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Staurosporine에 의해 분화된 망막신경절세포에서 산화 스트레스 유도 
세포사멸에 대한 차조기 추출물의 보호 효능
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ABSTRACT In this study, we examined the effect of Perilla frutescens extract (PFE) on oxidative stress-induced 
cell death in RGC-5 cell lines. Staurosporine-differentiated RGC-5 (ssdRGC-5) cells obtained by treating RGC-5 cells 
with 1 μM staurosporine were incubated with PFE for 30 min and then exposed to buthionine sulfoximine plus glutamate 
(B/G) for 20 h. Cell death was detected using lactate dehydrogenase release assay and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 
diphenyltetrazolium bromide reduction assay. To investigate the mechanism underlying cell death, we determined cas-
pase-3 activity, level of reactive oxygen species (ROS) formation, and expression levels of cytoplasmic cytochrome 
c and mitochondrial Bax. Treatment of ssdRGC-5 cells with B/G increased intracellular ROS and induced apoptosis 
with increasing caspase-3 activity. PFE rescued ssdRGC-5 cells from oxidative stress-induced cell death by inhibiting 
intracellular ROS production and caspase-3 activation and regulating apoptosis-related proteins such as cytochrome 
c and Bax. These findings suggest that PFE may have a beneficial neuroprotective effect against oxidative stress-induced 
apoptotic death in ssdRGC-5 cells. 
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서   론

눈은 나이가 들면서 기능이 약해져 시력 감소와 시야 결손 

등이 심각하게 진행되면 독서, 글쓰기, 운전, 이동과 같은 

일상생활을 수행하는 데 어려움을 겪게 될 뿐만 아니라(1) 

낙상 및 낙상으로 인한 부상의 위험을 높이게 된다(2,3). 노

화에 따른 중추신경계 감각능력 상실은 시신경병증을 유발

하고, 이로 인한 시신경의 퇴행은 최종적으로 시야 감소 및 

비가역적 시력 손상을 유발하는 녹내장을 초래하게 된다(4). 

녹내장은 여러 위험요인에 의해 진행이 되지만 병태 생리학

적으로 가장 중요한 요소는 망막신경절세포(retinal gan-

glion cell, RGC)의 사멸이다. 망막신경절세포는 세포체가 

망막의 안쪽 면에 위치하고 있고 축삭(axon)은 시신경을 형

성하여 망막에 형성된 시각 정보를 뇌 시상의 외측슬상핵

(lateral geniculate nucleus)으로 전달해주는 역할을 한다. 

망막신경절세포는 일반 신경세포와 마찬가지로 한 번 손상

되면 회복되지 않을 뿐 아니라 재생도 되지 않으므로 녹내장 

역시 알츠하이머 및 파킨슨 질환과 같은 퇴행성 신경질환이

라고 할 수 있다(5,6). 산화적 스트레스는 신경퇴행성 질환

이 가지는 공통적인 병리적 기전으로 알려져 있다. 산화적 

스트레스는 반응 산소종의 생성과 제거 사이의 불균형에 의

해 나타나며, DNA, 단백질, 지질 같은 생체 내 분자에 손상

을 주어 신경세포의 손상과 사멸에 이르게 한다. 녹내장과 

산화적 스트레스 사이의 연관성이 1980년대에 처음 제시된 

이후, 최근에는 녹내장 동물 모델, 임상 연구로부터 그 연관

성을 뒷받침하는 연구들이 보고되고 있다(5-7). 따라서 산

화적 스트레스를 억제하는 항산화 물질은 신경세포의 사멸

을 지연하거나 억제함으로써 신경세포를 보호한다고 할 수 

있다. 차조기(차즈기, Perilla frutescens (L.) Britt. var. 

acuta Kudo, 꿀풀과)는 천 년 이상 동아시아의 전통 한약재

로 사용되어 왔다. 한방에서 차조기는 발한, 이뇨, 해열, 진
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해, 건위 작용을 나타내며, 차조기를 포함한 한약 처방에는 

