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ABSTRACT
Objectives : The aim of this study was to investigate whether the effects of extract from Saengkankunbi-tang and its

composition that Artimisiae capillaris Herba, Crataegi Fructus, Alismatis Rhizoma, Hoelen and Raphani Semen could protect
HepG2 cells from palmitic acid-induced lipotoxicity through lysosomal and mitochondrial pathways in an in vitro model.

Methods : To examine the effects of the extracts from Saengkankunbi-tang and its composition that Artimisiae capillaris
Herba, Crataegi Fructus, Alismatis Rhizoma, Hoelen and Raphani Semen on palmitic acid-induced lipotoxicity in HepG2 cells,
we measured the contents of cell viability, cytotoxicity. Then to investigate the effects of the extract from Saengkankunbi-tang,
Artimisiae capillaris Herba and Raphani Semen, we measured that triglyceride, reactive oxygen species, ATP levels, glutathione
levels, cytochrome c and cathepsin B.

Results : The extracts from Saengkankunbi-tang and its composition had a cell-protective function. The extracts from
Saengkankunbi-tang, Artimisiae capillaris Herba and Raphani Semen controlled triglyceride over-accumulation in cells and
reduced overproduction of reactive oxygen species. The extracts from Saengkankunbi-tang and Raphani Semen increased ATP
and glutathione levels which had been decreased by lipotoxicity. The extracts from Saengkankunbi-tang, Artimisiae capillaris
Herba and Raphani Semen reduced leakage of cytochrome c and the extracts from Saengkankunbi-tang and Raphani Semen
reduced leakage of cathepsin B in lipotoxicity.

Conclusions : These results show that the extracts from Saengkankunbi-tang and its composition that Artimisiae capillaris
Herba and Raphani Semen have cell protective effects on palmitic acid-induced lipotoxicity through lysosomal and mitochondrial
pathways.
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Ⅰ. 서 론

알코올과 관계없이 간 내에 과도한 지방 축적으

로 본래 간 중량의 5%를 초과하면 비알콜성 지방

간 질환(nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD)

으로 정의하며
1
이는 음주 경력이 간 질환을 유발할

정도로 있지 않은 환자에서 알코올성 간질환과 유사

하게 간에 조직학적 손상이 나타나는 질환이다2. 서

구에서는 NAFLD가 매우 흔하여 미국의 경우 근래
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유병률이 약 30%로 조사되었고, 우리나라는 2006년

에 유병률이 16%로 보고된 바 있다
3,4
. 아시아-태평

양 지역의 조사 연구에서도 10∼24% 정도로 서구와

비슷하였으며, 고지방 고열량 식사, 신체활동 감소

등 생활습관 변화에 따라 급격히 증가하고 있다
5
.

저장성 에너지 형태인 중성지방(triglyceride, TG)

이 간, 근육, 췌장 등 비지방조직에 과도하게 축적

되면 세포독성으로 작용하여 조직 내 세포의 기능

부전과 세포사멸을 유발하게 되고 질병을 유발하는

데 이를 지방독성(lipotoxicity)이라 한다
6
. NAFLD

의 경우 대개 ‘two-hit hypothesis’로 설명되는데 이

에 의하면 간조직에 지방 침착이 먼저 발생하고

시간을 두고 나타나는 지방 과산화와 염증성 반응,

mitochondria와 lysosome의 막 불안정에 따른 기능 저

하와 파괴, apoptosis로 이어지는 지방독성으로 간세

포 및 조직 손상이 야기되고 추가 질병으로 이어지

는 것으로 보고 있다7,8. 이러한 병리기전들에 의해

NAFLD는 단순 지방간에서 비알코올성 지방간염, 간

경변 등으로 진행될 수 있으며 간질환 이외에 비만,

이상지질증, 당뇨, 고혈압, 동맥경화성 심혈관질환

등의 대사증후군(metabolic syndrome)이 동반되는

것으로 나타나 NAFLD의 심각성이 주목되고 있다
9
.

한편, 임상에서 바이러스성 급 만성 간염, 간경

변증 등 각종 간질환에 광범위하게 사용되고 있는

한약 방제로 生肝健脾湯을 대표적으로 들 수 있는

데 脾胃의 濕熱을 제거하고 利尿, 健脾, 利膽 작용

으로 간기능을 원활하게 하는 목적으로 다용되고

간장 대사와 재생능력에 대한 영향 분석 및 임상

치료 효과도 보고된 바 있다
10
. 또한 근래 生肝健脾

湯은 HepG2 cell에서 reactive oxygen species(ROS)

에 의한 apoptosis를 억제하고
11
, 흰쥐 혈관내 지질

감소 효과도 보고되었다
12
.

生肝健脾湯은 茵蔯, 山楂, 澤瀉, 白茯苓, 蘿蔔子

등 19종의 한약물로 처방이 구성되는데
11
, 이 가운

데 茵蔯(Artemisiae Capillaris Herba)은 利濕退黃,

淸熱解毒하여 黃疸, 傷寒時疾, 狂熱 등에 적용하고

利膽, 補肝하여 급만성간염과 담도질환에 이용되는

것으로 알려져 왔는데, 근래 연구들에서 혈중 지질

강하작용으로 고지혈증에 활용하고 간세포독성 예

방, 세포보호, 항암작용, 면역조절 등이 보고되고

있다
13-15
. 山楂(Crataegi Fructus)는 消食化積, 活血

散瘀하여 食積停滯, 脘腹脹痛, 瘀血經閉 등에 적용

하여 왔는데, 혈중 지질강하작용으로 고지혈증, 죽

상동맥경화증에도 활용하고 비만 및 고지혈 방지

작용, 간세포 보호기능 등이 보고되고 있다
13,14,16

.

澤瀉(Alismatis Rhizoma)는 利水滲濕, 泄熱하여 小

便不利, 水腫, 淋濁, 遺精, 眩暈 등에 적용하여 왔는

데, 혈중 지질강하작용, 이뇨작용, 간 독성 개선작

용, 혈당 강하작용 등이 보고되었다13,17,18. 白茯笭

(Hoelen)은 利水滲濕, 健脾, 寧心安神하는데 이뇨

작용, 진정작용, 항암작용, 혈중 지질강하작용 등이

보고되었다13,19. 蘿蔔子(Raphani Semen)은 消食化

積, 降氣化痰하여 食積不化, 噯腐呑酸, 痰壅氣喘咳

嗽 등에 적용하여 왔는데, 혈당 강하작용, 혈중 지

질강하작용 등이 보고되었다13,20,21. 이러한 선행 연

구들로 보아 生肝健脾湯이 직접 간 지질대사에 영

향을 미쳐 간 지방독성 예방 및 완화에 작용할 것

을 시사하고 있지만 아직 급 만성 간염이 아닌 간

지방증이나 지방간염 등 NAFLD의 지방독성에 직

접 미치는 효과에 초점을 맞춘 조사는 아직 없었

고 生肝健脾湯의 조성 약제 중에서 그에 대해 중

요한 작용을 할 것으로 예상되는 茵蔯, 山楂, 澤瀉,

白茯苓, 蘿蔔子 역시 간 지방독성에 직접 미치는

효과는 아직 조사된 바가 없다.

