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ABSTRACT

Objectives : Investigation of the antidepressant effects of Citri Reticulatae Viride Pericarpium(CR)

Methods : In order to investigate the antidepressant effects of Citri Reticulatae Viride Pericarpium(CR),

we performed the forced swimming test. Also the expression of CRF, HSP70 and c-fos was measured

with immunohistochemical method at PVN.

Results : 1. The duration of immobility in the forced swimming test was significantly decreased in the

CR 100mg/kg, 400mg/kg groups.

2. In the Control group, CRF expression was significantly increased in the PVN. Also, these CRF

increase were significantly reduced in the CR 100mg/kg and 400mg/kg treated group.

3. HSP70 expression was significantly decreased at PVN in the CR 100mg/kg and 400mg/kg treated

group.

4. C-fos expression was significantly decreased at PVN in the CR 100mg/kg and 400mg/kg treated

group.

Conclusions : According to the results, it can be considered that Citri Reticulatae Viride Pericarpium

has antidepressant effect.

Key words：  Citri Reticulatae Viride Pericarpium, FST, CRF, HSP70, c-fos, PVN. 

서 론

다양한 정신질환들 중에서 주요우울증 및 조울증

등을 포함하는 기분장애는 세계적으로 한 해에 약

10%가 인종에 관계없이 앓고 있는 현대 인간사회에

서 가장 흔한 정신질환 중 하나이다. 이러한 기분장

애는 그 병증에 있어서 공통적으로 지속적인 우울감,

죄책감, 불안감, 자살충동과 시도 등의 우울증후군을

보여 일반적으로 우울증으로 통칭되곤 한다.

이러한 우울증은 정서적으로 우울하고 슬픈 느낌

이외에도 감정적, 신체적으로 여러 장애를 동반할 수

있는 위험한 정신과 질병이며, 임상적으로 활동증상,
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인지증상, 충동장애 조절, 행동증상과 즐거움의 상실,

피로감과 신체 증상 등 다양한 증상들의 조합으로 이

루어진 증후군이다.

한의학에서는 정체되어 발산하지 못하는 증상을

총칭하여 鬱症이라 하는데, 鬱은 일반적으로 氣鬱을

가리킨다. 氣鬱이란 억압되고 침울한 마음으로 인하

여 모든 생리기능이 침체되는 현상을 말한다. 이는

발산시킬 수 없는 욕구불만이나 지속되는 우수, 지나

친 思慮나 悲嘆 등이 원인이 되는 수가 많다. 氣鬱이

란 氣가 한 곳에 맺혀 머물러 있으면서 흩어지지 못

하는 것으로, 대부분 七情이 鬱結되어 온다.

이런 氣鬱症은 기분이 항상 우울하고 사람을 싫어

하는 정신적 증상을 나타내게 되므로 본인의 호소가

없더라도 곁에서 보기에 의욕 상실, 흥미 상실, 침묵,

무기력 등 생기가 없음을 알 수 있게 된다.

한약재의 항우울효과에 대한 실험적 연구로는 이1)

는 오수유 에탄올 추출물이 yohimbine 투여 후 생쥐

의 사망률을 감소시켰음을 보고하였고, 김 등2)은 인

삼, 향부자 추출물의 경구투여가 항우울 효과 및 항

경련효과, 수면연장효과가 있음을 보고하였으며, 홍

등3)은 시호가 우울증 유도 백서의 뇌 부위별 카테콜

라민을 측정하여 대뇌피질, 선조체, 시상하부에서 모

두 유의하게 증가하였음을 보고하였고, 고 등
4)
은 지

골피가 흰쥐의 복측피개야와 청반에서 TH(tyrosine

hydroxylase)를 감소시켜 항우울 효과를 나타냄을 보

고하였다.

靑皮(Citri Reticulatae Viride Pericarpium)는 蕓香科

에 속한 常綠小喬木인 귤나무(柑橘, Citrus reticulata 
Blanco)의 未成熟 果皮로, 通血脈, 疏肝破氣, 消積化

滯하는 효능을 가지고 있어 氣滯로 인한 증상들에

사용된다. 氣滯는 대부분 일상생활에서 발생되는 스

트레스 등으로 氣機의 흐름이 阻滯된 것을 말하는데,

만약 이 氣滯가 血行을 不暢케 하면 瘀血이나 痰飮

등이 발생됨으로써 다양한 증상들이 나타나게 된다.

이러한 靑皮에 대한 기존의 실험연구 보고로는 虛血

性 腦損傷, 肝損傷, 면역세포에 미치는 영향 등에 대

한 보고가 있었으며, 조 등5)은 靑皮가 세로토닌 재흡

수를 억제를 억제시킴으로써 항우울작용을 가지고 있

다고 보고하였다.

본 연구에서는 흰쥐의 우울행동을 유발하기 위하

여 강제수영부하실험(FST, Forced Swimming Test)

를 사용하였다. FST는 1978년 Porsolt 등에 의해 고

안된 방법으로, 실험동물이 물이 담긴 실린더형 용기

에서 수영을 하다 포기하고 부동자세를 취하는 것을

일종의 스트레스로 유발된 학습된 무력감 혹은 절망

행동으로 보고 이러한 부동자세를 나타내는 시간을

측정하여 평가하는 것이다. 대개 실험동물에게 약물

을 투여하고 이 부동자세의 시간의 감소를 관찰함으

로써 그 약물의 항우울효과를 살펴보는 지표로 많이

쓰인다.

우울증의 원인에 대해서는 여러 가지 가설이 있다.

모노아민 가설은 뇌의 노르아드레날린 혹은 세로토닌

의 부족이 우울증의 증상들을 유발하는 원인이 된다

는 가설이다. 또다른 가설로는 HPA(Hypothalamo-

pituitary-adrenocortical) axis의 이상이 CRF(corticotropin-

releasing factor)의 분비를 증가시키고 이것이 ACTH

(adrenocorticotropic hormone), 코티졸의 분비를 자

극한다는 것이다. 세 번째 가설로는 마크로파지 이론

이 있는데 이는 사이토카인, IL-1(interleukine-1),

INF-α(interferon-α)의 이상분비로 인해 CRF, ACTH,

prolactin, cortisol의 이상분비가 나타나게 되고 이로

인해 우울증의 증후군이 발생하게 된다는 것이다.

