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ABSTRACT
Objective:Theaim ofthisstudy istoinvestigatethepreventiveeffectofInjinchunggan-tang(YJCGT)&

Injinysaryung-san(YJSRS)onMCD-diet-inducedNASHinA/Jmice.

Methods:A/Jmiceweredividedinto4groups;Normalgroup(normaldietwithoutanytreatment),Controlgroup
(MCD dietonly),YJCGTgroup(MCD dietwithYJCGT),andYJSRSgroup(MCD dietwithYJSRS).After5weeks,
bodyweight,liverweight,biochemicalparametersforliverfunctiontest,histologicalchanges,andreal-timePCRwereassessed.

Results:MicelostbodyweightwiththeMCDdietandtheYJCGTandYJSRSgroupslostlessthanthecontrolgroup,
thoughshowednostatisticalsignificance.LiverweightsweredecreasedbytheMCDdiet,butnotsignificantly.Intheliver
functiontest,allthevalueswereincreasedwiththeMCDdiet,thoughsomedidnotshowsignificance.AlpandALTlevels
weresignificantlylessincreasedbyYJCGTcomparedtothenormal(p<0.05).Allvaluesweredecreasedorincreasedcompared
tothecontrolbytreatmentthoughshowednosignificancepossiblyduetoinsufficientsamplenumbers.Inhistologicalfindings
ofthelivers,MCD-dietinducedseverefattychangeandcollagenaccumulationinthelivers,butthisfattychangewasreduced
intheYJCGT andYJYRSgroupsandfibrogenesiswasinhibitedsignificantlywithp<0.05andp<0.01,respectively.In
real-timePCR analysis,YJCGT andYJYRSshowedinhibitoryeffectonliverfibrogenesisbyreducingassociatedgene
expressionscausedbyMCDdiet.

Conclusion:YJCGTandYJSRSareconsideredtobepossiblecandidatesforthetreatmentofpatientswithNASH
and/orliverfibrosis.
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Ⅰ.서 론

비알코올성 지방간염(nonalcoholicsteatohepatitis,

NASH)은 과도한 음주력이 없으면서도 알코올성

간염과 동일한 병리학적 변화인 지방변성,염증세

포 침윤,간세포파괴,Mallory소체 및 섬유화 등이

발생하는 질환을 말한다1.NASH는 식생활이 풍요

해지고 고지방 식이를 섭취할 기회가 많아지면서

빈도가 증가하고 있다2.NASH는 비만,당뇨,고지

혈증 등의 대사질환의 일부분으로 발현되기도 하

며,일부는 만성 간질환으로 진행하게 된다3.

근래에 NASH의 병리기전과 치료 약물에 대한
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연구가 활발히 이루어지고 있으나 아직까지 정확

한 기전이 규명되지 않았고,표준 치료법도 제시되

지 못하고 있어 앞으로 해결해야 할 과제가 많은

실정이다.

NASH의 동물모델에는 고지방식이,MCD-diet

등이 있는데,MCD-diet모델은 설치류 동물에서

간섬유화,간경변증을 동반하는 지방간염을 유발하

고
4
이는 인체의 지방간염의 병태모델과 유사하다

고 인정되고 있다5.

간장 질환에 대표적인 처방인 인진청간탕은 淸熱

利濕시키는 인진사령산에 수종의 한약재를 가미한

처방으로 임상에서는 간질환의 기본처방으로 사용

되고 있다6.실험적으로는 간섬유화 억제,apoptosis

억제,간세포보호,TNF-α 신호전달 억제작용 등이

보고되고 있다7-8.

인진사령산은 만성간질환의 치료에 淸熱利濕을

목표로 널리 사용되고 있다.실험적으로 간세포 활

성을 높이고,apoptosis억제,세포손상 억제 등이

보고되고 있다9-10.

본 연구에서는 급만성간질환에 효과적인 것으로

보고되고 있는 인진청간탕과 인진사령산이 지방대

사의 장애로 인한 지방간염에도 쓰일 수 있을 것이

라 판단되어 MCD-diet로 유발시킨 NASH병태모

델에 인진청간탕과 인진사령산이 미치는 영향을

살펴보았다.체중측정,간중량측정,간기능검사를

하고,병리조직학적 변화를 관찰하고,Real-Time

PCR로 간섬유화 관련 유전자의 발현정도를 관찰

하여 유의한 결과를 얻어 보고하는 바이다.

