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ABSTRACT
Objectives:Thisstudywasperformedtoinvestigatetheanti-fibrogeniceffectofCurcumaeLongaeRadixonhuman

hepaticstellatecells.

MaterialsandMethods:Hepaticstellatecells(LX-2)weretreatedwithvariousconcentrationsofCurcumaeLongae
Radixextractfor24,48,and72hours.Itwasextractedwithdistilledwater.Afterthetreatment,cellviability,proliferation,
cellcycleanalysis,procollagenlevelsandthemRNA oftheASMA,TIMP1,TIMP2,MMP2,collagentype1a,PDGF-
receptor-betaandTGF-betaweremeasuredbyusingMTTassay,BrdUassay,RT-PCR,andprocollagentype1C-peptideEIA
kit.

Results:TheviabilityofHSCsdecreasedinthe48hoursgroup,andproliferationofHSCsdecreasedastheconcentration
increased.Inthecellcycleanalysis,CurcumaeLongaeRadixdecreasedtheratioofM phase,andincreasedtheratioof
apoptosis,G0/G1andSphase.IntheRT-PCR,themRNAexpressionofthecollagentype1aandASMAdecreasedwiththe
CurcumaeLongaeRadixtreatment.TheproductionofprocollagenbytheHSCswasdecreasedbythetreatmentofCurcumae
LongaeRadixwithhighdose.

Conclusion:TheseresultssuggestthatCurcumaeLongaeRadixishelpfulinthetreatmentofliverfibrosisaswellas
livercirrhosis.

Keywords:CurcumaeLongaeRadix,livercirrhosis,liverfibrosis,HepaticStellateCell

Ⅰ.緖 論

만성 간질환은 국내에서 성인병 사망의 요

한 원인으로,2006년 보건복지부 통계자료에 따르

면 만성질환에 의한 사망률 간질환에 의한 사

망률은 10만명 당 15.5명으로 5 를 차지하고 있으

며,간암의 발생률은 체 암 에서 4 를 차지하

고 있다
1
.

간섬유화(Liverfibrosis)는 여러 가지 원인에 의

해 활성화된 간성상세포(Hepatic stellate cell,

HSC)가 세포외 기질(extracellularmatrix,ECM)

의 이상증식반응을 나타내어 collagen이 축 되고

섬유화가 진되는 것으로 비가역 인 간경변증과

는 달리 가역 인 특징을 가지고 있다
2
.

최근 간섬유화의 기 ,치료에 한 연구가 활발

하게 진행되고 있다
3
.최근 실험 으로 보고된 약
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물은 gleevec4,estrogen5등이 있고,한약의 간섬유

화에 미치는 향 역시 활발히 진행되고 있는데,

최 등은 단삼6,김 등은 인진7이 간섬유화를 억제한

다고 보고하 고,鬱金의 성분 curcumin은 간성

상세포의 활성화를 억제함으로 인해 세포와 ECM

증식을 억제하여 간섬유화에 효과가 있다는 보고
8-9

외,항산화와 간보호효과10,간세포암에 한 항

생성 효과
11
에 한 보고 등이 있다.

이에 자는 한국의 한의학 임상에서 활용하게

되는 생약제제로서의 鬱金 추출물이 간성상세포의

섬유화 억제에 미치는 향을 찰하고자,간성상

세포의 활성도와 증식을 찰하기 해 MTT

Assay와 BrdUAssay,CellCycleAnalysis를 시행

하 고,collagen의 합성량 단백합성에 직

련이 있는 mRNA의 발 량을 찰하여 유의성 있

는 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ.方 法

1.재 료

1)약 재

본 실험에 사용한 약재는 한약 외 한약규격

집
12
에 근거하여 경희의료원에서 구입하여 엄선한

것을 사용하 다.

Herb Scientificname Volume(g)

鬱 金 CurcumaeLongaeRadix 100

2)검액의 조제

鬱金 100g을 환류추출기에 넣고 1000cc의 증류수

를 더하여 류냉각장치를 부착한 상태로 2시간씩

탕하 다.이 탕액을 WhattmannPaper로 여

과한 후 rotaryevaporator로 감압농축하고 동결 건

조하여 11.7g(증류수 추출)의 건조추출물을 얻어서

실험에 사용하 다.

