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ABSTRACT

Objectives：This work was designed to investigate the effect of The root of Achyranthes japonica Nakai (AJN) 

water extract on serum deprivation‧reperfusion-induced apoptosis in PC-12 cells and transient middle cerebral 

artery occlusion (tMCAO)-induced ischemic brains of rats.

Methods：Apoptosis in PC12 cells was induced by serum deprivation and reperfusion. The cells were treated 

with AJN water extract at doses of 0.5 and 1.0 ㎎/㎖ for 24 hr after inducing the apoptosis. Cell viability was 

determined by WST-1 assay. The expression of caspase-3 protein was determined by Western blot. Ischemic 

brains were prepared from tMCAO-induced ischemic rats after oral administration with AJN at dose of 50 and 

100 ㎎/㎏, and then brain infarction was measured by TTC staining. 

Results：AJN significantly increased the cell viability in apoptocic-induced PC-12 cells, and also decreased the 

expression of caspase-3 protein. Furthermore, the administration of AJN significantly inhibited tMCAO-induced 

brain infarction in rats.

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

in PC12 cells and the infarction of ischemic brains.

Key words：Achyranthes japonica Nakai, Neuroprotection, anti-apoptotic, PC-12 cell, Cerebral ischemia–
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서  론

뇌경색(ischemia)은 뇌의 동맥이 막히거나 파열됨으로써

뇌 조직의 죽음을 초래하는 뇌혈관 질환으로 뇌 손상뿐 아니

라 알츠하이머병이나 간질 등의 다양한 신경학적 장애를 수반

하는 중요 뇌질환 중 하나이다1-2). 즉, 뇌혈관이 막혀 뇌 

조직에 산소와 영양분의 공급이 원활하지 못하여 신경이 손상

됨으로써 일어나는 질환인 것이다. 뇌 허혈 시 허혈 중심부

(core)는 심한 허혈 손상으로 신경세포막이 파괴되어 괴사형

태의 세포사멸(apoptosis)이 유발되고, 허혈 주변부

(penumbra)는 소량의 산소와 포도당만 공급(10~20 ㎖/100 

g/min)됨으로써 세포기능이 일시적으로 정지되는 상태에 빠

지게 된다. 따라서 허혈 주변부 세포들은 혈류가 다시 공급되

면 기능이 회복되거나, 재관류 조직손상(reperfusion injury) 

또는 지연성 세포사멸이 일어나게 된다3). 이러한 허혈 주변부

의 세포손상인 지연성 세포사멸은 세포막 손상 없이 세포핵의 
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손상이 먼저 일어나는 사멸기전에 의해 일어나는 것으로 알려

져 있다3,4). 이러한 세포사멸의 기전 연구는 배양세포에 혈청

이나 배양인자의 제거, 배양세포에 항암제 등의 화합물이나 

세포사멸 유도 인자의 처리, 또는 자외선이나 방사선을 이용

한 물리적 처리 등 여러 가지 자극을 가하는 방법으로 연구되

고 있다5).

세포사멸은 신호전달 단계(Signalization phase), 조절과 실

행단계(Control & execution phase) 및 구조적 변화 단계

(Structural alteration phase)로 구분하며6), 발생과정상 불필

요하거나 노화된 세포나 각종 손상을 입은 세포를 제거하기 위

해 유전적으로 결정되어지는 세포자살 프로그램의 활성화에 의

해서 일어나는 세포사멸(programmed cell death)의 한 형태

로7), 정상적인 태아의 발달과 노화, 그리고 면역기능과 조혈계

의 유지에 중요한 역할을 한다8). 반면 세포사멸의 비정상적인 

조절은 암의 초기발생과 화학요법에 저항성을 지니는 종양세포

의 형성9), 자가면역질환10), 후천성 면역결핍증11) 그리고 신경 

퇴화12) 등에 관여하는 것으로 알려져 있고, 세포사멸의 형태는 

세포의 축소, 세포막에 수포형성, 크로마틴의 수축과 핵의 분해

에 따른 apoptotic body 형성 등을 특징으로 한다13).

