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Abstract

Purpose: In this study, the neuroprotective effect of the methanol extract of Daphne 
genkwa Flos (DGF-ex) against glutamate-induced neurotoxicity was studied in mouse 
hippocampal HT22 cells.
Materials and Methods: We conducted the cytoprotective effect of DGF-ex against 

a 24-hour-stress-induced condition by glutamate in HT22 cells. The inhibitory effect 
of DGF-ex on cellular necrosis and apoptosis and ROS (reactive oxygen species) was 
observed using fluorescence microscopy. To further clarify its antioxidant efficacy, assays 
on SOD (superoxide dismutase) regulation and DPPH/ABTS radical scavenging ability 
were also conducted. A chemical profile of DGF-ex was also obtained via UPLC analysis.
Results: Pretreatment with DGF-ex significantly reduced glutamate-induced loss of 

cell viability and release of LDH (lactate dehydrogenase). DGF-ex showed similar effects 
to the antioxidant quercetin (15µM) in the evaluation of DPPH/ABST radical scavenging 
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activity and SOD activity evaluation. In addition, DGF-ex remarkedly downregulated 
the glutamate-induced programmed HT22 cell death, which was shown in the 
normalization of the cellular necrosis and apoptosis ratio.
Conclusion: These results exhibit DGF-ex has the ability to protect against 

glutamate-induced cytotoxicity in the HT22 cell line via the drug candidate’s antioxidant 
capacity. This research confirmed the DGF-ex as a valuable drug candidate for the 
prevention and treatment of oxidative stress-mediated neurodegenerative diseases.

서론

중추신경계의 퇴행성 뇌질환(알츠하이머 증후군, 파킨슨 증후군, 헌팅턴 증후군 등)의 원인 중 산
화적 스트레스(oxidative stress)가 중요한 요인으로 밝혀졌다.1,2) 이러한 산화적 스트레스는 항산
화 시스템의 기능이 저하되면서 체내의 산화계와 항산화계의 불균형으로 일어나거나 체내 활성산소
종(reactive oxygen species, ROS)이 많이 발생하는 것으로 알려져 있다.3)

글루타메이트(glutamate)는 중추신경계에서 중심적인 흥분성 신경전달물질로 신경세포에서 학습 
및 기억에 중요한 역할을 하지만, 소량의 글루타메이트는 흥분성 신경독성을 일으켜 신경세포의 
사멸을 일으키며 4) 지나치게 글루타메이트의 양이 많아지면 활성산소종의 생산이 증가하게 된다.5)

마우스 헤마 유래 세포주인 HT22 세포주는 글루타메이트 수용체가 없는 세포주로서 글루타메이
트를 HT22 세포에 처리하였을 때 신경흥분 독성이 아닌 산화적 스트레스로 인하여 세포가 손상을 
받으며, 산화적 스트레스로 인한 퇴행성 뇌질환 연구에서 널리 사용되는 실험모델 중의 하나로 알려
져 있다.6)

원화(Daphne genkwa Flos)는 팥꽃나무과(Thymeleaceae)의 팥꽃나무의 꽃봉오리를 건조한 것
으로 약성은 따뜻하고 맛은 맵고 쓰다. 주로 비, 폐, 신경으로 들어가서 효능을 발휘한다.7,8) 원화에 
대해서는 독성이 있다고 기록된 문헌들이 많으나, 예로부터 이뇨제, 진해제, 거담제, 낙태 및 항종양 
목적으로도 사용되었다.9) 원화에서 분리한 일부 화합물(yuanhuahine, yuanhualine, yuanhua-
cine, yuanhuadine, yuanhuagine daphnane diterpene esters)이 정상 폐 상피세포(normal 
lung epithelial cell)에는 독성이 없지만 폐암(human lung cancer) 세포에 항암활성 12-53nM
의 IC50 을 보였다고 보고되었다.10) 이처럼 팥꽃나무에서 항암(anti-cancer), 항염증(anti-in-
flammation), 그리고 항보체(anti-complement) 효과가 있음이 알려졌다.11-14) 신경전구세포에 
Foxa2 와 Nurr1 이 발현되도록 조작하여 파킨슨병 동물모델 쥐의 뇌에 이식한 경우 행동장애를 
감소시킨다고 알려져있음며,15) 팥꽃나무의 줄기(stem)와 뿌리(root) 추출물에서 분리한 성분이 
Nurr1 의 전사 기능을 활성화하고, 파킨슨병의 동물모델에서 신경 보호 효과가 있음이 밝혀졌다.16) 

