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This experiment was performed to investigate whether the combined-preparation of crude drugs (The WellTM

Preparation, TW), has hypnotic effects and/or enhances pentobarbital-induced sleep behaviors. TW was mixed with

water extracts of Ginseng Radix red, Germinated brown rice, cultured mountain ginseng, and 50% ethanol extracts of

Longanae Arillus, Nelumbinis Folium and Chrysanthemi Flos. TW (100 mg/kg, p.o.) reduced sleep onset and prolonged

sleep time induced by pentobarbital similar to muscimol (0.2 μM), a GABAA receptor agonist. Also, TW (2 μg/ml) and

pentobarbital (2.5 μM) did not affect the chloride influx in primary cultured cerebellar granule cells, respectively, but the

combined-treatment of TW (2 μg/ml) and pentobarbital (2.5 μM) increased the chloride influx onto the cells. In conclusion,

TW augments pentobarbital-induced sleep behaviors; these effects may result from chloride channel activation.
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서 론

불면증의 원인은 스트레스, 긴장, 공포, 불안 등 다양하며,

benzodiazepine계열의 약물, non-benzodiazepine계열의 약물,

benzodiazepine receptor agonists와 항우울약 등이 치료제로 사

용되고 있으나, 이러한 약물들은 장기간 사용하였을 때 내성 및

의존성을 형성하기 때문에, 사용하는데 많은 부작용을 나타낸다.

따라서 부작용이 적으면서 불면을 치료할 수 있는 약물을 개발

하는 것이 필요하다1). 따라서 본 연자들은 기존 약물들이 가지고

있는 부작용인 내성 및 의존성이 적으면서, 불면증을 치료할 수

있는 기능성식품을 개발하기 위해 다양한 천연물들을 추출하여

실험을 진행하고 있는 중이다.

감국은 항산화작용2), 심혈관보호작용3), 항암작용4) 및 항염

작용5) 등 다양한 약리작용이 있음이 보고되었고, 이러한 약리작

용들은 주로 flavonoids와 관련된 것으로 알려져 있으며
6)

, 감국

및 하엽을 건조하여 차로 마시면 불면증에 효능이 있다고 알려

져 있어 민간에서 많이 사용하고 있었으나, 과학적인 근거는 거

의 없는 실정이었다. 최근 본 연자들은 용안육
7,8)

, 감국
9)
및 하엽

10)

이 세포의 Cl- channel을 활성화하여 수면시간을 증강시킬 수 있

음을 보고하였으며, 또한, 홍삼11)이 GABAA receptor의 subunit

및 glutamic acid decarboxylase의 expression을 증가시킨다는 것

을 보고한바 있다.

또한, 전보12)에서 저자들은 발아현미, 배양산삼 및 용안육

혼합제제가 GABAergic system을 조절하여 수면시간을 증강시

킬 수 있음을 보고하였다. 따라서 본 실험에서는 스트레스 및 불

면증에 효능이 있는 기능성식품의 약효를 증강시키고자, 전보에

서 제조한 발아현미, 배양산삼 및 용안육 혼합제제에 홍삼, 감국

및 하엽을 가미하여 수면에 대한 효능을 측정한 결과 약간의 지

견을 얻었기에 이에 보고하고자 한다.
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재료 및 방법

1. 실험동물

본 실험에 사용한 생쥐는 ICR계 수컷 20 ± 2 g, 흰쥐는 SD

계 200 ± 20 g를 Samtako사에서 구입하여, 온도 20 ± 3℃, 습도

50 ± 5%, dark/light 12시간의 조건하에서 1 주일 이상 실험실에

적응시킨 후 사용하였으며, 고형사료와 물을 자유스럽게 섭취하

도록 하였다.

2. 시약

실험에 사용한 시약은 arabinofuranoside, poly-D-lysine,

cytosine은 Sigma Co.에서, fetal bovine serum, basal Eagle's

medium은 Life Technologies Co.에서, pentobarbital sodium은

Hanlim Pharm. Co.에서, MQAE는 Dojindo Co.에서 구입하여

사용하였으며, 기타 시약은 cell culture용 및 1급 시약을 사용하

였다. 사용기구는 multi-well plate는 Nunc Co.에서 구입하여 사

용하였으며, FLUOstar (BMG Lab Technology), CO2 incubator

(Vision scientific Co.) 등을 사용하였다.

3. 검액의 조제

발아현미, 산삼배양근 및 홍삼은 증류수로 2회 반복하여 가

열추출한 다음, 여과하여 동결건조 하였으며, 용안육, 감국 및 하

엽은 50% ethyl alcohol로 2회 반복하여 가열추출한 다음 여과하

여 동결건조한 후 혼합하여 사용하였다(이하 TW라 함, Table 1).

