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ABSTRACT

Objectives : Achyranthes japonica Nakai (AJ) and Achyranthes bidentata Blume (AB) have been used without 

distinguishment. Moreover, comparative studies of AJ and AB on physiological activity in the organism levels remain 

fully understood. In this study, we aimed to evaluate and compare the effects of AJ and AB on anti-neuroinflammatory 

and neuroprotective effects.

Methods : AJ and AB were extracted with distilled water (DW) and 70% ethanol (EtOH) extract. For the evaluation of 

anti-neuroinflammatory effects, we measured the production of nitric oxide (NO) in lipopolysaccharide (LPS)-treated 

BV2 microglial cells. To evaluate the neuroprotective effects, we assessed cell viability against toxicity, including 

hydrogen peroxide (H2O2), 6-hydroxydopamine (6-OHDA), and amyloid-beta (Aβ), respectively, in PC12 or HT22 

cells.

Results : DW and 70% EtOH extracts of AJ and AB inhibited LPS-induced NO production in BV2 cells, with no 

significant differences between the origins and extraction solvents. Additionally, AJ and AB had no cytotoxicity, and 

exhibited the similar neuroprotective effects against H2O2 and 6-OHDA toxicities in PC12 cells, showing stronger 

activity in 70% EtOH extract compared to the DW extract. Furthermore, 70% EtOH extracts of AJ and AB protected 

neuronal cell against Aβ toxicity-induced cytotoxicity in HT22 cells.  

Conclusions : We demonstrated that AJ and AB have anti-neuroinflammatory and neuroprotective effects in the 70% 

EtOH extract compared to DW extract, with no significant differences between the species. These results suggested 

that AJ and AB would be the potential candidates for neurodegenerative diseases.    1)
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Neurodegenerative disease

*Corresponding author : Myung Sook Oh, Department of Oriental Pharmaceutical Science, College of Pharmacy, Kyung Hee University, 
26, Kyungheedae-ro, Dongdaemun-gu, Seoul, 02447, Republic of Korea.
Department of Biomedical and Pharmaceutical Sciences, Graduate School, Kyung Hee University, 26, Kyungheedae-ro, Dongdaemun-gu, 
Seoul, 02447, Republic of Korea.
·Tel: +82-02-961-9436 ·E-mail: msohok@khu.ac.kr
#First author : Siyeon Park, Department of Oriental Pharmaceutical Science, College of Pharmacy, Kyung Hee University, 26, 
Kyungheedae-ro, Dongdaemun-gu, Seoul, 02447, Republic of Korea.
·Tel: +82-02-961-2252 ·E-mail: psy9788@naver.com,
Yujin Choi, Department of Biomedical and Pharmaceutical Sciences, Graduate School, Kyung Hee University, 26, Kyungheedae-ro, 
Dongdaemun-gu, Seoul, 02447, Republic of Korea.
·Tel: +82-02-961-2252 ·E-mail: yj001217@khu.ac.kr
These authors have contributed equally to this work.
·Received : 12 August 2024 ·Revised : 31 August 2024 ·Accepted : 25 September 2024



32 大 韓 本 草 學 會 誌 ― Vol. 39 No. 5, 2024

Ⅰ. 서   론

우슬(牛膝)은 비름과(Amaranthaceae) 쇠무릎(Achyranthes 

japonica Nakai) 또는 우슬(牛膝, Achyranthes bidentata 

Blume)의 뿌리를 건조한 것으로, 겨울철에 줄기와 잎이 마른 

후 캐어 蘆頭를 제거하고 曬乾하여 쓴다. 쓰고 시며 평이한 

성질을 가지며 肝과 腎經에 작용한다. 본초학적으로 活血祛瘀, 

利尿通淋, 補肝腎强筋骨, 引血引火下行 등의 효능을 가지고 

있어, 血瘀로 인한 月經不調, 風濕痺痛, 小便淋痛, 頭痛眩暈 

등의 질환에 사용한다1). Achyranthes japonica Nakai를 기원

으로 한 것을 토우슬(土牛膝), Achyranthes bidentata Blume을 

기원으로 한 것을 회우슬(懷牛膝)이라 명명한다. 牛膝은 국가

마다 기원식물이 상이해 국내산 우슬의 경우 土牛膝, 중국에

서는 懷牛膝, 천우슬(川牛膝), 마우슬(麻牛膝)을 사용하고 있

으나, 현재 대한약전에서는 土牛膝과 懷牛膝 2종을 牛膝로 규

정하고 있다. 土牛膝은 원기둥 모양의 원뿌리에 가늘고 긴 측

근이 붙어있으며, 바깥면은 회색빛을 띤 노란색이거나 연한 

노란색이다. 懷牛膝은 가늘고 인 원기둥 모양으로 약간 구부

러져 있으며, 바깥면은 회황색과 황갈색을 띤다. 여러 개의 

세로주름이 보인다2). 

