
179

대한한의학 방제학회지 제25권 제2호Herbal Formula Science
2017;25(2):179~191
pISSN 1229-1218, eISSN 2288-5641                                                                                                     https://doi.org/10.14374/HFS.2017.25.2.179

Official Journal of The Korean Medicine Society For The Herbal Formula Study
Available at http://www.formulastudy.com HFS

        Original Article / 원저

C2C12 근아세포의 산화적 손상에 대한 고삼, 감초 및 백선피 복합 
추출물의 보호효과

최은옥1,2, 황보현1,2, 김민영1,2, 손다희2, 정진우1,2, 박  철3, 홍수현2, 김민주4, 이지영4, 신수진4, 
최영현1,2*

1동의대학교 항노화연구소, 2동의대학교 한의과대학 생화학교실,
3동의대학교 자연생활과학대학 분자생물학과, 4㈜리오엘리 

Protective Effects of Ethanol Extract Mixtures of Sophora flavescens, 
Glycyrrhiza uralensis and Dictamnus dasycarpus against Oxidative 

Stress-induced Damage in C2C12 Murine Myoblasts
Eun Ok Choi1,2, Hyun Hwang-Bo1,2, Min Young Kim1,2, Da Hee Son2, Jin Woo Jeong1,2, Cheol Park3, 

Su Hyun Hong2, Min Ju Kim4, Ji Young Lee4, Su Jin Shin4, Yung Hyun Choi1,2*

1Anti-Aging Research Center, Dong-Eui University
2Department of Biochemistry, College of Korean Medicine, Dong-Eui University

3Departments of Molecular Biology, College of Natural Sciences, 
Dong-Eui University

4Lioele Cosmetic Co., LTD.

ABSTRACT
Objectives : Increased oxidative stress by reactive oxygen species (ROS) has been suggested as a major cause of 

muscle fatigue. Although several studies have demonstrated the various biological properties of Sophora flavescens 
Aiton, Glycyrrhiza uralensis Fischer and Dictamnus dasycarpus Turcz, but the antioxidative potentials have not 
been clearly demonstrated. The present study was designed to investigate the protective effects of their water and 
ethanol extract mixtures (medicinal herbal mixtures, MHMIXs) on hydrogen peroxide (H2O2)-induced cell damage 
and apoptosis in C2C12 myoblasts.
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Methods : Cytotoxicity was assessed by an MTT assay. Quantitative evaluation of apoptosis induction and ROS 
production was evaluated by flow cytometry analysis. Expression levels of apoptosis regulatory and DNA-damage 
proteins were detected by Western blotting. 

Result : The inhibition of H2O2-induced cell proliferation was effectively blocked in extracts of 3: 1: 1 (EMHMIXs-1) 
or 2: 2: 1 (EMHMIXs-2) of S. flavescens, G. uralensis and D. dasycarpus Turcz, ethanol extracts from various 
complex extracts in C2C12 myoblasts. EMHMIXs-1 and EMHMIXs-2 also effectively attenuated H2O2-induced 
C2C12 cell apoptosis, which was associated with the restoration of the upregulation of Bad and death receptor 4, 
and downregulation of XIAP and cIAP-1 induced by H2O2. In addition, these herbal mixtures significantly blocked 
the H2O2‑induced ROS generation and phosphorylation of p-γH2A.X, which suggests that they can prevent 
H2O2‑induced cellular DNA damage.

Conclusions : The results suggest that EMHMIXs-1 and EMHMIXs-2 could block the DAN damage and apoptosis of 
C2C12 myoblasts by oxidative stress through blocking ROS generation.

Key words : C2C12 myoblasts, medicinal herbal mixtures, oxidative stress, DNA damage, apoptosis

  

Ⅰ. 서론6)

  활성산소종(reactive oxygen species, ROS)은 미
토콘드리아 내에서 발생하는 산소의 환원 대사산물로
서, 과도한 스트레스, 방사선 및 화학물질 등에 노출
되거나 항산화 시스템의 기능이 저하되어 체내 산화
-환원 대사의 균형이 파괴될 경우 비정상적으로 생
성될 수 있다. 증가된 ROS에 의해 산화적 스트레스
(oxidative stress)가 유도되면 세포 내 DNA, 단백
질, 지질의 심한 손상이 초래된다1-3). 이러한 산화적 
스트레스 및 ROS는 다양한 기전을 통하여 노화, 세
포의 돌연변이, 뇌질환, 심장질환, 동맥경화 등 다양
한 질병의 발생과 진행을 촉진하는 것으로 알려져 있다
4-6).
  체내 산화적 스트레스를 저감하는 전통 약물 유래 
기능성 소재를 발굴하기 위하여 다양한 세포주 모델
이 이용되고 있는데 C2C12 세포는 근육으로 분화되
기 전단계인 근아세포(myoblast)이다7). 최근 골격근 
세포 손상의 주요한 기전으로 산화적 스트레스의 중
요성이 인식되면서8-10), C2C12 세포는 근기능 손상을 
보호하기 위한 다양한 약물의 발굴을 위한 모델로서 
널리 사용되고 있다11-13).
  고삼(苦蔘, Sophora flavescens Aiton)과 감초(甘草, 
Glycyrrhiza uralensis Fisch)는 쌍떡잎식물 장미목 

