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ABSTRACT

Objectives : We selected three herb-combined remedies, Bigihwan (BGH), Daechilgitang (DCGT) and Mokwhyangbinranghwan

(MHBRH), through Donguibogam text-mining analysis, and evaluated their anti-cancer effects on human 

hepatocellular carcinoma Hep3B cells.

Methods : Cytotoxicity was assessed by an MTT assay. Apoptosis rate, autophagy and ROS level were detected by 

flow cytometry. The autophagy was also observed by Cyto-ID staining fluorescence microscopy. The expression of 

autophagy, mitophagy and pexophagy regulatory proteins was detected by Western blot analysis.

Results : BGH showed the strongest effect among the three prescriptions in inhibiting Hep3B cell viability, which 

was associated with the induction of apoptosis and autophagy. Autophagy blockers improved cell viability and 
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reduced apoptosis after BGH and DCGT treatments, indicating that autophagy by these prescriptions enhanced 

Hep3B cells against their cytotoxicity. However, MHBRH enhanced the reduction of cell viability and apoptosis by 

autophagy blockers. Induction of autophagy by BGH treatment was associated with mitophagy due to mitochondrial 

dysfunction than DCGT and MHBRH-treated cells. In addition, induction of apoptosis by BGH treatment was 

ROS-dependent and showed the possibility of pexophagy involvement.

Conclusion : Although further studies need to be conducted to study the efficacy and mechanism of accurate 

anticancer activity, the present results will serve as important sources of understanding the mechanism of action of 

herbal remedies prescribed for liver disease as documented in Donguibogam.

Key words : Bigihwan, Daechilgitang, Mokwhyangbinranghwan, liver cancer, apoptosis, autophagy, ROS.

Ⅰ. 서론a)

  간세포 암종(肝癌, hepatocellular carcinoma)은 

간세포에서 유래된 악성 종양으로 암 관련 사망자 원

인의 3 번째를 차지한다 1,2). 간암 환자가 초기 단계로 

진단되고 예후가 좋은 경우 5 년 생존율이 70%를 초

과하지만 대부분의 환자는 후기 단계에서 진단되어 

5 년 생존율은 16% 이하이다 1). 간암 치료에는 수술 

및 보조 화학 방사선 요법이 포함되지만, 환자 종양

의 크기, 간 내 전이의 정도 및 간 기능적 예비성 불

충분성에 따른 외과 치료의 한계가 매우 높다 3). 현

재 미국 Food and Drug Administration 에서 승인

된 간암의 화학 요법 치료에 광범위하게 사용되고 있

는 multikinase inhibitor 인 regorafenib이나 sorafenib

역시 환자에 예후에 따라 치료에 제한적일 뿐 아니라 

항암제 내성과 독성에 의한 다양한 부작용이 보고되

고 있다 4-6). 따라서 항암제의 부작용을 경감시키면서 

독성이 낮은 천연물 유래 간암 치료제의 발굴이 시급

한 상황이며, 이를 위하여 전통적으로 사용되어온 약

제들은 간암 선택적 치료제의 발굴을 위한 중요한 자

원으로 잠재력을 가질 수 있다 7,8). 이러한 측면에서 

간암과 유사하거나 간과 연관된 질병의 치료에 사용

되어 온 몇 가지 처방들의 효능에 대한 재검증이 요

구된다.

  비록 한의학에서 간암의 영역에 대한 명시는 없으

나 현대의학적 관점에서 간암 치료에 적절한 처방전

의 발굴에 따른 과학적인 재해석 및 효과 기전의 규

명은 후보 처방전의 적용 가능성을 위한 자료로서 활

용될 수 있을 것이다. 한의학에서 흉복강 내에 덩이

가 있는 병증인 오적[五積: 간적(肝積), 심적(心積), 

비적(脾積), 폐적(肺積) 및 신적(腎積)]에는 간비종대

(肝脾腫大), 흉복부의 종괴(腫塊) 및 적액(積液)이 포

함된다. 따라서 이러한 오적의 치료에 사용된 처방전

들은 암의 치료를 위한 적용이 가능할 것이다. 특히 

간(肝)과 관련되어 생긴 적(積)을 의미하는 간적(肝積,

또는 肥氣)은 간기(肝氣)가 잘 통하지 못하거나 간(肝)

에 어혈이 몰려서 생기는 간암과 연계성을 가지는 간 

질환의 일종으로 이를 위한 대표적인 처방전이 비기

환(肥氣丸, Bigihwan)이다 9). 그리고 오적(五積)과 장

기의 기능에 장애가 발생하는 병증인 적병(積病)에 사용

되는 처방전으로 대칠기탕(大七氣湯, Daechilgithang)과 

목향빈랑환(木香檳榔丸(Mokwhyangbinranghwan)을 

예로 들 수 있다. 대칠기탕은 따뜻한 성질을 가짐으

로써 한증(寒症)인 적병의 초기에 사용하며, 목향빈랑

환은 찬 성질을 가짐으로써 열증(熱症)인 적병의 후

기에 사용하며, 기체복통(氣滯腹痛), 식적복통(食積腹

痛)에 대표적인 처방이다. 현재까지 연구된 바로는 

비기환이 백혈병, 임파종 및 혈구암 세포에서의 항암

효능 및 신생혈관을 억제하는 효과가 보고된 바 있

다 10,11). 그리고 C6 신경 교질 세포에서 글루타민산염

에 의해 유도된 세포의 죽음을 억제하는 것으로 알려

져 있으며 12), 목향빈랑환은 위장관질환 및 궤양성 보

호에 관한 효능이 밝혀진 바 있지만13), 이들 처방전이

간암세포의 증식에 미치는 연구는 이루어진 바 없다.

