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국문 요약

연구목적

패혈증은 감염에 대한 숙주의 조절되지 않은 반응으로 인한 생명을 위협하는

장기부전으로 정의된다. 패혈증 치료의 상당한 발전에도 불구하고 중증패혈증과 패혈증

쇼크의 사망률은 각각 20~35%, 50%에 육박한다. 패혈증의 치료는 감염병소를 조기에

제거하고 적절한 항생제를 투여하는 것이나 중증패혈증의 사망률은 30% 이상으로

여전히 높다. 이러한 이유로 기존 치료 방법 외에 패혈증의 병태생리 중의 하나인

숙주의 염증 반응에 초점을 둔 약물 연구가 많이 이루어지고 있다.

실리마린은 식물 마리아엉겅퀴에서 추출한 물질로 플라보노이드의 한 종류이며 간

기능 개선제로 사용되고 있는데 이는 간질환의 염증 반응 물질의 생성을 억제하고

염증을 억제하는 것으로 알려져 있다. 실리마린의 이러한 항염증효과가 패혈증의 염증

반응에도 효과를 나타낼 수 있다는 가정을 하게 되었다.

본 연구에서는 내독소인 Lipopolysaccharide(LPS)로 유도된 패혈증 모델에서

실리마린의 투여가 염증을 예방하고 치료 효과를 가지는지에 대하여 알아보았다. 

실리마린의 투여가 염증 매개 물질의 활성과 조직학적 변화를 통하여 미치는 영향을

확인하고 임상치료제의 가능성에 대해 확인하고자 하였다. 대식세포와 동물 패혈증

모델에 다양한 농도의 실리마린을 전처치 또는 후처치하여 염증매개물질의 활성정도와

조직학적 변화를 살펴보았다.

연구재료 및 방법

1. 대식세포 실험

대식세포 J774A.1(2x106cells/ml) 24 시간 배양한 후 Lipopolysaccharide(LPS, 200ng/ml)

투여 전과 후로 나누어 실험을 하고, 실리마린의 농도는 전처치와 후처치 모두 각각 10, 
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25, 50 ㎍/ml 세가지 용량을 실험하였다. 대조군은 실리마린 대신 세포배양액(DMEM)을

사용하였다.

그 후 24 시간 배양 한 후 배양액과 세포는 거두어 -80℃에 보관 하였다. 세포

배양액에서 Interleukin 1β(IL-1β), Interleukin 6(IL-6), Interleukin 10(IL-10), Cyclooxygenase

2(COX-2) 그리고 Prostaglandin E2(PGE2)의 농도를 효소결합면역흡착검사를 이용하여

효소면역분석으로 측정하였다. 세포에서 단백질을 분리하여 IL-1β, COX-2 를 Western 

blotting 방법으로 관찰하였다.

2.  동물 실험

7 주령의 수컷 쥐(㈜ 오리엔트)를 마취 후 LPS 5mg/kg 를 1 회 기관내 투여하여 패혈증

모델을 유도하였다. LPS 의 기관내 투여 전 실리마린 처치, 투여 후 처치의 두 가지

실험을 하였다. 실리마린의 농도는 100, 250 과 500mg/kg 세가지 용량으로 경구투여

하였다. 대조군은 LPS 대신 PBS 로, 실리마린 대신 실리마린을 녹인 용해제를 사용하였다.

48 시간 후에 쥐를 희생시킨 후 기관지에서 폐포 세척액을 회수하여 세포 수와 호중구

수를 산정하였다. 기관지폐포 세척액의 상층액에서 IL-1β, IL-6, IL-10, PGE2 그리고

Leukotriene B 4(LTB4)를 효소면역분석법으로 측정하였다. 쥐의 우측 폐는 -80℃에 보관, 

좌측 폐는 10% formalin 용액에 고정한 후에 Hematoxylin and Eosin(H&E) 염색 후

조직학적인 폐손상을 평가하였다.

결과

1. 대식세포 실험

세포배양액에서 측정 한 IL-1β, IL-6, IL-10 그리고 PGE2 의 값은 LPS 군에 비하여

실리마린을 투여한 전처치 실험과 후처치 실험에서 유의하게 감소하였다. 실리마린의
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투여 용량이 고용량 일수록 감소의 폭이 컸다. COX-2 의 값은 전처치의 중간용량과

고용량에서 유의하게 감소하였다. 

2. 동물 실험

동물의 기관지폐포 세척액 상층액에서 측정 한 IL-1β 의 값은 LPS 군에 비하여

실리마린 전처치 실험에서 유의한 감소를 보였다. 기관지폐포 세척액 내의 전체 세포

수와 호중구 수는 LPS 군에 비하여 실리마린을 전처치한 실험과 후처치한 실험에서

유의한 감소를 보여주었다

조직학적 소견을 보면 혈관주위 콜라겐 침착 및 폐포 중격과 간질의 비후를 동반한

섬유화가 실리마린 투여한 전처치 실험과 후처치 실험 모두에서 LPS 만 투여한 군에

비하여 감소되었다. 

결론

내독소인 LPS 를 처리한 대식세포와 동물의 패혈증 모델에 실리마린을 투여가

사이토카인을 유의하게 감소시킴으로 염증 유발 억제를 보이고, 기관지폐포 세척액 내

호중구 수를 감소시키며 조직학적 호전을 보임으로 폐손상이 호전됨을 보여주었다. 

실리마린의 전처치 실험과 후처치 실험 모두에서 항염증 효과를 보여 패혈증의 예방과

치료제로써의 실리마린의 가능성을 보여 주었다.

중심단어: sepsis; lipopolysaccharide; silymarin; inflammation
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서 론

미국의 중환자학회(Society of Critical Care Medicine)와 유럽의 중환자학회(European 

Society of Intensive Care Medicine)에서 발표한 지침서인 “Sepsis-3”1 에서 패혈증은

‘감염에 의해서 조절되지 않는 숙주반응으로 발생되는 생명을 위협하는 장기부전’으로

정의하고 있다. 다양한 원인에 의한 감염으로 인해 유발된 숙주의 조절되지 않은 반응은

면역학적 반응인 전염증반응과 항염증반응의 불균형, 그리고 비면역학적인 반응으로

심혈관계, 신경계, 호르몬, 생에너지, 대사, 응고의 변화가 포함된다. 결국 여러 장기들에

심각한 기능장애를 유발할 수 있다.1 패혈증의 원인 균 중에서 가장 흔한 것은 그람

음성균(Gram negative bacteria)으로 중환자실 입원 환자 감염의 25~30%를 차지하며

감염 시 30~50%의 높은 치사율을 보이고 있다.

패혈증은 환자의 면역 상태와 관련이 깊은데 고령 환자와 각종 암, 폐쇄성 폐질환과

같은 고위험 만성질환 환자, 면역결핍 질환과 면역억제제를 투여하는 환자들에서 많이

나타난다.2 패혈증에 의해 폐 손상이 진행될 경우 급성호흡곤란증후군(Acute respiratory 

distress syndrome, ARDS)으로 나타나고 3 심혈관 손상이 진행되면 혈압이 떨어지고

심박동수가 증가하며 혈청 젖산염 수치 상승하게 된다.4

이러한 패혈증의 임상적 특징은 숙주의 염증반응조절실패 때문에 나타나는 것으로

알려져 있다. 감염은 장기간에 걸쳐 복잡하고 다양한 숙주의 반응을 유발 한다. 이러한

반응은 전염증(Pro-inflammatory)과 항염증(Anti-inflammatory) 메커니즘으로 나누며, 

긍정적인 기대효과로 감염의 제거 및 조직 회복에 기여하지만 다른 한편으로는 장기

손상과 2 차 감염을 유발하는 양날의 검과 같은 것이다.5 일반적으로 중증 패혈증에서

전염증 반응은 침입 병원체의 제거를 목적으로 작용하는 반면 부수적인 조직 손상을

일으킬 수 있으며, 항염증 반응은 국소 및 전신 조직 손상을 제한 할 목적으로 작용하는

반면 과도한 항염증반응으로 인한 면역억제는 부수적으로 이차감염을 증가시킬 수 있다.
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면역체계는 전염증 반응의 해로운 영향을 완화시키는 작용을 한다. 집중 치료가

필요한 패혈증 초기 중증 환자에서 골수 세포에서 조직적합성항원 (Human Leukocyte 

Antigen –DR isotype, HLA-DR)의 발현이 저하 되어있는 것이 관찰되었다.6 이 환자들은

항균 요법에도 불구하고 잠복성 바이러스 감염이 재 활성화 되기도 하고 지속적으로

다발성 감염 부위가 나타나기도 한다.7, 8 여러 연구에서 패혈증 환자의 백혈구의 감소가

확인되었고, 비장과 폐에서 면역 억제 반응이 나타난 흔적을 관찰할 수 있었는데 억제

T 세포(Suppressor T cell) 수용체에 대한 기질 발현이 늘어나 있던 것을 그 증거로 볼 수

있다.6

패혈증의 치료는 환자의 병력을 조사하고 감염 의심 부위를 찾아 감염이 발생하게 된

환경적 요인과 함께 어떤 종류의 병원체에 의해 감염 되었는지를 알아내는 것으로

시작된다. 이 후 적절한 항생제를 투여함으로써 패혈증 환자의 사망률을 낮추는데 기여

할 수 있다.9, 10 따라서 패혈증 환자의 초기 치료에 있어 정확한 진단과 조기 항생제

투여는 매우 중요하다.

스테로이드 호르몬은 염증성 사이토카인 및 호르몬들의 활성화와 상호작용에 관여하며

생체 항상성을 유지시켜주고 항염증 작용을 통하여 패혈증으로 유발된 생리적 변화를

조절하는데 중요한 역할을 한다.11-13 특히 중증질환 환자들은 스테로이드 호르몬이

부족할 수 있어 이러한 환자들에게 적절한 스테로이드 투여는 환자의 예후에 중요한

영향을 미칠 수 있다. 패혈증 환자에게 과도한 염증 반응을 완화시키는 수단으로

코르티코스테로이드류(Corticosteroids) 가 많이 사용되고 있다.14 하지만 스테로이드

사용에 대해 많은 논란이 있다. 최근에 시행 된 연구에 의하면 패혈증 쇼크 환자에게

투여된 스테로이드의 종류와 투여 방법에 상관없이 사망률의 개선에 유의한 차이가

없었다.15 또한 스테로이드의 투여를 갑자기 중단한 경우 혈역학적, 면역학적 역효과가

나타나기도 했다.16 따라서 스테로이드 사용은 감염 악화와 위장관 출혈 등 여러
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부작용을 일으킬 수 있으므로 무분별한 사용을 자제하고 환자의 상태와 질환에 따라

선별하여 사용하는 것이 중요하다.17

이러한 이유로 많은 연구자들이 스테로이드를 대체하거나 더 많은 효과를 볼 수 있는

약제를 찾고 있다. 오랜 시간 패혈증의 병리 생리학적 효과를 직접 표적으로 삼는

약제들의 효과를 검증 한 여러 임상시험이 있으나 18-20 아직까지 효과적인 약제를 찾지

못하고 있다.

