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ABSTRACT

Objectives : Rheum undulatum Linne and Glycyrriza uralensis Fischer are widely used herbal medicine. In this 

study, anti-oxidant and liver protective effects of R. undunlatum extract (RUE) and G. uralensis extract (GUE) were 

investigated in HepG2 cells, respectively. Oxidative stress and liver fibrosis were induced by arachidonic acid (AA) 

and iron, and CCl4.

Methods : MTT assay was assessed for cell viability, and immunoblotting analysis was performed to detect 

expression of apoptosis related proteins. In addition, reactive oxygen species (ROS) and mitochondrial dysfunction 

were measured. In vivo, BALB/c mouse were orally administrated with the aqueous extract of 10 mg/kg RUE and 

100 mg/kg GUE for 3 days and then, injected with CCl4 0.5 ml/kg body weight to induce acute liver damage. 

Serum ALT level was measured, and histological change was observed in Harris's hematoxylin and eosin stain.

Results : RUE and GUE pre-treatment increased relative cell viability in concentration dependent manner and altered 

the expression levels of apoptosis-related proteins such as procaspase 3, PARP and Bcl-xL. RUE and GUE also 

inhibited the mitochondrial dysfunction and excessive reactive oxygen species (ROS) production induced by AA and 

iron. In addition, RUE and GUE activated liver kinase B1 (LKB1), by increasing phosphorylation. Moreover, RUE and
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 GUE treatment decreased liver injuries induced by CCl4, as evidenced by decreases in histological liver damage as 

well as serum alanine amino transferase (ALT) level.

Conclusions : These data suggest that RUE and GUE has anti-oxidant and liver protective effects against AA and 

iron-induced oxidative stress and CCl4-induced liver injury.

Keywords : Rheum undulatum Linne, Glycyrriza uralensis Fischer,  Hepatoprotective effect, Oxidative stress, Liver injury.

산    (Reactive Oxygen Species, ROS)

포  상  질 사에  생  산  

원 사  트 경 염 질 균 , , , 

감염 등   해 포 내 사  균  

지게  과  생 다1,2) 산  트. 

 산  생 과  거하  항산  

 간  균  해 포 내  산

 가하여  단 질 지질과 하여 상DNA , 

시  상  만  간질  포함하여 동, ∙

맥경 당뇨 신경퇴  등 다 한 질병   , , 

간주 다3,4)  포 내 항산   가시. 

 러한 질  료할   다 한 항산

 탐색과 그 용 에 한 연 가 하게 진

행 고 다5,6). 

포  내 과도하게 가  산   phospholipase

  통하여 포막  지질과 지 산  

산 시  돈산(arachidonic acid, AA)

 리시 다6,7) 리    염  매개체  . AA

에 한 리 포질 sphingomyelinase ceramide , 

Ca2+  가  미 드리  막  통해 포

질   리시킴  포 사cytochrome-c

 도하 철  매  용하  포 상  , 

가 다7) 간 포  포 사가 지  . 

생하게  간  미 포   시킴

 간경변  한다 상  간 직  . 

에 해 상  복 지만 포  

질 단 질  (Extra Cellular Matrix, ECM) 

어  상  복도 생하 도 하  

지  간 직  상과  간경  

한다8) 간 포에    용한 . , AA iron

산  트   간질  료할   

항산 질  리닝할    포학  

연     다.

  (Rheum undulatum  시 에  Linne)

리 포하  한 재  마 과 에 (Polygonaceae)

하  다 생 식 다 한 에  복막염 염. , , 

담 만 사 달  담  료에 사용, , 

어 9,10) 항균 항염 항  등  다 한 연, , , 

가 보고 었다11-13) 특   . , rhapontigenin

 포주  에  항산  과  보고 V79-4 

  4) 에   가 , stilbenoids

포에   통해 간 포 HepG2 AMPK pathway

보 과에 한 연 가 보고   15) 간보, 

 과에 해  연 가 미 한 실 다.

감  (Glycyrrhiza uralensis  과 Fischer)

에 하  다 생 식  한(Fabeceae) , , 

본 등 다 한 곳에  식하 다   용  , 

하게 하  과가 어 한 에  한 한

재  쓰 다 감  당과 복 지  감 시. 

