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bject：The intracellular action of the antidepressant, venlafaxine, was studied in C6-gliomas using heat 

shock protein 70(HSP70) immunocytochemistry and HSP70 Western blots because HSP70 is associated 

with stress and depression. 

Methods：To examine how the glucocorticoid affects the expression of HSP70 in nerve cells, the rat C6 glioma 

cell was treated with dexamethasone for 6 hours. In addition, venlafaxine was administered to the experimen-
tal groups of C6 glioma cells for 1, 6, 24, and 72 hours each, after which the expression of HSP70 was inves-
tigated. Finally, venlafaxine and dexamethasone were simultaneously administered to the experimental groups 

for 1, 6, 24, and 72 hours, followed by an investigation of the expression of HSP70.  

Results：The short term(1 hour) venlafaxine treatment significantly increased the level of HSP70 expression. 

The short term treatment of venlafaxine with dexamethasone also increased the level of HSP70 expression but 

this reduction was not statistically significant. The long term(72 hours) venlafaxine with dexamethasone treat-
ment significantly reduced the level of HSP70 expression. The long term treatment of venlafaxine also reduced 
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the level of HSP70 expression but this reduction was not statistically significant. Dexamethasone(10uM, 6hours) 

did not affect the level of HSP70 expression compared with controls.  

Conclusion：Venlafaxine increases the expression of HSP70 at short term treatment, but prolonged treatment 

with dexamethasone suppresses the expression of HSP70. 
 
KEY WORDS：Venlafaxine·Dexamethasone·Heat shock protein 70(HSP70). 

 

 

서     론 
 

열충격 단백질(heat shock protein；이하 HSP)이라

고 알려진 일군의 단백질이 스트레스에 반응하여 극적으

로 증가하는 세포 현상이 거의 모든 생물체에서 보편적

으로 관찰된다.1) HSP는 분자적 샤프롱(molecular cha-
perone)의 기능을 하는데, 즉 외부 스트레스에 의해 세

포내 단백질이 변성되었을 때, 리보솜(ribosome)에서 새

로운 단백질이 합성될 때, 그리고 세포내에서 단백질이 

이동하면서 막을 통과하려고 펼쳐질 때 노출되는 소수성

(hydrophobic) 부위에 HSP가 결합하여 단백질의 응집

(aggregation)을 막고 본래의 입체형태(conformation)를 

유지시키는 작용을 한다.2-4) 또한 최근에는 HSP가 분자

적 샤프롱 이외에도 glucocorticid 수용체(glucocorticoid 

receptor：이하 GR)와 상호작용,5) 아포프토시스의 조절,6) 

그리고 immunophilin과 결합7)과 같은 다양한 기능을 가

진 것으로 알려졌다. 

HSP의 일종인 70kDa HSP(HSP70)는 정상적인 세

포에서 가장 풍부하게 발견되는 HSP로서 다른 HSP와 

마찬가지로 스트레스를 받지 않은 상태에서는 분자적 샤

프롱의 기능을 하다가 스트레스에 노출되면 다량의 HSP70

이 새로 합성되어 세포의 항상성(homeostasis)을 유지

시킨다.8)9) 특히 HSP70은 GR에 결합하는 최초의 HSP

로서 구조적으로 불안정한 상태의 GR을 활성화시키는데 

필수적인 역할을 하며,5)10) 더 나아가 주요 우울증11)12) 

이나 항우울제13)14)와 관련성도 보고되었다.  

한편 우울증 환자에서는 혈장, 소변, 뇌척수액에서 cor-
tisol 농도가 증가되어 있으며,15) adrenocorticotrophic 

hormone(ACTH)에 대한 cortisol 반응이 과대하게 나

타나고, 뇌하수체(pituitary)와 부신샘(adrenal gland)이 

비대해져 있다.15-17) 이와 같은 시상하부-뇌하수체-부

신(hypothalamic-pituitary-adrenal；이하 HPA) 축의 

과활동성(hyperactivity)은 우울증 환자에서 관찰되는 가

장 일관된 특성들 가운데 하나이다. 또한 고농도의 glu-
cocorticoid에 장기간 노출되면 해마(hippocampus)의 추

체 신경세포(pyramidal neuron)가 소실되며, 수상돌기

(dendrite)가 위축되는 등 신경독성이 나타난다.18-20) 

현재 우울증의 치료에서는 monoamine의 재흡수를 억

제하는 약물이 주로 사용되고 있다. 특히 venlafaxine은 

serotonin과 norepinephrine의 재흡수를 함께 억제하는 

새로운 계열(SNRI)의 항우울제로서 널리 사용되고 있다. 

