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ABSTRACT

Objectives : This study was carried out to evaluate whether the water extract from cause the cellular damage 

in HepG2 cell line. It was reported that Dictamnus dasycarpus Turcz(DDT) intake induce poisoning symptoms in 

human population. These symptoms was closely related to liver toxicity, however, mechanisms for liver toxicity 

caused by DDT have not been elucidated exactly. Here, hepatotoxicity caused by DDT was evaluated using 

HepG2 cell line.

Methods : Water extract of DDT was treated into HepG2 cell with various doses such as 0, 0.1, 0.5, 1.0 and 

5.0 ㎎/㎖. In order to cell viability, both MTT and LDH assay were carried out. Also, apoptosis array kit was 

used to identify whether cell death caused by DDT is due to apoptosis or not. In addition, reactive oxygen 

species (ROS) was measured after treatment of water extract.

Results : We found out significant changes in the apoptosis related factors of hepatocyte. The cell viability of 

HepG2 treated with DDT water extract was decreased in dose-dependent. Also most of the apoptosis related 

factors were significantly increased. We found out that Caspase 3, Cytochrome C and ROS had increased in 

dose-dependent. In addition, other apoptosis related factors Bcl 2 and Bax, which were also constant changes. 

However, there was no significance.

Conclusions : These results suggest that water soluble extract of DDT is expected to have oral toxicity, 

including hepatocellular damage  Therefore, it is suggested that DDT could cause various side effects and 

toxicity of clinical conditions.
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서 론1)

건강에 대한 관심과 함께 천연물 및 한약재에 대한 관심이 

급증하고 있으며, 그에 따른 다양한 천연물 소재의 기능성에 

대한 연구와 보고가 지속적으로 증가하고 있다1). 천연물과 한

약에 대한 기능성 연구는 주로 항산화, 항혈압, 항고지혈 등 

만성질환에 대한 관리와 예방을 목적으로 이루어지고 있는 추

세에 있다2,3). 이러한 연구와 보고는 천연물에 대한 막연한 

동경을 유도하는 한편, 안전성과 유효성에 대한 근거 자료로 

활용되기도 한다4). 이러한 성과들은 일반인들로 하여금 천연

물과 한약재가 부작용 없이 안전한 소재인 것으로 오인하게 

하는 요소가 되기도 한다5). 특히 일부 천연물 소재와 한약재

는 예로부터 독성이 확인된 것들로서 오늘날 그에 대한 주의

와 검증을 거치지 않고 그 기능적 요소만을 강조하여 무분별

하게 오·남용되고 있으며, 그로인한 부작용 또한 적지 않은 

실정이다5,6).

특히 백선(Dictamnus dasycarpus Turcz)은 우리나라 각

지에 자생하는 식물로서 일반인들이 손쉽게 얻을 수 있을 뿐

만 아니라 일부에서는 '봉삼'이라는 명칭으로 자양강장 및 성

기능 개선의 목적으로 사용되고 있어 그 부작용 또한 심각한 
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실정이다. 실제로 백선을 복용한 뒤 응급실에 내원하여 치료

를 받은 환자가 다수이며, 이에 대한 임상사례연구 또한 꾸준

히 진행되고 있다7-9). 특히 백선의 복용으로 인한 부작용에는 

황달, 부종, 복수 등 간기능의 이상으로 인한 증상이 대부분

을 차지하고 있으며, 백선을 복용한 뒤 그 부작용으로 치료를 

받은 환자들의 병리소견에서는 담즙정체, 간세포 재생변화, 

쿠퍼세포 증식, 염증세포 침식 등을 보인 예가 있으며, 백혈

구와 혈소판의 수치에도 영향을 주는 것으로 알려져 있다
7-10). 반면 최신의 연구를 통하여 백선에는 뇌세포 보호 작용

이 있으며11), NO 및 iNOS의 생성을 억제할 뿐만 아니라 염

증매개물질인 TNF-α, IL-1β, IL-6 등 염증반응과 관련된 

인자들을 억제함으로써 항염 활성이 있음이 확인되었다12). 이

러한 항염 효과는 최근 유병률이 높게 나타나는 아토피성 피

부질환에도 효과가 있는 것으로 알려지고 있다. 또한 죽상동

맥경화에 대해서도 일정한 억제작용이 있는 것으로 보고되어 

있다13).

