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Abstract

In order to examine the effect of Injinhotang extract on the hepatocarcinogenesis induced by N-nitrosodiethyl-
amine (NDEA) and carbon tetrachloride (CCl4) in 8 week-old rats. Experimental rats were subdivided into three 
groups; normal group (Nor), hepatic cancer inducing control group (Con), and control group administered 
Injinhotang extract 260 mg/kg/day (IJH). The body weight decreased significantly (p<0.05) in the Con compared 
with the Nor. The body weight of IJH group more increased than Con. Rats intoxicated with NDEA had sig-
nificantly (p<0.05) increased levels of serum AST, ALT, LDH, ALP, and AFP. On the contrary, group treated 
with Injinhotang extract had inhibited levels of serum AST, ALT, LDH, ALP, and AFP. The bcl-2 mRNA ex-
pression levels in rat liver were more increased in the IJH than Con, but these levels of c-myc mRNA were 
more decreased in the IJH than Con. Also, cytoplasmic vacuolizations in the liver of NDEA-administrated rats 
were inhibited by the treatment of Injinhotang extract. These results suggest that administration of Injinhotang 
extract suppresses or retards NDEA and CCl4-induced hepatocarcinogenesis in rats.

Key words: Injinhotang, N-nitrosodiethylamine, hepatocarcinogenesis, AFP, bcl-2

†Corresponding author. E-mail: jskim@dsu.ac.kr
†Phone: 82-61-330-3512, Fax: 82-61-330-3499

서   론

인진호탕은 인진, 치자, 대황으로 구성되어 있으며 황달, 항

염증, 해열, 그리고 이뇨작용 등을 가지는 것으로 알려져 왔다. 

인진호(Artemisia capillaris  Herba)는 사철쑥(Artemisia 

capillaris Thunberg)의 과수를 포함하는 지상부를 채취한 

것을 말하며, 생약명으로는 인진, 인진호, 추호라 불린다. 인

진호탕은 현대에서 항염증제, 해열제, 이뇨제로서 담즙분비

를 촉진시키는 동시에 담낭 수축작용이 있고 아울러 간염에 

대한 간 보호 작용이 있다고 알려져 있다(1-3). 인진호탕을 

구성하는 세 가지 성분 중 하나인 인진은 capillarisin, cap-

illien, capillin, capillarin과 scoparone 등이 함유되어 있고, 

이 성분들은 담즙 분비를 촉진시켜 간 기능 개선 효과, 항암, 

항염증, 항균, 항바이러스 작용, 혈압 강하 등의 활성을 갖는 

것으로 알려져 있다(4-6). 치자의 주성분인 genipin, gar-

deniside, crosin, crocetin과 gardenin 등은 항균, 항바이러스 

작용, 소염작용, 해열작용, 이담작용이 있으며, 또한 genipo-

side는 간, 신장과 심장에 항종양인자로서의 기능을 할 수 

있는 것으로 보고되었다(7,8). 대황은 sennosides A-F, rha-

tannin, rhein 그리고 lindleyin 등이 있으며 주로 항균, 이담, 

지혈, 항암, 간 기능 보호, 면역조절, 소화효소분비억제 등의 

기능이 있는 것으로 알려져 있다(9,10).

국내외의 인진호탕에 대한 연구를 보면 항고지혈증(11), 

간 기능 개선효과(12), 항균활성(13), 항산화 효과(14) 등이 

주로 연구되어지고 있으며, 인진호탕의 투여가 trans-

forming growth factor-β1(TGF-β1)에 의해 유도된 흰쥐의 

간 세포사(apoptosis)에 대한 보호효과가 있음을 보고하였

고(15), Yamashiki 등(16)은 concanavalin A로 유도한 생쥐

의 간염 모델에서 혈청의 염증성 cytokine인 IL-2, IL-12와 

IFN-γ의 수준을 낮추고, 또한 AST, ALT와 LDH 등의 수준

을 낮추는데 탁월한 효과가 있다고 보고하였다. 현재까지 

인진호탕의 항암활성에 관한 보고는 있으나(17), 직접적인 

간암에 대한 연구는 거의 진행되지 않고 있는 실정이다.

