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ABSTRACT

Objectives : This research was investigated the anticoagulant effect of the Gleditsiae spina extract.

Methods : We researched prothrombin time (PT) assay, activated partial thromboplastin time 

(APTT) assay in vitro and in vivo using arteriovenous (A-V) shunt rat model and shortening Rat 

tail bleeding time (BT). A-V shunt and BT were treated with extract of Gleditsiae spina (GS) 400 

㎎/kg for a week.

Results : Bleeding time of Gleditsiae spina extract in vivo had a significant increase as about 1.2 

times and thrombus weight of Gleditsiae spina extract had a significant reduction of thrombus 

weight as 26%. Gleditsiae spina extract represented an effect of anticoagulation by operating on 

extrinsic pathway factor II, V, VII, X and intrinsic pathway factor Ⅷ, Ⅸ, Ⅹ, Ⅺ, Ⅻ in the 

coagulation system.

Conclusions : Considering the above mentioned results, it is judged that a Gleditsiae Spina extract 

has a control effect of thrombus creation.
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서 론

최근 인구의 고령화와 사회 발달에 따라 혈관계 질환

은 급속히 증대되고 있어 사회적 관심이 집중되고 있으

며 발병 시 높은 사망률을 나타낼 뿐만 아니라 후유증

또한 심각하여, 치료보다는 예방에 대한 연구가 집중적으

로 이루어지고 있으며1-3), 아울러 기존 혈전 용해제의 단

점을 극복하기 위한 새로운 혈전용해 제재에 대한 연구

도 진행되고 있다.

혈액은 생체 내에서 응고와 용해작용이 항상 평형을

이루고 있어 정상적으로 순환하고 있는 동안에는 혈전이

생성되지 않는다. 그러나 여러 가지 원인으로 균형이 깨

져 혈전이 생성되면 혈관을 막게 되므로 혈액의 순환이

방해되어 조직으로의 영양분 및 산소공급이 중단되게 되

어 심근경색이나 뇌경색 같은 치명적인 질병을 유발하게

된다. 심근경색과 뇌경색처럼 혈전이 혈관을 막아 일어나

는 병을 통틀어 혈전증이라 하며, 혈전증의 시작은 나이

가 들어서 진행되는 혈관벽의 죽상경화이지만, 혈관 중의

혈소판 응집력의 항진에 의한 혈전의 형성이 직접적인

원인이 된다. 이와 같은 경우 혈전형성을 방지하기 위해

혈소판 기능을 약간 억제할 필요가 있고 그 역할을 하는

항혈소판제제, 즉 혈소판 활성화 억제제 등 항혈전제가

요구된다4).

현재 심혈관계질환 치료에 사용되고 있는 Ginkgo biloba

extract의 약리학적 주성분은 gingkolides와 flavonoids이

다5,6). Gingkolides는 PAF길항작용으로 혈소판 응집을 억

제하므로 항혈전의 약리효과가 입증 되고 있으며7), 혈전

용해제로는 urokinase, streptokinase, plasmin, t-PA, 항
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응고제로 Coumarin 등이 혈전성 질환 예방 및 치료제로

사용되고 있으며, 혈전 생성억제를 위한 항응고제로 가장

많이 사용되고 있는 헤파린은 높은 가격, 출혈, 과민성

반응, 짧은 반감기 및 비경구투여의 문제점과 심각한 위

장장해와 과민반응 등으로 그 사용이 한정되고 있다8,9).

皂角刺(Gleditsiae spina; 이하 GS)는 콩과(Leguminosae)

에 속한 낙엽교목인 皂角刺나무(Gleditsia sinensis LAM.)

의 가시를 건조한 것으로, 性은 溫無毒하고 味는 辛하며

肝腎經에 들어가 消腫排膿, 祛風殺蟲하여 癰疽初起, 膿成

不潰, 疥癬麻風을 치료하는 효능이 있다10).