백선은 운향과(Rutaceae)에 속한 다년생 초본으로 한약재

로 사용할 때는 근경의 심을 제거하고 수세(水洗)하여 독성을 

감약시킨 뒤 사용한다14). 백선은 白羶, 北鮮皮, 白羊鮮, 白舌

皮, 八股牛, 地羊鮮, 臭根皮, 金雀兒椒, 野花椒皮, 酸醬秧根, 

大赶杖葉根 등의 이명으로도 불린다15). 주요 약리활성 성분으

로는 psoralen, xanthotoxin, scopoletin, dasycarpamin, 

dictamnol, obacunone 등을 함유하고 있으며, 항균, 심근흥

분, 혈관수축, 자궁수축, 염증억제, 항암 등의 효능이 알려져 

있다14).

이에 본 연구에서는 백선의 간세포에 대한 영향을 세포 수

준에서 고찰함으로서 백선의 세포독성에 대한 독성발현기전을 

파악하고 무분별한 생약자원의 남용에 대한 경각심을 제고하

기 위하여 인체유래 간세포를 이용하여 세포 영향성 인자의 

변화에 대한 조사를 수행하였다.

재료 및 방법

1. 실험용 추출물 제조

본 연구에서 사용한 백선은 (주)퓨어마인드(yongchoen, 

Korea)에서 구입하여 사용하였다. 실험용 시료제조를 위하여 

백선피 500g을 추출기에 넣고 증류수를 4ℓ를 넣은 후, 약

110℃로 4시간동안 추출하고 나온 추출액을 병에 담았다. 열

이 적당히 식으면 여과지로 여과하여 냉동으로 보관하고 추출

액을 감압농축기로 농축을 실시하였다. 농축된 시료를 동결건

조기로 약 3일 동안 동결건조 하여 수득률 23.7%로 백선추

출물 23.5㎎을 얻었으며 이를 실험에 사용하였다.

2. 실험용 간세포 배양

본 연구에 사용한 HepG2 cell line은 ATCC. USA(CAT. 

HB-8065)에서 분양받아 사용하였으며, 배지는 Eagle's Minimum 

Essential Medium(ATCC, Cat No. 30-2003)에 10% Fetal 

Bovine Serum(FBS, ATCC, Cat No. 30-2020)를 혼합하

였고 1% Penicillin Streptomycin (Gibco, Cat no. 15140-122)

을 첨가하여 제조하였다. 또한 습도 95%, CO2 5%, 온도 3

7℃ 등의 조건에서 배양하여 사용하였다.

3. 단백질 추출 및 정량

세포자살과 관련된 단백질의 추출을 위하여 시료를 처리한 

resuspend cell에 200㎕ PRO-PREP™(Intron, Cat No. 17081) 

용액을 첨가하여 풀어준 후, 얼음에서 20분간 incubation한 

뒤, 13,000rpm, 4℃에서 5분간 원심분리하여 그 상등액을 

취하였다. 또한 단백질의 정량을 위하여 단백질 추출 상등액 

100㎕와 BCA(bicinchoninic acid) protein assay kit(Thermo, 

Cat No. 23225)의 working reagent 2,000㎕을 혼합한 뒤 

37℃에서 30분간 반응시켰다. 이를 ELISA reader(Bio-TEK 

instrument, ELx808)를 이용하여 565nm에서 측정하였다.

4. 시험 방법

1) MTT assay
계대배양을 거친 HepG2 cell을 96 well plate에 2×105 

cells/well의 농도로 분주한 뒤, 24시간 동안 배양하였다. 

serum-free EMEM으로 교체해준 후에 백선추출물을 0, 0.01, 

0.1, 0.5, 1.0, 5.0㎎/㎖로 처리하였으며, 24시간(48시간) 

배양 후 media를 걷어내고 20㎕의 3-(4,5-dimethyl-2-

thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT, 

5㎎/㎖)을 넣은 뒤, CO2 배양기에서 2시간 배양하였다. 100

㎕의 DMSO로 결정을 용해시킨 후에 570nm에서 흡광도를 

측정하였다. 생존율은 control과 비교하여 %로 표시하였으며, 

세포에 처리한 샘플에 포함된 DMSO는 최종농도 0.1%에 맞

추었다.

