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ABSTRACT

Objectives：The purpose of the study is to determine the neuroprotective effects of the water extract of 

Angelicae Acutilobae Radix(AA) on  ischemia·reperfusion-induced apoptosis in SK-N-SH human brain 

neuronal cells.

Methods：SK-N-SH cells were treated with different concentrations of AA water extract (0.1, 0.2, 0.5 and 1.0 

mg/ml) for 2 hr and then stimulated with Dulbecco's phosphate-buffered saline containing CI-DPBS： 3mM 

sodium azide and 10 mM 2-deoxy-D-glucose for 45 min, reperfused with growth medium, and incubated for 

24 h. Cell viability was determined by WST-1 assay, and ATP/ADP levels were measured by ADP/ATP ratio 

assay kit. The levels of caspase-3 protein were determined by Western blot and apoptotic body was observed by 

Hoechst 33258 staining.

Results：AA extract significantly inhibited decreasing the cell viability in ischemia-induced SK-N-SH cells. AA 

also increased the ratio of ADP/ATP in ischemia-induced neuronal cells and decreased the expression levels of 

apoptotic protein, caspase-3 and apoptotic DNA damage.

Conclusions：Our results suggest that AA extract has a neuroprotective property via suppressing the apoptosis 

and increasing the energy levels in neuronal cells, suggesting that AA extract may has a therapeutic potential 

in the treatment of ischemic brain injury.
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서  론

현대 사회는 생명과학 및 의학의 급속한 발전으로 인간의 

평균수명이 늘어나 노년 인구의 비중이 점차 늘어나면서 새로

운 사회적 문제들이 부각되고 있다. 노인성 뇌질환인 뇌졸중, 

헌팅턴, 알츠하이머성 치매, 파킨슨병 등은 특정 뇌 세포사멸로 

인한 치명적인 신경계의 기능장애로 나타나며 이들의 에너지

대사 조절을 통한 세포의 손상과 죽음을 막거나 제어하는 

방법 개발에 대한 연구가 전 세계적으로 활발히 진행되고 있는 

추세이다1,2).

세포의 발전소인 미토콘드리아(mitochondria)는 호흡작용

이 가장 활발한 산소 소모처로서 모든 세포가 신진대사 활동

을 수행하는 장소이며, 이 활동은 세포외 다른 모든 활동에 

필요한 에너지를 공급한다3). 미토콘드리아는 자체 DNA를 가

지고 있어 뇌의 여러 부위에서 더 많은 유전자 활성을 나타내며 

뇌의 활성유전자는 다른 기관보다 많다고 알려져 있다2). 특히 

뇌 신경세포는 다른 기관의 세포 보다 에너지 대사가 많이 필

요한 세포로 미토콘드리아가 매우 풍부하며, 미토콘드리아의 
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역동적인 변화가 신경세포 발달에 큰 영향을 준다. 미토콘드리

아의 산소로 운반되는 전자전달 과정에서 생성되는 O2·
- 또

는 OH· 같은 reactive oxygen species(ROS)는 미토콘드리

아의 구조와 성분을 파괴하고 이는 호흡률과 산화적 인산화 

반응에 변화를 유발하여 결국 세포대사를 결정하는 ATP 생성

이나 NADH/NAD+ 비율에 영향을 주게 된다. 고등동물의 대

부분의 에너지는 미토콘드리아에서 합성되는 ATP로 충당되며, 

미토콘드리아에서 일어나는 에너지대사 작용은 노화와 밀접한 

관계에 있다고 보고 있다4). 뇌 조직에서는 노화에 따라 포도

당 의존도가 증가하고,  NAD+-isocitrate dehydrogenase 

활성은 감소하며(노화；Vitorica 등, 1987), 허혈에 따른 세

포손상은 미토콘드리아막의 투과성에 영향을 미쳐 세포사멸유

도분자인 cytochrome c의 방출과 함께 평소 전자 전달계의 

복합체의 일원인 apoptosis inducing factor(AIF) 등의 방출

을 유발하게 된다5).

일당귀(日當歸：Angelica acutiloba Kitagawa；Angelicae 

Acutilobae Radix)는 미나리과(繖形科：Umbelliferae)에 속

한 다년생 초본인 대화당귀(大和當歸)의 根을 건조시킨 것이

다. 한의학에서 당귀는 그 味가 甘辛하고 性은 溫하며 心, 

肝, 脾經으로 들어가 補血活血하고 行氣止痛하는 효능이 있으

며 心은 血을 主하고 肝은 血을 藏하며 脾는 血을 統括하므로 

血證에 두루 사용된다6).

