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아라키돈산과 철 유도성 산화적 스트레스에 대한 抑 散加 皮半夏의 
간세포 보호 효능
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Ukgan-san plus Citri Pericarpium and Pinelliae Rhizoma Protects 
Hepatocytes from Arachidonic Acid and Iron-mediated Oxidative 

Stress

Ye Lim Kim, Hyo Jeong Jin, Sang Mi Park, Kyung Hwan Jegal, Chang Hyun Song, 

Kyung Soon Kim, Sung Hui Byun, Sang Chan Kim*

College of Korean Medicine, Daegu Haany University

ABSTRACT

Objectives : Ukgan-san plus Citri Pericarpium and Pinelliae Rhizoma (UCP) is used as a traditional herbal formula in 

Korea and Japan for treatment of fever, fever-induced convulsions, and liver dysfunction and so on. In this study, 

we investigated the cytoprotective effect and underlying mechanism of UCP against oxidative stress induced by 

cotreatment of arachidonic acid (AA) and iron. 

Methods : To evaluate the hepatoprotective effects of UCP against AA + iron-induced oxidative stress in HepG2 cell, 

cell viability and changes on apoptosis-related proteins were assessed by MTT and immunoblot analyses. The changes 

in intracellular reactive oxygen species (ROS), glutathione (GSH), and mitochondrial membrane permeability (MMP) 

were investigated against to the oxidative stress. Furthermore, to verify underlying molecular mechanism, 

NF-E2-related factor 2 (Nrf2) and its downstream target genes were examined by immunoblot analysis.

Results : Treatment of UCP increased the cell viability and altered the expression levels of apoptosis-related proteins such as 

PARP, caspase-9, caspase-3, Bcl-2. UCP also inhibited the GSH depletion, excessive ROS production and mitochondrial 

dysfunction induced by AA + iron. In addition, the Nrf2 and the Nrf2 target genes activation were increased by UCP. 

Conclusions : These results indicated that UCP has the ability to protect against oxidative stress-induced hepatocyte 

damage, which may be mediated with Nrf2 pathway.
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서론. Ⅰ 1)

신체 내 산소를 사용하여 에너지를 생산하는 과정은   

등과 같은 활성산hydroxyl radical, superoxide radical 

소종 ( 을 생성하게 된다ROS) 1) 일반적으로 이는 체내. 

의 superoxide dismutase (SOD), glutathione, catalase 

등의 항산화 시스템에 의해 적절하게 제거되어 항상성

이 유지된다2) 그러나 과도하게 생성된 는 체내 항. ROS

산화 시스템의 항상성 기능 저하를 유발하여 산화적 스

트레스 가 발생하게 된다(oxidative stress) 3) 이러한 과. 

정에 의해 발생한 산화적 스트레스는 와 DNA protein

의 변형 및 기능 이상 손상에 의한 생체막 영향 , lipid 

등 체내에 광범위한 영향을 미치게 된다1,4) 이러한 산. 

화적 스트레스가 지속적으로 체내 발생할 경우 당뇨병, 

암 심혈관질환 등을 유발한다고 알려져 있다, 5-7). 

간은 신체 내에서 가장 큰 기관으로 대사 조절 및 병원

균과 외인성 항원을 제거하는 역할을 하며 독소 및 노, 

폐물을 분해하는 역할을 한다8,9) 또한 알코올 및 약물 . , 

섭취 바이러스 감염 등의 다양한 환경적 요인들에 의, 

해 간은 다량의 을 생성하게 되며ROS 2) 산화적 스트레 

스에 노출되기 쉽다3) 이러한 산화적 스트레스가 간에. 

서 지속적으로 발생 할 경우 간염 간섬유화 간경화 및 , , 

간암을 유발한다고 알려져 있다10-12) 이로 인해 현재 . 

산화적 스트레스로부터 간보호 효과를 위한 연구가 활

발히 이루어지고 있다13-15).

은 , , , , , , 抑 散 當歸 川 白朮 柴 甘
으로 구성되었으며 는 에서 , ‘ ’抑 散加 皮半夏 抑 散

를 하였으므로 의 의미, , 皮 半夏 加 抑 散 合 二 湯
이다16). 

근래까지 에 대한 연구는 알츠하이머抑 散 17,18) 발작, 19), 

치매20)와 같은 신경성 질환과 본태성 떨림질환 등에 대한 

개선 효과21) 갑상선기능항진 개선, 22), Chorea Hyperglycemia 

개선Basal Ganglia Syndrome 23) 항간질, 24) 항비만 및 항지, 

질25,26), 항산화27), anti-apoptosis26) 효과가 있다고 알려져  

있다 에 추가된 와 에 대한 연구로는. , 抑 散 皮 半夏 皮

의 항산화28) 항관절염, 29), 항고혈압 및 항암 30) 효과가 보 

고되어 있으며 는 종양 활성 억제, 半夏 31) 항천식, 32) 항, 

비만33)등의 효과가 있다고 알려져 있다 그러나. , 抑 散
에 대한 연구는 뚜렛증후군加 皮半夏 34)에 대한 임상연

구로서 편의 연구결과만이 보고되어 있으며1 , 抑 散加
의 간세포 보호 효과에 대한 연구 결과는 알려皮半夏

진 바가 없다. 또한 에는 항비만효과抑 散 25) 및  신경

세포 보호35) 항산화 효과, 27) 등이 보고되어  抑 散加
가 皮半夏 간보호효과에도 유의할 것으로 판단되어 본 

연구를 진행하였다. 

