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ABSTRACT

Inflammation is the part of the immune response to protect the body 

from extracellular stimuli or damage. However, excessive inflammation 

caused by activation of macrophage can lead to inflammatory disorder. 

Centipede has long been used in korea as traditional medicine, but little 

is known about its mechanisms. In present study, the anti-inflammatory 

effect of ethanol extract of Scolopendra subspinipes mutilans was 

investigated in lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW 264.7 cells. 

Scolopendra subspinipes mutilans ethanol extract (SSE) inhibited nitric 

oxide (NO) production and inducible NO synthase (iNOS) protein 

expression in concentration dependent manner (10, 100, 200 ㎍/㎖). 

Pro-inflammatory cytokines, such as interleukin-1β (IL-1β) and 

interleukin-6 (IL-6) were does dependently attenuated by SSE. SSE 

inhibited nuclear factor-kappa B (NF-κB) translocation from the 

cytoplasm to the nucleus, and decreased degradation of inhibitory kappa 

B-alpha (IκB-α) in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. In addition exposure 

of SSE and  pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC), an NF-κB specific 

inhibitor, were  decreased NO release and iNOS expression significantly. 

SSE also attenuated LPS-stimulated phosphorylation of extracellular 

signal-regulated kinases 1/2 (ERK 1/2). Co-treatment with SSE and 

U0126, an MEK inhibitor, reduced LPS-induced NO production and iNOS 

expression compared to that in SSE-treated or U0126-treated cells. 

These results indicate that SSE down-regulated NO production and iNOS 

expression through ERK 1/2 and NF-κB signaling pathway in 

LPS-stimulated RAW 264.7 cells. In conclusion, ethanol extract of 

Scolopendra subspinipes mutilans has significant inhibitory effect on 
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inflammation and it is might have therapeutic potential to inflammatory 

diseases. 

Key word : Inflammation, Scolopendra subspinipes mutilans, nitric oxide 

(NO), cytokine, nuclear factor-kappa B (NF-κB), extracellular signal- 

regulated kinases 1/2 (ERK-1/2).
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Ⅰ. 서      론

염증 (Inflammation)은 특정 외부 자극이나 손상으로부터 신체를 보호하기 

위해 발생하는 면역반응이다 (Limtrakul et al., 2016). 그러나 염증과정에서 

발생하는 오작동으로 인하여 염증이 억제되지 않고 지속적으로 유지되는 만성 

염증 상태는 염증성 장 질환, 류마티스성 관절염, 심혈관질환, 신경퇴행성 질

환, 당뇨, 암과 같은 질환의 발병원인이 된다 (Ferrero-Miliani et al., 2007; 

Kim et al., 2016). 즉, 염증은 조직 손상을 완화하고 우리 몸의 항상성을 유

지하기도 하지만 질병을 유발하는 주요 인자로도 작용한다 (Janssen et al., 

2012). 

체내에서 염증 반응, 항균 작용과 관련된 기능을 담당하며 항상성과 선천

성 면역을 유지하여 질병의 발생과 연관되어 있는 대식세포 (macrophage)는 

lipopolysaccharide (LPS)와 같은 염증성 자극에 의해 활성화 된다 (Saha et 

al., 2017; Na et al., 2017). LPS는 gram-negative bacteria 외막의 주성분

으로 세포에 노출 되었을 시 강력한 염증을 유도하는 내독소로 알려져 있다 

(Alexander et al., 2001). 대식세포에 LPS를 처리하면 세포 표면에 존재하

는 toll-like receptors (TLRs)를 통해 염증 신호가 유도되어 대식세포를 활

성화 시키는 것으로 보고되었다 (Maris et al., 2006; Doyle et al., 2006). 

활성화된 대식세포는 nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2), inducible 

NO synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2), interleukin-1β (IL-1β), 

interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-α (TNF-α)와 같은 전염증 인자 

(pro-inflammatory factors)의 발현을 유도한다 (Meng et al., 2015). 

Nitric oxide (NO)는 세포 내·외부적으로 중요한 신호전달 분자이며 순환

계, 신경계, 면역계에서 생리학적 기전을 조절하는 다양한 역할을 하는 반면 

free radical oxygen (NO˙)이 세포독성 요소로 작용하여 병리학적 과정과도 

연관되어 있다 (Aktan. 2004). NO는 NO synthase (NOS)에 의해 

L-arginine으로부터 합성되며, endothelial NOS (eNOS), neuronal NOS 

(nNOS), inducible NOS (iNOS) 3종류의 NOS isoform이 존재한다 (Zamora 
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et al., 2000). nNOS와 eNOS에 의해 소량 생성되는 NO는 시냅스 가소성 

(synaptic plasticity), 혈압 조절, 혈관 확장 및 보호 등 항상성 유지에 중요

한 역할을 한다. 이들과 달리 iNOS는 보통의 세포에서는 발현되지 않지만 

LPS나 pro-inflammatory cytokine과 같은 염증성 자극에 의해서 유도되어 

NO의 생성이 과도하게 증가되고 이에 따라 염증과 부종, 조직 손상 등을 유

발하게 된다 (Förstermann et al., 2012; Chen et al., 2015).

Nuclear factor-kappa B (NF-κB)는 cytokine, chemokine, growth 

factor, cell adhesion molecule 등의 발현에 영향을 미치는 전사 인자이며 

면역과 염증 반응을 조절하는 중요한 역할을 한다 (Beinke et al., 2004). 

