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ABSTRACT
Objectives:TheaimofthisstudywastodeterminetheeffectsofSalviamiltiorrhiza(SM)extractinurethane-induced

lungtumorigenesisinA/Jmice.

Methods:Weexaminedchangeofbodyweight,histological,apoptosis,immunohistochemicalandgeneexpressionof
cyclooxygenase(COX-2)inlungtumors.Miceweredividedinto3groups:normal,saline,andexperimentalgroupadministered
SM extractafterinjectionwithurethane.

Results:Histologicalobservationshowedshrunkenalveoliinthecontrolgroup,butrecoveredfrom damageintheSM
extractadministeredgroup.TheCOX-2positivematerialswereobservedinthesmoothmuscleofterminalbronchioleand
alveolifrom thecontrolgroup,butthesepositivematerialsdecreasedintheSM extracttreatmentgroup.Theresultsof
electronmicroscopicalobservation,dilatedcapillaryanddegeneratedendotheliawereobservedinthecontrolgroup.The
apoptoticnucleiincreasedmoreinthecontrolgroupcomparedwiththenormalandSM extractadministeredgroups.Serial
sectionsofthewholelungshowedsolidandpapillarytumors.ThesizeandnumberoftumorsdecreasedintheSM groups
comparedwiththecontrolgroups.

Conclusions:TheseresultssuggestthepossibilitythatSM mayexertananti-tumoreffectonurethane-inducedlung
tumorigenesis.

Keywords:Salviamiltiorrhiza,LungTumorigenesis,Urethane

Ⅰ.서 론

우리나라의 2000년 이후 암 사망 원인 질환 1

를 차지하는 폐암의 발생 빈도는 흡연 인구의

증가,산업장과 주거 환경에서 발암물질의 피폭 등

에 의하여 증가 추세를 보이고 있고 사망률도 높

다1.

폐암의 서양의학 치료는 가능하면 외과 수

술로서 종양을 제거하고,남아 있는 암세포의 제거

와 이 재발 방지를 해서 화학요법과 방사

선치료를 실시하게 되는데,폐암은 부분이 3-4기

에 이르러서야 확진되므로 수술이 가능한 경우는

25%에 불과하다
2-3
.

한의학에서 폐암은 咳嗽,胸痛,喀血,發熱,胸悶,

氣短 등의 주요증상에 근거하여 그 발생과정

증상에 따라 肺癰,肺積,肺疽,息賁 등에서 그 유

사 을 찾을 수 있다
4
.

단삼(SalviamiltiorrhizaBunge)의 性味는 苦·微



丹蔘 추출액이 Urethane으로 유발된 생쥐의 폐암에 미치는 향

596

寒·無毒하고 心·心包·肝 三經에 작용한다.生用 혹

은 炒하여 사용한다.活血調經·凉血消癰·養血安神

등의 효능이 있어 癥瘕積聚,瘡癰腫痛,月經不調,

血滯經閉,産後腹痛, 心悸失眠 등의 병증을 치료

한다5.

단삼의 항암효과에 한 연구는 김 등
6
이 단삼

과 그 외 여러 천연물을 분획별로 추출하여 암세

포주에 하여 SRB법으로 비교 검토한 결과 단삼

이 항암작용이 높다고 보고하 고,정 등7은 단삼

추출물의 암세포 증식억제 효과에 한 연구에서

invitro와 invivo실험을 통하여 에탄올 추출물

에 항암활성을 갖는 성분이 존재한다고 발표한

바 있다.

실험에 사용된 단삼은 積聚나 瘡癰에 효과가 있

고 月經異常,産後腹痛,癥瘕에 사용되고 있지만

단삼의 효과에 한 세포 생물화학 ,조직학 연

구는 미비하 다.이에 자는 단삼 추출물이 폐암

유발 억제에 미치는 향을 확인하기 해서

urethane으로 폐암을 유발시킨 A/Jmouse에 단삼

추출물을 각각 용하여 체 의 변화,폐의 육안

찰, 학 미경 찰,면역조직화학 찰,

Apoptosis 찰,종양의 크기 개수의 변화, 자

미경 찰,TotalRNA추출 RT-PCR(역

사 합효소연쇄반응)등을 수행하여 유의한 결과

를 얻었기에 이에 보고하는 바이다.

Ⅱ.실 험

1.재 료

1)실험 동물 사육 조건

체 26g내외의 6주령 생쥐(A/Jstrain)를 다

물사이언스(주)로부터 구입한 후 동신 학교 한의

과 학 동물사육실에서 일정한 조건(온도 :21±

2℃,습도 :50-60%)으로 1주 동안 응시킨 후 실

험에 사용하 다.

2)단삼 약물 추출

실험에 사용한 약재는 동신 학교 부속한방병원

에서 구입한 후 정선하여 사용하 다.

