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흰쥐에서 아피제닌이 타목시펜의 생체이용률에 미치는 영향
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Abstract — The aim of this study is to investigate the effect of apigenin on the pharmacokinetics of tamoxifen in rats.

Tamoxifen was administered orally (10 mg/kg) or intravenously (2 mg/kg) without or with oral administration of apigenin

(0.4, 2.0 or 8.0 mg/kg) to rats. The effect of apigenin on the P-glycoprotein (P-gp) and CYP3A4 activity was also evaluated.

Apigenin inhibited CYP3A4 enzyme activity with 50% inhibition concentration (IC50) of 1.8 µM. In addition, apigenin sig-

nificantly enhanced the cellular accumulation of rhodamine 123 in MCF-7/ADR cells overexpressing P-gp. The plasma con-

centrations of tamoxifen were increased significantly by apigenin compared to control. The areas under the plasma

concentration-time curve (AUC) and the peak concentrations (Cmax) of tamoxifen with apigenin were significantly higher

than those of the control group. Consequently, the relative bioavailability (RB%) of tamoxifen with apigenin was 2-3-fold

higher than the control, and absolute bioavailability (AB%) of tamoxifen were significantly higher (p<0.05 with co-admin-

istration, p<0.01 with pretreatment) than those of the control. The increased bioavailability of tamoxifen in rats with api-

genin might be associated with the inhibition of an efflux pump P-glycoprotein and CYP3A4 by apigenin. From these results,

dosage regimen of tamoxifen may be need to adjust when concomitantly administered with apigenin.
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플라보노이드 중에서 아피제닌은 감귤류와 구아바에 존재하고,

항산화, 항변이원성, 항염증, 항종양과 항암작용을 포함하여 다

양한 생물학적 활성을 나타낸다.1-6) 게다가 아피제닌은 CYP3A4

뿐만 아니라 P-당단백질 유출 펌프도 상호작용을 하는 것으로 보

고되었다.7-9) Nguyen et al.10)은 Panc-1 세포에서 빈블라스틴, P-

당단백질 기질의 세포 축척이 상당히 증가했음을 보고하였으나

억제효과에 대해 약간 애매한 부분이 있다. Ho et al9)는 CYP3A4

가 대사에 영향을 주는 것에 대해서 아피제닌의 매우 약한 억제

효과를 보고했지만 최근 CYP3A4 활동에 반하여 아피제닌의 강

한 억제효과를 보고했다.11) 그러나 CYP 효소 활동의 억제에 대

한 아피제닌의 효과는 결론에 이르지 못했다. 이런 이유로 아피

제닌의 CYP3A4에 대한 억제 효과는 CYP 억제 분석법을 사용

하였고, P-당단백질활성 억제효과는 과다발현하는 MCF-7/ADR

에서 로다민-123 보유 분석법을 이용하여 P-당단백질 활성 억제

효과에 대해서 재평가를 시도했다.

타목시펜(tamoxifen)은 비스테로이드성 항에스트로겐약물로서

유방암의 예방과 치료에 1차적으로 사용하는 약물이며 초기 유

방암 환자들의 생존율과 완치율을 향상시킨다.12,13) 타목시펜을

경구투여 할 때 간에서 주로 대사 되며 담즙으로 배설된다.14) 생

체에서 주로 CYP2D6, 2C9와 3A4 효소에 의해서 4-hydroxy-

tamoxifen으로 대사되며 CYP3A 효소에 의해 N-demethyl-

tamoxifen으로 대사 된다.14-21) 설치류에서 타목시펜 농도를 연구

한 결과 mouse에서는 4-hydroxytamoxifen가 고농도로 존재하며

rat에서는 사람에서와 유사한 낮은 농도로 존재하였다.22,23) 그러

므로 rat가 타목시펜의 약물동태에 관한 연구에는 적합한 동물인

것으로 추측된다. 타목시펜과 그 대사체인 4-hydroxytamoxifen

은 다제내성물질(multi-drug resistant substance)인 P-당단백질

(P-glycoprotein)의 기질이다.24,25) 소장에서 P-당단백질은 CYP3A4

와 함께 세포의 점막에 함께 존재한다.26) P-당백질은 그의 기질

약물들을 소장상피세포에서 장관 내로 유출시키는 단백질로서
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기질 약물들이 장관에서 세포 내 재순환 하게 되며 CYP3A4와

의 접촉기회를 증가하여 CYP3A4에 인한 대사를 촉진하여 흡수

를 감소한다고 보고되었다.27-30) P-당단백질로 인해 항암약물을

포함한 많은 종류의 화합물(기질)들이 소장에서 유출되어 생체이

용률이 감소된다고 보고하였다.31) 타목시펜의 생체이용율은 초

회통과효과(대사) 과정에서 주로 CYP3A4와 P-당단백질에 의해

영향을 받으므로 아피제닌은 CYP3A4와 P-당단백질의 억제효과

가 있는 아피제닌과 병용투여시 타목시펜의 생체이용률에 영향

을 미칠수가 있을것으로 사료되어 흰쥐에서 아피제닌을 타목시

펜과 병용 투여시 타목시펜의 약물동태파라메터에 미치는 영향

을 연구검토 하였다.