간암의 발생과정을 연구하기 위해 이용되는 화학성 발암

물질중 하나인 nitrosamine은 탄 단백질식품, 절임육류가공

품과 같은 음식물에서 발견되는 발암성물질로서 알코올성 
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음료, 화장품, 절삭기 윤활유, 고무, 담배 등 주변 환경에서 

흔히 인체에 오염될 수 있다(18). 본 실험에서 사용된 N-ni-

trosodiethylamine(NDEA)은 nitrosodialkylamine에 속하는 

(CH3CH2)2N-NO의 분자식을 가지는 무취의 황색 액체이다. 

주로 사람과 동물의 간장이나 신장에 궤양 또는 암을 일으키

는 물질로 잘 알려져 있다. 근래에는 NDEA의 투여로 개시기 

동안 DNA에 변이를 보이는 저항성 간세포를 유발하고, 이차

적으로 사염화탄소(CCl4), 2-acetylaminofluorene(2-AAF), 

phenobarbital, 간 부분 절제술 등(19-21)을 병행하여 많은 

간암 유발 연구에 활용되고 있다.

최근에는 cyclooxygenase(COX) 억제제, 레티노이드 유

사체, 비타민 K2, glycyrrhizin, 녹차, 인삼 등의 간암 예방효

과(22-26)와 인체에 대한 부작용을 최소화하면서 항암 효과

를 발현하는 천연물질을 이용한 치료제 개발 연구가 이루어

지고 있다(27-29).

이에 본 연구에서는 간암의 발생이 진행되는 과정에서 인

진호탕 추출액의 항암효과를 규명하기 위하여 체중, 혈청 

중 효소 활성도 측정, 암이 유발된 간세포 사멸 유전자의 

발현 정도 그리고 조직학적 관찰을 실시하여 유의성 있는 

결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

재료 및 방법

 실험재료

실험동물은 체중 210±10 g 내외의 Sprague Dawley계 

웅성 흰쥐를 (주)샘타코에서 구입하였다. 실험동물은 동신

대학교 한의과대학 동물사육실에서 일정한 조건(온도: 

21±2oC, 습도: 50～60%, 명암: 12시간 주기)하에서 일반 고

형사료와 물을 충분히 공급하면서 1주 동안 적응시킨 후 실

험에 사용하였다. 인진호탕(Injinhotang, 茵蔯蒿湯)의 구성

과 용량은 아래와 같다(Table 1). 인진호탕 4첩을 물 600 mL

에 넣고 약탕기로 3시간 동안 가열한 다음 농축한 후 저온순

환수조(CA-1500, EYELA, Japan)에서 1차 동결한 다음 동

결건조기(SFDSMO06, Samwon, Korea)로 동결건조 하여 

31.8 g의 분말을 얻었다.

실험동물 사육 및 간암 유발

정상군을 제외한 모든 실험동물은 N-nitrosodiethyl-

amine(NDEA, Sigma Chemical Co., USA) 200 mg/kg을 

0.9％ 식염수 1 mL에 용해하여 1주 간격으로 2회 복강투여 

하였다. NDEA투여 1주 후부터 사염화탄소(CCl4, Sigma 

Table 1. Prescription of Injinhotang

Herbal name Scientific name Weight (g)

인진 (茵蔯)
치자 (梔子)
대황 (大黃)

Artemisia Capillaris Herba
Gardeniae fructus
Rhei Undulati Rhizoma

30
20
10

Total 60

Chemical Co., USA)와 corn oil을 1:1로 희석한 약물 1 mL을 

1주 간격으로 3회 복강투여 하여 간암을 유발하였다. 모든 

실험군의 실험동물은 5마리씩으로 하였다. 정상군(Nor)은 

통상적인 사료와 물을 공급하였으며, 대조군(Con) 흰쥐는 

간암이 유발된 후부터 식염수 0.5 mL을 실험기간 동안 매일 

구강투여 하였다. 실험군(IJH)은 NDEA을 투여한 2주 후부

터 8주 동안 인진호탕추출액 건조분말을 생리식염수에 0.5 

mL에 용해하여 체중 60 kg인 사람의 1일 투약량인 260 

mg/kg을 구강투여 하였다.