콩과에 속하는 다년생 초본식물이며, 백선피(白鮮皮)
는 운향과에 속하는 다년생 초본식물인 백선(Dictamnus 
dasycarpus Turcz.)의 뿌리껍질이다. 고삼의 뿌리는 
인삼과 유사한 효능을 가지면서 소화불량, 신경통, 
간염, 황달 등에 효과가 있고, 감초의 뿌리는 통증완
화, 혈압강하, 담즙분비 촉진, 근육경련과 다양한 염
증성 질환 억제 등에 효과가 있으며, 백선피는 백선
의 뿌리를 의미하며, 습진, 피부가려움증, 두드러기, 
황달, 감기 등에 효과가 있을 뿐만 아니라 해열작용
과 피부진균 억제작용이 있어 오래 전부터 전통 의학
에서 많이 사용되어 왔다14-16). 본 연구실의 선행 연
구에서 3가지 약재 추출물을 이용한 다양한 비율로 
조성된 복합 추출물의 항아토피성 효능을 조사하기 
위하여 실험 동물에 아토피 피부염을 유발하여 몇 가
지 아토피 지표, 혈청 내 IgE와 cytokine 양의 변화
를 관찰한 결과, 각각의 단일 추출물과 복합 추출물
에서 항아토피성 조절제로서의 발굴 가능성이 있음을 
확인하였다17). 특히, 고삼과 감초 및 백선피 추출물
이 3:1:1로 혼합된 복합 추출물 처리군에서 각각의 
단일 추출물에 비하여 더 우수한 효과가 있음을 보고
한 바 있다17). 또한, lipopolysaccharide (LPS)로 자
극된 대식세포에서 항염증 효과를 검증하기 위하여 
실시한 일산화질소(nitric oxide, NO) 및 염증성 
cytokine의 생성량과 이들 조절 유전자들의 발현 변
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화 조사에서도 고삼, 감초 및 백선피 추출물이 3:1:1
로 혼합된 복합 추출물 처리군에서 한약재 단일 추출
물의 함량에 비해 각각의 한약재 단일 추출물의 함량
이 낮음에 비하여 더 효과적이거나 유사한 결과를 얻
었다18). 따라서 본 연구에서는 복합 처리 시 상승효
과를 볼 수 있을 것으로 기대되는 고삼, 감초 및 백선피
의 각 열수 및 에탄올 추출물의 혼합 비율을 달리한 복합 
추출물(medicinal herber mixtures, MHMIXs)을 이용
하여 안전하면서 산화적인 스트레스에 대한 보호효능
이 우수한 혼합의 비율을 발굴하고자 하였다. 이를 위
하여 C2C12 세포를 이용하여 H2O2로 유도된 산화적 
손상의 차단효과를 다양한 지표를 통하여 평가하였다.
 

Ⅱ. 재료 및 방법
1. 고삼, 감초 및 백선피의 열수 및 에탄올 추출물과 

복합물의 준비
  본 연구에 사용된 고삼, 감초 및 백선피는 ㈜서경한
방약업사(Busan, Republic of Korea)에서 파쇄된 상
태로 구입하였다. 고삼 열수 추출물(water extract of S. 
flavescens, WESF), 감초 열수 추출물(water extract of 
G. uralensis, WEGU) 및 백선피 열수 추출물(water 
extract of D. dasycarpus, WEDD)을 얻기 위하여 
약재 무게의 10배에 해당하는 증류수로 100℃에서 3
시간 동안 추출하였다. 또한, 고삼 에탄올 추출물
(ethanol extract of S. flavescens, EESF), 감초 에탄
올 추출물(ethanol extract of G. uralensis, EEGU) 
및 백선피 에탄올 추출물(ethanol extract of D. 
dasycarpus, EEDD)을 얻기 위하여 각 약재 100 g을 
2 L의 30% 에탄올을 가하여 초음파추출(ultrasonification 
extraction)로 추출물을 제조하였다. 이를 위해 추출 
용기에 한약재와 30% 에탄올을 혼합한 후 초음파 수
조(Power Sonic 405, SJ BioLab., Anyang, Korea) 
바닥에 닿지 않도록 하여 40 KHz 초음파를 가하여 
2시간 동안 추출하였다. 각각의 추출물은 여과지
(Whatman No. 3 filter paper, Whatman International 
Ltd., Maidstone, England)로 여과한 후 용매를 Rotary 
evaporator (Eyela, A-1000, Tokyo Rikakikai Co., 
Tokyo, Japan)를 이용하여 농축하고, 각 농축물은 
동결 건조하여 분말화시켰다. 이후 열수 추출물은 멸
균 증류수에 100 mg/ml의 농도로 녹이고, Minisart® 
Syringe filter (0.2 μm, Sartorius AG, Weender Landstr. 

Germany)로 거른 후 사용 전까지는 –20℃에서 보관
하였고, 30% 에탄올 추출물은 dimethyl sulfoxide (DMSO, 
Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA)를 
이용하여 100 mg/ml로 stock solution을 만들어 실
험에 따라 적절하게 희석하여 사용하였다. 추출된 각 
추출물은 Table 1에 제시된 비율로 혼합하여 추출혼
합물(MHMIXs)을 조성한 후 용매와 조성에 따른 추
출물의 효능을 비교하였다.
 
