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Purpose: This experiment is designed to find out anti-oxidant effects of
Samultang-Gami which was composed of Rehmanniae Radix(RR), Angelicae Gigantis
Radix, Cnidii Rhizoma(CR), Paeoniae Radix(PR), Cortex Moutan Radicis, Hedyotis
Diffusa(HD) and Caesalpinia Sappan on MEF cells.

Methods: In vitro antioxidant effects were measured by MTT assay, DPPH assay,
cell cycle analysis, AnnexinV-FITC/PI assay and DAPI staining using MEF cells
treated with various concentrations of 70% ethanol extract of Samultang-Gami.

Results:
1. In the scavenging for DPPH radical, the each treated groups of PR, CR

and HD showed positive effects. RR and CR increased the viability of oxidative
damaged MEF cells in a dose-dependent manner.
2. 70% ethanol extract of Samultang-Gami was shown best antioxidative effect

in the concentration of 0.5㎎/㎖.
3. The treatment of Samultang-Gami in oxidative damaged MEF cells didn't

have any effect on cell cycle restoration. but it could lower late apoptosis rate a
little and be observed the protection of nucleus.

Conclusion: It can be concluded that Samultang-Gami, RR and CR have
antioxidant effects on MEF cells.

Key Words: Samultang-Gami, MEF cells, Anti-oxidant.

3 )

교신저자(김동일) : 경기도 고양시 일산동구 식사동 814 동국대학교 일산한방병원 한방여성의학과

전화 : 031-961-9060 이메일 : obgykdi@hanmail.net



The Journal of Oriental Obstetrics & Gynecology Vol.23 No.3 August 2010

27

Ⅰ. 서 론

최근 식생활의 변화와 운동량 부족 등

으로 질병의 양상이 각종 암, 고혈압 등

순환기계 질환, 간장 장애, 당뇨병 등 각

종 퇴행성 질환의 발생률이 높아지는 추

세에 있으며
1)
, 이러한 질환들의 원인이

활성 산소에 기인된 것이라는 산소유해

설이 점차 인정받고 있다2). 활성 산소는

단백질, DNA 등에 작용하여 세포막의

구성 성분인 불포화지방산을 공격하여

지질의 과산화반응을 일으켜 세포막의

파괴, 세포의 노화 및 괴사 등을 일으켜

노화 촉진, 스트레스성 호르몬이나 면역

물질의 활성도가 감소하고 각종질환을

일으킨다는 보고가 있으며, 질병의 약

90%가 활성산소에 의해 발생한다고 한

다3,4).

인체 내의 항산화 방어계는 항산화 효

소계와 비효소적 항산화 물질들로 이루

어져 있다. 항산화 효소계는 자유 라디

칼(free radical)의 초기 생성을 억제하고

이미 생성된 자유 라디칼에 대해서는 항

산화 물질들이 산화 연쇄반응을 차단함

으로써 우리 인체 내에서 항산화 물질과

과산화물질, 자유기 등의 산화 촉진물들

사이에 균형이 유지되게 한다5). 그러나

항산화 영양소의 부족한 섭취와 환경오

염, 자외선, 또는 부적절한 운동, 스트레

스, 흡연, 음주 등의 잘못된 생활습관은

인체의 산화적 스트레스를 증가시키고

항산화 방어계의 교란을 초래하게 된다
6). 산화 스트레스의 증가는 혈중 항산화

물질들을 고갈시킬 뿐만 아니라, 심혈관

계 질환과 암, 관절염, 백내장, 당뇨병 등

의 만성 퇴행성 질병의 위험도를 증가시

키는 것으로 알려져 있다
7,8)
.

현재 합성 항산화제의 사용은 간 비

대, 간 중 microsomal 효소활성 증가, 체

내 흡수물질의 독성화 및 발암 가능성

등9)의 부작용의 문제가 제기 되고 있어

천연물을 대상으로 부작용이 적으면서

유효한 천연 항산화 물질의 탐색이 많이

시도되고 있는 실정이다10). 또한 국민소

득 증대와 경제성장 그리고 현대과학과

의학의 발전에 힘입어 평균 수명의 증가

와 고령화 현상이 급격히 진행되고 있으

며, 건강과 노화억제에 대한 국민의 관

심 또한 크게 증가하고 있다
11)
.

