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서 론

인진호탕은 항염증제, 해열제, 이뇨제로서 담즙분비를 촉

진시키는 동시에 담낭 수축작용이 있고 아울러 간염에 한

간 보호 작용이 있다고 알려져 있다(Yamahara et al., 1982;

Tan et al., 1998; Seol et al., 2003). 인진호탕을 구성하는 세

가지 성분 중 하나인 인진은 capillarisin, capillien, capillin,

capillarin과 scoparone 등이 함유되어 있고, 이 성분들은 담

즙분비를 촉진시켜 간 기능 개선 효과, 항암, 항균, 항바이러

스 작용, 혈압 강하 등의 활성을 갖는 것으로 알려져 있다

(Kiso et al., 1984; Mori et al., 1988; Yamahara et al., 1989).

치자의 주성분인 genipin, gardeniside, crosin, crocetin과 gar-

denin 등은 항균, 항바이러스 작용, 소염작용, 해열작용, 이담

작용이 있으며, 또한 geniposide는 간, 신장과 심장에 항종양

인자로서의 기능을 할 수 있는 것으로 보고되었다(Kimura

et al., 1982; Peng et al., 2005). 황은 sennosides A-F, rhatan-

nin, rhein 그리고 lindleyin 등이 있으며 주로 항균, 이담, 지

혈, 항암, 간 기능 보호, 면역조절, 소화효소분비억제 등의 기

능이 있는 것으로 알려져 있다(Matsuda et al., 2001; Jin et
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ABSTRACT

In order to examine the effect of Injinhotang extract on the liver cancer induced by N-nitrosodiethylamine (NDEA) and

carbon tetrachloride (CCl4) in Rats. The animals were divided into three groups. The normal (Nor) group were fed basal

diet. Control (Con) group were administered with NDEA (200 mg/kgb.w., i.p.) and CCl4. Injinhotang extract (IJH) group

treated with Injinhotang extract (260 mg/kg/day) for 8 weeks after NDEA++CCl4. Enzymic antioxidants, such as superoxide

dismutase (SOD) and catalase levels were determined in all the groups of animals. The activities of SOD were significant-

ly increased in the Con, but the activities of catalase were decreased in the Con, but the anti-oxidative enzyme activities

of superoxide dismutase and catalase were increased in the IJH. In the immunohistochemistry observation, treatment of

Injinhotang extract reduced the rates of p53 immunoreactivity. According to the electron microscopical observation, in

the liver cancer cells were increased the smooth endoplasmic reticulum and dilated the rough endoplasmic reticulum in

the Con compared with IJH. These results suggest that administration of Injinhotang extract suppress or retard NDEA and

CCl4-induced liver cancer.
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al., 2005). 국내외의 인진호탕에 한 연구를 보면 항고지혈

증(Lee et al., 2008), 간 기능개선 효과(Han et al., 2006), 항

균효과(Luo et al., 2007), 항산화 효과(Chu et al., 1999) 등을

보고하 고, 현재까지 인진호탕의 직접적 또는 간접적인 항

암 효과에 관한 보고는 있으나(Hu et al., 2000), 직접적인

간암에 한 연구는 거의 진행되지 않고 있는 실정이다.

실험적으로 동물에서 간암을 유발하는 방법으로는 nitros-

amine계열의 N-nitrosodiethylamine (이하 NDEA)이나 afla-

toxin B1 등을 투여하는 방법이 가장 널리 사용되고 있는데,

NDEA를 이용한 실험적 간암 모델은 간암의 전구병변으로

간주되고 있는 비정형적 증식, 샘종의 발생에 이어 인체에

서 발생하는 간암과 형태학적으로 유사한 병변이 초래되어

이상적 모델로 이용되고 있다(Scherer et al., 1975). 근래에

는 NDEA의 투여로 개시기 동안 DNA에 변이를 보이는 저

항성 간세포를 유발하고, 이차적으로 사염화탄소(CCl4), 2-

acetylaminofluorene (2-AAF), phenobarbital, 간 부분 절제술

등을 병행하여 많은 간암 유발 연구에 활용되고 있다(Faber,

1984; Kovalszky et al., 1992; Tessitore, 1992; Tamano et al.,

1994).

p53 유전자는 세포의 성장과 형질변화를 억제하는 중요

한 역할을 하며, 세포자연사를 억제하는 작용을 한다. 이러

한 p53이 변이 등에 의해 비활성화되면 세포주기 및 DNA

복제의 조절기능이 상실되고 정상세포의 형질변화를 초래

하는데 중요한 역할을 하며, 실제적으로 인체 암의 50% 이

상에서 p53의 비활성화가 보고되고 있다(Greenblatt et al.,

1994). 

