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Abstract

This study was performed to assess the neuroprotective effects of methanolic extracts from sweet persimmon peel (PPE) against 

glutamate-induced cytotoxicity in hybridoma N18-RE-105 cells. The neuroprotective effects of PPE in N18-RE-105 cells were measured using 

the MTT reduction assay, LDH release assay, and phase-contrast microscopy. The results of the MTT reduction assay showed that treating 

cells with 500 μg/mL PPE resulted in cell viability of 66.9%. Additionally, the morphological changes and the results of the LDH release assay 

showed that glutamate-induced damage to nerve cells was strongly inhibited by PPE. GSH content of N18-RE-105 cells was 3.5 μM compared 

to that of the control, whereas pretreatment with 500 μg/mL PPE increased GSH content by 4.7 μM. PPE was fractionated with hexane, and 

that layer had the highest neuroprotective effects in glutamate-stressed N18-RE-105 cells. In conclusion, our data showed that glutamate 

potentiated the effects of N18-RE-105 cell death by a mechanism involving oxidative stress. Therefore, PPE may be a potential candidate for 

prevention and therapy of neurodegenerative diseases.
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I. 서 론1)

최근 생활수준이 향상되고 인간의 수명이 증가함에 따라 

노화에 관련된 각종 퇴행성 신경질환과 심혈관계질환 등의 

질병에 관심이 커지고 있으며, 특히 이러한 질환의 주된 원
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인이 활성산소(free radical, oxygen radical)에 기인한다는 것

이(Emerit J 등 2004, Sayre LM 등 2008) 인정됨에 따라 활

성산소를 조절할 수 있는 항산화제의 개발과 연구에 더 많

은 관심이 집중되고 있다(Harman D 1981, Hwang SL과 Yen 

GC 2008, Yim MH 등 2006). 이러한 활성산소들은 불안정하

고 산화력이 높아 여러 생체물질과 쉽게 반응하기 때문에 

인체 내에서 제거되지 못하면 산화적 스트레스를 유발하게 

되며 이러한 산화적 스트레스는 지질과산화를 유도하고 단

백질, 세포막 및 DNA 등을 손상시켜 세포의 노화와 변형을 

유도함으로써 여러 가지 질병을 초래하게 된다(Lovell MA와 



한국식품조리과학회지 제27권 제4호(2011)

68  이미라·문성희·최애란·이승철·안광환·박해룡

Markesbery WR 2007, Markesbery WR과 Carney JM 1999, 

Negre-Salvayre A 등 2008, Singh D 등 2006).

활성산소를 제거하기 위해 세포내에서는 superoxide 

dismutase (SOD), catalase, glutathione peroxidase 등 항산화 

효소와 glutathione (GSH), uric acid 등의 여러 가지 비효소

적 항산화 물질이 있어 활성산소에 의한 산화적 손상으로부

터 세포를 보호 한다(Ames BN 등 1981, Park HM 등 1997). 

