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1,2,3,4,6-Penta-O-gallolyl-β-D-glucose가 인간 유래 신경모세포주인

SK-N-SH세포의 인지기능 표지자에 미치는 영향
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cognitive function in human neuroblastoma SK-N-SH cell line
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Abstract Cognitive impairment and Alzheimer’s disease are serious social problems associated with the rising elderly
population in Korea. 1,2,3,4,6-Penta-O-galloyl-β-D-glucopyranose (PGG) is a gallotannin isolated from medicinal plants
such as Rhus chinensis. This study was performed to evaluate the effect of PGG on biomarkers related to cognitive
function in human neuroblastoma SK-N-SH cells. Inhibition of acetylcholinesterase (AChE) activity is considered to be one
of the main therapeutic strategies. PGG inhibited AChE activity in the test tube as well as in SK-N-SH cells. In addition,
PGG induced protein and mRNA expression of brain-derived neurotrophic factor (BDNF), which is a mammalian
neurotrophin that plays major roles in the development, maintenance, repair, and survival of neuronal populations. As one
of the underlying molecular mechanisms that induce BDNF expression, PGG induced the activation of Ca2+/calmodulin
(CaM)-dependent protein kinase II (CaMKII)-cAMP response element binding protein (CREB) pathway. In conclusion,
PGG may be an useful material for improving cognitive function.
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서 론

통계청 보도자료에 따르면 우리나라는 급속한 고령화로 인하

여 2020년 65세 이상 고령인구가 15.7%로, 2025년 20.3%, 2060

년 43.9%가 될 것으로 예상하였다(Statistics Korea, 2020). 이러한

인구의 고령화에 따른 노인 인구 증가로 최근 10년간 치매 수진

자수는 2009년 대비 4배, 치매 전 단계인 경도인지장애 수진자

수는 19배로 급증하였다(Health insurance review & assessment

service, 2020).

나이가 들어감에 따라 특히 인지와 관련된 뇌의 용적이 감소하

는 등 뇌 기능의 장애가 초래되며(Bruno 등, 2019), 이러한 인지행

동의 변화와 기억의 손실은 치매의 주요 증상이다(Abhijit 등, 2017).

치매환자들에게 donepezil과 choline alfoscerate 등과 같은 약물이

처방되고 있으나(Whang과 Park, 2019; Knight 등, 2018), 현재 치

료방법은 주로 치매와 관련된 인지 손상을 감소시키는 일시적인

치료를 제공함으로써 증상 완화에 초점을 맞추고 있다(Abhijit 등

, 2017). 치매는 예방이 중요한 만큼 인지기능 향상에 도움을 줄

수 있는 기능성 소재 탐색에 대한 연구가 필요하다.

한편, 치매의 치료제로 사용되고 있는 donepezil과 같은 약물의

작용 기전은 acetylcholinesterase (AChE)를 억제하는 것이다(Abhijit

등, 2017; Kandiah 등, 2017). AChE 저해제는 기억과 학습에 중

추적인 역할을 담당하는 신경전달물질인 acetylcholine (ACh)의 분

해를 억제하고, 뇌에서 AChE 수준을 증가하며 콜린작동성전달

(cholinergic transmission)을 증가시켜 인지기능에 영향을 주는 것

으로 알려져 있다(Briggs 등, 2016; Kandiah 등, 2017). 따라서

AChE 억제 활성을 측정하는 것은 치매치료제 개발에 있어서 주

요한 치료 전략으로 간주된다.

