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Scopolamine 처리에 의한 인지 및 기억력 손상 마우스에서 박하의 효과
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Abstract  Mentha arvensis is used traditional medicine to treat various disorders. In the present study, M. arvensis were

extracted by the solid-phase microextraction (SPME) method and analyzed by gas chromatograph-mass spectrometry (GC-

MS). We investigated the protective effects and mechanisms of a M. arvensis extract on scopolamine-induced cognitive and

memory impairment. Mice were orally pretreated with a M. arvensis extract or normal saline, and then behavior tests were con-

ducted 30 min after scopolamine injection. The antioxidant capacities were analyzed by free radical scavenging (DPPH and

ABTS). Acetylcholinesterase (AChE) activity were also measured using Ellman’s method ex vivo test. In behavior tests, percent

of spontaneous alteration, escape latency and swimming time in target quadrant were improved by the administration of the

M. arvensis extract, which suggests that the M. arvensis extract improves memory function in the scopolamine-treated mice

model. In addition, M. arvensis extract showed inhibition of the free radical and AChE activity. The results of the present study

suggest that the M. arvensis extract ameliorates scopolamine-induced cognitive and memory deficits through the inhibition of

free radicals and AChE activity. Therefore, M. arvensis may be a promising neuroprotective agent for management of learning

and memory improvements in human dementia patients.
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정유란 방향성 식물의 잎, 꽃, 뿌리, 줄기, 열매 등에서 이

차 대사 산물로 얻어진 방향성 물질로 중세시대 아랍에서

소독제로 사용되기 시작하여 최근 항균,
1,2)

 항산화,
3)

 항염,
3,4)

진통,
5)

 우울,
6)

 인지,
7)

 항비만,
8)

 항암,
9)

 상처 치유,
10)

 진정,
11)

항당뇨
12)

 등 다양한 약리 효과로 제약, 농업, 식품, 위생, 화

장품 등 다양한 산업에 이용되고 있다.
13)

 정유를 사람 또는

동물에게 노출하는 대표적인 방법으로는 코로 흡입하거나

경구 복용 및 피부에 바르는 도찰 요법이 있는데 특히 뇌

질환과 관련하여 흡입 요법으로 감국 정유가 혈압을 낮추

고 정신과 육체 이완시키고,
14)

 편백나무 정유의 기억 개선

작용,
15)

 카난가 오도라타로부터 추출한 일랑일랑 오일의 1-

(3-chlorophenyl) piperazine 유도 불안 억제 효과,
16)

 Salvia

multicaulis의 항건망, 불안, 항우울 효과,
17)

 로마 카모밀레화

정유의 항우울 효과,
18)

 세신 정유의 항우울 효과
19)

 등이 보

고 되었고, 투여 요법으로 침향 나무 정유의 구속 스트레스

에 의한 불안 및 우울 효과,
20)

 단삼 정유의 항불안 효과,
21)

계피 나무 정유의 간독성 완화 효과
22)

 등이 보고 되었다.

뇌는 체내 다른 조직에 비하여 불포화 지방이 많고, 미토

콘드리아, 칼슘, 글루타메이트, 항산화 방어의 취약, redox

활성 전이 금속, 신경전달물질 자동 산화 등의 이유로 산화

적 스트레스에 민감하여,
23)

 알츠하이머 질환(Alzheimer’s
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disease, AD)과 파킨슨 질환(Parkinson’s disease), 뇌졸중과

같은 퇴행성 뇌 질환에서 산화적 스트레스가 중요한 기전

으로 알려져 있다. 특히 AD 환자의 뇌척수액에는 산화/질

산염 단백질, 지질 과산화물, DNA의 산화적 손상으로 8-

hydroxyguanosin의 농도가 증가되고 항산화 방어 시스템에

변화가 관찰된다.
24)

 AD 연구에 주로 사용하는 scopolamine

유발 기억 손상 모델에서도 자유 radical에 의하여 지질 과

산화와 관련된 malondialdehyde의 수치를 증가시키고, 세포

의 항산화 방어 시스템에 손상을 주어 catalase, glutathione

peroxidase(GSH-Px), glutathione reductase, superoxide

dismutase(SOD) 등을 변화시켜
25)

 이를 억제하기 위하여 결

명자,
26)

 당귀, 천궁 혼합물,
27)

 원지
28)

 등 다양한 천연물에서

항산화 효과로 인한 AD 억제에 대한 연구가 진행되고 있다.

