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알코올 중독, 정신분열증, 다양한 신경 장애 등의

알코올성 질환의 발병률은 다른 질환에 비해서 매

해 급격히 증가하고 있으며(Charness 등 1989), 최

근 국내경제상황 악화와 더불어 알코올 중독의 경

우 그 정도가 더욱 심각해졌을 것으로 예측된다. 심

각한 알코올성 질환을 비롯한 알코올 독성은 행동,

운동장애를 비롯하여 기억 및 인지능력 상실에 까

지도 커다란 악영향을 끼치고 있다. 알코올로 인한

개인 및 사회적으로 심각한 문제성이 대두됨에 따

라 알코올의 독성 효과와 치료책 마련에 대한 관심

이 집중되어지고 다양한 시스템에서 연구보고들이

이루어져 왔으나, 알코올이 정확히 어떤 기작을 통

하여 세포 독성을 유발 하는지에 대해서는 아직까

지 명확하게 규명되어 있지 않다.

알코올의 독성에 관한 연구로는 알코올성 질환이

다른 질병들에 비해 특히 만성적이고 높은 재발율
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간추림 : 알코올은 학습, 기억, 인지 기능 및 사고, 판단을 관장하고 있는 뇌의 신경계 이상을 유발시켜 다양한 장

애와 질병을 초래한다고 알려져 있다. 다양한 기관이나 세포 형태에서 알코올의 독성에 대해서는 보고 된 바 있으

나, 신경세포에 대한 자세한 기작이나 영향에 대해서는 현재까지 명확히 규명된 바가 없다. 이에 본 연구에서는

사람의 콜린성 신경모세포종인 SK-N-SH에서 알코올에 의한 신경세포사멸의 여부 및 세포사멸기전을 밝히고자

하였으며, 여러 가지 세포 종류에서 항산화 효과 등의 생물학적 보호활성을 나타내는 것으로 알려져 있는 천연자

생물질인 baicalein과 gramineus를 이용하여, 알코올 독성에 대한 보호효과 여부를 확인하였다. 알코올 및 두

baicalein과 gramineus등을 처리한 후 세포생존율 변화를 조사하였고, 세포사멸기전을 세포사멸조절자인 p53의 발

현 변화와 사립체의 막전위차 변화를 관찰하였다. 그 결과 알코올은 세포자멸사(apoptosis) 양상의 신경세포사멸을

유발하고, p53 발현을 증가시켰으며, 사립체의 막전위차가 붕괴되었다. p53을 저해한 경우 알코올에 의한 신경세포

사멸이 저해되었고, 사립체의 막전위차가 유지됨을 확인할 수 있었는데, 이는 p53이 알코올에 의한 신경세포사멸

과정을 매개하고 더불어 사립체의 막전위차를 조절하고 있음을 시사하는 결과이다. 또한 자생식물의 보호효과기

전을 규명하고자 baicalein과 gramineus를 전 처리 한 후 알코올에 의한 영향을 확인한 결과, baicalein에 의해서

p53 발현 증가가 의미 있게 감소하였고, 사립체의 막전위차가 유지되었으며, 알코올에 의해 증가한 caspase 활성을

저해시킴으로서, 궁극적으로 세포생존율을 증가시켰다. 반면 gramineus는 어떠한 보호효과도 나타내지 못하였다.

본 실험의 결과는 baicalein이 알코올에 의해 증가된 p53의 발현을 효과적으로 감소시키고, 사립체의 기능을 보호

하며, caspase 활성을 저해함으로써 신경세포의 보호효과를 나타낼 수 있음을 제시해주는 것이라 하겠다.

찾아보기 낱말 : 알코올, 신경세포사멸, Baicalein, Gramineus, p53, Mitochondrial membrane potential (MMP), Caspase
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을 나타냄이 보고 되었으며(Tarter와 Edwards 1986,

Annis 1991, Agosti 1994), 그러한 독성기전에 대한

연구로는 알코올에 의한 1) GABA-A 수용체의 활

성화, 2) opioid 펩티드 및 도파민의 유리, 3) gluta-

mate 수용체의 억제와 세로토닌계와의 상호작용 등

을 매개하는 것으로 알려져 있다(Koob 등 1998). 이

에 따라 현재까지의 알코올 중독의 치료법으로는

도파민 D2 수용체 효현제인 bromocriptine과 길항제

인 haloperidol, 세로토닌 흡수억제제인 fluoxetine과

5-HT2 수용체 길항제인 ritanserin, 그리고 opioid 수

용체 길항제인 naltrexone 등만이 사용되고 있다

(Anton 1996). 더불어 알코올 중독 및 관련 질환은

그 원인과 기전이 현재까지 명확하게 규명되지 않

았고 동일한 경과나 양상을 보이지 않으며, 효과적

인 치료 방법이 없을 뿐 아니라 치료효과가 지속적

이지 못하였다는 결과를 통해, 알코올 독성 기전을

밝혀내고 유효한 보호물질을 통해 보호기전을 규명

하고자 하는 연구의 필요성과 중요성을 시사하는

연구보고도 있다(성상경 1999). 그러므로 알코올의

독성에 대한 기작 연구와 보호물질의 검증은 새로

운 치료 전략 수립을 위해 중요한 자료를 제공하게

될 것이다.