2. 세포 배양 
  본 실험에 사용된 C2C12 근아세포, HaCaT 피부각
질세포, C6 신경교세포는 American Type Culture 
Collection (Manassas, MD, USA)에서 분양받았으며, 
세포의 배양을 위해 10% 우태아혈청(fetal bovine 
serum, FBS, WELGENE, Daegu, Republic of Korea) 
및 1%의 penicillin/streptomycin이 포함된 Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium (DMEM, WELGENE)을 
사용하여, 37℃, 5% CO2 조건 하에서 배양하였다. 
세포의 증식에 따른 과밀도 현상을 해소하기 위하여 
매 48 시간마다 0.05% trypsin-0.02% ethylene- 
diaminetetracetic acid (EDTA, Sigma-Aldrich Chemical 
Co.)를 이용하여 세포를 부유시킨 후 적정수의 세포
를 유지하였다. 
 
3. MTT assay에 의한 세포 생존율 조사
  복합 추출물 처리가 세포생존율에 미치는 영향과 
H2O2처리에 따른 산화적 스트레스에 의한 세포 손상 
보호효과를 확인하기 위하여 MTT assay를 이용하였
다. 이를 위하여 세포 배양용 6 well plate에 해당 
세포를 1×105 cells/well로 분주하고 24시간 동안 안
정화시킨 후 적정 농도의 복합 추출물을 1시간 전처
리한 후 H2O2 (Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 처
리하였다. 24시간 배양 후, 3-(4,5-dimethyl-2 
thiazolyl)-2,5-diphnyl-2H-tetrazolium bromide 
(MTT, Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 0.5 mg/ml 
농도로 희석하여 처리한 후 37oC에서 2 시간 동안 
다시 반응시켰다. 반응이 끝난 다음 MTT 시약을 제
거하고 DMSO를 이용하여 각 well에 생성된 formazin을 
모두 녹인 후 96 well plate에 200 μ l씩 옮겨서 enzyme- 
linked immunosorbent assay (ELISA) reader (Molecular 
Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 540 nm에서 흡
광도를 측정하였다. 
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4. Annexin V-FITC 염색에 의한 apoptosis의 정량
적 측정

  C2C12 세포에서 H2O2 처리에 의한 apoptosis 유
발 및 복합 추출물에 의한 차단 효과의 정량적 분석
을 위해 준비된 세포들을 모은 다음 2,000 rpm으로 
5분간 원심분리하여 상층액을 제거하였다. 이들 세포
를 phosphate buffer saline (PBS)를 이용하여 2~3
회 정도 세척하고 10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 
140 mM NaCl 및 2.5 mM CaCl2가 포함된 annexin 
V binding buffer (Becton Dickinson, San Jose, 
CA, USA)에 부유시킨 다음 annexin V-fluorescein 
isothiocyanate (FITC, Becton Dickinson) 및 propidium 
iodide (PI, Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 처리하
여 암실에서 15분 동안 반응을 시켰다. 반응이 끝난 
후 35-mm mesh를 이용하여 단일세포로 분리하고 
flow cytometer (FACS Calibur, Becton Dickinson)를 
적용시켜 apoptosis가 유발된 세포(V+/PI–)를 형광반
응에 따라 분석하였다.
 
5. 단백질의 분리, 전기영동 및 Western blot analysis
  단백질 발현 검출을 위하여 준비된 세포에 적당량의 
lysis buffer [25 mM Tris-Cl (pH 7.5), 250 mM 
NaCl, 5 mM EDTA, 1% Nonidet-P40 (NP-40), 1 
mM phenymethylsulfonyl fluoride (PMSF), 5 mM 
dithiothreitol (DTT)]를 첨가하여 4℃에서 1시간 이
상 반응시킨 후, 14,000 rpm으로 30분간 원심 분리
하여 상층액에 있는 단백질을 분리하였다. 상층액의 
단백질 농도는 Bio-Rad 단백질 정량 시약(Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA)과 그 사용방법에 따라 정량 한 
다음 동량의 Laemilni sample buffer (Bio-Rad)와 
혼합하여 sodium dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide 
gel을 이용하여 전기영동을 실시하였다. 이를 다시 
nitrocellulose membrane (Schleicher and Schuell, 
Keene, NH, USA)으로 electroblotting에 의해 전이
시키고 분리된 단백질이 전이된 membrane에 5% 
skim milk를 1 시간 처리하여 비특이적인 단백질들
에 대한 blocking을 실시하였다. 그리고 적정 1차 항
체를 처리하여 상온에서 2 시간 이상 또는 4℃에서 over 
night 반응시킨 다음 PBS-T (PBS with Tween 20)
로 세척하고 1차 항체에 맞는 2차 항체를 사용하여 
상온에서 1 시간 정도 반응시켰다. 반응이 끝난 후 
암실에서 enhanced chemiluminoesence (ECL) solution 

(Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, 
USA)을 적용시킨 다음 X-ray film에 감광시켜 특정 
단백질의 발현 변화를 분석하였다. 본 실험에서 단백
질 분석을 위하여 사용된 항체들(Table 2)은 Santa 
Cruz Biotechnology 및 Abcam (Danvers, MA, USA)에
서 구입하였다. Immunoblotting을 위해 2차 항체로 
사용된 horseradish peroxidase (HRP)-conjugated 
anti-mouse 및 anti-rabbit 항체는 Santa Cruz 
Biotechnology에서 구입하였다. 
 
