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Objectives: This study was designed to evaluate the macrophages polarization of traditional Korean medicine on 
cardiac pain about Geum-Gwe-Yo-Ryak's two prescriptions including Kwaruhaebaekbanha-tang (KHB) and 
Kwaruhaebaekpaekju-tang (KHP). 
Materials and methods: Flow cytometry analysis was used to measure the changes in the ratio of M1 type and M2 
type macrophages. Protein expression of nuclear factor-like 2  (Nrf2), heme oxygenase-1 (HO-1), inducible nitric 
oxide synthase (iNOS), and cyclooxygenase-2 (COX-2) were measured by Western Blot, and ABCA1 and SR-B1 
were detected by real time PCR (RT-PCR). Intracellular lipid accumulation was measured by Oil Red O staining 
(ORO staining).
Results: KHB and KHP increase anti-oxidative activity related protein levels including Nrf2 and HO-1. Furthermore, 
KHB and KHP inhibit lipid accumulation on intracellular levels through induction of ATP binding receptor cassette 
subfamily A member 1 (ABCA1) and scavenging receptor class B member 1 (SR-B1), respectively. Finally, KHB 
and KHP also blocked pro-inflammatory mediators including tumor necrosis factor-alpha (TNFα) and interleukin-6 
(IL-6), iNOS and COX-2 expression.  
Conclusion: This study suggests that KHB and KHP potently regulate the M1/M2 macrophage polarization.
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서 론

혈관노화(vascular aging)로 인한 순환기의 장애는 

허혈성심장질환(ischemic heart disease) 및 뇌혈관질

환(cerebrovascular disease)과 같은 질병을 일으키는 

요인으로, 인간의 주요한 사망원인이며 전 세계적인 

발병률의 증가 추세를 보이고 있다1),2). 혈관 노화의 

원인으로는 흡연, 고혈압, 고지혈증, 당뇨병, 스트레

스, 비정상적 식이 및 과음, 복부비만 등이 알려져 

있으나, 이들의 복합적 상호 작용에 의해 오랜 기간

에 걸쳐 궁극적으로 죽상동맥경화증(atherosclerosis) 

등과 같은 병변으로 진행된다3). 죽상동맥경화증은 

혈관의 가장 안쪽 막에 콜레스테롤의 침착으로 인한 

특이적 혈관내피세포(vascular endothelial cells)의 

이상 증식이 일어나 혈관이 좁아지거나 막히게 되는 

현상으로, 죽상판(atheromatous plaque)을 형성하게 되

며, 초기 단계에서 혈관 내의 대식세포(macrophages)

에 의한 산화형 저밀도 지질단백질(oxidative low-density 

lipoprotein, ox-LDL) 인식 및 내피 체계로의 전달은 

혈관내피세포의 다양한 반응을 촉진하여 혈류에 

cytokines 및 chemokines 등을 공급한다4). 이러한 

신호전달분자 들은 단핵구 세포(monocyte)를 모집하

게 되고, 최종적으로 거품세포(foam cells)를 만들어 

죽상동맥경화의 병변을 지속적으로 악화 시키는 것

으로 알려져 있다5). 또한 대식세포는 혈관평활근세

포(vascular smooth muscle cells)의 이주(migration)

와 증식(proliferation)에도 중대한 영향을 미치는 것

으로 보고 되었다6).

대식세포는 다양한 외부 자극원에 대응하여 분극

화(polarization)될 수 있으며, 분극형 대식세포는 전

염증성 M1 형(pro-inflammatory M1 type)과 항염증

성 M2 형(anti-inflammatory M2 type)으로 구분할 

수 있다7). 전염증성 M1 형의 경우 지질다당체

(lipopolysaccharide, LPS) 혹은 interleukin-6 (IL-6) 

등에 의해 분극화가 유도되며, 인접한 세포에 전염증

성 신호를 전달하여 염증반응을 개시하는 역할을 한

다. 반면, M2 형의 항염증성 대식세포는 IL-4 또는 

IL-10 등에 의해 극성화가 유도되어 염증을 차단시

키는 신호전달물질 등을 분비하여 손상된 조직의 복

구에 기여하는 것으로 알려져 있다8). 따라서 혈관의 

노화를 원인으로 발생하는 죽상동맥경화와 같은 질

병을 조기에 차단하거나 예방하기 위한 목적으로 전

염증성 M1 형과 항염증성 M2 형의 대식세포 분극

화 비율을 조절(M1:M2 ratio)하는 것은 죽상동맥경

화증의 예방과 치료에 필수적 전략이다9).

