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ABSTRACT
Objectives : This study was designed to investigate the effect of Injinsammul-tang (IJS) on hepatocellular carcinogenesis

in rats.

Methods : Sprague Dawley (SD) rats of control and treatment groups received intraperitoneal injection of 50 ㎎/㎏/day
diethylnitrosamine (DENA) weekly for 8 weeks. Experimental rats were classified into 3 groups; normal group (Nor), hepatic
cancer induced control group (Con), and IJS extract 250 ㎎/㎏ administered group (IST) after being injected with DENA.
Thereafter the changes of body weight, liver weight and weight of liver/100g body weight, the activities of aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), lactate dehydrogenase (LDH), and
superoxide dismutase (SOD) were measured. Gross anatomy and optical microscopy were also observed.

Results : The body weight decreased in Con and IST compared with the Nor. The weight of liver and the weight of
liver/100g body weight increased significantly in Con and IST compared with the Nor. The activities of AST, ALT, ALP,
LDH increased in the Con compared with Nor, but decreased in IST compared with Con. The activities of SOD increased in
the Con and IST compared with Nor. Upon naked eye and light microscopic examination, IJS improved the morphological and
histopathological changes of liver caused by DENA-induced hepatic neoplasm. The number of hepatic p53 positive cells
decreased in the IST compared with Con.

Conclusions : Most of the results did not show a significant effect, but some of the results showed a significant effect. It
can be estimated that IJS has some effects on hepatocellular carcinogenesis induced by DENA in rats, and further studies will
be needed.
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Ⅰ. 서 론

간암은 국내에서 2007년 현재 위암, 갑상샘암,

대장암, 폐암에 이어 다섯 번째로 발생율이 높고
1
,

2009년 현재 폐암에 이어 두 번째로 높은 사망율을

보이며, 2009년 현재 인구 10만 명당 남자는 33.9명,

여자는 11.3명이 간암으로 사망하고 있다2. 간암은

대부분 B형, C형의 바이러스 및 만성 간염, 간경변

등의 만성 질환이 원인이 되며 임상 증상으로는

피로, 식욕부진, 체중감소로부터 시작하여 진행함

에 따라 황달, 복수 및 전신쇠약 증세가 나타난다3.

다양한 약물과 수술 요법이 간손상의 예방 및 치
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료에 응용하고 있으나 간암의 형태 및 원인이 다

양하고 복잡하여 간암에 대한 효과적인 치료법이

제시되지 않아 치료에 어려움을 겪고 있다.

한의학적으로 간암은 黃疸, 積聚, 脇痛, 鼓脹, 蟲

門 등의 범주에서 취급할 수 있으며, 변증으로는

氣滯虛寒, 氣滯濕阻, 熱鬱血瘀 등에 해당되어 活血

化瘀, 淸熱解毒 등의 방법으로 치료해왔다
4
. 국내

간암에 대한 실험적 연구는 손
5
등은 柴胡, 茵蔯이,

강
6
은 蟾蜍가, 김

7
등은 生肝健脾湯이, 이

8
등은 茵蔯

蒿湯이 간암세포에 항암효과가 있음을 보고하였다.

茵蔯三物湯은 茵蔯蒿湯에서 大黃을 去하고 黃蓮

을 加한 처방으로《醫學入門》
9
에 최초로 收載되었

다. 茵蔯은 淸熱利濕
10
하는 효능이 있고 梔子는 淸

熱瀉火 凉血解毒
10
하고, 黃蓮은 淸熱燥濕 淸心除煩

瀉火解毒
10

작용이 있어 茵蔯三物湯은 황달 및 간

질환에 사용되어 왔다.

茵蔯三物湯에 대한 실험적 연구로 최
11
등이 茵蔯

三物湯 약침을 실험동물에 투여하여 CCl4로 유발

된 간손상의 회복을 관찰했다는 보고가 있었으나

경구투여를 통한 실험적 연구모델은 없었으며 임

상 연구로 국내에서 茵蔯三物湯과 간암과 관련된

연구는 미비한 실정이다.

이제 저자는 diethylnitrosamine(DENA)을 흰쥐

의 복강에 투여하여 간암을 유발시킨 후, 茵蔯三物

湯의 간암 및 간손상에 미치는 영향을 규명하기 위

하여 체중과 간 중량의 변화, 혈액학적 변화, 혈청

transaminase(AST, ALT)의활성, alkaline phosphatase

(ALP)와 lactate dehydrogenase(LDH)의 활성, 항

산화효소(SOD)의 활성, 육안적 관찰, 면역조직화

학, 광학현미경 관찰 등을 통해 그 결과를 보고하

고자 한다.

Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 재 료

1) 동 물

체중 200±10 g내외의 5주령 흰쥐(Sprague Dawley)

를 샘타고(주, 오산)로부터 구입하였다. 실험동물

은 동신대학교 한의과대학 동물사육실에서 일정한

조건(온도 : 21±2 ℃, 습도 : 50-60%, 12시간 주기

명/암)하에서 일반 고형사료(샘타코, 흰쥐용)와 물

을 충분히 공급하면서 1주일 동안 적응시킨 후 실

험에 사용하였으며, 실험 중 사망한 실험동물은 없

었다.

2) 약재의 구성

본 실험에 사용한 茵蔯三物湯은 《東醫寶鑑》
23

에 準하였다. 약재는 동신대학교 부속한방병원에서

구입한 후 정선하여 사용하였으며, 1첩의 내용과

분량은 다음과 같다(Table 1).

