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갈근탕의 사염화탄소에 의한 간세포 독성 억제효과
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Protective Effect of Galgeun-Tang Against CCl4 Induced Hepatotoxicity
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Galgeun-tang (GGT) has been a great source for treating cold diseases in the folk medicine recipe. Carbon

tetrachloride (CCl4) is one type of hepatotoxin that can eventually cause liver injury. During the experiment, we first

studied the protective effects of GGT against CC4-induced hepatotoxicity. GGT was pretreated for 3 h, and 1% CCl4

was added to mouse primary liver cells. After 4 h, ROS generation and expression of antioxidant enzymes (catalase

(CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx)) were analyzed by FACS and real time PCR.

Also, the activities of ALT and LDH were measured using cultured medium. The hepatic levels of TNF-alpha and

iNOS, which are related to inflammation and stress response gene, HSP72 and HO-1 were analyzed by PCR or real

time PCR. Liver tissues were analyzed by HE stain. From the observation, we discovered that GGT treatment protects

CCl4-induced hepatotoxicity, and that GGT pretreatment decreases ROS generation, TNF-alpha and iNOS expression.

However, gene expression of CAT, SOD, GPx, HSP72 and HO-1 were increased by GGT. These results lead to the

conclusion that GGT has protective effects against CCl4-induced hepatotoxicity.
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서 론

갈근탕은 전통적으로 한방에서 널리 사용해 오고 있는 처방

으로서, 갈근, 감초, 작약, 마황, 대조, 계피, 생강의 7가지 한약재

로 이루어져 있다. 이러한 갈근탕은 다양한 가감방, 합방 등의 방

법을 이용하여 사용되고 있다
1-3)

. 갈근탕은 주로 감기, 두통, 편두

통 및 진경, 오한, 발열 등에 주로 사용되어왔으며 그 외에도 중

이염, 축농증, 편도선염, 신경증, 결막염 등에 광범위하게 응용되

고 있다
4)

. 또한 갈근탕의 의학적 효과는 주로 알레르기, 소염, 진

통 등과 같은 면역반응에 있는 것으로 알려져 있으므로 연구 주

제와 대상질병 역시 이와 관련된 것들이 대부분이다. 대체 약물

로서 천연물질에 대한 관심이 증가하면서 한약재인 갈근탕의 효

능 검증을 위해 다양한 실험을 통한 과학적 검증 연구가 이루어

지고 있다. 최근 갈근탕의 복합처방전인 승마갈근탕의 경우,

NF-kappa B의 신호전달계를 통하여 항염증반응을 보이고, 갈근

탕이 파골세포의 분화를 억제시킨다는 연구결과가 발표되었다

5,6). 또한 rat에서 장티푸스 백신의 피하주사 하였을 때 일어나는

발열 및 산소고갈과 같은 스트레스를 갈근탕의 처리로 인해 억

제할 수 있음이 알려져 있고
7)

, 갈근탕의 주성분인 갈근의 경우,

아질산염 소거작용 및 간독성 보호 효능이 있음이 밝혀졌다8).

간독성 물질로서 간 독성 메커니즘에 대한 연구에서 널리

사용되고 있는 사염화탄소 (carbon tetrachloride, CCl4)는 간 세

포 내에서 약물 대사 효소인 cytochrome P-450에 의해

trichloromethyl free radical (CCl3-)가 형성되고 그 결과

trichloromethylperoxy radical (CCl3O2-)가 생성되어 세포막의

지질 또는 다른 분자들의 손상을 유발하고 결국 세포사멸을 유

발하는 것으로 알려져 있다9-11). 본 연구에서는CCl4로 인한 간세

포 손상 모델을 사용하여 갈근탕의 간보호 효과를 확인하고자

하였다.