Ⅱ.실 험

1.재료 및 동물

1)재 료

본 실험에 사용한 약재는 대한약전외 한약(생

약)규격집 주해서
11
에 근거하여 경희대 부속 한방

병원에서 구입하여 엄선한 것을 사용하였으며 1첩

당 내용 및 용량은 Table1,Table2와 같다.

Herb Scientificname Dose(g)

茵 蔯 ArtemisiaeCapillarisHerba 50

地 楡 SanguisorbaeRadix 15

覆盆子 RubiFructus 12

白 朮 AtractylodisRhizomaAlba 12

猪 苓 Polyporus 12

白茯苓 Hoelen 12

澤 瀉 AlismatisRhizoma 8

蘿葍子 RaphaniSemen 8

靑 皮 AurantiiImmatriPercarpium 6

甘 草 GlycyrrhizaeRadix 6

生 薑 ZingiberisRhizomaROSCOE 12

Total 153

Table1.PrescriptionofInjinchunggan-tang

Herb Scientificname dose(g)

茵 蔯 ArtemisiaeCapillarisHerba 50

澤 瀉 AlismatisRhizoma 24

白 朮 AtractylodisRhizomaAlba 12

白茯苓 Hoelen 12

猪 苓 Polyporus 12

Total 110

Table2.PrescriptionofInjinsaryung-san

2)동 물

혈청검사로부터 각종 감염이 인정되지 않고,일

반증상과 체중감소가 없는 20g내외의 A/JSlc

mouse암컷(중앙동물실험)을 실험에 사용하였다.실

험동물은 멸균한 polycarbonatecage에 방사선 멸균

한 시판 고형사료(대한실험동물센터)와 MCD-diet

(MethionineCholineDeficientdiet)및 정제한 물

을 자유 공급하였으며 1주 동안 normaldiet를 섭

취하면서 실험실 환경에 적응시킨 후 본 실험을 시

작하였다.실험기간동안 명암주기 12시간 간격,온

도 25±2℃,습도 55%로 실험실 환경을 유지하였다.

MCD-diet의 조성은 다음과 같다.
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Ingredient gm/Kg

Cornstarch 100

Dextrin 100

Sucrose 408.58

Celluose(401855) 50

CornOil 50

SaltMix#200000 3.5

SodiumBicarbonate 4.3

VitaminMix#300050 10

Primex 100

FerricCitrate,U.S.P. 0.12

total 1000.00

Table3.ConstituentsofMCD-diet

2.방 법

1)검액의 조제

(1)약제의 추출

인진청간탕 153g및 인진사령산 110g을 환류추

출기(Duksan,Korea)에 넣고,냉각기를 부착한 상

태에서 증류수를 1000㎖를 가하여 2시간씩 2회 가

열 추출하였다.추출액을 filterpaper로 여과 후,

Rotaryevaporator(Buchi社RE121,SWISS)로 감압

농축하여 농축액을 얻었다.

(2)동결건조

이 농축액을 동결건조기(EYELA,Japan)로 건

조하여 인진청간탕 20g,인진사령산 18g을 얻었다.

(3)얻어진 동결건조 엑기스를 100mg/ml의 농

도로 증류수에 희석하여 사용하였다.

2)실험설계

(1)지방간염 유발 및 검액투여

실험동물들을 정상군(Normaldietwithoutany

treatment),대조군(MCD-dietonly),인진청간탕

군(MCD-diet+인진청간탕 1g/kg),인진사령산군

(MCD-diet+인진사령산 1g/kg)의 4군으로 나누고

군 당 10마리씩 배치하였다.검액은 매일 오전 10

시경 1회 주 6회씩 5주간 경구 투여하였다. 또한

정상군 및 대조군에는 생리식염수를 동량으로 5주

간 경구투여 하였다.

3)체중의 측정

5주의 실험기간동안 실험동물의 체중을 주 1회

씩 측정하였다.

4)간중량 측정

5주간 MCD-diet및 약재투여 후 mouse를 에테

르 마취하에 채혈 및 방혈치사시킨 다음 간장을 적

출하여 간의 중량을 측정하였다.

5)간기능검사

5주간의 약재투여 후 2일 후 동물을 희생하고

혈액을 채취하여 생화학검사(Beckman Coulter,

LX-20)를 시행하였다.검사항목으로는 AST,ALT,

TotalBilirubin,AlkalinePhosphatase를 측정하였

다.

