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Objectives: This study evaluates anti-stress and sleep-inductive effects of Dongshingihyeolyangsu-
bang (DSGYSB) on rats induced by chronic mild stress (CMS).
Methods: Twenty-five healthy rats were randomly divided into five groups: normal, CMS (Control), 
DSGYSB50, DSGYSB100, and DSGYSBS200. All rats except the normal group were exposed to un-
predictable stress conditions such as water deprivation, empty bottles, and forced treadmill. A week af-
ter starting the experiment, rats in DSGYSB50, DSGYSB100, and DSGYSB200 groups were fed orally 
with water once a day for two weeks. Then blood samples were taken from the rats for analysis of com-
plete blood count, AST, ALT, and glucose. Noradrenaline, corticosterone, serotonin, GABA and melato-
nin were measured by ELISA kit. BDNF, CREB, TrkB and TNF-α were measured by RT-PCT.
Results: In Noradrenaline contents, the DSGYSB200 group revealed significant decrease compared to 
the control group. In corticosterone contents, the DSGYSB200 group revealed significant decrease 
compared to the control group. In serotonin contents, the DSGYSB200 group revealed significant in-
crease compared to the control group. In GABA contents, the DSGYSB50, DSGYSB100, and DSGYSB200 
groups revealed significant increase compared to the control group. In the activity of BDNF, the 
DSGYSB50, DSGYSB100 and DSGYSB200 groups revealed significant increase compared to the control 
group. In the activity of CREB, the DSGYSB100 and DSGYSB200 groups revealed a significant decrease 
compared to the control group. In the activity of TrkB, the DSGYSB100 and DSGYSB200 groups re-
vealed significant decrease compared to the control group. In the activity of TNF-α, DSGYSB100 and 
DSGYSB200 groups revealed significant decrease compared to the control group. In glucose contents, 
the DSGYSB100 and DSGYSB200 groups revealed significant decrease compared to the control group. 
In the leukocyte changes, white blood cells, neutrophil, lymphocytes, and monocyte significantly in-
creased in the DSGYSB100 and DSGYSB200 groups than the control group. In the erythrocyte changes, 
hemoglobin significantly increased in the DSGYSB200 group than the control group.
Conclusions: Results suggest that Dongshingihyeolyangsubang has anti-stress and sleep-inductive 
effects on rats induced by CMS.
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I. 서론

수면은 신체적ㆍ정신적 성장과 안정 및 두뇌의 발달에 

기초적인 생리적 현상으로 인간이 정상적인 활동을 영위하

는데 필수적인 요소이다1). 이러한 수면이 시작이나 유지가 

어려워 충분한 수면을 취하지 못하거나 불충분한 수면으로 

피로감, 무력감 및 주의 집중력 감소 등이 동반하는 것을 

수면장애라고 한다2). 이러한 수면장애는 크게 4가지의 범주

가 있는데, 그 중 하나가 스트레스나 입원과 같은 환경적 

변화로 생길 수 있다고 한다1).

스트레스(Stress)라는 단어는 현대사회의 일상생활에서 

가장 빈번하게 사용되는 전문 용어 중 하나이다3). 스트레스

는 인체에 가해지는 다양한 자극이나 변화에 대해 적절하게 

대처하지 못하여 발생하는 부적응 상태로 각종 심리증상과 

신체증상, 행동증상 등을 초래한다4). 반복적이고 만성적인 

스트레스는 중추신경계에 작용하여 걱정, 우울, 불안, 초조, 

긴장 등 심리적으로 불안정한 상태를 야기하고 수면장애, 

기분장애 및 각종 심리학적 장애를 유발하는데5,6), 특히 수

면장애 가운데 가장 흔한 질환인 불면증은 스트레스와 직접

적인 관련이 있을 것으로 추정 된다3). 

한의학적 관점에서 스트레스 인자는 정신적인 자극(七情

傷) 또는 외부 환경(六氣)의 변화로 볼 수 있으며 이들은 인

체 내부에서 기혈음양(氣血陰陽)의 불균형을 야기하여 각종 

질병을 일으키는 기초가 되는데 기기실조(氣機失調)로 인해 

발생할 수 있는 기울(氣鬱), 기역(氣逆) 등과 관계가 있다. 

이러한 증후들은 수면장애와도 관련이 있는데 정신적인 스

트레스로 인한 불면은 변증론치(辨證論治)의 관점에서 사결

불수(思結不睡), 심담허겁(心膽虛怯)이라고 하며 사려과다

로 인해 장부가 손상되어 발생하는 것이다7,8). 

본 연구에서 사용된 동신기혈양수방은 ≪변증기문(辨證

奇聞)≫9)의 <불매문(不寐門)>에 수록된 윤조교심탕(潤燥交

心湯)에 수증가감(隨證加減)한 것으로 저자의 임상에서 심

신불교(心腎不交)하고 간기태조(肝氣太燥)하여 생기는 불면

과, 막연한 불안이나 생각이 많아 쉽게 잠을 이루지 못하는 

경우와 오래도록 근심걱정을 한 후에 피곤하지만 잠을 이루

지 못하는 경우 등 다양하게 활용하고 있는 처방이다. 

수면장애와 관련된 실험적 연구로는 천왕보심단, 온담탕, 

귀비탕, 수종의 한약재 열수추출물이 멜라토닌 수용체 발현

에 미치는 영향10,11), 분심기음가미방이 흰쥐의 수면장애와 

불안, 정서성에 미치는 영향12,13) 등이 있고, 기존의 불면증 

치료에 대한 임상보고는 산조인탕의 불면치료에 대한 임상

연구14,15)와 삼황사심탕16), 육군자탕가미방17)의 임상증례보

고가 있다. 만성 스트레스에 대한 실험적 연구로는 Chronic 

Mild Stress로 유발된 우울증 모델 흰쥐에 대한 귀비탕의 

실험적 연구18), 가미산조인탕의 항스트레스 효과19), 사물탕

가향부자20)과 하엽추출물21)의 항우울 효과, 삼음교, 족삼리

의 백복령 약침이 CSM 유발 흰쥐에 미치는 영향22)을 보고

한 바가 있다. 또한 황칠23)과 윤조교심탕24)을 이용한 만성 

스트레스 모델에서의 스트레스 및 수면 관련 호르몬에 미치

는 영향을 보고한 연구가 있으나, 액상 파우치 형태의 한약

의 스트레스 및 수면관련 호르몬에 미치는 영향을 연구한 

보고는 없었다. 

이에 저자는 액상 스틱 파우치 형태의 동신기혈양수방 

경구투여가 만성 스트레스 모델 흰쥐의 스트레스 및 수면 

관련 호르몬에 미치는 영향을 알아보고자 혈액 및 혈청학적 

지표, 스트레스, 수면과 관련된 지표인 Noradrenalin, Corti-

costerone, Serotonin, Melatonin, GABA와, PCR기법을 

활용한 BDNF, CREB, TrkB, TNF-α 지표 등을 측정 및 

관찰하여 유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

II. 재료 및 방법

1. 재료

1) 동물 

체중이 약 160∼170 g의 Wistar Hannover계의 雄性의 

흰쥐를 항온항습 환경의 사육장(실내온도 24±1°C, 습도 

60±5%)내에서 고형사료(동아원, 한국)와 물을 충분히 공급

하면서 3일 이상 실험실 환경에 적응시킨 후 실험에 사용하

였으며, 실험기간 동안에도 물과 고형사료를 자유롭게 섭취

하도록 하였다.

2) 약물

동신기혈양수방은 Table 1과 같은 약재로 구성되어 있으

며, 현재 동신대학교 부속순천한방병원에서는 액상형의 파

우치가 사용중인데, 동신기혈양수방 액상형 스틱 파우치는 

함소아제약에 제조 한 것을 사용하였다.

