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석류 열수 추출물의 수면박탈을 유도한 Rat 모델에서의 항스트레스 효과
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ABSTRACT The anti-stress effects of Punica granatum L. (family Lythraceae, PG) on H2O2/corticosterone (CORT)- 
induced stress in cells and sleep-deprived rats were investigated. The PG extract showed neuroprotective effects in 
SH-SY5Y cells against H2O2/CORT-induced stress. Sleep deprivation led to behavioral, hormonal, and biochemical 
alterations in the animal model. The effects of P. granatum on physiological, behavioral, and biochemical parameters 
aggravated by sleep deprivation were investigated. Sleep deprivation impaired physiological (survival, body weight, 
and drowsiness scores) and behavioral (rotarod, passive avoidance, hot hyperalgesia, and Y maze) parameters as well 
as biochemical factors (cortisol, serotonin, dopamine, testosterone, and growth factor I contents in serum). These parame-
ters were significantly recovered by PG extract in a concentration-dependent manner. The PG extract also enhanced 
catalase, superoxide dismutase, and non-enzymatic antioxidative activities such as glutathione compared to sleep-de-
prived rats. On the basis of these results, our findings suggest that Punica granatum prevents impairment of body 
functions induced by sleep deprivation and related oxidative damage.
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서   론

수면은 인체의 생리작용이며, 항상성 유지에 중요한 요소

로 조직, 호르몬, 유전자, 세포 내 신호전달 및 움직임, 각성, 

인지기능을 조절하는 중추신경계, 자율신경계를 조절한다. 

수면부족 또는 수면박탈(sleep deprivation) 등의 수면장애

는 스트레스 요인으로 작용하여 신체증상뿐만 아니라 뇌 기

능에도 영향을 미친다(1). 

Reimund(2)의 연구에 따르면 수면은 깨어있는 동안 축적

된 활성산소를 제거하는 것으로 알려져 있다. 깨어있는 동안 

신경계에서 전자전달과 같이 많은 산소를 소모하는 과정을 

통한 대사작용이 뇌에서 이루어지며, 이는 활성산소의 증가

시키며, 수면은 항산화 작용을 증가시켜 활성산소로부터 뇌

를 보호한다.

수면박탈은 신경생물학적, 생리학적, 대사적, 인지 결핍

을 비롯한 다양한 분야의 세포 기능을 저하시킨다. 최근 연

구 결과에 따르면 수면박탈은 뇌의 산화적 스트레스를 증가

시키는 요인으로도 밝혀졌다(3,4). Superoxide anion rad-

ical(O2·
-), hydroxyl radical(·OH), hydrogen peroxide 

(H2O2)와 같은 활성산소(reactive oxygen species, ROS)

는 생체 내 대사과정의 부산물로 항산화 작용에 의하여 분해

되어 비활성화 되지만, 지속적인 수면박탈은 항산화 활성보

다 활성산소가 과잉으로 생산되어 뇌의 다양한 부위에 직간

접적으로 영향을 미쳐 세포 손상뿐만 아니라 지질, 단백질, 

DNA의 손상을 가져온다(4,5).

석류(영문명 pomegranate)의 학명은 Punica granatum 

L.(PG)로 부처꽃과(Lythraceae)에 속하는 낙엽활엽교목으

로 인도, 페르시아가 원산지이며, 우리나라의 중부와 남부에

서도 재배한다. 석류의 나무껍질과 뿌리, 열매껍질은 말려서 

구충제, 이질 등의 약으로 사용하며, 수렴, 지사, 항통증, 항

염증 및 항균제로서 예로부터 사용해왔다(6). 석류의 주요성

분으로는 polyphenols, flavonoids, anthocyanins, fatty 

acids, organic acids, alkaloids, vitamins, steroidal es-
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trogens 등이 알려져 있으며(6,7), 이러한 성분들을 통해 

항산화(8), 항암(9), 항당뇨(10), 골관절염(11), 간 보호(12), 

출혈 억제(13), 에스트로겐(14) 및 뇌신경 보호(15)와 같은 

석류의 생리활성이 확인되었다. 특히 석류는 알츠하이머와 

같은 뇌 질환에 대한 예방 및 개선 효과를 갖는 것으로 알려

졌으며, 이는 석류에 함유된 항산화 성분이 작용하는 것으로 

확인되었다(15). 

이에 수면박탈 스트레스로 인한 인체 내 활성산소의 증가 

및 이로 인한 생리적, 인지적 저하에 대해 항산화 효과가 뛰

어난 석류가 미치는 영향을 확인하기 위하여 H2O2/ corti-

costerone으로 스트레스를 유발하고, 특히 산화적 손상에 

민감한 인간 뉴런기원의 신경모세포인 SH-SY5Y 세포 모델

에 대한 석류 추출물의 보호 효과를 in vitro 상에서 확인하

고, 수면박탈 동물모델을 이용하여 in vivo 상에서 그 효과를 

확인하였다.

재료 및 방법

시료의 추출 및 제조

석류(Shinan, Korea)의 열매 부분을 본 실험에 사용하였

다. 과피를 제거한 석류열매를 열수로 100°C에서 4시간 동

안 추출하였다. 필터 후 감압 농축하고 동결 건조하여 석류 

추출물(PG)을 수득(17.6%)하였다. 석류 추출물은 saline 

(0.9% NaCl) 또는 D.W.에 녹여 사용하였다.

