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�I �A�b�s�t�r�a�c�t �I
�I�n�f�l�u�e�n�c�e �o�f �Y�e�o�l�d�a�h�a�n�s�o�-�t�a�n�g �o�n �t�h�e �H�y�p�o�x�i�c �D�a�m�a�g�e �o�f

�C�u�l�t�u�r�e�d �C�e�r�e�b�r�a�l �N�e�u�r�o�n�s �f�r�o�m �m�o�u�s�e �a�n�d �S�K�-�N�-�M�C �c�e�l�l�s

�P�a�r�k �S�u�-�j�e�o�n�g�. �. �K�i�m �H�v�o�u�n�g�-�s�o�o�n�. �. �B�a�e �Y�o�u�n�g�-�c�h�u�n�. �. �L�e�e �S�a�n�g�-�m�i�n�. �. �K�i�m �K�v�u�n�g�-�v�o�.
�W�o�n �K�v�o�u�n�g�-�s�o�o�k�. �S�h�i�m �G�v�u�e�-�h�e�a�r�n�"�.

�. �D�e�p�t�. �o�f �S�a�s�a�n�g �C�o�n�s�t�i�t�u�t�i�o�n�a�l �M�e�d�i�c�i�n�e�, �C�o�l�l�e�g�e �o�f �O�r�i�e�n�t�a�l �M�e�d�i�c�i�n�e�, �W�o�n�k�w�a�n�g �U�n�i�v
�. �D�e�p�t�. �o�f �N�u�c�l�e�a�r �M�e�d�i�c�i�n�e�, �C�o�l�l�e�g�e �o�f �M�e�d�i�c�i�n�e�, �K�e�i�m�v�u�n�g �U�n�i�v

�.�.�. �D�e�p�t�. �o�f �S�a�s�a�n�g �C�o�n�s�t�i�t�u�t�i�o�n�a�l �M�e�d�i�c�i�n�e�, �C�o�l�l�e�g�e �o�f �O�r�i�e�n�t�a�l �M�e�d�i�c�i�n�e�, �S�a�n�g�-�j�i �U�n�i�v

�T�o �e�l�u�c�i�d�a�t�e �t�h�e �n�e�u�r�o�p�r�o�t�e�c�t�i�v�e �e�f�f�e�c�t �o�f �Y�e�o�l�d�a�h�a�n�s�c ← �t�a�n�g�(�Y�H 끼 �o�n �n�e�r�v�e �c�e�l�l�s �d�a�m�a�g�e�d �b�y �h�y�p�o 잉 �a�,
�t�h�e �c�y�t�O�t�O�x�i�c �e�f�f�e�c�t�s �o�f �e�x�p�o�s�u�r�e �t�o �h�y�p�o�x�i�a �w�e�r�e �d�e�t�e�r�m�i�n�e�d �b�y �X�T�T�(�S�O�D�I�U�M�3�,�3�'�-�{ �1�-�[�(�P�I 표 �N�Y�L�A�M�I�N�O�)

�C�A�R�B�O�N�Y�L�J�-�3�,�4�-�T�E�T�R�A�Z�O�U�U�M�}�- �B�I�S �(�4�-�M�E�T�H�O�X�Y�- ι�N�I�T�R�O�) �B�E�N�Z�E�N�E �S�U�L�F�O�N�I�C �A�C�I�D
�H�Y�D�R�A�T�E�)�, �N�R�{�N�e�u�t�r�a�l �r�e�d�)�, �M�1�T�(�3�-�(�4�,�5�- φ�m�e�t�h�y�l�r�h�i�a�z�o�l�-�2�-�y�l�)�-�2�,�5�-�d�i�p�h�e�n�y�l�t�e�t�r�a�z�o�l�i�u�m �b�r�o�m�i�d�e�) �a�n�d
�S�R�B�(�S 띠�f�o�r�h�o�d�a�m�i�n �B�) �a�s�s�s�a�y�. �T�h�e �a�c�t�i�v�i�r�y �o�f �c�a�t�a�l�a�s�e �a�n�d �S�O�D�(�S�u�p�e�r�o�x�i�d�e �d�i�s�m�u�t�a�s�e�) �w�a�s �m�e�a�s�u�r�e�d �b�y

�s�p�e�c�t�r�o�p�h�o�m�e�t�r�y�, �a�n�d �1�N�F�-�a�(�T�u�m�o�r �c�e�l�l �n�e�c�r�o�s�i�s �f�e�c�t�o�r�-�a�) �a�n�d �P�K�C�(�P�r�o�t�e�i�n μ�n양�e �C�) �a�c�t�i�v�i�r�y �w�a�s
�m�e�a�s�u�r�e�d �a�f�t�e�r �e�x�p�o�s�u�r�e �t�o �h�y�p 뼈 �a �a�n�d �t�r�e�a�t�m�e�n�t �o�f �Y�H�T�W�E�. �A�l�s�o �t�h�e �n�e�u�r�o�p�r�o�t�e�c�t�i�v�e �e�f�f�e�c�t �o�f
�Y�H�T�W�E �w�a�s �r�e�s�e�a�r�c�h�e�d �f�o�r �t�h�e �e�l�u�c�i�d�a�t�i�o�i�o�n �o�f �n�e�u�r�o�p�r�o�t�e�c�t�i�v�e �m�e�c�h�a�n�i�s�m�. �T�h�e �r�e�s�u�l�t�s �w�e�r�e �a�s �f�o�l�l�o�w�s�;
�1�. �H�y�p�o�x�i�a �d�e�c�r�e�a�s�e�d �c�e�l�l �v�i�a�b�i�l�i�r�y �m�e�a�s�u�r�e�d �b�y �X�T�T�, �N�R �a�s�s�a�y �w�h�e�n �c�u�l�t�u�r�e�d �c�e�r�e�b�r�a�l �n�e�u�r�o�n�s �w�e�r�e

�e�x�p�o�s�e�d �t�o �9�5�% �N�2�/�5�% �C�0�2 �f�o�r �2 �- �2�6 �m�i�n�u�t�e�s �i�n �t�h�e�s�e �c�u�l�r�u�r�e�s �a�n�d �Y�H�T�W�E �i버�u�b�i�t�e�d �t�h�e �d�e�c�r�e�a�s�e
�o�f �c�e�l�l �v�i�a�b�i�l�i�r�y�.
�2�. �H�2�0�2 �t�r�e�a�t�m�e�n�t �d�e�c�r�e�a�s�e�d �c�e�l�l �v�i�a�b�i�l�i�r�y �m�e�a�s�u�r�e�d �b�y �M�T�T�, �a�n�d �S�R�B �a�s�s�a�y �w�h�e�n �c�u�l�r�u�r�e�d �c�e�r�e�b�r�a�l
�n�e�u�r�o�n�s �w�e�r�e �e앤�o�s�e�d �t�o �1�-�8�0 �1�1�M �f�o�r �6 �h�o�u�r�s�, �b�u�t �Y�H�T�W�E �i�n�h�i�b�i�t�e�d �t�h�e �d�e�c�r�e�a�s�e �o�f �c�e�l�l �v�i�a�b�i�l�i�r�y�.

�3�. �H�y�p�o�x�i�a �d�e�c�r�e�a�s�e�d �c�a�t�a�l�a�s�e �a�n�d �S�O�D �a�a�i�v�i�r�y�, �a�n�d �a�l�s�o �1�N�F�-�a �a�n�d �P�K�C �a�c�t�i�v�i�r�y �i�n �t�h�e�s�e �c�u�l�t�u�r�e�d
�c�e�r�e�b�r�a�l �n�e�u�r�o�n�s�, �b�u�t �Y�H�T�W�E �i�n�h�i�b�i�r�e�d �t�h�e �d�e�c�r�e�a�s�e �o�f �t�h�e �c�a�t 쇠 �a�s�e �a�n�d �S�O�D �a�c�t�i�v�i�r�y �i�n �t�h�e�s�e �c�u�l�t�U�r�e�s�.
�4�. �H�y�p�o�x�i�a �t�r�i�g�g�e�r�e�d �t�h�e �a�p�o�p�t�o�s�i�s �v�i�a �c�a�s�p�a�s�e �a�c�t�i�v�a�r�i�o�n �a�n�d �i�n�t�e�r�n�u�c�l�e�o�s�o�m�a�l �D�N�A �f�r�a�g�m�e�n�t�a�t�i�o�n�. �A�l�s�o
�h�y�p�o�x�i�a �s�t�i�m�u�l�a�t�e �t�h�e �r�e�l�e�a�s�e �o�f �c�y�t�o�c�h�r�o�m�e �c �f�o�r�o�m �m�i�t�o�c�h�o�n�d�r�i�a�. �Y�H�T�W�E �i빼 �b�i�t�e�d �t�h�e �a�p�o�p�t�O�s�i�s �v�i�a
�c�a�s�p�a�s�e �a�c�t�i�v�a�t�i�o�n �i�n�d�u�c�e�d �b�y �h�y�p�o�x�i�a�.

�F�r�o�m �t�h�e�s�e �r�e�s�u�l�t�s�, �i�t �c�a�n �b�e �s�u�g�g�e�s�t�e�d �t�h�a�t �b�r�a�i�n �i�s�c�h�e�m�i�a �m�o�d�e�l �i�n�d�u�c�e�d �h�y�p�o�x�i�a �s�h�o�w�e�d �n�e�u�r�o�t�O�x�i�c�i�r�y
�o�n �c�u�l�t�U�r�e�d �m�o�u�s�e �c�e�r�e�b�r�a�l �n�e�u�r�o�n�s�, �a�n�d �t�h�e �Y�H�T�W�E �h�a�s �t�h�e �n�e�u�r�o�p�r�o�t�e�c�t�i�v�e �e�f�f�e�c�t �i�n �b�l�o�c�k�i�n�g �t�h�e

�n�e�u�r�o�r�o 씨 �c�i�r�y �i�n�d�u�c�e�d �b�y �h�y�p�o�x�i�a �i�n �c�u�l�t�U�r�e�d �m�o�u�s�e �c�e�r�e�b�r�a�l �n�e�u�r�o�n�s

�K�e�y �w�o�r�d�: �Y ∞ �l�d�a�h�a�n�s�c ← �t�a�n�g�, �H�y�p�o 피�c�D 없�n�a�g�e
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�-�� 多흉少훌이 低�M윷�{호 大腦 �j�$�� 細 �D�8 손상에 미치는 影흩 �-

�I�. 績 論

뇌허혈로 인한 혈류 감소는 현기증 �. 기억상
실 �. 지남력상실 �, 학습능력의 저하 등의 치매 �.
마비 �, 의식불명과 같은 치명적인 증상을 초래

한다 �. 최근에 뇌허혈을 비롯한 중풍 및 치매

와 같은 뇌질환에 산소자유기가 관여한다는

것이 밝혀지면서 뇌허혈을 비롯한 뇌병변의

기전을 산소자유기의 산화적 손상측면에서 규

명하려는 연구가 많이 진행되고 있다 �. 뇌허혈
시 세포 내의 산소결핍은 세포내 산화적인산화

반웅을 차단하고 �. �m�i�t�o�c�h�o�n�d�r�i�a 의 �A�T�P 생성

작용을 둔화시키며 �. 이로 인한 세포독성으로 뇌

조직의 괴사나 세포의 손상을 초래하게 된다
�1�-�2�)

또한 호기성세포에서는 �m�i�t�o�c�h�o�n�d�r�i�a 내의 전

자전달계에 의하여 산소자유기가 과량 생성되며 �,

이들이 세포 내의 �g�l�u�t�a�t�h�i�o�n�e �p�e�r�o�x�i�d�a�s�e�.

�c�a�t�a�l�a�s�e�. �s�u�p�e�r�o�x�i�d�e �d�i�s�m�u�t�a�s�e�(�S�O�D�) 동

에 의하여 치환되지 못하여 축적되면 뇌세포의

손상을 유발하게 된다
�3�-�5�)

따라서 뇌허혈은

산소자유기에 의한 산화적 손상과 밀접한 관

련이 있으며 �. 산소자유기는 뇌졸중을 비롯한

여러 가지 신경의 퇴행성 병변과 밀접한 관련

있다고 보고되고 있다
�1�.�6�.�7�)

특히 �, 과량 생성

된 산소자유기는 세포막의 지질과산화반응을

촉진시켜 세포의 노화와 사멸을 초래하게 되

며 �. �p�h�o�s�p�h�o�l�i�p�a�s�e �A�2 의 활성 을 촉진시 켜

새로운 산소자유기의 생성을 유도하고 �. 세포
내의 칼습의 양을 증가시켜 세포손상을 가속화

시킨다고 한다
�,�8�.�9�)

또한 산소자유기는 �n�i�t�r�i�c

�o�x�i�d�e�(�N�O�) 와 작용하여 �p�e�r�o�x�y�n�i �t�r�i �t�e 라는 독

성물질을 만들며 �. �a�s�p�a�t�a�t�e 와 같은 홍분성 아

미노산을 분비한다고 보고되었다
�1�0�)

세포내의

�g�l�u�t�a�m�a�t�e 수용체중의 하나인 �N�-�m�e�t�h�y�l�-�D�-

�a�s�p�a�r�t�a�t�e�(�N�M�D�A�) 수용체는 �C�a�2�+ 의 �i�o�n

�-�c�h�a�n�n�e�l 과 밀접한 관계가 있으며 �. �N�M�D�A

수용체는 여러가지 흥분성아미노산의 자극에

의해 활성화되고
�3�)
세포 내 �C�a�2�+ �i�n�f�l�u�x 를

증가시키며 �, 이차적으로 세포 내 각종 효소나

이차 신호전달물질에 영향을 주고 �. 특히 세포내

칼숨의 증가는 이차전달자인 �C�a�2�+ �-�d�e�p�e�n�d�e�n�t

�p�r�o�t�e�i�n �k�i�n�a�s�e �C�(�P�K�C�) 의 활성을 촉진시

킴으로서 결국 세포를 팽창시키거나 변형시켜

세포의 고사를 초래하고 �, 세포의 퇴행성 변화

를 유발하며 신경병변을 가속화 시킨다
�1�1�)

