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ABSTRACT
Objectives : This study was designed to investigate the effects of Saenggantanggami-bang (SG) on nonalcoholic fatty liver

disease.

Methods : HepG2 cells were used in an in vitro model. HepG2 cells were divided into three groups. The Normal group
was incubated with no fatty acid. The Control group was incubated with 1mM palmitic acid to introduce fat overloading. The
PA-SG group was incubated with 1mM palmitic acid and various concentrations of Saenggantanggami-bang (SG). Cell
viability and cytotoxicity were analyzed by MTT assay and LDH assay. Intracellular triglyceride (TG) levels, reactive oxygen
species (ROS) levels, ATP amount, and GST activity were measured. Cell death pattern and protective effect of SG on cell
death were studied by DNA fragmentation and caspase-3 intensity (western blot).

Results : Compared with the Control group, cell viability of the PA-SG group significantly increased (P<0.01), cytotoxicity
of the PA-SG group decreased (P<0.01), and intracellular TG levels and ROS levels of the PA-SG group decreased (P<0.05).
In DNA fragmentation assay, necrotic pattern was observed and DNA fragment decreased in the PA-SG group. In western
blot, apoptotic pattern was observed, caspase-3 intensity of the PA-SG group was reduced significantly, but there were no
significant differences in intracellular ATP amount and GST activity between the control group and the PA-SG group.

Conclusion : The results suggest that Saenggantanggami-bang can be a potential candidate for the clinical treatment of
nonalcoholic fatty liver disease.
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Ⅰ. 서 론

비알코올지방간질환(nonalcoholic fatty liver disease,

NAFLD)은 알코올섭취의 남용력이 없는 환자에서

알코올간질환과 유사한 간의 조직학적 손상을 보

이는 질환이다. 단순 지방증(steatosis)과 염증이나

섬유화가 진행된 지방간염, 간경변증 등의 간질환

을 모두 포함한다1,2.

국내에는 정확한 통계 자료는 없으나, NAFLD

와 밀접한 관계가 있다고 알려진 대사증후군의 유

병율이 증가 추세에 있어 NAFLD의 유병률도 지

속적으로 증가할 것으로 예상된다3,4. NAFLD는 서
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구의 경우 전 인구의 15-25%, 비만이나 제2형 당

뇨병을 갖고 있는 환자들에서는 유병률이 70-90%

까지 증가하는 것으로 알려져 있다
5,6
.

최근 NAFLD에 대한 연구와 관련하여 NAFLD

와 대사증후군과의 연관성에 관한 연구
7,8
, NAFLD

의 진행기전에 관한 연구
9,10
, NAFLD 진행의 임상

적 예측 인자에 관한 연구
11,12

및 각 기전에 관련한

치료약물에 관한 연구
13

등 다양한 연구가 이루어

지고 있다. 그러나 체계적인 연구는 부족한 실정이

며 구체적으로 효과가 입증된 약물이나 치료법은

아직 없다. NAFLD의 위험인자 교정, 간으로의 지

방산 유입 억제, 간세포 보호능력이 있는 약제의

사용 등이 치료의 지침이 되고 있다
14
.

한의학적으로는 NAFLD와 관련하여 최근 동물

실험 및 분자생물학적 실험을 통해 한약물의 효능

및 약리기전 연구가 다양하게 진행되고 있다
15-19
.

생간탕가미방은 급만성 간질환과 고지혈증에

효능이 있는 生肝湯에 鬱金, 山査, 丹蔘을 加味한

처방으로, 선행연구에서 고지방식이로 유발된 NAFLD

동물 모델에서 체중, Triglyceride(TG) 및 fat

granule을 감소시키고 염증관련 인자인 TNF-α를

유의성 있게 감소시키는 것으로 확인된 바 있다
19
.

이에 저자는 본 연구에서 생간탕가미방의 약리

작용기전을 보다 구체적으로 살펴보고자 분자생물

학적인 연구를 실시하였으며, 세포독성 억제 효과,

항산화, 항염증, 세포사에 미치는 영향 등을 살펴

보기 위해 MTT assay, LDH assay, 세포내 TG

level 측정, ROS level 측정, ATP 정량분석, GST

활성도 측정, DNA fragmentation assay, caspase-3

intensity를 측정하여 유의성 있는 결과를 얻었기에

보고하는 바이다.

Ⅱ. 실 험

1. 재료 및 세포배양

1) 재 료

본 실험에 사용한 약재는 대한약전외 한약규격

집
20
에 근거하여 경희대 부속 한방병원에서 구입하

여 엄선한 것을 사용하였으며 내용 및 용량은

Table 1과 같다.

Herb Scientific Name Volume(g)

茵 蔯 Artemisiae capillaris Herba 40

澤 瀉 Alismatis Rhizoma 15

白 朮 Atractylodis Rhizoma Alba 12

山 査 Crataegii Fructus 12

白茯苓 Hoelen 8

豬 苓 Polyporus 8

鬱 金 Curcumae Radix 8

丹 蔘 Salviae Miltiorrhizae 8

枳 實 Ponciri Fructus 6

砂 仁 Amomi Fructus 6

靑 皮 Aurantii Immatri Percarpium 6

甘 草 Glycyrrhizae Radix 6

Total amount 135

Table 1. Prescription of Saenggantanggami-bang
(SG)

2) 세포배양

human hepatoma 세포주인 HepG2 cell line을

10%(v/v) fetal bovine serum, 1% PS(penicillin-

streptomycin)을 포함한 DMEM(Dulbecco's Modified

Eagle Medium) 배양액으로 10cm 지름의 원형배양

접시에서 37℃, 5% CO2 를 유지하고 배양하여 분

주하였다.