따라서, 본 연구에서는 간암에 한 인진호탕 추출액의

항암 효과를 규명하기 위하여 항산화계효소인 Superoxide

dismutase (이하 SOD)와 catalase 활성 측정, 면역조직화학적

및 미세구조적 관찰을 실시하여 유의성 있는 결과를 얻었

기에 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 실험재료

실험동물은 체중 210±10 g 내외의 Sprague Dawley계 웅성

흰쥐((주)샘타코, 한국)를 구입하 다. 실험동물은 동신 학교

한의과 학 동물사육실에서 일정한 조건(온도: 21±2�C, 습

도: 50~60%, 명암: 12시간 주기)하에서 일반 고형사료((주)

샘타코, 한국)와 물을 충분히 공급하면서 1주 동안 적응시

킨 후 실험에 사용하 다. 인진호탕(Injinhotang, 茵蔯蒿湯)

의 구성과 용량은 아래와 같다(Table 1). 인진호탕 4첩을 물

600 mL에 넣고 약탕기로 3시간 동안 가열한 다음 농축한

후 저온순환수조(CA-1500, EYELA, Japan)에서 1차 동결한

다음 동결건조기(Samwon, SFDSMO06, 한국)로 동결 건조

하여 31.8 g의 분말을 얻었다.

2. 간암 유발 및 약물 투여

정상군은 통상적인 사료와 물을 공급하 으며, 정상군을

제외한 모든 실험동물은 N-nitrosodiethylamine (Sigma Chem-

ical Co., USA) 200 mg/kg을 0.9% 식염수 1 mL에 용해하여

1주 간격으로 2회 복강 투여하 다. NDEA 투여 1주 후부터

사염화탄소(CCl4, Sigma Chemical Co., USA)와 corn oil을 1

: 1로 희석한 약물 1 mL을 1주 간격으로 3회 복강 투여하여

간암을 유발 후, 정상군(이하 Nor군)과 조군(이하 Con군)

흰쥐는 간암이 유발된 후부터 식염수 0.5 mL을 실험기간

동안 매일 구강 투여하 으며 실험군은 8주 동안 인진호탕

추출액 건조분말을 생리식염수에 0.5 mL에 용해하여 체중

60 kg인 사람의 1일 투약량인 260 mg/kg (이하 IJH군)을 구

강 투여하 다.

3. 분석시료 제조

간 조직을 적출하여 차가운 생리식염수로 세척한 다음

무게를 측정하 다. 간 조직은 얼음 결정상태의 생리식염수

에 넣어 세절하고 3회 수세하여 혈액을 제거하 으며, suc-

rose/EDTA (0.25 M/1 mM) 용액을 넣고 마쇄기(glass teflon

homogenizer)로 분쇄하여 10% 균질액을 만들었다. 이 균질

액을 원심분리(900×g, 15분)하여 상층액을 취하고, 이 상

층액을 2차 원심분리(10,000×g, 15분)하 다. 얻어진 상층

액을 SOD와 Catalase 활성 측정 시료로 사용하 다. 효소단

백질 정량은 Bio-Rad assay를 이용하 으며, -70�C의 deep

freezer에 보관하면서 실험에 이용하 다. 

4. SOD 활성도 측정

SOD 활성도는 SOD assay kit (Dojindo, Japan)를 이용하여

450 nm에서 흡광도를 측정 후 SOD 활성도를 계산하 다.

