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Objectives  This study was conducted to investigate the beta-glucan & ginsenoside 

content, antioxidant activity, anti-inflammatory effect and safety of herbal medicine mix.

Methods  The marker compounds contents, antioxidant activity and safety of herbal 

medicine mix were tested. The contents of beta-glucan and ginsenoside Rg3 were 

measured, the antioxidant activity was measured using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 

(DPPH) free radical scavenging activity, anti-inflammatory and a safety test was con-

ducted via single dose toxicity assessment.

Results  Analyzing the contents of marker compounds showed 362.3 mg/g of be-

ta-glucan, and 0.4184 mg/g of ginsenoside Rg3. In the DPPH free radical scavenging 

activity, the IC50 of herbal medicine mix, was 0.146%. The scavenging activity of herb-

al medicine mix was 88.28% activity at 0.5% concentration, and 90.61% activity at 5% 

concentration. In the lipopolysaccharides (LPS) anti-inflammatory test, the herbal re-

mix showed a significant decrease in tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and inter-

leukin-6 (IL-6) compared to the LPS-induced group. In the single dose toxicity test of 

herbal medicine mix, a dose of 2,000 mg/kg body weight (BW) was set at its highest 

capacity and observed after oral administration to female and male rats. No toxico-

logical findings were recognized. It was observed that the resulting lethal dose can be 

set to 2,000 mg/kg BW or higher for both females and males.

Conclusions  The results of the experiment on herbal medicine mix showed that the 

marker compounds contents were beta-glucan and ginsenoside Rg3, that antioxidant 

activity was observed through the DPPH free radical scavenging activity, anti-in-

flammatory effect was observed through TNF-α and IL-6 measurement, and safety 

was confirmed through the single dose toxicity assessment. (J Korean Med Rehabil 

2022;32(2):1-17)
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서론»»»

체 내에서 생성되는 활성산소(reactive oxygen species)는 

고혈압, 당뇨, 심혈관 질환, 근골격계 질환 등 다양한 질환

과 매우 밀접한 관계가 있다. 활성산소는 산화력이 강하여 

체 내에서 제거되지 못하게 되면 산화적 스트레스를 유

발시켜 지질과산화를 유도하고 단백질, 세포막 등을 손상

할 수 있다1-3).

체 내에 활성산소가 발생하면 항산화 효소인 superoxide 

dismutase (SOD), catalase, peroxidase 등이 산화적 스트레스

로부터 세포를 보호한다. 항산화 방어체계가 비정상적으

로 작동하거나 산화적 스트레스를 억제하지 못하면 인체 

노화와 각종 질병을 유발한다. 합성 항산화제인 butylated 

hydroxytoluene, butylated hydroxyanisole 등은 세포대사, 

체내 에너지 생산 및 호흡작용을 방해할 수 있으며, 암을 

유발하는 등 독성과 부작용이 있다4-6). 천연 한의약 자원

인 phytochemicals은 식물의 2차 대사산물로서 독성이 거

의 없고, 각종 질병의 예방과 치료에 효과가 있어서 천연

물 유래 항산화제에 관한 관심이 증가하고 있다7,8).

익수영진고(益壽永眞膏)는 인삼, 복령, 생지황, 봉밀로 

구성된 경옥고(瓊玉膏)에 補陰, 補肝腎할 수 있는 천문동, 

맥문동, 지골피가 배합되어서 益精의 효능을 극대화한 제

제이며, �동의보감�에 “瓊玉膏, 塡精補髓....衛生方生地黃八斤 

人蔘三十二兩 白茯苓二十四兩 白蜜五斤, 本朝永樂中太醫院

會議加天門冬麥門冬地骨皮八兩 進御服食賜號益壽永眞膏”

라고 하였다9,10). 익수영진고는 塡精補髓, 益精의 효능이 있

어 면역력, 항병력 저하로 인한 각종 질환의 예방과 치료

에 응용할 수 있는 제제로서 익수영진고 효모발효물이 피

부노화를 억제할 수 있음을 보고한 바 있고11), 익수영진고 

재료의 70% 주정 추출물이 산화 스트레스로 인한 신경 

세포 손상의 진행 속도를 둔화시키는 효과가 있음을 보고

한 바 있으며12), 익수영진고가미방에 지황박, 복령피 배

합과 발효한 제제가 면역활성을 향상하는 효과가 있음이 

보고된 바 있다13). 

본 연구진은 경옥고 원방에 천문동, 맥문동, 구기자를 배

합한 익수영진고를 기본 제제로 하고 꽃송이버섯을 추가

한 익수영진고가꽃송이버섯 제제가 항산화 효과를 증강시

키고 면역력 조절과 연관성 있는 전염증성 인자를 억제하

는 효과가 있음을 보고하였고14), 또한 익수영진고가꽃송

이버섯 제제의 배합비를 조정하고 노루궁뎅이버섯을 추

가한 제제가 높은 수준의 β-glucan을 함유하고 있고, 2,2- 

diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 소거능 활성이 우수하여 

항산력이 높고, 안전성 시험에서도 위해한 인자가 발생

하지 않았음을 보고한 바 있다15). 

한편 황금(Scutellariae Radix)은 꿀풀과(Labiatae)에 속하

는 다년생 초본인 속썩은풀(Scutellaria baicalensis Georgi)

의 주피를 벗긴 뿌리를 건조한 것으로 주요 성분인 flavonoid

계 화합물은 항염증 및 항산화 작용을 한다고 보고되어 있

고, 마른기침, 토혈, 변비, 고열 등에 사용하는 소재이며16-18), 

어성초(Houttuynia cordata Thunb)는 삼백초과(Saururaceae)

의 여러해살이풀 약모밀의 전초로써 해독, 항균, 이뇨, 진

통, 지혈, 조직 재생 촉진 등의 작용이 있는 소재이다19). 황

금과 어성초는 항산화 효과와 항염 효과를 지니고 있어

서 본 연구에서도 배합 재료로 선정하여 적용하였다. 

이에 본 연구에서는 기존의 경옥고를 기반으로 한 익

수영진고에 꽃송이버섯⋅노루궁뎅이버섯을 가미한 제제에 

추가적으로 항염 효과가 있는 황금과 어성초를 배합한 한약

재배합물에 대하여 Good Laboratory Practic (GLP) 인증 

기관에서 β-glucan과 ginsenoside의 지표 분석, DPPH 소거활

성 시험, 항염 시험을 측정하고, 아울러 급성단회독성 안전

성 시험을 시행한바 다음과 같은 지견을 얻었다.

재료 및 방법»»»

1. 배합재료, 한약재배합물의 배합 및 제조방법

1) 배합재료

홍삼(Red ginseng radix)은 정천고려홍삼(금산, 한국), 백

복령(Poria cocos). 천문동(Asparagi radix), 맥문동(Liriopis 

tuber), 구기자(Lycii fructus), 어성초(Houttuynia cordata 

Thunb), 황금(Scutellariae Radix)은 자애인(서울, 한국), 꽃

송이버섯(Sparassis crispa)은 ㈜바이오글루칸(평택, 한국), 

노루궁뎅이버섯(Hericium erinaceum)은 (영)씨엔지유기농

(세종, 한국)에서 생지황(Rehmanniae radix)은 (영)금산지

황(금산, 한국), 봉밀(Honey)은 백화양봉(정읍, 한국)에서 

국내산으로 구입하여 사용하였다.
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2) 한약재배합물의 배합 및 제조방법

재료별 함량은 고형재료로 홍삼 180 g, 백복령 720 g, 

천문동 30 g, 맥문동 30 g, 구기자 120 g, 꽃송이버섯 40 g, 

노루궁뎅이버섯 220 g, 어성초 180 g, 황금 180 g으로 정

하였고, 액상 재료로 생지황즙 2,000 g, 봉밀 30 g을 사

용하였다(Table I). 

