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서    론

    인구 고령화는 치매, 파킨슨병(Parkinson`s disease) 등과 같

은 노인의 퇴행성 뇌병변(neurodegenerative disease)을 증가시키

는 것으로 보고되고 있다1). 퇴행성 뇌병변을 일으키는 주요 원인 

중 하나는 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)에 의한 신

경세포 독성을 야기하는 것으로 알려져 있다2,3). 활성산소종은 sup

eroxide radical (O2
-), hydrogen peroxide (H2O2), hydroxyl ra

dical (OH-) 등이 있으며, 나이가 듦에 따라 활성산소종은 과다 생

성되고 축적되어 산화적 스트레스를 일으키고, 이는 신경세포에 독

성을 일으켜 퇴행성 뇌병변을 유발한다4). 이러한 활성산소를 제거

하여 활성산소종에 의한 세포 독성을 방어하기 위한 항산화 시스템

이 존재한다. 이러한 기능을 하 항산화 효소로 Cu/Zn superoxide 

dismutase (SOD1), Mn superoxide dismutase (SOD2), catalas

e (CAT), glutathione peroxidase (GPx) 등이 알려져 있다5). 최근 

한약재를 이용하여 산화적 스트레스에 의한 신경세포 보호 효과 및 

기전에 대한 연구가 보고되고 있다6-8). 이러한 연구는 부작용과 독

성이 적으면서 활성산소종에 의한 신경세포 독성을 보호하는 효과

가 있는 한약재를 선별함으로서 산화적 스트레스에 의한 퇴행성 뇌

병변을 예방하거나 치료할 수 있는 건강기능식품 혹은 천연물 신약 

개발을 위한 단초를 제공하는데 의의가 있는 것으로 사료된다.

    천마(Gastrodia elata BL.)는 난초과(Orchidaceae) 에 속한 

다년생 기생초본의 근경을 건조한 것으로9), 실험적으로 신경세포 

손상에 대한 in vitro10) 및 in vivo11) 방어 효과, 임상적으로 기억

력 향상에 대한 효과12-14) 등이 있는 것으로 보고되었다. 최근 우리

는 lipopolysaccharide (LPS)에 의해 유도된 인지기능 손상모델에 

대한 천마 추출물의 방어 효과 및 그 기전 연구를 수행하여 유의한 

결과를 얻어 보고 하였다15).

    In vivo 환경에서 천마 추출물의 뇌 손상 보호 효과를 나타낸 

연구 결과15)를 토대로 in vitro 조건에서 신경세포를 대상으로 활

성산소종에 의한 산화적 스트레스에 의한 독성 보호 효과 및 그 기

전을 연구하고, 항산화 효소 발현 및 활성도 등을 조사하여 유의한 

결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 천마 추출물 제조

    본 연구에 사용된 (건)천마(Gastrodia elata)는 무주농협(무주

군, 전북)에서 구입하여 아래와 같이 추출하였다. 천마 100 g에 15

배수의 물을 투입한 후 90°C에서 6시간 전탕하여 추출물을 얻어 

여과하고, 다시 1차 잔여물에 15배수의 물을 넣어 90°C에서 6시간 

전탕하여 2차 추출물을 얻어 여과한 후, 1, 2차 추출물을 혼합, 농

축, 살균, 분무건조를 하여 30.2 g의 추출물을 획득한 후 실험에 

사용하였다.

2. 시약 및 재료

    Minimum essential medium α (MEM-α), Antibiotic-Antim

ycotic (10,000 units/㎖ penicillin, 10,000 ㎍/㎖ streptomycin, 

25 ㎍/㎖ amphotericin B), Fetal bovine serum (FBS), phosph

ate buffered saline (PBS), Trypsin/EDTA solution (0.025% tr

ypsin, 0.01% EDTA)은 Gibco (CA, USA)에서 구입하였고, Hydr

ogen peroxide는 TCI (Tokyo, Japan)에서 구입하였다. EZ-cyto

x, EZ-SOD assay kit는 Dogenbio (Seoul, Korea)에서 구입하였

다. RIPA buffer와 BCA Protein Assay kit는 Thermo Fisher S

cientific (CA, USA)에서 구입하였고, Phosphatase Inhibitor Co

cktail, Protease inhibitor Cocktail, ECL kit는 Millipore (Darm

stadt, Germany)에서 구입하였다. p38 MAPK Antibody, Phosph

o-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Antibody, Phospho-eIF2α Anti

body는 Cell Signaling Technology (MA, USA)에서 구입하였고, 

Anti-Superoxide Dismutase 1 Antibody, Anti-SOD2/MnSOD 
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Antibody, Goat Anti-Mouse IgG H&L (HRP), Goat Anti-Rabbit 