하지만, 지금까지 원화의 신경세포보호 활성에 대하여 보고된 바는 거의 없다.
본 연구진은 여러 종류의 천연물의 추출물을 대상으로 신경세포보호 활성을 탐색하던 중 원화의 

메탄올 추출물이 유의성 있는 뇌신경세포 보호 활성을 나타내어 다양한 농도에서 뇌신경세포 보호 
활성 및 항산화능을 평가하고자 본 연구를 수행하였다.

Keywords: Daphne genkwa Flos, glutamate-induced cytotoxicity, HT22 hippocampal neurons
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본론

1. 실험재료 및 방법

1) 시약 및 재료
세포주 배양을 위하여 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), FBS (fetal bovine 

serum), PS (penicilin streptomycin)는 Thermo Fisher Scientific Inc. Korea 에서 구입하였
다. 세포의 생존율 및 독성을 측정하기 위해 Quanti-MAX WST-8 cell viability assay kit 와 
Quanit-LDHTM cytotoxicity assay kit 는 Biomax (BIOMAX Co., Ltd.)에서 구입하였다. 항산
화 측정을 위해 EZ-SOD assay kit (DG-SOD400)는 Dogen (DoGenBio Co., Ltd)에서 구입하
였으며,ABTS [2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium 
salt], DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl), potassium persulfate 은 Sigma-Aldrich 에
서 구입하였다. ab176749 Apotosis/Ncrosis Assay Kit, ab113851 DCFDA/H2DCFDA- 
Cellular Ros Assay Kit 는 abcam 사에서 구입하였다. L-Glutamic acid monosodium.salt, 
Quercetin (≧95% HPLC)는 Sigma-Aldrich 에서 구입하였다.

2) 원화 메탄올 추출물의 제조
원화 메탄올 추출물(Methanol Extration of Daphne Genkwa Flos, DGF-ex)은 한국한의약진

흥원에서 추출한 후 한국한의약진흥원 천연물소재은행에서 보관하고 있으며, 그 일부를 분양받아 
실험에 사용하였다. 추출방법은 대유약업사(Daegu, Korea)로부터 구매한 원화 600g 을 70% 메탄
올 3.5L 에 담그고, 3 시간 동안 환류추출 후 용매를 분리 여과하였다. 동일한 양의 70% 메탄올로 
동일한 조건에서 한 번 더 추출한 다음, 추출액을 모아 감압농축하고, 동결건조 과정을 통해 
72.28g 의 추출물을 얻었다.(수율 12.12%)

3) UPLC 분석을 통한 원화 메탄올 추출물의 Finger Printing 패턴 확인
원화 메탄올 추출물(DGF-ex)이 가지고 있는 지표물질의 finger printing 패턴을 보기 위해 

UPLC 분석을 하였다. 분석은 ACQUITY UPLCTH BEH C18 (2.1 × 50 mm, 1.7 µm; Waters, 
USA)의 역상 컬럼을 통해 이뤄졌으며, 이동상으로는 0.1% formic acid 를 포함하는 물(solvent 
A)과 0.1% formic acid 를 포함하는 메탄올(solvent B)을 사용하였다. 컬럼에 샘플을 2μl in-
jection 한 후 9 분까지 solvent B 를 0%에서 100%로 변화시켰으며, 1 분간 100%를 유지시켰다. 
그 후 1 분 안에 다시 0%까지 감소시키고 이를 2 분간 유지하였다. 이 때 유속은 0.3 ml/min 이며, 
검출파장은 280nm 에서 측정하였다.

