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서      론

점액 유전자는 고분자 당단백인 점소(mucin) 생성을 조절

하여 점액(mucous)의 생화학적, 물리화학적 또는 유동학적 

특성을 결정하는 큰 역할을 한다.1) 기도 내 점액은 기도의 적

절한 습도를 유지해주고, 윤활작용을 하며, 섬모운동을 통해 
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Background and Objectives   The representative mucin genes in the human airway are 
MUC5AC and MUC5B, which are regulated by several inflammatory and anti-inflammatory 
substances. Triptolide (TPL), udenafil, betulinic acid, changkil saponin, and glucosteroid are 
some of the many anti-inflammatory substances that exist. TPL is a diterpenoid compound from 
the thunder god vine, which is used in traditional Chinese medicine for treatment of immune 
inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus, nephritis 
and asthma. However, the effects of TPL on mucin expression of human airway epithelial cells 
have yet to be reported. Hence, this study investigated the effect of TPL on lipopolysaccharide 
(LPS)-induced MUC5AC and MUC5B expression in human airway epithelial cells.
Subjects and Method   The NCI-H292 cells and the primary cultures of human nasal epithe-
lial cells were used to investigate the effects of TPL on LPS-induced MUC5AC and MUC5B ex-
pression using real-time polymerase chain reaction, enzyme immunoassay, and Western blot.
Results   TPL significantly decreased the LPS-induced MUC5AC and MUC5B mRNA ex-
pression and protein production. TPL also significantly decreased the nuclear factor-kappa B 
(NF-kB) phosphorylation.
Conclusion   These results suggest that TPL down regulates MUC5AC and MUC5B expres-
sion via inhibition of NF-kB activation in human airway epithelial cells. This study may pro-
vide important information about the biological role of triptolide on mucus-secretion in airway 
inflammatory diseases and the development of novel therapeutic agents for controlling such 
diseases.	 Korean J Otorhinolaryngol-Head Neck Surg 2018;61(12):674-80
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기도 점막에 부착된 외부물질을 배출시켜주어 물리적 방어

벽 역할을 한다. 그러나 급성 또는 만성 염증성 호흡기 질환

에서는 점액의 분비가 과도하게 일어나고 그 성상이 변화되어

서 병의 경과를 악화시킬 수 있으므로 점액 과분비를 조절하

는 것이 매우 중요하다.1,2) 점액 유전자는 현재까지 약 20개가 

발견되었고, 이 중 호흡기 상피의 배상세포에서 분비되는 MU-
C5AC와, 점막 하 분비샘에서 배출되는 MUC5B가 대표적인 

호흡기의 분비형 점소다.3-5)

호흡기 상피세포에는 점액 유전자 발현과 점액 분비를 증

가시키는 여러 가지 물질이 존재한다.4,6-9) 그중 그람 음성 세

균의 외막 성분인 lipopolysaccharide(LPS)는 toll like re-
ceptor 4를 활성화시키고, mitogen activated protein kinase

와 nuclear factor-kappa B(NF-kB) 경로를 통하여 케모카

인의 대식세포를 자극하고, 사이토카인의 신호를 증폭시키

고, 백혈구와 림프구의 이동을 유도함으로써 여러 염증반응

을 일으킨다.10,11)

Triptolide(TPL)는 화살나무과의 덩굴성 식물인 뇌공등

(Tripterygium wilfordii Hook F)에서 추출되는 탄소수가 
20개인 diterpenoid 계열의 triepoxid 중합체이다. 뇌공등은 

중국에서 수 세기 동안 자가면역질환과 관련된 류마티스 관

절염, 루푸스, 신장병과 천식 등의 치료제로 사용되어 왔으

며, TPL은 최근 연구를 통해 항염작용과 면역억제작용, 항암

작용을 하는 것으로 알려져 있다. 또한 TPL은 염증 매개 유

전자 NF-kB가 DNA와 결합하는 것을 차단하여 염증이 진

행되는 것을 막고, 염증을 일으키는 유전자를 차단하는 것

으로 알려져 있다.12,13) 그러나 사람에서 염증반응에 의한 기

도 점액 과분비 과정에 TPL이 점액 유전자 발현에 어떤 영

향을 미치는지에 대한 연구는 보고된 바가 매우 미흡한 실정

이다.14) 따라서 호흡기 상피세포에서 TPL이 점액 유전자의 

발현과 점액 단백 생성에 어떠한 영향을 미치는지와 어떠한 

경로를 통하여 점액 유전자 발현이 되는지 알아보고자 본 연

구를 시행하였다.

