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AbstractAbstract

Objectives:

ThisresearchinvestigatestheeffectoftheDHJHT extractonAlzheimer'sdisease.Specifically,theeffectsofthe
DHJHTextracton(1)thebehavior(2)theinfarctionareaofthehippocampus,andbraintissueinjuryinADmice
inducedwithβAwereinvestigated.

Methods:

TheeffectsoftheDHJHTextractontheproinflammationcytokinesmRNA expressionandproductionofBACE,
APPandβAininBV2microglialcelllinetreatedbylipopolysacchaide(LPS)plusβAwereinvestigated.Theeffects
oftheDHJHTextractonthebehaviorofthememorydeficitmiceinducedbyscopolaminewereinvestigated.

Results:

1.TheDHJHT extractsuppressedtheexpressionofIL-1β,IL-6,TNF-α,COX-2,andNOS-II,BACEandAPP
mRNAinBV2microglialcelllinetreatedbyLPSplusβA.

2.TheDHJHTextractsuppressedtheexpressionofβAproductioninBV2microglialcelllinetreatedwithLPSplusβA.
3.TheDHJHTextractshowedsignificantlyinhibitoryeffectonthescopolamine-inducedimpairmentofmemoryinthe
experimentofMorriswatermaze.

4.TheDHJHTgroupsuppressedtheexpressionofIL-1β,TNF-α,MDA,andCD68+/CD11b+inthebraintissueof
themicewithADinducedbyβA.

5.TheDHJHTgroupreducedtheinfarctionareaofhippocampus,andcontrolledtheinjuryofthebraintissueinthe
micewithADinducedbyβA.

6.TheDHJHTgroupreducedtauprotein,andGFAPinthebraintissueofthemicewithADinducedbyβA.

Conclusions:
TheseresultssuggestthattheDHJHTgroupmaybeeffectiveforthetreatmentofAD.Thus,DHJHTcouldbe
consideredamongthefuturetherapeuticdrugsindicatedforthetreatmentofAD.
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Ⅰ. 서  론

매는 만  또는 진행  뇌질 에 해  생

고, 억사고,지남 ,이해,계산, 습,언어,

단 등 다  고  뇌 능 장애  이루어진 

증후군  고 있다. 매  원인  병

이 실히 지지 않았지만, 뇌 질  침

범 는 신경계 퇴행  질 인 Alzheimer'sdisease

(AD)가 이다
1)
.

AD는 β amyloid peptide(βA), estrogen,

apolipoprotein E,presenilin(PS),oxidants(free

radicals),염증,사고에  손상,신경 달 질,

신경 양인자 등  많  인자가 여 는 

것  알  있다2).이  AD  에  

인 가  PS 자들  돌연변이  

APP  과다생  인해 βA가 과량  만들

어지게 고,이 βA  침  생  노인

(senileplaques)  신경독  인해 신경 포

가 다는 것이다3,4)
.

에  매는 痴獃,呆病,健忘 등  범

주에 속 며,病因  年老體虛,情志失調,飮食失

調,中毒外傷,他病 등이고 治法  補益精氣,補

腎健脾,豁痰化濁,行氣活血,淸熱解毒,益氣養血 

등  구분   있다5)
.

獨活地黃湯   東醫壽世保元 에 처  재  

처  少陽人 胃受熱裏熱病論에  少陽人  

中風,吐血 등에 사용  처 이다. 東醫壽世保

元 에  이 처  도는 단지 補腎水 는 

미에 국 지 않고 陰陽이 모  약해 淸陽이 

상승 지 못 여 생  병증에 補함 써 淸

陽  상승 도  는데 그 목 이 있다
6)
. 행

연구 는 장과 추신경에 미 는 효능에 

 실험연구7)  노 에 른 생체 능 를 

개 는 효과를 보여주는 연구가  있

다8).또  퇴행 이고 소모 인 상태에 용  

 있다
9)
는 주장도 었다. 라  獨活地黃

湯이 노  인 여 腎水가 고갈 었거나 淸陽

이 상승 지 못 여 나타난 매에  효과

를 나타날 것  단 여 이  같  연구를 

진행 다.

이에 자는 lipopolysacchride(LPS)  βA를 처

리  BV2microglialcellline에  pro-inflammatory

cytokine인 IL-1β,IL-6,TNF-α,COX-2,그리고 

NOS-IImRNA  찰 며,BACE  

APPmRNA ,그리고 βA생산량  Nitric

Oxide(NO)분 량  찰 다.또  APP

량  westernblot  찰 다. 편 βA  

도  AD병태 생  억 행동변 를 

고,생  뇌 포를 분 여 pro-inflammatory

cytokine,지질과산 도(MDA),CD68+/CD11b+

 acetylcholinesterase(AChE)   찰

며,뇌조직  허 상태,조직손상  변 를 

면역 조직염색법  찰  ,  결과

를 얻었 에 보고 는 이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1.재료

1)시약 기기

본 실험에 사용  시약 diethylpyrocarbonate

(DEPC),chloroform,trichloroaceticacid,isopropanol,

Tris-HCl,KCl,MgCl2,percoll, 구 용 액 

(ACKlysissolution),DMEM 양액,dulbecco's

phosphatebufferedsaline(D-PBS),2-isopropanol,

aricept,antibiotics는 Sigma사(USA) 품  사

용 며,우태아 청(fetalbovineserum,FBS)

Hyclone사(Logan,USA) 품 ,Taq.polymerase,
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DNase,RNase,그리고 Deoxynucleotidetriphosphate

(dNTP)는 TaKaRas사(Japan) 품 ,Moloey

MurineLeukemiaVirusReverseTranscriptase

(M-MLV RT)  RNaseinhibitor는 Promega사

(USA) 품 ,RNAzol
B
는 Tel-Test사(USA) 품

,그리고,Agarose는 FMC사(USA) 품  사

용 고, βA(Calbiochem,USA),anti-mouse

IgG-bead(Dynal,USA),anti-IL-1β  anti-TNF-α

(Pharmingen, USA), 그리고 anti-CD44-PE

(Pharmingen,USA),anti-CD68-FITC(Pharmingen,

USA),anti-CD11b-FITC(Pharmingen,USA),anti-

GFAP-FITC(Pharmingen,USA),anti-mouseIg

HRP-conjugatedsceondaryAb(1:4000,Amersham,

USA)  ECL-Hybond film(Amersham,USA),

anti-mouseGFAPmAb  anti-mouseTaumAb

는 Santa-Cruz사(California,USA) 품 ,LSAB

kit는 DAKO 사(Glostrup,Denmark) 품  사

용 며,그 외 시약들  특   일  사

용 다.