이에 저자는 靑皮가 FST에서 흰쥐의 우울행동에

미치는 효과를 알아보기 위해 흰쥐에게 FST를 실시

하여 행동변화를 살펴보고, 면역조직화학법으로 HPA

axis와 관련하여 시상하부의 실방핵(PVN, paraventricular

nucleus)에서 CRF, HSP70(heat shock protein 70),

c-fos의 발현을 측정하여 유의성 있는 결과를 얻었기

에 이를 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 실험동물

중량 200g 내외의 Sprague Dawley계 수컷 흰쥐

(Orient사)를 고형사료와 물을 충분히 공급하면서 2

주일간 실험실 환경에 적응 시킨 후, 실험에 사용하였

다. 낮과 밤 주기는 오전 7시부터 오후 7시까지를 낮으

로, 다른 12시간을 밤으로 하여 자동 조절하였다. 온도

는 20-24℃, 습도는 36-64%로 유지하였다.

2) 제약

연구에 사용한 한약재는 蕓香科(Rutaceae)에 속한

常綠小喬木인 귤나무(柑橘, Citrus reticulata Blanco)

의 未成熟 果皮 혹은 幼果를 건조한 것을 추출용 시

료로 사용하였다. 靑皮는 300g에 10배(w/v)량의 3차

증류수를 가하여 100℃에서 4시간 동안 냉각기를 장

착한 상태로 환류 추출한 다음, 거즈로 여과하여, 80℃
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에서 중탕 농축하여 하루 동안 80℃에서 냉각시킨 후, 40℃

온도로 냉각동결건조시켜 분말로 靑皮 60g을 획득하였

다. 투약시는 건조된 약재를 분량에 맞게 saline을 첨

가하여 용액을 만들었다.

2. 실험

1) 실험군

실험은 두 단계로 나누어 실시하였다. 먼저 FST

에서는 Control(생리식염수 투여. N=8), CR100(靑皮

100mg/kg p.o.투여. N=8), CR400(靑皮 400mg/kg

p.o.투여. N=8)의 3그룹으로 나누어 실시하였고, 면역

조직화학법에서는 Normal(N=8), Control(생리식염수

투여. N=8), CR100(靑皮 100mg/kg p.o.투여. N=8),

CR400(靑皮 400mg/kg p.o.투여. N=8)의 4그룹으로

나누어 실시하였다.

2) 강제수영부하실험

본 실험에서는 절망행동검사(behavioral despair

test)라고도 하는 표준화된 검사법인 FST를 이용하

였다. 이 검사법은 약물개발시의 항우울효과를 검색

하는 기본적인 실험으로 알려져 있다. 이 실험은 두

번에 걸쳐 이루어지는데, 첫 번째 날은 높이 50cm,

지름 30cm의 투명한 아크릴원통형 수조에 22℃의 물

에 랫트의 꼬리가 바닥에 닿지 않을 정도의 물 높이

에 강제로 빠뜨린 다음 15분간 있게 하였다. 처음 수

분간은 이를 벗어나기 위해 랫트가 심한 저항을 보이

나, 시간이 흐를수록 점점 부동자세를 보이는 시간이

늘어난다. 두 번째 날, 즉 24시간 후에는 5분간 같은

 

Pre‐swiming (For 15min)

1st drugs treatment 
(After pre-swimming)
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before 24hrs

before 5hrs

before 1hrs

Fig. 1. Experimental scheme of forced swimming test

환경에서 강제 수영을 시키고, 여기서 climbing, swimming,

immobility 세 가지를 측정한다. 전형적인 immobility

란 랫트가 얼굴을 포함한 상체의 일부분만 수면 위로

드러낸 채 몸의 균형을 유지하기 위하여 약간의 움직

임만을 나타낼 뿐 물 위에 떠 있는 상태이다. 한편

swimming은 랫트가 수면 위를 돌면서 움직이고, 간혹

물밑으로 잠수하기도 하는 상태이다. climbing은 가장

격렬한 운동 상태인데, 앞발을 적극적으로 사용하여 아

크릴 원통 위로 오르려고 사지를 다 쓰는 상태이다. 실

수와 사람에 의한 오차를 줄이기 위해 비디오카메라로

측정하여 자료를 확보하였다.

3) 면역조직화학법

(1) CRF

강제수영 부하시험이 끝난 쥐를 sodium pentobarbital

(80mg/kg, i.p.)로 마취 시킨 후, 0.9% saline 200㎖에

이어 phosphate buffer로 준비한 4% formalin 용액

100㎖을 심장을 통해 관류하였다. 고정액의 처음 300

㎖는 2분간, 나머지 700㎖는 25분간에 걸쳐 관류하였

다. 고정이 끝난 쥐는 뇌를 꺼내 같은 고정액으로 2시

간 후 고정시키고, 20% sucrose가 함유된 phosphate

buffered saline(PBS)에 넣어 4℃에서 보관하였다.

