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MPP+로 유도된 신경 독성에 대한 녹각의 보호 효과

여수정

상지대학교 한의과대학 경혈학교실

Neuroprotective Effects of Cervi Cornu 
in MPP+ Treated SH-SY5Y Cells

Sujung Yeo

Department of Meridian & Acupoint, College of Korean Medicine, Sang Ji University

Objectives : Parkinson’s disease, a progressive neurodegenerative disease, is caused by the loss of dopaminergic neurons in the 

substantia nigra. There is no clear treatment or remedy for Parkinson’s disease; therefore, the development of novel therapies 

related to anti-inflammatory and antioxidant effects is required. This study was performed to evaluate the neuroprotective effect 

of water extracts from Cervi Cornu (CC) in dopaminergic cells. Methods : We studied effects of CC on apoptosis, cell death and 

inflammation in SH‐SY5Y neuroblastoma cells treated by methylpyridinium ion (MPP+). SH-SY5Y cell line was treated with CC for 

24 hours and then 500 μM MPP+ for 18 hours. Results : Cervi Cornu treatment inhibited the decrease in tyrosine hydroxylase (TH) 

expression and decreased the activation of inflammatory factors mitochondrial cytochrome C oxidase (COX2) and inducible NO 

synthase (iNOS) against MPP+ neurotoxicity. Apoptosis factors BCL2 associated X, apoptosis regulator (BAX) levels were decreased 

and B-Cell CLL/Lymphoma 2 (BCL2) levels were increased. Conclusions : These results suggest that CC treatment had neuro-

protective effects in the SH‐SY5Y neuroblastoma cells against toxicity induced by MPP+. The results suggest new possibilities of 

CC for the treatment of Parkinson’s disease.
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서    론

1817년에 제임스 파킨슨(James Parkinson)은 손 떨림, 근육 경

직, 자세 불안정 등의 증상을 보이는 환자들에게 ‘떨림 마비’ 

(paralysis agitans, shaking palsy)라는 이름을 붙였다1). 이후 이 

병을 파킨슨병 이라고 명명했다. 파킨슨병은 substantia nigra 부

위에서 도파민성 신경 세포의 감소를 나타내는 진행성 퇴행성 신

경질환이다2,3). 지금까지 국내에서 파킨슨병과 관련된 세포 및 동

물모델에서 신경세포 독성, 염증반응, 활성사노, 세포 사멸 기전 

등에 대한 연구들이 진행되었으나 도파민 세포가 감소되는 원인은 

아직 명확히 밝혀지지 않았다4-6).

현재 치료법으로는 레보도파(levodopa, L-dopa), 도파민 수용

체 효현제, 항아세틸 콜린성 등의 약물치료 방법이 있으며 약효가 

더 이상 듣지 않게 되면 수술요법을 시행한다3,7,8). 레보도파는 도

파민의 전구체로써 도파민으로 대사되어 부족한 뇌내 도파민 농도

를 보충시킴으로써 파킨슨병의 증상을 개선시키려고 사용되고 있

다9). 하지만 3-5년 이상 장기 투여 시 약물효과 시간이 점점 짧아

지는 wearing-off 현상, 약물에 의한 운동조절 기능의 변동이 심해
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지는 on-off 현상, 이상운동증 등의 부작용이 나타난다10-12). 따라

서, 부작용을 줄이면서 약물의 유효성을 지속시키고 파킨슨병의 

진행을 늦추거나 막을 수 있는 치료법의 개발이 필요하다.

녹각(old altler, cornu cervi)은 梅花鹿 Cervus nippon Temminck 

또는 馬鹿 Cervus elaphus Linnaeus, 수사슴의 골질화된 뿔로 腎

經과 肝經으로 들어가 溫腎, 强筋骨하는 효능을 통해 녹용의 대용

품으로 응용하기도 한다. 그리고 活血, 散瘀, 消腫하는 작용이 우수

한 것으로 알려져 있으며13), 골다공증을 유발한 흰쥐에서 치료효과

가 보고되었다13). 또한 신경세포에서 산화스트레스 개선효과가 있

는 것으로 보고되었으며14) 간세포에서 항염증 효과가 보고되었다15). 

산화스트레스와 염증반응은 파킨슨병에서 도파민 세포의 병증화

와 관련이 있으므로 이들 논문을 근거로 녹각이 파킨슨병에서의 

치료효과를 나타낼 것으로 생각되었다. 

