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AbstractAbstract

Objectives :
This experiment was designed to investigate the efficacy of DDTCMT hot water extract & ultra-fine powder on
Alzheimer's Disease Model.

Methods :
The effects of the DDTCMT hot water extract on expression of IL-1β, IL-6, TNF-α, COX-2, NOS-Ⅱ, IL-10, IL-1
receptor antagonist mRNA and production of IL-1β, IL-6, TNF-α in BV2 microglial cell line treated by
lipopolysacchaide(LPS) were investigated. Expression of NO, ROS in BV2 microglial cell line treated by LPS and
AChE activity in PC-12 cell treated by NGF were investigated. anti-AChE was observed through Western blot
analysis. The effects of the DDTCMT hot water extract & ultra-fine powder on the behavior of the memory deficit
mice induced by scopolamine were investigated.

Results :
1. The DDTCMT hot water extract significantly decreased the production of mIL-6, mNOS-Ⅱ, mTNF-α, and
increased the production of mIL-10, mIL-1 receptor antagonist.

2. The DDTCMT hot water extract significantly suppressed the production of IL-1β, IL-6, TNF-α in BV2
microglial cell line treated by LPS.

3. The DDTCMT hot water extract significantly suppressed the NO and ROS production in BV2 microglial cell
line treated by LPS.

4. The DDTCMT hot water extract groups showed inhibition of AChE activity in NGF treated PC-12 cell line.
5. The DDTCMT hot water extract suppressed anti-AChE expression in NGF treated PC-12 cell line was observed
by Western blot analysis.

6. The DDTCMT hot water extract & ultra-fine powder groups showed significantly inhibitory effect on the
scopolamine -induced impairment of memory in the experiment of Morris water maze.

Conclusions :
These results suggest that the DDTCMT hot water extract & ultra-fine powder may be effective for the
prevention and treatment of Alzheimer's disease.
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Alzheimer's disease, DoDamTanghapChongMungTang(DDTCMT), Hot water extract, Ultra-fine powder
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Ⅰ. 서  론

痴呆는 뇌의 만성적 진행성 변성질환에 의해 

흔히 기억장애 및 기타 지적기능의 상실이 일어

나는 임상증후군으로1) 원인으로 뇌조직의 퇴행,

변성, 노화, 중추신경계 감염, 뇌손상, 독성 대사 

장애, 혈관성 장애 등2)이 있고, 원인 질환 중 알

츠하이머병(Alzheimer's disease; AD)이 50∼60%

를 차지하여 가장 큰 비율을 차지한다1).

AD는 신경세포 소실에 따른 전반적인 뇌위축과 

노인반(senile plaques), 신경섬유다발 (nurofibrillary

tangle) 등의 특징적인 병리조직학적 소견을 보

이며3)
, 임상적으로 기억, 판단, 언어 능력 등 지

적인 기능의 점진적인 감퇴, 일상생활능력, 인

격·행동양상의 장애 등의 주요증상 을 나타내고
4) 원인으로는 β-amyloid(βA)로 유발된 신경독성
5)
, 콜린성 신경원의 소실6)

, 산화적 손상7)
, 에너

지 대사 결함, 글루탐산염 독성, 미토콘드리아의 

결함8) 등이 제시되고 있다.

한의학 역대 의서9-l2)에서 痴呆는 健忘, 癲狂,

虛勞 등에서 유사한 증상이 언급되었고, 한의학

적 변증 유형으로 腎精不足, 腎陽虛衰, 肝腎陰虛,

痰濁雍盛, 氣血虧虛 등이 있다13)
.

導痰湯合聰明湯은 導痰湯과 聰明湯을 合方한 

處方으로, 聰明湯은 東醫寶鑑14)에 “治多忘, 久

服能日誦千言”이라 기술된 이래, 健忘 및 痴呆 
등의 병증에 활용되고 있으며15), 최근 한의학계

에서 聰明湯 및 여러 가지 聰明湯加味方이 치매

의 치료와 예방에 응용될 수 있다는 가능성을 

제시한 연구16-21)가 진행되었다. 導痰湯은 濟生

方22)에 “治一切痰厥, 頭目旋運, 痰飮留積不散”

이라고 처음 기재된 이 후 痰迷心竅, 痰涎壅盛으

로 인한 中風, 閉證에 사용되어 왔다23-25). 導痰湯

에 대한 최근의 연구로 혈전증에 미치는 영향26)
,

뇌손상 보호작용27)에 대한 연구가 있다.

현재 널리 사용되는 한약 제형인 탕제는 복

용, 저장, 보관의 불편함 때문에 새로운 제형의 

개발이 요구되고 있으며28) 이에 진행된 연구에

서 열수추출물과 초미세분말 제형이 신경세포의 

퇴화에 의한 기억력 감퇴에 예방과 치료제로 응

용할 수 있다는 연구18-21,29-35)가 보고된 바 있다.

이에 저자는 痰涎壅盛에 기인한 뇌위축 및 痴

呆에 導痰湯合聰明湯이 효과가 있을 것으로 판

단되어, 導痰湯合聰明湯의 열수추출물과 초미세

분말 제형의 AD 및 기억력 감퇴에 대한 효과를 

실험적으로 규명하고자, in vitro 실험에서 열수추

출물을 시료로 mouse lung fibrast cells(mLFC)에

서 세포독성을 관찰하고, lipopolysaccharide(LPS)

를 처리한 BV2 microglial cell line에서 IL-1β,

IL-6, TNF-α, COX-2, NOS-II, IL-10, IL-I receptor

antagonist의 mRNA 발현과 BV2 microglial cell

line 세포배양액에서 IL-1β, IL-6, TNF-α의 생성

량을 측정하였다. 또한 배양상층액에서 NO의 

생성량 측정, ROS 분석을 하였다. NGF를 처리

한 PC-12 cell에서 AChE activity 측정하였고 

immunoblotting을 통하여 anti-AChE의 발현을 

관찰하였다. in vivo 실험에서는 열수추출물 및 

초미세분말을 시료로 scopolamine으로 유도된 

기억력 감퇴 생쥐 모델의 기억과 관련된 행동변

화를 Morris water maze를 통해 측정하여 유의

한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 시약 및 기기

시약 중 Cholinesterase kit, Tris-HCl, NaCl, LPS,

triphenyltetrazolium chloride(TTC), Nonidet P-40,
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Ethyleneglycol-bis(β-aminoethyl ether), leupetin,

N,N,N',N'-tetraacetic acid(EGTA), phenylmethylsulfonyl

fluoride(PMSF), DL-dithiothreitol(DTT), Diethyl

pyrocarbonate(DEPC), chloroform, RPMI-1640

배양액, isopropanol, ethidium bromide(EtBr),

Dulbecco's phosphate buffered saline(D-PBS),

formaldehyde, polyacrylamide, magnesium chloride

(MgCl2)는 Sigma사(USA) 제품을 사용하였으며, Taq.

polymerase, DNase, RNase, 그리고 Deoxynucleotide

triphosphate(dNTP)는 TaKaRas사(Japan) 제품을,

Moloey Murine Leukemia Virus Reverse

Transcriptase(M-MLV RT)와 RNase inhibitor는 

Promega사(USA) 제품을, RNAzolB는 Tel-Test사

(USA) 제품을, fetal bovine serum(FBS)은 Hyclone

사(USA) 제품을, 그리고 Agarose는 FMC사(USA)

제품을 사용하였고, anti-CD14(Pharmingen, USA),

anti-mouse IgG-bead(Dynal, USA), anti-IL-1β와 

anti-TNF-α(Pharmingen, USA), 그리고 anti-CD44-PE

(Pharmingen, USA), anti-CD68-FITC(Pharmingen,

USA), anti-CD11b-FITC(Pharmingen, USA), anti-

GFAP-FITC(Pharmingen, USA), anti-mouse Ig

HRP-conjugated sceondary Ab(1:4000, Amersham,

USA)와 ECL-Hybond film(Amersham, USA) 및 

그 외 시약들은 특급 및 일급을 사용하였다.

