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AbstractAbstract

Objectives:
ThisexperimentwasdesignedtoinvestigatetheeffectoftheInSamYangYoung-tang(Renshenyangrongtang)extracton
Aβ-inducedADmodel.

Methods:
TheeffectsoftheInSamYangYoung-tang(Renshenyangrongtang)extractonneuraldamagesofculturedPC12cellsinduced
byAβ wereinvestigated.
TheeffectsoftheInSamYangYoung-tang(Renshenyangrongtang)extractonneuraldamagesofhippocampalandcortical
neuronsinthemouseinducedbyβ-amyloidwereinvestigated.

Results:

1.Aβ treatmentintoneuronalcellsactivatedcelldeathpathwaywhenanalyzedbyMTTassayandbyhistological
analysis.ThenInSamYangYoung-tang(Renshenyangrongtang)treatmentimprovedcellsurvivaltoasimilarlevelas
innormalgroup.

2.Aβ treatmentincreasedcaspase3proteinlevelsbutdecreasedphospho-Erk1/2inneuronalcells.InSamYangYoung-tang
(Renshenyangrongtang)treatmentreversedtheproductionlevelsoftwoproteinsclosetothoseinnormalgroup.

3.Aβ treatmentinducedtheatrophyofneuronalcellsintermsofneuronalprocessesandcellbodyshrinkage,but
InSamYangYoung-tang(Renshenyangrongtang)greatlyimprovedtheirmorphology.

4.Neuroprotectiveactivity,asobservedinInSamYangYoung-tang(Renshenyangrongtang)-treatedgroups,wassimilarly
observedincellstreatedwithgalantaminewhichwasusedasapositivecontrol.Moreover,overallrecoverypattern
byInSamYangYoung-tang(Renshenyangrongtang)wassimilarbetweenculturedPC12cellsandinvivohippocampal
andcerebralcorticalneuronsinthemousebrain.

Conclusions:
ThisexperimentshowsthattheInSamYangYoung-tang(Renshenyangrongtang)mayplayaprotectiveroleinneural
tissuesdamagedbycytotoxicsubstances.SinceneuronaldamageseenindegenerativebrainssuchasAD arelargely
unknown,thecurrentdatamayprovidepossibleinsightintotherapeuticstrategiesforADtreatments.InSamYangYoung
-tang(Renshenyangrongtang)mightbeeffectiveforthetreatmentofAD.Investigationintotheclinicaluseofthe
InSamYangYoung-tang(Renshenyangrongtang)forADissuggestedforfutureresearch.
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Alzheimer'sdisease(AD),InSamYangYoung-tang(Renshenyangrongtang),β-amyloid(Aβ),PC12cell,Hippocampalneuron,
Cerebralcorticalneuron,Neuroprotectiveeffect
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Ⅰ. 서  론

알 하이 병(Alzheimer'sdisease;AD)  퇴

행  매  인 원인 질 , 히 진

행하는 억  장애  시작하여 언어 장애,시공

간 능 장애, 엽 능 장애 등 여러 인지 

능  장애를 래한다.AD는 미만  신경 포 

소실,과인산  타우 단  이루어진 신경

 다  또는 신경 농축  포내 축 ,

퇴행 축 신경돌  러싸인 amyloidβ protein

(Aβ)  포외 축  등  요한 구조  변 가 

동 다
1)
.지난 십 간  연구를 통해 Aβ가 

조직에 독  부여함  신경 포에 독  

주는 것이 인 면 ,Aβ   차단하는 

것이 인간  뇌에  매  진행  조 할  

있  것이라는 가  하에 Aβ 생 과  

인 질인 secretase에 한 다양한 연구가 

진행 이다2-5)
.

한 학에  痴呆는 역  6-9)  健忘,癲狂,

虛勞 등에  사한 증상이 언 었고,痴呆  

病因  年老體虛,情志失調,飮食失調,中毒外傷,

他病 등이고,病機는 肝腎不足,氣血虧虛,痰濁阻

竅,氣滯血瘀 등이며,治法  補益精氣,補腎健

脾,豁痰化濁,行氣活血,淸熱解毒,益氣養血 등

 구분할  있다10)
.痴呆에 한 한 학계  

연구 는 다  헌고찰11-13)과 실험  연구
14-17)가 있었는데, 18)는 2000  이후 30  단

미  48가지 복합처 이 실험 연구 었다고 

보고하 다.

人蔘養榮湯  宋代   太平惠民和劑局方 19)에 

처   이후  萬病回春 
20)

에  變方하여 

재   積勞虛損，四肢倦怠，肌肉消瘦而

少顏色，吸呼氣短，飲食無味에 사용하는 처 이

다.  韓醫神經精神科學 
10)

에 는 人蔘養榮湯  

精竭神衰型 健忘에  養營固本,補精益腦  治法

에 용 는 인 治方  시하 다.

人蔘養榮湯에 한 행연구 는 항암  면

역조 에 한 실험  연구21-23),구  약 들  

뇌 포보 효과에 한 실험  연구
24)
,뇌 포 

보 효과에 한 실험  연구
25)
,人蔘養榮湯 加 

鹿茸  면역 에 한 실험  연구29),갱  장

애에 한 임상연구
27)

등이 보고 어 人蔘養榮

湯이 억  감퇴 등과  효능이 나,

AD   병태 에 한 연구는 부족한 

실 이다.