Herbal
Name

Scientific Name
Weight
(g)

茵 蔯 Artemisiae capillaris Herba 12

梔 子 Gardeniae Fructus 8

黃 蓮 Coptidis Rhizoma 8

Total amount 28

Table 1. Prescription of Medicinal Herbs

3) 약물추출

茵蔯三物湯(Injinsammul-tang, IJS) 2첩을 증류

수 800 mL를 가한 후 대웅 약탕기(DWP-1800 T,

한국)로 3시간 동안 전탕한 다음 여과하여 상층액

을 150 mL로 농축하였다. 농축한 다음 저온순환수

조(CA-1500, EYELA, Japan)에서 1차 동결한 다

음 동결건조기(Samwon, SFDSMO06, Korea)로 동

결건조하여 15.2 g를 얻었다.

2. 방 법

1) 간암 유발

정상군을제외한모든실험동물에 diethylnitrosamine

(DENA, Sigma Chemical Co., St Louis, MO) 50

㎎/㎏을 0.9％ 식염수 1 mL에 용해하여 1주 간격

으로 12회 복강투여 하였다. (매주 1회씩 12회 투여)

2) 실험군 분류와 처치

실험군은 간암을 유발시키지 않은 정상군(Nor),
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DENA를 12회 복강투여하여 간암을 유발시킨 다

음 음용수만 공급한 대조군(Con), 대조군에서처럼

간암을 유발시킨 다음 음용수에 茵蔯三物湯 추출

액(250 ㎎/㎏)을 혼합하여 투여한 실험군(IST)으

로 구분하였다. (茵蔯三物湯 추출액은 음용수에 혼

합하여 수시로 자유스럽게 복용하게 하였다.)

3. 관찰방법

1) 체중 측정

정상군, 대조군, 실험군으로 구분하여 12주의 양

육기간 및 8주의 실험기간 동안 1주 간격으로 체중

변화를 측정하였으며, 체중 측정 12 시간 전부터

금식시켰다.

2) 간 중량 측정

흰쥐의 간 중량 측정을 위하여 urethane(0.75 ㎎

/㎏)을 복강 투여하여 마취하였다. 흉강을 열고 심

장 채혈한 다음 간을 적출하였고, 생리식염수로 세

척한 다음 수분을 제거하고서 chemical balance

(Saturous, USA)를 이용하여 측정하였다. 간의 무

게는 실험동물 체중 100 g 당 무게로 환산하였다.

3) 혈액학적 변화

혈액은 urethane(0.75 ㎎/㎏)을 복강 투여하여

마취한 다음 흉곽을 열고 심장 채혈을 하였다. 채

혈된 혈액은 EDTA bottle에 넣은 다음 곧바로 혈

구측정기(HEMAVRT 950FS, Japan)를 사용하여

호중구와 림프구를 측정하였다
12
.

4) 혈청 Transaminase 측정

혈중 aspartate aminotransferase(AST)와 alanine

aminotransferase(ALT)의 활성 측정은 Reitman-

Frankel의 방법
12)
에 따라 kit 시약(아산제약)을 사

용하여 측정하였다. AST와 ALT 기질액 1.0 mL을

시험관에 넣고 37 ℃에서 5분간 방치한 다음 혈청

0.2 mL을 넣어 잘 혼합한 다음 37℃에서 AST는

60분, ALT는 30분간 반응시킨 다음 정색 시액 1.0

mL을 첨가하여 잘 혼합하여 실온에서 20분간 방

치하여 반응을 종료시키고, 0.4 N NaOH 용액 10

mL을 가하여 잘 혼합한 다음 실온에서 약 10분간

방치하였다가 505 nm에서 흡광도(photometer 5010,

Germany)의 변화를 측정하였다.

5) Alkaline phosphatase(ALP) 측정

ALP 활성도 측정은 Reitman-Frankel 방법에 의

한 kit 시약(아산제약, 한국)을 사용하여 405 ㎚에

서 측정하였다.

6) Lactate dehydrogenase(LDH) 측정

LDH 활성도 측정은 Reitman-Frankel 방법에

의한 kit 시약(아산제약, 한국)을 사용하여 340 ㎚

에서 측정하였다.

7) Superoxide Dismutase(SOD) 측정

실험동물에서 얻은 간조직을 증류수로 세척한

후, 0.25 M Sucrose를 시료의 4배량으로 첨가하여

세절한 다음 homogenizer(JANKE & KUNKEL,

ultra-turax T25, Germany)를 이용하여 균질화하

였다. 이 균질액으로부터 핵을 제거하기 위해 4 ℃

에서 2,000 xg로 5분 동안 원심분리하고 다시 4 ℃

의 22,000 xg에서 30분동안 원심분리하여 세포질

분획과 미토콘드리아 분획으로 분리하였다. 분리된

분획 중 세포질 분획은 SOD 활성 측정용 조효소

로, 미토콘드리아 분획은 catalase 활성 측정용 조

효소로 이용하였다. 단백질 정량은 Bio-Rad assay

를 이용하였으며, -70 ℃의 deep freezer에 보관하면

서 실험에 이용하였다. SOD 활성도는 SOD assay

kit(Dojindo, Japan)를 이용하여 450 ㎚에서 흡광

도를 측정 후 SOD 활성도를 계산하였다.

8) 육안적 관찰

Urethane(0.75 ㎎/㎏)을 복강 투여하여 마취한

다음 흉곽을 열고, 심장채혈한 다음 흰쥐의 간을

디지털카메라로 촬영하였다.

