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고삼 (苦蔘, Sophorae Radix) 70% 에탄올 추출물의 비수용성 분획물의 

Heme Oxygenase-1 발현을 통한 뇌세포 보호 작용
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Abstract −Oxidative stress or the accumulation of reactive oxygen species (ROS) leads neuronal cellular death and dys-

function, and it contributes to neuronal degenerative disease such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease and stroke.

Glutamate-induced oxidative injury contributes to neuronal degeneration in many central nervous system (CNS) diseases, such

as epilepsy and ischemia. Heme oxygenase-1 (HO-1) enzyme plays an important role of cellular antioxidant system against oxi-

dant injury. The expression of HO-1 has cytoprotective effects in glutamate-induced oxidative cytotoxicity in HT22 cells. The

induction of HO-1 is primarily regulated at the transcriptional level, and its induction by various inducers is related to the

nuclear transcription factor-E2-related factor 2 (Nrf2). Nrf2 is a master regulator of the antioxidant response. NNMBS008, the

water-insoluble fraction of the 70% EtOH extract of roots of Sophora flavescens, showed dominant neuroprotective effects on

glutamate-induced neurotoxicity in mouse hippocampal HT22 cells by induced the expression of HO-1 and increased HO activ-

ity. In mouse hippocampal HT22 cells, NNMBS008 makes the nuclear accumulation of Nrf2 pathway. In conclusion, the water-

insoluble fraction of the 70% EtOH extract of roots of S. flavescens (NNMBS008) significantly protect glutamate-induced oxi-

dative damage by induction of HO-1 via Nrf2 pathway in mouse hippocampal HT22 cells. These results suggest that these

extracts could be the effective candidates for the treatment of ROS-related neurological diseases.
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미토콘드리아 내의 산화환원 효소계, 외부 항원에 노출된

면역세포에 의해 그리고 외부적으로는 방사선 또는 여러 화

합물 등에 의해 생체 내에는 활성산소종 (reactive oxygen

species, ROS)이 생성된다. 활성산소종이 너무 많이 생성되

거나 항산화 시스템의 기능이 저하되어 활성산소종의 생성

과 제거 사이의 균형이 파괴되면 생체는 활성산소종에 의

해 산화적 스트레스 (oxidative stress)를 받게 된다.
1)
 산화적

스트레스는 심장병, 암, 당뇨 등 다양한 질병의 발생과 진

행을 촉진하며 특히 알츠하이머 증후군을 비롯한 퇴행성 뇌

질환을 일으키는 중요한 요인으로 알려져 있다.
2-4)
 Heme

oxygenase (HO)는 세포의 항산화 시스템에서 중요한 구성

요소로서 HO 유도체중 하나인 HO-1은 세포내의 heme을

분해하여 일산화탄소, 철, billiverdin을 만든다.
5)
 분해된 생

성물인 일산화탄소, 철, billiverdin과 HO-1 그 자체는 세포

손상 및 사멸의 억제, 항염증 및 항산화 작용을 하는 것으

로 알려져 있으며, 특히 최근에는 뇌 보호 기전 중, HO-1과

그 부산물들의 항산화 작용을 비롯한 다양한 생리활성으로

인하여 뇌 세포 보호에 관여하게 되는 것으로 현재 많은 연

구가 진행되고 있다.
6) 
HO-1 단백질 발현에 관여하는 메커

니즘 중 nuclear factor-E2-related factor 2 (Nrf2)의 핵 내로

의 전사가 매우 중요한 인자로 작용한다고 알려져 있다. 전

사 인자로서의 Nrf2는 HO-1과 같은 항산화 단백질 유전자

에 존재하는 antioxidant response element (ARE)에 결합하

여 이들 유전자의 발현과 단백질 생성을 항진시킴으로써 산
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화적 스트레스에 대한 생체방어기전의 핵심적 역할을 담당

한다.
7,8)