곽향정기산(藿香正氣散), 소자강기탕(蘇子降氣湯), 삼소음

(蔘蘇飮), 향소산(香蘇散), 분심기음(分心氣飮), 반하후박탕

(半夏厚朴湯) 등이 있다(8). 차조기는 항염증 및 항알레르기

(8,9-13), 항우울(14), 항종양(10,15), 항균(16-18), 알츠

하이머 질환(19), 항산화(11,18,20-22) 등 다양한 효능을 

나타낸다고 알려져 있다. 차조기의 항산화 효능에 대한 연구

는 차조기 잎을 알코올 또는 물로 추출한 후 다양한 극성을 

지닌 용매로 분획하여 total phenolic contents를 구하고 

항산화 능력을 측정하는 화학적 분석법이 대부분이며, 실제 

눈과 연관된 세포를 이용하여 차조기 추출물의 효능을 세포 

수준에서 생물학적 관점으로 접근한 연구는 미비하다. 최근 

VDT(visual display terminal) 증후군과 관련하여 차조기 

추출물 복용 후 눈의 굴절률 이상이 개선되었다는 연구가 

있는데, 이 역시 세포 수준의 기전은 알려진 바 없다(23). 

따라서 본 연구팀은 차조기 잎을 차로 마시는 것을 고려하여 

산화적 스트레스로 유도한 망막신경절세포의 사멸에 대한 

차조기 물 추출물의 보호 효과를 확인하였다.

재료 및 방법

차조기 물 추출물 제조

본 실험에 사용한 차조기는 허브나라 농원으로부터 건조

된 잎 상태로 제공받아 추출하였다. 건조된 차조기 잎 10 

g을 증류수 200 mL로 85°C에서 30분씩 2회 추출한 후 여

과한 다음 회전식 감압농축기로 85°C에서 50 mL로 감압 

농축하여 300 mg/mL의 차조기 물 추출물(Perilla frutes-

cens extract, PFE)을 제조하고 -20°C에 보관하면서 사용

하였다. 0.1~100 μg/mL의 농도로 세포에 처리할 때는 300 

mg/mL의 차조기 추출물을 증류수로 100 mg/mL까지 희석

시킨 후, 최대 1:1,000 농도로 세포에 처리하였다.

세포 배양 및 산화 스트레스

본 실험에 사용된 RGC-5는 rat retinal ganglion cell에

서 분리된 세포주로 안재홍(아주대학교 의과대학 안과학교

실) 교수로부터 제공받았다. 세포 배양을 위해 Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium(Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA)에 10% fetal bovine serum(FBS, Invitrogen), 1%의 

penicillin-streptomycin을 첨가하여 37°C, 5% CO2가 유

지되는 세포배양기에서 배양하였다. RGC-5 세포는 대략 

10%의 confluence(1.5×104 cells/cm2)로 플라스틱 배양

용기에 분주한 후 80~85%의 confluence로 성장하게 하였

고, 모든 세포는 passage 30 이하에서 사용하였다. RGC-5

를 분화시키기 위해 세포를 1 μM의 staurosporine(Sig-

ma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)에 6시간 동안 노출

시킨 후, culture medium에서 하루 동안 배양하였다. 

Staurosporine으로 분화시킨 RGC-5(ssdRGC-5)를 여러 

농도(0.1, 1, 10, 100 μg/mL)의 PFE 또는 100 μM Trolox 

(Tocris, Ballwin, MO, USA)와 함께 30분 동안 전 처리한 

후, 0.5 mM L-buthionine-(S,R)-sulfoximine(BSO, Sigma- 

Aldrich Co.)과 5 mM glutamate(Sigma-Aldrich Co.)로 

24시간 동안 배양하여 산화 스트레스를 유도하였다(24). 산

화 스트레스에 대한 차조기 추출물의 효능은 100 μM Tro-

lox와 비교하였다.