2) LDH assay
세포배양 및 시료의 처리는 MTT assay와 동일한 방법으

로 수행하였으며, LDH elisa kit(Abcam. Cat. ab65393)를 

이용하여 측정하였다.

3) Apoptosis array
백선의 인체유래 간세포에 대한 영향을 조사하기 위하여 

apoptosis array kit를 이용하였다. 먼저 정량한 단백질 중 

250㎍을 취하여 apoptosis array kit (RnDsystems, Cat 

No. ARY009)의 array buffer를 첨가한 최종부피가 1.5 ml

이 되도록 한 후, 4℃에서 12시간 이상 blocking 하였다. 

Transfer를 마친 membrane은 비특이적인 단백질 결합을 막

기 위하여 20㎖의 wash buffer 용액으로 10분간 3회 세척

하였고, antibody를 1.5㎖ 첨가하여 1시간 반응한 후 일련의 

세척과정을 마쳤다. Streptabidin-HRP를 2㎖ 첨가하여 30

분의 반응 및 일련의 세척과정을 마친 후, Chemi Reagent

를 1:1로 섞어 membrane 위에 가하여 발광시키고, Image 

Analysis System (ChmiDocTM XRST with Image LabTM 

software, BIO-RAD)을 이용하여 caspase-3, cytochrome 

C, Bax 및 Bcl-2의 값을 측정하였다.

4) ROS assay
ROS에 의한 세포의 산화적 스트레스 정도를 조사하기 위
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하여 ROS detection assay kit를 이용하였다. 먼저 96 well 

plate의 각 well에 세포주(HepG2) 1×104 cells/㎖을 100㎕ 씩 

넣고 24시간 동안 이산화탄소 배양기에서 배양하였다. DPBS

로 각 well을 세척한 후, DCFDA Cellular ROS Detection 

Assay Kit(Abcam, Cat No. ab113851)의 2'7'-dichloro 

fluorescein diacelate(DCFDA)이 포함된 형광염료를 각 well

에 100㎕씩 첨가하여 30분간 이산화탄소 배양기에서 배양하

였다. DCFDA를 제거한 후 시험물질을 포함한 배양액 100㎕를 

넣고 24시간 동안 배양하였다. 이후 세포의 형광광도(Bio-TEK 

instrument, Synergy2)를 측정하였다.

5. 통계처리 및 결과 판정

본 시험에서 얻은 측정치들은 ANOVA 분석을 실시하였으

며, 최종 검정은 Dunnett's t-test를 이용하여 통계학적 유

의성을 검정하였다(p < 0.05).

결 과

1. HepG2 cell에 대한 세포독성

MTT 및 LDH assay를 통하여 백선 추출물의 HepG2 cell

에 대한 독성이 농도 의존적으로 증가하는 것을 알 수 있었으

며, IC50은 5.0㎎/㎖/48h로 확인되었다(Fig. 1).

A.

B.

C.

Fig. 1. MTT assay, A: concentration of treated Dictamnus dasycarpus 
Turcz(0.01 ~5.0㎎/㎖) for 24hr. B: concentration of treated Dictamnus 
dasycarpus Turcz(0.01~5.0㎎/㎖) for 48hr. C: concentration of treated 
Dictamnus dasycarpus Turcz(0.1 ~ 50.0㎎/㎖) for 48hr. Values are 
represented as percentage relative to control. Results are presented 
as mean ± S.D.

2. Caspase 3 생성에 미치는 영향

백선 추출물을 0, 0.1, 1.0, 5.0㎎/㎖로 처리한 뒤 apoptosis 

array kit를 이용하여 Caspase 3의 생성을 측정한 결과 농도가 

증가함에 따라 발현량이 증가하는 것을 확인 하였다(Fig. 2).

