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ABSTRACT

Objectives : The purpose of the study is to determine the neuroprotective effects of the water and 80% EtOH extract 

of some herbal medicine plant on  ischemia·reperfusion-induced cell death in SK-N-SH human brain neuronal cells.

Methods : SK-N-SH cells were treated with 3mM sodium azide and 10 mM 2-deoxy-D-glucose for 45 min, 

ptior to the addition of different concentrations of herbal medicine plant extract (0, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 

1000 µg/ml) for 2 hr and then reperfused with growth medium, incubated for 24 h. Cell viability was 

determined by WST-1 assay, and ATP/ADP levels were measured by ADP/ATP ratio assay kit. 

Results : Herbal medicine plant extract significantly inhibited decreasing the cell viability in ischemia-induced 

SK-N-SH cells. Also increased the ratio of ADP/ATP in ischemia-induced neuronal cells.

Conclusions : Our results suggest that herbal medicine plant extract has a neuroprotective property via 

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

treatment of ischemic brain injury. The exact component and mechanism remains for the future study.
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서  론1)2)

퇴행성 뇌질환인 치매는 대표적으로 뇌혈관 질환으로 발생

하는 혈관성 치매(vascular dementia, VaD)와 Aβ의 침착에 

의하여 생기는 알츠하이머병(Alzheimer's disease, AD)로 나

눌 수 있으며, 마약이나 음주와 같은 화학물질에 대한 중독, 

두부 외상, 전해질 장애, 갑상선 질환 등 60여 가지의 원인과 

경로를 거쳐 발생한다1,2). 이외에도 퇴행성 신경질환인 뇌졸중

을 포함하여 파킨슨병 등은 특정 뇌 세포사멸로 인한 치명적

인 에너지 대사의 소실이 신경계의 기능장애로 나타나고 있다.

뇌는 대사를 위한 산소이용률이 높고 과산화지질의 함량도 

높은 반면에 활성산소에 대한 산화방지 효소계나 저분자의 산

화방지제가 타 조직에 비해 상대적으로 적은 관계로 유해 활

성산소나 라디칼에 의한 산화적 손상에 대하여 매우 약하기 

때문에 신경세포의 사멸 유도로 인한 퇴행성 신경질환과 관련

이 큰 것으로 최근 여러 연구를 통해 보고되어지고 있다3-5). 

또한 뇌조직의 경우 일단 손상이 되면 기능회복이 어렵기 때

문에 퇴행성 신경질환에 있어서 신경세포를 보호 할 수 있는 
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치료제의 개발이 요구된다.

본 연구에 사용된 소재들(건율, 목과, 석창포, 지황, 석곡) 중 

밤(건율, Castanea crenata Siebold et Zuccarini)의 tannin 

조성은 주로 gallic acid이고6) 그 외 3,6-digalloyl glucose, 

pyrogallol, resorcinol, chebulinic acid, chebulagic acid, 

sugar 등으로 구성되어 있는 것으로 알려져 있다. 지금까지 밤

의 생리활성에 관한 연구는 밤나무 잎차의 항알레르기 효과7), 

밤 귀피의 용매분획별 항산화 활성과 항산화 물질의 분리8) 등이 

있으며, 저장9), 가공식품 제조10), 밤 전분의 제조, 변색11) 등에 

대한 연구들이 이루어져 왔다. 모과(Chaenomeles sinensis 

Koehne)는 장미과 (Rosaceae)에 속한 모과나무 및 동속식물의 

성숙과실을 건조한 것으로 중국 의학서인 ≪명의별록(名醫別綠)

≫에 처음 기재된 이래 서근활락(舒筋活絡), 화위화습(和胃化濕), 

강근골(强筋骨)하는 효능 및 치습비구련(治濕痹拘攣), 요슬관절산

동통(腰膝關節酸疼痛), 토사전근(吐瀉轉筋), 각기수종(脚氣水腫)

의 효과로 임상에서 널리 쓰이고 있다12). 그 효능으로는 감기나 

기관지염의 가래 완화제, 특히 류마티즘, 폐렴 등에 좋다고 알려

져있다13). 또한 Chung등14)의 모과의 휘발성과 비휘발성 

flavoron 성분 분석, 모과와 사과 혼합 음료의 제조15), 항산화

성, 항균성 등의 모과 주류의 생리기능성16), 모과의 분석 및 가

공에 관한 연구17)가 이루어지고 있다.

석창포(Acorus gramineus Solander)는  腦神經 및 心血

管系 疾患의 治療에 이미 널리 사용되어 온 藥物로서, 天南星

科(Araceae)에 屬한 多年生草本인 뿌리줄기를 건조한 것이며, 

性味는 시고 따뜻하며, 心․胃經에 歸經하며, 開竅寧神, 化濕和

胃하는 效能을 갖고 있다12,18). 理硏究로는 中樞神經系統에 대

한 影響으로 진정작용, 수면촉진 및 진통작용 그리고 心血管

系統에 대한 영향으로 항부정맥작용, 혈압강하작용, 혈액순환

촉진작용 등이 연구되어 있으며, 이외에도 호흡기계에 대한 

진해작용 등 연구가 보고되어 있다20).

