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AbstractAbstract

Objectives :
BCS(Bambusae concretio silicae) is used as a traditional medicine in Korea for the incipient stroke. Recent reports
indicated that BCS has a neuroprotective effect by anti-convulsion effect. However, it's mechanism is not well
studied. The purpose of this study was to investigate into the molecular mechanism of BCS for neuroprotection in
normoxia of cultured rat hippocampal neurons.

Methods :

BCS (1.0, 2.5, 5.0, and 10.0 ㎍/㎖) was added to culture media (Neurobasal supplemented with B27) on DIV 0,
given a normoxia, and the cell viability was measured by typical phase-contrast images of the cultures with 1.0,
2.5, 5.0, and 10.0 ㎍/㎖ on DIV 21. Effects of BCS on the expression of various synaptic proteins (GABAB R1,
GABAB R2, GlyR, PSD95) were observed by immunocytochemistry showing on DIV 3, 7 and 21.

Results :

Typical phase-contrast images of the cultures indicated that BCS has a protective effect of rat hippocampal cells in
normoxia. The BCS upregulated GABAB R1 after normoxia on DIV 7, GABAA β2/3 on DIV 21 and GABAB R2 on
DIV 21. And the BCS downregulated PSD95 after normoxia on DIV 7.

Conclusions :

The present study showed evidence for the efficacy of BCS in Typical phase-contrast images, upregulation of
inhibitory neurotransmitter receptors(GABAB R1) and downregulation of PSD95 which eventually protected neuronal
cell death in normoxia.
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Ⅰ. 緖  論

포유류 중추신경계 신경전달물질은 크게 흥분

성과 억제성으로 나눌 수 있다. 주된 흥분성 신경

전달물질(excitatory neurotransmitter)인 glutamate

는 과다 유리될 경우 강력한 신경독성물질로 작용하

여 뇌졸중(stroke), 근위축성측삭경화증(amyotrophic

lateral sclerosis, ALS), 간질(epilepsy) 등 여러 가

지 질환의 병변으로 작용한다1,2). 따라서 신경세

포의 흥분독성을 줄이기 위하여 세포밖공간으로 

과유리된 glutamate를 효율적으로 제거하려는 

시도를 한다.

한편, γ-aminobutyric acid(GABA)는 중추신경

계의 주된 억제성 신경전달물질이다3,4)
. 세포밖으

로 유리된 GABA는 이온향상성인 GABAA 및 

GABAC 수용체와 결합하여 Cl
-를 세포내로 유입

시킴으로써 세포막의 과분극을 일으키거나5)
, 대

사향상성인 GABAB 수용체를 통하여 신경세포

의 흥분성을 억제한다. 따라서 허혈/저산소증에

서 흥분독성을 억제하고자 GABA 신호전달경로

를 활성시키고자 시도한다.

天竺黃은 靑皮竹과 華思勞竹등의 마디사이에 

분비액이 고여 응결한 물질6)로, 소아의 驚風抽搐
이나 癲癎, 驚狂을 치료하고 痰火를 제거하는데 

주로 사용되어왔다7-10)
. 최근 실험연구에서는 天

竺黃이 glutamate로 유발한 흥분성세포독성을 

억제시키고11), 산화적 글루탐산 독성에 대한 보

호활성, 노인성 치매에 대한 보호효과가 있음이 

보고되었으며, astrocyte에 대한 보호효과와 세포

막지질의 과산화저해 작용이 존재하는 것으로 

밝혀졌다12-3)
.

이에 저자는 天竺黃 물추출물이 신경전달물질 

수용체에 미치는 영향을 알아보고자 배양한 흰

쥐 해마신경세포에서 GABA 수용체의 표현과 

glutamate transpoter의 표현을 조사하여 유의한 

결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 實  驗

1. 재료

1) 동물

본 연구는 임신 18일(Embryonic day 18, E18)

의 Sprague-Dawley계 흰쥐(대한동물실험센터)를 

사용하였다.

2) 약재

실험에 사용된 天竺黃은 대한약전 및 대한약

전 외 한약 규격주해14)에 근거하여 동국대학교 

부속 한방병원에서 구입하였다.