체중 측정

체중은 실험기간 동안 매주 1회 정해진 시간에 측정하였

고, 실험시작 후 2주, 4주, 6주 및 8주 결과를 이용하였다.

생화학적 분석

약물 투여 8주 후 흰쥐를 urethane으로 마취한 다음 복부

의 정중선을 따라 절개하고 심장 채혈을 시행하였다. 혈액은 

시험관에 넣어 실온에서 30분간 방치하여 혈액을 응고시킨 

다음 3,000 rpm에서 원심분리하고 상등액을 회수하여 -80
oC 

초저온 냉동고에 보관하면서 실험에 사용하였다. Aspartate 

aminotransferase(AST)와 alanine aminotransferase(ALT), 

lactate dehydrogenase(LDH), alkaline phosphatase(ALP) 

활성도는 자동분석기용 kit 시약(아산제약)을 사용하여 생

화학자동분석기(photometer 5010, Germany)에서 측정하였

다. 그리고 alpha-fetoprotein(AFP)은 AFP ELISA kit 

(Sierra Resources International, Inc., Valrico, FL)를 이용

하여 혈장내 AFP 농도를 제조사의 실험방법에 따라 측정하

였다.

RT-PCR을 이용한 bcl-2와 c-myc의 mRNA 정량

흰쥐의 간을 획득한 후 RNA-spin total RNA extraction 

kit를 이용하여 총 RNA를 얻었다. 총 RNA는 분광광도계를 

이용하여 OD값을 측정하고 총 RNA양을 정량한 후 -70
oC 

냉동고에 보관하였다. Reverse transcription은 DEPC-DW

로 최종부피를 50 μL로 맞춘 후 total RNA에 RT-pre-

mix(Bioneer, Korea) 혼합용액을 사용하여 70
oC에서 5분 동

안 RNA를 변성시키고, 42oC에서 1시간 동안 역전사하여 

cDNA를 합성하고, 94
oC에서 5분 동안 M-MLV reverse 

transcriptase를 불활성화 시키는 과정으로 진행되었다. 합

성된 cDNA는 PCR-PreMix(Bioneer, Korea)와 각각의 pri-

mer(Table 2)를 사용하여 GAPDH는 94
oC 60초, 57oC 60초, 

72
oC 60초의 30 cycle로, bcl-2는 94oC 60초, 48oC 60초, 72oC 

60초의 35 cycle로, c-myc은 94oC 60초, 59oC 60초, 72oC 60

초의 30 cycle로 PCR을 수행하였다. 이렇게 얻어진 PCR 

product는 1.5% agarose gel에서 전기영동 하여 UV(Kodak, 

USA)에서 관찰하였다.

조직학적 관찰

각 군에서 부검한 흰쥐의 간 조직을 적출한 후 Bouin 용액
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Table 3. Effect of Injinhotang extract on body weight of rats (g)

Group
1)

0 week 2 weeks 4 weeks 6 weeks 8 weeks

Nor
Con
IJH

224±0.752)
223±3.08
223±1.05

283±3.12
264±7.40
282±7.37

337±7.92
300±11.10*
320±7.82

382±12.35
335±10.36*
357±10.48

427±15.12
370±10.85*
395±14.05

1)Nor, not administrated with NDEA, CCl4 and Injinhotang extract; Con, administrated with NDEA and CCl4; IJH, administrated 
with NDEA, CCl4 and Injinhotang extract.
2)All values are mean±SE (n=5).
*Significant differences were compared with normal at p<0.05.

