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ABSTRACT
Purpose: We examined the effects of Dansam (Salvia miltiorrhiza Bunge, SM) and Dansam-eum (DSE) on gastroesophageal

reflux disease (GERD) and reflux esophagitis by comparing the inhibitory effects of SM and DSE with the representative
treatment of PPI Omeprazole to determine if the effects of the prescription DSE based on Korean medicine are better than
those of a single-use of SM.

Methods: We performed experiments using both animal models and cancer cells.

Results: Comparison of SM and DSE with PPI in the animal model tests revealed that the effects were superior for SM
and DSE than for PPI in all categories (8-OHdG, p-IκB, PAR2, COX-1, cathelicidin, p-JNK, Caspase 3, ATP6V1B1, GRPR,
serotonin, and NPY). In three categories (COX-1, serotonin, and NPY), SM and DSE showed superior results over the Controls.
In the animal model tests, DSE was superior to SM in all categories except for serotonin. The anti-cancer effects observed in
cancer cell tests revealed that SM and DSE had meaningful results in terms of cytotoxicity and cell movement rate, as well as
in cancer cell apoptosis.

Conclusions: We confirmed that SM and DSE can have effects on reflux esophagitis through the regulation of oxidative
stress, inflammation, mucosal protection, apoptosis, proton pumping, and the enteroendocrine system in the stomach and esophagus.
We also confirmed that SM and DSE have superior effects to those of PPI on all aspects, especially gastric mucosa protection
and enteroendocrine system control. We also confirmed that SM and DSE have anti-cancer effects. Above all, we confirmed
that DSE has superior effects on almost all aspects compared to using SM alone.

Key words: Dansam (Salvia miltiorrhiza Bunge, 丹蔘), Dansam-eum (丹蔘飮), gastroesophageal reflux disease (GERD)

Ⅰ. 서 론

위식도 역류질환(Gastroesophageal reflux disease,

GERD)은 위의 내용물이 식도로 역류하며 증상을

유발하거나, 그로 인한 합병증을 일으키는 질환을

말한다1. GERD에서 식도 점막이 지속적으로 손상
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되면 역류성 식도염이 발생하게 되고, 미란성 식도

염으로 진행 시 뚜렷한 점막 손상을 보이게 된다.

악화 시 바레트 식도로 진행할 수 있는데, 이는 식

도 선암의 주요 위험 요인이다. 식도암은 상대적으

로 드물지만 치사율이 매우 높고 예후가 나빠서, 진

단 후 5년 생존율이 5% 이하에 불과한 암이다2. 그

러므로 위식도 역류질환을 방치하는 것은 장기적으

로 암의 잠재적 위험 인자를 경시하는 것과 같다.

현재 GERD의 대표적 치료 약제는 양성자펌프

억제제(Proton Pump Inhibitor, PPI)이다1. PPI는

위 벽세포의 양자 펌프(proton pump)와 결합하여

이를 불활성화 시킴으로써 산 분비를 적극적으로

억제하는 기전을 가지며, 이를 통해 GERD 치료제

로 상용되고 있다3. 그러나 PPI 치료의 한계점 및

문제점도 다방면에서 존재한다. 식도염 및 바레트

식도를 동반하는 경우에도 PPI를 주로 사용하지

만, 산 분비의 억제가 결과적으로 이를 치료하거나

예방하지는 않는다2. 남녀 모두에서 골다공증성 골

절의 위험성도 상승하는데 이는 특히 고령화 사회

에서 유의미한 문제점이 될 수 있다4. 그 외 저마그

네슘혈증과 관련된 심혈관계 증상 발생의 위험성

증가, 기억력 손상 및 시청각을 포함한 신경학적

부작용 위험성, 타 약물과 상호 작용 시 독성 유발

위험성과 같은 부작용도 보고되었으며, 국내 불응성

GERD의 비율이 약 26% 이른다5-8. 그러므로 GERD

로 장기 치료가 필요한 경우, 합병증 발생이 우려

되는 경우, 불응성 GERD 경우 등을 고려했을 때,

PPI를 대체할만한 약물 연구가 기존의 PPI 기전

과 다른 방향에서 다각도로 요구된다.

단삼(丹蔘)은 Salvia miltiorrhiza의 뿌리이며, 한

의학에서 消腫, 通經, 止痛, 活血 등 효능으로 心腹

刺痛을 포함한 병증에서 다양하게 쓰여 왔다. 단삼

음(丹蔘飮)은 군약으로 丹蔘, 좌사약으로 檀香, 砂

仁을 배합한 처방이며 군약 丹蔘의 活血祛瘀, 調經

止痛하는 효능, 檀香의 理氣하고 和胃하는 효능과

砂仁의 溫脾하고 化濕開胃하는 효능을 활용해 3가

지를 배합하여 제반 위완부 통증과 심통에 폭넓게

사용해 왔다9-11. 이러한 단삼과 단삼음의 한의학적

효능 및 활용 증상은 GERD의 대표적 증상인 흉

부 작열감과 비전형적 흉부 통증 등에도 적용이

용이하다. 더불어 현대에 여러 연구들에서도 단삼

과 단삼음과 관련해 지속적으로 항염증, 항산화, 항

암 효과들이 보고되어 왔다12-17. 따라서 기존 연구들

에서 꾸준히 제시된 항염증, 항산화, 항암 효과 등

을 기반으로, 단삼과 단삼음이 역류성 식도염 치료

와 예방에 있어서 긍정적인 효과를 나타낼 수 있으

리라 사료되어 본 연구의 치료 약물로 선정하였다.

GERD 및 급만성 역류성 식도염과 관련된 기존

의 한의과 연구들을 살펴보면, 특정 처방 또는 단

독 및 복합 약재 추출물을 대상으로 꾸준히 실험

연구들이 이뤄져 왔다. 이진탕18,19, 반하사심탕20, 좌

금환21과 같은 처방을 비롯해 오수유22,23, 황련24, 인

진호25, 진피26, 대황⋅감초 복합 추출물27, 빈랑자⋅

천련자 복합 추출물28, 해표초, 와릉자, 모려29, 유근

피30 등을 대상으로 다양한 연구들에서 그 효과가

보고되어왔다.

단삼과 담삼음이 GERD의 대표적 증상인 흉부

작열감과 비전형적 흉부 통증에 활용될 수 있음에

도 불구하고 국내 연구는 항염증, 항산화, 항암 효

과에 관련한 연구를 제외하고는 주로 심뇌혈관계

에 관련한 연구31-33가 대부분이고, 소화기 질환 관

련 연구로는 소화성 궤양에 관련한 연구34가 있었

으나, GERD 치료에 있어 단삼과 단삼음의 효과를

평가하는 연구는 없었고 하물며 GERD의 대표적

인 치료제인 PPI와 비교하면서 동시에, 단삼 단독

약재와 단삼음 처방의 효과를 비교 평가한 연구는

없었다.

본 연구는 역류성식도염 동물 모델 실험을 통해

식도 점막의 손상 방어 효과에 대한 육안적 관찰

과 더불어 항산화, 항염증, 점막보호, 세포 사멸

(apoptosis) 조절, 산 분비 조절, 내장신경계통 조

절을 포함한 총 6가지 효과 항목에서 면역조직화

학 검사를 시행하였다. 이를 통해 단삼과 단삼음의

역류성 식도염 억제 효과를 PPI Omeprazole과 비
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교하여 종합적으로 확인하였고, 무엇보다 한의학

이론에 따라 배합된 단삼음 처방이 단삼만 단독

사용했을 때에 비해 우수한 부분이 있을 것으로

기대하여 단삼과 단삼음의 효과를 비교 평가하였

다. 이후 AGS 및 HEp-2 세포주를 이용해 단삼과

단삼음의 암세포 이동률 감소 효과와 세포독성 농

도 IC50및 세포 사멸(apoptosis) 효과를 함께 살펴

보았다.

