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Abstract

Objectives :
In this study, an essential oil fragrance from Danggwi was administrated into the neural 

stem cell and the effect of the essential oil on the differentiation and proliferation of the 

neural stem cells were observed.

Methods : 

The establishment of the neural stem cell was identified via Nestin, DAPI dye. An 

essential oil fragrance from Danggwi was administrated with a proved optimum level for 

the survival of the cell through MTT assay. Also, according to the analysis of Western 

blot, the essential oil fragrance from Danggwi promotes the phosphorylating of Akt, Erk, 

ERM protein.

Results : 

MTT assay showed increased in GFAP. The result indicates that the differentiation to 

astrocyte is promoted. The phosphorylation levels of ERM, Erk and Akt were increased at 

60 min after addition of 5 ug/ml of essential oil fragrance from Danggwi and sustained to 

48 hours. These imply that essential oil fragrance from Danggwi may induce the survival 

and the proliferation of the differentiated cells.
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Conclusions : 

These results suggest that  the essential oil fragrance from Danggwi can be effective for 

the in vivo study of degenerative neuronal disease using neural stem cell.

Key Words :
Neural stem cell, Danggwi, Essential oil, Degenerative neuronal disease

Ⅰ.서 론

줄기세포는 태생기 전능세포(pluripotentcell)

를 지칭하는 것으로 이는 어떤 조직으로도

발달 할 수 있는 세포를 의미한다.
1)
이는 몸

안에 있는 다른 세포와는 분명히 차이가 있

으며 3가지 특성을 가지고 있다.즉 줄기세

포는 장기간 동안 자신이 스스로 분열하고

증식하는 능력이 있으며,줄기세포는 항상

미분화 상태를 유지하고,조건이 주어지면

특수한 기능성 세포로 분화할 수 있다
2)
.

신경줄기세포는 성체 및 배아 줄기세포에

서 모두 유래되는데 이를 이용하여,뇌졸중,

척수손상 및 신경퇴행성질환 등의 치료에

사용될 수 있다
3,4)
.

성상세포(Astrocyte)는 신경교세포(glialcell)

중 가장 수가 많은 세포로
5,6)
신경계의 항상성

유지,성장인자와 대사물질의 공급을 담당한

다고 알려져 있다
7)
.성상세포는 또한 조직

손상 시 뇌의 반응을 조절하는데 중요한 역

할을 하며 이들의 활성화가 알츠하이머병과

같은 신경 질환뿐만 아니라 뇌졸중이나 정

신적인 충격과 연계하는 기전에도 관여 한

다
8-10)
.이 밖에도 여러 가지 자극에 반응하여

inflammatorycytokine과 신경 성장인자를 생

성,분비함으로써 면역반응에 관여하는 것으

로 알려져 있다
11)
.

향기요법은 다양한 천연식물에서 추출한

천연향유성분(essentialoil)을 질병의 치료와

예방에 이용하여 신체적,정신적 건강을 도

모하는 것으로
12,13)

한의학에서는 현대의 향

기요법과 같은 정제된 방향성 정유를 이용

한 치료법에 대한 구체적 언급을 한 것을

찾아보기 어렵지만,쑥을 이용한 熏法이 古

來로부터 사용되어 왔고
14)  素門․金匱眞言

論 15)에서 ‘東方靑色 入通於肝 其臭臊,南方

赤色 入通於心 其臭焦,中央黃色 入通於脾

其臭香,西方白色 入通於肺 其臭腥,北方黑

色 入通於腎 其臭腐’라 하여 五臟과 香臭와

의 관계를 밝혀 놓았다.서양에서의 향기요

법은 주로 면역계를 활성화시키거나 신경계

에 작용하여 신체를 건강하게 하고 마음과

정서를 안정시키는 작용을 한다고 보고 있

다
16)
.후각에 대해 서양의학적으로 알려진

부분은 후각자체보다는 후각의 자율신경계

조절과 정서적 행동에 미치는 영향이다.또

한 최근의 이론에 의하면 후각반응은 시간

적,공간적 요소도 중요한 역할을 하는 것으

로 나타났다
17)
.

當歸(Angelica GigantisRadix)는 산형과

(Umbelliferae)에 속하는 다년생 초목인 참당
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귀(AngelicaGigasNakai)의 뿌리를 건조한

것으로 補益藥중에서 補血藥의 대표약이다
18)
.

