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H2O2로 유발된 C6신경교세포 사멸에 대한 총명공진단의 보호 효과
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ABSTRACT
Objectives:ThisstudywasconductedtoidentifytheprotectiveeffectsofChongmyunggongjin-dan(CMGJD)on

Hydrogenperoxide(H2O2)-inducedapoptosismechanismsinC6glialcells.

Method:WeusedCMGJD afterdistilledwaterextraction,filtration,andlyophilization.TheROSscavengingeffectwas
examinedbyfluorescencemicroscopy.ExpressionlevelsofproteinsrelatedtoROSgenerationwereinvestigatedbywestern
blotting.Functionalchangesin organellesrelatedtoReactiveoxygen species(ROS)generation wereinvestigatedby
immunoblottingandbyverifyingexpressionlevelofrelevantenzymes.

Results:TheCMGJD extractprotectedthecellsagainstH2O2-inducedmorphologicalchangesandDNAfragmentation,
inhibitedtheincreaseofHeme_oxygenase-1(HO-1)andthedecreaseincatalase,protectedagainstthelossofmitochondrial
membranepotential,inhibiteddisturbancesoflysosomalfunction,andinducedanincreaseinperoxisomes.

Conclusion:CMGJDwasconfirmedtohaveaprotectiveeffectonH2O2-inducedC6glialcelldeathpossiblybyblocking
thepathwayscausingdamagetosubcellularorganelles,suchasmitochondria,lysosomes,andperoxisomes.Weassumethat
CMGJDwillbeeffectiveforthepreventionandtreatmentofischemicstrokeinaclinicalenvironment.
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Ⅰ.서 론

허혈성 뇌손상(Brainischemia)은 혈전으로 인한

혈관폐색,심장질환에기인한색전,혈관염,leukoaraiosis

등에 의해 뇌에 혈액 공급이 부족하게 되어 발생

하며,뇌경색,간질 등의 신경질환과도 연관된다
1
.

허혈성 뇌손상은 흔히 중추신경세포의 손상을

야기하며
2
,괴사(necrosis)와 glutamate에 의한 흥분

독성,이온통로를 통한 칼슘의 세포 내 유입,활성

산소에 의한 산화적 손상,acidosis등 다양한 생체

내의 생화학적 기전이 단독 또는 복합적으로 작용

하는 세포사멸(apoptosis)이 보고되었다
3
.

이 중 활성산소의 일종인 H2O2는 처음에 hydroxyl

radical로 바뀌고,이것이 물로 바뀌기 전에는 세포

에 강력한 산화 스트레스를 주어 세포 손상을 가

속화시키며,이는 알츠하이머병,파킨슨병 같은 신

경변성 질환 및 노화 등과도 관련되어 있어
4
항산

화 기작을 통한 신경세포 보호가 허혈성 뇌 질환의

중요한 치료 목표가 된다.
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공진단(供辰丹)은 精氣神을 補하고 臟腑의 虛損

을 치료하는 처방으로,“供辰丹”이라는 처방명은 宋

代 ≪是齋百一選方≫5에서 최초로 등장하였으며,

≪東醫寶鑑≫
6
에서는 危

7
의 ≪世醫得效方≫을 인용

하여 ‘肝虛藥'으로 수록하고 있으며,임상에서는 원

방에 가감하여 활용하는 경우가 많아 본 연구에서

도 聰明湯 계열의 약재와 신경 보호 효과 및 항산

화 효과가 있다고 알려진 약재들을 가감하여 총명

공진단(CMGJD)을 조제하여 사용하였다.

공진단 가미방에 관련된 실험 연구로 항산화 작

용8,9,항염증 효과10,11,면역 증진 효과12,간 보호 효

과
13,14
,퇴행성 신경질환의 회복 효과

15,16
,항 피로

효과17,생식력 회복 효과18와 관련된 연구가 보고

되었으나,활성산소에 의한 신경교세포 사멸과 관

련된 보호 효과 및 기전에 대한 연구는 부족한 상

태이다.

이에 저자는 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸

에 있어 CMGJD의 보호 효과를 알아보기 위하여

C6신경교세포에서 활성산소종에 의한 세포사멸

및 보호기전에 관련된 단백질 및 세포소기관의 기

능 변화를 비교,관찰한 바 유의미한 결과를 얻었

기에 보고하고자 한다.

Ⅱ.실험 방법

1.재 료

1)세포주

흰쥐 신경교세포주인 C6신경교세포는 한국 세

포주은행(KNCC,서울대학교)에서 분양받아 5%

CO2,95% 대기 공기 및 37℃ 환경의 세포배양기

에서 계대 배양하였다.

2)약 재

약재는 원광대학교 전주한방병원(Jeonju,Korea)

에서 구입하여 사용하였고,총명공진단(CMGJD)

한 제의 분량은 다음과 같다(Table1).