이 게 얻은 약재는 세포배양액에 100㎎/㎖의

농도로 녹이고 0.22㎛ syringefilter를 이용하여 멸

균한 다음 필요한 농도로 희석하여 실험에 사용하

다.

3)시 약

FetalBovineSerum(FBS),Dulbecco'sModified

EagleMedium(DMEM),Antibiotics등은 Gibco사

(CA,USA),n-Propanol,ThiazolyBlueTetrazolium

(MTT)등은 Sigma사(MO,USA),5-Bromo-2'-deoxy

UridineLabelingandDetectionKit(BrdUKit)은

Roche사(Mannheim,Germany),ProcollagenType

IC-PeptideEIAKit는 TaKaRa사(Shiga,Japan),

RNeasy MiniPlusKit는 Qiagen사(CA,USA),

TaqDNApolymerase는 Bioneer사(Deajoen,Korea),

Reverse transcription-polymerase chain reaction

(RT-PCR)System은 Promega사(WI,USA)등의

제품을 사용하 고,기타 plasticwares는 SPL사

(Korea)제품을 이용하 다.

2.방 법

1)Cellline

사람의 간성상세포주인 LX-2cellline(kindgift

ofDr.ScottL.Friedman)을 이용하 다.세포는

1% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1%

Glutamine이 포함된 DMEM배지를 사용하여 37̊C,

5% CO2의 incubator에 배양하 다.

2)약제처리

0.2% FBS,1% Penicillin/Streptomycin,1%

Glutamine이 포함된 배지에 약재를 필요한 농도로

희석하여 처리하 다.

3)세포활성 측정(MTTAssay)

24-wellplate에 LX-2cell을 분주하고 24시간동

안 배양 후 농도별로 약재를 처리하고 24시간,48

시간별로 MTTAssay를 하 다.

MTTpowder를 2㎎/㎖의 비율로 DMEM에 희

석하여 MTTsolution을 만들고 각 well에 200㎕의

MTTsolution을 넣고 45분 동안 incubator(항온배

양기)에 배양하 다.Medium을 제거하고 각 well

에 100㎕의 n-propanol을 넣은 후 5-10분간 흔들어



鬱金이 간성상세포의 섬유화 억제에 미치는 향

308

주면서 세포를 충분히 녹 다.각 well에서 용액을

50㎕씩 추출하여 96-wellplate로 옮긴 후 ELISA

Reader로 570㎚ 장으로 흡 도를 측정했다.

4)세포증식능력 측정(BrdUAssay)

5-Bromo-2'-deoxy-uridineLabelingandDetection

KitIII를 이용하여 측정하 다.

96-wellplate에 세포를분주하고 24시간 후 0㎍/㎖,

50㎍/㎖,200㎍/㎖,500㎍/㎖의 농도로 약재처리를

하고 24시간,48시간,72시간별로 BrdUAssay를 하

다.즉,각 well에 BrdUlabelingsolution을 추가

하고 37℃,5% CO2의 incubator에서 4시간 배양한

후,Culturemedium을 제거하고 washingmedium

을 넣어 세포를 씻어낸 후 pre-cooledfixative를 넣

고 세포를 -15∼ -25℃의 온도에서 30분간 고정

시켰다.다음 Fixative를 제거하고 washingmedium

으로 씻어낸 후 nucleasesworkingsolution을 넣고

37℃의 waterbath에서 30분간 배양하 다.이후,

Nucleases working solution을 제거하고 wash

medium으로 씻어낸 후 anti-BrdU-POD,Fab

fragments,workingsolution을 넣고 incubator에서

30분간 배양하 다.그 뒤 Antibodyconjugate를 제

거하고 washingbuffer로 씻어낸 후 peroxidase

substrate를 넣었다.반응 양성 샘 들이 록빛을

나타낼 때까지 실온에서 빛을 차단한 상태로 30분

간 샘 들을 배양하 다.마지막으로,490nm의 참

조 장에서 405nm의 장에서 microplatereader

로 샘 들의 흡 도를 측정하 다.

