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오수유와 진피 복합물이 급성 역류성 식도염 개선에

미치는 항산화 효과
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Abstract – This study aimed to evaluate the effects of a mixture of Evodiae Fructus and three anti-inflammatory herbal med-

icines on esophageal damage in a rat model of acute reflux esophagitis (ARE). Rats were divided into six groups as follows:

Normal, normal group; ARE, acute reflux esophagitis group; EF (water extract), Evodiae Fructus; CRE (EtOH extract), Cnidii

Rhizoma + Evodiae Fructus; GRE (water extract), Ginseng Radix + Evodiae Fructus; CPE (water extract), Citri Unshius Peri-

carpium + Evodiae Fructus. Each group was administered a dose of 200 mg/kg. 60 min after administration, ARE was induced

in all groups except the Normal group. Blood and esophageal tissue were collected 90 min after ARE induction. Subsequently,

oxidative stress in the blood was measured, and the levels of inflammatory, antioxidant, and tight junction (TJ)-related proteins

in esophageal tissue were analyzed by Western blot. The results indicated that the expression levels of these proteins were sig-

nificantly lower in the CRE, GRE, and CPE administration groups compared to the ARE group. Additionally, the experiments

revealed that the combinations of the three extracts increased the expression of claudin-4 and occludin, as well as antioxidant

activity, with a particularly notable increase in tight junction (TJ) proteins in the CPE group.
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역류성 식도염(Reflux esophagitis)의 주요 원인으로는 위

산의 역류와 위 내용물이 과도하게 노출되는 것으로, 내용

물이 입으로 역류하거나 가슴 통증 등의 증상이 나타날 수

있다.1) 이는 위와 식도의 일시적인 하부식도괄약근(lower

esophageal sphincter)의 이완 및 기능 결함이 식도 점막에

손상을 일으키는 것으로 알려져 있으며, 이로 인해 tumor

necrosis factor-α (TNF-a)의 분비가 자극을 받아 조직 내 만

성 염증과 산화 스트레스가 증가한다. 이러한 변화는 바렛

식도로 이어질 수 있으며, 이후 점막의 조직 변화가 식도

선암으로 발전할 수 있다.2,3)

최근 연구에 따르면, 산화 스트레스가 주요 원인으로 작

용하여 수소 이온이 점막에 축적되고, 이로 인해 염증성 사

이토카인의 분비가 증가하며 식도 점막이 손상된다고 알려

져 있다.4) 결과적으로, 이러한 점막 손상은 염증 반응을 더

욱 악화시키며, 점막의 재생 과정이 방해 받게 된다. 정상적

인 식도 조직에서는 점액이 분비되어 식도 상피세포를 보호

하고 외부 자극으로부터의 손상을 줄이며, 음식물의 이동을

원활하게 한다. 그러나 염증이 지속되면 점액 분비가 감소

하여 식도의 방어 기능이 약화되고, 이로 인해 점막 손상이

더욱 악화될 수 있다.5) 역류성 식도염을 앓고 있는 환자들

은 위산과 소화 효소 등 외부 자극에 지속적으로 노출되기

때문에, 이러한 상황에서 점액 분비가 방어 기전의 일환으
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로 촉진된다.6) 현재 사용되고 있는 점막 보호제는 sucralfate

등이 있으며 위산 등으로부터 점막을 보호하여 증상을 호전

시키나 다른 약물과 함께 복용 시 약물의 흡수를 저해 할

수 있다.7) 따라서 점액 분비를 더욱 효과적으로 촉진할 수

있는 기전의 규명이 필요하며, 안전한 한의학적 치료에 대

한 방향 제시가 중요한 시점이다. 이를 통해 역류성 식도염

치료의 새로운 대안을 제시할 수 있을 것이다. 

본 실험에 사용된 오수유(Evodiae Fructus)는 운향과

(Rutaceae)에 오수유(Evodia officinalis Dode)의 성숙한 열

매를 건조한 것으로, 주요 생리활성 화합물은 alkalois,

limonoids, volatile, oils, carboxylic acids 및 flavonoids이며,

항염 효과를 가지는 dehydroevodiamine, evodiamine, rutaecarpine

등의 성분이 함유되어 있다.8) 이 성분들은 항염증, 항산화

및 진통 효과등 염증 관련 질환의 치료에 도움이 될 수 있

다고 알려져 있다.9) 최근까지 이어지는 연구를 통해 吳茱萸

가 염증에 효과를 나타냈으며, 역류성 식도염에서 식도 점

막 손상을 보호하는 것으로 확인되었다.10, 11) 본 연구는 이

전 실험에서 역류성 식도염 동물 모델을 통하여 항균 및 항

염증 효과가 있다고 알려진 오수유와 식도 점막세포에서 보호

효과를 보인 천궁(Cnidii Rhizoma), 인삼(Ginseng Radix),

진피(Citri Unshius Pericarpium)를 특정 배합비율로 혼합한

추출물의 식도 점막 보호 효과와 항염증 효과를 비교하고자

하였다. 이들 중 천궁, 인삼, 진피는 식도 점막세포에서

MUC5AC의 분비를 촉진하는 후보 물질로 우수한 효과를

보인 바 있으며,12) 본 연구에서는 위 3종의 추출물과 오수

유를 배합하여 항염증 효과와 항산화 활성을 비교 분석하였

다. 본 연구 결과, 오수유와 진피 복합물이 가장 우수한 효

과를 보였으며, 오수유 단독에 비해 항산화 효과와 tight

junction 강화 효과가 더욱 두드러지는 것으로 확인되었다.