특히 GSH는 활성산소에 의한 세포 손상을 방지하고 세포내 

해독작용을 담당하는 중요한 물질로 여겨지고 있다(Kato S등 

1993). GSH를 이루고 있는 아미노산 중에서 glutamate는 중

추신경계에서 주요한 흥분성 신경전달물질로서 신경계에 필

수적인 요소로 작용하지만, glutamate의 농도 증가는 cysteine 

흡수를 차단하여 세포내 GSH 수준을 두드러지게 감소시켜 

산화적 스트레스를 유발하여 신경세포의 괴사를 초래하는 

것으로 알려져 있다(Coyle JT와 Puttfarchen P 1993, Lee IK 

등 2003, Penugonda S 등 2005). 그러나 산화적 손상이 세

포내에서 대사적 경로를 통하여 세포사멸을 일으키는지는 

명확하지 않으며 다만, 어떠한 자극에 의한 세포내 활성산

소의 생성과 GSH 함유량의 감소, 그리고 세포손상 기전들이 

단독 또는 복합적인 기전으로 작용함으로써 세포사멸을 초

래한다고 보여진다(Choi DW 1988, Murphy TH 등 1989, 

Tan S 등 1998). 이러한 이유로 glutamate 농도 증가에 따른 

신경세포 사멸은 산화적 스트레스와 관련성이 있는 것으로 

추측하고 있다. 현재 이러한 퇴행성 신경질환을 치료하기 

위해서 항산화물 처리, 세포 이식, 외과적 수술 등 다양한 

치료법이 제시되고 있지만, 대부분이 위험요소와 부작용을 

나타내고 있다. 또한, 뇌 조직의 경우 일단 손상이 되면 기

능 회복이 어려우므로 인체에 무해하면서도 효과적인 물질

을 천연자원으로부터 탐색하고자 하는 연구가 다각도로 진

행되고 있는 실정이다(Choi EJ 등 2007, Gouaze V 등 2004, 

Kim JH 등 2007).

본 연구팀에서는 N18-RE-105 신경계 세포주를 이용하여 

신경세포 보호 효과를 갖는 단감(Diospyros kaki L., sweet 

persimmon) 추출물의 탐색을 시도하였다. 본 연구에서 사용

된 단감은 우리나라, 일본 및 중국 등지에서 주로 생산되는 

동양 특유의 과실로서 감미가 강하며 알칼리성 식품으로 체

내 장의 수축과 장 분비액의 분비를 촉진하는 것으로 알려

져 있다. 비타민과 무기질이 풍부하며 특히 비타민A와 C의 

함유량이 다른 과실에 비해 높으며, 동의보감과 본초강목에 

의하면 감은 고혈압, 동맥경화 등의 순환기계 질환에 효능

이 있으며 당뇨병 등의 만성질환과 암 예방 효과를 가진다

고 하였다(Celik A와 Ercisli S 2008, Kawase M 등 2003, Kim 

SY 등 2006, Kim IS 등 2008). 현재 단감은 가공 및 저장에 

관한 연구가 대부분이며, 생리활성에 관한 연구는 미비한 

실정이다(Kim MS 등 1999, Son KM 등 2002, An GH 등 

2004). 특히 부산물인 단감의 껍질에 관한 생리, 약리학적 

연구는 아직 초보적인 단계이다.

따라서 본 연구에서는 퇴행성 신경질환을 효과적으로 예

방 또는 치료할 수 있는 생리활성물질을 탐색하기위한 목적

으로 단감껍질 추출물의 신경세포 보호 효과를 밝히고자 하

였다.

Ⅱ. 재료 및 방법 

1. 시약 및 실험재료

시약으로 L-glutamic acid (monosodium salt hydrate), MTT 

(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide), 

ascorbic acid는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) 

제품을 구입하였으며, LDH (lactate dehydrogenase) release 

assay kit는 Wako Pure Chemical Industries, Ltd. (Osaka, 

Japan)로부터 구입하였다. 세포주 배양을 위해 필요한 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), fetal bovine 

serum (FBS), horse serum (HS) 및 HAT supplement 등은 

Gibco-BRL (Grand Island, NY, USA)에서 구입하였으며, 그 

외 연구에 사용된 용매 및 시약은 모두 일급 이상의 등급을 

사용하였다.

2. 단감 추출물 및 분획물 제조

본 연구에 사용한 단감은 경남농업기술원 단감연구소(경

남 진영)에서 제공 받아 사용하였으며, 단감을 꼭지(calyx), 

껍질(peel), 과육(flesh) 부분으로 나누어 동결 건조하였다. 

시료 5 g에 methanol 용매를 100 mL씩 가하여 상온에서 3

일 동안 정치시켜 추출한 다음, 여과지(Advantec, Tokyo, 

Japan)로 여과하였다. 여과된 추출액은 회전감압농축기
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(EYELA N-1000, Tokyo, Japan)를 이용하여 40℃에서 감압 

농축하여 추출물을 얻었다. 단감꼭지 추출물을 PCE, 단감껍

질 추출물을 PPE, 단감과육 추출물을 PFE라고 명명하였다. 

