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麻黃附子細辛湯의 마우스 단회 경구투여 독성 및

골수세포를 이용한 유전독성 평가
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Test of Mahwangbujaseshin-tang Extracts
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The object of this study was to obtain acute information single oral dose toxicity of Mahwangbujaseshin-tang

extracts, with mouse bone marrow cell micronucleus test for detecting possible genotoxicity. In order to observe the

50% lethal dose, approximate lethal dosage, maximum tolerance dosage and target organs, test articles were once

orally administered to ICR mice at dose levels of 2000, 1000, 50 ㎎/㎏ according to the recommendation of KFDA

Guidelines. The mortality and changes on body weight, clinical signs and gross observation were monitored during 14

days after dosing according to KFDA Guidelines with organ weights of 12 types of principle organs. In addition, after

twice oral treatment of Mahwangbujaseshin-tang extracts 2000, 1000 and 500 ㎎/㎏, we checked the changes on the

number of MNPCE. We could not find any mortality, clinical signs, changes in the body weight and gross findings upto

2000 ㎎/㎏ treated group. The limited dosages in rodents except for increases of lymphoid organ weights and

hypertrophy encounted as results from pharmacological effects of Mahwangbujaseshin-tang extracts, immune

modulator effects with some sporadic accidental findings not toxicological signs. No evidence of increases of MNPCE

numbers were also detected in all three different dosages of Mahwangbujaseshin-tang extracts treated mice. The

results obtained in this study suggest that the LD50 and ALD of Mahwangbujaseshin-tang extracts in mice were

considered as over 2000 ㎎/㎏ because no mortalities were detected upto 2000 ㎎/㎏ that was the highest dose

recommended by KFDA and OECD. And the results of mouse bone marrow micronucleus test of

Mahwangbujaseshin-tang extracts is negative results.
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서 론

최근 중국산 한약재의 수입과 대량 생산에 따른 농약 등의

오염에 의한 독성 및 약물 자체의 안전성에 대하여 국민들의 관

심이 높아지고 있다.

근래에 들어 한약 자체의 독성 평가가 폭넓게 진행되고 있는

데 단미제에 대한 독성연구로는 半夏1), 竹瀝2), 麻黃3), 大茴香4), 漢

防己
5)

, 人蔘
6,7)

, 玉竹
8)

, 桑葉 추출물
9)

등에서 수행되어져 왔으며,

복합 처방에 대한 연구로는 Ninomiya 등10)은 八味地黃丸의 독성

을, Ryu 등
11)
은 補中治濕湯의 독성을, 황 등

12)
은 加味歸脾湯의 독

성을, 배 등13)은 補中益氣湯合大七氣湯의 독성실험을 각각 수행

하였다. 그리고 麻黃潤肺湯에 대하여 마우스 및 Rats의 경구 단회

독성, 반복투여 및 유전독성에 대한 실험이 각각 수행되었다
14-17)

.

麻黃附子細辛湯은 장중경18)의 傷寒論에 처음 소개된 이후

역대 의서들에 인용되어져 온 처방으로19) 麻黃, 附子 및 細辛으

로 구성되어 助陽解表의 대표방이며, 溫中發汗, 强心, 鎭痛, 利水

作用의 작용이 있다고 알려져 있다20-23).

현재까지 麻黃附子細辛湯의 약효에 관하여, 장 등24)은 실험

동물의 심혈관계에 미치는 영향에 대해 보고하였으며, 고 등
25)
은
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endotoxin 으로 유발된 혈전 용해 효과를 관찰하는 등, 주로 호

흡기계에 매우 유용한 효과를 나타내는 것으로 알려져 있으나,

독성학적 측면에 대한 보고가 없었다.

이에 저자는 한약이 장기복용 약물이고, 또한 잔류 가능성이

있어 잠재성에 대한 독성 평가가 필요할 것으로 생각되어 麻黃

附子細辛湯을 일반적인 독성시험 중 현재 의약품 등의 독성실험

기준26)에 명시되어 있는 마우스 경구 단회투여독성 시험과 유전

독성을 평가하는 골수세포를 이용한 소핵실험을 수행하여 유의

한 결과를 얻었기에 보고하고자 한다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

본 실험에 사용된 약재는 약업사(조흥약업사, 대구)에서 매

입한 것을 현미경하에서 관능검사를 통하여 선정하여 사용 하였

으며, 본 실험에 사용된 麻黃附子細辛湯19) 1첩 분량의 조성은

Table 1과 같다.

Table 1. The Amount and Composition of Mahwangbujaseshin-tang

藥物名 生藥名 用量(g)

麻 黃 Ephedrae Herba 6

附 子 Aconiti tuba 6

細 辛 Asiasari Radix 3

Total 15

2) 麻黃附子細辛湯 추출

선정된 약제 10첩 분량(150 g)을 취하여 정제수 2000 ㎖로

가열 추출한 후, 흡인 여과한 여과액을 rotary vacuum

evaporator (N-N type; LAB Camp, Dajeon, Korea)로 감압․농

축하여 점조성의 추출물을 얻은 다음 programmable freeze

dryer (PVTFD10A; ilShin Lab, Seoul, Korea)를 사용하여 동결

건조시켜 1첩당 3.26 g, 총 32.62 g(수율 약 16.31%)의 갈색의 물

추출물을 얻어 실험에 사용하였다. 준비한 麻黃附子細辛湯 추출

물은 -20℃의 냉장고에 보관 후 실험에 사용하였으며, 본 실험에

서 사용한 용매인 증류수에 100 ㎎/㎖의 농도까지 비교적 잘 용

해되었다.

2. 마우스 경구 단회투여독성 실험

1) 실험동물 및 사양관리

암수 각 20마리의 ICR 마우스(6-weeks old upon receipt,

SLC, Japan)를 7일간의 순화과정을 거쳐 실험에 사용하였으며,

순화과정 및 실험 전 기간동안 온도(20-25℃)와 습도(30-35%)가

조절된 사육실에서 마우스용 polycarbonate 사육상자에 5마리씩

수용하여 사육하였고, 명암 주기 (light: dark cycle)는 12시간 주

기로 조절하였으며, 사료(Samyang, Korea)와 음수는 자유롭게

공급하였다. 모든 실험동물은 투여일 및 최종 부검일 18시간전

절식을 실시하였으며, picric acid로 개체를 식별하였다.