대상 및 방법

재  료

LPS와 TPL은 Sigma(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였

고, 사람 폐의 점액상피양 암 세포주(human pulmonary mu-
coepidermoid carcinoma cell line)인 NCI-H292 세포는 

American Type Culture Collection(Manassas, VA, USA)에

서 구입하였다. RPMI 1640 medium은 Invitrogen(Carlsbad, 

CA, USA), Fetal bovine serum(FBS)은 Hyclone Laborato-
ries(Logan, UT, USA)에서 구입하였다. MUC5AC(SC-20118) 

일차 항체와 MUC5B(SC-20119) 일차 항체, anti-rabbit horse-
radish peroxidase(HRP)-conjugated 이차 항체는 Santa Cruz 

Biotechnology(Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다. NF-

kB p65, phospho-NF-kB p65는 Signaling Technology 

(Danvers, MA, USA)에서 구입하였다.

세포 배양 및 처치

사람 호흡기 상피세포의 점액상피양 암 세포주(human pul-
monary mucoepidermoid carcinoma cell line)인 NCI-H292 

세포를 6-well plate에 1×106 cells/well의 농도로 접종한 후 

1% penicillin/streptomycin과 10% FBS가 포함된 RPMI 

1640 배지를 이용하여 95%의 산소와 5%의 이산화탄소가 

혼합된 완전 습윤 환기된 배양기에서 37℃의 온도로 배양하

였다. 80~90% 정도 배양이 이루어지면 세포를 0.5% FBS가 

포함된 RPMI 1640 배지로 교체한 후 24시간 동안 배양한 

후, phosphate-buffered saline(PBS)로 세척하고 실험에 사

용하였다.

LPS의 효과를 알아보기 위해서 NCI-H292 세포에 25 ng/ 

mL, 또는 50 ng/mL, 75 ng/mL, 100 ng/mL 농도의 TPL을 

처리한 후 1시간 뒤에 100 ng/mL 농도의 LPS를 각각 투여

하였다. 대조군은 동일한 시간 동안 배지에서 NCI-H292 세

포를 단독으로 배양하였다.

사람 코 점막 상피세포를 얻기 위해서 기저 당뇨병이나 알레

르기 질환과 그 가족력이 없고, 피부단자시험(skin prick test)

과 다중 알레르기항원검사(multiple allergen simultaneous 

test)에서 음성반응이 나온 10명을 대상으로 융비술 시행 중에 

발생하는 비강 내 적출물 중 정상 하비갑개 조직을 얻었다. 

일차 배양을 하기 위해 하비갑개 점막 조직을 PBS로 세척한 

후, 90분 동안 dispase(Boehringer Mannheim Biochemica, 

Mannheim, Germany)에 침전시켰다. 외과용 수술칼을 사

용하여 하비갑개 점막의 표면을 벗겨내어, 1% PBS를 추가한 

후 mesh를 통해 여과하였다. 이런 과정을 통해 얻은 하비갑

개 점막의 상피세포들을 12-well plate에 접종한 후, EpiLife 

medium(Cascade Biologics, Portland, OR, USA)과 kerati-
nocyte growth supplement(5/500 mL of medium, Cascade 

Biologics)에서 배양하였다. 

본 연구는 본원 임상 시험 심사 위원회(Institutional Review 

Board)의 승인을 받아 시행하였다(IRB No. YUMC 2017-

10-021).

Real-time polymerase chain reaction(Real-time PCR) 

분석

모든 RNA는 GeneAmp RNA polymerase chain reaction 
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(PCR) Cored Kit(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA)

를 이용하여 cDNA로 역전사되었다. 실험에 사용된 primer의 

염기서열은 MUC5AC 점액 유전자의 경우 sense는 5’-TCA 

ACG GAG ACT GCG AGT ACA C-3’, antisense는 5’-CTT 

GAT GGC CTT GGA GCA-3’이고, MUC5B 점액 유전자의 

경우 sense는 5’-CAC ATC CAC CCT TCC AAC-3’, anti-
sense는 5’-GGC TCA TTG TCG TCT CTG-3’이며, 각 반응

의 내부 양성 대조군(internal positive control)은 glyceral-
dehyde-3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)를 사용하였

으며, 염기서열은 sense는 5’-CCT CCA AGG AGT AAG 

ACC CC-3’, antisense는 5’-AGG GGT CTA CAT GGC AAC 

TG-3이다.

