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위령탕 혼합단미연조엑스의 항염증 효과
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Anti-inflammatory Effects of Wiryeong-tang Mix Soft Extract
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National Institute for Korean Medicine Development

ABSTRACT
Objectives : Wiryeong-tang (WRT) is a traditional herbal medicine used to treat kidney-related diseases. However, the 

anti-inflammatory and anti-gastritis effect of Wiryeong-tang was not well known. Therefore, we experimented to confirmed 
the anti-inflammatory and anti-gastritis effects of Wiryeong-tang.

Methods : The RAW 264.7 cells were pre treated with Wiryeong-tang mix soft extract (WRT-mse;　50, 100 and 200 ㎍/mL) 
for 1 hrs, and then incubated with lipopolysaccharide (LPS; 500 ng/mL). Cell viability was measured by the MTT method, 
and nitric oxide (NO) was measured with griess reagent. In addition, pro-inflammatory cytokines were measured by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). For 
anti-gastritis effect in vivo, acute gastritis was induced using 150 mM HCl/60% ethanol used ICR mice. WRT-mse (133 
mg/kg) was pre treated for 3 days and then treated with 150 mM HCl/60% ethanol 1 hrs later. Then gastritis was 
observed and inflammatory cytokines in the gastric tissue was measured.

Results : The 8 marker components of the WRT-mse were determined by simultaneous analysis using HPLC. WRT-mse 
was not toxic and inhibited pro-inflammatory cytokines such as IL-1β, IL-6 and TNF-α at NO production, protein and 
mRNA levels. Also, it was confirmed that WRT-mse improved bleeding and edema in gastritis, and suppresses 
inflammatory cytokines.

Conclusion : In summary, our results suggest that the treatment of the WRT-mse reduced and improved the 150 mM 
HCl/60% ethanol induced acute gastritis and the inflammation caused by LPS stimulation in RAW 264.7 cells. Therefore, 
this study may provide useful drug or clinical evidence for WRT-mse to prevent inflammation.
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Ⅰ. 緖論1)

  염증은 감염이나 상처로 인한 생체조직 내에서 방
어기전으로 작용할 뿐 아니라 병리 생화학적 반응으
로 염증매개물질을 분비하여 신체를 보호하는 보호기
전이다1,2). 염증의 진행은 inflammatory cell들의 과
도한 반응으로 염증성 사이토카인들에 의해 염증반응
이 일어나고, 류마티스 관절염, 패혈증과 같은 질환
들이 나타난다3,4). 따라서 염증질환을 치료하는데 있
어 염증반응을 억제하는 것은 중요한 목표가 된다. 
  그람 음성균의 외막성분으로 알려진 Lipopolysaccharide 
(LPS)는 대식세포에 존재하는 Toll-like receptor 4 
(TLR4)와 결합하게 되며5,6), 감염초기에 반응하며 숙
주 방어에 주요 역할을 한다7-9). RAW 264.7 대식세
포에서 LPS의 자극으로 활성화된 대식세포에서 염증
관련 연구에 많이 사용되는 모델로써, 과도한 LPS의 
자극은 대식세포에서 Interleukin (IL)-1β, IL-6 및 
tumor necrosis factor-α (TNF-α)와 같은 사이토
카인과 nitric oxide (NO), prostaglandin E2 
(PGE2)등 염증매개물질을 분비시킨다7-10). 
  위장 질환은 세계 인구의 4~5% 정도가 평생동안 
한 번 이상 겪게 되는 흔한 질환이다11). 위염의 주요 
발병원인은 Helicobacter pylori균 감염, 불규칙한 
식습관, NSAID (non-steroid anti-inflammatory 
drugs), 스트레스, 알코올 등이 있다12,13). 정상적인 
위 점막상태에서의 방어기전은 공격인자들로부터의 
보호하지만, 위 점막의 손상이 발생하여 방어인자가 
약해지면 부종, 출혈, 발적 등의 증상이 나타나게 되
는데 이러한 증상을 위염이라 한다14). 염산/알코올을 
이용한 동물실험 모델은 직접적인 위의 손상으로 위

