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Skeletal muscle atrophy can be defined as a decrease in or a disease of the muscle tissue, or as a
disorder of the nerves that control the muscle, through injury or lack of use. This condition is asso-
ciated with reactive oxygen species (ROS), resulting in various muscular disorders. Exposure to ROS
induces muscle atrophy through several biological factors, such as SOD1 and HSP70. We found that
cymbidium root extract reduced the H2O2-induced viability loss in C2C12 myoblasts and inhibited
apoptosis. In addition, we showed that the cymbidium root extract increased the expression of HSP70
and decreased the expression of SOD1 in the H2O2-induced C2C12 myoblasts. These results suggest
that cymbidium root extract might have therapeutic value in reducing ROS-induced muscle atrophy.
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서 론

근위축(atrophy)은 근육을 사용하지 않음으로써 발생하는 

근육 조직의 손실 또는 근육을 지배하는 신경의 손상으로 정

의할 수 있으나, 정확한 진단이 어려워 한국 및 서양에서도 

정확한 통계를 산출하기 어렵다[1].

근위축은 움직이지 못하는 상태에서의 근육사용 감소, 장

기적인 요양, 신경제거, 우주탐사 등의 결과로 나타날 수 있으

며[20], 근위축이 발병하면 완전한 치료가 이루어지지 않아 

진행을 늦추어 주는 약물효과만의 연구가 진행되고 있다. 근

위축은 산화적인 환경의 근육에서 전자이동과 산소흐름이 갑

자기 많아질 때 활성산소에 의하여 발생하기도 하며 심한 운

동을 하면 활성산소 생산의 증가로 인해 근육손상이 유도된

다[6, 11, 20]. 이러한 기전은 활성산소와 관련된 물질대사와 

매개되어 세포 내 높은 라디칼 농도를 유지시켜 단백질 또는 

DNA에 의해 세포사를 유도한다[5, 21]. 즉, 과다한 활성산소

에 의해 높은 라디칼이 형성되고 이는 세포막, DNA, 그 외의 

모든 세포 구조를 손상시키며 손상의 범위에 따라 세포가 기

능을 잃거나 변질된다. 이와 같이 과산화수소가 세포 내에서 

높은 수준의 농도를 유지할 수 있는 이유는 막 투과성을 이용

한 확산 등으로 OH- 또는 자유라디칼을 세포 내로 유입시키

기 때문으로 보고되고 있다[14].

세포 내 세포사의 관련된 신호전달 경로 단백질 중 하나인 

열충격단백질(heat shock protein: HSP)은 샤페론과 같이 세

포간에 다른 단백질의 제대로 된 구조형성을 도와주며, 기능

적인 부류에 관련되는 단백질이다. 이 단백질은 열손상, 감염,

염증, 격렬한 운동을 포함한 다양한 스트레스와 세포의 독성,

기아, 저산소증, 알코올, 아미노산 유사체 등의 스트레스 유발

인자에 노출 시 발현된다[9]. 특히, HSP70의 발현은 tumor

necrosis factor (TNF)-α로 유도된 세포독성물질과 화학적 손

상물질의 공격으로부터 방어하기 위해 유도되며 산화스트레

스, 세라마이드, 방사선과 같은 세포 내 세포사 자극신호들로

부터 세포를 보호하는 역할을 한다[9, 10, 24].

한편, 심비디움은 난초과에 속하는 식물로 동남아시아, 중

국, 일본, 오스트레일리아 북부 등에 분포한다. 다수의 연구결

과에 따르면 심비디움의 뿌리에서 추출된 phenanthrene과 

phenylpropanoid는 항균력 실험에서 고초균, 폐렴간균, 적색

백선균에 대해 항균기능을 가지고[22], carrageenin으로 유도

된 쥐의 부종에 대한 항염증 실험에서 효과를 나타내었으며

[7], 착향 및 화장품 성분으로 이용된다고 알려진 linalool과 

4-methyl-phenol은 심비디움 뿌리에서 색층분석법을 통해 분

석되었다[4]. 특히, 심비디움에서 추출된 유효성분인 ar-

omatic glucosides는 과산화물제거 실험에서 항산화능 효과

를 확인하였다[23]. 하지만, 근육세포에서의 심비디움 추출물

에 대한 효과 및 기전은 현재까지 보고되지 않았다. 따라서,

- Note -
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본 연구에서는 근육세포의 산화적 손상에 대한 심비디움 뿌

리 추출물의 효과와 분자기전을 연구하였다.

