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ABSTRACT
Objective : The water extract of Yukgunja-tang(YGJT) has been traditionally used in treatment of qi deficiency and phlegm

in Oriental medicine. However, little is known about the mechanism by which YGJT protects neuronal cells from injury damages.
Therefore, this study was designed to evaluate the protective effects of YGJT on C6 glial cells by glutamate-induced cell death.

Methods : The present study describes glutamate, which is known as an excitatory neurotransmitter, related with oxidative
damages, and YGJT, which shows protective effects against glutamate-induced C6 glial cell death. One of the main mediators
of glutamate-induced cytotoxicity was known on the generation of reactive oxygen species(ROS) via activation of NADPH
oxidase (NOX). The protective effects of antioxidant(NAC) and NOX inhibitor(apocynin) on the glutamate-induced C6 glial
cells were determined by a MTT reduction assay.

Result : YGJT inhibited glutamate-induced ROS generation via inhibition of NOX expression on glutamate-stimulated C6
glial cells. Furthermore, YGJT attenuated glutamate-induced caspase activation. These results suggest that YGJT could be a
new potential candidate against glutamate-induced oxidative stress and cell death.

Conclusion : These findings indicate that in C6 glial cells, ROS plays an important role of glutamate-induced cell death
and that YGJT may prevent cell death from glutamate-induced cell death by inhibiting the ROS generation.

Key words : Yukgunja-tang, C6 glial cell, Glutamate, Apoptosis.

Ⅰ. 서 론

최근 노령 인구의 증가에 따라 여러 신경계질환

이 사회적 문제로 대두되고 있으며, 그 중 알츠하

이머 병, 파킨슨병과 같은 퇴행성 뇌질환이 꾸준히

증가하고 있는 실정이다
1-5
. 퇴행성 뇌질환의 치료

를 위하여 항산화물 처리, 세포 이식, 수술 등 다양

한 치료법이 제시되고 있지만 위험요소와 부작용

을 내포하고 있으며, 손상된 신경계통은 손상 후에

는 회복이 어렵기 때문에 신경세포를 보호할 수

있는 적절한 치료법이 절실하다6-13.

중추신경세포 손상은 세포막의 파괴, 세포의 팽

창, 융해를 동반하는 괴사와 glutamate에 의한 흥

분독성, 이온통로를 통한 칼슘의 세포 내 유입, 산

소자유기에 의한 산화성 손상, acidosis 등의 다양

한 생체 내의 생화학적 기전이 단독 또는 복합적

으로 작용하는 apoptosis에 의하는 것으로 보고되
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고 있다
14,15

. 이 중 glutamate는 흥분성 신경전달물

질로 신경세포의 기능에 있어 중요한 역할을 담당

하지만 뇌가 위험을 느끼는 경우 glutamate의 유리

가 증가되어 여러 병리적 작용의 원인이 된다
16-22

.

六君子湯은 明代에 虞摶
23
의《醫學正傳》에 처

음 수록된 처방으로 補氣健脾 理氣化痰하는 효능

이 있는 것으로 알려져 있으며, 역대의가의 문헌에

는 脾胃不和 頭目不淸
24-26

氣虛有痰 脾虛鼓脹
27
久

病胃虛嘔吐 飮食難化作酸
28

등을 치료한다고 하여

胃腸질환 관련 증상에 대한 기록이 많으나 최근에

는 뇌혈관 관련 질환에도 효과가 있는 것으로 보

고되고 있다
29-31

.

따라서 본 연구에서는 신경세포 손상에 대한 六

君子湯의 보호효과를 확인하기 위하여 glutamate

로 유도된 C6 신경교세포의 사멸에서 六君子湯을

전처리한 후 세포생존율의 변화, 세포의 형태학적

변화 및 세포주기의 변화, 세포 내 활성산소종의

생성 및 관련 단백질의 발현 변화를 관찰하여 유

의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 재료와 방법

1. 재 료

1) 약 재

본 실험에 사용된 六君子湯의 처방은《方藥合

編》
32
에 의거하여 사용하였다. 약재는 원광대학교

전주한방병원에서 구입한 후 정선하여 사용하였으

며, 한 첩의 내용과 분량은 다음과 같다(Table 1).

Herbal name Scientific name Dosage(g)

半夏(薑製) Rhizoma Pinelliae(Pinellia ternata (Thunb.) Breit) 6.0

白 朮 Rhizoma Atractylodis Macrocephalae(Atractylodes macrocephala Koidz) 6.0

人 蔘 Radix Ginseng(Panax ginseng C. A. Mey) 4.0

陳 皮 Pericarpium Citri Reticulatae(Citrus unshiu Markovich) 4.0

生 薑 Rhizoma Zingiberis(Zingiber officinale Rosc) 4.0

白茯苓 Poria(Poria cocos (Schw.) Wolf) 4.0

大 棗 Frutus ziziphi jujubae(Zizyphus jujuba var. inermis Rehder) 4.0

炙甘草 Radix Glycyrrhizae(Glycyrrhiza uralensis Fisch) 2.0

Total amount 34.0

Table 1. Prescription of Yukgunja-tang

2) 세포주

백서 C6 신경교세포주는 ATCC (American Type

Cell Culture)로부터 구입하여 계대배양하면서 실

험을 실시하였다.