벽의 출혈과 같은 손상을 관찰할 수 있다15). 
  위령탕은 평위산과 오령산의 합방한 처방으로 감
초, 계지, 대조, 백출, 생강, 저령, 적복령, 진피, 창
출, 택사, 후박, 백작약 등 총 12종의 약재로 구성되
어 있다16,17). 위를 조화시키고 기를 화평하게 하는 
처방으로 동의보감에 기록되어 있으며 복통을 동반한 
급 만성 설사와 대장염, 소변불리 등에 사용되었다
17,18). 이러한 위령탕은 고지혈증, 신장염19) 및 당뇨병
성 신장손상18) 에 대한 효과가 있다는 보고가 되어있
다. 이와 같이 위령탕에 대한 선행연구가 보고되었으
나 LPS로 유도된 마우스 대식세포에서 항염증반응 
및 염산/에탄올을 이용한 위염 모델에 대한 연구는 
진행되지 않았다. 
  이에 본 연구에서는 위령탕의 제형개발과 함께 항
염증 및 항위염에 대한 효과를 확인하고자 위령탕 혼
합단미연조엑스를 개발하여 LPS로 유도한 대식세포
에서 NO, 전염증성 사이토카인의 발현 및 염산/에탄
올을 이용한 위염 모델에서 위점막의 개선효과를 조
사하여 유의성 있는 결과를 확인하였기에 보고하는 
바이다. 

Ⅱ. 재료 및 방법
1. 재료
 1) 약재
  본 연구에 사용된 위령탕의 한약재 구성 및 용량은 
Table 1과 같다. 이 한약재들은 동일약업사 (Daegu, 
Korea)에서 구입하여 전문가의 감별 후 사용되었다. 
위령탕의 구성 한약재들의 표본은 한국한의약진흥원 
한의기술R&D2팀의 한약재보관실에 보관하였다. 
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Table 1. Composition of Wiryeong-tang
Name Amount(g) Yield(%) Soft extract(g) Solid content(%)

Glycyrrhiza uralensis Fischer 0.63 16.9 0.24 45.0
Cinnamomum cassia Presl 0.63 3.2 0.07 30.0

 Zizyphus jujuba MILL 0.67 36.4 0.49 50.0
Paeonia lactiflora PALL 1.25 17.0 0.43 50.0

Atractylodes japonica Koidzumi 1.25 23.0 0.48 60.0
Zingiber officinale ROSCOE 0.50 3.5 0.12 15.0
Polyporus umbellatus Fries 1.25 1.7 0.14 15.0

Poria cocos Wolf 1.25 1.0 0.03 50.0
Citrus unshiu MARKOVICH 1.25 20.0 0.50 50.0

Atractylodes chinensis Koidzumi 1.25 24.0 0.46 65.0
Alisma canaliculatum ALL. BR. et BOUCHE 1.25 10.3 0.23 55.0

