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ABSTRACT
Objective� :� Ephedrae� Herba� (Ephedra)� has� been� frequently� used� in� the� East� Asian� traditional� medicine� including� Korea,�

China� and� Japan� in� the� clinical� treatment� of� asthma,� cold� and� � � influenza� etc.� This� study� was� performed� to� explore�

an� anti-fibrogenic� potential� of� Ephedra� Herba� water� extract� (EHE)� using� immortalized� human� hepatic� stellate� cell�

line,� LX-2� cells.

Methods� :� We� examined� the� anti-fibrogenic� effects� of� EHE� on� canonical� pathway� of� transforming� growth� factor-β1�

(TGF-β1)� signaling� in� LX-2� cells.� Cell� viability� was� measured� using� the� MTT� assay.� mRNA� levels� were� detected� by�

real-time� PCR.� Proteins� expression� were� detected� by�Western� blot.�

Results� :� Treatment� of� EHE� 30� μg/ml� did� not� show� any� cytotoxicity� on� LX-2� cells.� Pre-treatment� of� EHE� (30� μg/mL)�

significantly� inhibited� α-smooth� muscle� actin� expression� induced� by� TGF-β1.� Additionally,� EHE� significantly� decreased�

Smad2� and� Smad3� phosphorylations,� Smad� binding� element-driven� luciferase� activity� and� plasminogen� activator�

inhibitor� type� 1� expression� by� TGF-β1.� Furthermore,� increases� of� matrix� metalloproteinases� 2� genes� by� TGF-β1� was�

also� attenuated� by� EHE� treatment.

Conclusion� :� These� results� suggest� that� EHE� has� an� ability� to� suppress� fibrogenic� process� in� activated� HSC� via�

inhibition� of� TGF-β1-TGFBR�mediated� canonical� (Smad� dependent)� pathway.
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ⓒ�2024�The�Korean�Medicine�Society�For�The�Herbal�Formula�Study

This�paper� is�available�at�http://www.formulastudy.com�which�permits�unrestricted�non-commercial�use,�distribution,�and�reproduction�in�any�medium,�

provided�the�original�work�is�properly�cited.



대한한의학�방제학회지�제32권�제2호�(2024년�5월)
Herb.�Formula�Sci.�2024;32(2):141~153.

142

Ⅰ. 서론1)

  麻黃(Ephedrae Herba)은 麻黃과에 속한 다년생 

초본인 麻黃의 全草를 건조한 것으로, 辛苦溫하며, 

肺膀胱心大腸으로 入하며, 發汗解表, 祛營中寒邪, 

疏通氣血, 利九竅, 開毛孔하는 효능으로 傷寒, 惡寒無汗, 

咳逆上氣, 痰哮氣喘, 皮膚不仁, 水腫風腫 등을 

치료한다1). 그러므로 麻黃은 <東醫寶鑑>에서 咳嗽, 寒, 

風의 方劑에 다수 배합되어 활용되었다2).

  麻黃에 대한 연구로는 麻黃의 감별연구3,4), 麻黃과 

지질대사에 관한 연구5-7), 麻黃과 비만에 관한 연구8,9), 

麻黃과 천식에 대한 연구10),  麻黃의 적정 용량에 대한 

연구11), 麻黃과 체질에 관한 연구12), 麻黃과 관련된 

方劑의 연구2,13) 등이 보고되어 있으며, 麻黃이 배합된 

方劑에 대한 연구로는 麻黃湯과 급성 신질환14) 

麻黃附子湯合肾着汤과 당뇨병성 신장질환15), 減肥丸과 

심혈관계16), 麻黃과 五味子 배합의 폐동맥손상17) 및 

천식18), 輕身降脂丸18과 비만조절19) 및 비만조절 기전에 

대한 연구20), 麻黃二門湯과 고지혈21), 淸肺排毒湯 및 

淸肺排毒湯祛麻黃과 COVID-19 증상 개선22), 

補中益氣湯加味方-麻黃辛芎散 병용과 알레르기 비염23), 

麻黃杏仁甘草石膏湯과 항염증24), 麻黃附子湯과 

골관절염25), 麻黃, 人蔘, 澤瀉 복합추출물과 

인슐린저항성26), 麻黃, 石膏 혼합물과 비만27), 

桂枝麻黃各半湯과 특발성 콜린성 두드러기28), 麻黃이 

配伍된 10種 처방과 nitric oxide 억제 효과29) 등이 

보고되었다. 또한 麻黃과 관련된 안전성에 관한 연구로는 

도핑 안전성30), 비만 치료에서 麻黃 및 에페드린의 

안전성31), SD계 흰쥐를 사용한 麻黃 추출물의 급성 

경구투여 독성 시험 연구32), SD계 흰쥐에서 麻黃 
추출물의 아급성 경구 독성 시험 연구33) 등이 보고되었다. 