박하(Mentha arvensis, 薄荷)는 아시아가 원산지로 꿀풀과

(Lamiaceae)에 속하는 다년생 초본식물로 고려 때는 방하

(芳荷), 조선시대에는 영생(英生)으로 불렸으며 예로부터 소

화불량, 감기, 두통, 치통 등에 사용하였으며 현재 전세계적

으로 약 600종 이상의 박하 속이 존재하고 그 중에서 약

25종이 재배되고 있다. Cornmint로 알려진 동양 박하의 잎

에는 주요성분으로 산화된 monoterpene류인 menthol과

isomenthone, menthofurane으로,
29,30)

 독특한 풍미로 향신료,

방향제 등에 이용되고 있으며 박하 정유는 항균 효과,
31)

 항

산화 효과,
32)

 아세틸콜린에스테라아제 억제 효과,
30)

 항진균

효과
33)

 등에 대하여 보고 되어 있으나 박하 정유 성분의 경

구 투여로 인한 기억 개선 효과에 대한 연구는 보고되지 않

았다.

따라서 본 연구에서는 유기 용매를 사용하지 않아 본래의

향과 유사한 향을 포집할 수 있고 시료 손실 없이 소량의

시료로 신속하게 분석할 수 있는 SPME-GC-MS 법을 이용

하여 성분을 분석하고, 박하 추출물의 항산화 효과 및 콜린

수용체의 길항제로 사람과 동물에게 AD 또는 노화로 인한

인지 및 행동 결손을 유발하여 기억 관련 실험에 많이 사용

되는 표준 물질인 scopolamine으로 건망증을 유도한 마우

스에서 기억 개선 효과를 확인한 결과 유의성 있는 결과를

얻었기에 보고하는 바이다.

재료 및 방법

실험재료 연구에 사용된 M. arvensis은 국내에서 생산

된 것을 한국생약협회(Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하

였다. M. arvensis 500 g에 hexane 5 L를 가하여 상온에서

24시간 동안 침출시켰으며, 추출액은 여과지(Advantec No.2)

로 여과하여 여액을 회수하고 걸러진 추재에 다시 동량의

용매를 가하여 총 3회 반복 추출하였다. 추출물은 30
o
C에서

감압 농축하여 용매를 제거하고 -20
o
C에 보관하여 실험에

사용하였다(수득율:1.83%).

Solid-phase Microextraction-gas Chromatograph-mass

Spectrometry(SPME-GC-MS)를 이용한 향기성분 분석 

박하 추출물의 향기성분 분석은 GC-MS(Gas chromatography-

mass spectrometry, GCMS-QP2020, Shimadzu Co., Japan)

를 이용하였으며, 시료로부터 휘발성 성분의 추출은 SPME

(Solid phase microextraction, AOC-6000, Shimadzu Co.,

Japan)를 사용하였다. SPME는 65 μm -PDMS/DVB(Polydi-

methylsiloxane/divinylbenzene) fiber를 이용하여 60
o
C에서

10분 동안 추출, 흡착하였다. GC-MS 분석은 HP-5MS 컬럼

(30 m×0.25 mm, 0.25 μm, Agilent Technologies, CA, USA)

을 사용하여 80
o
C에서 5분 동안 유지하고 240

o
C까지 10

o
C/

min으로 승온 후 34분 동안 유지하였다. 정유성분의 동정은

NIST 14 mass spectral library를 이용하였다.

DPPH Radical 소거능 측정  1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

(DPPH) radical 소거능은 화학적으로 안정화된 자유 radical

인 짙은 보라색의 DPPH를 방향족 아민류 등에 의해 환원

되어 색이 탈색되는 것을 이용하여 항산화 물질의 활성을

측정하는 것으로 각 시료를 증류수에 녹인 후 0.2 mM

DPPH 용액과 100 μL씩 동량으로 혼합하여 암실에서 30분

간 반응시킨 후 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성 대

조군은 ascorbic acid를 사용하여 비교 분석하였고 자유

radical 소거능은 아래의 식을 이용하여 계산하였다.

