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Nicotine 등으로 유발된 인간 간조직세포 내 hydrogen peroxide

생성억제에 대한 효모균발효애엽 추출물의 영향
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The purpose of this study is to investigate the effect of water extract from Artemisiae Argi Folium Fermented with

Sacchromyces cerevisiae (AFS) on hydrogen peroxide production within human hepatocyte HepG2 cells treated with

gallic acid, EtOH, nicotine, acetaminophen, and acetaldehyde. AFS (0~400 ug/mL) was treated with gallic acid, EtOH,

nicotine, acetaminophen, and acetaldehyde. And the intracellular productions of hydrogen peroxide were measured by

dihydrorhodamine 123 (DHR) assay. AFS showed the restoration of the intracellular productions of hydrogen peroxide

which were reduced by gallic acid, EtOH, nicotine, acetaminophen, and acetaldehyde in HepG2 Cells. AFS could be

supposed to have the hepatoprotective effect related with hepatocytologic signaling activity against gallic acid, EtOH,

nicotine, acetaminophen, and acetaldehyde.
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서 론

애엽(艾葉; : Artemisiae Argi Folium)은 국화과(Compositae)

에 속한 여러해살이 풀인 황해쑥(Artemisia argyi L.)의 잎을 말

린 것으로, 여름철에 개화(開花)하기 전에 채취하여 햇볕에 말린

후 사용되는 한약재의 일종이다. 한의학(韓醫學) 고전문헌에 의

하면, 애엽(艾葉)의 약성(藥性)은 따뜻하나(溫) 독이 약간 있고(小

毒) 매우며(辛) 쓴(苦) 맛을 가지고 있으며, 경락을 따뜻하게 하여

출혈을 멈추게 하고(溫經止血), 추위를 흩어 통증을 멈추게(散寒

止痛)하는 효능이 있어서 아랫배가 차가우며 아픈 것(少腹冷痛),

월경이 순조롭지 못한 것(月經不調), 여성의 자궁이 차서 임신이

잘 안되는 것(宮冷不孕), 피를 토하는 것(吐血), 코피가 나는 것

(衄血), 자궁으로부터의 출혈이 과다한 경우(崩漏經多), 임신으로

인한 하혈(下血) 등을 치료하는 것으로 알려져 있다
1-3)

. 한편, 외

용약제(外用藥製)로서 피부가려움증에 적용되기도 하며 뜸치료

(灸)의 기본재료로서 사용되기도 한다
1,3)

.

최근들어 한약 혹은 한약재를 발효하여 한약의 안전성을 확

보하고 효능의 증대를 시도하거나 새로운 약효를 발굴하는 등의

다양한 연구들이 보고되고 있으며, 쑥의 발효법 개발이나 발효쑥

의 효용성 증대에 대한 보고 또한 많이 이루어지고 있다3,4).

근래에 한약과 한약재․한약제품에 대한 안전성과 신뢰성에

대한 많은 관심들이 제기되고 있으며, 천연물에 의한 간독성, 급

성 간염 등 간조직에 유해한 약리적 반응을 일으키는 현상에 대

한 연구보고들5-7)도 많이 이루어지고 있으나, 그러나 한약재나 한

약의 성분이 오히려 다른 독성물질들에 의해 간조직에서 발생하

는 다양한 병리적 현상을 완화하는 효과를 나타낸다는 보고도

또한 많이 이루어지고 있다3,8-12).

본 연구에서는 애엽(艾葉)을 효모균의 일종인 Sacchromyces

cerevisiae로 발효시켜 얻은 시료(AFS)가 gallic acid(GA), EtOH,

nicotine, acetaminophen(AAP), acetaldehyde(AC) 등의 다양한

간독성유발물질들에 의해서 유발되는 인간 간조직세포 HepG2
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cell 내 hydrogen peroxide의 생성억제에 미치는 영향을 알아보

기 위하여 in vitro 실험을 수행하고 유의한 결과를 얻었기에 이

에 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 시약 및 기기

본 실험에 사용된 시약 중 Dimethyl Sulfoxide (DMSO),

dihydrorhodamine 123 (DHR) 등은 Sigma사(ST. Louis, MO,

USA)로부터 구입하여 사용하였다. 각 시약의 품질은 분석용 등

급 이상의 것으로 하여 사용하였다. 본 실험에 사용된 기기는

rotary vacuum evaporator (Eyela, Tokyo, Japan), freeze dryer

(Eyela, Tokyo, Japan), deep freezer (Revco, NC, USA),

microplate reader (Bio-Rad, CA, USA) 등이다.