5)세포주기 분석(Cellcycleanalysis)

鬱金이 세포주기에 미치는 향을 알아보기

해 cellcycleanalysis를 시행하 다.먼 ,6-well

plate에 세포를 분주하고 鬱金을 농도별로 처리하

고 48시간동안 incubate한 뒤 Trypsin을 섞고 PBS

로 씻는다.뭉쳐진 cell을 0.3㎖의 PBS에 섞은 뒤

100% ethanol0.7㎖를 넣고 4℃에 보 한 뒤 PBS

로 씻은 뒤 0.5㎖의 PBS에 넣는다.그리고 10μl의

RNaseA를 넣고 37℃에서 1시간동안 배양한 뒤 20

μl의 propidium iodide를 염색한 것을 FACScalibar

를 사용하여 DNA성분의 분석계산을 시행하고

Modifitcellcycleanalysissoftware를 사용하여 분

석하 다.

6)역 사 합효소 연쇄반응(RT-PCR)

(1)RNA추출

6-wellplate에 LX-2cell을 분주하고 다음날 한

장의 plate에서 3개 well씩 같은 농도로 0㎍/㎖,50

㎍/㎖,200㎍/㎖,500㎍/㎖의 농도별로 약재를 처

리한 후 24시간,48시간,72시간별로 Qiagen사의

RNeasyMiniPlusKit를 이용하여 RNA를 분리

하 다.

(2)ComplementaryDNA(cDNA)합성

Promega사의 ReverseTranscription System을

이용하여 cDNA를 합성하 다.

1㎍의 RNA를 DEPC-처리된 증류수에 10㎕

되게 조정한 뒤 70℃에서 5분간 가열한 후 얼음에

5분간 두었다.2㎕의 10×reactionbuffer(100mM

Tris-HCl,pH9.0 500 mM KCl,1% Trition

X-100),4㎕의 25mM MgCl2,2㎕의 10mM

deoxynucleosidetriphosphate(dNTP),0.5㎕(40

unit/㎕)의 ribonuclease(RNase)inhibitor,15unit

의 AMVreversetranscriptase(Promega,Medison,

WI,USA)를 가하여 최종량을 20㎕로 하 다.반

응조건은 42℃ 1시간,95℃ 5분간 4℃에서 5분간으

로 하여 반응시켰다.합성된 cDNA를 -80℃에 보

하 으며 필요할 때마다 사용하 다.

(3)Primer제작

Housekeepinggene으로는 GAPDH(glyceraldehyde

-3-phosphatedehydrogenase)를 사용하 고,target

gene으로는 ASMA(Alpha-SmoothMuscleActin),

TIMP1,TIMP 2,MMP2,Collagen type1a2,

PDGFreceptorbeta,TGF-betareceptor1gene을

사용하 으며 각 primer의 sequence는 다음과 같다.

․OligonucleotidePrimersUsedforQuantitative

RT-PCRAnalysis

(Allsequencesarelisted5'to3')
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Gene Primer Sequence CycleNo.productsize

ASMA
sence 5'-AGGCACCCCTGAACCCCAA-3'

27 102
antisence5'-CAGCACCGCCTGGATAGCC-3'

TIMP1
sence 5'-TGACATCCGGTTCGTCTACA-3'

33 122
antisence5'-TGATGTGCAAGAGTCCATCC-3'

TIMP2
sence 5'-AAGCGGTCAGTGAGAAGGAA-3'

30 137
antisence5'-GGGGGCCGTGTAGATAAACT-3'

MMP2
sence 5'-CCCCAAGCTCATCGCAGAT-3'

33 62
antisence5'-GGTCCACGACGGCATCC-3'

Col1a2
sence 5'-GGCTTCCCTGGTCTTCCTGG-3'

30 118
antisence5'-CCAGGGGGTCCAGCCAAT-3'

PDGFRB
sence 5'-CCAGAAGCCATCAGCAGCAAG-3'

