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Abstract Glutamate is an excitatory neurotransmitter distributed

in the central nervous system of mammals. However, high

concentrations of glutamate are known to cause neurodegenerative

diseases such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, and

stroke by causing nerve cell death. In this study, the antioxidant

activity and neuroprotective effect of subtropical natural products

were analyzed. Among 11 subtropical plant extracts mainly tested,

Sallacca wallichiana extract (SE) showed the greatest free radical

scavenging activity. Then, we confirmed through WST-1 assay

that SE protected HT22 cells against glutamate-induced cell death

in a concentration-dependent manner. The protective effects of SE

against glutamate-induced apoptosis in HT22 cells were also

confirmed by flow cytometry analysis using Annexin V/PI double

staining. We also confirmed using H2DCF-DA single staining that

SE inhibits glutamate-induced intracellular reactive oxygen species.

And we were confirmed through that SE inhibited glutamate-

induced phosphorylation of Mitogen-activated Protein kinases.

Consequently, our results propose that SE may contribute to the

development of therapeutics to prevent neurodegenerative diseases.

Keywords Apoptosis · Glutamate · HT22 cells · Mitogen-

activated protein kinase · Reactive oxygen species · Salacca

wallichiana

서 론

현대 사회는 고령화 사회로 접어들기 시작했으며, 2019 세계인

구전망 개정판에서는 한국을 포함한 대부분의 국가에 노인 인

구의 증가를 정량화 했다. 그 결과 65세 이상 노인층의 인구

수가 2050년에는 약 3배 가까이 증가할 것으로 예측한다고 보

고되었다[1]. 신경퇴행성 질환으로 알려진 Alzheimer disease,

Parkinson disease, Huntington disease 등은 주로 노년층에서

많이 발생하기 때문에, neurodegenerative disorders 환자의 수

또한 급격히 증가할 것으로 예상되고 있다[2]. 이러한 신경퇴행

성 질환의 원인 중 하나로 보고된 것은 Oxidative stress로 인
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해 발생하는 신경세포의 사멸이다[3]. Oxidative stress는 세포내

과도한 reactive oxygen species (ROS) 축적에 의해 체내의

prooxidant와 antioxidant의 불균형에 의해서 일어난다[4]. 신경

계에서 과잉으로 발생한 ROS는 핵산, 단백질, 지질 및 세포 내

거대 분자들의 손상을 유발하여 apoptosis를 일으킨다[5]. 여러

다양한 요인들이 oxidative stress를 촉진할 수 있지만, 그 중 신

경전달물질로 알려진 glutamate가 신경세포에 과도하게 분비되

면 oxidative stress를 유발하는 것으로 보고되어 있다[3].

Glutamate는 포유류의 중추신경계에 분포하는 흥분성 신경전

달물질로 기억, 인지, 학습, 그리고 신경 발달 등에 있어서 중

요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 하지만 과도한 glutamate

는 신경세포에 독성을 일으키게 되고, 그로 인해 신경세포 사

멸이 발생하여 여러 신경퇴행성질환의 원인이 되는 것으로 알

려져 있다. 높은 농도의 glutamate로 유도되는 신경 세포 사멸

은 glutamate receptor에 의해 발생하는 excitotoxicity와 non-

glutamate receptor에 의해 유도되는 oxidative stress로 2가지

경로가 존재한다[6,7]. Excitotoxicity는 ionotropic glutamate

receptor와 같은 N-methyl-d-aspartate (NMDA) receptor를 통해

세포 내 Ca2+을 과도하게 유입시켜 신경세포를 사멸로 이끈다

[8]. 또 다른 경로인 oxidative stress는 cystine/glutamate antiporter

를 통한 세포 내 cystine의 유입을 억제하여, 세포 내 항산화제

인 Glutathione의 합성을 감소시키고, 결과적으로 ROS가 축적

되어 신경세포 사멸을 일으킨다[9]. 쥐 해마 세포인 HT22 세포

는 NMDA receptor와 같은 ionotropic glutamate receptor가

결여되어 있어, glutamate toxicity로 인해 발생하는 oxidative

stress를 연구하기에 적합한 cell line으로 알려져 있다[10].