3) 시약 및 기기

실험에 필요한 Dubellco's minimum essential

medium (DMEM), 항생제, trypsin 및 우태아 혈청

(fetal bovine serum ,FBS)은 GIBCO BRL사(Grand

Island, NY, USA) 제품을, 배양용기(24 well plate

와 10cm dish)는 Falcon사(Becton Dickinson, San

Jose, CA, USA)에서 구입하여 사용하였다. 3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphe-nyltetra zolium bromide

(MTT), bicinchoninic acid (BCA), dimethyl sulfoxide

(DMSO)는 Sigma사(St. Louis, Missouri, USA)에

서 구입하였다. procaspase-3 protease, PARP 및 β

-actin 등의 antibodies는 Santa Cruz사(San Joes,

CA, USA)에서 구입하였다.

2. 방 법

1) 시료의 제조

실험에 사용된 藥材는 물을 용매로 사용한 추출

방법을 이용하여 본 실험에 사용하였다. 물 추출물
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은 六君子湯 4첩 분량인 136 g에 증류수 1.5 ℓ를

가하여 냉각기를 부착한 환저플라스크에서 2시간

끓인 다음, 여과지로 여과하였고, 3,200 rpm으로 20

분 동안 원심분리 후 감압농축기로 농축한 다음,

-70℃에서 12시간 이상 동결시키고, freeze dryer로 동

결건조하여 16.3 g의 시료를 얻었다. 시료는 eppendort

tube에 100 ㎎/㎖가 되도록 phosphate-buffered saline

(PBS, pH 7.4)으로 녹여 4℃에서 보관하고 실험 시

에는 DMEM 배지에 희석하여 사용하였다. 六君子

湯 시료를 세포배양용 DMSO (dimethylsulfoxide)

에 용해하여 50 ㎎/㎖ 의 저장용액을 조제하여 사

용하였다.

2) 세포배양

백서 C6 신경교세포주는 ATCC (American Type

Cell Culture)에서 구입하여 세포배양기(37℃, 5%

CO2)에서 열에 의해서 비활성된 10% FBS가 포함

된 DMEM 배양액에 배양하였다.

3) 세포생존율 측정

세포생존율은 MTT 분석방법을 이용하여 ELISA

분석기로 흡광도 570 nm에서 측정하였다. 세포 배

양판(24-well plate)에 세포(1 × 10
5
cells/㎖)를 1

㎖씩 분주하여 12시간 이상 CO2 세포배양기 안에

서 안정시킨 후 시료를 각각의 조건에 따라 처리

하였다. 각각의 배양세포에 배양액의 1/10로 MTT

용액(5 ㎎/㎖ in PBS)을 첨가하였다. 4시간 후 배

양액을 제거하고, 1 ㎖ DMSO를 첨가하여 세포를

용해시킨 다음, 분광광도계(THERMO max, USA)

를 이용하여 540 ㎚ 파장에서 흡광도를 측정하였

다. 세포생존율은 정상 대조군과 비교하여 백분율

(%)로 표시하였다.

4) DAPI 염색

세포는 4% formaldehyde 용액에 고정한 후 PBS

로 세척하고, 10 μM Delaware Adolescent Program,

Inc.(DAPI)로 10분간 염색한 후 다시 PBS로 세척

하여 형광현미경(Leica MPS60, Germany)으로 핵

의 형태학적 변화를 관찰하였다.

5) 유세포분석을 이용한 Sub-G0 분석

세포사멸에 미치는 영향을 알아보기 위하여 propidium

iodide (PI)로 DNA를 염색한 후에 유세포분석(flow

cytometry, FACSCalibur, BD Biosciences)을 이용

하여 형광의 세기를 측정하였다. 세포에 시약을 처

리하여 시간별로 포집하여 PBS로 2회 세척하였다.

세척한 세포(1 × 10
6
)의 DNA는 PI 용액(0.1% Triton

X-100, 20 μg/ml PI, 200 μg/ml RNase) 600 μl로

20분간 반응시켰다. 유세포분석에서 얻은 정보의

분석은 CellQuest software(Becton Dickinson)를 이

용하였다.

6) 활성산소종 측정

세포 내 활성산소종 중 hydrogen peroxide(H2O2)

의 생성을 측정하기 위하여 형광 probe 2',7'-

dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA; Sigma)를

이용하였다. 비형광물질인 DCF-DA는 세포 내

H2O2와 관련된 peroxides 존재 시 형광의 DCF로

변환되어 녹색의 형광을 발한다. 세포에 六君子湯

등을 처리한 후 세포를 수확하기 전에 5 μM DCF

-DA를 처리하여 37℃에서 30분 동안 배양하였다.

