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홍화가 위장관 카할간질세포에 미치는 효과
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The purpose of this study is to investigate the effects of Carthami Flos on interstitial cells of Cajal in the

gastrointestinal tract. Many regions of the tunica muscularis of the gastrointestinal (GI) tract display spontaneous

contraction. These spontaneous contractions are mediated by periodic generation of electrical slow waves. Recent

studies have shown that the interstitial cells of Cajal (ICCs) act as pacemakers and conductors of electrical slow waves

in gastrointestinal smooth muscles. We investigated the cytotoxicity activity, antioxidant activity, and pacemaking activity.

The cytotoxicity activity was measured by MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay.

Antioxidant activities were determined by DPPH (1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) radical scavenging capacity assay and

DCFH-DA (2,7-dichlorofluorescein diacetate) method. The effects of Carthami Flos on the pacemaker potentials in

cultured ICCs from murine small intestine were investigated by using whole-cell patch-clamp techniques at 30℃. The

addition of Carthami Flos (5, 10, 30 μg/ml) depolarized the resting membrane potentials in a concentration dependent

manner. These results suggest that the GI tract can be targets for Carthami Flos, and their interaction can affect

intestinal motility.
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서 론

홍화(紅花, safflower, Carthamus tinctorius L.)는 국화과에 속

하는 1년생 초본으로서 원산지는 인도, 중국 및 이집트 등이다1).

홍화씨유는 필수지방산인 리놀레산(linoleic acid)이 60% 이상 함

유되어 있어 양질 기름이며, 올렌산(oleic acid)이 30% 이상 함유

되어 있는데 재배지역이나 기후 조건에 따라 다르다. 셀러드, 요

리, 마아가린, 술제조(리쿠르)에 이용되며 양초, 페인트용 건유,

리놀륨(마루바닥의 깔개), 니스, 천광택 등의 원료로도 쓰인다. 의

학용으로는 피의 순환을 원활하게 하고 해독하는 작용을 하며 천

연두를 치료하는 효과가 있다고 한다. 그리고 혈당 콜레스테롤함

량을 낮추는 기능이 있어 심장병 치료에 이용되며, 류마치스, 관

절염, 발목 삔데 바르는 연고로 이용한다. 특히 간의 염증성 종기

치료제, 이뇨촉진, 강장제 등의 치료제로 이용된다. 또한 뼈를 튼

튼하게 하고 골다공증치료에 효과가 있다고 한다
2)

. 또한 홍화꽃

은 예로부터 어혈 및 통경 치료약으로서 뿐만 아니라 식품의 착

색제로서 널리 이용되어져 왔다3). 홍화씨유 생산과정에서 부산물

로 얻어지는 홍화씨 유박은 고형 깻묵을 말한다. 유지원료인 대

두, 면실, 유채, 낙화생, 아마인 등의 유지가 풍부한 종실로부터

유지를 채취한 나머지로, 기름을 뺀 술지게미라는 의미로 유박이

라고 한다. 이들에는 원료를 수입하여 국내에서 탈지, 생산되는

것과 탈지박으로 수입되는 것이 있다. 유박은 일반적으로 수분,

조단백질, 수용성질소, 조섬유, 조회분 및 소량의 기름성분으로

이루어지지만 단백질이 풍부하여 식용, 사료, 비료 등을 위한 귀

중한 단백원 또는 질소원이 된다. 대표적인 유박으로서 대두박,

유채박 등이 있다. 대두박은 탈지대두라고 불러 일부 된장, 간장

등의 양조용, 그 밖의 식품용으로 소비되고 있지만 주로 배합 사
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료의 원료로 되고 있고 축산 사료로서 methionine을 강화하는

것에 의해 어분에 가까운 사육성적이 얻어진다고 되고 있다. 유

채박은 탈지대두에 이은 주요한 식물단백원이고 예부터 뛰어난

유기비료로 중용되어, 담배, 귤, 가정용 원예비료로 빠뜨릴 수 없

는 것이다. 동물유지의 유박에는 생선을 증자, 압착, 건조한 어박

이 있고 분말상의 어분은 비료, 사료에 쓰이고 있다
4,5)

. 특히 홍

화씨의 세로토닌유도체는 항산화 및 항염증작용 뿐만 아니라 세

포증식 효과6,7) 및 tyrosinase 저해제로서 미백효과8)가 있음이 보

고된 바 있다. 또한 뼈 형성을 촉진함으로써 갱년기 여상의 골다

공증을 예방할수 있음을 세포 및 동물 실험을 통하여 밝힌 바가

있다9,10).

