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Abstract—This study was performed to evaluate enhanced effect of fermented Galgeun tang (GGT) and Ssanghwa tang

(SHT) on the anti-platelet aggregation. Platelet aggregation assay was performed In vitro using human platelet rich

plasma(PRP) and In vivo using SD-rat plasma by platelet aggregometer. Pharmacodynamic parameters, Emax and EC50, were

calculated using Winnolin. SD-rats administered 1 g/kg of oriental medicine every 12 hr for 8 days. Platelet aggregation was

measured by optical method with collagen inducer (4 µg/ml). In In vitro anti-platelet study, EC50 of GGT-A was lower than

that of GGT-con about 79.13 µg/ml. And EC50 of SHT-A and SHT-B was lower than that of SHT-con about 122.73 and

110.15 µg/ml, respectively. It is assumed that fermented GGT and SHT were more effective than original medicine. In mul-

tiple administration study, anti-platelet effect was significantly increased both GGT and SHT. Fermented GGT and SHT

were more effective than original herbal medicine on anti-platelet aggregation.
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인구 고령화와 생활 환경의 변화로 노인성 질환, 만성·난치

성 질환 증가와 함께 동양에서만 국한적으로 사용되던 한방 처

방에 대한 관심과 수요가 증가하였다. 이러한 관심의 급증과 함

께 한방처방의 문제점 역시 대두되고 있다. 그 문제점은 한약재

에 의한 부작용 및 독성, 불순물이나 오염에 의한 문제, 타 약물

과의 상호 작용, 동일 한방처방에 대한 개개인의 약효 차이 등이

다. 최근 연구 결과에 따르면 개개인의 효과 차이는 장내세균에

의한 대사 정도 때문이라고 규명되었다. 이는 체내에서 흡수, 분

포, 대사, 배설 과정을 거치는 약물과는 달리 한방처방내에 다량

함유되어 있는 배당체들이 흡수되기 전에 장내세균에 의한 대사

를 거치는 경우가 많기 때문이다. 따라서 인체 내에 존재하는 장

내 세균총의 차이로 인해 흡수되는 양에 차이가 생겨 결국 개개

인의 효능차이가 야기된다. 이러한 문제점을 보완하는 방법으로

본 연구에서는 한약재를 유산균이나 효모균과 같은 미생물로 발

효시켜 유효성분을 추출함과 동시에 한방처방의 흡수율 문제를

개선시키고자 하였다.1,2)

갈근탕은 갈근(葛根), 마황(麻黃), 생강(生薑), 대추, 감초(甘草),

작약(芍藥), 계지(桂枝) 등 7가지 생약의 복합제제이며 쌍화탕은

백작약(白芍藥), 숙지황(熟地黃), 당귀(當歸), 천궁(天芎)으로 구성

된 사물탕과 황기(黃耆), 계피(桂皮), 감초(甘草), 대추, 생강(生薑)

으로 조합된 황기건중탕을 합방한 처방이다. 갈근탕은 흔히 감

기 몸살에 사용되어온 한방처방으로 백혈구 주화성 항진작용

과 면역능 증강작용을 통하여 염증 초기반응에서 혈관 투과성

이 항진되어 부종이 생겼을 때 세균의 탐식능을 증강시키고 혈

관 투과성을 억제하여 염증 반응을 개선시킨다.3) 쌍화탕은 혈

액과 관련된 일체의 질병을 치료하여 보혈의 대표적 처방인 사

물탕과 아무 때나 땀이 축축하게 흐르는 자한증에 뛰어난 효

과를 발휘하는 황기건중탕이 더해진 처방이다. 두 처방 모두

감기 증상의 완화 및 치료에 사용되는 한방처방으로서 체온의

변화, 염증의 감소, 혈행 개선 효과 등이 있다. 본 연구에서는

혈소판 응집 억제 효과 측정을 통해 혈행 개선 효과 강화를 입

증하고자 하였다.
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재료 및 방법

원방 갈근탕과 쌍화탕

본 연구에 사용된 갈근탕과 쌍화탕은 각 생약재의 무게를 측

정한 후 건조중량의 10배수 생수(화이트, 무학 산청 샘물)를 가

하여 180분간 열수 추출하여 전탕 추출법(초고속 진공 저온 농

축 추출기, Cosmos-660, 경서기계산업)을 이용하여 제조하였다.

