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서    론

    최근 중풍, 허혈성 뇌질환, 치매 등 중추신경계 질환에 대한 

각종 한약물의 효능에 대하여 많은 연구가 이루어지고 있다. 신

경손상 보호효능의 효과적인 치료약물 개발에 있어 어려운 점 

중의 하나는 약물효능을 정확히 예측할 수 있는 실험모델의 부

족이라 할 수 있다. 세포실험은 신경세포내에 국한된 기전연구라

는 점이, 동물실험은 실험동물의 혈압이나 체온 등 신체적인 상

황이 뇌손상의 정도에 큰 영향을 미치며, 또한 한약물의 뇌혈관

문 통과가 어려운 점 등 약물의 투과성 문제 및 유효량의 문제 

등이 존재한다. 

    鮮地黃은 玄蔘科 (Scrophulariaceae)에 속하는 다년생 草本

인 지황 Rehmanniae glutinosa Liboschite var. purpurea 

Makino의 신선한 뿌리로 수치방법에 따라 鮮地黃, 乾地黃 또는 

熟地黃으로 사용된다. 鮮地黃은 味가 甘苦하고 性이 寒하며 淸熱

凉血 養陰生津하므로 溫熱病과 血熱妄行으로 인한 吐血과 衄血, 

消渴, 熱痺腫痛, 産後血崩 등에 응용된다1-4). 地黃의 생약학적 성

분은 catalpol, rehmanniosides, rehmannin, β-sitosterol 등이 알

려져 있으며, 중추신경계의 진정, 소염 및 면역증강, 지혈 등의 

작용이 보고되어 있다1,2). 실험적 연구로는 地黃이 주로 滋陰之劑

로 사용된다는 점과 관련하여 면역증강 효능에 대한 연구가 보

고 되어 있으며5,6), 淸熱作用과 관련하여 항균 및 항염증작용에 
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damaged by H2O2 and by SNP-induced nitric oxide. Treatment of Rehmanniae Radix produced significant decrease of 
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damaged by oxygen-glucose deprivation. Moreover, treatment of Rehmanniae Radix produced significant decrease of 

TUNEL- positive cells in CA1 (with 5 and 50 μg/ml) and DG (with 50 μg/ml) regions of organotypic hippocampal slice 

cultures damaged by oxygen-glucose deprivation. These results suggest that methanol extract of Rehmanniae Radix 

has neuroprotective effects on PC12 cells damaged by oxidative stress and on organotypic hippocampal slice cultures 

damaged by oxygen-glucose deprivation.
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대한 보고가 있다
7)

. 또한 고혈압의 신장기능에 대한 효능과 

renin 분비 감소 효능 등8-10)
과 말초혈류를 개선하는 효능

11-13)
도 

보고된 바 있다. 최근 地黃의 성분인 catalpol이 PC12 세포의 산

화적 손상 또는 gerbil의 뇌허혈 손상에 대하여 보호효능이 있음
14-16)

이 보고되었다. 

    뇌해마조직의 장기양 조직배양 방법(organotypic 

hippocampal slice culture, OHSC)은 비교적 준비 및 처리가 쉽

고, 뇌조직의 일반적인 구성을 유지하고 있으며, 특히 신경세포

간의 연결이 유지되고 있는 것이 큰 장점이라 할 수 있다. 또한 

약물의 처리가 용이하고, 신경세포의 손상 및 회복 정도를 조직

과 조직배양액을 이용하여 보다 더 쉽게 정량화 할 수 있다. 

이에 저자는 鮮地黃의 허혈손상에 대한 뇌신경세포손상 보호효

과를 뇌신경세포의 산화적 손상 및 뇌해마 조직 허혈손상에 대

한 효과로 나누어, 일차적으로 rat pheochromocytoma (PC12) 세

포주에 H2O2 및 nitric oxide로 산화적 손상을 유발한 다음 세포

생존율에 미치는 효능을 관찰하고, 나아가 뇌해마의 장기양조직 

절편배양에서 산소와 glucose 박탈에 따른 허혈손상에 대하여 

propidium iodide (PI) 염색에 의한 신경세포사멸 정도의 변화 

및 세포자연사와 관련된 terminal deoxynucleotidyl 

transferase-mediated dUTP nick-end labeling (TUNEL) 양성반

응 세포 수의 변화를 관찰하여 유의한 신경세포손상 보호효능을 

관찰하였기에 이에 보고하는 바이다.

