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Original Article

Abstract

We studied the effect of Cheonwangbosim-dan (CWBSD) on oxidative stress-induced 
apoptosis in HT22 cells. We examined the effect of CWBSD on oxidative stress induced 
by H2O2, glutamate, or RSL3 in HT22 cells. In addition, 14 herbal medicines constituting 
CWBSD were also performed. The antioxidant activities of CWBSD were assessed by 
measuring free radical scavenging activities on ABTS and DPPH. Flow cytometry and 
fluorescence microscopy confirmed the increase in intracellular reactive oxygen species 
(ROS). As a result, There was no toxicity in HT22 cells in CWBSD (25, 50, 100 μg/ml), 
and antioxidant activity was confirmed in DPPH and ABTS assays. In the environment 
given oxidative stress (H2O2, glutamate, RSL3), treatment with CWBSD increased 
intracellular ROS of HT22 cells and increased LDH release, thereby reducing cell viability. 
Among the 14 herbal medicines of CWBSD, Schizandrae Fructus decreased the cell viability, 
and 13 herbal medicines except Schizandrae Fructus had no effect. Schizandrae Fructus 
is thought to be toxic to HT22 cells against oxidative stress.
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서론

현재 우리나라는 2021년 전년 대비 출생아 수는 4.3% 감소1)하였고 65세 이상 고령인구는 전체인
구의 16.5%, 25년에는 20.3% 증가2)할 것으로 전망하는 등 급속한 고령화 사회로 진행 중이다. 
고령화에 따른 퇴행성 뇌질환(알츠하이머 증후군, 파킨슨 증후군, 헌팅턴 증후군 등) 또한 증가하고 
있으며, 이의 주요 원인인 산화적 스트레스(oxidative stress)에 대한 많은 연구 결과들이 보고되고 
있다3-6).
천왕보심단(天王補心丹, CWBSD)은 중국 원대(元代) 위역림(危亦林)이 저술한 《세의득효방(世醫得

效方)》7)에 처음 수록되었으며, 신지불안(神志不安), 허번실면(虛煩失眠), 수족심열(手足心熱), 구설생
창(口舌生瘡) 및 몽수건망(夢遺健忘) 등의 증상을 보이는 음허혈소(陰虛血少)를 치료하는 데 사용되
었다8,9). 현대 약리학적 연구에서의 천왕보심단은 in vitro와 in vivo에서 혈관 확장10), 혈압 강하10), 
이뇨 작용11), 항스트레스12), 항산화13) 및 항우울14,15) 효과 등 다양한 실험적 생리활성 연구가 진행 
및 보고되었다. 특히 천왕보심단의 항치매16-18)에 대한 여러 연구 결과가 보고되었다.
HT22 세포주는 생쥐의 해마에서 유래한 세포주로서, 글루타메이트 수용체가 없다. 따라서 글루타

메이트를 처리하게 되면 신경흥분 독성이 아닌 산화적 스트레스로 인하여 세포가 손상을 받는다. 
이러한 이유로 산화적 스트레스로 인한 퇴행성 뇌질환 연구의 메커니즘을 밝히기 위한 in vitro 
모델로 널리 사용되어왔다19-20).
본 연구진은 HT22 신경세포를 이용하여 천왕보심단의 항치매 치료제로서의 가능성을 확인하고자 

연구를 진행하였다. 그 결과 천왕보심단은 독성이 없으나, HT22 신경세포에 산화적 스트레스가 
일어난 환경조건에서의 천왕보심단 처리는 세포에 더 많은 손상을 준다는 유의한 연구 결과를 얻었
기에 보고하는 바이다.

본론

1. 재료 및 방법

1) 시약
본 연구에 사용된 시약 Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM), fetal bovine serum 

(FBS), penicilin streptomycin (PS)는 Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA. USA)
에서 구입하였다. 세포의 생존율 및 독성을 측정하기 위해 Quanti-MAX WST-8 cell viability 
assay kit와 Quanit-LDHTM cytotoxicity assay kit는 Biomax Co., Ltd. (Seoul, Korea)에서 
구입하였다. 항산화 측정을 위해 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) di-
ammonium salt (ABTS), 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), potassium persulfate은 
Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. ROS 측정을 위해 ab113851 
DCFDA/H2DCFDA-Cellular Ros Assay Kit를 Abcam (Cambridge, UK)에서 구입하였다. 
L-Glutamic acid, quercetin, RSL3, ferrostain-1는 Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, USA)에
서 구입하였다.
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2) 약재
Table 1과 같이 14종의 한약재를 주성분으로 하여 제조된 천왕보심단은 한풍제약으로부터 제공

받았다. 천왕보심단을 구성하는 14종 각 약재의 열수 추출물은 한국한의약진흥원 한의약소재은행
으로부터 분양받았다. 모든 추출물은 시료 무게 대비 3배의 용매를 넣어 3시간씩 2회, 환류추출하여 
여과 후 감압하여 동결건조하였다.