Machilus thunbergii S. et Z. 1.25 5.0 0.14 45.0
Total amount 12.43 3.33

 2) 시약
  연조엑스 제조를 위한 sodium-benzoate, β-cyclodextrin, 
xylitol 및 CMC-Na는 ㈜화원약품 (Seoul, Korea)에
서 구입하여 사용하였다.
  시료 전처리 및 HPLC 분석을 위해 아세토니트릴
과 메탄올은 액체크로마트그래피용 (J.T. Baker, 
USA)으로 구입하였으며, phosphoric acid는 Junsei 
(Japan)에서 구입하여 사용하였다. 
  표준물질로 사용된 5-hydroxymethylfurfural, 3,4- 
dihydroxybenzaldehyde, paeoniflorin, hesperidin, 
cinnamic acid, glycyrrhizic acid, 6-gingerol 및 
honokiol은 Sigma Chemical Co. (USA)에서 구입하
였으며, YMC C18 (5 , 4.6×250 mm, phenomenex, 
Torrance, CA, USA) column으로 분리하였다.  
  세포배양을 위해 DMEM/high glucose (DMEM), 
fetal bovine serum (FBS), penicillin-streptomycin은 
Hyclone (Logan. UT, USA), lipopolysaccharide 
(LPS), ehtanol, chloroform, griess reagent는 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하
였다. 사이토카인의 검출을 위한 enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA) kit는 R&D system 
(Minneapolis, MN, USA)에서 구입하여 사용하였다. 
RNA 추출 및 DNA 합성 키트는 각각 Takara 
(Shiga, Japan)에서, cDNA 합성과 PCR에 사용한 
모든 시약은 iNtRON (Seongnam, Korea)에서 구입
하여 사용하였다. 
  동물실험을 위한 hydrochloric acid은 Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd. (Osaka. Japan)에서 구
입하였다.

 3) 위령탕 혼합단미연제엑스의 제조
  위령탕 혼합단미연조엑스를 제조하기 위해 Table 1
과 같이 구성약재별로 각각의 중량의 10배에 해당하
는 정제수를 넣고 100℃에서 3시간 추출 여과 후, 농
축하여 각각의 연조엑스 (soft extract)를 얻은 후 구
성 한약재의 비율에 따라 혼합하여 혼합단미연조엑스
를 얻었다. 혼합비율은 Table 2와 같다. 
Table 2. Composition contents of Wiryeong-tang 
mix soft extract

Name Content(g) Ratio(%)
Wiryeong-tnagsoft extract 3.330 41.62

Sodium benzoate 0.005 0.06
β-Cyclodextrin 0.400 5.00

Xylitol 0.400 5.00
CMC-Na 0.064 0.80

D.W 3.801 47.52
Total amount 8.000 100

 4) 세포배양
  RAW 264.7 세포는 마우스 대식세포주로 한국세포
주은행 (KCLB : Seoul, Korea)으로부터 분양받았다. 
세포배양을 위해 10% fetal bovine serum (FBS)와 
1% penicillin-streptomycin을 첨가한 DMEM/high 
glucose 배지를 사용하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 
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조건에서 배양하였다. 
 
 5) 실험동물
  ICR 마우스 6주령 수컷 30마리를 중앙실험동물에
서 구입하여 1주일 동안 한국한의약진흥원 동물실험
실 환경에 적응시킨 후 실험에 사용하였다. 동물 사
육조건은 conventional system으로 온도 23 ± 2℃, 
습도 50 ± 5%, 명암주기 (light : dark cycle)는 12
시간 주기로 조절하였다. 고형사료와 물을 충분히 공
급하였다. 

2. 방법
 1) 시료 및 제조
  효능평가를 위해 50% DMSO에 위령탕 제제를 100 
mg/mL로 맞춘 후 0.2 ㎛ membrane 여과 후 시료
로 사용하였다. 

 2) 성분분석
  지표물질의 8종은 methanol을 용매로 1 mg/mL의 
농도로 제조하여 4℃에 보관하였다. 각 지표물질을 
혼합하여 100 ㎍/mL 농도로 희석하여 표준액으로 사
용하였다. 위령탕 혼합단미연조엑스 1회 해당량을 칭
량한 후 100 mL의 50% methanol을 첨가하여 30분
간 초음파 추출한 후 원심분리된 상층액을 0.2  
membrane으로 여과 후 검액으로 사용하였다. 유속 
1.0 mL/min으로 하였고 시료 주입량은 10 μL였다. 
8종 지표성분의 검출은 PDA검출기로 280 nm의 파
장으로 분석하였다. 이동상은 Table 3과 같이 기울기 
용매 조건으로 최적의 분리조건을 확립하였다. 
Table 3. Solvent gradient conditions for HPLC-PDA 

