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서     론

뇌병변을 포함하는 퇴행성질환에 대한 재생의학적 치료

방법 중 하나는 신경줄기/전구세포 (neural stem/progenitor 
cell)를 이용한 손상된 신경조직의 재생과 신경기능회복이

다 [1,2]. 신경전구세포는 뇌병변에 대한 매력적인 재생 신

경세포에 대한 공급원으로, 특히 성체 신경조직발생 (neu-
rogenesis)의 주된 부위인 가쪽뇌실의 뇌실아래층 (subven-
tricular zone of the lateral ventricle)과 해마의 치아이랑 

과립아래층 (subgranular zone of the hippocampal dentate 

gyrus)에 대한 지속적인 신경전구세포의 증식과 분화에 주

목하고 있다 [1,3]. 뇌병변과 더불어 증식분화가 활성화되

는 내재성 신경전구세포에 의존하는 줄기세포치료는 매우 

한정된 세포만이 분화되어 중추신경계로 기능적 수렴됨으

로써 손상된 신경 기능의 회복은 매우 미미하다 [4,5]. 성체 

신경조직발생의 활성에는 다양한 내인성 및 외인성 인자

가 작용하는데, 외인성 인자의 예로 curcumin, resveratrol, 
blueberry polyphenol 등과 같은 영양인자들이 있다 [6]. 

석창포 (Acorus gramineus Solander)는 한국, 중국, 일본 

등에서 자생하는 식물로 주로 뿌리줄기를 약용으로 사용

하고 있다. 한국 약전에 따르면 석창포는 진정작용, 소화

작용, 진통작용, 이뇨작용 및 항진균작용에 효과가 있다고 

알려져 있다 [7-9]. 뿐만 아니라 석창포의 추출물은 학습성

과의 향상과 노화 방지 효과가 있어 동아시아에서 오랫동

안 노인성 인지장애에 대한 약물로 사용되었다 [8,10]. 석
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간추림: 노인성 인지장애 등에 사용되어져 온 석창포 (Acorus gramineus Solander)의 뿌리줄기에 존재하는 주요 성분 

중 하나가 α-asarone이다. 본 연구는 신경전구세포와 해마조직절편배양을 이용하여 α-asarone이 신경전구세포의 증

식과 분화에 미치는 영향을 살펴보았다.
신경전구세포와 해마조직에서의 증식과 분화 정도는 cell counting kit-8 분석과 증식과 분화의 바이오마크를 이용

한 면역세포조직화학적 염색으로 확인하였다. 신경전구세포에 α-asarone을 처리하였을 때 특히 3 μM에서 현저한 세

포증식을 보였다. 분화 정도를 보면 nestin과 함께 별아교세포와 희소돌기아교세포의 분화마크인 GFAP와 PDGFR-α
이 일부 관찰되었으나 신경세포의 분화마크인 Dcx의 발현이 가장 현저하였다. 배양한 해마조직절편에 α-asarone을 

처리했을 때 해마의 치아이랑에서 현저한 BrdU 및 Ki67 양성세포가 유의성 있게 증가하여 세포증식을 보였다. 이는 

특히 30 μM/ml 농도에서 가장 높게 나타났으며 새로이 형성 분화된 신경모세포인 BrdU/Dcx 이중양성세포의 증가

도 현저하였다.
α-asarone은 신경전구세포와 해마조직절편배양에서 현저한 신경전구세포의 증식과 분화를 촉진하는 것을 알 수 

있으며, 이는 뇌병변 질환에 대한 신경전구세포의 활성 치료에 대한 약물로서 가능성을 보여 준다. 
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창포의 주요 활성 성분 중 하나인 α- 및 β-asarone은 석창

포 휘발성 오일의 약 95%를 차지하며, 치매, 파킨슨병을 

비롯한 다양한 신경변성 질환에 대한 신경보호 효능을 가

진다 [11-14]. 더욱이 asarone은 혈관-뇌 장벽 (blood-brain 
barrier)을 통과할 수 있으며 [15], 특히 α-asarone은 해마와 

