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역류성 식도염에 대한 螃蟹 열수추출물의 보호효과
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Crab�Water� Extrct� Ameliorates� Reflux� Esophagitis� in� Rats
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ABSTRACT

Objectives:� In� this� study,� we� aim� to� demonstrate� an� effect� of� crab� water� extract� (CWE)� on� reflux� esophagitis� (RE)�

using� lipopolysaccharide� (LPS)-induced� Raw� 264.7� cell� and� rat� model.�

Methods:� To� investigate� on� LPS-induced� Raw� 264.7� cell,� CWE� was� co-treated� with� LPS.� CWE� suppressed� Nitric� Oxide�

(NO)� production� which� increased� by� LPS� treatment.� Also,� CWE� showed� no� cytotoxicity� at� the� concentrations� range�

from� 500� ㎍/㎖� to� 2000� ㎍/㎖.� Next,� to� investigate� the� protective� effects� of� CWE� on� RE� rat� model,� eighteen� rats�

were� divided� in� to� three� groups:� sham� group,� reflux� esophagitis� group,� and� reflux� esophagitis� pre-treated� with� 100�

mg/kg� CWE� 1� h� before� surgery.� RE� was� induced� by� a� pylorus� and� forestomach� ligation� operation� and� all� rats� were�

sacrificed� after� 4� h� 30� min� from� surgery.�

Results:� In� gross� examination,� the� CWE� administration� attenuated� esophageal� mucosal� injury� upon� histological�

evaluation� of� reflux� esophagus� of� rats.� The� CWE� downregulated� the� expression� levels� of� proteins� related� to�

inflammation,� such� as� COX-2� and� TNF-α� in� the� esophagus� tissue.� In� addition,� the� CWE� suppressed� the� NF-κB� and� IκB-

α� activation.�

Conclusions:� Based� on� these� findings,� we� concluded� that� CWE� could� possess� protective� effect� against� damage� to� the�

esophagus� due� to� reflux� esophagitis.

Key� words� :� anti-inflammation,� crab,� NF-κB,� reflux� esophagitis.
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Ⅰ. 서론1)

  역류성 식도염은 식도로 역류한 위 내용물로 인해 염

증이 유발된 것으로, 전 세계 인구 중 40%가 평생 한 

번은 경험하는 소화기계의 대표적인 질환이다1). 가슴앓

이(heart burn)와 산 역류(acid regurgitation)가 대표적

인 임상 증상으로 관찰되며2), 이 외에도 흉통, 후두염, 

치아의 부식 등의 비정형적인 증상이 관찰되기도 한다3). 

또한 식도 내벽 조직에 손상이 발생하므로 적절한 치료

가 이루어지지 못하고 만성화되는 경우에는 협착, 바렛

식도, 식도암 등의 합병증 위험이 증가하기도 한다4). 

  역류성 식도염의 치료에 사용하는 약물로는 양성자펌

프 억제제(PPIs), 히스타민-2 수용체 길항제(H2RA), 제

산제 등이 있다5). 하지만 이와 같은 약물치료에도 

20~30%의 환자에서는 치료 효과가 관찰되지 않는다는 

보고가 있고6), 빈번한 재발이나7, 8) 부작용9,10) 등의 한

계점이 있어 이를 해결하기 위한 대응책이 요구된다.

  역류성 식도염은 나타나는 임상증상을 토대로 한의학

의 病症 중 呑酸, 嘈雜, 吐酸, 噎膈, 胸痺 등에 대응된

다. 기본적으로 胃氣虛逆, 肝胃不和, 痰濕鬱阻 등으로 

辨證되어 健脾胃降逆氣, 舒肝和胃降逆, 淸化濕痰, 和
胃降逆 등의 治法이 치료에 주로 활용된다.11) 

  게는 식용으로 사용되는 대표적인 수산물로 단백질, 

키틴, 카르티노이드, 셀레늄 등 다양한 영양성분을 지니

고 있으며 최근 식품 뿐 아니라 약용자원으로서도 주목

을 받고 있다12). 한의학에서는 일찌감치 게의 의약적 

가치를 인지하고 한약자원으로 사용해왔다. 《東醫寶
鑑》湯液篇 蟲部門에 蟹는 ‘主胸中熱結. 治胃氣消食. 

