
 93 93

서 론

급속한 현대화와 더불어 점차 증가해가는 알코올 및 약물 중

독장애는 전 세계적으로 큰 사회 문제가 되어가고 있다. 성인은

물론 청소년의 약물 오남용 및 무절제한 음주 습관이 심각한 사

회문제로 되어가고 있다.

Ethanol은 중독성이 있는 신경활성 물질로서 이를 만성적으

로 섭취할 경우 중추신경계 손상이 일어나며 이에 따라 가벼운

진전증이나 건망증으로부터 임상적으로 심각한 알코올성 치매

(alcoholic dementia)에 이르기까지 다양한 신경계 이상증상이

나타날 수 있다. 또한 만성 알코올 남용(chronic alcohol abuse)

이 뇌에 미치는 영향에 관심이 증가하면서 알코올 중독(alcoho-

lism)이 Korsakoff 증후군에서 나타나는 기억 장애와는 다른 인

지 기능장애가 발현된다는 증거도 제시되고 있다[1].

뇌신경세포의 손상기전은 ethanol에 의한 신경세포의 직접적

인 독성작용(direct neurotoxicity), 대사이상, 면역관련 손상, 외

상, 혈관손상, thiamine 및 다른 영양소 결핍 등 여러 발생기전

이 추정되고 있으나 이러한 기전이 단독 혹은 복합적으로 작용한

결과에 의한 것인지에 대해서는 아직 명확히 밝혀지지 않은 상

태이다. 그러나 동물실험 결과에 의하면 영양결핍이 없는 상태에

서 만성적으로 알코올을 투여하면 해마 원추세포 및 치상 과립

세포가 감소한다[2]. 더욱이 알코올 중독 환자들의 병리소견은

대뇌피질 신경세포 손실, 신경교세포 증식, 소뇌변성, 동맥경화

성 변화(arteriosclerotic changes), 지질색전(lipid emboli) 등을

포함하고 있어 단순히 신경세포 손상에만 국한되지 않음을 시사

한다[3, 4]. 또한 in vitro 연구에서도 알코올은 소뇌과립세포[5],
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신경능선세포(neural crest cell)[6], PC12 세포주[5]에서 농도

의존성으로 세포 손상을 유발한다. 이러한 알코올 관련 세포 사

멸의 기전은 반응성 산소족(reactive oxygen species, ROS) 발

생 및 지질과산화(lipid peroxidation)가 관여하는 산화성 스트레

스(oxidative stress)[7], caspase-3 활성화에 따른 apoptosis[8,

9] 등이 주로 관여할 것으로 추정된다.

은행엽은 유럽에서 가장 널리 사용되고 있는 약용식물 중 하

나이다. EGb 761로 명명된 Ginkgo biloba extract는 수 백년

동안 임상에서 다양한 치료약제로 사용되어 왔다. EGb 761은

뇌혈류 장애, 노화 및 그에 연관된 인지기능 저하, 퇴행성 치매,

수면장애, 스트레스 등에 효과 있음은 많은 임상 연구에 의해 확

인되었다[10-12].

은행엽에서 추출된 복합 화합물인 EGb 761은 그 화학적 조

성이 잘 알려져 있는데 flavonoid glycosides (24%), terpene

lactone (6%)이 주요 구성 성분이다. Flavonoid 분획은 quercec-

tin, kaempferol 및 isorhamnetin 등 3가지 flavonoid를 포함하

고 있고 당(sugar)과 연결되어 있으며 terpenoid 분획은 ginkgo-

lides와 biloalides로 이루어져 있다[10]. EGb 761의 유용한 신경

보호 효과는 superoxide anion, hydroxyl radical 등 활성 산소

제거효과를 포함한 항 산화작용에 의한 것으로 추정된다[13, 14].

동물 실험 및 알코올 중독환자의 관찰을 통하여 알코올 투여

후 발생하는 신경세포 손상 및 독성에 대한 많은 연구가 이루어

져 왔으나 세포학적 분자생물학적 기전에 대해서는 아직 잘 밝

혀져 있지 않은 상태이다. 따라서 알코올에 의해 유발된 신경세

포 사멸 기전과 산화성 손상, 신경염증 또는 apoptosis의 관련성

을 밝혀 내는 것은 알코올성 신경질환의 발병기전을 이해하는데

매우 중요하며, 이들 기전을 EGb 761이 억제할 수 있는가를 규

명하는 것은 임상적으로 중요한 의미를 가진다.

