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ABSTRACT We studied the effects of oleanolic acid and hederagenin on acute alcohol-induced hepatotoxicity in 
mice. Oleanolic acid [10 and 20 mg/kg body weight (BW)/d] or hederagenin (10 and 20 mg/kg BW/d) was orally 
administered to the study group for 1 week. On the last day of treatment, ethanol (5 g/kg BW) was orally administered 
to induce acute liver injury. The oleanolic acid-treated group showed lower levels of alanine aminotransferase compared 
to the ethanol-treated group (EtOH). The mRNA expression level of alcohol dehydrogenase was significantly increased 
in the high dosage oleanolic acid-treated group compared with the control and EtOH groups. The glutathione levels 
of the oleanolic acid or hederagenin-treated groups were elevated significantly compared with those of the control 
and EtOH groups. The mRNA　expression levels of glutathione synthetic enzymes were also elevated in the oleanolic 
acid-treated groups. The oleanolic acid or hederagenin-treated groups also showed lower levels of mRNA expression 
of tumor necrosis factor alpha. Thus, these results show that oleanolic acid and hederagenin could reduce oxidative 
stress and hepatotoxicity in ethanol-treated mouse liver.
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서   론

최근 현대인들은 과도한 알코올 섭취에 노출되어 있으며, 

특히 알코올로 유발된 만성 및 급성 간독성에 의한 간 기능 

저하에 노출된 사람들이 증가하고 있다. 체내에 흡수된 알코

올은 대사과정에서 아세트알데하이드로 분해되며 반응성이 

높은 독성 대사산물이 생성된다(1). 알코올에 의한 독성은 

고지혈증, 지방간 및 간 경변과 같은 간 기능 이상을 유발하

며, 만성적 간 기능 저하를 일으킨다(2). 특히 알코올의 대사

과정에서 유발된 산화적 스트레스는 간 손상, 간세포의 괴사

를 유발하여 간에서의 염증반응을 통해 비정상적인 변이와 

암을 유발한다고 알려졌다(3). 

으름(Akebia quinata)은 으름덩굴과의 낙엽덩굴 식물로 

한국, 일본, 중국 등에 분포하고 있다. 으름의 덩굴은 해열, 

소염, 구충, 부종의 약재로 예부터 사용됐으며, 으름 열매는 

혈액순환 촉진, 통증 완화, 이뇨작용 등의 효능과 식욕부진, 

요통, 월경통 등의 치료 효과가 있다고 알려졌다(4-6). 으름

의 과피와 그 줄기에는 oleanolic acid, hederagenin, tri-

terpene glycoside, norarjunolic acid와 saponin 등을 함

유하고 있다고 보고되었다(7,8). 으름 추출물은 항산화, 항

염증 및 항암 효과를 나타내는 것으로 알려졌으나 생리 활성

적 유효성분에 관해서는 연구가 미미한 실정이다. 

Oleanolic acid는 식물에 존재하는 pentacyclic triter-

penoid 화합물로 aglycone 또는 free acid 형태로 존재하는 

것으로 알려졌으며 간 보호, 항염증, 항균, 항산화 효과 등이 

있는 것으로 알려졌다(9-11). Hederagenin은 triterpenoid 

계열의 aglycone saponin 성분으로 식물 등에 주로 ole-

anolic acid, phytolaccinic acid 등과 함께 존재한다고 알려

졌다(8). 