한의학에서는 혈관노화의 원인으로 어혈(瘀血), 담

(痰), 습탁(濕濁) 등을 주요하게 다루고 있으며, 이로 

인한 심통에 관해서는 ‘장중경(張仲景)’의 의서 [금궤

요략(金匱要略)] 제 9편 “흉비심통단기병맥증치(胸痺

心痛短氣病脈證治)”에 수록되어 있고, 심통을 치료하

는 대표적 처방으로 ‘과루해백백주탕(瓜蔞薤白白酒

湯)’과 ‘과루해백반하탕(瓜蔞薤白半夏湯)’ 등을 제시

하였다10). [금궤요략]에서는 가슴이 답답한 병으로 

숨이 차고, 기침이 나거나 침을 뱉고, 가슴과 등이 

동시에 아픈 경우 및 기가 짧아 숨이 이어지지 않는 

경우를 심통으로 기록하고 있다. 반하(半夏, Pinellia 
ternate Thunb.)를 가미한 ‘과루해백반하탕’의 경우 

증상이 더욱 심화되어 가슴이 답답해 누울 수 조차 

없는 심통이 발병한 경우 처방토록 구분 하였다11).  

두 처방에 공통적으로 사용된 본초는 과루인(瓜蔞仁, 

Trichosanthes kirilowii Maxim.)과 해백(薤白, (Allium 
macrostemon Bunge.)으로, 과루인은 청화열담약(淸

火熱痰藥)에 속하며, 해백은 이기약(理氣藥)에 포함되

는 방제 구성으로, 중국에서 최근 데이터 마이닝 기

법으로 이루어진 관상동맥질환의 중의학적 치료 기

록 연구에서 두 가지 한약이 상위 10종으로 확인 되

었다12). 그러나 ‘과루해백백주탕’ 및 ‘과루해백반하

탕’의 죽상동맥경화 예방차원에서 단핵구 및 대식세

포의 극성화에 미치는 영향에 대한 세포 수준에서의 

실험 및 분자적 증명은 부족하다. 

따라서, 본 연구에서는 사람의 단핵구 세포주인 

THP-1을 대상으로 관상동맥질환 모델에서 표현되는 

(226)
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혈관노화의 예방 및 치료에 관한 환원적 접근법으로 

[금궤요략] 제 9편 처방을 세포 수준에서 작용점 분

석을 시도 하였으며, 세포의 생존율평가(cell viability), 

유세포 분석(fluorescence -activated  cell sorting, 

FACS), 항산화능(antioxidant property), 지질의 세

포 내 축적(lipid accumulation), 콜레스테롤 역수송

(reverse cholesterol transport, RCT) 관련유전자와 

항염증 마커 등을 실험하여 ‘과루해백백주탕’ 및 ‘과

루해백반하탕’이 단핵구 세포의 대식세포 극성화에 

미치는 긍정적 평가 결과를 얻었기에 보고하는 바이

다. 

재료 및 방법

1. 시약

Ascorbic acid, 2,2-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline 

-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS), 2,2 

-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), lipopolysaccharide 

(LPS), phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 및 

Oil Red O staining 시약은 모두 SigmaAldrich (St. 

Louis, MO, USA)로부터 구입하여 사용하였다. 세

포 배양을 위한 RPMI 1640 및 Dulbecco’s modified 

Eagle Medium (DMEM), fetal bovine serum 

(FBS), antibiotics (penicillin-streptomycin)은Hyclone

사(Logan, UT, USA) 제품을 사용하였고, 1 차 항체

로서 cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible nitric 

oxide synthase (iNOS), heme oxygenase-1 (HO-1), 

nuclear factor(erythroid-derived 2)-like 2(Nrf2), 

Lamin B 및 β-actin은 Santa Cruz (Santa Cruz, 

CA, USA)로부터 구입하였다. Interleukin (IL)-6 및 

tumor necrosis factor-alpha (TNF-α)의 항체는 Cell 

Signaling Technology(Danvers, MA, USA)의 제품

을 사용하였다. Human recombinant low-density 

lipoprotein과 유기용매는 Merck사(Darmstadt, 

Germany)로부터 구입하였으며, interferon-gamma 

(IFN-γ), IL-4 recombinant는 GenScript (Piscataway, 

NJ, USA)로부터, 그 밖에 실험에 사용된 시약은 모

두 시험용 특급 제품을 사용하였다.