Ⅱ. 실험 재료와 방법

1. 실험 재료

1) 실험동물

중아바이오(JABIO, Korea)에서 분양받은 태령

8주 된 ICR계 수컷 생쥐를 무균사육 장치 내에서 2

주일 동안 적응시킨 후 체중 30±2 g 된 생쥐를 선별

하여 사용하였다. 어떤 처치도 시행하지 않은 대조군

(Ctrl), 역류성 식도염 유발군(GERDE), Omeprazole

투여 후 역류성 식도염 유발군(OMET), 단삼 추출

물 투여 후 역류성 식도염 유발군(SMeT), 단삼음

추출물 투여 후 역류성 식도염 유발군(DSEeT)으

로 총 5개 군을 나누었으며, 각 군에 각 10마리씩

배정하였다.

실험 기간 동안 식이로는 역류 증상의 빈도를

증가시켜 증상을 심화시키려는 목적으로 고지방식

(fat, 60%; carbohydrate, 20%; protein, 20%; DIO

DIET, USA)을 자유 섭식시켰다35. 본 연구 과정은 세

명대학교 IACUC 승인을 받아 시행되었으며(IACUC

number: smecae 20-09-02), 실험실 동물의 관리와

사용에 대해서는 NIH 가이드라인에 따라 시행되

었다.

2) 세포주와 세포 배양

실험에 사용한 위암 세포주 AGS cell과 식도암

세포주 HEp-2 cell은 ATCC(American Type Culture

Collection, USA)에서 구입하였다. HEp-2 cell(Human

Epithelial type 2 cell)은 본래 후두암 기원 세포로,

편평 상피암 세포이며 식도암 또한 대부분 편평

상피암이다. GERD가 만성화되면 원위부 식도에

서 위 상피 화생이 발생하는 바레트 식도로 진행

할 수 있는데, 이는 식도 선암의 주요 원인이 되고

위선암과 유사하다2. 그러므로 위선암 세포인 위암

세포주 AGS cell과 편평 상피암 세포주 HEp-2 cell

을 이용하여 식도 전반에 발생할 수 있는 암에 대

해 단삼과 단삼음의 항암 효과를 살펴보았다.

세포는 37 ℃, 5% CO2 incubator(Sanyo, Japan)

에서 10% Fetal Bovine Serum(Sigma, USA)가 함

유된 Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM,

Welgin, Korea)을 사용하여 배양하였다. 오염방지를

위해 항생제로 100 unit/ml penicillin(Sigma, USA),

100 μg/ml streptomycin(Gibco/BRL, USA)을 첨가

하였다. 실험과정의 모든 세포는 70-80% 정도의 밀

도시 계대배양하여 준비하였다.

3) 치료약물

실험에 사용된 한약재 단삼(Salvia miltiorrhiza

Bunge)과 단삼음(Dansam-eum)은 본초마루에서 구

입하였다. 단삼음 처방은 時方歌括이 원출전으로 단

삼, 단향, 사인으로 구성되어 있으며 이에 의거하

였다10(Table 1).

단삼 120 g을 증류수 1000 ml에 넣고 3시간 동안

전탕한 후 여과하였다. 그 여액을 rotary evaporator

를 이용하여 50 ml으로 감압⋅농축한 후 동결 건조

하여 28.5 g을 추출하였다(수득률 23.8%). 획득된 단

삼 추출물을 GERD 유발 14일 전부터 매일 238

mg/kg량으로 생리식염수에 희석한 후 100 μl를 경

구투여 하였다.

단삼음 4첩(160 g, Table 1)을 동일한 방법으로

39.3 g을 추출하였다(수득률 24.5 %). 획득된 단삼음

추출물을 GEDR 유발 14일 전부터 매일 328 mg/kg

량으로 생리식염수에 희석한 후 100 μl를 경구투여

하였다.

단삼과 단삼음에 대한 활성 대조 약물로 프로톤

펌프억제제 Omeprazole(신일제약, Korea)를 선정

하고 GERD 유발 14일 전부터 매일 40 mg/kg씩

구강투여 하였다.
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Scientific name Part used Latin name Weight (g)

Salvia miltiorrhiza BUNGE Roots SalviaeMiltiorrhizae Radix (丹蔘) 30

Amomum xanthioides WALLICH Fruit Amomi Fructus (砂仁) 5

Santalum album L. Lignum Santali Albae Lignum (檀香) 5

Total 40

Table 1. Amount and Composition of Dansam-eum (DSE) Extract

2. 실험 방법

1) 역류성 식도염 동물 모델을 이용한 치료 효

과 측정

(1) 치료약물 처리 후 역류성 식도염 유발

치료약물을 GERD 유발하기 14일 전부터 매일

1일 1회 경구투여하였으며, 수술 1시간 전에 마지막

약물 투여를 시행했다. Nakamura 등36의 방법을 이

용해 역류성 식도염을 유발하였는데, 수술은 24시간

전부터 절식시킨 실험 쥐를 sodium pentobarbital로

마취시킨 후 복강을 열고 위의 기저부와 분문부

쪽을 micro-cable tie(대한과학, Korea)로 결찰하였

다. 봉합 48시간 후 실험동물을 희생시켜 실험동물

의 위식도 연결부(gastroesophageal junction, GEJ)

를 절취하여 실험에 이용하였다. 한편 위식도 연결

부 주변 외부형태의 변화 관찰을 위해 steroscope

(olympus, Japan)을 이용하여 4배율로 촬영하였다.

(2) 조직절편 제작

Vascular rinse와 10% 중성 포르말린 용액으로

심장 관류를 고정하였다. 위식도 연결부와 하부 식

도를 적출한 후 실온에서 24시간 동안 10% NBF

로 고정하였다. 고정된 조직은 통상적인 방법으로

paraffin에 포매한 후 5 μm 두께의 연속 절편으로

제작되었다.

(3) 조직화학검사

위식도 연결부의 위점막과 하부 식도의 조직 손

상을 관찰하기 위해 phloxine-tartrazine 염색법을

실시하였다. Mayer's hematoxylin에 5분간 핵 염색

을 한 후 phloxine 용액으로 30분간 반응시켰다. 이

후 tartrazine 용액에서 분별 후 광학현미경(BX 60,

Olympus, Japan)을 이용하여 100배율로 관찰하였다.

장기투여에 따른 부작용 여부를 관찰하기 위해

위식도 연결부, 하부 식도 그리고 간 조직에 대해

Masson trichrome 염색을 실시하여 조직 구조 변

화를 관찰하였다. 또한 약물 투여에 따른 간세포

내 부작용 유발 여부도 Masson trichrome 염색을

통해 이루어졌다.

(4) 면역조직화학검사

특정 부위의 손상 여부와 양상을 확인하기 위해

서 면역조직화학 검사들을 시행하였다. 위식도 연

결부의 위점막과 하부 식도의 조직 내 면역조직학

적 변화를 조사하기 위해 8-OHdG(Abcam, USA),

p-IκB(Abcam, USA), PAR2(Abcam, USA), COX-1

(Abcam, USA), Cathelicidin(Abcam, USA), p-JNK

(Abcam, USA), Caspase 3(Abcam, USA), ATP6V1B1

(Abcam, USA), GRPR(Abcam, USA), Serotonin

(Abcam, USA) 그리고 NPY(Abcam, USA) 등을

이용한 면역조직화학 염색을 실시하였다. 우선 조

직 절편을 proteinase K(20 μg/ml)에 5분 동안

proteolysis 과정을 거친 후 blocking serum인 10%

normal goat serum에서 2시간 동안 반응시켰다. 그

리고 1차 항체에 4 ℃ humidified chamber에서 72

시간 동안 반응시켰다. 그런 다음 2차 항체인

biotinylated goat anti-mouse IgG(1:100, Abcam,

USA)에 실온에서 24시간 link 하였고, 그런 다음 avidin

biotin complex kit(Vector Lab, USA)에 1시간 동안

실온에서 반응시켰다. 0.05% 3,3'-diaminobenzidine과

0.01% HCl이 포함된 0.05M tris-HCl 완충용액(pH

7.4)에서 발색시킨 후, hematoxylin으로 대조 염색

하였다.

