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ABSTRACT We previously developed an herbal composition (HemoHIM) based on the water extracts of Angelica 
gigas radix, Cnidium officinale rhizoma, and Paeonia japonica radix to protect and recover hematopoietic and intestinal 
tissues against radiation injuries. In this study, to develop a composition with improved activities based on enhanced 
fat-soluble polyphenol contents, we prepared a new herbal composition, MH-30, from the above three herbs by 30% 
ethanol extraction and hot water extraction. HPLC analysis of the ethanol fractions of MH-30 and HemoHIM revealed 
that MH-30 had higher contents of many fat-soluble polyphenol compounds than HemoHIM (8.7-fold increase for 
decursin), whereas contents of water-soluble polyphenol compounds showed little differences between the two compo-
sitions. Then, we evaluated MH-30 and HemoHIM for their in vitro antioxidant and immune cell-stimulating activities 
as well as in vivo protective effects against radiation injuries in hematopoietic and self-renewal tissues. In antioxidant 
activity assays, MH-30 showed higher hydroxyl radical scavenging activity than HemoHIM (1.4- to 1.9-fold for composi-
tions and 2.3- to 4.5-fold for ethanol fractions). On the other hand, MH-30 and HemoHIM exhibited similar immune 
cell-stimulating activities as measured by in vitro lymphocyte proliferation. MH-30 increased endogenous spleen colony 
formation, decreased bone marrow cell apoptosis, and enhanced survival of intestinal crypts in irradiated mice, demon-
strating effective protection of MH-30 against radiation-induced injuries in hematopoietic and self-renewal tissues. 
The 30-day survival rate of lethally irradiated mice, a comprehensive index for radioprotective efficacy, was also elevated 
by MH-30. Noticeably, MH-30 showed higher protective effects than HemoHIM in all mouse experiments. These 
results demonstrate that MH-30 can protect hematopoietic and self-renewal tissues against radiation injuries more effec-
tively than HemoHIM. Therefore, MH-30 can be a good candidate to reduce radiation injuries in hematopoietic and 
self-renewal tissues incurred by radiation accidents or cancer radiation therapy.
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서   론

최근 방사선을 이용한 암 치료 환자가 증가하고 있고 후쿠

시마 원전사고와 같이 원자력시설의 사고에 의한 방사선 피

폭에 대한 우려도 증폭되고 있어, 방사선에 의한 생체손상을 

효과적으로 방호할 수 있는 방사선 방호제 개발에 대한 관심

이 높아지고 있다(1). 방사선에 의한 급성적인 생체손상은 

DNA, 단백질, 지질 등의 생체고분자가 방사선에 의해 직접 

파괴되거나 물 분자가 방사선에 의해 이온화되어 생성되는 

라디칼에 의해 손상됨으로써 일어난다(2). 면역조혈계, 위

장관계 등의 재생조직은 방사선에 민감한 조직으로 방사선

에 의한 조혈계 증후군 및 위장관계 증후군 등의 급성 장해

는 이들 재생조직의 손상으로 인해 일어난다(3-5). 따라서 

방사선에 의한 생체손상을 효과적으로 줄이기 위해서는 방

사선에 의한 재생조직의 손상을 경감시킴과 동시에 손상된 

재생조직의 회복을 촉진하는 것이 필수적이다.

방사선 생체손상을 경감시키기 위한 방사선 방호제에 대

한 연구는 WR-2721 등 자유 라디칼을 소거하는 능력이 뛰

어난 합성물질과 G-CSF 등 면역조혈조절인자에 대한 연구

가 많이 이루어졌으나(6-10), 이들 합성물질들은 방사선 방

호 효과 자체는 매우 뛰어난 반면 세포기능 저하, 구토, 저혈

압 등의 부작용이 매우 심하며, 면역조혈조절인자의 경우도 

부작용이 심하고 고가여서 실제 적용에는 많은 한계가 있다
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(11-13). 이에 따라 최근 독성이 비교적 적은 천연물에 대한 

방사선 방호 효과 연구가 많이 이루어지고 있다(14-19). 특

히 최근 동양의학에서 전통적으로 사용되어온 당귀(16), 천

궁(17), 가시오가피(14), 황기(19) 등의 단일 생약재와 보중

익기탕(20), 십전대보탕(21), 귀비탕(22), 사물탕(23,24), 

사군자탕(24) 등의 한방처방제의 방사선에 대한 보호 효과

가 보고되었다.

본 연구팀에서는 기존의 생약재 및 한방처방제 중에서 방

사선 방호 효과 및 면역조혈기능 증진 효과 검색을 통하여 

효과가 뛰어난 생약재 조합(당귀, 천궁, 작약)을 선발하고 

이의 열수 추출물을 바탕으로 면역조혈증진 효과를 나타내

는 활성성분인 조다당 함량을 강화한 생약조성물 Hemo 

HIM을 개발하였으며, HemoHIM이 방사선으로부터 위장관 

및 면역조혈계를 보호함과 동시에 면역조혈기능을 증진하

는 방사선 방어 효과가 있음을 보고하였다(25-30). 이외에

도 HemoHIM은 항암제 및 방사선과 병용처리 시의 항암 

증진 및 부작용 경감 효과(30,31), 노화에 따른 면역기능 

불균형 회복 효과(32), 호흡기 염증에 대한 항염증 효과(33) 

