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Abstract

Objective : In this paper, we investigated the anti-oxidative capacities and protective effects of water extract 
of palmul-tang (PMT) against Ultraviolet B(UVB)-induced oxidative damage in human keratinocytes(HaCaT).

Method : To evaluate the anti-oxidative activities of PMT, we measured scavenging activities on 1,1-diphenyl- 
2-picrylhydrazyl(DPPH) radical, hydroxyl radical, hydrogen peroxide, superoxide anion, lipid peroxidation 
and reducing power of PMT. To give an oxidative stress to HaCaT cells, UVB was irradiated with 40 mJ/㎠ 
to HaCaT cells. To detect the protective effects of PMT against UVB, we measured cell viability, apoptotic 
bodies and reactive oxygen species(ROS) generation. 

Results : PMT showed the anti-oxidative activities by scavenging DPPH radical, hydroxyl radical, hydrogen 
peroxide, superoxide anion, lipid peroxidation. Also PMT showed high reducing values. The UVB-induced 
oxidative conditions led to the cell apoptosis. However, treatment with PMT reduced oxidative stress 
conditions, including inhibition of cell apoptosis and expression of ROS.

Conclusion : PMT had anti-oxidative activities and exhibited protective effects against UVB on HaCaT cells. 
PMT would be useful for the development of cosmetics treating UVB-induced skin aging.

Key words : Palmul-tang (PMT), Ultraviolet B(UVB), Human keratinocytes(HaCaT), Anti-oxidative 
activity, Apoptosis, Reactive oxygen species(ROS)
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I. 서 론

건강하고 행복한 삶을 추구하는 현대인들에게 개인

의 건강과 외적인 아름다움이 드러나는 피부는 노화를 

방지하기 위한 중요한 부분으로 많은 관심을 받고 있다1). 

피부노화는 크게 내적노화와 외적노화로 구분되는데, 

자외선, 바람, 열, 담배 등 외적 요인에 의한 외적노화

는 생리적 노화인 내적노화를 촉진하거나 첨가적 역할

을 할 뿐만 아니라 그 자체로도 피부노화를 유발한다2).

자외선은 피부의 외적노화를 초래하는 가장 중요한 

요인이다. 피부가 자외선에 노출되면 활성산소종(reactive 

oxygen species, ROS)이 생성되는데3), 활성산소종의 

범주에는 수퍼옥사이드 음이온(superoxide radical, 

O2
·-)과 히드록실 라디칼(hydroxyl radical, ·OH)과 

같은 산소중심의 라디칼 뿐만 아니라 과산화수소(hyd- 

rogen peroxide, H2O2), 싱글렛 옥시전(siglet oxygen, 
1O2)과 같은 몇 종류의 비라디칼, 그 외에 활성산소종

과 생체성분과의 반응으로 유래된 과산화 라디칼(peroxyl 

radical, ROO·), 알콕실 라디칼(alkoxyl radical, 

RO·), 히드로 과산화물(hydro peroxide, ROOH) 및 

내피세포 유래 완화인자로 알려진 산화질소(nitric oxide, 

NO) 등이 포함되어 있다4-6). 이들은 피부의 효소적 그

리고 비효소적 항산화 방어를 위태롭게 하여 산화적 스

트레스를 초래하므로 탄력 섬유인 콜라겐과 엘라스틴

의 사슬절단 및 비정상적인 교차결합, 히아루론산 사슬

의 절단, 멜라닌 생성반응 촉진, 지질과산화(lipid pero- 

xidation), 단백질 산화, DNA 산화와 같은 생체 구성 

성분들의 손상 및 세포사멸을 야기시킨다7-9). 따라서 

자외선을 비롯한 외부 스트레스로부터 피부 세포를 보

호하고 노화를 예방하기 위해서는 활성산소로 인한 산

화적 스트레스를 억제하고 활성산소를 효율적으로 제

거할 수 있는 항산화 방어체계 강화가 중요하다10).

최근 피부노화와 관련하여 특히 자외선 조사 후 생

체 내 활성산소의 증가 및 내인성 항산화효소 및 항산

화제들의 감소에 대한 연구가 보고되고 있으며11-12), 또

한 한방에 대한 관심이 높아지면서 천연물이나 한방제

제로부터 인체에 무해하면서도 보다 강력한 항산화력

을 가진 물질을 탐색하기 위한 노력 및 추출성분 중 생

리활성이 뛰어난 성분들을 이용하여 기능성 제제로 활

용하는 방안도 활발히 연구되고 있는 실정이다9,13).

팔물탕(palmul-tang, PMT)은 補氣의 기본 처방인 

사군자탕과 血虛에 사용하는 사물탕이 합쳐진 처방으

로 虛勞와 氣血이 모두 虛한 것을 치료하는 처방이다14). 

사군자탕은 활성산소 과잉 생성에 의한 노화과정에서 

세포손상과 지질과산화를 억제하는 효과가 있다고 알

려져 있으며15) 사물탕 또한 항산화능16), 항염증17), 세포

손상보호18) 등의 효과가 있음이 보고되어 있다. 그러나 

팔물탕에 대한 연구는 주로 면역강화에 대한 내용이 대

부분이고 그 외 세포사멸, 생식능력, 뇌혈류 역학, 대

사기질 및 호르몬에 대한 연구가 이루어져 있으나19) 자

외선으로 유발된 피부노화와 관련된 항산화 연구는 미

흡한 실정이다.

그러므로 본 연구에서는 피부노화를 개선하기 위한 

한방 천연 소재 발굴을 목표로 한방처방인 팔물탕의 항

산화능력과 각질형성세포에서 자외선으로 유도되는 세

포사멸에 대한 억제능력을 확인하는 실험을 진행하였다.