3) 天竺黃의 물추출물 제조

天竺黃(2 g)에 20 ㎖의 증류수를 넣어 균질화

하고 4°C에서 18시간 진탕하였다. 이를 15,000

rpm에서 15분간 원심분리하여 상등액을 얻고 

여과멸균(0.45 ㎛)한 후 소량씩 분주하여 -20°C

에 보관하였다. 건조물의 량은 1 ㎖ 추출물 3 튜

브를 동결건조한 후 평균치를 사용하였다.

2. 방법

1) 신경세포 배양

임신 18일(embryonic day 18 : E18)의 Sprague

-Dawley계 흰쥐 해마신경세포를 Brewer 등15)의 

방법에 따라 배양하였다. E18의 흰쥐를 dry ice

가 들어있는 통속에 3~5분간 넣어 마취하고, 자

궁을 가른 후 흰쥐 태아를 취하고 뇌를 잘라내

었다. 해마신경세포조직을 37°C에서 5분간 0.2

5％ trypsin으로 처리하고 1mM sodium pyruvate
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와 10mM HEPES (pH 7.4)가 첨가된 HBSS용액

(Hank's Balanced Salt Solution, Invitrogen Life

Technology) 5 ㎖로 4~5회 세척하여 반응을 중단

시켰다. 조직을 1 ㎖ HBSS 용액으로 옮기고, 끝

을 불에 달구어 구멍을 작게 한 pasteur pipette

으로 6~7회 통과시켜 세포를 분산시켰다. 이후 

분산된 세포의 밀도를 측정한 다음 B27을 첨가

한 plating Neurobasal media(Invitrogen Life

Technology)(100㎖ Neurobasal, 2 ㎖ B27

supplement, 0.25 ㎖ glutamax I, 0.1 ㎖ 25mM

glutamate, 0.1 ㎖ 25mM 2-mercaptoethanol)에 

약 1,500cells／㎟가 되도록 접종하여 5％ CO2

배양조에서 배양하였다. 2~3일 간격으로 배양액

을 feeding Neurobasal media(10 0㎖ Neurobasal,

2 ㎖ B27 supplement, 0.25 ㎖ glutamax I)로 ⅓

씩 교환하였다.

2) Tryphan blue 염색

0.4% tryphan blue(Sigma, T-8154; in 0.81%

NaCl and 0.06% 2HPO4)를 이용하여 죽은 세포를 

염색하고 현미경으로 관찰하였다. 세포를 feeding

neurobasal media로 세척하였다. 0.4% tryphan

blue 용액과 HBSS용액을 1:1로 섞어 각 well에 

500 ㎕씩 처리해준 후 10분간 배양조에 두었다

가, HBSS용액 1 ㎖로 4~5회 세척하였다.

3) 면역세포화학염색(immunocytochemistry)

배양용기(24-well plate)를 얼음 위에 올려놓고 

배양액을 500 ㎕의 ice-cold D-PBS(0.1g／ℓ CaCl2,

0.2g／ℓ KCl, 0.2g／ℓ KH2PO4, 0.1g／ℓ MgCl2-6H2O,

8.0g／ℓ NaCl, 2.16g／ℓ Na2HPO4-7H2O)로 교

환해 주었다. D-PBS를 4°C methanol(500㎕)로 

교환하고 5분 후 -20°C methanol(500㎕)로 다시 

교환한 다음 -20°C에서 20분간 두었다. Methanol

을 ice-cold D-PBS(500㎕)로 교환하고 15분 후 

preblock solution[0.05％ triton, 5％ normal

goat serum in h-PBS(20mM NaPO4, pH 7.4,

450mM NaCl)]을 넣어 4°C에서 1시간 처리하였

다. 1차항체[excitatory amino acid carrier 1

(EAAC1; 1:250, mouse monoclonal, clone 4D6.2

from Chemicon (#MAB1587). ; excitatory amino

acid transporter 1(EAAT1; 1:100, rabbit polyclonal.

Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg,

Germany (#Sc-15316); glial fibrillary acidic protein

(GFAP; 1:1000, mouse monoclonal, Sigma G3893);

GABAB R1 (1:500; rabbit polyclonal antibody,

Chemicon #AB5850); GABAB R2 (rabbit polyclonal

antibody, Chemicon #AB5848); GABAA β2/3

(mouse monoclonal clone 62-3G1, Upstate

Biotechnology Inc., Millipore, Billerica, Massachusetts,

USA); GlyR (1:500; mouse monoclonal clone

mAb4a) (Synaptic Systems, Göttingen, Germany);

PSD95 (1:1,000; chicken polyclonal UCT-C1, Dr.

Randall Walikonis, University of Connecticut,

CT, USA)]를 넣고 4°C에서 1시간 반응시킨 후 

실온에서 preblock solution으로 20분씩 3회 세척

하였다. 형광물질이 표지된 2차항체(Alexa Fluor

488-conjugated goat anti-mouse IgG, Alexa Fluor

568-conjugated goat anti-rabbit IgG, Alexa Fluor

647-conjugated goat anti-chicken IgG, 각각 

1:500; Molecular Probe)를 넣고 1시간 더 반응시

킨 후, D-PBS로 15분씩 3회 세척하였다. coverslip

은 DABCO mounting solution (100 mg of

1,4-diazabicyclo[2,2,2]octane/ml of 90% glycerol+10%

PBS, pH 7.4)을 이용하여 mounting 하였다.

4) 이미지 처리, 신호강도(signal intensity)

의 측정 및 surface plot

염색된 세포를 CCD camera(Photometrics Inc.,

Germany)가 장착된 형광현미경(Leica Re search
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Microscope DM IRE, Germany)으로 관찰하고,

FW4000 software(Leica Microsystems AG, Wetzlar,

Germany)를 이용하여 digital image를 획득하였

다. signal intensity를 측정하기 위하여 digital

image는 Photoshop 5.0K (Adobe) software를 이

용하여 흑백으로 전환(gray scale 0-255)하고 명

암을 반전한 다음, NIH Scion Image(version beta

4.02; Scion Corporation, Frederick, Maryland, USA)

를 이용하여 2D rolling mode로 background

subtraction 한 다음 spot의 mean density를 측

정하였다. Surface plot은 반전된 이미지를 NIH

Scion Image software를 이용하여 grayscale mode

로 작성하였다.

5) 통계처리

모든 실험은 최소 8배수로 시행하였고, 세포

의 생존율은 대조군에 대한 백분율(％ of control)

로 표시하였다. 통계학적 유의성은 Mann-Whitney

U test로 검증하였다.

Ⅲ. 結  果

1. 정상산소(normoxia)에서 天竺黃의 배

양 신경세포의 보호효능

배양 시작부터 天竺黃(0-10.0 ㎍/㎖)를 첨가하

여 배양하고 day in vitro(DIV) 21에 촬영한 위

상차현미경 영상을 Fig.1A에 나타내었다. tryphan

blue 염색하여 세포 생존율을 조사한 결과, DIV

21에는 많은 세포가 사망하여 대조군에서 생존

율이 46.2±8.76%이였다. 天竺黃을 1.0, 2.5, 5.0,

혹은 10.0 ㎍/㎖ 농도로 처리하였을 경우 각각 

53.2±13.0, 59.8±9.4, 67.1±12.1 및 40.3±10.4%의 

생존율을 나타내었는데, 이는 대조군에 비하여 

각각 15.2, 29.4, 45.2 및 -13.9%의 증가에 해당하

였으며, 2.5 및 5.0%의 경우는 매우 유의한(p

<0.01) 증가, 10.0%의 경우 유의한 감소(p <0.05)

를 하였다(Fig. 1B). 따라서 이후의 실험은 5.0

㎍/㎖의 농도로 天竺黃을 처리하였다.

Fig. 1. Neuroprotective effects of BCS. Rat
hippocampal cells were dissociated and
grown in the presence of BCS water
-extracts.
A : Typical phase-contrast images of the cultures
with 0.0 and 5.0 ㎍/㎖ on DIV 21.
B : Statistics. Cultures with indicated concentrations
of BCS were stained with tryphan blue on DIV
21. Cell viabilities were expressed as percents
of the total cell number. Statistic significance
was assessed by Mann-Whitney U-test.
* : p<0.05, ** : p<0.01, Scale bar : 50 μm.