이에 본 연구에서는 生肝健脾湯과 그 주요 조성

한약물들이 간 지방독성에 보호 효과가 있으리라 가

정하였고 그 기전을 구체적으로 살펴보고자 HepG2

cell에 生肝健脾湯과 茵蔯, 山楂, 澤瀉, 白茯苓, 蘿蔔子

각각의 물 전탕 추출물을 전처리한 후 포화지방산

인 palmitic acid를 HepG2 cell에 처리하여 지방독

성을 유발해서 세포독성과 세포 내 중성지방 축적,

산화스트레스, mitochondrial dysfunction, lysosomal

leakage 등에 미치는 억제 효과를 관찰해보고자 하

였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재 료

1) 약 재

본 실험에 사용한 약재는 대한약전 및 대한약전

외 한약규격주해에 근거하여 (주)옴니허브에서 엄

선한 것을 구입하여 사용하였으며 처방의 내용과

용량은 Table 1과 같다.

Korean
name

Herbs
Amounts
(g)

茵 蔯 Artimisiae capillaris Herba 15.00

澤 瀉 Alismatis Rhizoma 15.00

白 朮 Atractylodis Rhizoma alba 7.50

山 楂 Crataegi Fructus 7.50

麥 芽 Hordei Fructus 7.50

陳 皮 Aurantii nobilis Pericarpium 3.75

白茯苓 Hoelen 3.75

豬 苓 Poylporus 3.75

厚 朴 Machili Cortex 3.75

藿 香 Agastaches Herba 3.00

蘿蔔子 Raphani Semen 3.00

枳 實 Ponciri Fructus 3.00

三 稜 Scripi Tuber 3.00

蓬 朮 Zedoariae Rhizoma 3.00

靑 皮 Aurantii Pericarpium 3.00

唐木香 Saussureae Radix 3.00

砂 仁 Amomi Semen 3.00

甘 草 Glycyrrhizae Radix 3.00

生 薑 Zingiberis Rhizoma 3.00

Total 97.50

Table 1. Prescription of Saengkankunbi-tang.

2) 검액의 조제

실험용 검액의 조제를 위하여 生肝健脾湯 1첩

분량(97.50 g)을 3차 증류수 500 ml에 혼합하여 수

냉식 냉각기가 달린 전기가열기를 사용하여 2시간

동안 가열하였다. 이를 상온으로 식힌 후 Watmann

여과지를 이용하여 여과하고 여과용액을 rotary

evaporator에서 각기 0.2 L정도로 감압 농축하였다.

감압동결건조장치(FD8512, ilshin lab, 서울, 대한민

국)에서 이를 동결건조하여 분말상태의 추출물을

구하였고 1첩에서 얻은 검액을 합한 결과 총 23 g

을 얻었다. 이를 -80 ℃ 냉동고에 보관하였고 필요

할 때마다 media에 녹여 보관용액을 만들고 사용

하기 전에 0.4 μm pore 막으로 여과하여 침전물을

제거하고 세포에 처리하였다.

그리고 茵蔯, 澤瀉, 山楂, 白茯苓, 蘿蔔子 각 200 g

을 1 L의 3차 증류수에 담구고 수냉식 냉각기가

달린 전기가열기를 사용하여 2시간 동안 가열하였

다. 이를 상온에서 식힌 후 여과지로 걸러 침전물

을 제거한 후, 얻어진 추출액(대략 400 ml)을 둥근

바닥 플라스크로 옮겼다. 드라이아이스/에탄올 냉

각조(-80 ℃) 상에서 이 플라스크를 돌려가며 얼음

이 플라스크 표면에 넓게 형성하도록 하여 감압동

결건조장치(FD8512, ilshin lab, 서울, 대한민국)를

사용하였다. 동결건조에서 얻어진 추출고형물들은

무게를 잰 뒤 밀봉시키고 이를 -80 ℃ 냉동고에 보

관하였다. 이후 필요 시 media에 녹여 보관용액을

만들고 사용하기 전에 0.4 μm pore 막으로 여과하

여 침전물을 제거하고 세포에 처리하였다. 각 약재

별 건조추출물의 총 수득율은 Table 2와 같다.

Herbs
Weight (g)
before
extraction

Weight (g)
after

freeze-drying

Total
yield
(%)

生肝健脾湯 (SKT) 200 13.76 6.88

茵 蔯 (AC) 200 9.639 4.82

山 楂 (CF) 200 33.80 16.9

蘿蔔子 (RS) 200 12.88 6.44

澤 瀉 (AR) 200 18.58 9.29

白茯笭 (HO) 200 0.2548 0.127
SKT : Saengkankunbi-tang, AC : Artimisiae capillaris
Herba, CF : Crataegi Fructus, RS : Raphani Semen,
AR : Alismatis Rhizoma, HO : Hoelen

Table 2. The Total Yields of Dried Extracts from
Saengkankunbi-tang and Its Composition.
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3) 시 약

Hep G2세포주는American Type Culture Collection

(ACTT)(VA, USA)에서 구입하였다. Fetal bovine

serum(FBS)은 Welgene Inc.(South Korea), PS

(penicillin-streptomycin)과 DMEM(Dulbecco’s Modified

Eagle Medium)은 Invitrogen Corporation (NY,

USA), Carboxyl-H2DCFDA는 Invitrogen Corporation

(OR, USA)에서 구입하였다. 용액으로 만들어진

RIPA buffer는 PIERCE(IL, USA), Tris base는

Bio-Rad laboratories, Inc.(CA, USA), ECL substrate

는 iNtRON Biotechnology, Inc.(South Korea),

BODIPY 490/503는 Invitrogen Corporation(NY,

USA), 그 외 시약들은 Sigma-Aldrich Corporation

(MO, USA)에서 구입하였다. Primary antibody와

Second antibody, Bovine serum albumin(BSA)은

Santa Cruz Biotechnology(CA, USA)에서 구입하

였으며 western blot의 ECL 검출용 사진 Film은

AGFA(Mo, Belgium)에서 구입하였다. Tubulin은

Santa Cruz Biotechnology(CA, USA)에서 그리고

cathepsin B 와 cytochrome c는 Abcam(Cambridge,

UK)에서 구입하였다.

2. 방 법

1) 세포배양 및 한약물의 세포처리

Human hepatoma 세포주인 HepG2 cell line을 10%

fetal bovine serum(FBS), 1% penicillin-streptomycin

을 포함한 DMEM(Dulbecco's Modified Eagle Medium)

배양액에서 배양하였다. 세포는 10 cm 지름의 원

형배양접시에서 37 ℃, 5% CO2 조건으로 세포배양

기(NU-4750G, NuAire Inc.(MN, USA))에서 유지

한 채 배양하였으며 2~3일간 배양한 후 분주하였

다. 본 실험에서는, 세포에 각 한약물을 처리하기

위하여 세포가 각 well에 분주되고 24시간 동안 안

정화시킨 후, 한약물 혹은 지방산이 함유된 배양액

으로 교환하였다. 세포에 한약물과 지방산을 처리

하는 순서는 지방산에 의한 독성에 관한 한약물의

예방효과를 보기 위하여 한약물을 먼저 처리하고

24시간 후 palmitic acid를 처리하였다.