Mitogen-activated protein kinase (MAPK)는 세포 성장, 분화,

그리고 세포 사멸 등 세포 내의 다양한 과정을 조절하는 serine/

threonine protein kinase family로, extracellular protein kinase

(ERK) family, p38 family, 그리고 c-Jun-N-terminal kinase

(JNK) family가 속한다. extracellular signal-regulated kinase

(ERK) pathway는 cell proliferation, differentiation, survival 등

에 관여하는 것으로 알려져 있지만 최근 연구들에 의하면 과도

하게 인산화된 ERK는 Oxidative neuronal injury에 결정적인

역할을 한다고 보고되었다[11]. JNK와 p38 pathway는 cytokines,

ultraviolet, irradiation, heat shock과 같은 stress 자극에 반응하

여 cell differentiation과 apoptosis에 관여하는 것으로 알려져

있다[12]. 최근에 증가하는 증거에 의하면 세포 내 과도한 ROS

의 축적은 MAPK signaling pathway를 활성화시켜 신경세포를

사멸로 이끄는 것으로 보고되고 있다[13,14].

신경퇴행성질환을 치료하기 위해 다양한 치료법이 제시되고

있지만, 대부분이 부작용을 나타내고 있어 현재까지 완벽한 치

료제는 개발되지 못한 상황이다. 따라서 부작용이 적은 각종 천

연물을 통해서 신경세포를 보호할 수 있는 자연 소재의 개발이

요구되고 있다. Salacca는 미얀마, 태국 및 베트남 등 동남아시

아에 자생하는 약 20종의 야자속이다[15]. Salacca wallichiana

는 salacca속에 속하는 종 중 하나이며, 아시아 열대 지방에 널

리 분포하며 야자과에 속하는 식물로 가시가 덮여 있고 비늘

모양을 하고 있다[16]. 하지만 아직까지 Salacca wallichiana의

효능에 대한 연구는 거의 알려진 바가 없다.

따라서, 본 연구에서는 신경 퇴행성 질환의 예방과 치료에 효

과적인 후보물질을 찾기 위하여 여러 아열대 천연물의 free

radical scavenging activity을 측정하였다. 또한 DPPH radical

scavenging activity가 뛰어났던 Salacca wallichiana extract

(SE)를 가지고 HT22 세포를 대상으로 하여 glutamate toxicity

에 의해 발생하는 oxidative stress로부터 아열대 천연물의 신경

보호 효과 및 관련된 기전 연구를 수행하였다.

재료 및 방법

실험 재료 준비

Subtropical plants extracts (Acronychia pedunculata, Allamanda

carhartica, Cananga odorata, Coccinia cordifolia, Dianella

ensifolia, Dillenia indica, Gonocaryum lobbianum, Gynandropsis

gynandra, Mussaenda macrophylla, Salacca wallichiana, Sauropus

albicans extracts)는 한국생명공학연구원(Korea Research Institute

of Bioscience and Biotechnology, KRIBB, Daejeon, Korea)을

통해 분양을 받아서 실험에 사용하였다. 분양 받은 추출물들은

Methyl alcohol 99.9% HPLC grade를 용매로 사용하여 45 oC

에서 3일간(15분간 sonication 후 2시간 정치, 10회) 추출한 후

filter한 후, Rotary Evaporator (N =1000SWD, EYELA, Tokyo,

Japan)를 이용하여 농축을 진행하였다. 농축된 건조기(Modulspin

40, Biotron Corporation, Calgary, Canada)를 이용하여 건조하

였다. 모든 추출과정은 한국생명공학연구원 해외생물소재센터에

서 수행하였고, 분양 받은 추출물은 저온실에 보관하여 사용하

였다.

