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Abstract

Schwann cells play a critical role for myelination in peripheral nerve system. It also plays an 
important role in nerve protection and regeneration. In peripheral nerve damage, regeneration is 
induced by the migration and proliferation of Schwann cells which were promoted by suppressing 
the oxidative stress. In this study, Human placental extract was prepared by homogenization and 
estimated its efficacy in RSC96 cells. Placental extract exhibited a protective effect against hydrogen 
peroxide-induced oxidative stress in RSC96 cells, confirmed by MTT assay. Furthermore, placental 
extract decreased intracellular ROS against oxidative stress, confirmed by DCFH-DA assay. 
Autophagy was visualized with Cyto-ID staining to confirm the autophagy activity of placental 
extracts. The activity of autophagy was confirmed by immunoblot analysis of autophagy 
flux-associated proteins such as LC3 conversion and SQSTM1 degradation. Thus, we confirmed the 
antioxidant effect of placental extract to protect RSC96 cells from oxidative stress, and observed 
that it activated autophagy and restored autophagy flux.
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1. Introduction

말초 신경 손상은 외상으로 인해 발생하는 심각한 
임상 문제이다[1]. 중추신경계와 달리 말초신경계의 
신경 섬유에는 수초가 있어 손상 및 기능이 재생이 
될 수 있다[2]. 말초 신경 손상 후 말단부에 
Wallerian Degeneration이 발생하는데, 이는 손상
된 신경의 재생에 중요한 단계로 여겨진다[3]. 
Wallerian Degeneration은 신경 재생보다 우선시 
된다[4]. 이 과정에서 슈반세포는 대식세포가 자가포
식(Autophagy)을 통해 미엘린 조각을 삼키도록 도
와서 신경 회복 과정을 가속화 할 수 있다. 이것은 
손상 후 슈반세포의 생존이 간접적으로 신경 복구 
및 재생에 영향을 미치는 것을 보여준다[5]. 그러나 
재생된 축삭이 표적 기관에 도달하는 데 시간이 걸
리고 신경 기능이 손상 전 수준으로 돌아가는 경우
는 거의 없다[6]. 따라서 손상 후 기능적 결과를 개선
하고 신경 재생을 향상시키기 위해서는 효과적인 약
물 및 치료가 필요하다. 

산화 스트레스는 부상 후 신경 손상의 주요 원인 
중 하나로 여겨지며 말초 신경 손상 후 신경 기능 
회복에 부정적인 역할을 한다[7, 8]. 여러 연구에 따르
면 말초 신경 손상 후 산화 스트레스를 억제하면 신
경 회복을 가속화하고 신경 손상 후 기능회복을 향
상 시킬 수 있다[9, 10]. 따라서 산화스트레스 억제는 
신경 손상을 예방하고 말초 신경 손상 후 신경 재생 
및 기능 재건에 중요하다.

자가포식은 다양한 세포 유형에서 광범위하게 발
생하여 세포 내 단백질 및 손상된 세포 소기관의 축
적을 저하시켜 항상성을 유지한다[11]. 자식작용은 리
소좀 분해에 의해 손상된 세포 내 소기관 구성 요소
를 제거하는 이화 과정이다. 자식작용은 활성산소종
(ROS)과 같은 세포 스트레스에 반응하여 활성화 되
는 것으로 보고되었다[12,13]. 자가포식의 전체 과정은 
자가포식 플럭스(Autophagic flux)라고 한다. 미세
소관 연관 단백질 경연쇄3(LC3)은 자가포식의 표지
자로 자가포식의 전 과정에 관여하는 것으로 확인되
었다[14]. SQSTM1 단백질은 유비퀴틴-LC3 결합 단
백질 이다[15]. 자가포식 플럭스 발달의 후기 단계에

서 SQSTM1은 유비퀴틴 기질과 LC3-II사이의 복합
체 형성을 매개하고 최종적으로 분해를 위해 
Autolysosome으로 들어갈 수 있다. 자가포식 플럭
스의 감소는 ROS의 축적 및 미토콘드리아 손상과 
밀접한 관련이 있다[16]. 따라서 자가포식 플럭스의 
개선과 ROS의 감소는 산화스트레스를 줄이는 중요
한 이유로 작용할 수 있다.