  일반적으로 화학 요법에 적용되는 천연물은 합성 

항암제와 마찬가지로 암세포의 증식을 억제할 수 있
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는 다양한 세포 내 신호계의 조절을 표적으로 하고 

있다 14). 그중 공통적으로 광범위하게 적용될 수 있는 

표적이 암세포의 죽음을 유도하여 암세포의 증식을 

차단하는 것이다. 비록 세포의 죽음이 세포사멸

(apoptosis)와 세포괴사(necrosis)로 크게 대별될 수 

있지만, 최근 세포 내 소기관의 중요성과 연관된 세

포 죽음의 경로가 다양하게 세분화되고 있다 15,16). 특

히 특정 형태의 세포 죽음 형식이 암세포의 증식을 

제어하는 측면에서 양면성을 가질 수 있기 때문에 항

암활성을 가지는 후보물질들에 의한 암세포의 증식 

억제를 위한 이들의 경로를 파악하는 것은 무엇보다

도 우선되어야 할 것이다. 따라서 본 연구에서는 상

기에서 서술된 3 가지 처방전에 의한 간암세포의 증

식 억제에 관여하는 apoptosis 유도 과정에 동반될 

수 있는 세포의 죽음 형식에 관한 차이점을 파악하였

다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 비기환, 대칠기탕 및 목향빈랑환 열수 추출물의 

준비

  본 연구에 사용된 비기환[시호(柴胡, 40 g), 황련

(黃連, 28 g), 후박(厚朴, 20 g), 화초(花椒, 16 g), 

감초(甘草, 12 g), 봉아출(蓬莪朮, 10 g), 인삼(人參, 

10 g), 곤포(昆布, 10 g), 조협(皁莢, 6 g), 백복령(白

茯苓, 6 g), 건강(乾薑, 2 g), 파두상(巴豆霜, 2 g) 

및 천오두(川烏頭, 0.8 g)], 대칠기탕[삼릉(三稜), 봉

아출, 청피(靑皮), 진피(陳皮), 길경(桔梗), 곽향(藿

香), 익지인(益智仁), 향부자(香附子), 육계(肉桂), 감

초 각 4 g 과 생강(生薑) 3 쪽 및 대조(大棗) 2 개], 

목향빈랑환[대황(大黃, 160 g), 흑축(黑丑: 맏물가루, 

80 g), 황금(黃芩, 80 g), 목향(木香, 40 g), 빈랑(檳

榔, 40 g), 황련(40 g), 당귀(當歸, 40 g), 지각(枳

殼, 40 g), 청피(40 g), 진피(40 g), 향부자(40 g), 

봉아출(40 g) 및 황백(黃柏, 40 g)]은 동의대학교 한

방병원에서 구입하였다. 각 처방전의 열수 추출물

(water extracts of Bigihwan; BGH, water extracts

of Daechilgithang; DCGT, water extracts of 

Mokwhyangbinranghwan; MHBRH)을 얻기 위하여 

약재 무게의 10 배에 해당하는 증류수로 100℃에서 

3시간 동안 추출하였고, 추출된 물질을 여과지(Whatman

No. 3 filter paper, Whatman International Ltd, 

Maidstone, England)를 이용하여 불순물을 제거하였

다. 각 추출물의 수율은 비기환의 경우 19.42%였으

며, 대칠기탕 및 목향빈랑환은 각각 23.47% 및 

30.43%였다. 여과된 추출물을 동결건조기를 사용하

여 건조 후 분말화하였으며, 100 mg/ml 농도로 증류

수에 녹여 0.2 μm Minisart Syringe filter 로 여과한

후 세포 배양용 배지에 적절히 희석하여 사용하였다. 

2. 세포 배양

  본 연구에서 사용된 Hep3B 간암세포는 American 

Tissue Culture Collection (Manassas, VA, USA)

에서 구입하였고, Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium (DMEM, WelGENE Inc., Daegu, Republic 

of Korea)에 10% fetal bovine serum (FBS), 1% 

penicillin 및 streptomycin (WelGENE Inc.)을 첨가

하여 37℃, 5% CO2 하에서 배양하였다. 