이에 자는 人蔘養榮湯이 AD연계  손상조

직에 미 는 향  검토하고자 Aβ를 처리하여 

포독  부여한 양 PC12 포  생  

해마조직 포  뇌피질  신경 포  포

조직학   생 학  변 를 찰한  한 

결과를 얻었 에 보고하는 이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1.재료

1)약재

본 실험에 사용한 人蔘養榮湯  처  구  

 東醫寶鑑 28)   하 고 약 는 

학  부속한 병원에  구입한 후 하여 사

용하 다.처  1첩  내용과 용량  다 과 같

다(TableⅠ).
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Herb Galenicalname Dose(g)

白芍藥 PaeoniaeRadixAlba 7.50

當歸 AngelicaeGigantisRadix 3.75

人蔘 GinsengRadix 3.75

白朮 AtractylodisMacrocephalaeRhizoma 3.75

黃芪(蜜炒) AstragaliRadix 3.75

肉桂 CinnamomiCortexSpissus 3.75

陳皮 CitriPericarpium 3.75

甘草(炙) GlycyrrhizaeRadix 3.75

熟地黃 RehmanniaeRadixPreparat 2.81

五味子 SchizandraeFructus 2.81

防風 SaposhnikoviaRadix 2.81

遠志 PolygalaeRadix 1.87

生薑 ZingiberisRhizomaRecens 3.75

大棗 ZizyphiFructus 3.75

Totalamount 51.55

TableⅠ.PriscriptionofInSamYangYoung-tang
(Renshenyangrongtang)

2)검액의 조제

건조 상태  人蔘養榮湯(51.55g)에 증  1,000

ml를 가하여 열탕 추출 에  3시간 추출하여 

얻  액  입 여과하여 이를 감압 증 장

(RotaryEvaporator,BuchiB-480,Switzerland)

 농축하고,이를 다시 동결 건조  (Freeze

dryer,EyelaFDU-540,Japan)를 이용하여  

건조한 추출  10.95g  얻었다( ;16.9%).

추출  냉동(-84oC)보 하면  당한 농도  

생리식염  희 하여 사용하 다.

3)동물

본 실험  매 모델에 사용한 생 는 평균 

체  25g  10주  albinoICR계열  12마

리  고  사료   약 없이 취하도  

하 며, 도는 22-24oC,습도는 50±10%가 

지 도  하고,조명  낮 주  (12시간 주/

야)가 조 는 실험실 경에  사 하 다.

4)주요 시약

본 실험에 사용한 β-amyloidpeptide는 Sigma

-Aldrich(USA)에  구입하 며,1mM  농도  

증 에 녹여 사용 지 -20℃에  보 하 다.

양 조군  이용  galantaminetriethiodide는 

Sigma-Aldrich에  구입하 며 0.9mg/ml이 

도  증 에 녹여 사용 지 -20℃에  

보 하 다.

2.실험 방법

1)PC12세포의 실험

(1) 포 양

PC12cell  한국생명공학연구원 장 연구

부  분양 아 양  거쳐  후 본 

실험에 사용하 다.37℃,5% CO2 조건에  5%

FBS,5%horseserum,1%penicillin/streptomycin

이 첨가  DMEM(GIBCO,USA) 지 하에  

양하 다. 포는 75cm2flask(SPL,Korea)에

 충분히 증식한 후 양 3일 간격  양

포 면  phosphatebufferedsaline(Sigma,USA)

용액  씻어  후 trypsin-Versene(Lonza,USA)

용액  고 37℃에  5분간 보 하여 포를 

탈착하여 계  양하 다.탈착  포는 5%

FBS  5% horseserum이 첨가  DMEM 양

액 10ml에 부 시킨 다  새 운 양 flask에 

겨 1:4  splitratio  CO2incubator(37℃,5%

CO2)에  양하 다.신경돌  장  롯한 

PC12 포  분 를 도하  하여 신경 장

인자(nervegrowthfactor;NGF)를 50ng/ml농

도  1주일 이상 처리한 후 본 실험에 이용하

다.

(2)MTT분

MTT[3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl

tetrazolium bromide] 원법  이용하여 하

다.  96wellplate에 1×10
5
개  PC12cell
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 plating하고,人蔘養榮湯 열 추출  각각 

0.3,0.5,1mg/ml  농도  처리한 후,식염

만 처리한 군과 Aβ peptide10μM를 처리한 

군  나 어,37℃,5% CO2incubator에  24

시간 동안 양하 다.각 well에 MTTsolution

 첨가하여 4시간 동안 시킨 후,570nm에

 도를 하 다.

포  생존  다 과 같이 계산하 다.

포 생존 (%)=
시료처리군  도

×100
조군  도  

(3)면역 염색

면역  염색법(doubleimmunofluorescence

staining)  행하  해, 리 coverslip  poly

-L-ornithine(0.1mg/ml,sigma,USA)과 laminin

(0.02mg/ml,CollaborateResearch,USA)  

합하여 실 에  precoating하 다.1×105개  PC12

cell  precoating  coverslip에 plating하고,(i)

