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The Effects of Injinsaryung-san on Rat with Alcoholic Fatty Liver
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ABSTRACT

Objectives : Alcoholic fatty liver is an early and reversible consequence of excessive alcohol consumption. The initial 

hepatocyte cell death stimulates subsequent inflammatory responses, leading to further liver injury and fibrosis. The 

objective of this study is to investigate the effects of Injinsaryung-san extract on the alcoholic fatty liver by chronic 

EtOH administration. 

Method : Male Sprague Dawley rats were used in this study. All animals were randomly divided into Normal group, 

treated with saline (n=10); EtOH group, treated with ethanol (n=10); EtOH+IS group, treated with 

ethanol+Injinsaryung-san extract (n=10). For oral administration of ethanol in Control and Sample group, the 

ethanol was dissolved in distilled water in concentrations of 25%(v/v). Throughout the experiment of 8 week, the 

rats were allowed free access to water and standard chow. Sample group were administrated by Injinsaryung-san

extract daily for 8 weeks. 

Results : The levels of hepatic marker such as aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase were 

altered. Histopathological changes were reduced and the expression of tumor necrosis factor-α (TNF-α) was 

markedly attenuated by Injinsaryung-san extract. 

Conclusion : These data suggest that Injinsaryung-san extract could be effective in protecting the liver from alcoholic 

fatty liver. The hepatoprotective mechanisms of Injinsaryung-san may be related to attenuation of TNF-α protein, 

as well as to the inhibition of inflammatory response in the liver. Therefore, Injinsaryung-san can be a candidate 

to protect against alcoholic fatty liver.
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Ⅰ. 1)

  지 간(fatty liver)  간질   단계  간  

비  진행 도에 라 포  사 또  간경  

등  하 도 한다. 지 간에  간 포내에  

지   가하  간  게에  지  차지하

 비   5%가 게 , 간에  지 산  

합 과 비  균   생하  것  

 다
1). 지 간  크게 비 과  

, 비  지 간(non-alcoholic fatty liver)

 비만, 드, 항경  등  , 실 , 

당뇨병 등 다 한 원  생할  , 

 지 간(alcoholic fatty liver)  주  과도한 주

 해 생한다
2).  지 간   간질

(alcoholic liver disease)   단계 , 간 포에 

지 (triglycerides)   특징  하  

 지  간염(alcoholic steatohepatitis)과  

간경변 (alcoholic liver cirrhosis)  진행 도 

한다3).  지 간  원  산  상(oxidative

stress)  지질 사    , 또한 염

 cytokine  tumor necrosis factor-α (TNF-

α)가 한 역할  하고  것  다4). 

 만  취하게  TNF-α에 해 

간에  지 산(fatty acid)  진  것  

다5),. ,  지  취  막

(intestinal membrane)  과  가시키고, 지

질다당 (lipopolysaccharide) 등   내 독 들

 도  가시키게 다. 에 라 간  Kupffer 

cell들  고 염  cytokine 생 에 한 

 가하게 다. 결  만   취  

TNF-�에 하여 간 포  상  하게 다6).

  진사 산(茵蔯四苓散)  한 학 상에  만  

간질  료에 주 사용  처 , 청열리습(淸

熱利濕), 건비 슴(健脾化濕)하   어 간염, 

지 간, 간경변 등에 본  용 다7)
. 진사

산에 한 실험  연  간 포  가 과

8)  CCl4   간 상과 지 간 생에 한 

과9), 비  지 간염에 한 보 과10) 등  보

고 었 , 상  연 에  진사 탕과 

(對金飮子)  합  청간해주탕(淸肝解酒湯)  

 지 간에 한 료 과
11)가  것  보

고 었다. 처럼 진사 산  다 한 원  

생하  여러 간질 에 과가  것  

, 직  해 생  지 간 질 에 한 

에 해  실험  연 가 한 것  사료

다. 