Table 1. Composition of CWBSD

3) 세포 배양
쥐의 해마 유래 세포주인 HT22 cell은 동신대학교 한의학과 경혈학 실험실에서 분양받아 사용하

였다. 10% FBS, 1% PS을 포함하는 DMEM 배지를 사용하여 5% CO2, 37℃의 조건에서 배양하였
다.

4) 실험방법
(1) 세포 생존율 및 세포 독성 측정
세포 생존율 측정을 위하여 WST assay를 이용하였다. 96-well plate에 배양한 세포주를 1×104 

cells/well의 농도로 100μl씩 분주하여 37℃, 5% CO2 조건에서 24시간 동안 배양하였다.
각 well에 천왕보심단을 농도별(0, 25, 50, 100μg/ml)로 처리하였고 14종의 약재들은 천왕보심

단 대비 각 약재들의 백분율(%)로 계산하여 처리하였다. 오미자 추출물은 농도별(0, 3.125, 6.25, 
12.5, 25, 50μg/ml)로 처리하였다. 양성대조군으로 15μM의 quercetin과 0.5μM의 ferros-
tain-1를 처리하였다. 1시간 후 0.1mM의 H2O2, 10mM의 glutamate 또는 0.2μM의 RSL3을 
농도별로 각 well에 처리 후 24시간 동안 추가 배양하였다. 모든 well에 10ul/well의 WST-8을 
처리, 약 1시간 재배양 후 ELISA reader (Molecular devices, Sunnyval, CA, USA)를  사용하여 
450nm에서 흡광도 변화를 측정하였다. 아래와 같이 대조군을 기준으로 각 실험군에 대한 세포 

Herbal medicine name Amount (mg)

Rehmannia root 500.0
Coptis rhizome 250.0
Angelica root 125.0
Liriope tuber 125.0
Thuja seed 125.0

Zizyphus seed 125.0
Schisandra fruit 125.0
Asparagus tuber 125.0
Platycodon root 62.5

Salvia miltiorrhiza root 62.5
Poria 62.5

Polygala root 62.5
Ginseng 62.5

Scrophularia root 62.5
Total 1875.0
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생존율을 백분율(%)로 나타내었으며, 같은 조건에서 3회 반복한 실험 결과값을 통계 처리하였다.

Cell viability (%)  =
A

× 100
B

      A: absorbance of positive/negative control or sample
      B: absorbance of control (without sample)

세포독성에 의해 손상된 세포에서 세포 밖으로 젖산탈수소효소(lactate dehydrogenase; LDH)
가 방출되는 것으로 세포 독성 평가를 하는 대표적인 방법 중 하나이다21). 따라서 본 실험에서도 
세포 독성 평가를 위하여 Quanit-LDHTM cytotoxicity assay kit를 사용하여 LDH 분비량을 
분석하였다. 세포 생존율을 측정하기 위한 동일 조건, 동일 plate에서 배지의 상등액 10μl를 취하여 
kit의 프로토콜에 따라 분석하였다. ELISA reader를 이용 450nm에서 흡광도 변화를 측정하였으
며, 실험값은 LDH 분비량의 백분율(%)로 표시하였으며, 같은 조건에서 3회 반복한 실험 결과값을 
통계 처리하였다.

(2) 항산화능 측정(DPPH/ABTS 라디칼 소거능 측정)
DPPH에 대한 수소 공여 효과를 측정하는 라디칼 소거능 측정22)을 위해 96 well plate에 시료와 

0.15mM의 DPPH 용액을 혼합하여 실온에서 30분 반응시킨 후, 517nm에서 DPPH의 환원에 의
한 흡광도를 측정하였다. 활성비교를 위하여 비타민 C를 사용하였다. 결과값은 추출물 처리군과 
대조군를 비교하여 라디칼의 소거 활성을 백분율(%)로 나타내었으며 같은 조건에서 3회 반복한 
실험 결과값을 통계 처리하였다.