또한, 인지기능 감소는 노화하는 뇌에서 brain-derived neurotrophic

factor (BDNF)와 같은 신경영양성인자(neurotrophic factor)의 변화

와 관련이 있다. BDNF와 같은 신경영양성인자는 뇌 기능의 발

달, 분화, 유지, 가소성을 유지하는데 있어 중요한 역할을 하는

성장인자로써 신경의 생존, 축삭 성장, 시냅스 가소성 등의 조절

자 역할을 한다(Barbacid, 1995; Corpuz 등, 2019). 또한, 우울증,

조울증, 조현병과 같은 정신질환이나 알츠하이머성 치매, 파킨슨

병, 뇌전증 등 신경퇴행성 질환을 가진 환자의 혈액과 뇌에서

BDNF 농도가 낮다는 것이 알려져 있어(Chen 등 2017), BDNF는

정신질환이나 신경퇴행성 질환과 같은 병리적 상태의 평가나 치

료 효과를 평가하는 생물학적 표지자이다(Bruno 등, 2019). cAMP

response element binding protein (CREB)는 BDNF를 비롯한 뉴

런 생존과 인지에 관련된 다양한 유전자의 발현을 유도하는 전

사인자이며(Corpuz 등, 2019), Ca2+/calmodulin (CaM)-dependent

protein kinase II (CaMKII)는 CREB의 상위 기전으로 뇌에 풍부

하며 다양한 기질에 특이성을 나타내는 효소로 신경세포의 생존

및 사멸 조절에 관여한다(Araki 등, 2020). 신경영양성인자인
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BDNF의 발현과 이를 유도하는 신호전달체계에 대한 연구는 인

지기능 개선을 위한 치료 전략일 수 있다.

본 연구팀에서 관심을 가지고 있는 물질인 1,2,3,4,6-pneta-O-

galloyl-β-D-glucose (PGG)는 붉나무(Rhus chinensis), 모란(Paeonia

suffruticosa)과 같은 식물에 포함된 gallotannin 성분으로 glucose의

1, 2, 3, 4, 6번 탄소에 galloyl기가 결합 된 구조이다(Fig. 1). Ren

등(2006)의 연구에 따르면 glucose의 1, 2, 3, 4번 위치에 결합된

galloyl기가 항당뇨효과에 있어서 중요하다고 보고하였다. 인지기

능이나 신경계질환에 대해 현재까지 알려진 PGG의 생리활성으

로는 소교세포인 BV-2 microglia 세포에서 항염증 효과(Mendonca

등, 2017), amyloid beta 단백질의 침착 억제 효과(Fujiwara 등,

2009), beta-secretase 억제효과(Lee 등, 2005b)가 보고되었으나

BDNF 발현이나 AChE 억제효과와 같은 인지기능과 관련된 지

표들에 대한 연구는 부족한 실정이다.

이에 본 연구에서는 PGG가 인간 유래 신경모세포종 세포주인

SK-N-SH 세포에서 인지기능과 관련된 지표들에 미치는 영향에

대해 검토하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료

세포배양에 사용되는 fetal bovine serum (FBS), penicillin,

streptomycin, 0.5% Trypsin-EDTA는 Hyclone (Logan, UT, USA)

에서, Eagle’s minimum essential medium (EMEM)는 American

Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)에서 구매

하여 사용하였다. Acetylcholinesterase assay kit와 western blot 분

석에 사용한 일차 항체 anti-p-CaMKII, anti-CaMKII, anti-p-

CREB, anti-CREB는 Abcam (Cambridge, UK)에서 구입하였다.

Quanti-MaxTM WST-8 Cell Viability Assay Kit는 BIOMAX

(Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 본 실험에 사용된 PGG

와 donepezil hydrochloride는 Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO,

USA)로부터 구매하였다. 일차 항체 중 anti-BDNF와 anti-β-actin

는 Solarbio Science and Technology Co., Ltd. (Beijing, China)

에서 구매하였다. 이차 항체인 anti-rabbit IgG-HRP, anti-mouse

IgG-HRP는 Cell signaling technology (Danvers, MA, USA)에서

구매하여 사용하였다. RNA PrimeScriptTM RT Reagent Kit는

Takara (Tokyo, Japan)에서 구매하였다. LightCycler® 480 SYBR

Green 1 Master Mix는 Roche Diagnostics (Mannheim, Germany)

에서 구매하였다.

세포주 및 세포배양

인간 유래 신경모세포종 세포주인 SK-N-SH 세포는 한국세포

주은행(Korea Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 분양받아 실험

에 사용하였다. 세포는 37oC, 5% CO
2
 조건하에서 10% FBS, 1%

penicillin-streptomycin을 함유하는 EMEM 배지에서 2~3일에 한번

씩 계대배양하며 실험에 사용하였다. 