2. 天竺黃 물추출물이 GABA 수용체의

표현에 미치는 영향

1) DIV 3일째의 변화

DIV 3에 신경세포를 GABAA β2/3 항체로 면

역염색한 형광현미경사진을 흑백 반전하여(Fig.

2b), 위상차현미경 사진(Fig. 2a)과 함께 Fig. 2에 

나타내었다. GABAA β2/3의 표현이 매우 약하

였지만 box 부분을 확대하여 보면 GABAA β2/3

의 cluster가 분명히 보였으며, NIH Scion Image

software를 사용하여 surface plot한 결과를 Fig.

2C에 나타내었다. cluster들(n=15-200, 4-5 cells)

의 강도(density)를 통계학적으로 분석한 결과 

天竺黃을 처리한 시험군은 대조군과 유의한 차

이를 나타내지 않았다(Fig. 2D).
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Fig. 2. Effects of BCS on the expression of GABAA β2/3 in hippocampal neurons on DIV 3.
Dissociated rat hippocampal neurons cultured without (A, Control) or with BCS were immunostained with anti-GABAA
β2/3 antibody on DIV 3. Phase-contrast (a) and inverted black/white images of fluorescence (b) microscopic
images of typical neurons were shown. The small boxed area of b is also shown as magnified image, and their
surface plots were shown in C. D indicates Statistics of relative density. Densities of each clusters in inverted
images were measured using NIH Scion Image software. Statistic significance was assessed by Mann-Whitney U-test.
Scale bar : 20 μm.

DIV 3 신경세포를 GABAB R1 항체로 면역염

색한 형광현미경사진을 흑백 반전하여(Fig. 3b),

위상차현미경 사진(Fig. 3a)과 함께 Fig. 3에 나

타내었다. GABAA β2/3와 마찬가지로 GABAB

R1의 표현도 강하지는 않았지만 분명한 cluster를 

형성하였으며(Fig. 3B, inset), box 부분의 surface

plot한 결과를 Fig. 3C에 나타내었다. cluster들

(n=15-200, 4-5 cells)의 강도는 天竺黃을 처리한 

시험군과 대조군에서 유의한 차이를 나타내지 

않았다(Fig. 3D).

Fig. 3. Effects of BCS on the expression of GABAB R1 in hippocampal neurons on DIV 3.
Dissociated rat hippocampal neurons cultured without (A, Control) or with BCS were immunostained with anti-GABAB
R1 antibody on DIV 3. Phase-contrast (a) and inverted black/white images of fluorescence (b) microscopic images
of typical neurons were shown. The small boxed area of b is also shown as magnified image, and their surface
plots were shown in C. D indicates Statistics of relative density. Densities of each clusters in inverted images were
measured using NIH Scion Image software. Statistic significance was assessed by Mann-Whitney U-test.
Scale bar : 20 μm. ** : p<0.01.
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2) DIV 7일째의 변화

DIV 7에 신경세포를 GABAA β2/3 항체로 면

역염색한 형광현미경사진을 흑백 반전하여(Fig.

4b), 위상차현미경 사진(Fig. 4a)과 함께 Fig. 4에 

나타내었다. box 부분을 확대하여 보면 GABAA

β2/3의 cluster가 분명하게 보였으며(insets), surface

plot한 결과를 Fig. 4C에 나타내었다. cluster들

(n=15-200, 4-5 cells)의 강도는 天竺黃을 처리한 

시험군과 대조군 사이에 유의한 차이를 나타내

지 않았다(Fig. 4D).

Fig. 4. Effects of BCS on the expression of GABAA β2/3 in hippocampal neurons on DIV 7.
Dissociated rat hippocampal neurons cultured without (A, Control) or with BCS were immunostained with anti-GABAA
β2/3 antibody on DIV 7. Phase-contrast (a) and inverted black/white images of fluorescence (b) microscopic
images of typical neurons were shown. The small boxed area of b is also shown as magnified image, and their
surface plots were shown in C. D indicates Statistics of relative density. Densities of each clusters in inverted
images were measured using NIH Scion Image software. Statistic significance was assessed by Mann-Whitney U-test.
Scale bar : 20 μm.

