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ABSTRACT
BackgroundandObjective:Theprospectsfordevelopingananti-apoptoticnaturalcomponentoracompoundthat

exertsaneuroprotectiveeffectwithfewornosideeffectsforthetreatmentofneurodegenerativediseaseappearfavorable.In
thepresentstudy,weevaluatedtheeffectsofthemethanolextractofPhellodendriCortex(PCextract)on1-methyl-4-phenyl
pyridinium(MPP+)-inducedapoptosisinPC-12cells.

MaterialsandMethods:WeusedthemethanolextractofPhellodendriCortex(PCextract).PC-12cellswerecultured
byRPMZ-1640.WefoundthePCextract'sgeneexpression(Bax,Bcl-2)byusingRT-PCR.WeexaminedthePCextract's
proteinexpression(Bcl-2,Bax,cytochromec,poly(ADP-ribose)polymerase(PARP),caspase-3)bySDS-PAGEandWestern
blot.

Results:ApoptosisinMPP+-inducedPC-12cellswasaccompaniedbyanincreasedBax/Bcl-2ratio,releaseof
cytochromectothecytosolandtheactivationofcaspase-3.PC extractinhibitedthedown-regulationofBcl-2andthe
up-regulationofBax,aswellasthereleaseofmitochondrialcytochromecintothecytosol.Inaddition,PCextractattenuated
caspase-3activationandcleavageofpoly(ADP-ribose)polymerase(PARP).

Conclusion:TheseresultssuggestthattheneuroprotectivepotentialsofPCextractagainstMPP+-inducedapoptosiscan
be,atleastpartially,ascribedtoitsanti-apoptoticeffectsinPC-12cells.

Keywords:PhellodendriCortex,Parkinson'sdisease,PC-12Cell,MPP+

Ⅰ.緖 論

최근 노인 인구의 급증과 더불어 다양한 신경

퇴행성 뇌질환(neurodegenerativedisorders)환자의

증가로 이에 대한 치료와 예방에 관심이 고조되고

있다
1
.신경 퇴행성 뇌질환은 신경의 퇴행성 변화

로 인해 운동장애,기억장애,인지장애 등 여러 가

지 병증을 유발하는 질병으로,이 중 파킨슨병은

뇌 흑색치밀부(substantianigraparscompactra;

SNpc)의 멜라닌 색소를 함유한 도파민 신경의 세

포 사멸과 선조체(striatum)의 도파민 결핍으로 인

해 진전(tremor),운동완서(bradykinesia),근육경

직(rigidity),비정상적 자세(posturalinstability),

운동 불능(akinesia)등의 증상을 나타내는 질환으
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로 알려져 있다2,3.

파킨슨병의 현재까지 치료 방법은 주로 도파민

전구물질인 L-dopa를 투여하여 도파민을 보충하는

방법을 사용하였으나,많은 임상 연구에서 지속적

인 L-dopa의 사용이 심각한 부작용을 초래하는 것

으로 알려져
4,5
,최근에는 파킨슨병의 발병원인과 도

파민신경 세포의 사멸기전에 관련된 인자들에 대

한 연구를 통하여 파킨슨병을 예방하고 병의 진행

을 완화시킬 수 있는 새로운 치료법 개발에 대한

연구가 많이 이루어지고 있다
5,6
.

파킨슨병에 관한 연구들은 신경독을 사용하여

만든 모델에서 주로 수행되고 있는데 특히

catecholamine성 신경만을 선택적으로 파괴하는 것

으로 알려진 6-hydrocydopamine (6-OHDA)와

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydrophridine(MPT

P)이 널리 사용되며,MPTP의 대사물인 MPP
+
는

도파민 신경세포의 사멸을 유발하는 물질로 알려

져 있으며 파킨슨병의 세포 실험에서 신경 독성

물질로 사용되고 있다7,8.

황백(黃柏;PhellodendriCortex)은 淸熱燥濕,瀉

火解毒,退虛熱의 효능이 있다고 알려져 있다9.황

백에 대한 실험 연구로는 김 등
10
의 활성산소 제거

및 지질과산화 억제효과에 대한 연구,Mori등11의

면역반응 조절에 대한 연구,박 등
12
의 신경 퇴행성

뇌질환에서 염증을 유발하는 신경교세포의 활성

억제에 대한 연구,Uchiyama등
13
의 약물로 유발된

궤양 억제에 대한 연구 및 김 등14의 대식세포에서

염증 반응 억제에 대한 연구 등이 보고되어 있다.

그러나,현재까지 황백의 도파민 신경세포 손상에

대한 방어효과와 관련된 약리적 작용에 관한 연구

는 보고되어 있지 않다.

따라서 본 연구에서는 도파민 신경 세포인

PC-12cell에서 독성 물질인 MPP+를 통해 유발되

는 신경세포 손상으로부터 황백 추출물의 신경보

호효과 및 세포사멸을 방어하는 기전에 대한 연구

를 수행하였다.

Ⅱ.實 驗

1.材 料

1)藥 材

실험에 사용된 황백은 영천(경북)에서 유통되는

국산한약재로서 (주)광명당제약(울산,한국)으로부

터 원료시험을 통과한 것을 구입하여 동국대학교

한의과대학 본초학교실에서 검정하고 정선한 것을

사용하였다.