DPPH 라디칼 소거능 측정

2,2-Diphenyl-1-(2,4,6-trinitrophenyl)hydrazine-1-yl (Sigma-Aldrich,

St Louis, MO, USA)를 100% MeOH HPLC grade에 희석하

여 사용하였으며, DPPH 시약 0.2 mM과 아열대 plant extracts

500 μg/mL을 30분 동안 상온에서 암반응 시킨 후 Microplate

Reader를 이용하여 흡광도 525 nm에서 분석하였다. 각 Sample

의 Radical scavenging activity는 다음과 같이 계산하였다.

DPPH radical scavenging activity (%)

= [1  Sample absorbance/Control absorbance 100 (%)]

세포배양

쥐 해마 HT22 세포는 한국생명공학연구원(KRIBB)에서 분양을

받아 실험에 사용되었다. HT22 세포는 Dulbecco’s Modified

Eagle Medium (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA)에 10%

FBS (Gibco BRL), 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 첨가하여 37 oC, 5% CO2

incubator에서 배양되었다. HT22 세포는 2-3일 간격으로 계대

배양하였다.

Cell viability 측정

Glutamate toxicity에 대한 extract의 신경 보호 효과를 측정하기

위해 HT22 세포를 24 well plate에 1.5104 cells/well의 농도

로 seeding 후 37 oC, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양시켰

다. 추출물은 최종 20 μg/mL의 농도로 전처리 하였고 2시간 후

4 mM L-Glutamic acid potassium salt monohydrate (Sigma-
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Aldrich)를 24시간 동안 처리했다. 24시간 반응 후 WST-1

assay (Dogen bio, Seoul, Korea)를 25분 반응시킨 후 microplate

reader를 이용하여 450 nm에서 흡광도로 측정하였다.

세포 사멸 측정

HT22 세포에서 glutamate로 인한 세포 사멸 유형을 확인하기

위해 Flow cytometry를 통해 분석을 진행했다. HT22 세포를 6

well plate에 10104 cells/well의 농도로 seeding한 후 SE extract

을 5, 20 μg/mL의 농도로 전처리하고 2시간 후에 glutamate 4

mM을 처리했다. 24시간 후에 medium 상층액과 HT22 세포를

회수하여 centrifuge를 통해 cell down된 것을 DPBS로 washing

하였다. 마지막으로 Annexin V-FITC와 PI를 이용하여 15분 간

37 oC에서 반응시키고 Flow cytometry를 이용하여 분석하였다.

세포 내 ROS 측정

Glutamate로 발생하는 세포 내 ROS를 측정하기 위해 HT22 세

포를 6 well plate에 seeding 하였고, 24시간 후, SE를 2시간

전처리하고 나서 glutamate 4 mM에 12시간 노출시켰다. 2',7'-

Dichloroflurescin diacetate (H2DCF-DA, Sigma)를 이용하여 15

분간 염색반응을 시킨 후에 cell을 회수하고 나서 PBS로

washing 후 flow cytometry를 통해 분석하였다.

Western blot에 의한 단백질 발현 측정

HT22 세포는 차가운 PBS로 2회 세척한 후 lysis buffer (Sodium

vanadate, sodium fluoride sodium pyrophosphate, PMSF, protease

inhibitor cocktail)를 이용하여 단백질을 회수하였다. 같은 양의

단백질을 SDS-PAGE를 이용하여 크기별로 분리한 뒤

nitrocellulose membrane (Amersham Bioscience, Little Chalfont,

Buckinghamshire, UK)으로 이동시킨 뒤 5% skim milk로

blocking하였다. 1차 항체로 phospho-ERK (Thr202/Tyr204),

ERK, phospho-JNK (Thr183/Tyr185), JNK, phospho-p38 (Thr180/

Tyr182), p38 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA)

는 1X TBST를 이용하여 1:1000으로 희석하였고, GAPDH

(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA)는 1:4000으로

1X TBST로 희석한 뒤 4 oC에서 overnight으로 반응시켰다. 2차

항체인 Donkey anti-Mouse IgG Antibody, Donkey anti-

Rabbit IgG Antibody (Merck Millipore, Darmstadt, Germany)

는 1:4000으로 1X TBST를 이용하여 희석한 뒤 상온에서 1시

간 반응시켰다. 단백질은 ECL kit (Biosesang, Sungnam,

Korea)을 이용하여 현상하였다.

