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Glutamate로 유도된 C6 glial 세포 자멸사에 대한 淸心蓮子飮의
보호효과
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ABSTRACT
Objective : The water extract of Chungsimyeonja-eum (CSYJE) has traditionally been used in treatments of heart

diseases and brain diseases in Oriental medicine. However, little is known about the mechanism by which CSYJE protects
neuronal cells from injury damages. Therefore, in this study we attempted to elucidate the mechanism of the cytoprotective
effect of the CSYJE extract on glutamate-induced C6 glial cell death.

Methods : Cultured cells were pretreated with CSYJE and exposed to glutamate, cell damage was assessed by using MTT
assay and propidium iodide (PI), probe 2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA) staining. Western blotting was performed
using anti-procaspase-3 and anti-PARP, respectively.

Result : We determined the elevated cell viability by CSYJE extract on glutamate-induced C6 glial cell death. Glutamate
induced DNA fragmentation on C6 glial cells but pre-treatment with CSYJE inhibited DNA fragmentation. One of the main
mediators of glutamate-induced cytotoxicity was known to generation of reactive oxygen species (ROS). Pre-treatment with
CSYJE inhibited this ROS generation from glutamate-stimulated C6 glial cells. Also, we identified that the ROS-induced
DCF-DA green fluorescence was reduced by CSYJE pre-treatment. The critical markers of apoptotic cell death are the
cleavages of procaspase-3 protease and PARP proteins, so we checked the expression level and cleavages of procaspase-3
protease and PARP proteins. Glutamate-treated C6 glial cells showed the cleavages of procaspase-3 protease and PARP
proteins and followed the reduction of expression of these proteins.

Conclusion : These findings indicate that CSYJE may prevent cell death from glutamate-induced C6 glial cell death by
inhibiting the ROS generation and procaspase-3 and PARP expression.
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Ⅰ. 서 론

현대사회의 발달과 더불어 노령 인구가 증가하

면서 노화에 따른 여러 퇴행성 신경계질환이 사회
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적 문제로 대두되고 있으며, 허혈성 뇌졸중, 알츠

하이머병, 파킨슨병과 같은 퇴행성 신경계질환이

꾸준히 증가하고 있다
1,2
. 퇴행성 신경계질환의 치

료를 위하여 여러 다양한 치료법이 진행 혹은 제

시되고 있지만 아직 획기적인 치료법은 없는 실정

이다. 따라서 신경세포를 보호할 수 있는 적절한

치료법을 개발하는 것이 요구되고 있다
3,4
.

중추신경세포 손상은 그 기전이 명확하게 밝혀

지지 않았지만 세포막의 파괴, 세포의 팽창, 용해

를 동반하는 괴사와 glutamate에 의한 흥분독성,

이온통로를 통한 칼슘의 세포 내 유입, 산소자유기

에 의한 산화적 손상, acidosis 등의 다양한 생체

내의 생화학적 기전이 단독 또는 복합적으로 작용

하여 나타나는 것으로 보고되었다
5,6
.

Glutamate는 척추동물의 중추신경계에서 중요

한 흥분성 신경전달물질로 뇌 신경조직에 존재하

는 수용체에 작용하며, 다양한 생리작용에 관여하

는 것으로 알려져 있다. 그러나 뇌허혈 같은 어떠

한 손상이나 자극에 의해 glutamate의 유리가 증가

되면 신경아교세포에 의한 재흡수가 감소하여

glutamate가 신경연접부위에 축적되어 독성을 유

발하고, cytokine 증가, 활성산소종(Reactive oxygen

species, ROS) 생성 유도, 산화적 스트레스 등을 유

도하여 신경세포의 손상을 초래하게 된다
7-11
. 또한

활성산소종은 활성화된 호중구, xanthine oxidase,

미토콘드리아 호흡 및 arachidonic acid의 대사과정

을 통해서 생성 된다
12
. 세포 내에서 생성된 활성산

소종을 제거하기 위한 생리적 방어기전이 작용하

지만, 과도한 활성산소종은 이들 방어체계를 초과

하여 세포손상을 초래한다
13
.

淸心蓮子飮은 宋代《太平惠民和劑局方》
14
에 처

음으로 수록된 처방으로 心火가 上衝하여 나타나

는 제반 증상에 응용할 수 있다고 하였으며, 임상

적으로 신경정신질환 및 중풍 등에 활용되고 있다
15-17
. 또한 최근 실험적 연구에서는 뇌허혈에 대한

보호효과
18
, 항스트레스 작용에 대한 효과

19
등이

보고되었다.

이에 본 연구에서는 신경세포 손상에 대한 淸心

蓮子飮의 보호효과를 알아보기 위하여 glutamate

로 유도된 C6 glial 세포에서 淸心蓮子飮을 전처리

한 후 세포생존율의 변화, DNA 분절, caspase-3

protease 및 PARP 단백질, 활성산소종 중 하나인

H2O2의 생성 등을 관찰하여 유의한 결과를 얻었기

에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 재료와 방법

1. 재 료

1) 약 재

본 실험에 사용된 淸心蓮子飮의 처방은 《方藥

合編》
15
에 의거하여 사용하였다. 약재는 원광대학

교 전주 한방병원에서 구입한 후 정선하여 사용하

였으며, 한 첩의 내용과 분량은 Table 1과 같다.