실험방법

시료, 시약 및 기기

타목시펜(tamoxifen citrate salt), 아피제닌(apigenin; 4',5,7-

trihydroxyflavone)과 butyl paraben(p-hydroxybenzoic acid n-

buty1 ester)은 Sigma Chemical사(St. Louis, MO, 미국)에서 구

입하였다. 생리식염수(0.9% NaCl injectable solution)는 중외제

약사(서울, 한국)의 것을 사용하였다. 아세토니트릴과 메탄올은

Merck사(Darmstadt. 독일)의 HPLC등급을 사용하였다. 기타시

약은 일급시약을 사용하였다.

HPLC 시스템은 Waters사(Milford, MA, 미국)의 자동펌프

(1515 isocratic HPLC Pump), 자동주입기(717 plus autosampler),

형광검출기(474 scanning fluorescence detector)를 사용하였고,

그리고 Symmetry® C18칼럼(4.6×150 mm, 5 µm, Waters Co.,

Ireland), 칼럼온도조절기(Phenomenex Co., CA, 미국), 원심분리

기(National Labnet Co., NY, 미국), 초음파세척기(Bransonic

Ultrasonic Co., Danbury, CT, 미국) 교반기(scientific Industries

Co., Bohemia, NY, 미국)를 사용하였다.

실험 동물 및 약물 투여

매군을 6마리로 하여 일정한 조건에서 사육한 체중 270~300 g

의 Sprague-Dawley계 웅성 흰쥐를 물과 사료를 자유로이 공급

하면서 24시간 절식 시킨 후, 에텔로 마취한 다음 혈액체취를 위

해 우측 대퇴동맥에 polyethylene관(PE-50, Intramedic, Clay

Adams, NJ, USA)을 삽입하였다.

흰쥐를 대조군(타목시펜 10 mg/kg을 2 ml 증류수에 용해시킨

다음 경구투여), 동시투여군(아피제닌 5 mg/kg과 타목시펜 10 mg/

kg을 동시에 2 ml 증류수에 용해시킨 다음 경구투여), 전처리군

(1 ml 증류수에 용해시킨 아피제닌 5 mg/kg을 30분전 경구투여

후 타목시펜 10 mg/kg을 경구투여)과 3일 전처리군(1 ml 증류수

에 용해시킨 아피제닌 5 mg/kg으로 3일 동안 경구투여(1일2회)

후 타목시펜 10 mg/kg을 2 ml 증류수에 용해시킨 다음 경구투여)

과 정맥투여군(타목시펜 2 mg/kg을 0.5 ml 생리식염수에 용해하

여 대퇴정맥에 1분동안 주입)으로 나누었으며 매 군을 6마리로

하였다.

혈액 샘플은 경구투여 후, 대퇴동맥으로부터 0, 0.5, 1, 2, 3,

4, 5, 6, 8, 12, 24 및 36시간에서 0.5 ml를 채취하여 13,000 rpm

에서 5 분간 원심분리한 다음, 혈장 0.2 ml를 취해 HPLC로 분

석하기 전까지 -40oC에서 냉동 보관하였다.

HPLC 분석

타목시펜의 혈중농도는 HPLC과 Fried 등의32) 방법을 참고로

측정하였다. 0.2 ml 혈장에 8 µg/ml butyl paraben(내부표준물질)

의 50 µl 및 0.2 ml의 아세토니트릴 을 넣은 다음 2분 동안 교반

한 후 13,000 rpm에서 20분간 원심분리 하였다. 50 µl 상층액을

HPLC기기에 주입하였다.

형광검출기는 Ex: 450 nm, Em: 360 nm 이었고 HPLC 칼럼

온도조절기로 칼럼온도를 30oC에 보존하였다. 이동상은 20 mM

인산수소칼륨완충액(pH 3.0) :아세토니트릴(65 : 35, v/v)을 사용

하였으며, 유속은 1.0 ml/min로 유지하였다. 타목시펜과 내부표

준액의 피크는 깨끗하게 분리되었으며, 타목시펜의 검량에 영향

을 주는 내인성 피크는 없었다. 내부표준물질과 타목시펜은 각

각 14.7 및 26.6분에서 검출되었다.