태반은 자궁벽을 성장하는 태아와 연결하는 독특
한 기관이다. 태반은 태아의 성장과 발달에 필수적
이며 아미노산, 호르몬, 사이토카인, 성장인자, 비타
민, 생리활성 펩타이드를 함유하고 있다[17]. 인간 태
반 추출물(Human Placental extract)은 임상 용도
로 승인되었으며 건강 개선, 피부 미백, 피로 및 노
화 방지에 사용된다[18-21]. 태반 추출물은 면역 반응
을 조절하고 항산화, 항알레르기 및 호르몬 활동, 증
식 및 이동 과정을 촉진한다[22-25]. 또한 강력한 항산
화 및 항염 작용을 하는 우라실, 티로신, 페닐알라
닌, 트립토판을 함유하고 있는 것으로 알려져 있다. 
하지만 태반 추출물과 자가포식에 관련된 연구는 많
은 조사가 되어있지 않다[26]. 

본 연구에서는 슈반세포에서 태반추출물의 산화스
트레스에 대한 실험을 수행하였다. 우리는 균질화 
방법으로 태반추출물을 준비하고 쥐 슈반세포주인 
RSC96 세포 에서 실험 하였다.

2. Materials and Methods

2.1 세포 배양

쥐 슈반세포주 RSC96 세포는 10% Fetal bovine 
serum (FBS) 및 1% penicillin and Streptomycin
이 포함된 high-glucose DMEM배지를 이용하여 
37°C 와 5% CO2 에서 배양하였다.

2.2 세포 생존률 분석

세포 생존률은 MTT 분석으로 평가하였다. 
RSC96 세포를 96-well plate에 1 x 104 cell/well
의 밀도로 접종하였다. 24시간 이후 세포를 2 
mg/ml 의 태반 추출물과 24시간 동안 배양한 다음 
0.6 mM H2O2로 1시간 동안 처리한 다음 MTT 분
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석하였다.

2.3 세포내 ROS 검출

세포내 ROS 수준을 평가하기 위하여 DCFH-DA
를 이용하여 검출하였다. RSC96세포를 12-well 
plate에 1 x 105 cell/well로 접종하였다. 24시간 이
후 태반 추출물과 24시간 동안 배양한 다음 0.6mM 
H2O2로 1시간 동안 처리하였다. 1XPBS로 세척한 
후 30분동안 37°C에서 20μM DCFH-DA를 처리하였
다. PBS로 세척 후 Hoechst 33342(1:1000)를 20분
동안 처리하였다. PBS로 세척한 후 Nikon Eclipse 
Ti2 형광현미경으로 세포를 관찰하고 DS-Ri2 디지
털카메라로 촬영하였다. 형광은 Image J 프로그램을 
이용하여 정량화 되었다.

2.4 자가포식 검출 분석

Autophagosomes는 CYTO-ID® 자가포식 검출 
키트로 측정되었다. RSC96 세포를 24-well plate에 
4 x 104 cell/well로 접종한 다음 24시간 이후 2 
mg/ml 태반 추출물 또는 500 nM Rapamycin을 
30 μM Chloroquine과 함께 12시간동안 처리하였
다. 처리 후 배지를 제거하고 제조사의 지시에 따라 
Cyto-ID assay를 진행하였다. 세포는 Nikon 
Eclipse Ti2 형광현미경으로 세포를 관찰하고 
DS-Ri2 디지털카메라로 촬영하였다. 

2.5 면역블롯 분석

PMSF와 inhibitor cocktail을 포함하는 50 μl 의 
RIPA buffer을 사용하여 RSC96세포에서 총 단백질
을 추출하였다. 그 다음 원심분리기를 이용하여 
16,000rpm에서 20분 동안 원심 분리하였다. 단백질 
농도는 BSA assay kit로 측정하였다. 그런 다음 단
백질 샘플을 4°C에서 16시간 동안 SQSTM1(1:500), 
LC3(1:500), GAPDH(1:1000)에 대한 특이적 항체를 
사용한 면역블롯 분석을 실시하였다. 이후 HRP가 
결합된 2차 항체를 사용하였다. 단백질 밴드는 ECL
검출 시스템을 이용하여 X-ray film에 노출되었다.

2.6 통계 분석

모든 데이터는 표시된 실험 횟수의 평균 ± 표준 
편차로 표시되며 유의성은 Student’s t-test를 사용하
여 분석하였다. 그룹간의 통계적 비교는 independent 
t-test를 사용하여 분석되었다.

