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가시오갈피 (Acanthopanax senticosus, 㧑㖝加)와

석창포(Acorus gramineus Soland, 〶㺊䈶)는 각각 오

갈피과와 천남성과에 속하는 다년생 초본으로서, 우

리나라를 비롯하여 중국, 일본 등 아시아 등지에서

자생하고 있는 식물이다. 예로부터 한방에서는 이들

을 일명 시베리아 인삼, 석창근이라 하여, 주로 강장,

강정, 신경통, 중풍, 이뇨, 식욕부진, 고혈압, 피로 회

복제 등으로 이용되어 왔다(한용남 등 1981, 박문수

1994, 안진권 등 2000, 이연실 등 2001).

한편 가시오갈피와 석창포의 추출물은 동물실험

등을 통하여 진정 및 흥분 완화작용, 항산화 및 지

질개선효과, 신경세포손상의 보호효과 등이 최근 활

발히 연구되고 있으며, 그 중에서도 특히, 이미 가시

오갈피의 eleutheroside, triterpene, lignan 등의 성분

들은 항알러지 작용이나 활성기 산소를 제거하는

항산화 작용을 할 수 있는 것으로 알려져 있다(한

용남 등 1981, 황완규 등 1996). 이처럼 가시오갈피

와 석창포들의 식물유래 성분들에서 자유라디칼을

제거하는 효과가 강력하게 기대되는 바이며, 활성기

산소가 발병기전의 주요한 원인으로 알려진 여러

가지 신경퇴행성 질환의 예방, 치료제 개발에 있어

매우 유용하게 이용되어 질 수 있으리라 사료된다.

어포토시스(Apoptosis)는 세포 내의 유전자의 발

현에 의해 직접적으로 발생되는 과정으로 내적, 외

적인 자극에 대한 일련의 계획된 자살 행위를 의미

하는(programmed cell death; PCD) 세포의 적극적인
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간추림 : 가시오갈피와 석창포는 일반적으로 동양에서 자생하는 식물로서, 강장, 강정, 항염증, 피로회복제, 항암, 빈

혈성 심장병 등에 이용되어 왔다. 그러나 그 작용기작은 아직까지 확실하게 알려진 바가 없다. 세라마이드

(ceramide)는 어포토시스(apoptosis) 형태의 세포사멸에서 이차 신호전달 물질로 알려져 있는데, 신경퇴행성 질환

과 노화 과정에서 관련이 있는 것으로 밝혀지고 있다. 본 연구에서는 사람신경모세포종(neuroblastoma cell)인

SK-N-SH 세포를 이용하여, 세라마이드에 의해 유도된 신경세포사멸에서 가시오갈피와 석창포의 각각 다른 효과

를 조사하였다. 그 결과 세라마이드에 의해서 활성기 산소(ROS)가 형성되어 어포토시스가 유발되었음을 관찰하

였다. 그리고 효과적인 산화방지제인 가시오갈피에 의해서 활성기 산소 발생의 증가가 감소되어 어포토시스를 저

해하였다. 게다가, 어포토시스를 유발하는 과정에서 관여하는 물질인 caspase의 활성 증가가 가시오갈피에 의해서

감소되는 것도 확인하였다. 그러나 석창포의 경우는 어포토시스를 저해하는 효과가 거의 없었다. 이상의 결과를

종합하여 볼 때, 활성기 산소는 세라마이드에 의해서 유도되는 어포토시스에서 중요한 역할을 하며, 이 과정에서

가시오갈피 추출물이 일련의 기작을 통하여 세라마이드에 의해서 유도되는 활성기 산소의 생성을 저해하는 것으

로 생각된다.
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반응이라 할 수 있겠다(Jacobson 등 1994, Alnemri

등 1996, Feldmann 1997). 지금까지 대부분의 apop-

tosis 관련 유전자들이 C. elegans (Ellis and Horvitz

1991)에서 연구되어 왔으나, 최근 들어 포유동물 세

포에서도 apoptosis를 유발하거나 억제하는 여러 조

절인자들이 밝혀지고 있는데, 원인 물질로 제시되고

있는 것 중 하나가 바로 세라마이드(ceramide)에의

한 신호전달과정이다(Mathias 등 1998).