동속근연식물인 당귀(當歸：Angelica Gigas Nakai：

Angelicae Gigantis Radix)의 약리학적 효능에 대한 실험연

구로는 당귀추출물의 중대뇌동맥 폐색에 의한 국소 뇌허혈 흰

쥐에서의 뇌경색 억제 및 신경세포 보호효과7), 흑색육종세포

(B6 melanoma cell)에서의 멜라닌색소 형성(melanogenesis) 

억제 효과8) 과산화지질 생성 억제를 통한 항산화 효과9), 당

귀 에탄올추출물의 dinitrofluorobenzene-유도 염증 마우스

와 대식세포에서의 항염증 및 항알러지 효과10), 뇌 신경세포

에서의 세포사멸에 대한 보호 효과15), 당귀 약침의 허혈성 뇌

손상에 대한 개선효과16) 등 다양하게 보고되었다. 또한 최근

에는 생리활성성분 연구로 당귀의 decrursin, decorsinol 성

분의 베타아밀로이드-유도 신경세포 손상에 대한 보호효과11) 

및 사람의 신장세포에서의 항산화효과 및 cisplatin-유도 세

포사멸에 대한 억제효과12) 등 약리효능과 기전에 대한 연구 

논문이 활발히 보고되고 있으나, 일당귀의 약리효능과 기전에 

대한 연구는 드문 실정이다.

본 연구에서는 일당귀 물추출물의 사람의 신경세포주인 

SK-N-SH 세포에서 화학적 허혈·재관류 손상에 의한 신

경세포사멸에서 세포증식 유도, 에너지대사 증가 및 세포사

멸 인자들의 발현 억제에 따른 신경보호효과를 확인하고자 

수행하였으며 실험적으로 유의한 결과를 얻었기에 보고하는 

바이다. 

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재
본 실험에서 사용된 일당귀는 한국 강원도 정선군에서 생

산된 일당귀(Angelica acutiloba Kitagawa)의 뿌리로서, 규

격품으로 품질검사필한 절단생약을 제약회사로부터 구입하여 

관능검사후 제조한 물추출물을 한국한의학연구원(KIOM)으로

부터 제공받아 사용하였다. 약재 표본은 한국한의학연구원에 

보관하였다(표본번호 KIOM011927).

2) 시약
본 실험에 사용 된 Dulbecco’s modified EAAle’s 

medium(DMEM), fetal bovine serum(FBS), penicillin 

-streptomycine(P/S) 등의 세포 배양용 시약들은 Gibco 

BRL(Grand Island, USA)사에서 구입하였으며, 실험에 사용

된 시약 중 Sodium azide, 2-deoxy-D-glucose, Sodium 

dodesyl sulfate(SDS), Acrylamide, phosphate buffer 

saline(PBS) 등은 SIGMA(St. Louis, USA)사에서 구입하였

다. Cell proliferation reagent 인 WST-1은 Roche 

(indianapolis, IN, USA)사에서, ADP/ATP ration kit는 

Abcam (Cambridge, MA, USA)사에서 구입하였으며, 

anti-caspase-3 단클론항체는 Cell signaling(MA, USA)사

에서, goat anti-rabbit, goat anti-mouse 단클론항체는 

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)사에서 

구입하였다. 또한 X-ray film(Kodak Co, Ltd, Burnaby, 

BritishColumbia), ECL solution(PIerce Co, IL, USA), 

protein assay solution(BioRad Laboratories, Inc, CA, 

USA)을 사용하였으며, 기타 실험에 사용된 모든 시약은 분석

용 등급 이상을 사용하였다.

2. 방법

2-1. 추출물 제조
일당귀 건조약재에 10배량의 1차 증류수를 가하여 환류냉

각기를 장치하고 히팅맨틀을 이용해 2시간 동안 열탕하고 전

액을 여과지로 여과하였다. 잔류물을 다시 같은 방법으로 2차 

추출하고, 1, 2차 추출액을 혼합한 뒤 동결건조기(Bondiro, 

Ilshin Lab, Korea)로 동결건조하여 일당귀 물추출물 건조분

말을 얻었다. 추출물의 수득률은 건조약재 대비 50.64%였다.