9) 광학현미경 관찰

흰쥐의 간 조직을 적출하고 Bouin 용액을 사용

하여 6시간 동안 고정시킨 다음, 30, 50, 70, 80, 90,

95, 100Ⅰ, 100Ⅱ와 같이 알코올 농도를 상승시켜

탈수한 다음 xylene으로 투명화 과정을 거친 후

paraffin으로 포매하였고, 포매된 조직을 microtome

을 사용하여 5 μm 두께로 절편하였다. 절편한 조
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직을 slide glass 위에 부착시키고 xylene으로 paraffin

을 제거한 다음 100%, 90%, 80% ethanol 과 같이

농도가 낮아지는 순으로 5분씩 담구어 함수과정을

거치게 하였다. Hematoxylin과 Eosin으로 이중염

색을 한 다음 탈수하였다. Canada balsam으로 봉

합한 후 카메라 부착 광학현미경(Olympus BX51,

Japan)으로 관찰한 후 사진을 촬영하였다.

10) 면역조직화학

흰쥐의 간 조직을 적출하여 Bouin 용액을 사용

하여 6시간 동안 고정시킨 다음, paraffin으로 포매

한 후 microtome을 사용하여 조직을 5 μm 두께로

절편하였다. 절편한 조직을 slide glass 위에 부착시

킨 다음 이를 xylene에서 paraffin을 제거한 다음

100%, 90%, 80% ethanol 과 같이 농도가 낮아지는

순으로 5분씩 담구어 함수과정을 거치게 하였다.

12시간 후 pH 7.2, 0.1 M의 phosphate buffer

saline(PBS, 0.9% NaCl) 용액에 24시간 동안 배양

시킨 다음 15분간 PBS로 세척한 뒤 10% horse

serum을 함유한 blocking solution을 사용하여 20분

동안 배양시키고 다시 PBS용액으로 15분간 세척

하였다. 세척한 각각의 조직위에 polyclonal anti

mouse p53 항체(Cayman Chemical Co.) 를 각각

처리하고 습도가 높은 상온의 배양접시에서 2시간

동안 배양시킨 뒤 15분간 PBS용액으로 세척하였다.

그리고 2차 항체 biotinylated anti-mouse IgG를 처

리하여 60분간 배양시킨 후 15분간 PBS용액으로

세척하였다. 이를 다시 3차항체 avidin-biotinylated

enzyme complex(ABC) regent(Vector Lab, CA, USA)

를 조직에 처리 30분간 반응시키고 다시 PBS용액

에서 15분간 세척하였다. DAB(3, 3`-diaminobenzide)

발색시약을 조직에 떨어뜨려 2분간 발색시키고 난

후 흐르는 물에 과량의 염색시약을 제거하였다. 물

기를 제거한 후 여과시킨 hematoxylin에 20초간 대

조염색을 한 다음 통상적인 방법에 따라 표본을

제작하여 카메라 부착 광학현미경(Olympus BX51,

Japan)으로 관찰한 후 사진을 촬영하였다.

11) 통계처리

통계처리는 SAS(statistical analysis system)

program에 의하여 각 실험군 별로 평균치와 표준

오차를 계산하였고, p-value가 최소한 0.05 이하의

수준에서 유의성을 검정하였다.

Ⅲ. 실험결과

1. 체중의 변화

12주의 양육 후 흰쥐의 체중을 측정한 결과 정

상군(432±8.63 g)이 가장 높았으며, 대조군(402±

6.24 g)과 실험군(398±7.57 g) 순이었다. 茵蔯三物

湯을 투여한 5주후부터 대조군(430±7.54 g)에 비하

여 실험군(444±1.59 g)의 체중이 증가하기 시작하

였으며, 8주후 정상군(482±8.79 g), 실험군(471±8.02

g), 대조군(458±6.40 g) 순으로 나타났다(Fig. 1 &

Table 2).

Fig. 1. The Changes of Body Weight during 20
Weeks.

Nor, administered saline; Con, control group
administered saline after diethylnitrosamine
treatment; IST group administered IST water
extract during 8 weeks after diethylnitrosamine
treatment. All values are mean ± S.E. (n=4).
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Group 0 week 1 week 2 weeks 3 weeks 4weeks 5 weeks 6weeks 7 weeks 8 weeks

Nor 432±8.63 445±10.46 447±12.14 459±12.11 464±12.17 470±12.17 479±12.21 477±13.56 482±8.79

Con 402±6.24 394±7.77 410±4.33 430±8.65 442±4.33 430±7.54 453±6.39 453±6.98 458±6.40

IST 398±7.57 401±14.18 410±14.88 439±6.36 433±7.51 444±1.59 467±13.04 467±1.02 471±8.02
Nor, administered saline; Con, control group administered saline after diethylnitrosamine treatment; IST group
administered IST water extract during 8 weeks after diethylnitrosamine treatment. All values are mean ± S.E. (n=4).

Table 2. Changes of Body Weight for 8 Weeks

2. 간 중량 및 체중 100g 당 간 중량의 변화

1) 간 중량

간 중량을 측정한 결과 정상군(14.5±0.28 g)이

가장 낮고 대조군(25.6±4.19 g)이 가장 높았으며,

실험군(23.0±1.72 g)은 대조군 비해 다소 낮았으나

통계적으로 유의성은 없었다(Fig. 2A & Table 3).

Fig. 2A. The comparison of liver weight.

Nor, administered saline; Con, control group
administered saline after diethylnitrosamine
treatment; IST group administered IST water
extract during 8 weeks after diethylnitrosamine
treatment. All values are mean ± S.E. (n=4).