통계처리

각 실험 데이터는 백분율과 mean ± SD로 나타냈으며 모든 측

정값은 T-test를 통해 대조군과 각 구간의 유의성 차이를 검증

하였다. 통계적 유의성은 5% 수준에서 평가되었다.

결과 및 고찰

아열대식물 추출물의 항산화 효능 분석

뇌는 신체에서 대사적으로 가장 활발한 기관으로, 총 산소의 약

20%를 사용한다. 그럼에도 불구하고 뇌는 산화 환원 활성 금속

이온의 존재 및 항산화 효소의 부족으로 인해 free radical 손상

에 취약하다[19,20]. Free radical은 반응력이 높고 불안정한 비

공유 전자쌍을 가지고 있어서 여러 생체물질과 쉽게 반응하게

되고, 끊임없이 체내 고분자들을 공격하여 세포와 조직에 손상

을 초래하거나 세포 항상성을 파괴하여 신경퇴행성질환 및 암

등의 원인이 된다[21,22]. 따라서 free radical로부터 세포를 보

호할 수 있는 항산화 물질 및 천연 약재를 찾는 것이 중요하다.

DPPH는 free radical을 가지고 있는 물질로 짙은 자색을 띄는

데, 이것이 항산화제와 반응하여 free radical이 제거되면 옅은

노란색으로 변하는 정도를 측정하는 방법이다[23,24]. 본 연구

에서는 아열대에서 자생하고 있는 식물 11종의 추출물을 가지

고 DPPH radical scavenging activity를 통해 sample screening

과정을 진행하였다. 그 결과 Subtropical plant extracts 중 S.

wallichiana는 93.4%, D. indica는 86.5%, A. cathartica는 74.6%

로 뒤를 이었고, M. macrophylla 64.6%, D. ensifolia는

63.0%의 free radical 소거능을 가지는 것으로 나타났다(Fig. 1).

천연물에서 유래한 다양한 항산화 화합물은 free radical을 제거

할 뿐만 아니라 세포 생존 촉진 또는 세포 사멸 신호 전달 경

로의 조절자 역할을 함으로써, 신경보호 활성을 가지고 있다는

것이 보고되었다[25,26]. 이렇듯 천연물에 존재하는 항산화제는

신경세포를 보호하는 역할을 할 수 있으며 신경퇴행성 질환의

치료제가 될 수 있다[27]. 따라서 항산화 활성이 높게 나타난 5

가지의 추출물을 가지고 신경보호효과 측정을 위해 HT22 세포

에서 실험을 진행했다.

SE의 wst-1 assay를 통한 뇌신경세포보호 효과 활성 측정

중추신경계에 분포하는 신경전달물질인 glutamate는 기억, 인지,

학습 등에 있어서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다[6].

하지만 과도하게 분비된 glutamate는 신경세포에 독성을 유발하

여 세포 사멸을 유도한다[7]. WST-1 assay는 세포 내의 미토콘

드리아 탈수소효소에 의해 tetrazolium salts (WST-1)에서 formazan

이라는 발색물질이 생성되는 것을 통해 확인하는 방법이며, 이

는 살아있는 세포 수의 정비례한다. 본 연구에서는 glutamate

toxicity로 인한 cell death에서 추출물들이 neuroprotective effect

Fig. 1 DPPH radical scavenging activity of Sample screening subtropical

extracts
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를 가지고 있는지 확인하기 위해 WST-1 assay를 사용하여 평

