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요   약   문

Ⅰ. 제  목

   신경퇴행성 질환 치료를 위한 허브류로부터 tyrosine hydroxylase 유전자, 신경영양인

자 발현 유도 물질 탐색 및 응용

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

 예방의학과 치료의학의 발달로 인류의 인구분포에서 노인이 차지하는 비율이 높아짐에  

따라 노인성 신경퇴행성 질환의 치료가 대두되고 있으나, 화학적으로 합성되어 개발된 치

료제로는 노인성 퇴행성 질환을 호전시킬 수 있지만 장기간 복용해야하며 위장장애, 어지

러움증, 자율신경계 이상, 정신기능 이상 등의 많은 부작용이 나타나므로 다양한 천연물로

부터 부작용이 없는 치료제 개발이 요구되어지고 있다. 이러한  노인성 신경퇴행성 질환 

중에 대표적으로 파킨슨병(Parkinson's disease, PD)을 들 수 있으며, 정상인의 뇌에서 흑

색질이라는 부위의 신경세포들이 변성되고 이곳에서 만들어지는 도파민이라는 신경전달물

질의 결핍이 나타나게 된다. 파킨슨병의 주요 증상으로는 환자가 가만히 있을 때 떨리는 

진전(tremor)이 나타나며, 서동(brandykinesia)로 움직임이 느려지게 된다. 이러한 서동은 

보폭이 작아지며 발이 지면에서 떨어지지 않고 발을 끌면서 걷는 보행장애, 얼굴의 무표

정, 음량이 점점 작아지고 웅얼거리는 증세가 나타나게 된다. 근육이 경직(rigidity)되어지

며, 처음에는 경미하나 점차 자세의 불안정으로 인해 자꾸 넘어지는 자세불안정(postural 

instability) 등의 증세가 나타나게 된다. 파킨슨병은 대부분의 환자에서 서서히 증상이 나

타나게 된다. 증상악화 속도는 사람마다 차이가 있지만 일반적으로 매우 느리게 진행되므

로 예방이 매우 중요하며 대부분의 환자들은 적절한 치료를 받으면 오랜 기간동안 큰 불
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편함이 없이 사회활동이 가능하다. 이러한 파킨슨병의 치료는 약물치료와 수술치료를 병행

하게 된다. 수술치료의 경우 대부분 완치를 위해 시행하기보다는 환자의 증상을 호전시키

기 위하여 제한된 범위 내에서 시행하게 되나 적응증, 부작용, 실어증, 일시적 기억상실 혹

은 영구 기억상실 등의 심각한 부작용을 동반하게 된다. 파킨슨병 치료제의 경우 흑색질의 

도파민 양을 증가시키기 위한 이차적 치료제가 다양하게 개발되어졌다. 엘도파(L-dopa)제

제는 파킨슨병에서 가장 많이 사용되는 약물로 도파민 합성시 도파민의 전구체 물질로 뇌 

안에 부족한 도파민을 직접 보충해 주는 약물이며, 도파민 수용체 작용제의 경우 부족한 

도파민을 대신하여 도파민과 비슷한 작용을 하고 주로 엘도파 제제와 병행하여 투약하게 

된다. 또한 항콜린제 또는 엘데프릴는 주로 초기 파킨슨병환자 치료에 자주 사용되고 있

다.

  최근 개발되어진 레보도파는 경구투여를 통하여 뇌로 들어갈 수 있는 특별한 구조를 갖

고 있어 도파민 투여보다 훨씬 더 잘 흡수되어 뇌 안에서 도파민으로 변환되고 파킨슨병 

환자에서 도파민 농도를 높여주어 수년 동안 증상을 호전시킬 수 있다. 또한 도파민의 대

사 경로에 관여하는 효소를 억제하여 뇌 안의 도파민 농도를 오래 유지시켜 주는 톨카폰

(Tolcapone)이라는 약물이 있는데, 환자에게 매우 효과적이라는 보고가 있지만 부작용으

로 간독성이 있어 사용에 제한을 받고 있다. 현재 새로운 도파민 수용체 작용제를 비롯한 

많은 약물들이 임상시험 중에 있으나, 이러한 약물들은 증상을 호전시키기 위한 것이므로 

약을 아무리 오래 투약하였다고 하더라도 약을 중단한다면 다시 증상이 나타게 된다. 최근

에 심각한 사회문제로 대두되어진 노인성 신경퇴행성 질환인 파킨슨병은 신경관련 질병의 

치료가 신경분자생물학수준에서 neuron내에 관련된 neurotrophic factor 유전자 및 TH 

유전자를 이용한 연구가 활발히 진행되어지고 있다. 따라서 약용식물에서 추출한 천연물질

의 개발로 부작용을 최소화하고 파킨슨병에 관련된 유전자들의 유전자 발현유도를 통하여 

증상을 완화 혹은 치료할 수 있는 천연물질 탐색이 필요한 실정이다.

  Meyer에 의하면 약용식물인 인삼(Panax ginseng)의 뿌리는 흥분과 우울증세, 항경련성 

활성, 항정신성 활성, 진통억제 활성, 피로회복 활성, 촉진 인지수행을 포함한 중추신경계
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의 많은 작용을 한다(Saito, 1990). 인삼을 포함한 허브를 이용한 치료제는 파킨슨병에서

와 같은 신경계 손상으로 나타나는 다양한 형태를 보호하는 작용을 하는 것으로 보인다. 

인삼과 그 구성성분인 ginsenoside는 뇌조직을 포함한(Siddique et al., 2000) 다양한 조

직에서 항산화 스트레스를 감소시키고(Kitts et al., 2000), 뇌의 국소빈혈(Lim et al., 

1997), 척수손상(Liao et al., 2002)과 근위축성 축삭 경화증(Jiang et al., 2000)에서 신

경계 손실을 예방한다. Kampen(2003)등은 이러한 모델에서 인삼 추출액 G115을 이용하

여 Substantia nigra에서 Doparminergic neuron의 신경보호기작은 파킨슨병의 완화시킴

을 연구하였다.

  허브란 약용식물로 온대지방을 원산으로 하면서 향기가 있으며 인간에게 유용한 모든 

식물을 일컬으며, 전 세계에 약 2,500여종 이상이 있으며 생명력이 강해 산이나 물가, 어

느 곳에든 뿌리를 내리고 튼실하게 잘 자라는 특징을 가지고 있다. 중국에서는 기원전 

5,000년경부터 허브를 사용하였으며 이집트에서는 기원전 2,800년경에, 그리고 바빌로니

아에서는 기원전 2,000년경에 허브를 사용하였다는 사실을 역사적 기록을 통해 알 수 있

으며, 우리나라도 이미 5,000년 전부터 허브를 이용하기 시작했다. 고대에는 치료목적의 

약초, 방부제, 미용법으로 이용하였으며, 그리스에서 허브의 약리 연구가 시작되면서부터 

서양에서는 식물성분의 병에 대한 효력의 유무를 연구하면서 분석기술이 발달하여 갖가지 

병이나 상처에 듣는 성분들이 분명해지자 그 성분을 합성하려는 연구가 시작되었다. 특히 

허브을 이용한 아로마테라피는 1020년대에 프랑스의 화학자 Rene-Maurice Gattefosse에 

의해 소개되었으며, 아로마테라피는 우리 몸에 이로운 향기를 의미하는 "Aroma"와 치료법

을 의미하는 "therapy"의 합성어로서 허브에서 추출한 휘발성정유(Essential oil)로 심신을 

건강하게 하는 향기 요법이 개발되었다. 아로마테라피는 신체의 자체 회복력을 높이고 스

트레스나 혹은 스트레스와 연관성을 갖는 증상에 의한 육체적, 정신적인 여러 가지 질병, 

스트레스로 인한 정서 불안 등의 신경성 장애 불안, 우울증 등의 노이로제 치료, 각종 노

인성 치매에 효과가 있음이 알려졌다. 

  따라서 본 연구에서는 천연자원인 약용식물인 허브를 이용한 연구가 국내에서도 활발하
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게 이루어지고 있으나 파킨슨병에 대한 연구는 미진한 편이다. 본 연구실팀은 다년간 미국 

코넬대학교 신경분자생물학실에서 파킨슨병과 이에 관련된 유전자들을 연구한 경험을 토

대로 하여 아로마테라피와 연계하여 신경분자생물학적인 노인성 신경퇴행성 질환인 파킨

슨병에 대한 예방효과 및 완화시킬 수 있는 치료제 개발에 목적이 있다. 허브류로부터 강

력한 신경영양인자 및 도파민생합성에 관련된 유전자들의 발현유도물질을 분리정제 및 특

성을 분석하여 치료에 있어 부작용을 최소화할 수 있는 천연물질을 개발하며, 허브재배 농

가 및 국내 원예농가에 허브를 이용한 신경퇴행성 질환 예방 및 치료에 대한 과학적 기능

성을 제공하며(본 실험실은 허브을 이용한 최근 예비실험에서 쥐의 뇌에 Tyrosine 

hydroxylase 유전자와 Neurotrophic factor유전자의 발현유도가 확인되었다. 그림 1,2 참

조), 이를 이용한 기능성식품제조에 대한 방향성을 제시하여 국내 허브의 경쟁력 제고 및 

고부가가치 농가소득원으로 개발하고자한다. 

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

1. 허브 추출물에 의한 도파민 생합성 관련 유전자 및 신경영양인자의 유도발현분석

  도파민의 감소는 파킨슨병의 유발원인일 뿐만 아니라 신경세포의 생존에 있어서도 매우 

중요한 역할을 하고 있다. 특히 도파민의 합성은 L-tyrosine을 L-dopa로 전환되어지고 

L-dopa는 dopamine으로 전환되어진다. 이들의 각각 전환과정에는 각각의 전환효소가 관

련되어져있으며, 특히 L-tyrosine에서 L-dopa로 전환시키는데 관여하는 TH에 관하여 많

은 연구가 진행되어졌다. TH는 도파민 생합성관련 신경에 포함되어있는 catechol 합성의 

첫 번째 효소로 rate-limiting 효소로 알려져있다. 이러한 TH는 포유동물의 중추신경계에

서 hypothalamus, midbrain, brainstem, olfactory bulb 등의 특정부위에서만 제한적으로 

발현되어지기 때문에 높은 조직특이성을 나타낸다. 특히 도파민신경세포의 분화가 적절히 

일어나지 못하거나, 여러 원인으로 인한 중뇌 도파민신경세포의 사멸 후의 재생과정에서의 

적절한 TH 유전자의 발현 조절이 일어나지 않는 것이 파킨슨병의 병리적 원인으로 밝혀

지게 됨에 따라 이러한 유전자의 유도발현이 파킨슨병의 예방 또는 치유에 있어서 매우 
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중요한 역할을 할 것으로 추정된다. 한편 신경영양인자는 신경세포의 성장과 분화에 있어

서 매우 중요한 역할을 하고 있다고 보고되었다. 특히 파킨슨씨병과 관련하여 BDNF 

(Brain derived neurotrophic factor), GDNF (Gila cell line derived neurotrophic 

factor) 등이 도파민 생합성 신경에 관련되어있다. 따라서 본 연구에서는 신경세포 및 실

험동물을 이용하여 mRNA level 및 단백질 수준에서의 유도발현을 분석하게 되며, 

immunohistochemistry를 이용하여 조직 내에서의 발현을 분석하게 된다.

2. 산화적 스트레스로부터 신경세포보호 효능 분석

  파킨슨병 발병원인으로 주목받고 있는 것은 체내에서 생성된 라디칼이온 또는 과산화수

소(hydrogen peroxide, H2O2)에 의하여 dopaminergic neuron의 mitochondria 전자전달

계 복합체 I 을 공격함으로써 에너지 대사에 이상이 발생함으로써 도파민 합성에 관련된 

신경세포의 위축이 보고되었다. 이러한 라디칼이온 또는 과산화수소의 체내 생성은 지속적

인 스트레스에 의하여 생성되어지게 되며, 뿐만 아니라 다양한 살충제, 농약, 등 유기화학

물질에 의한 노출에 의하여 치명적인 라디칼 이온 또는 과산화수소가 체내에서 발생되어

지게 되며, 이러한 이유로 인하여 후천적인 신경퇴행성이 일어나는 것으로 많은 연구를 통

하여 보고되어지고 있다. 따라서 본 연구에서는 다양한 약리활성 및 생리활성을 가지고 있

는 허브 특히 허브의 항산화효능에 의한 대뇌 라디칼 이온 및 과산화수소에 의한 신경퇴

행성 억제 및 신경보호효과를 분석하고자 하였다. 이와 뜻을 같이하여 급속한 공업화 사회

로 변모되어짐에 따라 증가되어지는 환경공해는 이러한 파킨슨씨병의 유발에 있어 매우 

중요한 역할을 하고 있을 뿐 만 아니라 스트레스에 의하여 뇌에서 형성되어지는 라디칼이

온들에 의하여 뇌 신경세포의 에너지원을 생산하는 미토콘드리아 전자전달계 복합체 I 이 

망가짐으로써 에너지 생산에 이상이 발생함으로써 도파민 합성에 관련된 신경세포의 위축

이 되어진다고 보고하였다. 따라서 본 연구에서는 다양한 허브 추출물 및 이로부터 분리되

어진 물질들의 항산화효능을 분석함으로써 체내에 형성된 대뇌 라디칼 이온 및 과산화수

소를 제거하는 매카니즘에 따라 신경세포의 미토콘드리아 DNA의 손상을 억제시킴으로써 
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효능을 분석하고자 하였다. 이러한 라디칼이온 및 과산화수소에 의한 신경세포의 미토콘드

리아 DNA 손상은 in vitro에서는 Ca2+을 처리하게 됨으로써 tetrahydrobiopterin (BH4)

가 유도되어지고 in vivo에서는 지속적인 스트레스에 의하여 과도한 BH4의 유도는 산화적 

스트레스를 유발시키게 된다. 특히 BH4의 경우 도파민 생합성 경로에서 TH의 합성에 있

어서 매우 중요한 인자로 작용하게 되지만 이러한 BH4의 과도한 발현은 산화적 스트레스

를 유발시킴으로써 미토콘드리아 DNA를 손상시키게 된다. 뿐만 아니라 substantia nigra

에 존재하는 면역에 관련된 세포 (macrophage-like immune cell 등) 또한 이들의 생존 

수단으로써 BH4를 사용하고 있기 때문에 substatia nigra에 분포되어있는 도파민 생합성

에 관련된 신경세포들은 고농도의 BH4에 노출되어져있으며, 이러한 이유로 신경퇴행성이 

유발되어지는 것으로 추정하고 있다. 따라서 본 연구에서는 BH4 및 H2O2 를 처리함으로

써 유발되어지는 산화적 스트레스에 의한 신경세포 손상을 허브 추출물을 처리함으로써 

억제되어지는 신경보호효과를 분석하였다.  

3. 신경세포 사멸

  파킨슨병과 같은 신경퇴행성 질환은 신경세포사멸에 의하여 신경세포 손상과 소실이 이

루이제 된다. 이에 따라 중뇌의 substantia nigra에 분포되어있는 도파민 생합성관련 신경

세포들이 선택적으로 소멸되어짐으로써, 운동기능조절에 관여하는 기저핵의 기능이상을 초

래하여 운동기능장애가 유발되어지게 되고 이에 따라 파킨슨병 환자들ㄹ은 운동기능 장애

를 앓게 되는 것이다. 불행하게도 한번 사멸되어진 세포는 재생이 불가능하기 때문에 이러

한 신경세포들을 재생시키기 위한 stem cell 연구도 활발하게 진행되어지고 있기는 하지

만 아직은 매우 초보적인 단계이며, 아직까지 안전성이 보장되어있지 않기 때문에 사용에

는 매우 제한되어져 있다. 따라서 신경세포의 apoptosis 경로를 분석함으로써 파킨슨병의 

병변 원인 및 이를 예방하기 위한 많은 연구가 진행되고 있다. 이러한 신경세포에서의 

apoptosis는 caspase라는 단백질들의 순차적인 활성화에 의하여 이루어지게 되며, 이러한 

capase의 활성화는 apoptosome을 활성화시킴으로써 세포사멸을 초래하게 된다. 따라서 
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국내에 자생 또는 재배되어지고 있는 허브류의 추출물을 신경세포에 처리함으로써 세포사

멸기작을 억제시키는 효능을 분석함으로써 신경세포의 apoptosis 측면을 분석함으로써 신

경세포의 퇴행성을 억제시키는 메카니즘을 분석하게 된다. 따라서 허브추출물에 대한 신경

세포의 viability를 분석하게 되며, apoptosis를 유발시키는 rotenone을 처리하여 

apoptosis의 중요한 mediator인 caspase-3, caspase-8, 및 caspase-9 등을 발현유무를 

비교분석함으로써 결과를 유추하게 된다.

4. 후보 허브류로부터 생리활성 물질분리

  후보 허브류로부터 신경퇴행성 예방을 위한 물질을 분리하기 위하여 다양한 유기용매를 

이용하여 분획을 분리시킨 후 HPLC를 수행함으로써 생리활성물질을 분리하게 된다. 분리

된 생리활성물질은 항산화활성 및 신경영양인자 발현유도, 도파민관련 유전자의 발현유도

를 단백질 및 mRNA 수준에서 분석하게 되고, 이에 대한 활성을 분석하게 된다. 

특히 본 연구에서는 항산화활성을 나타내는 다양한 물질 carnosol 및 carnosic acid 등과 

같은 물질들 및 이외의 기능성물질을 분리함으로써 신경보호효과 등을 분석하게 된다.

5. 신경퇴행성 예방 기능성 시제품 개발 및 이에 대한 효능분석

  기능성 시제품을 개발하여 이에 대한 효능을 분석하고 특히 조직 내에서 직접 발현유무

를 확인함으로써 효능에 대한 정확한 결과를 유추하고자한다. 

Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발 결과

1-1. 도파민 생합성관련 유전자 및 신경영양인자 유도발현을 통한 우수허브의 선정. 

  본 연구과제를 수행하기 위하여 상수허브랜드로부터 로즈마리, 레몬버베나, 그린타임, 체

리세이지, 허니써클, 애플민트, 레몬밤, 슈퍼민트, 디지털리스, 로즈제라늄, 마리노라벤더, 
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스테비아, 레몬그라스, 파인애플민트, 오레가노 및 페파민트 총 16종의 허브를 수집하여 

이들에 대한 항산화, human transformed primary embryonal kidney cell 293 세포, 

PC12 및 human neuroblstoma cell line SH-SY5Y에서 농도 및 시간에 따른 세포독성, 

도파민 생합성과 관련된 TH 및 AADC, 신경영양인자인 BDNF 및 GDNF의 유도발현을 

mRNA 및 protein 수준에서의 유도발현을 분석한 결과 로즈마리 추출물이 신경보호효과 

및 신경퇴행성에 있어서 가장 적합할 것으로 사료되어진다.  

1-2. 산화적 스트레스에 의하여 유발되어지는 신경손상에 대한 보호효과 분석

  산화적 스트레스를 지속적으로 받게 되면 미토콘드리아내의 DNA의 변화가 일어나며 

apoptosis 발생에 관여하는 유전자들의 발현을 유도한다. 발현된 유전자들은 apoptosis 억

제에 관여하는 유전자들의 활성을 억제시키며 apoptosis를 일으킨다. 과산화수소와 로즈마

리 추출물을 동시에 처리하였을 때 apoptosis 유발 유전자 발현은 감소하고 apoptosis를 

억제하는 유전자의 발현의 증가는 로즈마리 추출물이 가지는 항산화능력에 의해 산화적 

스트레스로부터 신경세포를 보호하는 것으로 추정된다.

1-3. 신경보호효과에 관련된 약리활성물질 탐색

  로즈마리로부터 분리정제되어진 항산화물질인 Carnosol이 BDNF를 증가시키는 것 외에 

신경세포 보호 효과를 가지는데 관여하는 신호전달 경로를 확인하였다. 그 결과 MAP 

kinase family의 일원으로서 세포사에 관여하는 것으로 알려진 JNK의 활성화를 carnosol

이 농도별로 뚜렷하게 저지하는 것을 확인하였다. 신경세포의 사멸 과정에서는 여러 가지 

caspase들이 관여하는데, carnosol의 신경세포 보호 작용이 caspase 활성을 억제하는지

의 여부를 조사한 결과 신경세포사가 일어날 때 미토콘드리아와 소포체로부터 방출되어 

활성화 되는 caspase -9, -12 등이 carnosol에 의해 저해되었고, 세포사의 최종 단계에 

작용하는 caspase-3의 작용도 효과적으로 막아주었다. 이러한 결과는 carnosol이 신경세
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포 보호 효과를 가지는 경로가 BDNF를 증가시키는 것외에 JNK와 caspase의 작용을 억

제하는 추가적인 기능이 있음을 의미한다.  

1-4. 허브추출물로부터 신경보호효과기능성물질분리

  로즈마리로부터 신경보호효능을 나타낼 수 있는 생리활성물질을 분리하기 위한 기초자

료를 준비하기 위하여 메탄올, 에탄올 및 열수추출을 하여 추출물을 조제하였다. 이들의 

세포독성을 분석한 결과 로즈마리 열수추출물이 293, PC12 및 SH-SY5Y 모두에서 세포

독성이 없음을 확인하였으며, 메탄올 및 에탄올 추출물의 저농도에서도 특이한 세포독성이 

없음을 확인하였다. 그러나 로즈마리 메탄올 및 에탄올 추출물 100 ㎍/㎖의 고농도로 처

리할 경우 세포독성이 나타남을 확인하였다. 또한 이들 추출물에 의한 도파민 생합성 관련 

유전자 및 신경영양인자의 유도발현을 분석한 결과 로즈마리 메탄올 추출물이 쥐의 뇌막

을 통과하여 BDNF 및 TH의 유도발현이 이루이고 있음을 mRNA 수준 및 단백질 수준에

서 확인하였다. 또한 다양한 분리정제 방법을 이용하여 본 실험에 사용된 Rosemary 추출

물에서 분리된 항산화 물질 CS H-1, CS H-2가 항산화 작용이 강력한 것으로 알려진 

Rosemary에서 분리된 기지물질인 carnosic acid와 다른 물질임을 규명하고자 Carnosic 

acid를 Sigma 사에서 구입하여 본 연구에서 분리한 CS H-1, 2와의 차별성을 조사한 결

과 분리되어진 물질은 carnosic acid와는 다른 물질임을 확인할 수 있었다. TLC 상의 분

석결과 물질의 고유의 값인 Rf값과 육안으로 볼 수 있는 발색 정도, UV 흡수 pattern, 

10% 황산 분무에 의한 변화 등을 비교 하였을 때 Table 1.과 같이 Rosemary로부터 나오

는 항산화 활성이 강력한 carnosic acid와는 다른 항산화 활성을 지닌 물질 CS H-1, CS 

H-2를 얻었음을 확인 할 수 있었다.  

1-5. 시제품의 기능성분석

  최근 농촌진흥청 원예연구소가 실험용 쥐를 이용하여 천연 식물 향기가 스트레스를 감

소시키다고 보호하였다. 본 연구에서도 로즈마리 향기성분을 이용하여 신경영양인자 및 도
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파민 생합성관련 유전자의 유도발현을 분석하였다. 로즈마리 essential oil 처리후 시간에 

따른 발현량을 분석한 결과 시간이 경과할수록 TH 및 AADC의 발현량이 증가함을 확인 

할 수 있었다. rat에 처리 후 4 시간이 경과하면서부터 TH 발현량이 크게 증가하였으며 8

시간에서 가장 높은 유도 발현을 나타냈다. AADC는 2 시간, 4 시간에서는 발현량이 크게 

증가하지는 않았지만 8시간에서는 가장 많은 발현량을 나타냈다. 이는 tyrosine 

hydroxylase에 의하여 tyrosine이 L-dopa로 전환되어진 후 AADC에 의하여 dopamine으

로 전환되기 때문에 TH와 AADC가 발현되는 시간에서 차이를 나타낸 것이다.  이 실험을 

통해서 DBH의 발현은 확인되지 않았지만 AADC가 발현되는 것으로 보아 장시간 처리하

였을 경우 dopamine이 발현될 것이며 DBH 역시 발현될 것으로 사료 되어진다. essential 

oil에 의한 AADC와 TH의 발현은 직접 투여하지 않고 로즈마리 향기를 맡는 것만으로도 

dopamine의 합성이 가능하며 dopaminergic neuron에 대한 보호효과를 나타낼 수 있다는 

것을 보여주고 있다.

2. 연구결과 활용 건의

  방향족 물질 즉 향기성분은 인간의 호흡기를 통하여 뇌의 흑질부위의 도파민합성을 촉

진시킴으로써 우울증, 불안감, 피로도를 완화시켜주는 역할을 하는 것으로 사료되어진다. 

그러나 허브는 단순한 일차적인 재배에 의하여 관상용으로 상업화되어져 있거나, 허브티, 

허브초, 아로마 오일 등과 같은 형태로 산업화되어 판매되어지고 있는 실정이다. 따라서 

허브의 다양한 생리활성이 과학적으로 분석되어지고 이로부터 생리활성물질 분리 및 특성

을 분석화하여 의료용 치료제 또는 기능성 제제와 같은 고부가가치 상품화가 절실히 필요

로 되어지고 있는 실정이다. 따라서 본 연구에서는 허브의 신경퇴행성예방이라는 기능성을 

부여한 고부가가치 상품화 개발을 위한 초기 단계로써 허브의 기능성분석 및 기능성을 부

여하는 차원으로 신경퇴행성 예방을 위한 허브를 선정하고 이에 대한 분자생물학적 분석

을 시도 하였다. 이와 더불어 신경퇴행성예방을 위한 기능성시제품 개발 및 이에 대한 효

능분석을 수행함으로써 고부가가치 신경퇴행성예방 기능성을 부여한 시제품의 기술이전을 
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통한 허브 재배 농가의 새로운 고부가가치 소득원 창출 및 소득 증진에 본 연구의 목표가 

있다. 
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SUMMARY

1-1. Evaluation of the effects of various herbs on the expression for key enzymes 

in dopamine biosynthesis and neurotrophic factors gene.

  The exploration of ethnopharmacologic treatments may be a cost effective 

alternative, since naturally occurring compounds have been used in the treatment 

of neurodegenerative diseases such as PD, and AD. Several lines of evidence 

suggested that a herbal medicine capable of stimulating catecholamine biosynthetic 

enzymes and neurotrophic factors gene expression have been becoming a 

prospective agent for PD and AD therapy. In order to evaluate the protective 

effects of herbs, 16 species of herbs such as rosemary, lemon verbera, green 

time, cherry sage, honey suckle, applemint, lemon balm, supermint, digitalis, rose 

geranium, marino lavender, stevia, lemon grass, pineapple mint oregano and 

peppamint were purchased from Sangsu herb land. First, we investigated the effect 

of these herbs extract on viability of human embryonal kidney 293 cells, PC12 

cells and human neuroblastoma SH-SY5Y cells. Moreover, to evaluate the dose 

and time dependent effect of these herbs on catecholamine biosyntheticenzyme and 

neurotrophic factor genes expression, cells were treated with various 

concentrations of extract for different times. Related mRNA levels were 

determined by Reverse transcription Polymerase chain reaction (RT-PCR), and real 

time-PCR. Protein levels were measured by western blot and immunohistoche- 

mistry. 

  Our results showed that at the effective concentrations, rosamary was not 

cytotoxic and the viability of these cells was increased significantly. Treatment 
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with rosemary extract induced tyrosine hydroxylase (TH), aromatic amino acid 

decarboxylase (AADC) .The induction of these enzymes was found to depend on 

the dose and duration of administration. Furthermore, rosemary extract 

significantly increased the mRNA levels of Brain-derived neurotrophic factor 

(BDNF) and glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF), and remarkably 

elevated the protein levels of these two neurotrophic factors in a concentration 

and time-dependent manner. Among the tested herbs, rosemary was found to be 

effective in this regard.

1-2. Investigation of the potential neuroprotective effects of various herbs on 

oxidative insults–induced apoptosis in SH-SY5Y cells.

  Mitochondrial dysfunction and oxidative stress are suggested to be associated 

with the pathogenesis of PD. Accumulating evidence shows that oxidative stress as 

one of the important pathways leading to neuronal cell death in PD and is caused 

by neurotoxic agents, such as H2O2, BH4 which have been shown to induce 

apoptosis through cellular signaling mechanisms. Excessive neuronal apoptosis may 

lead to massive neuronal tissue damage, as seen in some human neurodegene- 

rative diseases, like PD. Therefore, theuse of anti-apoptotic agents as a way of 

neuroprotection could be a potential therapy to slow or ameliorate the progression 

of neurodegenerative diseases. In the present work, we used SH-SY5Y cells to 

determine the protective effect various herbs against H2O2 induced toxicity.