2) 체중 100 g 당 간 중량

간의 중량을 흰쥐의 체중 100 g 당으로 환산한

결과 정상군(3.01±0.07%)이 가장 낮고 대조군(5.6±

0.86%)이 가장 높았으며, 실험군(5.0±0.36%)은 대

조군에 비하여 다소 낮았으나 통계적으로 유의성

은 없었다(Fig. 2B & Table 3).

Fig. 2B. Comparison of liver weight per 100g body
weight.

Nor, administered saline; Con, control group
administered saline after diethylnitrosamine
treatment; IST group administered IST water
extract during 8 weeks after diethylnitrosamine
treatment. All values are mean ± S.E. (n=4).

Group liver weight
liver weight/100g
body weight

Nor 14.5±0.28 3.01±0.07

Con 25.6±4.19 5.6±0.86

IST 23.0±1.72 5.0±0.36
Nor, administered saline; Con, control group administered
saline after diethylnitrosamine treatment; IST group
administered IST water extract during 8 weeks after
diethylnitrosamine treatment. All values are mean ±
S.E. (n=4).

Table 3. Changes of Liver Weight and the Liver
Weight per 100g Body Weight (g)

3. 혈액학적 변화

1) 백혈구

백혈구 수를 측정한 결과 정상군(4.9±1.62 K/μL)
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에 비하여 대조군(12.3±3.92 K/μL)은 약 151% 증

가하였으며, 실험군(8.89±1.05 K/μL)은 약 81% 증

가하였으나 통계적으로 유의성은 없었다(Fig. 3A

& Table 4).

Fig. 3A. The changes of WBC content.

Nor, administered saline; Con, control group
administered saline after diethylnitrosamine
treatment; IST group administered IST water
extract during 8 weeks after diethylnitrosamine
treatment. All values are mean ± S.E. (n=4).

2) 호중구 수의 변화

호중구의 수는 정상군(1.2±0.35 K/μL)에 비하여

대조군(4.2±1.80 K/μL)에서 약 250% 증가하였으

며, 실험군(1.81±0.38 K/μL)은 약 51%증가하였다.

이와 같이 호중구의 수는 정상군에 비하여 대조군

과 실험군에서 증가하였으나 통계적으로 유의성은

없었다(Fig. 3B & Table 4).

Fig. 3B. The changes of neutrophil content.

Nor, administered saline; Con, control group
administered saline after diethylnitrosamine
treatment; IST group administered IST water
extract during 8 weeks after diethylnitrosamine
treatment. All values are mean ± S.E. (n=4).

3) 림프구 수의 변화

림프구의 수는 정상군(3.4±1.12 K/μL)에 비하여

대조군(7.2±1.69 K/μL)에서 약 112% 증가하였으

며, 실험군(6.2±0.48 K/μL)에서는 약 82% 증가하

였다. 이와 같이 정상군에 비하여 대조군과 실험군

에서 증가하였으나 통계적인 유의성은 없었다(Fig.

3C & Table 4).

Fig. 3C. The changes of lymphocyte content.

Nor, administered saline; Con, control group
administered saline after diethylnitrosamine
treatment; IST group administered IST water
extract during 8 weeks after diethylnitrosamine
treatment. All values are mean ± S.E. (n=4).

Group WBC (K/μL) NE (K/μL) LY (K/μL)

Nor 4.9±1.62 1.2±0.35 3.4±1.12

Con 12.3±3.92 4.2±1.80 7.2±1.69

IST 8.89±1.05 1.81±0.38 6.2±0.48
Nor, administered saline; Con, control group administered
saline after diethylnitrosamine treatment; IST group
administered IST water extract during 8 weeks after
diethylnitrosamine treatment. All values are mean ±
S.E. (n=4).

Table. 4. The Changes of WBC, Neutrophil and
Lymphocyte from 8 Weeks Groups

4. 혈청 Transaminase의 활성

1) Aspartate aminotransferase(AST)의 활성

AST의 활성은 정상군에(113±8.05 U/L) 비하여

대조군(196±31.54 U/L)에서 활성이 가장 높게 나

타났으며, 실험군(134±8.69 U/L) 은 대조군보다 낮

았지만 통계적으로 유의성은 없었다(Fig. 4A &
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Table 5).

Fig. 4A. The changes of Aspartate aminotransferase
(AST) activities.

Nor, administered saline; Con, control group
administered saline after diethylnitrosamine
treatment; IST group administered IST water
extract during 8 weeks after diethylnitrosamine
treatment. All values are mean ± S.E. (n=4).

2) Alanine aminotransferase(ALT)의 활성

ALT의 활성은 정상군에(54±7.63 U/L) 비하여

대조군(71±7.64 U/L)에서 활성이 가장 높게 나타

났으며, 실험군(60±6.36 U/L)의 활성은 대조군보

다 낮았지만 통계적으로 유의성은 없었다(Fig. 4B

& Table 5).

Fig. 4B. The changes of Alanine aminotransferase
(ALT) activities.

Nor, administered saline; Con, control group
administered saline after diethylnitrosamine
treatment; IST group administered IST water
extract during 8 weeks after diethylnitrosamine
treatment. All values are mean ± S.E. (n=4).

Group AST (U/L) ALT (U/L)

Nor 113±8.05 54±7.63

Con 196±31.54 71±7.64

IST 134±8.69 60±6.36
Nor, administered saline; Con, control group administered
saline after diethylnitrosamine treatment; IST group
administered IST water extract during 8 weeks after
diethylnitrosamine treatment. All values are mean ±
S.E. (n=4).