이에 저자는 부작용이 적고 안정적인

항산화제 개발을 위한 연구의 일환으로

調益營衛, 滋養血의 대표적인 처방인 四

物湯을 기본으로 하되, 方中의 熟地黃을

生地黃으로 대체하고, 牧丹皮, 白花蛇舌

草, 蘇木을 가미한 四物湯加味方을 구성

하여, 생쥐 배아섬유아세포(MEF cells ;

Mouse embryonic fibroblast cells)에 四

物湯加味方 추출액을 처리하여 세포의

생존율, 세포 주기의 변화, apoptosis의

발생률, 세포 내핵의 변화를 관찰하였다.

이러한 일련의 연구를 통해 유의한 결과

를 얻었기에 이 논문을 통하여 발표하고

자 한다.

Ⅱ. 연구 방법

1. 재료 및 추출물의 제조

四物湯加味方 구성약물은 生地黃(SJH)

當歸(DK) 白芍藥(BJY) 川芎(CK) 蘇

木(SM) 牧丹皮(MDP) 白花蛇舌草(BSC)

로써 각각 옴니허브(서울, 한국)를 통하

여 구입하여 정선하여 사용하였고 한 첩
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의 용량은 Table 1과 같다.

Herbal
Name

Scientific Name
Amount
(g)

生地黃
Rehmanniae
Radix

8

當 歸
Angelicae Gigantis

Radix
4

川 芎 Cnidii Rhizoma 4

白芍藥 Paeoniae Radix 4

牧丹皮
Cortex Moutan
Radicis

3

白花蛇舌草 Hedyotis Diffusa 8

蘇 木
Caesalpinia
Sappan

3

Total amount 34

Table 1. Prescription of Samultang-
Gami

fluorescent mounting medium

(DakoCytomation, CA)를 제외한, 4'-6-

diamid ino-2-phenyl indole(DAPI) ,

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphen

yltetrazolium bromide] (MTT),

dimethylsulfoxide(DMSO) 및 모든 화학

약품은 Sigma(USA)에서 구입하였다.

에탄올 추출물(ethanol extract)은 수

직으로 환류냉각관을 부착시킨 둥근 플

라스크에 시료의 10배에 해당하는 70%

ethanol을 넣고 70℃의 수욕상에서 3시

간 동안 추출한 후 추출액을 filter paper

(Whatman No. 5)로 여과하였다. 남은

잔사를 위와 같은 방법으로 2회 더 추출

하여 모은 각 추출액을 감압농축하여, 동

결건조기(freeze dryer, Ilshin Lab Co.,

LTD, Korea)로 동결건조하여 시료로

사용하였다. 四物湯加味方 추출물 ×1는

100㎎/㎖ 농도로 추출하였으며, 각 실험

에 필요에 따라 희석하여 사용하였다.

2. 실험방법

1) 세포와 세포배양

실험에 사용된 세포주는 MEF cells로

아메리칸 타입 컬쳐 콜렉션(American

Type Culture Collection, USA)에서 분

양받았다. MEF 세포는 10% FBS와 1×

penicillin/streptomycin이 함유된 Dulbecco’s

modified Eagle’s medium(DMEM)(PAA,

Austria)에서 배양하였다. 배양 시 온도

는 37’C를 유지하고 5% CO2와 95% 공

기를 공급하였다.

2) 세포 활성도 측정

세포활성도(cell viability)는 MTT 분

석법으로 측정하였다. MEF cells는 4.0

× 10
4
cells/mL로, HeLa, HepG2, AGS

cells는 각각 5.0 × 10
4
cells/mL로 96-well

배양접시에 분주하고 24시간 동안 배양

하였다.

MEF cells에 24시간 동안 PBS를 처리

한 Control군을 설정하고, 四物湯加味方

개별약물을 처리한 것과 四物湯加味方을

처리한 것을 각각 실험군으로 설정하여

개별 실험을 진행하였다.

