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초록(Abstract) 

 

옻나무(RVS)는 소화를 돕고 어혈을 없애며 체온을 올려 주어 혈액순환을 개선하는 효과

가 있는 약재이다. 본 연구에서는 RVS의 경구 투여 후 자연면역계와 적응면역계에 대한 

반응을 보고자 한다. RVS를 경구 투여한 다음 대식세포 스캐빈저 수용체와 LPS자극에 대

한 대식세포의 염증성 사이토카인, 보조신호인자에 대한 반응과 전신성 염증반응, 비장세

포의 T 세포, B 세포의 숫자 변화 및 anti-CD3 antibody에 대한 반응을 측정하였다. RVS

를 투여한 쥐에서 SAR의 단백질 발현세포숫자는 증가하였으나, 세포당 발현량은 감소하

였고, LOX-1 단백질 발현세포숫자는 감소하였으나, 세포당 발현량은 증가하였으며, CD36

은 변화가 없었다. 그러나 농도의존적으로 acetylated-LDL의 탐식능이 증가하였다. LPS자

극에 대해 대식세포와 전신혈청면역반응에서 모두 TNF-α와 IL-6이 감소되었고, CD86는 

농도의존적으로 감소했고, CD40의 발현에는 차이가 없었으며, MHC II 분자의 발현은 증

가하였다. 또한, RVS의 경구투여군에서 CD4 T 세포의 비율을 증가시켰으나, CD8 T 세포

와 B 세포 비율에는 변화가 없었으며, MHC II 의 발현은 감소하였다. Anti-CD3 antibody

로 자극했을 때, RVS투여군의 비장 T세포 증식능에 대한 영향은 없었고, CD69의 발현은 

감소하였으며, IL-2는 변화가 없었으나, IL-4와 IFN-γ는 증가하였다.  

요컨대, RVS는 대식세포의 탐식능 증가와 항염 효능을 보여주었으며, 비장세포 T 세포의 

면역반응에 변화를 주었다. RVS는 자연면역계와 적응면역계에서 모두 면역조절 효과를 

보여주었다.
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I. 서론 

 

옻나무 (Rhus verniciflua stokes, RVS)는 옻나무과(Anacardiaceae family) 1 낙엽 활엽 교목

으로 학명은 Toxicodendron vernicifluum이며 중국, 티벳, 히말라야 등이 원산지이고 주

로 온대지방에 분포한다. 우리나라에는 삼국시대 이전에 전래된 것으로 추정되며 식재, 

야생으로 전국에 퍼져서 분포하고 있다. 2 RVS는 소화를 돕고 어혈을 없애며 체온을 올려 

주어 혈액순환을 개선하는 효과가 있으며, 최근에는 항바이러스, 항류마티스 등의 효과가 

기대되고 있다. 3  

RVS는 근(根), 근피(根皮) 및 건피(乾皮), 심재(心材), 수지(樹脂), 잎(葉,) 종자 등을 약용으

로 사용해왔다.4,5 그 중 RVS의 수지는 생칠(生漆)이라 부른다. 생칠(生漆)의 주성분은 

50~80%가 urushiol이며, 이 성분으로 인해 피부염을 유발할 수 있기 때문에 한방에서는 

다양한 법제(法製) 방법으로 옻의 무독화를 유도하기 위해 노력해 왔다. RVS는 또한 

fustin, fisetin, sulferin, butein, garvanzol 등의 flavonoid 외에 다수의 물질이 함유되어 있

다. 6,7 

RVS는 부위에 따라 효능이 다양하다. 목질부(bark) 의 butein에 의한 antifibrogenic 효과

8, 심재부(heartwood), 가지부(branches)의 garbanzol, sulfuretin, fisetin, 

protocatechuicacid, fustin 등에 의한 antimutagenic 효과,9,10 가지부(branches), 목질부

(bark) 추출물 (extract)의 antioxidant 효과,11,12,13,14 줄기부(stems)의 6-pentadecylsalicylic 

acid에 의한 antithrombin효과15 , 가지부 에탄올 추출물 ( branches ethanol extract )의 세

포독성(cytotoxic) 효과9, 가지부 에탄올 추출물 (branches ethanol extract)의 항종양

(antitumorigenic) 효과14,16 등이 보고되었다. 

생물의 면역반응은 외부의 침입에 대해 스스로를 지키기 위한 방어기전으로, 모든 동식

물에 존재하는 선천면역(innate immunity)반응과, 척추동물들에 있어 획득된 정보에 의해 

후천적으로 반응하게 되는 적응면역(adaptive immunity)이 있다. 선천면역은 병의 원인균, 
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미생물, 세균 등의 항원에 대한 즉각적인 방어역할을 할 수 있고, 적응면역은 외부 항원

물질에 대해 T세포와 B세포의 메모리 기능을 활용하여 방어할 수 있는 시스템을 구축한

다.  

대식세포(macrophage)는 선천면역의 최전선에서 면역 반응을 담당한다. 대식세포는 패턴 

인지 수용체(pattern recognition receptor, PRR)를 통해 병원균 등을 인지하고 탐식 작용

(phagocytoisis)을 하는데, 패턴 인지 수용체에는 LPS등의 자극에 의해 IL-6, TNF-α 등 사

이토카인과 케모카인 같은 염증매개물질을 분비하거나, CD40, CD86등의 보조신호자극분

자(co-stimulatory molecules)에 영향을 주는17 톨-유사 수용체(toll-like receptor, TLR) 18 와 

병원균, 박테리아 등을 인식하여 탐식기능을 하는 스캐빈저 수용체(scavenger receptor)가 

있으며, 스캐빈저 수용체에는 SRA(scavenger receptor A), LOX-1(lectin-like oxLDL receptor), 

CD36(cluster of differentiation 36) 등이 있다. 19 

적응면역을 구성하는 세포는 골수에서 기원하는 T 세포와 B 세포가 있다. B 세포는 골수

에서 성숙되어 항체를 만들어서 체액면역활동을 담당한다. T 세포는 흉선에서 성숙하고 

항원 제시를 받은 후 세포를 직접 살해하거나 대식세포를 활성화시키는 사이토카인을 만

들어낸다. T 세포는 CD4가 표면에 있는 도움 T세포(helper T cell, Th cell), CD8이 표면에 

있는 독성 T세포(cytoxic T cell, Tc cell)로 나뉜다.  