관자엽 피질에서 과산화질소 과다생성을 억제하여 β-am-
yloid에 의한 신경독성 및 공간기억장애에 보호 효과를 보

인다 [12].
본 연구진은 전통의학의 원전에 대한 텍스트 마이닝을 

통해 신경전구세포의 증식과 분화에 미치는 외인성 영양

인자를 탐색하는 중 석창포를 도출하였으며 이의 주성분 

중 하나인 α-asarone에 주목하였다 [16]. α-asarone은 PC12
세포에서 신경돌기 (neurite) 성장의 바이오마크인 neuro
filaments의 발현을 촉진한다는 보고만이 있으며 신경전

구세포의 증식과 분화에 대한 연구는 없다 [17]. 따라서 본 

연구는 신경전구세포의 증식과 분화에 대한 외부 영양인

자 도출의 일환으로 신경전구세포 및 해마조직절편배양계 

(hippocampal slice culture)를 이용하여 α-asarone이 신경

전구세포의 증식 및 분화에 미치는 영향을 살펴보았다. 

재료 및 방법

1. 신경전구세포의 분리 및 배양

임신 13주령의 암컷 C57/BL 마우스를 ㈜두열바이오텍 

(서울, 한국)에서 구입하였다 (n = 3). 모든 실험과정은 부산

대학교 동물실험윤리위원회로부터 승인을 얻은 후 시행하

였다 (승인번호: PNU-2017-1460). 임신 마우스를 2~3일

간 안정시킨 후, 8% chloral hydrate (Sigma-Aldrich Corpo-
ration, St. Louis, MO, USA)를 복강주사하여 태아 (E15)를 

모체로부터 분리하였다. 태자의 뇌를 분리를 한 다음 다시 

대뇌피질만을 취하였다. 이를 잘게 분쇄하여 원심분리기

와 70 μM cell strainer (Corning Inc., One Riverfront Plaza, 
Corning, NY, USA)를 이용하여 신경전구세포만 분리 배

양하였다. 신경전구세포는 DMEM/F12 (Gibco, Carlsbad, 
CA, USA)에 N2 supplement (Gibco), 1 M HEPES (Gibco), 
D-( + )-glucose (Sigma-Aldrich Corporation), bFGF (R&D 
system, Inc., Minneapolis, MN, USA), EGF (R&D sys-
tem), Heparin (Sigma-Aldrich Corporation), amphotericin 
B (Sigma-Aldrich Corporation), 1% penicillin/streptomy-
cin (Gibco)을 첨가하여 37℃ 5% CO2의 배양기에서 배양

하였다. 계대배양을 할 때 세포의 분화를 유도하기 위해 

DMEM/F12에 10% FBS, N2 supplement, 1 M HEPES, D- 

( + )-glucose, amphotericin B, 1% penicillin/streptomycin
이 첨가된 배지에서 배양하였다. 신경전구세포에 대한 모

든 실험의 과정은 Fig. 1A에서 보는 바와 같다. 

2. 해마조직절편의 제작 및 배양

출생 후 7일째 되는 신생 생쥐를 8% chloral hydrate 

(Sigma-Aldrich Corporation)를 이용해서 마취를 시킨 

후, 뇌를 분리한 다음 뇌 부분 중 해마 (hippocampus)만
을 따로 분리하였다. MEM (Gibco), 1 X HBSS (Hyclone, 
Logan, UT, USA), horse serum (Hyclone), 1 M HEPES 

(Gibco), D-( + )-glucose (Sigma-Aldrich Corporation)를 

포함한 배지에서 vibratome (Campden Instruments LTD., 
Loughborough, Leics, England)을 이용해서 450 μm의 해

마조직절편을 얻었다. 해마조직절편은 배지가 들어있는 

insert (Merk-Millipore, Bredford, MA, USA)에 올려 37℃ 

5% CO2의 배양기에서 배양하였다. 해마조직절편배양에 

대한 모든 실험의 과정은 Fig. 1B에서 보는 바와 같다.