2) Cell viability(MTT assay) 측정

세포 활성도 측정은 Molecular Probes(OR, USA)

가 제공한 MTT assay(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay)를 이용

하였다. 실험과정을 간략히 서술하면, 세포를 24-well

plate(2 cm
2
)에 well 당 10

5
cells이 되도록 분주하

고 24시간 동안 안착시킨 후, 지방산 및 한약물 처

리 등 실험에 사용하였다. 배양액을 적정농도의

palmitic acid가 포함된 1 mL의 배양액으로 교체하

고 24시간 후에 MTT assay를 실시하였다. 이때

배양액을 제거하고 세포가 남아 있는 well에 각기

100 μL의 MTT stock(5 mg/ml)을 처리한 후 2시

간 동안 알루미늄 포일로 빛을 차단한 상태에서

상온에서 반응시켰다. 그 후 상등 용액을 제거하고

각 well에 남아 있는 세포에 500 μL의 DMSO를 더

하여 세포 내에서 산화환원 효소들에 의해 형성된

formazan을 용해하고 ELISA reader(VERSARMAX,

Molecular Devices(CA, USA))를 이용해 570 nm에

서 흡광도를 측정하였다. 적정 대조군을 설정하여

각 관찰치는 보정하였다. 이때 아무런 처리를 하지

않은 세포를 이용하여 얻어진 흡광도를 100%로 하

고 각 실험시료의 흡광도를 상대비율로 구하였고

이에 대한 통계처리값을 cell viability라 정의하여

결과에서 나타내었다.

3) Cytotoxicity(LDH assay) 측정

세포독성 측정은 세포 배양액에서의 lactate

dehydrogenase 활성 측정에 기반하여 실시되었다.

Roche(Mannhein, Germany)에서 제공된 LDH assay

(Lactate dehydrogenase assay)를 이용하였다. 간략

히 설명하면 1×10
4
개의 세포를 96-well plate의 각

well에 분주하고 24시간 동안 안착한 후 실험에 사

용하였다. 한약물 혹은 지방산을 처리한 후 24시간

후에 50 μL의 배양액을 취하여 LDH assay에 사용

하였다. 이 시료를 Eppendorf 튜브로 옮기고 50 μL

의 물을 더하였다. (+) control 군으로는 배양액을

제거한 well에 10% Tween 20 용액 50 μL를 사용
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하여 lysis하고 이에 50 μL의 물을 더한 시료를 사

용하였고, (-) control로는 세포가 없는 50 μL의

DMEM 배양액에 50 μL의 물을 더하였다. 이런 방

식으로 준비된 시료에 100 μL의 반응시료를 더한

후 상온에서 30분간 반응시키고 stop 용액을 더하여

반응을 종결시켰다. ELISA reader(VERSARMAX,

Molecular Devices(CA, USA))를 이용하여 490 nm

에서 이의 흡광도를 측정하였다. cytotoxicity는 다

음과 같은 계산으로 정의하였다.

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

의 흡광도]/[(+)control의 흡광도 - (-)control의

흡광도] × 100

4) 세포 내 triglyceride(TG) 축적 측정

Paimitate 처리 후 세포 내 축적된 triglyceride

(TG)는 confocal microscopy에 의한 중성지방의 존

재확인 실험과 정량적인 측정법이 사용되었다.

(1) Triglyceride(TG) confocal microscopy

24 well plate에 준비된 세포를 1.0 ml PBS(11.7 g

NaCl; 5.5 g Na2HPO4-7H2O; 1.35 g NaH2PO4;

pH 7.4)로 2차례 간단히 씻은 후, BODIPY 490/503

를 포함한 용액을 더하여 37 ℃, 5% CO2 조건에서

10 min 간 배양하였으며 이때 형광염료 BODIPY

의 최종 농도는 1 μg/ml로 하였다. 이후 1.0 ml의

PBS로 3번 씻은 후 최소량의 PBS만 남은 상태에

서 Confocal Microscopy(LSM 510 meta, Carl Zeiss

(Jena, Germany))로 형광을 관찰하였다. 이때 excitation

wavelength는 488 nm로 하였고 emission filter는

505~530 nm bandpass filter를 각기 사용하였다.

모든 형광실험은 최소한의 빛만 허용하기 위하여

알루미늄 포일로 빛을 차단하였다.

(2) Triglyceride(TG) 정량분석

세포내 triglyceride의 양은 BioVision Inc.(CA,

USA)에서 제공한 Triglyceride Quantification Kit

를 사용하여 정량하였고 간략히 요약하면 다음과

같다. 5×105개의 세포를 6-well plate에 배양하여 실

험조건에 따라 처리하고 세포를 회수하였다. 이를

Eppendorf 튜브에 수확하여 각 시료에 0.5 ml의

5% Triton-X100를 더하고, 100 ℃에서 5분간 처리

한 후 상온으로 천천히 식혔다. 녹지 않는 침전물

질을 제거하기 위하여 1000 g 조건에서 5분간 원심

분리하여 상등액만 회수하고 이에 3차 증류수를

더하여 50 μL로 되게 하였다. 이에 2 μL의 lipase를

더하고 20분 간 상온에서 처리한 후, 완충용액, 효

소가 포함된 준비된 reagent mix 50 μL를 더하였다. 이

시료를 빛이 차단된 상태에서 1시간 동안 상온에서

유지한 후 ELISA reader(VERSARMAX, Molecular

Devices(CA, USA))로 570 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 시료의 triglyceride 양은, 실험의 각 well에

서 얻어진 값을 회사에서 제공된 표준 triglyceride

에 의한 표준정량선과 비교하여 정하였다.

5) 세포내 reactive oxygen species(ROS) 측정

준비된 세포에 carboxyl-H2DCFDA를 최종농도

가 10 μM이 되게 처리하고 37 ℃에서 1시간 동안

배양하였다. 이 후 세포를 Eppendorf 튜브에 수확

하여 RIPA buffer로 세포를 녹이고, PerkinElmer

(MA, USA)사의 VICTOR
2
fluorometer를 이용하

여 530 nm에서 형광을 측정하였다. (+) control로

는 100 μM hydrogen peroxide 처리한 후 37 ℃에서

1시간 동안 배양한 시료를 사용하였다.

6) 세포내 ATP 정량분석

BioVision Inc.(CA, USA)에서 제공한 ATP

Colorimetric/Fluorometric Assay Kit를 사용하여

정량하였고 간략히 요약하면 다음과 같다. 준비된

세포를 200 μL의 ATP Assay Buffer에녹이고 15,000

g에 2분간 간단히 원심분리하여 녹지 않는 물질은

제거하였다. 상등액 50 μL를 96 well plate로 옮긴 후

회사에서 제공한 반응용액을 첨가하고 빛이 차단된

상태에서 상온 30분간 유지하였다. 이의 흡광도를

570 nm에서 ELISA reader(VERSARMAX, Molecular

Devices(CA, USA))로 측정하였다. 측정된 흡광도

값은 제공된 ATP 표준용액으로 제작된 표준 곡선

을 이용하여 농도로 환산하였다.