H2O2, corticosterone 및 caffeine은 Sigma-Aldrich 

Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였으며, 세

포배양에 사용한 minimal essential medium(MEM) me-

dium, fetal bovine serum(FBS), penicillin 및 streptomy-

cin 등은 Gibco BRL Co.(Grand Island, NY, USA)에서 구

입하였으며, 그 외 사용된 시약은 first grade 이상의 등급으

로 Sigma-Aldrich Co.에서 구입하여 사용하였다.

세포배양

신경세포 보호 효과를 확인하기 위하여 SH-SY5Y 세포

(KCLB 22266, Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)를 

실험에 사용하였다. 배지는 10% FBS와 1% penicillin/ 

streptomycin이 함유된 MEM medium에서 37°C에서 5% 

CO2의 조건으로 배양하였다.

세포독성 측정 및 corticosterone/H2O2에 의한 세포 손

상 유도에 대한 보호 효과 측정

세포의 생존율 및 세포막 손상은 MTT(3-(4,5-dimeth-

ylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 환원 

방법과 LDH(lactate dehydrogenase)를 이용하여 측정하

였다.

SH-SY5Y 세포를 48-well plate에 7×104 cells/mL의 

농도로 500 μL씩 분주하고 24시간 동안 배양한 후, 시료를 

최종 농도가 0, 1, 3, 10, 30, 100 μg/mL가 되도록 세포에 

처리하여 24시간 또는 48시간 동안 배양하였다. 이후 PBS

에 2 mg/mL의 농도로 녹인 MTT 용액을 세포에 처리하고, 

37°C에서 4시간 동안 더 배양하여 MTT를 환원시켜 for-

mazan 생성을 확인하였다. 떨어지지 않도록 배지를 조심스

럽게 제거한 후 DMSO를 100 μL씩 분주하여 10분 동안 혼

합한 다음 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

SH-SY-5Y 세포막 손상 효과는 농도별 추출물을 24시간 

동안 전처리한 후 H2O2 100 μM을 처리하여 24시간 동안 

배양한 다음 상층액 100 μL를 취하여 LDH assay kit(Bio 

Vision, Milpitas, CA, USA)으로 측정하였다.

H2O2 및 corticosterone에 대한 석류 추출물의 세포보호 

효과를 확인하기 위하여 SH-SY5Y 세포를 48-well plate

에 분주하고 24시간 동안 배양한 후, 시료를 24시간 동안 

전처리한 다음 H2O2(100 μM) 또는 corticosterone(0.7 

mM)을 첨가하고 24시간 반응시킨 후 MTT와 LDH로 세포

의 생존율을 측정하였다.

실험동물 및 시료처리

Sprague-Dawley rats(male, 210~250 g)을 샘타코

(Osan, Korea)에서 구입하여 6일 동안 순화 후 이상이 없는 

개체를 선별하여 실험을 진행하였다. 모든 실험동물은 온도

(22±2°C), 상대습도(50±5%), 환기횟수(10~15회/시간), 조

명주기(lights on from 8:00 am~8:00 pm), 조도(150~ 

300 Lux)의 환경으로 설정된 동물사육실에서 사료는 임의

(ad libitum)로 제공하였다. 모든 동물실험은 천연자원연구

센터의 동물실험윤리위원회의 승인 후 진행하였다(2014- 

021). Rats은 총 10개의 군(n=6)으로 분리하였다: 대조군

(non-SD+saline administered group, CTL), 수면박탈군

(sleep deprived+saline administered group, SD), PG 50 

mg/kg 투여군(sleep deprived+PG 50 mg/kg B.W. ad-

ministered group, PG50/SD), PG 100 mg/kg 투여군(sleep 

deprived+PG 100 mg/kg B.W. administered group, 

PG100/SD), PG 200 mg/kg 투여군(sleep deprived+PG 

200 mg/kg B.W. administered group, PG200/SD), 양성

대조군 caffeine 투여군(sleep deprived+caffeine 10 mg/ 

kg administered group, PCTL), 비수면박탈 PG 50, 100, 

200 mg/kg 투여군 및 양성대조군 투여군. 모든 실험동물은 

개별적으로 분리되어 물로 둘러싸인 크거나 작은 원형의 

platform(16) 위에서 실험기간 동안 사육되었다.

수면박탈

Single platform 방법(16)을 이용하여 수면박탈 동물실

험을 진행하였다. 실험동물이 두발을 겨우 딛고 설 수 있는 

작은 원형기둥 모양의 platform(직경 6 cm, 높이 10 cm)이 

부착된 아크릴케이지(21×25×27 cm)에 platform 높이의 

1 cm 아래까지 물을 채워 실험동물이 졸거나 수면에 빠져 

균형을 잃으면 물에 빠져 수면이 불가능하게 만들었다. 물은 

매일 교체하여 음수로 사용할 수 있도록 제공하였다. 대조군
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을 비롯한 비수면박탈 실험군은 직경 15 cm의 넓은 plat-

form을 제공하여 충분한 수면이 이뤄질 수 있도록 하였다.

수면박탈 유도 및 PG 투여에 따른 생리학적 변화를 관찰

하기 위하여 몸무게, 생존율은 매일 확인하였으며, 수면박탈 

후 3일째에 꾸벅임 정도(5 min, 14:00~15:00 pm)를 비디

오로 촬영하여 분석하였으며, 행동학적 인자를 측정하기 위

한 시험(rotarod, passive avoidance, hot hyperalgesia)은 

스트레스 강도에 따른 변화를 확인하기 위하여 수면박탈 3

일째, 10일째로 구분하여 측정하였다. 수면박탈 과정 동안 

측정한 생리학적, 행동학적 인자들은 다른 결과에 미치는 

영향을 최소화하고자 별도로 분리하여 진행하였다. 