  In this study, we observed that the viability of the cells was enhanced by 

treatment with rosemary extract compared with the cells treated with only H2O2. 

We found that H2O2 caused a significant decrease in cell viability. In contrast, cells 
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exposed to the same amount of H2O2 in the presence of rosemary extract 

appeared remarkably preserved, indicating that rosemary extracts significantly 

prevented neuronal death. In addition, in the present work, through phase contrast 

microscopy, our results conformed that in SH-SY5Y cells by apoptotic mechanisms 

and that rosemary extract pre-treatment markedly mitigated these distinct 

morphological changes. We found that treatment of cells with H2O2 activated 

Caspase-3, Caspase-9, Bax and Bad. Pretreatment of cells with rosemary before 

H2O2 treatment significantly abrogated the caspase-3, caspase-9, Bax, and Bad 

activities induced by H2O2. These data indicate that rosemary partially inhibit the 

neuronal death process in the early stage of the mitochondrial apoptotic pathway. 

Therefore, thefindings of this study suggest that the mechanism of H2O2 

neurotoxicity may involve oxidative stress, and rosemarymay act on reactive 

oxygen species to inhibit apoptosis by its anti-oxidant properties.

1-5. Exploration of the possible role of aromatic therapy in PD

  Approaches to treat Parkinson's disease involve DA replacement in the brain 

introduction of a direct DA precursor 3,4-dihydroxyphenilalanine (L-dopa) and / or 

inducing the expression of enzymes involved in dopamine metabolism. 

Neuroprotective therapy to rescue dopamine neurons, which could alter and 

prevent the progression of PD has been proposed as an alternative to symptomatic 

treatment. Several lines of evidence suggested that a herbal medicinecapable of 

stimulating catecholamine biosynthetic enzymes and neurotrophic factors gene 

expression have been becoming a prospective agent for PD and AD therapy. In 

this study, expression of the TH and AADC gene were used to evaluate the 
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activation of dopaminergic pathway by exposed to rosemary odors in the rat. 

Levels of the TH and AADC mRNA and proteins in the brain were significantly 

high in rats exposed to rosemary order than the animals placed in a relatively 

order-free chamber. We propose that the neuronal ensembles expressing increased 

mRNA and protein levels of the key catecholamine enzymes with odor stimulation 

represent principle functional units of sensory processing and may be potential 

approach to regulate dopamine levels. Interestingly, for the first time we have 

clearly demonstrated that rosemary odors could upregulate the TH and AADC gene 

expression. Therefore it could be a potential candidate and aromatic approach 

could be an ideal alternative therapy in PD.

  In conclusion, Potential neuroprotective approaches for PD have been focused on 

agents that can reduce oxidative stress, combat excitotoxicity, provide trophic 

factors, enhance mitochondria function, counteract inflammation and inhibit 

apoptosis. Taken together, these observations suggest that among several herbs, 

rosemary may serve as an ideal adjuvant in this regard in regulation of brain 

dopaminergic system and may contribute to neuroprotection in neurodegenerative 

diseases. Ultimately, elucidating the mechanisms by which these extracts exerts 

their neuroprotective effects could provide novel therapeutic approaches in PD. 

Further studies of neuroprotective mechanisms of these herb extracts in detail are 

necessary before definite conclusions can be drawn.      

.   
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제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1  연구개발의 목

신경퇴행성질환을 치료  증상을 완화 할 수 있는 국내 자생 는 재배

되고 있는 유용허 선정  이에 한 신경퇴행성 억제효능 분석

신경퇴행성질환 방질병치료제 기능성 시제품 개발

신경퇴행성질환 방 기능성시제품에 한 기능분석  산업화를 통한 

   허 재배 농가의 소득증진

  신경퇴행성 질환은 최근 들어 노령인구의 증가, 스트 스의 증가  환경독소의 

증 에 따라 심각한 사회문제로 두되어지고 있다. 이러한 신경퇴행성질환은 노화, 

산화  스트 스, 미토콘드리아(mitochondria) 사이상, 신경세포에 련된 단백질들

의 구조  결함 등에 의하여 유발되어지게 된다. 특히 이러한 신경퇴행성질환은 불

과 몇년 만 하여도 노령 인구층에서 발병되어지기 때문에 노화와 련된 질병으로 

치부되어졌으나, 최근에서는 20 ~ 30 의 청년층에서도 신경퇴행성 질환이 발병되

어짐에 따라 이에 한 심이 고조되어지고 있다. 그러나 이러한 신경퇴행성 질환

은 기에는 임상  소견이 나타나지 않음에 따라 발명을 진단하기 어려우며, 일단 

병변이 발병한 후에는 뚜렷한 치료방법  치료제가 개발되어있지 않음으로써 단순

히 병변의 진행을 늦추는데 을 둔 외과  수술  약물치료요법이 개발되어졌

다. 그러나 이러한 외과  수술 는 약물치료요법은 다양한 치료  제약  부작용

을 내포하고 있다. 따라서 이러한 신경퇴행성 질병은 방이 최선이나 재까지 뚜

렷한 방책 한 개발지 않은 난 을 가지고 있다. 한편 도 민(dopamine, 

C8H11NO2)이라는 뇌신경세포의 흥분 달물질이 있으며, 신경 달물질인 노르에피네

린(Norep-inephrine)과 에피네 린(Epinephrine)의 구물질로 알려져 있다. 이러한 
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도 민의 합성은 tyrosine hydroxylase (TH)에 의하여 L-tyrosine이 L-dopa 로 

환되어지며, L-dopa는 aromatic amino-acid decarboxylase (AADC)에 의하여 

Dopamine으로 합성되어지게 된다. 이러한 도 민은 신경퇴행성 즉 킨슨병이 발병

되었을 때 뇌의 흑질부 (substantia nigra pas compacta)에서 감소되어지게 되고, 신

경의 축이 일어나게 되어진다. 그러나 도 민을 구강투여 는 정맥주사로 투여하

을 경우 Mao (monoacine oxidase) 는  COMT (catechol-O-methyl trasnferase)

에 의하여 사되어지기 때문에 뇌에서의 작용보다는 체내의 도 민 수용체에 작

용함으로써 이뇨작용, 심박증진, 소화 진 는 억제, 수축  압상승 등을 

래하게 된다. 따라서 도 민을 직  투여하기 보다는 뇌의 장벽을 쉽게 통과

할 수 있는 도 민 구체인 보도  (Levodopa, L-dopa)를 킨슨병 치료에 사용

하게 된다. 그러나 보도  역시 dopa decarboxylase에 의하여 사되어지기 때문

에 보도 를 보호하기 하여 dopa decarboxylase inhibitor를 동시에 투여하게 되

며, 치료에 사용되어지는 약제 역시 복합제제로 구성되어있다. Levodopa를 투여함으

로써 킨슨병환자의 약 30%에서 bradykinesia (서동증) 를 나타내는 킨슨 증상을 

호 시키는 효능을 나타낸다. 그러나 Levodopa의 경우 식욕부진, 오심 구토 등의 소

화기계에서 부작용이 나타날 뿐만 아니라 심실성 기외수축 (ventricular 

extrasystole)  심방세동 (atrial fibrillation) 등 다양한 심부정맥 (cardiac 

arrhythmia) 가 나타날 수 있다. 뿐만 아니라 장기간 levodopa를 투여한 환자의 약 

80%는 근경련, 틱 상, 진  등과 같은 이상운동증과 우울증 불안, 흥분, 불면, 망상, 

환각증과 같은 정신이상 는 행동장애, 성격변화를 나타내기도 한다. 이러한 임상  

반응은 약물 투여기간이 길어질수록 흔히 나타나게 되기 때문에 이러한 약물치료 

한 제한되어 사용된다. 따라서 최근에는 킨슨병 치료제로써 뇌에 부족한 도 민

을 직 보충해 주는 L-dopa 제제 외에도 부족한 도 민을 신하여 도 민과 비슷

한 작용을 나타내기 한 도 민 수용체 작용제, L-dopa와 유사한 항콜린 제제, 엘

데 릴 (Eldepryl) 등이 개발되어져있지만, 이 한 다양한 부작용을 내포하고 있음

에 따라 그 사용이 매우 제한되어져 있는 실정이다. 외과 인 수술치료의 경우 부
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분 완치를 한 것보다는 환자의 증상을 호 시키기 하여 담창구나 시상을 괴하

거나 기 으로 자극하는 방법 등을 이용하여 매우 제한된 범  내에서 시행을 하

게 된다. 그러나 재까지 뚜렷한 임상  발병원인 등이 밝 져 있지 않기 때문에 

당한 운동과 제된 생활, 균형 있는 식사  휴식을 통하여 킨슨병을 방하는 

방법 최우선이라고 할 수 있다. 

  한편 허 는 동서양을 막론하고 고 로부터 다양한 질병을 치료하는데 사용되어진 

약용식물로써 다양한 생리활성  고유한 향기를 내포하고 있는 식물이다. 특히 우

울증, 불안감, 피로감  과도한 스트 스 등에 하여 이들의 고유한 향기가 피곤을 

풀어주며, 심신을 안정시켜 스트 스를 풀어주는 역할을 하고 있음은 일반 으로 알

려져 있다. 이러한 다양한 향기를 이용하여 방의학  자연치유 등에 응용한 것이 

바로 아로마 테라피 는 향기치료라고 한다. 특히 이러한 방향족 물질 즉 향기성분

은 인간의 호흡기를 통하여 뇌의 흑질부 의 도 민합성을 진시킴으로써 우울증, 

불안감, 피로도를 완화시켜주는 역할을 하는 것으로 사료되어진다. 뿐만 아니라 허

는 매우 높은 항산화효과, 항바이러스, 항박테리아, 항종양, 면역증강, 항암 등 매우 

다양한 생리활성효과들이 보고되어짐에 따라 이와 병행하여 많은 연구들이 진행되고 

있다. 그럼에도 불구하고 허 는 단순한 일차 인 재배에 의하여 상용으로 상업화

되어져 있거나, 허 티, 허 , 아로마 오일 등과 같은 형태로 산업화되어 매되어

지고 있는 실정이다. 따라서 허 의 다양한 생리활성이 과학 으로 분석되어지고 이

로부터 생리활성물질 분리  특성을 분석화하여 의료용 치료제 는 기능성 제제와 

같은 고부가가치 상품화가 실히 필요로 되어지고 있는 실정이다. 따라서 본 연구

에서는 허 의 고부가가치 상품화 개발을 한 기 단계로써 허 의 기능성분석  

기능성을 부여하는 차원으로 신경퇴행성 방을 한 허 를 선정하고 이에 한 분

자생물학  분석을 시도 하 다. 이와 더불어 신경퇴행성 방을 한 기능성시제품 

개발  이에 한 효능분석을 수행함으로써 고부가가치 신경퇴행성 방 기능성을 

부여한 시제품의 기술이 을 통한 허  재배 농가의 새로운 고부가가치 소득원 창출 

 소득 증진에 본 연구의 목표가 있다. 
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제 2  연구개발의 필요성

속한 노 령 인구의 증가  스트 스의 증가에 따라 신경퇴행성질환 환자의 

증  심 각한 사회 문제로 두 로 이에 한 치료제 개발 필요성 두

뚜 렷 한 치유방안이 개발되어지지 않 음 에 따라 방  차원 이 요함 .

부작용  신경퇴행성 방을 한 자연친화 이며  농가소득 증진을 한 

허 의 기능성분석을 통한 기능성부여 고부가가 소득원  창 출의 필요성 두  

  스트 스의 증가  노령인구의 증가 등에 따라 이로부터 유발되어지는 신경퇴행

성의 표 인 질병으로 1817년 James Parkinson에 의하여 보고되어진 킨슨병

(Parkinson's disease, PD)을 표 인 로 들 수 있다. 킨슨병 (PD)는 임상 으

로 신경퇴행성 질환으로 substantia nigra pars compacta (SNpc)에 분포되어있는 

dopaminergic (DAergic) cell body의 축에 의한 결과로 Lewy body가 형성되며, 

nigrostriatal system에서의 dopamine (DA) 손실에 의해 유발되어진다. 이러한 킨

슨병 발병률은 인구 100,000명 당 약 100 ~ 300명으로 추정되어질 뿐만 아니라 미국

에서는 체 사망자의 사망원인으로 분류되어지는 질병 에서 15 에 속하는 것으

로 발표되었다 (1, 2). 킨슨병은 노령인구와 한 련이 있으며, 60세 이상의 노

령층에서 가장 높은 발병률을 나타내는 것으로 보고되었다 (3). 임상  보고서  다

양한 실험동물 모델을 통하여 킨슨병의 환경  요인으로 살충제와 같은 환경  인

자와 직 인 킨슨병을 유발시키는 유  인자들이 밝 지고 있다 (4-11). 뿐만 

아니라 킨슨병은 노령인구에서 많이 발병되어지기 때문에 연구자들은 노화와 련

된 질병으로 간주되어지기도 한다 (12-17). 이러한 킨슨 증후군 (Parkinson's 

syndrome)이 이와 유사한 증상을 일으키는 질환을 가르켜 넓은 의미에서 사용되어

지는 용어이며, 특히 킨슨병은 만성 으로 아주 천천히 진행성을 나타내는 질병으

로 진행속도는 개인마다 다르게 나타난다. 뿐만 아니라 킨슨병 환자들은 비슷한 
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임상  증상을 나타내지만, 진행 도  개인마다 약간씩 다른 임상  특성을 나타내

기도 한다. 이러한 킨슨병의 일반 인 특성으로는 진  수 증, tremor of the 

hands), 서동증, 경직, 균형장애 등의 운동장애 상이 나타나게 되며, 빠른 속도로 진

행되어지는 경우 일상생활이 불가능할 정도의 장애를 일으키기도 한다. 이러한 킨

슨병은 뇌의 substantia nigra (흑색질) 부 에 분포하고 있는 신경세포가 퇴행되어

짐에 따라 유발되어지는 신경계 질환이다. 이러한 substantia nigra에는 dopamine 

(도 민)을 합성하는데 여하는 dopaminergic neuron이 분포되어있으며. 이들에 의

하여 dopamine의 합성이 정상 수  이하 (80% 이하)로 감소되어졌을 때 킨슨병의 

병변이 나타나게 된다. 

  이러한 킨슨병의 기 증상으로는 킨슨병환자마다 약간씩 다른 특성을 나타내

지만 보편 인 특성은 일상생활에서 평범하게 수행하 던 일에 한 속도와 정확성

일 떨어지는 것으로 해석되어지는 “ 신 쇠약감 ”과 이러한 증상이 몸의 한쪽에 국

한되어 있다는 특성을 나타낸다. 이러한 특성에 따라 다리를 끄는 기 증상 (진 ) 

한 동일한 몸의 한쪽에서 나타나게 된다. 이와 더불어 무표정, 음성변화, 걸음걸이

의 변화, 씨체의 변화 등이 수반되어 나타나게 되며, 킨슨병의 진행이 빠른 경

우, 침흘림, 신경과민, 우울증 등과 같은 증상이 나타나기도 한다. 기 증상의 킨

슨병에 의하여 신체에 균형의 문제와 같이 일상생활에 지장을 래할 정도의 증상이 

나타나는 경우 항 킨슨병 제제를 투약을 하여야 된다. 이후 진행되어지는 킨슨병

의 일차  증상들로는 신체의 한쪽에서 시작되어진 마비 는 진 이 시간이 경과함

에 따라 반 편 손에서도 동일한 증상이 나타나는 것으로 하체에서도 진 이 나타나

게 되며, 구강 는 하악이 떨리는 경우가 있으며, 심한 경우 머리나 목을 떠는 증상

이 나타나게 된다. 따라서 이러한 운동 진 은 일상생활에서 기능장애를를 유발하게 

되며, 더 나아가 환자들 스스로 느끼는 불편감 즉 내  진 이 진행되기도 한다. 동

시에 킨슨병 환자는 근육의 긴장도가 증가되는 “경직증”이 유발되어지게 되고, 얼

굴표정의 감소, 미세운동장애, 씨 쓰는 속도가 느려지거나 씨의 크기가 작아지는 

특성을 나타내는 “서동증” (느린 움직임)이 나타나게 된다. “ 보행 장애 ”의 경우 자
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연스러운 팔의 휘 음이 어드는 증상이 나타나게 되며, 보행속도가 느려지거나, 보

폭이 짧아지는 등의 종종 걸음 형태가 나타나게 되며, 이러한 보행 장애에 의하여 

킨슨병 환자들은 쓰러질 듯한 움직임을 나타내기도 한다. 경우에 따라 보행을 시

작하려 할 때 보행이 정지된 듯한 상태를 래하기도 한다. 따라서 지팡이나 워커 

등 균형을 유지하기 한 보조기구가 필요하게 된다. 특히 이러한 균형 장애와 자세

유지 장애는 진행된 킨슨병에서 나타나는 증상으로 환자들은 자신의 균형 감각이 

소실되었음을 인지하게 된다. 킨슨병의 이차 인 증상들은 매우 다양하게 나타나

게 된다. 특히 킨슨병 환자들은 언어  문제 유발되어져 병이 진행되면서 심하게 

말을 더듬게 되거나 음성의 톤이 낮아지는 등의 특성을 나타나게 된다. 경우에 따라

서는 “연하장애 ”를 유발하여 나 목의 근육을 사용함에 있어서 자유스러운 움직임

이 제한되어짐에 따라 음식물을 목 뒤로 넘겨 상부식도로 넘기는 작용이 지연되어 

목에 걸리는 상이 나타나게 되며, 동시에 입을 꼭 다물지 못하고 자주 침을 흘리

는 증상이 나타나게 된다. 이외에도 발목부종, 시각장애 체 감소  소화기계  비

뇨기계 이상, 성 불능, 기증 등이 나타나게 된다. 뿐만 아니라, 정신 행동  기분 

장애를 나타나게 되는데, 킨슨병 환자들의 약 50% 정도는 우울증과 불안감 등의 

증상, 는 수면장애를 유발하게 된다. 

  와 같이 킨슨병은 기 증상으로부터 병증이 진행되어진 이차증상까지 일반

으로 진 , 경직증, 서동증과 같인 일반 인 증상으로부터 매우 복합 인 증상을 유

발시키게 된다. 

  이러한 킨슨병은 진단이 매우 어려우며, 완 한 치유방법 한 개발되어 있지 

않기 때문에 약물  투약, 는 외과  수술을 통하여 련된 증상의 진행속도를 늦

추는 것으로 제한되어있다. 한편 이러한 킨슨병 증상을 완화시키기 한 다양한 

약물치료를 하여 개발되어진 표 인 치료제로는 도 민 (dopamine)의 구물질

인 L-dopa  이의 유사체 들이 개발되어져있으나 약물내성  다양한 부작용을 내

포하고 있음에 따라 만족할만한 치유효과를 나타내기에는 부족한 측면이 있다. 이외

에도 dopamine 달에 련된 의약제제 는 신경보호효과에 련된 의약제제들이 
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개발되어져있지만 앞서 언 한 바와 같이 증상의 진행속도를 늦추게 하는 역할에 제

한되어져 있다. 이외에도 외과 인 수술로는 시상 제술, 심부뇌자극술과 같은 요법

들이 개발되어졌으나, 이러한 방법들도 단순히 킨슨병의 진행속도를 늦추게 하거

나 일상생활에서의 행동제약을 개선하는데 제한되어있다. 최근에는 다양한 유 자 

치료 는 stem cell에 의한 치유법들이 개발되기는 하 지만, 재 임상  사용에 

있어서는 다양한 부작용을 내포하고 있는바 그 사용이 매우 엄격히 제한되어져 있는 

실정이다. 특히 킨슨병의 경우 유  소양에 의하여 질병이 유발되어지기도 하지

만 환경 인 향에 의하여 유발되어지기도 한다. 

  한편 HERB (허 )란 식물 에서도 식용, 미용, 약용, 방향제, 방충제, 방부제, 소

취제 등으로 사용되어 인간에게 이로움을 주는 녹색식물을 총칭하는 말로 Health 

(건강), Edible (식용), Refresh (상쾌함), Beauty (미용)의 복합어로 이르기도 한다. 

그러나 주로 허 는 향 , 약  등의 약용식물을 가리키는 말로 향신료로 요리에 사

용되어지거나 차로 잎을 달여 마시는 향료식물이나 약용식물을 나타내며, 사  의

미로는 기와 잎이 식용, 약용에 쓰이거나 향기나 향미가 이용되기도 하는 식물이

라고 정의 되어있다. 오늘날의 허 는 이용범   이용부 가 훨씬 증가되어, 향료, 

약용, 채소, 양념, 식품 보존제 혹은 첨가물 등으로 사용되어지기도 한다. 이러한 허

는 로부터 진통, 진정 등의 치료뿐만 아니라 방부나 살충을 한 약 로써 사용

되어져 왔다. 특히 우리나라에서는 미나리, 쑥갓, 마늘, , 생강, 고추 등의 향채소와 

창포, 쑥, 익모 , 결명자 등이 로부터 허 로 사용되어져왔다. 이러한 허 는 액

순환을 진시키거나 기분을 상쾌하게 하는 효과를 가지고 있기 때문에 향을 이용한 

aroma therapy (아로마테라피)를 통하여 스트 스 는 피곤할 때 사용되어지기도 

한다. 특히 허 의 경우 고 로부터 아로마테라피 (Aroma therapy)라고 하는 향기요

법에 이용되어지고 있으며, 이는 허 에서 즙을 내어 상처에 바르거나 원시 인 훈

증법으로 이용하 다. 이러한 역사  기록으로는 기원  4000년경 고  국의서에 

기록되어있을 뿐만 아니라 기원  3000년경 이집트에서에서는 시신의 방부처리, 미

용  의료목 으로 사용되었으며, 인도의 경우 가장 오래된 종교서  의 하나인 
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“리그베다”에도 약 700여종의 약용식물 즉 허 에 한 약리활성을 기록하 다. 이

후 아비체나라는 아랍인 의사에 의하여 라벤더, 캐모마일 등과 같은 약용식물로부터

의 증류법을 개발하여 이들의 생리활성을 보고하 고, Fredrich Hoffman에 의하여 

인 essential oil로 개발되어져 이에 한 연구가 시작되었다. "아로마테라피 

(Aroma therapy)"라는 용어는 1930년  가트포세에 의하여 명명되었으며, 화상 후 

라벤더 오일에 화상부 를 도포함으로써 통증과 흉터가 하게 억제되어짐을 확인

하 으며, 이후 다양한 aroma essential oil을 합성하여 이들에 한 효능을 분석한 

결과 항박테리아, 항균, 항바이러스, 등과 같은 살균  소독 작용과, 진정, 소염작용 

등이 밝 지게 되었다. 이러한 연구들을 석으로 하여 향기요법 는 향기치료라는 

아로마테라피가 정립되어지게 되었다. 이후 “모리”에 의하여 피부재생  노화방지

등이 밝 지게 되었으며, 에는 이를 이용한 자연친화  방의학으로써 자리매

김하게 되었다.  특히 킨슨병의 원인에 한 다양한 연구가 진행되어짐에 따라 이

들의 발병원인에 하여 수많은 연구결과들이 보고되어졌으며, 이를 이용한 기능성 

화장품  기능성 식품 첨가제 등의 개발이 가속화 되고 있다. 따라서 국내에서도 

이러한 다양한 허 의 기능성을 분석함으로써 일차재배에 의한 상품화를 탈피하여 

생명공학과 생명공학  분석에 의한 기능성을 부여한 새로운 고부가가 가치 상품을 

개발함으로써 국내 화훼 생산 농가의 새로운 고소득의 창출이 필요하리라 사료되어

진다. 특히 최근 미국과의 FTA, 유럽연합과의 FTA에 의하여 면 인 개방에 처

하기 하여 다양한 기능성을 포함하고 있는 허 는 새로운 고부가가치 농산물 자원

으로써의 개발이 실히 필요로 되어지고 있다. 허 의 경우는 일차 으로는 식용으

로 사용가능한 종이 매우 풍부하며, 이차 으로는 앞서 언 하 듯이 매우 다양한 

생리활성기능을 내포하고 있기에 생명공학 기술력을 겸비한 새로운 신상품의 개발이 

매우 용이한 장 을 가지고 있기 때문이다. 한편 다양한 허 들의 생리활성  두드

러지는 특성은 항산화효능을 가지고 있으며, 아로마테라피의 경우 기분을 밝게하거

나 안정시키는 등의 기능을 가지고 있는 것으로 보고되어졌다. 특히 항산화효능은 

체내 형성되어있는 라디칼이온 는 과산화수소화합물들을 제거함으로써 신경세포의 
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DNA를 보호하게 되며, 기분을 밝게하거나 안정시키는 등의 작용은 뇌의 도 민 합

성과 매우 한 상 계가 있음을 추정할 수 있다. 따라서 본 연구에서는 이러한 

허 의 생리활성을 신경퇴행성질환에 목하여 신경퇴행성억제  신경보호효능을 

분석함으로써 새로운 자연친화  신경보호기능성 시제품의 개발과 이에 한 분석을 

기 로 하여 허  재배 농가의 FTA에 처할 수 있는 고부가가치 생산품 개발에 

한 기 자료를 제공하고자 한다. 

제 3  연구개발 과제의 범

국내 재배 는 유통 인 허 류로부터 신경보호효능을 가지고 있는 허

의 선정  이에 한 분자생물학  분석

신경 양인자 (Neurotrophic factor) 유도발   도 민 생합성을 통한 

신경보호효능을 가지는 허 의 선정

허 로부터 신경보호효능 물질 분리  이에 한 신경보호효능(신경 양

인자 유도발   도 민 생합성) 분석

산화  스트 스에 의한 신경보호효능 분석  신경세포 사멸 억제 효능 

분석

신경퇴행성 방을 하여 허  향 기  이를 이용한 시제품에 의한 신경

보호효능 분석

1. 국내 재배 는 유통 인 허 류로부터 신경보호효능을 가지고 있는 허

   선정

  본 연구를 수행하기 하여 국내 재배  유통 인 다양한 허 류에 한 생리활

성을 다양한 문헌 조사  연구논문을 심으로 하여 신경퇴행성 억제에 여할 것

으로 추정되어지는 허 류를 조사하게 되고 이로부터 후보 허 를 선정하게 된다. 

우리가 주변에서 쉽게 할 수 있는 표 인 허 류로는 로즈마리, 몬밤, 오 가
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노, 세이지, 민트 등을 들 수 있으며, 본 연구를 수행하기 하여 다음과 같은 효능

을 확인하 다. 