7) 세포 내 glutathione 측정

세포 내 total glutathione(GSH) level은 Dojindo
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(MD, USA)에서 제공된 흡광도 측정용 assay

kit(the total Glutathione Quantification kit)를 이

용하였고, free glutathione(GSH) level은 Anaspec

Inc.(CA, USA)에서 제공한 흡광도 측정용 assay

kit(Thiol Quantification kit)를 사용하였다. 실험의

자세한 과정은 각 회사에서 제공된 과정을 따랐다.

Well 당 3×10
5
의 세포를 6-well plate에 분주하여 3

ml DMEM medium으로 배양하였다.

8) Western blot(cathepsin B, cytochrome c)

실험조건에 따라 처리하고 24시간 배양 후 얻어진

각 세포군을 homogenization buffer(0.32 M sucrose,

10 mM HEPES, 10 mM 2-mercaptoethanol, 20

ug/ml PMSF, pH 7.4)로 homogenize 한다. 얻은

samples를 1000 g, 5분간 원심분리하여 얻은

supernatant를 15,000 g, 20분간 다시 원심분리 하

여 pellet 상태로 crude organelle을 얻었다. 각

sample 30 ug을 12% SDS-PAGE를 이용하여 분리

하였고 transfer buffer(39 mM glycine, 48 mM

Tris-base, pH 8.3, 0.37%(w/v) SDS, 20%(v/v)

methanol)에서 semidry transfer 장비(Trans-Bolt

SD, Bio-Rad(CA, USA))를 이용하여 0.2 mm PVDF

(polyvinylidene diflouride) membrane에 transfer(15

V, 30 min) 하였다. PVDF membrane을 5%

non-fat dry milk(in TBS-T)로 1시간 동안 상온에

서 blocking 한 후 각 antibody를 tubulin (1:500),

cathepsin B(1:250) 그리고 cytochrome C(1:100)으

로 희석하여 4 ℃에서 overnight하였다. Tris buffer

saline(TBS; 0.2 M Tris base, 1.37 M NaCl, pH

7.6)에 Tween 20가 첨가된(최종농도 0.1% (v/v))

용액(TBS-T)으로 washing 한 뒤 1:1000으로 희석

한 HRP-labeled secondary antibody에 1시간 상온

에서 incubation 시킨 뒤 다시 TBS-T로 washing 한

후 iNtRON Biotechnology, Inc.(South Korea)에서

제공한 WEST-one
™
을 이용하여 bands를 detection

하였다.

3. 통계처리

모든 실험 결과는 평균 및 표준오차로 표시하였

다. 대조군과 실험군 사이의 비교에는 Student's

t-test를 이용하였고, p값이 0.05 미만인 경우를 통

계적으로 유의성이 있는 것으로 보았다.

Ⅲ. 결 과

1. Palmitic acid가 HepG2 세포주의 cell viability와

cytotoxicity에 미치는 영향

포화지방산 용량을 결정하기 위하여, HepG2 세

포주를 포화지방산인 palmitic acid를 다양한 농도

로 처리하여 세포 외부 배양액에서 MTT assay에

서 formazan이 형성되는 cell viability를 측정한 결

과 0.5 mM과 1.0 mM에서 각기 83.8%와 73.5%의

cell viability를 보였다. 그리고 LDH assay로

cytotoxicity를 조사한 결과 Palmitic acid의 농도가

증가됨에 따라 HepG2 세포의 cytotoxicity는 점차

적으로 증가하였고 지방산이 처리되지 않은 normal

군에 비하여 0.3 mM 이상의 palmitic acid 처리군

에서는 유의한 정도로 세포독성이 관찰되었으며

정상군이 약 5.2%의 cytotoxicity를 보인 반면, 0.5

mM와 1.0 mM의 palmitic acid 처리군에서는 각기

14.8%, 37.9%의 cytotoxicity를 보였다(Table 3,

Fig. 1).
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PA
(mM)

Cell Viability (%)
(A)

Standard error
(A)

p value
(A)

Cytotoxicity (%)
(B)

Standard error
(B)

p value
(B)

0.0 100 3.6 — 5.2 0.1 —

0.1 86.2* 4.2 0.0375 6.4 1.0 0.2410

0.2 86.4 6.0 0.0867 7.0 1.0 0.1308

0.3 83.4† 2.7 0.0064 11.0* 1.5 0.0135

0.5 83.8* 3.9 0.0157 14.8† 2.0 0.0041

0.7 84.1* 3.8 0.0169 21.4† 0.8 5.51E-07

1.0 73.5† 4.0 0.0012 37.9† 0.4 2.37E-11
*p<0.05 judged by Student's t-test
†p<0.01 judged by Student's t-test
Normal : without any intervention
PA : palmitic acid treated

Table 3. Dose-dependency of Palmitic Acid (PA) on Cell Viability (A) and Cytotoxicity (B) of Human
Hepatoma HepG2 Cell Line.

(A)

(B)

Fig. 1. Dose-dependency of palmitic acid on cell
viability (A) and cytotoxicity (B) of human
hepatoma HepG2 cell line.

*p<0.05 judged by Student's t-test, †p<0.01 judged
by Student's t-test

2. 生肝健脾湯과 그 일부 조성 한약물인 茵蔯, 澤

瀉, 山楂, 白茯苓, 蘿蔔子 각각의 1.0 mM palmitic

acid에 의한 지방독성 모델에 대한 효과

生肝健脾湯(SKT)과 그 일부 조성 한약물에 관

해 지방독성에 관한 보호효과를 조사하기 위하여,

이들을 세포에 20~500 μg/ml의 다양한 농도로 투

여하고 24시간 후 1.0 mM의 palmitic acid를 처리

하여 24시간 후에 HepG2 세포의 cytotoxicity를 측

정하였는데 그 결과, 生肝健脾湯(SKT) 등은 모두

농도 의존적으로 palmitic acid가 처리된 세포의

cytotoxicity를 줄이는 것으로 나타났다. 生肝健脾

湯(SKT)은 100 μg/ml의 농도 이상에서 유의한 정

도로 세포보호효과가 관찰되었으며 500 μg/ml의

농도에서는 palmitic acid 처리군에 비하여 35.0%

의 감소를 보였다. 茵蔯(AC)은 20 μg/ml의 농도

이상에서 유의한 세포보호효과가 나타났으며 500

μg/ml의 농도에서는 palmitic acid 처리군에 비해

cytotoxicity가 58.5%의 감소를 보였다. 澤瀉(AR)

는 50 μg/ml의 농도 이상에서 유의한 세포보호효

과가 나타났으며 500 μg/ml의 농도에서는 palmitic

acid 처리군에 비해 cytotoxicity가 21.1%의 감소를

보였다. 山楂(CF)는 100 μg/ml의 농도 이상에서

유의한 세포보호효과가 나타났으며 500 μg/ml의 농



홍성인

21

도에서는 palmitic acid 처리군에 비해 cytotoxicity

가 26.3%의 감소를 보였다. 白茯笭(HO)은 500 μg/ml

의 농도에서만 유의한 세포보호효과가 나타났으며

palmitic acid 처리군에 비해 cytotoxicity가 40.3%

의 감소를 보였다. 蘿蔔子(RS)는 200 μg/ml의 농

도 이상에서 유의한 세포보호효과가 나타났으며

500 μg/ml의 농도에서는 palmitic acid 처리군에 비

해 cytotoxicity가 66.6%의 감소를 보였다(Table 4).