한편, 과잉반응, 집중력장애, 학습 및 기억장애, 운

동 실조, IQ 저하 등의 임상증상과 관련하여 인지기

능 및 사고, 판단을 관장하는 뇌의 신경세포에 대해

서 알코올에 의한 신경세포의 사멸 및 신경의 퇴행

성 변화 등이 동반된다는 연구보고가 있으며(Hunt

1993, Sanna 등 1993, Jang 등 2002), in vivo 또는 in

vitro에서 세포자멸사의 과정을 거친다는 결과와

(Charness 1993, Freund 1994), 세포사멸에 관여한다

고 알려져 있는 세포 내의 다양한 유전자 및 단백

질들이 알코올에 의해 유도된 신경 손상에 영향을

미칠 것으로 제시되고 있으나(Wright와 Thompson

2002), 알코올의 신경독성의 원인 및 작용 기전에

대해서는 명확하게 규명되지 못하고 있다.

플라보노이드(flavonoids)는 많은 식물로부터 기

원한 치료제들의 주요 성분 중 하나로 알려져 있으

며, 효과적인 약물학적 활성을 가지는 물질로서 대

부분의 식물에서 추출될 수 있다. 또한 플라보노이

드는 항암효과, 항염증효과, 항박테리아성 및 항알러

지 효과 등을 포함한 다양한 생물학적 활성을 나타

낸다고 보고가 된 바 있다(Brown 1980, Middleton

과 Kandaswami 1992, Duarte 등 1993). 최근에 그러

한 플라보노이드의 신경계에 대한 보호효과에 관한

연구가 많이 진행되어지고 있으며, 보고에 의하면

산화적 스트레스에 의한 신경세포의 손상에 대해

과도하게 발생된 자유라디칼을 제거함으로서 효과

적인 보호 작용을 나타낸다고 한다(Chen 등 1999).

Baicalein은 플라보노이드를 포함하고 있는 천연

자생물질로서, 황금 (Scutellaria baicalensis Georgi)

의 뿌리에서 추출되었으며, 이 식물은 항염증제(anti

-inflammatory drug)와 근육이완제 (smooth muscle

relaxant)로 널리 사용되고 있는 물질이다. 또한 유

효한 활성을 나타내는 4가지 성분으로 구성되어 있

는데, baicalin, baicalein, wogonoside, wogonin 등이

그것이다. 이 중 baicalein (5, 6, 7-trihydroxy-2-

phenyl-4H-1-benzopyran-4-one)은 항산화효과가

있는 것으로 알려져 있으며(Kimuya 등 1981, Hana-

saki 등 1994, Gao 등 1995, Yoshino와 Murakami

1998), superoxide (O2
-), H2O2, hydroxyl radical과 같

은 활성기산소종에 대한 포착효과를 연구한 보고도

있다(Hamada 등 1993). 그리고 microsome과 mito-

chondria 내에서 iron에 의존적인 lipid peroxidation

을 효과적으로 저해할 수 있다는 보고와(Miyahara

등 1993), H2O2에 의한 세포 사멸 역시 baicalein에

의해 효과적으로 저해되었으며(Shaw 등 1995), 활

성기산소종에 의한 손상에 대한 baicalein의 보호효

과가 iron chelator (deferoxamine), hydroxyl radical

scavenger, lipid peroxidase quenching agent (α-toco-

pherol), xanthine oxidase inhibitor (allopurinol) 등의

물질에 비해 현저하게 뛰어난 효과가 보고 되었다

(Gao 등 1998).

Gramineus는 석창포(Acorus gramineus Soland)라

고 하는 천남성과에 속하는 다년생 초본에서 추출

되었으며, 이는 우리나라를 비롯하여 중국, 일본 등

아시아 등지에서 자생하고 있는 식물이다. 한방에서

주로 강장, 강정, 신경통, 중풍, 이뇨, 식욕부진, 고혈

압, 피로회복제 등에 유용한 약재로서 오랫동안 이

용되어 왔으며, 최근 진정 및 흥분 완화작용, 항산화

및 지질개선효과, 신경세포손상의 보호효과 등에 대
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한 연구가 국내외에서 활발히 진행되고 있다(Cho

등 2001, 2002, Koo 등 2003). 그러나 baicalein이나

gramineus와 같은 자생물질의 신경보호효과에 대해

서 보고 된 연구는 아직까지 매우 미흡한 단계이며,

특히 알코올에 의한 독성 시스템에서는 보호효과에

관한 연구는 거의 진행되어 있지 않다.

본 연구에서는 사람의 콜린성 신경모세포종인 SK

-N-SH 세포를 이용하여, 알코올에 의한 세포자멸

사 양상의 신경세포사멸이 유발됨을 관찰하였고, 알

코올에 의한 구체적인 신경독성 기전을 규명하기

위하여, 세포 내 중요한 신호전달경로를 조절하고

있는 전사인자인 p53 발현 변화, 사립체의 기능 변

화, caspase 활성정도 등 여러 가지 인자들의 변화를

알아보았다. 더불어 유효한 천연자생물질인 baicalein

과 gramineus의 신경보호효과 여부를 검증하고, 알

코올의 독성 기전 중 어떠한 단계에서 영향을 미치

는지 그들의 보호 작용 기전을 규명하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 세포 배양

사람 신경모세포종(neuroblastoma cell)인 SK-N-

SH 세포를 PEI-coated 96칸의 배양 접시에 MTT

reduction assay를 위해서는 40,000 cells/well의 밀도

로 깔아준다. SK-N-SH 세포는 DMEM에 10% FBS

(fetal bovine serum)를 보충한 배양액으로 배양한다.

실험하기 2시간 전에 낮은 농도의 혈청이 든 배양

액(DMEM with 1% FBS)으로 바꾸어주고 알코올을

10, 20, 30, 40 mM로 처리하고, baicalein과 gramineus

는 모두 12.5 µM의 농도로 일정 시간동안 처리한다.