실험에는 동신기혈양수방 액상형 스틱 파우치(순천한방
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Table 2. Time Table for Induced by Chronic Stress Model in Rat

Time Fri Sat Sun Mon Tue Wed Thu

01:00 FD, EB (9 h) LON (9 h) FL (9 h) Tilt (9 h) TH, WD (9 h) FL (9 h) Tilt (9 h)
02:00
03:00
04:00
05:00
06:00
07:00
08:00
09:00
10:00
11:00 FT (2 h) FS (2 h) LOF (2 h) Shaking (2 h) FT (2 h) SC (2 h) Shaking (2 h)
12:00
13:00
14:00
15:00 NB (4 h) WD (4 h) LOF (4 h) FD (4 h) NB (4 h) FS (4 h) LOF (4 h)
16:00
17:00
18:00
19:00 LON (6 h) FL (6 h) Tilt (6 h) TH, WD (6 h) FL (6 h) Tilt (6 h) FD, EB (6 h)
20:00
21:00
22:00
23:00
24:00

FD: Water deprivation, EB: Empty bottles, FT: Forced treadmill, NB: Noise bursts, LON: Lights on at night, FS: Force swimming, FL: The Flashing light, LOF: Lights off at 
day, Tilt,  Shaking, TH: Tight husbandry, WD: Water deprivation, SC: Straw litter clammy.

Table 1. Prescription of Dongshingihyeolyangsoo-Bang (DSGYSB)

韓藥名 Herbal Name Scientific Name Weight (g)

白芍藥 Paeoniae Radix Alba Paeonia Lactiflora Pall. 10
酸棗仁 (炒) Zizyphi Spinosae Semen Zizyphus spinosa Hu. 10
熟地黃 Rehmanniae Radix Preparata Rehmannia glutinosa 10
當歸 Angelicae Gigantis Radix Angelica gigas Nakai 8
龍眼肉 Longan Arillus Dimocarpus logan 4
砂仁 Amomi Fructus Amomum Xanthoides Wallich 4
玄蔘 Scrophulariae Radix Scrophularia buergeriana Miq. 3
柴胡 Bupleuri Radix Bupleurum falcatum Linne 3
菖蒲 Acori Graminei Rhizoma Acorus gramineus Solander 2
黃芩 Scutellariae Radix Scutellaria baicalensis Georgi 2

Total Amount 56

병원, 액상형파우치 1개=10 g) 10개를 동결건조 시켜 50.5 

g 파우더를 얻었다. 동신기혈양수방 파우더(Dongshin-

GihyeolYangsoo-Bang, DSGYSB)를 50 mg/kg, 100 mg/kg, 

200 mg/kg 세 가지 농도로 5 ml/kg의 증류수에 녹여 사용

하였다.

2. 실험 방법 

1) CMS (Chronic Mild Stress) 유발

본 연구를 위하여 Table 2과 같은 만성 스트레스(CMS) 

모델을 사용하였다. 실험기간은 정상군을 제외한 CMS 유발

군은 21일간 먹이박탈(FD), 빈 물병 제시(EB), 강제 운동

(FT), 소음(NB), 주야 주기 역전(LON,LOF), 강제 수영(FS), 
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빛 깜빡(FL), 케이지 기울이기(Tilt), 케이지 흔들기(Shaking), 

고밀도 사육(TH),물 박탈(WD), 젖은 깔짚(SC) 등 매일 스트

레스 유발표에 의하여 노출시켰으며, 이 기간 동안 먹은 사

료량 및 물량을 확인하였으며, 주 3회 몸무게를 확인하였으

며, 일반적인 사육환경을 유지하였다.

2) 군 분리

실험군들의 분리는 처치를 하지 않은 정상군(Normal), 

CMS을 유발시킨 후 처치를 하지 않은 대조군(Control), 

CMS을 유발시킨 후 동신기혈양수방 구강투여 I군(50 mg/kg, 

DSGYSB 50 mg), CMS을 유발시킨 후 동신기혈양수방 구

강투여 II군(100 mg/kg, DSGYSB 100 mg), CMS을 유발시

킨 후 동신기혈양수방 구강투여 III군(200 mg/kg, DSGYSB 

200 mg)으로 분류하였다.

3) 약물 투여

약물의 구강투여는 zondae를 사용하여 CMS 유발 후 7

일째부터 시작하였으며, 1일에 각 1회씩 총 14회에 걸쳐 시

행되었다. 1회 투여량 5 ml/kg을 주입하였다.

4) 체중 및 사료효율 

체중은 전자 저울((주)카스, 중국)을 이용하여 흰쥐의 무

게를 실험기간 동안 매주 3회 측정하였다. 섭취량은 1마리당 

1일 섭취 평균량을 구하였다. 사료효율은 기간중 체중증가

량(g)÷기간중 사료섭취량(g)×100을 이용하여 계산하였다.

5) 혈액 및 혈청학적 검사

채혈에 의하여 얻어진 혈액 중 약 100 μl를 EDTA-bot-

tle에 넣은 후 곧바로 Multispecies Hematology Analyser 

(950, Hemavet, USA)에 주입하여 Leukocyte, Erythrocyte, 

Thrombocyte를 측정하였다. 나머지 혈액은 VS 6000CFI 

(Vision, Korea)에서 3,000 rpm으로 20분간 시행하여 혈청

을 분리하였으며, 혈청 분석으로는 AST (u/l)와 ALT (u/l)를 

Dri-chem 4000 I (Fujifilm corp. Japan)으로 측정하였다.

6) 혈당 측정

혈당 측정은 CMS 유발 전, 유발 후 1주, 유발 후 2주, 

유발 후 3주로 총 4회 꼬리채혈을 하여 얻어진 혈액은 

ACCU-CHEK Active Strip (Roche, Germanny)에 혈액 방

울을 묻혀 ACCU-CHEK Active (Roche, Germanny)에 꽂

아 혈당 측정을 하였다.

7) ELISA에 의한 Noradrenaline (NA) 측정

Norepinephrine 측정은 Rat Noradrenaline Elisa Kit 

(Cusabio, China)를 사용하여 측정하였다. Rat Noradre-

naline이 coating된 microplate에 Rat Noradrenaline 

standard, serum 50 μl를 넣고, Antibody (1X) 50 μl를 

첨가해 platecover로 tapping한 후에 1분간 mixing하고 

37°C에 40분간 incubation 시켰다. Wash buffer 400 μl

로 3회 washing 후 HRP-conjugate (1X) 100 μl를 첨가

하고 plate cover를 덮고 37°C 에 30분간 incubation 하였

다. Wash buffer 400 μl로 5회 washing후 TMB Sub-

strate 90 μl를 첨가하고 platecover를 덮고 dark 상태로 

37°C에 20분간 incubation 하였다. Stop solution 50 μl

를 plate에 넣고 발색반응을 중지시킨 후 microplate spec-

trophotometer (Benchmark plus, Biorad, USA)로 450 

nm에서 OD (Optical density)를 측정하였다. Standard 

curve를 만들어 sample의 Noradrenaline를 assay하였다.

8) ELISA에 의한 Corticosterone 측정

Corticosterone은 Corticosterone Elisa Kit (abcam, 

UK)를 사용하여 측정하였다. Corticosterone이 coating된 

microplate에 Corticosterone standard 25 μl, serum 25 

μl를 넣고 1X Biotinylated Corticosterone 25 μl를 첨가

하고 platecover로 tapping한 후에 1분간 mixing하고 실

온에서 2시간 동안 incubation 시켰다. Wash buffer 200 

μl로 5회 washing 후 1X SP Conjugate 50 μl를 첨가하

고 plate cover를 덮고 실온에서 30분 동안 incubation 하

였다. Wash buffer 200 μl로 5회 washing 후 Chromogen 

Substrate 50 μl를 첨가하고 bubble을 제거한 후 plate 

cover를 덮고 실온에서 20분 동안 incubation 하였다. 

Stop solution 50 μl를 plate에 넣고 발색반응을 중지시킨 

후 microplate spectrophotometer (Benchmark plus, 

Biorad, USA)로 450 nm에서 OD (Optical density)를 측정

하였다. Standard curve를 만들어 sample의 Corticosterone

를 assay하였다.
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9) ELISA에 의한 Serotonin 측정

Serotonin은 Serotonin Elisa Kit (abcam, UK)를 사용

하여 측정하였다. Serotonin이 coating된 microplate에 

Serotonin standard 100 μl, serum 100 μl를 넣고 Alkaline 

phosphate conjugate 50 μl를 첨가하고, Serotonin anti-

body 50 μl를 넣은 후 platecover로 tapping한 후에 1분

간 mixing하고 실온에서 2시간 동안 500 rpm으로 shaking 

시켰다. Wash buffer 200 μl로 3회 washing 후 pNpp 

substrate solution 200 μl를 첨가하고 plate cover를 덮

고 실온에서 1시간 동안 incubation 하였다. Stop solution 

50 μl를 plate에 넣고 발색반응을 중지시킨 후 microplate 

spectrophotometer (Benchmark plus, Biorad, USA)로 

405 nm에서 OD (Optical density)를 측정하였다. Standard 

curve를 만들어 sample의 Serotonin를 assay하였다.