제조방법은 동의보감에 제시된 방법을 준용하였다9). 

생지황즙액을 얻기 위해서 생지황 3,000 g을 분쇄기(동방, 

대전, 한국)에 넣어 마쇄하고, 마쇄된 상태에서 착즙기(동

방)에 넣어 생지황즙 2,000 g을 얻었다(수율 66.6%). 생지

황과 봉밀을 제외한 나머지 고형재료 1,700 g은 미세분말

화 하였고, 이를 생지황즙 2,000 g과 봉밀 30 g을 함께 균

일하게 혼합된 시료 1,700 g을 반죽하였고, 온도와 급수가 

자동으로 조절되면서 옹기가 장착된 중탕기(double boil-

ing apparatus; 반도식품기계, 부산, 한국)에 넣었다. 3일 동

안 100±2℃로 유지하면서 1차 중탕을 시행하였고, 1차 중

탕이 끝난 후 1일 동안 실온에 방치하면서 1차 숙성시켰

다. 다시 1일 동안 1차 중탕과 같은 조건으로 2차 중탕을 

시행하였고, 이후 1일 동안 1차 숙성과 같은 조건으로 2차 

숙성 과정을 진행하였다. 이러한 일련의 과정을 거쳐서 고

형태의 한약재배합물 시료 3,680 g (수율 98.7%)을 제조

하였다(Fig. 1)3).

2. 한약재배합물 함유 주요 성분 β-glucan, gin-

senoside 분석

1) 개요

한약재배합물에 함유된 β-glucan과 ginsenoside 함량 

측정은 공인인증기관인 한국기능식품연구원에서 시행하

였으며(번호 D2020022259), β-glucan 분석은 ‘건강기능식

품공전 제4. 건강기능식품 시험법 3. 개별성분별 시험법 

3-25-1 베타글루칸1법’에 따라 시행하였고, ginsenoside 분

석은 ‘건강기능식품공전(신) 제4 건강기능식품 시험법 3-54 

ginsenoside 4. 시험과정 4.2 시험용액의 조제 4.2.2 농축액’

에 따라 시행하였다.

2) 한약재배합물 내 β-glucan 측정

(1) 시험재료

β-glucan 측정에 사용된 시험물질은 한약재배합물이며, 

표준물질은 D-(+)-glucose (Sigma Aldrich Co., Ltd., St. Louis, 

MO, USA)를 사용하였다.

(2) 시험 및 검사 방법

① 표준용액의 조제

표준물질 53.42 mg을 채취하여 최종 부피가 100 mL이 

되도록 증류수에 완전히 녹여 532.5974 ug/mL 농도의 표

준원액으로 만들었으며, 검량선 작성을 위해 표준원액을 

증류수로 희석하여 11.0958, 16.6437, 33.2873, 66.5747, 

133.1494 ug/mL 농도의 표준용액으로 만들었다.

Category Scientific name Amount (g)

Solid materials

(A)

Red ginseng radix 180

Poria cocos 720

Asparagi radix 30

Liriopis tuber 30

Lycii fructus 120

Sparassis crispa 40

Hericium erinaceum 220

Scutellariae Radix 180

Houttuynia cordata Thunb 180

Sub total 1,700

Liquid materials

(B)

Rehmanniae radix (Juice) 2,000

Honey 30

Sub total 2,030

Total (A+B) 3,730

Table I. Material Content of Herbal Medicine Mix

Fig. 1. Manufacturing process of herbal medicine mix.
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② 시험용액의 조제

가. 전처리 과정

시험은 두 개의 시료 및 공시험을 동시에 실시하였다. 

시료 일정량을 삼각플라스크에 넣어 지방이 10% 이상인 

경우 탈지하고, 당을 많이 함유한 경우 85% 에탄올 용액으

로 시료 20 mg당 10 mL씩으로 세척하고 증류수 10 mL을 가

한다. 이 후 아밀라아제(20,000~60,000 U/mL)를 약 0.1 mg을 

취하고, 0.1 N 수산화나트륨 용액을 이용하여 pH 6.9로 한 

후 20°C에서 2시간동안 진탕하여 효소분해한다. 0.1 N 염

산용액으로 pH 5.0으로 맞추고 셀룰라아제(1,600 U/mL)를 

0.1 mL 넣고 37°C에서 2시간 동안 진탕하여 효소분해시킨

다. 프로테아제(600~1,300 U/mL)를 약 0.1 mL를 넣고 0.1 

N 수산화나트륨 용액으로 pH 7.5로 한 후 37°C에서 2시간 

동안 진탕하여 효소분해한다. 아밀로글루코시다제(10,000 

U/mL)를 약 0.1 mL 넣고 0.1 N 염산용액으로 pH 4.8로 한 

후 60°C에서 2시간 동안 진탕하여 효소 분해한다. 효소분

해물에 95% 에탄올 40 mL를 가하여 4°C에서 12시간 동안 

침전시킨 후 용액을 원심분리(3,000 rpm, 20분)하여 시료

의 침전물을 취한다. 시료의 침전물에 80% 에탄올 50 mL

를 가하여 4°C에서 1시간 동안 침전시켜 용액을 원심분리

(3,000 rpm, 20분)하고, 원심분리된 침전물에 증류수 10 

mL를 가한 후 침전물을 혼합하여 균질화한다. 균질화된 

용액을 증류수로 50 mL가 되도록 한 후이를 적정농도가 

되도록 희석하여 시험용액으로 한다.

나. 발색 과정

25 mL 시험관을 농도별 표준용액과 시험용액(공시험 

포함)으로 구분하여 각각 5% 페놀용액 1 mL를 넣는다. 

농도별 표준용액을 각각 1 mL씩 가하고, 시험용액은 시험

용액 0.1 mL과 증류수 0.9 mL를 가한다. 공시험은 증류

수 1 mL을 가하여 용액들을 10초간 잘 흔들어 섞는다. 시

험관에 각각 황산 5 mL을 가하여 혼합하고 실온에서 20분

간 반응시킨 후 분광광도계를 이용하여 470 nm에서 홉광

도를 측정한다. 분석결과는 아래의 계산식을 이용하여 산

출하였다.

3) 한약재배합물 내 ginsenoside 측정

(1) 시험재료

Ginsenoside 측정에 사용된 시험물질은 한약재배합물

을 사용하였으며, 표준물질은 ginsenoside Rb1 (Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan), ginsenoside Rg1 

(Wako Pure Chemical Industries, Ltd.), ginsenoside Rg3 

(Chromadex, Los Angeles, CA, USA)를 사용하였다.