식염 만 처리한 상군,(ii)Aβ peptide10μM

 처리한 조군,(iii)0.3mg/ml또는 0.5

mg/ml  人蔘養榮湯 열 추출 과 Aβ peptide

10 μM  처리한 실험군  구분하 며,3

7℃,5%CO2incubator에  24시간 동안 양하

다. Coverslip 에  자란 포를 4%

paraformaldehyde/4% sucrose가 합  인산

충용액(phosphatebufferedsaline;PBS)  상

에  40분 동안 고 하 다. 특이  결합  

막  해 blockingbuffer에 담근 후 4℃에  

16시간 동안 시 다.1차 항체는 2.5% BSA,

2.5% horseserum  함 하고 있는 blocking

buffer에 해진  합하여 처리한 후,실

에  4시간 동안 하 다.1차 항체 이 

끝난 후 PBST(PBSplus0.1%tritonX-100)  조

직  씻어내고,2.5%bovineserumalbumin(BSA),

2.5% horseserum  함 하고 있는 blocking

buffer에 fluorescein-goat anti-mouse(green)나 

Rhodamine-goatanti-rabbitantibody(red)를 1:400

 합하여 암실에  1시간 30분 동안 2차 항

체 처리를 행하 고,2차 항체 처리 후 3회에 

걸쳐 PBST  척하 다.Hoechst33258핵 염색  

행하는 경우 2회 척 후 0.25% Hoechst33258

염료를 함 한 PBST 용액  처리 후 다시 

PBST용액  척하 다.2차 항체는 에 민

감하  에  시간 동안 암실에  행하

다.면역 염색  포들  미경(Zeiss

fluorescentmicroscope)  통해 찰하고, 지  

카 라  찍  모든 images는 AdobePhotoshop

(version5.5)  이용하여 green과 red   

강도를 같   증폭시  찰하 다.그리

고 Photoshopprogram  Layerblendingmode

options를 이용하여 image를 복시  찰함

 각 단 질   를 찰하 다.본 실

험에 사용한 1차 항체는 phospho-p44/42Erk1/2

kinaseantibody(1:800,Cellsignaling),Cleaved

Caspase-3 antibody(1:500, Cell signaling)  

monoclonalanti-neurofilament200(NF-200,1:400,

Sigma-Aldrich)이었다.

(4)Westernblot분

PC12cell  60mm culturedish에 2×105

cells/ml  분주한 후 (i)식염 만 처리한 상

군,(ii)Aβ peptide10 μM를 처리한 조군,

(iii)人蔘養榮湯 열 추출 과 Aβ peptide10μ

M를 처리한 실험군  구분하 고,24시간 동

안 37℃,5% CO2incubator에  양하 다.

양한 PC12cell  137mM NaCl,2.7mM KCl,

10mM Na2PO4,2mM KH2PO4(pH7.4)가 함

 PBS  씻  후 50-200ml  triton lysis

buffer(20mM Tris,pH 7.4,137mM NaCl,25
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mM β-glycerophosphate,pH7.14,2mM sodium

pyrophosphate,2mM EDTA,1mM Na3VO4,

1%TrironX-100,10%glycerol,5μg/mlleupeptin,

5μg/mlaprotinin,2μM benzamidine,0.5mM

DTT,1mM PMSF)에 담가  분해하 다.

그 후 각 sample에 한 단 질  량하 며,

그  15μg  단 질  westernblotanalysis에 

사용하 다. 량한 단 질  12%SDS-polyacrylamide

gel(1.5M Trismabase,10% sodium dodecyl

sulfate(SDS,30% acrylamide,10% ammonium

persulfate,TEMED)상에  동 시킨 후 

PVDFmembrane(PallCorporation,USA)에 

이동 시 다.항체  특이  결합  막  

해 3%bovineserum albumin(BSA,Sigma),0.1%

Tween20  함 하고 있는 TBSbuffer에  membrane

 1시간 동안 상  시키고 4℃에  16시간 

동안 blockingbuffer상에   진행하 다.

 끝낸 membrane  washing한 후 1차 항

체를 blockingbuffer(1XTBSbuffer,3% BSA,

0.1% Tween20)에 해진  희 하여 상

에  30분 동안 시 다.그 후 membrane

 씻어내고 goatanti-rabbitIgG(Santa cruz

biotechnology)또는 anti-mouse/rabbitIgG(Santa

CruzBiotechnology)가 결합 어 있는 horseradish

peroxidase를 1:2000   희 하여 상 에

 30분 동안 처리 하고 다시 한 번 씻어냈다.

마지막  membrane에 부착  단 질  Western

blottingdetectionsystem  이용하여 하

며 Kodak ScientificImaging Film(Eastman

KodakCo.,USA)에 감 하 다.본 실험에 사

용한 1차 항체는 phospho-p44/42Erk1/2kinase

antibody(1:4,000,CellSignaling),p44/42Erk1/2

kinaseantibody(1:4,000,CellSignaling),cleaved

Caspase-3antibody(1:1,000,CellSignaling),phospho

-c-Junantibody(1:1,000,CellSignaling)과 Actin

(1:30,000,MPbiomedicals)이었다.

2)AD동물 모델의 실험

(1)AD동  모델  립

10주  ICR계 생 에 해 (i)아 런 처리를 

하지 않  상군,(ii)Aβ peptide를 뇌실

(lateralventricle)양쪽에 200pmol  농도  5μl

주입한 조군 (iii)Aβ peptide를 뇌실 양쪽

에 200pmol  농도  5μl주입 후 galantamine

(3mg/kg)  여한 양 조군,(ⅳ)Aβ peptide

를 뇌실 양쪽에 200pmol  농도  5μl주입 

후 人蔘養榮湯 열 추출 (400mg/kg,p.o)  처

리한 실험군  나 었다.Aβ peptide  주입

 하여 생  피부를 거하고 미 드릴  

skull  거한 후 Picoinjector(HarvardInstrument,

USA)를 이용하여 미 리  뇌  양

 뇌실부 (coordinates:0.5mm postteriorto

bregma,1.5mm lateraltomidline,2.5mm

ventraltothebrainsurface)에 5분간 히 약

 주입하 다.주입 2일 후 실험군  400

mg/kg  人蔘養榮湯 열 추출 ,양 조군

 식염  100μl를 7일 동안 경구 여하 다.

실험군  3일간 하고,양 조군  8일자부

 3일 동안 1일 1회 3mg/kg  galantamine  

복강 주사한 후,모든 처리가 끝난 동일 시 에

 각 생 군  뇌를 분리하 다.

(2)Hemotoxylin&Eosin(H&E)염색 

뇌조직  -20°C에  냉동시킨 후 cryostat를 

이용하여 20μm  께  잘라 슬라이드에 붙

이고,H &E염색  실시하  하여 슬라이드

를 Hematoxylin에 1분 동안 담가  후 르는 

증 에 여러 번 척하 다.그 다  Eosin에 

30 간 담그고 르는 증 에 여러 번 척하

고 에탄  50%,70%,95%   여러 번 씻
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며 염색  거하 다.이러한 과  마  후 

xylene에 1분간 담가 놓고,마지막  gelatine

mountmedium  이용하여 coverslide를 부착하

다.이러한 샘플들  학 미경(Bright-field

microscope,Nikon,Japan)  통해 찰하 다.