당귀의 효과에 대한 연구에서 임 등
19)
은 당

귀약침액의 항산화효과,전 등20)은 허혈성 뇌손

상의 억제 및 신경세포 보호효과가 있음을

보고하였다.

천연약물을 이용한 신경줄기세포의 증식과

분화에 관한 연구들로는 張
21)
,單

22)
,繆

23)
,司

24)
,劉

25)
등의 연구를 찾아볼 수 있다.

파킨슨병,알츠하이머병,근위축성축삭경화

증 등의 중추신경계 질환은 특정 신경세포

의 영구적 손실에 의해 초래되며 이러한 중

추신경조직은 스스로의 회복이 제한되어 있

어 아직까지 근본적인 치료법이 없는 실정

이며 줄기세포를 이용한 치료에 가장 우선

적으로 고려되고 있는 질환이다26).

이에 본 저자는 기존의 연구들을 기초로

퇴행성 신경질환에 관한 invivo실험을 하

기에 앞서 당귀 향기액을 invitro에서 신경

줄기세포에 처리하고 여러 지표 등을 측정

한 결과 당귀 향기액이 신경줄기세포의 분

화촉진에 유의한 효과가 있음을 관찰할 수

있었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ.실 험

1. 재료

1)동물

발생 14일 된 Sprague-Dawleyrat의 전뇌

부분을 얻어서 뇌막을 완전히 제 거했다.

2)當歸 香氣液 조제

실험에 사용한 당귀는 제천산 참당귀(Angelicae

GigantisRadix)로 경동시장에서 구입하였다.

당귀 1kg을 분말로 만든 다음,n-hexane

2ℓ를 넣고 실온에서 48시간 방치하여 추출

하였다.방치하는 동안 12시간마다 1번씩 저

어주면서 가능한 많은 精油 香氣液이 추출

되도록 하였다.추출액을 여과한 다음,여액

인 n-hexane을 증류하여 제거하고 황갈색의

맑은 精油 香氣液 29.7g을 얻었다(Fig.1).

Danggwi

↓

AngelicaeGigantisRadix

extractedwithn-hexane

atroom temperaturefor48h

↓

Hexanesolution

evaporatedinvacuo

↓

Essentialoilfragrance

Fig. 1. Preparation of the essential oil fragrance 

from Angelicae Gigantis Radix.

2. 방법

1)신경줄기세포의 배양 및 계대배양

발생 14일 된 rat의 전뇌부분을 얻어서 뇌막

을 완전히 제거한 후 준비된 조직에 10ug/ml

의 DNaseI(Invitorgen,USA)과 0.025%trypsin

(Invitorgen,USA)을 처리하고,상온에서 5분간

반응시켰다.여기에 10ml의 10%FBS(Invitorgen,

USA)가 포함된 DMEM/F12(Gibco,USA)을

넣어 trypsin(Invitorgen,USA)활성을 저해한

후,1000rpm으로 10분간 원심분리 하였다.이

후 상층액을 제거하고,HBSS(Invitorgen,USA)

로 씻어준 후 피펫을 이용하여 조직을 잘 풀

어주어 단일세포를 얻었다.얻어진 세포는 10%

B27supplement,40ng/mlbFGHF,EGF
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(Invitorgen,USA)가 포함된 DMEM/F12에

서 배양하였다.3-4일마다 새로운 배지로 교

체하여 배양하였다.배양된 신경구는 6-7일

마다 0.025% trypsin을 처리하여 단일세포로

만들어 준 뒤,105cells/ml의 밀도로 계대

배양하였다.

2)신경줄기세포의 형광염색

신경줄기세포의 확인을 위해서 Nestin
27)

발현을 위한 포매염색과 DAPI28)(4-6-diamidino

-2-phenylindoline)염색을 이용하였다.

3)MTTassay

MTT(tetrazlium 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)

-2,5-diphenyltetrazolium bromide,Sigma,

USA)assay는 Sladowski의 방법29)을 따라 행

하였다.

當歸香에 의한 신경줄기세포의 증식능을

알아보기 위해 10㎍/ml의 poly-L-ornithine

을 24wellplate에 coating하고,신경구를 4

시간 동안 안정화시키고,여러 농도의 당귀

향을 첨가하여 7일 동안 배양하였다.그리고

MTT용액을 넣고,incubator에서 4시간 배양

한 후 dimethysulfoxide(DMSO;Sigma,USA)

로 용해시켜 580nm의 파장에서 microplate

reader(Moleculardivices,USA)로 흡광도

를 측정하여 세포 생존율을 계산하였다.