IgG H&L (HRP)는 Abcam(Cambridge, UK)에서 구입하였고, β-A

ctin Antibody는 Santa Cruz Technology (CA, USA)로부터 구

입하였다. skim milk는 BD Difco (NJ, USA)에서 구입하였고, PV

DF blotting membrane은 GE Healthcare Life Sciences (Bucki

nghamshire, UK)에서 구입하였다. TRIzol™ Reagent는 Invitrog

en (CA, USA)에서 구입하였고, Prime Script TM reagent kit (p

erfect realtime)는 Takara (Tokyo, Japan)에서 구입하였고, Pow

er SYBR Green PCR Master Mix는 Applied Biosystems (CA, 

USA)로부터 구입하였다. 그 외 Bovine serum albumin (BSA), Is

opropanol, Methanol 등 다른 시약들은 Sigma-Aldrich (MO, U

SA)에서 구입하였다. 

3. 세포 배양

    본 실험에 사용한 인간 신경모세포종인 SH-SY5Y 세포주는 

한국세포주은행(Seoul, Korea)으로부터 분양받아 사용하였다. 10% 

FBS, 2mM L-glutamine, 100 units/㎖ penicillin, 100 ㎍/㎖ st

reptomycin, 250 ng/㎖ amphotericin B가 포함된 MEM-α 배지

로 배양하였고, PBS, Trypsin/EDTA solution을 사용하여 계대 

배양하였다.

4. 세포 독성 시험

    Water soluble tetrazolium salt (WST) assay 시약인 EZ-cy

tox를 사용하여 세포 독성을 확인하였다. SH-SY5Y를 1.3×10⁵ cel

ls/well의 농도로 96well plate에 분주하고 37℃, 5% CO₂ 조건에

서 48시간 동안 배양한 후 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, 500 ㎍/㎖ 농

도의 천마 추출물을 단독으로 처리하거나 100 μM의 Hydrogen pe

roxide와 함께 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 각 well에 10μl

의 EZ-cytox 시약을 첨가하고 37℃, 5% CO₂ 조건에서 30분 동안 

반응시킨 후 ELISA reader (Molecular Devices, California, US

A)로 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

5. SOD activity 시험

    EZ-SOD assay kit를 사용하여 SOD activity를 확인하였다. 

세포 내 단백질은 protease inhibitor, phosphatase inhibitor를 

포함한 RIPA lysis buffer를 사용하여 분리하였다. BCA protein a

ssay를 이용하여 분리한 단백질을 정량하고 단백질 양이 동일하도

록 검체를 제작하였다. 검체나 ddH₂O에 WST working solution을 

첨가하고 Enzyme working solution을 첨가하지 않거나 첨가한 

후 37℃에서 20분간 반응시켰다. 이후 ELISA reader로 450 nm 

파장에서 흡광도를 측정하여 세포 내 SOD 활성을 확인하였다.

6. Western blot analysis

    세포 내 단백질은 protease inhibitor, phosphatase inhibito

r를 포함한 RIPA lysis buffer를 사용하여 분리하였다. BCA prote

in assay를 이용하여 분리한 단백질을 정량하고 단백질 양이 동일

하도록 검체를 제작하였다. 20 ㎍의 단백질을 sodium dodecyl su

lfate-polyacrylamide (SDS-PAGE) gel에 분주하고 전기영동시켜 

분리하였다. Gel 내부에 크기별로 분리된 단백질은 PVDF membr

ane에 이동시켰다. 각각의 membrane은 5%의 skim milk 또는 

5%의 BSA를 사용하여 2시간 동안 블로킹하였고, 1차 항체는 1㎍/

㎖를 1 : 2000으로 희석하여 4℃에서 밤새 반응시켰다. 2차 항체

는 1 : 2000으로 희석하여 실온에서 1시간 동안 반응시키고 ECL 

kit와 image analyzer (EZ-Capture ST, Tokyo, Japan)를 사용

하여 단백질 발현량을 확인하였다.

