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TMT 유도성 인지 기능 상실에 대한 대보(밤 품종) 내피 추출물의 효과
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Abstract The aim of this study was to investigate the anti-amnesic effect of daebo (Castanea crenata) extract on
trimethyltin chloride (TMT)-induced learning and memory impairment, in vivo. The inner skin of daebo was extracted
using distilled water under reflux conditions. At the end of the adaptation period, ICR mice were divided into a control
group, a TMT injection group (negative control), and a sample group (C5: 5 mg/kg body weight; C10: 10 mg/kg body
weight; and C20: 20 mg/kg body weight), and were tested with learning and memory tests. The ethylacetate fraction of
the daebo inner skin extract was found to increase TMT-induced memory deficit in the Y-maze and passive avoidance test.
Brain tissue analysis showed that the ethylacetate fraction of daebo extract lowered the acetylcholine esterase (AChE)
activity and malondialdehyde (MDA) content of neuronal cells, both of which are indicative of lipid peroxidation.
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서 론

밤은 농·임업 전체 수출품목 가운데 단일품목으로는 수출액

이 가장 많은 품목 중의 하나이며, 밤나무는 다른 과수에 비해

재배관리에 노력이 적게 들고 경사가 급한 지형에서도 비교적 쉽

게 재배할 수 있는 장점이 있다(1). 2000년 이상의 재배역사를 가

진 것으로 추정되는 밤(Castanea crenata)은 참나무과에 속하는

밤나무의 열매로서 과육의 대부분 전분이고 소량의 단백질과 지

방으로 이루어져 있다. 껍질은 이중으로 되어있으며 속껍질에는

다량의 탄닌 성분이 들어있어 떫은맛을 내지만, 이러한 밤은 우

리의 기호 식생활과 밀접한 관련이 있고 식품의 원료로 가공하

기도 하며 직접 삶거나 구워먹는 기호식품이다(2,3). 현재 우리나

라에서 밤의 소비는 제사 때 제수용으로 소량 소비되는 이외에

일부 통조림과 당과류 등으로 이용하는 정도로 소량으로 소비되

고 있으며, 생산 및 가공 수출되는 밤의 형태는 깐밤, 통조림, 냉

동밤, 생률의 순으로 밤의 고부가가치성 상품개발이 절실히 요구

되고 있는 실정이다(4,5). 지금까지 보고된 밤에 관한 연구로는

밤 전분의 물리·화학적 특성에 관한 연구(6), 동결건조에 관한

성분변화(7), 저장 온도에 따른 품질 변화(8), 밤 부위별 추출물

의 항균활성에 관한 연구(9) 등이 진행되었다.

대립이고 병충해에 강하나 맛이 없고 추위에 약한 일본 밤, 맛

이 좋고 추위에 강하나 병충해에 약한 우리나라 토종밤, 맛은 좋

지만 밤알이 작은 중국 밤 등의 좋은 점만을 지닌 품종 육성을

위한 삼원교배로 다수의 자목을 얻어, 장기간의 형질발현, 안정

성 등의 검정을 거쳐 가장 바람직한 형질을 지닌 개체를 최종 선

발하여 신품종 대보(Daebo)가 육종되었다(10). 대보는 그동안 밤

주산지에서 시범재배 등 현장적응성 검정 과정에서 우수성을 인

정받아 산림분야 최초로 ‘대한민국 우수품종상’ 수상과 교육과학

기술부가 선정하는 ‘2008 과학기술 분야 우수과제 100선’에도 선

정된 바 있다. 대보 품종은 재수용 등 고품질의 생식용으로 개발

된 품종으로서 내피 박피성이 우수하고 과실품질이 우수하며 외

관이 뛰어날 뿐만 아니라 당도가 높고 식미가 우수하며 더불어

저장성이 우수한 특성을 가지고 있어 재배자들로부터 선호도가

높은 품종으로 알려지고 있다(10). 또한 밤나무 줄기마름병 및 밤

나무 혹벌에 저항성을 지니고 있고, 내한성이 강하여 전국적으로

재배가 가능하다는 장점이 있다. 특히, 국제적으로 날로 강화추

세에 있는 품종 보호제도에 맞서 우리나라 밤나무 재배면적의 약

70% 이상을 차지하고 있는 일본 도입품종을 경쟁력 있는 한국

산 브랜드의 신품종으로 대체할 수 있어 재배농가의 소득증대는

물론 밤 관련 산업의 경쟁력 확보에 크게 이바지할 것으로 기대

된다(10).