세포 생존율 (Cellviability,%)은 다음과

같이 정의를 하였다.정상군의 값을 control

로 하고 이때의 O.D.값을 세포의 생존도가

100%라고 정의하고,나머지 군의 측정한 O.D.

값을 상대치로 환산을 하면 다음과 같다.

Cellviability

=(실험군 값/정상군 값 )*100

4)신경줄기세포의 분화양상관찰

MTTassay를 통한 세포활성도 결과 5㎍/㎖

농도의 當歸 香氣液을 신경줄기세포가 확립

된 plate에 처리하였으며,분화양상을 살펴

보기 위하여 Nestin27),tau30),GFAP(Glial

fibrillaryacidicprotein)
31)
등 각각의 표지자

를 관찰하였다.

5)Westernblotanalysis

當歸 香氣液에 의한 신경교세포의 활성도

에 대한 효과를 측정하기 위해 각 세포주에

5㎍/㎖농도의 當歸 香氣液을 처리하고 이

세포들로부터 10min,30min,1h,24h,

48 h의 각 시간대에 단백질을 추출하여

Akt
32,33)
,Erk

34)
,ERM

35)
등의 단백질에 대한

westernblot을 시행하였다.

모든 세포 용해질들은 표본 완충제(62.5mmol/1

Tris-HCl,pH 6.8,2% SDS,20% glycerol,

10%2-mercaptoethanol)내에 boilingcell에

의해 만들어졌다.단백질 정량은 bicinchoninic

acid(BCA,Pierce,USA)법을 사용하였다.정

량된 단백질 시료 50㎍는 4-12% sodium

dodecylsulfate-polyacrylamidegradientgel

(Invitrogen,USA)전기영동법(SDS-PAGE)으

로 분리되었고,nitrocellulosepaper(Amersham,

USA)로 옮겼다.단백질이 옮겨진 막을 Ponceau-S

로 염색하여 단백질이 완전하게 옮겨졌음을

확인하고 0.1% Tween20을 포함하는 Tris-

bufferedsaline(TBS-T)로 씻은 후 5%탈지

분유 액으로 30분 이상 blocking하였다.각

단백질은 항체와 함께 4⁰C에서 16시간 동안

반응시킨 후 막을 TBS-T에서 10분씩 3회 세척

한 후,blot을 2차 항체와 함께 1시간 반응시

켰다.2차 항체 반응 뒤 막을 씻고 enhanced

chemiluminiscencesystem (ECL,Pierce,USA)

으로 원하는 단백질을 가시화 하였다.단백질

의 가시화 및 정량 분석은 image장비 (LAS



-동의신경정신과 학회지 :제 20권 제 4호 2009-

- 67 -

-3000,Fuji,Japan)를 이용하였다.

(1)Akt활성도 측정

當歸 香氣液에 의한 신경줄기 분화세포의

증식과 생존에 대한 효과를 측정하기 위하여

단백질을 추출하여 p-Akt항체에 대한 Western

blot을 시행하였다.

(2)Erk활성도 측정

當歸 香氣液에 의한 신경줄기 분화세포의

분열과 분화,생존,침습 및 전이 등에 대한 효

과를 측정하기 위하여 단백질을 추출하여 p-Erk

항체에 대한 Westernblot을 시행하였다.

(3)ERM 활성도 측정

세포사멸과 관련된 또 다른 단백질로서 세

포골격에 영향을 미치는 것으로 알려진 ERM

단백질의 활성정도를 p-Erk항체에 Western

blot을 통해 관찰하였다.

6)Data분석 및 통계처리

모든 측정값은 평균값 표준편차(mean±S.D.)

로 표시하였고,각 실험군간의 통계학적 분석은

window용 SPSSProgram의 one-wayANOVA

방식으로 시행하였으며,사후 검증은 Tukey

test를 통해 검증하였다.전체 실험의 통계적

인 유의성은 p값이 0.05이하인 경우에 유의

한 것으로 인정하였다.