이를 바탕으로 복합물이 급성 역류성 식도염 개선에 효과적

일 것으로 판단된다.

재료 및 방법

시약 −Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, gallic acid, quercetin,

2-Diphenyl-1-picrylhydeazyl (DPPH), 2,2’-azino-bis (3-

ehylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS), potassium phosphate

monobasic, potassium phosphate dibasic, 1,1,3,3-tetramethoxypropane,

2-thiobarbituric acid, 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFDA),

sodium phosphate monobasic, sodium phosphate dibasic, potassium

chloride (KCl), glycerol은 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,

USA)에서 구입하였다. Sodium carbonate와 potassium

acetate는 DAEJUNG chemicals&metals (Gyeonggi, Korea)

에서 구입하여 사용하였다. Aluminum chloride, L-ascorbic

acid, bicinchoninic acid (BCA) Protein assay kit는 Thermo

Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)에서 구입하였다. 1

차 항체인 histone, β-actin, nuclear factor-kappa B p65 (NF-

κBp65), cyclooxygenase-2 (COX-2), heme Oxygenase-1 (HO-1),

catalase, glutathione peroxidase-1/2 (GPx-1/2), claudin-4, occludin

은 Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA)에서 구입

하였으며, inducible nitric oxide synthase (iNOS)는 Cell

Signaling Technology, Inc. (Beverly, MA, USA)에서 구입

하였다. 2차 항체는 GeneTex, Inc. (Irvine, CA, USA)에서

구입하여 사용하였다. Protease inhibitor mixture는 Wako

Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan))에서 구입하

였으며, nitrocellulose membranes는 Amersham GE Healthcare

(Little Chalfont, Bucks, UK)에서 구입하였다. ECL Western

Blotting Detection Reagents는 GE Healthcare로부터 구입하

여 사용하였다.

시료추출 −본 실험에 사용된 오수유, 천궁, 인삼 및 진피는

옹기 한약국(Daegu, Korea)에서 구입하여 사용하였으며, 추

출방법은 다음과 같다. 오수유, 인삼 및 진피 한약재는 100 g에

증류수 1,000 mL를 첨가한 후, 열탕 추출기(Daewoong

Bio, Seoul, Korea)를 사용하여 2시간 동안 추출하였다. 또

한 천궁 한약재는 100 g에 70% EtOH에 24시간 냉침하여

추출하여 농축하였다. 얻어진 열수 추출물들은 여과 후 회전

감압 추출장치(Buchi Labortechnik AG, Flawil, Switzerland)를

이용하여 농축하였으며, 동결건조기(Ilshin, Seoul, Korea)로

완전히 건조해 powder 형태로 만들었으며, 오수유(吳茱萸,

Evodiae Fructus), 천궁(川芎, Cnidii Rhizoma), 인삼(人參,

Ginseng Radix), 진피(陳皮 Citri Unshius Pericarpium)는 각

각 EF, CR, GR, CP로 약어를 표기하여 실험에 사용하였다

(yield; 18.0%, EF; 23.5%, CR; 12.7%, GR; 31.3%, CP).

Total polyphenol 및 total flavonoid 함량 측정 −각 추

출물(CR, GR, CP)과 EF 배합비(4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3,

1:4) 별로 total polyphenol (TP) 및 total flavonoid (TF) 함

량을 측정하였다.13-14) TP 측정을 위해 시료 100 μL에 10%

Folin-Ciocalteu’s phenol reagent 500 μL를 첨가하고, 7.5%

sodium carbonate 400 μL를 혼합하여 실온에서 30분간 암소

반응하였다. 그리고 microplate reader (Infinite M200; Tecan

Group Ltd., Männedorf, Switzerland)를 이용하여 765 nm에

서 흡광도를 측정하였다. 표준 물질인 gallic acid로 추출물

의 TP 함량을 산출하였다. 또한, TF 측정은 시료 100 μL에

10% aluminum chloride solution 20 μL, 1 M potassium acetate

solution 20 μL 및 methanol 300 μL를 넣고 증류수 560 μL를

혼합하였다. 실온에서 30분간 반응시킨 후, 415 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 표준물질인 quercetin을 사용하였으며

TF의 함량을 산출하였다.

DPPH 및 ABTS 라디칼 소거 활성 측정 − DPPH 자유

라디칼 소거 활성 측정은 항산화 물질의 활성을 Blois법을

활용하여 측정하였다.15) 각 추출물과 EF의 배합비로 희석한

시료 100 μL와 60 μM DPPH 용액 100 μL를 혼합하여 30
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분간 암소 상태로 방치한 후, microplate reader를 이용하여

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. ABTS 자유 라디칼 소거

활성 측정은 Re 등의 방법을 참고하여 측정하였다.16) 7.4 mM

ABTS 용액과 2.4 mM potassium persulfate를 혼합하여

540 nm에서 흡광도 값이 0.70 ± 0.02가 되도록 ethanol로

희석하였다. 농도별로 희석한 시료 5 μL와 희석된 ABTS

용액 95 μL를 혼합하여 15분 동안 방치 후 415 nm에서 흡

광도를 측정하였다. DPPH와 ABTS에 대한 라디칼 소거 활

성은 inhibition % = [(Absorbance of Control − Absorbance

of Sample)/Absorbance of Control] × 100 값으로 나타내었다.