현재까지 RVS의 면역에 대한 연구는 RVS의 일부 플라보노이드 성분20이나, 대식세포에 

대한 부분적인 연구21에 국한되어 있었다. RVS의 관절염에 대한 효과22, 알레르기 및 접촉

성 피부염23 등 염증성 질환24에 대한 일부 효과를 확인한 연구가 있지만, RVS 투여 후 

자연면역과 적응면역계의 활성에 미치는 영향 등에 대한 것은 거의 없다.  

본 연구에서는 RVS를 경구 투여함으로써 대식세포를 분리하여 RVS가 스캐빈저 수용체

의 발현과 탐식기능에 미치는 영향을 알아보았다. 이와 더불어 LPS에 의한 염증모델을 

이용하여 대식세포에서의 TNF-α (tumor necrosis factor- α), IL-6 (interleukin-6) 등과 

CD40, CD86 등의 보조신호자극분자, 주조직 적합 항원 유전자 복합체 II (major 

http://terms.naver.com/entry.nhn?docId=2694470&ref=y
http://terms.naver.com/entry.nhn?docId=2694470&ref=y
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histocompatibility complex II, MHC II) 등의 단백질의 발현을 측정하였다. 이러한 자연면

역뿐만 아니라 적응면역 반응에 대한 실험에서 또한 CD4, CD8, T 세포, B 세포, MHC II 

등의 발현에 대해 유의한 결과를 얻어 이를 보고하는 바이다. 
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II. 재료 및 방법 

 

1) 시료 준비 

본 실험에 사용된 RVS는 충청북도 진천에서 10년이상 된 것으로 구입한 것이다. 약재의 

일부는 경희대학교 국제캠퍼스 한방면역학 실험실에 보관하였다 (vouch number:2015-RV). 

Choi et al의 논문에 따라 urushiol을 제거하였다.
25

 100g의 말린 시료를 1 L의 증류수에 충

분히 잠기도록 하고 2 시간 끓인 후에 여과지로 여과하였다. 진공농축기를 이용하여 여

과액을 농축한 후 동결건조 하였으며 수율은 2.25%였다.  

 

2) 동물 

동물실험은 경희대학교 동물심의위원회의 승인을 받았으며 (승인번호: KHUASP(SE)-15-

012) 사육방법은 US National Research Council for the Care and Use of Laboratory Animals (1996)

의 지침서를 준수하였다. 본 연구에 사용한 실험용 쥐는 생후 7주령의 BALB/c 수컷 마

우스(샘타코, 오산)를 사용하였으며 항온항습 및 specific pathogen free상태에서 일주일간의 

적응기간을 거친 후 실험에 이용하였다. 동물은 대조군과 RVS 투여군으로 무작위하게 

나누었으며 10일간 200 mg/kg, 1000 mg/kg의 농도로 1일 1회 경구투여하였다. 대조군은 동

량의 물을 공급하였다. 동물실험은 세 종류로 구성되었으며 대식세포 분리용, 복강 

lipopolysaccharide (LPS) 투여, 비장세포 분리용으로 나누어 수행하였다. 

 

3) 대식세포 분리 

실험 종료 3일 전에 대조군과 RVS 투여군의 마우스 복강에 2 ml의 3.5% thioglycollate 
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medium (BD, Sparks, MD, USA)를 주사하고 종료일에 마우스를 경추탈골하였다. 복강에서 

8 ml의 10% fetal bovine serum (FBS, Hyclone, Logan, Utah, USA)와 1% penicillin-streptomycin 

(Welgene, South Korea)이 함유된 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) (Hyclone)을 주

사하여 세포를 수집하였다. 원심분리 후 세포를 배지에 재부유한 후 TC20 Cell Counter 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA )를 이용하여 세포수를 측정한 후 실험에 사용하였

다. 세포배양에 사용되는 실험은 세포를 하룻밤 37℃, 5% CO₂인큐베이터에 배양하여 부

착되지 않은 세포를 제거한 후 사용하였다.  

 

4) LPS 복강투여  

RVS를 투여시작한 지 10일 되는 날에 혈액내 염증성 사이토카인의 변화를 측정하기 위

해 1.3 mg/kg의 LPS (serotype 055:B5, Sigma)를 복강에 투여하였다. 1시간 후에 에테르로 마

취후 심장채혈하여 혈액을 분리하였다. 13,000 g, 20분간 원심분리하여 얻은 혈청은 -20℃

에 보관한 후 사이토카인 측정에 사용하였다.   

 

5) 비장세포 분리 

RVS를 투여시작한 지 10일 되는 날에 마우스 비장을 적출하여 10% FBS, 1% penicillin-

streptomycin가 함유된 RPMI 1640 (Hyclone) 배지로 세척한 후 glass slide의 거친 면을 이용

하여 조직을 분쇄하였다. 0.70 μm cell strainer (BD Biosciences, San Diego, CA, USA)로 여과한 

세포를 원심분리한 후에 BD PharmLyse lysing buffer (BD Biosciences)를 이용하여 적혈구를 

제거하였다. 최종적으로 배지에 세포를 재부유한 후 TC20 Cell Counter를 이용하여 세포수

를 측정한 후 실험에 사용하였다. 
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6) 유세포형광분석 

