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ABSTRACT
Objectives:ThepurposeofthisstudywastoinvestigatetheeffectofFSforthemodulationofROSandMMPina

hypoxicmodelofculturedratcorticalcells.

Methods:FortheeffectofFSontheviability,FSwasaddedtoculturemedia(neurobasalsupplementedwithB27)and
cellviabilitywasmeasuredbyLDHassay.ToinvestigatetheeffectsofFSonROSgenerationandMMPpreservation,cells
growninFS-containingmediaweregivenahypoxicshock(2% O2/5% CO2,37℃,3hrs)onDIV 10,stainedwith
H2DCF-DA(10nM)andJC-1,respectively,andobservedbyfluorescentmicroscope.

Results:
1.FShasaprotectiveeffectofcorticalcellsinbothnormoxiaandhypoxia.
2.FSreducedthegenerationofROSandthisreductionwasespeciallysignificantat3daysafterhypoxia.
3.FSwaseffectiveforthemaintenanceofMMPinhypoxia,andthisefficacywasespeciallysignificantat3daysafter

hypoxia.

Conclusions:Takentogether,theseresultsindicatethatFSattenuatesROSgenerationandMMPdissipation,which
eventuallyprotectsfromneuronalcelldeathinhypoxia.

Keywords:FructusSchisandrae,ROS,MMP

Ⅰ.서 론

뇌 질환은 과학기술과 의료의 발달에도 불

구하고 재까지 주요한 사망원인 의 하나이다
1
.

뇌 질환을 극복하기 하여 이루어지고 있는

여러 연구와 시도 최근 신경세포사 기 세

포사 방에 한 연구가 활발히 이루어지고 있다
2
.

뇌신경세포는 짧은 기간의 허 · 산소 상태에

서 비가역 손상을 입게 되며,이는 산화스트 스

에 의해 진된다
3-4
.산화스트 스란 인체 사의

부산물로 발생하는 자유기(freeradical)가 인체 내

산화 손상을 야기하는 것으로 인체에 가장 큰

향을 미치는 자유기는 산소를 심으로 한 활성



五味子(FructusSchisandrae)가 흰쥐 해마신경세포의 산소증 모델에서 세포사에 미치는 향

836

산소(reactiveoxygenspecies,ROS)이다5.ROS는 유

기호흡 생물의 정상 사과정과 내외부의 자극에

의하여 끊임없이 생산되며 뇌허 , 산소 등과 같

은 흥분독성(excitotoxicity)상황에서 생성이 진되

어 신경세포 사멸을 야기한다6. 한 Mitochondria

가 ROS에 노출되면 활발한 세포 사를 의미하는

mitochondriamembranepotential(MMP)가 감소

되어
7
,ATP를 합성할 수 없게 되고 세포내 Ca

2+
의

증가가 일어나 세포괴사와 세포자연사를 유발한다
8,9
.즉,ROS생성 억제와 MMP감소 방지는 세포

사 방과 한 련이 있다.

五味子는 性溫,酸甘하고,斂肺․滋腎․生津․收

汗․澁精의 효능이 있어,久咳氣喘,泄瀉,津 口

渴,多汗,心神不安 등에 사용된다. 한 뇌 질

환 련 처방인 腎瀝湯과 地黃飮子 등의 주요구성

약재로 사용되고 있다
10-2
.

최근 추신경계와 련하여 五味子가 추신경

계 세포를 보호한다는 실험 연구 결과들이 발표

되었는데,특히 Ko 등13은 五味子의 주성분인

SchisandrinB의 뇌 산화 스트 스에 한 항산화

효과를,Kim 등14은 흥분독소에 의해 유발된 산화

신경 손상에 한 치료효과를 보고 하 다. 한

五味子가 주요 약물인 生脈散이 뇌경색의 진행을

막아주는데 유효하다는 Ichikawa등
15
의 보고도 있

다.

그러나 五味子가 신경세포사 방지에 있어서 어

떠한 역할을 하는지에 한 연구는 본격 으로 이

루어지지 않았다.이에 五味子 추출물이 산소증

에서 흰쥐 뇌신경세포에 미치는 향과 생성되

는 ROS양의 변화 mitochondria의 막 에 미

치는 향에 해 찰한 바 유의한 결과를 얻어

이에 보고하는 바이다.