33 76
antisence5'-AGGCCCTGAGAGATCTGTGG-3'

TGFBR1
sence 5'-CGAGTGCCAAATGAAGAGGACC-3'

30 110
antisence5'-AAACCTGAGCCAGAACCTGACG-3'

GAPDH
sence 5'-GGTGAAGGTCGGAGTCAACGG-3'

25 105
antisence5'-TGAAGGGGTCATTGATGGCAACA-3'

(4)PCR

PCR의 방법은 2㎕의 cDNA에 5㎕의 10×

PCR buffer(100mM Tris-HCl,pH8.3,500mM

KCl,15mM MgCl2),4㎕의 dNTP,20p㏖의

sense와 antisenseprimers,2unit의 Taq DNA

polymerase를 넣고 멸균된 증류수로 총 volume이

50㎕가 되도록 조정하 다.PCR조건은 유 자증

폭기(Biometra,Gottingen,Germany)를 이용하여

denaturation은 95℃로 5분간 시행한 후 annealing

은 55℃에서 1분간,extension은 72℃에서 1분간 하

고 이후로 각 유 자에 따라 24∼32주기를 시행하

으며 마지막 연장은 72℃에서 2분간 증폭하 다.

10㎕의 PCR 생성물에 2㎕의 6× gelloading

buffer(0.25% bromophenol blue,0.25% xylene

cyanol,30% sucrose)을 혼합하여 0.5 ㎍/㎖의

ethidium bromide가 첨가된 2% 한천 gel에 0.5×

TBE(45mM Tris-borate,1mM EDTA)를 이용

하여 90volt로 1시간 동안 기 동을 하 으며

GelDoc1000geldocumentationsystem(Bio-Rad,

Hercules,CA,USA)을 이용하여 band를 확인하 다.

7)ProcollagenType1C-PeptideEIA

ProcollagenType1C-PeptideEIAKit을 사용

하 으며,제작사의 메뉴얼에 따라서 측정하 다.

8)통계처리

Microsoft사의 Excelprogram을 이용하여 T-test

를 수행하 으며,p<0.05인 경우를 유의성이 있는

것으로 보았다.

Ⅲ.結 果

1.鬱金이 간성상세포의 활성에 미치는 향(MTT

Assay)

鬱金이 간성상세포의 활성에 미치는 향을 확

인하기 해,鬱金을 시간별 농도별로 처리한

결과 24시간에서는 유의성이 인정되지 않았으며,

48시간에는 50㎍/㎖부터 효과가 있는 것으로 나타

나 농도의존 으로 세포 활성도의 감소 경향이 나

타났다(Table1).

2.鬱金이 간성상세포의 증식에 미치는 향(BrdU

Assay)
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鬱金이 간성상세포의 증식에 미치는 향을 확

인해보기 해,鬱金을 증류수로 추출하여 24,48,

72시간 동안 0,50,200,500㎍/㎖ 농도로 처리한 결

과 모든 농도 모든 시간에서 유의성있는 억제

효과가 나타나 모두 고농도에서 세포 증식에 향

을 미침을 찰할 수 있었다.특히 시간보다는 농

도의존 으로 유의성이 높아짐을 찰할 수 있었

다(Table2).

㎍/㎖
Time

0 10 50 100 200 500

24h 0.36±0.02 0.36±0.014 0.35±0.01 0.36±0.03 0.33±0.04 0.34±0.03

48h 0.39±0.02 0.38±0.020 0.35±0.03* 0.35±0.01* 0.33±0.01** 0.30±0.02**
Valuesrepresentmean±SDofO.D.(opticdensity)ofeachsamples.
Pvaluescomparedwiththenonetreated
*:P<0.05,**:P<0.01

Table1.EffectofCurcumaeonLX-2CellViability(MTTAssay)

㎍/㎖
Time

0 50 200 500

24h 2.05±0.21 1.72±0.27* 1.68±0.28* 1.30±0.23**

48h 0.99±0.16 0.77±0.15* 0.71±0.15** 0.58±0.12**

72h 1.40±0.23 1.09±015* 1.02±0.23* 0.81±0.09**
Valuesrepresentmean±SDofO.D.(opticdensity)ofeachsamples.
※ Pvaluescomparedwiththenonetreated
*:P<0.05,**:P<0.01