II. 재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

본 연구에 사용된 팔물탕(Palmul-tang, PMT)에 

사용된 약재는 새롬제약(한국, 안성)에서 구입하였으며 

세명대학교 부속한방병원에서 조제하였다(Table 1). 팔

물탕 80 g을 증류수로 씻은 뒤 1 L의 증류수를 넣고 

전기약탕기(대웅바이오가전, 한국)로 3시간 동안 가열 

추출하였다. 추출된 용액은 원심분리하여 상층액을 취

한 뒤 감압회전농축기(BUCHI, Switzerland)로 200 

㎖가 되도록 감압 농축하고 –80℃에서 동결시켰다. 이

를 다시 동결건조기(일산바이오베이스, 한국)를 이용하

여 7일간 동결건조 시킨 후 14.8 g의 분말을 얻었다. 팔

물탕의 수득율은 18.5%로 –20℃에 보관하였다가 실험 

직전 생리식염수나 배지에 희석하여 0.2 ㎛ 실린지필

터(Millipore, Ireland)로 여과 후 실험에 사용하였다.

2) 시약

Methylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide(MTT), DMSO는 Bio Basic(Canada)으로부

터, Hoechst 33342와 2',7'-dichlorodihydrofluo- 
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<Table 1> Prescription of Palmul-tang20)

Herb Name Latin Name Weight(g)

人蔘 Ginseng Radix Alba 10

白朮 Atractylodis Rhizoma Alba 10

白茯苓 Poria Sclerotium 10

甘草 Glycyrrhizae Radix et Rhizoma 10

熟地黃 Rehmanniae Radix Preparata 10

白芍藥 Paeoniae Radix Alba 10

當歸 Angelicae Gigantis Radix 10

川芎 Cnidii Rhizoma 10

Tatal 80

rescein diacetate(DCFH-DA)는 Thermo Fisher 

Scientific Inc.(USA)로부터, 1,1-diphenyl-2-picryl- 

hydrazyl(DPPH), iron(II) sulfate heptahydrate, 

hydrogen peroxide, 2-deoxy-D-ribose, thiobar- 

bituric acid(TBA), trichloroacetic acid(TCA), 2, 

2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic 

acid) (ABTS), peroxidase, potassium ferricyanide, 

linolenic acid 및 기타 시약은 Sigma Chemical Co. 

(USA)로부터 구입하였다.

3) 세포주 및 세포배양

본 연구에 사용된 HaCaT 세포주는 Cell Line Service 

(Germany)에서 분양 받았으며, 세포주를 배양하기 위

하여 사용된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM), Fetal Bovine Serum(FBS), Penicillin/ 

Streptomycin, Trypsin-EDTA 그리고 Dulbecco’s 

Phosphate-Buffered Saline(DPBS)는 Life Tech- 

nologies(USA)로부터 구입하였다. HaCaT 세포주를 

배양하기 위하여 10% FBS와 100 unit/㎖ Penicillin/ 

Streptomycin이 포함된 DMEM 배지를 사용하였다. 

동결된 HaCaT 세포주를 DMEM 배지를 이용하여 빠

르게 해동시키고 1000 rpm에서 5분간 원심분리하여 

여분의 동결 보존액을 제거 하였다. 세포주에 10 ㎖의 

DMEM 배지를 첨가하여 100 mm culture dish에 접

종하고 37℃, 5% CO2가 공급되는 조건에서 배양하였

다. 배지는 주 3회 교체하였으며 culture dish 바닥면

적의 70% 이상 자랐을 때 계대배양하였다. 계대배양 

시 세포를 분리하기 위하여 0.25% trypsin-EDTA를 

사용하였다.

2. 방법

1) 팔물탕의 항산화 능력 측정 실험

(1) DPPH 라디칼 분석법

Brand-Williams 등의 실험방법21)을 변형하여 1,1- 

diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) 라디칼에 대한 

팔물탕의 소거능력을 측정하였다. 25, 50, 100, 200 

㎍/㎖ 농도의 팔물탕 열수추출물 500 ㎕를 1.5 ㎖ tube

에 넣고 0.3 mM DPPH 용액을 500 ㎕ 가하여 10초 

동안 잘 혼합한 다음, 실온에서 20분 동안 반응시킨 후 

microplate reader(Molecular Devices, USA)를 이

용하여 525 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. DPPH 라디

칼 함량은 [(흡광도시료무첨가 – 흡광도시료) / 흡광도시료무첨

가]×100의 공식으로 계산하였다. 양성 대조군으로는 1 

㎍/㎖ vitamin C를 사용하였다.

(2) 히드록실 라디칼(hydroxyl radical, ·OH) 분석법

Chung 등의 실험방법22)을 변형하여 히드록실 라디

칼에 대한 팔물탕의 소거능력을 측정하였다. 50 ㎕의 

10 mM FeSO4와 50 ㎕의 10 mM H2O2를 이용한 

Fenton 반응으로 히드록실 라디칼을 발생시켰다. 발생

된 라디칼을 25 ㎕의 10 mM EDTA, 25 ㎕의 10 mM 

2-deoxyribose, 150 ㎕의 0.1 M phosphate buffer 

(pH 7.4)의 존재 하에서 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖ 농

도의 팔물탕 열수추출물과 반응시킨 다음 37°C에서 4

시간 동안 반응시켰다. 여기에 250 ㎕의 2.8% TCA 

용액 및 250 ㎕의 1% TBA 용액을 첨가한 후에 100℃

로 가열하였다. 그 후 상온에서 식힌 다음 1000×g에

서 5분 동안 원심분리 하였다. 회수한 상등액은 micro- 
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plate reader(Molecular Devices, USA)를 이용하여 

532 ㎚에서 흡광도를 측정 하였으며 항산화 활성은 

[(흡광도시료무첨가 – 흡광도시료) / 흡광도시료무첨가]×100의 

공식으로 계산하였다. 양성 대조군으로는 10 ㎍/㎖ 

vitamin E를 사용하였다.