韓藥名 生藥名 重量 (g)

蓮子肉 Nelumbo Semen 8.0

人 蔘 Ginseng Radix 4.0

黃 芪 Astragali Radix 4.0

赤茯苓 Poria 4.0

黃 芩 Scutellariae Radix 2.8

車前子 Plantaginis Semen 2.8

麥門冬 Liriopis Tuber 2.8

地骨皮 Lycii Radicis Cortex 2.8

甘 草 Glycyrrhizae Radix 2.8

Total amount 34.0

Table 1. Prescription of Chungsimyoenja-eum

2) 세포주

백서 C6 glial 세포주는 ATCC (American Type

Cell Culture)로부터 구입하여 계대배양하면서 실

험을 실시하였다.

3) 시약 및 기기

실험에 필요한 Dulbeccos modified Eagles

medium (DMEM), 항생제, trypsin 및 우태아 혈

청 (fetal bovine serum, FBS)은 GIBCO BRL사
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(Grand Island, NY, USA)제품을 사용하였으며, 배

양용기 (24 well plate와 10cm dish)는 Falcon사

(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)에서 구입

하여 사용하였다. 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5

-diphenyl, tetra zolium bromide (MTT), 4',6-

diamidino-2-phenylindole (DAPI), bicinchoninic

acid (BCA), dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Sigma

사 (St. Louis, Missouri, USA)에서 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 약재는 물을 용매로 사용한 추출

방법을 이용하여 본 실험에 사용하였다. 물 추출물

은 淸心蓮子飮 4첩 (136.0 g)에 증류수 2 ℓ를 가

하여 냉각기를 부착한 환저플라스크에서 2시간 끓

인 다음, 거즈로 여과하였고, 3,200 rpm으로 20분

동안 원심분리 후 감압농축기로 농축한 다음, -7

0℃ 에서 12시간 이상 동결시키고, freeze dryer로

동결 건조하여 23.5 g의 시료를 얻었다. 얻어진 淸

心蓮子飮 시료를 세포배양용 DMSO에 용해하여

50 ㎎/㎖의 저장용액을 조제하여 사용하였다.

2) 세포배양

세포는 37℃, 5% CO2 세포 배양기에서 열에 의

해서 비활성된 10% FBS가 포함된 DMEM 배양액

으로 배양하여 실험 목적에 따라 사용하였다.

3) 세포생존율 측정

세포생존율은 MTT 분석방법을 이용하여 ELISA

분석기로 흡광도 570 ㎚에서 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,

배양액을 제거하고 1 ㎖ DMSO를 첨가하여 세포

를 용해시킨 다음, 분광광도계 (THERMO max,

USA)를 이용하여 540 ㎚ 파장에서 흡광도를 측정

하였다. 세포생존율은 정상 대조군과 비교하여 백

분율(%)로 표시하였다.

4) 유세포분석기 (flow cytometry)를 이용한 세

포주기 분석

세포사멸에 미치는 영향을 알아보기 위하여

propidium iodide (PI)로 DNA를 염색한 후 유세

포분석기 (flow cytometry, FACSCalibur, BD

Biosciences)를 이용하여 형광의 세기를 측정하였

다. 세포에 시약을 처리하여 시간별로 포집하여

PBS로 2회 세척하였다. 세척한 세포 (1 × 10
6
)의

DNA는 PI 용액 (0.1% Triton X-100, 20 ㎍/㎖

PI, 200 ㎍/㎖ RNase) 600 ㎕로 20분 동안 반응시켰

다. 유세포분석에서 얻은 정보의 분석은 CellQuest

software (Becton Dickinson)를 이용하였다.

5) 핵의 형태학적 관찰

세포는 4% formaldehyde 용액에 고정한 후

PBS로 세척하고, 10 μΜ DAPI로 10분간 염색한

다음, 다시 PBS로 세척하여 형광현미경 (Leica

MPS60, Germany)으로 핵의 형태학적 변화를 관

찰하였다.

6) 세포 내 H2O2 생성의 측정

세포 내 H2O2의 생성을 측정하기 위하여 형광

probe 2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA,

Sigma사)를 이용하였다. 비형광물질인 DCF-DA는

세포 내 hydrogen peroxide와 관련된 peroxides 존

재 시 형광의 DCF로 변환되어 녹색의 형광을 발

한다. 세포에 淸心蓮子飮 등을 처리한 후 세포를

수확하기 전에 5 μΜ DCF-DA를 처리하여 37℃에

서 30분 동안 배양하였다. 배양한 세포는 PBS

(pH 7.4)로 세척하고 1% trypsin-EDTA 용액을 처

리하여 세포를 수확하고, 다시 PBS로 세척하여 유

세포분석기로 형광을 측정하고, CellQuest software

를 이용하여 분석하였다.

7) Western blot analysis

배양된 C6 glial 세포는 포집하여, 냉 PBS로 2회
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세척하였다. 얻어진 세포는 파쇄용액 (50 mM

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

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

4℃에서 30분 동안 반응시켰다. 동량의 세포파쇄액

(200 ㎍)과 2× sample buffer를 혼합하여 100℃에서

3분간 가열하여 단백질의 변성을 유도한 후 12.5%

및 15% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

(SDS-PAGE)를 시행하였다. 전기영동이 끝난 gel

의단백질은 electrotransfer system (Ellard Inc, Seattle,

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

membrane으로 이동시키고, blocking buffer (5%

skim 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 membrane과 상온에서 2시간 동안 반

응시켰으며, 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 1시간 동안 반응시킨 후,

enhanced chemilluminescence kit (ECL kit, Amersham,

England)를 이용하여 현상하였다.