Table2.EffectofCurcumaeonLX-2CellProliferation(BrdUAssay)

3.鬱金이 간성상세포의 세포주기에 미치는 향

(CellCycleAnalysis)

鬱金이 세포주기에 미치는 향을 찰한 결과

鬱金의 투여는 Apoptosis의 비율과 세포분열을 하

지 않는 기간인 G0/G1phase는 증가되었고 G2/M

phase는 낮게 나타나 鬱金이 세포분열을 억제함

을 확인할 수 있었다(Table3,Fig.1).

㎍/㎖
Phase

0 50 100 200 500

Apop 1.69 2.09 3.06 2.76 2.29

G0/G1 44.52 50.48 50.80 52.34 51.52

S 7.53 8.11 8.78 10.55 11.37

G2/M 46.26 39.32 37.36 34.35 34.82

Total 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
Valuesrepresent% ofeachphase

Table3.EffectofCurcumaeonLX-2CellCycleAnalysis
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Fig.1.EffectofCurcumaeonLX-2cellcycleanalysis

4.鬱金이 간섬유화 련 유 자 발 에 미치는

향(RT-PCR)

鬱金이 간성상세포의 활성화와 collagen합성에

미치는 향을 유 자의 변화양상을 통하여 악

하여 보고자 GAPDH를 housekeepinggene으로 하

고,촬 된 이미지를 바탕으로 0㎍/㎖과 GAPDH를

기 으로 비율을 구하여 수치로 나타내었다.

鬱金투여에 의하여 CollagenType1a2에서는

조군에 비해 유 자의 발 이 감소됨이 찰되었

으나,ASMA에서는 24,48시간에서만 감소하고 72

시간에서는 오히려 증가함이 찰되었고,나머지

primer에서는 일정한 경향성을 발견할 수 없었다

(Table4-1~4-3,Fig.2).

㎍/㎖
Gene

0 50 200 500

ASMA 1 0.853 0.846 0.795

TIMP1 1 1.044 1.067 1.011

TIMP2 1 0.978 0.782 0.794

MMP2 1 0.891 0.868 0.908

Collagen1a2 1 0.950 0.976 0.965

PDGFRB 1 1.019 1.036 0.912

TGFB1 1 1.000 0.936 0.872
Valuesrepresenteachgene/GAPDHratio
Cellsweretreatedwithcurcumaewithdifferentdoses
for24hrs.

Table4-1.EffectofCurcumaeonmRNAExpression
inLX-2Cells

㎍/㎖
Gene

0 50 200 500

ASMA 1 0.967 0.810 0.849

TIMP1 1 1.042 1.066 1.142

TIMP2 1 1.162 1.005 1.005

MMP2 1 1.018 1.067 1.034

Collagen1a2 1 0.935 0.924 0.743

PDGFRB 1 1.084 1.080 1.007

TGFB1 1 0.935 0.874 1.021
Valuesrepresenteachgene/GAPDHratio
Cellsweretreatedwithcurcumaewithdifferentdoses
for48hrs.

Table4-2.EffectofCurcumaeonmRNAExpression
inLX-2Cells

㎍/㎖
Gene

0 50 200 500

ASMA 1 1.057 1.046 0.967

TIMP1 1 0.993 0.999 0.930

TIMP2 1 0.957 0.680 0.743

MMP2 1 1.096 0.988 1.035

Collagen1a2 1 0.975 0.901 0.927

PDGFRB 1 0.829 0.944 0.821

TGFB1 1 0.926 1.095 1.037
Valuesrepresenteachgene/GAPDHratio
Cellsweretreatedwithcurcumaewithdifferentdoses
for72hrs.