실험 동물 − 7주령 Sprague-Dawley (SD) 수컷 쥐를 DBL

(Eumseong, Korea)에서 구입하여 일주일 동안 실험실 환경에

적응시킨 후 실험에 사용하였다. 동물 사육실은 conventional

system으로 온도 22 ± 2℃, 습도 50 ± 5%, 명암 주기(light:

dark cycle)는 12시간 주기로 조절되며, 사료(NIH-41, Zeigler

Bros, Inc., USA)와 물을 충분히 공급하였다. 본 실험은 대

구한의대학교 동물 실험윤리 위원회(Institutional Animal

Care and Use Committee)로부터 동물실험의 윤리적, 효율적인

관린 및 과학적 타당성에 대한 승인(승인번호: DHU2023-

046)을 얻어 동물실험을 진행하였다.

급성 역류성 식도염 유발 및 동물 처치 −실험군 총 6군

으로 아무런 처치를 하지 않은 정상군(NOR군), 급성 역류성

식도염을 유발한 대조군(ARE군), EF 투여 후 급성 역류성 식

도염을 유발한 EF군, CR:EF (1:4) 혼합물 투여 후 급성 역

류성 식도염을 유발한 CRE군, GR:EF (1:4) 혼합물 투여 후

급성 역류성 식도염을 유발한 GRE군, CP:EF (1:4) 혼합물

투여 후 급성 역류성 식도염을 유발한 CPE군으로 각 그룹당

5마리씩 무작위로 분류하였으며, 모든 투여군에 해당 약물을

200 mg/kg 용량으로 투여하였다. 실험 전날까지 고형사료

와 물을 충분히 공급하였으며, 실험을 진행하기 18시간 전

부터 절식 하였다. 수술 당일 각 시료를 DW에 녹여 경구투

여하고 1시간 후 isoflurane (Wellona Pharma, Indo)로 흡입

마취 하였다. 복부를 2 cm 정도 개복하여 위 조직의 위저부

및 날문부를 실크(2-0)실로 묶은 후 복막과 피부를 봉합하

였으며, 5시간 후 희생하여 복대정맥에서 혈액을 채취하였

고, 식도 조직을 적출하였다. 채취한 혈액은 4℃, 1,508 × g

으로 10분간 원심분리하여 혈청을 분리하였으며, 실험에 사

용하기 전까지 혈청과 식도 조직은 –80℃에서 보관하였다.

식도 점막 손상도 측정 −적출한 식도 조직을 광학 디지털

카메라(DSCHX50V, Sony, Tokyo, Japan)를 이용하여 촬영

하였다. 손상된 식도 점막 측정은 I-Solution lite (Innerview

Co., Gyeonggido, Korea) 프로그램을 이용하여 손상 부위의

면적을 측정한 후, 식도 전체 면적과 비교하여 비율(%)로

산출하였다.

조직병리학적 분석 −적출한 식도 조직을 10% formalin에

피부 조직을 3일 고정한 다음, hematoxylin & eosin (H&E)

stain을 시행하였으며, 광학현미경을 이용하여 피부 조직의

특이 병변 유무 상태를 관찰하였다.

혈청 내 ROS 측정 −혈청 내 reactive oxygen species

(ROS)의 변화를 측정하고자 하였다. Black 96-well plate에

혈청 5 μL와 50 mM phosphate buffer 95 μL를 혼합하고,

1.25 mM 2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFDA) 25 μL를

첨가하여 0분부터 매 5분씩 em 530 nm와 ex 485 nm으로

30분간 변화량을 형광값으로 측정하였다. 측정된 흡광도는

정상군 대비(fold of NOR)로 계산하였다.

혈청 내 염증성 사이토카인 측정 −분리된 혈청 내 염증

성 사이토카인을 측정하기 위하여 tumor necrosis factor-α

(TNF-α)와 interleukin-1 beta (IL-1β)를 ELISA kit (Koma

Biotech, Seoul, Korea)로 분석하였다. 표준물질과 혈청 각

100 μL를 well에 넣고 2시간 동안 실온에서 반응하였다. 이

후, 혈청과 표준물질을 제거하고 세척한 뒤, 각각의 검출 항

체 100 μL 넣고 2시간 동안 실온에서 배양하였다. 그 후,

wash buffer로 세척하고, streptavidin-horseradish peroxidase

100 μL 넣고 20분간 반응시켰다. 각 well에 3,3',5,5'-

tetramethylbenzidine solution 100 μL 넣고 실온에서 배양한

다음, 적절한 발색이 나타나면 stop solution 100 μL를 첨가

하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Malondialdehyde (MDA) 측정 −실험 동물의 혈액과 식도

조직에서 분리된 세포질에서 Mihara의 방법에 따라

malondialdehyde (MDA) 수치를 측정하였다.17) 1% H3PO4

75 μL와 0.67% thiobarbituric acid (TBA) 250 μL를 혼합한 후

95℃에서 45분간 반응시켰으며, 그 후 750 μL의 n-butanol

추가 후 원심분리하여 butanol을 분리시켰다. 분리된 상층

액은 540 nm의 파장에서 OD값을 측정하였으며, 표준 물질

MDA 시약을 사용하여 표준검량선에 대입하여 혈액과 식

도 조직 내 MDA 수치를 나타내었다.