Herbal
medicine
name

Scientificname
Dosage
(g)

鹿 茸 CervuselaphusLinne 160

當 歸 AngelicagigasNakai 160

山茱萸
CornusofficinalisSieboldet

Zuccarini
160

麝 香 MoschusmoschiferusLinne 6

紅 蔘 PanaxginsengC.A.Meyer 160

熟地黃
RehmanniaglutinosaLiboschitz

exSteudel
160

白茯神 PorniacocusWolf 80

石菖蒲 AcorusgramineusSolander 80

遠 志 PolygalatenuifoliaWilldenow 80

龍眼肉 DimocarpuslonganLoreiro 80

沈 香 AquilariaagallochaRoxburgh 14

Totalamount 1140

Table1.ThePrescriptionofCMGJD

3)시약 및 기기

Dulbecco'smodified eagle'smedium(DMEM),

glucose-freeDMEM,Fetalbovineserum(FBS),

Phosphatebufferedsaline(PBS,pH7.4),항생제 및

trypsin은 GIBCO BRL Co.(GrandIsland,NY,

USA)로부터 구입하여 사용하였다.Methylthiazol

-2-yl-2.5-diphenyl,tetrazolium bromide(MTT),

Sodium dodecylsulfate(SDS),H2O2,Dimethyl

sulfoxide(DMSO),2,7-dichlorofluoresceindiacetate

(DCF-DA),4’,6-diamidino-2-phenylindole(DAPI),

JC-1및 lysotracker는 SigmaCo.(St.Louis,Missouri,

USA)로부터 구입하여 사용하였으며,ELISAreader

는 MolecularDevicesCo.(Sunnyvale,CA,USA)에

서 구입하여 사용하였다.Bradford assay kit는

Bio-RadCo.(Berkeley,CA,USA)에서,enhanced

chemiluminescencekit(ECLkit)는 Thermofisher

Co.(Waltham,Massachusetts,USA)에서 구입하여

사용하였다.anti-LC3-I/II는 Cellsignaling Co.

(Danvers,Massachusetts,USA)에서 구입하여 사용

하였으며,Lamp-1,PMP70,Catalase,HO-1,Cathepsin
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B,CathepsinL,ACOX-1의 항체는 SantaCruzCo.

(Santacruz,CA,USA)에서 구입하여 사용하였다.

2.방 법

1)시료의 제조

정선된 한약재를 증류수로 추출 후,음건하고

Table1의 CMGJD약재 100g을 계량하여 증류수

1000ml로 냉각기를 부착한 환저플라스크에서 3시

간 끓인 후,거즈로 여과하고,3,200rpm으로 20분

간 원심분리 후 농축기(Rotaryevaporater)로 농축

한 다음,-80℃(DeepFreezer)에서 12시간 이상

동결건조기로 완전히 건조시켜 23.8 g(평균수율

23.8%)의 시료를 얻었다.시료는 500mg/ml이 되

도록 phosphate-bufferedsaline(PBS,pH 7.4)으로

녹여 4℃에서 보관하고 실험 시에는 DMEM에 희

석해서 사용하였다.

2)세포주 배양

C6신경교세포는 10% FBS가 포함된 DMEM

(Glucosehigh,4.5g/L)세포 배양액으로 5% CO2,

95% 대기공기 및 37℃ 세포배양기에서 10cm세

포 배양판에 배양하였다.24시간 간격으로 0.05%-

trypsin/EDTA를 사용하여 계대배양 하였으며,배

양액을 교체한 후 logphase에 있는 세포를 사용하

였다.각 실험 조건에 따라 H2O2를 세포 배양액에

희석하여 처리하였고,CMGJD은 H2O2를 처리하기

30분 전 처리 후 실험을 수행하였다.

3)세포생존율 측정

MTT 분석법으로 세포 생존율을 측정하였다.

C6신경교세포를 배양판에 1×105cells/ml의 세포

배양액을 각각 분주하여 12시간 배양하여 부착시

키고,각 조건에 따라 처리한 후 배양기 안에서 일

정 시간 배양하였다.CMGJD 및 H2O2를 30분 전

처리 후 실험을 진행하였으며,배양 완료 4시간 전

에 MTT용액(5mg/mlinPBS)을 배양액 부피의

1/10이 되도록 100μl씩 첨가한 다음,4시간 후 상

층액을 제거하여 바닥에 부착된 불용성 formazan

을 완전히 건조하였다.불용성 formazan은 DMSO

용액으로 충분히 용해한 다음,분광광도계 ELISA

reader를 이용하여 545nm파장에서 흡광도를 측정

하였고,대조군과 비교하여 백분율(%)로 표시하였다.

4)세포내활성산소종(ROS)생성측정:DCF-DA

형광염색

세포 내 활성산소종(ROS)의 생성을 측정하기

위해 형광 probe인 DCF-DA와 반응시킨 후 형광

현미경으로 관찰하였다.각 시약을 처리한 후 세포를

얻기 전에 5μM 농도의 DCF-DA를 처리하여 37℃

에서 30분간 배양하여 형광현미경(IX71,Olympus,

Tokyo,Japan)으로 형광 세기를 비교,관찰하였다.

5)Westernblotanalysis

실험 완료 후 C6신경교세포를 포집하여,차가운

PBS로 2회 세척 후,RIPA용액(50mM HEPES

pH 7.4,150mM NaCl,1% deoxy-cholate,1mM

EDTA,1mM PMSF,1μg/mlaprotinin)으로 4℃

에서 30분간 반응시켰다.용해 세포 부유액에 2X

samplebuffer를 섞어 98℃에서 5분간 끓인 후

10%,12% 및 15% SDS-PAGE를 시행하였다.전기

영동이 끝난 gel의 단백질을 nitrocellulosemembrane

으로 50V,2시간 transfer후 blocking(5% skim

milk)하여 상온에서 1시간 반응하여 비특이적 항

체 결합을 예방하였다.일차 항체들은 Antibody

solution(TBSTwith3% skim milk)에 1:3000으로

희석하여 nitrocellulosemembrane과 상온에서 2시

간 반응시켰다.이후 2차 항체(Antibodysolution

1:5,000으로 희석)와 상온에서 1시간 반응하였다.