   항우울 간보  항균  등, , 

 보고 었다16-18) 본 연 진  감  . 

  사염 탄   사염Isoliquiritigenin (IsoLQ)

탄   도한 + buthionine sulfoximine (BSO)

산  간 포 상 에  간 포  보 한다  

것  규 한  다19).

  본 연 에   , (R. undulatum
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과 감  extract, RUE) (G. uralensis extract,

병용처  간보     병용GUE) AA iron

처  통해 산  트  하  HepG2 

포 독  과 사염 탄 (carbon tetrachloride,

CCl4 에 해 간독   간경  동  )

용하여 하므  만  간질  료  후보 ∙

재 개  한 가  규 하고  하 다.

시1. 

항체  Anti-caspase 3 , anti-poly (ADP-ribose) 

항체polymerase (PARP) , anti-B-cell lymphoma-

항체extra large (Bcl-xL) , anti-phospho-liver 

항체kinase B1 (LKB1) , HRP-conjugated anti-rabbit

항체IgG , HRP-conjugated anti-mouse IgG 

항체  Cell Signaling Technology (Beverly, 

에  매하  MA, USA) arachidonic acid 

(AA), ferric nitrilotriacetic acid (iron), 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliu

m bromide (MTT), Dimethyl sulfoxide (DMSO), 

rhodamine 123 (Rh123), 2’,7’-Dichlorodihydrofluorescin

diacetate (DCFH2 항체-DA), anti- -actin , β

carbon tetrachloride (CCl4  ) Sigma-Aldrich 

에  매하 다(St. Louis, MO, USA) . Liquid 

 ALT reagent set Pointe Scientific (Canton, 

에  매하 다MI, USA) . 

  2. 

 과 감     200g 200g Daewon pharmacy 

에  매하여 열  후 필 하(Daegu, Korea)

여 동결건  하 다   . 11.33% 

 감   다15.61% .

포   처3. 

간 간 포주  포 포   HepG2 , SKHep1 

 마우  간 포주  포  AML12 American 

에Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)

 하 고 포  10% Fetal Bovine Serum 

(FBS, Gibco, Grand Island, NY, USA), 1% 

 Normocin (InvivoGen, San Diego, CA, USA)

포함  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

 사용하여 (DMEM) (Welgene, Daegu, Korea) 3

7 , 5% CO℃ 2 건에  하 다 포  시간 . 12

동  고갈한 후   각 실험별 FBS , RUE GUE

시  도  시간  처 한 후  1 30 M AA 12μ

시간 처 하고  첨가하여 시간 가 5 M iron 2μ

하 다.

포 생  4. 

  감 에 한 포 생  보    

해  실시하 다 포  MTT assay . HepG2 

에 각 당 48-well plate well 1x105개  주한  

  하여 실험에 사용하80-90% confluency

다 시간 동  가 첨가 지  지에  . 12 FBS

한 후  RUE (3, 10, 30 g/ml) GUE (10, μ

 처리한 후 시간  처리 하30, 100 g/ml) 1μ

 처리 후 시간 동  하 고 30 M AA 12μ

처리 시간 후  첨5 M iron 2 MTT (0.1 mg/ml)μ

가하여 시간 가 하 다 지  거하고 2 . 

  첨가하여 200 ul dimethylsulfoxide (DMSO)

 용해시 고 formazan crystal ELISA microplate

reader (Tecan, Research Triangle Park, NC, 

 사용하여 도에  포생USA) 570 nm 

 하 다 포 생  에 한 . 

 계산하 다.

포 내 산  5. 

  포 내 산  생  하  해 DFCH2-DA

염색  실시하 다. DFCH2  염료  포 -DA

내 에 해  염료  다  esterase . 

 염료  산 에 해  산  DCF

 한다20) 포  . HepG2 Black 96-well 

에 plate 2x104개  포  주하여 80-90% 

 하여 실험에 사용하 다 시간 confluency . 12

동  고갈 후 과 10 g/ml RUE 100 g/ml GUEμ μ

 시간  처 하 다 처리 시간 1 . 30 M AA 12μ

후 에 시간 동  시 다5 M iron 2 . 10 M μ μ

DCFH2 에  동  염색 시  -DA 30 excitation 

  에  산460 nm, emission 530 nm

 하 다. 