각 구성 한약재의 원산지 및, 전탕 시 사용된 각 약재의 무게는

Table I에 기술하였으며 본 연구에 사용된 갈근탕과 쌍화탕은 한

의학연구원에서 받아 사용하였다.

갈근탕과 쌍화탕의 발효

한방처방의 흡수를 개선하기 위해 갈근탕과 쌍화탕의 발효에

사용된 균주는 모두 한국식품연구원(Korea Food Research

Institute; KFRI, Seongnam, Korea) 식품미생물 유전자 은행에

서 분양 받았으며, MRS 배지(Difco, Detroit, MI, USA)에서 계

대 배양한 뒤 초기균수를 1×106CFU/ml로 조절하여 사용하였

다. MRS 배지의 조성을 Table II에 표시하였다. 발효는 1 M

NaOH로 각 한방처방의 pH를 조정한 후(갈근탕: 7.0, 쌍화탕:

8.0), 121oC, 1.5 기압에서 15분간 가압멸균하고, 상온까지 냉각

시킨 후, 유산균을 1%(v/v)로 접종하고 37oC의 항온배양기에서

48시간 동안 통기 배양하여 갈근탕과 쌍화탕을 발효하였다.4) 원

방 갈근탕(GGT-con)을 Lactobacillus plantarum 144로 발효한

것은 GGT-A, Lactobacillus plantaum 402로 발효한 것은 GGT-

B라 명칭 하였으며 원방 쌍화탕(SHT-con)을 Lactobacillus

fermentum 164로 발효한 것은 SHT-A, Lactobacillus gasseri

658로 발효한 것은 SHT-B라 명칭 하였다. 배양된 시험물질을 동

결건조하여 시험에 사용하였으며, 추출수율은 23.10% 이었다.

In vitro에서 혈소판 응집 억제효과 연구

혈액의 준비 −채혈 지원자는 2주 전부터 혈소판 관련 약물을

복용하지 않은 건강한 남성으로서 채혈한 혈액은 3.8% sodium

citrate가 담긴 vacutaine tube에 담았다. 각각의 혈액은 혈구분

석기(Coulter Beckham®, Coulter Electronics, USA)로 일반 혈

액검사를 실시하여 백혈구 수, 적혈구 수, 혈색소수치, 적혈구 용

적(HCT; Hematocrit) 등의 측정 항목이 정상범위에 해당하는 혈

액만을 실험에 사용하였다.

한방처방 용액 및 양성 대조군 용액의 조제 −갈근탕(GGT-con,

GGT-A, GGT-B)과 쌍화탕(SHT-con, SHT-A, SHT-B) 6가지 한

방처방의 동결건조분말을 DMSO(Dimethyl sulfoxide, Samchon

cheminal Co., Korea) : 0.9% saline(1 : 3, v/v) 혼합용매에

10 mg/ml의 농도로 용해시켰다. 동일 혼합용매로 계열 희석하여

0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10 mg/ml 농도의 용액을 제조하였다.

양성 대조군은 ASA(acetyl salicylic acid, Sigma, USA)를 선

정하여 한방처방과 동일 혼합용매에 1 mg/ml의 농도로 용해시킨

후 계열 희석하여 10, 50, 100, 500, 1000 µg/ml 농도의 용액을

제조하였다.

혈소판 응집 측정 −혈액을 800 rpm에서 10분간 원심 분리하

여 상등액으로부터 platelet rich plasma(PRP)를 얻고 다시

3000 rpm에서 10분간 원심 분리하여 platelet poor plasma(PPP)

를 얻었다. PRP는 혈구분석기를 이용하여 혈소판수를 측정하였

으며 PPP를 이용하여 혈소판 수가 3.5×108/ml가 되도록 희석하

여 사용하였다.