6. ROS 생성 변화 측정

세포 내 ROS 생성 변화를 확인하기 위하여 C2C12 
세포에 적정 농도의 복합 추출물을 1시간 전처리한 
후 H2O2를 재처리하였다. 30분 후, 세포를 모아 
fluorescent probe 인 2’,7’-di-chlorodihydrofluorescein 
diacetate (DCF-DA, Molecular Probes, Leiden, 
Netherlands) 용액(10 μM)으로 20분간 염색하였다. 
반응이 끝난 후 35-mm mesh를 이용하여 단일세포
로 분리하고 flow cytometer를 적용시켜 ROS 값의 변
화를 분석하였다.

7. 통계 분석
  시료로부터 얻어진 실험 결과들의 유의성을 검정하
기 위하여 분산분석(ANOVA)을 실시한 후 p < 0.05 
수준에서 Duncan's multiple range tests를 실시하
였으며, 그 결과는 평균(mean) ± 표준편차(standard 
deviation, SD)로 표시하였다. 이때 사용한 모든 통
계분석은 SPSS 17.0 (IBM SPSS Inc, New York, 
USA) 통계 프로그램을 이용하여 처리하였다.
 

Ⅲ. 결과
1. C2C12 세포에서 H2O2로 유도된 산화적 스트레스

에 대한 한약재 복합 추출물의 보호 효과 
  C2C12 세포에서 H2O2 처리에 의한 산화적 세포손
상에 각 한약재 복합 추출물의 보호 효과를 조사하기 
위하여, C2C12 세포에 50% 전후의 생존율을 보여준 
H2O2처리 농도 0.5 mM를 산화적 스트레스 처리 조
건으로 설정하였으며(data not shown), 열수와 에탄
올 복합 추출물(0.25~1.0 mg/ml)을 1시간 전처리 한 
후 H2O2를 처리하여 24시간 동안 배양한 뒤 세포 생
존율을 확인하였다. Fig. 1의 결과에 의하면, H2O2를 
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단독 처리 하였을 때 감소하였던 세포 생존율이 열수 
복합 추출물(WMHMIX)을 처리하였을 때 보호 효과
가 없거나 고농도 처리군에서는 오히려 더 감소하는 
것으로 나타났다. 그러나 H2O2를 단독 처리 하였을 
때 감소하였던 세포 생존율이 에탄올 복합 추출물
(EMHMIX) 중 EMHMIX-1과 EMHMIX-2를 처리한 
군에서는 농도 의존적으로 산화적 스트레스에 의한 생
존율 저하를 차단한다는 것을 확인하였으나, EMHMIX-3
과 EMHMIX-4 처리군에서는 이러한 보호 효과가 관
찰되지 않았다(Fig. 2). 따라서 여러 종류의 WMHMIX 
및 EMHMIX 중 고삼의 비율이 상대적으로 높은 EMHMIX-1
과 EMHMIX-2 처리군이 C2C12 세포에서의 산화적 
스트레스에 대한 보호 효과를 가지는 것을 알 수 있
었다.
 
2. C2C12 세포에서 산화적 스트레스에 의해 유도된 

apoptosis에 미치는 한약재 복합 추출물의 영향
  다음으로 세포보호 효과가 관찰된 EMHMIX-1과 
EMHMIX-2가 H2O2에 의하여 유발된 apoptosis 억
제 효능을 나타내는지를 조사하기 위하여 annexin 
V-FITC/PI 염색을 이용한 flow cytometer 분석을 
실시하였다. 결과에서 볼 수 있듯이, H2O2단독 처리
된 배지에서 24시간 동안 배양된 C2C12세포에서는 
약 20~22%에 해당되는 세포에서 apoptosis가 유발
되었으나, EMHMIX-1와 EMHMIX-2가 전처리된 세
포에서는 각각 9.4와 10.3% 정도로 나타났으므로 
H2O2에 의하여 유발된 apoptosis가 억제된다는 것을 
알 수 있었다(Fig. 3A 및 B). 또한, Western blot 
analysis를 통해 apoptosis 관련 단백질 발현의 변화
를 확인한 결과, H2O2가 단독 처리된 배지에서 배양된 
C2C12세포에서는 apoptosis 유발과 연관이 있는 Bad 및 
death receptor 4 (DR4)의 발현증가와 apoptosis 차
단에 관여하는 XIAP 및 cIAP-1의 발현 감소가 나타
났으나, EMHMIX-1와 EMHMIX-2의 전처리에 의하
여 이러한 현상들이 회복된다는 것을 확인 할 수 있
었다(Fig. 3C 및 D). 이상의 결과를 살펴볼 때 
EMHMIX-1과 EMHMIX-2가 산화적 스트레스에 의한 
C2C12세포의 apoptosis를 효율적으로 억제하였으며, 이
는 apoptosis 관련 유전자들의 조절에 따른 세포 생존
율 회복과 연관성이 있음을 알 수 있었다.
 