2) 암 세포주를 이용한 항암 효과 측정
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형태학적으로 항암 효능을 평가할 수 있는 실험

을 진행하기 위해 세포독성 평가와 wound healing

assay를 선택해 시행하였다. 항암 효능은 일반적으

로 암세포의 사멸 또는 세포 이동을 억제하는 농

도로 평가한다. 특히 위식도의 염증이나 위식도암

치료에서 상피세포 이동을 억제하는 것이 중요하

므로 wound healing assay를 통해 세포 이동률 감

소 효과를 분석하였다. 또한 미토콘드리아 형태 분

석을 통해 세포 사멸(apoptosis) 가능성을 추정하

였고, Hoechst 염색을 통해 핵을 염색하여 관찰함

으로써 확실한 apoptosis 소견을 제시하였다.

(1) 세포 생존율에 미치는 영향 분석

암 세포주에 대한 세포독성 평가를 수행하였다. 세

포독성 평가를 위해서 96 well에 암세포(1×104/well)

를 분주하고 24시간 배양하였다. 배양 후 독성농도를

평가하기 위해 단삼과 단삼음 추출물을 20 mg/mL

이내에서 처리하였다. 24시간 동안 배양된 배양액

위에 20 ul의 WST-1을 처리하여 4시간 동안 배양

하고 microplate reader로 450 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 측정된 흡광도는 무처리군에 대해 상대

정량하여 백분율로 환산하고 세포독성 수치를 평

가하였으며, 세포가 50% 사멸되는 농도를 IC50으

로 정의하였다.

(2) Scratch wound healing assay

암세포에 미치는 항암 효과 평가를 위해서, 암세

포의 scratch wound healing assay를 수행하였다.

단삼과 단삼음의 항암 효능 평가는 cell migration

차단 효과를 확인하기 위해 10% 우태아 혈청(fetal

bovine serum, FBS)이 포함된 상태에서 수행하였

다. 먼저, 암세포(5×105/well)를 6 well plate에 분주

하여 24시간 동안 배양하고, 인산염 완충 용액

(PBS)으로 1회 세척 후 200 uL tip으로 scratch

wound를 만들었다. 그 다음, 우태아 혈청이 포함되

지 않은 배지(untreated, UN), FBS, FBS 배지에

단삼(100, 250, 500, 1000 μg/mL)과 단삼음(100,

250, 500, 1000 μg/mL)을 농도별로 세포에 처리해

나누어 관찰하였다. 현미경에서 0시간과 24시간의

scratch wound를 관찰하고 CCD 카메라(charge-coupled

device camera)로 촬영 후 기록하였다. AGS 세포

의 scratch wound healing 분석은 세포의 이동 거

리를 imageJ 프로그램으로 분석하였고, 0시간으로

부터 24시간까지의 세포 이동 거리를 상대적으로

정량화하여 그래프로 나타내었다.

(3) 미토콘드리아 형태 분석과 Hoechst 염색

암 세포의 세포 사멸(apoptosis)을 평가하기 위

해서 미토콘드리아 형태 분석과 Hoechst 염색을

수행하였다.

3) 영상분석과 통계

각 군별 10마리의 실험 동물에 대해 검사 항목

마다 영상분석을 시행하였다. 영상분석은 Image Pro

(Media cybernetics, USA)를 이용해 수치화 되었다.

위의 경우 위식도 연결부 주변부를 100배로 확대하

여 촬영 후 20,000,000 pixel cell 영역에서 intensity

(80-100) 측정⋅계수하였다. 식도의 경우 하부 식

도 주변부도 동일한 방법으로 측정⋅계수하였다.

통계는 SPSS software(SPSS 25, SPSS Inc., USA)

를 이용하였으며, one-way ANOVA 분석을 시행하

였다. P값이 0.05 미만인 경우를 유의수준으로 설

정하였고, 사후 검증은 Tukey HSD를 실시하였다.

Ⅲ. 결 과

1. 역류성 식도염 동물 모델을 이용한 치료 효과

검증

1) 육안적 관찰 및 조직학적 조사

위 결찰술(gastric ligation) 후 위식도 연결부와

하부 식도 부위에서 육안적 관찰을 위해 steroscope를

이용한 촬영 결과, 출혈성 미란(hemorrhagic erosion)

발생 정도는 역류성 식도염 유발군(GERDE)에서

가장 크게 관찰되었다. GERDE 다음으로 오메프

라졸군(OMET), 단삼군(SMeT), 단삼음군(DSEeT)

순으로 손상 정도가 감소하며 관찰되었다.

위식도 연결부와 하부 식도 부위에 phloxine-

tartrazine 염색을 통한 조직학적 조사 결과, 심각
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한 점막 손상(편평상피세포 비후, 점막상피 기저세

포 과형성, 세포사이간벽 붕괴, 고유층내 염증관여

세포 이주 증가)이 관찰되었다. 손상 정도는 GERDE

에서 가장 크게 관찰되었으며, GERDE 다음으로

오메프라졸군, 단삼군, 단삼음군 순으로 손상 정도

가 감소하며 관찰되었다(Fig. 1).

Fig. 1. Regulation of oxidative stress in stomach and esophagus by SM and DSE.

Ctrl : no GERD elicited group, GERDE : GERD elicited group, OMET : medicine as omeprazole treat group
before GERD elicitation, SMeT : medicine as extraction of Salvia miltiorrhiza Bunge treat group before GERD
elicitation, DSEeT : medicine as extraction of Dansam-eum treat group before GERD elicitation, Square Box :
hemorrhagic erosion, ESO : Esophagus, STO : stomach, MC : Mucosa, LP : laminar propria, SM : sub mucose,
Ext. Morph bar size : 1 mm, P/T bar size : 50 μm, Ext. Morph : external Morphology, P/T : Phloxine-Tartrazine stain

2) 항산화 효과

위식도 연결부와 하부 식도의 육안적 손상 부위

에 있어서 산화적 스트레스에 따른 손상 정도를

조사하고 항산화 효과를 살펴보기 위해 8-OHdG

면역조직화학 검사를 시행하였다.

위식도 연결부에서 GERDE는 Ctrl에 비해 8-OHdG

양성반응이 1571% 증가하였다. 약물 처리군에서는

GERDE보다 낮은 증가 양상을 보였는데, Ctrl에

비해 오메프라졸군은 855%, 단삼군은 535%, 단삼

음군은 343% 증가하였다.

하부 식도 부위에서 GERDE는 Ctrl에 비해 8-OHdG

양성반응이 577% 증가하였다. 약물 처리군에서는
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GERDE보다 낮은 증가 양상을 보였는데, Ctrl에

비해 오메프라졸군은 338%, 단삼군은 278%, 단삼

음군은 210% 증가하였다(Table 2).

Objective
Group

Ctrl GERDE OMET SMeT DSEeT

8-OHdG (Stomach) 5,512±134 92,134±1590 52,649±1191* 34,980±964*# 24,431±1343*#+

8-OHdG (Esophagus) 15,270±1078 103,437±1579 66,873±1040* 57,765±1048*# 47,392±1127*#+

(These data are expressed as image analysis for 20,000,000 pixcel cell/range of intensity : 80-100)
Ctrl : no GERD elicited group, GERDE : GERD elicited group, OMEP : medicine as omeprazole treat group before
GERD elicitation, SMeT : medicine as extraction of Salvia miltiorrhiza Bunge treat group before GERD elicitation,
DSEeT : medicine as extraction of Dansam-eum treat group before GERD elicitation, * : P<0.05 compared with GERDE,
# : P<0.05 compared with OMET, + : P<0.05 compared with SMeT

Table 2. Image Analysis of 8-OHdG in Stomach and Esophagus for Mitigative of GERD by SM and DSE

3) 항염증 효과

위식도 연결부와 하부 식도 부위에서 항염증 효

과를 조사하기 위해 p-IκB 면역조직화학 검사를

시행하였고, 하부 식도 부위에서 추가로 PAR2 면

역조직화학 검사를 시행하였다.

위식도 연결부에서 시행한 p-IκB 면역조직화학

검사 결과, GERDE는 Ctrl에 비해 p-IκB 양성반응

이 353% 증가하였다. 약물 처리군에서는 GERDE

보다 낮은 증가 양상을 보였는데, Ctrl에 비해 오

메프라졸군은 254%, 단삼군은 159%, 단삼음군은

125% 증가하였다.