또

한 산소자유기가 혈관내피세포에서 �c�y�t�o�k�i�n�e 이

나 �i�n�t�r�a�c�e�l�l�u�l�a�r �a�d�e�h�i�s�i�o�n �m�o�l�e�c�u�l�e�O�C�A�M�)

과 같은 물질들을 생성하여 동맥질환을 유발하

고 �. 허혈시 생성된 산소자유기가 �T�N�F�-�a 의

활성을 촉진시킬 것으로 보고된 바 있다 �. 이

러한 이유로 최근에 산소자유기의 산화적 손

상과 관련된 병변의 치료에 항산화제를 비롯

한 �N�M�D�A 수용체의 길항제
�2�)
나 �. �C�a�2�+ 의 길

항제를 사용한 치료법이 모색되고 있다
�1�2�)

특

히 �, 항산화제나 산소자유기의 제거제 등은 직

접 과량 생성된 산소자유기를 제거하므로써

병변을 회복시키는데 중요한 역할을 한다는

연구결과에 의하여
�1�3�)

산소자유기의 산화적

손상과 이에 대한 산소자유기 제거제의 퇴행

성 병변의 회복 및 손상방어효과에 대한 기전

을 밝히려는 연구가 진행되어 왔다
�.�4�. �1�4�)

이러한 연구와 관련하여 최근에 뇌허혈이나

치매와 같은 각종 뇌질환에 한약이 뇌질환 치

료에 유효하다는 연구가 보고되고 있으며 최

근의 四象醫學 연구에서는 四象處方의 效果를

과학적으로 입증하고자 하는 여러 가지 시도

가 이루어지고 있다 �. 본 연구에서는 太陰 �A
의 腦硬塞효 초기에 熱多寒少場의 加味方들이

활용되고 있다는 점에 착안하여 �, 흰쥐의 大腦

神經細뼈를 배양하여 일정시간 저산소증으로

인한 �i�n �v�i�t�r�o 허혈 상태를 유도하여 발생하

는 신경세포독성과 이에 대한 熱多寒少傷의

신경세포보호효과를 확인하였으며 �. 산소자유
기의 일종인 �H�y�d�r�o�g�e�n �p�e�r�o�x�i�d�e�(�H�2�0�2�) 로

유발되는 독성효과와 熱多寒少場의 신경세포

보호효과를 관찰하였다 �. 또한 熱多寒少場의

신경세포 보호효과의 기전을 분석해보기 위하

여 �S�K�-�N�-�M�C 세포를 이용하여 저산소증에

의한 신경세포의 세포고사에 미치는 熱多寒少

場의 효과를 분석하였기에 그 결과를 보고하
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는바이다 �.

�l�l�. 實驗材料 및 方法

�1�. 材 料

�1�) 實驗動物

本 實驗에 使用한 동물은 �I�C�R 계통의 건강상

태가 양호한 생후 �3 일 된 생쥐를 使用하였다 �.
�2�) 藥 材

本 實驗에 사용한 熱多寒少場의 處方은 李濟

馬의 東醫露世保元
�1�5�)
에 근거하였으며 �. �1 칩

의 분량은 다음과 같다 �.

�P�r�e�s�c�r�i�p�t�i�o�n �o�f �Y�e�o�i�d�a�h�a�n�s�o�-�t�a�n�g�(�Y�l�I�T�)

�H�e�r�b�a�l
�N�a�m�e

�S�c�i�e�n�t�i�f�i�c �N�a�m�e �W�e�i�g�h�t�(�g�)

�2�. 훌驗方法

�1�) 檢浪의 調햄�l
檢滾의 調했�j를 위하여 熱多寒少場의 구성 성

분 �1�0�0 �g을 증류수 �l�L 와 함께 환저플라스크

에 넣고 冷최쟁융를 附휠 �:하여 �2 시간 동안 電熱

器로 前‘場한후 前‘場浪을�3�.�0�0�0 �r�p�m 에서

�2�0 분 간 원심분리하여 여과지로 여과하고 �,

진공 농축기로 감압농축한 후 �i東結乾操器에서

�2�4 시간 �i縮솜乾操하여 분말 시료를 얻었다 �.
�2�) 훨뺑�j 製造

本 實驗에 사용한 약제로는 �d�i�m�e�t�h�y�l�s�u�l�f�o�x�i�d�e

�(�O�M�S�O�. �M�e�r�k�)�, �X�"
π、 �(�S�i�g�m�a�)�. �N�R �(�S�i�g�m�a�)�.

�t�r�y�p�s�i�n�e �(�S�i�g�m�a�) 등은 각각 증류수에 녹여

저장액을 만들어 냉암소에 보관한 후 實驗 당

일 적당한 양으로 희석 사용하거나 펼요한 양

을 직접 培養浪에 첨가하여 사용하였다 �. 熱多
寒少場 추출물의 투여는 분말을 증류수에 녹

여 �0�.�2�2 μ�m의 �m�i�c�r�o �p�o�r�e �f�i�l�t�e�r 를 이용하여

멸균하여 사용하였다 �.
�3�) 細뼈 培養

대뇌神經細뼈의 분리는 田 등 �(�9�9�8�)
�1�6�)
의 方

法에 따라 施行하였다 �. 즉 �. 생후 �3 일 된 생쥐

에서 적출한 뇌조직을 �t�r�y�p�s�i�n 을 이용한 해리

술에 의하여 분리한 다음 �p�h�o�s�p�h�a�t�e �b�u�f�f�e�r�e�d

�s�a�l�i�n�e�(�P�B�S�) 으로 세척하였다 �. 세척완료 후

�E�a�g�l�e�'�s �m�i�n�i�m�u�m �e�s�s�e�n�t�i�a�l �m�e�d�i�u�m

�(�E�M�E�M�. �G�i�b�c�o�) 으로 �3회 세척 후 분리된 세

포들은 �p�o�l�y�-�L�-�l�y�s�i�n�e �(�S�i�g�m�a�) 으로 코팅된

�9�6�-�m�u�l�t�i�w�e�l�l 에 �3�x �1�0�6�c�e�l�l�s�/�w�e�l�l 의 밀도로

세포를 분주하였다 �. 분주된 세포는 �3�6
°�C�.

�9�5�% �a�i�r�/�5�% �C�0�2 로 조절된 정온기 내에서

培養하였으며 �3 일 간격으로 새로운 培養浪으

로교환하여주었으며 �7 일동안培養後本

實驗에사용하였다�. 또한 �S�K�-�N�-�M�C 세포는

�3�7 °�C�. 습도 �C�0�2 �5�%�. �9�5�% �a�i�r�. �F�C�S �1�0�%

의 �D�M�E�M에서 유지시켰다 �.
�4�) 虛血 設導

허혈유도를 위하여 세포를 �g�l�u�c�o�s�e�-�f�r�e�e

�H�a�n�k�s
’

�b�a�l�a�n�c�e�d �s�a�l�t �s�o�l�u�t�i�o�n�(�H�B�S�S�.
�G�i�b�c�o�) 으로 교환후 �9�5�% �n�i�t�r�o�g�e�n�/�5�% �C�0�2

로 조절된 정온기 내에서 일정시간 동안 노출시

킨 후 허혈을 유도하였다 �. 대뇌신경세포나

�S�K�-�N�-�M�C 세포가 �8�0 �% 차게될 때 세포는 자

유산소를 제거하기 위해 혐기성 �g�l�o�v�e �c�a�b�i�n�e�t

이 용해져 있는 습도가 있는 �3�T�C �i�n�c�u�b�a�t�o�r

에 �5�% �C�0�2와 �9�5�% �N�2 균형상태에서 배양했

다 �. 산소농도는 �b�l�o�o�d �g�a�s �a�n�a�l�y�z�e�r 로 측정하
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였으며 �. �c�h�a�m�b�e�r 내의 산소 농도는 배양 기

간 동안 �1�0 �p�p�m 이내로 유지했으며 �, 반연

�m�e�d�i�u�m 의 산소분압은 �h�y�p�o�x�i�c �c�h�a�m�b�e�r

로 옮긴후 �1�5 분 �. �3�0 분 �. �1 시간 �. �6 시간 �.
�4�8 시간에서 �4�.�3�. �3�.�0�. �2�.�2�. �2�.�0 그리고

�2�.�0�:�!�:�0�.�2�% 까지 각각 떨어지는 상태를 유지

했다 �.

�5�) 산소자유기 처리

�H�2�0�2 가 생쥐의 대뇌신경세포에 미치는 영향

을 조사하기 위하여 일정 시간 배양한 대뇌신

경세포를 �0�.�6�% �D�-�g�l�u�c�o�s�e 가 함유된 �M�E�M으
로 �3 회 세척한 다음 �1�0�-�8�0 �1�1�M을 여러 농도

로 조합하여 혼합한 다음 이들 각각의 배양액

에서 �2�-�1�6 시간 동안 처리한 후 분석하였다 �.

�6�) 虛血의 쩌�T�I脫毒性 측정 및 熱多寒少場추

출물의 防쩔效果 分析

�(�D �X�T�T�. �N�R �a�s�s�a�y

�X�T�T 의 定붐을 위하여 뇌허혈이나 한약추

출풀을 處理한 �t곰養 대뇌神經細脫를 �P�B�S 로

�3 회 세척한 후 전날 제조한 �3 �m�g�/�m�l 의

�X�T�T 를 �w�e�l�l 당 最終獨度로 희석하여 넣어 �3

�7�'�C�. �5�% �C�O�2 로 조절된 정온기에서 培養하

였다 �}�.
�I숍養이 完了된 후 이를 �D�M�S�O로 處理

한 다음 �s�p�e�c�t�r�o�p�h�o�t�o�m�e�t�e�r 로 �5�3�0 �n�m 에

서 홉광도를 생��定 後 對照群과 比較 調쭉하였

다 �. �N�R 의 定量은 �M�o�s�m�a�n�n �( �1�9�8�3�) 의 방법

에 따랐다 �. 즉 허혈이나 한약추출물을 처리한

培養 대뇌神經細뼈를 �p�h�o�s�p�h�a�t�e �b�u�f�f�e�r�e�d

�s�a�l�i�n�e �(�P�B�S�) 으로 �3 회 세척 후 전날 제조한

�5 �m�g�/�m�l 의 �N�R을 �w�e�l�l 당 최종 繼度로 회석

하여 넣은 다음 �3시간 동안 �3�7�'�C�. �5�% �C�O�2
로 조절된 정온기에서 �t숍養하였다 �. 培養 완료

후 �P�B�S 로 �3 회 세척후 �1�% �f�o�r�m�a�l�i�n 으로

處理한 다음 �s�p�e�c�t�r�o�p�h�o�t�o�m�e�t�e�r 로 �5�4�0

�n�m에서 흡광도를 뼈��定하여 對照群과 比較 調

효하였다 �.
�C�Z�) �M�T�T�. �S�R�B �a�s�s�a�y

�M�T�T 정 량은 �M�o�s�m�a�n�n�3�) 의 방법 에 의하였

다 �. �H�2�0�2 나 약재추출물을 처리한 배양 신경세

포를 �P�B�S 로 �3 회 세척한 후 전날 제조한 �5�0
�m���m�l 의 �M�T�T를 �w�e�l�l 당 최종농도로 회석하

여 넣어 �3�7�'�C�. �5�% �C�O�2 로 조절된 정온기에서

배양하였다 �. 배양 완료 후 �d�i�m�e�t�h�y�l�s�u�l�f�o�x�i�d�e

�<�D�M�S�O�. �M�e�r�k�) 를처리한다음 �s�p�e�c�t�r�o�p�h�o�t�o�m�e�t�e�r

로 �5�9�0 �n�m 에서 홉광도를 측정 후 대조군과 비

교 조사하였다 �. 산소자유기나 한약재 추출물로

일정시간 동안 처리한 대뇌신경세포에 �0�.�4�%
�s�u�l�f�o�r�h�o�d�a�m�i�n�e �B를 �2�0�0 μ씩 첨가하여 �1
시간 동안 실온에 방치한 다음 �1�.�0�% �a�c�e�t�i�c

�a�c�i�d 로 �3 회 세척하였다 �. 세척 완료후 �1�0 �m�M

�T�r�i�s �b�a�s�e 를 이용하여 �S�R�B�-�b�o�u�n�d �p�r�o�t�e�i�n

을 녹인 후 �E�L�I�S�A �r�e�a�d�e�r 로 �5�4�0�n�m 에서 홉

팡도를 측정하여 대조군과 비교 조사하였다 �.

�Q�) �c�a�t�a�l�a�s�e 및 �S�O�D 활성측정

�c�a�t�a�l�a�s�e 활성의 分析은 �1�3�0 �m�M �p�h�o�s�p�h�a�t�e

�b�u�f�f�e�r�(�p�H �7�.�0�) 와 �1�2 �m�M �H�2�0�2 로 구성된

반응액에 효소액을 �4�0 따를 가하여 잘 혼합

하였다 �. 혼합완료후 반응을 정지시킨 후

�c�a�t�a�l�a�s�e 의 양적변화를 홉광광도계로 �2�4�0 �n�m

에서 측정을 하였으며 효소의 활성은 백 분율

로 환산하였다 �.