재료 및 방법

실험재료

실험에 사용된 세포배양 재료는 Gibco-BRL (Gaithersburg,

MD, USA)로부터 구입하였으며, HSP70 antibody는 Enzo

Life Science (Switzerland)로부터 Beta-actin (β-actin)는 Cell

Signaling Technology (Danvers, MA, USA)로부터 구입하였

다. 비교군으로 사용되는 N-acetyl-L-cytein (NAC)는 Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서, 세포 염색시 사용하는 

4’,6’-diamidine-2’-phenylindole dihydrochloride (DAPI)는 

Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA)에서 구입하였

다. 심비디움 뿌리추출물은 농촌진흥청에서 제공받아 고체추

출물 100 mg을 물 1 ml에 녹인 sample을 희석하여 사용하였다.

자유라디컬 소거율 측정

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 용액은 항산화 기

작 중 Pronton-radical scavaenger에 의해 전자를 내어주면서 

라디칼이 소거되며 가시적으로는 보라색으보부터 노란색으

로 색의 변화가 관찰되는데 본 연구에서는 심비디움 뿌리추

출물과 DPPH의 두 물질을 암상태에서 30분간 반응시켜 추출

물의 각 농도에서 자유라디칼 소거율을 517 nm 파장영역에

서 packard EL800 microplate reader (BioTek Instruments,

Winooski, VT, USA)로 측정하였다[2].

세포배양

본 실험에 사용된 C2C12 근육세포는 10% heat-inactivated

fetal bovine serum (FBS), 100 units/ml penicillin, 100 μg/ml

streptomycin과 L-glutamine을 첨가한 dulbecco’s modified

eagle medium (DMEM) 배지를 이용하여37℃ 습윤한 CO2 배

양기(5% CO2/ 95% air)에서 배양하였다. 세포는 실험을 위해 

80% 채워서 사용하였고 계대 배양을 하기 전에 phosphate

buffered saline (PBS, pH7.4)로 세척한 후에 0.25% tryp-

sin-EDTA를 처리하여 계대 배양을 하였다.

세포생존율 측정

24 well plate에 C2C12 근육세포를 1×10
5

cells/well이 되

도록 분주하고, 24시간 37℃ 습윤한 CO2 배양기(5% CO2/

95% air)에서 배양하였다. 이 후, 배지를 serum free DMEM으

로 바꾸어주고 각각의 농도로 심비디움 추출물을 첨가하여 

24시간 배양한 후에 각각 0, 1 mM의 H2O2가 포함된 serum

free DMEM으로 배지를 교체하였다. Control 세포들은 

DMEM에 H2O2를 넣지 않은 것으로 정하고 MTT assay를 이

용하여 550 nm의 흡광도에서 packard EL800 microplate

reader로 측정하였다. 시험물질을 첨가하지 않은 대조군 세포

수를 100%로 하여 각 시험물질의 상대적인 생존율을 구하였

다.

세포사 확인

C2C12 근육세포는 2.5×105 cell/cm2 로 커버글라스 위에 

23시간 배양한 후, 배지를 serum free DMEM으로 바꾸어주

고 각각의 농도로 심비디움 추출물을 첨가하여 24시간 배양

하였다. 이후 각각 0, 1 mM의 H2O2가 포함된 serum free

DMEM으로 배지를 교체하였다. 1시간 후 C2C12 근육세포는 

4% paraformaldehyde로 고정하였다. 상온에서 PBS에 0.1%

Triton X-100을 넣어준 것에 30분 동안 노출시켜서 DAPI 용

액이 세포막에 잘 투과될 수 있도록 하였다. 죽은 세포는 형광

현미경으로 염색된 세포에서 형태적인 변화로 확인하였다.