재료와 방법

1. Hepatic primary 세포 배양

간세포 일차배양은 Berry와 Friend의 방법을 변형한 2단계

collagenase 관류법을 이용하여 다음과 같이 실시하였다. 수컷
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ICR 마우스에 졸레틸과 럼푼을 복강 내로 주사하여 마취한 후

개복하였으며, 간문맥에 24 guage catheter를 삽관하여

Krebs-Ringer-HEPES 완충용액으로 관류시키고 collagenase

(sigma, USA)로 구성된 소화용액을 순환 시켰다. 간세포가 소화

된 후 간막을 벗겨 간세포가 유리되게 하였으며, nylon mesh를

사용하여 여과하였다. 여과액은 400 rpm에서 3분간 원심분리 한

후 상등액을 버리고 침전된 간세포를 BSA (sigma, USA)가 포함

된 완충용액에 현탁 시켜 다시 원심 분리하였다. 침전된 간세포

를 배양액에 다시 현탁시켜 세포 현탁액을 얻은 뒤, 간세포 농도

가 2 X 106cells/ml이 되도록 조절하여, gelatin으로 미리 도포된

배양용기에 이식하였다. 배양액으로는 10% FBS (Hyclone,

USA), 500 U/ℓ insulin (Roche, Switzerland), 2 mM

L-glutamine (Lonza, Switzerland), 15 mM HEPES (Lonza,

Switzerland), 105 U/ℓ penicillin, 100 mg/ℓ streptomycin

(Gibco, USA)를 포함하는 William's E media (Gibco, USA)를 사

용하였으며, 일정한 온도와 습도가 유지되는 37℃ 배양기에서

CO2 5%의 혼합기체를 공급하여 배양하였다.

2. 시료의 추출 및 제조

본 실험에서 사용한 갈근탕의 구성처방인 갈근, 대조, 작약

은 영천현대약업사 (영천시, 한국)에서 구입하였으며, 마황, 계피

는 풍산제약 (안동시, 한국)에서, 건강은 백제허브 (대전, 한국)에

서, 감초는 미륭생약 (영천시, 한국)에서 각각 구입하였다. 본 연

구에서는 전탕추출법 (경서추출기 cosmos-660, 한국)에 의한 시

험물질 조제를 실시하였으며 각 한약재들은 16.7 리터의 생수

(화이트, 한국)에 1 시간 동안 침적시킨 다음 180 분간 열탕 추출

하였고, 동결건조기 (일신 FD5512, 한국)를 사용하여 분말 형태

로 조제하였다.

3. MTT assay

세포에 CCl4를 0.5%로 처리 한 뒤 24 시간 후 배양액과

MTT 시약이 10:1의 비율이 되도록 MTT 시약을 첨가하여 2 시

간 배양하였다. 배양액을 제거한 후 배양접시의 각 well에

DMSO를 150 ul씩 첨가하여 30 분정도 흔들어 준 뒤 ELISA

reader를 이용하여 wave length 590 nm에서 흡광도를 측정한다.

4. ALT와 LDH assay

ALT, LDH의 측정은 세포 독성이 유도된 간세포의 배양액

을 취하여 측정하였다. ALT의 활성은 Chemilab GPT kit (IVD

Lab Co. Ltd. 한국)를 사용하여 제공된 시험방법에 준하여 측정

하였으며, LDH는 Cytotoxicity detection kit (Roche Diagnostics

GmbH, Germany)를 사용하여 Colorimetric assay 방법으로 측정

하였다.

5. FACS analysis

세포에 2‘,7’-Dichlorofluorescein diacetate (DCF)

(Invitrogen, USA) 용액을 첨가하여 30 분간 처리하였다. 이후,

트립신으로 세포를 분리하고 원심분리 후, PBS 300 ul에 현탁한

세포를 가지고 fluorescence-activated cell sorting를 실시하였다.

6. PCR과 real time PCR

Total RNA를 RNA 분리 Kit (intron, 한국)을 이용하여 분리

한 후 Qiagen Omniscript RT kit (Qiagen, Germany)를 이용하여

cDNA를 합성하였다. Table 1에 있는 프라이머를 사용하여 94℃

5분, [94℃ (30초), T℃ (30초), 72℃ (30초)] * 40 cycles, 72℃ 10분

의 조건으로 PCR을 진행하였다. 증폭된 PCR 산물을 1.5%

agarose gel에 전기영동 하여 확인하고 전기영동 결과 나온 band

를 density 분석 프로그램인 image J를 이용하여 값으로 나타내

었다. Real time PCR은 cDNA을 이용하여 94℃ 5분, [94℃ (10

초), T℃ (20초), 72℃ (30초)] * 40 cycles, 72℃ 10분의 조건으로

진행하였다.