5. Catalase 활성도 분석

균질기 (JANKE & KUNKEL, ULTRA-TURRAX T25,

Germany)를 이용하여 조직 250 mg을 0.25 M sucrose 1 mL

을 넣고 2,300 rpm에서 10분간 4�C에서 원심분리시킨 후
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Table 1. Prescription of Injinhotang

Herbal name Scientific name Weight (g)

인진(茵蔯) Artemisiae Capillaris Herba 30
치자(梔子) Gardeniae fructus 20
황(大黃) Rhei Undulati Rhizoma 10

Total 60
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상층액만 분리하여 다시 9,000 rpm에서 10분간 4�C에서 원

심분리시켜 pellet을 기질인 10 mM H2O2와 50 mM 인산칼

슘 완충액(pH 7.2)에 담근 후, 최종 반응액이 3.0 mL되게

하여 spectrophotometer (Kontron, Italy)를 사용해 25�C에서

30초간 반응시키면서 240 nm 파장에서 30초간에 1 mg의 단

백이 반응하여 환원시킨 H2O2을 측정하 다.

6. 면역조직화학

흰쥐의 간 조직을 적출하여 4%의 paraformaldehyde를 사

용하여 24시간 동안 고정시킨 다음, 파라핀으로 포매한 후

microtome을 사용하여 조직을 5 μm 두께로 절편하 다. 절

편한 조직을 slide glass 위에 부착시킨 다음 이를 xylene에

서 파라핀을 제거한 다음 100%, 90%, 80% ethanol과 같이

농도가 낮아지는 순으로 5분씩 담구어 함수과정을 거치게

하 다. 12시간 후 pH 7.2, 0.1 M의 phosphate buffer saline

(PBS, 0.9% NaCl) 용액에 하룻밤 동안 배양시킨 다음 15분

간 PBS로 세척한 뒤 10% horse serum을 함유한 blocking

solution을 사용하여 20분 동안 배양시키고 다시 PBS용액

으로 15분간 세척하 다. 세척한 각각의 조직위에 p53-anti-

body (Cell signaling, Co.)를 처리하고 습도가 높은 상온의

배양접시에서 2시간 동안 배양시킨 뒤 15분간 PBS용액으

로 세척하 다. 그리고 biotinylated universal secondary anti-

body solution를 처리하여 30분간 배양시킨 후 15분간 PBS

용액으로 세척하 다. 이를 다시 streptavidin/peroxidase

complex (Vector Lab, CA, USA)를 조직에 처리 30분간 반

응시키고 다시 PBS용액에서 15분간 세척하 다. DAB 발색

시약을 조직에 떨어뜨려 2분간 발색시키고 난 후 흐르는

물에 과량의 염색시약을 제거하 다. 물기를 제거한 후 여

과시킨 hematoxylin에 20초간 조염색을 한 다음 통상적

인 방법에 따라 표본을 제작하여 카메라 부착 광학현미경

(Olympus BX51, Japan)으로 관찰한 후 사진을 촬 하 다.

7. 전자현미경 관찰

전자현미경 관찰을 위하여 광학현미경 시료와 동일한 부

위의 조직을 절취하여 전고정액 속에서 1 mm3 크기로 세절

한 후 2.5% glutaraldehyde (phosphate buffer, pH 7.4)로 2시

간 동안 전고정하 다. 전고정이 끝난 조직은 동일 완충액

을 사용 10분 간격으로 3회 세척한 다음 1% osmium tetrox-

ide (OsO4)로 2시간 후 고정한 다음 동일 완충액으로 3회

세척하 다. 세척 후 시료들은 상승농도 순의 에탄올로 탈

수하여 propylene oxide로 치환한 다음 Epon-Araldite 혼합

액으로 포매하 고 60�C 오븐에서 30시간 중합시켰다. 포매

된 조직들을 LKB-V형 ultramicrotome을 사용 1 μm 두께로

절편을 제작하여 1% toluidine blue로 hot plate (60�C)상에서

염색하 다. 염색된 시료를 광학현미경으로 관찰하여 조직

을 확인한 다음 동일한 부위에서 60 nm 두께로 초박절편을

제작하여 silver grid에 부착하 고, uranyle acetate와 lead cit-

rate로 이중 염색한 다음 JEM 100 CX-II 투과형 전자현미

경(80 KV)으로 관찰하 다.

8. 통계처리

결과에 한 통계처리는 SAS (statistical analysis system)

program에 의하여 각 실험군별로 평균과 표준편차를 계산

하 고, p-value가 최소한 0.05 이하의 수준에서 유의성을

검정하 다.