시험관에서 acetylcholine esterase 활성 측정

PGG가 acetylcholinesterase 효소 활성에 미치는 영향은

acetylcholinesterase assay kit (Abcam)로 측정하였다. 96 well

plate에 500 mU/mL acetylcholineesterase (AChE)용액 50 μL에

PGG의 처리 최종 농도가 0, 0.1, 1, 10 μM이 되도록 50 μL를 혼

합하였다. AChE의 활성을 억제하는 것으로 알려져 있는 doenpezil

처리군을 양성대조군으로 설정하였으며 500 mU/mL AChE용액

50 μL에 10 μM donepezil 50 μL을 처리하였다. 음성대조군에는

500 mU/mL AChE용액 50 μL에 assay buffer 50 μL을 혼합하였다.

이후 기질로서 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB)-acetyl-

thiocholine iodide를 50 μL씩 각 군에 첨가하여 37oC에서 10분간

반응시킨 후 412 nm에서 흡광도를 측정하였다. AChE 저해 활성

은 대조군 대비 % 활성으로 아래의 식으로 계산하여 산출하였다.

AChE activity (%)=

(대조군 OD−음성대조군 OD)−(PGG 처리군 OD−음성대조군 OD)

             대조군 OD−음성대조군 OD

×100

세포 증식 측정

PGG가 SK-N-SH 세포의 증식에 미치는 영향을 검토하기 위하

여 SK-N-SH 세포를 96 well plate에 1×104 cells/200 μL/well의

세포수가 되도록 분주하여 37oC, 5% CO
2
 배양기에서 24시간 배

양하였다. PGG를 농도별(0, 0.1, 1, 10 μM)로 처리한 후 24시간

동안 배양하였다. 배양 후 Quanti-MaxTM WST-8 Cell Viability

Assay Kit (BIOMAX, Seoul, Korea)을 이용해 세포 증식능을 490

nm 파장에서 micro plate reader (SUNRISE?BASIC TECAN,

Tecan Austria, Salzburg, Austria)를 사용하여 측정하였다. 세포 증

식은 대조군 대비 생존률(%)로 계산하여 산출하였다.

                       실험군 OD
Cell viability rate (%)=

 대조군 OD의 평균 
×100

세포에서 acetylcholine esterase 활성 측정

PGG가 SK-N-SH 세포의 AChE 활성에 미치는 영향을 검토하

기 위하여 SK-N-SH 세포를 60-mm diameter dish에 1×106 cells/

5 mL/dish의 세포수가 되도록 분주하여 37oC, 5% CO
2
 배양기에

서 24시간 배양하였다. PGG를 농도별(0, 0.1, 1, 10 μM)로 처리

한 후 24시간 동안 추가 배양하였다. 세포를 PBS로 세척한 후

Cell lysis buffer를 이용해 세포용해물을 얻었다. 단백질 농도는

bovine serum albumin (BSA)를 표준화한 Bio-Rad Protein Assay

kit를 사용하여 정량하였다. 단백질 농도가 같도록 조정한 후 세

포용해물에서의 AChE 활성을 acetylcholinesterase assay kit

(Abcam)로 측정하였다. 구체적으로는 500 mU/mL acetylcholinesterase

(AChE)용액 50 μL에 PGG 처리군의 세포용해물 50 μL를 혼합하

였다. AChE의 활성을 억제하는 것으로 알려져 있는 doenpezil처

리군을 양성대조군으로 설정하였으며 500 mU/mL AChE용액 50

μL에 10 μM donepezil 50 μL을 처리하였다. 음성대조군에는 500

mU/mL AChE용액 50 μL에 cell lysis buffer 50 μL을 혼합하였다.

Fig. 1. Chemical structure of 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-β-D-

glucose.
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이후 기질로서 5,5'-DTNB-acetylthiocholine iodide를 50 μL씩 각

군에 첨가하여 37oC에서 10분간 반응시킨 후 412 nm에서 흡광도

를 측정하였다. AChE 저해 활성은 아래의 식으로 계산하여 산

출하였다.