오래전부터 위장관의 평활근에서 자율적으로 발생하는 규칙

적 수축운동(rhythmic contraction)은 연동운동이나 분절운동과

같은 위장관의 운동의 기본이 되는 것으로 알려져 왔다. 이러한

규칙적 수축운동은 서파(slow wave)라는 현상으로 나타난다
11,12)

.

그러나 이러한 규칙적 수축운동은 단순한 위장관 평활근과 운동

신경 지배만의 관계로는 설명되지 않으며, 이러한 서파의 기원을

평활근에서 찾으려는 노력은 예외 없이 모두 실패하였다
13)

. 오랫

동안 위장관 근육층의 조직학적 소견에서 카할세포(Interstitial

Cells of Cajal, ICCs)라는 특수한 세포가 존재하는 것이 알려져

왔다. 카할세포는 1893년 Cajal에 의해 처음 기술된 세포로서 첫

기술 당시에는 자율신경 말단부와 평활근 사이에 위치하는

primitive interstitial neurons로 간주되었으며, 흔히 신경과 밀접

하게 위치하여 신경조직 말단과 평활근 근육 사이에 intercalated

되어 있는 것으로 기술되어 왔다14). 또한 카할세포는 카할세포 상

호간과 인접한 평활근과 gap junction을 통해 연결되어 있는 것

이 확인되었다. 따라서 위장관에서의 전기적 결합체(syncytium)

는 최소한 2가지 이상의 세포로 이루어진 것이 확인되었다. 지난

10여년 간 동물 모델을 중심(mouse, guinea pig, dog 등)으로 한

집중적인 연구를 통해 위, 소장, 그리고 대장에서 전형적인

phasic 활동을 나타내는 평활근에서의 향도잡이(pacemaker) 역

할은 카할세포에서 기원한다는 사실이 밝혀졌다15). 따라서 카할

세포에 대한 연구는 위장관 운동 조절 기전에 관한 연구를 의미

하고 많은 위장관 질환 관련 연구에 카할세포를 이용하고 있다.

하지만 홍화의 위장관 카할간질세포에 대한 효과에 관한 체계적

인 연구는 이루어지지 않았다.

따라서 이미 구축된 카할세포 모델을 이용하여 홍화의 위장

관 운동 조절 능력을 알아보고 카할세포에 대한 홍화의 기능을

살펴보는 것은 홍화의 소화기 관련 질환 중 위장관 운동 조절 기

능성 식품 소재 혹은 치료제로서 가능성을 알아볼 수 있는 좋은

기회가 될 것으로 사료된다. 이에 본 연구에서는 위장관 카할세

포의 pacemaking activity 에서 홍화에 의한 조절효과에 관한 유

의한 결과를 얻었기에 이를 보고 하는 바이다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

실험에 사용한 홍화꽃 추출물은 한국생명공학연구원 한국식

물추출물은행(Plant Extract Bank)에서 구입한 알콜추출물 홍화

시료를 사용하였다.

2. 방법

1) MTT assay

세포 생존율 측정은 세포 배양판 (24-well)에 카할세포를 1

ml씩 분주하여 24시간 이상 배양 후 홍화추출물을 200, 400, 600,

800, 1000 ㎍/ml 로 처리한 다음, 37℃, 5% CO2 하에서 72시간

배양한 후, MTT용액 (5 mg/ml)을 배양액 최종 부피의 1/10되게

첨가 하였다. 3시간 후 배양액을 제거하고 형성된 formazan 침전

물을 dimethyl sulfoxide (DMSO) 1 ml로 녹여서 540 nm에서 흡

광도를 측정하였다.