2. 방 법

1) 검액의 조제

(1) 약제의 추출

① 물 추출

생간탕가미방 약제 1첩(135g)을 2000ml의 round

bottomed flask에 넣고 1000ml의 3차 증류수를 더하

여 灌流 冷却裝置 하에서 2시간 동안 가열추출하였

다. 추출액을 Watmann여과지로 여과한 후 rotary

evaporator로 감압 농축하여 농축액을 얻었다.

② 에탄올 추출
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생간탕가미방 약제 1첩(135g)을 1000ml의 70%

에탄올 수용액으로 4℃에서 냉침 추출하였다. 3시

간마다 분광기로 400nm에서 흡광도를 측정하여 변

화량이 5%미만으로 둔화되었을 때 추출이 완료된

것으로 간주하였고 48시간이 소요되었다. 추출액을

Watmann여과지로 여과한 후 둥근바닥플라스크로

옮겨 회전식 증발기로 감압 농축하였다.

(2) 동결건조

① 물 추출

농축액을 동결건조하여 분말상태의 생간탕가미

방 21.6g(수득율 16%)을 얻었다.

② 에탄올 추출

농축액의 용매가 제거되기 전에 물을 더하여 얼

리고 동결건조하여 분말상태의 생간탕가미방 20.4g

(수득율 15.1%)을 얻었다.

(3) 얻어진 동결건조 엑기스를 -80℃ 냉동고에

보관하고 필요할 때마다 media에 녹여 사용하기

전 0.2㎛실린지로 여과하여 필요한 농도로 사용하

였다.

2) 실험설계

HepG2 cell들은 1) 정상군(The Normal group

with no treatment) 2) 대조군(The Control group

with Palmitic acid only) 3) Palmitic acid+생간탕

가미방군(The PA-SG group)의 3군으로 나누고 각

실험마다 실험횟수는 3회로 하였다. 모든 실험에서

세포가 각 well에 분주되고 24시간 후 배양액을

Palmitic acid만 함유된 배양액 및 생간탕가미방과

Palmitic acid가 함께 함유된 배양액으로 교환하고

다시 24시간 경과 후 각기 실험법대로 측정하였다.

3) MTT assay(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl) -2,5

-diphenyltetrazolium bromide assay)

세포 활성도 측정은 Molecular Probes사(OR,

USA)가 제공한 MTT assay를 이용하였다. 세포를

well 당 1☓105 개의 세포가 되도록 24-well plate에

안착시키고 24시간 후 실험에 사용하였다. 배양액

을 필요농도의 palmitic acid가 포함된 1ml의 배양

액으로 교체하고 24시간 후 MTT assay를 실시하

였다. 배양액을 제거하고 각 well에 100μl의 MTT

stock(5mg/ml)을 처리한 후 2시간 동안 알루미늄 포

일로 빛을 차단한 상태에서 반응시켰다. 이후 용액을

제거하고 각 well에 500μl의 DMSO(dimethylsulfoxide)

를 더하여 세포내 형성된 formazan을 용해하고

ELISA(enzyme-linked immunosorbent assay) reader

(모델명: VERSARMAX, Molecular Divices(CA,

USA))를 이용해 570nm에서 흡광도를 측정하였고

정상군의 흡광도를 100%로 기준하여 상대비율을

구해 cell viability라 정의하였다.

4) LDH assay(lactate dehydrogenase assay)

세포독성 측정은 Roche Applied Science(Mannhein,

Germany)에서 제공된 CytoTox96 6ⓇR Non-Radioactive

Cytotoxicity Assay를 사용하였다. 1×10
4
개의 세포

를 96-well plate에 안착시켜 24시간 배양하여 각

실험조건에 맞게 처리하였다. 24시간 후 배양액 50

μl를 Eppendorf 튜브로 옮기고 50μl의 물을 더하였

다. (+)control군은 배양액을 제거한 well에 10%

Tween 20 용액 50μl를 사용해 시료를 lysis하고 50μ

l의 물을 더하여 사용하였고, (-)control군은 50μl의

DMEM 배양액에 50μl의 물을 더하여 사용하였다.

준비된 시료에 100μl의 반응시료를 더하여 상온에

서 30분간 반응시키고 stop 용액을 더하여 반응을

종결시켰다. ELISA reader를 이용해 490nm에서

흡광도를 측정하였다. cytotoxicity는 다음과 같이

정의하였다.

Cytotoxicity(%) = (시료의 흡광도 - (-)control

의 흡광도)/((+)control의 흡광도 - (-)control의

흡광도) × 100

5) Triglyceride(TG) 측정

(1) Triglyceride(TG) confocal 실험

준비된 세포를 1ml PBS(phosphate buffered saline)

로 간단히 씻은 후 1μM의 nile red 1ml를 포함한

용액을 더하여 37℃, 5% CO2 하에서 15분간 배양

했다. 이후 1ml의 PBS로 3번 씻은 후 최소량의 PBS

만 남은 상태에서 Carl Zeiss Confocal Microscopy로

형광을 관찰하였다. 이때 excitation wavelength는
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488nm로 하였고 emission filter는 phospholipid 특

정시 585-610nm bandpass filter, triglyceride 측정

시 505-550nm bandpass filter를 각기 사용하였고

phospholipid는 붉은색, triglyceride는 노란색으로

세포영상에 표시하였다.

(2) Triglyceride 정량분석

세포내 Triglyceride의 양은 BioVision사(CA, USA)

에서 제공한 Triglyceride Quantification Kit를 사

용해 정량하였다. 5×10
5
개의 세포를 6-well plate에

배양하여 실험조건에 따라 처리하고 세포를 회수

하였다. 이를 Eppendorf 튜브로 수확하여 0.5ml의

5% Triton-X100을 더하고 100℃에서 5분간 처리한

후 상온으로 천천히 식혔다. 1000g, 5분간 원심분리

하여 녹지 않는 물질을 제거하고 물을 더하여 50μl

로 되게 하였다. 이에 2μl의 lipase를 더하고 20분간

상온 처리한 후, 완충용액, 효소가 포함된 준비된

reagent mix 50μl를 더하였다. 이 시료를 빛이 차단

된 상온에서 1시간 동안 유지한 후 ELISA reader로

570nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료의 triglyceride

량은 위에서 얻어진 값을 제공된 표준 triglyceride

값과 비교하여 정하였다.