(3)면역 염색

생  뇌조직  -20°C에  냉동시킨 후 Cryostat를

이용하여 20μm  께  잘라 슬라이드에 부착시

다.이 면역  염색법(doubleimmunofluorescence

staining)  행하  해,4% paraformaldehyde,

4% sucrose가 합  PBS에 45분 동안 슬라이

드를 어 조직  고 하 다. 특이  결합  

막  해 blockingbuffer에 담근 후 4℃에  

16시간 동안 시 다.1차 항체는 2.5% BSA,

2.5% horseserum  함 하고 있는 blocking

buffer에 해진  합하여 처리한 후 실

에  4시간 동안 시 다.1차 항체 이 

끝난 후 PBST  조직  씻어내고,2.5% BSA,

2.5% horseserum  함 하고 있는 blocking

buffer에 fluorescein-goatanti-mouse(green;Molecular

probes)  rhodamine-goatanti-rabbitantibody

(red;Molecularprobes)를 1:400  합하여 

암실에  1시간 30분 동안 2차 항체 처리를 행하

고 3회에 걸쳐 PBST  척하 다.Hoechst33258

핵 염색  행하는 경우 2회 척 후 0.25%

Hoechst33258염료를 함 한 PBST용액  처

리 후 다시 PBST용액  척하 다.모든 조

직 시료는 미경(Nikonfluorescentmicroscope)

 통해 찰하 고, 지  카 라  찍  모든 

images는 AdobePhotoshop(version5.5)  이용

하여 green과 red   강도를 같   

증폭시  찰하 다.그리고 Photoshopprogram

 Layerblendingmodeoptions를 이용하여 

image를 복시  찰함  각 단 질  

 를 찰하 다.본 실험에 사용한 1차 항

체는 phospho-p44/42Erk1/2kinaseantibody

(1:800,Cellsignaling),CleavedCaspase-3antibody

(1:500,Cellsignaling),monoclonalNF-200(1:400,

Sigma-Aldrich)이었다.

(4)Westernblot분

뇌조직  137mM NaCl,2.7mM KCl,10

mM Na2PO4,2mM KH2PO4(pH 7.4)가 함  

PBS  씻  후 50-200μl  tritonlysisbuffer

(20mM Tris,pH 7.4,137mM NaCl,25mM

β-glycerophosphate,pH 7.14,2mM sodium

pyrophosphate,2mM EDTA,1mM Na3VO4,

1%TrironX-100,10%glycerol,5μg/mlleupeptin,

5μg/mlaprotinin,3μM benzamidine,0.5mM

DTT,1mM PMSF)용액 하에  분해하 다.그 

다  각 sample에 한 단 질  량하 며,

15μg  단 질  westernblotanalysis에 사용하

다.뇌조직 단 질  12% SDS-polyacrylamide

gelelectrophoresis(1.5 M Trisma base,10%

sodium dodecylsulfate,30% Acrylamide,10%

Ammonium Sulfate,TEMED)상에   동

시킨 후 PVDFmembrane(PallCorporation,USA)

를 행하 다.항체  특이  결합  막  

해 3% bovine serum albumin(BSA),0.1%

Tween 20  함 하고 있는 TBS buffer에  

membrane  1시간 동안 상  시키고 4℃에

 16시간 동안 blockingbuffer상에   

진행하 다.  끝낸 membrane  washing

한 후 1차 항체를 Blockingbuffer(1XTBSbuffer,

3% BSA,0.1% Tween20)에 해진  희

하여 상 에  30분 동안 시 다.그 후 

membrane  씻어내고 anti-mouse/rabbitIgG

(Santa Cruz Biotech,USA)가 결합 어 있는 

horseradishperoxidase를 1:2000   희
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하여 상 에  30분 동안 처리하고 다시 한 번 

씻어내었다.마지막  membrane에 부착  단

질  Westernblottingdetectionsystem  이

용하여 하 며 KodakScientificImaging

Film(EastmanKodakCo.,USA)에 감 하 다.

본 실험에 사용한 1차 항체는 phospho-p44/42

Erk1/2kinaseantibody(1:4,000,Cellsignaling),

p44/42 Erk1/2 kinase antibody(1:4,000,Cell

signaling),cleaved Caspase-3antibody(1:1,000,

Cellsignaling),monoclonalanti-neurofilament

200(1:2,000,Sigma-Aldrich)과 Actin(1:30,000,MP

biomedicals)이었다.

(5)조직 sample  미경 분

면역 조직  H & E염색조직  Nikon

미경  이용하여 분 한 후 미경에 부

착  지  카 라  이미지를 포착하여 ACT-1

software를 이용하여 분 하 다. 첩 이미지는 

Photoshop프 그램 상  imageblend모드를 

이용하여 분 하 다.

(6)통계분

실험 집단 간  데이 는 One-wayANOVA

를 이용하여 분 하 다.p값이 0.05,0.01

 0.001보다 작  경우  구분하여 분 하

며 각 경우에 해당 시 통계  한 차

이가 있는 것  하 다.

Ⅲ. 성  

1.β-amyloid처리 PC12세포에 한

향

1)MTT분석을 통한 세포독성

PC12 포에 10μM  Aβ peptide를 처리한 

결과 포  생존  식염  처리군에 하여 

40%  감소하 다.이에 人蔘養榮湯 열

추출  0.3mg/ml  0.5mg/ml  농도  

처리한 경우 생존  80% 이상  지하

나 1.0mg/ml  농도에 는 생존 이 60%이

하  나타났다.