1 μg의 RNA로 cDNA를 제작하여, 합성된 cDNA로 Real-

time PCR을 수행하였다. Real-time PCR은 최종 부피가 10 

μL이고, 농도가 0.5 μM이 되게 primer를 투여하였으며, iQ 

SYBR Green Supermix(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 

이용하여 실험하였다. 정량적인 PCR은 CFX96 Real-Time 

PCR system C1000 Thermal Cycler(Bio-Rad)를 사용하여 

95℃에서 15초간 변성(denaturation) 과정을 거치고 60℃에

서 45초간 결합(annealing) 반응을 시킨 후, 이러한 과정을 

40회 반복하였다. 각 실험에서 증폭된 cDNA의 유무를 확인

하기 위하여 GAPDH를 대조 유전자(internal control)로 사

용하였다.

Enzyme linked immunosorbent assay(ELISA) 분석

MUC5AC 점액 단백과 MUC5B 점액 단백의 함량을 측정

하기 위해서 enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) 

법을 이용하였다. 시료를 처리한 배양된 세포에서 200 μL 

RIPA buffer(Thermo Fisher, Rockford, IL, USA)로 단백을 

추출하여 정량하였다. 추출한 단백질은 F96 Cert. Maxisorp 

Nunc-Immuno Plate(Fisher Scientific, Lenexa, KS, USA)

에 코팅한 후 4℃에서 하룻밤 동안 배양하였다. 다음 과정으

로 비특이적 결합을 방지하기 위해 2% bovine serum albumin 

(BSA)이 포함된 PBS에 실온에서 1시간 동안 둔 후 0.05% 

Tween 20을 함유한 PBS로 세척한 다음, 1:200으로 희석된 

MUC5AC와 MUC5B 일차 항체로 반응시켰다. PBS로 3회 세

척한 후 HRP-conjugated 이차 항체를 1:1000으로 희석하여 

각 well에 첨가하였고, 1시간 후에 각 well을 3회 세척하였다. 

3, 3, 5, 5’-tetramethyl benzidine 용액으로 발색한 후, 2N-

H2SO4를 이용하여 중단시켰다. ELISA reader(EL800
Ⓡ, Bio-

Tek Instruments, Winooski, VT, USA)로 450 nm에서 흡광

도를 측정한 후 결과 값을 100을 기준으로 나타내었다.

 

Western blot 분석

NCI-H292 세포를 6-well plate에 담고 농도에 따라 TPL

을 처리하여 각각 배양하였다. 이후 각 세포들을 200 μL RIPA 

buffer를 이용하여 단백질을 모은 다음 4℃에서 2500×g으

로 10분간 원심분리를 시행하여 정제된 상층액을 whole-

cell lysate로 보관하였다. 이렇게 하여 분리된 20 μg의 단백

을 10% reducing sodium dodecyl sulfatepolyacrylamide 

gel을 이용한 전기영동을 실시하였고, 전기영동된 단백질을 

polyvinylidene difluoride membrane으로 옮겨 5% BSA가 

포함된 Tris-buffered saline and Tween-20(TBST)으로 처리

하여 항체와의 비특이적 결합을 억제시킨 후 NF-kB 일차 항

체로 하룻밤 동안 배양하였다. 이후 TBST로 세척하고 anti-

rabbit HRP-conjugated NF-kB 이차 항체로 1시간 반응한 

다음 세척한 후 West Pico Chemiluminescent Substrate 

(Thermo Fisher)를 이용하여 각각의 단백의 띠(band)를 확

인하였다.

확인된 띠의 세기는 Chemiluminescence image system 

(FUSION-FX7 820wL, Eberhardzell, Garmany)을 이용하

여 반정량적으로 분석하여 상대적인 density로 나타내었다.

통  계

통계처리는 Windows용 SPSS version 10.0(SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA)을 사용하였다. 모든 실험은 p 값이 0.05 
미만인 경우를 유의미한 것으로 정하여 Student t-test와 

analysis of variance test, Mann-Whitney U test를 이용하

였다.