Ⅲ.결 과

1. 신경 줄기 세포 분리 및 신경구 형성확립

1)신경구 형성확립

Basic fibroblast growth factor(bFGF)와

epidermalgrowthfactor(EGF)가 첨가된 배

지를 이용하여 배양한 결과 신경줄기세포가

선택적으로 증식되면서 신경구
46)
를 형성하는

것을 관찰할 수 있었다(Fig.2).

Fig. 2. Establishment of neurosphere from neural 

stem cell.

2)형광염색을 통한 신경구의 줄기세포 능

력 확인

신경줄기세포의 표지자로 알려진 Nestin

의 발현을 위한 염색과 핵표지자인 DAPI

형광염색을 통해 관찰함으로써 신경줄기세

포로서의 능력을 확인할 수 있었다(Fig.3).

↓

Fig. 3. A - Nestin  dye, B - DAPI dye, C - A+B.

2. MTT assay

MTTassay를 통한 세포 활성도 측정에서
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當歸 香氣液의 농도를 5㎍/㎖,10㎍/㎖,

20㎍/㎖으로 각각 처리하여 세포의 활성도

를 측정한 결과 5㎍/㎖에서 최대의 세포활

성도가 측정되었으며 10㎍/㎖,20㎍/㎖에

서는 대조군에서보다 저하되는 결과를 보였

다(TableⅠ,Fig.4).

Group Ave. STDEV

C 1.034 0.040 

당귀 (5 ug/ml) 1.240 0.105 

당귀 (10 ug/ml) 0.005 0.001 

당귀 (20 ug/ml) 0.008 0.001 

Table Ⅰ. The Effect of Essential Oil Fragrance 

from Danggwi on Proliferation of Primary Neuronal

Cell 

Fig. 4. The effect of essential oil fragrance from 

Danggwi on proliferation of primary neuronal cell. 
C : None-treated primary neuronal cell

*p<0.01 compared with None-treated primary neuronal cell.
†p<0.01 compared with None-treated primary neuronal cell.

3. 단백질 발현을 통한 當歸 香氣液에 대한 

신경 줄기 세포의 변화

當歸 香氣液을 신경 줄기 세포에 처리한

결과 신경 줄기 세포 표지자인 Nestin의 발

현이 현저히 감소하였으며,신경세포 표지자

인 Tau의 발현 역시 감소하였다.그러나 성

상세포의 표지자인 GFAP의 발현증가가 확

연하게 드러나는 것으로 보아 이미 신경줄

기세포가 성상세포로 분화하여 발현이 증가

하는 것을 확인 할 수 있었다(Fig.5).

Fig. 5. Protein analysis after administratin essential 

oil fragrance from Danggwi.

4. Western blot 분석 

當歸 香氣液을 신경줄기 세포에 처리하였

을 때,인산화 과정을 통해 세포의 생존,증

식,성장,분화 및 운동성에 영향을 주는 단

백질들의 인산화 촉진 효과를 관찰하였다.

1)Akt의 인산화 촉진 효과

當歸 香氣液을 처리한 경우 BAD,Caspase-9

등 여러 apotosismachinery를 인산화 하여

그 활성을 억제
32,33)
함으로써,growthfactor

에 의한 신경세포의 생존에 중요한 역할을

하는 Akt의 인산화 작용을 촉진하는 것으로

當歸 香氣液 처리 후 30분 이후로는 지속적

으로 인산화작용이 일어나며,1시간에 최대

의 인산화 촉진 작용이 나타남을 알 수 있

다.또한 24시간,48시간 후에도 지속적으로

인산화 과정이 활발하게 이루어지고 있음을

알 수 있다(Fig.6).

2)Erk의 인산화 촉진 효과

當歸 香氣液을 처리한 경우 세포의 분열

과 분화,생존,침습,전이에 중요한 역할을

하는 Erk의 인산화 작용을 촉진하는 것으로

관찰되었으며 처리 후 10분 후부터 인산화

가 활발하게 진행되며 1시간 후 최대의 효과

를 보인다.그러나 24시간이 지나면서는 오

히려 인산화과정이 둔화됨을 보였다(Fig.7).
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Fig. 6. Essential oil fragrance from Danggwi 

induces phosphorylation of AKT in differentiated 

neural stem cell. 
C : None-treated primary neuronal cell

Fig. 7. Essential oil fragrance from Danggwi 

induces phosphorylation of Erk in differentiated 

neural stem cell. 
C : None-treated primary neuronal cell.