皂角刺에 대한 기존 연구로는 항돌연변이 및 항산화

활성에 관한 연구11), 항암작용에 대한 연구12,13), 항염증

작용에 대한 연구14) 독성에 대한연구15) 등이 있으나, 현

재까지 皂角刺의 항응혈에 대한 연구는 거의 보고되지

않았다.

따라서 본 연구에서는 항응혈 활성 물질 탐색과정에서

皂角刺의 항응혈 활성 효능을 탐색하였으며 향후 혈류개

선을 위한 심혈관 질환 예방의 가능성과 안전하고 우수

한 항응혈제 식품 및 의약품 개발을 위한 皂角刺 추출물

의 우수성을 제시하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

皂角刺(Gleditsiae spina ; GS)는 중국 하북지방에서

구입하여 중부대학교 본초학교실에서 감정한 후 정선하

여 4℃에서 냉장 보관하면서 시료로 사용하였다.

2) 시약

PT reagent (Diagnostica Stago, France), APTT

reagent (Diagnostica Stago, France), Calcium chloride

(Sigma, USA), Ginkgo biloba extract (Schwab extracta

KG, Germany), Saline (중외제약, 한국), 혈장(적십자, 한

국)을 사용하였으며 그 외 시약들은 특급 및 일급을 사

용하였다.

혈장은 충남적십자혈액원에서 약물투여를 받지 않은 지

원자의 전혈을 사용하였고 분리된 혈장을 냉동한 상태로

보관하였으며 사용 시 37℃에서 해동하여 사용하였다.

3) 실험동물 및 사육환경

본 연구에서 사용된 실험동물은 Sprague-Dawley (SD)

계 수컷 흰쥐 12주령 체중 350 ± 10 g으로 분양받아 1주

이상 적응 시킨 후 실험에 사용하였으며, 실험당일까지

고형사료(조단백질 22.1% 이상, 조지방 8.0% 이하, 조섬

유 5.0% 이하, 조회분 8.0% 이하, 칼슘 0.6% 이상, 인

0.4% 이상, 삼양사, Korea)와 물을 충분히 공급하였다. 사

육환경은 실온 22 ± 2℃, 상대습도 50 ± 10% 조명 시간

12시간(07 : 00～19 : 00), 조명도 150～300 Lux로 하였다.

2. 방법

1) 검액의 조제

皂角刺 50 g에 증류수 1,000 ㎖를 가하여 열탕추출기

에서 3시간 가열하여 얻은 450 ㎖ 추출액을 여과지(Whatman

NO. 1)로 1회 여과한 후 rotary vacuum evaporator로 감

압 농축하여, -80℃ deep freezer에 4시간 동안 정치하고

freeze dryer로 12시간 동안 동결 건조하여 皂角刺 추출

물에서 3 g(수거율 : 6%)의 분말을 얻어 냉장(4℃)보관하

면서 본 실험에 필요한 농도 25 ㎍/㎖ (GS 1), 250 ㎍/㎖

(GS 2), 750 ㎍/㎖ (GS 3)로 희석하여 사용하였다.

2) 항응혈 활성 측정

(1) 프로트롬빈 시간(Prothrombin time : PT)

Quick’s one stage법16)을 사용하여 皂角刺 추출물을

농도별로 5 ㎕를 취하고, 대조구로 증류수 5 ㎕를 취하여

사용하였다. 각각 혈장 45 ㎕를 취하여 37 ℃에서 5분간

가온한 후 PT 시약 100 ㎕를 가하여 혈장이 응고되는

시간을 파장 405 nm에서 흡광도를 측정하였다.