3. C2C12 세포에서 산화적 스트레스에 의해 유도된 
γH2A.X 단백질의 인산화에 미치는 한약재 복합 
추출물의 영향

  γH2A.X 단백질은 DNA 이중 나선이 산화적 스트
레스에 의하여 절단되었을 경우 인산화형의 발현이 
증가하기 때문에 DNA 손상 여부를 확인할 수 있는 
바이오 마크로서 활용되는 지표 중 하나이다19,20). 따
라서 EMHMIX-1과 EMHMIX-2에 의한 C2C12 세포
의 산화적 스트레스에 의한 보효효과가 DNA 손상 차
단 효과와 연관성이 있는지를 조사하기 위하여 γH2A.X 
단백질의 인산화 여부에 미치는 영향을 조사하였다. 
이를 위하여 Fig. 3과 동일한 조건에서 배양된 세포
에서 단백질을 분리하여 Western blot analysis를 
실시한 결과, C2C12세포에 H2O2를 단독 처리하였을 경우 
증가되었던 인산화형의 γH2A.X의 발현이 EMHMIX-1
과 EMHMIX-2가 전처리에 의해 현저히 억제되는 것
으로 나타났다(Fig. 4). 이러한 결과를 살펴볼 때 산
화적 스트레스에 대한 C2C12 세포에서의 EMHMIX-1과 
EMHMIX-2의 보호 효과는 DNA 손상 차단과 직접
적인 연관성이 있음을 의미하는 것이다. 
 
4. C2C12 세포에서 산화적 스트레스에 의해 유도된 

ROS 생성에 미치는 한약재 복합 추출물의 영향
  H2O2에 의한 apoptosis 유발은 mitochondria에서의 
비정상적인 ROS 생성에 의한 mitochondria 기능 손상과 
관련이 있다21,22). 따라서 EMHMIX-1과 EMHMIX-2에 
의한 C2C12 세포의 apoptosis 유발 억제 효과가 ROS 생
성의 차단에 의한 것인지 조사하기 위하여 H2O2 처
리에 의한 ROS의 생성 차단 여부를 DCF-DA 염색을 
통한 flow cytometry 분석을 통하여 조사하였다. 
Fig. 5에 나타낸 바와 같이, 0.5 mM의 H2O2가 30분 
동안 처리된 C2C12 세포에서 ROS의 생성이 대조군
의 1.6%에 비하여 53.1%까지 증가되었지만 EMHMIX-1
과 EMHMIX-2가 전처리된 조건에서 H2O2가 처리된 
세포에서의 ROS의 생성은 각각 2.8과 6.7%로 나타
나 거의 완벽한 ROS 생성 차단 효과를 보였다. 따라
서 EMHMIX-1과 EMHMIX-2는 C2C12 세포에서 산
화적 스트레스를 유발하는 H2O2에 대한 강력한 ROS 
소거능이 있음을 알 수 있었고, 이는 H2O2 처리에 의
한 EMHMIX-1과 EMHMIX-2의 apoptosis 유발 억
제가 ROS 생성의 차단과 연관성이 있음을 제시하는 
것이다.
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5. 다양한 정상 세포의 생존율에 미치는 한약재 단일
추출물과 복합 추출물의 영향

  C2C12 세포에서 산화적인 스트레스에 의하여 유도
되는 apoptosis 및 DNA 손상에 대하여 보호효과를 
나타낸 EMHMIX-1과 EMHMIX-2를 비롯하여 복합 
추출물을 이루고 있는 EESF, EEGU 및 EEDD의 단
일 추출물과 일정한 비율로 구성된 복합 추출물의 세
포독성 여부를 C2C12 세포를 포함한 HaCaT 세포 및 
C6 세포에서도 추가로 확인하였다. 이를 위하여 다양
한 농도의 3가지 한약재 단일추출물과 4가지 복합 추
출물이 함유된 배지에서 24시간 동안 배양된 3가지 
세포주를 대상으로 MTT assay를 실시하였다. Fig. 6
의 결과에서 알 수 있듯이 C2C12와 HaCaT 세포에서 
3가지 단일 추출물 및 4가지 복합 추출물이 모두 약 
95% 이상의 생존율을 유지하였다. 하지만 C6 세포에
서는 오히려 세포증식을 유도하여 최고농도(1 mg/ml)에
서는 150% 이상의 세포증식이 나타나 세포 성장을 
촉진시키는 작용을 하는 것으로 생각되며 이에 대한 
추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다. 이를 통하
여 C2C12 세포에서 산화적인 스트레스로 인해 유도
되는 apoptosis와 DNA 손상에 대해 보호효과를 나
타낸 EMHMIX-1과 EMHMIX-2는 세포독성이 없는 
범위에서 산화적 스트레스를 차단할 수 있음을 재확
인하였다.
 