6)병리조직학적 검사

5주간 MCD-diet및 약재투여 후 mouse를 에테

르 마취하에 채혈 및 방혈치사시킨 다음 간장을 적

출하여 10% 중성포르말린 용액에 고정한 후 파라핀

포매 후 로타리 마이크로톰으로 4㎛ 두께로 조직절

편을 제작한 다음 H-E염색 및 Masson-Trichrome

염색을시행하여광학현미경으로관찰하였고,I-Solution

(iMTechnology,Vancouver,Canada) program을

이용하여 지방축적으로 인한 간조직의 공포의 면

적비율 및 Collagen축적 영역의 면적비율을 측정

하였다.

7)역전사(RT)및 실시간 정량적 중합효소연쇄

반응(Real-TimePCR)

(1)RNA추출

RNeasyMiniKit(Qiagen,TX,USA)를 사용하

여 RNA를 분리하였다.

즉,동물을 희생한 후 간조직을 적당량 취하여

RNAlatersolution(Qiagen,TX,USA)에 넣었다가 24

시간 이상 지난 다음에 간조직을 70-80㎎ 내외로 채

취하여 50㎖ tube에 넣고 BME-RLTbuffer(Qiagen,

TX,USA)1㎖을 가한 후 TissueMiser(Fisher

Scientific,CA,USA)를 이용하여 homogenize한 후

얼음 위에서 10분간 방치하여 상층액을 얻고 이것

을 QiagenShreddercolumn(Qiagen,TX,USA)에
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통과시켜 잡질을 제거하였다. 그런 다음 Qiagen

RNeasyMiniKit를 이용하여 제작사의 protocol에

따라 RNA를 분리하였다.

(2)cDNA합성

Reverse Transcription System(Promega,WI,

USA)을 이용하여 cDNA를 합성하였다.

즉,MgCl2(25mM)4㎕,10X RT buffer2㎕,

dNTP(10mM)2㎕,Random primer1㎕(0.5㎍),

RecombinantRnasinRibonucleaseInhibitor0.5㎕,

AMVRT0.6㎕(15u),targetRNA1㎍을 넣고 나

머지는 DEPCwater를 첨가하여 총 용량이 20.1㎕

가 되게 하여 25℃ 10분,42℃ 1시간,95℃ 5분 동

안 처리하여 cDNA를 제작하고 5℃에서 차게 해서

-20℃에 보관하였으며 필요할 때마다 사용하였다.

(3)Primer제작

Housekeepinggene으로는 GAPDH를 사용하였

고,targetgene으로는 ProcollagenTypeIa1,ASMA,

TGFβ1,MMP 2,TIMP1,TIMP2,PDGFRβ의

gene을 사용하였으며 각 primer의 sequence는 다음

과 같다.

Gene Sequences productsize(bp)

GAPDH-F 5'-CAACGACCCCTTCATTGACC-3'
146

GAPDH-R 5'-GGTCTCGCTCCTGGAAGATG-3'

Procol1a1-F 5'-ATCCCTGAAGTCAGCTGCATA-3'
145

Procol1a1-R 5'-TGGGACAGTCCAGTTCTTCAT-3'

ASMA-F 5'-TCCTCCCTGGAGAAGAGCTAC-3'
140

ASMA-R 5'-TATAGGTGGTTTCGTGGATGCCC-3'

TGFb1-F 5'-TGCGCTTGCAGAGATTAAAA-3'
154

TGFb1-R 5'-CTGCCGTACAACTCCAGTGA-3'

MMP2-F 5'-ACCCAGATGTGGCCAACTAC-3'
140

MMP2-R 5'-TACTTTTAAGGCCCGAGCAA-3'

TIMP2-F 5'-GCCAAAGCAGTGAGCGAGAAG-3'
155

TIMP2-R 5'-CACACTGCTGAAGAGGGGGC-3'

TIMP1-F 5'-ACGAGACCACCTTATACCAGCG-3'
149

TIMP1-R 5'-GCGGTTCTGGGACTTGTGGGC-3'

PDGFRb-F 5'-CTTTGTGCCAGATCCCACCA-3'
101

PDGFRb-R 5'-TCACTCGGCACGGAATTGTC-3'

Table4.OligonucleotidePrimersUsedforQuantitativeRT-PCRAnalysis(Allsequencesarelisted5'to3')

(4)Real-TimePCR(실시간 정량적 역전사 중

합효소연쇄반응)

