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Heavy drinking disrupts the nervous system by activation of GABA receptors and inhibition of gluta-
mate receptors, thereby preventing short-term memory formation. Degradation of cognition by alcohol 
induces blackouts, and it can lead to alcoholic dementia if repeated. Therefore, drugs need to be de-
veloped to prevent alcohol-induced blackout. In this study, we confirmed the effect of an ethanol ex-
tract of Cassia obtusifolia seeds (COE) on alcohol-induced memory impairment. The effects of COE and 
ethanol on cognitive functions mice were examined using the passive avoidance and Y-maze tests. The 
manner in which alcohol affects long-term potentiation (LTP) in relation to the learning and memory 
was confirmed by electrophysiology performed on mouse hippocampal slices. We also measured 
N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor-mediated field excitatory synapses (fEPSPs), which have a 
known association with cognitive impairment caused by ethanol. Ethanol caused memory impair-
ments in passive avoidance and Y-maze tests. COE prevented these ethanol-induced memory impair-
ments in these tests. Ethanol also blocked LTP induction in the mouse hippocampus, and COE pre-
vented this ethanol-induced LTP deficit. Ethanol decreased NMDA receptor-mediated fEPSPs in the 
mouse hippocampus, and this decrease was prevented by COE. These results suggest that COE might 
be useful in preventing alcohol-induced neurological dysfunctions, including blackouts.
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서   론

알코올은 접근이 용이하고 남용하기 쉬운 약물 중 하나로 

최근 소비량의 증가와 더불어 음주와 관련한 문제 발생률 또

한 증가하는 추세를 보이고 있다[8]. 알코올은 뇌에 전반적으

로 작용하여 감정, 인지, 기억 등의 조절을 어렵게 만들고[5, 

22] 체내의 혈중 알코올 농도에 따라 다양한 반응을 일으킨다

고 알려져 있다[19]. 과량을 섭취했을 경우, 기억의 형성을 방

해하고 이것은 알코올성 기억장애라고도 불리는 블랙아웃

(blackout)으로 이어질 수 있다[7]. 지속적인 음주로 인해 이러

한 현상이 반복적으로 발생하게 되면 뇌 백질 용적의 감소, 

뇌유래 신경 성장 인자(brain-derived neurotrophic factor; 

BDNF)의 합성을 저하시켜 심한 경우 알코올성 치매로 이어질 

수 있다[9, 12, 21]. 그러므로 알코올에 의한 신경 변성을 감소

시키는 약물의 필요성이 제기되고 있으나 현재로서는 acam-

prosate나 altrexone과 같은 알코올 의존 환자를 위한 항갈망

제만이 주로 사용되고 있으며 알코올 유도 인지기능 저하를 

위한 약물에 대한 연구는 아직 미비한 실정이다[11].

시냅스 가소성은 다양한 뇌기능에 관련되어있는 현상으로 

다양한 뇌질환에서 변화가 나타난다[4]. 특히 시냅스 장기강화

(long-term potentiation, LTP)는 세포수준의 기억의 기전이라

고 알려져 있어 기억력이 감퇴되는 다양한 질환에서 손상이 

나타난다[3, 18]. 특히 N-Methyl-D-aspartate (NMDA) 수용체 

의존성 LTP가 기억력과 관련이 있음이 보고되어있어 다양한 

뇌질환에서 NMDA 수용체 의존성 LTP의 변화기전이 연구되

고 있다[1, 17]. 기억의 형성과 밀접한 관련이 있는 해마에서의 

LTP는 치매, 우울증 등 인지력 감퇴와 관련된 질환에서 억제

되어있음이 보고되어 있어 이들 뇌질환 치료제의 표적이 되고 

있다[24, 25].   

에탄올은 해마에서의 LTP를 억제한다고 보고되어 있다

[16]. 이는 에탄올이 시냅스상에 존재하는 NMDA 수용체의 

세포내로의 함입을 증가시키는 기전에 기인한다[16]. NMDA 

수용체의 세포내로의 함입에 따라 NMDA 수용체를 경유한 

신호전달이 감소하게 되고 이것이 NMDA 수용체 의존성 LTP

의 형성을 방해한다는 것이다[20]. 따라서 이러한 NMDA 수

용체의 변화를 차단할 수 있는 물질은 알코올성 건망증 즉 

블랙아웃을 억제할 수 있는 후보물질이 될 수 있을 것이다. 