6) Reactive oxygen species(ROS) 측정

(1) Reactive oxygen species(ROS)의 confocal

실험

준비된 세포를 1ml PBS로 씻은 후 1ml의 carboxyl

-H2DCFDA(5-(and-6)-chloromethyl-2'7'-dichlorod

ihydrofluorescein diacetate acetyl ester)를 포함한

용액을 더해 37℃, 5% CO2 조건에서 빛을 차단하

고 30분간 배양했다. carboxyl-H2DCFDA의 최종

농도는 10μM로 하였다. 이후 1ml의 PBS로 3번 씻

은 후 최소량의 PBS만 남은 상태에서 Carl Zeiss

Confocal Microscopy로 형광을 관찰하였다. 이때

excitation wavelength는 488nm로 하였고 530nm

longpass의 emission filter를 사용하여 ROS는 녹색

으로 세포영상에 표시하였다. (+)control은 100μM

hydrogen peroxide(H2O2)로 처리해 37℃에서 1시간

동안 배양한 시료를 사용하였다.

(2) Reactive oxygen species(ROS)의 정량분석

Confocal 실험과 동일하게 준비된 세포를 carboxyl

-H2DCFDA로 동일하게 처리하고 37℃에서 1시간

동안 배양하였다. 세포를 Eppendorf 튜브에 수확하

여 RIPA(radio immunopreciptation assay) buffer

로 lysis하여 fluorometer로 형광을 측정하였다.

7) Adenosine triphosphate(ATP) 정량분석

BioVision사(CA, USA)에서 제공한 ATP Colorimetric

/Fluorometric Assay Kit를 사용하여 정량하였다.

준비된 세포를 200μl의 ATP Assay Buffer에 녹이

고 15,000g으로 2분간 원심분리하여 녹지 않는 물

질은 제거하였다. 상등액 50μl를 96-well plate로 옮

긴 후 회사에서 제공한 반응용액 50μl를 첨가하고

상온에서 빛이 차단된 상태로 30분간 유지하였다.

흡광도는 570 nm에서 ELISA reader로 측정하였다.

8) Glutathione S-Transferase(GST) 활성도 측정

Glutathione S-transferase assay는 Biovision사

(CA, USA)에서 제공된 kit를 사용하였다. 24-well

plate에 세포를 준비하고 well 당 150μl의 sample

buffer를 더하여 10,000g으로 4℃에서 15분간 원심

분리하여 상층액을 얻었다. 상층액 100μl에 10μl의

glutathione, 10μl의 CDNB(1-chloro-2,4-dinitrobenzene)

용액, 90μl의 GST assay 용액을 더하여 반응시켰

다. 각 well의 340nm의 흡광도를 분단위로 측정하

고 반응속도를 구하였다.

9) DNA fragmentation assay

cell death의 진행양태를 조사하기 위하여 세포

의 chromosomal DNA를 분리하여 1.5% agarose

gel에 전개하여 DNA fragment의 양태를 확인하였

다. Chemicon Internation Inc.(USA)에서 제공한

Apoptotic DNA Ladder Detection Kit를 실험방법

에 따라 수행하였다.

10) Western blot(caspase-3 intensity)
21

6-well plate에 SDS-PAGE(sodium dodecyl sulfate

-polyacrylamide gel electrophoresis) 용액 20μl를

더하였다. 단백질 10μg의 sample을 SDS-PAGE를

이용해 분리한 뒤 semi dry type의 blotter를 이용
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하여 PVDF(polyvinylidene diflouride) 막으로 옮

겼다. 이 막을 Tris buffer saline(TBS; 0.2M Tris

base, 1.37M NaCl, pH7.6)에 0.1%(v/v) Tween 20

을 넣은 용액(TBS-T)에 씻은 후, 5%(w/v) bovine

serum albumin (BSA)이 첨가된 같은 용액에 1시

간 동안 보관하였다. 이 막을 TBS-T로 5분간 씻어

주는 과정을 세 번 실시하여 초과의 BSA를 제거

한 후, antibody가 포함된 같은 용액에 넣어 실온

에서 2시간 동안 보관하였다. 또 TBS-T로 5분간 씻

어주는 과정을 5번 반복한 후, secondary antibody를

넣은 BSA 용액에 담구어 실온에서 1시간 동안 보관

하였다. 그리고 TBS-T로 5분간 씻는 과정을 3번 반

복한 후 ECL substrate를 사용하여 면역반응 밴드

를 필름에 노출하고 사진현상을 통하여 확인하였다.

3. 통계처리

각 군들 사이의 비교에는 student t-test를 이용

하였고, p〈0.05인 경우를 유의성이 있는 것으로

보았다.

Ⅲ. 결 과

1. MTT assay 소견

1) fatty acids의 cell viability에 미치는 영향

palmitic acid를 농도별로 처리하여 MTT assay

측정한 결과 palmitic acid가 0.25mM 농도에서는

정상군에 비해 cell viability가 약간의 증가를 보였

으나 1mM 농도부터는 정상군에 비해 cell viability

가 농도의존적으로 감소되었다(Fig. 1).

2) 생간탕가미방의 cell viability에 미치는 영향

Palmitic acid+생간탕가미방군(The PA-SG group)

을 물 추출군(Herb A), 에탄올 추출군(Herb B)

두 군으로 나눠 각각 50, 100, 200, 400, 500μg/ml의

농도로 각기 투여한 결과, 두 군 모두 대조군(The

Control group with 1mM-Palmitic acid only)에 비

해 50μg/ml부터 400μg/ml사이에서 농도의존적으로

cell viability를 증가시키는 것으로 나타났다(Fig. 2).