2) 약재

본 실험에 사용된 약재 애엽(艾葉; Artemisiae Argi Folium)

은 한국 서해안에서 채취, 검정한 후 사용하였으며 검정된 약재

(No. 2008-01-0015)는 경원대학교 한의과대학 병리학교실에 보관

되었다.

2. 방법

1) 시료의 제조

효모균발효애엽의 제조는 이미 보고한 선행연구
13)
의 방법에

따라 다음과 같이 시행하였다.

(1) 艾葉 추출물 제조

艾葉 50 g을 전기약탕기에 1차 증류수 1,000 mL와 함께 넣

은 뒤 150분 동안 가열, 추출하였다. 추출이 끝난 뒤 추출액을

filter paper(Advantec No.2, Japan)로 감압 여과한 뒤, 여과액을

rotary vacuum evaporator를 이용하여 농축하였다. 이 농축액을

동결건조기를 이용하여 건조한 뒤 발효할 시료로 사용하였다. 동

결건조 추출물은 6 g을 얻었으며 수율은 12%였다.

(2) 효모균발효애엽 추출물(AFS) 제조

위에서 제조된 艾葉 추출물을 이용하여 다음과 같이 효모균

발효애엽 추출물(AFS)을 제조하였다.

① 조효소 조제 : 조효소제인 3 g α-herbzyme (한국효소, 화

성, 한국)에 증류수 100 mL을 가하고 37℃에서 30분간 침출하여

여과시킨 후 그 여액을 조효소액으로 사용하였다.

② 열수출하여 건조한 艾葉 추출물(3.0 g, pH:5.44)을 screw

cap tube 0.95 g을 담고 미리 추출된 조효소액을 2.2 mL을 첨가

하여 37℃에서 2시간 효소반응하였다.

③ 효소반응 후 95℃에서 10분간 살균하였다.

④ Sacchromyces cerevisiae STV89를 艾葉에 4%씩 접종하여

30℃에서 4일간 배양하였다.

⑤ 배양 후 pH는 5.55였다.

⑥ 배양 후 60℃에서 20분간 열처리한 후 동결건조하여 효모

균발효애엽 추출물(AFS) 제조를 완료, 실험에 사용하였다.

2) Cell line

실험에 사용된 대식세포는 human hepatocyte(HepG2 cell

line)로서 한국세포주은행(KCLB, Korea)에서 구입하였다.

3) 세포 배양

HepG2 cells은 37℃, 5% CO2 조건에서 10% FBS, penicillin

(100 U/mL), streptomycin (100 ㎍/mL)이 첨가된 DMEM 배지

로 배양되었다. Cells이 75 cm
2

flask (Falcon, USA)에서 충분히

증식된 후 배양 3일 간격으로 배양세포 표면을 phosphate

buffered saline (Sigma, USA) 용액으로 씻어준 후 75 cm2 flask

당 3 mL의 0.25 % trypsin-EDTA용액을 넣고 실온에서 1분간 처

리한 다음 trypsin용액을 버리고 37℃에서 5분간 보관하여 세포

를 탈착하여 계대 배양하였다. 탈착된 세포는 10% FBS가 첨가된

DMEM 배양액 10 mL에 부유시킨 다음 새로운 배양용기에 옮겨

1 : 2의 split ratio로 CO2 배양기(37℃, 5% CO2)에서 배양하였다.

4) Dihydrorhodamine 123 (DHR) assay

세포내의 hydrogen peroxide(H2O2) 생성은 Roesler 등
14-17)

의

방법을 응용, dihydrorhodamine 123 (DHR) assay를 실시하여

측정하였다. DHR은 비형광이지만 세포 내에서 세포 내

hydrogen peroxide에 의하여 산화되어 녹색의 형광을 발현하는

물질인 rhodamine 123(R123)로 바뀌게 된다. 그러므로 여러 가

지 산화적 반응을 일으키는 물질들로 인해 mouse의 대식세포 내

에서 대량으로 발생하는 reactive oxygen species (ROS)의 수준

을 dihydrorhodamine 123 assay를 이용하여 측정할 수 있다. 본

실험에서는 GA, EtOH, Nicotine, AAP, AC 등이 유발하는 대식

세포 내 hydrogen peroxide 생성억제에 대한 시료의 영향를 측

정하였다. 96 well plate에 1×104 cells/well의 농도로 분주되도록

1×105 cells/mL의 cell을 100 ㎕씩 넣고 37℃, 5% CO2 incubator

에서 24시간동안 배양한 후 배지를 버리고 배양세포 표면을

phosphate buffered saline (PBS) 용액으로 씻어주었다. 시료를

처리하기 전에 우선 DHR(10 uM)이 담긴 배지를 30분간 각 well

에 처리한 뒤 배지를 제거하였다. 다음으로 배지에 녹인 시료(0,

10, 50, 100, 200, 400 ug/mL)와 독성물질들(GA, EtOH, nicotine,

AAP, AC)을 각 well에 처리하고 24시간 동안 37℃, 5% CO2

incubator에서 배양한 후 microplate reader(Bio-Rad, CA, USA)