2. 추출물의 제조

과루해백반하탕(Kwaruhaebackbanha-tang, KHB)

은 과루인(Trichosanthes kirilowii Maxim.) 72g, 해백

(Allium macrostemon Bunge.) 54g 및 반하(Pinellia 
ternate Thunb.) 72g으로 구성하였으며,  과루해백백

주탕(Kwaruhaebackpackju-tang, KHP)은 과루인(T. 
kiriowii) 108g과 해백(Allium macrostemonBge.) 81 

g으로 휴먼허브(HumanHerb, Gyeongsangbuk-do, 

Korea)에서 구입하였다. 구성된 처방에 70% 에탄올 

1 L를 첨가하여 상온에서 3일 동안 교반하여 상등액

을 취하였으며, rotary evaporator에서 감압 농축을 

실시하였다. KHB 및 KHP 시료를 다시 증류수 

50ml에 녹여 동결하였으며, 동결 건조기에서 최종 

분말 형태의 시료를 얻었다. 세포에 처리하기 위한 

조건으로 0.45μm와 0.22μm의 syringe filter를 차례

로 통과시켜 사용하였다.

3. 세포 배양 및 세포의 생존율 측정

사람의 단핵구 세포인 THP-1 세포는 한국세포주

은행(Korean Cell Line Bank, KCLB)에서 구입하였

으며, 10% fetal bovine serum (FBS, Thermo 

Fisher Scientific, USA)과 1% penicillin-streptomycin 

(Hyclone, USA), 0.05 mM의 2-mercaptoethanol이 

포함된 RPMI-1640 media (Hyclone)에서 배양하였

다. 세포가 배양접시에 80% 이상 밀도가 되었을 때 

계대배양을 실시하였으며, 37℃의 온도와 5%의 이

산화탄소가 공급되도록 유지하였다. 

시료에 의한 세포의 생존율 영향 평가는 EZ-Cytox 

세포 생존율 kit (Daeil Lab. Service, Korea)를 이용

하여 실시하였다. 먼저 세포 배양용 96 well plate에 

5×105 cells/well 조건으로 THP-1 cell을 접종하고 

24시간 동안 완전 배지에서 세포 증식을 유도하였

다. 세포의 분화를 위하여 최종 농도 50ng/ml이 되

(227)
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도록 PMA를 처리하였으며, 48시간 후 FBS가 첨가 

되지 않은 starvation 배지로 교환한 후 KHB 및 

KHP의 최고 처리 농도 200μg/ml가 되도록 시료를 

처리하여 24시간이 지난 다음 EZ-Cytox kit에서 제

공된 시약 및 방법에 따라 남은 과정을 진행하였다. 

반응을 마친 상등액은 새로운 96 well plate에 옮겨 

multi plate reader (Molecular Devices, USA)에서 

흡광도 450nm으로 생존율을 측정하였다.

4. 유세포분석(Fluorescence activated cell 
sorting, FACS)

사람의 단핵구 세포인 THP-1을 세포 배양용 6 

well plate에 1.5×106 cells/well 접종 시킨 후 KHB 

및 KHP가 최종적으로 100μg/ml이 되도록 처리하였

다. 본 실험에는 양성대조군(positive control)으로 

interleukin-4 (IL-4)를 사용하였으며, fluoresceini- 

sothiocyanate (FITC)-conjugated F4/80 항체

(eBioscience, Thermo)를 사용하여 대식세포

(macrophages)의 형광 염색을 개시하였다. M1 

stage의 대식세포 극성화를 표지 하는 생물학적 지표

(biomarker)로 CD86 (eBioscience, Thermo) 항체를 

사용하였고, M1 population을 phycoerythrin (PE)-A 

형광염색법을 통하여 정량적으로 측정하였다. 한편, 

대식세포의 극성화를 위하여 THP-1 세포에 PMA를 

처리하고, 100ng/ml의 지질다당체(lipopolysacch- 

arides, LPS) 및 20ng/ml의 interferon-gamma (IFN-

γ)에 48시간 동안 노출시켜 M1 polarization을 유도 

하였다. 유세포분석 장치는 CyoFLEX (Beckman 

Coulter, China)를 사용하였고, 제공된 소프트웨어를  

이용한 결과 분석을 실시하였다.

