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Abstract — Cytotoxicity of cadmium on NIH 3T3 fibroblasts was utilized in order to discover antitoxic compound in Gal-

geuntang extract in this study. Treatment groups were chosen as follows; control (medium only), MTT50 group and five

experimental groups. MTT {3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide} method was performed to

evaluate the cytotoxicity of cell organelles and IC50 was also measured. Accordingly we have examined the detoxification

effects of Galgeuntang extract on cadmium-treated NIH 3T3 fibroblasts to observe morphological changes by the light

microscopy. Galgeuntang extract showed cytoprotective effects on cadmium-induced cytotoxicity. Furthermore, Galgeuntang

showed a dose-dependency in detoxication. The phenolic content of Galgeuntang ethanol extract was higher than that of

water content. These results suggest that Galgeuntang extract may be used as a cytoprotective agent against cadmium (II)-

mediated cytotoxicity.
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현대사회는 급속한 산업의 발달과 더불어 자동차 배기가스와

각종 산업체에서 배출되고있는 여러가지 오염물질로 인해 공기,

물, 토양 그리고 각종 식품이 오염되고 있다. 특히 심각한 사회

문제로 대두되고 있는 환경오염성 중금속 중에서도 카드뮴

(cadmium, Cd)은 금속성의 부식성을 방지하는 효과가 있어 전

기도금 플라스틱 열안정제 및 축전지(Ni-Cd battery) 등에 사용

되고 있다. Cd는 크게 식품과 음료의 섭취 및 공기의 흡입을 통

해서 일단 체내에 흠수되면 간, 신장 및 고환등에 축적되어 간독

성, 신장장해, 고환의 염증 및 괴사 등을 일으키는 것으로 보고

되어 있다.1-3) 카드뮴과 같은 중금속 해독제로 사용되는

Ca2Na2EDTA는 중금속과 강한 친화성 킬레이트제이나 신장독성

을 유발하고,4) 해독제인 penicillamine의 백혈구 감소증, 재생 불

량성 빈혈 등의 부작용을 일으키는 것으로 보고하고 있다.5) 최

등6)은 현재 사용되고 있는 해독제의 부작용을 경감시킬 수 있는

플라보노이드 화합물을 사용하여, 카드뮴의 독성을 경감시킬 수

있는 카드뮴(II)-착물로 인한 Vero 세포에 대한 세포독성을 효과

적으로 억제할 수 있다고 보고하였다. 이 등은 암모니아 완충용

액(pH=8.0)에서 카드뮴(II)-착물반응에 대한 최적농도를 규명함

으로서, 카드뮴 독성에 대한 효과적인 억제효과를 보고하였다.7,8)

갈근탕은 중국, 일본, 한국 등지에서 협심증, 심근경색 등으로

사용되어 왔으며, 중국의 고대 문헌과 현대 약학에서는 혈압을

낮추어주거나, 지질 저하를 효과, 항산화 그리고 미세혈관 순환이

잘되게 해주는데 사용되었다.9,10) 갈근탕은 갈근, 감초, 백작약, 마

황, 대추, 계지, 생강 일곱가지 한약재로 조성되었다. 신 등11) 갈

근탕이 자유 라디칼 소거능과 기력 감퇴 방지 효과는 농도를 증

가시킴에 따라 증가되었으며, 가장 높은 라디칼 소거능을 보인

탕제는 갈근탕(116.93 µg/ml)과 계지(Cinnamonum cassia Presl.)

(95.01 µg/ml)를 이용한 물 추출물에서 측정되었다. 갈근탕의 물

추출물에 페놀과 플라보노이드 함량은 갈근탕을 조성하는 한약

재중에 계지에 함유되어 있는 생리활성물질에 기인한다고 보고

하였다.