실험방법

1. 약물

    실험에 사용한 한약물은 鮮地黃 (Rehmanniae Radix)으로, 

매우 잘게 썰은 약재 200 g을 70% 에탄올 (ethanol) 3,000 ml에 

넣어 5일간 실온에서 추출한 다음 여과지로 여과하고, rotary 

evaporator로 감압 농축한 후 완전히 동결건조시켜 에탄올추출 

엑기스 10.1 g을 얻어 실험에 사용하였다.

2. PC12 세포의 산화적 손상에 대한 실험

 1) 세포배양 및 산화적 손상의 유발

    PC12세포를 각각 24-well plate에 well (500 μl) 당 1x106 

cells가 되도록 조정하고 37℃ CO2 incubator에서 배양하였다. 세

포가 원하는 만큼 자라면 phosphate buffered saline (PBS)으로 

세척한 후 serum free media로 배양액을 교환해주었다. 산화적 

손상을 유발하기 위하여 각각 H2O2는 100 μM 단위로, sodium 

nitroprusside (SNP)는 1,500 μM 단위로 처리하여 배양하였다17).

 2) 세포생존율에 미치는 효능의 측정

    PC12세포에 각각 H2O2와 SNP를 처리하기 1시간 전에 鮮地

黃의 에탄올추출 엑기스를 0.5, 5 및 50 μg/ml의 농도로 처리하

고 24시간 동안 37℃ CO2 incubator에서 배양하였으며, 이어서 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT, 0.5 mg/ml) 용액을 처리하고 2시간동안 재배양하였다. 그 

다음 배양액을 제거하고 dimethyl sulfoxide를 200 μl씩 넣고 잘 

혼합한 다음 100 ml의 배양액을 채취하여 ELISA reader로 540 

nm 파장에서 흡광도를 측정하였다
18)

.

 

3. 뇌해마 조직배양의 허혈손상에 대한 실험

 1) 뇌해마 조직배양

    실험에 사용한 뇌조직은 7일령 Sprague-Dawley계 흰쥐의 

뇌해마 (hippocampus)로 그 과정을 간단히 설명하면 다음과 같

다. 흰쥐의 머리를 단두한 후 안과용 가위로 재빨리 두피와 두개

골을 제거하고 대뇌를 적출하였다. 적출한 대뇌를 petri dish에 

담겨있는 해부용 media (MEM 500 ml + 25 mM HEPE + 4 mM 

L-glutamine, pH 7.4)에 옮기고 수술용 현미경을 이용하여 양쪽 

대뇌반구에서 각각의 뇌해마를 적출하였다. 적출된 뇌해마를 조

심스럽게 조직절편기 (tissue chopper)의 상판에 올려놓은 후 350 

μm 두께로 조직절편을 만들었다. 각각 분리된 뇌해마 조직을 

culture insert에 옮기고, 1 ml의 culture media가 담겨있는 

6-well culture dish에 insert를 삽입하였다. 이후 5% CO2, 36℃ 

상태의 humidified incubator에서 10일 동안 조직배양 하였다. 

조직배양액은 50% MEM (500 ml 당 1 g glucose 함유), 25% 

Hank's balanced salt solution (HBSS), 25% horse serum에 20 

nM HEPES, 6 g/L glucose, 1 mM L-glutamine을 첨가하고 

bottle top filter로 filtering한 다음 pH를 7.25~7.30으로 조정하였

으며, 50 mg/ml의 streptomycin-penicillin을 첨가하였다. 조직배

양액은 조직을 배양하는 동안 3일에 한번씩 교환해주었다19).

