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ABSTRACT

Objectives : This study evaluates how various traditional Korean herbal medicines assess MUC5AC expression for 

esophageal mucosal defense and analyzes the associated mechanisms involved in inflammation. 

Methods : Forty types of traditional Korean herbal medicines were assessed for in vitro antioxidant activities, and the 

real-time PCR method was employed to analyze MUC5AC expression under pH 4.5 conditions in human esophageal 

epithelial cells (HET-1A). Eight types of Korean herbal medicines were evaluated for in vitro antioxidant activities, 

and Reactive oxygen specise (ROS) expression was analyzed under bile salt (480 μM) and pH 5.5 conditions in human 

esophageal epithelial cells (HET-1A). Simulation experiments involving bile salts and acidity were conducted for one 

hour to assess the efficacy of four drugs, and the activities of Mitogen-activated Protein Kinase (MEK), Nuclear 

Factor Kappa B (NF-κB), and Cyclooxygenase-2 (COX-2) were detected through Western blot analysis.

Results : Compared to the Normal group, the Control group exhibited higher ROS generation. Such increased ROS 

levels were significantly reduced by four extracts: Citrus Unshius Pericarpium (CUP), Cnidium officinale Rhizoma (CR), 

Ginseng Radix (GR), and Linderae Radix (LR). The protein expression of COX-2 decreased with the treatment of 

LR, CUP, and CR. Particularly, CUP and CR exhibited superior effects compared to other groups in inhibiting the 

phosphorylation of NF-κB.

Conclusion : Based on the results obtained, we have identified drugs that inhibit oxidative stress and inflammation 

caused by bile acid in esophageal epithelial cells. Our future plans involve comparing and analyzing the efficacy of 

these herbal medicines through animal experiments.   1)
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Ⅰ. 서   론

역류성 식도질환 (Gastroesophageal reflux disease, 

GERD)은 식도와 위에서 나타나는 intestinal metaplasia 

(IM)로 인해 발생하며, 손상된 편평 상피가 화생형 원주 상피로 

대체되는 후천성 대사 이상의 증상을 나타낸다 1). 또한, 역류성 

식도염 (Reflux esophagitis)으로 인한 강한 산성 위산의 역

류는 하부 식도의 상피 내병을 침식하고 가슴 통증을 유발한다. 

강한 산성을 나타내는 위산이 역류하게 되면 하부 식도의 상피 

내벽을 침식하고 심한 가슴 통증을 나타낸다. 특히, 담즙 역

류는 위식도 역류 질환을 가진 사람들에서 흔하며, 이는 이후 

바렛식도 (Barrett's esophagus, BE) 발생으로 이러 질수 있

다2). 최근 연구에서는 위 및 십이지장 내용물 중에 있는 담즙

산이 바렛식도 (Barrett's esophagus)와 위장화생

(Gastrointestinal metaplasia, GIM)의 발생과 발달을 촉진

한다고 알려져 있다3). 정상적인 식도 조직에서 분비된 점액은 

위산과 담즙을 포함한 잠재적인 손상으로부터 점막을 보호하는 

역할을 한다4). 그러나 바렛식도에서는 담즙산 자극에 의해 

MUC5AC 및 MUC2 유전자의 발현이 관찰되었으며, 상피 세

포를 보호하는데 중요한 역할을 한다5). 이러한 식도의 보호에 

대한 MUC5AC 뮤신의 발현을 조절하는 메커니즘 및 바렛 원주 

상피에서의 병리학적 중요성에 대한 연구가 필요하다. 

또한, 담즙산의 십이지장 위식도 역류는 식도염과 바렛 화생 

발병에 중요한 역학을 하며, 다양한 담즙산, 농도, 노출 시간에 

따라 염증 인자 발현이 다르다는 연구 결과가 있다6,7). 정상 

편평 세포와 암종에서 비접합 담즙산과 복합 담즙산 모두 산화

질소를 포함한 활성 산소 종을 증가 시키다고 알려져 있다8).

