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Activities of Bangpungtongseong-san Formulation
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The purpose of this study was to investigate the quality of two different commercial Bangpungtongseong-san

(BTS) extract granules (BTS-2 and BTS-3) by comparing with BTS decoction (BTS-1). The contents of characterizing

components and biological activities of two different commercial BTS extract granules were compared with those of the

BTS decoction. The contents of characterizing components were analyzed with HPLC. The antioxidative effects were

determined by measuring 2,2-diphenyl-1-picrylhygrazyl (DPPH) radical scavenging and superoxide dismutase

(SOD)-like activity. Also, we compared the effects on lipid accumulation and reactive oxygen species (ROS) production

during differentiation of 3T3-L1 preadipocytes. The contents of five components except liquiritin and sennoside A were

higher in BTS-1. The DPPH radical scavenging and SOD-like activity were higher in BTS-1. BTS-1 significantly

inhibited lipid accumulation during differentiation of 3T3-L1 preadipocytes and showed stronger effects than BTS-2,

BTS-3. In addition BTS-1 showed stronger inhibition effects on ROS production during differentiation of 3T3-L1

preadipocytes than BTS-2, BTS-3. These results indicate that BTS decoction has strong biological activities than

commercial BTS extract granules. It is also consistent with the contents of characterizing components.
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서 론

현대사회는 의학의 발달과 생활수준의 향상으로 인해 국민

의 평균 수명이 연장되고 있는 반면, 각종 환경 유해물질로부터

노출과 인구의 고령화로 인해 당뇨, 고혈압, 비만, 알레르기, 천

식 등의 만성질환이 증가하고 있다. 이에 따라 합성의약품보다는

한약제제에 대한 수요가 증가하고 있으며, 이러한 한약제제는 예

로부터 축적된 경험을 바탕으로 다양한 질병의 치료와 예방을

목적으로 사용되어져 왔다1). 경험적으로 그 효능이 인정되고 부

작용이 적기 때문에 최근 한약제제에 대한 관심과 수요가 증가

하고 있으며, 건강기능식품, 천연물 신약 개발 등으로 그 사용 범

위가 넓어지고 있다
2)

.

방풍통성산(防風通聖散)은 금원사대가(金元四大家)의 한 사

람인 유완소(劉完素)3)의 선명방론(宣明方論)에 처음 수록된 처방

으로 일체의 풍열(風熱)과 표리(表裏) 및 삼초(三焦)가 모두 실

(實)해서 오는 제증(諸症)을 치료하는 대표적인 처방으로 방풍,

형개, 연교, 마황, 박하, 천궁, 당귀, 작약, 치자, 대황, 망초, 석고,

황금, 길경, 백출, 생강, 감초 및 활석으로 구성되어 있다. 2000년

이후 발표된 비만치료 관련 처방과 본초를 조사한 논문4)에 따르

면 사상처방(四象處方), 체감의이인탕(體減薏苡仁湯)과 함께 방

풍통성산이 비만 치료에도 많이 사용되어지고 있으며, 한방의료

기관에 구비된 비급여 제제 중 네 번째로 많은 구비율을 나타내

는 것으로 보고되었다5). 방풍통성산의 비만에 대한 실험적 연구

또한 여러 차례 수행되어 방풍통성산이 비만생쥐에서 비만유전

자에 미치는 영향6), 지방세포에 미치는 영향7,8) 및 비만인에 미치

는 임상적 연구9,10) 등 다양한 연구가 보고되었다.

현재 한방의료기관에서 가장 많이 사용되는 제형인 탕제는
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특유의 향과 맛으로 인하여 복용 시 거부감, 휴대나 복용의 불편

함, 품질 안정성 등의 문제로 제형화된 제품에 대한 필요성이 증

대되고 있는 실정이다. 그러나 한약제제는 사용되는 한약재의 종

류에 따라 유효성분의 함량이 달라지며, 동일한 약재라 하여도

제조방법에 따라 동일한 품질과 약효를 나타내지 못하는 경우가

많아 소비자와 한의사로부터 신뢰를 얻지 못하고 있다. 한약재

및 한약제제에 대한 다양한 연구를 통해서도 추출압력, 추출시

간, 추출온도 및 건조방법 등에 따라서 수율 및 유효성분의 차이

가 크게 나타나는 것으로 보고되고 있다
11-15)

. 그러므로 한약제제

의 제조에는 전통적으로 사용되는 처방의 유효성분과 효능이 그

대로 보존되도록 품질의 균일화와 제품의 유효성 확보를 위한

품질관리가 매우 중요하다.