지황(Rehmannia glutinosa Liboschitz ex Steudel)은 현

삼과에 속하는 다년초로서 중국이 원산지이고 약용식물로 재

배되고 있으며, 한의학에서는 뿌리의 생것을 생지황, 건조시

킨 것을 건지황, 쪄서 말린 것을 숙지황이라고 한다21,22). 지

황의 주요 효능은 보혈, 강장 해열제로서 특히 빈혈, 하혈, 

또는 허약병 결핵 등으로 신농본초경  수록되어 있고 그 주성

분은 phytosterol류, 당류, iridoid glycosides, inorganic 

elements, chryseoriod, luteolin 및 아미노산 11종 등으로 

구성되어 있다23). 생지황 및 건지황은 β-sitosterol, 

stigmasterol, campesterol, rehmanin, fatty acids, 

catalpol, glucose, γ-butyl amino acid, carbohydrate, 

norcarotenoid, stachyose, arginine 등의 성분을 함유하며, 

숙지황은 stachyose, verbascose, mannotriose, raffinose, 

sucrose, glucose, fructose, galactose 등의 당류와 

catalpol, vitamin A, arginine, mannitol, β-sitosterol 

등이 소량으로 함유되어 있다고 보고되어 있다24-26).

석곡 (Dendrobium nobile Lindley)은 난초과(蘭科; 

Orchidaceae)에 속한 多年生 附生 本草로 功效主治는 益胃生

津, 滋陰凊熱이고 熱病傷津, 口乾煩渴, 傷陰目暗 등을 치료한

다27). 石斛에 관한 실험적 연구로는 면역조절 효과28), 항염증

효과29), 신경세포 보호효과30) 등이 보고되었다. 석곡은 治風

劑로서 風痹를 치료하며 半身不隨, 중풍 등에 응용되는 약재

로서 신경세포 보호에 효과가 있을 것으로 생각된다. 

따라서 본 연구는 한의학적 기초 이론과 기초연구를 바탕

으로 뇌혈관성 질환의 예방을 위한 약용식물에 관한 연구의 

일환으로 계획되었고, 여러 약용식물 추출물이 화학적 허혈·

재관류 손상을 유도한 신경세포주에서 세포증식 유도, 에너지

대사 변화에 중점을 두고 그 기능을 과학적으로 확인하여 보

고자 하였다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재
본 실험에서 사용된 약용식물은 건율(남원, 한국), 목과(영

천, 한국), 석창포(제주, 한국), 지황(의성, 한국), 석곡(인도네

시아)으로서 규격품으로 품질검사필한 절단생약을 광명당 제

약회사로부터 구입하여 관능검사 후 제조한 추출물을 한국한

의학연구원(KIOM)으로부터 제공받아 사용하였다. 약재 표본

은 한국한의학연구원에 보관하였다(표본번호 KIOM 012901, 

012904, 012907, 012908, 012915).

2) 시약
본 실험에 사용 된 시약 중 cell culture에 관련된 세포 배양용 

시약으로는 Dulbecco’s modified EAGle’s medium(DMEM), 

fetal bovine serum(FBS), penicillin-streptomycine(P/S)

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

허혈·재관류 손상을 유도하기 위한 시약으로는 Sodium 

azide, 2-deoxy-D-glucose, Sodium dodesyl sulfate(SDS)

는 SIGMA(St. Louis, SA)사에서 구입하였다. Cell proliferation 

reagent 인 WST-1은 Roche (indianapolis, IN, USA)사에

서, ADP/ATP ration assay kit는 Abcam (Cambridge, 

MA, USA)사에서 구입하여 본 실험에 사용하였으며, 기타 실

험에 사용된 모든 시약은 분석용 등급 이상을 사용하였다.

2. 방법

1) 추출물 제조
각각의 원료 한약재 추말 200 g에 10배량의 3차 증류수를 

가하여 2시간 동안 환류추출(100℃)하고 전액을 여과지

(Whatman No.2)로 여과한 후 잔류물에 동량의 물을 첨가하

여 동일방법으로 2차 추출하였다. 1, 2차 추출액을 합하여 

감압농축(Buchi Rotavapor R-114 system) 후 동결건조 

(일신랩 Freeze Dryer FD5508A, Korea)하여  물추출물 건

조분말을 제조하였다. 또한, 원료 한약재 추말 200 g에 10배

량의 80% 에탄올을 가하여 24시간 실온에서 냉침하고 천액

을 여과한 후 잔류물에 동량의 80% 에탄올을 첨가하여 동일

방법으로 2차 추출하였다, 1, 2차 추출액을 합하여 감압농축

하여 80% 에탄올 건조분말을 제조하였다. 각각의 추출물 건

조분말의 균일한 품질을 위하여 균질화 작업 시행 후 바코드

를 부여한 후 냉장보관 (2.5℃)하며 시험에 사용하였다.