허혈이나 한약추출물에 대한 �S�O�D 활성의

測定은 �1�.�5 �m�l �T�r�i�s�-�b�u�f�f�e�r 에 �0�.�1 �m�l 효소

용액과 효소반응액을 넣고 �2�5 �"�C에서 �1�0 분
동안 반응시켰다 �. 반응완료 후 �0�.�0�5 �m�l

�1�N�-�H�C�I 을 가하여 잘 혼합한 후 �4�2�0 �n�m 에

서 홉광도를 측정하여 대조군파 비교 조사하

였다 �.
�@ �P�K�C및 �T�N�F�-�a 활성측정

저산소나 한약추출물을 일정 시간 동안 처

리한 대뇌신경세포에서 �T�N�F�-�a 변화에 미치

는 영향을 조사하기 위하여 대뇌신경세포를

일정 시간 동안 처리한 후 �a�n�t�i�-�r�a�b�b�i�t

�T�N�F�-�a 와 �p�h�o�s�p�h�a�t�a�s�e�-�c�o�n�j�u�g�a�t�e�d �g�o�a�t

�a�n�t�i�-�r�a�b�b�i�t �I�g�G 및 �2�.�2�' �-�a�z�i�n�o�b�i�s 를 처리

한 다음 �4�5�0 �n�m 에서 정량 분석하였다 �. 또한
저산소나 한약추출물을 일정 시간 동안 처리한

대뇌신경세포를 변형된 �H�u�. �C�h�a�k�r�a�v�a�r�t�h�y

등 �0�9�9�0 �)의 방법에 따라 분석하였다 �. 세포
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를 냉각한 �P�B�S 로 세척하고 �0�.�5 �m�l 의 냉각

한 �h�y�p�o�t�o�n�i�c �l�y�s�i�s �m�e�d�i�u�m �0 �m�M
�N�a�H�C�0�3�. �5 �m�M �M�g�C�1�2�. �a�n�d �1�0�0 �1�1�M
�p�h�e�n�y�l �m�e�t�h�y�l �s�u�l�f�o�n�y�l�f�l�u�o�r�i�d�e�) 에 �2 분

동안 현탁하고 다시 �2분 동안 �v�o�r�t�e�x�i�n�g 하여

용해시킨다 �. 이러한 반응은 �4�"�C 하에서 실시

한다 �. 핵파 용해되지 않은 세포는 �6�0�0 �x �g 에

서 �5 동안 침전시킨다 �. �M�e�m�b�r�a�n�e 과 �c�y�t�o�s�o�l

분획은 �1�0�0�.�0�0�0 �x �g에서 �1�0 분 동안 초원심

분리 �(�B�e�c�k�m�a�n �T�L�-�l�O�O �u�l�t�r�a�c�e�n�t�r�i�f�u�g�e�)

한다 �. 막의 �P�K�C 활성은 �M�A�R�C�K�S �p�r�o�t�e�i�n

에 특이적인 �P�K�C�- 인산화에 해당하는 �p�e�p�t�i�d�e

�s�u�b�s�t�r�a�t�e 인 �A�c�- �F�K�K�S�F�K�L�- �N�H�z 을 이용하

여 측정하였다 �.
이 기 질 �p�e�p�t�i�d�e 는 모든 주요한 �P�K�C

�i�s�o�f�o�r�m�s 에 의해 동둥하게 인산화되는 것으

로 밝혀졌다 �. �a�s�s�a�y 를 위한 반웅액에는 �a�s�s�a�y

�b�u�f�f�e�r�[�5�0 �m�M �T�r�i�s�-�H�C�I �(�p�H �7�.�5�)�, �5

�m�M �M�g�C�1�2�. �1 �1�1�M �C�a�C�h�o �1�0�0 �1�1�M �s�o�d�i�u�m

�v�a�n�a�d�a�t�e�. �1�0�0 �1�1�M �s�o�d�i�u�m �p�y�r�o�p�h�o�s�p�h�a�t�e�.

�1 �m�M �s�o�d�i�u�m �f�l�u�o�r�i�d�e�. �a�n�d �1�0�0 �1�1�M

�p�h�e�n�y�l �m�e�t�h�y�l �s�u�l�f�o�n�y�l �f�l�u�o�r�i�d�e�] 에 �3�-�8 μ�g

의 단백질을 포함하는 �2�0�-�5�0 때의 �m�e�m�b�r�a�n�e

�s�u�s�p�e�n�s�i�o�n 용액과 �1�0 뼈의 �7�5�0 �1�1�M �P�K�C

기질 �p�e�p�t�i�d�e �(�5�0 �m�M �T�r�i�s�-�H�C�l �b�u�f�f�e�r�.
�p�H �7�.�5�)를 가하고 총 용량을 �5�0 �m�M

�T�r�i�s�-�H�C�l �b�u�f�f�e�r�(�p�H �7�.�5�) 로 �9�0 뼈가 되게

최종적으로 조정하였다 �. 반응은 �1�0 μ�g의 �5�0�0�1�1

�M �[�3�z�p�]�A�T�P�(�2�2�0 �c�p�m�/�p�m�o�l �i�n �T�r�i�s

�b�u�f�f�e�r�:�0�.�5 �m�C�i�/�t�u�b�e�)로 시작하여 �. �2�5 °

�C

에서 �1�0 분 동안 반응하고 �. �1�0 때의 �5�%

�a�c�e�t�i�c �a�c�i�d로 반웅을 정지시켰다 �. 반응액을

�1�6�.�0�0�0 �x �g 에서 �5 분 동안 원심분리하였다 �.
�9�0 �I�I�I의 상청액을 �P�8�1 �W�h�a�t�m�a�n �p�a�p�e�r 에

옮기 고 건조하였다 �. 그것을 �5�% �a�c�e�t�i�c �a�c�i�d
로 �1�0 분 동안 가볍게 �s�t�i�r�r�i�n�g 하여 세척하

였다 �. �P�8�1 종이에 부착한 �r�a�d�i�o�a�c�t�i�v�i�t�y 는 섬

광계수기에 의하여 측정하였다 �. 기질 �p�e�p�t�i�d�e

에 환합된 �r�a�d�i�o�a�c�t�i�v�i�t�y 를 계산하기 위하여

비특이적 결합은 �p�e�p�t�i�d�e 가 없는 상태의 결

과로서 결정하였다 �.
�(�5�) �L�D�H 측정 및 �D�N�A 분절현상

�L�D�H 활성은 �2�0�0 �m�M �T�r�i�s�-�H�C�I �b�u�f�f�e�r�.

�1�.�5 �m�M �N�A�D�. �0�.�3�2 �m�M �H�C�l 과 시료를 혼

합한 후 �3�T�C 에서 �5 분 동안 처리한 다음 �0�.�1

�N �H�C�I 을 넣어 잘 혼합한다 �. 혼합 후 반응이

완료된 다음 �5�0�0�n�m 에서 홉광도를 뼈�I�J定하여 對

照群과 比較 調효하였다 �. �D�N�A 분절현상을 관

찰하기 위하여 세포들은 �P�B�S 로 세척하고 �,

�l�y�s�i�s �b�u�f�f�e�r�O�O�m�M �T�r�i�s�-�H�C�l�: �p�H�7�.�4�.

�5�m�M �E�D�T�A�. �0�.�5�% �T�r�i�t�o�n �X�-�1�0�0�) 를 이용

하여 �4
°

�C에서 �2�0 분 간 용해시킨 후 �4�"�C 에서 �1�5

분 간 �2�7�0�0�0�x�g 에서 원심분리 하였다 �. 상층액

의 �D�N�A는 페놀 �. 페놀�/ 클로로포름 �O�:�l�,�v�!�v�)�,
그리고 클로로포름의 세 단계로 추출되었다 �. 그

리고 �D�N�A는 �0�.�1 �v�o�l�. �3�M �s�o�d�i�u�m �a�c�e�t�a�t�e
�(�p�H �5�.�2�) 와 �2 �v�o�l�. �e�t�h�a�n�o�l 로 침전되었다 �.

�D�N�A는 �T�E �b�u�f�f�e�d �1�0�m�M �T�r�i�s�-�H�C�l
�(�p�H �8�.�0�)�: �1�m�M �E�D�T�A�) 로 용해하였고 �3�T�C

에서 �1 시간 동안 �4�0 μ �g�/�m�£ �R�N�a�s�e �A 를 처리

했다 �.�D�N�A 농도는 �2�6�0 �n�m 에서 홉광도로 확

인하고 �. �2�0 뼈 �D�N�A를 �T�A�E �b�u�f�f�e�r�(�4�0�m�M

�T�r�i�s�-�H�c�l�: �p�H �8�.�5�. �2�m�M �E�D�T�A�) 로 �1�.�5�%

�g�e�l 상에서 전기 영동 하였다 �. 전기영동 후 �1�5

분 간 �0�.�5 뼈�/�m�£ �e�t�h�i�d�i�u�m �b�r�o�m�i�d�e 로 염색

하여 �U�V �t�r�a�n�s�i�l�l�u�m�i�n�a�t�o�r 를 통하여 확인하

였다 �.
�@ 형태학적 변화

�D�N�A의 염색은 �5 �x �1�0�5 개의 세포를 �2 μ
�g

�/�m�£ �D�A�P�I �(�S�i�g�m�a�) 로 �3�0 분 동안 �3�7 �"�C에

서 시행하고 �. 형광현미경으로 관찰하였다 �.
�D�A�P�I 염색은 원형질막을 투과하여 염색체를

푸르게 염색한다 �. 살아있는 세포는 정상적인

핵 크기와 푸른 형광을 보이고 �, 반면에 세포

고사가 일어난 세포는 응축된 염색체와 분절

된 핵을 관찰할 수 있다 �.
�(�]�) �C�a�s�p�a�s�e 활성 측정 및 �W�e�s�t�e�r�n �B�l�o�t

측정법

�S�K�-�N�-�M�C 세포는 �6�0 �m�m �p�l�a�t�e�s 에서 지

정된 시간 동안 저산소증 상태의 �c�h�a�m�b�e�r 에

�- �7�6 �-



�-�� 多흉少훌이 低�u 윷�{효 大腦 �J�$�a 댈 �I�i�I�I�R 생 손상에 미치는 彩 �8�-

서 배양되었다 �. 저산소증 처치 후 배양액을

제거하고 세포를 �P�B�S 로 씻은 후 �5�0 μ

�l�y�s�i�s �b�u�f�f�e�d �5�0�m�M �T�r�i�s�-�H�C�l�: �p�H�7�.�4�.

�1�m�M �E�D�T�A�. �1�0 �m�M �d�i�g�i�t�o�n�i�n�) 을 첨가했

다 �. 그 세포들을 �3�7�'�C 에서 �1�0 분 간 배양했

다 �. 배양 후 �. 부유물을 �1�0 분 간 �1�5�,�0�0�0

�r�p�m 에서 원심분리했다 �. 다음으로 분리한

�l�y�s�a�t�e �(�5�0 μ �g �p�r�o�t�e�i�n�) 를 �3�0 분 간 �5�0 �u�M

�A�c�-�D�E�V�D�-�M�C�A 나 �6�0 분 간 �A�c�- �Y�V �A�D�-

�M�C�A와 함께 배양했다 �. 분비된 �7�-�a�m�i�n�o�-�4�-

�m�e�t�h�y�l�c�o�u�m�a�r�i�n �(�A�M�C�) 의 양은 �3�8�0 �n�m 에

서 �e�x�c�i�t�a�t�i�o�n 하고 �4�6�0 �n�m 에서는 �e�m�I�S�S�I�O�n

하는 �s�p�e�c�t�r�o�f�l�u�o�r�o�m�e�t�e�r 를 이용하여 측정했

다 �. 한 단위는 �3�7�'�C 에서 분당 �A�M�C �1 �p�m�o�l

분비하는 것을 효소 요구량으로 정의되었다 �.

�W�e�s�t�e�r�n �B�l�o�t 측정법에 의해 �5�x�l�Q�S 세포를

냉각된 �P�B�S 로 두 번 씻고 �. �b�u�f�f�e�r �A �5�0�0

뼈 �( �5�0 �m�M �T�r�i�s�: �p�H �7�.�4�. �1 �m�M

�E�D�T�A�. �1 �m�M �E�G�T�A�. �2�5�0 �m�M �s�u�c�r�o�s�e

�2 뼈�/�m�£ �l�e�u�p�e�p�t�i�n�. �1 �m�M �P�M�S�F�. �a�n�d �1

�m�g�j�m�£ �p�e�p�s�t�a�t�i�n�) 를 첨가 했다 �. 세포들은

�D�o�u�n�c�e �h�o�m�e�g�e�n�i�z�e�r 를 이용하여 분쇄하였

으며 �, 분쇄물은 초원심분리에 의해 �c�y�t�o�s�o�l 과

�m�e�m�b�r�a�n�e 조각으로 분리되었다 �. 분해물과
�m�e�m�b�r�a�n�e 은 �S�D�S �s�a�m�p�l�e �b�u�f�f�e�r 와 함께

�5 분 간 끓였다 �. 동량의 각각의 생플들은 �(�2�0

μ
�g�) �4�.�C 에서 �1 시간 동안 �1�0�0 �V로 �1�2�%

�S�D�S�-�P�A�G�E 를 했고 �, �n�i�t�r�o�c�e�l�l�u�l�o�s�e �f�i�l�t�e�r 에

�t�r�a�n�s�f�e�r 했다 �. �f�i�l�t�e�r 는 상온에서 �l 시간 동안

�5�% �n�o�n�-�f�a�t �m�i�l�k가 들어있는 �T�B�S�T�(�l�O�m�M

�T�r�i�s�-�H�C�l�: �p�H �7�.�5�, �1�0�0�m�M �N�a�C�l�. �0�.�1�%

�T�w�e�e�n �2�0�) 으로 처리하였다�. �H�u�m�a�n �a�n�t�H�c�h�-�1

�(�c�a�s�p�a�s�e�-�2�, �S�a�n�t�a �C�r�u�z�)�. �a�n�t�i�-�c�a�s�p�a�s�e�-

�3�(�P�h�a�r�M�i�n�g�e�n�)�. �a�n�t�i�-�P�A�R�P �(�C�l�o�n�t�e�c�h�) 를

�1 차 항체로사용응�}였고 �, �h�o�r�s�e�r�a�d�i�s�h �p�e�r�o 잉 �d�a�s�e

�-�l�a�b�e�l�e�d �g�o�a�t 또는 �m�o�u�s�e �I�g를 �2 차 항체로

사용흠얹다�. 항체반응 밴드는 �c�h�e�m�i�l �u�m�i�n�e�s�c�e�n�c�e

�(�E�C�L �W�e�s�t�e�r�n �d�e�t�e�c�t�i�o�n �k�i�t�) 로 보여졌다 �.
�C�y�t�o�c�h�r�o�m�e �c 단백질은 �m�o�u�s�e 단일클론성

�a�n�t�i�-�c�y�t�o�c�h�r�o�m�e �c 항체를 이용하여 �W�e�s�t�e�r�n

�b�l�o�t 분석을 하였다 �.

�7�) 統計 處理

휩쫓웠 結果에 대한 유의성의 검정은 �S�t�u�d�e�n�t�-�t

�t�e�s�t 에 의하였으며 �p 값이 �0�.�0�5 와 �0�.�0�1 이

하인 것만 유의한 것으로 하였다 �.