검량 곡선은 0.2 ml 타목시펜 10, 20, 50, 100, 200 및 500 ng/

ml 해당농도 혈장으로 위 방법으로 처리한 후 측정하였다. 이렇

게 작성한 검량선은 x=52.96y-5.30(r=0.9997)으로 직선상을 나

타내었다.

CYP inhibition assay

인간의 CYP3A4 효소 활성의 inhibition assay는 CYP inhibition

assay kit를 사용한 multiwell plate에서 시행하였다. 간단히 설

명하자면 인간의 CYP 효소는 baculovirus에 감염된 곤충세포를

통해 얻었다. CYP 기질은 potassium phosphate buffer에서 1

pmol의 CYP3A4 효소와 NADPH 생산 체계(1.3 µM NADP,

3.54 mM glucose 6-phosphate, 04 U/ml glucose 6-phosphate

dehydrogenase와 3.3 mM MgCl2)의 반응 혼합물을 첨가한 것과

첨가하지 않을 것을 배양하였다. 반응은 stop solution을 첨가한

후, 45분 후 종결되었다. 대사체의 농도는 여기파장(excitation

wavelength) 409 nm, 형광파장(emission wavelength) 530 nm로

설정하여 형광광도계(spectrofluorometer)로 측정하였다. Positive

control(1 µM ketoconazole)은 같은 plate에서 시행되었고 99%

저해를 나타냈다. 모든 실험은 동일하게 수행하였고 결과는 저

해 퍼센트로 표현하였다.

Rhodamine-123 retention assay

MCF-7/ADR cell을 105의 seeding 농도로 24-well plates에
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seed한다. 80%의 융합지점에서 FBS-free DMEM을 18시간 동

안 배양한다. 배지를 Hanks' balanced salt solution으로 바꾸

고 cell을 37도에서 30분간 배양한다. cell에 20 µmM의

rhodamine-123을 첨가하여 90분 동안 배양한 후, 배지를 완전

히 제거한다. cell은 ice-cold phosphate buffer(pH 7.0)으로 3

번 씻는다. cell lysis 후 lysate된 cell 안의 rhodamine-123은

들뜬파장(excitation wavelength) 480 nm, 방출파장(emission

wavelength) 540 nm으로 측정한다. 형광값은 각각 sample의

총단백질 함량으로 정규화(normalized)하고 control 값에 대한

비율로 표시한다.

약물동태학적 분석

경구투여 후, 타목시펜의 혈장농도는 Non-compartment 모델

을 따르는 양상을 보였으며, 약물동태학적 파라메타 분석은 시

간당 혈장농도의 AUC와 Ka를 계산하는 방법인 Lagrange법을

이용하는 LAGRAN computer program을 사용하였다.33) 최고혈

중농도(Cmax)와 최고혈중농도 도달시간(Tmax)은 실제 측정치로부

터 조사하여 산출하였다. 소실속도정수(Kel)는 배설상의 혈중농

도의 회귀분석에 의해, 소실반감기(t1/2)는 0.693/Kel로 구했다. 정

맥투여한 타목시펜과 경구투여한 타목시펜을 비교한 절대적 생

체이용률 계산법은 다음과 같다. A.B.%=AUCoral/AUCiv×

Dosei.v./Doseoral×100.

경구투여한 타목시펜의 상대적 생체이용률의 계산법은 다음과

같다. R.B.%=AUCwith apigenin/AUCcontrol×100.

통계처리

모든 평균치는 표준편차로 나타내었다(Mean±S.D.). 대조군과

전처리군을 비교하여 큰 차이를 보이는 것에는 Unpaired

Student's t-test를 적용하였다. p값은 0.05보다 작을 때 유의성

있는 차이가 있는 것으로 처리하였다.

실험결과

Inhibitory effect of apigenin on CYP3A4

CYP3A4 활성에 대한 아피제닌의 저해 효과는 Fig. 1에서 보

여주고 있다. 아피제닌은 CYP3A4 효소의 활성을 저해하고

CYP3A4에 대한 아피제닌의 50% 저해 농도값(IC50)은 1.8 µM

이었다.

