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ABSTRACT

Objectives� :� This� study� investigated� the� protective� effect� of� Ojeok-san� (OJS)� on� cellular� damage� induced� by� oxidative�

stress� and� whether� it� induces� changes� in� CYP450� expression.

Methods� :� To� investigate� the� protective� effect,� we� used� cells� stimulated� by� oxidative� stress� caused� by� the� combination�

treatment� of� AA+iron.� Changes� in� CYP450� expression� were� detected� by� immunoblotting� analysis� using� Huh7� cells.

Results� :� We� observed� that� OJS� altered� the� expression� of� CYP1A2,� CYP3A4,� CYP2C19,� CYP2D6,� and� CYP2E1.� OJS�

increased� cell� viability� against� AA+iron-induced� oxidative� stress� and� inhibited� mitochondrial� dysfunction.� OJS� increased�

phosphorylation� of� LKB1,� phosphorylation� of� AMPK,� and� phosphorylation� of� ACC,� which� are� related� to� the�

LKB1-AMPK� pathway.� In� addition,� phosphorylation� of� LATS1� and� phosphorylation� of� YAP,� which� are� related� to� the�

Hippo-YAP� pathway,� were� increased.

Conclusions� :� Our� results� show� that� OJS� has� 1)� the� ability� to� protect� hepatocytes� against� oxidative� stress,� and� 2)� the�

potential� to� induce� changes� in� CYP450.
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Ⅰ. 서론1)

  오적산(OJS, 五積散)은 창출, 마황, 진피, 후박, 길경, 

지각, 당귀, 건강, 백작약, 복령, 백지, 천궁, 반하, 계피, 

감초 등으로 구성된 방제이며, 신온해표(辛溫解表), 이

기화습(理氣化濕), 온중산한(溫中散寒), 보혈활혈(補血
活血), 그리고 통락조경(通絡調經) 효능을 나타낸다고 

알려져 있다1). 최근 연구에서는 오적산 처치가 제2형 

당뇨병 환자의 혈당 저하에 유의한 효과를 나타내었다
2). 이외 오적산의 효능을 종합 분석한 연구에서는 소염, 

해열, 진통, 고지혈증 예방, 그리고 자궁근종 세포 사멸 

효과가 있는 것으로 보고하였다3). 하지만 오적산을 활

용한 임상 및 기초 연구 사례는 체계적 리뷰 및 메타 

분석을 진행하기에는 부족한 상황이며, 특히 간에 대한 

in vivo, in vitro 실험은 부족한 상황이다.

  산화적 스트레스가 강조되는 이유는 보통 당뇨병, 심

혈관계 질환, 신경 퇴행성 질환 그리고 암과 같은 다양

한 질환의 발병 원인으로 알려져 있기 때문이다4). 특히 

산화적 스트레스에 의한 간 손상이 지속되면 간염, 간 

섬유증, 그리고 간 암으로 진행될 수 있다5). 이러한 질

환들은 만성적으로 산화적 스트레스에 노출되어 발생하

기도 하고 높은 수준의 활성산소종(reactive oxygen 

species, ROS)에 급성 노출되어 심각한 손상으로 이어

지기도 한다6). 산화적 스트레스는 ROS의 생성과 제거 

과정에서 생성의 수준이 높아질 때 일어나며, 높아진 

ROS는 지질 과산화, 핵산 및 단백질의 변형을 일으켜 

세포에 손상을 준다7).

  AMP-activated protein kinase (AMPK)는 세포의 

에너지 항상성 조절에 중요한 역할을 하는 효소로 알려

져 있다. 구조는 catalytic α-subunit, β-와 γ-regulatory 

subunits으로 구성되어 있는 heterotrimeric enzyme 

complex이다. 세포 내 AMP와 ADP가 증가하고 ATP

가 감소할 경우 liver kinase B1 (LKB1)와 calcium/calmodulin- 

dependent protein kinase kinase (CaMKKβ)에 의해 

α-subunit에 포함된 threonine residue (Thr-172)이 

인산화되어 AMPK가 활성화된다. 즉, 저혈당, 저산소, 

고강도 운동 및 허혈 등의 상태가 세포 내  AMP, ADP/ATP 

비율의 증가를 야기하여 AMPK의 활성화를 일으킨다8). 