단삼(Salviamiltiorrhiza,SM)40g을 물 600

mL에 넣고 약탕기로 3시간 동안 가열한 다음 50

㎖로 농축하 다.동결건조(Samwon,SFDSMO06,

한국)하여 10.6g의 건조 분말을 얻었다.

2.방 법

1)폐암 유발

실험에 사용한 모든 생쥐는 정상 인 사육환경

에서 1주 이상 응시킨 후 0.9％ 식염수에 용해된

urethane(SigmaChemicalCo.,StLouis,MO)1

㎎/gofbodyweight을 8주까지 복강 투여하 다.

2)실험군 설정 약물 투여

정상군은 보통 식이를 하 으며, 조군 생쥐는

폐암 유발을 하여 urethane을 투여한 10주부터

생리식염수 0.1mL을 4주간 매일 구강 투여하 고,

실험군은 10주부터 단삼추출액 건조분말 0.12g/㎏

을 4주간 48시간 간격으로 구강 투여하 다.

3. 찰

1)체 측정

조군과 실험군의 체 은 2주 간격으로 실험기

간 동안 측정하 으며,체 측정 12시간 에

식시켰다.

2)육안 찰

실험쥐는 urethane으로 폐암을 유발한 일로부터

14주 경과 후 흉곽을 해부하여 노출시킨 다음 폐를

카메라로 촬 하 다.

3) 학 미경 찰

생쥐의 폐 조직을 출하여 10%의 포르말린을

사용하여 24시간 동안 고정시킨 다음,30%,50%,

70%,80%,90%,95%,100Ⅰ%,100Ⅱ%와 같이 알

코올 농도를 상승시켜 탈수를 한 다음 xylene으로

투명화 과정을 거친 후 paraffin으로 포매 하 다.

포매된 조직은 microtome을 사용하여 5μm 두께

로 편하 다.종양의 크기와 개수를 확인하기

하여 폐 부를 연속 편으로 제작하 다. 편한
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조직을 slideglass 에 부착시킨 다음 이를 xylene

으로 paraffin을 제거한 다음 100%,90%,80%

ethanol과 같이 농도가 낮아지는 순으로 5분씩 담

구어 함수과정을 거치게 하 다.Hematoxylin과

Eosin으로 이 염색을 한 다음 탈수를 하 다.

Canadabalsam으로 합한 후 카메라 부착 학

미경(OlympusBX51,Japan)으로 찰한 후 사

진을 촬 하 다.

(1)면역조직화학 찰

생쥐의 폐 조직을 출하여 4%의 paraformaldehyde

를 사용하여 24시간 동안 고정시킨 다음,paraffin

으로 포매한 후 microtome을 사용하여 조직을 5μ

m 두께로 편하 다. 편한 조직을 slideglass

에 부착시킨 다음 이를 xylene에서 paraffin을 제

거한 다음 100%,90%,80% ethanol과 같이 농도가

낮아지는 순으로 5분씩 담구어 함수과정을 거치게

하 다.12시간 후 pH 7.2,0.1M의 phosphate

buffersaline(PBS,0.9% NaCl)용액에 24시간 동

안 배양시킨 다음 15분간 PBS로 세척한 뒤 10%

horseserum을 함유한 blockingsolution을 사용하

여 20분 동안 배양시키고 다시 PBS용액으로 15분

간 세척하 다.세척한 각각의 조직 에 polyclonal

antimouseCOX-2항체(CaymanChemicalCo.)

를 각각 처리하고 일정한 조건(온도 :25℃,습도

:55～60%)의 배양 시에서 2시간 동안 배양시킨

뒤 15분간 PBS용액으로 세척하 다. 그리고

biotinylatedanti-mouseIgG를 처리하여 30분간 배

양시킨 후 15분간 PBS용액으로 세척하 다.이를

다시 avidin-biotinylated enzymecomplex(ABC)

regent(VectorLab,CA,USA)를 조직에 처리 30분

간 반응시키고 다시 PBS용액에서 15분간 세척하

다.

DAB 발색시약을 조직에 떨어뜨려 2분간 발색

시키고 난 후 흐르는 물에 염색시약을 제거하 다.

물기를 제거한 후 여과시킨 hematoxylin에 20 간

조염색을 한 다음 통상 인 방법에 따라 표본을

제작하여 카메라 부착 학 미경(OlympusBX51,

Japan)으로 찰한 후 사진을 촬 하 다.

(2)Apoptosis 찰

폐 조직의 편에 존재하는 세포사멸은

ApopTag
Ⓡ in situ apoptosis detection kit

(chemicon,Co.)를 사용하 다.조직 편을 slide

glass에 부착시킨 다음 xylene으로 라핀을 제거한

다음 농도가 낮은 순으로(100%,90%,70%)함수

과정을 거친 다음 5분 동안 PBS에서 배양하 다.

염색은 proteinaseK(20㎍/㎖;sigma)에서 15분

동안 배양한 후,증류수로 세척하고,그 다음 3%

H2O2(vol/vol,in PBS)에서 5분 동안 배양하여

endogenous peroxidase의 활성을 억제하 다.