Table 5. The Changes of Transaminase from 8
Weeks Groups

5. Alkaline phosphatase(ALP)의 활성

ALP의 활성은 정상군에(1013±20.28 U/L) 비하

여 대조군(1270±80.94 U/L)에서 활성이 가장 높았

으며 통계적으로 유의성(p<0.05)있게 증가하였다,

실험군(1114±122.06 U/L)은 대조군에 비해 낮았지

만 통계적 유의성은 없었다(Fig. 5 & Table 6).

Fig. 5. The changes of Alkaline Phosphatase(ALP)
Activities.

Nor, administered saline; Con, control group
administered saline after diethylnitrosamine
treatment; IST group administered IST water
extract during 8 weeks after diethylnitrosamine
treatment. Significant differences were compared
with normal at #p＜0.05. All values are mean
± S.E. (n=4).

6. Lactate dehydrogenase(LDH)의 활성

LDH의 활성은 정상군(856±40.48 U/L)에 비하

여 대조군(1152±82.98 U/L)에 가장 높았으며 통계

적으로 유의성(p<0.05)있게 증가하였다. 실험군(884

±126.58 U/L)에서 LDH의 활성은 정상군에 비하

여 다소 높게 나타났다(Fig. 6 & Table 6).
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Fig. 6. The changes of Lactate dehydrogenase
(LDH) activities.

Nor, administered saline; Con, control group
administered saline after diethylnitrosamine
treatment; IST group administered IST water
extract during 8 weeks after diethylnitrosamine
treatment. Significant differences were compared
with normal at #p＜0.05. All values are mean
± S.E. (n=4).

Group ALP (U/L) LDH (U/L)

Nor 1013±20.28 856±40.48

Con 1270±80.94# 1152±82.98#

IST 1114±122.06 884±126.58
Nor, administered saline; Con, control group administered
saline after diethylnitrosamine treatment; IST group
administered IST water extract during 8 weeks after
diethylnitrosamine treatment. Significant differences were
compared with normal at #p＜0.05. All values are
mean ± S.E. (n=4).

Table 6. The Changes of Alkaline Phosphatase
(ALP) and Lactate dehydrogenase(LDH)
from 8 Weeks Groups

7. Superoxide Dismutase (SOD)의 활성

간조직을 적출하여 SOD의 활성을 측정한 결과

정상군(96±0.13 %)에 비하여 대조군(100±1.38 %),

실험군(102±2.13 %) 순으로 그 활성이 조금 높게

나타났으나 통계적인 유의성은 없었다(Fig. 7).

8. 육안해부

정상군 흰쥐의 간은 표면이 매끄럽고 선홍색을

띄고 있었다(Fig. 8a). 대조군의 간에서는 커다란

종양이 관찰될 뿐만 아니라 간의 표면에서는 다수

의 하얀 결절들이 나타났으며, 전반적으로 다소 검

붉은 빛을 보였다. 정상군에 비하여 비대해 졌으며,

표면은 매우 불규칙하였다(Fig. 8b). 실험군의 간

은 표면이 거칠고 다수의 작은 결절이 관찰되었으

나 대조군에서 보였던 커다란 종양은 관찰되지 않

았으며, 간의 표면에서 관찰되었던 결절의 크기는

대조군에 비하여 작았다(Fig. 8c & 8d).

Fig. 7. The effects of IST water extract on Superoxide
Dismutase (SOD) activities.

Nor, administered saline; Con, control group
administered saline after diethylnitrosamine
treatment; IST group administered IST water
extract during 8 weeks after diethylnitrosamine
treatment. All values are mean ± S.E. (n=4).

Fig. 8. Gross features of rat livers.

ⓐ normal rat; ⓑ control rat; administered tap
water after diethylnitrosamine treatment; ⓒ &
ⓓ, IST group administered IST water extract
during 8 weeks after diethylnitrosamine treatment.
The rat of control group showing a macroscopic
malignant nodule and multi-nodular hepatocellular
carcinoma(arrows), and experimental groups showing
small multi-nodular hepatocellular carcinoma.
Arrows indicate nodules of hepatocarcinoma.
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9. 간의 조직병리학적 변화

정상군의 흰쥐의 중심정맥은 대부분 타원형으로

관찰되었다. 간세포는 둥근 핵을 갖고 있었으며 세

포질은 거의 일정하게 eosin에 대한 염색성을 보였

다. 동굴모세혈관에는 혈액이 충만되어 있었으며,

Kupffer 세포들이 다수 관찰되었다(Fig. 9a). 대조

군 간조직의 중심정맥 형태는 매우 불규칙하고 정

상군에서는 중심정맥을 중심으로 방사형으로 관찰

되었던 동굴모세혈관의 구조는 거의 관찰되지 않

았다. 많은 간세포들에서 염색성이 매우 낮은 커다

란 액포들이 관찰되었다(Fig. 9b). 또한, 대조군에

서는 크고 투명한 액포를 갖는 간세포로 구성된

간세포암이 관찰되었다(Fig. 9c). 실험군에서는 다

수의 간세포들에서 염색성이 낮은 액포들이 관찰

되었으나 그 빈도는 대조군에 비하여 낮았고, 간세

포의 일부는 eosin에 염색성이 매우 강하게 나타났

으며(Fig. 9d). 동굴모세혈관에서는 Kupffer 세포들

이 다수 관찰되었다(Fig. 9e).

Fig. 9. Histopathologic findings of rat livers.