�m�. 實驗成續

�1�. 저산소증메 의한 대뇌신경세포의 손

상과 熟多寒小場의 보호작용

저산소증에 따른 �i�n �v�i�t�r�o �i�s�c�h�e�m�i�a 에 노

출된 시간 및 熱多寒少場의 처리가 배양된 대

뇌신경세포에 미치는 영향을 조사하기 위하여

저산소 상태로 조절된 정온기에서 세포를 각

각 �2시간에서 �1�6 시간 동안 노출시켰다�. 그
후 세포의 생존율을 �X�T�T 법에 의하여 대조

군과 비교 조사한 결과 �2 분 간 노출군에서는

정상군에 비하여 세포생존율이 �1�0�.�9�% 감소

하였으며 �, 또한 �4시간 �8시간 �. �1�6 시간 노출군

에서는 각각 �3�0�.�9�. �4�7�.�3�(�p�(�0�.�0�5�)�, �7�6�.�4�%
�(�p�(�O�.�O�U 로 감소하였다 �. 특히 �8시간 간 노출

군에서 �X�T�T�s�o 값을 나타냈다 �. 또한 �N�R 정 량

으로 측정한 결과도 이와 유사한 결과를 보였

�q�(�T�a�b�l�e �1�A�)�. 熱多寒少場을 투여한 실험

에서는 이러한 세포 생존률의 감소가 농도 의

존적으로 억제되는 경향을 보였다 �( �(�T�a�b�l�e

�1�B�)�. 이러한 결과는 저산소증의 세포독성효

과를 보여주는 것이며 熱多寒少場가 저산소증

세포독성을 완화하는 효과를 나타낸 것이다 �.
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�0 �1�0 �2�0 �4�0 �8�0

Mπ ¿��o�r¿��n�e�e
�1�0�0 �7�2�4�t�6�,�3 �.�1 ��¼�6�3�.�5 ��u �4�6�.�7�i�4�.�3�* Ãh�8�H�9�*�*�(�% �o�f �c�o�n�c�r�o�O

S뻐 �a�s�s�a�y
�1�0�0 �7�1�.�1�:�!�:�6�.�5 �6�1�.�3�:�!�:�6�.�5 �4�8�.�5�!�3�.�8�*  ��6�.�9�:�!�:�3�.�3�U�(�% �o�f �c�o�n�r�r�o�O

�- 사싱채질의학회지 제 �1�5 권 세 �1 호 �2�0�0�3 �-

�T�a�b�l�e �I�. �A�n�a�l�y�s�i�s �o�f �h�y�p�o�x�i�c �i�n�j�u�r�y

�a�f�t�e�r �i�n �v�i�t�r�o �i�s�c�h�e�m�i�a �i�n �c�u�l�t�u�r�e�d

�m�o�u�s�e �c�e�r�e�b�r�a�l �n�e�u�r�o�n�s �a�n�d �t�h�e

�n�e�u�r�o�p�r�o�t�e�c�t�i�v�e �e�f�f�e�c�t �o�f �Y�H�T�W�E

�(�A�) �T�i�m�e�-�d�e�p�e�n�d�e�n�t �r�e�l�a�t�i�o�n�s�h�i�p �o�f

�c�e�l�l �v�i�a�b�i�l�i�t�y �a�f�t�e�r �e�x�p�o�s�u�r�e �t�o �i�n �v�i�t�r�o

�i�s�c�h�e�m�i�a

�(�B�) �Y�H�T�W�E �d�o�s�e�-�d�e�p�e�n�d�e�n�t �r�e�l�a�t�i�o�n�s�h�i�p

�o�f �c�e�l�l �v�i�a�b�i�l�i�t�y �a�f�t�e�r �e�x�p�o�s�u�r�e �t�o �i�n

�v�i�t�r�o �i�s�c�h�e�m�i�a

�C�u�l�t�u�r�e�d �c�e�r�e�b�r�a�l �n�e�u�r�o�n�s �w�e�r�e �t�r�e�a�t�e�d

�w�i�t�h �h�y�p�o�x�i�a �w�i�t�h �v�a�r�i�o�u�s �t�i�m�e �i�n�t�e�r�v�a�l�s

�a�n�d �v�a�r�i�o�u�s �c�o�n�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n�. �Y�H�T�W�E�:

�Y�e�o�l�d�a�h�a�n�s�o�-�t�a�n�g �w�a�t�e�r �e�x�t�r�a�c�t�. �D�a�t�a �o�f
�(�A�) �a�n�d �(�B�) �w�e�r�e �m�e�a�s�u�r�e�d �b�y �X�T�T �a�n�d

�N�R �a�s�s�a�y�. �T�h�e �v�a�l�u�e�s �a�r�e �t�h�e �m�e�a�n�:�t�S�E

�f�o�r �6 �e�x�p�e�r�i�m�e�n�t�s�. �S�i�g�n�i�f�i�c�a�n�t �d�i�f�f�e�r�e�n�c�e�s

�b�e�t�w�e�e�n �g�r�o�u�p�s �a�r�e �m�a�r�k�e�d �w�i�t�h �a�s�t�e�r�i�s�k�s�.

�p�v 외 �u�e�. �.�p�(�0�.�0�5�: �"�p�(�O�.�O�l�.

�2�. 산소자유기 처리로 인한 대뇌신경세

포의 손상과 웠多훌少훌의 보호작용

�H�2�0�2 로 유도된 산소자유기가 배양된 대뇌

신경세포에 미치는 영향을 조사하기 위하여

�H�2�0�2 가 �1�0 �u�M 에서 �8�0 �u�M 까지의 농도로 조

절된 배양액에서 대뇌신경세포를 �6 시간 동안

배양한 후 �H�2�0�2 의 독성 효과를 �M�T�T �a�s�s�a�y 법

에 의하여 조사한 결과 �1�0�. �2�0 �u�M 의 �H�2�0�2

처리군에서는 세포의 생존율이 정상군 �( �1�0�0�%�)

에 비하여 각각 �7�2�.�4�. �6�3�.�5�% 로 나타났다 �.

�4�0�. �8�0 �u�M 의 �H�2�0�2 처리군에서는 세포의 생

존율이 �4�6�. �7�(�p�(�0�.�0�5�)�. �3�4�.�8�%�(�p�(�0�.�o�n 로 정

상군과 비교하여 유의성있는 감소 결과를 보였

으며 �. �S�R�B 법으로 결과도 이것과 유사한 경향

을 보였다 �(�T�a�b�l�e �2�A�)�. �H�2�0�2 처리시간에 따른

영향도 역시 �8 시간 이상 처리한 실험군에서는

유의성있는 세포생존률의 감소를 확인할 수 있

었다 �(�T�a�b�l�e �2�B�)�. �M�T�T�s�o 값에 준하는 �4�0

�u�M 의 �H�2�0�2�. �8 시간을 처리하고 熱多뽕少楊

를 투여한 실험군에서는 �1�0�0 μ �g�j�r 뼈를 투여한

실험군에서 대조군에 비하여 유의성있는 세포

생존률의 감소가 억제되는 결과를 보였다

�(�T�a�b�l�e �3�C�)�.

�T�a�b�l�e �2�. �A�n�a�l�y�s�i�s �o�f �H�2�0�2�-�i�n�d�u�c�e�d

�n�e�u�o�t�o�x�i�c�i�t�y �i�n �c�u�l�t�u�r�e�d �m�o�u�s�e �c�e�r�e�b�r�a�l

�n�e�u�r�o�n�s �a�n�d �t�h�e �n�e�u�r�o�p�r�o�t�e�c�t�i�v�e �e�f�f�e�c�t

�o�f �Y�H�1 ’�W�E

�(�A�) �C�o�n�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n�-�d�e�p�e�n�d�e�n�t �r�e�l�a�t�i�o�n�s�h�i�p

�o�f �c�e�l�l �v�i�a�b�i�l�i�t�y �b�y 많 �O�t�-�i�n�d�u�c�e�d �n�e�u�o�t�o 잉 �c�i�t�y

�7�8 �-



�H�2�D�z �I�n�c�u�b�a�r�i�o�n �T�i�m�e À•�c�)

�A�s�s�a�y �M�e0��hµ 

�4 �1�6�0

Mπ ¿��%¿��n�e�e
�1�0�0 �S�O�.�3�:�t�7�.�\ �.�6 � ��6�\�.�4 �4�3�.�6�!�4�.�\ � �2�2  ��:�t�\�.�9 � ��(�% �o�f �c�o�m�r�o�l�)

�S�R�B �a�s�s�a�y l때 �7�4�.�9�:�t�6�.�4 �I �(�i�J�.�l�:�t�5�.�5 �4�l�.�4�!�4�.�0 � �2�9�.�H�3�.�1 �
�(�% �o�f �c�o�n�r�r�o�l�)

�C�o�n�e�e�n�r�r�a�t�i�o�n 이 �Y�H�I�WÅ|�l¼
¿��)
�A�s�s�a�y �M�e�t�h�o�d

�5�0 �1�0�0 �2�0�0�0 �C�O�N�T

Mπ �a�b�s�o�c�b�a�n�c�e
�1�0�0 �4�2�.�8�!�3�.�3  ��1�.�7�! �5�.�5 �3�.Å��8 ��/ ��U  ��9�. �H�3�.�9�(�% �o�f �c�o�m�r�o�l�)

�S�R�B �a�s�s�a�y l매 �4�4�.�4�!�4�.�7 “2찌” �6�9�)�!�4�.�\ � �6�2�.�6�:�t�6�.�8�(�% �o�f �c�o�m�r�o�l�)

�E�x�p�o�s�u�r�e �t�i�m�e �t�o �h�y�p�o�x�i�a�(¿��)
�E�n�z�y�m�e �A�C�t�i�v�a�t�i�o�n

�% �1�2�0�0 �1�0 �3�0

�U�r¾|�s�e�a�e�t�iµL�n�o�n
�1�0�0 �8�3�.�6�:�t�7�.�8 �5�3�.�7�:�t�6�.�6�U �4�6�.�7�:�t�8�.�4�*�* �2�7�.�6�!�4�.�6�U

�(�% �o�f �c�a�n�c�r�o�l�)

�S�O�D �a�e�t�i�vµ0�J�o�n
�1�0�0 �7�9�.�4�!�8�.�3  ��7�.�8�m�. �4�3�.�2�:�t�4�.�8�U �3�2�.�6�:�t�4�6�U

�(�% �o�f �c�o�n�c�r�o�l�)

�-�� 多흉少훌이 �M쫓↑효 大앓 �.�i�$�t�f�i�i�1�i�l�l�f�f�i 손상에 미치는 影흩 �-

�(�B�) �T�i�m�e�-�d�e�p�e�n�d�e�n�t �r�e�l�a�t�i�o�n�s�h�i�p �o�f �c�e�l�l

�v�i�a�b�i�l�i�t�y �b�y �H�2�0�2�-�i�n�d�u�c�e�d �n�e�u�o�t�o�x�i�c�i�t�y

�(�C�) �Y�H�T�W�E �d�o�s�e�-�d�e�p�e�n�d�e�n�t �r�e�l�a�t�i�o�n�s�h�i�p

�o�f �c�e�l�l �v�i�a�b�i�l�i�t�y �b�y �l�l�i�0�2�-�i�n�d�u ∞ �d �n�e�u�o�t�o 잉 �c�i�t�y

�C�u�l�t�u�r�e�d �c�e�r�e�b�r�a�l �n�e�u�r�o�n�s �w�e�r�e �t�r�e�a�t�e�d

�w�i�t�h �h�y�d�r�o�g�e�n �p�e�r�o�x�i�d�e�(�l�l�i�0�2�) �a�n�d �Y�H�'�I�W�E

�w�i�t�h �v�a�r�i�o�u�s �t�i�m�e �i�n�t�e�r�v�a�l�s �a�n�d �v�a�r�i�u�o�s

�c�o�n�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n�. �Y�H�I ’�W�E�: �Y�e�o�l�d�a�h�a�n�s�o�-�t�a�n�g

�w�a�t�e�r �e�x�t�r�a�c�t�. �D�a�t�a �o�f �(�A�)�. �(�B�)�. �a�n�d �(�C�)

�w�e�r�e �m�e�a�s�u�r�e�d �b�y �M�T ’�r�a�n�d �S�R�B �a�s�s�a�y�.
�(�A�) �C�u�l�t�u�r�e�d �c�e�l�l�s �w�e�r�e �e�x�p�o�s�e�d �t�o �1�0�.

�2�0�. �4�0�. �8�0 따�t�1 �f�o�r �6 �h�o�u�r�s�. �r�e�s�p�e�c�t�i�v�e�l�y�.
�(�B�) �C�u�l�t�u�r�e�d �c�e�l�l�s �w�e�r�e �e�x�p�o�s�e�d �t�o �4�0 μ

�M �f�o�r �1�. �3�. �6�. �1�2 �h�o�u�r�s�. �r�e�s�p�e�c�t�i�v�e�l�y�.
�(�C�) �T�h�e �c�u�l�t�u�r�e�d �c�e�l�l�s �w�e�r�e �p�r�e�i�n�c�u�b�a�t�e�d

�w�i�t�h �v�a�r�i�o�u�s �c�o�n�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n �o�f �Y�H�T�W�E�.

�2�5�. �5�0�. �1�0�0�.�. �a�n�d �2�0�0 μ �g�I 뼈 �, �r�e�s�p�e�c�t�i�v�e�l�y�,

�f�o�r �2 �h�o�u�r�s �b�e�f�o�r�e �e�x�p�o�s�u�r�e �t�o �4�0 �1�1�M

�H�2�0�2 �f�o�r �8 �h�o�u�r�s�. �A�l�l �v�a�l�u�e�s �r�e�p�r�e�s�e�n�t�e�d

�t�h�e �m�e�a�n 土 �S�E �f�o�r �6 �e�x�p�e�r�i�m�e�n�t�s�. �S�i�g�n�i�f�i�c�a�n�t

�d�i�f�f�e�r�e�n�c�e�s �b�e�t�w�e�e�n �g�r�o�u�p�s �a�r�e �m�a�r�k�e�d

�w�i�t�h �a�s�t�e�r�i�s�k�s�. �p �v�a�l�u�e�. �. �p�(�0�.�0�5�: �.�.
�p�(�O�.�O�I�.