를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

3. 통계처리

실험성적은 Mean ± S.D.로 나타내었으며, 대조군과 각 실험

군과의 평균 차이는 Student t-test로 분석하여 P<0.05일 때 통계

적으로 유의한 것으로 판정하였다.

결 과

1. Gallic acid(GA)의 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생성억

제에 대한 AFS 영향

GA(100 uM)로 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생성억제

를 유발하고 AFS(0, 10, 50, 100, 200, 400 μg/mL)를 함께 처리하

여 24시간동안 배양한 결과 GA에 의한 세포내 hydrogen

peroxide 생성억제를 100 ug/mL 이상의 농도에서 유의하게
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(p<0.05) 회복시켰다(Fig. 1).

NormalControl 10 50 100 200 400
Concentration (ug/mL)

AFS (㎍/mL) 0 0 10 50 100 200 400

GA (100 uM) - + + + + + +

Mean 132.64 100.00 97.56 102.10 108.10 121.86 140.99

SD 5.19 5.10 2.15 1.22 1.72 3.53 4.52

Fig. 1. Effect of AFS on the intracellular production of hydrogen

peroxide (H2O2) of HepG2 cell treated with gallic acid (GA; 100 uM).
Cells were incubated with AFS for 24 hr with GA. Results are represented as

mean ± S.D. AFS : Water extract of Artemisiae Argi Folium Fermented with
Sacchromyces cerevisiae. Normal : Not treated with GA. Control : Treated with GA
only. # represents P < 0.05 compared to the normal. * represents P < 0.05

compared to the control.

2. EtOH의 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생성억제에 대한

AFS 영향

EtOH(100 uM)로 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생성억

제를 유발하고 AFS(0, 10, 50, 100, 200, 400 μg/mL)를 함께 처리

하여 24시간동안 배양한 결과 EtOH에 의한 세포내 hydrogen

peroxide 생성억제를 100 ug/mL 이상의 농도에서 유의하게

(p<0.05) 회복시켰다(Fig. 2).

NormalControl 10 50 100 200 400
Concentration (ug/mL)

AFS (㎍/mL) 0 0 10 50 100 200 400

EtOH (100 uM) - + + + + + +

Mean 140.26 100.00 100.42 107.90 118.67 123.71 119.86

SD 7.13 17.44 13.78 22.93 17.10 17.62 1.63

Fig. 2. Effect of AFS on the intracellular production of hydrogen

peroxide (H2O2) of HepG2 cell treated with EtOH (100 uM). Cells were
incubated with AFS for 24 hr with EtOH. Results are represented as mean ± S.D.

AFS : Water extract of Artemisiae Argi Folium Fermented with Sacchromyces
cerevisiae. Normal : Not treated with EtOH. Control : Treated with EtOH only. #
represents P < 0.05 compared to the normal. * represents P < 0.05 compared to

the control.

3. Nicotine의 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생성억제에 대

한 AFS 영향

Nicotine(1 mM)으로 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생

성억제를 유발하고 AFS(0, 10, 50, 100, 200, 400 μg/mL)를 함께

처리하여 24시간동안 배양한 결과 Nicotine에 의한 세포내

hydrogen peroxide 생성억제를 50 ug/mL 이상의 농도에서 유

의하게(p<0.05) 회복시켰다(Fig. 3).
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AFS (㎍/mL) 0 0 10 50 100 200 400

Nicotine (1 mM) - + + + + + +

Mean 190.41 100.00 103.52 114.56 116.84 134.73 165.46

SD 6.18 6.85 2.37 15.71 2.44 3.02 4.17

Fig. 3. Effect of AFS on the intracellular production of hydrogen

peroxide (H2O2) of HepG2 cell treated with nicotine (1 mM). Cells were
incubated with AFS for 24 hr with Nicotine. Results are represented as mean ±

S.D. AFS : Water extract of Artemisiae Argi Folium Fermented with Sacchromyces
cerevisiae. Normal : Not treated with Nicotine. Control : Treated with Nicotine only.
# represents P < 0.05 compared to the normal. * represents P < 0.05 compared

to the control.