7. Total RNA 분리 및 Real time reverse transcription-polym

erase chain reaction (RT-PCR)

    세포 내 RNA는 TRIzol reagent (Invitrogen, CA, USA)를 이

용하여 분리하였고, 분광광도계(IMPLEN GmbH, Munich, Germa

ny)에서 흡광도를 측정하여 정량하였다. RNA로부터의 cDNA 합성

은 1㎍ total RNA와 Prime Script reagent kit을 이용하여 진행

하였다. real time RT-PCR은 cDNA, primer sequences (Table 

Ⅲ), Power SYBR Green PCR master Mix를 이용하여 수행하였

다. 발현된 각각 유전자의 mRNA양은 Real-time PCR systems 

(Applied Biosystems, CA, USA)를 이용하여 GAPDH에 대한 상대

적인 양으로 계산하였다.

Table 1. Sequences and Accession Numbers for Primer, Forward and 

Reverse, Used in Real time reverse transcription-polymerase chain rea

ction

Gene Prime Sequence (5’ → 3’) Accession no.

GAPDH
Forward: GTCAGTGGTGGACCTGACCT
Reverse: TGACAAAGTGGTCGTTGAGG

NM_001357943.2

SOD1
Forward: CTCACTCTCAGGAGACCATTGC
Reverse: CCACAAGCCAAACGACTTCCAG

NM_000454.5

SOD2
Forward: GCATCTGTTGGTGTCCAAGG
Reverse: CGTGCTCCCACACATCAATC

NM_001322819.2 

8. 통계 처리

    모든 실험 결과는 평균 ± 표준편차로 표기하였다. 각 군 간의 

통계적 유의성 검정에 따른 통계분석은 ANOVA (One-way analys

is of variance test) Ducan 사후 검정 비교를 실시하여 p<0.05

일 때 유의한 것으로 판정하였다(SPSS v12., SPSS Inc, IL, US

A).

결    과

1. 과산화수소 세포 독성에 대한 천마 추출물의 방어 효과

    실험에 사용할 천마 추출물의 농도를 확정하기 위하여 100, 2

00, 500 ㎍/㎖ 천마 추출물을 SH-SY5Y 신경세포에 48시간 동안 

처리한 후 세포 독성을 조사한 결과 처리한 모든 농도에서 세포 독

성은 발견되지 않았다(Fig. 1A).

    과산화수소에 의한 신경세포 독성에 대한 방어 효과를 조사하

기 위하여 과산화수소를 시간 동안 처리하기 하루 전에 100, 200, 

500 ㎍/㎖ 천마 추출물을 처리한 후 24시간 후에 세포 독성을 조

사하였다. 그 결과 100 µM 과산화수소를 처리한 군의 세포 생존율

은 64.4 ± 3.2%로 대조군에 비해 유의하게 감소(p<0.01)하였다. 

그러나 100, 200, 500 ㎍/㎖ 천마 추출물을 처리한 군의 세포 생

존율은 각각 74.2 ± 5.5%, 79.4 ± 2.5%, 89.6 ± 4.1%로 과산화

수소 단독 처리군과 비교하여 유의하게 증가하였다(Fig. 1B).

Fig. 1. Cytotoxicity test of Gastrodia elata extracts (GEE) in SH-SY5Y c

ells. (A) Cells were treated with various concentrations of GEE for 24 h. 

(B) Cells were pretreated with various concentrations of GEE for 24 h, and 

then exposed to hydrogen peroxide (H2O2) and/or GEE for 24 h. The data 

are expressed as mean±SD in triplicate. **p<0.01 vs. non-treated group; #

p<0.05, ##p<0.01 vs. H2O2 treated group.