10) ELISA에 의한 Gamma-Aminobutyric Acid 

(GABA) 측정

실험이 끝난 후 적출한 뇌 조직(50 mg)에 lysis buffer 

1 ml을 넣고 precellys 24 (Bertin technologies, France)

에서 균질화하고 4°C, 10,400 rpm에서 5분 동안 원심분리

(Centrifuge 5415 R: Eppendorf, Germany)하여 상층액을 

분리하였다. 분리한 상층액 sample은 측정하기 전까지 냉

동보관 하였다. GABA 측정은 Enzyme-linked Immuno-

sorbent Assay Kit For GABA (Biomatik, USA)을 사용하여 

측정하였다. GABA가 coating된 microplate에 gABA 

Standard, 조직 sample 50 μl를 넣은 후 1X Detection 

Reagent A 50 ul를 바로 넣고 platecover로 tapping (cloudy 

상태 확인)한 후에 1분간 mixing하고 37°C에 60분간 in-

cubation 하였다. Wash buffer 400 μl로 3회 washing후 

1X Detection Reagent B 100 ul를 넣고 platecover로 

tapping한 후에 1분간 mixing하고 37°C에 30분간 in-

cubation 시켰다. Wash buffer 400 μl로 5회 washing후 

Substrate Solution 90 ul를 넣고 platecover로 tapping한 

후에 1분간 mixing하고 37°C에 10분간 incubation (dark 

상태) 시켰다. Stop solution 50 μl를 plate에 넣고 발색반

응을 중지시킨 후 microplate spectrophotometer (Bench-

mark plus, Biorad, USA)로 450 nm에서 OD (Optical 

density)를 측정하였다. Standard curve를 만들어 sample

의 gABA을 assay하였다. 

11) ELISA에 의한 Melatonin (MT) 측정

실험이 끝난 후 적출한 뇌 조직(100 mg)에 1X PBS 1 

ml을 넣고 precellys 24 (Bertin technologies, France)에

서 균질화하고 4°C, 7,300 rpm에서 5분 동안 원심분리

(Centrifuge 5415 R: Eppendorf, Germany)하여 상층액을 

분리하였다. 분리한 상층액 sample은 측정하기 전까지 냉

동보관하였다. Melatonin 측정은 Rat Melatonin Elisa Kit 

(Biomatik, USA)를 사용하여 측정하였다. Melatonin이 coat-

ing된 microplate에 Rat Melatonin Standard, 조직 sam-

ple 50 μl를 넣고, HRP-conjugate를 50 μl를 첨가하고 

Antibody 50 μl를 넣고 platecover로 tapping한 후에 1분

간 mixing하고 37°C에 60분간 incubation 시켰다. Wash 

buffer 400 μl로 3회 washing후 Substrate A 50 ul를 넣

고, Substrate B 50 ul를 첨가한 다음 platecover로 tap-

ping한 후에 1분간 mixing하고 37°C에 15분간 incuba-

tion (dark 상태) 하였다. Stop solution 50 μl를 plate에 

넣고 발색반응을 중지시킨 후 microplate spectropho-

tometer (Benchmark plus, Biorad, USA)로 450 nm에서 

OD (Optical density)를 측정하였다. Standard curve를 만

들어 sample의 Melatonin을 assay하였다. 

12) Immunohistochemistry: Brain derived 

neurotrophic factor (BDNF) 

모든 실험이 끝난 직후 흰쥐를 80% O2 가스에 5% iso-

flurane (Hana Pharm, Korea)을 이용하여 흡입마취 유도

를 한 후, 0.9% saline 200 ml에 이어 phosphate buffer로 

준비한 5% formalin 용액(fixative) 200 ml로 심장을 통해 

관류하였다. 고정이 끝난 쥐는 뇌를 꺼내 10% formalin 용

액으로 고정시키고, 30% sucrose가 함유된 phosphate 

buffered saline (PBS)에 넣어 4°C에서 하루 동안 보관하였

다. 다음날 뇌를 급속 냉동한 후 뇌 조직은 Cryotome 

(Shandon, Japan)을 이용하여 30 μm의 두께로 잘랐다. 

뇌 조직은 초기에 0.1 M PBS에 3회 정도 세척하였고, 2% 

토끼 혈청으로 30분 blocking한 후, 각각 BDNF antibody 

(1:400, Novusbio, USA)를 사용하였다. 1차 항체는 0.1 M 

PBS에 0.1% sodium azide (Sigma, USA) buffer로 400배 

희석하여 준비하였다. 뇌 조직은 1차 항혈청에 4°C에서 72
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시간동안 배양하였다. 그 후 3번 이상 조직을 0.1 M PBS로 

세척한 다음 biotinylated universal Secondary Antibody 

(Quick Kit: Vector Laboratories, USA)를 에 37°C에서 30

분 동안 반응시켰다. 0.1 M PBS로 3번 세척한 다음, 뇌 조

직은 37°C에서 30분 동안 Streptavidin peroxidase pre-

formed complex (Quick Kit: Vector Laboratories, Bur-

lingame, CA, USA)에 담구었다. 0.1 M PBS로 3번 세척한 

다음 조직을 착색제로서 diaminobenzidine (DAB: Vector 

Laboratories, USA)을 사용하여 발현시키고, 0.1 M PB로 

발색을 정지시켰다. 염색이 끝난 조직은 광학현미경(Nikon, 

Japan)을 사용하여 40배로 확대하여 관찰하였고, 신경세포

의 밀도를 Scion image program (Scion Corp. MD, USA)

을 이용하여 측정하였다.

13) Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction (RT-PCR) 

(1) Total RNA 분리

적출된 뇌를 coronal section하여 신속히 액체 질소에 

급속 냉동시키고 분석할 때까지 −70°C에서 보관하였다. 

Total RNA의 분리는 뇌 조직(300 mg)에 800 ul Trizol 

Reagent (Lifetechnologies, USA)를 넣고 precellys 24 

(Bertin technologies, France)에서 균질화하고, 균질액에 

200 μl의 chloroform (Sigma, USA)을 가하여 15초 동안 

흔들어 잘 혼합한 후, 실온상태에서 5분 방치하고 난 다음 

세포 유잔물을 제거하기 위하여 4°C, 14,000 rpm에서 5분 

동안 원심분리(Centrifuge 5415 R: Eppendorf, Germany)

하였다. 원심분리로 얻어진 상층액에 500 μl의 isopro-

panol (sigma, USA)을 첨가하여 실온상태에서 5분 동안 방

치한 후 RNA pellet을 얻기 위하여 4°C, 14,000 rpm에서 

8분간 원심분리하고, 원심분리로 생긴 pellet에 냉장 보관된 

70% ethanol과 함께 DEPC를 넣고 4°C, 7,500 rpm에서 

5분간 원심분리 후 pellet만 남기고 모두 제거하고, 남은 

ethanol은 실온에서 5분간 방치시켜 건조시킨 다음 DEPC- 

treated water에 녹여 spectrophotometer (Biophotometer: 

Eppendorf, Germany)에서 OD260 값을 읽어 RNA의 순도 

및 농도를 정량하였다.

(2) Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction (RT-PCR) 

분리된 total RNA 5 μg과 2.5 μl Oligo (dT), DEPC- 

treated water를 RT premix (Bioneer, Korea)에 넣어 

Mastercycler gradient (Eppendorf, Germany)를 이용하

여 50 μl cDNA를 합성하여 PCR 증폭을 위한 template로 

사용하였다. 이때 housekeeping 유전자인 glyceraldehyde- 

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (sense primer: 

5'-ACTCCATCACCATCTTCCAG-3', antisense primer: 5'- 

CCTGCTTTCACCACCTCCTTG-3')를 internal control로 

사용하였다. Reverse transcription temperature cycle은 

42°C에서 1시간 동안 cDNA synthesis, 94°C에서 5분 동안 

denature 그리고 4°C에서 5분 동안 cooling시키는 단계를 

거쳤다. Polymerase chain reaction은 cDNA, 10 pg sense 

primer, 10 pg antisense primer, DEPC-treated water를 

PCR premix (Bioneer, Korea)에 넣은 후 Mastercycler 

gradient (Eppendorf, Germany)를 이용하여 증폭시킨다. 