2)시 약

Hoechst33342,3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,

5-diphenylterazolium bromide(MTT),1-methyl

-4-phenylpyridinium(MPP
+
), dimethyl sulfoxide

(DMSO),anti-β-actinmonoclonalantibody(mAb),

skimmilk등은 Sigma社(StLouis,MO,USA)에서

구입하였다.Fetalbovineserum(FBS),RPMI-1640

배지는 HyClone社(Logan,UT,USA)제품을 사용

하였으며,penicillin/streptomycin용액과 trypsin-

EDTA는 Gibco BRL社(Div. of Invitrogen,

Gaithersburg,MD,USA)에서 구입하여 사용하였

다.Improm-II
TM

reverse transcriptase와 PCR

Taq-polymerase kit는 Promega社(Madison,WI

53711,USA)에서 구입하였으며,Affinity-purified

goatanti-mousebcl-2,bax,caspase-3p17antibodies,

anti-rabbit/ anti-mouse IgG는 Santa Cruz

Biotechnology社(SantaCruz,CA,USA)에서 구입

하였고,affinity-purifiedrabbitanti-mousecytochrome

cantibody는 BD Pharmingen社(BD Biosciences,

SanDiego,CA,USA)제품을 사용하였고,rabbit

anti-mouse PARP antibody는 Cell Signaling

TechnologyInc.(Danvers,MA,USA)에서 구입하

여 사용하였다.Nitrocellulose membrane,ECL

Westerndetectionreagent,proteinassaysolution,

30% acrylamide solution 등은 Amersham

Bioscience社(Piscataway,NJ,USA)에서 구입하였

고,X-ray film과 develop solution은 Kodak社

(Burnaby,BritishColumbia,CA)에서 구입하여
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사용하였다.

3)기 기

실험에 사용되어진 기기는 MicroplaterReader

(Asys,Sunnyvale,CA,USA),Deep-freezerAdvantage

(Queue,USA),RotaryEvaporator(Eyela,Japan),

ThermalCycler(BioRadLabolatoriesInc,Hercules,

CA,USA),OrbitalShaker(Finemould Precision

IN, Co, Gyeonggi-do, Korea), BioDoc It
TM

ImagingSystem(UVP,Cambridge,UK),Western

BlotSystem(Bio-RadLaboratories,Hercules,CA,

USA),UV-VISSpectrophotometer(Shimazu,Japan),

CO2incubator(ThermoElectronCorporation,NH,

USA),fluorescencemicroscopy(OlympusImaging

AmericaInc,CenterValley,PA18034-0610,USA)

등이다.

2.方 法

1)황백 추출물의 제조

건조한 황백(PhellodendriCortex)의 수간피(500

g)를 2L의 80% 메탄올(MeOH)과 함께 60
o
C에서

3시간 동안 3회 추출하였다.추출액을 2겹 여과지

와 Wathmanfilterpaper로 여과하여 회전식 증발

기(rotaryevaporator)에서 감압․농축한 다음 동

결․건조하였다.건조된 황백 추출물의 수득양은

87.5g이었으며,수율(yield)은 17.5%로 나타났다.건

조된 황백 추출물은 냉동보관하며,세포실험 직전에

DMSO에 완전히 녹여서 사용하였다.이때 DMSO

는 세포 생존에 영향을 주지 않도록 세포 배양액에

서 0.01% 이하의 농도 유지 되도록 사용하였다.

2)세포 배양

흰쥐(rat)의 크롬친화성 세포이자 교감신경세포

인 PC-12 cell은 American Type Culture

Collection(ATCC,TheGlobalBioresorceCenter
TM
,

VA,USA)으로부터 구입하였으며,10% horse

serum과 5%　fetalbovineserum,1% penicillin/

streptomycin을 포함하는 RPMI-1640배지(complete

medium)를 배양액으로 하여 5% CO2,37℃배양기

에서 배양하였다.

3)세포 생존율 측정

PC-12cell(2.5×10
4
cells/well)을 96-wellculture

plate에 RPMIcompletemedium0.1㎖과 함께 하

룻밤 배양한 다음,다양한 농도(10～30㎍/㎖)의

황백 추출물을 처리하여 24시간 동안 배양하였다.

또한 MPP
+
에 대한 세포 독성을 조사하기 위하여

다양한 농도(10～100μM)의 MPP+를 처리하여 24

시간 동안 배양하였다.각 well에 MTT 용액(0.5

㎎/㎖)을 10㎕씩 첨가하여 4시간 동안 배양하면서

환원반응을 유도한 후 배양액을 제거하고 보라색

의 formazan 결정을 용해하기 위해 0.1 ㎖의

DMSO용액을 첨가하여 30분간 반응하였다.이를

microplatereader를 이용하여 550㎚에서 흡광도를

측정하였으며 대조군에 대한 세포 생존율(cell

viability)100%를 기준으로 약물 처리군의 세포

생존율을 계산하였다.

4)세포 형태변화 관찰

MPP
+
에 의해 세포에 손상이 가면 세포 사멸이

일어나게 되어 핵의 형태적인 변화가 관찰되는데

이를 확인하기 위하여 염색질에 특이적 염색 시약

인 Hoechst33342를 사용하여 세포를 염색 하였다.