패혈증은 치료에 효과적인 약제가 많지 않고 획기적인 약제 개발이 제한적인 상황에서

많은 연구자들은 기존 약제들 중 항염증에 근거한 약제를 연구하고 있다. 그 중

실리마린은 밀크 씨슬(Silybom marianum[L.] Gaerter)의 표준화 된 추출물로

플라보노이드의 한 종류이다. 오랜 시간 약초로 이용되어 왔으며, 약 30 년 전부터

유럽과 아시아에서 간 질환 치료를 위해 임상에서 사용되었다.21-23

실리마린은 간세포에서 지질과산물 형성(Lipid peroxide formation)을 억제하는 강력한

항산화제이며 24, 간 쿠퍼세포(Kupffer cell)의 기능 변화에 영향을 미치는 항염증 성질을

갖고 있는 것으로 알려져 있다.25 Muriel 등의 연구 24 에 의하면 실리마린은 항산화 특성을

통하여 약물 중독으로부터 간을 보호하는데 자유라디컬(Free radical)을 제거하는 역할과

관련 있다고 알려져 있다. 이러한 여러 연구를 통해 실리마린이 다양한 독성에 의해

유도된 간 질환 동물 모델에서 간 보호 기능을 보여왔으며, 간 조직의 재생을 도와 간

기능을 보호한다는 것이 입증되었다.

Jeong 등의 연구에서는 간독성 물질 인 Carbontetrachloride(CCL4)로 유도된 간경변

동물 모델에서 실리마린의 투여는 호중구세포(Neutrophil) 감소를 통해 염증을 낮추는

것이 확인되었고 26, Juma'a 등의 연구에서는 달걀 알부민(Egg albumin)으로 유발한 실험

동물의 발 부종 크기가 실리마린을 투여한 군에서 호전된 것을 확인하였다.27 이 연구
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결과를 통해 실리마린의 항염증 효과가 간 뿐만 아니라 다른 장기에도 효과가 있다는

기대를 할 수 있다.

패혈증에서 실리마린 효과를 관찰한 연구들을 살펴보면, Kang 등의 연구에서는

Lipopolysaccharide(LPS, Salmonella typhosa)로 유도한 패혈증 동물 모델에서 실리마린을

전처치한 결과 생존률이 33% 증가 하였으며, 동물 실험과 세포 실험에서 Interleukin-

1β(IL-1β)와 Cyclooxygenase 2(COX-2)에 의한 염증을 줄이는 효과가 있었다.28 Zhu 등은

LPS 로 유도 한 동물의 급성호흡증후군 모델에 실리마린을 전처치한 결과 염증 반응을

차단하는데 효과를 보인다고 보고하였다.29 실리마린의 전처치에 대한 연구에 비해

후처치에 관한 연구는 부족한 편이지만 Zhao 등에 의한 연구에서 제초제 성분인

파라콰트(Paraquat)로 폐손상을 유도한 동물 모델에서 실리마린을 후처치 한 경우 손상

장기의 산화 스트레스(Oxidative stress)를 일부 완화시키는 것을 확인하였다. 이를 통해

실리마린이 항산화물질 역할을 하는 것은 확인할 수 있었지만 확실한 항염증의 경로를

밝힐 수는 없었다.30

이와 같이 현재까지 보고 된 연구들에 의하면 실리마린이 염증을 감소시킨다는 결과를

보여주고 있으나 주로 발병 전의 전저치에 의한 예방 효과의 결과들만 보여주고 있으며

후처치에 의한 치료 효과에 관련된 보고는 많지 않다.

본 연구에서는 내독소를 이용하여 패혈증 모델을 유도한 대식세포(Macrophage)와

동물 패혈증 모델에 실리마린을 투여하여 투여 시점과 투여 용량에 따른 효과를

알아보고자 하였다. 실리마린의 투여 시점을 내독소인 LPS 투여를 기준으로 전처치와

후처치, 투여 용량은 저용량, 중간용량, 고용량까지 세가지 용량을 실험 하였다. 
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연구 대상 및 방법

1. 실험 대상과 실험 방법

가. 대식세포 실험

Mouse Mus musculus, macrophage 세포 J774A.1 를 10%의 FBS(Fetal Bovin Serum)와

1%의 antibiotics 가 포함 된 DMEM(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Welgene,

Gyeongsan, Korea) 세포배양배지를 이용하여 37℃가 유지되는 CO2 인큐베이터(5% CO2/ 

95% humidified air) 안에서 평판 배양하였다.

대식세포 J774A.1 을 2x106cells/ml 씩 세포배양접시(35mm)에 준비하고 24 시간 배양

후에 정착되지 않은 세포는 버리고 새로운 세포 배양액을 넣어 준 후 내독소인

LPS(Lipopolysaccharide, Escherichia coli 055:B5, sigma chemical co. st. Louis, USA)

200ng/ml 을 이용하여 세포에 자극을 주었고, 실리마린은 LPS 보다 1 시간 전(전처치)과

1 시간 후(후처치)로 나누어 주입하며, 용량은 10, 25, 50 ㎍/ml 세 용량으로 처치하였다.

대조군은 세포배양배지 (DMEM)로 실리마린을 대신하였다. 이 후 24 시간을 배양하고

배양액과 세포는 -80℃에 보관하였다. 같은 조건으로 세 번 반복 실험을 하였다.

나. 동물 실험

6 주령의 수컷 BALB/c 쥐(㈜ 오리엔트, 서울)를 사육실에서 1 주일간 적응시킨 뒤

실험에 사용하였다. 동물 사육실은 온도 22±1℃, 상대습도 50±5%, 조명주기 12 

시간으로 밤낮을 유지하였고, 실험 전 기간 동안 사료와 물은 자유롭게 공급하였다. 

실험동물은 정상 대조군 (control; Ctrl), LPS 투여군 (Lipopolysaccharide induced acute 

lung injury; LPS), 실리마린 투여군으로 나누고 실리마린 투여는 LPS 투여 1 시간

전(전처치)과 1 시간 후(후처치)로 하였다. 실리마린의 투여 용량은 100, 250, 
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500mg/kg 이며 총 8 개 그룹으로 나누어 실험하였다. LPS (Sigma-Aldrich, MO, USA) 

는 E.coli, Serotype 055:B5 에서 분리되었으며, 분말 형태의 LPS 를 생리식염수에 녹여서

2.5 mg/ml 의 stock solution 을 만든 후에 5 mg/kg 의 용량을 기관 내 투여하여 패혈증

모델을 만들었다. 실험 동물의 마취제로는 Zoletil 70 mg/kg (Virbac Korea, Seoul, Korea), 

Xylazine hydrochloride 9 mg/kg (Bayer Korea Ltd., Seoul, Korea)을 사용하였고

진통제로는 Ketorolac 1mg/kg(Samsungpharm, Gyeonggi, Korea)를 사용하였다.

마취한 쥐의 앞니를 고리에 걸고 입을 벌려 기관을 확보한 후 pipet 에 긴 loading 

tip 을 장착하여 LPS(5mg/kg)를 기관 내로 투여 하였다.

실리마린 전처치 실험은 LPS 를 투여하기 1 시간 전에 실리마린을 100(n=6), 250(n=6), 

500mg/kg(n=8)의 용량으로 각각 경구 투여하였다. 실리마린은 가루형태로 0.9% sodium 

chloride 와 3% Ethanol 과 1%의 tween-80 그리고 6.6mM sodium hydroxid 로 구성된

용해제에 녹여서 사용하였고, 대조군에서 실리마린 대신 이 용해제를 투여하였다. 

실리마린 후처치 실험은 LPS 를 투여하고 1 시간 후에 용해제에 녹인 실리마린을

100(n=6), 250(n=10), 500mg/kg(n=8)의 용량으로 각각 경구 투여 하였다.

대조군(Ctrl, n=5)은 LPS 대신 생리식염수로, 실리마린 대신 실리마린 용해제를

투여하였다. LPS 투여군 (LPS, n=10)은 LPS 를 투여하고 실리마린 대신 실리마린

용해제를 투여하였다.

2. 검체의 채취 및 처치

LPS 또는 생리식염수를 투여한 시간을 기준으로 48 시간 후 마취를 통하여 실험

동물을 희생시킨 후 기관지폐포 세척 및 조직적출 과정을 시행하였다.

1) 기관지폐포 세척액(Bronchoalveloar lavage fluid) 획득
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실험동물의 목부위를 절개하여 기관을 노출시키고, 노출된 기관연골륜 사이를

가로로 절개한 뒤 기도 내로 정맥카테타 (22G Angiocath®)를 밀어 넣었다. 기관지폐포

세척액은 PBS 0.6cc 를 1 cc 주사기를 이용하여 주입하고 10 초 후 이를 주사기내로

일차 회수하였고 다시 주입하는 회수 과정을 총 3 회에 걸쳐 반복하였다. 획득한

기관지폐포 세척액은 -80℃에 보관하였다.

2) 조직 적출

폐의 적출은 기관지폐포 세척술이 끝난 다음 마취가 되어있는 상태에서, 복강을

절개 하여 대동맥 및 하대정맥을 절단하여 충분히 실혈 시킨 후에 정중 흉골 절개술로

흉 곽을 절개하여 폐와 심장을 함께 적출하였다. 우측 폐는 단백질, 사이토카인 등

정량 분석을 위해 -80 °C 에 보관하였다. 좌측 폐는 폐조직을 얻기 위해 좌심방으로

20 cc 생리식염수를 관류하여 폐 내의 혈액을 제거하고 그 후 기관에 고정된

정맥카테타를 통해서 15 cmH2O 의 압력으로 10% paraformaldehyde 용액을 주입하여

폐를 팽창시킨 다음 10 %의 paraformaldehye 용액 내에서 24 시간 동안 고정하고

이후 심장 및 종격동 조직을 제거한 후에 파라핀에 포매 (Paraffin block)하였다.

모든 동물실험 과정은 아산생명과학연구원 동물실험실의 동물윤리위원회의 규정을

준수하여 시행하였다.

3. 측정 변수들

1) 대식세포 배양액과 동물의 기관지폐포 세척액 내 사이토카인 (Cytokine) 들의 측정

대식세포 실험 후 세포배양접시에서 획득한 각 군의 세포배양액과 동물실험에서

획득한 기관지폐포 세척액의 상층액에서 Interleukin 1β(IL-1β), Interleukin 6(IL-6),

Interleukin 10(IL-10)을 측정하였다.
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IL-1β, IL-6, IL-10 을 효소결합면역흡착검사 (Enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA) kit (R&D systems Inc., MN, USA)를 이용하여 회사에서 제공한 방법에 따라

효소면역분석(Enzyme immunoassay) 으로 측정하였다. Leukotriene B 4(LTB4) (Enzo, NY, 

USA), Prostaglandin E2(PGE2) (R&D systems Inc., MN, USA), Cyclooxygenase 2(COX-2) 

(R&D systems Inc., MN, USA) 역시 효소면역분석 방법을 따랐고 420nm 에서

측정하였으며 측정값은 두 번의 측정치의 평균값으로 하였다.

2) 동물의 기관지폐포 세척액 내의 총 세포 수 및 호중구 수의 측정

기관지폐포 세척액 내의 호중구의 수를 산정하기 위해 Everhart 의 방법을 변형하여

측정하였다. 기관지폐포 세척액 침전층 중에 적혈구를 제거한 후 0.1 ml 의 PBS 에

재부유 한 뒤 혈구산정기로 백혈구의 수를 산정하였다. 재부유액의 일부를 이용하여

500 x g 로 10 분간 원심분리 시킨 후 도말표본을 제작한 뒤 건조 후 Diff-

Quick(Modified Wright Giemsa stain) 염색하여 광학현미경 400 배 시야에서 500 개의

세포 수를 세어 전체 세포 중 호중구가 차지하는 비율을 구하고 수를 산출하였다.