DIV 7에 신경세포를 GABAB R1 항체로 면역

염색한 형광현미경사진을 흑백 반전하여(Fig. 5b),

위상차현미경 사진(Fig. 5a)과 함께 Fig. 5에 나타

내었다. box 부분을 확대한 사진(insets)을 NIH

Scion Image software를 사용하여 surface plot

한 결과를 Fig. 5C에 나타내었다. 통계분석한 결

과 시험군의 cluster들(n=15-200, 4-5 cells)의 강도

는 대조군에 비하여 매우 유의하게(p <0.01) 증가

하였다(Fig. 5D). 이는 天竺黃 물추출물이 GABAB

R1의 표현을 증가시키는 것으로 해석된다.

DIV 7 신경세포를 PSD95 항체로 면역염색한 

사진을 흑백 반전하여(Fig. 6b) 위상차현미경 사

진(Fig. 6a)과 함께 나타내었다. 이 시기에 PSD95

의 표현은 매우 약하였다. 그러나 box 부분을 

확대하여 보면 PSD95의 cluster를 확인할 수 있

었으며(insets), 이의 surface plot결과를 Fig. 6C

에 나타내었다. cluster들(n=15-200, 4-5 cells)의 

강도를 통계분석한 결과 天竺黃을 처리한 시험

군은 대조군에 비하여 유의하게(p <0.05) 감소되

었다(Fig. 6D). 이는 天竺黃 물추출물이 흥분성 

연접의 생성을 억제함을 시사한다.
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a b a b

Fig. 5. Effects of BCS on the expression of GABAB R1 in hippocampal neurons on DIV 7.
Dissociated rat hippocampal neurons cultured without (A, Control) or with BCS were immunostained with anti-GABAB
R1 antibody on DIV 7. Phase-contrast (a) and inverted black/white images of fluorescence (b) microscopic images
of typical neurons were shown. The small boxed area of b is also shown as magnified image, and their surface
plots were shown in C. D indicates Statistics of relative density. Densities of each clusters in inverted images were
measured using NIH Scion Image software. Statistic significance was assessed by Mann-Whitney U-test.
Scale bar : 20 μm. ** : p<0.01.

a b a b

Fig. 6. Effects of BCS on the expression of PSD95 in hippocampal neurons on DIV 7.
Dissociated rat hippocampal neurons cultured without (A, Control) or with BCS were immunostained with anti-PSD95
antibody on DIV 7. Phase-contrast (a) and inverted black/white images of fluorescence (b) microscopic images of
typical neurons were shown. The small boxed area of b is also shown as magnified image, and their surface plots
were shown in C. D indicates Statistics of relative density. Densities of each clusters in inverted images were
measured using NIH Scion Image software. Statistic significance was assessed by Mann-Whitney U-test.
Scale bar : 20 μm. ** : p<0.01.

3) DIV 21일째의 변화

DIV 21에 신경세포를 GABAA β2/3, GABAB

R1 및 PSD95 항체로 면역염색하여 얻은 이미지

를 흑백 반전한 사진을 위상차현미경 사진과 함께 

Fig. 7에 나타내었다. 이 시기에는 GABAA β2/3의 

표현이 매우 강하였다. box 부분을 확대하여 보
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면 분명한 GABAA β2/3의 cluster가 보였으며, 이

의 흑백반전 이미지를 NIH Scion Image software

를 사용하여 surface plot한 결과를 Fig. 7C에 나

타내었다. 天竺黃을 처리한 시험군의 cluster들

(n=15-200, 4-5 cells)의 강도는 대조군에 비하여 

유의하게(p <0.05) 증가하였다(Fig. 7D).

DIV 21에 GABAB R1의 표현도 매우 강하였

는데(Fig. 7), box 부분을 확대하여 보면 분명한 

GABAB R1의 cluster를 확인할 수 있었다(insets).

box 부분의 흑백반전 이미지를 surface plot한 

결과를 Fig. 7C에 나타내었다. cluster들(n=15-200,

4-5 cells)의 강도를 통계적으로 분석한 결과 天

竺黃을 처리한 시험군(Fig. 8B)은 대조군에 비하

여 유의한 차이를 나타내지 않았다(Fig. 7D).