Equilibration완충액을 30 동안 처리 한 다음

terminaldeoxynucleotidyltransferase(TdT)enzyme

을 37℃에서 1시간 동안 처리하 다.Stop완충액

을 처리 한 다음 slideglass를 수세하 다.DAB

발색시약을 5분 동안 처리한 다음 methylgreen으

로 조 염색한 다음 탈수과정을 거친 후

coverslips를 합하 다.이후 동일한 방법으로 사

진을 촬 하 다.

(3)종양의 크기 개수의 측정

조군과 실험군 각각 3마리의 라핀 블록을

제작한 후 각 블록마다 약 50개의 편을 연속으로

제작한 다음 각각의 실험군마다 찰되는 암조직

을 고형종(solidtumor)과 유두종(papillarytumor)

으로 구분하여 동일한 방법으로 사진을 촬 하여

크기 개수를 측정하 다.

4) 자 미경 찰

자 미경 찰을 하여 학 미경 시료와

동일한 부 의 조직을 취하여 고정액 속에서

1㎣크기로 세 한 후 2.5% paraformaldehyde-

glutaraldehyde(phosphatebuffer,pH7.4)로 2시간

동안 고정하 다. 고정이 끝난 조직은 동일 완

충액을 사용 10분 간격으로 3회 세척한 후 1%

osmium tetroxide(OsO4)로 2시간 후 고정 한 다음

동일 완충액으로 3회 세척하 다.세척 후 시료들

은 상승농도 순의 에탄올로 탈수하여 propylene
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oxide로 치환한 후 Epon-Araldite혼합액으로 포매

하 고 60℃ 오 에서 30시간 합시켰다.포매된

조직들을 LKB-Ⅴ형 ultramicrotome을 사용 1㎛두

께로 편을 제작하여 1% toluidineblue로 hot

plate(60℃)상에서 염색하 다.염색된 시료를

학 미경으로 찰하여 조직을 확인한 다음 동일

한 부 에서 60㎚두께로 박 편을 제작하여

silvergrid에 부착하 고,uranyleacetate와 lead

citrate로 이 염색한 다음 JEM 100CX-Ⅱ 투과

형 자 미경(80KV)으로 찰하 다.

5)TotalRNA추출 RT-PCR (역 사 합

효소연쇄반응)

생쥐의 폐를 획득하여 trisol(Sigma,USA)을 사

용하여 total RNA를 분리하 다. Reverse

transcription은 DEPC-DW로 최종부피를 50㎕로

맞춘 후 totalRNA에 RT-premix(바이오니아,

USA)혼합용액을 사용하여 cDNA를 합성하 다.

RT반응은 65℃에서 10분 동안 RNA를 변성시키

고,42℃에서 1시간 동안 역 사하여 cDNA를 합

성하고, 95℃에서 5분 동안 MuLV reverse

transcriptase를 불활성화시키는 과정으로 진행되었

다.PCR 반응은 10mM Tris-Hcl,50mM KCl,

1.5 mM MgCl2, 1 mM dNTP,1 unit Taq

polymerase,10pmol5′과 3′ COX-2primer그

리고 RTproduct를 첨가하고 PCR을 수행하 다.

PCR 사이클은 95℃, 10분동안 denaturation,

annealing온도는 60℃에서 40 ,72℃에서 40 동

안 extention과정을 거쳐 PCR product를 얻었다.

GAPDH는 internalcontrol로 수행하 다.이 게

얻어진 product는 1.5% agarosegel에서 기 동

하여 UV(Kodak,USA)에서 찰하 다.

Geneproduct Forward(F)andReverse(R)primersequences PCRproductsize

COX-2
F5'-AGAAGGGTTCCCAATTAAAG-3'

500bp
R5'-ATAATTTTTCCCTCCAAAGG-3'

Table1.PrimersdesignedforamplificationoftheCOX-2mRNAinRT-PCR

6)통계처리

결과에 한 통계처리는 SAS(statisticalanalysis

system)program에 의하여 각 실험군별로 평균치와

표 오차를 계산하 고,p-value가 최소한 0.05이하

의 수 에서 유의성을 검정하 다.

Ⅲ.결 과

1.체 측정

체 을 2주 간격으로 7회 측정한 결과 실험군은

정상군에 비하여 8주까지는 약 2g정도 었으나

10주부터는 약 3g정도 체 을 나타냈다.그러

나 조군에 비하여 10주 까지는 다소 높았으나 10

주와 12주는 비슷하 다(Fig.1).

Fig.1.Thechangesofbodyweightduring14
weeks.