3)ERM의 인산화 촉진 효과

當歸 香氣液을 처리한 경우 세포고정,세

포막의 파상운동과 융모의 형성 등에 영향

을 미치는 ERM의 인산화 작용을 촉진하는

것으로 관찰되었으며 처리 후 1시간에서 최

대의 인산화 작용이 관찰되었으며 그 이후

로도 지속적으로 인산화 과정이 나타나고

있음을 알 수 있다(Fig.8).

Fig. 8. Essential oil fragrance from Danggwi 

induces phosphorylation of ERM in differentiated 

neural stem cell. 
C : None-treated primary neuronal cell.

Ⅳ.고 찰

배아 줄기세포는 심근세포,췌장세포,골세

포,혈관세포 등으로 분화할 수 있으며 이 중

신경줄기세포(neuralstem cell)는 다양한 부

위와 발생과정에서 자가 증식하며 모든 신

경계통의 세포로 분화할 수 있는 세포이다
36)
.신경줄기세포는 뇌의 부위에 따라 각기

다른 종류의 줄기세포를 가지고 있으며 성

인의 중추 신경계 뿐만 아니라 말초신경에

서도 분리 된다
3,4)
.보통 신경줄기세포는 포

유동물의 배아 중추신경계 기저앞뇌,해마,

소뇌,대뇌피질과 성체의 중추신경계 뇌실아

래 구역과 해마에서 분리될 수 있다
37-39)
.

신경줄기세포는 basic fibroblastgrowth

factor(bFGF)와 epidermalgrowthfactor(EGF)

가 첨가된 배지를 이용하면 신경줄기 세포

가 선택적으로 증식되면서 신경구를 형성하

게 되는데
40)
신경구에는 신경세포와 신경교

를 포함하고 있으며 이러한 신경구는 계속

해서 새로운 신경구를 형성하게 된다
41)
.
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이러한 신경줄기세포가 제대로 분화되었

는가를 확인하기 위해서는 각각의 고유한

세포표면 항원이나 특정 발현물질이 나타나

는지 확인하여야 하며 가장 많이 사용되어

지는 것은 intermediatedfilament의 일종인

Nestin이다
42-44)
.Nestin은 제 Ⅵ형에 속하는

중간세사단백질의 하나로 중추신경계의 발

생 중에 신경줄기세포에서 발현되다가 신경

세포로 분화하면 신경세사(neurofilament)로

대체된다.Nestin유전자는 4개의 axon과 3

개의 intron으로 구성되어 있으며,이 중 첫

번째 intron은 근육세포의 발생에서,두 번

째 intron은 신경발생 과정에서 Nestin의 발

현을 조절하는 enhancer역할을 하는 것으

로 알려져 있다
27,45,46)

.또한 DAPI염색을 통

하여 핵의 존재 여부를 관찰할 수 있다.

Okabe
47)
의 연구와 Zhang

48)
의 연구 등에서 살

펴볼 수 있듯이 다분화성 신경줄기세포들은 성

장인자를 이용하면 형태적,면역학적으로 신경

세포나 신경교세포의 특성을 발현하는 세포로

분화시킬 수 있는데 Epithermalgrowthfactor

(EGF),basicfibroblastgrowthfactor(bFGF,

FGF2),brainderivedneurotrophicfactor(BDNF)

등의 인자에 의해 신경세포(neuron),성상세포

(astrocyte),희소돌기아교세포(oligodendrocyte)

로 분화될 수 있다
36,40,49,50)

.

이들 세포 중 성상세포는 중추신경계에 가장

많이 존재하는 세포로5,6)nervegrowthfactor,

glial-derived nervegroeth factor등 여러

신경 성장인자들을 분비함으로써 신경세포

의 신호전달기능을 보조하며 대사에 필요한

에너지와 아미노산 등을 제공하여 신경세포

의 정상 기능 유지와 생존을 도운다
52)
.또한

신경세포가 신호전달 작용을 할 때 분비하

는 신경전달 물질을 받아들이며,이 때 변화

된 세포외액의 이온조성을 원상태로 회복시

킴으로써 항상성을 유지하여 신경세포가 다

음 신호전달을 원활히 수행할 수 있도록 도

와주는 작용을 한다
52)
.그리고 중추신경계에

서 일어나는 면역 반응이나 염증 반응에도

관여하고 있으며
53)
,여러 가지 cytokine들에

반응하거나 이들을 만들어내기도 하고
5,11)
,

조직 손상 시 뇌의 반응을 조절하는데 중요

한 역할을 하며 이들의 활성화가 알츠하이

머병과 같은 신경 질환 뿐만 아니라 뇌졸중

이나 정신적인 충격과 연계하는 기전에도

관여하는 등 신경계의 손상 및 재생과도 관

련이 있다
8-10)
.

