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ABSTRACT
Objectives:ThisstudyinvestigatedtheprotectiveeffectsofthewaterextractsofChongmyung-tang,PolygalaeRadix,

andAcoriGramineiRhizomainaninvivoAlzheimer'sdisease(AD)mousemodel.

Methods:MemoryimpairmentwasinducedbyanintraventricularinjectionofAβ25-35peptidesandsubsequently
Chongmyung-tang,PolygalaeRadix,orAcoriGramineiRhizomaextractwereadministeredorallyfor14days.

Results:Inthewatermazetask,Chongmyung-tang,PolygalaeRadix,andAcoriGramineiRhizomaextractsimproved
learningabilityduringtheacquisitionperiodandsignificantlyincreasedmemoryscoresduringtheretentionperiodversusAβ
-injectedcontrols.Furthermore,thetoxicityofAβ25-35onhippocampuswasassessedimmunohistochemically(Tau,MAP2,
TUNEL,Bax)andbyinvitrostudy.Chongmyung-tang,PolygalaeRadix,andAcoriGramineiRhizomademonstrated
significantneuroprotectiveeffectsagainstoxidativedamageandapoptoticcelldeathofhippocampalneuronsdamagedbyAβ
25-35.

Conclusions:TheseresultssuggestedthatChongmyung-tang,PolygalaeRadixandAcoriGramineiRhizomaextract
improvememoryimpairmentandreduceAlzheimer’sdementiaviaanti-apoptoticeffectsandbymodulatingtheexpressionsof
TauandMAP2proteininthehippocampus.

Keywords:Chongmyung-tang,Aβ25-35,watermaze,Tau,MAP2

Ⅰ.서 론

치매란 가벼운 기억장애로부터 전반적인 인지기

능의 저하,정서장애,성격장애 및 행동장애 등으

로 직업,사회생활 및 대인관계에서 정상적인 일상

생활을 할 수 없게 하는 질병을 말한다.알츠하이

머병(Alzheimer'sDisease:AD)은 전체 치매의
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50% 정도를 차지하며 여성에서 남성보다 2-3배 정

도 더 많이 발생하는 것으로 알려져 있다.알츠하

이머병은 서서히 뇌병변이 일어나는 퇴행성 뇌질

환이며 대뇌의 위축과 노인반(senileplaque)그리

고 신경원섬유의 변화가 특징적으로 나타난다.병

리조직학적 소견은 세포 외 노인반(extracellular

senileplaque)과 세포 내 신경섬유 다발(intracellular

neurofibrillarytangles),특정 신경부위 손상,시냅

스퇴화(synapticdegeneration)등을 특징으로 한

다.노인반의 주요 구성성분은 β-amyloid로서

fibrillar및 β-sheet구조로 응집되는 경향이 있다.

알츠하이머병의 원인에 대해서 여러 가지 설들이

제기되고 있으며 그 중 가장 유력한 가설로는 β

-amyloidprotein(Aβ)의 축적을 들 수 있는데,알

츠하이머병 초기에 Aβ는 apoptosispathway를 활

성화시켜 신경퇴행을 유도하는 것으로 알려져 있

다.즉,Aβ는 membraneblebbing및 DNA손상에

의한 cellshrinkage,nuclearapoptoticbodies의 생

산,DNAladder등 apoptosis의 전형적인 모습을

나타낸다.또한 과인산화된 tauprotein의 침착에

의한 신경퇴행이 발생한다1,2.

학습과 기억을 증진시키는 대표적인 처방으로

다용되는 총명탕(聰明湯)은 허준의 <東醫寶鑑 ․

內景編>에서 “多忘”을 치료하는 것으로 기재되어

있으며,기억력 감퇴,건망 등의 병증을 치료하는

데에 활용되어 왔다
3
.총명탕은 원지(遠志),석창포

(石菖蒲),백복신(白茯神)등 세가지 약물로 구성

되는데 건망유도 백서를 이용한 실험적 연구
1
를 통

하여 총명탕의 학습 및 기억증진에 대한 유의성이

보고된 바 있다.

총명탕의 구성약물인 원지와 석창포는 각각 寧

心安神,祛痰利竅,消散癰腫의 효능과 開竅豁痰,醒

神益智,化濕開胃의 효능이 있다4.원지에 대한 실

험적 연구로는 apomorphine으로 유발된 생쥐의 과

행동 및 상동적 행동에 억제효과5,뇌성상세포에

작용하여 염증을 일으키는 주요한 세포활성물질의

생성을 억제6,지질과산화 억제7및 이뇨,진통,해

열,수면시간 연장8등의 효과가 보고된 바 있고,

석창포에 대한 실험적 연구로는 장관운동의 이완
9
,

혈중 콜레스테롤의 수치 감소10,국소뇌혈류량 증가
11
,뇌연막동맥의 직경 확장

12
,경련억제

13
,MAO억

제활성,xanthineoxidase억제활성 및 지질과산화

억제효과
7
가 보고된 바 있으며,원지와 석창포의

혼합투여에 대한 실험적 연구로는 뇌보호기능14이

있다.

본 연구에서는 알츠하이머병 치매 동물 모델에

서 총명탕과 그 구성약물인 원지,석창포의 방어효

과를 측정하였는데,생쥐에 알츠하이머형 치매 질

환을 유발시키기 위해여 뇌의 뇌실 내에 베타아밀

로이드(Aβ25-35)를 주입하고,총명탕,원지,석창

포를 각각 14일간 경구투여 한 후,수중미로검사

(watermazetest)를 통해 학습과 기억력 장애의

회복정도를 측정하였으며,생쥐 뇌의 해마조직에서

Tau,MAP2,Bax등의 단백질 변화를 면역조직화

학적 방법을 통하여 관찰한 바 유의한 결과를 얻

어 이에 보고하는 바이다.