본 연구의 목적은 EGb 761이 아밀로이드 베타 단백에 의해

유도된 신경세포 사멸을 억제하고 활성산소를 제거한다는 보고

[15]에 기초하여 PC12 세포를 대상으로 EGb 761이 알코올에

의해 유도된 세포 사멸에 미치는 영향을 규명하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 세포 배양

PC12 세포는 충북대학교 생화학 교실에서 유지중인 세포주를

분양 받아 사용하였다. 세포주를 10% (v/v) fetal bovine serum

(FBS), 2 mM glutamine, 100 U/mL penicillin-streptomycin

이 함유된 RPMI 1640 배지(GIBCO)로 배양하면서 실험에 이

용하였다. 세포가 충분히 증식되면 96 well black culture plate

(Greiner)에 동일한 수로 분주한 다음 24시간 배양하고 FBS가 포

함되지 않은 RPMI 1640 배지로 다시 12시간 동안 배양하여 st-

arvation 시켰다. 배양조건은 37℃, 5% CO2/95% air로 하였다.

2. 세포독성을 유발하기 위한 EtOH 투여

PC12 세포주에 대한 적절한 세포 손상을 유발할 수 있는 Et

OH의 농도를 결정하기 위해 PC12 세포주에 다양한 농도(각각

0, 50, 100, 200, 400 mM)의 EtOH을 1% FBS가 포함된 RPMI

1640 배지에서 배양하였다. 이와 동시에 같은 조건으로 산화적

스트레스를 유발하는 것으로 알려져 있는 과산화수소(H2O2) 50

mM를 양성 대조군으로 이용하였다.

3. EGb 761의 PC12 세포 보호 효과 검정

분말 EGb 761 (Schwabe, Germany)를 멸균한 증류수에 녹

여서 사용하였다. 6-well plate에서 PC12 세포를 각 well에 5.0×

105개씩 넣어 24시간 배양기에서 배양하여 실험에 이용하였다.

200 mM 농도의 EtOH이 투여된 PC12 세포주와 투여되지 않은

세포주에 EGb 761을 각각 0 ng/mL, 50 ng/mL, 500 ng/mL,

50 mg/mL, 100 mg/mL 농도로 희석하여 24시간 동안 배양기

에서 배양하였다.

4. 세포 생존율 분석(cell viability assay)

(1) PC12 세포주를 60 mm 배양접시에 배양하면서 EtOH을

0-400 mM의 농도로 처리하고, 투여 24시간 후에 각각 trypsin

을 처리하여 수확하였으며, trypan blue exclusion assay 방법

을 사용하여 각 군에서의 세포 생존율을 조사하였다. 동일한 방

법을 5회 반복하여 얻은 평균치는 아무것도 투여하지 않은 세포

군에서 24시간 배양 후의 생존 세포 수에 대한 %로 나타내었다.

(2) EGb 761을 농도별로 투여하고 200 mM EtOH을 첨가

한 PC12 세포주와 첨가하지 않은 PC12 세포주를 6-well 배양

접시에 배양 한 24시간 후에 각각 trypsin을 처리하여 수확하였

으며, trypan blue exclusion assay 방법을 사용하여 각 군에서

의 세포 생존율을 조사하였다. 동일한 방법을 3회 반복하여 얻은

평균치를 EtOH와 EGb 761을 투여하지 않은 세포군에서 24시

간 배양 후의 생존 세포 수에 대한 %로 나타내었다.

5. 2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA)
형광법을 이용한 활성산소의 측정

1) 알코올에 의해 유도된 활성산소의 측정

PC12 세포를 96 well microplate (Nunk, Denmark)에 8×

103/well개 분주하여 배양한 후 Krebs-Ringer buffer (118 mM)

NaCl, 25 mM NaHCO3, 1.5 mM CaCl2, 4.7 mM KCl, 1.2

mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 11.5 mM glucose, 0.8 mM

EDT로 2번 세척한 후 25 mg/mL 농도의 DCFH-DA가 함유

된 Krebs-Ringer buffer를 세포에 첨가하여 37℃에서 30분간

배양하였다. 이때 96 well microplate는 parafilm으로 밀봉하여
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산소에 의한 산화를 막아주었으며, 빛을 차단 해주기 위하여 암

실에서 배양하였다. 배양이 끝난 후 EtOH를 각각 150, 200, 250,

300, 350, 400 mM 농도로 처리하고 microplate 형광판독기(mi-

croplate fluorescence reader, Genious, USA)를 이용하여 exci-

tation 485 nm, emission 530 nm의 파장에서 매 10분 간격으

로 30분 동안 측정하였다.