생체에서 venlafaxine의 일차적 작용은 두 가지 mono-
amine의 수송체(transporter)를 막음으로써 시냅스에서 

serotonin과 norepinephrine의 농도를 높이는 것이다. 

Venlafaxine을 투여한 후 시냅스에서 monoamine의 농

도가 높아지는 효과는 즉각적으로 나타나는 반면 항우울 

효과는 2주 내지 6주가 지연되어 나타난다.21) 이런 지

연 효과는 monoamine의 재흡수를 억제하는 다른 항우

울제에서도 마찬가지로 관찰되며, 이런 현상을 설명하기 

위하여 최근에는 monoamine결핍 가설 이외에도 수용

체-후 신호전달(post-receptor signaling)의 변화22-24) 

나 HSP70과 관련성13)14) 등 항우울제의 다양한 기전들

이 제시되고 있다.  

이런 맥락에서 본 연구는 흰쥐 C6 glioma 세포를 이

용하여 venlafaxine 처리 후 HSP70의 발현을 조사하였

다. C6 glioma 세포는 adenylyl cyclase activity의 상

승처럼 항우울제 투여 후 쥐의 뇌에서 일어나는 생체 변

화와 유사한 방식으로 항우울제에 대한 반응을 나타내며 

높은 수준의 GR을 가지고 있는 반면, serotonin과 nore-
pinephrine 수송체(transporter)는 갖고 있지 않다.25-27) 

따라서 본 연구의 결과는 serotonin이나 norepinephrine 

수용체(receptor) 혹은 각각의 수송체(transporter)와 

같은 monoamine의 작용을 넘어서는 기전에 의한 것이

라고 할 수 있다. 먼저 venlafaxine을 단독으로 1, 6, 24, 

72시간 동안 처리했을 때 HSP70의 발현 정도를 면역

탁본법(immunoblot)을 이용해 조사하였다. 다음으로 생



 
 

 

 - 138 - 

체에서 우울증 상태와 유사하게 venlafaxine과 dexame-
thasone을 1, 6, 24, 72시간 동안 동시에 처리했을 때 

HSP70의 발현 양상을 비교 조사하였다. 

 

연 구 방 법 
 

1. 실험 재료 

본 실험에 사용한 흰쥐 C6 glioma 세포는 ATCC사

(USA)로부터 구입하여 사용하였다. Dexamethasone은 

Sigma사(St. Louis, MO)에서 구입하였고, HSP70에 대

한 항체는 Santa Cruz Biotechnology사(USA)에서 구

입하였다. Venlafaxine은 한국와이어스사로부터 제공받

아 사용하였다. 그 외 일반적인 화학약품은 대부분 Sigma

사(USA)에서 구입하여 사용하였다. 
 

2. 세포 배양 및 시약 처리 

흰쥐 C6 glioma 세포는 37℃, 5% CO2 배양기에서 10% 

fetal bovine serum(FBS: Gibco BRL Co, Gaithersburg, 

MD)이 포함된 DMEM(Gibco BRL Co, Gaithersburg, 

MD) 배지에 배양하였다. 48시간 주기로 DMEM 배양액

을 교체하며, 성장 안정기까지 배양하였다. Dexametha-
sone은 95% ethanol을 사용하여 2.55mM 농도로 녹인 

후 -20℃에 저장하였다. 실험 직전 본 저장 용액 0.25 

ml를 배양 접시(Nunc, Vangard, Neptune, NJ)에 넣어 

ethanol을 증발시킨 뒤, 10ml DMEM 배지(Gibco BRL 

Co, Gaithersburg, MD)로 다시 녹여 실험에 이용하였다. 