우리나라는 지난 30여 년간 비약적인 경제발전과 생활수준의

개선, 의학의 발달 등으로 평균수명이 연장되고 있으며, 전 세계

적으로 노인 인구가 지속적으로 증가함에 따라 알츠하이머

(Alzheimer’s disease, AD)를 비롯한 퇴행성 뇌신경계 질환의 발

병률이 급격히 증가하고 있다. 또한 복잡한 현대 사회에서 인지

기능과 기억력은 청소년기에서부터 노인에 이르기까지 중요한 관

심 대상이 되고 있다. 기억력의 저하는 현대 사회활동에서 문제
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점을 야기하며, 특히 고령화로 인해 자연적으로 또는 치매 등의

퇴행성 질환에 의해 인지기능이 감퇴된 경우, 본인의 사회 활동

뿐 아니라 주변인들의 생활에 많은 장애를 초래한다는 점에서 이

에 대한 연구의 중요성은 증대되고 있다(11,12). 현대 과학에서

기억력 손상의 원인은 콜린 가설(Cholinergic Hypothesis in AD)

을 이용하여 설명될 수 있다. 알츠하이머 환자는 여러 종류의 신

경이 손상되는데, 그 중에서 콜린성 신경의 손상이 가장 심각한

것으로 알려졌고, 이런 콜린성 신경의 손상에 의하여 기억력 감

퇴, 언어, 공간 지각력 및 판단장애 등의 증상이 나타난다는 것

으로 간주하고 있다(13,14).

결국 단기소득 임산물 중 생산 및 수출 부문에서 매우 중요한

위치를 차지하고 있는 밤 품종 중 신규 육종된 대보(Daebo)를 활

용하여 고부가가치 가공제품을 다양하게 개발하고 소비하는데 있

어 해당 품목에 대한 식품 품질 기준으로서의 생리활성 효과에 대

한 고부가가치 산업화 기초 연구 자료 역시 필요한 부분이다. 이를

위해 본 연구에서는 대보(Daebo) 밤 품종의 생리활성 효능 검증 연

구로 TMT 유도성 인지 기능 상실에 대한 효과에 대해 연구하였다.

재료 및 방법

재료 및 추출물의 제조

본 실험에서 사용된 밤(Castanea crenata; Daebo)은 국립 산림

과학원에서 2012년 3월 산지 저장조건인 냉장 2-4oC에서 저장한

밤을 제공받아 사용하였다. 제공받은 생밤을 이용하여 과육에 손

상이 가지 않도록 외피와 내피를 제거한 후, 이 중 내피만을 기

내 생리활성 연구로서 인지능력 개선에 대한 밤 추출물의 유효

효능 평가에 활용되었다. 대보 내피 추출물의 페놀성 화합물을

선택적으로 분리하기 위해 내피 50 g에 증류수를 500 mL 첨가하

여 환류 냉각 하에 70oC에서 3시간 추출한 후, 이 추출물에 동

량의 에틸아세테이트를 첨가·혼합한 후 에틸아세테이트 층의 분

리·추출을 3회 반복하고 농축하여 −40 - −60oC, 50 psi에서 24시

간 동결건조기(FDU-1200, EYELA, Tokyo, Japan)로 동결건조 한

것을 사용하였다(15). 실험에 사용된 용매 및 시약은 모두 일급

이상을 사용하였다.

실험동물 사육 및 실험군의 구성

4주령의 ICR-male mouse를 실험동물 공급업체(Samtako, Osan,

Korea)로부터 구입하여 7일간의 환경 적응 기간을 거치게 하였고,

모든 실험동물은 2마리씩 한 개의 사육케이스에 넣고 항온(22±2oC),

항습(50-55%)을 일정하게 유지하였고, 12시간 간격으로 낮과 밤

을 교대시키는 동일한 실험실 환경에서 충분한 양의 식수와 사

료를 공급하며 사육하였다. 이들 흰쥐들은 7일간의 적응기간이

종료된 후 control group과 trimethyltin chloride (TMT) injection

group(인지결함유발 대조군), sample group (C5, C10 and C20)으

로 분류하여 각 군마다 8마리씩 5군으로 나누어 4주간 실험하였

다. Sample group은 21일 동안 대보 내피 추출물(5, 10 and 20

mg/kg body weight)을 증류수에 혼합하여 매일 경구 투여하였고,

28일째 되는 날 0.85% 식염수에 녹인 TMT (2.5 mg/kg of body

weight: 12.5 µM)를 100 µL씩 마우스의 복강에 주사하여 인지결

함을 유발시켜 2일 후 Y-maze test, 및 passive avoidance test와

같은 마우스 행동 실험을 3일간 진행하였다.