DPPH radical 소거활성(%) = 100[(시료 첨가구의 흡광도

/무첨가구의 흡광도)×100]

ABTS Radical 소거능 측정  2,2'-azinobis(3-ethylben-

zothiazoline-6-sulfonate)(ABTS) radical 소거능은 ABTS와

potassium persulfate와 반응시켜 짙은 청록색의 안정화된

ABTS 자유 radical 을 생성하여 항산화 물질에 의해 탈색

되는 것을 이용하여 항산화 물질의 활성을 측정하는 것으

로 7 mM ABTS와 2.4 mM potassium persulfate를 1:1(v:v)

로 혼합하여 냉암소에서 12~16시간 반응시켜 ABTS+를 형

성시킨 후 734 nm에서 흡광도를 0.7±0.03으로 에탄올로 희

석한 ABTS 기질용액을 사용하였다. 각 시료를 증류수에 녹

인 후 ABTS+ 용액과 100 μL씩 동량으로 혼합하여 암실에

서 7분간 반응시킨 후 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양

성 대조군은 ascorbic acid를 사용하여 비교 분석하였고 자

유 radical 소거능은 아래의 식을 이용하여 계산하였다.

ABTS radical 소거활성(%) = 100[(시료 첨가구의 흡광도

/무첨가구의 흡광도)×100]

실험동물  4주령 수컷 ICR mouse를 대한바이오링크

(Chungbuk, Korea)로부터 공급받아 1주일 동안 순화 후 실

험에 사용하였다. 사육기간 중 식이와 물은 자유 섭취시켰

으며 사육실 온도는 23±1
o
C, 습도 50±5%, 조명시간 07:00-

19:00(12시간 주기)로 환경을 유지하였다. 순화 기간을 거친
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실험 동물에게 행동 실험 1시간 전 박하 추출물 50, 100 또

는 200 mg/kg를 단회 경구 투여하고 30분 뒤 scopolamine

1 mg/kg을 복강 투여하여 기억 손상을 유발하였다. 본 연구

에서 진행된 동물실험 절차는 대구한의대학교 동물실험윤

리위원회의 사전심의와 윤리 규정을 준수하여 수행하였다

(승인번호:DHU2019-043).

Y-미로 시험 단기 기억력을 측정하는 실험으로 순차적

으로 행동하는 능력을 평가하기 위한 방법으로 Y-maze test

실시하였다. 측정 장비는 세 개의 가지로 구성되어 있으며

각 가지의 길이는 42 cm, 넓이는 3 cm, 높이는 12 cm이고

세 가지가 접히는 각도는 120°이다. 이 장치는 검정색의

polyvinyl plastic으로 구성되어 있고, 세 개의 가지를 각각

A, B, C로 정한 뒤에 실험을 진행하였다. 실험동물을 넣고

8분 동안 각 가지에 실험동물의 꼬리까지 가지에 들어갈 때

의 횟수와, 각 가지에 차례로 들어간 경우를 헤아려 1점(실

제변경, actual alternation)씩 부여하였다. 변경 행동력

(alternation behavior)은 세 가지 모두에 겹치지 않게 들어가

는 것으로 정의되며, 다음의 수학식에 의해 계산하였다.

변경 행동력(Spontaneous alteration, %) =실제변경(actual

alternation)/최고변경(maximum alternation) × 100(최고변경:

총 입장횟수  2)

수동 회피 시험 해마의 조건화된 기억과 변연계와 관련

있는 기억에 관한 영향 및 working memory ability를 평가

하기 위해 회피학습상자(JEING DO BIO&PLANT CO.,

LTD., Seoul, Korea)를 이용하여 실험을 하였다. 수동회피

상자는 어두운 방과 밝은 방으로 나누어져 있으며, 밝은 방

에 실험동물을 넣으면 어두운 방으로 넘어가는데 그 순간

5초간 0.5 mA의 전기충격을 가한다. 전기충격을 가한 다음

날 실험동물을 밝은 방에 다시 넣었을 때 어두운 방에서의

전기충격을 기억하여 밝은 방에 머무르게 되는데, 이때 체

류하는 시간(step-through latency)을 측정하여 기억력을 평

가하였다.