**
**

**

**

Fig. 1. Effect of palmitic acid on cell viability in
HepG2 cell.

The cells were incubated with various concentrations
of palmitic acid(0.25, 0.5, 1, 2, 3, 5mM) for 24h.
The cell viability was measured by MTT assay.
The cell viability of HepG2 cell was significantly
decreased according to the concentration of
palmitic acid(** : P<0.01).

Fig. 2. Effect of SG on cell viability in palmitic
acid-treated HepG2 cell.

The normal group was treated with no fatty
acid. The control group was treated with 1mM
-palmitic acid. The cells were incubated with
various concentrations of SG(50, 100, 200, 400,
500μg/ml) in medium containing 1mM-palmitic
acid for 24h. The cell viability was measured
by MTT assay. Herb A is water extract and
Herb B is 70% ethanol extract. Compared with
the Control group, the cell viability of the PA-SG
group was significantly increased(P<0.01).

2. LDH assay 소견

1) fatty acids의 cytotoxicity에 미치는 영향

palmitic acid를 농도별로 처리하여 LDH assay

측정한 결과 palmitic acid가 0.5mM 농도에서부터
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정상군에 비해 cytotoxicity가 농도 의존적으로 증

가하였다(Fig. 3).

**

*

**

**
**

Fig. 3. Effect of palmitic acid on cytotoxicity in
HepG2 cell.

The cells were incubated with various concentrations
of palmitic acid(0.25, 0.5, 1, 2, 3, 5mM) for 24h.
The cytotoxicity was measured by LDH assay.
The cytotoxicity of HepG2 cell was significantly
increased according to the concentration of
palmitic acid(* : P<0.05, ** : P<0.01).

2) 생간탕가미방의 cytotoxicity에 미치는 영향

Palmitic acid+생간탕가미방군(The PA-SG group)

을 물 추출군(Herb A), 에탄올 추출군(Herb B)

두 군으로 나눠 각각 50, 100, 200, 400, 500μg/ml의

농도로 투여하고 LDH assay 실시한 결과, 두 군 모

두 대조군(The Control group with 1mM-Palmitic

acid only)에 비해 농도의존적으로 cytotoxicity를

감소시키는 것으로 나타났다(Fig. 4).

**
* * *

****

**
**

Fig. 4. Effect of SG on cytotoxicity in palmitic
acid-treated HepG2 cell.

The normal group was treated with no fatty

acid. The control group was treated with 1mM
-palmitic acid. The cells were incubated with
various concentrations of SG(50, 100, 200, 400,
500μg/ml) in medium containing 1mM-palmitic
acid for 24h. The cytotoxicity was measured by
LDH assay. Herb A is water extract and Herb
B is 70% ethanol extract. Compared with the
Control group, cytotoxicity of the PA-SG group
was significantly decreased(* : P<0.05, ** : P<0.01).

3. 세포내 triglyceride(TG) 축적에 미치는 영향

1) TG confocal 실험 결과

정상군은 bandpass filter 505-550nm에서 거의

형광이 발견되지 않았고, 대조군(The Control group

with 1mM-Palmitic acid only)은 505-550nm에서

노란빛의 형광이 관찰되었다. PA-SG군(1mM-Palmitic

acid + 100μg/ml-생간탕가미방, 이하 물 추출물)은

대조군에 비해 505-550nm에서 노란빛의 형광이 감

소됨이 관찰되었다(Fig. 5).

Fig. 5. Fluorescent microscopy image of HepG2
cell in Nile Red.

A)bandpass filter 505-550nm, B)bandpass filter
585-610nm, C)differential interference contrast,
D)Overlay. Red colar is phospholipid, yellow
colar is triglyceride.
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2) TG 정량분석 결과

생간탕가미방의 지방축적 억제효과를 조사하기

위한 세포내 TG의 정량분석 결과, 대조군의 TG

양이 정상군에 비해 유의성 있게 증가하였고, PA-

SG군의 TG 양은 대조군에 비해 유의성 있게 감소

하였다(Fig. 6).

**

†

Fig. 6. Effect of SG on intracellular TG contents
in palmitic acid-treated HepG2 cell.

Compared with the Control group, intracellular
TG contents of the PA-SG group were decreased
significantly(†: P<0.05, P values compared with
the Normal group. ** : P<0.01, P values compared
with the Control group).

4. 세포내 reactive oxygen species(ROS) 억제에

미치는 영향

1) ROS confocal 실험 결과

정상군은 530nm longpass의 emission filter에서

일부 세포가 녹색 형광을 나타내었고, 비교군(100μ

M-H2O2 treated)과 대조군(The Control group

with 1mM-Palmitic acid only)은 530nm filter에서

강한 녹색 형광을 나타내었으나, PA-SG군(1mM

-Palmitic acid + 100μg/ml-생간탕가미방)은530nm

filter에서 대조군에 비해 형광강도가 많이 감소된

모습이 관찰되었다(Fig. 7).

Fig. 7. Fluorescent microscopy image of HepG2
cell in carboxyl-H2DCFDA.

A)530nm longpass emission filter, B)differential

interference contrast, C)Overlay, green colar is ROS.

2) ROS 정량분석 결과

생간탕가미방의 ROS억제효과를 조사하기 위한

세포내 ROS의 정량분석 결과, 대조군의 ROS양이

정상군에 비해 유의성 있게 증가하였고, PA-SG군

의 ROS양은 대조군에 비해 유의성 있게 감소하였

다(Fig. 8).

*

†

Fig. 8. Effect of SG on intracellular ROS level in
palmitic acid-treated HepG2 cell.