Nitrocellulosemembrane은 TBS-T(tris-bufferedsaline

+Tween20)로3회세척후enhancedchemiluminescence

kit(ThermofisherCo.)를 사용하여 Chemidocsystem

(BioRad.)으로 발현량의 변화를 측정하였다.

6)미토콘드리아 기능 장애 측정 :JC-1형광염색

세포의 미토콘드리아 기능 장애 여부를 측정하

기 위해 JC-1염색 후 형광 변화를 형광현미경으로

관찰하였다.각 시약 처리 후 세포를 얻기 전 1μM

농도의 JC-1을 세포에 처리하여 37℃에서 30분간

배양한 후 PBS(pH 7.4)로 세척하고,형광현미경
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(Olympus)으로 관찰하였다.

7)리소좀 기능 장애 측정 :Lysotracker형광염색

세포의 리소좀 기능 장애 여부를 측정하기 위해

lysotracker염색 후 형광 변화를 형광현미경으로

관찰하였다.각 시약 처리 후 세포를 얻기 전 1μM

농도의 lysotracker를 처리하여 37℃에서 30분간

배양한 후 PBS(pH7.4)로 세척하고,형광현미경으

로 관찰하였다.

8)면역형광염색(Immunofluorescencestaining)

세포 내 단백질의 발현 위치와 양의 변화를 측

정하기 위해 면역형광염색을 실시하였다.세포는

배양판에 1×10
5
cells/ml의 세포 배양액을 각각 분

주해서 24시간 배양 후 부착시키고,각 조건에 따

라 처리 후 배양하였다.각 실험이 완료된 후 차가

운 PBS로 2회 세척하고,4% paraformaldehyde로

15분 동안 실온에서 반응시켜 세포를 고정하고,

blocking(5% BSAwithTritonX-100)하여 상온에

서 1시간 반응시켜 비특이적 항체 결합을 예방하였

다.Lamp-1및 CathepsinB 등에 대한 항체는

Antibodysolution(PBSTwith3% BSA)에 1:200

으로 각각 희석하여 반응하였고,이어서 2차 항체와

상온에서 1시간 반응하였다.PBST로 3회 세척 후

antifadeprolongmountingsolution(MolecularProbe)

으로 mount하여 형광현미경으로 관찰하였다.

9)지질대사체 변화량 조사 :GC-MS

긴사슬지방산의 양을 측정하기 위해 세포를 분

쇄하고,Heneicosanoicacid를 사용하여 세포 내 지방

산을 추출하였다
19
.지방산은 KOH로 녹인 후 HCl를

첨가하여 중화시키고,60℃에서 30분간 BCl3-MeOH

로 반응한 후 GC-MS(Shimadzu)를 시행하고,7890A

/5975A(Agilent)로 분석하였다.

3.통계처리

표시된 결과는 3회 이상의 독립적인 실험결과로

서 통계처리는 One-wayANOVAtest를 이용하여

처리하였으며,p-value가 최대치 0.05미만의 경우

를 유의한 것으로 판정하였다.

Ⅲ.결 과

1.H2O2가 C6신경교세포의 생존율에 미치는 영향

H2O2가 C6신경교세포에 미치는 독성을 알아보

기 위해 H2O2처리 후 농도 및 시간에 따른 생존

율을 측정하였다.다양한 농도의 H2O2를 12시간 및

24시간 처리하여 생존율을 조사한 결과,25,50,100,

200및 400μM 농도의 H2O2를 12시간 처리 시,

83.9,73.9,47.6,22.0및 22.6%의 세포생존율을 보

였으며,동일한 농도의 H2O2를 24시간 처리 시

72.1,48.5,20.6,10.7및 11.5%의 세포생존율을 각

각 나타내어 농도 및 시간 의존적으로 생존율이

감소하였다(Fig.1A).

또한,100μM 농도의 H2O2를 12시간 처리 시 대

조군에 비하여 세포 수의 감소와 함께 형태변화가

동반되는 세포사멸이 관찰되었으며,200μM 농도의

H2O2를 12시간 처리 시 세포생존율의 급격한 저하와

함께 세포표면이 현저하게 손상되었다(Fig.1B).

따라서 이후의 다른 모든 실험들은 100μM 농

도의 H2O2를 실험 목적에 따라 각각 다른 시간으

로 처리하여 시행하였다.

2.CMGJD이 H2O2에 의한 C6신경교세포의 생존율

에 미치는 영향

CMGJD이 세포생존율에 미치는 영향을 알아보

기 위해 C6신경교세포에 다양한 농도의 CMGJD

을 30분 전 처리 후 100μM 농도의 H2O2를 12시간

처리하여 세포생존율을 측정한 결과,H2O2100μM

에 의해 32.6%로 감소했던 세포생존율이 CMGJD

을 농도별로 전 처리한 경우에는 점차 유의하게

증가하기 시작하여 CMGJD 0.25,0.5및 1mg/ml

농도에서는 각각 76.1,98.0및 99.5%를 나타내어

농도 의존적으로 세포생존율이 증가하였다(Fig.2).