2) DPPH 자유산소기 소거법에 의한 항산화 활성 측정

항산화 활성은 DPPH을 이용하여 시료의 자유산소기 소거효

과(radical scavenging effect)를 측정하는 방법을 활용하였다. 메

탄올에 녹인 시료를 준비한 후, DPPH 약 2 mg을 메탄올 15 ml

에 녹여 0.3 mM의 DPPH 용액을 제조하였다. 준비된 DPPH 450

㎕에 시료용액 50 ㎕를 넣어 섞은 후 상온에서 30분간 방치한 후

517 nm에서 흡광도를 측정하였다

3) DCFH-DA 법

카할세포를 96well plate 에 분주하고 37℃, 5% CO2 하에서

4시간 동안 배양한 다음, 50 μM의 2,7-dichlorofluorescein

diacetate (DCFH-DA; Eastman kodak co., Rochester, NY)를 첨

가하고 45분간 배양하였다. 배양이 끝난 후, 배양액을 씻어내고,

PBS용액을 첨가하였다. 활성산소족의 양은 형광분석기

(Millipore, Bedford, MA)를 사용하여 측정하였다(excitation at

485 nm, emission at 530 nm).

4) 카할세포 배양

카할세포의 배양을 위해 주로 이용되는 마우스는 3-13일령

Balb/C를 사용하고 ether로 마취 시킨후 희생시킨 다음 개복하

여 pyloric ring에서부터 회장에 해당하는 소장부위를 적출한다.

실온에서 Krebs-Ringer bicarbanate 용액으로 채워진 준비 용기

속에서 창자간막 가장자리를 따라 절개하여 점막층을 제거하고

윤상근을 노출시킨후 분리된 소장 근육조직을 collagenase,

bovine serum albumin, trypsin inhibitor, ATP 등이 들어 있고,

Ca2+이 들어 있지 않은 Hank's 용액에 옮긴 다음 37℃에서 20분

간 항온 소화시킨후 진탕시켜 세포를 분리한다. 분리된 세포들을

유리 coverglass위에 분주하고, 10분후에 stem cell factor와

antibiotic/antimycotic이 들어 있는 SmGm (smooth muscle

growth medium) 용액을 분주한 후, 37℃ (95% O2 - 5% CO2) 배

양기에서 배양 시킨다. 배양된 다음날 전날 배양된 용액에서

antibiotic/antimycotic만 제외시켜 영양액을 바꾸어 주고 실험은

배양 2일째 후부터 시행한다.

5) 전기생리학적 실험

카할세포에서 막전압 또는 전류를 기록하기 위해 patch

clamp 실험기법 중 whole cell patch 방법이 많이 이용되고 있다.

전압 또는 전류는 standard patch clamp amplifiers를 통해 증폭
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시키며, 나오는 신호는 디지털 오실로스코프 및 생리적 기록기를

통해서 관찰된다. 세포막 전류는 -70 mV 의 유지전압에 고정하

여 기록하며 얻어진 결과는 pClamp등의 프로그램을 통해 분석

처리하게 된다. 막전압 또는 전류를 기록하는 동안 세포외 관류

용액의 조성은 다음과 같다.

용액 KCl NaCl CaCl2 glucose HEPES Tris를 첨가하여 pH가
7.4가 되도록 적정농도 5 135 1.2 10 10

(단위: mM)

전극내 용액의 조성은 다음과 같음 (각 수치는 mM 단위임)

용액 KCl MgCl2 K2ATP Na2GTP
creatinine
phosphate
disodium

HEPES EGTA
Tris를
첨가하여
pH가 7.2가
되도록 적정농도 140 5 2.7 0.1 2.5 5 0.1

(단위: mM)

배양된 ICCs에서 세포막 전압 또는 전류 고정법을 시행하면

자발적으로 발생되는 내향성 향도잡이 전류 및 전압이 기록된다.

6) 통계 분석

대조군과 실험군 사이의 통계학적 유의성 검정은 SPSS 16.0

(SPSS Inc, Chicago)의 Independent t-test를 사용하였으며 유의

수준 p<0.05를 사용하였다. 실험결과는 mean±SD 또는 빈도(%)

로 기재하였다.