2-2. 세포 배양
SK-N-SH(KCLB 30011, human brain neuroblastoma 

cell line) 세포는 ATCC(CRK2271, VA, USA)로부터 구입하

였으며, 10% FBS과 penicillin·streptomycin(10,000 

U/ml, 10,000 ㎍/㎖)을 넣은 Dulbecco's Minimum 

Essential Medium(DMEM) 배양액으로 5% CO2가 공급되는 

배양기에서 37℃ 조건으로 배양하였다. 

2-3. 허혈성 손상 세포배양모델 제작
화학적 허혈성 손상 세포배양모델을 제작하기 위해 산화적 

인산화를 억제하는 sodium  azide와 해당과정을 차단하는 

2-deoxy-D-glucose를 사용하여 저산소증(hypoxia)과 저혈

당증(hypoglycemia)을 유도하였다13). 

(1) Chemical ischemia 손상 유도 시간에 따른 세포 생존

도 측정

96-well plate에 세포(1.5×104 cell/well)를 분주한 후 

하룻밤 배양하고, 배지를 제거한 다음 1× PBS로 3회 세척
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하였다. 이후 3mM sodium azide와 10 mM 2-deoxy- 

D-glucose가 포함된 chemical ischemic Dulbecco's 

phosphate-buffered saline(CI-DPBS)를 넣고 0, 5, 10, 

15, 30, 45, 60분간 배양한 후 WST-1 방법을 이용해 세포

생존도(cell viability)를 측정을 하였다. 

(2) Chemical ischemia 손상 유도 후 재관류 시간에 따른 

세포 생존도 측정

96-well plate에 세포(1.5×104 cell/well)를 분주한 후 

하룻밤 배양하고, 배지를 제거한 다음 1× PBS로 3회 세척

하였다. 이후 3mM sodium azide와 10 mM 2-deoxy- 

D-glucose가 포함된 chemical ischemic Dulbecco's 

phosphate-buffered saline(CI-DPBS)를 넣고 45분간 배양

한 후 1× PBS로 3회 세척하였다. 여기에 growth medium

로 교체하여 0, 3, 6, 12, 18, 24 시간 동안 배양한 후 

WST-1 방법을 이용하여 세포생존도를 측정을 하였다. 

2-4. 세포 생존율 측정
약물에 의한 세포독성과 허혈·재관류 손상에 따른 세포생

존도를 측정하기 위해서 WST-1 assay를 수행하였다14). 먼

저 96-well plate에 세포(1.5 × 104 cell/well) 분주하여 

24 시간 배양한 후 serum free media(SFM)에 여러 농도(0, 

0.1, 0.2, 0.5, 1 ㎎/㎖)로 희석한 일당귀 물추출물을 처리하

였다. 2시간 배양 후 배지를 제거하고 1× PBS로 3회 세척

한 다음 CI-DPBS를 처리하여 45 분간 배양하였다. 다시 배

지를 제거하고 1× PBS로 3회 세척한 후 growth medium

로 배지를 교체하고 24 시간 더 배양을 하였다. 배양 종료 

후 WST-1 시약을 200 ㎕/well씩 넣은 후 37℃ CO2 

incubator에서 암실상태를 유지하면서 반응시키고 반응액을 

96-well plate에 100 ㎕/well씩 옮겨서 Microplate Reader

에서 420 nm의 흡광도를 측정하였다.

2-5. 에너지 변화량 측정
SK-N-SH 세포(1.5 × 104 cell/well)를 luminometer 

plate에 분주하여 하룻밤 배양하고 이전 WST-1 assay에서 

독성이 나타나지 않은 농도 범위의 일당귀추출물을 2시간 동

안 전처리한 다음, CI-DPBS 45분간 처리하여 재관류시켰다. 

이를 다시 growth medium로 교체한 후 24시간 동안 배양

하고, 다시 배지를 제거한 다음 1× PBS로 3회 세척하였다. 

여기에 nuclear releasing reagent를 100 ㎕씩 넣고 5분 동

안 실온에서 반응시킨 후 ATP monitoring enzyme을 1 ㎕

씩 넣고 1분 동안 luminometer를 이용하여 측정을 하였다. 

