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ABSTRACT

Objectives� :� The� purpose� of� this� study� was� to� examine� the� effects� of� insurance� herbal� medicines� on� colonic� interstitial�

Cells� of� Cajal� (ICC)� in� mice.

Methods� :� Among� the� insurance� herbal� medicines,� we� chose� Gamisoyo-san� (GSS),� Banhasasim-tang� (BHSST)� and�

Bojungikki-tang� (BGIKT).� We� made� the� ICC� culture� in� large� intestine� in� mice� and� used� the� electrophysiological�

method� to� record� pacemaker� potentials.� Also� we� used� MTT� assay� to� check� cell� viability� and� examined� the� ICC�

protein� expression� by� western� blot.�

Results :

� � 1. GSS� (1-10� mg/ml)� induced� the� pacemaker� potential� depolarization� and� decreased� frequency� with�

concentration-dependent� manners� in� colonic� ICC.� EC50� is� 2.99� mg/ml.� BHSST� (1-10� mg/ml)� induced� the�

pacemaker� potential� depolarization� and� decreased� frequency� with� concentration-dependent� manners� in� colonic�

ICC.� EC50� is� 2.76� mg/ml.� BGIKT� (1-10� mg/ml)� induced� the� pacemaker� potential� depolarization� and� decreased�

frequency� with� concentration-dependent� manners� in� colonic� ICC.� EC50� is� 4.49�mg/ml.�

� � 2.� GSS,� BHSST� and� BGIKT� had� no� effects� on� cell� viability� in� colonic� ICC.

� � 3.� GSS� and� BGIKT� increased� the� Anoctamin-1� (ANO1)� protein� expression� and� BHSST� increased� the� transient� receptor�

potential� melastatin-subfamily� member� 7� (TRPM7)� protein� expression� in� colonic� ICC.
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Conclusions� :� These� results� suggest� that� GSS,� BHSST,� and� BGIKT� have� shown� the� potential� to� regulate� gastrointestinal�

(GI)� motility� by� regulating� colonic� ICC� and� may� show� the� potential� to� treat� colon-derived� GI� diseases� such� as�

irritable� bowel� syndrome� (IBS).

Key� word� :� Gamisoyo-san,� Banhasasim-tang,� Bojungikki-tang,� Colon,� Interstitial� Cells� of� Cajal,� Irritable� bowel� syndrome.

Ⅰ. 서론1)

  위장관 기능으로는 운동, 감각, 흡수, 분비, 소화, 등이 

있다. 음식물의 소화와 영양소의 흡수는 의식적인 인지 

없어도 정상적으로 일어난다. 기능성 위장관 장애의 증상은 

보통 식사 섭취에 의해 유발되는 경우가 많으며, 이는 생리 

과정의 이상 때문으로 생각된다. 이중 위장관 운동은 섭식 

여부에 따라 달라지고, 근육의 수축과 이완의 능동적이고 

수동적인 연동운동을 통해 각 부분 사이를 이동한다1,2). 

위장관 운동은 위장관 평활근 (smooth muscle), 외인성 및 

고유 신경세포(운동 및 감각), 카할세포 (Interstitial cells of 

Cajal; ICC), 일부 호르몬 (hormone) 등에 의해 

조절된다3-6).

  위장관 운동성의 중심에는 근육 수축과 신경 근육 

전달에 핵심적인 역할을 하는 카할간질세포(Interstitial 

cells of Cajal (ICC))가 있다3,5,6). 카할간질세포의 기능을 

이해하면 위장관 운동성의 조절에 대한 새로운 관점과 

치료 패러다임을 도입할 수 있다. 카할간질세포는 평활근 

수축의 기초가 되는 서파(slow wave) 활동을 생성하고 

전파하고, 질소활성 (nitrergic) 및 콜린성 (cholinergic) 

신경근육 전달을 매개하는 역할을 한다6,7). 카할간질세포의 

형태는 100년 이상 전에 Ramon y Cajal에 의해 

기술되었으며, 이후 전자현미경에 의해 추가적인 해부학적 

특성이 알려지게 되었다7). 카할간질세포는 위장관 전체에 

걸쳐 나타나며 위장관 운동성에서 여러 기능을 제공한다7).  

