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서   론

    시스플라틴(cisplatin)은 백금 복합체로서 임상에서 항암 효과

가 뛰어나 고환암, 방광암, 전립선암, 난소암, 두경부암, 폐암 등 

다양한 고형암의 치료제로 사용되고 있다1,2). 그러나 시스플라틴은 

내성을 야기하거나, 오심, 구토, 식욕부진, 체중 감소 등과 같은 부

작용을 나타내며3,4), 청각 및 신장 손상이 가장 두드러진 부작용으

로 알려져 있다5). 최근 시스플라틴에 의한 신장 독성에 대한 한약

재 추출물들의 방어효과가 보고되고 있다6-8).

    반하사심탕(半夏寫心湯)은 장중경(張仲景)의 「상한론(傷寒論)」9)

에 최초로 수록된 후 허준의 「동의보감(東醫寶鑑)」10)에도 수록되어 

있는 처방으로 반하(생강초), 인삼, 감초, 황금, 건강, 생강, 대조 

및 황련 등 8가지 한약재로 구성되어 있으며 임상에서 오심, 구토, 

위하수, 위궤양, 설사 등의 소화기계 질환에 사용되고 있다. 암환자

의 시스클라틴 요법에 의한 부작용은 소화기계가 질환이 주 증상으

로 나타나나 이와 더불어 신장 독성 또한 심각하게 여겨지고 있는 

실정이다. 한의학에서 소화기계 질환에 유용하게 사용하고 있는 반

하사심탕의 시스플라틴에 유도 신장독성에 대한 효능은 보고되지 

않았다.

    본 연구에서 시스플라틴에 의해 발생하는 신장 독성에 대한 반

하사심탕 추출물의 방어효과를 조사하여 유의한 결과를 얻었기에 

보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 실험동물

    C57BL/6 수컷 마우스 6주령 (20-24 g) 30마리 (오리엔트바이

오, 경기도)를 사료 (삼양사, 서울)와 물을 충분히 공급하면서 실험

실 환경에 1주일간 적응시킨 후, 총 3군으로 구분하여 각 군당 10

마리씩 실험에 사용하였다.

2. 반하사심탕 추출물 분리

    반하사심탕은 아래의 Table 1와 같이 8가지 한약재로 구성되

어 있으며, 추출물의 분리를 위하여 8가지 한약재를 비율대로 조제
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하여 총 75 g의 반하사심탕에 1,500 ml 증류수를 가한 후 2시간 

동안 100℃에서 전탕한 후 농축, 동결건조 과정을 거쳐 11.78 g의 

추출물을 획득 (수율:15.7%)하여 실험에 사용하였다. 반하사심탕 

구성 한약재는 원광대학교 한의과대학 본초학교실 이금산 교수에게 

검증받은 후 사용하였다.

Table 1. Banhasasitang composition

한약재 생약명 비율(%)

반하(半夏) Pinelliae Tuber 20

인삼(人蔘) Ginseng Radix 15

감초(甘草) Glycyrrhizae Radix Preparata 15

황금(黃芩) Scutellariae Radix 15

건강(乾薑) Zingiberis Processum Rhizoma 10

생강(生薑) Zingiberis Rhizoma Recens 10

대조(大棗) Ziziphi Jujubae Fructus 10

황련(黃連) Coptidis Rhizoma 5

3. 신장 독성 모델 및 반하사심탕 투여

    실험군은 총 3개의 군으로 정상군, 시스플라틴 투여군, 시스플

라틴과 반하사심탕 추출물 투여군이다. 1,000 mg/kg의 반하사심

탕 추출물을 20 mg/kg 시스플라틴을 복강내 (I.P.)로 투여하기 7

일 전부터 총 10일간 경구 투여하였으며, 시스플라틴 투여 3일 후

에 전혈 및 조직을 확보하였다. 전혈에서 혈청을 분리하여 

creatinine 및 BUN (blood urea nitrogen) 분석 등에 사용하였으

며 신장조직은 포르말린에 고정 후 조직학적 분석을 수행하였다.

4. 체중 측정

    실험동물의 체중은 전자체중계로 동일 시간 동일 조건에서 측

정하였고 실험 개시일 체중 대비 실험 종료일 체중을 측정하여 감

소율(%)로 표시하였다.

5. 혈청 creatinine 및 BUN 측정

    마우스 안와에서 채혈한 혈액을 4,000 rpm에서 10분 동안 원

심 분리하여 혈청을 얻었다. 신장 기능을 측정하는 creatinine 및 

BUN의 혈청 내 양은 제작사(Asan Pharm. Co., 화성, 경기도)에

서 제공하는 프로토콜에 따라 측정하였다.