2. SOD 발현 및 활성도에 대한 천마 추출물의 효과

    활성산소종을 제거하는 효소로 알려진 superoxide dismutase 

(SOD)에 대한 천마 추출물의 효과를 조사하기 위하여, 과산화수소

를 24시간 동안 처리하기 하루 전에 100, 200, 500 ㎍/㎖ 천마 추

출물을 처리한 후 24시간 후에 SOD mRNA, 단백질, 활성도를 조

사하였다.

    산화적 스트레스 유발인자인 과산화수소 처리군의 SOD1, SOD2 

mRNA 발현 정도는 각각 0.57 ± 0.05, 0.53 ± 0.08 배(fold)로 대

조군에 비해 유의하게 감소하였으나 천마 추출물을 처리한 군에서는 

처리한 농도에 의존적으로 유의하게 증가하였다(Fig. 2A).

    또한 100, 200, 500 ㎍/㎖ 천마 추출물을 처리한 군의 SOD1, 

SOD2 단백질 발현 정도는 mRNA 결과와 유사하게 과산화수소를 

처리한 군에 비해 증가하였다(Fig. 2B).

    마지막으로 같은 조건에서 SOD 활성도(activity)에 대한 천마 

추출물의 효과를 조사하였다. 그 결과 과산화수소를 단독 처리하나 
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군의 SOD 활성도는 49.00 ± 5.4%로 대조군(100%)에 비해 유의하

게(p<0.01) 감소하였으나 천마 추출물을 처리한 군의 SOD 활성도

는 처리한 농도에 비례하여 증가하였다. 특히 200, 500 ㎍/㎖ 천

마 추출물을 처리한 군의 SOD 활성도는 65.93±12.94, 79.03±6.0

7%로 과산화수소 단독 처리군과 비교하여 유의하게 증가하였다(Fi

g. 2C).

Fig. 2. Effects of Gastrodia elata extracts (GEE) on SOD1 and SOD2 m

RNA, protein expressions and SOD activity in SH-SY5Y cells. Cells wer

e pretreated with various concentrations of GEE for 24 h, and then expos

ed to hydrogen peroxide(H2O2) and/or GEE for 24 h. (A) SOD1 and SOD2 

mRNA expressions, (B) SOD1 and SOD2 protein expression, (C) SOD activi

ty were analyzed as described in materials and methods. The data are ex

pressed as mean±SD in triplicate. **p<0.01 vs. non-treated group; #p<0.0

5, ##p<0.01 vs. H2O2 treated group.

3. Catalase 발현에 대한 천마 추출물의 효과

    활성산소종을 제거하는 효소로 알려진 catalase에 대한 천마 

추출물의 효과를 조사하기 위하여, 과산화수소를 24시간 동안 처리

하기 하루 전에 100, 200, 500 ㎍/㎖ 천마 추출물을 처리한 후 24

시간 후에 catalase 단백질 발현량을 조사하였다.

    산화적 스트레스 유발인자인 과산화수소 처리군의 catalase 단

백질 발현 정도는 대조군에 비해 감소하였으나, 100, 200, 500 ㎍

/㎖ 천마 추출물을 처리한 군의 catalase 단백질 발현 정도는 과

산화수소를 처리한 군에 비해 증가하였다(Fig. 3).

Fig. 3. Effects of Gastrodia elata extracts (GEE) on catalase protein ex

pression in SH-SY5Y cells. Cells were pretreated with various concentrati

ons of GEE for 24 h, and then exposed to hydrogen peroxide(H2O2) and/o

r GEE for 24 h. Catalase protein expressions were analyzed by western blo

ts as described in materials and methods.

Fig. 4. Effects of Gastrodia elata extracts (GEE) on phosphorylated eIF

2α and p38 protein expression in SH-SY5Y cells. Cells were pretreated 

with various concentrations of GEE for 24 h, and then exposed to hydrog

en peroxide(H2O2) and/or GEE for 12 h. phosphorylated eIF2α and p38 pr

otein expressions were analyzed by western blots as described in material

s and methods.

