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납의 신경독성에 대한 지금초 추출물의 독성경감 효과
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This study examined the neurotoxicity induced by lead acetate (LA) on cultured C6 glioma cells and 
the protective effects of Euphorbiae humifusae L. (EH) extract against LA-induced cytotoxicity. In 
this study, LA exhibited neurotoxicity in a dose-dependent manner compared to the control, and 
was determined to be highly-toxic according to the toxic criteria. The XTT50 value of LA was 
calculated at a concentration of 38.6 M after C6 glioma cells were incubated for 72 hours in the 
media containing 30∼50 M of LA, respectively. In addition, LA-induced neurotoxicity was 
suggested to correlate with the level of oxidative stress because vitamin E, an antioxidant, 
increased the cell viability damaged by LA-induced cytotoxicity. The EH extract effectively 
prevented cell injury from LA-induced cytotoxicity via its antioxidative effects, such as inhibitory 
ability of lipid peroxidation, superoxide dismutase-like activity and 1,1-diphenyl-2-picryl-
hydrazyl-radical scavenging activity. These antioxidative effects may result in components, such 
as polyphenol or flavonoids including gallic acid or quercetin. In conclusion, natural resources, 
such as EH extracts, may be a useful putative agent for the treatment of diseases associated with 
oxidative stress, such as lead neurotoxicity.

Key words: Antioxidative effect, Neurotoxicity, Oxidative stress

Corresponding author: Young-Mi Seo
Department of Nursing, College of Medicine, 
Wonkwang Health Science University, 514 
Iksandae-ro, Iksan 54538, Korea 
Tel: 82-63-840-1314
Fax: 82-63-840-1319
E-mail: dudn0408@wu.ac.kr 

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License 
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0) which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in 
any medium, provided the original work is properly cited. 

Copyright © 2018 The Korean Society for Clinical Laboratory Science. All rights reserved.

Received: November 1, 2018
Revised: November 29, 2018
Accepted: December 3, 2018

서  론

납은 은백색의 연한 중금속류로 용점이 낮아 산업공정 중 공

기중에서 쉽게 가열됨으로서 흄(fume)이나 미세입자의 분진이 

되어 호흡기나 피부를 통해 인체에 노출된다[1]. 납이 일단 인체 

내에 축적되면 체외로 배출되는데 오랜 시간이 필요할 뿐만 아

니라, 뼈를 비롯한 허파나 근육과 같은 조직에 침착되고, 혈액내 

혈류를 타고 온몸의 여러 장기에 도달하여 납중독을 유발한다

는 사실은 이미 잘 알려져 있다[2]. 납은 산업공정에서 축전지제

조를 비롯해서 자동차부품, 페인트 제조 및 인쇄 공정 등에 사용

될 뿐만 아니라, 최근에는 어린이의 각종 장난감이나 놀이기구

에도 함유되어 있다고 알려지면서 취급 시 각별한 주의를 요하

고 있다[3]. 납중독은 조혈작용이나 신장기능에 영향을 미칠 뿐

만 아니라 특히, 신경조직에 심각한 영향을 주어 피로를 동반한 

두통은 물론, 수면장애, 기억장애, 초조감 또는 경련과 같은 신

경계통의 불안정성을 초래한다[4]. 따라서, 납중독을 예방하거

나 치료할 수 있는 새로운 치료제나 또는 효과적인 치료방법을 

확립하는 것이 시급한 문제다. 그러나 아직까지 납중독에 노출
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된 경우 penicillamine과 같은 납 배설 촉진제나 안정제 또는 진

정제와 같은 처치가 있지만 치료에는 매우 미흡한 실정이다[5]. 

최근에 치매(dementia)를 포함한 당뇨나 파킨슨병과 같은 

난치성 질환은 물론, 납의 신경독성이나[6], 중금속류에 속하는 

수은이나 크롬의 신경독성 원인의 하나로 자유라디칼이 제시되

고 있다. 실제, 수은이나 크롬과 같은 중금속류는 이들이 붕괴될 

때 산소라디칼이나 메틸라디칼을 발생하게 되며, 이들의 독성

이 산화적 손상과 관련 있다고 보고되었다[7]. 따라서, 이들의 

독성 중독에 의한 질환 치료를 항산화 측면에서 시도하려는 노

력이 이루어지고 있다[8]. 자유라디칼은 인체의 대사과정 중에 

소량이 생성되고, 몸속의 catalase (CAT)나 superoxide dis-

mutase (SOD)와 같은 항산화 효소에 의하여 물로 변환되어 인

체에는 아무런 영향을 주지 않는다[9]. 자유라디칼은 N-me-

thyl-D-aspartate (NMDA) 수용체의 과활성을 통해 세포내 다

량의 칼슘 유입은 물론, 산소와 질소 자유라디칼 간의 융합에 의

한 peroxynitrite라는 독성물질의 형성[10] 및 nuclear factor 

kappa B (NF-kB)와 같은 핵전사인자의 과활성 및 tumor 

necrosis factor (TNF)-나 interleukin (IL)-4와 같은 염증매

개물질의 방출 등의 현상을 초래하여 병변을 더욱 악화시킨다

[11]. 