�3�. 항산화효소 �(�C�a�t�a�l�a�s�e�. �S�O�D�> 의 활

성 측정

저산소증이 �c�a�t�a�l�a�s�e 와 �S�O�D 동의 항산화

효소에 미치는 영향을 관찰하였다 �. 저산소증

처리 시간이 �3�0 분 이상 경과하면 �c�a�t�a�l�a�s�e 는

정상군에 비하여 �5�3�. �7�(�p�(�0�.�0�l�)�. �4�6�.�7�(�p

�(�O�.�O�U�. �2�7�.�6�(�p�(�0�.�O�n�% 로 활성이 유의성있게

감소하는 경향을 보였으며�. �S�O�D는 �5�7�.�8�(�p�(�0�.�0�5�) �.
�4�3�.�2�(�p�(�0�.�O�I�)�, �3�2�.�6�(�p�(�0�.�0�1�)�% 로 활성이 유의성

있게 감소하는 경향을 보였다 �(�T�a�b�l�e �3�A�)�.

세 포생 존률 �5�0 에 준하는 값인 저 산소증의 �3�0

분 처리와 熱多寒少場을 �2 시간 동안 전처

리한 실험군에서 熱多寒少場 추출물을 �1�0�0

μ �g�/ 뼈 이상 투여한 실험군에서 �c�a�t�a�l�a�s�e 는

정상군에 비하여 �6�3�.�1�. �8�2�.�l�(�p�(�0�.�O�O�.
�7�8�.�4�(�p�(�0�0�5�) �% 로 증가하는 경향을 보였으며 �,

�S�O�D는 �6�8�.�3�. �8�5�.�l�(�p�(�0�.�o�n�, �7�7�.�3�(�p�(�0�.�0�5�)�%

로 활성이 증가하여 유의성있는감소의 억제를 관

찰할 수 있었다 �(�T�a�b�l�e �3�B�)�.

�T�a�b�l�e �3�. �A�n�a�l�y�s�i�s �o�f �a�n�t�i�o�x�i�d�a�n�t

�e�n�z�y�m�e �a�c�t�i�v�a�t�i�o�n �i�n �c�u�l�t�u�r�e�d �m�o�u�s�e

�c�e�r�e�b�r�a�l �n�e�u�r�o�n�s �e�x�p�o�s�e�d �t�o �i�n �v�i�t�r�o

�i�s�c�h�e�m�i�a �a�n�d �t�h�e �n�e�u�r�o�p�r�o�t�e�c�t�i�v�e

�e�f�f�e�c�t �o�f �Y�H�T�W�E

�(�A�) �T�i�m�e�-�d�e�p�e�n�d�e�n�t �c�h�a�n�g�e �o�f �c�a�t�a�l�a�s�e

�a�n�d �S�O�D �a�c�t�i�v�a�t�i�o�n �i�n �h�y�p�o�x�i�a�-�i�n�d�u�c�e�d

�n�e�u�r�o�t�o�x�i�c�i �t�y

�- �7�9 �-



�C�o�n�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n �o�f �¥�H�I�W�E�(�j�J�l�i�f�m�£�)
�¼�s�a�y �M�e�t�h�o�d

�0 �c�o�m ,。 �1�0�0 �2�0�0

�U�tµL�s�e �a�c�r�i�v�a�r�i�o�n
�1�0�0  ��2�.�8�t�6�.�1  ��AÅÐ�3�.�1�t�� ��6�3 ��U �8�2�.�1�t�6�.�6�" �7�8�A�t�7�.�1�*�(�% �o�f �c�o�n�t�r�o�l�)

�S�O�D �a�c�t�i�v�a�t�i�o�n
�1�0�0  ��1�.�U ��4 �6�8�.�3�t�7�. � �8���.�1�t�7�.�5�" �7�7�.�3�t�6�.�9�*�(�% �o�f �C�O�n�t�r�o�O

�E�n�z�y�m�e
�E�x�p�o�s�u�r�e �t�i�m�e �t�o �h�y�p�o�x�i�a�(�m�i�n�)

�A�c�t�i�v�a�r�i�o�n �0 �I �6�0 �1�2�0

�l�1�'�f�-�Q �3�1�3�.�6�t�· �7 �L�7ÁT � ��3�3�9�.�5°|�|
�| ¿��7�A�tÅ(�2�*(뼈며) �7�.���"Å( � ��4�3�.�6 �

�"�'�C�c�r�t�i�W�y�(�J�x�l��
�a�m�w�. �a�t�t�lµ0�1�'�/Å˜ µL¿�

�4�.�9�t�O�.�5 �4�A�t�O ’ ���.�9�i�O�.�6 ���.�5�t�0�7 ���.�U�O�.�7

�E�n�z�y�m�e
�C�o�n�c�e�m�m�i�o�n �o�f �Y�H�1�W�E�(�p�1�i�f¿��)

�A�c�t�i�v�a�t�i�o�n �0 �c�o�m ,。 �1�0�0 �2�0�0

�W�-�Q�(�w�l�r�l�:µLºp�)
�2�9�5�.�6�t�3�7�.�2  ��1�3�.�6�t�2�8 ’ �.�8¿��4�3�2�.�6 � �. ��m�.�7�t�2�7�.�5 �1�.�4 ��3�2�M ��4

�A�\�CÅÆ�i»ø�I�1�\�C
�c�r�t�l�V�l�t�y�(�J�x�l���r�:�u�r�V�w�.

�i�J�d�i·`�1¿�µL¿�
�3�.���i�O�.�5 뼈,‘4’  ��lÅÐ�.�6 �4�.�7�t�QÅì �4�.�6�t�0�.�7

�- 사싱찌질의학회지 세 �1�5 권 제 �1 호 �2�0�0�3 �-

�(�B�) �Y�H�T�W�E �d�o�s�e�-�d�e�p�e�n�d�e�n�t �c�h�a�n�g�e �o�f

�c�a�t�a�l�a�s�e �a�n�d �S�O�D �a�c�t�i�v�a�t�i�o�n �i�n �h�y�p�o�x�i�a�-

�i�n�d�u�c�e�d �n�e�u�r�o�t�o�x�i�c�i�t�y

�C�u�l�t�u�r�e�d �c�e�r�e�b�r�a�l �n�e�u�r�o�n�s �w�e�r�e �e�x�p�o�s�e�d

�t�o �h�y�p�o�x�i�a �a�n�d �Y�H�T�W�E �w�i�t�h �v�a�r�i�o�u�s

�t�i�m�e �i�n�t�e�r�v�a�l�s 킹�l�d �v�a�r�i�u�o�s �c�o�n�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n�.

�Y�H�I ’�W�E�: �Y�e�o�l�d�a�h�a�n�s�o�-�t�a�n�g �w�a�t�e�r �e�x�t�r�a�c�t�.

�T�h�e �a�c�t�i�v�a�t�i�o�n �o�f �c�a�t�a�l�a�s�e �a�n�d �S�O�D

�w�a�s �m�e�a�s�u�r�e�d �b�y �s�p�e�c�t�r�o�p�h�o�t�o�m�e�t�r�y�.
�(�A�) �C�u�l�t�u�r�e�d �c�e�l�l�s �w�e�r�e �e�x�p�o�s�e�d �t�o

�h�y�p�o�x�i�a �f�o�r �5 �t�o �4�0 �m�i�n�u�t�e�s�. �(�B�)

�C�u�l�t�u�r�e�d �c�e�l�l�s �w�e�r�e �e�x�p�o�s�e�d �t�o �h�y�p�o�x�i�a

�f�o�r �2�0 �m�i�n�u�t�e�s �a�n�d �p�r�e�i�n�c�u�b�a�t�e�d �f�o�r �2

�h�o�u�r�s �w�i�t�h �v�a�r�i�o�u�s �c�o�n�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n �o�f

�Y�H�T�W�E �b�e�f�o�r�e �i�t �w�a�s �e�x�p�o�s�e�d �t�o

�h�y�p�o�x�i�a �f�o�r �3�0 �m�i�n�u�t�e�s�. �A�l�l �v�a�l�u�e�s

�r�e�p�r�e�s�e�n�t�e�d �t�h�e �m�e�a�n 土 �S�E �f�o�r �6 �e�x�p�e�r�i�m�e�n�t�s�.

�S�i�g�n�i�f�i�c�a�n�t �d�i�f�f�e�r�e�n�c�e�s �b�e�t�w�e�e�n �g�r�o�u�p�s �a�r�e

�m�a�r�k�e�d �w�i�t�h �a�s�t�e�r�i�s�k�s�. �p �v�a�l�u�e�. �. �p�(�0�.�0�5�:
�.�. �p�(�O�.�O�l

�4�. �T�N�F�-�a 와 �P�K�C 활성 측정

저산소증 처리 및 熱多寒少場이 배양된 대

뇌신경세포에 미치는 영향을 �T�N�F�-�i�l 및

�P�K�C 의 활성의 측면에서 조사하기 위하여 신

경세포를 저산소증 상태에 각각 �1�0 분에서
�1�2�0 분까지 노출시킨 후 저산소증의 처리시

간에 따른 �T�N�F�-�i�l 와 �P�K�C 의 양적 변화를 정상

군과 비교하였으며 �, 각각의 값은 �p�g�/�m�l �(�T�N�F�-
�a�) 와 다 �. �1�x�1�0�3 �c�p�m�! μ �g �p�r�o�t�e�i�n�(�P�K�C�) 으로

표시하였다 �. �6�0 분 이상을 저산소에 노출한

실험군에서 �T�N�F�-�a 값이 정상군에 비하여

�4�9�.�0�% 의 유의성있는 증가가 관찰되었으며 �,

�P�K�C 의 값은 저산소증 처리가 �3�0 분 이상되

는 실험군에서 증가하는 경향을 보였으나 통

계적으로 유의한 수준은 아니었다 �(�T�a�b�l�e

�4�A�)�. 熱多寒少漫이 �T�N�F�-�i�l 와 �P�K�C 활성에

미치는 영향을 관찰하기 위하여 �3 시간동안
熱多寒少場을 전처리하고 �6�0 분 동안 저산소

증에 노출한 결과 저산소 처리로 각각

�7�3�.�7�% 와 �5�1�.�4�% 로 증가한 �T�N�F�-�i�l 와 �P�K�C

활성이 熱多寒少場 �5�0�. �1�0�0�. �2�0�0 μ �g�/�r 뼈을

처리한 실험군에서 �T�N�F�-�i�l 와 �P�K�C 활성 증

가되는 경향을 보였으며 �. 특히 �1�0�0 μ �g�j 뼈의

熱多寒少港를 투여한 실험군에서는 �T�N�F�-�i�l 의

값이 대조군에 비하여 �3�0�.�7�% 로 유의성있는

감소의 결과를 보였다 �(�T�a�b�l�e �4�B�)�.

�T�a�b�l�e �4�. �A�n�a�l�y�s�i�s �o�f �T�N�F�-�a �a�n�d

�P�K�C �a�c�t�i�v�i�t�y �i�n �c�u�l�t�u�r�e�d �m�o�u�s�e

�c�e�r�e�b�r�a�l �n�e�u�r�o�n�s �e�x�p�o�s�e�d �t�o �i�n �v�i�t�r�o

�i�s�c�h�e�m�i�a �a�n�d �t�h�e �n�e�u�r�o�p�r�o�t�e�c�t�i�v�e

�e�f�f�e�c�t �o�f �Y�H�T�W�E

�(�A�) �T�i�m�e�-�d�e�p�e�n�d�e�n�t �c�h�a�n�g�e �o�f �T�N�F�-�a

�a�n�d �P�K�C �a�c�t�i�v�i�t�y �i�n �h�y�p�o�x�i�a�- �i�n�d�u�c�e�d

�n�e�u�r�o�t�o�x�i�c�i �t�y

�(�B�) �Y�H�T�W�E �d�o�s�e�-�d�e�p�e�n�d�e�n�t �c�h�a�n�g�e �o�f

π�.�J�F
一�O 뻐�d �P�K�C �a�c�t�i�v�i�t�y �i�n �h�y�p�o�x�i�a�-�i�n�d�u�c�e�d

�n�e�u�r�o�t�o 잉 �c�i�t�y

�- �8�0 �-



�-�� 多흉少漫이 低�.�� ↑효 大 �8월 ���, 훌 �t�i�l�l�! 힌 손상에 미치는 影흩 �-

�C�u�l�t�u�r�e�d �c�e�r�e�b�r�a�l �n�e�u�r�o�n�s �w�e�r�e �e�x�p�o�s�e�d

�t�o �h�y�p�o�x�i�a �a�n�d �Y�H�T�W�E �w�i�t�h �v�a�r�i�o�u�s �t�i�m�e

�i�n�t�e�r�v�a�l�s �a�n�d �v�a�r�i�u�o�s �c�o�n�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n�.

�Y�H�T�W�E�: �Y�e�o�l�d�a�h�a�n�s�o�-�t�a�n�g �w�a�t�e�r �e�x�t�r�a�c�t�.