즉,PC-12cell(2.5×104cells/well)을 3㎝ culture

dish에 RPMIcompletemedium 3㎖과 함께 하룻

밤 배양한 다음,다양한 농도(10～30㎍/㎖)의 황

백 추출물을 2시간 동안 전처리(pre-treatment)하

였다.여기에 MPP
+
70µ㏖을 첨가하여 다시 24시

간 동안 배양하였으며,세포를 수거하여 4%

paraformaldyhyde용액에서 20분간 고정하였다.이

를 0.02㏖ 1xphosphatebufferedsaline(PBS)으로

3번 세척한 후 암실 조건에서 Hoechst33342용액

을 10㎍/㎖ 넣어 10분간 실온에서 반응시켰다.이

를 형광 현미경에서 200×배율로 관찰하였다.

5)유전자 발현 조사

PC-12cell에서 mitochondria로부터 cytochrome

c의 분비를 유도함으로써 세포사멸을 유도하는

pro-apototicmolecule인 bax와 이를 막는 anti-

apoptoticmolecule인 bcl-2의 유전자 발현에 대한



1-methyl-4-phenylpyridinium(MPP
+
)로 유도된 파킨슨병의 세포 손상에 대한 황백의 신경세포 보호효과

54

황백 추출물의 효과를 조사하기 위해 reverse

transcription-polymerasechainreaction(RT-PCR)

을 수행하였다.PC-12cell(2×105cells/㎖)을 3

㎝ culturedish에 하룻밤 배양하고 다양한 농도(1

0～30㎍/㎖)의 황백 추출물을 처리하여 2시간 동

안 배양하였다.여기에 MPP
+
70µ㏖을 처리하여

24시간 동안 배양함으로써 세포 사멸을 유도하였

다.각 세포를 수거하여 5,000rpm에서 5분간 원심

분리한 후 cellpellet으로부터 TRIzol시약을 이용

하여 totalRNA를 분리하였다.분리된 RNA(1㎍)

에 oligo-(dT) primer와 Improm-IITM reverse

transcriptase를 이용하여 25℃에서 10분,42℃에서

60분,70℃에서 15분 조건으로 cDNA를 합성하였다.

합성된 cDNA에 대한 유전자 증폭반응(PCR)을

수행하기 위해 위에서 mRNA로부터 합성된

cDNA(1㎍)에 specificprimers(10p㏖)1㎕,10×

buffer(10mM Tris-HCl,pH 8.3,50mM KCl,

0.1% Triton X-100),250µ㏖ dNTP,1U Tag

polymerase등을 혼합한 후 denaturation을 위해 9

4℃에서 30초,annealing을 위해 55-60℃에서 30초

및 extension을 위해 70℃에서 60초의 조건에서

30-35cycles을 수행하였다.

PCR반응의 표준 대조군(internalhousekeeping

gene)로 GAPDHs를 사용하였다.PCR을 위해 사용

된 specificprimers는 Table1에 기술하였다.

Primers Sequences

bcl-2
Sense

5'-CAC CCC TGG CAT CTT
CTCCT-3′

Antisense
5'-GTT GAC GCT CCC CAC
ACACA-3′

bax
Sense

5'-GCA GGG AGG ATG GCT
GGGGAG-3′

Antisense
5'-TCC AGA CAA GCA GCC
GCTCACG-3′

GAPDH
Sense

5'-CTC GTG GAG TCT ACT
GGTGT-3'

Antisense
5'-GTC ATC ATA CTT GGC
AGGTT-3'

Table1.PrimersforPCRinPC12cells

6)단백질 발현 조사

PC-12 cell로부터 세포사멸 관련 단백질들인

bcl-2,bax,cytochromec,poly(ADP-ribose)polymerase

(PARP),caspase-3등의 발현에 대한 황백 추출물

의 효과를 조사하기 위해 단백질 발현 조사 방법

인 SDS-polyacrylamidegelelectrophoresis(SDS-

PAGE)와 Westernblot을 수행하였다.즉,PC-12

cell(2×10
5
cells/㎖)을 3㎝ culturedish에 다양한

농도(10～30㎍/㎖)의 황백 추출물을 처리하여 2시

간 동안 배양하였다.여기에 MPP
+
70µ㏖을 처리

하여 24시간 동안 배양함으로써 세포 사멸을 유도

하였다.PC-12cell을 수거하여 1×ice-coldPBS로

두 번 세척한 다음 lysisbuffer(1㏖ Tris-HCl,5

㏖ NaCl,0.5% TritonX-100,proteaseinhibitor

cocktail)100㎕를 넣어 세포를 완전히 용해(lysis)