Table 4. Effect of Injinhotang extract on plasma AST, ALT, LDH, ALP, AFP activities in rats

Group1) AST (U/L) ALT (U/L) LDH (U/L) ALP (U/L) AFP (ng/mL)

Nor
Con
IJH

 95±5.862)
179±7.03*
 96±14.16#

60±5.32
82±3.62*
74±5.39

2724±206.79
5293±282.00*
2838±274.86#

227±9.66
348±28.79*
285±17.09*

2.78±0.29
5.51±0.44*
3.61±0.52#

1)Nor, not administrated with NDEA, CCl4 and Injinhotang extract; Con, administrated with NDEA and CCl4; IJH, administrated 
with NDEA, CCl4 and Injinhotang extract.
2)All values are mean±SE (n=5).
Significant differences were compared with normal/control at *p<0.05/ #p<0.05.

Table 2. Primers designed for amplification of the mRNA in 
RT-PCR

Primer Sequence
Product 
size

1. bcl-2
F: 5'-CGGGAGAACAGGGTATGA-3'
R: 5'-CAGGCTGGAAGGAGAAGAT-3'

149 bp

2. c-myc
F: 5'-CTCTTCTTCCTCGGACTCGC-3'
R: 5'-GCGCAGGGCAAAAAAGCTAC-3'

484 bp

3. GAPDH
F: 5'-AATGCATCCTGCACCACCAA-3'
R: 5'-GTAGCCATATTCATTGTCAT-3'

600 bp

을 사용하여 24시간 동안 고정시켰다. 고정된 조직은 파라핀 

포매 과정을 거쳐 microtome으로 5 μm 두께로 조직절편을 

만들어 Hematoxylin & Eosin(H-E) 염색을 시행하여 광학

현미경(Olympus BX51, Japan)으로 관찰하였다.

통계처리

실험 결과는 mean±SE로 표시하였고, 대조군과 실험군

과의 평균의 차이를 검정할 때에는 Student's test로 검정하

여 p값이 0.05 미만일 때 통계적으로 유의한 차이가 있는 

것으로 판정하였다.

결과 및 고찰

체중 변화

일반적으로 종양 환자의 경우 현저한 식욕부진과 함께 탈

수증상이 수반되며, 이로 인한 만성적인 체중감소가 초래되

는데, 본 실험에서는 2주째에 정상군(283±3.12 g)에 비하여 

대조군(264±7.40 g)은 약 20 g정도 감소하였으나, 인진호탕 

추출물을 투여한 IJH군(282±7.37 g)은 약간 감소하였다. 4

주군에서부터 대조군(300±11.10 g)은 정상군(337±7.92 g)
에 비하여 유의성(p＜0.05) 있게 감소하여 실험 종료 시점인 

8주째까지 동일한 결과를 보였으나, 인진호탕 추출물이 투

여된 실험군의 체중은 대조군에 비하여 높은 경향을 나타냈

다(Table 3). Flavonoid의 일종인 morin(3,5,7,2',4'-penta-

hydroxyflavone)의 효과를 보기 위한 실험에서 NDEA으로 

유도된 군은 정상군에 비해 체중이 유의적으로 감소되는 반

면에 morin과 병합투여한 군은 정상군에 가까운 체중을 유

지하였다고 보고하였는데(30) 이는 본 실험의 결과와 일치

하였다.

혈청 중 효소의 변화

AST와 ALT는 심장근과 간세포내에 있는 특성효소로서 

조직세포의 손상에 의해 혈청중의 활성도가 증가되어지며, 

이러한 활성도의 상승은 간담도 질환, 심장질환에서 일어나

고 특히 만성간염의 경우에는 현저하게 증가된다. 본 실험에

서 AST의 활성(Table 4)은 대조군(179±7.03 U/L)이 정상

군에(95±5.86 U/L) 비하여 유의적인(p<0.05) 증가를 보였

으며, IJH군은 96±14.16 U/L로 나타내어 대조군에 비하여 

유의성(p<0.05) 있게 감소하였다.

ALT의 활성(Table 4)은 대조군이 82±3.62 U/L인데 비

하여 IJH군에서는 74±5.39 U/L으로 나타나 증가억제 현상

은 보였으나 유의성은 없었고, 정상군(60±5.32 U/L)에 대해

서는 유의성(p<0.05) 있게 증가하였다.