재료 및 방법. Ⅱ

시약 1. 

본 연구에 사용한   (抑 散加 皮半夏 Ukgan-san 

plus Citri Pericarpium and Pinelliae Rhizoma; UCP 는 ) ㈜

제일한방 서울 한국 의 를 사용하였으며( , ) , 抑 散加 皮半夏
약물의 구성 및 용량은 과 같다Table 1 . Procaspase-9, 

procaspase-3, poly (ADP ribose) polymerase (PARP), 

lamin A/C, -actin, heme oxyganase-1 (HO-1), β

항체와 NAD(P)H-quinone oxidoreductase 1 (NQO1) 

는 HRP conjugated anti-mouse IgG Cell signaling 

에서 구매하였다Technology (Beverely, MA, USA) . Bcl-2, 

항체는 nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) 

에서 구Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)

매하였으며 항체는 , Sestrin2 Protein tech group (Chicago, 

으로부터 구입하였다 세포 배양을 위한 IL, USA) . 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), fetal 

및 과 은 bovine serum (FBS) penicillin streptomycin Gibco 

에서 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

구입하였다 는 . Arachidonic acid (AA) Calbiochem (SanDiego, 

에서 구매하였고CA, USA) , 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 

와 -2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) 2’,7’- 

및 dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA) rhodamine 

등의 기타 시약들은 123 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

*Corresponding author: Sang Chan Kim. Research Center for Herbal Convergence on Liver Disease, Department of Herbal Prescription, College of 
Korean Medicine, Daegu Haany University, 1, Hanuidae-ro, Gyeongsan-si, Gyeongsangbuk-do, 38610, Republic of Korea. 
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에서 구매하였다USA) . NER-PERTM Nuclear and 

와 cytoplasmic extraction reagents bicinchoninic acid 

는 (BCA) protein assay kit Thermo Fisher Scientific 

에서 구입하였다Inc. (Rockford, IL, USA) . GSH 

는 BIOXYTECH GSH-400 kit Oxis International Inc. 

에서 구매하였다(Portland, OR, USA) . 

Table 1. Composition of Ukgan-san plus Citri Pericarpium and Pinelliae Rhizoma in this study

Herb amount (g) %
當歸 1.0 10.5
川 1.0 10.5

1.33 14.0
白朮 1.33 14.0
柴 0.67 7.1
甘 0.5 5.3

1.0 10.5
皮 1.0 10.5

半夏 1.67 17.6
계 9.5 100

세포 배양 2. 

본 연구에 사용된   HepG2 cell (human hepatocyte 

은 derived cell line) American Type Culture Collection 

에서 구입하였다 세포 (ATCC, Rockville, MD, USA) . 

배양을 위해 와 10 % FBS 100 U/mL penicillin, 100 

을 에 혼합하여 g/mL streptomycin DMEM 37 , 5% μ ℃

CO2가 유지되는 incubator (MCO-20AIC, Sanyo 

에서 배양하였다 모든 Electric Biomedical Co., Japan) . 

세포 실험은 로 배양된 세포를 사80-90 % confluence

용하였다.

세포 생존율 측정3. 

에   24-well plate 1.5×105 의 농도로 세포를  cell/well

분주하여 배양한 후 의 가 약 , HepG2 cell confluence

되었을 때 시간 동안 가 포함되지 않은 80-90% , 12 FBS

배지에서 배양하였다. UCP 단독 처치 시 세포에 대한  

독성을 분석하기 위하여 의 0.03-1.0 mg/mL UCP를 24

시간 동안 처치한 후 세포 생존율을 분석하였다 또한 . 

UCP의 간세포 보호 효과를 관찰하기 위하여 0.03-1.0 

의 mg/mL UCP를 시간 전처치 한 후 를 1 10 M AAμ

시간 을 시간 동안 처치하였다 해당 12 , 5 M iron 1 . μ

약물 처치가 완료된 에 의 HepG2 cell 0.5 mg/mL MTT

용액을 추가한 후 시간 동안 반응시켜 4 DMSO 

를 이용하여 생성된 을 용(dimethyl sulfoxide) formazan

해한 후, automated microplate reader (Infinite M200 

로 에서 Pro, Tecan, M nnedorf, Switzerland) 570 nm

흡광도를 측정하였다 세포 생존율은 무처치 세포의 흡. 

광도에 대한 백분율로 나타내었다. [cell viability (%) 

= 100 × (absorbance of treated cell) / (absorbance 

of control cell)]

전세포 추출액 및 핵 분획의 제조와 분석4. immunoblot 

약물 처치를 한 로부터 얻은 전세포 추출  HepG2 cell

액은 및 phosphatase protease inhibitor cocktail 

이 첨가된 (Thermo Fisher Scientific Inc.) radio-

를 이용해 용해하여 immunoprecipitation assay buffer

에서 분 동안 원심분리하여 세포의 4 , 15,000 × g 15℃

전추출액 으로서 상등액을 취하였다(whole cell lysate) . 