배양한 세포는 PBS (pH 7.4)로 세척하고 1% trypsin

-EDTA 용액을 처리하여 세포를 수확하고, 다시

PBS로 세척하여 유세포분석 (FACSCalibur, BD

Biosciences)으로 형광을 측정하고, CellQuest software

(Becton Dickinson)를 이용하여 분석하였다.

7) Western blot 분석

배양된 C6 신경교세포를 포집하여, 냉 PBS로 2

회 세척하였다. 얻어진 세포는 파쇄용액(50 mM

HEPES, pH7.4, 150 mM NaCl, 1% deoxycholate,

1 mM EDTA, 1 mM PMSF, 1 μg/ml aprotinin)

과 4℃에서 30분 동안 반응시켰다. 동량의 세포파

쇄액(200 μg)과 2× sample buffer를 혼합하여 10

0℃에서 3분 가열하여 단백질의 변성을 유도한 후

12.5% 및 15% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE)를 시행하였다. 전기영동이 끝난 gel의

단백질은 electrotransfer system (Ellard Inc, Seattle,

WA, USA)을 이용하여(0.8 mA/cm) nitrocellulose

membrane으로 이동시키고, blocking buffer(5% skim



장원석⋅신용진⋅고석재⋅하예진⋅권영미⋅신선호

589

milk)와 상온에서 2시간 동안 반응시켰다. Procaspase

-3 protease, PARP 및 β-actin에 대한 항체는 0.05%

(v/v)의 tween-20이 함유된 tris-buffered saline (TBS-T)

에 1:1,000으로 희석하여 nitrocellulose membrane

과 상온에서 2시간 동안 반응시켰으며, 각 항체에

대한 이차항체 anti-rabbit IgG conjugated horse radish

peroxidase (HRP)와 anti-mouse IgG conjugated

HRP는 TBS-T로 희석(1:3,000)하여 상온에서 1시

간 동안 반응시킨 후 enhanced chemilluminescence

(ECL) kit (Amersham, England)를 이용하여 현

상하였다.

8) 통계처리

모든 실험은 3회 이상 독립적으로 수행하였으며,

통계처리는 independent t-test에 준하여 처리하였

으며, p-value가 0.05 이하의 경우 유의성이 있는

것으로 판정하였다.

Ⅲ. 결 과

1. 생존율에 미치는 영향

Glutamate에 의한 C6 신경교세포의 세포독성을

조사하기 위하여 10, 15, 20, 25, 30 mM의 다섯 가

지 농도의 glutamate를 24시간 처리하여 세포생존

율을 MTT 방법으로 조사하였다. 그 결과 10 mM

농도에서 세포생존율은 82%, 15 mM의 농도에서

61%, 20 mM 농도에서 51%, 25 mM 농도에서

27%, 그리고 30 mM 농도에서 26%로 농도 의존적

인 세포생존율의 감소를 나타내었다(Fig. 1).

2. 六君子湯의 효과

glutamate에 의한 C6 신경교세포의 사멸에서 六

君子湯의 효과를 조사하기 위하여 다양한 농도의

六君子湯을 1시간 전처리한 후 20 mM 농도의

glutamate를 처리하여 24시간 배양한 후 세포생존

율을 MTT 방법으로 조사하였다. C6 신경교세포에

20 mM 농도의 glutamate 처리 시 52%의 세포생

존율을 보였으나 25 ㎍/㎖ 농도의 六君子湯을 전

처리하였을 경우 64%의 세포생존율을 나타내었으

며, 50 ㎍/㎖ 농도의 六君子湯 전처리 시 71%, 100

㎍/㎖ 농도의 六君子湯 전처리 시 88%, 200 ㎍/㎖

농도의 六君子湯 전처리 시 98%의 세포생존율을

나타내었고, 300 ㎍/㎖ 농도 이상의 六君子湯 처리

시 대조군 수준의 세포생존율을 보여 glutamate에

의한 세포사멸 보호효과가 있음을 알 수 있었다

(Fig. 2). 또한 六君子湯 처리 시 700 ㎍/㎖ 이상의

농도에서 8%의 세포생존율 감소가 관찰되어 자체

독성이 확인되었다.

Fig. 1. Glutamate-induced C6 glial cell death.

C6 glial cells were incubated for 24 hr with
glutamate at indicated concentrations. The cell
viability was assessed by MTT assay. *p<0.05
versus control group. Data represent the mean
± S.D of three individual experiments.

Fig. 2. YGJT protected C6 glial cell death by
glutamate in a dose dependent manner.

