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스코폴라민으로 유도된 Mice에서

楡根皮(Ulmi Cortex)의 기억력 개선 효과
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Ulmi Cortex Ameliorates Scopolamine-induced Memory Impairments in Mice.
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ABSTRACT

Objectives : In the present study, we assessed the effects of water extract of Ulmus davidiana(UED) on the learning 

and memory impairments induced by scopolamine in mice through its favorable acetylcholinesterase (AChE) activity 

and antioxidant effect.

Methods : The memory and cognitive enhancing effect of the UDE was investigated using a passive avoidance test, 

the Morris water maze test and Y-maze test in mice. In addition, to examine the mechanism of UDE using 

acetylcholinesterase (AChE) and antioxidant activity. 

Results : The water extract of UDE (100, and 200 mg/kg) significantly reversed the scopolamine-induced cognitive 

impairments in the passive avoidance test (P < 0.05). Moreover, UDE (100, and 200 mg/kg) also improved escape 

latencies in training trials and increased swimming times and distances within the target zone of the Morris water 

maze (P < 0.05). On the Y-maze test, UDE (100, and 200 mg/kg) also significantly reversed scopolamine-induced 

cognitive impairments in mice (P < 0.05). In an in vitro study, UDE was found to inhibit acetylcholinesterase, changes 

in neurotrophic factor (CREB), and antioxidant activity in a dose-dependent manner.

Conclusions : The water extract of UDE dramatically possesses the anti-amnestic and cognitive-enhancing activities 

related to the memory processes, and these activities were parallel to treatment duration and dependent on the learning 

models. These results suggest that the administration of UDE enhances learning and memory, and that this effect 

is partially mediated by ERK-CREB-BDNF signaling and the survival of immature neurons.  1)
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Ⅰ. 서   론

인류의 평균 수명이 의학 기술의 발전으로 점차 높아지는 

추세에 따라 각종 퇴행성 질환들이 더욱 증가하고 있다. 여러 

퇴행성 질환 중 癡呆는 치료와 조절이 어렵고 환자와 보호자

에게 많은 고통을 주는 질병이다. WHO에서 발표한 癡呆 예방 

기준에 따르면 癡呆는 신속하게 확산되는 공공위생 문제로 매년 

1000만 명의 환자가 새로 증가하고 있고 2050년에는 3배의 

증가를 예상하고 있다1). 국내의 상황을 건강보험심사평가원의 

癡呆에 대한 의료통계정보를 통해 살펴보면 우리나라의 癡呆 
환자 역시 매년 증가추세로 2013년 315.216명의 환자가 2018년 

511.931명으로 5년 사이 62.41%의 빠른 증가를 보이고 있다2).

현대의학에서의 癡呆는 사람의 기억력과 인지능력의 소실을 

의미하며, 일상생활에 장애를 가져올 정도의 상황으로 여러 

가지 질환들에 의해 나타나는 병적 증상이라고 정의하고 있으며 

원인 질환으로는 알츠하이머병, 루이소체 癡呆, 혈관성 癡呆, 

파킨슨병, 헌팅톤병, 크루츠펠트-제이야콥병, 픽병, 癡呆 등이 

주로 癡呆 증상으로 나타난다고 알려져 있다3). 주로 이용되는 

약물치료는 항산화제, 항소염제, 여성호르몬 치료, 타크린, 

아리셉트, 엑셀론 등이 치료제로 이용되고 있다. 하지만 국내·

외의 癡呆환자의 빠른 증가율을 보면 현재 이용되고 있는 치

료법의 효과는 높지 않은 것을 알 수 있다. 

韓醫學에서의 癡呆는 智能低下, 기억감퇴, 이해력 저하, 판

단력의 명확한 저하와 精神부진，반응둔감，언어감소, 善忘이 

나타나고 自力 생활 불가 등의 증상을 위주로 한 질병이다. 

발병의 病機는 精血虧虛，또는 痰濁瘀血이 上犯清竅하여 腦

髓失養을 유발하고 元神失調가 된다고 정의하고 있다4). 그 유

형을 髓海不足, 肝腎陰精虧虛, 脾腎不足, 痰濁阻竅, 氣虛 (氣

滯) 血瘀, 風痰瘀阻으로 구분하고 유형에 따라 補腎填精, 益髓

增智, 補益肝腎, 潛陽熄風, 補益脾腎，生精益智, 健脾化濕, 

滌痰開竅, 益氣（理氣）化瘀, 通絡開竅, 熄風通絡, 化痰開竅

으로 치료법을 적용한다4). 韓醫學에서의 癡呆에 대한 분류와 

현대의학의 범주에서 그 관련성을 살펴보면 先天性癡呆, 腦血

管性癡呆, 老年性癡呆, 早老性癡呆, 그리고 感染性疾病, 中毒

性疾病, 外傷性疾病과 精神病 후기의 癡呆 증상 등이 관련성이 

있는 범위라고 할 수 있다5). 病因, 病機와 증상의 상호 관련

성과 약물의 효능을 바탕으로 약물에 대한 선행연구를 진행한 

결과, 楡根皮의 효능이 증상 개선의 가능성이 있을 것으로 예

상되었고 기원에 따라 楡根皮를 구분하고 연구를 진행하였다.

楡根皮의 기원 식물은 한방 약용식물 도감에서 참느릅나무 

(Ulmus parvifolia Jacq), 느릅나무 (U. davidiana Planch. 

var. japonica Nakai), 비슬나무(개느릅나무 (U. pumila Linne) 

[U. mandshurica Nakai.], 왕느릅나무 (U. macrocarpa 

Hance) 등으로 나누고 있다. 각각의 효능을 비교해 보면 참

느릅나무의 효능은 利水, 通淋, 消癰이며, 느릅나무의 효능은 

利水, 通淋, 消癰 이다. 비슬나무의 효능은 利水通淋, 解毒消

腫으로 참느릅나무의 효능과 유사하며, 왕느릅나무의 효능은 

殺蟲消積,  散寒止潟, 祛風燥濕이다6). 이들 약물 중에서 느릅

나무가 癡呆의 개선 효과가 기대되어 실험 대상 재료로 선택

하였다. 약리작용을 기준으로 한 대상 약물을 비교했을 때 참

느릅나무는 진통, 소염작용, 항암 효과가 있었고, 비슬나무는 

항알러지 활성이 있었으며, 느릅나무(U. davidiana(楡根皮))의 

강한 항산화 활성이 癡呆 개선에 효과가 기대되었다.