2. 세포 생존율 측정(MTT 방법)

MTT 방법은 기존에 보고 된 방법을 변형하여 시

행하였다(Shearman 등 1994, Kaneko 등 1995). 배양

된 세포에 알코올을 처리한 뒤 37�C, 5% CO2 배양

기에서 배양한다. 48시간 후에 3-(4, 5-dimethylthia-

zol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT;

Sigma) 용액을 최종농도가 0.5 mg/mL 농도가 되도록

각 well에 첨가한 후에 4시간 반 동안 더 배양하였

다. MTT의 환원에 의해서 형성된 formazan precipi-

tate를 용매(0.1 N HCl in absolute isopropanol)에 녹

인 후에 ELISA reader를 이용하여 570 nm에서의 흡

광도를 측정한다. 각 시료의 값은 해당되는 용매만

을 추가한 control값을 100%로 하고 0.9% Triton

X-100에 의해 세포가 완전히 파괴되었을 때의

MTT 환원력 정도를 0%로 하여 상대적인 값으로

표시한다.

3. 핵 형태변화 측정

(Hoechst 33258 dye staining)

세포자멸사 과정 중의 세포 내의 핵 염색질의 형

태변화는 DNA-binding fluorochrome bis-benze

(Hoechst 33258 dye)로 염색하여 관찰하였다. 0.5~

3.0×106 cell을 300×g에서 10분간 원심 분리하여

모은 후 PBS로 세척하고, 세포를 50 µL의 paraform-

aldehyde에 현탁한 후 상온에서 10분간 고정한다.

고정액을 제거하고 세포를 PBS로 세척한 후 16 µg/

mL의 bis-benzimide를 포함한 PBS 15 µL를 넣음.

상온에서 15분간 방치한 후 10 µL을 slide glass에

넣고 형광현미경 하에서 세포자멸사 과정 중의 핵

염색질의 변화를 관찰한다.

4. 사립체 막전위차 측정(TMRE staining)

사립체 막전위차는 형광 염색시료인 tetramethyl-

rhodamine ethyl ester (TMRE, Molecular Probes)를

100 nM의 농도로 15분간 처리한다. 양성을 나타내

는 TMRE는 사립체의 막전위차에 의해 사립체 막

안쪽으로 이동하고, 염색되는 형광 세기에 따라 막

전위차가 정상적으로 유지가 되고 있는지 나타낸다.

TMRE의 형광 세기는 Flouremetry를 이용하여

excitation 549 nm, emission 574 nm에서 측정한다. 형

광 영상은 형광 현미경(Olympus IX70)을 이용하고

CCD 카메라를 이용하여 관찰한다.

5. Western blotting analysis

SK-N-SH 세포에서 p53의 발현 변화를 측정하
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기 위해 60 mm 배양접시에서 배양한 세포(2×106)

에 알코올을 일정 농도 처리하고 일정 시간 지난

후 RIPA buffer (1% Triton X-100, 20 mM Tris, pH

7.5, 100 mM NaCl, 1 mM Na3VO4, 40 mM NaF, 5 mM

EGTA, 0.2% SDS, 0.5% SDC, 0.2 mM PMSF)로

lysis한 후 Bio-Rad 단백질 정량 도구를 이용하여

bradford method로 정량하여 시료를 준비한다. 12%

SDS-PAGE를 한 후 semi-transfer로 NC membrane

에 옮겨 놓은 다음 5% skim milk로 전 처리 배양을

하여 비특이적인 항체 반응을 차단하였다. 1차 항체

로서 anti-p53 antibody를 1 : 1,000 희석하여 사용하

고, 2차 항체로서는 anti-rabbit polyclonal antibody

를 이용하여 1 : 2,000 희석하여 붙인다. 이후 ECL

kit로 X-ray film에 감광하여 결과를 분석한다. 

6. Caspase의 활성 측정

SK-N-SH 세포에서 caspase 활성을 측정하기 위

해 60 mm 배양접시에서 배양한 세포(2×106)를 용

해 완충제(10 mM Tris-Hcl, pH 7.4, 10 mM NaH2PO4

/NaHPO4, pH 7.4, 130 mM NaCl, 1% Triton X-100,

10 mM NaF)로 용해시켜 얻은 세포 용해체 50 µL에

직접 pan caspase substrate인 0.25 mM zVAD-PNA

를 HEPES buffer (40 mM HEPES, pH 7.5, 20% glyc-

erol, 4 mM DTT)에서 1시간 실온 반응시킨 후 cas-

pase에 의해 기질이 잘려서 생성되는 정도를 ELISA

Reader (Molecular Devices)를 이용하여 405 nm 흡광

도에서 측정하였다.

결 과

1. 알코올에 의해 유도되는 SK-N-SH 

신경모세포종의 어포토시스 양상의

세포사멸유발

사람의 콜린성 신경모세포종(Human Cholinergic

neuroblastoma cell)인 SK-N-SH 세포에서 알코올

에 의한 세포사멸을 관찰하기 위해서, 알코올을 처

리하기 2시간 전에 1% FBS를 포함하는 DMEM 배

지에서 배양하였으며, 알코올에 의해 유발된 세포사

멸은 MTT 방법을 이용하여 세포생존율을 측정하였
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Fig. 1. Ethanol induces neuronal cell death in human neuroblastoma SK-N-SH cells. (A) Time- and dose-dependent change of cell
viability by ethanol. SK-N-SH cells were pre-incubated in 1% FBS/DMEM for 2 hr and then treated with ethanol. Ethanol was
dissolved in D.W. Cell viabilities of SK-N-SH cells were estimated using the MTT reduction assay at indicated time points
(Materials and Methods). (B) Assessment of apoptosis by light microscopic morphology and Hoechst 33258 staining. Cells were
visualized by phase contast. SK-N-SH cells were either not treated (a, b) or treated (c, d) with 30 mM of ethanol for 24 hr. The
figures show that light microscopic morphology (a, c) and Hoechst 33258 staining nuclear morphology (b, d). The figures are
representative for three different experiments.
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다. SK-N-SH 세포에다가 알코올 (10, 20, 30, 40