YGJT treated 1hr before treating glutamate
and incubated for 24 hr. The cell viability was
assessed by MTT assay. *p<0.05 versus YGJT
-treated group. Data represent the mean ±
S.D of three individual experiments.
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3. 세포의 형태학적 변화에 대한 효과

Glutamate에 의해 유도된 C6 신경교세포의 사

멸에서 세포의 형태학적 변화를 분석하고 이에 대

한 六君子湯의 효과를 알아보고자 하였다. C6 신

경교세포에 100 ㎍/㎖ 농도의 六君子湯을 1시간 전

처리한 후 20 mM 농도의 glutamate를 처리하여

24시간 배양한 후 세포핵의 형태학적 변화를 분석

하기 위하여 DAPI로 염색하고 형광현미경으로 관

찰하였다. 그 결과 정상 대조군의 세포핵은 DAPI

에 의해 나타나는 청색 형광의 둥근 핵이 뚜렷하

게 나타났지만 20 mM 농도의 glutamate를 처리한

실험군에서는 핵의 응축과 분절이 관찰되었다. 이

러한 glutamate에 의한 세포핵의 형태학적 변화는

六君子湯의 전처리에 의하여 대조군 세포의 핵과

유사한 형태를 보였다(Fig 3A). 또한 세포 내 genomic

DNA를 추출하여 agarose gel 전기영동법을 통해

DNA 분절을 관찰하였다. 20 mM 농도의 glutamate

를 24시간 처리한 실험군에서는 사다리 모양의

DNA laddering 양상이 보인 반면 六君子湯을 전처

리한 실험군에서는 DNA laddering이 억제되어 대

조군과 유사한 양상을 보였다(Fig. 3B).

Fig. 3A. YGJT inhibited glutamate-induced nuclear
condensation of C6 glial cells.

C6 glial cells were treated with 20 mM glutamate
for 24 hr with or without YGJT. After staining
with DAPI, cells were observed under fluorescent
microscopy.

Fig. 3B. YGJT inhibited glutamate-induced DNA
fragmentation of C6 glial cells.

C6 glial cells were treated with 20 mM glutamate
for 24 hr with or without YGJT. Genomic
DNA was isolated, and separated on 1.5 %
agarose gels, then stained with EtBr and
visualized under UV light.

4. 세포주기 변화에 대한 효과

Glutamate 유도성 C6 신경교세포의 사멸에서

六君子湯의 보호효과를 조사하기 위하여 PI 염색

에 의한 유세포분석을 통해 세포주기를 조사하였

다. 다양한 농도의 六君子湯을 C6 신경교세포에 1

시간 전처리 후 20 mM 농도의 glutamate를 24시

간 처리하였다. Sub-G0 분획은 대조군 C6 신경교

세포의 1.5%에 비해 glutamate 처리 시 67.1%로

증가하였으나 六君子湯을 전처리한 실험군에서는

25, 50, 100 그리고 200 ㎍/㎖ 농도로 처리 시 각각

53.5, 50, 26.1 및 9.7%의 Sub-G0 분획을 보여 대조

군 수준으로 억제되었다(Fig. 4).
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Fig. 4. Cell cycle analysis by glutamate and YGJT on C6 glial cells.

C6 glial cells were pre-treated with various concentration of YGJT and 20 mM glutamate was stimulated for 24
hr. Cell cycle analysis was assessed by PI staining and FACS analysis.

5. NAC 및 Apocynin의 효과

Glutamate에 의한 C6 신경교세포 사멸에서 H2O2

의 관여 여부를 조사하기 위하여 항산화제인 NAC

와 NOX의 활성억제제인 apocynin을 전처리한 후

20 mM 농도의 glutamate를 24시간 처리하여 세포

생존율의 변화를 MTT 방법으로 측정하였다. 그

결과 C6 신경교세포에서 glutamate 처리 시 46%

의 세포생존율을 나타내었으나 10 mM 농도의 NAC

전처리 시 91%의 세포생존율을 보였고, 1 μM 농도

의 apocynin 전처리 시 79%의 세포생존율을 보였다

(Fig. 5A). 또한 세포 내 H2O2의 생성을 DCF-DA

로 염색하여 유세포분석을 통하여 조사하였다. C6

신경교세포에 glutamate 처리 시 세포 내 H2O2의

생성이 대조군(Fig. 5B-black line)에 비하여 형광

세기가 증가하였으나(Fig. 5B-red line), NAC 전처

리(Fig. 5B-blue line) 및 apocynin 전처리(Fig. 5B-

green line) 시 형광세기의 증가가 관찰되지 않았다.

Fig. 5A. Pretreatment with NAC or apocynin inhibited
Glutamate-induced cell death of C6 glial
cells.

Cells were treated NAC or apocynin in the
presence of glutamate. The cell viability was
assessed by MTT assay. *p<0.05 versus YGJT
treated group. Data represent the mean ± S.D
of three individual experiments.
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Fig. 5B. Pretreatment with NAC or apocynin inhibited
H2O2 generation on glutamate-induced C6
glial cell death.