TMT injection을 통한 Y-maze test

TMT injection 2일 후 Y-maze 실험을 실시하였고, 실험에 사용

되는 Y-maze는 검은색 플라스틱 재질로 3개의 arm으로 구성되어

있으며, 각 arm의 길이, 높이, 너비는 33, 15, 10 cm이다. 각 arm

을 A, B, C로 정한 후 한쪽 arm에 마우스를 조심스럽게 놓고 8

분 동안 마우스가 들어간 arm의 이동경로를 기록하였다. 3개의

서로 다른 arm에 차례로 들어간 경우 1점(실제 변경, actual

alternation)씩 부여하고, 변경 행동력(alternation behavior)은 총 통

과횟수(total arm entry)와 점수를 이용하여 다음의 식을 통해 계

산하였다(16).

                        Actual alternation
Alternation behavior (%)=

 Maximum alternation* 
×100

*Maximum alternation=total number of arm entry−2

TMT injection을 통한 passive avoidance test

Passive avoidance 실험기구는 조명이 있는 light chamber와

dark chamber, 2개의 구역으로 구분되어 있으며 바닥은 철망으로

이루어져 있다. TMT 복강주사 3일 후 passive avoidance 학습 시

험(training trial)을 실시하였다. 각 마우스는 조명이 있는 chamber

에서 조명을 켜지 않은 채 1분 동안 적응시킨 후, 조명을 켜고

2분 동안 다시 적응시킨 다음 마우스가 dark chamber로 이동하

자마자 전기충격을 0.5 mA, 1초 동안 가한다. 학습 시험을 시킨

다음날 각 마우스들을 대상으로 기억 시험(test trial)을 실시하였

고, 조명을 켠 chamber에 마우스를 놓고 마우스의 네 발이 다 들

어가는데 걸리는 시간(latency time: 머무름 시간)을 300초까지 측

정하였다(16).

마우스 뇌 조직 중의 AChE 활성 측정

Passive avoidance 실험 종료 후 마우스의 뇌를 적출하여 10

volume의 lysis buffer를 넣고 Glass-Col homogenizer로 균질화한

후 12,000 rpm에서 30분간 원심분리하였으며, 그 상등액을 효소

실험을 위하여 사용하였다. 모든 추출공정을 4oC에서 수행하였으

며, 추출한 효소액의 단백질함량을 측정하기 위하여 Quant-iT™

Protein Assay kit (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)를 이용하

여 측정하였다. 효소 5 µL에 50 mM sodium phosphate buffer 65

µL를 넣고 37oC에서 15분간 pre-incubation 시킨 후, 반응 혼합물

에 Ellman’s reaction mixture 70 µL를 첨가한 후 microplate

reader (Bio-rad, Hercules, CA, USA) 405 nm에서 10분간 2분 간

격으로 흡광도를 측정하였다. 마우스 뇌 조직 중의 AChE 활성

은 정상군 대비 % 활성으로 나타내었다(17).

마우스 뇌 조직 중의 malondialdehyde (MDA) 함량 측정

Phosphate buffered saline을 이용하여 추출한 마우스 뇌조직 균

질액 160 µL에 1% phosphoric acid 960 µL을 혼합한 후 0.67%

thiobarbituric acid 320 µL를 넣고 95oC에서 1시간 동안 반응시켰

다. 반응액은 원심분리기(Combi-514R, Hanil Co. Ltd., Seoul,

Korea) 5,000 rpm에서 10분간 원심분리하고, 532 nm에서 상등액

의 흡광도를 측정하였다. MDA 함량은 mg protein 당 nmole의

농도로 표시하였다(18).

통계처리

모든 in vitro 실험은 3회 반복하였고, in vivo 동물실험의 경우

각각 8회 반복 실시하여 mean±SD로 나타내었다. 실험군 간 차

이의 통계적 유의성은 SAS version 9.1 (SAS Institute Inc., Cary,

NC, USA)를 이용하여 ANOVA 분산분석과 Duncan’s multiple

range test를 사용하여 유의성 검정을 시행하였다(p<0.05).
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결과 및 고찰

TMT injection을 통한 Y-maze test

Y-maze test는 단기기억형태의 순간 공간인지력을 평가하기 위

한 방법으로(19) 뇌의 해마부위에 비가역적인 손상을 일으킴으로

써 AD와 유사한 증상을 나타내는 TMT를 이용하여 기억력과 학

습능력이 감퇴된 마우스 모델을 대상으로 Y-maze를 실시하였으

며 그 결과는 Fig. 1과 같다. 8분 동안 Y-maze에서의 마우스의

행동을 관찰한 결과, TMT group은 control group (100%) 대비

약 75%로 기억력 저하(약 24% 감소)를 보였다(Fig. 1A). 이에 반

해 C5, C10, 그리고 C20 group은 각각 92, 99, 104%로 TMT

group과 비교하였을 때 농도 의존적으로 기억력을 개선시킬 뿐만

아니라 control group과 유사하거나 높은 수준으로 나타났다. Fig.