산화적 스트레스 및 ROS는 신경 세포의 파괴와 기능이

상을 초래하여 알츠하이머, 파킨슨병, 뇌졸중 등의 신경 퇴

행성 질환을 유발하는 것으로 알려져 있다.
2-4)
 중추 신경계

(central nervous system, CNS)의 대표적인 흥분성 신경전달

물질인 글루타메이트는 시넵스에서 신경전달, 뉴런의 형성

과 생장, 행동이나 학습 및 기억력 등에 매우 중요한 역할

을 한다.
9)
 하지만 이러한 생리학적인 기능에도 불구하고 글

루타메이트의 독성은 신경세포에 손상을 미치거나 급성 또

는 만성의 퇴행성 뇌질환을 유발할 수 있는 것으로 알려져

있다.
10,11)

 글루타메이트가 유발하는 신경세포 손상은 크게

두 가지 요인으로 구분할 수 있는데, 글루타메이트 수용체

의 과다흥분에 의한 독성과 글루타메이트 수용체의 매개 없

이 산화적 스트레스를 유발하여 세포에 손상을 미치는 것

이다.
12,13)

 본 실험에서는 글루타메이트의 수용체가 결여되

어있는 쥐의 해마유래인 HT22 세포주를 사용하여 글루타

메이트 처리시 수용체 과다 흥분에 의한 독성이 아닌 산화

적 스트레스로 인한 세포의 손상을 확인 할 수 있도록 하였

다.
14)

고삼(苦蔘, Sophora flavescens)은 콩과(Leguminosae)에

속하는 다년생 초본인 도둑놈의 지팡이의 주피를 거의 벗

긴 뿌리로 이뇨, 이질, 해열, 습진, 위출혈 등에 쓰이는 생약

이다. 이 약의 성상은 원주형을 이루고 길이 5~20 cm, 지름

2~3 cm, 바깥 면은 어두운 갈색~황갈색이며 꺾은 면은 약

간 섬유성이다. 횡단면은 피부의 두께가 약 1 mm이며 사부

부근은 약간 어두운 색을 띠고 목부와의 구별이 뚜렷하다.

특이한 냄새가 있고 맛은 매우 쓰며 잔류성이다.
15,16)

 산지

는 우리 나라와 중국, 일본 등지이며, 성분으로는 수종의

quinolizidine alkaloid, flavonoid, saponin 등이 보고되어 있

다.
17,18)

 한방에서는 전통적으로 맛이 쓰고 청열조습, 살충지

양, 이뇨 등의 효능이 있어 소화불량, 신경통, 간염, 황달, 치

질 등에 처방해왔다. 또한 임상적으로 습진, 피부 화농증, 여

성의 음부소양 등의 피부병에 대하여 외용하며, 또한 세균

성이질, 장염에 고삼, 감초, 목향을 물에 달여서 복용하면

효과 있다고 하였다.
19,20)

 현재까지 알려진 고삼의 성분으로

는 alkaloid, flavonoid, saponin 등이 알려져 있고 주요 성분

으로는 alkaloid 1-2%와 flavonoid 약 0.5%등이 함유되었다

고 보고되었다.
21)
 최근의 연구에 의하면 고삼에서 분리한

flavonoid 성분인 8-lavandulylkaempferol이 free radical과

ONOO
-
를

 
제거하는 능력이 있는 것으로 보고된 바 있으며,

22)

lavandulyl flavanones 성분인 (2S)-2'-methoxykurarinone,

sophora-flavanone G, leachianone A 및 (-)-kurarinone 등이

항 말라리아 활성이나 항균 활성이 있는 것이 밝혀지고 있

다.
23,24)

 따라서, 본 연구에서는 고삼의 70% 에탄올 추출물

의 비수용성 분획물인 NNMBS008의 뇌세포 보호효과를 밝

혔으며 그 보호 기전이 Nrf의 핵 내 전사를 통한 HO-1 발

현에 의한 것임을 확인하였다..

재료 및 방법

실험재료 −본 실험에 사용한 고삼은 2009년 9월 익산시

신용동 소재 대학한약국에서 구입하였으며, 형태학적 평가

를 통하여 동정하였고 표본시료는 천연물신약표준화소재은

행에 보관하였다. 고삼 70% 에탄올 추출물(NNMBS007)과

각 분획물(NNMBS008, NNMBS009)은 천연물신약표준화

소재 은행에서 분양 받아 사용하였다.