Immunoblotting−식도 조직의 세포질을 얻기 위해 10 mM

KCl, 10 mM hydroxyethyl piperazine ethane sulfonicacid

(HEPES; pH 7.4), 2 mM MgCl2, 1 mM dithiothreitol (DTT),

0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 0.1 mM

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), protease inhibitor

cocktail solution이 포함된 buffer A를 사용하였다. 조직을

tissue grinder (Biospec Product, Bartlesville, OK, USA)로

분쇄한 후, 30분간 정치하였다. 그 후, 10% NP-40을 첨가

하여 13.572 × g, 4℃, 2분으로 원심분리하여 상층액을 분리

하였다. 핵을 얻기 위해 10% NP-40이 포함된 buffer A에

세척한 후, 100 μL의 buffer C (50 mM HEPES, 50 mM KCl,

0.3 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF,

10% glycerol)를 첨가하고 10분마다 vortex를 3번 하였다.

그 후, 13,572 × g, 4℃, 10분에서 원심 분리하여 핵을 포함

하고 있는 상층액을 얻어 −80℃에서 냉동 보관하였다. 분리

된 세포질과 핵에서 단백질 발현을 측정하고자, 10 μg의 단
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백질을 10–12% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel을

이용하여 전기 연동 후, nitrocellulose membrane으로 transfer

하였다. 1차 항체를 1:1,000 희석하여 4℃에서 overnight 시킨

다음, phosphate buffered saline with Tween 20 (PBS-T)로

10분마다 5회 세척하고, 2차 항체를 1:4,000 희석하여 상온

에서 2시간 반응시킨 후, PBS-T로 10분마다 3회 세척하였

다. 단백질 발현을 확인하기 위하여 membrane을 ECL에 노

출시켜, Vilber Fusion Solo X (Vilber Lourmat, Marne La

Vallee, France)에 감광시켜 각 membrane의 단백질 발현을

확인하였다. Evolution Capt Edge software (Vilber Lourmat)

프로그램으로 정량하였다. 

통계분석 −실험에 사용된 값들은 mean ± standard error

mean (SEM)으로 표시하였으며, SPSS (Version 26.0, IBM,

Armonk, NY, USA)를 사용하여 one-way analysis of variance

(ANOVA) test를 사용한 후, least-significant differences

(LSD) test로 사후검정을 실시하여 유의수준 p<0.05일 경우

유의성이 있다고 판단하였다.

결과 및 고찰

Total polyphenol 및 total flavonoid 함량 −최근 식물

추출물들이 자유라디칼을 제거하여 ROS로 인한 산화스트

레스로부터 생물학적 시스템을 보호하는 연구가 활발히 진행

되고 있다.18) 본 실험에서는 각 추출물(CR, GR, CP)과 EF

배합비(4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4)에 따른 항산화 활성을

평가하기 위해 TP 및 TF 함량을 측정한 결과, 각 추출물의

배합비중에서 1:4의 배합비가 뛰어난 항산화 활성을 나타냈다.

TP의 함량은 CRE 37.48 ± 0.18 mg GAE/g, GRE 36.28 ±

0.64 mg GAE/g, CPE 38.83 ± 0.14 mg GAE/g로 확인되었

으며, TF의 함량은 CRE 18.22 ± 0.44 mg QE/g, GRE 18.63

± 0.05 mg QE/g, CPE 16.11 ± 0.15 mg QE/g로 확인되었다

(Table I).

DPPH 및 ABTS 라디칼 소거 활성 측정 – DPPH 및

ABTS 라디칼 소거 활성은 식물 추출물 및 항산화제의 활

성을 평가하는 데 널리 사용되는 방법으로, 항산화 물질과 반응

시 색 변화가 나타난다.19) 본 실험에서 DPPH 및 ABTS 라디칼

소거 활성을 측정한 결과, 표준물질인 L-ascorbic acid의

IC50 값은 각각 3.11 ± 0.25 μg/mL, 3.58 ± 0.90 μg/mL로 나

타났다. 각 배합비 중 1:4 비율에서 가장 우수한 억제능을 나타

났으며, 다음과 같은 값을 얻었다. DPPH는 CRE 92.27 ± 0.10,

GRE 91.15 ± 0.42, CRE 91.27 ± 0.34로 나타났으며, ABTS는

CRE 81.32 ± 0.63, GRE 68.46 ± 1.10, CPE 80.37 ± 0.60로 나

Table I. The radical scavenging activities of total polyphenols and total flavonoids