  대표적인 미세 구조적 특징으로는 풍부한 미토콘드리아, 

골지체, 무과립 및 과립 세포질세망 (smooth and rough 

endoplasmic reticulum)등이 있다7,8). 또 카할간질세포와 

위장관 신경 사이의 접합부는 매우 가깝고 시냅스와 

같아서 카할간질세포가 신경화 되어 운동 신경 전달에 

관여하고 있음을 알 수 있다9). 카할간질세포 세포막에 

tyrosine kinase 수용체인 c-Kit (CD117)이 발견되어 ICC 

연구의 큰 발전을 이루었고 최근에는 염화칼슘 채널인 

Anotamin 1 (ANO1)이 발견되어 카할간질세포의 

면역조직화학적 식별을 가능하게 하는 선택적 마커로 

확인되었다10,11). 또 TRPM7 이온통로는 카할세포에서 

pacemaker 전류를 일으키는 통로로 알려지고 있다5). 

따라서 위장관 운동 조절에 대한 연구는 카할간질세포를 

이용한 연구를 많이 하고 있다.

  본 연구에서는 위장관 운동성과 관련된 카할간질세포를 

이용해서 보험용 한약제제 중 위장관에 많이 사용되는 

가미소요산, 반하사심탕 및 보중익기탕에 의한 대장 

카할간질세포에서의 효과 및 관련된 단백질 조절을 

확인하는 기초적 연구를 수행하였다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

  (1) 한약제제

  가미소요산 (Gamisoyo-san, GSS), 반하사심탕 

(Banhasasim-tang, BHSST) 및 보중익기탕 (Bojungikki-tang, 

BGIKT)은 한국신약에서 구입하여 사용하였다. MTT에 사용된 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide와 dimethyl sulfoxide (DMSO) 등은 

Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) 제품을 사용하였다. 

Western blot에 사용된 Bradford protein assay kit는 

Bio-Rad (Hercules, CA, USA), enhanced 

chemiluminescence kit는 Amersham (Pittsburgh, PA, 

USA), primary 항체들은 Abcam (Cambridge, MA, USA) 

와 Cell Signaling Technology (Denver, MA, USA) 제품을 

사용하였다.

2. 방법

  (1) 카할간질세포 배양

  ICR 마우스에서 개복하여 대장부위를 적출한 후 

실온에서 Krebs-Ringer bicarbanate 용액으로 채워진 
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준비 용기속에서 점막층을 제거하고 대장 근육조직을 1.7 

mg/ml collagenase, 2.5 mg/ml bovine serum albumin, 

3.0 mg/ml trypsin inhibitor, 0.6 mg/ml ATP 등이 포함된 

Hank's 용액에 옮긴 다음 37℃에서 15분간 항온 소화 시킨 

후 세포를 분리한다. 분리된 세포들을 5ng/ml stem cell 

factor와 2%  antibiotic/antimycotic이 들어 있는 SmGm 

(smooth muscle growth medium) 용액에 분주한 후, 37℃ 

(95% O2-5% CO2) 배양기에서 배양 시킨다. 배양시킨 후 

12시간 이내에 실험을 시행한다. 본 연구에서 포함된 

동물실험은 부산대학교 동물실험윤리위원회 (PNU- 

IACUC)에 의해 동물실험의 윤리성과 과학성에 대한 

검토를 받아 적합한 것으로 승인 (승인번호:PNU- 

2023-0315)을 획득하여 수행되었다.

  (2) 전기생리학적 실험

  대장 카할간질세포에서 막전압의 변화를 기록하기 위해 

whole cell patch 방법을 이용하고, 전압은 standard patch 

clamp amplifiers를 통해 증폭시키며, 생리적 기록기를 

통해서 관찰된다. 막전압을 기록하는 동안 세포 외 관류 

용액의 조성은 다음과 같다. KCl 5 mM, NaCl 135 mM, 

CaCl2 1.2 mM, glucose 10 mM, HEPES 10 mM, Tris를 

첨가하여 pH가 7.4가 되도록 적정한다. 전극내 용액 

조성은 KCl 140 mM, MgCl2 5 mM, K2ATP 2.7 mM, 

Na2GTP 0.1 mM, creatinine phosphate disodium 2.5 

mM, HEPES 5 mM, EGTA 0.1 mM, Tris를 첨가하여 

pH가 7.2가 되도록 적정한다. 배양된 카할간질세포에서 

자발적으로 발생되는 전압이 기록된다.