6. Hematoxylin & Eosin (H&E) 염색

    실험 종료 후 신장조직의 형태학적 및 조직학적 변화를 관찰하

기 위해 H&E 염색을 수행하였다. 적출한 신장을 고정한 후 탈수 

및 파라핀 블록을 만들고 5 μm의 두깨로 절편하여 hematoxylin 

용액에 10초 동안 담가 둔 후 흐르는 물에서 세척하고, eosin 용

액에 20초 동안 담군 후 다시 세척하였다. 탈색 (destaining) 과정

을 수행하기 위해 50, 70, 90 % 알코올에서 각각 30 초 동안 담

가 두었고, xylene에 1분 동안 세척하여 coverslip을 씌워 광학 현

미경으로 관찰하였다.

7. PAS(periodic-acid-Schiff) 염색

    실험 종료 후 확보된 신장조직에서 관류조직의 정량적 손상정

도를 비교하기 위하여 PAS 염색을 수행하였다. 신장 조직을 5 μm

로 절편 하여 periodic acid에 10분간 담가 둔 후 물에서 세척하

고, Schiff 용액에 37℃에서 30분간 염색한 후 다시 세척한다. 

Sulphurous acid 용액에 담근 후 물에서 분홍색이 될 때까지 세

척한 후, mayer hematoxylin으로 30분간 대조 염색 후 세척하여 

광학 현미경으로 관찰하였다.

8. 면역조직화학 염색

    신장조직에서 염증성사이토카인의 하나인 TNF-α 발현 정도를 

조사하기 위하여 면역조직화학염색법을 시행하였다. 실험 종료 후 

확보된 신장조직 블록을 5 μm의 두깨로 절편하고 Bouin 용액에서 

고정한 다음 에탄올용액에서 탈수시킨 후, 0.3% 과산화수소 용액

에 5분간 노출시켜 endogenous peroxidase를 제거하였다. 1.5% 

goat serum으로 비특이적 항체 반응을 제거한 후, TNF-α 1차 항

체 (Santa Cruz, CA, USA)에 24시간 동안 반응시킨 다음 PBS를 

이용하여 세척하였다. 2차 항체는 제작사가 제시한 방법 

(LSAB+System-HRP; Dako, CA, USA)에 따라 반응시킨 후, 발현

하는 부분은 DAB+chromogen 기질을 이용하여 발색하였으며, 정

량 분석은 IHC-processed kidney specimens에 근거하였으며 

software Image v. 1.46을 사용하였다.

9. 통계처리

    실험결과는 평균과 표준편차(mean ± S.D.)로 표기하였으며, 

SPSS 22.0 program을 사용하여 one-way analysis of variance 

(ANOVA) test를 실시한 다음 least-significant differences test

로 사후 검증을 실시하여 군 간의 유의성을 측정하였다. 유의수준 

p-value <0.05에서 검정하였다.

결    과

1. 시스플라틴 유도 체중 감소 및 혈청 creatininine과 BUN에 대

한 반하사심탕 추출물의 효과

    시스플라틴 투여 후 나타나는 체중 감소에 대한 반하사심탕의 

효과를 조사하기 위하여 시스플라틴을 투여하기 7일 전부터 1000 

mg/kg 반하사심탕 추출물(BSTE)을 경구 투여한 후 체중의 변화량

을 측정하였다. 그 결과 20 mg/kg 시스플라틴 투여군은 대조군 

(3.0±0.1)에 비해 19.9±0.7% 감소율이 증가(p<0.05) 하였으나, 반

하사심탕 추출물 투여군의 체중 감소율은 12.4±1.1%로 시스플라

틴 투여군과 비교하여 유의하게 변화 (p<0.05)하였다(Fig. 1A).

    실험 종료 후 얻어진 마우스 혈액에서 신장 손상의 지표인 

creatinine과 BUN을 조사한 결과 시스플라틴 투여군은 각각 

1.12±0.01, 144.6±12.3 mg/dL로 대조군에 비해 유의하게 증가 

(p<0.05)하여 시스플라틴 투여에 따른 신장 독성을 확인할 수 있었

으며 반하사심탕 추출물 투여군의 creatinine과 BUN은 각각 

0.79±0.16, 94.42±32.7 mg/dL로 시스플라틴 투여군에 비해 유의

하게 감소 (p<0.05)되는 것을 확인하였다(Fig. 1B).