(2) 시험 및 검사 방법

① 표준용액의 조제

각 표준물질을 Rg1 9.13 mg, Rb1 7.08 mg, Rg3 9.04 mg

을 채취하여 최종 부피가 10 mL이 되도록 완전히 녹여 Rg1 

911.17 ug/mL, Rb1 700.21 ug/mL, Rg3 812.69 ug/mL 농

도의 표준원액으로 만들었으며, 검량선 작성을 위해 표준

원액을 25 mL 70% 메탄올에 완전히 용해하고 25 mL 총 

50 mL로 정용한 후 멤브레인 필터(0.45 um)로 여과한 것

을 ginsenoside Rg1은 1.2149, 6.0745, 30.3725, 151.8623, 

303.7247 ug/mL로 ginsenoside Rb1은 0.9336, 4.6681, 23.3404, 

116.7020, 233.4040 ug/mL로 ginsenoside Rg3는 1.0836, 

5.4180, 27.0899, 135.4493, 270.8987 ug/mL 농도의 시험용

액으로 만들어 사용하였다.

② 시험용액의 조제

시료 일정량을 70% 메탄올 25 mL로 완전히 용해하고 

총 50 mL로 맞춘 후 멤브레인 필터(0.45 um)로 여과한 것

을 시험용액으로 하였다.

③ 분석(측정) 조건

분석을 위해 S-DAD/FLD HPLC system (Shimadzu, Kyoto, 

Japan)을 활용하였으며, Supelco discovery C18 column 

(4.6×250 mm; Sigma Aldrich Co., Ltd.)을 장착하여 분석

을 진행하였다. 주입된 시료는 10 µL였으며, 온도는 40℃

로 유지되었고 1 mL/min 속도로 70분간 진행하였다. 이동

상은 acetonitrile과 증류수가 사용되었으며 5분(20:80), 20

분(23:77), 25분(30:70), 30분(40:60), 35분(50:50), 60분

(85:15), 62분(85:15), 65분(20:80), 70분(20:80)으로 설정하

고, 분석결과는 아래의 계산식을 이용하여 산출하였다.

β-glucan = 

(mg/g) 시료채취량×

시험용액의 농도×최종부피×희석배수××
× 규격

* β-glucan 전환계수(162/180) = 0.9

수식 1
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3. 한약재배합물의 DPPH free radical 소거활성 측정

1) 시험재료

(1) 시험물질

본 시험에 사용된 시험물질은 한약재배합물이며, 시험 

기간 실온(1~30℃)에 보관하였고, 멸균증류수를 이용하여 

조제하였다. 

(2) 양성대조물질 및 기타시약

항산화 측정을 위한 양성대조물질은 L-ascorbic acid (Sigma 

Aldrich Co., Ltd.)를 사용하였으며, 시험에 사용된 시약은 2,2- 

diphenyl-1-picrylhydrazyl (Alfa Aesar, Ward Hill, MA, USA)와 

ethanol (Duksan Company, Ansan, Korea)이 사용되었다.

2) 시험절차

(1) 시험물질 및 시약 조제

한약재배합물을 순도환산하지 않고 그대로 이용하였으

며, 한약재배합물은 0.05%, 0.5%, 1%, 5%, L-ascorbic은 

0.0005%, 0.001%, 0.0015%, 0.002% 농도로 각각 멸균증

류수를 이용하여 조제하였다. DPPH는 ethanol을 이용하

여 0.2 mM 농도로 조제하였다.

(2) 시험군 구성

시험군은 한약재배합물과 L-ascorbic acid의 각 처리

농도로 구성하였다(Table II).

(3) 시료액 반응 및 흡광도 측정

96 well plate에 각 농도별 조제물과 0.2 mM DPPH 및 

ethanol을 1:1로 혼합하여 넣은 후 실온에서 30분간 차광상

태로 반응시키고 원심분리하여 상층액을 취한 뒤 517 nm 

파장에서 흡광도를 측정하였다. DPPH free radical 소거

활성률(%)은 아래의 식을 이용하여 산출하였다.

3) 통계처리

각 실험 결과는 3회 반복 측정하여 평균과 표준편차를 

나타내었으며, SPSS 통계 프로그램(Ver. 19.0; IBM Corp., 

Armonk, NY, USA)을 이용하여 통계분석을 수행하였다. 

먼저, Levene’s test를 수행한 후 one way analysis of var-

iance (ANOVA) test를 실시하여 실험군간 유의성이 확인

되면 분산의 동질성 유무에 따라 사후검점(분산이 동질한 

경우 Duncan’s 다중검정, 분산이 이질한 경우 Dunnett’s T3)

을 실시하였으며 신뢰구간은 95%로 설정하였다.

4) GLP statement

시험제목 ‘한약재배합물의 DPPH free radical 소거활성 

측정시험’으로서 시험번호는 ‘TNK -2021-000423’이며, 모

든 절차는 GLP 규정에 준수하여 실시하였다. 한국화학융합시

험연구원 ‘DPPH를 이용한 free radical 소거활성 측정시험’ 

protocol과 연구방법에 준하여 수행하였다.

4. 한약재배합물의 항염 유효성 시험

1) 시험 재료

(1) 시험물질

본 시험에 사용된 시험물질은 한약재배합물이며, 시험 

기간 실온(1~30℃)에 보관하였고, 배양액을 이용하여 조제

하였다.

DPPH free radical scavenger activity (%) = 1 -
Sample O.D.

× 100
Control O.D.

수식 3

Group Name Concentration (%)

G1 (TS) Herbal medicine mix 0.05, 0.5, 1, 5

G2 (PC) L-ascorbic 0.0005, 0.001, 0.0015, 0.002

TS: test substance, PC: positive control.

Table II. Group Composition

Ginsenoside=

(mg/g) 시료채취량×

시험용액의 농도×최종부피×희석배수
×




수식 2
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(2) 세포주 및 기타 시약

본 시험에 사용된 Raw 264.7 (TIB-71) 세포는 American 

Type Culture Collection (ATCC; Rockville, MD, USA)에서 

구입하였다. 세포실험에 사용된 시약으로는 Dulbecco’s modi-

fied Eagle’s medium (DMEM; Gibco BRL., Carlsbad, CA, USA), 

Dulbecco’s phosphate-buffered saline (Lonza, Walkersville, 

MD, USA), heat inactivated fetal bovine serum (Gibco BRL.), 

penicillin-streptomycin (Gibco BRL.), thiazolyl blue tetra-

zolium bromide (Sigma Aldrich Co., Ltd.)를 사용하였다.

2) 시험절차

(1) 세포 배양

Murine의 대식세포주인 RAW 264.7 세포는 ATCC에서 

구입하여 사용하였으며, DMEM에 10% inactivated fetal bo-

vine serum과 1% penillin-streptomycin을 첨가한 배지를 배

양액으로 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 실험

하는 동안 사용한 모든 세포는 70~80% 정도의 밀도로 자

랐을 때 계대 배양하였으며, 20 passages를 넘기지 않은 세

포만 사용하였다.

(2) 세포 독성 측정

시료의 세포 독성을 평가하기 위해 3-(4,5-dimethylthiazol- 

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay를 실시

하였다. RAW 264.7 cell을 96 well plate에 1×105 cells/mL 

농도로 분주하여 24시간 동안 배양(37℃, 5% CO2)한 후, 

시험물질인 한약재배합물을 농도별(0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 mg/mL)

로 무혈청 배지로 교체하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 24시

간 본 배양하였다. 