ⓐ normal rat; ⓑ & ⓒ, control group; ⓒ
light micrographs of liver from control rat
showing a hyperplastic noudule composed of
large, clear, vacuolated hepatocytes. A number
of eosinophilic hepatocytes were observed on
the left upper side. ⓓ & ⓔ A, experimental
group, A number of eosinophilic hepatocytes

were decreased compared with control group.
HC, hepatocarcinoma. Hematoxylin-Eosin stain.
Original magnification × 200.

10. p53 면역조직화학

정상군 간조직의 중심정맥과 동굴모세혈관에서

미약하게 p53 면역반응성을 보였다(Fig. 10a). 대조

군의 간조직에서는 중심정맥은 물론 대부분의 간

세포들에서 p53에 대하여 강한 면역반응성을 보였

다. 그러나 H-E 염색에서 커다란 액포들이 관찰되

었던 세포질이 밝은 간암세포들에서는 면역반응성

이 나타나지 않았다(Fig. 10ⓑ & ⓒ). 실험군의 중

심정맥에서는 대조군에 비하여 p53에 대하여 낮은

면역반응성을 보였다. 그러나 p53 면역반응성이 높

은 세포들이 다수의 간세포들에서 나타났으며, 면

역반응성이 매우 약한 세포질을 갖는 다수의 세포

가 관찰되었다(Fig. 10ⓓ & ⓔ).

Fig. 10. Immunohistochemical localization of p53 in
hepatocytes from rat livers.

ⓐ normal rat; ⓑ & ⓒ, control group, light
micrographs of liver from control rat showing
a lot of p53 immunohistochemical reactive
hepatocytes; ⓓ & ⓔ A, experimental group,
a number of immunohistochemical reactive
hepatocytes were observed on the lower side.
p53 immunohistochemistry. HC, hepatocarcinoma.
Original p53 magnification × 200.
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Ⅳ. 고 찰

간에 발생하는 암은 거의 대부분 간세포암이며

지역간에 발생 수준의 차이가 가장 많은 암의 하

나이다. 지금까지 밝혀진 간암의 주요한 발병요인

으로는 간염바이러스 (B형 및 C형), 아플라톡신의

식품 감염, 간기생충 등이다. 간세포암의 발병 수

준과 간염 바이러스 보유율과는 양의 상관 관계를

보이는데, 특히 B형 간염 바이러스 보유율과의 관

련성이 높게 나타난다. 간세포암이란 종양억제인자

와 종양유발인자 사이에 균형이 깨어진 일종의 간

세포 유전자 병변이라고 할 수 있다. 간세포암의

통제되지 않는 자가증식은 세포사멸기전과 세포수

명 조절기전의 왜곡 및 신생혈관형성기전과 세포

기전의 활성화 등을 필연적으로 동반한다. 간세포

암의 세포생물학적 특징들은 궁극적으로 간암관련

유전자들의 비정상적인 발현으로부터 비롯되는데,

유전자 조절기전의 이상. 유전자 자체의 손상, 외

부요인에 의한 이차적 이상소견 등이 있다
14
.

간손상의 치료 효과를 검증하기 위한 연구들로는

일반적으로 CCl4
15
, diethylnitrosamine(DENA)

16
,

thioacetamide(TAA)
17

등을 이용한 모델이 제시되

어 왔다. 이중 DENA를 이용한 실험적 간암 모델

은 간암의 전구병변으로 간주되고 있는 비정형성

증식, 샘종의 발생 및 인간 간암 세포와의 형태학

적 유사성으로 인해 다용되고 있으며
18
, DENA는

그 자체가 암발생의 개시인자 및 촉진인자의 성질

을 가지고 있고, 저농도의 양을 흰쥐에 음용시키기

만 하여도 암종으로 진행되어 암화 과정의 연속적

인 생화학적 및 병리학적 연구를 하는데 유용하게

사용되고 있다
19
.

한의학에서 肝癌은 歷代 諸文獻에서 脇痛, 鼓脹,

蟲門, 積聚, 黃疸등의 개념에 대응되는 데,《內經》
20

에 “肝病者, 兩脇下痛引少腹, 令人善怒”라 하여 肝

의 痛症 部位가 脇下라는 것을 提示하였고,《難

經》
21
에 “脾之積, 名曰痞氣, 在胃脘, 覆大女盤, 久不

愈, 令人四肢不收, 發黃疸, 飮食不爲肌膚”라 하여

肝癌의 臨床 症狀과 類似한 病症을 記載하였다.

《諸病源候論》
22
에서 肝癌의 症狀과 病因을 記述하

였고,《外臺秘要》
23
에서는 肝癌末期에 나타나는 症

狀과 類似한 症狀을 記述하였다.

茵蔯三物湯은《醫學入門》
9
類傷寒에서 “茵蔯梔

子皆三物 大便利而發黃 茵蔯三錢 山梔黃蓮 各二錢

水煎溫服”한다고 하였고,《東醫寶鑑》
24
黃疸門에서

“治黃疸, 小便不利” 라고 하였다. 茵蔯三物湯은 茵

蔯蒿湯에서 大黃을 去하고 黃蓮을 加한 처방으로

茵蔯은 淸熱利濕
10
하는 효능이 있고 梔子는 淸熱瀉

火 凉血解毒
10
하고, 黃蓮은 淸熱燥濕 淸心除煩 瀉火

解毒
10

작용이 있어 茵蔯三物湯은 황달 및 간질환

에 사용되어 왔다.