Ⅱ.실 험

1.재 료

1)동 물

본 연구는 한동물실험센터에서 구입한 Sprague

-Dawley계 흰쥐를 상으로 실험을 실시하 다.

2)약 재

실험에 사용된 五味子(FructusSchisandrae,FS)

는 한약 한약 외 한약 규격주해에 근거

하여 동국 학교 한방병원에서 구입하 다.

3)五味子 추출물 제조

五味子 2g에 20㎖의 증류수를 넣어 균질화하

고 상온에서 4시간,4℃에서 18시간 탕하 다.

이를 15,000rpm에서 15분간 원심분리하여 상등액

을 얻고 여과멸균(0.45㎛)한 후 소량씩 분주하여

-20℃에 보 하 다.건조물의 양은 1㎖ 추출액 4

튜 를 동결건조한 후 평균치를 사용하 다.

2.방 법

1)신경세포 배양

임신 18일(embryonicday18:E18)의 Sprague

-Dawley계 흰쥐 뇌피질신경세포를 Brewer등
16

의 방법에 따라 배양하 다.즉,E18의 흰쥐를 dry

ice가 들어있는 통속에 3～5분간 넣어 마취하고,자

궁을 가른 후 흰쥐 태아를 취하고 뇌를 잘라내었다.

뇌피질 조직을 37℃에서 12분간 0.25％ trypsin으

로 처리하고 1mM sodium pyruvate와 10mM

HEPES(pH 7.4)가 첨가된 HBSS용액(Invitrogen

LifeTechnology)5㎖로 4～5회 세척하여 반응을

단시켰다.조직을 1㎖ Hank's용액으로 옮기고,

끝을 불에 달구어 구멍을 작게 한 pasteurpipette

으로 6～7회 통과시켜 신경세포를 분산시켰다.이

후 분산된 세포를 모으고 세포수를 측정한 다음

약 220cells/㎟가 되도록 B27을 첨가한 plating

neurobasalmedia(InvitrogenLifeTechnology)(100㎖

neurobasal,2㎖ B27supplement,0.25㎖ glutamax

I,0.1㎖ 25mM glutamate,0.1㎖ 25 mM

2-mercaptoethanol)에 종하여 5％ CO2배양조에

서 배양한 다음 2～3일 간격으로 neurobasalfeeding

media(100㎖ neurobasal,2㎖ B27supplement,

0.25㎖ glutamaxI)를 1/3씩 첨가하 다.
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2) 산소증 유발

Cultureplate를 CO2WaterJacketedIncubator

(FormaScientificInc.)에 넣고 2％ O2/5％ CO2환

경에서 3시간 처리하여 산소증을 유도하 다.

산소 처리가 끝나면 배양세포를 정상산소 환경

배양조에 옮기고 계속 배양하 다.

3)LDHassay

배양 시작일인 DIV0(0dayinvitro:DIV)부

터 각각 五味子 0,1.0,2.5,5.0,10.0,20.0㎍/㎖로

처리하고,DIV10에 산소증을 유도하 다. 산

소증을 유도하기 직 ,즉 정상 산소 환경 산

소증 유발 후 1,3일에 각각 배양액 50㎕를

24-wellplate에 옮기고 LDH solutionC(Takara)

를 50㎕씩 가한 다음,상온에서 30분간 흔든 다

음 ELISAreader로 흡 도(OD450)를 측정하 다.

4)활성산소(ROS)생성세포 염색

ROS 생성세포는 형 색소인 2',7'-

dichlorodihydrofluoresceindiacetate(H2DCF-DA)를

사용하여 찰하 다.DIV 0부터 각각 五味子 0,

1.0,2.5,5.0,10.0,20.0㎍/㎖로 처리한 신경세포를

DIV10에 산소증을 유발한 후 1,3일에 각각

염색하 다.H2DCF-DA처리 에 세포를 neurobasal

feedingmedia로 씻어주었다.H2DCF-DA를 최종

농도 10nM이 되도록 배양액에 넣고 10분 동안

CO2 배양조에서 배양시킨 후 neurobasalfeeding

media로 두 번 씻어 다음 형 미경으로 찰

하 다.H2DCF-DA는 dimethylsulfoxide(DMSO)

로 50 mM의 stock을 만들고 이를 neurobasal

feedingmedia로 5,000배 희석하여(10nM)세포에

처리하 다.