ADP levels을 측정하기 위해서 다시 10분간 luminometer로 

측정하여 값을 기록한 후 ADP converting enzyme을 1 ㎕

를 넣고 1분 이내에 luminometer로 측정하여 ATP와 ADP

의 비율(ATP·ADP  ration)을 구하였다.

2-6. Western blot
SK-N-SH 세포로부터 세포사멸 유도 단백질인 

caspase-3의 발현을 Western blot으로 측정하였다. 먼저, 

SK-N-SH 세포에 독성이 없는 농도범위의 일당귀추출물을 

2시간 동안 전처리한 다음, CI-DPBS로 교체하여 45분간 처

리하고 다시 growth medium로 교체하여 24 시간 동안 재

관류하였다. 각 세포를 1× PBS로 3회 세척 후 lysis 

buffer(50 mM HEPES, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% 

deoxycholate, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 ㎍/ml 

aprotinin) 0.1 ㎖로 lysis시켰다. 이를 12,000 rpm에서 20

분 원심분리함으로써 단백질을 분리하였다. 분리된 각 단백질

의 농도를 protein assay solution으로 정량한 다음, 30 ㎍ 

단백질을 2 × sample buffer (100 mM Tris-HCl, pH 

6.8, 200 mM dithithreitol, 4% SDS, 0.2% bromophenol 

blue, 20% glycerol)와 섞어 10-15% SDSPAAE를 통해 분

리하였다. 분리된 gel상의 단백질을 NC membrane으로 

transfer시키고 각 membrane은 5% skim milk로 실온에서 

1시간 blocking하였다. Membrane에 caspase-3 및 β

-actin에 대한 일차항체를 넣어 4℃에서 하룻밤 반응시킨 후 

0.05% Tween이 들어간 TBS로 3회 세척하였다. Membrane

에 다시 anti-IgG conjugated HRP 항체를 넣은 후 1시간 

동안 실온에서 반응시키고 0.05% Tween이 포함된 TBS(1× 

TTBS)로 3회 세척하여 ECL용액을 이용하여 x-ray film에 

감광시켰다.

2-7. Hoechst33258 염색
Hoechst33258 염색은 Islam (9)의 방법에 따라 수행하였

다. 먼저 슬라이드 글라스를 얹은 culture dish에 세포

(5×105 cell/㎖)를 분주하여 24 시간 배양 한 다음, 일당귀

추출물을 농도별(0, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 ㎎/㎖)로 처리하여 2 

시간 동안 배양한 후 배지를 제거하여 1× PBS로 3회 세척

하였다. 여기에 SFM에 250 μM 농도로 의석한 H2O2 용액

을 처리한 후 2시간 동안 배양하였다. 여기에 배지를 제거하

고 1× PBS로 다시 3회 세척한 후 4% paraformaldehyde

를 처리하여 4℃에서 30분 동안 세포를 고정하였다. 고정시

킨 세포는 1× PBS로 3회 세척하여 1 ㎎/㎖의 

Hoechst33258이 함유된 PBS를 5 ㎕씩 처리하여 실온에서 

30 분간 염색하였다. 염색된 세포 내 핵의 형태변화를 형광

현미경(Olympus ImAAing America Inc, PA, USA)을 이용

하여 관찰하였다.

2-8. 통계처리
결과는 3회 반복실험에 대한 평균(mean)±표준오차 

(standard error SE)로 나타내었으며, 통계학적 분석은 

GraphPad Prism program의 Student t-test를 수행하여 p

값이 0.05 이하인 경우를 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

결  과

1. 허혈·재관류에 의한 세포손상에 대한 효과

SK-N-SH 세포에서 허혈·재관류에 따른 세포 손상 정도

를 측정한 결과, 3 mM sodium azide와 10 mM 

2-deoxy-D-glucose을 처리하고 10분 동안 배양하였을 때 

세포 독성이 나타나지 않았으나 배양시간에 의존적으로 세포

독성에 의한 세포생존도가 감소되었다(Fig. 1). 즉, 세포생존

도가 15분 배양시간 부터 DPBS만 넣은 정상 세포에 비해 유

의적으로 감소하였으며, 45분 배양 시 약 50%로 측정되었다
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(Fig. 1A). 또한 허혈 후 재관류 시간에 따른 세포생존도를 

측정한 결과 24시간 재관류에서 세포생존도가 50%로 나타났

으며, 재관류 시간에 의존적으로 감소하였다(Fig. 1B). 따라

서 SK-N-SH 세포에서의 일당귀추출물의 세포생존도 감소

에 대한 효과를 조사하기 위해서 45분 허혈과 24시간 재관류 

조건으로 실험하였다.