3. 세포 생존율 측정

  비기환, 대칠기탕 및 목향빈랑환 열수 추출물에 의

한 세포독성을 비교하기 위하여 3-(4,5-dimethylthiazol

–2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) 

분석을 실시하였다. 이를 위하여 6 well plate 에 간

암세포를 분주하여 안정화시킨 후에 각 추출물을 적

정 농도로 처리하였다. 24 시간 배양 후 0.5 mg/ml 

MTT 용액(Amresco Inc., Solon, OH, USA)를 첨가

하여 30 분 동안 반응시킨 후, MTT 가 포함된 배지를 

제거하고 dimethyl sulfoxide (DMSO, Amresco 

Inc.)를 첨가하여 생성된 formazan 을 모두 녹이고 

96 well plate 에 200 μl 씩 옮겨서 ELISA reader 

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용

하여 540 nm 에서 흡광도 값을 측정하였다. 아울러 

각 추출물의 처리에 따른 세포의 형태 변화는 도립현

미경(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)을 이용하

여 관찰하였다. 

4. Apoptosis 유도의 정량화

  각 열수 추출물에 의한 apoptosis 유발의 정도를 

비교하기 위하여 annexin V-fluorescein isothiocyanate

(FITC) apoptosis detection kit (BD Biosciences, 

Can Diego, CA, USA)를 사용하였다. 이를 위하여 

각 추출물을 0.5, 1.0 및 1.5 mg/ml 의 농도로 24 시

간 동안 처리 후 phosphate buffered saline (PBS)
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로 세척하고 FITC-annexin V 와 propidium iodide 

(PI)로 암실에서 20분 동안 염색한 후 flow cytometry

(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) 분석을 

실시하였다.

5. Autophagy 유도의 확인

  각 추출물 처리에 의한 간암세포의 apoptosis 유도

가 autophagy 와 연관성이 있는지를 확인하기 위하

여 Cyto-ID® autophagy detection kit (Enzo Life 

Sciences, Inc., Farmingdale, NY, USA)를 사용하

였다. 이를 위하여 각 추출물이 처리된 세포에 assay 

buffer 와 Cyto-ID green stain solution 을 처리하

여 37℃에서 30 분 동안 염색시키고, assay buffer

로 세척한 후 PBS 로 세포를 부유시켜 flow 

cytometry 로 autophagy 유발 정도를 측정하였다. 

또한 동일한 조건에서 배양된 세포들을 대상으로 

Cyto-ID 및 형광현미경(Carl Zeiss)을 이용하여 형

광 강도를 관찰하였다. 

6. 단백질 분리 및 Western blot analysis

  각 추출물이 24 시간 동안 처리된 세포를 PBS 로 

수세 후, lysis buffer [25 mM Tris-Cl (pH 7.5), 

250 mM NaCl, 5 mM ethylenediaminetetraacetic 

acid, 1% nonidet P-40, 1 mM phenymethyl 

sulfonyl fluoride, 5 mM dithiothreitol]를 첨가하

여 4℃에서 30 분간 반응시킨 후 14,000 rpm, 4℃, 

30 분간 원심분리 후 상층액을 얻었다. 단백질 농도

는 Bio-Rad 단백질 정량 시약(Bio-Rad Lab., Hercules, 

CA, USA)을 사용하여 정량하였고, Laemilni sample 

buffer (Bio-Rad Lab.)를 섞어서 loading sample 을 

만들었다. 동량의 단백질을 sodium dodecyl sulphate

(SDS)-polyacrylamide gel 을 이용하여 전기영동 한 

후 polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane 

(Schleicher and Schuell, Keene, NH, USA)으로 

전이시켰고, 5% skim milk 를 30 분 간 처리하고 적

정 1 차 항체(Santa Cruz Biotechnology, Inc. 및 

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)를 

처리하여 4℃에서 over night 시킨 다음 PBS-T 

(PBS with Tween 20)를 사용하여 10 분간 3 번 세척

하였다. 그 후 해당 2 차 항체(Amersham Corp., 

Arlington Heights, IL, USA)를 상온에서 1 시간 

30 분 동안 반응시킨 후 PBS-T 로 10 분간 3 번 세척

하고 암실에서 enhanced chemiluminoesence (ECL) 

solution (Amersham Corp.)을 적용시킨 후 Chemi- 

smart (Vilber Lourmat, France)를 이용하여 분석

하였다.

7. Reactive oxygen species (ROS) 생성의 측정

  각 추출물의 처리에 따른 ROS 생성 양의 측정을 

위하여 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate

(DCF-DA) 염색법을 이용하였다. 이를 위하여 각 추

출물이 1 시간 동안 처리된 세포들을 모아 10 μM 의 

DCF-DA 용액(Molecular Probes Inc., Leiden, 

Netherlands)을 이용하여 37℃, 5% CO2 incubator

에서 20 분 염색시키고 flow cytometer 를 이용하여 

ROS 생성 변화 여부를 조사하였다. 

8. 통계 분석

  모든 실험결과는 평균 ± 표준편차(mean ± standard

deviation, SD)로 표시하였고 Sigma Plot (Systat 

Software Inc., San Jose, CA, USA) Student 

t-test 를 이용하여 통계적 유의성을 얻었다. 모든 통

계처리의 유의성은 p<0.005 수준에서 검증하였다. 