5) Mitochondrialmembrane potential(MMP)

imaging

MMP는 형 색소인 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'

-tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanineiodide(JC-1)

를 사용하여 찰하 다.DIV0부터 五味子 추출

물 5㎍/㎖로 처리한 신경세포를 DIV10에 산소

증을 유발한 후 1,3일에 각각 염색하 다.JC-1

처리 에 세포를 neurobasalfeedingmedia로 씻어

주었다.JC-1을 최종농도 1ng/㎖가 되도록 배양액

에 넣고 20분 동안 CO2배양조에서 배양시킨 후

neurobasalfeedingmedia로 두 번 씻어 다음 형

미경으로 찰하 다.JC-1은 DMSO에 0.5㎎/㎖

로 stock을 만들고 이를 neurobasalfeedingmedia

로 2,000배 희석하여(1ng/㎖)세포에 처리하 다.

6)통계처리

LDH 방법을 이용한 생존율은 24-wellplate에

세포를 배양 후 4well의 평균치로 조군에 한

백분율(％ ofcontrol)로 표시하 고,tryphanblue

염색에 의한 생존율은 4well에서부터 5-7개의

미경사진에서 얻은 약 100개의 세포를 분석하 다.

ROS분석은 4well에서부터 4-5개의 형 미경사

진에서 얻은 약 50개의 세포를 분석하 으며,

MMP은 4-5개 세포로부터 얻은 약 100개의 형

반 (cluster)을 분석하 다.통계학 유의성은

Mann-Whitney U test로 검증하 으며,p 값이

0.05이하 0.01이하를 유의 매우 유의함으로

정의하 다.

Ⅲ.결 과

1.五味子가 정상산소환경(normoxia)에서 신경세포

의 생존율에 미치는 향

五味子 추출물을 농도별로 첨가한 배지에 흰쥐

해마신경세포를 배양하고,13일째에 각각 LDH

측정으로 세포 생존율을 조사하 다(Fig.1C).그

결과 五味子 추출물로 처리한 실험군은 五味子 추

출물로 처리하지 않은 조군에 비하여 2.5～20㎍

/㎖의 농도에서 세포보호효능이 있었다(Fig.1A).

이 가운데 5.0㎍/㎖의 농도에서 가장 좋은 효능을

보 으며,10㎍/㎖ 농도부터는 세포체가 모이는

상이 나타났다(Fig.1B,arrows).
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Fig.1.TheeffectsofFructusSchisandraeon
culturedhippocampalneurons.

FructusSchisandraewaterextractswereadded
atvariousconcentrationintheculturemedia
fromthebeginning.Cellviabilitywasmeasured
byLDH assayon13days.A,LDH assay.
Thereareneuroprotectiveeffectsat2.5～20㎍/㎖.
B,Phase-contrastimagesoftypicalfields.
Aggregationofcellbodiesathigherconcentrations
weremarkedbyarrows.Scalebar,50㎛.C,
Experimentalscheme(LDHassayonDIV13).
Control,No-treatedFructusSchisandraewater
extracts;Sample,treatedFructusSchisandrae
waterextractswithvariousconcentrationin
theculturemediafromthebeginning.

2. 산소증에서 五味子가 신경세포의 생존율에 미

치는 향

五味子 추출물을 농도별로 첨가한 배지에서 흰

쥐 해마신경세포를 배양하고,DIV10에 산소증

(2% O2/5% CO2,37℃,3hrs)을 유발한 후 3일째

에 각각 LDH 측정으로 세포 생존율을 조사하

다.그 결과 五味子로 처리한 실험군은 五味子로

처리하지 않은 조군에 비하여 1.0～20㎍/㎖의

농도에서 세포보호효능이 있었다(Fig.2).

Fig.2.The neuroprotectiveeffectsofFructus
Schisandraeinhypoxia.