4. Eukaryotic translation initiation factor 2α (eIF-2α)와 p38 

단백질 발현에 대한 천마 추출물의 효과

    소포체 스트레스로 인한 염증 관련 유전자인 eIF-2α의 인산된 

단백질과 mitogen activated protein kinase (MAPK) 신호 전달 

경로로 인한 염증 관련 유전자인 p38의 인산화된 단백질 발현에 

대한 천마 추출물의 효과를 조사하기 위하여, 과산화수소를 12시간 

동안 처리하기 전에 100, 200, 500 ㎍/㎖ 천마 추출물을 24시간 

동안 전처리한 후 단백질 발현량을 조사하였다.

    과산화수소 처리군의 인산화된 p-eIF2α 단백질 발현 정도는 

대조군에 비해 증가하였으나, 100, 200, 500 ㎍/㎖ 천마 추출물을 

처리한 군의 p-eIF2α 단백질 발현 정도는 과산화수소를 처리한 군

에 비해 감소하였다(Fig. 4A).

    과산화수소 처리군의 인산화된 p-p38 단백질 발현 정도는 대

조군에 비해 증가하였으나, 100, 200, 500 ㎍/㎖ 천마 추출물을 

처리한 군의 p-p38 단백질 발현 정도는 과산화수소를 처리한 군에 

비해 감소하였다(Fig. 4B).

고    찰

    최근 권 등은 천마 추출물이 lipopolysaccharide (LPS)에 의

해 유도된 인지기능 손상모델에서 방어 효과가 있음을 보고하였다1

5). 위 논문15)에서 100, 200, 500mg/kg 천마 추출물을 투여한 쥐

는 LPS에 의한 뇌 손상에 대해 방어 효과를 나타냈으며 그 기전에 

대뇌 피질의 mitogen-activated protein kinase (MAPK) 발현 억

제가 포함되어 있음을 밝혔으며, 이러한 결과는 천마 추출물이 인

지기능 손상을 예방하거나 치료할 수 있는 제제 개발의 후보물질이 

될 수 있음을 시사한다.

    인지기능의 손상은 활성산소에 의한 신경세포의 고사(apoptosi

s)가 주된 원인으로 알려져 있다. Fig. 1B에서 보여주듯이 산화적 스

트레스를 유발하는 과산화수소(hydrogen peroxide, H2O2)를 SH-S

Y5Y 신경세포에 처리했을 때 세포 생존율이 유의하게 감소하였다. 

그러나 천마 추출물을 전처리한 군에서는 과산화수소에 의한 세포 

생존율의 감소를 유의하게 억제하였다(Fig. 1B). 이러한 결과는 정 

등10)과 윤 등11)이 보고한 결과와 더불어 천마 추출물이 스트레스에 

의한 신경세포 생존율의 감소를 방어함을 시사한다.

    산화적 스트레스를 유발하는 활성산소(Reactive oxygen speci

es, ROS)는 정상적으로 혹은 비정상적으로 산소를 이용한 대사 과

정에서 발생한다. 이러한 ROS는 항산화 기전 즉 vitamin C, 항산

화 효소 등에 의해 제거된다. Fig. 2에서 항산화 효소 중 하나인 s

uperoxide dismutase(SOD)에 대한 천마 추출물의 효과를 조사하

였다. 최근 보고에 의하면 알츠하이머 질환 혹은 파킨슨 질환에서 

세포핵과 세포질에 존재하는 SOD1 (Cu/Zn-SOD)와 미토콘드리아

에 존재하는 SOD2가 현저하게 감소된다고 보고되었다16). Fig. 2에

서 보여주듯이 산화적 스트레스를 유발하는 과산화수소가 처리된 

신경세포는 SOD1과 SOD2의 mRNA (Fig. 2A), 단백질(Fig. 2B), 

활성도(activity)가 대조군과 비교하여 유의하게 감소하였다. 그러나 

천마 추출물을 전처리한 후 과산화수소와 같이 처리한 군에서 과산

화수소에 의한 SOD1과 SOD2의 mRNA, 단백질, 활성도의 감소를 

유의하게 억제하였다. 이러한 결과는 Fig 1의 결과에서 과산화수소

에 의한 신경세포 독성을 유의하게 방어한 천마 추출물의 효과 기

전에 항산화 효소 중 하나인 SOD의 발현 및 활성도 증가가 관여

함을 시사한다. 