갈근은 고혈압, 관상동맥 경화증, 협심증, 당뇨병, 숙취제거의
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효과와 혈압강하작용, 지방산화의 억제작용, 항염작용, 해독작용,

항산화작용 및 보간작용이 있는 것으로 알려졌으며, 발한, 해열

제로서 고열·두통을 치료하고 진액을 생기게 하며 갈증을 멎게

한다. 갈근은 병을 다스리기 위해 땀을 내게 할 때나 해열할 때

많이 쓰지만, 다른 여러 증상에도 두루 사용되며, 소화불량, 두

통, 빈혈, 이질, 복통, 술독, 감기, 구토와 부인들의 하혈에 쓰이

고, 민간에서는 위장약으로 갈근을 이용한다.12-15) 갈근의 구성성

분으로는 isoflavonoids인 daidzin, daidzein, puerarin 등과 그 외

에 D-mannitol, succinic acid, miroestrol 및 starch을 함유되어

있다.10,16)

본 연구에서는 갈근탕의 물과 에탄올 추출물을 얻은 후, 추출

물을 이용한 NIH3T3 fibroblasts 세포에 대한 세포독성과 카드

뮴 독성에 대한 세포 보호효과를 얻었기에 보고하는 바이다.

실험재료 및 방법

시약 및 기기

추출에 사용한 용매는 EP급 시약을 재증류하여 사용하였으며,

세포배양에 사용한 RPMI 1640 배지, 10% heat-inactivated

FBS penicillin, 0.25% tripsin, DMSO, streptomycin, MTT(3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-diphenyltetrazolium bromide), FeCl2

와 ferrozine에 사용한 시약은 Sigma사에서 구입하였다. 세포배

양은 95% air/5% CO2 incubator(Shellab Co. U.S.A.)를 사용하

였으며, 세포수의 계산은 Truk형 혈구계산기를 이용하였다. MTT

정량에는 ELISA reader(Spectra max 240. Molecular Devices,

U.S.A.)를 사용하였다.

실험재료

본 실험에 사용된 갈근탕을 경남 창원시 오시오 한의원에서

제공받아, Blender로 분쇄하여 사용하였으며, 실험에 사용된 식

물체는 원광대학교 한의학전문대학원 한약자원개발학과에 보관

되어 있다(Table I).

용매추출법

본 연구에 사용된 갈근탕(68.0 g)을 세절하여 Blender로 분쇄한

후, 상온에서 95% 에탄올(3×100 ml)로 추출한후, 추출물을 여과

지로 여과하여, 그 여액을 진공증류기로 감압 농축하여 38oC 이

하에서 에탄올 추출물을(10.21 g, 15.02%)을 얻었다. 동량의 갈근

탕을 물(3×100 ml)로 추출하였으며, 동일한 추출법으로 추출물을

80~85oC에서 물 추출물(13.70 g, 20.15%) 얻어, 시료로 사용하였다.

세포배양

갈근탕 추출물의 세포독성을 측정하기 위하여, 한국 세포주은

행에서 분양받은 NIH3T3 섬유세포주는 RPMI1640 배지에 10%

heat-inactivated FBS penicillin(100 units/ml)과 streptomycin

(100 µg/ml)을 첨가하여 사용하였으며, 세포배양은 온도 37oC, 습

도 95%, 5% CO2 배양기를 사용하였다. 실험을 위하여, 일차 배

양한 flask의 세포주를 0.25% tripsin으로 처리하여, Turk형 혈

구계산기를 이용하여, 세포주가 2×10 cells/well가 되도록 세포

부유액을 만들었다.

MTT 정량분석법

Mosmann의 방법17)에 의하여, NIH3T3 섬유모 세포를 각 배

양용기에 2×104 cells/ml 세포수를 넣고 24시간 배양 후, 카드뮴

IC50 농도의 세포독성에 대한 갈근탕 추출물의 독성경감 효과를

측정하기 위하여, 갈근탕 추출물을 각각 농도별(0.01, 0.1, 1, 10

µg/ml)로 첨가하여 48시간 배양한 후, 분석 당일 조제한 MTT

50 µg/ml가 포함된 배양액을 배양 용기당 1 ml씩 넣고 3시간 배

양후 배양액을 버리고, DMSO를 2 ml/well씩 넣어 5분간 실온

방치하여 MTT formazan을 용해한 후, 흡광도는 분광광도계

ELISA Reader로 MTT의 흡광도(540 nm)를 측정하여 대조군과

비교 조사하였다.