Table4-3.EffectofCurcumaeonmRNAExpression
inLX-2Cells
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Sizemarker

100bp→

(순서 로 sizemarker,GAPDH,ASMA,TIMP1,TIMP2,MMP2,Col1a2,PDGFRB,TGFB1)

ASMA

TIMP1

TIMP2

MMP2

Col1a2

PDGFRB

TGFB1

GAPDH

Fig.2.EffectofCurcumaeonmRNAexpressionsaftertreatmentwithdifferenttimeanddoses.

Upperpanelshowssizemarkerandeachgeneexpressionslevelsafter25cyclesofPCR.Lowerpanelshows
relativegeneexpressionafterPCRcyclesadjustedaccordingtotheresultofupperpanel.

5.鬱金이 procollagen단백질 합성에 미치는 향

24,48시간 동안 약재를 처리한 후 나타난 결과,

24시간 처리군에서의 200㎍/㎖ 군과 48시간 처리군

의 500㎍/㎖에서 유의하게 procollagen생성량이 감

소함을 확인할 수 있었다(Table5).

ng/㎖
Time

0 10 50 100 200 500

24
179.33
±18.45

166.89
±1.41

149.67
±12.98

155.92
±3.59

144.24
±16.24*

123.54
±1.93

48
231.28
±3.06

226.81
±22.21

211.99
±10.28

181.38
±18.02

183.73
±11.92

152.78
±6.33*

Valuesrepresentmean±SD ofproducedprocollagen
(ng/㎖)convertedfrom theO.D.ofeachsampleusing
standardcurvemadewithproteinstandardprovidedby
thecompany.
Correlationequationisy=((A-D)/(1+(x/C)̂B))+D
*:P<0.05

Table 5.EffectofCurcumae on Procollagen
Production(EIA)

Ⅳ.고찰 결론

우리나라 간경변증 환자들의 원인 질환은 B형

간염 바이러스에 의한 만성 간질환이 44.5%로 가

장 많고 알코올성에 의한 경우가 다음 순 를 차

지한다
13
.이와 같이 우리나라에서는 만성 바이러스

성 간질환의 유병률이 높아서 이에 따라 간경변증

의 유병률도 높은 것으로 알려져 있다
1
.

간섬유화는 여러 종류의 간 손상에 의한 상처재

생 과정의 결과로 나타나는 상이며 가역 인 것

인지 아닌지에 해서는 논란이 많이 있어 왔으나

최근 연구에서는 가역 이라는 보고
14
와 함께 실험

으로 유발된 간섬유화에서 섬유화의 호 을 보

인 보고가 나오고 있다
15
.

서양 의학에서는 간 섬유화증의 치료를 해 섬

유화의 원인에 따라 치료방향이 조 씩 달라지게

되는데,B형,C형 바이러스성 간염에 해서는 항

바이러스제제의 사용으로 항바이러스 효과는 물론
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항섬유화 효과까지 기 하려는 노력이 진행되고

있다.B형간염에 라미부딘을 사용함으로서 조직학

소견의 개선의 보고16를 한 것과,C형간염에 인

터페론 리바비린을 이용하여 조직학 소견의

개선을 보고17한 것이 있다.자가면역성 간염과

성 알코올성 간염에서 유일하게 응이 되는 부신

피질 호르몬제는 섬유화의 진행 과정 나타나는

염증반응에 한 억제제로 사용된다
18
.그 외 실험

으로 연구되고 있는 항 섬유화 약제는 gleevec4,

estrogen
5
,pentoxifylline,IL-18antibody

19
등이 있

다.

한약재에 한 간섬유화 억제 효과 보고 역시

많은 연구가 진행 에 있는데,그 鬱金은 생강

과에 속하는 다년생 약용 식물로 CurcumaeLongae

Radix.의 덩이뿌리를 건조한 것이다.주요 성분으

로는 curcumin,demethoxycurcumin,bisdemethoxy

curcumin등이다.性寒,味辛苦하며 活血止痛,行氣

解鬱,淸心開竅,淸熱凉血,利膽 黃시키는 효능이

있으며,췌장질환, 상동맥질환,고지 증 등에 사

용되고 있다
20
.