2) 군분리 및 약물의 투여

실험동물은 군당 5마리씩 Table 2에 기록한 8그룹으로 구분

하였다. 한국식품의약품 안전청 고시 제 200-60호26)와 OECD 실

험기준27,28)에 의거하여, 설치류 최고 한계투여용량인 2000 ㎎/㎏

을 최고 용량으로 설정하였으며, 공비 2로 1000 및 500 ㎎/㎏을

중간 및 저용량 투여군으로 설정하였다. 또한 암수 각각에 대한

매체 대조군을 추가 하였다. 모든 투여군에서는 麻黃附子細辛湯

을 멸균 증류수에 용해시켜 20 ㎖/㎏의 용량으로 overnight 절식

후 존데(sonde)가 부착된 1 ㎖ 주사기를 이용하여 경구 투여하였

다. 식이와 음수에 따른 약물의 흡수 변화를 최소화하기 위해, 투

여 후 대략 3시간 동안 사료와 음수 공급을 제한하였다.

Table 2. Experimental Design Used in Single Dose Toxicity Test

Group Sex
No. of
animals

Animal No.
Dosage
(㎖/㎏)

Total Dose
(㎖/㎏)

G0M** Male 5 G0M-01 ～ G0M-05 10 0

G1M Male 5 G1M-01 ～ G1M-05 10 2000

G2M Male 5 G2M-01 ～ G2M-05 10 1000

G3M Male 5 G3M-01 ～ G3M-05 10 500

G0F** Female 5 G0F-01 ～ G0F-05 10 0

G1F Female 5 G1F-01 ～ G1F-05 10 2000

G2F Female 5 G2F-01 ～ G2F-05 10 1000

G3F Female 5 G3F-01 ～ G3F-05 10 500

** : Vehicle control; distilled water 20 ㎖/㎏ as vehicle in this study; All test articles in
vehicle were once orally dosed

3) 임상증상의 관찰

모든 실험동물의 임상증상을 투여 전후에 각각 functional

observational battery test
29,30)

를 기초하여 동물의 행동, 자극에

대한 반응성, 각성도 및 경계성, 자세 및 보행 이상 등에 관한 일

반증상을 관찰 기록하였으며, 투여일 이후에도 하루에 최소한 2

번씩 모든 실험동물의 임상증상을 관찰기록 하였다.

4) 체중의 측정

모든 실험동물의 체중을 투여전 1일, 투여직전, 투여 후 1, 2,

7, 13 및 14일에 각각 측정하였으며, 실험 시작시 개체차이에 따

른 체중의 변화를 최소화하기 위하여, 투여일 부터 투여후 7일,

투여후 7일부터 13일 및 투여일부터 투여후 13일간의 체중 증가

량인 증체량을 각각의 체중을 이용하여 산출하였다.

5) 육안부검

투여 14일 후 모든 실험동물은 overnight 절식을 실시하였으

며, ethyl ether (덕산공업주식회사, Korea) 마취하에 부검을 실시

하고, 폐(Lung), 심장(Heart), 가슴샘(Thymus), 신장(Kidney), 부

신(Adrenal gland), 비장(Spleen), 고환(Testis), 간(Liver), 췌장

(Pancreas), 뇌(Brain), 부고환 (Epididymis), 슬와 임파절

(Popliteal lymph node), 난소(Ovary)및 자궁(Uterus) 등 12개의

주요 장기를 위주로 이상 육안소견을 각각 관찰 기록하였다.

6) 장기 중량의 측정

모든 실험동물은 육안부검 소견을 관찰 기록한 후 폐, 심장,

가슴샘, 신장, 부신, 비장, 고환, 간, 췌장, 뇌, 부고환 , 슬와 임파

절, 난소 및 자궁에 대한 절대 중량을 각각 측정하였으며, 체중의

변화에 수반된 이차적 변화를 최소화하기 위해 체중에 대한 각

각의 장기 절대중량의 비율인 상대 중량을 산출하였다.

3. 마우스 골수세포를 이용한 소핵실험
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1) 실험동물 및 사양관리

50마리의 수컷 ICR 마우스(6-weeks old upon receipt, SLC,

J메무)를 14일간의 순화과정을 거쳐 실험에 사용하였으며, 순화

과정 및 실험 전 기간동안 온도(20-25℃)와 습도(30-35%)가 조절

된 사육실에서 마우스용 polycarbonate 사육상자에 5마리씩 수

용하여 사육하였고, 명암 주기 (light : dark cycle)는 12시간 주기

로 조절하였으며, 사료(Samyang, Korea)와 음수는 자유롭게 공

급하였다. 모든 실험동물은 picric acid로 개체를 식별하였다.

2) 군분리 및 약물의 투여

실험동물은 군당 10마리씩 Table 3에 기록한 5그룹으로 구

분하였다. 앞의 단회 경구투여 독성실험에서 설치류 투여 한계용

량
26)
인 2000 ㎎/㎏까지 사망례가 인정되지 않았고 별 다른 독성

증상인 인정되지 않아 한국식품의약품 안전청 고시 제 200-60호
26)와 OECD 실험기준31)에 의거하여, 2000 ㎎/㎏을 최고 용량으

로 설정하였으며, 공비 2로 1000 및 500 ㎎/㎏을 중간 및 저용량

투여군으로 설정하였다. 또한 수컷에 대한 매체 대조군을 추가

하였으며, 양성 대조물질로 Cyclophosphamide․H2O (Sigma,

MO, USA)를 사용하였다. 麻黃附子細辛湯은 멸균 증류수에 용해

시켜 20 ㎖/㎏의 용량으로 하루에 1회씩 2번 존데가 부착된 1 ㎖

주사기를 이용하여 경구 투여하였으며, 음성 대조군에서는 麻黃

附子細辛湯 대신 멸균 증류수만 동일한 방법으로 두번 경구 투

여하였다. 또한 양성 대조군에서는 Cyclophosphamide 70 ㎎을

생리식염수에 용해시켜 체중 ㎏당 10 ㎖의 용량으로 麻黃附子細

辛湯 또는 멸균 증류수 2회 투여시 26 gauge 의 주사침이 부착된

1 ㎖ 주사기를 이용하여 단회 복강투여 하였다.