그러나 麻黃과 간섬유화에 관한 연구는 국내외에서 아직 

발표된 바가 없다.

  간섬유화에는 간성상세포 (hepatic stellate cell; 

HSC)가 핵심적 역할을 하며, HSC가 활성화되면 

α-smooth muscle actin (α-SMA)과 같은 유전자의 

발현을 수반하여 세포외기질의 침착 및 matrix stiffness의 

증가로 이어진다34). HSC의 활성화와 가장 관련성이 큰 

인자는 TGF-β1으로, TGF-β1은 TGF-β 수용체 매개 

canonical (Smad dependent) pathway와 non-canonical 

(Smad independent) signaling pathway를 통해 quiescent 

HSC가 α-SMA를 발현하는 activated HSC가 된다35,36).

  본 실험실에서는 <臟腑辨證論治>37)의 ‘肝膽病의 治療 
및 常用藥物’에서 제시된 약재 및 ‘肝病의 證治’에 제시된 

方劑의 구성약재 등 130여종의 약재를 선별 및 열수 

추출하여, TGF-β1으로 활성화된 LX-2 세포에서 

plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)을 western 

blot으로 스크리닝하였다. 즉, TGF-β1으로 활성화된 

LX-2 세포의 PAI-1발현 대비 PAI-1 감소율이 

0-20%인 경우 (+), 20-40%는 (++), 40-60%는 (+++), 

60이상 감소는 (++++)로 평가하였다. 그 결과 麻黃을 

포함한 9개의 약재가 (++++)을 나타내었다. 

  본 연구에서는 위의 스크리닝 결과를 기초로 하여 

麻黃의 간섬유화 예방 및 치료 효능을 평가하기 위하여, 

간섬유화에서 핵심적 역할을 하는 간성상세포주에 麻黃 
물추출물을 전처치한 후, TGF-β1으로 유도된 섬유화 

관련단백질의 발현을 평가하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시약

  세포배양에 필요한 Dulbecco’s modified Eagle medium 

(DMEM), Williams’ media E, fetal bovine serum (FBS), 

penicillin-streptomycin, L-glutamine은 GibcoBRL 

(Eggenstein, Germany)에서 구입하였고, TGF-β1은 

R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)에서 

구입하였다. Anti-PAI-1, anti-phospho-Smad2 

(p-Smad2), anti-phospho-Smad3 (p-Smad3) 및 

anti-Smad2/3 항체와 horseradish peroxidase가 결합된 

이차 항체는 Cell Signaling Technology (Danvers, MA, 

USA)에서 구입하였다.

  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl- 

tetrazolium bromide (MTT), dimethylsulfoxide 

(DMSO), anti-α smooth muscle actin (α-SMA) 항체, 

anti-β-actin 항체 및 기타 시약류는 Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA)에서 구입하였다.
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2. 麻黃 열수 추출물 (Ephedrae Herba water extract; 

EHE) 제조

  麻黃은 대원약업사 (Daegu, Korea)에서 구입하였고, 

麻黃 100 g에 물 1.2 L를 넣고 열수 추출하였다. 300 mm 

filter paper (Toyo Roshi Kaisha Ltd, Tokyo, Japan)로 

여과한 후 여과액을 회전농축기 (EYELA, Tokyo, 

Japan)를 이용하여 농축하였다. 농축액을 Ultra-low 

temperature freezer (Operon, Korea)에 동결하여 

동결건조기 (LABCONCO, MO, USA)로 동결건조물을 

수득하였다 (수율 23.26%). 麻黃 추출물은 사용 때까지 

–20℃에서 보관하고, 실험 직전 麻黃 추출물을 물에 

녹여 0.22 μm filter (Millipore, MA, USA)로 여과한 후 

사용하였다.

3. 세포배양

  세포배양은 이전의 연구방법38)과 동일하게 진행하였다. 

즉, LX-2 세포 (HSC; human Hepatic Stellate cell)는 

10% FBS, 1% penicillin-streptomycin, 1% 

L-glutamine을 포함한 DMEM에서 배양하였으며, 

t-HSC/Cl6 세포는 FBS, 항생제 및 L-glutamine이 

포함된 Williams’ media E를 사용하여 37℃, 5% CO2 

조건에서 배양하였다. LX-2 세포는 배양 dish 

바닥면적의 80% 이상 성장하였을 때 FBS가 포함되지 

않은 배지로 교환하여 5시간 동안 추가 배양한 후, 1-100 

μg/mL의 EHE, 5 ng/mL의 TGF-β1을 실험 목적에 

따라 처치하였다.