Venlafaxine은 멸균된 물로 녹여 여과한 후 희석하여 사

용하였다. 본 연구에서는 dexamethasone과 venlafaxine

의 농도는 세포 배양 조건에서 HSP의 발현28)이나 세포

내 신호29)30)을 조사하였던 선행 연구를 참고하여 예비 실

험을 시행한 결과 아포프토시스를 일으키지 않는 농도(de-
xamethasone 10uM과 venlafaxine 10uM)를 각각 선

정하였다. 
 

3. 단백질 분리 

100mm 접시에 준과밀도로 자란 세포들을 phosphate 

buffered saline(PBS)으로 씻은 후 2,000-3,000rpm

으로 5분간 원심분리하여 세포들을 수확하였다. Pro-

PrepTM(iNtRON biotechnology, USA)을 약 5×106 세

포에 400ul씩을 넣고 잘 섞은 후 얼음 속에서 20분간 세

포들을 용해시켰다. 다시 4℃에서 13,000rpm으로 5분

간 원심분리하여 얻은 상층액을 새로운 1.5ml 튜브에 옮

겼다. 단백질 정량과 면역탁본(immunoblotting)을 하기 

전까지 얻어진 단백질을 -20℃에 보관하였다. 
 

4. 단백질 정량 

세포로부터 얻은 단백질을 Bradford 방법으로 정량하

였다. Bradford reagent(Bio-Rad)를 1：5의 비율로 증

류수에 희석하여 준비하였다(working solution). Bovine 

serum albumin(BSA) standard를 1, 0.5, 0.1, 0.05, 

0.01, 0mg/ml로 준비하였다. 96 well plate에 standard

를 10ul씩 넣은 후 working solution을 200ul씩 첨가했

다. 분리한 단백질을 10배 희석하여 10ul씩 96 well plate

에 넣은 후 working solution을 200ul씩 첨가하였다. 준

비된 standard와 정량하고자 하는 단백질을 5분간 상온

에 방치하였다. ELISA reader를 이용하여 wave length 

595nm에서 흡광도를 측정하였고, standard curve를 이

용하여 단백질의 농도를 측정하였다. 
 

5. Western blot analysis 

HSP70의 발현 양상을 살펴보기 위해 세포추출물에 대

해 항HSP 단일클론항체(Anti-HSP70mAb)를 사용하

여 면역탁본(immunoblotting)을 실시하였다. 동량의 단

백질을 Laemmli sample 용액(62.5mM Tris-Cl, pH 

6.8；2% SDS；10% glycerol；0.5% β-mercaptoe-
thanol；10μg/ml bromophenol blue)에 넣고 5분간 끓

인 후 10% polyacrylamide-gel에 얹고 SDS-PAGE

를 시행한 다음 20% 메탄올 용액에서 gel내의 단백질을 

100V로 4℃에서 nitrocellulose membrane으로 90분간 

이송시켰다. Nitrocellulose membrane을 5% nonfat-

dry milk가 포함된 TBS-T 완충액(20mM Tris-HCl, 

pH 7.6；500mM NaCl, 0.1% Tween 20)에 넣고 교

반기에서 상온으로 1시간 방치하였다. Anti-HSP70mAb 

(200μg/ml)를 1：2,000배 희석하여 첨가한 TBS 완충

액 속에서 1시간 반응시켰다. 교반기 위에서 TBS-T 완

충액으로 nitrocellulose membrane을 다시 15분간 2회 

씻은 후 HRP-conjugated anti-mouse IgG(1：1000 

dilution)를 넣고 1시간 반응시켰다. 다시 nitrocellulose 

membrane을 TBS-T 완충액으로 15분간 2회 씻은 후, 

1：40으로 섞은 ECL+ reagents에 반응시키고 필름으

로 감광하였다. QuantityOne software(Bio-Rad)를 이

용하여 HSP70의 농도를 정량하였다. 
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6. 통계학적 분석 

모든 실험값은 평균값±표준오차(mean±standard er-
ror)로 하였고, 통계학적 분석은 SPSS program을 이용

하였다. 약물 처리에 따른 HSP70 발현 양상의 차이를 

보기 위하여 분산분석(ANOVA)을 실시하였고, 각 집단

간의 통계학적 유의성은 paired samples t-test를 이용

하여 검정하였다. 