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

cell line) 세포는 ATCC(CRK2271, VA, USA)로부터 구입하
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였으며, 10% FBS과 penicillin·streptomycin(10,000 U/ml, 

10,000 µg/ml)을 넣은 Dulbecco’s modified EAGle’s 

medium(DMEM) 세포 배양액으로 5% CO2가 공급되는 배양

기에서 37℃ 조건으로 배양하였다. 

3) 허혈성 손상 세포배양모델 제작
본 연구팀이 허혈·재관류 손상을 유도하기 위하여 화학적으

로 허혈성 손상 세포모델을 제작하였을때와 동일한 방법으로 본 

실험에서 연구하였다. 즉, 산화적 인산화를 억제하는 sodium 

azide와 해당과정을 차단하는 2-deoxy-D-glucose를 사용하여 

에너지대사를 인위적으로 억제하여 허혈성 손상을 유도하였다31).

4) 세포 생존율 측정
약물에 의한 세포독성과 허혈·재관류 손상에 따른 세포생

존도를 측정하기 위해서 WST-1 assay를 수행하였다41). 먼

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

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

10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 µg/ml)로 희석한 약용식

물 추출물을 처리하였다. 2시간 배양 후 CI-DPBS를 처리하

여 45 분간 배양 한 후 배지를 제거하고 1× PBS로 3회 세

척한 후 growth medium로 배지를 교체하고 24 시간 배양

을 하였다. 배양 종료 후 WST-1 시약을 200 µl/well씩 넣

은 후 37℃ CO2 incubator에서 암실상태를 유지하면서 반응

시키고 반응액을 96-well plate에 100 µl/well씩 옮겨서 

Microplate Reader에서 420 nm의 흡광도를 측정하였다.

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 약용식물 추출물을 2시간 

동안 전처리한 다음, CI-DPBS 45분간 처리하여 허혈을 유

도하였다. 이를 다시 growth medium로 교체한 후 24시간 

동안 배양하고, 다시 배지를 제거한 다음 1× PBS로 3회 세

척하였다. 여기에 nuclear releasing reagent를 100 µl씩 넣

고 5분 동안 실온에서 반응시킨 후 ATP monitoring 

enzyme을 1 µl씩 넣고 1분 동안 luminometer를 이용하여 

측정을 하였다. ADP levels을 측정하기 위해서 다시 10분간 

luminometer로 측정하여 값을 기록한 후 ADP converting 

enzyme을 1 µl를 넣고 1분 이내에 luminometer로 측정하

여 ATP와 ADP의 비율(ADP/ATP  ration)을 구하였다.

6). 통계처리
결과는 3회 반복실험에 대한 평균(mean)±표준오차 (standard 

error SE)로 나타내었으며, 통계학적 분석은 GraphPad Prism 

program의 anova test를 수행하여 p값이 0.05 이하인 경우

를 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

결  과

1. 약용식물 추출물의 수율

약용식물별로 용매별 수율을 분석한 결과, 물 추출물 경우 

대부분의 추출물이 30%(w/w)의 수율을 나태내었다. 그 중에

서도 특히, 지황의 경우 62.75%(w/w)로 가장 높은 수율을 

나타내었으며 석곡의 경우 3.95%(w/w)로 가장 낮은 수율을 

보였다. 에탄올 추출물은 대부분 20%(w/w)의 수율을 나타내

었으며 건율의 경우 24.91%(w/w)로 가장 높은 수율을 보인 

반면, 물 추출물과 마찬가지로 석곡의 에탄올 추출물은 

2.65%(w/w)로 가장 낮은 수율을 나타내었다. (Table 1.)

Table 1. Neuroprotective effects of some herbal medicine plant 
extract information

Scientific name Place of origin Pharmaceuticals

Barcord No.

Water 
Extract

yield 
value
(%)

80% 
EtOH 

Extract

yield 
value
(%)

건율
Castanea 

crenata Siebold 
et Zuccarini

Korea Namwon
Gwang 
Myoung 
Dang

KIOM
112901

31.73
KIOM
212901

24.91

목과
Chaenomeles 

sinensis Koehne
Korea Yeongcheon

Gwang 
Myoung 
Dang

KIOM
112904

27.25
KIOM
212904

22.12

석창포
Acorus 

gramineus 
Solander

Korea Jeju
Gwang 
Myoung 
Dang

KIOM
112907

26.60
KIOM
212907

20.18

지황

Rehmannia 
glutinosa 

Liboschitz ex 
Steudel 

Korea Uiseong
Gwang 
Myoung
Dang

KIOM
112908

62.75
KIOM
212908

18.36

석곡
Dendrobium 

nobile Lindley
Indonesia

Gwang 
Myoung
Dang

KIOM
112915

3.95
KIOM
212915

2.65

2. 허혈·재관류에 의한 세포손상

본 연구팀이 SK-N-SH 세포에서 허혈·재관류에 따른 세

포 손상 정도를 연구하였을 때31)와 유의한 결과를 얻었다. 

