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ABSTRACT

Objectives : The aim of this study was to evaluate the antitumor effects of Cheongpyesagan-tang(CST) and 

YKK012 on colon cancer.

Methods : MTT assay was used to evaluate the cytotoxicity of Single herbs and combinations of CST and 

YKK012 on murine colon cancer cells, Colon 38. To explain effects of apoptosis in colon cancer, we performed 

the western blot. Effects of CST and YKK012 on antitumor activity of CPT-11 using the murine colon38 

allograft tumor in BDF1 mice. 

Results : Single herbs and combinations of CST and YKK012 was tested in vitro, Rhei Radix (RH) and 

Scutellariae Radix (SC) and YKK012 showed dose-response cytotoxicity on Colon 38. This might be due to the 

apoptosis, as we see Bax and Caspase-3, which are apoptotic factors, was expressed in RH and SC treated 

cells. YKK012 also showed increased expression of Caspase-3.

In mouse colorectal cancer xenograft model of colon38 cells, herbal combinations showed tendencies of tumor 

regression, but was not significant. Furthermore, because toxicity was observed in CST group, we reduced the 

dose of CST for the next experiment. The anti-tumor effects of herbal combinations were insufficient to be 

used as single anti-tumor agent. With simultaneous usage of CPT-11, contrary to that CST showed no 

synergistic effects, YKK012 which was composed by the combination of four ERβ selective herbs, significantly 

reduced the size of tumor and Bax expression was increased.

Conclusions : We suggest YKK012 can be a effective cancer adjuvant therapy with CPT-11 on colon cancer.

Key words : Colon38 cell, Xenograft model, Cheongpyesagan-tang, YKK012, CPT-11

서 론1) 대장암은 통계청 자료에 의하면 2011년 암 사망률 중 4위
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이고 5년간 발생빈도는 2위에 이르며 최근 식생활 및 생활습

관의 변화로 그 발생 빈도가 점차 증가하는 추세다1). 대장암 

발병률과 사망률은 남성에 비해 여성에서 낮을 뿐만 아니라, 

2002년 WHI (Womes's Health Initiative) 연구 발표에 따

르면 호르몬 대체요법 (Hormone Replacement Therapy, 

HRT)이 폐경기 여성의 대장암의 발생을 감소시킨다2). 그러나 

WHI를 포함한 여러 연구 결과, 폐경 후 호르몬 치료 시 유

방암, 관상동맥질환 등의 위험성이 증가한다는 결과가 보고되

면서2) 호르몬 치료에 대한 인식의 변화로 식물성 에스트로겐 

(Phytoestrogen)에 대한 관심이 높아졌다.

한약재에는 phytoestrogen을 비롯한 식물성 유용성분

(Phytochemical)을 다수 함유한 것들이 있다3). 국내에서 

phytoestrogen에 대한 연구는 폐경기후증후군에 대한 HRT 

목적으로 연구가 진행되었거나4,5) 한약의 에스트로겐 분비효

과에 대해 유의성을 확인한 실험연구6,7) 등이 있으며, 한약의 

대장암 치료 연구에는 혼합처방에 대한 연구8,9) 단일 한약재

에 대한 실험연구10)와 한약의 단독 투약에 따른 임상연구11) 

등이 진행되고 있다. 국외에서는 대장암에 대한 黃芩湯

(PHY906)과 CPT-11의 상호작용에 대한 연구보고가 있다12).

韓醫學에서 대장암은 "腸毒", "積聚", "腸風", "下痢", "腸覃" 

등의 범주에 속한다. 대장암의 증상은 泄瀉와 便秘가 교대로 

생기고 便血이 생기며 粘液便이나 粘液血便이 생긴다. 結腸梗

塞 증상과 소견이 나타나고 여위며 빈혈이 생기거나 체중이 

감소되고 배에서 腫物이 만져지는 등의 증상이 따른다13).

四象醫學의 淸肺瀉肝湯은 근래 太陰人 裏病의 燥熱病 처방

으로 실험연구를 통해 뇌혈류개선효과14,15)와 신경세포 재생효

과16,17) 동맥경직도와 맥압을 감소시키고18), 손상된 간기능을 

회복시키며19), 관절질환의 과도한 자가면역반응 억제효능20) 

등이 확인되었으며 이외에도 임상적 활용도가 넓어지고 있다. 

이를 구성하는 葛根, 黃芩, 藁本, 蘿葍子, 桔梗, 升麻, 白芷, 

大黃21) 중 葛根22), 黃芩23), 蘿葍子24), 桔梗25), 升麻26), 大黃27)

의 항암효능이 연구되고 있을 뿐만 아니라 淸肺瀉肝湯의 항암

효과도 확인되고 있어28,29) 임상 항암연구의 가능성을 시사하

고 있으며, 본 실험을 통해 葛根, 黃芩, 藁本, 大黃의 

Estrogen receptor β에 선택적인 작용이 관찰되어 淸肺瀉肝

湯의 대장암에 대한 항암작용기전(antitumor mechanism)을 

확인하고자 하였다.