세포의 확장, 세포 간 간격, 지속적인 염증 및 상피 침식은 

GERD 환자의 식도에서 담즙산에 의한 점막 손상과 염증성 

증상으로 나타난다9). Nuclear factor kappa B (NF-κB)는 

염증과 세포 증식, 중화에 관여하는 중요한 인자로, 식도의 

정상 편평상피 내막에서는 존재하지 않지만 GERD 염증이 있는 

식도 상피에서 활성화된다. 최근 연구에서 위 상피세포를 담즙

산에 노출 시키면 Caudal Type Homeobox 2 (CDX2) 프로

모터가 활성화 되고, NF-κB활성 및 단백질 발현이 증가하고 

증가한다고 알려져 있다10). 또한 담즙산은 식도 편평상피 세

포와 바렛 상피 세포를 자극하여 식도 염증 반응을 촉진하는 

Cyclooxygenase-2 (COX-2)를 생성할 수 있으며, 세포 증식 

촉진, 세포 사멸 억제, 혈관 신생 촉진, 종양 세포의 침입 능력 

증가, 신체의 면역 기능 억제 등 다양한 염증 질환의 발달에 

관여하여, 산화 스트레스와 DNA손상을 일으킬 수 있다11). 이

전 연구에 따르면 COX-2 는 BE의 발생과 발달에 관여하며, 

toll-like receptor 4 (TLR-4)에 자극받은 COX-2는 NF-κB, 

CDX-2 및 bone morphogenetic protein 4 (BMP-4) 신호 

경로를 활성화시킨다고 알려져 있다12). 이에 BE세포의 

COX-2의 역할의 이해에 대한 많은 연구가 필요하다.

본 연구에서는 구성 성분 중 담즙산 (Bile acid)와 산 (Acid)

에 의한 IM의 발생 기전 연구를 통하여, 역류성 식도염을 발생

하는 산에 의한 식도 점막을 보호하기 위하여 한의약물중에서 

후보 물질을 찾고자 하였다.       

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험재료

본 실험에 사용된 실험에 사용된 20종의 한의약물은 한국

한의약진흥원에서 구입하였으며, 각 20종의 열수 추출물과 

ethanol 추출물로 나누어 구입하였다. Folin-Ciocalteu’s 

phenol reagent, gallic acid, quercetin, 2-Diphenyl-1- 

icrylhydeazyl (DPPH), 2,2’-azino-bis (3- 

hylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS), potassium 

phosphate monobasic, potassium phosphate dibasic, 

1,1,3,3-tetramethoxypropane, 2-thiobarbituric acid, 

sodium phosphate monobasic, sodium phosphate dibasic, 

potassium chloride (KCl), glycerol, protease inhibitor 

cocktail 및 담즙산 구성물인 glycocholate, taurocholate, 

taurocholate, glycochenodeoxycholate, taurocholate, 

glycodeoxycholate, and taurodeoxycholate은 Sigma-Aldrich 

Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. Sodium carbonate 

와 potassium acetate는 DAEJUNG chemicals&metals 

(Gyeonggi, Korea)에서 구입하여 사용하였다. Aluminum 

chloride, L-ascorbic acid, and bicinchoninic acid (BCA) 

Protein assay kit는 Thermo Fisher Scientific (Waltham, 

MA, USA)에서 구입하였다. Cellular ROS detection assay 

kit를 Abcam (Cambridge, UK)에서 구입하였으며, Radio 

immunoprecipitation assay(RIPA) buffer는 Thermo 

(Ashland, MA, USA)에서 구입하여 사용하였다. ECL Western 

Blotting Detection Reagents는 GE Healthcare (Chicago, 

IL, USA)로부터 구입하여 사용하였다. 본 실험에 사용된 한

의약물 20종의 추출물의 열수 추출물과 etanol 추출물 간의 

유효 성분 차이가 있어 분리하여 실험을 진행하였으며, Table 

2에 나타내었다.

Medicinal Herb name Latin name Family Abbreviation

甘草 Glycyrrhizae Radix et Rhizoma Leguminosae GRR

陳皮 Citri Unshius Pericarpium Rutaceae CUP

白朮 Atractylodis Rhizoma Alba Compositae ARA

薄荷 Menthae Herba Labiatae MH

Table 1. Lists of herbal medicines used for this study
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Medicinal Herb name Latin name Family Abbreviation