PCR temperature cycle은 cDNA의 증폭을 위하여 95°C에

서 300초 동안 pre-denaturation, 94°C에서 40초 동안 

melting, 55°C에서 40초 동안 annealing, 72°C에서 90초 

동안 extension하는 과정을 34회 반복 수행하고 마지막 

cycle에서 72°C에서 600초 동안 extension 단계를 거친다. 

BDNF 유전자증폭은 primer (senseprimer: 5'-CAGGG 

GCATAGACAAAAG-3', antisense primer: 5'-CTTCCCC 

TTTTAATGGTC-3'), CREB 유전자증폭은 primer (sense-

primer: 5'-TACCCAGGGAGGAGCAATAC-3', antisense pri-

mer: 5'-GAGGCAGCTTGAACAACAAC-3'), TNF-α 유전

자증폭은 primer (senseprimer: 5'-ATGAGCACAGAAAGC 

ATGATC-3', antisense primer: 5'-TACAGGCTTGTCACT 

CGAAT-3'), TrkB 유전자증폭은 primer (senseprimer: 5'- 

GATCTTCACCTACGGCAAGC-3', antisense primer: 5'- 

TCGCCAAGTTCTGAAGGAGT-3')로 시행하였다. 이렇게 

증폭된 BDNF, CREB, TNF-α, TrkB의 DNA를 Greenview 

nucleic acid gel stain (IO Rodeo, 1:10,000)를 포함한 

1.5% agarose gel상에서 0.5x TBE buffer (80 mM 

Tris-HCL, 80 mM boric acid, 2 mM EDTA, pH 8.3)로 

100 V에서 전기 영동시켜 관찰한 후 Image Station 

(Samsung, Korea)을 이용하여 촬영하였으며, Alphaease 

FC StandAlone Software (Alpha Innotech, USA)를 이용

하여 측정하였다.
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Fig. 1. Effect of DSGYSB administration on the Noradrenalin level in  
CMS rats. Values are expressed Mean±SE. Every group Normal, nor-
mal group; Control, CMS and no treatment; DSGYSB 50 mg, CMS and 
administration of DSGYSB 50 mg; DSGYSB 100 mg, CMS and admin-
istration of DSGYSB 100 mg; DSGYSB 200 mg, CMS and admin-
istration of DSGYSB 200 mg. *p＜0.05, compared with control. 

Fig. 2. Effect of DSGYSB administration on the Corticosterone level in  
CMS rats. Values are expressed Mean±SE. The groups refer to Fig. 1. 
##p＜0.01, compared with normal; *p＜0.05, compared with control. 

3. 통계처리

모든 측정값은 Excel statistic program (Microsoft, 

USA)을 이용하여 평균치와 표준오차(mean±standard er-

ror)로 표시하였고, 각 실험군 간의 통계학적 분석은 SPSS 

21.0 ver. for windows를 사용하여 비모수적 방법으로 

Mann-Whitney U test를 시행하였다. 각 실험군은 대조군

에 비하여 α=0.05 수준(p＜0.05)과 α=0.01 수준(p＜ 

0.01)에서 유의성을 검정하였다. 

III. 결과 

1. Noradrenalin 함량에 미치는 영향

동신기혈양수방의 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 

Noradrenalin 함량에 미치는 영향을 관찰한 결과, 정상군은 

45.4±12.4 10−1
*pg/ml, 대조군은 85.2±21.5 10−1

*pg/ml

을 나타내어 정상군에 비하여 대조군이 높았고, DSGYSB 

50 mg군은 54.8±22.6 10−1
*pg/ml, DSGYSB 100 mg군

은 50.2±15.6 10−1
*pg/ml, DSGYSB 200 mg군은 35.4± 

9.7 10−1
*pg/ml을 나타내어 대조군에 비하여 DSGYSB 

200 mg군이 유의한 감소를 나타내었다(Fig. 1).

2. Corticosterone 함량에 미치는 영향

동신기혈양수방의 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 

Corticosterone 함량에 미치는 영향을 관찰한 결과, 정상군

은 27.9±1.9 pg/ml, 대조군은 60.5±6.3 pg/ml를 나타내

어 정상군에 비하여 대조군은 유의하게 증가하였고, DSGYSB 

50 mg군은 41.9±7.9 pg/ml, DSGYSB 100 mg군은 

41.1±6.5 pg/ml, DSGYSB 200 mg군은 36.5±4.9 pg/ml

을 나타내어 대조군에 비하여 DSGYSB 200 mg군이 유의하

게 감소하였다(Fig. 2).

3. Serotonin 함량에 미치는 영향

동신기혈양수방의 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 

Serotonin 함량에 미치는 영향을 관찰한 결과, 정상군은 

3.61±0.32 pg/ml, 대조군은 2.88±0.27 pg/ml를 나타내

어 정상군에 비하여 대조군은 감소하였고, DSGYSB 50 mg

군은 3.55±0.60 pg/ml, DSGYSB 100 mg군은 3.64±0.20 

pg/ml, DSGYSB 200 mg군은 3.97±0.47 pg/ml을 나타내

어 대조군에 비하여 DSGYSB 200 mg군이 유의하게 증가하

였다(Fig. 3).

4. GABA 함량에 미치는 영향

동신기혈양수방의 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 

GABA 함량에 미치는 영향을 관찰한 결과, 정상군은 62.4± 

9.7 pg/ml, 대조군은 35.0±7.3 pg/ml를 나타내어 정상군

에 비하여 대조군은 유의하게 감소하였고, DSGYSB 50 mg

군은 52.0±1.9 pg/ml, DSGYSB 100 mg군은 65.3±10.0 

pg/ml, DSGYSB 200 mg군은 61.3±5.4 pg/ml을 나타내어 

대조군에 비하여 DSGYSB 50 mg군, DSGYSB 100 mg군, 
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Fig. 3. Effect of DSGYSB administration on the Serotonin level in CMS 
rats. Values are expressed Mean±SE. The groups refer to Fig. 1. ##p＜
0.01, compared with normal; *p＜0.05, compared with control. 

Fig. 5. Effect of DSGYSB administration on the Melatonin level in CMS 
rats. Values are expressed Mean±SE. The groups refer to Fig. 1. 

Fig. 4. Effect of DSGYSB administration on the GABA level in CMS 
rats. Values are expressed Mean±SE. The groups refer to Fig. 1. #p＜
0.05, compared with normal; *p＜0.05, compared with control. 

Fig. 6. Effect of DSGYSB administration on the BDNF activity in CMS 
rats. Values are expressed Mean±SE. The groups refer to Fig. 1. #p＜
0.05, compared with normal; *p＜0.05, compared with control. 

DSGYSB 200 mg군이 모두 유의하게 증가하였다(Fig. 4).

5. Melatonin 함량에 미치는 영향

동신기혈양수방의 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 

Melatonin 함량에 미치는 영향을 관찰한 결과, 정상군은 

56.5±7.3 pg/ml, 대조군은 32.1±7.6 pg/ml를 나타내어 

정상군에 비하여 대조군은 감소하였고, DSGYSB 50 mg군

은 46.1±9.4 pg/ml, DSGYSB 100 mg군은 42.1±11.2 

pg/ml, DSGYSB 200 mg군은 41.4±7.9 pg/ml을 나타내

어 대조군에 비하여 각 실험군은 증가하였으나 유의한 차이

는 나타내지 않았다(Fig. 5).

6. PCR 기법 활용 BDNF, CREB, TrkB, TNF-α에 

미치는 영향 

1) BDBF 활성에 미치는 영향

동신기혈양수방의 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 

BDNF 활성에 미치는 영향을 관찰한 결과, 정상군은 127.0± 

2.6 OD value, 대조군은 118.5±1.8 OD value를 나타내어 

정상군에 비하여 대조군이 유의하게 감소하였고, DSGYSB 

50 mg군은 124.8±1.9 OD value, DSGYSB 100 mg군은 

127.9±1.9 OD value, DSGYSB 200 mg군은 127.0±3.0 

OD value을 나타내어 대조군에 비하여 DSGYSB 50 mg군, 

DSGYSB 100 mg군, DSGYSB 200 mg군이 모두 유의하게 

증가하였다(Fig. 6).
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Fig. 7. Effect of DSGYSB administration on the CREB activity in CMS 
rats. Values are expressed Mean±SE. The groups refer to Fig. 1. #p＜
0.05, compared with normal; *p＜0.05, compared with control. 