  라 , 본 연  목  진사 산  만

 여에 해  간 상과 지 간 

생에 한 보 과  검 하  한 것 ,  

해 에 에탄  8주간 경  여하여  

지 간  하고 간   들  변  간

포  해 직학  변   TNF-α   변

에 한 진사 산   찰하 다. 

Ⅱ. 실험

1. 실험동

  본 연 에  (주)샘타  (경 도, 한민 )에  

한 8주 ,  200 g 후  Sprague-Dawley계 

컷  30마리  사용하 다.  도 23∼

24℃, 습도 40∼60 %,  12시간 /  동

 지  사 실에  균  사료  

게 공 하여 사 하고, 실험실 경에 1주 상 

시킨 후 사용하 다. 

  본 연  든 과  동 학  동 실험 리

원  규   에 라 진행 었다(승 : 

R2016-029).

2.   실험  리

  본 연 에 사용  진사 산   Table 1과 

같다
10)

.  들  에  하여 

별 업  거쳐, 진사 산 2첩 량  220 g  
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 2L  함께 round flask에 담고 냉각  착

한 탕 에  2시간 동  탕한 다  여과  감

 하여 동결 건 시  엑  65.9 g  

얻었다. 여량  체  70kg  사람  하루 3첩 복

용하  것  가 하여 복용량  계산해  체  

100 g당 0.47 mg  용 에 여 경  여하 다. 

동결건  시료  실험 간 동  동 학  해 학

실에  –20℃에 보 하 다(HT-001).

  실험  리    10마리  어 

Normal, EtOH, EtOH+IS   리하 , 

과 사료  든 에  체 실험 간 동  

게 취할  도  하 다. 

Table 1. Herbal Composition of Injinsaryung-san(Yinchensiling-san)

Herb name Scientific name weight(g)

Injin (茵蔯) Artemisia capillaris Thunberg 50

Taeksa (澤瀉) Alisma orientale Juzepzuk 24

Baekchul (白朮) Atractylodes macrocephala Koidzumi 12

Baekbokryung (白茯苓) Poria cocos Wolf 12

Jeoryung (豬苓) Polyporus umbellatus Fries 12

Total amount 110

3. 만   상  과 여

  에  만   간 상  25%  EtOH 

(Sigma–Aldrich Chem. Co., St. Louis, Missouri, 

USA) 용  5ml/kg, bw/day  12), 8주간 

매   한 시간에 경  여함  시

다. EtOH , EtOH+IS  든 실험동 에 

EtOH  경 여 하 , Normal 에  동 량  

생리식염  여하 다. EtOH 여 후 30  후에 

EtOH+IS 에  진사 산 , EtOH 에  

동 량  생리식염  경 여하 다. 

  

4. 생 학  검사

  실험 개시 8주후 실험동  락사 시킨 후 심  

 하 맥에   채 하 다.  냉

고에 2시간 도 한 후 원심 리하여 청  리

하 다. 채취한 청 내 AST(Aspartate Aminotransferase),

ALT(Alanine Aminotransferase) 등   

하 다. 

5. 체   간  량 

  실험 간동  매   해진 시간에 실험동  

체  하 , 실험 마지막 에  검 직

에 하 다. 검  통해 실험동  간  리 

채취하여 량  하 다. 후 간 직  –50℃  

dry ice-isophentan 용  동결시키고 –80℃에  

보 하 다. 

6. 간 직  해 직학  찰 

  동결보  간 직   연  8 ㎛

께  냉동 편하여 H&E 염색 과 Oil Red O염색

 시행 후, 미경 하에  찰하고 사진  후 

상 용 Axiovision LE software (Carl Zeiss Vision,

ver 4.2 USA)  용하여 근  단  (cross 

section area)  하 다18). 

7. 역 직 학염색(Immunohistochemistry)

  역 직 학염색  (free-floating)  사용

하 다. Primary antibody  anti TNF-α(ab6671, 

1:200 dilution, rabbit polyclonal; ABcam)  PBS

 Triton X-100   용  한 후 4℃에

 12시간 시 다. 후 직  PBS  어내

고, abidin-biotin immunoperoxidase   (ABC 

Vectastain Kit)에 라 각각 1시간  시 다.  