는 spectrophotometer(shimazue,Japan),

원심분리 (일과 ,Korea),Bio-freezer(sanyo,

Japan),열탕추출 (웅,DWT-1800T,Korea),

감압 증 장 (Rotaryevaporator,BUCHIB-480,

Switzerland),동결 건조 (Freezedryer,EYELA

FDU-540,Japen),histidin affinity column

(Invitrogen.USA),Windows1Dmainprogram

(AAB,USA),stereotaxicframe(Adamec,USA),

CellectionPananti-mouseIgG-bead(Dynal,USA),

brain matrix(ASI instruments,Warren,MI.,

USA),QuantitativeReal-TimeRT-PCR(Applied

Biosystems,USA),ice-maker( 과 ,Korea),

ELISA leader(Molecular devise,USA),CO2

incubator(Lepco,USA),Cytometry(BD,USA),

Microscope(Nikon,Japan),Coolingmicrotome

(Serotec.USA),VIDEOTRACK(animalandhuman

being behaviouranalysissystem,Viewpoint,

France)  homogenizer(OMNI,USA)등  것

 사용 다.

2)동물

암컷 8 주  SPF(specific pathogen-free)

C57bl/6(18～20g)는 리엔트 이 (Korea)사에

 공 아 그룹 당 8마리씩  40마리를 상

 다.동  실험 당일 지 고 사료 

(항생  첨가,삼양사,Kr)   충분히 공

고 도 22±2℃,습도 55±15%,12 시간 

(light-darkcycle)  경에  1주간 시킨 

후 실험에 사용 며  동 실험

리 원회(IACUC:InstitutionalAnimalCareand

UseCommittee)  승인 (승인번 :DJUARB-200941)

 았다.

3)약물

본 실험에 사용  獨活地黃湯(DokHwalJiHwangTang,

DHJHT)  구   東醫壽世保元 10)에 

며,사용  약재들   산 병원

에  구입 여 여 사용 고,1첩  내용

과 구  다 과 같다(TableⅠ).

Herbname Scientificname Dose(g)

熟地黃 RehmanniaeRadixPreparat 16g

山茱萸 CorniFructus 6g

茯笭 Poria 6g

澤瀉 AlismatisRhizoma 6g

牧丹皮 MoutanCortex 4g

防風 LEdebouriellaeRadix 4g

獨活 AngelicaePubescentisRadix 4g

Totalamount 46g

TableⅠ.CompositionofDokhwaljihwang-tang
(DHJHT)

4)DHJHT추출물 분리
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DHJHT3첩 분량 (138g)에 증  2,000㎖

를 가 여 열탕 추출 에  3시간 추출 여 얻

 액  입 여과  뒤 이를 감압 증 장  

(rotary vaccum evaporator)  농축 여,다시 

동결 건조 (freezedryer)를 이용 여  건조

 DHJHT추출  24.2g  냉동 보 (-84℃)

면  당  농도  희 여 사용 다.

2.실험 방법

1)BV2microglaialcell배양 염증억

제 측정

(1) 포 양

본 실험에  사용  BV2microglialcellline  

primarymicroglialcell에 v-raf/v-myconcogene

 감염시  만들어진 cellline이며 태,

  능  특 이 primarycell과 같다14)
.동

결  BV2microglialcellline  해동 여 10%

FBS-DMEM(Cellgro,USA) 지에  3일 동안 

양 고 5%FBS-DMEM 지  체 후 4일 동

안 양 다.1%이  FBS는 BV2microglial

cell  에 향  주지 않 므 ,모든 실

험에 는 1% FBS-DMEM 지에  안 시킨 

BV2microglialcell  invitro모델  사용

다11)
.

(2) 양 조건  DHJHT처리

DHJHT를 처리   BV2microglialcell  

24시간 동안 serum-freeDMEM  양  후 

10㎍/㎖ LPS(Sigma,USA)  25μM synthetic

βAfragment,residuesβA25-35,LPS  βA25

μM에 양 조군  calpainproteaseinhibitor

MDL28170(35μM,MDL28170)  처리 고,6

시간 또는 40시간  양 다12)
.

2) BV2 microglial cell line에서의

proinflammatorycytokinemRNA

발 에 한 Quantitativerealtime

quantitativePCR분석

(1)약 처리

BV2microglialcellline  24wellsplate에 

2×105 포를 각각 분주  후 12시간 이상 우태아 

청 결  DMEM 지에  양  후 DHJHT

추출  100㎍/㎖과 50㎍/㎖  농도  첨가

고 1시간 후 LPS10㎍/㎖  βA25μM를 처리

여 6시간 동안 동시 양 여 pro-inflammatory

cytokine  자  찰 다.

(2) 자 분

① RNA추출

 BV2microglialcellline  24wellplate

에 1×106 포  분주 다.여 에 DHJHT추

출 (100㎍/㎖,50㎍/㎖)  처리 고 1시간 후 

LPS(10㎍/㎖)  βA 25 μM를 각각  well에 

첨가  후 6시간 양 고 2,000rpm에  5분

간 원심분리 다.양 조군  calpain

protease inhibitorMDL 28170(35 μM,MDL

28170)를 처리 다.원심분리 후 상 액  

거 고,여 에 RNAzolB500㎕를 고 용해  

지 합 다.이 합 부 액에 chloroform

(CHCl3)50㎕를 첨가  후 15 간 다시 합

다.이를 얼 에 15분간  후 13,000

rpm에  원심 분리  후 약 200㎕  상 액  

회 여 2-propanol200㎕  동량 합 후 천

천히 들고 얼 에  15분간 다.이를 

다시 13,000 rpm에  원심 분리  후 80%

EtOH  척 고 3분간 vacuum pump에  건

조 여 RNA를 추출 다. 추출  RNA는 

DEPC를 처리  20㎕  증 에 녹여 heating
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block75℃에  불  시킨 후 firststrand

cDNA합 에 사용 다.

② RT-PCR

역 사(reversetranscription)   

totalRNA3㎍  DNaseI(10U/㎕)2U/tube

를 37℃ heatingblock에  30분간  후 7

5℃에  10분 동안 변 시키고,이에 2.5㎕ 10mM

dNTPsmix,1㎕ randomsequencehexanucleotides

(25pmole/25㎕),RNAinhibitor  1㎕ RNase

inhibitor(20U/㎕),1㎕ 100mMDTT,4.5㎕ 5×RT

buffer(250mM Tris-HCl,pH8.3,375mM KCl,

15mM MgCl2)를 가  후,1㎕  M-MLVRT

(200U/㎕)를 다시 가 고 DEPC처리  증

 종 부 가 20㎕가 도  다.이 20

㎕   합액  잘  뒤 2,000rpm에  

5 간 원심침강 여 37℃ heatingblock에  60

분 동안 시  first-strandcDNA를 합  

다 ,121℃에  5분 동안 여 M-MLVRT

를 불  시킨 후 합 이 료  cDNA를 

polymerasechainreaction(PCR)에 사용 다13)
.