Cells were treated NAC or apocynin in the
presence of glutamate.Cells were stained with
fluorescent dye DCF-DA and FACS analysis
was performed.

6. 세포 내 H2O2의 생성 증가에 대한 효과

六君子湯이 glutamate에 의한 H2O2의 생성 증가

를 억제할 수 있는지를 확인하기 위하여 C6 신경

교세포에 다양한 농도의 六君子湯을 1시간 전처리

한 후 glutamate를 24시간 배양하여 DCF-DA로

염색하고 유세포분석을 수행하였다. C6 신경교세

포에 20 mM 농도의 glutamate를 24시간 처리 시

그래프가 오른쪽으로 이동하여 형광의 세기가 증

가하였으므로 세포 내 H2O2의 생성이 증가되었음

을 알 수 있었다. 그러나 六君子湯을 각각 50, 100

그리고 200 ㎍/㎖ 농도로 전처리하고 glutamate를

처리하였을 경우 다시 왼쪽으로 이동하여 세포 내

H2O2의 생성양이 六君子湯의 전처리에 의해 농도

의존적으로 감소하였다(Fig. 6).

7. NOX 단백질의 발현 변화

Glutamate에 의한 C6 신경교세포의 사멸에서

H2O2의 증가와 연관된 단백질인 NOX의 발현 변

화를 RT-PCR을 통해 조사하였다. C6 신경교세포

에 20 mM 농도의 glutamate를 0, 3, 6, 12, 18 및

24시간 처리하고 NOX1, 2, 3 및 4의 발현을 조사

한 결과, NOX1 mRNA의 발현은 glutamate 처리

3시간 후에 현저히 발현이 증가하여 24시간까지 유

지되었으나 NOX2, 3 및 4의 발현 은 관찰되지 않

았다. 이때 mRNA의 양은 β-actin을 통해 동량임

을 확인하였다.

Fig. 6. YGJT inhibited H2O2 generation on glutamate
-induced C6 glial cell death.

Cells were pre-treated with various concentration
of YGJT and then 20 mM glutamate was stimulated
for 24 hr. Cells were stained with fluorescent
dye DCF-DA and FACS analysis was performed.

Fig. 7. Glutamate increased expression of NOX1.

Cells were treated with 20 mM glutamate at
the indicated times. Cells were harvested and
total RNA was isolated and analyzed for NOX1,
NOX2, NOX3 and NOX4 mRNA expression by
RT-PCR. β-actin was used as the loading control.

8. NOX1의 발현에 대한 효과

六君子湯이 glutamate에 의한 C6 신경교세포 사

멸에서 NOX1의 발현 증가에 대한 효과를 확인하

기 위하여 다양한 농도의 六君子湯을 1시간 전처

리하고 glutamate를 처리하여 NOX1의 발현 변화

를 RT-PCR을 통해 조사하였다. 그 결과 20 mM

농도의 glutamate 처리에 의해 증가한 NOX1 mRNA
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의 발현이 六君子湯의 전처리에 의해 농도 의존적

으로 억제되는 것을 확인할 수 있었다(Fig 8A). 또

한, 六君子湯에 의한 NOX1의 단백질발현을 조사

하기 위해 western blot 분석법으로 조사한 결과로

glutamate 처리에 의해 증가한 NOX1 단백질의 발

현이 六君子湯의 처리에 의해 농도 의존적으로 억

제되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 8B).

그리고 NOX1 단백질의 발현 부위를 관찰하기 위

하여 DAPI와 NOX1에 대한 항체로 면역화학염색을

수행하였다. 그 결과 C6 신경교세포에서 glutamate

처리 시 NOX1의 발현은 핵을 제외한 세포막에서

뚜렷하게 발현이 증가하였으나 六君子湯 전처리에

의해 세포막에서 NOX1의 발현이 감소하였다(Fig.

8C).

Fig. 8A. YGJT inhibited glutamate-induced expression
of NOX1 mRNA.

Cells were treated with YGJT at the indicated
concentrations in the presence of 20 mM
glutamate. Cells were harvested and total RNA
was isolated and analyzed for NOX1, NOX2,
NOX3 and NOX4 mRNA expression by RT-
PCR. β-actin was used as the loading control.

Fig. 8B. YGJT inhibited glutamate-induced expression
of NOX1 protein.

Cells were treated with YGJT at the indicated
concentrations in the presence of 20 mM
glutamate. Cells were harvested and total protein
was analyzed by Western blot method. β-actin
was used as the loading control.

Fig. 8C. YGJT inhibited glutamate-induced expression
of NOX1.

Cells were treated with YGJT in the presence
of 20 mM glutamate. Cells were stained with
anti-NOX1 antibody and DAPI and then observed
under fluorescent microscopy.