CMGJD 0.25,0.5및 1mg/ml농도를 C6신경

교세포에 단독으로 12시간 처리한 군에서는 각각

109.0±3.44,98.5±3.11그리고 108.0±.3.4%의 세포생존

율을 보여유의한 세포독성은관찰되지 않았다(Fig.2).
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Fig.1.CellviabilityonH2O2-treatedC6glialcells.

A:Cellsweretreatedwithvariousconcentration
ofH2O2 forseveraltimes.Cellviabilitywas
measuredbyMTTassay.Resultswererepresented
asthemeans± S.D.ofthreeindependent
experiments.*p<0.05,**p<0.01comparedto
controlcells.B :Morphologicalchangesin
H2O2-treated cells.Imagesweretaken using
contrastmicroscopy.

Fig.2.CMGJDattenuatesH2O2-inducedcytotoxicity
inC6glialcells.

Cellswerepretreatedwithvariousconcentration
ofCMGJD for30minandfollowedbythe
additionof100uM H2O2for12hrs.Then,the
viabilitywasmeasuredbyMTTassay.Results
representedasthemean(%)±S.D.ofthree
independentexperiments.*p<0.01,# p<0.05by
One-wayANOVAtest,comparedtotreatedgroup.

3.CMGJD이 H2O2에 의한 C6신경교세포의 형태학

적 변화 및 세포사멸에 미치는 영향

CMGJD이 세포의 형태학적 변화에 미치는 영

향을 조사하기 위하여 세포의 형태를 위상차현미

경으로 관찰하였다.C6신경교세포는 100μM 농도

의 H2O2를 12시간 처리 시 세포 수의 현저한 감소와

함께 크기가 줄어들고 핵이 분절되었으나,1mg/ml

의 CMGJD을 30분 전 처리 후 H2O2를 12시간 처

리한 군에서는 세포 수의 감소가 억제되었으며,대

조군과 유사한 형태를 보였다(Fig.3A).

또한,동일한 조건에서 세포핵을 DAPI로 형광

염색한 후 형광현미경으로 확인한 결과,H2O2처리

시 세포핵의 DNA가 응축되거나 분절되어 세포사멸

이 초래되었으나 1mg/ml의 CMGJD30분 전 처리

시 세포핵의 응축 및 분절이 보호되었으며(Fig.3B),

1mg/ml의 CMGJD12시간 단독 처리군에서는 유

의한 세포 수의 감소나 형태 변화 및 세포핵의 응

축이나 분절이 관찰되지 않았다(Fig.3).

Fig.3.CMGJDprotectsH2O2-inducedmorphological
changeandDNAfragmentationofC6glial
cells.

CellswerepretreatedwithCMGJD (1mg/ml)
andaddedH2O2 (100μM)for12hrs.Cells
werestainedwithDAPI(5μM)andcellswere
observedundermicroscopy(A)orfluorescent
microscopy(B).

4.CMGJD의 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸에서

활성산소종 제거 효과

CMGJD의 활성산소종 제거 효과를 조사하기 위



황규상⋅신용진

49

하여 DCF-DA형광염색을 통해 활성산소종의 양

을 형광현미경으로 관찰하였다.C6신경교세포에

100μM 농도의 H2O2를 6시간 처리 시 현저하게 초

록 형광이 증가하였으나,1mg/ml의 CMGJD을 30분

전 처리 후 동일한 농도의 H2O2를 6시간 처리한 군

에서는 초록 형광이 현저하게 감소되어 대조군과

유사한 세포 형태를 보였으며,1mg/ml의 CMGJD

6시간 단독 처리군에서는 초록 형광이 관찰되지

않았다(Fig.4).

Fig.4.CMGJDhasascavengereffectonH2O2-
treatedC6glialcells.

Cellswerepretreatedwith1mg/mlCMGJD
for30minandadded100μM H2O2inC6glial
cellsfor6hrs.Thencellswerestainedwith5
μM DCF-DAfor30minandobservedunder
fluorescentmicroscopy.Scalebar=20μm.

5.CMGJD이 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸에서

HO-1및 Catalase발현 변화에 미치는 영향

CMGJD의 활성산소종 조절 기전을 조사하기

위해 HO-1및 Catalase의 발현 변화를 western

blotanalysis로 확인하였다.다양한 농도의 H2O2를

C6신경교세포에 10시간 처리 후 HO-1의 발현량

을 조사한 결과 25,50및 100uM 농도에서는 대

조군에 비해 발현 증가가 크지 않았으나,200uM

농도에서는 현저하게 발현량이 증가하였다(Fig.5A).

또한,100uM H2O2의 처리 시간을 다양하게 한 결

과,Catalase의 발현량은 시간 의존적으로 감소하

였다(Fig.5B).

그러나 1mg/ml의 CMGJD을 30분 전 처리 후

100uM 농도의 H2O2를 10시간 처리 시,증가했던

HO-1의 발현량이 감소되었고,감소했던 Catalase의

발현량은 대조군 수준으로 회복되었다(Fig.5C).