鬱金의 간에 미치는 향에 한 기존의 연구로

는 TGF-beta 산화스트 스의 조정으로 간경변

증을 방,치료할 수 있음을 보고21와,鬱金이 쥐

의 간에 aflatoxin으로 유발된 지질과산화를 개선시

킨다는 보고22가 있다.간섬유화에서 鬱金의 효과에

한 보고는 鬱金의 NF-kB와 ERKsignaling을 억

제함으로서 ConnectiveTissueGrowthFactor(CTGF)

를 억제하는 기 의 보고
23
와,PPAR-γ를 활성화시

켜 간성상세포의 활성화를 막는다고 보고24가 있고,

鬱金이 MMP-2와 MMP-9의 활성 PPAR-γ 신

호 달을 활성화시킴으로서 간성상세포의 활성을

막는다는 보고
25
도 있었다.

재까지 鬱金을 실험약재로 하여 보고된 논문

들 부분은 동물의 간세포를 상으로 한 것으로,

인체 간에서 유래한 세포를 상으로 약재를 처리

하여 그 결과를 보고한 것은 드문 실정이다.본 연

구에서는 鬱金을 인체 간성상세포에서 유래한 세

포주에 직 투여하여 그 효과를 검증하 다.

한약재를 동결건조하고 다시 배지에 녹여서 세

포에 처리할 때 약재별로 나타나는 세포독성은 약

재에 따라 다양한 차이를 보이므로 세포독성은 나

타나지 않으면서 약 효과를 찰할 수 있는 농도

의 설정이 요하다.지 까지 각종 논문에 소개된

일반 인 한약재의 농도는 일반 으로 500㎍/㎖

이하로 설정되어 이용되어 온 것을 참고로 하여

본 연구에서는 500㎍/㎖을 최고 농도로 설정하여

시간별로 약재를 투여하 다.

鬱金이 간성상세포의 viability에 미치는 향을

확인하기 해 MTTAssay를 시행하 다.MTT는

살아있는 세포의 mitochondria에서 사 작용이 일

어나는 화합물이며, 사 작용이 일어난 이후에는

그 색이 변하게 되는데,각 well의 colorimetric

activity를 측정함으로써 실험을 하는 방법이다.오

직 살아있는 세포에서만 이 변화가 생기게 되므로

MTTAssay를 통해 간성상세포의 viability를 알아

볼 수 있다.본 연구에서는 약재의 최고 농도를

500ug/ml로 설정하 는데,실험 결과 48시간 처리

군에서도 격한 세포활성의 하는 찰되지 않

아서 세포독성은 나타나지 않는 안 성이 높은 약

재로 단되었다.의미있는 세포활성의 변화는 약

재를 처리한 후 48시간에서 유의성 있는 감소 경향

이 나타났다(Table1).

간성상세포의 증식을 확인해보기 해 BrdU

Assay를 시행하 다.실험결과 모든 농도에서 세포

증식이 억제됨을 찰할 수 있었고,특히 농도가

높을수록 유의성 역시 높아짐을 찰할 수 있었다

(Table2).

鬱金이 세포주기에 미치는 향을 확인해보기

해,鬱金을 증류수로 추출하여 24시간 동안 농도

별로 처리한 결과 Apoptosis의 비율과 세포분열을

하지 않는 기간인 G0/G1기간이 0㎍/㎖ group보다

鬱金을 투여한 group에서 높게 나타나고 반 로

분열하는 기간인 G2/M기간은 鬱金을 투여한

group에서 낮게 나타나 鬱金이 세포분열을 억제함
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을 확인할 수 있었다(Table3,Fig.1).이 결과는

BrdU Assay의 결과와도 한 연 이 있는데,

BrdU Assay를 통하여 반 인 세포의 증식이

억제됨을 알 수 있었고,Cellcycleanalysis를 통하

여는 G0/G1arrest를 통하여 세포증식 가장

요한 부분 하나인 세포분열주기에서 鬱金이 분

열을 억제하고 있음을 알 수 있었다.

