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오수유 투여가 자성생쥐의 생식능력과 caspase-3, MAPK 

및 MPG유전자 발현에 미치는 영향

대구한의대학교 한의과대학 부인과 교실

이자영, 김동철

ABSTRACT

Effect of Evodiae Fructus on the ovarian function and gene expression of 
caspase-3, MAP kinase and MPG in female mice

Ja-Young Lee, Dong-Chul Kim
Dept.  of Gynecology, College of Oriental Medicine, Daegu Haany University

Purpose: These experiments were undertaken to evaluate the effect of 
administration of Evodiae Fructus on ovarian functions and differential gene 
expressions related caspase-3, MAPK and MPG in female mice.

Methods: We administered the Evodiae Fructus to 6-week-old female ICR 
mice for 4, 8, or 12 days. With different concentration of Evodiae Fructus, the 
female mice were injected PMSG and hCG for ovarian hyperstimulation. The 
mice divided into 3 groups for each experiment. We chose the caspase-3 for cell 
apoptosis, MAPK and MPG genes for cell viability and DNA repair.

Results: In case of 4, 8, 12 day of Evodiae Fructus, we were examined the 
mean number of total ovulated oocytes and the number of morphologically 
normal oocytes. We were also examined the embryonic developmental competence 
in vitro. In addition we were also examined the differential expression of cell 
viability related genes, caspase-3, MAPK and MPG according to concentration 
and duration of Evodiae Fructus administration. MPG gene expressions for cell 
viability and DNA repaie were increased in dose dependent manner than that of 
control group in 4-day administration group.

Conclusion: It is suggested that the medication of Evodiae Fructus has 
beneficial effect on reproductive functions of female mice via promotion of cell 
proliferation.
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Ⅰ. 서  론

불임은 약 12개월간 피임을 하지 않고 

정상적인 성생활을 했음에도 임신이 되

지 않는 경우를 말하는 것으로, 현재 우

리나라 부부의 불임발생율은 13.5%에 

이르고 있다1-3).

최근에는 불임의 원인 중 배란장애와 

더불어 난관인자나 기타 다른 원인에 의

한 불임이 증가하는 추세이며 불임의 치

료에 있어서도 기존의 인공수정에서 수

정후 자궁내로 주입하는 체외수정의 시

술이 늘어나고 있다4-5). 체외수정술의 경

우 임신의 성공률을 높이기 위하여 여러 

개의 배아를 이식한 결과, 다태 임신의 

빈도가 높아져 착상 후 30%에 이르는 

유산과 5%의 자궁외임신이 보고되고 있

어6-7) 체외수정의 성공률을 높이기 위한 

한양방적인 연구가 활발히 진행중이다
8-10)

.

여성은 素體陽虛하여 寒冷에 상하기 

쉬우며, 子宮虛冷은 자궁내 水, 濕, 痰의 

정체를 조장하여 血의 순환장애를 일으

켜 난자의 배란뿐 아니라 수정 및 착상 

후 임신 유지를 어렵게 만들어 불임, 유

산 등을 초래하므로, 원활한 임신과 임

신 유지를 위해서는 자궁내 환경이 중요

하며 이는 불임의 치료에서 우선적으로 

다루어야 할 요인으로 여겨 지고 있다
11-12). 

吳茱萸는 운향과에 속한 吳茱萸의 미

성숙한 과실을 건조한 것으로 溫中, 健

胃, 止痛, 理氣, 燥濕 작용을 가진 溫裏之

劑이다13). 吳茱萸의 약리작용으로는 강

압, 건위
14)
, 항균

15-16)
, 소염,

17)
, 항암작용

18)과 자궁경부암 HeLa 세포주에 대한 

세포막수축효과, 조망소체의 특정 DNA

에 대한 억제 작용
19)

이 있는 것으로 보고

되고 있으며, 자궁 흥분작용, 자궁근의 수

축, 이완 효과가 있다고 알려져 있다20).

한의학에서 불임과 관련된 실험적 연

구로서 난소기능에 미치는 영향21-23), 노

화생쥐의 생식능력에 미치는 영향24-26)에 

대한 연구가 있었으나, 吳茱萸의 생식기

능 개선과 세포 활성을 촉진시키는 유전

자 활성에 대한 연구는 없었다. 

이에 저자는 吳茱萸가 농도별, 투여 

기간별로 생식 능력 향상에 미치는 효과

를 규명하기 위하여, 가임 능력이 있는 6

주령 생쥐에 실험액을 투여하여, 난소 

기능과 배아의 체외 배발생율 및 난소조

직에서의 Caspase-3, MAPK, MPG 유

전자의 발현 정도를 관찰하여 유의한 결

과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 실 험

1.  실험 재료

1) 약  재

실험에 사용한 吳茱萸는 대구한의대학

교부속 대구한방병원 약제과에서 양질의 

것을 엄선하여 사용하였다.

한약명 생약명 학명

吳茱萸
Evodiae 
Fructus.

 Evodia 
rutaecarpa(Juss.). 

BENTH.

Table 1. The Name of Evodiae 
Fructus used in this study

2) 동  물

본 연구에서는 가임 능력이 있는 6주

령의 자성 CF-1 생쥐를 사용하였다. 모

든 실험동물은 21℃±1℃로 점등과 소등
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이 각각 12시간으로 조절되는 무균 동물 

사육실에서 사육하였으며 전 실험기간 

동안 물과 사료는 무제한으로 급식하였

다. 

3) 검액의 조제

吳茱萸 300 g에 증류수 3000 ㎖를 첨

가하여 2시간 30분 동안 가열하여 탕제 

1700 ㎖를 추출하였다. 추출한 煎湯液을 

100 ㎖가 되도록 rotary vacuum evaporator

에서 감압 농축한 뒤, -70℃ 이하에서 24

시간 이상 defreeze 한 후 96시간 동안 

완전히 동결건조시켜 71g의 분말을 얻었

다. 동결건조한 吳茱萸 분말 71 g을 멸균

증류수에 1 ㎎/㎖의 농도로 용해하여 검

액을 제조하였다.