(3) 과산화수소(hydrogen peroxide, H2O2) 분석법

Choi 등의 실험방법23)을 변형하여 과산화수소에 대

한 팔물탕의 소거활성을 측정하였다. 25, 50, 100, 200 

㎍/㎖ 농도의 팔물탕 열수추출물 각 80 ㎕를 20 ㎕의 

10 mM 과산화수소 및 100 ㎕의 0.01 M 인산완충용액

(pH 5.0)과 37℃에서 5분 동안 반응시켰다. 그 후, 15 

㎕의 1.25 mM ABTS 및 30 ㎕의 peroxidase를 37℃

에서 10분 동안 반응시켜 microplate reader(Molecular 

Devices, USA)를 이용하여 405 ㎚에서 흡광도를 측

정하였으며 항산화 활성은 [(흡광도시료무첨가 – 흡광도시

료) / 흡광도시료무첨가]×100의 공식으로 계산하였다. 양

성 대조군으로는 200 ㎍/㎖ vitamin C를 사용하였다.

(4) 수퍼옥사이드 음이온(superoxide radical, O2
·-) 

분석법

Liu 등의 실험방법24)에 따라 수퍼옥사이드 음이온에 

대한 팔물탕의 소거활성을 측정하였다. 25, 50, 100, 

200 ㎍/㎖ 농도의 시료 각 20 ㎕에 62 μM nitro blue 

tetrazolium(NBT)와 98 μM β-nicotinamide adenine 

dinucleotide(NADH)를 함유한 20 mM Tris 용액(pH 

8.0) 800 ㎕를 혼합한 다음, 20 mM Tris 용액 80 ㎕

와 33 μM phenazine methosulfate(PMS) 100 ㎕를 

각각 첨가하였다. 비효소적 PMS / NADH로 유발된 

수퍼옥사이드 음이온에 의해 자주색의 formazan으로 

환원된 NBT를 측정하기 위해 microplate reader 

(Molecular Devices, USA)를 이용하여 560 ㎚에서 

10분 동안 반응물의 흡광도를 측정하였다. 시료의 수퍼

옥사이드 음이온 소거능은 [(흡광도시료무첨가 – 흡광도시

료) / 흡광도시료무첨가]×100의 공식으로 계산하였다. 양

성 대조군으로는 10 mU superoxide dismutase(SOD)

를 사용하였다.

(5) 지질과산화(lipid peroxidation) 분석법

Shlafer 등의 실험방법25)을 변형하여 지질과산화에 

대한 팔물탕의 항산화 효과를 측정하였다. 25, 50, 100, 

200 ㎍/㎖ 농도의 팔물탕 열수추출물 2 ㎕를 linolenic 

acid emulsion 98 ㎕와 혼합한 후에 0.8 mM H2O2 

50 ㎕와 0.8 mM FeSO4 50 ㎕를 혼합하여 히드록실 

라디칼을 발생시킨 용액과 5시간 동안 반응 후 0.4% 

2-thiobarbituric acid(TBA)를 200 ㎕ 첨가하고 95℃

에서 2시간 반응시킨 다음 실온에서 10분 동안 반응시

켰다. 그 다음 15 : 1 비율의 n-butanol : pyridine 

용액을 500 ㎕ 첨가하고 1000×g에서 10분 동안 원심

분리한 후 상등액을 취하여 microplate reader(Mo- 

lecular Devices, USA)를 이용하여 532 ㎚에서 흡광

도를 측정하였다. 지질과산화 정도는 [(흡광도시료무첨가 – 
흡광도시료) / 흡광도시료무첨가]×100의 공식으로 계산하였

다. 양성 대조군으로는 10 ㎍/㎖ vitamin E를 사용하

였다.

(6) 환원력 분석법

Oyaizu의 방법26)에 따라 팔물탕의 환원력을 측정하

였다. 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖ 농도의 팔물탕 열수추

출물 1 ㎖에 pH 6.6의 200 mM 인산 완충액 및 1%의 

potassium ferricyanide를 각 1 ㎖씩 차례로 가하여 

교반한 후 50℃의 수욕상에서 20분 동안 반응시켰다. 

여기에 10% TCA 용액을 1 ㎖ 가하여 13500×g에서 

15분 동안 원심분리하고 상등액 1 ㎖에 증류수 및 ferric 

chloride 각 1 ㎖를 혼합한 후 microplate reader 

(Molecular Devices, USA)를 이용하여 700 ㎚에서 

흡광도를 측정하였다. 시료의 환원력은 [(흡광도시료무첨가 

– 흡광도시료) / 흡광도시료무첨가]×100의 공식으로 계산하

였다. 양성 대조군으로는 5 ㎍/㎖ vitamin C를 사용하

였다.

2) 팔물탕의 세포독성 실험

팔물탕 열수추출물이 HaCaT 세포주의 생존율에 미

치는 영향을 알아보기 위하여 96 well plate에 2 X 104 

cell/well이 되도록 세포주를 분주하고 37℃, 5% CO2

가 공급되는 조건에서 16시간 동안 배양하였다. 여기에 

팔물탕 열수추출물을 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖ 농도로 

처리하고 24시간 동안 추가 배양 후 MTT 수용액을 최

종농도 １㎎/㎖가 되도록 배지에 넣고 1시간 30분 동

안 37℃, 5% CO2가 공급되는 조건에서 배양하였다. 