기기는 spectrophotometer(shimazue, Japan),

원심분리기(한일과학, Korea), Bio-freezer(sanyo,

Japan), 열탕추출기(DWT-1800T, 대웅, Korea),

감압 증류장치(Rotary evaporator, BUCHI B-480,

Switzerland), 동결 건조기(Freeze dryer, EYELA

FDU-540, Japan), histidin affinity column을

(Invitrogen, USA), Windows 1D main program

(AAB, USA), stereotaxic frame(Adamec, USA),

CELLection Pan anti-mouse IgG-bead(Dynal,

USA), brain matrix(ASI instruments, Warren,

USA), Primus 96 thermocycler system(MWG

Biotech., Germany), ice-maker(비전과학, Korea),

ELISA reader(Molecular device, USA), CO2

incubator(Lepco, USA), Cytometry(BD, USA),

Microscope(Nikon, Japan), Cooling microtome

(Serotec., USA), VIDEOTRACK(animal and human

being behaviour analysis system, Viewpoint,

France) 및 homogenizer(OMNI, USA) 등의 것

을 사용하였다.

2) 동물

평균체중 약 24 g의 10주령 雌性 International

Cancer Research(ICR)계 생쥐를 한국생명공학연

구원에서 구입하여, 1주일 동안 실험실 환경에 

적응시킨 후 실험에 사용하였다. 동물 사육실의 

조건은 conventional system으로 실온 22±2℃을 

유지하고, 1일 중 12시간은 200～300 Lux로 조

명하고, 12시간은 모든 빛을 차단하였다. 사료는 

고형사료(조단백질 22.1% 이상, 조지방 8.0% 이

하, 조섬유 5.0% 이하, 조회분 8.0% 이하, 칼슘 

0.6% 이상, 인 0.4% 이상, 삼양사, Korea)와 물

을 충분히 공급하였다.

3) 약물

본 실험에 사용한 導痰湯合聰明湯

(Daotantanghecongmingtang, DDTCMT)의 처방구

성은 東醫寶鑑14)을 기준으로 하였고, 사용한 

약제는 대전대학교 부속 한방병원에서 구입한 

후 정선하여 사용하였다. 처방 1첩의 내용과 용

량은 다음과 같다(Table Ⅰ).
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Herb Scientific Name Dose (g)

半夏 Pinelliae ternata Breitenbach 8

南星 Arisaema amurense var. serratum 4

枳殼 Citrus aurantum L. 4

橘紅 Citrus unshiu Markovich 4

赤茯苓 Poria cocos Walf 4

甘草 Glycyrrhiza uralensis Fisch. 4

白茯神 Poria cocos Walf 4

遠志 Polygala tenuifolia 4

石菖蒲 Acori Gramineus Soland 4

Total amount 40

Table Ⅰ. Prescription of DoDamTanghapChongMungTang
(Daotantanghecongmingtang, 이하 DDTCMT)

4) 검액의 조제 및 투여

(1) 導痰湯合聰明湯 열수추출물 분리 및 검액

의 조제

導痰湯合聰明湯 1첩 분량(40 g)에 증류수 1,300

㎖을 가하여 열탕 추출기에서 3시간 추출하여 

얻은 액을 흡입 여과하여 이를 감압 증류장치로 

농축하고, 이를 다시 동결 건조기를 이용하여 완

전 건조하여 얻은 導痰湯合聰明湯 추출물(5.25

g)을 냉동(-84℃) 보관하면서 실험에 필요한 농

도로 희석하여 사용하였다.

(2) 導痰湯合聰明湯 초미세분말 제작 및 검액

의 조제

초미세 분말의 제작과 입도분석은 (주)만수제

약에서 실시하였는데, 半夏, 南星, 枳殼, 橘紅, 赤

茯苓, 甘草, 白茯神, 遠志, 石菖蒲를 세척 건조한 

후, Pin mill을 이용하여 직경 1 mm내외로 조분

쇄한 다음, Turbo mill에서 비터(beater) 회전속도 

6,750 rpm으로 분쇄하였다. 미분쇄된 시료를 공기

분급장치에서 분급휠 속도(ACWS, air classifying

wheel speed) 5,000～7,500 rpm으로 공기 분급

을 실시하였다. 이와 같이 얻은 초미세분말을 냉

동(-84℃) 보관하면서 실험에 필요한 농도로 희

석하여 사용하였다.

2. 방법

1) 세포독성 평가

(1) 세포배양

mLFC는 BALB/c 생쥐의 정상 폐 조직을 

cool D-PBS로 3회 세척한 후 작은 조각으로 절

단한 후 conical tube(15 ㎖)에 넣어 1,400 rpm

에서 5분간 원심분리하고, tube에 Dulbecco's

modified Eagle's medium{DMEM ; containing

collagenase A(5 ㎎/㎖), DNase type Ⅰ(0.15 ㎎

/㎖), antibiotics(penicillinm 104 U/㎖, streptomycin

10 ㎎/㎖, amphotericin B 25 ㎍/㎖)}을 넣고 3

7℃ CO2 배양기에서 2시간 동안 배양하였다. 다

시 0.5% trypsin-0.2% EDTA를 첨가한 후 30분

간 계속 배양하였다. 배양 후 PBS로 약 2회 

1,500 rpm에서 원심분리한 후 DMEM-10% FBS

에 1주일 동안 배양하였다. 1주일 후 0.5%

trypsin-0.2% EDTA로 mLFC세포를 분리하여 

DMEM-5% FBS 배양액에 105 cells/㎖ 농도로 

맞추어 96 wells plate에 분주하였다.

(2) 세포독성 측정

세포독성 측정방법은 SRB assay법36)을 약간 

변형하여 실험에 사용하였다. mLFC 세포는 37℃,

5% CO2 배양기에서 자란 것을 Trysin-EDTA 용

액으로 단일 세포들이 되도록 떼어내고, 2.0×10
4

개의 세포를 96 wells plate에 분주하고 배양기

(37℃, 5% CO2)에서 2시간 배양한 후 導痰湯合

聰明湯 열수추출물(최종 농도 200 ㎍/㎖, 100 ㎍

/㎖, 50 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖, 1 ㎍/㎖)을 48시간 동안 

처리하였다. 배양종료 후에 배양액을 버리고 PBS

로 2회 세척하였고 각 well에 50% trichloroacetic

acid(TCA) 50 ㎕를 가하고 1시간 동안 4℃에 방

치한 후 증류수로 5회 세척한 다음 well plate를 

공기 중에서 건조하였다. SRB(0.4% SRB/1% acetic
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acid) 용액을 100 ㎕/well로 가하고 실온에서 30

분간 염색하였고 0.1% acetic acid 용액으로 약 

4～5회 세척한 다음 공기 중에서 건조하고 10

mM Tris Base로 용해시켰다. 이 plate를 plate

shaker에서 3.5 speed로 5분간 shaking하고 

ELISA reader로 540 ㎚에서 흡광도를 측정하였

다.

2) BV2 microglial cell line에서 proinflammatory

cytokine mRNA 발현에 대한 real time

quantitative PCR 분석

(1) 약물처리

BV2 microglial cell line은 Tong H. Joh

(Burke Institute, Cornell University, USA)으로

부터 공급 받아, 24 wells plate에 2×10
5세포를 

각각 분주한 후 12시간 이상 우태아 혈청 결핍

(DMEM)에서 배양한 후 導痰湯合聰明湯 열수추

출물(100 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖)을 첨가하고 1시간 후 

LPS 0.1 ㎍/㎖를 처리하여 6시간 동안 동시 배

양하였다.