이에 본 연구에서는 현재 시중에서 비만 치료용으로 판매되

고 있는 대표적인 한약제제인 방풍통성산을 대상으로 탕액 및 2

종 시판제제의 성분 및 생리활성을 비교 분석하여 한약제제의

품질향상을 위한 기초자료를 제공하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 실험재료

1) 한약재

실험에 사용된 방풍통성산의 구성 한약재는 ㈜휴먼허브

(Gyeongsan, Korea)에서 각각 구입하여 전문가 감별 후 사용하

였다. 각각의 구성 한약재들의 표본은 (재)한국한방산업진흥원

한약제제사업단의 한약재보관실에 보관하였다.

2) 시약 및 기기

시료 전처리 및 HPLC 분석을 위한 acetonitrile과 methanol

은 J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA)에서 구입하였고,

phosphoric acid는 Junsei (Tokyo, Japan)에서 구입하여 사용하

였다. 표준물질로 사용한 albiflorin, baicalein, sennoside A는 식

품의약품안전처(Osong, Korea)로부터, paeoniflorin, liquiritin은

㈜천연물화학(Daejeon, Korea)으로부터 분양받아 사용하였으며,

baicalin, glycyrrhizic acid, geniposide는 Sigma Chemical Co.

(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다. 각 표준물질의

순도는 95% 이상이었다. 함량분석을 위한 HPLC는 Agilient

1260 infinity HPLC DAD system (Agilent Technologies, Palo

Alto, CA, USA)을 사용하였다. 생리활성의 측정에 사용된

2,2-diphenyl-1-picrylhygrazyl (DPPH), tris-HCl buffer 및

pyrogallol은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구

입하였다. Mouse embryonic fibroblast 3T3-L1 (3T3-L1)지방전구

세포는 미국세포주은행(American Type Culture Collection,

ATCC, Manassas, VA, USA)에서 분양받아 사용하였다.

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), phosphate

buffered saline (PBS), fetal bovine serum (FBS), trypsin-EDTA

및 penicillin-streptomycin은 WelGene (Deagu, Korea)에서 구입

하였다. Insulin, isobutyl methyl xanthine (IBMX),

dexamethasone, Oil Red O 염색 시약 및 dimethyl sulfoxide

(DMSO)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여

사용하였다. 흡광도의 측정에는 Tecan 사의 ELISA reader

(Sunrise™, Mannedorf, Switzerland)를 사용하였다.

2. 실험방법

1) 방풍통성산 추출물 및 검액의 조제

방풍통성산 탕액은 Table 1과 같이 구성약재를 중량별로 칭

량한 뒤 약재 중량의 10배에 해당하는 정제수를 넣고 100℃에서

3시간 동안 추출하였다. 추출액은 동결건조기를 이용하여 건조

한 분말을 시료로 사용하였다. 방풍통성산 탕액 및 시판제제는

정확히 칭량한 후 정제수에 녹여 10분간 초음파 추출하여 0.2 μm

membrane filter 처리 후 분석에 사용하였다.

Table 1. Composition of Bangpungtongseong-san

N am e A m o un t (g ) Sou rce
G ly cy rrh izae  R ad ix  e t R h izom a 0 .6 7 X in gan g , C h in a

Scu te lla ria e  R ad ix 0 .6 7 H e ilo ng jiang , C h in a
P aeon iae  R ad ix 0 .4 0 U iseo ng , G yeo ng bu k
Eph ed rae  H e rb a 0 .4 0 N e im eng g u , C h in a

A ng e lic ae  G ig an tis  R ad ix 0 .4 0 B on gh w a , G yeo ng bu k
R he i R h izom a 0 .5 0 Q in gh a i, C h in a

G a rden iae  F ru c tu s 0 .4 0 Jiang x i, C h in a
Z ing ib e r is  R h izo m a 0 .4 0 A nd on g , G yeon gb uk

TA LC U M 1 .6 7 Shan do ng , C h in a
G yp su m  F ib ro sum 1 .0 0 H ub e i, C h in a

P la ty cod i R ad ix 0 .6 7 Yeo ng ju , G yeo ng bu k
S apo shn iko v ia e  R ad ix 0 .4 0 N e im eng g u , C h in a

M en th ae  H e rb a 0 .4 0 G o ryeong , G yeong b uk
Cn id ii R h izom a 0 .4 0 Yeo ng yang , G yeong b uk

Fo rsy th ia e  F ru c tu s 0 .4 0 U iseo ng , G yeo ng bu k
N a tr ii S u lfa s 0 .5 0 H ebe i, C h in a