AChE activity (%)=

(대조군 OD−음성대조군 OD)−(PGG처리군 OD−음성대조군 OD)

              대조군 OD−음성대조군 OD

×100

Western blot 분석

PGG가 인지기능 표지자 단백질의 발현에 미치는 영향을 검토

하기 위해서 SK-N-SH 세포를 6 well plate에 2×105 cells/3 mL/

well의 세포수가 되도록 분주하고, 37oC, 5% CO
2
 배양기에서 24

시간 배양하였다. PGG의 최종 농도가 0, 0.1, 1, 10 μM가 되도록

하여 24시간 동안 SK-N-SH 세포에 처리하였다. 세포를 PBS로

세척한 후 Cell lysis buffer를 이용해 세포용해물을 얻었다. 단백

질 농도는 BSA를 표준화한 Bio-Rad Protein Assay kit를 사용하

여 정량하였다. 단백질 농도가 같도록 조정한 후 2×sodium

dodecyl sulfate (SDS) sample buffer를 가하고 100oC에서 5분간

끓였다. Mini-PROTEAN system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

을 이용하여 10% SDS polyacrylamide gel을 만들어 각 well에

10 μg에 해당하는 단백질이 되도록 각 시료를 loading하고 전기

영동을 시행하였으며 이어서 Immobilon® transfer membranes 0.45

μm (Millipore, Bedford, MA, USA)에 transfer시켰다. Membrane

을 1×blocking buffer (Biofact Biofactory, Daejeon, Korea)로 실

온에서 1시간 동안 blocking 한 후 일차 항체 anti-p-CaMKII

(Thr286, #ab32678, 1:1000, Abcam), anti-CaMKII (#ab22609,

1:1000, Abcam), anti-p-CREB (Ser133, #ab32096, 1:5000,

Abcam), anti-CREB (#ab32515, 1:500, Abcam), anti-BDNF

(#K008206P, 1:500, Solarbio), anti-β-actin (#K200058M, 1:3000,

Solarbio)을 각각 처리하여 4oC에서 하룻밤 배양하였다. Tris-

buffered saline containing 0.1% Tween-20 (TBST, pH 8.0)로 세

척한 다음 이차항체(HRP-conjugated anti-rabbit IgG, anti-mouse

IgG, 1:5000, Cell Signaling)에 1시간 동안 실온에서 배양하였다.

TBST로 세척하고 ECL solution (Thermo Scientific, Rockford,

IL, USA) 기질로 반응시킨 후 Fusion Solo system (Vilber,

Lourmat, France)를 이용하여 band를 확인하였다. 단백질 band의

강도는 Image J software (NIH, Bethesda, MA, USA)를 사용하여

분석하였다.

RNA 추출 및 cDNA 합성

PGG가 BDNF mRNA 발현에 미치는 영향을 검토하기 위해서

SK-N-SH 세포를 6 well plate에 1×105 cells/3 mL/well의 세포수

가 되도록 분주하고, 37oC, 5% CO
2
 배양기에서 24시간 배양하였

다. PGG를 농도별로 처리한 후 3, 6 또는 24시간 배양하였다. 세

포배양액을 제거한 후 PBS로 세척 후 TRIzol® reagent를 이용하

여 총 RNA를 추출하였다. RNA 정량 후 RNA PrimeScriptTM RT

Reagent Kit (Takara)를 사용하여 cDNA를 합성하였다.

Quantitative real time-PCR 분석

BDNF mRNA 발현양을 검토하기 위해서 LightCycler® 480

SYBR Green 1 Master Mix (Roche Diagnostics)를 사용하여

LightCycler® 96 system (Roche Diagnostics)으로 측정하였다. PCR

반응의 특이도를 확인하기 위해서 증폭할 때마다 melting curve

분석을 수행하였고 GAPDH을 기준으로 2-ΔCt로 계산하였으며 유

전자의 발현량은 대조군을 1으로 간주하여 상대적인 값으로 나

타내었다. Primer는 Bioneer (Daejeon, Korea)에서 제작하여 사용

하였고 염기서열은 다음과 같다: BDNF Forward 5'-GAGAGCTG

GCCAAGTCTTCA-3', Reverse 5'-GTCAAGCTGTGCTTCCAGA

GTTA-3', GAPDH Forward 5'-CCTGGCCAAGGTCATCCATGA-

3', Reverse 5'-TGTCATACCAGGAAATGAGCT-3'.