Ⅳ. 고찰
  인체 내 대사과정에서 생성되는 산화적 대사 부산
물인 ROS는 흡연, 음주, 각종 환경오염물질, 알코올, 
약물, 자외선, 그리고 과도한 스트레스와 같은 외적 
요인에 의해서도 생성될 수 있으며, 과잉 생성될 경
우 산화적 스트레스를 유발시켜 세포 내 여러 구성성
분인 핵산, 지질 및 단백질의 산화를 유도하며, DNA 
손상과 더불어 세포사멸을 촉진하고 암, 당뇨병, 동
맥경화, 치매, 류마티스 관절염 및 알레르기 등의 여
러 가지 질환의 원인이 된다23-27). 따라서 산화적 스
트레스에 대항하는 방어기전 향상을 통한 질병의 예
방과 치료를 목적으로 하는 항산화제 발굴을 위하여 
부작용과 독성이 낮은 천연물에 존재하는 항산화 성
분들에 의한 세포 내 산화적 손상 억제와 보호효과에 
대한 연구가 필요한 실정이다.
  본 연구실에서는 선행 연구로서 고삼, 감초, 백선

피 추출물 및 다양한 비율로 조성된 복합 추출물의 
항아토피성 효능과 LPS로 자극된 대식세포 모델을 
이용한 항염증 효능을 확인한 결과, 한약재 단일 추
출물보다 복합 추출물에서 더욱 효과적이라는 결과를 
보고한 바 있다17,18). 이는 아마도 단일 추출물 각 함
유 성분들의 효능이 더 복합적으로 나타난 현상일 것
으로 추측되며, 본 연구에서는 C2C12 세포 모델을 
대상으로 H2O2에 의하여 유발된 산화적 손상에서 복
합 처리 시 상승효과를 볼 수 있을 것으로 기대되는 
3가지 한약재의 열수 및 에탄올 추출물의 혼합비율을 달
리한 복합 추출물(medicinal herber mixtures, MHMIXs)
을 전처리하였을 경우 나타나는 세포 보호효과를 통
한 산화적 손상 억제 효능을 평가하였다.
  이를 위하여 복합 추출물이 산화적 스트레스에 의해 
감소된 C2C12 세포의 생존율을 회복시킬 수 있는지 
조사한 결과, 열수 및 에탄올 복합 추출물 중 에탄올 
복합 추출물인 EMHMIX-1과 EMHMIX-2를 전처리
하였을 경우, H2O2처리에 의한 세포 생존 억제 현상
이 유의적으로 차단되었음을 확인하였다(Fig. 1 및 
2). 이를 통하여 EMHMIX-1과 EMHMIX-2가 산화
적 스트레스에 대한 C2C12 세포의 세포보호 효과를 
가지고 있음을 확인하였다. 또한 EMHMIX-1과 
EMHMIX-2가 유발하는 H2O2에 의한 산화적 스트레
스 의존적인 세포생존 억제에 대한 차단 효과가 
apoptosis 유도 차단과 직접 연관성이 있다는 것을 
flow cytometer 분석을 통하여 확인할 수 있었다
(Fig. 3A 및 B). 열수 추출물보다 에탄올 추출물이 
산화적 스트레스에 대한 보호 효과가 뛰어난 것은 아
마도 단순 열수보다도 에탄올에 의하여 더 다양한 물
질들이 침출되어 나오기 때문이라 생각하며, 이에 대한 
추가적인 지표 물질을 포함한 성분 분석이 요구된다. 
  일반적으로 apoptosis는 세포막에 존재하는 DR과 해
당 DR 특이적 death legend와의 결합으로 개시되는 
DR-mediated extrinsic apoptosis (extrinsic pathway) 
경로와 mitochondria를 중심으로 apoptosis가 활성
화되는 mitochondria-mediated intrinsic apoptosis 
(intrinsic pathway) 경로로 구분된다28-30). 이러한 
extrinsic 및 intrinsic pathway는 공통경로인 caspase-3의 
활성화와 표적 단백질인 poly(ADP-ribose) polymerase 
(PARP)의 절단을 유도하여 apoptosis를 야기한다21,31). 
본 연구에서는 apoptosis 유발 과정에서 extrinsic 
pathway를 경유하는 과정에서 중요한 역할을 하는 
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DR4와 intrinsic pathway 조절에 중요한 역할을 하
는 Bcl-2 family인 Bad의 유전자의 발현에 미치는 
영향을 관찰한 결과, EMHMIX-1와 EMHMIX-2는 
H2O2로 유도된 Bad와 DR4의 발현 증가를 유의적으
로 감소시켰다(Fig. 3C 및 D). 
  한편 다양한 종류의 caspase는 세포가 정상적으로 
성장 및 생존할 경우 불활성 상태로 존재하고 있지만 
세포 내, 외부의 다양한 자극에 의하여 활성화되면 
기질 단백질들을 분해함으로서 apoptosis를 유도하게 
된다32,33). 이러한 caspase는 inhibitors of apoptosis 
protein (IAP) family에 속하는 단백질들과의 직접적
인 결합을 통하여 활성이 억제되는 것으로 알려져 있
다34). 특히 IAP family 중 활성화된 caspase와 높은 
친화력을 가지는 것으로 알려진 XIAP는 caspase-9 
및 -3과 결합하여 apoptosis를 직접 억제하는 것으로 
알려져 있으며, cIAP-1도 각각 다양한 caspase와의 
결합을 통하여 apoptosis를 억제하는 것으로 알려져 
있다35). 따라서 XIAP와 cIAP-1의 유전자의 발현에 
미치는 영향을 관찰한 결과 EMHMIX-1와 EMHMIX-2는 
H2O2로 감소된 XIAP와 cIAP-1의 발현 증가를 유의
적으로 증가시켰다(Fig 3C 및 D). 이러한 결과로서 
EMHMIX-1와 EMHMIX-2에 의한 C2C12 세포의 
apoptosis 보호 효과는 extrinsic 및 intrinsic pathway 
유전자 발현의 동시 조절과 연관성이 있음을 알 수 
있었다.
  산화적 스트레스는 DNA 손상을 유도하는데 histone 
H2Ab family 중 하나인 H2A.X는 DNA double-strand 
break가 일어나면 H2A.X의 C-terminal tail에 존재
하는 Ser 139이 인산화되어 p-ɤH2A.X 형태로 바뀌
게 되어 DNA 손상 지표로서 사용된다19,20). 따라서 
본 연구에서 EMHMIX-1과 EMHMIX-2에 의한 C2C12 
세포의 산화적 스트레스에 의한 보효효과가 DNA 손
상 차단 효과와 연관성이 있는지를 조사하기 위하여 
γH2A.X 단백질의 인산화 여부에 미치는 복합 추출
물의 영향을 조사하였다. 이를 위하여 동일한 조건에
서 배양된 세포의 단백질을 분리하여 Western blot 
analysis를 실시한 결과, C2C12세포에 H2O2를 단독 
처리하였을 경우 γH2A.X 단백질의 인산화가 매우 
증가되었으나, EMHMIX-1과 EMHMIX-2의 전처리에 의
해 현저히 억제되었다(Fig. 4). 따라서 산화적 스트레스
에 대한 C2C12 세포에서 EMHMIX-1과 EMHMIX-2의 
보호 효과는 DNA 손상 차단과 직접적인 연관성이 있