analysis
Time (min) Solvent A＊ Solvent B＋

0 95 5
10 95 5
15 87 13
50 68 32
75 25 75
80 25 75

＊A : 0.05% H3PO4 in water  ＋B : 0.05% H3PO4 in 
acetonitrile

 3) 세포실험
  RAW 264.7세포에서 염증의 유발로 인한 항염증 
실험을 진행하기 위해 위령탕 혼합단미연조엑스 (50, 

100 and 200 ㎍/mL)와 dexamethasone (10)을 LPS
처리 1시간 전에 전처리하였으며, LPS는 위령탕 연
조엑스와 dexamethasone을 처리 1시간 후 처리하여 
6 그리고 24시간 배양하여 실험을 진행하였다.

 4) MTT 분석
  RAW 264.7 cell의 세포 생존율은 MTT 환원으로 
인한 미토콘드리아 탈수소 효소에 의해 자주빛 formazan 
생성물을 측정하는 MTT 분석법을 사용하였다. 위령
탕 혼합단미연조엑스를 여러 가지로 농도로 처리하였
으며, 24시간 동안 배양하였다. 5 mg/mL의 농도로 
MTT용액을 첨가하여 30분 동안 배양하였다. MTT- 
formazan의 생성물은 DMSO를 첨가하여 용해하였
다. Formazan의 양은 용해액을 96 well plate에 
loading 후, 540 nm에서 흡광도로 측정하였다. 세포
의 생존율은 어떠한 처치도 가하지 않은 control cell
과의 비율로 나타내었다. 

 5) Nitric oxide (NO) 농도의 측정
  세포의 상층액을 획득하여 96 well plate에 loading한 
다음 griess reagent를 이용하여 측정하였다. 570 
nm에서 흡광도로 측정하였다. NO 생성량을 백분율
로 나타내었다. 

 6) Cytokine 측정
  세포 상층액에서 전염증성 사이토카인의 염증매개
물질은 ELISA법으로 정량하였다. 

 7) Total RNA 추출
  세포를 포집하여 RNA iso reagent 500 μL을 이
용하여 세포를 포집한 후, 200 μL의 chloroform용
액을 가하고 잘 썩어준 뒤 15,000 rpm에서 15분간 
원심분리하여 상층액을 취한다. 그 후 isopropanol과 
1:1 로 섞은 후 10분간 상온보관후 15,000 rpm에서 
10분간 원심 분리하여 상층액을 버리고 남은 침전물
을 80% ethanol로 2회 씻은 후 침전물을 건조시켰
다. 그리고 침전물에 DEPC 처리한 증류수를 15 μL씩 
넣어 RNA를 용해시켜 정량하였다. RNA는 Maxime RT 
premix kit (iNtRON, Seongnam, Korea)를 이용하
여 cDNA를 합성하였고 유전자 증폭을 위해 특정 
primer를 넣고 각 primer에 따른 PCR 조건에 따라 
실시하였다. 사용한 primer는 다음과 같다. 
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IL-1β F : 5’-TCATTACACAGGACAGGTAT-3’
R : 5’-CATTAACAACTGCACTACA-3’

IL-6 F : 5’-CCGGAGAGGAGACTTCACAG-3’
R : 5’-GGAAATTGGGGTAGGAAGGA-3’

TNF-α F: 5'-GGCAGGTCTACTTTGGAGTC-3'
R: 5'-ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCGG-3'

GAPDH F : 5’-CAACTCCCACTCTTCCACCT-3’
R : 5’-CTTGCTCAGTGTCCTTGCTG-3’

  각 DNA는 1.5% agarose gel에 전기영동시킨 후 
UV 검출기로 확인하였다. 