배양 후 0.5 mg/mL MTT (thiazolyl blue tetrazolium bro-

mide; Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 

용액을 첨가하고 3시간 배양하였다. 배양이 끝나면 배지

를 제거해주고 dimethyl sulfoxide 용액을 200 µL/well 넣고 

plate shaker에서 10~20분 추출하였다. 추출이 끝나고 570 nm 

파장에서 ELISA 측정하였으며, 세포 생존율은 다음의 식

에 따라 산출하였다.

Cell viability (%) = 
   

   
× 

(3) 염증성 cytokine 발현 측정

Lipopolysaccharides (LPS)에 의해 염증이 유도된 RAW 

264.7 cell로부터 생성된 염증 관련 사이토카인의 분비량 

측정은 다음과 같이 실시하였다. DMEM 배지를 이용하

여 2×105 cells/mL로 24 well plate에 접종하고 37℃, 5% 

CO2 배양기에서 24시간 배양한 후 LPS와 시험물질인 한

약재배합물 0.625, 1.25, 2.5, 5 mg/mL 농도별로 포함된 무

혈청 배지로 교체하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 24시

간 배양하였다.  세포배양액 내의 tumor necrosis factor-al-

pha (TNF-α), interleukin-6 (IL-6)의 사이토카인의 분비

량을 mouse ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA)를 이용하여 측정하였다. 

3) 통계처리 

본 시험에서는 염증성 cytokine 발현 측정 결과에 대해

서 SPSS 통계 프로그램(Ver. 19.0)을 이용하여 통계분석을

 수행하였다. 먼저 분산의 동질성을 평가하기 위해 Levene's 

test를 수행한 후 one way ANOVA test를 실시하여 각 시험

군간 유의성을 확인하였다. One way ANOVAV test 수행

한 결과, 시험군간 유의성이 확인되지 않으면 추가적인 

통계처리를 수행하지 않았다. 시험군 간의 유의성이 확인될  

경우 분산의 동질성 유무에 따라 사후검정(분산이 동질한 

경우 Scheffe 다중검정, 분산이 이질한  경우, Dunnett's T3)을 

실시하였다.

5. Rat에 대한 한약재배합물의 단회 경구투여 독성

시험

1) 실험 재료

(1) 실험동물

실험은 Sprague Dawley (SD) rat를 이용하였으며, 투여 

시 성별 및 동물 수는 수컷 20마리, 암컷 20마리 6주령 rat

로 체중 범위는 수컷 168.6~190.8 g, 암컷 121.9~134.9 g

이었다. 본 시험은 동물보호법 [법률 제16977호(2020-02-11, 

일부개정)] 및 실험동물에 관한 법률 [법률 제15944호

(2018-12-11, 일부개정)]에 근거한 (재)한국화학융합시험

연구원 화순의 동물윤리위원회의 승인을 받았다(IAC-2020- 

0871).

(2) 실험 약물

본 실험에 사용된 시험물질은 한약재배합물이며, 본 

시험물질을 칭량한 후 부형제로는 멸균증류수(주사용수)

를 사용하였다. 



황금, 어성초를 배합한 익수영진고가미 한약재배합물의 베타글루칸, 진세노사이드 함량, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl Free Radical 소거 활성, 항염 활성 및 안전성 연구

www.e-jkmr.org 7

(3) 사육 환경

각 Stainless steel cage (310W×500D×200H) 당 3마리 

이하를 사육하였으며, 평균 온도 21.3~22.3℃, 상대습도 

45.5~54.8%, 환기횟수 10~20회/h, 조명주기 12시간 간격

으로 광암 조건을 주었으며(광 08:00~20:00/암 20:00~08:00), 

조도 150~300 Lux를 유지하였고, 사료는 방사선 멸균된 

Rodent Diet 20 5053 (Labdiet, St. Louis, MO, USA)를, 음수

는 R/O수를 자유롭게 섭취시켰다.

2) 용량결정 및 투여 방법

(1) 약물 조제

한약재배합물을 순도 환산하지 않고 그대로 이용하여 본 

시험물질을 칭량한 후 부형제인 멸균증류수에 50, 100 및 

200 mg/mL 농도로 조제하여 사용하였다. 

(2) 용량 설정 및 군 구성

본 시험의 시험물질 투여량은 식품의약품안전처 고시 

중 “의약품등의 독성시험기준”20)에 근거하여 고용량 투여

군을 2,000 mg/kg BW로 설정하고, 공비를 2로 하여 중용

량은 1,000 mg/kg BW, 저용량은 500 mg/kg BW으로 각각 

설정하였다. 대조군으로는 시험물질 투여군과 동일한 액량

의 부형제를 투여하는 부형제 대조군을 두었다(Table III).

3) 관찰 항목

(1) 일반 증상

모든 동물은 1일 1회 관찰하였으며 투여 후 14일간 

관찰하였다. 단 투여 당일에는 투여 후 0.5, 1, 2, 3 및 4시

간에 관찰하였다.

(2) 체중 변화

체중은 도입 시, 군 분리 시, 시험물질 투여 개시 직전, 투

여 개시 후 7일 및 14일째에 측정하였다.

(3) 부검소견

투여 후 14일째 모든 생존동물의 외관 검사를 실시한 후 

isoflurane (아이프란액; 하나제약, 서울, 한국) 마취 하에 방

혈치사하여 육안으로 장기를 검사하였다. 이상 장기는 발

생하지 않아 조직병리학적 검사는 실시하지 않았다.

(4) 통계처리

본 시험에서는 체중 데이터에 대해 SPSS 통계 프로그램

(ver 19.0)을 이용하여 통계처리를 하였다. 먼저 Levene’s test

를 통해 동질성 검정을 수행하였고, 이후 one way ANOVA 검

사를 수행하였다.

4) GLP Statement

본 시험(시험번호 TGK -2020-0063)의 모든 절차는 GLP 

규정에 따라 식품의약품안전처 고시 제2018-93호(2018-1-21) 

“비임상시험관리기준”과 OECD “Principles of God Laboratory 

Practice, ENV/MC/CHEM (98) 17 (as revised in 197)”을 

준수하여 진행하였으며, 시험방법은 식품의약품안전처 

고시 제2017-71호(2017-08-30) “의약품등의 독성시험기준”, 

[별표1] 단회투여독성시험을 기준으로 시행하였다20).

Group Sex Number Number of animals
Administration volume

(mg/kg BW)

Administration liquid measure

(mL/kg BW)
Administration route

G1 Male 1101-1105 5 0 10 Oral

Female 2101-2105 5

G2 Male 1201-1205 5 500

Female 2201-2205 5

G3 Male 1301-1305 5 1,000

Female 2301-2305 5

G4 Male 1401-1405 5 2,000

Female 2401-2405 5

G1: control group, G2~G4: administered herbal medicine mix group. Four different dosages of herbal medicine mix were orally 

administered in this study respectively (G1: 0 mg/kg, G2: 500 mg/kg, G3: 1,000 mg/kg, G4: 2,000 mg/kg), BW: body weight.

Table III. Group Separation of Single Dose Oral Toxicity
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결과»»»

1. 한약재배합물 함유 β-glucan과 ginsenoside 

분석

1) β-glucan 성분 분석

한약재배합물의 β-glucan 성분을 분석한 결과 362.3 mg/g

의 함유량이 관찰되었다(Table IV, Fig. 2).

2) Ginsenoside Rb1, Rg1, Rg3 성분 분석

한약재배합물의 ginsenoside Rg1, Rb1, Rg3 성분을 분석

한 결과, Rg3는 0.4184 mg/g 함유량이 관찰되0었고, Rg1, 

Rb1은 검출되지 않았다(Table V, Fig. 3).