본 연구진은 그간 선행연구를 통하여 급성 알코올 간독성

을 유발한 쥐에서 으름 열매 추출물의 간 보호 효과의 가능

성을 확인하였다(12). 따라서 으름 추출물의 위와 같은 효과

는 으름 추출물 내 다양한 성분 중 oleanolic acid와 heder-

agenin이 주효 지표성분이라 예상되어 본 연구에서는 급성 

알코올성 간독성을 유발한 쥐에서 oleanolic acid와 heder-
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Table 1. Group allotment

Group Ethanol 
treatment Treatment

Control
OH
HH
EtOH
EtOH+OL
EtOH+OH
EtOH+HL
EtOH+HH

－－－
○
○
○
○
○

－
Oleanolic acid 20 mg/kg BW
Hederagenin 20 mg/kg BW－
Oleanolic acid 10 mg/kg BW
Oleanolic acid 20 mg/kg BW
Hederagenin 10 mg/kg BW
Hederagenin 20 mg/kg BW

OH: oleanolic acid 20 mg/kg BW, HH: hederagenin 20 mg/kg
BW, EtOH: ethanol treatment 5 g/kg BW, EtOH+OL: ethanol
treatment with oleanolic acid 10 mg/kg BW, EtOH+OH: ethanol
treatment with oleanolic acid 20 mg/kg BW, EtOH+HL: ethanol
treatment with hederagenin 10 mg/kg BW, EtOH+HH: ethanol
treatment with hederagenin 20 mg/kg BW.

agenin의 항산화 및 간 보호 효과를 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

지표물질

으름 추출물 내 유효 지표물질로 알려진 oleanolic acid 

(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)와 hederagenin 

(Shenzhen Sungening Bio-Tech Co., Ltd., Shenzhen, 

China)을 구매하여 PBS(phosphate buffered saline) with 

2% tween 80에 녹여 동물에게 급여하였다. 

실험동물 및 시료채취

본 실험을 위하여 5주령의 C57BL/6J 수컷 마우스(Sam-

tako, Osan, Korea)를 구입하여 1주일간의 적응시간을 주었

다. 마우스들은 기온 23±2°C, 습도 50%, 명암주기 12시간

의 일정한 조건에서 사육되었으며, 사료(22GJ30060, Car-

gill Agri Purina, Inc., Seongnam, Korea)와 음용수(1차 

증류수)는 자유급여 하였다. 1주일간의 적응기간 후 마우스

는 5마리를 1군으로 Table 1과 같이 무작위 배치하였다. 

지표물질의 급여는 매일 일정한 시간에 1주일간 위관강제투

여를 하였으며, 대조군과 알코올 처리군에도 같은 위관강제

투여의 스트레스를 부여하기 위해 PBS 0.1 mL/d를 투여하

였다. 지표물질의 급여량은 Chai 등(13) 및 Lu 등(14)의 연

구 결과를 참고하여 정하였다. 급성 알코올성 간독성을 유발

하기 위하여 처리 마지막 날 5 g/kg BW 용량의 에탄올을 

상응하는 군들의 위관에 강제투여하였다. 모든 실험동물은 

에탄올 처리 시점으로부터 18시간 후 희생하여 생체시료를 

채취하였다. 혈액의 채취는 heparin(H3393, Sigma-Aldrich 

Co.)을 처리한 주사기를 이용하여 심장에서 채취하였으며, 

간 또한 적출하였다. 채취한 혈액은 상온에서 1,200 g, 20분

간 원심분리 후 혈장을 분리하여 분석 전까지 -80°C에서 

보관하였다. 간 조직은 적출하여 PBS로 수세 후 분석 전까

지 -80°C에서 보관하였다. 모든 실험동물의 취급 및 사후 

처리는 이화여자대학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받았

으며, 이화여자대학교 동물실험윤리위원회의 기준을 준수

하여 시행되었다.

혈중 알코올 농도 측정

혈중 알코올 농도는 ethanol assay kit(MAK076, Sigma- 

Aldrich Co.)을 사용하여 colorimetric method를 이용하여 

측정하였다.

Alanine aminotransferase(ALT)와 aspartate amino-

transferase(AST) 활성 측정

간 손상 지표로 사용되는 ALT와 AST의 활성은 ALT와 

AST kit(AM101-L, Asan Pharm. Co., Ltd., Hwaseong, 

Korea)을 사용하여 비색정량으로 계산하였다. 실험과정은 

제조사의 실험방법에 따라 진행하였다.