시약 및 기기 −DMEM 배지와 trypsin-ethylenediamin-

etetraacetic acid (EDTA)는 Gibco Laboratorie사에서 구입하였

으며, fetal bovine serum (FBS)는 Hyclone Laboratories사에

서 구입하였다. L-glutamate, Trolox와 3'-(4,5-dimethylthiazol-

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)는 Sigma사에

서 구입하였다. 96-Well tissue culture plates와 기타 tissue

culture dishes는 Nunc사 제품을 이용하였다. 흡광도는

BioRad사의 Microplate Reader를 이용하여 측정하였다. TLC

(Thin layer chromatography) plate는 MERCK사의 Silica

gel 60 F254 plate를 이용하였다.

시료 제조 −고삼 50 g을 70% 에탄올 수용액 300 ml로

2시간 동안 가열환류추출하고 여과한 다음 여액을 감압 농

축하여 고삼의 70% 에탄올추출물 (NNMBS007) 8.85 g을

얻었다. 얻어진 고삼 70% 에탄올 추출물에 증류수 100 ml

를 넣고 교반하여 현탁시킨 후 24시간 동안 실온에서 방치

하고, 3000 rpm에서 30분 동안 원심분리하여 침전물을 취

함으로써 고삼 70% 에탄올추출물의 비수용성 분획물

(NNMBS008) 1.48 g과 수용성 분획 (NNMBS009) 1.04 g

을 제조하였다. 각 시료는 실험에 사용한 배지에 녹여서 사

용하였다. 제조된 각 시료 (NNMBS007 ~ 009)는 박층크로

마토그래프(TLC)법으로 함유 성분 패턴 분석을 하였다. 각

시료를 2.5 mg/ml의 농도로 메탄올에 용해시켜 검액을 만

들고, 10 µl 씩 TLC판에 점적하여 CHCl3 : MeOH (20 : 1)

의 용매 조건으로 전개시키고 이를 10% 황산에 발색하였

다. NNMBS007와 NNMBS009에서는 나타나진 않던 스팟

이 NNMBS008 에서는 Rf값이 각각 0.2, 0.32, 0.52 인 세

개의 스팟이 확인 되었다. 

HT22 세포배양 및 뇌 세포 보호활성 측정 −생쥐 해마

유래 HT22 세포주는 묵인희 교수 (서울대학교)로부터 분양

하여 사용하였으며, 글루타메이트로 독성을 유발한 세포주

에 대한 보호활성 측정은 정 등의 방법
 25)
에 따라 실시하였

다. HT22 세포 (2×10
5
 cells/well)를 10% heat-inactivated

FBS, penicillin G (100 IU/ml)와 streptomycin (100ìg/ml)을

함유한 DMEM배지에 분주하고 5% CO2 배양기 내에서

37
o
C 에서 24시간 배양한 다음, 각각의 시료 용액 (25, 50,
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100, 200 µg/ml)과 5 mM 글루타메이트를 처리한 후 12시

간 동안 5% CO2 배양기 내에서 배양하였으며, 세포생존율

은 MTT법을 활용하여 측정하였으며, 양성대조약물로는

Trolox 50 µM를 사용하였다. 또한, 모든 실험치는 대조군에

대한 세포보호율을 mean±S.D.로 표시하였으며, 각각 3회 반

복 실험치를 이용하여 계산하였다.

ROS 측정 −배양된 세포를 PBS로 세척한 후, 10 µM

2',7'-dichlofluorescein diacetate (DCFDA, 35845)를 포함하

는 Hank’s balanced salt 용액에서 30분 동안 암실에서 반응

시킨 후 세포의 형광광도 (SpectramaxGemini XS, Molecular

Devices, Sunnyvale, CA, U.S.A.)를 측정하였다 (excitation

wavelength: 490 nm; emission wave length : 525 nm).