4. Western blot 분석

대식세포 실험을 마친 후 세포만 모아 3,000 rpm 에서 5 분간 원심 분리를 한 후

PBS 로 세포를 세척하였다. 세척 후 5x106 으로 세포 수를 맞춘 후 400 ㎕의 PRO-

PREPTM (iNtRON BIOTECHNOLOGY, Gyeonggi, Korea) 넣고 거품이 나지 않도록 조심히

재현탁 시켰다. 얼음 위에서 또는 -20℃에서 20 분간 배양하여 세포 용해를 유도하였다.

4℃를 유지하며 13,000 rpm 에서 5 분간 원심 분리를 하고 상층액을 새 튜브에 옮겨

담았다. 단백질 농도는 Bio-rad Protein assay (Bradford, Bio-rad)를 이용하여

정량화하였다. 추출한 단백질을 sample buffer [50mM Tris-HCl (pH 6.8), 10 % glycerol, 
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2 % sodium dodesylsulfate (SDS), 1 % β-mercaptomethanol, 0,1 % bromophenol 

bule]와 혼합하여 5 분간 100℃에서 끓이고, 8~15 % Sodium Dodecyl Sulfate-

polyacrylamide(SDS-polyacrylamide) gel 에서 전압 100 V 로 전기영동(Electrophoresis) 

하였다. 전기영동 후 gel 에서 분리된 단백질을 nitrocellulose membranes(Millipore 

Corp., Billerica, MA, USA)로의 이동을 위해 immersion tank 형 transfer 를 이용 240 

mA 로 1.5 시간 동안 전압을 걸어주었다. Blocking solution(5% skim milk or BSA 

solution)으로 실온에서 1 시간 반응시키고 Tween-20 이 들어가 있는 PBS-T 로 세

척하였다. 발현을 관찰하고자 하는 1 차 항체를 Blocking solution 에 1:300 에서

1:2000 으로 희석하여 4 ℃에서 overnight 하여 반응시키고, PBS-T buffer 로 3 회

세척하고, 2 차 항체(Blocking solution)를 1:5000 으로 희석하여 실온에서 1 시간 반응

시키고, PBS-T buffer 로 3 회 세척 후 ECL kit(Perkin Elmer)를 이용하여 membrane 을

감광시켜, x-ray film 을 이용하여 이미지를 얻었다. 사용된 일차 항체는 다음과 같다; β-

Actin(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA); COX-2(Cell Signaling Technology, 

Beverly, MA), IL-1β (Cell Signaling Technology, Beverly, MA). 이차 항체는 Horseradish

peroxidase 가 결합된 anti-rabbit IgG(Cell Signaling Technology)와 goat anti-mouse IgG

(Santa Cruz Biotechnology)이었다.

5. 조직 절편 제작 및 염색

동물의 각 실험군에서 적출한 폐를 24 시간 이상 10% paraformaldehye 에 고정한 후

흐르는 물을 이용하여 세척하고, 70% 에탄올에 1 시간 동안 담근 다음 점차 농도를

증가시켜 수분을 제거하였다. 100% 에탄올 용액에서 수분을 모두 제거한 뒤, 

자일렌(Xylene) 용액 농도를 점차 높여 처리하고, 자일렌에 담긴 조직을 파라핀에

포매하여 블록을 제작하였다. 제작된 블록은 초박편제작기(Microtome; Leica RM2255)를
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이용하여 5 μm 두께로 잘라서 슬라이드에 올린 후 슬라이드 드라이어를 이용하여

조직절편을 녹여 부착시켰다. 제작된 조직절편 슬라이드는 자일렌을 이용하여 파라핀을

제거하고, 에탄올을 이용하여 가용성 상태의 조직으로 변환시키고 조직 염색을 하였다.

파라핀을 제거한 사용성 상태의 조직절편 슬라이드는 PBS 로 세척한 후

헤마톡실린(Hematoxylin)과 에오진(Eosin) 용액(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)과 Masson’s 

trichrome 염색 kit(Sigma-Aldrich)를 이용하여 구입한 회사에서 제공한 방법에 따라

조직염색을 시행하였다.

6. 형태 및 조직학적 관찰

폐손상 정도의 정량적 평가를 위해 실험조건을 알지 못하는 병리전문의가 한 동물 당

10 개의 부위를 무작위 선정하여 200 배 조건에서 평가하였다. 급성 폐손상 정도 는

5 개의 항목으로 평가하였고 각 항목 당 0-3 점으로 점수를 매겼다 (총 0-15 점). 5 개의

평가항목은 1) 중성구의 폐포 내 침윤, 2) 중성구의 간질 침윤, 3) 중성구의 혈관주변

침윤, 4) 폐울혈, 5) 폐포출혈 이었다.31

0 1 2 3

Intra-alveolar infiltration of neutrophils None
Scattered in 

alveolar space

Aggregated in ≤1/2 of 

alveolar space
Aggregated in ≥1/2 of alveolar space

Interstitial infiltration of neutrophils None
Scattered around 

bronchiole

Compact infiltration 

around bronchiole

Infiltration around bronchiole with 

contiguous involvement of adjacent 

alveolar space

Perivenous infiltration of neutrophils None Scattered

Compact 

circumferential 

infiltration

Circumferential infiltration with 

contiguous involvement of adjacent 

alveolar space

Pulmonary congestion None

≤1/3 of alveoli in 

the microscopic 

field

In between 1 and 3 ≥2/3 of alveoli in the microscopic field

Alveolar hemorrhage None
≤1/3 of alveolar 

space
In between 1 and 3 ≥2/3 of alveolar space

Table 1. Histological grading of acute lung injury
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총 15 점 중 폐 충혈(Congestion)과 치조의 출혈(Alveolar hemorrhage) 소견이 병변

정도를 비교하는데 혼란을 줄 수 있을 것으로 사료되어 이 부분을 제외한 총 9 점

만점으로 점수를 표기하였다. 폐섬유화 정도는 Masson Trichrome 염색 조직에서 정상

폐조직이 보이는 경우와 비교하여 폐포 중격의 두꺼워진 정도와 섬유화 병변이 있는 지

및 다발성 섬유와 병변에 실질구조의 전반적이 변형이 있는 지를 평가하였다.32

7. 자료 처리 및 분석

모든 결과는 평균 ± 표준편차로 표시하였다. 서로 다른 두 군 간의 평균값은 독립표본

t 검정으로, 정규분포를 따르지 않는 연속형 자료는 Mann-Whitney U 검정을 사

용하였으며, 범주형 자료는 chi-square test 를 사용하여 분석하였다. 모든 계산은 SPSS 

for Window 21.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA)을 사용하고, p 값이 0.05 미만 인 경우

통계적 유의성이 있는 것으로 판단하였다.
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(A) Pre-Treatment 

LPS
Or 
media

10㎍/ml

25㎍/ml

50㎍/ml

(B) Post-treatment

LPS
Or
media

10㎍/ml

25㎍/ml

50㎍/ml

Silymarin or 
media

Silymarin or 
media

24hrs 
incubation

24hrs 
incubation

1hr 1hr

A. 대식세포 실험
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(1) Pre-Treatment 

BALB/c mouse
Silymarin or 
vehicle

LPS or saline 
1hr after 

After 48hrs

sacrifice

Bronchoalveolar
lavage

Lung harvest

Frozen Fixed in formalin

(2) Post-Treatment 

BALB/c mouse
LPS or saline

Silymarin or 
vehicle 1hr after 

After 48hrs

sacrifice

Bronchoalveolar
lavage

Lung harvest

Frozen Fixed in formalin

B. 동물 실험

Figure 1. Schematic Flow Chart of Experimental Design

(A) Macrophage model (B) Animal model

LPS, lipopolysaccharide
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연구 결과

가. LPS 로 자극을 준 대식세포에 실리마린이 미치는 영향

1. LPS 로 자극을 준 대식세포에서 실리마린의 전처치 실험

(1) 세포 배양액 내 사이토카인 측정

① Interleukin 1β (IL-1β) 

대식세포 실험 후 걷어 낸 세포 배양액 내 염증성 인자인 IL-1β 의 값은 Ctrl 군(0.0

± 0.0 pg/ml)에 비해 LPS 군(114.4 ± 8.4 pg/ml)에서 증가하였다(p<0.05). LPS 군에

비하여 실리마린 전처치 실험에서 10 ㎍/ml 투여군(66.7 ± 3.9 pg/ml, p<0.05), 

25 ㎍/ml 투여군(28.5 ± 4.5 pg/ml, p<0.05), 50 ㎍/ml 투여군(3.6 ± 0.4 pg/ml,

p<0.05)에서 유의하게 감소하였다. 투여 용량을 증량 시 용량 의존적으로

감소하였다(Figure 2A).

② Interleukin 6 (IL-6) 

세포배양액 내 염증성 인자와 항염증에 모두 관여하는 IL-6 의 값은 Ctrl 군(174.9 ±

1.8 pg/ml)에 비해 LPS 군(6050.4 ± 27.7 pg/ml)에서 증가하였다(p<0.05). LPS 군에

비하여 실리마린 전처치 실험에서 10 ㎍/ml 투여군(5744.8 ± 14.6 pg/ml, p<0.05), 

25 ㎍/ml 투여군(4374.3 ± 342.7 pg/ml, p<0.05), 50 ㎍/ml 투여군(1785.0 ± 327.5

pg/ml, p<0.05)에서 유의하게 감소하였다. 투여 용량을 증량 시 용량 의존적으로

감소하였다 (Figure 2B). 
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③ Interleukin 10 (IL-10)

세포배양액 내 항염증에 관여하는 IL-10 의 값은 Ctrl 군(56.8 ± 4.5 pg/ml)에 비해

LPS 군(425.6 ± 6.6 pg/ml)에서 증가하였다(p<0.05). LPS 군에 비하여 실리마린 전처치

실험에서 10 ㎍/ml 투여군(145.4 ± 2.5 pg/ml, p<0.05), 25 ㎍/ml 투여군(96.6 ± 7.7

pg/ml, p<0.05), 50 ㎍/ml 투여군(42.3 ± 4.0 pg/ml, p<0.05)에서 유의하게 감소하였다. 

투여 용량을 증량 시 용량 의존적으로 감소하였다(Figure 2C).
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A.                                        B.

C. 