 2) 허혈손상 유발

    뇌해마조직에 허혈손상은 산소와 glucose 공급을 완전히 차

단하는 방법 (oxygen-glucose deprivation, OGD)을 사용하였으

며, 그 과정을 간단히 설명하면 다음과 같다. Anaerobic chamber 

(85% nitrogen, 10% carbon dioxide, 5% hydrogen) 안에 PI가 첨

가되고 glucose가 없는 ischemia balanced salt solution (IBSS, 

143.4 mM NaCl, 5 mM HEPES, 5.4 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 

2.0 mM CaCl2, 1.2 mM NaH2PO4)을 배양시작 12시간 전에 넣어

둠으로써 IBSS 안에 녹아있는 여분의 O2를 완전히 제거시켰다. 

10일 동안 조직배양 후 광학현미경을 이용하여 조직의 구조가 

온전하지 않은 조직을 선별하여 제거하고, 이후 anaerobic 

chamber 안에서 IBSS가 담긴 culture dish로 뇌해마조직의 insert

를 옮기고 45분 동안 산소와 glucose 공급이 차단된 OGD에 의

한 ischemic condition을 유발시켰다. 정확한 시간동안 ischemic 

condition 을 유발시킨 후 미리 준비된 PI가 들어있는 신선한 

serum free media로 뇌해마조직의 insert를 옮긴 후 normoxia 

condition (95% air-5% CO, 36.5℃)에서 48시간 동안 조직을 재

배양 하였다20).

 3) 한약물의 처리

   鮮地黃의 에탄올추출 엑기스를 0.5, 5 및 50 μg/ml의 농도로 

ischemic condition 유발 45분전부터 이후 24시간 동안 각 단계

의culture media에 첨가시켰다.

 4) Propidium iodide 염색 및 신경세포사멸 정도의 측정

    뇌해마조직을 PI가 5 mg/ml로 첨가된 culture media의 새

로운 6 well dish에 옮기고 2시간 동안 preconditioning한 다음 

연속하여 위의 조직배양방법에서 설명한 각 단계별 culture 
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media에 PI를 첨가하여 조직을 배양하였다. 한약물 처리와 OGD

의 ischemic condition을 주기 전에 형광현미경 (Axiovert S100, 

Zeiss)을 이용하여 정상적인 상태의 뇌해마조직 PI-염색 사진을 

얻었으며, 45분간의 OGD 후 24시간 후에 형광현미경을 사용하

여 PI-염색 사진 (사진A)을 얻고, 곧바로 고농도의 glutamate를 

처리하여 조직을 완전히 손상시킨 다음 다시 PI-염색 사진 (사진

B)을 얻었다. 형광현미경의 UV filter는 rhodamine filter를 사용

하였다. 각각의 PI-염색 사진들을 컴퓨터영상분석기로 옮긴 다음 

NIH ImageJ software (Ver. 1.32)를 사용하여 뇌해마조직의 CA1 

및 DG 구역에서 적색으로 염색된 PI 흡광도 (optical denisty, 

OD)를 측정하고, 사진B의 PI 흡광도에 대한 사진A의 PI 흡광도 

비율을 계산하여 신경세포사멸의 정도를 수치화하였다21).

 5) TUNEL 염색 및 양성반응 신경세포 수의 측정

    뇌해마조직에 OGD에 의한 ischemic condition을 유발한 후

에 뇌해마조직을 1% paraformaldehyde를 포함한 PBS (pH 7.4)

로 10분간 고정하고 5분간 2회 세척한 다음 ethanol-acetatic acid 

solution으로 -20℃에서 20분간 재고정하였다. TUNEL 염색의 과

정은 간단히 설명하면 다음과 같다. 3% H2O2-PBS에서 5분간, 

working strength TdT enzyme (70% reaction buffer + 30% TdT 

enzyme)으로 37℃에서 2시간, stop/wash buffer에서 15분간, 

anti-digoxigenin peroxidase conjugate에서 1시간 및 peroxidase 

substrate (DAB dilution buffer + DAB substrate)에서 10분간 반

응시켰다. 이후 0.5% methyl green으로 5분간 counting staining

하고 100% n-Butanol로 세척한 다음 봉합하였다22). 광학현미경

이 연결된 컴퓨터영상분석기의 NIH ImageJ software를 이용하

여 뇌해마의 CA1 및 DG 구역의 면적을 측정하고, 그 면적 내에

서 관찰되는 TUNEL 염색에 양성반응을 보인 신경세포 수를 측

정한 다음 각각 단위면적 (10,000 μm2) 당으로 계산하였다.