2.  실험 방법

1) 검액의 투여

준비된 검액을 0.3 ㎖씩 각각 농도가 

0, 0.1 ㎎, 1 ㎎, 10 ㎎, 100 ㎎으로 조정

되도록 준비한 다음 이를 생쥐의 생리주

기인 4일, 8일 및 12일간 각각 죤데를 사

용하여 구강 투여하였다. 서로 다른 투

여 농도에 따른 자성생쥐의 난소반응 실

험에서는 대조군과 실험군의 마리수를 

각각 10마리로 통일하였다. 

2) 투여된 생쥐의 다배란 유도와 배란

된 난자수 비교 

상이한 투여농도와 투여기간으로 조정

된 CF-1 생쥐는 투여 종료후 5IU의 

PMSG(Pregnant mare serum gonadotropin; 

Sigma, USA)를 복강내 주사한 후 48시

간 후에 5IU의 hCG(human chorionic 

chonadotropin; Sigma, USA)를 복강내 

주사함으로서 다배란(superovulation)을 

유도하였다. hCG 투여후 13시간째에 경

추분리법(cervical dislocation method)으

로 희생시킨 다음 외과적 방법으로 난소

(ovary)와 난관(fallopian duct)을 적출

하였다. 적출된 난소는 RNA 추출을 위

하여 채취 즉시 주변의 조직과 혈액을 

제거한 다음 -196℃의 liquid nitrogen 

(MVE; USA)에 넣어 보관하였고 난관

은 PBS(phosphate buffered saline; Gibco, 

USA)용액이 함유된 petridish(Nunc; 

Denmark)로 옮긴 다음 해부현미경

(Nikon, Japan)하에서 난관팽대부(ampular 

region of fallopian tube)에 배란된 난구-

난자세포 복합체(cumulus-oocyte complex)

를 회수하였다. 회수된 난구-난자복합체는 

pasteur pipette(Corning, USA)을 이용하

여 0.1 ㎎/㎖l 농도로 조정된 hyaluronidase 

(Sigma, USA)용액으로 옮겨 5분간 처리

함으로서 난구세포를 제거하였다. 이어 

해부현미경하에서 배란된 모든 난자만을 

분리하였으며 신선 M2 배양액(Sigma, 

USA)으로 3회 세척한 다음 배란된 난자

의 총수와 정상적 형태를 나타내는 난자

의 수를 측정하였다. 균일한 난세포질

(ooplasm)과 제1극체(1st polar body)의 

방출여부 및 투명대의 존재가 확인된 난

자만을 정상 난자로 판단하였으며 난세

포질이 균일하지 않거나 제1극체의 소실 

또는 투명대의 이상이 관찰된 난자는 비

정상 난자로 판단하였다. 

3) 투여기간 및 농도에 따른 2-세포기 

배아의 체외 배발생율 비교 

상이한 투여농도와 투여기간으로 조정

된 CF-1 생쥐에 대하여 다배란을 유도

한 다음 hCG 투여후 생식능력이 확인된 

웅성 CF-1 생쥐와 1:1의 비율로 합사하

여 교미를 유도하였다. 익일 아침 자성

생쥐를 관찰하여 질전(vaginal plug)이 

확인된 개체를 교미된 것으로 판정한 다
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음 hCG 투여 후 36시간째에 희생시켜 

난관 팽대부를 적출하고 해부현미경하에

서 난관 팽대부를 30 gauge needle이 부

착된 주사기를 이용하여 M2 배양액을 

관류함으로서 수정된 2-세포기 배아

(2-cell stage embryo)를 회수하였다. 회

수된 2-세포기 배아는 신선한 M16 배양

액에 3 mg/ml의 BSA(bovine serum 

albumin; Sigma, USA)가 함유된 배양액

으로 3회 세척한 다음 이를 parafin oil 

(Sigma, USA)에 덥혀진 50�l의 M16 

배양액 소적(microdrop)으로 옮긴 다음 

37℃, 5% CO2 in air 상태의 배양기

(Forma, USA)에서 4일간 배양하면서 

착상 직전 단계인 배반포(blastocyst) 배

아로의 발달율을 관찰하였다(Fig. 1).

a b ca b c

Fig. 1. Development of 2-cell embryos 
to blastocyst stage from Evodiae Fructus 
administrated mice 
a. 2-cell embryos after induction of multi 
-ovulation
b. 4 to 8-cell embryos after 48-hour-culture
c. blastocyst after 96-hour-culture

4) 난소 조직내에서 세포사멸 및 활성

관련 유전자의 발현양상 비교 

상이한 투여농도와 투여기간으로 조정

된 CF-1 생쥐를 투여 종료 후 희생시킨 

다음 난소를 적출한 다음 이들 조직내의 

유전자 발현정도를 RT-PCR (reverse 

transcription- polymerase chain reaction)

방법을 이용하여 분석하였다. 본 연구를 

위해 세포사멸관련 유전자로 caspase-3

를 세포의 활성도와 관련된 유전자로는 

MAPK를 그리고 DNA 복구 관련 유전

자로는 MPG 유전자를 선택하여 분석하

였다. 

 (1) Total RNA의 분리 

생쥐의 난소조직을 무균적으로 적출하

여 액체질소에 넣은 다음 homogenizer 

(Barnstard, UK)를 사용하여 분쇄하였

다. Total RNA를 분리하기 위하여 trizol 

(Invitrogen, USA)과 chloroform (Sigma, 

USA)이 5:1로 혼합된 용액에 넣고 4℃, 

12,000rpm에서 15분간 원심분리(Sorval, 

USA)를 실시하였다. 이를 isopropyl alchol 

(Sigma, USA)에 침전(12,000rpm/15min/

4℃)시키고, 70% ethanol (Merck, Germany)

로 세척(12,000rpm/15min/4℃)한 후, DEPC 

처리된 증류수에 녹였다. Spectrophotometer 

(BioRad, USA)로 분리된 total RNA의 

양을 산출하여 각 Sample group별로 1㎍

의 total RNA를 이용하여 각종 유전자 

발현을 분석하였다. 