Lactate dehydrogenase(LDH) 유리를 통한 세포사멸 측정

ssdRGC-5의 사멸 정도는 배지로 분비되는 LDH를 측정

하여 분석하였다(25). ssdRGC-5를 여러 농도의 PFE 100 

μM Trolox로 30분 전 처리한 후 0.5 mM BSO와 5 mM 

glutamate를 추가하여 20시간 배양한 다음, 배지를 25 μL

씩 취해 96-well plate에 옮긴 후 NADH solution(0.03% 

β-NAD[reduced form of disodium salt] in phosphate 

buffer) 100 μL와 pyruvate solution(22.7 mM pyruvic 

acid in phosphate buffer) 25 μL를 첨가하여 NADH 소모

량을 340 nm에서 2분간 측정하였다. 실험군마다 평균 흡광

도 변화(ΔA/min)를 계산하고 대조군의 흡광도 변화에 대해 

백분율로 표현하였다.

MTT 분석을 통한 세포생존율 측정

ssdRGC-5 세포의 세포생존율 측정을 위하여 3-(4,5- 

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) reduction assay를 실시하였다(26). 24-well plate

에 배양한 ssdRGC-5 세포에 여러 농도의 PFE 또는 100 

μM Trolox를 30분 전 처리한 후 0.5 mM BSO와 5 mM 

glutamate를 첨가하여 20시간 배양한 다음, 각 well에 PBS 

완충용액에 녹인 MTT(5 mg/mL) 용액을 50 μL씩 첨가하

여 1시간 동안 다시 배양하였다. 1시간 반응 후 formazan 

형성을 확인하고 formazan이 흩어지지 않게 상등액을 완전

히 제거한 다음, 200 μL의 DMSO를 첨가하여 녹인 후 mi-

croplate reader(Model 680, BioRad, Hercules, CA, USA)

를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 수치 정량

은 각 실험군에 대해 대조군 세포를 100%로 하였을 때의 

상대적인 세포생존율을 계산하였다.

Caspase-3 activity assay

ssdRGC-5 세포를 0.1, 1, 10, 100 μg/mL의 농도로 제조

한 PFE 또는 100 μM Trolox로 30분 전 처리하고, 0.5 mM 

BSO와 5 mM glutamate를 첨가하여 20시간 동안 배양한 

다음, lysis buffer(10 mM Tris/HCl, 0.32 M sucrose, 1 

mM PMSF, 1% Triton X-100, 1 μg/mL aprotinin, 10 μg/ 

mL leupeptin, 5 mM EDTA, 10 mM DTT, pH 8.0)로 용해

한 후 lysate를 원심분리(10,000×g, 4°C, 5분) 하였다. 추

출한 200 μg의 단백질 sample을 200 μM Ac-DEVD-p- 

NA(Biomol, Plymouth Meeting, PA, USA)와 함께 배양한 

후, 효소에 의해 분해되어 생성된 p-NA 양을 microplate 

reader를 사용하여 405 nm에서 측정하였다(24).
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세포 내 superoxide 생성 측정

ssdRGC-5를 0.1, 1, 10, 100 μg/mL의 농도로 제조한 

PFE 또는 100 μM Trolox로 30분 전 처리하고, 0.5 mM 

BSO와 5 mM glutamate를 첨가하여 20시간 동안 배양한 

후, 10 μM dihydroethidium dye(DHE, Molecular Probe, 

Eugene, OR, USA)로 37°C에서 30분간 염색하였다. 염색

된 세포는 HEPES 완충용액으로 3회 세척한 후 즉시 laser 

scanning confocal microscope(Olympus 5100, Olympus, 

Tokyo, Japan)으로 평가하였으며, DHE의 형광 intensity는 

image-analysis computer software(Axio VisionTM, Carl 

Zeiss, Oberkochen, Germany)를 사용하여 정량하였다(27). 

세포 내 H2O2생성 측정

2′,7′-Dichlorofluorescein diacetate(DCFDA; molec-

ular probe)는 살아있는 세포 내의 산화 활성을 측정하는 

데 사용되는 ROS-sensitive probe이다. ssdRGC-5를 0.1, 

1, 10, 100 μg/mL의 농도로 제조한 PFE 또는 100 μM 

Trolox로 30분 전 처리하고, 0.5 mM BSO와 5 mM gluta-

mate를 첨가하여 20시간 동안 배양한 다음, DCFDA dye 

(10 μg/mL)로 37°C에서 30분간 처리하였다. 염색된 세포

는 HEPES 완충용액으로 3회 세척한 후 즉시 laser scan-

ning confocal microscope(Olympus 5100, Olympus)으

로 평가하였으며, DCFDA의 형광 intensity는 image-anal-

ysis computer software(AxioVisionTM, Carl Zeiss)를 사

용하여 정량하였다(24). 