Ⅱ.재료 및 방법

1.실험동물

실험동물은 샘타코(주)에서 구입한 11주령,약

25-30g사이의 BALB/c계 수컷 생쥐를 사용하였다.

생쥐는 온도 (21~23℃),습도 (40~60%),조명

(12시간 명/암)이 자동적으로 유지되는 사육실에

서 무균음수와 사료가 자유롭게 공급되었으며,실

험실 환경에 1주 이상 적응시킨 후 사용하였다.

2.약물의 제조

경희의료원에서 구입한 총명탕 120g, 원지

1,092g과 석창포 787.6g을 2,000ml의 3차 증류수로

전탕하고,전탕액을 rotaryevaporator로 감압 농축

한 후 동결 건조(-70℃,10mmHg)하여 총명탕

17.0g,원지 38.9g,석창포 19.8g의 분말 건조된 농축

엑기스를 얻었다.수율은 각각 총명탕 14.2%,원지
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3.56%,석창포 2.51%였다.

Herbmedicine Scientificname
Medical
Use

Dosage
(g)
/Chup*

PolygalaeRadix
Polygala
tenuifoliaL.

alump
root

4g

AcoriGraminei
Rhizoma

Acorus
gramineusOgon

rootstock 4g

Poriacocos
Poriacocos
Wolff

ripen
fruit

4g

Total 12g

*:Chup:Astandardunitofprescriptionfilled(adose).

Table1.ContentsofChongmyung-tang.

3.실험군의 분리와 Aβ25-35주입을 통한 치매유발

실험군 분리는 모의시술군(Sham,n=8),대뇌외

측뇌실(lateralventricle)내에 Aβ25-35를 주입한

Aβ25-35주입군(Aβ inj.;n=8),Aβ25-35주입 후

14일간 총명탕을 경구투여한 총명탕투여군

(Chongmyung-tang;n=8),Aβ25-35주입 후 14일

간 원지추출물을 경구투여한 원지투여군(Polygalae

Radix;n=8),Aβ25-35주입 후 14일간 석창포추

출물을 경구투여한 석창포투여군(AcoriGraminei

Rhizoma;n=8)으로 나누었다.

실험에 사용된 Aβ25-35(A4559,Sigma-Aldrich,

U.S.A)는 독성을 높이기 위해 실험 전에 37℃에서

72시간 보관하여 서로 응집될 수 있도록 하였다.

실험군 생쥐를 soidumpentobarbital(50mg/kg,i.p.)

로 마취시킨 후 입체정위 수술장치(stereotaxic

apparatus)를 이용하여 고정하고 생쥐 뇌의 피부를

박리한 다음 알츠하이머병 병태 생쥐 모델을 만들

기 위하여 Aβ25-35를 우외측뇌실 내로 주입하는

데,Aβ25-35가 주입되는 우외측내실의 위치는 본

실험 전에 미리 트립판 블루염색시약(trypanblue

stain)을 주입해 봄으로써 육안으로 확인하였다.그

위치는 bregma(두개골 계측점)에서 caudal(꼬리

쪽)방향으로 0.5mm,midline(정중선)에서 오른쪽

으로 1.0mm,구개골 표면에서 2.0mm 깊이의 지점

이며,26-gage미세주사기를 통해 5㎕(㎎/㎖)의 양

을 약 15초 동안 천천히 주입하였다.모의시술군의

경우는 같은 시술과정으로 Aβ25-35를 주입하는 대

신 같은 양의 생리식염수를 뇌실 내로 주입하였다.

4.총명탕과 원지,석창포의 투여

시술 후 약물은 매일 한차례 일정한 시간인 오

전 10시경에 제조된 약물을 생리식염수에 녹여 2주

간 투여한 후 행동검사를 시행하였다.실험동물에

의 약물 투여량은 건조 총명탕 12g,원지 4g,석창

포 4g에 대한 체중비례로 계산하여 체중 100g당

총명탕 24.0mg,원지 0.6mg,석창포 0.5mg을 매

일 1회 경구투여 하였다.

5.Morris수중 미로 장치에 의한 학습 및 기억력

측정

수중 미로로 이용되는 수조는 직경이 90cm,높

이가 35cm인 원형통으로 온도가 23±1℃되는 물이

20.5cm높이로 채워지게 하였다.수중 미로의 주변

은 비디오카메라,실험대,그리고 수조 주위에 각

종 도형 모형의 공간단서(visualcue)들을 설치하

고 동일하게 유지하였다.도피대는 직경이 10cm,

높이가 20cm인 원통형 투명 아크릴받침대로 수면

보다 약 0.5cm낮게 위치시켰다.또한 물에 분유를

일정량 혼합함으로써 불투명하게 하여 실험용 쥐

의 육안으로는 도피대를 찾아갈 수 없게 만들었다.

수중 미로는 사분면으로 나누어져서 북동(NE),북

서(NW),남동(SE),남서(SW)로 구분되어 이중

북동(NE)사분원의 중심부에 도피대가 놓여지고,

반대 측인 남서(SW)사분원의 중심부가 출발지점

으로 사용되었다.