(2) 유전자 발현분석

① RNA 추출

배양액을 2,000 rpm에서 5분간 원심분리 후 

상층액을 제거하고, 여기에 RNAzolB 500 ㎕를 

넣고 용해될 때까지 혼합하였다. 이 혼합 부유액

에 chloroform(CHCl3) 50 ㎕를 첨가한 후 15초

간 다시 혼합하였다. 이를 얼음에 15분간 방치한 

후 13,000 rpm에서 원심 분리한 후 약 200 ㎕의 

상층액을 회수하여 2-propanol 200 ㎕와 동량 

혼합한 다음 천천히 흔들고 얼음에서 15분간 방

치하였다. 이를 다시 13,000 rpm에서 원심 분리

한 후 80% EtOH로 수세하고 3분간 vaccum

pump에서 건조하여 RNA를 추출하였다. 추출한 

RNA는 DEPC를 처리한 20 ㎕의 증류수에 녹여 

heating block 75℃에서 불활성화 시킨 후 first

strand cDNA합성에 사용하였다.

② RT-PCR

Reverse transcription(RT) 반응은 준비된 total

RNA 3 ㎍을 DNase I(10 U/㎕) 2 U/tube를 37℃

heating block에서 30분간 반응한 후 75℃에서 

10분 동안 변성시키고, 이에 2.5 ㎕ 10 mM dNTPs

mix, 1 ㎕ random sequence hexanucleotides(25

pmole/25 ㎕), RNA inhibitor로서 1㎕ RNase

inhibitor(20 U/㎕), 1 ㎕ 100 mM DTT, 4.5 ㎕

5×RT buffer(250 mM Tris-HCl, pH 8.3, 375

mM KCl, 15 mM MgCl2)를 가한 후, 1 ㎕의 

M-MLV RT(200 U/㎕)를 가한 다음 DEPC 처리

된 증류수로서 최종 부피가 20 ㎕가 되도록 하였

다. 이 20 ㎕의 반응 혼합액을 잘 섞은 뒤 2,000

rpm에서 5초간 원심 침강하여 37℃ heating

block에서 60분 동안 반응시켜 first-strand

cDNA를 합성한 다음, 95℃에서 5분 동안 방치

하여 M-MLV RT를 불활성화 시킨 후 합성이 

완료된 cDNA를 Polymerase chain reaction(PCR)

에 사용하였다.

③ Real Time Quantitative PCR

Real time quantitative PCR은 Applied

Biosystems 7500 Fast real-Time PCR system을 

이용하여 수행하였다. Proinflammatory cytokine

유전자 발현은 SYBR Green PCR Master mix

(ABI)를 사용하였고, internal standard로 mouse

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase(G3PDH)

를 사용하였고, primer의 최종농도가 200 nM이 

되게 반응시켰다. Real time quantitative PCR의 

조건은 pre-denaturation은 2 min 50℃, 10 min

94℃, 그리고 40 cycles는 0.15 min 95℃, 1 min
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60℃에서 수행하였다. 각 군의 Quantitative PCR

은 다음과 같이 계산하여 relative quantitative

(RQ)를 측정하였다.

y=x(1+e)n

(x=starting quantity, y=yield, n=number of

cycles, e=efficiency)

사용된 primers는 다음과 같다(Table Ⅱ).

Forward Primer Reverse Primer

mouse G3PDH 5' TGAAGCAGGCATCTGAGGG 3' 5' CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG 3'

mouse IL-1β CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG GATCCACACTCTCCAGCTGCA

mouse IL-6 5' TCCAGTTGCCTTCTTGGGAC 3' 5' GTGTAATTAAGCCTCCGACTTG 3'

mouse TNF-α 5' CTGTCTACTGAACTTCGGGGTGATCGGTCC 3' 5'ATGAGATAGCAAATCGGCTGACGGTGTGGG 3'

mouse COX-2 5' TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 3' 5' TGGCTCTGCAGGATTTTCATG 3'

mouse NOS-Ⅱ GGCAGCCTGTGAGACCTTTG GCATTGGAAGTGAAGCGTTTC

mouse IL-10 TGGGAAGTGGGTGCAGTTAT AAGCAGCCTTGCAGAAAAGA

mouse IL-1 receptor antagonist CCTCGGGATGGAAATCTGCT CCAGATTCTGAAGGCTTGCAT

Table Ⅱ. Sequences of Primers Set Used Real-Time Quantative PCR

3) BV2 microglial cell line의 배양 상층액

내 IL-1β, IL-6, TNF-α 생성량 측정

BV2 microglial cell line을 실험 3일전에 

subculture(1×10
5

cells/㎖) 하여 96 wells plate

에 2×10
5 세포를 각 well에 분주한 후 DMEM

배양액으로 overnight 시켰다. 導痰湯合聰明湯 

열수추출물(100 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖)을 처리하고 1

시간 후 LPS(0.1 ㎍/㎖)를 각각의 well에 첨가하

였다. 6시간 후 DMEM 배양액으로 각 well을 

세척한 후 새로운 배양액으로 48시간 동안 CO2

조직 배양기에서 배양하였다. 배양 종료 후 전체 

배양액을 2,000 rpm에서 5분간 원심 분리하여 

상층액을 회수하여 IL-1β, IL-6 및 TNF-α 생성

량을 ELISA reader로 측정하였다. 각 well에 배

양상층액을 100 ㎕(1/100 dilution)씩 분주한 후 

antibody cytokine-biotined conjugated 100 ㎕를 

처리하고 2시간 실온에서 방치한 후 다시 세척

하였다. 2시간 동안 실온에서 방치한 후 2회 

washing 완충 용액으로 세척한 다음 antibody

avidin-HRP conjugated 100 ㎕를 처리하고 2시

간 실온에서 방치한 후 다시 세척하였다. 여기에 

TMB 기질을 100 ㎕씩 분주하고 암소에서 30분

간 방치한 후 100 ㎕의 stop 용액을 처리한 후 

ELISA reader로 450 nm에서 흡광도를 측정하였

다.

4) BV2 microglial cell 배양액 내 NO 생

성량 측정

BV2 microglial cell을 96 wells plate에 2×10
4

cells로 분주하였다. 여기에 導痰湯合聰明湯 추출

물(100, 50, 10 ㎍/㎖)을 처리하고 1 시간 후 LPS

(0.1 ㎍/㎖)를 각각의 well에 첨가하여 48 시간 

배양하였다. 배양 종료 후 배양액을 2,000 rpm

에서 5 분간 원심분리 하여 상층액을 회수한 후 여

기에 Griess 시약 용액 A(0.2 % naphthylethylene

diamine dihydrochloride in D.W.)와 용액 B(2

% sulfonylamide in 5 % H3PO4)를 1:1로 혼합

하여 처리하였다. 다시 배양 상층액 100 ㎕를 96

wells plate에 분주하고 혼합 용액 100 ㎕를 처

리한 후 ELISA reader를 사용하여 540 ㎚에서 

흡광도를 측정하였다.
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5) BV2 microglial cell 내 ROS의 분석

BV2 microglial cell 내 ROS를 측정하기 위하

여 24 wells plate의 각 well에 5×10
5

cells씩 첨

가하고, 導痰湯合聰明湯 추출물(100, 50 ㎍/㎖)을 

처리하고 1시간 후 LPS(1 ㎍/㎖)를 처리한 후 

37℃에서 48 시간 배양하였다. 배양 종료 후 

DCFH-DA 50 μM을 처리하고 5 분간 배양하고 

2 회 수세한 후 flow cytometer로 세포내 형광 

ROS를 측정하였다. 이 때 Cyclosporine A를 처

리한 군을 만들어 양성대조군으로 사용하였다.