아직까지 파킨슨병 관련 모델에서의 녹각의 효과에 관한 연구는 

보고된 바 없다. 본 연구에서는 녹각 물 추출물(CC)의 도파민성 

세포에서의 신경보호효과를 측정하고자 하였다. 이에 본 연구에서

는 도파민성 신경세포인 SH-SY5Y 세포에서 MPP+ 유발독성에 대

한 녹각 물 추출물의 apoptosis와 염증성 반응과 관련하여 나타내

는 신경보호효과를 측정하여 파킨슨병 치료를 위한 초석을 다지고

자 하였다.  

재료 및 방법

1. 약재 

본 실험에 사용한 녹각(CC)은 정도약업사(Seoul, Korea)에서 

구입하였다. 잡질을 제거한 후 10배의 증류수에 2시간 동안 환류

추출 한 뒤 −60℃ 이하에서 얼려 동결건조 하였고. −20℃에 보

관 후 매 실험 시 용매에 녹여 사용하였다.

2. 시약

세포배양에 필요한 Dulbeco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM), fetal bovine serum (FBS), minimal essential medium 

(MEM), penicillin-streptomycin (P/S)은 Gibco사(Auckland, 

NZ)에서 구입하여 사용하였다. MPP+은 Sigma-aldrich사(St Louis, 

USA)에서 구입하여 사용하였다. Rabbit anti-tyrosine hydro-

xylase (TH) antibody는 Santa Cruz Biotechnology (Texas, USA), 

cytochrome c와 bax, bcl 2 antibody는 abcam사 (Cambridge, 

UK), EZ-CYTOX는 두젠바이오(Seoul, Korea), ABC standard kit

는 Vector사(Burlingame, USA)에서 구입하여 사용하였으며, 실험

에 사용된 모든 시약은 분석용 등급 이상으로 사용하였다.

3. 세포배양

본 실험에 사용된 세포주는 human neuroblastoma인 SH- 

SY5Y 세포이며, 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 분양 받아 사

용하였다. 10% (v/v) FBS, 1% P/S을 포함하는 high-glucose 

DMEM 배지를 사용하였으며 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

4. Cell viability 측정

96 well plate에 2.0×104/well의 SH-SY5Y 세포를 분주하고 

48시간 후, CC 1, 25, 50, 75 μg/ml 농도로 24시간 동안 처리하

였다. 100 μl/ml의 EZ-CYTOX 를 처리하여 3시간 배양 후, 

spectrophotometer로 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

MPP+ 용액에 대한 Cell viability를 측정하기 위하여 96 well 

plate에 2.0×104/well의 SH-SY5Y 세포를 분주하고 48시간 후, 

NSW 1, 25, 50, 75 μg/ml 농도로 처리하였다. 6시간 후 MPP+ 

용액 500 mg/ml를 처리 하여 18 시간 배양 후, 100 μl/ml의 EZ- 

CYTOX를 처리 하여 3시간 배양 후, spectrophotometer로 450 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율을 대조군에 대한 백분

율로 표시하였다.

5. Western blot 측정

SH-SY5Y 세포를 분주하고 48시간 후, CC 1, 25, 50, 75 μg/ 

ml 농도로 처리하였다. 그 후 MPP+ 용액 500 mg/ml를 처리 하여 

18 시간 배양 후, cold PBS 로 세척 후 lysis buffer 로 처리한 후 

4℃에서 20분간 원심분리 한 후 (12,000 rpm) 상층액을 12% sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS- 

PAGE)를 이용하여 단백질 농도별로 분리한 후 polyvinylidene 

difluoride (PVDF) membrane (Bio-Rad, USA)으로 옮겼다. 실온

에서 1시간 동안 0.1% Tris 완충 식염수 (TBS, 20 mM Tris-HCl 

(pH 7.5)) 및 0.1% Tween-20을 함유한 150 mM NaCl (TBST) 

에 5% 탈지유를 첨가한 용액으로 차단하고, mouse anti-tyrosine 

hyroxylase (TH, 1:2000, Santa Cruz Biotechnology), rabbit 

anti-Bax (1:2000, abcam) 및 mouse anti-β-actin (1:5000, 

Santa Cruz Biotechnology) 항체와 함께 배양하였다. 0.1% TBST

로 세척 한 후, 막을 anti-mouse IgG- peroxidase antibody (1: 