牛膝의 주요 성분으로는 ecdysterone, inokosterone, 

ponaseroside A, rubrosterone 등이 알려져 있다3). High 

performance liquid chromatography (HPLC) 분석 결과, 

土牛膝과 懷牛膝 모두 ecdysterone을 함유하고 있었으며, 土

牛膝에서 ecdysterone의 피크가 더 높게 나타났다4). β- 

Ecdysterone은 항산화5), 항염증, 면역 조절 효과6) 및 

1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) 유도 신경독성으로

부터 세포 보호 효과7)에 대한 보고가 있다. 土牛膝의 선행 연

구는 lipopolysaccharide (LPS)로 유도한 염증 억제8)
,
 콜라겐 

유도 관절염 생쥐에서의 관절염 개선9), 허혈성 뇌손상 유발 

흰쥐에서의 뇌신경세포 보호10) 등의 효과가 보고되었다. 懷牛

膝은 amyloid-beta (Aβ)에 의한 인지 기능 감퇴 및 신경염증 

억제11), 연골 재생12), 항당뇨13), 면역 조절 활성14) 등의 효과가 

보고된 바 있다. 또한 懷牛膝 유래 폴리펩타이드는 신경세포

에서 MPP+15)
,
 6-hydroxydopamine (6-OHDA)16)으로 유도

된 신경염증, 신경세포 사멸 억제 효과가 보고되었다.

土牛膝과 懷牛膝의 기원별 활성 비교 연구는 다음과 같이 

보고된 바 있다. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical 

소거능, SOD 활성도 측정을 통해 土牛膝 에탄올 추출물에서 

懷牛膝 추출물 대비 항산화 효능이 높았으며17), RAW264.7 

cell에서 LPS에 의한 nitric oxide (NO) 생성 및 inducible 

nitric oxide synthase (iNOS) 발현 증가를 土牛膝이 가장 

강하게 억제한다는 결과가 보고되었다. 그러나 牛膝의 기원 및 

추출 용매별 항신경염증 및 신경세포 보호에 대한 약리 활성을 

비교한 연구는 전무하다. 따라서 본 연구에서는 土牛膝, 懷牛

膝을 증류수 (distilled water; DW)와 70% 에탄올 (ethanol; 

EtOH)로 추출한 뒤, 이들의 항신경염증 및 신경세포 보호 효

과를 비교하여 퇴행성뇌질환에 적용하기에 더 우수한 약재와 

추출 용매의 근거를 제시하고자 하였다. 퇴행성뇌질환은 노화

에 의한 신경세포의 퇴행으로 인해 발병되며, 대표적으로 신경

염증 및 산화스트레스가 병리현상에 관여한다. 이에, BV2 미

세아교세포에서 土牛膝 및 懷牛膝 용매별 추출물의 LPS로 유

도된 NO 생성 억제 효과를 비교하고, PC12 혹은 HT22 신경

세포에서 산화스트레스 유발 독성인 hydrogen peroxide 

(H2O2), 퇴행성뇌신경질환 중 파킨슨병 및 알츠하이머병 모델

에서 사용되는 독성인 6-OHDA 및 Aβ plaque에 대한 신경

세포 보호 효과를 평가하여 의미 있는 결과를 얻었기에 보고

하는 바이다.    

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

실험에 사용된 Achyranthes japonica Nakai (AJ)는 자연

세상에서 국산 재배품을, Achyranthes bidentata Blume 

(AB)는 한뜻약초에서 중국산 재배품을 구입하였으며, 대한민국

약전 공정서를 기준으로 관능검사를 진행하였다. 각각의 원물 

5 g에 20배의 DW와 70% EtOH을 가하여 환류 추출기에서 2

시간 동안 가열 추출하였다. 여과지를 사용하여 여과 후 70% 

EtOH 추출물은 감압농축을 진행하였다. 이후 동결건조를 통해 

분말 형태의 시료를 확보하여 실험 전까지 –20 ℃에서 보관하

였다. 