1B는 8분 동안 마우스들이 Y-maze의 각 arm을 통과한 총 횟수

를 나타낸 것으로 마우스의 기본적인 운동능력에는 큰 문제를 보

이지 않은 것으로 나타났으며, 따라서 Fig. 1A에서 보여준 결과

는 TMT 복강 주사에 의한 인지결함으로부터 유도된 행동 장애

에 대한 개선 효과임을 나타내고 있다.

TMT injection을 통한 passive avoidance test

Passive avoidance test는 설치류의 working memory ability를

측정하는 방법이며 학습 및 기억력 측정을 위하여 널리 이용되

고 있는 실험으로 명시적 기억을 반영한다(20). 대보 내피 에틸

아세테이트 분획물을 섭취한 마우스의 기억 및 학습 효과를 확

인하기 위해 passive avoidance test를 실시하였다. TMT group의

latency time은 32.6 s로 control group (210.5 s)에 비하여 기억 및

학습효과가 현저히 감소되는 것으로 나타났다(약 85% 감소). 그

러나 각각의 sample group을 TMT group과 비교하였을 때 C5,

C10 및 C20 group은 그 섭취량이 증가됨에 따라 기억 및 학습

효과가 크게 회복되는 것으로 나타났다. 특히, C20 group (20 mg/

kg body weight)은 TMT group에 비해 학습 및 인지기능을 con-

trol group 대비 약 69% 수준으로 개선시킨 것으로 나타났다(Fig.

2). Choi 등(21)은 TMT 유도성 ICR mice에 phenolics로서의

quercertin을 농도별로 투여하였고 TMT injection group에 비해

sample group의 공간인지 능력이 개선된다고 보고하였다. 밤 내

피에는 다양한 phenolics가 함유되어 있는 것으로 보고된 바(15),

대보 내피에서 phenolics를 포집한 에틸아세테이트 분획물을 활

용한 본 실험의 결과와도 유사한 경향을 나타낸 것은 phenolics

의 효과로 기대된다.

동물행동실험 후 마우스 뇌 조직 중의 acetylcholinesterase

(AChE) 활성

Acetylcholine (ACh)의 합성과 분해에 관련된 효소로는 choline

acetyltransferase (ChAT)와 AChE가 있다. 따라서 체내의 신경전달

이 원활하게 이루어지려면 ACh 수준에 영향을 미치는 ChAT와

AChE 효소활성이 매우 중요하다(22). 다만 ACh 분해효소로서의

AChE가 활성화되면 ACh의 농도가 줄어들어 체내 신경전달이 저

하되어 인지능력이 떨어지므로 퇴행성 치매 환자의 치료에 있어

AChE 효소를 억제해 체내의 ACh의 농도를 증가시키는 방법이

이용되고 있다(22). TMT에 의한 신경손상의 기본 mechanism 중

하나는 TMT가 muscarinic receptor 손상을 통한 cholinergic neu-

Fig. 1. Effect of ethylacetate fraction from Daebo inner skin on

spontaneous alternation behavior. Alteration behavior (A),
number of arm entries (B). Control group was injected with saline
(0.85%)

.
 Sample groups were injected with TMT

 
followed by

feeding with ethylacetate fraction from daebo inner skin (5, 10 and
20 mg/kg per day, respectively). Spontaneous alternation behaviors
were measured during 8 min. Result shown are means±SD (n=8),
and small letters represent statistical differences.