Figure 2. Cytokine IL-1β, IL-6, IL-10 level in cell medium supernatant at silymarin 

pre-treatment

(A) IL-1β level in pre-treatment with Silymarin (B) IL-6 level in pre-treatment with 

Silymarin (C) IL-10 level in pre-treatment with Silymarin

Compared with the LPS group, IL-1β, IL-6 and IL-10 were significantly decreased in the 

pre-treatment with silymarin.  There was a dose-dependent decrease between silymarin 

doses.
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Ctrl, control; LPS, lipopolysaccharide only; 10, silymarin 10 ㎍/ml; 25, 25 ㎍/ml; 50, 

50 ㎍/ml; Silymarin pre, silymarin pre-treatment

Significance was defined as * for p < 0.05 between Ctrl vs LPS; ** for p<0.05 between 

LPS vs silymarin; † for p<0.05 between silymarin treatment group
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(2) 세포 배양액 내 IL-1β 관련 인자 측정

① Cyclooxygenase 2 (COX-2)

COX-2 의 세포배양액 내의 값은 Ctrl 군(93.7 ± 8.6 pg/ml)에 비해 LPS 군(192.1 ± 

16.3 pg/ml)에서 증가하였다(p=0.05). LPS 군에 비하여 실리마린 전처치 실험에서

10 ㎍/ml 투여군(150.5 ± 11.3 pg/ml, p=0.66)은 차이를 보이지 않았으나, 25 ㎍/ml

투여군과(63.9 ± 1.1 pg/ml, p<0.05), 50 ㎍/ml 투여군(54.1 ± 4.4 pg/ml, p<0.05)에서

유의하게 감소하였다(Figure 3A).

② Protaglandin E2 (PGE2)

급성 염증에서의 매개체 역할과 면역 반응의 조절자로 중요한 역할을 하는 PGE2 의

세포배양액 내의 값은 Ctrl 군(213.6 ± 22.7 pg/ml)에 비해 LPS 군(20074.3 ± 2067.1

pg/ml)에서 증가하였다(p=0.05). LPS 군에 비하여 실리마린 전처치 실험에서 10 ㎍/ml

투여군(4159.2 ± 367.2 pg/ml, p<0.05), 25 ㎍/ml 투여군(289.4 ± 28.5 pg/ml, p<0.05), 

50 ㎍/ml 투여군(256.9 ± 6.0 pg/ml, p<0.05)로 유의하게 감소하였다. 투여 용량 간

비교 시 10 ㎍/ml 투여군에 비해 25 ㎍/ml 투여군과 50 ㎍/ml 투여군에서 유의하게

감소하였다(Figure 3B).
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A.                                      B.

Figure 3. COX-2 and PGE2 level in cell medium supernatant at silymarin pre-

treatment

(A) COX-2 level in pre-treatment with Silymarin (B) PGE2 level in pre-treatment with 

Silymarin

Compared with the LPS group, COX-2 and PGE2 were significantly decreased in the 

pre-treatment with silymarin.  There was a dose-dependent decrease between silymarin 

doses.

Ctrl, control; LPS, lipopolysaccharide only; 10, silymarin 10 ㎍/ml; 25, 25 ㎍/ml; 50, 

50 ㎍/ml; Silymarin pre, silymarin pre-treatment

Significance was defined as * for p < 0.05 between Ctrl vs LPS; ** for p<0.05 between 

LPS vs silymarin; † for p<0.05 between silymarin treatment group
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2. LPS 로 자극을 준 대식세포에서 실리마린의 후처치 실험

(1) 세포 배양액 내 사이토카인 측정

① Interleukin 1β (IL-1β) 

세포 배양액 내 IL-1β 의 값은 LPS 군(114.4 ± 8.4 pg/ml)에 비하여 후처치 실험에서

10 ㎍/ml 투여군(26.6 ± 4.9 pg/ml, p<0.05), 25 ㎍/ml 투여군(1.1 ± 0.8 pg/ml, p<0.05), 

50 ㎍/ml 투여군(0.0 ± 0.0 pg/ml, p<0.05)에서 유의하게 감소하였다. 투여 용량을 증량

시 용량에 의존적으로 감소하였다(Figure 4A). 

② Interleukin 6 (IL-6) 

세포 배양액 내 IL-6 의 값은 LPS 군(6050.4 ± 27.7 pg/ml)에 비하여 후처치

실험에서 10 ㎍/ml 투여군(5399.8 ± 36.5 pg/ml, p<0.05), 25 ㎍/ml 투여군(3673.4 ±

332.9 pg/ml, p<0.05), 50 ㎍/ml 투여군(1530.2 ± 112.9 pg/ml, p<0.05)에서 유의하게

감소하였다. 투여 용량을 증량 시 용량에 의존적으로 감소하였다(Figure 4B). 

③ Interleukin 10 (IL-10)

세포 배양액 내 IL-10 의 값은 LPS 군(425.6 ± 6.6 pg/ml)에 비하여 후처치 실험에서

10 ㎍/ml 투여군(172.3 ± 8.5 pg/ml, p<0.05), 25 ㎍/ml 투여군(141.3 ± 2.9 pg/ml,

p<0.05), 50 ㎍/ml 투여군(79.9 ± 9.0 pg/ml, p<0.05)에서 유의하게 감소하였다. 투여

용량을 증량 시 용량에 의존적으로 감소하였다(Figure 4C). 
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A.                                      B.

C.

Figure 4. Cytokine IL-1β, IL-6, IL-10 level in cell medium supernatant at silymarin 

post-treatment

(A) IL-1β level in post-treatment with Silymarin (B) IL-6 level in post-treatment with 

Silymarin (C) IL-10 level in post-treatment with Silymarin

Compared with the LPS group, IL-1β, IL-6 and IL-10 were significantly decreased in the 

post-treatment with silymarin.  There was a dose-dependent decrease between 

silymarin doses.
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Ctrl, control; LPS, lipopolysaccharide only; 10, silymarin 10 ㎍/ml; 25, 25 ㎍/ml; 50, 

50 ㎍/ml; Silymarin post, silymarin post-treatment

Significance was defined as * for p < 0.05 between Ctrl vs LPS; ** for p<0.05 between 

LPS vs silymarin; † for p<0.05 between silymarin treatment group
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(2) 세포 배양액 내 IL-1β 관련 인자 측정

① Cyclooxygenase 2 (COX-2)

세포 배양액 내 COX-2 의 값은 LPS 군(192.1 ± 16.3 pg/ml)에 비하여 후처치

실험에서 10 ㎍/ml 투여군(124.6 ± 0.8 pg/ml, p=0.17), 25 ㎍/ml 투여군(150.6 ± 5.1 

pg/ml, p=0.63), 50 ㎍/ml 투여군(146.0 ± 6.7 pg/ml, p=0.52)에서 유의한 차이를 보이지

않았다(Figure 5A). 

② Protaglandin E2 (PGE2)

세포 배양액 내 PGE2 의 값은 LPS 군(20074.3 ± 2067.1 pg/ml)에 비하여 후처치

실험에서 10 ㎍/ml 투여군(843.6 ± 89.6 pg/ml, p<0.05), 25 ㎍/ml 투여군(214.7 ± 65.7 

pg/ml, p<0.05), 50 ㎍/ml 투여군(133.7 ± 10.3 pg/ml, p<0.05)에서 유의하게 감소하였다. 

로 저용량에서 큰 감소를 보여주었다. 투여 용량을 증량 시 용량에 의존적으로

감소하였다(Figure 5B). 
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A.                                      B.

Figure 5. COX-2 and PGE2 level in cell medium supernatant at silymarin post-

treatment

(A) COX-2 level in post-treatment with Silymarin (B) PGE2 level in post-treatment with 

Silymarin

Compared with the LPS group, PGE2 was significantly decreased in the post-treatment

with silymarin, and there was a dose-dependent decrease between silymarin doses.

Ctrl, control; LPS, lipopolysaccharide only; 10, silymarin 10 ㎍/ml; 25, 25 ㎍/ml; 50, 

50 ㎍/ml; Silymarin post, silymarin post-treatment

Significance was defined as * for p < 0.05 between Ctrl vs LPS; ** for p<0.05 between 

LPS vs silymarin; † for p<0.05 between silymarin treatment group
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3. 실리마린에 의한 대식세포 내 단백질 발현 변화

대식세포에서 단백질을 분리 한 후 단백질 항체 검출 방법 (Western blot, Immunoblot) 

방법을 이용하여 관찰 하였다.

전염증 반응에 의하여 활성화 된 IL-1β 를 대식세포의 단백질 발현 변화를 보면

LPS 군에 비하여 실리마린을 투여한 군이 유의하게 발현이 감소 되었으나, Ctrl 군과

실리마린 투여군 사이에 큰 차이는 없었다. 실리마린의 전처치 실험 보다 후처치 실험이

더 감소하였으며 실리마린의 투여 용량이 커질수록 발현이 감소하였다(Figure 6).

사이토카인 IL-1β 및 다른 사이토카인에 의해 유도 되는 것으로 알려 진 COX-2 의

발현은 Ctrl 군에 비하여 LPS 로 자극을 준 군이 큰 차이로 발현 되었다. 그러나 LPS 군에

비하여 실리마린을 투여한 군의 발현은 감소하였으나 유의미한 차이는 아니었다. 

실리마린의 전처치 실험에서 투여 용량에 의존적으로 감소하였다(Figure 7).
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Figure 6. Analysis of IL-1β pre and post-treatment with Silymarin in LPS-induced 

injury using Western blot analysis

Protein are extracted from cells and quantified. The LPS group expressed IL-1β (1:1000), 

and the silymarine treatment decreased with concentration. β-actin(1:5000). In the control 

group, silymarin has not effect.

Ctrl, DMEM only; Ctrl 25, DMEM+silymarin 25 ㎍/ml; Ctrl 50, DMEM+silymarin 50 ㎍/ml; 

LPS, lipopolysaccharide only; pre, silymarin pre-treatment; post, silymarin post-treatment .

* relative intensity is target protein/β-actin 
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Figure 7. Analysis of COX-2 pre and post-treatment with Silymarin in LPS-induced

injury using Western blot analysis

Protein are extracted from cells and quantified. The LPS group expressed COX-2(1:1000), 

and the silymarine treatment decreased with concentration. β-actin(1:5000). 

Ctrl, DMEM only; LPS, lipopolysaccharide only; post, silymarin post-treatment; 10, 

silymarin 10㎍/ml; 25, silymarin 25㎍/ml; 50, silymarin 50㎍/ml; pre, silymarin pre-

treatment

* relative intensity is target protein/β-actin
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나. LPS 로 유도 된 패혈증 동물 모델에서 실리마린이 미치는 영향

1. 패혈증 동물모델에서 실리마린의 전처치 실험

(1) 패혈증 동물모델에서 기관지폐포 세척액 내 사이토카인 측정

① Interleukin 1β (IL-1β) 

동물의 기관지폐포 세척액 내 IL-1β 의 값은 Ctrl 군(0.0 ± 0.0 pg/ml)에 비해 LPS 

군(202.9 ± 111.6 pg/ml)에서 증가하였다 (p<0.05). LPS 군에 비하여 실리마린 전처치

실험에서 100mg/kg 투여군(54.2 ± 15.3 pg/ml, p<0.05), 250mg/kg 투여군(65.6 ± 36.1

pg/ml, p<0.05), 500mg/kg 투여군(39.6 ± 23.9 pg/ml, p<0.05)로 유의하게 감소하였다. 

투여 용량 증량 시 용량 간의 차이는 보이지 않았다(Figure 8A).

② Interleukin 6 (IL-6) 

동물의 기관지폐포 세척액 내 염증성 인자와 항염증에 모두 관여하는 IL-6 의 값은

Ctrl 군(0.0 ± 0.0 pg/ml)에 비해 LPS 군(512.7 ± 294.4 pg/ml)에서 증가하였다

(p<0.05). LPS 군에 비하여 실리마린 전처치 실험에서 100mg/kg 투여군 (452.4 ±

33.8 pg/ml, p=0.99), 250mg/kg 투여군 (329.3 ± 44.3 pg/ml, p=0.26), 500mg/kg

투여군 (424.5 ± 69.9 pg/ml, p=0.83)로 통계학적으로 유의하지 않았다(Figure 8B).