4. AAP의 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생성억제에 대한

AFS 영향

AAP(2 mM)로 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생성억제

를 유발하고 AFS(0, 10, 50, 100, 200, 400 μg/mL)를 함께 처리하

여 24시간동안 배양한 결과 AAP에 의한 세포내 hydrogen

peroxide 생성억제를 100 ug/mL 이상의 농도에서 유의하게

(p<0.05) 회복시켰다(Fig. 4).
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AFS (㎍/mL) 0 0 10 50 100 200 400

AAP (2 mM) - + + + + + +

Mean 149.84 100.00 114.92 124.66 127.89 125.86 133.28

SD 2.79 24.18 21.33 28.14 25.32 22.13 2.17

Fig. 4. Effect of AFS on the intracellular production of hydrogen

peroxide (H2O2) of HepG2 cell treated with acetaminophen (AAP; 2

mM). Cells were incubated with AFS for 24 hr with AAP. Results are represented
as mean ± S.D. AFS : Water extract of Artemisiae Argi Folium Fermented with
Sacchromyces cerevisiae. Normal : Not treated with AAP. Control : Treated with
AAP only. # represents P < 0.05 compared to the normal. * represents P < 0.05

compared to the control.
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5. Acetaldehyde(AC)의 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생성

억제에 대한 AFS 영향

AC(200 uM)으로 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생성억

제를 유발하고 AFS(0, 10, 50, 100, 200, 400 μg/mL)를 함께 처리

하여 24시간동안 배양한 결과 AC에 의한 세포내 hydrogen

peroxide 생성억제를 200 ug/mL 이상의 농도에서 유의하게

(p<0.05) 회복시켰다(Fig. 5).
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AFS (㎍/mL) 0 0 10 50 100 200 400

AC (200 uM) - + + + + + +

Mean 178.19 100.00 93.77 99.74 104.35 119.88 150.09

SD 4.49 15.01 3.03 2.05 1.95 1.50 2.74

Fig. 5. Effect of AFS on the intracellular production of hydrogen

peroxide (H2O2) of HepG2 cell treated with acetaldehyde(AC; 200

uM). Cells were incubated with AFS for 24 hr with acetaldehyde. Results are
represented as mean ± S.D. AFS : Water extract of Artemisiae Argi Folium
Fermented with Sacchromyces cerevisiae. Normal : Not treated with acetaldehyde.
Control : Treated with acetaldehyde only. # represents P < 0.05 compared to the

normal. * represents P < 0.05 compared to the control.

고 찰

애엽(Artemisiae Argi Folium)은 국화과에 속한 다년생 초본

황해쑥(Artemisia argyi L.)의 잎을 건조한 것으로, 여름에 꽃이

아직 피지 않았을 때 채취하여 햇볕에서 말린 후 사용하는 데, 간

(肝), 비(脾), 신(腎) 등으로 귀경(歸經)하며 산한지통(散寒止痛),

온경지혈(溫經止血)하는 효능이 있어서 소복냉통(少腹冷痛), 월경

부조, 궁냉불잉(宮冷不孕), 토혈(吐血), 뉵혈(衄血), 붕루경다(崩漏

經多), 임신으로 인한 하혈(下血), 그밖에 외용(外用)으로 피부가

려움증, 뜸치료로서 경락을 덥혀서 출혈을 멈추게 하는 작용으로

(溫經止血) 허한성(虛寒性) 출혈(出血)을 치료하는 것과1,3), 진해거

담평천(鎭咳祛痰平喘) 작용, 항혈액응고 작용, 면역증강 작용, 항

균 작용 등이2) 있는 것으로 알려져 있다. 주요한 성분으로는 약리

활성을 가진 플라보노이드의 일종인 Jaceosidin, scopoletin,

isoscopoletin, Arteminolides B․C․D, Eudesmanolides 등
19-24)

이 보고된 바 있다.

최근에는 한약재 혹은 한약을 발효하여 한약의 안전성을 높

이고 효능의 증대를 시도하거나 새로운 약효를 발굴하는 다양한

연구들25,26)이 보고되고 있는데, 발효 애엽 연구 보고3,4)도 계속 이

루어지고 있다.

Hydrogen peroxide와 같은 활성산소종들(reactive oxygen

species; ROS)은 주로 산화적 손상을 일으키는 생체유해작용을

하는 것에 많은 연구들이 이루어져왔으나, 최근의 연구에서는 정

상정인 생명활동에 필수적인 activator protein-127,28), NF-κB28,29),

p53
30)
과 같은 전사인자들(transcription factors)의 조절과 순차적

인 관련 유전자들의 발현에 있어 중요한 순기능을 담당하고 있

음이 보고31)되고 있다.