DPPH radical scavenging activity = (1 - A sample / A cantrol) × 100

ABTS 라디칼 소거능은 Arano et al.23)과 Re et al.24)의 방법을 변형하여 사용하였다. 7mM의 
ABTS 용액에 2.45mM의 potassium persulfate 용액을 혼합하여 암 조건에서 하루 동안 반응시
킨 후 734nm에서 흡광도 값이 0.7±0.02가 되도록 조절하여 사용하였다. 반응시킨 ABTS 용액을 
시료와 혼합하여 암 조건에서 5분간 재반응시켜 734nm에서 흡광도를 측정하였다. 활성비교를 위
하여 비타민 C를 사용하였다. 결과값은 추출물 처리군과 대조군를 비교하여 라디칼의 소거활성을 
백분율(%)로 나타내었으며 같은 조건에서 3회 반복한 실험 결과값을 통계 처리하였다.

ABTS radical scavenging activity = (1 - A sample / A cantrol) × 100

(3) 세포 내 ROS 측정
6-well plate에 배양한 세포주를 2.5 × 104 cells/ml로 2ml seeding하여 37℃, 5% CO2 조건에

서 24시간 동안 배양하였다. 세포 생존율 분석과 동일한 방법으로 각 well에 천왕보심단과 H2O2, 
glutamate 또는 RSL3를 처리하고 37℃, 5% CO2의 조건에서 2시간 배양 후 Cellular ROS Assay 
Kit를 이용하여 실험 후 flow cytometry을 이용해 분석하였으며 같은 조건에서 3회 반복한 실험 
결과값을 통계 처리하였다. 동일 조건으로 실험 후 5시간 배양 후 형광 현미경을 이용 각 처리군에 
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Cellular ROS Assay Kit를 이용 염색 이미지를 촬영하였다.

(4) 통계 처리
각 시료들과 대조군으로 부터 얻은 실험 결과들은 평균 ± 표준편차로 나타내었고, 각 실험 결과로

부터 ANOVA를 구한 후 p < 0.05 유의수준에서 Duncan’s multiple range test로 유의차를 검증
하였다.

2. 결과

1) 천왕보심단의 세포독성 및 항산화 효능
천왕보심단을 농도별(0, 25, 50, 100μg/ml)로 처리하였을 때, 천왕보심단은 HT22 신경세포에 

세포독성 및 세포 손상을 유발하지 않았다(Fig.1 A). 또한 천왕보심단의 항산화 효능을 평가하고자 
DPPH와 ABTS 라디칼 소거활성을 측정하였다. 천왕보심단 25, 50, 100, 200, 400 또는 800μ
g/ml농도처리시 DPPH 라디칼 소거활성은 각각 2.94, 6.52, 13.05, 20.27, 36.52 또는 69.05%
관찰되었으며, ABTS 라디칼 소거활성은 각각 4.01, 6.90, 12.60, 23.95, 43.66 또는 73.62%로 
관찰되었다(Fig. 1 B, C). DPPH 라디칼에 대한 시료를 첨가하지 않는 대조군의 흡광도를 1/2로 
감소시키는 데 필요한 시료의 양(RC50)은 384.40μg/ml로 관찰되었고, 양성대조군의 비타민 C의 
RC50 값은 8.44μg/ml로 관찰되었다. ABTS 라디칼에 대한 RC50 값은 429.93μg/ml, 비타민 C는 
RC50 값은 21.77μg/ml로 관찰되었다. 이는 천왕보심단의 농도가 증가함에 따라 DPPH와 ABTS 
라디칼 소거능도 증가하였으므로 천왕보심단의 항산화능을 확인하였다.

Fig. 1. The effects of CWBSD on cell viability in the HT22 cells. Cells were treated with various concentration 
of CWBSD for 24 hours (A). The cell viability was determined by an WST-8 assay. DPPH & ABTS radical 
scavenging assay for the anti-oxidant effect of CWBSD (B and C). The results are expressed as the 
mean±SD obtained from three independent experiments.