연구에 이용된 스코폴라민(scopolamine)은 무스카린성 아

세틸콜린 수용체에 비특이적으로 작용하는 길항제로 콜린 신

경계 신호전달을 방해하여 동물모델과 사람의 기억력 손상을 

유발한다고 알려져 있으며, 또한 해마의 장기기억 유지를 방

해하고, 대뇌의 신경영양인자(BDNF, CREB 등)를 하향 조절

한다고 알려져 있다7). 스코폴라민은 설치류와 영장류의 학습과 

기억 장애를 유도하기 위해 사용되어 왔으며, 오랫동안 인지 

및 기억력 증가 약물 개발에 이용되어 왔다.  

조사한 고전 문헌에서 확인한 내용에 따라 癡呆 개선에 효

과가 기대되는 U. davidiana(楡根皮)를 과학적으로 확인하기 

위하여 스코폴라민으로 기억력 감퇴를 유발한 동물모델에서 

U. davidiana(楡根皮) 추출물(UDE)이 기억력과 관련된 행동 

변화에 미치는 영향을 측정하였다. 본 연구에서는 Y-maze 

시험, 수동회피 시험 및 수중미로 시험 등의 행동 실험을 진

행하였고 작용기전을 연구하기 위하여 아세틸콜린 분해효소 

억제능, 뇌 영양인자(CERB, BDNF 등) 및 항산화 활성에 미

치는 영향을 살펴보았다.      

Ⅱ. 재료 및 실험 방법

1. 재료 

1) 시약

실험에 사용된 BV-2 세포주는 American Type Culture 

Collection(ATCC)에서 제공받아 37℃ (5% CO2) 배양기에서 

5% Fetal bovine serum (FBS, Hyclone, South Logan, UT, 

USA)과 1% penicillin steptomycin (FBS, Hyclone, South 

Logan, UT, USA)이 포함된 dulbecco’s modifiedeagl’s 

medium (FBS, Hyclone, South Logan, UT, USA)을 사용

하여 배양하였다. 또한 본 실험에 사용한 (-) scopolamine 

hydrobromide, tacrine (9-amino-1, 2, 3, 

4-tetrahydroacridine hydrochloride), acetylthiocholine 

iodide and DTNB (5, 5’-dithiobis [2-nitrobenzoic acid]), 

phosphoric acid 및 aluminium(Ⅲ) chloride은 Wako사

(Japan), 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH), 

hydrochloric acid, 2,2’-Azino–bis(3-ethylbenzothia- 

zoline–6-sulfonic acid) diammonium salt(ABTS), phenol 

reagent, ascorbic acid, garlic acid, 등은 Sigma-Aldrich 

(USA)의 것을 사용하였다. 그 외에 기타 시약은 최상급의 시

약을 사용하였다.

2) U. davidiana 추출물(UDE) 제조

실험재료로 연구에 사용된 U. davidiana(楡根皮)는 동일약

업사에서 구입하여 사용하였다. 약재 100g에 증류수 1 L를 

가하여 80℃의 온도에서 2시간 동안 추출하였으며, 추출된 

액은 여과지(Advantec No.2)로 여과하고 감압 조건에서 농

축하여 용매를 제거하고 –20℃에 냉동 보관하고 실험에 이용

하였다 (수득율: 4.5%).
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3) 실험동물

실험에 사용된 동물은 수컷의 ICR mouse (SPF/VAF 

CrljBgi: CD-1) 4주령을 대한바이오링크(충북, 한국)에서 구

매하여 순화 기간은 1주일을 거쳤고 이상 증상이 없는 개체를 

선별 후 실험에 사용했다. 사육 기간 중 물과 식이는 자유롭게 

섭취하도록 하였으며 사육실 내부의 온도 23±1℃, 습도 

50±5%, 조명 시간 12시간(오전 7시∼오후 7시) 간격 및 조도 

150∼300 Lux로 설정된 사육실 조건에서 polycarbonate cage 

(27L×22W×13H cm)에 5마리 이내로 사육상자 내의 개체 

수를 조절하여 사육하고 실험에 사용하였다. 이 연구에서 진

행되는 동물실험 수행 절차는 동물보호법(제정 1991년 5월 

31일 법률 제8852호)에 근거하여 대구한의대학교 동물실험

윤리위원회의 사전심의와 윤리 규정을 준수하여 수행하였다

(승인번호: DHU2014-101). 모든 동물실험은 각각의 행동 

실험마다 새로운 동물로 실시하였으며 그 중 모리스 수중 미로 

실험이 끝난 동물을 처치하여 뇌를 적출 후 western blotting 

실험을 진행하였다. 실험동물은 7일간의 순화 기간을 통해 안

정되게 하였고 행동 실험 1시간 전 UDE를 단회 경구 투여하고 

30분 뒤 기억손상을 유발을 위하여 scopolamine 1 mg/kg을 

복강 투여 하였다. 실험동물의 군은 총 6개 군으로 나누어 용

매만 처치한 정상군(NOR), scopolamine을 투여한 대조군

(CON), UDE 50, 100 또는 200 mg/kg와 scopolamine을 

투여한 실험군(UDE 50, UDE 100, UDE 200) 및 tacrine 

10 mg/kg와 scopolamine을 투여한 양성대조군(THA, 

tetrahydroaminoacridine, Tacrine)으로 나누어 실험을 진

행하였다.