DIV 21에 PSD95는 매우 강하게 표현되었다

(Fig 7). box 부분을 확대하여 보면 PSD95의 

cluster를 확인할 수 있었으며, 이의 흑백반전 이

미지를 surface plot한 결과를 Fig. 7C에 나타내

었다. cluster들(n=15-200, 4-5 cells)의 강도는 天竺

黃을 처리한 시험군(Fig. 7B)이 대조군에 비하여 

그 표현이 유의하게(p <0.05) 증가하였다(Fig. 7D).

Fig. 7. Effects of BCS on the expression of GABAA β2/3, GABAB R1, PSD95 in hippocampal neurons on
DIV 21.
Dissociated rat hippocampal neurons cultured with (B, BCS) or without (A, Control) BCS were immunostained with
corresponding antibodies on DIV 21. Phase-contrast (a) and inverted black/white images of fluorescence (b,c,d)
microscopic images of typical neurons were shown. The small boxed area of b,c,d is also shown as magnified
image, and their surface plots were shown in C. D indicates Statistics of relative density. Densities of each
clusters in inverted images were measured using NIH Scion Image software. Statistic significance was assessed by
Mann-Whitney U-test. Scale bar : 20 μm. * : p<0.05.

DIV 21 신경세포를 GABAB R2와 glycine 수

용체(GlyR) 항체로 면역염색한 이미지를 흑백 

반전한 사진과 위상차현미경 사진을 함께 Fig. 8

에 나타내었다. GABAB R2의 표현도 매우 강하였
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으며, box 부분을 확대하여 보면 분명한 GABAB

R1의 cluster를 확인할 수 있었다(insets). box 부

분의 흑백반전 이미지를 surface plot한 결과를 

Fig. 8C에 나타내었다. cluster들(n=15-200, 4-5 cells)

의 density를 측정하고 통계적으로 분석한 결과 

天竺黃을 처리한 시험군은 대조군에 비하여 매

우 유의한(p <0.01) 차이를 나타내었다(Fig. 8D).

DIV 21에 GlyR의 표현도 매우 강하여, box

부분을 확대하여 보면 GlyR의 강한 cluster가 나

타났다(Fig. 8, insets). box 부분의 흑백반전 이

미지를 surface plot한 결과를 Fig. 8C에 나타내

었는데, cluster들(n=15-200, 4-5 cells)의 강도는 

시험군과 대조군 사이에 유의한 차이가 없었다

(Fig. 8D).

Fig. 8. Effects of BCS on the expression of GABAB R2 and GlyR in hippocampal neurons on DIV 21.
Dissociated rat hippocampal neurons cultured with (B, BCS) or without (A, Control) BCS were immunostained with
corresponding antibodies on DIV 21. Phase-contrast (a) and inverted black/white images of fluorescence (b,c)
microscopic images of typical neurons were shown. The small boxed area of b,c is also shown as magnified image,
and their surface plots were shown in C. D indicates Statistics of relative density. Densities of each clusters in
inverted images were measured using NIH Scion Image software. Statistic significance was assessed by Mann-
Whitney U-test. Scale bar : 20 μm. ** : p<0.01.

Ⅳ. 考  察

GABA(γ-aminobutyric acid)는 glycine과 함께 

포유류 중추신경계의 주된 억제성 신경전달물질

이다3,4)
. GABA에 의한 억제가 없다면 뉴런들은 

glutamate의 영향에 의해 지속적으로 활동전위

를 보내고, 결국에는 지나친 발화로 인한 세포의 

죽음을 초래한다. GABA 작용을 인위적으로 차

단하거나 glutamate와 비슷하면서 더 강력한 물

질을 처리하여 GABA 억제를 무력화시키면 이

러한 결과를 관찰할 수 있다. Glutamate의 과다

한 작용과 이로 인한 신경세포의 손상은 뇌졸중

을 비롯한 뇌혈관성 질환이나 간질, 또는 알츠하
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이머 치매 등에서 발생하고 있다. 어떤 사람들은 