시켰다.이를 14,000rpm에서 20분간 원심 분리하

여 상층액을 회수한 다음,Bradfordproteinassay

용액과 bovineserum albumin(BSA)표준 용액을

이용하여 단백질 양을 정량하였다.분리된 단백질

중 20㎍의 단백질을 10% polyacrylamidegel을 이

용하여 SDS-PAGE를 실시하였으며,이후 gel을 분

리하여 nitrocellulose(NC) membrane에 옮기고

(transfer),5% skim milk로 실온에서 1시간 동안

membrane을 blocking하였다.각 membrane에 표

적 단백질에 대한 일차항체(primaryantibody)를

150mM NaCl과 0.5% Tween-20이 첨가된 10mM

Tris-HCl(TBS-T)용액으로 희석하여(1:3000)넣은

후 4℃에서 하룻밤 반응하였다.다음날,membrane

을 TBS-T용액으로 3회 세척하고 TBS-T로 희석

된(1:5000)horseradishperoxidase-conjugated이차

항체(secondaryantibody)를 넣어 실온에서 1시간

반응시켰다.이를 다시 TBS-T로 3회 세척한 다음

enhancedchemiluminescencedetectionsystem을 이

용하여 X-rayfilm에 감광시켰다.각 단백질의 발

현양을 비교하기 위해 대조군으로 housekeeping

protein인 β-actin에 대한 일차항체를 이용하여 위

와 동일한 방법으로 실험을 수행하였다.
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7)통 계

모든 실험 결과는 3회 반복실험에 대한 평균±표

준오차(standarderrorofmean;SEM)로 나타내었

으며,통계학적 분석은 SPSS로 검정하여 p값이 ≤

0.05인 경우 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

Ⅲ.結 果

1.MPP
+
로 유도된 세포독성에 대한 황백 추출물의

세포 증식 효과

세포생존율(cellviability;%)을 측정한 결과,1

0～30㎍/㎖의 농도에서 황백 추출물의 PC-12cell

에 대한 독성은 대조군 100%를 기준으로 각각

105.06±2.89%와 102.12±3.16%로 측정되어 독성이

없는 것으로 나타났다(Fig.1A).

한편,MPP+에 의한 세포 독성을 측정한 결과,

70µ㏖ MPP
+
를 24시간 처리한 세포에서는 세포

생존율이 80.21±2.24%로 세포만 배양한 경우에 비

해 20% 정도 감소하였다(Fig.1B).

또한,MPP+에 의한 세포 생존도 감소에 대한

황백 추출물의 증식 효과를 조사한 결과,10㎍/㎖

과 30㎍/㎖의 황백 추출물을 70µ㏖ MPP+에 의

해 세포 생존율이 감소한 PC-12cell에 처리 하였

을 때,각각 89.57±2.96%와 92.90±2.60%로 측정되

어 기준값보다 각각 약 9.3%,약 12.7% 정도 증가

하였다(Fig.1B).

Fig.1.Cytotoxiceffectandprotectiveeffectof
the methanolextract of Phellodendri
cortex(PC)inPC-12cells.

(A) The cells were treated with different
concentrationsofPC for24h,afterwhichthe
cellviabilitywasmeasuredbyMTT assay.
(B)PC-12cellswerepre-treatedfor2hwith
10or30㎍/㎖ PCextractpriortoexposureto
70μM MPP+ for24h.
**P<0.01,***P<0.001vs.MPP

+
alone.

2.MPP
+
로 유도된 세포 핵 변화에 대한 황백 추출

물의 효과

세포 형태변화 관찰 결과,세포만 배양한 경우

세포핵의 형태는 난원형의 둥근 정상적인 형태

(ovalshapedround)로 파란색 형광이 일정하게 나

타나는 것을 관찰하였다(Fig.2A).한편,70µ㏖의

MPP
+
를 24시간 처리한 세포의 핵은 염색질이 밝

아지고 주름지게 변하였으며,세포사멸이 일어난

세포의 일반적인 현상인 핵이 작고 진해지는 양상

을 관찰하였다(Fig.2B).반면,황백 추출물을 10

또는 30㎍/㎖ 농도로 전처리한 세포에서는 MPP
+

에 의한 변화가 감소되어 보호 효과가 있는 것으

로 나타났다(Fig.2C& 2D).

3.세포사멸 분자들에 대한 황백 추출물의 조절 효과

1)bcl-2와 bax의 유전자 발현에 대한 효과

reversetrasnceiption-polymerasechainreaction

(RT-PCR)을 수행한 결과,세포만 배양하였을 때

는 bcl-2유전자의 발현이 bax보다 높게 발현되고

있어 anti-apoptosis를 유지하고 있는 반면,70µ㏖
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의 MPP+를 처리하였을 때는 bcl-2의 유전자 발현

은 감소하고 bax의 유전자 발현은 증가하여 MPP
+

가 apoptosis를 유도하는 것으로 나타났다(Fig.

3A).반면,황백 추출물을 10과 30㎍/㎖ 농도로

처리한 세포에서는 bcl-2의 유전자 발현이 농도 의

존적으로 증가하였고,bax의 발현은 감소하여

MPP+에 의해 유도된 세포 사멸이 억제되는 것으

로 나타났다(Fig.3B).

Fig.2.Morphologicalanalysisofnuclearchromatins
inPC-12cellsasdeterminedbyHoechst
33342staining.

The cells were treated with MPP
+
in the

absenceorpresenceofPCextract.(A),control
conditions;(B),afterexposureto70μM MPP+

for24h;(C)and(D),cellsdisplayedcondensed
chromatin sand apoptoticnuclei.PC-12cells
werepretreatedwithdifferentconcentrationsof
PCextractfor2hpriortoexposureto70μM
MPP

+
foranother24h.Photographswerepresented

afluorescencemicroscopeat200×magnification.
Representativedatashownwereselectedfrom
three independent experiments. The arrows
indicateapoptoticcells.

Fig.3.EffectofPC extracton the mRNA
expressionofbcl-2andbaxinducedby
MPP+ treatmentofPC-12cells.

ThecellsweretreatedwithMPP
+
inthe

absence orpresence ofPC extract.(A)
RT-PCR wasthenperformedtodetermine
thebaxandbcl-2mRNA levels.(B)The
bax to bcl-2 ratio was determined by
densitometricanalysis.GAPDH transcripts
are shown as an internalreference for
amplificationofcDNA.
#
P<0.0001,*P<0.05,**P<0.01vs.MPP

+
alone.