기존의 한약을 이용한 항암 및 면역학적 연구는

많이 이루어 졌으나, 간 손상과 간암에 대한 茵蔯

三物湯의 효과에 대한 실험적 연구는 최
11

등이 茵

蔯三物湯 약침을 실험동물에 투여하여 CCl4로 유

발된 간손상의 회복에 효과가 있다고 보고하였으

나 구강복용으로 인한 효과는 접하지 못하였다. 또

한 임상 연구로 국내에서 茵蔯三物湯과 간암과 관

련된 연구는 미비한 실정이다. 이를 실험적으로 규

명하고자 DENA으로 흰쥐의 간 손상과 간암을 유

발시킨 후 8주 동안 관찰한 실험군을 통하여 체중

과 간 중량의 변화, 혈액학적 변화, transaminase

(AST, ALT)의 활성, alkaline phosphatase(ALP)

와 lactate dehydrogenase(LDH)의 활성, superoxide

Dismutase(SOD)의 활성, 육안적 해부, 면역조직

화학, 간조직의 광학현미경관찰을 시행하였다.

일반적으로 종양 환자의 경우 현저한 식욕부진

과 함께 탈수증상이 수반되며, 이로 인한 만성적인

체중감소가 초래되는데
25
, 체중측정 결과 간암이 유

발되는 과정에서 대조군과 실험군의 체중은 정상

군에 비하여 감소하였고, 茵蔯三物湯이 투여된 실

험군은 미약하게나마 대조군보다 체중이 높았지만

통계적 유의성은 없었다.

간암 발생 시 간의 무게 및 체중에 대한 간무게

는 체중과 반비례하여 증가하는 경향이 있다
26
. 간
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중량 및 체중 100g 당 간 중량 측정 결과, 대조군

이 가장 높게 나타났고, 정상군이 가장 낮았으나

통계적인 유의성은 없었다.

혈액학적 변화에서 백혈구, 호중구, 림프구는 간

손상 시 수치가 증가하는데 정상군에 비해 대조군

과 실험군이 모두 증가 하였으나 통계적 유의성은

없었다. 혈액 검사상에서는 유의성 있는 결과는 나

오지 않았는데, 일반혈액 검사 수치에 영향을 미치

는 요인이 광범위하여 특이성이 떨어지는 것으로

생각되며 이와 관련해서는 추후 연구가 필요하다

고 사료된다.

간세포의 손상을 검사하기 위하여 임상적으로

흔히 혈청내의 AST, ALT, ALP, LDH와 같은 효

소의 활성도를 검사하는데
27
, 혈청내에서의 AST,

ALT 활성치 증가는 간세포의 장애 정도와 비교적

상관성이 높고, 간에서 혈액으로 유출되는 다른 효

소에 비해 예민하게 변동된다
28
. ALP는 간염, 간경

변, 폐쇄성 황달, 기타 간담도계질환 등이 있을 때

증가하고
29
, 종양조직에서는 당분해 활성도가 정상

조직에 비해 증가되므로 당분해주효소인 LDH의

활성도가 증가하게 된다
30
.

본 실험에서는 간손상의 정도를 알아보기 위해

흰쥐에 DENA 처리 후 위의 효소 활성도를 측정

하였는데, 대조군의 활성도가 정상군에 비하여 유

의성 있는 상승을 보여 DENA 처리가 간독성을

유발함을 알 수 있었다. 실험군에서 AST와 ALT의

활성도는 대조군에 비하여 상승 억제효과가 있었

으나 통계적인 유의성은 없었다. ALP, LDH의 활

성도가 실험군에서 대조군에 비해 활성이 다소 감

소하였으나 통계적인 유의성이 없었다. 상기 결과

에서 茵蔯三物湯의 간손상에 따른 효소활성 억제

의 효과를 기대할 수 있었으나 통계적인 유의성이

없어 추가적인 실험이 필요하다고 사료된다.

SOD는 활성산소를 제거시키는 효소로 몸 안에

필요 이상의 활성산소가 생겼을 때 이것을 제거하

는 작용을 함으로써, 활성산소의 산화반응으로 말

미암아 발생하는 질병을 예방하거나 치료하는 역

할을 한다
31
. SOD를 측정함으로써 체내활성산소와

간암과의 연관성을 유추해볼 수 있는데, 간조직을

절취하여 SOD의 활성을 측정한 결과 정상군에 비

해 대조군, 실험군에서 모두 증가하였고 유의성 있

는 변화는 없었다. 이는 茵蔯三物湯이 체내활성산

소를 제거하여 간세포의 사멸을 억제하는 부분에

서는 SOD의 활성 유의성이 없어 활성산소에 관련

하여 추가적인 실험이 필요하다고 생각된다.

육안적 관찰에서 정상군 흰쥐의 간은 외형이 손

상되지 않고 표면이 매끄럽고 선홍색의 색조를 띄

고 있는 반면, 대조군의 간은 다소 검붉은 색을 띄

고 있었으며 커다란 종양이 관찰될 뿐만 아니라

간의 표면에서 다수의 하얀 결절들이 나타났다. 실

험군에서는 정상군의 간보다 표면이 거칠고 다수

의 작은 결절이 관찰되었으나 대조군에서 보였던

커다란 종양은 관찰되지 않았으며, 간의 표면에서

관찰되었던 결절의 크기가 대조군에 비해 작았다.

이는 DENA에 의해 발현된 암종이 茵蔯三物湯으

로 면역작용이 발현되어 증식이 억제된 것으로 사

료된다.