최근, 화학적 성분분석방법이 개발되면서 각종 식물을 비롯

한 한약재나 약초에 항산화를 비롯한 항염, 항균, 항암 등에 유

효한 생리활성물질이 다량 함유되어 있다고 밝혀지면서 이들을 

이용해 질환을 치료하려는 시도가 이루어지고 있다[4]. 이들의 

성분에는 페놀화합물(phenolic compound)을 비롯해 이소프

레노이드(isoprenoids) 및 당배당체(glycoside)와 같은 다양한 

물질들이 추출정제되어 있다. 특히, flavonol이나 isoflavones, 

quercetin, tannin과 같은 성분들은 항산화 작용이나 항염 작용

이 뛰어나 염증이나 세균 증식을 억제하는 중요한 역할을 한다

[12]. 식물 중 지금초(Euphorbiae humifusae L., EH)는 대극과

(Euphorbiaceae)에 속하는 일년생 초본으로 우리나라의 밭이

랑이나 길가 또는 황무지 등에 서식하고 있다. 꽃은 6∼8월경에 

개화하는데 여름에서 가을 사이에 전초를 채취해 햇볕에 말려 

약재로 사용한다. EH의 맛은 맵고 성질은 평해서 옹기 창독을 

비롯한 지혈, 장염, 이질 등의 치료에 사용된다[13]. 함유성분으

로는 pyrocatechol을 비롯해 gallic acid, flavonol, quercetin

과 같은 여러 종류의 항산화 물질이 있다[14]. 분석 기술의 발달

과 함께 세포배양기술이 널리 보급되면서 배양 세포를 이용하

여 화학 약제의 안전성이나 효능 검정은 물론, 특정 세포에 대한 

각종 성장 인자에 의한 세포 분화나 특성을 연구하여 이를 질병 

치료에 적용하려는 연구가 이루어지고 있다[15]. 배양 세포는 

생체에서와 동일하게 독성에 의한 DNA 손상을 비롯하여 단백

질합성저해 또는 산화적 손상에 의한 세포 구조 변화 및 대사물

질의 생성 저하와 같은 다양한 요인에 의하여 세포의 퇴화나 사

멸을 초래하게 된다[16]. 따라서, 본 연구에서는 C6 glioma 배

양 세포를 재료로 초산납(lead acetate, LA)에 대한 독성과 이에 

대한 EH 추출물의 경감 효과 조사의 하나로, XTT분석에 의한 

대사물질의 생성 변화양상을 세포 생존율 측면에서 조사하였으

며, 동시에 이에 대한 형태적 변화를 관찰하였다. 또한, LA 신경

독성 원인의 하나로 산화적 손상과의 연관성을 조사함으로서 

독성 경감 내지는 방어를 항산화 측면에서 접근하기 위하여 EH 

추출물에 대한 지질과산화(lipid peroxidation, LP) 억제능을 

비롯하여 superoxide dismutase (SOD)-유사 활성 및 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)-radical 소거능을 

측정함으로서 납중독과 같은 중금속류의 독성을 개선 내지는 

치료할 수 있는 물질을 천연소재로부터 탐색하였다.

재료 및 방법

1. 세포 배양

C6 glioma 세포(ATCC, CCL 107)의 배양은 Chen 등[17]의 

방법에 따라 행하였다. 즉, 35 mm petri dish (Falcon, BD 

Bioscience, MA, USA) 에서 3일 마다 세척과 새로운 배양액으

로 교환하면서 3회 계대 배양한 세포에 0.025% trypsin을 이용

하여 배양용기로부터 세포를 분리시켰다. 분리된 세포는 10% 

FBS가 포함된 배양액에 넣어 균질화 시킨 후 1×105 cells/well

의 밀도로 96-well 용기에 배분하였다. 배분된 세포는 36°C, 

5% CO2로 조절된 정온기에서 72시간 동안 배양하였다.

2. 약제 제조

본 실험에 사용한 시약으로는 LA를 비롯하여 vitamin E, 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), pyrogallol, hyd-

rochloride (HCl), dimetylsulfoxide (DMSO), trypsin, 

linoleic acid, ferrous chloride, 2,3-bis-(2-methoxy-4- 

nitro-5-sullfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide 

(XTT)는 Sigma-Alderich사(Sigma Chemical, St. Louis. MO, 

USA)에서 구입하였다. 또한, Minimum essential medium 

(MEM), fetal bovine serum (FBS)은 Gibco사(Grand Island, 

NY, USA)에서 구입하였다. 미국산업보건청(Occupational 

Safety and Health Administration, OSHA)의 노출허용기준

(permissible exposure limit, PEL)에서 공시한 작업장을 기준

으로 한 인체의 납 허용한계농도는 0.05 mg/m3로, 미국산업위
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생전문가협회(American Conference of Governmental 

Industrial Hygienists, ACGIH)와 우리나라산업안전보건법

(노동부 고시 제88-69호)에서는 0.15 mg/m3로 각각 정하고 있

다. 동물실험에 있어서는 우리나라 국립환경연구원(환경자료

집, 1999)에 의한 백서의 LA치사량(LCL0)은 270 mg/kg으로 되

어 있다. 반면, 각 배양 세포에 대한 LA의 LC50값은 아직 정립되

어 있지 않다. 따라서, 본 연구에서는 배양 C6 glioma 세포[4, 

28]와 배양 NIH 3T3 섬유모세포[5, 27]에 대한 타 연구에서 LA

의 LC50 (XTT50)값이 각각 30∼50 M 에서 나타남으로서 이를 

근거로 처리 농도를 0∼50 M로 하여 XTT90 (lower-toxic)과 

XTT50 (higher-toxic)을 측정하였다. 동시에 이 범위를 벗어날 

것을 대비하여 LA의 제조는 50 M, 100 M, 150 M, 200 M

의 저장액을, XTT는 50 g/mL 농도의 저장액을 각각 만들어 

냉암소에 보관 후 실험 당일 일정 농도로 희석하여 사용하였다. 