  (3) MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

Diphenyltetrazolium Bromide) 분석

  대장 카할간질세포를 12웰 플레이트에 3×105 개의 세포 

밀도로 접종 후 MTT (100 μl) 용액을 넣고 37℃ CO2 

incubator에서 4시간 둔다. 그 후 Media를 제거하고 

여기에 DMSO를 200 μl 넣는다. 피펫팅으로 잘 섞어 준 

후 흡광도 570 nm에서 흡광도를 측정한다. 

  (4) Western blot 

  세포배양용 60 mm dish에 대장 카할간질세포에서 RIPA 

buffer 용액을 첨가하여 원심분리 하여 total protein을 

추출한다. 추출한 단백질은 Bradford protein assay kit 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 이용하여 정량하고, 

단백질 20 μg을 전기영동 한 후, 전기적으로 

membrane으로 transfer 한 후 Western blot에 사용한다. 

1차 항체로는 TRPM7 (ab135817, 1:2000, Abcam, 

Cambridge, MA, USA), ANO1 (a72984, 1:1000, 

Abcam, Cambridge, MA, USA), c-kit (#3074, 1:1000, 

Cell Signaling Technology, Denver, MA, USA)에서 

구입하여 사용 하였다. 2차 항체로는 HRP-conjugated 

anti-mouse, HRP-conjugated anti-rabbit 항체를 

사용하였다. 2차 항체를 처리한 후 enhanced 

chemiluminescence kit (Amersham, Pittsburgh, PA, 

USA)를 이용하여 단백질 발현을 확인하였다.

  (5) 통계 분석

  실험성적은 평균±표준오차 (mean±SEM)로 나타 

내었으며, 결과의 차이를 검정할 때에는 Student's t-test로 

검정하여 p-값이 0.05 미만일 때 유의한 차이가 있는 

것으로 판정하였다.

Ⅲ. 결과 

1. 생쥐 대장 카할간질세포에 의한 자발적 탈분극에서 

가미소요산, 반하사심탕 및 보중익기탕의 조절 효과

  생쥐 대장 카할간질세포의 자발적 탈분극에서 

한약제제의 효능을 알아보았다. 먼저 가미소요산은 농도 

의존적으로 안정막 전압 탈분극 일으키고 빈도는 

감소시키고 반응의 EC50은 2.99 mg/ml이다 (Fig. 1A). 

반하사심탕도 농도 의존적으로 안정막 전압 탈분극 

일으키고 빈도는 감소시키고 반응의 EC50은 2.76 

mg/ml이다 (Fig. 1B). 보중익기탕 역시 농도 의존적으로 

안정막 전압 탈분극 일으키고 빈도는 감소시키고 반응의 

EC50은 4.49 mg/ml이다 (Fig. 1C).
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Fig. 1. Effects of GSS, BHSST and BGIKT in pacemaker potentials of murine colonic intestinal ICC. (A) a) GSS 

depolarized the pacemaker potential and decreased the frequency in colonic intestinal ICC. b) Summary of 

changes. (B) a) BHSST depolarized the pacemaker potential and decreased the frequency in colonic intestinal 

ICC. b) Summary of changes. (C) a) BGIKT depolarized the pacemaker potential and decreased the frequency 

in colonic intestinal ICC. b) Summary of changes. GSS, Gamisoyo-san, BHSST, Banhasasim-tang, BGIKT, 

Bojungikki-tang. 

