를 보였으며,산마늘 열수추출물 시료의 농
도가 0.114mg/ml일때 LPS에 비해 294.37%(0.19%의 오차)의 증가를 보였다.
산마늘 열수 추출물 시료의 농도가 0.0057mg/ml에서 0.114mg/ml까지 염증성 사
이토카인 IL-6 분비량이 유의적으로 증가하였다.

<Table4.>Numericalresults of var. onthe
productionofIL-6inRAW 264.7celllines

    Average Std.Dev.
NANANANA 1.28 2.03

LPSLPSLPSLPS 100.00 6.74 

0.00570.00570.00570.0057   ㎎/㎖ 140.54 15.94

0.0114   0.0114   0.0114   0.0114   ㎎/㎖ 169.19 9.67

0.057    0.057    0.057    0.057    ㎎/㎖ 259.39 5.43

0.114    0.114    0.114    0.114    ㎎/㎖ 294.37 0.19 

0.57     0.57     0.57     0.57     ㎎/㎖ 288.05 5.99

1.14     1.14     1.14     1.14     ㎎/㎖ 300.95 3.77

5.7      5.7      5.7      5.7      ㎎/㎖ 46.90 2.85
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<Fig.4.> Theeffectsof var. ontheproduction
ofIL-6inRAW 264.7celllines.
production ofIL-6wasmeasured in themedium ofRAW 264.7celllines
cultured with LPS(1µg/㎖)in thepresenceorabsenceof
var. for 24 h. The amount of IL-6 was measured by
immnoassaysasdescribedinsection2.Datarepresentthemean± S.D with
threeseparateexperiments.
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IIIVVV...논논논의의의및및및 제제제언언언

산마늘( var. 을 잎과 인경은 산채 식물로서 뿐만아
니라 민간에서는 전초를 비타민 결핍증에 사용하거나 위장병,특히,위염,신경쇠약,
심장병 등에도 사용하여 왔으며 대체로 마늘과 같은 용도로 쓰인다.(MoonKS,1984)
산마늘의 잎은 2~3%의 탄수화물과 ascorbicacid를 함유하고 인경은 함유황 유기
화합물을 함유한다고 알려져 있다.(LawsonLD,1991)산마늘에 함유된 함유황 화합물
은S-alkenyl-혹은 S-alkyl-L-Cysteine의 형태로 존재하고 이 식물이 조직손상을 당
하면 alliinase의 활성에 따라 마늘과 유사한 냄새를 나태내는 disulfided의 휘발성 화
합물을 발생 시킨다.이들 유황화합물은 혈소판응억제활성을나타낸다는 보고도있
다.(WijayaCH외,1996)(Liakopoulou-Kyrialcidesm.외,1985)
면역계(ImmuneSystem)외부로부터의 감염 (바이러스,기생충,미생물 등)이나 자
가면역질환 (hypersensitivity,암,알레르기 등)으로부터 우리생체를 보호한다.대식
세포는 골수에서 생성되어 혈관 내에서는 단구로,조직 내에서는 대식세포로 존재하
며 미생물 감염에 대한 숙주 방어와 항상성 유지의 역할을 한다.
대식세포는 자연면역 뿐 만 아니라 획득면역등 다양한 숙주 반응에 관여하여 숙주
방어와 항상성유지에 관여 하는 것으로 알려져 있으며,염증반응 시 reactiveoxygen
species(ROS)와 IL-1β,TNF-a및 IL-6와 같은 Cytokine을 생산하여 감염초기에
생체방어에 중요한 역할을 하는 세포로 알려져 있다(LeeBG.외,2000)

실험에 나타낸 바와 같이 산마늘 열수 추출물을 농도 의존적으로 첨가하여 배양하
였고 음성 대조군으로는 배양액을 첨가하였으며,양성 대조군으로는 LPS를 첨가하여
시료 처리 후 배양하였다.그 결과 산마늘 열수 추출물이 시료 무처리 대조군에 비해
약 2배 정도의 IL-1β,IL-6의 생성을 높이는 것을 확인 할 수 있었다.
실험은 산마늘의 열수 추출물을 RAW 264.7celllines에 농도 의존적으로 첨가하여
배양하였고,음성 대조군으로는 배양액을 첨가하였으며,양성 대조군으로는 LPS를
첨가하여 시료 처리 후 배양하였다.배양 후 세포의 상등액(Supernatant)을 회수하여
ELISA Kit로 IL-1β ,IL-6를 측정하여 활성화된 대식세포(RAW 264.7celllines)에
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서 산마늘의 열수추출물의 영향을 살펴보았다.
이러한 실험의 결과는 산마늘의 열수추출물 농도가 실제로 섭취할 수 있는 저농

도의 시료구간에서 유의적인 LPS유도 IL-1β,IL-6의 생성 증가 효과를 보였고,실
험적 농도인 1.14 ㎎/㎖ 의 시료농도에서 IL-1β,IL-6의 생성억제 효과를 보였다.다
시 말하자면,산마늘의 열수추출물 농도가 고농도 일 때는 유의적으로 염증을 억제하
는 것으로 나타났고,저농도 일 때는 이와 상반된 결과를 보였다
본 연구 결과로 미루어,염증성 사이토카인인 IL-1β,IL-6의 생성이 높아져,항염증
결과를 확인하기는 어려웠으나,추후 면역성 사이토카인인,IL-2,4,10,TGF-b등의
사이토카인을 정량한다면,산마늘 면역력 증가의 결과를 확인 할 수 있을 것으로 사
료된다.또한 천연물 시료의 추출용매에 따라 추출 가능한 활성성분의 차이가 있으므
로,메탄올 추출,에탄올 추출,디클로로메탄,핵산등 다양한 용매를 이용하여 산마
늘 추출물을 준비하여 열수 추출에서의 사이토카인과의 양상을 비교해 볼 필요가 있
으며,chemical자극시 세포에서 분비하는 사이토카인의 시간별 분비양상이 다르므
로,LPS와 산마늘 시료 처리후 경과 시간에 따른 사이토카인 분비양상을 관찰해볼 필
요가 있다.더 나아가서는 동물실험을 통하여 (동물실험)테스트 상에서 산마늘
추출물이 실험동물에 미치는 영향에 대해 살펴볼 필요가 있을 것으로 사료된다.
따라서 추후로 (동물실험)테스트를 통하여 직접 시료를 마우스에 경구투여하
여 IL-1β ,IL-6와 같은 염증성 사이트카인을 측정할 필요가 있다.
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VVV...요요요약약약 및및및 결결결론론론

산마늘 열수 추출물을 RAW 264.7cellline에 농도 의존적으로 첨가하여 배양하였
고 Blank으로는 배양액을 첨가하였으며,자극제 (Stimulator)로는 LPS를 첨가하여 시
료 처리 후 24시간 배양하였다.배양후,세포의 Supernatant를 harvest하여 ELISA
Kit로 IL-1β ,IL-6를 측정하여 활성화된 대식세포 (RAW 264.7cell)에서 산마늘 열
수추출물의 영향을 관찰한 결과,산마늘 열수 추출물이 시료 무처리 대조군에 비해
0.57mg/ml의 농도에서 약 2배 정도의IL-1β와 IL-6의 생성량을 높이는 것을 확인
하였다.
따라서 사람이 실재로 섭취 할 수 있는 저농도의 시료농도에서는 유의적인 LPS유
도 IL-1β ,IL-6의 생성 억제효과를 보이지 않았지만 실험적 농도의 1.14mg/ml이
상에서는 유의적인 IL-1β ,IL-6의 생성억제 효과를 보였다.
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