Ⅲ. 결과 

1. Hep3B 간암세포의 증식에 미치는 비기환, 대칠기

탕 및 목향빈랑환 열수 추출물의 영향

  비기환, 대칠기탕 및 목향빈랑환 열수 추출물이 

Hep3B 간암세포의 증식에 미치는 영향을 조사하기 

위하여 3 가지 열수 추출물을 24 시간 처리 후 MTT 

분석을 이용한 세포 생존율을 조사하였다. Fig. 1A

의 결과에서 알 수 있듯이, 3 가지 열수 추출물이 처

리된 Hep3B 간암세포의 생존이 처리 농도 의존적으

로 감소하였으며, 대칠기탕 추출물 처리군에서 세포

독성이 상대적으로 낮게 나타났다. 동일 조건에서 관

찰된 세포의 형태 변화에서 세포질 내에서의 공포 형

성이 대칠기탕 처리군에서 가장 빈번하게 관찰되었으

며, 비기환 추출물 처리군에서는 이러한 현상이 다소 

약하게 관찰되었다(Fig. 1B). 

2. 비기환, 대칠기탕 및 목향빈랑환 열수 추출물에 

의한 Hep3B 간암세포의 apoptosis 유발
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  이상에서 관찰된 3 가지 추출물의 Hep3B 세포 생

존율의 억제가 apoptosis 유발과 연관성이 있는지를 

조사한 결과, 비기환 추출물 처리군에서 apoptosis 

유발 효과가 가장 높게 나타났으며, 대칠기탕 추출물 

처리군에서 apoptosis 유발 빈도가 비교적 낮게 나타

났다(Fig. 2A). 비록 대칠기탕 추출물 처리에 의한 

apoptosis 유발의 빈도는 낮지만, 대존군에 비하여 

유의적인 증가임은 확실하다. 아울러 necrosis 억제

제인 necrostatin-1 이 전처리된 Hep3B 세포에서 3

가지 추출물에 의한 apoptosis 유발의 빈도에는 유의

적인 차이를 보이지 않았다(Fig. 2B). 

3. Hep3B 간암세포의 autophagy 유발에 미치는 비

기환, 대칠기탕 및 목향빈랑환 열수 추출물의 영향

  다음은 Hep3B 세포에서 3 가지 추출물의 처리에 

의한 apoptosis 유발에 autophagy 가 관여하는지의 

여부를 조사하였다. Fig. 3A에 제시된 flow cytometry

결과에서처럼, 대칠기탕 추출물 처리군에서 autophagy

유발 빈도가 가장 높게 관찰되었으며, 비기환 추출물 

처리군에서 autophagy 가 거의 유발되지 않았다. 아

울러 Cyto-ID 를 이용한 형광 현미경적 관찰에서도 

이와 유사한 결과를 보여주었으며(Fig. 3B), autophagy

유발에 관여하는 microtubule-associated protein 1 

light chain 3 (LC3)-II 의 발현 또한 대칠기탕 추출

물 처리군에서 가장 높게 나타났다(Fig. 3C). 이러한 

autophagy 유발이 apoptosis 유도에 어떠한 역할을 

하는지를 조사하기 위하여 autophagy 저해제인 

bafilomycin A1 (BA1)과 3-methyldenine (3MA)를 

1 시간 전처리 후 3 가지 추출물을 24 시간 처리하여 

apoptosis 유발 정도를 비교하였다. Fig. 3D 에 나타

낸 결과에 의하면, 대칠기탕 추출물에 의한 apoptosis 

유발은 autophagy inhibitor 에 의하여 감소된 반면, 

목향빈랑환 추출물 처리에 의한 apoptosis 유발의 빈

도는 증가되었다. 

4. Hep3B 간암세포에서 mitophagy 및 pexophagy 

조절인자들의 발현에 미치는 비기환, 대칠기탕 및 

목향빈랑환 열수 추출물의 영향

  Hep3B 세포에서 3 가지 추출물의 처리에 의한 

apoptosis 유발에 mitophagy 가 동시에 관여하는지

를 조사하기 위하여 대표적인 mitophagy 조절 단백

질인 Parkin 과 serine/threonine kinase phosphatase

and tensin homolog (PTEN)-induced putative 

kinase 1 (PINK1)의 발현에 미치는 3 가지 추출물의 

영향을 조사하였다. Fig. 4A 의 immunoblotting 결

과에서 알 수 있듯이, 3 가지 추출물이 처리된 세포

에서 Parkin 의 발현은 큰 변화가 나타나지 않았으

나, PINK1 의 발현은 비기환과 대칠기탕 처리 농도 

증가에 따라 다소 감소된 반면, 목향빈랑환 추출물 

처리군에서는 다소 증가되었다. 반면 pexophagy 유

발 조절 단백질인 peroxin (PEX) 5 의 발현은 비기

환과 목향빈랑환 추출물 처리군에서 감소된 반면, 대

칠기탕 처리군에서는 처리 농도 의존적으로 다소 증

가되었으며, peroxisomal membrane protein of 70 

kDa (PMP70)의 발현은 처리군 전체에서 약간 상승

된 경향성을 보였다. 