모리스 수중 미로 시험 해마 의존적 공간학습 및 장기

기억력 개선에 대한 실험으로 원형으로 된 지름 90 cm, 높

이 45 cm의 수조의 사분면 한 구역에 지름 9 cm, 높이

25 cm의 도피대를 설치하고 20±2
o
C 깨끗한 물을 도피대 보

다 1 cm 정도 위로 채운 뒤 실험 동물이 도피대를 찾아가는

데 걸리는 시간을 측정하였다. 원형 수조에서 4개의 표지판

을 설치하여 4분면으로 나누어 입수하는 위치를 다르게 하

여 하루 4번씩 반복하여 60초간 진행하였으며 실험 동물이

60초 안에 도피대를 찾으면 실험을 완료하였고 찾지 못한

경우 손으로 위치를 안내해주어 10초간 머무르게 하였다. 실

험 마지막 날 도피대를 제거하고 학습능력을 측정하기 위해

60초간 도피대가 있었던 구역에 머무르는 시간을 측정하였

고 모든 실험은 Ethovision program(Noldus, Netherlands)을

이용하여 기록 및 측정하였다.

Acetylcholinesterase 활성 시험  AChE 활성 억제능을

확인하기 위해서 Ellman GL 등
34)
의 방법인 acetylthiocholine

iodide(ASCh)를 기질로 사용한 비색분석법으로 실험하였다.

실험에 사용하지 않은 실험 동물을 경추 탈골 후 전체 뇌를

적출하여 차가운 sodium phosphate buffer(100 mM, pH

8.0)를 이용하여 균질화하고, 12,500 rpm, 20분간 원심분리

후 얻은 상층액을 이용하여 AChE 활성을 측정하는데 효소

로 사용하였다. 시료와 양성 대조군으로 사용한 donepezil

(Sigma-aldrich, USA)을 단계별 희석하여 사용하였다. Sodium

phosphate buffer 134 μL, 75 mM ASCh 1 μL, 10 mM

Ellman’s 용액(5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoic acid) 5 μL, 시료

또는 donepezil을 50 μL 넣고 25
o
C에서 10분간 반응 후 효

소원 10 μL를 넣고 25
o
C에서 5분간 반응 후 405 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 대조군으로는 효소를 첨가하지 않고

sodium phosphate buffer를 첨가한 반응액을 사용하였고,

ASCh를 첨가하지 않은 반응액으로 시료와 효소 활성용 시

약간의 비특이적 반응이 일어나지 않았음을 확인하였다. 시

료를 첨가하지 않은 반응액을 AChE의 활성도를 100%로

하였을 때 각 시료를 첨가한 반응액의 AChE 활성 저해도

를 그래프로 나타내었다.

통계 처리 본 연구의 모든 실험 결과는 Prism 5(GraphPad

Software, Inc., San Diego, USA)를 사용하여 산출하였다.

그룹 간 유의성 검정은 일원배치분산분석(one-way analysis

of variance)를 실시하고 Newman-Keuls test에 의해 유의수

준 p<0.05 이상에서 사후 검정을 실시하였다. 모든 결과는

mean±standard error of mean(SEM)으로 표시하였다.

결과 및 고찰

박하의 잎에는 많은 유세포가 있어 다량의 정유를 함유

하는데 그 중 70~90%가 menthol이고 정유의 성분은 성장

단계, 토양 조건, 수확 시기 및 사용 부위 등에 따라 변한

다. 본 연구에서 박하 추출물의 휘발성 성분을 GC-MS로

분석한 결과, 주요 향기 성분은 menthyl acetate, menthol,

cyclohexanone, cyclohexanol 및 caryophyllene oxide로 추

정되었으며(Fig. 1), menthyl acetate와 menthol은 박하 특유

의 향기성분으로 알려져 있으며
35,36)

 menthol은 amyloid-

(A)에 유도된 기억 손상을 개선시킨다.
37)

 Alzheimer’s

disease(AD)는 산화적 스트레스에 의하여 세포의 기능이나

구조가 변화고, 단백질과 DNA의 손상을 받아 인지 및 기

억력 감퇴 등의 장애가 발생한다. 따라서 본 연구에서는

DPPH 및 ABTS radical 소거능을 통하여 박하 추출물의

항산화 효과를 확인하였다. DPPH는 안정한 자유 radical

로 항산화 활성을 측정하는데 사용하는 대표적인 방법으로

간단하고 빠르게 정확한 항산화 물질의 양을 측정하는데
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2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl의 안정한 자유 radical이 수소

