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  약  하  거  포체 (ER) 트  매개 포 사  알츠하 병  포함한 신경 퇴행  질  병리학 

 달에 한 역할  한다. 라 사크라(ERS)  에탄  물  ER 트  도  시 (Hcy)

포 사 과 ER 트  신경 neuro -2A 포  보 할  지  사한다. 런 포에  Hcy  MTT 에 

해   같  포 생  가   감 시켰고, Annexin V 양  포  사  도했다. ERS   

처리한 Hcy 포 생   포 사  실  약 었 , Hcy  C/EBP 상 동  단 질과 78-kDa 포도당  

단 질    X-box 결합 단 질 -1 (xbp1) mRNA  합에 트  도했다. ESR  Hcy에 해 도  

xbp-1 mRNA 합, GRP78  CHOP 포  감 시켜 Hcy-induced ER 트   포 사 에 한 보  

나타내 , Western blotting 에 heme oxygenase-1    HO-1   억  hemin에 한 포 

사  감 시키  등 신경 퇴행  질 에 치료  가치  보여 다.

주 어 : 티벳 경천, 포  트 , 시 , 포 사 , 신경 포, 헴 시겐아  -1

Abstract  Growing evidence suggests that mediating apoptotic cell death of ER stress plays an important 

role in pathological development of neurodegenerative diseases including Alzheimer's disease. The 

ethanol extract of Rodiola sacra (ERS) investigates whether ER stress protects neuroinvasive neuro-2A 

cells from homocysteine   (Hcy) cell death and ER stress. In neuronal cells, Hcy markedly decreased the 

viability of the cells and induced the death of Annexin V-positive cells as confirmed by MTT assay. The 

Hcy cell viability and apoptotic loss pretreated with ERS were attenuated, and Hcy showed stress in the 

expression of C / EBP homologous protein, 78-kDa glucose regulatory protein and the junction of 

X-box binding protein-1 (xbp1) mRNA . ESR decreased Hcy-induced mRNA binding, GRP78 and CHOP 

cells induced Hcy-induced ER stress and apoptosis, and Western blotting revealed expression of heme 

oxygenase-1 and HO-1 enzyme activity Inhibition is indicative of therapeutic value for 

neurodegenerative diseases such as decreased cell death by hemin.
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1. 

돌나물과(Crassulaceae)  돌 꽃 (Rhodiola)에 

하  경천(紅景天, Rhodiola sacra)  럽과 아시아

고산지 에 식하  여러해살  본식물  뿌리  

 약용  사용한다[1,2]. 티벳 紅景天(Rhodiola 

kirilowii)  根과 根莖에 補氣淸肺, 益智養心, 收澁止血, 

散 消腫   고, 神經症, 氣虛體弱, 病後畏寒, 肺

熱咳嗽, 氣短乏力 등  치료에 사용했 [3,5], 강

, 신경 과 고 압,  심 쇠약, 빈 , 신경계 

극, 폐결핵, 당뇨병, 간  담낭 질 , 고산병 , 산후

허약 과 건망 , 우울  감 에 사용 었   

 항산  [6], 트  신  업  향상

[7,8],신경 포 상 보 [9], 학습과 억 강[10]  운

동  향상[11,12]등  다. 

포체(endoplasmic reticulum, 하 ER  함)

 필   포  하  칼   

 포생 과  신  생 하여 달하

[13-16], (folding)  통해   변  거친 

후 포 내  해진 치  운 다. 

포체에  단 질  에 실 하여 미

(unfolding) 상태가 생하고, 단 질  해 지 않고 

척  경우에 ‘ 포체 트 (ER stress)’가 생한

다[13-16].  근 치매  같  퇴행  신경계 질

[13-16], 당뇨  같  사  질 [17], 염과 같  

염  질 [18], 등에  만  ER 트 가 생

하고 , 것  질병  병리 과 한  

다  것  미한다.

시 -필  단 질 1 (inositol-requiring 

protein 1, IRE1)  ER 트 에 하여 가  민감하

게 동한다[19]. 라  IRE1  ER 트  생  

무  측할   한 감지 , 생 여  

별하  지  용 고 다[19]. 

경천  주  약리 용 물질  알 진 salidroside

 신경 포  내피 포에  HO-1  도하

여 산  트  감 시키  과가  것  보

고 었다[20-22]. 그러나 ER 트  억 시킬  

지에 한 연  아직 지 보고   없 , 에 

한  연 가 필 하다고 생각한다. 