2. 실험방법

1) 세포실험

(1) 세포증식률 측정(MTT assay)

BV-2 세포를 96 well plate에 100 μL씩 1 ⨉ 105 cell/mL 

밀도로 분주한 후 24 H 동안 배양하였다. 배양 후 배지를 제거

하고, 1-100 μg/mL 농도의 UDE를 단독 또는 2 H 뒤 

lipopolysaccharide (LPS) 100 ng/mL 첨가하여 24 H 동안 

처리하였다. 그 후 5 mg/mL의 농도가 되도록 조절한 MTT 

용액을 10 μL 첨가하여 1 H 동안 배양 후 배지를 제거하고 

DMSO를 가해 성성된 formazan을 용해하였다. 최종적으로 

처리된 반응액을 570 nm 파장에서 흡광도를 microplate reader 

(Bio-Tek Synergy HT, BioTek, Winooski, VT, USA)를 

이용하여 측정하였다. 세포 생존율의 측정 결과는 시료 용액의 

첨가군과 무첨가군의 흡광도의 변화 정도에 따라 감소율 나타

내었다.

(2) NO 생성 저해능 분석

BV-2 세포를 1⨉105 cell/mL 비율로 48 well plate에 분

주한 다음 24 H 동안 배양하였다. 배양 후 배지를 제거하고, 

10∼100 μg/mL 농도의 UDE를 2 H 동안 처치리 한 후 

LPS를 100 ng/mL 농도로 처리하였다. 24 H 처리한 후 각 

well의 반응액을 100 μL씩 96 well plate에 옮겨 담고, 1% 

sulfanilamide 50 μL 와 0.1% N-1-napthyl-ethylenediamine 

dihydrochloride (NED) 50 μL를 추가하여 혼합한 후 540 nm 

조건에서 흡광도를 측정하였다.

    

2) 동물실험

(1) Y-maze test

실험은 단기 기억력을 측정 목적으로 순차적 행동 능력을 

실험하기 위하여 Y-maze test 실시하였다. 측정 장비는 세 

개의 통로로 되어 있고 각 통로의 길이는 42 cm, 넓이는 3 cm, 

높이는 12 cm이고 각 통로의 각도는 120°이다. 이 장치의 재

질은 검정색의 polyvinyl plastic으로 되어 있고, 세 개의 통

로를 각각 A, B, C로 정하여 실험을 진행하였다. Mouse를 

장치에 넣고 8분 동안 각 가지에 mouse의 꼬리까지 통로에 

들어갈 때의 횟수와, 각 통로에 차례로 진입한 횟수를 카운트

하여 1점 (실제변경, actual alternation)을 부여하였다. 변경 

행동력(alternation behavior)은 세 통로 각각에 중복되지 않게 

진입하는 것으로 정의되며, 다음의 계산 공식에 의해 계산하

였다.

변경 행동력 (Spontaneous alteration, %)

= 실제변경 (actual alternation)/최고변경(maximum 

alternation) × 100 (최고변경: 총 입장횟수-2)

 

(2) Passive avoidance test 

해마의 일정 조건화 기억과 변연계와 관련 있는 기억력에 

관련된 영향 및 working memory ability를 평가를 회피학습 

상자((주)정도비앤피, 대한민국, 서울)를 적용하여 실험을 진

행하였다. 수동회피 상자는 두 개의 공간이 어두운 공간과 밝

은 공간으로 구분되어 있고, 밝은 공간에 mouse를 넣으면 본

능에 따라 어두운 공간으로 이동하는 순간에 맞춰 5초간 0.5 

mA의 전기자극을 가한다. 전기충격을 가한 실험 다음 날 

mouse를 밝은 방에 다시 넣었을 때 어두운 공간에서의 전기

충격을 기억하여 밝은 공간에 정류하게 되는데, 이때 머무름

시간(step-through latency)으로 기억력을 측정하고 평가하

였다.

(3) Morris water maze test

해마 의존적인 공간학습 능력 및 장기 기억력 개선을 확인

하는 실험으로 원지름 90 cm, 높이 45 cm로 만들어진 수조를 

사등분하고 한 분획구역에 원지름 9 cm, 높이 25 cm의 플랫

폼을 설치하고 20±2℃ 검은 색소를 희석한 물을 플랫폼 보다 

1cm 정도 높게 채운 뒤 mouse가 플랫폼을 찾아가는데 소요

되는 시간을 측정하였다. 원형 수조에 4개의 표지판을 설치하

고 하루 4번씩 반복하고 매회 60초간 진행하였으며 mouse가 

60초 안에 플랫폼에 도달하면 실험을 완료하였고 도달하지 

못한 경우 손으로 유도하여 10초간 정류 하였다. 5일간 진행

되는 실험 중 마지막 날, 학습능력을 측정하기 위해 플랫폼을 

제거하고 2분간 플랫폼이 위치했던 지역에 정류하는 시간을 

측정하였다. 실험의 자료는 Ethovision program(Noldus, 

Netherlands)을 이용하여 기록하고 측정하였다.
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3) 아세틸콜린에스테라아제(AChE) 활성 억제 실험  

AChE 활성 억제능 확인을 위하여 Ellman GL8) 등의 방법인 

acetylthiocholine iodide(ASCh)를 기질로 이용해서 비색분

석법으로 처리하였다. 실험에 사용하지 않은 실험동물의 전체 

뇌를 적출하여 냉각된 sodium phosphate buffer(100 mM, 

pH 8.0)로 등질화 하고, 12,500 rpm, 20분간 원심분리를 거친 

후 상층부의 액을 AChE 활성을 측정하는데 효소로 사용하였다. 

시료와 양성 대조군으로 사용한 donepezil(Sigma-aldrich, 

USA)을 단계별 희석하여 이용하였다. Sodium phosphate 

buffer 134 μL, 75 mM ASCh 1 μL, 10 mM Ellman’s 용액

(5,5’-dithiobis-2-nitrobenzoic acid) 5 μL, 시료 또는 

donepezil을 50 μL 넣고 25℃에서 10분간 반응을 유지한 후 

효소원 10 μL를 추가하고 25℃로 5분 동안 반응을 유지한 후 

405 nm 조건에서 흡광도를 측정하였다. 대조군은 효소 첨가를 

제외하고 sodium phosphate buffer를 첨가한 반응액을 이용

하였고, ASCh 첨가를 제외한 반응액으로 시료와 효소 활성용 

시약 사이의 비특이적 반응이 발생하지 않는 것을 측정하였다. 