통계분석

실험에서 얻어진 결과의 통계적 유의성은 GraphPad Prism

Verson 5.0 software (GraphPad, San Diego, CA, USA)를 이용하

여 분석하였다. 실험 결과는 mean±standard error of mean (SEM)

으로 나타냈으며, 각 그룹 간의 통계적 유의성을 one-way ANOVA

를 통한 Dunnett test, two-way ANOVA를 통한 Bonferroni test

또는 student t-test를 통해서 검정하였다. p값은 p<0.05를 통계적

유의차가 있다고 판단했다.

결과 및 고찰

PGG가 AChE 활성 저해에 미치는 영향

노화나 퇴행성 신경질환인 알츠하이머성 질환이나 파킨슨 질

환을 앓는 환자에게서 AChE의 분비가 증가되고 이 효소는 신경

전달물질인 ACh을 분해하여 신경전달을 억제하며 인지기능을 억

제한다고 보고되었다(Jabril과 Gilbert, 2019; Kandiah 등, 2017). 또

한, AChE는 β-amyloid와 복합체를 형성하여 신경독성을 가지는

것으로 알려져 있다(Jabril과 Gilbert, 2019). 따라서 AChE 활성을

저해하는 것은 신경보호효과 뿐만 아니라 인지기능 개선에 도움

을 줄 수 있어 신경보호효과나 인지기능 개선의 지표로 측정된

다. 이에 본 연구에서도 PGG가 AChE 활성에 미치는 영향을

acetylcholinesterase assay kit (Abcam)를 이용해 시험관에서 측정

하였다. 그 결과, 대조군인 0 μM PGG군의 AChE 활성이

100±3.19%일 때에 비해 AChE의 저해제(Kandiah 등, 2017)인 10

μM donepezil을 양성대조군으로 처리한 군의 AChE 활성이

Fig. 2. Inhibitory effect of PGG on acetylcholine esterase
(AChE) activity. AChE activity on test tube experiments was
evaluated by enzyme assay method using acetylcholinesterase assay
kit. The data are reported as the mean±SEM (n=3). Statistical
significance is based on the difference compared with 0 μM PGG by
one-way ANOVA followed by Dunnett’s test (***p<0.001).
Different letters in the same column indicate a significant difference
by one-way ANOVA followed by Tukey’s test (p<0.05).
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9.10±4.07%로 약 90% 저해되었다. PGG처리에 의해서도 AChE

활성이 저해되었으며, 특히 1 μM PGG처리에 의해 AChE 활성이

62.25±1.14%로 약 38% 억제되었다(***p<0.001, Fig. 2). 이상의

결과로부터 PGG는 AChE 활성을 억제하여 인지기능 개선 효과

를 나타낼 수 있을 것으로 생각된다.

PGG가 SK-N-SH 세포 증식에 미치는 영향

인간 유래 신경모세포종인 SK-N-SH 세포는 신경세포의 보호

연구(Kim 등, 2018; Lee 등, 2019a)나 인지기능 개선 연구(Baek

등, 2005; Guo 등, 2017)에 주로 사용되는 세포주이다. PGG가

SK-N-SH세포주에서 인지기능 관련 표지자에 미치는 영향을 검

토하기에 앞서 PGG가 SK-N-SH 세포 증식에 미치는 영향을

WST-8 Cell Viability Assay Kit (BIOMAX)를 이용하여 측정하였

다. 그 결과, 대조군인 0 μM PGG처리군의 세포 생존률이 100±

2.36%일 때 1 μM PGG 처리군의 세포생존률은 60.58±12.62%로

감소하여 SK-N-SH 세포 증식이 억제되었으나, 0.1 μM PGG 처

리군은 대조군에 비해 유의적인 차이가 없었다(*p<0.05, **p<0.01,

Fig. 3). 이상의 결과로부터 PGG는 SK-N-SK 세포 증식에 영향

을 줄 수 있는 것으로 확인되었으며, 추후 실험에서는 이를 반영

하여 실험을 진행하였다.