NF-κB는 p65와 p50 단백질이 heterodimer 상태로 존재하며 inhibitory 

kappa B (IκB)라는 억제 단백질과 complex를 이루어 세포질에 위치하고 있

다 (Li et al., 2002). LPS와 같은 염증 자극이 전해질 경우 IκB kinase 

(IKK)의 활성화에 의해 IκB를 인산화 시키고, NF-κB complex와 분리되어 

NF-κB의 활성화를 유도하며 인산화 된 IκB는 proteasome에 의해 분해된다  

(Karin, 1999). 활성화된 NF-κB는 핵 내부로 전이 (translocation)되면서 프

로모터에 부착하여 iNOS, COX-2, IL-1β, IL-6와 같은 전염증 인자를 발현

하게 된다 (Seo and Huh et al., 2012). 따라서 활성화된 NF-κB의 전이를 

억제하는 것이 염증 질환 예방 및 치료의 주요 원인 중 하나로 여겨져 대식세

포의 과도한 활성을 억제하는 소재의 연구가 다양하게 진행되고 있다. 식물 

한약재인 속단 (Phlomis younghusbandii)의 뿌리에서 분리한 화합물인 임페

라토린 (Imperatorin)과 한의학에서 사용되는 약초인 가미소요산의 물 추출물

은 LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에서 NF-κB의 핵 내부로 전이를 억제하

여 염증 인자들의 발현이 저해되는 것을 보여주어 염증질환 치료 및 예방에 

있어서 NF-κB의 중요성을 제시하였다 (Zang et al., 2017; Jin et al., 

2016). 

곤충은 주로 해충을 잡아먹는 천적으로 이용되거나, 화분 매개용, 애완용, 

사료용 등으로 이용되고 있다. 뿐만 아니라, 약용 및 식용으로도 이용되기 시

작하면서 생물자원으로써의 가치가 증가하고 있다. 2015년 기준으로 우리나

라 곤충 산업의 시장규모는 3000억원에 이르고 2020년에는 5,600억원으로 
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성장할 것으로 예측하고 있다 (Kim et al., 2016). 또한 생물자원을 이용하였

을 때 발생되는 이익은 자원을 제공한 나라와 이용한 나라가 공유하도록 규정

한 국제 규범인 나고야의정서 (nagoya protocol)가 채택됨에 따라 생물자원

을 발굴하고 데이터베이스를 구축해 나가는 것이 생물다양성협약을 대비하는

데 중요한 역할을 하고 있다 (Jang et al., 2012).

최근, 곤충의 유용물질에 대한 연구도 다양하게 진행되고 있다. 참콩풍뎅이  

(Popillia flavosellata)추출물의 항염증 효과 (Yoon et al., 2015), 무당벌레 

(Harmonia axyridis)에서 분리한 HaGF peptide의 항염증 효과 (Kim et al., 

2013), 애기뿔소똥구리 (Copris tripartitus)에서 유래한 CopA3 peptide의 항

염증 효과 (Kim et al., 2013), 벼메뚜기 (Oxya chinensis sinuosa) 추출물의 

항염증, 항산화 및 항균 효과 (Yoon et al., 2014; Kim et al., 2015), 미국산 

바퀴 (Periplaneta americana L.) 추출물의 항균 효과 (Kim et al., 2015) 등

이 보고되었다. 이처럼 곤충에서 유래한 물질을 바탕으로 진행한 연구는 염증

질환의 치료제와 항균제로써의 이용가능성을 제시하였다. 

곤충의 유용물질에 대한 생리활성이 알려지면서 왕지네의 생리활성 연구 

또한 활발하게 진행 되고 있다. Ding 등 (Ding et al., 2016)의 연구에 따르

면 왕지네 추출물에서 분리한 화합물이 U87 human glioma cancer cell에서 

apoptosis를 유도하였고, Ma 등 (Ma et al., 2014)의 연구에서 왕지네 에탄

올 추출물이 A375 human melanoma cell의 증식을 억제하여 항암효과가 있

음을 보고하였다. Kim 등 (Kim et al., 2014)의 연구에서는 왕지네 에탄올 

추출물이 B16/F10 melanoma cell에서 tyrosinase의 활성을 저해하여 멜라

닌 생성을 억제해 미백효과가 있음을 보고하였다. 또한 왕지네에서 분리한 

Scolopendrasin Ⅴ와 Scolopendin peptide가 미생물의 세포막을 파괴하여 

강력한 항균효과가 있음이 보고되었다 (Lee et al., 2015; Lee et al., 2017).

왕지네 (Scolopendra subspinipes mutilans)는 오래전부터 한국에서 관절

염, 뇌졸중, 경련, 중풍, 파상풍, 림프선염, 암종 등의 질병에 약재로 사용되어 

왔다 (Pemberton, 1999). 또한 민간에서는 왕지네를 술에 담가 1년 이상 숙

성시켰을 경우 관절염 및 통증에 효과가 있는 것으로 알려져 왔으나 (Kim et 

al., 2010) 이에 대한 정확한 연구는 아직 보고된 바 없다. 따라서 본 연구에
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서는 제주도에 서식하는 왕지네 에탄올 추출물 (Scolopendra subspinipes 

mutilans ethanol extract, SSE)의 항염증 활성을 조사하기 위하여 LPS로 유

도된 RAW 264.7 세포에서 왕지네 추출물이 염증인자들의 발현에 미치는 영

향과 이들이 어떠한 신호전달 경로를 통해 조절되는지 분석하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시료 준비

본 연구에서 사용한 왕지네 (Scolopendra subspinipes mutilans)는 제주

마트 (www.jejumart.co.kr, Korea)에서 구입하였다 (Figure 1). 건조된 상태

의 왕지네 전충에서 독성이 있는 머리, 꼬리, 다리를 제거하여 지네 몸통만 

추출에 사용하였다. 건조된 지네몸통을 파쇄기로 분쇄한 후 60% 에탄올 

(EtOH)을 이용하여 상온에서 3시간 동안 추출하였다. 추출물은 filter paper 

(Whatman, No.2)를 이용하여 여과 후 감압 회전 농축기 (Bunchi, R-200, 

Switzerland)로 농축하였고, 동결 건조를 실시하여 얻은 powder 상태의 시료

는 –20℃에 보관하였다. 실험에 사용한 시료는 EtOH과 PBS (phosphate 

buffered saline)를 1:1로 혼합한 용매에 녹여 사용하였다.