세포질과 미토콘드리아 분획의 분리

시약 처리된 세포는 ice-cold PBS(phosphate buffered 

saline)로 2회 세척한 후 단백질 분해 효소 억제제(10 μg/ 

mL leupeptin, 10 μg/mL aprotinin)를 첨가한 lysis buf-

fer(20 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 10 mM KCl, 1.5 mM 

MgCl2, 1.0 mM EDTA, 1.0 mM EGTA, 1.0 mM DTT, 

1 mM PMSF, and 250 mM sucrose)로 재분산하고, glass 

homogenizer로 파쇄한 후 4°C, 1,000×g에서 15분간 원심

분리 하였다. 상층액은 4°C, 10,000×g에서 15분간 원심분

리 하였고, 얻어진 미토콘드리아 펠렛은 모아서 lysis buffer

에 재분산 하였다. 10,000×g에서 원심분리 하여 얻은 상층

액은 4°C, 100,000×g에서 1시간 동안 1회 더 원심분리 하

였고 상층액을 세포질 분획으로 지정하였다. Cytochrome 

c와 Bax의 세포 내 이동을 정량하기 위해 미토콘드리아 분

획과 세포질 분획에 대해 western blotting을 수행하였다. 

미토콘드리아 표지는 cytochrome oxidase subunit Ⅳ

(COXⅣ, Invitrogen), 세포질 분획의 표지는 actin(Sigma- 

Aldrich Co.)을 사용하였다(26).

Western blot(caspase-3, caspase-6, cytochrome c, 

Bax)

시약 처리된 세포를 ice-cold PBS로 2회 세척하고, RIPA 

buffer(pH 7.4, 150 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 1% NP- 

40, 1% Na-deoxycholate, 1 mM EDTA, protease in-

hibitor 10 μg/mL leupeptin, 10 μg/mL aprotinin)에 넣어 

세포를 파쇄하였다. 세포는 glass homogenizer로 1회 더 

파쇄하였으며, 4°C, 14,000 rpm에서 15분간 원심분리를 하

여 핵과 세포 잔해물은 제거하고 상층액을 모아서 immuno-

blotting에 사용하였다. 단백질은 BCATM protein assay 

(Perce, Rockfor, IL, USA)로 정량하였다. 단백질 시료는 

10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel에서 전

기영동으로 분리하고, polyvinylidene difluoride mem-

brane으로 blotting 하였다. 5% non-fat dry milk를 넣은 

Tris-buffered saline에 blot을 넣고 상온에서 1시간 동안 

유지하였고, 1차 항체와 함께 4°C에서 하룻밤 동안 유지하

였다. Blot을 Tris-buffered saline으로 씻어낸 후 horse- 

radish peroxidase-conjugated 2차 IgG 항체와 함께 1시

간 유지하였다. 결합된 항체는 LAS-1000 Pro(Fujifilm 

Corporation, Tokyo, Japan)를 사용하여 시각화하고 정량

하였다. Anti-caspase-3, anti-caspase-6, anti-cyto-

chrome c antibody, Bax antibody는 Santa Cruz Biotech-

nology, Inc.(Santa Cruz, CA, USA)에서 구매하였다(26). 

Anti-actin, anti-COXIV antibody는 Cell Signaling(Be-

verly, MA, USA)에서 구매하였다.

통계처리

본 실험 결과는 각 항목에 따라 평균과 표준오차를 구하였

고, 평균치 간의 유의성은 Student’s t-test를 이용한 후 P 

값이 0.05 미만일 때 유의한 것으로 판정하였다.