3. Results and Discussion

3.1 태반 추출물의 산화스트레스에 대한 보호효과

태반 추출물의 항산화 효과를 확인하기 위하여 태
반추출물을 24시간 동안 배양한 다음 0.6 mM H2O2

를 1시간동안 처리 하였다. 세포 생존률은 처리되지 
않은 RSC96세포에 비해 2 mg/ml 태반 추출물이 
전 처리된 RSC96세포에서 유의하게 증가하였으며 
태반 추출물만 처리된 군에서는 유의한 세포 증식력
의 증가를 확인 할 수 있었다. 따라서 산화스트레스
로 유도된 세포 손상이 태반추출물 처리에 의해 감
소되었음을 나타낸다. 

Fig. 1. 태반 추출물의 산화스트레스 보호효과

3.2 태반 추출물의 세포내 ROS의 제거

과도한 수준의 ROS는 산화 스트레스와 세포 손상
을 유발한다. 태반 추출물이 처리된 RSC96세포에서 
H2O2에 대한 보호효과를 확인하였기 때문에 세포내 
ROS수준을 평가하였다. 세포내 ROS수준을 측정하
기 위해 0.6 mM H2O2를 1시간동안 처리하였다. 세
포내 ROS수준은 태반 추출물이 전 처리된 RSC96세
포에서 유의하게 감소하였다. 이러한 결과는 태반추



임경민 ․ 조광원 ․ 장철호

J. Chosun Natural Sci., Vol. 15, No. 3, 2022

126

출물이 산화스트레스 상태에서 ROS를 제거하여 세
포를 보호하는 것을 시사한다.

Fig. 2. 태반 추출물의 세포내 ROS 제거

3.3 태반 추출물의 자가포식 활성

태반 추출물이 자가포식의 활성에 영향을 미칠 수 
있는지 확인하기위하여 자가포식 활성을 확인하였
다. Cyto-ID 분석은 태반 추출물의 자가포식 활성을 
측정하는데 사용 되었다. 태반 추출물과 양성 대조
군인 라파마이신(Rapamycin)이 처리된 세포는 자가
포식 활성을 나타내었다. 이 결과는 태반추출물이 
자가포식를 활성화하여 세포내 ROS를 제거 할 수 
있음을 시사한다.

Fig. 3. 태반 추출물의 자가포식 활성 능력

3.4 태반 추출물의 자가포식 플럭스의 회복 능력

LC3-II 의 형성 및 SQSTM1의 분해를 면역블롯 
분석으로 확인하였다. LC3-II의 발현은 태반추출물
이 전 처리된 군에서 확연하게 증가하였으며 
SQSTM1은 H2O2만 처리된 군에서는 증가하는 것을 
보여주지만 태반 추출물이 전 처리된 군에서는 확연
한 감소를 확인 할 수 있었다. LC3-II의 증가는 
Autophagosome의 증가로 볼 수 있으며 SQSTM1
의 감소는 자가포식 플럭스로 인해 잘 분해하고 있
다는 것을 나타낸다. 따라서 H2O2가 처리된 군에서 
산화 스트레스로 인하여 고장난 자가포식 플럭스의 
모습을 볼 수 있지만 태반 추출물이 전 처리된 군에
서는 자가포식 플럭스가 작동하는 것을 볼 수 있다. 
결과적으로 태반 추출물은 자가포식 플럭스의 활성
을 통하여 세포내 ROS를 제거함을 나타낸다.

Fig. 4. 태반 추출물의 산화 스트레스에 대한 자가포식
플럭스 관련 단백질

4. Conclusion

슈반세포에서 산화스트레스를 억제하는 것은 말초 
신경 회복을 가속화 할 수 있으며 손상된 기능 회복
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을 향상시킬 수 있다. 따라서 본 연구에서는 태반 
추출물의 효과를 확인하기 위하여 쥐 슈반세포주인 
RSC96 세포에서 H2O2로 산화스트레스를 유도하여 
실험을 진행하였다. 앞서 데이터에서 보여준 바와 
같이 태반 추출물의 처리는 슈반세포에서 산화스트
레스를 억제하였으며 ROS또한 감소하였다. 또한 자
가포식 플럭스의 회복으로 인하여 산화스트레스로부
터 세포를 보호 할 수 있는 것을 확인하였다. 본 연
구는 태반 추출물의 효능을 검증하는 연구자들에게 
도움을 줄 것으로 사료된다.
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