등이 있음을 보고하였다. 그러나 HemoHIM은 열수 추출 방

법만 사용하여 제조한 추출물을 기반으로 제조된 조성물이

기 때문에 본 연구팀은 폴리페놀 성분 중에 지용성 성분의 

함량이 낮을 것으로 추정하였고, 지용성 폴리페놀이 수용성 

폴리페놀보다 항산화 효과가 뛰어나다는 보고가 있어(34, 

35) 조성물의 지용성 성분의 함량을 높인다면 산화적 손상

을 줄여줌으로써 방사선 방호 효과를 증대시킬 수 있을 것으

로 판단하였다. 이에 본 연구에서는 적정한 농도의 에탄올 

수용액 추출과정을 추가로 도입한다면 조다당 성분과 수용

성 폴리페놀 성분을 그대로 함유하면서 지용성 폴리페놀 성

분의 함량을 현저하게 증가시킬 수 있다는 생각에 기초하여 

당귀, 천궁, 작약 혼합 생약재로부터 30% 에탄올 추출과 열

수 추출을 병행한 추출방법을 적용하여 생약조성물 MH-30

을 제조하였으며, 방사선에 의해 유발되는 면역조혈계와 재

생조직의 손상에 대한 MH-30의 방호 효과를 기존 생약조

성물 HemoHIM과 비교하여 검증하였다.

재료 및 방법

생약조성물 및 분획 제조

당귀(Angelica gigas Nakai)의 뿌리, 천궁(Cnidium of-

ficinale Makino)의 근경 및 작약(Paeonia japonica Mi-

yabe)의 뿌리를 의약품 원료용 한약재 판매업체(주식회사 

자연담은, Seoul, Korea)로부터 구매하여 생약조성물 MH- 

30을 제조하는 데 사용하였다. 건조된 당귀, 천궁, 작약을 

동일 무게 비율로 혼합한 후, 혼합 생약재에 10배수의 30% 

에탄올을 가한 다음 70°C에서 2시간 동안 추출하여 1차 추

출물을 얻었다. 남은 잔사에 2회에 걸쳐 각 10배수와 5배수

의 증류수를 가한 후 각 4시간 및 1시간 동안 끓여서 추출하

여 2차 및 3차 추출물을 얻었다. 각 추출물을 여과하고 감압 

농축한 후 1차 추출물의 일정량을 취하여 2차 및 3차 추출물

과 혼합한 다음, 혼합물의 4배 부피의 95% 에탄올(주정)을 

첨가하고 실온에서 24시간 정치하여 상층과 침전물을 분리

하였다. 여기서 얻은 침전물(조다당, crude polysaccharide)

을 남겨둔 일정량의 1차 추출물과 혼합한 후 고형분 함량이 

약 60% 되도록 감압 농축하여 MH-30을 얻었다. 이때 총 

고형분 중 조다당의 양이 일정 범위(35~45%)가 되도록 하

였다. MH-30과 비교하기 위한 대조시료로서의 생약조성물 

HemoHIM은 동일 생약재를 이용하여 기존에 보고된 방법

(26)에 따라 제조하였다. 생약조성물 MH-30 및 HemoHIM

의 에탄올 분획(ethanol fraction) 및 조다당 분획(crude 

polysaccharide fraction)을 얻기 위하여 각 생약조성물을 

고형분 함량이 약 10%가 되도록 증류수로 희석한 후 4배수

의 100% 에탄올을 넣고 24시간 침지시킨 다음, 원심분리를 

통하여 상층의 에탄올 분획과 침전된 조다당 분획을 분리한 

후 감압 농축하였다.

폴리페놀 성분에 대한 HPLC 분석

각 생약조성물의 에탄올 분획을 25 mg/mL의 농도로 50% 

에탄올 수용액에 희석한 후 0.45 μm 필터를 이용해 여과한 

다음 HPLC 분석을 시행하였다. LC-20A HPLC(Shimad-

zu, Kyoto, Japan)에서 Cosmosil C18-PAQ(Phenomenex 

Inc., Torrance, CA, USA) 칼럼을 이용하여 이동상(0.1% 

formic acid 수용액 및 100% acetonitrile)의 농도 구배에 

따라 성분을 분리하였으며, 230 nm 파장의 검출기로 각 성

분의 피크를 검출하였다. 7종의 주요 폴리페놀 성분(gallic 

acid, chlorogenic acid, albiflorin, paeoniflorin, benzoic 

acid, nodakenin, decursin)에 대한 정량분석을 위하여 각 

물질의 표준품을 4.5~900 μg/mL 범위의 농도별로 50% 메

탄올 수용액에 용해한 후 상기한 조건에서 분석을 시행하여 

표준검량곡선을 얻어 각 생약조성물의 에탄올 분획 내 각 

성분의 함량을 산출하였다.

실험동물

비장 내 조혈세포 집락형성 시험, 소장움 생존 시험 및 

30일 생존율 시험에는 7주령의 암컷 ICR 마우스를 오리엔

트(주)(Gyeonggi, Korea)에서 구입하여 1주일간의 검역 및 

사육실 적응 과정을 거친 후 사용하였다. 마우스 사육은 온

도를 23±1°C, 습도를 55~60%로 유지하고 명암순환이 12

시간 단위로 조절되는 사육실에서 시행하였으며 고형사료와 

음수는 자유로이 공급하였다. 모든 동물실험은 한국원자력

연구원 동물실험윤리위원회의 승인(KAERI-IACUC-2013- 

011)을 받아 시행하였다.

세포배양

실험에 사용한 세포배양액은 RPMI 1640 배지(pH 7.4)에 

2 mg/mL sodium bicarbonate, 20 mM HEPES, 100 U/ 

mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin, 0.05 mM 2- 
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mercaptoethanol, 2 mM L-glutamine, 1 mM pyruvate, 

1% non-essential amino acid 및 10%의 우태아혈청(FBS; 

fetal bovine serum)을 첨가한 완전배지를 사용하였으며, 

세포배양은 5% CO2, 37oC, 포화습도 조건의 세포배양기에

서 수행하였다. 모든 세포배양용 시약은 Gibco BRL(Pais-

ley, UK)에서 구입하였으며, 2-mercaptoethanol은 Sigma- 

Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였

다.