본 연구에서는 먼저 淸肺瀉肝湯이 대장암 세포에 대하여 

세포독성을 나타내는지, 그리고 실험약물이 ERβ에 선택적으

로 작용하는지 조사해보았으며, 동물실험에서 淸肺瀉肝湯과 

ERβ에 선택적인 작용을 하는 약재만으로 이루어진 복합처방 

YKK012의 항암작용을 비교하고 나아가 현재 시중에서 대장

암의 항암제로 사용되는 Irinotecan(CPT-11)과 병용투여 시 

상승작용 여부를 살펴보았다. 이에 유효한 결과를 얻어 보고

하는 바이다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재
본 연구에 사용된 갈근, 고본, 길경, 나복자, 대황, 백지, 

승마, 황금은 (주)옴니허브에서 구입하였다.

2) 시약
Bax, Bcl-2, Caspase-3 antibody는 Cell signaling 

Technology, Inc.(Massachusettes, U.S.A.)로부터 구입하

였으며, 전문의약품인 CPT-11(켐푸토주,(Campto® inj), 

40mg/2ml/vial, CJ제일제당주식회사 제조)을 구입하였다. 

기타 사용된 모든 시약은 분석 등급으로 Sigma, Merck

(Darmstadt, Germany), BD Biosciences에서 구입하였다.

2. 방법

1) 약물의 추출 및 제조
본 실험에 사용한 한약재는 무의도한방병원에서 제공하였

으며, 구입한 약재는 각 100g에 정제수 1L를 넣고 Glas-Col 

(Terre Haute, IN, U.S.A.) 구입한 Heating mantle을 이

용하여 2시간 동안 가열하여 추출하였다. 얻어진 추출액을 여

과한 후 여액을 감압농축기 (Rotavapor R-124, Buchi, 

Switzerland)로 감압농축한 후 동결건조기로 건조하여 최종적

으로 파우더 형태로 각각의 실험약물을 얻었다(Table. 1). 

YKK012는 淸肺瀉肝湯 구성약재 중 ERβ에 선택적인 작용을 

하는 약재인 葛根, 黃芩, 藁本, 大黃만으로 이루어진 복합처방

이다. 처방의 경우 한 첩을 Table. 1의 구성용량으로 하여 10

첩 분량을 10배수로 상기 방법을 사용하여 최종 시료를 얻었다.

Table 1. Extraction yields of medicinal herbs used in this study.

NAME Abbreviation Yield(%)

Singe herbs

Puerariae Radix PU 42.41

Scutellariae Radix SC 45.00

Ligustici Rhizoma LI 49.40

Raphani Semen RA 38.10

Platycodi Radix PL 52.15

Cimicifugae Rhizoma CI 72.28

Angelicae dahuricae Radix AN 47.78

Rhei Radix et Rhizoma RH 64.90

Herbal combinations

Puerariae Radix (16g)

Scutellariae Radix (8g)

Ligustici Rhizoma (8g)

Rhei Radix et Rhizoma (4g)

YKK012 21.22

Puerariae Radix (16g)

Scutellariae Radix (8g)

Ligustici Rhizoma (8g)

Raphani Semen (4g)

Platycodi Radix (4g)

Cimicifugae Rhizoma (4g)

Angelicae dahuricae Radix (4g)

Rhei Radix et Rhizoma (4g)

CST 24.88

2) Colon38 세포주의 배양
추출물이 Colon cancer에 anti-tumor 작용에 미치는 영

향을 알아보기 위하여 Murine Colon38 세포를 사용하였다. 

Murine Colon38 세포는 10% Fetal Bovine Serum(Gibco), 

100U/ml Penicillin-Streptomycin이 포함된 DMEM을 사용
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하여 5% CO2와 95%의 공기를 포함하는 가습 조건하에서 3

7℃온도를 유지하여 배양하였다. 

3) MTT 분석
Colon38 세포의 생존율은 여러 농도의 추출물 처리하여 

24시간 배양 후 밀집세포의 미토콘드리아 탈수소 효소에 의

해 자주빛 formazan 생성물로 변하는 MTT환원을 바탕으로  

MTT 분석법으로 측정했다. 세포들은 DMEM 배지에서 

3×104cells/well의 밀도로 현탁하여 96well plate에 이식하

고 24시간 배양 후 여러 가지 농도로 약물을 처리하였다.  

24시간과 48시간에 노출시킨 세포에 100㎕의 Tetrazolium 

bromide salt 용액(MTT, Sigma Chemical Co, St, Louis, 

MO, U.S.A.)을 넣어 4시간 동안 37℃를 유지하는 배양기에 

넣었다. 반응이 끝난 후 MTT희석액을 조심스럽게 제거하고 

각 well에 100ul의 Dimethylsulfoxide 용액(DMSO, Sigma)

으로 15-20분간 plate shaker로 흔들어 준 후 ELISA 

reader를 사용하여 540nm에서 흡광도를 측정하였다.