4) HT22 세포 배양
쥐의 헤마 유래 세포주인 HT22 cell 을 이용 10% FBS (fetal bovine serum), 1% PS (peni-

cillin-streptomycin)을 포함하는 DMEM 배지를 사용하여 5% CO2, 37℃의 조건에서 배양하였
다.
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5) 세포 생존율 측정
WST assay 를 이용 세포 생존율(cell viability)를 측정하였다. 96-well plate 에 배양한 세포주

를 0.8×104 cells/well 의 농도로 100μl 씩 분주(seeding)하여 37℃, 5% CO2 조건에서 24 시간 
동안 배양하였다. control well 에는 10μl 의 PBS 를, negative control well 에는 5μl 의 PBS 를 
positive control well 에는 quercetin 5μl 첨가하였다. 나머지 well 에도 각각 5μl 씩 서로 다른 
농도의 DGF-ex (100, 50, 25μg/ml)를 처리하였다. 약 1 시간 배양한 후 control 을 제외한 모든 
well 에 5μl 의 glutamate 를 첨가하였다(total vol. 110μl/well, 최종농도: glutamate 9mM, 
quercetin 15μM, DGF-ex 100, 50, 25μg/ml). 처리 후 24 시간 배양하고, 모든 well 에 
10ul/well 의 WST-8 을 처리하였다. 약 1 시간 재배양 후 ELISA reader (Molecular Devices, 
Sunnyval, CA, USA)를 사용하여 450nm 에서 흡광도 변화를 측정하였다. 아래와 같이 대조군을 
기준으로 각 실험군에 대한 세포 생존율을 백분율로 나타내었으며, 같은 조건에서 3 회 반복한 실험 
결과값을 통계처리하였다.

Cell viability (%) =
A

× 100
B

A: absorbance of Positive/Negative control or sample
B: absorbance of control (without sample)

6) LDH (Lactate dehydrogenase) 분석
LDH 의 양은 세포독성에 의해 손상된 세포에서 세포 외로 분비되는 것으로 세포독성 평가를 하는 

대표적인 방법 중의 하나이다.17) Quanit-LDHTM cytotoxicity assay kit (BIOMAX Co., Ltd.)
를 사용하여 분석하였으며, 위 세포 생존율(cell viability)을 측정하기 위한 동일 조건, 동일 plate
에서 배지의 상등액 10μl 를 취하여 kit 의 프로토콜에 따라 세포독성 평가를 진행하였다. ELISA 
reader 를 이용 450nm 에서 흡광도 변화를 측정하였으며, 실험값은 LDH 분비량의 백분율(%)로 
표시하였으며, 같은 조건에서 3 회 반복한 실험 결과값을 통계처리하였다.

7) 원화 메탄올 추출물의 DPPH/ABTS 라디칼 소거능 측정과 SOD (superoxide dismutase) 
유사 활성 측정

DPPH 에 대한 수소 공여 효과로 측정하는 라디칼 소거능은 Blois18)의 방법을 참고하여 측정하였
다. 일정 농도(200, 100, 50, 25μg/ml)로 섞은 DGF-ex 에 DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhy-
drazyl) 용액 0.2mM 을 첨가하여 잘 혼합한 후 빛이 차단된 장소에서 30 분간 반응시킨 후 
517nm 에서 흡광도를 측정하였다. DPPH 의 환원에 의한 흡광도를 조사하였고 조사한 데이터를 
바탕으로 50% DPPH 의 radical 을 소거하는 데 필요한 sample 의 농도(SC50)를 계산하였다. 대조
구로는 15μM 의 quercetin 을 사용하였다. 결과값은 추출물 첨가구와 대조구를 비교하여 라디칼
의 소거 활성을 백분율(%)로 나타내었으며 같은 조건에서 3 회 반복한 실험 결과값을 통계처리하였
다.
ABTS [2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] 라디칼 소거능은 Arano et 

al.19)과 Re et al.20)의 방법을 변형하여 사용하였다. ABTS 용액 7mM 에 potassium persulfate 
용액 2.45mM 을 혼합하여 암 조건에서 약 하루 동안 반응시킨 후 734nm 에서 흡광도 값이 
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0.7±0.02 가 되도록 조절하여 사용하였다. 반응시킨 ABTS 용액을 시료와 혼합하여 암 조건에서 
5 분간 재반응시켜 734nm 에서 흡광도를 측정하였다. 대조구로는 15μM 의 quercetin 을 사용하
였다. 결과값은 추출물 첨가구와 대조구를 비교하여 라디칼의 소거 활성을 백분율(%)로 나타내었으
며 같은 조건에서 3 회 반복한 실험 결과값을 통계처리하였다.
EZ-SOD assay kit (Dogenbio Co., Korea)를 이용하여 SOD 유사활성을 측정하였다. 희석한 