FructusSchisandraewaterextractswereadded
attheindicatedconcentrationstohippocampal
culturesfrom thebeginning.Ahypoxicshock
wasgiven(2% O2/5% CO2,37℃,3hrs)on
DIV10.Andthencultureswerecontinuedin
normoxiaandcellviabilitywasmeasuredby
LDH assayon3daysaftershock.A,LDH
assay.B,Experimentalscheme.**,p<0.01.
Control,No-treatedFructusSchisandraewater
extracts;Sample,treatedFructusSchisandrae
waterextractswithvariousconcentrationin
theculturemediafromthebeginning.

3.五味子가 산소증에서 활성산소(ROS)의 생성

에 미치는 향

H2DCF-DA 염색을 이용하여 ROS 물질

hydrogenperoxide(H2O2),peroxylradical,peroxynitrite

anion의 생성을 조사하 다.五味子 추출물이 1.0～

20㎍/㎖가 첨가된 배지에서 키운 해마신경세포를

DIV 10에 산소증을 유발하고 24시간 후에

H2DCF-DA로 염색하여 형 미경으로 찰하

다(Fig.3).五味子 추출물로 처리한 실험군에서는

五味子 추출물로 처리하지 않은 조군에 비하여

농도 의존 으로 형 을 띠는 세포의 수 그 강

도가 감소되었다(Fig.4A,4B). 산소증 유발 후 3

일째의 ROS생성을 같은 방법으로 조사한 결과

(Fig.5),5.0㎍/㎖의 五味子 추출물을 첨가한 실
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험군에서 ROS를 생성하는 세포 수와 그 강도가

유의하게(p<0.01)감소되었다(Fig.5A-C).

한 산소증을 유발하고 24시간 후에 Tryphan

blue로 염색하여 세포생존율을 조사한 결과 5.0㎍/㎖

의 五味子 추출물을 첨가한 실험군은 五味子 추출

물로 처리하지 않은 조군에 비하여 통계 으로

유의한(p<0.05)증가를 나타내었다(Fig.4C).

산소증 유발 후 3일째 Tryphanblue염색에서도

세포생존율을 조사한 결과 5.0㎍/㎖의 五味子 추

출물을 첨가한 실험군에서 五味子 추출물로 처리

하지 않은 조군에 비하여 통계 으로 유의한(p

<0.01)증가를 나타내었다(Fig.5D,E).

Fig.3.Detection ofreactive oxygen species
(ROS)-positivecells.

Hippocampalculturesweregrown with or
withoutFructusSchisandraewaterextracts.
HippocampalcellsweregrownasinFig.1
andgivenhypoxicshockonDIV 10,and
stainedwith2',7'-dichlorodihydrofluorescein
diacetate(H2DCF-DA)(10nM)1dayafter
hypoxicshock.Cellswerevisualizedbygreen
fluorescense(arrows).

Fig.4.TheeffectsofFructusSchisandrae(FS)againstreactiveoxygenspecies(ROS)generation(1day
aftershock).

Hippocampalcellsweregrown asin Fig.1and given hypoxicshock on DIV 10,and stained with
2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetate(H2DCF-DA)(10nM)24hoursafterhypoxicshock.A,Fluorescense
imagesofROS-generating(ROS+)cells(green)and correspondingphase-contrastimagesareshown.B,
Statistics.ROS(+)cells(% oftotal;upperpanel)andintensities(arbiturarynumber)ofROS(lowerpanel)are
shown.C.Viability.Cellswerestainedwithtryphanblue.*,p<0.05.Scalebar,50㎛.Control,No-treated
FructusSchisandrae waterextracts; Sample,treated FructusSchisandrae waterextractswith various
concentration(1.0～20㎍/㎖)intheculturemediafromthebeginning.



五味子(FructusSchisandrae)가 흰쥐 해마신경세포의 산소증 모델에서 세포사에 미치는 향

840

Fig.5. The effects of Fructus Schisandrae
againstreactiveoxygen species(ROS)
generation(3daysaftershock).

HippocampalcellsweregrownasinFig.1
andgivenhypoxicshockonDIV10,andstained
with2',7'-dichlorodihydrofluoresceindiacetate
(H2DCF-DA)(10nM)3daysafterhypoxic
shock.A,FluorescenseimagesofROS-generating
(ROS+)cells(green)andcorrespondingphase-
contrastimagesareshown.B-C,Statistics.
ROS(+)cells(% oftotal)(B)andintensities
(arbiturarynumber)ofROS(C)areshown.
D-E.Viability.Cells were stained with
tryphanblue(D)andviability(% oftotal)is
shown.**,p<0.01.Scalebar,50㎛.Control,
No-treatedFructusSchisandraewaterextracts;
Sample,treated FructusSchisandraewater
extractswith5.0㎍/㎖ concentrationinthe
culturemediafromthebeginning.

