
Korean Society for Biotechnology and Bioengineering Journal 29(1): 67-71 (2014)
http://dx.doi.org/10.7841/ksbbj.2014.29.1.67 ISSN 1225-7119 / eISSN 2288-8268

Planarian 모델을 이용한 억간산의 항발작 효과

박웅, 유두만, 소준노*

Effects of Ukgansan (Yokukansan in Japanese, Yigansan in chinese) on

the Locomotor Velocity and Glutamate-Induce Paroxysm in Planarian

Woong Park, Du Man Yoo, and June No So*

접수: 2014년 2월 7일 / 게재승인: 2013년 2월 24일

© 2014 The Korean Society for Biotechnology and Bioengineering

Abstract: Planaria were recently reported to be a simple and

sensitive model to investigate the mechanistic aspect of sei-

zure and to screen potential anticonvulsants. Using planarian

model, we analyzed the pharmacological effect of ukgansan

(UGS), an oriental herbal medicine containing seven medici-

nal herbs, on the planarian locomotor velocity (pLMV) and

glutamate-induced seizure-like activity (pSLA). To test

whether D. japonica is suitable for studying anti-seizure

agents, we investigated the effect of glutamate on pLMV and

pSLA in D. japonica. In the present study we first confirmed

that pSLA in D. japonica was induced by L-glutamate. Glu-

tamate significantly produced pSLA in a dose dependent ma-

nner, but did not affect pLMV. These glutamate-induced par-

oxysms were decreased by antiepileptic drug, topiramate. A

similar inhibitory effect on glutamate-induced pSLA was ob-

served after the treatment of UGS. The present results sug-

gest that UGS and its active constituents possess useful sub-

stance inhibiting seizure in planarian and that D. japonica

provides a convenient model to search active herbs contain-

ing anti-seizure activity.

Keywords: Planaria, pLMV, Glutamate-induced pSLA, Ukgan-

san 

1. 서론

통제되지 않는 과도한 신경활동에 의한 비정상적인 반복성

근수축과 이완을 특징으로 하는 발작 (seizure)은 전체 인구

의 1%가 겪는 주요 신경질환의 하나로 알려져 있다 [1]. 발작

은 원인이 분명하지 않은 경우가 매우 많으며 그 양상도 매

우 다양하지만, 치료약물은 제한적이고 부작용이 동반되는

경우가 많아 새로운 치료제를 개발하기 위한 시도가 계속되

고 있다 [2]. 다른 경우와 마찬가지로, 발작 치료제 개발에도

target-focused strategy와 더불어 다양한 형태의 실험동물을

모델로 하는 phenotypic screening이 주로 사용되고 있는데

[3], 많은 후보 물질들의 항발작 효능 여부를 짧은 기간 내에

검색하기 위해서는 보다 용이하고 단순한 동물모델이 필요

하다.

Planaria (Dugesia spp.)는 편형동물문에 속하며 재생능력

이 매우 뛰어나 생물체의 재생과 줄기세포의 상호관계 및 재

생과정의 신호전달 기작을 밝히는데 선호되고 있는 실험동

물이다 [4]. 최근에는 플라나리아가 지닌 좌우대칭형의 신경

계의 구성 요소, 즉 신경전달물질과 신호전달시스템도 인간

을 비롯한 포유동물과 유사한 것으로 보고되고 있으며, 이를

바탕으로 각종 약물과 천연산물의 관련된 약리효과를 평가

하고 연구하는 데에도 널리 활용되고 있다 [5]. 플라나리아의

운동능력 (locomotor activity)이 체내 또는 체외의 여러 가지

신경전달물질에 의해 조절되며, 특히 흥분성 신경전달물질

인 glutamate의 처리는 planaria의 발작행동 (planarian seizure-

like activity, pSLA)을 일으킨다고 알려져 있다 [6,7]. 이와 같

은 glutamate-유도 발작행동은 항발작 약물 작용점의 하나인

NMDA수용체와 AMPA수용체를 경유하여 나타난 것으로

파악되어 발작 치료 약물의 작용메커니즘을 조사하는데, 그
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리고 발작억제 후보약물의 효능 여부를 평가하는데 응용될

수 있다.