Western Blot Analysis −HT22 세포를 60 mm dish에

3×10
5
 cells/well 밀도로 24시간 배양한 후 각각의 시료를 농

도 별 또는 시간 별로 처리 하였다. HT22 세포에 RIPA

buffer를 첨가한 다음, 4
o
C, 14,000×g 에서 25분간 원심분

리하고 상등액을 튜브에 옮겼다. 단백질 정량은 BSA 단백

질 실험 키트를 이용하였고 각각의 시료를 12% SDS-

polyacrylamide gel에서 영동하고 nitrocellulose membrane

(NC membrane)으로 전사하였다. 전사된 NC membrane을

5% 무 지방유가 포함된 신선한 blocking buffer (0.1%

Tween 20 in Tris-buggered saline) 에서 blocking한 후 HO-

1 antibody를 1:1000으로 희석하여 넣고 1시간 동안 반응시

켰다. 다시 2차 antiboby (Anti-mouse IgG)를 1:1000으로 희

석하여 넣고 1시간 동안 반응한 다음, ECL 용액을 1:1로 잘

섞어서 NC membrane 위에 가하여 발광시키고 암실에서 X

선 필름에 감광한 후 현상하였다. 같은 방법으로 actin

antibody를 이용하여 actin을 측정한다.

Heme Oxygenase Activity −HO 효소 활성을 Tenhunen

등의 방법
25)
에 의해 다음과 같이 측정하였다. 세포로부터

얻어진 microsome에 nicotinamide adenine dinucleotide

phosphate (NADPH)와 랫의 간 cytosol에서 얻어진 biliverdin

reductase를 포함하는 반응용액인 100 mM PBS, 2 mM

MgCl2, 3 mg의 랫의 간 cytosol, 0.8 mM NADPH, 2 mM

glucose-6-phosphate, 0.2 U의 glucose-6-phosphate dehydro-

genase 등을 첨가하고 기질로서 hemin을 20 µM 처리한 후

37
o
C에서 1시간 동안 암실에서 반응한 뒤 1 ml의 chloroform

으로 반응을 종결하고 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

핵과 세포질 분획의 분리 −HT22 세포에 protease inhibitor

cocktail I과 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)

를 첨가한 PER-mammalian protein extraction buffer를 첨가

하여 균질화하고 4
o
C에서 15,000×g로 원심분리 하였다. 10

분간 원심분리 후 상등액을 세포질 분획으로 사용하기 위

하여 -80
o
C에서 저장하였다. 나머지 침전물은 PBS로 세척한

후 RIPA buffer [150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium

deoxycholate, 0.1% SDS, 50mM Tris-HCl (pH 7.4), 50mM

glycerophosphate, 20 mM NaF, 20 mM ethylene glycol

tetraacetic acid (EGTA), 1 mM dithiothreitol (DTT), 1 mM

Na3VO4, protease inhibitors]를 첨가하고 4°C에서 15분간 혼

합한 후 4
o
C, 16,000×g에서 15분간 원심분리 하였다. 이후

의 과정은 앞에서 설명한 western blotting 방법을 이용하였

다.

통계처리 −본 실험의 통계처리는 GraphPad Prism,

version 3.03 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA)을

사용하였다. 각 실험군의 결과는 평균치와 표준오차로 나타

내었으며, 각 실험군 간의 결과는 ANOVA test를 사용하여

분석하고 유의적인 차이가 있는 항목에 대해서만 검정하였

다. 실험군 간의 차이는 95% 수준(p<0.05)에서 유의성 있

는 것으로 하였다.

결과 및 고찰

알츠하이머 증후군, 파킨슨 증후군, 헌팅턴 증후군과 같

은 중추신경계 퇴행성 뇌 질환은 개개인의 정상적인 사고

와 그에 따른 행동양상을 어렵게 함으로써 인간이 인간다

운 생활을 영위하는데 크나큰 장애를 주고 있다. 이와 같은

Fig. 1. Cytoprotective effect of NNMBS007 ~ 009 against

glutamate-induced cytotoxicity in HT22 cells. (A) Cytotoxicity

was assessed after 12 h incubation period with 5 mM of

glutamate. (B) ROS production was assessed after 12 h

incubation period with 5 mM of glutamate. Each value

represents the mean ± S.D. of three experiments. Significantly

different from the control; *p<0.05. Trolox (50 µM) was used

as a positive control.