결 과

1. 세포 생존율에 미치는 영향

홍화가 위장관 카할세포의 생존율에 미치는 영향을 알아보

기 위하여, 농도별로 홍화를 투여하고 72시간 후, 세포 생존율을

측정한 결과 800 ㎍/ml 이상에서 세포 독성이 나타났다. 800 ㎍

/ml, 1000 ㎍/ml에서 세포 생존율은 각각 75.3±6.1%, 65.1±5.1%

였다(Fig. 1). 따라서 홍화 800 ㎍/ml 이상의 농도에서 유의한 세

포 생존율을 보였다.

Fig. 1. Effects of Carthami Flos on cell viability of ICCs in the

gastrointestinal tract. ICCs were attached 6-well plate and added carthami
Flos as indicated concentrations respectively. After 72 hr incubation, cell viabilities

were measured using MTT methods. Values are expressed as mean±S.D.

*P<0.05. **P<0.01.

2. 항산화 활성에 미치는 영향

홍화의 DPPH 라디칼 소거활성법을 이용하여 항산화 활성을

측정하여 보았다. 홍화의 처리 농도에 따라 800 ㎍/ml, 1000 ㎍

/ml의 농도에서 각각 20.7±4.9%, 30.5±7.5% 의 라디칼 소거활성

(scavenging activity)을 나타내 농도 의존적으로 DPPH의 자유산

소기 소거 활성이 증가함을 보였다. 양성 대조군으로 사용한 Vit.

C의 항산화 효과에는 미치지 못하였으나 홍화에 의한 항산화효

과를 확인할 수 있었다(Fig. 2).

Fig. 2. DPPH free radical scavenging activity of Carthami Flos at

various concentration. Carthami Flos were incubated with DPPH solution at
37℃ for 30 min. Activities were determined by measurement of absorbance at 517

nm. Vit. C : ascorbic acid. Values are expressed as mean±S.D. *P<0.05.

**P<0.01.

3. 홍화의 항산화 효과

홍화가 정상세포 내에서 항산화능이 있는지 알아보기 위하

여, ROS sensitive probe인 DCFH-DA를 사용하여 ROS level을

측정하였다. 홍화는 정상 세포 내의 ROS level을 시간에 따라 유

의하게 감소시켰다. ROS level은 홍화 투여 20분 이후부터 유의

한 수준으로 감소시켰는데 control과 비교하여 5 ㎍/ml 홍화에서

는 20분에는 25.4%, 30분에는 26.3%, 40분에는 13.6%가 감소하였

고, 10 ㎍/ml 홍화에서는 20분에는 37.1%, 30분에는 41.4%, 40분

에는 26.6%가 감소하였다(Fig. 3). 따라서 홍화에 농도 의존적으

로 항산화 효과가 있음을 알 수 있다.

Fig. 3. Effect of Carthami Flos on intracellular ROS levels in ICCs.
Carthami Flos were incubated with DCFH-DA solution at 37℃ for 45 min.

Activities were determined by measurement of absorbance at excitation at 485 nm

and emission at 530 nm. CTRL: ICCs + 50 μM DCFH-DA. Values are expressed

as mean±S.D. *P<0.05. **P<0.01.

4. 홍화의 pacemaking activity 조절 효과

위장관 카할세포의 pacemaking activity에서 홍화에 의한 조
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절능을 알아 보았다. 홍화는 농도 의존적으로 pacemaking

activity의 탈분극(depolarization)을 일으키고 진폭(amplitude)이

감소함을 알 수 있었다. 탈분극이 일어나는 정도는 5 ㎍/ml 홍화

에서는 8.3 mV, 10 ㎍/ml 에서는 13.2 mV, 30 ㎍/ml 에서는 22.4

mV정도를 나타내었다(Fig. 4).

Fig. 4. Carthami Flos depolarized the pacemaking activity in ICCs.
Carthami Flos depolarized the pacemaking activity in concentration dependent

manner in ICCs.