4) Luciferase 분석을 이용한 한약재 추출물의 에스트

로겐 수용체 α,β에 대한 영향 평가
한약재의 각각 다른 특징을 규명, 분석하기 위해 2가지 에

스트로겐 수용체인 ERα와 ERβ 수용체에 결합여부를 확인하

였다. Luciferase gene과 각 estrogen receptor gene, 

ERE (estrogen responsive element) gene을 넣어 제조한 

각각의 vector를 293T세포에 transient transfection 시킨 

후 stable cell line을 제작하였다. 세포를 2% charcoal로 처

리하고 dextran으로 코팅한 FBS(CD-FBS)를 추가한, 페놀

레드가 없는 RPMI 배지 100ul로 96well plate에 well마다 

2×104개를 이식하였다. 24시간 후 한약재 추출물을 3가지 

농도로 estradiol을 처리하거나 처리하지 않고 중복하여 처리

하였다. 24시간 후에 배지를 제거하고 세포를 20ul lysis 

buffer로 용해하여 luminometer를 이용하여 luciferase 활

성을 측정하였다. Luciferase 활성은 relative light units 

(RLUs)로 측정하여 데이터를 estradiol에 대해 표준화하였다. 

5) Xenograft animal Model
본 실험에 사용되는 쥐는 Xenograft animal Model을 만

들기 위해 Female BDF1 Mice를 사용하였으며, (주)ORIENT 

BIO에서 구입하였다. 4주 Female BDF1 Mice를 구입하여 

일주일 동안 housing 후 배양된 Murine Colon38 세포를 복

강주사하여 이식하였다. 이 과정은 Charles River Laboratories

(Wilmington, MA)에 의한 방법을 수행하였다30). 10-14일 

후 mouse의 복강을 개복하여 암조직을 제거하였다. 제거된 

암은 BD Biosciences에서 구입한 Cell stainer에 옮겨 

pestle로 간 후 1×Dulbecco's Phosphate Buffered Saline

(DPBS)로 흘려 암조직을 구성하는 세포를 걸러내었다. 걸러진 

세포를 원심분리하여 모은 후 여러번 세척하여 6주된 Female 

BDF1 Mice의 복강에 동종이식하였다. 동종이식 후 암 사이

즈가 150-300㎣가 되는 쥐만 선택하여 각 그룹별로 나눈 후 

10-11일 동안 한약 약물을 경구투여하였다(Fig. 1).

Fig. 1. Execution process of xenograft animal model. 

6) Protein Extration
Colon 38세포는 각 추출물의 농도와 시간에 따라 처리한 

후 Scraper를 이용하여 세포를 모은다. 모아진 세포는  잔류

물질을 제거하기 위하여 1×DPBS를 사용하여 여러번 세척하

였다. Radio Immuno Precipitation Assay lysis Buffer 

(RIPA lysis Buffer, 1% Nonidet P-40, 1% Sodium 

deoxycholate, 0.1% SDS, 0.15M NaCl, 0.01M Sodium 

phosphate pH7.2, 2mM EDTA)로 세포를 용해시킨 후 Sonic 

&Materials INC에서 구입한 Ultrasonic Processor(VC-130PB)

로 분쇄 후 12000rpm에서 20분 동안 원심분리하여 상등액을 

취하여 -70℃에 보관하였다.

적출된 암조직의 경우 조직의 혈액이나 잔류물질을 제거하

기 위하여 1×PBS로 세척한 후 1×PBS을 조직 Volume의 

3배를 넣고 Homogenizer로 균질화하였다. 3000rpm에서 10

분 동안 원심분리하여 남아있는 잔류물을 pipet을 이용하여 

제거하였다. 제거 후 RIPA Buffer로 조직을 용해시킨 후 

Ultrasonic Processor로 분쇄하였다. 분쇄 후 12000rpm에

서 20분 동안 원심분리 한 후 상등액을 취하여 -70℃에 보

관하였다.

7) Western blot 
각 시료를 Bradford 방법에 따라 정량하고 12% SDS-PAGE

에 전기영동하여 분리한 다음 Transfer Buffer을 이용해 

PVDF-membrane에 분리된 단백질을 전사시켰다. 비 특이

반응을 제거하기 위해서 5% 비지방 skim milk가 함유된 

T-TBS(Blocking Buffer)로 room temperature에서 1시간 

동안 충분히 흔들면서 방치하였다. 반응이 끝난 후 Blocking 

buffer에 1:1000으로 희석된 1차 항체를 넣고 4℃에서 반응

시켰다. 반응 후 T-TBS로 7분 간격으로 3번 세척하고 

blocking buffer에 1:5000으로 희석한 2차 항체를 넣고 상

온에서 1시간 동안 반응을 시켰다. TBS-T로 10분 간격으로 

3번 세척한 후 ECL kit를 사용하여 발색을 시켜 단백질의 

발현정도를 확인하였다.

8) 통계 분석
결과는 평균값 ± 표준편차로 표현하였다. 통계 분석은 

Student's t-test와 One-way ANOVA를 이용하였다.
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결 과

1. Luciferase 분석을 통한 한약재 추출물의 

Estrogen receptor α,β에 대한 영향 평가

각 한약재 추출물들이 Estrogen receptor와 결합하는지 

확인하기 위하여 luciferase assay를 통하여 분석하였다. 한

약재는 다음과 같이 Puerariae Radix, Scutellariae Radix,  

Ligustici Rhizoma, Raphani Semen, Platycodi Radix, 

Cimicifugae Rhizoma, Angelicae dahuricae Radix, Rhei 

Radix et Rhizoma 등의 한약재 물 추출물을 사용하였다. 