한편 세라마이드는 구조적으로 N-acyl sphingo-

sine으로 세포막을 이루는 인지질 중 하나인 스핑고

마이엘린 (sphingomyelin; SM = ceramide phospho-

choline)이 주로 자극에 의해 활성화되는 sphin-

gomyelinase (SMase; EC 3.1.4.12.)에 의해 생성되는

지질성 이차 신호전달물질로서 growth arrest, differ-

entiation, apoptosis 등에서 중요한 역할을 할 것으로

생각되고 있다(Perry DK and Hannun 1998). 현재까

지 세라마이드에 관한 연구는 주로 조혈계, 특히

leukemia 세포주에 대해 연구되어 왔으나 이 스핑고

마이엘린 경로(SM cycle)는 세포 표면의 수용체나

환경 인자로부터의 자극을 핵으로 전달하는 일반적

인 신호 전달계일 것으로 생각되고 있다(Hannun

1996). 실제로 TNFα (Obeid 등 1993, Jarvis 등 1994),

IL-1 (Andrieu 등 1995), INF-γ (Kim 등 1991), Fas/

APO-1 (Cifone 등 1994, Tepper 등 1995, Martin 등

1995) 등의 agonist들과 UV-irradiation (Haimovitz-

Friedman 등 1994, Santana 등 1996)와 항암제(Strum

등 1994, Jaffrezou 등 1996) 등의 작용이 SM cycle

을 활성화 시키거나 또는 세라마이드의 증가를 통

해 작용하는 것으로 보고되었고 세포-투과성의 합

성 세라마이드를 처리하거나 세균의 SMase를 처리

하는 경우 SM cycle을 활성화 시키는 agonist들을

처리한 경우와 유사하게 세포사멸이 유도되므로 세

라마이드가 어포토시스를 매개하는 신호전달 물질

일 것으로 생각되고 있다. 

또한 어포토시스는 세포 내의 정상적인 메커니즘

에서 뿐만 아니라, 노화 현상이나 알츠하이머병, 파

킨슨씨병 등의 신경퇴행성질환 (neurodegenerative

disease) 등의 주요한 병인 기전으로도 알려져 있어

(Vaux 등 1994, Thompson 1995), 세라마이드를 이용

한 어포토시스의 세포사멸 기작에 대한 연구는 퇴

행성 질환들의 pathology의 이해는 물론 노화의 기

작을 이해하는데 중요한 단서를 제공할 것이다.

그런데 최근에는 이런 ROS가 다양한 질환과 관

련하여 세포 stressor로서 작용할 뿐만 아니라 자체

가 세포 사멸의 신호 전달 물질의 하나로도 작용한

다는 것이 알려지고 있다. 그 증거로서 여러 가지

세포외 자극에 의해 세포내 ROS의 양이 일시적으

로 증가하며, 선택적인 ROS 생성 억제가 자극-의존

적인 신호전달을 완전하게 차단 할 수 있다는 것이

알려져 있다(Gamaley IA 등 1999, Rhee SG 1999).

그렇지만 아직 이런 외부자극에 의한 ROS의 특이

적인 증가를 유발하는 효과기 또는 생성된 ROS의

신호를 전달 받는 효과기 등은 잘 알려져 있지 않

다. 따라서 현재까지 세포 내의 세라마이드의 구체

적인 명확한 작용에 대해서는 아직 연구 단계에 있

으며, 세라마이드의 작용과 관련된 다양한 인자들이

밝혀지고 있긴 하나, 세라마이드에 의한 어포토시스

경로에 대해서는 구체적으로 명확하게 규명되어진

바는 없다. 더욱이 이러한 신경세포들의 어포토시스

로 인한 퇴행성 질환의 보호측면에서는 연구된 바

가 미흡하여, 효과적인 치료제의 연구 및 개발이 시

급하게 요구되고 있다. 

뿐만 아니라, 본 연구에서 사용한 한국자생식물의

보호효과에 대해서는 신경세포를 비롯한 다른 시스

템에서 연구되어진 바가 거의 희박하며, 특히 세라

마이드에 대한 신경보호효과에 대해서 보고된 자생

식물은 매우 미흡하기 때문에 본 연구에서 세라마

이드에 의한 신경세포사멸 기전과 더불어 자생식물

의 신경보호효과의 여부를 확인하고자 한 것은 매

우 의미 있는 연구라고 생각한다.

따라서 본 연구에서는 사람신경모세포종(neurob-

lastoma cell)인 SK-N-SH 세포를 이용하여, 세라마

이드에 의해 유도된 신경세포사멸의 기작과 경로를

규명하고, 그 과정에서의 주요한 원인 기전으로 예

상되는 활성기 산소의 생성여부와 이와 관련된 인

자들의 영향을 밝히고 국내 자생 식물 유래 약물인

가시오갈피와 석창포의 추출물들이 이들 기작에 어

떤 영향을 주어 신경세포 보호 효과를 나타낼 수

있는지 확인하여 자생 식물의 신경 보호 작용을 규

명 하고자 하였다.
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재료 및 방법

1. 세포배양(Cell culture)

사람 신경모세포종(neuroblastoma cell)인 SK-N-

SH 세포를 PEI-coated 96 well culture plate에 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 low serum media (DMEM with

1% FBS)로 바꾸어주고 각각의 물질을 일정 시간동

안 처리한다.