본 연  경천  에탄  물(ethanol extract 

of Rhodiola sachalinensis; 하 ERS  함)  신

경 포에  ER 트  하여 신경 포  

보 할  지 사하고 , 다 과 같  연  행

하 다.

첫째, Neuro-2A  도 물질   알 진[23], 

homcysteine  과량  처리하여 ER  억 할  

지  사하 다. 째, 신경 포  상과  

지  억 시킬  지  사하 다. 

째, ER 트 에 항하여 ERS처리가 신경 포  

보 하  포  사하 다.

2. 실험 재료  

2.1 재료 

치  Neuro-2A 신경 포(CRL1446)  ATCC 사

(USA)에   하고, 경천  티벳 경천연 에  

  –20℃  보 했 , 시약  phosphate-buffered

saline, dimethylsulf oxide, tryp sin-EDTA, tetrazolium

bromide salt (MTT), 4-pen ylbultyrate, Dulbecco's 

modification Eagle medium, hemin, salubrinal, 

homocysteine penicillin, tin protoporphyrin(SnPP),

streptomycin  Sigma-Aldrich 사 (USA) , fetal 

bovine serum  Hyclone 사, HO-1, CHOP, actin 

 GRP78　항체  Cell Signal 사, 등에    사용

하  타 시약  Merk 사(Germany)  

Sigma-Aldrich 사에  하 다.

 감압 (N-1000 rotary evaporator, 

EYELA, Japan), vortex mixer (Vision Scientific 

Co., Korea), 동결 (NU-6625D36 ultra-low temperature

freezer, NuAire, USA), 동결건 (PVTFD-10R, 

Ilshin Lab Co. Ltd., Korea), clean bench (Vision 

Scientific Co., Korea), CO2 양 (Forma 

Scientific Co., autoclave (Sanyo Co., Japan), cen 

trifuge (Sigma Co., USA), MuseTM 포  

(Millipore, USA), PCR (GeneAmp, PCR system 

9700, USA), plate shaker (Bio-Rad, USA), ELISA 

reader (Molecular Devices Co., USA), Chemidoc 

image analyzer(Bio-Rad, USA), 학 미경(Carl 

Zeiss Co., Germany) 등  사용하 다.

2.2 

본 실험에 사용  경천  건 한 후 쇄한 50g  

질량  10  (w/v)에 해당하  70% 에탄 과 합하여 

80℃에  2시간 30  동안 단  냉각에  하고, 
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각각  시료  에 용해시켜 Neuro-2A 포  

10% FBS  포함한 DMEM 지  사용하여 37°C, 5% 

CO2  지  CO2 포  양하 다. Neuro-2A 포

독  미 콘드리아 에 해 보라색 포 마

(formazan)  MTT측   용하 고, Neuro-2A 

포  6-well plate에 3 × 105 cells/well 도  12

시간 양한 후 각각  시료  도별  처리하

[20], ECL 용액(Bio-Rad)에 시켜 단 질  도

 Chemidoc image analyzer  사용하여 하 다

[21]. 

또한 13,000 rpm에  25 간 원심 리하여 상층 액

 거하고 pellet  DEPC-DW 20 μL에 여 역 사 

합  연쇄  (reverse transcription-polymerase

chain reaction; RT-PCR)에 사용하여[24], 실험결과  

평균 ± 편차(SD)  시하 , 실험 들 사

 비  Prism software(GraphPad Software, 

USA)  용하여 one-way ANOVA  하 고 사

후 검  Bonferroni multuipie t-test  용하여 통

계   p < 0.05  하 다.

3. 실험 결과  

3.1 ERS  신경 포 사  억 과

Neuro-2A 포에 ERS  포독  사하  하

여, ERS  0 μg/mL  50 μg/mL 지  도  24 

시간 처리한 다 , MTT  포생  사

하 다(Fig. 1A 참고). ERS  40 μg/mL 도 하에  

독  견 지 않았 나, ERS 도가 50 μg/mL에 도

달할 경우 약 5%  포 생  감 하 , ERS  

도  포 독  찰 지 않았고,  보 과가 

찰  10 μg/mL ∼ 30 μg/mL 도  지했다. 

Neuro-2A 포에 ER 트  과 Hcy  도 

결  해, MTT  사했다(Fig. 1B 참고). 