Glutathione 농도 측정

Glutathione(GSH)의 함량은 GSH reductase(G3664, 

Sigma-Aldrich Co.)를 이용하여 산화된 모든 GSH를 환원

하여 시료 내 총 GSH를 측정하였다. 먼저 간 조직 100 mg에 

1 mL의 식염수를 가한 후 균질 및 원심분리 하여 회수한 

상층액 0.4 mL는 단백질의 농도 측정에 사용되었으며, 나머

지 0.4 mL는 0.6 M perchloric acid(7601-90-3, Junsei 

Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan)로 단백질을 제거한 후 

GSH 분석에 사용되었다. GSH의 함량은 검체 또는 GSH 

표준액(G4251, Sigma-Aldrich Co.) 0.1 mL를 2.5 mL의 

반응용액[0.15 mM NADPH(N6505, Sigma-Aldrich Co.), 

0.1 mM 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)(D8130, 

Sigma-Aldrich Co.), 50 mM NaPO4(7558-79-4, Junsei 

Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan), 1.5 mM EDTA(E5124, 

Sigma-Aldrich Co.)]과 0.1 mL의 GSH reductase(10 units/ 

mL)를 동시에 혼합한 후 412 nm에서 1분간 흡광도의 변화

를 측정하여 구하고 표준 GSH 검량선으로부터 GSH의 농도

를 간 조직 단백질 mg당 μmole로 나타내었다.

세포 내 mRNA 추출 및 quantitative PCR

세포 내 mRNA 추출은 TRIzol reagent(Life Technol-

ogies Inc., Grand Island, NY, USA)를 사용하여 total RNA

를 추출하였고, NonoDrop2000 spectrophotometer(Thermo 

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 

RNA 함량을 측정하였다. cDNA 합성은 RevertAid First 

Strand cDNA synthesis kit(Thermo Fisher Scientific 

Inc.)을 이용하여 실시하였다. 세포 내 mRNA 발현 수준은 

quantitative real-time PCR(qPCR) 방법을 이용하여 진행

하였으며, PCR은 Maxima SYBR green/ROX qPCR mas-

ter mix(Thermo Fisher Scientific Inc.)를 이용하여 진행

하였다. PCR을 위한 primer는 다음과 같이 사용되었다. 

Alcohol dehydrogenase(NM_007409.2, ADH): 5'-CCG 

AAGCGATCTGCTAATG-3', 5'-GGTGCTGGTGCTGA 
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    Body weight difference

Fig. 1. Body weight difference between initial and final ex-
perimental day. Sample codes refer to the footnote of Table 1.
Each bar represents the mean±standard error.

A B

Fig. 2. Liver alanine aminotransferase (A) and aspartate aminotransferase activity (B). Sample codes refer to the footnote of Table 
1. Means with different letters (a,b) above the bars are significantly different (P<0.05). Each bar represents the mean±standard
error.

TAAA-3'; glutamate-cysteine ligase modifier subunit 

(NM_008129, GCLM): 5'-TCCTGCTGTGTGATGCCAC 

CAG-3', 5'-GCTTCCTGGAAACTTGCCTCAG-3'; glu-

tamate-cysteine ligase catalytic subunit(NM_010295, 

GCLC): 5'-ACACCTGGATGATGCCAACGAG-3', 5'- 

CCTCCATTGGTCGGAACTCTAC-3'; GSH synthase(NM_ 

0008180, GSS): 5'-GAAGAACTGGCAAAGCAGGC-3', 

5'-TGGGTACTGGTGAGGGGAAA-3'; tumor necrosis 

factor-alpha(NM_001278601, TNF-α): 5'-GGTGCCTA 

TGTCTCAGCCTCTT-3', 5'-GCCATAGAACTGATGAG 

AGGGAG-3'. PCR 결과로부터 각각의 유전자의 상대적인 

정량분석은 β-actin(NM_007393.5, 5'-TGACGTTGACA 

TCCGTAAAG-3', 5'-AGGAGCCAGAGCAGTAAT-3')에 

대한 PCR 생성물의 상대적인 비율로 계산하였다. 