6) PC-12 cell에서 AChE activity 측정

(1) 세포

PC-12 cell line은 rat의 adrenal pheochromocytoma

로 DMEM에 10% horse serum과 5% FBS,

penicilin(100 U/㎖), streptomycin(100 ㎍/㎖),

10 ㎍/㎖의 gentamycin이 함유된 배양액을 넣고 

배양시켰다.

(2) AChE activity 측정

PC-12 cell에 導痰湯合聰明湯 추출물(100, 50,

10 ㎍/㎖)과 NGF를 처리하여 24 시간 배양한 

후 50 ㎕의 cell lysate lysis buffer{Tris-HCL(200

mM; pH 8.0), 200 mM NaCl, 0.5%(v/v)

Nonidet P-40, 0.1 mM EGTA, 1 mM PMSF,

0.1 mM DTT, 10 ㎍/㎖ leupetin}을 혼합하여 

얼음에서 30 분간 반응하였다. 그리고 5 분간 원

심분리하여 cell lysate를 얻었다. Cell lysate를 

labeling한 후 sodium chloride solution 0.2 ㎖와 

혼합하였고 각 tube에 3.0 ㎖ water, nitrophenol

solution 2 ㎖, acetylcholine chloride solution

0.2 ㎖를 첨가하였다. 다시 5분 후 acetylcholine

chloride solution을 첨가하고 시간을 정확히 기

록하여 25℃ water bath에서 30분간 배양시킨 

후 ELISA reader로 420 nm에서 흡광도를 측정

하였다.

7) Scopolamine으로 유도된 기억력 감퇴

생쥐 모델의 Moris water maze 실험

(1) 반복 학습 및 약물 투여

선별된 ICR계 생쥐에 1주일간 Morris water

maze에서 1일 1회 반복학습을 실시하였다. Morris

water maze란 직경이 90 ㎝이고 높이가 약 30

㎝인 수조로 수온이 27℃인 수돗물을 2/3정도 

채우고, 그 안에 생쥐가 올라갈 수 있는 직경이 

10 ㎝인 원통형 platform을 설치한 수조이다. 1

일 1회 학습 시 ICR계 생쥐 중 30초 이내에 

pool에서 platform으로 올라가는 생쥐를 선별하

였다. 선별된 ICR계 생쥐 6마리를 한 군으로 하

여 대조군, galanthamine(3 ㎎/㎏, i.p) 투여군,

導痰湯合聰明湯 열수추출물(400 ㎎/㎏ p.o) 실험

군, 초미세분말(400 ㎎/㎏ p.o) 실험군으로 분류

하였고, 21일간 약물을 투여하면서 platform에 

오르는 반복훈련을 실시하였다.

(2) 기억력 측정

훈련과 약물 투여가 종료된 ICR계 생쥐에 

scopolamine(1 ㎎/㎏)을 복강 주사하고 30분 후

에 water maze에 ICR계 생쥐를 한 마리씩 넣고,

VIDEOTRACK으로 행동을 측정하고, 이를 

videotrack software로 분석하였다.

3. 통계 분석

실험에서 얻은 결과는 mean±standard deviation

으로 기록하였다. 모든 실험의 유의성은 독립표

본 T-검정(Independent T-test)으로 평가하였고 

p<0.05 수준에서 유의성을 결정하였다.
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Ⅲ. 결  과

1. 導痰湯合聰明湯에 대한 세포독성

導痰湯合聰明湯의 세포독성을 측정한 결과,

mLFC의 생존율은 대조군에 비해 1 ㎍/㎖, 10

㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖ 실험군

에서 각각 97.8±0.8(%), 94.8±1.2(%), 90.6±1.4(%),

84.8±1.7(%), 75.8±2.5(%)로 나타냈다(Fig. 1).

Fig. 1. Cytotoxicity of DDTCMT hot water extract
on mLFCs.
mLFCs were treated with various concentrations
of DDTCMT hot water extract.
Data represent means±S.D.

2. BV2 microglial cell line에서 IL-1β,

IL-6, TNF-α, COX-2, NOS-Ⅱ, IL-10,

IL-1 receptor antagonist mRNA

발현에 미치는 영향

1) IL-1β

BV2 microglial cell line에서 IL-1β mRNA 발

현은 대조군의 relative quantitative(RQ)값을 0.992

±0.012%로 기준하였을 때, 정상군은 0.278±0.082

%(RQ)로 나타났으며, 導痰湯合聰明湯 100 ㎍/㎖,

50 ㎍/㎖의 실험군은 각각 0.509±0.134%(RQ),

0.753±0.134%(RQ)로 나타났다(Fig. 2).

Fig. 2. Inhibitory effects of DDTCMT hot water
extract on IL-1β mRNA expression in
BV2 microglial cell line.
BV2 microglial cells were treated with various
concentrations of DDTCMT hot water extract(100, 50
㎍/㎖) in the presence or absence of lipopolysaccharide
(LPS; 0.1 ㎍/㎖) for 6 hrs. IL-1β mRNA expression
were measured real-time PCR.
Data represent means±S.D.

2) IL-6

BV2 microglial cell line에서 IL-6 mRNA 발

현은 대조군의 relative quantitative(RQ)값을 0.995

±0.008%로 기준하였을 때, 정상군이 0.006±0.001

%(RQ), 導痰湯合聰明湯 100 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖의 

실험군은 각각 0.409±0.066%(RQ), 0.609±0.071%

(RQ)로 나타나 100 ㎍/㎖에서 유의성 있는 감소

를 보였다(Fig. 3).

Fig. 3. Inhibitory effects of DDTCMT hot water
extract on IL-6 mRNA expression in BV2
microglial cell line.
BV2 microglial cells were treated with various
concentrations of DDTCMT hot water extract(100, 50
㎍/㎖) in the presence or absence of lipopolysaccharide
(LPS; 0.1 ㎍/㎖) for 6 hrs. IL-6 mRNA expression
were measured real-time PCR.
Data represent means±S.D.
Statistically significant value compared with control
group by independent T Test(* : p<0.05).
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3) TNF-α

BV2 microglial cell line에서 TNF-α mRNA

발현은 대조군의 relative quantitativ(RQ)값을 

1.052±0.074%로 기준하였을 때, 정상군이 0.027±

.006%(RQ), 導痰湯合聰明湯 100 ㎍/㎖, 50 ㎍/

㎖의 실험군은 각각 0.195±0.060%(RQ), 0.515±

.047%(RQ)로 나타나 100 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 모두 

유의성 있는 감소를 보였다(Fig. 4).

Fig. 4. Inhibitory effects of DDTCMT hot water
extract on TNF-α mRNA expression in
BV2 microglial cell line.
BV2 microglial cells were treated with various
concentrations of DDTCMT hot water extract(100, 50
㎍/㎖) in the presence or absence of lipopolysaccharide
(LPS; 0.1 ㎍/㎖) for 6 hrs. TNF-α mRNA expression
were measured real-time PCR.
Data represent means±S.D.
Statistically significant value compared with control
group by independent T Test(* : p<0.05, ** :
p<0.01).

4) COX-2

BV2 microglial cell line에서 COX-2 mRNA

발현은 대조군의 relative quantitative(RQ)값을 

1.058±0.081%로 기준하였을 때, 정상군이 0.028±

0.004%(RQ), 導痰湯合聰明湯 100 ㎍/㎖, 50 ㎍/

㎖의 실험군은 각각 0.500±0.002%(RQ), 0.607±

0.030%(RQ)로 나타났다(Fig. 5).

Fig. 5. Inhibitory effects of DDTCMT hot water
extract on COX-2 mRNA expression in
BV2 microglial cell line.
BV2 microglial cells were treated with various
concentrations of DDTCMT hot water extract(100, 50
㎍/㎖) in the presence or absence of lipopolysaccharide
(LPS; 0.1 ㎍/㎖) for 6 hrs. COX-2 mRNA expression
were measured real-time PCR.
Data represent means±S.D.