LDH는 악성 종양세포에서 다량 생성되므로 암의 존재를 

파악하는데 이용되어진다. LDH의 활성은 정상군(2724± 
206.79 U/L)에 비하여 대조군(5293±282.00 U/L)에서 유의

적인(p<0.05) 증가를 보였다. 그러나 인진호탕 추출물을 투

여한 IJH군(2838±274.86 U/L)은 대조군에 비하여 유의성

(p<0.05) 있게 감소하였다(Table 4).

ALP는 만성간염이나 간경변증에서도 올라갈 수 있으나, 

만들어진 담즙이 간세포에서 잘 배출되지 못하거나 담도가 

막혔을 때 현저히 증가한다. ALP의 활성은 정상군(227±9.6 
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Fig. 2. Histological sections of liver 
of rats in response to Injinhotang ex-
tracts in the NDEA and CCl4-induced 
liver injury. ⓐ: Normal group, ad-
ministered saline. ⓑ: Control group, ad-
ministered saline after NDEA treatment. 
ⓒ: IJH group, administered Injinhotang 
extract (260 mg/kg/day) after NDEA 
treatment. The control group showing 
vacuolated cytoplasm. CV, central vein. 
Haematoxylin-Eosin stain. Original 
magnification ×400.

U/L)에 비하여 대조군(348±28.79 U/L)에서 유의적인(p< 

0.05) 증가를 나타냈고, 인진호탕 추출물을 투여한 IJH군

(285±17.09 U/L)은 대조군에 비해 감소하는 경향을 나타냈

다(Table 4). 콩과식물인 Bauhinia racemosa L.의 NDEA에 

대한 효과 실험에서 GOT, GPT와 ALP의 수치가 NDEA를 

투여한 군에서는 현저히 증가한다는 것을 보고하였다(31). 

Bansal 등(32)은 비타민 E를 전처치한 다음 NDEA로 간 손

상을 유발한 실험에서 AST, ALT, ALP와 LDH의 수치를 

감소시키는 효과가 있다고 보고하였다. 본 실험에서도 

AST, ALT, ALP와 LDH의 활성이 대조군에서는 증가하였

으나 인진호탕 추출물을 투여한 군에서는 감소하는 경향을 

보여 효과가 있는 것으로 생각된다.

AFP는 원래 임신초기의 태아에서 나타나는 혈청 단백의 

일종으로 건강한 성인의 혈액에서는 볼 수 없으나 원발성간

암 환자의 95%에서 증가하기 때문에 간암의 종양 marker로

서 이용되고 있다(33). 인진호탕 추출액을 투여한 다음 혈청 

AFP의 농도를 측정한 결과 IJH군(3.61±0.52 ng/mL)은 대

조군에 비하여 유의성(p<0.05) 있게 감소하였다. 그리고 정

상군(2.78±0.29 ng/mL)에 비하여 대조군(5.51±0.86 ng/mL)
에서는 약 98% 증가하여 유의성(p<0.05)이 있었다(Table 

4). Flavonoid의 일종인 morin(3,5,7,2'4'-pentahydroxy-

flavone)의 효과를 보기 위한 실험에서 NDEA으로 유도된 

군은 유의적으로 증가되었는데, morin과 병합투여한 군은 

AFP 수준이 유의적으로 감소되었다고 보고하였다(30).

인진호탕에 대한 bcl-2와 c-myc의 mRNA 발현 수준

Bcl-2계 단백질 중 Bcl-2는 칼슘의 항상성 유지, 항산화

효소계의 강화 및 미토콘드리아에서 cytochrome C 방출을 

억제하여 apoptosis를 억제한다(34,35). 본 연구에서 bcl-2 

mRNA 발현 정도를 살펴본 결과, 간암 유발 후 8주간 인진호

탕을 투여한 실험군의 bcl-2 mRNA 발현은 대조군에 비해 

증가되었다(Fig. 1).