총 페놀함량 측정

총 페놀함량은 Folin-Ciocalteu18)의 방법에 의해 측정되었으며,

반응액은 시료(20 µl)와 증류수(1.58 ml) 그리고 Folin-Ciocalteu

reagent(100 µl)을 혼합하여 만들었다. 위 반응액에 300 µl의 20%

sodium carbonate solution을 첨가하고 잘 혼합하였으며, 그런 다

음, 실온에서 2시간 동안 배양한 후 765 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 대조구는 시료대신 증류수를 가하여 측정하였으며, 표준

물질로 gallic acid를 사용하였다. 총 페놀함량은 gallic acid

equivalents(GAE µl)/시료 100 mg로 나타내었다.

금속착물에 대한 활성

철이온(II)의 착물활성은 Dinis 등의 방법으로 측정하였으며,19)

0.4 ml 메탄올안에 각각의 시료용액을 넣고, 2 mM FeCl2 용액

(50 µl)와 5 mM ferrozine(200 µl)을 첨가하여, 전체부피가 4 ml

가 되도록 메탄올로 넣는다. 상온에서 혼합용액을 10분간 잘 흔

들어준 다음, ELYSA로 파장(562 nm)에서 흡광도를 측정한다.

Table I − The composition of Galgeuntang

Botanical name
Weight

(g)
Percentage

(%)
Origin

Puerariae thunbergiana Benth. 15 22.06 China

Paeonia lactiflora Pall. 07.5 11.03 Korea

Ephedra sinica Stapf. 11.25 16.54 China

Glycyrrhiza uralensis Fisch. 07.5 11.03 China

Zizyphus jujuba Mill. 08 11.76 Korea

Cinnamonum cassia Presl. 07.5 11.03 China

Zingiber officinale Rosc. 11.25 16.54 Korea
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Ferrozine-Fe2+ 착물형성 능력에 대한 억제율(%)은 다음 공식에

의거하여 측정하였다.

금속착물 효과율(%)=[(A0 A1)/A0]×100

A0는 대조군의 흡광도

A1는 시료와 기준물질의 흡광도.

대조군에는 FeCl2 .ferrozine와 착물형성 분자들이 포함되어 있다.

IC
50

 결정

식물 추출물의 IC50 결정은 배양중인 NIH3T3 섬유모세포를

96well plate에 2×10 cells/well씩 넣고 24시간 배양한 다음 0.01,

0.1, 1, 10 µg/ml 농도의 갈근탕 추출물을 첨가하여, 4시간 배양

한 후 MTT 정량을 하여, 이들 각각에 대한 50% 억제농도인

IC50을 희귀 직선식에 의해 구하였다.20)

세포의 광학 현미경적 관찰

세포의 광학 현미경적 관찰을 위하여, NIH3T3 섬유모세포는

각각 세포분주 후 갈근탕 물 추출물을 처리하여, MTT를 처리하

기 전에 도립위상차 현미경(Inverted Microscope, Olympus,

Tokyo, Japan)으로 관찰하였다.

통계처리

실험결과의 통계처리는 Student's t-test에 준하였으며, p-value

가 0.05 미만일 경우, 통계적으로 유의한 것으로 판정하였다.