로즈마리 (Rosemary, Rosmarinus officinalis) : 두통, 여드름 치료, 생리기능강화, 

집 력, 기억력 증진  치매 방 효과 등

페퍼민트 (Peppermint, Mentha piperita) : 히스테리, 항염, 진통, 발한, 졸음방지 

 구취제거 등 

타임 (Thyme, Thymus vulgaris) : 호흡기질환, 신경성질환(우울증), 빈 , 피로

회복, 강장효과 등

세이지(Sage, Salvia officinalis) : 두뇌, 근육발달 강화, 통증제거, 구취제거, 강장

작용, 당 강하(당뇨병에 효과) 등

몬버베나 (Lemon verbena, Aloysia triphylla) : 신장 기능 강화, 다이어트 효과, 

소화 진, 진정, 이뇨효과 등

몬그라스 (Lemongrass, Cymbopogon citratus) : 피로회복, 빈 개선, 소화기능 

강화 등

몬밤 (Lemon Balm, Melissa officinalis) : 소화, 식욕을 진시켜 식  식후의 

음료로도 격, 신경안정 효과 등

월계수 (Laurel, Laurus nobilis) : 신경통, 류마티스, 진통효과, 불면증 감소 등

오 가노 (Oregano, Origanum vulgare) : 살균, 진정, 거담(가래 제거), 최음, 소

화 진, 강장효과 등

로즈제라늄 (Rose geranium, Pelargonium rosium) : 동상, 스트 스 해소, 피부

염 등

보리지(Borage, Borago officinalis) : 강장제, 소화 진, 살균, 항균, 감기, 액정

화, 만성신장염, 류머티스, 조 증, 습진 등 

라벤더 (lavender,  Lavandula anguistifolia, Lavandula officnalis) : 우울증해소, 

불면증, 두통, 방부효과, 항염증, 여드름, 피부염, 습진, 피부감염 등
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스피어민트 (spearmint, Mentha spicata) : 진통, 소화불량, 멀미 등

애 민트 (Apple mint, Mentha sp.) : 살균, 소독 등

스테비아 (Stevia, Stevia rebaudiana) : 최면작용, 발한작용, 해열작용 등

히솝 (Hyssop, Hyssopus officinalis) : 식욕증진, 소화 진, 강장작용, 산화방지와 

살균작용 등

헬리오트로  (Heliotrope, Heliotropium sp.) : 긴장완화, 불면증 등

바질 (Basil, Ocimum basilicum) : 방 염, 안정, 이완 효과, 살균, 소독, 집 력 

증가, 호흡기계의 증상 완화 등

  이에 한 학술 인 생리활성은 다음과 같이 검증되었다. 가장 일반 으로 주변에

서 구입하거나 볼 수 있는 로즈마리 (Rosmarinus officinalis)의 약리활성은 매우 다

양하게 보고되어졌다. González-Trujano 등 (2007)에 의하면 설치류에 로즈마리 추

출물을 처리한 결과 무통증효과 (antinociceptive effect)가 나타남을 보고 하 으며 

(1), 한 Tahraoui 등 (2007)은 모로코에서 당뇨병증과 고 압증에 통 인 민방요

법으로 사용되어져왔음을 보고하 다 (2). 한편 로즈마리의 가장 두드러진 생리활성

은 항산화효과로 Tawaha 등 (2007) (3), Mata 등 (2007)(6), Mónica 등 (2007)(7), 

Yesil 등 (2007)(8) 에 의하여 보고되어졌을 뿐만 아니라, Okamura 등 (1994)(13)에 

의하여 로즈마리로부터 carnosol을 분리하 으며, Wei 등 (2006)(9) carnosol의 항산

화활성을 보고하 다. 한 분리된 carnosol은 Huang 등 (2005)(11)에 의하여 c-Jun 

 NF-κB를 통하여 metalloprotease-9 발 을 억제함으로써 B16/F10 mouse 

melanoma의 이 억제효과 뿐만 아니라 Amin 등 (2005)(10)은 로즈마리 추출물이 

간보호효과가 있음을 보고 하 다. 이외에도 Yesil 등 (2007)(14)은 로즈마리 메탄올

(methanol) 추출물  오일에 강력한 항박테리아효능이 있음을 보고하 으며, 

Weckesser 등 (2007)(4)은 박테리아  이스트 (yeast)에 강력한 성장억제효능을 나

타냄을 보고하 다. 몬밤 (Melissa officinalis)의 약리활성 에서 가장 주목받고 

있는 활성은 로즈마리와 같이 항산화활성이 보고되어져있다. Dastmalchi 등 
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(2007)(14)은 몬밤의 화학  조성과 더불어 in vitro에서의 항산화활성을 보고하

으며, Herodez 등 (2003)(20) 한 유기용매를 이용하여 몬밤의 잎으로부터 추출한 

추출물의 항산화활성에 하여 보고하 다. 특히 몬밤의 경우는 Herpes simplex 

virus에 한 항바이러스효과 (Allahverdiyev 등, 2004)(18), 간보호 효과 (Bolkent 

등, 2005)(16), 소화기 개선효과 (Sadraei 등, 2003)(19) 등이 보고되어졌다. 한 

Milos 등 (2000)(23)과 Chun 등 (2005)(22)은 오 가노 (Origanum vulgare)의 항산

화활성을 보고하 으며, 특히 Chun 등 (2005)(22)은 이러한 오 가노의 항산화활성

에 의하여 헬리코박터 (Helicobacter pylori)에 한 항박테리아 활성을 보고하 다. 

Goun 등 (2002)는 오 가노 추출물로부터 antithrombin활성을 보고하 으며, 이러한 

antithrombin활성은 체내 형성되어질 수 있는 형성을 억제시킴으로써 액순환

을 진하는 역할을 하게 된다. 로즈제라늄 (Pelargonium rosium)은 가장 두드러진 

생리활성 한 항산화활성으로 Tepe 등 (2006)(27)에 의하여 보고되어졌으며, 

Mativandlela 등 (2006)(26)은 로즈제라늄추출물에 의한 항박테리아, 항진균효과 등을 

보고하 다. 한 Schulz (2007)(25)는 로즈제라늄 추출물이 성기 지염 환자에게 

효과가 있음을 보고하 을뿐만 아니라, Wittschier 등 (2007)(23)는 로즈제라늄 추출

물이 인간의 내에 서식하는 헬리코박터 (Helicobacter pylori)의 내 부착을 억제

함을 보고하 다. 세이지(Salvia officinalis)는 로즈마리와 더불어 가장 리 잘 알려

진 허  의 하나로 매우 다양한 생리활성을 나타내고 있다. 그러나 세이지 한 

다양한 생리활성  가장 두드러진 생리활성은 항산화활성을 알려져 있다. 

Grzegorczyk 등 (2007)(29), Paula 등 (2003, 2002)(36, 37), Lu 등 (2001)(38, 39) 모

두 세이지로부터 항산화활성에 하여 보고하 으며, 특히 Lima 등 (2007)은 세이지 

물추출물  메탄올 추출물이 산화  손상으로 부터 간암세포주를 보호한다고 보고

하 으며, Amin 등 (2005) 한 azathioprine-induced toxicity에 하여 간세포를 보

호한다고 보고하 다. 뿐만 아니라 세이지 추출물은 UV에 의하여 유발되어지는 돌

연변이를 억제시키며 (Filipic 등 1997; Vukovi -Ga i  등 2006), Tada 등 (1994)(44) 

항바이러스 효능을 보고하 다. 한편 세이지로부터 Okamura 등 (1994)  Lu 등 
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(1999)은 carnosol  carnosic acid, Sagecoumarin 등과 같은 유용 항산화물질을 분

리하여 보고하 으며, Bailly 등 (2005)(32)은 HIV-1 integrase를 세이지로부터 분리

하여 보고하 다. 한편  Carnat 등 (1999)(48)은 몬버베나 (Aloysia triphylla)의 항

산화활성  향기치료에 하여 보고하 으며, Duarte 등 (2005)(47)은 여성의 자궁

질염을 일으키는 Candida에 한 항생효과를 보고하 다. Zamorano-Ponce 등 

(2004, 2006)(45,46)은 유해물질로부터 DNA손상을 억제시킨다고 보고하 다. 이와 같

이 다양한 허 들은 매우 다양한 생리활성효과를 나타내고 있으며, 이들의 표 인 

특성은 항산화효과임을 언 하 다. 따라서 본 연구에는 다양한 생리활성을 가진 허

류 에서도 항산화활성이 강력하고 이로부터 신경보호효능을 나타내는 허 를 선

정하여 본 연구의 신경퇴행성 방 시제품을 제조하는데 사용하게 되었다.

 

2. 신경세포보호효능 분석을 한 신경 양인자 유도발   도 민 생합성 련 

유 자의 유도발 분석

  앞서 언 한 바와 같이 도 민의 감소는 킨슨병의 유발원인일 뿐만 아니라 신경

세포의 생존에 있어서도 매우 요한 역할을 하고 있다. 특히 도 민의 합성은 

L-tyrosine을 L-dopa로 환되어지고 L-dopa는 dopamine으로 환되어진다. 이들의 

각각 환과정에는 각각의 환효소가 련되어져있으며, 특히 L-tyrosine에서 

L-dopa로 환시키는데 여하는 tyrosine hydroxylase에 하여 많은 연구가 진행

되어졌다. tyrosine hydroxylase는 도 민 생합성 련 신경에 포함되어있는 catechol 

합성의 첫 번째 효소로 rate-limiting 효소로 알려져 있다. 이러한 tyrosine 

hydroxylase는 포유동물의 추신경계에서 hypothalamus, midbrain, brainstem, 

olfactory bulb 등의 특정부 에서만 제한 으로 발 되어지기 때문에 높은 조직특이

성을 나타낸다. 특히 도 민신경세포의 분화가 히 일어나지 못하거나, 여러 원인

으로 인한 뇌 도 민신경세포의 사멸 후의 재생과정에서의 한 tyrosine 

hydroxylase 유 자의 발  조 이 일어나지 않는 것이 킨슨병의 병리  원인으로 

밝 지게 됨에 따라 이러한 유 자의 유도발 이 킨슨병의 방 는 치유에 있어
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서 매우 요한 역할을 할 것으로 추정된다.

  한편 신경 양인자는 신경세포의 성장과 분화에 있어서 매우 요한 역할을 하고 

있다고 보고되었다. 특히 킨슨병과 련하여 BDNF (Brain derived neurotrophic 

factor), GDNF (Gila cell line derived neurotrophic factor) 등이 도 민 생합성 신경

에 련되어있다.  

  따라서 본 연구에서는 신경세포  실험동물을 이용하여 mRNA level  단백질 

수 에서의 유도발 을 분석하게 되며, immunohistochemistry를 이용하여 조직 내에

서의 발 을 분석하게 된다.

3. 산화  스트 스로부터 신경세포보호 효능 분석

  킨슨병 발병원인으로 주목받고 있는 것은 체내에서 생성된 라디칼이온 는 과

산화수소(hydrogen peroxide)에 의하여 dopaminergic neuron의 mitochondria 자

달계의 complex I 을 공격함으로써 에 지 사에 이상이 발생함으로써 도 민 합성

에 련된 신경세포의 축이 보고되었다. 이러한 라디칼이온 는 과산화수소의 체

내 생성은 지속 인 스트 스에 의하여 생성되어지게 되며, 뿐만 아니라 다양한 살

충제, 농약, 등 유기화학물질에 의한 노출에 의하여 치명 인 라디칼 이온 는 과산

화수소가 체내에서 발생되어지게 되며, 이러한 이유로 인하여 후천 인 신경퇴행성

이 일어나는 것으로 많은 연구를 통하여 보고되어지고 있다. 따라서 본 연구에서는 

다양한 약리활성  생리활성을 가지고 있는 허  특히 허 의 항산화효능에 의한 

뇌 라디칼 이온  과산화수소에 의한 신경퇴행성 억제  신경보호효과를 분석하

고자 하 다. 이와 뜻을 같이하여 속한 공업화 사회로 변모되어짐에 따라 증가되

어지는 환경공해는 이러한 킨슨병의 유발에 있어 매우 요한 역할을 하고 있을뿐

만 아니라 스트 스에 의하여 뇌에서 형성되어지는 라디칼이온들에 의하여 뇌 신경

세포의 에 지원을 생산하는 미토콘드리아 (mitochondria) 자 달계 복합체 I 이 

망가짐으로써 에 지 생산에 이상이 발생함으로써 도 민 합성에 련된 신경세포의 

축이 되어진다고 보고하 다. 따라서 본 연구에서는 다양한 허  추출물  이로
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부터 분리되어진 물질들의 항산화효능을 분석함으로써 체내에 형성된 뇌 라디칼 

이온  과산화수소를 제거하는 매카니즘에 따라 신경세포의 미토콘드리아 DNA의 

손상을 억제시킴으로써 효능을 분석하고자 하 다. 이러한 라디칼이온  과산화수

소에 의한 신경세포의 미토콘드리아 DNA 손상은 in vitro에서는 Ca
2+

을 처리하게 

됨으로써 tetrahydrobiopterin (BH4)가 유도되어지고 in vivo에서는 지속 인 스트

스에 의하여 과도한 BH4의 유도는 산화  스트 스를 유발시키게 된다. 특히 BH4

의 경우 도 민 생합성 경로에서 tyrosine hydroxylase의 합성에 있어서 매우 요

한 인자로 작용하게 되지만 이러한 BH4의 과도한 발 은 산화  스트 스를 유발시

킴으로써 미토콘드리아 DNA를 손상시키게 된다. 뿐만 아니라 substantia nigra에 존

재하는 면역에 련된 세포 (macrophage-like immune cell 등) 한 이들의 생존 수

단으로써 BH4를 사용하고 있기 때문에 substatia nigra에 분포되어있는 도 민 생합

성에 련된 신경세포들은 고농도의 BH4에 노출되어져있으며, 이러한 이유로 신경

퇴행성이 유발되어지는 것으로 추정하고 있다. 따라서 본 연구에서는 BH4  hydro 

peroxide를 처리함으로써 유발되어지는 미토콘드리아 DNA 손상을 허  추출물을 

처리함으로써 억제되어지는 신경보호효과를 분석하 다.  

4. 신경세포 사멸

  킨슨병과 같은 신경퇴행성 질환은 신경세포사멸에 의하여 신경세포 손상과 소실

이 이루이제 된다. 이에 따라 뇌의 substantia nigra에 분포되어있는 도 민 생합

성 련 신경세포들이 선택 으로 소멸되어짐으로써, 운동기능조 에 여하는 기

핵의 기능이상을 래하여 운동기능장애가 유발되어지게 되고 이에 따라 킨슨병 

환자들ㄹ은 운동기능 장애를 앓게 되는 것이다. 불행하게도 한번 사멸되어진 세포는 

재생이 불가능하기 때문에 이러한 신경세포들을 재생시키기 한 stem cell 연구도 

활발하게 진행되어지고 있기는 하지만 아직은 매우 보 인 단계이며, 아직까지 안

성이 보장되어있지 않기 때문에 사용에는 매우 제한되어져 있다. 따라서 신경세포

의 apoptosis 경로를 분석함으로써 킨슨병의 병변 원인  이를 방하기 한 많
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은 연구가 진행되고 있다. 이러한 신경세포에서의 apoptosis는 caspase라는 단백질들

의 순차 인 활성화에 의하여 이루어지게 되며, 이러한 caspase의 활성화는 

apoptosome을 활성화시킴으로써 세포사멸을 래하게 된다. 따라서 국내에 자생 

는 재배되어지고 있는 허 류의 추출물을 신경세포에 처리함으로써 세포사멸기작을 

억제시키는 효능을 분석함으로써 신경세포의 apoptosis 측면을 분석함으로써 신경세

포의 퇴행성을 억제시키는 메카니즘을 분석하게 된다. 따라서 허 추출물에 한 신

경세포의 viability를 분석하게 되며, apoptosis를 유발시키는 rotenone을 처리하여 

apoptosis의 요한 mediator인 caspase-3, caspase-8, caspase-9 등을 발 유무를 

비교분석함으로써 결과를 유추하게 된다.

5. 후보 허 류로부터 생리활성 물질분리

  후보 허 류로부터 신경퇴행성 방을 한 물질을 분리하기 하여 다양한 유기

용매를 이용하여 분획을 분리시킨 후 HPLC를 수행함으로써 생리활성물질을 분리하

게 된다. 분리된 생리활성물질은 항산화활성  신경 양인자 발 유도, 도 민 련 

유 자의 발 유도를 단백질  mRNA 수 에서 분석하게 되고, 이에 한 활성을 

분석하게 된다. 

  특히 본 연구에서는 항산화활성을 나타내는 다양한 물질 carnosol  carnosic 

acid 등과 같은 물질들  이외의 기능성물질을 분리함으로써 신경보호효과 등을 분

석하게 된다.

6. 신경퇴행성 방 기능성 시제품 개발  이에 한 효능분석

  기능성 시제품을 개발하여 이에 한 효능을 분석하고 특히 조직 내에서 직  발

유무를 확인함으로써 효능에 한 정확한 결과를 유추하고자한다. 
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제 2 장  국내외 기술개발 황

  

제 1  킨슨병 치료에 한 국내외 기술개발 황

1. Monoamine oxidase-B inhibitor

  Monoamine oxidase는 dopamine, norephineprine, serotonine, β-phenylethylamine 

등과 같은 monoamine 신경 달물질을 deamination 시키는 작용을 하며 MAO-A와 

MAO-B 두가지 타입이 존재한다. MAO-A는 serotonin을 우선 으로 deamination 

시키며 clorgiline과 같은 억제제에 반응을 한다. MAO-B는 β-phenylethylamine 을 

주로 deamination 시키고 selegiline과 rasagiline 같은 억제제에 반을 한다. MAO-A 

inhibitor는 우울증과 킨슨병에 효과가 잇는 반면 MAO-B inhibitor는 킨슨병에

만 선택 으로 효과를 나타낸다. MAO-B는 뇌에서 MAO 활성의 약 80%를 차지하

고 있으며 Striatum에 존재하는 주된 효소이다.

2. Selegiline (Deprenyl)

  Selegiline (phenyl-isopropyl-methyl-propargy-lamine) 은 비가역 으로 MAO-B

를 억제하며 MAO-B의 (-) isomer 가 (+) isomer보다 효과가 더 우수하다. 약한 정

도의 항 킨슨 효과를 나타내며 levodopa투여량을 약 30% 여주는 효과를 가지고 

있다. 운동 불능 상을 나타내는 환자와 wearing off 상을 나타내는 환자에게 가

장 효과가 좋다. 7년 동안 임상 실험한 결과를 토 로 selegiline의 치료효과가 처음

으로 보고되었다. Selegiline의 신경계퇴행성질환에 해 용되는 것은 5가지 기작들 

때문에 인정받고 있다. 첫째로 selegiline은 추신경계에서 MAO-B를 억제하여 

dopamine과 같은 biogenic amine의 정상 인 사과정에서 일어나는 free radical의 

형성을 감소시킨다는 것이다. 둘째로 striatum 와 뇌의 다른 부 에서 catalase와 

SOD 활성을 증가시켜 free radical을 제거하는 능력을 증진시킬 수 있다는 것이다. 



27

셋째로 MAO-B를 억제하며 environmental pretoxin의 활성화를 억제할 수 있다는 

것이다. 넷째로 신경말단에서의 재흡수를 억제함으로써 selegiline과 그 사물은 내

인성 신경독소의 흡수를 막아  수 있다는 것이다. 다섯째로 rasailine과 유사하게 

MAO-B 활성억제와는 계없는 antiapoptotic 분자, neurotropic 요소의 발 과 미토

콘드리아 막 유지등과 련된 기 에 의해 뇌신경보호와 뇌세포가소성을 유도한

다는 것이다.

  apoptosis를 억제하며 Bcl-2와 Bcl-xL등과 같은 antiapoptotic 단백질 합성을 증가

시키고 apoptotic 단백질인 Bax의 합성을 감소시킨다. 한 NGF, BDNF, GDNF 등

과 같은 내인성 neurotrophic factor들을 증진시키는 효과를 나타냈다. 

Selegiline 을 투여한 환자에서 levodopa 를 이용한 치료단계가 늦게 나타나거나 병

의 악화가 투여하지 않은 환자에 비하여 병의 악화가 약하게 되었지만 아직은 

Selegiline의 치료효과에 해서는 아직 신뢰할만한 수 은 아니다.

3. Rasailine

  Rasagiline은 selgiline과 구조가 유사하며 MAO-B에 선택 인 비가역억제제이다. 

in vitro studies에서는 Selegiline 보다 MAO-B 억제 효과와 치료효과가 10배 더 크

게 나타났다.

  Rasailine 은 미토콘드리아 막 를 안정화시키며 Caspase-3 와 DNA 

fragmentaion 을 완 히 억제하고 핵 내로 proapoptotic glyceraldehydes-3- 

phosphatae degydrgenase (GADPH)의 이동을 막아주어 세포의 apoptosis를 억제한

다. Rasagiline의 S-isomer 역시 유사한 효과를 나타낸다. 이들은 B치-2와 Cu/Zn 

SOD1의 감소를 막아주고 장기간 투여하면 SOD와 Catalase 활성을 증가시켜 free 

radical에 의한 oxidative stress를 감소시킨다. Rasailine은 Selegiline과는 다르게 

amphetamine moiety로부터 유도되거나 amphetamine으로 사되지 않기 때문에 

anti-apoptotic effect를 방해 받지 않는다.
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4. Dopamine reseptor agonists

  Dopamine reseptor agonists는 striatum의 도 민 수용체들에 직  작용을 한다. 

Levodopa 와는 다르게 Dopamine reseptor agonists는 산화성 사과정이 필요 없어 

세포에 독성을 나타내는 free radical 사산물들을 생성하지 않는다. Substantia 

nigra의 도 민 신경세포에서 일어나는 철에 의한 oxidative stress 가 킨슨병의 

발병에 요한 역할을 한다고 알려져 있다. 동물과 인체를 이용한 실험에서 

Substantia nigra의 신경보호효과는 free radical 제거작용, Fe
2+

 chelator 작용, 

dopamine 이화작용, 그리고 anti-apoptotic gene 와 neurotrophic factror 발  증진

작용 등에 의한 것으로 상되고 있다. 

5. animal studies

  Dopamine reseptor agonists  하나인 pramipexole을 하루에 두 번 1 ㎎/㎏ 으로 

경구 투여 한 결과 뇌허헐 gerbil 는 methamthetamine 모델에서 tyrosine 

hydroxylase-positive 신경세포들의 손상을 억제하는 효과가 나타났으며 

bromocriptine 과 R-apomorphine 역시 도 민 신경계의 손상을 억제하는 효과가 있

다는 것이 확인되었다.

  Ropinirole과 pramipexole은 6-OHDA 는 MPTP 에 의한 선조체의 도 민감소, 

도 민 신경세포 손상, lipid peroxidation 등을 억제하는 효과를 가지고 있다. 

Pramipexole 은 도 민 수용체 자극 효과뿐만 아니라 free radical을 생성을 억제하

는 효과도 가지고 있다.

  MPTP에 의한 신경퇴화모델을 통하여 nigrostriatal pathway에서 일어나는 유 자

의 변화를 cDNA araay를 통해서 측정한 결과를 통해서 oxidative stress, 염증반응

과 련된 IL-1, IL-6, TNF-α와 보호작용을 하는 IL-10, NOS, transferrin 수용체, 

세포체, GDNF와 같은 neurotrophic factor, 세포주기 조 인자등과 같이 련이 있

는 유 자들이 향을 받는다는 것이 밝 졌다.

  도 민 수용체 효 작용이 없는 Apomorphine의 S-enatiomer는 하루 1 1 ㎎/㎏의 
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용량을 투여할 경우 도 민 결핍을 막아주는 효과를 나타낸다. R-, S-enantiomer 모

두 substantia nigra에서 TNF-α에 의해 유도되어지는 GDNF, MPTP에 의한 cyclin 

B2 mRNA 등의 증가를 억제한다.

6. In vitro studies 

  세포주 는 primary cell culture를 이용한 연구는 Dopamine reseptor agonists들

의 직 인 효과를 알게 해 다. rat의 배양한 뇌세포를 이용한 실험을 통해서 

bromocriptine은 루타메이트 는 levodopa에 의한 신경독성을 억제한다는 것을 

보여주었다. Pramipexole의 도 민 신경세포주를 이용한 연구를 통해서 도 민 신경

세포의 독성억제효과가 밝 졌다. Dopamine reseptor agonists들은 항산화효과와 도

민 수용체 활성화와 같은 기 을 통하여 뇌세포 보호효과를 나타낸다는 다양한 증

거들이 있다. R-apomorphine 역시 6-OHDA나 과산화수소에 의한 신경세포독성을 

억제하는 효과를 나타내었다. 

  Bcl-2 나 Bcl-xL 과 같은 apoptosis와 련된 단백질의 발 을 억제하고 

cytochrome C 의 유리를 억제하는 Pramipexole의 anti-apoptotic effect도 밝 졌으

며 R-apomorphine 한 유사한 효과를 가지고 있다는 것이 밝 졌다. 그러나 이와 

같은 치료제들이 사용되기 해서는 아직 더 많은 임상실험을 통한 검증이 필요하

다.

7. Pramipexole 의 임상치료효과

  임상 실험을 통해 확인된 도 민 신경세포에 한 보호효과를 기반으로 하여 

levodopa와 pramipexole에 한 임상실험을 통해서 levodopa 투여군에서는 매년 약 

5.2%씩 도 민 흡수의 감소가 나타났지만 pramopoxole 투여군에서는 그 감소정도가 

levodopa 투여군에 비하여 더 게 나타났다. 비록 연구기간이 짧고 연구 상으로 

한 환자수가 기도 했지만 일부 환자는 더 악화되었다는 보고도 있었다. 그러나 이

는 pramipexole이 도 민성 신경세포의 퇴행을 막아  수 있는 효능을 가진다는 것
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을 보여주는 하나의 증거이다. D2 agonists  하나인 ropinirole로 치료를 시작하

을 때 levodopa보다 킨슨병 환자의 striatum 에서 fluorodopa의 흡수가 더 느리게 

일어난다는 것이 보고 되었다.

8. NMDA receptor antagonists

  기 핵 부 에서 루타민성 과 도 민성 경로 사이에는 서로 수많은 상호작용을 

하고 있다. 도 민이 억제성 입력을 하는 신경세포에 corticostriatal glutamatergic 

neurons 으로부터 흥분성 입력이 들어온다. 킨슨병의 경축증상은 anterior 

strratum 에 있는 NMDA receptor의 활성화에 의해 는 subthalamic nucleus, 

globus pallidus, substantia nigra pars reticulate에 있는 non-NMDA receptor가 활

성화 된 후에 발생한다. 그러므로 striatum 이나 globus palidus 의 간부분에서 

glutamatergic transmission을 억제하는 약물요법으로 킨슨병 증상을 완화시킬 수 

있다.

  NMDA 수용체에 의해 매개되는 glutamatergic transmission 이 과도하게 일어나

며 흥분독성을 일으켜 신경세포가 죽게되므로 NMDA receptor antagonists들이 흥

분독성에 한 보호작용을 한다.

킨슨병 환자의 substantia nigra부 에서 반응성 microglia의 증식과 inflammatory 

cytokines 들의 증가와 같은 염증반응이 확인되었다. 이들은 prostaglandin과 같은 

다른 염증매개체들의 생성을 자극하게 되고 이들은 astrocyte 로부터 glutamate 유

리를 증가시키게 된다. 이런 과정에서 NMDA receptor의 과흥분이 생길 수 있고 이

는 신경세포사멸로 이어질 수 있으므로 NMDA receptor antagonists는 신경세포보

호효과를 나타낼 수 있을 것이다.

9. Amantadine

  항바이러스제인 amantadine은 우연히 킨슨병 치료효과가 발견된 삼환계아민이

다. 이 약물의 작용기 은 불확실하나 항콜린효과 뿐만 도 민 유리와 도 민 재흡
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수 억제효과 등이 알려져 있다. 한 postsynapse 수용체의 기능변화와 NMDA 수용

체 길항효과 등도 알려져 있다. 망막의 ganglian 세포가 죽는 것과 NMDA 신경독성

을 막아주는 효과도 있다.

  임상 으로 이 약물은 levodopa 합병증 억제효과와 운동 불능, 경직, 경련증상 완

화 효과가 일부 있는 것으로 보고되고 있다.

  Amatadine 는 levodopa 의 효과에 비해 우수하지는 않지만 유럽에서는 운동이 불

가능한 환자의 치료제로 계속 사용하고 있고 환자의 생존율을 높여주는 효과등이 있

다고 보고되고 있다. 그러나 아직 이 약물의 도 민성 신경세포에 한 보호 효과를 

인정하기에는 아직 성 하며 임상실험을 통한 Amatadine의 효능에 한 검증이 더 

필요하다.

10. Memantine

  비경쟁  NMDA receptor antagonists  하나인 memantine 은 산소결핍으로 인

한 신경세포손상에 한 보호효과가 처음 밝 진 이후 glutamate나 NMDA의 흥분

독성을 완화시키는 효과도 확인되었다. 생체모델에서  hippocampus 의 신경세포손상

을 억제하여주며 허 성 뇌손상도 억제한다는 것이 보고되었다. 한 뇌에서 BDNF 

발 을 증가시키기 때문에 이를 바탕으로 하여 뇌의 신경세포에 한 보호 효과를 

나타낸다는 주장도 제기 되고 있다.

11. Riluzole

  Riluzole은 antiglutamatergic 특성이 있는 sodium channel antagonists이다. 세포

주를 이용한 연구에서 MPP+에 의한 신경세포 독성을 억제하는 효과를 나타냈다. 

한 levodopa와 6-OHDA 에 의한 oxidative stress와 Fe3+ 와 levodopa에 의한 lipid 

peroxidation을 억제하 다. 동물실험을 통해서는 MPTP에 의한 도 민성 뇌세포 손

상을 억제하고 운동기능이상과 다른 신경학 인 행동능력이상을 개선시키는 효과를 

나타났지만 아직 임상실험에서는 증상개선 효과가 뚜렷하게 나타나지 않았다. 그러
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나 재 부작용이 없는 비특이 인 NMDA receptor antagonists도 없을 뿐만 아니

라 임상실험에서의 효과가 나타나지 않았기 때문에 앞으로 이를 사용할 가능성은 낮

다.

12. Iron chelator

  킨슨병과 다른 신경퇴행성질환들의 발병 원인  하나가 퇴행하고 있는 신경세

포에 철이 축 된다는 것이다. 킨슨병 환자의 substantia nigra 부 에 철이 축

되어있었고 microglia, astrocytes, ologodendtrocytes 에 철이 축 되어 있는 것이 발

견되었다. 그리고 α-synuyclein, ubiquitin, TH가 존재하는 lewy bodies 주변에서도 

철의 축 이 나타났다.