한편, SK-N-SH 세포에 일당귀추출물(AA)을 0.1, 0.2, 

0.5, 1 ㎎/㎖ 농도로 처리한 후 24시간 배양하여 WST-1 

assay 방법으로 세포독성을 측정한 결과, 각각 115.38± 

5.21%, 114.19±5.98%, 115.61±2.49%, 105.14±2.76으

로 1 ㎎/㎖ 농도까지 독성이 나타나지 않았다(Fig. 2A). 또

한 SK-N-SH 세포에 45분 동안 허혈 손상을 준 다음 24시

간 재관류하여 세포사멸을 유도한 다음 독성이 없는 농도 범

위의 일당귀추출물을 처리하여 세포생존도를 측정한 결과, 일

당귀추출물을 처리한 세포에서 허혈・재관류에 의해 감소된 

세포생존도가 농도 의존적으로 증가하는 것으로 나타났다

(Fig. 2B). 따라서 일당귀추출물은 허혈・재관류 손상에 따른 

세포손상으로부터 신경세포를 보호하는 것으로 나타났다.

Fig. 1. Induction of chemical ischemia・reperfusion injury in 
SK-N-SH cells. The changes of cell viability in cells after 
chemical ischemia. Cells were incubated with CI-DPBS containing 
3mM sodium azide and 10 mM 2-deoxy-D-glucose for 0, 5, 15, 
30, 45 and 60 min (A), and reperfused for 0, 3, 6, 18 and 24 h 
(B,C). The cell viability was determined by WST-1 assay. B. the 
changes of cell viability in cells after chemical ischemia and 
reperfusion. Values are means SEM of two different preparations 
with quadruplicate experiments. *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 
vs. cells alone with DPBS.

Fig. 2. Effects of Angelicae Acutilobae Radix(AA) water extract on 
chemical ischemia–reperfusion injury in SK-N-SH cells. Cells were 
incubated with different concentrations of AA extract (A) or after 
45 min chemical ischemia and 24 h reperfusion with CI-DPBS 
(B). Cell toxicity was measured by WST-1 assay. Values are 
means SEM of two different preparations with quadruplicate 
experiments. *P<0.05, *P<0.01 and ***P<0.001 vs. normal cells； 
and #P<0.05, ###P<0.001 vs. chemical・ischemia reperfusion 
group.

2. 에너지 생성에 대한 효과

일당귀추출물의 신경세포에서의 허혈・재관류 손상에 의한 

에너지 감소에 대한 조절 효과를 확인하기 위해 SK-N-SH 

세포에 45분 허혈손상과 24시간 재관류 조건으로 세포사멸을 

유도한 후 일당귀추출물을 처리하여 ATP/ADP ration을 측

정하였다. 그 결과, 허혈성 손상이 유발된 세포(vehicle)에서

는 ATP의 생성이 정상 세포에 비해 현저히 감소되는 것으로 

나타났다(Fig. 3A). 또한 일당귀추출물(AA)을 농도별로 처리

하였을 때 농도 의존적으로 ATP의 생성이 증가하는 것으로 

나타났다(Fig. 3B). 특히 일당귀 추출물을 1 ㎎/㎖ 농도로 

처리하였을 때 정상 세포와 유사한 수준으로 에너지 생성이 

증가하였다.

Fig. 3. Effects of Angelicae Acutilobae Radix(AA) water extract on 
chemical ischemia・reperfusion induced decreasing of  ATP levels 
in SK-N-SH cells. Cells were incubated with CI-DPBS for 45 min 
and reperfused for 24 h. Cells were incubated with different 
concentrations of AA extract for 2 h (A). The ration of ATP/ADP 
was measured ATP/ADP ration kit. Values are means SEM of two 
different preparations with quadruplicate experiments. ***P<0.001 
vs. control； #P<0.05, ###P<0.001 vs. vehicle group.