시료를 추가하지 않은 반응액의 AChE의 활성도의 조절을 

100%으로 하고 반응액은 각 시료가 첨가된 후 AChE 활성 저

해도의 결과에 따라 그래프로 정리 하였다.

4) 항산화 활성

(1) DPPH radical 소거능 측정 

1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) radical 소거능은 

화학적으로 안정화된 자유 radical인 암자색의 DPPH를 방향족 

아민류 등의 환원 작용으로 탈색되는 원리를 응용하여 항산화 

물질의 활성을 측정하는 방법으로 각 시료를 증류수에 용해한 

후 0.2 mM DPPH 용액과 100 μL씩 동일 양으로 혼합하여 

차광 상태에서 30분간 반응을 유지한 후 517 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 양성 대조군은 ascorbic acid를 사용하여 비교와 

분석을 하였으며 자유 radical 소거능은 다음의 공식을 적용

하여 처리하였다.

DPPH radical 소거활성(%)

= 100-[(시료 첨가구의 흡광도/무첨가구의 흡광도)

×100]

(2) ABTS radical 소거능 측정 

2,2‘-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate) 

(ABTS) radical 소거능은 ABTS와 potassium persulfate와 

반응시켜 짙은 청록색의 안정화된 ABTS 자유 radical을 생성

하여 항산화 물질의 작용으로 탈색이 나타나는 원리를 응용하여 

항산화 물질의 활성 정도를 측정하는 방법으로 7 mM ABTS와 

2.4 mM potassium persulfate를 1:1(v:v)로 혼합한 후 냉암

소에서 12∼16시간 반응을 유지하고 ABTS+를 형성된 후 

734 nm에서 흡광도를 0.7±0.03으로 ABTS 기질용액을 에

탄올로 희석한 후 이용하였다. 각 시료를 증류수에 용해한 후 

ABTS+ 용액과 100 μL씩 같은 양으로 혼합하고 암실에서 7분 

동안 반응을 유지한 후 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성 

대조군은 ascorbic acid를 이용하여 비교 하였고 자유 radical 

소거능은 다음의 계산식을 통하여 처리하였다.

ABTS radical 소거활성(%)

= 100-[(시료 첨가구의 흡광도/무첨가구의 흡광도)

×100]

(3) 총 폴리페놀 정량

총 폴리페놀 함량은 Folin과 Denis법에 따라 시료 10 μL과 

페놀 시약 10 μL, 10% Na2CO3 200 μL를 첨가하여 상온에서 

30분간 반응시킨 후 725 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

Gallic acid를 표준물질로 사용하여 검량선을 작성한 후 정량

하고 계산 처리하였다.

(4) 총 플라보노이드 정량

총 플라보노이드 함량은 시료 50 μL에 1 N NaOH 50 μL, 

diethylene glycol 200 μL를 가하여 37℃에서 5분간 반응 후 

420 nm에서 흡광도를 측정하였다. Rutin을 표준물질로 사용

하여 검량선을 작성 후 정량해 계산하였다.

5) Western blot 

실험동물의 해마조직을 적출하여 단백질을 BCA kit를 이용

하여 정량하였다. 정량한 단백질을 10% polyacrylamide gel

에서 전기영동으로 분리했고, polyvinylidene fluoride(PVDF) 

membrane로 이동시켰다. Menbrane을 5% 탈지 분유액(skim 

milk)으로 1시간 blocking 하고, p-ERK(1:4000, santa 

cruze), ERK(1:1000, santacruz), pCREB(1;1000, cell 

signaling), CREB(1:1000, cell signaling)와 함께 4℃에서 

24시간 동안 반응시켰다. 이를 TBST (Tris-buffered saline 

with 0.1% tween 20)로 3회 세척하고 2차 항체와 같이 상온

에서 1시간 동안 반응시켰다. 다시 TBST로 3회 세척하고 ECL 

용액을 처리한 뒤 관찰한 단백질은 LAS 4000 mini system 

(GE Healthcare, VA, USA)으로 촬영하였다.

6) 통계처리

본 연구의 모든 실험 결과는 Prism 5(GraphPad Software, 

Inc., San Diego, USA)를 사용하여 산출하였다. 실험군들의 

유의성 검정은 일원배치분산분석(one-way analysis of 

variance)를 실시하고 Newman-Keuls test에 의해 유의수준 

p < 0.05 이상에서 사후검정을 실시하였다. 모든 측정 결과의 

표시는 mean ± standard error of mean(S.E.M)으로 하였다.

Ⅲ. 결   과

1. 세포실험 

1) UDE의 세포 생존율(MTT assay)

UDE가 BV-2 세포 생존율에 미치는 영향 확인을 MTT 

assay로 진행한 결과, UDE 단독 처치 또는 LPS와 함께 처리
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한 모든 군에서 80% 이상의 세포 생존율을 나타내어 UDE가 

BV-2 세포 생존율에 영향을 주지 못하는 것으로 확인 되었

다(Figure 1A.1B).

A

    

B

Figure 1. Effects of UDE on BV2 cell viability. A: BV2 cells were treated with various doses of UDE (1 to 100 μg/mL) for 24 hours. Cell 
viabilites were mesured via MTT assay. B: BV2 cells were treated with various doses of UDE (1 to 100 μg/mL) for 2 hours, and 100 ng/mL
LPS for 24 hours. Cell viabilites were mesured via MTT assay. Results are presented as the mean ± S.E.M. All data are presented as the 
mean ± S.E.M of three independent experiments.

2) UDE의 NO 생성 저해능

BV-2 세포에 LPS 처치로 NO 생성을 유발시킨 결과, LPS 

단독 처리한 CON군에서 높은 NO 생성율을 보였으며, UDE 

처리 후 LPS로 자극한 BV-2 세포의 NO 생성율은 CON군과 

비슷한 수준으로 LPS로 증가된 NO의 수치를 UDE가 감소시

키지 못하는 것을 확인하였다(Figure 2).