Compared with the Control group, intracellular
ROS fluorescence intensity of the PA-SG group
were decreased significantly(†: P<0.05, P values
compared with the Normal group. * : P<0.05, P
values compared with the Control group).
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5. 미토콘드리아의 에너지 대사에 미치는 영향

생간탕가미방이 미토콘드리아의 에너지 대사에

미치는 영향을 조사하기 위해 미토콘드리아의 에

너지 대사산물인 ATP량을 측정한 결과, 대조군

(The Control group with 1mM-Palmitic acid only)

은 정상군에 비해 유의성있게 ATP량이 감소하였

으나, 대조군과 PA-SG군(1mM-Palmitic acid +

100μg/ml-생간탕가미방) 사이엔 유의성 있는 변화

가 관찰되지 않았다(Fig. 9).

††

Fig. 9. Effect of SG on ATP amount in palmitic
acid-treated HepG2 cell.

There were no significant differences in intracellular
ATP amount between the control group and the
PA-SG group(†: P<0.05, P values compared
with the Normal group).

6. Glutathione S-Transferase(GST) 활성도 측정

결과

GST 활성도 측정 결과, 대조군(The Control group

with 1mM-Palmitic acid only)은 정상군에 비해

유의성있게 GST 활성도가 감소하였으나, 대조군과

PA-SG군(1mM-Palmitic acid + 100μg/ml-생간탕

가미방) 사이엔 유의성 있는 변화가 관찰되지 않

았다(Fig. 10).

†
†

Fig. 10. Effect of SG on GST activity in palmitic
acid-treated HepG2 cell.

There were no significant differences in GST
activity between the control group and the PA-SG
group(†: P<0.05, P values compared with the
Normal group).

7. DNA fragmentation assay 결과

DNA fragmentation assay를 통해 세포사에 나

타나는 DNA degradation을 관찰한 결과, 정상군은

1kb 이하의 작은 DNA fragment가 관찰되지 않았

고, 대조군(The Control group with 1mM-Palmitic

acid only)은 작은 DNA fragment들이 연속적으로

연이은(smearing) necrosis 형태를 나타내었다. PA

-SG군(1mM-Palmitic acid + 100μg/ml-생간탕가

미방)은 약간의 DNA fragment들이 관찰되었으나

대조군보다 많이 감소된 양상을 보여 정상군과 유

사한 모습이 관찰되었다(Fig. 11).

Fig. 11. Result of DNA fragmentation in HepG2 cell.

A)The Normal group(with no treatment), B)The
Control group(with 1mM-Palmitic acid only),
C)The PA-SG group(1mM-Palmitic acid +
100μg/ml-SG), D)molecular weight marker(0.1kb)

8. Caspase-3 intensity 소견

Caspase-3 intensity 측정 결과, 대조군(The Control

group with 1mM-Palmitic acid only)은 정상군에

비해 caspase-3 intensity가 크게 증가하여 apoptosis

양상을 나타내었고, PA-SG군(1mM-Palmitic acid
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+ 100μg/ml-생간탕가미방)은 대조군에 비해 caspase-3

intensity가 유의성 있게 감소하였다(Fig. 12).

*
†

caspase-3 →

(Western blot)

Fig. 12. Effect of SG on caspase-3 intensity in
palmitic acid-treated HepG2 cell.

Caspase-3 expression of the PA-SG group was
significantly reduced compared to the control
group(†: P<0.05, P values compared with the
Normal group. * : P<0.05, P values compared
with the Control group).

Ⅳ. 고 찰

비알코올지방간질환(NAFLD)은 습관적인 알코

올의 남용이 없는 환자에서 알코올간질환과 유사

한 간의 조직학적 손상을 보이는 질환이며, 비만,

인슐린 저항성, 제 2형 당뇨병, 고혈압, 고지혈증

등의 대사증후군에서 흔히 나타난다. 단순 지방간

은 비교적 예후가 좋으나 지속적인 지방축적으로

인해 간세포가 손상되면 광범위한 염증반응이나

섬유화를 동반하는 비알코올지방간염(nonalcoholic

steatohepatitis, NASH)으로 진행하며 심한 경우

간경변에 이르기까지 다양한 경과를 나타낸다. 특

히 NASH는 원인 미상의 간경변의 가장 흔한 원인

으로 추정되고 있다2.

최근 비만, 제 2형 당뇨병, 고혈압, 고지혈증 등

의 유병률이 증가하면서 미국, 핀란드 등 질병통계

가 비교적 양호한 나라의 경우 NAFLD가 전 국민

의 20-30%, NASH는 대략 2-3% 정도로 추정되고

있다
22,23
. 우리나라는 아직 정확한 통계는 없으나

1995년부터 2005년 사이 비만 인구가 단기간 급격

히 증가하고, 당뇨병 유병률도 증가하고 있어 이와

관련된 NAFLD의 유병률도 지속적으로 증가할 것

으로 보인다
4
. 이에 따라 최근 학계의 관심도 높아

져 다양한 연구가 이루어지고 있으나 아직 체계적

연구는 부족한 실정이며, NAFLD의 진행기전도

명확하게 밝혀져 있지 않다. 치료에 있어서도 특이

하게 효과가 입증된 약물이나 치료법은 아직 없는

실정이다
14
.

한의학적으로 NAFLD는 濕痰의 대사장애로 起

因되며 淸熱利濕, 健脾消導, 消痰除濕 등의 治法을

주로 사용하고 있다
24,25
. 최근 들어 동물실험 및 분

자생물학적 실험을 통해 한약물의 NAFLD에 대한

효능 및 약리기전 연구가 다양하게 진행되고 있다
15-19
. NASH 동물모델에서 인진청간탕과 인진사령

산이 콜라겐의 침착을 유의성있게 감소시키고
16
, 통

비음이 지방간 동물모델에서 간의 지방축적과 간

세포사를 억제시키며
17
, 천궁이 고지방식이 동물모

델의 GOT, GPT를 감소시키고 지방간을 억제한다

고 보고
18

하였다.