2. Cell Viability Assay (MTT reduction assay)

MTT reduction assay는 기존에 보고된 방법을 약

간 변형하여 시행하였다(Shearman 등 1994, Kaneko

등 1995). 배양된 세포의 배양액에 20 µM과 40 µM

의 세라마이드를 농도 별로 첨가한 뒤 37�C에서

5% CO2 incubator에서 배양한다. 48시간 후에 3-(4,

5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium

bromide (MTT; Sigma) 용액을 최종농도가 0.5 mg/ml

농도가 되도록 각 well에 첨가한 후에 4시간 반 동

안 더 배양한다. MTT의 환원에 의해서 형성된 for-

mazan precipitate를 dissolving solution (0.1 N HCl in

absolute isopropanol)에 녹인 후에 ELISA reader를

이용하여 570 nm에서의 흡광도를 측정한다. 각 sam-

ple의 값은 해당되는 용매만을 추가한 control값을

100%로 하고 0.9% Triton X-100에 의해 세포가 완

전히 파괴되었을 때의 MTT reduction 정도를 0%로

하여 상대적인 값으로 표시한다.

3. Hoechst 33258 dye staining

Apoptotic cell 내의 nuclear chromatin의 형태변화

는 DNA-binding fluorochrome bis-benze (Hoechst

33258 dye)로 염색하여 관찰하였다. 0.5-3.0×106

cell을 300×g에서 10분간 원심분리하여 모은 후

PBS로 세척하고, 세포를 50 µl의 paraformaldehyde

에 현탁한 후 상온에서 10분간 고정한다. 고정액을

제거하고 세포를 PBS로 세척한 후 16 µg/ml의 bis-

benzimide를 포함한 PBS 15 µl를 넣는다. 상온에서

15분간 방치한 후 10 µl aliquots을 slide glass에 넣

고 형광현미경 하에서 apoptotic chromatin의 변화를

관찰한다.

4. Determination of ROS generation

배양한 세포에 HCSS buffer (20 mM HEPES, 2.3

mM CaCl2, 120 mM NaCl, 10 mM NaOH, 5 mM KCl,

1.6 mM MgCl2, 15 mM glucose) 완충액에 용해시킨

10 µM의 DCFDA (6-carboxy-2′, 7′-dichloro-dihy-

drofluoresceine diacetate, dicarboxymethylester)와 현

탁보조제인 2% Pluronic F-127을 37�C에서 30분간

처리한다. 세포 내 자유라디칼에 의한 DCF 형광은

실온에서 수은 램프 형광 부속을 갖춘 Olympus

IX70 도립 현미경 상에서 관찰하고(Excitation = 488

nm, Emission = 510 nm) CCD 카메라로 화상을 포착

한 후 NIH Image 1.65 program을 이용하여 영상분

석하거나, Flow cytometry (GENios, Tecan, NC, USA)

를 이용하여 Excitation 파장 485 nm와 Emission 파

장 510 nm에서 측정한다.

5. Caspase Activity Assay

P100 plate 당 10×106 cells을 1 ml의 lysis buffer

(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 harvest 한 후 얻은 cell lysate 50 µl에 직접

pan caspase substrate인 0.25 mM zVAD-PNA를

HEPES buffer (40 mM HEPES, pH 7.5, 20% glycerol,

4 mM DTT)에서 1시간 실온 반응시킨 후 caspase에

의해 기질이 잘려서 생성되는 정도를 ELISA Reader

(Molecular Devices)를 이용하여 405 nm 흡광도에서

측정한다.

결 과

1. C2-ceramide가 SK-N-SH 신경모세포종에서

어포토시스 양상의 세포사멸유발

사람 신경모세포종(neuroblastoma cell)인 SK-N-
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SH 세포에서 C2-ceramide에 의한 세포사멸 유무와