그 후 MEF 세포에 산화적 스트레스

를 주기 위하여 세포를 H2O2 (500 μM)

가 첨가된 배지에 24시간 배양하였고,

四物湯加味方 및 四物湯加味方 개별 약

물의 산화적 스트레스에 대한 세포 보호

효과를 알아보기 위해 H2O2(500 μM)와

四物湯加味方(×1000, ×500, ×100, ×50, ×10)

또는 四物湯加味方 개별약물(0.1, 0.5, 1.

5 ㎎/㎖)이 함께 첨가된 배지에 세포를

24시간 배양하여 각 실험군 별 세포 생

존율을 비교하였다.

세포를 PBS(Welgene, Korea)로 2회

세척하고 MTT 용액(5 ㎎/㎖) 10 ㎕ 첨가

하여 37℃ 배양기에서 3시간 동안 두었다.
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배지를 제거하고 DMSO를 200 ㎕첨가했

다. 10분 간 배양기에 둔 후, microplate

reader (Molecular Devices)를 이용하여

595nm에서 흡광도를 측정하였다.

3) DPPH assay를 통한 항산화 활성

측정

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

소거능

150mM DPPH/EtOH 450 ㎖에 四物

湯加味方과 개별약물 각각을 1000, 500,

250, 125, 62.5 ㎍/㎖ 농도로 희석하여 50

㎖씩 첨가한 후 37℃에서 30분간 반응시

켰다. 이를 흡광도 517nm에서 측정하여

아래의 방법으로 계산하였다.

DPPH 소거능 (%) = (대조군의 흡

광도-四物湯加味方 투여군의 흡광도) /

대조군의 흡광도 × 100

4) 세포 주기 분석

대조군 및 실험군 세포(1x10
6
cells/mL)

를 24시간 동안 배양한 다음, PBS로 세

척하고 매우 차가운 100% 에탄올에 고

정하여 4 ℃에서 하룻밤 동안 두었다. 다

시 세포를 PBS로 세척한 다음, PI agent

(0.1% Triton X-100, 0.1 mM EDTA, 50

ug/mL RNase A 그리고 50 ug/mL

propidium iodide)를 첨가하여 반응시켰

다. 형광은 FAC scan laser 유속세포측정기

를 사용하여 측정하고, Becton Dickinson

software(Lysis Ⅱ, Cellfit)를 사용하여

분석하였다.

5) Annexin V-FITC/PI assay

Annexin V-FITC / PI (propidium

iodide) apoptosis detection kit를 이용하

여 apoptotic cells에서 phosphatidylserine

의 외전(surface exposure)을 검출함으로

써 세포자멸사를 정량화하였다. 대조군

및 실험군 MEF 세포를 100mm 배양접

시에 분주한 다음, 24시간 동안 배양하

고, 유착 세포와 부유 세포를 결합시켜

제조사의 지침에 따라 처리하고 FITC/PI

염색 후 유식세포측정기를 사용하여 측

정하였다.

6) DAPI staining

세포를 glass chamber slide에 분주한

다음, 24시간 동안 추출물에 노출시키고

30분 간 자외선과 24시간 동안 四物湯加

味方 추출물 처리를 하거나 하지 않았

다. 그런 다음, 세포를 PBS로 세척하고

4% formaldehyde로 20분 간 고정시켰다.

Chamber를 PBS로 2회 세척하고 2 ug/mL

DAPI를 처리하여 20분 동안 배양기에

두었다. 마지막으로, 세포를 PBS로 세척

하고 형광현미경으로 세포핵을 관찰하였

다.

7) Statistical analysis

실험 결과는Mean±SD값으로 나타내었

으며, 본 실험에서 얻은 결과를 one-way

ANOVA Tukey's test(GraphPad Prism)

으로 분석하여 p값을 구하였다. 대조군

을 각 실험군에 비교하여 p<0.05일 때

유의성이 있는 것으로 판정하였다.

Ⅲ. 결 과

1. 四物湯加味方의 항산화효과

1) DPPH assay를 통한 四物湯加味方

개별 약재의 항산화효과 측정

DPPH 소거활성능의 분석을 통하여

BHT를 사용한 대조군과 四物湯加味方

구성 약재 각각을 다양한 농도로 처리하

여 비교한 결과 白芍藥에서 농도가 증가

함에 따라 오차범위를 크게 벗어나지 않

는 범위 안에서 free radical 소거능이 조
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금 감소한 양상으로 긍정적인 결과를 얻

었다. 牧丹皮의 경우 전체적으로 free

radical 소거능이 양호한 결과를 보였으

나 약재 농도증가에 따라 소거능이 오히

려 감소하는 양상을 보였다(Fig. 1).