Figure 1. Photo of Scolopendra subspinipes mutilans. The photographs are 

shown on the ventral and dorsal side of Scolopendra subspinipes mutilans.
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2. 세포 배양

Murine macrophage RAW 264.7 세포는 American Type Culture 

Collection (ATCC, USA)에서 구입하였다. 세포 배양은 10% fetal bovine 

serum (FBS, GIBCO, USA)과 1% penicillin streptomycin (P/S, GIBCO, 

USA)이 첨가된 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, GIBCO, 

USA)을 이용하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 세포는 2일에 

한번 계대 배양하여 유지하였다.

3. 세포 독성 측정

세포의 독성은 MTT assay를 통해 확인하였다 (Stockert et al., 2012). 

RAW 264.7 세포를 48 well cell culture plate에 1.8 × 105 cells/㎖로 분

주하여 18시간 동안 CO2 incubator에서 배양 한 후 시료 또는 LPS를 24시

간 동안 처리한 다음 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetra- 

zolium bromide (MTT, Amnesco, USA) 시약을 각 well에 처리하였다. 3시

간 동안 반응시킨 후 배양 상층액을 제거하고 dimethyl sulfoxide (DMSO)로 

생성된 formazan crystals을 녹여 ELISA reader (molecular devices, USA)

를 이용하여 570 nm에서 흡광도(O.D)를 측정하였다. 세포독성은 시료를 처리

하지 않은 대조군의 O.D값과 비교하여 다음과 같이 계산하였다.

Cell viability (%) = {(sample O.D570 / control O.D570)} × 100

4. NO 생성량 측정

NO의 생성은 1.8 × 105 cells/㎖로 분주한 48 well plate의 세포에 시료 

및 LPS (Sigma aldrich, USA)를 24시간 처리하여 배지로 분비되는 NO의 양

을 측정 하여 확인하였다. 배지 상층액과 griess reagent (1% sulfanilamide, 

0.1% napthylethylene diamine, 2.5% phosphoric acid)를 1:1로 혼합하여 

암실조건에서 10분 동안 반응시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

Sodium nitrite (NaNO2)를 이용하여 표준곡선을 작성한 후 측정한 흡광도 값

을 비교하여 NO 생성량을 산출하였다. 
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5. 단백질 추출

시료 및 LPS (100 ng/㎖)가 처리된 세포를 cold-PBS로 1회 수세한 후 

protease & phosphatase inhibitor (1 mM PMSF, 1 mM Na3VO4, 1 mM 

NaF, 1 ㎍/㎖ aprotinin, 1 ㎍/㎖ pepstatin, 1 ㎍/㎖ leupeptin)가 첨가된 

RIPA buffer (50 mM Tris-Hcl pH 7.4, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1% 

NP-40, 0.1% SDS)를 이용하여 30분 동안 lysis시킨 후 4℃, 13,000 rpm에

서 15분간 원심분리하여 단백질을 얻었다. 

세포질 단백질과 핵 단백질 분리는 NE-PER Nuclear and Cytoplasmic 

Extraction kit (Thermo scientific, USA)를 이용하였다. Cold-PBS로 세포

를 회수한 후 Cytoplasmic Extraction Reagent (CER)을 첨가하여 10분 동

안 ice에서 반응하여 원심분리 (4℃, 15,000g, 5분) 후 얻어진 상층액을 세포

질 단백질로 사용하였고 남은 pellet에 Nuclear Extraction Buffer (NER)을 

첨가하여 40분 동안 ice에서 반응하고 원심분리 (4℃, 15,000g, 15분)하여 

핵 단백질을 추출하였다.

6. Western blot

세포에서 추출한 단백질은 Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad, USA)를 

사용하여 정량하였고 동일한 양의 단백질을 sodium dodecyl sulfate (SDS) 

polyacrylamide gel에서 전기영동 하여 분리 한 후 nitrocellulose (NC) 

membrane (GE healthcare life sciences, UK)에 전이 시켰다. NC 

membrane을 3% skim milk (BD Diagnostic, USA)를 함유한 Tris-buffered 

saline-0.1% Tween 20 (0.1% TBS-T) 용액으로 1시간 동안 blocking 시킨 

후 1차 항체와 반응시켰다. 단백질 발현 분석을 위해 1차 항체는 anti-rabbit 

iNOS (Santacruz biotechnology, USA), anti-mouse β-actin (SIGMA 

aldrich, USA), anti-rabbit NF-κB (Cell signaling technology, USA), 

anti-mouse IκB-α (Cell siganling technology, USA), anti-rabbit 

phospho-ERK 1/2, anti-rabbit ERK 1/2 (Cell signaling technology, USA)

를 사용하였다. 1차 항체 반응이 끝난 NC membrane은 0.1% TBS-T용액으

로 3회 세척 한 후 peroxidase가 conjugated된 2차 항체인 goat anti- 



- 15 -

mouse IgG, goat anti-rabbit IgG (Santacruz biotechnology, USA)를 이용

하여 반응시킨 후 TBS-T용액으로 세척하였다. SuperSignal West Pico 

Chemiluminescent Substrate (Thermo fisher scientific, USA)로 5분간 반

응시킨 후 암실에서 X-ray film (Agfa gevaert N.V., Belgium)을 이용하여 

분석하였다.