그 양상을 관찰하기 위해서, ceramide를 처리하기 2

시간 전에 1% FBS를 포함하는 배지에서 배양하였

으며, ceramide에 의해 유발된 세포사멸은 MTT

reduction assay로 측정하였다. 신경모세포종 SK-

N-SH에다가 세포투과성의 C2-ceramide를 각각 20

µM과 40 µM로 처리하였을 경우 시간 및 농도 의존

적인 양상으로 세포사멸이 유발되었다(Fig. 1A). 20

µM과 40 µM의 ceramide 처리 후 24시간에 각각 약

40%와 65%의 세포사멸이 나타났으며, 48시간 후에

는 20 µM 처리한 경우에도 60% 이상의 세포사멸이

유도되었다. SK-N-SH 세포에서 ceramide에 의한

세포사멸이 유발됨을 확인한 이후, 세포사멸양상은

어떠한지 알아보기 위해 세포의 외형적 변화와 핵

형태 변화를 확인하는 방법으로 위상차현미경과

Hoechst 33258염색을 통해 실험을 수행하였다. 위상

차현미경을 이용하여 세포외형의 변화를 24시간에

관찰한 결과 20 µM, 40 µM의 ceramide를 처리한 경

우 모두에서 세포체의 응축과 분절 및 신경돌기 소

실, 세포막수포현상(membrane blebbing) 등의 전형

적인 어포토시스 형태의 세포사멸을 나타내었다

(Fig. 1B-a, b). Hoechst 33258 염색을 이용하여 SK-

N-SH 세포의 핵 형태변화를 관찰한 경우에도, 세라

마이드 20 µM, 40 µM에 노출된 경우 대조군에 비해

심각한 핵 응축과 분절이 나타남을 확인할 수 있었

다(Fig. 1B-c, d).

2. 가시오갈피와 석창포의 C2-ceramide에 의한

세포사멸에 대한 보호효과

한국 자생 식물인 가시오갈피와 석창포 추출물이

ceramide에 의해 유발되는 SK-N-SH 신경세포 사

멸을 보호할 수 있는지 알아보기 위하여, ceramide

를 처리하기 2시간 전에 1% FBS를 포함하는 배지

와 함께 5 ng/µl의 가시오갈피와 석창포 추출물을

각각 전 처리 하였다. 20 µM의 ceramide를 24시간

처리한 후, MTT reduction assay로 세포생존율의 변

화를 측정하였으며(Fig. 2), 그 결과 20 µM의 cera-

mide를 24시간 처리 후 약 40%의 세포가 사멸되는

것으로 나타났으며, 가시오가피를 전 처리한 후
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Fig. 1. Ceramide induces apoptosis in SK-N-SH neuroblastoma
cells. (A) Time- and dose- dependent change of cell via-
bility by ceramide. SK-N-SH cells were pre-incubated
with 1% FBS/DMEM for 2 h and then treated with 20 and
40 µM of C2-ceramide. C2-ceramide was dissolved in
ethanol (final con.⁄0.1%). Cell viability was determined
by MTT assay at indicated time points. (B) Assessment
of apoptosis by Light microscopic morphology and Hoe-
chst 33258 staining. SK-N-SH cells were either not treat-
ed (a, c) or treated (b, d) with 20 µM of C2-ceramide for
24 h. The figures show Light microscopic morphology (a,
b) and Hoechst 33258 staining nuclear morphology (c, d).
The figures are representative for three different experi-
ments.
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ceramide를 처리한 군에서는 ceramide만 단독으로

처리한 군에 비해 살아있는 세포의 생존율이 30%

이상 높게 나타났다. 반면 가시오가피에 의한 세포

사멸에 대한 영향과는 다르게, 석창포 추출물을 전

처리한 후 ceramide를 처리한 군의 세포생존율은

ceramide만 단독으로 처리한 경우에 비해 약간의

세포생존율을 높였으나 크게 의미 있는 변화는 아

니었다. 또한 위상차현미경을 이용하여 세포의 형태

학적 양상을 관찰한 결과에서도 20 µM의 C2-

ceramide에 의해 유도되는 신경돌기의 손실 및 세

포막의 수포화와 같은 어포토시스의 형태적 변화가

나타났으며, 가시오갈피를 전 처리한 경우에는 그러

한 어포토시스 양상의 변화가 효과적으로 감소하였

다. 반면, 석창포를 전 처리한 경우에는 어포토시스

형 세포사멸에 대해 효과적인 저해효과는 관찰할

수 없었다.