 8) 150 mM HCl/60% ethanol 유도 급성 위염
  ICR 마우스를 군당 6마리씩 3그룹으로 구분하여 
실험을 실시하였다. 위점막 손상 유발 실험 24시간 
전부터 절식시킨 후, 실험 전에 정상군과 위점막 손
상 대조군은 증류수를 경구투여하였고, 위령탕 혼합
단미연조엑스 (133 mg/kg; 1회 복용량)는 증류수에 
희석하여 3일간 경구투여하였으며, 마지막 투여 한 
후 1시간 후 위점막 손상을 유발하기 위하여 150 
mM HCl/60% ethanol을 각 0.5 mL 씩 경구투여한 
다음 한 시간 후 개복하여 위 조직을 적출하였다. 

 9) 통계처리
  모든 실험 결과는 3회 이상 실시하여 그 평균값을 
기초로 Mean±S.D.로 나타내었다. 실험결과에 대한 
통계처리는 SPSS 분석프로그램으로 one way 
ANOVA test를 실시한 후 Turkey test로 사후 검증
하였다. P-value가 0.05, 0.01 그리고 0.001 미만일 
경우 유의한 것으로 판정하였다.

Ⅲ. 연구결과
1. 위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)의 성분분석
  위령탕의 구성 한약재 중 복령의 5-hydroxymethylfurfural, 
저령의 3,4-dihydroxybenzaldehyde, 작약의 paeoniflorin, 
진피의 hesperidin, 육계의 cinnamic acid, 감초의 
glycyrrhizic acid, 생강의 6-gingerol 및 후박의 
honokiol 등 총 8종의 지표물질에 대한 동시분석법
을 확립하였다 (Fig. 1). 각 지표물질을 설정하여 최
적분석파장은 280 nm로 위령탕 혼합단미연조엑스와 
표준액 8종의 피크의 UV spectrum 탐색 결과, 모두 
동일한 스펙트럼으로 각기 다른 성분들의 피크에 간
섭없이 분리됨을 확인하였다. 

2. 위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)의 RAW 264.7 
세포에 대한 독성

  위령탕 혼합단미연조엑스의 RAW 264.7 세포에서 
세포 독성에 영향을 주는 농도 구간을 조사하기 위해 
위령탕 혼합단미연조엑스를 25~200 ㎍/mL 24시간 
처리하여 MTT 방법을 이용한 세포의 생존율을 측정
하였다. 그 결과 위령탕 혼합단미연조엑스 200 ㎍
/mL 농도까지 세포 독성을 보이지 않았다. 이에 본 
연구에서는 200 ㎍/mL까지 농도를 사용하였다 (Fig. 
2). 

3. 위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)가 NO 생성
에 미치는 영향

  위령탕 혼합단미연조엑스의 항염증 효과를 확인하
기 위하여 RAW 264.7 세포에 위령탕 혼합단미연조
엑스를 1시간 전처리 한 후, LPS로 24시간 동안 자
극하여 유도된 염증 매개 물질인 NO의 생성에 미치
는 영향을 확인하였다. Griess 반응을 통해 NO의 생
성을 측정한 결과 LPS의 자극은 NO의 생성을 증가
시켰으며, 위령탕 혼합단미연조엑스를 전처리는 농도
의존적으로 NO의 생성을 억제하는 것으로 확인하였
다 (Fig. 3). Dex와 위령탕 혼합단미연조엑스의 NO 
생성 억제를 비교했을 때, 위령탕 혼합단미연조엑스 
200 ㎍/ml에서 유의적으로 더 억제하였다. 

4. 위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)의 단백질 
수준에서 전 염증성 사이토카인의 생성에 미치는 
영향

  위령탕 혼합단미연조엑스가 RAW 264.7 세포에서 
전염증성 매개물질에 미치는 영향을 조사하기 위해 
단백질 수준에서 염증성 사이토카인을 측정하였다. 
위령탕 혼합단미연조엑스를 1시간 전처리 한 후 LPS
를 24시간 동안 자극으로 전 염증성 사이토카인의 생
성에 미치는 영향을 확인하였다. LPS의 자극은 단백
질 수준에서 전 염증성 사이토카인이 증가하였으며, 
위령탕 혼합단미연조엑스의 전처리는 농도의존적으로 
전 염증성 사이토카인의 생성을 농도의존적으로 억제
하는 것으로 확인하였다 (Fig 4). Dex와 위령탕 혼합
단미연조엑스의 전 염증성 사이토카인의 억제를 비교
했을 때, 위령탕 혼합단미연조엑스 100 그리고 200 
㎍/mL에서 유의적으로 더 억제하였다. 
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5. 위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)의 mRNA 
수준에서 전 염증성 사이토카인 (IL-1β, IL-6 
및 TNF-α)의 생성에 미치는 영향