③ RealTimeQuantitativeRT-PCR

RealtimequantitativePCR  AppliedBiosystems

7500FastReal-TimePCRsystem 이용 여 

행 다.

pro-inflammatorycytokine  anti-proinflammatory

cytokine 자  SYBRGreenPCRMaster

mix(ABI)를 사용 고, internal standard를 

G3PDH를 사용 고,primer  종농도가 200

nM이 게 시 다.Realtimequantitative

PCR  조건 :pre-denaturation  2minsat50℃,

10mins94℃,그리고 40cycles  0.15minsat12

1℃,1minat60℃에  행 다.각 군  

quantitativePCR  다 과 같이 계산 여 relative

quantitative(RQ)를 다.

y=x(1+e)n

(x=startingquantity,y=yield,n=numberof

cycles,e=efficiency)

사용  primer는 다 과 같다.

mouseG3PDH

ForwardPrimer:5'TGAAGCAGGCATCTGAGGG3'

ReversePrimer:5'CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG3'

mouseTNF-alpha

ForwardPrimer:5'CTGTCTACTGAACTTCGGGGTGATCGGTCC3'

ReversePrimer:5'ATGAGATAGCAAATCGGCTGACGGTGTGGG3'

mouse IL-6

ForwardPrimer:5'TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC 3'

ReversePrimer:5'GTGTAATTAAGCCTCCGACTTG3'

mouse IL-1beta

ForwardPrimer:CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG

ReversePrimer:GATCCACACTCTCCAGCTGCA

mouse COX-2

ForwardPrimer:5'TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 3'

ReversePrimer:5'TGGCTCTGCAGGATTTTCATG3'

mouse NOS-II

ForwardPrimer:GGCAGCCTGTGAGACCTTTG

ReversePrimer:GCATTGGAAGTGAAGCGTTTC

3)BV2microglialcellline배양상층액내

βA생성량 측정

BV2 microglialcellline를 실험 3일 에 

subculture(1×10
5
cells/㎖) 여 96wellplate에 

2x10
5 포를 각 well에 분주  후 우태아 청 

결  DMEM 양액  overnight시킨다.DHJHT

(100㎍/㎖,50㎍/㎖)  처리 고 1시간 후 LPS

(10㎍/ml)  βA 25μM,그리고 양 조군

 calpainproteaseinhibitorMDL28170(35μM,

MDL28170)  처리 다.24시간 후 DMEM

양액  각 well  척  후 새 운 양액과 

DHJHT(100㎍/㎖,50㎍/㎖)  처리 고 40시

간 동안 CO2조직 양 에  양 다. 양 종

료 후 체 양액  2000rpm에  5분간 원심

분리 여 상등액  회 여 βA생 량  ELISA
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(CodeNo.27720,Mouse/RatβA(1-40)High

SpecificAssayKit  다.각 well에 생

 청 100㎕(1/100dilution)씩 분주  후 

antibodycytokine-biotinedconjugated100㎕를 

처리 고 2시간 실 에   후 다시 척

다.2시간 동안 실 에   후 2회 

washing 충 용액  척  다  antibody

Avidin-HRPconjugated100㎕를 처리 고 2시

간 실 에   후 다시 척 다.여 에 

TMB 질  100㎕씩 분주 고 암소에  30분

간  후 100㎕  stop용액  처리  후 

ELISAleader  450nm에  도를 

다14).

4)APPactivity측정 westernblot

(1) 포  단 질 추출

BV2 microglialcellline  실험 3일 에 

subculture(1×10
5
cells/㎖) 여 96wellplate에 

2x10
5 포를 각 well에 분주  후 우태아 청 결

 DMEM 양액  overnight시킨다.DHJHT

(100㎍/㎖,50㎍/㎖)  처리 고 1시간 후 LPS

(10μM)  βA(25-35)25μM,그리고 양 조군

 calpainproteaseinhibitorMDL28170(35μM,

MDL28170)  처리 다.24시간 후 DMEM

양액  각 well  척  후 새 운 양액과 

DHJHT(50㎍/㎖,100㎍/㎖)  처리 고 40시간 

동안 CO2 조직 양 에  양  후 포  

lysate를 얻어 APPactivity를 고, 포

 lysate를 얻  여 50㎕  lysis 충용액

{Tris-HCl(200mM;pH 8.0),150mM NaCl,

0.5%(v/v)NonidetP-40,0.1mM EGTA,1mM

PMSF,0.1mM DTT,10㎍/㎖ leupetin}  합

 후 얼 에  30분간 양 고 5분간 원심분

리 여 포  lysate를 얻어 Bradford염색법15)

 단 질  량 여 50㎍  조 다.

(2)APP  immunoblotting분

포  lysate(50㎍)를 12% SDS-PAGEgel에 

걸고 PDVFmembrane에 이시 다.2% BSA  

2시간 blocking  후 anti-mouseAPPN-terminal

antibody를 처리 여 4℃에  overnight시 다.

그리고 anti-mouseIgHRP-conjugatedsecondary

Ab  시킨 후 ECL-Hybond film  

immunoblotting  여 분 다.

6)AD병태 생쥐 모델 제조 기억력 측정

(1)DHJHT  aricept 여

DHJHT484mg/kg(mpk)과 121mpk를 AD

병태 생 에 매일 1회 8주 동안 경구 여 

다.그리고 양 조군  AD에 사용 는 

acethylcholinesteraseinhibitor인 aricept를 3mpk

 주 3회 여 다16)
.

(2)C57BL/6생  뇌  hippocampus에 βA

주입

βA(10μM)를 고 C57bl/6생 에 10%

chloralhydrate(0.1㎖)를 복강주사 여 마취

여 stereotaxicframe에 고  후 생 뇌  부

를 리 다.AD 병태 생  모델  만들  

여 βA(10μM)를 hippocampus에 주입 는

데,그 는 bregma에  caudal향  1.2

㎜,midline에  right  0.7㎜,그리고 pial

면에  이 1.1㎜  microinjector  injection

speed0.1㎕/min  totalvolume0.5㎕  조건

 행 다.βA주입이 끝난 생 는 부

를 합  뒤 2일 후,양 조군인 Aricept

여군(3mpk),DHJHT 여군(484mpk  121

mpk)  구분 여 1일 1회 8주 동안 경구 여

다.

(3)AD병태 생  모델  억  
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AD병태 생 는 8주일간 DHJHT  경구 여

면  Morriswatermaze에  1주 1회 복

습 훈  실시 다.Morriswatermaze란 직

경이 90cm이고 높이가 약 30cm인 조에 

이 28℃인 돗  2/3 도 채우고,그 안에 

생 가 라갈  있는 직경이 10cm인 원통  

platform   것이다.1일 1회 습 시 30

 이내에 pool에  platform  라가는 생 를 

별 다. 별  생 를 10마리를  군  

여 조군,양 조군(aricept여군),DHJHT추

출 여군(484mpk  121mpk)  분 고,

계속 8주 동안 1일 1회 약  여  1주 1회 

platform에 르는 복훈  실시 다.