를 공유하며 보라색에서 노란색으로 탈색되는 원리를 이용

한다. 박하 추출물 312.5, 625, 1250, 2500, 5000 µg/mL 농

도로 처리한 결과 농도 의존적으로 DPPH radical 소거능이

증가하였고 양성대조군으로 사용한 ascorbic acid에 비교하

여 박하 추출물 5000 µg/mL에서 약 50% 수준의 DPPH

radical 소거능을 확인하였다(Fig. 2A). ABTS는 생물학적으

로 비활성 항산화물질을 포함하여 항산화 물질의 농도를 측

정하는데 potassium persulfate와 반응하여 청록색의 ABTS

양이온을 생성한 뒤 항산화 물질에 의해 탈색되는 원리를

이용하여 측정하는데 항산화 물질의 농도와 반응시간에 영

향을 많이 받는다.
38)

 박하 추출물 312.5, 625, 1250, 2500,

5000 µg/mL 농도로 처리한 결과 농도 의존적으로 ABTS

radical 소거능이 증가하였고 양성대조군으로 사용한 ascorbic

acid에 비교하여 박하 추출물 5000 µg/mL에서 약 50% 수

준의 ABTS radical 소거능을 확인하였다(Fig. 2B). 최 등
39)

이 박하 물 추출물과 80% 에탄올 추출물의 항산화 및 항염

증 효능을 비교한 결과 80% 에탄올 추출물이 유의한 결과

를 나타냈고, 이 등
40)
이 다른 종의 박하를 이용하여 물 추

출물과 메탄올 추출물에서 항산화 효과를 비교한 결과 메

Fig. 1. GC-MS chromatogram (total ion current) of hexane extract from M. arvensis. Peaks: 1; cyclohexanone, 2; menthyl acetate,

3; menthol, 4; cyclohexanol, 5; cyclohexenone, 6; caryophyllene oxide.

Fig. 2. Quantitative percentage scavenging activity of M. arvensis extracts at different concentrations. Ascorbic acid was used as a

positive control. Data are presented as mean ± SEM (n = 3).
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탄올 추출물에서 총 페놀 함량 및 DPPH radical 소거능이

우수한 결과를 보고하였다. 이는 본 연구와 마찬가지로 농

도 의존적인 결과를 나타냈으며 이들의 결과로 박하의 항

산화 성분이 소수성 용매에 추출이 잘 되는 것으로 판단된

다. Scopolamine은 muscarinic antagonist로 산화적 스트레

스를 유발하고 A와 인산화된 tau단백질의 수치를 증가시

키며 사람과 설치류에서 기억력을 손상시키는 약물로 AD

에 대한 연구에 많이 사용된다.
25)

 따라서 본 연구에서는

scopolamine으로 유도한 인지 및 기억 손상 마우스에서 박

하 추출물의 효과를 연구하였다. 설치류의 working short-

term memory를 시험하는 비교적 간단한 행동 실험
41)
인 Y-

maze를 수행한 결과 scopolamine 투여한 CON군(control군)

의 변경 행동력이 55.0±1.8%로 정상인 NOR군(normal군)의

78.8±2.1%와 비교하였을 때 유의하게 감소하여 기억 손상

이 유발된 것을 확인하였고, 박하 추출물 50, 100 및 200 mg/

kg를 투여한 실험군에서 53.4±2.1%, 63.7±1.4%, 76.1±1.9%

로 농도 의존적으로 증가하였다(Fig. 3A). 또한 각 가지에

들어간 총 입장 횟수에는 모든 군간의 차이가 없어 약물이

마우스의 행동에 변화를 주지 않고 기억력을 개선 시키는

것을 알 수 있었다(Fig. 3B). 설치류의 semantic, spatial

working memory를 시험하는 모리스 수중 미로를 수행한 결

과 기억을 습득하는 과정 동안 도피대를 찾아가는데 걸리

는 시간이 NOR군에서 감소하는 반면 CON군은 첫째날과

비슷한 수준으로 나타났고, 박하 추출물 200 mg/kg를 투여

한 군에서 훈련이 진행됨에 따라 NOR군과 비슷하게 감소

하였다(Fig. 4A). 도피대를 제거한 후 수행한 probe test에서

도피대가 있던 구역에서 머무른 시간이 NOR군 17.8±0.5초

에 비하여 CON군에서 14.4±0.8초로 유의하게 감소하였으

Fig. 3. Effect of M. arvensis on scopolamine-induced cognitive and memory impairment in the Y-maze test. Spontaneous alternation