(A)

(B)

Fig. 1. Schematic diagram for experimental procedures. All neural progenitor cells (A) and hippocampal slice culture (B) experiments were 
performed at the indicated time. 
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3. α-asarone의 처리 

α-asarone (Sigma-Aldrich Corporation)에 의한 신경전

구세포의 세포증식률을 위해서 신경전구세포를 분리한지 

14일부터 24시간 동안 α-asarone을 배지에 처리하였다. 
α-asarone이 분화에 미치는 영향을 확인하기 위해서는 분

화를 유도한 신경전구세포에 1 μM, 3 μM 및 10 μM 농도

로 배지에 3일간 처리하였다. Vehicle 그룹은 α-asarone과 

동일한 기간 동안 10 μM의 DMSO를 배지에 처리하였다. 
실험결과는 일주일 후에 결과를 확인하였다. 해마조직절

편배양에 대한 처리는 배양 후 7일부터 7일 동안 10 μM, 
30 μM 및 100 μM 농도로 배지에 처리하였다. 이와 더불어 

α-asarone 처리 첫날부터 3일 동안 5-Bromo-2ʹ-deoxyuri-
dine (BrdU, Sigma-Aldrich Corporation)를 함께 처리하였

다.

4. Cell Counting Kit-8 (CCK-8) 분석

세포의 증식률은 CCK-8 (Dojindo, Rockville, MD, 
USA)을 사용하여 확인하였다. 96 well에 2 × 104개의 세포

를 넣은 뒤 각 well 당 10 μL씩 시약을 넣었다. 37℃ 5% 
CO2의 배양기에서 1시간 동안 반응시켰다. 이후 spectro-
photometer (Molecular Perices, Sunnyvale, CA, USA)를 

이용하여 450 nm 흡광도에서 세포 증식률을 측정하였다.

5. Propidium iodide (PI) 염색

배양한 해마조직절편은 α-asarone을 처리한 후 조직 내 

손상을 확인하기 위해서 propidium iodide (PI, BD Biosci-
ences, San Jose, CA, USA)를 처리하였다. 배지에 PI용액

을 처리한 후 빛을 차단하여 30분간 37℃ 5% CO2에 배양

하였다. 반응이 끝나면 PBS로 세척 한 후 형광현미경 (Carl 
Zeiss Imager M1, Carl Zeiss Inc., Gottingen, Germany)으
로 확인하였다. 

6. 면역세포조직화학적 염색

신경전구세포는 4% parafomaldehyde (PFA, Wako, Osa-
ka, Japan)로 고정하고 PBS로 세척한 뒤 blocking serum 

(0.3% triton X-100, 1% BSA, 10% donkey serum in PBS)
을 처리 하였다. 1차 항체 nestin (R&D system), double-
cortin (Dcx, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 
USA), glial fibrillary acidic protein (GFAP, Dako, Glostrup, 
Denmark), platelet-derived growth factor receptor-α (PDG-
FR-α, Santa Cruz Biotechnology)를 사용하여 4℃에서 12
시간 처리하였다. 1차 항체 반응이 끝난 후 PBS로 씻어준 

뒤 2차 항체 (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, 
USA)를 상온에서 1시간 반응시켰다. 2차 항체는 fluores-
cein-conjugated goat anti-mouse IgG (Invitrogen corpo-
ration, Carlsbad, CA, USA)와 Texas red-conjugated goat 
anti-rabbit 또는 mouse IgG (Life technology, Eugene, OR, 
USA)를 사용하였다. 반응이 끝나면 PBS로 세척 후 4℃
에 보관하고 confocal microscope (Carl Zeiss observer Z1, 
Carl Zeiss Inc)을 이용하여 형광염색을 확인하였다. α-asa-
rone에 의한 치아이랑의 신경전구세포의 증식과 분화

를 알아보기 위해서 4% PFA로 고정하고 PBS로 세척 후 

blocking serum을 처리하였다. 1차 항체인 BrdU (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA), Ki67 (Abcam, Cambridge, UK) 및 

Dcx (Santa Cruz Biotechnology)를 4℃에서 12시간 처리

하고, 반응 후 PBS로 세척한 뒤 2차 항체를 상온에서 2시

간 반응을 시켰다. 2차 항체는 fluorescein-conjugated goat 
anti-mouse IgG (Invitrogen corporation)와 Texas red-con-
jugated goat anti-rabbit IgG (Life technology)를 사용하였

다. 반응이 끝나면 PBS로 세척한 후 봉입하여 confocal 
microscope (Carl Zeiss observer Z1)을 이용하여 형광염색

을 확인하였다. 