AMPK가 활성화되면 포도당 흡수를 향상시키고 글리코

겐 분해 억제 및 당신생(gluconeogenesis)를 억제한다. 

뿐만 아니라 지방산 산화를 향상시키고 지방의 합성과 

콜레스테롤 합성은 억제하기 때문에 비만과 제 2형 당

뇨 등과 같은 대사질환(metabolic syndrome)의 발병

을 예방하고 치료하는 데 중요한 역할을 할 것으로 기

대되고 있다9). AMPK는 세포 보호 효과를 나타내는데, 

세포 보호 효과를 나타내는 많은 약물에서 AMPK 활성

화와 항산화 효소 유도를 통해 산화적 스트레스를 억제

하는 것으로 나타났다10).

  그러므로, 본 연구에서는 OJS의 간보호 효능을 사람

의 간 세포주에 AA와 iron을 병용 처치하여 산화적 스

트레스가 유발된 모델에 적용하여 실험을 진행하였다. 

OJS의 세포 보호 효과 및 작용 기전을 규명하고자 하

였으며, 추가로 OJS이 약물 상호작용에 영향을 미치는 

CYP450 효소의 변화를 유도하는지 확인하고자 하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시약

  anti-phospho-LKB1, anti-phospho-AMPKa, anti- 

phospho-acetyl-CoA carboxylase (ACC), anti-phospho 

-YAP, anti-Yes associated protein (YAP), anti- 
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CYP1A2, anti-CYP3A4와 HRP-conjugated anti-rabbit 

IgG, HRP-conjugated anti-mouse IgG antibodies는 

Cell Signalling Technology (Beverly, MA, USA)에서 

구입하였다. anti-CYP2C19, anti-CYP2D6, anti-CYP2E1

은 GeneTex (Irvine, CA, USA)에서 구입하였다. 

anti-CYP2B6는 Thermo Scientific (Rockford, IL, 

USA)에서 구입하였다. anti-β-actin는 Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다. 

3 - ( 4 , 5 - d i m e t h y l t h i a z o l - 2 - y l ) - 2 , 5 - 

diphenyl-tetrazolium bromide (MTT), rhodamine 123 

(Rh123), arachidonic acid (AA), ferric nitrilotriacetic 

acid (iron)는 Sigma- Aldrich (St. Louis, MO, USA)에

서 구매하였다. Dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Junsei 

Chemical (Tokyo, Japan)에서 구입하였다. 본 실험에

서 사용한 OJS은 구매하여 사용하였다. 구매한 OJS은 

창출, 마황, 진피, 후박 길경, 지실, 당귀, 건강, 백작약, 

백복령, 백지, 천궁, 반하, 계피, 그리고 감초로 구성되

었다구매한 OJS은 세포에 처치하기 위해 멸균된 증류

수에 녹인 후 0.22 μm filter로 여과하여 사용하였다.

2. 세포 배양 및 처치

  사람의 간세포에서 유래된 세포주인 HepG2 세포는 

ATCC (Rockville, MD, USA), Huh7 세포는 한국세포

주은행 (Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. OJS

을 각 실험 조건에 맞는 농도로 처치하고 결과를 확인

하였다.

3. 세포 생존율 측정

  OJS에 의한 세포 생존율 변화는 MTT assay를 통해 

확인하였다. HepG2 세포를 48 well plate에 5×104 

cells/well로 분주하여 12시간 배양한 후 FBS를 첨가하

지 않은 배지로 교체하고 12시간 더 배양하였다. 이후 

AA 10 μM과 OJS (100, 200, 300 μg/ml)을 함께 처

치하여 12시간 동안 배양한 다음 5 μM iron을 처치하

고 2시간 더 배양하였다. 세포 생존율은 대조군 측정값

에 대한 백분율로 나타내었다11,12).