5) NOS-Ⅱ

BV2 microglial cell line에서 NOS-Ⅱ mRNA

발현은 대조군의 relative quantitative(RQ)값을 

1.012±0.017%로 기준하였을 때, 정상군에서 0.029

±0.009% RQ)로, 導痰湯合聰明湯 100 ㎍/㎖, 50

㎍/㎖의 실험군은 각각 0.496±0.069%(RQ), 0.628

±0.042%(RQ)로 나타나 100 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 모

두에서 유의성 있는 감소를 보였다(Fig. 6).

Fig. 6. Inhibitory effects of DDTCMT hot water
extract on NOS-Ⅱ mRNA expression in
BV2 microglial cell line.
BV2 microglial cells were treated with various
concentrations of DDTCMT hot water extract(100, 50
㎍/㎖) in the presence or absence of lipopolysaccharide
(LPS; 0.1 ㎍/㎖) for 6 hrs. NOS-Ⅱ mRNA expression
were measured real-time PCR.
Data represent means±S.D.
Statistically significant value compared with control
group by independent T Test(* : p<0.05).
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6) IL-10

BV2 microglial cell line에서 IL-10 mRNA 발

현은 대조군의 relative quantitative(RQ)값을 1.007

±0.009%로 기준하였을 때, 정상군에서 0.203±0.126

%(RQ)로, 導痰湯合聰明湯 100 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖

의 실험군은 각각 2.509±0.134%(RQ), 2.021±0.120

%(RQ)로 나타나 100 ㎍/㎖에서 유의성 있는 증

가를 보였다(Fig. 7).

Fig. 7. Inhibitory effects of DDTCMT hot water
extract on IL-10 mRNA expression in
BV2 microglial cell line.
BV2 microglial cells were treated with various
concentrations of DDTCMT hot water extract(100, 50
㎍/㎖) in the presence or absence of lipopolysaccharide
(LPS; 0.1 ㎍/㎖) for 6 hrs. IL-10 mRNA expression
were measured real-time PCR.
Data represent means±S.D.
Statistically significant value compared with control
group by independent T Test(* : p<0.05).

7) IL-1 receptor antagonist

BV2 microglial cell line에서 IL-10 mRNA 발

현은 대조군의 relative quantitative(RQ)값을 0.999

±0.002%로 기준하였을 때, 정상군에서 0.174±0.036

%(RQ)로, 導痰湯合聰明湯 100 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖

의 실험군은 각각 2.225±0.098%(RQ), 1.499±0.226

%(RQ)로 나타나 100 ㎍/㎖에서 유의성 있는 증

가를 보였다(Fig. 8).

Fig. 8. Inhibitory effects of DDTCMT hot water
extract on IL-1 receptor antagonist mRNA
expression in BV2 microglial cell line.
BV2 microglial cells were treated with various
concentrations of DDTCMT hot water extract(100, 50
㎍/㎖) in the presence or absence of lipopolysaccharide
(LPS; 0.1 ㎍/㎖) for 6 hrs. IL-1 receptor antagonist
mRNA expression were measured real-time PCR.
Data represent means±S.D.
Statistically significant value compared with control
group by independent T Test(* : p<0.05).

3. BV2 microglial cell line 배양상층

액에서 proinflammatory cytokine

생성량에 미치는 영향

1) IL-1β

BV2 microglial cell line의 배양 상층액에서 

IL-1β 생성량은 정상군이 34.5±18.8(pg/㎖), 대

조군은 813.0±63.1(pg/㎖)이었다. 導痰湯合聰明湯 

100 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 실험군은 각각 310.2±31.5

(pg/㎖), 494.0±128.0(pg/㎖)로 100 ㎍/㎖ 실험군

에서 유의성 있는 감소를 보였다(Fig. 9).

2) IL-6

BV2 microglial cell line의 배양상층액에서 

IL-6 생성량은 정상군이 447.0±96.7(pg/㎖), 대조

군은 7291.0±794.8(pg/㎖)이었으며, 導痰湯合聰明

湯 100 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 실험군은 각각 3061.5

±1211.3(pg/㎖), 4189.5±369.8(pg/㎖)로 나타났다

(Fig. 10).
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Fig. 9. Inhibitory effect of DDTCMT hot water
extract on the IL-1β production in BV2
microglial cell line.
BV2 microglial cells were treated with various
concentrations of DDTCMT hot water extract(100, 50
㎍/㎖) in the presence or absence of lipopolysaccharide
(LPS; 0.1 ㎍/㎖) for 6 hrs. Total IL-1β levels were
measured by a sandwich ELISA using an ELISA kit.
Data represent means±S.D.
Statistically significant value compared with control
group by independent T Test(* : p<0.05).

Fig. 10. Inhibitory effect of DDTCMT hot water
extract on the IL-6 production in BV2
microglial cell line.
BV2 microglial cells were treated with various
concentrations of DDTCMT hot water extract
(100, 50 ㎍/㎖) in the presence or absence of
lipopolysaccharide(LPS; 0.1 ㎍/㎖) for 6 hrs.
Total IL-6 levels were measured by a sandwich
ELISA using an ELISA kit.
Data represent means±S.D.

3) TNF-α

BV2 microglial cell line의 배양상층액에서 

TNF-α 생성량은 정상군이 548.0±94.8(pg/㎖), 대

조군이 2274.0±321.0(pg/㎖)이었으며, 導痰湯合聰

明湯 100 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 실험군은 각각 1525.0±

141.4(pg/㎖), 1806.0±82.0(pg/㎖)로 나타났다(Fig. 11).

Fig. 11. Inhibitory effect of DDTCMT hot water
extract on the TNF-α production in BV2
microglial cell line.
BV2 microglial cells were treated with various
concentrations of DDTCMT hot water extract
(100, 50 ㎍/㎖) in the presence or absence of
lipopolysaccharide(LPS; 0.1 ㎍/㎖) for 6 hrs. Total
TNF-α levels were measured by a sandwich
ELISA using an ELISA kit.
Data represent means±S.D.

4. BV2 microglial cell line 배양 상층

액에서 NO 생성량에 미치는 영향

BV2 microglial cell line의 배양 상층액에서 

NO 생성량은 정상군은 19.6±4.5, 대조군은 466.3

±56.0, 導痰湯合聰明湯 100, 50, 10 ㎍/㎖ 실험군

은 각각 70.4±30.7, 111.6±34.7, 247.0±63.9(mM)로 

나타나 導痰湯合聰明湯 100, 50, 10 ㎍/㎖ 실험군 

모두에서 유의성 있는 감소를 보였다(Fig. 12).

Fig. 12. Inhibitory effect of DDTCMT extract on the
NO production BV2 microglial cell line.
Data represent means±S.D.
Statistically significant value compared with control
group by independent T Test(*** : p<0.001).
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5. BV2 microglial cell 배양 상층액에

서 ROS 생성에 미치는 영향

BV2 microglial cell의 ROS 생성을 관찰한 결

과, 대조군에서 비해 導痰湯合聰明湯 실험군에서

는 농도의존적으로 ROS의 생산이 억제되었다

(Fig. 13).

Fig. 13. Inhibitory effect of DDTCMT extract on
the ROS production in BV2 microglial
cell line.

6. PC-12 cell line에서 AChE activity

억제 효과

PC-12 cell line에서 AChE activity를 측정한 

결과, 정상군은 6.4±1.7, 대조군은 46.2±2.4, 導痰

湯合聰明湯 100, 50, 10 ㎍/㎖ 실험군은 각각 

16.0±6.2, 26.4±11.1, 33.0±4.7(nM/mg/min)로 나

타나 導痰湯合聰明湯 100, 50 ㎍/㎖ 실험군에서 

농도의존적으로 유의성 있는 감소를 보였다(Fig.