2000, Bio-Rad)와 항온 배양하고, 항원 - 항체 복합체를 Pierce 

ECL western blotting substrate (Thermo Scientific, USA)를 사

용하여 현상하였다.
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Fig. 3. Western blot to detect dopaminergic cells using TH abtibody in various concentrations of Cervi Cornu treatment (a). SH-SY5Y cell
line was treated with Cervi Cornu treatment for 24 hr and 500 μM MPP+ treatment for 18 hrs. Values are expressed as averages±SEM (b).
CTL, control group, MPP+, 500 μM MPP+ treatment, 1, 1 μg/ml Cervi Cornu treatment and 500 μM MPP+ treatment, 25, 25 μg/ml 
Cervi Cornu treatment and 500 μM MPP+ treatment, 50, 50 μg/ml Cervi Cornu treatment and 500 μM MPP+ treatment, and 75, 
75 μg/ml Cervi Cornu treatment and 500 μM MPP+ treatment. *p＜0.05 vs. the control and #

p＜0.05 vs. the MPP+ group.

Fig. 1. Cytotoxicity was analyzed in various concentrations (0, 1, 
25, 50, and 75 μg/ml) of Cervi Cornu treatment. 
SH-SY5Y cell line was treated with Cervi Cornu treatment for 24 
hr.

Fig. 2. Cytotoxicity was analyzed in various concentrations of Cervi 

Cornu treatment. 
SH-SY5Y cell line was treated with Cervi Cornu treatment for 24 
hr and 500 μM MPP+ treatment for 18 hrs. *p＜0.05 vs. the 
control and #

p＜0.05 vs. the MPP+ group.

6. 통계분석

통계분석의 측정값은 평균±표준오차 (mean±standard error)

로 표기하였다. 통계방법은 student t-test 및 ANOVA를 시행했으

며 유의수준은 p-value＜0.05로 지정하였다. 

결    과

1. CC에 대한 Cell viability 측정

CC에 대한 Cell viability를 측정하기 위하여 SH-SY5Y 세포에 

0, 1, 25, 50, and 75 μg/ml 농도의 약물을 처리한 결과 모든 

농도에서 세포 생존율이 통계적으로 유의미한 차이가 없었다 (Fig. 1).

2. SH-SY5Y에서 MPP+에 대한 CC의 Cell viability 측정

MPP+ 용액에 대한 CC의 세포보호효과를 확인하기 위하여 0, 

1, 25, 50, and 75 μg/ml 농도의 약물을 처리하고 6시간 후 

MPP+ 용액을 처리하여 결과를 확인하였다. MPP+만을 처리한 그

룹에서만 대조군과 유의한 차이를 보였으며 (p＜0.05), MPP+ 용

액만을 처리한 그룹에 대하여 75 μg/ml의 CC 를 처리한 그룹에

서 유의한 차이를 보였다 (p＜0.05, Fig. 2).

3. SH-SY5Y에서 MPP+에 대한 CC의 세포 보호효과 

MPP+ 용액의 신경독성에 대한 도파민성 세포에서의 CC의 신

경보호 효과를 관찰하기 위하여 SH-SY5Y세포에 MPP+를 처리하

여 TH 발현을 확인하였다. 대조군에 비하여 MPP+만을 처리한 그

룹에서 통계적으로 유의한 차이를 보였다 (p＜0.05). CC 처리 그

룹은 농도마다 차이는 있으나 MPP+ 용액만을 처리한 그룹과의 

비교에서 25, 75 μg/ml의 농도에서 유의하게 TH의 발현 감소가 

억제 되었다 (p＜0.05, Fig. 3).
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Fig. 4. Western blot in various concentrations of Cervi Cornu treatment (a). SH-SY5Y cell line was treated with Cervi Cornu treatment 
for 24 hr and 500 μM MPP+ treatment for 18 hrs. Values are expressed as averages±SEM (b). 
CTL, control group, MPP+, 500 μM MPP+ treatment, 1, 1 μg/ml Cervi Cornu treatment and 500 μM MPP+ treatment, 25, 25 μg/ml 
Cervi Cornu treatment and 500 μM MPP+ treatment, 50, 50 μg/ml Cervi Cornu treatment and 500 μM MPP+ treatment, and 75, 
75 μg/ml Cervi Cornu treatment and 500 μM MPP+ treatment. *p＜0.05 vs. the control, #p＜0.05 vs. the MPP+, and ##p＜0.01 vs. 
the MPP+ group.