실험결과 및 고찰

NIH3T3 섬유모세포의 카드뮴 독성에 대한 IC50 측정값

카드뮴에 영향을 받는 기관으로 알려진 피부의 구성세포인

NIHT3 섬유모세포를 배양하여, 여러 농도의 카드뮴을 투여하

면서, 세포독성을 조사하여 얻은 MTT50량(IC50=40.0 µM)과 카

드뮴과 갈근탕의 물과 에탄올 추출물에 함유된 배위 공유결합

을 할 수 있는 생리활성물질으로 인한 세포의 보호효과를 관찰

하였다. 카드뮴의 농도를 NIH3T3 섬유모세포에 농도별로 적용

한 후, 세포 생존율을 확인할 수 있는 MTT 정량분석법으로 흡

광도를 측정하였으며, 카드뮴의 처리농도에 따라 NIH3T3 섬유

모세포의 세포 생존율이 감소하였으며, 이는 흡광도의 감소가

카드뮴의 농도 의존적으로 관찰되었다. IC50인 MTT50량은 세

포의 수와 종류에 따라, 다른 측정값이 관찰할 수 있었다(Fig.

1).21,22)

카드뮴 독성에 대한 갈근탕 물 추출물의 세포 보호효과

갈근탕의 물 추출물을 NIH3T3 섬유모세포에 농도별로 적용

한 후, 갈근탕의 물 추출물의 처리농도에 따라 NIH3T3 섬유모

세포의 세포 생존율이 증가하였으며, MTT의 흡광도는 농도에

따라 농도 의존적으로 증가하였다. 갈근탕의 물 추출물은 모든

농도범위에서 통계적으로 유의성(p<0.01)이 관찰되었으며, 카드

뮴 독성에 대한 NIH3T3 섬유모세포의 보호효과도 관찰할 수 있

었다. 갈근탕의 10.0 µg/ml 물 추출물에서 카드뮴 독성에 대한

NIH3T3 섬유모세포의 보호효과는 높은 보호율(78.18%)이 관찰

되었다. 갈근탕 물 추출물에 함유되어있는 페놀 혹은 플라보노

이드 화합물에 기인하는 것으로 생각된다(Fig. 2와 5).21-23)

카드뮴 독성에 대한 갈근탕 에탄올 추출물의 세포 보호효과

갈근탕의 에탄올 추출물을 여러 농도의 카드뮴으로 처리하여,

MTT 흡광도의 측정값은 갈근탕의 물 추출물에 대한 흡광도처

럼 갈근탕의 에탄올 추출물의 측정값은 농도 의존적으로 감소하

였다. 갈근탕의 에탄올 추출물의 모든 농도범위에서 통계적으로

유의성(p<0.05)있는 카드뮴 독성에 대한 NIH3T3 섬유모세포의

Fig. 1 − Determination of cell viability against various cadmium

concentrations on NIH3T3 fibroblasts. This was serially

diluted with RPMI-1640 with 10% FBS in NIH3T3 cells

(2×104 cells). The MTT assay was performed. Data are

mean values of experiment results. *Significantly different

from the control value: *p<0.05 (Students's-test).

Fig. 2 − The MTT absorbance of Galgeuntang water extract on

NIH3T3 fibroblasts treated with cadmium. The value

represent the mean±standard deviations for triplicate

experiments. Significantly different from the control values,

*p<0.05, **p<0.01 (Student's t-test).
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보호효과를 관찰할 수 있었으며, 카드뮴의 억제농도인 IC50 농도

와 갈근탕의 10.0 µg/ml 에탄올 추출물에서 카드뮴 독성에 대한

NIH3T3 섬유모세포의 보호효과가 가장 높은 보호율(90.79%)로

Fig. 5 − Phenolic contents of Galgeuntang extracts. The value

represent the mean±standard deviations for triplicate

experiments. Significantly different from the control values,

*p<0.05 (Student's t-test). GTW; Galgeuntang water

extract, GTE; Galgeuntang ethanol extract.

Fig. 4 − Calibration curve method of gallic acid (r2=0.995).

Fig. 3 − The MTT absorbance of Galgeuntang ethanol extract on

NIH3T3 fibroblasts treated with cadmium. The value

represent the mean±standard deviations for triplicate

experiments. Significantly different from the control values,

*p<0.05 (Student's t-test).