  역  결과  량 하  해 미경 하에  

동 한  내 핵 내에 하게 갈색  염

색  포  어 역  하고 

포  하여 하 다. 

8. 통계학  

   든 료  SPSS 10.0  용하여 하

다. ANOVA  통해  여   후, 
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Tukey’s honestly significant difference  사용하

여 P<0.05  P<0.01   검 하 다. 

든 값   평균± 차(mean±standard

error)  시하 다.

   든 료  ANOVA  통해  

여   후, student's t-test  사용하여 P<0.05

 P<0.01   검 하 다. 든 값  

 평균± 차(mean±standard error)  시

하 다.

Ⅲ. 결과

1. 사망 , 상  체 변

  8주간  실험 간 동  든 실험 에  사망 개체

가 생하지  상 상  찰 지 

다. 실험 마지막  검 후  찰한 결과 간

직  다  직에  상 상도 찰 지 

다. 

  각 실험 에  체 변  살펴보 , EtOH 과 

EtOH+IS 에  Normal 에 비해  체

 감  경향  타났다. 8주간  실험 간  

 후  체  Normal 에  421.8±7.6 g, 

EtOH  366.3±2.5 g, EtOH+IS 에  376.9±3.6 g

 어, EtOH 과 EtOH+IS 에  Normal

에 비해  게 감 었다(Fig. 1., P<0.01),  

EtOH 과 EtOH+IS  비 에  EtOH+IS 에

 EtOH 에 비해 상  간   평균

체  복  었 , 통계    차

 타내지  다.

Fig. 1. The changes of mean body weights of rats during the 8 weeks. 

        Compared with Normal group, mean body weight of both EtOH and EtOH+IS groups was 

decreased for whole 8 weeks. There is no significant difference of the mean body weight 

between EtOH and EtOH+IS groups. 

        Data shown as mean±S.E.
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2. 간  량 변

  실험 마지막   간  하여 평균 게  

한 결과 Normal 에  17.3±0.3 g, EtOH  

15.7±0.3 g  어 EtOH 에  Normal 에 

비해 한 감 가 찰 었다(P<0.01). , 

EtOH+IS 에  16.7±0.4 g  어, 간

게  감 가 었  EtOH 에 비해  

 가가 었다. 

  각 실험 에   체 에 한 간 량  

비  산하여 계산한 결과에  Normal 에  

4.1±0.1%, EtOH  4.3±0.1%, EtOH+IS 에  

4.4±0.1%  어, EtOH+IS 과 EtOH 에  

 Normal 에 비해 간-체 비가 가 었다. 

EtOH+IS  경우에  EtOH 에 비해 가량   

 통계   없었다.

Table 2. Changes in Body Weight and Liver-Body Weight Ratio of Rats in Normal, EtOH and 

EtOH+IS Groups

Group Normal EtOH EtOH+IS

Liver weight (g) 17.3±0.3 15.7±0.3## 16.7±0.4*

Liver-body weight ratio (%) 4.1±0.1 4.3±0.1 4.4±0.1

Data shown as mean±S.E. were analysed by the Student’s t-test.

(
##: P<0.01 compared with Normal group., *: P<0.05 compared with EtOH group.)

3. 간 상  지

  간 상에 한 지  실험 마지막  실험동

 채취한 에  청 ALT, AST   비

한 결과, ALT  경우 Normal 에  27.6±2.5IU/L,

EtOH 에  53.4±2.1IU/L, 그리고 EtOH+IS 에  

44.5±2.0IU/L  어 EtOH 과 EtOH+IS 에

  Normal 에 비해   가  타

내었 (P<0.01), EtOH 과 EtOH+IS  간에도 

EtOH+IS  EtOH 에 비해   가가 

타났다(P<0.05). 