음을 알 수 있었다. 
  한편 산화적 스트레스로 인해 발생된 ROS의 증가
는 apoptosis를 유도하며, H2O2에 의한 apoptosis 
유발은 mitochondria에서의 비정상적인 ROS 생성에 
의한 mitochondria 기능 손상과 연관이 있다고 알려
져 있다22,36). 따라서 EMHMIX-1과 EMHMIX-2에 
의한 apoptosis 유발 억제가 ROS 생성 억제와 연관
되어 있는지를 조사한 결과 H2O2 처리에 의하여 증
가된 ROS의 생성이 EMHMIX-1과 EMHMIX-2에 의
하여 현저하게 감소되었다(Fig. 5). 이러한 결과는 
H2O2 처리에 의한 EMHMIX-1과 EMHMIX-2의 apoptosis 
유발 억제가 ROS 생성의 차단과 연관성이 있음을 의
미한다. 아울러 복합 추출물에 의한 효능 상승은 각 
단일 추출물이 가지는 다양한 약리 작용의 복합적 작
용에 의해 나타날 가능성이 높기 때문에 복합 추출물
의 활용에 대한 접근은 유의적인 의미를 가질 수 있
을 것이다. 
 

V. 결론
  본 연구에서는 고삼, 감초와 백선피의 열수 및 에
탄올 추출물의 혼합비율을 달리한 복합 추출물의 산
화적 스트레스에 의한 세포 보호 효과를 조사하였다. 
이를 확인하기 위해 C2C12 세포에서 H2O2에 대한 복
합 추출물의 생존율 억제 차단 효과와 apoptosis 및 
DNA 손상 억제 그리고 ROS 생성 억제 여부 등을 
확인하였다. 그 결과, 복합 추출물 중 EMHMIX-1와 
EMHMIX-2를 전처리하였을 때 H2O2에 의한 세포생
존율 저해가 회복되었고 H2O2로 유발된 apoptosis도 
현저히 감소되었다. 이러한 현상은 Bad, DR4, XIAP, 
cIAP-1, γH2A.X와 같은 apoptosis 및 DNA 손상 
관련 단백질의 발현 변화 억제와 연관성이 있었다. 또한 
H2O2에 의해 세포 내 증가된 ROS가 EMHMIX-1와 
EMHMIX-2의 전처리에 의해 감소되어 EMHMIX-1
와 EMHMIX-2의 이러한 산화적 스트레스에 대한 보호 
효과와 DNA 손상 억제 및 apoptosis 억제 효능은 
ROS 생성 억제를 통해 일어남을 확인 할 수 있었다. 
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Figure Legends

Fig. 1. Effects of WMHMIXs on the H2O2-induced growth inhibition in C2C12 myoblasts cells. Cells were 
pre-treated with or without (A) WMHMIX-1 (0.25 ~ 1 mg/ml), (B) WMHMIX-2 (0.25 ~ 1 mg/ml), (C) 
WMHMIX-3 (0.25 ~ 1 mg/ml), and (D) WMHMIX-4 (0.25 ~ 1 mg/ml) for 1 h, then treated with H2O2 
(0.5 mM). After 24 h, the cell viability was measured by MTT assay. The results are the mean ± SD 
values obtained in three independent experiments (*P<0.05 compared with the untreated control group).