6. Western blot 

포  에   HepG2 6-well plate 1x105개  주하
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여 처 한  지  거하고  phosphate buffered 

  척한 후  용하여 saline (PBS) 2 scapper

거하 다. RIPA buffer (Thermo Scientific, 

 통해 용해시  후Rockford, IL, USA) , 4 , ℃

에   동  원심 리하여 상  15,000 rpm 30

취하고  BCA kit (Sigma, St. Louis, MO, USA)

사용하여 단 질 량하 다 동 한 단 질 . 30 μ

 g SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide

에 동하여 리하고 gel electrophores) nitrocellulose

membrane (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)

  시  후  단 질에 한 차 항체   1

시 다 차 항체  처리 후 . 2 chemiluminescent ECL 

(electrochemiluminescence) kit (Amersham Pharmacia

 사용하여  단Biotech, Piscataway, USA)

질   하 다.

미 드리  막  7. (MMP) 

미 드리  막  변  하  하여   

막 과    염료  rh123 (Sigma-Aldrich, 

 용하 다St. Louis, MO, USA) . 6-well plate

에 하여 처  포  HepG2 0.05 g/ml μ

  동  염색한 후  처리하rh123 30 , trypsin

여 포  취하 다  첨가한 에 재. 1% FBS PBS

하여 샘플 당 2x104개  포  포 

(FACSCalibur; BD Bioscience Pharmingen, San 

Jose, CA, SA)  하 다.

실험동8. 

체  도  주  마우  리  18g 5 BALB/c 

엔트 사  매(Seong Nam,  Korea)

하여 간  사 하여 경에  시  후 실7

험에 사용하 다 실험 간 동  과 사료. (Lab 

  한 없  공Diet 5L79, Lab Diet, USA)

하 고 도 습도 에  시간  25 , 50~55% 12 ℃

주  하여 사 하 다.

 처   간독  9. 

실험     , 10 mg/kg RUE 100 mg/kg 

여GUE , CCl4 여  , RUE CCl4 여 , 

 GUE CCl4 여   , RUE GUE CCl4 여

 하 다    간 . RUE GUE 1 1 , 3

경 여하 고 마지막 여 시간 후, 2 , CCl4  체

 당  복강주사하 다 과 1kg 0.5ml . CCl4 

여 에   실험 간 동  동 량  생리식염

 경 여하 다.

청 생 학  검사10. 

실험동   마취 시  후 개복하여 복  ether

맥에  채 하여 에   동  한 후37 30 , ℃

에  간 원심 리하여 얻  청  5000 x g 20

생 학  검사에 사용하 다  . ALT liquid 

 프 에  ALT reagent set reagent 1.2 

에 청  후 도 에  ml 8 l 340 nmμ

하 다   시하 다. ALT IU/L .

직병리학  검사11. 

직   시  에 고  4% formalin

하  통해 핀   , tissue processor

시  후  사용하여  embedding center

하 다  께  편  . Microtome 4 m μ

하여 염색하Harris’s hematoxylin and Eosin 

고 학 미경  찰하 다.

통계처리12. 

든 실험값   상 복 실험한 결과    3

 하  과 각 실험 과  평균 차

   실시하여 검 하 다ANOVA . 

P    간주하-value < 0.05 , 

값   하 다mean ± S.E. .

   에 해 도  포1. RUE GUE AA iron

사에 한 보  과

포에   에 해 도  포  HepG2 AA iron

사에   RUE (3, 10, 30 g/ml) GUE (10, μ

 과  도  해 30, 100 g/ml)μ

 실시하 다 그 결과MTT assay . , RUE 10 μ

단독 처리  보다  g/ml 10 g/ml RUE 100 μ μ

 병용 처 에  과  포 보  g/ml GUE

과  보 다 후 실험에  (Figure 1A). , 

  병용 처 하10 g/ml RUE 100 g/ml GUEμ μ

여 진행하 다  에 해 도  산  . AA iron

트 에 한   포 보   RUE GUE
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학 미경  찰하 다   처리한 . AA iron

에  포막 상  찰 었고 10 g/ml μ

  처리  통해 포막  RUE 100 g/ml GUE μ

상  보  것  하 다(Figure 1B). AA

 에 해 도  포 사 억  과  iron

통해 포 사  immunoblotting analysis 

단 질  찰  통해 하 다  . AA iron 

처리 에   단procaspase 3, PARP, Bcl-xL

질  감 하 고  처리 에   RUE GUE 

포 사  단 질  감  억 하 다(Fig. 1).