芍藥 Paeoniae Radix Paeoniaceae PR

人蔘 Ginseng Radix Araliaceae GR

川芎 Cnidii Rhizoma Umbelliferae CR

枳實 Ponciri Fructus Immaturus Rutaceae PFI

烏藥 Linderae Radix Lauraceae LR

梔子 Gardeniae Fructus Rubiaceae GF

木香 Aucklandiae Radix Compositae AuR

山査 Crataegi Fructus Rosaceae CF

蒼朮 Atractylodis Rhizoma Compositae AtR

五靈脂 Trogopterus Faeces Petauristidae TF

藿香 Agastachis Herba Labiatae AH

麥芽 Hordei Fructus Germinatus Gramineae HFG

決明子 Cassiae Semen Leguminosae CS

當歸 Angelicae Gigantis Radix Umbelliferae AGR

茯苓 Poria Sclerotium Polyporaceae PS

黃芪 Astragali Radix Leguminosae AsR

2. 세포 배양 및 처리

식도 점막 상피 세포 (HET-1A)는 American Type Culture 

(ATCC, Rockville, MD)에서 분양 받아 실험에 사용하였으며, 

bronchial epithelial cell basal medium (Lonza Group 

Ltd, Switzerland)에서 제공되는 recombinant epidermal 

growth factor (BEGM, Kit Catalog No. CC-3170)를 첨

가하여 배양에 사용하였다. HET-1A 세포는 collagen type 

I, fibronectin과 BSA로 코팅된 plate에 1×105 의 세포를 

배양하고, 산성 배지 처리시에는 1N HCL로 pH 4.5로 산성화

하여 사용하였고, 담즙염 처리 시에는 480 μM 의 moral 

ratio로 조절하여 실험을 진행하였다. 담즙산의 molar ratio은 

glucocholate, taurocholate, glycochenodeoxycholate, 

taurochenodeoxycholate, gltcodeoxycholate, and 

taurodeoxycholate (Sigma-Aldeich,USA)를 20:3:15:3:6:1

의 비율로 처리하였다13).

3. Quantitative Realtime PCR

Real-time PCR로 mRNA 발현을 확인하기 위해 HET-1A 

세포를 well당 1 × 106 cell이 되도록 분주하고 24시간 배양한 

후 40종의 추출물 100 μg/mL을 1시간 동안 전 처리하였다. 

이 후 정상 배지에 1N Hcl을 첨가하여 pH 4.5로 조정한 배

지로 교환하여 30분 동안 반응하였다. 배양이 끝난 후 세포를 

phosphate buffered saline (PBS)로 3회 세척한 다음, Trizol 

reagent (Invitrogen, USA)을 각 well에 처리하여 total 

RNA를 분리하고, nano drop으로 정량하였다. Maxima cDNA 

Synthesis kit (thermofisher)를 이용하여 20℃에서 10분, 

42℃에서 60분, 70℃에서 15분 조건으로 1 μg의 RNA로부터 

cDNA를 합성한 다음 SYBR Primix Ex Taq TM (Takara)을 

사용하여 qPCR을 시행하여 MUC5AC의 발현량을 측정하였

다 (Table 2).

mRNA Sequnce (5’ → 3)

MUC5AC
sense (5’ → 3’) CAG CAC AAC CCC TGT TTC AAA

antisense (3’ → 5’) GCG CAC AGA GGA TGA CAG T

GAPDH
sense (5’ → 3’) TGG GCT ACA CTG AGC ACC AG

antisense (3’ → 5’) GTG GAC GGG TCG ATG TCA C

Table 2. Primer sequences used for PCR analysis

4. Reactive oxygen synthesis (ROS)측정

qPCR의 결과에 따라 8종의 선별된 추출물의 효능을 확인

하기 위해 담즙산과 산의 자극에 반응하여 분비되는 활성 산소

종인 ROS를 2’, 7’-dichlorofluorescin diacetate (DCFDA)를 

사용하여 측정하였다. 제조사의 지침에 따라 측정하였으며, 

25μM의 DCF-DA를 45분 동안 빛을 차단하여 excitation 

485nm, emission 530 ㎚에서 DCF fluorescence를 

Microplate reader (Infinite M200, Tecan, Männedorf, 
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ZH, Switzerland)를 이용하여 측정하였다. 

5. 세포 생존율

세포 생존율 측정은 CCK-8을 이용하여 측정하였으며, 

HET-1A 세포를 well당 1×104 cells로 96-well culture 

plate에 4종의 추출물을 농도별 (50 ~ 800 μg/mL)로 처리

하여 24시간 동안 배양하였다. 이 후, 배양하던 배지를 제거

하고, well당 100 μg/mL의 배지를 넣고 10 μL의 CCK-8을 

분주하고 2시간 후 Microplate reader로 450 ㎚의 흡광도로 

측정하였다. 