2. 한약재배합물의 DPPH free radical 소거활성 측정

1) 한약재배합물의 DPPH free radical 소거활성률(%)

시험물질 한약재배합물(G1)을 농도별(0.05%, 0.5%, 1% 

및 5%)로 처리하여 DPPH free radical 소거활성도를 측정

한 결과 39.51%, 88.28%, 81.51% 및 90.61%의 활성을 보

였으며, IC50 (50% 활성율을 나타내는 농도)을 산출한 결

과, 0.146%의 농도로 산출되었다(Table VI, Fig. 4).

2) L-ascorbic acid의 DPPH free radical 소거활성률(%) 

양성대조 L-ascorbic acid (G2)을 농도별(0.05%, 0.5%, 

1% 및 5%)로 처리하여 DPPH free radical 소거활성도를 

측정한 결과 20.02%, 44.25%, 68.20% 및 88.88%의 활성

을 보였으며, IC50 (50% 활성율을 나타내는 농도)을 산출

한 결과 0.0011%의 농도로 산출되었다(Table VI, Fig. 4).

β-glucan
Concentration

(ug/mL)

Volume

(mL)

Sampling

(g)
Dilution

Result

(mg/g)

1 97.0510 50 0.1178 10 363.10

2 84.8330 50 0.1056 10 361.50

Average 362.30

Table IV. Analysis of β-glucan Content Contained Herbal 

Medicine Mix

[β-glucan containing herbal medicine mix] [β-glucan standard]

Fig. 2. High-performance liquid chromatography analysis of beta-glucan level contained herbal medicine mix.

[Ginsenoside Rg1, Rb1 & Rg3 containing herbal medicine mix] [Ginsenoside Rg1, Rb1 & Rg3 standard]

Fig. 3. High-performance liquid chromatography analysis of ginsenoside Rg1, Rb1 and Rg3 contained herbal medicine mix.

Ginsenoside
Concentration

(ug/mL)

Volume

(mL)

Sampling

(g)
Dilution

Result

(mg/g)

Rg1 0.0000 50 3.3743 1 0.0000

Rb1 0.0000 50 3.3743 1 0.0000

Rg3 28.2331 50 3.3743 1 0.4184

Rb1, Rg1, Rg3 total 0.4184

Table V. Ginsenoside Rg1, Rb1 & Rg3 Contained Herbal 

Medicine Mix
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3. 한약재배합물의 항염 활성 측정

1) 세포 MTT assay 평가

한약재배합물을 0.25~5 mg/mL의 농도로 RAW 264.7 

cell에 처리하여 MTT 방법으로 세포독성을 확인하였다. 

MTT 측정 결과 대조군과 0.25~1 mg/mL 농도까지는 세포독성

이 없음을 확인하였고, 2.5 mg/mL의 농도에서 5.34%의 세

포생존율 감소를 나타내었고, 5 mg/mL의 농도에서 16.78%

의 세포생존율 감소를 나타내었다(Table VII, Fig. 5).

2) Pro-inflammatory cytokines 분비 억제 효과

TNF-α 발현에서 염증유발 물질 LPS 200 ng/mL의 농

도로 처리한 결과, G2 group은 626.40±19.12 pg/mL로 발현

되어 G1 group에 비하여 유의한 증가를 나타내었다. 한약

재배합물을 0.625 mg/mL,  1.25 mg/mL,  2.5 mg/mL,  5 mg/mL의  

농도로 처리한 결과, 각각의 농도에서 608.21±13.9  pg/mL, 

591.59±13.32 pg/mL, 581.10±13.72 pg/mL, 508.36±19.94 pg/mL

로 발현되었으며, G2 group에 비하여 1.25 mg/mL (G4 group), 

2.5 mg/mL (G5 group),  5 mg/mL (G6 group)의 농도로 처리

한 군에서 유의한 감소를 나타내었다(Table VIII, Fig. 6).

3) IL-6 측정

IL-6 발현에서 염증유발 물질 LPS 200 ng/mL의 농도로

 처리한 결과, G2 group은 458.44±15.64 pg/mL로 발현되

어 G1 group에 비하여 유의한 증가를 나타내었다. 한약재배

합물을 0.625, 1.25, 2.5 mg/mL 및 5 mg/mL의 농도로 처리

Group N Concentration
OD715 DPPH free radical scavenger activity (%)

Mean±SD Mean±SD

G1

(TS)

3 0 0.755±0.006 -

3 0.05 0.457±0.003 39.51±0.90*

3 0.5 0.088±0.010 88.28±1.44*

3 1 0.140±0.008 81.51±1.02*

3 5 0.071±0.033 90.61±4.27*

G2

(PC)

3 0 0.715±0.027 -

3 0.0005 0.572±0.028 20.02±1.24*

3 0.001 0.398±0.007 44.25±3.12*

3 0.0015 0.227±0.010 68.20±0.64*

3 0.002 0.080±0.008 88.88±0.67*

N: number of well, SD: standard deviation, TS: test substance, PC: positive control, -: not applicable.

*Significantly difference from Control at p<0.05.

Table VI. DPPH Free Radical Scavenging Activity of Herbal Medicine Mix

Fig. 4. Analysis of DPPH free radical scavenger activity in herbal medicine mix and L-ascorbic acid. DPPH: 2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl.



김명훈⋅문양선⋅강상미⋅김형석⋅김선종⋅나창수

10 J Korean Med Rehabil 2022;32(2):1-17.

한 결과, 각각의 농도에서 375.71±6.03 pg/mL,  310.39±3.35 pg/mL,  

168.53±4.30 pg/mL  및 14.20±1.67 pg/mL로 IL-6로 발현되어 

G2 group에 비하여 0.625 mg/mL (G3 group), 1.25 mg/mL 

(G4 group), 2.5 mg/mL (G5 group),  5 mg/mL (G6 group)의 

농도로 처리한 군 모두에서 유의한 감소를 나타내었다

(Table IX, Fig. 7).

Group Subtance Dose(mg/mL) OD value (507 nm) % of Control (%)

G1 Control - Mean 2.663 100.00

SD 0.092 3.46

N 9 9

G1 Herbal medicine mix 0.25 Mean 2.705 101.58

SD 0.068 2.57

N 9 9

G2 0.5 Mean 2.683 100.75

SD 0.091 3.40

N 9 9

G3 1 Mean 2.642 99.19

SD 0.111 4.15

N 9 9

G4 2.5 Mean 2.521 94.66

SD 0.096 3.59

N 9 9

G5 5 Mean 2.216 83.22

SD 0.036 1.34

N 9 9

G1: negative control group, G2: induced control group, G3~G5: test substance treatment group, SD: standard deviation, N: number of well.

Table VII. Cell Viability of Herbal Medicine Mix Extract in RAW 264.7 Cells

Fig. 6. TNF-α expression of herbal medicine mix extract in 

RAW 264.7 cells. G1: negative control group, G2: induced 

control group, G3~G6: test substance treatment group, TNF-α: 

tumor necrosis factor-alpha, LPS:　lipopolysaccharide. *Significant

differences as compared with G1 (p<0.05), †Significant differences

as compared with G2 (p<0.05).