4. 세포생존율 측정

  LX-2 세포를 8 × 104 cells/well로 분주하여 1-100 

μg/mL의 EHE를 24시간 동안 처치한 후 0.5 mg/mL의 

MTT 용액과 2시간 반응시켰다. 생성된 formazan을 

DMSO로 용해시켜 570 nm에서 microplate reader 

(Infinite M200 pro, Tecan, Männedorf, Switzerland)를 

이용하여 흡광도를 측정하였다. 상대적인 세포생존율은 

무처치 control 세포군에 대한 백분율로 나타내었다. 

5. 전세포 추출액 제조 및 immunoblot 분석

  약물 처치 후 수거한 LX-2 세포는 radioimmnoprecipitation 

buffer와 Halt protease and phosphatase inhibitor cocktail 

(Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)을 혼합한 lysis 

buffer를 첨가하여 4°C에서 1시간 동안 반응시키고 

15,000 ×g에서 10분 동안 원심분리한 후 상층액을 

취하여 전세포 추출액 (whole cell lysates)을 제조하였다. 

전세포 추출액은 BCA protein assay kit (Thermo 

Scientific)를 사용하여 단백질 함량을 정량하였고 추출한 

단백질을 Laemli's sample buffer (Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA)와 섞어 5분간 끓인 후, 10% polyacrylamide 

gel 상에서 전기영동하였다. 전기영동으로 분리된 

단백질을 nitrocellulose membrane으로 전이하여 

일차항체 및 이차항체와 순차적으로 반응시킨 후 

enhanced chemiluminesece detection reagent (GE 

Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, UK)와 

AmershamTM Imager 600 (GE Healthcare Life 

Sciences)를 사용하여 단백질 발현 정도를 관찰하였다. 각 

발현된 단백질은 ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij) 정량 

분석을 실시하였다.

6, 리포터 유전자 분석

  Smad binding element (SBE) 매개 전사 활성 측정을 

위해 리포터 유전자 pGL4.48[luc2p/SBE/Hygro] 

(Promega, Madison, WI, USA)가 형질 도입된 재조합 

t-HSC/Cl6 세포를 이용하여 약물을 처치한 후 세포를 

passive lysis buffer (Promega)로 용해하였다. Luciferase 

Reporter Assay SystemTM kit (Promega)를 이용하여 

luciferase 활성을 측정하고 단백질 농도로 보정하였다.

7. real-time PCR 분석

  실시간 PCR 분석은 이전의 연구방법 38)과 동일한 

방법으로, 약물 처치 후 수거한 LX-2 세포로부터 TRIzol 

reagent (Thermo Scientific)를 이용하여 total RNA 를 

분리하였고 total RNA (2 μg)와 d(T)16 primer 및 AMV 

역전사 효소 (reverse transcriptase)를 사용하여 cDNA 를 

합성하였다. 실시간 PCR 분석은 SYBR Ex Taq 

(TaKaRa, Shiga, Japan)과 CFX96 Thermal Cycler 

(Bio-Rad)를 사용하여 수행하였다. 분석에 사용한 

Primer 는 Bioneer (Daejeon, Korea)에서 합성하였고 

table 1 과 같다. 유전자의 상대 정량은 GAPDH 유전자의 

발현량을 기준으로 2-DDCT 법에 의해 분석하였다.
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Table 1. Primer sequences used for RT-PCR analysis.

Product Sequence

PAI-1
Sense 5’-TCGTCCAGCGGGATCTGA-3’
Antisense 5’-CCTGGTCATGTTGCCTTTC-3’

MMP2
Sense 5’-GTATTTGATGGCATCGCTCA-3’
Antisense 5’-CATTCCCTGCAAAGAACACA-3’

MMP9
Sense 5’-CACTGTCCACCCCTCAGAGC-3’
Antisense 5’-GCCACTTGTCGGCGATAAGG-3’

GAPDH
Sense 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’
Antisense 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’

8. 통계적 검증

  실험의 결과는 3회 반복 시행한 후 mean ± S.D.로 

나타내었다. 각 그룹 간의 통계적 유의성은 one way 

analysis of variance를 사용하였으며, 사후검정은 

등분산가정이 성립하였을 때에는 Tukey HSD test를 

사용하였고, 등분산 가정이 성립하지 않았을 경우에는 

Dunnett test를 사용하였다. 통계적 유의성 검정은 P < 

0.05 또는 P < 0.01로 하였다.