S ch izonep e tae  S p ica 0 .4 0 H ebe i, C h in a
A tra c ty lod is  R h izo m a  A lb a 0 .6 7 Sam cheok , G ang w on

To ta l am oun t 1 0 .35

2) 표준용액의 조제

7종의 표준물질은 각각 무게를 정확히 칭량하여 모두 1.0

mg/mL의 농도로 조제한 후 4℃에 보관하였다. 검량선은

geniposide, paeoniflorin 및 sennoside A 1.0~20.0 μg/mL,

albiflorin 1.0~10.0 μg/mL, liquiritin 0.5~10.0 μg/mL, baicalin

5.0~100.0 μg/mL 및 glycyrrhizic acid 2.0~50.0 μg/mL의 농도범

위에서 표준용액을 이용하여 작성하였다.

3) HPLC 분석조건

방풍통성산의 주요성분을 분석하기 위하여 Kinetex C18 (2.6

μm, 3.0 × 150 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) 칼럼을

사용하였고, 칼럼온도는 30℃로 유지하였다. 이동상은 (A) 0.05%

H3PO4 in H2O, (B) 0.05% H3PO4 in acetonitrile을 사용하였고 유

속은 0.2 mL/min의 조건으로 Table 2와 같이 흘려주었다. UV

검출기 파장은 230 nm에서 확인하였으며, 모든 시료는 0.2 μm

PTFE syringe filter로 여과한 후 10 μL를 주입하여 분석하였다.

4) DPPH radical 소거활성 측정

DPPH radical 소거활성은 Blois의 방법
16)
을 변형하여 측정

하였다. 각 시료용액 2 mL에 0.2 mM의 DPPH 1 mL을 넣고 교

반한 후 30분간 방치한 다음 517 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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DPPH radical 소거활성은 시료용액의 첨가구와 무첨가구의 흡

광도 감소율로 나타내었다.

5) SOD 유사활성 측정

Superoxide dismutase (SOD) 유사활성 측정은 알칼리상태

에서 pyrogallol의 자동산화에 의한 발색원리를 이용한

Marklund와 Marklund
17)
의 방법을 변형하여 측정하였다. 일정농

도로 희석된 시료 40 μL에 pH 8.5로 보정한 tris-HCl buffer 120

μL와 7.2 mM pyrogallol 20 μL를 첨가하여 25℃에서 10분간 반

응시킨 후 1N HCl 20 μL를 가하여 반응을 정지시키고 420 nm

에서 흡광도를 측정하였다. SOD 유사활성은 추출물 첨가구와

무첨가구의 흡광도 차이를 백분율(%)로 나타내었다.

7) 세포배양

실험에 사용된 3T3-L1 지방전구세포는 DMEM 배지에 10%

FBS 및 penicillin-streptomycin을 첨가하여 5% CO2, 37℃ 인큐

베이터에서 배양하였다.

8) MTT assay를 이용한 세포 독성 측정

시료의 세포증식과 독성을 측정하기 위해 Green 등의 방법
18)
에 따라 3-(3,4-dimethyl-thiazolyl-2)-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide (MTT) assay를 실시하였다. MTT assay는 미토콘드리

아의 탈수소 효소작용에 의하여 노란색의 수용성 기질인 MTT가

불용성의 보라색 formazan으로 환원되는 원리를 이용한 방법으

로, 생성된 formazan의 흡광도는 살아있고 대사가 왕성한 세포

의 농도를 반영한다. 세포를 1×104 cells/well으로 96 well plate

에 분주하고 24시간 배양 후 새로운 배지를 샘플과 함께 처리하

여 24시간 후 MTT 시약을 5 mg/mL 농도로 10 µL를 각 well에

가하고 4시간 동안 배양하였다. 배양 종료 후 상층액을 제거하고

각 well에 100 µL의 DMSO를 첨가하여 생성된 formazan 결정을

용해시켜 ELISA reader로 550 nm에서 흡광도를 측정하였으며,

세포독성은 시료의 흡광도를 대조군의 흡광도에 대한 백분율로

나타내었다.