(2) 활성화된 부분 트롬보플라스틴 시간(Activated

partial thromboplastin time : APTT)

皂角刺 추출물을 농도별로 5 ㎕를 취하고 대조구는 증

류수 5 ㎕를 취하여 사용하였다. 각각 혈장 45 ㎕를 취하

여 37℃에서 2분간 가온한 후 APTT 시약 50 ㎕를 취하

고 37℃에서 5분간 가온한 후 25 mM calcium chloride

(CaCl2)를 100 ㎕를 취하여 혈장이 응고되는 시간을 파장

405 nm에서 흡광도를 측정하였다.

(3) 출혈시간(Bleeding time : BT)

皂角刺 추출물을 400 ㎎/㎏ 농도로 6일 동안 경구투여

한 다음 7일째 되는 날 약물 투여 60분 후에 1.25 g/㎏

농도의 에테르를 복강 주사하여 마취시킨 다음 Han 등의

방법17)에 의하여 마취된 실험동물의 꼬리를 끝에서부터

0.3 cm 자른 후 즉시 37.5℃ 생리식염수에 꼬리를 5 cm

담가 지혈될 때까지의 시간을 측정하였다.

(4) 혈전중량(Thrombus weight) : A-V shunt

皂角刺 추출물을 400 ㎎/㎏ 농도로 6일 동안 경구투여

한 다음 7일째 되는 날 약물 투여 60분 후에 1.25 g/㎏

농도의 에테르를 복강 주사하여 마취시킨 다음 왼쪽 경

동맥과 오른쪽 경정맥에 폴리에틸렌 도뇨관으로 주입하

였다. 그런 다음 5 cm 실리콘 튜브에 면실을 넣고 생리

식염수로 채운 후 동맥과 정맥에 연결된 튜브로 혈액을

흐르게 하여 shear-stress를 유도하여 15분간 혈전을 생

성시켰다. 생성된 혈전을 건조시켜 무게를 측정하여 항응

혈 활성을 평가하였다.
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3) 통계처리

실험군별 상호비교를 위한 평균치는 평균 ± 표준편차

(Mean± SD)로 산출하였다. 실험군 간의 유의성 검증은

Student's t-test 분석방법을 이용하여 p ≤ 0.05인 경우

에 통계적으로 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

결과 및 고찰

1. PT에 미치는 영향

皂角刺 출물을 농도별로 처리하여 PT에 대한 영향을

조사한 결과, 대조군은 12.0±0.2초였고, 25 ㎍/㎖ 처리군

에서는 18.2 ± 4.7초, 250 ㎍/㎖ 처리군에서는 24.0 ± 0.3초

로 나타났으며, 750 ㎍/㎖ 처리군에서는 36.8 ± 4.3초로 나

타나 대조군과 비교할 때 농도 의존적으로 PT가 길어지

는 것으로 나타났으며 대조군과 비교할 때 750 ㎍/㎖ 에

서 약 3배 정도 혈액응고 시간을 증가시키는 것으로 항

응혈 활성과 관련하여 활용 가능성이 있음을 확인할 수

있었다(Table 1).

Table 1. Effect of Gleditsiae Spina Extract on Prothrombin
Time

Group Concentration (㎍/㎖) PT (sec)

Control 0 12.0±0.2

GS 1 25 18.2±4.7

GS 2 250 24.0±0.3***

GS 3 750 36.8±4.3**

Control : untreated, GS 1, 2, 3 : 25 ㎍/mL, 250 ㎍/mL, 750 ㎍/mL 
aqueous extract of Gleditsiae Spina
* : statistically significant value compared to control by Student's 
t-test (** : p ≤ 0.01, *** : p≤ 0.001).