이러한 성상세포의 발현은 GFAP31)를 측

정함으로써 확인할 수 있는데 본 실험에서

확립된 신경줄기세포에 當歸 香氣液을 처리

하였을 때 Nestin의 발현이 줄어들고 GFAP

의 발현이 크게 증가하는 것으로 보아 當歸

香氣液이 신경줄기세포가 성상세포로 분화

하는데 영향을 미쳤다고 할 수 있다.

香氣療法은 다양한 천연식물에서 추출한

천연향유성분(essentialoil)을 질병의 치료와

예방에 이용하여 신체적,정신적 건강을 도

모하는 것으로
12,13)

현대적 의미의 체계적인

아로마 테라피의 역사는 비교적 짧은 편이

며 1928년 프랑스의 Ren-MauriceGattefoss

가 처음 사용하면서 알려지게 되었다.이후

별다른 관심을 받지 못하다가 1964년 프랑

스 의사 JeanValnet가 아로마 테라피란 책

을 출판하면서 점차 대중에 알려지기 시작

하였다
54)
.

한의학에서의 향기요법을 역대문헌에서 살

펴보자면  素門․金匱眞言論 15)에서 ‘東方靑

色 入通於肝 其臭臊,南方赤色 入通於心 其

臭焦,中央黃色 入通於脾 其臭香,西方白色

入通於肺 其臭腥,北方黑色 入通於腎 其臭

腐’라 하여 五臟과 香臭와의 관계를 밝혀놓
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았으며,後漢의 張仲景의  仲景全書 55),唐代

의  千金要方 56), 外臺秘要 57),宋代의  聖濟

總錄 
58)
,明代의  壽世保元 

59)
, 本草綱目 

60)

등에서 香袋法,香沈法,香衣法,香甁法,香脂

法,香汁法,香豆法,香漿法,取嚔法,熏法 등

의 향기를 이용한 치료법들이 소개되어 있다.

當歸는 氣血混亂을 ‘能引諸血 各歸其所當

歸之經’함으로써 안정시킨다고 하여 붙여진

이름으로
61)
건귀,산단,백단,등의 이명으로

불리며18,62)우리나라에서는 참당귀(Angelicae

GigasNAKAI)의 뿌리를 이용하고 있다
18)
.

性은 溫 無毒하고 味는 甘辛하며,歸經은 心

肝 脾經 이며,효능은 補血和血,調經止痛,

潤燥滑腸 하며 癥瘕結聚,崩漏,血虛頭痛,眩

暈,痿痺,腸燥便難,癰疽瘡瘍 등을 치료한다
18).當歸의 甘味는 補하고 辛味는 散하며 苦

味는 泄하고 溫性은 通氣케하여 補血和血하

며 또한 行氣止痛하는 효능이 있어 心 肝

脾 三經으로 작용한다63).

현재 연구된 當歸의 주요한 有效成分은 정유

및 coumarin계 유도체인 decursin,decusinol,

nodakenetin, β-sitosterol, umbelliferan

nodakenin등과 butylidenephthalide,비타

민B12,비타민A류 등이며
18,63)

향기요법에 응

용되는 당귀향을 내는 當歸中의 揮發油 주

성분은 butylidene phthali-de,n-valerop-

henone-o-carboxylicacid,Δ2-4dihydrophthalic

anhydride와 다량의 蔗糖,비타민 B12,비타

민A류 물질이다
18)
.

當歸의 약리적인 효능은 면역증강작용
65)
,

성선 자극작용,진정작용,중추신경계통의 진

정효과
66)
가 있음이 밝혀졌다.또한 當歸는 항

산화효과
19)
,염증억제 및 진통작용

62)
,허혈성

뇌손상 억제 및 신경세포 보호효과20)등이

있는 것으로 알려졌다.