Figure 2. Effects of UDE on nitric oxide (NO) production of LPS- 
treated BV-2 cell. BV-2 cells were treated with UDE for 2 hours 
and 100 ng/mL LPS for 24 hours. Supernatants of the wells were
e analyzed on NO contents via measuring the absorbance at 
540 ㎚. Results are presented as the mean ± S.E.M. All data are
presented as the mean ± sem of three independent experiments.
**P < 0.01 compared with the NOR group.  

2. 동물실험

1) Y-maze test

단기 기억의 공간 인지력을 측정하는 Y-maze test에서 변

경행동력이 scopolamine만 복강으로 투여한 CON군은 변경

행동력이 60.4±1.8%로 나타났고, 정상인 NOR군은 78.8± 

2.5%의 결과를 나타내어 기억력 손상이 유발된 것을 확인하

였고, UDE 50, 100 또는 200 mg/kg을 투여한 실험군은 각각 

64.0±1.9%, 69.0±1.3% 및 70.0±1.6%를 기록하여 CON

군과 비교하여 용량 의존적으로 변경 행동력이 증가하여 UDE 

의 공간 인지력과 단기 기억력 향상의 결과를 확인하였으며 

양성 대조군으로 사용한 THA군 역시 73.3±2.0%로 NOR군

과 비슷한 수준으로 나타났다(Figure 3A). 총 출입 횟수는 각 

군간 유의한 차이가 없어 UDE가 mouse의 일반적 운동성에 

영향 없이 기억력 향상에 도움을 주는 것을 확인할 수 있었다

(Figure 3B).

A

    

B

Figure 3 Effect of UDE in scopolamine-induced memory impairment on the Y-maze test. Mice were administered with UDE (50, 100 or 
200 mg/kg, p.o.) 1 h before the test. After 30 min, the mice were treated with scopolamine (1 mg/kg, i.p.) and tested in the Y-maze. A: 
spontaneous alteration (%), B: total entry (No.). Results are presented as the mean ± S.E.M (n=8-10). ***P < 0.001 compared with the NOR 
group. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 compared with the CON group.
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2) Passive avoidance test 

해마의 일정 조건화 기억과 변연계와 관련 있는 기억력에 

관련된 영향 및 working memory ability를 측정하는 passive 

avoidance test에서 실험 약물을 처음 투여한 시점에는 NOR

군, CON군, THA군 및 UDE 50, UDE 100, UDE 200 실험

군이 유사한 머무름시간(step-through latency time)의 결

과를 나타내었으나 24시간 경과 후 기억시험(test trial)에서 

머무름시간(step-through latency time)이 NOR군은 283.6± 

13.3초를 기록하였고, CON군은 117.8±13.7초를 기록하여 

통계적으로 유의미한 결과를 나타내어 CON군의 기억력 손상이 

확실히 유도된 것으로 확인되었다. UDE 50, 100 또는 200 mg/k 

g을 투여한 실험군은 각각 137.5±12.0초, 221.8±14.7초, 

174.8±16.3초로 나타났고 THA군 역시 213.3±13.0초로 

나타나 UDE가 손상된 기억력의 회복에 유의미한 결과를 나

타내는 것을 확인하였다(Figure 4).

Figure 4. Effect of UDE in scopolamine-induced memory impairment
on the passive avoidance test. Mice were administered with UDE
(50, 100 or 200 mg/kg, p.o.) 1 h before the test. After 30 min, the
mice were treated with scopolamine (1 mg/kg, i.p.) and tested 
in the passive avoidance. Results are presented as the mean ± 
S.E.M (n=8-9). ***P < 0.001 compared with the NOR group. ###P <
0.001 compared with the CON group.

3) Morris water maze test

Morris water maze test의 training trial에서 4일간 플

랫폼에 도달되는 소요 시간을 측정하는 학습시험에서 NOR 

군은 학습이 진행될수록 플랫폼에 도달하는 시간이 감소하는 

반면 CON군 첫날과 비슷한 수준으로 나타나 CON군에서 

NOR군에 비해 학습능력이 확연히 저하되는 것을 확인 할 수 

있었다. 또한 UDE를 투여한 실험군과 THA군에서는 학습이 

진행될수록 플랫폼에 도달하는 시간이 감소하는 것을 확인하

였다(Figure 5A). 실험 마지막 5일째에 기억력 확인의 방법

으로 플랫폼을 제거한 후 2분간 자유롭게 수영을 실시하면서 

동시에 Ethovision program으로 총 수영시간 중 플랫폼이 

위치했던 4분원 구역에 유영하는 시간을 측정하였다. 각 실험

군의 기억력 측정결과는 NOR군 53.3±3.1초, CON은 29.2± 

1.3초, UDE 50, 100, 200 mg/kg 투여한 UDE 50, UDE 100, 

UDE 200군은 31.3±1.3초, 46.1±1.1초 및 44.6±1.7초로 

나타났고, THA군은 51.7±1.6초로 CON군에서 감소된 유영

시간이 UDE에 의해 증가하는 결과를 확인하였다(Figure 5B).

Figure 5. Effect of UDE in scopolamine-induced memory impairment 
on the Morris water test. Latency time was measured for 4 days, 
probe test was performed last day. Mice were administered with 
UDE (50, 100 or 200 mg/kg, p.o.) 1 h before the test. After 30 min,
the mice were treated with scopolamine (1 mg/kg, i.p.) and tested
in the Morris water. A: escape latency time (s), B: swimming time
in target quadrant (s). Results are presented as the mean ± 
S.E.M (n=7). **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with the NOR group.
#P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 compared with the CON group.

3. AChE 활성 억제

UDE의 AChE 활성 억제 효과를 측정한 결과 UDE의 IC50

값은 1.841 μg/mL로 나타났고, 양성대조군으로 이용한 

donepezil 의 결과는 IC50값이 0.1789 μg/mL로 나타났다

(Figure 6).

Figure 6. Effects of UDE on the AChE activity.
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Figure 8. ABTS radical scavenging activity of UDE. The results are
presented as the mean ± S.E.M of three independent experiments.
***P < 0.001 compared with blank group.

Figure 9A Effects of U. davidiana extracts on pERK production in
BV-2 cells treated with LPS. Results are presented as the mean 
± S.E.M.