중국요리를 먹은 뒤 약하게 glutamate 독성을 

경험하기도 한다. GABA 억제는 정신질환 약물

의 작용방식과도 관계있다. 예를 들면 긴장과 불

안을 완화시켜주는 valium은 GABA의 능력을 

향상시켜 glutamate를 조절하는 작용을 한다. 공

포회로망에서 활동전위를 만들어 냄으로써 불안

과 걱정을 초래하는 흥분성 입력은 valium이나 

유사약물을 복용하면 약화된다16)
. 억제성 신경전

달물질인 GABA에 반응하는 수용체는 분자구조 

및 기능적 관점에서 3종류의 서브타입으로 분류

되어 있다. 이 중에서 이온채널 내장형 수용체는 

GABAA 및 GABAC 수용체인데, 이들은 Cl
- 이온

을 세포내로 유입시켜 신경세포의 과분극을 초

래하여 신경세포의 활성을 억제한다5)
. GABAA수

용체를 구성하는 아단위는 α, β, γ 및 δ의 4종류

로 이루어지고17), 각각 6,4,3 및 1개의 서브타입

이 존재한다18,19)
. GABAA 수용체가 활성화되면 

Ca
2+통로를 억제하고20-2)

, Kir3-type K
+이온통로

를 열어 과분극을 초래하여 신경세포의 활성을 

억제한다23)
. 간질환자의 경우 α2, α1, β2, β3, γ2

아단위의 표현이 증가되었는데24)
, 이는 억제성 수

용체인 GABA 수용체를 많이 표현하여 세포의 활

성을 줄이는 세포전략으로 해석된다. GABAA 수용

체가 이온채널형 수용체인 반면 GABAB 수용체는 

G 단백결합수용체(G-protein coupled receptors,

GPCR)이다. GABAB 수용체의 아단위는 R1과 

R2의 2종류로 이루어지는데25,26)
, GPCR의 작용에 

의해 활성화된 Gαi/o 아단위를 통하여 adenylyl

cyclase를 억제시키고27)
, 이것은 유전자 전사인자

(transcription factors) 및 인산화효소(kinases)에 

영향을 미친다28-30). 한편, GABAB 수용체를 매개

로 한 작용에서는 Cl
-이 전혀 관여하지 않고 

Ca
2+

, K
+

channel이 관여한다31-3)
. 연접전 GABAB

수용체의 자극은 세포내로의 Ca2+ 유입을 감소

시켜 신경전달물질의 유리를 억제한다10-2)
. 연접

후 GABAB 수용체는 K+이온통로를 열어 느린 

억제성 시냅스후전위(slow inhibitory postsynaptic

current, sIPSC)를 유도함으로서 세포막을 과분극

시키고 흥분성 전류를 차단한다13). 따라서 GABAB

수용체가 활성화되면 신경세포의 활성을 억제하

기 때문에 허혈/저산소증에서 일어나는 glutamate

흥분독성(excitotoxicity)을 억제하는 효과를 얻는

다. Glycine은 중추신경계 특히 척수, 뇌간, 시신경

의 중추신경계에서 신경전달억제물질이다. Glycine

수용체가 활성화되면 Cl-이 이온투과수용체를 통

해서 뉴런으로 들어오게 되고, 이는 억제성시냅

스후전위를 유발한다34-6)
.

天竺黃은 靑皮竹과 華思勞竹등에 기생하는 竹

黃蜂이 咬傷한 후 竹節間에 분비액이 고여 凝結

한 塊狀의 물질로서, 性味는 甘寒하고 心, 肝, 膽

經으로 歸經한다6). 淸熱豁痰, 凉心定驚, 祛風熱의 

효능이 있어 熱病神昏譫妄, 中風痰迷不語, 小兒驚

風抽搐, 癲癎을 치료하는데 사용되어 왔다7)
. 이는 

전통적으로 抱龍丸, 金箔鎭心丸, 安神丸등의 처방

에 반영되어 경련을 치료하는데 응용되었다.