Nor,administeredsaline;Con,controlgroup
administeredsalineafterurethanetreatment;
SM,SM 0.12g/㎏/day administered group
during6weeksafterurethanetreatment.
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2.육안 찰

정상군 실험쥐의 흉강을 열고 폐를 육안으로

찰하여 비교한 결과(Fig.2A) 조군은 반 으로

고르지 못할 뿐만 아니라 약 5개에서 10개 이상의

유두종(papillarytumor)을 찰할 수 있었다(Fig.

2B).실험군은 유두종이 찰되었으나 조군에

비하여 소수의 작은 유두종이 찰되었다(Fig.

2C).

Fig.2.Gross appearance oflung adenomas
inducedbyurethanefor8weeks.

Arrowsindicatetumorsinthecharacteristic
pleural surface location. Arrows indicate
papillarytumors.Nor,administeredsaline;
Con,controlgroupadministeredsalineafter
urethanetreatment;SM,SM 0.12g/㎏/day
administered group during 6 weeks after
urethanetreatment.

3. 학 미경 찰

폐암 유발 14주 후 A/Jmouse의 폐에서 찰되

는 선종(adenomas)은 고형종(solidtumor)과 유두

종(papillarytumor)2가지 형태로 나타났다.고형

종과 유두종은 암세포의 조직학 인 차이는 찰

되지 않았으나 종양의 치에 따라 구분하 다.

조군과 실험군 모두에서 유두종과 고형종이 찰

되었는데 암 조직은 폐포 조직에 비해 체로 강

한 염색성을 보 다(Fig.3.B2& C2). 조군은

정상군의 폐 조직(Fig.3A)에 비하여 종말세기 지

(terminalbronchiole)와 허 꽈리주머니(alveoli)는

매우 축된 소견을 보 다 (Fig.3.B1).실험군의

폐조직은 종말세기 지와 허 꽈리주머니의 형태

는 정상군에 비하여 다소 축되었으나 조군에

비하여 허 꽈리주머니와 종말세기 지의 형태학

인 병변은 뚜렷이 찰되지 않았다(Fig.3.C1).

Fig.3.Comparativehistopathologyoflungcancer
fromA/Jmouseinducedbyurethane.

Lightmicrographsofnormalgroup(A)showing
lung tissue(Fig.3.B1,B2) and 1 solid
tumor(Tu),and narrowingterminalbronchiole
(TB)andalveolarsac(A).A,normalgroup
administeredsaline;B,controlgroupadministered
salineafterurethanetreatment;C,SM 0.12g/
㎏/dayadministeredgroupduring6weeksafter
urethanetreatment.RB,respiratorybronchiole;
Tu.tumor.×200,H-Estain.

1)면역조직화학 찰

COX-2면역조직화학 검색 결과 정상군에서는

종말세기 지의 평활근과 호흡세기 지의 일부에

서 면역 양성반응을 보 으며,허 꽈리 조직에서

는 아주 미약하게 나타났다(Fig.4A). 조군에서

는 종말세기 지의 평활근과 호흡세기 지에서 아

주 높은 면역반응성을 보 을 뿐만 아니라 허 꽈

리세포의 부분에서 COX-2에 높은 면역반응성을

보 다(Fig.4.B1).암조직을 구성하는 세포들은

세포분열이 활발하여 hematoxylin에 염색된 다수



丹蔘 추출액이 Urethane으로 유발된 생쥐의 폐암에 미치는 향

600

의 핵들이 규칙 으로 정렬된 구조를 보 으며,

체로 COX-2에 한 면역 반응성은 약하나 일부분

에서는 강한 면역반응성을 보 다(Fig.4.B2).실

험군에서는 정상군에서처럼 종말세기 지의 평활

근 조직에서 COX-2에 한 면역 반응성이 높게

나타났으나,허 꽈리세포의 면역반응성은 낮았다

(Fig.4.C1).암조직에서 찰되는 핵은 조군에

비하여 었으며,불규칙 인 배열양상을 보 다.

COX-2에 한 면역반응성 한 조군에 비하여

낮았다(Fig.4.C2).

Fig. 4. Immunohistochemical localization of
cyclooxygenase-2inA/Jmouse.

TheCOX-2positivematerialsareobserved
in the tumor(Tu),alveoli,and smooth
muscleofterminalbronchiole(TB)inthe
control group(A). The COX-2 positive
materialsoftheSM groupobservedweakly
compared with controlgroup.A,normal
groupadministeredsaline;B,controlgroup
administered saline after urethane
treatment;C,SM 0.12g/㎏/dayadministered
group during 6 weeks after urethane
treatment.RB,respiratorybronchiole.COX-2
immunohistochemistry,×200.

2)Apoptosis 찰

세포사멸을 찰한 결과 정상군에서는 종말기

지와 허 꽈리를 구성하는 상피세포에서 소수의

세포사멸 핵들이 찰되었다(Fig.5A). 조군에서

는 허 꽈리를 구성하는 상피세포에서 다수의 세

포사멸 핵들이 찰되었다(Fig.5B).실험군에서는

정상군에서와 같이 암조직이 찰되지 않은 허

조직의 부분에서 세포사멸 핵들이 소수 찰되

었다(Fig.5C).