5. 단백질의 분리 및 Western blotting

핵 및 세포질의 단백질은 Nuclear and Cytoplasmic 

Extractionj Reagents Kit (Thermo, USA)를 사용하

여 제공된 설명에 따라 분리를 위한 과정을 수행하

였다. 한편, Western blot 분석을 위한 총 단백질의 

분리 과정은 다음과 같다. 먼저 차가운 1X 농도의

phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4)으로 세 번 

세척을 한 뒤 protease inhibitor와 phosphatase 

inhibitor (Roche Diagnostics, USA)가 첨가된 단백

질 분리용 radioimmunopercipitationassay (RIPA) 

buffer (Invitrogen, USA)를 골고루 뿌려주고, cell 

scraper로 긁어 e-tube에 옮겨 주었다. 원심분리는 

4℃ 조건으로 1,500rpm에서 2분 동안의 과정으로 

진행하였고, 상등액을 수거하여 다음 실험을 수행하

기 까지 -80℃ 조건의 초저온 냉동고에 보관하였다. 

단백질 정량은 bovine serum albumin (BSA)을 표

준품으로 하는 BCA kit (Thermo, USA)를 사용하였

으며, 25μg protein /lane이 되도록 조절하여 95℃의 

heat block에서 5분 간 정치시킨 후 10%의 sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylaminde gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) 상에서 전기 영동을 실시하였다. 이후 

polyvinylidne difluoride (PVDF) 막으로 단백질을 

이동시키고, 5% BSA가 함유된 Tris buffered 

saline-Tween 20 (TBS-T, pH 7.4)로 비특이적 항체

의 결합을 방지하는 blocking 과정을 진행하였다. 한 

시간 후 TBS-T를 이용하여 5분 간의 세척 과정을 

세 차례 실시하였고, 산화적 스트레스에 대응하는 항

체로서 nuclear factor-like 2 (Nrf2) 및 heme 

oxygenase-1 (HO-1)을 사용하였다. 또한 전염증성 

매개체로서 inducible nitric oxide synthase (iNOS) 

및  cyclooxygenase-2 (COX-2)를 사용하였다. 항체

는 모두 1:2,000의3%의 BSA가 포함된 TBS-T에비

율로 희석하여 4℃에서 overnight 동안 결합 반응을 

유도시켰다. 세척 과정을 마친 후 2차 항체는 실온에서 

1:5,000의 비율로 1%의 BSA가 함유된 TBS-T에서 두 

시간 동안 반응시켰으며, enhanced chemiluminoscence 

(ECL, Thermo, USA)를 이용하여 Fusion solo 

imaging system (Fusion solo, France) 상에서 분석 

결과를 획득하였다. 

6. 실시간 중합효소 연쇄반응(Real time- 
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Polymerase Chain Reaction, RT-PCR)

PMA로 분화시킨 THP-1에서 total RNA를 얻기 

위한 과정으로 Trizol reagent (Thermo, USA)를 처

리하였으며, Nanodrop Lite (Thermo, USA)를 이용

하여 정량 하였다. 0.5g의 RNA 1에 18mer의 oligo 

dt (Invitrogen, USA) 및 48μl의 DNase-RNase free 

ultrapure water를 섞어 최종 부피가 50μl가 되도록 

조절한 뒤 8 strip PCR tube에서 70℃ 조건으로 안

정화를 유도하였다. 역전사 과정은 AccuPower RT 

PreMix kit (Bioneer, Korea)에 제공된 방법을 따라 

42℃에서 60분, 94℃에서 10분 동안 실시하였고, 합

성된 cDNA를 이용하여 SYBR Green Master Mix 

(Bioneer, Korea)를 첨가하여 LightCycler 480 PCR 

System (Roche, Switzerland)에서 남은 증폭 과정을 

진행하였다. Housekeeping gene으로는 GAPDH를 

사용하였으며, 증폭에 사용된 primer의 서열은 다음

과 같다(Table 1). 