기존 연구에 따르면 수국(Hydrangea Dulcis Folium)과 단삼

(Salvia miltiorrhiza root) 추출물이 이러한 효과가 있음이 보고
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되어있다[10, 15]. 

눈을 밝게 해준다는 뜻에서 유래된 결명자(Cassia obtusifolia 

seeds)는 쌍떡잎식물 장미목과의 식물로 예로부터 동아시아

에서 차의 형태로 음용되어왔다. 결명자의 유효 성분으로는 

emodin, obtusifolin, obtusin 등이 있으며 간보호, 항산화, 항

돌연변이 효과 등이 보고되었다[13]. 신경계 관련 작용으로는 

베타 아밀로이드에 의한 기억력 저하 개선과 BDNF 생성 촉진 

효과 등이 알려져 있으며 알코올과 관련된 연구는 보고된 바 

없다[13]. 

본 연구는 결명자 에탄올 추출물이 알코올에 의한 기억력 

손상 및 fEPSP의 감소를 억제한다는 사실을 확인하였고, 이는 

알코올성 기억 장애와 뇌 손상 보호 약물 개발을 위한 기초연

구로서의 의미를 가진다. 

재료 및 방법

약물 및 시약

알코올(99.9% EtOH)과 NBQX는 각각 Sigma-Aldrich Chem-

istry Co. (St.Louis, MO, USA)와 Tocris Bioscience (Ellisville, 

MO, USA)에서 구입하였다. 

추출물의 제조

본 연구에 사용한 결명자 씨는 경동약령시장(서울, 대한민

국)에서 구입하여, 경희대학교 약학대학 육창수 교수에게 감

정 받은 후 사용하였다. 그 기준표본은 경희대학교 약학대학 

식물표본실에 보관하였다(Cassiae semen KHUOPS-04-31). 결

명자 씨에 70% 에탄올(EtOH 수용액을 가하여 3회 추출한 다

음 여과하였다. 여과액은 감압농축 하였고, 동결건조기(model 

FD-5N; Eyela, Tokyo)로 건조하여 실험에 사용하였다. 이 추

출물을 COE라 명명하였다(수득률: 10.3%). 

실험동물

6주령의 수컷 ICR 마우스(26~28 g)를 ㈜샘타코(오산, 대한

민국)로부터 공급받았다. 마우스는 온도(23±2℃), 습도(55±10 

%), 명암주기(12시간, 오전 7:30부터 오후 7:30까지)가 자동으

로 조절되는 동아대학교 생명자원과학대학 동물실험실의 

clean cage 내 에서 사육되었고, 물과 사료는 자유롭게 섭취할 

수 있도록 하였다. 모든 동물은 실험에 앞서 약 5일 간의 적응 

기간을 가졌다. 실험동물의 취급 및 관리는 실험동물윤리위원

회 동물실험 취급 규정을 따랐으며, 동아대학교 동물실험 윤

리심의 위원회의 승인을 받아 진행하였다(DIACUC-승인-17-20).  

해마 조직절편의 제작

마우스를 흡입 마취제인 이소플루란을 사용하여 마취하였

고, 경추탈골하여 안락사 시켰다. 마우스의 뇌는 적출 즉시 

차가운 인공 뇌척수액(95% O2/5%CO2; NaCl 124 mM; KCl 

3 mM; NaHCO3 26 mM; NaH2PO4 1.25 mM; CaCl2 1 mM; 

MgSO4 1 mM; D-glucose 10 mM)에 담구어 손상을 최소화하

였다. 해마는 McILWAIN tissue chopper 를 이용하여 400 μm 

두께로 절단하였고,  hippocampal slice는 인공 뇌척수액(20- 

25℃)에서 1시간 이상 배양한 다음 실험에 사용하였다.  