③ Interleukin 10 (IL-10)

IL-10 의 값은 Ctrl 군 (3.9 ± 2.0 pg/ml), LPS 군 (6.3 ± 2.1 pg/ml)으로 나왔다

(p=0.1). LPS 군에 비하여 실리마린 전처치 실험에서 100mg/kg 투여군(14.2 ± 1.4

pg/ml, p<0.05), 250mg/kg 투여군(13.0 ± 3.6 pg/ml, p<0.05), 500mg/kg 투여군(17.4

± 2.2 pg/ml, p<0.05)에서 증가하였다(Figure 8C).
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A.                                       B.

C.

Figure 8. Cytokine IL-1β, IL-6, IL-10 level in BAL fluid at silymarin pre-treatment

(A) IL-1β level in pre-treatment with Silymarin (B) IL-6 level in pre-treatment with 

Silymarin (C) IL-10 level in pre-treatment with Silymarin

Compared with the LPS group, IL-1β was significantly decreased in the pre-treatment 

with silymarin, and IL-6 decreased, but it was not significant. IL-10 was increased.

Ctrl, control; LPS, lipopolysaccharide only; 100, silymarin 100mg/kg; 250, 250mg/kg; 500, 

500mg/kg; Silymarin pre, silymarin pre-treatment
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Significance was defined as * for p < 0.05 between Ctrl vs LPS; ** for p<0.05 between 

LPS vs silymarin treatment
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(2) 패혈증 동물모델에서 기관지폐포 세척액 내 IL-1β 관련 인자 Protaglandin E2 (PGE2)

측정

동물의 기관지폐포 세척액 내 PGE2 값은 Ctrl 군(1849.3 ± 414.3 pg/ml)에 비해 LPS 

군(2454.2 ± 182.9 pg/ml)에서 증가하였으나 유의한 차이를 보이지는 못하였다(p=0.8).

LPS 군에 비하여 실리마린 전처치 실험에서 100mg/kg 투여군(7149.9 ± 3201.5 pg/ml, 

p=0.19)은 차이가 없었으나, 250mg/kg 투여군(6955.1 ± 2930.1 pg/ml, p=0.02), 

500mg/kg 투여군(8273.1 ± 4219.2 pg/ml, p=0.02)에서 유의하게 증가하였다(Figure 9A).

(3) 패혈증 동물모델에서 기관지폐포 세척액 내 염증성 질환 관련 인자 Leukotriene B4

(LTB4) 측정

동물의 기관지폐포 세척액 내 LTB4 값은 Ctrl 군(13.5 ± 6.7 pg/ml)에 비하여 LPS 군

(35.0 ± 23.3 pg/ml)에서 증가하였으나 유의한 차이는 없었다(p=0.41). LPS 군에 비하여

실리마린 전처치 실험에서 100mg/kg 투여군(11.5 ± 3.7 pg/ml, p=0.69), 250mg/kg

투여군(15.3 ± 6.1 pg/ml, p=0.84), 500mg/kg 투여군(13.6 ± 5.1 pg/ml, p=0.69)로

감소의 경향은 있었으나 통계학적으로 유의하지 않았다(Figure 9B).
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A.                                   B.

Figure 9. PGE2 and LTB4 level in BAL fluid at silymarin pre-treatment

(A) PGE2 level in pre-treatment with Silymarin (B) LTB4 level in pre-treatment with 

Silymarin

Compared with the LPS group, PGE2 increased and LTB4 decreased in the pre-treatment 

with silymarin, but none of them were significant.

Ctrl, control; LPS, lipopolysaccharide only; 100, silymarin 100mg/kg; 250, 250mg/kg; 500, 

500mg/kg; Silymarin pre, silymarin pre-treatment
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(4) 패혈증 동물모델에서 기관지폐포 세척액 내 세포 수 및 호중구 수 측정

폐조직의 호중구 침윤정도와 폐손상 정도는 상응하는 관계를 가지며 호중구의

폐침윤을 예방하거나 줄임으로써 급성 폐손상을 경감시키는 것으로 알려져 있다. 이에

본 연구에서도 LPS 로 유도된 급성 폐손상 동물 모델에 실리마린의 100, 250, 500

mg/kg 를 LPS 투여 전 전처치한 후에 기관지폐포 세척액 내의 염증 소견을 확인하기

위해 총 세포 수 및 호중구 소를 조사하였다. Ctrl 군(10.8 ± 6.6 x 104/ml)에 비하여 LPS 

군(224.9 ± 62.6 x 104/ml)에서 총 세포 수가 의미 있게 높았다(P<0.05). 실리마린

전처치 실험에서 LPS 군에 비하여 100mg/kg 투여군(158.4 ± 15.8 x 104/ml, p<0.05), 

250mg/kg 투여군(133.1 ± 12.2 x 104/ml, p<0.05), 500mg/kg 투여군(127.6 ± 34.3 x 

104/ml, p<0.05)에서 유의하게 감소하였다. 그러나 실리마린의 투여 용량간 차이는

보이지 않았다(Figure 10A). 

호중구의 수 (Polymorphonuclear leukocyte)는 Ctrl 군(0.1 ± 0.1 x 104/ml) 보다 LPS 

군(166.4 ± 47.4 x 104/ml)에서 유의하게 증가하였다(p<0.05). 실리마린 전처치 실험에서

LPS 군에 비하여 100mg/kg 투여군 (108.2 ± 12.4 x 104/ml, p<0.05), 250mg/kg 투여군

(90.9 ± 11.8 x 104/ml, p<0.05), 500mg/kg 투여군 (75.6 ± 21.9 x 104/ml, p<0.05)에서

모두 유의한 감소를 보였고, 실리마린의 투여 용량을 증량할수록 감소의 폭이

컸다(Figure 10B).
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A.                                        B.

Figure 10. Total cells and the neutrophil in BAL fluid at silymarin pre-treatment

(A) Total cells (x104/ml) count in pre-treatment with Silymarin (B) Neutrophil(x104/ml)

count in pre-treatment with Silymarin

Compared with the LPS group, total cells and neutrophil count were significantly 

decreased in the pre-treatment with silymarin. 

Ctrl, control; LPS, lipopolysaccharide only; 100, silymarin 100mg/kg; 250, 250mg/kg; 500, 

500mg/kg; Silymarin pre, silymarin pre-treatment

Significance was defined as * for p < 0.05 between Ctrl vs LPS; ** for p<0.05 between 

LPS vs silymarin treatment
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(5) 패혈증 동물모델에서 폐 형태 및 조직학적 관찰

① 폐 조직 관찰

정상대조군의 폐 조직은 폐포 중격 (Alveolar septa), 폐포강 (Alveolar lumen) 그리고

모세혈관 등 모두 정상적인 구조를 가지고 있었고 폐포강으로 삼출된 물질이나 폐포 내

부종 등의 소견도 관찰되지 않았다(Figure 11A). LPS 군은 다형 백혈구 (호중구)를 위주로

하는 심한 염증세포의 폐포강 내 유주 및 간질 내 침윤이 현저히 많았으며 주로

림프구로 형성된 혈관주위의 세포 침윤 (Perivascular cuffing)과 폐포 중격의 부종 등의

소견이 뚜렷하였다. 또한 폐포강 내 출혈이 관찰되었다(Figure 11B). 실리마린 전처치

실험에서 저용량에서 고용량으로 갈수록 용량에 의존적으로 폐포강이 비교적 잘 유지

되었으며 폐포강 내 염증 세포의 침윤 및 혈관 주위 부종이 감소하였으며 폐포강 내

출혈이나 부종은 거의 관찰되지 않았다(Figure 11C, D, E). 

② 폐손상 정도 평가

폐손상 정도 평가 점수(Lung injury scores) 에서 LPS 군(6.8 ± 1.5)은 Ctrl 군(0.0 ± 0.0)에

비하여 월등히 높은 점수를 나타내며(p<0.05) LPS 에 의한 폐의 손상도를 보였다.

실리마린 전저치 실험에서 LPS 군에 비하여 100mg/kg 투여군 (4.3 ± 0.0, p<0.05), 

250mg/kg 투여군(4.8 ± 0.9, p<0.05), 500mg/kg 투여군(4.8 ± 0.4, p<0.05)에서 유의하게

감소하였다. 그러나 실리마린의 투여 용량에 의존적이지 않았다(Figure 12).



36

E

B

Figure 11. Silymarin attenuates lung injury in LPS-induced sepsis at pre-treatment. 

hematoxylin-eosin staining 
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(A) Control (B) LPS, lipopolysaccharide only induced sepsis (C) Pre-treatment in LPS 

induced sepsis model with silymarin 100mg/kg on the LPS-induced sepsis (D) Pre-

treatment with silymarin 250mg/kg on the LPS-induced sepsis (E) Pre-treatment with 

silymarin 500mg/kg on the LPS-induced sepsis

In control the normal pulmonary architectures such as alveolar septa, alveolar lumen and 

capillary were well preserved. The infiltration of inflammatory cells was not observed. In 

LPS group the infiltration of inflammatory cell was observed in alveolar space and 

interstitium. Mild thickening in alveolar septa and interstitium was suspected.

(magnification, x100)
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Figure 12. Histologic scoring of lung injury in LPS-induced sepsis with silymarin pre-

treatment

Compared with the LPS group, inflammatory score was significantly decreased in the 

pre-treatment with silymarin. 

Ctrl, control; LPS, lipopolysaccharide only; 100, silymarin 100mg/kg; 250, 250mg/kg; 500, 

500mg/kg; Silymarin pre, silymarin pre-treatment

Significance was defined as * for p < 0.05 between Ctrl vs LPS; ** for p<0.05 between 

LPS vs silymarin treatment 
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2. 패혈증 동물모델에서 실리마린의 후처치 실험

(1) 패혈증 동물모델에서 기관지폐포 세척액 내 사이토카인 측정

① Interleukin 1β (IL-1β) 

동물의 기관지폐포 세척액 내 IL-1β 의 값은 LPS 군(202.9 ± 111.6 pg/ml)에 비하여

실리마린 후처치 실험에서 100mg/kg 투여군(182.5 ± 24.2 pg/ml, p=0.59), 250mg/kg

투여군(171.5 ± 23.0 pg/ml, p=0.48), 500mg/kg 투여군(145.4 ± 18.8 pg/ml,

p=0.36)에서 유의한 차이는 보이지 않았다. 투여 용량 간 비교에서 250 mg/kg 에

비해 500 mg/kg 에서 유의하게 감소하였다 (p<0.05)(Figure 13A). 

② Interleukin 6 (IL-6) 

IL-6 의 값은 LPS 군 (512.7 ± 294.4 pg/ml)에 비하여 실리마린 후처치

실험에서 100mg/kg 투여군(509.7 ± 68.9 pg/ml, p=0.68), 250mg/kg 투여군(455.6 ±

70.6 pg/ml, p=0.97), 500mg/kg 투여군(389.2 ± 51.3 pg/ml, p=0.60)에서 유의한 차이는

보이지 않았다. 투여 용량 간 비교에서 250 mg/kg 에 비해 500 mg/kg 에서 유의하게

감소하였다 (p<0.05)(Figure 13B). 