7. Reverse transcription polymerase chain reaction 

세포로부터 RNA분리는 easy-BLUE Total RNA Extraction Kit (iNrRON 

Biotechnology, Korea)를 사용하였다. RNA extraction buffer를 첨가해 

microtube에 수거한 후 chloroform 200 ㎕를 넣고 voltexing하여 세포를 

lysis시키고 4℃, 13,000 rpm에서 10분간 원심분리 하였다. 상층액 400 ㎕를 

새로운 microtube에 옮기고 동량의 isopropanol을 첨가하여 2~3회 inverting 

하여 상온에서 10분간 반응시킨 후 원심분리 (4℃, 13,000 rpm, 5분)하여 

RNA를 침전시켰다. 75% EtOH를 이용하여 2~3회 수세하고 RNA를 

UltraPureTM DNase/RNase-free distilled water (Thermo fisher scientific, 

USA)에 녹여 -70℃에 보관하였다. RNA는 nanodrop 2000 spectrometer 

(Nanodrop, USA)를 이용하여 정량하였으며, A260 / A280㎚ 값이 1.7-2.0

의 범위를 갖는 RNA를 실험에 사용하였다. 

중합효소반응은 Maxime RT-PCR PreMix Kit (iNtRON Biotechnology, 

Korea)를 이용하였다. 동일한 양의 RNA와 primer를 reaction mixture tube

에 넣고 혼합한 후 중합효소반응을 진행하였으며, 사용된 primer의 염기서열

은 Table 1에 나타내었다. 역전사 중합효소반응의 조건으로는 45℃에서 30

분, 94℃에서 5분 동안 1회 진행하여 cDNA를 합성하였으며, 이후 94℃에서 

45초간 denaturation, 57℃에서 45초간 annealing, 72℃에서 1분간 

extension 과정을 27회 진행하였다. 최종 PCR 산물을 Red-safe nucleic 

acid staining solution (iNtRON Biotechnology, Korea)으로 염색한 1.5% 

agarose gel에서 전기영동한 후 Gelmanager (Prime-tech corparation, 

Korea)에서 band를 확인하였다.
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8. 통계처리

실험 결과는 평균과 표준편차 (mean ± S.D)로 나타내었고 student's 

t-test 또는 SPSS (statistical package for social science, ver. 18)를 이용

하여Duncan’s multiple range test로 통계학적 유의성을 검증하였다.
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Gene Primer sequence
Fragment 

size (bp)

IL-1β
Forward 5′-CAG GAT GAC ATG AGC ACC-3′

447
Reverse 5′-CTC TGC AGA CTC AAA CTC CAC-3′

IL-6
Forward 5′-GTA CTC CAG AAG ACC AGA GG-3′

308
Reverse 5′-TGC TGG TGA CAA CCA CGG CC-3′

GAPDH
Forward 5′-AGG CTG TGC TGT CCC TGT AT-3′

498
Reverse 5′-ACC CAA GAA GGA AGG CTG GA-3′

Table 1. The primer sequences of the genes used in reverse transcription 

polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis.
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Ⅲ. 결       과

1. 제주왕지네 추출물이 염증 반응에 미치는 영향

(1) 왕지네 추출물의 세포 독성

왕지네 에탄올 추출물의 세포독성을 확인하기 위하여 MTT assay를 수행

하였다. RAW 264.7 세포에 왕지네 추출물을 농도별로 처리한 후 세포생존율 

(cell viability)을 확인한 결과 200 ㎍/㎖ 이하의 농도에서는 대조군과 비슷한 

수준의 세포생존율을 나타내었으나 500, 1000 ㎍/㎖의 농도에서 각각 52%, 

4%의 생존율을 나타내어 강한 독성을 나타내었다 (Figure 2). 이 결과를 바

탕으로 세포 생장에 영향을 미치지 않는 추출물의 농도인 10~200 ㎍/㎖을 

선정하여 세포 실험을 진행하였다. 

(2) NO 생성 및 iNOS 발현 억제

대식세포에서 LPS를 처리하면 iNOS의 발현에 의해 NO 생성이 증가되고 

과도할 경우 염증, 부종, 조직손상을 유발하게 된다 (Förstermann et al., 

2012). 따라서 왕지네 추출물의 항염증 활성을 알아보기 위해 추출물이 염증

자극에 의해 합성되는 iNOS 발현 및 NO 생성에 어떠한 영향을 미치는지 분

석하였다. 먼저 NO 생성률(%)을 확인하기 위해 세포독성이 나타나지 않는 농

도의 추출물을 (10~200 ㎍/㎖) 처리하여 griess reagent로 측정한 결과 100 

ng/㎖ LPS 처리군에서의 NO 생성률이 대조군 보다 5배 정도 증가하였고 왕

지네 추출물이 10, 100, 200 ㎍/㎖ 처리됨에 따라 각각 1%, 30%, 56%의 

NO 생성 억제율을 나타내었다 (Figure 3). 

또한 NO 분비를 조절하는 단백질인 iNOS의 발현을 western blot을 통하

여 분석한 결과 RAW 264.7 세포에 LPS (100 ng/㎖)의 처리는 iNOS 단백질 

발현양을 현저하게 증가시킨 반면 왕지네 추출물의 처리는 농도가 증가함에 

따라 iNOS 발현을 강력하게 억제시키는 것을 관찰할 수 있었다 (Figure 4). 
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(3) Pro-inflammatory cytokine 발현 억제