Figure 1 External view of herbal medicines.
(A) 土牛膝, Achyranthes japonica Nakai
(B) 懷牛膝, Achyranthes bidentata Blume

2) 시약

세포 배양에 필요한 Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI) 1640 medium, Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM), 10% fetal bovine serum (FBS), 1% 

penicillin/streptomycin (P/S)은 Gibco Industries Inc.에서 

구입하였다. Ascorbic acid는 Junsei Inc.에서 구입하였다. 

또한 6-OHDA, H2O2, LPS, Dimethyl sulfoxide (DMSO), 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium 

bromide (MTT)와 기타 언급하지 않은 시약은 Sigma- 

Aldrich Inc. (St Louis, CA USA)에서 구입하였다. Aβ25–35는 

Anaspec사 (Fremont, CA USA)에서 구입하였다. 이후 증류

수를 가하여 500 μM이 되도록 희석 후 37℃에서 3일 동안 

incubation하여 amyloid plaque을 제조하였다.
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2. 방법

1) 세포배양

Rat의 부신 수질에 발생한 pheochromocytoma PC12 세포, 

mouse 유래 해마 신경세포인 HT22 세포, 및 mouse 유래 미

세아교세포인 BV2 세포는 한국세포주은행 (Seoul, Korea)에서 

분양받아 사용하였다. PC12 세포의 세포배양은 37℃의 5% 

CO2, 95% air 조건에서 이루어졌다. 배지는 10% FBS, 1% 

P/S가 포함된 high-glucose RPMI1640 배지를 사용하였다. 

HT22 세포와 BV2 세포의 세포배양은 37℃의 5% CO2, 95% 

air 조건에서 이루어졌다. 배지는 10% FBS, 1% P/S가 포함된 

high-glucose DMEM 배지를 사용하였다. 

2) BV2 세포에서 LPS에 대한 항신경염증 효과 측정

土牛膝, 懷牛膝 추출물의 LPS에 대한 항신경염증 효과를 

평가하고자 NO assay를 진행하였다. BV2 세포를 96 well 

plate에 2.0×104 cells/well 로 seeding 후 incubator에서 

24시간 동안 배양하였다. 다음으로 土牛膝 및 懷牛膝 DW, 

70% EtOH 추출물을 100 μg/mL로 전처리하고 배양하였다. 

1시간 후 LPS 100 ng/mL로 독성을 유도한 후 incubator에

서 23시간 배양했다. 반응이 종료된 후 상층액 70 μL을 회수

하여 동량의 griess reagent와 반응시킨 뒤, NO 생성량 확인

을 위해서 10분 뒤 540 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. NO 농

도는 sodium nitrite를 표준물질로 설정하여 정량곡선 대비 

수치로 계산하였다.

3) PC12 세포에서 세포 독성 측정

노란색 tetrazole인 MTT는 살아있는 세포 내 미토콘드리아

에서 불용성인 보라색 formazan으로 환원되며, 세포 생존율 

측정에 많이 사용된다. 해당 원리18)로 MTT assay를 진행하여 

土牛膝, 懷牛膝 추출물의 세포 독성을 평가하였다. 약물의 세포 

독성을 평가하기 위해, PC12 세포를 96 well plate에 4.0×104 

cells/well로 seeding 후 incubator에서 24시간 동안 배양하

였다. 다음으로 土牛膝 및 懷牛膝 DW, 70% EtOH 추출물을 

100 μg/mL 농도로 전처리한 후, 6시간 배양했다. 반응이 종

료된 후 상층액을 제거하고 MTT의 농도를 1 mg/mL로 처리

하여 incubator에서 3시간 배양하였다. 이후 용액을 제거한 뒤, 

DMSO 100 μL를 넣어준 뒤, 570 ㎚에서 흡광도를 측정하였

다. 세포 생존율은 대조군 대비 백분율로 표기하였다.

4) PC12 세포에서 H2O2 및 6-OHDA에 대한 세포 

보호 효과 측정

土牛膝, 懷牛膝 추출물의 H2O2, 6-OHDA 독성에 대한 신경

세포 보호 효과를 평가하고자 MTT assay를 진행하였다. 