(4)행동 찰

훈 과 DHJHT 여 종료 후 9주째에 AD병

태 생 를 watermaze에  마리씩 고,video

track  행동  고 videotracksoftware

 분 다.

7)AD병태 생쥐의 뇌세포 분석

(1)Anti-CD14단일항체  생  뇌  microglial

cell분리

8주간  DHJHT추출  484mpk  121mpk

경구 여가 종료  생  개골  열고 뇌를 

꺼낸 다  2회 D-PBS  척 다.뇌를 작  

조각  단  후 conicaltube(15㎖)에 어 

1400 rpm에  5분간 원심분리 고, tube에 

RPMI1640  고 37℃ CO2 양 에  2시간 

동안 양  후 0.5% trypsin-0.2% EDTA를 첨

가  후 30분간 계속 양 다. 양 후 PBS

 약 2회 1500rpm에  원심분리 여 척  

후 anti-CD14단일항체를 고 얼 에  1시간 

양 다.3회 인산 충생리식염  척  후 

cellectionPananti-mouseIgG-bead  microglial

cell  분리  후 포 releasebuffer  anti-CD14+

포만 포집 다.

(2)microglialcell내 pro-inflammatorycytokine

염색법

포집  microglialcell  ice-coldFACS 충

용액(0.05% BSA,0.02% sodium azaideinPBS)

 3회 척 고,FACS 충용액 284㎕  

동량  인산 충용액(2% paraformaldehyde)  

고 합  후 얼 에  15분간 고 다.고

 후 포는 ice-coldFACS 충용액  척

고,permeabilization 충용액(0.1% saponin,

0.05%sodiumazide)  얼 에  15분간  

후 FITC-anti-IL-1β  FITC-anti-TNF-α를 30분간 

얼 에  양 다. 양 후 permeabilization

충용액  3회 척 고 포를 FACS 충용

액   후 포 분  microglial

cell내  IL-1β  TNF-α  량  Cell

Quest 그램  분 다.

(3)지질과산 도 (MDA )

TBA  Suematsu 등  법17)에 라 

cleantesttube에 뇌조직 탁액 200ul를 고,

8.1% sodium dodesylsulfate(SDS)solution225

ul를 가 고 5  동안 vortexmixer  mixing

다.20% aceticacid1.5㎖  가 고 그리고 75

ul증 를 고 5  동안 vortex mixer  

mixing 다.1.2% thiobarbituricacidsolu.  각

각  1㎖씩 tube에 고,cleandrymarble  

cover  후,30분간 waterbath에  끓인다.그

리고 실 에  30분간 cooling  후에 3000rpm

에  20분간 원심 분리 여 상 액  실험에 사

용 여 532nm에  도를 다.

(4)AD병태 생  뇌 포  포 분



獨活地黃湯  βA로 도  Alzheimer's Disease 병태 모델에 미치는 향

78  동 신경정신과 학회지 제21  제1호(2010년 03월)

AD  생 에  허 이 일어난 뇌조직  

잘게 chopping  후 cellstrainer(BD,Falcon)에 

고 3mlsyringerubber  뇌조직  잘 질

러 뇌 포 부 액  회 다.회  부 액  

0/50/70% percollgradient(Sigma)3ml과 뇌

포 부 액 1ml  gradient를 만든 다  2400

rpm에  30분간 원심분리를  후 microglia부

분  분리 여 2회 D-PBS  척 다.분리  

뇌 포에 ACK용액  처리 여 구를 거

고 4℃에  면역 염색  실시 고,각각에 

PE-anti-CD68,그리고 FITC-anti-CD11b를 고 

30분간 얼 에  시 다.  후 3회 이상 

인산 충 생리식염   후 flowcytometer

 CellQuest 그램  이용 여 CD11b/CD68

포 를 분 다.

8)AChE활성도 측정

AChE 도는 cholinesterasekit  

다. 청  AChE 도를  여 

testtube  blanktube를 시 고,testtube에 

sodium chloridesolution(cat.no.150-3)0.2㎖

 serum 0.2㎖를 고 합 다.blanktube

 testtube에 3.0㎖ water,nitrophenolsolution

(cat.No.420-2)2㎖,acetylcholinechloride

solution0.2㎖  첨가 다.acetylcholinechloride

solution  첨가  후 시간  히 여 

25℃ 조에  히 30분간 양시킨 후 ELISA

reader420nm에  도를 다.그 결

과는 △A=ABLANK-ATEST공식에 여 

도를 다
18)
.

9)AD 병태 생쥐 뇌조직에서 허 조직

손상에 미치는 향

(1)뇌조직  허  크  

AD 병태 생 를 마취  후 후 부에  

부 향  개를 열어 그 안에 있는 뇌를 꺼

내어 생리식염 에 씻  후 brainmatrix를 이용

여 2㎜  께  자른 후 2%TTC용액  가

여 20분간 염색 다.TTC용액에 여 상

조직  색  염색이 고,허  부분  염

색이 지 않는다.허  크   Brian  

법
19)

 행 다.허  크 (AT)는 [(A1

/ST1)+(A2/ST2)+(A3/ST3)+(A4/ST4)]

이고,A는 사진 상에 나타난 허  면 ,ST는 각

각 section(2㎜)  체 면 .brainhipocampus

(BH)는 뇌  hipocampus부분  면 이며,risk

에  허  크 는 체 면  percent  

다.즉 BH부  허  면 (LV)  (ATof

areaatrisk/STofBH)×100  분 다20)
.

(2)병리조직검사

분리  AD병태 생  뇌를 10%formaldehyde

용액에 고  후 여 르는 에 8시간 

척  후 포매 다.이것  microtome  

편  만들어 Hematoxylin& Eosin염색  실

시 고  미경상에  찰 다.

(3)면역 조직염색

분리  AD병태 생  뇌를 출 여 10%

포르말린 용액에 고  후 라   만든 

후 조직 편  4μm 께   후 probe-on

plusslide에 부착시  건조시 다.그리고 탈 라

 후 함 시키고 0.01Mcitratebuffer(pH6.0)를 

이용해 microwaveoven에 15분간  처리 다.

조직 내 과산 효소  작용  억  여 3%

H2O2에 10분간 처리  후,조직 내  항원과 특이

 단 결합  억  해 상 청  단

질  차단시 다.
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① Tauprotein

PrimarymousetauAb를 1:500  희 여 30

분간 slide를 염색 고,PBST  2회 척 다.다

시 mouseIgG-secondaryAb를 15분간 염색 후 

Tris-bufferedsalinewith0.1%Tween20용액  

3회 척 고,HRP  15분간 염색 후 다시 2회 

척 다.그리고 DAB  2분간 염색 후 2회 척

고 hematoxylen  5분 염색 후 2회 척 여 

permount를 행 여 미경  찰 다
21)
.