2. 대장 카할간질세포에서 가미소요산, 반하사심탕 및 

보중익기탕의 세포 독성 효능 확인

  가미소요산, 반하사심탕 및 보중익기탕의 세포 독성 

효능을 대장 카할간질세포에서 MTT 방법을 통해서 

확인해 보았다. 가미소요산, 반하사심탕 및 보중익기탕 

각각 카할간질세포 조절 농도인 1-10 mg/ml에 의해서 

세포 사멸이 일어나지 않았다 (Fig. 2). 가미소요산에 의한 

세포 생존 정도는 1 mg/ml에서는 108.2±1.1 %, 5 

mg/ml에서는 105.3±8.5%, 10 mg/ml에서는 99.1±12.7% 

이고 (Fig. 2A), 반하사심탕에 의한 세포 생존 정도는 1 

mg/ml에서는 97.9±1.1 %, 5 mg/ml에서는 97.8±1.2%, 

10 mg/ml에서는 98.9±1.2% 이다 (Fig. 2B). 또, 

보중익기탕에 의한 세포 생존 정도는 1 mg/ml에서는 

101.1±1.4 %, 5 mg/ml에서는 94.3±5.7%, 10 

mg/ml에서는 93.1±0.7% 이다 (Fig. 2C). 

Fig. 2. GSS, BHSST and BGIKT has no effect on murine colonic ICC viability after 24 h. (A) GSS, (B) BHSST or 

(C) BGIKT has no effect on murine colonic ICC viability. Results are presented as the mean ± SEM. GSS, 

Gamisoyo-san, BHSST, Banhasasim-tang, BGIKT, Bojungikki-tang. 
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3. 대장 카할간질세포에서 ANO1, c-kit 및 TRPM7 

단백질 발현에 가미소요산, 반하사심탕 및 보중익기탕의 

효능 확인

  ANO118), TRPM7 채널19) 및 c-kit15)은 위장관 

카할간질세포 기능조절과 관련된 세포막 단백질이다. 

따라서, ANO1, TRPM7 및 c-Kit는 위장관 운동 장애 

치료에 중요한 역할을 할 수 있다. 가미소요산, 반하사심탕 

및 보중익기탕으로 처리한 후, western Blot을 이용하여 

ANO1, TRPM7, c-Kit 발현 정도를 알아보았다. 먼저 

가미소요산을 처리한 후 ANO1의 발현이 증가하였고(Fig. 

3Aa) 반하사심탕을 처리한 후는 TRPM7의 발현이 

증가하였다 (Fig. 3Ba). 그리고, 보중익기탕을 처리한 후는 

ANO1의 발현이 증가하였다 (Fig. 3Ca). 각각의 변화를 

자세히 살펴보면 가미소요산 처리 후에는 ANO1 발현이 

상대적으로 1.54±0.16 증가(P<0.05)하였고 (Fig. 3Ab), 

c-kit 및 TRPM7의 발현은 거의 변화가 없었다 (c-kit: 

0.92±0.16, TRPM7: 0.97±0.15) (Fig. 3Ad). 반하사심탕 

처리 후에는 TRPM7 발현이 상대적으로 1.42±0.15 

증가(P<0.05)하였고 (Fig. 3Bc), ANO1 및 c-kit의 발현은 

거의 변화가 없었다 (ANO1:0.86±0.16, c-kit:0.97±0.17) 

(Fig. 3Bb 및 3Bd). 또, 보중익기탕 처리 후에는 ANO1 

발현이 상대적으로 1.56±0.21 증가(P<0.05)하였고 (Fig. 

3Cc), c-kit 및 TRPM7의 발현은 거의 변화가 없었다 

(c-kit:0.66±0.23, TRPM7:0.94±0.13) (Fig. 3Cb 및 

3Cd). 따라서, 가미소요산과 보중익기탕에 의한 

카할간질세포 조절은 ANO1 발현 조절을 통해서 

이루어지고, 반하사심탕에 의한 카할간질세포 조절은 

TRPM7 발현 조절을 통해서 이루어짐을 알 수 있다.

Fig. 3. Effects of GSS, BHSST and BGIKT on the expression of ANO1, c‑kit and TRPM7 in murine colonic ICC. (A) 

The expression of ANO1 increased considerably but that of c-kit and TRPM7 was almost unchanged by GSS. 