  AST  경우에 도 Normal 에  115.6±3.7IU/L,

EtOH 에  194.6±6.1IU/L, 그리고 EtOH+IS 에

 178.1±8.7IU/L  어 EtOH 과 EtOH+IS

에  Normal 에 비해   가  타내

었 (P<0.05), EtOH 과 EtOH+IS  간에  

  변 가 타 지 다. 

Table 3. Blood Serum Chemistry Values of Rats in Normal, EtOH and EtOH+IS Groups 

Group Normal EtOH EtOH+IS

ALT (IU/L) 27.6±2.5 53.4±2.1
##

44.5±2.0
##*

AST (IU/L) 115.6±3.7 194.6±6.1## 178.1±8.7##

ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase. 

Data shown as mean±S.E. were analysed by the Student’s t-test.

(#: P<0.05 compared with Normal group., ##: P<0.01 compared with Normal group., 
*: P<0.05 compared with EtOH group.)

4. 간  해 직학  변

  간 직   8㎛ 께  냉동 편하여 

H&E 염색  시행 후 미경 하에  찰한 결과, 

만  취  해 간 직  변  할 

 었  EtOH 에  Normal 에 비해 지 울

(fat droplet)   뚜  찰할  었다. 

EtOH+IS 에 도 지 울   찰 었  

EtOH 에 비해 지 울  크  가  감

 것  할  었다(Fig. 2).

  Oil Red O염색  시행한 결과에 도 EtOH 과 

EtOH+IS 에  Normal  비해 간 직  지

질 (lipid infiltration)  찰 었 , EtOH+IS

에  EtOH 에 비해  감  것  할 

 었다(Fig. 3).
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Fig. 2. Liver sections stained with hematoxylin and eosin(H&E) staining.

        EtOH group showed significant histopathological alterations such as ballooning, fatty(arrows) 

and hydropic degeneration when compared with Normal group. Whereas, EtOH+IS group 

showed mild changes compared with EtOH group.

        Images are at 200× magnification.

Fig. 3. Liver sections stained with Oil Red O staining.

        EtOH group showed significant intrahepatic lipid infiltration, as indicated by an increased 

number of red hepatocytes(arrows) when compared with Normal group. Whereas, EtOH+IS 

group demonstrated significantly decreased lipid infiltration compared with EtOH group. 

Images are at 400× magnification.

5. 간 직에  TNF-α   변

  역 직 학 염색  통하여 각 실험  간 직

에  TNF-α 단 질   찰하 다. 그 결

과, EtOH 에  Normal 에 비해 역  뚜

 가  것  찰 었 , EtOH+IS 에

도 Normal 에 비해 역  가 었 , 

EtOH 에 비해   것  찰 었다

(Fig. 4.). 

   한 역  하  하여 

미경 하  에   보  포  

하 다. 그 결과, Normal  8.9±3.1개/1.2×105 ㎛2 

 , EtOH 에  43.5±5.0개/1.2×105 ㎛2  

EtOH+IS 에  30.5±2.5개/1.2×105 ㎛2  찰

어 EtOH 과 EtOH+IS 에   Normal 에 

비해   가가 었다(P<0.01). 한편, 

EtOH 과 EtOH+IS  비 에  EtOH+IS 에

 EtOH 에 비해 역  포 가  

게 감  것  찰 었다(Fig. 4., P<0.05). 
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Fig. 4. Immunohistochemical staining of TNF-α proteins.

        The increased level of TNF-α immunoreactivity was observed in the EtOH group(arrows). 

Whereas, the expressions of TNF-α protein in EtOH+IS group were decreased to compared 

with EtOH group. Images are at 200× magnification.

        (##: P<0.01 compared with Normal group., *: P<0.05 compared with EtOH group.)