세포 표면의 단백질 발현을 분석하기 위해 1 x 106 개의 세포를 세척버퍼 (0.1% NaN3와 

1% FBS가 함유된 phosphate buffered saline)로 세척한 후 anti-mouse CD16/CD32 (BD 

Biosciences)로 4℃에서 5분간 incubation하였다. 이후 형광이 부착된 항체를 4℃에서 30분

간 incubation하였다. 사용된 항체는 fluorescein-conjugated anti-mouse SR-AI, PE-conjugated 

anti-mouse LOX1 (R&D Systems), PE-conjugated CD36, FITC-conjugated anti-mouse CD11b, PE-

conjugated anti-mouse CD11b, FITC-conjugated anti-mouse CD40, PE-conjugated anti-mouse CD86, 

FITC-conjugated anti-mouse CD4, PE-conjugated anti-mouse CD8a, FITC-conjugated anti-mouse 

CD19, FITC-conjugated anti-mouse IA/IE, PE-conjugated anti-mouse CD69(BD Bioscience)이며 모

든 항체에 대해 isotype-matched antibody을 사용하였다. 세포를 2회 세척버퍼로 세척한 후 

Navios flow cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)를 이용하여 10,000개 당 염색된 세

포를 읽고 Kaluza software로 데이터를 분석하였다.  

 

7) 탐식능 측정 

1 x 106 개의 대식세포를 2 μg/ml Alexa488-acetylated low density lipoprotein (Molecular Probe, 

Eugene, OR, USA)으로 4시간 배양한 후 세포를 회수하였다. 유세포형광분석용 세척버퍼로 

세척한 후 Navios flow cytometer를 이용하여 10,000개 당 염색된 세포를 읽고 Kaluza 

software로 데이터를 분석하였다. 

 

8) 세포배양 

염증성 사이토카인과 보조신호인자를 측정하기 위한 대식세포 배양에는 3 x 106 개의 세

포를 사용하였으며 100 ng/ml LPS로 24시간 배양하였다. 비장에서 분리한 세포는 2 x 106 

개의 세포를 사용하였으며 2 μg/ml anti-CD3 antibody (BD Biosciences)를 24 시간 또는 48 
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시간 배양하였다. 

 

9) 사이토카인 분석 

상등액이나 혈액내 TNF- IL-6, IL-2, IL-4, IFN-γ는 enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) 방법으로 분석하였으며 OptEIA set (BD Biosciences)를 구입하였다. 먼저 96 well 

immunoplate에 capture antibody를 PBS에 희석하여 coating하고 ELISA용 세척버퍼 (0.05% 

Tween이 함유된 PBS)로 세척후 ELISA용 블록킹버퍼 (10% FBS가 함유된 PBS)로 상온에

서 1시간 블록킹을 하였다. 세척후 시료를 블록킹버퍼에 희석하여 2시간 상온에서 반응

하게 하였다. 다시 세척후 detection antibody와 streptavidin horseradish peroxidase와 함께 상

온에서 1시간 반응하게 하였다. 세척후 TMB (BD Biosciences)를 넣고 상온에서 최대 30분 

반응하게 한 후 1 N H2SO4를 넣고 반응을 정지하였다.  발색의 변화는 microplate reader 

(iMark, Bio-Rad Laboratories)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료의 농도는 

제조사에서 제공한 표준 사이토카인의 농도와 흡광도에 기초하여 계산하였다.  

 

10) 증식능 측정 

비장세포의 증식능을 측정하기 위해 96-well plate를 사용하여 각 well 당 4 x 105개의 세포

를 분주한후에 2 μg/ml anti-CD3 antibody를 넣고 48 시간 배양하였다. Celltiter 96 aqueous 

one solution reagent (Promega, Madison, WI, USA)을 well 당 0.02 ml 넣고 microplate reader를 

이용하여 490nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 군의 증식능은 anti-CD3 antibody를 넣은 대

조군과 비교하여 백분률로 환산하였다.  
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11) 통계분석 

실험결과는 mean ±SEM으로 표시하였으며 통계적 유의성 검증은 IBM SPSS 22 software를 

이용하여 Student t-test나 ANOVA 방법으로 결정하였다. ANOVA 수행후 통계적으로 유의

한 차이가 있으면 LSD 분석으로 사후검증을 수행하였다. P-value는 0.05미만인 경우에만 

인정하였다. 
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III. 실험결과 

 

1.  RVS 경구투여 후 마우스 대식세포의 스캐빈저 수용체 발현에 대한 영향  

RVS를 10일간 경구투여한 마우스에서 복강대식세포를 분리하여 스캐빈저 수용체 단백질

의 세포막 발현을 유세포형광방법으로 측정하였다. 대식세포 마커로는 CD11b를 사용하

였고 분석하고자 한 스캐빈저 수용체는 SRA, LOX-1, CD36이었다. 먼저 FITC conjugated 

anti-SRA antibody와 PE conjugated anti-CD11b로 세포를 double staining을 하였을 때 

SRA(+)CD11b(+) cell population은 대조군에서 78.87 ±2.03 %였으며 RVS 200 mg/kg, 1000 

mg/kg 투여군에서는 84.37±1.18% (P=0.047), 82.31±1.43% (P=0.350)으로 증가하였다. 세포

당 SRA 발현에 대한 평균 형광 강도 (mean fluorescence intensity)를 분석한 결과 대조군에

서는 12.50±0.42이었으며 RVS 200 mg/kg, 1000 mg/kg 투여군에서는 11.5±0.34(P=0.109), 10.2

±0.39 (P=0.003)로 감소하였다.  

두번째로 FITC conjugated CD11b antibody와 PE conjugated LOX-1 antibody를 세포에 double 

staining하여 분석하였다. LOX-1(+)CD11b(+) cell population은 대조군에서 22.88±1.87%였으

며 RVS 200 mg/kg, 1000 mg/kg 투여군에서는 20.17±0.72 % (P=0.460), 15.28±1.02 % (P=0.025)

로 감소하였다. LOX-1 발현에 대한 평균형광강도는 대조군에서 9.08±0.21이었으며 RVS 

200 mg/kg, 1000 mg/kg 투여군에서는 10.37±0.23 (P=0.002), 10.99±0.70 (P=0.013)로 증가하였

다.  