이후 배지를 제거하고 DMSO 용액을 각 well 당 200 

㎕ 넣은 뒤 30분 정도 쉐이커에 올려놓아 석출되게 한 

후 microplate reader(Molecular Devices, USA)를 
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이용하여 540 ㎚에서 흡광도를 측정하여 세포의 생존

율을 측정하였다. 3회의 측정으로 그에 대한 평균값과 

표준 편차를 구하였다.

3) UVB로 유도된 활성산소종(ROS) 억제 실험

HaCaT 세포주를 6 well plate에 2 X 105 cell/well

이 되도록 접종하고 37℃, 5% CO2가 공급되는 조건에

서 16시간 동안 배양하였다. 배양 배지를 제거하고 

FBS가 없는 DMEM을 첨가하여 4시간 동안 추가 배양

하였다. PBS로 3회 세척 후 5개의 UVB 램프(G8T5E, 

Sankyo Denki, Japan)를 이용하여 40 mJ/㎠ 세기

로 UVB를 조사하였다. 이후 0 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖ 농도

의 팔물탕 열수추출물이 포함된 DMEM 배지를 각각 

첨가하여 12시간 동안 배양하였다. 배양된 세포는 10 

μM DCFH-DA가 첨가된 DMEM 배지에서 37℃, 5% 

CO2가 공급되는 조건에서 30분간 배양한 후 PBS로 3

회 세척 후 형광현미경(EVOS fl, AMG, USA)을 이용

하여 관찰하였다.

4) UVB로 유도된 세포사멸 억제 실험

(1) MTT 분석법

6 well plate에 1 X 105 cell/well이 되도록 세포주

를 분주하고 37℃, 5% CO2가 공급되는 조건에서 16시

간 동안 배양하였다. 배양 배지를 제거하고 FBS가 없

는 DMEM을 첨가하여 4시간 동안 추가 배양하였다. 

PBS로 3회 세척 후 5개의 UVB 램프(G8T5E, Sankyo 

Denki, Japan)를 이용하여 40 mJ/㎠ 세기로 UVB를 

조사하여 세포사멸을 유도하였다. 이후 FBS가 포함된 

DMEM에 팔물탕 열수추출물을 25, 50, 100, 200 ㎍/

㎖ 농도로 처리하고 48시간 동안 추가 배양 후 MTT 

수용액을 최종농도 １㎎/㎖가 되도록 배지에 넣고 1시

간 30분 동안 암소에서 배양하였다. 이후 배지를 제거

하고 DMSO 용액을 각 well 당 1 ㎖씩 넣은 뒤 30분 

정도 쉐이커에 올려놓아 석출되게 한 후 microplate 

reader(Molecular Devices, USA)를 이용하여 540 ㎚

에서 흡광도를 측정하여 세포의 생존율을 측정하였다.

(2) Hoechst 33342 염색법

HaCaT 세포주를 6 well plate에 2 X 105 cell/well

이 되도록 접종하고 37℃, 5% CO2가 공급되는 조건에

서 16시간 동안 배양하였다. 배양 배지를 제거하고 

FBS가 없는 DMEM을 첨가하여 4시간 동안 추가 배양

하였다. PBS로 3회 세척 후 5개의 UVB 램프(G8T5E, 

Sankyo Denki, Japan)를 이용하여 40 mJ/㎠ 세기

로 UVB를 조사하였다. 이후 0 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖ 농도

의 팔물탕 열수추출물이 포함된 DMEM 배지를 각각 

첨가하여 12시간 동안 배양하였다. 세포의 핵을 염색하

기 위하여 배지의 상층액을 제거한 후 차가운 DPBS로 

3회 세척하고 4% paraformaldehyde로 상온에서 30

분간 처리하여 세포를 고정하였다. 다시 DPBS로 3회 

세척 후 Hoechst 33342를 DPBS에 녹인 1 ㎍/㎖ 수

용액으로 15분간 염색하고 형광현미경(EVOS fl, AMG, 

USA)을 이용하여 apoptotic body를 관찰하였다.

5) 자료분석

실험결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었으며 통계적 

유의성은 t 검증(paired t test)을 시행하여 평가하였

다. 통계적 유의수준은 p < 0.05로 실시하였다.

III. 결 과

1. 팔물탕의 항산화 능력

1) DPPH 라디칼 소거능

DPPH 라디칼에 대한 팔물탕의 항산화 효과를 확인

하기 위하여 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도로 처리한 

결과, DPPH 라디칼 소거능은 12.55%, 21.69%, 41.15%, 

71.28%로 농도 의존적으로 증가됨을 관찰할 수 있었다

(Fig. 1A).

2) 히드록실 라디칼 소거능

Fenton 반응으로 발생된 히드록실 라디칼에 팔물탕

을 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도로 처리한 결과, 히

드록실 라디칼 소거능은 각각 9.17%, 10.02%, 12.88%, 

15.79%로 나타남을 확인할 수 있었다(Fig. 1B).

3) 과산화수소 소거능

과산화수소에 대한 팔물탕의 항산화 효과를 확인하
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Fig. 1. Scavenging activities of Palmul-tang(PMT) on 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) radical, hydroxyl radical, 
hydrogen peroxide, superoxide anion, lipid peroxidation and reducing power of PMT. DPPH radical(A), hydroxyl 
radical by Fenton reaction(B), hydrogen peroxide(C), superoxide anion(D), lipid peroxidation(E) and reducing 
power(F) was evaluated in the presence of PMT. After PMT at the indicated concentrations was reacted with 
each radical, the optical density of each reaction mixture was measured at a specific wavelength with spectro- 
photometer. Data are given as means of values ± S.D. from three independent experiments(n=3). Level of 
significance was identified statistically( * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001) using paired t test compared with 
control group.