  위령탕 혼합단미연조엑스는 RAW 264.7 세포에서 
전 염증성 사이토카인들을 단백질 수준에서 억제하였
음을 확인하여 mRNA 수준에서도 전 염증성 사이토
카인의 활성을 억제할 수 있는지 확인하였다. 위령탕 
혼합단미연조엑스를 1시간 전처리한 후 LPS를 6시간 
동안 자극하여 mRNA 수준에서 전 염증성 사이토카
인의 생성에 미치는 영향을 확인하였다. LPS의 자극
은 mRNA 수준에서 전 염증성 사이토카인이 증가하
였으며, 위령탕 혼합단미연조엑스를 전 처리 하였을 
때 IL-1β, IL-6 및 TNF-α의 mRNA 발현은 농도 
의존적으로 억제되는 것을 확인하였다 (Fig 5). 

6. 위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)에 의한 위 
점막 손상 및 전 염증성 사이토카인 생성에 미치
는 영향

  위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)가 150 mM 
HCl/60% ethanol으로 유도한 급성위염에 대한 개선 
효과를 확인하였다. 먼저 위 점막의 손상 정도를 육
안으로 확인한 결과 정상군 그룹 (Fig. 6A)의 위 점
막은 손상이 일어나지 않았다. 하지만 150 mM 
HCl/60% ethanol을 유도된 급성위염 그룹 (Fig. 
6B)에서 위 점막의 손상으로 출혈이나 부종이 증가하
는 것을 확인하였다. 위령탕 혼합단미연조엑스를 처
리한 그룹 (FIg. 6C)에서는 위 점막의 손상으로 출혈 
및 부종이 개선됨을 확인할 수 있었다. 또한, 위 조
직에서 단백질 수준에서 전 염증성 사이토카인의 발
현을 확인한 결과 급성위염에 증가한 염증성 사이토
카인 (IL-1β, IL-6 및 TNF-α)는 위령탕 혼합단미
연조엑스를 처리하였을 때 억제되는 것을 확인할 수 
있었다 (Fig. 6D).

Ⅳ. 고찰
  한약제제는 사용되는 원료, 추출방법, 제형 등에 
따라 차이가 있어 품질과 효능에 대한 논란이 빈번하
게 제기되어 왔다. 
  본 연구에서는 위령탕의 혼합단미연조엑스의 제형
개발을 통해 위령탕을 구성하는 한약재의 성분을 분
석하고 효능에 대한 평가를 통해 위령탕제제의 표준