(%) (A) and the total entry (B) were monitored for an 8-min session. Values are expressed as mean ± SEM (n = 10). 
###

P<0.001 vs

NOR group, **P<0.01; ***P<0.001 vs CON group. Statistical level of significance analysis by one-way ANOVA followed by

Newman-Keuls tests.

Fig. 4. Effect of M. arvensis on scopolamine-induced cognitive and memory impairment in the Morris water maze test. Escape

latency (A) and exploration time in target quadrant (B) were monitored. The values shown the mean ± SEM. 
#
P<0.05; 

##
P<0.01;

###
P<0.001 vs NOR group, **P<0.01; ***P<0.001 vs the CON group. Statistical level of significance analysis by one-way ANOVA

followed by Newman-Keuls tests.



Vol. 51, No. 1, 2020 75

나 박하 추출물 200 mg/kg 투여군에서 17.6±0.9초로 증가하

여 박하 추출물이 장기 공간 기억도 증가시키는 것을 알 수

있었다(Fig. 4B). 대부분 scopolamine 유도 인지 및 기억 손

상 동물 모델에서 효과를 나타낸 약물은 choline 신경계에도

영향을 미치는데 박하 추출물이 acetylcholinesterase(AChE)

의 활성에 미치는 효과를 확인하였다. 현재 AD 치료제로 사

용되는 약물은 AChE inhibitor인 donepezil, rivastigmine,

galantamine과 N-methyl-D-aspartate(NMDA) receptor

antagonist인 memantine, donepezil과 memantine을 혼합한

약물로 그 중 donepezil은 모든 AD 치료제에서 나타나는

설사, 메스꺼움, 구토, 어지러움 뿐만 아니라 불면증, 생생

한 꿈 등 많은 부작용을 초래하지만 모든 단계의 AD에서

사용할 수 있고 가장 오랜 기간 사용할 수 있는 약물이다.
42)

Donepezil을 양성대조군으로 사용하여 AChE 억제 효과를

측정한 결과 donepezil과 박하 추출물의 IC50 값이 0.08 μg/

mL과 2819 μg/mL으로 각각 나타났다(Fig. 5). 엄 등
43)
이 박

하 열수 추출물에서 낮지만 AChE 저해 활성을 확인하였고,

A. Benabdallah 등
30)
의 다양한 박하 종의 정유 중 M.

arvensis에서 가장 우수한 AChE 저해 활성을 보고하였는데

이는 생약의 재배 조건, 추출 용매, 추출 시간 등에 따른 결

과로 판단된다. 최근 Sideritis,
44)

 Origanum syriacum,
45)

Zataria Multiflora
46)

 등 정유의 AChE 억제 효과에 대해 보

고되었다. 본 연구 결과는 박하 추출물이 항산화 및 AChE

억제를 통하여 scopolamine 유도 인지 및 기억 손상을 개선

시키는 것으로 판단된다.

결 론

본 연구는 박하 추출물을 SPME-GC-MS법을 이용하여 성

분 분석 및 DPPH와 ABTS radical 소거능을 통하여 항산화

능을 확인하고 scopolamine으로 유도한 기억 감퇴모델에서

Y-미로, 모리스 수중 미로 시험을 통하여 기억 개선 효과를

측정하였다. 그 결과 농도 의존적으로 항산화 효과를 나타

냈으며, 단기 및 장기 기억뿐만 아니라 공간 기억을 개선 시

키는 것을 확인 할 수 있었다. 따라서 박하 추출물이 항산

화 효과를 통하여 기억을 개선시켜 향후 인지 및 기억력 개

선 기능성 식품 또는 약물로 사용 가능성이 있는 것으로 사

료된다.
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