2) 산화스트레스에 의한 HT22 신경세포의 생존율에 미치는 천왕보심단의 영향
HT22 신경세포에 H2O2, glutamate 또는 RSL3로 산화적 스트레스를 유도하였을 때 천왕보심단

이 HT22 신경세포의 생존율 및 독성에 미치는 영향을 알아보기 위하여 WST assay와 LDH assay 
수행하였으며, 그 결과 H2O2에 의해 손상을 받은 HT22 신경세포의 생존율은 56.09%이며, 15μM
의 quercetin 처리군에서는 세포 생존율이 99.39%로 회복되었으나 천왕보심단을 농도별로 25, 
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50, 100μg/ml 처리하였을 때 생존율은 35.68%, 32.02%, 18.53%로 유의적으로 감소하였다(Fig. 
2 A). Glutamate에 의해 손상 받은 HT22 신경세포는 89.21%였다. 15μM의 quercetin 처리군에
서는 세포 생존율이 100%로 회복되었으나 천왕보심단을 농도별로 처리하였을 때 생존율은 
78.65%, 70.17%, 63.09%로 유의적으로 감소하였다(Fig. 2 B). RSL3에 의해 손상받은 HT22 신경
세포는 83.42%였고, 0.2μM의 ferrostain-1 처리군에서는 세포 생존율이 100% 이상 회복되었으
나 천왕보심단을 농도별로 처리하였을 때 생존율은 57.74%, 41.65%, 29.81%로 유의적으로 감소하
였다(Fig. 2 C). 이러한 세포 생존율은 LDH 분석을 통하여 재확인하였다. H2O2 처리군에서 
29.45%였으나 25, 50 또는 100μg/ml 농도의 천왕보심단 처리는 LDH 양을 각각 36.29%, 
35.94%, 36.02%로 증가시켰다(Fig. 2 D). Glutamate 처리군에서 또한 14.82%였으나 천왕보심단 
처리는 LDH 양을 각각 28.13%, 36.70%, 40.33% 증가시켰다(Fig. 2 E). RSL3 처리군에서도 
27.25%였으나 천왕보심단 처리는 LDH 양을 각각 44.59%, 44.82%, 46.13% 증가시켰다(Fig. 2 
F).
이상의 결과는 HT22 신경세포에서 H2O2, glutamate 또는 RSL3에 의한 산화적 스트레스가 유발

되었을 때 천왕보심단 처리는 HT22 신경세포의 손상을 증가시켰다.

Fig. 2. The effect of CWBSD against H2O2, glutamate or RSL3-induced cytotoxicity in HT22 cells. Cells were 
treated with CWBSD at the indicated concentrations for 1 hour. Then, they were incubated again with 
0.1 mM H2O2, 10 mM glutamate and 0.2 μM RSL3 for 24 hours. Cell viability was determined by an WST-8 
assay (A, B and C). Cell damage was determined by measuring LDH release into the extracellular medium 
(D, E and F). The results are expressed as the mean±SD obtained from three independent experiments 
(***P < 0.001, **P < 0.01, ###P < 0.001, ##P < 0.01 compared with the only H2O2, glutamate or RSL3-treated 
group.)

3) 산화스트레스에 의한 HT22 신경세포 내의 ROS 증가에 미치는 천왕보심단의 영향
H2O2, glutamate 또는 RSL3에 의해 산화적 손상을 받은 HT22 신경세포에 천왕보심단 100μ

g/ml을 처리하였을 때 세포 내 ROS가 증가하였다.
DCF-DA는 세포막을 통과하여 세포 내에서 esterase에 의해 DCFH로 탈아세틸화된 뒤, 활성산
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소종에 의해 산화되어 강한 형광을 나타내는 DCF로 변환된다25). 따라서 각 처리군의 DCFDA flu-
orescence emission을 비교하였다. 세포에 H2O2를 처리하였을 때 34.66%였으나 천왕보심단 
100μg/ml를 함께 처리 후 91.36%으로 증가하였으며, 이는 glutamate 처리군(52.75% → 
71.97%)과 RSL3 처리군(24.21% → 75.69%)에도 동일하게 증가하였다(Fig. 3 A, B). 이러한 결과
는 형광 현미경으로도 관찰되었다(Fig. 3 C).