8) 통계처리

모든 실험은 3회 이상 독립적으로 실시하였으며,

통계처리는 Student's t-test에 준하여 처리하였고,

p-value가 최대치 0.05 미만의 경우 유의성이 있는

것으로 판정하였다.

Ⅲ. 결 과

1. Glutamate가 C6 glial 세포의 생존율에 미치는

영향

Glutamate에 의한 C6 glial 세포의 세포독성을

조사하기 위하여 glutamate를 다양한 농도로 24시

간 처리하여 세포생존율을 MTT 방법으로 조사하

였다. C6 glial 세포에서 glutamate 처리 시, 10

mM 농도에서 세포생존율은 80%, 15 mM의 농도

에서 63%, 20 mM 농도에서 48%, 25 mM 농도에

서 29% 그리고 30 mM 농도에서 28%로 농도 의

존적인 세포생존율의 감소를 나타내었다(Fig. 1).

Fig. 1. Glutamate-induced C6 glial cell death in
a dose dependent manner.

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

2. 淸心蓮子飮이 glutamate에 의한 C6 glial 세포의

사멸에 미치는 영향

Glutamate에 의한 C6 glial 세포의 사멸에서 淸

心蓮子飮의 효과를 조사하기 위하여 다양한 농도

의 淸心蓮子飮을 1 시간 전처리한 후 20 mM의

glutamate를 처리하여 24 시간 배양한 다음, 세포

생존율을 MTT 방법으로 조사하였다. C6 glial 세

포에 20 mM 농도의 glutamate 처리 시 50%의 세

포생존율을 보였으나 25 ㎍/㎖ 농도의 淸心蓮子飮

을 전처리하였을 경우 62%의 세포생존율을 나타

내었으며, 50 ㎍/㎖ 농도의 淸心蓮子飮 전처리 시

72%, 100 ㎍/㎖ 농도의 淸心蓮子飮 전처리 시

89%, 200 ㎍/㎖ 농도의 淸心蓮子飮 전처리 시 97%

의 세포생존율을 나타내었으며 300 ㎍/㎖ 농도 이

상의 淸心蓮子飮 처리 시 대조군 수준의 세포생존

율을 보여 glutamate에 의한 세포사멸을 뚜렷하게

보호하였다(Fig. 2). 따라서 glutamate에 의한 C6

glial 세포의 사멸에 대한 淸心蓮子飮의 보호효과는
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300 ㎍/㎖ 농도에서 적절한 효과를 보인다고 판단

하여 이후 기전 분석을 위한 실험에 적용하였다.

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

CSYJE treated 1 hr before treating glutamate
and incubated for 24 hrs. The cell viability
was assessed by MTT assay. Data represent the
mean ± S.E.M. of three individual experiments.
* p<0.05

3. Glutamate에 의한 C6 glial 세포의 사멸에서

Sub-G0 분획의 변화

Glutamate에 의한 C6 glial 세포의 사멸에서 PI

염색 후 유세포분석기를 통해 Sub-G0 분획의 변화

를 조사하였다. 정상 세포핵의 DNA는 G1, S 및

G2/M기로 나타내며 세포자멸사 유도 시 분절된

DNA가 Sub-G0 분획으로 증가된다. C6 glial 세포

에 glutamate를 24시간 동안 다양한 농도로 처리한

결과, 대조군 세포의 Sub-G0는 1.5%이었으며, 15

mM 농도의 glutamate 처리 시 Sub-G0는 9.7%이

었고, 15 mM 농도에서는 26.1%, 20 mM 농도에서

는 50.0%, 25 mM 농도에서는 58.5% 그리고 30

mM 농도에서는 72.1%의 Sub-G0 분획을 나타내어

glutamate 처리 농도에 의존적으로 Sub-G0 분획의

분절된 DNA 양이 현저히 증가하였다(Fig. 3).

Fig. 3. Glutamate-induced apoptosis of C6 glial
cells in a dose dependent manner.

C6 glial cells were treated for 24 hrs at the
indicated concentration. After PI staining, the
fluorescence intensity of more than 10,000 cells
was analyzed using a flow cytometry.

4. 淸心蓮子飮이 glutamate에 의한 C6 glial 세포의

사멸에서 Sub-G0 분획에 미치는 영향

Glutamate에 의한 C6 glial 세포의 Sub-G0 분획

증가에 대한 淸心蓮子飮의 보호효과를 PI 염색 후

유세포분석기를 통해 조사하였다. 300 ㎍/㎖ 농도

의 淸心蓮子飮을 C6 glial 세포에 1시간 전처리한

후 20 mM 농도의 glutamate를 처리하여 24시간

배양하였다. Sub-G0 분획은 대조군 C6 glial 세포

의 1.2%에 비해 glutamate 처리 시 48.9%로 증가하

였으나 淸心蓮子飮을 전처리한 실험군에서는 1.6%

의 Sub-G0 분획을 보여 대조군 수준으로 감소하였

다. 이때 淸心蓮子飮 단독처리에 의한 Sub-G0 분획

은 0.9%를 나타내었다(Fig. 4). 이러한 Sub-G0 분

획은 직접적으로 세포자멸사를 의미하므로 반대로

세포생존율로 환산하여 그래프로 나타내면 Fig. 5

와 같다. C6 glial 세포에 20 mM 농도의 glutamate

처리 시 세포생존율은 51.1%, 300 ㎍/㎖ 농도의 淸

心蓮子飮 처리 시 세포생존율은 98.4%로 대조군

98.8% 수준으로 회복되었고, 이때 淸心蓮子飮 단독

처리 시 세포생존율은 99.1%로 淸心蓮子飮 자체의

C6 glial 세포독성은 없었다(Fig. 5).
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Fig. 4. Protective effect of CSYJE on glutamate
-induced apoptosis in C6 glial cells.