Group Substance
Dose

(ng/mL)

TNF-α (pg/mL)

Mean±SD

G1 Control 49.14±1.86

G2 LPS 200 626.40±19.12*

G3 Herbal medicine mix 0.625 608.21±13.91

G4 1.25 591.59±13.32†

G5 2.5 581.10±13.72†

G6 5 508.36±19.94†

G1: negative control group, G2: induced control group, G3~ G6: 

test substance treatment group, TNF-α: tumor necrosis factor-alpha, 

SD: standard deviation, LPS: lipopolysaccharide.

*Significant differences as compared with G1 (p<0.05), 
†Significant differences as compared with G2 (p<0.05).

Table VIII. TNF-α Expression

Fig. 5. Cell viability of herbal medicine mix extract in RAW

264.7 cells. 
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4. Rat에 대한 한약재배합물의 급성단회독성 안전성

시험

1) 사망률 및 일반증상

실험기간 중 시험물질 투여에 의한 사망동물은 관찰

되지 않았다. 일반증상 관찰 결과, 모든 투여군에서 이상

소견은 관찰되지 않았다(Tables X, XI).

2) 체중 변화

체중측정 결과, 모든 투여군에서 정상적인 체중증가가 

관찰되었다(Table XII).

3) 부검소견

주요 장기에 대한 육안적 검사 결과, 모든 투여군에

서 이상소견은 관찰되지 않았다(Table XIII).

Group Substance
Dose

(ng/mL)

IL-6 (pg/mL)

Mean±SD

G1 Control 11.50±1.28

G2 LPS 200 458.44±15.64*

G3

Herbal medicine mix

0.625 375.71±6.03†

G4 1.25 310.39±3.35†

G5 2.5 168.53*±4.30†

G6 5 14.20±1.67

G1: negative control group, G2: induced control group, G3~G6: test 

substance treatment group, IL-6: interleukin-6, SD: standard deviation, 

LPS: lipopolysaccharide.

*Significant differences as compared with G1 (p<0.05), 
†Significant differences as compared with G2 (p<0.05).

Table IX. IL-6 Expression Herbal Medicine Mix Extract in 

RAW 264.7 Cells

Group
Dose

(mg/kg BW)

Mortality

Male Female

G1 0 0%

(0/5)*

0%

(0/5)

G2 500 0%

(0/5)

0%

(0/5)

G3 1,000 0%

(0/5)

0%

(0/5)

G4 2,000 0%

(0/5)

0%

(0/5)

G1: control group, G2~G4: administered herbal medicine mix group. 

Four different dosages of herbal medicine mix were orally administered 

in this study respectively (G1: 0 mg/kg, G2: 500 mg/kg, G3: 1,000 

mg/kg, G4: 2,000 mg/kg), BW: body weight.

*Number of dead animals/number of tested animals.

Table X. Mortality after Administration of Herbal Medicine Mix

Fig. 7. IL-6 expression of herbal medicine mix. extract in RAW

264.7 cells. G1: negative control group, G2: induced control group,

G3~G6: test substance treatment group, IL-6: interleukin-6,

LPS: lipopolysaccharide. *Significant differences as compared with

G1 (p<0.05), †Significant differences as compared with G2 (p<0.05).

Group
Dose

(mg/kg BW)
Sex

Number of 

animals
Clinical signs

G1 0 Male 5 Normal

Female 5 Normal

G2 500 Male 5 Normal

Female 5 Normal

G3 1,000 Male 5 Normal

Female 5 Normal

G4 2,000 Male 5 Normal

Female 5 Normal

G1: control group, G2~G4: administered herbal medicine mix group. 

Four different dosages of herbal medicine mix were orally administered 

in this study respectively (G1: 0 mg/kg, G2: 500 mg/kg, G3: 1,000 

mg/kg, G4: 2,000 mg/kg), BW: body weight.

Table XI. Clinical Signs after Administration of Herbal Medicine

Mix
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고찰»»»

질병과 노화에 관련된 유해물질 중 하나인 활성산소는 

대사과정이나 생체 방어를 위해 생성되는 전자쌍을 이루

지 못한 자유라디칼(free radical)을 가진 불안정한 산소화

합물로서 반응성이 큰 특징이 있다21). 활성산소는 super-

oxide dismutase, catalase, glutathione reductase 등과 같

은 인체 내 항산화 효소에 의해 제거됨으로써 산화-항산

화 시스템의 균형이 유지되고 있다. 그러나 이러한 산화-

Group
Dose

(mg/kg BW)
Sex

Day(s) after administration

0 7 14

G1 0 Male Mean 196.2 291.9 345.9

SD 6.0 9.1 9.1

Female Mean 157.0 210.6 230.0

SD 6.7 13.6 10.5

G2 500 Male Mean 192.6 288.6 341.2

SD 3.9 13.4 18.6

Female Mean 156.1 203.7 225.9

SD 5.2 14.3 15.8

G3 1,000 Male Mean 199.2 295.7 354.9

SD 7.4 10.7 16.1

Female Mean 155.9 202.7 230.2

SD 7.5 12.3 13.0

G4 2,000 Male Mean 195.3 292.7 345.3

SD 5.7 10.1 15.1

Female Mean

SD

155.7

4.5

206.2

14.9

228.7

22.6

G1: control group, G2~G4: administered herbal medicine mix group. Four different dosages of herbal medicine mix were orally 

administered in this study respectively (G1: 0 mg/kg, G2: 500 mg/kg, G3: 1,000 mg/kg, G4: 2,000 mg/kg). BW: body weight, 

N: number of animals, SD: standard deviation.

Table XII. Body Weight after Administration of Herbal Medicine Mix

Group
Dose

(mg/kg BW)
Sex

Necropsy findings

External findings Internal findings

G1 0 Male No gross findings (5)* No gross findings (5)

Female No gross findings (5) No gross findings (5)

G2 500 Male No gross findings (5) No gross findings (5)

Female No gross findings (5) No gross findings (5)

G3 1,000 Male No gross findings (5) No gross findings (5)

Female No gross findings (5) No gross findings (5)

G4 2,000 Male No gross findings (5) No gross findings (5)

Female No gross findings (5) No gross findings (5)

G1: control group, G2~G4: administered herbal medicine mix group. Four different dosages of herbal medicine mix were orally 

administered in this study respectively (G1: 0 mg/kg, G2: 500 mg/kg, G3: 1,000 mg/kg, G4: 2,000 mg/kg). BW: body weight.

*number of animals.

Table XIII. Necropsy Findings after Administration of Herbal Medicine Mix
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항산화 시스템의 균형이 깨지면 구조적으로 불안정한 활

성산소는 체 내의 불포화지방산, 지질, 콜레스테롤 등을 

산화시켜 인체 내 세포를 파괴하는 과산화지질을 생성하

고 혈관벽에 부착되어 혈류의 흐름을 방해하거나 혈관을 

손상시켜 뇌졸중, 알츠하이머, 심장질환, 동맥경화, 당뇨, 

암 등의 다양한 질병을 유발할 수 있을 뿐만 아니라 노

화를 초래하게 된다22-25).

염증은 활성화된 대식세포에서 분비되는 염증매개체

와 사이토카인에 의해서 조절된다. 체 내에 염증반응이 

발생하면 LPS, reactive nitrogen species (RNS), cytokine 

등에 의하여 염증반응이 활성화되어 nitric oxide (NO), 

prostaglandin E2 (PGE2) 등의 염증인자와 TNF-α, IL-1

β, IL-6 등의 염증성 사이토카인을 생성한다. NO는 RNS

의 일종으로 inducible nitric oxide synthase 단백질에 의

해 조절되고, O2-와 반응하여 peroxynitrite를 생성한다. 