즉, 3 mM sodium azide와 10 mM 2-deoxy-D-glucose

을 처리하였을 때, 배양시간에 의존적으로 세포독성에 의한 

세포생존도가 감소되었으며. 45분 배양시간 부터 DPBS만 넣

은 정상 세포에 비해 유의적으로 감소하였으며, 생존율은 약 

50%로 측정되었다. 또한 허혈 후 재관류 시간에 따른 세포생

존도를 측정한 결과 24시간 재관류에서 세포생존도가 50%로 

나타났으며, 재관류 시간에 의존적으로 감소하는 것을 관찰하

였다. 이는 본 연구팀이 선행연구를 통하여 이미 보고하였던 

결과와 유의한 결과를 나타내었으며31) 본 연구에서도 동일한 

조건으로 실험하였다.

2. 세포독성 평가

한편, SK-N-SH 세포에 약용 식물추출물을 0, 10, 25, 

50, 100, 250, 500, 1000 µg/ml 농도로 처리한 후 24시간 

배양하여 WST-1 assay 방법으로 세포독성을 측정하였다. 

그 결과, 물 추출물의 경우 건율(W-CSZ)의 경우에는 각각 

94.13±6.0%, 102.92±6.0%, 97.32±2.79%, 93.18±5.76, 

91.46±6.06, 86.37±3.66, 99.30±4.43, 106.46±3.43으

로 1 mg/ml 농도까지 독성이 나타나지 않았다(Fig. 1a). 건

율과 마찬가지로 지황(W-RGLP)과 석곡(W-DNL)도  1 

mg/ml 농도까지 독성이 나타나지 않았다(Fig. 1d, 1e). 반

면 목과(W-CSK)와 석창포(W-AGS)의 경우에는 500 µg/ml

에서, 1 mg/ml에서 독성을 나타내었다(Fig. 1b, 1c). 또한 

80% 에탄올 추출물의 경우도 건율(E-CSZ)과 지황

(E-RGLP), 석곡(E-DNL)에서 1 mg/ml 농도까지 독성이 
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나타나지 않아 물 추출물과 같은 결과를 보였으나(Fig. 2a, 

2d, 2e), 목과(E-CSK)와 석창포(E-AGS)의 경우에는 1 

mg/ml에서 독성을 나타내었다(Fig. 2b, 2c). 따라서 이후의 

실험은 독성이 없는 범위에서 실험을 진행하였다.

Fig. 1. Cytotoxicity of the water extract of Herbal medicine against 
SK-N-SH cells. The cells were treated with 0, 10, 25, 50, 250, 500, 
1000 µg/ml of various extracts for 24 hr. Cell viability was 
determined WST-1 assay. The results are expressed as mean±SEM 
form three independent experiments. Significantly different from 0 
µg/ml extracts; *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001. W-CSZ; Castanea 
crenata Siebold et Zuccarini water extract, W-CSK; Chaenomeles 
sinensis Koehne water extract, W-AGS; Acorus gramineus Solander 
water extract, W-RGLS; Rehmannia glutinosa Liboschitz ex Steudel 
water extract, W-DNL; Dendrobium nobile Lindley water extract.

Fig. 2. Cytotoxicity of the 80% ethanol extract of Herbal medicine 
against SK-N-SH cells. The cells were treated with 0, 10, 25, 50, 
250, 500, 1000 µg/ml of various extracts for 24 hr. Cell viability 
was determined WST-1 assay. The results are expressed as 
mean±SEM form three independent experiments. Significantly 
different from 0 µg/ml extracts; *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001. 
E-CSZ; Castanea crenata Siebold et Zuccarini 80% ethanol 
extract, E-CSK; Chaenomeles sinensis Koehne 80% ethanol 
extract, E-AGS; Acorus gramineus Solander 80% ethanol extract, 
E-RGLS; Rehmannia glutinosa Liboschitz ex Steudel 80% ethanol 
extract, E-DNL; Dendrobium nobile Lindley 80% ethanol extract.

3. 허혈·재관류에 의한 세포손상에 대한 세포 

증식도 효과

SK-N-SH 세포에 45분 동안 허혈 손상을 준 다음 24시

간 재관류하여 세포사멸을 유도한 다음 독성이 없는 농도 범

위의 약용식물 추출물을 처리하여 세포생존도를 측정한 결과, 

세포 증식도를 유의하게 증가하는 약용식물을 확인 할 수 있

었다. 즉, 약용식물의 물과 80% 에탄올 추출물을 처리한 세

포에서 허혈・재관류에 의해 감소된 세포생존도가 대부분의 

추출물에서 증가시키는 것으로 나타났지만, 특히 목과의 물추

출물과 지황의 80% 에탄올 추출물에서 농도 의존적으로 증식

을 나타냈다(Fig. 3b, 4d).