Vol. 42, No. 3, 2011 279

중추신경계 퇴행성 뇌 질환의 주요한 요인 중의 하나가 산

화적 스트레스이며, 특히 글루타메이트는 중추신경계에서

산화적 스트레스를 유발하는 물질로 알려져 있다.
14,26)

 본 연

구에서는 고삼의 70% 에탄올 추출물(NNMBS007)과 70%

에탄올 추출물의 비수용성 분획물(NNMBS008), 수용성 분

획물(NNMBS009)이 갖는 뇌세포 보호효과와 항산화 효과

를 측정하고자 글루타메이트로 산화적 손상을 유발시킨 생

쥐 해마 유래 HT22 세포를 이용하여 세포 생존율과 그 보

호 기전을 연구하였다.

각 각의 시료 NNMBS007 ~ 009를 농도별 처리한 후 12

시간 동안 글루타메이트와 함께 처리한 결과, 고삼 70% 에

탄올 추출물의 비수용성 분획물(NNMBS008)이 세포독성

을 나타내지 않은 농도(10~80 µg/ml)에서 다른 두 시료

(NNMBS007, NNMBS009)에서는 보여지지 않은 유의한 세

포보호 활성을 나타내었으며 (Fig. 1A), 동시에 강력한 활

성산소종(reactive oxygen species : ROS) 소거 효과를 나타

내었다 (Fig. 1B). NNMBS008의 처리 농도가 증가함에 따

라 세포 생존율이 증가하였으며, ROS 소거 활성 역시

NNMBS008의 농도에 비례하여 감소하였다 (Fig. 1). 세포

생존율과 ROS 소거 활성 실험에는 항산화물질로 알려진

trolox 50 µM을 양성 대조약물로 사용하였다. 또한, 산화적

스트레스로부터의 뇌세포 보호 기전에 관여하는 중요한 단

백질인 Heme oxygenase (HO)-1의 발현 정도를 알아보기

위하여 각 시료를 12 시간 동안 HT22 세포에 처리한 결과,

고삼의 70% 에탄올 추출물(NNMBS007)과 수용성 분획물

(NNMBS009)을 처리하였을 때는 HO-1의 발현이 거의 일

어나지 않았으며 (Fig. 2A and 2C), 이에 상응하게 HO

Fig. 2. Effects of NNMBS007 ~ 009 on HO-1 expression in HT22 cells. Cells were incubated with NNMBS007 ~ 009 for 12 h.

Expression of HO-1 was determined by Western blot analysis, and representative blots of three independent experiments are shown.

Fig. 3. Effects of NNMBS007 ~ 009 on HO activity in HT22 cells. Cells were incubated with NNMBS007 ~ 009 for 12 h. HO

activity was determined via bilirubin formation at 12 h after treatment with various concentration of NNMBS007 ~ 009. Each value

represents the mean ± S.D. of three experiments. Significantly different from the control; *p<0.05.

Fig. 4. Effects of NNMBS008 on HO-1 expression and HO

activity in HT22 cells. (A) Cells were incubated for indicated

periods with 80 µg/ml of NNMBS008. Expression of HO-1

was determined by western blot analysis, and representative

blots of three independent experiments are shown. (B) HT22

cells were treated with 80 µg/ml of NNMBS008, and HO

activity was measured at the indicated time points.
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activity 역시 변화가 없었다 (Fig. 3A and 3C). 이에 반하여,

비수용성 분획물(NNMBS008)을 처리 하였을 때는 HO-1

의 발현이 농도 의존적으로 뚜렷하게 증가 하였고 (Fig. 2B),

이와 유사하게 HO activity 역시 증가함을 나타냈다 (Fig. 3B).