Fig.5.EffectofCMGJDonHO-1andCatalase
proteininH2O2-inducedC6glialcelldeath.

Cellsweretreatedwith1mg/mlCMGJD for
30minandadded100μM H2O2inC6glial
cellsfor6hrs.Celllysatewasseparatedby
SDS-PAGE,and immunoblotted forHO-1,
Catalase,andβ-actin.

6.CMGJD이 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸에서

미토콘드리아 기능 장애에 미치는 영향

세포 내 활성산소종의 생성과 연관이 있는 미토

콘드리아의 기능 장애 여부를 미토콘드리아 특이

형광염색제인 JC-1으로 조사하였다.100μM 농도

의 H2O2를 C6신경교세포에 6시간 동안 처리한 결

과,대조군(Fig.6A)에 비하여 초록 및 황색 형광

이 증가하였다(Fig.6B).

그러나 1mg/ml농도의 CMGJD을 30분 전 처

리 후 동일한 농도의 H2O2를 처리한 군에서는 대

조군과 비슷한 붉은색 형광이 관찰되었으며(Fig.6D),

1mg/ml농도의 CMGJD 6시간 단독 처리군에서

도 대조군과 비슷한 붉은색 형광을 보였다(Fig.6C).
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Fig.6.EffectofCMGJDonmitochondrialmembrane
potentiallossinH2O2-inducedC6glialcell
death.

Cellsweretreatedwith1mg/mlCMGJDfor30
minandadded100μM H2O2inC6glialcells
for6hrs.Thencellswereincubatedwith5μM
JC-1for30minandobservedunderfluorescent
microscopy.Thedatawasoneofthethreeindependent
experimentsthrougheachgroup.
A:control,B:H2O2only,C:CMGJDonlyand
D:CMGJD+H2O2treatedgroup.

7.CMGJD이 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸에서

리소좀 기능 장애에 미치는 영향

리소좀에 미치는 영향을 조사하기 위하여 리소좀

특이 형광 염색제인 Lysotracker를 사용하였으며,

Cathepsin-B,-L및 Lamp-1의 발현 위치와 양적

변화를 면역형광염색 및 westernblotanalysis로

조사하였다.먼저 다양한 농도의 H2O2를 C6신경

교세포에 8시간 동안 처리 후 각 단백질의 발현 변

화를 확인한 결과 100uM 농도의 H2O2처리 시

CathepsinB의 발현이 증가하였으며(Fig.7A,B),

Lysotracker와동시 염색시리소좀에 존재하던puncta

form의 CathepsinB가 세포질로 분비됨을 확인하

였다(Fig.7A).

그러나 1mg/ml농도의 CMGJD을 30분 전 처

리 후 동일한 농도의 H2O2를 8시간 동안 처리한

실험군에서는 대조군과 비슷한 수준으로 Cathepsin

B의 발현량이 회복되었으며,리소좀 내에 puncta

form으로 존재하여 대조군과 유사한 형태를 보였

다(Fig.7A.B).또한,1mg/ml농도의 CMGJD을

8시간 단독 처리한 군에서는 대조군과 비슷한 양상

의 punctaform과 발현량을 보였다(Fig.7A,B).

CathepsinL과 Lamp-1의 발현 변화를 조사한

결과,다양한 농도의 H2O2를 8시간 동안 처리 시,

CathepsinL의 발현량은 변화가 없었으나 Lamp-1

의 발현량은 증가하였으나(Fig.8A,B),1mg/ml

농도의 CMGJD을 30분 전 처리 후 100uM 농도

의 H2O2를 처리한 군에서는 대조군과 비슷한 수준

으로 Lamp-1의 발현량이 감소되었으며,1mg/ml

농도의 CMGJD을 8시간 단독 처리한 군에서는 대

조군과 비슷한 양상을 보였다(Fig.8C).

8.CMGJD이 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸에서

오토파지에 미치는 영향

H2O2가 오토파지 경로에 미치는 영향과 CMGJD

의 보호 효과를 조사하기 위해 westernblotanalysis

로 관련 단백질의 발현 변화를 확인하였다.25,50,

100및 200uM 농도의 H2O2를 12시간 처리 시,

100uM 농도의 H2O2처리군에서 LC3II의 발현이

증가하였으며,200uM 농도의 H2O2처리군에서는

LC3II의 발현이 현저하게 증가되었다.NBR1은 H2O2

농도에 의존적으로 발현이 감소되었으며,p62의 발

현 변화는 관찰되지 않았다(Fig.9A).

또한,1mg/ml농도의 CMGJD을 30분 전 처리

후 100uM 농도의 H2O2를 12시간 처리한 군에서

는 대조군과 비슷한 수준으로 LC3I/II,p62및

NBR1의 발현량이 유의하게 회복되지는 않았으며

(Fig.9B),1mg/ml농도의 CMGJD 12시간 단독

처리 시,LC3I/II,p62및 NBR1의 발현 변화는

없었다(Fig.9C).
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Fig.7.EffectofCMGJDontheexpressionandlocalizationofLysosomalCathepsinBproteininH2O2-induced
C6glialcelldeath.

22Cellsweretreatedwith1mg/mlCMGJD for30minandadded100uM H2O2inC6glialcellsfor6hrs.
Thencellswereimmunostainedforlysotracker(red)andanti-CathepsinB(green)andobservedunderfluorescent
microscopy(A)andanalyzedbyWesternblottingwithanti-CathepsinBandβ-actinantibody(B).