 (2) PCR primer의 제작 및 반응조건

본 연구에 사용된 caspase-3, MAPK, 

MPG 유전자와 대조군으로 사용된 house 

keeping gene인 GAPDH의 primer sequence 

및 RT-PCR 조건은 <Table 2>에서 보는 

바와 같았다.
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GENE Sequence of primer
Denaturation Annealing Extension Number 

of PCR 
Cycle

PCR 
ProductTemp- Time Temp- Time Temp- Time

Caspase-3
Forward 5`-TAGAGCACCTGGTTACTATT-3`

94℃

1min 53℃ 1min 72℃
80se
c

30cycle 450bp
Reverse 5`-AAGTACAGTTCTTTCGTGAG-3`

MAPK
Forward 5`-CGCCTACGGCATGGTGTG-3`

1min 58℃ 1min 72℃
80se
c

30cycle 586bp
Reverse 5`-CCCTGGAAAGATGGGCCTG-3`

MPG
Forward 5'-GCCGACGGATGGGGCAAAAG-3'

20sec 55℃ 30sec 70℃ 1min 35cycle 310bp
Reverse 5'-CTGTCCCAGAAATG CCCTGGGC-3'

GAPDH
Forward 5̀ -CAAGGGTAAATTCATTGGGCTTGG-3̀

30sec 55℃ 30sec 72℃ 1min 24cycle 369bp
Reverse 5`-GCTCGTCGTCGACAACGGCTC-3`

Table 2. The primers used for RT-PCR

① Apoptosis 관련 Caspase-3 유전자

의 발현

Apoptosis와 관련된 apoptosis-related 

cysteine protease의 정량적 분석은 Caspase-3 

5`primer (5`-TAGAGCACCTGGTTACT 

ATT-3`)와 Caspase-3 3`primer (5`-AA 

GTACAGTTCTTTCGTGAG-3`)를 이용

한 PCR로 apoptosis-related cysteine 

protease gene의 일부분 중 450bp를 증폭

하였다.

Caspase-3 5`primer와 Caspase-3 3`primer 

20pmol과 멸균수, template cDNA를 

premix로 final volume 25㎕를 맞춘후 

first denature 94℃ 5분, 30cycle로 denature 

94℃ 1분, anealing 53℃ 1분, extension 

72℃ 1분 20초, final extension 72℃ 10분

으로 PCR을 수행하였다. 반응이 끝난 

PCR 산물을 1.2% agarose gel에서 100V

로 30분간 전기영동을 한 후 Bio-rad 

quantity-one을 이용하여 각 Sample group

별로 농도를 결정하였다.

② 세포활성 관련 MAPK 유전자의 

발현 

Proliferation과 관련된 MAP kinase의 

정량적 분석은 MAP kinase 5`primer 

(5`-CGCCTACGGCATGGTGTG-3`)와 

MAP kinase 3`primer (5`-CCCTGGA 

AAGATGGGCCTG-3`)를 이용한 PCR

로 MAP kinase gene의 일부분 중 586bp

를 증폭하였다. 

MAP kinase 5`primer와 MAP kinase 

3`primer 20pmol과 멸균수, template 

cDNA를 premix로 final volume 25㎕를 

맞춘 후 first denature 94℃ 5분, 30cycle

로 denature 94℃ 1분, anealing 58℃ 1분, 

extension 72℃ 1분 20초, final extension 

72℃ 10분으로 PCR을 수행하였다. 반응

이 끝난 PCR 산물을 1.2% agarose gel

에서 100V로 30분간 전기영동을 한 후 

Bio-rad quantity-one을 이용하여 각 

sample 별로 농도를 결정하였다.

③ DNA복구 관련 MPG 유전자의 발현

각 total RNA의 reverse transcription

(이하 RT)은 1uM oligo dT primer를 이

용하여 10 mM dNTP(Ambion, USA), 

5X buffer, 0.1M DTT, 200 unit superscript 

(Invitrogen, USA) 및 5% DMSO(Sigma, 

USA)에서 20㎕ reaction volume으로 

4℃에서 1시간 동안 실시하였고, 70℃에

서 15분의  extention interval을 주었다. 

RT reaction 후, 난소조직의 MPG 유전자

를 detection하기 위해, 2㎕의 RT product, 
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25pmol의 forward (5'-GCCGACGGATG 

GGGCAAAAG-3'), reverse primer (5'-C 

TGTCCCAGAAATG CCCTGGGC-3'), 

5% DMSO, premix(Kisan Biotech, Korea)

을 25㎕ volume으로 94℃/5min에서 DNA 

denaturation하였다. 이후 94℃/20sec에

서 DNA denaturation, 55℃/30sec에서 primer 

annealing과 70℃/1min DNA extension

을 35cycle 반복하였고, 72℃에서 15분의 

extension interval을 주었다.

RT-PCR을 통해 detection된 product

를 1.5% agarose gel에서 전기영동(BioRad, 

USA)하여 분리한 후, 각 band의 density

를 multi-Imager system (BioRad, USA)

으로 측정하였으며, Microsoft Excel program

으로 semi- quantitation을 하였다. 

5) 통계분석

실험결과의 통계 분석에는 SPSS ver 

10.0을 이용하였고, 각 군간의 차이는 

Mann-Whitney-Wilcoxon test (M-W test)

로 분석하였으며, p-value가 0.05 이하인 

경우를 통계적으로 유의성이 있는 것으

로 하였다.