sample 을 각 sample well 과 무처리구 2(blank 2)의 well 에 20μL 씩 넣어주고 무처리구
1(blank 1)와 무처리구 3(blank 3) well 에는 ddH2O 를 20μL 씩 각각 넣어주었다. 각 well 에 
WST working solution 200μL 를 무처리구 2(blank 2)와 무처리구 3(blank 3)의 well 에 dilu-
tion buffer 를 20μL 씩 넣어주었다. enzyme working solution 을 무처리구 1(blank 1)과 sam-
ple well 에 20μL 씩 각각 넣어준 후 plate 를 37℃에서 20 분간 반응시켰다. 450nm 에서 흡광도
를 측정하였다. 결과값은 같은 조건에서 3 회 반복하여 결과 값을 통계처리하였다.

8) 세포 내 ROS 및 Apoptosis/Necrosis 측정
세포생존율 분석과 동일한 방법으로 HT22 cell 에 quercetin, DGF-ex 과 glutamate 를 처리하

고 37℃, 5% CO2 의 조건에서 5 시간 배양 후 Cellular ROS Assay Kit (abcam Inc.)를 이용하여 
실험 후 형광현미경을 이용하여 촬영하였으며, 동일 조건에서 8 시간 배양 후 Apoptosis/Necrosis 
Assay Kit (abcam Inc.)를 이용하여 실험 후 형광현미경을 이용하여 촬영하였다.

2. 실험결과 및 고찰

1) UPLC 분석을 통한 원화 메탄올 추출물의 Finger Printing 패턴 확인

Fig. 1. Finger Printing pattern of DGF-ex through UPLC analysis.

SOD activity (%) = (OD blank 1 - OD blank 3) - (OD sample - OD blank 2) × 100(OD blank 1 - OD blank 3)



노경옥 외. HT22 세포주에서 원화 추출물의 신경세포 보호 활성

150

원화의 주요성분은 genkwanin, apigenin, sitosterol 로 알려져 있다.21,22) 본 연구에서 원화의 
성분은 정확히 확인할 수 없었으나 DGF-ex 의 finger printing 패턴은 다음과 같았다. Fig. 1 과 
같이 검출파장 280nm 에서 retention time 5.6 분과 6.2 분에서 주위 피크보다 높은 피크가 관찰
되었다.

2) HT22 세포의 증식에 미치는 Quercetin 과 Glutamate 의 영향
Fig. 2 A 와 같이 glutamate 가 처리된 배지에서 HT22 신경세포의 생존율은 glutamate 의 농도

가 높아질수록 세포의 생존율은 유의적으로 감소되어 9mM 처리군의 겨우 61.24%의 생존율을 
보였다. quercetin 이 처리된 배지의 HT22 신경세포는(Fig. 2 B) quercetin 처리 농도가 15μM
일 때 93.27%의 생존율를 보였다. 따라서 HT22 신경세포에 세포독성 및 세포손상을 유발시키기 
위한 glutamate 의 농도는 9mM 로, 이에 양성대조군인 quercetin 은 15μM 의 농도로 설정하였
다.

Fig. 2. Effects of glutamate and quercetin on cell viability in the HT22 cell line, a mouse hema-derived cell line. 
Cells were treated with various concentrations of glutamate (A) and quercetin (B) for 24 h. The cell viability 
was determined by an WST-8 assay. The results were expressed as the mean±SD obtained from three 
independent experiments (***p<0.001 compared with the control group).