화를 위한 기초자료를 확보하고자 하였다. 주요성분
과 효능에 대한 평가를 진행하였다. 위령탕 혼합단미
연조엑스의 주요성분 분석을 위해 8종의 지표성분 
즉, 5-hydroxymethylfurfural, 3,4-dihydroxybenzaldehyde, 
paeoniflorin, hesperidin, cinnamic acid, glycyrrhizic 
acid, 6-gingerol, honokiol을 동시에 효과적으로 
분석하는 동시분석법을 확립하였다. 위령탕의 주요성
분의 동시분석법은 기존의 지표성분들을 개별적으로 
분석하는 것보다 효율적인 분석이 가능하여 품질관리
를 위한 기초자료로 사용될 수 것으로 사료된다.  
  염증반응이 일어나게 되면 대식세포와 같은 염증세
포들은 NO를 생성하게 되며 통증, 부종, 열과 같은 
염증반응이 일어나면 염증매개인자들이 생성된다8). 
NO는 NO synthase (NOS)의해 L-arginine으로부터 
생산되며, 특히 LPS의 자극은 대식세포에서 iNOS 
활성에 의해 NO가 생성되어 면역반응에 관여하는 것
으로 알려져 있다20-22). LPS의 자극에 의해 발현되는 
염증매개인자들은 염증질환들에 관여하게 된다. 또
한, 염증을 나타내는 지표로 IL-1β, IL-6 및 TNF-
α 와 같은 전 염증성 사이토카인은 다양한 염증매개
체들을 유도하거나 면역반응의 조절에 있어 중요한 
역할을 한다8). 본 연구의 결과에 따르면, RAW 
264.7 세포에서 위령탕 혼합단미연조엑스를 세포에 
독성이 없는 농도 범위의 설정으로 염증 반응에 중요
한 매개체인 NO의 생성 및 전 염증성 사이토카인 
(IL-1β, IL-6 및 TNF-α)의 분비를 효과적으로 억
제하여 위령탕 혼합단미연조엑스의 항염증 효과에 대
한 우수함을 확인하였다. 염증억제제인 Dexamethasone
과 위령탕 혼합단미연조엑스를 비교하였을 때 200 ㎍
/ml에서 NO의 생성 및 전 염증성 사이토카인의 생성
의 억제에 대한 효능이 더 우수한 것으로 확인하였
다. 
  위염의 통증은 상부 중앙 복부에서 일어나 메스꺼
움, 구토 및 체중감소 등의 증상들이 흔하게 일어난
다고 보고되어 있으며, 위산, 알코올 및 각종 약물 
등에 의해 위점막의 손상으로 출혈 및 염증이 나타는 
염증성 질환이다23,24). 동물을 이용한 실험모델에서 
염산/알코올을 이용한 위벽의 손상으로 출혈과 직접
적인 위 손상을 관찰할 수 있다15). Ethanol은 위 점
막의 자극으로 출혈과 손상을 유발하고 HCl은 위의 
운동을 촉진하여 위의 상태를 악화시키는 것으로 알
려져 있다25). 위령탕 혼합단미연조엑스를 3일간 전처
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리하고 1시간 후 150 mM HCl/60% ethanol을 경구
투여 후 부검을 통하여 위 조직을 육안으로 관찰한 
결과 위령탕 혼합단미연조엑스는 위 점막의 손상으로 
출혈 및 부종을 개선하며 또한, 위 조직의 IL-1β, 
IL-6 및 TNF-α와 같은 전염증성 사이토카인을 유
의성 있게 억제하여 위령탕 혼합단미연조엑스가 급성
위염에 대한 항위염 효과가 우수함을 확인하였다. 
  이와 같은 결과로써, 위령탕의 제형개발을 통해 보
관 및 복용의 편의성이 높은 연조엑스제로 개발하여 
위령탕 혼합단미연조엑스의 주요성분과 효능을 확인
하였다. 본 실험 결과로 얻어진 위령탕의 주요성분의 
동시분석법과 효능평가의 결과는 다양한 처방의 한약
제제의 제형개발과 표준화 연구를 위한 기초자료로 
활용될 수 있을 것으로 판단된다. 

Ⅴ. 결론
  본 연구에서는 위령탕을 보관 및 복용의 편의성이 
좋은 연조엑스로 제형을 개발을 하였고, HPLC-PDA
를 통한 주요성분을 분석 및 효능 평가를 통하여 다
음과 같은 결과를 얻었다. 

1. 위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)의 품질관리
를 위하여 HPLC-PDA를 이용하여 위령탕의 8가지 
지표성분인 5-hydroxymethylfurfural, 3,4- 
dihydroxybenzaldehyde, paeoniflorin, hesperidin, 
cinnamic acid, glycyrrhizic acid, 6-gingerol, 
honokiol의 동시분석법을 확립하였다. 

2. 위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)는 농도의존
적으로 NO의 생성을 억제하였다. 