세번째로 FITC conjugated CD11b antibody와 PE conjugated CD36 antibody를 세포에 double 

staining하여 분석하였다. CD36(+)CD11b(+) cell population은 대조군에서 75.53±2.18%였으며 

RVS 200 mg/kg, 1000 mg/kg 투여군에서는 77.49±1.79% (P=0.522), 79.94±1.52 % (P=0.140)로 

증가하였으나 통계적으로 유의하지 않았다. CD36 발현에 대한 평균형광강도는 대조군에
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서 93.15±4.20이었으며 RVS 200 mg/kg, 1000 mg/kg 투여군에서는 88.04±4.96 (P=0.615), 

85.95±4.07(P=0.382)였으며 통계적으로 유의한 차이는 없었다. 
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Figure 1. SRA expressed by peritoneal macrophages after oral administration of RVS extract. 

Peritoneal macrophages were isolated after 10 days of oral administration of RVS extract (200 or 

1,000 mg/kg). The cells were stained for FITC-conjugated SRA antibody and PE-conjugated CD11b. 

A: Representative dot plots were shown. B: Bars represent mean ± SEM of the percentage of the 

SRA(+)CD11b(+) cell population (n=6). C: Bars represent mean ± SEM of the mean fluorescence 

intensity (M.F.I.) of SRA (n=6). * P<0.05, ** P<0.01 versus control ( 0 mg/kg).  
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Figure 2. LOX-1 expressed by peritoneal macrophages after oral administration of RVS extract. 

Peritoneal macrophages were isolated after 10 days of oral administration of RVS extract (200 or 

1,000 mg/kg). The cells were stained for FITC-conjugated CD11b antibody and PE-conjugated LOX-

1. A: Representative dot plots were shown. B: Bars represent mean ± SEM of the percentage of the 

LOX-1(+)CD11b(+) cell population (n=6). C: Bars represent mean ± SEM of the M.F.I. of LOX-1 

(n=6). * P<0.05, ** P<0.01 versus control ( 0 mg/kg).  
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Figure 3. CD36 expressed by peritoneal macrophages after oral administration of RVS extract. 

Peritoneal macrophages were isolated after 10 days of oral administration of RVS extract (200 or 

1,000 mg/kg). The cells were stained for FITC-conjugated CD11b antibody and PE-conjugated CD36. 

A: Representative dot plots were shown. B: Bars represent mean ± SEM of the percentage of the 

CD36(+)CD11b(+) cell population (n=6). C: Bars represent mean ± SEM of the M.F.I. of CD36 (n=6).   
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2. RVS 투여가 복강대식세포의 탐식기능에 미치는 영향 

RVS을 투여한 마우스 복강대식세포의  탐식능을 측정하기 위해 alexa488형광이 부착된 

acetylated low density lipoprotein (LDL)을 세포에 넣고 4시간 배양하였다. 세포가 탐식한 

alexa488의 평균 형광강도를 분석한 결과 대조군은 32.91±0.97이었으며 RVS 200 mg/kg, 

1000 mg/kg 투여군에서는 37.43±1.26 (P=0.018), 43.71±2.73 (P=0.003)으로 증가하였다. 
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Figure 4. Effect of oral administration of RVS extract on the functional activity of scavenger receptors. 

Peritoneal macrophages from each group were incubated with alexa
488

-acetylated low density 

lipoprotein (LDL) for 4 h and analyzed for the uptake of alexa
488

-acetylated LDL by flow cytometry. 

A: Representative histograms are shown. B: Bars represent mean ± SEM (n=6). * P<0.05, ** P<0.01 

versus control ( 0 mg/kg). 
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3. RVS 투여가 복강대식세포의 염증성 사이토카인 분비에 미치는 영향 

RVS를 투여한 마우스에서 분리한 대식세포를 LPS로 24시간 자극한 후 세포가 분비한 

TNF-와 IL-6의 양을 ELISA 방법으로 분석하였다. LPS를 넣지 않은 세포에서는 TNF-나

L-6가 검출되지 않았으며 LPS를 넣은 세포에서는 각각 43.82±2.08 ng/ml, 116.62±2.90 

ng/ml로 검출되었다. RVS 투여군에서는 TNF-의 경우 200mg/kg, 1000 mg/kg군에서 35.10±

1.61 ng/ml (P=0.008), 42.10±0.89 ng/ml (P=0.462)로 200 mg/kg군에서 유의하게 감소하였다. 

IL-6의 양은 200mg/kg, 1000 mg/kg군에서 99.21±4.53 ng/ml (P=0.008), 86.89±1.61 ng/ml 

(P=0.001)이었으며 농도의존적으로 감소하였다. 
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Figure 5. Effects of oral administration of RVS extract on tumor necrosis factor (TNF)- and 

interleukin (IL)-6 produced by LPS-stimulated macrophages. Macrophages isolated from 

experimental groups were stimulated with LPS (100 ng/ml) for 24 h. The levels of TNF-(A) and IL-

6 (B) were determined by ELISA. Data represent mean ± SEM (n=6). (+) indicates LPS stimulation. 

### P <0.001 versus control (0 mg/kg), ** P<0.01, *** P <0.001 versus LPS-stimulated control 

group ( 0 mg/kg).   
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4. RVS 투여가 복강대식세포의 costimulatory molecules 및 MHC II 분자 발현에 대한 영향 

옻나무추출물을 투여한 마우스에서 분리한 대식세포를 LPS로 24시간 자극한 후 세포막

의 보조자극분자인 CD86과 CD40의 발현과 항원제시에 필요한 MHC II 발현에 대해 flow 

cytometry를 이용하여 분석하였다. 모든 형광항체에서 매칭되는 isotype antibody를 사용하

여 비특이적 결합이 일어나지 않음을 확인하였다 (Figures 6A, 7A, 8A). 먼저 CD86의 경우 

LPS를 넣지 않은 대조군 세포의 평균형광강도는 4.67±0.09이었으며 LPS로 자극했을 때 

10.87±0.35로 증가하였다 (Figure 6). RVS 투여군에서는 LPS로 자극한 경우 200mg/kg, 1000 

mg/kg에서 10.87±0.35 (P=0.994), 9.44±0.28(P=0.005)의 평균형광강도를 보여주어 고농도군

에서 유의하게 감소하였다.  