Fig. 1. The protective effect of R. undulatum extract (RUE) and G. uralensis extract (GUE) on AA 
and iron-induced apoptosis of HepG2 cells. 

  (A)Cell viability. HepG2 cells were incubated with 3 to 30 g/ml RUE and 10 to 100 g/ml μ μ
GUE for 1 h and continuously treated with 30 M AA for 12 h, followed by treatment of 5 μ μ
M iron for 2 h. Cell viability of RUE and GUE was assessed using MTT assay. Data 
represents the mean ± S.E. of three experiments. 

  (B)Cell Morphology. Light microscopic results show the changes of morphology of cells (magnification 200x). 
  (C)Immunoblot analysis for the proteins associated with apoptosis. Immunoblot analysis of 

procaspase 3, poly ADP-ribose polymerase (PARP), B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL) and 
-actin were performed on the lysates of HepG2 cells. HepG2 cells were incubated with 10 β
g/ml RUE and 100 g/ml GUE for 1 h and continuously treated with 30 M AA for 12 h, μ μ μ

followed by treatment of 5 M iron for 2 h. The statistical significance of differences μ
between treatments and the vehicle-treated control (**ρ<0.01) or cells treated with RUE and 
GUE (#ρ<0.05 or ## ρ<0.01) was determined.
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 가 과 2. RUE GUE mitochondrial dysfunction

산 에 미  향

 에 해 도  산  트  미  AA iron

드리    통하여 포 사  도

한다6)   미 드리  보  과. RUE GUE

 연 하  해 포  염색하여 HepG2 rh123 

 하 다 극  flow cell cytometry . 

해 미 드리  막 과  가   미rh123

드리  내  어  한다21) 그 결. 

과  처  미 드리  포막  AA iron 

상시   감  하므  에 rh123 rh123

한 낮   염색 강도  포  (RN1 

가 에 해  가하 다fraction) . 

  처   에 해 가RUE GUE AA iron

   게 감 시 다RN1 fraction (Figure 

한 포 보 에  에 해 2A). , AA iron

도  산  트  억 가 매개 지 찰하

 하여 DCFH2  용한 포 내 산-DA

 생 에 미  향  평가하 다  . AA iron 

처  포 내 산  생  에 해 

 가시    처 에 해 6 RUE GUE 

산  생  하게 억 었다(Fig. 2).

Fig. 2. Effect of RUE and GUE on mitochondrial dysfunction and oxidative stress. 

  (A)Mitochondrial membrane permeability (MMP). HepG2 cells were treated as descried in Figure 
1C and stained with 0.05 g/ml of rhodamine 123 for 1 h, and measured rhodamine 123 μ
intensity by flow cytometry analysis. RN1 fraction indicated cell population. 

  (B)RN1 fraction. Data represent the mean ± S.E. of three separate experiments. The statistical 
significance of differences between treatments and vehicle-treated control (**ρ<0.01) or cells 
treated with AA and iron (##ρ<0.01) was determined. 

  (C)Cellular ROS production. Cellular ROS production was measured by dichlorofluorescin (DCF) 
fluorescence. ROS production was analyzed in cells treated with 10 g/ml RUE and 100 μ μ
g/ml GUE for 1 h and continuously treated as described above. RUE and GUE treatment 
decreased AA and iron-induced ROS production.
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 가  산 에 미  과3. RUE GUE LKB-1

 에 해 도  포사  보 에   AA iron

 가 매개  보고 었다AMPK pathway . 