쇠무릎(Achyranthes japonica Nakai, AJN)은 한국, 중

국, 일본 등의 아시아 지역에 광범위하게 분포하는 비름과 

(Amaranthaceae) 다년초 식물이고, 이것의 뿌리를 건조한 

것을 우슬이라 하며 한방에서 성미가 平하며, 맛은 쓴맛과 신

맛을 가지고, 신장과 간장의 경락에 작용하며, 어혈을 제거하

며 십이경맥을 도우며 혈액순환을 촉진하고, 혈액을 생성하는 

효능과 인체의 상부로 오르는 열을 떨어뜨리는 효능이 있으며 

다른 약을 허리나 다리 쪽으로 이끄는 효능이 있다고 알려져 

있다14-16). 그 외 우슬은 이뇨, 진통, 소중, 구어혈 등의 치료

에 사용되고 있으며, 항염증, 항암작용, 간보호, 항산화 등의 

생물학적 활성도 보고되고 있다17-19). 또한 우슬의 생리활성

성분으로 oleanolic acid, saponin, metamorphosis 

hormone, inokosterone, ecdysone, polysaccharide, 

20-hydroxyecdysone, steroid 계열인 β-sitosterol, 

stigmasterol, rubrosterone 등이 보고되어 있다20,21,)

이에 본 연구에서는 혈청 제거‧재관류(serum deprivation‧
reperfusion)를 이용하여 세포사멸이 유도된 PC12 세포에서 

우슬 물추출물의 효과를 확인하고, 일시적 국소 뇌동맥 페쇄

(transient middle cerebral artery occlusion)에 의해 허혈

성 뇌 손상이 유발된 흰쥐에서의 뇌경색 발생에 대한 효과를 

확인함으로써 우슬 물추출물의 뇌신경보호효과의 가능성을 평

가하고자 수행되었다. 

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재
본 실험에서 사용된 우슬은 한국 전남 영암군의 쇠무릎 

(Achyranthes japonica Nakai； AJN)을, ㈜광명당제약(울

산, 한국)에서 제약화 한 것을 구입하여 관능검사 후 제조한 

물추출물을 한국한의학연구원(KIOM)으로부터 제공받아 사용

하였다. 약재 표본은 한국한의학연구원에 보관하였다(표본번

호 KIOM010079).

2) 시약
본 실험에 사용 된 Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI) 1640 medium, fetal bovine serum(FBS), horse 

serum, penicillin-streptomycine(P/S) 등 세포배양 시약

은 Gibco BRL(Grand Island, USA)사에서 구입하였으며, 

실험에 사용된 WST-1 reagent는 Roche (indianapolis, 

IN, USA)사에서, anti-caspase-3 monoclonal antibody 

(mAb)는 Cell signaling(MA, USA)사에서, goat anti- 

rabbit, goat anti-mouse mAb는 각각 Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)사에서 구입하였

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

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

protein assay solution(BioRad Laboratories, Inc, CA, 

USA), 3-(4,5-dimethy lthazol-2-yl-2,5-teterazolium 

bromide Sigma, St Louis, CA, USA)을 사용하였으며, 

기타 실험에 사용된 모든 시약은 분석용 등급 이상을 사용

하였다.

2. 방법

2-1. 추출물 제조
우슬 건조약재에 10배량의 1차 증류수를 가하여 환류냉각

기를 장치하고 히팅맨틀(heating mantle)을 이용해 2시간 동

안 열탕한 후 전액을 3겹 거어즈와 와트만 여과지로 여과하

였다. 잔류물을 다시 같은 방법으로 2차 추출하였으며, 1,2차 

추출액을 혼합하여 동결건조기(Bondiro, Ilshin Lab, Korea)

에서 동결건조함으로써 우슬의 물추출물 건조분말을 얻었다. 

이때 우슬 물추출물의 수득률은 건조약재 대비 50.91%였다. 

우슬 물추출물은 실험직전 멸균된 1× 인산완충액(1x, PBS)

에 완전히 녹여서 사용하였다.

2-2. 세포실험
(1) 세포 배양

흰쥐의 pheochromocytoma 세포인 PC-12 세포는 한국

세포주은행(서울, 한국)으로부터 분양받아 사용하였다. 세포배

양은 37℃의 5% CO2, 95% air 조건에서 5% horse serum, 

10% FBS 및 1% penicillin/streptomycin을 포함하는 

RPMI1640 배지를 배양액으로 하여 배양하였으며, 이때 

poly-L-lysine (Sigma, Saint Louis, MO, USA)으로 코팅

된 배양 용기를 이용하였다.