Fig. 5. Immunofluorescence image 
of SH-SY5Y cells treated with 75 μg/
ml Cervi Cornu and 500 μM MPP+. 
(a, e, i) were stained with DAPI to 
visualize existing cells. (b, f, j) Dopa-
minergic cells detected using anti- 
TH antibodies. (c, g, k) Cox2 expres-
sions detected using anti-Cox2 anti-
bodies. (d, h, i) show merged TH and
Cox2 images. 

4. CC의 염증 조절을 통한 MPP+ 용액에 대한 신경보호

효과

MPP+ 용액의 신경독성에 대한 도파민성 세포에서의 CC의 신

경보호 효과를 관찰하기 위하여 SH-SY5Y세포에 MPP+를 처리하

여 cox2와 iNOS 의 발현을 확인하였다. 대조군에 비하여 MPP+만

을 처리한 그룹에서 cox2와 iNOS 가 통계적으로 유의하게 증가하

였다 (p＜0.05). CC 처리 그룹은 농도마다 차이는 있으나 MPP+ 

용액만을 처리한 그룹과의 비교에서 75 μg/ml의 농도에서 유의

하게 cox2의 발현이 감소되었다 (p＜0.05). iNOS 의 발현은 MPP+ 

용액만을 처리한 그룹과의 비교에서 25, 50, 75 μg/ml의 농도에

서 유의하게 감소되었다(p＜0.01, Fig. 4).

5. CC의 cox2 조절을 통한 MPP+ 용액의 신경독성에 

신경보호효과

MPP+ 용액의 신경독성에 대한 도파민성 세포에서의 CC의 신

경보호 효과를 살펴보기 위하여 cox2 를 이용하여 형광염색을 한 

결과 MPP+만을 처리한 그룹에서는 TH와 cox2의 merge 가 더 

강하게 나타나고 75 μg/ml CC를 처리한 군에서는 control 과 

비슷한 수준으로 나타났다(Fig. 5).

6. CC의 apoptosis 조절을 통한 MPP+ 용액의 신경독

성에 대한 신경보호효과 

MPP+ 용액의 신경독성에 대한 도파민성 세포에서의 CC의 신

경보호 효과를 관찰하기 위하여 SH-SY5Y세포에 500 μM MPP+
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Fig. 6. Western blot to detect the levels of Bax and, Bcl2 in various concentrations of Cervi Cornu treatment (1, 25, 50 and 75 μg/ml) 
and 500 μM MPP+ in the SH-SY5Y cells. 
(a) SH-SY5Y cell line was treated with Cervi Cornu treatment for 24 hr and 500 μM MPP+ treatment for 18 hrs. Values are expressed 
as averages±SEM. (b) CTL, control group, MPP+, 500 μM MPP+ treatment, 1, 1 μg/ml Cervi Cornu treatment and 500 μM MPP+ 
treatment, 25, 25 μg/ml Cervi Cornu treatment and 500 μM MPP+ treatment, 50, 50 μg/ml Cervi Cornu treatment and 500 μM 
MPP+ treatment, and 75, 75 μg/ml Cervi Cornu treatment and 500 μM MPP+ treatment. *p＜0.05 vs. the control, **p＜0.01 vs. the 
control, #

p＜0.05 vs. the MPP+, and ##
p＜0.01 vs. the MPP+ group.

를 처리하여 cox2와 iNOS 의 발현을 확인하였다. 대조군에 비하

여 MPP+만을 처리한 그룹에서 bax는 유의하게 증가하고 (p＜ 

0.05), bcl2 는 유의하게 감소하였다 (p＜0.05). CC 처리 그룹은 

농도마다 차이는 있으나 MPP+ 용액만을 처리한 그룹과의 비교에

서 25, 75 μg/ml의 농도에서 유의하게 bax의 발현이 감소되었고

(p＜0.05), 75 μg/ml의 농도에서 bax/bcl2 비율이 유의하게 감

소하였다(p＜0.01, Fig. 6).

고    찰 

SH-SY5Y 세포에 0, 1, 25, 50, and 75 μg/ml 농도의 약물을 

처리한 결과 모든 농도에서 세포 생존율이 크게 차이가 없었다. 