PPE에서 다음 단계의 분획물을 얻기 위하여 용매의 극성을 

달리하여 순차적으로 용매분획물을 얻었다. 즉, hexane과 물

을 같은 비율로 분획 추출하여 hexane 층을 분리하였고, 동

일한 방법으로 diethyl ether, ethyl acetate 및 물 층으로 분

획하여 얻어진 각각의 용매 분획물을 감압 농축시켜 분획물

을 얻었다. 각 추출물 및 분획물은 10 mg/mL로 DMSO 

(dimethyl sulfoxide)에 녹여 적당한 농도로 희석하여 사용하

였다.

3. 세포주의 배양

본 실험에 사용된 세포주는 hybridoma N18-RE-105 cells로 

한국생명공학연구원에서 분양 받아 사용하였다. 사용된 배지

는 DMEM medium에 10% FBS, 5% HS 및 1 × HAT 

supplement를 첨가하여 사용하였고, 95%의 습도가 유지되는 

37℃, 5% CO2 incubator (MCO-18AIC, SANYO, Osaka, Japan)

에서 배양하였다.

4. MTT reduction assay

PCE, PPE 및 PFE의 신경세포 보호 효과를 측정하기 위하

여 MTT reduction assay를 실시하였다. 세포주를 5 × 10
4
 

cells/mL로 맞추고 96-well plate에 각각 100 μL씩 첨가하여 

24시간 동안 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양한 후, DMSO

에 녹인 추출물과 분획물을 처리하였다. 그리고 30분 동안 

배양한 후 glutamate를 20 mM 되도록 처리하여 24시간 배

양하고 각 well에 PBS 완충액에 녹인 MTT (5 mg/mL) 용액

을 10 μL씩 첨가하여 1시간 동안 다시 배양하였다. 반응 

후 well 바닥에 형성된 formazan이 흩어지지 않게 상등액을 

제거하고 DMSO 100 μL를 첨가하여 녹이고 ELISA reader 

(Model 680, BioRad, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 아무것도 처리하지 않은 세포수를 100%로 하였

을 때 상대적인 세포 성장 억제율을 구하였다.

5. LDH release assay

PPE의 신경세포 보호 효과를 측정하기 위한 방법으로 

LDH release assay를 실시하였다. N18-RE-105 세포주를 5 × 

10
4
 cells/mL로 맞춘 후, 100 μL씩 96-well plate에 분주하여 

CO2 incubator에서 24시간 동안 배양한 뒤 PPE를 세포주에 

처리하였다. 그리고 30분 후 glutamate 20 mM을 처리하여 

24시간 배양한 다음, 배양액을 새로운 96-well plate에 50 μ

L 분주하고, 이 배양액에 LDH reagent를 50 μL씩 첨가하여 

상온에서 정치시킨 후, 20분간 반응하였다. 반응이 완료되면 

stop solution인 1 N HCl을 100 μL씩 첨가하여 반응을 중지

시킨 후, ELISA reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측

정하였다. LDH에 의한 세포독성의 백분율은 배양액과 살아 

있는 세포에서 유리된 총 LDH에 대한 배양액으로부터 유리

된 LDH의 값으로 계산하여 glutamate가 처리된 실험군과 비

교한 값을 나타내었다.

6. 세포내의 glutathione (GSH) 측정

N18-RE-105 세포주의 GSH양을 측정하기 위하여 1 × 10
5
 

cells/mL의 세포 배양액에 5% meta-phosphoric acid를 넣어 

4℃에서 1분간 초음파 분쇄 후, 3000 × g, 4℃에서 10분간 

원심 분리하였다. 상등액의 GSH양을 측정하기 위해 GSH 

assay kit (Bioxytech GSH-400, OR, USA)를 사용하여 400 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 세포내 GSH의 양은 단백질 백

분율당 μM로 나타내었다.