두번째로 CD40 발현을 분석한 결과 자극을 하지 않은 대조군의 세포는 1.21±0.01의 평

균형광강도를 보여주었으며 LPS를 넣은 세포에서는 3.84±0.16으로 증가하였다 (Figure 7). 

RVS 투여군의 경우 LPS를 처리했을 때 200mg/kg, 1000 mg/kg에서 3.43±0.25(P=0.209), 3.46

±0.21(P=0.196)의 형광강도를 보여주어 대조군과 차이가 없었다. 

세번째로 대식세포의 항원제시와 관련된 마우스 MHC II분자인 I-A/I-E의 발현을 분석하

였다. 자극을 하지 않은 대조군 세포에서는 0.66±0.06의 평균형광강도를 보여주었으며 

LPS를 넣은 세포에서는 8.79±0.42로 증가하였다 (Figure 8). RVS 투여군의 경우 LPS를 처

리했을 때 200mg/kg, 1000 mg/kg에서 8.91±0.25 (P=0.419), 10.92±0.06(P=0.010)의 형광강도

를 보여주어 고농도군에서 유의하게 증가하였다.
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Figure 6.  Effect of RVS extract on the surface expression of CD86 in activated macrophages 

Cells isolated from the control and RVS groups were stimulated with LPS for 24 h. The cells were 

stained for PE-conjugated CD86 antibody or PE-conjugated matched-isotype. A: Representative 

histograms are shown. B: Bars represent mean ± SEM of data (n=6). (+) indicates LPS stimulation. 

### P<0.001 versus control (0 mg/kg), ** P <0.01 versus LPS-stimulated control ( 0 mg/kg).  
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Figure 7.  Effect of RVS extract on the surface expression of CD40 in activated macrophages 

Cells isolated from the control and RVS groups were stimulated with LPS for 24 h. The cells were 

stained for FITC-conjugated CD40 antibody or FITC-conjugated matched-isotype. A: Representative 

histograms are shown. (-) indicates cells without LPS. B: Bars represent mean ± SEM of data (n=6). 

(+) indicates LPS stimulation. ### P<0.001 versus control ( 0 mg/kg).  

 



 

２１ 

 

 

 

Figure 8.  Effect of RVS extract on the surface expression of I-A/I-E in activated macrophages 

Cells isolated from the control and RVS groups were stimulated with LPS for 24 h. The cells were 

stained for FITC-conjugated I-A/I-E antibody or FITC-conjugated matched-isotype. A: 

Representative histograms are shown. (-) indicates cells without LPS. B: Bars represent mean ± SEM 

of data (n=6). (+) indicates LPS stimulation. ### P<0.001 versus control ( 0 mg/kg), ** P<0.01 versus 

LPS stimulated control ( 0 mg/kg).  
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5. RVS 투여가 마우스 복강 LPS 자극에 대한 혈액 염증성 사이토카인에 미치는 영향 

 

RVS 투여후 마우스에서 분리한 대식세포의 염증 반응과 전신성 염증 반응이 같은지 알

기 위해 10일간 RVS (1000 mg/kg)을 경구투여후 LPS를 복강에 자극하고 나서 1시간 후에 

혈액을 채취하였다. LPS를 자극하지 않은 동물의 혈액에서는 TNF-와 IL-6가 검출되지 

않았으나 LPS로 자극을 한 대조군의 TNF-의 농도는 6.82±0.48 ng/ml였고 IL-6의 농도는 

10.26±0.80 ng/ml으로 검출되었다. RVS 투여군에서는 TNF-농도가 2.56±0.44 ng/ml 

(P=0.000)이었고 IL-6 농도는 5.71±0.38 ng/ml(P=0.000)로 유의하게 감소하였다.  
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Figure 9.  Effect of RVS extract on serum inflammatory responses following LPS injection. 

Mice were orally given RVS extract for 10 days. Serum was obtained 1 h after intraperitoneal 

injection of LPS (1.3 mg/kg). The serum levels of TNF- and IL-6 were determined by ELISA. Data 

represent mean ± SEM (n=12). )  ### P <0.001 versus control (0 mg/kg), *** P <0.001 versus LPS 

injected control ( 0 mg/kg). 
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6. RVS 투여후 마우스 비장조직의 림프구 변화에 대한 영향 

RVS (1000 mg/kg)을 10일 투여한 마우스 비장조직의 T cell 비율의 변화를 보기 위해 유세

포형광분석 방법으로 CD4 T cell과 CD8 T cell을 분석하였다. 비장세포를 FITC conjugated 

CD4 antibody와 PE conjugated CD8a antibody를 이용하여 double staining을 하였다. 실험 결

과 대조군의 CD4 T cell의 비율은 23.41±0.45%였으며 RVS투여군은 26.00±0.48% (P=0.000)

로 유의하게 증가하였다 (Figure 10). CD8 T cell 비율은 대조군과 RVS 투여군 각각 11.72±

0.46%, 11.67±0.45% (P=0.937)로 차이가 없었다.  B cell의 비율을 알기 위해 FITC 

conjugated CD19 antibody로 세포를 염색하였다. 대조군은 54.98±1.22%였으며 RVS 투여군

은 54.42±0.82 % (P=0.715)였으며 차이가 없었다 (Figure 11). 
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Figure 10. Effect of RVS extract on the composition of mouse splenic CD4 and CD8 T cells. 

Splenocytes were isolated from male Balb/c mice after 10 days of oral gavage with RVS (0 or 1000 

mg/kg). Cells were double-stained with FITC-conjugated CD4 antibody and PE-conjugated CD8a 

antibody and evaluated using flow cytometry. A: Representative dot blots are shown. B: Bars 

represent the mean percentage of the cell population±SEM (n=6).  *** P <0.001 versus control. 
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Figure 11. Effect of RVS extract on the composition of mouse splenic B cells. 