9) Oil red O 염색을 통한 3T3-L1 지방전구세포의 분화 저해활

성 측정

배양 중인 3T3-L1 세포가 confluent 상태가 되면

trypsin/EDTA를 처리하여 세포를 원심분리하여 세포를 모아서

3×105 cells/well의 밀도로 6 well에 분주한 후 100% confluency

상태에서 48시간 방치 후 DMEM에 10% FBS와 23 mg/mL

IBMX, 5 mg/mL insulin 및 1 mM dexamethasone이 첨가된 배

지(MDI)를 처리하여 분화를 48시간 동안 유도하고 그 후 2일 마

다 10% FBS DMEM 배지에 5 mg/mL의 insulin이 첨가된 배지

를 교체해주었다. 시료의 처리는 분화유도 배지 첨가 시점부터

같이 처리하였다. 마지막 시료를 처리하고 2일 경과 후 지방세포

분화 및 시료처리가 완료된 세포를 PBS로 세척한 후 10%

formaldehyde 용액으로 고정하고 Oil red O 용액을 처리하여 30

분간 실온에서 염색하였다. Oil red O 용액을 제거한 후 증류수

로 세척하여 건조시킨 다음 위상차 현미경을 이용하여 관찰하고

100% isopropyl alcohol로 염색된 지방구를 용해하여 510 nm에

서 흡광도를 측정하였다.

10) NBT assay를 이용한 ROS 생성 저해활성 측정

분화과정에 따른 지방세포의 reactive oxygen species (ROS)

생성량을 측정하기 위하여 먼저 24-well에 배양 및 분화된

3T3-L1 세포의 배양액을 제거한 후 멸균된 PBS를 이용하여 2회

세척, 0.2% nitro blue tetrazolium (NBT) 용액 0.2 mL를 첨가하

여 CO2 incubator 안에서 90분간 반응시킨 뒤 100% acetic acid

를 이용하여 이들 dark blue formazan을 모두 용출시켜 ELISA

reader를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

11) 통계처리

모든 실험결과는 평균±표준편차로 나타내었으며, 유의성 검

사는 SAS (Statistical Analysis System, SAS Institute, Cary, NC,

USA)를 이용하여 ANOVA test를 실시한 후 Duncan's multiple

range test로 사후 검증하였다. p<0.05 이상일 때만 통계적 유의

성이 있는 것으로 판단하였다.

Table 2. Gradient elution condition of mobile phase

T im e  (m in )
S o lven t＊

A  (% ) B  (% )
0 8 5 15
40 20 80
41 85 15
50 85 15

＊A: 0.05% H3PO4 in H2O, B: 0.05% H3PO4 in acetonitrile

결 과

1. 방풍통성산 제제의 성분 분석

1) 분석조건의 확립

방풍통성산의 구성약재의 주요성분인 geniposide, albiflorin,

paeoniflorin, glycyrrhizic acid, liquiritin, baicalin, sennoside A

의 동시분석을 위해 이동상은 water와 acetonitrile을 시간대별로

구성 비율을 달리하였으며, 0.05% H3PO4를 첨가하여 분리능을

높였다. PDA 검출기 파장 230 nm에서 geniposide, albiflorin,

paeoniflorin, liquiritin, sennoside A, baicalin, glycyrrhizic acid

의 순으로 각각 검출되었으며, 다른 성분들의 피크에 간섭 없이

분리됨을 확인하였다(Fig. 1). 검액은 설정된 동시분석 조건에서

분석을 실시하였으며, 검액에서의 피크는 주요성분 피크의

retention time과 UV 스펙트럼이 일치함을 확인한 후 각 성분에

대한 함량을 분석하였다.

2) 함량 분석

시판되고 있는 방풍통성산 제제의 분석결과는 Table 3과 같

이 7가지 주요성분이 모두 검출되었지만, 탕액(BTS-1)과 시판제

제 2종(BTS-2, BTS-3)의 주요성분의 함량 차이가 매우 큼을 확인

할 수 있었다. 방풍통성산 제제의 주요성분은 치자, 작약, 황금

등에서 이행된 성분들이 주를 이루고 있었으며, liquiritin과

sennoside A를 제외한 모든 성분이 BTS-1에서 가장 높은 것으로

나타났다. BTS-2와 BTS-3에서 치자의 geniposide, 작약의

paeoniflorin 및 황금의 baicalin이 0.88~2.53 mg/g, 0.27~2.76

mg/g 및 1.59~17.00 mg/g의 함량을 나타낸데 반하여, BTS-1에

서는 3.93 mg/g, 3.37 mg/g 및 23.47 mg/g으로 월등히 높은 함

량으로 분석되었다.
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Fig. 1. HPLC chromatogram of Bangpungtongseong-san. A: standard
mixture, B: Bangpungtongseong-san decoction. Geniposide (1), albiflorin (2),

paeoniflorin (3), liquiritin (4), sennoside A (5), baicalin (6), glycyrrhizic acid (7).