2. 시스플라틴 유도 신장 조직 손상에 대한 반하사심탕 추출물의 

억제 효과
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    시스플라틴 투여 후 나타나는 신장 조직 손상에 대한 반하사심

탕의 방어효과를 조사하기 위하여 시스플라틴을 투여하기 7일 전부

터 1,000 mg/kg 반하사심탕 추출물 (BSTE)을 경구 투여한 후 신

장의 조직학적 손상 정도를 조사하였다. 그 결과 20 mg/kg 시스

플라틴 투여군의 사구체 손상 정도는 대조군 (7.84±3.0%)에 비해 

39.97±5.0%로 증가 (p<0.05) 하였으나, 반하사심탕 추출물 투여군

은 18.99±5.0%로 시스플라틴 투여군과 비교하여 유의하게 감소 

(p<0.05)하였다(Fig. 2A). 

    또한 관류조직의 손상 정도를 분석한 결과 시스플라틴 투여군

에서 대조군과 비교하여 유의하게 증가 (p<0.05) 하였으나 반하사

심탕 추출물 투여군은 통계적으로 유의하지 않았으나 시스플라틴 

투여군에 비해 감소하였다(Fig. 2B).

Fig. 1. Effects of Banhasasim-tang extract (BSTE) on cisplatin-induced 

body weight loss, serum creatinine, and BUN concentrations in 

C57BL/6 mice. Data are mean ± S.D. values (N=10). *, p<0.05 vs. control 

group; #, p<0.05 vs. Cisplatin group.

Fig. 2. Effects of Banhasasim-tang extract (BSTE) on cisplatin-induced 

kidney (A) and tubular (B) injury in C57BL/6 mice. Data are mean ± 

S.D. values (N=10). *, p<0.05 vs. control group; #, p<0.05 vs. Cisplatin 

group.

3. 시스플라틴 유도 TNF-α 발현에 대한 반하사심탕 추출물의 억

제 효과

    시스플라틴에 의해 증가하는 대표적 염증성 사이토카인인 

TNF-α의 신장 조직 내 발현에 대한 반하사심탕의 조절효과를 면

역조직화학적 방법을 이용하여 조사하였다. 시스플라틴을 투여하기 

7일 전부터 1,000 mg/kg 반하사심탕 추출물 (BSTE)을 경구 투여

한 후 TNF-α 발현 정도를 조사한 결과 20 mg/kg 시스플라틴 투

여군의 TNF-α 발현은 대조군 (0.34±0.03%)에 비해 29.2±6.0%로 

증가 (p<0.05)하였으나, 반하사심탕 추출물 투여군은 20.0±5.1%로 

시스플라틴 투여군과 비교하여 유의하게 감소 (p<0.05)되는 것을 

확인하였다(Fig. 3). 

Fig. 3. Effects of Banhasasim-tang extract (BSTE) on cisplatin-induced 

TNF-α expression in C57BL/6 mice. Data are mean ± S.D. values 

(N=10). *, p<0.05 vs. control group; #, p<0.05 vs. Cisplatin group.

고    찰

    본 연구에서 반하사심탕 추출물은 시스플라틴에 의한 신장 손

상을 유의하게 억제하였다.

    시스플라틴은 항암효과가 뛰어나 다양한 고형암 치료제로 사용

되고 있으나 청각 및 신장 손상 등과 같은 부작용을 일으켜 항암 

치료효율의 감소 및 암환자의 삶의 질을 저해 시키는 것으로 알려

져 있다5). 한편, 시스플라틴에 의한 신장 손상을 억제하기 위하여 

이뇨제 투여에 의한 수화(hydration)요법11,12), glutathione 요법13)

등이 사용되고 있으며, 실험적으로 한약재 추출물이 신장 독성을 

방어한다고 보고되고 있다6-8). 이러한 노력들은 암환자의 삶의 질

과 밀접하게 관련되어 있어 향후 의료 시장에서 수요는 증가할 것

으로 예상되고 있다.

    반하사심탕은 임상에서 소화기 관련 증상, 즉 오심, 구토, 위하

수, 위궤양, 설사 등의 증상에 빈번하게 사용되는 처방으로 암과 

관련된 반하사심탕 추출물의 연구 보고로는 위암 환자에게서 항암

제 사용으로 인해 발생하는 구강점막염에 대한 보호 효과14), 방사

선과 항암제 치료를 받고 있는 두경부암 환자의 구강점막염 개선 

효과15)가 있다. 반면에 반하사심탕의 소화기 증상에 대한 효과 이

외에 신장 손상에 대한 조사는 보고되지 않았다.