천연약물을 이용한 신경줄기세포의 증식

과 분화에 관한 연구들로는 張21)의 人蔘皂苷

의 신경줄기세포 증식으로 學習 및 記憶力

촉진에 관한 연구,單
22)
의 定志小丸이 치상

핵 신경줄기세포와 學習 및 記憶力에 미치

는 영향에 대한 연구,繆
23)
의 銀杏內酯의 신

경줄기세포의 분화에 대한 영향에 관한 연

구,司24)의 三七總皂苷의 신경줄기세포의 증

식과 분화에 관한 실험적 연구,劉
25)
등의

補陽還五湯이 저혈당과 저산소증이 유발되

어 손상된 신경줄기세포의 분화와 이행에

관한 연구를 찾아볼 수 있다.

신경줄기세포에 관련한 선행연구와 當歸

의 기존 연구를 바탕으로 본 연구에서는 14

일 된 생쥐의 배아로부터 뇌신경 조직을 분

리,배양하여 신경줄기세포군을 확보하고 當

歸 香氣液을 처리하여 신경줄기세포의 분화

양상을 관찰하였으며 분화 후 세포의 증식

과 활성화에 미치는 영향을 관찰함으로써

當歸 香氣液이 신경줄기세포의 분화와 증식

에 어떠한 영향을 미치는가에 대하여 관찰

하였다.

즉 영상분석의 방법으로 신경구의 형성에

따른 신경줄기세포의 확립 등을 관찰하고

MTT assay 법을 이용하여 세포 활성도를

측정하였다.또한 Westernblot분석을 통한

세포 생존 및 사멸에 관여하는 Akt,Erk,

ERM 등의 활성화 정도를 측정함으로써 분

화된 세포의 증식과 성장의 촉진 정도를 관

찰하였다.

bFGF와 EGF가 첨가된 배지를 이용하여

배양한 결과 다량의 신경구가 형성됨을 관

찰할 수 있었으며 Nestin염색과 DAPI염

색을 통하여 발현정도를 관찰함으로써 생쥐

의 배아에서 분리 배양된 세포가 신경줄기

세포라는 것을 확인할 수 있었다.

MTTassay를 통하여 세포의 사멸과 증식
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에 대한 선행연구를 실시하였다.MTTassay

는 탈수소 효소작용에 의하여 노란색의 수

용성 기질인 tetrazolium을 청자색을 띄는

비수용성의 formazan으로 환원시키는 세포

의 능력을 이용하는 검사법이다.formazan

의 흡광도는 580nm의 파장에서 최대가 되

며,이 파장에서 측정된 흡광도는 세포가 살

아있고 대사가 왕성한 세포의 산화 환원력

을 반영한다
67)
.먼저 당귀와 신침을 같이 처

리한 결과 같은 농도에서 當歸 香氣液이 신

침보다 양호한 세포증식 효과를 보였다.이

를 기초로 5㎍/㎖,10㎍/㎖,20㎍/㎖ 농

도의 當歸 香氣液을 실험한 결과 5㎍/㎖의

농도에서 최대의 효과가 나타남을 알 수 있

었다.

이러한 선행실험을 근거로,확립된 신경줄기

세포에 當歸 香氣液을 처리하였을 때 Nestin의

발현이 줄어들고 GFAP의 발현이 크게 증가

하는 것으로 보아 當歸 香氣液이 신경줄기

세포가 성상세포로 분화하는데 영향을 미쳤

다고 할 수 있다.

외부 자극에 의한 세포내 신호전달계에는

상호작용을 하는 많은 단백질들이 관여한다.

특히 성장 인자의 자극에 의한 신호전달계

의 변화는 세포 변형이나 또는 세포 증식에

영향을 미치는 것으로 알려져 있다.성장 인

자에 의한 자극은 세포막에 존재하는 수용

체에 의하여 일련의 신호전달계를 거쳐 반

응으로 나타난다
68)
.

Akt는단백질serine/threoninkinase의 한

종류로 세포생존과 세포대사에 관여하는 단백

질 합성을 조절하며,세포사멸에 영향을 주는

다른 단백질 인산화효소를 조절하는 전사인자

를 인산화 시키고32,69,70)BAD,Caspase-9등 여

러 apotosismachinery를 인산화 하여 그 활

성을 억제함으로써
32,33)
,growthfactor에 의

한 신경세포의 생존에 중요한 역할을 하는

데 Akt의 활성화 촉진 및 증가는 세포의 성

장과 생존을 의미한다.5㎍/㎖ 농도의 當歸

香氣液을 처리한 결과 지속적으로 p-Akt의

활성화가 유지되었는데 이러한 결과는 當歸

香氣液의 투여로 Akt의 활성도가 증가함으

로써 분화된 세포의 지속적인 생존을 의미

하는 것이다.