각각 3번의 독립된 100개 세포를 세어 확인하였고, 핵의 형태

가 깨어진 세포로 진행된 것을 눈으로 확인하여 세포사가 진

행되었다고 예상되는 세포를 전체 세포수의 퍼센트로 표시하

였다. 핵의 형태가 응축되거나 단편화 된 것은 세포사가 진행

된 것으로 간주하여 측정한 세포는 전체 세포수의 퍼센트로 

표시하였다.

단백질 분리 및 Western blot 분석

전기영동을 위한 단백질 시료의 추출을 위해 H2O2와 각 농

도별로 심비디움 추출물을 처리한 세포를 PBS로 1회 세척한 

후, PRO-PREP 단백질 추출 키트 (iNtRON, Korea)를 사용하

여 각 well에 처리하고 얼음 위에서 20분 반응시켰다. 13,000

rpm, 4℃에서 5분간 원심분리 시킨 후, 단백질 정량은 

Bradford protein assay kit를 사용하여 595 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 단백질의 농도 비율을 균일하게 맞춰준 뒤 so-

dium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel 전기영동으

로 분리시킨 후, PVDF membrane (Bio-Rad, Hercules, CA,

USA)에 전이시켰다. 이 membrane을 항체의 비특이적 결합

을 차단하기 위하여 blocking buffer (5% skim milk와 0.1%

Tween 20을 함유한 Tris-buffered saline)에서 1시간 동안 반

응시켰다. 그 후 각 검증 단백질에 대한 항체를 BSA/Tris-

buffered saline에 희석하여 가한 후 4℃에서 overnight 반응

시켰다. 이어서 0.1% Tween 20을 함유한 Tris-buffered saline

(TBS-T)로 membrane을 5분간 3회 세척하고, 이차 항체를 상

온에서 1시간 반응시킨 후, 다시 세척하고 enhanced chem-

iluminescence (ECL) detect kit (GE healthcare, Buckingham-

shire, UK)를 처리하여 ImageQuant LAS4000 (GE health-

care, Buckinghamshire, UK)를 통해 단백질 발현을 확인하였

다.

통계처리

본 실험적 결과는 mean ± standard error로 표시하였고,
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Fig. 1. Effect of cymbidium extract on H2O2-induced oxidative stress in C2C12 myoblasts (A) Scavaenging of cymbidium extract

by DPPH assay. Extract was treated in 96 well plate with ethanol and DPPH solution. Then sample was incubated for

30 min without light. Optical density was determined at 517 nm. DPPH remained rate was calculated by the following

equation. DPPH remained rate (%) = [(absorbance of sample / absorbance of control) ×100]. (B) Cytotoxicity of cymbidium

extract. C2C12 myoblasts were cultured in 96-well plates until confluent, and the medium was replaced with serum-free

medium with or without cymbidium extract (0-200 μg/ml) for 24 hr. The EZ-Cytox reagent was added to the medium,

and C2C12 myoblasts were incubated for 1 hr. Optical density was determined at 450 nm using a microplate reader. (C)

Effect of cymbidium extract on H2O2-induced oxidative stress in C2C12 myoblasts. C2C12 myoblasts were cultured in 96-well

plates until confluent and the medium was then replaced with a serum-free medium with cymbidium extract (0-200 μg/ml).

After pre-incubating for 23 hr, 1 mM H2O2 was added for 1 hr. The EZ-Cytox reagent was added to the medium, and

C2C12 myoblasts were incubated for an additional 1 hr. The optical density was set at 450 nm by using a microplate reader.

The cell viability was calculated using the following equation: Cell viability (%) = [(absorbance of the H2O2-treated sam-

ple/absorbance of the H2O2-untreated control) ×100]. Each value represents the mean (± SD) from three experiments in

which each experiment was performed in triplicate. NAC: N-acetyl cysteine. **p<0.01 versus H2O2 alone.

통계처리는 student’s t-test에 의해 p<0.05인 경우 유의한 것

으로 간주하였다.