(B) The expression of TRPM7 increased considerably but that of ANO1 and c-kit was almost unchanged by 

BHSST. (C) The expression of ANO1 increased considerably but that of c-kit and TRPM7 was almost unchanged 

by BGIKT. Results represent the mean ± SEM. *P<0.05. CTRL, control; ANO1, Anoctamin1; TRPM7, transient 

receptor potential melastatin 7. GSS, Gamisoyo-san, BHSST, Banhasasim-tang, BGIKT, Bojungikki-tang. 
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Ⅳ. 고찰

  위장관 운동은 생명에 필수적으로 고도로 조절되는 

과정이다. 위장관 운동 연구는 위 및 대장 수축의 

발견으로부터 시작되었고 Bayliss와 Starling은 신경 활동을 

차단한 후에도 효과적인 연동 운동을 하는 평활근 수축이 

여전히 발생한다는 것을 발견했고, 이는 장내에도 심장의 

동방결절과 같은 역할을 하는 세포가 존재한다는 것을 

의미하였다12,13). 많은 실험실에서 카할간질세포로 연구가 

진행되어 위장관 운동에 핵심적인 역할을 한다고 

제안했고3-6), 이후 Keith는 카할간질세포를 

페이스메이커로 제안하였다14). 또 Yin과 Chen은 

카할간질세포는 서파의 전파, 장내 신경계로 부터의 신경 

자극의 전달, 위장관 근육에 대한 기계적 수용체로서 

작동등 위장관에서 다양한 중요한 기능을 수행함 

확인하였다15). 1982년, Thuneberg는 위장관 

카할간질세포가 심장의 동발결절 세포처럼 페이스메이커의 

기능이 있고 자극 전도 시스템이 있다고 주장함으로써 

위장관 연구자들을 놀라게 하였다16). 위장관 

카할간질세포에 대한 형태학적, 생리학적 연구의 활발히 

이루어지면서 카할간질세포가 위장관 근육에서 심박조율기 

또는 신경매개 세포의 기능이 있음을 밝혀졌다3-6,17-19). 

카할간질세포에 대한 대부분의 연구는 동물 모델을 

사용했으며 인간 샘플에 대한 연구는 거의 수행되지 

않았다. 연구를 위해 충분한 양의 인간 위장관 조직을 

수집하는 것이 어렵기 때문에 정상 또는 질병에 걸린 

위장관 기능에서 운동 조절 및 인간 카할간질세포의 

본질에 대한 이해가 제한되어 있다. 앞으로 인간 위장관 

카할간질세포에서 카할간질세포의 형태학적 및 생리학적 

특징에 대한 연구가 필요하다고 생각된다. 

  카할간질세포의 기능 장애는 위 배출 지연, 기능적 장 

장애 및 운동성 관련 질환과 같은 다양한 위장관 장애와 

관련이 있다20). 카할간질세포의 역할에 대한 추가적인 

연구는 위장관 운동 조절에 대한 통찰력을 제공할 수 있고 

위장관 질환을 이해하고 치료하기 위한 새로운 길을 

제공할 수 있다고 생각된다. 카할간질세포 이상에 의한 

위장관 질환중에는 과민성 장 증후군 (Irritable bowel 

syndrome, IBS)이 있다20). IBS는 복통, 비정상적인 장 운동, 

변 구성 변화를 특징으로 하는 위장관 질환이다21). IBS와 

카할간질세포사이의 연관성은 몇 가지 요인에 기인할 수 

있다. 카할간질세포에 5-HT 수용체가 존재하고, 5-HT가 

IBS에서 종종 발견되는 염증과 내장 과민성에 관여 한다고 

알려지고 있다22). 또 IBS 환자의 장 점막 조직 내에서 

5-HT 및 그 수용체가 증가한다는 보고도 있다23). 

카할간질세포가 위장관 운동 기능의 페이스메이커로서의 

역할을 고려할 때 염증 또는 기타 요인으로 인한 

카할간질세포의 손실은 IBS의 병리학적 위장관 운동 기능 

장애 특성을 설명할 수 있다.