가하였다. 먼저 HT22 세포에서 자체 독성을 가지고 있는지 확

인하기 위해 추출물들만 단독으로 처리한 결과 선정한 5가지

추출물 중 D. ensifolia, M. macrophylla, S. wallichiana extracts

에서 독성효과가 없는 것으로 나타났다(Fig. 2A). Glutamate로

인한 cell death로부터 신경 보호 효과를 가지고 있는지 확인한

결과, S. wallichiana extracts (SE)가 낮은 농도에서 높은 신경

보호 효과를 가지는 것으로 나타났다(Fig. 2B). 따라서 SE를 농

도별로 전 처리하여 실험한 결과, glutamate만 처리한 구간에서

는 control 대비 약 32.0%로 cell viability가 감소하였지만, SE

를 농도별로 전처리한 결과 20 μg/mL에서 약 86.1%로 신경세

포를 보호하는 효과를 보였다(Fig. 2C).

SE의 glutamate에 의한 apoptosis 억제 효과

Glutamate는 여러 세포 사멸 유형에서 신경세포를 apoptosis로

유도하는 것으로 보고되어 있다[28]. 따라서 SE가 glutamate

toxicity로 일어나는 apoptosis로부터 HT22 세포를 보호하는지

확인하기 위해 Annexin V와 PI로 double staining을 시킨 후

Flow cytometry를 통해 분석하였다. Control군에 비해 glutamate

만 처리한 구간에서는 apoptotic cell population이 약 80.8%로

유의성 있게 증가하여 apoptosis를 유도하는 것을 확인했다. 반

면 SE를 전 처리했을 때 apoptotic cell population은 5 μg/mL

에서 약 32.2%, 20 μg/mL에서 약 6.6%로 감소하는 것을 확인

하였다(Fig. 3). 위 결과를 통해 SE는 glutamate toxicity로 유

도되는 apoptotic cell death로부터 신경세포를 보호하는 것을 확

인하였다. 이전에 보고된 SE에 대한 식물화학 연구에 따르면

SE에는 carbohydrates, glycosides, phenolic compounds, steroids

및 terpenoids 등이 존재한다고 알려져 있다[29]. 그 중에서

terpenoid, phenol compound은 항산화 효과 및 신경보호 효과

가 있다고 알려져 있다[30-33]. 이러한 SE의 신경보호 효과는

SE 추출물 안에 들어있는 다양한 phytochemical 중에 terpenoid

와 phenol compound의 함량이 높기 때문이라고 예상된다.

세포 내 활성 산소종 축적 억제 효과

ROS는 호흡을 하는 생물에서 생성되기도 하며 외부물질을 해

독하는 과정, 세포 내 다양한 물질대사 과정에서도 발생된다

[34]. ROS가 체내에 적정량이 존재할 때에는 생체방어 과정 및

세포 내의 second messenger로서 신호 전달에 중요한 역할을

한다[36,37]. 하지만 항산화제의 손실 및 특정 효소의 활성화 등

에 의해 ROS가 과도하게 축적될 경우 산화적 스트레스가 발생

하여 신경세포 사멸을 유도할 수 있다[3,21]. 체내에는 여러

antioxidant (Glutathione, Super oxide dismutase, catalase)가

존재하지만, 신경세포의 경우 다른 기관에 비해 항산화 효소의

발현 수준이 낮고, 세포 재생능력이 제한되어 있기 때문에

Fig. 2 The neuroprotective effects of SE on glutamate-induced toxicity in HT22 cells. Cell viability was determined WST-1 assay. HT22 cells were

incubated 24 well plate in 1.5104 cells/well. (A) Plant extracts in cytotoxicity measurement. (B) Pre-treated 20 μg/mL of non-cytotoxicity plant

extracts for 2 h, next exposed to glutamate 4 mM for 24 h. (C) Pre-treated different concentration SE extracts for 2 h, next exposed to glutamate for 24

h. Data evaluate SDP-value ***p <0.001, **p <0.01, *p <0.05 mean compared control group, ###p <0.001, ##p <0.01, #p <0.05 mean compared only

glutamate group 
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oxidative stress로 인해 발생하는 신경 세포 사멸은 뇌에 매우