다음날 뇌를 급속 냉동한 후 뇌 조직을 30㎛의 두께

로 잘랐다. PBS로 몇 차례 씻고, CRF expression에

가장 널리 사용되는 Goat anti‐CRF (santa cruz

biotechnology)에 담갔다.  Primary antibody는 0.3%

Triton‐X100(PBST)에서 2% normal donky serum

과 0.001% kehole limpit hemocyanin (sigma)으로

2,000배로 희석하여 준비하였다. 뇌 조직은 primary

antiserum에서 72시간 배양하였다. 그 후 뇌 조직을

PBST로 씻은 다음, 2시간 동안 실온에서 2% normal

donky serum을 함유하는 PBST에서 200배로 희석한

biotinylates goat anti‐goat serum(Santa Cruz

Biotechnology)에 반응시켰다. 다시 PBST로 씻은 다

음 뇌 조직은 실온에서 1시간 동안 Santa Cruz ABC

reagent (Santa Cruz)에 담가 반응시켰다. PBST로 몇

번 헹군 다음 뇌 조직을 착색제인 diaminobenzidine을

사용하여 발색시켰다. 발색이 끝난 조직은 slide에 올

려 2시간 동안 실온에서 건조 시킨 후, xylene으로

투명화시켜 polymount로 봉입하였다. 뇌조직의 각

부위는 염색성을 광학현미경으로 100배 확대 관찰하

고 사진을 촬영하였다. 뇌의 각 부위의 위치와 명칭

은 Franklin과 Paxinos의 부도를 참고하였다. 현상된

사진에서 격자(2×2㎝)를 이용하여 동일한 지역에서

일정한 영역에 반응되어 나타난 염색성의 정도를
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counting 하였다.

(2) HSP70

강제수영 부하시험이 끝난 쥐를 sodium pentobarbital

(80mg/kg, i.p.)로 마취 시킨 후, 0.9% saline 200㎖에

이어 phosphate buffer로 준비한 4% formalin 용액

100㎖를 심장을 통해 관류하였다. 고정액의 처음 300㎖

은 2분간, 나머지 700㎖는 25분간에 걸쳐 관류하였다.

고정이 끝난 쥐는 뇌를 꺼내 같은 고정액으로 2시간 후

고정시키고, 20% sucrose가 함유된 phosphate buffered

saline (PBS)에 넣어 4℃에서 보관하였다. 다음날 뇌

를 급속 냉동한 후 뇌 조직을 30㎛의 크기로 잘랐다.

PBS로 몇 차례 씻고, HSP70 expression에 가장 널리

사용되는 Mouse anti‐HSP70 (Zymed Laboratories,

Sanfranci sco, CA)에 담갔다.  primary antibody는

0.3% Triton X100 (PBST)에서 2% normal goat

serum과 0.001% kehole limpit hemocyanin (sigma)

으로 2,000배로 희석하여 준비하였다. 뇌 조직은

primary antiserum에서 72시간 배양하였다. 그 후 뇌

조직을 PBST로 씻은 다음, 2시간 동안 실온에서 2%

normal goat serum을 함유하는 PBST에서 200배로

희석한 biotinylates goat anti‐mouse serum (Santa

Cruz Biotechnology.)에 반응시켰다. 다시 PBST로 씻

은 다음 뇌 조직은 실온에서 1시간 동안 Santa Cruz

ABC reagent (Santa Cruz)에 담가 반응시켰다.

PBST로 몇 번 헹군 다음 뇌 조직을 착색제인

diaminobenzidine을 사용하여 발색시켰다. 발색이 끝

난 조직은 slide에 올려 2시간 동안 실온에서 건조시

킨 후, xylene으로 투명화시켜 polymount로 봉입하

였다. 뇌 조직의 각 부위는 염색성을 광학현미경으로

100배 확대 관찰하고 사진을 촬영하였다. 뇌의 각 부

위 위치와 명칭은 Franklin과 Paxinos의 부도를 참고하

였다. 현상된 사진에서 격자 (2×2㎝)를 이용하여 동일한

지역에서 일정한 영역에 반응되어 나타난 염색성의 정

도를 counting 하였다.

(3) c-fos

강제수영 부하시험이 끝난 쥐를 sodium pentobarbital

(80mg/kg, i.p.)로 마취 시킨 후, 0.9% saline 200㎖에

이어 phosphate buffer로 준비한 4% formalin 용액

100㎖를 심장을 통해 관류하였다. 고정액의 처음 300

㎖는 2분간, 나머지 700㎖은 25분간에 걸쳐 관류하였

다. 고정이 끝난 쥐는 뇌를 꺼내 같은 고정액으로 2시

간 후 고정시키고, 20% sucrose가 함유된 phosphate

buffered saline (PBS)에 넣어 4℃에서 보관하였다.

다음날 뇌를 급속 냉동한 후 뇌 조직을 30㎛의 크기

로 잘랐다. PBS로 몇 차례 씻고, c-fos expression에

가장 널리 사용되는 Rabbit anti c-fos (santa cruz

biotechnology)에 담갔다.  primary antibody는 0.3%

Triton‐X100(PBST)에서 2% normal goat serum과

0.001% kehole limpit hemocyanin (sigma)으로

2,000배 희석하여 준비하였다. 뇌 조직은 primary

antiserum에서 72시간 배양하였다. 그 후 뇌 조직을

PBST로 씻은 다음, 2시간 동안 실온에서 2% normal

goat serum을 함유하는 PBST에서 200배로 희석한

biotinylates goat anti rabbit serum(Santa Cruz

Biotechnology.)에 반응시켰다. 다시 PBST로 씻은

다음 뇌 조직은 실온에서 1시간 동안 Santa Cruz

ABC reagent (Santa Cruz)에 담가 반응시켰다.

PBST로 몇 번 헹군 다음 뇌 조직을 착색제인

diaminobenzidine을 사용하여 발색시켰다. 발색이 끝

난 조직은 slide에 올려 2시간 동안 실온에서 건조

시킨 후, xylene으로 투명화시켜 polymount로 봉입

하였다. 뇌 조직의 각 부위는 염색성을 광학현미경으

로 100배 확대 관찰하고 사진을 촬영하였다. 뇌의 각

부위의 위치와 명칭은 Franklin과 Paxinos의 부도를

참고하였다. 현상된 사진에서 격자 (2×2㎝)를 이용하

여 동일한 지역에서 일정한 영역에 반응되어 나타난

염색성의 정도를 counting 하였다.

3. 통계처리

 모든 측정값은(평균값±표준오차)로 표시하였고,

각 실험군의 통계학적 분석은 window용 SPSS를 이

용하였다. 행동 실험결과 및 면역조직 화학법에 대한

통계분석은 one way ANOVA로 분석하였으며, 사후

검정은 LSD를 통해 검증하였으며, P값이 0.05 미만

인 것을 통계적으로 유의한 것으로 인정하였다.