C-myc oncogene은 전립선암종(36), 간세포암종(37) 및 

골수성 백혈병(38) 등 여러 종양의 세포주에서 c-myc 유전

자의 증폭과 산물이 증가한다는 것이 보고되었다. Morris 

간암(39)과 2-amino-3-methylimidazo-quinoline(40)으로 

유도된 간암에서도 c-myc oncogene의 중폭 및 과다발현이 

Fig. 1. Effect of Injinhotang extract on bcl-2 and c-myc 
mRNA in rat liver by RT-PCR. The effects of Injinhotang ex-
tract on gene expression in the NDEA and CCl4-induced liver 
injury. Nor, not administrated with NDEA, CCl4 and Injinhotang 
extract; Con, administrated with NDEA and CCl4; IJH, adminis-
trated with NDEA, CCl4 and Injinhotang extract.

일어난다는 보고가 있었으며, 3-methyl-4-dimethylami-

noazobenzene(41)에 의해 유발된 흰쥐의 원발성 간종양에

서도 c-myc oncogene의 전사체가 증가되었다는 보고가 있

다. 본 실험에서도 c-myc mRNA의 경우는 대조군이 실험군

에서보다 더 증가됨이 관찰되었다(Fig. 1). 

간 조직의 관찰

적출한 간조직을 광학현미경으로 관찰한 결과에서 정상

군의 간 조직은 뚜렷한 둥근 핵을 갖고 있었고 세포질은 거

의 일정하게 eosin으로 염색되었으며, 간소엽의 구조도 잘 

배열되어 있었다(Fig. 2a). NDEA와 사염화탄소를 투여한 

대조군은 간소엽의 구조 및 핵의 형태가 불완전하고, 일부에

서 세포질 공포화가 유발된 것을 관찰할 수 있었으며, 이로 

인해 세포질의 염색성은 정상군이나 IJH군보다 현저히 감소

되었다(Fig. 2b). 그러나 인진호탕을 투여한 IJH군은 간소엽

의 구조가 비교적 잘 유지되어 있었고, 핵 형태가 비교적 

뚜렷하였다. 또한, 세포질의 염색성은 정상군과 유사하게 관

찰되었으며 세포질의 공포화 현상은 관찰되지 않았다(Fig. 

2c). Mourão 등(42)의 NDEA로 유도된 간암에 대한 in-

dole-3-acetic acid(IAA)의 실험에서 NDEA만을 투여한 군

에서 간 손상의 가장 두드러진 특징은 정상대조군과 비교하

여 간세포의 팽대성 증가와 세포질 공포화 그리고 공포 형성

의 유도라고 하였는데, 이는 본 실험의 결과와 일치하였다.
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요   약

본 실험은 N-nitrosodiethylamine(NDEA)와 사염화탄소

(CCl4)로 유발된 흰쥐의 간암 생성에 대한 인진호탕의 효과

를 조사하였다. 실험은 8주 동안 실시하였고, 세 군으로 분류

하였다. 정상군(Nor), 간암을 유발한 대조군(Con), 간암 유

발 후 인진호탕 추출액(260 mg/kg/day)을 투여한 실험군

(IJH)으로 구분하였다. 체중은 정상군에 비하여 대조군에서 

유의적으로 감소하였지만 실험군에서는 증가하였다. NDEA

로 유발된 흰쥐의 혈청 AST, ALT, LDH, ALP와 AFP의 

수준은 증가하였다. 반대로, 인진호탕 추출액을 처리했을 

때, 혈청 AST, ALT, LDH, ALP와 AFP의 수준이 감소하였

다. 흰쥐의 간에서 bcl-2 mRNA의 수준은 대조군에 비해 

실험군에서 증가되었다. 그러나 c-myc mRNA의 수준은 대

조군에 비해 감소하였다. 또한 NDEA로 손상된 간세포 조직

의 공포화가 인진호탕 추출액의 투여로 감소하는 것을 관찰

할 수 있었다. 이상의 결과로 보아 인진호탕 추출액 투여가 

NDEA와 사염화탄소로 유도된 흰쥐의 간암 생성을 억제 또

는 지연하는 것으로 사료된다.
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