7. 세포주의 형태학적 변화 관찰

N18-RE-105 세포주의 형태학적인 관찰을 위해 6-well 

plate에 1 × 10
5 

cells/well로 24시간 동안 배양한 후, PPE를 

농도별로 처리하였다. 그리고 30분 후 glutamate 20 mM을 

24시간 노출시켜 phase contrast microscope (TS 100-F, 

Nikon, Tokyo, Japan)로 각 well의 세포형태를 관찰하고 100

배로 사진 촬영하였다.

8. 통계처리

모든 자료의 처리는 SPSS-PC+ 통계 package를 사용하여 

처리하였다. 각 항목에 따라 백분율과 평균치 ± 표준편차

(SD)를 구하였다. 단감 추출물의 신경세포 보호 효과의 정

도를 비교하기 위하여 one-way 분산분석(ANOVA)을 시행하

여 F값을 구하고 Scheffe's test를 이용하여 대조군과 각 구간
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의 유의성 차이를 검증하였다. 통계적 유의성은 5% 수준에

서 평가하였다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 단감 추출물의 신경세포 보호 효과

본 연구에서는 단감의 부위별 추출물을 50, 100, 500 μ

g/mL의 농도로 N18-RE-105 세포주에 처리하여 고농도의 

glutamate에 의해 유도된 산화적 스트레스 상태에서 신경세

포 보호 효과를 확인하였다(Fig. 1). Glutamate가 20 mM 단

독 처리된 세포주에서는 세포생존율이 30% 정도였으나, PPE

와 PCE 500 μg/mL에서는 세포생존율이 50% 이상인 66.9, 

66.2%의 생존율을 나타냄으로써 세포를 보호하고 있는 것을 

확인할 수 있었다. 반면, PFE는 44.8%의 약한 활성을 보였

다. 다음으로, glutamate로 유도된 세포독성 상태에서 활성이 

가장 좋은 PPE를 가지고 N18-RE-105 세포주의 형태학적 변

화에 미치는 영향을 알아보기 위해 광학현미경하에서 관찰

하였다(Fig. 2). 그 결과, 정상군에서는 건강하게 뻗은 돌기

를 관찰할 수 있었지만 glutamate 처리군의 신경세포는 산화

적 스트레스로 인하여 전체적인 세포의 수가 적을 뿐 아니

라 돌기가 거의 소멸된 양상을 보여 세포가 형태학적으로 

큰 변화가 유도된 것을 확인할 수 있으나, PPE를 100, 500 

μg/mL로 처리한 세포주에서는 농도의존적인 세포의 생존을 

확인할 수 있었다(Cheng HY 등 2008). 이러한 신경세포의 

형태학적인 변화를 통하여 PPE는 glutamate 독성에 의한 신

경세포 손상을 억제하거나 보호하는 효과가 있다는 것을 확

인할 수 있었다. 또한, 동일한 조건하에서 구체적인 세포의 

손상 정도를 확인하기 위하여 세포 배양액 중에 들어 있는 

LDH의 방출양을 측정한 결과는 Table 1과 같다. Glutamate

가 처리된 N18-RE-105 세포주에 PPE 50, 100, 500 μg/mL을 

처리하여 glutamate 처리군과 비교한 결과, LDH 방출량이 

각각 59.8, 61.0, 49.6%로 감소하여 대조군의 수준으로 회복

되었다는 것을 확인할 수 있었다. 이로부터 세포배양에서 

방출된 LDH의 활성 정도를 알아봄으로써 세포손상 정도와 

비례관계를 가진다는 것을 알 수 있었다. Glutamate가 세포

에 손상을 끼침에 따라 세포막파괴로 인해 LDH 방출량이 

높은 것과 대조적으로 PPE 처리군에서는 농도 의존적으로 

glutamate가 유도하는 산화적 스트레스로 인한 세포손상으로

부터 신경세포를 보호함에 따라 효과적으로 LDH 방출량을 

감소시키는 것을 확인할 수 있었다. 이 결과는 PPE가 

glutamate의 산화적 스트레스로부터 유도되는 세포사를 억제

한다는 것을 시사하고 있다.