신경세포를 시험관내에서 배양하면 배양과정 

자체가 세포에 스트레스로 작용하기 때문에 일

부 세포는 사멸하게 된다. 이러한 조건은 특정 

물질의 세포보호효능을 검증하기 위한 훌륭한 

모델이 된다. 본 연구에서는 배양세포의 생존율

을 tryphan blue 염색과 면역세포화학 염색방법

으로 조사한 결과 天竺黃 물추출물이 배양한 해

마신경세포를 유의하게 보호하는 것으로 관찰되

었다. 이러한 세포보호효과는 조11)의 연구에서 

天竺黃 메탄올추출물이 glutamate로 유발한 신

경독성 억제효과와, 서12)의 연구에서 신경아세포

종 세포에서 天竺黃이 oxidative glutamate 독성

에 대한 보호효과를 보인 것은 본 실험의 결과

와 부분적으로 일치한다. 그리고 정13)의 연구에
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서 amyloid-β로 독성을 유발한 흰쥐의 astrocyte

에 대한 독성억제도 天竺黃의 신경세포 보호효

과에 있어서 부분적으로 일치하는 결과를 보인

다. 그 기전을 알아보기 위하여 GABA 수용체의 

표현에 미치는 영향을 발생단계별로 조사한 결

과를 Fig. 9에 종합하여 나타내었다. GABAA 수

용체 아단위 β2/3의 표현은 DIV 3과 DIV 7에

는 대조군과 시험군의 차이가 없었지만, DIV 21

에는 天竺黃을 첨가한 대조군에서 매우 유의한 

증가를 보인 것은 天竺黃이 GABAA 수용체의 표

현을 증가시켜 신경세포를 보호할 수 있음을 시

사한다. 또한, GABAB 수용체 아단위 R1과 R2도 

발생단계 전반에서 증가하였으며, R1 아단위는 

DIV 7에서 R2 아단위는 DIV 21에서 유의한 증

가를 나타내었다. 따라서 天竺黃은 GABAA/B 아

단위의 표현을 증가시켜 신경세포의 흥분성을 

억제하는 것으로 해석할 수 있다. 그러나 天竺黃 

물추출물은 신경세포의 glycine 수용체의 표현에

는 영향을 미치지 않았다.

DIV21

DIV21

Fig. 9. Summary of effects of BCS on the expression of various synaptic proteins in hippocampal
neurons.
* : p<0.05. ** : p<0.01.

한편 흥분성 연접의 표지단백질인 PSD95의 

표현은 DIV 7에는 매우 유의하게 감소하였으나,

DIV 21에는 대조군에 비하여 유의하게 증가되

었다. DIV 7에 PSD95의 표현이 감소한 것은 天

竺黃이 흥분성 연접의 생성을 억제할 수 있는 

효과가 있음을 보여주며, 궁극적으로 신경세포의 
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성숙을 촉진하고 더 건강하게 유지시켜줌으로서 

DIV 21에는 PSD95의 표현이 증가되었다고 해석

할 수 있다.

지금까지 GABA 수용체에 영향을 미치는 한

약물에 대한 연구로는, 蟬退가 신경세포 보호효

능이 있으며, 억제성 신경신호전달물질 수용체,

특히 GABAB 수용체의 표현을 증가시킨다는 연

구결과가 있었고37), 이외에도 加味豨簽丸, 天麻

全蠍湯의 항경련효과에 대한 연구, 玄蔘의 항불

안 효과에 대한 연구 등이 있었다38-40)
. 본 연구

를 통해 天竺黃은 신경세포 보호효능이 있으며,

억제성 신경전달물질수용체의 표현을 증가시키

고, 흥분성 연접을 억제시키는 효능이 있다는 것

이 새롭게 확인되었다. 따라서 뇌혈관질환, 경련,

간질, 불면증 등에 天竺黃을 활용하여 볼 수 있

을 것으로 생각된다.

Ⅴ. 結  論

본 연구에서는 天竺黃 물추출물이 정상산소환

경의 신경세포 보호효과를 알아보고자 배양한 

흰쥐 해마신경세포를 tryphan blue 염색 방법으

로 조사한 결과, 天竺黃 물추출물은 해마신경세

포를 유의하게 보호하였다. 신경전달물질 수용체

의 표현에 미치는 영향을 알아본 결과 天竺黃 

물추출물은 DIV 21에서 GABAA β2/3와 GABAB

수용체 아단위 R2의 표현을 유의하게 증가시켰

고, DIV 7에서는 GABAB 수용체 아단위 R1의 

표현을 유의하게 증가시켰다. 한편 天竺黃 물추

출물은 DIV 7에서 PSD95의 표현을 유의하게 감

소시켰다.
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