결   과

B/G 유도 ssdRGC-5 시신경세포에서 차조기 추출물의 세

포 보호 효과 

본 연구에서 사용한 RGC-5 세포주는 산화적 스트레스에 

대한 세포사멸의 반응 기전을 연구하고 신경보호 기전을 규

명하는 데 유용한 모델이라고 보고된 바 있으며(28), 이를 

단백질 인산화효소 억제제인 staurosporine으로 분화시키

면 axon과 neurite가 생성되고 신경세포에 특이적으로 나

타나는 다양한 분자가 발현된다고 알려져 있으므로, 본 실험

에서는 staurosporine으로 분화시킨 RGC-5를 사용하였다

(24,29). BSO와 glutamate(B/G)로 유도한 ssdRGC-5의 

LDH 분비는 정상군(100.0±3.8%)과 비교했을 때 대조군

(270.8±20.5%)에서 유의성 있게 증가하였다. 10, 100 μg/ 

mL PFE는 대조군 대비 유의적으로 LDH 분비가 감소(각각 

200.3±12.1%, 193.8±13.5%)하였으며, 항산화제로 알려

진 Trolox를 처리한 양성 대조군(147.1±13.3%)도 LDH 분

비가 유의적으로 감소하였다(Fig. 1A). B/G로 유도한 시신

경 세포의 세포생존율은 정상군 대비 59.8±0.3%로 감소하

였으며, PFE에서는 농도 의존적으로 세포생존율이 증가하
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A B Fig. 1. Effects of Perilla frutescens extracts 
(PFE) on BSO plus glutamate (B/G)-induced 
cell death in ssdRGC-5. ssdRGC-5 cells were 
incubated with or without PFE (0.1∼100 μg/ 
mL) for 30 min before adding 0.5 mM BSO 
plus 5 mM glutamate, and incubated for 20 
h. Trolox (100 μM) was used to compare the 
protective potency. (A) The effect of PFE on 
B/G-induced LDH release in ssdRGC-5 cells. 
The percentage of LDH release was compared 
to the control. (B) The effect of PFE on B/G- 
induced cell death in ssdRGC-5. The percent-
age of cell viability was compared to the con-
trol. Data represent the mean±SEM of at least 
three independent experiments. *P<0.05 vs. 
untreated control, #P<0.05 vs. vehicle (B/G 
only, without pretreatment with PFE).

A                           B

  

Fig. 2. Effects of PFE on B/G-induced caspase- 
3 activation in ssdRGC-5. ssdRGC-5 cells were 
incubated with or without PFE (1∼100 μg/mL) 
for 30 min before adding 0.5 mM BSO plus 5 
mM glutamate, and incubated for 20 h. Trolox 
(100 μM) and zVAD (1 μM) was used to com-
pare the protective potency. (A) Caspase-3 and 
caspase-6 expressions were analyzed from the 
cytosolic fraction of ssdRGC-5 cells after 20 
h B/G insult. (B) The percentage of caspase-3 
activity was compared to the control. Data rep-
resent the mean±SEM of at least three independ-
ent experiments. *P<0.05 vs. untreated control, 
#P<0.05 vs. vehicle (B/G only, without pre-
treatment with PFE).

였다. 대조군과 비교하여 1 μg/mL PFE 농도에서부터 유의

성 있게 세포생존율이 증가하였으며, 100 μg/mL PFE 처리

군(87.7±2.7%)에서 최대 세포생존율이 나타났다(Fig. 1B).

B/G 유도 caspase-3 활성화에서 차조기 추출물의 효과

ssdRGC-5에서 B/G에 의한 caspase-3와 caspase-6 

활성을 western blotting으로 측정한 결과, B/G에 의해 

caspase-3와 caspase-6의 활성군이 증가하였으며, 100 

μg/mL PFE에 의해 정상군 수준으로 억제되었다. 양성대조

군으로 사용한 pan-caspase 억제제인 zVAD와 항산화제인 

Trolox에 의해서도 caspase-3와 caspase-6 활성이 정상

군 수준으로 억제되었다(Fig. 2A). PFE의 caspase-3 활성

화를 효소를 이용해 측정한 결과에서도 B/G에 의해 cas-

pase-3 활성이 1.6배 증가(158.1±2.3%)하였고, zVAD는 

caspase-3 활성을 정상군 수준(93.4±5.3%)으로 억제하였

다. PFE는 농도 의존적으로 caspase-3 활성을 감소시켰으

며, 10, 100 μg/mL(각각 139.2±3.2%, 132.4±1.6%)에서 

대조군 대비 유의성 있게 caspase-3 활성이 감소하였다

(Fig. 2B).