대식세포에서 자극에 의해 발현되는 염증성 cytokine으로 알려진 IL-1β, 

IL-6의 분비는 iNOS 발현을 증가시켜 NO 생성에 영향을 미치는 것으로 보

고되어 있다 (Lee et al., 1993; Kaur et al., 2014). 따라서 왕지네 추출물이 

LPS에 의해 유도된 IL-1β, IL-6 발현에 어떠한 영향을 미치는지 확인하기 

위하여 RT-PCR 방법을 이용하여 RNA 발현양을 분석하였다. 100 ng/㎖ 농

도의 LPS 처리에 의하여 IL-1β와 IL-6의 발현이 현저하게 증가하였으나, 왕

지네 추출물이 처리된 실험군에서는 농도 의존적으로 IL-1β, IL-6의 발현이 

저해되는 것을 확인하였다 (Figure 5).
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Figure 2. Effect of Scolopendra subspinipes mutilans extract (SSE) on the 

viability of RAW 264.7 cells. Cells were treated with the indicated 

concentrations of SSE for 24 hr. Cytotoxicity of SSE was analyzed by 

MTT assay. The data are represented as mean ± S.D of five independent 

experiments. ** P < 0.001 compared to control group.
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Figure 3. Inhibitory effect of Scolopendra subspinipes mutilans extract 

(SSE) on LPS-stimulated NO production. Cells were pre-treated with 

indicated concentration of SSE for 1 hr, and then stimulated with LPS 

(100 ng/㎖) for 24 hr. Cell viability and production of NO were 

determined by MTT assay and griess reagent. The data are represented 

as mean ± S.D of five independent experiments. # P < 0.001 compared 

to control group, ** P < 0.001 compared to LPS treated group.
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Figure 4. Inhibitory effect of Scolopendra subspinipes mutilans extract 

(SSE) on LPS-stimulated iNOS protein expression. Cells were pre- 

treated with indicated concentration of SSE for 1 hr, and then stimulated 

with LPS (100 ng/㎖) for 24 hr. iNOS expression was analyzed by 

western blot. The relative iNOS expression was quantified by 

densitometry and normalized to β-actin expression. The data are 

represented as mean ± S.D of three independent experiments. # P < 

0.001 compared to control group, ** P < 0.001 compared to LPS treated 

group.
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Figure 5. Inhibitory effect of Scolopendra subspinipes mutilans extract 

(SSE) on LPS-stimulated pro-inflammatory cytokines (IL-1β, IL-6) 

expression. Cells were pre-treated with indicated concentration of SSE 

for 1 hr, and then stimulated with LPS (100 ng/㎖) for 12 hr. RNA 

expression of cytokines were analyzed by RT-PCR. 
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2. 왕지네 추출물이 NF-κB signaling에 미치는 영향

대식세포에서 염증 자극에 의해서 NF-κB는 IκB가 분해됨에 따라 활성화 

되어 핵 내부로 전이된다. 핵 내부에서 NF-κB는 전사 인자로 작용하여 여러 

가지 염증 인자들의 발현을 조절하게 된다 (Seo and Huh et al., 2012). 따

라서 NO 생성과 iNOS 발현을 조절하는 왕지네 추출물이 NF-κB 신호전달계

와 어떠한 연관성이 있는지 알아보기 위하여 NF-κB와 IκB 단백질 발현정도

를 western blot을 이용하여 분석하였다. 

왕지네 추출물이 NF-κB 단백질의 핵 내부로의 전이에 미치는 효과를 확

인하기 위하여 세포질 단백질과 핵 단백질을 각각 분리하여 NF-κB 단백질 

발현량을 분석하였다. 그 결과 세포질의 경우 LPS의 처리는 NF-κB의 핵 내

부로의 전이를 증가시켜 NF-κB 발현을 감소시켰고, 왕지네 추출물 처리는 

LPS에 의한 NF-κB 단백질의 전이를 억제시켰다. 핵 분획의 경우 LPS 처리

에 의해 NF-κB의 발현이 증가되었고, 왕지네 추출물 처리에 의해 NF-κB 발

현량이 감소되어 세포질에서의 발현 양상과 상반된 결과를 나타내었다 

(Figure 6). 또한 NF-κB 신호전달에 중요한 역할을 하는 IκB 발현 양상을 

분석한 결과, LPS 처리 75분 후 IκB의 발현이 현저하게 감소하였고, 왕지네 

추출물 처리는 LPS에 의해 감소된 IκB 발현을 증가시키는 것을 확인할 수 있

었다 (Figure 7).

왕지네 추출물이 유도하는 NO 생성 저해 기전이 NF-κB signaling을 통해 

조절되는지를 검증하기 위해 NF-κB specific inhibitor인 pyrrolidine 

dithiocarbamate (PDTC)를 처리하여 NO 생성률과 iNOS 발현 양상을 분석

하였다. NO 생성률을 살펴보면 왕지네 추출물과 PDTC가 각각 처리된 실험

군에서는 NO 생성 저해율이 각각 37%, 28% 정도로 유사하게 나타났으며 이

들을 동시처리 했을 때 NO 생성 억제가 더욱 증가하여 56%의 저해율을 나

타내었다 (Figure 8). 이러한 결과는 동일한 농도에서 NO 합성 효소인 iNOS

의 발현과 유사한 양상을 나타내었다. 즉, 왕지네 추출물과 PDTC를 단독으로 

처리하였을 경우보다 이들을 동시에 처리하였을 때 iNOS 발현이 더욱 감소하

는 것을 확인하였다 (Figure 9).
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Figure 6. Effect of Scolopendra subspinipes mutilans extract (SSE) on 

activation of NF-κB (p65) in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Cells were 

pre-treated with SSE (200 ㎍/㎖) for 1 hr, and then stimulated with LPS 

(100 ng/㎖) for 75 min. The expression of NF-κB protein at cytoplasm 

(Cy) and nucleus (Nu) was analyzed by western blot. 



- 26 -

Figure 7. Effect of Scolopendra subspinipes mutilans extract (SSE) on  

expression of IκB in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Cells were 

pre-treated with SSE (200 ㎍/㎖) for 1 hr, and then stimulated with LPS 

(100 ng/㎖) for 75 min. The expression of IκB was analyzed by western 

blot. 
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Figure 8. Involvement of NF-κB (p65) signaling on LPS-induced NO 

production. Cells were pre-treated with SSE and/or PDTC for 1 hr, and 

then stimulated with LPS (100 ng/㎖) for 24 hr. Cytotoxicity and 

production of NO were analyzed by MTT assay and griess reagent. 