Table 1. Yield of The WellTM preparations (TW)

韓藥名 生藥名 중량(g)

發芽玄米 Germinated brown rice 3.97

山蔘培養根 Cultured mountain Ginseng 0.08

龍眼肉 Longanae Arillus 5.2

紅 蔘 Ginseng Radix Red 1.2

甘 菊 Chrysanthemi Flos 0.27

荷 葉 Nelumbinis Folium 0.38

合 計 11.1

4. Pentobarbital로 유도한 생쥐의 수면유도시간 및 수면시간 측정
13)

생쥐 10마리를 1군으로 하여 24 시간 동안 절식시킨 후 TW

50 및 100 mg/kg을 경구투여 하였다. 30분 후에 pentobarbital

28 또는 42 mg/kg을 복강으로 주사하고, 수면시간을 측정하였

다. 수면시간은 정향반사가 소실되는 시점에서 회복되는 시간으

로 하였으며, pentobarbital 투여 후 15분 이내에 수면을 취하지

않는 동물은 실험에서 배제하였다. 약물대조군으로는 muscimol

을 사용하였다.

5. 신경세포 분리 및 세포내 Cl- ion 측정
14)

임신 8일째의 흰쥐에서 태아를 꺼내, 뇌로부터 소뇌를 제거

하고 뇌척수막을 떼어내 신경세포를 분리한 다음 신경세포를 5%

CO2-incubator에서 24시간 배양한 후, Cytosine arabinofuranoside

를 첨가해 비신경 세포의 성장을 막고, 5일 동안 배양하여 Cl- ion

측정에 사용하였다. Cl- ion 측정은 신경세포에 MQAE 용액을 처

리하여 하룻밤 방치한 후, Cl- ion 완충액을 섞어 5분 동안 배양한

다음, 형광측정기로 Cl- ion 양을 측정하였다.

6. 통계처리

모든 실험 결과들은 mean ± S.E.M.으로 나타내었고, 통계처

리는 Student's t-test를 실시하여 p<0.05를 기준으로 유의성 여부

를 판정하였다.

결 과

1. Pentobarbital, muscimol 및 TW가 수면유도에 미치는 효과

Pentobarbital 28 mg/kg을 투여하였을 경우 생쥐 15마리 중

7마리가 수면이 유도되었고, 수면시간은 27.5 ± 3.1분 이었으며,

42 mg/kg을 투여하였을 경우에는 생쥐 15마리 중 14 마리가 수

면이 유도되었고, 수면시간은 70.9 ± 5.7분 이었다. 약물대조군인

muscimol 10 mg/kg을 투여하였을 경우 생쥐 15마리 중 수면이

유도된 동물은 없었으며, TW 300 mg/kg을 투여하였을 경우에

도 생쥐 15마리 중 수면이 유도된 동물은 없었다(Table 2).

Table 2. Sleep-inducing effects of pentobarbital, muscimol and TW

in mice

Group
Dose
(mg/kg)

Number of falling asleep/total
Sleeping time
(min.)

Pentobarbital 28 7/15 27.5 ± 3.1

42 14/15 70.9 ± 5.7

Muscimol 10 0/15 0

TW 300 0/15 0

Each value represents the mean ± S.E.M. (n=15).

2. TW가 pentobarbital로 유도한 생쥐의 수면유도시간에 미치는

효과

Pentobarbital 42 mg/kg을 투여하였을 때 대조군의 수면유도

시간은 3.7 ± 0.3분 이었으며, muscimol 0.2 mg/kg을 투여하고

pentobarbital을 투여하였을 때는 2.2 ± 0.2분으로 대조군에 비해

단축되었다. TW 50 mg/kg을 투여하고 pentobarbital을 투여하였

을 때는 2.9 ± 0.2분으로, TW 100 mg/kg을 투여하였을 때는 2.4

± 0.2분으로 대조군에 비해 수면유도시간이 단축되었다(Table 3).

Table 3. Effects of TW on sleep onset time in pentobarbital-treated

mice

Group Dose (mg/kg) Sleep onset time (min.)

Control - 3.7 ± 0.3

Muscimol 0.2 2.2 ± 0.2
***

TW
50 2.9 ± 0.2*

100 2.4 ± 0.2**

Mice were fasted for 24 h before the experiment. After the administration of TW was
given orally to mice and pentobarbital (42 mg/kg) was given intraperitoneally to mice.
Each value represents the mean ± S.E.M.

*
; Significantly different from control group

(*; p<0.05, **; p<0.01, ***; p<0.001).

3. FW가 pentobarbital로 유도한 생쥐의 수면시간에 미치는 효과

Pentobarbital 42 mg/kg을 투여하였을 때 대조군의 수면시

간은 68.7 ± 7.9분이었으며, muscimol 0.2 mg/kg을 투여하고

pentobarbital을 투여하였을 때는 125.2 ± 11.2분으로 대조군에 비
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해 연장되었다. TW 50 mg/kg을 투여하고 pentobarbital을 투여

하였을 때는 94.5 ± 8.2분으로, FW 100 mg/kg을 투여하였을 때

는 135.7 ± 10.7분으로 대조군에 비해 수면시간이 연장되었다

(Table 4).

Table 4. Effects of TW on sleep time in pentobarbital-treated mice

Group Dose (mg/kg) Sleep time (min.)