3. 지금초(Euphorbiae humifusae L., EH) 추출

전북 김제의 야산에서 5∼7월경 EH를 채취한 후 대학부설 생

명자원과학연구소에서 동정 확인후 사용하였다. 채취한 전초

는 3회 깨끗이 수세한 다음 일정 길이로 잘라 냉암소에 보관하

여 시료로 사용하였다. 시료 추출을 위하여 보관 중인 시료 73.8 

g을 잘게 파쇄한 후 시료의 3배 정도의 물과 함께 1,000 mL의 

환저 플라스크에 넣고 3시간 동안 가열하였다. 위의 과정을 3회 

반복하여 추출된 액을 모아 여과한 다음 3,000 rpm에서 30분 

동안 원침 시킨 후 진공농축기에서 농축감압시킨 다음 3.5 g의 

시료를 얻었다. 이 때 수율은 4.7%로 나타났다.

4. 초산납(LA) 처리

LA 독성 측정을 위한 XTT90과 XTT50을 조사하기 위하여 

96-well plate에 배양이 완료된 세포에 LA가 0∼50 M로 각각 

포함된 배양액 100 L를 넣고 72시간 동안 배양한 후 이의 영향

을 세포 생존율 측정방법에 의하여 대조군과 비교 조사하였다.

5. LA에 대한 항산화제의 영향

배양 세포에 XTT50 농도의 LA를 처리하기 전에 항산화제인 

vitamin E를 처리하기 위하여 저자들이 시행하였던 vitamin E

에 대한 항산화능 연구[4]를 근거로 항산화능이 70% 이상인 30 

M과 40 M을 농도로 정하였다. 따라서, 위 농도의 vitamin E

가 각각 포함된 배양액에서 세포를 2시간 동안 전 처리한 다음 

이의 영향을 세포 생존율 측정방법에 의하여 LA만의 처리와 비

교 조사하였다. 또한, 항산화능 분석에 있어서는 양성대조군으

로 항산화능이 더 높은 40 M을 중심으로 비교 분석하였다.

6. EH 추출물의 세포독성 측정

1×105 cells/well의 밀도로 96-plate에 3일 동안 배양 완료

된 세포를 PBS로 1회 세척 후 minimum essential medium 

(MEM) 배양액에 10∼130 g/mL 농도로 각각 희석된 추출액 

100 L을 각각 넣고 36°C, 5% CO2로 조절된 정온기에서 72시

간 동안 배양하였다. 배양 완료 후 세포 생존율 측정방법에 의하

여 대조군과 비교 조사하였다. EH 추출물에 대한 효능 분석을 

위하여 EH 추출물의 처리 농도는 본 실험의 LA에 대한 세포독

성 결과를 근거로 최대허용농도 이하인 70 g/mL와 100 

g/mL로 하였다. 

7. LA에 대한 EH 추출물의 영향

LA에 대한 EH 추출물의 영향을 조사하기 위하여 XTT50 농도

의 LA를 배양 세포에 처리하기 전에 EH 추출물이 각각 70 

g/mL와 100 g/mL의 농도로 포함된 배양액에서 2시간 동안 

전 처리한 다음 이를 다시 XTT50 농도의 LA로 72시간 동안 처리 

후 세포 생존율 측정법에 의하여 LA만의 처리와 비교 조사하였다.

8. 세포 생존율(cell viability) 측정

약제의 독성이나 추출물의 효과 판정을 위하여 Mosmann 

[18]의 방법에 따라 대조군을 포함한 약제나 추출물을 처리한 

세포에 제조한 XTT, 50 mg/mL를 배양 용기당 10 L씩 넣고 4

시간 동안 정치하였다. 정치 완료 후 배양액을 버린 다음 well당 

20 L의 DMSO를 넣은 다음, ELISA reader (Spectra max 250, 

Molecular Devices, Sunnyvale, USA)에서 아무 것도 넣지 않

은 blank, 세포없이 배양액만 넣은 0, 세포에 약제를 처리하지 

않은 대조군 및 약제 및 추출물을 처리한 실험군을 각각 선택 후 

450 nm에서 흡광도를 측정하여 blank와 0값을 보정한 대조군

과 비교 조사하였다. 회귀직선식(regressive equation)에 의하

여 XTT90 과 XTT50 을 산출하였다.

9. 지질과산화(lipidperoxidation, LP) 측정

LP 측정은 Kikuzaki과 Nakatani [19]의 방법에 따라 측정하

였다. 즉, 시료 3.9 mL와 에탄올을 혼합한 후 에탄올에 녹인 

2.52% linoleic acid와 0.05 M phosphate buffer (pH 7.0)를 

혼합액 12.1 mL를 첨가하여 40°C에서 24시간 동안 배양하였

다. 배양 완료 후 이 반응액 0.1 mL에 에탄올과 30% ammonium 

thiocyanate 혼합액 9.8 mL를 혼합하고 여기에 0.02 M 

ferrous chloride 0.1 mL를 넣고 실온에서 3분간 정치하였다. 