Table 3. Analytical results of repeatability to seven characterizing

components in Bangpungtongseong-san

Co m p oun d s
B TS -1* B TS -2 B TS -3

M ean
(m g /g )

R SD
(% )

M ean
(m g /g )

R SD
(% )

M ean
(m g /g )

R SD
(% )

G en ip o s id e  3 .93± 0 .07 1 .7 2 0 .8 8± 1 .4 5 2 .14  2 .5 3± 0 .0 2 1 .4 1
A lb if lo r in  0 .78± 0 .00 1 .6 5 0 .3 1± 0 .3 5 0 .69  0 .9 9± 0 .0 6 1 .7 5

P aeo n iflo r in  3 .37± 0 .03 1 .1 8 0 .2 7± 0 .4 0 1 .44  2 .7 6± 0 .0 3 1 .2 8
L iqu ir it in  0 .74± 0 .04 1 .9 3 0 .5 1± 0 .7 4 1 .26  1 .7 4± 0 .0 1 0 .7 0

Senn o s id e  A  0 .75± 0 .00 1 .1 0 0 .1 4± 0 .1 9 1 .77  1 .3 9± 0 .0 2 1 .2 8
Ba ica lin 23 .4 7± 0 .1 7 1 .1 3 1 .5 9± 2 .5 2 0 .92 1 7 .00± 0 .20 0 .9 3

G lyc y rrh iz ic  a c id  3 .16± 0 .03 3 .0 2 0 .8 3± 1 .3 9 1 .63  4 .2 3± 0 .3 0 1 .1 1
*BTS-1, Bangpungtongseong-san decoction; BTS-2, commercial Bangpungtongseong-san
extract granule from manufacturer A; BTS-3, commercial Bangpungtongseong-san extract
granule from manufacturer B.

2. 방풍통성산 제제의 생리활성 분석

1) DPPH radical 소거활성

방풍통성산 제제에 대한 항산화 활성을 비교하고자 BTS-1을

농도별로 조제한 후 DPPH radical 소거활성을 측정하였다.

BTS-1 100 μg/mL의 DPPH radical 소거활성은 81.83%로 대조군

으로 사용된 100 μg/mL의 BHA의 82.45%와 유사한 활성을 나

타내어 BTS-1이 단일물질이 아닌 점을 감안할 때 높은 항산화

활성을 보유하는 것으로 판단된다. 100 μg/mL 농도의 BTS-1과

시판제제의 항산화 활성을 비교한 결과 BTS-3는 79.11%로 BTS-1

의 DPPH radical 소거활성 82.30%와 유사하였으며, BTS-2는

28.73%의 낮은 항산화 활성을 나타내었다(Fig. 2).

2) SOD 유사활성

BTS-1의 SOD 유사활성을 측정한 결과 Fig. 3과 같이 농도

의존적으로 활성이 증가하였으며, 10, 100 및 1,000 μg/mL의 농

도에서 각각 49.37, 82.65 및 83.36%의 SOD유사활성을 나타내었

다. 방풍통성산 제제의 SOD 유사활성을 비교한 결과 Fig. 3과 같

이 BTS-1의 활성이 가장 높았으며, 그 다음으로 BTS-3가 높은 활

성을 나타내는 것으로 확인되었다.

3) 세포독성

방풍통성산 제제가 3T3-L1 지방전구세포의 세포 생존율에

미치는 영향을 MTT assay를 실시하여 분석하였다. 그 결과 Fig.

4에 제시된 바와 같이 BTS-1, BTS-2 및 BTS-3 모두 5~1,000 μ

g/mL의 시료 처리에서 세포독성을 전혀 유발하지 않음을 확인

하였다. 이에 3T3-L1 지방전구세포에 대한 방풍통성산 제제의 항

산화 및 항비만 활성을 평가하기 위한 처리농도는 독성이 없는

것으로 확인된 농도범위에서 수행하였다.

Fig. 2. DPPH radical scavenging ability of Bangpungtongseong-san.
Symbols are referred to Table 3. Data express the mean±SD. Different letters

indicate significant differences by ANOVA and Duncan's multiple range test

(p<0.05). A, treatment with 10, 100 and 1,000 μg/mL of BTS-1; B, treatment with

100 μg/mL of BTS-1, BTS-2 and BTS-3.

Fig. 3. SOD-like activity of Bangpungtongseong-san. Symbols are
referred to Table 3. Data express the mean±SD. Different letters indicate significant

differences by ANOVA and Duncan's multiple range test (p<0.05). A, treatment with

10, 100 and 1,000 μg/mL of BTS-1; B, treatment with 100 μg/mL of BTS-1, BTS-2

and BTS-3.