통계분석

실험 결과는 SAS software(ver. 9.3, SAS Institute Inc., 

Cary, NC, USA)의 one-way analysis of variance(ANOVA)

를 이용하여 유의성 5% 이내에서 검증하였으며, 평균 간의 

검정은 Duncan's multiple range test로 유의적 차이를 검

정하였다.

결과 및 고찰

체중

본 연구에 사용된 쥐들의 실험 시작 체중 및 종료 체중 

간의 체중변화량은 Fig. 1에 나타내었다. 실험기간 중 체중

변화량은 그룹들 간에 차이가 나타나지 않았으며, 비정상적

인 체중의 증가와 감소는 관찰되지 않았다. 

ALT와 AST 활성 측정

알코올 섭취 및 지표물질의 투여로 인한 간 손상 정도를 

알아보기 위하여 간 손상 지표로 사용되는 ALT와 AST 활

성을 측정하였다(Fig. 2). 알코올만 처리한 처리구보다 EtOH 

+OH 처리구에서 ALT 수치가 감소한 것을 확인할 수 있었

다(P<0.05). 또한 oleanolic acid와 hederagenin을 투여한 

처리구 간을 비교하였을 때 각각의 물질을 더 높은 농도로 

투여한 처리구에서 ALT 활성이 감소하는 경향을 보였다. 

일반적으로 알코올로 유발된 급성 간독성을 보이는 간에서

는 ALT와 AST의 활성이 증가한다고 보고되었다(15). 본 

연구에서는 알코올의 급여로 ALT와 AST 수치가 유의적으

로 증가하지는 않았으나, 알코올 투여 후 oleanolic acid와 

hederagenin의 투여가 ALT 감소에 농도 비례적으로 나타

나는 경향이 있음을 볼 수 있었다. 이는 기존 연구를 통하여 

밝혀진 oleanolic acid의 간 보호 효과와 유사한 경향을 확

인할 수 있으며(16), 이를 통하여 oleanolic acid와 heder-

agenin의 간 보호 효과의 가능성을 보았다.

혈중 알코올 농도 및 alcohol dehydrogenase mRNA 발현

으름 내 유효물질인 oleanolic acid와 hederagenin의 체

내 알코올 분해 능력을 알아보기 위하여 실험동물에 알코올

을 투여한 후 18시간 뒤에 채취한 혈액에서 혈중 알코올 

농도를 측정하였다. 실험 결과 대조군보다 에탄올을 투여한 

처리군에서 혈중 알코올 농도가 높은 것을 확인할 수 있었으

며, oleanolic acid와 hederagenin을 투여함에 따라 혈중 

알코올 농도가 감소하는 모습을 보였다(Fig. 3). 특히 ole-

anolic acid와 hederagenin을 처리한 처리군에서 투여 농도

가 높을수록 혈중 알코올 농도가 더욱 감소함을 확인할 수 
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A B

Fig. 3. Serum ethanol concentration (A) and liver alcohol dehydrogenase mRNA expression level (B). Sample codes refer to the 
footnote of Table 1. Means with different letters (a-c) above the bars are significantly different (P<0.05). Each bar represents the 
mean±standard error.

있었다. 체내로 들어온 알코올의 분해는 간에서 alcohol 

dehydrogenase에 의해 알코올이 acetaldehyde로 분해되

는 과정으로 시작한다고 알려졌다. 이에 본 연구에서는 ole-

anolic acid와 hederagenin을 투여한 쥐에서 간 내 alcohol 

dehydrogenase mRNA 발현 정도를 qPCR을 이용하여 측

정하였다. 일반적으로 알코올을 투여한 쥐에서 alcohol de-

hydrogenase의 발현이 증가한다고 알려졌으며(17), 본 연

구에서도 대조군보다 알코올을 투여한 처리군에서 alcohol 

dehydrogenase의 발현이 증가한 것을 확인할 수 있었다

(Fig. 3). 또한 EtOH+OH 그룹에서 그 발현이 증가하는 것을 

보아(P<0.05) oleanolic acid의 투여가 alcohol dehydro-

genase의 발현 증가에 효과가 있음을 알 수 있었다. 