억간산은 조구등, 백출, 백복령, 당귀, 천궁, 시호, 감초 등 7

가지 한약재로 구성된 한약처방으로 전통적으로 청열진경

의 효능이 있다고 알려져 신경증, 불면증, 불안 등의 치료에

이용되어 왔다 [8-10]. 최근에는 그 작용 메커니즘은 분명하

지 않으나, 억간산이 배양세포에 대한 glutamate의 세포독성

을 차단하며 [11], 여러 가지 난치성 신경질환을 치료하는데

적용될 수 있다는 보고가 있다. 특히, glutamate-매개 세포독

성은 퇴행성신경질환은 물론 간질 발작의 유발에도 관여된

것으로 알려져 있다 [12].

본 연구에서는 실험 모델로서 D. japonica의 운동능력 (pla-

narian locomotor velocity, pLMV)의 정도와 glutamate-유도

발작행동이 어느 정도 유발되는지를 조사하여, 발작억제물

질을 검색할 수 있는 조건을 마련하고, 그 조건 하에서 한방

약제의 하나인 억간산과 그 조성물들이 얼마나 발작억제 효

과를 보이는지를 평가하여 발작억제물질 개발의 기초로 활

용하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 실험동물과 시약

우석대학교 제약공학과 생물의약실험실에서 번식시키며 유

지, 관리하고 있는 planaria (Dugesia japonica)를 실험에 사용

하였다. Planaria는 1주일에 2회, 반죽 형태의 소의 간을 먹이

로 주며 21oC 내외의 멸균 생수에서 사육하였으며, 실험에

사용되는 경우, 실험 1주일 전부터는 먹이 공급을 중지하였

다. 실험에 사용된 시약은 Sigma에서 구입하였으며, 억간산

및 그 조성 약제는 우석대학교 한의과 대학에서 제공받아 실

험에 사용하였다.

2.2. 억간산 및 조성 약제의 추출

억간산 (1첩 분량)과 억간산의 조성 약제 (약제 당 10 g)인 조

구등 (Uncaria rhynchophylla), 시호 (Bupleuri radix), 천궁 (Cni-

dii rhizoma), 백복령 (Poria cocos), 백출 (Atractylodes macro-

cephalae rhizoma), 감초 (Glycyrrhizae radix), 당귀 (Angelicae

gigantis radix)는 각각 증류수 300 mL에 넣어 3시간 동안 끓

여서 추출하였으며, 추출액은 여과한 후 동결 건조하여 분말

로 만들어 사용하였다.

2.3. Planarian 운동능력 (planarian locomotor velocity,

pLMV) 조사

Planaria의 운동능력 (pLMV)은 실험동물의 자연 상태의 유

영 능력을 응용한 Raffa 등의 방법 [13]을 이용하여 측정하였

다. 대조 용액 또는 약물 용액이 함유된 vial에서 1시간 동안

planaria를 처리한 다음, 생수로 채워진 p-dish에 옮겼다. 그런

다음, 0.5 cm 간격의 격자판 위에 이 p-dish를 올려놓고, 5분

간 관찰하면서 planaria가 통과하는 격자 선의 수를 세어 운동

능력의 정도 (crossed gridlines/5 min)로 평가하였다.

2.4. Planarian 발작유사행동 (planarian seizure-like acti-

vity, pSLA) 측정

발작 또는 경련에 대한 억간산의 효과를 planaria 모델에 적

용하여 측정하기 위해 Rawls 등의 방법 [6]을 이용하였다.

Planaria의 발작유사행동을 일으키기 위해 glutamate가 함유

된 p-dish에 planaria를 넣은 후, 5분간 관찰하면서 정상상태

의 활주운동이 아닌 C자형 수축운동, 꼬임형 (screw-like) 운

동, snake형 운동 등과 같은 돌발적인 이상행동 (Fig. 1)의 발

생 횟수를 측정하였다. 약물 또는 추출물에 의한 pSLA 억제

효과를 보기 위해서, glutamate 처리 전 topiramate 또는 추출

물이 각각 첨가된 vial과 대조군 vial에서 planaria를 15분간

전 처리한 후, glutamate와 추출물이 각각 또는 혼합된 p-dish

에 옮겨 관찰하였다.