(2) 세포사멸 유도

세포사멸을 유도하기 위해 이전에 보고되었던 방법22)인 혈

청제거(serum-deprivation) 및 재관류(reperfusion) 방법을 

사용하였다. 즉, 6-well plate에 PC12 세포(3×105 

cell/well)를 분주하여 하룻밤 배양한 후 다음 날 완전 배지를 

모두 제거하고 혈청이 제거된 배지(serum free media)로 교

환한 후 5% CO2 상태에서 6 시간 또는 12시간 배양하였다.

(3) 세포 생존율 측정

우슬추출물에 의한 세포독성과 세포사멸 유도 후 세포생존

도 변화에 대한 효과를 확인하기 위해서 WST-1 assay를 수

행하였다. 먼저 6-well plate에 세포(3×105 cell/well)를 분
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주하여 하룻밤 배양한 후 우슬추출물 0.5~1 ㎎/㎖ 농도를 

처리하여 2시간 배양하였다. 이후 배지를 완전히 제거하고 

1× PBS로 3회 세척한 다음 혈청이 제거된 배양액으로 교체

한 후 12시간 배양하였다. 여기에 WST-1 시약을 200 ㎕

/well 씩 넣은 후 37℃ CO2 incubator에서 암실상태를 유지

하면서 반응 시킨 후 반응액을 96-well plate에 100 ㎕

/well씩 옮겨서 Microplate Reader에서 420 nm 흡광도를 

측정하였다.

(4) Western blot

우슬추출물이 혈청제거에 따라 세포사멸이 유도된 PC12 

세포로부터 발현되는 세포사멸 유도 단백질인 caspase-3의 

발현을 억제하는지 확인하기 위해 western blot을 수행하였

다. 먼저, PC12 세포에 독성이 없는 농도범위의 우슬추출물

을 2시간 동안 전처리한 다음, 혈청을 제거한 배지로 교체하

여 12 시간 배양을 하였다. 각 세포를 수거하여 1× PBS로 

3회 씻은 후 lysis buffer(50 mM HEPES, pH 7.4, 150 

mM NaCl, 1% deoxycholate, 1 mM EDTA, 1 mM 

PMSF, 1 ㎍/ml aprotinin)를 이용해서 lysis시켰다. 이후 

단백질이 들어있는 상등액을 회수하여 각 sample에 존재하는 

단백질을 정량하고, 30 ㎍ 단백질을 2 × sample buffer와 

섞어 12% SDS-polyacryamide gel (1.5 M Trisma 

base,10% sodium dodecyl sulfate (SDS, 30% 

acrylamide, 10% ammonium persulfate, TEMED) 상에서 

전기영동 시켰다. 전기영동이 끝난 gel상의 단백질을 NC 

membrane으로 transfer시키고 각 membrane은 항체와 비

특이적 결합을 막기 위해 5% skim milk로 실온에서 1시간 

반응 시켰다. 반응을 끝낸 membrane에 5% skim milk에서 

30분간 반응시킴으로써 blocking한 후 1차 항체와  4℃에서 

하룻밤 반응시켰다. 이를 0.05% Tween이 들어간 TBS로 3

회 세척한 후 다시 2차 항체인 anti-IgG conjugated HRP

와 실온에서 1시간 동안 반응시켰으며, 다시 0.05% Tween

이 포함된 TBS로 3회 세척한 후 ECL용액을 이용하여 

x-ray film에 감광시켰다.

2-3. 동물실험
(1) 일시적 국소 뇌허혈 동물모델 제작

Sprague Dawley 흰쥐를 80% N2O와 20% O2에 혼합한 

1.5% isoflurane으로 흡입하여 마취시키고, 보온패드를 사용

하여 체온을 약 37±0.5℃로 유지하면서 중대뇌동맥을 폐색

하였다. 즉 마취하에서 목의 정중선을 따라 경부를 절개하고 

미주신경에 손상을 주지 않도록 주의하면서 좌측 총경동맥

(Common carotid artery CCA), 내경동맥(Internal carotid 

artery ICA), 외경동맥(External carotid artery ECA)을 분

리한 다음, 총경동맥과 외경동맥을 결찰하고 내외경동맥의 분

지점으로부터 내경동맥 내로 probe를 삽입하고 그 바로 위쪽

을 결찰하였다. Probe는 4-0 nylon surgical thread의 한

쪽 끝을 가열하여 구형으로 만든 다음 20∼25㎜ 길이로 잘라

서 사용하였다. 90분간 결찰(occlusion) 한 후 probe를 제거

하여 24시간 동안 재관류(reperfusion)시켰다. 동물이 마취에

서 회복된 다음 Bederson의 방법24)에 따라 꼬리를 중심으로 

들었을 때, 몸의 불균형, 앞발의 좌우모양, 왼쪽 선회 등으로 

신경학적 행동장애를 측정하였다.