실험 종료 후 혈액과 뇌 조직을 채취하여 생화학 인자의 

변화를 측정하였다. 뇌는 해마(hippocampus)와 피질(cor-

tex)을 바로 분리하였으며, 모든 시료는 -80°C에서 보관하

였다.

Rotarod test

균형감각과 운동협응력을 측정하기 위해(17) rotarod 

test(four-lane accelerating rotarod, Jeung Do Bio & 

Plant, Seoul, Korea)를 실시하였다. 실험 전날 1분간 2회

씩 회전하는 원통(diameter 8 cm, rotation speed 11 rpm) 

위를 강제로 걷게 하여 적응훈련을 시킨다. 24시간 후 동일

한 조건의 회전하는 원통 위에서 균형을 잃고 떨어지는 시간

을 측정하였다. 실험동물마다 최대 측정 시간은 5분으로 하

였다.

Passive avoidance test

공포자극에 대한 기억능력을 확인하기 위하여 Bae 등(18)

의 실험방법을 수정하여 실험을 진행하였다. 밝은 불빛이 

드는 light chamber와 dark chamber가 작은 통로로 연결

되어 있는 shuttle box(Iwoo Scientific Co., Seoul, Korea)

를 실험으로 사용하였다. Light chamber에 실험동물을 놓

아두면 실험동물을 본능적으로 dark chamber로 들어가게 

되며, 그때 전기충격(75 mV, 0.5 mA, 50 Hz)을 가하여 혐

오자극을 주어 공포에 대한 학습을 시킨다. 24시간 후 light 

chamber에 실험동물을 두었을 때 dark chamber에 들어갈 

때까지의 시간을 측정하여 이를 수치화하였다. 실험동물마

다 최대 측정 시간은 5분으로 하였다. 

Hot hyperalgesia test

통각에 대한 민감성을 측정하기 위하여 Fanselow와 

Bolles(19)의 실험방법을 수정하여 진행하였다. 투명아크

릴 원통을 씌워 동물의 행동반경을 제한한 열판(hot plate, 

Ugo Basile S.R.L., Gemonio, Italy)을 실험에 사용하였다. 

49±1°C로 유지된 열판 위에 실험동물을 올려놓은 후 행동

을 관찰하여 앞발 또는 뒷발을 핥는 행동, 위로 뛰어오르는 

행동을 보이는 데 걸리는 시간을 측정하였다. 실험동물의 발

바닥에 화상이 생기지 않도록 최대 실험 시간은 90초로 설

정하였으며, 실험은 08:00~10:00 am 사이에 진행하였다.

Y maze test

Sarter 등(20)의 방법을 참고로 Y maze(three equal 

compartments of 10 cm×90 cm×30 cm)를 이용하여 실

험동물의 공간지각능력 및 단기기억에 관해 확인하였다. 검

은 아크릴판으로 제작한 Y-자 모양의 사방이 막힌 미로로 

되어 있으며, 각 미로는 120°의 일정한 각도로 배치되어 있

다. 각각의 미로를 A, B, C로 설정한 후, 실험동물을 미로의 

가장자리에 넣고 8분간 자유롭게 움직이도록 하여 미로에 

적응하도록 하였다. 그 후 8분간 실험동물의 움직임을 관찰

하여 각 미로에 들어간 횟수 및 순서를 측정하여 변경행동력

(spontaneous alternation, %) 계산하였다. 세 곳의 각 arm

을 순차적으로 들어간 경우 1점으로 인정하였으며, 연속적

으로 들어가지 않는 경우는 배제하였다. 이러한 원리로 다음

과 같은 수식으로 계산하였다.

Spontaneous alteration (%)＝

  
Total number of alteration

×100
Total number of arm entry－2

혈중 cortisol, serotonin, dopamine, testosterone, growth 

factor I 함량 측정

혈액은 3,000×g에서 원심분리 하여 얻어진 혈장을 실험

에 사용하였다. Cortisol의 함량은 ELISA kit(Calbiotech, 

Spring Valley, CA, USA)을 이용하였으며, cortisol MAb

가 코팅된 microplate를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 

측정하였다.

Serotonin과 dopamine은 Abnova(Taipei, Taiwan)에

서 제조한 ELISA kit을 이용하였다. Serotonin의 intra와 

inter-assay 변이계수는 각각 12.6%, 10.4%이며, 최저측

정가능치는 6.2 ng/mL였다. Dopamine의 intra-assay 변

이계수는 21.5%이며, 최저측정가능치는 3.3 pg/mL였다.

Testosterone은 ELISA kit(Enzo, New York, NY, USA)

을 이용하여 측정하였다. Intra와 inter-assay 변이계수는 

각각 10.0%, 11.3%이며, 최저측정가능치는 5.67 pg/mL였

다.

IGF-1(growth factor I)는 ELISA kit(R&D Systems, 

Abingdon, UK)을 사용하였으며, intra와 inter-assay 변이

계수는 각각 5.6%, 9.1%이며, 최저측정가능치는 3.5 pg/ 

mL였다. 

모든 생화학 인자는 각 kit에 제공된 standard를 이용하

여 표준곡선을 획득한 후 정량화하였다. 