mM)을 처리하였을 경우 시간 및 농도 의존적으로

세포사멸이 유발되었다 (Fig.1A). 30 mM의 알코올

처리 후 24시간에 약 40% 이상의 세포사멸이 유도

되는 것으로 나타났고, 48시간 후에는 약 75% 이상

의 세포사멸이 유도되었다. 알코올에 의한 SK-N-

SH 세포의 세포사멸양상을 규명하기 위해 세포의

외형적 변화와 핵 형태 변화를 Hoechst 33258염색

을 통해 관찰하였다. 위상차현미경을 이용하여 세포

외형의 변화를 24시간에 관찰한 결과 30 mM ethanol

을 처리한 경우 세포체의 응축, 분절, 신경돌기소실,

세포막수포현상 등의 전형적인 세포자멸사(apopto-

sis) 형태의 세포사멸을 나타내었다(Fig. 1B-a, c). 또

한 Hoechst 33258 염색을 이용하여 SK-N-SH 세포

의 핵 형태변화를 관찰한 결과 알코올 30 mM에 노

출된 경우 대조군에 비해 심각한 핵 응축(condensa-

tion)과 분절(fragmentation)을 나타내었다(Fig. 1B-

b, d).

2. Baicalein과 gramineus의 알코올에 의한

세포사멸에 대한 보호효과

한국자생물질인 baicalein과 gramineus의 알코올

에 의해 유발된 세포사멸을 보호할 수 있는지 알아

보기 위하여, 알코올을 처리하기 2시간 전에 1%

FBS를 포함하는 배지와 함께 12.5 µM의 baicalein

과 gramineus 추출물을 각각 전 처리 하였으며, 30

mM의 알코올을 24시간 처리한 후, MTT 방법을 이

용하여 세포생존율의 변화를 측정하였다(Fig. 2). 30

mM의 알코올을 24시간 처리 후 약 45% 이상의 세

포사멸이 유도되는 것으로 나타났으며, baicalein을

전 처리한 후 알코올을 처리한 군에서는 알코올만

단독으로 처리한 군에 비해 세포생존율이 40% 이상

높게 나타났다. 반면 baicalein와는 달리, gramineus

추출물을 전 처리한 후 알코올을 처리한 군의 세포

생존율은 알코올만 단독으로 처리한 경우에 비해

약간의 세포생존율을 높이긴 하였으나 의미 있는

수준의 변화는 아니었다. 또한 위상차현미경을 이용

하여 세포의 형태학적 양상을 관찰한 결과, 30 mM

의 알코올에 의해 유도되는 신경돌기의 손실 및 세

포막의 수포화와 같은 세포자멸사의 형태적 변화가

baicalein을 전 처리한 경우에는 효과적으로 감소하

였으며, 반면 gramineus를 전 처리한 경우에는 세포

자멸사 양상의 세포사멸에 대한 저해효과는 관찰하

지 못하였다.

3. 알코올에 의한 신경세포사멸 과정에서 p53의

관련성

P53은 DNA 손상과 저산소증 그리고 핵산 결핍

등을 포함한 세포내 스트레스에 의해 일어나는 신

호경로 과정 중에 나타나는 단백질로 먼저 알려졌

으며 또한 세포 자가 사멸 과정에서 세포사멸을 유

도하는 물질로 중요한 작용을 한다고 알려지고 있

다(Cregon 등 1999). 따라서 알코올에 의해 유발된

세포사멸경로에서 그러한 p53이 관여하는지 확인하
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Fig. 2. The effects of baicalein or gramineus on ethanol-induced
neuronal cell death. SK-N-SH cells were pre-treated
with 12.5 µM of baicalein, gramineus for 2 hr and then
treated with 30 mM of EtOH. Cell viabilities were deter-
mined by MTT reduction assay at 24 hr after 30 mM of
EtOH treatment. SK-N-SH cells were untreated (CTL)
or treated with 30 mM of EtOH for 24 hr (EtOH 30 mM).
Pretreatment of SK-N-SH cells with 12.5 µM of baica-
lein (baicalein±EtOH 30 mM) or gramineus (gramineus
±EtOH 30 mM) was treated with 30 mM of EtOH for 24
hr.
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기 위하여 p53 발현수준을 실험하였다. SK-N-SH

세포에 30 mM의 알코올을 처리한 후 p53 발현수준

이 시간 의존적으로 현저하게 증가함을 관찰할 수

있었다(Fig.3A). 또한 10 µM의 p53 antisense oligo-

nucleotides와 기능적인 저해제인 PFT-α (Pifithrin-

α)를 1 µM 전 처리한 경우 알코올에 의한 세포생존

율을 25% 이상으로 높이는 효과적인 보호효과를 보

였다. 이로서, 알코올로 인한 세포사멸과정에 p53의

중요하게 관여하는 것을 확인할 수 있었으며, p53

antisense oligonucleotides와 기능적인 저해제인 PFT

-α (Pifithrin-α)으로 p53을 발현수준과 기능적으로

차단하였을 경우에 알코올에 의한 신경세포독성을

차단할 수 있었다. 