핵 분획 은 을 처치한 (nuclear fraction) UCP, AA, iron

세포에 NER-PERTM Nuclear and cytoplasmic 

제조사에서 제시된 방법에 따라 상extraction reagents 

등액을 추출하였다 해당 추출액들은 단백질 함량 정량. 

을 위하여 를 이용하였다BCA protein assay kit . 

정량화된 의 동일량을   lysate 8-12% SDS-PAGE 

(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

로 전기영동을 통해 단백질의 크기별로 electrophoresis)

분리 후 으로 , nitrocellulose membrane electro-transfer 

하였다 비특이적 결합을 제거하기 위해 . 5% skim milk
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로 상온에서 시간 분 동안 한 후 표적 단1 30 blocking , 

백질에 대한 차 항체를 시간 이상 반응시키고1 12 , 

가 결합 된 차 항체를 상온에서 horseradish peroxidase 2

반응시키고, enhanced chemiluminescence detection kit 

와 (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden) image 

analyzing system (Imager 600, Amersham 

을 이용하여 감광하였다 각 단백질의 상대Biosciences) . 

적인 발현 정도는 Image J (https://imagej.nih.gov/ij/)

를 이용하여 분석하였다.

함량 측정5. GSH 

을 에 각 당   HepG2 cell 24-well plate well 1.5×105개

로 분주하여 배양한 뒤, UCP와 을 순차적으로 AA, iron

처치하였다 처치가 완료된 세포를 의 . 500 L/wellμ

를 이용하여 용해하고metaphosphoric acid , GSH 

를 이용하여 의 파BIOXYTECH GSH-400 kit 405 nm

장으로 를 사용하automated microplate reader (Tecan)

여 흡광도를 측정하였다.

세포 내 측정6. ROS 

  UCP가 세포 내에서의 에 미치는 영향을 측정하ROS

기 위해 를 이용하였다 을 DCFH-DA . HepG2 cell

에 배양 후24-well plate , UCP를 로 0.3, 1.0 mg/mL 1

시간 동안 처치하고 시간, 10 M AA (12 ), 5 M μ μ

시간 을 처치하였다 이후iron (1 ) . , 20 M DCFH-DAμ

를 시간 동안 에서 배양한 뒤 형성된 의 형1 37 , DCF℃

광 강도를 의 excitation (485 nm), emission (530 nm)

파장에서 로 측정automated microplate reader (Tecan)

하였다.

미토콘드리아 막 전위의 측정7. 

  UCP 처치로 인한 미토콘드리아 막 전위의 변화를 측정

하기 위하여 막투과성 양이온 형광 염료인 rhodamine 

을 이용하였다123 . UCP 을 순차적으로 처치한 , AA, iron

에 의 을 분 동HepG2 cell 0.05 g/mL rhodamine 123 30μ

안 처치하고 가 포함된 , 1% FBS phosphate buffered 

을 이용하여 세포를 에 회수하였다 회수된 세saline tube . 

포는 당 개의 세포를 sample 10,000 BD Accuri™ C6 Plus 

Flow Cytometer (BD Bioscience, San Jose, CA, USA)

를 이용하여 측정하였다.

리포터 유전자 분석8. 

  pGL4.37 [luc2P/ARE/Hygro] (Promega, Madison, 

리포터 유전자 형질이 도입된 재조합 WI, USA) 

을 에 배양한 후HepG2 cell 24-well plate , 를UCP 처치 

한 후, passive lysis buffer (Promega, Madison, WI, 

를 이용하여 용해하였다 이후USA) . , luciferase assay 

를 첨가하여 발현된 활성reagent (Promega) luciferase 

을 측정하였다 의 활성도는 표준곡선을 이용. Luciferase

해 단백질 농도를 기준으로 보정 하였다.

통계분석9. 

본 연구의 모든 실험 결과는 회 반복 시행 후   3 SPSS 

을 이용version 26.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA)

하여 통계분석을 수행하였다 그룹 간의 통계적 유의성. 

은 를 이용하여 검정하였one way analysis of variance

다 사후검정은 또는 . Tukey HSD test Dunnett T3 test

를 이용하였으며 로 mean ± standard deviation (S.D.)

표기하였다 유의수준이 . p 또는  < 0.05 p 인 경 < 0.01

우를 기준으로 통계적으로 유의한 차이가 있는 것으로 

판단하였다.

실험 결과. Ⅲ

1. UCP의 으로 유도된 에 대한 보호 효과AA + iron cell death

우선  , UCP 단독처치 시 세포 내 독성 유무를 파악하 

기 위하여 의 0.03-1.0 mg/mL UCP를 처치하여 세포 

생존율을 분석하였다. UCP는 0.03, 0.1, 0.3, 1.0 

을 각각 처치하였을 때 무처치군mg/mL , (100 ± 

대비 2.57%) 99.32 ± 6.83, 95.49 ± 5.17, 104.18 ± 

로 통계적으로 유의성을 나타2.28, 101.80 ± 15.45(%)

내지 않았다 로 산화적 스트레스가 (Fig. 1A). AA + iron

유도된 경우 처치군은 무처치군, AA + iron (100 ± 

대비 로 세포의 생존율을 유13.74%) 38.22 ± 3.95%

의하게(p 감소시켰다 반면 의 < 0.01) . , 1.0 mg/mL

UCP를 처치한 경우 로 군, 108.54 ± 6.63% AA + iron

에 비해 유의하게(p 증가시켰다 따라< 0.01) (Fig. 1B). 