실험쥐들은 수조 속에서 자유롭게 수영할 수 있

도록 하였는데,숨겨진 도피대를 찾아서 도달하는

시간을 측정하였다.스스로 도피대를 찾아낸 실험

쥐들은 약 10초간 도피대 위에서 머물면서 자유롭

게 주위를 관찰하도록 허용하였으며,60초 이내에
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도피대를 스스로 찾아내지 못한 쥐들은 실험자가

조심스럽게 도피대 쪽으로 유도하여 도달할 수 있

도록 하였다.수중 미로 실험은 이러한 방식으로

시술 후 14일째 되는 날로부터 3일간 시행되었는데

첫째날 5회,둘째날 3회 시행한 후 마지막 날에는

자유수영 검사(retentiontest)가 시행되는데,이 때

동물들은 도피대가 제거된 채로 60초간 수영을 하

게 하였다.모든 동물들의 행동은 비디오카메라로

녹화 기록된 후,SMART프로그램을 이용하여 분

석되었다.

6.공간 기억력 유지 검사

수중 미로 검사 마지막 날에는 각 군의 동물들

에게 도피대가 제거된 채로 60초간 수영을 하는 자

유 수영 검사를 시행하였는데,수조를 5개의 구역

으로 나누고 도피대로 부터의 거리에 따라 각각의

구역에 서로 다른 점수를 할당하였다.(Zone1:

-1,Zone2:+1,Zone3:+8,Zone4:+5,Target

(Platform):+10,Fig.1.).그 후,각 실험 동물들

이 60초간 자유롭게 수영하며 도피대를 찾도록 하

였는데,그 궤적을 기록하여 각각의 구역별로 머문

시간과 부여된 점수의 곱을 합산하여 공간 기억력

유지능력에 대한 총 점수를 산출하였다.

7.뇌조직의 처리

모든 행동실험이 끝난 직후 실험동물을 sodium

pentobarbital(25㎎/㎏,i.m.)로 마취시키고 saline

100㎖에 이어 4% formalin고정액(fixative)으로 심

장을 통해 관류하였다.이 후 뇌를 꺼내어 같은 고

정액으로 24시간 동안 고정시키고 20% sucrose가

함유된 완충액(phosphatebuffersaline:PBS)에

넣어 4℃에서 하루 동안 보관하였다.적출된 뇌는

파라핀 포매를 거쳐 8㎛의 두께로 절편되었다.

8.면역조직화학염색

뇌조직 절편을 0.05M PBS로 5분간 3회 씻어내

고,1% H2O2에서 10-15분 정도 반응시킨 다음 다

시 3회 씻어낸 뒤 10% normalhorse serum

(Vectastain)과 bovineserum albumin(Sigma)을

PBS에 섞은 blockingsolution에 한 시간 정도 반

응시켰다.이후 3회 씻어 낸 후,primaryantibody

를 처리하였다.Primary antibody는 anti-Bax

(B-9,1:200,SantaCruz,CA,USA),anti-Tau

(MN1000,1:200,PierceEndogen,USA)그리고

anti-MAP2(M4403,1:100,Sigma,USA)로,PBS와

TritonX-100을 섞은 용액으로 희석한 후 4oC에

서 12시간 반응시켰다.

이후 조직을 PBS로 씻어내고,abidin-biotin

immunoperoxidase의 방법 (ABCVectastainKit)에

따라 각각 한 시간씩 반응시켰다.다음 NiCl2‧H2O

(Sigma,USA)를 섞은 diaminobenzidinetetrachloride

(Sigma,USA)에서 5-10분간 발색 반응시키고,조

직을 poly-L-lysine코팅된 슬라이드에 붙인 후 2-3

시간 건조시킨 다음 탈수,봉합하여 조직표본을 제

작하였다.

9.통계처리

실험결과는 통계 프로그램 SPSS® forwindows

(version10.0,SPSS,Inc.,Chicago,U.S.A.)를 사용

하여 약물의 농도에 따른 지표의 발현수치를 비교

할 경우 onewayANOVA를 실시하였으며,유의수

준 Pvalue<0.05인 경우 유의성이 있다고 평가하였

고 posthoctest로서 Scheffe'stest를 시행하였다.

Ⅲ.실험성적

1.Morris수중 미로의 장치에 의한 학습 및 기억

력 측정

수중 미로 장치 실험에서 각 군의 실험동물들이

도피대를 찾아서 오르기까지의 회피시간(Escape

Latency)은 아래와 같다(Table 2).모의시술군

(Sham)의 경우 학습검사 시행기간동안 전반적으

로 측정 횟수가 증가함에 따라 회피시간이 점차

감소하는 것이 관찰되었다.특히 첫째 날과 둘째
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날의 첫 번째 시행 즉,1회(51.0±5.5sec)와 2회

(26.5±7.2sec)사이 그리고 6회(29.4±4.3sec)와 7회

(17.4±5sec)사이에서 가장 큰 감소폭을 보였으며,

첫째 날 5회 시행을 마친 후 24시간이 지난 뒤의 6

회째 시행에서는 회피시간이 약간 상승함이 관찰

되었다.

반면에 Aβ25-35주입 군에서는 모의시술군에

비해 상대적으로 회피시간의 감소가 적었으며,검

사 둘째 날의 첫 번째 시행인 6회(54.6±4.0sec)에서

는 회피시간이 첫째 날의 1회(53.1±7.4sec)의 그것

과 비슷한 수준으로 다시 증가되는 것이 관찰되었

다.총명탕 투여군,원지 투여군과 석창포 투여군

에서는 시행 횟수에 따른 회피시간이 Aβ25-35주

입군에 비해 유의하게(P<0.01)감소되는 것이 관찰

되었다.