정치 후 ELISA reader로 500 nm에서 흡광도를 측정하였다. LP 
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Table 2. The cell viability of LA on cultured C6 glioma cells

Concentrations 
of LA (M)

XTT assay 
(450 nm) F P Tukey HSD

Mean±SD

Controla 0.36±0.03 112.86  ＜0.001 a＞b＞e,c＞d
30b 0.24±0.02
40c 0.17±0.02
50d 0.14±0.02
XTT50 (LA)e 0.18±0.02

The data indicate the mean±SD for triplicate experiments. 
Abbreviation: See Table 1.

Table 1. The cell viability of LA on cultured C6 glioma cells

Concentrations 
of LA (M)

XTT assay 
(450 nm) F P Tukey HSD

Mean±SD

Controla 0.31±0.02 26.25  ＜.001 a,b＞e,c＞d
5b 0.29±0.01
10c 0.27±0.01
20d 0.25±0.01
XTT90 (LA)e 0.28±0.01

The data indicate the mean±SD for triplicate experiments.
Abbreviation: LA, lead acetate. 

저해능은 시료첨가군과 무첨가군의 차이에 의한 백분율로 표시

하였으며, vitamin E 활성을 양성대조군으로 하여 비교 조사하

였다.

10. SOD-유사활성 분석

SOD-유사활성 측정은 Marklund와 Marklund [20]의 방법

에 따라, 시료에 0.2 mL에 Tris-HCl buffer와 10 mM pyro-

gallol 혼합액 3.2 mL를 넣은 다음 25°C에서 10분 동안 처리하

였다. 처리 완료 후 1 N HCl 1 mL로 반응시킨 다음 ELISA 

reader로 420 nm에서 흡광도를 측정하였다. SOD-유사활성

능은 시료첨가군과 무첨가군의 차이에 의한 백분율로 표시하였

으며 vitamin E의 활성을 양성대조군으로 하여 비교 조사하였다.

11. DPPH-radical 소거능 측정

DPPH-radical 소거능은 Blois [21]의 방법에 따라 메탄올에 

녹인 농도별 시료에 0.3 mM DPPH 메탄올용액 100 L를 넣고 

실온에서 30분 동안 반응시켰다. 반응 완료 후 ELISA reader로 

517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 소거능은 시료첨가군과 무

첨가군간의 차이를 시료무첨가군에 의한 백분율로 나타냈으

며, 또한 vitamin E의 활성을 양성대조군으로 하여 비교 조사하

였다. 

12. 총 폴리페놀(polyphenol) 및 총 플라보노이드(flavonoid) 

함량 측정

총 폴리페놀의 함량 측정은 Folin-Denis [22] 방법에 의하여 

시료, 1 mL에 1 mL의 Folin 시약을 가한 후, 3분간 정치하고 

10% Na2CO3 1 mL를 넣어 1시간 동안 반응시켰다. 반응 완료 

후 ELISA reader로 725 nm에서 흡광도를 측정하였으며 검량

곡선은 tannic acid를 이용하여 작성하였다. 총 플라보노이드 

함량 측정은 Davies 변법[23]에 따라 시료 0.1 mL에 diethy-

lene glycol 1 mL와 1 N NaOH 0.1 mL를 가하여 37°C 항온수

조에서 1시간 동안 반응시킨 후, ELISA reader로 420 nm에서 

흡광도를 측정하였으며, 검량 곡선은 rutin을 이용하여 작성하

였다. 

13. 세포의 형태적 관찰

배양 세포에 XTT50 농도의 LA나 EH 추출물 100 g/mL를 각

각 72시간 동안 처리 또는 2시간 동안 전 처리한 후에 이에 대한 

세포의 형태적 변화를 위상차현미경(TE-2000, Japan)으로 관

찰하였다.

14. 통계 처리

실험의 모든 자료는 3회 이상 반복한 결과를 mean±SD로 나

타냈으며, 통계는 SPSS (Win Version 18.0, SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA)를 이용하여 군간의 차이를 비교하기 위하여 

ANOVA를 시행하였다. 사후 분석은 Tukey’s HSD (honest 

significant difference)로 하였으며, 모든 통계의 유의 수준은 

P＜0.05의 경우를 유의한 것으로 채택하였다.

결  과 

1. LA의 신경독성(XTT90) 측정

LA의 XTT90 (lower-toxicity) 농도를 측정하기 위하여 LA가 

0, 5, 10, 20 M의 농도로 각각 포함된 배양액에서 세포를 처리

한 결과 5 M의 처리에서는 세포 생존율이 대조군 

(0.31±0.02)에 비하여 93.5% (0.29±0.01)로 나타났다. 또한, 

10 M의 처리에서는 87.1% (0.27±0.01)로 나타났으며, 20 

M의 처리에서는 80.6% (0.25±0.01)로 나타났다(P＜0.001). 

이 과정에서 XTT90 농도는 7.5 M에서 나타났다(Table 1). 세

포 생존율에 대한 사후 분석 결과 대조군과 5 M, XTT90과 10 

M과 20 M 순으로 세포 생존율이 높음을 알 수 있었다.
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Figure 2. C6 glioma cells were treated with EH extract at the 
concentrations of 10, 40, 70, 100 and 130 g/mL, respectively. 
The data indicate the mean±SD for triplicate experiments. 
Significantly different from control.