PGG가 SK-N-SH 세포의 AChE 활성에 미치는 영향

앞선 시험관 시험에서 PGG가 AChE 활성을 저해하였기 때문

에 PGG가 신경모세포종인 SK-N-SK 세포에서도 AChE 활성 저

해 효과를 가지는지를 확인하기 위해서 세포에서도 실험을 진행

하였다. PGG를 SK-N-SH세포에 24시간 처리한 후 동일한 단백질

양을 함유하는 세포 용해물에서의 AChE 활성을 acetylcholinesterase

assay kit (Abcam)를 이용해 측정하였다. 그 결과, 대조군인 0 μM

PGG군에서 AChE 활성은 2.07±0.06 mU/μg protein인 것에 비해

AChE 억제제인 10 μM donepezil군은 0.76±0.01 mU/μg protein으

로 약 64% 억제되었다. 10 μM PGG 처리에 의해서는 1.65±0.06

mU/μg protein으로 AChE 활성이 약 21% 억제되었다(**p<0.01,

***p<0.001, Fig. 4). ACh는 choline과 acetyl-CoA로부터 합성되는

신경전달물질로, 시냅스 간극(synaptic cleft)으로 분비되어 ACh 수

용체에 결합하여 학습과 기억에 기여하는데, 시냅스에서 AChE에

의해 분해된다. AChE 활성 증가로 인한 ACh의 기능 저하는 알

츠하이머성 질환으로 이어지기 때문에, AChE의 활성을 억제하는

천연물에 대한 연구가 이루어지고 있다(Patel 등, 2018). 이상의

결과로부터 PGG는 시험관에서 뿐만 아니라 신경세포에서도 AChE

활성을 억제하는 것으로 나타나, 인지기능에 긍정적인 영향을 줄

수 있을 것으로 생각된다.

PGG가 신경영양성인자인 BDNF 발현에 미치는 영향

BDNF는 뉴런의 증식, 시냅스 기능, 시냅스 가소성, 인지기능

에 있어서 중요한 역할을 하는 신경영양성인자(neurotrophin) 중

의 하나이다(Guo 등, 2017). 우울증은 전두엽과 해마의 신경퇴행

과 관련이 있으며 우울증 환자의 전두엽과 해마에서 BDNF가 현

저히 감소된 것이 알려져 있어(Gold, 2021), BDNF는 정신질환이

나 신경퇴행성 질환과 같은 병리적 상태의 평가나 치료 효과를

평가하는 생물학적 표지자이다(Bruno 등, 2019). 따라서 본 실험

에서는 PGG가 신경영양성인자인 BDNF의 단백질 발현에 미치

는 영향을 western blot 법을 통해 측정하였다. 그 결과, 세포증

식에 영향을 미치지 않는 농도인 0.1 μM PGG를 24시간 처리한

군에서 BDNF 단백질 발현이 대조군이 1일 때 비해 1.68배 증가

하였다(Fig. 5A). 0.1 μM PGG를 24시간 처리하였을 때 BDNF의

단백질 발현이 증가하였기에 0.1 μM PGG 처리 시간대별로 BDNF

단백질 발현에 미치는 영향을 측정하였다. 그 결과, 0.1 μM PGG

를 6시간처리군, 12시간처리군에서도 BNDF의 발현이 증가하였

다(Fig. 5B). PGG가 BDNF의 단백질 발현양을 증가시켰으므로,

BDNF mRNA의 발현에 미치는 영향을 reverse transcriptase

polymerase chain reaction (RT-PCR)을 통해 측정하였다. 그 결과,

0.1 μM PGG를 3시간처리군에서부터 BDNF의 mRNA 발현이 증

가하였다(Fig. 5C). Guo 등(2017)의 연구에 의하면 살충제에 포함

Fig. 4. Inhibitory effect of PGG on acetylcholine esterase activity
in SK-N-SH cells. Cells were treated with the indicated
concentration of PGG for 24h. AChE activity in PGG treated SK-N-
SH cells was evaluated by enzyme assay method using
acetylcholinesterase assay kit. The data are reported as the mean ±
SEM (n=3). Statistical significance is based on the difference
compared with 0 μM PGG by one-way ANOVA followed by
Dunnett’s test (**p<0.01, ***p<0.001). Different letters in the same
column indicate a significant difference by one-way ANOVA
followed by Tukey’s test (p<0.05). 