14).

Fig. 14. Inhibitory effect of DDTCMT extract on
AChE activity in PC-12 cell line.
Data represent means±S.D.
Statistically significant value compared with control
group by independent T Test(* : p<0.05, ** :
p<0.01).

7. Immunoblotting을 통한 anti-AChE

의 억제 효과

PC-12 cell line에서의 anti-AChE를 Western

blot을 통해 관찰한 결과, 대조군에 비해 100, 50

㎍/㎖의 DDTCMT 실험군에서 anti-AChE 발현

이 억제되었다(Fig. 15).

Fig. 15. Suppression effect of DDTCMT extract
on anti-AChE in PC-12 stimulated NGF
by Western blot analysis.

8. Scopolamine으로 유도된 기억력 감퇴

생쥐에 대한 기억력 감퇴 억제 효과

1) Step-through latency 측정

Step-through latency 측정에서, 정상군은 10.2±

4.1(sec), 대조군은 74.5±18.3(sec)이었으며, Galanthamine

투여군, 導痰湯合聰明湯 열수추출물, 초미세분말 

실험군은 각각 18.6±5.4(sec), 32.4±18.3(sec), 20.2
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±10.8(sec)로 대조군에 비해 유의한 시간 단축을 

보였으나 열수추출물과 초미세분말 실험군간의 

유의한 차이는 없었다(Fig. 16).

Fig. 16. Effects of DDTCMT scopolamine-induced
memory deficit mice in the step-through
type Morris water maze test.
Normal : Non-treatment group.
Control : Group treated with scopolamine(1 ㎎/㎏ i.p).
Galanthamine : Group treated with scopolamine
(1 ㎎/㎏ i.p) and galanthamine(3 ㎎/㎏ i.p).
U.F.P : Group treated with scopolamine(1 ㎎/㎏
i.p) and DDTCMT ultra-fine powder(400 ㎎/㎏ p.o).
Extract : Group treated with scopolamine(1 ㎎/㎏
i.p) and DDTCMT hot water extract(400 ㎎/㎏ p.o).
After ICR mice were administered of DDTCMT
orally or injected galanthamine, the injection of
scopolamine(1 ㎎/㎏) continued once a day for
7 days.
Data represent means±S.D.
Statistically significant value compared with control
group by independent T Test(** : p<0.01, *** :
p<0.001).

2) Distance movement-through latency

측정

Distance movement-through latency 측정에

서, 정상군은 246.9±114.8(㎝), 대조군은 1572.1±

396.8(㎝)이었으며, Galanthamine 투여군, 導痰湯

合聰明湯 열수추출물, 초미세분말 실험군은 각각 

450.1±213.1(㎝), 501.3±361.3(㎝), 483.9±165.5(㎝)

로 대조군에 비해 유의한 거리 단축을 보였으나 

열수추출물과 초미세분말 실험군간의 유의한 차

이는 없었다(Fig. 17).

Fig. 17. Effects of DDTCMT on scopolamine-induced
memory deficit mice in the distance
movement-through type Morris water maze
test.
Normal : Non-treatment group.
Contro : Group treated with scopolamine(1 ㎎/㎏ i.p).
Galanthamine : Group treated with scopolamine
(1 ㎎/㎏ i.p) and galanthamine(3 ㎎/㎏ i.p).
U.F.P : Group treated with scopolamine(1 ㎎/㎏ i.p)
and DDTCMT ultra-fine powder(400 ㎎/㎏ p.o).
Extract : Group treated with scopolamine(1 ㎎/㎏
i.p) and DDTCMT hot water extract(400 ㎎/㎏ p.o).
After ICR mice were administered of DDTCMT orally
or injected galanthamine, the injection of scopolamine
(1 ㎎/㎏) continued once a day for 7 days.
Data represent means±S.D.
Statistically significant value compared with control
group by independent T Test(*** : p<0.001).

Ⅳ. 고  찰

전반적인 인지기능의 장애를 주 증상으로 하

며, 만성 또는 진행성 뇌질환과 같은 병적인 노

화인 痴呆는37)
AD와 뇌경색 등으로 유발된 뇌

혈관성 치매, 두 가지가 혼재된 혼합형 치매 등

이 있고 이 중 가장 많은 비율을 차지하는 것은 

AD이다1)
. 심장병, 암, 뇌졸중과 함께 4대 주요 

사인으로 언급되는 중요한 기질성 장애로 65세 

이상의 인구에서 유병률이 2.2%~8.8%에 이르는 

장애이다1)
. 痴呆는 최근 생활수준의 향상, 의학

의 발달로 노년층 인구가 늘어 점차 증가 추세

에 있으며 향후 커다란 사회문제로 대두될 것으

로 보인다38)
.

AD는 전반적인 뇌위축과 뇌세포의 소실로 기

억력과 지능의 감퇴, 추상적 사고 및 판단의 장
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애가 발생하는 노년기 대표적 퇴행성 중추신경

계 질환으로39), AD 유발에는 microglial cell과 

astrocyte에서 분비되는 IL-1β, IL-6, TNF-α 등의 

proinflammatory cytokine
40)

, AChE
41)

, free

radicals42), Aβ43) 등의 많은 인자가 관여하는 것

으로 알려져 있다.

이중 acetylcholine을 생성하는 세포의 퇴행과 

acetylcholine을 분해하는 효소인 AChE의 증가
44,45)와 같은 콜린계의 기능장애는 기억력과 많은 

연관이 있다46)
. 감퇴된 choline성 신경계를 보충

해주고 개선해 줄 수 있는 약물인 galanthamine

은 AChE의 저해제로 잠복기의 AD에 효과가 있

는 것으로 알려져 있는데44)
scopolamine으로 유

도된 기억력 감퇴 생쥐 모델의 학습과 단기기억

력을 개선시킨다고 한다45)
.

또한 신경세포의 산화적 손상은 AD를 유발하

는 주요한 원인이 되는데, 이러한 산화적 손상을 

유발하는 대표적인 물질로 NO와 ROS가 있다.

NO는 필요이상으로 생성되면 shock에 의한 혈

관확장, 염증반응으로 유발되는 조직손상, 신경

조직의 손상 등을 일으켜 생체에 유해한 작용을 

나타내는 것으로 보고되었다47)
. 그리고 ROS는 

세포막의 지질, 조직 단백질 또는 효소, DNA에 

산화를 유발시켜 세포막의 손상, 단백질의 변형,

DNA의 손상을 유발한다. 이들 산화적 손상은 

노화와 파킨슨병, AD 등의 퇴행성 신경질환을 

포함하여 다양한 질병을 유발한다48)
.

痴呆는 景岳全書12)에서 痴呆와 유사한 痴獃
에 대해 “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……”이라 하여 최초로 

언급 된 이후 ‘痴獃12), ‘呆病49,50), ‘健忘14) 등의 범

주에 속하며 기술되어져 왔다.

痴呆의 病機는 稟賦不足, 肝腎不足, 氣血虧虛,

痰濁阻竅, 氣滯血瘀 등이고 治法으로는 補腎益

精, 補益精氣, 補腎健脾, 豁痰化濁, 行氣活血, 淸

熱解毒, 益氣養血 등이다51).

導痰湯合聰明湯은 導痰湯과 聰明湯을 合方한 

處方으로 導痰湯은 嚴의 濟生方22)에 최초로 

기재된 처방으로 二陳湯에 南星과 枳殼을 加味

하여 半夏, 南星, 枳殼, 赤茯苓, 橘紅, 甘草, 生薑

으로 구성되어 있고 明代 薜52)은 “痰涎壅盛, 胸

膈痞塞, 或咳嗽惡心, 飮食少思를 다스린다”라고 

한 것을 비롯해 頑痰이 膠固하여 二陳湯으로 제

거하지 못할 때, 痰迷心竅로 인한 神志錯亂, 意

識不明, 言語不利에 응용되어 왔다.