4. 알코올에 의한 p53의 발현 증가에 대한

baicalein의 보호효과

이전 결과에서 알코올로 인한 세포사멸과정에

p53이 중요하게 관여하는 것을 확인하였으며, baica-

lein의 알코올의 독성에 대한 보호효과가 p53과 관

련하는 것인지를 확인하기 위하여 앞선 실험과 마

찬가지로, SK-N-SH 세포에 30 mM의 알코올을 처

리하기 2시간 전에 12.5 µM의 baicalein을 처리한

후 시간대 별로 p53 발현수준의 변화를 관찰하였다

(Fig. 4). 그 결과 알코올에 의해 현저하게 증가되었

던 p53 단백질 발현 수준이 baicalein에 의해서 대조

군 수준으로 감소됨을 확인할 수 있었다. 따라서 본

실험 결과로 baicalein의 알코올에 의한 신경세포독

성에 대한 보호효과가 p53 단백질 발현을 조절함으

로써, 그 하위 세포사멸경로를 차단하여 효과적으로

세포보호효과를 나타내는 것임을 알 수 있다.

5. 알코올에 의한 사립체의 막전위차

(mitochondrial membrane potential)의

변화와 이에 대한 baicalein의 영향

알코올에 의해서 사립체의 기능과 관련하여 막

전위차의 변화가 있는지를 알아보기 위하여, 사립체

에 특이적인 반응을 하는 형광염색시료인 TMRE을

이용하여 형광현미경으로 관찰하고, 형광의 발색정

도를 Flouremetry를 이용하여 측정하였다. 그 결과

대조군에서는 사립체 막전위차가 정상적으로 유지
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Fig. 3. Involvement of p53 in ethanol-induced neuronal cell death. (A) Western blot analysis of p53 proteins in EtOH-treated SK-N-
SH cells. SK-N-SH cells were untreated (vehicle; lane1) or treated with 30 mM of EtOH for 0.5 h (lane2), 1 h (lane3), 3 h (lane4)
and 6 h (lane5). The levels of p53 protein are expressed as folds of relative value. The difference from the cells incubated with
vehicle was statistically significant (P⁄0.05). (B) 30 mM of EtOH treatment for 24 hr induced 40% cell death. Pretreatment with
p53 antisense oligonucleotides (p53As), PFT (inhibitor of p53) showed protective effects upon EtOH-induced neurotoxicity. The
bars represent standard deviation.
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되고 있는 것을 관찰할 수 있었던 반면 SK-N-SH

세포에 30 mM의 알코올을 처리한 후 6시간의 경우

막전위차가 정상적으로 유지되지 못해 형광이 감소

한 것으로 측정되었다(Fig. 5). 그리고 p53 antisense

oligonucleotides, 10 µM과 기능적인 저해제인 PFT-

α (Pifithrin-α), 1 µM을 2시간 전 처리한 경우 세포

의 외형이나 사립체의 형체가 대부분 정상적이어서

알코올에 의해 무너진 막전위차가 거의 대조군과

가깝게 보호되는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 알

코올에 의한 세포 사멸 과정이 p53 단백질 발현 증

가와 더불어 사립체의 막전위차가 붕괴되는 등의

기능저하를 통한 과정임을 확인하였으며, baicalein

이 p53 단백질의 발현 조절을 거쳐 그 하위 기전인

사립체 막전위차 붕괴를 효과적으로 차단함으로써

알코올에 의한 신경세포의 손상을 보호하고 있는

것을 확인하였다.

6. 알코올에 의한 세포사멸에서 caspase와의

관련성 및 baicalein의 보호효과

세포자멸사의 하위 단계에서 사립체의 기능과 관

련하여 활성화된다고 알려져 있으며, 더불어 세포사

멸에 관여하는 중요한 인자인 caspase 활성화가 알

코올에 의한 신경세포사멸과정에 관련되어 있는지

를 알아보기 위하여, broad caspase substrate인 0.25

mM zVAD-PNA를 처리한 후, 37�C에서 1시간 반

응시킨 후 caspase에 의해 기질이 잘려서 생성되는

정도를 ELISA Reader를 이용하여 측정하였다. 30
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Fig. 4. The effects of baicalein on p53 expression level by ethan-
ol. Western blot analysis of p53 proteins in EtOH or Bai-
calein-treated SK-N-SH cells. SK-N-SH cells were
untreated (vehicle; lane1) or treated with 30 mM of EtOH
for 0.5 h (lane2), 1 h (lane3), 3 h (lane4). Baicalein was
pre-treated for 2 hr and 30 mM of EtOH was incubated
with cell for 0.5 h (lane5), 1 h (lane6), 3 h (lane7). The
levels of p53 protein are expressed as folds of relative
value. The difference from the cells incubated with vehi-
cle was statistically significant (P⁄0.05).

Fig. 5. The effects of mitochondrial membrane potential by pre-
treated baicalein in ethanol treated SK-N-SH cells. SK-
N-SH cells plated on glass coverslips were maintained
for 6 hr at 37�C in either culture medium (CTL), medium
contaning 30 mM of EtOH (EtOH), or 30 mM of EtOH±