Fig. 3. Effect of PGG on cell proliferation in SK-N-SH cells. Cells
were treated with the indicated concentration of PGG for 24h. Cell
proliferation was determined by One Solution Assay Kit. The data
are reported as the mean±SEM (n=3). Statistical significance is
based on the difference compared with 0 μM PGG by one-way
ANOVA followed by Dunnett’s test (*p<0.05, **p<0.01). Different
letters in the same column indicate a significant difference by one-
way ANOVA followed by Tukey’s test (p<0.05). 
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된 오염물질 중 하나인 perfluorooctane sulfonate (PFOS)의 노출

은 신경세포에서 BDNF의 mRNA와 단백질 발현을 억제하고 신

경독성을 유도한다고 보고하였다. Corpuz 등(2019)은 발효된 쌀

로부터 분리된 peptide가 BDNF의 발현을 증가한다고 보고하였다,

BDNF는 신경세포의 생존, 분화, 기능에 관련되고 기억과 학습에

중요한 인자(Bekinschtein 등, 2007; Guo 등, 2017)로 알려져 있기

때문에 SK-N-SH세포에서 PGG처리에 의한 BDNF 발현 증가 효

과는 인지기능 개선에 도움을 줄 수 있을 것으로 생각된다.

PGG가 BDNF 발현을 증가시키는 분자적 기전에 미치는 영향

BDNF의 증가는 중추신경계에서 신경세포 성장, 세포 분화와

증식에 관여하여 기억 형성과 시냅스 가소성에 관련되며 장기 기

억에 중요한 역할을 한다(Bekinschtein 등, 2007). BDNF의 발현

을 촉진하는 촉진인자(promoter)는 L-type voltage gated calcium

channel (L-VGCC)이나 n-methyl-d-aspartate (NMDA) 수용체의 활

성화에 의해 활성화된다. 그 후 Ca2+/calmodulin-dependent protein

kinase (CaMK)의 serine과 threonin 잔기가 활성화되며, 활성화된

p-CaMKII는 CREB의 인산화를 일으킨다(Luca 등, 2020; Wang 등,

2017; Lisman 등, 2012). CREB는 BDNF와 같은 기억 및 시냅스

가소성과 관련된 유전자의 발현을 조절하는 전사인자로 p-CREB

로 인산화된 후 표적 유전자인 BDNF의 발현을 증가시킨다

(Numakawa 등, 2018; Deogracias 등, 2004). 따라서, CaMKII-

CREB 신호 경로는 BDNF 발현에 있어 중요한 경로라고 할 수

있다. 이에 PGG가 BDNF의 발현을 증가시키는 분자적 기전을

파악하기 위해서 우선 p-CaMKII (Thr 286) 및 CaMKII 발현에

미치는 영향을 western blot법을 통해 측정하였다. 그 결과, 0 μM

PGG군에서 CaMKII에 대한 p-CaMKII의 발현양을 1로 두었을 때,

PGG 처리에 의해 p-CaMKII의 발현양이 최대 2.89배 증가하였다.

특히, 세포증식에 영향을 주지 않는 농도인 0.1 μM PGG처리군

에서도 p-CaMKII의 발현이 2.13배 증가하여(Fig. 6), PGG가

CaMKII의 인산화를 유도하는 것으로 나타났다. CaMKII의 발현

도 PGG처리에 의해 감소하였는데, 이는 PGG가 세포자가소화능

Fig. 5. Effect of PGG on (A and B) BDNF protein and (C) mRNA expression in SK-N-SH cells. (A and B) Cells were treated with indicated
concentration of PGG for indicated time. Protein of whole cell lysates was resolved on 10% SDS-PAGE for BDNF. β-Actin expression is shown
as a lodging control. Relative intensity is indicated by the intensity of band of BDNF protein divided by intensity of band of β-actin. (C) mRNA
Different letters in the same column indicate a significant difference by one-way ANOVA followed by Tukey’s test (p<0.05).
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력(autophagy)를 유도하여 항바이러스효과(Tu 등, 2018)나 항암효