Splenocytes were isolated from male Balb/c mice after 10 days of oral gavage with RVS (0 or 1000 

mg/kg). Cells were stained with FITC-conjugated CD19 antibody or FITC-conjugated matched 

isotype and evaluated using flow cytometry. A: Representative histograms are shown. B: Bars 

represent the mean percentage of the cell population±SEM (n=6).
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7. RVS 투여후 마우스 비장세포의 MHC II 발현에 대한 영향 

RVS을 10일간 투여한 마우스의 비장세포에서 MHC II 발현에 변화가 있는지를 알기 위

해 비장세포를 FITC-conjugated I-A/I-E antibody로 염색한 후 유세포형광분석을 수행하였다. 

대조군의 I-A/I-E 평균형광강도는 65.33±1.96이었고 RVS 투여군은 55.53±2.24으로 유의하

게 감소하였다.  
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Figure 12. Effect of RVS on the surface expression of the MHC II molecules of mouse splenocytes. 

Splenocytes were isolated from male Balb/c mice after 10 days of oral gavage with RVS (0 or 1000 

mg/kg). Cells were stained with FITC-conjugated I-A/I-E antibody or FITC-conjugated matched 

isotype and evaluated using flow cytometry. A: Representative histograms are shown. B: Bars 

represent the mean percentage of the cell population±SEM (n=6). ** P <0.01 versus control.
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8. RVS 투여후 마우스 비장 T세포의 증식능에 대한 영향 

RVS 10일간 투여한 마우스의 비장 T 세포의 증식능에 대한 변화를 알기 위해 polyclonal 

anti-CD3 antibody를 사용하여 세포의 증식을 유도하였다. MTS 방법을 사용하여 흡광도를 

측정함으로써 간접적으로 세포증식능을 확인한 결과 자극을 하지 않은 대조군에 비해 

anti-CD3 antibody로 자극한 대조군의 흡광도가 2.6 배 증가하였다 (P=0.002) (Figure 13). 

anti-CD3 antibody로 자극한 대조군과 RVS 투여군의 증식능에는 차이가 없었다 (P=0.801). 
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Figure 13. Effects of RVS on the proliferation of splenic T cells stimulated with polyclonal mitogen. 

Splenocytes isolated from control and RVS groups were cultured and stimulated with anti-CD3 

antibody (2 g/ml) for 48 h. The proliferative response of splenocytes was determined using the MTS 

assay. Bars represent the mean±SEM. (+) indicates anti-CD3 antibody stimulation. ### P <0.001 

versus untreated control (n=6). 

  



 

３１ 

 

 

9. RVS 투여후 마우스 비장 T세포의 CD69 발현에 대한 영향 

RVS을 10일간 투여한 후 마우스의 비장 T 세포의 활성 상태를 측정하기 위해 CD69 발

현을 분석하였다. anti-CD3 antibody를 이용하여 24시간 배양한 후에 세포 표면의 CD69 발

현을 분석한 결과 anti-CD3 antibody를 넣지 않은 대조군의 평균형광강도는 9.9±0.57였으

나 자극을 한 대조군은 38.43±1.02로 증가하였다 (Figure 14). RVS 투여군의 CD69 발현은 

30.98±1.34 (P=0.001)로 유의하게 감소하였다. 
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Figure 14. Effects of RVS on the activation marker in splenic T cells stimulated with polyclonal 

mitogen. Splenocytes isolated from control and RVE groups were cultured and stimulated with anti-

CD3 antibody (2 g/ml) for 24 h. Cells were stained for PE-conjugated isotype-matched antibody or 

PE-conjugated CD69 antibody. A: Representative dot plots are shown. (+) indicates anti-CD3 

antibody treatment. B: Bars represent the mean±SEM.  
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10. RVS 투여후 마우스 비장 T세포의 사이토카인 분비에 대한 영향 

RVS을 10일간 투여한 후 마우스의 비장 T 세포의 IFN-, IL-4, IL-2 분비에 대한 변화를 

측정하기 위해 anti-CD3 antibody를 이용하여 48시간 배양한 후 상등액을 취하여 ELISA를 

수행하였다. 대조군과 RVS 투여군에서 IFN-의 농도는 각각 1710±380 pg/ml, 2704±209 

pg/ml (P=0.031)로 RVS 군에서 유의하게 증가하였다. IL-4의 농도는 대조군이 1160±194 

pg/ml, RVS군이 1563±195 pg/ml (P=0.124)여서 통계적으로 유의한 차이는 없었다. IL-2의 

농도는 대조군이 1712±356 pg/ml, RVS군이 893±55 pg/ml (P=0.035)이어서 유의하게 감소하

였다. 
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Figure 15. Effect of RVS on production of cytokines in activated splenic T cells. 

Splenocytes isolated from control and RVS groups were cultured and stimulated with anti-CD3 

antibody (2 g/ml) for 48 h. Supernatants were harvested, and the levels of IFN-, IL-4, and IL-2 

were determined by ELISA. Data represent mean ±SEM (n=6). (+) indicates anti-CD3 antibody 

treatment. ### P <0.001 versus untreated control, * P <0.05 versus anti-CD3 antibody treated control. 
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IV. 고찰 

 

면역은 모든 감염에 대한 숙주 생명체의 방어 기전이다. 면역은 외부의 원인균에 대해 

대식세포가 감지하고 염증반응을 일으켜 사이토카인을 분비하거나, 탐식기능을 한다. T 

세포는 세포 표면에 발현하는 항원 CD4 및 CD8 분자에 의해서 구분되고, T 세포 

수용체(T cell receptor, TCR)에 의해 항원을 인식하는데, 항원분자 그 자체를 인식하는 

것이 아니고 단백질 항원으로 인해 발현된 주조직 적합 항원 유전자 복합체 클래스 I 

또는 클래스 II 분자 상의 구에 들어가는 단백질 일부와 MHC 분자 일부를 인식한다. 