결      과

NCI-H292 세포에서 TPL이 LPS에 의해 유도된 

MUC5AC와 MUC5B mRNA 발현에 미치는 영향

NCI-H292 세포에서 TPL이 LPS에 의해 유도된 MUC5AC

와 MUC5B mRNA 발현에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

NCI-H292 세포에 TPL을 다양한 농도로 처치하고, LPS에 

의해 유도된 MUC5AC와 MUC5B mRNA 발현을 Real-time 

PCR을 이용하여 분석하였다. LPS에 의해 유도된 MUC5AC

와 MUC5B mRNA 발현은 TPL을 투여한 군에서 통계적으

로 유의미하게 감소하였다(Fig. 1A and B).

 

NCI-H292 세포에서 TPL이 LPS에 의해 유도된 

MUC5AC와 MUC5B 점액 단백 생성에 미치는 영향

NCI-H292 세포에서 TPL이 LPS에 의해 유도된 MUC5AC

와 MUC5B 점액 단백 형성에 미치는 영향을 알아보기 위하
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여 NCI-H292 세포에 TPL을 다양한 농도로 처치하고, 48시

간 동안 배양한 후 ELISA 법을 시행하였다. LPS에 의해 유

도된 MUC5AC와 MUC5B 점액 단백 생성은 TPL을 투여한 

군에서 통계적으로 유의미하게 감소하였다(Fig. 1C and D).

NCI-H292 세포에서 TPL이 LPS에 의해 유도된 NF-kB 

p65 인산화에 미치는 영향

Western blot 분석 결과 LPS로 유도된 NF-kB p65의 인

산화는 TPL 농도의 증가에 따라 유의미하게 감소하는 양상

을 보였다(Fig. 2).

사람 코 점막 세포에서 TPL이 LPS에 의해 유도된 

MUC5AC와 MUC5B mRNA 발현에 미치는 영향

사람 코 점막 세포에서 TPL이 LPS에 의해 유도된 MU-
C5AC와 MUC5B mRNA 발현에 미치는 영향을 알아보기 위

하여 배양된 사람 코 점막 상피세포에 다양한 농도의 TPL을 

처치하고, LPS에 의해 유도된 MUC5AC와 MUC5B mRNA 

발현을 Real-time PCR을 이용하여 분석하였다. LPS에 의해 
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Fig. 1. Effects of TPL on LPS-induced MUC5AC and MUC5B expression in human NCI-H292 cells. Results of real time polymerase chain 
reaction showed that TPL significantly decreased LPS-induced MUC5AC and MUC5B mRNA expression (A and B). Enzyme-linked im-
munosorbent assay showed that TPL significantly decreased LPS-induced MUC5AC and MUC5B protein production at 48 hours after 
exposure of TPL (C and D). The images are representative of three separate experiments performed in triplicated. Bars indicate the 
mean±standard deviation of three independent experiments performed in triplicate. *p<0.05 compared with zero value, †p<0.05 com-
pared with LPS only. TPL: triptolide, LPS: lipopolysaccharide.
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Fig. 2. Effects of TPL on phosphorylation of LPS-induced NF-kB 
p65 in human NCI-H292 cells. Western blot showed that TPL sig-
nificantly decreased the LPS-induced phosphorylated NF-kB p65 
level. The images are representative of three separate experi-
ments performed in triplicated. Bars indicate the mean±standard 
deviation of three independent experiments performed in tripli-
cate. *p<0.05 compared with zero value, †p<0.05 compared with 
LPS only. TPL: triptolide, LPS: lipopolysaccharide, NF-kB p65: nu-
clear factor-kappa B p65.
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유도된 MUC5AC와 MUC5B mRNA 발현은 TPL을 투여한 

군에서 통계적으로 유의미하게 감소하였다(Fig. 3A and B).

사람 코 점막 세포에서 TPL이 LPS에 의해 유도된 

MUC5AC와 MUC5B 점액 단백 생성에 미치는 영향

NCI-H292 세포에서 TPL이 LPS에 의해 유도된 MUC5AC

와 MUC5B 점액 단백 형성에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

배양된 사람 코 점막 상피세포에 다양한 농도의 TPL을 처치하

고, 48시간 동안 배양한 후 ELISA 법을 시행하였다. LPS에 의

해 유도된 MUC5AC와 MUC5B 점액 단백 생성은 TPL을 투여

한 군에서 통계적으로 유의미하게 감소하였다(Fig. 3C and D).