뇌의 항산화 활성(glutathione, catalase, superoxide dis-

mutase) 측정

뇌 조직 내 GSH(glutathione)의 함량은 균질화된 뇌 조직

을 4°C에서 한 시간 동안 4% sulfosalicylic 용액으로 처리

한 후, 상층액을 취하여 DTNB와 반응시킨 다음 412 nm에
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Fig. 1. Neuroprotective effects of Punica granatum L. (PG) ex-
tract on CORT or H2O2-inducedapoptosis. Cells were pretreated 
with various concentrations (1, 3, 10, 30, and 100 μg/mL) of 
the PG water extract, followed by 0.7 mM CORT or 100 μM 
of H2O2 challenge for 24 h. (A) Effect of the PG extract on 
CORT (0.7 mM)-induced SH-SY5Y cell apoptosis. (B) Effect 
of the PG extract on H2O2 (100 μM)-induced SH-SY5Y cell 
apoptosis. (C) Effect of the PG extract on H2O2 H2O2 (100 μM)- 
induced LDH release in SH-SY5Y cell. *P<0.05, **P<0.01, and 
***P<0.005 vs CORT/H2O2. Statistical significance was tested 
with the ANOVA (Dunnett's multiple comparison test). CTL: 
control group, CORT: corticosterone treated. All data were rep-
resentative of three independent experiments.

서 측정하였다.

CAT(catalase) 활성은 20 mM의 H2O2를 기질로 실험 

직전 준비하여 사용하였다. H2O2의 분해되는 정도를 3분간 

240 nm에서 측정하였다. 효소의 활성은 H2O2의 감소하는 

정도를 mM/min/protein으로 계산하였으며, U/mg protein

의 단위로 표현하였다. 

SOD(superoxide dismutase) 측정은 ELISA kit(Bio 

Vision)을 이용하여 측정하였으며, 뇌 조직 현탁액을 WST- 

1 용액, SOD 효소용액과 혼합하여 20분간 37°C에서 반응

시킨 후 450 nm에서 측정하였다.

통계분석

본문실험의 결과는 평균 표준오차(the mean±standard 

error of the mean(SEM))로 표기하였으며, 각 그룹 간의 

유의성 검증은 GraphPad Prism 5(Graph Pad Software, 

San Diego, CA, USA)를 이용하여 one-way ANOVA를 실

시한 후 P<0.05의 유의수준에서 Dunnett's multiple com-

parison test로 각 실험군의 평균치 간의 유의성을 검정하였

다. 

결과 및 고찰 

석류 추출물의 corticosterone/H2O2에 대한 뇌신경세포 

보호 효과

뇌 신경세포의 corticosterone(CORT)에 의한 세포독성

에 대해 석류 추출물의 효과를 확인하기 위하여, SH-SY5Y 

세포(neuroblastoma cell line)를 실험에 사용하였다. 다양

한 농도(1, 3, 10, 30, 100 μg/mL)의 석류(PG) 열수 추출물 

세포에 24시간 전처리한 후 0.7 mM의 CORT를 24시간 동

안 처리한 다음, MTT를 이용하여 세포의 생존율을 확인하

였다(Fig. 1A). CORT 처리에 의하여 세포 생존율은 70.92 

±1.44%로, CTL에 유의적으로 감소하는 것을 확인하였다. 

PG 열수 추출물(1, 3, 10, 30, 100 μg/mL)의 전처리에 의하

여 세포 생존율의 감소가 억제되었으며, 특히 10 μg/mL, 

30 μg/mL의 농도로 전처리하였을 때 유의적으로 회복하는 

것을 확인하였다. PG 추출물을 농도별로 단독으로 처리하

였을 때 세포독성은 나타나지 않았다(data not shown).

SH-SY5Y 세포에 산화적 스트레스의 주요 요인 중 하나

인 H2O2에 의한 세포독성에 대해 석류 추출물의 효과를 확

인하기 위하여 위와 동일한 방법으로 실험을 진행하였다

(Fig. 1B). H2O2(100 μM)에 의해 유의적으로 감소한 세포 

생존율은 PG 추출물에 의해 농도 의존적으로 개선되는 것을 

확인하였다(3 μg/mL, 90.85±1.48%; 10 μg/mL, 94.70± 

0.30%; 30 μg/mL, 97.00±3.06%; 100 μg/mL, 101.8± 

2.99%).

또한, 세포막 손상에 미치는 효과를 확인하기 위하여 세

포 배지에 방출된 LDH의 함량을 측정한 결과(Fig. 1C), 

H2O2(100 μM)에 의해 CTL 대비 44.76±12.27%(P<0.005) 

수준으로 증가한 것을 확인하였으며, PG에 의하여 농도 의

존적으로 감소하는 것을 확인하였다. 이를 통해 PG 추출물

의 CORT, H2O2에 대한 뇌신경 보호 효과를 확인하였다.

수면박탈 스트레스에 의한 생리학적 저하에 대한 석류 추

출물의 개선 효과

수면박탈 스트레스에 의한 생리학적 변화를 확인하기 위
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Fig. 2. Effects of PG extract on the impairment of physiological 
factors induced by sleep deprivation in rats. (A) The effects of 
the PG extract on survival in sleep deprived rats. (B) The effects 
of the PG extract on sleep deprivation reduction in body weight 
in rats. (C) Drowsiness score of sleep-deprived rats. Data are 
expressed as the mean±SEM (n=6). ***P<0.005 and *P<0.05 vs 
SD group. Statistical significance was tested with the Dunnett's 
multiple comparison test. CTL: control group, SD: sleep de-
prived group, PG50/SD: 50 mg/kg of Punica granatum extract 
treated sleep deprived group, PG100/SD: 100 mg/kg of Punica 
granatum extract treated sleep deprived group, PG200/ SD: 200 
mg/kg of Punica granatum extract treated sleep deprived group, 
PCTL/SD: 10 mg/kg of caffeine treated sleep deprived group. 
PG and caffeine were administrated orally.