2)NF-200단백질의 변화 찰

상차 미경 하에  태  변 를 찰한 

결과, 상군  일부 포에  장하는 신경돌

를 찰할  있었다.PC12 포에 Aβ peptide를 

처리한 경우 포체  축이 찰 었고 신경

돌  장  거  보이지 않았다.그러나 人蔘

養榮湯 실험군  경우 신경돌 가 찰 었고,

특히 0.5mg/ml농도에 는 게 연장  신경

돌 가 찰 었다(Fig.1).

3)Caspase3단백질의 변화 찰

면역 염색  찰한 결과, 상군 포

에 는 caspase3양 포가  찰 지 않

았 나 Aβ peptide처리 조군  경우 일부 

포에  뚜 한 caspase3단 질 신 가 찰

었다. 면 人蔘養榮湯 실험군에 는 caspase

양  포 가 감소 었다.

4)Phospho-Erk1/2단백질의 변화 찰

Westernblot분  결과, 상군 포에 는 

일   phospho-Erk1/2단 질이 찰

었고,Aβ peptide를 처리한 조군에 는 다소 

감소하 다.人蔘養榮湯 실험군에 는 0.3mg/ml

과 0.5mg/ml  가지 농도에  사하게 상

군 이상  증가하 다(Fig.2).
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Fig.1.MorphologicalcharacteristicsofPC12cells
afterdifferenttreatmentswithdrugs.
PC12cellswereculturedinthepresenceofNGF
for7days,treatedwithAβ peptideandISYYTfor24
hrsasindicatedinthefigure.Cellswereobserved
underthephasecontrastmicroscope.Innormal
cells,someofhealthyindividualcellsshowedneurite
outgrowth(arrows),butAβ-treatedcellsfailedto
showanyclearneuriteextension.Cellstreatedwith
ISYYTinadditiontoAβ peptideshowedenhanced
neuriteprocesses,andlongerextensionwithseveral
brancheswereclearlyseeninPC12cellstreated
with0.5mg/ml.

Fig.2.Westernblotanalysisofphospho-Erk1/2
proteininPC12cells.
ProteinextractswerepreparedfromculturedPC12
cellsand15μgofproteinwasusedforSDS-
polyacrylamidegelelectrophoresisandimmunoprecipitation
withanti-phopsho-Erk1/2antibody.Westernblot
analysisfortotalErk1/2wasperformedonthe
samemembraneasaninternalloadingcontrol.
1:normal,2:Aβ(10µM).3:Aβ(10µM)+0.3
mg/mlISYYT,4:Aβ(10µM)+0.5mg/mlISYYT.

2.손상된 생쥐의 해마조직 세포에 한

향

1)NF-200단백질의 변화 찰

면역 염색  찰한 결과, 상군에 는 

dentategyrus  granule 포 과 CA3,CA1

부 에  신경 포  가지 즉 상돌 나 축삭

이 포체 부  주변  뻗어나가는 것이 

찰 었다.Aβ peptide처리 조군에 는 포

 부 에  가지 장이 한 었다.Galantamine

양 조군과 人蔘養榮湯 실험군  경우 신경

포 가지들이 상군과 사한 양상  뻗어가

는 것  찰할  있었다(Fig.3).

Fig.3.Analysisofneuriticprocessesofneurons
inthehippocampalfields.
Hippocampalsectionswereusedforimmunofluorescence
staining forthe detection ofNF-200 protein(in
green).Animalswere administered with Aβ(200
pmol),galatamine(3mg/kg),orISYYT(400mg/kg).
NF-200 protein signals labeled mostly neuritic
processessuch asdendritesand axonswhich
werearborizedfromtheneuronalcellbodylayers.
GCL;granulecelllayer.

2)Caspase3단백질의 변화 찰

Hoechst33258  핵염색  한 결과, 상군

에  dentategyrus  granulecell 과 pyramidal

CA3  CA1 포 이 뚜 이 찰 었다.동일

조직에 하여 면역 염색  시행한 결과,

caspase3단 질  granule 포 과 CA3  

CA1pyramidal 포  모든 부 에   

탐지 지 않  면 Aβ peptide처리 조군  

경우 해마조직  CA3  CA1pyramidal 포

에  caspase3단 질 신 가 명 히 찰
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었다.Aβ peptide  galantamine  여한 양

조군과 人蔘養榮湯 실험군에 는 caspase3

단 질 신 가 상당  감소하 다(Fig.4A).

CA3부  caspase3단 질 신 를 고  

조건에  찰한 결과 caspase3단 질 신 는 

핵부 가 아닌 주변부에  주  찰 었다(Fig.

4B).

Fig.4.Identificationofcaspase3-positivecells
inthehippocampus.
(A)Immunofluorescenceviewofcaspase3signals
inthehippocampaltissuewasseeninred.The
sectionswerealsostainedwithHoechst33258dye
tovisualizeindividualnuclei(blue).(B)Mergedimage
ofcaspase3-positivesignalswithHoechst-stained
nuclei.AnimalswereadministeredwithAβ(200pmol),
galatamine(3mg/kg),orISYYT(400mg/kg).The
imagewastakenfrom thebrainsectionsteated
withAβ peptide.

3)Phospho-Erk1/2단백질의 변화 찰

Westernblot분  결과, 상군에  뚜 한 

phospho-Erk1/2단 질이 인  면,Aβ peptide

처리 조군  경우 phospho-Erk1/2단 질이 

 검출 지 않았다.Galantamine양 조군

과 人蔘養榮湯 실험군  경우 상군과 사한 

 phospho-Erk1/2 단 질이 인 었다

(Fig.5).