Different letters indicate significant differences among group at P < 0.05 

as determined by Duncan’s multiple range test.
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Figure 9. Involvement of NF-κB (p65) signaling on LPS-induced iNOS 

expression. Cells were pre-treated with SSE and/or PDTC for 1 hr, and 

then stimulated with LPS (100 ng/㎖) for 24 hr. Expression of iNOS was 

determined by western blot. The relative iNOS expression was quantified 

by densitometry and normalized to β-actin expression. The data are 

represented as mean ± S.D of three independent experiments. Different 

letters indicate significant differences among group at P < 0.05 as 

determined by Duncan’s multiple range test.
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3. 제주왕지네 추출물이 ERK 1/2 signaling에 미치는 영향

왕지네 추출물이 NF-κB signalig pathway를 통해 염증이 조절되는 것을 

확인하였고, 또 다른 신호전달경로의 하나인 ERK 1/2와 연관성을 확인하기 

위하여 ERK 1/2의 활성화 정도를 분석하였다. LPS 처리군의 경우 30분 이

후부터 ERK 1/2의 인산화를 현저히 증가시켰으나 왕지네 추출물의 처리는  

phospho-ERK 1/2의 발현 양상에 유의미한 영향을 미치지 않았다 (Figure 

10). 반면 왕지네 추출물을 24시간 동안 처리한 경우 ERK 1/2의 인산화를 

농도 의존적 (10, 100, 200 ㎍/㎖)으로 저해하는 것을 확인할 수 있었다 

(Figure 11). 

왕지네 추출물의 염증 억제 조절이 ERK 1/2 signaling pathway를 통해 

이루어짐을 확인하기 위하여 왕지네 추출물과 ERK 1/2 상위신호분자인 MEK

의 inhibitor, U0126을 각각 또는 동시 처리하여 NO 생성과 iNOS 발현을 분

석하였다. 그 결과 NO 생성의 경우 왕지네 추출물과 U0125을 단독으로 처리

한 실험군에서는 각각 30%, 32%의 NO 생성억제 효과를 나타내었고, 동시에 

처리했을 때 이보다 더 증가한 53%의 억제효과를 나타내었다 (Figure 12). 

iNOS 발현 또한 왕지네 추출물과 U0126을 각각 처리한 실험군보다 이들을 

동시에 처리한 실험군에서 유의성 있게 iNOS 발현이 감소하는 것을 확인하였

다 (Figure 13).
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Figure 10. Effect of Scolopendra subspinipes mutilans extract (SSE) on  

activation of ERK 1/2 in RAW 264.7 cells. Cells were pre-treated with 

SSE (200 ㎍/㎖) for 1 hr, and then stimulated with LPS (100 ng/㎖) for 

indicated time. The protein levels were analyzed by western blot. 
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Figure 11. Inhibitory Effect of Scolopendra subspinipes mutilans extract 

(SSE) on phosphorylation of ERK 1/2 in LPS-stimulated RAW 264.7 cells.

Cells were pre-treated with SSE for 1 hr, and then stimulated with LPS 

(100 ng/㎖) for 24 hr. The protein levels were analyzed by western blot. 
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Figure 12. Involvement of ERK 1/2 signaling on LPS-induced NO 

production. Cells were pre-treated with SSE (100 ㎍/㎖) and/or U0126 (5 

μM) for 1 hr, and then stimulated with LPS (100 ng/㎖) for 24 hr. Cell 

viability and production of NO were analyzed by MTT assay and griess 

reagent. The data are represented as mean ± S.D of three independent 

experiments. Different letters indicate significant differences among group 

at P < 0.05 as determined by Duncan’s multiple range test.
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Figure 13. Involvement of ERK 1/2 signaling on LPS-induced iNOS 

protein expression. Cells were pre-treated with SSE (100 ㎍/㎖) and/or 

U0126 (5 μM) for 1 hr, and then stimulated with LPS (100 ng/㎖) for 24 

hr. Protein levels were analyzed by western blot. The relative iNOS 

expression was quantified by densitometry and normalized to β-actin 

expression. The data are represented as mean ± S.D of three 

independent experiments. Different letters indicate significant differences 

among group at P < 0.05 as determined by Duncan’s multiple range test.
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Ⅳ. 고       찰

유용생물자원에 대한 연구는 주로 식물군을 중심으로 진행이 되어 왔으나 

최근에 들어서 곤충에서 유래한 생리활성물질에 대한 연구 또한 활발하게 진

행되면서 (Yoon et al., 2015) 농업적, 산업적, 의학적으로 곤충에 대한 가치

가 증가하고 있다. 또한 생물다양성 협약인 나고야 의정서가 채택됨에 따라 

천연물을 활용한 생물자원의 탐색 및 다양성 확보가 더욱 중요시 되고 있다 

(Jang et al., 2012). 이에 따라 본 연구에서도 예로부터 민간요법으로 사용되

어온 왕지네의 효능을 알아보고자 Scolopendra subspinipes mutilans를 60% 

에탄올을 이용하여 추출한 왕지네 추출물이 염증반응에 미치는 효과와 조절 

기전을 분석하였다.