3) 글루타메이트에 의한 산화적 스트레스가 HT22 세포의 생존율에 미치는 원화 메탄올 추출물의 
영향

WST 분석과 LDH 분석을 통하여 DGF-ex 의 전처리가 glutamate 에 의한 세포손상에 미치는 
영향을 알아보았다. Fig. 3 A 와 같이 대조군에 비해 glutamate 처리군은 세포 생존율이 41.2% 
감소하였다. 그러나 DGF-ex 를 100, 50 및 25μg/ml 을 처리하였을 때 glutamate 에 의한 독성을 
유의성 있게 감소시켰으며 양성대조군인 quercetin 처리군의 생존율은 85.7%였으며 DGF-ex 
100μg/ml 처리구의 경우 75.8%으로 양성대조군과 비슷한 결과값이 관찰되었다. 이러한 세포생존
율을 LDH 분석을 통하여 재확인 한 결과 Fig. 3 B 와 같이 glutamate 처리군에서 46.4% 증가하였
으나 25, 50 및 100μg/ml 농도의 DGF-ex 처리는 LDH 양이 각각 56, 36, 24%로 유의성 있게 
감소시켰다. 이상의 결과는 DGF-ex 가 HT22 세포에서 glutamate 에 의한 세포손상에 대해 보호 
효과를 가짐을 확인할 수 있었다.
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Fig. 3. The protective effect of DGF-ex against glutamate-induced cytotoxicity in HT22 cell line, a mouse he-
ma-derived cell line. Cells were treated with or without DGF-ex and quercetin at the indicated concen-
trations for 1 h. Then, they were incubated again with or without 9 mM glutamate for 24 h. (A) Cell viability 
was determined by an WST-8 assay. (B) Cell damage was determined by measuring LDH release into 
the extracellular medium. The results are expressed as the mean±SD obtained from three independent 
experiments (***P<0.001 compared with the control group; ###p<0.001 compared with the gluta-
mate-treated group.)

4) 원화 메탄올 추출물의 DPPH/ABTS+ 라디칼 소거능 평가와 SOD 유사활성능 평가
세포 내 활성산소(ROS) 중에서 가장 강력한 유해인자인 과산화 작용을 제어하기 위해서는 라디칼 

인자를 제어하는 것이 효과적이다. DPPH 는 화학적으로 안정화된 자유라디칼을 가지고 있는 물질
로 방향족 화합물(ascorbic acid, tocopherol, polyhydroxy) 등에 의해 환원되어 짙은 자색이 
탈색되는데, 이것은 다양한 천연 소재로부터 항산화물질을 검색하는 데 많이 이용되고 있다.23) 

DPPH 라디칼 소거 활성은 DPPH 라디칼을 50% 소거(SC50)하는 데 필요한 물질의 농도로 표기할 
수 있으며 우수한 활성을 가진 물질일수록 농도가 낮다. 비교적 안정화된 free radical 인 ABTS+ 

또한 DPPH 라디칼과 함께 항산화 활성을 평가하는 데 많이 이용되고 있다.
ABTS 를 과산화효소(peroxidase), 과산화수소(H2O2)와 반응시켜 활성 양이온인 ABTS+이 형성 

되면 추출물의 항산화력에 의해 ABTS+이 소거되어 라디칼 특유의 색인 청록색이 탈색되는데 이를 
흡광도 수치로 나타내어 추출물의 항산화 활성을 평가할 수 있다.24) ABTS+ 라디칼 소거 활성과 
DPPH 라디칼 소거 활성과는 결과에서 차이를 나타내었는데 이는 반응속도가 빠른 ABTS+ 라디칼
과는 달리 DPPH 라디칼의 반응속도는 화합물에 따라서 매우 다르다고 알려져 있으며 25) ABTS+ 
라디칼은 DPPH 라디칼과 달리 극성과 비극성 물질 모두와 반응하여 소거되며 ABTS+ 라디칼과 
잘 반응하는 항산화 물질이 DPPH 라디칼과는 전혀 반응하지 않을 수도 있다고 알려져 있다.26-28) 
Fig. 4 A·B 에서도 결과값의 차이를 보였다. ABTS+ 라디칼 소거능 측정에서는 대조구인 querce-
tin 이 74.3%, DGF-ex (100~25μg/ml)에서 65.4%, 45%, 27%의 소거능을 나타내었다. 또한 
DPPH 라디칼의 SC50 는 DGF-ex 0.43±0.06mg/ml, quercetin 0.005±0.0001mg/ml 이고 
ABTS+ 라디칼의 SC50 는 DGF-ex 0.06±0.004mg/ml, quercetin 0.003±0.0001mg/ml 으로 
나타났다. SOD 은 뇌 조직을 포함한 여러 인체 조직들에 존재하는 항산화 효소(antioxidant en-
zyme)로서 ROS 의 해독에 중요한 역활을 한다.29) 또한 SOD 유사활성능 평가에서 슈퍼옥사이드 
음이온(superoxide anion)을 과산화수소(H2O2)와 산소(O2)로 전환시키는 반응을 촉매하는 매우 
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중요한 항산화 효소로서 잔틴산화효소(xanthine oxidase)에 의해 생성된 슈퍼옥사이드 음이온이 
사용된 시료에 의해 제거된 비율을 관찰함으로써 항산화에 대한 효능을 평가하기도 한다.30) 즉, 
효소의 활성이 증가하면 일반적으로 항산화에 대한 효능이 있다고 볼 수 있다. 실험 결과값을 살펴
보면 quercetin 의 처리구에서 33.29%의 활성을 보였으며 100μg/ml 의 DGF-ex 에서 29.91%로 
대조구인 quercetin 처리구와의 활성 차이가 미미하였다. 따라서 위 실험 결과 DGF-ex 은 DPPH
라디칼 소거능 평가와 ABTS+ 라디칼 소거능 평가 및 SOD 유사활성능 평가에서 양성 대조구인 
quercetin 처리구와 100μg/ml 의 DGF-ex 의 항산화능 비교 결과값이 유사한 값을 나타내었다.