Rhodamine-123 retention assay

Fig. 2에서 보여주듯 MCF-7/ADR cell에 p-gp가 overex-

pressing 되면 P-gp가 부족한 MCF-7 cell에 비해 Rhodamine-

123의 축적이 감소함을 알 수 있다. 아피제닌을 병용할 때 농도

의존적으로 Rhodamine-123의 cellular uptake가 증가하였고,

10~30 µM 범위에서 통계학적으로 유의성(p<0.01)을 보였다. 이

런 결과는 아피제닌이 P-gp의 활성을 농도 의존적 방법으로 유

의성있게 저해함을 암시한다.

Fig. 1 − Inhibitory effect of apigenin on CYP3A4 activity. The

experiment was done in duplicate, and the result are

expressed as the percent of inhibition.

Fig. 2 − Rhodamine-123 retention. MCF-7/ADR cells were pre-

incubated with apigenin for 30 min after incubation of

MCF-7/ADR cells with 20 µM R-123 for 90 min. Data

represents mean±SD of 6 separate samples (significant

versus the control MCF-7 cells, **P<0.01).
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타목시펜의 약물동태학적 파라미터

흰쥐에서 타목시펜 정맥투여군(2 mg/kg), 단독투여군(10 mg/

kg)과 아피제닌(0.4 mg/kg, 2.0 mg/kg, 8 mg/kg) 동시투여군에서

타목시펜의 약물동태학적파라미터는 Table I과 같았다. 혈중농도-

시간곡선하면적(AUC)은 타목시펜 정맥투여군에서 1860±316

ng·hr/ml, 단독투여군(10 mg/kg)에서 2061±350 ng·hr/ml, 아

피제닌(2.0, 8 mg/kg) 동시투여 군에서는 각각 3061±520 ng·

hr/ml, 3781±643 ng·hr/ml로 단독투여군에 비해 유의성

(p<0.05, p<0.01)있게 증가되었다. 최고혈중농도 (Cmax)는 타목

시펜 단독투여군(10 mg/kg)에서 126±20 ng/ml, 아피제닌(2.0, 8

mg/kg) 동시투여 군에서는 각각 194±31 ng/ml, 238±38 ng/ml

로 단독투여군에 비해 유의성(p<0.05, p<0.01)있게 증가되었다.

최고혈중농도 도달시간(tmax)은 대조군에 비해 각 투여군에서 변

화가 없었다. 반감기(t1/2)는 단독투여군에 비해 각 투여군에서 증

가는 되었으나 유의성 있는 차이가 없었다. 절대적 생체이용률

(AB%)은 타목시펜 단독투여군에서 22.2±3.6%, 아피제닌(2.0, 8

mg/kg) 동시투여군에서는 각각 32.9±5.3%, 40.7±6.5%로 단독

투여군에 비해 유의성(p<0.05, p<0.01)있게 증가되었다. 상대적

생체이용률(RB%)은 타목시펜 단독투여군에 비해 아피제닌(2.0,

8 mg/kg) 동시투여 군에서 1.5~1.8배로 증가하였다.

고 찰

P-당단백질과 CYP3A4는 소장점막상피세포에 함께 존재하고

있다.34) P-당단백질은 그의 기질을 소장상피세포 내에서 장관 내

로 유출시키는 단백질로서 기질 약물들이 장관에서 세포 내 재

순환 하게 되며 CYP3A4와의 접촉확률을 증가하여 CYP3A4에

인한 대사를 촉진하여 흡수를 감소한다고 보고되었다.35-38) P-당

단백질로 인해 항암약물을 포함한 많은 종류의 화합물들이 소장

에서 유출되어 생체이용률이 감소된다고 보고되었다.39) 그리하

여 타목시펜의 장관에서의 흡수도 CYP3A와 P-당단백질의 영향

을 받는 것으로 사료된다.

아피제닌은 CYP3A4 효소의 활성을 저해하고 CYP3A4에 대

한 아피제닌의 50% 저해 농도값(IC50)은 1.8 µM이었다.

아피제닌을 병용할 때 농도 의존적으로 Rhodamine-123의

cellular uptake가 증가하였고 10~30 µM 범위에서 통계학적으

로 유의성(p<0.01)을 보였다. 이런 결과는 아피제닌이 P-gp의 활

성을 농도 의존적 방법으로 유의성있게 저해함을 암시한다.

이러한 결과는 전에 보고한 결과10,11)와 비슷하였다. 나린진은

시험관 실험에서 P-당단백질의 기질인 빈브라스틴의 유출을 감

소시킨다고 보고와,40) 나린진은 CYP3A4가 관여하는 saquinavir

의 대사를 저해하고, Caco-2 세포에서 P-당단백질의 수송을 억

Fig. 3 − Mean plasma concentration–time profiles of tamoxifen after

oral (10 mg/kg) administration of tamoxifen to rats in the

presence or absence of apigenin (0.4, 2 and 8 mg/kg) (n=

6, each). Bars represent the standard deviation; (●) Oral

administration of tamoxifen (control, 10 mg/kg); (○) with

0.4 apigenin mg/kg; (▼) with 2 mg/kg apigenin; (△) with
8 mg/kg of apigenin.