Ⅲ. 실험결과

1. EHE가 세포생존율에 미치는 영향

  먼저, 간성상세포주인 LX-2 세포에서 EHE의 

세포독성을 평가하였다. EHE를 1-100 μg/mL의 농도로 

24시간 처치한 후 MTT assay를 통하여 세포생존율을 

측정하였다. LX-2 세포에 24시간 동안의 EHE 1-30 

μg/mL을 처치한 경우는 control군에 비하여 유의한 

세포생존율의 변화를 나타내지 않았고, EHE 100 μg/mL을 

처치한 경우는 control (100.00 ± 3.52%) 대비 81.47 ± 

7.52%로 유의한 세포독성을 나타내었다. 그러므로 이후의 

실험은 EHE가 세포독성을 나타내지 않는 30 μg/mL 

이하의 농도에서 간섬유화 억제효과를 평가하였다. 

Fig. 1. Effect of Ephedrae Herba water extract (EHE) on LX-2 cell viability. 

A Relative cell viability was assessed by MTT assay. LX-2 cells were serum-starved for 5 h and incubated with 

different concentrations of EHE (1, 3, 10, 30, 100 μg/mL) for 24 h. Data represent mean ± SD of three 

independent experiments (Significant as compared to control, *p < 0.05; cell viability of LX-2 cells = 100%). 

2. EHE가 Smad의 인산화에 미치는 영향

  일반적으로 활성 TGF-β1은 TGF-β 수용체 

(TGF-βRⅡ, TGF-βRⅠ)와 결합하여 Smad2와  

Smad3를 인산화하고, 인산화된 Smad2/3는 핵으로 

전위하여 섬유화 관련 유전자의 전사를 유도하고, 

세포외기질 (ECM; extracellular matrix)을 축적한다39).
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  본 연구에서 p-Smad2의 발현은 TGF-β1 처치군 

에서는 control (1.00 ± 0.34) 대비 5.93 ± 0.11배로 

유의하게 증가하였으며, EHE 30 μg/mL군은 3.82 ± 

0.84배로 TGF-β1처치군 대비 유의한 감소를 

나타내었다. EHE 30 μg/mL 단독처리군은 1.04 ± 

0.65배로 유의성을 나타내지 않았다 (Fig. 2A and B).

  p-Smad3의 발현은 TGF-β1처치군에서는 5.49 ± 

0.49배로 control (1.00 ± 0.62) 대비 유의하게 

증가하였으며, EHE 30 μg/mL군은 3.43 ± 0.91배로 

TGF-β1처치군 대비 유의한 감소를 나타내었다. EHE 

30 μg/mL 단독처리군은 0.59 ± 0.34배로 유의한 

증가를 나타내지 않았다 (Fig. 2A and C). 

  TGF-β1에 의해 핵으로 전위된 p-Smads의 표적 

유전자 발현능을 나타낼 수 있는 Smad 결합영역 (SBE) 

promoter로 조절되는 luciferase를 안정적으로 발현하는 

t-HSC/C16 세포에 EHE 및 TGF-β1을 처치한 후 

luciferase 활성을 측정하였다. TGF-β1처치군에서는 

12.45 ± 0.16배로 control (1.00 ± 0.11) 대비 luciferase 

활성이 유의하게 증가하였으며, EHE 10, 30 μg/mL군은 

각각 10.91 ± 0.67, 7.92 ± 0.85배로 TGF-β1처치군 

대비 유의한 감소를 나타내었다. EHE 30 μg/mL 

단독처리군은 2.37 ± 0.39배로 증가를 나타내었다 (Fig. 

2D).

 

(A) (B)

(C) (D)

Fig. 2 Inhibitory effect of EHE on TGF-β1/Smad pathway.
A) The levels of TGF-β1 induced Smad phosphorylations were analyzed by western blot. Serum-starved LX-2 cells 
were pre-treated with indicated concentrations of EHE (10, 30 μg/mL) for 1 h, then stimulated with the 5 ng/mL 
of TGF-β1 for 1 h. Whole cell lysates were blotted. Smad2/3 was used as a loading control. B) and C) The relative 
expression of p-Smad2 and p-Smad3 were quantified by densitometry scan. D) Recombinant t-HSC/C16 cells 
which express pGL4.48 were incubated without or with different concentrations of EHE for 1 h followed by 
stimulation with 5 ng/mL of TGF-β1 for 24 h. Relative luciferase activity compared with that in the controls is 
shown. All data represent the means ± SD of three independent experiments (**p < 0.01 compared with control 
cells; ##p < 0.01, #p < 0.05 compared with TGF-β1 treated cells without EHE).
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3. EHE가 PAI-1의 발현에 미치는 영향

  TGF-β1/Smad 경로의 활성화는 섬유화와 관련된 

유전자의 전사를 조절하며, TGF-β1 의 주요 표적 

유전자인 PAI-1 은 만성 섬유화 질환의 주요 

원인인자이다 40,41). 