Fig 4. DPPH & ABTS+ radical scavenging assay and SOD activity for the anti-oxidant effect of DGF-ex. The results 
are expressed as the mean±SD obtained from three independent experiments (***P<0.001 compared with 
the quercetin group)
1)SC50 value : scavenging concentration for 50% of radical

5) 글루타메이트에 의한 산화적 스트레스가 HT22 세포 내 ROS 의 증가와 Apoptosis/Necrosis 
에 미치는 원화 메탄올 추출물의 영향

DGF-ex 의 ROS 소거를 통한 glutamate 로 유도된 HT22 세포 사멸에 대한 보호 활성평가를 
확인하였으면 결과는 Fig. 5 A·B 와 같이 DCF (fluorescence intensity of dichlorofluorescein) 
intensity fold 가 glutamate 처리구에서 7.5 로 가장 높았으며, quercetin 처리구 1.9, DGF-ex 
100μg/ml 처리구는 2.0 으로 양성대조구인 quercetin 처리구와 비슷한 결과 값을 얻었다. 또한 
Fig. 5 C 와 같이 glutamate 처리구에서 apoptosis 및 necrosis 가 많이 관찰된 반면 quercetin
과 DGF-ex 100μg/ml 처리구에서는 apoptosis 및 necrosis 가 감소함을 확인할 수 있었다.
이는 glutamate 로 산화스트레스를 유도하여 HT22 세포에서 ROS 가 증가하였으나 quercetin

처리구와 DGF-ex100μg/ml 처리구에서 ROS 의 증가 억제를 통하여 세포의 사멸(apoptosis 및 
necrosis)을 감소시켰다.
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Fig. 5. A) and B) Cell were incubated with glutamate 9 mM and with or with out drugs candidate for 5 hours 
before ROS analysis C) Cell were incubated with glutamate 9 mM and with or with out drugs candidate 
for 8 hours before apoptosis/necrosis analysis. Fluorescent images were acquired using a fluorescent 
microscope. Blue color is viable cell, green color is apoptotic cell and red color is necrotic cell and. Scale 
bar, 75 µm. The results are expressed as the mean±SD obtained from three independent experiments 
(***P<0.001, **P<0.01 compared with the quercetin group and ###P<0.001, ##P<0.01 compared with the glu-
tamate-treated group)

결론

본 연구 결과 아래와 같은 결론을 얻었다.

1. 원화 메탄올 추출물(DGF-ex)의 UPLC 분석을 통한 패턴을 확인하였다.
2. 원화 메탄올 추출물의 글루타메이트(glutamate)로 유도된 뇌신경세포 독성 및 손상에 대한 

유의적인 보호 효과가 있음을 확인하였다.
3. 원화 메탄올 추출물은 항산화능을 평가하는 DPPH/ABTS+ 라디칼 소거능 평가와 SOD 유사활
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성능 평가에서 양성 대조구인 quercetin 처리구와 비슷한 항산화능을 가지고 있음을 확인하였
다.

4. 원화 메탄올 추출물 25μg/ml, 50μg/ml 그리고 100μg/ml 로 농도를 점차 증가시킴에 따라 
글루타메이트에 의해 유도된 HT22 신경세포의 apoptosis, necrosis 및 ROS 증가를 유의적
으로 감소시켰으며 이는 양성 대조군인 quercetin 처리구와 비슷한 관찰 양상을 보였다.

따라서 원화 메탄올 추출물은 HT22 신경세포의 노화 및 손상을 예방할 수 있는 후보물질로서 
가치가 있음을 확인하였다.
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