Fig. 3. Cell were incubated with 0.1 mM H2O2, 10 mM glutamate or 0.2 μM RSL3 and with CWBSD for 2 hours 
before ROS analysis. A) and B) data were acquired using a flow cytometry. Cell were incubated with 0.1 
mM H2O2, 10 mM glutamate or 0.2 μM RSL3 and with CWBSD for 5 hours before ROS analysis (C). 
Fluorescent images were acquired using a fluorescent microscope. Scale bar, 75 µm. The results are ex-
pressed as the mean ± SD obtained from three independent experiments (***P < 0.001, **P < 0.01 com-
pared between indicated groups.)

4) 산화스트레스에 의한 HT22 신경세포의 생존율에 미치는 14종의 천왕보심단 구성 약재들의 
영향

천왕보심단을 구성하는 14종 약재들을 이용하여 산화적 스트레스를 받은 HT22 신경세포의 세포 
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생존율을 확인하였다(Fig. 4). 확인 결과 RSL3에 의해 산화적 스트레스를 받은 HT22 신경세포 
처리군 대비 14종의 약재 중 오미자 추출물만이 세포 생존율을 유의적으로 감소시켰다.

Fig. 4. The effect of the 14 components constituting CWBSD against RSL3-induced cytotoxicity in the HT22 cells. 
Cells were treated with ingredients at the indicated concentrations for 1 hour. They were then incubated 
again for 24 hours with 0.2 μM RSL3. Cell viability was measured by WST-8 assay. Results are presented 
as mean ± SD from three independent experiments. (***P < 0.001, compared with the only RSL3-treated 
group. The concentrations of treated ingredients is as follows. A; rehmannia root 27 μg/ml, B; platycodon 
root 3.3 μg/ml, C; salvia miltiorrhiza root 3.3 μg/ml, D; angelica root 6.7 μg/ml, E; liriope tuber 6.7 μg/ml, 
F; thuja seed 6.7 μg/ml, G; poria 3.3 μg/ml, H; zizyphus seed 6.7 μg/ml, I; schisandra fruit 6.7 μg/ml, 
J; polygala root 3.3 μg/ml, K; ginseng 3.3 μg/ml, L; asparagus tuber 6.7 μg/ml, N; scrophularia root 3.3 
μg/ml, M; coptis rhizome 13.3 μg/ml)

5) 산화적 스트레스에 의한 HT22 신경세포의 생존율에 미치는 오미자 추출물의 영향
Fig. 5와 같이 오미자 추출물을 농도별(0, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100μg/ml)로 처리하였을 

때 HT22 신경세포에 세포독성 및 세포손상을 유발시키지 않았다(Fig 5. A).
HT22 신경세포에 RSL3로 산화적 스트레스를 유도하였을 때 세포의 생존율은 62.98%였으나 오

미자 추출물을 농도별(3.125, 62.5, 12.5, 25, 50μg/ml)로 처리하였을 때 각각 50.26%, 50.09%, 
41.81%, 38.47%, 38.38%로 유의적으로 감소하였다. 이상의 결과는 HT22 신경세포에서 RSL3에 
의한 세포 손상시 오미자 추출물 처리는 HT22 신경세포의 손상을 증가시켰다.
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Fig. 5. The effects of SF (schisandra fruit) on cell viability in the HT22 cells. Cells were treated with various con-
centration of SF for 24 horus. The cell viability wast determined by an WST-8 assay (A). The effect of 
SF against RSL3-induced cytotoxicity in HT22 cells. Cells were treated with SF at the indicated concen-
trations for 1 hour. Then, they were incubated again with 0.2 μM RSL3 for 24 hour. Cell viability was de-
termined by an WST-8 assay (B). The results are expressed as the mean ± SD obtained from three in-
dependent experiments. (***P < 0.001, ###P < 0.001 compared with the only RSL3-treated group.)