Peroxynitrite는 지질과 단백질의 과산화를 유도시켜 세포

독성을 일으킨다26-28). 대식세포는 체내 모든 조직에 존재

하는 것으로 면역기능과 항상성을 유지시켜 신체를 보호

하며, 염증 매개 물질을 분비하여 바이러스, 세균 등의 유

해물질을 외부로 배출한다29,30). 염증반응이 지속해서 발생

하면 대식세포가 과도하게 반응하여 염증 매개 물질인 

NO의 생성이 많아져 세포독성, 염증 반응의 항진, 혈관 

확장, 상처 치유 억제, 신경조직, 종양, 자가면역질환, 당뇨, 

동맥경화, 암, 관절염, 염증성 장 질환 등을 일으킨다29,31,32).

근육⋅뼈대계 통증은 주요한 임상 문제인데, 이 중에

서 염증성 관절질환은 젊은 나이에서 관절 통증을 일으

키는 주요한 원인이며, 골관절염은 노인에게서 우세하게 

발생하는 관절 통증의 원인이다33). 지속된 염증은 골다공

증, 골관절염, 근육감소증과 같은 나이와 관련된 병리를 

포함하는 많은 근골격격계 질환의 발생기전에 관련되어 

있다34).

RAW 264.7과 같은 대식세포 또는 단핵구는 그람 음

성균의 세포외막에 존재하는 내독소인 LPS의 자극에 의

해 TNF-α, IL-1β 및 IL-6와 같은 pro-inflammatory cyto-

kine과 NO, PGE2를 비롯한 여러 염증매개 인자의 분비

를 촉진한다35). 따라서 사이토카인의 억제는 항염증 효

능의 지표라 할 수 있다. 현재 염증반응의 억제제로 사용

하고 있는 다양한 스테로이드 및 비스테로이드성 항염증

제는 장기간 복용 시 여러 부작용을 야기할 수 있는 가

능성을 가지고 있어 최근 천연물 유래의 대체제를 찾으

려는 노력이 증가하고 있는 실정이다36).

본 연구에서는 익수영진고가꽃송이버섯⋅노루궁뎅이버

섯 제제에 황금과 어성초를 추가한 한약재배합물에 대하여 

염증 예방 및 개선에 도움이 되는 유효성에 대한 기초 연구

로서 지표성분의 함량을 분석하고, 항산화 효과 및 함염 

활성을 관찰하고, 급성단회독성 안전성 평가를 시행 및 

분석하였다. 

지표성분분석은 GLP 인증기관에서 β-glucan과 ginse-

noside의 함량을 측정하였다. β-glucan 측정은 건강기능

식품공전의 건강기능식품 시험법의 개별성분별 시험법 

가운데 β-glucan 측정법에 근거하여 시험을 시행하였으며, 

측정한 결과 β-glucan은 362.3 mg/g의 함량을 나타내었

는데, 이는 Lim 등37)의 연구에서 유산균 및 홍국균 발효 

꽃송이버섯의 β-glucan의 함량을 219~244 mg/g으로 보

고한 것보다 높은 수준으로 나타났고, 이전의 보고에서 β- 

glucan 함량이 351.75 mg/g이었는데15), 이번 배합제에서

는 좀더 향상된 함량을 나타내었다. Ginsenoside 측정은 

건강기능식품공전의 건강기능식품 시험법의 ginsenoside-

시험과정-시험용액의 조제-농축액 측정법에 근거하여 시험

을 시행하였으며, 측정한 결과 ginsenoside Rg3는 0.4184 

mg/g을 나타내었으며, 이전의 보고에서도 ginsenoside Rb1 

함량이 0.0327 mg/g 정도로 적은 양이 검출되었고, gin-

senoside Rg1 함량은 미검출되어 본 연구와 동일한 결과

를 나타내었다15). 이는 시료의 성질, 측정 방법 등에 대한 

사항에 의한 것으로 추정되는바 추후 재검증이 필요한 

것으로 생각한다.

체 내에서 합성되는 superoxide dismutase, glutathione 

peroxidase, catalase 등의 항산화 효소와 vitamin C, E 및 vi-

tamin B complex, β-carotene, rutin, quercetin, catechin 등

의 화합물과 Se, Mn, Cu, Zn, Mg 등의 항산화제들은 활성

산소에 전자를 주어 환원시키고 자신은 radical 형태에서

도 안전한 구조를 유지할 수 있어야 하며, 활성산소에 전

자를 줄 수 있는 능력이 클수록 항산화능이 크다고 할 

수 있고, 항산화능이 클수록 활성산소의 제거 능력이 크

다고 할 수 있다. 생물체 내에서 생성되는 활성산소는 호

흡 과정에서 들어오는 산소 중 일부가 활성산소로 변해 

free radical 상태로 체 내에 존재하여 생체 조직 및 세포

를 손상시키는 산화력이 강한 독성물질로 작용하게 되며 

이러한 free radical을 제거하게 되는 작용을 항산화 작용

이라 한다38). 본 시험에서는 한약재배합물에 대한 항산화 
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효과를 평가하기 위해 DPPH를 이용하여 free radical 소

거활성 측정시험을 GLP 인증기관에서 실시하였다.

이에 항산화 효과 관찰을 위하여 양성대조물질 L-as-

corbic acid 0.0005%, 0.001%, 0.0015% 및 0.002% 농도

에서 DPPH free radical 소거활성률을 관찰한 결과, 20.02%, 

44.25%, 68.20% 및 88.88%로 나타났고, IC50은 0.0011%

의 농도로 산출되었다. 본 연구의 한약재배합물에 대한 

0.05%, 0.5%, 1% 및 5% 농도에서 항산화 효과를 관찰

하기 위해 DPPH free radical 소거활성률을 관찰한 결과, 

39.51%, 88.28%, 81.51% 및 90.61%의 활성을 보였고, 

IC50은 0.146%의 농도로 산출되었다. 

이의 결과에서 알 수 있듯이 본 연구의 한약재배합물

은 0.5% 농도에서 88.28%의 활성을 보여 DPPH free radi-

cal 소거 활성이 높은 수준으로 발현됨을 관찰할 수 있었으

며, IC50은 0.146% 수준이었고, 5% 농도에서 90.61%의 

소거능을 나타낸 것으로 보아 항산화 활성이 우수한 것으

로 생각된다. 이는 이전의 보고15)와 비슷한 결과로서 본 연

구에서 황금과 어성초를 배합한 한약재배합물도 항산화

력이 우수함을 제시하는 결과로 생각한다.

TNF-α, IL-6와 같은 전염증성 사이토카인의 증가는 

초기 염증반응의 발달에 중요한 역할을 한다. LPS에 의해 

자극된 단핵구와 대식세포에서 생성된 TNF-α는 자기면역

질환, 류마티스 관절염, 염증성 장 질환 등 주요 염증 질환

과 관련되어 있기 때문에 염증반응에 있어 중요한 역할

을 한다. 또한 TNF-α는 다른 사이토카인의 생성을 유도

함으로써 염증반응을 지속시키게 된다. IL-6도 LPS에 의

해 염증반응이 과다하게 분비하게 되면 발열 증상을 나타

나게 된다. 따라서 항염증 치료에 있어 pro-inflammatory cy-

tokines 분비량을 감소시키는 것이 중요하다39).