하여 동물모델을 이용하여 생존율, 몸무게 및 꾸벅임 정도를 

확인하였다. 

석류 열수 추출물의 효과를 확인하기 위하여 수면박탈을 

유도한 실험군에 50, 100, 200 mg/kg의 농도로 경구투여 

한 후 매일 생존율을 확인하였다(Fig. 2A). 대부분의 실험군

이 6일째부터 사망하는 것을 관찰하였으며, 수면박탈 14일

째의 생존율은 비수면박탈 대조군(CTL) 100%, 수면박탈군

(SD) 0%, 석류 200 mg/kg 투여군(PG200/SD) 60%, 카페

인 10 mg/kg 투여군(PCTL/SD) 20%로, SD군보다 PG 투

여군의 생존율이 더 뛰어남을 확인하였다.

CTL군의 몸무게(Fig. 2B) 실험기간 동안 꾸준히 증가하

는 반면, 수면박탈 스트레스를 받은 실험동물은 무게 증가가 

CTL군에 비해 유의적으로 차이가 나는 것(P<0.005)을 확

인하였다. 수면박탈군에서도 PG200/SD군은 실험 5일째부

터 SD군에 비해 몸무게 증가가 유의적(P<0.05)으로 차이가 

나는 것을 확인할 수 있었다.

수면박탈은 에너지를 고갈시키며 지속될 경우 에너지 결

핍상태에 도달하게 되며, 이로 인하여 수면박탈 동물모델에

게 사료가 충분히 공급되어도 체중을 감소하는 결과로 이어

진다(21). 본 실험에서는 수면박탈 케이지의 특성상 사료 

일부가 물로 떨어지기 때문에 섭취량은 기록하지 않았지만 

SD군과 비교했을 때 PG200/SD군의 체중이 유의적으로 증

가한 경향을 보아, PG 추출물에 의한 에너지 고갈이 감소하

는 가능성을 추정할 수 있다.

수면박탈 동물모델 군에서 꾸벅임을 측정한 결과(Fig. 

2C), 석류 추출물을 투여한 군은 SD군에 비해 유의적으로 

감소하는 경향을 관찰하였다(SD, 14.25±4.50; PG50/SD, 

5.33±1.50; PG100/SD, 6.40±1.29; PG200/SD 2.80± 

1.07, P<0.05; PCTL/SD, 8.83±2.69). 

이러한 결과를 바탕으로 PG 추출물은 수면박탈 스트레스

에 의해 저해된 생리적 인자를 개선시켜 항스트레스 효과를 

갖는 것을 확인할 수 있었다.

Kumar 등(22)이 발표한 연구에 따르면 pentobarbital을 

이용한 수면유도 실험에서 석류 추출물에 의하여 수면잠복

기(sleep latency) 증가 및 수면시간(sleeping time)의 감소

를 유발하며, 이를 통해 중추신경계의 자극 및 각성에 영향

을 준다고 보고한 바 있다. 이러한 연구 결과는 수면이 부족

한 상태인 본 실험에 석류 추출물의 항스트레스 효과에 도움

을 줄 것으로 추측할 수 있다. 

수면박탈 스트레스에 의한 행동학적 저하에 대한 석류 추출

물의 개선 효과

수면박탈이 지속됨에 따라 석류 열수 추출물의 투여가 행

동학적 인자에 미치는 변화를 확인하기 위하여, 수면박탈 

3일째와 10일째에 행동학적 실험들을 수행하였다. 

첫 번째로 균형감각과 운동협응력을 확인하는 실험방법

인 rotarod 실험을 수행하였으며, 그 결과는 Fig. 3에서 나

타내었다. 수면박탈 스트레스에 의해 유의적으로 운동능력

이 감소하는 것(P<0.005)이 관찰되었으며, 실험 3일째(Fig. 

3A)에 PG100/SD군과 PG200/SD군은 SD군에 비해 유의

적으로 운동능력이 개선되는 것을 확인하였다(CTL, 246.8 

±53.25초; SD, 81.77±4.57초; PG100/SD, 202.2±37.986

초; PG200/SD, 243.7±56.33초). PCTL/SD군은 SD군에 

비해 운동능력이 개선되었지만 유의차는 확인되지 않았다. 

10일째(Fig. 3B) 또한 3일째와 유사하게 PG100/SD군과 

PG 200/SD군의 유의적으로 개선되며, PCTL/SD군은 운동
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Fig. 3. Effects of a PG extract on a behavioral rotarod test against sleep deprivation in rats. (A) Effect of the PG extract on 
motor coordination and balance deficits induced by sleep deprivation in the rotarod test on day 3. (B) The rotarod test on day 
10. ***P<0.005, **P<0.01, and *P<0.05 vs SD. Statistical significance was tested with the Dunnett's multiple comparison test.

A B

Fig. 4. Effects of a PG extract on behavioral passive avoidance tests against sleep deprivation in rats. (A) Effect of the PG extract 
on memory acquisition and retention induced by sleep deprivation in the passive avoidance test on day 3. (B) The passive avoidance 
test on day 10. ***P<0.005, **P<0.01, and *P<0.05 vs SD. Statistical significance was tested with the Dunnett's multiple comparison 
test.

능력이 SD군 수준으로 저하되는 것을 확인할 수 있었다. 