C6 glial cells were pre-treated with 300 ㎍/㎖ of
CSYJE and 20 mM glutamate was stimulated
for 24 hrs. DNA fragmentation was assessed by
PI staining and FACS analysis.

Fig. 5. Cell viability from PI/FACS analysis from
Fig. 4 experiment.

Fragment DNA contents were directly presented
to cell viability (% of control). Data represent
the mean ± S.E.M. of three individual experiments.
* p<0.05

5. 淸心蓮子飮이 glutamate에 의한 C6 glial 세포의

자멸사에서 형태학적 변화에 미치는 영향

Glutamate에 의한 C6 glial 세포의 사멸이 세포

자멸사 기전에 의하여 매개됨을 형태학적으로 확

인하고자 핵산의 DAPI 염색을 수행하였다. C6

glial 세포에 300 ㎍/㎖ 농도의 淸心蓮子飮을 1시간

전처리한 후 20 mM의 glutamate를 24시간 처리하

였다. 대조군에서는 DAPI 염색 시 청색 형광의 뚜렷

한 타원형의 핵의 형태를 나타낸 반면에 glutamate

처리 시 응축된 핵의 형태를 나타내었다. 그러나

淸心蓮子飮 전처리 시 타원형의 핵 모양을 보여

대조군과 유사한 형태를 보였다. 이때 淸心蓮子飮

단독처리에 의한 세포핵의 형태적 변화는 없었다

(Fig. 6).

Fig. 6. CSYJE inhibited glutamate-induced nuclear
condensation of C6 glial cells.

C6 glial cells were pre-incubated for 1 hr and
treated with 20 mM glutamate for 24 hrs. After
staining with DAPI cells were observed under
fluorescent microscope.

6. 淸心蓮子飮이 glutamate에 의한 C6 glial 세포의

자멸사에서 caspase-3 protease 및 PARP 단백

질의 분절에 미치는 영향

淸心蓮子飮이 glutamate에 의한 C6 glial 세포독

성에 대한 보호효과에서 세포사멸의 신호전달 기

전에 관여하는 caspase-3 protease와 PARP 단백질

의 발현을 Western blot 분석법을 통해 조사하였

다. C6 glial 세포에서 淸心蓮子飮을 1시간 전처리

한 후 20 mM 농도의 glutamate를 24시간 처리하

여 각각의 세포를 포집, 파쇄한 후 세포 부유액으

로부터 procaspase-3 protease와 PARP 단백질의

발현 변화를 조사하였다.

Glutamate를 C6 glial 세포에 처리한 결과

procaspase-3 protease는 감소하였고, PARP 단백질
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은 분절되었다. 淸心蓮子飮을 전처리한 실험군에서

procaspase-3 protease는 대조군 수준으로 발현이

증가되었고, PARP 단백질의 분절도 감소하였다.

淸心蓮子飮 단독처리군에서 procaspase-3 protease

나 PARP의 분절은 거의 변화가 없었다. 이때 단

백질양은 β-actin을 통하여 동일한 양임을 확인하

였다(Fig. 7).

Fig. 7. CSYJE inhibited the cleavages of procaspase-3
protease and PARP proteins in glutamate
-treated C6 glial cells.

Cells were treated at the indicated concentrations
and incubated for 24 hrs. Cells were harvested
and total protein was analyzed with western
blot method.

7. 淸心蓮子飮이 glutamate에 의한 C6 glial 세포의

사멸에서 세포 내 H2O2의 생성에 미치는 영향

Glutamate에 의한 C6 glial 세포의 사멸에서 淸

心蓮子飮의 보호효과에 대한 기전을 연구하기 위

하여 세포 내 활성산소종 중 하나인 H2O2의 생성

을 형광염색을 통해 조사하였다. DCF-DA는 활성

산소종 중 세포 내 H2O2와 반응하여 녹색형광이 증

가한다. 따라서 세포 내 H2O2의 생성은 DCF-DA로

염색하여 유세포분석기를 통하여 관찰하고 변화량

을 %로 표시하였다. C6 glial 세포에 20 mM 농도

의 glutamate를 24 시간 처리 시 그래프(red)가 오

른쪽으로 이동하여 형광이 증가하였으므로 세포

내 H2O2가 생성이 증가되었음을 알 수 있었다. 그

러나 淸心蓮子飮을 1시간 전처리하고 glutamate를

처리하였을 경우 다시 왼쪽으로 이동하여 세포 내

H2O2의 양이 감소하였다(blue). 이때 淸心蓮子飮

단독처리군(yellow)은 대조군(skyblue)과 동일한

형광세기를 나타내었다(Fig. 8). 또한 세포 내 생성

된 H2O2를 형광현미경으로 관찰한 결과, C6 glial

세포에 glutamate 처리 시 H2O2의 생성을 녹색 형

광으로 관찰할 수 있었으나 淸心蓮子飮 전처리 시

녹색 형광이 관찰되지 않았다(Fig. 9). 이상의 결과

를 정량화하여 대조군에 비해 증가된 H2O2의 양을

히스토그램으로 표현하였다(Fig. 10).