Fig. 1. The Effects of 7 Medicinal Herb
Extracts on Viability of MEF Cells
Determined by DPPH Assay.
7 Medicinal Herbs extracts were reacted at
37℃, and the absorbance at 517㎚ due to
DPPH radical was determined. The results
are the mean ± SD of three independent
experiments.

2) MTT assay를 통한 四物湯加味方

개별 약재의 항산화효과 측정

산화적 손상을 가한 MEF cells에 四

物湯加味方 구성 약재들을 각각 처리하

여 MTT assay를 통하여 항산화능을 측

정한 결과 生地黃, 川芎에서 약재 농도

가 증가함에 따라 MEF cells 생존율이

증가하였고 當歸에서도 양호한 결과를

보였으며, 牧丹皮의 경우 5㎎/㎖농도에

서 높은 생존율을 보였다(Fig. 2).

Fig. 2. The Antioxidant Effects of 7
Medicinal Herb Extracts on Oxidative
Damaged MEF Cells Determined by
MTT Assay.
MEF wild-type cells(were treated with various
concentration(0.1, 0.5, 1, 5 ㎎/㎖) of 70%
ethanol extracts of 7 medicinal herb in the
presence of H2O2 (500 μM) for 24 h. Results
are expressed as the mean + S.D. of three
independent experiments.

3) DPPH assay를 통한 四物湯加味方

의 항산화효과 측정

四物湯加味方의 항산화능을 측정하기

위해 DPPH 소거능을 측정한 결과 ×500

의 농도에서 우수한 DPPH 소거능을 확

인할 수 있었다(Fig. 3).

4) MTT assay를 통한 四物湯加味方

의 항산화효과 측정

H2O2농도에 따른 MEF cells 활성도를

측정하여 농도의존적으로 세포활성도가

감소하는 것을 확인한 후, 500μM농도로

H2O2를 처리하고 다양한 농도로 四物湯

加味方 추출액을 처리한 결과 ×1000, ×500,

×10 ㎎/㎖ 농도에서 대조군에 비해 높은

항산화력을 확인할 수 있었다(Fig. 4).
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Fig. 3. The DPPH Free Radical Scavenging
Effect of Samultang-Gami Extracts Determined
by DPPH Assay.
Freshly prepared 150mM DPPH - ethanolic
solution was treated with various relative
concentration of extracts of Samultang-Gami
in the dark for 30 min.

Fig. 4. The Antioxidant activity of Samultang
-Gami.
(A) MEF cells were cultured in DMEM
containing 10% FBS and penicillin-streptomycin.
Each concentration of H2O2 was treated on
MEF cells(4.0×10

3
cells per mL) and incubated

in humidified 5% CO2 incubator for 24 h in
37°C. The absorbance was read at wavelength
of 570 nm. All test were performed in triplicate,
and values are means ± SD (n=3).
(B) MEF cells(4×10

4
cells per mL) were treated

for 24 h with Samultang-Gami extract in
the presence of H2O2 (500 μM). All test
were performed in triplicate, and values are
means ± SD (n=3).

5) MEF Cells의 세포 주기의 변화

다음은 H2O2 및 四物湯加味方 처리가

MEF cells의 각 세포 주기에 어떠한 영

향을 미치는지 알아보기 위해 cell cycle

analysis를 수행하였다. H2O2 처리군과

H2O2와 四物湯加味方을 함께 처리한 군

을 대조군과 비교했을 때 G2/M arrest

가 된 것을 볼 수 있다. 대조군에 비해

四物湯加味方을 처리한 군은 세포주기의

회복에 도움을 주는 것을 확인할 수 있었

으나, H2O2로 산화적 손상을 받은 MEF

cells의 경우는 세포주기 회복에 영향을

주지 못했다(Fig. 5).