Fig. 4는 수동회피 실험(passive avoidance test) 결과로 

공포자극을 주입한 dark chamber에 들어가는 시간을 측정

하여 수치화하였다. 3일째에는 SD군은 45.19±15.77초로 

확인되었으며, PG 200 mg/kg 투여(228.6±35.00초)에 의

해 유의적으로 개선하는 효과를 확인할 수 있었다. 수면박탈 

10일째에는 SD군은 매우 감소하며(21.65±3.76초), CTL

군과 비교하였을 때 P<0.005 수준으로 유의적 차이가 나는 

것을 확인하였다. 이러한 증상은 석류 추출물의 지속적인 

투여에 의해 크게 회복되는 것을 관찰할 수 있었다(PG50/ 

SD, 101.5±51.55초; PG100/SD, 153.9±61.65초; PG200/ 

SD, 160.3±64.58초). 양성대조군인 caffeine 또한 개선 효

과를 가지고 있었으나, SD군과 유의적인 차이는 확인되지 

않았다(day 3, 81.61±40.13초; day 10, 59.97±31.00초).

수동회피 실험은 해마의존적인 학습 및 기억에 대한 척도

를 판단하는 연구방법으로, dark chamber에 들어가는 시간

의 감소는 노화, 수면박탈과 같은 요인으로 인한 인지능력의 

저해와 연관되어 있다는 많은 연구가 밝혀지고 있다(23).

Hot hyperalgesia 실험은 앞발 또는 뒷발을 핥거나 뛰어

오르는 행동을 할 때의 시간을 측정하였으며, 실험동물을 

대상으로 새로운 환경, 진동과 같은 비교적 가벼운 스트레스 

자극에 의해서도 통각 과민이 증가하기 때문에(24), 수면박

탈 스트레스에 의한 민감성 또한 영향을 받을 것으로 예상하

였다. 

실험 3일째(Fig. 5A)에 CTL군은 22.77±2.26초인 반면, 

SD군은 16.10±1.43초로 유의적(P<0.05)으로 감소하는 것

을 확인할 수 있었다. PG100/SD(21.57±1.08초)와 PG200/ 

SD군(23.78±2.46초)은 SD군보다 더 오랜 시간을 버티는 

것으로 확인되었다. 10일째에는(Fig. 5B) 모든 군들의 시간

이 짧아지는 경향을 확인할 수 있었다(CTL, 16.62±3.17초; 

SD, 10.86±1.45초; PCTL/SD, 11.60±2.96초; PG50/SD, 

14.16±3.34초; PG100/SD, 13.34±3.97초; PG200/SD, 

22.24±6.08초). 몸무게는 hot hyperalgesia 실험에 영향을 

미치는 주요인으로, 무거울수록 hot hyperalgesia latency
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Fig. 5. Effects of a PG extract on behavioral hot hyperalgesia tests for nociception against sleep deprivation in rats. (A) Effect 
of the PG extract on sleep deprivation deficits in the hot hyperalgesia test on day 3. (B) The hot hyperalgesia test on day 10. 
*P<0.05 vs SD. Statistical significance was tested with the Dunnett's multiple comparison test.

A B

Fig. 6. Effects of a PG extract on Y-maze tests for spatial working memory activity against sleep deprivation in rats. (A) Effect 
of the PG extract on spontaneous alteration due to stress induced by sleep deprivation. (B) The number of total arm entries. *P<0.05 
vs SD. Statistical significance was tested with the Dunnett's multiple comparison test.

가 감소하는 경향을 보인다(25). 이러한 맥락으로 CTL군은 

실험기간 동안 수면박탈 실험군에 비해 몸무게 증가가 뚜렷

하게 나타났기 때문에 실험 10일째에는 유의차가 나타나지 

않은 요인으로 작용했을 것으로 생각한다.

마지막으로 Y 미로 실험은 미로 내 움직임을 변경행동력

으로 계산하여 확인한 결과(Fig. 6A), 군 간 유의차는 확인

되지 않았으나 미로에 드나든 총 횟수는(Fig. 6B) 다른 군에 

비해 석류 추출물 투여군(PG100/SD, PG200/SD)에서 활발

한 움직임을 확인할 수 있었다.

혈중 cortisol, serotonin, dopamine, testosterone, IGF- 

1 함량 

Kim 등(26)의 연구에서 수면 부족상태에 이르면 신경퇴

행성 및 산화 스트레스 관련 인자의 증가뿐만 아니라 corti-

sol과 같은 glucocorticoid계 호르몬의 분비 또한 증가하는 

것으로 알려져 있다.

Cortisol의 함량을 측정한 결과(Fig. 7A), 수면박탈스트

레스에 의해 유의적으로 증가(SD; 24.47±2.77 ng/mL, P< 

0.05)하며 PG 및 PCTL 투여에 의해 개선되는 확인할 수 

있었다. PG 추출물의 혈액 내 cortisol 함량 변화는 농도 

의존적인 경향을 보였다.

Serotonin은 수면 조절 기능을 가진 신경전달물질 중 하

나로 수면박탈 스트레스에 의한 serotonin 함량을 측정한 

결과(Fig. 7B) cortisol과 유사한 경향을 보였으며, CTL군

에 비해 SD군의 유의적인 증가(CTL, 77.52±6.78 ng/mL; 

SD, 371.93±149.39 ng/mL)와 PG 추출물에 의해 농도 의

존적이며, 유의적인 감소가 확인되었다.

혈액 내 dopamine의 함량을 측정한 결과(Fig. 7C) CTL

군에 비해 SD군이 유의적으로 증가하는 것을 확인하였다

(CTL, 2.50±0.68 ng/mL; SD, 6.33±1.37 ng/mL, P<0.05). 