1.5㎖ 시험관에 2.4㎕의 25mM MgCl2,2㎕의

Lightcycler fast start enzyme이 포함된 DNA

masterSYBR greenI,10p㏖의 sense와 antisense

시발체,증류수를 포함하여 18㎕로 최종용량을 조

정하였다. 18㎕의 혼합물에 2㎕의 cDNA를 혼합

하여 모세관(capillarytube)에 분주한 다음 뚜껑을

닫고 700g,5초간 원침한 다음 Lightcycler증폭기

(AppliedScience,Mannheim,Germany)에 장착하

였다. Annealing온도는 55℃로서 PCR생성물의

크기에 따라서 25bp/sec로 하여 real-timePCR을

시행하였다.그런 다음 각 유전자의 발현정도를

GAPDH와의 상대적인 수치로 계산하였다.

8)통계 및 분석

통계처리는 SPSS14.0.K를 사용하여 one-way

ANOVA(일원배치분산분석)를 하였고,사후검정으

로는 Scheffe검정을 사용하였으며,유의수준 0.05
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이하를 유효한 것으로 인정하였다.

Ⅲ.결 과

1.체중의 변화

정상군에서는 체중변화가 없었고,대조군,YJCGT

군 및 YJSRS군 모두에서 유의성 있게 체중이 감

소하였다.YJCGT군과 YJSRS군에서는 대조군에

비하여 적게 감소되었지만 유의성은 인정되지 않

았다(Table5,Fig.1).

0week 1week 2weeks 3weeks 4weeks 5weeks

Normal 22.8±1.5 23.3±1.5 23.0±1.9 22.7±2.5 23.3±2.4 22.3±3.0

Control 21.1±1.5 17.0±1.3** 15.3±1.1** 13.5±1.0** 13.1±1.0** 13.1±1.0**

YJCGT 21.8±1.0 17.8±0.9** 16.4±0.8** 14.7±0.7** 14.1±0.8** 13.8±0.7**

YJSRS 22.2±1.4 17.8±1.5** 16.3±1.1** 14.6±0.8** 14.4±1.0** 13.9±1.1**
Valuesrepresentmean±SD
*;p<0.05comparedwiththenormal
**;p<0.01comparedwiththenormal

Table5.BodyWeightChangeofA/JMicewithMCD-dietandTreatments

Fig.1.BodyweightchangeofMCD-dietinduced
micewith/withouttreatment.

Significantbodyweightchangeswereobserved
from thefirstweekoftheexperimentin3
experimentalgroups(p<0.01).Weightlossinthe
controlgroupwaslessthantheothertwotreatment
groups,thoughshowednosignificance.

2.간중량 변화

간장 중량이 control군과 YJCGT군에서는 유의

성 있게 감소하였지만(p<0.05),이것을 다시 각 동

물 체중 평균으로 나누어서 비교해 보았을 때에는

간장의 중량이 체중 대비 각 실험군 모두에서 증가

된 것으로 나타났다(Fig.2).대조군에 비해 YJCGT

군과 YJSRS군에서는 유의성은 없었다.

a)

b)

Fig.2.Liverweightchangesofeachexperimental
groups.

a)DecreasedliverweightinallthreeMCD-diet
treatedgroupswereobserved.b)Liverweight/
bodyweight(LW/BW)ratiooftheMCD-diet
inducedexperimentalgroupswerehigherthan
thenormalgroup.
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3.간기능 검사

인진청간탕은 MCD-diet로 유발된 ALP,ALT의

상승을 대조군에 비하여 유의하게 억제하였으며,

인진사령산은 AST의 상승을 억제하였으나 유의성

은 인정되지 않았다(Table6,Fig.3).

T-bil(mg/dL) ALP(IU/L) AST(IU/L) ALT(IU/L)

Normal 0.03±0.01 218±75 113±37 35±8

Control 0.21±0.13 297±63* 158±29* 253±84**

YJCGT 0.24±0.10* 262±47 197±39** 140±55*+

YJSRS 0.18±0.11 320±63* 141±20 188±76*
Valuesrepresentmean±SD
*;p<0.05comparedwiththenormal
**;p<0.01comparedwiththenormal
+;p<0.05comparedwiththecontrol

Table6.EffectsofYJCGT(Injinchunggan-tang)andYJSRS(Injinsaryung-san)onMCD-Diet
InducedLiverFunctioninA/JMicebyBiochemistry

Fig.3.EffectsofYJCGTandYJSRSonseveral
biochemicalvaluesintheserum ofeach
groups.