2.5. 통계처리

반복 시험된 측정치의 평균값과 표준오차는 Student's t-test로

통계 처리하여 비교하였다. p값이 0.05보다 작은 경우를 유의

성이 있는 것으로 평가하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. Planaria의 운동능력 (pLMV)과 발작행동 (pSLA)에

대한 glutamate의 영향

플라나리아의 신경계와 그 구성은 인간을 비롯한 고도로 복

Fig. 1. Representative photographs of the spontaneous planarian

locomotor activity and glutamate-induced paroxysms. Normal glid-

ing movement in fresh water (A), Condensed C-like (B), screw-like

(C) pSLA, and snake-like pSLA in 10 mM L-glutamate.
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잡한 척추동물의 그 것과 기본적인 틀이 같기 때문에, 신경계

에 작용하는 각종 약물의 신경약리학적 연구의 모델로 사용

되어 오고 있다 [14]. 약물에 의한 콜린성 뉴론의 자극이 플라

나리아의 운동저하 (hypokinesis)를 일으키고, 콜린성 신경전

달 차단 약물은 과잉운동 (hyperkinesis)을 유발하며 [15], 도

파민성 신경전달에 의한 운동조절 작용은 콜린성 신경전달

의 경우와 반대로 나타난다는 사실 [16]은 플라나리아의 운

동능력 (pLMV)이 콜린성 신경전달과 도파민성 신경전달의

평형에 의존되어 있다는 점을 시사한다. NMDA 길항제에 의

해 glutamate 수용체가 차단되는 경우, 정상적인 pLMV에는

변화가 없으나 cocaine, opioids 및 cannabinoid 작용제 등에

의한 pLMV의 감소를 완화시키는 점은 이들 약물에 대한 의

존성이 glutamate 수용체의 하나인 NMDA 수용체에 의해 매

개되고 있다는 점을 보여준다 [17]. 하지만, pLMV에 대한

glutamate의 직접적인 작용에 대해서는 잘 알려져 있지 않다.

따라서, Planaria의 정상적인 활주 운동인 pLMV에 대한 glu-

tamate의 직접적인 작용을 알기 위해, 다양한 농도의 gluta-

mate (0, 1, 2.5, 5, 10, 20 mM) 존재 하에서 5분간 pLMV를 측

정한 결과 (Fig. 2), 대조군의 5분간 누적 pLMV는 91.9±9.8/

5 min이었으며, glutamate처리군의 pLMV는 10 mM까지는

glutamate 농도에 무관하게 대조군의 그것과 차이가 없었으

나, glutamate 20 mM 처리에 의해서는 약간 감소하였다. 이와

같은 결과는 glutamate 자체가 낮은 농도에서는 planaria의 정

상적인 운동에는 영향을 주지 않지만, 고농도에서는 gluta-

mate에 의해 유발되는 발작행동으로 인해 전방 이동능력이

방해받기 때문이라고 생각된다.

Glutamate가 잘 알려진 흥분성 신경전달물질이며, 인간을

포함한 동물의 발작 또는 경련이 glutamate에 의해 활성화 되

는 시냅스의 이온통로형 glutamate 수용체 (iGluR)와 밀접하

게 연관되어 있다는 사실 [2]과 부합되는 이런 현상은 gluta-

mate-유도되는 planaria의 발작 반응을 관련된 질병의 기초적

인 메커니즘을 보다 자세하게 파악할 수 있는 수단이 될 수

있다는 점과 더불어 항발작제의 자원이 될 수 있는 새로운 발

작 억제물질을 탐색하는 도구로 활용될 수 있다는 사실을 시

사한다 [18]. 화학물질 유도 발작 조건을 확정하기 위하여 다

양한 농도의 glutamate에 의해 유발되는 pSLA를 조사한 결

과, 꼬임형-과잉운동, C형태-과잉운동, snake형-과잉운동 등,

1∼2초간 지속되는 여러 형태의 발작유사 행동을 관찰할 수

있었다 (Fig. 1). Glutamate의 농도가 증가함에 따라 pSLA도

현저하게 증가되어 glutamate 10 mM은 6.9±1.3/5 min pSLA,

20 mM은 12.4±2.2/5 min pSLA를 유발하는 것으로 측정되었

다 (Fig. 2). 이와 같은 결과는 glutamate-유도 pSLA 값이 높게

나온 Raffa 등의 결과 [7]와 비교될 수 있다. D. dorotocephala

를 대상으로 한 연구 결과 [6]와 D. tigrina를 이용한 경우 [19]

는 낮은 농도의 glutamate에 의해서도 민감하게 발작이 유발

되며, 동시에 glutamate 자극이 없는 정상상태에서도 일정 수

준의 발작이 있음을 보여주고 있는 반면에, D. japonica를 사

용한 본 실험결과는 대조군의 pSLA가 0.1±0.01/5 min으로 정

상 상태의 planaria경우 발작이 거의 일어나지 않고 있음을 보

여 주고 있다. 이와 같은 대조군의 안정성은 D. japonica의 경

우가 항발작 물질을 검색하기 위한 glutamate-유도 발작 모델

로서 장점이라 생각할 수 있다.