2) EGb 761투여 후 활성산소의 측정

PC12 세포주를 96 well microplate (Nunk, Denmark)에서

배양한 후 Krebs-Ringer buffer로 2번 세척한 후 200 mM 농

도의 알코올과 EGb 761을 농도별로 처리하여 2시간 동안 배양

하고 Krebs-Ringer buffer로 다시 2회 세척하였다. 세척 후 25

g/mL 농도의 DCFH-DA가 함유된 Krebs-Ringer buffer를

세포에 첨가하여 37℃에서 30분간 배양하였다. 이때 96 well

microplate는 parafilm으로 밀봉하여 산소에 의한 산화를 막아

주었으며, 빛을 차단해주기 위하여 암실에서 배양하였다. 배양이

끝난 후 microplate 형광 판독기를 이용하여 excitation 485 nm,

emission 530 nm의 파장에서 매 10분 간격으로 30분 동안 측

정하였다.

결 과

1. 알코올 또는 EGb 761 투여에 의한 PC12 세포주의

생존율 조사

배양된 PC12 세포주를 대상으로 농도별로 알코올 또는 EGb

761을 투여하고 24시간이 경과된 후의 세포 생존율을 trypan

blue exclusion assay 방법으로 조사하였다. 세포주에 50, 100,

200, 400 mM 농도의 알코올로 처리하고, 투여 24시간 후의 세

포 생존율은 알코올을 전혀 투여하지 않은 세포군에 비해서 각

각 75.2, 67.1, 55.4, 41.2%를 나타냈다(Fig. 1). 세포주에 25, 50,

100, 200 mg/mL 농도의 EGb 761로 처리하고, 투여 24시간

후의 세포 생존율은 EGb 761을 투여하지 않은 세포군에 비해서

각각 108.4, 105.3, 101.2, 89.7%를 나타냈다(Fig. 2).

2. 알코올에 의해 유도된 PC12 세포 사멸에 대한 EGb

761의 효과

1% FBS를 포함한 RPMI 1640 배양액에서 EGb 761를 각

각 0.05, 0.5, 50, 100 g/mL 농도로 전처치한 PC12 세포주에

200 mM EtOH을 첨가하여 24시간 배양기에서 배양한 후 세포

생존율을 조사하였다. 세포의 생존율은 EGb 761의 농도 의존성

으로 증가하였는데 EtOH 단독 투여한 세포주에 비해 약 8-30%

의 세포 생존율 증가를 나타냈다(Fig. 3).

3. 알코올에 의해 유도된 활성산소의 변화

PC12 세포를 96-well에 배양한 후 Krebs-Ringer buffer로

세척하였다. 세척 후 DCFH-DA를 첨가하여 30분 후에 다양한

농도의 EtOH와 양성 대조군으로 H2O2 50 mM를 처리하여

DCFH-DA 형광 강도를 측정하였는데 EtOH의 농도가 증가함에
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Fig. 1. Survival rate of PC12 cells after exposure to ethanol for 24
hours. Each bar represents percent of cells survived compared
to cells without any treatment. Cell survival was measured by try-
pan blue exclusion assay. The error bars represent the standard
deviation.
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Fig. 2. Survival rate of PC12 cells after exposure to EGb 761 for
24 hours. Ethanol (200 M) was used as a positive control. The
blanked circles are for those of 24 hours exposure. The error bar
represents the standard deviation.
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neuronal cell viability determined in the presence of ethanol. PC12
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따라 형광 강도, 즉 ROS 발생량이 유의하게 증가하였다(Fig. 4).

4. EGb 761에 의한 활성산소의 감소

EGb 761와 EtOH이 투여된 배양액에서 PC12 세포를 2시간

배양하고 DCFH-DA 방법으로 ROS 발생 정도를 측정하였다.

ROS의 발생은 1-10 mg/mL 농도의 EGb 761에서는 감소하였

지만 50-200 mg/mL 농도에서는 오히려 증가하는 경향을 나타

냈다(Fig. 5).