Fig. 6 − Metal chelating ability of Galgeuntang water extract. The

value represents the mean±standard deviations for

triplicate experiments. Significantly different from the

control values, *p<0.05, **p<0.01 (Student's t-test). GTW:

Galgeuntang water extract, EDTA: Ethylenediaminetetra-

acetic acid.

관찰되었다. 이러한 연구결과에 의하면, 갈근탕 추출물에 함유된

생리활성물질이 물 추출물보다 유기용매인 에탄올로 추출할 때

에 높은 농도의 배위화합물이 추출되어, 카드뮴의 독성으로부터

NIH3T3 섬유모세포를 보호할 수 있다고 생각된다(Fig. 3).22,23)

갈근탕 추출물의 총 페놀함량 측정

갈근탕의 물 추출물 중에 함유되어 있는 많은 생리활성물질

중 phenol은 가장 널리 함유되어 항산화 활성을 가지는 것으로

알려져 있으며,23) Sinkard et al.
18)은 chlorogenic acid와 caffeic

acid등이 매우 높은 항산화 효과를 나타낸다고 보고하였다. 갈근

탕의 물 추출물에 대한 총 페놀함량은 갈릭산 표준물질로 사용

하였으며, gallic acid equivalents(GAE, µg)/시료 mg로 측정하여

검량선을 작성하였다. 갈근탕 추출물의 페놀함량에 대한 측정값

은 1차 함수식은 y=0.0009x+0.0091이며, 직선성은(R2) 0.995으

로 계산되었다(Fig. 4). 갈릭산은 농도 의존적으로 통계적으로 유

의성 있는 OD값의 증가를 나타났으며, 갈릭산의 표준곡선을 토

대로 시료 1 mg의 총 페놀함량은 약 320 µg/ml으로 관찰되었다.

그렇지만 유기용매인 에탄올로 추출한 페놀 함량은 물 추출물

(약 320 µg/ml)보다 약 3배 정도로 높은 페놀함량이 측정되었다.

이러한 연구결과에 의하면, 갈근탕 추출물에 함유된 생리활성물

질이 물 추출물보다 에탄올 추출물에 높은 농도의 배위화합물이

추출되어, 카드뮴의 독성으로부터 NIH3T3 섬유모세포를 보호할

수 있는 페놀 화합물에 기인된 것으로 사료된다(Fig. 5).11)

Fig. 6에서 관찰한 것처럼, 갈근탕 물 추출물에 대한 카드뮴 착

물의 형성능력은 농도 의존적이 었으나. 갈근탕 물 추출물의 농

도증가에 따라 카드뮴 착믈에 대한 형성능력이 크게 증가하지 않

았다. 갈근탕의 100 µg/ml 물 추출물에 대한 카드뮴 착물의 형

성능력(23.69%)은 10 µg/ml EDTA와 유사한 착물형성의 능력

(25.08%)에 대한 측정값을 관찰할 수가 있었다. 갈근탕 물 추출
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물에서 카드뮴과 착물을 형성할 수 있는 배위 화합물은 낮은 농

도로 함유되어 있으나, 갈근탕 에탄올 추출물에서는 갈근탕 물

추출물보다 많은 함량의 배위 화합물이 함유되어 있으리라 생각

된다(Fig. 6).11,24,25) 이는 카드뮴 착물이 형성될때에 카드뮴(II)의

4d 원자궤도함수의 참여와 갈근탕 물 추출물에 함유되어있는 배

위 화합물과 카드뮴 착물이 형성되며, 배위 화합물에 분자구조에

따른 낮은 전하이동이 일어나, ligand-to-metal charge transfer로

인한 특이한 스펙트럼의 변화가 관찰되리라 생각된다.26,27)