Fig. 5. The Cell Cycle Analysis of MEF
cells.
Propidium iodide staining was performed and
samples were analyzed by flow cytometry.
(A) untreated cells. (B) H2O2 was treated
on MEF cells. (C) MEF cells (4×104 cells per
mL) were treated for 24 h with Samultang
-Gami extract (×500). (D) MEF cells were
treated for 24 h with Samultang-Gami extract
(×500) in the presence of H2O2 (500 μM).
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6) MEF Cells의 apoptosis의 발생률

대조군에 비해 四物湯加味方처리 군에

서 apoptosis로 가는 세포수가 소폭 줄어

들었고, H2O2 처리군에 비해 H2O2와 四

物湯加味方을 함께 처리한 군에서 apoptosis

발생률이 다소 감소하는 것을 확인할 수

있다(Fig. 6).

Fig. 6. The Quantification of Apoptosis
by Annexin V plus PI Staining in MEF
cells.
FACs analysis Via Annexin V-FITC/PI Staining
was used to observe the induction of apoptosis.
The induction of apoptosis was determined
by flow cytometric analysis of annexin V-FITC
and PI-staining. Live cells are confined to
the left lower quadrant. Dead cells appear
first in the right lower quadrant(apoptosis)
due to the externalization of PS(detected
with Annexin V-FITC) and then in the upper
right quadrant as a result of the loss of cell
membrane integrity(PI incorporation). Cells
in the right lower quadrant indicate Anenxin
-positive, early apoptotic cells. The cells in
the upper right quadrant indicate Annexin
-positive/PI-positive, late apoptotic cells.

7) MEF cells의 세포내핵의 변화

H2O2와 四物湯加味方의 처리가 세포

내핵의 형태에 어떠한 영향을 미치는지

알아보기 위해 DAPI 염색법을 수행하

였다. 대조군의 핵 모양에 비해 H2O2 처

리군에서 다수의 핵 응축 및 DNA 손상

이 일어난 것을 관찰할 수 있었고, 四物

湯加味方 처리군에서는 대조군과 거의

유사한 형태를 보였으며, H2O2와 四物湯

加味方을 같이 처리한 경우에는 핵 응축

및 DNA 손상이 관찰되나 H2O2 처리군

에 비해서는 그 정도가 약한 것을 볼 수

있다(Fig. 7).

Fig. 7. The Morphological Changes of
MEF cells Induced by Samultang-Gami,
H2O2 and Samultang-Gami+H2O2.
Typical apoptotic morphological changes were
detected in 0 (A), ×500 Samultang-Gami
extracts (B), 500 µM H2O2 (C) and ×500
Samultang-Gami + 500 µM H2O2 (D)-treated
MEF cells. Cells were stained with DAPI
and visualized by fluorescent Microscope
(×200 magnification).

Ⅳ. 고 찰

본 연구에 사용된 사물탕과 개별약제

에 대해 살펴보면, 四物湯은 宋代 陳師

文의《太平惠民和劑局方》에 최초로 수

록된 처방으로 “調益營衛 滋養血 治衛任

虛損 月經不調……”라 하여 血虛 및 血

不和로 發하는 諸證을 治한다 하였다.

當歸, 川芎, 白芍藥, 熟地黃으로 구성되

고 當歸는 養血, 補血, 行血 등의 효능이

있어 一切 血證에 응용하는 補血, 養陰

藥으로 血中의 主藥이 된다. 川芎은 順
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氣, 行血의 要藥으로 血中의 氣藥이 되

며, 白芍藥은 瀉肝, 安脾緩中, 去水의 要

藥으로 補血, 養血, 婦人一切病 등에 유

효한 補血 및 養陰藥이다. 熟地黃은 補

腎壯水의 陰虧, 虛損에 응용되는 補血養

陰藥이다.

熟地黃은 南北朝 시기 宋代(AD 4C 경)

의 雷斅의《雷公炮炙論》에 최초로 명시

되었으며, 그 이후 熟地黃의 제법이 널

리 성행되어 生地黃, 乾地黃, 熟地黃으로

나뉘어 사용되었다.《神農本草經》에 최

초로 生地黃에 대하여 수록되어 있으며

熟地黃과 그 기원 식물이 같고 면역반응

에서 유사한 효과를 나타내며12,13), 항산

화에 대한 다수의 논문
14-17)

이 있어 본

실험에서는 熟地黃을 生地黃으로 대체하

였다.