Ⅲ. 결  과

1.  투여 기간 및 농도에 따른 자성 생

쥐의 난소반응

1) 4일간 투여한 후 배란 난자의 변화 

吳茱萸 검액을 상이한 농도에서 4일간 

투여시 대조군에 비해 유의하게 높은 난

자생산능력을 보였다. 평균 총 배란 난

자수는 투여군의 모든 농도에서 대조군

에 비하여 유의한 증가를 보였다(p<0.05). 

배란된 난자 중 정상형태의 난자수는 대

조군에 비해 투여군이 0.1, 1.0, 10㎎에서

는 유의성 있게 증가하였으나(p<0.01) 

100㎎의 농도에서는 유의성이 없었다

(Table 3, Fig. 2).

2) 8일간 투여한 후 배란 난자의 변화 

吳茱萸 검액을 상이한 농도에서 8일간 

투여시 평균 총 배란 난자수는 투여군의 

모든 농도에서 대조군에 비하여 유의한 

증가를 보였다(p<0.05). 배란된 난자 중 

정상형태의 난자수도 모든 농도의 투여

군에서 대조군에 비하여 유의한 증가를 

보였다(p<0.01, Table 4, Fig. 3).

Subjects Dose
No. of mice 
examined

No. of oocytes 
ovulated (mean)

No. of oocytes morphologically 
normal (mean) 

Control 0 10 139 (13.9)
a

112 (11.2)
c

Evodiae 
Fructus

0.1 ㎎ 10 234 (23.4)b 185 (18.5)d

1 ㎎ 10 233 (23.3)b 194 (19.4)d

10 ㎎ 10 224 (22.4)
b

181 (18.1)
d

100 ㎎ 10 164 (16.4)b 128 (12.8)c 

a&b; p<0.05, c&d; p<0.01 : Statistically significant as compared with control group

Table 3. Comparison of ovuational functions between different dose of Evodiae 
Fructus extract administration for 4 days
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Fig. 2. Comparison of ovulational functions between different dose of Evodiae Fructus 
extract administration for 4 days.(*: p<0.05, **: p<0.01)

Subjects Dose
No. of mice 
examined

No. of oocytes 
ovulated (mean)

No. of oocytes morphologically 
normal (mean) 

Control 0 10 132 (13.2)a 95  (9.5 )c

Evodiae 
Fructus

0.1 ㎎ 10 182 (18.2)
b

147 (14.7)
d

1 ㎎ 10 201 (20.1)b 135 (13.5)d 

10 ㎎ 10 217 (21.7)
b

160 (16.0)
d

100 ㎎ 10 207 (20.7)b 163 (16.3)d

a&b; p<0.05, c&d; p<0.01 : Statistically significant as compared with control group

Table 4. Comparison of ovuational functions between different dose of Evodiae 
Fructus extract administration for 8 days
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Fig. 3. Comparison of ovulational functions between different dose of Evodiae Fructus 
extract administration for 8 days.(*: p<0.05, **: p<0.01)

3) 12일간 투여한 후 배란 난자의 변화

吳茱萸 검액을 상이한 농도에서 12일

간 투여시 4일, 8일 투여군에 비해 가장 

많은 난자가 배란되었다. 평균 총 배란 

난자수는 대조군에 비하여 투여군의 모든 

농도에서 유의하게 증가하였으며(p<0.05), 

배란된 난자 중 정상 형태의 난자 수는 

모든 농도의 투여군에서 유의하게 증가
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하였다(p<0.01, Table 5, Fig. 4).

Subjects Dose
No. of mice 
examined

No. of oocytes 
ovulated (mean)

No. of oocytes morphologically 
normal (mean) 

Control 0 10 139 (13.9)a 121 (12.1)c

Evodiae 
Fructus

0.1 ㎎ 10 226 (22.6)
b

182 (18.2)
d

1 ㎎ 10 258 (25.8)b 190 (19.0)d

10 ㎎ 10 260 (26.0)b 222 (22.2)d

100 ㎎ 10 279 (27.9)
b

243 (24.3)
d

a&b; p<0.05, c&d; p<0.01 : Statistically significant as compared with control group

Table 5. Comparison of ovuational functions between different dose of Evodiae 
Fructus extract administration for 12 days
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No. of T otal oocy tes
recovered

No. of oocy tes
morphological ly  normal 

*

** **

**
**

* *
*

Fig. 4. Comparison of ovulational functions between different dose of Evodiae Fructus 
extract administration for 12 days.(*: p<0.05, **: p<0.01)

2. 투여 기간 및 농도에 따른 체내 수

정된 배아의 체외 배발생율 비교

1) 4일간 투여한 후 체외 배발생율 비교

吳茱萸 검액을 상이한 농도로 4일간 

투여한 후 교미를 유도한 다음 회수된 

2-세포기 배아의 배반포 발생율을 비교

하였다. 2-세포기 배아의 수는 모든 농

도의 투여군에서 대조군에 비하여 유의

하게 증가하였고(p<0.05), 배반포 발생율

은 모든 농도의 투여군에서 대조군에 비

하여 유의하게 증가하였다(p<0.01, Table 

6, Fig. 5).

Subjects Dose
No. of mice 
examined

No. of 2-cell 
embryos cultured 

No. of blastocyst 
developed in vitro

% of blastocyst
developed in vitro

Control 0 10 115
a

41
c
 35.7

c

Evodiae 
Fructus

0.1 ㎎ 10 192b 81d 42.2d

1 ㎎ 10 189b 86d 45.5d

10 ㎎ 10 168
b

88
d
 52.4

d

100 ㎎ 10 144b 73d 50.7d

a&b; p<0.05, c&d; p<0.01 : Statistically significant as compared with control group

Table 6. Comparison of developmental competence on in vivo fertilized 2-cell 
embryos to blastocyst stage from Evodiae Fructus administrated mice for 4 days
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Fig. 5. Comparison of developmental competence on in vivo fertilized 2-cell embryos to 
blastocyst stage from Evodiae Fructus administrated mice for 4 days.(*: p<0.05, **: p<0.01)

2) 8일간 투여한 후 체외 배발생율 비교

吳茱萸 검액을 상이한 농도로 8일간 

투여한 후 교미를 유도한 다음 회수된 

2-세포기 배아의 배반포 발생율을 비교

하였다. 2-세포기 배아의 수는 모든 농

도의 투여군에서 대조군에 비하여 유의

하게 증가하였고(p<0.05), 배반포 발생율

도 모든 농도의 투여군에서 대조군에 비

하여 유의하게 증가하였다(p<0.01, Table 

7, Fig. 6).