Table 3. Experimental Design Used in Micronucleus Test

Group Animal No. Dose (㎎/㎏/day)

G0:Vehicle control M01-M10 Distilled water 20 ㎖/㎏

G1:Positive control M11-M20
Cyclophosphamide (70 ㎎/㎏),
once

G2:The highest dosage group M21-M30
Mahwangbujaseshin-tang
extracts (2000 ㎎/㎏), twice

G3:Middle dosage group M31-M40
Mahwangbujaseshin-tang
extracts (1000 ㎎/㎏), twice

G4:The lowest dosage group M41-M50
Mahwangbujaseshin-tang
extracts (500 ㎎/㎏), twice

Mahwangbujaseshin-tang extracts were orally administered, once a day for 2 days in a
volume of 20 ㎖/㎏ of distilled water; Cyclophosphamide was once intraperitoneally
dosed at second dose of Mahwangbujaseshin-tang extracts; Total 5 groups, 10 mice per
group were used in the present study

3) 임상증상의 관찰

모든 실험동물은 단회투여 독성실험에서와 동일하게

functional observational battery test29,30)에 기초하여 하루에 최

소한 두번씩 임상증상을 각각 관찰 기록하였다.

4) 체중의 측정

실험동물 각각의 체중을 투여 시작 1일전, 1회 및 2회 투여

일과 최종 희생일에 측정하였으며, 투여시작시의 실험동물 개체

차이에 의한 체중의 변화를 최소화하기 위하여 투여 시작일부터

최종희생일 동안의 증체량을 계산하였다.

5) 골수세포 표본 제작

최종투여 약 24시간후 모든 실험동물을 ethyl ether 마취하

에 방혈한 다음 양쪽 대퇴골을 적출하였다. 골수검체의 제작은

Schmid32)의 방법에 따랐다. 즉, 개체당 2매의 도말검체를 제작하

였다. 각 동물로부터 적출한 대퇴골로부터 23 gauge 주사침을 이

용하여, 3 ㎖ 우태아 혈청(GIBCO BRL 26140-079, MO, USA)으

로 골수를 세척하여 현탁하고 1000 rpm으로 5분간 원심 분리하

였다. 상층액을 제거하고 침전된 골수세포를 슬라이드 글라스에

도말, 실온에서 충분히 건조한 후 메틸알코올에 5분간 침적하여

세포를 고정하였다. 고정 및 건조가 끝난 검체는 다음 순서로 염

색하여 1000배의 배율로 검경하였다. 각 동물로부터 제작한 검체

중 염색 상태가 양호한 1매를 선택하여 무작위 검경하였다. 시험

결과는 개체당 2000개의 다염성 적혈구(Polychromatic Erythro

-cyte, PCE) 중에 나타나는 소핵다염적혈구(Micronucleated

Polychromatic Erythrocyte, MNPCE)를 계수하여 평균 ± 표준편

차 (n=10)로 표시하였으며, 이를 소핵유발 빈도로 하였다. 계수

시 세포 직경의 1/5-1/20의 크기로 주변 유핵세포의 핵과 동일

한 염색상을 나타내는 원형과 타원형의 소체를 소핵으로 계수하

였으며, 소핵과 이물질을 구별하였다. 소핵계수 후 소핵 유무에

상관없이 합계 1000개의 PCE와 정상적혈구(Normochromatic

Erythrocyte, NCE)를 계수하고, PCE의 수를 1000으로 나누어

PCE/(PCE + NCE)의 비율을 산출하여 세포독성의 지표로 결정

하였다
33)

.

4. 통계 처리

모든 수치는 평균 ± 표준편차로 표시하였으며, 다중비교검증

을 이용하여 통계처리를 실시하였고, 분산동질성을 Levene test를

실시하여 검증하였다. 등분산일 경우, one way ANOVA test를

실시한 다음 Scheffe test로 사후 검증을 실시하여 군간의 유의성

을 측정하였다. 비등분산일 경우에는 비모수 검증인 Kruskal

-Wallis H test를 실시하여 유의성이 인정된 경우에는, Mann

-hwitney U-Wilcoxon Rank Sum W를 실시하여 군간의 유의성을

검증하였다. 단회 투여독성시험의 경우, 반수치사량 및 95% 신뢰

한계(confidence limits)를 Probit 방법으로 측정하였으며, 임상 증

상 및 육안부검 소견은 각각 그 정도에 따라 0(normal),

1+(slight), 2+(moderate) 및 3+(severe)로 구분하였다. 소핵실험

의 경우, PCE/(PCE + NCE)의 비율이 0.20 이상인 경우에 개체의

결과를 인정하였고, 단회 투여독성 실험에서와 같이 임상증상은

그 정도에 따라 0(normal), 1+(slight), 2+(moderate) 및 3+(severe)

로 구분하였다. 통계처리 및 Probit 방법은 SPSS for Windows

(Release 14.0K, SPSS Inc, USA)를 이용하여 평가하였으며,

p-value가 0.05 이하인 경우 통계적 유의성을 인정하였다.