  신경세포 퇴화와 단백질 응집과 한 련이 있을 것이라는 주장이 계속되고 있

는데 이런 응집과정에 철이 요한 역할을 한다는 근거들이 다양한 in vitro 연구를 

통하여 제시되고 있다. MPTP 나 6-OHDA 를 투여 동물실험모델에서 iron chelator 

인 deferoxamine, apomorphine, epogallicatechin- 3-gallate 들이 뇌 보호효과가 있다

는 것이 밝 졌다.

  임상 으로 이와 같은 chelator들이 효과가 있다는 직 인 보고는 없지만 신경학

인 이상증상과 lipid peroxidation 의 진행을 일부 막아 다는 보고는 있었다. 

chelator를 치료제로 이용하기 해서는 뇌 장벽 통과가 잘되고 추신경계에 선

택 으로 작용하는 효과가 우수한 새로운 후보물질을 찾아야 할 것이다.

13. 식품 항산화제 

가. Tocopherol (vitamin E)

  free radical을 제거하는 가장 요한 항산화제는 tocopherol (α-tocopherol, 

vitamin E) 과 ascorbic acid (vitamin C) 이다. 이들의 주된 역할은 생체막의 

phospholipids 에 있는 polyunsaturated fatty acids 를 보호하는 것이다. 토코페롤은 
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β-amyloid protein, H2O2, 루타메이트 등에 의해 생성된 활성산소에 의한 

oxidative stress를 억제하는 항산화제이다. 1987년 임상실험에서는 킨슨병 치료에 

한 항산화제의 효과를 밝히는 것이 실패하 다. 그 이유는 투여용량이 낮았거나 

투여기간이 짧아서 효과가 없었을 것으로 추측되고 있다. 알츠하이머병에서는 토코

페롤의 효과가 일부 나타났었는데 이는 용량이 킨슨 환자에게 투여된 용량보다 4

배정도 높았기 때문일 것으로 상되고 있다.

나. Flavonids 와 Polyphenols

  Flavonoids는 차, 포도주 등과 식물의 열매, 야채 들어있는 polyphenols의 한 종

류이다. 이들은 자연에서 얻어지는 항산화제이기 때문에 oxidative stress 가 련된 

심 계 질환이나 간질환, 암, 퇴행성 신경계 질환 등의 치료제로서 각 을 받고 있

다. Flavonoids epicatechin과 은행잎 추출물 등의 항산화효과가 다양한 in vitro 

model 실험에서 밝 졌으며 블루베리와 딸기도 동물모델에서 노화에 의한 인지기능 

손상이나 행동이상을 억제하여 주는 효과를 나타냈다. 한 최근 임상실험을 통해서 

은행잎 추출물이 알츠하이머치매의 치료에 효과가 있다는 것이 밝 졌다.

14. 비스테로이드성항염증제(NSAIDs): Cyclo-Oxygenase inhibitor

  킨슨병 환자의 실험동물모델의 뇌에서 다양한 염증반응이 찰되었다. 이를 통

해서 항염증제 역시 치료제로 이용할 수 있다는 가능성을 가지게 되었다. 

Cyclo-oxygenase 효소인 COX-1과 COX-2 COX-2의 발 이 증가되면 특히 염증반

응을 증가시켜서 병을 일으키는 역할을 할 수 있으므로 COX-2의 활성을 억제하는 

것이 치료에 효과 일 것이다.

  COX-1/COX-2 를 모두 억제하는 아스피린과 COX-2의 선택억제제인 meloxicam

이 MPTP 동물모델에서 일부 도 민 결핍과 신경세포 손상을 억제하는 효과를 나타

낸다는 보고가 있기도 했지만 효과가 없다는 보고도 있었다. 게다가 다른 

COX-1/COX-2 억제제들인 paracetamal, diclofenac, indomethacin, ibuprofen은 
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MPTP 독성에 한 보호 효과가 없었다. 도 민 신경세포를 이용한 실험에서는 

glutamate 흥분독성을 아스피린과 ibuprofen이 억제하는 효과를 나타냈다. NAIDs는 

통증과 염증치료에 범 하게 이용되고 있지만 장 에 한 안 성이 확보되어 

있지 않고 아직까지 장기간 임상실험을 한 가 없어 킨슨병 치료제로 이용하기 

해서는 아직 더 많은 연구가 필요하다.

15. neuronal nicotinic acetylcholine receptor agonist

  추신경계의 nicotinic receptor의 구조는 근신경 합부 의 nicotinic receptor 와

는 구조 으로나 기능 으로 많은 차이 을 가지고 있다. 주된 기능은 정확하게 알

려져 있지 않지만 acetylcholine, dopamine, 그리고 다른 amine류들의 유리와 련이 

있다. 특히 노화와 함께 이 receptor의 수는 감소하지만 친화성은 변하지 않는다. 콜

린성 신경계의 변화는 킨슨 환자의 뇌에서도 나타나지만 특히 알츠하이머 환자에

게서 뇌 손상이 많이 나타난다. 킨슨병에서 나타나는 뇌피질의 콜린성 신경계 

손상의 특징은 basal forebrain nuclei 손상과 외피질로 가는 다른 콜린성 신경계의 

투사와 련이 있다.

16. Neurotrophic factor

  킨슨병 동물모델을 이용하여 가장 많이 연구된 neurotrophic factor 인 GDNF는 

substantia nigra의 신경 세포 퇴화를 억제하고 striatum의 TH-positive cell을 증가

시켜주는 효과를 나타내었다. 그러나 환자의 뇌실내로 직  투여하면 효능이 없어지

고 부작용만 심각하게 나타났다. 하지만 최근 임상실험에서는 5 명의 환자의 

putamen에 직  주입하 더니 1 년 후에 증상이 개선되고 18 개월 후에는 striatum

의 도 민 농도가 유지되었다는 보고가 있었다. 
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제 2  허 로부터 유용추출물 분리  이를 이용한 신경

보호효능 분석 황

1. 허 의 항생제 효과

  최근 웰빙 (well-being)이 생활모토의 심으로 떠오르면서 고부가가치 친환경 농

축산물에 한 심이 증 되어지고 있는 실정이다. 한 소비자들의 가치기  한 

가격보다는 품질이 우선이라는 인식의 환에 따라 농축산물의 생산과정에서의 식품 

안 성이 농축산물 생산의 우선순 로 떠오르게 되었다. 이러한 생산과정 에서도 

농축산물의 항생물질 사용은 식품생산차원에서 뿐만 아니라 사회  문제로 두되어

지고 있는 실정이다. 특히 tetracyclin 는 penicillin과 같은 항생제의 경우 가축질병 

방과 성장 진 등을 하여 사료에 첨가되어져 사용되었으며, 이러한 항생제의 사

용에 따라 항생제 항성병원균의 증가를 래하 으며, 동물과 인간의 교차 이 등

의 문제가 발생되어 다양한 규제조건 등이 개발되어져 항생제 사용에 한 제한 사

항을 두기에 이르 다. 이러한 항생제 체제로 침을 이용하여 돼지 는 소에 

한 면역력을 증가시키거나, 천연식물 는 한약제들을 이용하여 면역력을 증가시키

는 방법들이 강구되어지고 있다. 특히 이러한 천연식물 는 한약제의 경우 phenolic 

compound, alkaloid, flavonid, saponin 등 천연 항생기능 화합물을 함유하고 있기 때

문으로 추정되어진다. 따라서 이러한 허 류의 특성을 이용하여 허 추출물  효소

제를 복합 처리하여 농축산물에 한 항생제 체 물질로서 Kang 등 (2007)년에 의

하여 보고되어졌다. 

2. 허 의 항산화효과

  특히 약용식물의 phenolic compound는 항산화 항염증 활성을 가지고 있으며, 이러

한 특성에 의하여 항암효능을 가지고 있는 것으로 많은 연구에서 입증되었다. 특히 

이러한 약용식물들은 잠재 이 항암성, 항돌연변이 활성을 가지고 있다고 보고되었
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다 (Surh YJ 1999). 호기성 생물의 경우, 생체 내에 필요한 에 지 사 과정에서 

산소를 소모함에 따라 이들에 의하여 반응성이 매우 높은 ROS (reactive oxygen 

species)를 합성하게 된다 (Halliwell & Gutteridge, 1992).  이러한 ROS는 free 

radical 는 hydroperoxide를 합성하게 되며, 생체를 구성하는 lipid membrane과 과

산화작용을 유발시키게 된다. 이러한 작용으로 인하여 malonialdehyde (MDA), 

4-hydroxynonenal (4-HNE) 등과 같은 지질 과산화물이 축 되게 되어진다. 특히 

ROS는 식균 작용이나 면역체계에서도 생성되어 이물질 침입에 한 방어기작으로 

이용되고 있지만, 체내에 고농도로 존재할 경우 높은 반응성으로 인하여 산화  스

트 스를 유발하고 DNA 변이와 노화를 진하게 된다. 따라서 생체 내에서는 super 

oxide dismutase, catalase, glutathion peroxide 등을 합성함으로써 산화  스트 스

에 의한 방어체계를 가지고 있다. 그러나 이러한 ROS와 ROS에 한 방어기작 사이

의 균형이 깨져버리게 되면, 앞서 언 한 바와 같이 DNA 변이에 의한 발암이 유발

되어지게 된다. 따라서 Chang 등 (2006)은 chinese hamster lung fibroblast (V79-4) 

cell line을 가지고 15종의 허 에 한 항산화효과  세포독성효과를 분석하 다. 

이로부터 허 류의 식품소재로서의 가능성을 평가하 다. 

3. 서양허 의 화학분석

  허 가 함유하고 있는 화학성분은 탄수화물, 무기질, 지방, 단백질, 비타민 외에 특

수성분이 사포닌, 탄닌, 알칼로이드, 정유, 배당체, 펙틴 등이 알려져 있으며, 허 식

물의 essential oil은 스트 스 해소 내지는 기분안정 등 정신심리 아로마테라피 요법

에 이용되어지고 있다. 이에 하여 Oh 등 (2003)은 5종의 허  (로즈마리, 세이지, 

타임, 민트, 라벤더)에 한  일반성분, 무기질, 총페놀량, 유리당, 지방산  향기성

분을 분석하 다. 허 의 일반성분은 수분이 69.92 ~ 82.10%이며, 무기질은 나트륨, 

칼슘, 망간, 인 마그네슘, 아연  철 등이 분석되었으며, 체 으로 칼슘함량이 높

은 것으로 확인되어졌다. 이외에 지방산으로는 체 으로 포화지방산 보다 불포화

지방산이 높게 나왔으며, 유리당으로는 sucrose, glucose  rhamnose 등이 분리되



37

어졌으며, 향기성분으로는 27 종이 확인되어졌다. 

4. 허 의 항암활성

  허 는 부분 향기를 지닌 약용식물로서 최근에는 우울증 불면증, 두통, 불안감등

과 같은 정신질환 치료, 여드름, 발 , 잇몸질환, 산부인과질환 등과 련된 항균제로 

이용되고 있을  뿐만 아니라, 알러지, 만성통증, 고지 증, 암, 염, 심장질환과 같

은 질병치료에 치료효능이 밝 지고 있다. 이러한 허 는 천연의약품으로 개발되어 

부작용이 거의 없으면서 질환개선도 뚜렷하다는 장 이 있다. 최근 들어 허 의 성

분에는 강한 항암작용이 있음이 보고되어졌으며, 의학  용범 가 확 되어졌다. 

이러한 허 들의 항암효능 기작으로는 앞서 언 한 바와 같이 항산화물질, 면역증강

효과, DNA 상에서 돌연변이를 억제함으로써 일어나는 것으로 추정되어진다. 그러나 

합성되어진 항암제의 경우 치료효과도 미흡할뿐더러, 말기암의 완치율도 매우 낮은 

것으로 나타나고 있기 때문에 부작용을 최소화하고 항암효과가 높은 항암제를 개발

하기 하여 천연 허 로 을 돌리고 있는 실정이다. 이러한 연구에 발맞추어 Kim 

등 (2002)은 체리세이지, 몬밤, 몬버베나, 오 가노, 페 민트, 스피아민트, 로즈

마리, 몬타임, 스테비아, 바질 등의 추출물을 Murine leukemia cell (LI210) line에 

투여하여 항암활성을 분석하 다. 이들 한 항암활성분석과 련하여 항산화효능을 

분석함으로써 체내의 활성산호가 직간 으로 nuclear DNA  mitochondria DNA

를 손상하여 암의 발생에 결정 으로 요한 작용을 하고 있으며, 암의 병리와 치료

과정에 활성산소의 제거과정이 매우 요하다는 것을 보고하 다. 

5. 허 의  응용

  허 의 경우 고 로부터 약용  식용으로 이용되어왔으며, 다양한 향기 성분에 

의하여 식욕증진 등과 같은 역할을 하기 때문에 많은 식품의 첨가제로 이용되어지고 

있을 뿐만 아니라,  다양한 생리활성에 련된 기능성이 분석되어져 각  받고 있다.  

Jeon & Kim (2006)는 허 를 첨가하여 제조한 두부의 품질 특성을 분석하 으며, 
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Kim & Jeong (2006) 는 로즈마리와 민트를 첨가하여 쿠키의 능  특성 등을 분석

하 다. Jung 등 (2006)은 허 를 첨가한 묵은지 요리의 능  특성을 분석하 고, 

Kim & Jeong 등은 허 를 첨가한 빵  과자류에 한 학생의 소비인식과 허

바게트의 능  특성을 분석하 다. Yoo 등 (2005)는 허 분말을 이용한 기능성 

콜릿 개발  항산화  특성을 분석하 다. 이와 같이 허 는 허  자체로도 식품첨

가물로써 각 을 받고 있을 뿐만 아니라 허 의 기능성에 의한 시 지 효과에 의하

여 다양한 식품들이 개발되어지고 있다. 특히 웰빙 식생활과 련된 소비문화의 이

동으로 앞으로도 이러한 허 의 식품첨가물 는 허 를 이용한 다양한 식품들이 개

발되어져 소비자들에게 각 받을 것으로 사료되어진다. 
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제 3 장  연구개발 수행 내용  결과

제 1  신경보호효과를 가지는 유용허 의 선정

1. 연구의 이론  배경

  Tyrosine hydroxylase (TH)는 도 민 (dopamine:DA)의 구체인 L-DOPA를 

tyrosine으로부터 환을 진하는 효소 (Fig. 1)이며, 이 효소는 카테콜라민 생합성 

경로의 첫 번째로 작용하는 rate-limiting enzyme이다 (Molinoff 등, 1971). 카테콜라

민 생합성에서 도 민은 노르에피네 린 (norepineprine)과 에피네 린 (epineprine)

을 생성하는 구체이다. TH는 카테콜라민 생합성경로의 활성에 다양한 기작을 부

여하며 카테콜라민을 생성하는 신경세포들의 활성에 매우 요한 역할을 하고 있다. 

한 TH는 카테콜라민성 신경세포에 고도의 특이 인 면역세포화학  표지효소로 

알려져 있으며 조직을 이용한 immunohistochemistry를 실행한 TH의 형태학 인 연

구가 활발히 진행되어졌다. TH는 주로 추신경계 (CNS)인 midbrain, 뇌간, 

diencephalon, retina와 olfactory bulb에서 발 되고 neural crest에서 발달한 말 신

경계통(PNS)인 sympathetic ganglia와 adrenal medullary chromaffin 세포에서도 발

된다 (chan-palay 등, 1984; kiss, 1987). 한 TH는 adrenal medullary tumor에서 

기원한 rat pheochromocytoma (PC) 세포인 PC12에서도 발 되어 (Greene 등, 

1996) 연구되었다. TH의 활성은 퇴행성 질병과 련이 있어 TH 유 자와 활성에 

한 많은 연구되었다. TH의 활성은 여러 가지 환경 , 생리 인 자극과 다양한 인

자에 의해 향을 받는데 주로 glucocorticoid administration (Zhe 등, 1993), drug 

administration, cold / immobilization stress (Lee 등, 1996)와 같은 다양한 약리 , 

생리 인 상태에 따라 변화된다. 특히 reserpine (Nicole 등, 1986), forskolin 

(Spyridon 등, 2001)은 rat brain과 PC12 세포에서 TH 효소를 유도 발 한다고 보고

하 다. 그리고 neurotrophin의 일종인 BDNF (Spyridon 등, 2001; Lewis 등, 1987), 

NGF (Acheson 등, 1984)와 GDNF (Carl 등, 2000), EGF (Goodman 등, 1980; Lewis 
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등, 1987),  cAMP (Kumakara 등, 1999;  Lewis 등, 1993)에 의해 TH를 유도 발 한

다고 보고하 다. 

  한편 뇌에서 카테콜라민 체계의 비정상 인 기능은 정신 인 질병과 연 된다. 특

히 Substantia nigra의 mesencephalic dopaminergic 신경세포는 신체 운동성 기능의 

degenerate에 요한 역할을 담당하고 있어 킨슨병 (PD)과  련된다. 이러한 

dopaminergic 신경세포의 활성은 TH의 발  양상에 따라 큰 향을 받는다. PD는 

계속 으로 진 되는 퇴행성 신경질병이며, 형 인 신경  형태는 striatum에서의 

TH  다른 카테콜라민과 연 된 효소와 도 민이 결핍되거나 감소된다. 

(Birkmayer 등, 1989; Nagatsu, 1984; Riedere 등, 1989). 지 까지 가장 효과 인 

PD의 치료법으로서 L-dopa를 처리함으로 회복된다는 보고 (Weiner 등, 1980)가 있

으나 이 도 민 치료는 계속 인 복용으로 인한 여러 부작용을 래 (Obeso 등, 

1989)하고 경제 인 손실이 크기 때문에 재에는 TH나 L-DOPA의 유도생성에 

한 심이 모아지고 있다. 한 이를 생성할 수 있는 세포를 이식하는 방법 (Koji 

등, 2000)들이 보고되어지고 있으나 효율성과 윤리 인 면에서 논쟁의 여지가 계속

으로 제기되고 있어 다른 치료법의 개발이 요구되어지고 있다. 따라서 본 연구에서

는 수집된 허 에 한 문헌  연구조사, 정상세포주인 Human transformed primary 

embryonal kideny cell line 293, Rat Pheochromocytoma cell line (PC12),  

Human nueroblastoma cell line SH-SY5Y에서의 세포독성을 분석하고, dopamine 

biosynthesis에 련되어있는 tyrosine hydroxylase (TH)  aromatic amino-acid 

decarboxylase (AADC)의 유도발 , 신경보호효과분석을 하여 Brain derived 

neurotrophic factor (BDNF), Grial cell line derived neurotrophic factor (GDNF)의 

유도발 을 mRNA level  protein level에서 분석함으로써 본 연구에 합한 허

를 선정하고자 한다. 

2. 재료  방법
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Fig. 1.  The pathway of Catecholamine biosynthesis.  
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가. 재료

  본 연구의 실험재료로 사용한 허 는 충북 청원군 부용면 외천리 480번지 상수허

랜드 (http://www.herbland.co.kr)로부터 16종의 허 를 구입하여 본 연구에 사용

하 다. 본 연구에 사용되어진 허 는 방아, 몬버베나, 그린타임, 체리세이지, 허니

써클, 애 민트, 몬밤, 슈퍼민트, 디지털리스, 로즈제라늄, 마리노 라벤더, 스테비아, 

몬그라스, 인애  민트, 오 가노, 페 민트를 구입하여 본 실험의 재료로 사용

하 다. 

나. Herb methanol extraction

  허  잎을 씻어 물기를 건조 시킨 후 잘게 쇄한 후 각 허  10 g을 70% 

methanol 100 ㎖에 침지하여 72 시간동안 실온에서 방치한 후 상등액을 취하여 7 겹

의 gauze를 통과시켜 얻은 여액을 evaporation하여 농축시킨 후 동결건조하게 된다.

다. 동물세포배양

  Human transformed primary embryonal kideny cell line 293  Rat 

Pheochromocytoma cell line (PC12)은 Korean cell line bank (KCLB)로부터 분양받

아 RPMI1640 medium내에 10% fetal bvine serume (FBS)  penicillin- 

streptomycin이 첨가되어져 있는 배지를 사용하여 배양하 다. 37℃, 습도 95%, 5% 

CO2 incubator에서 배양하 으며, 72 시간을 주기로 배지를 교체하 다. 한 세포

도가 80%에 이르 을 때 trypsine-EDTA를 처리하여 계  배양하 다. 한 

Human neuroblastoma cell line은 ATCC (American type culture collection)으로부

터 분양받아 DMEM/F12 배양배지에 10% fetal bvine serume (FBS)  

penicillin-streptomycin이 첨가되어져 있는 배지를 사용하여 배양하 다. 293  

PC12 세포와 동일한 조건으로 배양하 다.

라. 실험동물사육조건
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실험동물은 생후 6-8 주된 약 150 g의 specific pathogenic free male sprague- 

dawely rat를 한국화학연구소 안정성 연구부로부터 구입하여 실험에 사용하 다. 사

료와 물은 자유롭게 먹게 하며, 사육실의 온도는 21～24℃, 상  습도는 40～60%로 

유지한다. 한 사육실의 밤과 낮이 12 시간마다 반복되도록 조 하 다. 

마. 세포독성 (Cell cytotoxicity)  생존율 (Cell viability) 분석

  293 cell, SH-SY5Y  PC12를 이용하여 세포독성 검사를 수행하 다. 각 세포는 

1 X 105 cell/㎖로 평량하여 96 well plate에 종하여 24 시간 동안 각각의 배지를 

처리하여 배양시킨다. 배양된 세포는 potassium phosphate buffered saline (PBS)를 

2회 세척시킨 후 각각의 배양배지에 1, 10, 50, 100 ㎍/㎖의 농도로 제조한 각각의 허

를 처리하여 24, 48, 72 시간동안 배양시킨 후 MTT assay를 수행한다. 세포독성

을 분석하기 하여 PBS에 5 ㎎/㎖ 농도로 녹인 MTT ([3-(4,5-dimethylthizol- 

2-yl) 2,5-diphenyl tetrazolium bromide] 용액 20 ㎕ 씩 첨가하고 다시 4 시간 동안 

37℃에서 배양한 후 각 well 당 DMSO 100 ㎕를 처리하여 형성된 crystal fomazan

을  녹여낸다. 이후 흡 도를 microplate reader (ELISA reader, molecular device, 

USA)로 550 nm에서 흡 도를 측정하게 된다. 한 생존율을 측정하기 하여 24 

well plate에 1 X 106 cells/ml의 농도로 세포를 평량시킨 후 trypan blue exclusion 

법에 의해 착색 비착색 세포수를 구계수기로 세어 생존율을 계산 한다. 생존율은 

체 세포수에 한 trypan blue 착색 세포수를 백분율로 환산하여 계산되어진다. 

바. PC12  SH-SY5Y cell line에 허  추출물 처리에 의한 dopamine 

biosynthesis에 련된 유 자 유도발   신경 양인자 유도발  분석 

1) PC12 cell line에 허  추출물 투여 방법

  Pheochomocytoma 12 (PC12) 세포는 rat의 부신수질 갈색세포종양에서 유래된 세

포로서 신경세포의 기능을 해석하기 하여 많이 사용되고 있다. 특히 신경성장 
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는 양인자 처리로 catecholamine 합성효소가 유도되어지기 때문이다. 따라서 본 연

구에서도 신경보호효과를 가지고 있는 허 를 선발하기 하여 PC12 세포에 허 추

출물을 처리하여 도 민합성에 련되어있는 tyrosine hydroxylase의 유도발 을 분

석하게 되었다. 허  추출물은 10 ㎍/㎖로 평량하여 PC12 cell에 처리하여 2, 4, 8 시

간 동안 처리시킨 후 trypsinization 후 세포를 회수하여 total RNA를 분리하 다.

2) Total RNA 분리

  각 허  추출물을 PC12 cell line에 처리하여 trypsinization 후 회수된 세포는 

TriZol reagent를 사용하여 제공사의 매뉴얼에 의하여 total RNA를 분리하 다. 분

리된 세포는 1 ㎖의 Trizol ragent를 처리하여 pipetting에 의하여 세포를 쇄시킨 

후 5 분 동안 상온에서 반응시킨다. 이후 200 ㎕의 chloroform을 처리하여 15 간 

혼합시킨 다음 3분 동안 상온에서 반응 시킨 후 12,000 rpm, 4℃에서 원심분리시킨

다. 원심분리 후 무색의 상층액을 약 600 ㎕를  조심스럽게 pipette로 회수시킨 후 

500 ㎕의 isoprophanol을 처리하여 total RNA를 침 시키기 하여 혼합시킨 다음  

12,000 rpm, 4℃에서 원심분리 시킨다. 상층액을 제거시킨 후 형성된 pellet은 75% 

에탄올에 탁시킨 다음 7,500 rpm으로 원심분리하여 상층액을 제거시킨다. 형성된 

pellet은 상온에서 에탄올을 제거시킨 후 가볍게 air-dry 시킨 후 DEPC water 는 

RNase-free water에 녹이게 된다. 녹여진 total RNA는 UV/vis-spectrophotometer를 

이용하여 260 nm에서 RNA 농도를 측정하게 된다.

3) Total RNA 기 동

  정량된 RNA의 농도  분리되어진 RNA 상태를 분석하기 하여 formaldehyde 

agarose gel을 이용하여 기 동하게 된다. Formaldehyde agarose gel을 조제하기 

하여 RNA의 분해를 방지하기 하여 DEPC-water를 gel-former와 comb을 세척

한다. agarose 1.3 g 을 50 ㎖ DEPC water에 녹인 다음 20 ㎖의 formaldehyde  5

㎖의 20X MOPS (0.2 M MOPS (morpholinopropanesulphonic acid), 50 mM sodium 
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acetate, 5 mM EDTA, The buffer is adjusted to pH 7.0 with 1 M NaOH and 

sterilised by autoclaving)를 섞어 최종 volume을 100 ㎖이 되도록 맞춘 후 

microwave oven에서 열을 가하여 액화시키게 된다. 액화된 용액을 gel-former  

comb에 부어 약 1 시간동안 상온에서 고화시키게 된다. 정량된 total RNA 2 ㎍을 

electrophoresis buffer (10 ㎖ 100% deionized formamide, 3.5 ㎖ 40% formaldehyde, 

1.5 ㎖ 10X MOPS buffer) 와 혼합하여 70℃에서 5 분간 반응시킨 다음 70 V로 

기 동하여 EtBr 용액에 염색시킨 후 UV 하에서 분석하게 된다.

4) cDNA 합성

  분리되어진 total RNA에 포함되어진 mRNA를 cDNA로 환시키기 하여 

reverse transcriptase (RT)-polymerase chain reaction (PCR) 을 수행하 다. 역

사효소 (Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV))  oligo dT primer는 

Bionner co.로부터 구입하 으며, 제조회사로부터 제공되어진 매뉴얼에 의하여 합성

하 다. 

5) Quantity-Polymerase Chain Reaction (PCR)

허 추출물에 의하여 도 민 생합성에 련되어져 있는 tyrosine hydroxylase (TH),  

aromatic amino-acid decarboxylase (AADC) 유 자의 유도발 을 분석하기 하여, 

이들에 한 특이 인 primer를 합성하여 (Table 6) quantity-PCR을 수행하 다. 합

성된 PCR-product는 1% agarose gel을 이용하여 기 동한 후 EtBr에 염색하여 

상 분석 로그램 (GelQuant, DNR Bio-imaging system, USA)를 이용하여 

mRNA수 에서의 유도발 을 분석하 다. 

사. Western blotting

  단백질 수 에서의 도 민 생합성 련 단백질  신경 양인자의 유도발 을 분석

하기 하여 sodium dodexyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis를 수
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행하여 각각의 항체를 이용하여 단백질의 유도발 을 정량화 하 다.

1) 단백질 분리  정량

  각 허  추출물을 PC12 cell line에 처리하여 trypsinization 후 회수된 세포는 

TriZol reagent를 사용하여 제공사의 매뉴얼에 의하여 단백질을 분리하 다. 분리된 

단백질은 BCA protein assay kit (Pierce co., USA)를 이용하여 정량하게 되며, 정량

은 제조회사의 매뉴얼에 의하여 정량하 다. 한 단백질 정량은 BSA (bovine 

serum albumin)을 이용하여 단백질 표 곡선을 작성하여 이를 기 로 하여 이용하

여 단백질을 정량화하 다. 정량된 단백질은 SDS-PAGE를 수행한 후 coomassie 

staining을 통하여 정량된 결과를 분석하 다. 