서 UCP는 단독적인 세포 독성을 나타내지 않으며, AA 

처치로 의한 에 대한 세포 보호 효과+ iron cell death

가 있음을 의미한다. 
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Fig 1. Effect of UCP against AA + iron-induced hepatotoxicity.

      The effects of UCP on cell viability were assessed by using the MTT assay. (A) To investigate the effect 

of UCP alone on cytotoxicity, HepG2 cells were treated with 0.03-1.0 mg/mL of UCP for 24 h. (B) To 

determine the cytoprotective effect of UCP, HepG2 cells were pretreated with 0.03-1.0 mg/mL of UCP. 

And then, the cells were exposed to AA (10 M) for 12 h, and were incubated with iron (5 M) for μ μ

1 h. All data represent the mean ± S.D. of three separated experiments (Significant compared with 

control, **p < 0.01; Significant compared with AA + iron, ##p < 0.01).

2. UCP의 으로 유도된 억제 효과AA + iron apoptosis 

는 손상되거나 감염된 세포의 제거와 발달  Apoptosis , 

세포 분화 및 증식을 포함한 다양한 생물학적 과정에서 

중추적인 역할을 한다36) 이러한 에 관여하는 . apoptosis

인자로는 인자가 Bcl-2, caspase-9, caspase-3, PARP 

알려져 있다37-39). 

이를 바탕으로   UCP의 에 의해 유도되는 AA + iron

에 대한 억제 효과가 있는지 확인하기 위하여 apoptosis

의 cleaved PARP, procaspase-9, procaspase-3, Bcl-2

발현의 변화를 를 통해 분석하였다immunoblot analysis

에 을 처치한 경우(Fig. 2A). HepG2 cell AA + iron , 

는 무처치군 대비 cleaved PARP (1.00 ± 0.05) 2.02 ± 

로 유의하게0.05 (p 증가하였고 < 0.01) , procaspase-9, 

는 무처치군 대비 각각 procaspase-3, Bcl-2 0.51 ± 

로 유의하게0.11, 0.63 ± 0.04, 0.41 ± 0.01 (p < 

감소하였다 그러나 의 0.01) . 1.0 mg/mL UCP를 처치할 

경우 는 로 유의하게, cleaved PARP 1.30 ± 0.09 (p < 

감소하며 는 0.01) , procaspase-9, procaspase-3, Bcl-2

로 유의한0.94 ± 0.10, 0.91 ± 0.01, 1.23 ± 0.31 (p 

증가를 나타내었다 이는< 0.01) (Fig. 2B). , UCP가 

를 억제함으로써 을 보호함을 알 apoptosis HepG2 cell

수 있다.
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Fig 2. Effect of UCP on AA + iron-induced apoptosis.

      (A) Immunoblot analysis of apoptosis-related proteins. (B) Cleaved PARP, procaspase-9, procaspase-3, 

and Bcl-2 expression intensities were measured by scanning densitometry. Data represent mean ± S.D. 

of three separated experiments (Significant compared to control, **p < 0.01; Significant compared to AA 

+ iron, ##p < 0.01)
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3. UCP의 에 의한 세포 내 감소 및 AA + iron GSH 

축적 억제 효과ROS 

세포 내 처치로 유도된 고갈 및   AA + iron GSH 

생성 증가는 산화적 스트레스를 유발하여 ROS 

를 유도한다고 알려져 있다apoptosis 40,41) 이를 바탕으. 

로 UCP의 항산화 효능을 확인하기 위하여 세포 내 

와 의 농도를 분석하였다 우선GSH ROS . , AA + iron 

처치를 통한 세포 내의 환원형 의 농도 변화를 분GSH

석하였다 처치군은 무처치군. AA + iron (27.68 ± 

에 대비하여 3.53 mol/mg protein) 9.80 ± 1.58 μ μ

으로 유의한mol/mg protein (p 감소를 나타냈 < 0.01) 

으며 의 , 1.0 mg/mL UCP를 처치한 경우에서는 35.18 

으로 통계적으로 유의하게± 4.05 mol/mg protein (μ p 

증가하였다 또한 처치로 < 0.01) (Fig. 3A). AA + iron 

인한 세포 내 축적의 변화를 측정한 결과 무처치ROS , 

군 대비 처치군에서 (1.00 ± 0.18) AA + iron 8.03 ± 

배로 유의하게2.01 (p 증가하였다 하지만  < 0.05) . 1.0 

의 mg/mL UCP를 처치한 군은 배로 통계2.59 ± 0.87 

적으로 유의하게(p 감소하였다 이러 < 0.05) (Fig. 3B). 

한 결과는 UCP가 세포 내의 고갈 및 축적GSH ROS 

을 억제하여 항산화 효과를 나타내는 것을 알 수 있다.