본 실험에서는 에스트로겐 수용체 중 ERα 와 ERβ 결합에 

대한 효능을 확인하였으며, 그 결과 Table 2.에 보이는 것처

럼 RA, PL, CI, AN는 단독처리를 할 경우와 1nM E2 

(Estradiol) 를 동시 처리하였을 경우 ERα와 ERβ에 대한 뚜

렷한 효능이 나타나지 않는 반면에 PU, SC, LI, RH는 ER

α와 ERβ에 활성이 나타남을 확인할 수 있었으며 ERα보다는 

ERβ에 더 선택적으로 활성이 나타남을 관찰하였다.

본 실험에서 Luciferase assay를 통한 결과를 토대로 葛

根, 黃芩, 藁本, 大黃을 4:2:2:1의 비율로 배합하여 YKK012

라 명명하였으며, 이들이 항암효과에 미치는 영향과 그에 따

른 apoptosis발현에는 어떤 영향을 끼치는지 확인하였다.

Table 2. Effect of estrogen receptor-α,β by luciferase assay(µg/ml)

NAME

ER-α ER-β

- E2(1nM) - E2(1nM)

EC50 IC50 EC50 IC50 EC50 IC50 EC50 IC50

Puerariae Radix 16 - >120 - 1.45 - - -

Scutellariae Radix 15 - 15 - 44.5 - 10 200

Ligustici Rhizoma - - - - 100 - - -

Raphani Semen - - - - - - -

Platycodi Radix - - - - 800 - - -

Cimicifugae Rhizoma - - - - - - - -

Angelicae dahuricae 
Radix - - - - - - - -

Rhei Radix et 
Rhizoma - 200 - 300 60 - - -

2. 추출물이 대장암 세포 독성에 미치는 영향

이 연구의 한약재 추출물이 murine Colon38 세포의 생존

율에 미치는 영향을 알아보았다. 추출물은 단미제제와 복합제

제로 나누어 사용하였으며 각 추출물은 20, 40, 80, 160, 

320㎍/㎖의 각 농도에서 24시간과 48시간 동안 노출시킨 후 

관찰하였다. 단미제제인 葛根 (PU), 黃芩 (SC), 藁本 (LI), 

萊菔子 (RA), 桔梗 (PL), 升麻 (CI), 白芷 (AN), 大黃 (RH)

을 처리한 결과 SC와 RH 처리군을 제외하고는 세포독성이 

보이지 않으며 이미 알려진 바와 같이 SC와 RH 처리군에서

는 농도별, 시간별 세포독성이 나타남을 보였다(Fig. 2A).

단미제제를 혼합한 淸肺瀉肝湯 (Cheongpyesagan-Tang: 

CST), YKK012를 처리하여 MTT를 통한 Colon38 세포 독

성을 확인한 바 CST에서는 독성이 나타나지 않았으나 YKK

에서는 독성이 나타난 것을 확인하였다(Fig. 2B).

A

B

Fig. 2. Effect of water extractions on cytotoxicity in colon38 cells. 
Colon38 cells (3×104/well plate) were incubated for 24 h and 48 
h in the presence or absence of each extract at indicated doses. 
Cytotoxicity was measured by MTT assay as described in materials 
and methods. (A) Single herbs (Puerariae Radix: PU, Scutellariae 
Radix: SC, Ligustici Rhizoma: LI, Raphani Semen: RA, Platycodi 
Radix: PL, Cimicifugae Rhizoma: CI, Angelicae dahuricae Radix: 
AN, Rhei Radix et Rhizoma: RH) (B) Herbal combinations' data 
are means of three independant experiments. 

3. 추출물이 Apoptosis에 미치는 영향

세포 독성이 관찰된 SC와 RH 처리군이 세포사멸 유발에

는 어떠한 영향이 미치는지 알아보기 위하여 colon 38세포

(3×105cells/well)를 접종하고 24시간 동안 배양 후 각각의 
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약물의 농도를 20, 40, 80, 160, 320㎍/㎖로 처리하여 24시

간동안 노출시킨다. 반응이 끝난 시료는 Western Analysis

를 통하여 확인한 결과 단미제제인 SC와 RH처리군은 대조군

과 비교하여 Dose-dependent하게 apoptosis의 발현인자인 

Bax, Caspase-3가 발현됨을 확인하였다(Fig. 3).

복합제제인 CST, YKK를 처리하여 확인한 결과 apoptosis

의 발현이 Dose-dependent하게 나타나지 않았으며. 각각의 

복합제제가 다른 메카니즘을 보임을 확인하였다(Fig. 4).

Fig. 3. Effect of Single herb water extractions on apoptosis 
expression in colon38. Cells (3×105 cells/well) were treated with 
or without each extract at indicated concentrations for 24 h. 
Western blot analysis was carried out as described in Materials 
and methods. 

Fig. 4. Effect of Herbal combination water extractions on apoptosis 
expression in colon38. Cells (3×105 cells/well) were treated with 
or without each extract at indicated concentrations for 24 h. 
Western blot analysis was carried out as described in Materials 
and methods. 