Subjects Dose
No. of mice 
examined

No. of 2-cell 
embryos cultured 

No. of blastocyst 
developed in vitro

% of blastocyst 
developed in vitro

Control 0 10 102
a

34
c
 33.3

c

Evodiae 
Fructus

0.1 ㎎ 10 152b 79d 52.0d

1 ㎎ 10 149b 84d 56.4d

10 ㎎ 10 172
b

78
d
 45.3

d

100 ㎎ 10 181b 86d 47.5d

a&b; p<0.05, c&d; p<0.01 : Statistically significant as compared with control group

Table 7. Comparison of developmental competence on in vivo fertilized 2-cell 
embryos to blastocyst stage from Evodiae Fructus administrated mice for 8 days
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Fig. 6. Comparison of developmental competence on in vivo fertilized 2-cell embryos to 
blastocyst stage from Evodiae Fructus administrated mice for 8 days.(*: p<0.05, **: p<0.01)
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3) 12일간 투여한 후 체외 배발생율 

비교

吳茱萸 검액을 검액을 12일간 투여한 

후 2-세포기 배아의 수는 모든 농도의 

투여군에서 대조군에 유의하게 증가하였

고(p<0.05), 배반포 발생율도 모든 농도의 

투여군에서 유의하게 증가하였다(p<0.01, 

Table 8, Fig. 7).

Subjects Dose
No. of mice 
examined

No. of 2-cell 
embryos cultured 

No. of blastocyst 
developed in vitro

% of blastocyst 
developed in vitro

Control 0 10 113
a

39
c
 34.5

c

Evodiae 
Fructus

0.1 ㎎ 10 177b 83d 46.9d

1 ㎎ 10 201b 99d 49.3d

10 ㎎ 10 234
b

119
d
 50.9

d

100 ㎎ 10 238b 112d 47.1d

a&b; p<0.05, c&d; p<0.01 : Statistically significant as compared with control group

Table 8. Comparison of developmental competence on in vivo fertilized 2-cell 
embryos to blastocyst stage from Evodiae Fructus administrated mice for 12 days
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Fig. 7. Comparison of developmental competence on in vivo fertilized 2-cell embryos to 
blastocyst stage from Evodiae Fructus administrated mice for 12 days.(*: p<0.05, **: p<0.01)

3. 투여 기간 및 농도에 따른 Caspase-3, 

MAPK 및 MPG 유전자 발현의 비교

분석

1) 4일간 투여한 후 유전자 발현비교

吳茱萸 검액을 4일간 투여한 후 Caspase-3

의 발현은 대조군에 비하여 투여군에서 

유의한 증가를 보였다(p<0.05). MAPK

의 발현은 대조군과 투여군 사이의 유의

한 차이가 없었다. MPG의 발현은 대조

군에 비하여 투여군에서 증가되는 경향

을 나타냈으나 유의성은 없었다(Fig. 8, 

Fig. 9).

Concerntration of Evodiae Fructus

Fig. 8. Expression of genes from Evodiae 
Fructus oral administrated mice for 4 days.
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Fig. 9. Comparison of gene expression 
between different dose of Caspase-3, 
MAPK and MPG in Evodiae Fructus 
administered mice for 4 days.(*: p<0.05)

2) 8일간 투여한 후 유전자 발현비교

吳茱萸 검액을 8일간 투여한 후 Caspase-3

의 발현은 대조군에 비하여 투여군에서 

증가하는 경향을 보였으나, 유의성은 없

었다. MAPK의 발현은 대조군과 투여군

사이의 유의한 차이가 없었고, MPG의 

발현은 대조군에 비하여 투여군에서 감

소하는 경향을 보였으나, 유의성은 없었

다(Fig. 10, Fig. 11).

Concerntration of Evodiae Fructus

Fig. 10. Expression of genes from Evodiae 
Fructus oral administrated mice for 8 
days.

Fig. 11. Comparison of gene expression 
between different dose of Caspase-3, 
MAPK and MPG in Evodiae Fructus 
administered mice for 8 days.

3) 12일간 투여한 후 유전자 발현 비교
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吳茱萸 검액을 12일간 투여한 후 

Caspase-3의 발현은 대조군에 비해 투여

군에서 같거나 증가하는 경향을 보였으

나 유의성은 없었다. MAPK의 발현은 

대조군과 투여군사이의 유의한 차이가 

없었다. 吳茱萸 검액을 12일간 투여한 

후 MPG의 발현은 투여군에서 농도에 

따라 증가하는 경향을 보였으나 유의성

은 없었다(Fig. 12, Fig. 13).

Concerntration of Evodiae Fructus

Fig. 12. Expression of genes from Evodiae 
Fructus oral administrated mice for 12 
days

Fig. 13. Comparison of gene expression 
between different dose of Caspase-3, 
MAPK and MPG in Evodiae Fructus 
administered mice for 12 days.

Ⅳ. 고  찰

최근 여성들의 사회진출로 인한 만혼

의 경향과 지연출산, 재혼의 증가 등의 

사회적 변화로 임신을 시도하는 연령이 

증가하면서 35세 이상의 초임부 및 불임 

여성의 증가는 사회적 문제로 대두되고 

있다. 이에 따라 2006년부터는 불임부부 

지원사업으로 저소득층에 대한 체외수정

시술시 시술비의 일부를 지원하는 정책

이 시행되고 있다2).