4. 통계처리

    실험결과는 통계 프로그램 SPSS® for windows (version 

10.0, SPSS, Inc., Chicago, U.S.A.)를 사용하여 약물의 농도에 따

른 지표의 발현수치를 비교할 경우 oneway ANOVA를 실시하

였으며, 유의수준 P value<0.05인 경우 유의성이 있다고 평가하

였고 post hoc test로서 Scheffe's test를 시행하였다.

실험성적

1. 鮮地黃이 PC12 세포의 산화적 손상에 미치는 영향

    정상적인 배양상태인 normal군의 세포생존율을 100%로 하

였을 때, H2O2로 산화적 손상을 유발한 control군은 53.4±2.5%로 

세포생존율이 현저하게 감소하였으며, 鮮地黃 0.5 μg/ml을 함께 

처리한 SJH-0.5군은 61.3±4.4%로 증가하였으나 control군에 비하

여 유의성은 없었다. 鮮地黃 5 μg/ml을 함께 처리한 SJH-5군에

서는 68.6±3.7%, 50 μg/ml을 함께 처리한 SJH-50군에서는 

67.5±4.8%로 각각 control군에 비하여 P<0.01 및 P<0.05의 유의

성 있는 세포생존율의 증가가 관찰되었다. SNP로 산화적 손상을 

유발한 control군은 48.7±2.6%로 세포생존율이 현저하게 감소하였

고, SJH-0.5군은 50.6±4.3%로 control군과 차이가 없었다. SJH-5군

은 63.3±5.5%, SJH-50군은 60.1±4.1%로 모두 control군에 비하여 

P<0.05의 유의성 있는 세포생존율의 증가가 관찰되었다(Fig. 1).

Fig. 1. Effect of Rehmanniae Radix on cell vialbility of PC12 cells 

damaged by H2O2 and SNP. Methanol extract of Rehmanniae Radix demonstrated 
significant anti-oxidative effect against PC12 cells damaged by H2O2 and SNP at 5 and 50 

μg/ml concentration (*, P<0.05; **, P<0.01). 

2. 鮮地黃이 허혈손상 뇌해마조직의 신경세포사멸에 미치는 영향

    뇌해마조직 CA1구역에서 PI-흡광도에 의하여 측정된 신경

세포사멸 정도는 정상적인 배양상태인 normal군에서는 

3.8±0.9%로 매우 미약하였으며, 산소와 glucose의 박탈에 의하여 

허혈손상이 유발된 control군은 63.4±5.0%로 신경세포사멸 정도

가 현저하게 증가하였다. 鮮地黃 0.5 μg/ml을 처리한 SJH-0.5군

은 58.0±5.0%로 감소하였으나 control군에 비하여 유의성은 없었

다. 鮮地黃 5 μg/ml을 처리한 SJH-5군에서는 50.6±4.3%, 50 μ

g/ml을 처리한 SJH-50군에서는 42.0±5.6%로 각각 control군에 

비하여 P<0.05 및 P<0.01의 유의성 있는 신경세포사멸의 억제효

과가 관찰되었다. 뇌해마조직 DG구역에서 normal군은 2.2±0.7% 

이었으며, control군은 50.1±4.7%로 신경세포사멸 정도가 현저하

게 증가하였다. SJH-0.5군은 46.5±3.4%, SJH-5군은 44.5±4.9%로 

control군에 비하여 감소하였으나 유의성이 없었으며, SJH-50군

은 38.0±4.1%로 control군에 비하여 P<0.05의 유의성 있는 신경

세포사멸의 억제효과를 나타내었다(Fig. 2, 3).