Fig 3. Effects of UCP on AA + iron-induced GSH depletion and ROS production.

      (A) The cellular GSH contents were measured by using commercial kit as mentioned in materials and 

methods section, and the values were normalized by protein concentration. (B) To observe the 

intracellular ROS accumulation, HepG2 cells were treated with 0.3-1.0 mg/mL UCP and AA + iron. 

After then, DCFH-DA (20 M) was added for 1 h. DCF fluorescence was monitored by automated 

microplate reader. (Significant compared to control, **p < 0.01, *p < 0.05; Significant compared to AA + 

iron, ##p < 0.01, #p < 0.05).
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4. UCP의 으로 유도된 AA + iron mitochondrial 

에 대한 억제 효과   dysfunction

미토콘드리아의 으로 인한 기능 이상은 내  AA + iron

인성 경로를 통해 를 유도한다apoptosis 42,43) 따라서 . 

UCP의 에 의한 미토콘드리아 막 기능 장애 AA + iron

억제 효과를 분석하기 위하여 미토콘드리아 막에 특이, 

적 결합을 하는 을 이용하여 를 측rhodamine123 MMP

정하였다 을 처치한 군은 . AA + iron rhodamine123 

이 무처치군negative fraction (RN1) (23.01 ± 3.66 %) 

대비 로 통계적으로 유의한78.62 ± 2.36 % (p < 0.01) 

증가를 나타내었다 반면 의 . , 0.3, 1.0 mg/mL UCP를 

전처치한 경우 로 유의53.29 ± 1.11, 48.83 ± 1.70%

하게(p 감소하였다 이러한 결과는 < 0.01) (Fig. 4). AA 

에 의한 미토콘드리아 막 기능 장애가 + iron UCP를 처

치함으로써 억제되어 세포 보호 효과가 나타남을 알 수 

있다. 

Fig 4. Effect of UCP on AA + iron-induced mitochondrial dysfunction.

      (A) HepG2 cells were treated with 0.3, 1.0 mg/mL of UCP, AA + iron as described in material and 

methods and subsequently stained by rhodamine 123 for 30 min. (B) Proportions of low rhodamine 123 

intensities (RN1 fraction) were presented as percentages of the 10,000 cells. All data represent mean ± 

S.D. of three separated experiments. (Significant compared to control, **p < 0.01; Significant compared 

to AA + iron, ##p < 0.01). 

5. UCP의 활성화에 미치는 효과Nrf2 

는 세포 내 항산화 관련 단백질의 발현을 유도하여   Nrf2

산화적 스트레스로부터 세포를 보호하는 전사인자이다44). 

다양한 신호분자에 의해 가 활성화 될 경우 세포질에Nrf2

서 핵으로 이동하여 프로모터 영역의 에 결합한 후 ARE

등을 포함한 항산화 유전자들의 Sestrin2, HO-1, NQO1 

전사를 활성화 시킨다45-47). UCP가 활성화에 관여Nrf2 

하는지 규명하기 위해 를 발현하는 재조, ARE-luciferase

합 세포주를 활용하여 분석을 실시하였다repoter gene .

의   0.3, 1.0 mg/mL UCP를 처치한 경우 무처치군, 

대비 배로 (1.00 ± 0.54) 2.87 ± 0.36, 7.15 ± 1.03

통계적으로 유의한(p 증가를 나타내었다 < 0.01) (Fig. 

5A).

또한   UCP의 활성화에 있어 처치 시간 및 농도Nrf2 

별 미치는 영향을 분석하기 위하여 세포의 핵 내 존재

하는 발현의 변화를 을 통해 Nrf2 immunoblot analysis

분석하였다.

우선 의   , 1.0 mg/mL UCP의 처치 시간별 핵 내의 

발현량의 변화를 측정한 결과 무처치군Nrf2 , (1.00 ± 

대비 시간과 시간에서 처치한 경우 0.46) 3 6 2.08 ± 
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배로 통계적으로 유의하게0.22, 2.14 ± 0.26 (p < 0.01) 

증가하였다 또한(Fig. 5B). , UCP를 농도별로 시간 동3

안 처치하였을 때 핵 내의 의 변화를 측정한 결과Nrf2 , 

무처치군 대비 의 (1.00 ± 0.09) 0.1, 0.3, 1.0 mg/mL

UCP를 처치한 군에서 1.41 ± 0.18, 1.68 ± 0.27, 

배로 유의하게2.23 ± 0.15 (p 증가하였다 < 0.05) (Fig. 

이는 5C). UCP가 핵 내의 활성화를 통해 항산화 Nrf2 

효능이 나타남을 알 수 있다.

Fig 5. Effect of UCP on Nrf2 activation

      (A) Reporter gene assay to measure ARE-mediated transcriptional activation. The expressed luciferase 

activity of recombinant HepG2 cells, treated with 0.03-1.0 mg/mL of UCP for 24 h, was measured. (B) 

To measure the time-course nuclear Nrf2 expression levels, HepG2 cells were treated with 1.0 mg/mL 

UCP for 0.25-6 h. (C) To determine the concentration-dependent nuclear Nrf2 expression changes, 

HepG2 cells were treated with 0.03-1.0 mg/mL UCP for 3 h. Immunoblot loading control for equal 

loadings was used as lamin A/C. All data represent mean ± S.D. of three separated experiments. 