2. APTT에 미치는 영향

皂角刺 추출물을 처리하여 APTT를 조사한 결과, 대

조군은 88.2 ± 2.2초이었으나, 25 ㎍/㎖ 처리군에서 110.2 ±

17.0초, 250 ㎍/㎖ 처리군에서는 166.6 ± 65.7초, 750 ㎍/㎖

처리군에서는 26.6 ± 6.25 초로 나타나 대조군에 비해 皂

Table 2. Effect of Gleditsiae Spina Extract on Activated
Partial Thromboplastin Time

Group Concentration (㎍/mL) APTT (sec)

Control 0 88.2±2.2

GS 1 25 110.2±17.0

GS 2 250 166.6±65.7

GS 3 750 26.6±6.2***

Control : untreated, GS 1, 2, 3 : 25 ㎍/㎖, 250 ㎍/㎖, 750 ㎍/㎖
aqueous extract of Gleditsiae Spina.
* : statistically significant value compared to control by Student's 
t-test (*** : p≤ 0.001).

角刺 추출물 250 ㎍/㎖ 처리군이 약 2배 정도 혈액응고

시간을 증가시켜 유의성 있는 결과로 나타났다(Table 2).

3. 출혈시간에 대한 영향

혈액응고 시스템에서 표피에 아주 미세한 상처를 유도

하여 상처부위에서 혈소판 응고상태를 살펴보기 위하여

皂角刺 추출물을 투여한 실험군과 대조군의 응고반응 시

간에 미치는 영향을 비교 실험한 결과, 정상군의 응고반응

시간은 517 ± 14.8초였으며, GBE 투여한 대조군은 495.7 ±

75.4초로 나타나 정상군과 비교하여 조금의 감소하였지만

유의적인 차이가 없었다.

皂角刺 추출물을 투여한 실험군은 573.3 ± 16.5초로 나

타나 정상군과 대조군에 비해 약 1.2배 정도 응고반응 시

간이 증가됨을 알 수 있었다.

다소 연장된 출혈시간은 조직인자의 활성 조절과 관련

된 것으로 생각된다(Fig. 1).
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Fig. 1. Effect of Gleditsiae Spinae extract on the bleeding
time

Rats was treated with oral administration of 400 ㎎/㎏ of GBE and 
GS, representatively.
Normal : untreated. Control : Ginkgo biloba extract. GS : Gleditsiae 
Spina extract
* : statistically significant value compared to control by Student's 
t-test (** : p ≤ 0.01).

4. 혈전중량에 대한 영향

皂角刺 추출물A-V shunt의 thrombus weight (mg)와

inhibition 변화를 살펴보기 위하여 皂角刺 추출물을 rat

에 투여하여 비교 실험한 결과, 정상군 thrombus weight

는 283.3 ± 15.3 ㎎이었고, 대조군은 253.3 ± 15.3 ㎎으로

나타나 정상군과 비교하여 조금의 감소는 있었지만 큰

차이가 없었다. 皂角刺 추출물을 투여한 실험군은 73.3 ±

5.8 ㎎으로 나타나 정상군 대비 약 26%로 유의성 있게

감소하는 것으로 나타났다(Fig. 2).

혈액의 응고계는 다단계의 혈액응고 cascade를 가지므

로 미세한 혈액응고 유발에도 이를 증폭하여 민감하게

반응할 수 있다. 혈관벽 손상과 같은 혈액응고유발은 내

인계 경로를 통하여 혈액을 응고시키며, 또한 외상 등에

의한 유발은 외인계 경로를 통하여 혈액을 응고시킨다.

내인계 유발에 의한 혈액응고 시간은 APTT로 측정하며,
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Fig. 2. Inhibition effect of Gleditsiae Spina extract on thrombus
weight

Rats was treated with oral administration of 400 ㎎/㎏ of GBE and 
GS, representatively.
Normal : untreated. Control : Ginkgo biloba extract. GS : Gleditsiae 
Spina extract.
* : statistically significant value compared to control by Student's 
t -test(*** : p ≤ 0.001).

외인계 유발에 의한 혈액응고 시간은 PT로 측정한다.