Fig. 1. The neuroprotective effects of extracts of the 

sweet persimmon on glutamate-induced 

cytotoxicity in N18-RE-105 cells.

The cells were pretreated for 30 min with PCE (A), PPE (B), and PFE 

(C) and then treated with 20 mM of glutamate for 24 hr. After a MTT 

assay, the survival rate was calculated by setting each of control 

survivals rate. ***significantly different from glutamate-treated control 

group (p<0.001)

Fig. 2. The neuroprotective effects of PPE glutamate-induced 

cytotoxicity in N18-RE-105 cells.

The cell viability was measured using a morphological analysis. The cells 

were exposed to PPE and morphological changes were monitored for 24 

hr (a: control, b: 20 mM glutamate, c: 20 mM glutamate/100 μg/mL PPE, 

d: 20 mM glutamate/500 μg/mL PPE). Photographs were taken with a 

phase contrast microscope at 100 ×magnification
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Treatment GSH levels (uM)

Control 7.3 ± 0.71

Glutamate 3.4 ± 0.13

PPE (100 μg/mL) + glutamate 3.7 ± 0.14

PPE (500 μg/mL) + glutamate 4.6 ± 0.73*

The cells were seeded and grown for 24 hr, and then they were treated 

with 20 mM glutamate. After 24 hr, cells were removed and 

analyzed for GSH levels. *significantly different from glutamate-treated 

control group (p<0.05)

Table 2. Effect of PPE on the levels of intracellular GSH in the 

presence of glutamate

Treatment LDH release (%)

Control 40.9 ± 0.57

Glutamate 72.5 ± 0.65

PPE (50 μg/mL) +glutamate 59.8 ± 2.44***

PPE (100 μg/mL) + glutamate 61.0 ± 0.49***

PPE (500 μg/mL) + glutamate 49.6 ± 2.14***

The cells were incubated with 20 mM glutamate for 24 hr. Data were 

normalized to the activity of LDH releasefrom vehicle-treated cells 

and expressed as percentage of the glutamate-treated control group. 

***significantly different from glutamate-treated control group (p<0.001)

Table 1. Neuroprotective effects of PPE on LDH leakage in 

N18-RE-105 cells

2. 세포내 glutathione (GSH) 합성에 대한 단감껍질 추출물

(PPE)의 영향

고농도의 glutamate를 처리하여 N18-RE-105 세포주 내의 

GSH 합성량을 측정한 결과는 Table 2와 같다. 아무것도 처

리하지 않은 대조군의 GSH 합성량은 7.3 μM로 높게 나타

나는 반면, glutamate 처리군의 GSH 합성 수준은 3.4 μM로

서 대조군에 비해서 절반에도 미치지 못하는 수준으로 나타

났다. 그리고 glutamate가 처리된 N18-RE-105 세포주에 PPE 

100, 500 μg/mL을 처리하여 glutamate 처리군과 비교한 결

과, GSH 합성량이 3.7, 4.6 μM의 수준으로 증가하고 있는 

것을 확인할 수 있었다. 세포내의 GSH는 세포 내재적 방어

물질의 하나로 정상적인 세포에서 발생하는 활성산소기와 

결합하여 고유의 순환 대사경로를 통해 활성산소기를 세포 

밖으로 배출함으로써 세포독성에 대한 방어 역할을 한다

(Bhandari U와 Ansari MN 2008). GSH의 합성 감소는 활성

산소기를 증가시키며 이러한 활성 산소기가 지질 과산화 연

쇄반응을 일으켜 DNA 손상 등 산화적 스트레스를 유발한다

(Ansari MA 등 2009).