하부 식도 부위에서 시행한 p-IκB 면역조직화학

검사 결과, GERDE는 Ctrl에 비해 p-IκB 양성반응

이 1187% 증가하였다. 약물 처리군에서는 GERDE

보다 낮은 증가 양상을 보였는데, Ctrl에 비해 오

메프라졸군은 661%, 단삼군은 520%, 단삼음군은

466% 증가하였다.

하부 식도 부위에서 초기 염증 조절을 조사하기

위해 추가로 PAR2 면역조직화학 검사를 시행하였

다. 그 결과, GERDE는 Ctrl에 비해 PAR2 양성반

응이 417% 증가하였다. 약물 처리군에서는 GERDE

보다 낮은 증가 양상을 보였는데, Ctrl에 비해 오

메프라졸군은 228%, 단삼군은 160%, 단삼음군은

109% 증가하였다(Table 3).

Objective
Group

Ctrl GERDE OMET SMeT DSEeT

p-IκB (Stomach) 20,088±551 91,049±1015 71,122±914* 52,003±1000*# 45,142±786*#+

p-IκB (Esophagus) 6,765±190 87,042±704 51,457±1751* 41,975±637*# 38,323±703*#+

PAR2 (Esophagus) 17,353±770 89,593±1483 56,862±830* 45,152±1064*# 36,185±954*#+

(These data are expressed as image analysis for 20,000,000 pixel cell/range of intensity : 80-100)
Ctrl : no GERD elicited group, GERDE : GERD elicited group, OMEP : medicine as omeprazole treat group before
GERD elicitation, SMeT : medicine as extraction of Salvia miltiorrhiza Bunge treat group before GERD elicitation,
DSEeT : medicine as extraction of Dansam-eum treat group before GERD elicitation, * : P<0.05 compared with GERDE,
# : P<0.05 compared with OMET, + : P<0.05 compared with SMeT

Table 3. Image Analysis of p-IκB, PAR2 in Stomach and Esophagus for Mitigative of GERD by SM and DSE
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4) 점막보호 효과

점막보호 효과를 관찰하기 위해 위식도 연결부

위에서 COX-1, 하부 식도 부위에서 Cathelicidin

면역조직화학 검사를 시행하였다.

위식도 연결부에서 mucose 분비를 통한 위 점막

장벽 형성 효과를 조사를 위해 시행한 COX-1 면

역조직화학 검사 결과, Ctrl에 비해 GERDE와 오

메프라졸군에서 양성반응이 각각 27%, 17% 감소

하였다. 반면 단삼군과 단삼음군은 Ctrl에 비해 증

가하는 양상을 보였는데, 단삼군은 39%, 단삼음군

은 67% 증가하였다.

하부 식도 부위에서 외부에 대한 위장관 표면의

면역 방어 효과를 조사하기 위해 시행한 Cathelicidin

면역조직화학 검사 결과, Ctrl에 비해 GERDE에서

양성반응이 71% 감소하였다. 약물 처리군에서는

GERDE보다 높은 방어장벽 형성 양상을 보였는

데, Ctrl에 비해 오메프라졸군은 58%, 단삼군은 36%,

단삼음군은 20% 감소하여 GERDE에 비해 낮은

감소 양상을 보였다(Table 4).

Objective
Group

Ctrl GERDE OMET SMeT DSEeT

COX-1 (Stomach) 22,948±706 16,836±536 19,057±375* 31,998±538*# 38,365±362*#+

Cathelicidin (Esophagus) 72,761±1424 21,460±850 30,452±995* 46,619±823*# 58,223±591*#+

(These data are expressed as image analysis for 20,000,000 pixel cell/range of intensity : 80-100)
Ctrl : no GERD elicited group, GERDE : GERD elicited group, OMEP : medicine as omeprazole treat group before
GERD elicitation, SMeT : medicine as extraction of Salvia miltiorrhiza Bunge treat group before GERD elicitation,
DSEeT : medicine as extraction of Dansam-eum treat group before GERD elicitation, * : P<0.05 compared with GERDE,
# : P<0.05 compared with OMET, + : P<0.05 compared with SMeT

Table 4. Image Analysis of COX-1 in Stomach and Cathelicidin in Esophagus for Mitigative of GERD by
SM and DSE

5) 세포 사멸(apoptosis) 조절 효과

위식도 연결부와 하부 식도 부위에서 세포 사멸

(apoptosis) 조절 효과를 관찰하기 위해 p-JNK,

Caspase 3 면역조직화학 검사를 시행하였다.

위식도 연결부에서 시행한 p-JNK 면역조직화학

결과, GERDE는 Ctrl에 비해 p-JNK 양성반응이

338% 증가하였다. 약물 처리군에서는 GERDE보

다 낮은 증가 양상을 보였는데, Ctrl에 비해 오메

프라졸군은 192%, 단삼군은 99%, 단삼음군은 77%

증가하였다. 하부 식도 부위에서 시행한 p-JNK 면

역조직화학 결과, GERDE는 Ctrl에 비해 p-JNK

양성반응이 382% 증가하였다. 약물 처리군에서는

GERDE보다 낮은 증가 양상을 보였는데, Ctrl에

비해 오메프라졸군은 209%, 단삼군은 119%, 단삼

음군은 78% 증가하였다.

위식도 연결부에서 시행한 Casapase 3 면역조직화

학 결과, GERDE는 Ctrl에 비해 Caspase 3 양성반응

이 480% 증가하였다. 약물 처리군에서는 GERDE보

다 낮은 증가 양상을 보였는데, Ctrl에 비해 오메

프라졸군은 309%, 단삼군은 206%, 단삼음군은 188%

증가하였다. 하부 식도 부위에서 시행한 Caspase 3

면역조직화학 결과, GERDE는 Ctrl에 비해 Caspase 3

양성반응이 1419% 증가하였다. 약물 처리군에서는

GERDE보다 낮은 증가 양상을 보였는데, Ctrl에

비해 오메프라졸군은 740%, 단삼군은 511%, 단삼

음군은 384% 증가하였다(Table 5).
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Objective
Group

Ctrl GERDE OMET SMeT DSEeT

p-JNK (Stomach) 22,477±489 98,473±903 65,600±1116* 44,781±1137*# 39,798±538*#+

p-JNK (Esophagus) 21,787±384 104,936±1686 67,270±751* 47,612±1194*# 38,820±939*#+

Caspase 3 (Stomach) 15,417±756 89,423±847 63,090±1389* 47,186±866*# 44,405±773*#+

Caspase 3 (Esophagus) 6,046±359 91,853±725 50,760±923* 36,913±731*# 29,286±632*#+

(These data are expressed as image analysis for 20,000,000 pixel cell/range of intensity : 80-100)
Ctrl : no GERD elicited group, GERDE : GERD elicited group, OMEP : medicine as omeprazole treat group before
GERD elicitation, SMeT : medicine as Extraction of Salvia miltiorrhiza Bunge treat group before GERD elicitation,
DSEeT : medicine as extraction of Dansam-eum treat group before GERD elicitation, * : P<0.05 compared with GERDE,
# : P<0.05 compared with OMET, + : P<0.05 compared with SMeT

Table 5. Image Analysis of p-JNK, Caspase 3 in Stomach and Esophagus for Mitigative of GERD by SM
and DSE

6) 산 분비 조절 효과

위식도 연결부에서 Proton pump 및 산 분비 조

절 효과를 관찰하기 위해 ATP6V1B1, GRPR 면역

조직화학 검사를 시행하였다.

그 결과, ATP6V1B1는 Ctrl에 비해 GERDE에

서 양성반응이 330% 증가하였다. 약물 처리군에서

는 GERDE보다 낮은 증가 양상을 보였는데, Ctrl

에 비해 오메프라졸군은 138%, 단삼군은 128%, 단

삼음군은 81% 증가하였다.