(Significant compared with control, **p < 0.01, *p < 0.05).
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의 표적 항산화 유전자 발현에 미치는 효과6. UCP Nrf2 

의 를 시간 또는 시간 동안   1.0 mg/mL UCP 1 3 HepG2 

에 처치하여 의 표적 항산화 인자인 cell , Nrf2 Sestrin2, 

의 변화를 를 통해 분HO-1, NQO1 immunoblot analysis

석하였다(Fig. 6A).

단백질은 무처치군 대비 시  Sestrin2 (1.00 ± 0.36) 3

간 처치한 군에서 배로 유의하게2.21 ± 0.20 (p < 

증가하였으며 단백질 발현은 무처치군0.01) , HO-1 

대비 시간 처치하였을 때 (1.00 ± 0.33) 3 2.78 ± 

배로 유의하게 증가하였다0.51 (p < 0.01) .

또한 의 발현은 무처치군 대비   NQO1 (1.00 ± 0.10) 

시간 처치한 군에서 배로 통계적으로 유3 2.25 ± 0.24

의한 증가를 나타내었다(p < 0.01) (Fig. 6B).

이러한 결과는 의 항산화 효과가 의존성   UCP Nrf2 

항산화 인자들의 발현을 통해 나타나는 것을 시사한다.

Fig 6. Activation of Nrf2 and its target genes expression by UCP.

      The protein levels of Sestrin2, HO-1, NQO1 were immunoblotted in the HepG2 cells treated with 1.0 

mg/mL UCP for 1 or 3 h. Equal protein loading was confirmed by -actin immunoblotting. All Data β

represent the mean ± S.D. of three separated experiments (Significant compared with control, **p < 0.01).
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고찰  . Ⅳ

은 에 종의 가 수록되  < > 3抑 散 中 方劑大 典 方劑
어 있으며 이 종의 은 , 3 < >, < >, 抑 散 保嬰撮 便

에 된 방제이다< > . 明 彀
의 은   < > 1 , 8 , , 保嬰撮 抑 散 當歸 川 分

으로 구성1 , , 5 , 1白朮 各 柴 甘 各 分
되어 , , , 小兒 熱發搐 或發熱咬牙 或 悸寒熱 或

를 치료하며 복, , , 木乘土 嘔吐泄瀉 少 睡 不安
용법은 하여 가 한다水煎 子母 同服 48,49) 이는 전해질 성. 

분의 약은 정도의 차이는 있으나 로 되는 경, 母乳 移
우가 많으므로 를 통하여 약의 효능을 강화시키기 , 授乳
위한 것으로 보인다 의 은 . < > 2 , 便 抑 散 柴 半

, , 1 , 2 , , 5牡丹皮 各 半 皮 當歸 生地 各
, , 1 , 7 , 5 , 分 地 皮 子 各 川 分 分 山梔

으로 구성되어 1 , 2 , 8仁 甘 分 神 分 寡居獨 婦
를 치료하, , , , 人 惡寒發熱 全 瘧 久不愈 卽成瘵疾

는데 이와 주치증이 유사한 , < > 203 方 合 增 柴
抑 湯50)과는 약물 구성상 의 차이만이 祛當歸 加 朮
있을 뿐이다 의 은 . < > 4 , 明 彀 抑 散 子 兩 柴

로 구성되어 하며, , 2 , 1 , 皮 各 兩 甘 兩 治怒
하여 한다 이 중 의 기2 . 爲末 每服 抑 散加 皮半夏

본 방제가 되는 것은 의 이다< > . 保嬰撮 抑 散
은 한의과대학 공통  < >, < >, 抑 散 東 寶 方 合

교재인 에서는 기재되어 있지 않고< > , <方劑學 圖
>漢方 療 方 51) 및  < 212 の い局 劑 漢方 方 使

>方 52)에 기재되어 있다 우리나라에서는 일반적으로 . 湯
를 사용하는 경우는 의 용량을 < >劑 圖 漢方 療 方

참고하는 경우가 많고 엑기스제를 사용하는 경우는 , 

와 용량이 동일한 < 212 > Tの い局 劑 漢方 方 使 方 社
의 제품53)을 사용하는 경우가 많은데 실제 약물의 구, 

성에서는 의 용량이 원방에 가깝다 < >圖 漢方 療 方
대비 의 약(Table 2). < > < >保嬰撮 圖 漢方 療 方

물 변화량의 합은 이며 대비 엑스제의 0.814 , < >保嬰撮
약물 변화량의 합은 이며 과 1.871 , < >圖 漢方 療 方
엑스제의 값은 로 유의성있는 차이가 있다t-test 0.028 .