Fig. 2. Effect of ethylacetate fraction from Daebo inner skin on

passive avoidance test. Control group was injected with saline
(0.85%)

.
 Sample groups were injected with TMT

 
followed by

feeding with ethylacetate fraction from daebo inner skin (5, 10 and
20 mg/kg per day, respectively). The step-through latency was
measured during 300 s. Result shown are means±SD (n=8), and
small letters represent statistical differences.
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ronal transportation에서의 변화를 유도하여 신경 전달의 손상을

유발하며, 이 손상은 특히 hippocampal neuron에서 발생되는 것

으로 나타난다(23,24). 결국 TMT가 hippocampal region의 ACh의

농도를 감소시킨다는 것으로(25) 미루어 볼 때 TMT와 AChE 활

성 사이에 직접적인 관계는 알려지지 않았지만 마우스 뇌 조직

에 존재하는 AChE의 활성을 증가시키는 것으로 판단된다(26). 따

라서 Y-maze와 passive avoidance 실험 종료 후 마우스의 뇌를 적

출하여 AChE 활성을 측정하였다. Fig. 3A에서 보는 바와 같이

TMT group은 control group 대비 약 107%로 나타난 반면, 대보

내피 에틸아세테이트 분획물 처리 group은 농도에 따라 AChE 활

성을 다소 저해 시키는 것으로 나타났다(C5, 97%; C10, 95%;

C20, 92%). 결국 TMT에 의한 AChE activity의 증가효과를 일정

수준에서 감소시키는 것은, 대보 내피 에틸아세테이트 분획물이

TMT에 의한 손상을 일부 저해하여 AChE가 불활성화 되므로 실

험동물에서의 인지기능 개선효과가 있었을 것이라 판단된다.

동물행동실험 후 마우스 뇌 조직 중의 malondialdehyde

(MDA) 함량

조직을 구성하는 세포에서의 과산화현상은 세포막 주요구성성

분인 인지질을 구성하는 불포화지방산에 산소유리기와 결합하여

생기게 되며, 과산화지질은 세포막의 불포화지방산과 지단백질에

서 유리기와 연쇄 반응하여 부산물로 MDA를 생산한다(27). MDA

는 산화적 스트레스시 뇌의 각 영역에서 증가하는 것으로 알려

져 있으며, 축적시 DNA와 축합물을 형성하는 등 조직에 산화적

손상을 유발하는 것으로 보고되고 있다(27). 특히 뇌세포는 다른

장기에 비하여 불포화 지방산의 함량이 높아 산화적 손상을 받

기 쉬어, 뇌 신경세포에 산화적 스트레스를 가하게 되면 염증반

응에 이은 신경독성을 일으켜 신경세포의 사멸이 촉진된다. 결국

이런 산화적 스트레스가 뇌 조직 내에서 지속되면 기억손상 및

손실로 이어지기도 한다(27). 이에 본 실험에서는 대보 내피 분

획물을 섭취한 마우스의 뇌 조직에 존재하는 지질과산화 중간생

성물인 MDA의 함량을 측정하였다(Fig. 3B). Control group은

6.78 nmole/mg protein이었으며, TMT group은 이보다 증가한 7.22

nmole/mg protein로 나타났다. C5, C10, C20 group과 TMT

group이 유의적 차이를 보이진 않았지만, C20 group은 TMT

group과 정량 비교하였을 때 MDA 생성을 약 9% 수준으로 억제

하였다. 따라서 본 실험 결과에서 TMT는 뇌 특정부위의 신경세

포를 손상하는 것으로 사료되며 TMT에 의해 유도되는 뇌 신경

세포 손상을 대보 내피 에틸아세테이트 분획물이 일정 수준에서

저해할 수 있을 것으로 판단된다.

요 약

본 연구에서는 국내 대표 밤 품종인 대보(Daebo)의 내피를 활

용하여 TMT 유도성 인지 기능 상실에 대한 개선 효과를 연구하

였다. 실험에서 각 농도별(5, 10, 20 mg/kg of body weight)로 대

보 내피 에틸아세테이트 분획물을 섭취한 mouse를 TMT로 인지

기능 손상을 유발하여 Y-maze test와 passive avoidance test한 결

과, Y-maze test에서 분획물을 섭취한 group이 TMT 단독 처리군

과 비교하였을 때 공간 인지기능을 개선시켰고, passive avoidance

test 또한 latency time이 증가한 것으로 나타나 TMT에 의해 유

발되는 뇌 신경독성 동물 모델로부터 기억 및 학습능력 개선 효

과를 갖는 것으로 확인되었다. 또한 in vivo 동물 실험 후 mouse

로부터 적출된 whole brain tissue를 대상으로 ex vivo AChE 활성

및 MDA 함량측정 실험한 결과, 에틸아세테이트 분획물이 TMT

효과 대비 AChE의 활성을 일부 유의적으로 억제하는 것을 알

수 있었다. 결론적으로 대보 내피 에틸아세테이트 분획물은 신경

전달물질인 AChE의 활성을 저해하고 뇌 신경세포 보호 효과를

통하여 인지기능 개선 효과를 유도할 수 있는 것으로 사료된다.
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