2) SDS-PAGE

  분리된 단백질은 SDS-PAGE를 수행하여 정량화된 단백질을 분석할 뿐만 아니라 

western  blotting을 수행하기 하여 수행하게 된다. 기 동은 12%의 separating 

gel과 5% stacking gel로 이루어진 SDS-PAGE gel 상에서 진행하 다. 단백질과 

5X SDS Sample Buffer (60 mM Tris-HCl, pH 6.8, 25% glycerol, 2% SDS, 

14.4mM β-mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue)를 혼합하여 100℃에서 10 분

간 탕한 후 Protein marker (Cambrex Co.)와 함께 기 동을 수행하 다. 기

동된 gel은 Coomassie brilliant blue (CBB) R 250으로 염색하고 Destaining buffer

로 탈색시킴으로써 단백질 정량화를 확인하게 된다.

3) western blotting

  기 동된 SDS-PAGE를 PVDF membran으로 transfer 하기 하여 다음과 같은 

방법에 의하여 실행하 다. 기 동후 단백질을 100 V에서 90 분간 PVDF 

membrane에 transfer하 다. Skim milk를 농도가 5%가 되도록 TBS-T 용액 (20 

mM Tris-HCl, pH 7.5, 137 mM NaCl, 0.1% Tween-20)에 녹여 blocking solution을 
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제조하여 membrane을 담그고 한 시간 동안 shaker 에 올려놓고 흔들어 주었다. 

한시간 후 TBS-T 용액으로 15 분씩 4 회 세척한 후 1:1000 비율로 TBS-T 용액에 

희석한 일차항체로 4℃에서 12 시간 처리 후 동일한 방법으로 15 분씩 4 회 세척한 

후 1:1000의 비율로 TBS-T 용액에 희석한 이차항체 (Alkaline Phosphatase 

conjugated antibody)로 실온 에서 2 시간  처리하 으 며 , 사용되어진 항체는 Table 

2에 명 시하 다. 이후 발 된 결과는 상 분석 로그 램  (GelQuant, DNR 

Bio-imaging system, USA)을 이용하여 결과를 분석하 다.  

아. 면역조직화학법

  Rat은 흉부을 개한 후 심장의 정맥을 이용해 PBS로 체내의 액을 제거한 뒤 

4% Paraformaldehyde로 류 고정하 다. 고정된 쥐 뇌와 를 출하여 

microcryocutter를 이용하여 35 ㎛두께의 동결 편을 제작하 다. 비된 뇌의 편

은 PBS로 여러 번 씻어주었다. 30% H2O2로 처리하여 씻어  후 Vectastain ABC 

kit의 normal goat serum을 0.5% BSA/PBS에 섞어 1시간 동안 반응시켜 비특이  

단백질의 결합을 막는다. 일차항체와 0.5% BSA/PBS에 희석하여 실온에서 1 시간에

서 2 시간 정도 반응시킨 후, 뇌 편을 PBS로 3 번 씻은 후, 이차 항체를 1% 

BSA/PBS에 희석시켜 실온에서 1 시간 동안  반응시켰다. 그 다음 1% BSA/PBS로 

두 번 씻어냈다. 사용하기 30 분 에 Vectastain ABC kit (1 : 50)를 희석하여 50 

분 동안 반응시킨 후 PBS로 2 회 씻고, 50 ㎖ DAB 용액과 0.2 M PBS 용액에 30% 

H2O2 12 ㎕를 첨가한 용액으로 5 분간 염색시켜 0.1 M PBS로 5 분간 반응을 동시

에 정지시킨 다음, 학 미경으로 찰하 다. 그리고 에서의 세포 counting은 

각각 처리된 4개의 염색된 편을 선택하여 X400에서  층을 상으로 조직 편의 

단 면 당 유 자가 발 된 세포의 수를 측정하 고 계수 결과는 콕슨의 순 합 

검정 (Wilcoxson rank sum test)를 이용하 다.
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Table 1. Primer seq uences of gene related dopamine biosynthesis pathway

Genes Primer sequences

TH
 Sense : 5'-GCT GTC ACG TCC CCA AGG TT-3'

 Antisense : 5'-TCA GAC ACC CGA CGC ACA GA-3'

AADC
 Sense: 5'-CTT CAG ATG GCA ACT ACT CC-3'

 Antisense: 5'-CTT CGG TTA GGT CAG TTC TC-3'

BDNF
 Sense : 5'-AAC GAA GAA AAC CAT AAG GA-3'

 Antisense : 5'-GTC TAT CCT TAT GAA TCG CC-3'

GDNF
 Sense : 5'-CAG AGA ATT CCA GAG GGA AA-3'

 Antisense : 5'-TAC ATC CAC ACC GTT TAG CG-3'

β-actin
 Sense : 5'-CCT CTA TGC CAA CAC AGT-3'

 Antisense : 5'-AGC CAC CAA TCC ACA CAG-3'
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Table 2. Antibodies used in western blotting

Antibody Host Dilution Company

Primary

antibody

TH Mouse 1 : 1000 Affinity Bio Reagents

AADC Mouse 1 : 1000 Abcam

Actin Mouse 1 : 400 Biomeda

GDNF Mouse 1 : 1000 Santa Cruz biotechnology

BDNF Rabbit 1 : 1000 Santa Cruz biotechnology

Secondary 

antibody

goat anti-mouse 

IgG-HRP
․ 1 : 1000 Santa Cruz biotechnology

goat rabbit-mouse 

IgG-HRP
․ 1 : 1000 Santa Cruz biotechnology
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3. 결과

가. 수집된 허 에 한 문헌  조사결과

로즈마리 (Rosmarinus officinalis) : 약 로 재배하며, 체에 향이 강한데 향이 

뇌의 기능과 기억력을 높인다고 한다. González-Trujano 등 (2007)은 설치류를 

이용하여 로즈마리 추출물에 의한 항통증효과를 증진시킴을 보고하 으며, 

Tahraoui 등 (2007)은 통 민방에서 고 압과 당뇨 치료제로서 로즈마리 사용을  

보고하 다. Mónica 등 (2007)은 로즈마리 추출물에서의 항산화효능을 보고하

으며, Celiktas 등 (2007)은 로즈마리의 essional oil과 methnaol 추출물의 항미생

물효과와 항산화효능을 분석하여 보고하 고, Abutbul 등 (2004)은 로즈마리 추

출물이 Streptococcus sp.에 한 항생효과를 가지고 있음을 보고하 다. Visanji

등 (2006)은 로즈마리로부터 분리되어진 carnosol 과 carnosic acid는 cyclin A와 

cyclin B level을 변환시킴으로써 G2/M 단계에서 cell cycle을 억제시킴으로써 항

암작용효과를 가진다고 보고하 으며, 이와 더불어 Huang 등 (2005)은 carnosol

이 B16/F10 mouse melanoma cell의 이를 억제시킴을 보고 하 다. 

체리세이지 (Salvia officinalis) : 잎을 삶아서 인후염  장염에 사용한다. 방

부·항균·항염 등 살균 소독작용이 있으며 염증의 소염제로도 이용한다. 한 풍

이나 심한 운동 뒤의 피로도 씻어 다고 한다. S. Weckesser 등 (2007)은 추출물

로 피부에 bacteria 와 yeasts의 세균감염억제 screening을 보고하 고, I. 

Grzegorczyk 등 (2007)은 체리세이지 추출물로 항산화효능을 보고하 으며, Ana 

Paula Longaray Delamare 등 (2007)은 체리세이지의 essential oil의 항균효능에 

해 보고하 으며, A. Ferreira 등 (2006)은 체리세이지를 이용하여 항산화효능

과 acetylcholinesterase 억제를 한 screening에 해 분석하여 보고하 으며, B. 

Vukovi -Ga i  등 (2006)은 Escherichia coli와 Saccharomyces cerevisiae에서 

UV에 의해 유도되어지는 돌연변이에 세이지의 eseential oil의 항돌연변이효과에 
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해 보고하 다. 한 Cristovao F. Lima 등 (2005)은 실험용 쥐에 체리세이지를 

먹여 간의 항산화상태를 보고하 다. 

허니써클 (Lonicera japonica) : 한방에서는 잎과 기를 인동이라 하여 이뇨제나 

해독제로 사용한다. Henry Wing-Cheung Leung 등 (2006)은 항산화효소활성을 

가지는 luteolin에 의해 유도되는 인간 폐암 CH27 cell의 apoptosis에 해서 보고

하 고, Jin Tae 등 (2003)은 부종에 해 허니써클의 항염증효과에 해서도 보

고하 다.

애 민트 (Mentha suaveolens) : 잎으로 허 차를 만들어 마시면 소화불량이나 

피로회복에 효과가 있다. 약용하기도 하는데, 살균소독, 건 강장, 진정  진통작

용에 좋다. 입 냄새를 없애는 효과도 있다. G. I. Stafford 등 (2007)은 애 민트에 

의해 monoamine 산화효소 억제가 되는 것을 보고했고, Sweetie R 등 (2007)은 

방사선으로 가공된 양 고기에 해 민트의 항산화능력을 보고하 으며, Saeedeh 

Arabshahi-D 등 (2007)은 애 민트 추출물이 열과 pH에 안정하게 항산화능력을 

갖는지 분석하여 보고하 다. 이와 더불어 M. Gulluce 등 (2007)은 애 민트의 

essential oils과 메탄올 추출물의 항미생물 효과와 항산화효능을 분석하여 보고하

다. A. Ferreira 등 (2006)은 애 민트의 항산화능력과 acetylcholinesterase 억

제를 한 screening에 하여 보고하 고, R. Paul Choudhury 등 (2006)은 애

민트의 필수, 미량원소와 독성 속과 항산화특성을 보고하 다. 한, Ewa 

Capecka 등 (2005)은 신선한 것과 말린 허 의 항산화활성을 측정하여 보고하

다. 

몬밤 (Melissa officinalis) : 향은 감정을 편안하게 진정시켜 주며 심장 박동수

를 낮추고 압을 낮춘다. 갈이나 독거미에 물렸을 때 해독작용이 있고 설사를 

완화시키며 바이러스를 막는 데 큰 효과가 있다. 천연두에도 효능이 있고 치통이 
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있을 때 입가심용으로 사용해 왔다. 독버섯 해독, 복통, 궤양, 생리통 억제, 생

리 진에 사용해 왔으며 로부터 방향요법(향기요법)에 필수 으로 사용해 왔

다. 잎과 가지에서 추출한 기름은 탈모방지, 목욕제 등으로 이용되며 차는 진정·

건 ·강장·신경 고양 등에 효능이 있다. Keyvan Dastmalchi 등 (2007)은 몬밤

의 항산화활성과 화학  조성을 보고하 으며, D. Ivanova 등 (2005)은 몬밤의 

폴리페놀과 항산화능력에 하여 보고하 으며, A. Allahverdiyev 등 (2004)은 

몬밤의 휘발성 오일의 항바이러스활성을 보고하 다. S. Asgary 등 (2002)은 쥐

의 간세포에서 몬밤의 항산화효과를 분석하여 보고하 다. 

슈퍼민트 (Mentha spicata) : 잎의 즙은 상처, 벌에 쏘인 데, 입안이 헤졌을 때, 

손발이 튼 곳에 약용했다. 잠들기  긴장을 완화시키고 마음을 차분하게 하는데 

도움을 주며 진통, 멀미, 복통, 메스꺼움과 열에 효과 으로 사용된다. Regina 

Karousou 등 (1998)은 슈퍼민트 essential oils에 UV-B 강화방사선의 효과를 보

고하 다. 

디지털리스 (Digitalis purpurea) : 생약(生藥)에서 잎을 말려 강심제 · 이뇨제로 

쓴다. 불쾌한 맛이 나며 매우 쓰다. 양방에서는 강심 · 이뇨약으로 유명하다. 잎에 

여러 종류의 강심배당체가 들어 있다. E. Navarro 등 (2000)은 디지털리스 메탄

올 추출물로 심장 움직임에 해 보고하 다. 

 

 로즈제라늄 (Pelargonium rosium) : 향유에 들어 있는 게라니올, 시트로넬롤 등

은 장미유의 주성분이며, 어린 잎에 많기 때문에 꽃 피기 직 에 가지 끝에서 잎

을 떼어낸다. 향유는 화장수이나 크린싱크림과 같은 화장품, 향수 등에 쓰인다. 

 주스·잼·차·아이스크림·과일샐러드·펀치 등에도 쓰인다. 잎과 기 등을 말려

서 목욕재, 포푸리, 베갯속 등으로도 사용하며, 모기 등의 해충을 없애는 데에도 

효과가 있다. N. Wittschier 등 (2007)은 로즈제라늄의 추출물은 Helicobacter 
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pylori이 인간의 에 부착되는 것을 억제하는 것을 보고하 고, Herbert 

Kolodziej 등 (2007)은 로즈제라늄의 추출물로 항균성과 면역조 활성에 하여 

보고하 다. 한, M. Nöldner 등 (2007)은 로즈제라늄의 뿌리를 말린 추출물로 

lipopolysaccharid의 억제를 유도하는 병의 특징을 보고하 으며, A. Schwiertz 등 

(2006)은 vaginal 감염으로부터 얻은 미생물을 eseential oils에서의 활성을 보고하

다.  

마리노라벤더 (Lavandula angustifolia) : 향유는 향수와 화장품의 원료로 사용하

고 요리의 향료로 사용할 뿐만 아니라 두통이나 신경안정을 치료하는 데도 쓴다. 

B.F. Bradley 등 (2007)은 Mongolian gerbil에 불안반응 검사를 하여 마리노라벤

더 향기로 불안완화 효과를 보고하 고, D. Shaw 등 (2007)은 rat 피부에 라벤더 

오일을 흡수하게 하여 불안완화 효과를 보고하 으며, Cheng-Kuang Hsu 등 

(2007)은 버섯의 tyrosinase 활성에 라벤더의 water 추출물의 억제효과에 하여 

보고하 고, Azucena González-Coloma 등 (2006)은 라벤더의 essential oil의 화

학  구성과 antifeedant 효과에 해 보고하 으며, 한, Anne Adsersen 등 

(2006)은 기억장애에 acetylcholinesterase 억제 활성을 한 라벤더를 처리하여 

분석하여 보고하 으며, T. Moon 등 (2006) 라벤더의 essential oils, hydrosols, 

추출물의 항균효능을 보고하 고, M.D. Standen 등 (2006)은 Natural killer 세포 

활성과 림 구 활성에 하여 라벤더 essential oils의 효과를 분석하여 보고하

으며, M.G. Evandri 등 (2005)는 박테리아 역 변이 분석에서 라벤더 essential 

oil의 항돌연변이 효능을 보고하 고, S. Sosa 등 (2005)은 라벤더 추출물의 항염

증 효능을 보고하 다. 

스테비아 (Stevia rebaudiana) : 라과이에서는 옛날부터 스테비아잎을 감미료로 

이용해 왔는데, 최근 합성감미료인 사카린의 유해성이 문제가 되자, 다시 주목을 

끌게 되었다. 잎에는 무게의 6 ∼ 7% 정도 감미물질인 스테비오시드 (stevioside)
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가 들어 있는데, 감미성분은 설탕의 300 배로서, 차를 만들어 마시거나 껌 용으

로 하며 청량음료의 감미료로 사용한다. M.B. Tadhani 등 (2007)은 스테비아 잎

과 callus의 항산화효능을 보고하 고, A. P.M. Nunes 등 (2007)은 스테비아의 잠

재 인 유 독성을 comet assay로 분석하여 보고하 으며, Søren Gregersen 등 

(2004)은 당뇨병의 두 가지 타입에 하여 스테비아의 고 당억제 효과를 보고하

고, Narissara Lailerd 등 (2004)은 rat 골격근의 insulin-sensitive, insulin- 

resistant에 당 이동의 스테비아의 효과에 하여 보고하 다. Ming-Hsiung 

Hsieh 등 (2003)은 본태성고 압 환자들에게 스테비아를 복용시켜 효능을 분석하

고, P.B. Jeppesen 등 (2003)은 당뇨병에 걸린 쥐에서 스테비아의 antihyper- 

glycaemic 효능에 하여 보고하 다. P.B. Jeppesen등 (2002)은 스테비아는 ant- 

ihyperglycaemic, 인슐린분비 효과와 glucagostatic 효과를 유도한다는 것을 보고

하 다.  

몬그래스 (Cymbopogon citratus) : 잎과 뿌리를 증류하여 얻은 몬그래스유

(油)에는 시트랄이 들어 있어 비 와 약품의 향료로 사용한다. , 주변 공기를 

살균하고 정화하는 효과가 뛰어나다. 지친 마음, 우울한 기분에 자극을 주어 생기

를 되찾게 해주며 정신 으로 피로할 때 효과가 좋다. 강장, 구풍, 살균, 소화 

진, 이뇨, 최음, 항우울증에도 많이 쓰이며, 피부 미용에 도움이 된다. Adejuwon 

Adewale Adeneye 등 (2007)은 몬그래스의 잎 추출물에서 당효과와 지방

감소효과를 보고하 고, C.R.A. Costa 등 (2006)은 몬그래스 essential oil의 불

안안정 효과를 보고하 으며, P. Lertsatitthanakorn 등 (2006)은 여드름을 억제하

기 한 몬그래스 essential oil의 생물학  활성에 해 보고하 고, Bhusita 

Wannissorn 등 (2005)은 몬그래스 essential oils의 항균효능을 보고하 다. 

한, Yoshimasa Nakamura 등 (2003)은 몬그래스는 A phase II 해독효소를 유

도한다는 것을 보고하 고, A.O. Oyedele 등 (2002)은 몬그래스의 모기 퇴치 

효과에 해 보고하 다. 
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인애 민트 (Mentha suaveolens cv. Variegata) : 기분을 맑게 하는 효과, 감

기, 코 막힘, 헛기침, 치통, 식 독, 구토, 설사, 변비, 피부염, 마른버짐 등에 효과

가 있다. A. Ferreira 등 (2006)은 인애 민트의 항산화 효과와 acetylchol- 

inesterase 억제에 해 보고하 으며, Farouk Zaidi 등 (1998)은 인애  민트의 

잎으로부터 free flavonoid aglycones를 보고하 다. 

오 가노 (Origanum vulgare) : 건조한 잎과 꽃을 주머니에 넣어 류머티즘 환자

의 더운 찜질에 사용하면 효과가 있다. 고  그리스시 부터 약 로 이용된 오

가노 침출액은 강장·이뇨·건 ·식욕증진·진정·살균 작용이 있어 차를 끓여 마시거

나 포푸리·목욕제로 사용한다. 배멀미나 신경성 두통, 불면증에도 효과가 크다. 

E.L. Souza 등 (2007)은 food spoiling yeasts의 성장을 억제하는데 오 가노 

essential oil은 효과 이라는 것을 보고하 고, Josè M 등 (2007)은 peroxynitrite

을 유도하는 산화과정에서 오 가노 essential oil은 효과 이라는 것을 보고하

으며, I. Rodríguez-Meizoso 등 (2006)은 오 가노에서의 항산화활성을 갖는 기능

성 식품을 보고하 고, P. Hersch-Martínez 등 (2005)은 오 가노 essential oils

의 항균효과를 보고하 다. 이와 더불어, Serap Do an 등 (2005)은 오 가노의 

polyphenol 항산화활성에 해 분석하여 보고하 고, Reena Randhir 등 (2005)은 

오 가노 phenolic 추출물을 H2O2 스트 스를 받은 돼지의 근육조직에 처리하여 

항산화효소 반응을 보고하 고, D. Ivanova 등 (2005)은 오 가노의 항산화능력과 

polyphenols에 해 보고하 다. 

페 민트 (Mentha piperita) : 정유의 주요 성분인 멘톨은 피부와 막을 시원하

게 해주고, 항균과 통증 완화에 효과 이어서 고  이집트에서는 식용과 약용  

방향제로, 고  그리스에서는 향수의 요한 성분으로, 그리스와 로마에서는 향수 

외에도 원기 강화제와 목욕 첨가제로 사용하 다. 정신  피로와 우울증, 신경성 

발작 등에 효과가 있고, 더울 때에는 차갑게 해주고 추울 때에는 따뜻하게 해주
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는 성분이 액의 유출을 막아주고 해열과 발한을 돕는다. 감기·천식·기 지염·콜

라·폐렴·폐결핵·식 독·신경통 등에 효과가 있다. Ewa Capecka 등 (2005)은 페

퍼민트의 잎을 말린 것과 말리지 않은 것에서 항산화활성을 비교분석하여 보고하

고, M.R. Moreira 등 (2005)은 foodborme pathogen 을 감소시키는 페퍼민트 

essential oils의 억제능력을 보고하 다. 

나. 허  메탄올 추출물에 의한 정상세포주 293  신경세포주 PC12 세포에 

한 세포독성 분석

   신경퇴행성 억제효과 효능을 나타내는 허 를 선정하기에 앞서 인체에 독성을 나

타낼 가능성을 가지는 허 를 제외시키기 하여 정상세포주인 293 세포  신경퇴

행성 연구에 많이 이용되어지는 PC12 세포를 이용하여 세포독성을 분석하 다. 각

각의 허 를 methanol extraction 후 동결건조하여 각각의 시료를 평량하여 배양배

지에 각 조건의 농도 (1, 10, 50, 100 ㎍/㎖)로 조제하 다. 조제된 시료들은 동물세

포에 처리하기 하여 0.22 ㎛ syringe filter를 이용하여 멸균하여 동물세포를 이용

한 허 에 한 cell viability  cell toxicity 분석에 이용하 다. 사용되어진 세포

주는 정상세포주인 human transformed primary embryonal kidney cell 293  

PC12를 이용하여 각각의 농도(1, 10, 50, 100 ㎍/㎖)  시간 (24, 48, 72 hr)에 따른 

세포독성  세포 생존률을 분석하 다. 농도 (1, 10 ㎍/㎖) 허  추출물을 처리

한 정상세포주 (293)에서는 모든 허  추출물에서 세포독성을 나타내지 않음을 확

인하 지만 50 ㎍/㎖의 허  추출물을 처리한 세포에서는 허니써클 (Lonicera 

japonica), 디지탈리스(Digitalis purpurea), 스테비아(Stevia rebaudiana)에서 IC50 

이하의 독성을 나타내고 있음을 확인하 다 (Table 8). 허니써클은 국내에서는 “인

동”이라고 불리우기도 하며, 한방에서는 종기·매독·임질·치질 등에 사용하며, 민간에

서는 이뇨와 미용작용이 있다고 하여 차나 술을 제조하기도 한다. 그러나 

Thanabhorn 등 (2006)에서의 연구결과에서는 성 는 아 성 독성을 나타내는 

것으로 보고되어졌다. 뿐만 아니라 본 연구결과의 Table 8 에서와 같이 정상세포주
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인 293 세포에서 분석한 결과 50 ㎍/㎖ 처리 후 72 시간 후에는 세포독성이 나타나

고 있음을 확인하 다. 한편 디지털리스는 생약(生藥)에서 잎을 말려 강심제 ·이뇨

제로 사용되어지는 약용식물 의 하나이나 Betterman 등 (1947)에 의하여 디지털

리스로부터 digitalis glycosides, digoxin, giditoxine  lanatoside를 분리하여 이들

에 한 특성을 분석하 으며, Smith (1975)에 의하여 디지털리스의 “digitoxin"에 

한 세포독성효과를 분석하여 보고하 다. 본 연구결과의 Table 8 에서와 같이 정

상세포주인 293 세포에서도 가장 높은 세포독성을 나타내고 있음이 확인되어졌다. 

스테비아 (Stevia rebaudiana)는 국내에서도 비교  잘 알려져 있는 허 로 최근 

합성감미료인 사카린의 유해성이 문제가 되자 주목을 끌게 되었다. 스테비아에는 

설탕 체용으로 농가에서 재배되어지고 한다. 그러나 1992년 Xili 등에 의하면 rat

에서의 “stevioside”를 만성 으로 경구 투여 시에 세포독성 는 발암물질로 작용

할 수 있음을 보고하 다. 그러나 본 연구에서는 정상세포주인 293 세포에서 분석

한 결과 50 ㎍/㎖ 처리 후 72 시간 후에는 세포독성이 나타나고 있음을 확인하

다. 따라서 본 연구에서는 세포독성효과가 매우 미약한 것으로 확인되어지는 10 ㎍

/㎖ 농도의 허 추출물을 처리하여 시간 (24, 48, 72 hr)에 따른 세포독성효과를 분

석하여 Table 9 에서와 같이 분석되어졌다. 모든 처리구에서 세포독성효과가 나타

나지 않음을 확인하 다. 그러나 디지털리스, 몬버베나, 몬밤 등에서 다른 허

들에 비하여 약간 높은 세포독성을 나타내었으나, IC50 이하의 값이 분석되어지지 

않음에 따라 농도의 허 에서는 세포독성이 매우 미약함을 확인하 다. 

Dopamine 생합성과 련되어져있는 PC12에 허  추출물을 처리하여 세포독성효과

를 분석하여 Table 10 과 Table 11 에 명시하 다. 반 으로 허  추출물은 293 

세포에 처리하 을 때보다 높은 세포독성을 나타내고 있음을 확인할 수 있었다. 

농도 (1, 10 ㎍/㎖)의 허 추출물을 처리하 을 때는 293 세포에서와 유사하게 모든 

처리구에서 세포독성효과가 나타나지 않음을 확인 할 수 있었다. 그러나 50 ㎍/㎖

으로 처리한곳에서는 몬버베나, 체리세이지, 애 민트, 디지털리스 등에서 세포독

성효과가 나타남을 확인할 수 있었다. 한 100 ㎍/㎖로 처리한 실험구에서는 그린
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Table 3. Cytotoxicity of methanol extracts prepared from herbs against 293 

cells according to the concentration in 72 hr.

Extracts

Concentration (㎍/㎖)

1 10 50 100

Cytotoxicity (%)

로즈마리 4.1±3.4 20.3±5.0 42.7±5.8 51.6±3.7

몬버베나 6.5±4.1 25.1±3.1 39.7±3.9 48.7±5.3

그린타임 7.2±5.5 12.5±3.5 43.2±5.3 65.8±5.4

체리세이지 4.3±3.2 18.0±4.2 45.2±4.3 67.4±3.1

허니써클 6.8±2.6 16.2±4.7 51.5±3.3 68.7±5.9

애 민트 8.2±3.6 19.2±5.8 74.1±4.7 74.3±6.1

몬밤 5.5±4.1 24.4±4.3 56.3±3.1 75.2±6.3

슈퍼민트 4.5±4.4 18.1±7.1 69.1±3.6 81.6±3.9

디지탈리스 11.8±3.6 23.7±5.1 79.5±4.1 89.6±4.4

로즈제라늄 6.7±5.2 16.8±2.9 49.7±5.1 57.7±4.5

마리노라벤더 3.8±2.8 12.7±4.3 41.2±4.2 52.3±5.3

스테비아 8.2±2.1 20.9±6.4 71.5±6.4 79.5±4.3

몬그라스 6.3±3.1 21.8±4.2 48.3±2.5 56.7±3.7

인애 민트 8.1±2.4 15.8±3.8 44.7±3.3 49.4±3.1

오 가노 5.2±4.2 20.1±3.7 47.2±4.6 65.7±3.5

페 민트 5.4±3.3 17.9±6.1 48.3±5.2 61.4±4.8
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Table 4. Cytotoxicity of methanol extracts prepared from herbs against 293 

cells according to the culture time in 10 ㎍ / ㎖  of extract treated.

Extracts

Treated time (hr)

24 48 72

Cytotoxicity (%)

로즈마리 5.1±4.1 16.2±5.1 22.7±4.0

몬버베나 7.4±5.5 19.8±4.2 27.4±3.5

그린타임 5.5±4.0 10.1±3.4 14.7±4.5

체리세이지 3.3±2.5 15.8±2.9 21.2±3.1

허니써클 6.9±3.4 11.5±3.7 17.9±3.7

애 민트 7.8±4.7 14.4±4.1 19.2±5.8

몬밤 8.5±4.1 18.7±5.5 24.4±4.3

슈퍼민트 3.1±2.6 15.9±3.0 13.4±5.3

디지탈리스 9.9±4.8 19.7±5.7 25.9±3.1

로즈제라늄 7.4±5.1 12.0±3.5 15.5±3.2

마리노라벤더 4.7±3.2 8.9±5.3 14.8±5.3

스테비아 4.3±3.1 15.4±2.2 21.5±5.2

몬그라스 8.4±2.9 15.2±3.6 20.9±3.3

인애 민트 6.8±3.4 9.5±5.1 17.1±4.2

오 가노 5.6±4.5 13.4±4.2 19.5±4.1

페 민트 8.2±5.2 15.1±5.0 23.2±4.3
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Table 5. Cytotoxicity of methanol extracts prepared from herbs against 

PC12 cells according to the concentration in 72 hr.