12.5 µM baicalein (baicalein±EtOH) or 10 µM p53 anti-
sense oligonucleotides (p53AS±EtOH). Cells were then
loaded with 100 nM TMRE to measure mitochondrial
membrane potential(Materials and Methods). ∆Ψm as
TMRE fluorescence, was evaluated in SK-N-SH by
fluorescence microscopy. Intensity of TMRE fluores-
cence was quantified with the NIH image program (ver.
1.56). Values are the mean and SD of three captured
image in random fields. Fluorescent levels are expressed
as folds of relative value.
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mM의 알코올을 9시간 처리하였을 때, 활성화된

caspase가 대조군에 비하여 3.5배 이상 현저한 증가

를 보였으며, broad caspase inhibitor인 zVAD-FMK

를 10 µM 농도로 전 처리 한 후 알코올을 처리한

경우에는 대조군 수준으로 caspase 활성도가 확연하

게 저해되었다. 한편, baicalein이 이러한 단계에 영

향을 미치는가를 확인하기 위하여, 알코올을 처리하

기 2시간 전에 1% FBS를 포함하는 배지와 함께

12.5 µM의 baicalein을 전 처리 하였다. 그 결과 증

가된 caspase의 활성화 정도가 50% 정도의 감소현

상이 나타났다. 따라서 본 실험 결과는 알코올에 의

해 유발되는 세포자멸사 과정에서 p53의 발현의 증

가, 사립체 막전위차의 감소와 더불어 caspase의 활

성이 증가하고, baicalein이 그러한 p53 및 그 하위

단계의 세포자멸사 경로를 효과적으로 저해시킴으

로서 신경세포보호효과를 나타낼 수 있음을 보여주

는 결과라 하겠다.

고 찰

본 연구에서는 현재까지 명확하게 규명되어 있지

않은 알코올의 독성 기전을 밝히고, 그러한 독성 경

로를 차단하여 보호효과를 나타낼 수 있는 물질에

대한 연구를 하고자 하였다.

한편, 신경세포사멸경로에 관여하는 여러 가지 요

인 중에서도 p53은 DNA 손상과 저산소증 그리고

핵산 결핍 등을 포함한 세포 내 스트레스에 의해

일어나는 신호경로 과정 중에 나타나는 단백질로

먼저 알려져 왔으며 (Morrison 등 1996, Sakhi 등

1997, Cregon 등 1999), 세포 자가 사멸 과정에서 세

포사멸을 유도하는 물질로 작용할 뿐 아니라, 다양

한 기전에서 그 역할의 중요성이 부각되어져 왔다.

또한 최근에는 p53이 결핍된 쥐에서 허혈이나 흥분

독소로 인해 유도되는 신경세포 사멸이 억제 되었

다고 보고 된 바 있으나(Crumrine 등 1994, Morri-

son 등 1996, Wenzhen 등 2002), 이러한 것이 분자

세포수준에서 연구된 바는 아직 미흡한 상황이며,

더욱이 알코올 독성과 관련하여 p53의 관련성 유무

및 발병 기작에 대해서는 알려진 바가 없다.

본 실험에서는 그러한 알코올의 여러 독성 가운

데 알코올에 의한 기억, 학습, 인지 능력 장애와 관

련하여, 사람의 콜린성 신경모세포종인 SK-N-SH

세포를 이용하여 알코올에 의한 독성기전과 그 경

로를 알아보고자 하였으며, 이 과정에 있어서 타 연

구에서 유효한 생물학적 활성이 검증된 바 있는 천

연자생식물로부터 얻은 플라보노이드 (flavonoids)

계 추출물들인 baialein과 gramineus가 과연 보호효

과를 나타낼 수 있는지도 확인해 보고자 하였다. 실

험 결과, 알코올에 의해 콜린성 신경세포사멸이 유

도되는 것을 확인하였으며, 그러한 세포사멸은 세포

체의 응축(cell body shrinkage)과 핵 분절(nuclear

fragmentation) 및 신경돌기 소실, 세포막수포현상
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Fig. 6. The effects of baicalein on ethanol induced caspase acti-
vation. Relative caspase activity levels was representative
for bar. Pretreatment either baicalein or zVAD-FMK
(broad caspase inhibitor) was treated with 30 mM of EtOH
for 9 hr. 20 µg of cellular extracts incubated with 500 µM
Ac-zVAD-PNA, a substrate of broad caspase, in 100 µL
of total volume at 37�C for 1 hr. Caspase activity was
mesured with 405 nm using ELISA Reader. Enzymatic
activity is expressed as folds of relative value. Values are
the mean±S.E.M. of three separate experiments. The dif-
ference from the cells incubated with vehicle was statisti-
cally significant (P⁄0.05).
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(membrane blebbing) 등의 전형적인 세포자멸사 양

상을 나타내었다. 또한 알코올에 의해 유발되었던

신경세포사멸 과정에서 중요한 자가 사멸 조절인자

인 p53의 관련성 및 역할을 규명하기 위하여, p53의

antisense oligonucleontide와 p53 단백질의 기능적인

억제제인 pifithrin을 처리함으로써 이러한 세포사멸

에 영향을 미치는지, 그리고 그 이후 어떤 메커니즘

을 통하여 궁극적으로 세포사멸로까지 진행되는지

알아보았다.

알코올에 의한 신경세포사멸이 유발되는 과정 중

비교적 초반 시간대에 p53 발현 수준이 대조군에

비해서 5배 이상 현저한 증가 양상을 관찰할 수 있

었으며, 이로서 알코올 독성과정에 p53의 관련성을

미루어 짐작할 수 있었다. 더불어 더욱 확실한 증거

로서, p53 antisense oligonucleontide와 기능적인 합

성물 억제제인 pifithrin을 전 처리한 후 알코올에

노출시켜 세포생존율을 관찰한 실험 결과, 알코올에

의한 세포사멸이 효과적으로 저해되었다. 이 두 가

지 실험을 통하여 알코올 독성 기전 경로에 p53 단

백질의 발현이 의미 있게 증가하고, 세포사멸의 중

요한 매개자로서의 역할을 하고 있음을 알아낼 수

있었다. 이와 같이 p53이 어포토시스 양상의 세포사

멸에서 의미 있는 역할을 한다는 것은 다른 팀의

연구 결과와도 일맥상통하는 결과이다 (Sakhi 등

1994, 1997, Wood와 Youle 1995). 따라서 본 알코올

독성 시스템에서 p53을 비가역적인 신경세포 손상

의 지표로 삼을 수 있을 뿐 아니라, p53의 발현을 차

단하거나 기능을 억제함으로서, 신경세포 보호 및 치

료 전략의 목표가 될 수 있는 가능성을 제시하였다.