3. Caspase-3 발현에 대한 효과

Caspase-3는 시스테인 단백 분해효소(cysteine 

aspartate specific protease)로서 세포사멸을 유발시키는데 

중요한 역할을 한다. 따라서 신경세포에서의 caspase-3의 발

현에 대한 일당귀추출물의 효과를 확인하기 위해서 허혈・재

관류 손상 후 일당귀추출물을 처리하여 Western blot을 수행

하였다. 그 결과 정상세포에 비해 허혈・재관류를 통해 세포

사멸이 유발된 신경세포에서 caspase-3의 발현이 현저히 증

가하였으며 이는 일당귀추출물 처리에 의해 농도 의존적으로 

감소하였다(Fig. 4). 특히 일당귀추출물을 1 ㎎/㎖ 처리하였

을 때 정상세포에서와 유사하게 caspase-3의 발현이 억제되

었으며 이는 일당귀추출물이 허혈・재관류 손상에 의한 세포

사멸로부터 caspase-3 발현을 억제함으로써 신경세포를 보

호할 수 있음을 의미한다. 
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Fig. 4. Effects of Angelicae Acutilobae Radix (AA) water extract on 
chemical ischemia・reperfusion induced expression of caspase-3 
protein in SK-N-SH cells. Cells were treated with different 
concentration (0.1, 0.2, 0.5, 1.0 ㎎/㎖) of AA extract after 
chemical ischemia・reperfusion injury. The expression of 
caspase-3 protein was determined by Western blot. Results of 
three independent experiments were averAAed mean value of 
three independent experiments (SD=bars). ***P<0.001 vs. control； 
and #P<0.05, ###P<0.001 vs. vehicle (Vehi) group. 

4. DNA 변성에 대한 효과

신경세포에서 허혈・재관류 손상에 따른 세포사멸로부터 유

발되는 핵의 형태학적 변화를 관찰하기 위해 허혈・재관류 손

상 후 일당귀추출물을 처리한 후 Hoechst33258 염색을 수행

하였다. 그 결과, 허혈・재관류 손상으로 세포사멸이 유발된 

세포에서 Hoechst33258에 핵이 염색됨으로써 세포사멸 특이

적 응축되거나 쪼개진 핵 내 apoptotic body를 관찰할 수 있

었다(Fig. 5a). 또한 일당귀추출물을 처리한 세포에서는 농도

에 의존적으로 apoptotic body가 감소한 것을 관찰하였다.

Fig. 5. Effects of Angelicae Acutilobae Radix (AA) water extract on 
chemical ischemia・reperfusion induced production of apoptotic 
body in SK-N-SH cells by Hoechst 33342 staining. a, vehicle 
group； b, AA 0.1 ㎎/㎖； c, AA 0.2 ㎎/㎖； d, AA 0.5 ㎎/㎖； 
and e, AA 1 ㎎/㎖-treated cells (x400). 