방사선 조사

마우스에 대한 방사선 조사는 GammaCell 40 Exactor 

(MDS Nordion, Ottawa, Canada)를 이용하여 Cs-137 감

마선을 0.92 Gy/min의 선량률로 시행하였다. 내재성 비장

집락형성 시험에서는 6.5 Gy, 소장움 생존 시험에서는 12 

Gy, 30일 생존 시험에서는 8 Gy의 감마선을 마우스에 전신 

조사하였다.

수산화 라디칼 소거 활성 측정

시료의 수산화 라디칼(hydroxyl radical, ･OH) 소거 활성

은 2-deoxyribose oxidation 방법으로 측정하였다(36). 시

험관에서 0.1 mM FeSO4/EDTA 용액 0.2 mL, 10 mM 2- 

deoxyribose 0.2 mL, 각기 다른 농도 시료액 0.2 mL와 0.1 

M phosphate buffer(pH 7.4) 1.2 mL를 가하고, 10 mM 

H2O2 0.2 mL를 가하여 반응을 개시시켰다. 37°C 수욕조에

서 4시간 반응시킨 후 2.8% TCA(trichloroacetic acid) 용

액 1 mL를 가하여 반응을 중지시키고, 1% TBA(2-thio-

barbituric acid) 용액 1 mL를 가하여 95oC에서 10분간 중

탕한 후 냉각하고 UV-분광광도계를 이용하여 532 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 수산화 라디칼 소거 활성은 양성대조

구와 시험구의 흡광도 차이를 양성대조구와 음성대조구의 

흡광도 차이에 대한 백분율로 나타내었다.

Hydroxyl radical 

scavenging activity (%)
＝

Ac－As
×100

Ac－Ao

A0: 시료와 H2O2 모두 첨가하지 않은 음성대조구의 흡광도

Ac: 시료를 첨가하지 않고 H2O2만 첨가한 양성대조구의 흡

광도

As: 시료와 H2O2 모두 첨가한 시험구의 흡광도

과산화물 음이온 소거 활성 측정

시료의 과산화물 음이온(superoxide anion) 소거 활성은 

xanthine과 xanthine oxidase 반응 시스템에서 CCK-8 

(Dojindo Molecular Technologies, Inc., Rockville, MD, 

USA) 시약을 이용하여 측정하였다(37). 96 well plate의 

well에 5 μL의 시료를 50 μL의 50 mM sodium phosphate 

buffer(pH 7.4, 1 mM EDTA, 10 mU/mL xanthine oxi-

dase 포함)와 혼합한 후 5 μL의 CCK-8 시약을 첨가 혼합하

여 1분간 실온에서 안정화시켰다. 여기에 40 μL의 2.5 mM 

xanthine 용액을 첨가하여 반응을 개시시켰다. 37°C에서 

30분간 반응시킨 후 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다

(reference 파장 650 nm). 과산화 음이온 소거 활성은 양성

대조구와 시험구의 흡광도 차이를 양성대조구와 음성대조

구의 흡광도 차이에 대한 백분율로 나타내었다.

Superoxide anion radical 

scavenging activity (%)
＝

Ac－As
×100

Ac－A0

A0: 시료와 xanthine oxidase 모두 첨가하지 않은 음성대조

구의 흡광도

Ac: 시료를 첨가하지 않고 xanthine oxidase만 첨가한 양성

대조구의 흡광도

As: 시료와 xanthine oxidase 모두 첨가한 시험구의 흡광도

시험관 내 면역세포(림프구) 활성화 효과 측정

마우스로부터 비장을 무균적으로 적출하여 비장세포를 

분리한 후 Tris-NH4Cl 용액을 이용하여 적혈구를 제거하고 

HBSS로 2회 세척하여 세포수를 측정한 다음 10% FBS가 

포함된 RPMI 배지에 재부유시켜 비장 림프구를 준비하였

다. 96 well plate에 각 well당 2×105개의 비장 림프구를 

분주(seeding)하고 각 시료를 농도별로 첨가하여 최종 배양

액 부피를 200 μL로 맞춘 후 3일 동안 배양하였다. 배양 

후 CCK-8 시약을 각 well당 10 μL씩 처리하여 4시간 후 

450 nm 파장에서 흡광도를 측정하여(reference 파장 650 

nm) 시료에 의한 비장 림프구의 증식능을 평가하였다.

비장 내 조혈세포 집락형성 시험

방사선에 대한 조혈모세포 방호 효과 측정을 위한 실험모

델로서 비장 내 조혈세포 집락형성 시험을 수행하였다(38). 

ICR 생쥐에 각각의 조성물을 100 mg/kg･BW 용량으로 방

사선 조사 전 3일부터 조사 후 9일까지 강제 경구투여 하였

다. 방사선 조사는 6.5 Gy의 감마선을 전신 조사하였으며 

방사선 조사 후 10일째 마우스를 희생시켜 비장을 적출하였

다. 적출한 비장은 Bouin 고정액에 2일간 고정한 후 비장 

표면에 형성된 조혈세포 집락을 계수하였다.