7. 통계처리

실험 자료 분석은 SigmaPlot Statistical program version 
11.2 (Systat Sortware, San Jose, CA, USA)을 사용하였다. 
각 실험데이터는 평균±표준오차로 나타내었고 모든 측정

값은 one-way analysis of variance (ANOVA)를 실시하여 

F값을 구하였다. Turkey’s test를 이용하여 유의성을 검증

하였다. 통계적 유의성 판정을 위한 유의 수준은 p<0.05
로 하였다.

결     과

1. 신경전구세포의 세포증식률에 미치는 영향

CCK-8 분석을 통해 α-asarone이 신경전구세포의 증식

률에 미치는 영향을 알아보았다. Fig. 2에서 보는 바와 같

이, 대조군과 vehicle군에 비해 모든 α-asarone 처리군은 

높은 세포증식률을 보여 주었다. 특히 3 μM의 α-asarone 
농도에서 가장 현저하였으나, 10 μM 농도에서는 다소 감

소하는 경향을 보여 주었다. 이로 보아 α-asarone은 적정 

농도에서 세포 증식을 보여주나 고농도에서는 세포 증식

이 저해되는 것을 확인하였다. 
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2. 신경전구세포의 분화에 미치는 영향

면역세포화학적 염색을 통해 α-asarone이 신경전구세포

의 분화에 미치는 영향을 알아보았다. 신경전구세포는 증

식을 거치며 분리 후 7일째에는 neurosphere를 형성하였

다. Fig. 3에서 보는 바와 같이, α-asarone처리군은 대조군

과 vehicle군에 비해 현저한 신경전구세포마크인 nestin의 

발현을 관찰되었다. 이와 더불어 신경세포, 별아교세포, 희
소돌기아교세포의 분화 마크인 Dcx, GFAP, PDGFR-α를 

nestin과 함께 이중염색으로 확인한 결과 모든 세포의 분

화마크가 확인되었다. 그러나 별아교세포, 희소돌기아교

세포의 분화마크인 GFAP, PDGFR-α와 nestin의 이중염색

이 미약한데 비해 신경세포 분화 마크인 Dcx와 nestin의 

이중염색은 가장 현저하였다. 이러한 면역반응도 3 μM의 

α-asarone 농도에서 가장 높게 나타났다. 이로 보아 α-asa-
rone은 신경전구세포의 분화에 영향을 주며 특히 신경세

포로의 분화를 촉진함을 알 수 있었다. 

3. 해마조직절편의 손상에 대한 영향

배양한 해마조직절편에 대한 PI염색을 통해 α-asarone이 

해마조직절편에 대한 손상을 확인하였다. Fig. 4에서 보는 

바와 같이, 대부분의 α-asarone처리군은 대조군과 vehicle
군과 유사한 반응을 보여 주었다. 고농도 100 μM의 α-asa-
rone처리군은 다소 높은 PI 반응을 확인할 수 있었으나 조

직전반에 걸친 세포죽음과 손상은 관찰되지 않았다. 

4. 해마 신경전구세포의 증식과 분화에 미치는 영향

해마의 치아이랑 과립아래층은 지속적인 줄기세포의 증

Fig. 3. Effect of α-asarone on the expression of differentiation markers in neural progenitor cells. Neural progenitor cells, isolated from 
embryonic mice (E15) brains, formed neurospheres. Immunofluorescent staining of neural progenitor cell marker nestin merged with neuro-
blast marker Dcx, astrocyte marker GFAP and oligodenocyte marker PDGFR-α are presented. Scale bar = 100 μm.