(2) 검액의 투여

실험동물을 대조군(vehicle)과 실험군(sample group)으로 

나누고, 실험군은 다시 서로 다른 농도(50, 100, 200㎎/㎏)

의 우슬추출물을 경구 투여 한 군으로 나누었으며, 대조군은 

약물 대신 1× PBS를 투여하였다.

(3) 허혈성 뇌손상 부위의 뇌경색 측정

중대뇌동맥 폐색 24시간 경과 후 흰쥐를 1.5% isoflurane

으로 흡입 마취시킨 다음 뇌를 적출하고 뇌 주형틀을 이용하

여 frontal pole에서 2 ㎜ 두께로 잘라 7개의 뇌 관측 절편

을 만들어 0.9% 생리식염수에 녹인 2% 2,3,5- 

triphenyltetrazolium chloride(TTC) 염색약으로 10분간 염

색하였다. TTC 용액으로 붉게 염색된 뇌 절편을 4% 

paraformaldehyde 용액으로 고정시킨 후 각 절편의 뒤편 영

상을 카메라로 촬영하고 경색면적을 경색을 일으킨 반구의 전

체면적에서 염색이 되지 않은 경색면적을 백분율로 나타내어 

각 7개의 절편들의 평균을 계산하였다.

2-4. 통계처리
모든 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. 세포독성

PC-12 세포에 대한 우슬 추출물의 독성을 평가하기 위해

서 여러 농도의 우슬 추출물을 처리하여 24시간 배양한 후 

WST-1 assay를 수행하였다. 그 결과, 우슬 추출물(AJN)을 

0.1, 0.5, 1 ㎎/㎖ 농도로 처리하였을 때 세포 생존도는 각

각 98.33±3.08%, 96.25±4.33%, 93.77±3.95%, 96.52 

±2.99으로 측정되어 우슬 추출물은 PC12 세포에서 1 ㎎/㎖ 

농도까지 독성이 나타나지 않는 것으로 확인되었다(Fig. 1). 

Fig. 1. Effect of Achyranthis Radix water extract on cell viability in 
PC12 cells. Cells were treated with AJN water extract at 
concentrations of 0.1, 0.5 and 1 ㎎/㎖ for 24 hr, and cell viability 
was determined by WST-1 assay. Values are means±SE of three 
indifferent experiments. 

2. 세포생존율에 대한 효과

먼저 PC12 세포에서 혈청 제거로 인한 유도되는 세포 생

존율의 감소를 확인하기 위해서 세포를 혈청 제거 조건에서 

6시간과 12시간 배양한 후 WST-1 assay를 수행하였다, 그 
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결과, 혈청이 제거 되지 않은 정상세포에서는 세포생존율이 6

시간에 다소 증가하였으나, 12 시간이 지난 후에는 일정하게 

유지되었다(Fig. 2). 그러나 혈청을 제거한 세포사멸 유도 세

포에서의 세포생존율은 6시간에는 64.7%, 12시간 에는 

56.2%로 측정되어 배양시간에 의존적으로 세포생존도가 감소

하였다. 따라서 이후 실험에서는 12시간 혈청 제거 배양 조

건으로 수행하였다. 

다음은 세포사멸이 유도된 PC12 세포에서의 우슬추출물의 

보호효과를 확인하기 위해서 세포를 혈청 제거 조건으로 12

시간 배양한 후 우슬추출물을 0.5, 1 ㎎/㎖ 농도로 처리하여 

세포생존도를 측정하였다. 그 결과, 우슬추출물을 처리한 세

포에서 농도 의존적으로 세포생존도가 증가하였으며, 우슬추

출물이 세포사멸로부터 세포를 보호하는 것을 확인하였다

(Fig. 3).

Fig. 2. Effect of serum deprivation on cell viability in PC12 cells. 
Cells were cultured in serum-free medium for 6 hr or 12 hr, and 
cell viability was determined by WST-1 assay. Values are 
means±SE of three indifferent experiments. ***p<0.001 vs. 0 hr 
culture group.