Collagen(4 µg/ml)에 의해 유도되는 혈소판 응집에 대한 한방

처방의 억제 효과는 platelet aggregometer(Chrono-Log Corp.,

570VS, USA)를 이용하여 측정하였다. Magnetic stirrer bar를 넣

은 cuvette에 PRP을 넣은 후 3분간 37oC에서 incubation 시킨

후 각 한방처방제제 또는 ASA 시험 용액을 50 µl 가하고,

collagen을 가하여 8분간 반응시켰다. 한방처방의 혈소판 응집 억

제 정도는 Eq. (1)에 의거하여 transmission maximum reduction

Table I − 1. The origin of herbs for Galgeun tang

Specific name Part used
Weight
(g)

Origin

Pueraria lobata Radix 400 Geochang

Pheum palmatum Rhizoma 200 China

Zingiber officinale Rhizoma 050 Wanju

Zyzyphus jujube Fructus 200 Gyeongsan

Cinnamomum cassia Bark 150 Vietnam

Paeonia lactiflora Radix 150 Youngcheon

Glycyrrhizae uralensis Radix or Rhizoma 100 China

Table I − 2. The origin of herbs for Ssanghwa tang

Specific name Part used
Weight
(g)

Origin

Paeonia lactiflora Radix 468.5 Youngcheon

Rehmannia glutinosa 
Liboschitz

Radix 187.5 Gunwi

Astragalus
membranaceus

Radix 187.5 Jecheon

Angelica gigas Nakai Radix 187.5 Pyeongchang

Zingiber officinale Rhizoma 074.5 Gongju

Zyzyphus jujube Fructus 100.0 Gyeongsan

Cinnamomum cassia Bark 140.5 Vietnam

Cnidium officinale Rhizoma 187.5 Youngju

Glycyrrhizae uralensis Radix or Rhizoma 140.5 China

Table II − Composition of MRS culture medium

Substance Concentration Substance Concentration

Peptone 10 g/l K2HPO4 2 g/l

Beef extract 10 g/l Sodium acetate 5 g/l

Yeast extract 5 g/l Triammonium citrate 2 g/l

Glucose 20 g/l MgSO4·4H2O 0.2 g/l

Tween 80 1 mg/l MnSO4·4H2O 0.2 g/l

pH (6.2~6.6)
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percent를 산출하였다.5-9)

Eq. (1)

A = control의 최대 응집도 %

B=한방처방 투약 후의 최대 응집도 %

혈소판 응집 저해 효과 분석 −각 한방처방에 대한 혈소판 응

집 억제율(%)은 WinNonlin program을 이용하여 Sigmoid Emax

model에 적용하여 fitting 하였다. Fitted된 그래프로부터 약물동

력 매개변수인 Emax, EC50를 산출하였다.10-12)

In vivo에서 혈소판 응집 억제효과 연구

실험 동물 −본 실험에 사용된 동물은 웅성 Sprague-Dawley

rat(290~320 g)으로 (주) 효창 사이언스사로부터 공급받았으며,

실험 당일까지 고형 사료와 물은 충분히 공급하고, 사육 실내 온

도는 22±2oC, 상대 습도 55±5%, 조명은 12시간 명/암 주기가

되도록 조절하여 일주일간 순화 시킨 후 실험에 사용하였다.

반복 투여 후 rat 혈액의 준비 −단기간에 효과가 나타나지 않

는 한방처방의 특징을 고려하여 각 한방처방을 1 g/kg의 용량으

로 처음 7일간은 12시간 간격으로 하루 두 번, 마지막 8일째는

아침에 한 번 투여하여 총 15번 반복 투여하였다. 마지막 경구

투여 후 3시간이 지나고 개복하여 복대정맥과 복대동맥에서 혈

액을 취하여 3.8% sodium citrate와 1 : 9(v/v)로 혼합하였다.5-9)

혈소판 응집 측정 −채혈한 혈액은 800 rpm에서 10분간 원심

분리하여 상등액으로부터 PRP를 얻고 다시 3000 rpm에서 10분

간 원심 분리하여 상등액으로부터 PPP를 얻었다.

Magnetic stirrer bar를 넣은 cuvette에 PRP를 넣은 후 3분간

37oC에서 incubation시킨 후 collagen(1 µg/ml) 5 µl를 가하여 최

종 collagen의 농도가 10µg/ml가 되도록 하여 8분간 반응시켰다.