Tabel 1. PCR 및 real time PCR에 필요한 프라이머 시퀀스 및 Tm

온도

Gene sequence Tm

Actin
5'-TGG AAT CCT GTG GCA TCC ATG AAA-3'
5'-TAA AAC GCA GCT CAG TAA CAG TCC C-3'

56℃

iNOS
5'-CCT CCT CCA CCC TAC CAA GT-3'
5'-CAC CCA AAG TGC TTC AGT CA-3'

60℃

TNF-alpha
5'-TAC TGA ACT TCG GGG TGA TTG GTC C-3'
5'-CAG CCT TGT CCC TTG AAG AGA ACC-3'

60℃

Ho-1
5'-AAC AAG CAG AAC CCA GTC T-3'
5'-TGT CAT CTC CAG AGT CTT C-3'

50℃

HSP72
5'-ACC AAC GAC AA GGG CCG CCT-3'
5'-ACT TGT CCA GCA CCT TCT TC-3'

50℃

CAT
5'-CTC GGT TTC CCG TGC AAT CAG-3'
5'-GTG CAG CCA GTA ATC ACC AAG-3'

50℃

SOD
5'-GGA CCT CAT TTT AAT CCT CAC TCT AAG-3'

5'-TGC CCA GGT CTC CAA CAT G-3'
50℃

SPx
5'-TCT GCA GAT ACC TGT GAA CTG-3'
5'-TAG TCA GGG TGG ACG TCA GTG-3'

50℃

7. 실험동물 및 사육환경

실험에 사용된 동물은 수컷 ICR 마우스 (오리엔트 바이오,

한국) 5주령을 사용하였으며, 일주일간 시험을 실시하는 동물실

에서 순화시키고 일반 임상증상을 관찰하여 건강한 동물을 사용

하였다. 실험은 실험동물윤리위원회의 승인을 거쳐 이루어졌으

며, 순화 및 실험기간 동안의 사육환경은 온도 23±3℃, 상대습도

50±10%, 환기횟수는 시간당 12～16회, 조명은 12시간 명암주기

(점등 7:00, 소등 19:00), 조도는 150～300 Lx로 조정하여 일정한

사육환경 조건을 유지하였다. 그리고 실험동물용 고형사료 (PMI

nutrition, USA)와 물은 자유 섭취 조건으로 하였다.

8. HE stain

실험은 한국한의학연구원 동물 실험실에서 실시되었으며, 5

주령 수컷 ICR 마우스를 사용하였다. 실험동물은 입고 후 일주

일간 순화시키고, 체중 범위에 따른 무작위법에 의하여 군 분리

를 실시한 후 실험에 사용하였다. 실험물질은 동결건조한 것을

saline에 각 용량별로 용해하여 사용하였으며, 3일간 매 1회 일정

한 시간에 disposable zonde (Fuchigami, Japan)를 사용하여 강

제 경구 투여하였다. 간 독성 유발은 마지막 물질투여 30분 후

실시하였으며, CCl4를 olive oil에 50배 희석 한 것을 10 ml/kg

용량으로 복강 투여하여 이루어졌다.
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간 조직은 10% 중성 포르말린 용액에 고정한 후, 일정한 두

께로 삭정한 다음, 탈수 및 함수 과정을 거쳐 파라핀에 포매 하

였다. 포매된 조직은 2~3 ㎛ 두께로 박절한 후,

Hematoxylin-Eosin (HE)으로 염색하였고, 광학현미경 (Olympus

Optical Co. Olympus BX50, Japan)으로 간 조직의 손상 정도를

관찰하였다. 관찰한 조직에 대하여는 광학현미경에 부착된 디지

털 카메라 (Olympus Optical Co. Olympus DP70, Japan)를 이용

해 사진 촬영하였다.