9. Procaspase 및 Bcl-2 family 단백질의 발현에 대

한 효과

세포자멸사에서 caspase의 활성화 및 Bcl-2 family

단백질의 발현 변화는 중요한 기전 중의 하나이다.

따라서 glutamate에 의해 유도되는 caspase의 활성

화 및 Bcl-2 family 단백질의 발현 변화 및 그에

대한 六君子湯의 효과를 western blot 분석방법으

로 조사하였다. C6 신경교세포에서 다양한 농도의

六君子湯을 1시간 동안 전처리한 후 glutamate를

처리하여 24시간 동안 배양한 세포주를 PBS로 세

척한 다음, 세포 내 총 단백질을 추출하고 존재하

는 caspase-9, 3 및 Bcl-2, Bcl-xL, BAX 단백질을

western blot 분석방법을 통하여 각 단백질의 활성

및 발현 양상을 확인하였다.

그 결과 Fig. 9A에서 나타낸 바와 같이 anti-

apoptotic 기능을 갖는 Bcl-2나 Bcl-xL 단백질은

glutamate에 의해 정상 대조군보다 현저히 감소하

였으며, apoptotic 기능을 갖는 BAX 단백질은 정

상 대조군보다 현저히 증가하였다. 반면 六君子湯

을 함께 처리한 실험군에서 六君子湯의 농도에 의

존적으로 Bcl-2나 Bcl-xL 단백질은 정상 대조군과

비슷한 수준으로 발현을 증가시켰고, apoptotic 기

능을 갖는 BAX 단백질은 정상 대조군과 비슷한

수준으로 현저히 감소시켰다. 또한 glutamate는

procaspase-9과 3의 활성화를 억제한 반면 六君子
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湯을 함께 처리한 실험군에서는 六君子湯의 농도

에 의존적으로 procaspase-9과 3의 활성화가 유도

됨을 확인할 수 있었다(Fig. 9B).

Fig. 9A. YGJT regulated expression of Bcl-2 family
proteins in glutamate-induced C6 glial cells.

Cells were treated with YGJT at the indicated
concentrations in the presence of glutamate.
Cells were harvested and total protein was analyzed
with western blot method.

Fig. 9B. YGJT regulated activation of procaspase-3
and 9 in glutamate-induced C6 glial cells.

Cells were treated with YGJT at the indicated
concentrations in the presence of glutamate.
Cells were harvested and total protein was
analyzed with western blot method.

Ⅳ. 고 찰

현대 사회의 발달과 더불어 생체조직의 노화를

비롯한 퇴행성 신경질환은 막대한 사회적 비용 때

문에 사회적인 문제로까지 크게 대두되고 있다. 특

히 이러한 질환의 주된 원인이 활성산소종(reactive

oxygen species, ROS)에 기인한다는 것이 인정됨에

따라 활성산소종을 조절할 수 있는 항산화제의 개

발과 연구에 더 많은 관심이 집중되고 있다
33-36

. 활

성산소종은 불안정하고 산화력이 높아 여러 생체

물질과 쉽게 반응하기 때문에 인체 내에서 제거되

지 못하면 산화적 스트레스를 유발하게 되며, 산화

적 스트레스는 지질과산화를 유도하고 단백질, 세

포막 및 DNA 등을 손상시켜 세포의 노화와 변형

을 유도하여 여러 가지 질병을 초래하게 된다
37,38

.

Glutamate는 척추동물의 중추신경계에서 중요

한 신경전달물질로서 뇌에 분포되어 있는 여러 수

용체에 작용하여 다양한 생리작용에 관여하며, 뇌

의 원활한 기능 유지에 필수적이지만 손상이 진행

될 경우 다량의 glutamate가 유리되어 여러 병리적

작용의 원인이 된다. Glutamate 수용체의 지나친

흥분이 성숙 및 미성숙 뇌의 저산소-허혈 손상에

중요한 역할을 한다는 것은 잘 알려져 있는데, 1969

년에 Onley가 외부에서 glutamate를 주어 뇌세포

사멸을 유발하는데 성공하였고, 이후 신경세포 배

양과 조직 절편을 이용한 in vitro 연구와 여러 종

류의 동물을 이용한 in vivo 연구들에서 미성숙 및

성숙 뇌에서 glutamate 수용체의 지나친 흥분이 뇌

세포 손상을 유발한다는 결과들이 보고되었다
39-43

.

또한 glutamate 길항제가 저산소-허혈 손상으로부

터 뇌세포를 보호할 수 있다는 연구 결과들이 보

고되었다
44-45

.