Fig.5.A,normalgroupadministeredsaline;B,
controlgroup administered salineafter
urethanetreatment;C,SM 0.12g/㎏/day
administered group during 14 weeks
afterurethanetreatment.

Arrowsindicateapoptoticcells.×400

3)종양의 크기 개수의 측정

종양의 크기를 찰한 결과 조군 고형종의 평

균크기는 74.7㎛이었으며,실험군은 66.0㎛ 이었

다.실험군이 조군에 비하여 체로 작았으나 통

계 인 유의성은 없었다(Fig.6).한편,유두종은

조군이 89.7㎛이었으며,실험군은 87.3㎛로 다

소 작았으나 통계 인 유의성은 없었다(Fig.6).

종양의 수는 유두종과 고형종으로 구분하여 계

수하 다.고형종의 수는 조군은 9.7±2.31이었

으며,실험군은 9.0±1.7로 실험군이 약간 작게 나

타났다(Fig.7).유두종은 조군이 12.3±5.77이

었으며,실험군은 9.3±1.15로 평균 3개 정도 었

으나 이와 같은 결과는 통계 으로 유의성은 없었

다(Fig.7).
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Fig.6.Size ofsolid tumorfrom 14 weeks
control,SMgroups.Con,controlgroup
administeredsaline;SM,SM 0.12g/㎏
/day administered group during 6
weeks;ValuesareMean±SE,Standard
error;Prob＞｜T｜,Valuesinthe0.05
and0.01

Size ofpapillary tumor from 14 weeks
control,SM groups.Con,controlgroup
administeredsaline;SM,SM 0.12g/㎏/every
other day administered group during 6
weeks;ValuesareMean±SE,Standarderror;
Prob＞｜T｜,Valuesinthe0.05and0.01

Fig.7.Numberofsolidtumorfrom 14weeks

controland SM groups.Con,control
group administered saline; SM, SM
0.12g/㎏/dayadministeredgroupduring
6weeks;ValuesareMean±SE,Standard
error;Prob＞｜T｜,Valuesinthe0.05
and0.01.

Numberofpapillarytumorfrom 14weeks
controlandSM groups.Con,controlgroup
administered saline; SM, 0.12g/㎏/day
administeredgroupduring6weeks;Valuesare
Mean±SE, Standard error; Prob＞｜T｜,
Valuesinthe0.05and0.01

4. 자 미경 찰

정상군에서는제2형허 꽈리세포(type2pneumocyte)

의 핵은 비교 둥 고 세포질에는 다수의 층 소

체들이 함유되어 있었다.허 꽈리사이막(interalveolar

septum)에서는 탄력섬유가 찰되었다(Fig.8A).

제 1형 허 꽈리세포(type1pneumocyte)는 편평

상피세포,모세 의 내피세포,두 상피세포 사이

에 있는 바닥막으로 구성된 호흡막의 형태가 뚜렷

하 다.모세 속에서는 구가 찰되었다

(Fig.8B).

Fig.8.Electron micrographs ofnormallung
tissuefromnormalA/Jmouse.

A lotofsurfactantcontaininggranules(G)
andelasticfiber(EF)areobservedinthe
type2pneumocyte.A,alveolus;C,capillary
vessels.Barindicates1㎛.
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조군에서 찰되는 제2형 허 꽈리세포의 세

포질에는 다수의 층 소체들이 함유되어 있었으며,

자 도가 높은 다수의 물질을 함유하고 있었다.

세포의 형태는 다소 변형되어 많은 세포질 돌기를

갖고 있었다.정상군의 허 꽈리사이막에서 찰되

었던 탄력섬유는 거의 찰되지 않았으며 교원섬

유들이 다수 찰되었다(Fig.9A).제 1형 허 꽈

리세포는 정상군에 비하여 세포질의 자 도가

높게 나타났으며 반 으로 세포가 손상되어 있

었다.모세 은 반 으로 매우 팽창되어 있었

으며,모세 내피세포는 매우 편평하게 찰되

었다(Fig.9B).

Fig.9.Electronmicrographsoflungtissuefrom
controlA/Jmouse.

Alotofsurfactantcontaininggranules(G)and
collagenousfiber(CF)areobservedinthetype
2pneumocyte.A,alveolus;C,capillaryvessels.
Barindicates1㎛.

실험군 생쥐의 허 꽈리의 허 꽈리 속 공간에

서는 큰포식세포(macrophage)가 찰되었다.큰포

식세포의 핵은 핵막이 매우 불규칙하고 핵질은 고

르게 찰되었다.큰포식세포는 자 도가 높고

크기가 다양한 물질들을 다수 함유하고 있었다

(Fig.10A).제1형 허 꽈리세포의 형태는 부분

정상군과 유사한 소견을 보 으나 일부분에서는

다소 손상된 소견을 보 다.모세 한 직경이

정상군과 비슷한 것도 있었으나,사진의 우측에서

찰되는 것은 직경이 다소 팽 되어 있었으며,모

세 내피세포 한 정상군에 비하여 보다 편

평하게 찰되었다(Fig.10B).