연령증가가 불임에 미치는 영향은 난

소와 자궁내막의 노화로 인한 수용성의 

감소이다. 이 중 난소의 노화는 난소의 

반응도, 난자의 수 및 질의 저하, 난자핵

의 발달 저하와 염색체의 이상을 일으켜 

수정율의 감소와 자연 유산율의 증가를 

가져오는 주된 이유가 된다27-30).

불임치료는 그 원인에 따라 치료방법

을 결정하는 것이 가장 효율적이나, 최

근 불임증의 치료에 있어서 많이 시도되

고 있는 보조생식술은 체외수정시술이다
31). 체외수정시술은 인간난자를 체외수

정하여 얻은 배아를 자궁내 이식을 통해 
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임신이 성립되게 한다는 간단한 개념에

도 불구하고 실제 임신성립에는 여러 가

지 어려움이 있다31). 체외수정시술시 성

공 여부에 관여하는 것은 첫째 난자수 

및 이식 배아수, 둘째 이식된 배아의 질, 

셋째는 자궁내막상태이다. 그러나 이식

이 성공한 후에도 자궁환경에 대한 배아

의 적응력 실패로 실제 성공률은 5∼

25%정도에 그치고 있으며 착상 후 30%

에 이르는 유산과 5%의 자궁외임신이 

보고되고 있어 체외수정의 성공률을 높

이기 위한 노력이 다각도로 진행되고 있

다
10)
.

한의학에서 여성불임은 求嗣, 種子, 嗣

育, 求子門에서 다루고 있으며32-35) ≪聖

濟總錄
32)
≫ “婦人所以無子, 由衝任不足, 

腎氣虛寒故也.” ≪素問 · 上古天眞論35)≫ 

“女子 二七 天癸至 任脈通 太衝脈盛 月

事以時下 故有子”라 하여 여성의 임신에 

있어 腎氣와 衝任脈의 중요성을 인식하

고 있다.

불임의 원인은 腎虛를 근본으로 하여 

氣血虛弱, 子宮虛寒, 瘀血, 肝鬱, 痰濕 등

으로 유발된다 하였으며 역대 한의학 문

헌을 고찰한 연구
12)

에서 子宮虛寒이 여

성불임의 가장 많은 원인으로 제시되고 

있다. ≪女科經綸33)≫에서는 女子의 胞

는 腎과 心包絡에 연결되어 있으며 모두 

陰藏으로 虛하면 風寒이 틈을 타고 쉽게 

자궁으로 침습하여 子宮虛寒을 야기하므

로 온난한 약물로 풍한을 없애고 임신을 

할 수 있게 자양하는 것이 묘책이라고 

밝히고 있다. 또한 辛溫한 약물을 사용

할 때는 引經藥을 가미하여 下焦까지 이

르게 하고 腎과 心包로 그 기운이 미치

게 하여 풍한을 흩어주고 子宮을 따뜻하

게 하는 것이 요체가 된다고 하였다. 子

宮虛寒은 자궁내 水, 濕, 痰의 정체를 조

장하여 血의 응결과 凝滯不通을 일으키

므로 불임과 임신유지를 위한 치료시 子

宮虛寒에 대한 연구가 더욱 필요할 것으

로 사료된다.

본 연구에 사용된 吳茱萸는 芸香科

(Rutaceae)에 속한 낙엽관목 혹은 소교

목인 吳茱萸 Evodia rutaecarpa(Juss.). 

BENTH.의 미성숙과실로 溫中, 止痛, 利

氣, 燥濕하는 효능이 있어 口逆呑酸, 厥

陰頭痛, 臟寒吐瀉, 脘腹脹痛 등을 치료하

고, 下焦를 溫하게 하여 暖厥陰해서 寒疝

을 治하고 助腎陽하여 寒邪를 다스리고 

營血을 溫하게 하여 經閉를 치료한다13). 

≪本草綱目38)≫에서는 “吳茱萸 溫中下

氣, 止痛, 除濕血痺, 逐風邪”, “茱萸辛熱, 

能散能溫, 苦熱, 能燥能堅. 故其所治之症, 

皆聚氣散寒溫中, 燥濕解鬱之功而已.”라하

여 辛熱로 능히 散하고 溫하며, 苦熱로 

능히 燥하고 堅하게 하여 그 治하는 症

은 모두 散寒溫中하고, 燥濕解鬱한다는 

吳茱萸의 온리작용에 대하여 상세하게 

설명하고 있다. 

실험연구에서 吳茱萸의 성분 중 Isoevodiamine

은 토끼의 적출자궁에 대하여 흥분작용을 

나타냈고, Rutaecarpine은 생쥐의 자궁에 

uterotonic 활성을 유도하였다. Synephrine

이 없는 吳茱萸 alkaline 분획은 생쥐의 

자궁근의 수축을 유도했고, Synephrin은 

생쥐의 자궁근을 이완시키는 효과를 보

였다
20)
.  

이에 저자는 吳茱萸가 난소의 기능과 

배발생율에 미치는 영향과 생식조직 내

에서의 유전자 활성에 미치는 영향을 알

아보고자 吳茱萸 투여 후 배란과 배발생

율의 변화, Caspase-3, MAPK, MPG 유

전자의 발현에 관하여 실험하였다.
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먼저, 吳茱萸 검액을 투여하여 기간과 

농도에 따른 자성생쥐의 배란 난자수의 

변화를 살펴보았다.

검액을 4일간 상이한 농도로 투여하였

을 때 평균 총 배란 난자수는 모든 농도

의 투여군에서 대조군에 비하여 유의한 

증가를 보였으나(p<0.05), 농도가 증가할

수록 평균 총 배란 난자수는 감소하는 

양상을 보였다. 정상 형태의 난자수는 

0.1, 1, 10 ㎎ 농도에서 대조군에 비하여 

유의한 증가를 보였으나(p<0.01), 100 ㎎ 

농도에서는 유의성이 없었다. 