산  통하여   포 내 다 한 AMPK

  산  통하여 하 , AMPK

 산  상    필 한 것  kinase LKB1

 다21)  본 연 에   에 . AA iron

한 산  트 에 한   보  RUE GUE

과에  가 매개 지 여  LKB1

보  해  시행하immunoblotting analysis

다 과   . RUE 10 g/ml GUE 100 g/ml 10 ~ μ μ

시간 동  처 한 결과  산 가 6 LKB1 HepG2 

포에  시간에  가하 포1 , AML12 

 S 포에  에  가하 다KHep1 10 (Fig. 3).

Fig. 3. The effect of RUE and GUE on the phosphorylation of LKB1. 

  Immunoblot analysis of p-LKB1 and -actin were performed in lysates of HepG2 (A), AML 12 β
(B) and SKHep 1 (C) cells that had been treated with 10 g/ml RUE and 100 g/ml GUE for μ μ
the indicated time periods.

 가 4. RUE GUE CCl4에 해 도  간 상 

에 미  향

동 실험에   가   RUE GUE CCl4  도   

간 상에 한 간보 에 미  향  보  

해 청 내  하 다ALT . CCl4 여 에  

청  에 하여 ALT (4.18 IU/L) 549.90 

  가하  단독 IU/L RUE 10 mg/kg 

처  단독 처347.36 IU/L, GUE 100 mg/kg 

  병용 처 에146.90 IU/L, RUE GUE 

  매우 낮   하56.36 IU/L ALT 

다   간보  과  (Figure 4A). RUE GUE

직학  해 보  하여 염색  진행H&E 

하 다. CCl4  처 하지  상  상

 간  직학   보  CCl4 여

에  포 사  포질 내에 많  포  심

맥 주변  포질  산 과 염 포  

 가 었다   단독 처 에 해 . RUE GUE

 병용 처  RUE GUE CCl4 처  간 직에 

해   상  보 다(Fig. 4). 
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Fig. 4. The effect of RUE and GUE on CCl4-induced liver toxicity in mice. 

  (A)Serum level of ALT. Mice were administrated RUE and GUE and then injected CCl4 as 
described in the Materials and Methods. Serum level of ALT was assayed by semi-automated 
blood chemistry analyzer. Data represent the mean ± S.E. Statistical significance of 
differences between treatments and vehicle-treated control (** <0.01) or cells treated with ρ
CCl4 (## <0.01) was determined. ρ

  (B)Histological analysis. Liver tissue sections were stained with Harris hematoxylin and eosin 

(magnification 200x).

포  사과 에  생  산    

 포 식  등  매개체  용, 

 한다 그러 과도한 산  생  산. , 

 트   포  상  한다22). 

상 도 산  트  염  , , 

등과 같  질   포사 과 연 다23) 체에. 

 질 사가 가  한  간  사체들

 해 산  트  향  많  간, 

직 내 과도한 산  트  포 내  , 

신   하여 염 과 간, 
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 하므  만 간질  주  원  ∙

 다24) 그러므 산  트  한 . , 

독  억 할   질   통해 간보  

후보 재  찾고  하  연 가  루어지고 

다. 

   항균 항염 항  등 다 한  , , 

  다9-11, 13)   트 계 . 

합  chrysophanol, emodin, aloe-emodin, 

 틸rhein, physcion, sennoside A, B, C, D, E 

계 합  rhaponticin, piceid, deoxyrhaponticin 등

  다25) 특    . piceatannol

 신  통한   가  항산  Nrf2 HO-1

과  타내  것  보고 고 다26) 감  . 

당과 복 지  감 항염 항 러지 항산  , , , 

과 등 다 한  보고 었다16-18, 27) 직. 

지 산  트 에 해 도  간 상에 미

 과 감  병용 과에 해 보고   없

다  본 연 에  과 감  병용 처. 

가 포에   에 해 도  산HepG2 AA iron

 트  CCl4에 해 도  간경변  실

험동 에 미  향  규 하 다. 

산  트  통해 도한 포 독 에   

한   보   통해 RUE GUE MTT assay

보 다 그 결과    에 . RUE GUE AA iron

해 도  포 독  도  억 함

 하  병용 처 가 각각, RUE GUE 

 단독처 보다   포 생  타냄  

하 다  어   포 보. RUE GUE

 포 사  단 질  procaspase 3, 

  변  PARP, Bcl-xL immonoblotting 

 하 다  처 에  analysis . AA iron 

단 질   감procaspase 3, PARP, Bcl-xL 

하 고    처 가  하게 , RUE GUE

억 하  것  하 다  포 내에. Caspase 3

  태  상태  재하지procaspase 3 

만 산  등  극에 하여 해  

 다28) 역시 산  극에 . PARP 

해 해 어  다29) 한 포 사 . 