 

결     과 
 

1. Dexamethasone이 HSP70의 발현에 미치는 영향  

먼저 dexamethasone이 단독으로 HSP70 발현에 미

치는 영향을 알아보기 위하여 배양용기에 흰쥐 C6 glioma

세포들이 85% 정도의 성장을 보일 때 dexamethasone 

(10uM)이 포함된 새로운 배양액으로 교체하고 6시간 처

리한 다음, 얻어진 단백질을 이용하여 western blotting

을 5번 반복 실시하여 발현정도를 조사하였다. 대조군과 

비교할 때 dexamethasone을 처리한 경우 HSP70의 발

현은 차이가 없었다(표 1).  
  

2. Venlafaxine 단독 처리가 HSP70의 발현에 미치는 

영향 

Venlafaxine을 C6 glioma cell에 단독으로 처리했을 

때 HSP70 발현에 미치는 영향을 알아보기 위하여 세포

들이 85% 정도의 성장을 보였을 때 venlafaxine(10uM)

이 포함된 새로운 배양액으로 교체하여 각각 1시간, 6시간, 

24시간, 72시간 동안 처리한 다음 HSP70 발현을 조사

하였다(그림 1). 항-HSP70 단일클론항체를 이용하여 

HSP70의 발현 정도를 조사한 결과, 대조군과 비교하여 

venlafaxine으로 처리한 이후 1시간(P=0.027)에 HSP70

의 발현이 의미 있게 증가하였으며, 이후 시간의 경과에 

따라 감소하여 24시간 이후에는 대조군 수준 이하로 감

소되는 경향을 나타냈다(표 2).  
 

3. Venlafaxine과 dexamethasone의 동시 처리가 HSP70

의 발현에 미치는 영향 

Venlafaxine과 dexamethasone을 C6 glioma cell에 

함께 처리하였을 때 HSP70 발현에 미치는 영향을 알아

보기 위하여 세포들이 85% 정도의 성장을 보였을 때 ven-
lafaxine(10uM)과 dexamethasone(10uM)이 포함된 새

로운 배양액으로 교체하여 1시간, 6시간, 24시간, 72시

간 동안 배양하여 HSP70 발현을 조사하였다(그림 2). 

Table 1. Effects of dexamethasone on the expression 
of HSP70 in C6 glioma cells 

Experimental group† HSP70 value‡ 

Control group 
Dexamethasone group 

100.0±00.5 
092.4±10.1 

†：The C6 glioma cells belong to control group were 
incubated with DMEM culture solution and the cells
belong to dexamethasone group were incubated
with dexamethasone for 6 hours, ‡：HSP70 values are 
the mean±SEM(n=5) of the percent change from 
100% control group 
 

Table 2. Effects of venlafaxine on the expression of 
HSP70 in C6 glioma cells 

Experimental group† HSP70 values‡ 

Venlafaxine group 

01hr 
06hr 
24hr 
72hr 

122.6±07.3* 
127.7±33.4* 
088.8±14.4* 

082.3±09.7* 

Venlafaxine with  
dexamethasone group 

01hr 
06hr 
24hr 
72hr 

161.6±31.1* 
091.3±21.5* 
096.2±10.8* 
070.2±02.7* 

†：The C6 glioma cells belong to venlafaxine group 
were incubated with venlafaxine for 1, 6, 24, and 72 
hours, and the cells belong to venlafaxine with dexa-
methasone group were incubated with venlafaxine 
and dexamethasone simultaneously for 1, 6, 24, and 
72hours, ‡：HSP70 values are the mean±SEM(n=5) 
of the percent change from 100% control group, *：
Significant difference from control group(p<0.05, pai-
red samples t-test) 
 

HSP70 

Venlafaxine treatment 

1hr 6hr 24hr 72hr 

Control 

Fig. 1. HSP70 expression of C6 glioma cells treatment with 
venlafaxine for 1, 6, 24 and 72 hours. Crude ex-
tracts from control and venlafaxine-treated C6 
glioma cells were separated on a 10% SDS-PAGE 
and probed with anti-HSP70mAb. 