Fig.10.Electronmicrographsoflungtissuefrom
SMgroup.

A lotofsurfactantcontaininggranules(G)
andelasticfiber(EF)areobservedinthetype
2pneumocyte.A,alveolus;C,capillaryvessels,
M,macrophage.Barindicates1㎛.

5.TotalRNA추출 RT-PCR

조군은 Urethane을 8주간 투여하여 폐암을 유

발한 다음 6주 동안 생리식염수를 투여하 으며,

실험군은 폐암 유발 후 단삼 추출물을 동일 기간

투여하 다.그리고 14주 후 정상군, 조군,실험

군 모두에서 폐조직을 출하여 totalRNA를 추출

한 다음 COX-2 cDNA primer를 이용하여

RT-PCR을 수행하 다.정상군과 폐암 유발군들

에서 COX-2mRNA발 정도를 살펴본 결과,정

상군에 비해 폐암을 유발한 조군과 실험군에서

COX-2의 mRNA발 이 증가되는 것을 확인할 수

있었다.그러나 폐암 유발후 6주간 단삼을 투여한
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실험군에서의 경우 COX-2mRNA발 이 조군

에 비해 다소 억제되는 것으로 나타났다(Fig.11).

Fig.11.ExpressionofCyclooxygenase-2inlung
cancerinA/Jmice.

Nor,administeredsaline;Con,controlgroup
administeredsalineafterurethanetreatment;
SM,SM 0.12g/㎏/day administered group
during 6 weeks after urethane treatment.
TotalRNA wasisolated and analysed for
COX-2and GAPDH mRNA byRT-PCR.
SM inhibitedCOX-2expressioninadose-
dependentfashion.

Ⅳ.고 찰

서양의학에서 폐암의 발암요소로는 흡연 석면

노출,공해,이온화방사선 등이 표 인데 흡연 시에

노출되는 폐암의 병인학 인자 에서 미립자상에서

는 benzpyrene,benzofluoranthenes,dibenzanthracene,

nicotine,catechol,nickel,cadmium 등이 있고,증

기상에는 nitrogenoxides,formaldehyde,hydrzine과

이번 연구에 사용된 urethane등이 포함되어 있다
8
.

동물 실험을 한 악성 신생물의 유발 방법

에서는 알킬화 발암제인 urethane(ethylcarbamate;

NH2․COOEt)을 이용한 방법이 일반 이다.urethane

을 이용한 실험 모델에서 urethane은 생체 내에

서 alkylation을 일으켜 염색체에 손상을 주고 변이

를 유도하며 여러 장기에 암 발생을 진하지만
9-10

특히 다른 장기보다 주로 폐에 종양을 일으키고

인체에서 발생되는 폐선암종과 형태학 으로 유사

한 병변을 발생시킨다.이러한 이유로 변연부에

치한 폐종양 발생 과정을 추 찰하는데 이상

인 모델로 이용되고 있다11-12.

암에 한 치료법은 수술요법,항암화학요법,방

사선요법,면역요법 유 자요법 등이 알려져 있

는데 그 사용빈도가 높은 화학요법과 방사선요

법은 정상세포까지 독성을 나타내어 소화 장애,간

장 장애,탈모, 액학 변화,면역 기능 하,조

장애,유 자 손상 등의 부작용을 래하고 있다
13-14
.이에 최근에는 서양의학 인 암치료법의 부족

한 을 극복하기 해 서양 의학 치료에 한약

물을 병행하는 치료를 함으로써 암치료의 효율을

높이고 생존율을 증가시키며15-16,화학요법이나 방

사선요법의 부작용을 이기 한 많은 노력들이

이루어지고 있다.

한약재와 폐암과의 계에 한 선행 연구로는

桔梗17,附子18,桑黃19,冬蟲夏草20등의 단미제에

한 연구를 포함하여,
21
이 폐암을 병기별로 구분

하여 千金葦莖湯,桔梗湯,蔘 飮,銀翹散 등 수종

의 처방이 폐암세포에 미치는 향을 연구하 고,

이22는 폐암세포주 H460에 補中益氣湯이 미치는 세

포 괴사 효과 기 을 보고하 으며,원
23
은 A549

폐암세포와 Sarcoma-180복강암에 한 홍삼 증류

약침의 향을 보고하 고,강
24
은 潤肺散 투여에

의한 폐암세포 증식억제기 에 한 연구를 하

고,최
25
는 抗癌丹이 抗癌 免疫增進 목 으로 활

용가능하다는 보고 등을 하 으나, 단삼과

urethane으로 유발된 폐암과의 계에 한 실험

연구는 보고된 바가 없었다.