② GFAT

PrimarymouseGFATAb를 1:400  희 여 

30분간 slide를 염색 고,PBST  2회 척 다.

다시 mousepostprymaryAb를 8분간 염색 후  

PBST  3회 척  후 polymer-HRP  8분간 염색 

후 다시 2회 척 다.그리고 DAB  5분간 염색 

후 2회 척 고 hematoxylen  5분 염색 후 2회 

척 여 permount를 행 다. 미경  

상차 미경(contrastfluoroseincemicroscope)  

사용 여 ×100  찰 다22)
.

10)통계 분석

생 들  행동 찰  동 실험에  얻  결

과는 SPSSv12.0  이용 여 mean±standarderror

 고,  검증  Student'sT-test

분 법  이용 여 결 다.

Ⅲ. 성  

1.DHJHT의 염증유 자 발 억제 효과

1)IL-1β mRNA발 에 미치는 향

BV2microglialcellline에  IL-1β mRNA

 조군  RQ값  1.000   

, 상군  IL-1β mRNA  0.038±0.004

(RQ)  나타났고,양 조군(MDL28170)에 는

0.473±0.201(RQ)  나타났다.DHJHT100㎍/

㎖과 50㎍/㎖ 처리군에 는 각각 0.686±0.038과 

0.797±0.057(RQ)  나타났다.

2)IL-6mRNA발 에 미치는 향

BV2microglialcellline에  IL-6mRNA

 조군  RQ값  1.000   

, 상군  IL-6mRNA  0.011±0.003

(RQ)  나타났고,양 조군(MDL28170)에 는 

0.330±0.086(RQ)  나타났다.DHJHT100㎍/

㎖  50㎍/㎖ 처리군에 는 각각 0.692±0.095과 

0.864±0.123(RQ)  나타났다.

3)TNF-α mRNA발 에 미치는 향

BV2microglialcellline에  TNF-α mRNA

 조군  RQ값  1.000   

, 상군  TNF-α mRNA  0.059±0.047

(RQ)  나타났고,양 조군(MDL28170)에 는 

0.274±0.024(RQ)  나타났다.DHJHT100㎍/

㎖과 50㎍/㎖ 처리군에 는 각각 0.469±0.105  

0.658±0.032(RQ)  나타났다.

4)COX-2와 NOS-IImRNA 발 에 미치

는 향

BV2microglialcellline에  COX-2  NOS-II

mRNA  조군  RQ값  1.000  

 , 상군  COX-2  NOS-IImRNA

 각각 0.020±0.016  0.015±0.010(RQ)  나

타났고,양 조군(MDL28170)에 는 각각 0.332

±0.038과 0.390±0.006(RQ)  나타났다.COX-2  

NOS-IImRNA  DHJHT100㎍/㎖ 처리

군에 는 0.534±0.103과 0.536±0.096(RQ)  나타
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났고,DHJHT 추출  50㎍/㎖ 처리군에 는 

0.625±0.107과 0.842±0.001(RQ)  나타났다.

2.DHJHT의 AD유 자 발 억제 효과

1)BACEmRNA발 에 미치는 향

BV2microglialcellline에  BACEmRNA

 조군  RQ값  1.000   ,

상군  BACEmRNA  0.191±0.088(RQ)

 나타났고,양 조군(MDL28170)에 는 0.341

±0.143(RQ)  나타났다.DHJHT100㎍/㎖과 

50㎍/㎖ 처리군에 는 각각 0.695±0.163과 0.889

±0.047(RQ)  나타났다.

2)APPmRNA발 에 미치는 향

BV2microglialcellline에  APPmRNA

 조군  RQ값  1.000   ,

상군  APPmRNA  0.574±0.225(RQ)  

나타났고,양 조군 (MDL28170)에 는 0.773±0.032

(RQ)  나타났다.DHJHT100㎍/㎖과 50㎍/㎖

처리군에 는 각각 0.791±0.049(RQ)  0.877±

0.097(RQ)  나타났다.

3.βA생성량에 미치는 향

양 상 액에  βA 생 량   결과,

상군  0.926±0.230(pg/㎖)이었고,양 조군 

(MDL28170)에 는 6.9±3.9(pg/㎖)  나타났다.

DHJHT추출  여군  100㎍/ml에  12.2±5.6

(pg/㎖) ,50㎍/ml에 는 15.2±5.9(pg/㎖)

나타났다.

4.NO 생성량에 미치는 향

BV2microglialcellline 상군  NO생 량

 8.8±2.5(μM)이었고,LPS+βA를 처리  조

군  NO생 량  302.9±18.4(μM)  나타났다.

양 조군(MDL28170)에 는 39.8±9.5 (㎍/㎖)

 나타났다.DHJHT100㎍/㎖  50㎍/㎖ 처

리군에  NO생 량  각각 138.4±25.3,그리고 

234.9±28.0(μM)  나타났다.

5.βAPP의 immunoblotting분석

BV-2 microglial cell line에  βAPP를 

Westernblot  통해 찰  결과, 조군에 

해 50㎍/㎖  100㎍/㎖  DHJHT실험군에  

βAPP 이 억 었다(Fig.1).

Fig.1.SuppressioneffectofDHJHTextracton
APP in BV-2 stimulated LPS plus βA
co-treatmentbyWesternblotanalysis.
BV2microglialcellswerepretreatedwithvarious
concentrationsofDHJHTextract(100and50㎍/㎖)
inthepresenceorabsenceofLPS(10μM)plus
APP(25-35)fragment(25μM),or35μM calpain
proteaseinhibitorMDL28170plusLPSplusAPP
(25-35)for40hrs.Celllysate(50㎍/lane)were
separatedbySDS-polyacryamidegelelectrophoresis
andthentransferredPDVFmembranes.internal
control(GAPDH).

6.βA로 유도된 AD병태 생쥐의 기억력

측정 행동 찰

1)Step-through latency측정에서 나타

난 기억력 감퇴 억제 효과

상생 가 platform에 라가는 시간  7.2±

1.05(sec)  찰 었고,AD병태 생  조군

 83.7±2.59(sec)이었고,양 조군(aricept

여)  7.3±1.60(sec)  나타났다.DHJHT 484
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mpk,121mpk 여군  각각 17.2±3.91(sec)  

25.5±4.14(sec)  나타났다(Fig.2).