Groups
Cytotoxicity levels

SKT AC AR CF HO RS

Normal 7.9±1.0 9.5±1.3 9.3±1.7 10.2±1.7 9.7±2.3 6.8±3.1

Control 29.7±0.8 25.3±2.9 26.5±0.6 28.9±1.4 25.8±2.3 31.4±2.6

20 29.9±2.4 18.1±1.3† 24.2±2.4 28.2±1.9 23.7±1.5 30.3±1.5

50 26.3±1.9 13.3±0.6† 23.0±2.0* 23.7±3.1 23.6±1.1 31.7±2.4

100 20.9±1.6† 11.4±0.7† 24.6±2.4 24.4±0.7* 23.8±1.4 29.3±4.5

200 22.8±1.4† 10.9±0.4† 21.1±0.3† 20.7±0.7† 22.6±1.1 15.8±2.3†

500 19.3±0.4† 10.5±0.4† 20.9±0.6† 21.3±0.7† 15.4±0.4† 10.5±0.5†

*p<0.05 judged by Student's t-test
†p<0.01 judged by Student's t-test
Values are expressed average cytotoxicity ± standard error.
Normal : without any intervention
Control : 1.0 mM palmitic acid treated
20, 50, 100, 200, 500 : 1.0 mM palmitic acid treated
+ (20, 50, 100, 200, 500) μg/mL herbs treated
SKT : Saengkankunbi-tang, AC : Artemisiae Capillaris Herba, AR : Alismatis Rhizom', CF : Crataegi Fructus, HO :
Hoelen, RS : Raphani Semen

Table 4. Dose-dependency of SKT and its composition on Cytotoxicity of Human Hepatoma HepG2 Cell
Line Induced by 1.0 mM Palmitate.

3. 生肝健脾湯, 茵蔯과 蘿蔔子 각각의 지방축적에

미치는 효과

Confocal microscopic study는 세포내 중성지방

과의 상호작용에서만 형광을 보이는 Bodipy 염료

를 사용하여 축적된 TG 등 중성지방을 보였다. 生

肝健脾湯(SKT), 茵蔯(AC) 그리고 蘿蔔子(RS)를

각각 전처리한 HepG2 세포는 추후의 1.0 mM

palmitic acid에 의한 세포내 지방축적을 억제하는

효과를 보여주었다(Fig. 2). 한편, 이 효과에 대한

정량분석을 실시하기 위하여 triglyceride의 glycerol

의 양을 특정하는 kit를 사용하였다. 그 결과로 1.0

mM의 palmitic acid의 경우 정상군에 비해 약 2.11

배의 TG를 가지고 있는 것으로 보였다. 한편 生肝

健脾湯(SKT), 茵蔯(AC), 蘿蔔子(RS)를 각각 처

리한 경우 1.0 mM의 palmitic acid로 처리한 경우

에 비하여 각기 26.7%, 27.5%, 21.7% 감소를 보였

다. 이러한 값들은 정상군에 비하여 약 1.5배 높은

편이지만 palmitic acid 처리군에 비하여 TG를 유

의성 있게 감소시켰다(Table 5).
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(A) (B)

(C) (D)

(E)
Fig. 2. Effects of herbs in confocal microscopic

images on TG accumulation by 1.0 mM
palmitic acid in human hepatoma HepG2
cell line.

Normal (A) : without any intervention
Control (B) : 1.0mM palmitic acid treated
SKT (C), AC (D), RS (E) : 1.0 mM palmitic
acid treated + (SKT 500 μg/mL, AC 100 μg/mL,
RS 200 μg/mL) treated
SKT : Saengkankunbi-tang, AC : Artemisiae Capillaris
Herba, RS : Raphani Semen

Group
Average
TG (nmol)

Standard
error

Standard
deviation

n

Normal 8.8 0.3 0.5 3

Control 18.6 0.9 1.6 3

SKT 13.7* 0.7 1.5 4

AC 13.5* 0.3 0.6 3

RS 14.6* 0.5 1.0 4
*p<0.05 judged by Student's t-test
Normal : without any intervention
Control : 1.0 mM palmitic acid treated
SKT, AC, RS : 1.0 mM palmitic acid treated
+ (SKT 500 μg/mL, AC 100 μg/mL, RS 200 μg/mL)
treated
SKT : Saengkankunbi-tang, AC : Artemisiae Capillaris
Herba, RS : Raphani Semen

Table 5. Effects of Herbs on TG Accumulation by
1.0 mM Palmitic acid in Human Hepatoma
HepG2 Cell Line.

4. 生肝健脾湯, 茵蔯과 蘿蔔子 각각의 세포내 ROS

량에 미치는 효과

Mitochondria의 기능 이상에서 기인한 것으로

생각되는 reactive oxygen species(ROS)의 증가는

세포사 진행에서 중요한 역할을 한다. 이에 미치는

한약물의 효과를 조사하기 위하여 한약물을 투여

하고 palmitic acid의 존재하에서 ROS를 측정하였

다. Palmitic acid를 투여한 경우 정상군에 비하여

59% 증가한 ROS 값을 보여주었다. 이 값이 정확

하게 ROS의 농도를 의미하지는 않지만 상대적으

로 보았을 때 유의성 있는 증가를 보여준 것으로

판단된다. 세포에 한약물을 투여한 후 24시간 후에

palmitic acid를 투여하였을 경우 palmitic acid를

투여한 군에 비하여 ROS 값은 生肝健脾湯(SKT),

茵蔯(AC), 蘿蔔子(RS)가 각각 22.5%, 30.3%, 36.0%

감소한 값을 보여주었다(Table 6).
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Group
Average
(a.u.)

Standard
error

p value

Normal 11100 600 —

H2O2 23500 1700 —

Control 17800 1300 —

SKT 13800* 600 0.0468

AC 12400* 1000 0.0310

RS 11400* 800 0.0120
*p<0.05 judged by Student's t-test
Normal : without any intervention
H2O2 : hydrogen peroxide treated
Control : 1.0 mM palmitic acid treated
SKT, AC, RS : 1.0 mM palmitic acid treated
+ (SKT 500 μg/mL, AC 100 μg/mL, RS 200 μg/mL)
treated
SKT : Saengkankunbi-tang, AC : Artemisiae Capillaris
Herba, RS : Raphani Semen

Table 6. Effect of Herbs on the Level of the ROS
of Human Hepatoma HepG2 Cell Line
Induced by 1.0 mM Palmitic Acid.

5. 生肝健脾湯, 茵蔯과 蘿蔔子 각각의 세포내 ATP

양에 미치는 효과

Palmitic acid에 세포독성이 나타날 때 ER

stress와 더불어 mitochondria의 기능 이상이 관여

한다. 이 과정에 지방산의 β-oxidation 감소 등이

나타나지만 결과적으로는 ATP의 생성이 억제된다.