특히 마지막 시행인 8회 시행에서는 총명탕

(24.5±7.2sec),원지(19±8.3sec)와 석창포(23.4±5.8sec)

모두 Aβ25-35주입 군(46.0±3.8sec)에 비해 뚜렷한

감소를 보였다.

day1 day2

trial1 trial2 trial3 trial4 trial5 trial6 trial7 trial8

Sham 51.0±5.5 36.5±7.2 18.1±5.6 15.5±4.0 12.0±7.8 29.4±4.3 17.4±5.0 16.0±3.2

Aβ inj. 53.1±7.4 48.4±2.7 45.5±7.1 38.5±4.7 36.1±4.7 54.6±4.0 46.5±5.1 46.0±3.8

Chongmyung-tang 50.0±12.0 35.5±8.0 29.0±9.7 25.6±7.8 19.1±7.5 35.1±9.2 27.0±3.5 24.5±7.2

PolygalaeRadix 45.0±8.9 39.0±13.6*29.4±7.2* 23.2±9.1* 21.0±8.8*37.2±13.0*34.4±5.3* 19.0±8.3*

AcoriGraminei
Rhizoma

47.0±9.9 30.6±13.2* 28.0±9* 19.8±8.1*19.0±6.75*40.2±14.5*30.0±8.7* 23.4±5.8*

Oneachtrial,themicewereplacedinthepoolatonestartingposition.Theywereallowedtoswim freelyoruntil
theyfoundtheplatform.Thetimerequiredtoescapeontothehiddenplatformwasrecorded.
*P<0.01vs.theAβ inj.

Table2.TheMeanEscapeLatencyofeachGroup.

2.공간 기억력 유지 검사

수중 미로 검사 셋째날인 마지막 날에는 각 군

의 동물들에게 도피대가 제거된 채로 60초간 수영

을 하는 자유 수영 검사를 시행하여 공간 기억력

유지 정도를 측정하였다.각 군의 실험동물들이 수

조 안에서 60초간의 자유롭게 수영을 하면서 그린

궤적은 아래 그림과 같다(Fig.1).

우선,모의시술군(Sham)의 경우 실험 동물들이

이전 도피대가 있던 자리를 쉽게 찾아내고 그 주

변에서 계속 맴도는 형태를 보이고 있음이 관찰되

었다.반면에 Aβ25-35주입군의 동물들은 이전 도

피대의 자리를 잘 찾아내지 못하며 또한 활동성도

모의시술군에 비해 현저히 떨어짐이 관찰되었다.

그러나 총명탕 투여군,원지 투여군과 석창포 투여

군의 경우 모두 이전의 도피대 위치를 찾아가는

능력이 활동성에 있어 상당한 호전이 있음이 관찰

되어 졌다.

또한 공간 기억력 유지능력을 측정하기 위하여

수조를 도피대로부터의 거리에 따라 5구역으로 나

누고 각 구역에 각기 다른 점수를 부여하고 실험

동물이 그 구역에 머문 시간과 점수를 곱하여 합

산한 총 점수에서도 Aβ25-35주입군(76.6±4.1)은 모

의시술군(138.7±12.2)에 비해 현저히 낮았으며 총

명탕투여군(121.9±10.5),원지투여군(126.7±6.4)과 석

창포투여군(116.7±7.8)은 Aβ25-35주입군에 비해 유

의성 있는(모두 P<0.05)증가를 나타냈다(Table3).
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Fig.1.Thezonesdividedbythedistancefrom theplatform (A)andrepresentativeswimmingpathway
ofmicetakenfromtheirstartingpositiontothehiddenplatforminwatermaze(B-F).

Thedifferentpointswasallocatedtoeachzone.(Zone1:-1,Zone2:+1,Zone3:+8,Zone4:+5,Target
(Platform):+10)Sham group(B)indicatedswimmingpathwayfrom thetypicalmousepathwayafter2
day-training.Aβ injectedgroup(C)lostitsdirectionalbearingsandthusemployedmorerandom search
strategythanstraightsearchstrategy.Chongmyung-tang(D),PolygalaeRadix(E)andAcoriGraminei
Rhizoma(F)treatedgroupshowedrecoveryinthepathwaytofindthehiddenplatform.

Sham Aβ inj. Chongmyung-tang PolygalaeRadix AcoriGramineiRhizoma

zone1 9.8 11.3 16.9 16.9 12.9

zone2 31.2 38.1 22.0 24.0 30.0

zone3 7.8 2.8 6.48 7.0 7.5

zone4 9.7 5.5 11.6 11.0 6.3

Platform 0.6 0.1 0.7 0.9 0.8

Total 138.7±12.2** 76.6±4.1 121.9±10.5* 126.7±6.4* 116.7±7.8*

n 8 8 8 8 8
Atday3,eachmousewasallowedtoswim freelyfor60sandthetotalpointsofeachmousewerecalculatedin
summationofmultiplyingswimmingtimesbydifferentpointsofeachzone.
**p<0.01,*p<0.05v.sAβ inj.group.(mean±SEM)

Table3.TheMeanMemoryRetentionPointsoverGroups.

3.Bax단백질의 면역조직화학염색

모의시술군의 실험동물 뇌해마 CA1영역에서의

Bax단백질 발현은 매우 약한 편이었으나,Aβ

25-35주입군에서는 Bax단백질의 발현이 비교적

강한 편이었다.반면에,Aβ25-35주입+원지 투여

군과 Aβ25-35주입+석창포 투여군에서는 Bax단

백질의 발현이 Aβ25-35주입군에 비해 상대적으로

약해짐이 관찰되었다(Table4,Fig.2).