Fig. 4. Effect of Bangpungtongseong-san on viability of 3T3-L1

preadipocytes. Cell were treated with the indicated concentrations of BTS
samples for 24 hr and viability was determined by MTT assay. Symbols are referred

to Table 3. Data express the mean±SD. There is no significant difference between

control and treatment group by ANOVA and Duncan's multiple range test (p<0.05).

4) 3T3-L1 지방전구세포의 분화 저해활성

방풍통성산 제제가 3T3-L1 세포가 지방 전구세포에서 지방
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세포로 분화되는 과정에 작용하여 지방 축적을 억제하는지를 확

인하기 위해서 Oil Red O 용액을 이용하여 3T3-L1 세포 내에 생

성된 지방구를 염색한 후 현미경으로 관찰하였다. Fig. 5에서와

같이 분화배지만 처리한 대조군에 비해서 BTS-1을 200 μg/mL의

농도로 처리한 시료에서 염색된 지방구 수가 현저히 감소함을

확인하였다. 방풍통성산 제제를 200 μg/mL의 농도로 처리하여

3T3-L1 세포의 분화 저해활성을 비교한 결과 BTS-1 (43.75%),

BTS-3 (37.50%) 및 BTS-2 (33.99%)의 순으로 높은 활성을 보여주

었다.

Fig. 5. Effect of Bangpungtongseong-san on lipid accumulation

during differentiation of 3T3-L1 preadipocytes. The intracellular lipid
accumulation was evaluated by Oil Red O staining. Symbols are referred to Table

3. Data express the mean±SD. Different letters indicate significant differences by

ANOVA and Duncan's multiple range test (p<0.05). A, treatment with 100 and 200

μg/mL of BTS-1; B, treatment with 200 μg/mL of BTS-1, BTS-2 and BTS-3.

Fig. 6. Effect of Bangpungtongseong-san on ROS production during

differentiation of 3T3-L1 preadipocytes. The intracellular lipid accumulation
was evaluated by Oil Red O staining. Symbols are referred to Table 3. Data

express the mean±SD. Different letters indicate significant differences by ANOVA

and Duncan's multiple range test (p<0.05). A, treatment with 100 and 200 μg/mL

of BTS-1; B, treatment with 200 μg/mL of BTS-1, BTS-2 and BTS-3.

5) NBT assay를 이용한 ROS 생성 저해활성

3T3-L1 지방전구세포에 분화 유도물질을 처리하여 지방세포

로 분화를 시킨 뒤 생성된 ROS 생성량을 측정하기 위하여 NBT

assay를 이용하여 측정한 결과는 Fig. 6과 같다. 시료를 처리하지

않고 분화를 시킨 대조군과 비교하였을 때, BTS-1은 100 및 200

μg/mL의 농도에서 37.86 및 40.78%의 ROS 생성 저해활성을 나

타내었다. 이에 BTS-1 200 μg/mL의 ROS 생성 저해활성을 시판

제제와 비교한 결과, BTS-2 및 BTS-3의 ROS 생성 저해활성은 각

각 34.75 및 38.99%로 BTS-1보다 낮은 활성을 가지는 것으로 확

인되었다.

고 찰

방풍통성산(防風通聖散)은 유완소(劉完素)3)의 선명방론(宣明

方論)에 처음 수록된 처방으로 일체의 풍열(風熱)과 표리(表裏)

및 삼초(三焦)가 모두 실(實)해서 오는 제증(諸症)을 치료하는 대

표적인 처방이다. 2000년 이후 발표된 비만치료 관련 처방과 본

초를 조사한 논문
4)
에 따르면 사상처방(四象處方), 체감의이인탕

(體減薏苡仁湯)과 함께 방풍통성산이 자주 처방되는 것으로 분석

되었으며, 이와 같은 결과는 방풍통성산이 현대에서는 비만치료

제로 많이 사용되고 있음으로 알 수 있다. 본 연구에서는 한약제

제 품질향상을 위한 기초자료로 활용하고자 방풍통성산 탕액과

시판되고 있는 방풍통성산 제제 2종에 대하여 성분분석, 항산화

활성 및 3T3-L1 지방전구세포를 이용한 항비만 활성에 대한 비

교 실험을 실시하였다.

방풍통성산 제제의 주요성분에 대한 함량분석을 위하여 구

성약재의 주요성분인 geniposide, albiflorin, paeoniflorin,

glycyrrhizic acid, liquiritin, baicalin 및 sennoside A에 대하여

동시분석을 실시하였다. 그 결과 방풍통성산 탕액과 시판제제 2

종 모두 7종의 성분이 분석되었으나, liquiritin과 sennoside A를

제외한 모든 성분이 탕액에서 가장 높은 것으로 나타났다. 시판

제제에서 치자의 geniposide, 작약의 paeoniflorin 및 황금의

baicalin이 0.88~2.53 mg/g, 0.27~2.76 mg/g 및 1.59~17.00 mg/g

의 함량을 나타낸데 반하여, 탕액에서는 3.93 mg/g, 3.37 mg/g

및 23.47 mg/g으로 월등히 높은 함량으로 분석되었다.