결과 및 고찰

심비디움 추출물의 자유라디칼 소거 효과와 H2O2로 유도된

C2C12 근육세포 손상에서 심비디움 추출물의 영향

산화스트레스에 의한 C2C12 근육세포 손상에서 심비디움 

추출물의 예방효과를 확인하기 전에 심비디움 추출물의 양에 

따른 항산화 효과를 확인하였다. 산화제인 DPPH로 산화를 

개시시킨 후 0-200 μg/ml 심비디움 추출물에 의한 라디칼 소

거 능력을 측정하였다. 심비디움 추출물을 농도별(0-200 μg/

ml)로 처리한 결과, 자유라디컬이 농도 의존적으로 소거되었

다. 특히, 200 μg/ml의 심비디움 추출물은 Control군에 비해 

약 23%정도 감소한 것을 확인하였다(Fig. 1A).

또한, C2C12 근육세포에서 심비디움 추출물의 농도에 따

른 세포 내 미치는 영향과 그 유효농도를 설정하기 위하여 

세포독성을 확인하였다. 심비디움 추출물을 농도별(0-200 μ

g/ml)로 24시간 동안 처리한 결과 Fig. 1B와 같이 200 μg/ml

의 농도범위 내에서 C2C12 근육세포에 대한 심비디움 추출

물의 세포독성은 확인되지 않았다.

C2C12 근육세포를 H2O2에 노출시켜 산화스트레스에 대한 

반응에서 심비디움 추출물의 예방효과를 측정하였다. Control

군은 심비디움 추출물을 처리하지 않았고, 1 mM의 H2O2 처
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Fig. 2. Effect of cymbidium extract on cell death by H2O2-induced oxidative stress in C2C12 myoblasts. C2C12 myoblasts were

cultured on a cover glass until confluent, and then the medium was replaced with a serum-free medium with NAC (2

mM) and cymbidium extract (0-200 μg/ml). After pre-incubating for 23 hr, C2C12 myoblasts were treated with 1 mM H2O2

for 1 hr. C2C12 myoblasts on a cover glass were mounted with DAPI-mounting media, and then examined by fluorescence

microscopy. The apoptotic cells were estimated by direct counting after staining. Each value represents the mean (± SD)

from three experiments, each performed in triplicate. NAC: N-acetyl cysteine, DAPI: 4, 6-diamino-2-phenylindole. **p<0.01

versus H2O2 alone.

리에 따라 세포생존율을 약 43% 감소시켰다. 이와 대조적으

로 심비디움 추출물의 전처리는 H2O2 처리에 의한 C2C12 근

육세포 생존의 손실을 농도 의존적으로 감소시켰다. 특히, 심

비디움 추출물의 농도 200 μg/ml에서는 세포손상을 93%까

지 보호하였다(Fig. 1C). 이 결과들은 산화 스트레스에 의해 

유도된 근육세포의 손상을 심비디움 추출물이 보호하는 효과

가 있음을 확인할 수 있었다. 즉, 근위축은 근육세포의 전자전

달과 일반적인 산소접합에 민감한 산화적 손상을 유발하는데 

산화적 스트레스는 격렬한 운동으로도 증가될 수도 있다[3,

11, 15]. 근위축을 포함한 근육질환의 환원상태는 다른 기관의 

환원상태보다 더 산화적이며, 세포수준의 항산화 방어기전의 

활성 및 본 실험에서의 심비디움 추출물은 기본적으로 근육

의 산화적 손상과 관계된 질병 조건의 조절과정 효율성을 높

일 것으로 사료된다.