 

Fig. 2. Effects of EMHMIXs on the H2O2-induced growth inhibition in C2C12 myoblasts cells. Cells were 
pre-treated with or without (A) EMHMIX-1 (0.25 ~ 1 mg/ml), (B) EWMHMIX-2 (0.25 ~ 1 mg/ml), (C) 
EMHMIX-3 (0.25 ~ 1 mg/ml), and (D) EMHMIX-4 (0.25 ~ 1 mg/ml) for 1 h, then treated with or without 
H2O2 (0.5 mM). After 24 h, the cell viability was measured by MTT assay. The results are the mean 
± SD values obtained in three independent experiments (*P<0.05 compared with the untreated control 
group; #P<0.05 compared with H2O2‑treated group).



최영현 외 10인 : C2C12 근아세포의 산화적 손상에 대한 고삼, 감초 및 백선피 복합 추출물의 보호효과Choi et al., Protective Effects of Ethanol Extract Mixtures of Sophora flavescens, Glycyrrhiza uralensis and Dictamnus dasycarpus against Oxidative Stress-induced Damage in C2C12 Murine Myoblasts

189

 

Fig. 3. Effects of EMHMIXs on the H2O2-induced apoptosis in C2C12 myoblasts cells. Cells were pre-treated 
with or without EMHMIX-1 (1 mg/ml), EWMHMIX-2 (1 mg/ml) for 1 h, then treated with or without 
H2O2 (0.5 mM) for 24h. (A and B) The cells were stained with FITC-conjugated Annexin-V and PI 
for flow cytometry analysis. The percentages of apoptotic cells were determined by counting the 
percentage of Annexin V-positive cells. Each point represents the mean ± SD of three independent 
experiments (*P<0.05 compared with the untreated control group; #P<0.05 compared with 
H2O2‑treated group). (C and D) The cells were lysed and then equal amounts of cell lysates were 
separated on SDS-polyacrylamide gels and transferred to nitrocellulose membranes. The membranes 
were probed with specific antibodies against Bad, DR4, XIAP and cIAP-1, and the proteins were 
visualized using an ECL detection system. β-actin was used as an internal control. 

 

Fig. 4. Effects of EMHMIXs on H2O2-induced phosphorylation of γH2A.X in C2C12 myoblasts cells. Cells 
were pre-treated with or without EMHMIX-1 (1 mg/ml), EWMHMIX-2 (1 mg/ml) for 1 h, then treated 
with or without H2O2 (0.5 mM) for 24h. (A and B) The cells were lysed and then equal amounts of 
cell lysates were separated on SDS-polyacrylamide gels and transferred to nitrocellulose membranes. 
The membranes were probed with specific antibodies against p-γH2A.X, and the proteins were 
visualized using an ECL detection system. β-actin was used as an loading control. (C and D) The 
relative expression of p-γH2A.X represent the average densitometric analyses as compared with β
-actin (*P<0.05 compared with the untreated control group; #P<0.05 compared with H2O2‑treated group).
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Fig. 5. Effects of EMHMIXs on H2O2-induced ROS generation in C2C12 myoblasts cells. (A and B) The cells 
were pre-treated with the indicated concentration of EMHMIXs for 1 h and then stimulated with or without 
0.5 mM H2O2 for 30 min. The cells were incubated at 37˚C in the dark for 20 min with a culture medium 
containing 10 μM DCFH-DA to monitor ROS production. ROS generation was measured by flow cytometry 
(*P<0.05 compared with the untreated control group; #P<0.05 compared with H2O2‑treated group).

 

Fig. 6. Effects of EESF, EEGU, EEDD and EMHMIXs on the cell viability in various normal cell lines.  
C2C12 myoblasts (A), HaCaT keratinocyte (B) and C6 glial (C) cells (1x105 cells/ml) were treated with 
the indicated concentrations of EESF, EEGU, EEDD (0.2~1.0 mg/ml) and EMHMIXs (0.2~1.0 mg/ml). 
After 24 h, cell viability was assessed by MTT assays and the results are expressed as mean ± SD 
values obtained from three independent experiments. Results are representative of those obtained from 
three independent experiments.
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Table 1. Ratio of medicinal herbs water or 30% ethanol extracts mixtures.
S. flavescens G. uralensis D. dasycarpus

(W or E) MHMIX-1 3 1 1
(W or E) MHMIX-2 2 2 1
(W or E) MHMIX-3 1 3 1
(W or E) MHMIX-4 1 1 1

Table 2. Antibodies used in the present study
Antibody Cat. No. Company

Bad sc-8044 Santa Cruz   Biotechnology
DR4 sc-7863 Santa Cruz   Biotechnology
XIAP sc-11426 Santa Cruz   Biotechnology

cIAP-1 sc-7943 Santa Cruz   Biotechnology
p-γH2A.X Ab76026 abcam
β-actin sc-1616 Santa Cruz   Biotechnology

Goat anti-rabbit IgG-HRP sc-2004 Santa Cruz   Biotechnology
Goat anti-mouse IgG-HRP sc-2005 Santa Cruz   Biotechnology