�T�h�e �a�c�t�i�v�a�t�i�o�n �o�f �P�K�C �a�n�d �T�N�F�-�a �w�a�s

�m�e�a�s�u�r�e�d �b�y �r�a�d�i�o�a�c�t�i�v�i�t�y �u�s�i�n�g �l�i�q�u�i�d

�s�c�i�n�t�i�l�l�a�t�i�o�n �c�o�u�n�t�e�r �i�m�m�u�n�o�b�s�e�r�b�e�n�t
�a�s�s�a�y�. �(�A�) �C�u�l�t�u�r�e�d �c�e�l�l�s �w�e�r�e �e�x�p�o�s�e�d

�t�o �h�y�p�o�x�i�a �f�o�r �1�0 �t�o �1�2�0 �m�i�n�u�t�e�s�. �(�B�)

�C�u�l�t�u�r�e�d �c�e�l�l�s �w�e�r�e �e�x�p�o�s�e�d �t�o �h�y�p�o�x�i�a �f�o�r

�6�0 �m�i�n�u�t�e�s �a�n�d �p�r�e�i�n�c�u�b�a�t�e�d �f�o�r �3 �h�o�u�r�s

�w�i�t�h �v�a�r�i�o�u�s �c�o�n�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n �o�f �Y�H�T�W�E

�b�e�f�o�r�e �i�t �w�a�s �e�x�p�o�s�e�d �t�o �h�y�p�o�x�i�a �f�o�r �6�0

�m�i�n�u�t�e�s�. �A�l�l �v�a�l�u 않 �r�e�p�r�e�s�e�n�t�e�d�. �t�h�e �r�r�e�a�n�i�S�E

�f�o�r �6 않���n�r�r�e 따�s�. 엎 �g�n�i�f�i�c�a�n�t �d�i�f�f�e�r�e�r�r�.�e�s

�b�e�t 따���n �g�r�o�u�p�;�; �a�r�e �r�r�n�r�k�e�d �w�i�t�h �a�s�t�e�r�i�s�k�s�. �p

�v려 �0�0�.
‘

�P�<�0�.�0�5�:
�.�. �p�<�0�.�0�l

�5�. 저산소증으로 유도되는 신경세포고

사와 熱多寒少楊의 항빼포고사 작용

저산소 처리가 �S�K�-�N�-�M�C 세포의 세포사

멸을 유도하는 지를 확인하기 위하여 저산소

처리 후 �S�K�-�N�-�M�C 세포에서 �L�D�H 유리를

세포배양액에서 측정하여 세포손상을 확인하

였다 �.�6 시간 동안 저산소 처리를 하면 �L�D�H

유리가 �1�0�% 증가하였으며 �2�4 시간 이상 처

리하면 저산소처리를 하지 않은 정상군에 비하

여 �L�D�H 유리가 �3�0�% �(�2�4�h�r�) �. �4�0�%�(�3�6�h�r�)�,
�6�0�%�(�4�8�h�r�) 로 유의성있는 증가를 보여 시간

의존적으로 저산소 처리에 의한 �L�D�H의 증가

를 나타냈다 �(�F�i�g�. �l�A�a�)�. �2�4 시간 동안 저산
소 처리하는 동안 熱多寒少楊를 �1�0�. �2�0�. �4�0�.
�8�0�. �1�6�0 μ �g�j�r 뼈 씩 처리하고 배양액 내로의

�L�D�H 의 유리를 측정한 결과 �4�0 μ �g�/ 뼈 이상

의 熱多寒少場를 처리한 실험군에서 �L�D�H 의

유리가 감소하는 경향을 나타냈으며 �. 특히 �8�0
μ

�g�j 뼈의 熱多寒少場를 투여한 실험군에서 저

산소만을 처리한 대조군에 비하여 유의성있는

�L�D�H 의 감소가 관찰되었다 �(�F�i�g�. �l�A�b�)�. 이러

한 세포사멸이 세포고사 �(�a�p�o�p�t�o�s�i�s�) 에 의한

것인지 세포괴사 �(�n�e�c�r�o�s�i�s�) 에 의한 것인지

구별하기 위하여 추가 실험을 시행하였다 �. 즉
�i�n�t�e�r�n�u�c�l�e�o�s�o�m�a�l �D�N�A 단편화 실험과

�c�h�r�o�m�a�t�i�n �d�y�e 를 이용하여 핵의 형태 관찰

을 시행했다�. 저산소 처리한 세포에서 �D�N�A는 아
가로스 젤 전기영동을 이용해 �o�l�i�g�o�n�u�c�l�e�o�s�o�m�a�l

�f�r�a�g�m�e�n�t�a�t�i�o�n 을 확언한 결과 저산소 처리한

�S�K�-�N�-�M�C 세포에서 추출한 낮은 분자량 �0�8�0
�b�a�s�e�) 의 �D�N�A는 �L�D�H 유리의 증가와 유사

하게 나타났다 �. 즉 �e�t�h�i�d�i�u�m �b�r�o�m�i�d�e 로 염

색된 아가로스 젤 상에서 시간의존적으로

이 �i�g�o�s�o�m�a�l �D�N�A �l�a�d�d�e�r 가 생성됐다 �(�F�i�g�.

�l�B�a�)�. 熱多寒少楊가 �D�N�A 단편화에 미치는

실험을 한 결파 �2�4 시간 저산소 처리를 하면

서 熱多寒少傷를 �5�0�. �1�0�0�. �1�5�0 μ �g�j 뼈를 처

리한 실험군에서는 �D�N�A의 단편화 현상이 나

타나지 않은 것을 관찰할 수 있었다 �(�F�i�g�.

�l�A�b�)�. 또한 �D�A�P�I 염색을 통하여 핵의 형태

학적 변화를 관찰한 결과 저산소처리를 하지

않은 정상군에서는 핵응축이 관찰되지 않았으

며 �. 저산소 처리 시간의존적으로 핵의 응축과

염색체의 단편화 양상 및 �a�p�o�p�t�o�t�i�c �b�o�d�y 를

관찰하 수 있었으며 �. �2�4 시간 저산소 처리를

하면서 熱多寒少場를 투여한 실험군에서는 핵

의 응축과 염색체의 절편이 보이기는 하지만

핵의 응축 및 염색체의 단편화가 억제되는 핵

의 변화를 관찰할 수 있었다 �(�F�i�g�. �2�)�.

이러한 저산소 처리로 인한 �S�K�-�N�-�M�C 세포

의 세포고사 현상에 관여하는 기전을 알아보기

위하여 핵의 단편화의 최종 경로인 �c�a�s�p�a�s�e�-�3

의 활성화 양상을 형광분석법과 �W�e�s�t�e�r�n

�b�l�o�t�t�i�n�g 을 통하여 확인하였고 �. �c�a�s�p�a�s�e 의 기

질인 �P�A�R�P 단백의 분절화로 인한 현상을 관

찰하였다 �. 즉 저산소 처리를 시행한 결과 시간

의존적으로 �c�a�s�p�a�s�e�-�3 의 활성 화를 관찰할 수

있었으며 �. �2�4 시간 저산소 처리 후 유의성있

는 증가를 나타났으며 �(�F�i�g�. �3�A�a�)�, �2�4 시간

저산소 처리와 함께 熱多寒少場를 투여한 결

과 �c�a�s�p�a�s�e�-�3 의 활성이 억제되는 경향을 보

였고 �, 특히 熱多寒少場 �8�0 μ �g�j�r 뼈의 처리군에

서는 현저한 감소 현상을 보였다 �(�F�i�g�. �3�A�b�)�.

�- �8�1



�- 사상체질의학회지 제 �1�5 권 제 �1 호 �2�0�0�3 �-

그리고 �c�a�s�p�a�s�e�-�3 의 기질 중의 하나인

�P�A�R�P 가 �c�a�s�p�a�s�e 의 활성과 함께 가수분해되

는 양상을 보였으며 �, 熱多寒少場를 투여한 실

험군에서는 이러한 가수분해 양상이 억제되는

것을 보였다 �(�F�i�g�. �3�B�)�. 그리고 �c�y�t�o�c�h�r�o�m�e

�c의 유리를 관찰하기 위얘 세포질과 �m�e�m�b�r�a�n�e

에서 �c�y�t�o�c�h�r�o�m�e �c의 양을 �W�e�s�t�e�r�n �b�l�o�t 분석

에 의해 측정 하였다 �. 저산소 처리 후 세포질

에서의 �c�y�t�o�c�h�r�o�m�e �c의 양은 증가되는 경향

을 보여 막손상으로 인하여 유리되는 결과를

보였으며 �, 이것 또한 熱多寒少場의 처리로 이

러한 양상이 감소되는 결과를 보였다 �(�F�i�g�.

�3�B�)�. �m�e�m�b�r�a�n�e 조각에서의 �c�y�t�o�c�h�r�o�m�e �c

의 양은 시간 의존적 방식에 상응한 감소를

보였으며 �, 이러 한 경향은 熱多寒少場의 투여

로 억제되는 경향을 나타냈다 �(�F�i�g�. �3�B�)�.

�(�A�) �L�D�H �r�e�l�e�a�s�e

�1�8�0

�1�m 」
�(�a�)

�1�s �-�-
§ �;�$

융
�1�$

훌 �?
휠 �Q

�g�3

�1�2 �2�4 �3�i �4�8

�E짜�g�u�e �b�1�T�i�e�t。 �h�w�m�j�a �(삐�l�r�)

�1�6�0

�(�b�)
�1�5�0

�1�4�0

�1�3�0

�1�2�0

�1�1�0

�1�a�3

�9�0
�(
μ�F�U�m�e�)

�8�C
�1�0 �2�0 �4�0 �8�0 �1�6�0

�C�o�m�e�r�1�b�a�t�i 。�n 。�! �Y 깨�T�W�E �(μ빙�n�i�e�)

�(�B�) �D�N�A �F�r�a�g�m�e�n�t�a�t�i�o�n

�E�x�p�o�s�u�r�e �t�o �h�y�p�o�x�i�a �(�h�o�u�r�)

�0 �1�2 �2�4 �4�8

�C�o�n�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n �o�f �Y�H�T�W�E �(
μ�g�/�m�l�)

�0 �1�0 �5�0 �1�O�O �1�5�0

�F�i�g�. �1�. �A�p�o�p�t�o�s�i�s �i�n�d�u�c�e�d �b�y �e�x�p�o�s�u�r�e

�t�o �h�y�p�o�x�i�a �i�n �S�K�-�N�-�M�C �c�e�l�l�s �a�n�d

�a�n�t�i�a�p�o�p�t�o�t�i�c �p�r�o�p�e�r�t�i�e�s �o�f �Y�H�T�W�E �.
�A �: �T�i�m�e�-�d�e�p�e�n�d�e�n�t �c�h�a�n�g�e �o�f �L�D�H
�l�e§ �k�a�g�e �d�u�r�i�n�g �h�y�p�o�x�i�a �a�n�d �Y�R�T�W�f�E

�t�r�e�a�t�m�e�n�t�. �T�h�e �c�e�l�1�s �w�e�r�e �e�x�p�o�s�e�d �t�o

�h�y�p�o�x�i�a �f�o�r �t�h�e �i�n�d�l�C�a�t�e�d �p�e�r�i�o�d�s�, �6�,

�8�2 �-



�- �!�R 多寒少훌이 �f�&�g 훗쫓性 大腦神經細 �8힘 손상에 미치는 影훌 �-

�1�2�, �2�4�, �3�6 �a�n�d �4�8 �h�o�u�r�s �a�n�d �t�r�e�a�t�e�d

�w�i�t�h �v�a�r�i�o�u�s �c�o�n�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n �o�f �Y�H�T�W�E �.
�1�0�. �2�0�, �4�0�. �8�0�, �a�n�d �1�6�0 μ �g�/�I�1�1�9 �f�o�r �2�4
�h�o�u�r�s �o�f �e�x�p�o�s�u�r�e �t�o �h�y�p�o�x�i�a�. �T�h�e �L�D�H
�l�e 왜�a�g�e �w�a�s �n�e�a�s�u�r�e�d �b�y �s�p�e�c�t�r�o�p�h�o�t�o�m�e�t�r�y

�a�t �5�7�0 �n�m �w�a�v�e�l�e�n�g�t�h�. �B�: 뀐 �m�e �c�o�u�r�s�e �o�f

�D�N�A �f�r�a�g�m�e�n�t�a�t�i�o�n �i�n �r�e�s�p�o�n�s�e �t�o

�h�y�p�o�x�i�a �a�n�d �e�f�f�e�c�t �o�f �Y�H�T�W�E �o�n

�h�y�p�o�x�i�a�-�i�n�d�u�c�e�d �D�N�A �f�r�a�g�m�e�n�t�a�t�i�o�n�.
�(�a�) �; �S�K�-�N�-�M�C �c�e�l�l�s �w�e�r�e �e�x�p�o�s�e�d �t�o

�h�y�p�o�x�i�a �f�o�r �v�a�r�i�o�u�s �p�e�r�i�o�d�s �(�0�, �1�2�, �2�4�.

�a�n�d �4�8 �h�o�u�r�s�) �. �(�b�) �; �T�h�e �c�e�l�l�s �w�e�r�e

�e�x�p�o�s�e�d �t�o �h�y�p�o�x�i�a �f�o�r �2�4 �h�o�u�r�s �a�n�d

�t�r�e�a�t�e�d �w�i�t�h �v�a�r�i�o�u�s �c�o�n�c�e�n�t�r�a�t�i�o�n �o�f

�Y�H�T�W�E�, �1�0�, �5�0�, �1�0�0�, �a�n�d �1�5�0 μ�g�/�m�M

�f�o�r �2�4 �h�o�u�r�s �o�f �e�x�p�o�s�u�r�e �t�o �h�y�p�o�x�i�a �.

�, 훌페

�|훌

�F�i�g �- �2 �. �M�o�r�p�h�o�l�o�g�i�c �c�h�a�n�g�e�s �o�f

�a�p�o�p�t�o�t�i�c �n�u�c�l�e�u�s �o�f �S�K�-�N�-�M�C �c�e�I�l�s

�e�x�p�o�s�e�d �t�o �h�y�p�o�x�i�a �a�n�d �a�n�t�i�a�p�o�p�t�o�t�i�c

�e�f�f�e�c�t �o�f �Y�R�I ’

�W�E�- �H�y�p�o�x�i�a �i�n�d�u�c�e�d �n�u�c�l�e�a�r
�D�N�A �c�o�n�d�e�n�s�a�t�i�o�n �a�n�d �f�r�a�g�m�e�n�t�a�t�i�o�n�.