6. Western blot 분석

세포에서 단백질을 추출하기 위해서 1×PBS로 3회 세척한 

후, protease inhibitor cocktail이 포함된 RIPA buffer에 

lysis 하여 분리하였다. HET-1A 세포에서 p-MEK, MEK, 

p-NF-κB, NF-κB, COX-2, β-actin 단백질 발현을 측정

하기 위하여 BCA protein assay를 이용하여 단백질은 정량 한 

후, 10 μg의 단백질을 10% SDS-PAGE에 loading하고 PVDF 

membrane에 transfer 하였다. 준비된 menbrane에 5% 

BSA가 포함된 0.1% TBS-T에 blocking 하여 1차 antibody 

(1:1000)를 처리하고, 4℃에서 overnight 한 membrane을 

0.1% tween-20이 포함된 1×TBS-T로 10분간 3회씩 세척

하였다. 그 후 membrane에 2차 antibody (1:1000)를 2시간 

반응시킨 후, 0.1% tween-20이 포함된 1×TBS-T로 10분간 

3회씩 세척하였다. 그리고 membrane을 enhanced 

chemiluminescence (ECL) solution에 노출한 후, Chemidoc 

(Vilber, Loumat, Eberthaedzell, Germany) 감광시켜 해당 

단백질 발현을 확인하였다.

7. 통계분석

실험에 사용된 값들은 mean±SEM으로 표시하였으며, SPSS 

(Version 26.0, IBM, Armonk, NY, USA)를 사용하여 one- 

way analysis of variance(ANOVA) test를 사용한 후, 

least-significant differences(LSD) test로 사후검정을 실시

하여 유의수준 p<0.05일 경우 유의성이 있다고 판단하였다.

Ⅲ. 결   과

1. 점액분비 인자의 발현 

본 연구에서는 한의약물 20종의 추출물을 직접 처리하여 

뮤신 관련 인자인 MUC5AC를 mRNA 수준에서 확인해 보고자 

qPCR을 통하여 확인하였다. 담즙산과 산을 처리하지 않은 군을 

fold of normal (1.11 ± 0.49)로 나타 내었을 때, pH 4.5를 

처리한 군에서는 (2.87 ± 0.86)으로 증가하였다. 약물을 처리

한 군에서는 발현량이 가장 높은 순으로 열수 추출물 중에서는 

GRW (13.01 ± 0.60), LPW (13.02 ± 1.15), CUPW (12.44 

± 1.22), ARAW (11.21 ± 0.89), AuRW (11.13 ± 1.77), 

MHW (10.52 ± 1.50)으로 나타났으며, ethanol 추출물 중

에서는 CRE (13.53 ± 0.85), AuRE (10.41 ± 1.77)순으로 

나타났다 (Fig. 1).

Fig. 1. Screening of Esophageal Cell Protective Effects of 20 
Extracts on MUC5AC mRNA Expression in HET-1A Cells. The 
mRNA levels of up-regulated HET-1A cells treated with 100 μg/
ml concentration of extract for 1 hour followed by exposure to 
hydrochloric acid (pH 4.5) for 30 minutes. All values are expressed
as mean ± SEM (n=3).

2. Reactive oxygen spesis (ROS) 측정 

체내에서 정상적인 대사 과정 중에 생성되는 ROS는 항산화 

효소들에 의해서 제거 되는데 DCF-DA는 쉽게 세포 안으로 

확산하여 세포 안의 esterase에 의해 형광을 잃은 DCFH로 

가수 분해된다. 이 후, ROS가 존재하는 환경에서 DCF로 빠르

게 산화되어 형광을 띄게 된다. 본 실험에서는 담즙산과 산에 

의한 산화적 손상을 유발하여 증가된 ROS와 DCF-DA와 반

응하여 발생되는 형광 강도 값을 측정하였다. 그 결과 정상군 

(1.00 ± 0.04)로 fold of normal 하여 확인하였을 때, 양성 

대조군은 HET-1A 세포에 담즙산과 산이 처리된 양성 대조군 

(1.51 ± 0.03, p<0.001)로 1.5배 증가 하였으며, 열수 추출물 

중에서는 LRW (0.86 ± 0.04, p<0.001), GRW 열수 (1.17 

± 0.10, p<0.01), CUPW (1.21 ± 0.11, p<0.01), AUW 

(1.40 ± 0.11), AAW (1.44 ± 0.05) 순으로 나타났으며, 

ethanol 추출물 중에서는 AuRE (0.49 ± 0.03, p<0.001) 

CRE (1.11 ± 0.10, p<0.01) 순으로 ROS 소거 활성을 나타

내었다. (Fig. 2).