4. Colorectal cancer xenograft model에서 

CPT-11의 독성 실험

YKK, CST의 단독 투여 시 유의성 있는 anti-tumor 

activity가 관찰되지 않아 단독사용은 어렵다고 판단하고 

anti-tumor 작용을 보고자 ICR mouse에 대장암세포인 

colon38 cell를 동종이식하여 만든 대장암 모델에 현재 대장

암 치료제로 시판되고 있는 CPT-11(irinotecan)과 병용 투

여해 보았다. 병용투여 전 CPT-11의 독성을 확인하기 위하

여 Colorectal cancer xenograft model에 용량별로 복강주

사하여 독성여부를 확인하였으며, 농도는 CPT-11 자체가 

colon cancer의 성장을 완전히 억제하는 현 임상용량보다 낮

으나 CPT-11의 anti-tumor의 효과가 있으며 YKK, CST의 

상승효과를 볼 수 있도록 20mg/kg 농도를 선정하여 실험하

였다31-33). CPT-11은 첫날 1회 20, 40mg/kg 복강주사한 

결과 10일 동안 대조군과 비교하여 전반적으로 암사이즈는 

증가되지 않음을 관찰하였으며, 초기 5-6일까지는 항암제로

서의 억제효과가 있어 큰 변화는 없었지만 이후로는 항암제 

활성이 떨어져 암사이즈가 약간 증가됨을 확인할 수 있었다. 

결과적으로 CPT-11과 병용 투여 시 초기단계보다는 5-6일

이 지난 후 병용 투여될 YKK, CST의 효과가 나타날 것으로 

보이며 또한 CPT-11처리로 인해 apoptosis의 발현에 영향

을 확인한 바 Fig. 5C에서 보는 것처럼 Bax, Bcl-2 발현의 

정도 차이는 관찰되지 않았으며 Cleaved Caspase-3가 증가

하였다(Fig. 5).

A B

C

Fig. 5. Effect of CPT-11 in Colorectal cancer Xenograft model. 
Effect of CPT-11 on the antitumor activity (A) and weight(%) (B) 
using the murine colon38 allograft tumor in BDF1 mice. (C) Level 
of apoptosis expression in colorectal cancer by western analysis. 
Error bars indicate SDs; n=3.

5. YKK, CST이 CPT-11과 병용 투여시 anti-

tumor activity와 toxicity에 미치는 영향

6주된 Female BDF1 Mice에 murine colon 38을 동종이

식하여 Colorectal cancer xenograft model을 만들어 그룹

을 나눈 후 약물투여 1일째에 CPT-11을 1회 복강주사를 하

였으며, 1-14일 동안 YKK, CST 경구투여를 하였다. 이전 

실험에서보다 관찰 일수가 길어진 것은 CPT-11의 투여로 인

해 초기단계에 anti-tumor의 작용보다는 anti-tumor 작용

의 활성이 어느 정도 감소된 이후 cancer가 유지되는 시점에

서 약물의 효과를 보기 위함이다. YKK, CST을 CPT-11과 

병용 투여한 결과 YKK를 처리한 그룹에서는 단독으로 투여

시 암세포 증식억제 효과보다 CPT-11과 병용투여 시 14일

째에 대조군보다 암증식억제 작용이 더 좋았고 유의성 있게 

관찰되었으며, apoptosis의 발현에 있어서도 대조군과 비교하

였을 때 YKK 단독 처리군에서는 발현이 증가되었으나 
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CPT-11과 병용투여 시 감소됨을 관찰하였다(Fig. 6).

CST은 CPT-11과 병용 투여한 것보다 단독처리 시 더 좋

은 암 증식억제효과를 보였으며, apoptosis의 발현에 있어서

도 단독투여나 CPT-11과 병용투여한 결과가 다르지 않음이 

관찰되었다(Fig. 7).

결과적으로 YKK와 CST는 anti-tumor activity는 상이하

게 작용함을 확인하였으며 apoptosis의 발현에 있어서도 다

른 pathway를 통한 것으로 생각된다. 또한 ERβ에 선택적으

로 작용을 하는 약재로만 이루어진 처방 YKK012는 CPT-11

과 병용투여 시 유의성있게 암세포증식을 감소시키는 결과를 

보였다.

A B

C

Fig. 6. Anti-tumor activity of Combination treatment of YKK with 
CPT-11 in colorectal cancer Xenograft model. Effect of YKK with 
CPT-11 on the antitumor activity (A) and weight(%) (B) using the 
murine colon38 allograft tumor in BDF1 mice.Error bars indicate 
SDs; n=6. (CTR: control). Significantly different from the control 
value (*p<0.05). (C) Level of apoptosis expression in colorectal 
cancer by western analysis. Error bars indicate SDs; n=5

A B

C

Fig. 7. Anti-tumor activity of Combination treatment of CST with 
CPT-11 in colorectal cancer xenograft model. Effect of CST with 
CPT-11 on the antitumor activity (A) and weight(%) (B) using the 
murine colon38 allograft tumor in BDF1 mice. (C) Level of 
apoptosis expression in colorectal cancer by western blot analysis. 
Error bars indicate SDs; n=5.