B/G 유도 산화적 스트레스에 대한 차조기 추출물의 효과

B/G에 의한 ssdRGC-5 내의 superoxide 생성에 대해서 

PFE의 효능이 나타나는지 관찰하기 위해 DHE 염색방법을 

이용해 관찰한 결과, B/G에 의한 DHE 발색이 정상군(100.0 

±6.3%) 대비 1.4배 증가하였고(143.3±5.7%), 대조군과 비

교하여 100 μg/mL PFE에서 세포 내 DHE 발색이 유의하게 

감소하였다(122.9±6.8%)(Fig. 3A). 또한, B/G에 의한 세포 

내 hydrogen peroxide 생성에 대해서도 PFE의 효능이 나

타나는지 관찰하기 위해 DCFDA 염색방법을 이용해 관찰한 

결과, B/G에 의한 DCFDA 발색이 정상군보다 2배 증가하였

고(202.4±11.4%), 100 μg/mL PFE에 의해 유의하게 감소

하였다(131.4±5.7%)(Fig. 3B).

B/G 유도 미토콘드리아성 시신경 세포사멸 과정에서 차조

기 추출물의 보호 기전

B/G에 의한 ssdRGC-5의 사멸이 미토콘드리아성 세포사

멸 기전을 통해 일어나는지, 만약 그렇다면 PFE가 미토콘드

리아성 사멸기전을 억제하는 것인지 알아보기 위해 미토콘

드리아성 세포사멸기전인 cytochrome c의 세포질로의 방

출과 Bax의 미토콘드리아로의 이동을 western blotting을 

통해 관찰하였다. B/G에 의해 cytochrome c가 세포질로 

방출되는 것을 관찰하였고, cytochrome c 방출이 100 μg/ 

mL PFE와 100 μM Trolox에 의해 억제되었다(Fig. 4A). 

이를 세포질 분획에서 actin에 대비 정량한 결과 B/G는 정상
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A B

Fig. 3. Effects of PFE on B/G-induced ROS accumulation in ssdRGC-5. ssdRGC-5 cells were incubated with or without PFE (0.1∼100 
μg/mL) for 30 min before adding 0.5 mM BSO plus 5 mM glutamate, and incubated for 20 h. Trolox (100 μM) was used to 
compare the protective potency. (A) The amount of intracellular superoxide anion (O2

･-) was evaluated using the fluorescent dye 
DHE and intensity of DHE was quantified. The percentage of O2･- production was compared to the control. (B) The amount of 
intracellular hydrogen peroxide (H2O2) was evaluated using the fluorescent dye DCF-DA and intensity of DCF was quantified. 
The percentage of H2O2 production was compared to the control. Data represent the mean±SEM of at least three independent 
experiments. *P<0.05 vs. untreated control, #P<0.05 vs. vehicle (B/G only, without pretreatment with PFE).

A B

C D

Fig. 4. Regulation of PFE on B/G-induced 
mitochondrial death pathway in ssdRGC- 
5 cells. (A) Western blots for cytochrome 
c detected in the cytosolic and mitochon-
drial fraction. (B) Western blots for Bax 
detected in the cytosolic and mitochon-
drial fraction. (C) Cytosol cytochrome c 
signal intensity ratio. The ratio in control 
was set as 100%. (D) Mitochondrial Bax 
signal intensity ratio. The ratio in control 
was set as 100%. Trolox (100 μM) was 
used to compare the protective potency. 
(A, B) Data are shown representative of 
3 separate experiments. (C, D) Data are 
represented as mean±SEM of three in-
dependent experiments. *P<0.05 vs. un-
treated control, #P<0.05 vs. vehicle (B/G 
only).

군 대비 1.7배 cytochrome c 방출을 증가시켰고(166.3± 

4.3%), 100 μg/mL PFE(104.4±14.5%)와 100 μM Trolox 

(82.1±19.0%)에 의해 유의성 있게 감소하였다(Fig. 4C). 