MPP+의 신경독성에 대한 CC의 세포보호효과를 확인하기 위하여 

0, 1, 25, 50, and 75 μg/ml 농도의 약물을 처리하고 6시간 후 

MPP+ 용액을 처리한 결과, MPP+만을 처리한 그룹에 비하여 75 μg/ml

의 CC 를 처리한 그룹에서 유의한 신경보호효과를 나타냈다.

CC의 신경보호 효과에 관한 기전을 탐색하기 위하여 산화 스트

레스 및 apoptosis와 관련하여 실험을 진행하였다. 파킨슨병에서 

산화 스트레스 및 apoptosis는 뉴런 도파민 세포의 감소를 유발한

다. 파킨슨병을 유도하는 MPP+와 같은 뉴로톡신은 전자 수송 사

슬의 복합체 I에서 과산화물의 생성을 자극하고 미토콘드리아 기

질 탈수소 효소를 포함한 근위 산화 환원 부위에서 자유 라디칼 

생성을 유발한다16). 활성 산소 종이 증가 된 미토콘드리아에서 생

성한 산화 스트레스는 미토콘드리아 외막에서 Bax의 발현 및 세포 

내 분포를 초래한다. 미토콘드리아의 Ca2+의 축적은 시토크롬 C를 

방출하고 Bax 관련 메커니즘 이외의 메커니즘을 통해 과산화물 

생성을 촉진한다. 결과적으로 대사 장애, 산화 스트레스 및 apoptosis

가 발생한다. Bax는 미토콘드리아 내 막간 공간으로부터 세포질 

내로의 시토크롬 C와 같은 pro-apoptosis 단백질의 방출을 자극

한다. 항- apoptosis 단백질 인 Bcl2는 Ca2+ 또는 Bax에 의해 매개 

된 시토크롬 C의 방출을 억제 할 수 있다17,18). 본 실험에서 CC의 

처리는 MPP+에 증가된 Bax의 발현 증가를 억제함으로써 Bax/ 

bcl2의 비율을 낮췄다. 이를 통하여 apoptosis에 의한 도파민성 

뉴런의 사멸을 억제하는 기전을 통하여 신경보호효과를 나타낸 것

으로 생각된다. 

파킨슨병에서 보여지는 유도성 산화 질소 iNOS는 산화 질소 

(NO)를 유도하여 미세 아교 세포를 활성화시킨다. 다양한 염증성 

사이토카인과 함께 퇴행성 뇌질환의 과정에서 iNOS가 중요한 역

할을 한다고 보고 되었다6). 또한, NO는 파킨슨병 동물 모델에서 

도파민성 세포의 변성을 촉진시키는 역할을 한다4). Cox (Cyclo-

oxygenase)는 아라키도네이트로부터 프로스타글란딘의 형성에 

관여하는 속도 조절 효소이며, 이의 유도 가능한 형태인 Cox2는 

파킨슨병 동물 모델의 SN에서 고도로 발현된다19,20). Cox2의 비정

상적인 증가는 도파민의 산화를 유도하면서 파킨슨병에서와 같이 

도파민성 뉴런의 선택적 취약성에 기여한다21,22). 본 실험에서는 

MPP+에 의하여 SH-SY5Y 세포에서 iNOS와 Cox2의 증가를 보였

으며, CC를 처리한 그룹에서는 이러한 증가가 유의하게 감소되었

다. 이는 산화스트레스에 의한 도파민성 세포의 선택적 취약성에 

대항하는 CC의 신경보호효과의 작용기전을 보여준다. 



102 www.kjacupuncture.org

여수정

KOREAN JOURNAL OF

ACUPUNCTURE

결    론

이 연구의 주요 목표는 CC의 처리가 MPP+의 신경독성에 신경 

보호 효과를 갖는지 여부를 결정하는 것이었다. MPP+의 처리는 

SH-SY5Y세포에서 TH 수준을 유의하게 감소시켰으며, CC의 처리

에 의하여 TH감소가 통계적으로 유의하게 억제되었다. 이 실험결

과를 통하여 CC의 물 추출물이 apoptosis와 파킨슨병의 병리기전

으로 알려진 cox2, iNOS를 조절하여 신경보호효과를 나타내는 것

을 확인하였다. 
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