Fig.5.Westernblotanalysisforphospho-Erk1/2
proteininthehippocampallysates.
Aftervarioustreatmentintomice,hippocampal
tissuesweredissectedoutandusedforwestern
blotanalysis.15µgproteinlysateswereusedfor
SDS-polyacrylamidegelelectrophoresis.Western
analysisfortotalErk1/2proteinforthesame
transferredmembranewasusedasaninternal
loadingcontrol.lane1;normal,2;Aβ(200pmol
in5μl),3;Aβ+galantamine(3mg/ml),4;Aβ
+ISYYT(400mg/kg).

3.손상된 생쥐의 뇌피질 세포에 한

향

1)Caspase3단백질의 변화 찰

Westernblot분  결과,모든 군에  caspase

3단 질이 검출 지 않았다. 면 면역 염색

 caspase3단 질  생  조사한 결

과, 상군  경우 caspase3단 질 신 는 

 검출 지 않았 며 galantamine양 조군

과 人蔘養榮湯 실험군  경우에도 caspase3단

질 신 는 인 지 않았 나,Aβ peptide처

리 조군에 는 미약하지만 양 신 가 인

었다.

2)Phospho-Erk1/2단백질의 변화 찰

면역 염색 결과, 상군에 는 뚜 한 phospho

-Erk1/2단 질 신 가 찰 었 나 Aβ peptide
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처리 조군에 는 phospho-Erk1/2 단 질  

생 이 감소하 다.Galantamine양 조군에

는 phospho-Erk1/2단 질  생  이 증

가하는 양상  나타내었 나 人蔘養榮湯 실험군

에 는 Aβ peptide처리 조군과 하여 큰 

변 가 없었다(Fig.6).

Fig.6.Identificationofphospho-Erk1/2-positive
cellsinthecerebralcortex.
Brainsectionswereusedfordoubleimmunofluorescence
stainingforNF-200protein(ingreen)andphospho
-Erk1/2protein(red),andthemergedimageswere
showninthefigure.Animalswereadministered
withAβ (200pmol),galatamine(3mg/kg),orISYYT
(400mg/kg).

4)NF-200단백질 찰

면역 염색  찰한 결과,Aβ peptide

처리 조군에 는 상군에 하여 뇌피질 

부 에  신경 포  가지들  다소 축  범

 뻗어있는 것이 찰 었다.그러나 galantamine

양 조군과 人蔘養榮湯 실험군에 는 상군

과 사한 양상  가지 분포를 보 다.

Ⅳ. 고  찰

AD는 고 자  뇌 동  상  특징

 나타내는 퇴행  질  지난 십 

간  많  연구보고에도 불구하고 한 원

인과 료 법이 시 지 못하고 있다.AD  

조직 병리학  특  노인 (amyloidplaque)

 신경 다 (neurofibrillarytangle)  나타

내며,이러한 특 이 병인(pathogenesis)  이해

하  한 근거가 어 많  연구가 진행 고 

있다
29-31)
. 매 자  뇌를 사후 부검시 Aβ 

peptide  축 에 른 상 구조  엉 체가 

포외 질 부분에 잘 찰 고, 포 내부에

는 tau단 질  과인산 에 한 neurofibrillary

tangle구조가 일  찰 며,이러한 구

조가  축 어 노인 이라고 하는 조직학

 구조체를 하게 다
32)
. 매 자  뇌조

직에  찰 는 조직학  특 이 생검 조직에

 찰할  있는 것이 아닌 사후 조직상 특

이  에,  병리학  특 이 매  원

인  작용하는지 또는 매  진행과 에  

부  는 산 인지를 규명하는 것에 

어 움이 있다. 라  많  연구자들  매에 

한 실험동  모델  생 하여   연

구하여 다33-34)
.  amyloidprecursor

protein(APP)  과 시킨 자 이 생 모

델이 개 었는데35,36),  실험동  모델  

통한 연구  핵심 내용  하나는 APP  

상  생 학  에 한 Aβ peptide 과 

매  병리학  과  상 에 한 연구

이다.아울러 많  양 포를 이용한 연구를 통

하여 Aβ peptide  개별 분자들이  포에 

작용하여 독  나타낸다는 것이 입증   있

다37,38)
.

한 학에  ‘痴呆’라는 病名   景岳全書⋅雜

病謨 9)에  “痴獃症,…… 言辭顚倒,擧動不經,

或多汗,或善愁,其症則千奇萬怪,無所不至,脈必

或弦或數,或大或小,變易不常……”,“凡平素無痰

而或以鬱結.......或以驚恐而漸致痴獃”이라 하여 

痴呆  사한 痴獃에 해  었

나,이미  素問⋅調經論 
8)
에  “血幷於上 氣幷於

下 心煩惋善怒 血幷於下 氣幷於上 亂而喜忘”라 

하여 ‘善忘’이라는 억 이 감퇴하는 증상  
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하여 內經時代부  매   인식이 있

 것  보인다. 매  증상  善忘善恐,言

辭顚倒,擧動不經,黙黙不言,不飮不食,忽笑忽歌,

忽愁忽哭,精神淡漠 등이며, 매  원인  주  

痰飮,痰火,瘀血,七情傷,心腎不交,肝腎不足 등

 볼  있다
39-42)
. 매  病機는 肝腎不足,

氣血虧虛,痰濁阻竅,氣滯血瘀 등이며, 법  補

益精氣,補腎健脾,豁痰化濁,行氣活血,淸熱解毒,

益氣養血 등  구분할  있다
10)
.

한편, 학에 는 매를 健忘43-46) 痴呆
43,45,46)

,呆病
43,44,47)

,癲狂
47-49)
,鬱證

44,45.48)
등  범주

에  인식하고 있 며,髓海不足,肝腎陰虛,脾腎

陽虛,心肝火旺,脾虛痰阻,痰濁阻竅,氣滯血瘀 

등  원인  보고 그에 다른 변증시 를 하고 

있다50,51)
.