Fig. 2. Effect of Rehmanniae Radix on neuronal cell death in 

organotypic hippocampal slice cultures damaged by oxygen-glucose 

deprivation. Methanol extract of Rehmanniae Radix demonstrated significant 
anti-ischemia effect on CA1 (with 5 and 50 μg/ml) and DG (with 50 μg/ml) regions of the 

hippocampus damaged by oxygen-glucose deprivation (*, P<0.05; **, P<0.01).
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Fig. 3. Propidium iodide (PI) stained sections of organotypic 

hippocampal slice cultures damaged by oxygen-glucose deprivation 

(x40). Red colored regions are PI incorporated area by neuronal cell death. SJH means 
Rehmanniae Radix and 0.5, 5. and 50 indicate concentration of methanol extract of 

Rehmanniae Radix. SJH-5 and SJH-50 sections show significant decrease of PI uptake 

compared to the control section.

3. 鮮地黃이 허혈손상 뇌해마조직의 TUNEL-양성반응 신경세포

에 미치는 영향

    뇌해마조직 CA1구역에서 일정면적 (10,000 μm2) 당 자연사

한 TUNEL-양성반응 신경세포의 수를 측정한 바 normal군은 

1.7±0.6 개로 매우 희소하였으며, 산소와 glucose의 박탈에 의하

여 허혈손상이 유발된 control군은 46.7±5.6 개로 자연사한 신경

세포 수가 현저하게 증가하였다. 鮮地黃 0.5 μg/ml을 처리한 

SJH-0.5군은 39.7±5.4 개로 감소하였으나 control군에 비하여 유의

성은 없었다. 鮮地黃 5 μg/ml을 처리한 SJH-5군에서는 29.0±3.7 

개, 50 μg/ml을 처리한 SJH-50군에서는 22.0±4.8 개로 각각 

control군에 비하여 P<0.05 및 P<0.01의 유의성 있는 신경세포 자

연사 감소효과가 관찰되었다. 뇌해마조직 DG구역에서 normal군

은 1.3±0.8개이었으며, control군은 38.4±4.5 개로 신경세포 자연

사가 현저하게 증가하였다. SJH-0.5군은 33.2±5.1 개, SJH-5군은 

31.1±3.7 개로 control군에 비하여 감소하였으나 유의성이 없었

으며, SJH-50군은 26.3±3.8 개로 control군에 비하여 P<0.05의 유

의성 있는 신경세포 자연사의 감소효과를 나타내었다(Fig. 4, 5).

Fig. 4. Effect of Rehmanniae Radix on TUNEL-positive cells in 

organotypic hippocampal slice cultures damaged by oxygen-glucose 

deprivation. Methanol extract of Rehmanniae Radix demonstrated significant 
anti-apoptotic cell death on CA1 (with 5 and 50 μg/ml) and DG (with 50 μg/ml) regions 

of the hippocampus damaged by oxygen-glucose deprivation (*, P<0.05; **, P<0.01).

Fig. 5. TUNEL immuno-reactioned sections of organotypic 

hippocampal slice cultures damaged by oxygen-glucose deprivation. 
Dark brown colored cells are TUNEL-positive cells in stage of apoptotic cell death. SJH 

means Rehmanniae Radix and 0.5, 5, and 50 indicate concentration of methanol extract of 

Rehmanniae Radix. SJH-50 sections show significant decrease of TUNEL-positive cells 

compared to the control sections in both CA1 and DG. Scale bars are 100 μm (x200).