4. 미토콘드리아 막 전위 (Mitochondrial membrane 

potential) 측정

  세포를 6 well plate에 90×104 cells/well로 분주하고 

12시간 배양한 후 FBS를 첨가하지 않은 배지로 교체하

고 12시간 더 배양하였다. 이후 AA 10 μM과 OJS 

300 μg/ml을 함께 처치하고 12시간 동안 배양한 다음 

5 μM iron을 1시간 동안 처치하였다. 세포의 막 투과

성 측정에 사용되는 형광염료인 rhodamine 123을 0.05 

μg/ml의 농도로 처리하고 빛을 차단한 후 1시간 동안 

염색한 후 trypsin을 처리하여 세포를 수거하였다. 수거

한 세포는 phosphate buffered saline (PBS)로 세척한 

다음 Flow cytometer로 미토콘드리아 막 전위를 측정

하였다. 실험 결과는 세포 10,000개의 측정을 통해 산

출된 값이다11,12).

5. Western blot 분석

  세포는 60ø dish에 25×104 cells/well로 분주하고 

12시간 배양한 후 OJS을 농도별로 처치하고 48시간 배

양하였다. HepG2 세포는 6 well plate에 80×104 cells/well

로 분주하고 12시간 배양한 후 FBS 고갈 배지에 12시

간 더 배양한 다음 OJS 300 μg/ml을 시간별로 처치하

였다. ECL chemilu minescence detection reagents 

(Advensta, Menlo Park, CA, USA)을 이용하여 발광시

킨 후 image analyzing system를 통해 표적 단백질 발

현을 확인하였다. 11,12)

6. 통계처리

  실험 결과는 mean±S.D. 값으로 나타냈다. 통계 처

리는 t-test로 유의성을 검정하였으며, 유의 수준은 P-value 

< 0.05 으로 하였다.

Ⅲ. 결과

1. OJS이 CYP450 효소 조절에 미치는 영향

  OJS이 약물 대사에 관여하는 인자인 CYP450 효소에 

미치는 영향을 확인하기 위해 Immunoblot analysis를 

수행하였다. Huh7 OJS (50, 100, 200 µg/ml)을 48시

간 처치한 결과 CYP1A2는 농도 의존적으로 감소하였

고, CYP3A4는 200 µg/ml 농도에서 감소하였다. 

CYP2C19는 100 µg/ml 농도에서 증가하였으며, 

CYP2D6는 50, 100 µg/ml 농도에서 감소하였다. 그리

고 CYP2E1은 50 µg/ml 농도에서 감소하는 것을 관찰

하였다. 추가로 OJS이 간세포 독성에 미치는 영향을 하

기 위해 다음 실험을 진행하였다(Fig. 1).
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Fig. 1. Effect of OJS on regulation of CYP450 enzyme family.

       Immunoblotting analysis of CYP450 enzyme family proteins was performed with Huh7 cell lysates. Huh7 

cells were incubated with 50, 100, 200μg/mL OJS for 48h.

2. AA와 iron에 의해 유도된 세포 독성에 대한 OJS의 

세포 보호효과

  OJS의 세포 보호 효과를 평가하기 위해 MTT assay

를 진행하였다. AA＋iron으로 HepG2 세포에 산화적 

스트레스를 유도한 후 OJS (100, 200, 300 µg/ml)을 

처치하였다. 그 결과, AA＋iron을 처치한 실험군은 대

조군에 비교하였을 때 세포 생존율이 19.78±0.36%로 

유의하게 감소하였다. 이를 통해 AA＋iron에 의해 유도

된 산화적 스트레스가 세포 독성을 나타내는 것을 확인

하였다. AA＋iron과 OJS을 함께 처치하였을 때 OJS의 

농도에 의존적으로 세포 생존율이 유의하게 증가하였

다. 특히, 300 µg/ml로 처치하였을 때 세포 생존율은 

대조군과 비슷한 99.49±0.12%로 나타내었다(Figure 

2). 이를 바탕으로 추가 실험에서는 해당 농도를 적용

하여 진행하였다(Fig. 2).

Fig. 2. Protective effect of OJS against cytotoxicity caused by AA+iron.

Cell viability was assessed by the MTT assay. HepG2 cells were treated with AA (10 μm) for 1 hour, 

and then incubated with OJS (100, 200, 300 μg/mL). After 12h, cells were incubated with iron (5 μ

m) for 2 h.