Extracts

Concentration (㎍/㎖)

1 10 50 100

Cytotoxicity (%)

로즈마리 6.3±2.9 25.4±3.7 41.8±5.8 55.9±4.2

몬버베나 5.9±5.2 22.9±4.7 69.5±4.0 77.5±5.3

그린타임 6.9±3.7 15.7±4.9 41.1±3.3 49.9±4.5

체리세이지 7.3±4.3 23.0±5.2 55.9±5.3 65.7±4.1

허니써클 5.9±3.3 16.2±4.7 51.5±3.3 67.5±4.9

애 민트 10.7±4.7 16.9±6.8 71.7±2.7 80.1±5.2

몬밤 3.9±3.1 21.1±5.3 41.3±3.1 51.2±2.9

슈퍼민트 5.7±3.4 19.3±5.1 49.1±4.7 81.6±3.9

디지탈리스 9.7±4.2 31.6±3.7 69.5±4.4 90.6±3.1

로즈제라늄 5.7±4.3 17.9±4.0 51.1±4.1 58.7±4.5

마리노라벤더 3.3±3.8 16.7±2.3 35.6±5.2 57.3±4.1

스테비아 9.1±3.5 18.7±3.4 48.5±4.4 80.5±4.7

몬그라스 7.7±4.3 29.4±5.1 50.9±4.5 57.9±2.2

인애 민트 7.7±4.2 13.5±4.1 43.1±4.3 49.3±5.1

오 가노 6.2±3.1 14.1±4.7 37.6±3.6 55.2±4.5

페 민트 5.1±4.3 18.1±3.1 38.7±6.1 64.1±3.8
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Table 6. Cytotoxicity of methanol extracts prepared from herbs against 

PC12 cells according to the culture time in 10 ㎍ / ㎖  of extract treated.

Extracts

Treated time (hr)

24 48 72

Cytotoxicity (%)

로즈마리 5.1±4.1 21.3±4.2 25.4±3.7

몬버베나 7.4±5.5 17.7±3.1 22.9±4.7

그린타임 5.5±4.0 12.1±3.6 15.7±4.9

체리세이지 3.3±2.5 13.4±4.2 23.0±5.2

허니써클 6.9±3.4 10.7±3.2 16.2±4.7

애 민트 7.8±4.7 12.9±5.2 16.9±6.8

몬밤 8.5±4.1 17.7±4.1 21.1±5.3

슈퍼민트 3.1±2.6 14.4±4.7 19.3±5.1

디지탈리스 9.9±4.8 18.3±3.5 31.6±3.7

로즈제라늄 7.4±5.1 15.3±4.6 17.9±4.0

마리노라벤더 4.7±3.2 11.4±3.9 16.7±2.3

스테비아 4.3±3.1 16.1±5.2 18.7±3.4

몬그라스 8.4±2.9 20.7±3.2 29.4±5.1

인애 민트 6.8±3.4 10.9±3.7 13.5±4.1

오 가노 5.6±4.5 11.1±3.2 14.1±4.7

페 민트 8.2±5.2 17.5±4.4 18.1±3.1
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타임, 몬밤, 인애 민트를 제외하고 모든 처리구에서 높은 세포독성을 나타내고 

있음을 확인 할 수 있었다. 293 세포에서의 처리와 동일하게 10 ㎍/㎖의 농도의 각

각 허  추출물을 PC12에 처리하여 24, 28, 72 시간 동안 세포독성을 분석하 다. 

모든 허  추출물 처리구에서는 세포독성이 매우 미약함을 확인 할 수 있었다 

(Table 11). Table 8, Table 9 의 결과와 유사하게 Table 6, Table 7에서의 결과 역

시 모든 허 추출물 처리구에서 생존률이 50%이상으로 확인되어졌다.

다. 허  추출물 처리에 의한 TH, AADC, 신경 양인자의 유도발 분석 (in 

vitro)

   도 민 생합성 효율을 높일 수 있는 허 를 선정하기 하여 허 추출물을 PC12 

cell line에 10 ㎍/㎖의 농도로 2, 4, 8 시간 동안 처리하여 유도발  되어지는 TH 

 AADC를 분석하 다(Fig. 2). 허  추출물 처리 후 2 시간에서는 몬밤에서 가

장 높은 TH 유도발 을 나타내었으나, 다른 허  추출물과 비교하여 거의 비슷한 

유도발 을 나타내고 있음을 확인하 다. 허  추출물 처리 후 4 시간에서는 로즈

마리, 몬밤, 몬버베나, 마리노 라벤더에서 상 으로 약 78 ~ 100% 이상의 

TH가 유도되어짐을 확인 할 수 있었으며, 한 TH의 유도발 에 따라 AADC는 

로즈마리  몬밤에서 약 25%의 유도발 을 확인 할 수 있었다 (Fig. 3). 허  

추출물 처리 후 8 시간에서는 로즈마리 추출물을 처리한 실험구에서 상 으로 매

우 높은 TH 유도발 이 이루어지고 있음을 확인 할 수 있었다. 한 BDNF  

GDNF와 같이 신경의 성장 는 생존에 필수 인 신경 양인자의 유도발 을 분석

하기 하여 동일한 조건으로 허  추출물을 처리한 후 유도발 을 mRNA 수 에

서 분석하 다 (Fig. 4). 일반 으로 TH의 발 과 더불어 BDNF의 발 이 유도되

어짐이 보고되어졌으며, 본 연구에서는 PC12에 허  추출물을 처리한 결과 처리 2

시간에서는 로즈마리 추출물  몬밤 추출물에서 상 으로 높은 TH 유도발

이 확인되어졌으며, 특히 로즈마리에서는 GDNF의 유도발 이 이루어지고 있음을 

확인 할 수 있었다. 처리 후 4 시간에서는 로즈마리 추출물, 몬밤, 마리노 라벤더
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에서 약 45% 이상의 높은 BDNF 유도발 을 확인 할 수 있었으며 특히 GDNF는 

로즈마리, 몬밤 추출물에서 조군에 비하여 30%이상의 유도발 이 이루어지고 

있음을 확인 할 수 있었다 (Fig. 5). 처리 8 시간 후에는 로즈마리 추출물에서 지속

으로 약 30%이상 높은 BDNF 유도발 을 확인 할 수 있었다. 그러나 상 으로 

GDNF는 거의 모든 허  추출물에 유도발 이 되지 않았다. 따라서 다른 허  추

출물에 비하여 높게 유도발 시키는 로즈마리, 몬밤, 마리노 라벤더, 몬버베나

에 의하여 유도발 되어지는 TH  AADC, 신경 양인자 BDNF  GDNF의 유

도발 을 시간에 따라 분석한 결과, 로즈마리에서 가장 높은 유도발 을 나타내었

으며, 특히 처리 후 2 시간에서는 다른 허 추출물과 다른 허 추출물과 비교하여 

비슷한 유도발 을 나타낸 반면 처리 후 4 시간과 8 시간에서 상 으로 매우 높

은 TH  AADC를 유도발 시킴을 확인 할 수 있었다. 한 몬밤, 마리노 라벤

더, 몬버베나는 처리 후 4 시간에서 조군과 비교하여 약 90%이상의 높은 유도

발 을 나타내고 있음을 확인 할 수 있었다.  뿐만 아니라 로즈마리, 마리노라벤더, 

몬밤 추출물은 신경 양인자인 BDNF  GDNF를 조군에 비하여 약 25%이상 

유도발 시키고 있음을 확인하 다. 특히 로즈마리의 경우 2 ～ 8시간까지 25%이

상의 유도발 을 시키고 있는 반면, 몬밤은 처리 2 시간에서만 제한 으로 유도

발 시키고 있음을 확인하 다. 단백질 수 에서 이들의 도 민 생합성과 련되어

있는 TH  AADC, 신경 양인자인 BDNF와 GDNF의 단백질 수 에서의 유도발

을 로즈마리, 몬밤, 마리노라벤더, 몬버베나를 상으로 western blotting을 

수행하여 분석하 다 (Fig. 6). 로즈마리 추출물을 투여한 실험구에서는 조구에 

비하여 투여 2 시간부터 TH  AADC가 유도발 되어짐을 확인 할 수 있었다. 로

즈마리 투여구는 2 시간에서는 TH 는 25%이하의 유도발 이 이루어지나 투여 후 

4시간  8시간에서 조구에 비하여 50%이상의 지속 으로 높은 유도발 이 이루

어지고 있음을 확인 할 수 있었다. 반면 AADC의 경우 도 민 생합성 경로에서처

럼 TH에 의하여 tyrosine이 L-dopa로 변환되어지며, 이후 L-dopa가 AADC에 의

하여 도 민으로 환되어지기 때문에 TH에 비하여 상 으로 지연되어 발 되는 
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             A.

             B.

             C.

Fig. 2. Gene induction of TH and AADC related dopamine biosynthesis in 

PC12 cell line treated by various herbs extracts regard as after 2 hr (A), 

after 4 hr, and after 8 hr (C). Lane 1, Super mint; Lane 2, Green time; Lane 

3, Apple mint; Lane 4, Lemon glass;  Lane 5, Rosemary; Lane 6, Lemon balm; 

Lane 7, Digitalis; Lane 8, Stevia; Lane 9, Marino Lavender; Lane 10, Pineapple 

mint; Lane 11, Oregano; Lane 12, Lemon verbena; Lane 13, Rose geranium; Lane 

14, Pepper mint; Lane 15, Cherry sage; Lane 16, Honey Suckle
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Fig. 3. Compare the Gene induction of TH and AADC related dopamine 

biosynthesis in PC12 cell line treated by Rosemary (A), Lemon Balm (B), 

Marino Lavender (C), and Lemon verbena regard as the treated time.
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양상을 확인 할 수 있었다. AADC의 경우 투여 후 2 시간과 4 시간에서는 크게 유

도발 이 이루어지지 않았으나, 투여 후 8 시간에서 약 45%이상의 유도발 이 이

루어지고 있음을 확인하 다. 한 몬밤  몬버베나의 경우 투여 후 2 시간에

서는 TH  AADC 모두 크게 유도발 이 이루어지지 않았으나, 투여 4 시간 후에

는 조구에 비하여 100%이상 유도발 이 이루어지고 있음을 확인하 다. 그러나 

로즈마리에 비하여 8 시간에서는 상 으로 매우 낮은 유도발 이 이루어지고 있

었다. 그러나 AADC의 경우 시간에 따라 진 으로 증가되어지고 있음을 확인 할 

수 있었다. 마리노 라벤더의 경우 TH의 유도발 은 몬밤의 유도발 과 매우 유

사함을 알 수 있는 반면 AADC의 유도발 은 매우 미미함을 확인 할 수 있었다. 

한편 신경 양인자의 유도발 은 로즈마리 추출물 처리에 의한 BDNF의 유도발

은 2 ～ 8 시간 까지 지속 으로 조구에 비하여 약 25%이상의 발 율을 나타내

고 있었으며, GDNF는 투여 후 2 시간과 4 시간에서 조구에 비하여 높게 유도발

되고 있음을 확인 할 수 있었다 (Fig. 7). 몬밤 추출물은 2 시간과 4 시간에서 

상 으로 로즈마리 추출물에 비하여 높은 BDNF와 GDNF를 유도발 시키고 있

음을 확인 할 수 있었다. 그러나 마리노 라벤더  몬버베나의 경우 mRNA 수

에서와는 다르게 일반 으로 조구에 비하여 약간 높은 수 의 BDNF와 GDNF가 

유도발 되어짐을 확인 할 수 있었다. 따라서 의 결과를 종합하여 볼 때 16 종의 

허  추출물을 PC12 cell line에 처리하여 도 민 생합성 련 유 자 유도발   

신경 양인자 유도발 에 하여 mRNA 수   단백질  수 에서 분석한 결과 

신경보호효능을 나타낼 수 있는 후보 허 로써는 로즈마리  몬밤이 우수할 것

으로 추정되어진다. 

라. 허  추출물 처리에 의한 TH, AADC, 신경 양인자의 유도발 분석 (in 

vivo)

   앞서 PC12 cell line에서의 도 민 생합성과 련된 유 자  단백질의 유도발

분석과 더불어 신경 양인자의 유도발 을 분석하 으나, 이는 어디까지나 in vitro
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             A. 

             B.

             C.

Fig. 4. Gene induction of BDNF and GDNF in PC12 cell line treated by 

various herbs extracts regard as after 2 hr (A), after 4 hr, and after 8 hr 

(C). Lane 1, Super mint; Lane 2, Green time; Lane 3, Apple mint; Lane 4, Lemon 

glass;  Lane 5, Rosemary; Lane 6, Lemon balm; Lane 7, Digitalis; Lane 8, Stevia; 

Lane 9, Marino Lavender; Lane 10, Pineapple mint; Lane 11, Oregano; Lane 12, 

Lemon verbena; Lane 13, Rose geranium; Lane 14, Pepper mint; Lane 15, Cherry 

sage; Lane 16, Honey Suckle



68

Fig. 5. Compare the Gene induction of BDNF and GDNF in PC12 cell line 

treated by Rosemary (A), Lemon Balm (B), Marino Lavender (C), and 

Lemon verbena regard as the treated time.
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Fig. 6. Compare the Protein induction of TH and AADC related dopamine 

biosynthesis in PC12 cell line treated by Rosemary (A), Lemon Balm (B), 

Marino Lavender (C), and Lemon verbena regard as the treated time.
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Fig. 7. Compare the protein induction of BDNF and GDNF in PC12 cell 

line treated by Rosemary (A), Lemon Balm (B), Marino Lavender (C), and 

Lemon verbena regard as the treated time.
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 에서의 분석이기 때문에 이에 한 실험동물 (rat)을 이용하여 rat brain에서의 도

민 생합성 유 자의 유도발   신경 양인자 유도발 을 분석하 다. in vitro의 

경우는 직 으로 세포와 허 추출물의 상호작용에 의하여 신경 양인자  도

민 생합성 련 유 자의 유도발 이 이루어지지만 in vivo의 경우 뇌는 뇌막에 의

하여 쌓여있기 때문에 허  추출물과 신경세포사이의 직 인 상호작용이 이루어

지지 않게 된다. 따라서 본 연구에서는 허  추출물을 rat에 시간에 따라 투여함으

로써 이루어지는 유도되어지는 신경 양인자 유도발   도 민 생합성 련 유

자들의 유도발 을 분석하게 되었다. 실험동물을 12 시간 식시킨 후 각각 실험동

물의 무게를 측정하여 존 를 이용하여 10 ㎎/㎏의 농도로 구강투여하여 2, 4,  8 

시간 후 실험동물의 뇌를 분리하여 이로부터 mRNA 수   단백질 수 에서 유

도발 을 분석하 다. 투여 후 2 시간에서 PC12 cell에서와 유사하게 특별하게 TH 

 AADC가 유도발 이 이루어지지 않음을 확인 할 수 있었으나, 디지털리스에서 

상 으로 매우 높은 TH가 유도발 되었으며, AADC의 경우는 오 가노  디지

털리스에서 조구에 비하여 약간 높은 발 이 유도되어짐을 확인하 다. 그러나 

디지털리스의 경우는 강심제로 사용되어지며, 세포독성이 있음에 따라 이는 독성물

질 투여에 의한 스트 스에 의하여 유발되어질 것으로 추정되어진다. 투여 후 4 시

간에서는 로즈마리, 몬밤, 체리세이지에서 TH가 유도발 되어짐을 확인하 다. 

AADC는 로즈마리  몬밤에서 유도발 되어짐을 확인하 다. 투여 후 2 시간에

서 강력하게 발 되어졌던 오 가노  디지털리스의 경우는 앞서 언 하 듯이 세

포독성에 의한 스트 스에 의하여 유발되어졌기 때문에 4 시간에서는 유도발 이 

확인되지 않았다. 허 추출물 처리 후 8 시간에서는 PC12 cell에서의 결과에서처럼 

동일하게 로즈마리가 지속 으로 TH와 AADC를 유도발 시키고 있음을 확인하

다. 단백질 수 에서 분석하기 하여 오 가노  디지털리스를 제외하고 PC12에

서 우수한 활성을 나타낸 허 인 로즈마리, 몬밤, 마리노라벤더  몬버베나를 

투여했던 실험동물의 뇌로부터 단백질을 분리하여 western blotting을 수행하 다. 

로즈마리추출물의 경우 투여시간이 증가되어짐에 따라 4 시간과 8 시간에서 약 110
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            A.

             B.

              C.

Fig. 8. Gene induction of TH and AADC related dopamine biosynthesis in 

Rat oral administrated by various herbs extracts regard as after 2 hr (A), 

after 4 hr, and after 8 hr (C). Lane 1, Super mint; Lane 2, Green time; Lane 

3, Apple mint; Lane 4, Lemon glass;  Lane 5, Rosemary; Lane 6, Lemon balm; 

Lane 7, Digitalis; Lane 8, Stevia; Lane 9, Marino Lavender; Lane 10, Pineapple 

mint; Lane 11, Oregano; Lane 12, Lemon verbena; Lane 13, Rose geranium; Lane 

14, Pepper mint; Lane 15, Cherry sage; Lane 16, Honey Suckle
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Fig. 9. Compare the Gene induction of TH and AADC related dopamine 

biosynthesis in Rat treated by Rosemary (A), Lemon Balm (B), Marino 

Lavender (C), and Lemon verbena regard as the treated time.
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            A.

             B.

             C.

Fig. 10. Gene induction of BDNF and GDNF in rat oral administrated by 

various herbs extracts regard as after 2 hr (A), after 4 hr, and after 8 hr 

(C). Lane 1, Super mint; Lane 2, Green time; Lane 3, Apple mint; Lane 4, Lemon 

glass;  Lane 5, Rosemary; Lane 6, Lemon balm; Lane 7, Digitalis; Lane 8, Stevia; 

Lane 9, Marino Lavender; Lane 10, Pineapple mint; Lane 11, Oregano; Lane 12, 

Lemon verbena; Lane 13, Rose geranium; Lane 14, Pepper mint; Lane 15, Cherry 

sage; Lane 16, Honey Suckle
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Fig. 11. Compare the protein induction of BDNF and GDNF in rat oral 

administrated  by Rosemary (A), Lemon Balm (B), Marino Lavender (C), 

and Lemon verbena regard as the treated time.
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Fig. 12. Compare the Protein induction of TH and AADC related dopamine 

biosynthesis in rat oral administrated by Rosemary (A), Lemon Balm (B), 

Marino Lavender (C), and Lemon verbena regard as the treated time.
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Fig. 13. Compare the protein induction of BDNF and GDNF in PC12 cell 

line treated by Rosemary (A), Lemon Balm (B), Marino Lavender (C), and 

Lemon verbena regard as the treated time.
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 % 이상의 높은 TH 유도발 이 이루어지고 있음을 확인할 수 있었으며, 한 

AADC의 경우도 시간에 따라서 매우 높게 증가되어지고 있음을 확인 할 수 있었

다. 이러한 결과는 로즈마리 추출물이 rat의 뇌막의 넘어서 신경보호효능  도 민 

생합성을 유도할 수 있음을 보여주는 결과라고 할 수 있다. 한 몬밤의 경우 로

즈마리에 비하여 매우 빠르게 TH  AADC를 유도발 시킴을 확인 할 수 있었는

데 2 시간에서는 조구에 비하여 약 110%이상 높은 유도발 이 이루어졌으나, 로

즈마리와는 다르게 투여 후 시간에 따라 감소되어지는 것을 확인할 수 있었으며, 8

시간 이후부터는 거의 발 유도가 이루어지지 않음을 확인 할 수 있었다. 마리노 

라벤더  몬버베나의 경우는 로즈마리  몬밤에 비하여 상 으로 매우 미

미한 TH  AADC 유도발 이 이루어지고 있음을 확인하 으며, 특히 몬버베나

는 PC12 cell 에서의 유도발 과 다르게 다른 허  추출물과 유사하게 매우 낮거나 

는 거의 유도발 을 하지 않음을 알 수 있었다. 신경 양인자의 유도발 은 상

으로 TH  AADC에 비하여 매우 낮은 수 에서 유도발 이 이루어지고 있으나 

로즈마리의 경우 약 20%이상의 유도발 이 2 ～ 8시간동안 발 되고 있음을 확인 

할 수 있었으며, 한 몬밤, 마리노 라벤더, 몬 버베나 등도 조구와 비교하여 

25% 수 에서 유도발 이 이루어지고 있었다. 

마. 면역조직화학법(immunohistochemistry)을 이용한 세포보효효과 분석

   조직 내에서 TH 유도발 을 분석하기 하여 면역조직화학법 (immunohistoche- 

mistry) 을 수행하 다. 로즈마리, 몬밤, 마리노라벤더  몬버베나 추출물을 

potassium phosphate buffered saline (pH 7.4)에 탁시킨 후 0.45 ㎛ syringe filter

로 여과시킨 후 실험에 앞서 12 시간동안 식 시킨 실험동물에 각각 10 ㎎/㎏으로 

존 를 이용하여 구강투여하여 4 시간 후 타민을 주사하여 마취시켰다. 마취된 

실험동물을 복부 개시킨 후 saline을 투여하여 액을 제거시킨 다음 고정을 하

여 4% paraformaldehyde를 투여 시켰으며, 고정된 뇌조직은 분리하여 post-fixation

을 하여 다시 4% parafromaldehyde에서 72 시간동안 고정시킨 다음 30% 
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sucrose 용액에 침지하여 최종 으로 조직을 고정시켰다. 고정된 조직은 

cryosection을 사용하여 tissue slice를 만들었으며, TH-antibody, HRP-conjugated 

2nd antibody를 이용하여 DAB  H2O2를 처리시킨 후 발색하여 염색된 세포를 분

석하 다. 염색된 조직은 mounting solution을 이용하여 mounting 시킨 후 Nikon 

TE2000-U 미경을 이용하여 X40, X100, X200  X400로 각각 사진을 촬 하

다. 조군에 비하여 가장 높게 염색된 실험구는 로즈마리 추출물을 처리한 곳으로 

나타났으며, 이외에 몬밤, 몬버베나, 마리노라벤더 순으로 확인되어졌다. 의 

실험을 통하여 로즈마리 추출물이 가장 효과 으로 도 민 생합성과 련된 단백질

은 tyrosine hydroxylase를 강하게 유도발 시키고 있음을 확인 할 수 있었다 (Fig. 

14).

바. Human neuroblastoma cell line SH-SY5Y에서 허 추출물의 신경보호효능 분석

   앞서 시행되어졌던 연구결과들은 모두 실험동물인 rat 는 rat으로부터 기원된 

세포주를 이용하여 분석되어졌던 결과임으로 직 으로 용되어질 사람의 결과와

의 유의성이 필요로 되어진다. 따라서 이를 검증하기 하여 인간의 뇌로부터 기원

되어진 SH-SY5Y cell line을 이용하여 허 추출물을 처리하여 세포독성, 도 민 생

합성 련 유 자  단백질의 유도발 과 더불어 신경 양인자 유도발 을 검증할 

필요성이 두되어졌다. 사용되어진 세포주는 정상세포주인 human neurobalstoma 

cell SH-SY5Y를 이용하여 각각의 농도(1, 10, 50, 100 ㎍/㎖)  시간 (24, 48, 72 

hr)에 따른 세포독성  세포 생존률을 분석하 다 (Table 12). 농도 (1, 10 ㎍/

㎖) 허  추출물을 처리한 SH-SY5Y에서는 디지털리스가 약한 세포독성을 나타내

고 있음을 확인하 으나 이외의 허  추출물에서 세포독성을 나타내지 않음을 확인

하 다. 그러나 50 ㎍/㎖의 허  추출물을 처리한 세포에서는 체리세이지, 애 민트, 

디지털리스에서 높은 세포독성이 나온 반면,  로즈마리, 몬버베나, 그린타임, 몬

밤, 슈퍼민트, 로즈제라늄, 마리노 라벤더, 스테비아, 몬그라스, 인애 민트, 오

가노  페 민트에서는 상 으로 세포독성을 나타내지 않았다. 
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Fig. 14. Immunohistochemical detection of Tyrosine Hydroxylase treated 

by Herb extracts in substantia nigra of rat brain. Sections were incubated 

with TH antibodies (1:10000) and visualized by DAB reaction products 

using the avidin-biotin technique. 
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그러나 100 ㎍/㎖의 허  추출물을 처리한 실험구에서는 마리노라벤더를 제외하고 

거의 모든 허 추출물 처리구에서 세포독성을 나타냄을 확인하 다. 이후 10 ㎍/㎖

의 허 추출물을 처리하고 시간에 따라 24, 48, 72 시간동안 SH-SY5Y에 처리하여 

세포독성을 분석하 다 (Table 13). 앞서 수행하 던 농도에 따른 연구결과 와 동일

하게 디지털리스를 제외하고 모든 허  추출물에서 세포독성을 나타내지 않음을 확

인하 다. 이후 허 추출물을 10 ㎍/㎖의 농도로 하여 SH-SY5Y cell line에 2, 4, 8

시간 동안 처리하여 유도발 되어지는 TH  AADC를 분석하 다 (Fig. 15). 처리 

후 2 시간에서는 로즈마리, 마리노 라벤더에서 조구에 비하여 각각 47%  25%의 

TH를 유도발 시키고 있음을 확인하 으나, AADC는 모든 허  처리구에서 유도발

이 이루어지지 않았다 (Fig. 16). 처리 후 4 시간에서는 몬그라스  로즈마리 

추출물을 처리한 실험구에서 약 50% 정도의 TH를 유도발 시키고 있었으며, 이외

에 마리노 라벤더, 오 가노  로즈제라늄에서 약 15 ～ 20% 내외에서 유도발 되

어지고 있었다. 뿐만 아니라 AADC의 경우 몬그라스  로즈마리 추출물을 처리

한 실험구에서 조구에 비하여 약 25% 후로 유도발 이 이루어지고 있음을 확인

하 다. 처리 후 8 시간에서는 로즈마리 추출물 처리구  마리노 라벤더, 인애

민트에서 매우 낮은 농도의 TH가 유도발 되어지고 있었으며, AADC는 로즈마리 

추출물 처리구를 제외하고는 모든 허  추출물 처리구에서 조구와 비교하여 유의

성 내에서 발 이 이루어지지 않고 있었다. 앞선 연구에서 선택되어졌던 로즈마리, 

몬밤, 마리노라벤더, 몬버베나 추출물을 처리한 실험구에서는 시간에 따라 비교

분석한 결과 로즈마리 처리구에서 2, 4 시간에서 높은 TH 유도발 을 나타내었으며, 

AADC는 처리 후 4 시간과 8 시간에서 조구와 비교하여 약 25% 내외에서 유도발

이 이루어지고 있음을 확인하 다. 마리노라벤더 역시 2, 4,  8 시간 처리 후 

TH는 약 20 ～ 25%이내에서 유도발 되어지고 있었으나, AADC는 거의 유도발

이 이루어지지 않음을 확인하 다. 몬밤  몬버베나의 경우 매우 PC12 cell에서

와 다르게 매우 약하게 유도발 이 이루어지고 있었다. 

  한편 신경 양인자 유도발 을 분석한 결과 처리 후 2 시간에서는 로즈마리, 몬
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Table 7. Cytotoxicity of methanol extracts prepared from herbs against 

SH-SY5Y cells according to the concentration in 72 hr.

Extracts

Concentration (㎍/㎖)

1 10 50 100

Cytotoxicity (%)

로즈마리 5.2±3.1 16.7±2.8 41.5±3.1 65.1±2.2

몬버베나 6.1±3.2 22.5±3.6 55.1±3.3 67.6±3.6

그린타임 5.1±3.7 17.8±3.1 39.3±2.7 55.4±3.5

체리세이지 8.1±4.1 27.7±4.7 58.1±3.4 67.1±4.3

허니써클 4.8±3.1 28.1±3.7 49.9±4.8 68.2±3.3

애 민트 7.7±3.7 18.5±3.8 65.4±4.1 71.4±3.8

몬밤 4.7±1.5 14.3±3.5 39.8±2.1 49.4±3.3

슈퍼민트 6.1±2.4 21.6±3.6 37.3±4.7 59.4±3.9

디지탈리스 11.5±5.1 48.1±4.7 73.1±4.9 92.1±7.1

로즈제라늄 4.4±2.1 19.4±3.0 47.2±3.1 55.7±2.5

마리노라벤더 3.7±2.9 15.5±4.7 42.1±4.1 49.6±4.9

스테비아 8.8±4.3 20.9±4.3 45.1±3.9 68.7±3.6

몬그라스 6.8±2.9 26.6±3.1 46.8±4.7 53.9±5.1

인애 민트 7.0±3.7 18.8±3.5 41.4±3.5 50.9±2.2

오 가노 5.8±4.6 24.8±4.6 35.7±4.6 51.7±4.5

페 민트 8.2±3.7 15.4±3.4 40.7±3.5 54.4±3.7
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Table 8. Cytotoxicity of methanol extracts prepared from herbs against 

SH-SY5Y cells according to the culture time in 10 ㎍/ ㎖ of extract treated. 