간 조직 내 glutathione synthetic enzyme의 mRNA 발

현과 glutathione level

항산화 및 해독기능을 하는 GSH는 알코올성 간질환 및 

만성 간질환에 의해 그 농도가 감소한다고 알려졌으며, 

GSH는 세포 내 항상성의 유지에 중요한 역할을 한다고 알려

졌다(18-20). 본 연구에서는 으름 추출물 내 유효물질로 알

려진 oleanolic acid 및 hederagenin이 알코올로 유발된 간

독성에 대한 간 보호 효과를 알아보기 위하여 간 조직 내 

GSH synthetic enzyme의 mRNA 발현 정도와 GSH 농도를 

분석하여 Fig. 4A에 나타내었다. 알코올을 투여한 처리군의 

경우 대조군보다 GSH level이 높은 것을 확인할 수 있었으

며, 알코올 투여 후 oleanolic acid 또는 hederagenin을 투

여한 처리군에서 대조군보다 GSH level이 높게 분석되었다

(P<0.05). 대조군과 OH, HH 그룹 간에는 GSH level의 유

의적 차이를 보이지 않았다. GCLC mRNA 발현의 경우 대조

군보다 hederagenin을 투여한 그룹에서 높게 발현되는 경

향을 보였으며, EtOH 그룹과 비교하였을 때 EtOH+OL 그

룹에서 그 발현 정도가 유의적으로 증가한 것을 확인할 수 

있었다(P<0.05)(Fig. 4B). EtOH+HH 그룹의 경우 EtOH 그

룹보다 GCLM이 높게 발현되는 것으로 나타났으며(P<0.05), 

다른 그룹 간에는 GCLM의 발현 정도에 유의적 차이를 보이

지 않았다(Fig. 4C). 대조군과 알코올을 투여한 그룹 간에 

GSS mRNA 발현 차이를 보이지 않았으며, EtOH+OH 그룹

의 경우 알코올을 투여한 그룹보다 GSS 발현이 증가하는 것

으로 나타났다(P<0.05)(Fig. 4D). EtOH+OL 그룹과 EtOH 

+HH 그룹의 경우 대조군보다 GSS mRNA 발현 정도에 유

의차를 나타내지 않았으나 EtOH 그룹과 비교하였을 때 그 

발현이 증가하는 경향을 보였다. 본 연구진의 기존 연구에서 

알코올로 인한 급성 간독성에서 으름 추출물의 투여로 항산

화 능력의 향상 가능성에 관하여 확인하였다(12). 으름의 열

수 추출을 통한 추출물 내에는 많은 유기산 및 배당체가 존

재한다고 알려져 있으며, 그중 oleanolic acid, hederage-

nin, triterpene glycoside, norarjunolic acid 등이 주요 물

질로 알려졌다(7,8). 본 연구를 통하여 으름 추출물 내 유효

물질로 알려진 oleanolic acid와 hederagenin이 급성 알코

올성 간독성 마우스에서의 간 보호 효과 및 항산화 기능을 

향상할 가능성을 확인하였다. 이를 통하여 기존 연구에서 

확인한 알코올로 인한 만성 또는 급성 간질환에서 으름 추출

물의 효능은 추출물 내 oleanolic acid와 hederagenin의 작

용일 가능성이 크다고 판단된다.