고    찰

    鮮地黃은 淸熱凉血 養陰生津하는 효능으로 면역기능을 증강

시키는 효능이 있다는 연구들이 보고되어 있다5,6). 최근에는 地黃

의 성분인 catalpol이 H2O2에 의한 산화적 손상의 PC12 세포에 

대하여 caspase 기전을 억제하고 cytochrome c 분비를 억제한다

고 하였으며14), gerbil의 일시적인 전뇌허혈에 대하여 신경세포손

상 보호효능이 보고된 바 있다15,16). 본 실험에서는 鮮地黃의 뇌허

혈에 대한 신경세포 보호효능을 관찰하기 위해서, 일차적으로 신

경세포의 항산화 효능 검색 및 기전연구에 많이 사용되고 있는 

neural crest에서 분화된 신경전구세포인 PC12 세포23)
에 대한 항

산화 효능을 탐색하였다. PC12 세포에 H2O2로 산화적 손상을 유

발하고 鮮地黃 에탄올추출물을 처리한 결과 5 및 50 μg/ml을 처

리한 군에서 control군에 비하여 P<0.01 및 P<0.05의 유의성 있

는 세포생존율의 증가가 관찰되었다 (Fig. 1). 0.5 μg/ ml을 처리

한 군은 효과가 없었으며, 5 μg/ml을 처리한 군이 50 μg/ml을 처

리한 군에 비하여 더 우수한 항산화 효능을 나타내었으므로, 농도

에 비례적이지는 않지만, 이러한 결과는 鮮地黃이 신경세포의 산

화적 손상을 억제하는 효능을 가지고 있다는 것을 보여주었다.

    Nitric oxide는 정상적인 신경세포에서는 신경세포의 신호전

달자로서 역할을 하는 gas성 분자이지만 뇌허혈과 각종 신경퇴

행성 질환에서는 병리적 변화를 일으키는 한 요인이 된다는 사

실은 잘 알려져 있으며, 신경세포에 nitric oxide를 고농도로 처

리하였을 때 신경독성에 의하여 세포자연사 기전을 포함한 신경

세포 사멸을 일으킨다24-26). in vitro 실험에서 nitric oxide에 의한 

산화적 손상을 유발하기 위해서는 화학적인 nitric oxide 제공자 

(donor)인 sodium nitroprusside (SNP)를 많이 사용하고 있다27). 

본 실험에서 PC12 세포에 SNP를 처리하여 nitric oxide에 의한 

산화적 손상을 유발한 다음 鮮地黃 에탄올추출물을 처리한 결과 
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5 및 50 μg/ml을 처리한 군 모두에서 control군에 비하여 P<0.05

의 유의성 있는 세포생존율의 증가가 관찰되었다(Fig. 1). 이러한 

결과는 鮮地黃이 nitric oxide에 의한 신경세포의 산화적 손상에 

대해서도 억제효능이 있음을 나타낸다.

    위에서와 같이 鮮地黃이 신경세포의 산화적 손상에 대해서 

유의한 억제효능이 있다는 것을 확인하였으므로, 나아가 뇌해마

의 허혈손상에 대한 효능을 관찰하였다. 뇌해마가 허혈손상에 가

장 민감한 부위라는 것은 많은 연구를 통하여 잘 알려져 있으며, 

뇌해마의 조직배양 방법은 in vivo에서 볼 수 있는 신경세포간의 

신경연접을 온전히 갖고 있다는 점에서 in vitro 실험의 단점이 

보완될 수 있는 많은 장점을 가지고 있다19,28)
. 그러므로 뇌해마의 

장기양조직 절편배양 (organotypic hippocampal slice culture, 

OHSC)에 산소와 glucose를 일시적으로 차단하는 허혈손상 모델 

(oxygen-glucose deprivation, OGD)은 신경계 약물의 손상보호 

효능검색, 중추신경계 퇴행과정 및 신경연접의 excitotoxicity 등

을 연구하는데 많이 이용되고 있다20,29). 신경세포사멸의 정도를 

측정하기 위해서는 배양조직을 PI로 형광염색 하였다. PI는 세포

가 사멸기전을 일으키면 세포막이 손상되므로 세포내로 침투하

여 세포핵의 DNA에 부착하여 형광을 발색하게 되므로 세포사

멸을 증명하는데 많이 사용된다21,30).