Fig. 9. Effect of DSGYSB administration on the TNF-α activity in CMS 
rats. Values are expressed Mean±SE. The groups refer to Fig. 1. ##p＜
0.01, compared with normal; *p＜0.05, **p＜0.01, compared with control. 

Fig. 8. Effect of DSGYSB administration on the TrkB activity in CMS 
rats. Values are expressed Mean±SE. The groups refer to Fig. 1. ##p＜
0.01, compared with normal; *p＜0.05, **p＜0.01, compared with control. 

2) CREB 활성에 미치는 영향

동신기혈양수방의 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 

CREB 활성에 미치는 영향을 관찰한 결과, 정상군은 129.3± 

4.0 OD value, 대조군은 117.0±3.4 OD value를 나타내어 

정상군에 비하여 대조군이 유의하게 감소하였고, DSGYSB 

50 mg군은 129.8±5.6 OD value, DSGYSB 100 mg군은 

131.0±4.3 OD value, DSGYSB 200 mg군은 135.5±5.0 

OD value을 나타내어 대조군에 비하여 DSGYSB 100 mg

군과 DSGYSB 200 mg군이 유의하게 증가하였다(Fig. 7). 

3) TrkB 활성에 미치는 영향

동신기혈양수방의 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 

TrkB 활성에 미치는 영향을 관찰한 결과, 정상군은 118.7± 

2.1 OD value, 대조군은 82.0±1.3 OD value를 나타내어 

정상군에 비하여 대조군이 유의하게 감소하였고, DSGYSB 

50 mg군은 75.4±5.5 OD value, DSGYSB 100 mg군은 

93.1±2.8 OD value, DSGYSB 200 mg군은 102.1±1.4 

OD value을 나타내어 대조군에 비하여 DSGYSB 100 mg

군과 DSGYSB 200 mg군이 유의하게 증가하였다(Fig. 8). 

4) TNF-α 활성에 미치는 영향

동신기혈양수방의 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 

TNF-α 활성에 미치는 영향을 관찰한 결과, 정상군은 108.1± 

2.3 OD value, 대조군은 126.6±2.4 OD value를 나타내어 

정상군에 비하여 대조군이 유의하게 증가하였고, DSGYSB 

50 mg군은 121.4±5.1 OD value, DSGYSB 100 mg군은 

109.1±8.1 OD value, DSGYSB 200 mg군은 109.9±3.1 

OD value을 나타내어 대조군에 비하여 DSGYSB 100 mg

군과 DSGYSB 200 mg군이 유의하게 감소하였다(Fig. 9). 

7. 혈당 및 혈청 transaminase 함량에 미치는 영향

1) Glucose 함량

동신기혈양수방의 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 glu-

cose 함량에 미치는 영향을 관찰한 결과, 정상군은 120.3± 
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Fig. 10. Effect of DSGYSB administration on the glucose level in CMS 
rats. Values are expressed Mean±SE. The groups refer to Fig. 1. #p＜
0.05, compared with normal; *p＜0.05, **p＜0.01, compared with control. 

Fig. 12. Effect of DSGYSB administration on the ALT level in CMS rats. 
Values are expressed Mean±SE. The groups refer to Fig. 1. 

Fig. 11. Effect of DSGYSB administration on the AST level in CMS rats. 
Values are expressed Mean±SE. The groups refer to Fig. 1. 

6.1 g/dl, 대조군은 147.2±9.4 g/dl를 나타내어 정상군에 

비하여 대조군이 유의하게 증가하였고, DSGYSB 50 mg군

은 126.5±3.3 g/dl, DSGYSB 100 mg군은 113.6±4.9 

g/dl, DSGYSB 200 mg군은 110.2±4.6 g/dl를 나타내어 

대조군에 비하여 DSGYSB 100 mg군과 DSGYSB 200 mg

군 모두 유의하게 감소하였다(Fig. 10).

2) AST 함량

동신기혈양수방의 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 AST 

함량에 미치는 영향을 관찰한 결과, 정상군은 76.2±2.2 

U/L, 대조군은 90.8±7.2 U/L를 나타내어 정상군에 비하여 

대조군은 증가하였으나, DSGYSB 50 mg군은 89.7±7.4 

U/L, DSGYSB 100 mg군은 81.0±2.8 U/L, DSGYSB 200 

mg군은 75.8±7.0 U/L를 나타내어 대조군에 비하여 각 실

험군은 유의한 차이가 없었다(Fig. 11).

3) ALT 함량

동신기혈양수방의 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 ALT 

함량에 미치는 영향을 관찰한 결과, 정상군은 26.0±0.7 

U/L, 대조군은 29.5±2.7 U/L를 나타내어 정상군에 비하여 

대조군은 증가하였으나, DSGYSB 50 mg군은 25.2±1.3 

U/L, DSGYSB 100 mg군은 24.8±3.9 U/L, DSGYSB 200 

mg군은 25.0±1.1 U/L를 나타내어 대조군에 비하여 각 실

험군은 유의한 차이가 없었다(Fig. 12). 

8. Leukocyte 변화에 미치는 영향

동신기혈양수방가미 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 

Leukocyte 변화에 미치는 영향을 관찰한 결과, White 

blood cell, Neutrophil, Lymphocyte, Monocyte의 경우 

대조군에 비하여 DSGYSB 200 mg군이 유의하게 증가하였

다(Fig. 13).

9. Erythrocyte 및 thrombocyte 변화에 미치는 

영향

동신기혈양수방 용량별 투여가 CMS 유발 흰쥐의 Eryth-

rocyte 및 Thrombocyte 변화에 미치는 영향을 관찰한 결

과, Red blood cell과 Hematocrit, Eosinophil, Platelet의 

경우 대조군에 비하여 각 실험군은 유의한 차이를 보이지 
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Fig. 13. Effect of DSGYSB administration on the Leukocyte level in  
CMS rats. Values are expressed Mean±SE. The groups refer to Fig. 1. 
(A) White blood cell, (B) Neutrophil, (C) Lymphocyte, (D) Monocyte, 
(E) Eosinophil. *p＜0.05, compared with control.

않았으며, Hemoglobin의 경우 대조군에 비하여 DSGYSB 

200 mg군이 유의하게 증가하였다(Fig. 14).

IV. 고찰

충분한 양의 수면은 건강을 유지하는데 필수적인 요소로 

개인의 안녕과 삶의 질에 긍정적인 영향을 미치는데, 여러 

가지 형태의 방해로 인해 충분한 수면을 취하지 못하면 에

너지와 활력을 잃게 되어 신체적, 정신적, 행동적 장애가 발

생하게 되며, 집중력과 판단력이 저하되며 불안정해지고 일

상생활에 적극적으로 참여하기 어려워진다25). 대한수면연

구학회(Korean Sleep Research Society, 2009)의 수면 정보

에 의하면 우리나라의 경우 20% 이상이 불면증을 겪고 있고 

그중 1/4 정도는 만성 불면증을 경험하고 있다고 한다26).

불면증은 수면장애 가운데 가장 흔한 질환으로 수면의 

어려움을 호소하는 증상으로 정의되는데 현대인의 3명 중 

1명이 한 해 동안 불면을 경험하고 6명 중 1명이 심각한 

불면을 경험하며 12명 중 1명이 만성적인 불면을 경험한다
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Fig. 14. Effect of DSGYSB administration on the Erythrocyte and Thrombocyte level in CMS rats. Values are expressed Mean±SE. The groups refer to  
Fig. 1. (A) Red blood cell, (B) Hemoglobin, (C) Hematocrit, (D) Platelet. *p＜0.05, compared with control.

고 보고될 정도로 매우 높은 유병률을 보인다7). 불면증의 

원인으로는 심리적 요인, 환경적 요인 등 매우 다양하나, 현

대 사회에서는 복합 요인이 작용하여 발생하는 원인 불명의 

불면증이 많은데 이는 스트레스와 밀접한 관련이 있을 것으

로 생각된다1,3).