3. C2-ceramide에 의한 활성기 산소의 증가와

가시오갈피, 석창포의 보호효과

생체에서 발생하는 자유라디칼의 이차생성물인

활성기 산소종(Reactive oxygen species; ROS)은 세

포내의 DNA, 단백질, 생체막 등을 공격하여 과산화

지질이나 여러 가지 유해한 산화 분해물을 생성함

과 더불어 생체조직을 손상시켜, 결국 여러 질환 및

증상의 주요한 원인물질로 알려져 있다. ceramide에

의하여 유발되는 신경세포사멸 과정이 어떠한 메커

니즘을 통한 것인지 그 기작을 규명하기 위하여,

ceramide 세포사멸 과정이 이러한 활성기 산소종과

관련이 있는지를 알아보기 위하여, 10 µM의 DCF-

DA를 이용하여 형광 현미경 상에서 관찰하였다

(Fig. 3), 아무 것도 처리하지 않은 대조군에서는 활

성기 산소 생성을 반영하는 형광이 관찰되지 않았

으며, 20 µM의 C2-ceramide를 처리한 후 2시간 내

에 활성기 산소의 양이 현저하게 증가되었다. 이것

은 ceramide가 활성기 산소의 증가를 매개하여 신

경세포사멸을 유발하는 것을 의미하는 것이다. 한편,

ceramide를 처리하기 2시간 전에 1% FBS를 포함하

는 배지와 함께 5 ng/µl의 가시오갈피와 석창포 추

출물을 각각 전처리 한 경우에, 증가된 활성기 산소

가 가시오갈피에 의해 대조군에서의 수준으로 현저

하게 감소되었으며, 이로서 가시오갈피의 세포보호

효과가 세라마이드에 의해 증가된 활성기 산소를

억제하는 항산화적 작용이 효과적으로 나타난 것임

을 예상할 수 있었다. 반면에 석창포의 경우에는 이

러한 활성기 산소를 효과적으로 저해하는 데에 실

패하였으며, 이것은 석창포의 미비한 세포보호효과

와 일치하는 결과라 하겠다. 각각의 대조군과 실험

군에서 활성기 산소의 정량적인 양은 Flow cytome-

try를 이용하여 485 nm의 Excitation 파장과 510 nm

의 Emission 파장에서 측정하여 상대적으로 나타내

었다(Fig. 3E). 이 결과는 앞에서 시행한 형광 현미

경상에서 관찰한 결과와 비슷한 양상을 보여준다.

4. C2-ceramide에 의한 세포사멸에서 caspase

와의 관련성 및 가시오갈피, 석창포의 보호효과

어포토시스의 하위단계에서 세포사멸에 관여하는
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Fig. 2. Effect of A. senticosus and A. gramineus on ceramide
induced neuronal cell death. SK-N-SH cells were pre-
treated with 5 ng/µl of A. senticosus, A. gramineus for 2 h
and then treated with 20 µM of C2-ceramide. Cell viabil-
ity was determined by MTT assay at 24h after 20 µM C2
-ceramide treatment. SK-N-SH cells were untreated
control (CTL) or treated with 20 µM of C2-ceramide for
24 h (Ceramide). Pretreatment of SK-N-SH cells with 5
ng/µl of A. senticosus (A. senticosus±Ceramide) or A.
gramineus (A. gramineus±Ceramide) were treated with
20 µM of C2-ceramide for 24 h.
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중요한 인자 중의 하나인 caspase의 활성화가 cera-