Tumor necrosis factor-αmRNA 발현 측정

급성 알코올의 섭취는 장벽의 손상을 통해 장내독소 침투

를 촉진하고, 염증 유발 cytokine의 생성을 증가시킨다고 

알려졌다(21). 특히 여러 연구에 따르면 급성 또는 만성적 

알코올의 섭취는 간 조직에서 대표적인 proinflammatory 

cytokine인 tumor necrosis factor(TNF)-α의 발현을 유의

적으로 증가시킨다고 보고되었다(22,23). 따라서 본 연구에

서는 으름 추출물 내 유효성분 후보물질인 oleanolic acid와 

hederagenin의 투여가 알코올 처리로 인한 간 조직 내 염증

반응에 미치는 영향을 알아보기 위하여 대표적인 염증반응 

지표인 TNF-α의 mRNA 발현 수준을 측정하였다. 본 연구

에서 EtOH 그룹의 TNF-α mRNA 발현 정도는 대조군보다 

증가한 것을 통하여 알코올로 인한 간독성 및 염증반응이 

발생하였음을 확인할 수 있었다(P<0.05)(Fig. 5). 반면 EtOH 

처리 그룹에 oleanolic acid 또는 hederagenin을 투여한 그

룹의 경우 TNF-α mRNA 발현이 감소하는 경향이 있는 것
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A B

C D

GSH GCLC

GCLM GSS

Fig. 4. Effects of oleanolic acid, hederagenin, and ethanol on relative mRNA expression level of glutathione synthetic enzymes 
and glutathione concentration in mouse livers. (A), GSH level in mouse livers; (B), relative mRNA expression level of glutamate-cys-
teine ligase modifier subunit (GCLM); (C), relative mRNA expression level of glutamate-cysteine ligase catalytic subunit (GCLC); 
(D), relative mRNA expression level of glutathione synthase (GSS). Sample codes refer to the footnote of Table 1. Means with 
different letters (a,b) above the bars are significantly different (P<0.05). Each bar represents the mean±standard error.

Fig. 5. Effects of oleanolic acid, hederagenin, and ethanol on
relative mRNA expression level of tumor necrosis factor-alpha
in mouse livers. Sample codes refer to the footnote of Table 1.
Means with different letters (a,b) above the bars are significantly
different (P<0.05). Each bar represents the mean±standard error.

을 통하여 oleanolic acid와 hederagenin이 알코올로 유발

된 급성 염증반응을 감소시킬 가능성이 있다고 판단된다. 

위의 결과를 통하여 기존 연구에서 확인한 으름 추출물의 

알코올로 유발된 급성 염증반응의 감소 효과(12)가 으름 추

출물 내 oleanolic acid와 hederagenin에 의한 효과 때문이

라 생각한다.

요   약

본 연구는 선행연구를 통한 으름 추출물의 간 보호 효과에 

대하여 으름 추출물 내 유효물질로 알려진 oleanolic acid와 

hederagenin을 생쥐에 투여하였을 때 알코올로 인한 급성 

간독성 상태에서 간 보호 효과를 조사하였다. 그 결과 ole-

anolic acid와 hederagenin의 투여는 알코올로 유발된 급성 

간독성 상태에서 혈중 알코올 농도 감소 및 alcohol de-

hydrogenase mRNA 발현을 증가시키는 것으로 나타났으

며, 간 조직 내 항산화 물질인 glutathione(GSH)의 농도를 

증가시키고, GSH synthetic enzyme의 mRNA 발현 역시 

증가시키는 것으로 확인되었다. 또한 염증반응 지표인 tu-

mor necrosis factor-alpha의 mRNA 발현도 억제하는 것

으로 분석되었다. 위의 결과들과 기존의 실험에서 확인한 

으름 추출물의 간 보호 효과를 종합하였을 때 으름 추출물의 

알코올로 유발된 산화 스트레스, 염증반응에 대한 간 보호 

효과는 추출물 내 유효물질로 알려진 oleanolic acid 및 he-

deragenin의 작용에 의한 것이라 생각한다.
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