Groups
Immuno-reactivity

BaxTUNEL MAP2Tau

Sham - - ++ -

Aβ inj. ++ + ± ++

Chongmyung-tang + ± + +

PolygalaeRadix + ± + ±

AcoriGraminei
Rhizoma

+ ± + ±

Immuno-densitiesaredemonstratedwith±,weak;+,
mild;and++,moderate

Table4.ChangesofBax,TUNEL,MAP2and
TauExpressionsinHippocampus
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Fig.2.Immunohistochemicalanalysis ofBax
proteininsectionsfromtheSham(A,B),
Aβ25-35injected(C,D),Chongmyung-tang
(E,F),Polygalae Radix(G,H)and
AcoriGramineiRhizoma(I,J)treated
group14daysaftersurgery.

A,C,E,G,Ishow thewholefeatureof
hippocampus and B,D,F,H,J show
magnifiedCA1areainA,C,E,G,I.Bax
expression was scarcely observed in the
cytoplasm ofCA1neuronsinSham group.
ImmunoreactivityofBaxwasdetectedvery
stronglyinCA1neuronsat14daysafterAβ
25-35i.c.vinjection(C,D).InCA1neurons
of Chongmyung-tang (E, F), Polygalae
Radix(G,H)andAcoriGramineiRhizoma
(I,J) treated group,immunoreactivity of
Bax was decrease obviously compare to
Shamgroup.(A,C,E,G,I;×100,B,D,F,
H,J;×200).ScalebarA,C,E,G,I= 500
㎛ ;B,D,F,H,J= 200㎛.

4.TUNEL염색

뇌해마 CA1영역의 뇌세포에 대하여 TUNEL

염색을 시행한 결과,모의시술군의 실험동물의 뇌

해마조직에서는 TUNEL염색에 양성을 보인 세포

가 존재하지 않았으나 Aβ25-35 주입군에서

TUNEL염색양성 반응을 나타내는 세포가 관찰되

었다.원지투여군과 석창포투여군에서도 TUNEL

염색양성 반응세포가 관찰되었으나 미약한 편이었

으며,전체적으로 각 군의 TUNEL염색에 대한 양

성반응은 유의성있는 큰 변화를 보이지는 않았다

(Table4,Fig.3).

5.MAP2와 Tau단백질의 면역조직화학염색

각 군의 실험동물 뇌 해마 CA1영역에서의

MAP2단백질 면역염색에 대한 사진은 Fig.4에 나

타나 있다.MAP2단백질에 대해 면역반응을 나타

내는 세포는 해마의 CA1영역에서 쉽게 발견되어

졌다.모의시술군(Sham)의 경우 CA1영역의 피라

미드 신경세포(pyramidalneurons)의 세포체와 신

경섬유에서 명확한 양성반응을 나타냈다.특히 수

상돌기 (dendrite)와 축색돌기(axon)가 세포체(cell

body)에 비해 더 뚜렷한 반응을 보였으며 그 형태

가 길고 규칙적인 모습임이 관찰되었다.반면에,A

β25-35주입군에서 뇌 해마 CA1영역에서 MAP2

면역반응의 전반적인 감소가 보여졌으며 신경세포

의 수상돌기와 축색돌기 또한 불규칙한 형태로 변

했으며,여기저기 절단된 형태로 관찰되었다(Fig.

4C).그러나 원지투여군과 석창포투여군에서는 이

러한 면역반응의 감소와 형태적인 변형이 상당히

회복되었음이 관찰되었다(Fig.4E,G).

실험동물 뇌실에 Aβ25-35주입 후의 Tau단백

질 변화에 대한 총명탕과 그 구성약물인 원지와

석창포의 영향을 측정하기 위해서 각 군에서의

Tau단백질의 인산화(phosphorylation)정도와 응

집(aggregation)상태를 비교하였다.그 결과,Tau

단백질의 인산화와 응집도는 모의시술군에 비해 A

β25-35 주입군에서 증가하였으며,총명탕투여군,

원지투여군과 석창포투여군에서는 상대적으로 감
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소됨이 관찰되었다(Table4,Fig.4).

Fig.3.TerminaltransferasedUTPnick-endlabelling
(TUNEL) staining of hippocampalCA1
pyramidalneuronsinSham (A,B),Aβ 
injected(C,D)Chongmyung-tang(E,F),
Polygalae Radix (G, H) and Acori
GramineiRhizoma(I,J)treatedgroup14
daysaftersurgery.

A,C,E,G,Ishow thewholefeatureof
hippocampusandB,D,F,H,Jshowmagnified
CA1 area in A, C, E, G, I.TUNEL
reaction-positiveneuronswerenotpresentin
Sham groupandpositivestainingsforTUNEL
reaction in Aβ injected group weredetected.
Chongmyung-tang(E,F),PolygalaeRadix(G,
H)andAcoriGramineiRhizoma(I,J)treated
groupslightlyshowedTUNELreaction-positive
neurons.But,therewerenosignificantchanges
amonggroups.B,D,F,H,Jshowsmagnified
CA1areainA,C,E,G,I.(A,C,E,G,I;
×100,B,D,F,H,J;×200).ScalebarA,C,E,
G,I= 500㎛ ;B,D,F,H,J= 200㎛.