mide에 의한 신경세포사멸 과정에 활성기 산소와

더불어 관련되어 있는지를 알아봄과 더불어 자생식

물의 보호효과 여부가 caspase 단계에까지 영향을

미치는가를 알아보기 위하여, 아래와 같은 실험을

시행하였다. 가시오갈피오와 석창포를 전처리 한 후

20 µM의 ceramide를 처리한 후 6시간이 경과할 때,

pan caspase substrate인 0.25 mM zVAD-PNA를 처

리한 후, 37�C에서 1시간 반응시킨 후 caspase에 의

해 기질이 잘려서 생성되는 정도를 ELISA Reader

를 이용하여 405 nm 흡광도에서 측정하였다. 20 µM

의 C2-ceramide를 6시간 처리하였을 때, 활성화된

caspase가 아무 것도 처리하지 않은 대조군에 비하

여 5배 이상 현저한 증가를 보였으며, pan caspase

inhibitor인 zVAD-fmk를 10 µM 농도로 전 처리 한

후 ceramide를 처리한 경우에는 대조군 수준으로
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Fig. 3. Determination of ROS generation levels by ceramide after
pretreatment with A. senticosus or A. gramineus. SK-N-
SH cells were untreated control (A) or treated with 20 µM
of C2-ceramide for 2 h (B). Pretreatment of SK-N-SH
cells with 5 ng/µl of A. senticosus (C) or A. gramineus (D)
was treated with 20 µM of C2-ceramide for 2 h. Hydro-
gen peroxide generation induced by ceramide was mesured
by incubation with fluorescent probe 6-carboxy-2′, 7′,-
dichloro-dihydrofluoresceine diacetate, dicarboxym-
ethylester (DCF-DA). The figures are representative for
three different experiments. (E) Quantification of fluores-
cent level was estimated using Flow cytometry at indicat-
ed time points. Fluorescent levels ars expressed as arbi-
trary units of relative value.
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Fig. 4. Effect of A. senticosus and A. gramineus on caspase activ-
ity was increased by ceramide. Relative caspase activities
were induced by C2-ceramide after pre-treatment with
A. senticosus, A. gramineus or zVAD-fmk. Control was
untreated SK-N-SH cells (CTL). Cells were treated with
20 µM of C2-ceramide (Ceramide). Also, cells were
incubated with either 5ng/µl of A. senticosus (A. sentico-
sus±ceramide), A. gramineus (A. gramineus±ceramide),
or 10 µM zVAD-fmk (zVAD-fmk±ceramide) for 2 h,
followed treated with 20 µM of C2-ceramide. Enzymatic
activity is expressed as arbitrary units of relative value.
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caspase 활성도가 확연하게 저해되었다(Fig. 4). 이것

은 ceramide에 의한 세포사멸과정이 caspase 활성

단계를 매개하여 독성을 나타내는 것을 의미하며,

가시오갈피와 석창포가 이러한 단계에 영향을 미치

는가를 확인하기 위하여, ceramide를 처리하기 2시

간 전에 1% FBS를 포함하는 배지와 함께 5 ng/µl

의 가시오갈피와 석창포 추출물을 각각 전 처리 한

후 caspase 활성 정도를 마찬가지 방법으로 측정하

였다. 그 결과 가시오갈피를 전 처리하였을 때, 증가

된 caspase의 활성화 정도가 60% 이상의 감소 현상

이 나타났으며, 동량의 석창포를 전 처리한 경우에

는 단지 10% 내외의 값이 나타난 정도로 caspase 활

성을 의미 있게 감소시키지 못하였다.

이러한 결과는 ceramide에 의해 유발되는 세포사

멸 기작에서 caspase가 관여하고, 가시오갈피가 활

성기 산소의 저해와 더불어, 활성화된 caspase를 효

과적으로 저해시킴으로서 세포보호기작을 나타냄을

제시할 수 있다. 반면에 석창포는 그러한 활성기 산

소와 하위의 caspase 활성화 경로를 의미 있게 차단

하지 못하며, 결국 ceramide에 의한 신경세포사멸에

서는 보호 효과를 나타내지 못함을 알 수 있었다.

고 찰

최근 들어 경제가 발달하고 의학과 생명과학이

발달함에 따라 평균수명이 증가되어 사회적으로 노

인인구가 크게 증가하게 되면서 삶의 질의 측면과

사회적 비용의 측면에서 현재 노인 사망의 많은 원

인을 차지하는 암과 신경계 질환에 대한 관심이 커

지고 있다. 이 두 가지는 공통적으로 세포사멸기작

의 이상으로 인한 것이라는 시각이 최근의 공통된

주류 연구시각인데, 이런 병리 기작을 밝히는 것은

이들 질환의 치료 및 예방을 위한 적절한 방지 전

략과 선택적인 치료제 개발에 필수적이라고 할 수

있다.

본 실험에서 신경계 질환의 치료 개발의 측면에

서, 신경세포사멸을 유발시키는 독소로서 세라마이

드를 사용하여 실험하였다. 세라마이드는 세포막을

구성하며 정상적인 세포 내 신호 전달을 매개하고

조절하는 이차 신호전달물질로의 작용 이외에도, 신

경세포를 포함하는 다양한 세포 및 조직에서 어포

토시스 형태의 세포사멸을 유발하는 중요한 원인

인자로 작용한다고 알려져 있다(Brugg 등 1996). 그

러나 사람신경세포종에서의 세라마이드에 의해 유

도되는 세포사멸 기작에 대해서는 많은 부분 연구

가 진행되어 있지는 않았기에 본 연구에서 시행한

신경세포에서의 세라마이드에 대한 연구의 가치는

충분히 찾을 수 있을 것이다. 

세라마이드의 축적에 의한 결과로 인한 세포사멸

은 노화 현상 및 알츠하이머병이나 파킨슨씨병 등

신경 퇴행성 질환에서 나타나는 어포토시스 양상의

세포사멸과 관련되어 있을 것으로 생각되어진다. 그

이유에 대해서는 몇 가지 증거를 찾아볼 수 있는데,

우선 세라마이드를 생성하는 효소인 스핑고마이엘

리네이즈가 노화 모델 생쥐의 대뇌 겉질에서 증가

한다는 보고가 한 예이며(Kim 등 1997), 노화 모델

의 세포에서 노화 형질 발현에 스핑고마이엘리네이

즈 및 스핑고마이엘린이 관여한다는 보고 또한 그

예로 들 수 있겠다 (Vaneble 등 1995, Lightle 등

2000).