5. Hep3B 간암세포의 ROS 생성에 미치는 비기환, 

대칠기탕 및 목향빈랑환 열수 추출물의 영향

  비기환, 대칠기탕 및 목향빈랑환 열수 추출물에 의

한 Hep3B 간암세포의 증식 억제에 ROS 생성이 관여

하는지를 조사하기 위하여 DCF-DA 염색을 통한 

flow cytometry 분석을 실시하였다. Fig. 4B 의 결

과에서 알 수 있듯이, ROS 의 생성은 3 가지 추출물

의 처리에 따라 농도 의존적으로 모두 증가하였으나, 

비기환 추출물 처리군에서 가장 높게 나타났다. 

ROS 의 생성이 가장 높게 나타난 비기환 추출물 처

리군에서 ROS 의 생성이 Hep3B 간암세포의 증식 억

제에 직접 관여하는지의 여부를 조사하기 위하여 

ROS 의 생성을 N-acetyl-L-cysteine (NAC) 처리에 

의하여 인위적으로 차단한 결과(Fig. 5A), 비기환 추

출물에 의한 생존력의 감소와 apoptosis 유발이 유의

적으로 억제되었다(Fig. 5B 및 C). 

Ⅳ. 고찰

  본 연구에서는 Hep3B 간암세포의 미치는 비기환, 

대칠기탕 및 목향빈랑환 열수 추출물의 영향을 조사

하였다. 먼저, MTT 분석의 결과에 의하면 3 가지 열

수 추출물 중에서 비기환 및 목향빈랑환 추출물 처리

군에서 대칠기탕 추출물 처리군에 비하여 항암활성이 

높게 나타났다(Fig. 1A). 이러한 Hep3B 세포의 증식 

억제는 necrosis 가 아닌 apoptosis 유발과 연관성이 

있었으며, 비기환 추출물 처리군에서 apoptosis 유발
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이 가장 높게 나타났음을 flow cytometry 분석의 결

과로 알 수 있었다(Fig. 2). 아울러 전형적인 autophagy

가 유발된 세포의 세포질 내에서 관찰되는 공포 형성

의 빈도는 대칠기탕, 목향빈랑환, 비기환 추출물 순으로 

높게 관찰되어 3 가지 추출물 처리에 의한 apoptosis 

유발에는 autophagy 가 관여할 가능성을 보여주었다

(Fig. 1B). 

  Autophagy 는 세포 내에서 불필요하거나 기능이 

손상된 세포 성분을 제거하거나 재활용에 관여한다
17,18). 이는 분해 대상 성분들이 세포 내의 다른 성분

들과는 격리되도록 이중막에 둘러싸여 자가소화포

(autophagosome)이 형성하여 라이소좀과 융합되는 

단계를 포함한다 19,20). Autophagy 가 일어나는 동안 

LC3-I 는 LC3-II 로 가공되어 autophagosome 막으

로 전위되고, ubiquitin-like protein conjugation

이라는 Atg (autophagy related gene) 계열 단백질

들이 막에 부착되는 현상이 동반된다. 이러한 근거로 

LC3-II 의 발현 증가는 autophagy 유도의 핵심적인 

지표로 활용된다 17,21). 따라서 3 가지 추출물 처리에 

따른 apoptosis 유발에 autophagy 가 동반되는지를 

Cyto-ID 를 이용하여 조사한 결과, 대칠기탕 추출물 

처리군에서 autophagy 유발의 빈도가 가장 높게 나

타났으며 비기환 추출물 처리군에서 가장 낮게 관찰

되어 형태적 변화의 결과와 매우 일치하였다(Fig. 

3A). 아울러 형광현미경을 이용한 결과에서도 flow 

cytometry 에 의한 이러한 결과와 잘 일치되었다

(Fig. 3B). 아울러 LC3-II 의 발현도 비기환 및 목향

빈랑환 처리군에 비하여 대칠기탕 추출물 처리군에서 

가장 높게 나타났다(Fig. 3C). 따라서 3 가지 처방전

에 의한 Hep3B 세포의 증식억제에는 autophagy 가 

관여하고 있음을 알 수 있다.

  다음은 이상에서 관찰된 3 가지 추출물 처리에 의

한 autophagy 의 유도가 Hep3B 세포의 증식억제에 

어떠한 역할을 하는지를 조사하기 위하여 autophagy 

저해제가 존재하는 조건에서 각 추출물 처리에 의한 

apoptosis 유발 빈도를 조사하였다. 본 연구에 사용

된 autophagy 저해제인 BA1 는 autophagy 후기의 

autolysosome 형성을 억제하며, 3MA 는 autophagy 

초기의 phosphoinositide 3-kinase III complex 를 

억제하는 작용을 한다 22-24). Fig. 3B 의 결과에서 알 

수 있듯이, 목향빈랑환 추출물 처리에 의한 apoptosis

유발의 빈도는 autophagy 저해제가 존재하는 조건에

서 증가되었지만, 대칠기탕 추출물에 의한 apoptosis 

유발은 감소되었다. 잘 알려진 바와 같이, 특정 상황

에 처한 세포에서 autophagy 는 apoptosis 유도를 

촉진하거나 억제하기 위한 수단으로 해석될 수 있다. 