Fig. 8. Potective effect of H2O2 generation in
glutamate-induced C6 glial cell death.

CSYJE and/or glutamate were treated at the
indicated concentrations and incubated for 24
hrs. Fluorescent dye DCF-DA was stained
and FACS analysis was performed.

Fig. 9. Representative H2O2 formation with DCF-DA
on C6 glial cells.

CSYJE and/or glutamate were treated at the
indicated concentrations and incubated for 24
hrs. Fluorescent dye DCF-DA was stained and
microscopic analysis was performed.
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Fig. 10. Quantitative representation for H2O2 formation
by glutamate and/or CSYJE on C6 glial
cells.

CSYJE and/or glutamate were treated at the
indicated concentrations and incubated for 24
hrs. Data represent the mean ± S.E.M. of three
individual experiments. * p<0.05

Ⅳ. 고 찰

알츠하이머병, 파킨슨병 및 뇌졸중 등과 같은 다

양한 신경계질환들은 조직 및 세포수준의 다양한

생화학적 기전들을 통하여 여러 유관세포들의 자

멸사 과정으로 진행되는 것으로 알려져 있다20-22.

퇴행성 신경계질환에서 중추신경세포 손상에 관여

하는 물질은 여러 가지가 있으나 그 중 대표적인 것

은 아미노산계의 흥분성 신경전달물질인 glutamate

이다. Glutamate는 척추동물의 중추신경계에서 중

요한 신경전달물질로서 뇌에 분포되어 있는 수용

체에 작용하여 여러 다양한 생리작용에 관여하며

뇌의 원활한 기능 유지에 필수적이지만 손상이 진

행될 경우 다량의 glutamate가 유리되어 여러 병리

적 작용의 원인이 된다9-11.

다량의 glutamate가 유리되거나 혹은 glutamate

수용체의 민감도가 상승하면 신경세포에 손상을

주게 되는데, 이것은 산화적 스트레스의 증가, 세

포 내 여러 이온들의 농도 증가 등이 매개한다. 산

화적 스트레스는 퇴행성 신경계질환의 병리에서

중요한 역할을 하며 핵산, 단백질 및 지질에 손상

을 주고 미토콘드리아에도 영향을 주어 세포 내

활성산소종의 농도 증가를 유도한다
23
.

고농도의 활성산소종은 항산화 메카니즘을 억제

하여 신경세포의 사멸을 유도한다
24
. 활성산소종은

free radical로서 산소대사의 정상적 생성물이고, 여

러 기전을 통해 허혈성 재관류 등의 과정 동안 과

량이 생성된다. 세포 내 활성산소종이 과다하게 생

성될 경우 JNK 경로의 활성화 혹은 NF-κB 전사

인자의 활성화를 통하여 손상을 유도하며 심한 경

우에는 미토콘드리아가 활성화되어 cytochrome c

가 방출되어 세포사멸을 일으키게 된다
25-28
. 따라서

과량의 산화적 스트레스에 의해 산화와 항산화간

의 균형이 깨졌을 때 신경세포 손상이 일어날 수

있기 때문에 활성산소종의 조절이 퇴행성 신경계

질환에서 매우 중요하다
29
.

淸心蓮子飮은 蓮子肉, 赤茯苓, 人蔘, 黃芪, 黃芩,

車前子, 麥門冬, 地骨皮, 甘草로 구성되어 있으며,

蓮子肉은 健脾, 止瀉, 澁精, 養心氣하는 작용이 있

으므로 麥門冬과 더불어 淸肺補心하고 여기에 人

蔘, 黃芪가 배합되면 止渴生津益氣가 보강된다. 한

편 黃芩과 地骨皮는 淸肺心熱하고 車前子, 赤茯苓

은 滲濕利水한다. 甘草는 淸熱之劑와 配伍되면 瀉

火하고, 補氣之劑와 配伍되면 補益和中하므로 諸藥

을 調和한다
16,30
. 따라서 淸心蓮子飮은 淸熱利水之

劑와 生津益氣之劑로 구성된 補瀉兼治方이며, 益氣

滋陰 또는 淸心心火의 효능이 있으므로 心火가 偏

旺하고 氣陰兩虛로 인한 濕熱下注, 遺精淋濁, 피로

시 발생하는 血崩帶下, 腎陰不足으로 口乾舌燥, 煩

燥發熱하는 증후에 사용되고, 최근에는 당뇨병, 신

장결핵, 만성방광염, 신경쇠약 등의 신경정신질환

및 뇌혈관질환 등에 응용되고 있다
15-17
.

淸心蓮子飮에 대한 실험적 연구로는 고혈당에

대한 효과
31,32
, 미세변화 신증후군에서의 면역조절

작용
33
, 심근세포에 대한 보호효과

34
등이 있고, 뇌

신경계에 관련된 실험적 연구로 뇌허혈에 대한 보

호효과
18
, 항스트레스 작용에 대한 효과

19
등이 보

고되었으며, 淸心蓮子飮의 단일 구성약물의 뇌신경

계에 대한 실험적 연구를 살펴보면 인삼의 신경보
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호효과
35,36
, 연자육의 항우울효과 및 도파민 세포독

성에 관한 보효효과 등이 있다
37,38
.