고 찰

홍화 꽃의 약용성분인 carthamin은 약성이 따뜻하고 피를 다

스린다하여 어혈, 통경약으로 한방에 널리 사용되어 왔다
16-18)

. 또

한 꽃잎에서 추출한 색소는 식품 및 화장품의 착색료로 사용되고

있으며 종실에는 지방이 다량(15-37%) 함유되어 있다. 특히 필수

지방산인 linoleic acid는 혈중 cholesterol수치를 저하시켜 동맥경

화증의 예방과 치료에 효과가 있으며, 고혈압, 협심증, 고지혈증
19-21)에도 효과가 있는 것으로 보고되고 있다22). 홍화씨는 골절, 골

다공증 등의 골질환 치료제로 쓰이고 있으며, 그 외에 고혈압, 동

맥경화증, 척추디스크, 신경통, 혈액순환 촉진에서 효과적인 것으

로 알려지고 있다23). 또한 그 성분인 adenosine diphosphate가 혈

소판 응집을 억제하여 항응혈효과와 항염효과등을 나타낸다고

확인된 바도 있다24). 하지만 현재까지 홍화에 의한 소화기 질환

중 위장관 운동에 조절에 관한 연구는 이루어 지지 않고 있었다.

홍화가 사용되는 광출궤견탕(廣朮潰堅湯), 당귀윤조탕(當歸潤燥

湯), 생진감로탕(生津甘露湯) 등의 한의학적 처방과 본초학적으로

보았을 때, 홍화는 성질이 따뜻하고, 그 맛은 매우며, 독이 없기

때문에 이러한 성미가 위장관 운동에 효과가 있을 것이라고 생각

하였으며, 산청군에서 홍화의 위장관 운동연구를 의뢰함에 따라

본 연구에서는 홍화를 사용하여 이전에 카할세포로 확립된 위장

관 운동조절 모델에서 홍화에 의한 조절 가능성을 연구하였다.

카할세포가 소화관 근육운동에 있어 향도잡이 역할

(pacemaking activity)을 수행할 뿐만 아니라, 서파를 평활근으로

널리 전파시키고, 창자신경세포로 부터 오는 신경전도를 매개 조

절한다는 주장이 최근 여러 보고에 의해 밝혀지고 있다25-27). 이들

카할세포는 원암유전자(proto-oncogene)인 c-kit 유전자를 발현하

고 있는데, 이 유전자를 통해 생산되는 kit 수용체는 세포막에서

tyrosine kinase수용체로 작용하고 있다. 카할세포는 c-kit을 발현

하여 세포막에 수용체로 가지고 있기 때문에 조직 또는 세포 수

준에서 카할세포를 구별, 확인하기 위해 c-kit 단백질에 대한 항체

를 활용한 면역조직 또는 면역세포화학 기법이 활용되고 있다28).

카할세포가 위장관 운동에서의 알려진 기능은 ① 서파를 유

발하는 향도잡이 세포로의 역할, ② 유발된 향도잡이전압의 전파

(propagation)를 담당하며, ③ stretch에 관련된 이온통로가 존재

하여 위장관 평활근의 흥분도(excitability)에 관여, ④ 신경층과

평활근층 사이에 존재함으로써 신경에서 평활근에 전달되는 억

제성(inhibitory)과 흥분성(excitatory) 조절을 매개하는 역할에 관

여하고 있는 것으로 알려지고 있다. 따라서 위장관 운동 기전에

대한 연구에 있어서 카할세포는 중요한 도구로 생각되고 있고 많

은 실험실에서 관련 연구를 진행중에 있다.

이번 연구로 홍화가 위장관 운동 조절 작용을 하는 카할세포

에서 항산화효과를 보이고, 향도잡이를 조절하는 것을 알게 되었

다. 특히 홍화가 위장관 운동을 촉진시키는 점으로 보아 변비 등

장운동 조절에 이상이 있는 환자에게 투여시 장운동을 도와주는

보조제로서의 역할을 할 수 있을 것으로 사료된다. 하지만 아직

어떤 기전을 통해서 어떤 이온통로가 관여하는지는 아직 알지 못

하고 좀 더 깊이 있는 연구가 필요할 것으로 보인다. 이번 연구의

결과로 홍화에 의한 소화기 질환 중 위장관 운동질환으로 고생하

는 분들에서 홍화에 의한 새로운 위장관 운동 건강보조식품이 개

발되는 기초자료가 되어 삶의 질 향상에 도움이 되길 바란다.
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