결 과

1. 강제수영부하실험

FST 결과는 Fig. 2, 3과 같다. Control에서 10.4±1.3

sec를 나타낸 것과 비교해서 靑皮 100mg/kg그룹

(CR100)에서는 3.0±0.8sec, 靑皮400mg/kg그룹(CR400)

에서는 6.7±1.8sec를 나타내 부동행동이 유의성있게

감소하였다.
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Fig. 2. Effect of Citri Reticulatae Viride Pericarpium in the

forced swimming test

Control : Saline.

CR100 : Citri Reticulatae Viride Pericarpium(100mg/kg).

CR400 : Citri Reticulatae Viride Pericarpium(400mg/kg).

*, ***: Significant difference from the control group.

* P < 0.05, *** P < 0.001.

 

  

 (swimming)

  

 (climbing)

 

(immobility)

Fig. 3. Effect of Citri Reticulatae Viride Pericarpium in the

forced swimming test

Control : Saline.

CR100 : Citri Reticulatae Viride Pericarpium(100mg/kg).

CR400 : Citri Reticulatae Viride Pericarpium(400mg/kg).

*, **, ***: Significant difference from the control group.

*: P < 0.05, **: P < 0.01. ***: P < 0.001.

2. 면역조직화학법 결과

1) 실방핵(PVN, paraventricular nucleus)에서

CRF 발현

FST 실시 후, PVN 내에서의 CRF 발현은 Fig. 4,

5 와 같다. 대조군을 100으로 보고 각각의 발현 세포수

를 %로 비교해 본 결과, 靑皮 100mg/kg그룹(CR100)과

靑皮 400mg/kg그룹(CR400)에서 각각 80.76±7.5%,

53.84±8.2%를 나타내, PVN 내에서의 CRF의 발현이

감소되었고, 특히 靑皮 400mg/kg 그룹(CR400)에서

는 유의성 있게 감소하였다(F(3,35) = 11.319, p <

0.001).

Fig. 4. Expression of CRF-immunoreactive cells in the PVN

(paraventricular nucleus)

Normal : No treatment.

Control : Saline and the forced swimming test.

CR100 : Citri Reticulatae Viride Pericarpium(100mg/kg) and the forced

swimming test.

CR400 : Citri Reticulatae Viride Pericarpium(400mg/kg) and the forced

swimming test.

### : Significant difference from the Normal group (### P < 0.001).

** : Significant difference from the control group (** P < 0.01).

Fig. 5. Expression of CRF-immunoreactive cells in the PVN

scale bar represents 200㎛.

A: Normal, B: Control, C: CR100, D: CR400.
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2) 실방핵(PVN, paraventricular nucleus)에서

HSP70 발현

FST 실시 후, PVN 내에서의 HSP70의 발현은

Fig. 6, 7과 같다. 대조군을 100으로 보고 각각의 발

현 세포수를 %로 비교해 본 결과, 靑皮 100mg/kg그

룹(CR100)에서는 73.64±13.97%, 靑皮 400mg/kg그룹

(CR400)에서는 50.38±7.14%를 나타내, 靑皮 400mg/

kg그룹(CR400)에서 유의성있게 감소하였음을 알 수

있다(F(3,23)=4.840, p < 0.05).

Fig. 6. Expression of HSP70-immunoreactive cells in the PVN

Normal : No treatment.

Control : Saline and the forced swimming test.

CR100 : Citri Reticulatae Viride Pericarpium(100mg/kg) and the forced

swimming test.

CR400 : Citri Reticulatae Viride Pericarpium(400mg/kg) and the forced

swimming test.

## : Significant difference from the normal group (## P < 0.01).

** : Significant difference from the control group (** P < 0.01).

Fig. 7. Expression of HSP70-immunoreactive cells in the PVN

scale bar represents 200㎛.

A: Normal, B: Control, C: CR100, D: CR400.

3) 실방핵(PVN, paraventricular nucleus)에서

c-fos 발현

FST 실시 후, PVN 내에서의 c-fos의 발현은 Fig.

8, 9와 같다. 대조군을 100으로 보고 각각의 발현 세

포수를 %로 비교해 본 결과, 靑皮 100mg/kg그룹

(CR100)은 73.64±13.97%, 청피 400mg/kg그룹(CR400)은

50.38±7.14%를 나타내, 대조군에 비해 유의성있는 감

소를 나타내었다(F(3,26)=8.585, p<0.01).

Fig. 8. Expression of c-fos-immunoreactive cells in the PVN

Normal : No treatment.

Control : Saline and the forced swimming test.

CR100 : Citri Reticulatae Viride Pericarpium(100mg/kg) and the forced

swimming test.

CR400 : Citri Reticulatae Viride Pericarpium(400mg/kg) and the forced

swimming test.

## : Significant difference from the normal group (## P < 0.01).

*** : Significant difference from the control group (*** P < 0.001).

Fig. 9. Expression of c-fos-immunoreactive cells in the PVN

scale bar represents 200㎛.

A: Normal, B: Control, C: CR100, D: CR400.

고 찰

한의학에서 정체되어 발산하지 못하는 증상을 총

칭하여 鬱症이라 하는데, 鬱은 일반적으로 氣鬱을 가

리킨다. 氣鬱이란 억압되고 침울한 마음으로 인하여

모든 생리기능이 침체되는 현상을 말한다. 이는 발산

시킬 수 없는 욕구불만이나 지속되는 憂愁, 지나친

思慮나 悲嘆 등이 원인이 되는 수가 많다. 氣鬱이란
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氣가 한 곳에 맺혀 머물러 있으면서 흩어지지 못하는

것으로, 대부분七情이鬱結되어 온다. 이에 대해 ≪黃帝

內經․素問․六元正紀大論≫6)에 “木鬱達之, 火鬱發

之, 土鬱奪之, 金鬱泄之, 水鬱折之”라 하였고, ≪黃帝

內經․素問․至眞要大論≫
6)
에서는 “鬱者 結而不舒也”

라 하였다.