Fig.2.EffectsofDHJHTontheβA-inducedAD
miceofimpairmentoflearningandmemory
in thestop-throughtypeMorriswater
mazetest.
C57BL/6micewereorallyadministeredofDHJHT
oraricept.andtheacquisitiontainingtrialcontinued
onceadayfor60days.TheStop-VIDEOTRACKING
wasinitiatedat8weekafterorallyadministered
ofDHJHTextract(484mpkand121mpkp.o)the
retentiontrialwascarriedoutafterday7after
theacquisition trainingtrialand injected βA-
inducedmice.Datarepresentmeans±S.E(N=10).
Control,βA-inducedADmice;Aricept(2mpk,p.o);
DHJHTextract(484mpkand121mpkp.o).Step
-thoughlatencyeachtimetheanimalentersan
area,theentriescounterforthisareaisincremented
byone.Statisticallysignificantvaluecompared
withβA-inducedADmicegroup(control)databy
Ttest(*p<0.001).

2)Distancemovement-throughlatency

측정에서 나타난 운동성 감퇴 억제 효과

상생 가 platform에 라가는데 걸린 거리

는 117.7±26.1(cm)  찰 었고,AD병태 생

 조군  901.9±199(cm)이었고,양 조군 

(aricept 여)  127.5±34.1 (cm)  나타났다.

DHJHT484mpk,121mpk 여군  각각 231.1

±30.3(cm)(p<0.01)  459.0±81.5(cm)  나타났

다(Fig.3).

Fig.3.EffectsofDHJHTontheβA-inducedAD
miceofspatialworkingmemorydeficits
inthedistancemovement-throughtype
Morriswatermazetest.
C57BL/6micewereorallyadministeredofDHJHT
oraricept.HClandtheacquisitiontrainingtrial
continuedonceadayfor60days.TheStop-
VIDEOTRACKING wasinitiatedat8weekafter
orallyadministeredofDHJHTextract(484mpkand
121mpk p.o)theretentiontrialwascarriedout
for7daysaftertheacquisitiontrainingtrialand
injectedβA-inducedmice.Datarepresentmeans±
S.E(N=10).Control,βA-inducedADmice;Aricept
(2mpk,p.o);DHJHTextract(484mpkand121mpk
p.o).Lardistthisisthetotaldistance(incm)covered
bytheanimalinlargemovement,andSmldistthis
istotaldistancecoveredbytheanimalinsmall
movement.Data(LardistplusSmldist)represent
means±S.E(N=10).Statisticallysignificantvalue
comparedwithβA-inducedADmicegroup(control)
databyTtest(*p<0.05,†p<0.01).

7.βA로 유도된 AD병태 생쥐의 뇌세포

분석

1)AD병태 생쥐의 microglialcell에서 세

포내 면역형 염색

(1) 포내 IL-1β  TNF-α  억  효과 

IL-1β  포내 단 질  상 생  뇌에

는 4.8±0.5(%)이었고,AD병태 생  조군에  

72.8±6.5(%),양 조군에 는 32.0±5.3(%)  

나타났다.DHJHT484mpk,121mpk 여군  

각각 36.3±10.0(%)  54.0±9.7(%)  나타났다.TNF-

α  포내 단 질  상 생  뇌에 는 35.0

±6.4(%)이었고,AD병태 생  조군에  87.3±3.0(%)

,양 조군에 는 41.2±4.5(%)  나타났다.
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DHJHT484mpk,121mpk 여군  48.8±6.3(%)

 64.6±6.8(%)  나타났다.

(2)지질과산 도(MDA)억  효과

상 생  뇌조직에 는 24.4±12.1(pg/mg

braintissue)  나타났고,AD병태 생  조군

에 는 180.3±24.0(pg/mgbraintissue),양

조군에 는 67.7±8.8(pg/mgbraintissue)  나

타났다.DHJHT484mpk,121mpk 여군  

각각 98.8±23.2  129.5±18.2(pg/mgbraintissue)

 나타났다.

(3)CD68+/CD11b+  포  억  효과

상 생  뇌조직  CD68+/CD11b+  

포 는 5.2±2.4%이었고,AD병태 생  조군에

는 48.2±1.9%,양 조군에 는 20.8±1.9%  

나타났다.DHJHT484mpk,121mpk 여군에

는 28.4±2.0과 47.4±4.2%  나타났다(Fig.4).

Fig.4.EffectsofDHJHTonthepercentageof
CD68

+
/CD11b

+
gatedcellsinβA-induced

ADmodel.
C57BL/6micewereorallyadministeredofDHJHT
(484mpkand121mpkp.o)andaricept(2mpk,
p.o)for60days.After8weeks,micebraincells
(5x10

5
cell/ml)wereisolated,andthebraincells

werewashedtwiceandanalyzedbyflowcytometer,
numberofCD14positivecellsinthemicebrain
ofcontrolandthegroupsweresubmittedduring
thestereotaxicprocedurestoβA-inducedADmodel.
Attheendoftheexperiment,themicebrain
CD14

+
cellswereremovedand βA-inducedAD

model.C57bl/6normal(A),controlCD68
+
/CD11b

+

(B),aricept(2mpk,p.oC)treated,andDHJHT
extract484mpk(D)and121mpk(E),CD68

+

/CD11b
+
cellpopulation(%)weremeasuredby

analyzedbyflowcytometer(F).

2)AChE활성도에 미치는 향

청  AChE 도 는 상군에  12.7

±1.7(mU/ml)이었고 AD병태 생  조군에

는 318.0±38.6(mU/ml),양 조군에 는 37.4

±15.0(mU/ml)  나타났다.DHJHT484mpk,

121mpk 여군에 는 각각 95.2±7.2(mU/ml)

과 163.2±26.8(mU/ml)  나타났다.

8.βA로 유도된 AD병태 생쥐 뇌조직의

허 상태 조직손상에 미치는 효과

1)허 상태에 미치는 효과

AD병태 생  뇌조직  허  크 는 72.9±3.5(%)

이었고,양 조군에 는 27.0±6.5(%)  나타났다.

DHJHT484mpk,121mpk 여군에 는 각각 

46.2±4.6(%)  56.5±10.2(%)  나타났다(Fig.5).