療漆瘡. 治産後肚痛, 血不下’을 主治한다는 기술에서 

게의 한의학적 효능을 알 수 있다. 고문헌에서 게를 종

류에 따라 蝤蛑, 擁劒, 蟛螖, 螃蟹 등으로 구분하고 있

는데, 그 중 螃蟹는 ‘治反胃噎膈’의 효능이 있어 소화

기계 질환의 치료에 사용했다는 기록을 찾아볼 수 있다13). 

  따라서 본 연구는 螃蟹 추출물이 治反胃噎膈의 효능

을 통해 역류성 식도염의 개선에 효과를 나타낼 것으로 

기대하고 역류성 식도염을 유발한 동물모델에서 螃蟹 
열수 추출물의 효능을 알아보고자 실시되었다. 

Ⅱ. 연구 방법

1. 추출물 제조

  본 연구에 사용된 螃蟹는 2019년 광주 및 나주지역 

수산시장에서 방게류로 유통되는 것을 포장단위로 구매

하여 시료로 사용하였다. 구매한 시료는 1차적으로 미

토콘드리아 COI (mtDNA cytochrome c oxidase 

subunit I) 유전자 분석을 통해 염기서열을 확보하였으

며, BLAST 검색 후 GenBank database에 보고된 염기

서열과 비교 하였다. 염기서열 비교 분석을 통해 해당 

시료를 방게속(Helice)에 속하는 방게 Helice tridens 

(De Haan, 1835)와 갈게 Helice tientsinensis Rathbun, 

1931로 종을 확정하여 실험에 사용하였으며, 증거표본

으로 제작하여 한국한의학연구원 한약자원연구센터에 

보관하고(Voucher number: 2-19-0516), 해당 염기

서열은 NCBI Gene Bank에 등록하였다(OM095413, 

OM095414). 

  동결건조 후 분쇄한 螃蟹 시료 636 g에 증류수 6 L

를 넣고 100 ± 2℃에서 3시간 동안 환류 추출하고 

여과한 후 감압농축기로 농축하였다. 농축물을 동결건

조하여 열수 추출물 96.36 g을 수득하였으며(수득률 

15.15%, w/w) 한약자원센터 추출물은행에 보관하고

(Voucher number: 3-19-0140), 이 중 일부를 실험에 

사용하였다.

2. 세포생존율 및 Nitric oxide (NO) 생성량 측정

  Raw 264.7 세포(ATCC, Rockville, MD, USA)는 

10% Fetal Bovine Serum (FBS)를 첨가한 Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium (DMEM) 배지로 37℃, 5% 

CO2의 조건에서 배양하였다. Raw264.7 세포를 96 well 

plate에 1 × 106 cell/well의 농도로 분주하고, 500, 

1000, 2000 µg/ml 농도의 螃蟹 열수추출물 처리 1시간 

후에 1 µg/ml의 LPS를 세포에 처리하고 24시간 동안 

배양하였다. 세포생존율은 Cell counting Kit-8를 이용

하여 측정하였으며, NO 생성량은 Griess 반응을 이용

하여 측정한 뒤, sodium nitrate를 사용하여 작성한 표

준곡선을 통해 계산되었다. 
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3. 실험동물

  Sprague Dawley (SD) rat을 두열바이오테크 (Seocho- 

gu, Seoul, Korea)에서 구입하여 1주일동안 사육실 환

경에 적응시킨 후 실험에 사용하였다. 모든 동물은 

conventional system으로 온도 22±2℃, 습도 50±5%, 

명암주기(light-dark cycle)는 12시간 주기로 조절하여 

사육하였다. 고형사료와 물은 자유 섭취하게 하였고 모

든 사육기자재는 멸균하여 사용하였다. 실험은 미국국

립보건원 (National Institutes of Health)의 규정에 따

라 수행하였고, 전북대학교 동물실험윤리위원회의 승인

을 받아 실험을 진행하였다(CBNU 2020-010).