결 과

1. Cell viability assay

CCl4에 의한 세포 독성이 갈근탕 전 처리에 의해 감소되는

지 확인하기 위하여 MTT assay 방법을 이용하였다. 갈근탕을 3

시간 동안 마우스의 primary cell에 전 처리한 후 CCl4를 24 시간

동안 처리하였다. Fig. 1에서 보이는 것처럼 CCl4 단독 처리한 경

우, 약 40% 정도의 세포 생장율을 보였으나, 갈근탕을 전 처리한

샘플은 30%가 더 증가하였음을 알 수 있었다.

Fig. 1. GGT protects hepatic primary cells against CCl4-induced cell

death. Cells were pretreated with GGT (400 ug/ml) for 3 h and then were added
0.5% CCl4. After 24 h, cell viability was measured during MTT assay. con: control

sample.

2. 세포독성 검사

갈근탕의 전 처리로 인해 CCl4에 의해 유발되는 세포독성이

감소되는지를 확인하기 위하여 다음과 같이 실험을 진행하였다.

마우스의 간에서 확보한 primary cell에 갈근탕을 3 시간 동안

전 처리 하였다. CCl4를 4 시간 동안 처리한 후 세포배양 배지를

수거한 후 세포독성의 지표인 LDH의 발생량을 검사하였고, 간

독성의 지표인 ALT의 량을 조사하였다(Fig. 2). 그 결과, 갈근탕

전 처리한 샘플군에서 CCl4로 인한 LDH와 ALT의 발생량이 감

소되었다. 이러한 결과는 갈근탕이 CCl4로 인해 발생하는 세포독

성을 감소시킴을 보여준다.

3. 활성산소 생성 조사

갈근탕의 활성물질 생성 억제 효과를 확인하기 위하여,

primary cell에 갈근탕을 전 처리한 후 CCl4를 4 시간 동안 처리

한 후 FACS를 이용하여 세포내에 활성산소의 발생량을 측정한

결과, CCl4에 의해 유발되는 활성산소는 갈근탕 전 처리에 의해

감소되는 것을 알 수 있었다(Fig. 3).

Fig. 2. GGT decreases levels of secreated ALT and LDH in hepatic

primary cells. Cells were pretreated with GGT (400 ug/ml) for 3 h and then
treated with 0.5% CCl4 for 4 h. ALT and LDH levels were measured in cultured

media.

Fig. 3. GGT pretreatment decrease CCl4-induced ROS generation.
Hepatic primary cells were pretreated with GGT (400 ug/ml) for 3 h and then

added with 0.5% CCl4. After 4 h, cells were incubated with DCF and analyzed by

FACS to detect intracellular ROS levels.

4. 항산화제 효소 유전자의 발현 조사

활성산소의 억제와 함께 항산화제 효소의 발현이 갈근탕에

의해 조절되는지 확인하기 위하여, 세포에 갈근탕을 3 시간동안

전 처리 후, CCl4를 4 시간동안 처리하였다. 분리한 RNA에서 제

작한 cDNA로 real time PCR 방법을 이용하여 catalase (CAT),

superoxide dismutase (SOD)와 Glutathione peroxidase (GPx)

유전자의 발현을 확인한 결과, 특히 GPx의 발현량이 갈근탕 전

처리한 경우에 높아졌다(Fig. 4).

Fig. 4. GGT pretreatment elevated mRNA expression of antioxidant

enzymes. Cells were pretreated with GGT (400 ug/ml) for 3 h and then treated
with 0.5% CCl4. After 4 h, CAT, GPx and SOD mRNA expressions were analyzed

by real time PCR.

5. TNF-alpha 그리고 iNOS 유전자의 발현 조사
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CCl4는 간세포에서 염증반응물질인 TNF-alpha와 iNOS의

발현을 증가시킨다고 발표되었다12,13). 따라서 본 연구에서는 마

우스의 간 조직에서 확보한 primary cell에서 CCl4에 의해

TNF-alpha와 iNOS의의 발현 변화를 조사하고, 갈근탕의 전 처

리에 의해 이들 유전자의 발현이 조절되는지 확인하였다(Fig. 5).