蘇木은 行血祛瘀와 消腫止痛의 效能이

있어 産後腰痛, 經閉, 跌打損傷 등을 치

료한다 하였으며18), 항산화 효과와 항염

효과 등을 보고한 연구가 있다
19-22)
.

白花蛇舌草는 性이 寒, 平, 無毒하며

味는 甘, 苦하고 淸熱解毒, 利濕, 通淋,

消癰 등의 효능이 있으며
18)
, 항산화 효

과에 관한 실험이 실시되어 그 효과가

입증되고 있다23,24).

牧丹皮은 味는 辛, 苦하고 性은 微寒

하며 淸熱凉血, 活血行瘀 등의 효능이

있고18), 항산화에 관한 다수의 실험 논

문들이 발표되었다
25-29)
.

이를 토대로 調益營衛 滋養血의 대표

적인 처방인 四物湯에서 熟地黃을 生地

黃으로 대체하고, 항암효과와 항산화 효

과가 규명된 白花蛇舌草, 蘇木, 牧丹皮를

가미하여 四物湯加味方 처방을 구성하였

다.

생체 내에서 물질대사와 에너지 생산

을 위해 필수적으로 이용되는 산소는 정

상적인 대사과정에서는 완전히 환원되지

못하고 생성된 활성산소종은 정상적인

환경에서는 대식세포의 살균작용 정보전

달 및 오래된 단백질 제거 등에 이용되

므로 적당량은 생성되어야 하지만, 생체

방어기전을 벗어나 과도하게 생성 될 경

우 세포막에 존재하는 지질과 결합하여

과산화물을 만들고, 연속반응에 의하여

단백질 변형 또는 번역 후 변형을 일으

켜 암을 유발할 뿐만 아니라, 세포노화,

세포막 분해, 지방산화 등 심각한 생리

적 장애를 일으켜 각종 성인병과 난치성

질환을 유발하여 의학적으로 중요한 관

심을 불러일으키고 있다
30-39)
. 여기에 생

활수준이 향상되고 인간의 수명이 증가

함에 따라 노화와 관련된 각종 퇴행성

신경 질환과 심혈관계 등의 질병에 관심

이 커지고 있으며, 그 원인이 활성산소

에 기인된 것이라는 산소 유해설이 점차

인정받으며
40)
, 노화 및 암⋅염증⋅동맥

경화⋅심장병⋅치매 등 각종 질병과 free

radical과의 관련성이 대두되어, 최근 항

산화제에 대한 연구가 활발해지고 있다
41)
.

즉 활성산소를 제거하는 항산화 기전

이 인체에서 제대로 작동하지 않을 때

DNA의 손상과 변형으로 암이 유발될

수 있으므로 암의 예방에 있어 항산화능

은 중요한 부분이라 할 수 있다.

이에 저자는 四物湯加味方에 MEF

cells를 사용하여 항산화효과를 규명하기

위한 실험을 실시하였다.

四物湯加味方의 항산화 효과를 검증하

기 위해 먼저 四物湯加味方 구성 약재

각각의 Free Radical 소거능을 DPPH

assay를 통해 관찰하였다. 이 실험에서

는 대표적 항산화제인 BHT와, 四物湯加
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味方 개별 약재의 에탄올 추출물의 DPPH

상쇄 능력을 비교하여 항산화 효과를 검

증하고자 하였다. DPPH는 그 자체가

매우 안정한 free radical로서 517nm에서

특징적인 광 흡수성을 나타내는 보라색

화합물이며 proton-radical scavenger에

의해 탈색되어 항산화 활성을 육안으로

도 쉽게 관찰할 수 있는 장점 때문에 항

산화 물질을 검색하는데 많이 이용되고

있다
68)
. DPPH assay 결과 白芍藥에서

양호한 결과가 관찰되었고, 牧丹皮와 白

花蛇舌草에서도 비교적 긍정적 결과가

관찰되었으나 牧丹皮는 0.1, 0.5, 1.0 ㎎/㎖

농도에서 우수한 결과를 나타내었고, 白

花蛇舌草는 소거능이 20%미만으로 우수

하지는 않았다.