고 찰

淸肺瀉肝湯은 熱多寒小湯에 大黃을 加한 처방이다. 李濟馬 

선생의 저서에 처방명은 기록되어 있지 않고 太陰人 裏熱病證

에서 熱多寒小湯 加 大黃의 형태로 手指焦黑斑瘡病, 飮一溲二

證 시 大便燥澁할 때 사용되다가 『四象新編』에 처음 언급

되었다. 熱多寒小湯은 太陰人 肝燥熱證에 대표적인 처방으로 

『東醫壽世保元』에 따르면 太陰人 肝燥熱證은 侈樂無厭하고 

慾火外馳함으로 인해 肝熱太盛하고 肺燥太枯하기 때문에 발생

하는 병증으로서 飮一溲二한 消渴病, 手指焦黑斑瘡病, 虛勞夢

泄證 등의 병증이 肝燥熱證의 범주에 속한다. 淸肺瀉肝湯의 

처방구성은 葛根16g, 黃芩·藁本 각 8g, 蘿葍子·桔梗·升

麻·白芷·大黃 각 4g이다21).

김28), 강29)은 콩과식물에 속하는 葛根의 활성성분인 

daidzein 등이 항암효과가 있다는 보고34) 에 주목하여 葛根을 

君藥으로 하는 淸肺瀉肝湯의 구성약물간의 항암효과를 실험하

여 항암효과에서 葛根과 藁本의 배합이 중요한 역할을 하며 

桔梗이 葛根의 상승작용의 주된 역할을 함을 확인하였다. 또한 

淸肺瀉肝湯을 항암제 cisplatin과 병용투여 시 세포독성이 상

승됨을 확인하여 보고하였다. 반면 처방의 주치증에 子癎, 胞

衣不下, 産後痛도 있어21) 부인과 질환 및 호르몬 관련 효능도 

기대할 수 있어 향후 관련 연구가 필요하다고 생각한다. 

산업화된 서양 국가에서 발병수준이 높았던 대장암은 일본

과 우리나라를 포함한 아시아 국가들에서도 빠른 속도로 증가

하고 있다. 이러한 변화는 식이 습관의 변화와 전반적인 신체 

활동의 감소 그리고 비만을 포함한 대사증후군의 요인들과 밀

접한 관련이 있는 것으로 생각되며 많은 역학 연구에서 이런 

가설을 뒷받침하고 있다35). 2009년에 발생한 우리나라의 대

장암환자는 24,986명이었고 전체 암 발생률 중 위암 다음으

로 2위를 차지하였다. 2001년에는 인구 10만 명당 9.5명이 

대장암으로 사망하였으나 2011년에는 15.4명이 대장암으로 

사망하여 사망률이 약 1.6배 증가하였다. 반면에 대장암 발병

률과 사망률은 남성에 비해 여성에서 낮게 나타나며, 호르몬 

대체요법(Hormone Replacement Therapy, HRT)을 받은 

폐경기 여성의 대장암의 발생율은 특징적으로 낮게 나타난다2). 

그 이유는 ER(Estrogen Receptor)와 관련있는 것으로 여겨

졌다.

ERβ는 ERα와 구조적으로 유사하고, 특히 DNA-binding 

domain과 ligand-binding domain의 아미노산 동질성은 각각 

95%와 53%이다36). 그러나 나머지 도메인의 동질성은 미미하여 

각각의 유전자 위치도 다르고37) 조직에 따라 발현양상이 서로 

달라38) 상호협력과 길항작용을 하고 있다39). 호르몬 대체요법은 

유방암과 자궁내막암의 발병율을 높이고, anti-osteoporotic 

과정에도 관여하나40), 선택적인 ERβ에 결합하면 유방암, 대

장암, 전립선암, 난소암의 위험감소에 관여하며, 대장에서 ER

α와 상호협력, 길항작용을 통한 조정기능으로 결장내 상피세

포를 복구시키고, 동물실험상 우울증, 불임, 전립선질환에 작

용이 있는 것으로 보고되었다41). 그러므로 연구자들은 ERβ

-agonists 개발에 주목하고 있다. 폐경후의 갱년기 증후군 

증상에 대처할 수 있는 식물성 에스트로겐의 연구는 국내외에

서도 진행되어 왔고42,43) 한약의 에스트로겐 분비효과에 대한 

연구가 있었으나7,44) 혈중 에스트로겐 측정에 그쳐 한약이 어

떻게 작용하는가 규명하는 연구는 부족하였다. 그러므로 선택
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적으로 ERβ에 작용하는 한약재에 대한 연구와 한약재에 의한 

대장암 억제 기전을 연구할 필요가 있다.