3.2. Topiramate와 억간산에 의한 glutamate-유도 pSLA

억제 작용

항발작제로 사용되고 있는 topiramate가 이와 같은 D. japoni-

ca의 glutamate-유도 pSLA에 어떻게 작용하는지를 의해 조사

한 결과, Fig. 3에서 볼 수 있는 것처럼, Dugesia japonica가 모

델인 본 실험에서도 D. dorotocephala 모델을 사용한 선행 연

구 [7]에서와 같이, 항발작약물인 topiramate는 glutamate (10

mM)-유발 pSLA를 농도의존적으로 억제하였다. 억간산은

Alzheimer병 모델로 알려진 APP-Tg(+) mouse의 학습능력을

개선하고 운동능력을 증가시키며 [10], glutamate의 흥분성

신호전달에 의한 세포독성 차단작용이 있는 것으로 알려져

있다 [11,20]. 또한 억간산은 포유동물을 이용한 다른 형태의

발작 모델에서 발작억제 작용이 있는 것으로 보고된 바 있다

[21]. 억간산이 플라나리아 모델의 glutamate-유도 발작에도

작용하는지를 알기 위한 본 실험에서, 한방약제인 억간산

(UGS)은 5~20 µg/mL 농도에서 대조군의 pSLA (8.6±1.8/5

min)에 비하여 약 30~90% 정도의 억제 효과를 보였다 (Fig.

3). 이는 앞서 언급한 기존의 항발작제인 topiramate의 억제

효과와 비교될 수 있는 결과이지만, 억간산의 발작억제 작용

이 glutamate의 신경전달 경로와 직접 관련된 것인지를 규명

하기 위해서는 다른 발작유도물질을 이용한 후속 연구가 진

행되어야 할 것이다.

3.3 Glutamate-유도 pSLA에 대한 억간산 조성 개별 약제

의 영향

억간산의 pSLA 억제작용을 좀 더 파악하기 위하여, 억간산

Fig. 2. L-Glutamate induced concentration-related pSLA, expressed

as the cumulative mean (±S.E.M.) over a 5-min period. *p<0.01

compared to control. N=8-15 planarians per group. Upper inset.

Effects of L-glutamate on pLMV, expressed as the mean (±S.E.M.)

cumulative number of gridlines crossed over a 5-min period. *p<

0.01 compared to control. N=7-12 planarians per group.
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에 포함된 7가지 개별 약제 (조구등, 백복령, 시호, 감초, 천궁,

백출, 당귀)에 의해 pSLA가 변하는지를 조사하였다. 먼저 20

mM의 glutamate로 유발된 pSLA가 개별 약제 추출물 (1 µg/

mL)에 의해 억제되는지 그 여부를 평가하였다. Glutamate에

의한 PC12 세포의 사멸이 억간산을 조성하는 약제들 중 조구

등과 감초에 의해 차단된다는 보고 [21]와는 달리, pSLA를

억제하는 효과는 Fig. 4에서 보는 바와 같이 조구등, 백복령,

당귀, 백출, 감초의 추출물은 각기 유의한 억제효과를 가지고

있는 반면, 천궁과 시호의 추출물은 pSLA를 억제하지 못했

다.