따라서 이러한 결과는 비기환 및 대칠기탕 추출물 처

리에 의한 autophagy는 증식억제와 연관된 apoptosis

유발에 관여하며, 목향빈랑환 추출물에 의한 autophagy

는 세포의 생존을 위한 과정으로 유추할 수 있다. 

Autophagy 가 세포의 손상된 부분이나 수명이 다한 

세포 내 기관들을 기본적인 단위로 재활용하는 포괄

적인 내용이라면, mitophagy 는 에너지 생성을 책임

지는 부분인 mitochondria 의 재활용 과정을 의미하

는 더 구체적인 세포 내 활동이다. 즉 autophagy 에 

의한 mitochondria 의 선택적 분해 과정으로 손상된 

mitochondria 의 제거 과정이다 25,26). 본 연구의 결

과에 의하면, serine-threonine kinase 의 일종으로 

mitophagy 에 중심적으로 관여하는 조절자인 PINK1

의 발현 25,27)이 비기환과 대칠기탕 추출물 처리군에

서 대조군에 비하여 큰 감소를 보여주었으나, 목향빈

랑환 추출물 처리군에는 다소 증가하였다. 그리고, 

E3 ubiquitin ligase 에 해당하는 또 다른 mitophagy 

조절 인자인 Parkin 의 발현 27,28)은 3 가지 추출물이 

처리된 Hep3B 세포에서 큰 변화가 관찰되지 않았다

(Fig. 4A). 비록 이들 단백질의 발현 변화만으로 결

론짓기는 어려우나, 3 가지 추출물 중, 대칠기탕 추출

물 처리에 의한 Hep3B 세포에서의 apoptosis 유도에

는 mitochondria 기능 손상에 따른 mitophagy 가 

다른 2 가지 추출물 처리군에서 보다 더 관여하는 것 

같다.

  한편 purine 의 이화 작용, 지방산의 베타 산화, 

담즙산 합성 및 에테르 인지질 합성을 위한 주요 대사가 

일어나는 peroxisome 은 대부분의 진핵생물에서 발

견되는 세포 내 소기관의 하나이며, peroxisome 효

소들은 다양한 신호에 대한 대사 반응의 조절에 관여

한다 29,30). 또한, peroxisome 은 ROS 및 반응성 질

소종(reactive nitrogen species)의 생성 및 소거를 

위한 중요한 산화 환원 조절 소기관이다 31,32). 다른 

세포 내 소기관과 마찬가지로 peroxisome 은 비정상

적인 병리학적 상황을 차단하기 위해 적절한 수와 크

기 및 기능을 유지하기 위해서는 peroxisome 의 

biogenesis가 엄격하게 조절되어야 한다33,34). 따라서

peroxisome을 표적으로 하는 pexophagy는 peroxisome과 
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연관된 질환에서 peroxisome 의 항상성 유지에 중요

한 역할을 하는 선택적 분해에 대한 이화적인 과정이

며, pexophagy 에 대한 몇몇 주요 조절인자들이 최

근 확인되었다. Peroxisome 의 biogenesis 의 중요한 

역할을 하는 PEX 단백질은 30 여 종 알려져 있으며, 

이들은 peroxisome 기질로의 PMP 이동을 조절함으

로서 정상적인 peroxisome 의 기능 유지를 필수적이

다 35,36). 그중 PEX5는 peroxisome 막의 peroxisomal

targeting signals (PTSs) 수용체에 결합하여 peroxisome

biogenesis 에 요구되는 단백질들을 peroxisome 기

질로 이동하는데 관여한다 35,37). 본 연구의 결과에 의

하면 3 가지 추출물이 처리된 Hep3B 세포에서 

PMP70 의 발현에는 큰 변화가 없었다(Fig. 4A). 그

러나 비기환 및 목향빈랑환 추출물이 처리된 세포에

서는 PEX5 의 발현이 현저하게 저하되었으나, 대칠

기탕 추출물 처리군에서는 다소 증가하거나 감소되는 

경향성은 보이지 않았다. 따라서 비기환 추출물 처리

에 의한 Hep3B 세포의 증식 억제에는 pexophagy가 우

세하게 작용하고, 대칠기탕의 경우 autophagy 유도

와 연관성이 큼을 알 수 있다. 비록 목향빈랑환 추출

물의 경우에도 pexophagy 가 관여할 가능성을 보였

으나, pexophagy 에 대한 반응성이 다른 점을 고려

할 경우, 비기환 및 대칠기탕 추출물 처리군과는 차

이가 있음은 확실하며, 이에 대한 추가 연구가 요구

된다.