결 과

1. 마우스 경구 단회 투여독성 실험

1) 사망률

麻黃附子細辛湯 투여와 관련 있는 사망례는 실험 전 기간동

안 관찰되지 않아, 모든 실험동물(5/5 ; 100%)을 최종부검을 실

시하였다(Table 4).
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Table 4. Mortalities Observed in Female and Male Mice of Single

Dose Toxicity Testa

Group IDb
Day after dosing

Total
0c 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

M G0M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/5(0%)

A G1M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/5(0%)

L G2M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/5(0%)

E G3M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/5(0%)

FEM
ALE

G0F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/5(0%)

G1F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/5(0%)

G2F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/5(0%)

G3F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0/5(0%)

a ; number of died animals, b ; Group ID was listed in Table 2, c ; Dosing day, **;
total mortalities during 14 days of observation periods–died animals/total observed
animals (n = 5) (percentages)

2) 임상증상

수컷 매체 대조군, 2000 및 1000 ㎎/㎏ 수컷 투여군에서 경

미한 연변소견이 투여 1일 후에 국한되어 1례(1/5 ; 20%) 인정되

었으며, 암컷 매체 대조군 및 2000 ㎎/㎏ 투여군에서 2례(2/5 ;

40%) 인정되었다. 경미한 탈모 소견 역시 1000 ㎎/㎏ 암컷 투여

군에 국한되어 투여 후 10일에 1례 (1/5 ; 20%) 인정되었다

(Table 5).

Table 5. Clinical Signs Observed in Female and Male Mice of Single

Dose Toxicity Testa

Group IDb
Clinical signs

Normal Soft feces Hair losses

MALE G0M 4/5 (80%) 1/5 (20%) 0/5 (0%)

G1M 4/5 (80%) 1/5 (20%) 0/5 (0%)

G2M 4/5 (80%) 1/5 (20%) 0/5 (0%)

G3M 5/5 (100%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)

FEMALE G0F 3/5 (60%) 2/5 (40%) 0/5 (0%)

G1F 3/5 (60%) 2/5 (40%) 0/5 (0%)

G2F 4/5 (80%) 0/5 (0%) 1/5 (20%)

G3F 5/5 (100%) 0/5 (0%) 0/5 (0%)

a ; Observed animals/total observed animals of five mice (percentages), b ; GroupID
was listed in Table 2.

3) 체중의 변화

1000 ㎎/㎏ 암컷 투여군에 국한되어 암컷 매체 대조군에 비

해 유의성 있는(p<0.05) 체중의 증가가 각각 투여 2일후에 관찰

된 이외에 麻黃附子細辛湯 투여와 관련된 체중 및 증체량의 변

화는 인정되지 않았다(Table 6).

Table 6. Body Weight Gains in Female and Male Mice of Single

Dose Toxicity Testa

Group IDb
Interval

Day 0
c
-7 Day 7-13 Day 0 -13

MALE G0M 5.82±0.87 1.04±0.36 6.86±0.88

G1M 6.38±1.66 0.76±0.53 7.14±1.60

G2M 5.90±1.53 1.10±0.30 7.00±1.81

G3M 6.06±1.87 1.48±0.48 7.54±1.72

FEMALE G0F 4.28±0.66 0.66±0.48 4.94±0.94

G1F 4.28±1.03 0.76±0.44 4.86±0.67

G2F 5.12±0.95 0.90±0.98 6.02±1.13

G3F 4.74±1.26 0.76±0.44 5.50±1.61

a ; Values are expressed as mean ± SD of five mice g, b ; Group ID was listed in
Table 2, c ; Day of dosing after overnight fasting.

4) 장기중량의 변화

麻黃附子細辛湯 2000 ㎎/㎏ 수컷 투여군, 2000 및 1000 ㎎/

㎏ 암컷 투여군에서 각각의 암수 매체 대조군에 비하여 가슴샘,

비장 및 슬와임파절의 상대 및 절대 중량치의 유의성 있는

(p<0.05 또는 p<0.01) 증가가 인정되었다. 100 ㎎/㎏ 암컷 투여군

에서만 유의성 있는(p<0.01) 난소 절대 및 상대 중량의 감소가

관찰된 이외에, 매체 대조군에 비하여 의미 있는 장기중량의 변

화는 인정되지 않았다(Table 7-10).

5) 부검소견

각각의 매체 대조군에 비해 비장 및 임파절 종대 소견에 대

한 관찰빈도 증가가 麻黃附子細辛湯 2000 ㎎/㎏ 수컷 투여군, 암

컷 2000 및 1000 ㎎/㎏ 투여군에서 각각 인정되었으며, 폐 충․

출혈, 비장 위축, 신장 낭포 및 자궁 부종 소견이 암수 매체 대조

군을 포함한 모든 실험군에 걸쳐 산발적으로 관찰된 이외에 의

미 있는 육안 부검소견은 인정되지 않았다(Table 11-12).

2. 마우스 골수세포를 이용한 소핵실험

1) 사망률

본 실험의 결과 양성 대조군인 Cyclophosphamide 투여군을

포함한 모든 실험군에서 사망례가 인정되지 않아, 모든 실험동물

(10/10 ; 100%)을 골수세포 수집에 이용하였다.

2) 임상증상

麻黃附子細辛湯 투여와 관련된 임상증상은 인정되지 않았다.

3) 체중의 변화

양성 대조군인 Cyclophosphamide 투여군에서 투여 후 매체

대조군에 비해 유의성 없는 체중의 감소와 이에 따른 증체량의

감소가 인정된 이외, 의미 있는 체중 및 증체량의 변화는 인정되

지 않았다(Fig. 1).

Days after administeration

before 0 1 2

Body weights (g) 38

39

40

41

42

43

44

45

Vehicle control
Cyclophosphamide 70mg/kg treated mice
Mawhangbujaseshin-tang extracts 2000mg/kg treated mice
Mawhangbujaseshin-tang extracts 1000mg/kg treated mice
Mawhangbujaseshin-tang extracts 500mg/kg treated mice

Fig. 1. Body Weight Changes in Mouse Bone Marrow Cell

Micronucleus Test. No meaningful changes were detected in all

Mahwangbujaseshin-tang extract treated groups as compared with vehicle control
except for non-significant (arrow) decreases of body weights at 2 days after

administration (1 day after Cyclophosphamide injection) detected in

Cyclophosphamide treated group. Before means 1 day before administration; Day

0 means at first administration.