2)bcl-2와 bax의 단백질 발현에 대한 효과

SDS-PAGE와 Western blot을 수행한 결과,

bcl-2의 단백질 발현은 유전자에서의 결과와 유사

하게 70µ㏖의 MPP+를 처리하였을 때 현저히 감

소한 반면,bax의 유전자 발현은 유의적으로 증가

하여 결과적으로 bax/bcl-2의 발현비율이 증가되었

고(Fig.4A),MPP
+
에 의해 유도된 bax/bcl-2의 단

백질 발현 비율의 증가는 황백 추출물 10㎍/㎖과

30㎍/㎖을 처리하였을 때,bcl-2의 발현은 증가하

고,bax의 발현은 다소 감소하여 결과적으로

bax/bcl-2의 비율이 유의적으로 감소되었다(Fig.

4B).

3)caspase-3,PARP,cytochromec발현에 대한

효과

SDS-PAGE와 Westernblot을 수행한 결과,세

포만 배양하였을 때는 미토콘드리아로부터 cytochrome

c의 분비가 관찰되지 않았으며,70µ㏖의 MPP
+
를

처리하였을 때 미토콘드리아에서 cytochromec의
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분비가 증가되었고,황백 추출물을 각각 10㎍/㎖,

30㎍/㎖로 처리한 세포에서는 cytochromec의 분

비가 두 농도 모두에서 억제되었다(Fig.5A).

활성화된 caspase-3(activecaspase-3)는 세포만

배양하였을 때는 매우 낮게 발현이 관찰되는 반면,

MPP
+
를 24시간 처리하였을 때,현저히 발현이 증

가되었고,황백 추출물을 각각 10㎍/㎖과 30㎍/

㎖로 처리한 세포에서는 농도 의존적으로 active

caspase-3의 발현이 감소하였으며,PARP는 세포만

배양하였을 때는 매우 낮게 발현되는 반면,MPP
+

의 처리에 의해 활성화되는 caspase-3에 의해

116-kDa에서 89-kDa의 분절로 분리(cleavage)되었

고,황백 추출물을 각각 10㎍/㎖과 30㎍/㎖로 처

리한 세포에서는 농도 의존적으로 89-kDa의

PARPcleavage가 감소되었다(Fig.5B).

Fig.4.EffectofPC extracton the protein
expressionofbcl-2andbaxinducedby
MPP

+
-treatmentofPC-12cells.

(A)Westernblotanalysiswasperformedto
determinethebaxandbcl-2proteinlevels.

(B)Thebaxtobcl-2ratiowasdetermined
usingadensitometerandthenplotted.
***P<0.001,vs.MPP

+
alone.

Fig.5.EffectofPCextractonthereleaseof
cytochromecfrom themitochondriainto
the cytosol and on the caspase-3
activityandPARPcleavageinducedby
MPP

+
treatmentinPC-12cells.

(A)Cytosolicproteinswerepreparedfromcells
thatwereorwerenotpretreated with PC
extractfor 2h priorto incubation in the
presenceof70μM MPP+ for24h.Westernblot
analysiswasthenperformedtoevaluatethe
releaseofcytochromecfrom themitochondria
intothecytosol.PCextractblockedtherelease
ofcytochromecfromthemitochondriaintothe
cytosol.(B) Attenuation ofMPP

+
-induced

caspase-3activityandPARPcleavagebyPC
extractasdeterminedbyWesternblotanalysis.

Ⅳ.考 察

현대 사회의 특징인 고령인구의 증가로 신경 퇴

행성 뇌질환 환자의 수가 급격히 증가하고 있으며
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이는 사회적인 그리고 국가적인 부담이 되고 있다.

따라서 다양한 신경 퇴행성 뇌질환의 예방과 치료

를 위한 한약제제 개발에 대한 연구는 시대적으로

절실하게 요구되고 있는 분야이다
15
.대부분의 신경

퇴행성 뇌질환은 신경계의 정보 전달에 가장 중요

한 신경 세포의 사멸,신경 세포와 신경 세포 사이

의 정보전달을 하는 시냅스 형성의 문제이거나 기

능상의 변화,신경의 전기적 활동성의 이상적 증가

또는 감소 등을 통한 신경의 퇴행으로 야기되어9,16

운동장애,기억장애,인지장애 등 여러 가지 병증

을 유발하는 질병으로,파킨슨병(Parkinson'sdisease),

알츠하이머병(Alzheimer'sdisease),근위축성 측색

경화증(Amyotrophic lateralsclerosis),헌팅톤병

(Huntington'sdisease)등이 있다
16-18
.