Ⅳ. 고찰

  간  취  신체에 다 한 향  미 게 

,  실험  연  통하여 에 랜 

간 에탄  경  여한 경우 체  감  것

 다13,14). 본 연 에 도 에 8주간  

 여한 결과  체  감  경

향  타났다. , 에탄  경  여한 EtOH 과 

EtOH+IS 에  같   생리식염  여한 

Normal 에 비해  체  감 었 , 실험 

마지막   체  비 에 도   감

가 타났다(Fig. 1., P<0.01). 에탄  여 후 

진사 산  여한 EtOH+IS 과 EtOH  

간에  EtOH+IS  EtOH 에 비해 체 감 가 

간 복 었 ,   차  견 지 

다. 러한 결과  만  취 후 체  감

다   연 결과13,14)
 하  것 , 또

한 진사 산 여  취  한 체  감 에 

한 향  미 지   것  었다. 

   간지  생과 에  지  에  

간 실질 포  감  간 량  감 가 뚜 하게 

 것  15,16)
, 본 연 에  8주간  

취 후  간  하여 게  한 결

과에 도 EtOH 과 EtOH+IS 에   Normal

에 비해 간  평균 량  감 하 , 특  EtOH
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에  Normal 에 비해 한 감  할  

었다(Table 2., P<0.01). EtOH+IS 에 도 Normal

에 비해 간  평균 량  감 었  EtOH 에 

비해 감 량  복 었  통계 도 EtOH 에 

비해 간 량  한 가  할  었다

(Table 2.). 각 실험   체 에 한 간  

게  산하여 비 한 결과에  EtOH+IS 과 

EtOH 에  Normal 에 비해 간-체  비가 가

 것  할  었다. EtOH+IS 과 EtOH  

비 에  EtOH+IS  EtOH 에 비해 간-체  

비  가가 욱 진  것  할  었다. 

러한 결과들  비  통계   보 지  

, 진사 산 여  취  한 간  량 

감  간-체  비  가  진시키  경향  

 것  사료 다.

  여러 가지 원 들에 해 간 상   경우, 

체내  다 한 들  변  통해 간 상  도

 할  다. 상  간 포   

리 어  들 에 ALT  AST  간

상  진단에 어 매우 민감한 지  용
17,18), 본 실험에  8주간  여 후 ALT  AST

상승  타났다. 에탄  여한 EtOH 과 EtOH+IS

에  Normal 에 비해 ALT  AST   

 가가 타났다(Table 3., P<0.01). 러한 결

과  8주간  여  해 간  상 었

 보여주  것 다. 진사 산  경  

여한 EtOH+IS 에  EtOH 에 비해 ALT  AST 

 상승   것  찰할  었 , 특

 ALT  경우에    감 가 타났다

(Table 3., P<0.05). 러한 결과  진사 산  만

 여  한 ALT  AST  가  억

시키     보여주  것 라 할  다. 

  취  한 간  해 직학  변  찰하

 해, 8주간   경 여 후 간 직  H&E염

색  통해 찰한 결과, EtOH 에  Normal 에 비

해 염 포 과 지 변 , 포변 (hydropic 

degeneration) 등에  지 울(fat droplet)  

 뚜 하게 찰 었다. EtOH+IS 에 도 

러한 직학  병변  찰 었  EtOH 에 비해 

 감  것  찰 었다. 간 직에 한 Oil 

Red O염색  시행한 결과에 도 EtOH 과 EtOH+IS

에  Normal  비해 간 직  지질  뚜

 찰 었 , EtOH+IS 에  EtOH 에 비해 

 감  것  할  었다. 러한 결과

 통하여 진사 산 여  만  취  

한 간 포  퇴행  변 , 특  지 울   

억 하여 지 간  감 시키고 간 직  보 하

 과가   할  었다.

   지 간 생  에  많  단 질들  

여하게 , 그 에 Tumor necrosis factor-

α (TNF-α)  여러 간질 에  간독  매개

 역할  행하  간 상  경우 가하게 고 

후  지 간  간경 (liver fibrosis) 등  질  

에 한 역할  하  것   다
19). 