최근 허혈성 뇌질환, 퇴행성 신경계질환에 대한

관심이 커지면서 신경세포 손상에 대한 한약재의

방어기전 연구가 활발히 진행되고 있는 가운데 신

경세포 손상의 중요한 원인인 glutamate에 의한 신

경세포 손상에서 한약재의 보호효과에 대한 연구

가 활발히 진행되고 있다
39-42
. 그러나 淸心蓮子飮의

신경세포 보호효과에 대한 연구는 아직 보고되지

않았다.

이에 본 연구에서는 신경세포 손상에 대한 淸心

蓮子飮의 보호효과를 알아보기 위하여 glutamate

로 유도된 C6 glial 세포에서 淸心蓮子飮을 전처리

한 후 세포생존율의 변화, DNA 분절, caspase-3

protease 및 PARP 단백질, H2O2의 생성 등을 조사

하였다.

우선 glutamate가 C6 glial 세포에 나타내는 세

포독성을 알아보기 위하여 glutamate 농도별로 C6

glial 세포에 24시간 동안 처리한 후 MTT 분석방

법을 통하여 세포 생존율을 조사한 결과 glutamate

의 농도에 의존적으로 C6 glial 세포의 사멸이 유

도되었다(Fig. 1). 이때 淸心蓮子飮의 세포 보호효

과를 알아보기 위하여 淸心蓮子飮을 다양한 농도

로 C6 glial 세포에 1시간 전처리한 후 20 mM 농

도의 glutamate를 처리하여 24시간 동안 배양한 결

과 淸心蓮子飮의 농도에 의존적으로 glutamate에

의한 세포생존율의 감소가 억제되었다(Fig. 2).

한편, 세포자멸사의 전형적인 특성인 핵산의 분

절현상은 PI 염색 후 유세포분석과 DAPI 염색 후

형광현미경 관찰을 통해 확인하였다. 그 결과 C6

glial 세포는 glutamate 농도에 의존적으로 DNA의

분절이 증가되는 전형적인 세포자멸사를 나타내었

으나 淸心蓮子飮은 세포자멸사를 보호하였다(Fig.

3, 4, 5).

세포자멸사의 작용기전으로는 Fas/Fas L system,

sphingomyelin/ceramide 경로, 초기발현유전자 (early

immediate gene)의 활성화, Bcl2 family proteins,

caspase family cysteine protease, 그리고 endonuclease

등이 관여하는 것으로 보고되었다
43-45
. 본 실험에서

도 C6 glial 세포에서 glutamate에 의해 DNA의 분

절과 Sub-G0 분획이 증가하는 세포자멸사의 특징

을 보였으므로 신호전달계인 caspase family cysteine

protease의 발현 변화를 조사하였다.

본연구에서 caspase-3 protease의활성은procaspase-3

protease의 분해와 하방단백질인 PARP의 분절을

통해 확인할 수 있었으며, 淸心蓮子飮을 전처리하

였을 경우 procaspase-3의 분해와 PARP 단백질의

분절은 나타나지 않았다(Fig. 7). 하지만 상방 신호

전달계인 caspase-8과 caspase-9의 발현은 조사하

지 않아 이에 대한 보다 정확한 기전 알아보기 위

해서 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.

활성산소종의 생성과 제거의 평형 유지는 생체

의 항상성 유지에 중요하다
46
. 산소가 불안정하게

산화되어 생성되는 활성산소종은 사립체 호흡 사

슬의 효소반응이나 해독반응, 유리 방사선, 가시광

선 및 자외선 조사 등에 의한 세포병리반응에도

연관이 있는 것으로 알려져 있으며, 생체에는 free

radical에 의한 세포손상을 방지하는 superoxide

dismutase (SOD), catalase 및 glutathione peroxidase

(GPX) 등과 같은 항산화 효소계와 요산, glutathione,

sulphydryl groups 및 melanine 등과 같은 항산화

물질이 있다
47
. 본 연구에서도 glutamate 처리 시

C6 glial 세포에서 농도 의존적으로 H2O2의 생성이

증가하였고, 이때 淸心蓮子飮은 H2O2의 생성을 억

제하였다(Fig. 8). 그러나 세포 내 활성산소를 제거

하는 SOD나 GPX 단백질 등의 발현 변화는 측정

하기가 어려웠다. 따라서 추가 연구를 통해 항산화

단백질의 발현 변화에 대한 연구가 요구된다.

이상의 결과를 요약하면 淸心蓮子飮의 glutamate

유도성 C6 glial 세포사멸에 대한 보호효과는 H2O2

의 생성 억제, procaspase-3 protease의 분해 및

PARP 단백질의 분절 억제를 통한 세포자멸사 경

로의 비활성화를 통해 C6 glial 세포에 보호효과를

나타내었다.



고석재⋅신용진⋅장원석⋅하예진⋅이선아⋅안민섭⋅권오상⋅신선호

63

Ⅴ. 결 론

본 연구에서는 glutamate에 의한 C6 glial 세포

의 자멸사에 대한 淸心蓮子飮의 보호효과를 알아

보기 위하여 백서 C6 glial 세포에 淸心蓮子飮을

전처리한 후 glutamate를 처리하고 세포생존율을

관찰하였다. 또한 glutamate에 의해 유도되는 세포

의 형태학적 및 생화학적 현상, DNA 분절이나 활

성산소종의 생성 및 세포자멸사 관련 단백질의 변

화 등을 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. Glutamate는 C6 glial 세포에서 농도 의존적으

로 세포생존율의 감소를 유도하였다.