3. 위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)는 IL-1β, 
IL-6 및 TNF-α와 같은 전 염증성 사이토카인
의 생성을 단백질 및 mRAN 수준에서 억제하였
다. 

4. 위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)는 150 mM 
HCl/60% ethanol으로 유도한 급성위염에서 위점
막의 손상으로 인한 출혈 및 부종을 개선하였다. 

5. 위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)는 150 mM 
HCl/60% ethanol으로 유도한 급성위염조직에서 
IL-1β, IL-6 및 TNF-α와 같은 전 염증성 사
이토카인의 생성을 단백질수준에서 억제하였다.

  이상의 결과로 위령탕 혼합단미연조엑스 (WRT-mse)

의 주요성분에 대한 동시분석법과 항염증 및 항위염 
효과는 다양한 한약제제에 대한 품질관리 및 제형개
발을 위한 연구에 활용될 수 있을 것으로 사료된다. 
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Fig. 1. Simultaneous analysis used HPLC method. (A) Wiryeong-tang standard mixture and (B) 
Wiryeong-tang mix soft extract (WRT-mse) are HPLC chromatogram. (C) Identification of the 
ingredients used to compare with the UV spectrum of WRT-sf and standard mixture ; 1. 
5-hydroxymethylfurfural, 2. 3,4-dihydroxybenzaldehyde, 3. paeoniflorin, 4. hesperidin, 5. 
cinnamic acid, 6. glycyrrhizic acid, 7. 6-gingerol 8. honokiol.
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Fig. 2. The effect of Wiryeong-tang mix soft extract (WRT-mse) on cytotoxity in RAW 264.7 cell. 
RAW 264.7 cells were incubated with Wiryeong-tang mix soft extract at indicated dose for 
24 hrs. The cell viability was measured by MTT assay. The similar results were obtained in 
three experiments.

Fig. 3. The effect of Wiryeong-tang mix soft extract (WRT-mse) on NO production by LPS induction 
in RAW 264.7 cells. The cells were treated of Wiryeong-tang mix soft extract at indicated 
concentration for 1 hrs and then incubated with LPS for 24 hrs. NO was measured by Griess 
reagent. The similar results were obtained in three experiments. LPS treatment alone vs *P < 
0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. ‘“Dex” is “Dexamethasone” 

Fig. 4. The effect of Wiryeong-tang mix soft extract (WRT-mse) on production of cytokine (IL-1β 
and IL-6) in RAW 264.7 cells. The cells were pre-treated Wiryeong-tang mix soft extract at 
indicated concentrations for 1hrs and then incubated with LPS for 24 hrs. Inflammatory 
cytokines such as IL-1β, IL-6 and TNF-α were measured by ELISA. The similar results 
were obtained in three experiments. LPS treatment alone vs *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.
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Fig. 5. The effect of Wiryeong-tang mix soft extract (WRT-mse) on inflammatory cytokines at the 
levels of mRNA. The cells were pre treated Wiryeong-tang mix soft extract at indicated 
concentreation for 1 hrs, and then incubated with LPS for 6 hrs. The levels of mRNA IL-1β, 
IL-6 and TNF-α was measurd by RT-PCR. Representative RT-PCR of  at least three 
separate experiments are shown.

Fig. 6. Effect of Wiryeong-tang mix soft extract (WRT-mse) on 150 mM HCl/60% ethanol-induced 
gastritis. (A) Normal, normal mice, (B) 150 mM HCl/60% ethanol-induced gastritis control 
mice administered with distilled water, (C) 150 mM HCl/60% ethanol-induced gastritis mice 
administered 133 mg/kg Wiryeong-tang mix soft extract, (D) The protein levels of the gastric 
tissues of IL-1β, IL-6 and TNF-α were measured by ELISA. All data show the mean±S.D. 
for 6 mice for each group. The similar results were obtained in three experiments. 150 mM 
HCl/60% ethanol treatment alone vs *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001.