8일간 상이한 농도로 투여하였을 때 

모든 농도의 투여군에서 대조군에 비하

여 유의한 증가를 보였다(p<0.05). 평균 

총 배란 난자수는 10 ㎎농도에서 가장 

높은 증가를 보였고, 정상 형태의 난자

수는 100 ㎎ 농도에서 가장 높은 증가를 

보였다.

12일간 상이한 농도로 투여하였을 때 

모든 농도의 투여군에서 대조군에 비하

여 유의한 증가를 보였다(p<0.05). 평균 

총 배란 난자수와 정상 형태의 난자수 

모두 농도 의존적으로 증가하는 양상을 

보였다. 

吳茱萸 검액을 투여하여 투여 기간과 

투여 농도에 따른 배란난자수를 비교하

였을때, 吳茱萸는 배란난자수를 증가시

키는 것으로 나타났으며, 이는 생쥐의 

난소기능을 향상시켜 배란율을 증가시키

는 효과가 있는 것으로 사료되며 단기간

에 비하여 장기간 사용시, 투여 농도가 

높을수록 양호한 효과를 볼 수 있으리라 

생각된다.

다음으로 吳茱萸 검액을 투여한 후 교

미를 유도한 다음 회수된 2-세포기 배아

(2-cell embryo)의 배반포(blastocyst)로

의 발생율을 비교하여 투여 농도와 기간

에 따른 배아의 체외 배발생율을 살펴보

았다. 

4일간, 8일간, 12일간 상이한 농도로 

투여하였을 때 2-세포기 배아의 수와 배

반포로의 발생율은 모든 농도의 투여군

에서 대조군에 비하여 유의한 증가를 보

였다(p<0.05). 특히 12일간에서 2-세포기 

배아의 수는 농도 의존적으로 증가하는 

양상을 보였으며, 배반포로의 발생율은 

4, 8, 12 일간에서 각각 10, 1, 10 ㎎ 농도

에서 가장 높은 증가를 보였다. 

吳茱萸 검액을 투여하여 배란된 난자

의 배반포 발생율을 투여 기간과 투여 

농도별로 비교하였을 때, 吳茱萸는 배란

된 난자의 수정후 배반포로의 발생율을 

증가시키는 효과가 있는 것으로 나타났

으며, 이는 吳茱萸가 수정란의 착상율을 

높이는 데 효과적으로 기여할 수 있으리

라 생각된다. 

이상에서 吳茱萸 검액의 투여가 자성

생쥐의 배란과 배발생율에 효과적임을 

확인하였으므로 吳茱萸 검액을 투여한 

자성생쥐의 난소 조직을 RT-PCR(reverse 

transcription- polymerase chain reaction)

방법을 이용하여 유전자 발현 정도를 분

석하였다. 본 연구에서는 세포사멸과 관

련된 유전자로는 Caspase-3, 세포 활성

도와 관련된 유전자로는 MAPK, 그리고 

DNA복구와 관련된 유전자로는 MPG 

유전자를 선택하여 분석하였다. 

Apoptosis란 세포의 분해를 위하여 세

포내의 효소들이 활발하게 관여하는 능

동적인 죽음기작이다. 난소는 특히 매달 

난포의 성장, 우성난포의 선택, 배란, 난

포의 퇴화, 황체의 퇴화를 겪는 역동적

인 조직으로 apoptosis의 본보기로, bcl-2
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에 의하여 억제되고 Apaf-1 유전자가 조

정자 역할을 한다고 보고되었다39-40). 

Apoptosis는 세포사망을 유도함으로써 

성숙한 조직의 유지와 배아 발생 모두에

게 중요한 역할을 하는 과정으로 최근 

체외수정과 관련하여서는 apoptosis가 덜  

일어난 난포로부터 얻은 난자를 체외수

정시술에 이용하는 것이 임신에 유리하

다는 실험결과가 있다41).

Caspase는 apoptosis를 실행하는 분자

적 기작 중, 시스틴 단백질 분해효소로 

caspase의 활성화는 caspase의 N-말단에 

존재하는 단백질-단백질 결합을 통하여 

세포사멸신호를 전달하여 활성화되며, 

활성화된 caspase는 특정 기질단백질의 

분해를 통하여 세포사멸을 일으킨다
42)
. 

현재까지 14종류의 caspase isoform들이 

보고 되었는데, Caspase-3는 다양한 apoptosis 

자극에 의해서 공통적으로 활성화될 수 

있으며, 활성화된 Caspase-3는 여러 종류

의 세포내 단백질들을 절단할 수 있다43).

MAPK는 mitogen activated protein 

kinase의 약자로 유전자 발현, 세포의 성

장, 증식, 분화 및 세포 자연사 등을 조절

하는 기능을 수행한다
44)
. MAPK pathway

는 세포가 외부의 환경 변화에 따른 자

극들을 인지하여 그 정보들을 세포질 및 

세포핵 내부로 전달하여 gene expression

을 조절하는 과정에 관여하는 대표적인 

신호 전달계이다45). 이 경로의 중심은 

단백질-세린/트레오닌 인산화 효소로 세

포내 유전자 발현의 조절기전 과정에서 

필수적 역할을 하며, 전사인자의 활성도

는 단백질 인산화 과정을 통하여 조절되

게 된다. MAPK는 배란 전 난포에서 

LH의 작용에 필요하고, 난소내의 난포

형성과정에서 마지막 단계인 성숙과정 

meiotic maturation에 MAPK가 관여한

다는 보고가 있다46-47). 따라서 MAPK는 

감수분열과정과 난소 및 자궁조직의 활

성에 영향을 끼치는 것을 알 수 있다
48)
. 