본 연구에서 한약재배합물에 대한 세포 독성 및 항염 

활성을 확인하기 위해 대식세포주인 RAW 264.7 세포를 

이용한 MTT assay 및 TNF-α 및 IL-6의 cytokine 발현을 관

찰하였다. 세포 독성 시험에서 한약재배합물을 0.25 mg/mL, 

0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2.5 mg/mL, 5 mg/mL의 농도로 처

리한 결과, 각각의 농도에서 101.58±2.57%, 100.75±3.40%, 

99.19±4.15%, 94.66±3.59%, 83.22±1.34%로 세포 생존율

이 관찰되었다. 이에 TNF-α, IL-6 발현에 대한 한약재배

합물의 항염시험의 최대 농도를 5 mg/mL로 정하였고, 공

비로 2.5 mg/mL, 1.25 mg/mL, 0.625 mg/mL의 농도를 설정하

여 시험에 적용하여 발현을 관찰하였다. LPS를 200 ng/mL

로 처리하였을 시에 비하여, TNF-α의 경우 1.25 mg/mL, 

2.5 mg/mL, 5 mg/mL에서 유의한 감소를 나타내었으며, IL- 

6의 경우 0.625 mg/mL, 1.25 mg/mL, 2.5 mg/mL, 5 mg/mL에

서 모두 유의한 감소를 나타내었다. 발현 정도에서 TNF-α

의 경우 2.5 mg/mL에서 약 7.2%의 감소를, 5 mg/mL에서 

약 18.9%의 감소를 나타내었고, IL-6의 경우 2.5 mg/mL

에서 약 63.4%의 감소를, 5 mg/mL에서 약 97.0%의 감소

를 나타내어 TNF-α보다 IL-6 발현에 보다 효과적으로 

작용하는 것으로 나타났다. 

IL-6는 면역 매개 염증성 질환에서 핵심적 역할을 담당

하는 전염증성 사이토카인으로 IL-6가 과도하게 생성되

는 것은 염증성 면역 매개 질환과 관련이 있는 것으로 IL-6

와 전환성장인자 베타(TGF-β)는 naïve T세포를 Th17세포

로 분화하기 위해 필요하며, Th17세포는 염증을 발생시키

게 된다. IL-6는 TNF-α 및 IL-1과 함께 급성 염증 반응 및 

급성 염증에서 후천성 면역 또는 만성 염증성 질환으로

의 전환을 유도한다. 조절 능력이 떨어지면 비만, 염증

성 장 질환, 관절염의 만성 염증이 발생할 수도 있다40). 

이러한 결과로 보아 본 연구에서 IL-6의 경우 한약재배합

물 2.5 mg/kg 투여 시 63.4%로, 높은 수준으로 발현을 감

소시키는 것으로 보아 염증 신호 전달에 있어 한약재배합

물이 이를 억제할 수 있어 염증 발생을 차단하는데 효과

적으로 역할을 발휘할 수 있을 것으로 생각한다.

한약재배합물에 대한 단회경구투여독성시험을 실시

하기 위해 “의약품 등의 독성시험기준”20)에 따라, SD계 

rat를 사용하여 2,000 mg/kg body weight (BW)을 고용

량으로 설정하였고, 공비 2로 두어 1,000 및 500 mg/kg 

BW으로 중용량 및 저용량을 설정하여 암⋅수 각각에 단회

경구투여하였다. 한약재배합물 투여 후 14일간 사망률, 일

반증상, 체중변화를 관찰하였으며, 생존동물은 부검하여 

육안적으로 장기의 이상 유무를 검사하였다. 실험기간 중 

한약재배합물 투여에 의한 사망동물은 관찰되지 않았고, 

일반증상 관찰 결과, 모든 투여군에서 이상소견은 관찰되

지 않았다. 체중측정 결과, 한약재배합물 투여군 모두에

서 부형제 투여 대조군과 비교하여 통계학적으로 유의적

인 차이는 관찰되지 않았으며 부검소견 결과, 모든 투여

군에서 이상소견은 관찰되지 않았다. 이의 결과로부터 

rat에 한약재배합물 단회경구투여 시 관련된 독성학적 소

견이 인정되지 않았으므로 개략의 치사량은 암⋅수 모두 

2,000 mg/kg BW 이상으로 볼 수 있고, 안전성을 확인할 
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수 있었다. 이의 결과는 이전의 결과와 동일한 결과로서 

본 연구에서 황금과 어성초를 배합한 한약재배합물도 안

전함을 확인시켜준 결과로 생각한다.

이상의 결과로 볼 때 한약재배합물은 높은 수준의 β- 

glucan 함량을 가지고 있다는 것과 DPPH free radical scav-

enging activity가 0.5% 농도에서 88% 수준으로 효과적인 항

산화 활성을 보이는 것, TNF-α 및 IL-6 염증성 cytokine 

발현 억제에 영향을 미치는 것을 확인할 수 있었다. 아울

러 급성단회독성 안전성시험에서도 위해한 인자가 발현

되지 않았으며, 이는 한약재배합물은 면역력 향상과 염

증 예방 및 개선에 도움이 될 수 있는 안전한 제제임을 

확인할 수 있었으며, 이에 다양한 분야의 활성 소재로 활

용할 수 있을 것으로 생각한다.

결론»»»

본 연구에서는 면역활성 증강 효과가 있는 한약재배

합물에 대하여 GLP 인증을 받은 기관에서 제제 내 포함되

어 있는 β-glucan과 ginsenoside의 지표를 분석하였고, 제

제의 DPPH 항산화 효과와 Raw 264.7 세포를 이용하여 항

염 유효성 평가를 시행하였다. 아울러 급성독성시험을 통

한 안전성을 평가한바 다음과 같은 결론을 얻었다.

한약재배합물의 지표 성분 분석에 있어서 β-glucan은 

362.3 mg/g 수준의 함량을 나타내었고, ginsenoside Rg3

는 0.4184 mg/g을 나타내었다. DPPH free radical 소거활

성에 있어서 익수영진고한약재배합물의 IC50은 0.146%

이었고, 한약재배합물 0.05%, 0.5%, 1% 및 5% 농도에서 

소거능 활성은 39.51%, 88.28%, 81.51% 및 90.61%를 나

타내었다. 

한약배합물의 항염증성 효과를 알아보기 위해 전염증

성 사이토카인을 ELISA kit를 이용하여 분석한 결과 염증

성 cytokine인 TNF-α의  경우 대조군에 비하여  1.25 mg/mL, 

2.5 mg/mL 및 5 mg/mL 시험물질 처리군에서 유의한 감소

를 나타내었으며, IL-6의 경우 대조군에  비하여 0.625 mg/mL, 

1.25 mg/mL, 2.5 mg/mL,  5 mg/mL 시험물질 처리군에서 

유의한 감소를 나타내었다. 

본 실험에서 사용된 한약재배합물은 높은 수준의 β- 

glucan 함량과 양호한 수준의 항산화 효과를 가지고 있

고, 대식세포에서 LPS로 유도된 염증반응에 대한 억제 

효능이 세포수준에서 확인된바 한약재배합물이 염증 예

방 및 개선에 도움이 되는 소재로써 활용 가능성을 관찰

할 수 있었다.
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