7. 세포 내 지질의 축적 염색(Oil Red O staining)

세포 내 지질의 축적을 평가하기 위하여 PBS를 

이용한 세척을 진행하였고, 실온에서 5분 동안 10%

의 formalin 용액으로 고정을 시켰다. 이후 세포를 

다시 60%의 isopropanol으로 세척한 후 60%의 

isopropanol에 녹아있는 Oil Red O시약으로 15분 

동안 염색을 하였다. 정성적인 결과 사진은 현미경

(Olympus, CKX41, Japan)에서 관찰하였으며, 염색

된 시료를 녹여 520nm에서 흡광도를 측정하여 정량

적 결과를 추출하였다.  

8. 통계처리

실험결과의 통계처리는 평균값 ± 표준편차(means 

±standard deviation)로 나타내었고, 유의성 검증을 

위한 프로그램으로 GraphPad Prism 5를 이용한 

One-Way Anova 방법에서 Tukey’s Multiple 

Comparison Test의 p 값이 0.05 이하인 경우에만 

유의한 것으로 인정하였다. 

결과 및 고찰

혈관의 노화(vascular aging)로 인하여 발생할 수 

있는 순환기계 장애는 전세계적으로 증가 추세이며, 

심혈관계 질환의 현대 의학적 약물 처치법으로 

hydroxyl-methyglutaryl-coenzyme A (HMG-CoA) 

환원효소 억제제인 스타틴(statins)이 대표적이다13). 

콜레스테롤의 합성을 감소시키는 효능으로 알려져 

있는 스타틴 계열의 합성 신약은 low-density 

lipoprotein (LDL)의 혈장 내 수치를 최대 50%까지 

감소시킨다는 보고가 있으나, 신생 당뇨병의 발병 위

험 요소로 작용하며 간 기능 저하 등 다양한 부작용 

역시 문제로 제기되어 왔다14,15). 그러므로, 스타틴 

계열의 약물 투여는 부작용 제어가 어렵다는 단점과 

장기간 복용에 따른 내성 문제를 극복하기 어렵다는 

명백한 한계가 있다고 할 수 있다. 따라서, 스타틴 

계열 약물의 즉각적인 콜레스테롤 저하 효능을 유지

하면서 각종 부작용을 감소시키고, 내성에 대한 한계

를 극복할 수 있는 심혈관질환의 예방 및 치료 차원

의 궁극적 대안이 필요하며, 최근 근거 중심의 한약

Table 1. The primer sequences of reverse cholesterol transport-related genes for quantitative polymerase chain reaction.

Primer Sequence

ABCA1 Forward 5’-ACCAGTTTGTTTGTGGCCCTTTTG-3’

Reverse 5’-AGTTCCAGGCTGGGGTACTT-3’

SR-B1 Forward 5’-CTGTGGGTGAGATCATGTGG-3’

Reverse 5’-GCCAGAAGTCAACCTTGCTC-3’

GAPDH Forward 5’-GGCCTCCAAGGAGTAAGACC-3’

Reverse 5’-AGGGGTCTACATGGCAACTG-3’
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을 바탕으로 하는 혈관의 노화 예방 및 치료약물 발

굴이 각광받고 있다16).

본 연구 논문에서는 금궤요략(金匱要略)의 흉비심

통단기병맥증치(胸痺心痛短氣病脈證治)편에 수록되어 

있고, 병변의 진행 단계에 따른 상이한 처방을 구성

하는 과루해백반하탕(KHB)과 과루해백백주탕(KHP)

이 죽상동맥경화를 예방하거나 치료할 수 있다는 것

을 발견하고 분자 수준에서 환원적 기법으로 작용점 

분석을 시도하였다. 귀납적 사고(deductive reasoning)

를 증명하기 위한 수단으로 먼저 사람의 단핵구 세

포주인 THP-1을 대상으로 세포 생존에 미치는 영향

을 평가한 결과 KHP는 세포에 최고 처리 농도 200 

μg/ml까지 생존율에 별다른 영향이 나타나지 않았으

나, KHB에서는 약 5%의 감소가 관찰되었다(Fig.1. 