人蔘養榮湯  宋代   太平惠民和劑局方 19)에 

 이후 明代  龔廷賢이  萬病回春 20)에 

變方하여 재한  “治積勞虛損，四肢倦

怠，肌肉消瘦而少顏色，吸呼氣短，飲食無味也.”

라 하 다. 東醫寶鑑 28)에  “人蔘養榮湯  虛

勞  損證이 어 氣血이 부족하여 몸이 몹시 

여 고 나름하며, 이 가쁘고 식  게 

며 惡寒과 身熱   이 나는 것  료

한다”라 하 며, 萬病回春 20)  方에  茯苓

 祛하고 防風  加하 다.人蔘養榮湯  方劑

를 살펴보면 人蔘,黃芪,五味子는 補肺하여 氣

 하여  生血하게 하고,甘草,陳皮,白朮  健

脾하며 通血  하고 當歸,白芍藥  養肝하여 藏

血  하고 熟地黃  滋腎하여 腎精  하여  

血  生하게 하며,黃芪,防風  固表하고,陳皮,

生薑  疏通祛痰하며 五味子는 補肺潤津하고 肉

桂는 溫散하고 諸藥  能導하여 入營生血 하며 

大棗는 補營하고 甘草는 調和諸藥하며 遠志는 

腎氣를 能通하여 心에 上達하게 함 써 補陰

補血 補氣補陽  功效가 있다52)
.

人蔘養榮湯에 한 실험  행연구에 르면 

하
21)

는 人蔘養榮湯  항암  면역조 에 미

는 향에 한 연구에  人蔘養榮湯이 임 구

를 증식시키고 NK-activity  IL-2  생산능  

증가시킨다고 보고하 고,  등
22)

 人蔘養榮湯  

생 에게 경구 여시 thymocytes  splenocytes

 포생존  증가시키고 helperT 포  

Th1 포를 한다고 하 다.
26)

 人蔘養

榮湯에 녹용  가한 처 이 신독   면역 포

를 감소시킨다고 하 며,Nam 등23)  人蔘養

榮湯 경구 여가 외부 자극에 한 피부장벽 

손상  억 하는 효과가 있다는 것  다.  

등27)  갱  자 15 에 人蔘養榮湯 여를 

한 임상 고찰에  人蔘養榮湯 복용이 인지 능

 향상  가 다고 하 나,그 에 

해  명 하게 진 것  없었다.Huang

등24)  人蔘養榮湯 구  약 들  항산  효과 

 뇌 포 보  효과를 실험  연구 보고하

고,  등25)  人蔘養榮湯 추출 이 human

neuroblastomacell과 태아 뇌 도 민 포에  

6-OHDA  도  포독 에 한 보 효과를 

실험  연구 보고하 나 AD   병

태 에 한 연구는 부족한 실 이다.

이에 자는 상  행 연구  결과를 탕

  韓醫神經精神科學 10)에  精竭神衰型 健忘

에  養營固本,補精益腦  治法에 용 는 

인 治方  시  人蔘養榮湯이 뇌  신

경 포에 하여 양  효과가 있  것  사

료 어 본 실험  계획 실시하 다.

 양 PC12 포에 하여 Aβ  처리에 

한 포  독  효과를 포  능  변  

즉, 사 도  변 , 태  변 ,그리고 생

학  도  변  등  법  분 하

다. 사 도는 MTT분  이용하 는데,A

β 처리에 하여 PC12 포  생존 이 40%
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 감소하 나 人蔘養榮湯  처리한 실

험군  경우 포  생존 이 80%  크

게 개 어 人蔘養榮湯이 PC12 포  생존  

향상에 여한다는 것  인하 다.이러한 

포생존  변  포  태  변  

상  알아보  해 포 태,핵 태,자멸

경 분  가지 법  통하여 포를 분

하 다.PC12 포  태  변 는 신경 양인

자(nervegrowthfactor;NGF)  처리에 하여 

신경돌  장  도한 후 약재 처리에 한 

변 를 손쉽게 찰할  있다
53)
.PC12 포  

경우 NGF처리에 하여 신경돌  장  

미경 상에  찰할  있었다(Fig.1).이러한 

신경돌 는 Aβ 처리에 하여 축 었고,신경

포에 특이  존재하는 neurofilament단

질  염색함 써 사한 태  변 를 인

하 다. 라  Aβ는 PC12 포  사멸  도

하며,人蔘養榮湯  이러한 사멸  지연하거나 

막는 법  포  생존  향상시키는 것

 단 다.

신경 포에 있어 mitogen activated protein

kinase(MAPkinase)  가 요한 역할  

하는 것  알  있다.MAPkinase는 일

 포  외부에  주어지는 growthfactor,

osmoticshock,stress등 여러 종  자극에 

하여 단계별 인산 과  통하여 를 진

행하는 인산 단 질 집단 ,Externalsignal-

regulatedproteinkinase(Erk)54),c-Jun-N-terminal

kinase(JNK)
53,55)
,p38kinase

53)등이 이에 속한다.

이 단 질들  Erk부   단 질인 

Erk1과 Erk2는 구조  능  매우 사하

여 Erk1/2  통칭하여 분 다54)
.Erk1/2는 하

 질  CREB나 MEF2C등  포  생존

이나 증식에 여하는 경 를 에 여하

는 단 질  에 여하는 면,JNK  

p38단 질  포에 주어지는 스트 스 등에 

한 포  자멸경  에 여한다
53)
.

본 실험에 는 PC12 포  생존   생 학

  조사하  하여 Aβ  人蔘養榮湯  

동시 처리 후 인산  Erk1/2(phospho-Erk1/2)  

phospho-c-Jun  생  조사하 다.Phospho

-Erk1/2  경우 Aβ 처리에 하여 감소하

나 人蔘養榮湯  처리에 하여 생 이 증

가하는 양상  보여(Fig.2).人蔘養榮湯에 한 

포생존  에 Erk1/2  경 가 

여할 가능이 있는 것  해 할  있다.