Fig.5.EffectsofDHJHTonthecoronalsectionof
βA-inducedADmice.
C57BL/6micewereorallyadministeredofDHJHT
extract(484mpkand121mpkp.o)(484mpk,p.o,
D)andaricept(2mpk,p.o)for60days.Normal
C57BL/6micewasnottreated(A).βA-inducedAD
mice(control,B);aricept(2mpk,p.o,C).Cerebral
infarction is visualized by 2,3,5-triphenyl-2H-
tetrazolium chloride.Normaltissuesarestained
asstrongredcolor.Infarctedareaisnotstained
aswhitecolorwhichlocalizesatcerebralcortices
andcaudoputamen.Infarctioniswidelydistributed
through6-12mmfromfrontalpole.
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2)조직손상에 미치는 효과

AD병태 생  뇌조직  손상  찰  결과,

상군  hippocampus  entorhinal(EC)그리고 

fimbriaformix(FIFX)가 뚜 이 보이지만 조군

 뇌조직  염증과 병변  그 태가 뚜

지 않지만 양 조군과 DHJHT484(mpk)를 

처리  실험군  상과 가 게 뚜  조직 

태를 갖추고 있다(Fig.6).그리고 hippocampus  

neuronalline이 상군에 는 뚜 이 보이지만 

조군  뇌조직  염증 포  병변 등  그 

태가 뚜 지 않았 나,양 조군  상과 

가 게 뚜  hippocapus  neuronalline를 

보이고 있 며,DHJHT484(mpk) 여군에

는 희미 게 hippocapus  neuronalline를 보이

고 있다(Fig.7).DHJHT 여군에  뇌  허 상

태  도  stratum orion,stratum radiatum,

oligodendrocytes-like cells,astrocytes-like cell

등  보 나,병변 부 에  사라  pyramidal

celllayer,neurons그리고 dentategyrus등이 

회복  것  볼  있다(Fig.8)

Fig.6.Histologicalanalysisofhippocampallesions
ofβA-inducedADmice.
C57BL/6micewereorallyadministeredofDHJHT
extract(484mpkand121mpkp.o)oraricept.HCl
andtheacquisitiontainingtrialcontinuedoncea
dayfor60days.C57bl/6normal(A),Control,βA
-inducedADmice(B);aricept(2mpk,p.o,C);
DHJHT(484mpk,Dand121mpk,E),theywere
sacrificed,brainwasfixedin10% bufferedformalin
andembeddedinparaffin.Paraffinsectionswere
stained with hematoxylin/eosin.The panelsare
representativephotomicrographsofeachofthese
risk↑ atbrightmicroscope(Nikon,×100).

Fig.7.Histologicalanalysisoftheneuronalloss
ofhippocampusofβA-inducedADmice.
C57BL/6micewereorallyadministeredofDHJHT
extract(484mpkand121mpkp.o)oraricept.
HClandtheacquisitiontainingtrialcontinuedonce
adayfor60days.C57bl/6normal(A),Control,βA
-inducedADmice(B);aricept(2mpk,p.o,C);
DHJHT(484mpk,Dand121mpk,E),theywere
sacrificed,brainwasfixedin10% bufferedformalin
andembeddedinparaffin.Paraffinsectionswere
stainedwithhematoxylin/eosin.Thepanelsare
representativephotomicrographsofeachofthese
risk□ atbrightmicroscope(Nikon,×100).

Fig.8.Histologicalanalysisof thepresenceof
macrophage/microgliainthehippocampus
ofβA-inducedADmice.
C57BL/6micewereorallyadministeredofDHJHT
extract(484mpkand121mpkp.o)oraricept.HCl
andtheacquisitiontainingtrialcontinuedoncea
dayfor60days.C57bl/6normal(A),Control,βA
-inducedADmice(B);aricept(2mpk,p.o,C);
DHJHT(484mpk,Dand121mpk,E),theywere
sacrificed,brainwasfixedin10% bufferedformalin
andembeddedinparaffin.Paraffinsectionswere
stainedwithhematoxylin/eosin.Thepanelsare
representativephotomicrographsofeachofthese
risk↑ atbrightmicroscope(Nikon,×100).

3)면역화학조직염색 분석

AD병태 생  hippocapus에 anti-tauAb  
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면역조직 염색  여 나타난 결과 ,pannel

B인 조군에  tau단 질에 positive  조직

포가 많이 보이고,양 조군(pannelC)  484

mpkDHJHT(pannelD) 여군에 는 tau단

질에 positive  조직 포가 히 감소  것  

볼  있었다. 상 포 특이 단 질(glial

fibrillaryacidicprotein,GFAP)에  면역조

직  염색   결과 ,pannelB인 조군에

 GFAP에 positive  상 포가 많이 보이

고,양 조군(pannelC)  484mpkDHJHT

(pannelD) 여군에 는 GFAP에 positive  

상 포가 히 감소  것  볼  있었다.

그러나 121mpkDHJHT 여군에 약간 감소

는 것  분 었다.

Ⅳ. 고  찰

AD는 50  이 에 증상이 나타나는 경우가 

드 지만 60  이후 는 나이가 듦에 라 생 

도가 진  증가  에,노인 인구

가 증가 고 있는 나라에 는  료,사회 

 경  를 야 고 있다23).

 痴呆는 ‘痴獃’5),‘呆病’24),‘健忘’25)등  범주

에 속 며, 매  병 는 精氣不足,脾腎虧虛,

痰濁沮窺,氣滯血瘀,熱毒熾盛,氣血虛弱 등이고,

治法  補益精氣,補腎健脾,轄痰化濁,行氣活血,

淸熱解毒,益氣養血 등  구분   있다
9)
.

獨活地黃湯   東醫壽世保元 에 처  재  

처 ,소양인 胃受熱而熱病論에  소양인  

中風,吐血 등  증 를 료  목  사용  

처 이다.獨活地黃湯  熟地黃,山茱萸,茯笭,

澤瀉,牧丹皮,防風,獨活  구 어 있 며,熟

地黃  君藥  味甘 고 微溫 며,滋陰補血,

益精鎭隨 시키는 요약이 어 腎陰不足과 心肝

血虛諸症에 상용 다.山茱萸는 味酸,性微溫

며,補益肝腎,澁精固脫 는 효능이 있고 補陽시

키면  滋陰시  肝腎  루 補 는 약 이 

어 陽虛나 陰虛를 막 고 고루 합 여 용 

  있다.茯笭  味淡 고,利水滲濕 고 健

脾寧心 여 脾虛濕勝  증에 당 며,脾虛 게 

어 心神  양함  잃게 어 나타날  있

는 병증에 寧心安神  목  다용 도 

다.澤瀉는 味甘 性溫 며 利水滲濕 며 泄熱

는 효능이 있어 腎經에 火가 盛  증상에 다용

다.牧丹皮는 味苦辛 性寒 며 淸熱凉血 고 

活血散瘀 는 효능이 있어 熱  退 여 生陰  

리 게 도 주며,心經에 들어가 血脈  瘀滯

를 通行 게 다.防風  味辛甘,性溫 며,解

表去風,承濕,止痛 는 효능  頭痛,目眩,項

强 등  증상에 사용 다.獨活  味辛苦 고 性

溫 며 去風除濕,解表止痛 다26)
.

라  자는 獨活地黃湯이 노  인 여 

腎水枯竭 고 淸陽不升  인  매에 효과

일 것  사료 어 본 실험  진행 다.

BV2microglialcellline에 LPS  βA를 처리

여 pro-inflammatorycytokine  시  뒤 

 다른 농도  DHJHT(100㎍/㎖,50㎍/㎖)

를 6시간 동안 처리 여 이를 찰함 써,

DHJHT이 소신경 포  pro-inflammatory

cytokinemRNA 에 미 는 억 효과를 평

가  다.실험 결과 DHJHT이 BV2

microglialcellline에   pro-inflammatory

cytokine  IL-1β,IL-6,TNF-α mRNA  과잉

 게 감소시키는 것  나타났다.