       All data represent means ± SD of three replicates (**p<0.01 between control and AA＋iron treated 

cells; ##p<0.01 between AA＋iron and AA＋iron treated cells with OJS).
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3. OJS의 mitochondrial dysfunction 억제 효과

  AA＋iron에 의해 유도된 산화적 스트레스는 미토콘

드리아 막 전위(Mitochondrial membrane poteintial)를 

파괴하여 미토콘드리아 막투과성(Mitochondrial membrane 

permeability)의 증가시킨다11). OJS이 AA＋iron에 의한 

미토콘드리아 기능 장애를 억제할 수 있는지 확인하기 

위해 HepG2 세포에 rhodamine 123을 염색한 후 flow 

cytomety로 분석하였다. rhodamine 123은 미토콘드리

아 막 전위가 정상일 때 미토콘드리아 외막(mitochondria 

outer membrane)을 잘 투과하여 미토콘드리아 기질

(mitochondrial matrix)에 축적되고 높은 형광 강도를 

나타낸다. 하지만 미토콘드리아 막 전위가 파괴되면 

rhodamine 123은 미토콘드리아 외막을 잘 투과하지 못

해 미토콘드리아 기질에 붙지 못하고 낮은 형광 강도를 

나타낸다. AA+iron 처치 군은 대조군에 비해 낮은 형

광 염색 구간이 증가하였다. AA+iron과 OJS을 함께 처

치하였을 때 형광 강도는 대조군과 비슷한 수준의 높은 

형광 강도 구간을 나타낸다. 이를 통해 OJS이 AA+iron

에 의한 미트콘드리아 기능 장애를 억제한다는 사실을 

확인하였다(Fig. 3).

Fig. 3. Effect of OJS on AA+iron-induced mitochondrial dysfunction.

Mitochondrial membrane permeability (MMP) was measured by flow cytometry. Cells were treated with 

AA, iron and 300μg/mL OJS as described in figure 2, and then stained with rhodamine 123 (0.05μ

g/mL) for 30 min.

4. OJS이 LKB1-AMPK pathway 활성에 미치는 영향

  AA+iron에 의한 산화적 스트레스에 OJS이 나타내는 

세포 보호 효과의 작용 기전을 확인하기 위해 Immunoblot 

analysis를 수행하였다. AA+iron에 의한 산화적 스트레

스에 Liver kinase B1 (LKB1)-AMP- activated protein 

kinase (AMPK) pathway의 활성화가 세포 보호 효과

를 나타낸다는 연구 결과가 보고되었다12). OJS 300μ

g/ml을 시간에 따라 처치한 결과 phospho-LKB1의 발

현이 30, 60분에서 증가하였으며, p-AMPK의 발현 또

한 30, 60분에서 증가하였다. AMPK 활성에 의해 인산

화되는 하위인자 Acetyl-CoA Carboxylase (ACC)의 

인산화 역시 60분부터 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 

4).
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Fig. 4. Effect of OJS on AMPK activation.

       Immunoblotting analysis for key signaling proteins of AMPK pathway was performed with HepG2 cell 

lysates. HepG2 cells were incubated in serum free media for 12 h, followed by treated with 300μg/mL 

OJS for indicated time periods.

5. OJS이 YAP 활성에 미치는 영향

  Hippo-YAP pathway는 산화적 스트레스와 관련 있

는 것으로 보고되고 있으며, 특히 Yes-associated 

protein (YAP)은 산화 스트레스 유발 신호를 매개하는 

전사 활성인자로 알려져 있다13). 그러므로 Hippo-YAP 

pathway와 관련된 단백질인 Large Tumour Suppressor 

Kinase 1 (LATS1)과 YAP을 추가로 확인하였다. OJS 

300μg/ml을 시간에 따라 처치한 결과 YAP의 상위인

자인 LATS1의 인산화는 10분에서 증가하였으며, YAP

의 인산화 또한 10분에서 증가하였다(Fig. 5).

Fig. 5. Effect of OJS on YAP activation.

       Immunoblotting analysis of YAP-associated proteins was performed with HepG2 cell lysates. Lysates of 

hepG2 cells progressed as describe in Figure 3.