4. 항산화 활성

1) DPPH radical 소거 활성

항산화제는 산화의 원인으로 비정상적 화합물의 형성을 방지

하기 위해 지질 시스템 내부에 침투되어 DNA 손상을 방지하고 

노화 및 질병 예방에 도움을 준다고 알려져 있다. DPPH는 비

교적 안정된 자유 radical을 소유하는 화합물로 항산화 물질과 

접촉하면 환원 작용에 의해 radical이 소거되어 탈색되는 원

리를 응용하여 실험을 진행하였다. 본 실험에서는 천연 항산화

제인 ascorbic acid를 양성대조군으로 사용하여 UDE와의 효과

를 비교한 결과 ascorbic acid 100 μg/mL에서는 99.9±0.4% 

의 DPPH radical 소거활성을 나타내었고, UDE의 DPPH 

radical 소거 활성 실험결과는 31.25, 62.5, 125, 250, 500 및 

1000 μg/mL 농도에서 26.3±1.4%, 46.9±7.1%, 73.2±1.6%, 

87.6±0.6%, 91.9±0.0%, 93.1±0.0%로 농도 의존적으로 

증가하였다(Figure 7).

Figure 7. DPPH radical scavenging activity of UDE. The results are
presented as the mean ± S.E.M of three independent experiments.
***P < 0.001 compared with blank group.

2) ABTS radical 소거 활성

ABTS radical을 이용하여 항산화능의 측정하는 방법으로는 

항산화물질의 수소 이온 공여능을 측정을 통하여 항산화능 분석 

방법으로 ABTS와 potassium persulfate와 반응해 생성된 

ABTS free radical이 항산화 물질에 제거되어 radical 고유의 

색인 청록색이 탈색되는 원리를 응용한 방법이다. 본 실험에

서는 천연 항산화제인 ascorbic acid를 양성대조군으로 사용

하여 UDE의 효과를 비교한 결과 ascorbic acid 100 μg/mL

에서는 99.9±0.5%의 ABTS radical 소거활성을 나타내었고, 

UDE의 ABTS radical 소거 활성 실험결과는 31.25, 62.5, 

125, 250, 500 및 1000 μg/mL 농도에서 13.3±1.0%, 24.4± 

3.3%, 55.1±0.9%, 86.4±2.8%, 99.1±0.2%, 99.6±0.1% 

로 농도 의존적으로 증가하였다(Figure 8).

3) 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량

UDE의 총 폴리페놀 함량을 측정한 결과 15.4±0.7 mg 

GAE/g으로 나타났고, 총 플라보노이드 함량을 측정한 결과 

47.4±1.9 mg RUE/g으로 나타났다(Table 1).

Total phenolics(mg GAE1)/g) Total flavonoids(mg RUE2)/g)

15.4±0.73) 47.4±1.9

1) Gallic acid equivalent.
2) Rutin equivalent.
3) Results are presented as the mean ± S.E.M of 3 independent 

in triplicate.

Table 1. The total phenolic and flavonoid contents of UDE.

5. Western blot 단백질 발현량 확인

실험동물의 해마에서 pERK의 발현양을 측정한 결과, NOR

군 27.2, CON군 100으로 증가하였고, UDE 1, 10, 50, 100, 

μg/mL을 투여한 실험군이 190.1, 289.2, 412.8, 256.8로 

CON군에 비하여 증가하는 것으로 나타났다(Figure 9A). 또한 

pCREB의 발현양을 측정한 결과 NOR군 1.0±0.1, CON군 

0.5±0.0으로 감소하였고, UDE 50, 100, 200 mg/kg 을 투

여한 실험군이 0.6±0.1, 0.7±0.1, 0.8±0.1으로 CON군에 

비하여 증가하는 것으로 나타났다(Figure 9B). BDNF의 발

현양을 측정한 결과 NOR군 1.0±0.2, CON군 0.8±0.0으로 
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감소하였고 UDE 50, 100, 200 mg/kg을 투여한 실험군이 

0.8±0.1, 0.9±0.1, 0.9±0.0으로 CON군에 비하여 증가하

는 것으로 나타났다(Figure 9C).

Figure 9.B Effects of UDE on the CREB signaling pathway in 
scopolamine-induced memory impairment mice. The hippocampus
weas lysed and analyzed by Western blotting. pCREB and CREB.
Results are presented as the mean ± S.E.M (n=3-4/group).
*P < 0.05 with the NOR group.

Figure 9C. Effects of UDE on the BDNF signaling pathway in 
scopolamine-induced memory impairment mice. The hippocampus
weas lysed and analyzed by Western blotting. BDNF Results are 
presented as the mean ± S.E.M (n=3-4/group). *P < 0.05 with the
NOR group.

Ⅳ. 고   찰

본 연구에서는 스코폴라민으로 유도된 인지능력 및 기억력 

감퇴 모델을 이용하여 UDE의 개선 효능에 대하여 연구를 진행

하였다. 동물실험 결과, Y-미로 시험, 수동회피 시험, 모리스 

수중 미로 시험 모두에서 UDE 100 및 200 mg/kg를 투여한 

결과 스코폴라민 그룹에 대해 유의성 있게 기억력 개선 및 인지

능력 개선을 확인하였다. 또한, 동물실험에서 나타난 UDE의 

효과에 대한 작용기전을 확인하기 위해 아세틸콜린 분해 효소 

활성 억제능, 뇌 영양 인자(ERK, CREB)의 변화 및 활성산소

에 대하여 미치는 영향을 진행하였다. 그 결과 UDE가 뇌에서 

AChE의 활성을 용량 의존적으로 억제하였고, 해마 부위에서

의 ERK 및 CREB의 인산화를 증가시켰으며, 우수한 항산화 

효과를 나타내는 것을 확인하였다. 이와 같은 결과를 통하여 

UDE가 뇌의 영양 인자(ERK, CREB) 및 콜린성 신경계를 통

하여 기억력 및 인지능력 개선 효과가 있음을 알 수 있었다.