한편, 다양한 스트레스 상황 하에서 과도한 활성

기 산소의 생성이 나타난다. 이러한 활성기 산소는

세포 내 여러 효소 단백질이나 DNA 등 거대분자의

산화적 손상을 유도하고, 궁극적으로 세포사멸로까

지 일으킨다고 알려져 있다(Behl 등 1994). 그러나

본 시스템에서 연구한 신경독성물질들에 의한 세포

사멸 신호전달에서의 활성기 산소의 관련성 및 그

작용기전이나 차단 기전에 대해서는 많은 연구가

진행된 바가 없다. 

본 실험에서는 사람의 신경모세포종인 SK-N-

SH 세포를 이용하였으며, 신경퇴행성질환을 비롯한

다양한 스트레스 및 세포 내외 자극으로서, 세포사

멸을 유발하는 물질 중 하나로 알려져 있는 세라마

이드를 처리하여 실험하였다. 그 결과 어포토시스

양상의 신경세포사멸이 유도됨을 관찰할 수 있었다.

그리고 세라마이드에 의한 신경세포사멸 기작에 있

어서, 매우 유력한 매개 단계로서 예상해 볼 수 있

었던, 활성기 산소의 연관성을 DCF-DA staining을

통해 활성기 산소 발생을 측정하여 확인하였다. 그
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결과 세라마이드에 의해서 세포 내 활성기 산소의

양이 빠른 시간 안에 현저한 수준의 차이를 보이며

증가하는 것을 알 수 있었으며, 이러한 결과는 세라

마이드에 의한 세포사멸과정에 활성기 산소가 중요

하게 매개되어 신경세포사멸 경로를 자극하는 요인

으로서 작용한다는 사실을 제시해 주는 것이라 하

겠다. 

Caspase는 어포토시스 양상을 띠는 다양한 자극

이나 스트레스 상황에서 중요한 세포사멸 조절자로

작용한다고 널리 알려져 있다(Nicholson 등 1995,

Schlegel 등 1996). 또한 활성기 산소의 작용으로 손

상 받는 세포 내 단백질을 비롯한 물질 중에서 어

포토시스 하위단계의 조절물질인 caspase의 활성 유

도가 여러 차례 보고된 바 있는데 (McGowan 등

1996, Higuchi 등 1998, Matsura 등 1999), 본 시스템

에서도 활성기 산소와 caspase활성 간의 관련성에

대해서 확인해 보았다. 예상했던 바와 같이 세라마

이드에 의해서 초반기에 현저히 증가된 활성기 산

소가 하위 메커니즘인 caspase의 활성에까지 영향을

미쳐 caspase의 활성도를 높이는 것으로 나타났다.

이는 본 시스템에서 세라마이드에 의한 활성기 산

소와 caspase 간의 긴밀한 상호 작용을 암시해 주는

부분이며, 세라마이드에 의한 세포사멸을 차단할 수

있는 기전으로, 활성기 산소 제거와 caspase 차단을

통해서 가능할 수 있다는 것을 제시해 주는 것이다. 

구체적으로 어떠한 성분들이 작용하는가는 아직

많은 부분 밝혀지지 않은 채로 남아있지만, 다양한

증상 및 질환 치료제로서 과거부터 현재에 이르기

까지 오랜 시간동안 중요한 한약재들로서 사용해

온 우리 나라의 자생 식물들에 관한 탁월한 약리

효능을 입증하는 보고와 연구가 국내외에서 차츰

활발하게 진행되고 있다. 자생 식물들의 효능과 유

효한 효과 등에 대해서 기대되는 바가 큰 만큼 연

구 가치도 상당하며, 기초학문 뿐 아니라 산업적인

측면에까지도 이바지하는 바가 클 것이다.

본 실험에서는 신경세포 시스템에서 한국자생식

물 중에 유효하다고 생각되어진 가시오갈피와 석창

포 추출물을 이용하였으며, 이와 같은 자생식물이

세라마이드에 의한 신경세포사멸에 대해 보호효과

를 나타낼 수 있는지를 확인해보고자 하였다. 그 결

과 가시오갈피가 세라마이드에 의한 신경세포사멸

에 중요하게 매개하여 세포사멸을 유도하는 활성기

산소의 증가된 양을 효과적으로 감소시킴으로서 탁

월한 항산화 작용을 나타내었다. 뿐만 아니라 초반

기의 세포사멸단계인 활성기 산소 증가를 저해한

이후, 하위 caspase 활성화 단계까지 효과적으로 차

단하여 궁극적으로 신경세포보호효과를 나타내는

것을 밝혔다. 아마도 가시오갈피는 직접적으로 구조

혹은 기능적으로 활성기 산소종을 제거시키는 역할

을 하거나, 간접적으로 여러 촉진 인자와 상호작용

하여, Superoxide dismutase, catalase 등의 세포 내의

다양한 항산화 시스템을 효과적으로 활성화 시킬

수 있었던 것으로 추측된다.