MHC 분자에 의해 발현된 항원을 T 세포가 인식하고, 이러한 신호자극을 통해 B 세포를 

생성하도록 하거나 대식세포를 활성화한다.26 본 연구에서는  RVS 를 경구투여한 후 

대식세포의 스케빈저 수용체와 상호자극전달분자 발현 및 사이토카인의 발현, 

비장세포의 변화와 반응을 통해 항염증 효과 및 면역반응의 변화를 확인하였다.  

대식세포는 SRA, LOX-1, CD36과 같은 스캐빈저 수용체로 박테리아나 염증유발물질을 감

지하여 탐식작용을 한다.19  RVS 경구투여군은 복강 대식세포의 SRA와 LOX-1의 발현증가

를 유도하여 식세포작용이 활발해졌음을 알 수 있는데 이것은 acetylated-LDL 탐식능을 

통해 확인할 수 있었다 (Fig. 1-4).   

사이토카인은 세포에서 방출되는 당단백의 일종으로, 선천면역과 적응면역의 신호전달에 

있어 중요한 역할을 한다. 항원 제시 자극을 받은 도움 T 세포 (Th cell) 는 사이토카인을 

분비하고, 이를 통해 B 세포나 대식세포가 활성화한다. 26 TNF-α는 활성화된 대식세포, 

NK 세포, 일부 T 세포에서 생산되고 분비되어, 면역세포를 조절하는데, 체내 

발열원으로서 열이 나게 유도하거나, 세포자살을 유도하거나, IL-1 과 IL-6 의 생산을 통해 

패혈증을 유발하거나, 악액질을 유도하거나 감염을 유발하며, 종양 생성과 바이러스 
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복제를 억제하기도 하는 활성 사이토카인이다. 인터루킨(IL)은 세포간(inter-) 기능하는 

백혈구(leukocyte)에서 활동하는 단백질이라는 뜻으로 표적세포 표면의 특이 수용체와 

결합하여, 면역조절에 관여한다. 그 중 IL-6 은 대식세포, T 세포와 B 세포에서 모두 

분비되며, IFN-β2 와 동일 분자로, 면역 응답, 조혈계와 신경계 세포 증식, 분화, 급성 

반응 등에 관여하며, 특히 염증반응의 초기단계에서 생성된다. IL-6 의 과잉생산은 

면역이상증, 림프계 종양과도 관련이 있다. LPS 자극에 대해, RVS 경구투여군에서 

농도의존적으로 염증성 사이토카인 TNF-α 와 IL-6 이 감소되어 대식세포에 의한 

염증억제작용에도 효과가 있음을 알 수 있다 (Fig. 5). 

상호자극전달분자는 세포 표면에서 발현하는 단백질로, T 세포에 자극신호를 전달하는 

것이다. CD80/CD86은 T세포의 CD28과 결합하면서, 대식세포의 활성에 대한 마커로 사

용된다. 대식세포가 활성화되면, 상호자극전달분자를 통해 세포 간에 서로 접촉되어 있는 

환경에서 도움 T 세포(Th cell)를 활성화시킨다. CD40은 대식세포나 수지상세포의 표현에

서 자극받지 않은(naïve) T cell에 신호를 전달해준다. CD40의 신호전달(signaling)이 차단

되면, 염증반응과 자가면역반응이 억제되기도 한다.28 LPS 자극에 대해 RVS를 경구투여 

했을 때, CD86는 농도의존적으로 유의하게 감소했고, CD40의 발현에는 유의한 차이가 

없었다 (Fig. 6,7). MHC 단백질 분자는 피부나 장기이식을 할 때, 그 이상 반응에 영향을 

주는 세포표면물질로 알려졌는데, 그 중 MHC 클래스 II 분자는 B세포, 대식세포, DC같은 

전문적 항원제시세포(antigen presenting cell)에 주로 존재한다. 대식세포는 침입한 항원

을 식작용(phagocytosis) 한 후, 그 과정에서 단백질 잔여물이 MHC II 분자를 통해 세포 

표면에 나타나게 되며, 이를 도움 T 세포(T helper cell)등이 인식하게 하여 적응면역을 활

성화한다.27  I-A/I-E 항체 (MHC II 분자)는 RVS경구투여에 대해 농도의존적으로 증가했다 

(Fig. 8). RVS의 LPS 자극에 대한 이러한 결과는 염증성 단백질 반응에 대해 RVS 가 각각 

다른 경로로 작용하는 것을 생각해 볼 수 있으며 이에 대해서는 향후 더 연구가 필요할 
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것으로 보인다. 또한, 혈액 염증성 사이토카인을 자극시킨 전신면역반응에서 TNF-α 와 

IL-6이 감소하였는데, RVS가 국소적으로뿐만 아니라 (Fig. 5) 전신적인 염증억제를 통한 

면역반응에 작용함을 알 수 있다 (Fig. 9). 

비장조직은 2차 림프조직의 하나로서 성숙한 T 세포와 B 세포가 모여있으며, 항원을 만

나는 조직이다. T 세포는 MHC를 통해 부착된 단백질 항원을 인식하여 사이토카인을 분

비하고, 이는 B림프구, 대식세포, T 세포를 증식시키고 분화시켜, 염증반응과 특이면역을 

연결시키는 면역반응의 중요한 역할을 한다.  

도움 T 세포는 CD4를 이용하여 항원제시세포의 MHC II 를 인식하고 활성화, 분화된다. 

세포 독성 T 세포는 CD8을 가지고 있어 이를 이용해 MHC I 을 인지하는데, MHC I 은 

대부분의 세포가 가지고 있는 단백질로, 세포 독성 T 세포는 보조수용체인 CD8을 이용

하여 감염된 세포를 인식하고 활성화된다. RVS의 경구투여군에서 RVS는 비장세포의 도

움 T 세포의 비율을 증가시켜, 면역 조절 기능을 향상시켰다 30 (Fig. 10).  한편, RVS투여

군의 B 세포의 비율과 CD8 T 세포의 비율에는 변화가 없었다 (Fig. 11).  