본 연구에서는 앞의 성분 분석과 더불어 방풍통성산 제제의

항산화 및 3T3-L1 지방전구세포를 이용한 지방세포 분화저해 및

ROS 생성저해 활성을 비교하였다.

방풍통성산 탕액과 시판제제의 항산화 활성을 비교하기 위

하여 DPPH radical 소거활성과 SOD 유사활성을 측정하였다.

DPPH radical 소거활성은 활성 radical에 전자를 공여하여 산화

를 억제하는 정도를 측정하는 방법으로 분석하였으며, 이는 항산

화제, 방향족 아민류 등에 의해 DPPH의 자색이 환원되어 탈색

되는 정도를 통하여 항산화 효능을 알아내는 방법이다19,20). 방풍

통성산 탕액과 시판제제 2종의 DPPH radical 소거활성은 방풍통

성산 탕액, 시판제제 B, 시판제제 A의 순으로 높게 측정되었다.

생체 내에 존재하는 항산화 효소인 SOD (superoxide

dismutase)는 신체의 산화적 손상을 막고 노화를 억제하며 자유

라디칼을 근본적으로 제거하는 것으로 알려져 있으며, 현재 항염

증제나 피부 노화방지를 위한 화장품 재료 등에 이용되고 있다
21,22)

. 또한 체내에 활성산소가 과다 생성되었을 때에 다른 항산화

제보다 자유라디칼의 제거에 우수한 효과를 나타내어23) 활성산

소와 SOD반응의 특이성은 라디칼의 관련여부의 증명지표로 활

용된다
24)

. 방풍통성산 시료의 SOD 유사활성을 측정한 결과

DPPH radical 소거활성의 측정 결과와 마찬가지로 방풍통성산

탕액에서 가장 높은 활성을 나타내었으며, 그 다음으로 시판제제

B에서 높은 활성이 확인되었다. 이러한 결과는 성분분석 결과와
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도 유사하였다. 항산화 활성은 페놀산, 플라보노이드 및 폴리페

놀 화합물에 의해 기인된다25)고 알려져 있는데, 방풍통성산에서

가장 높은 함량을 나타낸 baicalin은 황금에서 추출되는

flavonoid 성분으로 항산화 활성이 매우 우수한 것으로 알려져

있다26,27).

식생활의 서구화에 기인하는 생활환경의 변화로 전 세계적

으로 증가 추세를 보이고 있는 비만은 대사 장애로 인해 체내에

지방이 과잉 축적되어 나타나며 당뇨병, 고혈압, 고지혈 등에 직

접적인 영향을 미치는 것으로 알려져 있다
28-30)

. 지질대사는 주로

간과 지방조직에서 일어나고 지방조직에서는 조직을 구성하는

지방세포에 의해 조절되며, 지방세포가 대사 장애로 인하여 과다

하게 분화되거나 에너지가 과잉 공급되면 비만으로 발전하게 된

다. 3T3-L1 세포는 지방전구세포로서 그 생물학적 특성이 잘 밝

혀져 있고, 인슐린이나 그와 유사한 유도물질의 존재 하에서 지

방세포(adipocyte cell)로 분화하는 성질을 갖고 있어 지방세포의

대사과정은 물론 지방축적과 지방세포의 분화과정을 연구하는데

널리 사용되고 있다31).