EHE 가 TGF-β1 표적 유전자 발현에 미치는 영향을 

평가하기 위해 PAI-1 의 단백질 및 mRNA 수준을 

분석하였다.

  PAI-1 단백질의 발현은 TGF-β1 처치군에서는 10.63 

± 0.85 배로 control (1.00 ± 0.22) 대비 유의하게 

증가하였으며, EHE 30 μg/mL 군은 6.09 ± 0.48 배로 

TGF-β1 처치군 대비 유의한 감소를 나타내었다. EHE 

30 μg/mL 단독처리군은 0.93 ± 0.25 배로 유의한 

증가를 나타내지 않았다(Fig. 3A).

  PAI-1 mRNA 의 발현은 TGF-β1 처치군에서는 

45.22 ± 5.89 배로 control (1.00 ± 0.25) 대비 유의하게 

증가하였으며, EHE 10, 30 μg/mL 군은 각각 8.28 ± 

3.69, 1.33 ± 1.04 배로 TGF-β1 처치군 대비 유의한 

감소를 나타내었다. EHE 30 μg/mL 단독처리군은 0.44 

± 0.17 배로 유의한 증가를 나타내지 않았다(Fig. 3B).

A) B)

Fig. 3. Effect of EHE on TGF-β1-stimulated PAI-1 expression.

LX-2 cells were pre-treated with indicated concentrations of EHE (10, 30 μg/mL) for 1 h, then stimulated with 

the 5 ng/mL of TGF-β1 for (A) 24 h, (B) 6 h. A The expression of TGF-β1-induced PAI-1 was analyzed by 

western blot. Relative expression of PAI-1 was quantified by densitometry scan, β-actin was used as a loading 

control. (B) PAI-1 mRNA expression in the cells was measured using real-time quantitative RT-PCR. Results are 

expressed as the mean ± SD of three independent experiments. (**p < 0.01 compared with control cells; ##p < 

0.01, compared with TGF-β1 treated cells without EHE)

4. EHE가 α-SMA의 발현에 미치는 영향

  TGF-β1 은 인간 HSC 에서 α-SMA 발현을 유도 

하므로 42), TGF-β1 으로 자극된 α-SMA 발현에 대한 

EHE 의 효과를 살펴보았다. 

  Western blotting 결과, α-SMA 의 발현은 TGF-β1 

처치군에서는 9.69 ± 0.78 배로 control (1.00 ± 0.16) 

대비 유의하게 증가하였으며, EHE 30 μg/mL 군은 5.53 

± 0.55 배로 TGF-β1 처치군 대비 유의한 감소를 

나타내었다. EHE 30 μg/mL 단독처리군은 1.15 ± 

0.37 배로 유의한 증가를 나타내지 않았다(Fig. 4).
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Fig. 4. Effect of EHE on TGF-β1-induced α-SMA expression. 

The expression of TGF-β1-stimulated α-SMA was analyzed by western blot. Serum-starved cells were incubated 

in the presence of EHE at concentrations (10, 30 μg/mL) for 1 h, then treated with 5 ng/mL of TGF-β1 for 24 

h. β-actin was used as a loading control. Data represent the means ± SD of three independent experiments (**p 

< 0.01 compared with control cells; ##p < 0.01 compared with TGF-β1 treated cells without EHE)

5. EHE가 MMPs의 발현에 미치는 영향

  MMP2와 MMP9은 간섬유화에서 증가되며43), 

TGF-β1, IL-1β 및 TNF-α에 의해 증가된다44). 

EHE가 TGF-β1 표적 유전자중의 하나인 MMP의 

발현에 미치는 효과를 실시간 PCR로 분석하였다. 

  MMP2 mRNA의 발현은 TGF-β1처치군에서는 3.63 

± 0.35배로 control (1.00 ± 0.12) 대비 유의하게 

증가하였으며, EHE 10, 30 μg/mL군은 각각 1.15 ± 

0.59, 0.15 ± 0.07배로 TGF-β1처치군 대비 유의한 

감소를 나타내었다. EHE 30 μg/mL 단독처리군은 0.04 

± 0.02배로 유의한 감소를 나타내었다 (Fig. 5A). MMP9 

mRNA의 발현은 TGF-β1처치군에서는 1.41 ± 

1.47배로 증가하였으나, control (1.00 ± 1.11) 대비 

유의성이 없었으며, EHE 10, 30 μg/mL군은 각각 0.41 

± 0.39, 0.11 ± 0.12배로 TGF-β1처치군 대비 

감소경향을 나타타내었으나, 유의성이 없었으며, EHE 30 

μg/mL 단독처리군은 0.10 ± 0.09배로 감소하는 경향을 

나타내었다(Fig. 5B).