Ⅳ. 고찰

  최근 전문 의약품이 아닌 약용 식물 추출물을 활용한 

대체 의약품 및 건강기능식품이 많이 보급되고 있는 상

황에서 Cytochrome P450(CYP450) 효소에 대한 관심

은 커지고 있다14). CYP450은 약물 대사에 핵심적인 역

할을 하는 효소 계열이다. 30개 이상의 CYP450 효소 

중 CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, 

그리고 CYP3A4 가 약물 대사에 중요한 역할을 한다
15). CYP450 효소에 의해 대사되는 약물이 있는가 하면, 

CYP450 효소를 유도하거나 억제하는 약물도 존재한다
16). 약물-약물의 상호작용뿐만 아니라 약물-약용 식물

의 상호작용 또한 CYP450 효소의 반응을 중심으로 연

구되고 있다17). 결명자 추출물은 쥐의 간 마이크로솜 

CYP450 효소의 발현에 변화를 주었고18), 쥐꼬리망초과
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에 속하는 thunbergia laurifolia는 간세포의 CYP450 

효소 mRNA의 발현을 적절히 조절함으로써 간세포의 

항산화 효과를 나타내는 것으로 보고하고 있다19). 본 

연구에서는 OJS가 CYP450 효소 발현에 영향을 미치는지 

확인하기 위해 immunoblot analysis를 수행하였다. OJS 

처치를 통해 CYP1A2, CYP3A4, CYP2C19, CYP2D6, 

그리고 CYP2E1의 발현이 변하는 것을 관찰하였다.

  오적산(五積散)은 한(寒), 식(食), 기(氣), 혈(血), 담(痰)

이 적체한 오적(五積)을 다스려 통증을 완화하는 방제

로 쓰였다. 현대 의학에서 통증의 대표적인 원인으로 

염증을 보고 있다. lipopolysaccharide로 유도된 염증 

rat모델에 오적산을 투여한 연구에서는 항염증 효과를 

보였고, 간 손상지표의 상승을 억제하는 것으로 확인되

었다20). F-α로 유도된 혈관내피세포 염증 모델에 적용

한 연구에서는 항산화 효과를 나타냈으며, Nrf2/HO-1 발

현을 유도하여 혈관 염증에 대한 보호효과를 나타내는 

것으로 보고되었다21). 고지방식이 마우스 및 3T3-L1 

지방세포에 적용한 연구에서는 마우스의 지방축적 억제 

및 지방세포 분화 억제 효과를 나타내었으며, 특히 

AMPK 인산화를 증가시키는 것으로 확인되었다22). 선

행 연구들을 통해 오적산은 Nrf2 발현을 통해 ROS 생

성을 억제하고, 이는 Nrf2와 관련된 AMPK의 인산화에 

의한 것으로 추측할 수 있다. 아직 오적산이 산화적 스

트레스로 유도된 간손상에 미치는 효과에 대해 보고된 

바 없어 본 연구에서는 오적산을 AA와 iron에 의해 산

화적 스트레스가 유발된 간 세포주에 적용하여 효과와 

기전을 규명하였다.

  산화적 스트레스는 심혈관계 질환, 신경계 질환, 당뇨 

그리고 간 질환의 주요 원인으로 알려져 있다 4,23). 활

성산소종(reactive oxygen species, ROS)은 세포 대사의 

일반적인 부산물로써, 박테리아 및 기타 병원체에 대항

할 수 있는 세포 독성을 일으킨다24). 하지만 항산화 능

력이 부족하거나 산화-항산화의 균형이 깨질 경우 세포 

내 ROS의 과도한 증가로 이어져 phospholipase를 활성화

시킨다. 활성화된 phospholipase는 세포막의 인지질과 

지방산을 인산화시켜 아라키돈산(arachidonic acid, 

AA)를 유리시킨다. AA가 지나치게 많이 유리되면 세포

와 미토콘드리아에 ROS가 축적되고 미토콘드리아 막 

전위(Mitochondrial membrane potential)를 변화시킨다
25). 미토콘드리아 막 전위의 변화는 미토콘드리아 막의 

투과성(Mitochondial membrane permeability)을 증가시켜 

미토콘드리아 막 내에 존재하는 SMAC (second mitochondria 

-derived activator of caspase)과 Cytochrome C 같

은 pro-apoptotic factors가 세포질로 방출된다. 이로 

인해 Caspase와 같은 apoptosis 관련 단백질이 활성화되

어 세포자멸사가 일어난다26).