Primary cell에 갈근탕을 24 시간 동안 전 처리한 후 CCl4를 4 시

간 동안 처리한 세포에서 RNA를 추출하였고 cDNA를 합성하였

다. PCR 및 real time PCR을 이용하여 이들 유전자의 발현을 확

인한 결과, 갈근탕을 전 처리한 샘플에서 CCl4에 의해 유발되는

TNF-alpha와 iNOS의의 유전자 발현은 갈근탕 전 처리에 의해

억제됨을 확인하였다.

Fig. 5. GGT pretreatment regulates the expression of TNF-alpha

and iNOS. Cells were pretreated with GGT (400 ug/ml) for 3 h and then treated
with 0.5% CCl4 for 4 h. The expression levels of TNF-alpha and iNOS mRNA were

analyzed by PCR.

6. Heat shock protein 72 및 heme-oxygenase-1 유전자의 발현

조사

Heat shock protein (HSP)은 분자 샤페론의 일종으로, 환경

적, 병리적 및 대사적 스트레스로부터 단백질의 3차원적 구조를

유지시켜 세포의 손상을 최소화하며 세포막을 통한 단백질 수송

이나 새로운 단백질 합성과 같은 세포내 항상성 유지에 중요하

게 작용한다14,15). 또한 Heme oxygenase-1 (HO-1)은 heme을 대

사 시키는 효소로서 염증성 자극에 대한 반응으로 발현되고 항

염작용이 있는 것으로 알려져 있다
16,17)

. 이러한 HO-1은 여러 가

지 산화적 스트레스에 의해 증가된다18). 본 연구에서는 CCl4에

의한 HSP72 및 HO-1의 발현이 증가되지만, 이들 발현은 갈근탕

의 전 처리에 의해 더욱 증가됨을 관찰하였다(Fig. 6).

7. H&E staining 을 통한 갈근탕의 간보호 효과 확인

간에 대한 조직병리학적 검사 결과, 대조군과 비교시 CCl4

투여군 및 모든 시험 물질 투여군에서 담관의 증식, 섬유화, 지방

증 및 간세동이 주위의 염증은 관찰되지 않았다(Fig. 7). 그러나

대조군과 비교시 CCl4 투여군에서 간세포의 괴사 및 염증세포

침윤이 관찰되어, CCl4에 의해 간의 손상이 유발되었음을 확인할

수 있었다. 이에 반해 갈근탕을 투여한 군의 경우, CCl4 투여군에

비해 갈근탕 투여군에서 간세포의 괴사는 그 정도가 작게 관찰

되었다. 그 외 염증세포침윤의 정도는 CCl4 투여군에 비해 갈근

탕 투여군에서 그 정도의 차이가 없다고 판단되었다.

Fig. 6. GGT pretreatment regulates the expression of HSP72 and

HO-1. Cells were pretreated with GGT (400 ug/ml) for 3 h and then treated with
0.5% CCl4 for 4 h. HSP72 and HO-1 mRNA were analyzed by real time PCR.

Fig. 7. Pathological changes in mouse liver by HE staining. The
hepatocellular necrosis were decreased in GGT treated sample compare to CCl4
alone treated cells. PV: portal vein, CV: central vein.

고찰 및 결론

갈근탕은 주로 몸은 비교적 건강하면서도 두통에 열이 나고

오한이 들고 목덜미가 뻐근하고 식은 땀이 나고 얼굴과 눈이 붓

고 인후통증, 감기몸살 등의 증상이 있을 때 사용된다
4)

. 이러한

갈근탕의 7가지 구성 약재중에 특히 주약인 갈근을 포함하여 작

약, 감초의 경우 간 기능에 좋은 약재로 널리 알려져 있다. 갈근

의 열수추출물은 카드늄 중독을 경감시키는 효과를 보인다
19)
고

발표되는 등, 천연물에 대한 관심이 높아지면서 많은 연구가 진

행되고 있다.