치명적이다[38-40]. 따라서 산화적 스트레스로부터 신경세포를

보호할 수 있는 천연 약재를 찾는 것이 중요하다. SE가

glutamate toxicity로 인해 발생하는 세포 내 과도한 ROS의 축

적을 억제하는지 확인하기 위해 H2DCFDA로 염색하여 flow

cytometry를 통해 측정했다. 그 결과 control군에 비해 glutamate

를 단독으로 처리한 구간에서 약 2.03배로 세포 내 ROS가 증

가하는 것을 확인할 수 있었다. 하지만 SE를 농도별로 처리하

였을 때 5 μg/mL에서 약 1.93배, 20 μg/mL에서 약 1.36배로

glutamate로 인해 발생하는 세포내 ROS 축적을 억제하는 것을

확인했다(Fig. 4). 앞서 free radical scavenging activity에서 SE

의 free radical 소거능이 뛰어났던 것과 연관되어 SE안에서 다

양한 항산화 화합물들이 시너지 효과를 발휘함으로써 신경세포

를 보호하는 것으로 추측된다[29-33,41]. 또한 산화적 스트레스

로부터 일어나는 여러 질병들을 예방 및 치료하는데 효과적인

치료제가 될 것으로 예상된다.

SE의 MAPK signaling활성화에 미치는 효과

Mitogen-activated protein kinases (MAPK)는 serine/threonine

protein kinases family에 속하며, cell growth, differentiation,

cell death를 포함하는 여러 cellular processes에 관여하는 것으

로 알려져 있다[13]. 하지만 oxidative stress로 인해 발생하는

Fig. 3 SE protects against glutamate-induced apoptosis in HT22 cells. (A) Cells were incubated 24 h then pre-treated SE (5, 20 μg/mL) for 2 h, then

exposure glutamate for 24 h. Cells were stained with Annexin V/PI. (B) Quantitative analysis of the histogram. Data evaluate SDP-value ***p <0.001,

**p <0.01, *p <0.05 mean compared control group, ###p <0.001, ##p <0.01, #p <0.05 mean compared only glutamate group

Fig. 4 Pre-treatment of SE inhibits intracellular ROS accumulation by glutamate in HT22 cells. (A) Cells were incubated 24 h then pre-treated SE (5,

20 μg/mL) for 2 h, then exposure glutamate for 24 h. Cells were stained with H2DCFDA. (B) Quantitative analysis of the histogram. Data evaluate

SDP-value ***p <0.001, **p <0.01, *p <0.05 mean compared control group, ###p <0.001, ##p <0.01, #p <0.05 mean compared only glutamate group
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MAPK family의 과도한 인산화는 신경세포사멸을 유도한다는