또한 GRPR은 Ctrl에 비해 GERDE에서 양성반응

이 697% 증가하였다. 약물 처리군에서는 GERDE보

다 낮은 증가 양상을 보였는데, Ctrl에 비해 오메

프라졸군은 224%, 단삼군은 161%, 단삼음군은 158%

증가하였다(Table 6).

Objective
Group

Ctrl GERDE OMET SMeT DSEeT

ATP6V1B1 8,205±157 35,321±621 19,530±393* 18,692±221*# 14,863±661*#+

GRPR 11,620±808 92,641±1130 37,700±742* 30,319±640*# 29,940±565*#+

(These data are expressed as image analysis for 20,000,000 pixel cell/range of intensity:80-100)
Ctrl : no GERD elicited group, GERDE : GERD elicited group, OMEP : medicine as omeprazole treat group before
GERD elicitation, SMeT : medicine as extraction of Salvia miltiorrhiza Bunge treat group before GERD elicitation,
DSEeT : medicine as extraction of Dansam-eum treat group before GERD elicitation, * : P<0.05 compared with GERDE,
# : P<0.05 compared with OMET, + : P<0.05 compared with SMeT

Table 6. Image Analysis of ATP6V1B1, GRPR in Stomach for Mitigative of GERD by SM and DSE

7) 내장신경계통 조절 효과

하부 식도 부위에서 내장신경계통 조절 효과를

조사하기 위해 Serotonin, NPY 면역조직화학 검사

를 시행하였다.

그 결과, Serotonin의 경우 Ctrl에 비해 GERDE는

35%, 오메프라졸군은 29% 감소한 반면, 단삼군과

단삼음군은 Ctrl에 비해 증가하여 단삼군은 67%,

단삼음군은 38% 증가한 것으로 관찰되었다.

또한 NPY의 경우도 Ctrl에 비해 GERDE는 59%,

오메프라졸군은 36% 감소한 반면, 단삼군과 단삼음

군은 Ctrl에 비해 증가하여 단삼군은 35%, 단삼음군

은 73% 증가한 것으로 관찰되었다(Table 7).
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Objective
Group

Ctrl GERDE OMET SMeT DSEeT

Serotonin 39,067±1109 25,481±1098 27,802±287* 65,284±511*# 53,862±616*#+

NPY 33,060±821 13,474±653 21,096±665* 44,594±815*# 57,067±551*#+

(These data are expressed as image analysis for 20,000,000 pixel cell/range of intensity : 80-100)
Ctrl : no GERD elicited group, GERDE : GERD elicited group, OMEP : medicine as omeprazole treat group before
GERD elicitation, SMeT : medicine as extraction of Salvia miltiorrhiza Bunge treat group before GERD elicitation,
DSEeT : medicine as extraction of Dansam-eum treat group before GERD elicitation, * : P<0.05 compared with GERDE,
# : P<0.05 compared with OMET, + : P<0.05 compared with SMeT

Table 7. Image Analysis of Serotonin, NPY in Esophagus for Mitigative of GERD by SM and DSE

2. 암 세포주를 이용한 항암 효과 검증

1) 위암 세포에 대한 항암 효과

(1) AGS 세포 생존율 측정

단삼과 단삼음이 위암 세포에 대해 항암 효과가

있는지 확인하기 위해 AGS 세포주에 대한 세포독

성 평가를 수행하였다. 세포독성 IC50은 단삼은 1125

μg/mL, 단삼음은 1151 μg/mL로 나타났다(Fig. 2).

Fig. 2. Effects of SM and DSE on AGS cells.

AGS cells were treated with SM (A) or DSE (B) for 24 h. Cell viability was measured by WST-1 (4-[3-
(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene Disulfonate) assay. These data are expressed as
mean percentages relative to the untreated group±standard deviations. * : P<0.05 vs. untreated group.

(2) AGS 세포에 대한 scratch wound healing

assay 결과

단삼과 단삼음의 AGS 세포 이동률 감소 효과를

확인하기 위해 scratch wound healing assay를 수

행하였다.

단삼 처리 실험에서 UN군에 비해 FBS군의 세

포 이동률은 약 234.59±16.27%로 유의성 있게 증가

하였다. 반면 FBS에 단삼을 250, 500, 1000 μg/mL

의 농도로 처리한 경우, 세포 이동률은 FBS군 대

비 각각 47.37±11.75%, 183.46±11.06%, 191.73±0.4%로

유의성 있게 감소하였다(Fig. 3).

단삼음 처리 실험에서도 FBS군은 유의성 있게 세
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포 이동률이 증가하였다. 반면 FBS에 단삼음을 100,

250, 500, 1000 μg/mL의 농도로 처리한 경우, 세포 이

동률은 FBS군 대비 각각 117.3±16.6%, 172.2±15.3%,

215.0±17.9%, 242.1±10.1%로 유의성 있게 감소하였

다(Fig. 4).

Fig. 3. Effects of SM on scratch wound-healing of AGS cells.

(A) The photographs representative the scratch wound healing on stimulated with SM in AGS cells. Cells were
treated with SM (100-1000 μg/mL) in DMEM for 24 h, respectively. (0 h) a white lines indicate the initial
scratches; (24 h); a white lines indicate the migrated cell position; Magnification×200.
(B) Migration rates of AGS cells relative to the untreated group (%). UN : untreated group. Results are
presented as mean±standard deviation. * : P<0.05 verse untreated group, # : P<0.05 verse FBS group.
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Fig. 4. Effects of DSE on scratch wound-healing of AGS cells.

(C) The photographs representative the scratch wound healing on stimulated with DSE (C) in AGS cells. Cells
were treated with DSE (100-1000 μg/mL) in DMEM for 24 h, respectively. (0 h) a white lines indicate the
initial scratches; (24 h); a white lines indicate the migrated cell position; Magnification×200.
(D) Migration rates of AGS cells relative to the untreated group (%). UN : untreated group. Results are
presented as mean±standard deviation. * : P<0.05 verse untreated group, # : P<0.05 verse FBS group.

(3) AGS 세포에 대한 미토콘드리아 형태 분석

과 Hoechst 염색

단삼과 단삼음이 위암 세포에 미치는 세포 사멸

(apoptosis) 효과를 평가를 위해서, AGS 세포의 미토

콘드리아 형태 분석과 Hoechst 염색을 수행하였다.

그림과 같이, Hoechst 결과상 무처리군에서는

핵의 응축 형태가 나타나지 않은 반면, 단삼 혹은

단삼음을 처리하였을 때 농도 의존적으로 핵의 응

축 형태가 증가하였다. 미토콘드리아는 정상적인

형태일 경우 mito Tracker에서 긴 형태를 유지하는

형광 밝기를 보였으나, 단삼 혹은 단삼음 처리 시

fission 형태인 조각난 형태를 보여주었다(Fig. 5).
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Fig. 5. Effects of SM and DSE on apoptosis in AGS cells.

The AGS cells were seeded (1×104 cells/mL) in slide and treated with SM (500 and 1000 μg/mL) or DSE (500
and 1000 μg/mL) for 24 h.
(A and C) Cells were fixed using 4% formaldehyde for 5 min. The nuclear stained with Hoechst (excitation :
361, emission : 497) solution for 10 min at room temperature.
(B and D) The live cells were incubated with Mito Tracker solution (exitation : 581 nm, emission : 644 nm)
for 30 min at 37 ℃. Fluorescence images were obtained by fluorescence microscopy.

2) 식도암 세포에 대한 항암 효과

(1) HEp-2 세포 생존율 측정

단삼과 단삼음이 식도암 세포에 대해 항암 효과

가 있는지 확인하기 위해 HEp-2세포주에 대한 세

포독성 평가를 수행하였다. 그 결과, 세포독성 IC50

은 단삼은 3576 μg/mL, 단삼음은 3840 μg/mL로

나타났다(Fig. 6).

(2) HEp-2세포에 대한 scratch wound healing

assay 결과

단삼과 단삼음의 HEp-2 세포 이동률 감소 효과

를 확인하기 위해 scratch wound healing assay를

수행하였다.