어  하   미 드리  막에 Bcl-xL

재하   리  어하여 포cytochrome-c

사  억 하   담당하  것   

다30,31)    병용 처 가  . RUE GUE AA

에 해 도  포 사에 포 보 과  iron

보 다고 여겨진다 한   병용처. , RUE GUE

  에 해 도  산  생  AA iron

과  억 하 다 러한 결과  합하  . 

  병용처  산  트 에 해 RUE GUE

 간 포  사에 해 산  생 억

 항산  과  통해 포보 용  타내  

것  사료 다.

미 드리   극에 하여 여러   

질에  에 지  산  산  과  통

하여  생산하  포 생 에 여하  주  ATP

포 내 다 과도한 산  트. , 

 포 내 산   하여 미, 

드리  막  변  통한   

하므  미 드리  포 사  

시 다32) 본 연 에  포   통해 . 

미 드리  막  변  한 결과  , AA

 처  미 드리  막  하  iron

  처 가  에 , RUE GUE AA iron

해 도  미 드리  막  하  통계

 하게 억 하 다 본 연  통해  . RUE

   도  미 드리  GUE AA iron

 에 한 보  과  하 다.

  억     포    LKB1

에 지 고갈  한 포 사에 한 보  

 보고 었다33)  . LKB1 AMPK upstream kinase 

 하  에 지 사    AMPK

 진시 간에   틸 가 , LKB1

 포 내  에 여하  것  LKB1

타났다34)  . , immunoblotting analysis

통해 간 포주  포 포HepG2 , AML12 , 

포에   가  에 SKHep1 RUE GUE LKB1

미  향  보 다 포에  시. HepG2 1

간 포  포에 에  , AML12 SKHep1 10 LKB1

  보 다 그러므   가 . RUE GUE

  통한 간 포 보    LKB1

것  여겨진다 포에    . HepG2 RUE GUE

산  트 에 한   CCl4에 

해 도  간경변 마우  에    RUE GUE

 실험하 다. In vivo 에  사용  

 간독  질  CCl4  체내에  산  

해 간독   CCl3  만들 들  , 
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포막  지질  공격하여 지질  과산  

한다 러한 지질  과산  미 드리  . DNA,

포막  포함하  주  포 에 독한 향

 미쳐 간 포  사  다 러한 산. 

 생   포사     지

간염 색   간독  등  여러 간질 에 , 

여한다35)   . RUE GUE CCl4  도한 간독  

에  청학  지   가  개 하 고ALT , 

직학  지  간 포  변   염 포  

 억 하 다 러한 과    병. RUE GUE

용 처 가 각  단독 처리보다 과  

타났다   . , RUE GUE in vivo 에

 CCl4에 해 도  산  트 에 한 간

직 내 상   한 염  억  통해 

 간보  과가  하 다.

본 연 에   에 해 산  트  AA iron

가 도  포  용한 HepG2 in vitro

과 CCl4에 해  간 상   마우  in 

vivo 에  산 에 한 간독 에 한 

  항산   간보  과  평가하RUE GUE

다. In vitro 에   통하여  MTT assay

포 보 과   포immunoblotting analysis

사 단 질  찰함  포 사 억

  하 다 한 포  실시하. , 

여 미 드리  보 과  하 고 HepG2 

포 포 포   간 포, AML12 , SKHep1 

주에   산  하 다LKB1 . In vivo

에 도   병용 처 가 청  RUE GUE ALT 

 감 시 고 간 직 내 상  염  억, 

하  것  었다. 

러한 결과  과 감  병용처 가   in 

vitro  in vivo 에  산  상에 해 포 

보  과 간보  과가  한 것  

과 감  항산  과  어 간  보 하

 한  후보 다  과 감  병. 

용처  과  한 포 보 과 에 한 

지  연 가 필 할 것  생각 다. 
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