PT는 혈장에 조직 트롬보플라스틴과 칼슘을 첨가하면

피브린으로 석출될 때까지의 시간을 말하는 것으로 이

지표의 단축은 응고성 항진을 의미하며, 연장은 응고성

억제를 의미하여 각종 출혈성 질환의 진단 및 치료에 중

요한 역할을 하는데18,19), 皂角刺 추출물을 처리한 혈장에

thromboplastin을 인위적으로 첨가해줌으로써 factor II,

V, VII, X의 관여 하에 prothrombin이 thrombin으로 되

고 thrombin이 혈장 내에 들어있는 fibrinogen을 fibrin으

로 전환시켜 항응혈을 형성하는데 PT가 길어진다는 것은

prothrombin을 thrombin으로 바꾸는데 관여하는 extrinisic

pathway factor들의 활성을 억제함으로써 thrombin생성

을 지연시킨 결과이다.

따라서 皂角刺 추출물이 coagulation system에 대하여

억제를 보인 것으로 항응혈 작용이 extrinsic pathway에

영향을 끼친 것으로 판단되었다.

또한 皂角刺 추출물의 APTT 활성 실험 결과에서

Factor Ⅻ, Ⅺ, Ⅸ, Ⅹ, Ⅱ, Ⅰ을 비롯한 intrinsic pathway

에 관여된 여러 factor들을 활성화시킴으로써 최종적으로

fibrin 형성에 의한 항응혈 활성이 있고, 반대로 PT는 연

장되어 있는데 APTT는 정상이면 Factor VII 결핍으로 진

단할 수 있는데, 실험 결과 皂角刺 추출물은 coagulation

system에 대하여 억제를 보인 것으로 항응혈 작용이

intrinsic pathway에 영향을 끼친 것으로 판단되었다.

In vivo 실험에서 皂角刺 추출물을 처리한 Rat의 혈액

응고반응 시간과 혈전 무게를 측정하여 실제 皂角刺 추

출물의 흡수에 따른 반응을 판단하는 기준으로 삼을 수

있는데, 혈액 응고반응 시간은 tissue factor(TF)가 혈관

내피세포에 주로 존재하는 당단백질로서 정상적인 상태

에서는 세포외막과 혈장 내에 소량 존재하다가 감염이나

다른 병적인 상태에서 세포외막의 TF가 증가되고 이때

TF가 혈액에 노출되면 외인계나 내인계의 단계적인 혈

액응고반응이 시작되어 혈액이 응괴되는데 이 혈액응고

촉진작용은 혈관 손상 시의 지혈반응에 필수적이므로 정

상군과 皂角刺 추출물군을 비교하였을 때 약 1.2배 혈액

응고 반응 시간이 연장되어 정상적인 지혈반응을 보이고

있다.

이상의 결과를 종합해 보면 皂角刺 추출물은 coagulation

system에 대하여 항응혈 활성 효과를 나타냈으며 향후

정확한 기전에 대한 연구와 항응혈 활성에 대한 皂角刺

추출물의 임상적 활용에 대한 연구가 지속적으로 이루어

져야 할 것으로 사료된다.

결 론

본 연구에서는 皂角刺 추출물에서 항응혈 활성을 조사

하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 皂角刺 추출물은 혈액 응고 기전에서 외인성 경로

요소 II, V, VII, X와 내인성 경로 요소 Ⅷ, Ⅸ, Ⅹ,

Ⅺ, Ⅻ에 대해 유의성 있게 연장되므로 항응혈 활성

을 나타났다.

2. 皂角刺 추출물은 in vivo에서 정상군과 비슷한 출혈

시간이 유의성 있게 나타났으며, 혈전 중량은 약 74

% 정도 유의성 있게 감소하는 것으로 나타났다.

이상의 결과로 미루어 보아 皂角刺 추출물은 항응혈

예방과 치료에 사용될 수 있을 것으로 판단되며 정확한

기전에 대한 연구와 항응혈 치료에 있어서 皂角刺 추출

물의 임상적 활용에 대한 연구가 향후 지속적으로 이루

어져야 할 것으로 사료된다.
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