고 찰

EtOH에 의해 유도되는 중추신경계의 손상 기전에는 NMDA

수용체의 과잉자극(overstimulation)[16], 산화성 스트레스(oxi-

dative stress), 카스파제 활성화(activation of caspases)와 미

토콘드리아 기능장애(DNA damage and mitochondrial dys-

function)[17] 등 다양한 생화학적 cascade가 관여하는데 특히

산화성 스트레스가 중요한 역할을 하는 여러 경로가 관련되어

있다. 뇌 조직을 포함한 중추신경계는 EtOH에 폭로되면 ROS

발생이 촉진되며 다른 한편으로 항산화 방어(antioxidative de-

fense) 기전의 약화를 초래하여 산화성 스트레스 환경에 취약성

을 나타낸다. 산소는 호흡에서 최종 전자 수용체로써 모든 호기

성 생물체의 성장에 필수적 인자인 동시에, 반응성이 강한 여러

가지 ROS들을 발생시켜 세포에 치명적인 손상을 일으키는 원인

이 된다[18]. ROS는 단백질, 지질, 핵산 등 중요한 생체 고분자

에 손상을 입히며, Alzheimer's disease, 관절염, 백내장, 암 등

을 포함한 다양한 질병과 ischemia-reperfusion에 의한 세포 손

상 및 노화 등 다양한 임상적 상황을 야기한다. 산화성 스트레스

는 정상적인 호흡과정에서 부산물로 발생하는 ROS에 의해 내부

적으로 발생할 수 있으며, 외부적으로도 높은 분압의 산소, gam-

ma-ray 조사, 자외선 방사, 과산화수소, 산화-환원 회전성 물질

(redox-cycling agent), 전이금속 등에 노출되었을 때 유발될

수 있는데, 여기에는 여러 종류의 free radical이 관여한다고 알

려져 있다. 알코올은 항산화 방어 계통을 손상할 수 있으며 분해

대사를 환원하여 축적물을 증가시킬 수 있다[19]. EtOH은 추정

되는 두가지 기전 즉 세포사멸과 세포번식 억제 두 기전이 동시

에 작용하여 PC12 세포의 손실을 일으킨다[20]. 따라서 EtOH

관련 세포 사멸의 기전에는 ROS 발생 및 지질과산화가 관여하

는 산화성 스트레스[7]가 중요하며 이외에 caspase-3 활성에 따

른 아포토시스 기전(apoptotic mechanism)도 관여하는 것으로

알려져 있다[8, 9].

세포 내에서 활성산소를 측정하는 경우 8-OH-dG의 농도를

측정하여 DNA 손상 정도를 파악하거나, 세포 내에 존재하는 지

질과산화 정도를 측정하는 방법 등[21-23]이 주로 이용되는데

이러한 방법들은 활성산소에 의해 나타나는 2차적인 세포 내 변

화로서 활성산소의 변화량을 추정해야만 하므로 정확성이나 특

이성 등에서 많은 제한점을 가질 수밖에 없다. 더구나 활성산소

의 경우는 그 반감기가 매우 짧고 세포 내에 존재하는 다양한 활

Fig. 5. Effect of increasing con-
centrations of EGb 761 on cell
free radical production in PC12
cells in the presence of ethanol.
PC12 cells were treated for 2 ho-
urs with the indicated concentra-
tions of EGb 761 in the presence
of ethanol. Treatment with EtOH
(200 M) was used as positive
controls. Controls refer to no tre-
atment. The error bar represents
the standard deviation.
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성산소 scavenger에 의해 빠른 시간 내에 복구가 일어나므로 가

능한 빠른 시간 내에 생성된 활성산소를 측정하는 것이 정확성을

높이는 중요한 관건이 될 것이다[24]. Keston 등은 2′, 7′-di-

chlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA)를 세포 배양

액에 첨가하게 되면 세포 내의 활성산소에 의한 산화과정을 통

해서 2′, 7′-dichlorofluorescine로 변화되는 이것이 형광을 발생

하므로 특정 파장에서의 형광의 정도로서 활성산소의 양을 직접

정량할 수 있는 방법을 보고하였는데[25]. 본 연구는 이들의 방

법을 변형하여 활성산소 발생 정도를 측정하였다.

본 연구의 목적은 PC12 세포주에서 은행엽 추출물이 알코올

에 의해 유발되는 ROS 발생 및 세포사멸에 미치는 효과를 규명

하는 것이었다. 본 연구에서 항산화 물질로 사용한 Ginkgo biloba

잎의 표준 추출물인 EGb 761은 신경세포 보호 효과와 항산화

효과를 동시에 나타내는데[26], 실제로 superoxide anion, hyd-

roxyl and peroxyl radicals, nitric oxide 등과 같은 자유 라디

칼(free radical)을 제거하는 기능이 우수하다[27].

본 연구 결과 EtOH는 PC12 세포주에서 농도 의존성으로 세

포 생존율을 감소 시켰고 DCFH-DA 형광 강도는 증가시켰다.