Fig. 3. Effect of Achyranthis Radix water extract on serum 
deprivation-induced cell death in PC12 cells. Cells were cultured 
in serum-free medium for 12 hr, and then treated with AJN water 
extract at concentrations of 0.5 and 1 ㎎/㎖ for 24 hr. Cell 
viability was determined by WST-1 assay. Values are means±SE 
of three indifferent experiments. ###p<0.001 vs. normal cells； and 
**p<0.01, ***p<0.001 vs. serum deprivation group.

2. Caspase-3 단백질 발현에 대한 효과

혈청 제거에 의해 세포사멸이 유도된 PC12 세포에서 세포

사멸 유도 단백질인 caspase-3의 발현에 대한 우슬 추출물

의 효과를 확인하기 위해 western blot을 수행하였다. 그 결

과, 정상세포는 capsase-3의 발현이 낮게 나타났으며, 혈청 

제거에 의해 세포사멸이 유도된 세포에서 현저히 증가되었다

(Fig. 4). 또한 혈청 제거로 증가된 caspase-3 단백질의 발

현은 우슬 추출물을 1 ㎎/㎖ 농도로 처리하였을 때 유의적으

로 감소하였다. 

Fig. 4. Effect of Achyranthis Radix water extract on serum 
deprivation-induced expression of capsase-3 protein in PC12 
cells. Cells were cultured in serum-free medium for 12 hr, and 
then treated with AJN water extract at concentrations of 0.5 and 
1 ㎎/㎖ for 24 hr. Expression of caspase-3 was determined in 
cell lysates by Western blot, and suggested representative figure. 
All western blot figures were imaged by ImageJ program of three 
independent experiements, and values are means±SE of three 
indifferent experiments. ###p<0.001 vs. normal cells； and **p<0.01, 
***p<0.001 vs. serum deprivation group.

3. 일시적 국소 뇌허혈 동물의 뇌경색에 대한 

효과

우슬추출물의 세포사멸에 대한 보호효과를 바탕으로 허혈

성 뇌졸중에 대한 개선 효과를 확인하기 위해 중대뇌동맥 폐

쇄(occlusion 90 min, reperfusion 24 hr)로 허혈성 손상이 

유발된 흰쥐에 우슬추출물을 50, 100, 200 ㎎/㎏ 용량으로 

단회 투여 후 뇌 조직을 적출하여 TTC 염색으로 뇌경색의 

부피를 측정하였다. 그 결과, 허혈 유발군(vehicle)은 중대뇌

동맥 폐쇄에 의한 허혈성 손상으로 뇌경색이 발생함으로써 뇌

경색 부피가 29.72±12.7%로 측정되었으며, 허혈 유발 후 

우슬추출물을 투여한 군에서는 50, 100, 200 ㎎/㎏ 용량에

서 각각 27.74±5.26%, 24.95±13.74%, 22.83±8.98%로 

측정되어 100, 200 mg/kg 투여군에서 유의적으로 뇌경색 

부피가 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 5).

Fig. 5. Effect of Achyranthis Radix water extract on brain infarction 
in ischemic rats. Ischemic rats were prepared by transient middle 
cerebral artery occlusion (80 min) and reperfusion (24 hr), and 
orally administrated with saline or AJN water extract at doses of 
50, 100 and 200 ㎎/㎏ after reperfusion. (A) Brain infarction was 
determined by TTC staining. (B) Infarct volumes in 
saline-administrated vehicle group and AJN-administrated group 
(n=5, respectively) are expressed as the percentage of 
hemisphere volumes, and presented as the means±SE. *p<0.05 

and **p<0.01 vs. vehicle group.
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고  찰

최근 우리나라는 노령인구가 증가됨에 따라 뇌졸중, 알츠

하이머병, 파킨슨병 등 각종 뇌질환에 의한 사망이 전체 사망

원인에서 우위를 차지하면서, 사회․경제적 비용도 급격히 증가

하여 뇌질환 치료제 개발에 대한 필요성이 절실히 요구되고 

있다1). 뇌졸중은 단일질환으로는 국내 사망률 1위 질환으로 

치료 후에도 반신마비나 언어장애 등 심각한 후유증을 남기고 

장기간의 회복과정을 요구하는 만성 혈관 질환이다2). 