기 위하여 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도로 처리한 

결과, 50, 100, 200 ㎍/㎖ 농도에서 각각 2.35%, 6.54%, 

14.41%의 소거능을 나타내었으며 200 ㎍/㎖의 농도에

서 17.06%의 소거능을 보여준 vitamin C와 유사한 항

산화 능력을 확인할 수 있었다(Fig. 1C).

4) 수퍼옥사이드 음이온 소거능

수퍼옥사이드 음이온에 대한 팔물탕의 항산화 효과

를 확인하기 위하여 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도로 

처리한 결과, 8.19%, 12.83%, 24.04%, 46.69%의 유

의성 있는 수퍼옥사이드 음이온 소거능을 확인할 수 있

었다(Fig. 1D).

5) 지질과산화 억제능

지질과산화에 대한 팔물탕의 항산화 효과를 조사하

기 위하여 linolenic acid를 Fenton반응으로 발생시킨 

히드록실 라디칼에 노출시키고 팔물탕을 25, 50, 100, 

200 ㎍/㎖의 농도로 처리한 결과, 5.83%, 27.30%, 
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Fig. 2. Effects of Palmul-tang(PMT) on the cell viability of HaCaT cells. Data are given as means of values ± 
S.D. from three independent experiments(n=3). Level of significance was identified statistically using paired t 
test compared with control group.

Normal UVB(40 mJ/cm2) UVB(40 mJ/cm2) + PMT(100 ㎍/㎖)

Fig. 3. Ultraviolet B(UVB) induced intracellular oxidant generation in HaCaT cells. The cells treated only UVB(40 
mJ/㎠) or with Palmul-tang(PMT, 100 ㎍/㎖) were stained with 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate(DCFH-DA).

36.40%, 40.07%로 전 농도에서 유의성 있는 지질과

산화 억제효과가 관찰되었다(Fig. 1E).

6) 환원력 증가 효과

팔물탕의 환원력을 확인하기 위하여 25, 50, 100, 

200 ㎍/㎖의 농도로 처리한 결과, 11.57%, 26.03%, 

58.62%, 116.24%의 환원력을 관찰할 수 있었다(Fig. 

1F).

2. 팔물탕의 세포독성 실험

팔물탕이 HaCaT 세포주의 생존율에 미치는 영향을 

알아보기 위하여 MTT 분석법을 실시하였다. 아무런 

처리를 하지 않은 대조군의 흡광도 평균을 100으로 정

하고 각 흡광도 값을 환산하여 계산한 결과, 팔물탕은 

200 ㎍/㎖의 농도에서 대조군과의 유의한 차이가 관찰

되었다. 따라서 팔물탕은 100 ㎍/㎖ 이하의 농도에서 

세포 생존율과 증식을 저해하지 않는 것으로 확인되었

다(Fig. 2).

3. 팔물탕의 세포내 활성산소종(ROS) 생성 

억제효과

UVB 조사가 ROS 생성을 유도하는지를 확인하고, 

UVB가 조사된 세포 내에서 ROS 생성에 미치는 팔물

탕의 영향을 관찰하고자 DCFH-DA assay를 시행한 

결과, UVB의 자극은 세포 내 ROS의 생성을 현저히 

증가시켰으며, 이러한 ROS의 생성은 100 ㎍/㎖의 팔

물탕 열수추출물 처리에 의하여 억제됨을 확인할 수 있

었다.
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Fig. 4. Effect of Palmul-tang(PMT) under Ultraviolet B(UVB) irradiation on cell viability. Cells were radiated with 
40 mJ/㎠ of UVB and then incubated with different doses of PMT for 48 h. Data are given as means of values 
± S.D. from three independent experiments(n=3). Level of significance was identified statistically (* p < 0.05, 
** p < 0.01, *** p < 0.001) using paired t test compared with control group.

Normal UVB(40 mJ/cm2) UVB(40 mJ/cm2) + PMT(100 ㎍/㎖)

Fig. 5. Ultraviolet B(UVB) induced apoptotic body in HaCaT cells. The cells treated only UVB(40 mJ/㎠) or with 
Palmul-tang(PMT, 100 ㎍/㎖) were stained with Hoechst 33342. 

4. UVB로 유도된 세포사멸에 대한 

팔물탕의 손상 회복 효과

UVB로 유도되는 세포사멸에 대한 팔물탕의 회복력

을 확인하기 위하여 세포에 UVB를 40 mJ/㎠로 조사

한 후 팔물탕을 0, 25, 50, 100 ㎍/㎖로 처리한 결과, 

50, 100 ㎍/㎖에서 손상 회복에 의한 생존율이 증가하

였다(Fig. 4). UVB로 유도된 세포사멸에서 나타나는 

apoptotic body를 Hoechst 33342로 염색하여 형광

현미경에서 관찰한 결과, UVB 조사 후 팔물탕 100 ㎍

/㎖를 처리한 군은 UVB 단독 조사군과 비교하여 apop- 

totic body를 형성한 세포(화살표)가 현저히 감소하였

음을 확인하였다(Fig. 5). 따라서 팔물탕은 UVB로 유

도된 세포손상에 대하여 회복 효과가 있음을 확인할 수 

있었다.