PC12 세포를 96 well plate에 4.0×104 cells/well로 seeding 

후 incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 다음으로 土牛膝 

및 懷牛膝 DW, 70% EtOH 추출물을 100 μg/mL 농도로 전

처리하고 배양하였다. 3시간 후 H2O2 1 mM, 6-OHDA 250 

μM 로 독성을 유도한 후 incubator에서 3시간 배양했다. 반

응이 종료된 후 상층액을 제거하고 MTT의 농도를 1 mg/mL

로 처리하여 incubator에서 3시간 배양하였다. 이후 용액을 

제거한 뒤, DMSO 100 μL를 넣어준 뒤, 570 ㎚에서 흡광도를 

측정하였다. 세포 생존율은 대조군 대비 백분율로 표기하였다.

5) HT22 세포에서 세포 독성 측정

土牛膝 및 懷牛膝 추출물의 세포 독성을 평가하기 위해, HT22 

세포를 96 well plate에 4.0×103 cells/well로 seeding 후 

incubator에서 18시간 동안 배양하였다. 다음으로 土牛膝 및 

懷牛膝 DW, 70% EtOH 추출물을 100 μg/mL 농도로 전처

리한 후, 24시간 배양했다. 반응이 종료된 후 상층액을 제거

하고 MTT의 농도를 1 mg/mL로 처리하여 incubator에서 3

시간 배양하였다. 이후 용액을 제거한 뒤, DMSO 100 μL를 

넣어준 뒤, 570 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 

대조군 대비 백분율로 표기하였다.

6) HT22 세포에서 Aβ25–35 plaque에 대한 세포 보호 

효과 측정

土牛膝 및 懷牛膝 추출물의 Aβ에 대한 신경세포 보호 효과

를 평가하고자 MTT assay를 진행하였다. HT22 세포를 96 

well plate에 4.0×103 cells/well로 seeding 후 incubator

에서 18시간 동안 배양하였다. 다음으로 土牛膝 및 懷牛膝 

DW, 70% EtOH 추출물을 100 ㎍/㎖로 전처리하고 배양하

였다. 1시간 후 Aβ25-35 plaque 5 μM로 독성을 유도한 후 

incubator에서 23시간 배양했다. 반응이 종료된 후 상층액을 

제거하고 MTT의 농도를 1 mg/mL로 처리하여 incubator에서 

3시간 배양하였다. 이후 용액을 제거한 뒤, DMSO 100 μL를 

넣어준 뒤, 570 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 

대조군 대비 백분율로 표기하였다.

3. 통계처리

모든 실험 측정값은 mean±standard error of the mean 

(SEM)으로 표시하였다. Graphpad Prism 8.0.1 software 

(San Diego, USA)를 이용하여 시료 간 비교는 Student’s 

t-test를 대조군과 비교한 시료의 효능은 One-way ANOVA, 

사후 검증은 Tukey’s test를 사용하여 통계적 유의성을 판단

하였다. 분석 시 P 값이 0.05 미만일 때 유의하다고 판단하였다.

Ⅲ. 결   과

1. 시료 추출

다음은 土牛膝과 懷牛膝을 추출한 결과이다(Table 1). 土牛

膝은 DW 추출물이 35.86%, 70% EtOH 추출물이 8.18%의 

수득률을 보였다. 懷牛膝은 DW 추출물이 18.90%, 70% EtOH 

추출물이 14.13%의 수득률을 보였다. 土牛膝과 懷牛膝 모두 

DW에서 더 높은 수득률을 보였으며, DW 추출물에서는 土牛

膝이, 70% EtOH 추출물에서는 懷牛膝이 더 높은 수득률을 

나타내었다.
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Herb Extraction method Solvent Yield (%)

Achyranthes japonica Nakai Boiling (2 h)
DW 35.86

70% EtOH 8.18

Achyranthes bidentata Blume Boiling (2 h)
DW 18.90

70% EtOH 14.13

Table 1. Extraction Method, Solvent and Yield of Each Sample

2. BV2 세포에서 土牛膝 및 懷牛膝의 LPS에 의한 

NO 생성 억제 효과 측정

BV2 세포에 土牛膝, 懷牛膝의 DW, 70% EtOH 추출물 

100 μg/mL로 전처리하여 LPS에 의한 NO 생성 억제 효과를 

확인하고자 하였다 NO 양 측정 결과, 대조군(3.17±0.63 μM) 

과 비교하여 LPS 단독 처리군(22.85±0.67 μM)에서 NO가 

유의하게 증가하였다. 시료의 효능을 측정한 결과, 土牛膝, 

懷牛膝 추출물 처리군에서 NO 생성량이 LPS 단독 처리군 대비 

통계적으로 유의한 NO 발현 억제 효과를 확인하였다(AJD: 

16.54±2.00 μM, AJE: 14.77±2.28 μM, ABD: 16.97± 

1.97 μM, ABE: 15.22±1.91 μM).