조혈기관 내 세포의 사멸 시험

방사선에 의한 조혈세포의 사멸 유발에 대한 생약조성물

의 방호 효과를 평가하기 위해 방사선 전신 조사 마우스의 

골수, 비장 및 흉선세포의 세포사멸을 평가하였다. 시료 투

여는 MH-30을 100 mg/kg･BW의 농도로 방사선 조사 전 

6일간 매일, 그리고 방사선 조사 직후에 1회 복강주사로 시

행하였다. 마우스에 4 Gy의 감마선을 전신 조사하고 약 4시

간째 마우스를 희생하여 골수세포, 비장세포 및 흉선세포를 

분리하였다. Tris-NH4Cl 용액을 이용하여 분리된 세포에서 

적혈구를 제거하였다. Agarose gel 전기영동에 의한 apop-

totic DNA fragmentation 분석은 기존에 보고된 방법(39)

에 따라 시행하였다. Flow cytometry를 이용한 apoptotic 
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Fig. 1. HPLC profiles of ethanol fractions of MH-30 and Hemo 
HIM. The polyphenol fractions of MH-30 and HemoHIM were 
analyzed by HPLC with Cosmosil C18-PAQ column with a gra-
dient of two mobile phases; 0.1% formic acid and 100% acetoni-
trile. The peaks were detected at 230 nm. Arrows indicate the 
peaks that showed remarkable difference between MH-30 and 
HemoHIM.

cell 분석은 기존에 보고된 propidium iodide 염색방법(40)

을 일부 수정하여 다음과 같이 시행하였다. 분리된 골수세포 

및 비장세포를 70% 에탄올 용액을 부유시킨 후 -20°C에서 

2시간 동안 고정하였다. 에탄올 용액을 제거한 후 0.5 mg/ 

mL RNaseA와 0.1 mg/mL propidium iodide가 포함된 

phosphate buffered saline에 재부유시켜 암실에서 30분

간 방치 후 Cytomic FC 500 flow cytometer(Beckman 

Coulter Inc., Brea, CA, USA)를 이용해 세포 내 DNA 

content를 분석하였다. 세포의 사멸 정도는 sub-G1 phase

에 있는 세포의 백분율로 나타내었다.

소장움(intestinal crypt) 생존 시험

방사선에 대한 재생조직 방호 효과 관찰을 위한 실험모델

로서 소장움 생존 시험을 기존에 보고된 방법에 따라 수행하

였다(41). ICR 생쥐에 각각의 조성물을 100 mg/kg･BW 용

량으로 방사선 조사 전 3일부터 조사 후 3일까지 강제 경구

투여 하였다. 방사선 조사는 12 Gy를 전신 조사하였다. 방사

선 조사 후 3.5일에 생쥐를 희생시켜 소장 부위를 채취하고 

각 생쥐당 8~10개의 소장편을 파라핀 포매하고 절편을 제

작하였다. 각 생쥐당 8개의 종절된 소장표본의 가장자리에 

위치한 소장움의 수를 광학현미경으로 측정하고 실험군별 

평균 및 편차를 산정하였다.

방사선 조사 마우스의 30일 생존 시험

방사선에 대한 방호 효과에 대한 종합적 평가 지표로서 

방사선 조사 마우스의 30일 생존 시험을 수행하였다. 마우

스를 각 시험군당 20마리씩으로 하여 방사선 조사대조군, 

MH-30 투여군, HemoHIM 투여군으로 나누었다. 방사선 

조사는 8 Gy의 감마선을 마우스에 전신 조사하였으며, 시료 

투여는 100 mg/kg･BW의 용량으로 방사선 조사 전 3일부

터 조사 후 29일까지 매일 강제 경구투여로 시행하였다. 방

사선 조사 후 30일간 매일 그룹별 생존개체수를 확인하여 

생존율을 산출하였다.

통계분석

실험군 간 차이에 대한 유의성 검정은 Student's t-test를 

수행하여 분석하였으며, 분석 프로그램으로는 SPSS Sta-

tistic 22(IBM, New York, NY, USA)를 사용하였다.

결   과

생약조성물 MH-30 제조 및 수득률

본 연구에서는 지용성 폴리페놀 함량을 높이기 위하여 당

귀, 천궁, 작약의 혼합 생약재에 대해 30% 에탄올 추출을 

먼저 시행한 다음, 남은 잔사로부터 다당체 성분을 충분히 

얻기 위하여 2차 및 3차 열수 추출을 시행하였다. 최종 조성

물 내 조다당 함량이 일정범위(35~45%)가 되도록 하기 위

하여 30% 에탄올 추출물 일정량과 2차 및 3차 열수 추출물

로부터 조다당을 분리한 다음, 남겨둔 일정량의 30% 에탄올

과 혼합하여 생약조성물 MH-30을 제조하였다. 그 결과 

MH-30의 수득률은 건조 생약재 중량대비 23.2%였으며 기

존의 방법에 따른 HemoHIM의 수득률은 25.8%로 나타나, 

MH-30과 HemoHIM의 제조 시 수득률에는 큰 차이가 없는 

것으로 나타났다(데이터 미제시).

에탄올 분획의 성분 분석

원료 생약재의 건조중량 대비 조성물의 제조 수득률은 

MH-30과 HemoHIM에서 큰 차이가 없는 것으로 나타났으

나, 30% 에탄올 추출 과정 여부에 따라 조성물의 폴리페놀 

성분의 분포는 크게 다를 것으로 예상하여 각 생약조성물의 

에탄올 분획의 성분을 HPLC로 분석하였다. 그 결과 MH- 

30의 에탄올 분획에서는 지용성 물질이 용출되어 나오는 

시간대에서 HemoHIM의 에탄올 분획에서는 관찰되지 않던 

다양한 성분 피크들이 크게 증가한 것이 관찰되었으며, 특히 

decursin의 피크가 현저히 증가한 것을 확인하였다(Fig. 1). 