Table 1 − Mean pharmacokinetic parameters of tamoxifen after an oral (10 mg/kg) and iv (2 mg/kg)administration of tamoxifen with apigenin

to rats (Mean±S.D., n=6)

Parameters Control
Tamoxifen+Apigenin

IV
0.4 mg/kg 2.0 mg/kg 8.0 mg/kg

AUC (ng/ml·h) 2061±3500 2398±4080 3061±520* 3781±643** 1860±316

Cmax (ng/ml) 126±200 148±240 194±31* 238±38**  

Tmax (h) 1.00±0.10 1.00±0.10 1.00±0.13 1.00±0.130

T1/2 (h) 11.1±2.00 11.6±2.10 11.7±2.10 11.9±2.100 9.0±1.6

AB (%) 22.2±3.60 25.8±4.10 32.9±5.3* 40.7±6.5**

RB (%) 100 116 148 183

*; P<0.05, **; P<0.01, significant difference compared to the control group.
AUC: area under the plasma concentrationtime curve from 0 h to infinity, Cmax: peak concentration, Tmax: time to reach peak
concentration, T1/2: terminal half-life, AB (%): absolute bioavailability, RB (%): relative bioavailability.



374 김양우·최준식

J. Pharm. Soc. Korea

제하였다41)는 보고와도 일치하였다.

본실험에서 아피제닌은 타목시펜의 AUC와 Cmax도 유의성 있

게 증가하였으며 그 결과 타목시펜의 생체이용률을 유의성 있게

증가시켰다.

과일 쥬스에 많이 함유되어 있고 항산화작용 등의 작용이 있는

플라보노이드류인 세친과 나린진은 CYP3A4을 억제하며 타목

시펜의 AUC와 Cmax도 유의성 있게 증가하였으며 그 결과 타목

시펜의 생체이용률을 현저히 증가하였다42,43)는 결과와 일치하였다.

이상의 결과를 총괄하면 타목시펜은 인체와 유사한 대사를 초

래하는 흰쥐에서 아피제닌으로 전처리 하였을 때 타목시펜의 생

체이용률은 현저히 증가하였다. 임상실험에서도 더욱 확인연구

가 필요하다고 사료되며, 아피제닌은 과일주스에 흔히 존재하는

물질로서 임상에서 빈용되는 타목시펜과 병용시 타목시펜의 약

물동태학적 변화를 고려하는 것이 바람직하다고 사료된다.

결 론

흰쥐에서 타목시펜과 아피제닌을 병용 투여시 타목시펜의 생

체이용률 및 약물동태 파라미터의 변화와 아피제닌이 CYP3A4

효소의 활성억제 및 P-gp의 활성억제 효과를 검토한 결과는 다

음과 같다.

1. 아피제닌은 CYP3A4 효소의 활성을 저해하고 CYP3A4에

대한 아피제닌의 50% 저해 농도값(IC50)은 1.8 µM이었다.

2. 아피제닌을 병용 사용할 때 농도 의존적으로 Rhodamine-

123의 cellular uptake가 증가시킨 결과는 아피제닌이 P-gp의 활

성을 유의성 있게 저해 하였다.

3. 혈중농도-시간곡선하면적(AUC)은 아피제닌 병용투여군에서

단독투여군에 비해 유의성(p<0.05, p<0.01)있게 증가되었다.

4. 최고혈장농도(Cmax)는 병용투여군에서 타목시펜 단독투여군

에 비해 각각 유의성(p<0.05, p<0.01) 있게 증가하였다.

3. 절대적 생체이용률(A.B%)은 아피제닌 병용투여군에서 타목

시펜 단독투여군에 비해 각각 유의성(p<0.05, p<0.01) 있게 증

가하였다.

5. 상대적 생체이용률(R.B%)은 대조군에 비해 1.5~1.8배로 증

가하였다.

흰쥐에서 타목시펜과 아피제닌을 병용투여시 타목시펜의 생체

이용률은 현저하게 유의성 있게 증가하였다. 앞으로 임상에서 더

욱 연구가 필요하며 타목시펜을 아피제닌 혹은 아피제닌 성분을

함유하는 식품과 함께 병용할 경우 타목시펜의 투여량을 조정하

는 것이 바람직하다고 사료된다.
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