즉, 약용식물 물추출물에서는 대부분의 약용식물 추출물이 

허혈을 유도한 그룹보다 세포의 증식을 증가시키는 것으로 나

타났지만(Fig. 3), 80% 에탄올 추출물의 경우에는 목과

(E-SCK)와 석창포(E-AGS)에서는 오히려 세포증식을 유도

하지 못하고 세포사멸이 가해지는 것을 확인할 수 있었다

(Fig. 4b, 4c). 반면, 지황(E-RGLP)의 경우에는 각각 

94.33±6.0%, 52.16±7.71%, 74.40±8.42%, 82.84±7.84, 

87.61±10.57, 83.62±7.84, 86.00±11.53, 100.5±6.31, 

107.1±10.57으로 세포증식을 농도의존적으로 증가시키는 것

을 확인 할 수 있었다(Fig. 4d). 따라서 약용식물 추출물 중 

80% 에탄올 추출물보다 물 추출물에서 허ㆍ재관류 손상에 따

른 세포손상으로부터 신경세포를 보호하는 것으로 나타났다.

Fig. 3. Effects of Herbal medicine water extract on chemical 
ischemia–reperfusion injury in SK-N-SH cells. Cells were 
incubated with different concentrations of water extract after 45 
min chemical ischemia and 24 h reperfusion with CI-DPBS. 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 ###<0.001 vs. normal cells; and *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001 vs. chemical・ischemia reperfusion group. 
W-CSZ; Castanea crenata Siebold et Zuccarini water extract, 
W-CSK; Chaenomeles sinensis Koehne water extract, W-AGS; 
Acorus gramineus Solander water extract, W-RGLS; Rehmannia 
glutinosa Liboschitz ex Steudel water extract, W-DNL; Dendrobium 
nobile Lindley water extract.
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Fig. 4. Effects of Herbal medicine 80% Ethanol extract on 
chemical ischemia–reperfusion injury in SK-N-SH cells. Cells were 
incubated with different concentrations of water extract after 45 
min chemical ischemia and 24 h reperfusion with CI-DPBS. 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 ###<0.001 vs. normal cells; and *P<0.05, 
**P<0.01, ***P<0.001 vs. chemical・ischemia reperfusion group. 
E-CSZ; Castanea crenata Siebold et Zuccarini 80% ethanol 
extract, E-CSK; Chaenomeles sinensis Koehne 80% ethanol 
extract, E-AGS; Acorus gramineus Solander 80% ethanol extract, 
E-RGLS; Rehmannia glutinosa Liboschitz ex Steudel 80% ethanol 
extract, E-DNL; Dendrobium nobile Lindley 80% ethanol extract.

4. 에너지 생성에 대한 효과

생약 추출물의 신경세포에서의 허혈・재관류 손상에 의한 에너

지 감소에 대한 조절 효과를 확인하기 위해 SK-N-SH 세포에 

45분 허혈손상과 24시간 재관류 조건으로 세포사멸을 유도한 후 

약용식물추출물을 처리하여 ATP/ADP ration을 측정하였다. 그 

결과, 허혈성 손상이 유발된 세포(vehicle)에서는 ATP의 생성이 

정상 세포에 비해 현저히 감소되는 것으로 나타났다(Fig. 5).

Fig. 5. Effects of 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. The ration of 
ATP/ADP was measured ATP/ADP ration kit. Values are means 
SEM of two different preparations with quadruplicate experiments. 
**P<0.01 vs. normal group. 

약용식물의 물추출물(건율(W-CSZ), 목과(W-CSK), 석창

포(W-AGS), 지황(W-RGLP), 석곡(W-DNL))을 농도별로 

처리하였을 때 건율(W-CSZ)의 경우가 가장 높게 ATP의 생

성이 증가하는 것으로 나타났다(Fig. 6a). 특히 건율(W-CSZ) 

추출물을 0.5 mg/ml 농도로 처리하였을 때 정상 세포보다 

더 높은 수준으로 에너지 생성이 증가하였다. 또한 목과

(W-CSK)의 경우에도 ATP의 생성을 증가시켰지만, 농도 의

존적으로는 증가시키지는 않는 것으로 나타났으며(Fig. 6b), 석창

포(W-AGS), 석곡(W-DNL)의 경우에는 오히려 ATP의 생성

량이 더 줄어든 것으로 보아(Fig. 6c, e) 신경보호에는 그다

지 효능이 없을 것으로 판단된다.

Fig. 6. Effects of Herbal medicine 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 water extract for 2 h. The ration of ATP/ADP 
was measured ATP/ADP ration kit. Values are means SEM of two 
different preparations with quadruplicate experiments. *P<0.05, 
**P<0.01 ***P<0.001 vs. vehicle group. W-CSZ; Castanea crenata 
Siebold et Zuccarini water extract, W-CSK; Chaenomeles sinensis 
Koehne water extract, W-AGS; Acorus gramineus Solander water 
extract, W-RGLS; Rehmannia glutinosa Liboschitz ex Steudel 
water extract, W-DNL; Dendrobium nobile Lindley water extract.