H2O2로 유도된 C2C12 근육세포에서 심비디움 추출물이

세포사에 미치는 영향

H2O2로 유도되는 세포사에서 심비디움 추출물의 효과를 

확인하고자 DAPI 고정염색을 통해 염색질 응축 및 단편화 

형태 변화를 통해 확인하였다. H2O2를 처리한 표본에서는 처

리하지 않은 Control에 비해 염색질 응축 및 단편화 형태의 

세포수가 높게 관찰되었고, 심비디움 추출물의 0-200 μg/ml

농도별로 측정한 염색질 응축 및 단편화 형태의 세포수는 농

도 의존적으로 감소되는 것을 확인하였다(Fig. 2). H2O2로 유

도된 근육세포의 경우 세포 내 높은 라디칼 농도를 유지하여 

단백질 또는 DNA에 손상을 주게 되며 이는 세포 외막, 세포

내 구조 단백질, 핵안 DNA 등에서 산화를 시켜 구조적 변화

로 인한 손상을 유발함으로써 세포사를 유도한다[16]. 본 연

구에서는 심비디움 추출물을 이용하여 근육세포의 산화적 스

트레스로 유도된 세포사 및 증가된 라디칼을 잠정적으로 소

거함으로써 산화적 손상인 세포사 및 세포의 구조적 변화에 

대항할 것이라 사료된다.

H2O2로 유도된 C2C12 근육세포에서 HSP70, SOD1

발현에 대한 심비디움 추출물의 영향

근육 손상에서 HSPs의 종류 중 하나인 HSP70은 근육을 

보호할 수 있는 활성을 나타낸다는 이미 알려진 사실을 토대

로 심비디움 추출물이 근육세포의 산화적 스트레스에 대한 
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Fig. 3. Effect of cymbidium extract on HSP70 and SOD1 protein expression by H2O2-induced oxidative stress in C2C12 myoblasts.

C2C12 myoblasts were cultured in 6 well plates until confluent, and then the medium was replaced with a serum-free me-

dium with cymbidium extract (0-200 μg/ml). After pre-incubating for 23 hr, C2C12 myoblasts were treated with 1 mM

H2O2 for 1 hr and then C2C12 myoblasts were lysed using PRO-PREP. Whole lysates were analyzed using SDS-PAGE. Each

protein was analyzed by Western blotting using specific antibodies. Expression of HSP70, SOD1 and β-actin are shown.

Western blots were analyzed by densitometry and the values are given as the density of control. The results are an average

of 3 similar experiments, expressed by mean ± SD. The inserts display representative blots of 3 similar independent experi-

ments, respectively. *p<0.05, **p<0.01 versus H2O2 alone.

반응에서 HSP70 신호의 세포보호 효과를 확인하였다[17].

H2O2를 처리한 근육세포가 단백질 수준인 HSP70의 발현에

서 심비디움 추출물의 효과를 보면, C2C12 근육세포에 추출

물의 농도 0-200 μg/ml로 24시간 동안 처리하여 배양하고, 그 

후, 1시간 동안 1 mM의 H2O2로 처리하였다. 그 결과, HSP70

단백질은 심비디움 추출물을 처리한 세포에서 농도 의존적으

로 증가하고 대조군인 NAC보다 더 증가함을 볼 수 있었다.

즉, HSP70의 발현을 통하여 근육세포의 산화적 스트레스에 

대한 세포보호 효과를 나타냄을 알 수 있었다. 또한, SOD1은 

세포질에 존재하는 단백질로 초과산화이온을 산소와 과산화

수소로 변환시켜 줌으로써 활성산소로부터 세포를 보호하는 

역할을 하는데, 이는 활성산소 존재 시 발현이 증가한다고 알

려져 있다[18]. 동일한 조건에서 Western blot을 통해 확인한 

결과, 심비디움 추출물을 처리한 세포에서 농도 의존적으로 

감소하는 것을 확인하였다(Fig. 3). 이러한 결과는 산화적 스

트레스인 활성산소의 자유라디칼을 심비디움 추출물이 감소

시켜 활성산소에 대해 나타나는 SOD1의 발현을 억제한 것으

로 사료된다. 현재 산화적 근육 손상 연구와 관련된 다양한 

신호전달체계 연구에서 단백질 및 메커니즘, 대사적 작용 등

이 보고되고 있다[8, 9, 12, 13]. 본 연구는 HSP70, SOD1 두가

지 단백질에 대한 항산화적 방어기능에 연관되어 집중했지

만, 자유라디칼을 만드는 세포의 기질들을 포함하는 다른 신

호체계에 관계된 것을 토대로 연구의 범위를 확대할 수 있을 

것으로 사료된다.
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