단삼 처리 실험에서는 UN군에 비해 FBS군의 세

포 이동률은 약 184.18±6.85%로 유의성 있게 증가하

였다. 반면 FBS에 단삼을 100, 250, 500, 1000 μg/mL의

농도로 처리한 경우, 세포 이동률은 FBS군 대비

각각 62.66±0.1%, 84.18±1.05% 103.80±0.74%, 103.80

±0.75%로 유의성 있게 감소하였다(Fig. 7).

단삼음 처리 실험에서도 FBS군은 유의성 있게

세포 이동률이 증가하였다. 반면 FBS에 단삼음을

100, 250, 500, 1000 ug/mL의 농도로 처리한 경우,

세포 이동률은 FBS군 대비 각각 28.76±2.95%, 79.08±

2.89%, 95.42±10.80%, 130.72±6.88%로 유의성 있게

감소하였다(Fig. 8).
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Fig. 6. Effects of SM and DSE on HEp-2 cells.

HEp-2 cells were treated with SM (A) or DSE (B) for 24 h. Cell viability was measured by WST-1 (4-[3-(4-
Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene Disulfonate) assay. These data are expressed as
mean percentages relative to the untreated group±standard deviations. * : P<0.05 vs. untreated group.

Fig. 7. Effects of SM on scratch wound-healing of HEp-2 cells.

(A) The photographs representative the scratch wound healing on stimulated with SM in HEp-2 cells. Cells
were treated with SM (100-1000 μg/mL) in DMEM for 24 h, respectively. (0 h) a white lines indicate the
initial scratches; (24 h); a white lines indicate the migrated cell position; Magnification×200.
(B) Migration rates of HEp-2 cells relative to the untreated group (%). UN : untreated group. Results are
presented as mean±standard deviation. * : P<0.05 verse untreated group, # : P<0.05 verse FBS group.
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Fig. 8. Effects of DSE on scratch wound-healing of HEp-2 cells.

(C) The photographs representative the scratch wound healing on stimulated with DSE (C) in HEp-2 cells.
Cells were treated with DSE (100-1000 μg/mL) in DMEM for 24 h, respectively. (0 h) a white lines indicate
the initial scratches; (24 h); a white lines indicate the migrated cell position; Magnification×200.
(D) Migration rates of HEp-2 cells relative to the untreated group (%). UN : untreated group. Results are
presented as mean±standard deviation. * : P<0.05 verse untreated group, # : P<0.05 verse FBS group.

(3) HEp-2 세포에 대한 미토콘드리아 형태 분

석과 Hoechst 염색

단삼과 단삼음이 식도암 세포에 미치는 세포 사

멸(apoptosis) 효과를 평가하기 위해서, HEp-2 세

포의 미토콘드리아 형태 분석과 Hoechst 염색을 수

행하였다.

그림과 같이, Hoechst 결과상 무처리군에서는 핵

의 응축 형태가 나타나지 않은 반면, 단삼 혹은 단

삼음을 처리하였을 때 20000 μg/mL에서 핵의 응축

형태가 확인되었다. 미토콘드리아는 정상적인 형태일

경우 mito Tracker에서 긴 형태를 유지하는 형광 밝기

를 보였으나, 단삼 혹은 단삼음을 20000 μg/mL 처리

시 fission 형태인 조각난 형태를 보여주었다(Fig. 9).
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Fig. 9. Effects of SM and DSE on apoptosis in HEp-2 cells.

The HEp-2 cells were seeded (1×104 cells/mL) in slide and treated with SM (1000 and 20000 μg/mL) or DSE
(1000 and 20000 μg/mL) for 24 h.
(A and C) Cells were fixed using 4% formaldehyde for 5 min. The nuclear stained with Hoechst (excitation : 361,
emission : 497) solution for 10 min at room temperature.
(B and D) The live cells were incuabted with Mito Tracker solution (exitation : 581 nm, emission : 644 nm)

for 30 min at 37 ℃. Fluoresscence images were obatined by fluorescnece microscopy.

3. 약물 투여에 따른 안전성 평가

Masson trichrome 염색을 통한 조직 구조 변화

를 관찰한 결과, 위, 식도 그리고 간에서 모두 병리

적 조직은 관찰되지 않았다(Fig. 10).

Fig. 10. No adverse effects in stomach, esophagus and liver by SM and DSE.

Ctrl : no treatment group, OSMeT : medicine as extraction of Salvia miltiorrhiza Bunge treat group, ODSEeT :
medicine as extraction of Dansam-eum treat group, bar size : 50 μm.
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Ⅳ. 고 찰

본 연구에서는 역류성식도염 유발 동물 모델을

이용하여 위식도 연결부와 하부 식도 부위에서 단

삼, 단삼음의 치료 효과를 살펴보았다. 식도 점막

의 손상 방어 효과에 대한 육안적 관찰과 더불어,

총 6가지 효과 분야(항산화, 항염증, 위산 분비 조

절, 점막보호, 세포 사멸(apoptosis) 조절, 내장신경

계통 조절)로 구분해 관찰하고 비교평가 하였다.

또한 위암 및 식도암 세포주를 이용해 단삼과 단

삼음의 항암 효과를 살펴봄으로써, 역류성 식도염

이 암 발생까지 진행될 때도 상기 약물들이 효과

를 가질 수 있는지 관찰하였다. 이를 통해 GERD

및 역류성 식도염의 급만성 상태를 아울러서, 단삼

과 단삼음이 기존 치료제인 PPI와 비교했을 때 종

합적으로 우수한 효과가 있는지 확인해보았다.

무엇보다도 본 연구는 단삼과 단삼음을 기존 치

료제인 PPI와 비교하는 것을 넘어, 단삼과 단삼음

2가지를 비교 평가해보는 것에 중점을 두었다. 이

는 한의학적 군신좌사 이론을 바탕으로 배합된 단

삼음 처방이 단삼만 단독으로 사용하는 경우보다

상기 효과들에서 우수한 부분을 보일 것으로 기대

하였기 때문이다.

1. 역류성 식도염 동물 모델을 이용한 치료 효과

검증

역류성식도염 동물 모델을 이용하여 위식도 연

결부와 하부 식도 부위에서 단삼과 단삼음의 치료

효과를 식도 점막의 손상 방어 효과에 대한 육안

적 관찰과 함께 총 6가지 분야(항산화, 항염증, 세

포 사멸(apoptosis) 조절, 산 분비 점막보호, 산 분

비 조절, 내장신경계통 조절)에서 살펴보았다.

먼저 위식도 연결부와 하부 식도 부위에서 육안

상과 phloxine-tartrazine 염색을 통한 조직학적 조

사를 통해 손상을 살펴본 결과, 역류성 식도염 유

발군(GERDE)은 심각한 출혈성 미란을 보인 반면

약물 처리군은 단삼음군, 단삼군, 오메프라졸군 순

으로 낮은 손상 정도를 보였다.

위식도 연결부와 하부 식도 부위에서 항산화 효

과는 8-OHdG 면역조직화학 검사를 통해 관찰하였

다. 8-OHdG(8-hydroxy-2’-deoxyguanosine)는 산화

적 스트레스 손상 정도를 나타내는 중요한 바이오

마커로, 활성 산소종(NOS)은 체세포의 디뉴클레

오티드 부위에서 구아닌을 공격하여 8-OHdG를 형

성한다37. 그러므로 8-OHdG 상승을 통해 산화적

손상 정도를 측정할 뿐만 아니라, 암을 포함한 많

은 질병의 위험인자 측정에서도 널리 이용되고 있

다38. 검사 결과 GERDE에 비해 약물 처리군은 단

삼음군, 단삼군, 오메프라졸군 순으로 낮은 반응

양상을 보였다. 따라서 항산화 효과 정도는 단삼음,

단삼, 오메프라졸 순으로 판단되며, 단삼과 단삼음

이 활성 산소로 인한 손상을 방어함으로써 효과를

보였을 것으로 사료 된다.