반면 약용식물의 80% 에탄올 추출물(건율(E-CSZ), 목과

(E-CSK), 석창포(E-AGS), 지황(E-RGLP), 석곡(E-DNL))

의 경우에도 건율(E-CSZ)의 경우가 농도 의존적으로 ATP의 

생성을 증가시키는 것으로 나타났으며(Fig. 7a), 목과

(E-CSK)와 석창포(E-AGS)의 경우에는 10, 50 µg/ml의 농

도에서 유의있게 ATP의 생성을 증가시킨 것으로 나타났다

(Fig. 7b, c) 반면, 지황(E-RGLP)은 50 µg/ml에서만 에너

지 생성을 증가시켰으며 (Fig7 d), 석곡(E-DNL)의 경우에는 

오히려 ATP의 생성량이 더 줄어든 것으로 보아(Fig. 7e) 신

경보호에는 그다지 효능이 없을 것으로 판단된다.

Fig. 7. Effects of Angelica acutiloba water (AA) 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. E-CSZ; 
Castanea crenata Siebold et Zuccarini 80% ethanol extract, 
E-CSK; Chaenomeles sinensis Koehne 80% ethanol extract, 
E-AGS; Acorus gramineus Solander 80% ethanol extract, 
E-RGLS; Rehmannia glutinosa Liboschitz ex Steudel 80% ethanol 
extract, E-DNL; Dendrobium nobile Lindley 80% ethanol extract.
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고 찰