결과 및 고찰

1. SOD의 활성변화

SOD는 체내의 표적인 scavenging enzyme으로 두 분자

의 superoxide anion을 hydrogen peroxide와 pxygen mole-

cule로 환원시키는 작용을 가지고 있는 효소이다(Baud &

Ardalliou, 1986). SOD 활성도는 Nor군(102±2.04%)에 비

하여 NDEA를 단독투여한 Con군(133±3.70%)과 인진호탕

추출액을 투여한 IJH군(128±1.98%)에서 증가하 으며 통

계적으로 유의성(p⁄0.05)이 있었다(Fig. 1). 본 실험에서

IJH군의 SOD 활성이 Con군에 비해 다소 낮게 나타나는 것

은 사염화탄소의 사가 감소되어 free radicals의 생성이 감

소하여 유도하지 않은 것으로 사료된다.

2. Catalase의 활성변화

생체 내 생명현상에 필수적인 산화환원반응의 일종으로

Fig. 1. The effects of Injinhotang extract on SOD activities in the
NDEA and CCl4-induced liver injury. Nor, administered saline; Con,
control group administered saline after NDEA treatment; IJH, Injin-
hotang extract 260 mg/kg/day administered group during 8 weeks after
NDEA treatment. Significant differences were compared with normal
at *p⁄0.05. All values are mean±S.E.
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생성되는 H2O2를 H2O와 O2로 분해하는 효소 중 하나가

catalase이다. 이것은 다수의 H2O2 생성효소들과 복합체를

형성하여 peroxisome에 주로 분포하고 H2O2 증가에 따른 조

직손상을 방어하는 효능이 있다고 알려져 있다(Gutteridge

et al., 1983; Yoshikawa et al., 1983). 본 실험에서 catalase의

활성을 측정한 결과 Nor군(221±5.44 U/30 sec mg protein)

에 비하여 Con군(198±15.50 U/30 sec mg protein)에서 낮

게 나타났으나, IJH군(285±9.84 U/30 sec mg protein)에서는

Nor군과 Con군에 비하여 유의성(p⁄0.05) 있게 증가하 다

(Fig. 2). 이러한 결과는 SOD의 작용에 의해 생성된 과산화

수소를 분해하기 위해 catalase의 활성이 증가한다(Deng &

Zhang, 1991)는 보고와 연관이 있다. 위의 결과를 종합하여

볼 때 인진호탕 추출액 투여로 catalase 활성이 증가하여 과

산화수소의 양적 감소로 간세포의 손상을 억제하 을 것으

로 사료된다. 

3. p53의 면역조직화학적 분포양상

암 억제 유전자인 p53은 정상세포 및 종양세포의 성장

조절에 중요한 역할을 수행하는 전사 조절 인자로서 다른

유전자들의 전사를 유도 혹은 억제시킴으로써 세포주기를

조절한다(levine et al., 1991). p53 유전자 변이는 인체 종양

에서 발견되는데 간세포암에서는 9~45%에서 관찰된다

(Collier et al., 1994; Volkmann et al., 1994). Wild type p53

유전자의 발현은 반감기가 20~30분으로 매우 짧은 반면에

변이형 p53 유전자는 반감기가 1.5~7시간까지 길어져 면

역조직화학 염색으로 조직내에서 관찰할 수 있다(Eliyahu

et al., 1984; Hinds et al., 1990). 이러한 변이형 p53은 형태학

적 변하가 일어나 종양세포핵에 축적되어진다(Legros et al.,

1994; Bourdon et al., 1995).

본 실험의 결과, Nor군 간세포에서는 p53에 한 면역반

응성을 보이는 핵이 관찰되지 않았다(Fig. 3a). 그러나 NDEA
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Fig. 2. The effects of Injinhotang extract on catalase activities in the
NDEA and CCl4-induced liver injury. Nor, administered saline; Con,
control group administered saline after NDEA treatment; IJH, Injin-
hotang extract 260 mg/kg/day administered group during 8 weeks
after NDEA treatment. Significant differences were compared with
normal/control at *p⁄0.05/#p⁄0.05. All values are mean±S.E.
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Fig. 3. Immunohistochemical localization of p53 in hepatocytes. Many
p53-positive hepatocytes (brown nuceli) are seen in the Con (b). a:
Normal group; b: Control group, c: IJH group. ×400.
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를 단독투여한 Con군의 간세포에서는 전체적으로 p53에 강

한 면역반응성을 보이는 핵들이 다수 관찰되었다(Fig. 3b).