고  찰

대뇌의 생리적 기능은 혈액으로부터 산소와 포도당 공급에 

의존하고 있으며, 뉴런은 저산소증・저혈당 조건에 매우 취약

하기 때문에 산소와 포도당 공급이 몇 분 동안만 되지 않아도 

치명적인 손상을 유발하게 된다. 뇌에서 허혈성 손상은 과도

한 활성산소의 생성을 유도하며 활성산소는 산화적 손상을 통

해 뇌 세포 사멸을 유발하게 된다15). 또한 노화의 원인은 이

러한 활성산호에 의해 세포가 손상되기 때문이며 활성산소는 

우리 몸에 필요한 에너지(ATP)를 얻기 위한 대사과정에서 생

성된다16). 한편 미토콘드리아는 산소 호흡 작용 시 생성되는 

활성산소의 발생처로 인식되고 있으며 최근 노화 연구의 새로

운 중심이 되고 있다. 즉 활성산소와 같은 산화적 스트레스에 

의해 초래되는 미토콘드리아 손상과 기능부전이 노화 및 노화 

관련 질환의 원인이 되며, 활성산소로 인한 DNA의 체세포 

돌연변이, 미토콘드리아 DNA의 전사 장애로 인한 단백질 합

성 저하, 이에 따른 다량의 활성산소 발생의 악순환이 반복됨

으로써 노화 관련 질환들이 나타나게 되며, 미토콘드리아의 

기능은 당뇨병, 동맥경화, 혈관기능, 심부전, 암, 노화, 뇌질

환을 유발하는 것으로 보고되고 있다17-20). 뇌졸중과 같은 뇌

혈관 질환의 경우, 뇌의 혈액 순환 장애에 의한 급격한 의식

장애와 운동마비를 수반하는 질환으로 주로 영양분과 산소 공

급의 부족으로 인한 미토콘드리아 기능 손상과 세포 파괴가 

유발되며, 세포사멸에 관여하는 여러 단백질들의 발현을 통해 

뇌 신경세포가 죽게 되는 것으로 보고 있다. 즉, 산소와 포도

당 고갈에 따른 미토콘드리아 내 에너지 대사이상, 그로인한 

세포막 투과성변화에 따른 Ca2+ 등의 대량 유입, 세포사멸 관

련 분자들의 발현 증가로 세포가 죽게 된다21). 따라서 건강증

진과 질병예방을 위해 미토콘드리아의 기능 유지 및 회복이 

매우 중요한 전략으로 인식되고 있다. 

당귀는 참당귀(토당귀；Angelica gigas Nakai.), 當歸(중

국당귀；Angelica Sinensis Diels.), 大和當歸(일당귀； 

Angelica acutiloba Kitag.) 등의 건조한 뿌리로 본초학적 

효능으로는 月經不調, 經閉腹痛, 癥瘕結聚, 崩漏, 血虛頭痛, 

眩暈, 痿痺, 腸燥便難, 癰疽瘡瘍, 跌打損傷 등이 있으며 따뜻

하고 무독하며 맛은 달고 시며 약간 쓰고 한의약에서 대표적

인 보혈약 중 하나로 여겨진다. 또한 한의 임상에서 補血, 和

血效果로 인해 각종 부인병에 널리 처방되고 있으며36), 여성

의 혈부족증을 보하며 장기복용하면 자궁발육부전을 치료하는 

것으로 알려져 있다. 그러나 시중에서 여러 가지 당귀가 모두 

당귀라는 이름으로 유통되고 있지만36) 각 당귀에 따라 그 성

분에는 상당한 차이가 있다. 특히 일당귀의 주요 성분은 

Butylidene dihydrophthalide, 4-Hydroxy-4-methyl-2- 

pentanone, 9,12-Octadecanoic acid, Butylidene 

phthalide, β-Farnesene 등이며 참당귀의 주요 성분인 

Decursin, Decursinol angelate는 일당귀에는 소량만이 포

함되어 있는 등의 차이를 보인다22). 일당귀의 약리적 효능 연

구로는 항산화효과, 중추억제 작용, 간기능 회복 및 면역기능

강화 효과, 돌연변이 유발 억제 효과 및 항균활성 효과, 진

통, 소염 및 관절염에 미치는 효능 연구 등이 보고 되고 있다
23-28). 본 연구에서는 일당귀 물추출물의 뇌 신경세포에서의 

허혈성 손상에 대한 보호효과를 확인하기 위해 sodium 

azide와 2-deoxy-D-glucose 처리에 의한 chemical 

ischemia 신경세포 배양모델을 제작하였으며, 허혈과 재관류

를 통해 세포사멸이 일어난 SK-N-SH 세포에서 일당귀 물

추출물에 의한 세포증식 유도와  에너지대사 변화 및 세포사

멸 억제 효과를 확인하였다.

고등동물의 대부분의 에너지는 미토콘드리아에서 합성되는 

ATP로 충당되며 미토콘드리아에서 일어나는 에너지대사 작용

은 노화와 밀접한 관계에 있다고 보고 있다. 뇌 조직에서 보
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고된 결과를 보면, 노화에 따라 포도당 의존도가 증가하며 

NAD+-isocitrate dehydrogenase 활성은 감소하는 것으로 

알려져 있고, 노화된 조직의 Krebs cycle 효소 활성은 감소

하고 세포의 미토콘드리아 의존도도 감소하게 된다29). 즉, 노

화는 전반적인 미토콘드리아 기능 저하와 연관이 있을 것으로 

추측되고 있다30). 본 연구에서 일당귀추출물은 뇌 신경세포에

서 허혈・재관류 손상에 따른 현저한 ATP 합성의 감소를 개

선시켜 에너지 대사를 증가시킴으로써 세포사멸을 억제할 수 

있는 것으로 나타났다. 또한, 일당귀추출물은 뇌 신경세포에

서 화학적 허혈・재관류 손상에 따른 세포사멸  과정을 유도

하는 caspase-3의 발현을 처리 농도에 의존적으로 억제함으

로써 세포사멸을 차단하는 것으로 나타났다. 뇌졸중에서 허혈

성 자극에 따른 혈관 장벽 밀착결합 부위 손상을 통한 혈장의 

유출은 조직부종을 발생시키고 결국 관류장애로 인해 신경세

포에서 산소를 이용한 에너지 대사 장애를 초래하여 신경세포 

손상 및 사멸을 유도하게 된다31). 따라서 일당귀추출물의 허

혈성 손상에 따른 에너지대사 장애의 극복은 일당귀추출물이 

신경세포 손상 및 사멸을 차단함으로써 뇌졸중과 같은 질환을 

극복하는데 좋은 약물이 될 수 있음을 의미한다. 