스트레스는 인체에 가해지는 다양한 자극이나 변화에 대

해 원활하게 대처하지 못하여 발생하는 인체의 부적응 상태

로 각종 심리증상과 신체증상, 행동증상 등을 초래하는 것을 

말한다4). 이러한 스트레스에 대해 자율신경계와 시상하부–
뇌하수체-부신 축(Hypothalamus-Pituitary-Adrenal gland; 

HPA axis)에 의해 생리적 반응이 조절되는 것으로 알려져 

있는데, 스트레스 자극이 주어지면 대뇌피질에서 위험성에 

대해 파악하고, 망상활성계(Reticular Activating System)

를 통해 변연계(Limbic System)와 시상(Thalamus)으로 이

동하여 내분비계와 자율신경계를 활성화시킨다5,27). 내분비

계가 활성화 될 때 시상하부는 부신피질 자극 호르몬 방출 

인자(Corticotropin Releasing Factor; CRF)를 분비하여 뇌

하수체 전엽을 자극해 부신피질 자극 호르몬(Adrenocorti-

cotropic Hormone; ACTH)을 방출하고 방출된 ACTH는 

부신피질을 자극하여 대표적인 스트레스 지표 물질인 Corti-

costerone을 방출하게 한다28). 방출된 Corticosterone은 

몸의 기관과 중추신경계, 자율신경계통, 내분비계통, 면역계

통에 영향을 미치게 되고 신체의 조절 기능을 약화시켜 복

합적인 신체증상을 유발하여 가볍게는 두통, 피로감, 면역기

능 저하, 신경성 질환 등을 발생시키고, 심하면 당뇨병, 고혈

압, 심장질환, 암 등의 난치성 질환으로 발생하게 된다29-31).

특히 정신건강의 측면에서 볼 때 반복적이고 만성적인 

스트레스는 중추신경계에 작용하여 여러 신경전달물질 및 

호르몬 분비의 변화를 유발하여 걱정, 우울, 불안, 초조, 긴

장 등 심리적으로 불안정한 상태를 야기하고 수면장애, 우

울증 등의 기분장애 및 조현병 등 각종 정신과적 질환을 발

생시킨다5,6). 

한의학에서는 스트레스 인자에 대해 정신적인 자극(칠정

상) 또는 외부 환경(육기)의 변화가 자극인자로 작용하여 인
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체가 반응함으로써 나타나는 현상으로 인식하였는데32), 이

는 ≪영추(靈樞)ㆍ구문편(口問篇)≫33)에서 기후, 정동(情動), 

음식, 기거 등을 제시한 것과 ≪삼인방(三因方)≫34)의 내인

(內因), 외인(外因), 불내외인(不內外因)을 통해 알 수 있다. 

이 중 심리적 스트레스와 관련된 부분은 七情에 의한 것으

로 ≪소문(素問)ㆍ거통론(擧痛論)≫35)에서는 노(怒)하면 기

상(氣上)하고 희(喜)하면 기완(氣緩)하고 비(悲)하면 기소(氣

消)하고 공(恐)하면 기하(氣下)하고 경(驚)하면 기란(氣亂)하

고 사(思)하면 기결(氣結)한다고 하여, 감정의 변화가 기의 

기능을 실조시킴으로써 다양한 질병을 일으킬 수 있다고 하

였다7). 

수면에 대해서는 한의학에서 양기와 음기의 상관관계로 

설명하고 있는데 ≪영추(靈樞)ㆍ대혹편(大惑論)≫36)에서는 

양기가 신체의 음분으로 들어가면 눈을 감고 수면을 취하게 

되지만, 양기가 밤이 되어 음분으로 들어가지 못하고 양분

에 머물게 되면 불면이 된다고 하였다. 불면을 일으키는 원

인은 다양한데, 감정의 급격한 변화나 지속적인 스트레스가 

주된 요인으로 병리기전을 살펴보면 다음과 같다. 첫 번째

는 정지부수 간기울결 울구이화화 사화우동심신 신부득안

이치불매(情志不遂 肝氣鬱結 鬱久而化火 邪火扰動心神 神

不得安而致不寐) 하고, 두 번째는 심담허겁 혹 폭수경해 신

혼불안 선경이공이치야부능매(心膽虛怯 或 暴受驚駭 神魂

不安 善驚易恐而致夜不能寐) 하며, 세 번째는 사려노권태과 

손상심신 심상즉심혈암모 신불수사(思慮勞倦太過 損傷心神 

心傷則心血暗耗 神不守舍) 한다37). 즉, 정신적인 스트레스로 

인해 기가 울체되어 순행이 순조롭지 못하면 음양기혈의 균

형이 깨지고 장부를 손상시켜 불면이 발생하게 된다. 

동신기혈양수방은 ≪변증기문ㆍ불매문≫
9)에 기재된 윤

조교심탕의 가감처방으로 오래도록 근심걱정을 한 후에 피

곤하지만 잠을 자지 못하는 증상에 활용하는 윤조교심탕에 

산조인(초)과 용안육, 사인, 황금을 가한 처방이다. 저자는 

동신기혈양수방이 사려과다로 인해 심신불교하고 간기태조

하여 생기는 간혈(肝血)의 조(燥)를 보하고, 신고(腎枯)를 막

으며 신수(腎水)가 양목(養木)하여 간과 심이 교류시키는 것

에 산조인과 용안육의 조합으로 음혈이 부족해 생기는 심번

불면(心煩不眠)과 소양경의 열을 내리는 작용을 더해 불면

을 치료할 수 여겨 임상에서 활용하였다. 동신기혈양수방을 

구성하는 약물은 백작약, 산조인(초), 숙지황, 당귀, 용안육, 

사인, 현삼, 시호, 석창포, 황금으로 약재 각각의 효능을 살

펴보면 백작약은 고산미한(苦酸微寒)하여 양혈유간(養血柔

肝), 완중지통(緩中止痛), 렴음수한(斂陰收汗)하고, 산조인

(초)은 미감산(味甘酸)하여 허번불면(虛煩不眠), 경계다몽

(驚悸多夢)하고, 숙지황은 감미온(甘微溫)하여 자음보혈(滋

陰補血), 익정전수(益精塡髓)하고, 당귀는 감신온(甘辛溫)하

여 보혈화혈(補血和血), 조경지통(調經止痛), 윤조활장(潤燥

滑腸)하는데 세 가지의 보혈약 조합이 생혈(生血)을 자양(滋

養)하고 심간이경(心肝二經)의 기능을 조절하여 조혈(造血)

하는 것에 산조인(초)의 영혈을 보하여 안신(安神)하는 작용

을 덧붙였다. 여기에 미감(味甘)하고 보익심비(補益心脾), 

양혈안신(養血安神)하는 용안육을 추가하였다. 현삼은 청열

량혈약으로 감고함한(甘苦鹹寒)하여 양혈자음(養血滋陰), 

사화해독(瀉火解毒)하고, 시호는 발산풍열약으로 고미한(苦

微寒)하여 화해표리(和解表裏), 소간(疏肝), 승양(升陽)하며, 

석창포는 개규약으로 신고온(辛苦溫)하여 화담개규(化痰開

竅), 화습행기(化濕行氣), 거풍이비(祛風利痺), 소종지통(消

腫止痛)하는 효과가 있다. 또한 미고(味苦)하고 사실화(瀉實

火)하는 황금을 시호와 어울려 소양경의 열을 청(淸)하게하

는 작용을 덧붙여 심리적인 갈등으로 인해 생긴 열을 제거

하여 수면을 유도하거나 유지하는데 도움이 되도록 하였다38). 

기존의 한의학 실험 연구들에서의 스트레스 모델은 구속

스트레스, 소음스트레스, 전기쇼크 등 신체적 스트레스를 가

하거나 심리적 스트레스를 유발시켜 단일 약재 혹은 복합 

방제의 투여에 따른 혈액 분석, 뇌 조직 내 물질의 함량 변화 

측정, 뇌세포 유전자 분석 등을 통하여 항스트레스 효과를 

보고한 연구가 많았다39). 