RVS투여군에서는 CD4 T 세포가 증가하였으나, 이들 세포에게 항원을 제시하는 MHC II 

(I-A, I-E) 발현은 감소하였다. 앞의 LPS의 자극에 대한 MHC II 분자를 농도의존적으로 증

가시킨 실험결과와 비교할 때, (Fig. 8) 혈액으로 연결된 비장조직에는 항원 제시 기능이 

적어졌음을 알 수 있다. 다시 말해, 보다 말초적인 면역반응에 민감하게 혹은 효과적으로 

반응하고, 적응면역의 기전에는 항원의 침입이 적어져 보다 덜 민감하게 반응한다고 해

석해 볼 수 있다 (Fig. 12). 

CD3는 모든 T 세포의 표면 단백질이다. T세포를 활성화하여 분열증식(mitosis)을 유도하

기 위해, 다중클론성 anti-CD3 antibody을 사용하여, RVS를 경구투여군과 대조군의 비장

세포의 증식을 유도한 결과 유의한 차이가 없었으며, 따라서 RVS의 비장 T세포 증식능

에 대한 영향은 없는 것으로 보인다 (Fig. 13). 

IL-2는 T 세포 성장인자 (T cell growth factor)라고도 불리우는데, T 세포 및 B 세포의 세
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포분열을 촉진시키기도 하고, IgM, IgG 등의 면역글로불린 활동에 영향을 미친다. IL-2는 

주로 T세포(CD4＋, CD8＋)와 NK세포에서 생성되는데, 마우스에서는 세포성 면역에 관여하

는 T 세포(Th 1)에서 생성된다. IL-4 는 IFN-γ와 길항작용을 하는데, B 세포를 활성화하여 

IgG1과 IgE 분비를 유도하고 기생충 제거에 필요한 사이토카인이지만, 역작용으로 알레

르기성 염증반응을 증진시키기도 한다. IFN-γ는 항바이러스 작용을 하는 사이토카인으로, 

T 세포에서 생성되는 IFN-γ는 대식세포를 강하게 활성화하고, MHC II를 유도하여 항원제

시기능을 높여준다.     

T 세포가 활성화 될 때, 분열되는 T 세포의 표면에 CD69가 발현되기 때문에 CD69는 T 

cell의 초기 마커로서 작용한다. RVS 경구투여군에서 대조군에 비해 CD69이 발현이 유의

하게 감소하였다. 실험의 결과 시점인 24hr보다 더 일찍 비활성화상태로 돌아왔을 것으

로 여겨진다 31 (Fig. 14).  

RVS를 투여하였을 경우, B 세포를 돕고 대식세포를 활성화시키고 상호 길항작용을 하는 

IL-4와 IFN-γ가 증가하는 결과를 보임으로 면역균형 및 유지효과를 보였으나, IL-4는 통계

적인 유의성은 없었고, IL-2는 농도의존적으로 유의한 감소를 보였다. B 세포의 자극에는 

영향을 주지만, T 세포 성장인자인 IL-2는 오히려 감소시키는 결과를 보여주었다. (Fig. 15) 

RVS는 대식세포 반응과 전신성 염증반응에 대한 실험에서 IL-6, TNF-α 가 감소하여, 항

염 효과를 보여주었다. RVS 경구투여군에서 스캐빈저 수용체의 활성은 증가하였고, MHC 

II 분자의 발현도 증가하였다. 다른 한편으로 적응면역 반응에서, RVS는 비장세포의 도움 

T 세포 비율은 증가시켰지만, CD69, CD86, MHC II를 낮춰주었다. 따라서 RVS는 염증 반

응을 억제하면서 면역조절 효능이 있으므로, 면역의 과활성화를 억제할 수 있는 가능성

을 보여주었으며, 이를 통해 면역관련 질환 등에 응용될 수 있을 것으로 여겨진다.  

 

http://terms.naver.com/entry.nhn?docId=436150&ref=y
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Rhus verniciflua stokes enhances macrophage activity 

and has anti-inflammatory effects in mice 
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RVS is a herbal medicine that helps improve blood circulation by stimulating digestion, 

removing extravasated blood, and raising body temperature. The purpose of this research 

is to study innate and adaptive immune responses toward administrations of RVS extract. 

After orally administering RVS extract to mice, subsequent changes observed regarding  

macrophage scavenger receptors, inflammatory cytokines in LPS-stimulated macrophage, 

co-stimulating molecule induced response, systemic inflammatory response, T-cell and B-

cell population in their spleens, and anti-CD3 antibody induced response were recorded. 

RVS administered Mice showed an increase in the SRA protein expressing cell population, 

although the SRA protein expression per cell lowered. In contrast, their LOX-1 protein-

expressing cell population decreased, while LOX-1 protein expression per cell increased. 

As for CD36, no significant changes were observed. The results from the experimental 
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group also showed a rise in the phagocytic activity of acetylated-LDL in an RVS 

concentration-dependent manner. In response to LPS stimulation, both TNF-α and IL-6 

decreased on macrophage and serum levels, CD86 decreased in an RVS concentration-

dependent manner, CD40 remained the same, and the expression of MHC II molecules 

increased. Also, the mice from the experimental group showed a rise in their CD4 T-cell 

population, while the population of their CD8 T-cells and B-cells remained the same, and 

the expression of MHC II molecules decreased. The anti-CD3 antibody stimulation did 

not have any significant effect on the proliferation of splenic T-cells. However, the 

expression of CD69 decreased, while those of IL-4 and IFN-γ increased, and that of L-2 

remained constant. In short, the data indicate that the intake of RVS increases phagocytic 

activity of macrophages and exerts anti-inflammatory effects, while generating changes 

in the immune response of splenic T-cells. The results show that RVS can stimulate and 

activate both innate and adaptive immune systems.  

 

 