Fig. 2. Effect of Dictamnus dasycarpus Turcz on Caspase 3 expression 
in HepG2 cell. Cells were treated with indicated concentration of 
Dictamnus dasycarpus Turcz. Result are presented as mean ± S.D.

3. Cytochrome C 생성에 미치는 영향

백선 추출물을 0, 0.1, 1.0, 5.0㎎/㎖로 처리한 뒤 apoptosis 

array kit를 이용하여 Cytochrome C의 생성을 측정한 결과 농도

가 증가함에 따라 발현량이 증가하는 것을 확인 하였다(Fig. 3).

Fig. 3. Effect of Dictamnus dasycarpus Turcz on Cytochrome C 
expression in HepG2 cell. Cells were treated with indicated 
concentration of Dictamnus dasycarpus Turcz. Result are presented 
as mean ± S.D.

4. Bcl 2 생성에 미치는 영향

백선 추출물을 0, 0.1, 1.0, 5.0㎎/㎖로 처리한 뒤 apoptosis 

array kit를 이용하여 Bcl 2의 생성을 측정한 결과 최저 농

도에서 가장 많이 증가하였으며 농도가 높아질수록 대조군과 

차이가 감소하는 것을 확인 하였다(Fig. 4).

Fig. 4. Effect of Dictamnus dasycarpus Turcz on Bcl 2 expression 
in HepG2 cell. Cells were treated with indicated concentration of 
Dictamnus dasycarpus Turcz. Result are presented as mean ± S.D.

5. Bax 생성에 미치는 영향

백선 추출물을 0, 0.1, 1.0, 5.0㎎/㎖로 처리한 뒤 apoptosis 
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array kit를 이용하여 Bax의 생성을 측정한 결과 최저 농도

에서 발현이 감소하였으나, 농도가 높아질수록 대조군과 비교

하여 유의성 있는 변화는 관찰되지 않았다(Fig. 5).

Fig. 5. Effect of Dictamnus dasycarpus Turcz on Bax expression 
in HepG2 cell. Cells were treated with indicated concentration of 
Dictamnus dasycarpus Turcz. Result are presented as mean ± S.D.

6. ROS 생성에 미치는 영향

백선 추출물의 HepG2 cell에 대한 ROS 생성량을 측정하기 

위하여 0, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0㎎/㎖로 처리한 뒤 ROS detection 

assay kit를 이용하였다. 그 결과 농도 의존적으로 ROS의 

생성량이 증가하였으며, 5.0㎎/㎖에서 급속하게 증가하는 것

을 확인할 수 있었다(Fig. 6).

Fig. 6. Effect of Dictamnus dasycarpus Turcz on ROS expression 
in HepG2 cell. Cells were treated with indicated concentration of 
Dictamnus dasycarpus Turcz for 24 hr. Result are presented as 
mean ± S.D.

고 찰

널리 알려진 자생식물 가운데 백선은 봉삼 혹은 봉황삼이

라는 명칭으로 민간에 알려지면서 최근 그 부작용 사례가 적

지 않게 발생하고 있다7-10). 또한 식물자원이 비교적 풍부하

고 일반인이 손쉽게 채취하거나 구입이 가능하기 때문에 오남

용으로 인한 부작용과 위험성이 항상 존재한다16,17). 한약재로 

유통되는 규격 한약 이외에 자연 상태에서 채취되는 백선은 

특별한 규제 없이 일반에서 구매와 사용이 가능하며, 전문가

의 조언이나 정확한 진단 없이 백선을 복용함으로써 여러 부

작용과 치명적인 상황을 초래하기도 한다. 특히 민간에서 사

용되는 백선은 규격품 한약과는 달리 적정한 포제과정을 거치

치 않기 때문에 더욱 위험성에 대한 고찰이 필요하다. 따라서 

백선을 포함한 천연물 유래 생약과 한약의 안전성에 대해 지

속적이고 체계적인 연구가 이루어져야 할 필요가 있다18,19).