A) B)
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Fig. 5. Inhibitory effect of EHE on the TGF-β1-induced MMP2 and 9 gene expressions.

LX-2 cells were pre-treated with indicated concentrations of EHE (10, 30 μg/mL) for 1 h, then stimulated with 

the 5 ng/mL of TGF-β1 for 6 h. Real-time PCR analysis was used to detect the expression of (A) MMP2 and 

(B) MMP9. All data represent the means ± SD of three independent experiments (**p < 0.01 compared with 

control cells; ##p < 0.01 compared with TGF-β1 treated cells without EHE)

Ⅳ. 고찰

  麻黃(Ephedrae Herba)은 發汗, 祛寒, 化痰, 

利水之品으로1) 주로 肺의 宣發과 肅降의 기능을 

개선시킨다. 현재까지 麻黃에 대한 연구로는 주로 호흡기 

질환에 대한 연구10,17,22), 지질대사 및 비만에 관한 

연구5-9,16,19-21,27), 麻黃과 체질에 관한 연구12), 항염증 

연구24,25,29), 안전성연구30-33), 적정 용량에 대한 연구11)가 

이루어져 왔으며, 간과 관련한 연구는 극히 미흡한 

실정이다. 따라서 본 연구에서는 본 연구실의 스크리닝 

결과를 기반으로 麻黃 물추출물이 활성화된 

간성상세포에서의 항섬유화를 나타내는지를 평가하였다.  

  간 질환은 심각한 건강 문제로 전 세계적으로 매년 

거의 200만 명이 사망하는 원인이며 이는 간경화와 

관련이 있다45). 급성 간손상과는 달리 만성 간손상은 주로 

간 조직의 반복적인 파괴와 재생과 관련이 있으며, 이는 

가장 진행된 (그리고 비가역적인) 섬유화 단계이다. 

대부분의 만성 간질환은 진행성 간섬유화를 초래할 수 

있다. 간섬유화는 만성 간질환으로, 반복적인 간 손상 및 

손상의 회복과 재생과정에서 fibrillar collagen이 풍부한 

ECM 단백질이 다량으로 축적되어 발생한다46,47). 간 

손상이 발생하면, 괴사성 및 세포사멸성 간세포를 

대체하기 위한 회복 메커니즘이 개시되어 간 재생에 

필수적인 상처 치유 및 염증 반응이 생성된다. 그러나, 

이러한 손상이 반복적, 장기적으로 지속되면 ECM 

단백질(collagens I, II, III, undulin, fibronectin, laminin, 

elastin, proteoglycans, hyaluronan 등)이 과도하게 

축적되어, 간섬유화 및 간경화를 유도한다48). 간에는 

간실질세포, Kupffer cell, endothelial cell, 성상세포 등 

다양한 세포가 존재하지만, 간섬유화와 관련된 중심적 

세포는 간성상세포 (hepatic stellate cell; HSC)이다. 정상 

상태의 간에서 HSC는 ECM의 항상성 유지, 간의 정상적 

발달, retinoid 대사, 약물대사 및 해독, 간실질세포의 

mass 유지, 혈관의 tension 조절 등의 역할을 한다49). 

그러나 HSC가 활성화되면 lipid droplet 손실과 혈소판 

유래 성장 인자(platelet-derived growth factor; PDGF) 

수용체, fibrillar collagen 및 α-smooth muscle actin 

(α-SMA)과 같은 유전자의 발현을 수반하여 ECM의 

침착 및 matrix stiffness의 증가로 이어진다34,49,50).

  HSC의 활성화는 다양한 원인으로 발생할 수 있는데, 

과도한 음주, HCV 감염, cholestasis, 대사증후군 등에서 

발생할 수 있다. 즉, 간실질세포 손상으로 인한 자유기 및 

TGF-β1, TNF-α, FGF, IGF 등이 HSC의 활성화를 

유도할 수 있으며, 또한 Kupffer cell 및 T-cell에서 

분비되는 자유기, IL-6, IFN-γ, TGF-β1, TNF-α, 

IGF, 담낭세포에서 분비되는 TNF-α, endothelin-1, 

PDGF 등도 HSC의 활성화를 유도할 수 있다46). 

  그러나, 이중 간섬유화에 있어 가장 관련성이 큰 

인자는 TGF-β1이다. TGF-β1은 TGF-β 

수용체(TGFBR) 매개 canonical pathway와 

non-canonical signaling pathway를 통해 quiescent 

HSC가 α-SMA를 발현하는 activated HSC가 되고 이는 

myofibroblast-like cells (근섬유아세포 유사 세포)로 

변형 (transdifferentiation)된다34-36). TGF-β signaling은 

병리적 관점에서 간섬유화뿐만 아니라, kidney, heart, 

lung 등에서도 섬유화를 개시하는 중심적 역할을 한다39).