Glutamate의 후시냅스 수용체로는 특정한 약리

작용제에 선택적으로 반응하는 amino-3-hydroxy-

5-methyl-4-isoxasole propionate(AMPA), kainate(KA),

N-methyl-D-asparate(NMDA) 수용체가 있는데, 이

들의 활성화는 세포막 양이온 이동 통로를 활성화하

여 Na
+
, K

+
과 Ca

++
등 양이온의 세포막 이동이 일어

나게 된다
46
. 또한, glutamate 수용체 중 metabotropic

receptor는 그 자체가 양이온 이동 통로로는 작용

하지 않으나 활성화되면 G-protein을 통해 세포 내 신

호전달 체계를 활성화시킨다
47-48

. Glutamate receptor

들은 활성화되면 세포 내 calcium 이온이 증가되고,

세포 내 calcium 증가는 protease, lipase, nuclease

등의 효소를 활성화시켜 이후 세포를 사멸에 이르

게 하는 각종 생화학적 과정들이 시작된다
49
.
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六君子湯은 明代 虞摶
14
의《醫學正傳》에 최초로

수록되었으며,《東醫寶鑑》
50
에서는 治氣虛痰盛이라

하여 脾胃의 衛氣가 虛弱해져서 痰이 積滯된 것을

치료한다고 하였다. 본 처방은 補氣 補脾하는 四君

子湯과 燥濕化痰 理氣和中의 二陳湯의 合方에 大

棗를 더하여 組成되었다. 和胃降逆 止嘔하는 半夏

生薑 陳皮로 胃氣를 通降시켜서 受納하고, 大棗 生

薑으로 營衛를 조화시키며, 半夏 陳皮 生薑은 理氣

化痰 止嘔를, 白朮 茯苓은 化濕利水 작용을 하여

濕痰을 제거하는 처방이다
32
. 최근에는 이를 응용하

여 李
29

등은 高脂血症에 효과가 있다고 보고하였

고, 鄭
30

등은 腦血流量을 유의성있게 증가시켰음을

보고하였으며, 李
31

등은 腦血流量 및 血壓에 효과

가 있다는 연구 결과를 보고하는 등 뇌혈관계 질

환에 대한 연구가 점점 활발하게 진행되고 있다.

중풍은 뇌혈관의 순환장애로 인해 국소적인 신

경학적 결손을 나타내는 뇌혈관질환을 포함하는

것으로서 한의 중풍변증 표준안에 의하면 火熱, 濕

痰, 瘀血, 氣虛, 陰虛 등으로 나눌 수 있다
51
. 六君

子湯은 治氣虛痰盛이라 하여
50
補氣健脾 理氣化痰

의 효능으로 중풍치료에 사용되는 처방이며, 또한

최근의 연구에서 뇌혈관계 질환에 대한 개선효과

가 있다고 보고되는 것으로 보아 뇌신경세포 보호

효과가 있으리라 사료되어 본 실험을 수행하였다
52
.

따라서 본 연구에서는 glutamate에 의한 신경교

세포의 세포사멸에 대한 六君子湯의 보호효과를

알아보기 위하여 C6 신경교세포에 대한 glutamate

의 단독처리와 六君子湯 전처리에 따른 세포생존

율을 관찰하였고, glutamate에 의해 유도된 C6 신

경교세포의 형태학적 및 생화학적 현상들, 핵산의

절편이나 H2O2의 생성 및 세포사멸 관련 단백질의

변화 등을 관찰하였다.

Glutamate가 C6 신경교세포에 나타내는 세포독

성을 알아보기 위하여 glutamate 농도별로 C6 신

경교세포에 24시간 동안 처리한 후 MTT 분석방법

을 통하여 세포생존율을 관찰한 결과 glutamate에

의해 농도 의존적으로 C6 신경교세포의 사멸이 이

루어지는 것을 확인하였다. 六君子湯에 의한 세포

보호효과를 확인하기 위하여 六君子湯 추출물을

농도별로 C6 신경교세포에 1시간 전처리한 후에

20 mM의 glutamate로 자극하고 24시간 동안 배양

하였으며, MTT 분석 결과 glutamate에 의한 세포

사멸이 六君子湯의 농도에 의존적으로 억제되는

것을 확인할 수 있었다(Fig. 1, 2).

한편, 세포자멸사의 전형적 현상은 세포 핵산의

분절현상을 통하여 확인할 수 있는데 glutamate를

C6 신경교세포에 농도별로 처리한 후 PI 염색 및

유세포분석을 통한 결과 glutamate에 의한 농도 의

존적 핵산 분절을 확인할 수 있었다. 동시에 이러

한 glutamate에 의한 핵산 분절현상이 六君子湯 처

리에 의하여 현저하게 보호되는 것을 관찰하였으

며, 이러한 핵산 절편 분석 결과와 세포생존율 분

석법을 통한 값의 비례적 관계를 확인할 수 있었

다. 또한 세포 형태학적으로도 세포 핵의 관찰이

가능하다. DAPI 등과 같은 형광물질은 세포막을

통과하여 핵에 존재하는 핵산에 결합하여 형광현미

경을 통하여 관찰 시 뚜렷한 세포핵의 형태를 제공하

고 형태학적 분석이 가능하도록 하는데 glutamate

가 처리된 C6 신경교세포는 세포자멸사가 유도되

어 핵이 응축되고 apoptotic body의 형성을 관찰할

수 있었으며, 이러한 현상이 六君子湯 전처리에 의

하여 억제되는 것을 확인하였다(Fig. 3A, 3B).