Total polyphenol mg(GAE)/g Total flavonoids mg(GAE)/g

ratio CRE GRE CPE CRE GRE CPE

4:1 19.55 ± 0.42 15.68 ± 0.07 29.85 ± 0.16 4.93 ± 0.31 12.56 ± 0.36 5.80 ± 0.10

3:1 21.42 ± 0.10 17.49 ± 0.07 30.54 ± 0.16 6.35 ± 0.54 13.37 ± 0.32 7.54 ± 0.45

2:1 24.51 ± 0.49 21.53 ± 0.07 31.41 ± 0.19 7.66 ± 0.18 14.24 ± 0.64 8.26 ± 0.17

1:1 29.75 ± 0.20 26.98 ± 0.57 34.85 ± 0.08 11.37 ± 0.38 15.53 ± 0.20 10.97 ± 0.09

1:2 34.15 ± 0.53 32.77 ± 0.51 37.38 ± 0.19 14.88 ± 0.33 17.12 ± 0.15 14.22 ± 0.08

1:3 36.39 ± 0.43 36.04 ± 0.17 38.22 ± 0.16 16.61 ± 0.26 18.63 ± 0.05 16.05 ± 0.08

1:4 37.48 ± 0.18 36.28 ± 0.64 38.83 ± 0.14 18.22 ± 0.44 18.63 ± 0.05 16.11 ± 0.15

Table II. The radical scavenging activities of DPPH and ABTS radical scavenging

DPPH ABTS

ratio CRE GRE CPE CRE GRE CPE

4:1 84.59 ± 1.80 57.03 ± 1.38 81.83 ± 2.79 60.92 ± 0.17 43.92 ± 0.59 64.04 ± 0.95

3:1 85.99 ± 0.86 68.33± 0.58 87.62 ± 0.26 65.24 ± 0.53 49.48 ± 0.63 66.27 ± 1.33

2:1 88.88 ± 0.23 78.98 ± 0.49 88.72 ± 1.65 55.91 ± 0.80 65.52 ± 1.41 58.18 ± 0.92

1:1 85.99 ± 1.33 88.35 ± 0.85 89.40 ± 1.96 68.52 ± 0.26 64.10 ± 0.54 64.49 ± 0.89

1:2 91.43 ± 0.52 90.26 ± 0.15 86.27 ± 2.12 75.54 ± 1.15 73.57 ± 2.52 70.89 ± 0.39

1:3 91.97 ± 0.08 90.35 ± 0.45 89.07 ± 3.50 73.40 ± 1.53 70.65 ± 1.73 68.56 ± 1.67

1:4 92.27 ± 0.10 91.15 ± 0.42 91.27 ± 0.34 81.32 ± 0.63 68.46 ± 1.10 80.37 ± 0.60

The ratio of extract to Evodia Fructus is 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, and 1:4. All values are expressed as mean ± standard error of the
mean of 3 replications. 
EF, Evodia Fructus; CRE, Cnidii Rhizoma + Evodia Fructus; GRE, Ginseng Radix + Evodia Fructus; CRE, Citri Unshius Pericarpium
+ Evodia Fructus. DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; ABTS, 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid).
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타났다(Table II).

식도 점막 손상도 측정 −식도 점막의 손상 정도를 육안

으로 관찰한 결과, 아무런 처치를 하지 않은 정상군에서는

손상이나 궤양이 발견되지 않았으나, 급성 역류성 식도염을

유발한 ARE군에서는 식도 전체에서 병변이 확인되었다.

정상군(3.8 ± 0.3)에서는 손상 부위가 없었으며, ARE군은

손상 정도가 52.2 ± 1.7로 증가하였다. EF군(41.2 ± 6.4), CRE

군(43.4 ± 2.1), GRE군(42.2 ± 2.7), CPE군(39.7 ± 4.3)에서는

역류성 식도염을 유발한 대조군에 비해 손상 정도가 유의미

하게 감소한 것으로 나타났다(Fig. 1). 

조직 병리학적 검사 – 급성 역류성 식도염을 유발한 동

물의 식도 조직을 육안으로 관찰한 결과, 정상군에서는 식도

점막에서의 조직학적 변화가 관찰되지 않았으며, ARE군에

서는 전반적인 식도의 손상 및 식도 상피의 탈락, 점막하층의

혈전 및 부종을 관찰되었다. 반면, CRE군, GRE군, CPE군

에서는 ARE군에 비해 식도 점막 병변이 감소하는 경향을

보였다(Fig. 2).

혈청 내 Reactive oxygen species (ROS) 측정 결과 –

역류성 식도염의 주된 원인으로 알려진 ROS의 과도한 생

성은 염증 매개체 및 사이토카인 생성을 유도하여 노화와

염증을 촉진 한다.20) 식도 자극에 의해 증가된 ROS가

DCF-DA와 반응하면 쉽게 세포 안으로 확산하여 세포 안의

esterase에 의해 형광을 잃은 DCFH로 가수 분해되어 녹색

형광을 띄게 된다. 본 실험에서는 동물의 혈액으로 측정하

였으며, 그 결과 값을 정상군 대비 백분율(% of NOR)로 표

시하였다. 정상군 100.0 ± 1.8과 비교하여 ARE군에서 ROS

수치가 122.6 ± 2.7로 증가한 반면, EF군은 101.5 ± 6.0 (p<0.01),

CRE군은 109.6 ± 4.5 (p<0.01), GRE군은 103.0 ± 7.9 (p<0.01),

CPE군은 100.0 ± 3.9 (p<0.01)으로 모두 유의미한 감소가 나타

났다. 각 군을 비교한 결과, CPE군 > GRE군 > CRE군 순

으로 활성산소의 감소율이 가장 높았으며, 특히 CPE 혼합

물은 정상군과 유사한 수준으로 감소하는 경향을 보였다

(Fig. 3).