Fig.8.EffectofCMGJDontheexpressionandlocalizationofLysosomalCathepsinLandLamp-1protein
inH2O2-inducedC6glialcelldeath.

Cellsweretreatedwith1mg/mlCMGJDfor30minandadded100uM H2O2inC6glialcellsfor6hrs.Then
cellswereimmunostainedforCathepsinL(green)andLamp-1(red)andobservedunderfluorescentmicroscopy
(A)andanalyzedbyWesternblottingwithanti-Lamp-1andβ-actinantibody(BandC).
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Fig.9.EffectofCMGJDonautophagy-relatedprotein
expressioninH2O2-inducedC6glialcelldeath.

A:Cellsweretreatedvariousconcentrationof
H2O2inC6glialcellsfor12hrs.B:Cellswere
treatedwith1mg/mlCMGJDfor30minand
added100uM H2O2inC6glialcellsfor12hrs.
ThencellswereimmunoblottedforLC3Ⅰ/Ⅱ,
p62,NBR1andβ-actin.

9.CMGJD이 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸에서

지질대사체 변화에 미치는 영향

퍼록시좀의 기능 이상을 확인하기 위하여 western

blotanalysis와 GC-MS로 각각 조사하였다.먼저,

다양한 농도의 H2O2를 10시간 동안 처리한 결과,

50uM 농도의 H2O2에서 퍼록시좀 막구성 단백질인

PMP70의 양이 감소하기 시작하였으며,특히,100uM

군에서는 PMP70의 양이 현저하게 감소하여 퍼록

시좀의 수가 감소함을 시사하였다.이때 ACOX1의

발현 변화는 관찰되지 않았다(Fig.10A).

그러나 1mg/ml농도의 CMGJD을 30분 전 처

리 후 100μM 농도의 H2O2를 10시간 처리한 군에

서는 H2O2처리 시 발현이 감소했던 PMP70의 발

현이 대조군 수준으로 증가하였으며(Fig.10B),특

히,1mg/ml농도의 CMGJD만을 다양한 농도로

10시간 처리했을 때 Catalase및 PMP70의 양이 농

도 의존적으로 증가하였다(Fig.10C).

다음으로 퍼록시좀에서 대사되는 긴사슬체 지방

산(VLCFA)의 지질대사체 양을 GC-MS로 조사하

였다.다양한 농도의 H2O2를 10시간 처리 시 C22:0,

C24:0및 C26:0의 양이 H2O2농도 의존적으로 증

가하였으나(Fig11A),1mg/ml농도의 CMGJD

30분 전 처리 시,증가했던 긴사슬체지방산(VLCFA)

의 지질대사체 양은 대조군 수준으로 감소되었다.

이때 1mg/ml농도의 CMGJD을 10시간 단독처리

한 군에서는 긴사슬체지방산(VLCFA)의 지질대사

체 양적 변화가 관찰되지 않았다(Fig.11B).

Fig.10.EffectofCMGJDonperoxisome-relatedprotein
expressioninH2O2-inducedC6glialcelldeath.

A:Cellsweretreatedvariousconcentrationof
H2O2inC6glialcellsfor10hrs.B:Cellswere
treatedwith1mg/mlCMGJDfor30minand
added100μM H2O2inC6glialcellsfor10hrs.
C:Cellsweretreatedvariousconcentrationof
CMGJDinC6glialcellsfor10hrs.Thencellswere
immunoblottedforPMP70,ACOX1andCatalase.
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Fig.11.EffectofCMGJDonamountofVLCFAin
H2O2-inducedC6glialcelldeath.

A:Cellsweretreatedwithvariousconcentrations
ofH2O2inC6glialcellsfor10hrs.B:Cells
weretreatedwith1mg/mlCMGJDfor30min
andadded100μM H2O2inC6glialcellsfor
10hrs.RelativeLipidamountswereanalyzed
byGC-MSandnormalizedwithcontrol.

Ⅳ.고 찰

허혈성 뇌손상 시 신경세포나 신경교세포를 포

함한 뇌 조직 전체가 경색,위축,괴사하며 혈관 손

상에 동반되는 혈액-뇌 관문의 기능 상실로 단백

성분의 유출,세포막 전위 상실,세포 내 칼슘 농도

상승,혈관인성 부종(vasogenicedema)등이 병발

한다1.손상 시 뇌 조직은 괴사가 빠르게 진행되는

중심부와 선택적 괴사가 일어나는 변연부로 나눠

지며 기능은 정지하나 가역적으로 전기 생리학적

세포 기능 회복이 가능한 변연부에 대한 치료가

중요하다20.흥분성 아미노산이나 freeradical이 손

상에 관여한다는 점에서 항산화제나 흥분성 아미

노산 수용체가 치료제로 응용되고 있으며,인지질

전구체,칼슘 통로 차단제,백혈구 저해제,혈액희

석법 등도 연구되고 있다
3
.

허혈성 뇌손상에 대한 기전 및 한약재의 보호

효과를 위한 실험적 연구로는 C6신경교세포에서

glutamate나 활성산소종(ROS) 혹은 활성질소종

(RNS)에 의한 세포사멸에 대한 四物湯
21
,炙甘草

湯22,右歸飮23등에서 세포사멸 억제 및 항산화 효

과를 보고한 바 있다.