뇌 신경세포의 세포사멸은 다양한 뇌 질환의 병태생리와 

직접 연관되며 정상적인 발생과정 중에도 이미 생성되었던 많

은 여분의 세포들이 자연적으로 사멸하는 과정을 거치게 되기 

때문에 세포사멸은 발생 프로그램 진행의 중요한 과정이기도 

하다32). 세포사멸은 세포 표면의 death receptor 중재에 의

한 I형 세포사멸과 미토콘드리아 중재에 의한 II형 세포사멸

로 나누어지며, I형은 주로 Fas (APO-1/CD95)가 관여하여 

caspase 기시체인 caspase-8이 caspase 효과체인 

caspase-3를 활성화시킴으로써 세포사멸이 유발되게 된다. 

반면 II형은 주로 미토콘드리아에 의해 분비된 cytochrome c

가 관여하며 caspase 기시체인 caspase-9가 caspase 효과

체인 caspase-3를 활성화시킴으로써 세포사멸을 유발하게 

된다33,34). 특히 caspase-3는 세포사멸에 관여하는 많은 세포 

단백질의 분절을 촉진하는 사멸 단백분해효소(death 

protease)이다35). 본 연구에서 일당귀추출물은 뇌 신경세포에

서 화학적 허혈・재관류 손상에 따른 세포사멸  과정을 유도

하는 caspase-3의 발현을 처리 농도에 의존적으로 억제함으

로써 세포사멸을 차단하는 것으로 나타났다. 또한, Hoechst 

염색에 의한 세포 핵 내 형태학적 변화에서 일당귀추출물의 

처리는 세포사멸 특이적 DNA의 응축이나 쪼개진 apoptotic 

body의 생성을 억제하였으며 이는 일당귀추출물에 의해 세포

사멸로부터 신경세포가 보호되었음을 의미한다. 

이상의 결과로부터 일당귀의 물추출물은 허혈・재관류 손

상으로부터 세포를 보호함으로써 세포증식을 유도하며, 미토

콘드리아에서의 에너지(ATP) 양을 증가시키고, 세포사멸 유

도분자의 발현을 억제함으로써 뇌 신경세포를 보호하는 것으

로 나타났으며, 이는 일당귀가 에너지대사 향상 뇌 신경 보호

약물로 활용될 수 있음을 의미한다.

결  론

본 연구에서는 뇌 신경세포인 SK-N-SH 세포에서 

sodium azide와 2-deoxy-D-glucose 처리에 따른 허혈・

재관류 손상에 따른 세포사멸에서 일당귀 물추출물의 세포사

멸 억제 및 에너지 증가에 따른 신경보호효과를 조사하여 다

음과 같은 결론을 얻었다

1. 일당귀 물추출물은 SK-N-SH 세포에서 허혈・재관류로 

인한 손상으로부터 세포 증식을 유도하였다.

2. 일당귀 물추출물은 SK-N-SH 세포에서 허혈・재관류로 

인한 에너지(ATP) 감소를 증가시켰다.

3. 일당귀 물추출물은 SK-N-SH 세포에서 허혈・재관류로 

인한 caspase-3 발현 증가를 억제하였다.

4. 일당귀 물추출물은 SK-N-SH 세포에서 허혈・재관류로 

인한 apoptotic body의 생성과 핵의 형태학적 변화를 감

소시켰다.

따라서 일당귀 물추출물은 신경세포에서 세포사멸 유도 단

백질의 발현 억제와 에너지 생성 증가를 통해 세포사멸로부터 

신경세포를 보호하였으며, 이는 일당귀가 허혈성 손상으로부

터 뇌신경을 보호함으로써 뇌졸중과 같은 각종 뇌 질환 치료

제 개발 소재로 활용될 수 있음을 의미한다. 
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