이상의 결과로부터 단감껍질은 glutamate에 의해 유도되는 

GSH의 합성 감소를 억제하여 신경세포를 보호하고 있다는 

것을 알 수 있었다(Miyamoto M 등 1989).

3. 단감껍질 추출물(PPE) 분획물의 신경세포 보호 효과

단감 추출물 중에서 가장 강력한 신경세포 보호 효과를 

가지는 단감껍질 추출물(PPE)에서 활성이 있는 물질의 특성

을 확인하기 위하여 PPE를 극성도에 따라 hexane, diethyl 

ether, ethyl acetate 및 물 층 순서로 용매 분획하여, 그 분

획물을 얻었다 (Hwang HS 등 2006). 단감껍질 분획물의 신

경세포 보호 효과에 대한 결과는 Fig. 3과 같다. N18-RE-105 

세포주에 각 분획물을 10, 50 μg/mL의 농도로 처리하였을 

때, hexane 층에서 신경세포 보호 효과가 가장 높았다. 즉, 

hexane 분획물 50 μg/mL을 처리했을 때 79.6%의 신경세포 

생존율을 보였으며 diethyl ether 분획물에서도 50 μg/mL 

농도 처리 시 61.4%로 활성이 증가하였으나 hexane 분획물

과 비교하였을 때 상대적으로 효과가 낮음을 알 수 있었다. 

Ethyl acetate 분획물에서는 다른 분획물과 비교하였을 때 미

약한 활성이 보였으며 물 층에서는 거의 활성이 보이지 않

았다. 이 결과를 바탕으로 극성도가 높은 ethyl acetate , 물 

층보다 비극성도가 높은 hexane 층에서 활성이 확인됨에 따

라 단감껍질 추출물에서 신경세포 보호 효과를 가지는 물질

이 비극성 성질을 가지는 것을 알 수 있었다.
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Fig. 3. The neuroprotective effects of each fraction of 

the PPE on glutamate-induced cytotoxicity in 

N18-RE-105 cells. 

The cells were treated with fractions of PPE and then treated with 20 

mM of glutamate for 24 hr. After MTT reduction assay, the survival rate 

was calculated by setting each of control survivals rate. Significant vs. 

glutamate-treated control group 

(*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001)

Ⅳ. 결 론

본 연구는 glutamate가 유도하는 세포독성으로부터 신경세

포를 보호하는 단감 추출물에 대한 연구로서, 단감 시료는 

꼭지, 껍질, 과육 부분으로 나누어 추출물을 제조하여 사용

하였다.  N18-RE-105 신경계 세포주에 20 mM의 glutamate와 

각각의 추출물을 처리하여 확인한 결과, 단감껍질 추출물 

500 μg/mL에서 66.9%의 높은 세포생존율을 확인할 수 있

었다. 또한, 단감껍질 추출물은 신경세포의 형태학적인 변화

와 LDH 방출을 억제하는 효과를 확인함으로써 glutamate에 

의해 유도된 신경세포 손상을 억제한다는 것을 알 수 있었

다. 세포내의 GSH 합성량을 측정한 결과, glutamate 처리군

에 비해 단감껍질 추출물을 처리한 세포주에서는 세포내의 

GSH 합성량이 농도 의존적으로 증가하는 것을 알 수 있었

다. 다음으로 단감껍질 추출물을 이용하여 극성도에 따라 

용매 분획하여 신경세포 보호 효과를 확인한 결과, hexane 

분획물에서 가장 높은 활성을 확인할 수 있었다. 

이상의 결과로부터 단감껍질 추출물은 단감의 다른 부위 

추출물보다 glutamate에 의한 세포독성으로부터 신경세포를 

보호하는 효과가 있다는 것을 확인함으로써 퇴행성 신경질

환에 대한 예방 및 치료의 새로운 소재로서의 가능성이 있

다는 것을 알 수 있었다.
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