한방처방에 의한 혈소판 응집 억제 정도는 Eq. (1)에 의거하여

transmission maximum reduction percent를 산출하였다.5-9)

한방처방의 응집도(%)는 mean±S.D로 나타내었고 통계적인

유의성은 student t-test를 통해 검정하였다.

실험결과

발효 전후의 쌍화탕, 갈근탕의 비교

발효 전후의 쌍화탕 및 갈근탕의 pH 및 고형분 함량변화는

Table III과 같다

In vitro에서 혈소판 응집 억제 효과

혈소판 응집 억제 효과 측정을 통해 갈근탕과 쌍화탕 두 한방

처방의 발효 전후 효과를 비교하였다. 양성 대조군으로는 혈소

판 응집 억제가 규명된 ASA(Acetyl salicylic acid)를 선정하였다.

각 한방처방의 농도에 따른 inhibition %는 computer program

WinNonlin을 이용하여 Sigmoid Emax model에 적용하여 fitting

하였다. Fitted된 그래프로부터 산출된 Emax, EC50의 약물동력학

매개변수는 Table IV와 같다. 실험 비교를 위하여 양성대조군인

ASA의 약물동력학 매개변수도 함께 정리하였다. GGT-A는 GGT-

con에 비하여 EC50의 값이 79.13 µg/ml 정도 낮은 576.27 µg/ml

이며, SHT-A와 SHT-B 역시 SHT-con에 비하여 EC50의 값이 각

각 122.73, 110.15 µg/ml 낮게 산출된 528.88, 541.46 µg/ml 이

었다. 이는 발효 한방처방이 원방 한방처방에 비하여 더 낮은 농

도에서 혈소판 응집 억제 효과가 있다는 것을 의미한다.

In vivo에서 혈소판 응집 억제 효과

SD-rat에 각 한방처방을 8일간 총 15번의 경구 반복 투여를

한 후 collagen(10 µg/ml)에 의해 유도된 혈소판 응집에 대한 총

6가지 한방처방의 저해효과를 측정하여 각각에 대한 inhibition

%를 산출하였다. 대조군으로 한방처방을 먹이지 않은 SD-rat의

혈액에 collagen을 처리하여 측정한 최대 응집율은 61.00±6.89%

로 측정되었다.

갈근탕(GGT-con, GGT-A, GGT-B)과 쌍화탕(SHT-con, SHT-

A, SHT-B) 총 6가지 한방처방에 대한 마지막 투약 후 3시간에

서의 응집 억제율을 다음 Fig. 1에 나타내었다. 갈근탕의 경우

Inhibition %( ) = 
A − B
A

-------------- 100×

Table III − 1. pH and dry weight in Galgeun tang (GGT) fermented

with lactic acid bacteria at 37oC for 48 h

Oriental medicine pH Dry weight (%)

GGT-con 6.42±0.02 2.30±0.02

GGT-A 4.31±0.02 2.31±0.01

GGT-B 4.13±0.00 2.42±0.02

Table III − 2. pH and dry weight in Ssanghwa tang (SHT)

fermented with lactic acid bacteria at 37oC for 48 h

Oriental medicine pH Dry weight (%)

SHT-con 6.37±0.00 3.93±0.07

SHT-A 4.09±0.01 3.67±0.03

SHT-B 4.01±0.01 3.69±0.07

Table IV − EC50 and Emax values of Galgeun tang and Ssanghwa

tang on the human platelet aggregation induced by

collagen (4 µg/ml)

Oriental medicine EC50 (µg/ml) Emax (%)

ASA (Positive control) 010.09±2.1 120.75±14.7

Galgeun
tang

GGT-con 658.40±101.4 108.09±11.4

GGT-A 576.27±11.7 117.78±17.5

GGT-B 709.80±74.1 099.93±8.7

Ssanghwa
tang

SHT-con 651.61±92.8 118.10±10.3

SHT-A 528.88±62.1 099.08±7.8

SHT-B 541.46±44.1 099.98±2.3
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GGT-A의 혈소판 응집 억제 효과는 GGT-con에 비하여 약 5.43%

정도 증가하여 17.93±5.50%이었고, GGT-B는 약 5.97% 정도

증가하여 18.47±4.00%이었다. 쌍화탕의 경우에는 SHT-A의 혈

소판 응집 억제 효과가 SHT-con에 비해 약 1.64% 정도 효과가

증가하여 22.40±3.51%이었고, SHT-B는 약 8.74% 정도 증가한

29.50±6.24%이었다.