A and B). 따라서 두 처방이 관련 질병의 예방이나  

치료에 미치는 결과 측정에 변수의 작용을 배제하기 

위하여 KHB 및 KHP를 처리할 수 있는 단일 농도

의 한계를 100μg/ml 설정하였다. 한편, 금궤요략에 

수록된 두 처방의 공통된 본초 구성 약물로는 청화

열담약(淸火熱痰藥)인 과루인(瓜蔞仁)과 이기약(理氣

藥)인 해백(薤白)이 있다. 과루인의 주치는 토혈(吐

血), 대변비결(大便祕結), 적백열리(赤白熱痢), 흉비

(胸痺), 결흉(結胸) 등이며, 평활근 증식 억제를 통하

여 심혈관계 및 뇌혈관계에 긍정적 효능이 있을 것

으로 실험 연구 논문에서 보고 되었다17). 해백 또한 

혈중 지질의 감소 및 항죽상동맥경화에 대한 효능이 

보고되었으며, 한의(약)학에서의 주치병은 담음해천

(痰飮咳喘), 흉비동통(胸痺疼痛), 설리후중(泄痢後重) 

등으로 알려져 있다18,19). 

다음으로, 사람의 단핵구 세포에 phorbol 12-myristate 

13-acetate (PMA)를 처리하여 대식세포로 분화시킨 

후 lipopolysaccharide (LPS) 및 interferon gamma 

(IFNγ)에 노출시켜 M1 상태로의 극성화를 유도하

였다. M1 극성화를 전환시키는 지표물질로는 

interleukin-4 (IL-4)를 사용하였으며, KHB와 KHP

는 통계적으로 유의하게 M1으로 극성화된 대식세포

에서 대표적으로 발현되는 CD86의 population이 감

소하는 것이 유세포 분석을 통하여 확인되었다 (Fig. 

2, A and B). 특히 반하가 포함된 KHB의 경우에는 

M1/M2의 M1 세포의 CD86 지표 인자가 대조군대

비 1.5배 감소하는 경향이 관찰되었으며, 이는 반하

의 온화한담(溫化寒痰)한 성질이 대식세포의 전염증

성 극성화를 적극적으로 차단하는 작용을 하는 것으

로 보여진다. 반하 추출물의 알려진 효능으로 진정효

과, 항경련효과, 그리고 항염증 등에 탁월하다는 보

고가 있다20).

이상의 결과에서 KHB 및 KHP가 전염증성 M1 

대식세포로의 분화를 억제한다는 관찰을 바탕으로 

처방의 하위 작용점을 분석하기 위하여 산화적 스트

레스에 대응하는 세포의 방어 능력을 단백질 수준에

Fig. 1. The effect of KHB (A) and KHP (B) on cell 
viability in human monocytic THP-1 cell line. Cell 
viability was determined using the cell viability assay 
kits (Ez-CyTox). All data represent the means±SD of 
three different experiments. 
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서 검증해 보았다. 분자 마커로는 nuclear factor-like 

2 (Nrf2) 및 heme oxygenase-1 (HO-1)을 사용하였

고, Nrf2는 세포질에서 불활성 상태로 존재하다가 

활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 등의 자

극으로부터 활성화 되어 핵질로 이동하게 된다21). 세

포질에서 핵질로 이동한 Nrf2는 유전자 전사 인자로 

작용하여 최종 HO-1과 같은 방어 기구의 단백질을 

생산하게 되는데, KHP는 Nrf2의 translocation을 

1.4배 증가시켰으며, HO-1의 발현을 2.4배 유도하였

다(Fig.3, A and B). 관찰된 결과는 KHP에서 모두 

유의적이었으므로, 혈관의 노화를 예방하는 차원에

서 산화적 스트레스의 제어에 효능이 있는 처방은 

과루해백백주탕으로 판명되었다. 

한편, 콜레스트롤과 같은 지질 성분의 혈관 내 비

정상 수준으로의 상승은 산화형 저밀도 지질단백질

(oxidized-low density lipoprotein, oxi-LDL)의 생성

을 촉발하고, 죽상동맹경화와 같은 혈관 노화성 혈관 

질환을 장기간에 걸쳐 만들게 된다22). 본 실험에서는 

oxi-LDL로 자극한 THP-1 유래 분화형 대식세포에 

KHB와 KHP, 그리고 혈중 콜레스테롤의 조절에 효

능이 우수하다고 알려진 prava statin을 대조군으로 

사용하여 지질의 축적 억제 정도를 정성법과 정량법

을 이용하여 분석하였다. Oxi-LDL은 정상 대조군에 

비하여 약 1.7배까지 지방의 세포 내 축적을 유도하

Fig. 2. The effect of KHB and KHP on expression of CD86 levels in M1 polarized THP-1 cells. Flow cytometry 
analysis (A) and CD86 population levels (B) on IFNγ (20ng/ml) and LPS (100ng/ml)-stimulated THP-1 cells. All 
data represent the means±SD of three different experiments. #P < 0.05 compared to untreated cells, and asterisk 
indicates statistically significant difference between polarized group (*< 0.05).
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였으나, KHB 및 KHP 그리고 prava statin은 정상 

수준에 가깝게 지질의 축적을 억제하였다(Fig. 4. 