Fig 2. Reactive oxygen species (ROS) and expression in HET-1A
cells.Exposure to 480 μM bile acid at pH 5.5 decreased the 
levels of ROS in esophageal epithelial cells for 8 extracts. All data
are expressed as means ± SEM (n=3). Significance:###p < 0.001
vs. Normal, *p < 0.05, **p < 0.01 vs. Control ***p < 0.001 vs. Control.
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3. 염증 관련 인자의 발현

추출물 중 ROS 생성을 억제하는 약물 8종을 선별하여 

western blot을 통하여 확인해 보고자 하였다. HET-1A 세

포는 collagen type I, fibronectin 및 BSA로 코팅된 plate에 

1×105 의 세포를 배양하고, 추출물을 200 μl/mL의 농도로 

전처리하였다. 이후 산과 담즙염은 배지를 1N HCL로 pH5.5로 

산성화 하고 480 μM 의 담즙산염 배지로 교체하여 3시간 동안 

식도염 유발을 하였다. 

p-NF-kB의 결과를 분석한 결과, 자극을 주지 않은 군을 

정상군 (1.00 ± 0.04)으로 하여 fold of normal로 나타 내었

으며, 양성 대조군 (1.44 ± 0.05, p<0.001)로 1.5배 증가하

였다. CRE (1.17 ± 0.04, p<0.01), GRW (1.51 ± 0.04), 

CUPW (1.02 ± 0.05, p<0.001), LRW (1.26 ± 0.06, 

p<0.05), ARAW (0.99 ± 0.03, p<0.001), AuRE (1.26 ± 

0.03, p<0.05), MHW (1.69 ± 0.05), AuRW (1.21 ± 0.06, 

p<0.01)으로 확인하였다 (Fig. 3).

Fig. 3. Protein p-NF-κB and COX-2 were activated in HET-1A 
cells treated for 3hours with a solution of pH 5.5 + 480 μM bile 
acids (BA). Western analysis of HET-1A cells lysates with (A) 
p-NF-κB activation and (B) COX-2 expression in HET-1A cell. 
All data are expressed as means ±SEM (n=3). Significance:###p <
0.001 vs. Normal, *p < 0.05 **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs. Control.

4. 세포 생존율

정상 상피 세포인 HET-1A에서 8종의 열수 와 ethonol의 

농도를 5종의 추출물을 농도별 (50 ~ 400 μg/mL)로 처리하여 

24시간 동안 배양한 결과, CRE, GRW 및 CUPW는 400 μg/ 

mL까지 독성이 없었으며, LRW는 400 μg/mL에서 80%의 

생존율을 보였다. 그러나 AuRW는 저 농도인 50 μg/mL부터 

독성이 확인되어 실험에 제외하였다. 이 후 실험에 사용되는 

농도는 추출물의 안정적인 농도에서 실험을 위해 200 μg/ 

mL에서 진행하였다 (Fig. 1). 

Fig. 4. Effects of 4 extract of Water and EtOH extracts on cell 
viability in HET-1A cells. The CCK-8 results are presented as 
the percentage of cell viability of the cells. (A) Cnidium Rhizome;
CRW (B) Ginseng Radix; GRW, (C) Citri Unshius Pericarpium; 
CUPW, (D) Linderae Radix; LRW, and (E) Aucklandiae Radix; 
AuRW. All data were performed in triplicate and expressed as 
mean ± SEM.

5. 농도별 p-NF-κB와 COX-2 측정

1) p-NF-κB와 COX-2

4종의 추출물을 선별하여, 담즙산과 산에 의한 산화적 손

상을 유발하여 증가된 p-NF-κB의 발현을 농도 별로 측정하

였다. 그 결과, 정상군 (1.00 ± 0.05)로 fold of normal 하여 

확인하였을 때, HET-1A 세포에 담즙염과 산이 처리된 양성 

대조군 (1.61 ± 0.04, p<0.001)은 1.6배 증가하였으며, 

CRW의 50 µg/mL (1.61 ± 0.04), 100 µg/mL (1.35 ± 

0.03, p<0.05), 200 µg/mL (1.00 ± 0.03, p<0.001)로 확인

하였다. 50 µg/mL에서는 발현이 감소하지 않았으나, 100 µg/ 

mL과 200 µg/mL에서 유의적인 감소를 확인하였다 (Fig. 5). 