AllthevalueswereincreasedwithMCD-diet
thoughsomedidnotshowstatisticalsignificance.
ALTlevelwaslessincreasedbyYJCGTsignificantly
comparedtothenormal(p<0.05).Allothervalues

weredecreasedorincreasedcomparedtothecontrol
bytreatmentthoughtshowednosignificance
possiblyduetoinsufficientsamplenumbers.

4.병리조직학적 검사

1)지방 침착 관찰

정상군에서는 간소엽의 입체구조가 잘 유지되었

고,문맥 주위 및 중심정맥 주위의 섬유화 및 간세

포 괴사나 염증반응은 관찰되지 않았으나,대조군,

YJCGT군과 YJSRS군에서는 간소엽의 입체구조가

소실되면서 많은 지방축적이 관찰되었다.YJCGT

군과 YJSRS군에서는 지방축적이 대조군에 비하여

감소하였고,지방입자가 작은 편이었으나 image분

석을 통한 면적 측정에서는 유의성이 없었다(H-E

염색)(Table7,Fig.4,Fig.5).

Normal Control YJCGT1g/kg YJSRS1g/kg

% ofFattyArea 2.99±0.72 52.08±3.32*** 41.93±5.26*** 41.34±9.12***
Valuesrepresentmean±SD
***;p<0.001comparedtothenormal

Table7.PercentageofFattyAreaintheLiverTissue



NASH동물모델에서 인진청간탕과 인진사령산의 효과규명

416

Fig.4.HistologicalfindingsofMCD-dietinduced
liverdamagesinA/Jmice.

Fattyareaswereincreasedsignificantly(white
holesintheupperpanel,H-E stain,x100).
a)Normaldiet,b)MCD-dietonly,c)MCD-diet
+ YJCGT1g/kg,andd)MCD-diet+ YJSRS
1g/kg.

Fig.5.HistologicalfindingsofMCD-dietinduced
liverdamagesinA/Jmice.

Fatty areaswereincreased significantly by
MCD-diet.YJCGT andYJSRSinhibitedfat
accumulationintheliver,thoughshowedno
statisticalsignificance.

2)콜라겐 침착 관찰

Collagen침착은 정상군에서는 혈관구조물에 정

상적으로 분포하는 것 외에는 관찰되지 않았으나

대조군에서는 많은 Collagen이 관찰되어 섬유화가

심하게 진행되었음을 알 수 있었고,YJCGT군과

YJSRS군에서는 대조군에 비하여 섬유화가 억제되

었다(Masson-Trichrome염색)(Fig.6).

정상군에 비해 실험군들의 콜라겐 침착은 유의

성 있게 증가하였고(p<0.01),콜라겐의 침착은

YJCGT군과 YJSRS군에서 대조군에 비하여 유의

성 있게 감소하였다(YJCGT군은 p<0.05,YJSRS군

은 p<0.01)(Table8,Fig.7).

Fig.6.HistologicalfindingsofMCD-dietinduced
liverdamagesinA/Jmice.

Collgenaccumulationwasincreasedsignificantly
(blueareasintheupperpanel,Masson-trichrome
stain,x100).a)Normaldiet,b)MCD-dietonly,
c)MCD-diet+YJCGT1g/kg,andd)MCD-diet
+YJSRS1g/kg.

Normal Control YJCGT1g/kg YJSRS1g/kg

% ofCollagen 1.44±1.02 11.77±1.82** 7.61±2.93**+ 5.74±1.50*++

Valuesrepresentmean±SD
**;p<0.01comparedtothenormal
+; p<0.05comparedtothecontrol
++;p<0.01comparedtothecontrol

Table8.PercentageofCollagenintheLiverTissue
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Fig.7.HistologicalfindingsofMCD-dietinduced
liverdamagesinA/Jmice.

Collgenaccumulationwasincreasedsignificantly
byMCD-diet.YJCGT andYJSRSinhibited
collagenaccumulationintheliversignificantly
byp<0.05andp<0.01,respectively.

5.Real-TimePCR(실시간 정량적 역전사 중합효소

연쇄반응)

MCD-diet는 CollagentypeIa1(COLL1),PDGFBR1,

MMP2유전자의 발현을 증가시켰고,ASMA,TGFb1,

TIMPI,TIMPII유전자의 발현을 감소시켰다.