Figure 2. NO Inhibitory effects of AJ, AB in LPS-induced BV2 cells.
The cells were pre-treated with DW and EtOH extracts of AJ and
AB at a concentration of 100 μg/mL for 1 h and exposed to LPS
100 mg/mL for an additional 23 h. NO concentration was 
measured by colorimetric assay at 540 nm. Values were given 
as the mean ± SEM.  ###p <0.001; compared with control group.
**p <0.01, *p <0.05; compared with LPS only treated group. 

3. PC12 세포에서 土牛膝 및 懷牛膝의 세포 독성 

측정

土牛膝, 懷牛膝의 DW, 70% EtOH 추출물의 세포독성을 

확인하기 위해 PC12 세포에 牛膝 추출물을 100 μg/mL 농도

로 처리한 뒤, MTT assay를 통해 세포 생존율을 확인하였다. 

그 결과, 대조군 대비 土牛膝, 懷牛膝 추출물 처리 군에서 통

계적으로 유의적인 차이를 보이는 세포독성이 나타나지 않았다.

4. PC12 세포에서 H2O2에 대한 土牛膝 및 懷

牛膝의 신경세포 보호 효과 측정

PC12 세포에 土牛膝, 懷牛膝의 DW, 70% EtOH 추출물 

100 μg/mL로 전처리한 뒤, H2O2 독성을 처리하여 MTT 

assay를 통해 세포 생존율을 평가하였다. H2O2 독성은 대조군

과 비교하여 유의하게 세포 사멸을 유도하였다(49.6±1.59%). 

반면, 土牛膝, 懷牛膝 추출물 처리군의 세포 생존율은 H2O2 

독성 단독 처리군 대비 통계적으로 유의한 신경보호 효과를 

보였으며 같은 기원 내에서 DW 추출물보다 70% EtOH 추출

물에서 유의적으로 강한 신경세포 보호 효능을 나타내었다 

(AJD: 57.04±1.30%, AJE: 73.23±1.58%, ABD: 62.82± 

1.02%, ABE: 74.02±0.92%).

Figure 3 Cytotoxicity of AJ and AB extracts in PC12 cells. The 
cells were treated DW and EtOH extracts of AJ and AB at a 
concentration of 100 μg/mL for 6 h. Cell viability was measured 
by MTT assay at 570 nm. Values were given as the mean ± SEM.

Figure 4 Protective effects of AJ, AB on H2O2-induced cytotoxicity 
in PC12 cells. The cells were pre-treated DW and EtOH extracts 
of AJ and AB at a concentration of 100 μg/mL for 3 h and 
exposed to H2O2 1 mM for an additional 3 h. Cell viability was 
measured by MTT assay at 570 nm. Values were given as the 
mean ± SEM. ###p <0.001; compared with control group. ***p < 
0.001, **p <0.01; compared with H2O2 only treated group. $$$p < 
0.001; compared with AJ-treated groups. &&&p<0.001; compared
with AB-treated groups.
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5. PC12 세포에서 6-OHDA에 대한 土牛膝 및 

懷牛膝의 신경세포 보호 효과 측정

PC12 세포에 土牛膝, 懷牛膝의 DW, 70% EtOH 추출물 

100 μg/mL로 전처리한 뒤, 6-OHDA 독성을 처리하여 MTT 

assay를 통해 세포 생존율을 평가하였다. 6-OHDA 독성은 

대조군과 비교하여 유의하게 세포 사멸을 유도하였다(57.27± 

2.42%). 土牛膝, 懷牛膝 추출물 처리군에서 6-OHDA 독성 

단독 처리군 대비 통계적으로 유의한 신경보호 효과를 보였으

며 같은 기원 내에서 DW 추출물보다 70% EtOH 추출물에서 

유의적으로 강한 신경세포 보호 효능을 나타내었다(AJD: 

63.80±1.68%, AJE: 75.96±1.57%, ABD: 64.59±1.11%, 

ABE: 72.50±1.25%).