IV. 고 찰

한의학적 관점에서 노화는 氣血의 盛衰와 매우 관련

이 깊다. 《諸病源候論》에서는 “人稟陰陽而生, 含血氣而

長”라 하여 사람이 氣血의 작용으로 자란다고 하였으며27),  

《靈樞·營衛生會篇》에서는 “老者之氣血衰, 其肌肉枯, 

氣道澀, 五臟之氣相搏, 其營氣衰少”라 하여 노화는 氣

血의 쇠약으로 발생한다고 하였다. 《靈樞·天年》에서는 

“人生十歲, 五藏始定, 血氣已通 … 二十歲, 血氣始盛, 

肌肉方長 … 三十歲, 五藏大定, 肌肉堅固, 血氣盛滿 … 

四十歲, 五藏六府十二經脈, 皆大盛以平定, 腠理始疏, 

榮華頹落, 髮頗斑白, 平盛不搖 … 六十歲 … 血氣懈惰 

… 七十歲 … 皮膚枯 …. 九十歲 … 四藏經脈空虛. 百

歲, 五藏皆虛, 神氣皆去, 形骸獨居而終矣.”라 하여 청
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년기(20~30세)에는 氣血이 왕성하고 肌肉이 충실해지

다가 40세에 이르면 腠理가 성글어지고 머리카락의 색

이 빠지는 등의 노화가 시작되며, 이후 형체는 더 이상 

氣血의 작용을 받지 못해 초췌해진다고 하였다28). 《素

問·陰陽應象大論》에 의하면 “年四十, 而陰氣自半也, 

起居衰矣. 年五十, 體重, 耳目不聰明矣. 年六十, 陰痿, 

氣大衰, 九竅不利.”이라 하여 40세 때부터 陰氣가 감소

하기 시작하면서 노화의 증상이 나타나는 것으로 서술

하였으며29). 《東醫寶鑑》에서는 “老因血衰”라 하여 노화

의 원인을 血不足으로 여겼고20) 《醫學入門》에서도 “老

人無非血液衰”라 하여 노화의 원인을 같은 관점에서 보

았다30). 또한 《黃帝內經》에서는 노화가 陰精의 소모와 

함께 진행하며, 이를 따라 血氣의 운행에 이상이 생겨 

신체의 氣가 下虛上實한 상태로 변천해가는 것이라고 

하였다31). 따라서 노화의 각종 변화의 근원이 氣血에 

있고 연령에 따라 氣血이 부단히 衰耗되는 것을 알 수 

있다.

팔물탕(palmul-tang, PMT)은 元代 沙圖穆蘇가 지

은 《瑞竹堂經驗方》에 최초로 기록되어 있는 처방으로
32), 補氣의 기본방인 사군자탕과 血虛에 사용하는 사물

탕이 합쳐진 처방으로 虛勞와 氣血이 모두 虛한 것을 

치료하는 처방이다33). 사군자탕의 구성약물인 인삼은 

微溫微甘微苦하여 培保元氣 固脫生津하고, 백출은 溫

苦甘하여 補裨益氣 淸熱解毒 調和諸藥한다. 백복령은 

平甘淡하여 利水滲濕하고, 감초는 補脾益氣 淸熱解毒 

調和諸藥한다. 사물탕의 구성약물인 당귀는 溫甘辛하

여 補血和血 潤腸滑腸 溫中止痛하고, 숙지황은 微溫甘

하여 滋陰補血 益精塡髓하며, 백작약은 微寒苦酸하여 

養血柔肝 緩中止痛 斂陰收汗하고, 천궁은 溫無毒하고 

辛하여 活血行氣 祛風止痛한다34). 팔물탕에 대한 연구

를 살펴보면 항암 및 면역기능과 관련된 연구35-40)가 

가장 많았으며, 그 외 항피로41-43), 뇌혈류에 미치는 영

향 및 기전44,45), 심근 세포고사에 미치는 효과46), 신경

교세포 사멸에 대한 보호효과47), 유즙분비 촉진48) 등이 

규명되어 있다.

피부의 노화는 다양한 신체 노화 현상 중 외견상 가

장 두드러지는 까닭에 한의학에서도 노화의 정도를 구

분하는 기준으로 언급되어 왔으며 피부노화의 원인도 

결국 노화의 원인과 다르지 않다49). 이에 저자는 補氣

補血하여 인체의 眞氣를 보양하면 피부의 노화 또한 개

선될 것으로 사료되어 氣血虛를 치료하는 대표적 처방

인 팔물탕을 사용하여 본 연구를 진행하였다.

모든 인간이 겪게 되는 노화의 원인에 대해서는 지

금까지 많은 가설들이 제기되어 왔다. 이중 90% 이상

의 보편적인 지지를 받고 있는 가설은 활성산소에 의해 

DNA, 단백질, 지방이 손상된다는 덴햄 하먼(Denham 

Harman) 박사의 활성산소론(free radical theory)이

다50). 인체가 섭취한 산소의 약 95% 이상은 세포의 대

사과정에서 생성되는 전자와 결합하여 물로 환원되지

만 2∼3%의 일부 산소는 불완전 환원으로 전자를 흡수

하려는 과정을 통해 세포의 파괴 작용을 초래하는데 이

러한 산물들을 활성산소라고 한다51). 또한 활성산소는 

흡연, 스트레스, 과도한 운동, 피부병, 바이러스 감염 

및 자외선 등 우리의 건강을 위협하는 여러 인자들에 

의해서도 발생하므로 인간은 지속적으로 활성산소의 

위협에 노출되어 있다. 인체에는 세포를 보호하는 다양

한 항산화 방어기전이 갖추어져 있으나52), 과도한 활성

산소는 이러한 방어체계를 파괴하여 생체노화 및 피부

노화를 촉진시키므로 노화에 있어서 활성산소에 대한 

연구가 주목을 받고 있다53).