간세포의 변화를 광학현미경으로 관찰한 결과

정상군에서 흰쥐의 중심정맥은 대부분 타원형으로

관찰되었고 간세포는 둥근 핵을 갖고 있었으며 세

포질은 거의 일정하게 eosin에 대한 염색성을 보였

다. 동굴모세혈관에는 혈액이 충만되어 있었으며,

Kupffer 세포들이 다수 관찰되었다. 대조군의 간조

직은 중심정맥의 형태가 불규칙하고 동굴모세혈관

의 구조가 거의 관찰되지 않았으며, 크고 투명한

액포를 갖는 간세포암이 관찰되었다. 茵蔯三物湯을

투여한 실험군에서는 다수의 액포를 갖는 간세포

암이 관찰되었으나 그 빈도는 대조군에 비해 낮았

으며 동굴모세혈관에서 Kupffer 세포를 다수 관찰

할 수 있었다. 이는 대조군보다 실험군이 茵蔯三物

湯에 의해 간암세포의 증식이 억제되었고, 면역작

용이 발현되었으리라 사료된다.

p53 유전자는 종양 억제 인자로 세포주기의 조

절, DNA 복구 및 합성, 세포사멸에 중요한 역할을
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하여 세포가 암세포로 형질전환되는 것을 막는다
32
.

본 실험에서 p53에 대한 茵蔯三物湯의 효과를 알

아보기 위해 흰쥐의 간조직을 적출하여 p53항체를

처리한 후 광학현미경으로 관찰하였다. 간조직을

관찰 결과, 대조군의 간세포에서는 p53에 강한 면

역반응성을 보이는 세포가 다수 관찰되었고 실험

군에서는 대조군에 비해 면역반응성을 보이는 세

포수와 면역반응성 또한 낮게 나타났다. 이는 茵蔯

三物湯이 p53의 간암세포사멸을 촉진시키고 간암

세포의 발생이나 증식에 대한 억제 조절기능을 하

는 것으로 사료된다.

이상의 실험결과를 요약하여 보면 체중 측정 및

간 중량의 경우 통계적인 유의성은 없었으나 대조

군에 비해 낮게 측정되었음은 간손상 및 간암 진

행에 대한 억제 반응이 이루어지는 단계였음을 유

추할 수 있다. 검사의 전 항목에 있어서 통계적인

유의성을 보이지는 않았으나 전반적인 결과 역시

대조군에 비해 실험군이 정상군에 좀 더 가까운

수치를 보여 茵蔯三物湯이 간암모델에 있어서 간

손상, 간암의 발생 및 진행에 대해 어느 정도 억제

효과가 있음을 확인할 수 있었다. 육안적 해부, 간

조직의 광학현미경 관찰, p53 면역조직화학반응 결

과는 간암의 증식 억제효과와 면역 효과가 있는

것으로 나타났다.

흰쥐의 간암모델에 대한 다른 실험에 비해 본

실험은 실험군과 대조군의 개체수의 부족으로 인

해 육안적 해부, 간조직의 광학현미경 관찰, p53 면

역조직화학반응 이외에 통계적으로 유의성 있는

반응은 확인할 수 없었다. 향후 개체수를 증가하여

실험하거나 투여농도의 차이에 따른 연구와 투여

기간에 따른 차이를 비교하는 등의 추가적인 연구

가 필요하리라 사료된다.

Ⅴ. 결 론

茵蔯三物湯이 diethylnitrosamine로 유발된 흰쥐

의 간암에 미치는 영향을 확인하기 위해, 간암을

유발시킨 후 8주동안 茵蔯三物湯을 투여하고 관찰

한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 체중 측정한 결과 정상군에 비해 대조군, 실험군

모두 감소하였으나, 5주부터 실험군이 대조군에

비해 증가하였다.

2. 간중량 및 체중 100 g 당 간 중량은 정상군에 비

하여 대조군, 실험군 모두 증가하였고 실험군이

대조군에 비해 감소하였으나 유의성은 없었다.

3. 혈액학적 변화에서 백혈구, 호중구, 림프구는 정

상군에 비하여 대조군과 실험군에서 모두 증가

하였으나 유의성은 없었다.

4. 혈청 transaminase의 활성은 실험군의 활성도가

대조군에 비해 감소하였으나 유의성은 없었다.

5. ALP 활성은 실험군의 활동도가 대조군에 비해

감소하였으나 유의성은 없었다.

6. LDH 활성은 실험군의 활성도가 대조군에 비하

여 감소하였으나 유의성은 없었다.

7. SOD의 활성을 측정한 결과 대조군과 실험군에

서 활성도가 모두 증가하였고 유의성 있는 변화

는 없었다.

8. 육안적 해부의 결과 대조군의 간은 다소 검붉은

색을 띄고 다수의 결절들이 나타났으며 커다란

종양이 관찰되었다. 실험군에서는 정상군에 비

해 표면이 거칠고 다수의 작은 결절이 관찰되었

으나 대조군에 비해 결절의 크기가 작았으며, 커

다란 종양은 관찰되지 않았다.

9. 광학현미경으로 관찰한 결과 대조군에서는 중심

정맥의 형태가 불규칙하고 동굴모세혈관의 구조

가 거의 관찰되지 않았으며, 크고 투명한 액포를

갖는 간세포암이 관찰되었다. 실험군에서는 다

수의 액포를 갖는 간세포암이 관찰되었으나 대

조군에 비해 수가 적었으며 동굴모세혈관에서

Kupffer 세포를 다수 관찰할 수 있었다.

10. p53 면역조직화학 관찰 결과 실험군은 대조군

에 비해 p53에 면역반응성이 낮게 나타났다.
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