  SD rat은 각각 6마리씩 정상군, 대조군, 螃蟹 열수추

출물 투여군으로 나누어 실험에 사용되었으며 螃蟹 열

수추출물 투여군은 역류성 식도염 유발 1시간 전에 螃
蟹 열수추출물 100 mg/kg을 경구투여하였고, 정상군과 

대조군에는 생리식염수를 투여하였다. 수술 18시간 전부

터 절식하였고, 호흡마취 후 개복하고 유문과 전위부를 

3.0 실크사로 각각 결찰한 뒤 복막과 피부를 봉합하였

다. 수술 4시간 30분 뒤 부검을 통해 식도를 적출하여 

분석에 사용하였다.

4. 식도 점막 손상도 측정

  부검을 통해 얻은 식도 조직은 세로로 절단한 후 생

리식염수로 세척하였다. 이후 조직의 내부가 보이도록 

전개한 뒤 광학디지털카메라를 이용하여 촬영하고, 

image J 프로그램을 이용하여 손상된 조직의 면적을 측

정하였다. 식도 점막 손상도는 식도 전체면적과 손상 

부위 면적을 이용하여 다음의 식을 통해 계산하였다.

The gross mucosal damage ratio (%)

= [width of area with esophageal mucosal injury (㎜
2) /width of total area of esophagus (㎜2)] × 100

5. 조직학적 분석

  식도 조직은 적출 즉시 10% 중성포르말린으로 고정

하고, 이후 일반적인 조직 포매 방법을 통하여 파라핀

에 포매하였다. 파라핀 블록을 5 ㎛ 두께로 박절하여 

Hematoxylin & Eosin 염색하고, 광학현미경(Leica DM 

2500)을 사용하여 촬영한 뒤 image analysis program 

(i-solution DT)을 통해 분석하였다. 

6. Western blot assay

  적출한 식도에 100 mM Tris-HCl (ph 7.4), 5 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 2 mM MgCl2, 15 mM CaCl2, 

0.1 M DTT, 1.5 M sucrose, protease inhibitor cocktail

로 이루어진 조직 lysis buffer를 첨가하여 tissue grinder로 

분쇄하였다. 분쇄액을 30분간 ice 상에서 반응시고 원심

분리를 통해 세포질을 포함한 상등액을 분리하였다. 이

후 핵 추출을 위해 세포핵 lysis buffer (50 mM 2-[4- 

(2-hydroxyethyl)-1-piperazyl] ethanesulfonic acid (pH 

7.9), 50 mM KCl, 0.3 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 

mM DTT, 0.1 mM PMSF, 10% glycerol)를 첨가해 

재부유 시킨 뒤 원심분리를 통해 핵을 포함하고 있는 

상층액을 얻고, 단백질 정량 후 샘플로 만들어 사용하

였다. SDS-PAGE을 통해 단백질을 분리하고 100 V에

서 75분간 transfer 하였고 일차항체는 PBST에 1:1000

으로 회석하여 4℃ overnight 반응시킨 후 이차항체는 

1:10000으로 실온에서 2시간 반응 후 Bio-Rad imaging 

software (Bio-Rad Laboratories, Inc, USA)를 이용하

여 band image를 수집하였다.

 

7. 통계처리

  모든 실험의 결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었고, 

실험군 간의 통계적 유의성은 ANOVA one-way 방법

을 이용하였으며, Duncan’s multiple range test 법에 

따라 p<0.05 수준에서 통계적 유의성을 검정하였다.

Ⅲ. 결과

1. 세포생존율 측정

  螃蟹 열수추출물의 세포독성을 평가하기 위해 Raw 

264.7 세포에 처리하고 세포생존율을 측정하였다. 실험 

결과, 螃蟹 열수추출물은 2000 ㎍/㎖의 농도까지 Raw 

264.7 세포에 대한 유의미한 독성을 나타내지 않았다 

(Fig. 1A). 