Table 3. The effect of vitamin E on the LA-induced cytotoxicity 
in cultured C6 glioma cells

Concentrations of 
vitamin E (M)

XTT assay 
(450 nm) F P Tukey HSD

Mean±SD

Controla 0.42±0.05 60.10 ＜0.001 a＞d,c＞b
LA (XTT50)b 0.20±0.02
30c 0.28±0.02
40d 0.32±0.03

The data indicate the mean±SD for triplicate experiments. 
Abbreviation: See Table 1.

Figure 1. The cytotoxicity of LA at the concentrations of 30, 40 
and 50 M in cultured C6 glioma cells. Cell viability was measured 
by XTT assay. Significantly different from control.

2. LA의 신경독성(XTT50) 측정

LA의 XTT50 (higher-toxicity) 농도를 측정하기 위하여 LA

가 30, 40, 50 M의 농도로 각각 포함된 배양액에서 세포를 처

리한 결과, 30 M 처리에서는 세포 생존율이 대조군(0.36± 

0.03)에 비하여 66.7% (0.24±0.02)로 나타났다(P＜0.001). 

40 M의 처리에서는 47.2% (0.17±0.02)로 나타났으며, 50 

M 처리에서는 38.9% (0.14±0.02)로 나타났다(P＜0.001). 

또한 이 과정에서 XTT50 농도는 38.6 M에서 나타났다(Table 

2, Figure 1). 세포 생존율에 대한 사후 분석 결과, 대조군, 30 

M, XTT50과 40 M, 50 M 순으로 세포 생존율이 높음을 알 수 

있었다.

3. LA의 신경 독성에 대한 비타민 E의 영향

LA의 신경 독성에 대한 비타민 E의 영향을 알아보기 위하여 

XTT50 농도의 LA를 배양 세포에 처리하기 전에 비타민 E가 30 

M과 40 M로 각각 포함된 배양액에서 2시간 동안 처리한 결

과, LA만의 처리에서는 세포 생존율이 대조군에 비하여 47.6% 

(0.20±0.02)로 나타난 반면, 30 M 비타민 E의 처리에서는 

66.7% (0.28±0.02)로, 40 M 처리에서는 76.2% (0.32± 

0.03)로 나타났다(P＜0.001) (Table 3). LA에 대한 비타민 E의 

세포 생존율에 대한 사후 분석 결과, 대조군, 40 M과 30 M, 

XTT50 순으로 세포 생존율이 높음을 알 수 있었다. 

4. EH 추출물의 세포독성

EH 추출물의 세포독성을 조사하기 위하여 EH 추출물이 각각 

10∼130 g/mL로 포함된 배양액에서 세포를 처리한 결과, 10 

g/mL (116.7%, 0.49±0.02)와 40 g/mL (102.4%, 0.43±0.03)

의 EH 추출물 처리에서는 세포 생존율이 대조군 100% 

(0.42±0.03)에 비하여 증가하였다. 또한, 70 g/mL (97.6%, 

0.41±0.02)와 100 g/mL (92.9%, 0.39±0.02), 130 g/mL 

(88.1%, 0.37±0.01)의 추출물 처리에서는 세포 생존율이 점차 

감소되어 100 g/mL에서 최대허용농도를 나타냈다. 따라서 

100 g/mL 이하 농도에 해당되는 70 g/mL와 100 g/mL를 

실험 농도로 정하였다(Figure 2). 

5. LA의 신경 독성에 대한 EH 추출물의 영향

LA의 신경 독성에 대한 EH 추출물의 영향을 알아본 결과, 

XTT50 농도인 LA만의 처리에서는 세포 생존율이 47.1% 

(0.16±0.02)로 나타난 반면, 70 g/mL의 EH 추출물 처리에서

는 67.6% (0.23±0.02)로 나타났다. 또한, 100 g/mL의 EH 추

출물 처리에서는 세포 생존율이 76.5% (0.26±0.02)로 나타나 

통계적으로 유의한 차이를 보였다(P＜0.001) (Table 4). LA의 

신경 독성과 EH 추출물의 영향에 따른 사후 검정결과, 대조군, 

100 g/mL의 EH 추출물과 70 g/mL EH 추출물과 XTT50 
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Table 4. The effect of EH extract on the LA-induced cytotoxicity 
in cultured C6 glioma cells

Concentrations of 
EH extract (g/mL)

XTT assay 
(450 nm) F P Tukey HSD

Mean±SD

Controla 0.34±0.03 70.12 ＜0.001 a＞d,c＞b
XTT50 (LA)b 0.16±0.02
70c 0.23±0.02
100d 0.26±0.02

The data indicate the mean±SD for triplicate experiments.
Abbreviation: EH, Euphorbiae humifusae L.; See Table 1.

Figure 3. Total amount of polyphenol and flavonoid of Euphorbiae 
humifusae L. (EH) extract. The data indicate the mean±SD for 
triplicate experiments.

Table 5. The effect of EH extract on LP 

Concentrations of 
EH extract (g/mL)

LP (500 nm)
F P Tukey HSD

Mean±SD

Controla 0.24±0.02 150.59 ＜0.001 a＜d,c＜b
40 M vitamin Eb 0.05±0.01
70c 0.18±0.02
100d 0.18±0.02

The data indicate the mean±SD for triplicate experiments. 
Vitamin E was used as positive control.
Abbreviation: EH, Euphorbiae humifusae L.; LP, lipid peroxidation.