혈청 내 염증성 사이토카인 측정 결과 – 염증성 사이토

카인인 TNF-α와 IL-6의 발현은 ROS에 의해 직접적으로

조절될 수 있다. 실험 결과, 정상군에서 TNF-α는 1359.1 ±

144.9 pg/mL였으며, ARE군에서 2048.3 ± 85.0 (p<0.01)로 1.5

배 증가하였다. EF군은 1731.4 ± 237.4, CRE군은 1747.7 ±

136.7 (p<0.01), GRE군은 1722.0 ± 174.6, CPE군은 1497.8

± 97.6 (p<0.05)로 모두 유의미한 감소가 나타났으며, 특히

CPE군에서 26.9% 감소하였다. 

IL-6는 정상군에서 171.9 ± 19.8 pg/mL로 나타났으며,

ARE군에서 366.7 ± 33.7 (p<0.01)로 2.1배로 증가하였다. EF군

은 239.5 ± 50.5 (p<0.05), CRE군은 210.2 ± 26.4 (p<0.01), GRE

군은 189.1 ± 33.5 (p<0.01), CPE군은 164.3 ± 37.5 (p<0.01)로

모두 유의미한 감소를 보였으며, ARE군 대비 CPE군에서 가

장 큰 감소율을 나타냈다. 즉, 혈청 내 염증성 사이토카인을

CPE > GRE > CRE 순으로 유의적인 감소를 나타냈다(Fig. 4).

Malondialdehyde (MDA) 측정 결과 −세포 내 철분 농

도가 증가하면 ROS가 생성되고, 이로 인해 지방산 산화가

촉진되고 최종 생성물인 MDA가 생성된다. 이 MDA는 산

화스트레스의 지표로서 주로 지방산의 산화에 의해 생성되는

화합물이고, cytokine은 면역 반응을 조절하여 면역 세포들

간의 상호작용을 통해 염증과 면역 반응을 조절한다.22) 본

실험에서 혈청과 조직에서 MDA를 측정한 결과, 혈청에서

정상군 대비 ARE군에서 1.6배 증가하였으며, EF군은

Fig. 1. Surgical induction of reflux esophagitis. (A) Represen-

tative image of reflux esophagitis. (B) Esophageal ulcer ratio.

NOR, normal group; ARE, acute reflux esophagitis group; EF,

Evodia Fructus (200 mg/kg); CRE, Cnidii Rhizoma + Evodia

Fructus (200 mg/kg) 1:4, GRE, Ginseng Radix + Evodia Fructus

(200 mg/kg) 1:4; CRE, Citri Unshius Pericarpium + Evodia Fructus

(200 mg/kg) 1:4. Data are expressed as means ± SEM, n=5.

Significance: ###p < 0.001 vs. Normal group, *p < 0.05 vs. Con-

trol group.
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29.0% (p<0.05), CRE군은 18.2% (p<0.05), GRE군은 18.5%

(p<0.05), CPE군은 31.5% (p<0.01)으로 나타났으며, CPE군

에서 가장 유의적인 감소를 나타냈다. 또한, 조직에서 MDA

를 측정한 결과, 정상군 대비 ARE군에서 2.7배 증가하였으며,

EF군은 21.0% (p<0.01), CRE군은 29.8% (p<0.001), GRE

군은 21.5% (p<0.01), CPE군은 33.5% (p<0.001)으로 나타

났으며, CRE군과 CPE군에서 가장 유의적인 감소를 나타냈

다(Fig. 5).

식도 조직 내 단백질 발현량 측정 결과

NF-κB p65 발현량 분석 − NF-κB p65는 식도 상피세포

에서 염증 반응 조절, 면역 체계 조절 및 세포 증식에 관여

하는 단백질로, TNF-α가 세포에 결합하면 NF-κB p65신호

전달 경로가 활성화되어 세포질에서 핵으로 이동한다고 잘

알려져 있다.23) 이와 관련하여 TNF-α 억제제를 이용하여

Fig. 2. The effects of extract mixture on the histopathological changes epididymis esophageal tissues in reflux esophagitis. Esoph-

agus tissues were stained with H&E (Original magnification ×200). Data are expressed as means ± SEM, n=5. NOR, normal

group; ARE, acute reflux esophagitis group; EF, Evodia Fructus (200 mg/kg); CRE, Cnidii Rhizoma + Evodia Fructus (200 mg/kg)

1:4, GRE, Ginseng Radix + Evodia Fructus (200 mg/kg) 1:4; CRE, Citri Unshius Pericarpium + Evodia Fructus (200 mg/kg) 1:4.