본 연구에서는 lipotoxicity가 유발된 세포에서 한

약물이 세포내 ATP level에 미치는 효과를 조사하

였는데 1.0 mM palmitic acid를 HepG2 세포주에

처리하면 ATP level은 well당 6.62 nmol로서 정상

군의 34.4%로 감소하였다. 生肝健脾湯(SKT) 및

蘿蔔子(RS)를 각각 처리한 실험군에서는 palmitic

acid를 처리한 군에 비해 1.86배 및 2.03배 유의성

있게(p<0.05) 증가된 값을 각각 보여주었다. 하지

만 茵蔯(AC)을 전처리한 군은 2.42 nmol/well로

lipotoxicity에 의한 ATP 감소에 큰 영향을 주지

못하였다(Table 7).

Group
Average
(nmol/well)

Standard
error

p value

Normal 6.52 0.27 —

Control 2.24 0.42 —

SKT 4.16* 0.39 0.0289

AC 2.42 0.38 0.7742

RS 4.54* 0.65 0.0414
*p<0.05 judged by Student's t-test
Normal : without any intervention
Control : 1.0 mM palmitic acid treated
SKT, AC, RS : 1.0 mM palmitic acid treated
+ (SKT 500 μg/mL, AC 100 μg/mL, RS 200 μg/mL)
treated
SKT : Saengkankunbi-tang, AC : Artemisiae Capillaris
Herba, RS : Raphani Semen

Table 7. Effect of Herbs on the Level of the
ATP of Human Hepatoma HepG2 Cell
Line Induced by 1.0 mM Palmitic Acid.

6. 生肝健脾湯, 茵蔯과 蘿蔔子 각각의 glutathione

양에 미치는 효과

Palmitic acid가 HepG2 세포주에 야기하는 산화

적 손상을 조사하고 이에 미치는 한약물의 효과를

조사하기 위하여 한약물 혹은 palmitic acid 존재

하에서 glutathione의 총량과 환원된 free 형태의

glutathione 양을 측정하였다. Glutathione의 총량은

정상군의 경우 well당 약 40.6 nmol의 total glutathione

이 검출되었으며 1.0 mM의 palmitic acid가 처리되

었을 경우는 21.6 nmol/well로 약 46.8% 감소하여

정상치의 약 절반으로 줄어들었다. 生肝健脾湯

(SKT), 茵蔯(AC), 蘿蔔子(RS)를 각각 전처리하

여 24시간 동안 배양한 후 1.0 mM의 palmitic acid

를 처리한 경우에는 이 값이 각각 28.5, 22.3, 29.9

nmol/well이었다. 이 중 生肝健脾湯(SKT)과 蘿蔔

子(RS)에 의한 증가는 palmitic acid 처리군에 비

해 각기 31.9%, 38.4% 가량 유의성 있는 증가를 보여

주었으며 茵蔯(AC)의 경우 유의한 변화가 관측되지

않았다. 항산화효과에서 환원된 형태의 glutathione의

level 또한 매우 중요한 요소로서 정상군에서는 그

값이 24.7 nmol/well이었지만 1.0 mM의 palmitic
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acid를 처리한 경우 17.5 nmol/well로 약 29.2% 정

도 유의성 있는 감소를 보였다. 生肝健脾湯(SKT)

과 茵蔯(AC)을 처리한 경우 평균값은 19.9와 19.4

nmol/well로 palmitic acid만 처리한 경우보다 약간

증가한 값을 보였으나 유의성은 없었지만 蘿蔔子

(RS)를 전처리한 경우 21.4 nmol/well로 palmitic

acid만 처리했을 경우보다 약 22.3% 정도 유의성

있는 증가를 보였다(Table 8).

Group
Average

(nmol/well)(A)
Standard error

(A)
p value
(A)

Average
(nmol/well)(B)

Standard error
(B)

p value
(B)

Normal 40.6 0.1 — 24.7 1.5 —

Control 21.6 1.0 — 17.5 1.1 —

SKT 28.5* 1.1 0.0103 19.9 1.0 0.1793

AC 22.3 2.3 0.7717 19.4 1.0 0.2788

RS 29.9* 1.8 0.0147 21.4* 0.4 0.0326
*p<0.05 judged by Student's t-test
Normal : without any intervention
Control : 1.0 mM palmitic acid treated
SKT, AC, RS : 1.0 mM palmitic acid treated
+ (SKT 500 μg/mL, AC 100 μg/mL, RS 200 μg/mL) treated
SKT : Saengkankunbi-tang, AC : Artemisiae Capillaris Herba, RS : Raphani Semen

Table 8. Effect of Herbs on the Level of the Total Glutathione (A) and Free Glutathione (B) of Human
Hepatoma HepG2 Cell Line Induced by 1.0 mM Palmitic Acid.

7. 生肝健脾湯, 茵蔯과 蘿蔔子 각각의 세포 crude

organelle mixture 내 cathepsin B, cytochrome c

level에 미치는 효과

Palmitic acid가 HepG2 세포주에 야기하는

lysosomal leakage와 mitochondrial dysfunction 등

을 통한 세포독성에 대한 영향과 이에 미치는 한

약물의 효과를 조사하기 위하여 cathepsin B와

cytochrome c의 세포 crude organelle mixture 내

level을 western blot으로 조사하였다. Cathepsin B

의 level은 정상군에 비해 1.0mM의 palmitic acid가

처리되었을 경우는 Band Intensity가 약 43.0% 감

소하였다. 生肝健脾湯(SKT), 茵蔯(AC), 蘿蔔子

(RS)를 각각 전처리하여 24시간 동안 배양한 후

1.0mM의 palmitic acid를 처리한 경우에는 生肝健

脾湯(SKT), 蘿蔔子(RS)에서 palmitic acid만을 투

여한 군에 비해 각각 약 47%, 71% 증가하였고 茵

蔯(AC)은 유의하지 않았다(Fig. 3). Cytochrome c

의 level은 정상군에 비해 1.0 mM의 palmitic acid

가 처리되었을 경우는 Band Intensity가 약 43.0%

감소하였다. 生肝健脾湯(SKT), 茵蔯(AC), 蘿蔔子

(RS)를 각각 전처리하여 24시간 동안 배양한 후

1.0 mM의 palmitic acid를 처리한 경우에는 palmitic

acid만을 투여한 군에 비해 각각 약 49%, 59%, 75%

증가하였다(Fig. 4).
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(A)

(B)

Fig. 3. Effects of herbs in band intensity (A) and
western blot images (B) on the level of
cathepsin B in the crude organelle mixture
of human hepatoma HepG2 cell line induced
by 1.0 mM palmitic acid(*p<0.05 judged by
student's t-test).

Normal : without any intervention
Control : 1.0 mM palmitic acid treated
SKT, AC, RS : 1.0mM palmitic acid treated +
(SKT 500 μg/mL, AC 100 μg/mL, RS 200 μg/mL)
treated
SKT : Saengkankunbi-tang, AC : Artemisiae Capillaris
Herba, RS : Raphani Semen

(A)

(B)

Fig. 4. Effects of herbs in band intensity (A) and
western blot images (B) on the level of
cytochrome c in the crude organelle mixture

of human hepatoma HepG2 cell line induced
by 1.0 mM palmitic acid(*p<0.05 judged by
student's t-test).