수면박탈 스트레스에 의해 증가한 dopamine의 함량은 

PCTL과 PG 추출물에 의해 완화되었다(PCTL, 3.95±1.24 

ng/mL; PG50, 3.41±0.49 ng/mL; PG100, 4.29±1.00 

ng/mL; PG200, 2.89±0.64 ng/mL). 

이러한 결과를 통해 스트레스와 연관된 cortisol뿐만 아

니라 신경전달물질의 종류인 serotonin, dopamine의 혈액 
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Fig. 7. Effects of a PG extract on deficits in biochemical parameters 
induced by sleep deprivation. (A) The changes in serum cortisol 
content. (B) The changes in serum serotonin content. (C) The changes 
in serum dopamine content. (D) The changes in serum testosterone 
content. (E) The changes in serum IGF-1 content. ***P<0.005, **P< 
0.01, *P<0.05 vs SD. Statistical significance was tested with the 
Dunnett's multiple comparison test.

내 함량 또한 수면 및 스트레스와 연관이 있음을 확인하였으

며, 내분비계와 연관이 있는 호르몬에 미치는 변화를 확인하

고자 testosterone과 IGF-1의 함량을 측정하였다.

Testosterone의 농도(Fig. 7D)는 수면박탈 스트레스에 

의해 유의적으로 감소하였으며(CTL, 951.98±119.08 pg/ 

mL; SD, 392.54±21.43 pg/mL, P<0.005), PCTL 및 PG 

추출물에 의해 회복하는 경향을 보였다. 특히 PG200/SD군

(812.02±140.16 pg/mL)은 SD군에 비해 유의적(P<0.05)

으로 testosterone 함량이 증가하는 것을 확인하였다. Tes-

tosterone은 생식기관의 발달과 성숙, 그리고 생식기능 차

이에 영향을 미치는 내분비계로 작용하고, steroidogenesis 

과정을 통해 생성되는 스테로이드 호르몬으로 스트레스와 

같은 외부요인에 의해 영향을 받으며(27), Wu 등(28)의 연

구 결과에 따르면 수면박탈 스트레스에 의해 체내의 테스토

스테론 함량이 감소하는 것을 확인하였다.

성장호르몬인 IGF-1의 함량 변화(Fig. 7E)는 수면박탈 

스트레스에 의해 유의적으로 감소하며, PCTL 및 PG 투여

에 의해 유의적으로 회복되지는 않지만, 농도 의존적으로 

증가하는 경향을 확인할 수 있었다. 성장호르몬은 수면을 

취할 때 방출되고 수면박탈 시 억제되며, IGF-1은 인슐린 

분비에 의해 성장호르몬의 근원세포(myoblast) 증식과 분

화, 근육 내 단백질 합성 등의 다양한 역할을 수행하며, 수면

박탈에 의해 IGF-1의 생성이 억제되는 것으로 알려진 기존

의 연구(29)와 유사한 경향을 확인하였다.

Foley 등(30)과 Newsholme 등(31)의 연구에 따르면 수

면박탈 스트레스에 의해 세로토닌과 같은 모노아민이 변화

하며 이는 인지능력, 행동뿐만 아니라 CNS의 기능의 조절

에도 관여하는 것으로 알려져 있다. 이는 본 연구 결과인 
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A

B

C

Fig. 8. Effects of a PG extract on antioxidant parameters induced 
by sleep deprivation. (A) Catalase enzymatic activity in the hip-
pocampus. (B) The changes in reduced glutathione (GSH) con-
tent in the hippocampus. (C) Superoxide dismutase (SOD) enzy-
matic activity in the hippocampus. ***P<0.005, **P<0.01, and 
*P<0.05 vs SD. Statistical significance was tested with the 
Dunnett's multiple comparison test.

수면박탈 스트레스로 인한 생리적, 행동학적 및 생화학적 

인자의 변화를 뒷받침한다.

뇌의 GSH, CAT, SOD 활성 

뇌에서 산화 스트레스는 정신적 피로를 가져오며, 수면박

탈 스트레스로 인한 기억 장애는 실험동물의 해마 내 산화 

스트레스의 증가에 의해 야기된다(32). 활성산소를 억제하

는 방어체계로 인체의 비단백 thiol인 GSH와 같은 비효소적 

방어체계 및 SOD, CAT와 같은 효소적 방어체계로 구분되

며, SOD는 O2·
-을 H2O2로 분해하며, 이는 CAT에 의해 물과 

산소로 분해되는 일련의 과정을 거친다(33). 

GSH를 측정한 결과(Fig. 8A), 수면박탈 스트레스에 의해 

유의적으로 감소하며, PG100/SD군에서 유의적으로 회복

되는 경향을 확인할 수 있었다.

CAT 활성은 CTL군(6.73±0.53 U/mg protein)과 비교

했을 때 SD군(3.61±0.10 U/mg protein)에서 유의적으로 

감소하는 것을 확인하였다(Fig. 8B). 이는 PG 추출물에 의

해서 농도 의존적으로 개선되었으며, PG100/SD군(6.95± 

0.66 U/mg protein), PG200/SD군(8.97±0.78 U/mg pro-

tein)과 PCTL/SD군(8.93±0.72 U/mg protein)에서 유의

적으로 CAT 활성이 증가하는 것을 확인할 수 있었다.