Fig. 3. Effect of extract mixture on oxidative stress biomarker

levels in the serum in rats reflux esophagitis. All values are mean

± SD (n=5). Data are expressed as means ± SEM, n=5. Signif-

icance: #p < 0.05 vs. Normal group, *p < 0.05vs. Control group.

Fig. 4. Effect of extract mixtures on serum levels of tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-1 of rats with reflux esopha-

gitis. (A) TNF-α (B) IL-1. All values are mean ± SD (n=5). Data are expressed as means ± SEM, n=5. Significance: ##p < 0.01 vs.

Normal group, *p < 0.05, **p < 0.01 vs. Control group.
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지속적으로 연구되고 있는 단백질이다.24) 본 실험에서 NF-

κB p65의 단백질 발현량을 비교 분석한 결과, 정상군 대비

급성 역류성 식도염을 유발한 ARE군에서 1.9배 증가하였

다. 대조군 대비 EF군에서 32.5% (p<0.001), CRE군에서

20.8% (p<0.001), GRE군에서 30.9% (p<0.001), CPE군에서

32.9% (p<0.001)로 유의적으로 감소하는 경향이 나타났다. 각

군을 비교한 결과, CPE > GRE > CRE 순으로 NF-κB p65

경로를 유의적으로 억제하여 산화적 스트레스를 억제시킴

으로써 식도 점막의 염증을 감소시키는 것으로 판단된다

(Fig. 6).

iNOS, COX-2 발현량 분석 −역류성 식도염에서 식도

점막은 위산이나 담즙에 반복적으로 자극을 받으면서 염증

반응을 일으킵니다. 이 과정에서 염증성 사이토카인들이 방

출되어 iNOS의 발현을 증가시키며, 이는 산화질소(NO) 생

성의 증가로 이어져 염증을 악화시킵니다. 또한, 위산과 담

즙이 식도로 역류하면 COX-2가 유도되어 프로스타글란딘

합성을 증가시킵니다. 이러한 변화들은 식도 점막의 손상을

심화시키고, 장기적으로는 바렛 식도로 진행될 수 있습니다.25)

본 실험에서 iNOS의 단백질 발현량을 비교 분석한 결과,

정상군 대비 급성 역류성 식도염을 유발한 ARE군에서 3.3배

증가하였다. 대조군 대비 EF군에서 50.0% (p<0.01), CRE

군에서 4.9%, GRE군에서 49.1% (p<0.01), CPE군에서 54.5%

(p<0.01)로 유의적으로 감소하는 경향이 나타났다. 각 군을

비교한 결과, EF 단독 투여한 군과 CPE군에서 감소율이 가

장 높게 나타났다.

또한, COX-2의 단백질 발현량을 비교 분석한 결과, 정상

군 대비 급성 역류성 식도염을 유발한 ARE군에서 1.5배 증

가하였다. ARE군 대비 EF군에서 29.3% (p<0.01), CRE군에서

14.0%, GRE군에서 20.0% (p<0.05), CPE군에서 26.4% (p<0.05)

로 유의적으로 감소하는 경향이 나타났다. 각 군을 비교한

결과, EF 단독 투여한 군과 CPE 군에서 감소율이 가장 높

게 나타났다(Fig. 7).

Antioxidant enzymes 발현량 분석 −식도 조직에서 세포

대사 및 환경적 스트레스로 인해 생성되는 활성산소종

(ROS)과 그에 따른 산화적 스트레스의 역할이 중요한 것으로

나타났다.26) 특히, superoxide (O2-)는 주로 미토콘드리아에

서 생성되며, 이는 SOD 효소에 의해 과산화수소(H2O2)로

Fig. 5. Effect of extract mixtures on serum levels of Malondialdehyde (MDA) of rats with reflux esophagitis. (A) MDA in the

serum (B) MDA in the tissue. All values are mean ± SD (n=5). Data are expressed as means ± SEM, n=5. Significance: #p < 0.05,
###p < 0.001 vs. Normal group, *p < 0.05, **p < 0.01 vs, ***p < 0.01 vs. Control group.

Fig. 6. Expression of inflammatory factors (NF-κB p65) in rat

esophageal tissue, assessed by Western blot analysis. Data are

expressed as means ± SEM, n=5. Significance: ###p < 0.001 vs.

Normal group, ***p < 0.001 vs. Control group.
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변환되고, 이후 생성된 H2O2는 GPx-1/2 효소에 의해 물과

산소로 분해된다.27) 이러한 과정은 항산화 방어 시스템의

중요한 부분으로, 체내에서 활성화된 항산화 단백질들은

GPx-1/2, SOD, catalase와 같은 주요 항산화 물질들을 합성

하여 산화적 스트레스를 감소시킨다.28) 본 실험에서 western

blot을 실시하여 항산화 효소(SOD-1, catalase, GPx-1/2, HO-

1)를 분석하였다. 정상군 대비 급성 역류성 식도염을 유발한

ARE군에서 SOD-1 (p<0.001), catalase (p<0.01), GPx-1/2

(p<0.01), HO-1 (p<0.01) 모두 유의적인 감소를 나타냈다.