韓醫學에서는 癡呆의 구분은 輕症과 重症으로 나누어 神志

淡漠, 反應遲鈍, 健忘정도의 증상과 정도가 심한 顚倒, 行爲

失常 등의 증상으로 각각 구분한다. 病因은 첫째, 노령화에 

따른 肝腎不足, 腎精不足 원인의 腦髓不充 둘째, 氣血虛弱, 

精氣不足 원인의  腦神失養 셋째, 과도한 감정의 손상인 七情

內傷으로 肝氣鬱結 원인의 肝氣乘脾 넷째, 脾失建運으로 痰飮 

원인의 蒙蔽淸竅 다섯째, 心脾耗傷이 脾虛 氣血生化 無原 원

인의 氣血不足 여섯째, 脾虛失運으로 생성된 痰飮 원인의 淸

竅受蒙 일곱째, 驚恐傷腎 원인의 腎虛精虧, 髓海失充, 腦飋所

養 등으로 정리하고 있다9). 또한 癡呆 치료에 痰飮이 중요한 

이차적인 病因으로 인식되고 있으며 祛濕, 祛痰작용이 중요한 

치료 방법 중 하나가 되고 있다10). 이런 韓醫學적인 개념을 

바탕으로 여러 약물을 선행 연구한 결과 UDE가 기억력과 癡

呆 개선에 영향이 있을 것으로 예상되었다. 

먼저 UDE의 세포독성을 확인하기 위하여 BV-2 세포 생

존율에 미치는 영향 확인을 MTT assay로 진행한 결과, UDE 

단독 처치 또는 LPS와 함께 처리한 모든 군에서 80% 이상의 

세포 생존율을 나타내어 UDE가 BV-2 세포 생존율에 영향을 

주지 못하는 결과를 확인하였다(Fig. 1A, 1B). 또한 추가적

으로 UDE의 기억력 개선 효과와 뇌 염증과의 관련성을 확인

하기 위하여 NO 생성 저해능을 진행하였으나, LPS로 증가된 

NO 수치를 UDE가 감소시키지 못하여 염증 인자와는 관련이 

없는 것을 알 수 있었다(Fig. 2). 

본 연구에서 UDE의 인지능력 및 기억력 개선 효과를 확인

하여 위하여 무스카린성 수용체에 비특이적으로 작용하는 길

항제로 알려진 스코폴라민으로 유도된 기억력 감퇴 동물모델

에서 Y-미로 시험, 수동회피 시험, 모리스 수중 미로 시험 등 

다양한 행동 실험을 진행하였다. 먼저 단기 기억에 대한 UDE의 

효능을 측정하기 위하여 Y-maze 시험을 시행한 결과, 스코

폴라민을 투여한 그룹에서 자발적 변경행동력(spontaneous 

alternation)이 감소하였지만, UDE의 투여로 자발적 변경행

동력이 유의적으로 증가하는 것을 확인하여 감퇴된 단기 기억

력이 회복되는 것을 알 수 있었다(Fig 3A). 또한 동일한 조건

에서 실험동물이 각 가지(arm)에 들어간 전체 횟수(total 

entry) 및 운동력에는 영향을 주지 않았다(Fig. 3B). 또한 장기

기억을 측정하는 수동회피 시험에서도 UDE가 스코폴라민으로 

감소되었던 밝은 방에 머무른 시간(step-through latency 

time)이 유의적으로 증가하는 것을 확인하여 기억력이 회복

되는 것을 알 수 있었다(Fig. 4). 마지막으로 공간 및 학습 기

억을 평가하기 위하여 모리스 수중 미로 시험을 확인한 결과 

먼저 4일 동안 진행되는 학습 시험(training trial)에서 스코

폴라민을 단독 투여한 경우 플랫폼에 도달하는 시간이 정상군

에 비하여 유의적으로 높게 나타나서 기억력 감퇴가 잘 이루



스코폴라민으로 유도된 Mice에서 楡根皮(Ulmi Cortex)의 기억력 개선 효과 47

어진 것을 알 수 있었다(Fig 5A). 반면에 UDE의 경우에는 플

랫폼에 도달하는 시간이 스코폴라민 투여군에 비하여 유의적

으로 감소하였으며(Fig. 5A) 실험 마지막 날인 5일째에 플랫

폼을 제거한 후 진행된 기억검사(retention trial)에서도 플랫

폼에 있었던 4분원에 머무는 시간이 스코폴라민 투여군에 비

하여 유의적으로 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 5B). 

선행된 연구결과의 참고에 따르면 기억력 장애와 癡呆의 

치료를 위해 현재까지 개발된 기억력 개선 약물들에는 아세틸

콜린 합성전구체 (acetylcholine precursor), 수용체 활성제

(Receptor agonist), 아세틸콜린분해 억제제 (Acetylcholine 

esterase inhibitor) 등이 있으나 효과가 미약하고 심각한 부

작용 및 독성 때문에 아직 사용에 논란의 여지가 많은 상태이

다11-12). 확실한 치료나 예방에 효능 있는 약물이 개발되지 못

하고 있는 현재 상황에 대응하기 위하여 천연물을 이용한 연구

의 필요성은 점차 높아지고 있으며, 최근 기억력의 개선에 관한 

천연물을 이용한 아세틸콜린 분해효소 관련 연구 동향은 고본, 

산사 추출물을 이용한 기억력 개선 및 인지능력 향상에 관한 

연구13-14), 흑지마를 이용한 기억력 감퇴에 대한 개선 효과 및 

증진 효과에 대한 연구15) 등이 보고되어 있다. 본 연구에서도 

UDE의 아세틸콜린 분해효소 억제실험을 진행한 결과 유의하

게 활성 억제 효과를 확인하였으며 IC50값은 1.841 μg/mL로 

나타났다(Fig. 6). 이 결과는 UDE가 기존 약물과 같이 아세

틸콜린 분해효소 억제 효과를 통해 기억력 감퇴를 억제하는 

것을 알 수 있었다. 