HPLC 분석 결과를 이용하여 당귀, 천궁, 작약에 많이 포함

된 7가지 폴리페놀 성분을 정량한 결과(Table 1), Hemo 

HIM의 에탄올 분획보다 MH-30의 에탄올 분획에서 지용성 

폴리페놀 성분인 decursin의 함량이 8.7배로 현저히 높게 

나타났지만, 수용성 폴리페놀 성분의 경우에는 chlorogenic 

acid가 1.8배, nodakenin이 1.2배 소폭 함량이 증가하였고 
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A

B

Fig. 2. Antioxidant activities of MH-30 and HemoHIM. The 
hydroxyl radical scavenging activity was measured by 2-deoxy-
ribose oxidation method (A), and the superoxide anion scaveng-
ing activity was measured by xanthine/xanthine oxidase method 
(B), as described in Materials and Methods. Values represent 
mean±SD of triplicate data. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005.

Table 1. Contents of major compounds in ethanol fractions of 
HemoHIM and MH-30

Compounds Contents (mg per g of dried fraction)
HemoHIM MH-30

Gallic acid
Chlorogenic acid
Albiflorin
Paeoniflorin
Benzoic acid
Nodakenin
Decursin

 3.12±0.65
 3.11±0.51
 7.41±0.84
23.62±2.50
 2.88±0.15
 7.69±1.76
 1.65±0.21

3.13±0.4
 5.73±0.60
 7.23±0.27
23.73±1.98
 3.23±0.29
 9.39±1.32
14.42±1.95

Values represent mean±SD of triplicate data.

gallic acid, albiflorin, paeoniflorin, benzoic acid는 두 생

약조성물의 에탄올 분획에서 비슷한 수준의 함량을 나타내

었다. 이러한 결과는 MH-30과 HemoHIM은 동일한 당귀, 

천궁 및 작약의 혼합 생약재로부터 제조되었으나 30% 에탄

올 추출과정을 추가한 방법으로 제조한 MH-30에서는 지용

성 폴리페놀 성분이 크게 증가한 것을 확인하였다.

생약조성물 및 에탄올 분획의 라디칼 소거 활성

방사선에 의한 재생조직 및 면역조혈계 손상의 주요 원인

은 물 분자가 방사선에 의해 이온화되어 발생하는 hydroxyl 

radical, superoxide anion 등의 활성산소가 DNA를 포함한 

생체분자의 손상을 일으키기 때문이라고 보고되었다(2). 따

라서 MH-30 및 HemoHIM의 방사선 방호 효과를 먼저 시

험관 내에서 비교 검토하기 위하여 hydroxyl radical 또는 

superoxide anion을 발생시키는 시험계에서 각 생약조성물

이 이들 라디칼을 소거하는 효과를 측정하였다. 먼저 각 생

약조성물의 hydroxyl radical에 대한 소거 활성을 측정한 

결과 MH-30이 HemoHIM에 비해 모든 농도에서 유의적으

로 높은 활성을 나타내었으며, 농도에 따라 1.4~1.9배 높은 

hydroxyl radical 소거 활성을 나타냄을 확인하였다(Fig. 

2A). 각 생약조성물의 에탄올 분획의 hydroxyl radical 소

거 활성을 측정한 결과에서도 MH-30의 에탄올 분획이 

HemoHIM의 에탄올 분획보다 농도에 따라 2.3~4.5배의 현

저하게 높은 hydroxyl radical 소거 활성을 나타내었다

(Fig. 2A). 한편 superoxide anion에 대한 소거 활성을 측정

한 결과 생약조성물 MH-30과 HemoHIM은 유사한 활성을 

나타내었으나, 에탄올 분획의 경우에는 MH-30의 에탄올 

분획이 HemoHIM의 에탄올 분획보다 모든 농도에서 유의

적으로 활성이 높았으며 농도에 따라 1.6~1.9배 높은 su-

peroxide anion 소거 활성을 나타내었다(Fig. 2B). 상기의 

실험 결과로부터 방사선에 의해 다량 발생하는 것으로 알려

진 hydroxyl radical과 superoxide anion을 MH-30이 보

다 효과적으로 제거하는 것으로 나타나 MH-30이 실제 방

사선 손상 방호에도 HemoHIM에 비해 더 높은 활성을 나타

낼 수 있음을 시사하였으며, MH-30이 HemoHIM에 비해 

높은 라디칼 소거 활성을 보이는 것은 지용성 폴리페놀 성분

의 증가에 의한 것으로 추정된다.

생약조성물 및 조다당 분획의 면역세포 활성화 효과

림프구 등 면역세포는 방사선에 민감하므로 방사선이 조

사된 생체 내에서는 면역세포의 수가 크게 감소하며 방사선

에 의한 손상 회복에 있어서 면역세포의 회복 및 성장이 중

요한 요인이 된다(4,5). 따라서 생약조성물 MH-30, Hemo 

HIM 및 그 조다당 분획의 면역세포 회복 및 성장 효과를 

시험관 내에서 확인하고자 하였다. 이를 위해 마우스의 비장

으로부터 분리한 림프구를 배양하는 시험관에 각 시료를 처

리하고 3일간 배양하여 림프구 증식능을 측정함으로써 면역

세포 활성화 정도를 조사하였다. 그 결과 생약조성물 간 활

성을 비교하였을 때 MH-30의 면역세포 활성화 정도가 

HemoHIM보다 약간 낮은 경향을 보였으나 유의성은 없었

다(Fig. 3A). 조다당 분획의 면역세포 활성화 정도에서는 

MH-30의 조다당 분획이 HemoHIM의 조다당 분획보다 

250 μg/mL 농도에서는 유의적으로 높은 활성을 나타내었

으나(P<0.05), 125 μg/mL 및 500 μg/mL 농도에서는 유의

적인 차이가 관찰되지 않았다(Fig. 3B). 이러한 결과는 MH- 

30과 HemoHIM이 시험관 내 면역세포 활성화 효과에는 큰 

차이가 없음을 보여주었다.