�F�1�u�o�r�e�s�c�e�n�c�e �I�r�j�c�r�o�g�a�p�h�s �w�e�r�e �t�a�k�e�n �o�f

�c�e�l�1�s �s�t�a�i�n�e�d �w�i�t�h �D�A�P�I �. �C�u�l�t�u�r�e�d �c�e�l�l�s

�i�n�c�u�b�a�t�e�d �w�i�t�h �n�o�r�m�o�x�i�a �(�A�) �, �h�y�p�o�x�i�a

�(�B�) �6 �h�o�u�r�s�, �(�C�) �2�4 �h�o�u�r�s�, �(�D�) �4�8

�h�o�u�r�s�, �a�n�d �Y�H�T�W�E �(�E�) �5�0 μ�g�/�m ι �a�n�d
�(�F�) �1�5�0 μ �g�/�m�4 �f�o�r �2�4 �h�y�p�o�x�i�a�. �D�N�A

�c�o�n�d�e�n�s�a�t�i�o�n �a�n�d �f�r�a�g�m�e�n�t�a�t�i�o�n �w�e�r�e

�o�b�s�e�r�v�e�d �i�n �(�C�) �a�n�d �(�D�) �. �a�n�d �D�N�A

�c�o�n�d�e�n�s�a�t�i�o�n �a�n�d �f�r�a�g�m�e�n�t�a�t�i�o�n �w�a�s

�r�a�r�e�l�y �o�b�s�e�r�v�e�d �i�n �(�E�) �a�n�d �(�F�) �.

�(�A�) �E�f�f�e�c�t �o�f �h�y�p�o�x�i�a �a�n�d �Y�H�T�W�E

�o�n �c�a�s�p�a�s�e �a�c�t�i�v�a�t�i�o�n

�1�8

훌 �3�:

�1�2 �2�4 �3�6 �4�8

�T�i�m�e 이 �h�w�m�x�i 혀�h�q�l�r�)

�)�L�u�(「�8

�1�6

’ ‘

�1�2

�1�o

�o�8

�o�6

�o ‘

�o�2

�1�0 �2�0 �4�0 �% �1�6�0

�c 。 �n�c�e�n�t�r�a�t�l 。�n 。 �f �Y�H�T�W�E�( μ빙�m�l�)

�8�3



察�W�. 考

�- 사상체질의학회지 제 �1�5 권 제 �1 호 �2�0�0�3 �-

�(�B�) �W�e�s�t�e�r�n �b�l�o�t �a�n�a�l�y�s�i�s �o�f �c�a�s�p�a�s�e�-�3 �.
�P�A�R�P �. �a�n�d �c�y�t�o�c�h�r�o�m�e �c

韓醫學에서 저산소증에 의한 대뇌신경세포

손상을 운동마비나 지각마비를 나타내는 中風

의 범주에서 다루었다고 볼 수 있다 �.
四象醫學에서는 기존의 辦證施治의 이론과

는 달리 모든 사람은 大小의 職局이 있으며 �,

이들 간의 相표 均衛과 調和가 깨질 때에 病

理 反應이 나타나게 된다고 보고 있다 �1�7�)�.
예

를 들면 太陰 �A의 경우 中風 � 高血畢 � 高暗血

在 등 성인병의 발생율이 다른 체질에 비해

높게 나타나는데
�1�8�-�2 이

이런 현상은 太陰 �A의
藏局이 �R�f大뼈小하여 이런 불균형이 심화되면

呼散之氣는 不足하고 吸取之氣는 太過하게 되

기 때문이라고 보고 있다 �. 따라서 이러한 병

적 변화에 수반되는 輝局問의 不均衛을 시정

하여 주는 것이 치료의 주된 방향이라 할 수

있다 �. 太陰 �A �R꾸受熱훌熱病을 치료하도록 開

發된 熱多寒少場은 �r東醫壽世保元」 「新定太

陰 �A應用要藥二十方」 에 그 내용이 소개되어

있다
�2�1�)�.

李濟馬는 이 處方으로 盛病 �, 操熱病 �,

夢뺀病 등을 치료하였는데 �, 근래에 熱多寒少

場 및 그 加味方들은 太陰 �A 處方들 중 太陰

�A의 中風 初期 段階에 가장 사용빈도가 높은

것으로 알려져 있다 �2�2�)�.
따라서 허혈로 인한

뇌경색증의 치료에 熱多寒少場을 사용할 수

있을 것으로 생각된다 �. 이에 근거하여 대뇌신

경세포를 �i�n �v�i�t�r�o 허혈모텔에 노출하고 이

세포의 손상정도와 기전을 확인하고 熱多寒少

場의 신경세포 보호작용을 확인하였다 �.

최근 뇌허혈이나 저산소증에 산화적 손상이

관여한다는 보고가 많이 되고 있다�2 �2�3�)�.
따라

서 뇌질환에 대하여 많은 연구자들은 이들의

병인적 현상에 대한 기전규명과 효과적인 치

료방법에 대하여 꾸준히 연구를 진행하여 왔

다
�6�1�0�1�3�,�1�6�2�4�)�.

세포에 충분한 산소공급이 이

루어지지 않으면 신경계의 가장 급성적인 세

포손상을 받게 된다 �6�9�2�5�)�.
특히 �, 뇌세포는 잠

시라도 산소공급이 부족하게 되면 크게 손상

을 받는 저산소증에 가장 민감하게 반응하는

�4

훌�{
�3�2�1

�.

�d�c�b�a

�- �Q�4
�-

�F�i�g �- �3 �. �T�h�e �c�h�a�n�g�e �o�f �c�a�s�p�a�s�e�-�3

�a�c�t�i�v�a�t�i�o�n �a�n�d �d�e�c�r�e�a�s�e �i�n �p�r�o�f�o�r�m�s

�o�f �c�a�p�a�s�e�-�3 �, �P�A�R�P �. �a�n�d �c�y�t�o�c�h�r�o�m�e

�r�e�l�e�a�s�e �i�n�d�u�c�e�d �b�y �h�y�p�o�x�i�a �a�n�d

�t�r�e�a�t�m�e�n�t �o�f �Y�H�T�W�E �i�n �S�K�-�N�-�M�C

�c�e�l�l�s �. �A �; �T�h�e �a�c�t�i�v�a�t�i�o�n �o�f �c�a�s�p�a�s�e�-�3

�i�n �S�K�-�N�-�M�C �c�e�l�l�s �w�e�r�e �o�b�s�e�r�v�e�d �a�f�t�e�r

�e�x�p�o�s�u�r�e �t�o �h�y�p�o�x�i�a �f�o�r �t�h�e �p�e�r�i�o�d�s

�i�n�d�i�c�a�t�e�d �a�n�d �t�r�e�a�t�m�e�n�t �o�f �Y�H�T�W�E

�f�o�r �3�6 �h�o�u�r�s�. �T�h�e �c�a�s�p�a�s�e�-�3 �a�c�t�i�v�i�t�y

�w�a�s �m�e�a�s�u�r�e�d �a�s �d�e�s�c�r�i�b�e�d �i�n �M�a�t�e�r�i�a�l�s

�a�n�d �M�e�t�h�o�d�s �. �D�a�t�a �r�e�p�r�e�s�e�n�t�e�d �t�h�e

�m�e�a�n ± �S�E �o�f �t�r�i�p�l�i�c�a�t�e �r�e�a�c�t�i�o�n�s �. �B �;

�R�e�p�r�e�s�e�n�t�a�t�i�v�e �W�e�s�t�e�r�n �b�1�o�t �a�n�a�l�y�s�i�s

�d�e�m�o�n�s�t�r�a�t�i�n�g �t�h�e �r�e�s�p�o�n�s�e �t�o �h�y�p�o�x�i�a

�a�n�d �Y�H�T�W�E �t�r�e�a�t�m�e�n�t�. �E�x�p�r�e�s�s�i�o�n�s �o�f

�c�a�s�p�a�s�e�-�3�. �P�A�R�P�, �a�n�d �r�e�l�e�a�s�e �o�f

�c�y�t�o�c�h�r�o�m�e �c �. �L�a�n�e �a �: �n�o�r�m�o�x�i�a �, �b �;

�e�x�p�o�s�u�r�e �t�o �h�y�p�o�x�i�a �f�o�r �1�2 �h�o�u�r�s�, �c�;

�2�4 �h�o�u�r�s �, �d �; �4�8 �h�o�u�r�s �. �L�a�n�e �1 �;

�h�y�p�o�x�i�a �f�o�r �3�6 �h�o�u�r�s �, �2 �; �t�r�e�a�t�m�e�n�t �o�f
�Y�H�T�W�E �4�O μ �g�/�m�e �d�u�r�i�n�g �e�x�p�o�s�u�r�e �t�o

�h�y�p�o�x�i�a�, �3�; �t�r�e�a�t�m�e�n�t �o�f �Y�H�T�W�E �8�0

μ �g�/ 뼈 �d�u�r�i�n�g �e�x�p�o�s�u�r�e �t�o �h�y�p�o�x�1�a�, �4�;

�t�r�e�a�t�m�e�n�t �o�f �Y�H�T�W�E �1�6�0 μ�g�/�m�e �d�u�r�i�n�g

�e�x�p�o�s�u�r�e �t�o �h�y�p�o�x�i�a

�c



�-�� 多흉少훌이 低≫�性 大腦 �i�$���1�i 뼈 �R힌 손상에 미치는 影 �8�-

세포이다 �. 따라서 저산소증은 뇌질환의 중요

한 병인의 하나로 인식된다
�5�.�1�1�.�2�6�)

만성적인

저산소�증은뇌세포의 손상으로 인하여 언어장

애를 비롯하여 학습장애 �. 기억력 상실 등을

가져오며 심하면 간질이나 치매와 같은 증후

를 야기하기도 한다
�2�7�.�2�8�)

특히 �, 저산소증 노

출의 초기에는 세포 내의 다양한 생화학적 변

화를 초래하게 되는데 그 중 하나가 활성산소

의 생성이다
�1�.�1�6�.�2�9�)

즉 �. 저산소증이나 이로인

한 허혈은 세포 내 산화적 인산화반응의 차단

으로 인하여 �A�T�P 의 생산 저하가 유발되며

이로 인한 �A�T�P 의 대사과정에서 �x�a�n�t�h�i�n�e

�o�x�i�d�a�s�e 에 의해 활성산소가 생성된다
�1�.�1�4�.�2�9�)

산소자유기는 정상적인 대사과정에서도 소

량이 생성되나 인체내의항산화효소인 �c�a�t�a�l�a�s�e

나 �s�u�p�e�r�o�x�i�d�e �d�i�s�m�u�t�a�s�e�(�S�O�D�) 에 의하여

물로 변환되어 인체에는 별다른 영향을 주지

못한다 �. 그러나 근위축성측삭경화증이나 파킨

슨씨병과 같은 질환에서는 제거되지 못한 산

소자유기가 뇌에 축적되어 뇌신경세포를 손상

하거나 사멸시켜 병변을 가속화시킨다고 알려

져 있다�. 따라서 산소자유기의 산화적 손상으

로 매개된 뇌질환의 치료방법의 하나로

�g�l�u�t�a�t�h�i�o�n�e 이나 �v�i�t�a�m�i�n �E 와 같은 항산화

제들을 투여함으로서 많은 치료적 효과를 얻

고 있다 �. 따라서 항산화제들은 과다한 산소자

유기를 제거해줌으로써 병변을 회복시켜 주는

데 중요한 역할을 한다는 보고에 근거하여
�1�.�9�)

산소자유기의 독성효과와 이에 대한 방어 및

회복작용에 대한 기전을 밝히려는 연구가 꾸

준히 진행되어 왔다
�3�.�6�)

또한 산소자유기와 �g�l�u�t�a�m�a�t�e 수용체에

대한 연구에서 산소자유기는 홍분성아미노산

�(�e�x�c�i�t�a�t�o�r�y �a�m�i�n�o �a�c�i�d�s�. �E�M�s�) 의 분비

를 촉진시킨다는 보고에 따라 신경세포의 손

상에 산소자유기와 �E�M는 여러 신경성질환

의 주된 병리적 요인으로 제시되었다
�.�8�.�1�3�)

최근

소수의 연구에서 산소자유기는 �g�l�u�t�a�m�a�t�e 수용

체의 하나인 �N�-�m�e�t�h�y�l�- �D�-�a�s�p�a�r�t�a�t�e �(�N�M�D�A�)

수용체를 통하여 세포내 �C�a�2�+ 의 농도를 증가

시킴으로써 신경세포의 손상이나 퇴화를 초래

한다고 보고된 바 있다
�.�1�.�6�.�7�)

특히 �, 인체의 뇌에 존재

하고 있는 �N�M�D�A 수용체는 �a�- 없�n�i�n�o�- �3�-�h�y�d�r�o�x�y�-

�5�-�r�r�e�t�h�y �l�i�s�o�x�a�z�o�l�e�-�4�-�p�r�o�p�i�o�n�i�c �a�c�i�d�(�A�M�P�A�)

및 녕 �i�n�a�t�e �r�e�c�e�p�t�o�r 와 같은 수용체와함께 이온

전해질의 항상성을 조절하는 중요한 역할을

하고 있다
�4�.�9�)

그 중에서 �C�a�2�+ 의 �i�o�n�-�c�h�a�n�n�e�l

과 밀접한 관계가 있는 �N�M�D�A �r�e�c�e�p�t�o�r는 홍

분성아미노산의 과자극에 의하여 활성화 됨으로

써 그 결과 세포내 �C�a�2�+ 농도를 증가시키거나
�1�)

또는 세포 내 각종 효소나 �p�r�o�t�e�i�n �k�i�n�a�s�e

�C�(�P�K�C�) 와 같은 신호전달체계에 영향을 미쳐

세포를 손상하며
�8�)
신경병변을 가속화시킨다 �.