  일반적으로 활성 TGF-β는 TGF-β 수용체 typeⅠ 

(TGF-βRⅠ)을 인산화하는 TGF-β 수용체 typeⅡ 

(TGF-βRⅡ)와 결합하는데, Smad dependent 경로는, 

활성화된 TGF-βR1은 receptor-associated Smads 

(R-Smads)인 Smad2과  Smad3의 C-terminal serine 

residue를 인산화하고, R-Smads는 TGF-βRⅠ으로부터 

분리되어 common Smad (Co-Smad) Smad4와 

heterotrimeric complex를 형성하여 핵으로 전위하여 

co-activator와 다른 전사인자와 결합하여 섬유화 

관련유전자의 전사를 유도한다. 이외에 inhibitory Smad 

(I-Smad)로 불리는 Smad7은 Smad2/3가 TGF-βRⅠ과 

결합하는 데에 상경적으로 작용하여 TGF-β/Smad 

signaling에 negative feedback작용을 한다. TGF-β 

신호전달에서 Smad independent 경로는 Smad 

dependent 경로와는 달리 Smad와 상관없이 Rho, 

PI3K/Akt, Grb2/SOS 신호전달을 포함하고 있다39,47).
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  본 연구에서는 麻黃 물추출물이 간성상세포에서의 

항섬유화 효능을 TGF-β 신호전달의 Smad dependent 

경로를 위주로 연구하였다. 

  먼저, 간성상세포주인 LX-2 세포에서 EHE의 

세포독성을 평가하였으며, EHE 100 μg/mL을 처치한 

경우는 유의한 세포독성을 나타내어, EHE가 세포독성을 

나타내지 않는 30 μg/mL 이하의 농도에서 본 연구를 

진행하였다. 

일반적으로 활성 TGF-β1 신호전달은 Smad2와  

Smad3를 인산화하고, 인산화된 Smad2/3는 섬유화 관련 

유전자의 전사를 유도하고, ECM을 축적한다39). Smad 

전사인자의 표적유전자 프로모터 영역의 결합 및 이에 

의한 표적 유전자의 발현 조절에는 Smad 분자의 

인산화가 수반되며, TGF-β1 자극에 의해서는 세포 

내에서 Smad3와 Smad2 분자가 주로 인산화되는 것으로 

보고되었다51). 본 연구에서도 TGF-β1에 의해 

p-Smad2와 p-Smad3의 발현이 유의하게 증가되었고, 

이들은 모두 EHE 30 μg/mL의 전처치에 의해 유의하게 

감소하였다. TGF-β1/Smad 신호전달에서 Smad 분자의 

DNA 결합에 의한 표적 유전자 발현능을 지표할 수 있는 

Smad 결합영역 (SBE)을 포함한 리포터 유전자를 

t-HSC/C16 세포에 도입하여 EHE 및 TGF-β1을 

처치한 후 SBE 리포터 유전자 분석을 수행한 결과, 

TGF-β1은 SBE luciferase의 활성을 현저하게 

증가시켰고, EHE 전처치는 SBE luciferase 활성을 

감소시켰다.

  또한, TGF-β1/Smad 경로의 활성화는 섬유화와 

관련된 유전자의 전사를 조절하며, TGF-β1 의 주요 

표적 유전자인 Plasminogen activator inhibitor type 1  

(PAI-1)은 만성 섬유화 질환의 주요 원인인자이다 40,41). 

PAI-1 은 plasminogen activators (PAs; uPA and tPA)의 

주요 생리학적 억제제이며 TGF-β1 의 영향을 

받는다 52). PAI-1 의 수준은 섬유성 질환에서 유의하게 

증가하며, 섬유화 진행시 PAI-1 은 MMP 활성을 

차단하고, 섬유소 융해 (fibrinolysis)의 차단을 통해 

fibrin 의 축적을 증가시켜 ECM 의 분해를 방지하고 

섬유화를 촉진하며 53), 부분 간 절제술, 저산소증 및 

당뇨병을 포함하는 특정 병태생리학적 상황 또는 

과정에서도 증가된다 54). 본 연구 결과서도 EHE 30 

μg/mL 군은 PAI-1 단백질의 발현을 TGF-β1 처치군 

대비 57.3%수준으로 감소시켰으며, PAI-1 mRNA 의 

발현은 control 수준으로 감소시켰다.