GRW의 양성 대조군 (1.48 ± 0.06, p<0.001)로 1.5배 증가

하였으며, 50 µg/mL (0.79 ± 0.01, p<0.001), 100 µg/mL 

(0.40 ± 0.00, p<0.001), 200 µg/mL (0.96 ± 0.07, 

p<0.001)로 확인하였다. 모든 농도에서 유의적인 감소를 확

인하였다. CUPW의 양성 대조군 (1.78 ± 0.13, p<0.001)로 

1.8배 증가 하였으며, 50 µg/mL (1.35 ± 0.18, p<0.01), 

100 µg/mL (1.09 ± 0.02, p<0.05), 200 µg/mL (1.18 ± 

0.06, p<0.05)로 확인하였다. 모든 농도에서 유의적인 감소를 

확인하였다. LRW의 양성 대조군 (1.70 ± 0.15, p<0.001)로 

1.7배 증가 하였으며, 50 µg/mL (1.14 ± 0.08, p<0.05), 
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100 µg/mL (1.06 ± 0.07, p<0.01), 200 µg/mL (1.00 ± 

0.03, p<0.001)로 확인하였다. 모든 농도에서 유의적인 감소를 

보였다 (Fig. 5).

또한, 담즙산과 산에 의한 산화적 손상을 유발하여 증가 된 

COX-2의 발현을 측정한 결과, 정상군 (1.00 ± 0.03)로 fold 

of normal 하여 확인하였을 때, HET-1A 세포에 담즙산과 

산이 처리된 양성 대조군 (1.52 ± 0.08, p<0.001)로 1.5배 

증가하였으며, CRW의 50 µg/mL (1.42 ± 0.12), 100 µg/mL 

(1.08 ± 0.01, p<0.05), 200 µg/mL (0.84 ± 0.02, p<0.001) 

로 확인하였다. 50 µg/mL에서는 발현이 감소하지 않았으나, 

100 µg/mL과 200 µg/mL에서 유의적인 감소를 확인하였다. 

GRW의 양성 대조군 (1.82 ± 0.03, p<0.001)로 1.8배 증가 

하였으며, 50 µg/mL (1.92 ± 0.06), 100µg/mL (01.65 ± 

0.01), 20 µg/mL (1.49 ± 0.09, p<0.01)로 확인하였다. 200 

µg/mL 에서 미비한 감소로 확인되었다. CUPW의 양성 대조군 

(1.55 ± 0.04, p<0.001)로 1.6배 증가하였으며, 50 µg/mL 

(1.00 ± 0.07, p<0.001), 100 µg/mL (0.50 ± 0.03, p<0.001), 

200 µg/mL (0.38 ± 0.01, p<0.001)로 확인하였다. 모든 

농도에서 유의적인 감소를 확인하였다. LRW의 양성 대조군 

(1.70 ± 0.08, p<0.001)로 1.7배 증가 하였으며, 50 µg/mL 

(1.77 ± 0.13), 100 µg/mL (1.44 ± 0.04, p<0.01), 200 

µg/mL (1.74 ± 0.06)로 확인하였다. 모든 농도에서 100 µg/mL

에서 유의적인 감소를 확인하였다 (Fig. 6).

Fig 5. Acidic bile salt increased the expression of p-NF-κB in 
HET-1A cells through western analysis. HET-1A cells were 
seeded overnight at a density of 1 × 106 cells per well and the 
following day were untreated or treated for 3 h with pH 5.5 + 480
μM bile acids (BA). (A) Cnidium Rhizome; CRW, (B) Ginseng 
Radix; GRW, (C) Citri Unshius Pericarpium; CUPW, and (D) 
Linderae Radix; LRW. All values are expressed as mean ± 
SEM (n=3). Significance: ###<0.001 vs. Normal, *p<0.05, **p<0.01 
vs. Control ***p<0.001 vs. Control.Significance:###p<0.001 vs. 
Normal, *p<0.05 **p<0.01 and ***p<0.001 vs. Control.

Fig 6. Acidic bile salt increased the expression of COX-2 in 
HET-1A cells through western analysis. HET-1A cells were 
seeded overnight at a density of 1 × 106 cells per well and the 
following day were untreated or treated for 3 h with pH 5.5 + 
480 μM bile acids (BA). (A) Cnidium Rhizome; CRW, (B) Ginseng
Radix; GRW, (C) Citri Unshius Pericarpium; CUPW, and (D) 
Linderae Radix; LRW. All values are expressed as mean ± SEM
(n=3).Significance:###p < 0.001 vs. Normal, *p < 0.05 **p < 0.01 and
***p < 0.001 vs. Control.