    SOD와 더불어 산화적 스트레스로부터 신경세포 손상을 방어

하는 효소가 catalase로 알려져 있다17). 활성산소종인 superoxide 

radical(O2
-)는 SOD에 의해 과산화수소로 변환시키는데 관여하며, 

이 변환된 과산화수소는 catalase에 제거된다17). Fig. 3에서 천마 

추출물을 처리한 군은 과산화수소에 의한 catalase 단백질 발현의 

감소를 유의하게 억제하였다. 이러한 결과는 Fig. 2에서 보여준 S

OD에 천마 추출물의 효과와 더불어 과산화수소에 의해 유발되는 

신경세포 독성에 대한 방어 효과 기전에 항산화 효소 중 하나인 c

atalase의 발현 증가가 관여함을 나타낸다.

    최근 산화적 스트레스에 의한 신경세포 독성을 유발하는데 소

포체 스트레스(endoplasmic reticulum stress, ER stress)가 관

여한다고 보고되고 있다18,19). 소포체 스트레스에 관여하는 단백질 

중의 하나가 protein kinase R-like endoplasmic reticulum kin

ase (PERK)이다20). 소포체 스트레스에 의한 PERK의 활성화는 변

역(translation) 개시단계에서 진핵생물 개시인자인 eukaryotic ini

tiation factor-2 (eIF-2)의 인산화를 유도하여 세포 독성을 유도한

다20). Fig. 4A에서 천마 추출물을 처리한 군에서 인산화된 eIF-2α 

(p-eIF-2α)의 발현을 과산화수소를 처리한 군과 비교하여 유의하

게 억제되었다. 이러한 결과는 과산화수소는 PERK 활성화에 의한 

eIF-2α의 인산화를 유도하여 신경세포 독성을 유발하였으나 천마 

추출물이 이 기전을 억제함으로써 과산화수소에 의한 세포 독성을 
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방어함을 시사한다.

    산화적 스트레스에 의해 활성화되어 신경세포 독성을 유발하는 

기전 중 하나가 mitogen activated protein kinase(MAPK)이다. 

정 등21)과 Pan 등22)의 보고에 의한 신경세포에 과산화수소를 처리

하면 MAPK를 구성하는 단백질 중 JNK와 p38의 인산화(phosphor

ylation)를 통한 활성화가 유발되어 독성을 유발하였다. 본 연구에

서 SH-SY5Y 신경세포에 과산화수소를 처리한 군에서 p38의 인산

화를 유도하였으나 천마 추출물을 처리한 군에서는 과산화수소에 

의한 p38의 인산화를 농도 의존적으로 억제하였다(Fig. 4B). 그러

나 천마 추출물이 다른 MAPK pathway 구성 요소인 ERK와 JNK

의 인산화 억제 효과는 나타나지 않았다(data not shown). 이는 

천마 추출물의 산화적 스트레스에 의한 신경세포 독성 방어 효과 

기전에 MAPK pathway 중 p38의 활성화 억제가 관여함을 나타낸

다.

    종합해보면, 천마 추출물은 산화적 스트레스에 의한 신경세포 

독성을 억제하며, 그 기전에 항산화 효소 발현 증가, 소포체 스트

레스에 의한 번역 억제 방지, MAPK 활성화 억제가 관여함을 시사

한다.

결    론

    본 연구는 천마 추출물의 과산화수소에 의한 신경세포 독성 방

어 효과 및 기전을 연구하여 아래와 같은 결론을 얻었다.

    천마 추출물은 과산화수소에 의한 신경세포 생존율의 감소를 

유의하게 억제하였다.

    천마 추출물은 과산화수소에 의한 항산화 효소 발현의 감소를 

유의하게 억제하였다.

    천마 추출물은 과산화수소에 의한 신경세포 독성 방어 기전에 

eIF-2α와 p38의 인산화 억제가 관여하였다.

    이상의 결과는 천마 추출물의 산화적 스트레스에 의한 신경세

포 독성을 억제하였으며 향후 퇴행성 뇌병변에 대한 예방제 혹은 

치료제 개발의 후보물질이 될 수 있음을 시사한다.
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