세포외 전기생리학적인 측정

Hippocampal slice를 약 1시간가량 배양한 다음 recording 

chamber로 이동하였다. Chamber는 95% O2/5% CO2가 환기

되는 28~30℃의 인공 뇌척수액이 분당 3 ml의 속도로 공급되

도록 유지하였다. 해마의 CA1 영역 피라미드층의 신호를 측

정하였고, 자극 전극은 schaffer-colleteral pathway에 위치시

켰다. LTP를 유도하기위한 방법으로는 세타 버스트 자극

(theta-burst stimulation; TBS, 5 pulses at 100 Hz with 200 

ms inter-burst intervals)을 사용하였으며, LTP 유도 전 20분

간 baseline을 측정하였다. 또한 NMDA 수용체 매개 field 흥

분성 시냅스후 전위(field excitatory postsynaptic potential; 

fEPSP)를 확인하기 위하여 AMPA 수용체 길항제인 NBQX 

(50 μM)을 관류하였다. 

수동회피실험

해당 실험은 어두운 곳을 선호하는 마우스의 습성을 이용하

여 기억력을 측정하는 방법이다.  마우스를 밝은 방에 위치시

키고, 10초간 적응시킨 후 어두운 방과 연결된 quillotine 문을 

열어 어두운 방으로 이동하기까지의 시간을 측정하였다. 어두

운 방으로 이동한 마우스에게는 3초간 0.5 mA의 전류를 가하

였다. 24시간 후, 동일한 방법으로 마우스가 어두운 방으로 

이동하기까지의 시간을 측정하였다. Olfactory cues를 제거하

기 위하여 70% EtOH를 사용하여 실험 장비를 닦아주었다.  

COE는 acquisition trial 1시간 전에 경구 투여 하였고, 

EtOH (1 g/kg)는 COE 투여 30분 후에 복강으로 투여하였다. 

마우스는 각 군당 10마리씩 사용하였다. 

Y자 미로실험

측정 장비는 가로 5 cm, 세로 36.5 cm, 높이 15 cm 크기의 

가지 3개로 이루어진 Y자 미로를 사용하였다. 가지 간의 기울

기는 120°이며, 각각 A, B, C라 명명하였다. 마우스를 Y자 미로

의 중심에 위치시킨 후, 7분 간 이동 방향을 측정하였다. 세 

개의 다른 가지에 순차적으로 들어간 경우를 변경 행동력

(alternation behavior)이라 정의하고, 1점을 부여하였다. 변경 

행동력을 구하기 위한 수학식은 다음과 같다.  

변경 행동력(%) = 실제 변경(actual alternation) /

최고 변경(maximum alternation) ×100

(최고 변경 : 총 입장 횟수–2)

실험에 사용한 동물 수와 EtOH와 COE의 투여 방법 및 농



566 생명과학회지 2019, Vol. 29. No. 5

Fig. 1. COE ameliorates EtOH-induced memory deficit in the 

passive avoidance test. COE (0-100 mg/kg) was orally 

administrated 1 hr before acquisition trial. EtOH (1 g/ 

kg) was intraperitoneally injected 30 min after COE 

treatment. Retention trial was performed 24 hr after the 

acquisition trial (n=10/group). EtOH (1 g/kg) decreased 

step-through latency in retention trial and COE (50, 100 

mg/kg) reduced EtOH-induced decrease of step-through 

latency at dose-dependent manner. Data represent mean 

± S.E.M. *p<0.05 vs control, # p<0.05 vs EtOH only 

group.

A B Fig. 2. COE ameliorates EtOH-induced memory deficit 

in the Y-maze test. To identify the effect of COE 

on EtOH-induced memory impairment, Y-maze 

test was performed (n=10/group). (A) There 

was no significance at total arm entry. (B) 

Spontaneous alternation was reduced by EtOH 

(1 g/kg), but improved by a combination of 

EtOH and COE (100 mg/kg). Data represent 

mean ± S.E.M. *p<0.05 vs control, #p<0.05 vs 

EtOH only group.

도는 수동회피실험과 동일하다.  

통계처리

모든 실험의 결과는 mean ± S.E.M으로 표현하였다. 결과 

간의 유의성은 일원배치분산분석(one-way ANOVA)으로 p< 

0.05 수준에서 Student-Newman-Keuls test를 사용하여 검정

하였다.   