IV. 고   찰

역류성 식도염 (Reflux Esophagitis)은 위의 산성 내용물이 

식도로 역류하여 식도 점막을 손상시키는 상태를 나타낸다. 

이러한 손상은 역류서 식도염의 증상 중 하나이며, 만약 지속

되면 식도 내막에 염증이 생길 수 있습니다. 따라서 점막보호는 

역류성 식도염의 관리와 예방이 중요하다14).

식도에서의 점액 분비는 식도의 건강과 기능에 중요한 역할

을 하는 중요한 생리적 현상 중 하나이다. 점액을 보호하고, 

음식물의 원활한 이동을 도와주며, 소화 과정에서의 지능적 

역할도 수행한다. MUC5AC는 RE에서 분비가 증가하는 경향이 

있으며, 산성 소화액이 식도에 접촉하면 상피세포에 염증을 

일으키는데 이는 점액의 분비와 관련 되어 진다15). MUC5AC 

유전자는 위와 기관지 세포에서 발현되지만 정상식도에서는 

발현되지 않는다. 그러나 궤양성 식도염, 특히 미란성 식도염 

환자에서는 MUC2와 MUC5AC의 발현이 증가하는 것으로 관

찰되었다16). 역류성 식도염에서 염증으로 인한 상피세포의 반

응으로 점액분비와 관련된 연구는 계속 진행 중이며, 이를 통

하여 식도의 점막 보호 기능을 향상시키는 새로운 치료 전략을 

개발하고 있다 17-19).

또한, 식도에서 담즙산에 의한 reactive oxygen species 

(ROS)생성과의 연관성이 있으며, 식도로 역류되면서 산화 스
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트레스가 증가하고, 이로 인한 ROS는 세포 막 구조, DNA, 

단백질 등에 손상을 일으킬 수 있다20). 담즙산에 의한 미토콘

드리아 손상은 세포 내 [Ca2+] 및 NADPH 농도의 감소를 유발

하고, 정상적인 세포에서 미토콘드리아는 ATP 생산을 주도하

는 전자 수송 사슬에 의해 생성되는 세포 내 ROS의 주요 공

급원이 될 수 있다. 21). 담즙산에 의한 ROS 생성은 NF-kB의 

경로를 활성화시키고 COX-2의 발현을 증가 시킬 수 있으며, 

역류성 식도염 치료에 사용되는 PPI와 같은 약물, 항산화제, 

염증억제제등이 염증과 관련된 인자들의 활성을 억제하고 염

증을 감소시키는 역할을 한다22). 이는 위산과 담즙산은 산화 

스트레스를 유발하며, 이는 MAPK, NF-κB 및 STAT3와 같

은 신호 전달을 변화 시킨다고 알려져 있다 23). 

이 연구에서는 한방에서 사용되는 한의약물 20종을 선별하여 

열수와 에탄올 추출물로 나누어 실험을 진행하여, 점막 보호와 

예방에 효과적인 추출물을 선별하고자 하였다. MUC5AC의 

분비를 측정하기 위해 qPCR을 사용하였으며, 상위 8종의 선별 

결과는 다음과 같다: CRE > LRW > GRW > CUPW > 

ARAW > AuRW > MHW > AuRE. 이 결과는 점막 보호와 

역류성 식도염 예방을 위한 한방 추출물 선별에 대한 중요한 

정보를 제공할 수 있다. 이 중에서 CRE가 가장 효과적으로 

MUC5AC의 분비를 유발했음을 나타내며, 다른 추출물들도 

유망한 효능을 나타냅니다. HET-1A 세포에서 ROS를 측정한 

결과, 이 중 상위 4종은 CRE > GRW > CUPW > LRW 순으로 

감소함을 확인하였습니다. 이 결과는 다양한 화합물이나 조건

에서 발생하는 ROS 양상을 고려할 때 특히 CRE이 가장 효과

적으로 ROS를 감소시키는 경향을 보인다는 것을 시사한다. 

HET-1A 세포에서 NF-κB의 인산화 정도를 평가하기 위해 

8종의 약물을 선별한 결과, 상위 4종은 CUPW > GRE > 

LRW > GRW 순으로 NF-κB의 인산화를 감소시키는 효과가 

나타났습니다. 또한, COX-2 발현 정도를 평가하기 위해 8종의 

약물을 선별한 결과, 상위 4종은 CRE > GRW > CUPW > 

LRW 순으로 COX-2의 발현을 감소시키는 것으로 나타났습

니다. 이 결과는 특히 CUPW, CRE 및 GRW에서 관련 인자의 

발현을 억제하는 데 가장 효과적으로 작용한다는 점을 관찰하

였다. 