세포사멸(apoptosis)은 외부 자극에 대해 세포에

이미 존재하는 일련의 과정에 의해 세포가 사멸하

는 과정으로 특히 신경계와 면역계에서 세포의 생

성,분화 및 기능과 관련이 깊다
24
.현재 많은 연구

들이 glutamate에 의한 세포독성이 사멸의 주요 기

전이라고 시사하고 있지만,이외에 직접적인 산화

적 손상(oxidativestress)도 중요한 기전의 하나로

논의되고 있다
25
.그 대표적인 원인 물질은 활성산

소종(Reactiveoxygenspecies,ROS)이다.생리적

방어 기전으로 superoxidedismutase(SOD),Catalase

와 같은 효소들이 세포 내에서 생성된 활성산소종

을 제거하나,활성산소종이 과도한 상황에서는 방

어체계를 초과하여 손상을 초래하기도 한다.SOD

는 세포 내 superoxideanion을 H2O2로 변화시키고,

H2O2는 Catalase에 의해 세포 내 무해한 물질로 변

화된다
26
.한편,Hemeoxygenase(HO)의 아형 중

HO-1은 heatshockprotein(HSP)의 일종으로 세

포가 다양한 종류의 산화적 스트레스에 노출되면

유도되어 세포를 방어하고 염증을 조절한다27.

본 연구에서는 補腎陽,益精髓하는 鹿茸,補血活

血하는 當歸,固精强陰,補益肝腎,澀精하는 山茱

萸,開竅,散結하여 通十二經하는 麝香의 공진단에

安神,祛痰하는 遠志,開竅,醒神益智하는 石菖蒲,

寧心安神하는 白茯神으로 구성된 총명탕,補心,補

脾,安神하는 龍眼肉 및 ≪方藥合編≫28에 근거하여

大補元氣,寧神益智하는 人蔘을 가공한 紅蔘과 滋

陰,補精하는 熟地黃,降氣,調氣하는 沈香을 더하

여 총명공진단(CMGJD)을 조성하였다
29
.

관련된 연구로 공진단의 SOD-likeactivity,전
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자 공여능 증진 및 항산화 물질들에 대한 연구8,배

뇨근 저활동성 래트 모델의 항산화 스트레스 관련

연구9,NOS억제 및 NO 제거에 대한 연구10,13,18,

퇴행성 신경질환과 관련한 연구
15
,Acetylcholine

esterase억제에 대한 연구16등이 있으며,총명탕과

龍眼肉 역시 항산화 효과 및 뇌신경 보호 효과
30
,

퇴행성 뇌 신경질환에 대한 효과가 밝혀졌다31.

이에 구성 약재의 한의학적 효능 및 실험적으로

밝혀진 효과를 기반으로 CMGJD이 허혈성 뇌손상

으로 야기된 신경세포 보호에 효과적일 것으로 기대

되어 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸에서 CMGJD

의 보호 효과 및 세포 내 소기관과 관련된 구체적

인 보호 기전을 밝혀,다양한 허혈성 뇌 신경계 질

환의 예방 및 치료 가능성을 확인하고자 하였다.

최근 활성산소종 제거제가 H2O2에 의해 유도된

세포사멸에서 효과적으로 사람 신경교종을 보호한

다고 보고되었다32.본 연구에서 H2O2를 직접 C6

신경교세포에 처리 시 세포 수의 감소 및 형태 변

화가 동반되는 세포사멸이 유도되었는데,여기에

CMGJD을 전 처리한 경우 활성산소종의 생성이

현저하게 억제되어,CMGJD이 활성산소 제거능을

가진 물질로 작용할 가능성을 시사하였다.또한

CMGJD 전 처리 시 핵의 응축 및 분절이 억제되

는 점으로 볼 때,활성산소종에 의한 세포사멸로부

터 C6신경교세포를 보호함을 알 수 있었다.

C6신경교세포에 H2O2를 처리했을 때 세포 내

HO-1의 발현 증가와 Catalase의 발현 감소가 유도

되어,세포 내 산화적 스트레스가 세포사멸을 유도

했다고 판단되었다.

또한,미토콘드리아의 막전위 손실은 초기 세포

사멸의 한 기전이며,미토콘드리아 막전위 손실은

활성산소종의 생성에 지대한 영향을 미친다
33
.이와

관련하여,H2O2를 처리하면 미토콘드리아 막 손실

에 의한 기능 장애가 유래됨을 JC-1형광 염색으

로 확인하였다.

오토파지는 리소좀의 단백질이나 세포 구성요소

의 분해 및 재활용에 필요한 기전으로34,해당 경로

의 deregulation이나 조절 대립유전자의 돌연변이는

퇴행성 신경질환을 유발한다
35
.세포질에서 Cathepsin

단백질이 관찰되면 리소좀 기능 장애를 의미하는데,

활성산소종에 의해 유발된 리소좀의 기능장애는

CathepsinB의 세포질 분비를 유도하고 이것이 미

토콘드리아의 기능장애를 일으킨다
36
.또한,Lamp-1

단백질은 리소좀 막에 위치하여 세포 내 리소좀

수를 간접적으로 시사한다
37
.