4) MNPCE의 수적 변화

매체 대조군에 비해 유의성 있는 (p<0.01) 2000개의 PCE 중

MNPCE의 수적 증가가 양성 대조군인 Cyclophosphamide 투여
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Table 7. Changes on the Absolute Organ Weights Observed in Male Mice of Single Dose Toxicity Testa

Group IDb
Principal Organs I

Lung Heart Thymus Kidney L Adrenal gland L Spleen

G0M 0.193±0.014 0.155±0.007 0.047±0.009 0.324±0.045 0.009±0.003 0.115±0.005

G1M 0.193±0.014 0.157±0.011 0.069±0.010* 0.322±0.021 0.009±0.002 0.138±0.009**

G2M 0.187±0.011 0.154±0.005 0.051±0.011 0.334±0.047 0.008±0.002 0.116±0.009

G3M 0.201±0.010 0.157±0.009 0.048±0.010 0.322±0.023 0.009±0.003 0.119±0.009

Group IDb
Principal Organs II

Testis L Liver Pancreas S Brain Epididymis L Lymph node Lc

G0M 0.124±0.006 1.565±0.120 0.222±0.026 0.466±0.022 0.054±0.004 0.006±0.001

G1M 0.122±0.011 1.549±0.127 0.223±0.028 0.463±0.012 0.054±0.001 0.015±0.005**

G2M 0.125±0.006 1.529±0.162 0.222±0.048 0.468±0.029 0.054±0.004 0.007±0.002

G3M 0.125±0.006 1.608±0.033 0.206±0.033 0.470±0.026 0.056±0.004 0.009±0.004

a ; Values are expressed as mean ± SD of five mice, g, b ; Group ID was listed in Table 2, L; left sides. S; splenic lobes, c ; Popliteal lymph node, * ; p<0.05, ** ; p<0.01 as
compared with male vehicle control (G0M).

Table 8. Changes on the Absolute Organ Weights Observed in Female Mice of Single Dose Toxicity Test
a

Group IDb
Principal Organs I

Lung Heart Thymus Kidney L Adrenal gland L Spleen

G0F 0.186±0.010 0.144±0.007 0.059±0.006 0.202±0.006 0.009±0.001 0.132±0.016

G1F 0.187±0.012 0.146±0.007 0.092±0.017** 0.203±0.017 0.008±0.002 0.206±0.016**

G2F 0.189±0.009 0.144±0.005 0.093±0.013** 0.210±0.016 0.008±0.003 0.192±0.019**

G3F 0.187±0.010 0.146±0.007 0.059±0.014 0.203±0.013 0.005±0.002 0.142±0.015

Group IDb
Principal Organs II

Ovary L Liver Pancreas S Brain Uterus Lymph node Lc

G0F 0.036±0.007 1.429±0.119 0.189±0.020 0.459±0.021 0.191±0.025 0.006±0.002

G1F 0.031±0.010 1.426±0.151 0.199±0.019 0.459±0.019 0.180±0.039 0.034±0.017**

G2F 0.020±0.002** 1.442±0.111 0.200±0.025 0.453±0.023 0.152±0.038 0.012±0.002**

G3F 0.031±0.016 1.405±0.115 0.184±0.008 0.460±0.022 0.176±0.061 0.009±0.004

a ; Values are expressed as mean ± SD of five mice, g, b ; Group ID was listed in Table 2, L ; left sides, S ; splenic lobes, c ; Popliteal lymph node, * ; p<0.05, ** ; p<0.01 as
compared with female vehicle control (G0F).

Table 9. Changes on the Relative Organ Weights Observed in Male Mice of Single Dose Toxicity Testa

Group IDb
Principal Organs I

Lung Heart Thymus Kidney L Adrenal gland L Spleen

G0M 0.515±0.052 0.413±0.015 0.125±0.030 0.860±0.109 0.023±0.006 0.305±0.018

G1M 0.510±0.059 0.414±0.019 0.181±0.023* 0.847±0.033 0.024±0.006 0.364±0.026**

G2M 0.505±0.046 0.416±0.028 0.137±0.024 0.907±0.173 0.020±0.005 0.314±0.013

G3M 0.526±0.025 0.413±0.035 0.125±0.025 0.844±0.070 0.023±0.008 0.312±0.021

Group ID
b Principal Organs

Testis L Liver Pancreas S Brain Epididymis L Lymph node Lc

G0M 0.330±0.018 4.163±0.438 0.588±0.065 1.239±0.086 0.145±0.017 0.016±0.003

G1M 0.320±0.020 4.093±0.452 0.591±0.100 1.222±0.048 0.142±0.004 0.038±0.012**

G2M 0.337±0.029 4.148±0.658 0.596±0.108 1.267±0.136 0.145±0.011 0.020±0.006

G3M 0.326±0.013 4.221±0.418 0.539±0.082 1.232±0.079 0.146±0.017 0.023±0.010

a ; Values are expressed as mean ± SD of five mice, g, b ; Group ID was listed in Table 2, L; left sides, S; splenic lobes, c ; Popliteal lymph node, * ; p<0.05, ** ; p<0.01 as
compared with vehicle control (G0M).

Table 10. Changes on the Relative Organ Weights Observed in Female Mice of Single Dose Toxicity Test
a

Group IDb
Principal Organs

Lung Heart Thymus Kidney L Adrenal gland L Spleen

G0F 0.612±0.030 0.473±0.019 0.193±0.019 0.665±0.016 0.028±0.004 0.433±0.045

G1F 0.606±0.056 0.473±0.038 0.298±0.054* 0.654±0.059 0.027±0.007 0.665±0.068**

G2F 0.601±0.044 0.457±0.016 0.295±0.040* 0.666±0.047 0.026±0.008 0.611±0.071**

G3F 0.606±0.037 0.475±0.030 0.192±0.048 0.659±0.054 0.016±0.005 0.461±0.054

Group IDb
Principal Organs

Testis L Liver Pancreas S Brain Epididymis L Lymph node Lc

G0F 0.119±0.021 4.694±0.329 0.623±0.072 1.511±0.084 0.628±0.095 0.019±0.008

G1F 0.100±0.032 4.602±0.485 0.645±0.075 1.482±0.051 0.583±0.139 0.110±0.055**

G2F 0.065±0.009** 4.579±0.453 0.633±0.077 1.434±0.067 0.483±0.130 0.039±0.007*

G3F 0.099±0.048 4.551±0.395 0.596±0.025 1.488±0.062 0.570±0.202 0.031±0.013

a ; Values are expressed as mean ± SD of five mice, g, b ; Group ID was listed in Table 2, L; left sides, * ; p<0.05, ** ; p<0.01 compared to that of vehicle control (G0F) by MW test.
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군에서 인정되었으나, 2000, 1000 및 500 ㎎/㎏의 麻黃附子細辛

湯 투여군에서는 매체 대조군과 유사한 MNPCE의 수를 각각 나

타내었다(Table 13).