Figure 4. The inhibitory effect of Euphorbiae humifusae L. (EH) 
extract on LP. The data indicate the mean±SD for triplicate 
experiments. Significantly different from control.

(LA)순으로 세포 생존율이 높게 나타났다.

6. EH 추출물의 총 폴리페놀(polyphenol) 및 총 플라보노이드 

(flavonoid) 함량 측정

EH 추출물에 대한 함량분석에서 총 폴리페놀의 함량은 51.2 

mg/g, 총 플라보노이드 함량은 26.5 mg/g로 나타났다(Figure 3).

7. 지질과산화(lipid peroxidation, LP) 측정

EH 추출물이 LP에 미치는 영향을 조사하기 위하여 EH 추출물 

시료 70 g/mL의 처리에서는 대조군에 비하여 LP가 75.0% 

(0.18±0.02)로, 100 g/mL의 처리에서는 75.0% (0.18±0.02)

로 나타났다. 또한, 양성 대조군인 40 M 비타민 E 처리군에서는 

20.8% (0.05±0.01)로 나타났다. 따라서, LP 억제능은 70 

g/mL의 EH 추출물(25.0%), 100 g/mL의 EH 추출물(25.0%), 

40 M의 비타민 E (79.2%)로 나타나 모두 대조군에 비하여 유의

한 증가를 보였다(P＜0.001) (Table 5, Figure 4). EH 추출물의 

LP 억제능에 대한 사후검정 결과, 40 M 비타민 E, 100 g/mL 

EH 추출물과 70 g/mL EH 추출물과 대조군 순으로 억제능이 

높게 나타났다. 

8. SOD-유사 활성(superoxide dismutase like activity, 

SLA) 측정

EH 추출물 시료에 대한 SOD-유사활성을 알아보기 위하여 

70 g/mL와 100 g/mL의 EH 추출물에 대하여 조사한 결과, 

70 g/mL의 EH 추출물 처리에서는 대조군에 비하여 116.7% 

(0.21±0.04)로, 100 g/mL의 EH 추출물 처리에서는 127.8% 

(0.23±0.02)의 유사활성을 나타냈다. 또한, 40 M 비타민 E에

서는 133.3% (0.24±0.02)의 유사활성을 보였다. 따라서 유사

활성능은 70 g/mL의 EH추출물(16.7%), 100 g/mL의 EH 추

출물(27.8%), 40 M의 비타민 E(33.3%)에서 대조군에 비하여 

유의한 증가를 보였다(P=0.001) (Table 6, Figure 5). EH 추출

물의 SOD-유사활성능에 대한 사후검정 결과, 40 M 비타민 E

와 100 g/mL의 EH 추출물은 통계적으로 차이가 없으나 대조

군에 비해 높게 나타났다. 70 g/mL EH 추출물은 대조군과 40 

M의 비타민 E, 100 g/mL의 EH 추출물과 통계적인 차이가 

없었으나 대조군보다는 SOD-유사활성능이 다소 높았다. 
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Table 6. The SLA of EH extract 

Concentrations of 
EH extract 

(g/mL)

SLA (420 nm)
F P Tukey HSD

Mean±SD

Controla 0.18±0.02 7.05 0.001 b,d＞a
40 M vitamin Eb 0.24±0.02
70c 0.21±0.04
100d 0.23±0.02

The data indicate the mean±SD for triplicate experiments. 
Vitamin E was used as positive control.
Abbreviations: EH, Euphorbiae humifusae L.; SLA, superoxide 
dismutase like activity.

Figure 5. The SOD-like ability of Euphorbiae humifusae (EH) L. 
extract. The data indicate the mean±SD for triplicate experiments. 
Significantly different from control.

Table 7. The DRSA of EH extract 

Concentrations of 
EH extract (g/mL)

DRSA (517 nm)
F P Tukey HSD

Mean±SD

Control 0.28±0.01 171.08 ＜0.001 b＞c＞a
40 M vitamin Ea 0.08±0.01
70b 0.23±0.02
100c 0.20±0.02

The data indicate the mean±SD for triplicate experiments. 
Vitamin E was used as positive control.
Abbreviations: DRSA, DPPH-radical scavenging activity; EH, 
Euphorbiae humifusae L.

Figure 6. The DPPH-radical scavenging ability (DPPH-RSA) of 
Euphorbiae humifusae L. (EH).

Figure 7. Effect of LA or EH extract on cultured C6 glioma cells (A∼C). The photographs of inverted microscope at ×200. 

9. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)-라디컬 소거능 

(radical scavenging activity, DRSA) 측정

EH 추출물 시료에 대한 DPPH-radical 소거 활성을 조사한 

결과, 70 g/mL의 EH 추출물 처리에서는 소거 활성이 82.1% 

(0.23±0.02)로 나타났으며, 100 g/mL의 EH 추출물 처리에

서는 71.4% (0.20±0.02)로 나타났다. 또한 40 M의 비타민 E 

처리에서는 28.6% (0.08±0.01)로 나타났다. 따라서, EH 추출

물 70 g/mL (17.9%)와 100 g/mL (28.6%), 비타민 E 40 M 

(71.4%)의 DPPH-radical 소거능은 대조군에 비하여 통계적으

로 유의하였다(P＜0.001) (Table 7, Figure 6). DPPH-radical 
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소거능의 사후검정 결과, 70 g/mL EH 추출물, 100 g/mL EH 

추출물, 비타민 E 40 M 순으로 높은 것으로 나타났다.