4.五味子가 산소증에서 MMP유지에 미치는 효과

五味子 추출물을 5.0㎍/㎖의 농도로 첨가한 배

지에서 키운 흰쥐해마신경세포를 DIV 10에 산

소증을 유발하고,24시간 후에 찰한 모양을 형

미경사진으로 나타내었다(Fig.6). 반 으로

五味子로 처리하지 않은 조군에서는 붉은 색 형

이 실험군에 비하여 미약하 다(Fig.6A,6B).

붉은 색 형 의 강도를 측정한 결과 5.0㎍/㎖의

五味子 추출물을 첨가한 실험군은 五味子로 처리

하지 않은 조군에 비하여 유의한(p<0.01)증가

를 나타내었다(Fig.6C). 산소증 유발 후 3일째

에도 마찬가지로 유의한(p<0.01)증가를 나타내

었다(Fig.7).

Fig.6.TheeffectsofFructusSchisandrae(FS)
on mitochondrial membrane potential
(MMP)at24hrsafterhypoxicshock.

HippocampalcellsweregrownasinFig.1
andhypoxicshockwasgivenonDIV10.A-B,
CellswerestainedwithJC-1(1nM)at24hrs
post-shock.Examplesoftypicalfluorescence
imageswereshown.C,Statistics.**,p<0.01)
Scalebar,10㎛.Control,No-treatedFructus
Schisandraewaterextracts;Sample,treated
FructusSchisandraewaterextractswith5.0㎍/㎖
concentrationintheculturemediafrom the
beginning.
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Fig.7.TheeffectsofFructusSchisandrae(FS)
on mitochondrial membrane potential
(MMP)on3daysafterhypoxicshock.

HippocampalcellsweregrownasinFig.1
andhypoxicshockwasgivenonDIV10.A-B,
CellswerestainedwithJC-1(1nM)after3
dayspost-shock.Examplesoftypicalfluorescence
imageswereshown.C,Statistics.**,p<0.01)
Scalebar,10㎛.Control,No-treatedFructus
Schisandraewaterextracts;Sample,treated
FructusSchisandraewaterextractswith5.0㎍/㎖
concentrationintheculturemediafrom the
beginning.

Ⅳ.고 찰

中風은 人事不省,手足癱瘓,口眼蝸斜, 語蹇澁,

偏身麻木 등의 임상증상을 나타내는 병증으로 주

요 사망원인 의 하나인 뇌 질환을 포함하는

한방질환명이다
1,17
.허 출 로 분류되는 뇌

질환에서 뇌 의 류장애로 인한 허 은 산

소,glucose 사물질의 부 한 공 에 의한

조직 류의 감소로 인하여 발생하며18,뇌신경세포

는 허 · 산소 상태에서 산화스트 스에 의해 비

가역 손상을 입게 되므로3-4신경세포사 방은

매우 요하다.따라서 뇌허 성기에 뇌손상을

감소시키기 해 신경세포 손상을 최소화시키는

항산화제에 한 연구가 진행되고 있다.

최근 천연약물의 신경세포 항산화 작용에 한

연구가 활발히 이루어지고 있는데,黃芩은 뇌세

포의 산소증 모델에서 유 자 표 에 향을 미

쳐 세포보호효과를 나타내었으며 葛根은 뇌허

로 유발된 뇌허 손상을 억제하고 oxidativestress

에 의한 세포독성을 억제하 다.黃連 한 산소

증에서 신경세포사망억제효능을 보여주었으며 활

성산소를 제거하 다.그 밖에 白芷,石菖蒲,木香

麝香 등도 신경세포사 방지와 세포보호에 유의

한 효과를 나타내었다19-24.

五味子는 五味子科에 속하는 五味子의 열매로

약리작용으로는 압강하작용과 심근수축 증가작

용이 있으며,진해작용,간염 억제작용,수면시간의

연장과 콜린신경계의 활성화 작용 등이 보고되었

다
25
.