CCl4는 간세포의 대사에 심한 장애를 초래하는 대표적인 물

질로 알려져 있다. 최근 보원탕 및 발효알로에 등이 CCl4에 의해

유도된 간독성에 대한 보호효능을 가지고 있음이 보고되었으나
20,21)

CCl4에 의한 간독성에 미치는 갈근탕의 영향에 관한 연구는

볼 수 없었다. 따라서 본 연구에서는 CCl4에 의한 간 독성 모델

을 이용하여 갈근탕의 간 보호 효능을 확인하였다.

MTT assay는 탈수소 효소작용에 의하여 노란색의 수용성

기질인 MTT tetrazolium을 청자색을 띄는 비수용성의 MTT

formazan (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-diphenyl-tetrazolium

bromide)으로 환원시키는 미토콘드리아의 능력을 이용하는 검

사법이다. 이러한 MTT formazan의 흡광도는 540 nm의 파장에

서 최대가 되며, 이 파장에서 측정된 흡광도는 살아있고 대사가

왕성한 세포의 농도를 반영한다. 이 방법을 이용하여 갈근탕의

전 처리로 인해 세포의 생장률이 높아짐을 확인하였다.

ALT는 간세포 안에 들어있는 효소로서 간세포가 파괴되거

나 손상을 받으면 유출되어 혈중 농도가 증가하게 되는데, 급성

이나 만성간염 시 이들 수치가 올라간다. 따라서 간염의 정도를
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대략적으로 알려주는 검사로서 흔히 '간수치' 또는 '간염수치'라

고 부른다. 본 연구에서 세포독성 비교를 위하여 ALT를 확인한

결과, CCl4를 단독으로 처리한 경우, 대조군에 비해 간기능 지표

인 ALT가 65.71182 (평균값)의 활성도를 보인 반면, 갈근탕을 전

처리한 경우의 ALT는 61.30432 (평균값)의 활성도를 보였다. 이

와 함께, LDH assay는 대개 조직손상이나 세포 손상을 측정하는

데 사용되는데, CCl4 단독의 경우 (100)에 비해 갈근탕 전 처리에

의해 낮은 값 (86.78031)을 나타내었다. 이러한 결과는 갈근탕의

전 처리에 의해 CCl4의 세포독성이 감소됨을 보여준다.

세포 내에서는 산화적 스트레스로 인하여 활성산소 생성이

증가되고 항산화 능력이 감소되면서 여러가지 반응이 일어나는

데, 갈근탕의 간세포 보호 기능을 확인하기 위하여 활성산소의

조절 및 항산화 효소의 발현 및 활성을 확인한 결과, 갈근탕에

의해 활성산소의 생성은 감소되고 항산화 효소의 발현 및 활성

은 증가되었다. 이와 함께 염증관련 유전자의 발현을 조사한 결

과, 위 결과와 상응하게도 TNF-alpha 및 iNOS의 발현이 갈근탕

전 처리에 의해 감소되었다. 또한 여러가지 스트레스에 대한 세

포 보호 기능을 하는 것으로 알려져 있는 HSP72와 HO-1의 발현

이 대조군에 비해 갈근탕 전 처리 샘플에서 증가되어 있음을 확

인하였다.

간 기능의 상태를 확인하기 위하여 간조직의 형태학적 관찰

을 HE staing을 통하여 진행하였다. 그 결과, 갈근탕을 전 처리

한 경우에 대조군에 비하여 상대적으로 세포의 괴사가 작게 관

찰되었다.

이러한 결과를 종합했을 때 갈근탕은 CCl4에 의한 세포의

독성을 억제하고 결과적으로 세포의 괴사를 억제함을 알 수 있

는데, 이러한 보호기능은 항산화 효과 및 염증 관련 유전자의 발

현 억제 및 HSP72 및 HO-1과 같은 세포 보호 기능을 수행하는

단백질을 과 발현시킴으로써 이루어지는 것으로 추정된다.
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