방사선에 대한 생약조성물의 면역조혈계 방호 및 회복촉진 

효과
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Fig. 3. Effects of MH-30 and HemoHIM on lymphocyte pro-
liferation. Mouse spleen lymphocytes were cultured in the pres-
ence of MH-30 or HemoHIM (A) or their respective poly-
saccharide fractions (B) for 3 days, and their proliferation was 
measured by CCK-8. Values represent mean±SD. *P<0.05.

Fig. 4. Effects of MH-30 and HemoHIM on the endogenous 
spleen colony formation in irradiated mice. Samples were given
by oral intubation daily at 100 mg/kg･BW from day 3 before 
irradiation to day 9 after irradiation. Mice (n=15 or 16) were 
irradiated at 6.5 Gy and sacrificed on day 10 after irradiation. 
The colonies formed on the spleens were counted after staining 
with Bouin's solution. Values represent mean±SE. *P<0.05.

고선량의 방사선에 노출된 생체에서는 방사선에 민감한 

말초혈액 및 말초 림프기관 내의 면역세포수가 급격히 감소

하며, 이의 회복을 위해 면역세포의 재생성 시 골수 내의 

조혈모세포가 말초 림프기관으로 이동하여 증식하게 된다. 

비장으로 이동해온 조혈모세포가 증식하여 집락이 형성되

며, 이때 형성되는 집락의 수는 방사선 조사 시의 조혈모세

포의 방호 및 재생성 능력의 지표로 사용되고 있다(38). 생

약조성물 MH-30과 HemoHIM의 방사선에 대한 조혈모세

포 방호 및 회복촉진 효과를 알아보기 위하여 마우스에 6.5 

Gy의 감마선을 조사하고 10일 후에 비장 내에 형성된 조혈

세포 집락수를 관찰하였다(Fig. 4). 그 결과 MH-30 투여군

에서는 방사선 조사 대조군보다 집락수가 2배로 유의하게 

증가하였으며(P<0.05), HemoHIM에 비해서는 유의성은 

없었으나 조혈세포 집락수가 증가하는 경향이 관찰되었다. 

본 결과는 MH-30이 방사선 조사 마우스에서 조혈모세포의 

방호와 재생성을 촉진하는 효과가 있으며, HemoHIM에 비

해 그 효과가 더 뛰어남을 보여주었다.

이러한 MH-30에 의한 비장 집락수 증가 효과가 조혈계 

및 면역계 조직 내 세포의 방사선 손상을 직접적으로 감소시

켜 나타나는지 알아보기 위하여 방사선을 조사한 마우스에

서 골수, 비장 그리고 흉선 조직 내 세포 사멸을 분석하였다

(Fig. 5). 그 결과 방사선 조사로 골수, 비장, 흉선 모두에서 

세포사멸이 크게 증가함을 전기영동을 통한 DNA 분절화 

분석(Fig. 5A) 및 flow cytometry 분석을 통한 DNA 함량분

석(Fig. 5B)에서 모두 확인되었다. 이때 방사선 조사와 병행

하여 MH-30을 투여한 마우스에서는 골수 조직 내 세포사

멸이 유의적으로 감소하였으나(P<0.05), 비장조직이나 흉

선조직 내 세포의 사멸은 유의적인 변화가 관찰되지 않았다. 

이러한 결과로부터 MH-30은 방사선 조사 시 골수조직을 

효과적으로 보호함으로써 면역조혈계 방호와 회복촉진 효

과를 나타내는 것으로 생각한다.

방사선에 대한 생약조성물의 재생조직(소장움) 방호 효과

고선량의 방사선에 대한 생체방호에 있어서 소화기관의 

재생조직 손상의 경감과 회복이 중요한 요인으로 받아들여

지고 있다(3,41). 소장움은 소장 내 융모를 구성하는 세포를 

지속해서 재생시키는 조직으로서 방사선에 민감하여 방사

선에 의한 재생조직 손상을 측정하는 대표적인 지표로 이용

되고 있다(3). 본 실험에서는 MH-30과 HemoHIM의 재생

조직 방호 효과를 비교 평가하기 위하여 고선량(12 Gy)의 

방사선을 조사한 마우스에서 소장움의 생존율을 확인하였

다. Fig. 6에 나타난 바와 같이 방사선을 조사한 마우스에서

는 정상대조군 마우스보다 소장움 생존율이 현저히 감소하

는 것을 확인하였다. 이때 방사선 조사와 병행하여 MH-30

을 투여한 마우스에서는 소장움 생존율이 유의적으로 증가

하였다(P<0.001). 또한, HemoHIM을 투여한 마우스와 비

교하였을 때 MH-30을 투여한 마우스에서는 소장움 생존율

이 약 1.3배 유의적으로 증가하였다(P<0.001). 이러한 결과

로부터 생약조성물 MH-30은 재생조직(소장움)에 대해 방

사선 방호 효과에서 HemoHIM에 비하여 뛰어난 효과가 있

음을 확인하였다.

방사선 조사 마우스의 생존율 증가 효과

치사량의 방사선에 노출된 동물은 위장관 및 면역조혈계 
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A B

Fig. 5. Effects of MH-30 on the apoptosis 
of bone marrow, spleen, and thymus cells 
in irradiated mice. MH-30 was given i.p. 
at 100 mg/kg･BW daily for 6 days before 
irradiation, and once immediately after the 
irradiation. Mice (n=3) were irradiated at 
4 Gy and sacrificed 4 hours after the irradi-
ation. The apoptotic cell death of bone mar-
row, spleen, and thymus cells were exam-
ined by agarose gel electrophoresis (A) and 
flow cytometry (B) as described in Mate-
rials and Methods. Values represent mean±
SD. *P<0.05.