결과 및 고찰

COE의 에탄올로 유도된 건망증 개선효과

COE가 에탄올에 의한 기억력 손상에 어떠한 영향을 미치

는 지 확인하기 위하여 수동회피실험과 Y자 미로 실험을 수행

하였다(Fig. 1, Fig. 2). 수동회피실험의 acquisition trial에서는 

대조군과 실험군 간의 별다른 차이가 없었다(F5,42=1.392, 

p>0.05, n=8/group, Fig. 1). 수동회피실험의 retention trial에

서 대조군에 비하여 EtOH를 처리한 군에서 latency time이 

감소하였고(p<0.05), 이것이 COE에 의해 농도의존적으로 개

선되었다. 특히 COE 50 mg/kg와 100 mg/kg 농도에서는 

EtOH 군에 비해 유의적인 증가가 나타났다(F5,42=16.40, p< 

0.05, n=8/group, Fig. 1). Y자 미로 실험에서도 전체 이동 횟수

는 모든 군에서 비슷한 수준을 유지하였다(F5,42=0.768, p>0.05, 

n=8/group, Fig. 2A). COE 100 mg/kg은 EtOH에 의해 감소

한 자발적 변경률(spontaneous alternation)을 대조군과 비슷

한 수준까지 증가시켰다(F5,42=2.565, p<0.05, n=8/group, Fig. 

2B).

COE의 에탄올로 유도된 시냅스 가소성 감퇴 개선효과

알코올이 해마에서의 LTP 형성을 억제하여 블랙아웃을 유

발한다는 것은 이미 많은 연구들을 통해 밝혀진 바 있다[15, 

16, 20]. 앞선 실험에서 우리는 COE가 에탄올에 의해 유도된 

기억력 손상을 개선시킨다는 것을 확인하였다. 따라서 이러한 

결과가 에탄올에 의한 LTP 손상과도 관련이 있는지 알아보기 

위하여 전기생리학을 통한 fEPSP를 측정하였다. 그 결과 우리

는 COE (30 μg/ml)가 에탄올에 의해 억제된 LTP를 정상 수준

까지 회복시킨다는 것을 확인할 수 있었다(F2,15=17.26, p<0.05, 

n=6/group, Fig. 3A, Fig. 3B). 

COE의 에탄올에 의한 NMDA 수용체 활성 저하 개선효과

이전 연구를 통해 에탄올에 의한 NMDA 수용체 매개 흥분

성 시냅스 후 전위의 감소가 알코올성 블랙 아웃을 유발하는 

메커니즘이라는 것이 밝혀졌다[15, 20]. 따라서 본 연구에서는 

NMDA 수용체 매개 fEPSP만을 측정하기 위하여 해마 조직편

에 AMPA 수용체 길항제인 NBQX (50 μM)를 처리하였다. 아

무런 약물도 처리하지 않은 대조군에서는 NMDA 매개 fEPSP

의 변화가 관찰되지 않았으나(Fig. 4A), 에탄올(80 mM)처리에 

의해 fEPSP가 감소하였다(p<0.05, Fig. 4B). 에탄올에 의한 

NMDA 매개 fEPSP의 감소는 COE (30 μg/ml)처리에 의해 확

연하게 개선되었다(F2,15=20.96, p<0.05, n=6/group, p<0.05, 

Fig. 4C, Fig. 4D). 이러한 결과는 COE가 에탄올에 의해 감소된 

NMDA 매개 fEPSP 증가를 통해 알코올성 블랙아웃 억제 효

과를 가짐을 시사한다.     

본 연구를 통해 에탄올이 기억 장애를 유발하고 LTP와 

NMDA 수용체 매개 fEPSP를 억제하였으나 COE가 그것을 

개선시킨다는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 COE가 에탄올
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A B

Fig. 3. COE reduces ethanol-induced LTP impairment. 

Hippocampal slices were incubated in EtOH (80 

mM) and COE (30μg/ml) for 10 min and 20 min 

before TBS induction, respectively (n=7). After 

measuring the baseline for 20 min, TBS was in-

troduced to induce LTP. (A) EtOH reduced the 

fEPSP slope, and COE recovered it. (B) Bar chart 

of data from 60 min time point of A. Data repre-

sent mean ± S.E.M. *p< 0.05 vs control, # p<0.05 

vs EtOH only group.

A B

C D Fig. 4. COE improves ethanol-induced NMDA- 

mediated fEPSP. Hippocampal slices 

were incubated in NBQX (50 μM), 

AMPA receptor antagonist, to identi-

fy the NMDA-mediated fEPSP (n=7). 