취  한 간 상에 어 가벼운 주에  단

핵 (monocyte)들에 해 TNF-α  생  억

 것   다
20). 하지만, 만   

취   과 (gut permeability)  가시키고 

에  래  지질다당 (lipopolysaccharide)  통하

여 내독 (endotoxemia)  시키게 다. 

 TNF-α가 매개  염  cytokine들  생 하  

NF-kB  시키게 다21).   실험  

연  통해 도   간 상에  TNF-

α  필  역할  었 , TNF receptor 

1 deficient mice에  여해도 간 상  

지 22),  간 상에  질  도  

사망 과 TNF-α   사 에 연   

다23). 또한 지 간질 에 한 역학연 에 도 

취량과 청 TNF-α 도 간에 상 계가 

 다24). 처럼 TNF-α  지 간  비

한 간 상에 한 매개체  역할  하  

 한 지 간 에도 러한 TNF-α가 핵심

 역할  행하게 다. 라  취  한 

지 간  억 하  해  TNF-α   건

   다25). 

  본 연 에  진사 산  간 포에  지 합  억

과에 한 TNF-α  역할  검 하  하여 

역 직 학 염색  통해 각 실험  간 직에  

TNF-α 단 질   찰하 다. 그 결과, Normal

에  TNF-α   거  찰 지  

, 8주간  여한 EtOH 과 EtOH+IS 에

 Normal 에 비해 역  뚜  가 었

, 특  EtOH 에  Normal 에 비해 역  

뚜  가  , EtOH+IS 에  EtOH 에 
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비해   감  것  찰 었다(Fig. 4.). 

러한 결과  8주간  취  해 간 직에

 TNF-α   가 었  보여주  것 , 

진사 산 여  해 러한 TNF-α   

감 었  타내  것 라 할  다. 역

 객  하  하여 미경 하  

에  TNF-α에 해  보  포  

한 결과에 도, Normal 에 비해 EtOH 과 

EtOH+IS 에      가  

것  었다(Fig. 4., P<0.01). 하지만, EtOH+IS

에  EtOH 에 비해 역  포 가 

 게 감  것  찰 었다(Fig. 4., P<0.05).

러한 결과  만  취  해 간 직에  

TNF-α    게 가하 , 진사

산  여  러한 TNF-α  가   

게 억 시  보여주  것  진사 산  

 지 간에  TNF-α  에 한 과가 

 것  사료 다. 

   결과들  합하 , 진사 탕  에  8

주간  만   여  한 체 감 에  

한 향  미 지 , 여  한 간  

게감  간-체 비 가  진시 다. 생

학  검사에  간  취  한 ALT  

AST  상승  하게 감 시  간 포  해

직학  변 에 어 도 지 울  , 지 변

과 같  병리  변  감 시 다. 러한 과  

취  한 간 포에  TNF-α  가  억

시키   것  사료 다. 다만, 본 연 에

  지 간    에  TNF-α  

변 만  찰하 , 후 후  연  통해 지

간 에 여하  다  다 한   에 

한 연 가 어  할 것 다. 또한,  지 간 

에 비  지 간에 한 진사 산  과에 

한 검 도 루어  하리라 사료 다. 

V. 결

  만  여   지 간 상에 한 

진사 탕  보 과  검 하  하여 에 

25% EtOH  8주간 경 여하여  간 상  

통하여 지 간  하고 진사 산 

 여한 결과 다 과 같  결  얻었다. 

  진사 산  만  취  한 체 감

에  한 향  미 지 고, 여  한 

간  게 감  하게 억 하고, 간-체 비 

가  진시 다. 또한 8주간   취  

한 ALT  AST  상승  하게 억 시 다. 간

포  해 직학  변 에 어 도 취  

한 지 울  , 지 변 과 같  병리  변  

감 시 다. 러한  지 간에 한 보 과

 간 포에  TNF-α   과  억

시키   것  사료 다.

   같  결과  진사 산  만  취

 한 지 간에 보 과가  것  사료 다. 
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