       

A B

Fig. 6. Effects of MH-30 and HemoHIM on the intestinal crypt survival in irradiated mice. Samples were given by oral intubation at
100 mg/kg･BW daily from day 3 before irradiation to day 3 after irradiation. Mice (n=9) were irradiated at 12 Gy and were sacrificed 
on 3.5 days after the irradiation. The jejunum specimens were fixed, paraffin-embedded, and stained with hematoxylin and eosin (A).
The survived crypts per each jejunal circumference were counted under the microscope (B). Values represent mean±SD. ***P<0.001.

재생조직의 손상으로 수일에서 수주 내에 사망에 이르며, 

마우스의 경우에는 8 Gy의 방사선에 노출되었을 때 50%가 

30일 이내에 사망하게 된다고 보고되었다(42). 따라서 본 

실험에서는 위장관과 면역조혈계 보호 효과를 종합적으로 

평가하기 위하여 치사량(8 Gy)의 방사선이 조사된 마우스

의 생존에 생약조성물 MH-30과 HemoHIM이 미치는 영향

을 비교 검토하였다. 그 결과 방사선 조사 후 30일째 방사선 

대조군은 약 29%가 살아남은데 비해 HemoHIM 투여군은 

60%, MH-30 투여군은 80%가 생존하였다(Fig. 7). 이처럼 

치사량의 방사선이 조사된 마우스에서 MH-30 투여로 생존

율이 증가한 것은 앞에서 제시한 바와 같이 MH-30이 면역

조혈계 손상을 경감시키고(Fig. 4, 5), 위장관 재생조직을 

보호하는(Fig. 6) 효과에 의한 것으로 생각한다.

고   찰

방사선에 의한 생체손상을 효과적으로 줄이기 위해서는 

일차적인 조직의 방어뿐만 아니라 이차적으로 재생조직, 특
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Fig. 7. Effects of MH-30 and HemoHIM on the 30-day survival 
of irradiated mice. Samples were given by oral intubation at 100 
mg/kg･BW daily from day 3 before irradiation to day 29 after 
irradiation. The mice (n=20 per group) were irradiated at 8 Gy 
and their survival was checked daily for 30 days after irradiation.

히 면역조혈계의 회복 촉진 등이 복합적으로 이루어져야 한

다. 이러한 점을 고려하여 본 연구팀에서는 방사선 조사 동

물모델에서 재생조직 방어와 면역조혈계 회복 증진 효과를 

동시에 나타내는 당귀, 천궁, 작약의 새로운 생약 조합을 도

출함으로써 방사선 장해로부터 생체를 방호하고 회복시킬 

수 있는 생약조성물(HemoHIM)을 개발하였으며 그 효과를 

보고한 바 있다(25-29). HemoHIM의 도출 과정에서 방사

선에 의한 산화적 손상 경감 효과에는 추출물의 에탄올 분획

이 높은 활성을 나타내고 면역조혈계 회복 증진에는 조다당 

분획이 높은 효과를 보임에 따라 에탄올 분획과 조다당 분획

의 함량을 조정하여 산화적 손상 경감과 면역조혈계 회복증

진에서 균형적인 효과를 나타낼 수 있도록 하였다(26). 본 

연구에서는 생약재의 열수 추출물보다 에탄올 추출물이 지

용성 폴리페놀 함량과 항산화 활성이 높을 수 있다는 보고

(34,35)에 착안하여 30% 에탄올 추출과 열수 추출을 병행

하는 추출과정을 거쳐 조다당 함량은 그대로 유지하면서 항

산화 효과와 지용성 폴리페놀 성분 함량을 더 높인 새로운 

생약조성물 MH-30을 제조하였다. 실제로 MH-30과 Hemo 

HIM의 에탄올 분획의 성분을 HPLC로 비교 분석하였을 때 

MH-30에서 지용성이 강한 성분들의 피크가 높게 나타났고 

특히 decursin의 함량이 8.7배 크게 높게 나타났으나, 수용

성 성분들의 함량에서는 큰 변화가 관찰되지 않았다(Fig. 

1, Table 1). 시험관 내 항산화 효과에서는 지용성 폴리페놀 

성분을 강화한 MH-30이 hydroxyl radical 소거 활성에서 

HemoHIM보다 1.4~1.9배 유의하게 증가하였다(Fig. 2). 

이처럼 MH-30이 높은 hydroxyl radical 소거 활성을 보이

는 것은 제조 시 30% 에탄올 추출 과정을 도입함으로써 지

용성 폴리페놀의 함량이 증가한 것에 기인하는 것으로 생각

한다.

이러한 MH-30의 높은 항산화 활성이 방사선 방호 효과

로 이어지는지 알아보기 위해 방사선 조사 마우스에서 면역

조혈계와 재생조직에 대한 방호 효과를 확인하였다. 방사선

에 대한 조혈계 방호 효과를 검색하는 실험모델인 비장집락

형성 시험 결과 MH-30은 HemoHIM보다 더 높은 효과를 

나타내는 경향을 보였다(Fig. 4). 또한, 재생조직인 소장움

에 대한 방호 효과에서도 MH-30이 HemoHIM에 비해 유의

하게 높은 효과를 보였다(Fig. 6). 특히 방사선에 대한 종합

적인 방호 효과를 평가할 수 있는 지표인 30일간 생존율에

서도 MH-30 투여군은 80%가 생존하여 60%가 생존한 

HemoHIM 투여군에 비해 높은 생존율을 보였다(Fig. 7). 

이러한 결과들로부터 지용성 폴리페놀 함량을 높여 제조한 

MH-30이 기존의 HemoHIM보다 뛰어난 방사선 방호 효과

가 있겠다는 것을 보여주었다. 