Normal : without any intervention
Control : 1.0 mM palmitic acid treated
SKT, AC, RS : 1.0mM palmitic acid treated +
(SKT 500 μg/mL, AC 100 μg/mL, RS 200 μg/mL)
treated
SKT : Saengkankunbi-tang, AC : Artemisiae Capillaris
Herba, RS : Raphani Semen

Ⅳ. 고 찰

간의 세포질로 유입된 지방산은 β-oxidation으로

ATP를 형성하거나, 인지질을 형성하게 되는데, 일

부는 diacylglycerol(DG)이나 acyl-CoA가 결합한

triglyceride(TG)를 형성하게 된다. 축적된 TG는

세포 내 지방입자(lipid droplet)를 이루고 B100 등

과 조합하여 very low-density lipoprotein(VLDL)

을 형성하고 세포 외로 방출되는데 지방독성은 이

러한 과정의 일부가 원활하지 못하여 발생한다고

생각된다22. 지방독성은 포화지방산이 불포화지방

산에 비해 강하다고 알려져 있으며 불분명 하지만

불포화지방산의 경우 포화지방산의 독성을 감소시

켜주는 효과가 알려져 있다23. 포화지방산을 간세포

에 투여하게 될 경우 TG를 세포 내에 일부 축적하

는 현상이 나타나고, 한편으로는 apoptosis를 야기

하여 간염으로 진행된다24.

NAFLD는 lipotoxicity를 거쳐 간경변 등으로 악

화되거나 당뇨 등 대사증후군으로 합병될 수 있는

데 현재까지는 효과적인 치료를 위해 체중 감량을

우선시하고 약물로 metformin, thiazolidinediones

등 당뇨병 약제, statin 계열의 항고지혈제에 호전을

보인다는 보고가 있고 간세포 보호제, 항산화제 등

을 투여하기도 하지만 대부분은 위험인자들을 교정

해 주는데 그 목적을 두고 있어 NAFLD의 자연 경

과를 직접 교정하는 효과적인 치료법은 잘 알려져

있지 않았다
25-27
. 근래 감초의 성분인 glycyrrhizin과

그 주요 대사산물인 18β-glycyrrhetinic acid가 HepG2
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cell, NAFLD 모델에서 유리지방산에 의한 지방 축

적과 apoptosis 방지에 효과가 있다는 연구 결과가

있었고
28
, 한약물을 통한 적용에는 대추 추출물이

효과를 보인다는 보고도 있다
29
. 이에 본 연구에서

는 간세포의 지방독성에 미치는 生肝健脾湯과 그

일부 조성 한약물인 茵蔯, 山楂, 澤瀉, 白茯苓, 蘿蔔

子의 효과를 연구하기 위하여 HepG2 cell에 이들

을 전처리하고 palmitic acid의 지방독성에 대한 보

호 효과를 조사하였다.

HepG2 cell은 생리학적, 형태학적으로 간세포의

특징이 많고 대표적인 long chain 포화지방산인

palmitic acid에 의해 염증 전구물질이 발생한다는

보고가 있으며30, 지방산으로 지방간을 유발했을 때

인간의 간세포와 유사한 지방독성 연구 모델로 사

용이 가능하여31 선택하였다. 본 연구에서 palmitic

acid의 농도가 1.0 mM까지 cytotoxicity가 일관되

고 1.0 mM 일 때 변화가 가장 크게 세포 생존도가

감소하면서 독성을 일으키는 것을 볼 수 있었다.

LDH assay를 통해 볼 때 生肝健脾湯과 茵蔯, 澤瀉,

山楂, 白茯笭, 蘿蔔子를 전처리하면 각각 palmitic

acid에 의한 세포독성이 모두 농도 의존적으로 감소

하는 것을 알 수 있었다. 生肝健脾湯은 500 μg/ml에

서 35%, 茵蔯과蘿蔔子는 각기 100 μg/ml과 200 μg/ml

에서 약 50%의 특히 강한 세포보호 효과를 보였는

데 흥미로운 점은 茵蔯의 경우에는 농도가 높아질

수록 점차 높은 세포보호효과를 보였고 蘿蔔子는

100 μg/ml까지는 특이하지 않다가 200 μg/ml에서

높은 보호효과를 보였다. 澤瀉와 山楂의 경우는 보

호효과가 각각 21.1%와 26.3%로 상대적으로 낮았

고, 백복령의 경우 500 μg/ml에서만 효과를 보였

다. 따라서 추후의 실험은 生肝健脾湯, 茵蔯, 蘿蔔

子에서만 행하여졌다.

NAFLD는 insulin 저항성, 간 내 지방침착과 지

방독성, 산화스트레스와 지질과산화에 따른 ROS

생성 및 염증성 cytokine분비 등으로 염증과 섬유

화가 진행되는 것으로 알려져 있는데, TG는 간 내

지방침착의 대부분을 차지하며 지방간 등에 임상

적 의미가 있다
32
. 본 연구에서 confocal microscopic

study와 정량분석으로 TG를 측정하여 유의한 효

과를 얻었는데 生肝健脾湯, 茵蔯, 蘿蔔子 추출물은

palmitic acid에 의한 세포내 지방축적을 억제하고

감소시키는 효과를 보여주었다. 이것은 이들이 세

포 내 과축적 TG로 유발된 지방독성으로부터 세

포 보호효과를 나타낸다는 것을 시사한다.

과도한 유리지방산은 간세포 내 mitochondria의

산화 증가로 ROS가 증가되고 발생하는 지질과산

화가 다시 respiratory chain을 손상시키는 악순환

을 일으킨다. 만약 mitochondria의 β-oxidation이

포화되어 peroxisome에서 β-oxidation이 발생하면

증가된 활성화 유리산소기가 간세포막을 손상시킨

다33. 정량분석을 통한 ROS 발생량을 측정에서 生

肝健脾湯, 茵蔯, 蘿蔔子는 palmitic acid에 의한 과

도한 ROS level을 모두 감소시켜 주는 것으로 나

타났으며 산화 스트레스 및 지질과산화에 유의한

효과가 있음을 의미한다. 다만, palmitic acid를 투

여할 당시 한약물은 존재하지 않기 때문에 이러한

ROS의 감소는 한약물에 포함된 환원제의 antioxidant

역할에 의한 것은 아닐 것으로 생각된다. 한약물들

이 세포의 항산화관련 유전자 발현을 증가시켰을

가능성도 있지만 본 연구에서는 조사를 실시하지

않았고 추후 조사가 필요하다.

세포내 ROS 생성 증가로 mitochondria의 기능

이상과 ATP level의 감소가 예상되었고 生肝健脾

湯, 茵蔯, 蘿蔔子가 과도한 ROS level을 감소시켰

기 때문에 ATP level도 증가시키는지 ATP 양 정

량 분석을 하였다. 生肝健脾湯과 蘿蔔子는 유의하

게 증가시켰고 茵蔯은 큰 영향을 주지 못하였는데,

이는 生肝健脾湯이 lipotoxicity에 의한 ATP 감소

를 억제하는 효과를 가지며 이에 蘿蔔子가 많이

기여할 것이라는 것을 시사하고 있다.