5) PCE/(PCE+NCE) 비율의 변화

매체 대조군에 비해 유의성 있는 (p<0.01) PCE 수 및 PCE/

(PCE+NCE) 비율의 감소가 양성 대조군인 Cyclophosphamide

투여군에서 인정되었으나, 0.42 이상의 PCE/(PCE+NCE) 비율을

나타내었으며, 모든 麻黃附子細辛湯 투여군에서는 매체 대조군

과 유사한 PCE 수 및 PCE/(PCE+NCE) 비율을 각각 나타내었다

(Table 13).

Table 11. Necropsy Findings Observed Male Mice of Single Dose

Toxicity Test
a

Group IDb
MALE

G0M G1M G2M G3M

Lung Normal 4/5 5/5 4/5 5/5

Congestion 1/5 0/5 1/5 0/5

Heart Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Thymus Normal 4/5 5/5 4/5 4/5

Atrophy 1/5 0/5 1/5 1/5

Kidney Normal 4/5 5/5 5/5 4/5

Cyst 1/5 0/5 0/5 1/5

Adrenal gland Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Spleen Normal 3/5 0/5 3/5 3/5

Atrophy 1/5 0/5 1/5 0/5

Hypertrophy 1/5 5/5 1/5 2/5

Testis Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Liver Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Pancreas Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Brain Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Epididymis Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Lymph nodec Normal 5/5 0/5 4/5 4/5

Hypertrophy 0/5 5/5 1/5 1/5

Others Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

a ; Observed animals/total observed animals of five mice b ; Group ID was listed in
Table 2 c ; Bilateral popliteal lymph node.

Table 12. Necropsy Findings Observed Female Mice of Single Dose

Toxicity Testa

Group ID
b MALE

G0M G1M G2M G3M

Lung Normal 3/5 4/5 3/5 5/5

Congestion 2/5 1/5 2/5 0/5

Heart Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Thymus Normal 4/5 5/5 5/5 4/5

Kidney Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Adrenal gland Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Spleen Normal 4/5 0/5 0/5 4/5

Atrophy 1/5 0/5 0/5 1/5

Hypertrophy 0/5 5/5 5/5 0/5

Ovary Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Liver Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Pancreas Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Brain Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

Uterus Normal 2/5 2/5 4/5 2/5

Edematous 3/5 3/5 1/5 3/5

Lymph nodec Normal 4/5 0/5 0/5 3/5

Hypertrophy 1/5 5/5 5/5 2/5

Others Normal 5/5 5/5 5/5 5/5

a ; Observed animals/total observed animals of five mice b ; Group ID was listed in
Table 2.; c ; Bilateral popliteal lymph node.

Table 13. Changes on the Bone Marrow Cells: MNPCE Numbers

and PCE(PCE+NCE) Ratio Observed in Micronucleus Testa

Group IDb MNPCEs/2000 PCEs PCE(PCE+NCE) ratio/1000 erythrocytes

G0 1.30±0.95 0.46±0.02

G1 69.70±13.27** 0.42±0.02**

G2 1.20±1.69 0.46±0.02

G3 1.50±2.22 0.46±0.02

G4 0.90±0.99 0.46±0.02

a ; Values are expressed as mean ± SD of 10 mice; b ; Group ID was listed in Table
3 MNPCE,PCE with one or more nuclei PCE, Polychromatic erythrocyte NCE,
Normochromatic erythrocyte ** p<0.01 as compared with intact control

고 찰

각종 질환이나 스트레스에 대한 관심이 높아지면서 건강 기

능성 식품 및 천연물 의약품에 관심도 높아지고 있는데 이에 따

른 안전성이 확보되지 않은 식품 및 의약품의 오남용으로 인한

독성 및 부작용이 늘어남으로써 사회문제화 되고 있어 이에 대

한 철저한 규제 및 관리가 요구되고 있다
34,35)

.

한약의 안전성에 대한 논란은 잔류농약과 중금속 등 약재의

오염과 관련된 문제와 함께, 한약 자체의 독성에 의한 간손상이

나 신손상 등이 주로 제기되고 있다. 독성은 사용량과 사용 방법

이 매우 중요하며, 최근에는 진품 약재가 아닌 대체 약물의 부적

절한 사용으로 인한 경우도 적지 않다36).

일반적으로 한약의 유전독성 연구는 화합물이나 방사선과

같은 유전독성을 유발하는 물질에 대한 보호 또는 예방 효과와

같은 약효 연구의 일환으로 진행되어 왔다37). 최근에 추출물 또는

복합물 자체의 유전독성 실험으로 de Carvalho 등
38)
이 pepper

tree 추출물의 유전독성을 평가하였으며, de Sousa 등
39)
은 브라질

약용식물 Stryphnodendron adstringens 추출물의 유전독성을 평

가하였고 황 등
40)
이 補中益氣合大七氣湯에 대한 유전독성을 평가

하였다. 국내에서는 현재 한약재의 가공, 저장, 유통을 안전하고

위생적으로 처리하기 위하여 감마선을 처리한 경우에 나타날 수

있는 유전독성의 여부를 판단하기 위한 실험논문
41-44)

이 대부분이

었으며 복합처방에 대한 연구는 미흡한 실정이다.