사립체의 막전위차(mitochondrial membrane poten-

tial)는 산화적 인산화 과정을 통해 ATP를 형성하여

세포 내 에너지 대사를 담당하고 있는 사립체의 기

능 유지에 필수적인 요인이다(Waterhouse 등 2001).

만일 사립체 막전위차가 정상적으로 유지되지 않는

다면, ATP 합성이 멈추게 되고, 이것은 곧 세포 사

멸로 이어진다. 최근에 사립체 막전위차 붕괴에 의

한 ATP 결핍은 세포 사멸로 이어진다는 연구 결과

가 알려져 있다. 즉 사립체의 막전위차를 비롯한 사

립체의 기능이 붕괴되게 되면, 사립체 내에 존재하

고 있던 cytochrome c가 세포질로 방출이 되고, 방

출된 cytochrome c는 Apaf-1과 결합하여 caspase-9

및 caspase-3의 활성화를 유발함으로서, 일련의 세

포자멸사 경로를 개시하게 되고, caspase cascade 등

을 통해 세포사멸은 더욱 가속화하게 된다(Li 등

1997, Deveraux 등 1998, Zou 등 1999, Cain 등

2000). 

본 연구에서는 알코올에 의한 사립체의 기능 저

하 여부를 규명하기 위하여, 사립체 막전위차의 변

화를 확인하였으며, 더불어 알코올에 의한 p53의 하

위 조절 경로로서 사립체의 막전위차가 관련성이

있는지에 대해서도 알아보았다. 그 결과, 알코올에

의해 세포의 주요한 에너지대사를 관장하는 사립체

의 막전위차 감소에 따른 붕괴 현상 및 사립체의

하위단계 메커니즘으로 알려져 있는 caspase 활성이

크게 증가되는 것을 확인하였다. 또한 알코올에 의

한 신경세포사멸 기전 중 p53과 막전위차의 관련성

에 대해서는 p53의 발현 및 기능 저해를 하였을 때,

사립체의 막전위차의 붕괴 현상이 차단되는 결과를

관찰함으로서, p53에 의해 사립체의 기능이 조절 받

고 있음을 제시해 주는 결과를 얻을 수 있었다.

한편, 알코올 독성에 대해 자생식물의 보호효과를

확인해보기 위하여 전 처리한 baicalein의 경우, 알

코올에 의한 감소된 세포생존율을 큰 차이로 증가

시켰다. 반면, gramineus에 의한 보호효과는 유효하

지 못함을 확인할 수 있었다. 따라서 알코올 독성에

관련하여 baicalein만이 고유한 보호효과를 나타내

는 독자적인 잠재력을 가지고 있음을 발견할 수 있

었으며, 그러한 보호기전을 규명하기 위하여, 알코올

독성에 의해 개시되었던 p53의 발현과 사립체의 기

능 저하, caspase의 활성화 단계에서 baicalein에 의

한 영향을 살펴보았다. 그 결과 baicalein은 p53의

발현 수준을 현저하게 낮춤으로서, 그로 인해 감소

되었던 사립체의 막전위차를 정상상태와 비슷한 수

준으로 회복시켰으며, 더불어 caspase의 활성화를

효과적으로 낮추는 것을 확인하였다. 이러한 결과를

통하여 알코올에 의한 p53 발현에 따른 사립체 기

능 저하를 baicalein이 효과적으로 조절하여 기능

보호를 할 수 있음을 제시하며, 나아가 콜린성 신경

세포의 손상을 억제하며, 신경세포를 보호하고 있음

을 알 수 있었다.
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그러나, gramineus의 경우에 있어서는 baicalein과

다르게, 알코올 독성에 대해서 유효한 보호효과를

확인하지 못하였는데, 몇 가지 그 원인을 고려해 볼

수 있겠다. 먼저, gramineus의 효능이 신경세포 시스

템에서는 제대로 발휘되지 못하였을 것이라 생각할

수 있겠다. 항염증제, 항암제 등의 효과가 알려진 것

을 볼 때(Cho 등 2001, 2002, Koo 등 2003), 혈구세

포나 심장 등 기타 조직 및 세포에 대해서는 그 효

과가 충분히 나타낼 수도 있을 것으로 생각된다. 둘

째, gramineus의 효능을 나타내기에 농도가 적합하

지 않았거나, 알코올에 의한 세포사멸에 대해서는

무효한 물질임을 생각해 볼 수 있겠다.

이상의 결과로 다양한 알코올성 질환과 관련하여,

알코올 독성에 의한 신경세포사멸 기작의 중요한

지표로서, p53 및 사립체 막전위차와 하위의 caspase

와의 관련성을 제시할 수 있었으며, 나아가 알코올

성 질병의 예방과 치료제로서, baicalein이라는 천연

자생식물의 신경보호측면의 탁월한 효능에 대해서

도 제시하였다. 구체적으로 baicalein의 어떠한 성분

과 구조 등이 p53, 사립체, caspase 등의 조절인자들

의 작용기전에 대하여 보호효과를 나타내는지 등에

관하여서는 본 실험만으로는 미흡하며, 앞으로 유용

한 첨단 장비와 실험 방법을 이용하여 baicalein의

여러 가지 성분조사 및 관련 물질 조사 등을 통한

정확한 분자적 기작을 밝히는 심도 있는 연구가 필

요할 것이라고 생각된다. 또한 앞으로 baicalein의

구체적인 보호기전 경로를 규명하기 위해서 bcl-2

나 bcl-xl와의 관련성을 확인해 볼 예정이며, 세포

의 생존과 사멸을 조절하는 다양한 전사인자나

MAPK 등의 세포생존의 측면에서 연구할 계획이다.