암환자의 방사선치료 시의 부작용을 줄이거나 방사선 사

고 또는 테러에 의한 방사선 피폭 피해를 줄이기 위하여 방

사선 방호제 연구가 꾸준히 진행되고 있으며, 최근에도 

WR-2721(amifostine)이나 Ex-Rad 등의 합성 화합물(43, 

44), gallic acid나 γ-tocotrienol 등의 천연 화합물(45,46), 

그리고 인삼 등의 생약재 추출물(47,48)에 대한 방사선 방

호 효과가 보고되고 있다. 방사선에 대한 방호물질 개발은 

방사선에 민감한 생체 내 다양한 조직의 여러 손상기전 및 

회복기전을 총체적으로 고려하여 이루어져야 한다는 관점

에서 최근에는 합성 화합물, 사이토카인, 다당체 등 다양한 

성분을 병용함으로써 상승 효과를 유도하여 방사선 방호 효

과를 높이기 위한 시도도 이루어지고 있다(49). 이러한 기존 

연구에서 보고된 방사선 방호물질과 본 연구에서 제시한 

MH-30의 방사선 방호 효과는 사용된 동물 계통, 물질의 

투여경로, 방사선 선량, 지표 분석방법 등이 동일하지 않기 

때문에 서로 직접 비교할 수는 없을 것으로 판단된다. 다만 

기존에 보고된 물질의 경우 낮게는 50 mg/kg, 높게는 900 

mg/kg의 투여 용량에서 효과가 있었고 일부 물질은 투여경

로로서 복강투여를 사용하여 효과를 관찰한 반면, 본 연구에

서 MH-30은 비교적 낮은 용량인 100 mg/kg으로 경구투여 

하였을 때에도 유의적인 효과를 나타내어 방사선 방호물질

로써 활용 가능성이 높다고 생각한다.

결론적으로 본 연구는 당귀, 천궁, 작약의 혼합 생약재를 

이용한 생약조성물을 제조하는 데 있어 30% 에탄올 추출 

과정을 도입하여 지용성 폴리페놀의 함량이 증가한 새로운 

조성물 MH-30을 제조하였으며, MH-30은 방사선 조사 마

우스에서 면역조혈계와 재생조직(소장움) 손상 경감과 생존

율 증가 등의 방사선 방호 효과에서 열수 추출 과정으로만 

제조된 HemoHIM보다 뛰어난 효과를 나타냄을 확인하였

다. 따라서 방사선 사고로 고선량 방사선에 노출되거나 암환

자가 방사선 치료를 받을 때 나타나는 면역조혈계와 재생조

직 손상을 줄일 수 있는 방사선 방호 물질로서 MH-30이 

유용하게 사용될 수 있을 것으로 생각한다.

요   약

본 연구팀에서는 방사선에 의한 면역조혈계 및 위장관계 손

상에 대한 방호를 위하여 당귀, 천궁, 작약 혼합물의 열수 
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추출물로부터 그 다당체 함량을 강화한 생약조성물 Hemo 

HIM을 개발한 바 있다. 본 연구에서는 열수 추출물에 기반

을 두어 제조된 HemoHIM에 비하여 지용성 폴리페놀 성분

을 강화함으로써 더 뛰어난 생리활성을 갖는 생약조성물을 

개발하고자 30% 에탄올 추출과 열수 추출을 함께 시행하여 

얻은 추출물을 기반으로 생약조성물 MH-30을 제조하였다. 

MH-30과 HemoHIM의 에탄올 분획 내의 성분을 HPLC로 

비교 분석한 결과 수용성 성분에는 큰 차이가 없었으나 여러 

가지 지용성 성분이 MH-30에서 크게 증가하는 것을 확인

하였으며, 특히 decursin의 함량은 8.7배로 크게 증가하였

다. 다음으로 MH-30의 시험관 내 항산화 및 면역세포 활성

화 효과와 방사선 조사 마우스에서 면역조혈계 및 재생조직

의 방호 효과를 HemoHIM과 비교하여 관찰하였다. 항산화 

활성을 비교하기 위한 시험관 내 hydroxyl radical 및 su-

peroxide anion 소거 활성 평가에서 MH-30이 HemoHIM

보다 높은 항산화 활성을 보였다. 림프구 증식능을 이용한 

시험관 내 면역세포 활성화 시험에서는 MH-30과 Hemo 

HIM은 거의 비슷한 활성을 나타내었다. 방사선 조사 마우스

에서 MH-30은 내재성 비장 조혈세포 집락수를 증가시키고 

골수조직 내 세포사멸을 줄였으며, 위장관 재생조직인 소장

움의 생존율을 증가시키는 등 방사선에 의한 면역조혈계와 

재생조직 손상을 방호하는 효과를 보여주었다. 또한, 종합적

인 방사선 방호 효과를 평가하는 지표인 방사선 조사 마우스

의 30일 생존율도 MH-30 투여로 유의하게 증가함을 확인

하였다. 특히 상기한 모든 마우스 실험에서 MH-30은 Hemo 

HIM보다 더 뛰어난 방호 효과가 있음을 관찰할 수 있었다. 

이상의 결과들은 새롭게 개발한 생약조성물 MH-30이 면역

조혈계와 재생조직의 방사선 손상을 줄여주는 효과가 있으

며 기존에 개발된 HemoHIM에 비해 더 뛰어난 활성을 갖고 

있음을 보여주었다. 따라서 MH-30은 방사선 사고 또는 암

환자의 방사선치료 시 발생할 수 있는 면역조혈계 및 재생조

직의 손상을 경감시킬 수 있는 방사선 방호 물질로서 유용하

게 활용될 수 있을 것으로 생각한다.
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