본 실험연구에 사용한 생간탕가미방은 生肝湯에

鬱金, 山査, 丹蔘을 加味한 처방이다. 生肝湯은 실

험 연구에서 간기능 개선
26
, 간보호 작용

27
, 고지혈

증
28
에 효과가 있다고 보고한 바 있으며, 임상적으

로는 간염, 간경변, 간암에 관한 보고가 있었다
29-31
.

鬱金, 山査, 丹蔘은 최근 임상에서 지방간 치료에

응용되고 있는데
15,24
, 鬱金의 주요성분인 curcumin

이 NAFLD모델 동물실험에서 간기능 개선 및 간

내 TG감소, TNF-α억제 등의 효과가 있음이 보고

된 바 있고
32
, 山査는 고지혈증 및 비만 동물 모델

에서 콜레스테롤과 체중을 유의성 있게 감소시킨

다는 보고가 있었으며
33
, 丹蔘은 고지방식이로 유발

된 NAFLD 동물 모델에서 혈청 MDA 수치 감소

및 leptin수치 증가를 보고한 바 있다
34
.

생간탕가미방은 선행연구에서 고지방식이로 유
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발된 NAFLD 모델 동물 실험에서 체중, TG 및

fat granule과 염증관련 인자인 TNF-α를 유의성

있게 감소시켜 NAFLD의 진행과정에 있어 지방침

착 억제 및 염증 억제를 통한 간세포보호 작용이

있음을 확인한 바 있다
19
. 이에 저자는 생간탕가미

방의 약리기전을 분자생물학적인 연구를 통해 보

다 심도있게 살펴보고자 하였다. 세포독성 억제 효

과, 항산화, 항염증 작용 및 세포사에 미치는 영향

등을 보기 위해 MTT assay, LDH assay, 세포내

TG level 측정, ROS level 측정, ATP 정량분석, GST

활성도 측정, DNA fragmentation assay, caspase-3

intensity를 측정하였다.

NAFLD의 진행과정과 관련된 기전 연구는 꾸준

히 이루어지고 있으나, 아직 단순 지방증에서 지방

간염과 섬유화로 진행하는 명확한 발병기전은 현재

까지 알 수 없다. 하지만 최근 'two-hit' hypothesis

가 제안되면서 간세포 내 과도한 지방 축적이 지

방간염의 시작이 된다는 의견이 형성되고 있다
35
.

'First hit'은 간의 지방증을 형성하는 것으로, 간으

로 유입된 지방산은 간세포의 미토콘드리아에서

산화되거나, 효소에 의해 중성지방으로 변환되고,

인지질의 합성이나 콜레스테롤 에스테르를 만드는

데 이용된다. 이때 중성지방의 대부분은 간에서 다

른 조직으로 내보내기 위해 생성되는데 이를 위해

apoprotein과 결합한 lipoprotein형태로 분비된다.

그런데, 이 과정들에 장애가 생겨 간에 과잉의 중

성지방이 축적되면서 지방증이 발생한다
14
. 따라서

'First hit' 단계인 지방침착에 미치는 효과를 확인

하고자 세포내 triglyceride level을 측정하였다.

단순 지방증은 ‘second-hit' 과정에서 산화 스트

레스로 인한 간손상을 일으키게 된다. 이 과정에서

인슐린저항성, 미토콘드리아의 기능이상과 에너지

대사 장애, 지질과산화와 ROS 증가는 중요한 기전

으로 작용한다고 알려져 있다
14
. NASH는 그 발병

기전에서 미토콘드리아 이상 소견이 많이 발견된

다
36
. 간으로 과도하게 유입된 유리지방산은 미토콘

드리아에서 산화가 증가되고, 산화과정에서 발생한

전자가 미토콘드리아 respiratory chain에서 원활하

게 전달되지 못하면 미토콘드리아에 ROS가 증가

되어 미토콘드리아 DNA를 손상시키고 지질과산

화를 일으키며 이 과정에서 생성된 독성물질이 다

시 respiratory chain을 손상시키는 악순환을 일으

킨다
37
. 미토콘드리아 생산물인 ATP는 세포 생존

에 꼭 필요하며 미토콘드리아 기능이상에 따른

ATP감소는 간세포 손상을 초래한다. NASH 환자

에서 ATP의 감소 및 감소된 ATP의 회복이 정상

인에 비해 매우 느린 것으로 알려져 있다
38
. 따라

서, 과도한 지방축적으로 인한 간세포의 미토콘드

리아 기능이상과 에너지 대사 장애에 한약물이 미

치는 영향을 살펴보고자 ATP를 정량분석하였다.

산화스트레스는 간세포 손상의 주된 기전으로

잘 알려져 있다. 간세포 내 지방산의 산화작용은

주로 미토콘드리아에서 β 산화반응을 통해 이루어

지지만 간내 유입된 유리지방산이 과도할 땐 과산

화소체, 미세소체에서도 산화작용이 일어난다
2
. 미

토콘드리아의 β 산화반응 포화 및 과산화소체의 β 

산화반응등으로 ROS가 증가하고 이로 인해 간세

포막이 손상된다. 미세소체 효소인 시토크롬 P450

2E1(CYP2E1)과 CYP4A1이 지방산이나 케톤을

분해하는 과정에서도 ROS가 발생되고 이 지질과

산화 과정에서 생성된 최종산물이 다시 산화스트

레스를 일으키는 악순환이 반복된다
39
. 산화스트레

스를 일으키는 ROS와 지질과산화의 최종산물들은

염증을 유발하고 간세포사멸을 직접 일으키거나,

염증성 시토카인 TNF-α, TGF-β의 분비를 유도하

여 간섬유화를 촉진한다
40
. 산화스트레스 억제에 미

치는 한약물의 효과를 보기 위해 ROS level을 측

정하였고, 산화스트레스와 관련해 산화환원력에 미

치는 효과도 함께 보기 위해 세포내 GST 활성도

측정을 하였다. GST는 ROS와 glutathione을 반응

시키는 효소이며 glutathione은 ROS의 대표적 환

원제로 잘 알려져 있어
41
, GST 활성도 측정을 통해

환원력을 평가해 보았다.