이러한 氣鬱症의 원인은 思慮過度나 失意, 悲嘆

등 정신적인 충격이 臟氣를 쇠약하게 하고, 그로 인

해 氣血의 順行이 지체되거나 濕熱, 食痰 등이 정체

되어 흡수, 배설이 원활치 못한 데서 鬱症이 생기게

된다. 또한 정신적인 요인 중에서도 특히 자기의 뜻

을 펴지 못할 때, 즉 욕구불만이 쌓일 때 鬱症이 오

는 경우가 많으므로 평소 소심한 사람이나 내성적인

사람에게 흔히 나타난다고 하겠다.

鬱症은 情志不舒와 七情所傷뿐만 아니라 內外六

淫, 飮食內傷, 勞傷 등을 포괄하는 氣機阻滯의 病變

을 조성하는데 그중 특히 情志所傷이 後代로 가면서

점차 중요한 원인으로 강조되었다. 이에 대해 朱7)는

“氣之初病 其端甚微, 或因七情, 或感六氣, 或因飮食,

以致津液不行, 淸濁相干, 自氣成積, 自積成痰, 氣爲之

鬱, 或痞或痛. 鬱者 結聚而不得發越也, 當升者不得升,

當降者不得降, 當變化者不得變化也. 此爲傳化失常 六

鬱之病 見矣”라 하여 氣의 升降傳化 작용이 失常하

면 六鬱이 생긴다고 하고 鬱症을 氣鬱, 濕鬱, 痰鬱,

熱鬱, 血鬱, 食鬱의 六鬱로 나누어 인식하였다. 張8)은

“凡五氣之鬱, 則諸病皆有此因病而鬱也. 至若情志之鬱,

則總由乎心, 此因鬱而病也”, “若憂鬱病者, 則全屬大

虛, 本無邪實”이라 하여 氣鬱로 인한 鬱症의 病機를

설명하였고 이를 怒鬱, 思鬱, 憂鬱로 나누어 보았다.

葉9)은 情志不舒로 인한 七情鬱의 증상을 辨證하였고,

“鬱則氣聚 聚則似有形而實無質”이라 하여 氣鬱로 인

해 생기는 병의 성질을 기능적 병리상태로 파악하였

으며 趙10)는 鬱症을 肝氣鬱結, 氣鬱化火, 痰氣鬱結의

實證과 久鬱傷神, 陰虛火旺의 虛症으로 나누어 각각

의 다양한 증상을 열거하였다.

또한 서 등11)은 鬱症은 인체생리과정 중에 일어나

는 기능적인 장애 및 병리적인 산물을 말하는 것이

고, 憂鬱症은 정신적인 면에 있어서의 情緖의 병리현

상을 말하는 것으로 그 개념이 서로 완전히 일치하지

는 않지만 憂鬱症을 신경증적인 憂鬱과 정신병적인

憂鬱로 분류했을 때, 鬱症과 신경증적인 憂鬱은 情志

所傷과 생활, 환경적 스트레스 인자 등의 원인에서

증상이 나타나는 점에서 서로 유사하다고 하여 憂鬱

症이 鬱症의 범위에 포함될 수 있고, 鬱症에 대한 치

료방법을 憂鬱症의 치료에 적용할 수 있음을 보였다.

靑皮(Citri Reticulatae Viride Pericarpium)는 蕓

香科(Rutaceae)에 속한 常綠小喬木인 귤나무(柑橘,

Citrus reticulata Blanco)의 未成熟 果皮 혹은 幼果

를 건조한 것으로, 그 氣味는 苦辛微溫하고 肝, 膽經

으로 들어가 疏肝破氣, 散結消痰, 散積化滯하는 효능

이 있어 肝氣鬱結, 氣滯로 인한 증상들에 사용된다.

본 연구에서는 흰쥐의 우울행동을 유발하기 위하

여 FST를 사용하였는데, FST는 1978년 Porsolt 등

에 의해 고안된 방법으로 절망행동모델이라고도 불린

다. 흰쥐를 도피 불가능한 수조에 빠뜨리면 처음에는

출구를 찾아 격렬히 수영을 하다가 결국은 코를 수면

위에 내놓기 위한 최소한의 동작 이외에는 특징적인

부동자세를 취함을 관찰하고, 이를 스트레스로 유발

된 학습된 무력감 혹은 절망행동으로 보고 우울증의

동물모형이라 제안한 것으로, 실험방법이 간단하고

예측타당도가 인정되어 항우울제의 효과판정을 위한

방법으로 널리 사용되고 있다. 15분간 물에 빠뜨리는

예비 실험 후 24시간 후 본 실험을 시행하였는데, 수

영을 하다 포기하고 부동자세를 취하여 좌절 양상을

보이는 시간을 측정하여 평가한다.

한의학에서 FST에 의한 항우울효과에 관한 연구로

신 등12)은 FST를 통해 유발된 우울증 쥐에게 四逆散

을 투여한 결과, 부동시간이 줄고 뇌내 Monoamine검

사에서 항우울 효과가 있는 것을 확인한바 있으며,

홍 등13)은 시호 추출물의 경구투여가 카테콜아민에

변화를 주어 쥐의 우울증 유발을 억제할 수 있는 것

을 확인하였고, 조 등14)은 柴胡抑肝湯이 스트레스를

가한 흰쥐의 부동행동이 감소되었음을 확인하였으며,

고 등
4)
은 지골피가 스트레스에 인한 기억저하와 우

울행동에 미치는 영향을 보고하였다.

본 실험의 결과를 보면 靑皮를 투여한 그룹에서

대조군에 비해 부동행동이 줄어드는 것을 볼 수 있었

다. 특히 靑皮 100mg/kg투여한 그룹은 3.0±0.8sec 로

대조군의 10.4±1.3sec에 비해 부동행동이 유의성있게

줄어드는 것을 관찰할 수 있었으며, 靑皮 400mg/kg

를 투여한 그룹에서도 6.7±1.8sec로 대조군에 비해

부동행동이 감소하는 것을 볼 수 있었다. 이는 FST

로 인해 흰쥐의 우울행동이 유발되었고, 靑皮의 투여

가 FST에서 나타나는 흰쥐의 우울행동을 억제하는

작용을 하고 있음을 알 수 있다.