세포의 광학현미경적 관찰

NIH3T3 섬유모세포를 MEM배지 또는 DMEM배지에서 배양

하면, 72시간째에 Fig. 7에서 보는 바와 같이, 세포의 밀도가 치

밀해 지고 세포의 크기가 작아지는 경향이었다. 세포배양 24시

간째에 카드뮴(II) IC50 농도를 처리하고 48시간이 지나면 세포

수가 감소하고, 세포가 cluster를 형성하며, 세포에서 뻗어나간

돌기가 감소하여 원형의 세포로 변형되며 세포사이에서는 부스

러기들을 관찰 할 수 있었다(Fig. 8). 세포배양 24시간째 카드뮴

(II) IC50 농도와 갈근탕 물 추출물을 농도별로 처리하면 농도 의

존적으로 세포수가 증가하고, 세포의 형태는 방추형으로 변형되

며, 세포의 재생현상이 관찰되었다(Fig. 9). 카드뮴(II) IC50 농도

와 갈근탕 물 추출물을 농도별로 처리하면, 카드뮴(II) IC50 농도

처리군에서와 같이 농도 의존적으로 세포수가 감소하는 경향이

었다. 카드뮴(II) IC50 농도 처리군의 세포수 및 세포형태의 변화

를 재생시킬 수 있는 능력을 관찰할 수가 있었다.21,28)

결 론

갈근탕 추출물에 대한 MTT의 흡광도는 추출물의 농도 의존

적으로 감소하였으며, 10 µg/ml 추출물에서 통계적으로 유의성

(p<0.05-0.01)이 측정되었다. 카드뮴 독성에 대한 NIH3T3 섬유

모세포에 대한 세포 보호효과는 에탄올 추출물(90.42%)이 물 추

출물(78.18 %)보다 약 12% 정도로 높게 억제되었다. 갈근탕의

에탄올 추출물로 인한 NIH3T3 섬유모세포의 높은 보호효과는

카드뮴의 독성을 억제하는 리간드 화합물의 용해도에 따른 시너

지 효과로 사료된다. 갈근탕의 물과 에탄올 추출물에서 페놀의

함량이 높을수록 카드뮴 독성에 대한 NIH3T3 섬유모세포에 따

른 보호효과가 높게 나타났으며, 카드뮴의 억제농도인 IC50 농도

는 10-2 mg/ml에서 큰 차이의 높은 세포 보호율이 관찰되었다.

갈근탕 물 추출물에 대한 카드뮴 착물의 형성능력은 농도 의존

적으로 증가하였으며, 갈근탕의 100 µg/ml 물 추출물에 대한 카

드뮴 착물의 형성능력은 10 µg/ml EDTA와 유사한 착물형성의

능력에 대한 측정값을 관찰할 수가 있었다. IC50 카드뮴(II)의 처

리군과 갈근탕의 물 추출물을 농도별로 첨가한 처리군과의 세포

형태를 비교하면, 농도 의존적으로 세포의 재생이 증가하였다.

이상의 연구결과를 검토하여 볼 때 갈근탕을 조성하는 구성약재

와 용매에 따라 카드뮴의 독성을 억제하는 리간드 화합물을 연

구할 필요성이 요구된다.

Fig. 7 − Inverted photomicrograph of fibroblast cells treated with

MTT for an additional 3 hrs after incubation in unmodified

medium (control) for 2 days×100. Most cells had abundant

cyptoplaem and cytoplasmic process.

Fig. 9 − Inverted photomicrograph of KB cells treated with MTT for

an additional 3 hrs after incubation in 10 µg/ml Galgeuntanag

water extract (×100) containing medium for 2 days×100.

Most cells were formed cell cluster and number of cells

were decreased.

Fig. 8 − Inverted photomicrograph of NIH 3T3 fibroblasts treated

with MTT for an additional 3 hrs after incubation in the

IC
50

 value of cadmium chloride containing medium for 2

days×100. Most cells were formed cell cluster and number

of cells were decreased.
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