2. NO 생성량 측정

  Raw 264.7 세포에 LPS를 처리한 결과, NO 생성량

이 유의하게 증가하였다. 반면 LPS 처리구와 비교하였

을 때 螃蟹 열수추출물 500, 1000, 2000 ㎍/㎖ 처리구

에서 각각 8%, 13%, 47%의 농도 의존적인 NO 생성 

억제 효과를 보였다 (Fig. 1B)



대한한의학�방제학회지�제30권�제1호�(2022년2월)
Herb.�Formula�Sci.�2022;30(1):11~18

14

 

Fig. 1. Cell viability (A) and NO production (B) of CWE in RAW 264.7 cells. Raw 264.7 cells were treated 

with CWE (500, 1000, 2000 ㎍/㎖) and LPS (1 ㎍/㎖) for 24 h. ###P<0.001 vs normal cells; ***P<0.001 

vs LPS-treated cells. 

3. 식도 점막 손상도 측정

  정상군에서는 식도 점막의 손상이 관찰되지 않았으

나, 대조군에서는 위 내용물의 역류로 인한 손상이 관

찰되었다. 반면, 螃蟹투여군에서는 대조군에 비해 점막

의 손상도가 42% 개선된 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 

2). 

Fig. 2. Effects of CWE on esophagus tissues in rats induced reflux esophagitis. Image of esophageal damages 

(A) and the damage ratio (B) were investigated in different three group: N, normal group; Veh, reflux 

esophagitis group; CWE 100, reflux esophagitis + CWE 100 mg/kg group. ***P<0.001 vs Veh group. 

4. 조직병리학적 검사

  정상군에서는 식도 점막에서의 조직학적 변화가 관찰

되지 않았으나, 역류성 식도염이 유발된 대조군에서는 

염증 세포의 침착과 함께 식도 상피의 광범위한 탈락이 

나타났다. 螃蟹투여군에서는 대조군과 비교하여 식도 

상피의 탈락정도가 감소된 것을 관찰할 수 있었다 (Fig. 

3). 



남현화 외 6인 : 역류성 식도염에 대한 螃蟹 열수추출물의 보호효과
Nam et al., Crab Water Extrct Ameliorates Reflux Esophagitis in Rats

15

Fig. 3. The histological change evaluation in different group: (A) N, Normal group; (B) Veh, reflux esophagitis 

group; (C) CWE 100, esophagitis + CWE extract 100 mg/kg group. 

5. 염증성 단백질 및 염증성 사이토카인 발현량 변화

  대조군에서는 COX-2 및 TNF-α의 발현량이 정상

군에 비해 유의하게 증가하였으나, 螃蟹 열수추출물을 

경구 투여한 결과 COX-2의 발현은 대조군에 비해 

33%, TNF-α의 발현량은 대조군에 비해 23% 감소한 

결과를 보였다 (Fig. 4). 또한 대조군에서는 핵 내 

p-NF-κB p65의 발현량이 정상군에 비해 유의하게 

증가하였는데, 이는 螃蟹 열수추출물 투여군에서 34% 

가량 감소하는 결과를 보였다 (Fig. 5). 

     

Fig. 4. Inhibition effects of CWE on the expression of COX-2 protein (A) and TNF-α cytokine (B) in 

esophagus tissues. N, normal group; Veh, reflux esophagitis group; CWE 100, reflux esophagitis + 

CWE 100 mg/kg group. ##P<0.01 VS normal group. 
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Fig. 5. Inhibition effects of CWE on the expression of p-IκBα (A) and p-NF-κBp65 (B) in esophagus 

tissues. N, Normal group; Veh, reflux esophagitis group; CWE 100, reflux esophagitis + CWE 100 

mg/kg group. ##P<0.01 vs normal group and *P<0.05 vs vehicle group. 