최근 五味子의 항산화 작용에 한 연구가 활발

히 이루어지고 있는데,dibenzocyclooctadiene유도

체의 일종인 SchisandrinB는 五味子의 주성분으로

간과 심장에 항산화효능이 있는 것으로 알려져 있

다26. 한 신경세포의 항산화작용에 해서도 그

효과를 나타내고 있는데 SchisandrinB는 지질 과

산화화(lipidperoxidation)를 유발하고 루타티온

항산화제 상태(glutathioneantioxidantstatus)를

손상시키는 tert-butylhydroperoxide(t-BHP)의 독

성을 감소시켰다
13
.五味子의 메탄올 추출물은 흰쥐

뇌신경세포배양에서 L-glutamate에 의한 신경독

성을 으며,Kim등
14
은 五味子가 glutamate에

의한 신경세포사 미치는 향에 하여 조사한 결

과 五味子 추출물이 신경세포사 방지에 효능이 있

는 것으로 확인하 고,그 기 으로 칼슘의 세포내

유입 방지,glutathionedefensesystem의 증강,그

리고 세포내 peroxide의 농도감소를 보고하 다.이

러한 결과는 五味子가 흥분독성에 의한 신경세포

의 손상을 억제함을 시사한다.
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인체 내 산화 손상을 야기하는 ROS는 생체내

산소가 유입되어 세포내에서 이용될 때의 부산물이

며,세포막 내의 불포화지방산,nuclotides,sulfhydryl

과 결합함으로써 세포의 생화학 인 특성 변화 등

조직 손상을 일으키고,DNA산화로 염증을 유발

해 세포내 신호 달에 향을 미친다
27-8
.뇌신경세

포에서도 허 ․ 산소증 는 재 류에 의한 흥

분독성으로 ROS가 증가하고 세포의 주요 구성물

질을 손상시킨다29.

ROS의 주된 원천은 mitochondria의 자 달계

이며,세포내 Ca2+의 항상성 유지와 ROS의 생산이

라는 mitochondria의 역할들이 보고되면서 세포사

에 있어서 mitochondria의 요성이 인식되고 있다
30
.Mitochondria의 막 (MMP)소실, 자 달

계인 호흡사슬(respiratorychain)의 와해,ROS의

과잉 생산,mitochondria막사이 단백질의 융해

세포내 Ca2+와 glutathion의 과다유입 등은 세포괴사

와 세포자연사를 유발시킨다
31-2
.따라서 mitochondria

의 기능,특히 MMP변화 찰은 세포사 결정에

있어 필수 요건이다
33
.

Mitochondria가 ROS에 노출되면 mitochondria

내막의 막단백질들이 직경 2～3nm의 비특이 미

토콘드리아 투과 이 구멍(mitochondrialpermeability

transitionpore,PTP)을 형성하게 되며
34
,그 결과 산

화 인산화가 장애를 받게 되어 활발한 세포 사를

의미하는 MMP(mitochondriamembranepotential,

MMP)가 감소된다7.MMP가 감소되면 ATP를 합

성할 수 없고 세포내 Ca
2+
의 증가가 일어나게 된

다8-9.증가된 세포내 칼슘은 미토콘드리아 속에 남

아 생물에 지 기능장애를 일으키게 되고
9
, 한

Ca2+는 분해효소나 ROS를 생성하는 효소들을 활

성화시키거나 비선택 투과공인 PMT(mitochondrial

permeabilitytransition)를 활성화시키므로,Ca2+의

세포내 유입방지는 허 손상으로부터 미토콘드리

아를 보호하는데 요한 역할을 담당하게 된다35-6.

본 연구에서는 五味子의 추출물이 산소증 모

델의 신경세포에 미치는 향을 알아보기 하여

흰쥐의 뇌 신경세포를 취하여 五味子를 농도별로

처리하고 산소증을 유도한 후 LDH,ROS

MMP를 측정하여 五味子가 활성산소 생성 세

포사 억제에 미치는 향을 조사하 다.