본 연구에서는 GA, EtOH, nicotine, AAP, AC 등에 의해서

유발되는 대식세포의 hydrogen peroxide 세포내 생성억제에 대

하여 효모균발효애엽 물추출물(AFS)이 미치는 영향에 대해서 알

아보았다.

GA(100 uM)로 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생성억제

를 유발하고 AFS(0, 10, 50, 100, 200, 400 μg/mL)를 함께 처리하

여 24시간동안 배양한 결과 GA에 의한 세포내 hydrogen

peroxide 생성억제를 100 ug/mL 이상의 농도에서 유의하게

(p<0.05) 회복시켰다. 또한 EtOH(100 uM)로 HepG2 cell 내

hydrogen peroxide 생성억제를 유발하고 AFS(0, 10, 50, 100,

200, 400 μg/mL)를 함께 처리하여 24시간동안 배양한 결과

EtOH에 의한 세포내 hydrogen peroxide 생성억제를 100

ug/mL 이상의 농도에서 유의하게(p<0.05) 회복시켰다.

Nicotine(1 mM)로 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생성억제

를 유발한 경우에도 AFS(0, 10, 50, 100, 200, 400 μg/mL)를 함께

처리하여 24시간동안 배양한 결과 nicotine에 의한 세포내

hydrogen peroxide 생성억제를 50 ug/mL 이상의 농도에서 유

의하게(p<0.05) 회복시켰다. AAP(2 mM)로 HepG2 cell 내

hydrogen peroxide 생성억제를 유발하고 AFS(0, 10, 50, 100,

200, 400 μg/mL)를 함께 처리하여 24시간동안 배양한 결과에서

도 AAP에 의한 세포내 hydrogen peroxide 생성억제를 100

ug/mL 이상의 농도에서 유의하게(p<0.05) 회복시켰다. AC(200

uM)로 HepG2 cell 내 hydrogen peroxide 생성억제를 유발하고

AFS(0, 10, 50, 100, 200, 400 μg/mL)를 함께 처리하여 24시간동

안 배양한 결과에서는 AFS이 200 ug/mL 이상의 농도에서 유의

하게(p<0.05) 회복시키는 것으로 나타났다.

이상의 결과는 황해쑥(Artemisia argyi L.)을 기원으로 하는

애엽(Artemisiae Argi Folium)을 효모균(Sacchromyces cerevisiae)으

로 발효시켜 얻은 물추출물(AFS)이 GA, EtOH, nicotine, AAP,

AC 등의 독성물질들에 의해서 유발되는 간조직세포의 병리적

현상 중 간조직세포내 hydrogen peroxide의 생성억제를 회복시

킴으로서 hydrogen peroxide에 의해서 조절되는 다양한 전사인

자들(transcription factors)의 정상적 발현을 복구하는 효과를 가

지고 있음을 알려주는 것이다.

결 론

GA(100 uM)로 유발된 인간 간조직세포 HepG2 cell 내의

hydrogen peroxide 생성억제를 효모균 발효애엽 물추출물 AFS

은 100 ug/mL 이상의 농도에서 유의하게(p<0.05) 회복시켰으며,

EtOH(100 uM)에 의한 hydrogen peroxide 생성억제에 대하여는

100 ug/mL 이상의 농도에서, Nicotine(1 mM)에 의한 hydrogen

peroxide 생성억제에 대하여는 50 ug/mL 이상의 농도에서,
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AAP(2 mM)에 의한 hydrogen peroxide 생성억제에 대하여는

100 ug/mL 이상의 농도에서, AC(200 uM)에 의한 hydrogen

peroxide 생성억제에 대하여는 200 ug/mL 이상의 농도에서 유

의하게(p<0.05) 회복시켰다. 이러한 결과는 효모균발효애엽 물추

출물(AFS)이 간독성을 유발하는 물질들에 의한 간조직세포의 병

리적 현상 중 다양한 전사인자들(transcription factors)의 발현을

조절하는 간조직세포내 hydrogen peroxide의 생성억제를 회복

시킬 수 있는 효과를 가지고 있음을 알려주는 것이다. 앞으로 독

성물질들에 의한 간조직세포의 기능손상회복제로서 AFS의 효용

성에 대한 보다 자세한 연구가 필요한 것으로 판단되는 바이다.
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