한편 청피 100mg/kg그룹이 청피 400mg/kg그룹보

다 더 유의성있는 억제작용을 나타낸 것을 관찰할 수

있었는데, 이는 약물의 투여량 변화에 따라 청피의

항우울효과가 관련이 있음을 보여주는 것이라 할 수

있는데, 본 실험에서 적은 양을 투여했을 때 흰쥐의
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부동행동을 더욱 억제하는 것으로 나타난 것은 조직

차원에서의 변화가 나타나는 시간과 행동차원에서의

변화가 나타나는 시간 사이에 간극이 있어 이러한 결

과를 나타내는 것이 아닌가 추측된다. 즉 저용량의

약물 흡수가 고용량의 경우보다 더 빠르게 진행되어

행동상의 변화 또한 더 빨리 나타나게 하는 것으로

생각된다. 이를 확인하기 위해 용량을 더욱 세분화한

후속실험이 필요하리라 여겨진다.

우울증삽화의 발생이 대개의 경우 다양한 형태의

스트레스가 있는 정황에서 일어난다는 점은 비록 스

트레스가 우울증을 일으키는 충분조건은 아니라 할지

라도 그것이 우울증 발현에서 중요한 역할을 할 수

있음을 시사한다. 이러한 관점에서 우리 몸에서 스트

레스에 대응하는 중요한 요소인 HPA axis는 우울증

연구에 있어서 오랫동안 관심의 초점이 되어왔다.

일반적으로 스트레스 현상은 HPA axis의 과도한

활동 및 그로 인한 glucocorticoid의 증가와 관련된다.

정신적 스트레스는 대뇌피질을 통해 인식되어 변연계

를 통해 시상하부로 전달되고, 신체적 스트레스는 뇌간

을 통해 역시 시상하부로 전달되는 것으로 알려져 있다.

스트레스가 계속되면 시상하부의 PVN에서 CRF를 방

출하고 이는 뇌하수체 전엽으로 이동하여 ACTH가 분

비되도록 유도하며 이 ACTH는 혈액순환을 통해 부신

으로 이동하고 부신피질에서 작용하여 corticosteroid

합성을 유발하며 따라서 혈장 내 glucocorticoid의 농도

를 높인다. 이렇게 해서 glucocorticoid의 농도가 높아

지게 되면 신경세포들을 죽이는 등 건강을 해치는 작

용을 하게 되며 생리적, 정신적 이상을 유발할 수 있

다. 예를 들면 스트레스의 부적당한 조절은 대장염,

천식, 고혈압과 같은 전신적인 질병과 우울증 등의

정서장애, 알츠하이머 같은 퇴행성신경질환 등의 병

인이 된다는 보고
15)
가 있으며, 또한 이러한 HPA

axis의 과다한 활성은 약 50%의 우울증 환자로부터

관찰되고 항우울제의 지속적인 투여가 이러한 현상을

완화한다는 보고가 있다.

최근의 여러 실험적 증거들에 따르면, 스트레스에

의해 야기되는 glucocorticoid의 방출은 HPA axis를

통해 조절된다. 시상하부 PVN의 parvocellular 세포가

CRF를 합성생산하여 뇌하수체로 하여금 ACTH 유리를

촉진시켜 결과적으로 부신피질에서 glucocorticoid를 분

비한다. 즉 PVN은 HPA axis의 기시점으로 여러 가지

스트레스 반응에 중추적 기능을 수행하고 있음이 밝

혀지고 있다.

본 실험에서는 靑皮가 FST에서 흰쥐의 우울행동

을 억제하는 것이 HPA axis와 관련하여 항우울 효

과를 나타내는 것이 아닌가 하는 추론을 확인해보기

위해 시상하부의 PVN에서 CRF를 측정하여 보았다.

CRF는 HPA axis에서 스트레스의 영향을 중개하

고 스트레스에 대한 내분비, 자율신경, 행동적, 면역

등의 반응을 매개하는 중요한 역할을 한다.

스트레스를 경험하면 PVN에서 뿐만 아니라 청반

이나 편도체 중심핵 등의 부위에서 CRF mRNA와

그 생성이 증가되고, 특히 청반과 편도체 중심핵 등

의 부위가 스트레스로 인하여 증가된 CRF가 여러

행동적인 변화를 유발하는데 중요한 역할을 하는 것

으로 추정되고 있다. 또한 CRF의 수용체인 CRF1과

CRF2가 불안과 관련되는 것으로 보고16)되고 있다.

우울증 환자를 검시한 연구에서 이들의 PVN에 CRF

mRNA가 증가되어 있었고 척수액내 CRF 및 소변내

cortisol이 증가되었다는 보고17)가 있었다. 또한 우울

증 환자에게 항우울제를 투여하거나 전기경련치료를

실시하면 척수액 내의 CRF 함량이 정상으로 돌아오

는 것으로 보고되고 있으며, 항우울제의 투여가

glucocorticoid 수용체의 세포질내에서 핵내로의 이동

과 전사 등을 증가시킨다는 보고
18)
도 있다.

또한 Campbell 등19)은 뇌내에 CRF를 주입, 관찰

한 보고를 통해 HPA axis가 CRF에 민감히 반응함

을 보여주었으며, CRF1 receptor antagonist의 투여

가 스트레스에 대한 HPA axis의 조절과 관계없이

우울, 분노 행동을 감소시킨다고 보고하였다. Imaki

등
20)
은 CRF antagonist를 직접 주입하고 구속스트레

스 후 PVN에서의 면역조직화학적 변화를 관찰한 실

험보고를 통해 CRF가 스트레스 중 PVN의 neuron들

을 활성화시킴으로써 스트레스반응에 중요한 역할을

한다고 하였다. 박 등21)은 흰쥐의 PVN에서 BDNF

(Brain-Derived Neurotrophic Factor)와 CRF의 발현

을 봄으로써 quetiapine의 항우울효과를 확인하였으

며, quetiapine의 투여가 CRF의 발현을 감소시킴으로

써 항우울효과를 나타낸다고 보고22)하였다.