  정상적인 호흡 과정에서 생성되는 적정 수준의 

ROS 는 세포의 기능 유지를 위한 신호분자로 작용하

지만, 항산화 시스템의 파괴나 과도한 ROS 의 축적

은 세포 내 구성물들의 산화적 변형을 통한 세포의 

죽음을 유도할 수 있다 38,39). 특히, mitochondria 는 

ROS 의 생성을 담당하는 주요 세포 내 소기관이면서 

apoptosis 유도를 위한 ROS 의 주요 표적이기도 하

다 40,41). ROS의 과도한 생산으로 인한 mitochondria 

내부 막에서 호흡기 사슬의 기능 상실을 초래하여 에

너지 대사를 교란하며, mitochondria 기능 장애에 

의한 mitochondria 막 전위(mitochondrial membrane

potential)의 소실은 cytochrome c 를 세포질로 유리

시켜 intrinsic apoptosis 경로의 활성을 개시한다
42,43). 따라서, 세포 내 ROS 생성을 증가시키는 것은 

intrinsic apoptosis 경로의 활성화를 통해 암세포를 

사멸시키기 위한 이상적인 메커니즘 중 하나로 여겨

진다 39,40). 따라서 3 가지 추출물 처리에 따른 Hep3B 

세포의 증식 억제 및 apoptosis 유도에 ROS 생성이 

관여하는지를 조사하였으며, 비기환 추출물이 처리된 

Hep3B 세포에서 ROS 의 생성이 가장 높게 났다

(Fig. 4A). 이는 아마도 비기환 추출물 처리군에서 

pexophagy 가 높게 나타났던 것과 연관성이 있는 것

으로 생각된다. 이러한 비기환 추출물 처리에 의한 

ROS 의 과다 축적이 Hep3B 세포의 증식 억제와 

apoptosis 유도에 직접 관여하는지를 조사한 결과, 

ROS 의 생성을 인위적으로 차단하였을 경우, 비기환 

추출물 처리에 의하여 감소되었던 세포의 증식율이 

대조군 수준으로 회복이 되었으며, apoptosis 유도의 

빈도도 현저하게 감소되었다(Fig. 5). 이러한 결과는 

비기환 추출물 처리에 의한 Hep3B 세포의 증식억제

와 apoptosis 유도에 ROS 의존적으로 이루어짐을 의

미하는 것이며, apoptosis 유도에는 mitochondria 

기능 장애와 연관된 intrinsic apoptosis 경로의 활

성화가 관여하였을 것으로 추정된다. 그러나 대칠기

탕 및 목향빈랑환 추출물 처리군에서는 유의성의 

판단이 어려웠다. 이는 아마도 두 추출물에 의한 

apoptosis 유발 빈도가 낮기 때문이라 추정된다. 