10. 세포의 형태적 관찰

약제를 처리하지 않은 대조군에서는 많은 세포들이 밀접하

게 붙어 있었으며 짧은 돌기로 세포간 연결이 잘 되어 있었다

(Figure 7A). 반면, XTT50 농도의 LA 추출물의 처리에 있어서는 

손상 받지 않은 세포들은 더 길다란 돌기로 서로 연결하고 있는 

것에 비하여 일부 손상을 받은 세포들은 세포간 돌기의 소실로 

인해 서로간 연결이 잘 이루어지지 않았으며, 세포체의 퇴화 현

상도 관찰되었다(Figure 7B). 한편, 100 g/mL의 EH 추출물의 

전 처리에서는 LA 처리군에 비하여 수적으로 많은 세포들이 돌

기에 의해 비교적 잘 연결되어 있었으며, 대조군과 유사한 양상

을 보였다(Figure 7C). 

고  찰

납은 환경오염원인 동시에 돌연변이원으로 독성이 매우 강

하기 때문에 납이 인체 내에 폭로되면 중독을 일으켜 각종 질병

을 유발하게 된다[24]. 특히, 납은 혈액-뇌 관문(blood-brain 

barrier, BBB)을 통과하여 뇌중독을 유발함으로서 이의 독성은 

관심의 대상이 되었다[3]. 본 연구에서는 납의 일종인 초산납

(LA)에 대한 신경독성을 조사하기 위하여 XTT90 (저독성)과 치

사농도 50 (lethal concentration 50, LC50)인 XTT50 (고독성)

을 측정하였다. 이를 위해 대뇌신경교세포주인 C6 glioma 세포

를 LA가 0~50 M 농도로 각각 포함된 배양액에서 처리한 결과, 

처리 농도에 의존적으로 세포 생존율이 대조군에 비하여 유의

하게 감소됨으로서 세포독성을 나타냈다. 이 과정에서 XTT90

과 XTT50이 각각 7.5 M과 38.6 M로 나타났으며, 특히, 

XTT50 이 100 M이하인 38.6 M로 나타나 고독성

(highly-toxic)인 것으로 확인되었다[21]. 본 연구 결과는 LA 

XTT50값이 배양 NIH 3T3 섬유모세포에서 48.3 M [5], 배양 

C6 glioma 세포에서 33.3 M [4]로 나타났다는 연구 보고와 함

께 LA가 세포에 고독성인 것을 알 수 있었다. 이 현상은 본 연구

의 세포의 형태적 관찰과도 일치함으로서 이를 증명하고 있다. 

본 연구에서처럼 LA가 배양 C6 glioma 세포에 독성을 나타낸 

것은 세포내 칼슘 채널을 봉쇄하여 대사를 억제하였거나 단백

질합성저해나 DNA와 같은 핵산 물질의 저해와 같은 여러 요인

도 있겠지만[26], 그 보다는 LA의 산화적 손상에 기인한 결과일 

가능성을 배제할 수 없다. 따라서, 본 연구에서는 LA의 신경 독

성과 산화적 손상 간의 연관성을 알아보기 위하여 항산화제의 

일종인 vitamin E 30 M과 40 M 농도 각각을 배양 세포에 전

처리 한 결과, LA만을 처리한 실험군에 비하여 vitamin E 처리

군에서 모두 유의한 세포 생존율의 증가를 나타냈다. 본 결과는 

항산화제인 vitamin E가 LA의 독성을 방어한 것으로서 이는 산

화적 손상이 LA독성과 관련이 있음을 제시하고 있다. 이 증거의 

하나로서 산화적 손상과 관련이 깊은 NMDA 수용체 길항제가 

LA의 독성을 방어하였다는 연구 결과가 이를 뒷받침 해 준다

[4]. 

한편, 대극과에 속하는 지금초(Euphorbiae humifusae, 

L.EH) 추출물이 LA 신경독성에 미치는 영향을 조사하기 위하여 

EH 70 g/mL (67.6%)와 100 g/mL (76.5%) 농도의 추출물을 

배양 C6 glioma 세포에 전 처리한 결과, 추출물의 처리 농도에 

비례하여 LA 처리군인 47.1%에 비하여 유의한 세포 생존율의 

증가를 나타냈다. 이 같은 현상은 현미경적 관찰에서도 일치하

였다. 또한 조개나물 추출물 90 g/mL (75.0%) [27], 꽃향유 추

출물 80 g/mL (61.6%) [18] 보다 더 높은 세포 생존율을 나타

냈다. 본 결과는 EH 추출물이 LA의 독성으로부터 세포를 보호

한 것으로 LA에 의한 산화적 손상을 EH 추출물의 항산화능이 

방어하여 세포 생존율을 증가시킨 것으로 생각된다. 이같은 현

상은 본 연구의 EH 추출물에 대한 성분함량분석 측정에서 폴리

페놀과 플라보노이드 성분이 함유되어 있는 것으로 보아 

flavonol이나 quercetin과 같은 플라보노이드 성분이나 gallic 

acid와 같은 폴리페놀 성분에 기인한 것으로 생각된다[14]. 또

한 질산납[Pb(NO3)2]의 독성을 페놀화합물의 일종인 gallic 

acid가 방어하였다는 연구 보고와 일치하였다[8]. 본 연구의 함

량조사에서 총 폴리페놀과 플라보노이드가 각각 51.2 mg/g과 

26.5 mg/g으로 나타나, 항산화능이 강력한 삼백초 추출물의 

53.5 mg/g, 28.7 mg/g과 거의 비슷한 것으로 나타났다[29].