人蔘養榮湯 처리에 한 Aβ 매개  매모델 

생 에  신경보  효과를 조사하  하여 Aβ

를 뇌실(lateralventricle)부 에 주입 후 해마

 뇌피질 부 에  조직학  생 학  변

를 조사하 다. 뇌 엽 부 에 한 해마

는 단 억  보를 장 보  처리하는 역

할  하는 것  잘 알  있다56)
.또한 뇌조

직에 뇌졸 이나 간질 등 허   과 분  

자극   경우 신경 포  손상  나

타내는 것  알  있다57,58)
.인간이나 실험

동  통한 연구에 르면 매 자  뇌피

질 부 는 면 해부학 ,조직학  구조에 있어 

포가 크게 축 어 있는 것이  특징

 찰 다. 매 자  뇌 조직에 한 fMRI

상 분 에 르면 해마조직 역시 크게 축

어 있는 것  보고 었다
59)
. 라  본 연구에

는 Aβ 처리에 한 해마나 뇌피질  조직

학  생 학  변 를 조사하고 人蔘養榮湯 처

리에 하여 변 가 는지 조사하 다.

 신경 포  조직학  결체  조사하  

하여 신경 포 특이  단 질인 NF-200  면역

염색  통하여 신경 포  가지가 뻗어나는 

분포를 분 하 다.Aβ를 처리한 경우 상동

에 하여 해마나 뇌피질  신경 포에  신
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경돌  장이 상당히 한 어 있었 나,

galantamine  처리한 양 조군과 人蔘養榮湯

 처리한 실험군에 는 포가지  태  양

상이 상군과 사하게 회복 었다(Fig.3).신

경돌  한  신경 포  축과  것

이며 人蔘養榮湯 처리에 하여 신경돌  

장이 회복  것  사료 다.

人蔘養榮湯 처리에 한 신경 포  생존   

사멸  알아보  하여 phospho-Erk1/2

 caspase3생  변 를 조사하 다.해

마조직  경우 phospho-Erk1/2는 Aβ 처리 후 

히 소멸 었 나 galantamine양 조군과 

人蔘養榮湯 실험군에  상군  회복

었다(Fig.5). 면 뇌피질 조직에 는 각각  

처리군 간에 한 차이를 나타내지 않았다(Fig.

6).이러한 조직  차이는 신경 포 간  본질

인 외부손상에 한 민감도  차이를 하는 

것  사료 며,人蔘養榮湯 처리에 하여 

phospho-Erk1/2이 상군  회복  것

 미루어 보아 人蔘養榮湯이 포  생존 에 

양  작용하  암시한다.Caspase3는 해

마조직과 뇌피질  Aβ 처리 조군에  면역

염색 결과 낮  이지만 신 가 찰

었 며,人蔘養榮湯 처리에 하여 신 가 감소

하 다(Fig.4A).이러한 결과는 Aβ에 한 포

손상에 포자멸(apoptosis)경  가 크

게 여하지 않고 있다는 것  암시하며,동시에 

다른 포사멸 인 사가 었  가

능  암시한다.즉 본 실험조건 하에  Aβ 처

리에 하여 도 는 포  손상  포

를 히 사멸시키는 도가 아닌 손상경  

 이었  것  추 다.Erk1/2  

caspase3경 에 한 결과를 종합하면,Aβ 처

리에 한 포손상  손상 경  가 

人蔘養榮湯  처리에 하여 억  효과를 나타

낸 것  평가 다.

본 연구 결과를 요약하면,Aβ 처리가 양 

PC12 포  생  해마조직 포  뇌피

질  신경 포를 손상시키는 결과를 래하며 

人蔘養榮湯  손상 부  해당 포를 회복시

키는 효과를 나타냈다. 라  Aβ가 매 자

 뇌에  생 어 뇌조직  퇴행에 다

는 사실  고 하면 人蔘養榮湯  신경조직 손

상  인해 야   있는 AD 료를 한 

약  용   있  것  단 며,향후 

人蔘養榮湯  약리학    임상  용에 

한 연구가 지속  이루어 야 할 것  

사료 다.

V. 결  론

人蔘養榮湯이 Aβ를 처리한 PC12 양 포  

생  해마조직 포  뇌피질  신경 포

 손상에 미 는 향에 해 실험  찰

한 결과,다 과 같  결  얻었다.

1.MTT분 과 포조직학  분 결과,人蔘養

榮湯  Aβ를 처리한 PC12 포  생  해마

조직  dentategyrus부  hilus부 ,CA3,

CA1pyramidalcell   생  뇌피질  

신경 포에  포  생존  향상시 고,

포  태를 상 포  사하게 회복시

다.

2.人蔘養榮湯  Aβ를 처리한 PC12 포  생

 해마조직  생  뇌피질  신경 포에

 Aβ  처리에 하여 증가  포  자멸

도 단 질인 caspase3  생   억

시 다.
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3.人蔘養榮湯  Aβ를 처리한 PC12 포  생

 해마조직  생  뇌피질  신경 포에

 Aβ  처리에 하여 감소  포  생존

에 여하는 단 질인 phospho-Erk1/2  생

  증가시 다.

4.人蔘養榮湯  손상 신경 포에 한 효과는 

양 조군  이용  galantamine처리군

과 사한 양상  나타내었 며, 양 PC12

포  해마  뇌피질  신경 포에  

사한 식  효과를 나타내었다.

이상  결과  人蔘養榮湯  Aβ를 처리한 

AD연계  뇌조직에  신경 포  손상에 회복

효과를 갖는 것  평가 며,AD  료에 

용   있  것  단 다.
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