Extracts

Treated time (hr)

24 48 72

Cytotoxicity (%)

로즈마리 2.1±1.1 19.7±4.3 18.3±3.3

몬버베나 3.7±4.3 18.8±3.2 21.7±2.8

그린타임 6.1±3.1 11.9±2.7 19.1±4.1

체리세이지 4.2±2.5 19.4±3.1 26.3±3.1

허니써클 5.8±2.2 17.7±4.6 30.3±2.8

애 민트 8.1±3.7 16.1±2.1 20.5±4.8

몬밤 4.7±3.4 13.6±2.9 17.3±2.5

슈퍼민트 3.1±2.6 15.5±3.6 23.9±2.6

디지탈리스 11.1±3.9 21.1±4.1 51.8±3.5

로즈제라늄 6.7±3.2 16.1±2.3 21.1±4.2

마리노

라벤더
5.2±2.7 10.3±2.9 18.7±3.1

스테비아 6.9±3.7 14.3±2.6 22.2±2.6

몬그라스 7.7±4.1 19.8±4.2 25.4±2.1

인

애 민트
6.5±4.2 13.4±2.6 19.5±3.5

오 가노 4.4±2.1 17.7±3.2 27.1±2.9

페 민트 7.3±2.9 12.6±4.7 18.5±2.4
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             A.

             B.

             C.

Fig. 15. Gene induction of TH and AADC related dopamine biosynthesis in 

human neuroblastoma cell line SH-SY5Y by various herbs extracts regard 

as after 2 hr (A), after 4 hr, and after 8 hr (C). Lane 1, Super mint; Lane 2, 

Green time; Lane 3, Apple mint; Lane 4, Lemon glass;  Lane 5, Rosemary; Lane 6, 

Lemon balm; Lane 7, Digitalis; Lane 8, Stevia; Lane 9, Marino Lavender; Lane 10, 

Pineapple mint; Lane 11, Oregano; Lane 12, Lemon verbena; Lane 13, Rose 

geranium; Lane 14, Pepper mint; Lane 15, Cherry sage; Lane 16, Honey Suckle
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Fig. 16. Compare the Protein induction of TH and AADC related dopamine 

biosynthesis in human neuroblastoma cell line SH-SY5Y by Rosemary (A), 

Lemon Balm (B), Marino Lavender (C), and Lemon verbena regard as the 

treated time.
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             A.

             B.

             C.

Fig. 17. Gene induction of BDNF and GDNF in human neuroblastoma cell 

line SH-SY5Y by various herbs extracts regard as after 2 hr (A), after 4 

hr, and after 8 hr (C). Lane 1, Super mint; Lane 2, Green time; Lane 3, Apple 

mint; Lane 4, Lemon glass;  Lane 5, Rosemary; Lane 6, Lemon balm; Lane 7, 

Digitalis; Lane 8, Stevia; Lane 9, Marino Lavender; Lane 10, Pineapple mint; Lane 

11, Oregano; Lane 12, Lemon verbena; Lane 13, Rose geranium; Lane 14, Pepper 

mint; Lane 15, Cherry sage; Lane 16, Honey Suckle
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Fig. 18. Compare the protein induction of BDNF and GDNF in human 

neuroblastoma cell line SH-SY5Y treated by Rosemary (A), Lemon Balm 

(B), Marino Lavender (C), and Lemon verbena regard as the treated time.
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밤 에서 유도발 이 이루어지고 있었으며, GDNF의 경우 조구와 비교하여 특별히 

유도발 이 이루어지지 않음을 확인할 수 있었다 (Fig. 17). 처리 후 4 시간에서도 

역시 로즈마리 추출물 처리구가 조구에 비하여 약 48% 정도의 높은 유도발 을 

이루고 있었으며, 마리노라벤더  인애  민트에서 약한 유도발 이 이루어지고 

있었다 (Fig. 18). GDNF의 경우 처리 후 2 시간과 비교하여 특별히 유도발 이 이

루어지지 않음을 확인하 다. 그러나 처리 후 8 시간에서는 BDNF  GDNF 모두 

크게 유도발 이 이루어지지 않았다. 따라서 Human neuroblastoma cell line 

SH-SY5Y에 허  추출물 처리 시 mRNA 수 에서는 로즈마리 추출물이 신경보호

효과가 있음을 확인할 수 있었다. 이에 하여 단백질 수 에서의 TH, AADC, 

BDNF  GDNF의 유도발 을 분석하기 하여 10 ㎍/㎖의 로즈마리, 몬밤, 마리

노라벤더  몬버베나 추출물을 SH-SY5Y cell line에 투여하고 2, 4,  8 시간 

후에 trypsinization 후 세포를 회수하 다. 회수된 세포로부터 TriZol reagent를 사

용하여 제공회사의 매뉴얼에 따라 단백질을 분리하여 western blotting을 수행하

다. 로즈마리 추출물을 투여한 실험구에서는 TH가 2 시간부터 발 되어 4 시간에 

조구에 비하여 약 90%의 발 율을 나타내었으며, AADC의 경우도 4 시간과 8 시

간에 유도발 됨을 확인할 수 있었다 (Fig. 19). 뿐만 아니라 BDNF는 TH의 유도발

과 유사하게 처리 후 2 시간부터 유도발 되어 4 시간에서 조구에 비하여 약 

75%의 유도발 을 확인할 수 있었으며, 상 으로 GDNF는 BDNF에 비하여 유도

발 율이 낮았다 (Fig. 20). 몬밤을 처리한 실험구에서는 투여 후 4 시간에서 조

구의 약 2 배인 100%의 유도발 을 확인하 으며, AADC는 TH에 비하여 상 으

로 매우 낮은 유도발 을 나타내었다. 그러나 신경 양인자인 BDNF와 GDNF는 

조구에 비하여 낮거나 는 basal level에서의 유도발 을 확인하 다. 마리노라벤더

의 경우는 투여 후 2 시간에서 100%이상의 높은 유도발 이 검증되었으나 AADC는 

몬밤과 유사하게 유도발 이 매우 낮음을 확인하 으며, 신경 양인자인 BDNF는 

4 시간에서 유도발 이 조구에 비하여 약 105%정도의 유도발 을 확인하 다. 

GDNF는 투여후 2 시간에서 약 60%의 유도발 을 나타내었다. 몬버베나는 투여 
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Fig. 19. Compare the Protein induction of TH and AADC related dopamine 

biosynthesis in human neuroblastoma cell line SH-SY5Y by Rosemary (A), 

Lemon Balm (B), Marino Lavender (C), and Lemon verbena regard as the 

treated time.
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Fig. 20. Compare the protein induction of BDNF and GDNF in human 

neuroblastoma cell line SH-SY5Y treated by Rosemary (A), Lemon Balm 

(B), Marino Lavender (C), and Lemon verbena regard as the treated time.



91

후 2 시간과 8 시간에서 유도발 이 약 50%이상 나타남을 확인하 으나, 매우 불규

칙 인 유도발 이 나타남을 확인하 고, AADC는 몬밤, 마리노라벤더의 경우와 

같이 거의 유도발 이 이루어지지 않았다. BDNF 한 TH와 유사하게 불규칙 으

로 2 시간과 8 시간에서 유도발 이 나타남을 확인하 으며, GDNF는 매우 낮은 유

도발  는 기 발 이 일어났음을 확인하 다. 따라서 본 단백질 수 에서 

SH-SY5Y cell line에 각 허 를 투여한 결과 우수한 신경보호효과  도 민 생합

성 련 단백질을 유도하는 허 로는 로즈마리가 최 임을 확인 할 수 있었다. 

4. 결론

  본 연구과제를 수행하기 하여 상수허 랜드로부터 로즈마리, 몬버베나, 그린타

임, 체리세이지, 허니써클, 애 민트, 몬밤, 슈퍼민트, 디지털리스, 로즈제라늄, 마리

노라벤더, 스테비아, 몬그라스, 인애 민트, 오 가노  페 민트 총 16종의 허

를 수집하여 이들에 한 항산화, human transformed primary embryonal kidney 

cell 293 세포, PC12  human neuroblstoma cell line SH-SY5Y에서 농도  시간

에 따른 세포독성, 도 민 생합성과 련된 tyrosine hydroxylase (TH)  aromatic 

amino-acid decarboxylase (AADC), 신경 야인자인 brain derived neurotrophic 

factor (BDNF)  gliacl cell line derived neurotrophic factor (GDNF)의 유도발 을 

mRNA 수   protein 수 에서의 유도발 을 분석한 결과 로즈마리 추출물이 신

경보호효과  신경퇴행성에 있어서 가장 합할 것 으 로 사료되어진다.  
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제 2  산화  스트 스에 한 허  추출물의 신경세포 

보호효과 분석

1. 연구배경

  신경퇴행성질병은 substantia nigra (SN) pars compacta에 분포되어져있는 

dopaminergic (DArgic) neurone들의 선택 인 상실에 의해 유발되어지는 신경퇴행

성 질병 의 하나이다. 이러한 신경퇴행성에 한 원인으로는 산화  스트 스 

(osidative stress), 세포사멸 (apoptosis), 미토콘드리아 기능이상 (mitochondria 

dysfunction), 그리고 단백질의 엉킴 상 (aggregation) 는 잘못된 힘구조 

(misfolding) 등이 세포 사멸 기작에 포함되어져 있을 것으로 추정된다 (Moore et 

al., 2005). 그러나 왜 DArgic neurone들에서만 제한 으로 퇴행성이 일어나는가에 

해서는 아직도 명확하게 밝 지지 않았지만 Dopamine, tyrosine hydroxylase 

(TH), minoamine oxidasem, iron, neuromelanin 등이 요한 역할을 하고 있을 것으

로 추정하고 있다 (Obata 2002; He et al., 2003; Hirsch et al., 1988). 한편 

tetrahydrobiopterin (BH4)는 뇌 신경세포들 에서도 특히 nigral DArgic cell을 포

함하여 monoaminergic neuron에서의 도 민 생합성에 시 Tyrosine hydroxylase를 

합성하는데 요한 인자로 알려져 있다 (kaufmsn, 1993). DArigic cell에서 BH4의 

생산은 in vitro에서는 Ca2+에 의하여 유발되어지며 (Hwang et al., 1999), in vivo에

서는 stress에 의하여 유발되어지는 것으로 보고되어져 있다 (Kim et al., 2000). 합

성되어진 BH4는 nitric oxide synthase의 요한 인자로 작용하게 될 뿐만 아니라 

(Kwon et al., 2000), 이러한 BH4는 substatia nigra 에 높은 도로 존재하는 

marcrophage-like immune cell인 microglia를 활성화시키게 된다 (Kim et al., 2000). 

BH4는 이들 세포로부터 빠르게 방출되어지게 됨에 따라 nigral DArigic neuron은 

다른 뇌부 에 비하여 높은 농도의 BH4에 노출되어지게 된다. 이러한 BH4는 

Dopamine 합성과 련된 세포주인 CATH.a, SK-N-BE(2)C  PC12 (Choi et al, 
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2000; Anastasiadis et al., 2001)에서 세포독성을 나타내었으며, Kim et al., 2003, 

Choi et al., 2003, Kim et al., 2004 등은 BH4를 실험동물에 처리한 결과 유사한 세

포독성을 나타냄을 보고하 다. 한 BH4 도 민에서 도 민 quinone으로의 자연

인 산화작용을 진하는 superoxide와 hydrogen peroxide를 빠르게 생산한하기 하

여 자연산화가 일어나게 된다 (Kirsch et al., 2004). Dopamine quinone은 quinone 

oritein을 합성함으로써 세포독성의 원인으로 작용하게 될뿐만 아니라, DArgic cell에

서 quinone protein의 축 을 래하게 된다. 축 된 quinone protein은 산화  스트

스의 원인으로 작용하게 됨으로써 DArgic neruon에 치명 인 산화  스트 스를 

유발시킴으로써 신경퇴행성을 유도하게 된다. 따라서 이러한 산화  스트 스를 억

제시키는 작용은 신경세포의 퇴행성을 억제시키는데 있어서 매우 요한 역할을 할

것으로 사료되어진다. 따라서 본 연구에서는 수집된 허 에 한 문헌  연구조사, 

정상세포주인 Human transformed primary embryonal kideny cell line 293, Rat 

Pheochromocytoma cell line (PC12)에서의 항산화효능 분석과 세포독성을 분석하고, 

dopamine biosynthesis에 련되어있는 tyrosine hydroxylase (TH)  aromatic 

amino-acid decarboxylase (AADC)의 유도발 , 신경보호효과분석을 하여 Brain 

derived neurotrophic factor (BDNF), Grial cell line derived neurotrophic factor 

(GDNF)의 유도발 을 mRNA level  protein level에서 분석함으로써 본 연구에 

합한 허 를 선정하고자 한다. 

2. 재료  방법

가. Herb methanol extraction

  허  잎을 씻어 물기를 건조 시킨 후 잘게 쇄하여 각 허  10 g을 70% 

methanol 100 ㎖에 침지하여 72 시간동안 실온에서 방치한 후 상등액을 취하여 7겹

의 gauze를 통과시켜 얻은 여액을 evaporation하여 농축시킨 후 동결건조하게 된다.
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Fig. 21. Apoptosis pathway of oxidative stress-induced in cells.
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나. 동물세포배양

  Human transformed primary embryonal kideny cell line 293  Rat 

Pheochromocytoma cell line (PC12)은 Korean cell line bank (KCLB)로부터 분양받

아 RPMI1640 medium내에 10% fetal bvine serume (FBS)  penicillin 

-streptomycin이 첨가되어져 있는 배지를 사용하여 배양하 다. 37℃, 습도 95%, 5% 

CO2 incubator에서 배양하 으며, 72 시간을 주기로 배지를 교체하 다. 한 세포

도가 80%에 이르 을 때 trypsine-EDTA를 처리하여 계  배양하 다. 한 

Human neuroblastoma cell line은 ATCC (American type culture collection)으로부

터 분양받아 DMEM/F12 배양배지에 10% fetal bvine serume (FBS)   

penicillin-streptomycin이 첨가되어져 있는 배지를 사용하여 배양하 다. 293  

PC12 세포와 동일한 조건으로 배양하 다.

다. 세포독성 (Cell cytotoxicity)  생존율 (Cell viability) 분석

  SH-SY5Y를 이용하여 산화  스트 스에 의하여 유도되어지는 세포독성 검사를 

수행하 다. 세포독성을 분석하기 하여 PBS에 5 mg/ml 농도로 녹인 MTT 

([3-(4,5-dimethylthizol-2-yl) 2,5-diphenyl tetrazolium bromide] 용액 20 ㎕ 씩 첨가

하고 다시 4 시간 동안 37℃에서 배양한 후 각 well 당 DMSO 100 ㎕를 처리하여 

형성된 crystal fomazan을 녹여낸다. 이후 흡 도를 microplate reader (ELISA 

reader, molecular device, USA)로 550 nm에서 흡 도를 측정하게 된다. 한 생존

율을 측정하기 하여 24 well plate에 1 X 106 cells/㎖의 농도로 세포를 평량시킨 

후 trypan blue exclusion 법에 의해 착색 비착색 세포수를 구 계산기로 세어 생존

율을 계산 한다. 생존율은 체 세포수에 한 trypan blue 착색 세포수를 백분율로 

환산하여 계산되어진다. 

라. SH-SY5Y cell line에 허  추출물 처리에 의한 dopamine biosynthesis에 

련된 유 자 유도발   산화  스트 스에 의하여 유도되어지는 Apoptosis
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로부터 보호효과 분석 

1) SH-SY5Y cell line에 허  추출물 투여 방법

  로즈마리 추출물을 10% FBS가 첨가되어있는 DMEM/F12 배지에 50 ㎎/㎖ 로 조

제하여 0.2 ㎛ filter로 여과하여 사용하 다. SH-SY5Y cell line은 2X107 cell/T-75 

culture vessel로 seeding하여 48 시간 후 세포 도가 70%에 도달하 을 때 100 ㎍/

㎖의 농도로 처리한 후 4 시간 후에 cell scrapper를 이용하여 세포를 회수하 다.

2) Ripa buffer를 이용한 단백질 분리

  허 추출물 처리된 SH-SY5Y cell line을 Ripa buffer를 이용하여 단백질을 분리하

다. 분리된 단백질은 Pierce co.의 BCA 단백질 정량 키트를 구입하여 제조회사의 

설명서에 따라 수행하 으며, bovine serum albumin을 이용한 표 곡선에 따라 1.0 

㎍/㎕로 정량하여 9% SDS-PAGE로 단백질 정량 후 coomassie Brilliant blue 

R-250으로 염색하여 정량됨을 확인하 다. 

마. Western blotting

  단백질 수 에서의 도 민 생합성 련 단백질  신경 양인자의 유도발 을 분석

하기 하여 sodium dodexyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis를 수

행하여 각각의 항체를 이용하여 단백질의 유도발 을 정량화 하 다.

1) 단백질 분리  정량

  분리된 단백질은 BCA protein assay kit (Pierce co., USA)를 이용하여 정량하게 

되며, 정량은 제조회사의 매뉴얼에 의하여 정량하 다. 한 단백질 정량은 BSA 

(bovine serum albumin)을 이용하여 단백질 표 곡선을 작성하여 이를 기 로 하여 

이용하여 단백질을 정량화하 다. 정량된 단백질은 SDS-PAGE를 수행한 후 

coomassie staining을 통하여 정량된 결과를 분석하 다. 
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2) SDS-PAGE

  분리된 단백질은 SDS-PAGE를 수행하여 정량화된 단백질을 분석할 뿐만 아니라 

western  blotting을 수행하기 하여 수행하게 된다. 기 동은 12%의 separating 

gel과 5% stacking gel로 이루어진 SDS-PAGE gel 상에서 진행하 다. 단백질과 5x 

SDS Sample Buffer (60 mM Tris-HCl, pH 6.8, 25% glycerol, 2% SDS, 14.4 mM 

β-mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue)를 혼합하여 100℃에서 10 분간 탕한 

후 Protein marker(Cambrex Co.)와 함께 기 동을 수행하 다. 기 동된 gel은 

Coomassie brilliant blue(CBB) R 250으로 염색하고 Destaining buffer로 탈색시킴으

로써 단백질 정량화를 확인하게 된다.

3) western blotting

  기 동된 SDS-PAGE를 PVDF membran으로 transfer 하기 하여 다음과 같은 

방법에 의하여 실행하 다. 기 동후 단백질을 100 V에서 90 분간 PVDF 

membrane에 transfer하 다. Skim milk를 농도가 5%가 되도록 TBS-T용액 (20 

mM Tris-HCl, pH 7.5, 137 mM NaCl, 0.1% Tween-20)에 녹여 blocking solution을 

제조하여 membrane을 담그고 한 시간 동안 shaker 에 올려 놓고 흔들어 주었다. 

한시간 후 TBS-T 용액으로 15 분씩 4 회 세척한 후 1:1000 비율로 TBS-T 용액에 

희석한 6X His-tag antibody로 4℃에서 12 시간 처리 후 동일한 방법으로 15 분씩 

4 회 세척한 후 1:1000의 비율로 TBS-T 용액에 희석한 alkaline phosphatase 

conjugated antibody (sedondary antibody)로 실온 에서 2 시간  처리하 으 며 , 사용

되어진 항체는 Table 2에 명 시하 다. 이후 발 된 결과는 image master 

program을 이용하여 결과를 분석하 다.  

3. 결과

가. 세포독성분석 (MTT assay)
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  이를 검증하기 한 첫 단계로 세포내에서 산화  스트 스를 일으키는 과산화수

소에 의한  SH-SY5Y cell 의 세포독성효과를 분석하 다. SH-SY5Y cell  10% 

FBS가 포함되어있는 DMEM/F12 배지로 배양한 후 1X10
4 

cell/well로 96 well plate

에 seeding한 후 24 시간 동안 5% CO2 incubator에 배양하고 1 μM/well, 10 μ

M/well, 50 μM/well, 100 μM/well, 150 μM/well, 300 μM/well로 24 시간 동안 처리

한 후에 MTT를 통하여 세포독성효과를 분석하 다. 그리고 과산화수소와 로즈마리

를 동시에 처리하여 이에 한 세포독성효과를 분석하 다.

 SH-SY5Y cell ling에 한 과산화수소의 세포독성효과를 분석한 결과 과산화수소

의 농도가 증가할수록 세포의 생존율은  감소하 으며 300μM에서 격하게 감

소하 다 (Fig. 22). 과산화수소와 로즈마리 추출물을 동시에 처리하여 세포독성을 

측정한 결과 과산화수소만 처리했던 것과 비교하여 로즈마리를 동시에 처리 하 을 

때 세포의 생존율이 증가한 것을 볼 수 있었다 (Fig. 23). 

나. 산화  스트 스에 한 로즈마리 추출물의 신경보호효과 분석 (BDNF  

GDNF 유도발 )

  로즈마리 추출물을 처리한 하고 4 시간 후 SH-SY5Y cell line 에서의 brain 

derived neurotrophic factor와 glial cell derived neurotrphic factor의 유도발 을 분

석하 다. 과산화수소만 처리하 을 때 비해 로즈마리와 동시에 같이 처리했을 때 

BDNF  GDNF가 증가하 음을 알 수 있었다 (Fig. 24). 두 신경 양인자인 BDNF

와 GDNF의 증가는 과산화수소에 한 로즈마리의 억제효과가 있음을 의미하며 이

는 유도발 된 신경 양인자에 의하여 뇌신경세포의 생존  성장에 향을 미칠 것

으로 사료되어진다. 

다. 산화  스트 스에 한 로즈마리 추출물의 신경보호효과 분석 (tyrosine 

hydroxylase  AADC 유도발 )

  로즈마리 추출물을 처리 하고 4 시간 후 SH-SY5Y cell line에서 dopamine 생합성

에 련된 유 자의 유도발 을 분석하 다. BDNF  GDNF와 마찬가지로 TH와 
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AADC 역시 과산화수소만 처리하 을 때 보다 로즈마리와 동시에 같이 처리했을 때 

발 량이 증가하 음을 알 수 있었다 (Fig. 25). 

라. 산화  스트 스에 의해 발생한 세포사멸에 한 로즈마리 추출물의 억제 효

과 

  로즈마리 추출물과 과산화수소를 처리하고 4 시간 후 SH-SY5Y cell line 에서의 

세포사멸(Apoptosis)과 련된 유 자의 발 을 분석하 다. 과산화수소와 로즈마리 

추출물을 같이 처리한 결과를 보면 과산화수소만 처리한 것에 비해 apoptosis를 유

발하는 유 자(Bak, Bax, caspase-9 등)들의 발 은 감소하 지만 억제시키는 유

자 (Bcl-2)의 발 은 증가함을 확인할 수 있었다 (Fig. 26). 과산화수소등에 의한 산

화  스트 스를 지속 으로 받게 되면 미토콘드리아내의 DNA의 변화가 일어나며 

apoptosis 발생에 여하는 유 자들의 발 을 유도한다. 발 된 유 자들은 

apoptosis 억제에 여하는 유 자들의 활성을 억제시키며 apoptosis를 일으킨다. 과

산화수소와 로즈마리 추출물을 동시에 처리하 을 때 apoptosis 유발 유 자 발 은 

감소하고 apoptosis를 억제하는 유 자의 발 의 증가는 로즈마리 추출물이 가지는 

항산화능력에 의해 과산화수소의 작용이 억제되었을 것으로 생각되어진다. 
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Fig 22. Cell cytotoxicity of Hydrogen Peroxidase (H2O2) in SH-SY5Y
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A. B.

 

Fig 23. Cell cytotoxicity of co-treated Hydrogen Peroxidase (H2O2) with Rosemary 

in SH-SY5Y. ( A: 8hr, B: 12hr )
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Fig 24. western blot assay of gene expression of BDNF and GDNF of co-treated 

Hydrogen Peroxidase (H2O2) with Rosemary in SH-SY5Y.
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Fig 25. Western blot assay of gene expression of BDNF and GDNF by 

co-treated Hydrogen  Peroxidase (H2O2) with Rosemary in SH-SY5Y.
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Fig 26. western blot assay of gene expression of pro-apoptotic and anti-apoptotic 

factor of co-treated Hydrogen Peroxidase (H2O2) with Rosemary in SH-SY5Y.
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제 3  신경보호효과에 련된 약리활성물질 탐색

1. 연구배경

  방의학과 치료의학의 발달로 인구분포에서 노인이 차지하는 비율이 높아지고 있

다. 따라서 신경퇴행성 질환의 치료가 두되고 있다. 화학 으로 합성되어 개발된 

치료제로는 신경퇴행성 질환을 호 시킬 수는 있지만, 장기간 복용해야하며 장장

애, 어지러움증, 자율신경계 이상, 정신기능 이상 등의 많은 부작용이 나타난다. 따라

서, 노인질환은 사회 으로 잠재 인 큰 문제가 될 것으로 보인다. 특히, 신경퇴행성 

질환을 부작용 없이 방하고 치료하는 방법을 개발하는 것이 시 하다. 건강한 삶

을 리고 질병을 방하는 효율 인 방법은 한 양공 과 생리활성이 있는 기

능성 식품소재나 이를 이용한 기능성 식품을 섭취하는 것이다. 신경계에서는 끊임없

이 신경세포들 간에 신경연 이 이루어지고 있는데, 신경연 을 이루지 못한 상당수

의 신경세포는 세포 생존에 필요한 신호를 받지 못해 사멸된다. 산화  스트 스나 

여러 가지 환경독성물질 는 흥분성 신경 달물질인 glutamate에 과다 노출되면 신

경세포는 신경연 을 이루지 못하고 죽게 된다. 신경퇴행성 질환은 치료보다는 방

이 우선되어야 하며, 이러한 측면에서 쉽게 섭취할 수 있고, 부작용이 없는 기능성 

생리활성물질의 개발이 실하다. 생리활성을 가지는 천연물 특히, 허 류에서는 강

력한 항산화 효능을 가진 생리활성 물질을 발견할 수 있는데, 본 연구에서는 로즈마

리 추출물  생리활성 성분인 carnosol을 사용하여 킨슨병과 련된 도 민 신경

세포사를 막아주는 효과를 검증함으로써 carnosol이 신경세포 보호인자임을 밝혔고, 

그와 련된 신호 달 체계를 규명하 다. 이를 통해, 신경퇴행성 질환인 킨슨병의 

방과 치료에 합한 모델을 제시하 다. 