Akt의 아래 신호 전달 물질로는 ERM 단

백질이 보고된바 있으며71),ERM 단백질은

세포질내에서 분자내 상호작용을 통해 불활

성 상태로 존재하다가 외부에서 신호가 전

달되면 그 결합이 풀리면서 활성화되어 세

포막 단백질과 골격단백질을 연결시켜준다.

활성화 기전은 C-말단의 트레오닌 잔기의

인산화이다72).ERM은 세포골격에 영향을 미

치는 것으로 세포사멸에 관련된 또 하나의

단백질로 세포고정,세포막의 파상운동과 융

모의 형성 등에 영향을 미친다35).當歸 香氣

液을 처리하지 않은 대조군에 비해 當歸 香

氣液을 처리한 세포의 ERM 단백질의 인산

화가 증가되었으며,처리 후 1시간에서 최대

의 인산화가 측정되었으며 48시간이 되어도

어느 정도의 인산화 작용은 유지되었다.시

간이 지날수록 활성도가 감소하였다.그러나

ERM 단백질의 양은 크게 변화하지 않았으

므로 이는 ERM 단백질의 인산화만 증가되

었음을 시사하며 분화된 세포가 지속적으로

증식하고 있음을 나타내는 것이다.

Erk는 MAPKs(Mitogen-activated protein

kinase)의 한 종류로서73)세포외 자극으로부

터 세포막에 위치한 수용체가 활성화되면,이

신호를 핵과 세포질로 전달하여 세포의 증

식,사멸,분화,이동 등의 생물학적 반응을

매개하는 중요한 신호전달체계이다
74,75)
.Erk

의 활성화 증가는 세포의 증식과 분화를 의
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미76)한다고 볼 수 있는데 當歸 香氣液의 투

여로 p-Erk의 활성도의 증가는 분화된 세포

의 증식과 분화가 활발하게 일어나고 있음

을 시사하는 것이다.

본실험에서는當歸香氣液을배양된신경줄

기세포에투여하였을때나타나는변화를형광

염색을통하여관찰하였으며當歸香氣液에의

한 세포의 증식과 성장에 대하여 Akt,Erk,

ERM등의인산화를이용하여검증하였다.

이러한 결과는 當歸 香氣液이 신경줄기세

포의 분화와 분화된 세포의 성장과 증식을

유도하며 그 시간을 유지하고 연장시키는 역

할을 할 수 있음을 제시한 것이다.따라서 이

상의 결과를 종합해 보면 當歸 香氣液은 신

경줄기세포가 퇴행성 뇌신경질환의 발생과

진행에 중요한 역할을 담당하는 성상세포로

의 분화를 촉진하고 분화된 세포의 생존과

증식 및 분화를 촉진하는 작용을 하는 것으로

판돤되며 이러한 실험결과를 바탕으로 추후

invivo상태에서 퇴행성 뇌신경질환의 실험

을 통하여 실제 치료로제로서의 가능성에 대

한 연구와 當歸香氣液의 신경줄기세포의 분화

와 증식에 관한 효과를 더욱 자세히 평가하기

위하여 다양한 실험 모델의 개발 및 그 기전

을 규명하는 연구가 이루어져야 할 것이라고

사료된다.

Ⅴ.결 론

퇴행성신경질환치료의일환으로invitro에

서 當歸 香氣液을 rat의 뇌신경줄기세포에 처

리 후 성상세포의 분화,MTTassay,western

blot에의한Akt,Erk,ERM의인산화를관찰한

결과다음과같은결론을얻었다.

1.신경줄기세포에 當歸 香氣液을 처리하였을

때성상세포로의분화가촉진된다.

2.MTTassay에서 5㎍/㎖의 농도에서 세포

의 생존도가 가장 높았다.

3.當歸 香氣液은 Akt,Erk,ERM의 인산화를

촉진함으로써신경줄기세포의 분화 뿐만아

니라 분화된 세포의 생존과 증식을 유지하

도록한다.
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