HSP70 

Control Venlafaxine and DEXA treatment 

1hr 6hr 24hr 72hr 

Fig. 2. HSP70 expression of C6 glioma cells treatment with
venlafaxine and dexamethasone for 1, 6, 24 and
72hours. Crude extracts from control and venla-
faxine on a 10% SDS-PAGE and probed with anti-
HSP70mAb. DEXA：dexamethasone. 
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표 2에 나타낸 것처럼 대조군에 비하여 venlafaxine과 

dexamethasone을 동시 처리한 이후 1시간에서는 HSP70

의 발현이 증가되는 경향을 보였지만, 이후 급격히 감소

하여 72시간(p=0.001)에서는 대조군에 비하여 의미 있

게 감소되었다.  

 

고     찰 
 

세포에서 HSP는 분자적 샤프롱(molecular chaperone)

의 기능을 하는데, 스트레스를 받지 않은 상태에서 HSP

는 세포질과 핵내에 존재하는 heat shock transcription 

factor(HSF)라고 알려진 전사 인자(transcription factor)

의 단량체(monomer)와 일대일 결합을 하여 HSP-HSF 

복합체(complex)를 형성하고 있다. 세포에 스트레스가 

가해져서 오중첩 단백질(misfolding protein)의 양이 증

가하면 HSP는 이런 오중첩 단백질(misfolding protein)

과 결합하면서 HSF로부터 떨어진다. HSP로부터 분리된 

HSF는 삼합체(trimer)로 뭉쳐서 핵내로 이동하여 heat 

shock gene promotor에 위치한 heat shock element 

(HSE)와 결합하여 heat shock gene의 전사(transcrip-
tion)를 활성화시킨다. 결과적으로 free HSP의 발현이 

증가되면 HSF가 DNA로부터 떨어져서 단량체(mono-
mer)로서 다시 HSP-HSF 복합체의 형성을 증가시키는 

과정을 통하여 HSP 발현이 조절된다.31) 특히 HSP70은 

우울증의 병태생리와 밀접하게 연관되는데, HSP70 mRNA

의 결손이 일부 우울증 환자에서 발견되지만 정상군이나 

여타 질환을 가진 경우에서는 발견되지 않았으며,11) 또

한 HSP70은 우울증과 밀접한 관련을 가진 GR의 기능

을 조절한다.5)10) 

본 연구결과 venlafaxine을 C6 glioma 세포에 처리한 

초기에는 HSP70의 발현이 증가하였다. 다만 venlafa-
xine을 단독으로 처리한 경우에는 1시간에서 HSP70의 

발현이 의미 있게 증가하였던 반면, dexamethasone과 

함께 처리한 경우에는 발현이 급격히 증가하는 경향을 보

였으나 통계적 의미를 갖지는 못했다. 최근에 imipramine, 

amitriptyline, clomipramine, citalopram과 같은 삼환

계 항우울제들이 여러 세포주에서 아포프토시스를 일으

킨다고 보고되었고,32-34) 선택적 serotonin 재흡수 억제

제(selective serotonin reuptake inhibitor；이하 SSRI)

의 하나인 fluoxetine이 C6 glioma 세포에서 아포프토

시스를 일으킨다고 보고 되었다.32) 본 연구에서는 아포

프토시스를 일으키지 않는 venlafaxine의 농도(10uM)를 

선택하였으므로 세포의 아포프토시스까지는 일으키지 않

았지만 1시간에서 HSP70의 발현이 증가된 것은 ven-
lafaxine이 투여 초기에는 오히려 신경세포에 스트레스 

인자로 작용할 가능성을 시사한다. 