피부는 개개인의 생체적 노화 정도를 판단할 수 있

는 가장 큰 지표가 된다. 피부는 외부환경에 항상 노출

되어 있으므로 노화에 따른 피부변화는 많은 부분이 외

부인자들의 영향에 의한 것이라고 할 수 있는데 특히 

자외선을 통해 생성되는 활성산소가 피부노화의 가장 

중요한 원인으로 간주되고 있다50). 따라서 본 연구에서

는 팔물탕의 항산화능력을 확인하고, 사람각질형성세

포에서 팔물탕이 자외선으로 유도된 세포사멸을 억제

하는지 여부 및 사람각질형성세포에서 자외선 조사로 

활성화되는 활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 

생성에 미치는 영향을 규명함으로써 자외선으로 유도

된 피부노화에 대한 팔물탕의 보호효과 및 그 기전을 

확인하고자 하였다.

1,1-diphenyl-2-pycrylhydrazyl(DPPH)는 안정

한 유리기로 cysteine, glutathion과 같은 황 함유 아

미노산과 ascorbic acid, aromatic amine(ρ-pheny- 

lenediamine, ρ-aminophenol) 등에 의해 환원되어 

자색이 탈색되므로 다양한 천연소재로부터 항산화물질

을 검색하는데 많이 이용되고 있다21). 팔물탕은 25 ㎍/

㎖에서부터 농도 의존적으로 대조군과 비교하여 유의

성 있는 DPPH 라디칼 소거능을 보였다.

히드록실 라디칼은 구리, 철 이온과 같은 금속이온과 

반응하여 독성이 강한 자유라디칼을 생성하므로 DNA

에 손상을 주거나 돌연변이를 유발시킨다51). 25, 50, 
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100, 200 ㎍/㎖의 농도로 팔물탕을 처리한 후 히드록

실 라디칼 소거능을 측정한 결과, 전 농도에서 대조군

과 비교하여 유의성 있는 소거능이 관찰되었다.

과산화수소는 자유라디칼은 아니지만 활성산소를 쉽

게 생성하기 때문에 ROS의 범주에 포함되는 것으로 

그 자체의 독성은 낮지만 세포막을 통과할 수 있고 

Fe2+ 등과 같은 금속이온과 반응하여 독성이 강한 히드

록실 라디칼을 생성하기 때문에 생체나 식품에서 문제

시 되고 있다52-54). 팔물탕은 50 ㎍/㎖에서부터 대조군

과 비교하여 유의성 있는 소거능을 나타내었으며 200 

㎍/㎖ 농도에서 vitamin C(17.06%)와 유사한 소거능

(14.41%)을 확인할 수 있었다.

수퍼옥사이드 음이온은 ROS에서 유래된 가장 대표

적인 산소라디칼로 dismutation 반응 후 과산화수소

에 의해 물질의 산화 및 발암 과정과 밀접한 관계를 갖

고 있는 반응성이 더 큰 히드록실 라디칼로 전환되므로 

생체 거대분자를 손상시키고 단백질 구조를 변형시켜 

효소의 불활성이 유도되는 과정에 관여한다55-57). 본 

실험에서 xanthine과 xanthine oxidase에 의해 생성

되는 수퍼옥사이드 음이온에 대한 팔물탕의 소거능을 

평가한 결과, 25 ㎍/㎖에서부터 농도 의존적으로 소거

능이 증가함을 확인할 수 있었다.

활성산소에 의해 생성된 과산화지질(Lipid peroxide, 

LPO)은 불포화지방산이 산화되어 생성된 유해한 반응

산물로, 이것이 증가하면 피부섬유가 취약해져 주름살, 

색소침착 등의 피부노화가 발생하며 뇌조직에 산화적 

손상을 일으키는 것으로 알려져 있다58). 본 연구에서는 

지질과산화에 대한 팔물탕의 항산화 효과를 조사하기 

위하여 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖의 농도로 팔물탕을 처

리한 결과, 25 ㎍/㎖ 농도에서부터 대조군과 비교하여 

유의성 있는 지질과산화 억제효과를 나타내었다.

항산화 능력은 항산화제에서 제공되는 수소원자가 

자유라디칼과 반응하는 능력인 환원력에 의하여 좌우

되므로26) 팔물탕의 환원력을 확인하기 위하여 25, 50, 

100, 200 ㎍/㎖의 농도로 처리한 결과, 농도 의존적으

로 환원력이 증가됨을 관찰할 수 있었다(Fig. 2F).

상기 결과를 통하여 팔물탕이 여러 종류의 활성산소

종을 억제하는 항산화능력을 지니고 있음을 확인할 수 

있었으며, 이러한 효과는 팔물탕의 지표 성분인 진세노

사이드 Rg1(ginsenoside Rg1), 진세노사이드 Rb1 

(ginsenoside Rb1), 5-히드록시메틸-2-푸르알데히

드(5-hydroxymethyl-2-furaldehyde, 5-HMF), 

Z-리구스틸라이드(z-ligustilide), 알비플로린(albiflorin), 

패오니플로린(paeoniflorin), 리퀴리틴(liquiritin) 등

이59) 지닌 항산화 효능60-64)으로 인한 결과일 것으로 

사료된다.

서양의학적 관점에서 피부노화는 내인성 요인과 외

인성 요인으로 그 원인을 나눌 수 있다65). 피부노화의 

내인성 요인은 주로 유전적인 요인을 의미하며 피부 세

포와 조직의 구조 및 변화를 결정하는데, 확정되어 있

으며 조작불가능하다는 특징이 있다66). 외인성 요인은 

외부에서 유래된 것으로써 얼마든지 예방 가능하고 피

할 수 있는 요인이다. 흡연, 과도한 음주 섭취, 영양부

족, 만성적인 태양광선 노출 등이 피부노화를 촉진시키

는 외인성 요인에 속하며 이중 태양광선이 안면부 피부

노화에 미치는 비중은 80% 이상 되는 것으로 보고 있

다67).