이 중 파킨슨병은 아직 발병 원인이 명확히 밝

혀지지 않은 대표적인 신경 퇴행성 질환으로,전

세계에서 60세 이상 노인들의 1%가 걸리는 운동

장애 질환이다
15
.증상은 점진적으로 진행되며,일

차적으로 떨림,근육경직,운동시작 불능과 반사능

력 상실로 나타나고 이차적으로는 정신 장애를 일

으키기도 하는 난치성 질환이다18.파킨슨병은 뇌의

흑색치밀부에 있는 도파민 신경세포의 변성에 의

한 도파민 부족과 선조체에 분포하는 신경 섬유의

소실,죽어가는 신경세포로부터 생성되는 루이소체

(Lewybody)란 단백질 덩어리의 응집 등으로 인

해 발생되는 것으로 알려져 있다
18-20
.또한 파킨슨

병의 병인과 진행에 있어 산화적 스트레스

(oxidativestress)의 역할은 흑색질에서 glutathione

농도의 감소,지질과산화 생성물의 증가,활성 산

소 생성의 증가 및 철 이온 농도의 증가 등으로도

설명되고 있다19,20.일단 한번 손상을 받은 신경 세

포는 재생되지 않기 때문에 신경 세포를 보호하는

방법에 대한 연구가 매우 중요하며,현재 세계 각

국의 연구자들이 뇌신경 손상의 확산을 제한하는

데 필요한 신경보호 제제를 개발하기 위해 많은

연구를 진행하고 있다.그러나 아직까지도 그 효과

가 증명된 신경세포 보호제는 개발되고 있지 않은

실정이다.

최근에는 다양한 한약재들을 이용하여 파킨슨병

을 예방하거나 치료하려는 시도가 이루어지고 있

는데,예를 들어 인삼 추출물의 파킨슨병 동물에서

의 신경 보호 효과21,은행잎 추출물의 파킨슨병 동

물에서 levodopa에 의한 신경 손상으로부터의 보호

효과22,천둥신 덩굴(Tripterygium wilfordiiHook

F)추출물의 trichloride성분에 의한 MPP
+
에 의한

도파민 신경세포 사멸에 대한 보호효과23,다양한

폴리페놀류들(polyphenoliccompounds)의 항산화

활성을 통한 신경 보호 효과24등 다양한 연구결과

가 보고되고 있다.

황백(黃柏;PhellodendriCortex)은 운향과(芸香

科;Rutaseae)에속한황벽나무(落葉喬木;Phellodendron

amurenseRupr.)의 주피(樹皮)를 벗긴 수간피(樹

幹皮)로서, 그 성분은 berberine, palmitine,

phellodendrine,jatrorrhizine등과 같은 알칼로이드

성분들이 보고되어 있다.

≪神農本草經≫25,26에서는 “性寒味苦無毒.主五

臟腸胃中結熱 黃疸 腸痔 止洩痢 女子漏下赤白 陰

蝕瘡,殺疳蟲,疥癬,治目熱赤痛,口瘡,除骨蒸癆熱.”

이라 하여 性味와 效能을 밝히고 있고,≪丹溪心法

≫25에서는 “足少陰手厥陰本經藥,足太陽引經藥也.

又瀉膀胱火,亦治龍火,有瀉火補陰之功”이라 하여

歸經과 效能을 밝히고 있다.또한 ≪萬病回春≫27에

서는 “黃栢苦寒,降火滋陰,骨蒸濕熱,下血堪任.”이

라 하였고,≪本草求眞≫28에서는 “苦獨入少陰瀉火,

入膀胱瀉熱.凡人病因火亢見骨蒸癆熱,目赤耳鳴,消

渴便閉.及濕熱爲病而見諸痿癱瘓,水瀉熱痢,黃疸水

腫,治血瘍風,漏下白痢.與夫諸痛瘡瘍,蚘蟲內攻.”

이라 하여 황백의 效能과 治病에 대해 언급하고

있다.이를 종합하여 보면,황백의 性味는 苦寒하

고,腎,膀胱,大腸經에 歸經한다.淸熱燥濕,瀉火解

毒,退虛熱의 효능이 있어 濕熱瀉痢,黃疸,帶下,熱

淋,脚氣,痿躄,骨蒸勞熱,盜汗,遺精,瘡瘍腫毒,濕

疹瘙痒의 증상을 치료하는데 사용된다
9
.따라서 임

상에서는 濕熱病證인 腸炎(痢疾),帶下(膣炎),濕
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熱黃疸,關節炎,末梢神經炎에 응용되고,火熱病證

인 癰腫瘡瘍,化膿性濕疹(皮膚炎),咽喉炎,結膜炎,

口舌炎에 응용되며,陰虛熱 相火로 인한 肺結核,

骨蒸熱,腎臟炎(血尿),膀胱炎 등에 응용된다
29
.

이와 같이 임상에서 황백은 濕熱로 인한 實熱證

에 사용되고 있을 뿐만 아니라,陰虛熱 相火로 인

한 虛熱證에도 사용되고 있음에 착안하여 퇴행성

뇌질환에서 항염증효과 이외에도 뇌신경세포 자체

를 보호하는 효과가 있을 것으로 생각하였다.특히,

뇌 질환에 효과가 있을 것으로 사료되는 것은 한

방에서 腎은 主骨髓하고 腦는 髓之海이므로 髓의

부족으로 인한 陰虛熱 相火가 발생하여 퇴행성 뇌

질환에서 뇌신경손상이 발생한 것을 치료할 수 있

는 한약재로서 황백을 실험하였다.

박12의 이전 보고에서 황백이 뇌신경교세포의 염

증 억제효과를 통한 뇌 신경보호의 가능성을 시사

한 바에 대한 기전을 규명하기 위하여 본 저자는

황백이 뇌신경교세포의 염증 억제효과 뿐만 아니

라 뇌 신경세포 보호효과가 있을 것으로 사료되어

본 연구에서는 MPP
+
로 유도된 세포 사멸에서 황

백 메탄올 추출물의 도파민 신경 세포의 보호효과

와 작용 기전에 대해 조사하였다.