③ Interleukin 10 (IL-10)

IL-10 의 값은 LPS 군 (6.3 ± 2.1 pg/ml)에 비하여 실리마린 후처치

실험에서 100mg/kg 투여군(6.6 ± 1.3 pg/ml, p=0.66), 250mg/kg 투여군(6.0 ± 1.7 pg/ml,

p=0.75), 500mg/kg 투여군(7.4 ± 1.9 pg/ml, p=0.28)에서 유의한 차이는 보이지

않았다(Figure 13C).
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A.                                       B.

C.

Figure 13. Cytokine IL-1β, IL-6, IL-10 level in BAL fluid at silymarin post-treatment

(A) IL-1β level in post-treatment with Silymarin (B) IL-6 level in post-treatment with 

Silymarin (C) IL-10 level in post-treatment with Silymarin

Compared with the LPS group, IL-1β was significantly decreased in the post-treatment 

with silymarin, and IL-6 decreased, but it was not significant. was a dose-dependent 

decrease between silymarin doses. IL-10 was increased.
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Ctrl, control; LPS, lipopolysaccharide only; 100, silymarin 100mg/kg; 250, 250mg/kg; 500, 

500mg/kg; Silymarin post, silymarin post-treatment

Significance was defined as * for p < 0.05 between Ctrl vs LPS; † for p<0.05 between 

silymarin treatment group
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(2) 패혈증 동물모델에서 기관지폐포 세척액 내 IL-1β 관련 인자 Protaglandin E2 (PGE2)

측정

PGE2 값은 LPS 군(2454.2 ± 182.9 pg/ml)에 비하여 실리마린 후처치 실험에서

100mg/kg 투여군(2054.4 ± 384.2 pg/ml, p=0.41), 250mg/kg 투여군(2694.7 ± 741.9 

pg/ml, p=0.91), 500mg/kg 투여군(3203.9 ± 375.2 pg/ml, p=0.34)에서 통계학적으로

유의하지 않았다(Figure 14A).

(3) 패혈증 동물모델에서 기관지폐포 세척액 내 염증성 질환 관련 인자 Leukotriene B4

(LTB4) 측정

LTB4 값은 LPS 군 (35.0 ± 23.3 pg/ml)에 비하여 실리마린 후처치 실험에서

100mg/kg 투여군(8.4 ± 1.4 pg/ml, p=0.06), 250mg/kg 투여군(10.1 ± 1.6 pg/ml, p=0.42),

500mg/kg 투여군(9.3 ± 4.4 pg/ml, p=0.31)에서 감소하는 경향은 보였으나 유의하지

않았다(Figure 14B).
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A.                                       B.

Figure 14. PGE2 and LTB4 level in BAL fluid at silymarin post-treatment

(A) PGE2 level in post-treatment with Silymarin (B) LTB4 level in post-treatment with 

Silymarin

Compared with the LPS group, PGE2 increased and LTB4 decreased in the post-treatment 

with silymarin, but none of them were significant.

Ctrl, control; LPS, lipopolysaccharide only; 100, silymarin 100mg/kg; 250, 250mg/kg; 500, 

500mg/kg; Silymarin post, silymarin post-treatment
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(4) 패혈증 동물모델에서 기관지폐포 세척액 내 세포 수 및 호중구 수 측정

후처치 실험에서 기관지폐포 세척액 내 총 세포 수는 LPS 군(224.9 ± 62.6 x 104/ml)에

비하여 100mg/kg 투여군(201.8 ± 28.6 x 104/ml, p=0.51)이었고, 250mg/kg 투여군(166.5 

± 37.4 x 104/ml, p<0.05)과 500mg/kg 투여군(140.1 ± 19.4 x 104/ml, p<0.05)에서

유의하게 감소하였다 (Figure 15A).

호중구의 수는 LPS 군(166.4 ± 47.4 x 104/ml)에 비하여 실리마린 후처치 실험

100mg/kg 투여군(125.0 ± 20.6 x 104/ml, p=0.1)이었고, 250mg/kg 투여군(107.9 ± 20.5 x 

104/ml, p<0.05), 500mg/kg 투여군(84.9 ± 12.6 x 104/ml, p<0.05)에서 유의하게

감소되었다 (Figure 15B).



45

A.                                       B.

Figure 15. Total cells and the neutrophil in BAL fluid at silymarin post-treatment

(A) Total cells (x104/ml) count in post-treatment with Silymarin (B) Neutrophil(x104/ml)

count in post-treatment with Silymarin

Compared with the LPS group, total cells and neutrophil count were significantly 

decreased in the post-treatment with silymarin. LPS, lipopolysaccharide only induced 

acute lung injury.

Ctrl, control; LPS, lipopolysaccharide only; 100, silymarin 100mg/kg; 250, 250mg/kg; 500, 

500mg/kg; Silymarin post, silymarin post-treatment

Significance was defined as * for p < 0.05 between Ctrl vs LPS; ** for p<0.05 between 

LPS vs silymarin treatment
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(5) 패혈증 동물모델에서 폐 형태 및 조직학적 관찰

① 폐 조직 관찰

전처치 실험과 같이 정상대조군에서는 폐 조직이 폐포 중격 (Alveolar septa), 폐포강

(Alveolar lumen) 그리고 모세혈관 등 모두 정상적인 구조를 가지고 있었고(Figure 16A),

LPS 군에서는 심한 염증세포의 폐포강 내 유주 및 간질 내 침윤이 보이고, 혈관주위의

세포 침윤 (Perivascular cuffing)과 폐포 중격의 부종 등의 소견이 뚜렷하였다(Figure 16B). 

LPS 군에 비교하여 LPS 를 주입한 후 실리마린을 투여 한 후처치 실험에서 폐포강 내

염증세포의 침윤이 관찰되었으나 섬유모세포증식은 뚜렷하지 않다(Figure 16C, D, E). 

② 폐손상 정도 평가

후처치 실험에서 LPS 군(6.8 ± 1.5)에 비하여 100mg/kg 투여군(3.6 ± 0.4, p<0.05),

250mg/kg 투여군(3.4 ± 0.5, p<0.05), 500mg/kg 투여군(4.3 ± 0.9, p<0.05)에서 유의하게

감소하였다(Figure 17).
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A B

C D

E

Figure 16. Silymarin attenuates lung injury in LPS-induced sepsis at post-treatment. 

hematoxylin-eosin staining 



48

(A) Control (B) LPS, lipopolysaccharide only induced sepsis (C) Post-treatment with 

silymarin 100mg/kg on the LPS-induced sepsis (D) Post-treatment with silymarin 

250mg/kg on the LPS-induced sepsis (E) Post-treatment 500mg/kg on the LPS-induced 

sepsis

In control, the normal pulmonary architectures such as alveolar septa, alveolar lumen and 

capillary were well preserved. The infiltration of inflammatory cells was not observed. In 

LPS group, the infiltration of inflammatory cell was observed in alveolar space and 

interstitium. In the group silymarin post-treatment, infiltration of inflammatory cells in the 

alveolar was observed, but fibroblast proliferation was not evident. (magnification, x100)
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Figure 17. Histologic scoring of lung injury in LPS-induced sepsis with silymarin 

post-tratment

Compared with the LPS group, inflammatory score was significantly decreased in the 

post-treatment with silymarin.

Ctrl, control; LPS, lipopolysaccharide only; 100, silymarin 100mg/kg; 250, 250mg/kg; 500, 

500mg/kg; Silymarin post, silymarin post-treatment

Significance was defined as * for p < 0.05 between Ctrl vs LPS; ** for p<0.05 between 

LPS vs silymarin treatment
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Table 2. Summary of silymarin of sepsis in mouse and cell models

Injury model Silymarin dose Silymarin delivery Major finding Reference

Mouse 

Intraperitoneal 

LPS(Salmonella 

typhosa)

50mg/kg Orally 2h and 0h 

before injury

↓Pro-inflammatory cytokine (IL-1β)

↓PGE2

↑Survival

Biochemical 

Pharmacology 67 

(2004) 175–181
28

Rat

Intraperitoneal

Paraquat(PQ)

200mg/kg Intraperitoneal

3 consecutive days 

after injury

↓Total cell, MPO, HYP, total protein

↓Lung W/D ration, NO, iNOS

↓MDA

↑SOD, CAT, GSH-Px

↓Pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β, 

IL-6))

↓Anti-inflammatory cytokine (TGF-β1)

Clinical and 

Experimental 

Pharmacology and 

Physiology (2015) 42, 

988–998
30

Rat

Intratracheal LPS

50, 100, 200mg/kg Intraperitoneal

5 consecutive days 

before injury

(High dose; 100, 200mg/kg)

↓Lung W/D ratio, total protein, P(A-a)O2, 

PaO2/FiO2 ratio

↓Histological score

↓total cells, Lymphocytes, Macrophages, 

Neutrophils

↓Pro-inflammatory cytokines(IFN-γ, IL-6, 

TNF-α) 

↑Anti-inflammatory cytokine (IL-10)

↓p-JNK, p-p38, p-ERK

Inflammopharmacol 

(2018) 26:747–754
29

Rat

CLP

50mg/kg

Or NAC(150mg/kg)

Orally 10days before 

CLP

↑Survival 

↓MDA

↑GSH

↓MPO, luminol

↓lucigenin

- Thromboplastic

Journal of Surgical 

Research (2008) 145, 

214-22266

Mouse 

macrophage cell

LPS(Salmonella 

typhosa)

6.25, 12.5, 25, 50

µg/mL

24h before LPS ↓Pro-inflammatory cytokine (IL-1β)

↓PGE2

↓COX-2, NF-κB/Rel

Biochemical 

Pharmacology 67 

(2004) 175–181 28

Human 

adenocarcinoma 

cell

Paraquat(PQ)

50 µg/mL treated 3h and then 

with 200µ ㏖/L PQ

↑ Protein expression (Nrf2, HO-1, NAD(P)H) Clinical and 

Experimental 

Pharmacology and 

Physiology (2015) 42, 

988–998
30
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고 찰

본 실험에서는 LPS로 유도 된 대식세포와 동물의 패혈증 모델에서 실리마린의 투여가

미치는 영향을 알아보기 위해 염증관련 인자와 조직학적 변화를 확인하였다. 기존 연구

들이 실리마린의 패혈증 염증 감소 효과를 입증하였지만 주로 전저치에 의한 예방 효과

를 보고하였기에 이번 실험에서는 실리마린의 예방 효과뿐만 아니라 후처치를 통한 치료

효과를 관찰하고 투여 용량에 따른 효과 차이를 조사하였다.

내독소인 LPS로 패혈증을 유도 한 대식세포에 실리마린을 투여 한 결과 염증 지표

들인 IL-1β와 IL-6, IL-10, PGE2 수치가 LPS만 투여한 군에 비해 전처치와 후처치 모두에

서 유의하게 감소하였다. 동물 실험 결과에서도 IL-1β가 전처치와 후처치 모두에서 감소

하였고 이에 IL-1β와 가장 관련이 있음을 알 수 있었다. 대식세포 실험에서는 투여 용량

에 따라 염증 지표 수치 감소 정도에 유의미한 차이가 있었으나 동물 실험에서는 투여

용량과 관계에 차이가 없었다.