Hcy 1 mM에  생  약 40% 감 었고, 2 mM에

 약 80% 감 하 다(Fig. 1B 참고).  같  결과 , 

본 연 에  Hcy 1 mM에  ERS  포 보 과  

찰했다.

Hcy 1 mM에  Neuro-2A 포 생  감  ERS

 12시간 처리에 해 도가 억 었고, 10 μ

g/mL  과  30 μg/mL  보 과가 찰

었다(Fig. 1B 참고). 

러한 결과 ,  도  Hcy  신경 포  상 

 포독  억 시킬   알  었다(Fig. 1 

참고).

Fig. 1. Effects of ERS on Hcy-induced cytotoxicity.

3.2 ERS  신경 포 apoptosis 억 과

1 mM 도  Hcy 처리에 한 Neuro-2A 신경 포

 생  감 가 apoptosis   지 식 포 

(flow cytometry)  사하여, Fig. 2에 보 다.  

Apoptosis 과  진행  포  Annexin V

색 가 연결  항체에 염색 , 식 포 에  

Annexin V-양  나타난 포집단  apoptosis가 

 포집단  미한다. 시료  처리하지 않  상 

 포  ERS  처리한 신경 포(Fig. 2B  2E)에

 약 9% 하  apoptosis가 찰 었고, Hcy  단독 

처리한 포에  약 35% 상  apoptosis가 찰

었 , ESR  12시간 처리하고 Hcy  처리한 신경

포에  약 20% 하  apoptosis가 찰 었다. 

 같  찰 ,  도  Hcy  신경 포  

apoptosis  시켜 신경 포 상  래하고, ERS

 Hcy에 한 apoptosis  억 시켜 신경 포 상  

차단시키  과가  알  었다. 

Fig. 2. Effects of ERS on Hcy-induced apoptosis.
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3.3 ERS  신경 포 ER 트  억 과

1 mM 도  Hcy 처리에 한 Neuro-2A 신경 포

 apoptosis가 ER 트   지 하고

 mRNA 에  RT-PCR 그리고 단 질 에

 웨  블   사하 다. 

RT-PCR 에  Xbp-1 mRNA 단  찰  

경우 ER 트 가 생한 것  볼  , 생

한 후에 특  가  단 질들  , 

에  GRP78  양  가하고 CHOP  새 게 

생 다. , 웨  블  에  GRP78  단

질량  가하고 CHOP   경우 ER 트

가 생한 것  볼  다. 

시료  처리하지 않  상  포에  ER 

트  지  Xbp-1 mRNA 단, ER 트  생 

후에 나타나  GRP78 단 질 가  CHOP 단 질 

 찰할  없었다. 그러나 apoptosis  하  

 도  Hcy  처리한 신경 포에  Xbp-1

mRNA 단, GRP78 단 질 가  CHOP 단 질  

신생  찰할  었다. 

한편, Hyc  apoptosis  억 하  과가 찰  

도  ERS  12 시간 처리하고 1 mM 도  Hcy

 처리한 신경 포에  도   Xbp-1

mRNA 단  GRP78 단 질 가가 억 었고, 

CHOP 단 질  신생  양  감 하 다. 

러한 결과 , Hcy에 한 apoptosis  ER 

트  과   ER 트  억 과  

  알  었다.

3.4 ERS  HO-1 과

Neuro-2A 신경 포에  ERS 처리가 HO-1 단 질 

 도할  지 사하여, Fig. 3에 보 다. 신

경 포에 12시간 동안 ERS  도별  처리할 경우, 

도  HO-1 단 질  찰 었다. 양  

 hemin  사용 었 , 30 μM 도 hemin

 ERS에 해  HO-1 단 질  찰  동 한 

치에  HO-1 단 질  도한 결과, 신경 포 

보  단 질 HO-1  도할   알  었다.

3.5 ERS에 해 도  HO-1  역할

Neuro-2A 신경 포에  ERS에 한 HO-1 단 질 

 Hcy에 해  apoptosis  ER 트

 억  과  어  계가 지 사하 다. HO-1 

단 질   SnPP  처리하여 해시킨 경우, ERS

에 한 apoptosis 억 과가 상실 었다. 

또한, SnPP 처리  ERS에 한 ER 트  억

과  감 시켰다.  같  결과 , Hyc에 한 

apoptosis  ER 트  억 시키  것  알  

었다.