  TGF-β1 은 인간 HSC 에서 α-SMA 발현을 

유도한다 42). HSC 는 활성화되지 않은 일반적인 경우에는 

adipocyte (PPAR-γ, SREBP-1c, leptin 등)의 특성을 

나타내지만, 활성화된 경우 myogenic marker 로, 

α-SMA, c-myb, myocyte enhancer factor-2 등을 

나타내므로, α-SMA 는 섬유화 마커 중 하나이다 46,55). 

간조직에서 α-SMA 가 발현되면, 이는 HSC 가 

활성화되고, 간섬유화가 발생하였음을 의미한다 56,57). 본 

연구의 α-SMA 역시 EHE 30 μg/mL 군에서 유의하게 

감소되었다. 이러한 결과는 EHE 가 간섬유화의 억제에 

유의함을 나타낸다. 

  활성화된 HSC는 다량의 ECM을 방출하고, ECM은 

matrix metallopeptidases (MMPs)에 의하여 

degradation된다. 그러나 HSC가 장기적으로 활성화되면 

MMPs의 오조절 (dysregulated expression)을 유도하여 

결과적으로 과도한 ECM accumulation이 일어난다34). 

  인간의 MMP는 기질 (substrate) 특이성과 상동성을 

기준으로 6종으로 분류된다. 첫 번째는 collagenases 

그룹으로 MMP-1, -8, -13가 이에 해당하며, 두 번째는 

stromelysins 그룹으로 MMP-3, -10, -11, -17이 

있으며, 세 번째로는 gelatinases 그룹으로 MMP-2, -9, 

네 번째는 matrilysins 그룹으로 MMP-7, -26이며, 다섯 

번째는 membrane-type MMPs 그룹으로 MMP-14, 

-15, -16, -17, -24, -25이 해당되며, 여섯 번째는 

기타그룹으로 MMP-12, -19, -20, -21, -22, -23 

(-23A와 23B), -27, -28이 해당된다43,58).

  이중, 만성 간손상에서 MMP-1, -3, -19는 항섬유화 

역할을 하는 것으로 보고되어 있기도 하지만58), 

MMP-2와 MMP-9은 간섬유화에서 증가되는 것으로 

보고되고 있으며, MMP-2는 만성바이러스성 간염, 

간섬유화, IRI (ischemia and reperfusion injury), 모든 

단계의 알콜성 간경화, 담즙폐쇄증, HCC에서 발현이 

증가되며, MMP-9은 IRI, 간섬유화, stage C의 알콜성 

간경화, HCC에서 발현이 증가되며, 또한 MMP-9은 

HSC의 apoptosis를 유도하고, 암의 침습과 전이를 

촉진하기도 한다43). 본 연구에서 MMP2 mRNA의 

발현은 EHE가 유의하게 감소시켰으나, MMP-9 

mRNA의 발현은 EHE가 감소시키는 경향을 

나타타내었으나, 유의성있는 결과를 나타내지는 않았다. 

이러한 결과는 EHE가 TGF-β1로 활성화된 Smad 

의존적 신호전달에서 Samd의 인산화를 억제하여 간의 
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섬유화를 억제함을 의미한다. 

  본 연구에서는 TGF-β1/Smad경로에 대한 EHE의 

효능만을 평가한 것이므로 향후, Smad independent경로 

및 in vivo연구를 통하여 EHE의 항섬유화효과에 대하여 

좀 더 상세한 연구의 필요성이 있다. 그러나, 본 연구는 

적어도 麻黃물추출물이 간성상세포에서 항섬유화효능을 

가진다는 최초의 보고로서 그 의미가 있다.

Ⅴ. 결론

  본 연구에서는 마황 열수 추출물 (EHE)이 간성상 

세포주 (LX-2)에서 TGF-β1에 의한 Smad dependent 

신호 전달 및 관련유전자 발현조절을 통하여 간섬유화를 

억제할 수 있는지를 평가하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 마황 열수 추출물은 간성상세포에서 30 μg/mL 

이하의 농도에서는 세포 독성을 나타내지 않았다.

2. 마황 열수 추출물은 간성상세포에서 p-Smad2 및 

p-Smad3를 유의하게 억제하였으며, 또한 SBE 리포터 

유전자 활성을 유의하게 억제하였다.

3. 마황 열수 추출물은 간성상세포에서 섬유화의 마커인 

α-SMA의 발현을 유의하게 억제하였으며, 또한 

TGF-β1의 주요 표적 유전자인 PAI-1을 유의하게 

억제하였다.

4. 마황 열수 추출물은 PAI-1 mRNA의 발현 및 

MMP-2 mRNA의 발현을 유의하게 감소시켰다. 
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