실험 결과에서 확인 되어진 상위 추출물 중 陳皮 (CUP) 추

출물은 전통적으로 동아시아에서 구토와 소화불량 치료 등 다

양한 소화기계 질병의 치료에 절리 활용해 왔으며, 대식세포

에서 전염증성 매개체생성에 대한 효과를 확인한 바 있다24). 

또한 川芎 (CR) 추출물은 중국, 일본 및 한국에서 널리 재배

되며 오랫동안 전통 의학에서 통증, 염증, 월경이상, 혈압감소 

및 항비타민 결핍 질환을 치료하는데 사용되었다25). 마지막으로 

人蔘 (GR)은 오랫동안 동아시아에서 약초 치료제로 사용 되

었으며, 소화불량 치료, 불안, 피로 등 스트레스 요인에 대한 

저항력을 강화시키는데 사용한다. 구성 성분 중에 하나인 진

세노사이드는 항암과 항염증 활성을 가지고 있어 염증 반응을 

억제한다고 알려져 있다26).

이러한 추출물들은 한방 의학 분야에서 염증 관련 반응을 

조절하는 데 기여할 수 있으며, 이는 향후 역류성 식도염에 

관한 연구 및 치료 전략 개발을 통해 염증성 질환에 대한 효과

적인 치료 및 예방을 위한 새로운 방법을 모색하는 데 도움이 

될 것으로 기대된다. 또한, 이러한 연구 결과는 전통적인 한방 

의학의 지식과 현대 의학의 융합을 통해 혁신적인 치료 전략을 

개발하는 데 중요한 역할을 할 수 있다.

Ⅴ. 결   론

본 연구는 역류성 식도염의 개선을 위해 한방에 쓰이는 한

의약물의 항산화 및 항염증에 관여되어지는 인자들의 억제 효

과를 확인함으로써, 20종의 추출물을 열수와 에탄올 추출물을 

비교 실험을 하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 한의약물 20종을 독성이 없는 범위에서 200 ug/mL을 

처리하여 점액 분비를 분석하기 위해 PCR로 MUC5AC 

측정한 결과, CRE > LRW > GRW > CUPW > ARAW > 

AuRW > MHW > AuRE 순으로 MUC5AC의 발현량이 

증가하는 것으로 나타났다. 

2. HET-1A 세포의 생존율을 확인하기 위해 추출물의 200 

ug/mL의 처리 농도에서 측정하여 80% 이하의 약물은 

제외하고 8종의 약물을 선별하여 진행하였으며, HET-1A 

세포에서 ROS를 측정한 결과, 이 중 상위 4종은 CRE > 

GRW > CUPW > LRW 순으로 감소시키는 것으로 나

타났다.

3. HET-1A 세포에서 NF-κB가 인산화 되는 정도를 확인

하기 위해 8종의 약물을 선별하여 진행한 결과, 이 중 

상위 4종은 CUPW > GRE > LRW > GRW 순으로 감소

시키는 것으로 나타났다.

4. HET-1A 세포에서 COX-2가 발현되는 정도를 확인하기 

위해 8종의 약물을 선별하여 진행한 결과, 이 중 상위 4

종은 CRE > GRW > CUPW > LRW 순으로 감소시키는 

것으로 나타났다.

5. 상위 4종을 농도 별로 독성이 없는 범위에서 진행하고자 

농도 별로 CCK-8을 진행한 결과, LRW의 400 µg/mL

에서 80%의 생존율을 보여 다음 실험에서 4종의 추출

물의 농도를 200 µg/mL의 농도 실험에 진행하였다. 

6. 상위 4종의 염증 개선 효과로 NF-κB의 인산화와 

COX-2의 억제에 100 µg/mL과 200 µg/mL의 농도에서 

탁월한 효능을 보였다. 다만 LRW의 COX-2의 감소 효

과가 미미하게 나타났다. 

위 연구 결과에 대해 종합적으로, 陳皮, 川芎뿐만 아니라 

人蔘 추출물에서 뛰어난 항산화 능력이 확인되어, 역류성 식

도염 연구에 예방 효과로 추가적인 연구를 진행하고자 한다.
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