중추의 CRF 시스템 과항진은 기분장애와 연관된

다. CRF는 CRF1 receptor와 높은 친화성을 가지는

데, CRF 시스템의 흥분은 CRF의 증가된 농도에 의

해서 CRF1 receptor가 활성화되는 것에서 유발된다

고 여겨진다. CRF1 receptor는 대뇌신피질, 편도체,

뇌간 핵 등에 분포하며, CRF1 receptor를 녹아웃시

킨 생쥐를 관찰한 실험에서 분노(鬱火)와 유사한 행

동이 줄었다는 보고23)가 있었고, CRF1 receptor의 활

성을 막는 oligodioxynucleotides를 주입하였을때 분

노(울화)행동을 나타낼 때의 CRF 발현을 억제시킨다

는 보고24)가 있었다. 잠복기와 치료시의 실험에서
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CRF1 receptor antagonist가 항우울제와 같은 작용

을 나타낸다는 보고
25)
도 있다.

본 실험의 결과 대조군을 100으로 보고 각각의 발

현 세포수를 %로 비교해 본 결과, 靑皮 100mg/kg

그룹과 靑皮 400mg/kg그룹에서 각각 80.76±7.5%,

53.84±8.2%를 나타내, PVN 내에서의 CRF의 발현을

억제시켰다. 이는 여러 선행연구보고 결과에서 항우

울제의 투여가 CRF의 발현을 감소시킨다고 한 것과

일치하는 것으로 靑皮의 투여가 시상하부의 PVN에

작용하여 CRF의 발현을 억제시키는 것으로 보이며,

특히 CRF1 receptor antagonist와 유사한 역할을 함

으로써 항우울효과를 나타내는 것으로 생각된다.

면역조직화학적 연구에서 HSP는 HSP10, HSP27,

HSP60, HSP70 및 HSP90 등과 ubiquitin 등이 존재

하며 이는 그 분자량에 의해 명칭이 붙여진 것이다.

특히 HSP70은 태아 발달 초기 단계에서 중추신경계

에 대한 고온, 허혈, 외상, 경련 같은 자극에 의해 비

교적 높게 발현되고 단백질의 folding과 unfolding,

단백질의 세포내 이동, 면역글로불린과의 결합, 항원

전달, 자가면역기전에의 관여 등 인체 내에서 중요한

기능을 하는 것으로 보고되고 있다.

HSP합성은 물리적, 화학적 손상에 의해 자극되며

열, 화학물질, 혈액 및 포도당 결핍, 감염 등에 의한 세

포의 손상으로부터 세포를 보호하고 회복시키는 스트

레스 반응에 있어 중요한 역할을 담당한다. 여러 종류

의 HSP 중 HSP70은 온도변화에 가장 민감하게 반응

하며, 세포가 온도 상승의 조건에 처했을 때 수분 이내

에 세포 내에서 합성되며, 세포에 스트레스가 주어졌을

때 세포를 보호하고, 과도한 외부 자극 등의 부적절한

조건하에서 세포의 생존력을 증가시켜주는 물질이다.

또한 HSP는 복합물을 구성할 때 분자적 표식자 기능

을 하는 ATP-binding proteins의 하나인데, 예를 들면

GC(GlucoCorticoid)가 GR (Glucocorticoid Receptor)

과 결합할 때 protein folding을 돕는 역할을 한다.

HSP70은 단백질 결합을 촉매하거나 GR을 친화력이

높은 결합상태로 변화시킴으로써 GR heterocomplex

를 적합하게 구성하는 데에 필수적이다.

주요우울증 환자들의 말초혈관 단핵혈구에서 HSP70

mRNA의 결핍이 있었다는 보고26)가 있었고, HSP가

우울증에서 나타나는 면역기능 저하와 관련되며 염증

반응체계를 활성시키며
27)
, HSP가 ACTH나 카테콜라민

같은 스트레스 매개물들에 의해 유도되므로 스트레스

반응의 척도가 될 수 있고, 주요우울증, 스트레스로 유

발되는 질병들의 병태생리를 해명하기 위해 HSP와 그

mRNA의 추적을 제안한 보고도 있었다28). 또한 Pae 등29)

은 항우울제들이 HSP의 유전적 발현에 영향을 미침으

로써 항우울 작용을 나타낸다고 보고하였다.

본 실험에서는 우울상태와 연관하여 시상하부의

PVN에서 HSP70 발현의 변화를 살펴보았는데, 대조

군을 100으로 보고 각각의 발현 세포수를 %로 비교

해 본 결과, 靑皮 100mg/kg 그룹에서는 73.64 ±

13.97%로 그 발현이 감소함을 보였고, 靑皮 400mg/

kg그룹(CR400)에서는 50.38±7.14%를 나타내 유의성

있게 감소하였음을 알 수 있었다.

이는 靑皮가 HSP70의 발현을 억제시킴으로써 항

우울 작용을 가지고 있음을 보여주는 것이다. 이에

대해 한 선행연구30)에서 HSP70 발현의 변화가 GR과

연관되어 HPA axis에서 GC의 negative feedback에

영향을 준다고 한 가설과 연관하여 靑皮의 HSP70

발현억제기전을 추측해볼 수 있겠다. 반면에 HSP70

mRNA의 발현이 GR mRNA의 발현과 관련이 없고

PVN에서 HSP70 발현 수준이 높더라도 GR의 기능

에 대해 제한적으로 작용하지 않으며 다른 steroid

receptor와 관련이 있다는 보고31)도 있어, HSP70의

역할과 관련한 靑皮의 작용기전에 대한 추가 연구가

필요하다고 생각된다.

c-fos 단백질은 c-fos gene의 산물이고, c-fos

gene은 proto-oncogene의 일정이며 IEG(Immediate

Early Gene)의 하나로서 세포분열과 세포분화의 역할뿐

만 아니라 세포표면에 전달된 자극에 반응하여 장기간 지

속되는 세포 반응을 매개하는 역할을 한다고 알려져 있

다. c-fos 단백질은 여러 약물이나 스트레스를 포함한 생

리적 자극에 의해 발현되므로, 스트레스 및 스트레스와

관련된 우울증 연구에서 자주 관찰되는 지표이다.