A). Oil Red O 측정의 정량적 분석에서는 KHB가 

KHP보다 우수한 결과를 나타내었고, prava statin에 

근접한 효능을 나타내는 유의적 결과를 얻었다. 오차

범위를 고려하였을 때 상호 우열을 구분하기는 어려

우나 양성대조군으로 사용된 스타틴 계열의 약물과 

KHB가 유사한 효능을 나타내는 것을 알 수 있었다. 

세포 내 지질 축적 억제에 작용하는 KHB 및 KHP

의 작용점을 분석하기 위한 유전자 발현 수준을 검

토한 결과 콜레스테롤의 세포 외부 유출과 인지질의 

항상성 유지에 관련된 ATP-binding cassette 

transporter ABCA1은 KHP가 월등히 높은 발현 유

도를 나타내었으나(Fig. 4. C), 콜레스테롤의 역수송

을 조절하는 scavenger receptor class B type 1 

(SR-B1)의 경우 KHB가 정상대조군에 비하여 약 

4.2배 증가하는 것이 관찰되었다(Fig. 4. D). 콜레스

테롤의 역수송은 심장 질환 및 뇌졸중, 특히 죽상동

맥경화증에 대한 주요한 보고 메커니즘으로 알려져 

있다23). 유전자 발현 수준을 검증한 결과에서 유추할 

수 있는 KHB와 KHP의 작용점으로 KHP는 혈관의 

노화를 방지하는 세포 인지질의 항상성 유지에 보다 

효능이 있는 것임을 알 수 있었다. 반하를 처방에 구

성하고 있는 KHB는 보다 직접적으로 혈관의 병변

에 작용하는 치료 효능을 기대할 수 있을 것으로 판

명 되었다. 이는 금궤요략 흉비심통단기병맥증치 편

에 수록된 처방 구성이 오늘날 죽상동맥경화와 같은 

병변 진행의 단계별 작용점에 관한 현대적 해석을 

가미한 것일 뿐, 본 논문의 실험적 접근을 통하여 두 

처방을 예방과 치료에 방점이 있는 것으로 단정짓기

에 한계는 있다.   

끝으로 두 처방이 사이토카인의 분비와 LPS의 자

극으로 인한 염증성 단백질 마커의 합성을 저해하는 

효능을 평가하기 위하여 유전자 실시간중합효소 반

응과 western blot을 실시하였다. Tumor necrosis-alpha 

(TNF-α)와 IL-6는 전염증성 사이토카인(proinflammatory 

cytokines)의 대표적 분자 표지로 INFγ 및 LPS에 

의하여 자극 받은 대식세포가 혈중으로 분비하는 신

호전달 물질이다. 혈관에 분비된 TNF-α와 IL-6는 

인접한 내피세포 및 혈관평활근세포에 증식과 관련

한 신호를 전달하여 plaque를 형성하는데 기여하는 

것으로 알려져 있다24). KHB 및 KHP는 유전자 발현 

수준에서 TNF-α 및 IL-6 mRNA의 형성을 정상수

준 또는 그 이하로 낮추는 결과를 얻을 수 있었다. 