위식도 연결부와 하부 식도 부위에서 항염증 효

과는 p-IκB 면역조직화학 검사를 통해 관찰하였으

며, 하부 식도 부위에서 PAR2 면역조직화학 검사

를 추가해 관찰하였다. p-IκB(phosphorylated IκB)

는 다양한 자극 상황에서 염증반응과 면역체계 등

의 조절 과정에서 세포 내 신호전달을 주요하게

담당하는 단백질군인 NF-κB의 활성에 관여하며,

활성 NF-κB의 양을 직접적으로 반영한다39. PAR2

(proteinase-activated receptor 2)는 다양한 말초의

염증 상황에서 염증과 통증을 유도하며, 만성 염증

매개에서도 중추적인 역할을 한다40,41. 따라서 GERD

의 초기부터 만성까지 주요 손상을 받게 되는 하

부 식도 부위에 대해서는 p-IκB 외에도 PAR2를

추가로 검사하였다. 2가지 검사 결과에서 모두 Ctrl

에 비해 GERDE의 양성반응은 증가하였는데, 약물

처리군은 GERDE 대비 단삼음군, 단삼군, 오메프

라졸군 순으로 낮은 증가 양상을 보였다. 따라서

항염증 효과 정도는 단삼음, 단삼, 오메프라졸 순

으로 판단되며, 단삼과 단삼음이 염증 효소 전사

과정뿐만 아니라 만성 염증의 매개 과정 또한 억

제함으로써 효과를 보였을 것으로 사료된다.
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위식도 연결부에서 점막보호 효과는 COX-1 면

역조직화학 검사를 통해 관찰하였다. COX-1

(Cyclooxygenase 1)은 대표적인 위점막 보호 인자

로, COX-1 결핍 시 일차적으로 위점막 손상이 발

생할 수 있다42. COX-1은 아라키돈산에서 프로스

타글란딘으로 가는 생합성 경로의 중심 효소로, 위

점막 내벽의 생성을 촉진하여 위 내부를 보호할

뿐만 아니라 위산과 펩신의 분비를 줄여준다43. 검

사 결과 Ctrl에 비해 GERDE와 오메프라졸군은

양성반응이 감소한 반면 단삼군과 단삼음군에서는

오히려 Ctrl보다 높은 분비 양상을 보였다. Ctrl 대

비 단삼음군에서 67%, 단삼군에서 39% 양성반응

이 증가해 나타나 오메프라졸군 뿐만 아니라 Ctrl

보다도 유의미한 효과를 보인 점이 더욱 주목할

만하다.

하부 식도 부위에서 점막보호 효과는 Cathelicidin

면역조직화학 검사를 통해 관찰하였다. Cathelicidin

은 대표적 항균 펩타이드로 호중구에서 기원해 방

어체계를 형성하고 위장관 점막 표면 면역력에 중

요한 역할을 하기에, 하부 식도 부위에서 외부에

대한 방어장벽 형성 능력을 조사하기 위해 시행하

였다44,45. 검사 결과 Ctrl 대비 GERDE의 양성반응

은 감소하였고, 약물 처리군에서는 GERDE 대비

단삼음군, 단삼군, 오메프라졸군 순으로 낮은 감소

양상을 보였다. 따라서 점막보호 효과 정도는 단삼

음, 단삼, 오메프라졸 순으로 판단되며, 단삼과 단

삼음이 위점막 내벽 생성을 촉진하여 위점막 보호

효과를 높이고 점막 표면의 면역 능력을 향상시킴

으로써 효과를 보였을 것으로 사료된다.

위식도 연결부와 하부 식도 부위에서 세포 사멸

(apoptosis) 조절 효과는 p-JNK와 Caspase 3 면역

조직화학 검사를 통해 관찰하였다. p-JNK(phospho

c-Jun N-terminal kinase)는 인산화된 JNK로, JNK

는 MAPK 전달계의 주요 구성요소로서 세포 사멸

(apoptosis)의 증가와 깊은 연관을 가지며 스트레스

자극에 반응해 세포 사멸(apoptosis) 및 염증반응에

관여한다46-49. Caspase 3는 많은 핵심 세포 단백질

에서 절단을 촉매하며 세포 사멸(apoptosis)의 중요

매개체이자 필수 과정으로, 염증 세포의 apoptosis

에도 관여한다50. 2가지 검사 결과에서 모두 Ctrl에

비해 GERDE의 양성반응은 증가하였고, 약물 처

리군은 단삼음군, 단삼군, 오메프라졸군 순으로 낮은

증가 양상을 보였다. 따라서 세포 사멸(apoptosis)

조절 효과 정도는 단삼음, 단삼, 오메프라졸 순으로

판단되며, 단삼과 단삼음이 세포 사멸(apoptosis)을

위한 신호전달 및 중간 매개 과정을 억제함으로써

효과를 보였을 것으로 사료된다.

위식도 연결부에서 산 분비 조절 효과를 ATP6V1B1,

GRPR 면역조직화학 검사를 통해 관찰하였다.

ATP6V1B1은 양성자 펌프(proton pump; H+ATPase)

의 B1 subunit을 전사하는 유전자로, 체내의 산 분비

항상성 유지에 있어 중요한 역할을 한다51,52. GRPR

(Gastrin-releasing peptide receptor)은 가스트린 방

출 펩타이드(GRP)의 수용체로 장신경계에서 GRP

방출시 가스트린 국소 농도가 증가해 위산 분비에

영향을 미치며, GRPR은 염증성 병태와도 연관이

깊다53-55. ATP6V1B1, GRPR 항목 모두에서 GERDE

대비 약물처리군은 단삼음군, 단삼군, 오메프라졸

군 순으로 낮은 반응 양상을 보였다. 따라서 효과

정도는 단삼음, 단삼, 오메프라졸 순으로 판단되며,

단삼과 단삼음이 proton pump 기능 및 가스트린

분비 기능 조절을 통해 산 분비를 억제함으로써

효과를 보였을 것으로 사료된다.

하부 식도 부위에서 내장신경계통 조절 효과를

Serotonin, NPY 면역조직화학 검사를 통해 관찰하

였다. Serotonin(5-hydroxytryptamine, 5-HT)은 신

경전달물질로서 체내 세로토닌의 약 95%는 소화

관에 존재하고, 위장관의 분비, 운동, 감각 기능을

포함해 다양한 위장관 기능 조절에 중요한 역할을

한다56-58. NPY(neuropeptide Y)는 중추 및 말초 신

경계의 다양한 과정에 관여하는 신경 펩타이드로,

전체 위장관에 걸쳐 분포된 신경 섬유에 고루 포함

되어 있다59,60. 이와 같이 위장관 신경계통 조절이

원활한 경우 식도로 역류되는 빈도와 정도도 감소
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할 수 있기에, 하부 식도 부위를 대상으로 상기 항

목들을 검사해보았다.

2가지 검사 결과에서 모두 Ctrl에 비해 GERDE

와 오메프라졸군의 양성 반응은 감소한 반면, 단삼

군과 단삼음군에서는 오히려 Ctrl 대비 증가 양상

을 보였다. Serotonin 면역조직화학 결과에서 Ctrl

대비 단삼음군은 38%, 단삼군은 67% 증가하였고,

NPY 면역조직화학 결과에서도 Ctrl 대비 단삼음

군은 73%, 단삼군은 35% 증가했다. 이와 같이 내

장신경계통 조절 효과에 있어 오메프라졸군 뿐만

아니라 Ctrl 보다도 유의미한 효과를 보인 점이 더

욱 주목할 만하다. 효과 정도는 Serotonin 항목에서

단삼, 단삼음, 오메프라졸 순으로, NPY 항목에서

단삼음, 단삼, 오메프라졸 순으로 판단된다. 이를

통해 단삼과 단삼음이 위장관 신경계통의 조절을

원활히 하고 위장관의 운동을 포함한 기능을 강화

함으로써 효과를 보였으리라 사료된다.