또한, B/G에 의해 Bax의 미토콘드리아로의 이동이 나타났

고, 이는 100 μg/mL PFE와 100 μM Trolox에 의해 억제되

었다(Fig. 4B). 이를 미토콘드리아 분획에서 COXⅣ 대비 

정량한 결과, B/G는 정상군 대비 9.6배 미토콘드리아로의 

Bax 이동을 증가시켰고(962.4±94.7%), 100 μg/mL PFE 

(442.6±178.9%)와 100 μM Trolox(394.4±117.9%)에 의

해 유의성 있게 감소하였다(Fig. 4D). 

고   찰

활성산소종(ROS)은 낮은 농도에서는 신호 전달과 같은 

세포의 기능을 조절하는 데 필요한 분자이지만, 항산화 체계

가 약해진 상태에서 생성되는 ROS는 오히려 세포의 산화적 

스트레스를 일으킨다(6,30). 전기적 흥분 및 시냅스의 복잡

한 구조 때문에 신경세포는 ATP와 ROS를 많이 생성할 수 

있는 특이적인 시스템을 가지고 있을 뿐 아니라, 높은 대사속

도와 제한된 세포 재생력 등에 의해 산화적 스트레스는 눈을 

포함한 중추신경계 신경 세포사멸에 밀접하게 관여하고 있
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다(30). 특히 망막시신경세포(RGC)에는 중추신경계의 다른 

신경세포들보다 더 많은 미토콘드리아가 있다는 사실은 산

화적 스트레스를 경감시키는 약물이 RGC 사멸을 지연시켜 

RGC를 보호할 수 있다는 것을 의미한다(31). 본 연구에서는 

차조기 물 추출물이 B/G로 유도된 산화적 스트레스를 감소

시킴으로써 시신경 세포사멸을 억제함을 규명하였다.

본 연구에서는 BSO와 glutamate를 동시에 처리함으로써 

세포의 산화적 스트레스를 유도하였는데, 이는 세포 외부에

서 과산화수소(H2O2)와 같은 ROS를 직접 가하는 것보다 세

포 내부에서 ROS가 증가하도록 하는 것이 in vivo 시스템과 

유사하다는 보고가 있어(28), glutathione(GSH) 합성을 억

제하는 BSO와 cystine uptake를 억제하는 glutamate를 함

께 처리하여 GSH 결핍을 유도함으로써 산화적 스트레스를 

유발하였다(32,33). ROS는 세포 내 여러 소기관에서 생성

될 수 있지만 가장 주된 장소는 미토콘드리아로 알려져 있다

(34). 특히 O2
-는 세포막을 통과할 수 없기 때문에 미토콘드

리아 matrix에 높은 농도로 존재하고, H2O2는 미토콘드리아 

전자전달계를 공격하여 미토콘드리아 막 전위를 억제하거

나 막 투과도를 증가시켜 에너지를 고갈시킬 뿐만 아니라 

연속적으로 ROS 생성을 증가시켜 세포 내부의 항산화제를 

감소시킨다(30). 미토콘드리아 항산화 시스템에서 가장 중

요한 것이 GSH와 GSH와 연관된 여러 항산화 효소들이다. 