고삼 70% 에탄올 추출물의 비수용성 분획물(NNMBS008)

을 처리한 HT22 세포에서 6시간부터 HO-1 발현이 시작되

어 18시간에서 최고 농도에 도달하여 점차 발현이 감소하

는 양상을 보였다(Fig. 3). HO activity 역시 18시간까지 시

간에 비례하여 점차 증가하였고 18시간 이후에서는 감소하

였다 (Fig. 4). HO-1의 발현과 HO activity 측정 실험에는

HO-1의 유도물질로 알려진 CoPP 20 µM을 양성 대조약물

로 사용하였다. NNMBS008의 뇌세포 보호 효과와 ROS 소

거 작용과 HO-1의 발현간의 직접적인 관계를 알아보기 위

하여, HO-1 발현의 억제제인 SnPP를 이용한 세포생존율 실

험을 하였다. HO-1 발현 억제제인 SnPP를 NNMBS008 (10

~ 80 µg/ml)과 함께 12시간 동안 처리한 실험에서 뇌세포

보호 효과가 억제되며, ROS 소거능 또한 감소하는 것을 확

인하였다 (Fig. 5). 이와 같은 결과를 통해 산화적 스트레스

로부터 나타나는 NNMBS008의 세포생존율 증가와 ROS 생

성 억제능이 HO-1 단백질 발현과 관련 있음을 확인 하였다.

한편, HO-1과 같은 제 2 상 대사 효소의 발현에 의한 해

독작용의 메커니즘 중에서 nuclear factor-E2-related factor

2 (Nrf2)의 세포질에서 핵 내로의 전사가 매우 중요한 인자

로 작용한다고 알려져 있다.
7, 8) 

NNMBS008에 의한 Nrf2의

전사 여부를 알아보기 위하여 80 µg/ml 농도의 NNMBS008

을 0, 0.5, 1, 1.5 시간 별로 처리하고 Western blot을 이용

하여 분석하였다. 시간이 경과함에 따라 세포질의 Nrf2는

점점 감소하는 반면, 핵 내부의 Nrf2는 증가하는 양상을 보

이는 것으로 보아 Nrf2의 핵 내로의 전사가 이루어졌음을

확인할 수 있었다 (Fig. 6). 따라서 본 연구를 통해 고삼 70%

에탄올 추출물의 비수용성 분획물(NNMBS008)은 마우스

해마 유래 HT22 세포에서 Nrf2를 핵 내로 전사하고 이를

통하여 HO-1 단백질 발현을 함으로써 글루타메이트에 의

한 산화적 독성으로부터 보호활성을 나타낸다는 사실을 확

인하였다. 이와 같은 결과를 바탕으로 향후 NNMBS008의

추가적인 in vitro 기전 연구와 더불어 in vivo 실험을 통한

퇴행성 뇌 질환 치료제 선도 물질 개발 연구 진행이 이뤄질

수 있을 것으로 기대 된다.

결 론

본 연구에서는 고삼 추출물 및 분획물의 뇌세포 보호 효

과와 그 보호 기전을 탐색하였으며, 그 결과 고삼 70% 에

탄올 추출물의 비수용성 분획물인 NNMBS008가 글루타메

이트로 유발한 생쥐 해마 유래 HT22 세포주의 독성에 대

하여 유의한 세포보호 활성을 나타내었다. 이는 Nrf2의 핵

내 전사 유도를 통하여 발현되는 HO-1 단백질에 의한 것으

Fig. 5. Effects of HO-1 induction by NNMBS008 on glutamate-

induced oxidative neurotoxicity. (A) Cells were treated with 10

and 80 µg/ml of NNMBS008 or 50 µM SnPP and then

exposed to 5 mM glutamate for 12 h. (B) ROS production was

assessed after 12 h incubation period with 10 and 80 µg/ml of

NNMBS008 or 50 µM SnPP and then exposed to 5 mM

glutamate. Each bar represents the mean ± S.D. of three

experiments. *p<0.05 vs. glutamate (5 mM), **p<0.05 vs. same

treatment plus SnPP.

Fig. 6. Effects of NNMBS008 on nuclear translocation of

Nrf2. Cells were treated with 80 µg/ml of NNMBS008 for 0.5,

1.0 and 1.5 h. The nuclei were fractionated from the cytosol

using PER-Mammalian Protein Extraction buffer as described

in Experimental part. Nrf2 protein was detected by Western

blot analysis, and representative blots of three independent

experiments are shown.
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로 생각된다. 이와 같은 결과는 향후 고삼을 이용한 뇌 보

호 선도 물질 탐색 연구에 기초적인 역할을 할 것으로 판단

된다.
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