MPP+로 유발된 파킨슨병에 관한 연구는 신경

독성 물질들을 사용하여 만든 모델에서 주로 시행

되고 있는데 특히 catecholamine성 신경만을 선택

적으로 파괴하는 것으로 알려진 6-OHDA와

MPTP가 널리 사용되고 있다.이 중 파킨슨병 연

구 모델로 널리 사용되는 신경 독소인 MPTP는

체내로 흡수되어 뇌혈관 장벽(brain-bloodbarrier)

을 통과한 다음 성상세포(astrocyte)에서 monoamine

oxidaseB(MAO-B)에 의해 1-methyl-4-phenylpyridi

-nium(MPP
+
)로 대사되어 기저핵의 흑질에 있는

도파민성 신경 세포에만 선택적으로 작용하는데

특히 미토콘드리아의 전자전달계 I(mitochondrial

complexI)을 억제함으로써 세포 독성을 통해 도

파민 신경 세포에 손상을 주게 되어
7
,파킨슨병과

유사한 특징적인 소견들을 유발하게 된다30.본 연

구에서 흰쥐 도파민성 신경세포주인 PC-12cell은

도파민성 세포에서 선택적 신경 독소인 MPP
+
에

의해 농도 의존적으로 신경 세포의 사멸이 유발되

었고,황백 추출물은 30㎍/㎖ 농도까지는 단독으

로 도파민성 신경세포의 증식과 사멸에 유의한 영

향을 주지 않았으나,MPP
+
투여 전에 배양액에

처리함으로써 MPP+독성으로부터 이들 도파민 신

경 세포를 효과적으로 보호하는 것을 확인하였다.

다양한 유전자와 그들의 단백질은 미토콘드리아

기전을 통해 세포사멸에 영향을 주게 되는데,그

중 bcl-2family는 세포 사멸을 조절하는 유전자들

의 그룹으로 bcl-2family의 어떤 유전자가 어떤 효

과를 나타내는지 정확한 기전은 명확하지 않지만,

미토콘드리아를 통한 세포 사멸 유도에 중요한 역

할을 하는 것으로 알려져 있다31-3.비정상적인 신

경 세포의 사멸은 다양한 뇌질환을 유발하는 것으

로 알려져 있으며,생화학적으로 caspase계열의

효소 활성을 필요로 한다.Caspase의 활성은 소위

mitochondrialpathway와 cytosolicpathway에 의

해 매개될 수 있으나,신경 세포 사멸의 과정은 전

형적인 mitochondrialpathway에 의하여 매개되는

것으로 생각된다
31,32
.최근 몇 년 동안 bcl-2family

중 pro-apoptoticmember로 알려져 있는 bax단백

질이 신경 세포의 apoptosis를 관장하는 가장 핵심

적인 인자임이 밝혀졌으며 bax를 둘러싼 조절 메

카니즘에 대한 연구가 이루어지고 있다
34
.포유류

세포에서는 bcl-2family단백질들을 기능에 따라

anti-apoptoticgroup과 pro-apoptoticgroup으로 구

분하며,pro-apoptoticgroup은 bax,bak,box등이

있고 anti-apopticgroup에 bcl-2,bcl-XL등이 있

다.신경 세포 사멸의 초기 활성화 단계에는

Nervousgrowthfactor와 같은 신경 성장인자의 부

족으로 야기되는데 기전은 정확하지 않으나

MLK(multiplelineagekinase)와 같은 단백질 인산

화 효소의 활성이 있고,이에 의한 JNK의 인산화

와 JNK 활성화에 의한 하위 산물인 c-JUN 단백

질의 인산화와 같은 과정들이 연속적으로 진행되
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어 세포사멸 활성 신호의 핵 내 유입이 일어나게