왕지네 (Scolopendra subspinipes mutilans)는 분류학적으로 절지동물문 

(Arthropoda), 순각강 (Chilopoda), 왕지네목 (Scolopendromorpha), 왕지네

과 (Scolopendridae)에 속하며 오래전부터 왕지네과에 속한 지네류의 전충을 

말려 오공(蜈蚣)이라고 하였다. 오공(蜈蚣)은 동물성 한약재로 여러 질병 치료

에 많이 사용되었을 뿐만 아니라 민간요법으로 술에 담가 숙성시킨 후 먹으면 

관절염에 효과가 있는 것으로 알려져 있다 (Kim et al., 2008; Kim et al., 

2010). 그러나 전통적으로 많이 사용된 것에 비하여 왕지네의 생리활성물질

에 대한 연구는 부족한 실정이다. 최근 곤충의 대한 다양한 생리활성이 주목

받으면서 한국 또는 중국에서 전통적으로 사용되었던 왕지네에 관련된 연구도 

활발히 진행되고 있다. 왕지네는 항암효과 (Ding et al., 2016; Ma et al., 

2014), 항균효과 (Lee et al., 2015; Lee et al., 2017), 미백효과 (Kim et 

al., 2014)등을 가지는 것으로 알려져 있으며, 다양한 질병 치료에 지네 독

(venom)을 이용하는 연구 또한 보고되어 있다 (Hakim et al., 2015). 

체내에서 iNOS에 의해 생성되는 NO는 항바이러스, 항미생물, 항기생충, 

항종양에 효과가 있으나, 과도하게 발현될 경우 천식, 관절염, 다발성 경화증, 

대장염, 신경퇴행성 질환, 종양형성 등 다양한 질병 발생의 원인이 된다 

(Pautz et al., 2010). 왕지네 추출물은 RAW 264.7 대식세포에서 LPS에 의
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해 급격하게 증가한 NO 생성을 농도 의존적으로 저해하였고 (Figure 3), 

iNOS 발현 또한 추출물의 농도가 증가함에 따라 강력하게 저해하는 것을 관

찰하였다 (Figure 4). NO 생성을 특이적으로 억제하는 물질은 염증성 질환의 

치료에 있어서 중요한 역할을 한다는 연구 (Sharma et al., 2007)를 바탕으

로 볼 때 왕지네 추출물이 활성화된 대식세포에서 과도하게 생성되는 NO를 

억제하여 염증 질환을 완화할 수 있는 가능성을 보여주는 것으로 사료된다. 

Cytokine은 극히 적은 농도로 작용하여 면역세포의 증식, 활성화, 항원제

시 등과 연관되어 다양한 면역반응을 조절하는 역할을 하는 반면, 당뇨병, 염

증성 장 질환, 다발성 경화증과 같은 자가면역 질환과도 연관이 있다 (Maes 

et at., 1998; O’Shea et al., 2008). 대표적인 pro-inflammatory cytokine으

로 IL-1β와 IL-6 등이 알려져 있으며 이들은 iNOS 단백질의 발현을 조절하

여 NO 생성에 영향을 미치는 것으로 연구된 바 있다 (Lee et al., 1993; 

Kaur et al., 2014). Figure 5에서 보듯이 왕지네 추출물이 LPS에 의해 증가

된 IL-1β와 IL-6 발현을 농도 의존적으로 감소시키는 것을 확인하였다. 이러

한 결과는 왕지네 추출물이 pro-inflammatory cytokine의 발현을 억제함으

로써 iNOS 발현과 NO 생성을 저해하여 항염증 활성을 가지고 있음을 보여주

는 것이다.

대식세포에서 NF-κB:IκB 복합체는 세포질에 존재하며 LPS와 같은 염증

자극에 의해 IκB가 분해되어 활성화된 NF-κB가 핵 내부로 전이된다 (Karin, 

1999). 전이된 NF-κB는 cytokine, adhesion molecule 등과 같은 염증반응 

관련인자들의 발현에 연관된 유전자의 promoter에 부착하여 발현을 조절하는 

전사인자 역할을 한다 (Kan et al., 2010). 본 연구에서 왕지네 추출물이 

NF-κB signalig에 미치는 영향을 조사한 결과 세포질에서 NF-κB는 LPS에 

의해 핵 내부로 전이됨에 따라 발현 양상이 감소하였고 이와 반대로 핵에서는 

NF-κB 발현양이 증가하는 것을 관찰하였다. 그러나 왕지네 추출물 처리는 

NF-κB가 핵 내부로 전이되는 것을 억제하였다 (Figure 6). 또한 LPS에 의해 

분해가 일어난 IκB 단백질은 왕지네 추출물에 의해 복귀되는 것을 확인하였

다 (Figure 7). 이러한 결과는 임페라토린 (Imperatorin)과 가미소요산 물 추

출물의 처리가 LPS 자극에 의한 NF-κB의 핵 내부로 전이를 억제하여 염증
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인자들의 발현이 저해된다는 연구 (Zang et al., 2017; Jin et al., 2016)와 

유사한 결과로 염증과정에서 왕지네 추출물이 NF-κB의 활성화를 억제하여 

염증인자들을 조절할 것으로 보여진다. 또한 NF-κB inhibitor인 PDTC를 이

용한 실험을 바탕으로 왕지네 추출물이 NO 생성과 iNOS 발현 조절에 있어서 

NF-κB signaling pathway를 통해 조절됨을 검증하였다 (Figure 8 & 9). 

Tergaonkar의 (Tergaonkar, 2006) 연구에서 NF-κB 단백질 조절에 대한 정

확한 이해는 염증관련 질병의 치료에 도움이 될 수 있음을 제시하였다. 따라

서 왕지네 추출물에 의한 NF-κB signaling의 활성 조절은 염증으로 인해 유

발되는 다양한 질병을 효율적으로 제어할 수 있을 것으로 생각된다. 