2. 淸心蓮子飮은 glutamate에 의한 C6 glial 세포의

생존율 감소를 농도 의존적으로 억제하였다.

3. 淸心蓮子飮은 glutamate에 의한 C6 glial 세포의

Sub-G0 분획 증가와 DNA 응축을 억제하였다.

4. 淸心蓮子飮은 glutamate에 의한 C6 glial 세포의

procaspase-3 protease 분해 및 PARP 단백질의

분절을 억제하였다.

5. 淸心蓮子飮은 glutamate에 의한 C6 glial 세포의

활성산소종 생성을 억제하였다.

이상의 결과에서 淸心蓮子飮은 glutamate에 의

한 C6 glial 세포의 자멸사에서 세포 내 활성산소

종 생성 및 세포자멸사 관련 procaspase-3 단백질

의 발현 조절을 통해 보호효과를 나타내었다. 따라

서 임상에서 퇴행성 신경계질환의 예방 및 치료에

효과적으로 활용될 수 있을 것으로 사료된다.

감사의 글

이 논문은 2009년도 원광대학교 교비연구비 지

원에 의해 수행되었습니다.

참고문헌

1. Cunningham LM, Nugent CD, Finlay DD, Moore

G, Craig D. A review of assistive technologies

for people with Parkinson's disease. Technol

Health Care. 2009;17(3):269-79.

2. 나영설, 윤상협, 민병일. 최근 뇌졸중에 대한 역

학적 고찰. 서울: 경희의학; 1991, p. 280-6.

3. Kovari E, Horvath J, Bouras C. Neuropathology

of Lewy body disorders. Brain Res Bull. 2009

;80(4-5):203-10.

4. Zuccato C, Cattaneo E. Brain-derived neurotrophic

factor in neurodegenerative diseases. Nat Rev

Neurol. 2009;5(6):311-22.

5. 대한신경외과학회. 신경외과학. 서울: 중앙문화

사; 1997, p. 15-7, 276-8.

6. Witte OW, Bidmon HJ, Schiene K, Redecker C,

Hagemann G. Functional differentiation of

multiple perilesional zones after focal cerebral

ischemia. J. Cereb Blood Flow Metab. 2000;

20(8);1149-65.

7. Graham SH, Chen J. Programmed cell death in

cerebral ischemia. J. Cereb Blood Flow Metab.

2001;21(2);99-109.

8. Cho Y, Bannai S. Uptake of glutamate and

cystein in C6 glioma cells and in cultured

astrocytes. J. Neurochem. 1990;55:2091-7.

9. Landucci E, Boscia F, Gerace E, Scartabelli T,

Cozzi A, Moroni F et al. Involvement of

endocannabinoid signaling in the neuroprotective

effects of subtype 1 metabotropic glutamate

receptor antagonists in models of cerebral

ischemia. Int Rev Neurobiol. 2009;85:337-50.

10. Dean OM, Van Den Buuse M, Bush AI, Copolov

DL, Dodd S, Berk M. A role for glutathione

in the pathophysiology of bipolar disorder and

schizophrenia: Animal models and relevance to



Glutamate로 유도된 C6 glial 세포 자멸사에 대한 淸心蓮子飮의 보호효과

64

clinical practice. Curr Med Chem. 2009;16(23)

:2965-76.

11. Milanese M, Bonifacino T, Zappettini S, Usai

C, Tacchetti C, Nobile M et al. Glutamate release

from astrocytic gliosomes under physiological

and pathological conditions. Int Rev Neurobiol.

2009;85:295-318.

12. Gao Z, Huang K, Xu H. Protective effects of

flavonoids in the roots of Scutellaria baicalensis

Georgi against hydrogen peroxide-induced oxidative

stress in SH-SY5Y cells. Pharmacol Res. 2001

;43(2):173-8.

13. Halliwell B, Gutteridge JM. Protection aganist

oxidants in biological systems: the superoxide

theory of oxygen toxicity. In Free radicals in

biology and medicine. 2nd editon, Clarendon

Press, Oxford. 1999, p. 86-9.

14. 劉景源點校. 太平惠民和劑局方. 北京: 人民衛生

出版社; 1985, p. 196.

15. 황도연. 방약합편. 서울: 영림사; 2002, p. 213-4.

16. 윤용갑. 동의방제와 처방해설. 서울: 의성당; 2004,

p. 790.

17. 권영철, 배영섭. 중풍치료에 응용되는 淸心蓮子

飮에 관한 문헌적 고찰. 대한한의학회지. 1985

;6(1):55-9.

18. 박순일, 이원철. 淸心蓮子飮과 星香正氣散이

Streptozotocin 유발 당뇨 흰쥐의 뇌허혈 손상

에 미치는 영향. 대한한의학회지. 2007;28(3)

:216-31.

19. 윤정환. 淸心蓮子飮의 구속 스트레스 및 절개

통증에 대한 항스트레스 작용과 진통효과. 경

원대학교 박사학위논문. 2006.

20. Hutchins JB, Barger SW. Why neurons die:

cell death in the nervous system. Anat Rec.

1997;253(3):79-90.

21. Fischer U, Schulze-Osthoff K. New approaches

and therapeutics targeting apoptosis in disease.

Pharmacol Rev. 2005;57(2):187-215.

22. Uversky VN. Intrinsic disorder in proteins

associated with neurodegenerative diseases.

Front Biosci. 2009;14:5188-238.