뇌 안의 모세혈관을 통한 산소 공급은 뇌 세포들의 에너지 

대사를 위한 매우 중요한 단계이며, 뇌 혈류의 차단은 국소적 

뇌경색의 유발과 수 분 이내 뇌경색 중심부위의 가역적 손상

이 일어나게 되고, 빠른 세포사멸을 유도하게 된다25). 신경세

포의 사멸은 허혈 발생 직후부터 급격하게 발생되는데 임상학

적으로 이를 막는 치료법은 발병 3시간 이내 혈전용해제 등

을 이용해 혈액을 다시 재관류시키는 것인데 사실상 이 방법

은 시간적 제한에 따른 현실적 어려움이 많은 것으로 보고 있

다. 따라서 손상된 신경세포의 치료는 주로 중심부가 아닌 뇌

경색 주변부의 지연성 세포사멸을 막는 것으로 산소와 포도당

의 재공급으로 일시적으로 정지되어 있던 세포들의 기능을 회

복시킬 수 있는 것으로 보고 있다34). 따라서 최근에는 신경보

호제 개발에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있으며, 신경세

포의 괴사와 세포사멸을 막는 것은 허혈성 뇌손상 치료에 있

어 매우 중요한 전략이 될 수 있다. 

우슬에 대하여 동의보감29)에는 “성질은 平하며, 맛은 苦

酸하고 무독하며, 남자의 陰消와 노인의 遺尿를 다스리며, 寒

濕의 痿痹와 膝痛으로 인한 屈伸하지 못하는 것과 骨髓를 메

우고, 陰氣를 利하게 하고, 머리털이 희는 것과 陰痿가 일어

나는 것을 막으며, 腰脊痛을 치료하고, 墮胎시키고, 월경을 

통하게 한다”고 되어 있다. 우슬의 현대 약리적 효과는 진통

작용, 혈압강하작용, 고혈압, 류마티스, 관절통과 같은 울혈의 

치료, 이뇨 치료, 강장제 등의 효과가 알려져 있다30-33). 또한 

우슬의 성분으로서는 oleanolic acid, saponin, 

metamorphosis hormone, inokosterone, ecdysone, 

polysaccharide, 20-hydroxyecdysone, steroid 계열인 β

-sitosterol, stigmasterol, rubrosterone 등이 보고되어 있

다20,21). 본 연구에서는 쇠무릎(Achyranthes japonica)의 물

추출물을 제조하여 PC-12 세포에서 혈청 제거에 의한 세포

사멸에 대한 보호효과와 중대뇌동맥 폐쇄에 의한 허혈성 뇌 

손상 유발 흰쥐의 뇌 조직에서의 뇌경색 발생 억제 효과를 검

증함으로써 우슬의 뇌신경보호효과를 확인하였다.

PC-12 세포는 흰쥐의 부신 수질(adrenal medulla)에 발

생한 크롬친화세포종(Pheochromocytoma)으로부터 유래된 

세포인데, 뇌의 도파민성 뉴런 계열은 아니지만 신경성 성장

인자(nerve growth factor, NGF)를 처리하면 다양한 신경

특이적 유전자를 발현함으로써 신경세포로 최종 분화, 교감신

경세포와 유사한 특성을 나타내게 된다. 분화된 PC12 세포는 

도파민, 노르에피네프린과 같은 카테콜아민을 합성하고 저장

할 수 있으며, 도파민 운반체를 발현하게 된다26). 또한 

PC-12 세포는 신경세포사멸 연구에 매우 유용한 세포배양모

델로서 소 태아 혈정(fetal bovine serum)의 농도가 세포사

멸 조건을 결정하는데 중요하게 작용하기 때문에 혈청을 제거

한 배양조건으로 쉽게 세포사멸을 유도할 수 있으며, 배양액 

내 소태아혈청의 농도는 세포사멸 조건을 결정하는데 중요하

게 작용하고, Bcl-x, Bax, caspase-3 등과 같은 세포사멸 

조절 단백질들을 활성을 측정할 수 있다27,28). 본 연구에서는 

혈청을 제거한 배양 조건으로 12시간 배양함으로써 PC12 세

포의 세포사멸을 유도하였으며, 혈청 제거로 인해 세포 생존

도가 감소하고 세포 형태가 변형되었으며 caspase-3 단백질

의 발현이 증가되는 것을 확인하였다. 또한, 우슬 물추출물의 

세포사멸로 인한 세포생존도 감소를 증가시키고 caspase-3

의 발현을 억제시킴으로써 세포사멸로부터 보호하는 것으로 

나타났다. 