본 연구에서 활용한 Chronic Mild Stress (CMS) 유발 

흰쥐는 Wilner에 의해 고안된 것으로 여러 종류의 약물을 

통해 다양한 실험 및 관측이 가능하다는 점에서 의미가 있

는 실험 방법이다. 초기 동물실험에서는 강한 자극을 주는 

방법이 선호되었으나 최근에는 인간의 생활 스트레스를 본 

뜬 경미한 강도의 반복적인 스트레스를 이용하는 방법이 선

호되고 있다. 실험동물에 가해진 스트레스는 먹이박탈, 빈 

물병 제시, 강제 운동, 소음, 주야 주기 역전, 강제 수영, 빛 

깜빡임, 케이지 기울이기, 케이지 흔들기, 고밀도 사육, 물 

박탈, 젖은 깔집 등이 포함되며 매일 스트레스 유발표에 의

하여 예측할 수 없는 자극들을 제공하여 습관화가 일어나지 

않도록 하였다40,41). 

기존의 수면장애와 관련된 실험적 연구로는 천왕보심단, 
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온담탕, 귀비탕, 수종의 한약재 열수추출물이 멜라토닌 수용

체 발현에 미치는 영향10,11), 분심기음가미방이 흰쥐의 수면

장애와 불안, 정서성에 미치는 영향12,13) 등이 있고, 기존의 

불면증 치료에 대한 임상보고는 산조인탕의 불면치료에 대

한 임상연구14,15)와 삼황사심탕16), 육군자탕가미방17)의 임상

증례보고가 있다. 만성 스트레스에 대한 실험적 연구로는 

Chronic Mild Stress로 유발된 우울증 모델 흰쥐에 대한 귀

비탕의 실험적 연구18), 가미산조인탕의 항스트레스 효과19), 

사물탕가향부자20)과 하엽추출물21)의 항우울 효과, 삼음교, 

족삼리의 백복령 약침이 CSM 유발 흰쥐에 미치는 영향22)을 

보고한 바가 있다. 또한 황칠23)과 윤조교심탕24)을 이용한 만

성 스트레스 모델에서의 스트레스 및 수면 관련 호르몬에 

미치는 영향을 보고한 연구가 있었으나, 액상 파우치 형태

의 한약의 스트레스 및 수면관련 호르몬에 미치는 영향을 

연구한 보고는 없었다. 

이에 저자는 임상에서 정신적 스트레스로 인한 불면에 

효과를 보이는 동신기혈양수방을 액상 스틱 파우치 형태로 

변용시켜 이를 경구하는 것이 만성 스트레스 모델 흰쥐의 

스트레스 및 수면 관련 호르몬에 유의미한 영향을 미칠 것

으로 추정하여 혈액 및 혈청학적 지표, 스트레스, 수면과 관

련된 지표인 Noradrenalin, Corticosterone, Serotonin, 

GABA, Melatonin, PCR기법을 활용한 BDNF, CREB, 

TrkB, TNF-α 지표의 변화를 측정, 관찰하였다.

Noradrenalin은 부신(副腎)으로부터 혈액으로 방출되는 

스트레스와 관련된 호르몬 중 하나이며, 주의와 충동성과 

관련있는 인간의 뇌 부분에 영향을 미친다. 

본 실험에서 Noraderalin의 함량은 정상군의 경우 45.4± 

12.4 10−1
*pg/ml, 대조군은 85.2±21.5 10−1

*pg/ml을 나

타내어 정상군에 비하여 대조군이 높았고, 실험군에서는 

DSGYSB 200 mg군에서 35.4±9.7 10−1
*pg/ml로 대조군

에 비하여 유의한 감소를 나타내었으며, 오히려 정상군보다 

낮아지는 결과를 보였다(Fig. 1). 

부신 피질계 호르몬 중 하나인 Corticosterone은 스트레

스 자극에 의해 분비량이 증가되는 데, 주로 혈청 중의 Corti-

costerone의 분비가 증가되는 것으로 알려져 있는데42), 본 

실험에서 Corticosterone의 함량은 정상군의 경우 27.9± 

1.9 pg/ml, 대조군은 60.5±6.3 pg/ml를 나타내어 정상군

에 비하여 대조군이 높았고, 모든 실험군에서 감소를 보였

으며, 특히 DSGYSB 200 mg군은 36.5±4.9 pg/ml로 대조

군에 비하여 유의한 감소를 나타내었다(Fig. 2).

이를 종합해 볼 때, 고용량의 동신기혈양수방이 지속적인 

스트레스로 인해 높아진 Noraderalin와 Corticosterone의 

함량을 감소시킴으로서 항스트레스 효과를 보인다고 생각

된다.

Serotonin은 Melatonin의 전구체로 중뇌, 뇌교, 연수에 

있는 봉선핵에 주로 분포하는 신경전달물질이다. 신경정신

과적 치료의 측면에서 항불안, 항스트레스, 항우울, 항불면 

등의 효과에 대한 연구가 많이 진행되고 있는 물질로 주된 

작용은 수면에 대한 저항을 감소시켜 수면을 유도하고 식욕

을 감소시키며 분비량이 증가 시 뇌의 활동을 자극하여 각

성효과를 나타냄으로써 인지능력 및 집중력을 높이는 작용

을 하나 분비량 감소 시 침정상태를 유발하며 우울증, 불안

장애 등의 원인이 된다고 알려져 있다43,44). 

본 실험에서 Serotonin의 함량은 정상군의 경우 3.61± 

0.32 pg/ml, 대조군은 2.88±0.27 pg/ml를 나타내어 정상

군에 비하여 대조군이 낮았고, 모든 실험군에서 대조군보다 

증가를 보였으나 DSGYSB 200 mg군에서만 3.97±0.47 

pg/ml으로 대조군에 비하여 통계적으로 유의한 증가를 나

타내었다(Fig. 3).

Gamma-aminobutyric acid (GABA)는 포유류의 중추신

경계에서 신경흥분을 조정하는 역할을 맡고 있는 억제성 신

경전달물질로45), 항스트레스와 수면과 관련있다고 생각된다.

본 실험에서 GABA의 함량은 정상군의 경우 62.4±9.7 

pg/ml, 대조군은 35.0±7.3 pg/ml를 나타내어 정상군에 비

하여 대조군이 통계학적으로 유의하게 낮았고, 실험군에서

는 DSGYSB 50 mg군은 52.0±1.9 pg/ml, DSGYSB 100 

mg군은 65.3±10.0 pg/ml, DSGYSB 200 mg군은 61.3± 

5.4 pg/ml을 나타내어 모든 실험군이 대조군에 비하여 유

의한 증가를 나타내었다(Fig. 4).

Melatonin은 수면과 관련된 대표적인 호르몬으로 송과

선에서 생성, 분비되는데 멜라토닌합성효소(NAT)의 활성이 

망막으로부터의 광(Light) 정보에 의해 저해되어 어두울 때 

높아지고 밝을 때 낮아지는 변동을 보이며, 광주기를 감지

하여 생식활동의 일주성, 연주성 등 생체리듬 생성에 중요

한 역할을 하게 된다46,47). 

본 실험에서 Melatonin의 함량은 정상군의 경우 56.5± 

7.3 pg/ml, 대조군은 32.1±7.6 pg/ml를 나타내어 정상군

에 비하여 대조군이 낮았고, 실험군에서는 DSGYSB 50 mg
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군은 46.1±9.4 pg/ml, DSGYSB 100 mg군은 42.1±11.2 

pg/ml, DSGYSB 200 mg군은 41.4±7.9 pg/ml을 나타내

어 모든 실험군에서 대조군에 비해 증가였으나 유의한 차이

는 나타내지 않았다(Fig. 5).

이상에서 serotonin과 GABA, Melatonin의 농도가 정상

군에 비해 대조군은 모두 감소된 상태였고, 실험군에서는 

정상군과 거의 같은 수준을 유지하고 있음을 알 수 있다. 

스트레스로 인한 경우 Serotonin과 GABA의 함량은 높아지

게 되는데, 이 경우는 정상군보다 더 높게 나타나야 하겠지

만, 거의 같은 수준을 유지하고 있다는 점에서 증가된 

Serotonin과 GABA를 어느 정도 낮춘 것으로 생각되며, 

Melatonin과 고려해 보았을 때 동신기혈양수방은 항스트레

스와 수면유지의 효과를 나타낸다고 볼 수 있다.