導痰湯을 構成하는 藥物의 效能을 살펴보면 

半夏53)는 和胃止嘔, 燥濕祛痰, 散結消腫하고, 南

星53)은 祛風解痙, 燥濕化痰한다. 橘紅53)는 理氣健

脾, 燥濕化痰하고, 枳殼53)은 破氣行痰, 消積하고,

赤茯苓53)은 通利濕熱, 利竅行水, 破結氣하고, 甘

草53)는 補裨益氣, 淸熱解毒, 潤肺止咳하고, 生薑
53)은 發汗解表, 溫中止嘔한다.

聰明湯은 東醫寶鑑14)에 “治多忘, 久服能日誦

千言”이라 기술된 이래 , 健忘 및 痴呆 등의 병

증에 활용되고 있고1) 최근 聰明湯 및 聰明湯加

味方이 痴呆에 효과적인 치료제로 활용 될 수 

있다는 가능성을 제시한 연구16-18,20,21,32,33)가 진행

되었다.

따라서 導痰湯에 健忘의 代表的 處方인 聰明

湯을 合方한 導痰湯合聰明湯이 痴呆의 증상개선

에 응용될 수 있을 것으로 사료되어 導痰湯合聰

明湯을 본 실험약물로 선택하여 본 硏究를 시행

하였다.

한의학에서 현재 가장 많이 응용되는 제형인 

탕제와 열수추출물제제는 탕제의 경우 달이는 

시간이 소요됨, 휴대가 불편함, 기미가 불쾌함 

등이, 열수추출물 제제의 경우 약효가 떨어지거

나 효과가 느릴 것 같다는 선입견과 복용시에 

물이 필요하다는 것이 단점으로 지적 된다28). 이
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런 단점을 보완하며 잘 녹지 않는 약물의 생물

학적 유용성을 개선하기 위하여 연구되는 방법 

중 약물을 분자크기로 축소하는 방법인 초미세

분말은 약물의 표면영역의 증가를 가져와 흡수

성을 높이게 되므로54) 우수한 효과를 보인다55).

이러한 장점 때문에 한약제형에 초미세분말을 

응용한 연구도 활발히 진행되고 있다18-21,29-35)
.

이제 저자는 導痰湯合聰明湯의 열수추출물과 초

미세분말 제형이 AD 및 기억력 감퇴에 대한 효과

를 실험적으로 규명하고자, in vitro 실험에서 열수

추출물을 시료로 LPS를 처리한 BV2 microglial

cell line에서 IL-1β, IL-6, TNF-α, COX-2, NOS-II,

IL-10, IL-I receptor antagonist의 mRNA 발현과 

배양상층액에서 proinflammatory cytokine의 생

성량을 관찰하였다. 또한 NO, ROS 생성을 측정

하였고 NGF를 처리한 PC-12 cell line에서 

AChE activity를 측정하고 immunoblotting을 통

하여 anti-AChE의 발현을 관찰하였다. In vivo

실험에서는 열수추출물 및 초미세분말을 시료로 

scopolamine으로 유도된 기억력 감퇴 생쥐의 기

억과 관련된 행동변화를 Morris water maze에

서 VIDEOTRACK으로 측정하여 유의한 결과를 

얻었기에 보고하는 바이다.

정상 생쥐의 mLFC에서 導痰湯合聰明湯의 세

포독성을 측정한 결과, 세포의 생존율은 대조군

에 비해 導痰湯合聰明湯 1 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖, 50

㎍/㎖, 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖ 실험군에서 감소하

였으나, 200 ㎍/㎖ 실험군을 제외한 실험군에서 

80% 이상으로 나타났다(Fig. 1). 이러한 결과로 

이후의 실험에서는 100 ㎍/㎖이하의 導痰湯合聰

明湯을 사용하였다.

Microglial cell은 중추신경계에 상주하는 

macrophage로 뇌손상 및 외부로부터 이물질의 

침입 등의 자극이 주어질 때 활성화되어 세포증

식과 포식작용을 가진 원형의 세포로 변형되는

데, microglial cell의 활성화는 AD와 파킨슨병과 

같은 신경사멸질환의 개시와 진행에서 중추적 역

할을 하는 것으로 알려져 있다56)
. 이 세포를 활성

화시키는 가장 효과적인 물질로는 그람음성균 세

포외막에 존재하는 내독소 LPS가 있는데, LPS는 

세포막 수용체인 CD14에 결합하여 microglial

cell을 활성화시켜 IL-1β, IL-6, IL-12, TNF-α 등

의 proinflammatory cytokine과 NO 등의 oxidants

를 생산, 분비하도록 하고 염증 및 면역반응을 

일으킨다57,58)
.

CNS 염증시 microglial cell에서 생산되는 주

요 proinflammatory cytokine인 IL-1, TNF-α는 

배양된 microglial cell이나 LPS 주사된 쥐에서 

LPS와 같은 독소나 독성화합물에 의해 유도된

다. IL-1과 TNF-α는 BBB의 붕괴로 astrocyte와 

상피세포로부터 CNS로 백혈구 침윤을 촉진시키

는 부착분자와 화학역동현상을 유도하여 CNS

염증의 발전과 연관된 것으로 알려져 있다59)
.

COX-2는 arachidonic acid가 prostanoide로 

전환될 때 촉매작용을 하며 prostaglandine(PGs)

을 형성하는 중요한 효소로60)
PGs는 과량이 존

재할 경우 자가 독성을 나타내며 신경변성에 관

여한다61). COX-2의 발현이 증가하면 유해한 

prostanoide와 자유기들의 생성이 과잉되어 신경

손상을 매개하며, AD 질환의 뇌에서도 COX-2

mRNA와 단백질의 발현 상승이 보고되었다60).

NOS-Ⅱ(inducible NOS ; iNOS)는 L-arginine

으로부터 NO를 생성하는 효소로 LPS, TNF-α,

IL-1β 등에 의해 자극받은 대식세포, 간세포, 신

장세포 등에서 생성된다. iNOS는 평소에는 세포

내에 존재하지 않으나 일단 유도되면 장기간 다

량의 NO를 생성하며, 필요이상으로 생성된 NO

는 shock에 의한 혈관확장, 염증반응으로 유발되

는 조직손상, 신경조직의 손상 등을 일으켜 생체

에 유해한 작용을 나타내는 것으로 보고되고 있
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다47)
. 그리고 염증상태에서 iNOS에 의해 생성된 

NO는 염증매개체의 생합성을 촉진하여 염증을 

심화시키는 것으로 알려져 있다62)
.

IL-10은 Microglial cell의 활성화로 생성이 촉

진되는데 이는 단핵구에서 MHC Ⅱ를 하향 조

절하여 항원 특이성 T세포의 증식을 억제, 면역

과 염증반응에서 억제 인자로 작용하는 anti-

inflammatory cytokine으로 IL-1β, IL-6, TNF-α

와 같은 proinflammatory cytokine의 생성을 억

제함으로써 AD의 진행을 조절하는데 관여한다63)
.

IL-1은 감염 시 면역반응에 관여하는 중요한 

proinflammatory cytokine 중 하나로 IL-1 시스

템은 IL-1α와 IL-1β의 작용제, IL-1 receptor

antagonist(IL-1ra)와 같은 내인성 수용체 길항제

와 같은 3개의 주요 리간드로 구성된다. 세포내 

반응은 IL-1α 또는 IL-1β가 1형 IL-1 신호 수용

체에 결합하여 IL-1R accessory protein(IL-1RAcp)

에 관계됨으로써 시작된다. IL-1ra는 선택적이고 

경쟁적인 IL-1RAcp에 대한 길항제로서 IL-1RAcp

가 IL-1 receptor Ⅰ(IL-1RI)에 붙지 못하게 자신

이 신호 IL-1RI에 결합하며 IL-1 신호를 조절한

다고 알려져 있다64)
.