정상산소환경(normoxia)에서 배양 13일(DIV13)

에 조사한 결과 五味子는 세포의 생존율을 유의하

게 증가시켰다. 한 산소증을 유도한 뇌신경

세포의 세포사 억제효능을 3일째에 LDH 측정방

법으로 조사한 결과 五味子 추출물을 첨가한 실험

군은 조군에 비하여 통계 으로 유의한 생존율

증가를 나타내었다.이는 五味子가 신경세포 보호

효능이 있음을 의미한다.

ROS의 측정은 형 을 생성하는 탐색물질

(fluorogenicprobe)인 2',7'-dichlorodihydrofluorescein

diacetate(H2DCFDA)를 이용하 다.H2DCFDA는

세포와 조직의 산화활성정도를 알아보기 하여

주로 사용되는데,이 ‘dihydro’유도체는 일부 ROS

에 의하여 쉽게 산화되어 원래 물질인 fluorescein

으로 돌아갈 수 있으므로 록색 형 빛을 나타나

게 된다
37
.H2DCFDA는 세포막을 통과하여 세포내

로 들어갈 수 있으며 세포내에서 탈아세틸화형태

인 2'7'-dichlorodihydrofluorescein(H2DCF)를 형성

하고 산화에 민감하게 반응하여 형 산물인 2'7'-

dichlorofluorescein(DCF)를 형성하게 된다.즉 DCF

의 세포내축 이 산화환원 활성물질(redox-active

substances)의 생성을 의미한다
38
.

본 연구에서 산소증 처리 후 24시간 3일

후에 약제를 첨가하지 않은 조군에서는 체 세

포의 약 25%가 형 염색이 될 정도로 ROS가 생

성되었으나,五味子 추출물로 처리한 실험군에서는

이러한 세포수가 농도 의존 으로 감소하 다.

한 형 의 강도도 유의하게 감소하 다.이는 五味

子 추출물이 ROS를 효율 으로 제거함을 시사한

다.

JC-1(5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzi

midazocarbocyanineiodide)은 양이온 색소로서 색

소가 단량체로 존재하면 녹색 형 을 내고 색소가
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높은 농도에서는 ‘J-aggregates’를 형성하여 붉은

색 형 을 낸다.즉 MMP는 특정 색소를 에 지

생산이 활발한 미토콘드리아로 유인하는데39,JC-1

은 MMP에 비례하여 미토콘드리아 내로 들어가므

로 낮은 막 에서는 녹색 형 을,높은 막 에

서는 붉은 색 형 을 내므로 미토콘드리아의 막

를 민감하게 측정하는데 이용된다.

산소증과 같은 병리 인 환경에서는 미토콘드

리아 내 Ca2+의 농도가 과도하게 높아져 미토콘드

리아의 막 (MMP)의 소실을 야기하는데
34
이러

한 막 의 소실은 곧 미토콘드리아의 기능을 나

타내는 지표로 간주된다
40
.본 실험에서는 산소증

유발 후 24시간 3일 후에 찰하 을 때 五味

子 추출물로 처리한 실험군이 조군에 비하여 상

당히 강한 붉은 색을 띄고 있었다.이는 곧 五味子

가 MMP의 유지에 효과가 있음을 의미한다.

이상의 실험결과로 五味子는 정상산소 환경

산소증에서 신경세포를 보호하며, 산소증에서

ROS생성을 낮추고,MMP소실을 억제하여 산화

스트 스로 인한 세포사를 방지하는 것으로 생각

된다.

Ⅴ.결 론

五味子(FructusSchisandrae)의 신경세포 보호작

용을 검증하기 하여 세포사멸억제효능을 확인하

고,ROS의 생성 MMP변화를 찰한 결과 다

음과 같은 결론을 얻었다.

1.五味子 추출물은 정상산소환경(normoxia)

산소증(hypoxia)에서 신경세포 보호효능이 있었

다.

2.H2DCF-DA를 이용하여 ROS의 생성을 조사한

결과 五味子 추출물은 H2DCF-DA에 염색되는

세포의 수와 정도를 유의하게 감소시켰다.

3.JC-1으로 MMP변화에 미치는 향을 조사한

결과 五味子 추출물은 MMP소실을 유의하게

방지하 다.

이상으로 五味子는 정상산소 환경 산소증

에서 신경세포 보호 작용과 항산화효능이 있음을

확인하 다.
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