麻黃附子細辛湯은 장중경18)의 상한론에 "少陰病 始得之 反

發熱 脈沈者 麻黃附子細辛湯"이라 하여 처음 소개되었으며 麻黃,

附子 및 細辛으로 구성되어 이중 麻黃은 發汗解表, 宣肺定喘 및

利水消腫의 효능이 있으며, 附子는 回陽求逆, 補火助陽, 溫經散

寒, 除濕止痛 및 散寒痛經의 효능이 있고, 細辛은 祛風散寒, 通竅

止痛 및 溫肺化痰하는 효능이 있어, 助陽解表의 대표방이며, 溫

中發汗, 强心, 鎭痛, 利水作用을 겸하고 있다20-23).

본 연구에서는 麻黃附子細辛湯의 일반적인 독성시험 중 현

재 한국식품의약품안전청 고시 제 2005-60호 "의약품 등의 독성

시험기준"26)에 명시되어 있는 마우스 경구 단회투여독성 시험과

골수세포를 이용한 소핵실험을 실시하여, 장기투여 독성 시험과

생식․발생독성 시험을 위시한 특수 독성시험에 대한 기초자료

를 제공하고자 하였다.

경구 단회투여독성 시험에서는 반수치사율, 개략적 치사량,

최대 내성 용량 및 표적장기를 산출하기 위하여, 한국식품의약품

안전청 고시26)에 따라 麻黃附子細辛湯 2000, 1000 및 500 ㎎/㎏을
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단회 경구 투여한 다음 14일간 체중 및 임상증상을 관찰하였으며,

14일 후 최종 부검을 통하여 12개의 주요 장기에 대한 장기 중량

및 육안 부검을 실시하였다. 또한 유전독성을 평가하기 위하여,

한국식품의약품안전청 고시26)에 의거하여, 마우스 경구단회투여

독성에서 사망례가 인정되지 않은 2000 ㎎/㎏을 최고 용량으로

설정한 다음 공비 2로 1000 및 500 ㎎/㎏의 용량을 중간 및 저용

량 투여군으로 설정하고, 2회 경구투여한 다음 골수 세포를 수거

하여 소핵을 나타내는 다염적혈구(PCE) 수를 평가하였다.

본 실험의 결과, 단회투여 독성 시험에서 설치류 최대 한계

투여 용량인 2000 ㎎/㎏까지 麻黃附子細辛湯 투여와 관련된 사

망례가 인정되지 않았다.

본 실험 결과 투여 후 1일에 국한되어 일부 실험동물에서 산

발적으로 경미한 연변 소견은 매체 대조군에서 유사한 빈도로

관찰되었으나, 麻黃附子細辛湯 투여와 관련된 독성증상으로 간

주하기는 어렵고, 과량의 용매를 일시적으로 투여한 결과 초래된

증상으로 판단된다.

또한 탈모 증상 역시 麻黃附子細辛湯 1000 ㎎/㎏ 암컷 투여

군에 국한되어 투여 후 10일에 1례(1/5; 20%) 인정되었으나, 투

여 용량 의존성이 인정되지 않아 麻黃附子細辛湯 투여와 관련된

독성증상으로 보기 어렵다.

麻黃附子細辛湯 1000 ㎎/㎏ 암컷 투여군에 국한되어 관찰된

체중의 증가 인정되었으나 투여 용량에 따른 의존적인 변화가 전

혀 인정되지 않아 麻黃附子細辛湯 투여와 관련된 독성증상으로

보기는 어렵고, 면역활성과 관련된 이차적인 변화로 생각된다.

麻黃附子細辛湯 2000 또는 1000 ㎎/㎏ 암수 투여군에서 인

정된 가슴샘, 비장 및 슬와 임파절 종대 소견의 빈도 증가와 이

들 임파장기 중량의 증가는 역시 麻黃附子細辛湯의 면역활성 등

의 약리 작용에 기인한 이차적 변화로 생각된다. 일반적으로 면

역활성 물질을 투여시 임파장기의 종대 및 중량의 증가가 관찰

되는 것으로 알려져 있다
45,46)

. 麻黃附子細辛湯 1000 ㎎/㎏ 암컷

투여군에 국한되어 유의성 있는 (p<0.01) 난소절대 및 상대 중량

의 감소가 관찰된 점 역시 용량 의존성이 전혀 인정되지 않아 麻

黃附子細辛湯 투여와 관련된 독성 증상으로 간주하기 어렵고, 난

소의 중량은 estrus cycle에 따라 쉽게 변화할 수 있어47,48), estrus

cycle에 따른 이차적 변화로 판단된다. 이외 본 실험에 사용한 실

험동물의 체중 및 장기중량은 동일한 주령의 마우스들의 정상

범주에 포함되어 관찰되었다49,50).

또한 암수 매체 대조군을 포함한 모든 실험군에서 육안 부

검시 인정된 폐 충․출혈, 비장 위축, 신장 낭포 및 자궁 부종 소

견들이 산발적으로 관찰되었으나, 용량 의존성이 전혀 인정되지

않아 麻黃附子細辛湯 투여와 관련 없는 우발적 병소로 판단되고,

이들 병소들은 정상 마우스에서 드물게 인정되는 소견으로 알려

져 있다51,52).

US Environmental Protection Agency OPPTS 870.10053에

따르면 일반적으로 반수 치사량이 5000～15000 ㎎/㎏인 물질을

무독성물질로, 500~5000 ㎎/㎏을 비교적 저독성(Class III) 물질

로 규정하고 있으나, 한국식품의약품 안전청 고시 제 2005-60호
26)
및 OECD 기준

27,28)
에 따르면, 설치류에서 투여한계 농도를

2000 ㎎/㎏으로 제한하고 있다. 따라서 본 실험의 마우스 단회

경구투여 독성실험에서 麻黃附子細辛湯의 반수치사량 및 개략적

치사량은 각각 2000 ㎎/㎏이상으로 관찰되었으며, 설치류에서

투여한계 농도인 2000 ㎎/㎏까지 麻黃附子細辛湯 투여와 관련된

체중, 임상 증상, 장기중량 및 육안부검 소견의 변화가 인정되지

않았다.