인간의 장기 중, 뇌는 혈액공급에만 전적으로 의존하여 에

너지를 제공받는 기관으로 원활한 혈액 공급이 이루어지지 못

했을 경우 즉각적인 손상을 받게 된다. 일반적으로 뇌 허혈의 

70∼80%는 혈전의 막힘으로 인한 혈액공급의 일시적 중단과 

순간적인 혈전 제거에 따른 혈액의 재공급으로 인한 뇌 기능

의 부분적, 전체적 손상을 일으킨다고 보고되어 있다32). 이러

한 직접적인 뇌세포 손상으로 인하여 세포사멸이 유도되고 신

경세포의 사멸에 따른 인지기능 장애, 행동장애, 운동장애가 

수반되어 뇌기능 상실에 이르게 된다. 이처럼 대뇌의 혈액의 

공급의 차단은 허혈성 뇌경색 뿐만 아니라 전반적인 뇌 조직 

손상에 따른 각종 장애를 유발할 수 있다. 급격한 혈류감소에 

의하여 뇌허혈이 발생되면 뇌 세포내 산소결핍으로 인하여 사

립체내의 산화적 인산화 작용이 정지되고 ATP합성이 저하된

다. ATP가 급격히 감소되면 Na+, K+-ATPase의 합성이 저

하되어 이온펌프의 부전이 초래된다. 이로 인해 정상적인 이

온운반이 불가능하게 되어 뇌 세포내 K+은 즉시 세포 밖으로 

유출되며 세포외강의 Na+과 수분이 세포내로 유입되어 세포

내 부종을 초래한다33,34). 뇌허혈로 인한 사립체내 ATP의 고

갈을 대신하기 위하여 phosphocreatine 상태로 저장된 고에

너지가 사용되며 phosphofructokinase의 활성이 증가되어 

당분해작용이 촉진되고 뇌에 norepinephrine이 증가하므로서 

adenylate cyclase가 활성화되어 ATP로부터 cycllic AMP를 

생성하며 이것은 당원분해작용을 촉진한다. 이러한 보상적 뇌 

대사작용으로 인하여 사립체내에 저장되었던 산소는 더욱 소

모되어 혐기성 당분해 작용이 발생되고35) 이로 인하여 유산염

이 축적되어 세포내 H+농도가 증가되므로서 유산산증을 일으

키게 된다. 조직 내 유산산증이 발생되면 점점 세포손상은 진

행되어 비가역적 세포손상을 초래하게 된다. 이처럼 혈액의 

감소에 따른 영양분과 산소 공급의 저해로 인한 뇌 에너지 대

사 장애는 뇌손상의 일차적 기전이라고 사료된다36). 한편 에

너지 생산을 위하여 필수적으로 산소가 이용되어지고, 이 과

정에서 정상적으로 물과 이산화탄소를 배출하게 된다. 그러나 

이 중 일부 2∼3%의 산소가 불완전하게 전자를 흡수하려는 

반응과정에서 세포의 파괴작용을 초래하는데, 이를 활성산소

라고 한다3-5). 이러한 활성산소는 항산화효소들의 작용에 의

해 제거되며 생리적으로 정상적인 상태에서는 활성산소 생성

과 항산화효소에 의한 제거 작용이 균형을 이루고 있다. 그러

한 활성산소의 생성이 증가하거나 항산화효소의 작용이 감소

하게 되면 불균형이 초래되고 이로 인하여 세포는 소위 산화

적 스트레스에 빠지게 되어 다양한 기전을 통하여 세포의 노

화와 변형을 유도함으로써 여러 가지 질병을 초래하게 된다
32,33). 특히, 뇌는 대사를 위한 산소 이용률이 높고 과산화지

질의 함량도 높은 반면에 활성산소에 대한 산화방지 효소계나 

저분자의 산화방지제가 타 조직에 비해 상대적으로 적은 관계

로 유해 활성산소나 라디칼에 의한 산화적 손상에 대해 매우 

약하기 때문에 신경세포의 사멸 유도로 인한 퇴행성 신경질환

이 나타나는 것으로 최근 여러 연구를 통해 보고되어지고 있

다4,5). 즉 활성산소와 같은 산화적 스트레스에 의해 초래되는 

미토콘드리아 손상과 기능부전이 노화 및 노화 관련 질환의 

원인이 되며, 활성산소로 인한 DNA의 체세포 돌연변이, 미

토콘드리아 DNA의 전사 장애로 인한 단백질 합성 저하, 이

에 따른 다량의 활성산소 발생의 악순환이 반복됨으로써 노화 

관련 질환들이 나타나게 되며, 뇌졸중과 같은 뇌혈관 질환의 

경우, 뇌의 혈액 순환 장애로 미토콘드리아 기능 손상과 세포 

파괴가 유발되며, 세포사멸에 관여하는 여러 단백질들의 발현

을 통해 뇌 신경세포가 죽게 되는 것으로 보고 있다. 즉, 산

소와 포도당 고갈에 따른 미토콘드리아 내 에너지 대사이상, 

그로인한 세포막 투과성변화에 따른 Ca2+ 등의 대량 유입, 세

포사멸 관련 분자들의 발현 증가로 세포가 죽게 된다35). 따라

서 건강증진과 질병예방을 위해 미토콘드리아의 기능 유지 및 

회복이 매우 중요한 전략으로 인식되고 있다31).

본 연구팀에서는 이미 뇌 신경세포에서의 허혈성 손상에 

모델에 대하여 sodium azide와 2-deoxy-D- glucose 처리

에 의한 chemical ischemia 신경세포 배양모델을 제작하여 

보고하였으며31), 이 모델을 이용하여 국내・외에서 자생하고 

있는 약용식물의 물과 에탄올 추출물에 대하여 SK-N-SH 

신경 세포주를 이용하여 화학적 허혈・재관류 손상 모델에서 

신경세포 보호효과를 갖는 천연 추출물의 탐색을 시도하였다. 

건율(乾栗)은 밤나무 의 종피를 벗긴 씨를 말린 것으로 특

이한 냄새가 조금 있고 성질은 따뜻하고 맛은 달다27). 健胃作

用이 있고 泄瀉를 멎게 하며 신장기능을 좋게 하여 耳鳴,腰

痛,下肢無力등 에 사용하며 지혈작용과 기관지염에도 효능이 

있고 약리작용으로 항산화작용이 보고되고 있다37). 이에 대한 

연구로는 t-BHP로 산화적 스트레스를 유발한 HepG2나 

CCl4로 간독성이 유발한 동물모델에서 항산화 효능에 대한 

연구가 있으며38), palmiticacid가 투여된 HepG2 세포에서 

TG level, ATP 그리고 glutathione을 측정하여 유의한 효능

이 있다는 것이 알려져 있다39). 또한 모과는 ≪명의별록(名醫

別綠)≫에 처음 기재된 이래 서근활락(舒筋活絡), 화위화습(和

胃化濕), 강근골(强筋骨)하는 효능 및 치습비구련(治濕痹拘

攣), 요슬관절산동통(腰膝關節酸疼痛), 토사전근(吐瀉轉筋), 각

기수종(脚氣水腫)의 효과로서 임상에서 널리 쓰이고 있으며12), 

石菖蒲는 天南星科(Araceae)에 屬한 多年生草本 인 Acorus 

gramineus SOLAND의 뿌리줄기를 건조한 것이며, 性味는 

시고 따뜻하며, 心․胃經에 歸經하며, 開竅寧神, 化濕 和胃하는 

效能 을 갖고 있다12,18). 理硏究로는 中樞神經系統에 대한 影

響으로 진정작용, 수면촉진 및 진통작용 그리고 心血管系統에 

대한 영향으로 항부정맥작용, 혈압강하작용, 혈액순환촉진 작

용 등이 연구되어 있으며, 이외에도 호흡기계에 대한 진해작

용 등 연구가 보고되어 있다20). 지황의 경우에는 한의학에서 

생지황은 열을 식히고 혈열(血熱)을 삭히는 청열양혈(淸熱凉

血) 작용과 진액을 생성하고 갈증을 없애는 생진지갈(生津止

渴) 작용이 있으며, 음기를 보하는 보음작용과 혈을 생성케 

하는 양혈(養血)작용, 혈열을 식히는 양혈(凉血) 작용이 있다

고 하였으며21). 석곡 (石斛)은 多年生 附生 本草로 동속근연

식물의 지상부를 건조한 것으로 性은 甘하며 胃 肺 腎 으로 

歸經한다27). 석곡에 관한 연구로는 항산화, 면역조절효과28), 

항염증29), 신경세포보호30), 뇌출혈로 인한 염증반응과 뇌부종

의 감소에 대한 효과 등이 보고되었다40).