Venlafaxine을 장기간 처리한 경우에는 HSP70의 발

현이 감소되었는데, dexamethasone과 함께 처리한 경우

에는 72시간에서 의미 있게 감소되었으며, venalafaxine 

단독으로 처리한 경우에는 감소되는 경향만을 나타냈다. 

이처럼 venlafaxine의 장기적 처리에 의하여 HSP70의 

발현을 감소시킬 수 있는 몇 가지 기전이 있다. 첫 번째는 

venlafaxine이 mitogen-activated protein kinase 

(MAPK)의 유도를 통하여 HSF의 활동도를 감소시키는 

기전이다. MAPK는 HSF의 부적 조절인자라는 연구결과

가 있었으며,35)36) MAPK에 속하는 Extracellular signal-

regulated kinases(ERKs)가 HSF를 비활성화시킨다고 

보고 되었다.37) 또한 최근에 Khawaja 등30)은 C6 glioma 

세포에서 venlafaxine을 3일간 처리한 이후 MAPK 경

로의 p90Rsk, pCREB, pELK-1 등을 증가시킨다고 보

고하였다. 즉, venlafaxine에 의해 상승된 MAPK 경로

를 통하여 HSF가 억제되어 HSP70의 발현이 감소될 수 

있다. 두 번째로 venlafaxine에 의한 GR의 전위 기전이

다. Fluoxetine, milnacipran, clogyline 등 다양한 종류

의 항우울제가 GR의 전위를 일으키는 것으로 알려져 있

다.38) 핵으로 전위된 GR은 HSF의 활동도를 억제시키며, 

이와 함께 GR이 전위되는 과정에서 free HSP70이 상승

되어 HSF의 삼합체화(trimerization) 과정을 억제시키

는 부적 되먹임 과정을 통하여 HSP70의 수준이 감소될 

수 있다. 따라서 venlafaxine이 GR을 핵내로 전위시키

는 기전은 HSP70의 발현을 감소시킬 수 있다. 본 연구

에서 Dexamethasone과 venlafaxine을 함께 처리한 경

우에는 HSP70의 발현이 의미 있게 감소된 반면, dexa-
methasone이나 venlafaxine을 단독으로 처리했을 때는 

HSP70의 발현에 의미 있는 변화가 없었다. 이런 결과는 

venlafaxine이 GR을 전위시키는 기전을 통하여 HSP70

의 발현을 감소시켰을 가능성을 시사한다. 

 

결     론 
 

본 연구에서는 흰쥐 C6 glioma 세포를 이용하여 ven-
lafaxine 처리 후 HSP70의 발현을 조사하였다. 먼저 ven-



 
 

 

 - 141 - 

lafaxine을 단독으로 1, 6, 24, 72시간 동안 처리했을 때 

HSP70의 발현 정도를 면역탁본법(immunoblot)을 이용

해 조사하였다. 다음으로 생체에서 우울증 상태와 유사

하게 venlafaxine과 dexamethasone을 1, 6, 24, 72시

간 동안 동시에 처리했을 때 HSP70의 발현 양상을 비

교 조사하였다.  

본 연구결과 첫째로venlafaxine을 C6 glioma 세포에 

처리한 초기에는 HSP70의 발현이 증가하였다. 다만 ven-
lafaxine을 단독으로 처리한 경우에는 1시간에서 HSP70

의 발현이 의미 있게 증가하였던 반면, dexamethasone

과 함께 처리한 경우에는 발현이 급격히 증가하는 경향

을 보였으나 통계적 의미는 갖지 못했다. 둘째로 Venla-
faxine을 장기간 처리한 경우에는 HSP70의 발현이 감

소되었는데, dexamethasone과 함께 처리한 경우에는 72

시간에서 의미 있게 감소되었으며, venalafaxine 단독으

로 처리한 경우에는 감소되는 경향만을 나타냈다.  

본 연구는 venlafaxine이 단기적으로는 신경세포에 스

트레스 인자로 작용하여 HSP70의 발현을 증가시키는 반

면, 장기적으로는 HSP70의 발현을 감소시킨다는 새로운 

기전을 제시한다.  
 

중심 단어：Venlafaxine·Dexamethasone·열충격 단백

질 70. 
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