예로부터 한의서에 수재되었거나 민간에서 사용되어온 약

용식물이 그러하듯이 백선의 경우에도 국내에서 오랜 기간 동

안 한의처방과 피부과 질환에 빈번하게 사용되어 왔기 때문에 

비교적 안전한 약용자원이라는 오해를 받고 있다. 그러나 백

선은 반드시 포제의 과정을 거쳐 제한적으로 경구투여에 사용

하여야 하며, 주로 외용으로 사용하여 염증성 질환 및 각종 

피부질환에 대해 다양한 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다
14,20). 백선의 성질은 한(寒)하고, 맛은 고함(苦咸)하며, 비장

과 위에 주로 작용하여 청열조습(淸熱燥濕), 거풍지양(祛風止

癢)하는 작용이 있어 풍진, 습진, 개선, 황달 및 습열비증(濕

熱痹症) 등의 습사(濕邪)로 인한 피부질환을 치료하는 약물로 

사용되어 왔다20). 최근에는 백선이 가지고 있는 다양한 효능, 

효과가 과학적으로 입증되고 새로운 효능이 발견되는 추세에 

있어 더욱 관심의 대상이 되고 있다11,12,21). 따라서 백선피의 

안전성에 대한 과학적 검증이 반드시 필요한 상황이며, 이를 

토대로 백선의 다양한 활용분야를 개발할 수 있을 것으로 기

대한다.

본 연구에서는 백선의 인체유래 간세포에 대한 세포사멸 

관련 인자들에 대한 변화를 관찰함으로써 동물실험과 임상에

서 발견되는 백선에 의한 간독성의 과학적 근거를 뒷받침 하

고자 하였다. 세포자살(Apoptosis)은 세포 내·외부의 여러 

가지 요인에 의해서 세포 스스로가 파괴되는 일련의 기작을 

말한다. 이러한 세포자살과 관련된 여러 가지 인자들이 밝혀져 

있으며, 본 연구에서는 이들 가운데 Caspase 3, Cytochrome 

C, Bcl 2, Bax, ROS 등의 변화를 측정함으로써 백선의 인

체 간세포에 대한 영향을 확인 하였다.

결과에서 알 수 있듯이 Caspase 3, Cytochrome C, ROS 

등은 농도 의존적으로 발현이 증가하였다. 또한 Bcl 2과 Bax

의 생성에 있어서도 뚜렷한 유의성을 보이지는 않았으나, 일

정한 변화를 나타내는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 백선

이 인체세포 특히 간세포에 대한 민감성을 나타낸다는 증거이

며, 과량 혹은 장기간의 경구투여가 인체 간세포에 일정한 손

상을 줄 수 있음을 시사한다. 이 같은 결과를 통하여 학계에 

보고되어 온 백선 관련 중독과 부작용에 대하여 일정부분 근

거를 제시할 수 있을 것으로 사료된다.

결 론

1. 백선추출물은 HepG2 cell에 대하여 농도 의존적으로 

독성을 나타내었으며, IC50은 5.0㎎/㎖(48hr)로 확인되

었다

2. 백선추출물은 HepG2 cell에 대하여 Caspase 3, Cytochrome 

C의 생성을 농도 의존적으로 증가시켰으며, 이를 통하

여 백선이 인체 간세포의 Apoptosis를 유발하거나 촉

진하는 물질임을 알 수 있었다.

3. 백선추출물은 HepG2 cell에 대하여 ROS(Reactive 

Oxygen Species)의 생성을 증가시켜 세포 내에 산화

적 스트레스를 유발함으로써 세포의 생존율에 영향을 

주는 것으로 확인되었다.

4. 백선추출물은 HepG2 cell의  Bcl 2과 Bax의 생성에 대

하여 농도 의존적인 변화를 보이는 않았으나, 일정한 

변화를 나타내었으며, 이 또한 백선이 인체 간세포에 대
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하여 특정한 영향을 미칠 수 있음을 시사한다.

5. 백선은 인체 유래 간세포 HepG2 cell의 세포자살과 관

련된 여러 인자들의 생성 및 발현을 유도하며, 이를 통

하여 간세포의 기능이상 및 사멸에 관여하는 것으로 판

단된다.
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