일반적으로 사립체는 bcl-2 family와 밀접한 연관성

에 의해 기능이 조절 되는 것으로 알려져 있다. 예

를 들어 bax나 bak와 같은 세포자멸사 촉진 단백질

은 사립체 외막에 큰 구멍을 만들고, cytochrome c

와 같은 세포자멸사와 관련된 인자들을 세포질로

방출되도록 하며(Green과 Reed 1998, Antonsson 등

2000, Desagher와 Martinou 2000, Saito 등 2000). 반

면 bcl-xl은 cytochrome c와 복합체를 형성함으로써

cytochrome c가 사립체 내막에 붙어있는 능력을 높

여준다고 보고 된 바 있다(Kharbanda 1997, Skula-

chev 1998)다.

아마도, 본 시스템에서도 알코올에 의해 p53의 발

현 증가가 유발되고, 그 이후에 사립체의 기능을 조

절하는 것으로 알려진 bax나 bak의 발현을 증가시

켜 사립체의 막전위차의 감소와 같은 사립체 붕괴

현상을 유도하는 것으로 예상된다. 이전 보고에서도

p53이 bax의 발현을 높이고, 반대로 bcl-2의 발현을

감소시켰다는 결과가 알려져 있으며 (Haldar 등

1994, Miyashita 등 1994), p53은 세포사멸을 유발하

는 단백질로 알려져 있는 bax 유전자의 발현을 조절

하며(Miyashita 등 1994, 1995, Zhan 등 1994), 세포

사멸이 유발된 PC12 세포에서는 p53과 bax의 발현

이 지속적으로 증가하였다는 결과가 발표된 바 있

다(Blum 등 1997). 그리고 baicalein의 사립체 막전

위차의 감소나 caspase의 활성화를 차단하는 세포보

호기전도 bcl-2, bcl-xl의 작용을 증가시킴으로서,

p53과 사립체 기능을 조절을 통해 나타난 것으로

생각된다.

이상으로 baicalein은 알코올 독성에 관련하는 여

러 알코올성 질환을 비롯한 다양한 신경독성에 대

해서 효과적인 세포보호효과를 나타낼 수 있는 훌

륭한 물질로 개발될 수 있으리라 사료되며, 나아가

세포사멸경로라는 기초적인 정보제공 뿐 아니라

baicalein의 방어 기전을 연구, 응용한다면, 알코올성

질환의 발병이나 증상을 지연시키거나 차단하는 치

료 전략 구축에도 커다란 기여를 할 수 있을 것으

로 기대되는 바이다.
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Abstract

Studies on Signal Transduction Mechanism of Alcohol-induced 
Neuronal Cell Death and Protective Effect

Do-Yeon Lee, Sung-Su Kim, Kyung-Yong Kim, Won-Bok Lee, Dae-Kyong Kim1, 
Kyung-Hwan Kim, Hee-Youn Jung 2, Sang-Hyung Lee3

Department of Anatomy, College of Medicine, Chung-Ang University,
1Department of Environmental and Health Chemistry, College of Pharmacy, 

Chung-Ang University,
2Department of Neuropsychiatry, College of Medicine, Seoul National University, 

Seoul Municipal Boramae Hospital
3Department of Neurosurgery, College of Medicine, Seoul National University, 

Seoul Municipal Boramae Hospital

Excessive use of alcohol is a serious problem in our society and induces various, severe alcohol related diseases. The

cytotoxicities of ethanol are still largely unknown. We studied the molecular mechanisms of EtOH-induced SK-N-

SH neuronal cell death and protective effects of baicalein and gramineus against EtOH-induced cytotoxicities.In our

results, the cell death by EtOH showed morphologic features of apoptosis like as membrane blebbing, nuclear conden-

sation and fragmentation. Furthermore, pretreated baicalein attenuated EtOH-induced neuronal cell death effectively.

EtOH increased expression levels of p53 and both p53 antisense oligonucleotide and Pifithrin protected the cell death

against EtOH. Also, EtOH induced mitochondrial event, collapse of mitochondrial membrane potential (∆Ψm) and

caspase cascade as a downstream of mitochondria. Interestingly, baicalein decreased expression levels of p53 and

inhibited collapse of mitochondrial membrane potential. These results suggest that baicalein reduces mitochondrial

dysfunction induced by EtOH through down-regulation of p53 expression levels. Also, baicalein attenuated activation

of caspase, which was triggered by mitochondrial malfunction. But gramineus didn’t have any protective effect. These

results imply that baicalein significantly protects EtOH-induced neuronal cell death through regulating p53, mitochon-

drial dysfunction and caspase activation.

Key words : Ethanol, Neuronal cell death, Baicalein, Gramineus, p53, Mitochondrial membrane potential (MMP),

Caspase

Korean J Phys Anthrop
17(1): 31~43, 2004

correspondence to : Sang-Hyung Lee (Department of Neurosurgery, College of Medicine, Seoul National University, Seoul Municipal
Boramae Hospital)
email : nslee@plaza.snu.ac.kr, nslee@brm.co.kr