鬱金이 간성상세포의 collagen합성에 미치는

향을 유 자의 변화양상을 통하여 악하여 보고자

RT-PCR을 시행하 다.GAPDH를 housekeeping

gene으로 하고,간손상시 늘어나는 collagen 의

하나인 Collagentype1a2,성상세포의 활성시에 증

가하는 것으로 알려진 alpha-SmoothMuscleActin

(ASMA),Proteinderivedgrowthfactorreceptor

(PDGFR),Transforming Growth Factor beta

receptor(TGFBR)와 기존의 collagen골격을 이루

고 있는 CollagentypeⅣ를 분해하는 물질 하

나인 Matrixmetalloprotease-2(MMP-2),간섬유화

에서 MMP를 억제하는 것으로 알려진 Tissue

inhibitorofmetalloproteases(TIMP1,TIMP2)를

측정하 고,촬 된 이미지를 바탕으로 0㎍/㎖과

GAPDH를 기 으로 비율을 구하여 수치로 나타내

었다(Table4.1-3,Fig.2).실험 결과 Collagentype

1a2는 24,48,72시간에서 모두 합성이 떨어지는 결

과를 보 고,ASMA는 24,48시간에서는 합성이 떨

어졌으나,72시간에서는 오히려 상승하는 결과를

보 다.그 외 다른 primer에서는 일정한 경향성이

없었다.이는 鬱金이 Collagentype1a2의 합성을

지속 으로 막는 효과가 있는 반면,ASMA의 결과

를 볼 때 간 성상세포의 활성화를 약 48시간까지는

해하는 효과가 있음을 알 수 있다.실제 임상에

서 한약투여를 1일 2-3회 하는 것이 가장 흔한 처

방이라고 볼 때,약 8-12시간마다 약물성분이 인체

로 들어간다는 것을 고려하면 鬱金의 ASMA발

을 억제하는 것 역시 의의가 있다고 볼 수 있다.

Collagen합성의 정량 검출을 알아보기 해

Procollagenassay를 시행하 다.24,48시간 동안

약재를 처리한 후 나타난 결과,24시간 처리군에서

의 200㎍/㎖ 군과 48시간 처리군의 500㎍/㎖에서

유의하게 procollagen 생성량이 감소함을 확인할

수 있었다.유의하지 않은 부분 역시 농도가 높아

질수록 평균값은 하강함을 알 수 있고,24시간 500

㎍/㎖ 군의 경우에는 200㎍/㎖ 군 보다 평균값은

낮았지만 통계 유의성은 발견할 수 없었다

(Table5).이 결과를 통해서 鬱金이 상 으로

고농도에서 간성상세포의 procollagen합성을 억제

함을 확인할 수 있다.

서론에서 언 한 FuY.등8과ChenA등9의 논

문은 쥐의 간성상세포를 사용하여 IFN-gamma,

IL-6,PPAR-gamma,CTGF등을 연구한 것에 비

해 본 연구에서는 사람의 간성상세포를 사용하여

인체에서의 환경과 더욱 유사한 상태에서 연구가

진행되었으며,세포의 활성,증식능력 cellcycle

을 분석하고,RT-PCR의 primer역시 여러 가지

를 실험하여 인체 간 성상세포주인 LX-2cell에

한 鬱金의 효과를 범 하게 연구하 다.

이상에서 鬱金은 간섬유화에 세포 활성도와 세

포 증식도를 억제하고,세포주기에서 세포분열을

억제하며,collagen합성 섬유화 인자를 억제하

는 것으로 찰되었다.그러나 본 연구는 간을 구

성하는 여러 세포 에서 섬유화에 가장 계가

깊은 것으로 알려진 간성상세포주에 한 것으로

생체에서의 상황과 동일하다고 볼 수는 없으며 추

가 인 동물실험을 통하여 생체에서의 반응에

한 보다 확실한 정보를 얻을 수 있을 것으로 단

된다.다만 울 이 한의학의 임상에서 장시간 사

용되어 왔던 을 고려한다면 임상에서의 용에

무리는 없을 것으로 생각되며,아울러 鬱金의 간섬

유화 억제에 한 보다 자세한 작용기 에 하여

는 추가연구가 필요할 것으로 생각된다.
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