  철(iron)은 혈액 내 산소 운반을 담당하는 헤모글로빈

과 근육내 산소를 제공하는 마이오글로빈의 핵심 구성 

성분으로 간, 근육, 비장, 그리고 골수에 저장되어 있다. 

하지만 철이 과하게 존재할 경우 염증 유발뿐만 아니라 

AA의 과한 방출을 유도하여 산화 스트레스를 촉진시킨

다27). AA와 철을 병용 처치는 과한 세포 독성을 일으

키므로 산화적 스트레스 유발 모델로 연구에서 쓰인다
28,29). 본 연구에서 AA와 철을 병용처치하여 유발된 산

화적 스트레스에 대한 OJS의 세포 보호 효과를 MTT 

assay를 통해 확인한 결과 OJS 농도에 의존적으로 cell 

viability가 유의하게 증가하는 것을 확인하였다. 이후 

Flow cytometric analysis를 이용하여 미토콘드리아 막 

전위를 측정한 결과, AA와 철을 병용처치하였을 때 미

토콘드리아 막 전위가 저하되었으며, OJS을 함께 처치

하였을 때 막 전위 저하가 억제되는 것을 확인하였다. 

이를 통해 OJS이 AA와 철에 의해 유도되는 세포 독성 

및 미토콘드리아 기능 장애로부터 보호할 수 있다는 사

실을 확인하였다.

  OJS가 LKB1-AMPK pathway에 영향을 미치는지 

규명하기 위해 immunoblot analysis를 수행하였다. 

OJS를 시간별로 처치한 결과 인산화된 LKB1과 AMPK

의 발현이 증가하는 것을 관찰하였으며, 하위인자인 

ACC의 인산화 또한 확인할 수 있었다. 이를 통해 OJS

는 LKB1-AMPK pathway의 활성화를 통해 간세포를 

보호하는 것으로 사료된다. 최근 연구에서 Hippo-YAP 

pathway의 활성화는 간세포 보호 효과를 나타내며, 

AMPK pathway와 관련이 있는 것으로 가능성을 보였다
29). OJS가 Hippo-YAP pathway에 영향을 미치는지 규

명하기 위해 OJS를 시간별로 처치한 후 immunoblot 

analysis를 수행한 결과 인산화된 LATS1과 YAP의 발

현이 증가하는 것을 관찰할 수 있었다. 해당 결과는 

Hippo-YAP pathway의 활성이 간세포를 보호할 수 있

다는 가능성을 뒷받침하는 근거를 제공할 것으로 기대

된다.
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Ⅴ. 결론

  본 연구에서는 OJS의 항산화 효과를 평가하기 위해 

사람의 간 세포주에 AA와 iron을 병용처치하여 산화적 

스트레스가 유발된 모델로 실험을 진행하였다. OJS의 

세포 보호 효과를 MTT assay를 통해 확인하였고, 

flow cytometer로 미토콘드리아 막 전위 변화를 측정하

여 미토콘드리아 보호 효과 또한 확인하였다. OJS이 나

타내는 세포 보호 효과의 작용 기전을 확인하기 위해 

immunoblot analysis를 실시하였으며, LKB1-AMPK pathway 

및 Hippo-YAP pathway의 활성화에 관련된 단백질의 

발현을 증가시켰다.

  따라서, OJS는 산화적 스트레스로 오는 간세포 손상

에 대해 보호 효과가 있음을 입증하였고, 산화적 스트

레스에 대한 보호 기전으로는 LKB1-AMPK pathway 

및 Hippo-YAP pathway의 활성을 통한 것으로 확인하

였다. 또한, 약물 대사에 핵심적인 역할을 하는 

CYP450 효소의 발현에 영향을 미치는 것으로 확인되

었다. 그러나 CYP450효소의 변화가 LKB1-AMPK 

pathway 및 Hippo-YAP pathway 활성에 직접적인 영

향을 미쳐 산화적 스트레스 억제를 통한 세포 보호 효

과가 나타나는지 규명하기 위해 지속적인 연구가 필요

할 것으로 사료된다.
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