염증 반응을 전개하는 사이토카인의 분비를 저해하

는 효능은 KHP에 비하여 반하를 처방 구성으로 포

함시키는 KHB가 우수하였다(Fig. 5. A and B). 반

면 대식세포 내부에서 일어나는 염증성 반응 가운데 

혈관을 확장시키는 데 필요한 산화질소(nitric oxide, 

Fig. 3. The effect of KHB and KHP on antioxidant-related
protein expressions including Nrf2 (A) and HO-1 (B). All 
data represent the means±SD of three different 
experiments. Asterisk indicates statistically significant 
difference between untreated group (* < 0.05).
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NO)를 합성시키는 inducible nitric oxide synthase 

(iNOS)와 LPS 와 같은 자극원에 의해 유도형으로 

생성되는 염증성 cyclooxygenase-2 (COX-2)는 KHP

가 통계적으로 유의한 발현 감소 효과를 나타내었다

(Fig. 5. C and D). 이러한 결과 역시 죽상동맥경화

와 같은 만성 염증성 질환의 병변 진행 단계에 있어 

반하를 포함시키는 금궤요략의 처방이 보다 후기의 

단계를 조절하고, 과루해백백주탕은 혈관의 노화를 

예방하는 효능에 주목할 필요가 있을 것이다.

결 론

본 연구는 장중경의 저서인 금궤요략 비심통병맥

증치편에 수록된 과루해백반하탕(KHB)과 과루해백

백주탕(KHP)의 혈관노화 치료 및 예방 효능을 탐색

하기 위해 사람의 단핵구 세포인 THP-1 cell에 

KHB 및 KHP을 처리하여 세포의 생존율 검사, 단

핵구 세포의 분화를 통한 M2 극성화에 미치는 영향, 

지질의 세포 내 축적과  콜레스테롤 역수송 관련 유

전자와 단백질 발현, 염증의 차단에 관련된 사이토카

인 및 단백질 발현 양상을 확인한 결과 다음과 같은 

Fig. 4. The effect of KHB and KHP on oxi-LDL-stimulated lipid accumulation. Microscopic images (A) and resultant 
solution were measured at 520 nm under microplate reader (B). Rever cholesterol-related genes expression were 
detected by quantitative real-time PCR including ABCA (C) and SR-B1 (D). All data represent the means ±SD of 
three different experiments. #P < 0.05,  ##P < 0.01 compared to oxi-LDL untreated cells. Asterisk indicates 
statistically significant difference between ox-LDL-stimulated group (* < 0.05, ** < 0.01).
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결론을 얻었다. 

1. KHB, KHP은 최종 100μg/ml 농도에서 THP-1 

cell의 생존율에 아무런 영향을 미치지 않는다는 

것이 확인되었다. 

2. KHB와 KHP는 유세포분석을 통하여 확인된 결

과 M1 극성화에 관한 지표인자인 CD86의 발현

량을 감소시켜 전염증성 M1 대식세포로의 분화

를 억제하였다.

3. KHP은 항산화 전사인자인 Nrf2와 HO-1 효소의 

발현을 증가시켜 항산화 방어체계의 활성화를 통

한 산화적 스트레스 제어효과를 나타냈다. 

4. KHB와 KHP는 모두 지질 축적을 억제하여 대조

군과 함께 정상 수준에 가까운 효능을 보였으며, 

정량 분석에서  KHB가 KHP보다 우수한 효능을 

나타냈다.

5. KHP은 유전자 수준에서 ABCA1의 높은 발현이 

나타났고, KHB은 SR-B1의 높은 발현이 각각 나

타났다.

6. KHP와 KHB는 전염증성 사이토카인인TNF-a와 

IL-6의 발현을 저해하여 정상수준 또는 그 이하

로 낮추었으며, KHB의 효능이 더 우수한 것으로 

보여졌다. 한편, KHP는 iNOS, COX-2의 발현량

을 감소시키는 결과를 보였다.

이상의 연구 결과를 통해 KHB과 KHP이 세포 수

준에서 M1/M2 대식세포 균형 조절, 항산화 효능, 

지질축적억제 효과, 콜레스테롤 역수송 관련 유전자 

Fig. 5. The effect of KHB and KHP on anti-inflammation-related mediator expressions including TNF-α (A), IL-6 
(B), iNOS (C) and COX-2 (D). #P < 0.05,  ##P < 0.01 compared to oxi-LDL untreated cells. Asterisk indicates 
statistically significant difference between ox-LDL-stimulated group (* < 0.05, ** < 0.01).
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및 단백질 발현 증대 효과, 항염증 효과가 있었으며, 

향후 추가적 동물 실험 등을 통해 혈관노화 치료 및 

예방약물로서 가치를 죽상동맥경화를 포함하는 심혈

관계질환에 병변의 진행 단계별로 평가할 필요가 있

을 것으로 사료된다. 
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