23. Nicholls DG. Mitochondrial dysfunction and

glutamate excitotoxicity studied in primary

neuronal cultures. Curr Mol Med. 2004;4

:149-77.

24. Farooqui T, Farooqui AA. Aging: an important

factor for the pathogenesis of neurodegenerative

diseases. Mech Ageing Dev. 2009;130:203-15.

25. Berman SB, Hastings TG. Dopamine oxidation

alters mitochondrial respiration and induces

permeability transition in brain mitochondria,

implications for Parkinson’s disease. J. Neurochem.

1999;73:1127-37.

26. Halestrap AP, Doran E, Gillespie JP, O’Toole

A. Mitochondria and cell death. Biochem Soc

Trans. 2000;28:170-7.

27. Tournier C, Hess P, Yang DD, Xu J, Turner

TK, Nimnual A, et al. Requirement of JNK

for stress-induced activation of the cytochrome

c-mediated death pathway. Science. 2000;288

:870-4.

28. Luo Y, Hattori A, Munoz J, Qin ZH, Roth GS.

Intrastriatal dopamine injection induces apoptosis

through oxidation-involved activation of transcription

factors AP-1 and NF-kappaB in rats. Mol

Pharmacol. 1999;56:254-64.

29. Maalouf M, Sullivan PG, Davis L, Kim DY, Rho

JM. Ketones inhibit mitochondrial production

of reactive oxygen species production following

glutamate excitotoxicity by increasing NADH

oxidation. Neuroscience. 2007;145:256-64.

30. 신민교. 임상본초학. 서울: 영림사; 2002, p. 172-4,

188-90, 194-6, 262, 265-7, 400-2, 505, 650, 669-70.

31. 이인자, 이다미. 소갈증 치료제가 실험적 당뇨



고석재⋅신용진⋅장원석⋅하예진⋅이선아⋅안민섭⋅권오상⋅신선호

65

흰쥐에 미치는 영향 -청심연자음, 가미조위승기

탕, 기국지황탕. 약학회지. 1994;36(4):555-61.

32. 김수웅, 엄현섭, 김완희. 淸心蓮子飮이 Streptozocin

으로 유발한 백서의 고혈당에 미치는 영향. 동

의병리학회지. 1991;6:63-86.

33. 이명규. 미세변화 신증후군에서 淸心蓮子飮과

大分淸飮이 면역조절기능에 미치는 영향. 경희

대학교 박사학위논문. 2000.

34. 이상헌, 박치상. 淸心蓮子飮이 Mouse유래 세포

주에서 심근세포 손상의 보호효과. 대한한의학

회지. 2006;27(3):26-37.

35. 문형철, 김윤욱, 송봉근. 人蔘이 중추신경계 손

상 동물 모델의 재생에 미치는 영향. 대한침구

학회지. 2007;24(6):137-48.

36. 임강현, 김명규, 이세나, 김현미, 정주호. 새로운

뇌 위축 동물 모델과 그 모델에서의 고려인삼

의 보호효과. 대한본초학회지. 2006;21(4):197-205.

37. 이진우, 홍무창, 신민규, 배현수. 연자육의 항우

울 효과 및 프로티옴 분석을 통한 기전 연구.

동의생리병리학회지. 2006;20(4):830-43.

38. 김효근, 오명숙. 연자육의 6-하이드록시도파민

으로 유도된 도파민 세포독성에 대한 보호효

과. 대한본초학회지. 2009;24(2):87-92.

39. 오병열, 김민창, 유병열, 최영, 설인찬 加味柴胡

湯이 뇌허혈 시 Glutamate receptor, free radical

및 뇌손상 보호에 미치는 영향. 대한한의학회

지. 2004;25(3):32-44.

40. 강익현, 한상혁, 이인, 문병순. 歸脾湯이 Glutamate

에 의한 C6 Glial Cell의 Apoptosis에 미치는

영향. 대한한의학회지. 2001;22(4):45-57.

41. 정대영, 최철원, 문병순. 四物湯이 Glutamate에

의한 해마세포의 손상에 미치는 영향. 대한한

의학회지. 2009;30(1):64-75.

42. 정승원, 최철원, 김봉상, 문병순. 疎風湯이 Glutamate

에 의한 C6 Glial Cell의 Apoptosis에 미치는

영향. 동의생리병리학회지. 2008;22(6):1423-30.

43. Bose R, Verheij M, Haimovitz-Friedman A,

Scotto K, Fuks Z, Kolesnick R. Ceramide

synthase mediates daunorubicin-induced apoptosis:

an alternative mechanism for generating death

signals. Cell. 1995;82:405-14.

44. Brown DG, Sun XM, Cohen GM. Dexamethasone

-induced apoptosis involves cleavage of DNA

to large fragments prior to internucleosomal

fragmentation. J. Biol Chem. 1993;268:3037-9.

45. Budijardjo I, Oliver H, Lutter M, Luo X, Wang

X. Biochemical pathways of caspase activation

during apoptosis. Annu Rev Cell Dev Biol.

1999;15:269-90.

46. Atalay M, Laaksonen DE, Niskanen L, Uusitupa

M, Hanninen O, Sen CK. Altered antioxidant

enzyme defences in insulin-dependent diabetic

men with increased resting and exercise-induced

oxidative stress. Acta Physiol Scand. 1997;161(2)

:195-201.

47. Halliwell B, Gutteridge JM. Role of free radicals

and catalytic metal ions in human disease: an

overview. Methods Enzymol. 1990;186:1-85.