SOD의 활성(Fig. 8C)은 CAT와 유사한 경향으로 SD군

(47.95±10.10 U/mg protein, P<0.01)은 가장 낮은 활성을 

가지고 있으며, PCTL/SD군(121.67±28.49 U/mg pro-

tein) 및 PG200/SD군(114.77±21.88 U/mg protein)에서 

유의적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 

석류는 항산화능이 뛰어난 punicalagin과 같은 폴리페놀, 

ellagic acid와 같은 알칼로이드, 안토시아닌 및 탄닌 성분을 

다량 함유하고 있으며(6,8) 이러한 성분들이 수면박탈상태

에서 증가한 산화 스트레스 관련인자의 억제 및 생리적, 생

화학적, 인지능력에 보호 효과를 나타낸 것으로 추정된다.

석류의 항산화 활성을 통해 활성산소와 같은 산화적 스트

레스에 취약한 뇌에 미치는 영향에 대한 연구가 다양한 뇌 

질환을 이용하여 활발하게 진행 중이다. Moneim(34)의 연

구에 따르면 석류 추출물 투여군의 뇌에서 H2O2, MDA, NO

의 생성이 유의적으로 감소하고, GSH, SOD, CAT, GR, 

GST가 유의적으로 증가하는 것을 확인하였다. Yaidikar 등

(35)은 뇌허혈-재관류(cerebral ischemia/reperfusion)를 

통한 산화적 뇌손상을 유발한 동물모델에 석류에 함유된 폴

리페놀류인 punicalagin을 투여하여 개선 효과를 확인하였

으며, 알츠하이머, 파킨슨병, 크로이츠펠트-야곱병 등의 다

양한 뇌질환에 대한 예방 및 개선 효과를 확인하였다(15,36, 

37). 

본 연구를 통하여 수면박탈 스트레스를 유도한 실험동물

은 생존율, 몸무게와 같은 생리적 인자, 기억력, 균형감각 

및 운동협응력, 민감성, 공간지각능력과 같은 행동학적 인

자, 혈액 및 뇌의 다양한 생화학적 인자의 변화를 가져오며, 

이는 산화적 스트레스와 연관이 되어 뇌의 항산화 활성의 

저하가 야기됨을 확인하였다. 이러한 증상들은 석류(Punica 

granatum) 열수 추출물 투여에 의해 회복하는 것을 확인하

였으며, 이를 통해 석류의 수면박탈 스트레스에 대한 개선 

효과를 확인하였다.

요   약

수면은 하루의 약 3분의 1을 차지하며, 중추신경계의 항상

성 회복, 에너지 저장, 체온조절, 불필요한 기억의 제거, 면

역 기능, 에너지 보존 등의 기능을 수행하는 생리현상이다. 
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이러한 조건이 충족되지 않으면 삶의 질 저하뿐만 아니라 

다양한 증상 및 질병이 야기된다. 현대인은 학업, 직장 등 

다양한 요소로 인한 과도한 정신적 스트레스, 불안 또는 육

체적 피로 등의 이유로 일시적 또는 장기적 수면장애가 증가

하는 추세이다. 이렇게 많은 현대인들이 겪는 수면장애를 

예방 및 개선하기 방안을 모색하기 위하여 전남 비교우위 

특산자원인 석류의 수면, 특히 수면박탈 및 스트레스에 미치

는 영향을 in vivo 및 in vitro 상에서 확인하였다. 석류

(Punica granatum L.)는 부처꽃과에 속하는 낙엽활엽교목

으로 인도, 페르시아가 원산지이다. 석류는 항산화, 항암, 

항당뇨, 항통증, 항염증, 에스트로젠 효과 등이 알려져 있다. 

석류 추출물을 전처리한 SH-SY5Y 세포에 H2O2/cortico-

sterone에 의한 신경세포독성을 유발하여 보호 효과를 3- 

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide와 lactate dehydrogenase로 측정한 결과, 유의적

인 보호 효과를 확인하였다. 또한, 수면박탈 동물모델에서 

생존율, 몸무게, 꾸벅임에서 수면박탈군과 비교하여 모두 유

의적인 보호 효과가 있는 것을 확인할 수 있었다. 석류 추출

물의 수면박탈 스트레스에 대한 행동학적 보호 효과는 스트

레스의 강도에 따라 행동학적 변화를 관찰한 결과, 운동능력 

및 인지능력은 수면박탈이 지속되어도 보호 효과를 갖는 것

을 확인하였다. 통각 효과는 hot hyperalgesia test를 통해 

스트레스가 지속될수록 무뎌지는 경향을 확인할 수 있었다. 

또한, Y maze는 변경행동력은 유의적인 차이는 없었으나 

석류 추출물 투여군들의 움직임이 수면박탈군에 비하여 활

발함을 확인하였다. 생화학적 변화를 확인한 결과 코티졸, 

세로토닌 및 도파민, 테스토스테론 및 growth factor I의 

함량은 수면박탈 스트레스에 의하여 증가하다가 석류 추출

물 및 카페인에 의하여 유의적으로 감소하는 것을 확인할 

수 있었다. 마지막으로 항산화 관련 인자인 catalase, glu-

tathione, superoxide dismutase를 측정한 결과, 수면박탈

군은 대조군에 비해 유의적으로 감소하는 경향을 보였으며, 

석류 추출물에 의하여 회복되는 것을 확인할 수 있었다. 이

러한 결과를 토대로 석류의 항스트레스 효과를 확인하였으

며, 특히 동물실험에서는 석류 추출물에 의하여 수면박탈 

스트레스가 지속됨에 따라 감소하는 행동학적 결과들을 방

지하는 것으로 나타났으며, 이러한 석류의 항스트레스 효과

는 항산화적 측면과 연관이 있는 것으로 확인되었다.
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