RAW 264.7 세포는 LPS 자극에 대하여 mitogen-activated protein 

kinases (MAPKs)의 활성화를 통해 염증신호가 조절된다고 연구된 바 있다 

(Kang et al., 2006). MAPKs는 extracellular signal-regulated kinases 1/2 

(ERK 1/2), c-jun amino-terminal kinases 1/2/3 (JNK 1/2/3), p38 3가지 

pathway가 존재하며, 이들은 세포 생장 및 분화, stress response, 

apoptosis, inflammation 등에 연관되어 있는 것으로 알려져 있다 (Aouadi 

et al., 2006). JNK 1/2/3는 c-jun을 인산화 시켜 전사인자인 activating 

protein-1 (AP-1)을 활성화시키는 것으로 알려져 있고 (Karin et al., 1997), 

p38은 pro-inflammatory cytokine의 생산과 COX-2를 유도하여 손상된 조

직을 회복하는 역할을 한다고 알려져 있다 (Zarubin  et al., 2005). ERK 

1/2는 NF-κB를 활성화시켜 DNA-binding activity를 증가시키고 pro- 

inflammatory mediators의 발현에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다 (Aga 

et al., 2004; Hu et al., 2004). 따라서 본 연구에서는 왕지네 추출물이 NF-

κB 활성에 상위신호전달 경로로 작용하는 ERK 1/2 활성화에 미치는 영향을 

조사하였다. LPS에 의해 phospho-ERK 1/2의 발현은 증가하였으나 왕지네 

추출물에 의한 억제 효과는 반응 초기인 30분에서 90분 사이에서는 나타나지 

않았다 (Figure 10). 그러나 반응 24시간 후에는 phospho-ERK 1/2의 발현

이 현저히 감소되는 것을 확인하였다 (Figure 11). 또한 ERK 1/2 신호전달계

를 저해하기 위해 MEK inhibitor인 U0126을 이용한 실험에서 왕지네 추출물

의 NO 생성과 iNOS의 발현 조절은 ERK 1/2 signaling pathway를 통해 이
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루어짐을 확인하였다 (Figure 12 & 13). 추가적으로 왕지네 추출물이 다른 

MAPKs (JNK 1/2/3, p38)의 활성화에 미치는 영향과 이들 MAPKs 간의 상

관관계에 대한 연구가 필요할 것으로 생각된다.

현대사회에서는 여러 가지 원인으로 인해 만성 염증이 유발되어 대사증후

군, 암, 치매 등과 같은 질환의 발병률이 증가하고 있다 (Kang et al., 2014). 

염증은 다양한 질병을 유발하는 원인으로 작용하기 때문에 항염증 효능을 가

진 천연 화합물은 치료와 예방에 있어서 중요하게 사용될 수 있다 (Dvořák 

et al., 2006). 이에 따라 천연물에서 유래한 다양한 생리활성물질들이 기능성 

소재로 주목받고 있으며 이에 대한 연구가 증가하고 있다 (Jin et al., 2013). 

본 연구에서는 왕지네 추출물의 생리활성 효과를 조사하기 위해 LPS로 유도

된 RAW 264.7 대식세포에서 항염증 작용을 확인하였다. 결론적으로 왕지네 

추출물은 NO의 생성과 iNOS 발현 뿐 만 아니라 pro-inflammatory cytokine

의 생성을 효과적으로 억제함으로써 항염증 소재로서의 가능성을 나타내었으

며, 이러한 항염 효능 조절을 ERK 1/2와 NF-κB signaling pathway를 통해 

이루어지고 있음을 보여주었다. 하지만 왕지네 추출물의 항염증 소재로서의 

개발을 위해 기능성 성분 분석과 추가적인 기전 연구가 필요할 것으로 사료된

다.
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Ⅵ. 요       약

염증은 외부 자극이나 손상으로부터 신체를 방어하는 면역 반응의 일부이

다. 그러나 대식세포의 활성화에 의한 과도한 염증은 염증성 질환을 유도할 

수 있다. 왕지네는 오래 전부터 한국에서 전통 약재로 다양하게 사용되어 왔

으나 이에 대한 정확한 기전은 알려진 것이 많지 않은 실정이다. 본 연구에서

는 lipopolysacharide (LPS)를 이용해 염증을 유도한 RAW 264.7 세포에서 

제주도에 서식하는 왕지네 (Scolopendra subspinipes mutilans) 에탄올 추출

물의 염증 조절 기전에 관한 연구를 진행하여 항염증 소재로서의 가능성을 조

사하였다. 왕지네 추출물은 LPS에 의해 증가된 nitric oxide (NO)의 생성과 

inducible NO synthase (iNOS)의 발현을 농도 의존적 (10, 100, 200 ㎍/㎖)

으로 억제하였다. pro-inflammatory cytokine으로 알려진 interleukin-1β 

(IL-1β)와 interleukin-6 (IL-6)의 발현은 왕지네 추출물의 농도가 증가함에 

따라 감소하였다. 왕지네 추출물은 LPS에 의해 유도된 nuclear factor-kappa 

B (NF-κB)의 핵 내부로의 전이를 억제하였고, inhibitory kappa B (IκB)의 

분해를 감소시켰다. 또한 PDTC와 왕지네 추출물을 각각 처리한 실험군보다 

이들을 함께 처리한 실험군에서 NO 생성과 iNOS 발현을 더욱 감소시켰다. 

왕지네 추출물은 LPS의 처리에 의하여 증가된 phospho-ERK 1/2의 발현을 

농도 의존적으로 감소시켰다. 뿐만 아니라 왕지네 추출물과 U0126을 동시에 

처리한 실험군에서 NO 생성과 iNOS 발현을 더욱 억제하였다. 이러한 결과를 

바탕으로 왕지네 추출물은 NO 생성과 iNOS 발현 억제를 ERK 1/2와 NF-κB 

signaling pathway를 통하여 조절되는 것을 보여주고 있다. 따라서 왕지네 추

출물은 염증 신호 억제에 의하여 항염증 효과가 있으며 염증 질환의 예방 및 

치료에 가능성을 제시하였다고 사료된다.
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