한약물의 간세포 보호 효과를 확인하기 위해
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MTT assay, LDH assay를 통해 세포독성과 세포

활성도를 측정하였고, 세포사의 형태 및 그에 미치는

한약물의 효과를 살펴보고자 Western blot을 통해

caspase-3 intensity를 측정하고, DNA fragmentation

assay를 하였다. caspase는 시스테인(cysteine) 단

백 분해효소로서 apoptosis를 억제하고 있는 단백

질들을 분해하여 apoptosis를 진행시킨다. caspase-3

는 caspase family 중의 하나이며 세포내 여러종류

의 기질단백을 절단하여 apoptosis를 진행시킨다.

apoptosis의 신호전달기전은 아직 확실히 밝혀져

있지 않으나 caspase-3는 여러 세포사멸 경로가 공

통으로 통과하는 중요한 경로로 알려지고 있다
42
.

따라서 caspase-3 intensity를 통해 apoptosis를 확

인할 수 있다.

간세포 내 지방산이 축적되는 경우 포화지방산

의 독성이 잘 알려져 있어 본 실험에선 대표적 포

화지방산인 palmitic acid로 처리하였는데, 이는 지

방산 종류와 농도에 따라 간독성을 평가한 기존

실험논문 결과를 근거로 하였다
43
.

실험 결과, MTT assay를 이용한 cell viability

측정에서는 palmitic acid가 0.25 mM에서 알 수 없

는 이유로 약간의 증가를 보였지만 1 mM 이후 농

도의존적으로 cell viability가 감소하는 추세를 보

이고 1 mM에서 cell viability가 이미 71.6 %로 감

소되어 palmitic acid가 간세포의 기능에 심각한 영

향을 주고 있음이 확인되었다(Fig. 1). 1 mM의

palmitic acid와 농도별 생간탕가미방을 함께 투여

하여 생간탕가미방의 농도별 효과를 확인한 결과

물추출물, 에탄올 추출물 모두 유사하게 농도의존

적으로 cell viability를 증가시키는 것으로 나타나

두 추출물 모두 우수한 보호효과를 나타내었다

(Fig. 2).

LDH assay를 통해 세포독성을 측정한 결과,

palmitic acid의 농도가 0 mM에서 0.5mM까지 범

위에서는 세포사가 거의 관찰되지 않다가 1mM에

선 정상군에 비해 16.7%로 급격히 증가했고(p<

0.01) 그 이후 농도의존적 증가를 나타내었다(Fig.

3). 1mM의 palmitic acid와 함께 농도별 생간탕가미

방 추출물들을 각기 투여한 결과 물추출물, 에탄올

추출물 모두 유사하게 농도의존적으로 cytotoxicity

를 감소시키는 것으로 나타났는데, 물추출물과 에

탄올 추출물 100μg/ml 농도에서 각기 34.1%,

36.2%로 감소하여(p< 0.05) 두 추출물 모두 우수한

보호효과를 나타내었다(Fig. 4).

본 실험에서 대조군 처리시 palmitic acid의 농

도는 1mM로 고정하였는데, 이는 앞서 결과에서

보인 바와 같이, 이 농도에서 palmitic acid에 의한

cell viability 감소와 세포독성이 충분히 관찰되었

고 과하게 높은 농도의 불특정 기전에 의한 세포

사 가능성을 배제할 수 있기 때문이다. 또, 생간탕

가미방의 활성성분이 지용성일 가능성을 고려하여

MTT assay, LDH assay에서 물전탕 추출물과 에

탄올 추출물 두 군으로 나누어 진행하였으나 물전

탕 추출물과 에탄올 추출물 모두 우수한 세포보호

효과를 나타내었고 농도의존성 효과도 거의 동일

한 양상을 보여 추후의 실험은 물전탕 추출물로만

진행하였다.

세포내 triglyceride confocal 실험에서 Nile red는

수용액에서는 형광을 나타내지 않고 유기용매에서

형광을 나타내며 유기용매 환경이 달라지면 형광

의 특성도 변화되는 특성이 있다. 세포막의 구성물

질인 인지질에 녹아 있을 때 580 nm 근처에서, 지

방입자의 구성물질인 triglyceride에 녹아 있을 때는

530 nm 근처에서 빛을 각기 방출한다. 이에 근거

하여 HepG2 세포주 내에 생성된 지방입자를

confocal microscope로 나타내었다. 현미경 관찰 결

과 palmitic acid에 의해 세포내 triglyceride 생성이

증가된 것을 확인하였고, 100μg/ml의 생간탕가미방

추출물이 같이 투여된 경우 triglyceride의 축적이

억제됨을 보였다(Fig. 5). 현미경 관찰에서 보인 생

간탕가미방의 지방축적 억제효과를 정량적으로 조

사하기 위하여 세포내 TG 정량을 실시하였고 그

결과 PA-SG군이 대조군에 비해 세포내 TG양을

유의성 있게 감소시키는 것으로 나타났다(Fig. 6).
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이는 현미경 상의 결과와 정확히 일치하며, 생간탕

가미방이 'First hit'인 지방침착 단계에서 간세포손

상을 억제하는 효과가 있을 것으로 생각된다.

세포내 ROS level 측정은 confocal실험과 정량

분석으로 나누어 실시하였다. carboxyl-H2DCFDA

는 그 자체로는 형광이 없지만 세포내로 축적된

후 ROS와 반응하면 530nm이상의 filter에서 형광

을 내는 물질이다. 현미경 상에서 대조군은 530nm

filter에서 강한 형광을 나타내 증가된 ROS가 관찰

되었고, 100μg/ml의 생간탕가미방을 함께 처리한

결과 형광이 많이 약화된 모습을 통해 ROS가 감

소했음을 알 수 있었다(Fig. 7). 현미경 관찰 결과

를 정량적으로 확인하기 위하여 형광계를 이용해

ROS양을 측정한 결과, 정상군에 비하여 대조군의

ROS는 크게 증가하였고 PA-SG군의 ROS는 대조

군에 비해 유의성 있게 감소되었다(Fig. 8). 이는

생간탕가미방의 주요 기전이 항산화효과와 연관되

고 있음을 시사하고 있다.