(A) Control group. (B) EtOH treat-

ment decreased the NMDA receptor- 

mediated fEPSP. (C) COE treatment 

blocked EtOH-induced NMDA re-

ceptor-mediated fEPSP deficit. Data 

represent mean ± S.E.M. * p<0.05 vs 

control, # p<0.05 vs EtOH only group.

에 의한 신경학적 손상 치료에 효과적인 후보 물질이 될 수 

있음을 의미한다. 

해마에서의 LTP 형성은 학습과 기억에 중요한 역할을 한다

고 여겨져 왔다[23]. LTP가 형성되기 위해서는 NMDA 수용체

를 통한 Ca2+의 유입이 필수적이다[2]. Ca2+의 유입은 cyclic 

adenosine monophosphate의 생성을 촉진시키고, cAMP re-

sponse element binding를 비롯한 하위 기전들을 활성화시켜 

LTP를 형성한다[2, 6, 23]. 이에 따라 NMDA 수용체 길항제로 

작용하는 에탄올에 의한 제한적 cAMP의 생성이 NMDA 수용

체 의존적 LTP의 형성을 억제하였다고 사료된다. 결명자 성분 

중 하나인 obtusin과 aurantio-obtusin은 강력한 cAMP phos-

phodiesterase 억제제로 알려져 있다[14]. 그렇기 때문에 COE

가 에탄올에 의해 감소된 cAMP의 생성을 증가시켜 NMDA 

수용체 의존형 fEPSP를 회복시킨 것이라 추측된다. 

본 연구 결과는 COE의 에탄올에 의한 blackout 치료 및 

신경 보호제로서의 가능성을 시사하고 있으나 정확한 작용 

기전에 대해서는 나타내지 못 하였기 때문에 작용 기전과 활

성 성분에 대한 추가적인 연구가 동반되어야 한다고 사료된

다. 뿐만 아니라 인간의 경우는 에탄올에 자주 노출되어 있었

지만 실험동물의 경우 본 실험 이전에 전혀 에탄올에 노출된 

적이 없다. 이러한 상황에서 나온 결과를 일반 인간에게 적용

하기 위해서는 많은 추가 연구가 필요할 것이라 생각된다.  
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초록：결명자 에탄올 추출물이 알코올로 유도로 유도한 기억 장애에 미치는 영향

권희영1․조은비1․전지은1․이영춘1,2․김동현1,2*

(1동아대학교 건강과학대학 의약생명공학과, 2동아대학교 바이오헬스융합연구소)

최근 알코올 소비량이 증가함에 따라 과량의 에탄올을 섭취하는 경우 또한 늘어나고 있다. 이런 과도한 에탄올 

섭취는 γ-aminobutyric acid (GABA) 수용체의 활성화와 glutamate 수용체의 활성 억제를 통해 신경계를 교란시

켜 단기 기억 형성을 방해 한다. 알코올에 의한 인지기능의 저하는 알코올성 black out을 유도할 수 있으며, 반복

될 경우 알코올성 치매로 이어질 수 있기 때문에 black out을 예방하는 치료제의 개발이 필요하다. 따라서 본 연구

자는 해당 연구를 통하여 Cassia obtusifolia seeds 에탄올 추출물(COE)이 가진 black out 예방제로써의 가능성을 

평가하였다. 본 연구에서는 에탄올에 의해 유도된 기억 장애에 대한 COE의 효과를 확인하였다. 실험 동물의 기억

력을 측정하기 위하여 수동 회피 실험과 Y자 미로 실험을 수행하였고, 마우스 해마 절편을 사용하여 에탄올이 

기억의 형성과 관련하여 장기 강화(long term potentiation; LTP)에 어떠한 영향을 끼치는지 전기생리학을 통해 

확인하였다. 또한 α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid 수용체 길항제인 NBQX (50 μM)를 사용

하여 에탄올에 의한 인지기능 장애와 관련이 있다고 알려진 N-Methyl-D-aspartate (NMDA) 매개 field 흥분성 

시냅스 후 전위를 측정하였다. 결과적으로, COE는 에탄올에 의한 기억력의 손상을 방지하였고, 해마 절편에서 

에탄올에 의해 감소된 LTP와 NMDA 매개 흥분성 시냅스 후 전위를 대조군과 비슷한 수준까지 회복시켰다.