본 연구에서는 보험용 한약제제중에서 위장관에 많이 

사용되는 가미소요산, 반하사심탕 및 보중익기탕이 

카할간질세포를 조절한다는 것을 알 수 있었고 (Fig. 1), 이 

한약제제는 카할간질세포의 세포독성에는 관여하지 않음을 

알 수 있었다 (Fig. 2). 또, 가미소요산과 보중익기탕은 

세포막 ANO1 단백질 조절과 관련되어 있으며 (Fig. 3A 

and 3C), 반하사심탕은 세포막 TRPM7 단백질 조절과 

관련되어 있음을 확인하였다 (Fig. 3B). 카할간질세포 

세포막에 tyrosine kinase 수용체인 c-Kit 및 염화칼슘 

채널인 ANO1이 발견되어 카할간질세포의 

면역조직화학적 식별을 가능하게 하는 바이오 마커로 

알려지고 있다. 또 TRPM7 이온통로는 카할세포에서 

pacemaker 전류를 일으키는 통로로 알려지고 있다. 이러한 

카할간질세포의 페이스메이커 활동과 관련된 ANO1, 

c-kit 및 TRPM7 단백질의 활성을 알아보는 건 

카할간질세포의 기능적 활성과 관련되어 의미 있는 

연구라고 생각된다. 다양한 한약제제의 

카할간질세포에서의 기능은 다를 수 있다. 같은 위장관 

운동성을 촉진하는 역할을 나타내더라도 그 작용기전은 

다를 수가 있다. 본 연구에서 가미소요산과 보중익기탕은 

ANO1을 통해서, 반하사심탕은 TRPM7을 통해서 

카할간질세포를 조절해 위장관 운동성을 증가시킨다고 

생각할 수 있다. 이러한 기전을 알고 있으면 다양한 여러 

한약제제를 혼합해서 사용할 때 다른 기전을 통해 

작용하는 한약제제 혼합한다면 좀더 시너지 효과를 얻을 

수 있으리라 생각되고 따라서 이러 결과들은 임상에서 

응용하기에 의미있다고 생각된다.  

  가미소요산은 수면 장애, 두통, 폐경 후 여성의 어지럼증, 

항정신병 약물 사용과 관련된 지각 장애에 효과적이고24-26) 

만성 간 손상에 대한 항산화 활성 및 항섬유화 효과가 있는 

것으로 알려지고 있다27-29). 또한, 가미소요산은 기능성 

소화불량증 환자의 비정상적인 위 운동성 및 위 근전도 

활성도를 조절하여, 기능성 소화불량 환자에서 

가미소요산이 치료 효과가 있음을 나타냈다30). 

반하사심탕은 주로 만성 역류로 인한 소화불량, 위궤양, 

후두염, 대장염, 설사, 위식도 역류질환, 식도궤양 등의 
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위장관 질환 치료에 사용되고 있고31-34) 구강 점막 염증 

치료에 효과적이며, 구강 각질세포 내 PGE2의 농도를 

감소시킨다35,36). 또한, 반하사심탕은 염증과 관련된 

COX-2 활성을 억제하여 효과적인 항염증, 항산화, 

항균제로 작용한다37,38). 최근 연구에 따르면 반하사심탕은 

이온 채널의 조절을 통해 IBS 치료에도 유익한 영향을 

미친다고 보고 되었다. 보중익기탕의 효능에 관한 연구에 

따르면 알레르기 비염에 대한 면역 억제 특성을 나타내며39) 

아토피 피부염에서 IgE 수치를 감소시키는 것으로 

나타났고40) 헬리코박터 감염에 대한 항균 효과를 발휘하며 

관절염을 억제한다41). 또한 보중익기탕은 방사선 

손상으로부터 위장관을 보호하고42), 항암 치료와 관련된 

부작용을 줄이고 삶의 질과 음식 섭취를 향상시킨다고 

알려지고 있다43,44). 보중익기탕은 또한 소화 기능을 

향상시키고 다양한 감염에 대한 방어 메커니즘을 

증가시킨다45). 이런 과거의 연구결과들에 이번 연구로 

카할간질세포 조절로 위장관 운동 조절가능성을 알 수 

있다. 

  본 연구에서 사용된 가미소요산, 반하사심탕 및 

보중익기탕은 카할간질세포 조절과 관련된 다양한 질환 

치료에 사용할 수 있음을 보여 주고 있다. 최근 한약제제는 

부작용이 거의 없는 대체의학으로 주목받고 있고 

한약제제로 많은 사람들이 혜택을 받고 있기 때문에 향후 

위장관 질환의 새로운 치료제 개발에 대한 연구가 더욱 

활발해지기를 기대한다. 특히 위장관 운동성 질환과 관련된 

IBS같은 많은 사람들의 삶의 질을 떨어뜨리는 질환에 

한약제제가 부작용 없이 좋은 효능을 볼 수 있는 가능성을 

제시하고 있다고 생각된다. 
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