四物湯加味方 개별 약재 각각의 MEF

cells에 대한 산화적 손상 방어능력을

MTT assay로 실험한 결과, 川芎 生地

黃에서 농도가 증가함에 따라 MEF 세

포 생존율이 증가하고, 當歸의 경우도

농도에 따라 편차가 있으나 생존율이 비

교적 높게 측정되어 산화적 손상에 대한

방어능이 있음을 확인할 수 있었다. 牧

丹皮의 경우 실험군 중 가장 고농도인 5

㎎/㎖에서 뛰어난 항산화능을 보였다.

四物湯加味方의 항산화능을 MEF cells

를 이용한 MTT assay로 분석한 결과

×500(0.5㎎/㎖) 농도에서 가장 뛰어난

항산화 능력을 보였다.

H2O2 및 四物湯加味方 처리가 MEF

cell의 각 세포 주기에 어떠한 영향을 미

치는지 알아보기 위해 cell cycle analysis

를 수행한 결과 四物湯加味方 처리군이

세포주기의 회복에 긍정적 영향을 주는

것을 확인할 수 있었으나, 산화적 손상

을 입힌 MEF cells의 세포주기에는 영

향을 주지 못했다. 이를 통해 볼 때 四物

湯加味方이 세포주기에 미치는 영향은

정상세포에만 제한적이라 생각할 수 있

다.

MEF cells의 대조군과 실험군에서의

apoptosis 발생률을 Annexin V-FITC/PI

assay로 분석한 결과 대조군에 비해 四

物湯加味方 처리군에서 apoptosis로 가

는 세포수가 소폭 줄어들었고, H2O2 처

리군에 비해 H2O2와 四物湯加味方을 함

께 처리한 군에서 apoptosis 발생률이 다

소 감소하는 것을 관찰 할 수 있었다. 이

를 통해 四物湯加味方이 산화적 스트레

스 상태에서 세포자멸을 억제하는 항산

화능을 확인할 수 있다.

H2O2와 四物湯加味方의 처리가 세포

내핵의 형태에 어떠한 영향을 미치는지

알아보기 위해 DAPI 염색법을 수행한

결과, H2O2와 四物湯加味方을 같이 처리

한 실험군에서 핵 응축 및 DNA 손상이

관찰되는 정도가, H2O2를 처리한 군에

비해 다소 감소되어 있으므로 四物湯加

味方이 H2O2로 유발된 산화적 손상으로

부터 세포 내핵을 보호하는 효과가 있음

을 알 수 있었다.

이상의 실험을 통하여 四物湯加味方과

개별약물로는 川芎과 生地黃이 정상세포

에서 매우 뛰어난 항산화 효과를 보이는

것을 확인하였다.

Ⅴ. 결 론

四物湯加味方이 MEF cells의 생존율,

세포 주기의 변화, apoptosis의 발생률,

세포 내핵의 변화에 대한 실험을 통해

관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.
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1. 四物湯加味方 구성 약재 각각의 Free

Radical 소거능을 DPPH assay를 통

해 관찰한 결과 白芍藥, 牧丹皮, 白花

蛇舌草에서 양호한 결과가 관찰되었

고, MTT assay를 통한 산화적 손상

방어능력을 실험한 결과 川芎 生地黃

에서 농도가 증가함에 따라 항산화

능력이 증가함을 관찰할 수 있었다.

2. 四物湯加味方 추출물을 MEF cells를

이용 MTT assay를 통해 분석한 결

과 0.5㎎/㎖의 농도에서 가장 뛰어난

항산화 능력을 보였다.

3. 세포주기분석에서 四物湯加味方은 산

화적 손상을 받은 MEF cells의 세포

주기에는 영향을 주지 못하였다.

4. Annexin V-FITC/PI assay에서 四物

湯加味方이 산화적 손상을 받은 MEF

cells에 대한 apoptosis 발생률을 소폭

감소시키는 것을 관찰할 수 있었다.

5. DAPI staining을 통해 四物湯加味方

이 산화적 손상으로부터 MEF cells

내핵을 보호하는 효과가 있음을 관찰

할 수 있었다.

□ 투 고 일 : 2010년 7월 28일

□ 심 사 일 : 2010년 8월 3일

□ 심사완료일 : 2010년 8월 10일
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