본 실험에사용한丹蔘(Danshen,Salviamiltiorrhiza

Bunge)은 꿀풀과에 속하는 다년생 식물로 한방에

서는 부인의 生理不 ,生理痛,産後腹痛 血

性의 心腹部疼痛,打撲傷의 치료와 不眠症,皮膚發

疹 등의 약재로 쓰인다
26
.단삼의 주요 화학성분으

로는 tanshinone I,IIA,IIB 등을 포함하는

diterpene화합물과,danshensu(salvianicacidA),

protocatechuicaldehyde,salvianolicacidB 등을

포함하는 phenolic화합물등,그 외에 baicaline,

b-sitosterol,ursolicacid,vitaminE와 tannin등이

알려져 있다
27
.단삼의 밝 진 생리활성으로는 항균

28,항산화29,항돌연변이30 효과가 알려져 있으며,
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항 효능에 해서는 항응고제로 많이 사용되

는 warfarin의 작용을 증진시키는 것
31
이 있다.

일반 으로 종양 환자의 경우 식욕부진, 신쇠

약,심한 병감,체력소모,탈수 증상 등과 동반되며

종국엔 체 감소가 래되는데32-33,실험에서 측정

한 체 의 변화는 정상군의 체 이 가장 높은 경

향을 보 고,실험군은 정상군에 비하여 10주까지

는 2g정도 게 측정되었으나 10주 이후부터는 3

g정도 체 을 나타내었고 10주 이후부터는 조

군과 비슷하게 측정되어 유의성 있는 변화를 찰

할 수 없었다.

흉강을 열고 시행한 육안 찰에서 조군은

폐의 표면을 찰한 결과 반 으로 고르지 못할

뿐만 아니라 약 5～10개 이상의 유두종(papillary

tumor)을 찰할 수 있어 urethane으로 인하여 폐

암이 유발된 것을 확인할 수 있었다.이에 반하여

실험군은 폐에서 유두종이 찰되었으나 조군에

비하여 소수의 작은 유두종이 찰되었다.

학 미경의 찰에서 조군과 실험군 모두에

서 유두종과 고형종이 찰되었는데 정상군의 폐

조직에 비해 조군의 종말세기 지와 허 꽈리주

머니는 매우 축된 소견을 보여주었지만 실험군

의 폐조직은 종말세기 지와 허 꽈리주머니의 형

태는 정상군에 비하여 다소 축되었으나 조군

에 비해서는 허 꽈리주머니와 종말세기 지의 형

태학 인 병변은 뚜렷이 찰되지 않았다.이는 육

안 찰의 결과와도 일치하는 것으로 단삼추출

물이 폐암증식 억제와 항암효과를 나타냄을 알 수

있다.

COX-2면역조직화학 검색 결과 정상군의 경우

종말세기 지의 평활근과 호흡세기 지의 일부에

서 면역 양성 반응이 나타났고 허 꽈리 조직에서

는 아주 미약하게 나타났다. 조군에서는 종말세

기 지의 평활근과 호흡세기 지에서 높은 면역반

응성을 보여주었고 허 꽈리세포의 부분에서도

높은 면역반응성을 보 다.반면,실험군의 경우

정상군의 경우와 같이 종말세기 지의 평활근 조

직에서 면역 반응성이 높게 나타났으나 허 꽈리

세포의 면역 반응성은 낮았다.이는 단삼추출물의

투여가 폐암 세포의 증식을 억제에 여하 음을

확인할 수 있다.

세포질의 농축, DNA의 분 을 특징하는

Apoptosis는 정상 발달,기 형성,면역 기능,조

직의 성장 등에서 세포를 제거하는 기능을 한다
34-35
.종양 형성에 있어서 apoptosis의 역할은 일반

으로 세포사멸을 진시키는 유 자와 억제시키

는 유 자들 사이에 균형이 깨지면 apoptosis가 억

제되며,결국 발암원에 의해 항구 DNA손상 세

포가 증식되어 종양이 발생하는 것으로 알려져 있

다36.

Apoptosis를 찰한 결과,정상군에서는 종말세

기 지와 허 꽈리를 구성하는 상피세포에서 소수

의 세포사멸의 핵들이 찰되었다. 조군에서는

허 꽈리를 구성하는 상피세포에서 다수의 세포사

멸 핵들이 찰되었고 실험군에서는 정상군에서처

럼 암조직이 찰되지 않은 허 조직의 부분에

서 세포사멸 핵들이 소수 찰되어 단삼추출물의

투여가 폐암 세포 증식의 억제에 효과가 있다는

것을 알 수 있다.

종양의 크기에 있어서는 고형종과 유두종 둘 다

에서 실험군의 경우가 조군에 하여 체로 작

았고 종양의 개수에 있어서도 고형종과 유두종에

서 실험군이 약간 게 나타났으나 이 역시 통계

으로 유의성은 없었지만 단삼 추출물이 종양의

성장이나 증식을 억제하는데 어느 정도 효과가 있

다는 것은 확인할 수 있다.