Figure 5 Protective effects of AJ, AB on 6-OHDA-induced 
cytotoxicity in PC12 cells. The cells were pre-treated DW and 
EtOH extracts of AJ and AB at a concentration of 100 μg/mL for 
3 h and exposed to 6-OHDA 250 μM for an additional 3 h. Cell 
viability was measured by MTT assay at 570 nm. Values were 
given as the mean ± SEM. ###p < 0.001; compared with control 
group. ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05; compared with 6-OHDA
only treated group. $$$p < 0.001; compared with AJ-treated groups.
&&&p < 0.001; compared with AB-treated groups. 

6. HT22 세포에서 土牛膝 및 懷牛膝의 세포 독성 

측정

HT22 세포에서 土牛膝, 懷牛膝의 DW, 70% EtOH 추출물의 

세포독성을 평가하고자 100 μg/mL 농도로 牛膝 추출물을 

처리한 뒤, MTT assay를 통해 세포 생존율을 확인하였다. 

그 결과, PC12 세포와 동일하게 대조군 대비 土牛膝, 懷牛膝 

추출물 처리 군에서 세포독성이 확인되지 않았다.

Figure 6 Cytotoxicity of AJ and AB extracts in HT22 cells. The 
cells were treated DW and EtOH extracts of AJ and AB at a 
concentration of 100 μg/mL for 24 h. Cell viability was measured
by MTT assay at 570 nm. Values were given as the mean ± SEM.

7. HT22 세포에서 Aβ25-35 plaque에 대한 土牛

膝 및 懷牛膝의 신경세포 보호 효과 측정

HT22 세포에 AJ, AB의 DW, 70% EtOH 추출물 100 μg/mL 

로 전처리한 뒤, Aβ25-35 plaque독성을 처리하여 MTT assay

를 통해 세포 생존율을 평가하였다. Aβ25-35 plaque 단독 처

리군은 대조군과 비교하여 유의하게 세포 사멸을 유도하였다

(31.53±0.32%). 土牛膝, 懷牛膝 70% EtOH 추출물 처리군은 

각각 36.87±0.26%, 36.98±1.66%의 세포 생존율을 보여 

Aβ25-35 plaque독성 단독 처리군 대비 통계적으로 유의한 신경

세포 보호 효과를 보였다.

Figure 7 Protective effects of AJ, AB on Aβ25-35 plaque-induced 
cytotoxicity in HT22 cells. The cells were pre-treated DW and 
EtOH extracts of AJ and AB at a concentration of 100 μg/mL for 
1 h and exposed to Aβ25-35 plaque 5 μM for an additional 23 h.
Cell viability was measured by MTT assay at 570 nm. Values were 
given as the mean ± SEM. ###p < 0.001; compared with control 
group. *p < 0.05; compared with Aβ25-35 plaque only treated group. 

Ⅳ. 고   찰

본 연구에서는 土牛膝와 懷牛膝 DW 및 70% EtOH 추출물의 

항신경염증 및 신경보호 효능을 비교하였다.

고령화 사회로의 진입과 함께 파킨슨병, 알츠하이머병 등과 

같은 퇴행성 뇌질환의 발병률이 급증하고 있으며19), 이는 중

대한 사회적 문제로 대두되고 있다. 이러한 질환에서는 신경

세포 사멸이 두드러지게 나타나며, 신경세포의 사멸은 자유 

라디칼 형성, 미토콘드리아 기능 장애 등 다양한 요인에 의해 

유발될 수 있다20). 그중에서도 염증반응은 주요한 병리적 원인

으로, 중추신경계의 염증반응은 미세아교세포의 과활성화를 

동반하며, 이 과정에서 염증 매개물질인 NO가 과도하게 방출

되어 신경세포의 사멸을 유도하여 질환의 진행을 가속화한다21). 

본 연구에서는 BV2 미세아교세포에서 LPS로 유도된 NO 

생성에 대한 土牛膝 및 懷牛膝의 억제 효과를 평가하였다. 

LPS는 그람 음성균의 외막에 존재하는 독성 물질로 toll like 

receptor에 결합하여 NO 및 염증성 cytokine들의 발현을 증가

시킨다22). 실험 결과, 土牛膝 및 懷牛膝 추출물은 모두 유의

적으로 NO 생성을 억제하였으며, 기원 및 추출용매 별 유의

적인 효능 차이를 보이지 않았다. 향후 신경염증 관련 신호전달 
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또한 필요하다고 사료된다.