LPS 투여 48시간 후 관찰 한 쥐의 기관지폐포 세척액에서 실리마린을 투여한 군이

LPS만 투여한 군에 비하여 호중구를 유의하게 낮추었고 조직학적 폐손상 평가에서도 전

처치 실험과 후처치 실험 모두에서 폐포와 간질 내 호중구 침윤 및 폐포강 내 부종과 출

혈이 감소되는 호전의 소견을 보여주었다.

대식세포와 쥐 모델에서 실리마린의 투여 효과

실리마린을 투여한 대식세포의 세포배양액과 쥐의 기관지폐포 세척액에서 사이토카

인 등 염증관련 인자들을 분석하였다. 

사이토카인은 내독소로 유도 된 패혈증에서 염증 관련 신호 분자로서 염증 반응이

시작되면 이를 증폭시키고 지속하는데 중요한 역할을 한다. 특히 전염증성 사이토카인인
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IL-1β은 폐손상의 초기에 나타나 다양한 세포들로부터 케모카인(Chemokine)과 면역조절

물질을 분비하게 하여 염증 반응을 더욱 가중 시키는 것으로 알려져 있다.33, 34 IL-6는 처

음에는 B세포 성장인자로 밝혀졌었던 물질로, 염증 물질에 의하여 활성화 된 대식세포에

서 생성되고 간에서는 급성 염증을 유발하기도 하여, 염증 반응과 항염증 반응을 모두

지니고 있는 것으로 보고되었다.35 본 실험에서 실리마린이 염증 감소에 관련 된 효과를

관찰하는데 사이토카인과의 연관성을 고려하여 IL-1β와 IL-6를 측정하였다. 실험 대상인

대식세포의 세포배양액과 쥐의 기관지폐포 세척액에서 측정 한 사이토카인 IL-1β와 IL-6

의 측정 값은 LPS만 투여한 군에 비하여 실리마린을 함께 투여한 군이 유의하게 감소하

는 것을 보여주었다. 기존의 연구와 마찬가지로 이번 연구에서도 패혈증 모델에서 IL-1β

와 IL-6의 사이토카인이 감소하는 결과값이 나왔으며 이는 실리마린이 항염증 효과가 있

음을 증명하였다.28-30 전처치 실험과 후처치 실험 모두 감소하였고 이것으로 예방 효과와

치료효과를 관찰 할 수 있었다.

반면 면역 조절 및 염증에 여러 가지 다발성 효과를 가지고 있는 IL-10은 기존 동물

연구 결과에 따르면 염증 효과를 상쇄하는 것으로 알려져 있다.36 본 실험에서 대식세포

에 LPS만 투여한 군에 비하여 실리마린을 함께 투여한 군의 IL-10 수치가 감소 하는 반

면 실리마린을 쥐에 투여하고 쥐의 기관지폐포 세척액에서 측정 한 IL-10 수치는 증가하

는 것을 보여주었다. 쥐 모델에서의 IL-10의 결과값은 기존에 Zhu등의 쥐 모델을 대상으

로 한 연구의 결과37와 같다. 쥐의 폐 라는 국소적인 환경이지만 IL-10 값이 높을수록 항

염증 능력이 증가 함을 시사 하고37 이것은 실리마린이 염증 치료 과정에서 IL-10보다 상

위 레벨에 영향을 주어 항염증 능력을 향상 시키는 것으로 생각된다. 그러나 대식세포에

실리마린을 투여 한 실험 결과에서는 IL-10의 분석 값이 LPS만 투여한 군에 비하여 감소

함을 보였고 이는 이전 실험 결과가 없어서 비교가 불가능하였다. 세포실험과 동물실험

에서의 실리마린이 염증 조절에 영향을 미치는 부분이 다를 수 있거나 동물의 폐 손상
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정도에 따라 IL-10을 작동 시키지 못 한 것 있어 이는 추후 추가 실험이 필요하다 생각

된다.

이와 함께 실리마린의 항염증 효과를 확인하기 위하여 PGE2의 생성을 살펴보았다. 

PGE2는 염증과 패혈증에 관여하는 주요 매개체로 발열과 통증 조절에 중요한 역할을 한

다고 알려져 있다. PGE2의 증가는 IL-1β에 의해 유발되는 염증의 통증과 관련이 있으며

IL-1β는 주로 PGE2의 합성을 증가시킴으로써 통증의 역치를 낮추는 것으로 보고되고 있

다.38 또한 PGE2는 패혈증의 병인에 중요한 역할을 하는 것으로 알려졌다.39, 40 PGE2수용

체 길항제 치료는 화상으로 인한 패혈증에서 완화 효과를 보였으며41, Shoup 등의 연구

에 따르면 COX-2 억제제(COX-2 inhibitor)가 화상 감염 후 생존율을 향상 시키고 PGE2의

생산을 억제함으로써 패혈증을 호전 시킬 수 있음을 시사하였다.41 그리고 Kang 등의 연

구에 의하면 대식세포에 직접 실리마린 처리를 한 경우와 동물에 실리마린 처치를 한 후

분리 해 낸 복막의 대식세포 모두에서 PGE2의 감소를 확인하였다. 이는 LPS로 자극을

준 대식세포에서 PGE2 생산 및 COX-2 발현에 실리마린이 억제 효과를 보이는 것이라고

보고하였다.28 본 실험에서도 대식세포에 LPS로 자극을 준 후 실리마린을 처리하였을 때

는 PGE2가 큰 폭으로 감소하는 것을 보여주었다. 그러나 이전 연구에서 볼 수 없었던

쥐 실험에서는 LPS만 투여한 군에 비하여 실리마린을 함께 투여한 군의 PGE2 값이 전처

치와 후처치 모두에서 LPS군과 차이를 보이지 않았다. 이것은 사이토카인 IL-10과 같이

실리마린을 투여 하였을 때 LPS만 투여한 군에 비하여 대식세포 실험에서는 감소하고

쥐 실험에서는 감소하지 않은 값을 보여주었다. PGE2의 역할을 다시 살펴보면 염증 반응

의 매개체로서 뿐만 아니라, IL-10과 같은 항염증성 사이토카인의 생성을 촉진하는 면역

반응 조절자로서의 역할을 찾아 볼 수 있다.42 PGE2는 가지 세포(Dendritic cells)에 대하여

세포의 성숙도와 세포가 활성화 되는 외부 조건에 따라 다양한 효과를 나타내는 것으로

알려져 있다.43-45  따라서 앞서 IL-10이 폐 손상 정도에 의하여 작동하지 않아 PGE2 발현
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에도 영향을 준 것으로 볼 수 있다. PGE2와 COX의 관계를 살펴보면 COX-1의 발현이나

활성을 억제시킨 경우 double negative thymocyte(DN)가 double positive thymocyte(DP)

로 분화되는 것이 억제되었고, COX-2의 발현이 억제 된 경우에는 DN의 미성숙과 single 

positive thymocyte의 수가 감소 되어, thymocyte의 각 분화 단계에서 서로 다른 COX의

효소가 PGE2에 관여 되고 있음을 제시하고 있다.46 따라서 염증성 질환에서 매개체 역할

외에도 면역 반응의 조절자 역할도 하는 것으로 알려 진 PGE2 작용이 선택적으로 조절

되는 것에 대한 연구가 앞으로 더 이루어져야 할 것으로 생각 된다. 

실리마린의 항염증 효과를 보기 위하여 조사한 PGE2와 COX-2는 염증, 통증, 고열을유

발하는 프로스타글란딘(Prostaglandine)의 합성에 관여하는 것으로 알려져 있다.47 실리마

린을 투여한 군에서 IL-1β의 생성을 감소시키면 줄어 든 양 만큼 IL-1β가 수용체에 결합

하는 수가 줄어들고 그로 인하여 COX-2의 발현이 줄어들게 되면 치료 효과에 영향을 준

다고 볼 수 있다.48 기존의 연구에서28 실리마린의 전처치에서 COX-2의 감소를 보여준

것에 더하여 본 실험에서는 LPS로 자극을 준 대식세포에서 실리마린 전처치 실험과 와

후처치 실험 모두에서 LPS만 처리한 군에 비하여 COX-2가 감소함을 보였으며, 다만  후

처치에 비하여 전처치에서 감소의 폭이 큰 경향을 보여주었다. 

결국 사이토카인 IL-1β, IL-6와 함께 염증 지수로 간주되고 있는 COX-2까지 LPS만 투

여한 군에 비하여 실리마린을 함께 투여군에서 감소함을 보임으로 항 염증 작용을 나

타내는 것을 시사하고, 실리마린의 전처치 실험과 후처치 실험 모두에서 감소함을 보

임으로 예방 효과와 함께 치료 효과를 제시 할 수 있다. 

실리마린의 호중구 이동에 대한 효과

실리마린의 항염증 효과를 또다른 경로에서 확인하기 위하여 LPS으로 유도 된 패혈

증 쥐 모델에서 염증에 반응하여 호중구를 이동시키는 LTB4를 측정하였다. 우선 호중구
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는 상주 세포에 의해 생성되는 케모마인 및 사이토카인과 같은 염증 신호에 반응하여 염

증 부위로 빠르게 이동 한다.49 이전 연구들에 의하면 LTB4가 BLT1 수용체 활성화를 통

하여 호중구의 동원을 자극하는 필수 화학주성작용제 (Essential chemotactic agent)로 작

용하는 것이라고 보고되었다.50, 51 따라서 LTB4 생산에 대한 실리마린의 항염증 효과에 의

한 화학주성작용 억제는 호중구 모집에 직접적인 영향을 미칠 수 있고, LPS로 유도 된

염증에 의한 사이토카인은 직접 접착 분자의 발현을 자극하여 호중구 모집에 영향을 준

다.52-54 즉 활성화 된 대식세포는 염증 초기 단계에서 매개체 생산의 가장 중요한 원천

중 하나라고 할 수 있다.55 본 실험에서 LPS로 유도 된 패혈증 쥐 모델에서 실리마린를

전처치와 후처치를 한 경우 동물의 기관지폐포 세척액에서 측정 한 LTB4의 값이 모두

유의하게 감소하였다. 이는 실리마린이 호중구 동원 및 사이토카인 생산을 억제시키고

이로 인하여 대식세포의 활성화를 감소 시킨다는 것을 관찰 할 수 있었으며, 투여 시점

인 전처치 실험과 후처치 실험 모두에서 효과를 나타냄으로 예방 효과와 치료 효과를 보

이는 것이라 생각된다.

실리마린을 투여 한 기관지폐포 세척액 분석 및 병리학적 변화 효과

조직학적 변화를 통하여 패혈증 모델에서 실리마린의 투여가 미치는 영향을 알아보

았다. LPS 를 투여한 후 48시간 째에 얻은 조직에서 실리마린 전처치 실험과 후처치 실

험 모두에서 중성구 침윤이 LPS만 투여한 군에 비하여 감소되는 경향을 보여주었다. 폐

손상 정도 점수(Lung injury scores)의 비교에서는 실리마린의 전처치 실험과 후처치 실험

모두 LPS만 투여한 군에 비하여 유의하게 폐손상 점수가 낮았다.