본 연구에서는 대장암의 濕熱下注, 火毒內蘊의 病機가 淸

肺瀉肝湯의 주치인 肝燥熱證, 大便燥澁의 병증과 관련성이 있

다고 보았다. 그리고 실험 중 淸肺瀉肝湯 일부 구성약물이 

ERβ에 대한 선택적인 작용이 있음을 확인하여 대장암의 脾腎

虧虛, 正氣不足의 病機는 淸肺瀉肝湯 구성약물의 ERβ

-agonists 작용과 관련이 있다고 여겨 항암효능을 기대하였

다. 한약의 대장암에 대한 연구는 桑紅白朮散의 생쥐에서 대

장암세포의 간전이 억제8)와 二妙散의 메탄올 추출물의 대장

암 세포주 HCT116의 생존율 감소에 대한 보고9) 등이 있고, 

임상연구에서 消積正元散의 대장암 환자의 삶의 질 개선 효과

에 대한 연구45)와 옻나무 전탕추출물11)이나 항암단46)을 투여

한 대장암 환자에 대한 임상보고 등이 있으며, 국외에는 대장

암에 대한 黃芩湯(PHY906)과 CPT-11의 상호작용에 대한 

연구 보고12)가 있었다.

淸肺瀉肝湯 구성약재들이 Estrogen receptor α,β에 결합

하는지 여부를 각 수용체에 대한 reporter cell을 만들고 

luciferase 활성을 측정하여 확인한 결과 葛根, 黃芩, 藁本, 

大黃의 4가지 약재가 ERα보다 β에 선택적으로 결합하는 것

을 확인하였다. 또한 黃芩과 大黃의 2가지 약재는 CPT-11과 

같이 murine cancer cell인 colon38 cell에서 농도의존적으

로 높은 세포독성을 보이는 것을 확인하였다. 이는 apoptosis 

관련 인자인 Bax와 Caspase-3의 발현을 높이는 것을 통한 

작용으로 생각된다.

항암작용의 주요기전인 Programmed cell death라고도 불

리는 apoptosis는 개체 보존 수준에서 손상된 세포들의 제거

를 위한 중요한 수단으로써 개체의 발생단계나 DNA손상 바

이러스 감염 등에 의한 유전적 조절하에서 일어나는 정교한 

개체의 생존을 위한 방어기전으로 알려져 있다47). 이러한 

apoptosis 유발은 intrinsic pathway 및 extrinsic pathway

의 두 가지 중요한 apoptosis pathway로 구분된다. 

Apoptosis pathway 중 intrinsic pathway에 중요한 역할을 

하는 것으로 알려진 Bcl-2 family에 속하는 단백질들은 

apoptosis를 억제하는 anti-apoptotic 단백질인 Bcl-2, 

Bcl-XL, Mcl-1, Bcl-W, Bfl-1, Bcl-B와 apoptosis를 유

발하는데 관여하는 pro-apoptotic 단백질인 Bax, Bak, 

Bcl-XS, Bok 및. BH3 only 단백질인 Bid, Bim, Bad, 

Puma, Noxa으로 구성되어 있다. Bcl-2 family의 anti- 및 

pro-apoptotic 단백질들은 서로 결합하여 복합체를 형성하는

데 이들 사이의 균형이 깨어지게 되면 mitochondrial 

membrane의 permeability 변화가 유발되어 mitochondria

의 기능이 상실됨으로써 mitochondria 내부로부터 cytosol로 

cytochrome c가 방출되어 cysteine-related proteases인 

caspases, 종양억제 유전자인 p53, DNA의 단편화와 연관된 

endonuclease 등의 활성을 조절함으로써 apoptosis가 유발

되는 것으로 알려져 있다48).

Apoptosis 유발에 있어서는 caspase protease라는 효소가 

중요한 조절인자로서 작용하는 것으로 알려져 있는데, 이들은 

세포가 정상적으로 성장 및 생존할 때에는 핵과 mitochondria

의 외막에 불활성상태인 proenzyme 형태로 존재하지만, 

apoptosis 유발 신호에 의하여 활성화되면 많은 기질 단백질

들을 분해함으로써 apoptosis를 유발하는 것으로 알려져 있

다49). 그러나 단미의 결과에 비해 복합방제에서 淸肺瀉肝湯은 

黃芩, 大黃을 함유하였음에도 세포독성을 보이지 않은 반면 

YKK012는 낮은 세포독성을 보였으며 Bax와 Caspase-3의 

발현도 높이는 것을 알 수 있었다. 이는 실험에 사용된 용량

에서 黃芩, 大黃의 함유량이 차이가 나기 때문일 것으로 생각

된다.

이 결과에 기인하여 淸肺瀉肝湯과 葛根, 黃芩, 藁本, 大黃

의 4가지 약재만으로 구성된 YKK012를 구성하여 대장암 실

험에 사용하였다. 淸肺瀉肝湯과 YKK012를 단독으로 대장암 

세포 colon38 cell을 이식한 생쥐에 처리한 결과 암세포 증식

억제 효과가 있었으나 항암제 사용 시와 같은 강력한 억제효

과는 기대할 수 없었으며 淸肺瀉肝湯보다 YKK012이 보다 지

속적인 유의성을 보였다. 또한 淸肺瀉肝湯 단독투여군에서 몸

무게 변화는 없었으나 사망개체가 발생하여 독성이 우려되었

다. 따라서 현실에 적용가능한 항암효과를 위해 CPT-11과 

병용투여 실험을 진행하였다.