이러한 결과는 Li 등[28]이 PC12 세포주를 대상으로 한 연구의

결과와 일치하는 것으로서 EtOH가 세포내 ROS의 생성을 유도

하였음을 의미한다. EtOH에 의한 신경세포 사멸 기전은 단순하

지 않은데 기존의 연구 결과에 의하면 아포토시스와 세포괴사 기

전 모두가 관여되는 것 같다[29, 30]. 그러나 이번 연구에서는

caspase-3 활성도의 측정이나 Terminal deoxynucleotidyl Trans-

ferase Biotin-dUTP Nick End Labeling (TUNEL) 염색을

시행하지 않아 EtOH에 의해 유도된 세포사멸 기전에 아포토시

스의 관련 여부는 알 수 없었으나 EtOH의 세포 독성이 산화성

스트레스에 의한 것임을 확인할 수 있었다. EtOH에 의한 세포

생존율 감소는 EGb 761 투여로 회복이 되었는데 농도 경사에

따른 반응은 일관성 있게 나타나지는 않았다. 즉, EtOH 200 mM

농도를 투여한 PC12 세포주에 EGb 761을 첨가한 후 DCFH-

DA 형광 강도 측정결과 저 농도인 EGb 761 1-10 g/mL에

서 형광 강도가 유의하게 감소 되었다. 이는 EGb 761이 ROS

제거에 효과 있음을 시사하며 이는 Oyama 등[27]의 연구와 유

사하게 EGb 761의 구성 성분 중 flavonoid 요소가 나타낸 자유

래디칼 제거 및 항산화 작용에 의한 것으로 생각된다. 그러나

EGb 761의 높은 농도에서는 DCFH-DA 형광 강도가 오히려

증가하는 경향을 나타내었는데 이는 EGb 761 정제 과정에서

완전하게 분리되지 않은 유해 성분인 ginkgolic acid의 농도도

함께 높아져 있었기 때문일 것으로 추정된다. Ginkgolic acids는

알러지를 유발하며, 세포독성 및 유전자독성(genotoxicity)을 나

타내기도 한다[31]. 이러한 부작용 때문에 Ginkgo biloba 추출

물을 이용한 약물의 제조 허가 과정에서 ginkgolic acids의 최대

허용 농도를 5 ppm 이하로 제거할 것을 규정하고 있다. 5 ppm

이하의 ginkgolic acids 농도는 인체에 유해하지 않을 것으로 생

각하나 지용성인 이 물질이 장기간에 걸쳐 지속적으로 섭취된다

면 유해성 발현의 가능성을 배제할 수 없다.

은행엽 추출물 EGb 761은 동물 신경보호 효과가 있음이 이미

알려져 있고[10] 또한 Alzheimer's disease (AD) 환자의 인지

기능을 보호하고 개선한다는 보고도 있다[32]. EGb 761은 임상

에서 이미 기억력 감퇴, 집중력 장애, 우울감, 어지러움(현훈), 이

명, 두통 등의 다양한 증상을 수반하는 기질성 뇌기능 장애 치료

제로 많이 이용되고 있는데 이들에서 나타나는 치료 효과는 EGb

761의 항산화 작용, 신경세포 성장 촉진 효과와 관련 있을 것으

로 추정된다. 특히 본 연구에서 밝혀진 바와 같이 EGb 761의

항산화 효과가 신경세포 독성의 방어 기전에 매우 중요한 역할

을 할 것임을 시사해준다. 또한 아밀로이드 베타단백(amyloid

beta protein, A )의 신경세포 독성에 관한 최근 연구에서 비타

민 E, terpenoids, ginkgolides와 같은 항산화제는 A 가 유도한

활성산소 생성과 지질과산화를 억제할 수 있지만 A 에 의해 유

도된 apoptosis 기전에 의한 세포 사멸은 보호할 수 없었는데

[33, 34] 이는 퇴행성 신경질환 치료제로서의 항산화제의 제한

점이 있음을 시사해준다.

본 연구에서의 한계점은 항산화 및 항염증 효과가 있는 것으

로 알려진 다른 물질들 예를 들면 melatonin, vitamine E (Tro-

lax), spin trapper alpha-phenyl-N-ter-butylnitrone (PBN)

등을 positive control로 사용하여 기존의 연구들과 직접 비교연

구를 하지 못한 것이다. 향후 이들 물질과 동일한 조건 하에서

EGb 761의 항산화 및 항염증 효과의 정량화가 포함된 추시 연

구가 이루어져야 할 것으로 생각한다.

결 론

본 연구를 통해 알코올은 PC12 세포에서 활성산소를 생성하

여 농도 의존성 세포 독성을 나타내는 것을 확인하였으며 EGb

761 투여로 활성산소의 생성이 억제되었고 세포 사멸의 정도가

완화되었다.
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