태양광선을 파장에 따라 분류하면 자외선(ultraviolet 

rays, UV), 적외선(infrared rays, IR), 가시광선(visible 

rays)으로 나뉜다. 이중 200~400 ㎚ 파장의 자외선은 

인간의 피부에 광생물학적 반응을 유발하여 광노화를 

초래하는 중요한 광선이다. 자외선을 다시 세분하면 오

존층에 의해 제거되는 제일 짧은 파장의 자외선C(200~ 

290 ㎚), 유리창에 의해 제거되는 중간 파장의 자외선

B(290~320 ㎚)와 파장이 가장 긴 자외선인 자외선

A(320~400 ㎚)로 나뉘는데 자외선B는 대체로 표피에

서 흡수되므로 각질세포에 영향을 미치며, 자외선A는 

보다 심층부까지 침투하므로 표피의 각질세포와 진피

의 섬유아세포에 영향을 미친다68). 본 실험에서는 자외

선B를 조사하여 사람각질형성세포인 HaCaT 세포에 

미치는 영향을 확인하였다.

자외선에 의한 피부의 손상은 자외선에 의해서 생겨

나는 과도한 활성산소종(reactive oxygen species, 

ROS) 때문에 일어나는 것으로 세포 내 단백질, 지질 

등을 산화시켜서 정상적인 생리 활성을 저해하고 세포

사멸에 이르게 하는 것으로 알려져 있다69). 자외선은 

두 가지 기전을 통하여 피부에 수퍼옥사이드 음이온, 

과산화수소 및 히드록실 라디칼70)과 같은 ROS를 발생

시킨다. 첫째, 자외선 조사는 염증성 매개체(mediator)

를 방출시켜 백혈구를 활성화시키는데 이러한 백혈구

는 NADPH 산화산소계에 개입하여 활성산소를 생성한

다. 둘째, 자외선은 지질, 특히 불포화지방산에서 전자

를 빼앗아 지질 라디칼을 형성하는데 이것은 산소 분자

와 묶여 과산화지질이 된다71). 이렇게 형성된 ROS는 
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피부의 항산화 방어 시스템을 파괴시켜 DNA, RNA, 

효소 및 세포막에 손상을 일으켜 세포사멸을 초래하거

나 유전자 발현양식 변화에 의한 광독성, 광노화 및 피

부암을 유발시킨다72).

사람각질형성세포인 HaCaT 세포주에서 자외선B로 

유발되는 ROS에 대한 팔물탕의 효과를 확인하고자, 

ROS가 존재하는 환경에서 고형광의 2',7'-dichloro- 

fluorescein(DCF)로 빠르게 산화되는 2',7'-dichloro- 

dihydrofluorescein diacetate(DCFH-DA)73)를 이용

한 염색법을 시행한 결과, 자외선 조사 후 100 ㎍/㎖의 

팔물탕을 처리한 군은 자외선 단독 조사군과 비교하여 

ROS 생성이 억제되었음을 확인할 수 있었다. 이러한 

세포내 ROS 생성 억제 효과를 바탕으로 팔물탕이 자

외선B로 유도된 세포사멸에 미치는 영향을 확인하고자 

MTT assay를 시행한 결과, 팔물탕의 농도 의존적 세

포사멸 억제 효능을 확인할 수 있었으며, Hoechst 

33342 염색상에서도 팔물탕 처리군은 자외선 단독 조

사군과 비교하여 세포사멸에서 초래되는 핵 응축 현상

인 apoptotic body가 감소되어 팔물탕의 세포사멸 억

제능력을 재차 확인할 수 있었다.

본 연구를 통해 팔물탕의 항산화능력과 자외선B로 

유도되는 ROS 및 세포사멸 억제능을 확인함으로써 팔

물탕이 자외선으로 인한 피부손상을 보호하는 효능을 

가지고 있음을 알 수 있었다. 이러한 결과를 토대로 추

후 주름생성과 색소침착 등의 기전에 대한 항노화 연구

가 함께 진행된다면 한방처방의 활용 범위가 안전하면

서도 효과적인 화장품 소재 개발 분야로까지 확대될 수 

있을 것으로 기대된다.

V. 결 론

본 연구에서는 팔물탕의 항산화 효과 및 자외선으로 

유도된 각질형성세포 손상에 대한 보호 효과를 확인하

고자 생체 내 산화적 스트레스와 관련되어 있는 DPPH 

라디칼, 히드록실 라디칼, 과산화수소, 수퍼옥사이드 

음이온, 지질과산화에 대한 팔물탕 열수추출물의 소거 

효과 및 환원력 평가와 사람 각질형성세포주인 HaCaT 

cell에서 자외선B로 유도된 활성산소종  및 세포사멸에 

대한 팔물탕의 작용을 평가하는 실험을 진행하여 다음

과 같은 결론을 얻었다.

1. 팔물탕은 DPPH 라디칼, 히드록실 라디칼, 과산화

수소, 수퍼옥사이드 음이온에 대하여 농도 의존적 

소거능력을 보였다.

2. 팔물탕은 지질과산화 억제능 및 환원력을 나타냈다.

3. 팔물탕은 HaCaT cell에서 자외선조사로 유발되는 

활성산소종에 대하여 억제효과를 보였다. 

4. 팔물탕은 HaCaT cell에서 자외선 조사로 유도된 세

포사멸에 대하여 억제효과를 보였다. 
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