골수 세포를 이용한 소핵실험은 실험물질의 유전독성을 평

가하는데 있어서 가장 빠르고 확실한 방법 중 하나로 알려져 있

으며, 유전독성물질은 소핵다염적혈구, MNPCE의 현저한 수적

이상을 나타내는 것으로 알려져 있다54). 단회 투여독성 실험에서

2000 ㎎/㎏의 농도까지 별 다른 독성 증상이 인정되지 않아 마

우스 골수 세포를 이용한 소핵실험에서도 2000 ㎎/㎏을 최고 농

도로 설정하였고, 각각 공비 2로 희석하여 1000 및 500 ㎎/㎏을

중간 및 저농도 투여군으로 설정하였다.

Cyclophosphamide는 현재 흔히 사용되는 항암제로, 조혈장

기와 임파기계에 현저한 독성을 초래하여 심한 백혈구 감소를

일으킨다55). Cyclophosphamide 자체는 무독성 물질이나, 체내에

서 마이크로좀 효소의 영향에 의해 독성을 나타내는 대사산물을

형성하고 이 대사산물이 DNA에 손상을 입혀 유전독성을 나타

내는 것으로 알려져 있다56,57). 현재 한국식품의약품 안전청 고시

제 2005-60호
26)
에서는 마우스 골수 세포를 이용한 소핵 유전독성

평가에 양성 대조물질로 Cyclophosphamide 의 사용을 권고하고

있다. 본 실험에서도 Cyclophosphamide를 양성 대조물질로 사

용하여, 매체 대조군에 비해 유의성 있는(p<0.01) MNPCE의 증

가가 인정되었다. 따라서 본 실험의 결과를 신뢰할 수 있을 것으

로 판단된다.

PCE/(PCE+NCE)비율은 세포독성을 평가하는 지표로, PCE/

(PCE+NCE) 비율이 0.20 이상일 때 세포독성에 의한 실험적 오류

가 없는 것으로 받아들여지고 있다33). 본 실험에서 매체 대조군에

비해 양성 대조물질인 Cyclophosphamide 투여군에서 유의성 있

는(p<0.01) PCE 수 및 PCE/(PCE+NCE) 비율의 감소가 각각 인

정되고 PCE/(PCE+NCE) 비율이 0.42 이상으로 관찰되었으므로

모든 麻黃附子細辛湯 투여군에서는 매체 대조군과 유사하게 관

찰되어, 세포 독성에 의한 오류는 없을 것으로 판단된다.

또한 MNPCE 수는 양성 대조군인 Cyclophosphamide 투여

군에서 이전의 실험과 유사하게 관찰되었다
58)

. 그러나 본 실험

결과 麻黃附子細辛湯에서는 매체 대조군에 비해 별 다른

MNPCE의 증가를 초래하지 않아 유전독성을 나타내지 않는 음

성 물질로 판단된다.

이상에서 살펴본바 본 실험의 마우스 단회 경구투여 독성실

험에서 麻黃附子細辛湯 의 반수치사량 및 개략적 치사량은 각각

2000 ㎎/㎏ 이상으로 관찰되었으며, 설치류에서 투여한계 농도

인 2000 ㎎/㎏까지 麻黃附子細辛湯 투여와 관련된 체중, 임상 증

상, 장기중량 및 육안부검소견의 변화가 인정되지 않았고, 마우

스 골수세포를 이용한 소핵실험에서 음성을 나타내었다.

그러므로 설치류 투여한계인 2000 ㎎/㎏까지의 麻黃附子細

辛湯의 투여는 비교적 안전할 것으로 생각되며, 2000 ㎎/㎏ 이상

의 투여시 각별한 주의가 요구될 것으로 생각된다.
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결 론

麻黃附子細辛湯의 마우스 경구단회투여 독성 실험과 골수

세포를 이용한 소핵실험을 수행한 결과 다음과 같은 결과를 얻

었다.

麻黃附子細辛湯 투여와 관련 있는 사망례는 실험 전 기간동

안 관찰되지 않았으며 경미한 연변 및 탈모소견이 암수 매체 대

조군을 포함하여 산발적으로 관찰된 이외에 麻黃附子細辛湯 투

여와 관련된 임상증상은 실험은 실험 전 기간동안 인정되지 않

았다. 체중 및 체중 증가량의 변화는 麻黃附子細辛湯 1000 ㎎/㎏

암컷 투여군에만 각각의 매체 대조군에 비해 유의성 있는 체중

및 체중 증가량이 관찰되었다. 麻黃附子細辛湯 2000 ㎎/㎏ 수컷

투여군, 2000 및 1000 ㎎/㎏ 암컷 투여군에서 각각의 암수 매체

대조군에 비해 가슴샘, 비장 및 슬와 임파절의 상대 및 절대 중

량치의 유의성 있는 증가가 인정되었으며, 1000 ㎎/㎏ 암컷 투여

군에 국한되어 유의성 있는 난소 절대 및 상대 중량의 감소가 관

찰되었다. 부검소견상 麻黃附子細辛湯 2000 ㎎/㎏ 수컷 투여군,

암컷 2000 및 1000 ㎎/㎏ 투여군에서 비장 및 임파절 종대 소견

에 대한 관찰빈도 증가가 인정되었으며, 폐 충․출혈, 비장 위축,

신장 낭포 및 자궁 부종 소견이 암수 매체 대조군을 포함한 모든

실험군에 걸쳐 산발적으로 관찰된 것 이외에 의미 있는 육안 부

검소견은 인정되지 않았다. 소핵실험시 麻黃附子細辛湯 투여와

관련있는 사망례, 임상증상, 체중의 변화는 실험 전 기간동안 관

찰되지 않았다. 소핵실험 MNPCE의 수적 변화․PCE/

(PCE+NCE) 비율의 변화는 모든 麻黃附子細辛湯 투여군에서 매

체 대조군과 유사한 결과를 나타내었다.
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