MPG(N-Methylpurine-DNA Glycosylase)

는 DNA에서 N-methylpurine과 다른 손

상된 purine기를 제거하는 DNA 회복 효

소로서, 세포내에서 DNA가 복제될 때 

손상이 있는 DNA의 사슬을 복구하는 

데 관여하는 효소이다. 손상 후 일련의 

DNA 회복 시스템이 제대로 작동하지 

않는다면 DNA는 돌연변이, 염색체 이상 

등의 유전적인 질병을 초래하게 되며 이

런 이유로 생식기관에서의 MPG 유전자

의 역할은 상당히 중요하다49-50). 

본 연구에서 吳茱萸 검액 투여 후 채

취된 난소조직을 분석하여 투여 기간과 

농도에 따른 Caspase-3, MAPK, MPG 

유전자 발현을 살펴보았다. 

Caspase-3의 발현은 4일간 상이한 농

도로 투여하였을 때 투여군의 경우 대조

군에 비하여 유의성 있게 증가하였으며

(p<0.05), 특히 1 ㎎ 농도에서 가장 높은 

발현을 나타내었다. 그러나 8일, 12일간 

투여시에는 유의성이 없었다.

MAPK, MPG의 발현은 4, 8, 12일간 

상이한 농도로 투여하였을 때 투여군과 

대조군사이의 유의한 차이가 없었다.

吳茱萸 검액의 투여 기간과 농도별로 

투여 후의 난소 조직의 유전자 발현을 

비교한 결과, Caspase-3의 발현은 단기

간 투여 시 증가하나, 투여 기간이 증가

할수록 정상화되는 것으로 나타나 吳茱

萸 검액이 난소 조직 내에서 세포 사멸

에 미치는 영향에 대하여 투여 농도간의 

유의성에 대한 정밀한 연구가 보충되어

야 할 것으로 사료된다. 吳茱萸 검액이 
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난소 조직 내에서 세포활성에 관여하는 

MAPK에 미치는 유의한 영향은 확인할 

수 없었다. 이는 吳茱萸가 배란율을 높

이고 배발생율을 촉진하는 것이 MAPK 

활성과는 다른 기전에 의해 조절된다는 

것을 의미한다.

이상의 결과로 보아 吳茱萸 투여는 배

란 총 난자수와 정상 형태의 난자수를 

증가시키며 체내수정 후 배발생율을 증

가시켜 생식능력을 높이는 효능이 있다

는 것을 알 수 있었다. 그러나 유전자 발

현과 관련하여 난소 조직 내에서 세포의 

활성에 관여하는 MAPK와 DNA복구유

전자인 MPG 유전자의 발현에는 관여하

지 않은 것으로 나타나 吳茱萸가 난소 

기능을 촉진시키는 기전은 세포사멸 방

지와는 다른 기전에 의한 것으로 추측된

다. 즉, 세포자멸사의 방지나 DNA 복구

와는 직접적인 관련이 없다 하더라도 시

상하부-뇌하수체-난소축(H-P-O축)의 

기능을 활성화시킨다거나 난소 조직의 

호르몬 분비의 변화를 일으킨다거나 하

는 가능성을 생각해 볼 수 있다. 향후 吳

茱萸 검액이 LH, FSH, total estrogen, 

progesterone등의 성호르몬과 total cholesterol, 

HDL-cholesterol, triglyceride등의 지질

함량에 미치는 영향에 대한 연구가 필요

하다 사료된다.

吳茱萸는 난소 기능을 향상시켜 난자

의 배란 수를 증가시키며 체내 수정 이

후에도 배발생율을 높이므로, 임상에서 

배란 장애로 인한 불임과 체외수정시술

시 본 약재를 활용한다면 좋은 효과를 

거둘 수 있을 것으로 기대된다. 

Ⅴ. 결  론

吳茱萸가 자성 생쥐의 생식 능력에 미

치는 영향을 알아보기 위하여 吳茱萸 검

액을 4, 8, 12일간 0, 0.1, 1, 10, 100 ㎎의 

농도로 경구 투여하여 배란난자의 변화, 

체내수정 후 배발생율, Caspase-3, MAPK 

및 MPG 유전자의 발현 정도를 비교 분

석하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 吳茱萸 검액을 4, 8, 12일간 투여하였

을 때 자성 생쥐의 평균 총 난자수는 

모든 농도의 투여군에서 대조군에 비

하여 유의한 증가를 나타내었다. 정상 

형태의 난자 수는 4일간 100 ㎎의 농

도를 제외한 모든 농도의 투여군에서 

대조군에 비하여 유의한 증가를 나타

내었다.

2. 吳茱萸 검액을 4, 8, 12일간 투여하였

을 때 자성생쥐의 체내 수정 후 2-세

포기 배아에서 배반포 발생율은 모든 

농도의 투여군에서 대조군에 비하여 

유의한 증가를 나타내었다.

3. 吳茱萸 검액을 4, 8, 12일간 투여한 후 

자성생쥐의 난소조직에서 유전자 발

현을 분석한 결과, Caspase-3는 대조

군에 비하여 4일간의 투여군에서는 

발현의 증가가 나타났으나 8, 12일간

의 투여군에서는 발현이 같거나 감소

하였다. 

4. MAPK의 발현은 모든 투여군에서 대

조군에 비하여 유의성 있는 변화가 

관찰되지 않았다.

5. MPG의 발현은 4일간 투여군에서 농

도 의존적으로 증가하는 경향을 보였

으나, 모든 투여군에서 대조군에 비하

여 유의성 있는 변화가 관찰되지 않

았다.
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이상의 실험 결과로 보아 吳茱萸는 배

란 난자수와 정상 난자수를 증가시키며 

체내수정 후 배발생율을 증가시켜 생식

능력을 향상시키므로 체외수정 시술시 

병용하여 임신성공률을 높이는데 기여할 

수 있다고 생각된다.
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