갈근탕의 경우 원방 갈근탕보다 혈소판 응집 억제 효과가 GGT-

A, GGT-B 모두 통계적으로 유의한 차이성을 보이진 않았지만,

쌍화탕은 발효 쌍화탕인 SHT-A, SHT-B 모두 원방 쌍화탕보다

통계적으로 혈소판 응집 억제 효과가 증가하였다(p-value<0.05).

고찰 및 결론

오랜 역사 동안 사용되어온 한방처방은 경험으로 인한 효과나

효능뿐만이 아니라 최적의 약효를 얻고, 독성과 같은 부작용을

줄이기 위해서는 약물동태나 약효 평가와 같은 객관적으로 과학

적인 연구접목이 필요하다. 또한 세계적으로 한방처방이 사용되

기 위해서는 신뢰성 구축을 위한 객관적인 약효검증 시도가 필

요하다.

본 연구에서는 개개인에 대해 약효의 차이가 크게 나타나는

한방처방의 문제점을 보완하기 위해 갈근탕과 쌍화탕의 한방처

방을 Lactobacillus 균주로 발효하였으며, 발효 갈근탕과 쌍화탕

의 흡수율 개선으로 인한 약효가 강화되었는지 입증하기 위하여

혈소판 응집 억제 효과를 in vitro와 in vivo에서 측정하였다. 인

체 혈액을 이용한 in vitro 실험에서 collagen(4 µg/ml)에 의한 혈

소판 응집의 갈근탕과 쌍화탕의 저해효과는 Sigmoid Emax model

에 잘 적용되었다. 발효 갈근탕(GGT-A)과, 발효 쌍화탕(SHT-A,

SHT-B)의 EC50값은 원방 한방처방의 EC50값보다 더 낮게 산출

되었는데 즉, 발효 후 갈근탕과 쌍화탕의 혈소판 응집 억제 효과

가 증가한 것을 알 수 있다. In vivo 실험에서 SD-rat에 발효 전

후 갈근탕과 쌍화탕을 1 g/kg의 용량으로 15번 반복투여 한 후

측정한 혈소판 응집 억제 작용은 갈근탕과 쌍화탕 모두 원방 한

방처방에 비하여 더 높게 측정되었다. Student t-test 결과 갈근

탕의 경우 통계적으로 유의한 차이가 보이지 않았지만, 쌍화탕

의 경우 통계적으로 유의한 차이가 있어 발효 후 혈소판 응집 억

제 효과가 증가하였다.

Glycyrrhizin, cinnamic acid, paeoniflorin, 6-gingerol, puerarin

등 여러 가지 성분의 복합체인 갈근탕과 glycyrrhizin, cinnamic

acid, 6-gingerol, puerarin, decursin 등이 포함되어 있는 쌍화탕

은 감기·몸살에 일차적으로 사용되어 온 대표적 한방처방이다.

문헌 조사에 따르면 갈근탕과 쌍화탕의 유효성분인 glycyrrhizin,

cinnamic acid, paeoniflorin, 6-gingerol, puerarin, decursin에

대한 혈소판 응집 억제효과는 모두 입증되어 있다.6,13-17) 혈소판

응집 억제 효과가 있는 갈근탕과 쌍화탕이 발효에 의하여 효과

가 증가된 것은, 발효과정을 통해 성분들의 흡수가 증대되었기

때문이라 예상되며 특히 배당체인 glycyrrhizin, paeoniflorin과

같은 경우는 발효과정에서 당이 떨어져 나가 aglycone 상태가 되

면서 흡수율이 더 증대된 것이라 예상된다.18-22) 이미 한국에서

는 발효 한방처방에 대한 연구가 진행되고 있으며 앞으로 실험

을 통한 과학적인 입증과 기전 연구를 계속 진행해 나간다면 개

개인에 따라 효과 차이가 나는 문제점 해결을 물론이고 발효 한

방처방만의 이점도 규명해 낼 수 있을 것이다.23-25)
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