과(Dong 등, 2014)를 나타낸다는 기존의 연구와 관련이 있을 것

으로 생각된다. CaMKII의 활성에 의해 CREB가 활성화되고 그

결과 BDNF의 전사를 활성화하기 때문에(Luca 등, 2020), PGG의

처리가 p-CREB (Ser 133) 및 CREB 발현에 미치는 영향을

western blot법을 통해 측정하였다. 그 결과, 대조군인 0 μM PGG

처리군에서 CREB에 대한 p-CREB의 발현양을 1로 두었을 때,

PGG 처리에 의해 p-CREB의 발현양이 최대 4.38배 증가하였으

며, 0.1 μM PGG처리군에서도 p-CREB의 발현이 2배 증가하였다.

이상의 결과로부터 p-CREB (Ser 133)는 BNDF의 촉진인자인

cAMP response element (CRE)에 결합하여 BDNF의 전사를 촉진

한다고 보고한 것과 같이(Deogracias 등, 2004), PGG는 CaMKII-

CREB 신호 경로를 통해 BDNF의 발현을 증가하는 것으로 생각

된다.

요 약

인구의 고령화에 따른 노인 인구 증가로 지난 10년간 치매환

자수와 경도인지장애 환자수가 급증하였다. 치매는 예방이 중요

한 만큼 인지기능 향상에 도움을 줄 수 있는 기능성 소재 탐색

에 대한 연구가 필요하다. 한편, PGG는 다양한 약용식물에 함유

되어있는 gallotannins로 소교세포에서 항염증효과, amyloid beta

단백질 침착 억제효과, beta-secretase 억제효과가 알려져 있으나

인지 기능과 관련된 지표들에 대한 연구는 부족한 실정이다. 이

에 본 연구에서는 PGG가 신경모세포주인 SK-N-SH세포에서 인

지기능과 관련된 인자에 미치는 영향을 검토하고 관련 기전에 대

해 평가하였다. 퇴행성질환 등에서 그 분비가 증가되는 AChE 효

소활성이 PGG 처리에 의해 시험관실험과 세포실험에서 모두 억

제되었다. 또한, PGG는 neurotrophin 중의 하나인 BDNF mRNA

및 단백질 발현을 증가하였다. 이러한 PGG의 BDNF 발현 증가

에 대한 분자적 기전을 확인하기 위해 CAMKII-CREB 신호경로

를 측정한 결과, PGG는 CAMKII를 인산화하였고, BDNF의 전사

인자인 CREB를 활성화하였다. 이상의 결과로부터, hydrolyzed

Fig. 7. Effect of PGG on marker of cognitive function in SK-N-SH cell. PGG inhibits acetylcholinesterase activity and increases

expression of BDNF through activation of CaMKII-CREB pathway. Because BDNF is essential to promote persistence of long-term
memory, PGG might be effective for long-term memory.

Fig. 6. Effect of PGG on molecular marker of cognitive function

in SK-N-SH cells. Cells were treated with indicated concentration of
PGG for 24 h. Protein of whole cell lysates was resolved on 10%
SDS-PAGE for p-CaMKII, CaMKII, p-CREB, CREB, and BDNF.
β-actin expression is shown as a lodging control. Relative intensity is
indicated by the intensity of band of BDNF protein divided by
intensity of band of β-actin.
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tannins의 하나인 PGG가 신경세포에서 CAMKII-CREB 경로를 활

성화함으로써 BDNF의 발현을 증가시킬 뿐만 아니라 AChE 활

성을 억제하는 것으로 나타났다(Fig. 8). 추가적으로 이러한 PGG

의 효과가 인지기능이 저하된 동물모델 등에서도 효과가 있는지

를 검토할 필요가 있다. 이러한 자료가 축적이 된다면 향후 PGG

가 인지기능 개선을 위한 기능성 소재로서의 사용될 가능성이 있

을 것으로 생각된다.
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