YJCGT군과 YJSRS군에서는 대조군에서 상승된

COLL1,PDGFBR1,MMP2유전자의 발현이 억제

되었고,대조군에서 저하된 ASMA,TGFb1,TIMP

I유전자의 발현은 증가되었다.다만 대조군에서

저하된 TIMP II유전자의 발현은 YJCGT군과

YJSRS군에서 더욱 저하되었다(Table9,Fig.8).

GAPDH COLL1 ASMA PDGFBR1 TGFb1 MMP2 TIMPI TIMPII

Normal 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000

Control 1.000 1.879 0.648 1.204 0.682 1.807 0.467 0.861

YJCGT1g/kg 1.000 1.067 0.744 0.660 0.719 0.955 0.626 0.641

YJSRS1g/kg 1.000 1.179 0.800 0.607 0.918 0.855 0.509 0.598

ValuesrepresentrelativeratioofeachgenesnormalizedbyGAPDH

Table9.EffectsofYJCGTandYJSRSonGeneExpressionsintheMCD-DietInducedLiverDamage

Fig.8.EffectsofYJCGTandYJSRSontheexpressions
offibrosismarkersinMCD-Dietinduced
miceliver.

Relativeexpressionlevelofeachgenesnormalized
byGAPDH issetto1.

Ⅳ.고 찰

NASH의 진단은 간조직 검사에서 지방간염이

있으며,음주력이 없고(1주에 40g이하의 에탄올 섭

취),바이러스성 간염,약물성 간염,자가면역성 간

염 등이 배제되어야 한다
12
.NASH의 실제 발병률

과 유병률은 최근까지 연구가 부족했던 게 사실이

다
13
.NASH의 진단은 간생검을 통해 확진되며

3
,일

반 대중을 상대로 비침습적 검사로 찾아지는 경우

들은 단순 지방증과 NASH가 구분되기 어렵다.다

만 NASH 환자에서 체질량지수가 높을수록,ALT

값이 높을수록 병리적으로 심한 NASH를 추정할

수 있다
14
.

NASH의 병리소견은 알코올성 지방간염과 유사
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하며15,특징적인 소견으로는 거대수포성 지방침윤

(macrovesicularsteatosis),간소엽의 염증세포 침

윤(lobularinflammation),간세포의 풍선양 변성

(ballooningdegeneration),정맥주위 및 동주위 섬

유화(perivenularandperisinusoidalfibrosis)등이

다
16
.

알코올성 지방간과 NASH와의 검사상 차이점은

알코올성 지방간에서 MCV(meancorpuscularvolume),

γ-GT(gammaglutamyltransferase)가 유의하게 높

았으며,NASH에서는 체지방률과 ESR이 알코올성

지방간 군에 비해 유의하게 높았음이 보고되었다17.

NASH의 병태 모델로는 high-fatdiet와 MCD-diet

모델이 주로 쓰이는데,두 모델의 차이는 항산화반

응물에 대한 유전자의 증가가 MCD-diet모델에만

있고,high-fatdiet모델에는 없다는 것이다18.

MCD-diet모델로 한 연구에는 MCD-diet가 lipid

peroxidation,hepaticstellatecell(HSC)활성도를

증가시키고,TNF-α,TGF-β1,procollagenIα1의

유전자 발현이 증가된 간염을 유발시키고,MMP2

와 TIMP1,TIMP2의 유전자 발현이 증가되었다
19
.

충분한 식이를 한 쥐보다도 MCD-diet를 한 쥐의

혈청과 간세포에서 GSH 수치가 35% 감소하였다
20.

인진청간탕은 인진사령산에 地楡 覆盆子 蘿葍子

靑皮 砂仁을 加味한 方劑이며 현재 임상에서 淸熱

利濕을 目標로 急慢性肝疾患에 頻繁히 投與되고

있는 處方이다6.

인진청간탕은 전격성 간염을 일으킨 마우스의

생존률을 높이는 효과21,MHV-2M 및 水浸스트레

스로 유발한 간경변증에서 간기능 개선,간 보호,

간손상 회복,재생에 유의한 효과22,etoposide에 손

상된 간세포를 보호하고 Cpp32protease를 억제하

였으며 Cpp32,Fas를 억제하고 Bcl-2와 Bcl-XL을

촉진시킨다고 보고
23
되었다.인진사령산은 HepG2cell

에서 간세포활성을 높이고 Fas-mediatedapoptosis에

관여하는 유전자 조절 및 세포 손상을 억제한다
7,9,10고 하였다.