본 연구에서 여러 약용식물의 추출물에 대하여 한의학적 

기초 이론과 기초연구를 바탕으로 뇌혈관성 질환의 예방을 위

한 약용식물의 신경보호 효과에 대하여 화학적 허혈·재관류 

손상을 유도한 신경세포주에서 그 기능을 과학적으로 확인하

여 보고자 하였다. 이들 약용식물에 대하여 물추출물과 80% 
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에탄올추출물에 대하여 0, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 

1000 µg/ml 농도로 세포 생존율을 test한 결과 5가지 약용

식물 중 목과와 석창포에서 1 mg/ml의 농도에서 독성을 보

였을 뿐 나머지 추출물 및 농도에서는 독성을 나타내지 않았

다(Fig. 1, 2). 또한 화학적 허혈·재관류 손상을 유도한 신

경세포에서 세포의 증식도를 확인 해 본 결과 대부분의 추출

물에서 농도구배에 맞게 효과를 보여 human SH-N-SK 

neuroblastoma cell에 화학적 허혈·재관류로 유도되는 세포 

손상에 대한 보호 활성을 확인 할 수 있었다(Fig 3, 4).

뇌 신경세포에서 허혈・재관류 손상에 따른 현저한 ATP 

합성의 감소를 약용식물의 추출물이 이를 개선시켜 에너지 대

사를 증가시킴으로써 세포사멸을 억제할 수 있는 것으로 나타

났다. 특히, 건율의 추출물의 경우에는 세포의 증식율은 가장 

우수하지는 않았지만, ATP의 합성은 다른 약용식물에 비하여 

농도 의존적으로 유의하게 증가시키는 것으로 나타났다. 또한 

석창포의 경우에도 10 µg/ml에서 에너지양을 유의하게 증가

시키는 것으로 나타났다. 반면, 물추출물에서 세포의 증식율

이 가장 좋았던 목과의 경우에는 미토콘드리아에서의 에너지

(ATP) 양을 유의하게 증가시키지는 못하는 것으로 나타났다

(Fig. 5). 그리고 약용식물의 80% 에탄올추출물의 경우에도 

건율에서 에너지의 생성량이 농도 의존적으로 증가시키는 것

으로 나타났으며 목과의 경우에도 에너지의 생성량을 증가시

키는 것으로 나타났다. 반면 지황과 석곡의 물과 에탄올 추출

물 경우에는 모두 세포의 증식을 증가시키기는 하였으나, 에

너지 생성에서는 유의한 결과를 얻지 못하였다. 뇌졸중에서 

허혈성 자극에 따른 혈관 장벽 밀착결합 부위 손상을 통한 혈

장의 유출은 조직부종을 발생시키고 결국 관류장애로 인해 신

경세포에서 산소를 이용한 에너지 대사 장애를 초래하여 신경

세포 손상 및 사멸을 유도하게 된다32). 따라서 약용식물 추출

물의 허혈성 손상에 따른 에너지대사 장애의 극복은 신경세포 

손상 및 사멸을 차단함으로써 뇌졸중과 같은 질환을 극복하는

데 좋은 약물이 될 수 있음을 의미한다.

이상의 결과로부터 약용식물의 추출물은 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, 또한 이러한 약용식물에 대하여 향후 활성물

질을 탐색하여 신경세포 사멸에 미치는 영향에 대하여 추가적

으로 연구가 이루어진다면 뇌 허혈로 유발되는 뇌신경 관련 

질환 및 퇴행성 뇌질환에 대하여 뇌 신경 보호약물로 활용할 

수 있을 것이라 본다.

결 론

본 연구에서는 뇌 신경세포인 SK-N-SH 세포에서 sodium 

azide와 2-deoxy-D-glucose 처리에 따른 허혈・재관류 손

상에 따른 세포사멸에서 약용식물의 물추출물과 80% 에탄올

추출물의 세포증식 및 에너지 증가에 따른 신경보호효과를 조

사하여 다음과 같은 결론을 얻었다

1. 약용식물의 물추출물과 80% 에탄올추출물은 SK-N-SH 

세포에서 대부분 독성을 나타내지 않았다.

2. 약용식물의 물추출물과 80% 에탄올추출물 중 건율과 

목과, 지황에서 SK-N-SH 세포의 허혈ㆍ재관류로 인

한 손상으로부터 세포 증식을 유도하였다.

3. 약용식물의 물추출물과 80% 에탄올추출물 중 건율과 

목과에서 SK-N-SH 세포의 허혈ㆍ재관류로 인한 에

너지(ATP) 감소를 유의성 있게 증가시켰다.

따라서 약용식물의 물추출물과 80% 에탄올추출물은 신경

세포에서 세포증식과 에너지 생성 증가를 통해 세포사멸로부

터 신경세포를 보호하였으며, 이는 허혈성 손상으로부터 뇌신

경을 보호함으로써 뇌졸중과 같은 각종 뇌 질환 치료제 개발 

소재로 활용될 수 있음을 의미한다.
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