    본 실험에서 OHSC에 45분간의 OGD에 의하여 허혈손상을 

유발하고 24시간동안 鮮地黃 에탄올추출물을 처리한 결과, 뇌해

마조직 CA1 구역에서는 5 및 50 μg/ml을 처리한 군에서 control

군에 비하여 P<0.05 및 P<0.01의 유의성 있는 신경세포사멸의 억

제효과가 관찰되었고, 뇌해마조직 DG구역에서는 50 μg/ml을 처

리한 군에서만 control군에 비하여 P<0.05의 유의성 있는 신경세

포사멸의 억제효과를 나타내었다 (Fig. 2, 3). 이러한 결과는 鮮地

黃 에탄올추출물이 허혈손상에 의한 신경세포사멸에 대해서 보

호효능이 있음을 보여주는 것이다. 이외에 유의한 효능을 나타낸 

鮮地黃 에탄올추출물의 농도가 PC12 세포의 in vitro 실험에서는 

5 μg/ml 이었으나 OHSC 실험에서는 50 μg/ml 이었다. 이러한 

차이점은 배양 및 약물처리의 대상이 단일세포주일 때와 조직절

편일 때의 차이에 의한 것으로 생각된다.

    세포자연사를 조직학적으로 관찰하는 방법 중 많이 이용되

는 것이 세포자연사 과정에서 세포핵의 DNA가 갈라지는 기전

을 이용하여 terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 

nick-end labeling (TUNEL)을 하는 방법이다22,31). 본 실험에서 

OHSC에 45분간의 OGD에 의하여 허혈손상을 유발하고 24시간동

안 鮮地黃 에탄올추출물을 처리한 결과, 뇌해마조직 CA1구역에서

는 5 및 50 μg/ml을 처리한 군에서 control군에 비하여 P<0.05 및 

P<0.01의 유의성 있는 TUNEL-양성반응 신경세포 수의 감소효과

가 관찰되었고, 뇌해마조직 DG구역에서는 50 μg/ml을 처리한 군

에서만 control군에 비하여 P<0.05의 유의성 있는 TUNEL-양성반

응 신경세포 수의 감소효과가 관찰되어 PI-흡광도에 의한 신경세

포사멸의 억제효과에서와 동일한 결과를 나타내었다 (Fig. 4, 5). 

이러한 결과는 鮮地黃 에탄올추출물이 허혈손상에 의한 신경세

포의 자연사에 대해서 보호효능이 있음을 보여주는 것이다.

    본 실험의 결과들을 총괄하면, 鮮地黃의 에탄올추출물은 

nitric oxide 등의 산화적 손상과 허혈손상에 대하여 유의한 보호

효능을 나타내었으며, 이러한 결과는 鮮地黃이 in vivo 상태의 

뇌허혈 손상에 대해서도 일정의 보호효능을 나타낼 수 있다는 

기초적 근거자료를 제시하는 것으로 생각된다.

결    론

    鮮地黃이 뇌신경세포 손상에 미치는 영향을 관찰하기 위하

여, PC12 세포의 H2O2 및 nitric oxide에 의한 산화적 손상에 대

한 효능과 뇌해마의 장기양조직 절편배양에서 산소와 glucose 

박탈에 의한 허혈손상에 대한 효능을 관찰한바 다음과 같은 결

과를 얻었다. 鮮地黃의 에탄올추출물은 PC12 세포의 H2O2 손상

에 대하여 5 및 50 μg/ml을 처리한 군에서 유의성 있는 세포생

존율의 증가가 관찰되었으며, SNP 처리에 의한 nitric oxide 손상

에 대하여도 5 및 50 μg/ml을 처리한 군에서 유의성 있는 세포

생존율의 증가가 관찰되었다. 鮮地黃 에탄올추출물은 뇌해마 장

기양조직 절편배양의 허혈손상에 대하여 CA1구역에서는 5 및 

50 μg/ml을 처리한 군, DG구역에서는 50 μg/ml을 처리한 군에

서 유의성 있는 신경세포사멸의 억제가 관찰되었다. 또한 鮮地黃 

에탄올추출물은 뇌해마 장기양조직 절편배양의 허혈손상에 대하

여 CA1구역에서는 5 및 50 μg/ml을 처리한 군, DG구역에서는 

50 μg/ml을 처리한 군에서 유의성 있는 TUNEL-양성반응 신경

세포 수의 감소가 관찰되었다. 이상의 결과로 보아 鮮地黃의 에

탄올추출물은 nitric oxide 등의 산화적 손상과 뇌해마의 허혈손

상에 대하여 유의한 보호효능을 나타내는 것으로 생각된다.
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