한편, cytochrome P450이 지방산을 분해하는 과

정에서도 유리산소기가 발생되는데 지질과산화 과

정에서 대표적인 항산화물질인 mitochondria 내

glutathione 및 superoxide dismutase(SOD), glutathione
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peroxidase(GPx), catalase 등의 효소와 ROS 등

pre-oxidant와의 불균형이 더욱 심해지는데 Glutathione

은 glutathione peroxidase, glutathione S-transferase

(GST) 등 여러 효소에 중요한 조효소로 작용하며

과산화물과 free radical의 제거, 생체 이물질의 독

성 제거, 단백질의 -SH기 유지, 세포막에서 아미노

산의 통과 등의 중요한 기능을 하는 것으로 알려져

있다
34
. 산화적 손상에 미치는 약물의 효과를 조사하

기 위하여 세포내 glutathione의 총량과 환원된 free

형태의 glutathione 양을 측정하였다. glutathione의

총량은 生肝健脾湯과 蘿蔔子가 유의한 증가를 나

타내었고 茵蔯은 유의한 변화가 관측되지 않았다.

Glutathione의 총량이 증가된 것은 glutathione의

합성을 증가시키는 효과가 生肝健脾湯에 있으며,

이것은 茵蔯 보다 蘿蔔子의 기여와 관련되어 있을

것이다. 그리고 항산화효과에서 환원된 free 형태의

glutathione의 level은 매우 중요한 요소인데35, 生肝

健脾湯과 茵蔯을 처리한 경우 약간 증가하였으나

유의성은 없었고 蘿蔔子를 전처리한 경우에 유의

한 증가를 보였다. 이로서 total glutathione에서와

유사하게, free glutathione의 양에도 茵蔯 보다는

蘿蔔子가 더욱 중요한 역할을 할 것으로 생각된다.

하지만 生肝健脾湯 자체가 이러한 효과를 뚜렷하

게 보이지 않기 때문에 임상적인 중요한 지표로

주장하기는 어려운 것으로 생각된다. 그렇지만 total

glutathione에 미치는 蘿蔔子의 효과는 生肝健脾湯

의 효과에 크게 기여하므로 항산화효과에서 의미

가 있을 것이다.

그런데 mitochondria에서 대량의 ROS 생성에

따른 ‘mitochondria hypothesis’와 lysosome내 hydrolytic

protease의 하나인 cathepsin B의 세포질 유출이

mitochondria dysfunction의 원인이 된다는 ‘lysosomal

mitochondria axis’설이 최근 대두되고 있는데
36-38
,

본 연구에서 세포 crude organelle mixture 내 cathepsin

B와 cytochrome c level을 조사한 결과 palmitic acid

에 의해 cathepsin B와 cytochrome c 모두 저하되었

으나 cathepsin B는 生肝健脾湯, 蘿蔔子에서 각각

대조군에 비해 유의하게 증가되었다. 또한 cytochrome

c는 生肝健脾湯, 茵蔯, 蘿蔔子에서 모두 유의하게

증가되었다. 이는 지방독성으로 lysosome의 외막 파

괴로 인한 cathepsin B의 세포질 내 유출이 生肝健

脾湯, 蘿蔔子에 의해 각각 방지되었고 mitochondria

의 외막 파괴로 인한 cytochrome c의 세포질 내 유

출이 生肝健脾湯, 茵蔯, 蘿蔔子에 의해 각각 방지

되었음을 시사한다.

이상의 결과에서 生肝健脾湯과 茵蔯, 澤瀉, 山楂,

白茯笭, 蘿蔔子은 지방독성에 보호 효과를 보였으

며 그 중에서 茵蔯과 蘿蔔子가 특히 강한 효과를

보였다. 生肝健脾湯, 茵蔯, 蘿蔔子는 세포내 TG의

축적 감소 및 ROS 생성 억제 등에 효과를 미치고

있음을 보였으나 세포내 ATP level에서는 生肝健

脾湯과 蘿蔔子는 유의하게 증가시켰지만 茵蔯은

큰 영향을 주지 못하였다. 세포내 glutathione의 총

량에서는 生肝健脾湯, 蘿蔔子가 유의하게 증가시켰

고 환원된 free 형태의 glutathione 양은 蘿蔔子에

서만 유의하게 증가하였다. 또한, 生肝健脾湯, 蘿蔔

子는 세포내 cathepsin B의 유출을 감소시켰고 生

肝健脾湯, 茵蔯, 蘿蔔子는 세포내 cytochrome c의

유출을 감소시켰다. 따라서 종합하여 보면 세포내

TG 축적에 따른 지방독성에 生肝健脾湯이 효과가

있으며 조성 한약물 중 특히 茵蔯과 蘿蔔子가 지방독

성의 mitochondrial dysfunction으로 인한 cytotoxicity

의 예방에 유의한 효과를 보이고 蘿蔔子가 산화스

트레스 방지와 lysosomal leakage로 인한 지방독성

의 예방에 유의한 것으로 나타나 NAFLD의 치료

에 임상적 의의가 있을 것이라 기대한다. 추후 연

구에서는 生肝健脾湯, 茵蔯과 蘿蔔子의 유효성분

탐색과 in vivo 실험, 순차적 임상 시험 등이 필요

할 것으로 사료된다.

V. 결 론

본 연구에서는 生肝健脾湯과 그 일부 조성 한약

물인 茵蔯, 澤瀉, 山楂, 白茯笭, 蘿蔔子 각각의 물
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전탕 추출물이 HepG2 cell에서 palmitic acid로 인

한 지방독성에 미치는 효과를 조사하여 다음과 같

은 결론을 얻었다.

1. 生肝健脾湯과 茵蔯, 澤瀉, 山楂, 白茯笭, 蘿蔔子

은 지방독성에 의해 감소된 cell viability를 증가

시켰고, cytotoxicity를 감소시켰다.

2. 生肝健脾湯과 茵蔯, 蘿蔔子는 세포내 triglyceride

의 축적을 감소시키는 효과가 있었다.

3. 生肝健脾湯과 茵蔯, 蘿蔔子는 지방독성에 수반

되는 ROS 생성을 억제하였다.

4. 生肝健脾湯과 蘿蔔子는 지방독성으로 감소된 세

포내 ATP 양을 증가시키는 효과가 있었고 茵蔯

은 효과가 유의하지 않았다.

5. 生肝健脾湯과蘿蔔子는 지방독성 상태에서 glutathione

양을 증가시키는 효과는 있었지만 茵蔯은 증가

시키는 효과가 없었다.

6. 生肝健脾湯과 茵蔯, 蘿蔔子는 지방독성 상태에

서 cytochrome c의 세포내 유출을 감소시키는

효과가 있었다. 한편, 生肝健脾湯, 蘿蔔子는 지

방독성 상태에서 cathepsin B의 세포내 유출을

감소시키는 효과가 있었다.

이상과 같이 生肝健脾湯과 茵蔯, 蘿蔔子는 HepG2

세포주의 간 지방독성 모델에서 세포 보호효과와

TG 축적 감소, ROS 생성 억제, mitochondria에서

cytochrome c 유출 억제 효과가 있다. 또한, 生肝健

脾湯과 蘿蔔子는 ATP 양과 glutathiones 양을 정상

에 가깝게 회복시키고 cathepsin B가 lysosome에서

유출되는 것을 억제한다. 따라서 生肝健脾湯과 茵

蔯, 蘿蔔子는 간 지방독성에 보호 효과가 있고 비

알코올성 지방간 질환(NAFLD) 치료에 임상적 의

의가 있을 것으로 기대된다.
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