미토콘드리아 matrix의 glutathione peroxidase(Gpx)1과 

막의 Gpx2는 GSH에 의존적인 dithiol 반응을 촉매하여 단

백질의 disulfide를 환원한다(35). 따라서 BSO와 gluta-

mate를 처리함으로써 유발하는 GSH 결핍은 미토콘드리아

의 항산화 방어 시스템의 손상으로 인해 강력한 산화적 스트

레스를 유발시키게 된다. 이 내용과 일치하게 본 연구결과에

서도 ssdRGC-5에서 B/G는 O2
-과 H2O2와 같은 세포 내 

ROS를 증가시키고 세포사멸을 초래하는 것으로 나타났다

(Fig. 1&3). PFE는 100 μg/mL에서 이러한 ROS 증가와 

세포사멸을 유의적으로 억제하였고, 이 효과는 PFE 최대 

1 mg/mL에서 관찰하였을 때 자체 독성이 나타나지 않았을 

뿐 아니라 100 μg/mL PFE에서 나타난 효능보다 더 유의적

인 효능도 나타나지 않았다. 따라서 100 μg/mL PFE의 RGC 

보호 효능은 미토콘드리아에 작용하는 강력한 항산화 작용

을 통해 나타나는 것으로 추측할 수 있다. 또한, PFE는 미토

콘드리아에서 일어나는 사멸기전 중 가장 대표적으로 나타

나는 현상인 cytochrome c 방출과 Bax의 이동을 억제하였

다(Fig. 4). Cytochrome c는 미토콘드리아 내막에 있는 단

백질로 전자전달계에서 전자를 전달하는 중요한 역할을 하

는데, ROS에 의해 cytochrome c와 결합하고 있던 인지질 

cardiolipin이 과산화되어 구조가 변하게 되면 cytochrome 

c와의 결합력이 감소하여 미토콘드리아로 이동한 Bax di-

mer에 의해 형성된 기공(pore)을 통해 cytochrome c가 세

포로 방출된다고 알려져 있다(36,37). 이 또한 PFE의 항산

화 효능을 포함한 세포 보호 효능이 미토콘드리아에 강력하

게 작용하고 있다는 것을 뒷받침해 주고 있다.

앞선 많은 연구에서 PFE의 성분을 분석하였고, 그 효능을 

규명하였다. 최근 연구에서는 차조기를 물로 추출하면 주로 

polyphenolic 성분이 검출되고, 이러한 polyphenolic 성분

은 강한 항산화 효능을 가진다고 보고되었다(21,38). 특히 

차조기의 polyphenolic 성분 중 rosmarinic acid(R2=0.8477)

와 luteolin(R2=0.4326)은 높은 correlation을 가진다고 알

려져 있다(39). 이 중 rosmarinic acid는 신경세포를 포함한 

다양한 세포에서 항균, 항염증뿐 아니라 강력한 항산화 기능

을 가진다고 알려져 있고(40,41), luteolin은 BSO와 gluta-

mate를 동시 처리한 시신경세포에 대해 세포 보호 효과 및 

항산화 효과를 나타낸다고 알려져 있다(42). 이 같은 연구 

결과들을 통해 ssdRGC-5에서 BSO와 glutamate로 유도된 

산화적 스트레스에 대한 PFE의 세포 보호 효과는 rosmar-

inic acid와 luteolin을 포함한 polyphenolic 성분의 효능일 

가능성이 있다. 비록 차조기의 미토콘드리아성 세포 보호에 

대한 자세한 분자적 기전과 각 효능 성분에 대한 연구가 추

가로 요구되지만, 산화적 스트레스에 대한 차조기의 시신경

세포 보호 효과를 바탕으로 시신경질환 동물모델에서 차조

기의 시력 보호 효능이 검증된다면 차조기가 눈 건강을 위한 

식품 및 의약 소재로 충분히 개발될 가능성이 있는 것으로 

생각된다.

요   약

본 연구에서는 산화적 스트레스로 유도한 시신경 세포사멸에 

대한 차조기 물 추출물(PFE)의 효과를 확인하였다. Stauro-

sporine으로 분화된 ssdRGC-5 세포에 buthionine과 glu-

tamate(B/G)로 산화적 스트레스를 유도하였으며, LDH re-

lease assay, MTT reduction assay를 통하여 PFE가 농도 

의존적으로 B/G에 의한 세포사멸을 억제함을 관찰하였다. 

세포사멸의 기전을 연구하기 위해 caspase 활성, 세포 내 

ROS 생성량, 세포고사 관련 단백질 발현을 관찰한 결과, 

B/G에 의해 증가한 ROS 생성량, caspase 활성을 PFE가 

억제하였고, 세포질로 방출된 cytochrome c와 미토콘드리

아로 이동한 Bax도 감소함을 확인하였다. 이상의 결과로부

터 차조기는 산화적 스트레스로 유도된 시신경 세포사멸 과

정에서 항산화 효과와 미토콘드리아성 세포사멸을 완화함

으로써 세포 보호 작용을 나타냄을 확인하였다.
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