Fig.4.ImmunohistochemicalanalysisofMAP2and
Tauproteininsectionsfrom Sham (A,
B),Aβ injected(C,D),Chongmyung-tang
(E,F),PolygalaeRadix(G,H)andAcori
GramineiRhizoma(I,J)treatedgroup.

A,C,E,G,Ishow thewholefeatureof
hippocampus and B,D,F,H,J show
magnifiedCA1areainA,C,E,G,I.InSham
operatedgroup,thebodiesandfibersofCA1
pyramidalneuronswereintenselystainedwith
evidentimmunopositiveprocesses(A,B).InAβ 
injectedgroup,adecreaseinMAP2immunoreactivity
wasobservedinthehippocampalCA1sector.
DendritesandaxonsofCA1pyramidalneurons
alsobecameirregularform andwerecutoffin
places. But, it was shown that MAP2
immunoreactivity and thefeatureofneuron
fiberwererecoveredinthehippocampalCA1sector
ofChongmyung-tang(E,F),PolygalaeRadix(G,
H)andAcoriGramineiRhizoma(I,J)treated
group.AggregationofTauwereenhancedaround
thehippocampalCA1neuronsafterAβ injectionin
compared with sham operated group.Butin
Chongmyung-tang(E,F),PolygalaeRadix(G,H)
andAcoriGramineiRhizoma(I,J)treatedgroups,
the decreases of Tau immunoreactivity were
observed.×400.Scalebar= 100㎛
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Ⅳ.고 찰

본 실험에서는 뇌실내 Aβ25-35주입으로 인한

알츠하이머형 치매 생쥐모델에서 수중미로 검사에

서의 공간인지 학습수행과 기억력에 대한 행동변

화의 관찰 및 2주간의 원지와 석창포의 개별적인

경구 투여가 학습수행과 기억력 증진에 미치는 효

과를 살펴보았다.

Aβ는 아밀로이드 전구단백질(Amyloidprecursor

protein:APP)로부터 생성되는데 Aβ는 뇌독성이

있어 실험동물 뇌에 Aβ를 직접 주입하게 되면 기

억력 장애를 유발하는 것으로 알려져 있다1.즉,알

츠하이머병환자의 노인반으로 부터 얻어진 Aβ를

생쥐의 뇌에 주입한 결과 신경세포 손상과 함께

기억력 손실의 유발이 보고된 바 있다
2
.따라서 Aβ

는 알츠하이머 치매 형성 과정에 직접적인 관련이

있다고 추론되며,Aβ로부터 유발되는 기억력장애

동물모델은 알츠하이머 병에 대한 좋은 동물모델

로서 다용되고 있다.하지만,비록 Aβ에 의한 신경

독성이 입증되었다하더라도 기억력 장애를 일으키

는 정확한 기전은 아직 명확히 밝혀지지 않았다.

또한,Aβ의 경우 오래된 펩타이드를 사용했을 경

우가 더 확실한 기억력 장애를 유발한다는 것이

동물실험을 통해 보고되었고,며칠간의 Aβ의 숙성

이 구조적인 변형을 통해 세포독성을 증가시키는

것으로 밝혀졌다15.따라서,본 실험에서는 실험동

물에 알츠하이머병와 유사한 질병상태를 유도시키

기 위해 Aβ로 유발되는 치매 동물모델을 채택하였

으며,특히 가장 직접적이며 신경세포독성이 강한

것으로 알려진 Aβ25-35를 3일간 37℃에서 응집시

킨 후 실험쥐 뇌의 뇌실에 직접 주입함으로써 치

매를 유발시켰다.

Morris수중 미로(Morriswatermaze)는 동물의

공간학습과 기억을 검사하기 위해 사용되며,공간

정보 외의 단서들을 통제하기 쉬운 장점이 있다.

이는 주로 장기기억 능력을 측정하는 과제로서 동

물의 주변에 있는 단서들을 사용하여 기억력 즉

공간기억(spatialmemory)을 측정하는 실험이다.

Morris수중미로를 통한 기존의 연구에서 동물은

연령증가에 따라 학습과 기억 능력이 저하되고,해

마의 신경이 손상된 쥐는 수중미로 실험에서 학습

수행과 기억력이 떨어진다고 보고된 바 있다16.

치매유발 후 위에서 언급한 Morris수중 미로

(Morriswatermaze)검사를 시행하였는데,실험쥐

들은 수조 속에서 자유롭게 수영하면서,숨겨진 도

피대를 찾아서 도달하는 시간을 측정하였다.수중

미로 실험은 Aβ25-35주입 시술 후 14일째 되는

날로부터 3일간 시행되었는데 첫째날 5회,둘째날

3회 시행한 후 마지막 날에는 자유수영 검사

(retentiontest)를 시행하였다.이 때 동물들은 도

피대가 제거된 채로 60초간 수영을 하게 하였다.