세포독성의 매개체로서 여러 물질들이 관여할

수 있는데, 활성산소종이 하나의 원인이 될 수 있

다. 활성화된 신경교세포로부터 생성되는 여러 유

해 물질 중에서 가장 대표적인 물질은 활성산소종

이며, 주로 NADPH 산화효소에 의해 생성되는데

이는 산소분자를 유해산소로 변화시키는 효소이다.

NADPH 산화효소는 각각 다섯 개의 소단위체로

나뉘어져 있으며, 여러 가지 자극물질에 의한 신호

를 받게 되면 소단위체들이 서로 중합되면서 활성

을 갖게 된다. 변화된 유해산소는 산소원자나 활성

산화제, 산소 자유기 등과 반응하여 산화스트레스

를 유발하게 되는데, 면역 세포에서 NADPH 산화
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효소에 의해 생성된 활성산소종은 외부 물질에 대

한 방어 기전으로 작용하지만, 최근 연구결과에 따

르면 많은 신경계 질환에서 신경교세포 활성화에

따른 NADPH 산화효소에 의해 생성된 활성산소종

은 주변 신경세포로 이동해 핵산을 산화시켜 DNA

의 분절을 일으키거나 세포막을 파괴시켜 세포사

멸을 유도한다. 특히, 파킨슨병의 경우 특이적인

세포사가 일어나는 도파민성 신경세포는 다른 신

경 세포보다 이러한 활성산소종에 더욱 민감하게

반응하여 많은 손상이 발생하고, 파킨슨병의 주요

발병 원인으로 생각되고 있다
53-55

. 따라서 glutamate

에 의해 나타나는 세포독성의 매개체 중 하나가

활성산소종인지 확인하기 위하여 glutamate 처리

후 H2O2의 생성을 확인하여 본 결과 glutamate의

농도 의존적으로 H2O2의 발생이 증가하는 것을 관

찰하였으며, 이때 六君子湯은 위와 같이 세포사멸

에 관여하는 H2O2의 발생을 억제하는 것을 확인할

수 있었다(Fig. 5A, 5B, 6).

또한 본 실험에서 caspase-3 단백질과 PARP 단

백질의 변화와 하위 신호의 전달은 위 단백질 내

부 구조의 절편과 이어지는 신호전달로 진행되는

것으로 분석된다. Glutamate는 C6 신경교세포에

작용하여 csapase-3 단백질과 PARP 단백질의 분

절을 유도하였으며, 이러한 현상이 六君子湯에 의

해 억제되는 것을 확인하였다(Fig. 9A, 9B).

이상의 결과로부터 六君子湯은 glutamate에 의해

유도된 C6 신경교세포 사멸에서 H2O2 생성 억제,

caspase-3 단백질 및 PARP 단백질의 분절 억제

작용을 통하여 세포를 보호하는 것으로 나타났다.

Ⅴ. 결 론

六君子湯이 C6 신경교세포에서 glutamate에 의

한 세포손상에 미치는 보호효과 및 기전을 규명하

기 위하여 六君子湯을 전처리한 후 세포생존율의

변화와 형태 및 세포주기의 변화, H2O2의 생성,

NOX, procaspase 및 Bcl-2 family 단백질의 발현에

미치는 영향을 관찰하여 다음과 같은 결론을 얻었

다.

1. Glutamate는 농도 의존적으로 C6 신경교세포

사멸을 유도하였다.

2. 六君子湯은 glutamate에 의해 유도된 C6 신경교

세포의 사멸을 농도 의존적으로 억제시켰다.

3. 六君子湯은 glutamate에 의해 유도된 C6 신경교

세포 핵의 DNA 분절을 억제시켰다.

4. 六君子湯은 glutamate에 의해 유도된 C6 신경교

세포 사멸에서 H2O2의 생성을 농도 의존적으로

감소시켰다.

5. 六君子湯은 glutamate에 의해 유도된 C6 신경교

세포 사멸에서 NOX1 단백질 발현을 농도 의존

적으로 억제시켰다

6. 六君子湯은 glutamate에 의해 유도된 C6 신경교

세포의 procaspase 9과 3의 활성을 유도하였다.

이상의 결과에서 六君子湯은 glutamate에 의한

NOX1의 발현을 억제시킴으로써 H2O2의 생성을

감소시키고 procaspase의 활성화를 유도함으로써

세포를 보호하는 것으로 사료된다.
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