염증성 질환은 다양한 측면에서 다르지만 일부 증거에서 대식세포와 호중구가 많은

염증성 질환의 경우 시작점과 악화 단계에는 일관된 모습들을 보인다.56 이 중 호중구에

의한 급성 폐손상 발생기전이 급성 폐손상 병인론에서 중요하며 LPS는 폐 내에 호중구
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의 침윤을 증가시키고 혈관내의 호중구가 폐포 쪽으로 이동하여 제 1, 2 폐포 세포의 손

상을 가져오며 동시에 혈관내피세포의 손상을 가져와 상피장벽 및 혈관장벽을 파괴하여

부종액의 폐포유입(Alveolar flooding) 을 유발한다고 한다.57, 58 본 실험의 결과에서도 LPS

만 투여 한 군에 비하여 실리마린을 투여한 군의 폐조직에서 중성구 침윤 및 폐부종이

감소되는 것을 볼 수 있었다. 또한 실리마린을 투여한 군의 기관지폐포 세척액 속의 호

중구 수가 LPS만 투여한 군에 비하여 유의하게 낮아지는 호전을 보였다. 패혈증 쥐 모델

에서 실리마린 전처치가 후처치 보다 기관지폐포 세척액 내의 총 세포 수에서 좀 더 큰

감소 폭을 보여주었다. Yang 등의 연구에 의하면 호중구가 대식세포가 염증에 대응하는

데 중요한 역할을 한다고 보고하고 있다.59 지금까지 알려진 연구들에 의하면 칼슘 의존

적 신호 전달은 대식세포 활성화를 강화하고60 이러한 세포에서 염증성 사이토카인의 생

산에 자극을 준다는 것이다.61 따라서 대식세포를 포함한 면역 세포에서 칼슘 유입 및 관

련 신호전달 경로를 조절 하는 데 있어 실리마린의 역할을 다루는 추가 연구가 메커니즘

을 특성화 하는데 기여할 것이라 생각된다. 

실리마린의 투여 용량에 따른 효과

실리마린의 투여 용량에 따라 비교해보면 대식세포 실험에서 실리마린의 투여 용량

은 10, 25, 50㎍/ml로 나누었고 이는 기존의 연구28에서 행해진 용량을 고용량으로 하고

그보다 낮은 용량을 추가하였다. 대식세포의 배양액에서 측정한 사이토카인 IL-1β, IL-6, 

IL-10의 결과 값은 투여 된 실리마린의 용량에 의존적으로 감소 함을 보여주었다. 실리마

린의 투여 용량에 의존적인 결과는 투여 시점인 전처치와 후처치 모두에서 보여주었다. 

그러나 COX-2에서는 전처치의 중간 용량부터 유의하게 감소하였으며 저용량은 거의 감

소하지 않아, 실리마린의 저용량 투여는 COX-2의 감소에 영향을 주지 못한다고 생각되

었다. 실리마린의 투여 용량은 쥐 실험에서도 나누었는데, 기존의 연구 중 가장 고용량을

투여 한 연구27에서의 값을 역시 고용량으로 정하고 그 보다 저용량을 정하여 세 용량
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인 100, 250, 500mg/kg로 나누었다. 실리마린의 투여 용량에 따른 용량 의존도는 세포

실험에 비하여 쥐 실험에서는 용량에 의존적으로 유의한 감소 또는 증가를 보이지는 않

았으나 경향을 보였다. 실리마린의 투여 시점에 따라 나눈 전처치 실험과 후처치 실험

모두에서 용량에 의존적이지 않았다. 이는 동물의 위장관에서 실리마린의 흡수가 용량비

례적으로 이루어지지 않았을 가능성이 있기 때문이라 사료된다. 따라서 추후 동물 실험

에서 실리마린의 흡수 시간과 흡수력에 대한 보강 실험이 필요하다 생각된다. 

패혈증에 대한 이해가 증가하게 되면서 특정 사이토카인, 응고인자, 성장인자와 같이

치료약제의 표적이나 잠재적인 생물할적 치료제들이 많이 시도되고62 있으나, 효과적인

치료제를 찾기 어려운 이유는 패혈증의 다양한 위험인자와 이에 따른 병태생리가 다를

가능성이 높고63-65, 발현되는 표적들의 시기와 역할이 다양하기 때문이다. 따라서 다양한

기능으로 패혈증에 효과를 보이거나 상태 호전에 중요한 역할을 하는 인자에 작용하는

약제가 있다면 패혈증의 치료제로 사용 될 가능성이 높다고 할 수 있다. 본 실험의 결과

기존의 실리마린 연구들에 더하여 염증 유도 지표들을 낮추고 항염증 관련 지표는 증가

함을 보임으로 경구 투여가 가능 한 패혈증의 치료제로써의 가능성을 보여준다.

실리마린은 이미 오랜 기간 간 질환 치료제로 임상에서 사용되고 있다.22, 23 이는 실

리마린이 항산화제로의 역할과 항염증 성질을 갖고 있다고 알려져 있기 때문이다.24, 25 그

리하여 현재는 항염증 효과를 활용하여 패혈증의 치료 개선에 도움을 줄 것이라 기대하

며 가능성을 제시하는 연구들이 시행되고 있다. 그러나 아직 실리마린의 작용기전이 명

확하게 밝혀지지 않았기 때문에 더 많은 연구가 필요한 상황이다. 본 연구에서는 실리마

린을 대식세포와 동물에 투여하였고, 투여 시점을 전처치와 후처치로 하였다. 그리고 투

여 용량에 따른 항염증 효과의 크기를 관찰하였다. 이에 세포와 동물 모두에서 LPS군과

비교하여 전염증성 사이토카인 IL-1β와 IL-6의 측정 값이 감소하여 패혈증 고위험 환자에

예방과 패혈증 치료에 모두 효과를 기대 할 수 있게 되었다. 그러나 항염증성 지수를 측
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정한 IL-10과 PGE2 값에서는 세포에서는 LPS군에 비하여 감소하였으나 동물 실험에서는

큰 차이를 보이지 않음으로 여러 면역세포들이 작용하는 In vivo 환경에서의 추가 실험이

필요할 것으로 사료된다.
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결 론

본 연구는 내독소로 유도 된 대식세포와 동물의 패혈증 모델에서 실리마린 투여가

염증 유발에 관여하는 사이토카인을 유의하게 감소시킴으로 염증 유발을 억제하고,

동물 모델에서 기관지폐포 세척액 내 호중구를 유의하게 감소시키고 조직학적 폐손

상 평가에서는 폐포강 및 간질 내 호중구의 침윤과 혈관 주위의 부종이 감소하는 호

전된 소견을 보여 주었다. 본 연구 결과로 실리마린이 항염증 효과를 보이며 이를

통하여 패혈증의 급성 폐 손상을 약화시키고 폐 조직 보호에 도움을 줄 수 있으리라

사료된다. 이는 전처치 실험과 후처치 실험 모두에서 보이는 결과로 예방 효과와 치

료 효과를 기대 할 수 있게 되었다.
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Abstract

Background

Sepsis is an infection caused by various strains, which causes an inflammatory response 

and induces the malfunction of multiple organ of the body. Sepsis should be treated with 

a focus on the cause of the infection and subsequent inflammation. Therefore, many 

studies on anti-inflammatory drugs are being conducted. Among them, silymarin used as 

a liver function improving agent inhibits the production of substances that cause 

inflammatory reaction and inhibits the fibrosis reaction that occurs in cirrhosis of the liver.

It is thought that silymarin may have an effect on inflammation of sepsis. The purpose of 

this study is to investigate whether silymarin has an anti-inflammatory role and 

influences fibrosis in a lipopolysaccharide(LPS)-induced sepsis model under multiple 

conditions. 

Methods

1. Macrophage Experiment

Culturing J774A.1 cells were stimulated with LPS. Based on the time of LPS 

administration, they were divided into pre-treatment and post-treatment, and the 

dose of silymarin was into 10, 25 and 50㎍/ml. For the control group, culture 

medium was used instead of LPS and silymarin. After culturing for 24hours, the 

culture medium was collected and the inflammation-related factors Interleukin-1β 

(IL-1β), interleukin-6 (IL-6), interleukin-10 (IL-10), Prostaglandin E2 (PGE2) and

Cyclooxygenase 2(COX-2) were measured by enzyme linked immunosorbent assay. 

Western blot analysis was performed for IL-1β, COX-2 by separating cell proteins.
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2. Animal Experiment

A sepsis model was induced by instilling 5 mg/kg of LPS intratracheally in male, 7-

week–old, BALB/c mice. Control mice received normal saline (NS). Silymarin was 

given before and after LPS administration. The administered dose of silymarin was 

divided into 100, 250 and 500mg/kg. Two days later, mice were sacrificed and 

bronchoalveolar lavages (BAL) and lung tissues were acquired. Histopathologic

examination was done using hematoxylin-eosin and Masson trichrome staining. The

count total cells and polymorphonuclear (PMN) leukocytes were measured using 

BAL fluid. IL-1β, IL-6, IL-10, PGE2 and Leukotriene B 4(LTB4) were measured by 

enzyme linked immunosorbent assay.

Results 

In the macrophage experiment, the cytokines decreased in the pre-treatment

administered with silymarin compared with the LPS group, and the extent of the 

decrease was proportional to the administered does (pre-treatment; IL-1 β measurements; 

LPS, 114.4 ± 8.4 pg/ml vs silymarin 10㎍/ml, 66.7 ± 3.9 pg/ml, 25㎍/ml, 28.5 ± 4.5

pg/ml, 50㎍/ml, 3.6 ± 0.4 pg/ml). The cytokines in post-treatment also decreased 

compared to the LPS group and the extent of decrease was also proportional to the 

dose (post-treatment; IL-1 β measurements; LPS, 114.4 ± 8.4 pg/ml vs silymarin 10㎍/ml, 

26.6 ± 4.9 pg/ml, 25㎍/ml, 1.1 ± 0.8 pg/ml, 50㎍/ml, 0.0 ± 0.0 pg/ml).

In animal experiments, the cytokine value was decreased in the group administered 

with silymarin compared to the group administered with LPS group. (pre-treatment; IL-1

β measurements; LPS, 202.9 ± 111.6 pg/ml vs silymarin 100mg/ml, 54.2 ± 15.3 pg/ml, 
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250mg/ml, 65.6 ± 36.1 pg/ml, 500mg/ml, 39.6 ± 23.9 pg/ml, post-treatment; IL-1 β

measurements; LPS, 202.9 ± 111.6 pg/ml vs silymarin 100mg/ml, 182.5 ± 24.2 pg/ml, 

250mg/ml, 171.6 ± 23.0 pg/ml, 500mg/ml, 145.4 ± 18.8 pg/ml,). However, the decrease

was not depending on the dose of silymarin administered. the examination of the lung 

tissue showed that neutrophil infiltration in the alveolar cavity was decreased in the 

group administered with silymarin, and interstitial and alveolar hemorrhage or 

congestion were less pronounced compared to the group administered with LPS group. 

Administration of silymarin suppressed inflammation in sepsis and attenuated the 

alveolar septal thickening and interstitial fibrosis.

Conclusion

Administration of silymarin in LPS-induced sepsis models suppresses inflammation and 

attenuates pathologic change of lung parenchyma and neutrophil infiltration, suggesting 

a certain role in sepsis. In addition, we compared and therapeutic effect as well as the 

preventive effect of silymarin by comparing the pre-treatment and post treatment. 

Clinical application would be possible in the future after further studies addressing some 

issues raised in our study such as gastrointestinal absorption of silymarin and 

contradictory change of some cytokines.
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