이와 같이 위식도 연결부와 하부 식도 부위에서

단삼과 단삼음은 식도 점막의 손상 방어 효과 및

총 6가지 효과 분야(항산화, 항염증, 점막보호, 세

포 사멸(apoptosis) 조절, 산 분비 조절, 내장신경

계통 조절)에서 모두 오메프라졸보다 유의미한 수

치를 보였다. 특히 점막보호(COX-1)와 내장신경

계통 조절(Serotonin, NPY) 효과에서는 오메프라

졸군 뿐만 아니라 Ctrl 보다도 유의미한 수치를 나

타냈다. 이를 통해 위점막 내벽 생성을 촉진하고

위산으로부터 위점막을 보호하는 기전과 위장관

신경계통의 조절을 원활히 하는 부분에서 특히 단

삼과 단삼음의 가능성을 찾아볼 수 있었다. 또한

Serotonin을 제외한 모든 검사 항목에서 단삼음이

단삼보다 유의미한 수치를 보임을 확인할 수 있었다.

2. 암 세포주를 이용한 항암 효과 검증

역류성식도염 동물 실험 후, 암 세포주를 이용하

여 단삼과 단삼음의 항암 효과를 전반적으로 관찰

해보았다. 암 세포주는 위암 세포주 AGS 세포와

식도암 세포주 HEp-2 세포를 사용하였다. 우선

AGS 세포주에 대해서 단삼, 단삼음의 세포 독성

평가를 시행하였다. IC50을 항암 효과의 지표로 사

용했으며, 이는 50% 억제 농도로 세포 생존율이

50%가 되도록 하는 약물의 농도를 의미한다61. 해

당 항목에서 단삼의 IC50은 1125 μg/mL, 단삼음은

1151 μg/mL로 단삼의 효과가 단삼음보다 다소 긍정

적이었다. 또한 암세포의 이동성 억제 효과를 확인

하기 위해 scratch wound healing assay를 시행하였

다62. 해당 항목에서 세포 이동률은 FBS군 대비 단

삼 처리군에서 농도 250 μg/mL부터 유의성 있게 감

소하였고, 단삼음 처리군에서는 농도 100 μg/mL부

터 농도 의존적으로 감소하였다. 결과적으로 두 군

모두 FBS군 대비 유의미한 세포 이동률 감소를 보

였고, 특히 단삼 처리군에 비해 단삼음 처리군에서

감소가 더 빠르게 시작되었고 최종적으로도 더 많

은 감소율을 보였다.

다음으로 AGS 세포주에서 단삼과 단삼음이 암

세포에 미치는 세포 사멸(apoptosis) 효과를 확인

하기 위해, Hoechst 염색과 미토콘드리아 형태 분

석을 시행하였다. 세포에서 apoptosis가 유발되면

염색체 응축 및 미토콘드리아의 형태학적 변화가

일어나는데, 이를 확인하기 위해 상기 검사들을 수

행하였다63,64. 두 검사 모두에서 무처리군 대비 단

삼과 단삼음 처리군은 농도 1000 μg/mL 이하에서

유의미한 핵응축 및 미토콘드리아의 형태 변화가

발생하였고, 이를 통해 연구 약물의 apoptosis 유발

효과를 관찰해볼 수 있었다.

식도암 세포주 HEp-2 세포를 대상으로도 AGS

세포주와 동일하게 검사를 시행하였다. HEp-2 세

포주에 대한 단삼, 단삼음의 세포 독성 평가에서

단삼의 IC50은 3576 μg/mL, 단삼음 3840 μg/mL로

단삼의 효과가 단삼음보다 다소 긍정적이었다. scratch

wound healing assay 항목에서는 FBS군 대비 단삼

과 단삼음 처리군 모두에서 세포 이동률이 농도

100 μg/mL부터 농도 의존적으로 감소하였다. 결과

적으로 두 군 모두 FBS군 대비 세포 이동률이 유

의성 있게 감소함을 관찰하였다.
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HEp-2 세포주에서 대해서도 단삼과 단삼음의

세포 사멸 효과를 관찰하기 위해 Hoechst 염색과

미토콘드리아 형태 분석을 시행하였다. 상기 항목

모두 무처리군 대비 단삼과 단삼음 처리군에서는

농도 20000 μg/mL에서 유의미한 핵응축 및 미토콘

드리아 형태 변화를 관찰할 수 있었다. 상기 검사

에서 유의미한 결과가 나타난 농도 수치를 고려했

을 때, 단삼과 단삼음이 HEp-2 세포주 보다는 AGS

세포주에서 더 긍정적인 효과를 보였음을 알 수

있었다.

마지막으로 단삼과 단삼음 투여의 안전성을 확

인을 위해 Masson trhichrome 조직화학 검사를 위,

식도, 간에서 시행하였으며 모두 병리적 조직은 관

찰되지 않았다. 이를 통해 부작용이 없음을 확인하

였다.

이와 같이 암 세포주 실험에서 AGS 및 HEp-2

세포주에 대해 단삼과 단삼음의 세포 독성과, FBS

군 대비 유의미한 세포 이동률 감소를 확인하였다.

따라서 단삼과 단삼음이 암세포에 대해 유의한 독

성을 갖고 있을 뿐만 아니라 암세포의 이동 능력

을 제어함으로써 전이를 막는 효과가 있다 사료된

다. 또한 미토콘드리아 형태 분석 및 Hoechst 염색

결과를 통해, 단삼과 단삼음이 암세포의 apoptosis

를 유발하는 기전을 통해 유의미한 항암 효과를

가질 수 있으리라 사료된다.

Ⅴ. 결 론

본 연구에서는 역류성식도염 동물 모델 실험을

통해 단삼과 단삼음의 식도 점막의 손상 방어 효과

및 항산화, 항염증, 점막보호, 세포 사멸(apoptosis)

조절, 산 분비 조절, 내장신경계통 조절 효과를 확

인하였고, 암 세포주 실험을 통해 암세포 이동률

억제를 포함한 전반적 항암 효과를 확인하였다.

1. 식도 점막의 손상 방어 효과

육안적 관찰 및 조직학적 조사를 통해 관찰한

결과 단삼음, 단삼, 오메프라졸 순으로 유의성

있는 결과를 확인했다.

2. 항산화 효과

8-OHdG 면역조직화학 검사를 통해 관찰한 결

과 단삼음, 단삼, 오메프라졸 순으로 유의성 있

는 결과를 확인했다.

3. 항염증 효과

p-IκB, PAR2 면역조직화학 검사를 통해 관찰한

결과 단삼음, 단삼, 오메프라졸 순으로 유의성

있는 결과를 확인했다.

4. 점막보호 효과

COX-1, Cathelicidin 면역조직화학 검사를 통해

관찰한 결과 단삼음, 단삼, 오메프라졸 순으로

유의성 있는 결과를 확인했다.

5. 세포 사멸(apoptosis) 조절 효과

p-JNK, Caspase 3 면역조직화학 검사를 통해

관찰한 결과 단삼음, 단삼, 오메프라졸 순으로

유의성 있는 결과를 확인했다.

6. 산 분비 조절 효과

ATP6V1B1, GRPR 면역조직화학 검사를 통해

관찰한 결과 단삼음, 단삼, 오메프라졸 순으로

유의성 있는 결과를 확인했다.

7. 내장신경계통 조절 효과

Serotonin, NPY 면역조직화학 검사를 통해 관찰

한 결과 Serotonin 항목에서 단삼, 단삼음, 오메

프라졸 순으로 유의성 있는 결과를 확인하였고,

NPY 항목에서 단삼음, 단삼, 오메프라졸 순으

로 유의성 있는 결과를 확인했다.

8. 역류성 식도염 동물 모델 실험에서 PPI 오메프

라졸과 비교 시 단삼과 단삼음은 모든 항목에서

유의미한 수치를 보였으며, 특히 COX-1, Sertonin,

NPY 3가지 항목에서는 GERDE와 오메프라졸

군 뿐만 아니라 Ctrl과 비교했을 때도 유의미한

수치를 보였다. 또한 단삼음은 Serotonin을 제외

한 모든 항목에서 단삼보다 유의미한 수치를 보

였다.

9. 위암, 식도암 세포주에 대한 항암 효과
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단삼과 단삼음의 암세포 독성 및 유의성 있는

암세포 이동 억제 효과를 확인하였고, 암세포

apoptosis 유발 검사에서도 유의미한 결과를 확

인했다.
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