최근에 한약재나 동식물 등에서 유래한 천연

물이 산소자유기의 산화적 손상이나 독성물질

에 의해 야기되는 각종 신경병변의 치료에 매

우 효과적이라는 임상보고가 많이 이루어지고

있다
�1�.�6�.�7�)

특히 �, 한약재는 합성 화학약물에

비하여 적은 독성과 이로 인한 부작용이 적기

때문에 천연물의 연구가 많이 이루어지고 있

다
�6�.�1�0�)

이러한 연구를 위하여 경제적이고 효

율적인 병태모델이 개발되었으며 �. 특히 배양

세포를 이용한 병태모델이 동물의 실험모델을

대신하여 많이 이루어지고 있다
�3�.�8�-�9�.�1�1�)

본 연

구는 저산소에 의한 허혈상태에서 산소자유기

의 신경독성에 대한 효과와 熱多寒少場의 신

경세포 보호기전을 연구하고자 한 것이다 �. 따라
서 저산소증으로 유도한 �i�n �v�i�t�r�o 허혈이 대뇌

신경세포와 신경세포 종양세포인 �S�K�-�N�-�M�C

세포에 미치는 영호�t을 조사하였다 �. 저산소증

에 따른 �i�n �v�i�t�r�o 허혈에 노출된 시간 및 熱

多寒少場의 처리가 배양된 대뇌신경세포에 미

치는 영향을 조사하기 위하여 저산소 상태로

조절된 정온기에서 세포를 각각 �2 분에서 �1�6

분 동안 노출시켰다 �. 그 후 세포의 생존율을

�X�T�T과 �N�R 법에 의하여 정상군과 熱多寒少

場을 처리한 실험군에서 노출 시간의존적으로

세포 생존율이 감소하는 것을 관찰하였다

�(�T�a�b�l�e �1�A�)�. 또한 熱多寒少場을 투여한 실

험에서는 이러한 세포 생존율의 감소가 농도

�- �8�5
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의존적으로 억제되는 경향을 나타내었으며

�(�T�a�b�l�e �1�B�)�. 이러한 결과는 저산소증의 세

포독성과 熱多寒少場가 저산소증 세포독성완

화 효과를 보여준 것이다 �. 이 같은 실험결과

는 �B�o�r�g�e�r�s 등 �(�9�9�0�)�2�) 이 보고한 허혈이 심

근세포와 뇌세포에 손상을 초래하였다는 연구

결과와 일치하는 것이며 �. 그 원인이 허혈시

형성된 산소자유기가 세포를 손상시킨 결과일

것으로 생각된다
�6�.�2�3�-�2�4�)

즉 허혈시 생성된 산

소자유기에 의한 세포악의 지질과산화반응에

의한 손상 및 단백질합성저해 등 복합적인 세

포손상의 요인의 결과라고 생각할 수 있을 것

이며
�1�.�2�3�.�2�5�)

熱多寒少場이 이러한 신경세포

손상의 억제효과를 나타내는 것을 확인하였

다 �. 또한 �H�2�0�2 로 유도한 산소자유기 생성으

로 발생한 세포 손상에 熱多寒少 �i易이 미치는

영향을 관찰한 결과 산소자유기처리는 농도와

시간의존적으로 세포손상을 유발하였으며 �, 熱

多寒少場 처리시 산소자유기로 유발된 세포손

상을 억제하는 효과를 관찰하였다 �(�T�a�b�l�e �2�)�.

또한 저산소 처리에 의한 허혈상태가 유발하

는 신경세포 손상이 산화적 손상 기전과 관계

가 있는가를 알아보기 위하여 저산소증으로

허혈을 유도하고 �c�a�t�a�l�a�s�e 와 �S�O�D 의 항산화

효소의 활성을 조사하였다 �. 저산소 시간에 비

례하여 �c�a�t�a�l�a�s�e�9�t �S�O�D 의 활성이 감소되었
으며 �(�T�a�b�l�e �3�A�)�. 이러한 결과로서 허혈이

산화적 손상과 밀접한 관련이 있는 것으로 확

인하였고 �. 허혈시 생성된 산소자유기가 세포

막을 투과하여 세포내 항산화효소의 활성을

억제함으로서 세포손상을 초래한 것으로 생각

된다
�4�.�9�.�2�3�)

한편 �, 熱多寒少場 추출물을 투여

한 결과 저산소 처리로 감소한 �c�a�t�a�l�a�s�e 와

�S�O�D의 활성이 증가하는 결과를 보였다 �(�T�a�b�l�e

�3�B�)�. 이러한 결과는 熱多寒少場 추출물의 구

성성분중 산소자유기의 산화적 손상에 대하여

신경세포의 보호작용은 항산화효소 활성을 통

하여 이루어지는 것으로 생각된다
�1�6�.�2�5�.�3�0�)

이

러한 결과는 최근 한약재의 산화적 손상으로

인해 영향을 받은 신경세포를 방어 내지는 보

호하였다는 연구결과와 일치함을 알 수 있었

다
�1�6�.�3�0�)

한편 �. 허혈이 신경세포 손상과 관련된 기전

의 하나로 �T�N�F�-�a 및 �P�K�C 의 활성에 미치는

영향을 조사하였으며 �, 熱多寒少場 추출물을

처리하고 그 결과를 확인하였다 �. 저산소 처리

시 �T�N�F�-�a 및 �P�K�C 의 활성 이 증가하는 것을

보였고 �(�T�a�b�l�e �4�A�)�. 熱多寒少場 처리시 활성

의 증가가 억제되는 양상을 보였다 �(�T�a�b�l�e

�4�8�)�. �K�h�a�m 등
�7�)
이 산소자유기가 혈관내피세포

에서 �c�y�t�o�k�i�n�e 과 �i�n�t�r�a�c�e�l�l �u�l�a�r �a�d�e�h�i�s�i�o�n

�m�o�l�e�c�u�l�e�O�C�A�M�) 과 같은 물질들을 생성하여

동맥질환을 유발한다는 연구결과를 보고하였

으며 �, 이러한 결과는 허혈시 생성된 산소자유

기가 �T�N�F�-�a 의 활성을 촉진시켰을 가능성이

클 것으로 생각된다
�7�.�2�8�)

따라서 본 실험 결

과는 허혈에 의해 생성된 산소자유기에 의한

지질막의 과산화반응과 �c�y�t�o�k�i�n�e 의 분비증가

를 熱多寒少場 추출물이 항산화효과를 나타냉

으로서 산화적 손상으로부터 신경세포를 보호

한 것으로 생각된다
�1�6�.�2�4�.�3�0�.�3�U

또한 저산소

처리시 생성된 활성산소가 흥분성아미노산의

분비를 촉진시켜 �N�M�D�A �r�e�c�e�p�t�o�r를 과자극

함으로써 세포 내 칼숨증가를 초래하고 동시

에 세포 내 칼숨증가는 �2�+�C�a �- �d�e�p�e�n�d�e�n�t

�P�K�C 의 활성을 증가시켰을 가능성이 높을 것

으로 생각한다
�2�7�.�3�2�)

이러한 저산소증의 신경세포 손상의 기전으

로 세포고사가 관여하는 지를 확인하고 熱多

寒少場이 세포고사기전에 미치는 효과를 관찰

하여 신경세포 손상에 미치는 熱多寒少楊의

효과를 세포고사의 측면에서 관찰하고자 했

다 �. 저산소 처리가 �S�K�-�N�-�M�C 세포의 세포사

멸을 유도하는 지를 확인하기 위하여 저산소

처리 후 �S�K�-�N�-�M�C 세포에서 �L�D�H 유리를

세포배양액에서 측정하여 세포손상을 확인한

결과 시간 의존적으로 저산소 처리에 의한

�L�D�H의 증가를 나타냈으며 �(�F�i�g�. �1�A�a�)�, �2�4

시간 동안 저산소 처리하는 동안 熱多寒少場

을 �1�0�. �2�0�. �4�0�. �8�0�. �1�6�0 μ �y�r 뼈 씩 처리하
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고 배양액 내로의 �L�D�H 의 유리를 측정한 결

과 �8�0 μ �g�/�m�Q 의 熱多寒少場을 투여한 실험군

에서 저산소만을 처리한 대조군에 비하여 유

의성 있는 �L�D�H 의 감소가 관찰되었다 �(�F�i�g�.

�l�A�b�)�. 이러한 결과는 앞의 배양한 대뇌신경

세포를 이용한 실험과 같은 것이다 �. 이러한
세포사멸이 세포고사 �(�a�p�o�p�t�o�s�i�s�) 에 의한 것

인지 세포괴사 �(�n�e�c�r�o�s�i�s�) 에 의한 것인지 구

별하기 위하여 �i�n�t�e�r�n�u�c�l�e�o�s�o�m�a�l �D�N�A 단

편화 실험과 �c�h�r�o�m�a�t�i�n �d�y�e 를 이용하여 핵

의 형태 관찰을 시행했다 �. �D�N�A 단편화를 확

인한 결과 저산소 처리한 �S�K�-�N�-�M�C 세포에

서 �D�N�A 단편화는 �L�D�H 유리의 증가와 유사

하게 나타났다 �(�F�i�g�. �l�B�a�L 또한 熱多寒少場

을 처리한 실험군에서는 �D�N�A의 단편화 현상

이 억제되는 것을 관찰할 수 있었다 �(�F�i�g�.

�l�A�b�)�. 또한 저산소증 처리로 인한 핵응축과

염색체의 단편화 양상 및 �a�p�o�p�t�o�t�i�c �b�o�d�y 를

관찰할 수 있었으며 �, 熱多寒少場을 투여한 실

험군에서는 핵의 응축과 염색체의 절편이 보

이기는 하지만 핵의 응축 및 염색체의 단편화

가 억제되는 핵의 변화를 관찰할 수 있었다

�(�F�i�g�. �2�)�.

이러한 저산소 처리로 인한 �S�K�-�N�-�M�C 세

포의 세포고사 현상에 관여하는 기전을 알아

보기 위하여 핵의 단편화의 최종 경로인

�c�a�s�p�a�s�e�-�3 의 활성 화 양상을 분석 한 결과 저

산소 처리후 시간의 존적으로 �c�a�s�p�a�s�e�-�3 의 활

성화의 증가를 관찰할 수 있었으며 �. �(�F�i�g�. �3�A�a�)�.

熱多寒少場의 투여로 �c�a�s�p�a�s�e�-�3 의 활성 이 억

제되는 경향을 보였다 �(�F�i�g�. �3�A�b�)�. 그리고

�c�a�s�p�a�s�e�-�3 의 기질 중의 하나인 �P�A�R�P 가

�c�a�s�p�a�s�e 의 활성과 함께 가수분해되는 양상을

보였으며 �, 熱多寒少場-을 투여한 실험군에서는

이러한 가수분해 양상이 억제되는 것을 보였다

�(�F�i�g�. �3�B�)�. 또한 저산소 처리 후 세포질에서

의 �c�y�t�o�c�h�r�o�m�e �c의 양은 증가되는 경향을 보

여 막손상으로 인하여 유리되는 결과를 보였으

며 �. 이것 또한 熱多寒少場의 처리로 이러한 양

상이 감소되 는 결과를 보였다 �(�F�i�g�. �3�B�) 그리

고 �m�e�m�b�r�a�n�e 분획에서의 �c�y�t�o�c�h�r�o�m�e �c 의

양은 시간 의존적 방식에 상응한 감소를 보였

으며 �. 이러한 경향은 熱多寒少場의 투여로 억

제되는 경향을 나타냈다 �(�F�i�g�. �3�B�L 이러한

결과는 저산소 처리가 �S�K�-�N�-�M�C 신경아세

포종양 세포에서 �c�a�s�p�a�s�e 활성화를 통하여

세포고사를 유도하고 �D�N�A 단편화 결과를 초래하

였으며 �, 또한 �m�i �t�o�c�h�o�n�d�r�i�a 로부터 �c�y�t�o�c�h�r�o�m�e

�c의 유리를 자극하였다 �. 즉 저산소처리로유도되

는 세포고사는 �c�y�t�o�c�h�r�o�m�e �c의 유리를 동반하는

�c�a�s�p�a�s�e 의 활성 을 통하여 발생 한다는 것을 다

시 확인하였고 �, 熱多寒少場의 신경세포고사의

억제는 �c�a�s�p�a�s�e 의 활성 억제 기전을 통하여

이루어지는 것으로 생각된다 �.
이상의 연구에서 저자는 熱多寒少場이 저산

소증에 의해 손상된 배양 대뇌신경세포에 대

한 보호효과에 유의한 결과를 관찰하였다 �. 앞

으로 상세한 연구가 이루어져야 하겠지만 �. 저
자는 熱多寒少場이 부분적으로 생체의 생물학

적 �, 생화학적 균형을 정상화시키는 치료효과

를 갖고 있다는 것을 예측할 수 있었으며 �, 이

에 대한 다른 효소들의 관찰과 아울러 형태학

적인 변화 동의 심도 있는 연구를 통한 그 기

전의 규명이 지속되어야 한다고 사료된다 �.

�v�. 結 를�4 ‘

�i뼈

허혈에 의하여 유발되는 신경세포손상에 대

한 독성기전과 熱多寒少場의 신경세포보호효

과를 관찰하기 위하여 생쥐의 대뇌신경세포와

신경아세포종양세포인 �S�K�-�N�-�M�C 세포를 이

용하여 다음과 같은 결과를 얻었다 �.

�1�. 생쥐의 배양 대뇌신경세포에 저산소 처

리로 �i�n �v�i�t�r�o 허혈을 유도하여 �2�-�1�6 분 동

안 노출시킨 결과 허혈을 처리한 시간에 비례

하여 세포생존율이 감소하였으며 �, 熱多寒少場

을 처리한 실험군에서는 이러한 세포생존율의

감소가 억제되는 결과를 보였다 �. 또한 �H�2�0�2

를 이용하여 산소자유기를 처리한 후 세포생

존율은 감소하였으며 �, 熱多寒少場의 투여가
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신경세포 생존율의 감소를 억제하는 효과를

보였다 �.

�2�. 저산소 처리시 �c�a�t�a�l�a�s�e 와 �S�O�D 의 항

산화효소의 활성은 감소하였고 �. 熱多寒少場의
투여는 이러한 활성의 감소를 억제하는 효과

를 보였다 �. 또한 저산소 처리시 �T�N�F�-�a 와

�P�K�C 의 활성이 증가하였으나 熱多寒少場을

투여한 결과 이러한 경향이 억제되었다 �.

�3�. 저산소처리로 유도되는 세포고사는

�c�y�t�o�c�h�r�o�m�e �c의 유리 를 통반하는 �c�a�s�p�a�s�e

의 활성을 통하여 이루어졌고 �. 熱多寒少場의
신경세포고사의 억제는 �c�a�s�p�a�s�e 의 활성 억제

기전을 통하여 이루어졌다 �.

이상의 결파로 보아 저산소증은 쥐에서 분

리한 배양 대뇌신경세포에 산화적 손상에 의

한 신경독성을 나타냈으며 熱多寒少場이 저산

소증과 같은 산소자유기의 산화적 손상에 대

한 방어에 효과적인 것으로 사료된다 �.
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