또한 본 연구에서는 PCR 기법을 활용하여 BDNF, CREB, 

TrkB 및 TNF-α를 관찰하였는데 BDNF는 신경영양인자 

중에 하나로 신경세포의 생존과 분화에 관여하고, 중추신경계 

및 말초신경에서의 신경 재생에 관여한다고 알려져 있고48). 

cAMP response element-binding protein (CREB)은 우울

증과 관련된 전사인자 중 하나로 상위신호전달분자인 Extra-

cellular signal regulated kinase에 의해 조절되어 BDNF 

유전자 발현에 주요한 역할을 하며, Tropomyosin receptor 

kinase B (TrkB)는 BDNF의 수용체로 알려져 있고49-52), 시

냅스 전후에서 TrkB 수용체와의 작용을 통해 BDNF에 의한 

신경세포생성이 조절된다. 또, TNF-α는 초기단계의 염증

반응을 매개하는 역할을 하고, 염증반응, 면역반응 등 인체

의 방어기전에 관여하는 대표적인 사이토카인으로 TNF-α

의 증가는 비정상적인 염증반응을 일으킨다고 알려져 있다53).

동신기혈양수방이 BDNF의 활성에 미치는 영향을 관찰하

였을 때, 정상군은 127.0±2.6 OD value, 대조군은 118.5± 

1.8 OD value를 나타내어 정상군에 비하여 대조군이 유의

한 감소를 나타내었고, 실험군에서는 DSGYSB 50 mg군은 

124.8±1.9 OD value, DSGYSB 100 mg군은 127.9±1.9 

OD value, DSGYSB 200 mg군은 127.0±3.0 OD value을 

나타내어 모든 실험군이 대조군에 비하여 유의한 증가를 나

타내었다(Fig. 6). CREB의 활성에 미치는 영향을 관찰하였

을 때, 정상군은 129.3±4.0 OD value, 대조군은 117.0±3.4 

OD value를 나타내어 정상군에 비하여 대조군이 유의한 감

소를 나타내었고, 실험군에서는 DSGYSB 100 mg군은 

131.0±4.3 OD value, DSGYSB 200 mg군은 135.5±5.0 

OD value을 나타내어 대조군에 비하여 두 군이 유의한 증

가를 나타내었다(Fig. 7). 또한 TrkB의 활성에 미치는 영향

을 관찰하였을 때, 정상군은 118.7±2.1 OD value, 대조군

은 82.0±1.3 OD value를 나타내어 정상군에 비하여 대조

군이 유의한 감소를 나타내었고, 실험군에서는 DSGYSB 

100 mg군은 93.1±2.8 OD value, DSGYSB 200 mg군은 

102.1±1.4 OD value을 나타내어 대조군에 비하여 두 군

이 유의한 증가를 나타내었고(Fig. 8), TNF-α의 활성에 미

치는 영향을 관찰하였을 때, 정상군은 108.1±2.3 OD value, 

대조군은 126.6±2.4 OD value를 나타내어 정상군에 비하여 

대조군이 유의한 증가를 나타내었고, 실험군에서는 DSGYSB 

100 mg군은 109.1±8.1 OD value, DSGYSB 200 mg군은 

109.9±3.1 OD value을 나타내어 대조군에 비하여 두 군

이 유의한 감소를 나타내었다(Fig. 9). 

이상에서 볼 때, 동신기혈양수방이 BDNF, CREB, TrkB

의 활성을 증가시키고, TNF-α의 과도한 활성을 억제하여 

지속적인 스트레스 자극으로 인한 신경 손상 및 비정상적인 

염증반응을 통제하는 항스트레스 효과를 나타낸다고 생각

된다.

혈액학적 검사를 통한 각종 지표의 변화에 대한 결과는 

다음과 같다.

본 실험에서 동신기혈양수방을 투여하였을 때 Glucose의 

함량은 정상군의 경우 120.3±6.1 g/dl, 대조군은 147.2± 

9.4 g/dl를 나타내어 정상군에 비하여 대조군이 유의한 증

가를 나타내었고, 실험군에서는 DSGYSB 100 mg군은 

113.6±4.9 g/dl, DSGYSB 200 mg군은 110.2±4.6 g/dl를 

나타내어 대조군에 비하여 두 군 모두 유의한 감소를 나타

내었다(Fig. 10). 

스트레스 상황에서는 Noradrenalin과 Corticosterone

의 영향으로 인해 혈당이 증가되는데, 실험군의 혈당이 감

소된 것으로 볼 때, 동신기혈양수방은 스트레스로 인한 혈

당 강화효과가 있다고 생각된다.

동신기혈양수방의 안정성을 위해 AST와 ALT의 함량을 

확인하였는데, 정상군과 대조군, 모든 실험군에서 유의한 차

이가 없어(Fig. 11, 12), 안정성을 확보하였다고 생각된다. 

Erythrocyte와 Thrombocyte의 변화를 관찰한 결과 

Hemoglobin의 경우 대조군에 비하여 DSGYSB 200 mg군

이 유의한 증가를 나타내었고(Fig. 14), Leukocyte의 경우 

대조군에 비해 DSGYSB 200 mg군에서 White blood cell, 
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Neutrophil, Lymphocyte, Monocyte이 유의한 증가를 나

타내었다(Fig. 13). 이 결과는 동신기혈양수방이 보혈작용과 

면역력 증강 효과를 나타내는 것으로 항스트레스 효과가 있

다고 생각할 수 있다. 이는 윤조교심탕의 불면효과24)에 면역

력 증강효과를 더한 것으로 볼 수 있다. 

이상의 연구 결과로 볼 때, 액상 스틱 파우치 형태의 동신

기혈양수방의 경구 투여는 CMS 유발 흰쥐에 있어 스트레스 

및 수면관련 호르몬에 영향을 미치며, 특히 DSGYSB 200 

mg군에서 양호한 결과를 보이고 있다. 이것은 동신기혈양

수방이 스트레스 관련 호르몬을 감소시키며, 수면관련 호르

몬을 증가시키는 효과가 있다고 판단된다. 또한 실험결과가 

임상활용에서의 효과와 유사하게 나타났으며, 불면증 외 항

스트레스 효과를 보이고 있어 향후 임상에 적용한다면 스트

레스로 인한 불면증 환자에게 좋은 결과가 있을 것으로 생

각된다. 또한 보혈작용이 수면에 미치는 영향 및 기전에 대

한 추가적인 연구가 필요하다고 사료된다.

V. 결론

동신기혈양수방 용량별 투여가 CMS 유발에 대하여 

Noradrenalin, Corticosterone, Serotonin, GABA, BDNF, 

CREB, TrkB, TNF-α 및 혈액학적 변화에 미치는 영향을 

관찰한 바, 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. Noradrenalin 함량은 DSGYSB 200 mg군이 대조군과 

비교하여 유의하게 감소하였다. 

2. Corticosterone 함량에서 대조군에 비하여 DSGYSB 

200 mg군이 유의하게 감소하였다.

3. Serotonin 함량에서 대조군에 비하여 DSGYSB 200 

mg군이 유의하게 증가하였다.

4. GABA 함량은 DSGYSB 50 mg군, DSGYSB 100 mg

군, DSGYSB 200 mg군 모두 대조군과 비교하여 유의하게 

증가하였다.

5. BDNF 활성은 DSGYSB 50 mg군, DSGYSB 100 mg

군, DSGYSB 200 mg군 모두 대조군에 비하여 유의하게 증

가하였다.

6. CREB 활성은 DSGYSB 100 mg군과 DSGYSB 200 

mg군에서 대조군에 비하여 유의하게 감소하였다.

7. TrkB 활성은 DSGYSB 100 mg군과 DSGYSB 200 mg

군에서 대조군에 비하여 유의하게 감소하였다.

8. TNF-α 활성은 DSGYSB 100 mg군과 DSGYSB 200 

mg군에서 대조군에 비하여 유의하게 감소하였다.

9. 혈액내 Glucose 함량은 DSGYSB 100 mg군과 DSGYSB 

200 mg군 모두 대조군에 비하여 유의하게 감소하였다.

10. Leukocyte 변화에서 White blood cell, Neutrophil, 

Lymphocyte, Monocyte의 경우 DSGYSB 200 mg군이 대

조군에 비하여 유의하게 증가하였다.

11. Erythrocyte 변화에서는 Hemoglobin의 함량이 

DSGYSB 200 mg군에서 대조군에 비하여 유의하게 증가하

였다.
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