시판되고 있는 CPT-11의 도입과 항암화학요법, 수술기술

의 향상, 그리고 중재적 방사선학의 발전 등으로 대장암의 생

존율은 높아지고 있다. 하지만 이와 관련된 소화기계 부작용

으로는 복통, 설사, 오심, 구토 등이 있으며, 특히 설사는 매

우 흔하게 나타난다고 한다50). 따라서 항암제인 CPT-11과 

淸肺瀉肝湯, YKK012를 병용하여 항암작용과 부작용에 미치

는 영향을 보고자 하였다. CPT-11은 성인 1일 1회, 100 ㎎

/㎡를 1주 간격으로 3-4회 점적정주 후, 적어도 2주일간 투

약 중단하는 것을 동일한 주기로 반복하는 것을 임상 상용량

으로 하고 있으나 본 실험에서는 한약의 상승효과를 보기 위

해 동물실험에서 상용량보다 적은 20㎎/㎏ 용량에서 암세포 

억제효과가 나타나는 것을 확인하여 병용실험에 사용하였다. 

CPT-11은 DNA-topoisomerase I complex에 결합하여 

complex를 안정화시키므로 uncoiling은 일어나지만 resealing 

(religation)은 억제시켜 replication fork에서 DNA파괴로 

합성을 억제하는 기전으로 작용하는 약으로 apoptosis와 관

련된 Bax와 Bcl-2에 영향을 나타내지 않았다. YKK, CST을 

CPT-11과 병용 투여한 결과 YKK를 처리한 그룹에서는 단

독으로 투여시의 암세포 증식억제 효과보다 CPT-11과 병용

투여 시 암증식 억제작용이 더 좋았고 14일째에 대조군보다 

유의성 있게 나타났으며, apoptosis의 발현에 있어서도 대조

군과 비교하였을 때 YKK 단독 처리군에서는 Bax와 

Caspase-3 발현이 증가되었으나 CPT-11과 병용투여 시 감

소됨을 관찰하였다. CST은 CPT-11과 병용 투여한 것보다 

단독 처리 시 더 좋은 암 증식억제효과를 보였으며, apoptosis

의 발현에 있어서도 단독투여나 CPT-11과 병용투여한 결과

가 다르지 않음을 관찰하였다.

본 연구에서는 韓醫學의 임상적 항암요법을 연구함에 있어 

처방근거를 마련하는 방법론을 제시하고자 하였다. 실험 중 

淸肺瀉肝湯의 구성약물 중 葛根, 藁本, 黃芩, 大黃의 ERβ에 

선택적인 작용이 확인되어 淸肺瀉肝湯의 apoptosis 에 의한 

항암효과 뿐만 아니라 ERβ에 선택적인 작용을 통한 항암효과

도 기대할 수 있었다. 아울러 淸肺瀉肝湯과 ERβ에 작용하는 

한약재로 구성된 YKK012와의 항암효능 비교를 통해 대장암 

성장억제 효과와 기전을 살펴보고자 실험을 수행하였다. 결과

적으로 YKK와 CST의 항암기전은 상이하게 작용함을 확인하

였으며 apoptosis의 발현에 있어서도 다른 pathway를 통한 
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것으로 생각된다. 또한 ERβ에 선택적으로 작용을 하는 약재

로만 이루어진 처방 YKK012는 CPT-11과 병용투여 시 유의

성있게 암세포증식을 감소시키는 결과를 보였다.

결 론

淸肺瀉肝湯과 그 구성약물 중 ERβ에 선택적으로 작용하는 

葛根, 黃芩, 藁本, 大黃으로 구성된 YKK012의 대장암에 대

한 항암효과를 살펴보았다. 우선 처방의 단미 또는 복합탕제

의 세포독성을 평가하였고 그 결과와 세포사멸 유발과의 관계

를 살펴보았다. 아울러 각 복합탕제의 독립적 항암효과와 항

암제 CPT-11과 병용투여 시 항암효과를 암증식 억제효과를 

비교 평가하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 淸肺瀉肝湯 및 그 구성약재가 murine colon cancer 

cell Colon 38 세포의 생존율에 미치는 영향으로는 단

미 중 黃芩과 大黃 추출물에서 농도별, 시간별 세포독

성이 나타났다. 복합탕제에서는 淸肺瀉肝湯에서 독성이 

나타나지 않았으나 YKK012에서는 독성이 나타났다.

2. 세포독성과 세포사멸 유발과의 관계로는 黃芩과 大黃은 

농도의존적으로 apoptosis의 발현인자인 Bax, 

Caspase-3가 발현됨을 확인하여 독성이 세포사멸 유

발로 인한 것임을 알 수 있었고 복합탕제의 경우 

YKK012에서 Caspase-3의 발현이 증가되었다.

3. 동물모델에서 항암제 CPT-11과 병용투여 시에는 淸肺

瀉肝湯은 병용투여 시 효과의 상승이 없었으나 

YKK012는 유의성 있게 암증식 억제효과가 있었으며 

Bax가 증가되는 것을 확인하였다.

이상의 결과로 淸肺瀉肝湯이 대장암 성장억제 효과가 있으

나 용량에 따라 독성이 발현될 우려가 있으며 항암제 

CPT-11과의 병용투여 시에는 淸肺瀉肝湯 중 ERβ에 작용하

는 한약재로 이루어진 YKK012가 효과적인 암성장 억제효과

를 보인다는 것을 확인하였다.
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