6-OHDA는 파킨슨병 모델에 대표적으로 사용하는 독성으로 

도파민, 노르아드레날린성 뉴런에 들어가 카테콜아민 신경계를 

손상시킨다23). 이는 빠른 속도로 산화하여 H2O2, superoxide 

radical 등의 산화 물질을 생성 후 세포자멸사를 일으킨다. 본 

실험 결과, 土牛膝 및 懷牛膝 추출물 처리군에서 강한 신경세포 

보호 효과를 보였으며, 기원 간 효능의 유의미한 차이는 없었

으나 70% EtOH 추출물에서 DW 추출물보다 더 강한 활성을 

보였다. 나아가, HT22 세포에서 Aβ에 대한 土牛膝 및 懷牛

膝의 세포 보호 정도를 평가하였다. 알츠하이머형 치매의 대표

적인 병리적 산물인 Aβ는 뇌에서 산화스트레스 및 신경염증을 

유도시켜 신경세포 및 시냅스 기능 장애와 사멸을 촉진시키는 

것으로 알려져있다24). 실험 결과, 土牛膝 및 懷牛膝의 70% 

EtOH 추출물 처리군에서 유의적인 신경세포 보호 효과를 확인

하였으며, 향후 각 독성으로 유도된 파킨슨병 및 알츠하이머병 

마우스 모델에서 牛膝 70% EtOH 추출물의 용량 의존적 효능 

검증 및 기원별 약리 기전을 비교하는 연구가 필요하다.

본 연구에서는 牛膝의 기원별 추출물의 화학적 성분 프로

파일을 비교하지 못한 한계점이 있지만, 실험 결과 확인 시, 

土牛膝과 懷牛膝의 항신경염증 및 신경세포 보호 효능은 기원 

간 유의적인 활성 차이가 보이지 않았다. 반면, 70% EtOH 

추출물이 DW 추출물보다 대체로 우수한 신경세포 보호 효능을 

확인하였다. HPLC 성분 분석 연구에 따르면 土牛膝과 懷牛

膝은 대표 유효성분인 ecdysterone, inokosterone를 모두 

함유하고 있으며 이들의 함량 차이는 ecdysterone을 제외하고 

유사한 정도를 보였다25). 한편, 70% EtOH은 추출 용매로 사용 

시 DW에 비해 극성 및 비극성 물질을 모두 효과적으로 용해

시키는 것으로 알려져 있으며, 특히 페놀류와 플라보노이드 

계열 화합물의 추출 효율이 높은 것으로 보고되었다26). 土牛

膝과 懷牛膝은 폴리페놀과 플라보노이드를 풍부하게 함유하고 

있어27), 퇴행성뇌질환 제어를 위한 유망한 후보물질로 고려되

는 만큼, 70% EtOH이 DW보다 더 효과적인 용매일 것으로 

고려되며, 향후 활성 성분 프로파일을 통해 퇴행성뇌질환에 

대한 牛膝의 정확한 유효 성분을 도출하는 후속 연구가 필요

하다.

Ⅴ. 결   론

본 연구에서는 土牛膝과 懷牛膝의 용매별 시료들의 항신경

염증 및 신경세포 보호 효과를 비교 후 다음과 같은 결론을 얻

었다. 

1. BV2 세포에서 LPS에 의한 NO 생성에 대한 土牛膝과 

懷牛膝의 억제 효능을 측정한 결과, 土牛膝과 懷牛膝 

DW, 70% EtOH 추출물은 모두 강한 효능을 보였으며, 

기원 및 용매별 활성의 큰 차이를 보이지 않았다.

2. PC12 세포에서 H2O2, 6-OHDA 독성에 대한 土牛膝과 

懷牛膝의 신경세포 보호 효과를 측정한 결과, 土牛膝과 

懷牛膝 처리군에서 모두 유사하게 강한 효과를 보였으며 

70% EtOH 추출물이 DW 추출물 대비 더 우수한 효과를 

보였다. 

3. HT22 세포에서 Aβ 독성에 대한 土牛膝과 懷牛膝의 신

경세포 보호 효과를 측정한 결과, 土牛膝과 懷牛膝 70% 

EtOH 추출물 처리군에서 유사하게 강한 효과를 보였다. 

이상의 결과에서 土牛膝과 懷牛膝은 유사하게, 그리고 DW 

추출물보다 70% EtOH 추출물이 항신경염증 및 신경보호 효

능이 우수함을 확인하였다.
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