된다
35
.신경 세포 사멸의 전이 단계(transition)는

bcl-2family중 bcl-2단백질에 의해 매개되며,미

토콘드리아에 의해서 세포 사멸이 돌아갈 수 없는

비가역적인 과정으로 전환되는 과정이다.이 과정

의 핵심적인 기전은 세포질 내 단량체로 존재하던

bax또는 bak단백질이 중합체를 형성하며 미토콘

드리아 외막에 삽입되는 것이다.bcl-2의 생존 촉진

기능과 bax의 사멸 촉진 기능이 서로 길항 작용을

일으키고 있는데,두 단백질의 발현 양 조절에 의

해 생존과 사멸이 결정되게 된다34,35.bcl-2family

에서 bax와 bcl-2는 미토콘드리아 막의 투과성에

영향을 미치는데,특히 bax는 세포질에 존재하는

공극 형성 단백질로 미토콘드리아 막 바깥 면으로

이동한 후 막의 투과성에 영향을 미쳐 미토콘드리

아 안에 있는 cytochromec가 세포질로 분비되도록

한다.따라서,신경 세포 사멸의 실행 단계

(execution)는 bax단백질의 활성화 및 미토콘드리

아 유입으로 전자 전달계의 조효소로 작용하고 있

는 cytochromec와 같은 세포사멸 촉진 인자를 방

출하는 것으로 연결된다33.bcl-2는 막의 투과성을

안정화하여 미토콘드리아가 본래의 모습을 유지할

수 있도록 하는데,이로 인해 cytochromec의 분비

가 억제됨으로써 세포 사멸이 억제되게 된다
36
.세

포 사멸 과정의 초기 단계에서의 세포 생존은 우

선적으로 bcl-2family의 pro-apoptosis단백질과

anti-apoptosis단백질 간의 균형에 달려 있으며,

bax/bcl-2의 비는 bax와 bcl-2각각의 농도 보다

세포사멸의 좋은 예측 인자가 된다.또한 bax/

bcl-2의 비가 감소한다는 것은 cytochromec의 분

비와 caspase-3의 활성이 억제되었다는 것을 의미

한다
37
.본 연구에서 황백 추출물의 anti-apoptotic

유전자인 bcl-2의 발현과 pro-apoptotic유전자인

bax의 발현에 대한 효과를 조사한 결과,MPP
+
에

의해 증가되는 bax/bcl-2의 비율을 황백 추출물이

유의적으로 억제하는 것으로 나타났으며(Fig.3,4),

황백 추출물이 bax/bcl-2발현 비율을 감소시킴으

로써 미토콘드리아로부터 cytochromec의 방출을

억제시키는 것으로 나타났다(Fig.4).또한 본 연구

를 통해 황백 추출물이 MPP+에 의해 증가된

PC-12 cell의 bax/bcl-2의 비를 개선시키고,

cytochromec의 방출을 억제시킴으로써 세포사멸

로부터 세포를 보호한다는 사실을 알 수 있었다.

Cytochromec는 생체 내에서 전자 전달에 관계

하는 단백질로서 아미노산 약 100여개 잔기로 구성

되는 polypeptide와 보결분자족으로 구성되며,이것

과 공유 결합한 c형 heme한 개를 갖는 heme단백

질이다.일단 미토콘드리아로부터 방출된 cytochrome

c는 세포질 내에 존재하는 Apaf1,procaspase-9등

과 결합하여 apoptosome이라고 불리는 단백질 복

합체를 형성하고 이 복합체에 의하여 실행 caspase

의 하나인 caspase-3가 활성화된다. 활성화된

caspase-3에 의하여 DNA cleavage, nuclear

condensation,cytoplasmicbleb등 세포 사멸의 전

형적인 과정이 진행되게 된다
33,38
.

MPP+에 의해 유도되는 활성화된 caspase-3의

증가는 PARP의 분열을 수반하게 되는데,caspase-3

는 시스테인 단백분해군의 일종으로 세포 내에서

는 비활성 효소원으로 존재하지만 다양한 자극에

의해 DNA가 손상되면 caspase가 활성화되어 세포

사멸 신호전달에 중요한 조절자로 작용하게 된다.

신경 퇴행성 뇌질환의 경우에는 산화적 손상이 유

발하는 여러 세포 사멸 경로 중에서 사립체 손상

에 의한 cytochromec의 유출,caspase-3활성 및

PARP절단 증이 관련되는 세포 사멸의 하위 경로

를 통해 알츠하이머병,파킨슨병,근위축성측삭경

화증과 같은 신경 퇴행성 뇌질환의 발병 기전에

중요한 역할을 한다고 알려져 있다3,16.따라서 항산

화제를 이용하여 cytochrome c 유출을 줄이고

caspase활성을 억제함으로써 세포 사멸을 방지하

려는 노력을 퇴행성 질환의 실험 모델에서 시도하

고 있다39-41.본 연구에서 황백 추출물은 PC-12cell

에서 MPP
+
에 의해 증가된 caspase-3의 발현과

PARPcleavage및 cytochromec의 방출을 효과적
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으로 억제시킴으로써 신경 세포 사멸로부터 보호

한다는 사실을 알 수 있었다(Fig.5).

이상의 결과,황백 추출물은 PC12도파민 신경

세포에서 MPP
+
에 의해 증가되는 bax/bcl-2의 비

율을 감소시키고,caspase-3의 활성을 통해 나타나

는 PARP의 cleavage와 미토콘드리아로부터 cytochrome

c의 분비를 억제함으로써 세포사멸로부터 세포를

보호하였다.따라서 황백이 파킨슨병과 같은 신경

손상을 수반하는 신경 퇴행성 뇌질환에서 신경 보

호효과가 있음을 알 수 있다.

Ⅴ.結 論

흰쥐의 도파민 신경 세포인 PC-12cell을 이용하

여 황백 메탄올 추출물의 신경 보호 효과와 작용

기전을 조사하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.PC-12cell에서 황백은 0～30㎍/㎖ 농도 범위에

서 독성을 나타내지 않았다.

2.황백은 PC-12cell에서 MPP+에 의해 유도되는

뇌신경 세포 손상으로부터 세포 생존도를 농도

의존적으로 유의성있게 증가시켰다.

3.황백은 PC-12cell에서 MPP
+
에 의해 유도되는

핵의 형태적 변화를 억제하였다.

4.황백은 PC-12cell에서 MPP
+
에 의해 증가하는

bax/bcl-2의 유전자와 단백질의 발현을 유의성

있게 감소시켰다.

5.황백은 PC-12cell에서 MPP+에 의해 증가하는

caspase-3의 발현과 PARPcleavage및 미토콘

드리아로부터 cytochromec의 방출을 유의적으

로 감소시켰다.

황백은 PC12도파민 신경세포에서 MPP
+
에 의

해 증가되는 bax/bcl-2의 비율을 감소시킴으로써

caspase-3의 활성 억제를 통해 PARP의 cleavage와

미토콘드리아로부터 cytochromec의 분비를 억제

하여 세포 사멸로부터 신경 세포를 보호하였다.
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