따라서, 본 연구에서는 EH 추출물에 대한 LP 억제능, SOD-

유사활성능, 그리고 DPPH-radical 소거능으로 항산화 작용을 

분석하였다. 먼저 LP 조사에 있어서 EH 추출물은 대조군에 비

하여 유의한 LP 억제능을 나타냈다. 본 연구의 EH 추출물 100 

g/mL에서 LP 억제능이 25%로 나타났는데, 이는 조개 추출물 

90 g/mL에서 28.6%와 거의 비슷한 저해능을 보였다[27]. LP

는 세포막 대부분을 형성하고 있는 인지질이 자유라디칼에 의

하여 과산화 된 것으로, 세포 보호와 물질 수송에 손상을 주어 결

국 세포의 퇴화나 고사를 초래한다[30]. 한편, EH 추출물에 대

한 SOD-유사활성능 조사에서 EH 추출물은 대조군에 비해 높

은 유사활성능을 나타냈다. 본 연구는 EH 추출물의 100 g/mL

에서 SOD-유사 활성이 27.8%, 어성초 추출물의 130 g/mL에

서 25.4% 보다는 약간 높고[5], SOD-유사 활성이 높은 꽃향유 
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추출물의 80 g/mL에서 28.4%와 비슷한 활성을 나타냈다

[28]. SOD-유사활성능은 인체 내 항산화계에 속하는 SOD가 

인체대사과정 중 형성되는 자유라디칼을 catalase와 함께 물로 

변환시켜 주는 라디칼 제거능을 담당하고 있는데, EH 추출물이 

이와 같은 기능이 있다는 것을 나타낸다[9]. 또한, DPPH-라디

칼 소거능 조사에 있어서는, EH 추출물은 대조군에 비하여 유의

한 DPPH-라디칼 소거능을 보임으로서 항산화능이 있음을 제

시하였다. 본 연구의 EH 추출물의 100 g/mL에서 DPPH-radical 

소거능은 28.6%로, 소거능이 높은 꽃향유 추출물 60 g/mL 

(50.7%) [28]와 조개 나물 추출물 80 g/mL (60.9%) [27]에 비

해 2배정도의 높은 소거능을 나타냈다. DPPH-라디칼 소거능 

분석은 자유라디칼에 전자를 공유하는 능력을 측정하는 것으로

서 항산화능을 측정하는 대표적인 분석방법의 하나이다[31]. 

위와 같은 LP를 비롯하여[32], 다양한 항산화 분석은 병변에 효

과적인 항산화 대체물질을 탐색 내지는 개발하는데 유용한 도

구로 활용되고 있다[33]. 이상의 결과로부터 LA는 C6 glioma 

세포에서 강한 신경독성을 나타냈으며, 이같은 신경독성에 산

화적 손상이 관여하고 있음을 제시하였다. 또한, EH 추출물은 

항산화능에 의하여 LA에 의한 신경독성을 유의하게 방어함으

로서 향후 EH 추출물과 같은 천연소재로부터 항산화 측면에서 

새로운 치료적 대체물질을 개발하는데 있어 기초 자료로서의 

활용도가 클 것으로 생각된다. 

요  약

본 연구는 배양 C6 glioma 세포를 대상으로 초산납(lead 

acetate, LA)의 신경독성을 알아보았으며, 또한 LA의 세포독성

에 대한 지금초(Euphorbiae humifusae L., EH) 추출물의 영향

을 조사하였다. 본 연구에서, LA는 대조군에 비하여 농도 의존

적으로 세포 생존율이 감소됨으로서 신경독성을 보였으며, 0∼

50 M의 LA가 각각 포함된 배양액에서 72시간 동안 세포를 처

리한 결과, XTT50 값은 38.6 M로 고독성인 것으로 나타났다. 

또한, 30∼50 M의 LA가 각각 포함된 배양액에서 72시간 동안 

세포를 처리한 결과 XTT50은 38.6 M에서 나타났다. 이와 동시

에 항산화제인 vitamin E의 처리에서 LA 독성에 의하여 감소된 

세포 생존율이 유의하게 증가함으로서 LA의 독성에 산화적 손

상이 관여하고 있음을 제시하였다. 한편, EH 추출물은 지질과

산화 저해능을 비롯하여 superoxide dismutase (SOD)-유사

활성능 및 DPPH-라디칼 소거능과 같은 항산화능에 의하여 LA

독성을 효과적으로 방어하였다. 이같은 항산화 효과는 gallic 

acid와 같은 폴리페놀이나 또는 flavonol이나 quercetin과 같

은 플라보노이드와 같은 항산화성분에 기인된 결과로 생각된

다. 결론적으로, EH 추출물과 같은 천연 소재는 차후 납신경독

성과 같이 산화적 손상과 관련된 질환 치료를 위한 유용한 활용 

인자로 사료된다. 
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