그 결과,수중 미로 장치 실험에서 각 군의 실험동

물들이 도피대를 찾아서 오르기까지의 회피시간

(escapelatency)은 모의시술군(Sham)의 경우 학

습검사 시행기간동안 전반적으로 측정 횟수가 증

가함에 따라 회피시간이 점차 감소하는 것이 관찰

되었다.특히 첫째 날과 둘째 날의 첫 번째 시행

즉,1회와 2회 사이 그리고 6회와 7회 사이에서 가

장 큰 감소폭을 보였으며,이는 실험쥐들이 수조속

에서 유영하는 횟수가 증가함에 따라 도피대의 위

치를 학습하고 있다는 것을 나타내는 결과라 할

수 있다.반면에 Aβ25-35주입군에서는 모의시술

군에 비해 상대적으로 회피시간의 감소가 적었으

며,검사 둘째 날의 첫 번째 시행인 6회에서는 회

피시간이 첫째 날의 1회의 그것과 비슷한 수준으

로 다시 증가되는 것이 관찰되었다.이것은 뇌실내

로 Aβ25-35를 주입한 실험쥐의 경우 학습능력이

저하되었음을 나타낸다고 할 수 있다.총명탕투여

군,원지투여군과 석창포투여군에서는 시행 횟수에

따른 회피시간이 Aβ25-35주입군에 비해 유의하게

감소되는 것이 관찰되었다.특히 마지막 시행인 8

회 시행에서는 총명탕,원지와 석창포 모두 Aβ

25-35주입군에 비해 뚜렷한 감소를 보였다.이 같

은 실험결과를 통해 볼때 총명탕과 그 구성약물인
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원지,석창포가 Aβ25-35의 뇌실 내 주입에 의해

발생하는 학습능력 감퇴에 방어 작용이 있음을 추

측할 수 있다.

또한,공간기억력 유지에 대한 총명탕,원지,석

창포의 영향을 살펴보기 위해 수중 미로 검사 마

지막 날에는 각 군의 동물들에게 도피대가 제거된

채로 60초간 수영을 하는 자유 수영 검사를 시행한

결과,모의시술군(Sham)의 경우 실험 동물들이 이

전 도피대가 있던 자리를 쉽게 찾아내고 그 주변

에서 계속 맴도는 형태를 보이고 있음이 관찰되었

다.반면에 Aβ25-35주입 군의 동물들은 이전 도피

대의 자리를 잘 찾아내지 못하며 또한 활동성도

모의시술군에 비해 현저히 떨어짐이 관찰되었다.

그러나 총명탕투여군,원지투여군과 석창포투여군

은 이전의 도피대 위치를 찾아가는 능력이 활동성

에 있어 상당한 호전이 있음이 관찰되었으며,구역

별 할당된 점수와 머문 시간의 곱을 합산한 총 점

수에서도 Aβ25-35주입군은 모의시술군에 비해 현

저히 낮았으며 총명탕투여군,원지 투여군과 석창

포 투여군은 Aβ25-35주입군에 비해 유의성 있는

증가를 보였다.이러한 결과는 원지와 석창포가 학

습능력 감퇴에 방어작용 뿐 아니라 Aβ25-35의 뇌

실 내 주입에 의해 발생하는 공간기억력 감퇴에도

유의한 방어작용이 있음을 입증하는 것이라 할 수

있다.

본 실험에서는 실험동물의 뇌실에 Aβ25-35를

주입함으로써 유발되는 치매모델과 연관된 apoptosis

의 유발에 Bcl-2family의 가능성 여부를 조사하였

으며,그 결과 Bax의 발현이 선택적으로 Aβ25-35

의 주입에 의해 증가됨을 관찰하였으며,2주간의

원지와 석창포의 투여는 Aβ25-35에 의한 Bax의

발현을 유의적으로 차단시켜 주었다.또한 TUNEL

(Tdt-mediateddUTPnickendlabeling)염색방법

은 terminaldeoxynucleotidyltrnasferase(Tdt)를

이용하여 기질 반응 후에 염색하여 현미경으로 염

색유무를 확인함으로써 insitu로 apoptosis를 확인

할 수 있는 표준방법인데,본 실험에서는 Aβ25-35

의 주입에 의해 발현이 미세하게 증가됨이 관찰되

었으나 전체적으로 유의한 차이는 없었다.

신경소관(microtubule)에는 여러 종류의 신경소

관 연합단백질(microtubule associated proteins,

MAPs)이 있다.이 신경소관 연합단백질은 미세소

관의 안정성을 유지하고 중합과정을 촉진한다고

알려져 있다.신경소관연합단백질에는 두 종류,즉

분자량이 200,000-300,000또는 그 이상인 MAP1과

MAP2,분자량이 55,000-62,000정도인 tauMAPs가

있으며,이 중 MAP2는 핵주위부(perikaryon)와 수

상돌기(dendrite)에는 있지만 축삭(axon)에는 없

고,tauMAPs는 축삭에만 있다.이러한 신경소관

연합단백질(MAPs)은 축삭과 수상돌기의 분화

(differentiation)와도 관련이 있어 MAP2가 발현되

면 수상돌기가 되고,tauMAPs가 발현되면 축삭

으로 분화한다.

MAPs중에서 특히 MAP2는 수상돌기(dendrite)

뿐만 아니라 신경세포체(cellbody)에서 존재하기

때문에 MAP2는 중추신경계통의 신경세포 손상에

좋은 지표로서 활용된다.Gerbil을 이용한 뇌허혈

연구에서모의시술군(Sham)에서는핵주위부(perikaryon)

와 수상돌기(dendrite)를 중심으로 MAP2면역반

응세포의 발현이 관찰되었으나 뇌허혈 시술 후 24

시간이 경과한 후에는 MAP2면역반응세포의 발현

이 감소됨이 보고되었으며17,생쥐 뇌해마에서의 주

령에 따른 MAP2의 면역조직화학적 변화에 대한

연구에서는 8주령 생쥐에서는 해마의 CA1영역의

신경세포들이 선명한 MAP2면역반응을 보인 반

면,59주령 이상의 생쥐에서는 면역반응의 상당한

감소를 나타내었다.특히,수상돌기나 축삭부위가

신경세포체에 비해 더 많은 영향을 받는 것으로

밝혀졌다
18
.알츠하이머병은 뇌의 특정 부위에

neuron의 소실로 유발되는데,이러한 병변 부위에는

plaque와 neurofibrillarytangles등이 축적되어 있는

데 이를 이루는 세포들 속에는 Aβ 단백질,MAP2,

Tau,GFAP등이 고밀도로 분포하게 된다
19
.