Control - 68.7 ± 7.9

Muscimol 0.2 125.2 ± 11.2***

TW
50 94.5 ± 8.2*

100 135.7 ± 10.7***

Each value represents the mean ± S.E.M.
*
; Significantly different from control group

(
*
; p<0.05,

***
; p<0.001).

4. TW가 신경세포내 Cl
-

ion 양에 미치는 효과

대조군의 세포내 Cl- 양은 11.2 ± 3.2 mM 이었으며,

pentobarbital을 2.5 μM 처리하였을 때는 17.3 ± 3.4 mM로,

muscimol 20 μM 처리하였을 때는 18.8 ± 4.7 mM로, TW 2 μg/ml

를 처리하였을 때는 19.1 ± 5.3 mM로 대조군에 비해 별 차이가

없었으나, pentobarbital 5.0 μM을 처리하면 27.3 ± 5.7 mM로,

muscimol 40 μM 처리하였을 때는 28.5 ± 7.8 mM로, TW 4 μg/ml

를 처리하였을 때는 30.2 ± 7.5 mM로 대조군에 비해 세포내 Cl-양

이 증가하였다. Pentobarbital을 2.5 μM 처리하고 muscimol 20 μM

처리하면 72.4 ± 8.9 mM로, pentobarbital을 2.5 μM 처리하고

TW 2 μg/ml 처리하였을 때는 75.2 ± 10.3 mM로 대조군에 비해

세포내 Cl-양이 증가하였다(Table 5).

Table 5. Effects of TW on chloride influx in primary cultured

cerebellar granule cells

Group Chloride influx (mM)

Control 11.2 ± 3.2

Pentobarbital 2.5 μM 17.3 ± 3.4

Pentobarbital 5.0 μM 27.3 ± 5.7***

Muscimol 20 μM 18.8 ± 4.7

Muscimol 40 μM 28.5 ± 7.8
***

TW 2 μg/ml 19.1 ± 5.3

TW 4 μg/ml 30.2 ± 7.5**

Pentobarbital 2.5 μM + Muscimol 20 μM 72.4 ± 8.9###

Pentobarbital 2.5 μM + TW 2 μg/ml 75.2 ± 10.3###

Each value represents the mean ± S.E.M.
*
; Significantly different from control group

(
**
; p<0.01,

***
; p<0.001).

#
; Significantly different from pentobarbital-treated group (

###
;

p<0.001).

고 찰

Pentobarbital로 유도된 수면시간을 증가시키는 약물들은 다양

하며15,16), 이들 작용은 중추신경계의 GABA 효능을 증가시켜 나

타난다는 것은 잘 알려진 사실이다
17-19)

.

실험결과 pentobarbital은 28 mg/kg을 투여하였을 때 생쥐

15마리 중 7마리가 수면이 유도되었으며, pentobarbital은 42

mg/kg을 투여하였을 때는 15마리 중 대다수인 14마리가 수면이

유도되었기에, 이하 실험에서는 pentobarbital을 42 mg/kg 사용

하였다. Muscimol 10 mg/kg을 투여하거나, TW 300 mg/kg을

투여하였을 때 수면이 유도되지 않았다. 이는 TW가 직접적으로

수면을 유도하지는 않는다는 것을 의미하는 것이다. Muscimol

0.2 mg/kg을 투여하고, pentobarbital을 투여하였을 때 대조군에

비해 수면유도시간이 단축되고 수면시간이 연장되었다. TW 50

및 100 mg/kg을 투여하고, pentobarbital을 투여하였을 때도 대

조군에 비해 수면유도시간이 단축되고 수면시간이 연장되었으

며, muscimol 0.2 mg/kg을 투여하였을 때와 TW 100 mg/kg을

투여하였을 때의 효력이 비슷하게 나타났다.

이의 작용기전을 규명하고자 신경세포 내 Cl- 양을 측정한

결과, pentobarbital 2.5 μM, muscimol 20 μM, TW 2 μg/ml를 각

각 처리하였을 때는 대조군과 별 차이가 없었으나, pentobarbital

5.0 μM, muscimol 40 μM, TW 4 μg/ml를 처리하였을 때는 대조군

에 비해 세포내 Cl
-
양이 증가하였다. 또한, pentobarbital 2.5 μM과

muscimol 20 μM을 병용 처리하였을 때와 pentobarbital 2.5 μM

과 TW 2 μg/ml을 병용 처리하였을 때는 pentobarbital만을 처리

한 군에 비해 세포내 Cl
-
양이 현저히 증가하였다.

이상의 실험결과 TW는 GABA 수용체 효능약인 muscimol

과 유사하게, 신경세포의 Cl- channel을 활성화하여 수면유도시

간을 단축하고 수면시간을 연장하기 때문에, 부작용이 적은 새로

운 수면유도 및 신경안정작용이 있는 기능성식품으로 개발할 가

치가 있다고 사료된다.

결 론

발아현미, 용안육, 산삼배양근, 홍삼, 감국 및 하엽 추출물을

혼합한 더웰 (TW) 제제는 신경세포의 Cl- channel을 활성화하여

pentobarbital로 유도된 생쥐의 수면유도시간을 단축하고 수면시

간을 연장시킨다고 사료된다.
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