이는 DHJHT이 AD  원인  나  알 진 

소신경 포  를 효과  억 했다 

단   있다.

이 실험에  COX-2  NOS-IImRNA 도 
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DHJHT처리군에  게 억 어 나타났

다.특히 DHJHT100μg/㎖에  가장 효과 인 억

가 찰 었는데,결과  COX-2  NOS-II

mRNA 자 이 DHJHT에 해 조 고 

있  알  있었다.

본 실험에 는 BV2microglialcellline에  

LPS  βA  자극  도  BACE  APP

mRNA  찰   DHJHT처리군에  

BACE  APPmRNA 이 억 었고 βAPP

 량  조 는지를 Westernblot  분

 결과 조군에 여 βAPP 량이 감

소 는 것  찰   있었다.이러  결과는  

BV2microglialcellline에 LPS  βA를 처리

고,DHJHT또는 MDL28170처리  양상 액

에  βA생산량이 조군에 여  감소

를 나타낸 ELISAreader결과  일 다27).

Invivo실험  βA  도  AD병태 생  

행동변  뇌 포를 분 여 pro-inflammatory

cytokine과 CD68+/CD11b+  ,MDA  생

 찰 고 뇌조직  허 상태  조직손

상  변 를 찰 다.Morriswatermaze과

는 동  공간 습과 억  검사  해 

사용 며,공간 보 이외  단 들  통  

쉬운 장 이 있다.이는 동 이 주변에 있는 단

들  사용 여 억 는 능 ,즉 공간 거

억  는 것 28)
,이 법  이용 여 β

A  도  AD병태 생 에  DHJHT  

억  감퇴 억 효과를 다.Step-through

latency를 찰  결과29)
,DHJHT 여군  모  

조군에 해  있는 시간  단축  보

고,distancemovement-through latency에 도 

DHJHT 여군  8주 후 역시 조군에 해 

 있는 거리  단축  나타내 억  감퇴

에  억 효과가 있  알  있었다.

본 연구에 는 DHJHT 여  AD병태 생

 뇌에  MDA를 억   있는지를 규명

고자 다.그 결과는 DHJHT추출  여

 AD 병태 생  병변 뇌부 에 MDA  양

이 조군에 여 히 감소 다.병변 뇌

조직에  pro-inflammatorycytokine  일종인 

IL-1β 생산량  찰  결과,DHJHT 여군에

는 그 이 히 감소했고,TNF-α 단 질 

역시 DHJHT 여군에 는 이 히 감소

했  볼  있었다.

AD는 많  원인에 해  지만 βA  침

(deposition)  생 는 SPs  신경독 (neurotoxic)

 신경 포사(neuronalcelldeath)를 일 키는

것과 과인산  tau단 질(hyperphosphorylation

tau protein)  침 에  NFTs  작용  

신경퇴행(neurodegeneration)  일 키는 것이 

이다.이러  경  본 실험에 는 AD

 생  병변부분  biopsy 여 뇌 포를 

단일 포  분리  후 포 분  병변

부분  astrocyte  microglia 포 를  

여 포  면 지인자인 CD68/GFAP

를 찰 여 조군에 여 DHJHT 여군이 

 CD68/GFAP 포  감소 결과를 얻었다.

AD병태 생  모델  청 내 AChE 도를 

찰   DHJHT 여군에  AChE 이 

게 억 함  인 여 DHJHT가 acetylcholine  

시킴 써 억  감퇴를 개 시키는 효

과가 있 리라 단 다.

본 실험 연구에 는 AD 병태 생 모델 뇌조

직  허  크 를 찰 다.그 결과 βA를 뇌

에 주입  조군에 해 DHJHT 여군  

 있게 허  크 가 작아 ,DHJHT이 βA

  뇌조직  허 상태를 개 는 것

 나타났다.뇌조직  손상  찰  결과 상

군  hippocampus주 에 는 pyramidalcell

layer,neurons,oligodendrocytes그리고 dentate
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gyrus등이 뚜 이 보 며,βA   AD

생  뇌에 는 상군과   hippocampus

주 에 pyramidalcelllayer,nurons그리고 

dentategyrus등이 히 사라지고 stratum

orion과 stratum radiatum 등이 도 는 것  

나타났고,oligodendrocytes-likecells과 astrocytes

-likecells등  강 게 나타나는 것  볼  있

었 나, DHJHT 여군  조군에  뇌  

hippocampus 주 에 도  stratum orion,

stratum radiatum,oligodendrocytes-like cells,

astrocytes-likecell등이 약 게 나타났고,사라

 pyramidalcelllayer,neurons 그리고 

dentategyrus등  히 회복  것  볼  

있었다.이는 DHJHT가 뇌 허  인  신경

포  조직  손상  억 는 효과가 있어 허

과  AD  과 료를   있  

시사 는 것이라   있겠다.또  hippocapus

병변부 에  면역조직 염색  실시  결

과, 조군에 여 DHJHT  여군에  tau

단 질과 GFAP  량이 히 감소  것  

찰   있었다.

라  DHJHT  βA  과다 생 ,미신경

포  pro-inflammatorycytokine  과잉  

등  인해 야   있는 AD에  료

 용   있  것  단 며,향후 

 에  연구  AD에  DHJHT  

임상  용에  연구가 지속  이루어

야  것  사료 다.

V. 결  론

DHJHT이 βA  도  AD병태 모델에 미

는 향  찰  결과,다 과 같  결  

얻었다.

Invitro

1.DHJHT추출  BV2microglialcellline에

 IL-1β,IL-6,TNF-α,COX-2,그리고 NOS-II

염증 자  억 다.

2.DHJHT추출  BV2microglialcellline에

 BACE  APP염증 자  억

다.

3.DHJHT추출  BV2microglialcellline에

 βAPP  억 다.

Invivo

1.DHJHT추출  Morriswatermaze를 통  

step-through latency,distance movement-

throughlatency 에   있는 억

 개  효과를 나타냈다.

2.DHJHT추출  AD병태 생  뇌 조직에

 포내 IL-1β,TNF-α    있

게 억 다.

3.DHJHT추출  AD병태 생  뇌 조직에

 MDA 양  감소시 고,CD68+/CD11b+  

포 를  있게 억 다.

4.DHJHT추출  AD 병태 생  청 내 

AChE   있게 억 다.

5.DHJHT추출  AD 병태 생  뇌 조직  

허  상태를  있게 개 고 허  

인  뇌 조직 손상  억 다.

6.DHJHT추출  AD병태 생  뇌 조직에  

tau단 질과 GFAP생   있게 억

다.
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