Fig. 2. Effect of α-asarone on the proliferation of neural proge
nitor cells. α-asarone, especially at the 3 μM concentration, sig-
nificantly promoted the proliferation of neural progenitor cells. 
All data are expressed as mean±SEM. *P<0.05 compared with 
control; #P<0.05 compared with vehicle. 
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식과 분화를 동반하므로 이에 대한 α-asarone의 영향을 알

아보았다. Fig. 5에서 보는 바와 같이, 분열하는 세포의 표

지인 Ki67은 BrdU와 함께 30 μM 및 100 μM의 α-asarone
처리군에서 증가하며 특히 30 μM 처리군에서 현저하였

Fig. 4. Effects of α-asarone on the damage of hippocampal slice culture. A photomicrograph for PI-positive cells in the hippocampus. 
Slight toxicity of α-asarone was detected at a concentration of 100 μM. Scale bar = 500 μm.

Fig. 5. Effect of α-asarone on the proliferation of neural progenitor cells in the hippocampal slice culture system. A photomicrograph (A) 
and histogram (B) for BrdU and Ki67 positive cells. α-asarone promoted significantly proliferation of neural progenitor cells in the denate 
gyrus of the hippocampus at 30 μM of α-asarone. Mean±SEM. *P<0.05 and **P<0.01 compared with control; #P<0.05 and ##P<0.01 
compared with vehicle; $P<0.05 and $$$P<0.001 compared with 10 μM/ml, &P<0.05 and &&&P<0.001 compared with 30 μM. Scale 
bar = 100 μm.

(A)	 (B)

Fig. 6. Effect of α-asarone on the differentiation of neural progenitor cells in the hippocampal slice culture system. A photomicrograph (A) 
and histogram (B) for BrdU and Dcx positive cells. α-asarone at 30 μM concentration significantly promoted neural progenitor cells differ-
entiation into neuroblasts. Mean±SEM. **P<0.01 compared with control; ###P<0.001 compared with vehicle; $P<0.05 and $$P<0.01 
compared with 100 μM, &&&P<0.001 compared with 30 μM/ml. Scale bar = 20 μm

(A)	 (B)
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다. 이를 신생세포의 표지인 BrdU와 신경세포 분화마크인 

Dcx를 복합염색 했을 때도 Fig. 6에서 보는 바와 같이 유

사한 결과를 보여 주었다. 또한 새로 증식분화된 신경아교

세포 (BrdU와 Dcx 이중염색세포)가 30 μM의 α-asarone처
리군에서 가장 높게 나타났다. 이로 보아, α-asarone은 해

마조직에서 신경전구세포로의 증식은 물론 신경세포로의 

분화를 촉진함을 알 수 있었다. 