반면, ARE군 대비 모든 군에서 항산화 관련 단백질들이 증

가하는 경향을 보였으며, 그 중 GPx-1/2는 정상군 대비 급

성 역류성 식도염을 유발한 ARE군 대비 EF투여군은 1.6배,

CRE 투여군은 1.7배(p<0.05), GRE 투여군은 2.0배(p<0.01),

CPE 투여한 군은 2.3배(p<0.001)로 CPE군에서 가장 많이

증가하는 경향을 나타냈다. 이를 통해 각 추출물이 항산화

효능을 나타내며, 체내 산화스트레스를 완화시킬 수 있을

것으로 보인다. 특히 CPE군이 EF 단독 투여한 군과 비교하

여 SOD-1과 GPx-1/2의 단백질 발현량이 유의적인 증가를

나타냈다(Fig. 8). 

Tight junction 발현량 분석 −밀착접합 형성에 관여하는

claudin-4는 식도 상피세포의 세포막, 주로 가시상층에 국한

되어 있으며, occludin은 모든 식도 점막층의 세포막에서 관

찰된다고 알려져 있다. 이들은 tight junction에서 물리적 장

벽을 형성하고, 세포간 수송을 조절하는데 필수 적인 역할

을 한다.29) 이와 관련하여 역류성 식도염에서 식도 점막이

손상되면 claudin을 포함한 tight junction 단백질의 발현이

감소한다고 알려져 있다.30) 각 추출물과 EF 배합비(1:4)를

투여하여, 역류성 식도염 유발에 의한 식도 상피 장벽의 변

화를 확인해 보고자 하였다. Claudin-4을 측정한 결과, 정상

군 대비 급성 역류성 식도염을 유발한 ARE군에서 40.9%

감소하였다. ARE군 대비 EF를 투여한 군은 1.5배(p<0.05)

증가하였으며, CRE 투여한 군은 1.5배(p<0.05), GRE 투여

한 군은 1.7배(p<0.01), CRE 투여한 군은 1.7배(p<0.01)로

증가 하였다. 또한, occludin을 측정한 결과, 정상군 대비 급

성 역류성 식도염을 유발한 ARE군에서 47.6% 감소하였으

며, 대조군 대비 EF를 투여한 군은 1.6배(p<0.05) 증가하였

으며, CRE 투여한 군은 1.9배(p<0.01), GRE 투여한 군은

2.3배(p<0.001), CRE 투여한 군은 2.2배(p<0.001)로 유의적

인 증가를 나타냈다(Fig. 9). 본 실험에서는 각 추출물과 EF

와 혼합물 투여가 급성 역류성 식도염을 유발한 동물에서

tight junction 단백질인 claudin-4과 occludin발현이 유의하

게 증가시키는 것을 확인하였으며, EF 단독 투여군보다

CPE 투여군이 더욱 증가하였다. 이는 각 혼합물 투여군에

서 상피세포 결합 조직을 보호했음을 나타낸다. 이러한 결

과는 모든 군에서 상피 세포의 결합력을 개선하고 급성 역

류성 식도염으로 인한 손상을 줄이는 데 효과적임을 보여주

Fig. 7. Expression of pro-inflammatory mediators (iNOS and COX-2) in rat esophageal tissue, assessed by Western blot analysis.

Data are expressed as means ± SEM, n=5. Significance: ##p < 0.01, ###p < 0.001 vs. Normal group, *p < 0.05, **p < 0.01vs. Con-

trol group.
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었으며, 그 중에서도 CPE군에서 더 유의적인 효과가 나타

났다(Fig. 9).

결 론

본 연구에서는 in vitro 실험을 통해 오수유와 천궁, 인삼,

진피의 최적 배합비(1:4)를 결정한 후, 오수유에 천궁, 인삼,

진피를 각각 혼합한 복합물(CRE, GRE, CPE)을 사용하여

급성 역류성 식도염을 유발한 동물 모델에서 염증 개선 효

과를 평가하였다. 모든 복합물 처리군에서 급성 역류성 식

도염 개선 효과를 보였으며, 특히 오수유와 진피 복합물

(CPE)이 ROS, 염증성 사이토카인(TNF-α, IL-6), 및 지질과

산화 억제에서 가장 우수한 효과를 나타냈다. CPE군은 오

수유 단독 투여군(EF)과 비교했을 때, 항산화 효소인 SOD-

1과 GPx-1/2의 발현에서 유의미한 증가를 보였으며, tight

junction 단백질인 occludin의 발현 또한 유의하게 증가하였

다. 이를 통해 CPE는 EF 단독 처리보다 급성 역류성 식도

염 치료에 더욱 유망한 후보 물질로 평가될 수 있으며, 이

Fig. 8. Expression of antioxidant enzymes (SOD-1, catalase, HO-1, and GPX1-2) in rat esophageal tissue, assessed by Western blot

analysis. Data are expressed as means ± SEM, n=5. Significance: ##p < 0.01, ###p < 0.001 vs. Normal group, *p < 0.05, **p < 0.01,

***p < 0.01 vs. Control group, $p < 0.05 vs. EF group.
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러한 효과는 항산화 효소 활성 증진과 tight junction 강화에

기인한 것으로 판단된다.

다만, 본 복합물이 임상에 적용되기 위해서는 추가적인

심층 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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