본 실험은 바이러스성 간염에서 사용되는 인진청

간탕과 인진사령산이 NASH의 모델중 MCD-diet로

유발된 경우에서 간기능,지방간정도,간섬유화에

미치는 영향을 살펴보고자 하였다.

MCD-diet로 유발되는 병태모델에서는 Fat로

유발시킨 병태모델과 다르게 체중감소가 나타는데,

정상군보다 실험군에서 유의성 있게 체중이 감소

하였으나,인진청간탕군과 인진사령산군은 대조군

보다는 체중이 덜 감소하였으나 유의성은 없었다.

간장 중량에서는 대조군과 인진청간탕군에서는

유의성있게 감소하였지만(p<0.05),이것을 다시 각

동물 체중 평균으로 나누어서 비교해 보았을 때에

는 간장의 중량이 체중 대비 각 실험군 모두에서

증가된 것으로 나타났으며 대조군과 실험군간의

유의성은 인정되지 않았다.

간기능검사에서 MCD-diet를 섭취한 대조군에

서는 ALP와 ALT가 유의성있게 상승하였고 total

bilirubin,AST는 상승하였다.인진청간탕을 사용한

경우 ALP와 ALT의 상승을 억제하였고 total

bilirubin과 AST는 대조군보다 상승하였고,인진사

령산에서는 totalbilirubin,AST,ALT의 상승을 억

제하였고 ALP는 대조군보다 상승하였다.인진청간

탕과 인진사령산 모두 ALT 상승을 억제하여 간

보호 작용을 하는 것으로 나타났다.다만 인진청간

탕에서 담즙정체를 반영하는 ALP를 억제하였지만

totalbilirubin은 도리어 증가하였고,인진사령산은

totalbilirubin은 억제하였지만 ALP는 도리어 상승

하였다.따라서 인진청간탕과 인진사령산은 빌리루

빈 배출과정과 빌리루빈 생성과정에 미치는 영향

을 다른 것으로 사려된다.향후 이에 대한 추가 연

구가 필요할 것으로 보인다.

간의 조직학적 검사에서 MCD-diet는 지방축적

과 collagen침착을 일으켰으며,인진청간탕과 인진

사령산은 모두 지방축적을 억제하는 경향을 보였

으나 통계적인 유의성은 인정되지 않았다.반면에

collagen침착에 대하여서는 인진청간탕과 인진사

령산의 투여가 각각 p<0.05와 p<0.01의 유의수준으
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로 유의한 억제효과가 있음이 관찰되었다.

간섬유화가 진행되는 과정에 따라 관여되는 유

전자가 다르다.간섬유화의 중요기전은 간성상세포

의 활성화인데,활성화된 간성상세포는 근섬유아세

포와 유사한 형질을 띠고,세포증식이 증가하며 다

양한 세포외기질 물질을 합성하고 분비한다.활성

화된 간성상세포는 세포질내 지방적이 감소하고,

alphasmooth muscleactin(ASMA)을 발현하며,

세포외기질 구성 단백을 합성하고 분비하는 특징

을 보인다.
24-26
TGFβ는 collagen합성의 강력한 촉

진인자이고27,MMP와 TIMP와의 불균형으로 인한

세포외기질의 합성과 분해사이에 불균형으로 일어

난다28.

간섬유화와 연관된 유전자를 RT-PCR을 통하

여 살펴보았는데,MCD-diet를 시행한 대조군에서

는 콜라겐 합성이 증가될 때 발현이 증가되는

CollagentypeIa1,PDGFBR1,MMP2유전자가

증가하였고,MMP합성을 억제하는 TIMPI,II

유전자의 발현은 억제하였다.그러나 간성상세포가

활성화될 때 증가되는 ASMA의 발현은 감소하였

고 fibrogenesis때 증가되는 TGFβ1을 정상군보다

도리어 억제되었다.이러한 점은 MCD-diet로 유발

되는 간섬유화는 인간 성상세포 활성에서 섬유화

가 진행하는 양상과 정확하게 일치하지는 않다는

점을 시사한다.다만 섬유화 진행에서 변화되는

CollagentypeIa1,MMP2,PDFG 증가와 TIMP

I,II감소는 동일한 양상으로 나타났다.