증거가 늘어나고 있다[42,43]. 본 연구에서는 SE가 glutamate로

인해 일어나는 MAPK signaling pathway의 인산화를 억제하는

지 알아보기 위해 Western blot을 진행하였다. 그 결과 glutamate

만 처리하였을 때, p-ERK의 인산화는 6시간에서 1.97배, 12시

간에서 3.19배로 증가하였다가, 24시간에서는 1.99배로 감소하

였고, p-p38의 인산화는 1.49, 2.07, 2.60배로 시간의존적으로

증가하는 모습을 보였다. p-JNK의 인산화는 6시간에서 2.35배,

12시간에서 4.40배로 증가하였다가 24시간에서는 3.73배로 약간

감소하는 경향을 보였다. 하지만 SE를 전 처리하였을 경우,

glutamate로 발생하는 MAPK의 인산화를 유의하게 억제하는 것

을 확인하였다(Fig. 5). SE는 MAPK의 인산화를 차단함으로써

glutamate로 유도되는 apoptosis로부터 HT22 세포를 보호하는

것으로 보인다. 최근에 증가하는 연구에 따르면 ERK kinase

inhibitor인 U-0126, P38 kinase inhibitor인 SB202190, JNK

kinase inhibitor인 SP600125는 glutamate로 유도된 산화 스트레

스로부터 신경세포를 보호한다고 보고되고 있다[28]. 또한, MAPK

signaling pathway의 specific한 inhibitor들은 신경퇴행성 질환의

치료 전략이 될 수도 있다[44,45]. 따라서 SE는 MAPK signaling

pathway의 specific한 inhibitor써 작용할 수 있으며, 신경퇴행성

질환의 예방 및 치료에 있어서 뛰어난 효능을 보일 수 있을 것

이라 예상된다. 노인 인구가 증가함에 따라 노화와 관련된 신

경 퇴행성 질환 및 기억력 장애가 주요 문제가 되고 있다. 신

경 퇴행성 질환의 치료 목적으로 사용되고 있는 약물은 장기적

으로 사용할 경우 여러 부작용을 일으킬 가능성이 높다[48]. 그

에 반해, 우수한 효능과 적은 부작용을 가진 천연물들이 신경

퇴행성 질환에 잠재적인 대안이 될 수 있다[49]. 우리의 연구에

서 SE의 뛰어난 free radical scavenging activity을 확인하였고,

SE가 glutamate로 유도 cell death로부터 HT22 세포를 보호하

는 것을 입증하였다. 또한 고농도의 glutamate로 인해 발생하는

세포 내 ROS의 축적으로부터 세포를 보호하는 것을 확인하였

다. 더 나아가 oxidative stress로 인해 발생하는 MAPKs의 인

산화를 억제함으로써 신경세포를 보호하는 것을 확인했다. 따라

서 SE는 신경세포의 oxidative stress를 표적으로 하여 신경퇴행

성질환을 치료하기 위한 새로운 요법으로 제시될 수 있으며, 이

러한 천연물은 효과적인 치료제로서 더 큰 잠재력을 이끌어낼

수 있을 것으로 예상된다.

초 록

Glutamate는 포유류의 중추신경계에 분포하는 흥분성 신경전달

물질로, 기억, 인지, 그리고 학습 등에 있어서 중요한 역할을 한

다. 하지만 고농도의 Glutamate는 신경세포에 독성을 유발하여

Fig. 5 SE suppresses the phosphorylation of mitogen-activated protein kinase (MAPK) by glutamate-induced oxidative stress in HT22 cells. Cells were

treated with or without 20 μg/mL of SE for 2 h and then treated with 4 mM glutamate for the indicated time. Protein expression levels were measured

by western blot using MAPKs antibodies. The relative intensity of band was used by Image J software. Data evaluate SDP-value ***p <0.001,

**p <0.01, *p <0.05 mean compared control group, ###p <0.001, ##p <0.01, #p <0.05 mean compared only glutamate group.
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신경세포사멸을 유도함으로써 알츠하이머병, 파킨슨병, 뇌졸중

등의 신경퇴행성질환을 일으키는 것으로 알려져 있다. 본 연구

에서 아열대 천연물의 항산화 활성과 신경보호 효과를 분석하

였다. 11종의 아열대 추출물 중에서 Salacca wallichiana 추출

물 (SE)의 라디칼 소거활성이 뛰어난 것으로 나타났다. 그리고

SE의 신경보호 효과를 조사한 결과 glutamate로 유도되는 cell

death로부터 신경세포를 보호하였다. 또한 glutamate로 유도되는

apoptosis로부터 HT22 세포를 보호하는 효과는 Annexin V와

PI로 염색한 후 flow cytometry를 통해 분석되었다. 추가적으로

H2DCFDA 염색을 이용하여 SE가 glutamate로 유도되는 세포

내 활성 산소 종 (ROS)을 억제한다는 것을 확인했다. SE의 신

경보호 효과는 oxidative stress로 유발되는 Mitogen-activated

protein kinase (MAPK) signaling pathway를 억제함으로써 신

경세포를 보호하는 것으로 나타났다. 결과적으로 SE가 신경퇴

행성질환을 예방하기 위한 치료제 개발에 기여할 수 있음을 나

타낸다.

Keywords 글루타메이트 · 신경보호 · 신경세포 · 아열대 추

출물 · 활성 산소종
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