환원력에 미치는 영향을 보기 위한 GST 활성도

측정에선 palmitic acid 처리시 GST 활성도가 유의

성 있게 감소하는 것은 확인했으나 생간탕가미방

처리시 GST 활성도가 다시 증가하지는 않았다

(Fig. 10). 생간탕가미방은 GST 활성도에는 영향

을 미치지 않는 것으로 나타났으나 산화환원에 관

련하는 인자는 매우 다양하고, 세포내 ROS의 양을

유의성 있게 감소시키는 것으로 볼 때 분명 환원

력 증가에도 영향을 미칠 것으로 추측된다. 따라서

추후 다양한 환원인자에 대한 추가적 연구가 필요

할 것으로 사료된다.

미토콘드리아 기능이상과 에너지 대사 장애에

미치는 영향을 살펴보고자 미토콘드리아의 에너지

대사물인 ATP를 정량분석한 결과, PA-SG군과 대

조군 사이 유의성 있는 변화가 관찰되지 않았다

(Fig. 9). 이 결과 생간탕가미방이 세포보호효과와

ROS의 감소효과를 가지고 있음에도 불구하고 미

토콘드리아의 기능정상화에 직접 영향을 주지는

않는 것으로 생각된다.

세포사의 형태를 보기 위해 DNA fragmentation

과 caspase-3 intensity를 실험한 결과, DNA

fragmentation에서 대조군은 작은 DNA fragment

들이 연속적으로 연이은 모습을 보여 necrosis 양상

을 나타내었고, PA-SG군은 약간의 DNA 조각을

보이긴 했지만 대조군에 비해 훨씬 감소된 양상을

보였다(Fig. 11). caspase-3 intensity 측정 결과, 대

조군은 정상군에 비해 caspase-3 intensity가 크게

증가하여 apoptosis양상을 나타내었고, PA-SG군은

대조군에 비해 caspase-3 intensity가 유의성 있게

감소하였다(Fig. 12). 지방산 과다침착시 necrosis와

apoptosis 형태가 모두 나타났으며, 생간탕가미방이

두가지 형태에서 모두 세포보호 효과를 나타내었

음을 알 수 있다.

이상으로 선행 동물실험연구에서 체중 감소, 간

조직 내의 지방 축적 억제 및 염증인자 억제 효과

를 확인한 바 있는 생간탕가미방의 약리 기전을 인

간 간세포와 유사한 생리작용을 나타내는 HepG2

cell을 이용해 분자생물학적인 연구방법으로 살펴

보았고, 유의성 있는 결과를 얻었다. 종합해 볼 때

생간탕가미방은 세포사의 형태에 관계없이 유의성

있는 간세포보호 효과를 나타내었고, 세포내 TG

축적 억제 및 세포내 ROS발생을 감소시켰다. 이

약리기전을 통해 단순 지방증 단계부터 세포손상

으로 인한 다음 단계로의 진행 모두에서 중요한

효과를 나타냄을 알 수 있고, NAFLD의 치료제로

서의 의미를 충분히 가진다고 생각할 수 있다. 하

지만, 환원력 회복 및 미토콘드리아 기능 이상, 기

타 간손상 기전에 미치는 효과에 대해서는 추후

심도있는 연구가 지속적으로 이루어질 필요가 있

을 것으로 사료된다.

Ⅴ. 결 론

생간탕가미방이 비알코올지방간질환(NAFLD)에

미치는 효과의 약리기전을 살펴보고자, HepG2 cell

에 palmitic acid를 처리하여 생간탕가미방을 투여
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해 MTT assay, LDH assay, 세포내 Triglyceride

level 측정, 세포내 reactive oxygen species(ROS)

level 측정, 세포내 ATP 정량분석, 세포내 GST 활

성도 측정, DNA fragmentation assay, caspase-3

intensity를 측정한 결과 다음과 같은 결론을 얻었

다.

1. 생간탕가미방은 MTT assay 결과 대조군에 비

해 농도의존적으로 cell viability를 유의성 있게

증가시켰다.

2. 생간탕가미방은 LDH assay 결과 대조군에 비

해 농도의존적으로 cytotoxicity를 유의성 있게

감소시켰다.

3. 생간탕가미방은 TG confocal 실험에서 TG 형광

색소가 거의 발견되지 않았고 TG level은 대조

군에 비해 유의성 있게 감소시켰다.

4. 생간탕가미방은 ROS confocal 실험에서 ROS 형

광색소가 감소하였고 ROS level은 대조군에 비

해 유의성 있게 감소시켰다.

5. 생간탕가미방은 ATP 정량분석과 GST 활성도

측정 결과 대조군에 비하여 유의성 있는 차이가

없었다.

6. 생간탕가미방은 DNA fragmentation assay 결과

대조군에 비해 cell necrosis 패턴을 감소시켰다.

7. 생간탕가미방은 대조군에 비해 caspase-3 intensity

를 감소시켰다.

이상에서 생간탕가미방은 세포내 triglyceride 축

적 억제 및 세포내 ROS발생을 감소시키고 세포괴

사와 세포사멸을 동시에 억제하는 것으로 나타났

다. 이는 단순지방증에서 간손상으로 진행하는 과

정을 억제하는 효과를 시사하는 것으로 사료되며

향후 생간탕가미방의 치료기전에 대한 보다 심도

있는 연구가 진행되어야 할 것으로 생각된다.
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