는 ( ) Cho抑 散加 皮半夏 抑 散 合 二 湯 54)의 

연구에 의하면 의 에, < >矢數 明 床應用漢方 方
서 으로 제시되었고, , , 加減方 大塚敬 矢數 明 淸水

의 에서 가 독< >太 漢方 療 典 抑 散加 皮半夏
립적 로 제시되었다 또한 . < 212 の方劑 局 劑 漢方 方

에서도 은 에서 된 인 것으로 >い使 方 本方 日本 創 方劑
기록하고 있다52) 과 마찬가지로 우리나라 임상. 抑 散
에서는 로는 의 용량을 참고하< >湯劑 圖 漢方 療 方
는 경우가 많고 엑기스제를 사용하는 경우는 다양한 , 

제조사의 엑기스제를 사용하는데 의 연구 결과, Cho

인 개 제조사의 약물 구성7 54)을 보면 대부분 < 局
의 용량을 따르고 있음을 알 수 212 >の い劑 漢方 方 使 方

있다 본 연구에서는 (Table 2). < 212局 劑 漢方 方
과 용량이 같은 제일한방의 >の い ㈜使 方 抑 散加 皮

을 사용하였다.半夏

Table 2. Comparison of Herbal Composition and Dosage of UGS and UCP

방제명 (UGS) 抑 散 (UCP)抑 散加 皮半夏
출처 保嬰撮 圖 漢方

療 方 212 の い漢方 方 使 方 엑스제
(T )社

圖 漢方
療 方 212 の い漢方 方 使 方 엑스제

( )國內社
용량 용량 % 용량 % 용량 % 용량 % 용량 % 용량 % 용량 %

當歸 1 17.2 8 17.8 3 14.6 3 14.6 8 13.6 3 10.5 1 10.5

川 8分 13.8 5 11.1 3 14.6 3 14.6 5 8.5 3 10.5 1 10.5

1 17.2 8 17.8 4 19.5 4 19.5 8 13.6 4 14.0 1.33 14.0

白朮 1 17.2 8 17.8 4 19.5 4 19.5 8 13.6 4 14.0 1.33 14.0

柴 5分 8.6 4 8.9 2 9.8 2 9.8 4 6.8 2 7.0 0.67 7.1

甘 5分 8.6 4 8.9 1.5 7.3 1.5 7.3 4 6.8 1.5 5.3 0.5 5.3

1 17.2 8 17.8 3 14.6 3 14.6 8 13.6 3 10.5 1 10.5

皮 - - - - - - - - 6 10.2 3 10.5 1 10.5

半夏 - - - - - - - - 8 13.6 5 17.5 1.67 17.6
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에 대한 연구로는 뚜렛증후군  抑 散加 皮半夏 34)에 

대한 임상연구 편 밖에 없으며 특히 1 , 抑 散加 皮半
의 간세포 보호 효과에 대한 연구 결과는 알려진 바夏 가 

없다 따라서 본 연구는 의 . , HepG2 抑 散加 皮半夏
에 와 의 병용처치로 유도되는 산화적 스트cell AA iron

레스에 대한 간세포 보호 효과를 규명하고자 하였다.

간은 에너지 대사 및 해독 작용이 일어나는 기관으로   

대사 과정에 필요한 이 저장된다 대사 과정에 의해 iron . 

세포 내 이 과도하게 저장될 경우 지질과산화를 촉iron , 

진하며 가 활성화 되어 를 활성화phospholipase A2 AA

시켜 산화적 스트레스를 유도한다55,56).

또한 세포 내 이 와 함께 반응할 경우   iron AA ROS 

생성이 가속화 된다고 알려져 있다40) 이러한 축. ROS 

적 및 산화적 스트레스가 지속적으로 발생할 경우 미, 

토콘드리아 막전위 저하로 인한 기능 장애 및 

를 유발한다apoptosis 57,58). 

본 연구팀에서는 에   HepG2 cell 10 Mμ 와  AA 5 μ

M 을 병용 처치하였을 경우 세포 내 고갈과  iron , GSH 

증가 및 미토콘드리아 막 기능이 저하되어 ROS 

가 유도되었다고 보고하였다apoptosis 59,60) 이를 바탕으. 

로 본 연구는 10 Mμ 와  AA 5 Mμ 을 병용 처치 iron

하여 산화적 스트레스로 인한 세포 독성을 유도하였다. 

따라서 본 연구는 의 병용 처치를 통해 AA + iron

에 산화적 스트레스를 유도하였으며 산화적 HepG2 cell

스트레스를 매개하는 간세포 독성에 대한 의 항산UCP

화 효능을 규명하고자 하였다. 

에 를 단독으로 처  HepG2 cell 0.03-1.0 mg/mL UCP

치하여 를 분석한 결과 해당 농도에서는 MTT assay , 

가 간세포에 독성을 나타내지 않는 것을 알 수 있UCP

었다 또한 에 의 와 . HepG2 cell 1.0 mg/mL UCP AA + 

을 처치한 경우 유도성 가 iron , AA + iron cell death

감소되었다.

는 내인성 경로 와 외인  Apoptosis (intrinsic apoptosis)

성 경로 로 분류된다(extrinsic apoptosis) 61) 외인성 경로. 

는 수용체를 매개하여 수용체에 리간드가 결apoptosis 

합하여 유도된다62) 반면 내인성 경로는 세포 내 . , DNA 

손상 축적 미토콘드리아 막 기능 변화 등에 의, ROS , 

해 발생한다63). 

세포 내 등에 의한 자극이 발생할 경우 미토콘  ROS , 

드리아를 통해 cytochrome-c가 방출된다 미토콘드리. 