이러한 조구등, 백복령, 당귀, 백출, 감초 등의 glutamate-유

도 pSLA 억제효과가 농도의존적인 것인지, pLMV에 대한 영

향이 있는지를 조사하기 위해, 여러 농도 (0~20 µg/mL)의 개

별 약제 추출물이 첨가된 조건 하에서 pLMV와 glutamate-유

도 pSLA를 측정하였다. 이들 개별 약제 추출물은 농도에 관

계없이 대조군의 pLMV와 거의 차이를 보이지 않아 planaria

의 정상적인 운동에는 영향을 주지 않는다는 점을 알 수 있었

다(Fig. 4, inset). 백복령은 다른 약제들과는 달리 glutamate-

유도 pSLA 억제효과가 농도의존적이지 않았으며, 약 35~50%

정도의 억제효과를 보였다 (Fig. 5). 조구등은 추출물의 농도

증가에 따라 glutamate-유도 pSLA를 최대 60%까지 억제하였

다 (Fig. 5). 당귀 추출물 1 µg/mL은 pSLA를 약 30% 억제하였

고 억제효과는 추출물의 농도에 의존적이었으며, 최대 억제

효과는 조구등의 그것과 비슷하였다 (Fig. 5). 백출의 경우,

Fig. 5에서 보는 바와 같이 농도의존적인 억제효과는 조구등,

당귀 등과 유사한 패턴이나, 그 정도는 가장 크게 나타났으며

(대조군 pSLA; 10.1±1.8/5 min, 1 µg/mL pSLA; 5.76±1.9/5 min),

감초의 경우도 최대 억제 효과는 약 60% 정도였다.

4. 결론

본 실험은 플라나리아 (D. japonica)를 실험모델로 하여 운동

능력 (pLMV)과 glutamate-유도 발작 (pSLA)에 대한 한방약

제 억간산의 영향을 조사한 것이다. Glutamate는 D. japonica

의 pLMV에는 영향을 주지 않았으나, pSLA를 농도 의존적으

로 증가시켰다. 이와 같은 glutamate-유도 pSLA는 항발작제

인 topiramate에 의해 억제되었다.

한약제인 억간산은 topiramate와 같은 정도로 glutamate-유

도 발작을 억제하였다. 억간산을 구성하는 7가지 약제 중 시

호와 천궁을 제외한 조구등, 백복령, 당귀, 백출, 감초는

pSLA를 각각 30~60% 정도 억제하였다.

Fig. 3. Effects of co-treatment of topiramate (A) and Ukgansan (B) on

the pSLA. Topiramate (TPM, 0.3-3 mM) and ukgansan (UGS, 2-20

µg/mL) inhibited the pSLA induced by a fixed concentration of L-

glutamate (10 mM). *p<0.01 compared to control. N=8-15 planarians

per group.

Fig. 4. Effects of seven constituent herbs of Ukgansan on glutamate-

induced seizure-like activity in planarian (pSLA). Planaria were treated

in water containing 20 mM L-gultamate and a extract (1 µg/mL) of each

constituent of ukgansan: Bupleuri radix (BR), Cnidii rhizoma (CR),

Uncaria rhynchophylla (UR), PC (Poria cocos), Angelicae gigantis

radix (AGR), Glycyrrhizae radix (GR), Atractylodes macrocephalae

rhizoma (AMR). pSLA measured over a 5-min period. *p<0.01 com-

pared to control. N=8-15 planaria per group. Inset) Effects of L-gluta-

mate on pLMV, expressed as the mean (±S.E.M.) cumulative number

of gridlines crossed over a 5-min period.

Fig. 5. Five constituent herbs of ukgansan (UGS) reduced pSLA by the

fixed concentration of L-glutamate (20 mM) in a dose related manner.

Value of pSLA expressed as the cumulative mean (±S.E.M.) over a 5-

min observation period. The control (G) represents pSLA induced by

L-glutamate without the extract of herbs. Experimental groups were

tested in the fresh water containing 20 mM L-glutamate (G) + various

concentrations of each constituent (1, 5, 10 ): Uncaria rhynchophylla

(UR), Poria cocos (PC), Angelicae gigantis radix (AGR), Glycyrrhizae

radix (GR), Atractylodes macrocephalae rhizoma (AMR). *p<0.01

compared to control. N=8-15 planaria per group.
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실험 모델로서의 D. japonica의 운동능력 (pLMV)과 발작

(pSLA)이 어느 정도 유발되는지, 억간산에 의해서 pSLA가

억제되는지를 평가한 결과, 본 실험에서 사용된 방법은 항발

작 활성을 지닌 약용식물을 찾기 위한 단순하며 유용한 탐색

법이 될 수 있다는 점과 억간산과 그 구성 약제들에 항발작

물질이 함유되어 있다는 사실도 확인할 수 있었다.
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