3T3-L1 지방전구세포를 배양한 결과 정상적인 성장이 이루

어짐을 확인할 수 있었으며, MTT assay를 실시하여 방풍통성산

탕액 및 시판제제가 3T3-L1 지방전구세포의 생존율에 미치는 영

향을 분석한 결과 5~1,000 μg/mL 농도에서 모두 세포독성을 전

혀 유발하지 않음을 확인하였다. 이에 3T3-L1 지방전구세포에 대

한 방풍통성산 탕액 및 시판제제의 항산화 및 항비만 활성을 평

가하기 위한 처리농도는 독성이 없는 것으로 확인된 농도범위에

서 수행하였다. 분화유도를 위해 첨가되는 insulin은 지방전구세

포에서 지방세포로의 분화 시 glucose uptake와 중성지방의 합

성을 증가시키고, dexamethasone은 지방 분화에 영향을 주는

transcription factor인 C/EBPα의 필수적인 유도물질이다. IBMX

는 지방분화세포에 직접적인 영향을 미치는 PPARγ와

transcription factor인 C/EPBα를 활성화시키는 물질로서, 이들

은 3T3-L1 지방전구세포의 분화에 이용된다32). 3T3-L1 세포의 분

화 저해 효과를 측정하기 위하여 중성지방만을 붉은 색으로 염

색하는 Oil Red O 염색법을 통해 3T3-L1 세포 내 생성된 중성지

방의 양을 측정한 결과, 시료를 처리하지 않고 분화를 유도한 경

우 세포질 내 lipid droplet이 형성되어 붉게 염색되었으며, 방풍

통성산 탕액은 농도 의존적으로 지방세포의 분화를 저해하였다.

또한 방풍통성산 탕액, 시판제제 A 및 시판제제 B를 200 μg/mL

처리하였을 때 43.75, 37.50 및 33.99%의 3T3-L1 세포의 분화 저

해활성을 나타내어 방풍통성산 탕액이 시판제제보다 높은 활성

을 가지는 것으로 확인되었다.

ROS는 세포 또는 조직의 손상뿐만 아니라 염증, 노화 관련

변성, 종양의 생성 등과 관련이 있는 것으로 알려져 있다
33)

. ROS

의 과다한 생성과 ROS에 대한 세포 내의 적절한 방어 기전에 문

제가 생길 경우, 여러 질환의 병인에 직․간접적으로 관여하게

된다
34,35)

. 따라서 방풍통성산 시료가 3T3-L1 지방전구세포 분화

과정 중 과도하게 생성되는 ROS의 억제에 미치는 영향을 측정

하기 위하여 NBT assay를 이용하였다. 즉, 지방세포 내에 축적된

ROS와 반응한 NBT 용액은 dark blue formazan을 생성하게 되

며, 이를 용출하여 세포내 ROS 생성량을 알 수 있다36). 그 결과

방풍통성산 탕액을 처리하지 않은 대조군에 비하여 방풍통성산

탕액을 100 및 200 μg/mL 처리한 군에서 ROS 생성량이 각각

37.86%와 40.78% 정도 감소하는 것으로 나타났으며, 시판제제는

탕액보다는 낮은 활성을 가지는 것으로 확인되었다.

이상의 실험 결과, 방풍통성산 탕액이 시판제제보다 주요 성

분의 함량, 항산화 활성 및 3T3-L1 지방전구세포를 이용한 항비

만 활성에 대한 비교실험 결과에서 모두 높은 우수한 것으로 나

타났으며, 시판제제 간에도 큰 차이를 나타냄을 확인하였다. 이

는 제조사마다 사용하는 원료뿐만 아니라 추출조건, 건조조건 등

제형화를 위한 제조방식의 차이에서 기인하는 결과라고 사료된

다. 제형화된 한약제제에 대한 소비자 및 한의사의 불신 해소뿐

만 아니라 한약제제 산업의 발전을 위해서는 탕액과 비교하여

균일한 유효성분과 약효의 유효성이 확보되어야 할 것이다. 이를

위해서 한약제제 원료 및 제품의 품질관리 및 개선 연구가 계속

진행되어야 할 것으로 사료된다.

결 론

본 연구는 방풍통성산 탕액 및 시판제제 2종에 대한 주요성

분 및 생리활성을 비교하기 위하여 성분분석과 더불어 항산화

활성, 3T3-L1 세포의 분화 중 분화저해 및 ROS 생성저해 활성을

살펴보았다. 방풍통성산 제제의 성분분석 결과 7가지 주요성분

이 모두 검출되었지만, liquiritin과 sennoside A를 제외한 모든

성분에서 탕액이 월등히 높은 함량을 나타내었다. DPPH radical

소거활성과 SOD 유사활성은 탕액에서 가장 높게 나타났으며,

시판제제 B에서 가장 낮았다. 방풍통성산 탕액은 3T3-L1 지방전

구세포의 분화를 농도 의존적으로 저해하였으며, 시판제제보다

높은 활성을 나타내었다. 또한 3T3-L1 지방전구세포의 분화과정

중 생성되는 ROS에 대한 억제효과도 탕액이 시판제제보다 우수

한 것으로 확인되었다. 이상의 결과 방풍통성산 탕액이 시판제제

보다 주요 성분의 함량이 높고, 생리활성이 우수하였으며, 시판

제제 간에도 큰 차이를 나타내어 균일한 품질의 한약제제 제조

를 위한 지속적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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