이상의 결과에서 알 수 있듯이, 본 연구에서 사용된 

3 가지 처방전에 대한 Hep3B 간암세포에 대한 항암

활성은 비기환 추출물에서 가장 높게 나타났으며, 이

는 오적과 적병에 사용되어 온 대칠기탕과 목향빈랑

환 보다 비기환이 간적에 사용되어온 처방이란 점과

도 연계된다 9). 아울러 ROS 의 생성 증가와 연관된 

mitochondria 기능 손상에 의한 mitophagy 활성 또

는 pexophagy 가 관여할 가능성도 비기환 추출물 처

리군에서 높게 나타났다. 그리고 비기환 추출물뿐 만 

아니라 대칠기탕 추출물 처리에 의한 autophagy 는 

apoptosis 에 의한 세포의 죽음에 기여하였을 것으로 

추정된다. 또한 목향빈랑환 처리군에서 관찰되는 

autophagy 는 Hep3B 세포의 증식억제 및 apoptosis 

과정에서 세포의 생존을 위한 과정으로 해석된다. 그

러나 이들 3 가지 추출물에 대한 Hep3B 세포의 서로 

다른 반응에 대한 연구는 추가적으로 더 조사되어야 

할 것이며, 이러한 결과들은 간 기능 손상과 연관된 

처방전들의 기전을 이해하기 위한 기초 자료로서 활

용될 것이다.
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V. 결론

  본 연구의 결과에 의하면 조사된 3 가지 처방전의 

열수 추출물 중에서 비기환 추출물이 대칠기탕과 목

향빈랑환 추출물에 비하여 Hep3B 간암세포에 대한 

항암활성이 가장 높게 나타났다. 이들의 항암활성은 

necrosis 가 아닌 apoptosis 및 autophagy 유도와 

연관성이 있었고, 비기환 및 대칠기탕 추출물 처리에 

의한 autophagy 는 apoptosis 유발에 관여하며, 목

향빈랑환 추출물에 의한 autophagy 는 세포의 생존

을 위한 과정으로 나타났다. 그리고 비기환 추출물 

처리에 의한 apoptosis 유도에는 mitochondria 기능 

손상에 따른 mitophagy 가 다른 2 가지 추출물 처리

군에서 보다 더 유도되었다. 아울러 비기환 추출물 

처리에 의한 Hep3B 세포의 apoptosis에는 pexophagy

가 관여할 가능성을 보여주었으며, ROS 의 생성도 

비기환 추출물 처리군에서 가장 높게 나타났다. 또한 

비기환 추출물의 항암활성은 ROS 의존적인 현상임을 

확인하였다. 현재까지 항암활성을 지니는 약물에 의

한 암세포의 죽음에서 apoptosis 와 autophagy 유도 

사이에서의 연계성은 여전히 논란의 여지가 있다. 특

히 세포의 운명 조절에서 autophagy 가 apoptosis 를 

촉진시키거나 억제할 수 있다는 측면에서 항암제 발

굴의 중요한 표적임은 확실하다. 이 과정에서 

mitophagy 와 pexophagy 의 연관성 또한 해결해야 

할 문제이다. 따라서 이들 처방전에 의한 간암세포의 

apoptosis 유도에 동반된 autophagy 가 mitophagy

와 pexophagy 와의 어떤 연계성이 있는지를 밝히는 

연구는 지속적으로 이루어져야 할 것이다. 본 연구의 

결과는 이러한 추가 연구를 통하여 간암과 연관된 전

통 처방전의 효능과 기전을 이해하기 위한 기초 자료

로서 활용될 것이다.
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Fig. 1. Effects of water extracts of Bigihwan (BGH), Daechilgitang (DCGT) and Mokwhyangbinranghwan

(MHBRH) on the cell viability of Hep3B hepatocellular carcinoma cells. Hep3B cells were 

treated with different concentrations of BGH, DCGT and MHBRH for 24 h. (A) Cell viability 

was assessed by the MTT assay. Each bar represents the mean ± SD of three independent 

experiments (*p<0.005 compared to control). (B) Morphological changes of Hep3B cells were 

observed by a phase-contrast microscope. Representative photographs of the morphological 

changes are presented. 

Fig. 2. Effects of BGH, DCGT and MHBRH on the induction of apoptosis in Hep3B cells. (A) After 

treatment with the indicated concentrations of BGH, DCGT and MHBRH for 24 h, the cells 

were collected, fixed, and stained with annexin V-FITC and PI for flow cytometry analysis. 

(B) The cells were pretreated with or without 60 μM necrostatin-1, a pharmacological 

inhibitor of necrosis, for 1 h, before 1.5 mg/ml BGH, DCGT and MHBRH treatment for 24 h. 

The percentages of apoptotic cells were determined by expressing the numbers of Annexin V+ 

cells as percentages of all the present cells.(AandB)The results are presented as the mean ± 

SD of three independent experiments (*p<0.005 compared to control; N.S., not significant). 
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Fig. 3. Effects of BGH, DCGT and MHBRH on the induction of autophagy in Hep3B cells. Cells were 

treated with different concentrations (A and C) or 1.5 mg/ml (B) BGH, DCGT and MHBRH (C) 

for 24 h. (A) The cells were stained by the Cyto-ID autophagy detection kit and analyzed 

using the green (FL1) channel of the flow cytometer. (B) Hoechst 33342 staining (blue) 

indicates nucleus and Cyto-ID green staining (green) autophagy status. (C) The equal 

amounts of proteins were subjected to Western blot analysis using anti-LC3 antibody and an 

ECL detection system. Actin was used as an internal control. (D) Cells were pretreated with 

0.5 μM BA1 or 0.5 mM 3MA 1 h prior to BGH, DCGT and MHBRH treatment for 24 h. The 

percentages of apoptotic cells were determined by expressing the numbers of Annexin V+cells 

as percentages of all the present cells. The results are presented as the mean ± SD of three 

independent experiments (*p<0.005 compared to control; #p<0.005 compared to BGH-, DCGT- 

or MHBRH-treated cells).
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Fig. 4. Effects of BGH, DCGT and MHBRH on the expression of mitophagy and pexophagy regulatory 

proteins in Hep3B cells. (A) After treatment with the indicated concentrations of BGH, DCGT 

and MHBRH for 24 h, the equal amounts of proteins were subjected to Western blot analysis 

using the indicated antibodis and an ECL detection system. Actin was used as an internal 

control. (B) After treatment with the indicated concentrations of BGH, DCGT and MHBRH for 

1 h, the medium was discarded and the cells were incubated with medium containing 

DCF-DA. ROS generation was measured using flow cytometry. Each bar presents the mean ± 

SD of three independent experiments (*p<0.005 compared to control).

Fig. 5. Effects of ROS generation on the apoptosis induced by water extracts of BGH in Hep3B cells. 

The cells were pre-treated with or without 10 mM NAC for 1 h before 1.5 mg/ml BGH treatment 

for 1 h (A) or 24 h (B and C). (A) The cells were incubated for 20 min with medium containing 

DCF-DA and then ROS generation was measured using flow cytometry. (B) Cell viability was 

assessed by the MTT assay. (C) The percentages of apoptotic cells were determined using flow 

cytometry by expressing the numbers of Annexin V+cells as percentages of all the present cells. 

The results are presented as the mean± SD of three independent experiments (*p<0.005 

compared to control; #p<0.005 compared to BGH-treated cells).