아로부터 방출된 cytochrome-c는 과 함께 caspase-9

을 형성하여 를 로 apoptosome procaspase-3 caspase-3

활성화하며 및 세포증식에 관여하는 , DNA repair 

의 절단 를 통해 손상을 야기하여 PARP (cleavage) DNA 

를 유도한다apoptosis 64-66).

이를 바탕으로 관련 단백질인   apoptosis cleaved 

의 변화를 PARP, procaspase-9, procaspase-3, bcl-2

immunoblot analysis를 통해 분석하였다 결과적으로. , 

처치로 유도된 가 AA + iron apoptosis 1.0 mg/mL 

를 처치함으로써 억제되는 것을 알 수 있었다 해UCP . 

당 결과들은 가 를 억제하여 에 UCP apoptosis cell death

대한 간세포 보호 효과가 있음을 의미한다.

와 병용 처치는 세포 내 를 과도하게 축  AA iron ROS

적 시키며 이는 세포 내의 항산화 인자인 와 , GSH

간의 불균형이 발생하여 산화적 스트레스 발생을 ROS

유도한다67) 또한 지속적인 생성은 세포 내의 미. ROS 

토콘드리아의 막 전위 저하가 나타나 가 유도apoptosis

된다 이를 바탕으로 에 를 전처치하였. HepG2 cell UCP

을 때 는 처치로 인한 고갈 및 , UCP AA + iron GSH 

축적을 억제하였다 또한 를 전처치 한 경우ROS . UCP , 

처치에 의한 의 저하가 억제되었다AA + iron MMP . 

이는 가 산화적 스트레스에 의한 미토콘드리아의 UCP

막 기능 손상을 억제하여 세포 보호 효과가 있음을 알 

수 있다.

선행연구에서는 산화적 스트레스로부터 세포를 보호  

하기 위한 방어 인자로 AMPK (AMP-activated 

가 제시되었다protein kinase) 68-70) 이를 바탕으로 . UCP

가 간세포를 보호하기 위해 를 매개하는지 확인AMPK

하기 위하여 화학적 인 , AMPK inhibitor compound C

를 전처치 하고 와 을 처치하였다 실험 UCP AA + iron . 

결과 는 를 매개하여 세포를 보호하지 않음, UCP AMPK

을 알 수 있었다 따라서 의 간(Data not shown). UCP

세포 보호 효과는 의 활성화에 대한 관련성은 적AMPK

을 것으로 생각되며 다른 인자와 관련이 있을 것으로 , 

판단되었다. 

세포 내 항산화 관련 인자 발현을 유도하는 의   Nrf2

활성화는 산화적 스트레스를 억제할 수 있다고 알려져 

있다60,71) 활성화된 는 분자와 분리되어 세. Nrf2 Keap1 

포질에서 핵으로 이동을 하고 항산화 유전자 프로모터 , 

영역인 에 결합을 한다ARE 72) 해당 결합 이후. , 

Sestrin2, NQO1, GCLC (glutamate cysteine ligase 

과 같은 catalytic subunit), HO-1 (heme oxyganase-1)

항산화 관련 유전자들의 발현을 활성화 한다73-75) 이를 . 

바탕으로 본 연구에서는 처치로 인해 세포 내 UCP 
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가 핵 내로의 이동이 증가하여 와의 결합이 Nrf2 ARE

증가하였음을 규명하였다 또한 활성화와 관련있. Nrf2 

는 항산화 유전자인 의 발현의 Sestrin2, HO-1, NQO1

변화를 분석한 결과 를 처치한 경우 해당 유전자, UCP

들의 발현이 증가했음을 알 수 있었다 이러한 결과는 . 

의 활성화를 통해 항산화 유전자가 활성화 UCP Nrf2 

되어 세포 보호 효과가 나타났음을 시사한다 따라서 . 

본 연구는 처치에 의한 산화적 스트레스로AA + iron 

부터 처치로 활성화 유도를 통한 간세포 보UCP Nrf2 

호 효과를 규명하였다.

향후 관련 인자인 등과  Nrf2 ERK, PI3K, Akt, GSK3
76,77) 하위 조절 인자인  GCLC, GCLM, GPx2, 

CXCR3-B, MRP78,79) 등의 추가적인 연구가 필요하며 , 

또한 in vivo 연구에서도 의 간보호 효능 및 기전 UCP

이 확보되면 간질환 관련 후보 소재로써 유용하게 사용

할 수 있을 것으로 사료된다.

결론. Ⅴ

와 의 병용처치로 유도된 산화적 스트레스에  AA iron

서 에 대한 간세포 보호 효과를 규명하고자 HepG2 cell

하였다.

는 에 의해 유도된 에서의   UCP AA + iron HepG2 cell

세포독성 및 를 유의하게 억제하였다 또한 apoptosis . 

는 활성화에 의한 세포 내 항산화 관련 단백UCP Nrf2 

질의 발현을 증가시켰다 이러한 결과는 가 . UCP Nrf2 

활성화를 통한 항산화 기전을 통해 산화적 스트레스로

부터 간세포를 보호할 수 있음을 의미한다.
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