인진호탕 추출액을 투여한 IJH군의 간세포에서는 p53에

하여 약한 면역반응성을 보이는 핵들이 일부에서만 관찰되

었다(Fig. 3c). 

4. 미세구조의 변화

NDEA는 다른 dialkylnitrosamine들과 같이, 많은 세월동

안 연구되어져온 잘 알려진 간 발암물질이다(Watanabe et

al., 2005). Li et al. (2005)은 NDEA가 인간에서 양성과 악성

종양의 여러 가지 모양들을 모방하는 병변을 유도한다고

하 다. NDEA는 free radicals의 과잉 생산을 유도하여 암

발생을 개시한다(Mulcahy & Gans, 1983). 또한 NDEA는 세

포질세망의 기능적 변화를 야기하는 돌연변이원이다(Oni-

shi et al., 2007). 이와 같이, 산화적 스트레스는 간암 발생과

정에 중요한 역할을 하는 것으로 생각되며 여러 간 병리학

적 보고서에서는 세포 구조의 주요한 변형이 관찰되었다

Fig. 4. Electron micrograph of hepa-
tocytes from the control group. Dilat-
ed rough ednoplasmic reticulum (hol-
low arrow) are observed. Hepatocytes
shows markedly increased smooth
endoplasmic reticulum (arrow). N:
nucleus, M: mitochondria, L: lipid
droplets.

Fig. 5. Electron micrograph of hepa-
tocytes from the IJH group. The cis-
ternae of rough ednoplasmic reticulum
(rER) are less dilated compared with
control group, and forms aggregates
of parallel. N: nucleus, M: mitochon-
dria, L: lipid droplets. 

1000 nm

1000 nm



(Kus et al., 2005). 본 실험의 결과에서도 NDEA를 단독투여

한 Con군의 핵에서 핵소체가 관찰되었고, 세포질에서 미토

콘드리아와 무과립세포질세망 증가 및 지방적을 관찰하

다. 또한 핵 주변에 과립세포질세망은 층판구조를 이루지

않았으며 내강이 심하게 팽 한 채로 불규칙하게 흩어져

있었다. 그리고 담즙세관 주변에서는 분비소포들이 관찰되

었다(Fig. 4). 그러나 인진호탕 추출액을 투여한 IJH군의 과

립세포질세망은 내강이 다소 팽창되어 있었으나 층판구조

의 배열을 형성하고 있었다. 세포질에서는 일부 지방적들이

관찰되기도 하 다(Fig. 5). 
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⁄국문초록¤

본 실험은 N-nitrosodiethylamine (NDEA)와 사염화탄소(CCl4)

로 유발된 흰쥐의 간암에 한 인진호탕의 효과를 알아보고자

하 다. 먼저 실험군 설정은 세 군으로 분류하 다. 정상군(Nor)

에는 일반적인 식이를 공급하 고, 조군(Con)에는 NDEA (200

mg/kgb.w., i.p.)와 CCl4를 투여하 고, 인진호탕 추출액 투여군

(IJH)에는 인진호탕 추출액(260 mg/kg/day)을 8주 동안 투여하

다. Superoxide dismutase (SOD)와 catalase와 같은 항산화계

효소를 측정한 결과, SOD의 활성은 Con군에서 증가하 으나,

catalase의 활성은 Con군에서 감소하 다. 면역조직화학적 관찰

에서, 인진호탕 추출액의 투여로 인해 Con군에서보다 p53 면역

반응율을 감소시켰다. 전자현미경 관찰의 경우, 간암 세포들은

Con군에서 과립세포질세망의 팽 와 무과립세포질세망의 증가

가 뚜렷하게 관찰되었다. 이상의 결과로 보아 인진호탕 추출액

투여가 NDEA와 사염화탄소로 유도된 흰쥐의 간암을 억제 또는

지연하는 것으로 사료된다.