자 미경으로 폐의 허 꽈리를 심으로 찰

한 결과 조군의 허 꽈리에서 폐포강 내에 치

하여 계면활성제 역할을 하여 호기동안 폐포가 서

로 달라붙지 않게 하는 역할을 하는 제2형 허 꽈

리세포(type2pneumocyte)인 과립허 꽈리 세포

의 세포질에는 다수의 층 소체들과 자 도가

높은 다수의 물질을 함유하고 있었다.세포의 형태

는 다소 변형되어 많은 세포질 돌기를 가지고 있
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었으며 정상군의 허 꽈리사이막(interalveolar

septum)에서 찰되었던 탄력섬유는 거의 찰되

지 않았고 교원섬유들이 다수 찰되었다.폐포와

기 막을 통하는 확산에 의하여 공기와 액 사

이의 가스 교환에 여하는 제 1형 허 꽈리세포

(type1pneumocyte)는 정상군에 비해 세포질의

자 도가 높게 나타났으며 반 으로 세포가

손상되어 있었고,모세 은 반 으로 매우 팽

창되어 있었으며,모세 내피세포는 매우 편평

하게 찰되었다.

실험군의 허 꽈리의 허 꽈리 속 공간에서는

자 도가 높고 크기가 다양한 물질을 함유하고

있는 큰포식세포가 찰되었으며 이 큰포식세포의

핵은 핵막이 매우 불규칙하고 핵질은 고르게 찰

되었다.제1형 허 꽈리 세포의 형태는 부분 정

상군과 유사한 소견을 보여주었으며 모세

한 직경이 정상군과 비슷한 것도 있었다.다만 모

세 직경이 다소 팽 되어 있는 것도 있었

으며 모세 내피세포 한 정상군에 비하여 보

다 편평하게 찰되었다.

TotalRNA 추출 RT-PCR(역 사 합효소

연쇄반응)의 결과는 COX-2가 폐암 세포의 증식진

행과정동안 하게 증가하는 이 의 보고와 일

치하 으며,한편 단삼 추출액 투여군이 조군 비

해 COX-2mRNA발 이 감소하는 양상을 보여

것은 단삼이 폐암의 생성을 억제하 다고 사료된

다.

이상의 실험결과를 요약하여 보면 실험군은

조군에 비하여 육안 , 학 미경 ,세기 지 주

변부에 한 면역조직화학 검색,Apoptosis 찰,

자 미경 찰과 TotalRNA추출 RT-PCR

에서 폐암의 증식 억제 효과와 폐기 지 보호 효

과 면역 효과가 뚜렷한 것으로 나타났다.

본 연구에서는 단삼 추출액이 urethane으로 유

발된 폐암의 치료에 효과가 있는 것으로 나타났으

나 체 의 변화와 종양의 크기 개수의 변화에

있어서 유의성이 명확하게 나타나지 않은 에서

부족한 면이 있었고 丹蔘 추출물의 구강 투여로

인한 투여량의 불균등성 등에 한 ,다른 본

와 병용하여 효과를 상승시키는 ,항암작용에 있

어서 단삼과 다른 약물들의 비교 연구 등에 한

지속 인 연구가 필요하리라 사료된다.

Ⅴ.결 론

단삼 추출액이 urethane으로 유발된 A/Jmouse

의 폐암 유발과정에 미치는 향을 밝히고자 폐조

직의 형태학 변화,COX-2면역조직화학,세포사

멸, 자 미경 찰을 하 다.실험군은 3군으로

구분하 다:정상군,urethane을 투여한 다음 생리

식염수를 투여한 조군,그리고 단삼추출액을 투

여한 군으로 구분하 다.

조직학 찰결과 조군의 허 꽈리는 정상군

에 비하여 매우 오므라들어 있었으나,실험군에서

는 다소 회복되었다.COX-2면역조직화학결과

조군의 종말세기 지와 허 꽈리에서 정상군에 비

하여 면역반응성이 매우 높게 나타났으나.실험군

에서는 정상군과 유사한 소견을 보여주었다. 자

미경 찰결과 조군의 폐에서 찰되는 모세

은 매우 팽창되어 있었으며,호흡상피는 다소 손

상되어 있었으나,SM 추출액을 투여한 군에서는

다소 회복되어 있었다.

암종의 크기와 수를 비교하기 하여 폐조직 연

속 편으로 제작하여 찰한 결과 조군에 비하

여 SM 추출액을 투여한 군에서 다소 암조직의 수

와 었고 크기도 작았으나 통계 은 유의성은 없

었다.

이상의 결과로 보아 단삼 추출액이 폐암의 발생

과 치료에 응용될 수 있을것으로 생각되며 임상에

서 치료효과는 다각도의 임상 실험을 통하여 검증

하여야 할 것으로 생각된다.
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