Ⅳ. 고찰

  게, 새우 등의 갑각류의 껍질이나 근육 등에 분포되

어 있는 키틴, 키토산 등의 성분은 혈장내의 콜레스테

롤과 트리글리세리트를 낮추는 효과를 가지고 있으며, 

성인병 예방, 항균작용, 항산화, 항암 등의 효능이 보고

됨에 따라, 최근 게의 약용적 가치가 주목을 받고 있다. 

그러나, 기능성 소재로 이용되고 있는 수산물 자원 유

래 성분에 대한 다양한 효능연구는 활발하게 진행되고 

있으나, 식품이나 약용으로 이용되고 있는 원재료 추출

물의 약용적 가치를 입증하기 위한 실험적 연구는 미비

한 실정이다14-17). 《東醫寶鑑》에 螃蟹가 反胃 및 噎
膈에 효과가 있다고 기술된 것을 통해 한의학에서 예로

부터 게를 한약자원으로서 사용해왔음을 알 수 있다13). 

따라서 본 연구에서는 역류성 식도염에 대한 螃蟹 추출

물의 효능을 확인하고자 실시되었다.

  동물실험에 앞서 Raw 264.7 세포에서 螃蟹 열수추

출물의 세포독성 및 항염증 효과를 측정하였다. Raw 

264.7 세포에 螃蟹 열수추출물을 농도별로 처리하고 세

포생존율을 측정한 결과, 2000 ㎍/㎖의 농도까지 유의

미한 세포독성이 관찰되지 않았다. 과도한 NO의 생성

은 염증반응의 원인이 될 뿐 아니라 조직의 손상을 유

발할 수 있는 것으로 알려져 있다18). LPS의 처리군에서 

정상군에 비교하여 NO의 생성량의 유의미하게 증가되

었으나, 螃蟹 열수추출물 처리군에서 농도 의존적으로 

유의하게 억제되어 螃蟹 열수추출물에 항염증 효과가 

있음을 확인하고 동물실험을 진행하였다.

  실험에는 위장을 부분적으로 결찰하여 위산 및 위 내

용물이 식도로 역류하도록 유도한 동물 모델을 사용하

였다. 식도로 역류된 위산 및 위 내용물은 식도 조직의 

손상 및 세포 사멸을 초래하여 역류성 식도염 유발의 

원인이 된다19). 실험 결과, 대조군에서 위 내용물 역류

로 인한 식도 점막의 손상이 관찰되었으며, 조직학적 

분석을 통해 점막 상피의 파괴와 염증 세포의 침윤과 

같은 조직의 손상을 확인할 수 있었다. 반면, 螃蟹물투

여군에서는 식도 손상도가 유의하게 감소하고 식도 상

피의 탈락 등 조직학적 변화 역시 대조군에 비해 개선

되어, 螃蟹 열수추출물의 식도 조직 손상에 대한 보호 

효과를 확인할 수 있었다. 

  IκB-α에 의해 매개되는 NF-κB는 면역 및 염증 

반응에 중요한 역할을 하는 전사인자이다20). IκB-α와 

NF-κB의 인산화는 COX-2와 TNF-α와 같은 염증

성 단백질의 분비를 촉진시켜 식도 조직의 염증을 악화

시키는 것으로 알려져 있다20-22). 본 실험 결과, 역류성 

식도염으로 인해 NF-κB의 인산화가 증가하였으며, 

COX-2와 TNF-α의 발현량 역시 정상군에 비해 유의

미하게 증가하였다. 螃蟹 열수추출물의 투여는 NF-κB

의 인산화를 유의미하게 억제하였으며, COX-2와 
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TNF-α의 발현을 감소시키는 경향을 나타내었다. 

Ⅴ. 결론

  본 연구는 역류성 식도염에 대한 螃蟹 열수추출물의 

보호효과를 확인하고자 실시되었다. 螃蟹 열수추출물의 

투여는 역류성 식도염으로 인한 조직의 손상을 개선하

였으며 NF-κB의 인산화 및 COX-2와 TNF-α와 같

은 염증성 인자의 발현을 억제하였다. 실험 결과를 통

해 역류성 식도염 보호소재로서의 螃蟹의 가능성을 확

인하였다.
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