스트레스는 세포들의 내적, 외적환경의 변화에 의해

야기되고, 세포가 스트레스에 노출되면 바로 c-fos를

포함한 초기 유전자들의 발현이 초기 단계에서 신속

하게 전사된다. 그러므로 신경세포 활성화를 나타내

는 지표인 c-fos mRNA를 사용해서 스트레스를 찾

아낼 수 있다. 이전 연구들을 통해 구속스트레스에

의해 유발된 c-fos가 스트레스와 관련된 뇌 조직들,

즉 PVN, 편도체, 대뇌피질, 청반같은 곳에서 발현된

다는 것이 밝혀졌다. 또 c-fos는 구속스트레스를 포

함한 많은 종류의 스트레스 자극에 의해 해마에서 활

성화되는데 endotoxin과 cytokines의 투여와 같은 전

신성 스트레스와 통증과 같은 진행성 스트레스 모두

시상하부의 PVN에서 c-fos 발현을 증가시킨다는 보

고32)가 있었다.

선행연구들에서 c-fos는 뇌손상이나 스트레스가

있을 때 뇌 특정부위에서 활성화되어 증가하며, 항우
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울 약물에 의해 우울증상이 개선되면 c-fos가 감소된

다고 알려져 있다. 본 실험연구에서도 스트레스를 받

으면 fos 발현이 증가되는 것으로 알려진 PVN에서

신경세포 활동성에 대한 지표가 되는 c-fos가 발현된

세포체의 수를 측정하였는데, 대조군을 100으로 보고

각각의 발현 세포수를 %로 비교해 본 결과, 靑皮

100mg/kg그룹은 73.64±13.97%, 청피 400mg/kg그룹

은 50.38±7.14%를 나타내 대조군에 비해 유의성있는

감소를 나타내었다. 이는 靑皮의 투여가 PVN에 작용

하여 c-Fos의 발현을 억제한 결과로 볼 수 있다.

Imaki 등
33)
은 구속스트레스에 의한 실험에서 c-fos의

발현이 CRF의 발현을 유도한다고 보고하였고, Tan

등34)은 구속스트레스가 c-fos와 ACTH의 발현, 면역

반응은 유발하였으나 corticosterone의 분비에는 영향

을 주지 않았다는 보고를 하였으며, Imaki 등35)은

CRF antagonist를 직접 주입하고 관찰한 실험에서

스트레스 후 PVN에서의 c-fos 발현을 감소시켰다는

보고를 하였다. 이로 보아 靑皮가 FST로 유발된 흰쥐

의 우울상태에서 시상하부의 PVN에서 c-fos의 발현을

억제함으로써 항우울 작용을 나타냄을 알 수 있다.

이상 살펴본 바와 같이 靑皮가 시상하부의 PVN에

작용하여 PVN에서 HPA axis와 관련된 스트레스물

질인 CRF, HSP70, c-fos의 발현을 억제함으로써 항

우울작용을 나타내는데, 특히 CRF antagonist와 같

은 작용을 함으로써 이러한 항우울작용을 나타내는

것이 아닌가 생각된다.

한편 HSP70이나 c-fos의 발현은 CRF뿐만 아니라

세로토닌, 도파민 계열의 작용과도 연관이 되는데, 이

에 대해 opioid 투여 중단을 통해 PVN에서 TH와

c-fos 발현을 관찰한 보고36)가 있었고, Laorden 등37)

은 opioid receptor agonist를 주입한 후 PVN에서

TH와 c-fos의 발현을 관찰한 결과를 보고하였고,

Ceccatelli 등38)은 구속스트레스와 콜히친의 icv 투여

가 PVN뿐만 아니라 뇌간의 카테콜라민 신경세포들

에서도 c-fos의 발현을 유발한다고 보고하였다.

따라서 靑皮의 항우울 작용의 기전을 살피기 위해

CRF antagonist와 비교하고, 세로토닌, 도파민, 카테

콜라민 계에 미치는 영향에 대한 추가연구가 필요하

다고 생각된다.

결 론

靑皮가 흰쥐의 우울행동에 미치는 효과를  알아보기

위해 FST를 실시하여 행동변화에 미치는 영향을 보고,

면역조직화학법으로 시상하부의 PVN에서 CRF, HSP70,

c-fos의 변화를 측정하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. FST를 실시하고 부동행동이 나타나는 시간을

관찰한 결과, 대조군에 비해 靑皮 100mg/kg그룹과

靑皮 400mg/kg그룹에서 유의성있게 감소하였다.

2. 면역조직화학법으로 시상하부의 PVN에서 CRF

의 발현을 관찰한 결과, 대조군에 비해 靑皮 400mg/

kg그룹에서 CRF의 발현이 유의성있게 감소하였다.

3. 면역조직화학법으로 시상하부의 PVN에서 HSP70

의 발현을 관찰한 결과, 대조군에 비해 靑皮 400mg/

kg 그룹에서 HSP70의 발현이 유의성있게 감소하였다.

4. 면역조직화학법으로 시상하부의 PVN에서 c-fos의

발현을 관찰한 결과, 대조군에 비해 靑皮 100mg/kg

그룹과 靑皮 400mg/kg그룹에서 c-fos의 발현이 유

의성있게 감소하였다.

이상과 같은 실험결과를 볼 때, 靑皮가 FST에서

시상하부의 PVN에 작용함으로써 흰쥐의 우울행동을

억제시키는 항우울효과가 있다고 생각된다.
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