    본 연구에서 C57BL/6 마우스에 20 mg/kg의 시스플라틴을 

복강 내로 주입한 후 3일에 19.9%의 체중감소(Fig. 1A), 혈청 내 

creatinine 및 BUN 농도의 증가(Fig. 1B), 신장 조직의 손상(Fig. 

2)이 유발되었다. 그러나 반하사심탕 추출물을 시스플라틴 투여하

기 7일 전부터 시스플라틴 투여기간 동안, 총 10일 투여한 군의 체
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중은 12.4% 감소하여 시스플라틴에 의한 체중 감소를 유의하게 억

제하였다. 또한 반하사심탕 추출물은 신장의 독성 지표물질인 

creatinine과 BUN 농도를 유의하게 감소시켜 시스플라틴에 의한 

체중 감소 억제와 더불어 시스플라틴에 의한 신장 독성을 유의하게 

방어한 것으로 확인된다. 시스플라틴에 의한 신장 독성은 관류조직

의 손상이 우선적으로 나타나며 관류조직의 팽창, 액포형성 및 세

포괴사 등으로 확인할 수 있으며 Fig. 2에서 나타났듯이 반하사심

탕 추출물의 투여는 시스플라틴에 의한 관류조직의 손상을 (52.5%) 

유의성 있게 감소시켰다(23.2%). 이러한 결과는 실험적으로 반하사

심탕 추출물은 시스플라틴에 의한 신장 손상을 방어한다는 것을 시

사한다.

    최근 시스플라틴에 의한 신장 독성 유발 기전에 다양한 요인들

이 관여하는 것으로 알려지고 있으나 그 중 대표적인 전사 인자가 

NF-κB이다16). NF-κB는 p50, p65, IκBα 3가지 단백질의 형태로 

자극이 없는 조건에서 세포질 내 존재하다가 활성산소 등과 같은 

자극인자에 의해 활성화되어 핵 내로 이동하고 염증성 사이토카인

의 발현을 증가시켜 신장 조직 손상을 유발한다16). 신장 독성을 야

기하는 다양한 사이토카인 중 TNF-α의 역할이 주목받고 있다17). 

본 연구에서 시스플라틴에 의한 신장독성을 반하사심탕 추출물이 

방어하는 기전에 TNF-α 발현 감소가 관여되어 있는지 면역조직화

학염색법을 이용하여 조사하였다. 시스플라틴을 투여한 군은 대조

군에 비해 유의하게 TNF-α의 발현이 증가하였으나 반하사심탕 투

여군은 시스플라틴 투여군과 비교하여 31.5% 감소시켰다(Fig. 3). 

이러한 결과는 반하사심탕 추출물의 시스플라틴 유도 신장 독성에 

대한 방어효과 기전에 TNF-α발현의 감소가 관여되어 있음을 간접

적으로 시사한다. 그러나 그 기전에 TNF-α 이외의 다른 사이토카

인, 활성산소 등의 역할을 배제할 수는 없다.

    종합해 보면, 반하사심탕 추출물은 시스플라틴에 의한 부작용 

중 신장 독성을 유의하게 억제하였으며 그 기전에 염증성 사이토카

인인 TNF-α의 발현이 관여하였다. 이러한 결과는 반하사심탕이 

실험적, 임상적으로 효과를 나타낸 소화기 질환 이외에 시스플라틴

에 의한 신장 독성을 방어하는 제제를 개발하는데 기초 자료로 이

용될 것으로 사료된다.

결    론

    반하사심탕의 시스플라틴에 의한 신장 독성 완하 효과를 조사

하기 위하여 정상 마우스에 시스플라틴을 주입하기 전에 반하사심

탕 추출물을 경구 투여한 후 시스플라틴에 의한 신장 손상에 대한 

억제 효과 및 기전을 조사하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

    반하사심탕 추출물은 시스플라틴에 의한 체중 감소, creatinine

과 BUN 증가를 유의하게 억제하였다.

    반하사심탕 추출물은 시스플라틴에 의한 신장 조직의 손상을 

유의하게 억제하였다.

    시스플라틴에 의한 반하사심탕 추출물의 방어효과 기전에 

TNF-α발현의 감소가 관여하였다.

    이상의 결과를 토대로 시스플라틴에 의한 부작용을 완하시키는 

임상연구를 진행할 수 있을 것으로 사료된다.
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