사람 코 점막 세포 세포에서 TPL이 LPS에 의해 유도된 

NF-kB p65 인산화에 미치는 영향

Western blot 분석 결과 LPS로 유도된 NF-kB p65의 인산

화는 TPL을 투여한 군에서 통계적으로 유의미하게 감소하였

다(Fig. 4).

고      찰

그람 음성 세균의 외막에 존재하는 LPS는 염증반응을 일

으키고, 이러한 염증반응 과정에서 일어나는 NF-kB의 활성

화와 점액 유전자 발현을 억제하는 다양한 항염증 물질들이 

있으며, 그 예로 TPL, udenafil, betulinic acid, changkil sa-
ponin, glycyrrhizin, carbenoxolone, silibinin, glucosteroid 

등이 알려져 있다.3,15-20)

이들 중 TPL은 수 세기 전부터 항염증제로 사용되어 왔

다.21) TPL의 항염증 기전에 대한 최근 연구를 보면 TPL은 

세포핵 내에서 Purine-box/NF-activated T-cell에서의 전사 

활성화와 NF-kB에서의 전사 활성화를 차단하여 DNA와의 

결합을 차단하고, T-cell의 Interleukin(IL)-2 발현을 억제하

여, 림프구의 활성을 억제함으로써 항염증 작용을 나타낸다.13) 

IL-2 이외에도, phorbol 12-myristate 13-acetate에 의해 활

성화되는 염증 사이토카인인 tumor necrosis factor-α, IL-6, 

IL-8, macrophage inflammatory protein-2α, intercellular 
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Fig. 3. Effects of TPL on LPS-induced mucin genes expression and protein production in human nasal epithelial cells. Results of real 
time polymerase chain reaction showed that TPL significantly decreased LPS-induced MUC5AC and MUC5B mRNA expression (A and 
B). Enzyme-linked immunosorbent assay showed that TPL significantly decreased LPS-induced MUC5AC and MUC5B protein produc-
tion at 48 hours after exposure of TPL (C and D). The images are representative of three separate experiments performed in triplicated. 
Bars indicate the mean±standard deviation of three independent experiments performed in triplicate. *p<0.05 compared with zero val-
ue, †p<0.05 compared with LPS only. TPL: triptolide, LPS: lipopolysaccharide.
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adhesion molecule-1, integrin β6, vascular endothelial 

growth factor, granulocytemacrophage, colony-stimulating 

factor, GATA-3, fra-1, NF 45를 억제함으로써 항염증 반응

을 일으키는 것이 알려져 있다.14) 또한 LPS로 유도된 급성 폐 

손상 쥐 모델 연구에서도 TPL이 항염증 작용이 있으며,15) 천

식 쥐 모델 연구에서는 TPL이 NF-kB 경로 활성화를 억제

하여 MUC5AC 발현을 조절함이 밝혀졌다.22)

위와 같이 세포와 동물, 사람 실험을 통하여 TPL이 염증

세포와 염증 매개 물질 활성화 조절을 통해 항염증 효과가 있

음이 알려져 있으나, 사람 호흡기 상피세포에서 TPL이 중요 

점액 유전자들의 발현에는 어떠한 영향을 미치는지는 아직까

지 명확하게 밝혀지지 않았다. 본 연구에서는 NCI-H292 세

포와 정상 비점막 세포에서 LPS에 의해 증가된 MUC5AC와 

MUC5B의 유전자 발현 및 단백 생성이 다양한 농도의 TPL 

(25, 50, 100 ng/mL)에 의해 억제되었지만 용량 의존적은 아

닌 것을 확인할 수 있었고, 이 억제 효과는 LPS에 의해 유도

된 NF-kB 경로와 관계가 있음을 확인할 수 있었다.

이상의 연구 결과로 보아 사람 호흡기 상피세포에서 TPL이 

점액의 과분비를 억제하는 작용이 있으므로, 이와 관련된 작

용기전에 대한 연구와 in vivo 연구를 진행한다면 점액의 과
분비를 억제할 수 있는 새로운 약제의 개발에 도움을 줄 것

으로 생각된다.
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