고     찰 

Asarone은 주로 Acorus 종의 뿌리줄기나 껍질에서 발견

되는 주요 식물화학물질 (phytochemical)로서 많이 연구된 

물질 중 하나이다 [18]. α- 및 β-asarone 모두 항스트레스, 
항울증, 항알츠하이머 및 항파킨슨 등 다양한 약리학적 효

능과 더불어 독성에 대한 보고가 있다 [19,20]. 특히 예로부

터 치매 등 인지장애를 치료하는데 사용되어 온 석창포의 

주요 활성성분인 α-asarone은 항경련제, 항불안제는 물론 

신경보호작용 등의 다양한 신경생리학적 활성을 나타낸다 

[12,20,21].
신경전구세포는 뇌병변 질환에서 급속히 증가하며 분화

됨으로서 신경기능회복에 관여한다 [1,4,5]. 이들 세포는 손

상된 부위로 이동하여 세포에서 분비되는 다양한 성장인

자와 내인성 영양인자의 조절에 의해 혈관신생과 신경조

직발생에 영향을 준다 [22,23]. 이러한 신경전구세포의 증

식과 분화는 만성 중추신경계질환과 더불어 노화나 만성 

스트레스 등에 의해 감소한다 [24-26]. 따라서 뇌병변 질환

에 대한 신경기능회복을 위해 이들 신경전구세포의 분화

와 증식을 위한 외부적 영양인자에 대한 연구는 이들 질환

의 예방과 치료에 좋은 전략적 타겟이 된다 [27].
신경전구세포는 많은 신경변성질환의 기능회복에 관련

되어 있으므로, 우선 본 연구는 α-asarone이 신경전구세

포의 증식과 분화에 미치는 영향을 살펴보았다. 그 결과, 
α-asarone은 신경전구세포의 증식과 분화를 현저히 증가

하였다. 특히 세포의 분화마크를 이용한 검색에서 α-asa-
rone은 별아교세포나 희소돌기아교세포보다 신경세포로의 

분화를 더욱 촉진시키는 것을 확인할 수 있었다. 
기관형 해마조직절편배양 (organotypic hippocampal slice 

culture)은 in vitro 모델이나 in vivo 실험계를 잘 반영하고 

있어 뇌병변 질환의 치료 기전과 전략에 좋은 모델이 된다 

[28-30]. 해마조직절편의 배양은 조직특이적인 세포연결과 

더불어 신경세포분포의 패턴과 특정 부분과의 연결회로 

보존성이 뛰어나다 [31]. 또한 생체와 유사하게 조직의 3차

원적 구조를 유지하면서 in vitro의 장점인 접근성의 용의

함을 가진다 [32,33].
신경전구세포의 결과를 재확인하기 위하여, 배양한 해마

조직절편에 α-asarone을 처리하였다. α-asarone의 독성은 

잘 알려져 있으나 [18], 처리한 농도에서는 일부 100 μM 농
도를 제외하고 조직손상을 보여 주지 않았다. 신경전구세

포의 결과와 유사하게 α-asarone은 해마의 신경전구세포

의 현저한 증식과 더불어 신경아교세포로의 분화를 촉진

하였다. 이는 α-asarone이 단일세포 뿐 아니라 기관형 조

직배양에서도 유사한 결과를 보여 줌을 알 수 있었다. 
신경전구세포는 다양한 세포내외 인자에 의해 조절된

다 [19]. 신경성장인자 (neurotrophin)를 포함한 성장인자 

(growth factor)는 물론 형태형성인자 (morphogen) 등을 통

해 세포내 extracellular signal-regulated kinase (ERK), Akt 
등의 특정 kinase cascade를 활성화함으로서 신경전구세포

의 증식과 분화를 촉진할 수 있다 [34]. 최근에는 제한된 신

경전구세포의 증식과 분화를 조절하고 촉진할 수 있는 천

연물유래 (herbal medicine) 외인성 인자에 대한 연구가 많

이 이루어지고 있다 [19]. 본 연구에서 확인된 α-asarone의 

신경전구세포와 해마조직절편의 세포증식과 분화에 대한 

영향은 뇌병변에 대한 신경줄기세포치료에 적용할 가능성

을 보여 주고 있다. 
결론적으로, α-asarone은 신경전구세포와 해마조직절편

에서 신경전구세포의 증식을 촉진시키며 신경세포로 분화

를 유도하는지 알 수 있었다. 따라서 α-asarone의 신경전

구세포에 대한 증식과 분화 효능은 알츠하이머, 파킨슨병, 
뇌졸중 등과 같은 뇌병변 질환에 대한 줄기세포기반치료

에 적용할 수 있는 후보 약물이 될 수 있을 것이다. 
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Effects of α-asarone on Proliferation and Differentiation of Neural 
Progenitor Cells
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Abstract: This study investigated whether α-asarone could promote proliferation and differentiation of neural 
progenitor cells into the neuronal cell types in in vitro and ex vivo studies. 

For in vitro assay, neural progenitor cells were isolated from fetal cerebral cortex (E15) and checked cell 
proliferation rate and neural progenitor cell marker in neurospheres. Treatment of α-asarone, particularly at a 
concentration of 3 μM, promoted the proliferation of neural progenitor cells and effectively differentiated neural 
progenitor cells into neurons. 

For ex vivo assay, a hippocampi slice culture system from 7 day postnatal rat fetuses was used. Although slight 
tissue damage was observed in the hippocampus after the high concentration (100 μM) of α-asarone, however, 
α-asarone enhanced the proliferation of neural progenitor cells in dentate gyrus region and also effectively 
differentiated into neuroblast at concentration of 30 μM. 

Consequently, α-asarone promotes the proliferation of neural progenitor cells and effectively differentiates 
neural progenitor cells into neurons. Therefore, our results support the therapeutic benefits of α-asarone for treating 
neurodegenerative diseases.
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