3. 고찰

천왕보심단(순심환)은 불면, 불안, 초조, 목마름, 두근거림, 숨참, 신경쇠약, 건망, 번열(가슴이 답
답하고 열이 나는 증상) 등의 증상에 사용되어지는 처방이다26). 이러한 천왕보심단은 다양한 실험적 
생리활성 연구를 통해 혈관 확장10), 혈압 강하10), 이뇨 작용11), 항스트레스12), 항산화13) 또는 항우울
14,15) 연구에 대해 보고되어 있다. 특히 천왕보심단의 항치매16-18)에 대한 여러 연구 결과가 보고되었
다. 위 항치매 연구에서 사용된 세포는 PC-12 cell과 BV2 microglia cell이다. PC-12 cell은 
흰쥐 부신수질(adrenal medulla) 갈색 세포종(pheochromocytoma)에서 유래된 세포로서, 신경
세포의 기능을 해석하기 위해서 많이 사용되어지고, BV2 microglia는 뇌 염증에 관여하는 주요 
면역세포로 중추신경계에서 조직 손상에 대한 초기 대응에 관여하는 세포이다. 본 연구에 사용된 
HT22 세포는 생쥐의 해마에서 유래한 세포주로, 글루타메이트 수용체가 없다. 따라서 글루타메이
트를 처리하면 신경흥분 독성이 아닌 산화적 스트레스로 인하여 세포가 손상을 받는다. 이러한 이유
로 산화적 스트레스로 인한 퇴행성 뇌질환 연구의 메커니즘을 밝히기 위한 in vitro 모델로 널리 
사용되어왔다19-20).
산화적 스트레스는 체내 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)이 많이 발생하는 것과 항산

화 시스템의 기능이 저하되면서 체내의 산화계와 항산화계의 불균형으로 일어난다고 알려져 있다
27). 세포 내 활성산소의 증가는 세포의 사멸과 관계있으며, 특히 glutamate는 세포 내 ROS를 형성
함으로써 신경세포 사멸을 초래하는 것으로 보고되고 있다28,29). 또한 H2O2는 신호전달 물질(세포의 
운동이나 기능조절)로 작용하기도 하지만 강한 산화력 때문에 hydroxyl radical로 전환될 수 있으
며, 인체 내에서 과도하게 축적되면 산화적 스트레스를 유발하게 된다30). 따라서 H2O2는 산화적 
스트레스가 유발된 조건에서 여러가지 약리활성을 모니터링하기 위해 in vitro 및 cellular system
에서 많이 이용되고 있는 물질 중의 하나이다31). 산화적 스트레스로 인한 신경세포 손상은 활성산소
가 세포의 주요 구성물질(지질, 단백질 및 핵산 등)의 손상을 초래하고 결국 세포자살 또는 괴사를 
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유도한다32,33). 또한 알츠하이머병 이행과 관련된 금속(철, 구리 및 아연 등) 중에서 철은 건강한 
뇌의 정상적 뇌 기능과 밀접한 관련이 있다. 하지만, 철의 축적은 초기의 알츠하이머병에 나타나고, 
산화환원-활성 철의 농도 증가는 뇌의 아밀로이드-β(Aβ) 집적과 산화적 손상을 촉발한다고 보고되
었다34). 게다가, 최근 ferroptosis는 철-의존성 프로그램화 세포 사멸로 인정되었으며, 지질 기반 
ROS의 누적으로 발생될 뿐만 아니라, 알츠하이머 증후군과 파킨슨 증후군 같은 질환에서 신경세포 
사멸의 주요 원인으로 제안되었다35-39). 이러한 산화적 스트레스가 퇴행성 뇌질환의 주요 원인이라
는 연구 결과들이 보고되고 있다40). 따라서 본 연구에서는 H2O2, glutamate, RSL3을 이용 HT22 
신경세포에 산화적 스트레스를 유발하여 천왕보심단이 세포자멸사에 미치는 영향을 관찰하였다.
먼저 DPPH와 ABTS 측정을 통한 천왕보심단의 항산화능을 확인하였다. DPPH assay는 식물, 