3.6 ER 트  HO-1  역할

Neuro-2A 신경 포에  ER 트   HO-1  

역할  각각 사하 다. 신경 포에  1 mM Hcy 처리

 약 38% Annexin V-양  포집단  찰 어 

apoptosis가 도  것  할  었다. 하  신

 차단하  물질  salubrinal  동시에 처리한 경우, 

약 19% Annexin V-양  포집단  찰 었 , 

것  Hcy 단독 처리  비 할 경우 apoptosis가 감  

것  할  었다. , Hcy  ER 트  

하여 신경 포  apoptosis  도하  것  알  었

, ER 트  감 시키  학  ER 보 물질  

4-phenylbultyrate  Hcy  동시에 처리하  경우, 약 

15% Annexin V-양  포집단  찰 었 , 단독 

처리  비 할 경우 하게 apoptosis가 감  것  

할  었다. 

 실험 결과  Hcy에 해  ER 트

가 직  신경 포  apoptosis    

알  었다. 마지막  HO-1 단 질  도  

알 진 hemin 처리  Hcy  처리한 Neuro-2A 신경

포에  apoptosis  ERS  사하게 감 시키  것

 나타났다. 

 같  결과 , 신경 포  apoptosis  하여 

포 상  래하고, HO-1 단 질  apoptosis

Fig. 3. Effects of ERS on HO-1 expression.
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 억 시키  포내  통해  신경 포 보 과

 나타내  것  알  었다.

4. 고찰

본 연 에  Neuro-2A 신경 포에 과량  Hcy 처리

할 경우, xbp-1 mRNA 플라 싱 과  찰 었고, 

GRP78과 CHOP  가하 다. 러한 결과

 Hcy 처리  ER 트  한다  것  알  

, 포독  apoptosis  Hyc 처리에 한 

apoptosis가 ER 트  억 하  물질  알 진 

salubrinal  학 샤 (chemical chaperon)  

4-phenylbultyrate에 해  게 감 었다.

ESR 처리  신경 포에  ER 트  apoptosis

 억 시킬   것  단 다. 또한 Neuro-2A 

신경 포에 ERS  처리할 경우, HO-1  가  

것  할  었 ,  가  찰  

apoptosis 억 과  ER 트  억 과  한 

  것  단 다.  HO-1  억

시키  SnPP에 해 ERS 처리에  찰  ER 트  

 apoptosis 억 과가 상실 었  문 , hemin 

처리에 해  ERS  사하게 찰 었다. 

 같  경천  Neuro-2A 신경 포에  Hcy  

용한 ER 트 에 하여 포보  과  보

, 경천  ER 트  억 과  HO-1 과 

  었다. 그러나 본 연  경천에 

해  HO-1  ER 트  감 시키  포내 

 하게 시할  없었다. HO-1 에 한 

산  리 헴  거 과, 헴 사산물( 산 탄 , 

biliverdin 등)에 한 항산   포보  과 등  복

합  용하여 ER 트  억 시키  것  

단 , 한 에 한 연  ER 트  

  퇴행  신경계 질 (알츠하  질 ,  치

매 등)  치료에 라 경천  상  용에 한 연

 향후 지  루어 야 할 것  본다.

5. 결

경천  신경 포 보 과가  것  알  

나, 어  약리 에 해  신경 포 보 과가 나

타나 지  알  지 않다. 본 연  경천  신경

포 보 과  사하  해 경천 에탄  

물(ERS)  신경 포에  ER 트  억 시킬  

다  가  하고, 본 연  행하여 다 과 같

 결과  얻었다.

1. Neuro-2A 신경 포에  ERS 처리  Hcy 처리에 

해 도  포독   apoptosis  억 시켰

다. 

2. Neuro-2A 신경 포에  ERS 처리  Hcy 처리에 

해 도  ER 트  억 시켰다.

3. Neuro-2A 신경 포에  ERS 처리  신경 포 보

과가  HO-1  가시켰다. 

4. Neuro-2A 신경 포에  HO-1  ERS 처리

에  찰  ER 트   apoptosis 억 과

 한 계가 , 러한 결과  볼 , 

경천  신경 포에  HO-1  가시켜 ER 

트  apoptosis  치매  원  알 진 

과도한 신경 포  사  억 시킨다. 신경 포  

보 과   경천  치매 치료  

에 사용    것  사료 다.
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