이와 같은 사실에 근거하여 BV2 microglial

cell line에 LPS를 처리한 후, 각각 다른 농도의 

導痰湯合聰明湯의 열수추출물(100 ㎍/㎖, 50 ㎍/

㎖)을 투여한 후 6시간 배양하여, IL-1β, IL-6,

TNF-α, COX-2, NOS-Ⅱ, IL-10, IL-1 receptor

antagonist 의 mRNA 발현을 관찰하였다. 그 결

과, 모든 실험군에서 proinflammatory cytokine인 

IL-1β, IL-6, TNF-α, COX-2, NOS-Ⅱ의 mRNA의 

발현이 억제되었고, anti-inflammatory cytokine

인 IL-10과 IL-1 receptor antagonist의 mRNA의 

발현은 증가하였다. 특히 導痰湯合聰明湯 100 ㎍

/㎖ 실험군에서 IL-6, NOS-Ⅱ, IL-10, TNF-α,

IL-1 receptor antagonist와 導痰湯合聰明湯 50

㎍/㎖ 실험군에서 NOS-Ⅱ, TNF-α에서 유의성 

있는 변화를 보였다(Fig. 2-8).

또한 BV2 microglial cell line의 배양상층액에

서 IL-1β, IL-6, TNF-α의 생성량을 측정한 결과,

모두 감소를 보였고 특히 IL-1β 생성량은 導痰

湯合聰明湯 100 ㎍/㎖ 실험군에서 유의성 있는 

감소를 보였다(Fig. 9-11).

BV2 microglial cell line의 배양 상층액에서 

NO 생성량을 관찰한 결과 導痰湯合聰明湯 실험

군 모두 농도의존적으로 유의성 있는 감소를 보

였다(Fig. 12).

또한 BV2 microglial cell에서 ROS 생성을 관

찰한 결과, 대조군에서 비해 導痰湯合聰明湯 실

험군에서는 농도의존적으로 ROS의 생산이 억제

되었다(Fig. 13).

PC-12 cell line에서 AChE activity를 측정한 

결과 導痰湯合聰明湯 실험군은 모두 감소를 보

였고 導痰湯合聰明湯 100, 50 ㎍/㎖ 실험군에서 

유의성 있는 감소를 보였다(Fig. 14).

PC-12 cell line에서 anti-AChE를 Western

blot을 통해 관찰한 결과, 대조군에 비해 100, 50

㎍/㎖의 DDTCMT 실험군에서 anti-AChE 발현

이 억제되었다(Fig. 15).

Morris water maze 과제는 동물의 공간학습

과 기억을 검사하기 위해 사용되는 것으로 공간

정보 이외의 단서들을 통제하기 쉬운 장점이 있

다. 이는 동물이 주변에 있는 단서들을 사용하여 

기억하는 능력, 즉 공간준거기억을 측정하며65)
,

이 방법을 이용하여 scopolamine으로 유도된 기

억력 감퇴 생쥐 모델에 대한 導痰湯合聰明湯 열

수추출물 및 초미세분말의 기억력 감퇴 억제효

과를 측정하였다.

Morris water maze를 이용하여 step-through

latency와 distance movement-through latency를 

관찰하였는데, step-through latency와 distance
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movement-through latency 모두에서 導痰湯合

聰明湯 열수추출물 및 초미세분말 실험군이 모

두 대조군에 비해 유의성 있는 시간과 거리의 

단축을 보였다(Fig. 16, 17).

이상의 결과를 총괄해 보면 導痰湯合聰明湯은 

BV2 microglial cell line에서 IL-1β, IL-6, TNF-α,

NOS-Ⅱ, COX-2의 mRNA 발현을 억제하였고 

IL-1 receptor antagonis와 IL-10의 mRNA는 발

현을 증가시켰으며, BV2 microglial cell line 세

포배양액에서 IL-1β, IL-6, TNF-α의 생성량을 감

소시켰다. BV2 microglial cell line의 배양 상층

액에서 NO와 ROS의 생성을 억제하였으며 PC-12

cell line에서 AChE activity를 억제하였고 Western

blot을 통해 관찰한 결과 anti-AChE 발현이 억

제되었다. Scopolamine으로 유도된 AD 병태 모

델 생쥐에 대해 Morris water maze를 통한 

step-through latency, distance movement-through

latency에서 기억력 개선효과를 나타냈다.

導痰湯合聰明湯 열수추출물과 초미세분말의 

효과를 비교해 보면, scopolamine으로 유도된 

기억력 감퇴 생쥐 모델에 대해 Morris water

maze를 통한 step-through latency와 distance

movement-through latency에서 기억력 감퇴개

선효과에 있어 모두 효과가 있었으나 제형에 따

른 유의한 차이는 없었다.

따라서 導痰湯合聰明湯은 microglial cell의 

proinflammatory cytokines의 과잉 발현, 산화적 

스트레스 등으로 인해 야기될 수 있는 AD와 

choline성 신경세포의 퇴화에 의해 야기되는 기

억력 감퇴에 대해 예방과 치료제로 활용될 수 

있을 것으로 판단되며, 향후 초미세분말의 정확

한 기전과 새로운 제형의 개발 및 치매에 대한 

임상 연구 등이 지속적으로 이루어져야 할 것으

로 사료된다.

V. 결  론

導痰湯合聰明湯이 LPS로 처리된 microglia 및 

기억력 감퇴 생쥐 모델에 미치는 영향을 관찰한 

결과, 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. LPS를 처리한 BV2 microglial cell line에서 

導痰湯合聰明湯의 열수추출물 100 ㎍/㎖ 실험

군에서 유의성 있게 mIL-6, mNOS-Ⅱ, mTNF-α

는 감소하였고 mIL-10, mIL-1 receptor antagonist

는 증가하였다. 導痰湯合聰明湯 50 ㎍/㎖ 실

험군에서 유의성 있게 mNOS-Ⅱ, mTNF-α가 

감소하였다.

2. BV2 microglial cell line의 배양상층액에서 

IL-1β, IL-6, TNF-α의 생성량을 측정한 결과,

모두 감소를 보였고 특히 IL-1β 생성량은 導

痰湯合聰明湯 100 ㎍/㎖ 실험군에서 유의성 

있는 감소를 보였다.

3. BV2 microglial cell line의 배양 상층액에서 

NO, ROS 생성량을 관찰한 결과 導痰湯合聰

明湯 실험군 모두 유의성 있는 감소를 보였

다.

4. NGF를 처리한 PC-12 cell line에서 AChE

activity를 측정한 결과 導痰湯合聰明湯 실험

군은 모두 감소를 보였고 특히 導痰湯合聰明

湯 100, 50 ㎍/㎖ 실험군에서 유의성 있는 

감소를 보였다.

5. NGF를 처리한 PC-12 cell line에서 anti-AChE

를 Western blot을 통해 관찰한 결과 DDTCMT

실험군에서 anti-AChE 발현이 억제되었다.

6. 導痰湯合聰明湯 열수추출물과 초미세분말은 

Morris water maze를 통한 step-through

latency, distance movement-through latency

측정에서 모두 유의성 있는 기억력 개선 효
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과를 나타냈으나 두 군간 유의성 있는 차이

는 없었다.

이상의 결과로 미루어 보아 導痰湯合聰明湯은 

기억력 감퇴 및 AD 치료에 응용될 수 있을 것

으로 생각되며, 향후 제형에 대한 추가적인 연구

가 필요할 것으로 사료된다.
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