활성산소는 세포의 신진대사 및 외인성 물질에 의해 세포 

내에서 만들어지며 노화에 따라 활성산소도 증가한다16). 이런 

현상과 관련하여 인간의 뇌는 에너지 요구량과 산소 소비량이 

많으며 쉽게 과산화될 수 있는 고도 불포화지방산이 풍부하고 

항산화제 및 관련 효소의 상대적 결핍으로 인해 산화적 불균

형에 매우 민감하다고 알려져 있다17). 이렇게 증가한 활성산

소는 두뇌에서 생체분자와 반응을 하며 신경 퇴행과 기억력 

손상을 유발하게 된다18). 선행 연구결과에 따라 퇴행성 질환과 

관련 있는 활성산소의 기억력 장애와 癡呆에 대한 영향을 조사

하기 위하여 항산화 활성 실험을 진행하였다. 활성산소 제거 

효능을 확인하는 방법은 안정된 자유 radical을 함유하는 DPPH 

및 ABTS 분자는 항산화제의 radical 소거능을 평가하기 위해 

가장 많이 사용된다19-20)의 연구결과에 따라  DPPH와 ABTS 

radical 소거능 측정을 진행한 결과 농도 의존적으로 증가하는 

것을 확인하였다(Fig. 7, Fig 8). 이외에도 총 폴리페놀 및 플

라보노이드 함량도 gallic acid를 표준물질로 측정한 결과 

UDE가 다량의 폴리페놀과 플라보노이드가 함유되어 있음을 

확인할 수 있었다(Table 1.). 이러한 결과로 UDE의 항산화 

효과를 확인할 수 있었고, 항산화의 효과가 활성산소를 억제

하여 퇴행성 질환인 기억력과 癡呆의 개선 가능성을 찾을 수 

있었다.

또한 항산화 기능 강화 이외에도 다양한 내인성 인자들에 

의해 신경세포를 보호하여 癡呆를 치료하는 연구가 늘어나고 

있다. 이러한 유전자 발현을 조절하는 신호 경로를 식별하는 

것은 효과적인 약물의 개발을 위한 새로운 분자 표적을 발견

할 수 있으며, 그중에서 CREB(c-AMP response element- 

binding protein)은 학습과 기억의 기초가 되는 필수 분자 대상

으로서 장기기억과 시냅스 가소성을 위해서는 CREB에 의해 

매개되는 유전자 발현이 중요하다. 이외에도 BDNF는 인산화된 

CREB의 하류 표적 중 하나로, 시냅스 가소성과 인지기능에 

중요한 역할을 담당하며, 뇌에서 ERK-CREB-BDNF 신호 

전달 경로의 활성화는 알츠하이머병과 같은 인지장애를 치료

하는 잠재적인 치료 표적으로 알려져 있다21). 본 연구에서도 

UDE의 ERK-CREB-BDNF 발현 여부를 확인한 결과 pCREB/ 

CREB에서 스코폴라민 투여군에 비해 유의하게 증가하는 것을 

확인할 수 있었다(Fig 9B). 그러나 ERK와 BDNF에서는 스

코폴라민 투여군에 비해 증가하였지만 통계적 유의성은 나타

나지 않았다(Fig 9A, Fig 9C). 

이상의 결과를 통하여 UDE가 아세틸콜린 분해 효소 억제와 

뇌 영양인자(CREB)의 증가 및 자유 라디칼 제거로 인한 항산화 

작용을 통하여 스코폴라민으로 유도한 기억력 감퇴 동물모델

에서 기억력 개선과 인지능력 개선 효과를 확인하였으며, 이

러한 결과는 U. davidiana(楡根皮)가 항치매 소재로서의 가

능성을 시사한다.

Ⅴ. 결   론

본 연구에서는 U. davidiana(楡根皮) 추출물의 기억력 개

선에 대한 효과를 관찰한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다. 

1. UDE의 세포독성을 확인하기 위하여 BV-2 세포 생존율

에 미치는 영향 확인을 MTT assay로 진행한 결과, UDE 

단독 처치 또는 LPS와 함께 처리한 모든 군에서 80% 

이상의 세포 생존율을 나타내어 UDE가 BV-2 세포 생

존율에 영향을 주지 못하는 것을 알 수 있었다.

2. 동물실험에서 단기 기억을 확인하는 Y-maze 시험을 

시행한 결과, 스코폴라민을 투여한 그룹에서 정상군에 

비교하여 변경행동력(spontaneous alternation)이 감소

하였으며, 이에 반해 UDE는 스코폴라민으로 감소하였던 

변경행동력이 유의적으로 증가하는 것을 확인하여 감퇴

된 단기 기억력이 회복되는 것을 알 수 있었다.

3. 수동회피 및 수중 미로 실험에서도 UDE가 스코폴라민

으로 유도된 기억력 감퇴를 유의적으로 개선하는 것을 

확인할 수 있었다. 

4. UDE가 아세틸콜린 신경계와 연관이 있는지 확인하기 

위하여 아세틸콜린 분해효소 억제실험을 진행한 결과 

활성 억제 효과를 확인하였으며, UDE가 기존 약물과 

같이 아세틸콜린에스테라아제 억제 효과를 통해 기억력 

감퇴를 억제하는 것을 알 수 있었다. 

5. 항산화 활성을 알아보기 위하여 DPPH와 ABTS radical 

소거능과 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량을 측정

하였다. 그 결과 UDE의 농도가 증가함에 따라 DPPH와 

ABTS radical 소거 활성도가 증가하는 것을 확인할 수 
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있었으며, 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드의 총량도 gallic 

acid를 표준물질로 측정한 결과 UDE가 다량의 폴리페

놀과 플라보노이드가 함유되어 있음을 확인 할 수 있었다. 

6. UDE의 뇌 영양인자 ERK-CREB-BDNF 발현 여부를 

확인한 결과 CREB에서 스코폴라민 투여군에 비해 유

의하게 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 그러나 ERK와 

BDNF에서는 스코폴라민 투여군에 비해 증가하였지만 

통계적 유의성은 나타나지 않았다. 

이러한 결과는 U. davidiana(楡根皮) 추출물이 기억력 개선 

및 인지능력 회복에 치료 효과가 있음을 의미하며, 향후 U. 

davidiana(楡根皮)를 이용한 다양한 분석 및 활성 연구를 통

하여 건강기능식품 및 의약품 개발에 사용될 수 있는 천연물 

소재임을 시사하고 있다. 
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