본 연구에서도 C6신경교세포에 H2O2를 처리했

을 때 리소좀에 존재하는 CathepsinB가 세포질로

분비되었고,Lamp-1의 발현이 증가하여 리소좀 기

능 장애가 일어났다.그러나 CMGJD 전 처리 시

CathepsinB의 분비와 Lamp-1의 발현 증가가 대

조군 수준으로 회복되었다.또한,H2O2처리 농도

에 의존적으로 LC3I이 분절되어 LC3II가 증가

하였는데,LC3는 오토파고좀(autophagosome)을 형

성하고 오토파지를 유도한다38.본 연구에서는 H2O2

를 처리한 C6신경교세포에서 p62의 발현 변화가

일어나지는 않았으나 NBR1의 발현 감소가 유도되

었다.그러나 CMGJD 처리 시 H2O2에 의한 LC3

I/II나,NBR1의 발현 변화는 보호하지 못하였다.

따라서 H2O2에 의해 오토파지 기전이 일부 유도되

나,이는 세포사멸과 관련된 기전에 영향을 미치지

못하며 CMGJD역시 H2O2에 의한 세포 손상은 보

호하나 오토파지와 관련된 기전에는 관여하지 않

는다고 해석되었다.

퍼록시좀은 verylongchainfattyacids(VLCFA),

branchedchainfattyacids(BCFA),D-aminoacids,

and polyamines의 분해,활성산소종의 환원 및

plasmalogens의 합성을 담당하는 세포 내 소기관으

로,그 양과 기능이 세포 내 지질대사 및 활성산소

종의 생성에 중요한 역할을 담당한다
39
.본 연구에

서는 퍼록시좀에 존재하는 단백질 PMP70의 발현

량이 H2O2농도 의존적으로 감소하여,세포 내 퍼

록시좀 수의 감소가 Catalase의 양적 변화를 초래

하였다고 판단되었다.이 때 지방산의 β-oxidation

을 담당하는 ACOX-1의 발현 변화는 관찰할 수 없
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었다.또한,퍼록시좀 기능 확인을 위하여 GC-MS

방법으로 지질대사체,C22:0,C24:0및 C26:0의 양

을 측정한 결과,3종류의 VLCFA의 양이 증가하였

다.즉,퍼록시좀의 기능 저하에 의해 대사되지 못

한 VLCFA의 양이 H2O2농도에 의존적으로 증가

한 것으로 퍼록시좀의 양적 감소와 비례하는 결과

를 보였다.그러나,CMGJD전 처리 시 H2O2에 의

한 퍼록시좀의 양적 감소 및 기능 저하에 의한 대

사체 증가는 대조군 수준으로 회복되었다.또한,

CMGJD단독처리 시에도 농도 의존적으로 Catalase

와 PMP70의 양이 증가하였다.이는 CMGJD에 의

하여 퍼록시좀의 biogenesis나 fission이 초래되었을

가능성을 시사하는 것으로,향후 이와 관련한 추가

적인 실험연구가 요구된다.또한,ACOX-1은 그 발현

변화뿐 아니라,효소 활성 역시 중요하므로,H2O2

처리 및 CMGJD 전 처리에 의한 ACOX1의 활성

변화 여부의 확인이 요구된다.

이상의 결과를 요약하면,CMGJD은 H2O2에 의

한 C6신경교세포의 세포사멸 기전에서 HO-1의

발현 증가와 Catalase의 발현 감소를 억제하였고,

미토콘드리아 막전위 손실을 보호하였다.또한,리

소좀의 기능 장애는 억제하였으나 LCI/II및 NBR1

에 의한 오토파지 기전에는 관여하지 않았다.특히,

퍼록시좀의 양적 증가를 유도하여 활성산소종에

의한 세포 손상으로부터 보호하였다.따라서 활성

산소종에 의한 허혈성 뇌 질환의 예방 및 치료에

효과적으로 활용될 수 있을 것으로 기대된다.

Ⅴ.결 론

총명공진단(CMGJD)이 H2O2에 의한 C6신경

교세포 사멸에 미치는 보호 효과 및 신호전달 기

전을 알아보기 위하여 세포생존율 및 형태 변화,

활성산소 제거능,HO-1,Catalase,미토콘드리아 및

리소좀 기능 장애,퍼록시좀의 양적,기능적 변화

를 관찰하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.CMGJD은 H2O2에 의한 C6신경교세포의 생존

율 감소를 농도 의존적으로 억제하였다.

2.CMGJD은 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸에

서 활성산소 제거 효과를 보였다.

3.CMGJD은 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸에

서 HO-1의 발현 증가와 Catalase의 발현 감소

를 억제하였다.

4.CMGJD은 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸에

서 미토콘드리아 막전위 소실을 억제하였다.

5.CMGJD은 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸에

서 Lamp-1과 CathepsinB의 발현 증가를 억제

하였다.

6.CMGJD은 H2O2에 의한 C6신경교세포 사멸에

서 PMP70의 발현 감소 및 지질대사체 생성 증

가를 억제하였다.

이상의 결과로 보아 CMGJD은 H2O2에 의한 C6

신경교세포 사멸에서 세포 내 소기관 미토콘드리

아,리소좀 및 퍼록시좀의 관련 단백질 발현을 조

절함으로써 세포 보호 효과를 나타내었다.
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