인진청간탕과 인진사령산을 투여한 결과

CollagentypeIa1,MMP2,PDGFBR1유전자의

발현은 대조군에 비하여 억제되었고,TIMPI및

TIMPII유전자의 발현은 상승시키는 것으로 나

타났다.

이상에서 인진청간탕과 인진사령산은 MCD-diet

로 유발시킨 NASH 병태모델에서 간세포 보호작

용과 지방축적억제,간섬유화 억제작용을 하였으

며,간섬유화 억제작용은 간섬유화시 증가되는

CollagentypeIa1,MMP2,PDGFBR1유전자의

발현을 억제하고,TIMPI및 TIMPII유전자의

발현을 증가시키면서 이루어지는 것으로 판단되었

다.

MCD-diet을 이용한 NASH 병태모델은 영양불

균형에 의한 지방간염 유발 병태모델로서 인체에

서 보이는 영양과잉에 따른 지방축적 및 염증발생

의 소견과는 차이가 있으므로 인체에서의 병태와

보다 유사한 모델의 개발이 필요한 실정이다.하지

만 현재까지 NASH병태모델로서 MCD-diet유발

동물모델이 학계에서 인정되고 있으며 관련된 논

문들이 발표되고 있는 것은 병태가 완전히 일치하

는 것은 아니지만 연구목적으로 인정받고 있음을

의미하는 것이라 할 수 있다.이에 본 연구의 결과

를 바탕으로 고려할 때,인진청간탕이나 인진사령

산의 투여는 염증으로부터 간세포를 보호할 뿐 아

니라 NASH에서 지방축적을 감소시키고 섬유화

진행을 억제하는 효과를 발휘할 수 있을 것으로

생각되었다.부족하나마 이번 연구의 결과는 NASH

병태 모델을 이용한 한약처방의 치료효과를 검증

하는 초기의 시도라 할 수 있으며,보다 효과적이

고 임상에 적용하기 용이한 처방을 구성하기 위하

여서는 다양한 약재의 검증 및 처방 구성을 위한

노력이 지속되어야 할 것으로 사료된다.

Ⅴ.결 론

인진청간탕과 인진사령산이 A/Jmice에 MCD-diet

로 유발시킨 NASH 병태모델에 미치는 효능을 관

찰하기 위하여,체중변화,간중량변화,간기능 검

사,병리조직학적 검사(Hematoxylin& Eosin염

색,Masson-Trichrome염색)및 간섬유화와 연관

된 유전자 검사를 Real-TimePCR를 시행한 결과

다음과 같은 결론을 얻었다.

1.MCD-diet는 mouse의 체중을 유의성 있게 감소

시켰으며,인진청간탕이나 인진사령산에서는 대

조군에 비해 체중감소가 심하지 않았으나 유의
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성은 인정되지 않았다

2.MCD-diet는 mouse의 간장 중량을 유의성 있게

감소시켰지만,대조군과 인진청간탕군 및 인진

사령산군간의 변화에서 유의성은 인정되지 않았

다.

3.인진청간탕은 MCD-diet로 인한 ALP와 ALT의

상승을 억제하였고,인진사령산은 totalbilirubin,

AST,ALT의 상승을 억제하였으나 유의성은 인

정되지 않았다.

4.인진청간탕과 인진사령산은 MCD-diet로 유발

된 간조직의 지방축적과 섬유화 진행을 유의성

있게 억제하였다.

5.인진청간탕과 인진사령산은 MCD-diet로 증가

된 CollagentypeIa1,PDGFBR1,MMP2유전

자의 발현을 억제하였고,감소된 ASMA,TGFb1,

TIMP I유전자의 발현을 증가시켰다.TIMP

II유전자는 MCD-diet군에서 발현이 저하되

었고 인진청간탕과 인진사령산의 투여로 더욱

저하되었다.

이상에서 인진청간탕과 인진사령산은 MCD-diet

로 유발된 NASH 동물모델에서 간기능회복,지방

축적 및 섬유화 억제에 효과가 있음이 확인되었다.

따라서 인진청간탕과 인진사령산의 장기간 투여는

간세포 보호 및 지방과 콜라겐 침착 억제를 통한

NASH치료에 효과적일 것으로 사료되며,추후 다

양한 병태모델을 통한 효능검증과 치료기전에 관

한 심도있는 연구가 필요하리라 사료된다.
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