그러나, 또 다른 자생 식물인 석창포의 경우에 있

어서는 가시오갈피와 같은 의미 있는 보호 효과를

확인하지 못하였는데, 그 원인에 대해 고려해 본다

면, 첫째로 석창포의 효능이 신경 세포 시스템에서

는 보호 효과를 나타내지 못하였을 것이라 생각할

수 있다. 항염증제, 항암제 등의 효과 등이 있는 것

으로 알려져 있으므로, 혈구세포나 심장 및 기타 다

른 세포나 조직에 대하여서는 그 효과를 충분히 나

타낼 수 있으리라 생각되며, 둘째로, 석창포가 보호

효능을 나타내기에는 세포사멸을 유도시키는 시스

템으로서 세라마이드의 농도가 맞지 않았음을 예상

해 볼 수 있겠다. 마지막으로, 석창포에 의한 자체독

성은 없어 세포에는 영향을 미치지 않았지만, 석창

포의 효능을 나타내는데는 그 농도가 다소 불충분

하였음도 고려해 볼 수 있겠으며, 이에 대한 부분은

앞으로 석창포 연구에 적용하여 고려해야 할 부분

이다.

이상의 결과로 본 연구에서는 세라마이드와 관련

된 노화와 다양한 신경퇴행성질환에서의 신경세포

사멸 기작의 중요한 지표로서 활성기 산소와 cas-

pase 등을 제시할 수 있었다. 퇴행성 질병의 예방 및

치료제로서 사용 가치의 잠재성이 탁월하게 예상되

는 가시오갈피라는 우리 나라 자생 식물의 신경보

호측면의 효능에 대해서도 의미 있게 제시하였다.

구체적으로 가시오갈피의 어떠한 성분이 세포 내의

어떠한 경로와 조절인자와 작용하는지, 어떻게 항산

화 시스템을 활성화 시킬 수 있는지, 항산화 작용
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기전 등에 관하여서는 본 실험만으로는 미흡하다.

따라서 앞으로 가시오갈피의 성분 분석과 각각의

성분의 효능 입증이 필요하며, 세라마이드에 의한

세포사멸 경로에 관여하는 인자들과의 상호 작용

및 항산화 효소의 활성 변화에 대한 영향 등 좀 더

깊이 있는 연구가 진행 되어져야 할 것이라고 생각

된다.
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Abstract

Attenuated Ceramide-induced Neuronal Apoptosis by 
Acanthopanax senticous

Do-Yeon Lee, Dae-Seong Kim, Dong-Suep Sohn1, 
Sung-Su Kim, Kyung-Yong Kim, Won-Bok Lee

Department of Anatomy, College of Medicine, Chung-Ang University, Seoul, Korea
1Department of Thoracic and Cardiovascular Surgery, College of Medicine, 

Chung-Ang University, Seoul, Korea

Both Acanthopanax senticosus and Acorus gramineus Soland are typical Oriental herbs. They have been used as a

tonic, anti-rheumatic, anti-inflammatory, anti-stress, anti-cancer agent. But, it is still unclear how they effectively

regulate their various biological properties. Ceramide is emerging as a second messenger of apoptotic cell death and

there is increasing evidence that ceramide is involved in neurodegenerative disease and the process of senescence. The

present study investigated the different effects of A. senticosus and A. gramineus on ceramide-induced apoptosis in

human neuroblastoma SK-N-SH cells. We showed that ceramide induced apoptosis through the mediation of reactive

oxygen species(ROS) production and A. senticosus, as an effective antioxidant, significantly inhibited the increase of

ROS generation, thereby preventing apoptosis. Furthermore, an increase of caspase activity (apoptosis executors) result-

ed from ceramide reduced by A. senticosus. But A. gramineus had almost no protective effects. These results implicate

that ROS play on important roles in ceramide-induced apoptosis, also A. senticosus protects effectively via inhibition

of ROS generation by ceramide through selective pathway.

Key words : A. senticosus, A. gramineus, Ceramide, SK-N-SH, Apoptosis, Oxidative stress, Caspase
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