추출물 또는 단일 화합물의 항산화 효과를 측정하기 위해 널리 사용되는 방법이다41). 항산화 활성이 
있는 물질과 만나면 매우 빠른 속도로 hydrogen radical의 전자를 받아 환원되어 안정한 화합물인 
2,2-diphenyl-1-picryl hydrazine으로 전환되며 짙은 보라색이 엷어지는 특징을 가진다42). 색깔
이 엷어지는 정도는 샘플의 DPPH radical 소거능이 큰 것을 의미한다43). ABTS assay는 Miller 
등44) 및 RiceEvans 와 Miller45)에 의해 처음 보고된 측정법으로 ABTS 양이온에 대한 항산화제의 
소거능을 측정하는 방법이다. 시료의 항산화력에 의해 ABTS 양이온이 소거되어 라디칼 특유의 색
인 청색이 탈색되는데 이를 흡광도 수치로 나타내어 시료의 항산화 활성을 평가할 수 있다46). ABTS 
라디칼은 DPPH 라디칼과 달리 극성 시료뿐만 아니라 비극성 시료의 항산화능 측정에 모두 사용 
가능하다47). 그러므로 DPPH radical에 비해 다양한 시료의 항산화능 측정에 사용된다. Fig.1의 
결과 천왕보심단의 DPPH와 ABTS 라디칼 제거를 통한 항산화 활성은 용량이 높을수록 높은 활성
을 나타내었다. 이는 Seo 등48)과 같은 결과가 관찰되었다. 또한 25, 50 또는 100ug/ml의 천왕보심
단은 HT22 신경세포에 처리하였을 때 독성이 없음을 확인하였다.
천왕보심단은 HT22 신경세포에 대한 독성이 없으며, 항산화능 또한 확인 되었으나 H2O2, gluta-

mate 또는 RSL3를 처리하여 산화적 스트레스가 유발하였을 때 HT22 신경세포에서 천왕보심단의 
농도별 처리는 농도가 높을수록 세포 내 ROS가 증가하였으며, 이로 LDH의 방출량이 증가하였다. 
따라서 세포의 생존율 또한 감소하였다. ROS의 증가는 체내 고분자의 산화에 크게 기여하며, 특히 
DNA의 purine과 pyrimidine 염기를 공격하여 변형시키는 것으로 알려져 생체분자에 심각한 손
상을 초래할 수 있다49).
천왕보심단을 구성하는 14개의 약재 추출물을 HT22 신경세포에 처리한 결과는 Fig. 4와 같이 

세포가 산화스트레스를 받는 환경에서 14종의 약재 중 오미자 추출물의 처리군에서만 더 많은 세포
의 손상이 나타났다. 이에 본 연구진은 오미자의 영향을 재확인하고자 HT22 신경세포에서 오미자 
추출물의 독성이 없음을 확인하였다(Fig 5. A). 또한 오미자 추출물의 농도(3.125, 6.25, 12.5, 25 
및 50μg/ml)가 증가함에 따라 산화적 스트레스를 유발한 HT22 신경세포에서 세포 손상이 더 증가
함을 확인하였다(Fig 5. B). 이처럼 오미자의 세포사멸 유도 작용은 유방암 세포인 MCF-7 세포가 
사멸되었다고 보고된 바 있으며,50) 또한 오미자 메탄올 추출물 및 분획물이 인간 전립선암 세포주인 
PC-3 세포의 성장을 억제하고, 특히 오미자 클로로포름 분획물의 경우 apoptosis가 유도된 세포 
비율이 증가하였다고 보고된 바 있다51).
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결론

천왕보심단의 항치매 연구들이 보고됨에 따라 본 연구진 또한 천왕보심단의 항치매 치료제로서의 
가능성을 확인하고자 H2O2, glutamate 및 RSL3로 산화적 스트레스가 유도된 HT22 신경세포에서 
세포자멸사에 미치는 천왕보심단의 영향에 대하여 실험하였으며, 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 천왕보심단 100μg/ml 이하 농도에서 HT22 신경세포에 독성이 없으며, DPPH와 ABTS assay
에서 항산화능이 있다.

2. 하지만, 산화적 스트레스가 주어진 환경에서는 천왕보심단의 처리는 HT22 신경세포의 세포 
내 ROS를 증가시키고 LDH의 방출을 증가시켜 세포 생존율을 감소시키는 독성을 나타내었다.

3. 천왕보심단 14가지 약재 중 오미자 추출물이 세포의 생존율을 감소시켰으며, 오미자를 제외한 
13종의 약재는 아무런 영향을 미치지 않았다.

4. 오미자가 산화스트레스를 받은 HT22 신경세포에 독성을 나타내는 것으로 사료된다.

이상의 결과는 천왕보심단은 HT22 신경세포에 독성이 없으나, 세포의 산화적 스트레스가 주어진 
환경에서 천왕보심단의 구성 약재 중 오미자에 의해 세포 손상을 일으키는 것으로 사료된다. 향후 
오미자를 제외한 HT22 신경세포의 천왕보심단에 대한 추가 연구와 cellular system의 메커니즘 
및 in vivo 추가 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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