세포의 죽음은 세포괴사와 세포사멸로 나누어지는데 이것

은 세포 외부의 환경과 저산소‧허혈의 강도에 의해 결정되며 

세포 내 에너지 대사가 중요한 작용을 한다고 보고 있다34). 

즉, 뇌 세포는 외부에 손상자극으로부터 세포 내 에너지

(ATP, Ca+2) 농도를 낮추어 세포가 괴사 단계로 가는 것을 

억제하고, 또한 세포사멸로 진행하기 위한 새로운 유전자 발

현에 관여하게 된다. 따라서 세포 배양액 내 포도당이나 산소

가 고갈된 저산소‧허혈 상태는 세포가 에너지를 만들 수 없는 

상태가 되기 때문에 당연히 세포사멸로 이어질 수 밖에 없으

나, 배양액 내 산소만 고갈되고 포도당이 있는 상태에서는 해

당과정을 통해 에너지를 생성할 수 있으므로 세포사멸 과정이 

지연될 것이다35).  따라서 배양세포에서 세포사멸을 유발하기 

위한 방법에 대해 많은 연구가 이루어져 왔고 일반적으로 배

양액으로부터 혈청이나 배양인자를 제거하는 방법과 배양세포

에 방사선이나 자외선, 화학물질 등을 물리적으로 처리하여 

유발 시키는 방법 등이 사용되고 있다36).  

한편, 일시적인 중뇌동맥 폐쇄에 의한 국소 뇌허혈 흰쥐모

델은 허혈 중심부의 괴사와 주변부의 지연성 세포사멸이 모두 

공존하는 실험모델로 임상적인 중풍환자의 병태와 유사하고, 

행동양상이 비슷한 특징이 있어 사람의 중풍 실험모델로도 널

리 사용되고 있다38). 본 모델에서 국소적 뇌경색이 유발되면 

수 분 내에 내피 부종으로 인해 모세혈관 내경이 좁아지게 되

며 또한 무산소성 에너지 대사 산물인 젖산이 축적되는데 이

는 혈관내피세포, 신경세포 및 신경아교세포의 세포부종을 초

래함으로써 뇌경색 유발 후 1~3일 후 뇌-혈관장벽

(Blood-brain barrier)의 손상이 최고점에 이르게 된다. 즉, 

BBB의 손상에 따른 혈장의 유출과 외부 물질의 출입은 조직 

부종을 발생시키고 결국 관류장애로 인한 뇌혈관 손상과 신경

세포로의 산소와 에너지 대사 장애로 이어져 신경세포의 손상

과 세포사멸을 유도하게 된다37). 본 연구에서는 우슬 물추출

물의 신경보호 효과를 확인하기 위하여 세포배양모델 외 국소 

뇌허혈 흰쥐 모델을 제작하였으며, 우슬 물추출물의 투여에 

의해 뇌경색의 부피가 유의적으로 감소하는 것을 확인하였다. 

이상의 결과로부터 우슬 물추출물은 혈청을 제거를 통해 

세포사멸이 발생한 PC12 세포에서 세포증식을 유도하고, 

caspase-3의 발현을 억제시킴으로써 세포를 보호하였으며, 

중뇌동맥 폐쇄로 인한 허혈성 뇌졸중 유발 흰쥐에서 뇌경색의 

부피를 감소시킴으로써 뇌조직을 보호하는 것으로 나타났다. 

결  론

본 연구에서는 신경세포사멸 세포모델과 허혈성 뇌졸중 동



82 大 韓 本 草 學 會 誌 ― Vol. 27 No. 2, 2012

물모델에서 우슬 물추출물의 신경보호효과를 확인하였으며 다

음과 같은 결론을 얻었다

1. 우슬추출물은 PC-12 세포에서 혈청제거로 인한 세포사멸

로부터 세포증식을 유도하였다.

2. 우슬추출물은 PC-12 세포에서 세포사멸에 따른 

caspase-3 발현 증가를 유의적으로 억제하였다.

3. 우슬추출물은 허혈성 뇌졸중 흰쥐에서 뇌경색의 부피를 유

의적으로 감소시켰다.

따라서 우슬은 신경세포 사멸을 막고, 허혈성 손상에 따른 

뇌경색 발생을 감소시킴으로써 뇌 신경보호 효과가 있는 것으

로 나타났다.
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