본 연구에서도 MAP2에 대해 면역반응을 나타
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내는 세포는 해마의 CA1영역에서 쉽게 발견되어

졌다.CA1영역의 피라미드 신경세포(pyramidal

neurons)의 세포체와 신경섬유에서 명확한 양성반

응을 보였는데 특히 수상돌기와 축색돌기가 세포

체에 비해 더 뚜렷한 반응을 보였으며 그 형태가

길고 규칙적인 모습임이 관찰되었다.그러나,Aβ

25-35를 뇌실내로 주입한 후 14일이 지난 후의 뇌

해마 CA1영역에서는 MAP2면역반응의 전반적인

감소가 보여졌으며 신경세포의 수상돌기와 축색돌

기 또한 불규칙한 형태로 변했으며,여기저기 절단

된 형태로 관찰되었다.그러나 원지투여군과 석창

포투여군에서는 이러한 면역반응의 감소와 형태적

인 변형이 상당히 회복됨이 관찰되었으며,이는 원

지와 석창포의 2주간의 경구투여가 Aβ25-35의 뇌

실내 주입에 의한 신경세포 손상에 방어작용이 있

음을 보인 것이라 할 수 있다.

또한,본 연구에서는 실험동물 뇌실에 Aβ25-35

주입 후의 Tau단백질 변화에 대한 총명탕,원지,

석창포의 영향을 측정하기 위해서 각 군에서의

Tau단백질의 인산화(phosphorylation)정도와 응

집(aggregation)상태를 비교하였다.그 결과,Tau

단백질의 인산화와 응집도는 모의시술군에 비해 A

β25-35주입군에서 증가하였으며,Aβ25-35주입+총

명탕 투여군,Aβ25-35주입+원지 투여군과 Aβ

25-35주입+석창포 투여군에서는 상대적으로 감소

됨이 관찰되었다.이를 통해 볼때 Aβ25-35의 뇌실

내 주입에 의한 알츠하이머형 치매 모델에 대해

총명탕,원지,석창포의 2주간의 경구투여가 신경

세포 손상에 방어작용이 있음이 밝혀졌고,이러한

작용은 MAP2와 MAP-Tau의 조절 기전과 관계가

있음을 추측할 수 있다.

마지막으로,아세틸콜린,도파민,세로토닌,GABA

의 경우에는 노화에 따라 그 양이 감소하는 것으

로 알려져 있는데,알츠하이머병의 1차 증상인 기

억력 감퇴현상은 콜린성 신경계와 밀접한 관련이

있다는 것이 밝혀졌다
20
.알츠하이머병 환자에게서

나타나는 기억력 상실과 인식장애는 신호를 전달

해 주는 화학물질인 아세틸콜린을 만들어 내는 신

경세포의 퇴화 때문이라고 설명할 수 있는데,이

부족현상은 아세틸콜린을 분해하는 아세틸콜린에

스테라제로 더욱 심화된다
20
.이러한 약물들은 아세

틸콜린의 분해를 억제하여 감퇴된 인지기능을 개

선시켜주는 효과가 있는데,추후 연구를 통해 원지,

석창포와 신경전달물질인 아세틸콜린과의 관계를

규명할 필요가 있다고 사료된다.

Ⅴ.결 론

본 실험에서는 총명탕과 그 구성약물인 원지,석

창포의 알츠하이머 치매 동물 모델에서의 방어효

과를 측정하기 위하여,생쥐 뇌의 뇌실 내에 Aβ

25-35를 주입 후,수중미로검사를 통해 학습과 기

억력 장애의 회복정도를 측정하였고,또한 생쥐 뇌

해마조직에서 Bax,MAP2및 Tau단백질의 변화

를 면역조직화학적 방법을 통하여 관찰한 바 다음

과 같은 결과를 얻었다.

1.총명탕,원지 및 석창포 추출물이 각각 Aβ25-35

에 의한 학습능력 저하와 기억유지능력의 감퇴

에 방어효과가 있음이 밝혀졌다.

2.총명탕 처방과 그 구성약물인 원지,석창포 추출

물은 Aβ25-35의 뇌실 내 주입 후에 발생하는 뇌

해마 CA1영역에서의 Bax단백질의 발현을 감

소시킴이 관찰되었다.또한 Aβ25-35의 주입 후

의 TUNEL염색에 대한 양성반응을 감소시켰으

나 유의한 차이는 없었다.

3.총명탕,원지,석창포 추출물의 14일간의 경구투

여는 Aβ25-35의 뇌실 내 주입 후에 발생되는

MAP2면역반응의 감퇴와 neuronfiber의 형태

적인 변화를 회복시키며 Tau단백질의 과인산

화와 응집화를 감소시킴이 면역조직화학적 방법

을 통해 관찰되었다.

이상의 결과 총명탕,원지,석창포 추출물의 14
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일간의 경구투여는 Aβ25-35의 뇌실내 주입에 의한

알츠하이머형 치매 모델에 대해 신경세포 손상에

방어작용이 있으며, 이러한 작용은 MAP2와

MAP-Tau단백질의 조절 기전과 관계가 있는 것

으로 사료된다.
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