2. 재료  방법

  실험에 사용한 신경세포는 킨슨병 련 연구에서 다양한 목 으로 많이 사용하
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는 human cell인 SH-SY5Y를 선택하 으며, 이 SH-SY5Y 신경세포를 상으로 여

러 가지 신경퇴행성 질환을 유발하는 것으로 알려진 신경독성물질들을 처리해서 신

경세포사를 일으켰다. 신경세포의 손상 정도는 (1) 형태 인 변화, (2) 세포수의 

찰, (3) MTT assay, (4) 세포사에 련된 Caspase-9, Caspase-3등의 활성화를 조사, 

그리고 (5) DNA laddering 정도로 단하 다. Carnosol을 처리하여 신경세포사가 

해되는지 조사하 다. 일차 으로 carnosol의 효과 인 농도와 시간을 정하는 실험

을 수행하 고, 시스템이 확립된 후에는 신경세포 내에서 일어나는 다양한 종류의 

신호 달, 물질교환 그리고 시냅스를 심으로 하는 상호 연결 체제 등 복잡한 상

들을 체계 으로 분리시켜 분석하 다. Carnosol에 의한 신경세포사 보호에 련된 

유 자 혹은 단백질 분석의 일환으로 신경 양인자와 apoptosis에 련된 유 자 혹

은 단백질을 선정하여 조사하 다. 특히, BDNF와 MAP kinase의 활성화가 신경계 

질환에서 한 련성을 보인다는 을 근간으로 하여 ERK1/2, JNK, p38 등의 

MAP kinase family의 활성화와 BDNF 분비 정도를 조사하 다. 신경세포 배양은 

Adrenergic/Noradrenergic 생합성 경로를 가지며, 도 민 세포의 특성을 우수하게 갖

춘 human neuroblastoma cell인 SH-SY5Y는 D-MEM/F-12를 기본배지로 하고 

10% FBS, 1% penicillin/streptomycin을 첨가하여 37℃, 5% CO2가 유지되는 조건으

로 배양하 다. 실험에는 계 수가 8 이내인 세포를 사용하 다. 보통 신경세포에 화

학물질을 처리할 때는 하루 에 serum을 0.5%로 인 medium으로 바꾸어서, 

serum으로 인한 화학물질 작용의 방해를 최소화하 다. 여러 가지 신경질환 유발 환

경독성물질들과 화학물질의 농도는 처리 후 24 시간 지나서 보이는 LD50에 기 하여 

사용하 다. 한 신경세포사멸의 정량화를 하여, tetrazolium compound인 XTT나 

MTT를 사용하는 방법과 trypan blue dye exclusion 방법으로 세포 수를 계산하

다. XTT, MTT 방법에서는, 사 으로 active한 세포들만이 formazan dye를 형성

하는 것을 이용해서, 96 well plate에 cells를 plating하고 색깔의 차이를 plate reader

로 읽었다. Apoptotic cell death는 slide culture를 해서 DNA 가닥이 끊어지는 것을 

digoxigenin-dUTP로 detect하는 방법과 DNA를 분리하여 DNA가 일정한 크기로 끊
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어지는 laddering patern을 찰하는 방법으로 확인하 다. Western blot 

hybridization은 Lysis buffer (62.5 mM Tris, pH 6.75, 10% Glycerol, 2% SDS, 5% 

β-mercaptoethanol)를 이용하여 단백질을 분리하고, 동량의 단백질을 SDS-PAGE를 

실시하여 크기별로 분리하 다. 크기별로 분리된 단백질을 PVDF  membrane에 

transfer 한 다음, 10% non-fat milk 용액으로 1 시간 blocking하고 TBS-T (10 mM 

Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5% Tween-20, 2.5 mM MgCl2)로 씻어냈다. Primary 

Ab를 상온에서 1 시간 처리하고 TBS-T로 15 분씩 4 번 씻어낸 다음 horse radish 

peroxydase (HRP)가 conjugate되어 있는 secondary Ab를 상온에서 1 시간 처리하

고 동일한 방법으로 씻어주었다. 이 후 enhanced chemoluminesence (ECL)을 이용

하여 X-ray 필름에 나온 signal을 측정하 다. Caspase-3 assay를 해 substrate를 

Ac-DEVD-pNA (Biomol, Plymouth Meeting, PA)를 사용하고, 405 nm에서 

tetrapeptide substrate 의 끊어짐을 모니터 하 다. 유사한 방법으로 Caspase-6, -7, 

-8, -9 등을 각각의 substrate를 사용해서 활성을 측정하 다. Caspase assay를 해  

cell lysate를 만들 때는  cell lysis buffer (50 mM HEPES, pH 7.4, 0.1% CHAPS, 

1 μM DTT, 0.1 mM EDTA)를 사용하 다. Antibody가 있는 Caspase의 경우는 

immunoblot으로 활성도를 측정하 다. BDNF 생산의 측정은 SH-SY5Y 세포를 

6-well plate에서 2×105 cells/well 의 subconfluent 상태로 하룻동안 배양한 후, 1.5 

㎖의 최소배지(DMEM/F12 ＋ N-2 supplement) 로 바꾸고 나서 BDNF 유도 후보 

물질들을 각 well에 첨가하 다. 24 시간 후, 배지를 회수하여 ELISA(enzyme-linked 

immunosorbent assay)로 BDNF를 측정하기 까지 -80℃에 보 하 다. BDNF의 

양은 BDNF Emax ImmunoAssay System (Promega, Madison, WI, USA)을 사용해

서 자동화된 ELISA plate reader를 통해 측정하 다. 모든 실험은 4 회이상 수행하

으며, 평균값과 오차범 로 나타내었다. 결과는 GraphPad Prism data analysis 

program (GraphPad Software, San Diego, CA) 으로 분석하 고, 유의성은 

Student's t-test에 의한 2-way ANOVA를 사용하여 검사하 다. 통계  유의성은 

p<0.05를 기 으로 하 다.  
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3. 결과

가. Carnosol의 human 신경세포 보호효과 

  Carnosol의 신경세포 보호효과 실험에서는 carnosol을 여러 농도로 human 신경세

포주인 SH-SY5Y에 처리한 결과 처리하지 않은 조군보다 오히려 신경세포가 성

장이 진되는 것을 확인 하 다 (Fig. 27). 다양한 방식의 신경세포사를 유발한 실

험에서도, carnosol을 처리했을때 상당 부분 신경세포사로부터 보호됨을 알 수 있

었다. 신경세포사의 가장 흔한 직  원인이 되는 산화  스트 스를 H2O2를 통해 

주었을 때 SH-SY5Y 세포는 농도에 따라 30～40% 정도 사멸하 으나, 10 μM의 

carnosol 처리에 의해 100% 살아남음으로써 기  이상의 효과를 보여주었다. 

Carnosol을 처리하고 나서, dopamine 사산물인 salsolinol 는 NO donor 인 

SNP를 처리한 실험에서는 신경보호효과가 없었다. 한, 환경 독성물질들인 

paraquat와 manganese chloride에 의한 신경세포사를 10 μM의 carnosol 처리가 

완 하게 막아주는 결과를 확인하 다. 살충제 성분이면서 킨슨병을 유발하는 것

으로 알려진 dieldrin에 의한 신경세포사는 dieldrin의 농도에 따라 다른 결과를 보

지만, 20 μM 이하의 dieldrin 농도에 해서는 10 μM의 carnosol 처리가 좋은 효

과를 보이는 것으로 확인하 다.

나. Carnosol의 BDNF 분비 진 작용

  신경 양인자들은 신경세포가 성장하고 분화하고 생존하도록 도와주는 단백질인데 

추신경계뿐만 아니라 말 신경계의 분화와 생존을 조 해 다. 특히, BDNF는 도

민 뉴런이 손상을 받았을 때 뚜렷하게 감소하는 신경 양인자이다. 여러 가지 신

경퇴행성 질환 동물모델에서 BDNF가 올바르게 달되거나 발 된 경우 신경세포의 

사멸을 효과 으로 막아주었고, 회복을 유도하거나 빠른 치유력을 보여 주었다. 이러

한  임상 실험 결과를 바탕으로 재까지 BDNF가 여러 가지 신경퇴행성 질환에 

해 임상실험 단계에 있다. 하지만, BDNF는 그 크기 때문에 액-뇌 차단벽(blood



109

SH-SY5Y   carnosol    10uM   1mM   2mM   10uM  20uM  40uM     100uM 250uM 500uM  
Control  단독처리 Paraquat                                Dieldrin                MnCl2               

120

100

80

20

60

40

0

160

140

생존율
(%) SH-SY5Y+ Chemical SH-SY5Y +5uM carnosol+Chemical SH-SY5Y +10uM carnosol +Chemical

SH-SY5Y   carnosol    10uM   1mM   2mM   10uM  20uM  40uM     100uM 250uM 500uM  
Control  단독처리 Paraquat                                Dieldrin                MnCl2               

SH-SY5Y   carnosol    10uM   1mM   2mM   10uM  20uM  40uM     100uM 250uM 500uM  
Control  단독처리 Paraquat                                Dieldrin                MnCl2               

120

100

80

20

60

40

0

160

140

120

100

80

20

60

40

0

160

140

생존율
(%) SH-SY5Y+ Chemical SH-SY5Y +5uM carnosol+Chemical SH-SY5Y +10uM carnosol +Chemical

120

100

80

20

60

40

0

160

140

생존율
(%)

SH-SY5Y+ Chemical SH-SY5Y +5uM carnosol+Chemical SH-SY5Y +10uM carnosol +Chemical

SH-SY5Y   carnosol   50uM  100uM 200uM 1mM     10mM   100mM     100uM 500uM 1mM  

control   단독처리 H2O2                     Salsolinol                                  SNP               

120

100

80

20

60

40

0

160

140

120

100

80

20

60

40

0

160

140

생존율
(%)

SH-SY5Y+ Chemical SH-SY5Y +5uM carnosol+Chemical SH-SY5Y +10uM carnosol +Chemical

SH-SY5Y   carnosol   50uM  100uM 200uM 1mM     10mM   100mM     100uM 500uM 1mM  

control   단독처리 H2O2                     Salsolinol                                  SNP               

SH-SY5Y   carnosol   50uM  100uM 200uM 1mM     10mM   100mM     100uM 500uM 1mM  

control   단독처리 H2O2                     Salsolinol                                  SNP               

Fig 27. Neuroprotection effect of the carnosol against neurotoxicants 

induced neuronal cell death. The carnosol pretreatment shows partial or 

complete neuroprotection against hydrogen peroxide, paraquat, dieldrin or 

manganese-induced SH-SY5Y neuronal cell death. All chemicals were treated for 

24 hr. 
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 brain barrier; BBB)을 통과하지 못하므로 구강 투입 혹은 주사에 의해서는 뇌에 

도달하지 못한다. BDNF를 직 으로 뇌에 투여하는 방법은 수술을 통해 머리에 

구멍을 뚫어 달할 수 있지만 실용 인 방법은 아니다. 가장 실용 인 근 방법은 

뇌 장벽를 통과할 수 있는 구강 으로 활동 인 합성물을 투여하고 뇌 속에서 신

경 양인자 효과를 생성하거나, 유 자를 이용하여 뇌 속에서 신경 양인자를 생산하

는 것이다.  본 연구에서는 뇌 장벽를 쉽게 통과할 수 있는 작은 분자들이 도

민 뉴런에서 BDNF 합성  분비를 활성화시킬 수 있다는 가설을 세우고, carnosol

이 뇌 장벽를 통과하고 SH-SY5Y 세포에서 BDNF 분비를 증가시킴으로써 신경

세포 보호 효과를 보이는지의 여부를 확인하 다 (Fig. 28). SH-SY5Y 세포를 죽이

는 여러 가지 neurotoxicants들은 의외로 BDNF 분비량에 향을 주지 않았고, 

carnosol은 신경작용 조 자로 알려진 몇 가지 성장인자들인 BMP4, FGF8b, GDNF, 

NT-3 등이 보이는 BDNF 분비 진 효과에 가까운 BDNF 분비 유도를 하 다 

(Fig. 28). 따라서, carnosol이 여러 가지 neurotoxicant의 작용으로부터 SH-SY5Y 

cell을 보호한 효과는 BDNF 분비 증가로 인한 것이 부는 아니고, 다른 세포사 

련 신호 달 경로의 차단이 carnosol에 의해 일어난다고 볼 수 있다

다. Carnosol의 신경세포 보호기작 신호 달체계

  Carnosol이 BDNF를 증가시키는 것 외에 신경세포 보호 효과를 가지는데 여하

는 신호 달 경로를 확인하 다. 그 결과 MAP kinase family의 일원으로서 세포사

에 여하는 것으로 알려진 JNK의 활성화를 carnosol이 농도별로 뚜렷하게 지하

는 것을 확인하 다 (Fig. 29). 신경세포의 사멸 과정에서는 여러 가지 caspase들이 

여하는데, carnosol의 신경세포 보호 작용이 caspase 활성을 억제하는지의 여부를 

조사한 결과 신경세포사가 일어날 때 미토콘드리아와 소포체로부터 방출되어 활성화 

되는 caspase-9, -12 등이 carnosol에 의해 해되었고, 세포사의 최종 단계에 작용

하는 caspase-3의 작용도 효과 으로 막아주었다 (Fig. 30, Fig. 31). 이러한 결과는 

carnosol이 신경세포 보호 효과를 가지는 경로가 BDNF를 증가시키는 것 외에 JNK 
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Fig 28. BDNF release in the SH-SY5Y cells by neurotoxicants, growth 

factors, and carnosol. The response of SH-SY5Y cells to various chemicals for 

24 hr was quantified by BDNF ELISA assay. All neurotoxicants tested had no 

effect on BDNF release. The growth factors, BMP4 and FGF8b caused a 

statistically significant increase. BMP-4 and FGF8b increased BDNF release by 

80% and 40%, respectively. GDNF and NT-3 increased BDNF levels by 31-32%. 

Carnosol increased the release of BDNF by 66%. H2O2 (100 μM), paraquat (1 

mM), MnCl2 (250 μM), dieldrin (20 μM), carnosol (10 μM), bone morphogenic 

protein 4 (BMP-4, 200 ng/㎖), fibroblast growth factor 8b (FGF-8b, 10 ng/㎖), 

glial cell-line derived neurotrophic factor (GDNF, 20 ng/㎖) and neurotrophin-3 

(NT-3, 20 ng/㎖). All values are the mean ±SD from four experiments. 
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와 caspase의 작용을 억제하는 추가 인 기능이 있음을 의미한다.  

4. 결론

  Carnosol에 의한 최근 연구 결과는 TH발 에 의해 Raf-MEK-ERK1/2 pathway 

증가와 caspase-3 방출 억제로 DA neuron에서의 세포사멸 경로를 막아 다. DA 

neuronal cell model에서 rotenone 독성에 한 증상완화 효과가 있는 것으로 보아 

carnosol이 킨슨병 치료에 효과가 있을 것으로 보인다.
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Fig. 29. Active J NK s are significantly decreased by carnosol. SH-SY5Y 

cells were treated with 100 μM H2O2 with or without carnosol pretreatment. H2O2 

treatment activated p38 and JNK MAP kinases. When the SH-SY5Y cells were 

treated with each 5 μM and 10 μM carnosol for 1hr before adding H2O2, JNK 

activation was almost completely blocked.
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Fig. 30. Carnosol reduced the caspase-9 and -12 activation. SH-SY5Y cells 

were treated with 100 μM H2O2 with or without 10 μM carnosol pretreatment. 

Western blot analysis was performed using a polyclonal anti-caspase-9 and -12.
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Fig. 31. Carnosol reduced the caspase-3 activation. SH-SY5Y cells were 

treated with 100 μM H2O2 with or without 10 μM carnosol pretreatment. 10μg of 

each protein sample was used for the measurement of caspase-3 activity using 

caspase-3 specific substrate (Ac-DEVD-pNA). Formation of pNA from the 

reaction was measured using a microplate reader at a 405 nm wavelength. 

Activity was calculated as pmol substrate hydrolyzed/min/μg protein.  
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제 4  허 추출물로부터 신경보호효과 기능성물질분리를 

한 선행연구

1. 연구배경

  앞선 연구에서의 결과와 같이 신경세포의 퇴행성은 신경세포내의 도 민 합성 효

율의 하  신경 양인자의 합성효율의 하에 기인되어진다. 한 뇌의 

substantia nigra에 분포되어있는 dopaminergic neuron의 경우 다른 부분에 분포되

어있는 신경세포에 비하여 높은 농도의 산화  스트 스를 받기 때문에 상 으로 

빠른 신경퇴행성을 나타내게 되어진다. 이러한 산화  스트 스로부터 신경세포를 

보호하기 하여 항산화효소의 작용은 매우 요한 이슈로 떠오르고 있다. 

  한편 다수의 허 들은 높은 수 의 항산화활성을 가지고 있으며, 특히 로즈마리

의 경우 carnosol, carnosic acid  rosemarisin 등의 항산화물질들이 발견되어졌다. 

한 carnosol에 의하여 신경보호효과를 본 연구 에 의하여 분석되어졌으며, 이를 

기 하여 신경보호효능을 나타낼 수 있는 항산화물질을 분리정제 하고 특성을 분석

하고자한다.

2.  재료  방법

가. 로즈마리로부터 추출물 조제

  로즈마리 잎을 씻어 물기를 건조 시킨 후 잘게 쇄하여 각각 100 g을 70% 

methanol 500 ㎖, 70% ethanol 500 ㎖에 침지하여 72 시간동안 실온에서 방치한 후 

상등액을 취하여 7 겹의 gauze를 통과시켜 얻은 여액을 evaporation하여 농축시킨 

후 동결건조하게 된다. 한 100 g 의 로즈마리를 500 ㎖의 멸균수에 침지하여 72 

시간 동안 4℃에서 반응시킨 다음 100℃에서 열수추출을 하여 생성된 여액을 동결건

조하여 시료를 제조하 다.
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나. 동물세포배양

  Human neuroblastoma cell line은 ATCC (American type culture collection)으로

부터 분양받아 DMEM/F12 배양배지에 10% fetal bvine serume (FBS)  

penicillin-streptomycin이 첨가되어져 있는 배지를 사용하여 배양하 다. 37℃, 습도 

95%, 5% CO2 incubator에서 배양하 으며, 72 시간을 주기로 배지를 교체하 다. 

한 세포 도가 80%에 이르 을 때 trypsine-EDTA를 처리하여 계  배양하 다.

다. 세포독성 (Cell cytotoxicity)  생존율 (Cell viability) 분석

  293, PC12  SH-SY5Y를 이용하여 세포독성 검사를 수행하 다. 각 세포는 1 X 

10
5

 cell/㎖로 평량하여 96 well plate에 종하여 24 시간 동안 각각의 배지를 처리

하여 배양시킨다. 배양된 세포는 potassium phosphate buffered saline (PBS)를 2회 

세척시킨 후 각각의 배양배지에 1, 10, 50, 100 ㎍/㎖의 농도로 제조한 다양한 로즈마

리 추출물을 처리하여 24, 48, 72 시간동안 배양시킨 후 MTT assay를 수행한다. 세

포독성을 분석하기 하여 PBS에 5 mg/㎖ 농도로 녹인 MTT ([3-(4,5- 

dimethylthizol-2-yl) 2,5-diphenyl tetrazolium bromide] 용액 20 ㎕ 씩 첨가하고 다

시 4시간 동안 37℃에서 배양한 후 각 well 당 DMSO 100 ㎕를 처리하여 형성된 

crystal fomazan을  녹여낸다. 이후 흡 도를 microplate reader (ELISA reader, 

molecular device, USA)로 550 nm에서 흡 도를 측정하게 된다. 한 생존율을 측

정하기 하여 24 well plate에 1 X 10
6 

cells/ml의 농도로 세포를 평량시킨 후 

trypan blue exclusion 법에 의해 착색 비착색 세포수를 구 계산기로 세어 생존율

을 계산 한다. 생존율은 체 세포수에 한 trypan blue 착색 세포수를 백분율로 환

산하여 계산되어진다. 

라. 자 달공여능분석

  Chin 등 (1999)에 의하여 히말라야삼 는 네팔인삼으로 알려진 Panax pseudo- ginseng

으로부터 항산화효소에 의한 신경세포보호효과 등이 보고됨에 따라 본 연구에서 사
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용된 로즈마리, 몬밤  미역 나무의 항산화효과를 검증하고 이로부터 검증된 결

과를 토 로 neurotrophic factor  dopaminergic neuron의 발 에 한 상 계를 

검증해보고자 하 다. 항산화효과는 자공여능 (EDA; electron donating ability)는 

blois의 방법에 하여 측정하 다. 각 butylated hydroxytoluene (BHT)  허 추출

물 2 ㎖에 0.2 mM DPPH (1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl)용액 1 ㎖을 첨가하여 교

반한 후 30 분간 방치하여 흡 도 517 nm에서 측정하 다. 자공여능은 허 추출

물의 첨가구와 무첨가구의 흡 도 감소율로 나타내었다. 

허 추출물 첨가구의 흡 도
자공여능(%)= (1- )X100

허 추출물 무첨가구의 흡 도

마. SH-SY5Y cell line에 로즈마리 추출물 처리에 의한 dopamine biosynthesis

에 련된 유 자 유도발   신경 양인자 유도발  분석 

1) SH-SY5Y cell line에 다양한 로즈마리 추출물 투여 방법

  신경보호효과를 가지고 있는 로즈마리 추출물을 선발하기 하여  SH-SY5Y 세

포에 각각의 로즈마리 추출물을 처리하여 도 민합성에 련되어있는 tyrosine 

hydroxylase  BDNF의 유도발 을 분석하게 되었다. 허  추출물은 10 ㎍/㎖로 평

량하여 SH-SY5Y에 처리하여 2, 4, 8 시간 동안 처리시킨 후 trypsinization하여 세

포를 회수하여 total RNA를 분리하 다.

2) Total RNA 분리

  다양한 로즈마리 추출물을 SH-SY5Y에 처리하여 trypsinization 후 회수된 세포는 

TriZol reagent를 사용하여 제공사의 매뉴얼에 의하여 total RNA를 분리하 다. 분



119

리된 세포는 1 ㎖의 Trizol ragent를 처리하여 pipetting에 의하여 세포를 쇄시킨 

후 5 분 동안 상온에서 반응시킨다. 이후 200 ㎕의 chloroform을 처리하여 15 간 

혼합시킨 다음 3 분 동안 상온에서 반응 시킨 후 12,000 rpm, 4℃에서 원심분리시킨

다. 원심분리 후 무색의 상층액을 약 600 ㎕를  조심스럽게 pipette로 회수시킨 후 

500 ㎕의 isoprophanol을 처리하여 total RNA를 침 시키기 하여 혼합시킨 다음  

12,000 rpm, 4℃에서 원심분리시킨다. 상층액을 제거시킨 후 형성된 pellet은 75% 에

탄올에 탁시킨 다음 7,500 rpm으로 원심분리하여 상층액을 제거시킨다. 형성된 

pellet은 상온에서 에탄올을 제거시킨 후 가볍게 air-dry 시킨 후 DEPC water 는 

RNase-free water에 녹이게 된다. 녹여진 total RNA는 UV/vis-spectrophotometer를 

이용하여 260 nm에서 RNA 농도를 측정하게 된다.

3) Total RNA 기 동

  정량된 RNA의 농도  분리되어진 RNA 상태를 분석하기 하여 formaldehyde 

agarose gel을 이용하여 기 동하게 된다. Formaldehyde agarose gel을 조제하기 

하여 RNA의 분해를 방지하기 하여 DEPC-water를 gel-former와 comb을 세척

한다. agarose 1.3g을 50 ㎖ DEPC water에 녹인 다음 20㎖의 formaldehyde  5㎖

의 20X MOPS (0.2M MOPS (morpholinopropanesulphonic acid), 50 mM sodium 

acetate, 5 mM EDTA, The buffer is adjusted to pH 7.0 with 1 M NaOH and 

sterilised by autoclaving)를 섞어 최종 volume을 100 ㎖이 되도록 맞춘 후 

microwave oven에서 열을 가하여 액화시키게 된다. 액화된 용액을 gel-former  

comb에 부어 약 1 시간동안 상온에서 고화시키게 된다. 정량된 total RNA 2 ㎍을 

electrophoresis buffer (10 ㎖ 100% deionized formamide, 3.5 ㎖ 40% formaldehyde, 

1.5 ㎖ 10X MOPS buffer)와 혼합하여 70℃에서 5 분간 반응시킨 다음 70 V로 기

동하여 Etidium bromide (EtBr) 용액에 염색시킨 후 UV 하에서 분석하게 된다.

4) cDNA 합성
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  분리되어진 total RNA에 포함되어진 mRNA를 cDNA로 환시키기 하여 

reverse transcriptase (RT)-polymerase chain reaction (PCR) 을 수행하 다. 역

사효소 (Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV))  oligo dT primer는 

Bionner co.로부터 구입하 으며, 제조회사로부터 제공되어진 매뉴얼에 의하여 합성

하 다. 

5) Quantity-Polymerase Chain Reaction (PCR)

  다양한 로즈마리추출물에 의하여 도 민 생합성에 련되어져 있는 tyrosine 

hydroxylase (TH),  aromatic amino-acid decarboxylase (AADC) 유 자  신경

양인자의 유도발 을 분석하기 하여, 이들에 한 특이 인 primer를 합성하여 

(Table 1) quantity-PCR을 수행하 다. 합성된 PCR-product는 1% agarose gel을 

이용하여 기 동한 후 EtBr에 염색하여 image master software를 이용하여 

mRNA수 에서의 유도발 을 분석하 다. 

바. Western blotting

  단백질 수 에서의 도 민 생합성 련 단백질  신경 양인자의 유도발 을 분석

하기 하여 sodium dodexyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis를 수

행하여 각각의 항체를 이용하여 단백질의 유도발 을 정량화 하 다.

1) 단백질 분리  정량

  다양한 로즈마리 추출물을 SH-SY5Y cell line에 처리하여 trypsinization 후 회수

된 세포는 TriZol reagent를 사용하여 제공사의 매뉴얼에 의하여 단백질을 분리하

다. 분리된 단백질은 BCA protein assay kit (Pierce co., USA)를 이용하여 정량하게 

되며, 정량은 제조회사의 매뉴얼에 의하여 정량하 다. 한 단백질 정량은 BSA 

(bovine serum albumin)을 이용하여 단백질 표 곡선을 작성하여 이를 기 로 하여 

이용하여 단백질을 정량화하 다. 정량된 단백질은 SDS-PAGE를 수행한 후 
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coomassie staining을 통하여 정량된 결과를 분석하 다. 

2) SDS-PAGE

  분리된 단백질은 SDS-PAGE를 수행하여 정량화된 단백질을 분석할 뿐만 아니라 

western  blotting을 수행하기 하여 수행하게 된다. 기 동은 12%의 separating 

gel과 5% stacking gel로 이루어진 SDS-PAGE gel 상에서 진행하 다. 단백질과 

5X SDS Sample Buffer (60 mM Tris-HCl, pH 6.8, 25% glycerol, 2% SDS, 14.4 

mM β-mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue)를 혼합하여 100℃에서 10 분간 

탕한 후 Protein marker (Cambrex Co.)와 함께 기 동을 수행하 다. 기 동된 

gel은 Coomassie brilliant blue(CBB) R 250으로 염색하고 Destaining buffer로 탈색

시킴으로써 단백질 정량화를 확인하게 된다.

3) western blotting

  기 동된 SDS-PAGE를 PVDF membran으로 transfer 하기 하여 다음과 같은 

방법에 의하여 실행하 다. 기 동후 단백질을 100 V에서 90 분간 PVDF 

membrane에 transfer하 다. Skim milk를 농도가 5%가 되도록 TBS-T용액 (20 

mM Tris-HCl, pH 7.5, 137 mM NaCl, 0.1% Tween-20)에 녹여 blocking solution을 

제조하여 membrane을 담그고 한 시간 동안 shaker 에 올려 놓고 흔들어 주었다. 

한 시간 후 TBS-T 용액으로 15 분씩 4 회 세척한 후 1:1000 비율로 TBS-T 용액

에 희석한 primary antibody로 4℃에서 12 시간 처리 후 동일한 방법으로 15 분씩 4 

회 세척한 후 1:1000의 비율로 TBS-T 용액에 희석한 alkaline phosphatase 

conjugated antibody (sedondary antibody)로 실온 에서 2 시간  처리하 다. 이후 

발 된 결과는 image master program을 이용하여 결과를 분석하 다.  

사. 면역조직화학법

  rat은 흉부을 개한 후 심장의 정맥을 이용해 PBS로 체내의 액을 제거한 뒤 
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4% Para-formaldehyde로 류 고정하 다. 고정된 쥐 뇌와 를 출하여 

microcryocut를 이용하여 35 ㎛두께의 동결 편을 제작하 다. 비된 뇌와  편

는 PBS로 여러번 씻어주었다. 30% hydrogen peroxide로 처리하여 씻어  후 

vectastain ABC kit의 normal goat serum을 0.5% BSA/PBS에 섞어 1 시간동안 반

응시켜 비특이  단백질의 결합을 막는다. TH primary 항체  AADC 항체와 0.5% 

BSA/PBS (1:10000) 희석하여 실온에서 1 시간에서 2 시간 정도 반응시켰다.  

Sample을 PBS로 3 번 씻은 후, 이차 항체 (biotinylated anti-rabbit IgG in 1% 

BSA/PBS)를 이용하여 1 시간 동안  반응시킨 다음 1% BSA/PBS로 두 번 씻어냈

다. 사용하기 30 분 에 vectastain ABC kit (1:50)를 희석하여 50 분 동안 반응시

킨 후 PBS로 2 번 씻고, 50 ㎖ DAB 용액과 0.2 M PB 용액에 30% hydrogen 

peroxide 12 ㎕를 첨가한 용액으로 5 분간 염색시켜 0.1 M PB로 5 분간 반응을 동

시에 정지시킨 다음, 학 미경으로 찰하 다. 그리고 에서의 세포 counting은 

각각 처리된 4 개의 염색된 편을 선택하여 X400에서  층을 상으로 조직 편

의 단 면 당 TH가 발 된 세포의 수를 측정하 고 계수 결과는 콕슨의 순 합 

검정 (Wilcoxson rank sum test)를 이용하 다.

3. 결과

 가. 다양한 로즈마리 추출물의 세포독성효과 분석

  일반 으로 허 를 식용으로 이용할 때는 직 으로 음식물에 부재료 사용되어지

거나 는 차로 제조하여 섭취하게 되어진다. 특히 차로 제조되어지는 표 인 허

로 로즈마리를 들 수가 있는데 로즈마리는 흔히 주변에서 볼 수 있는 허 일뿐만 

아니라 carnosol, carnosic acid 등 강력한 항산화효소들에 의한 항산화 작용과, 항암

효과, 항종양효과, 항바이러스 효과 등 다양한 생리활성을 가지고 있다. 뿐만아니라 

본 연구에서 분석되어진 바로는 강력한 항산화작용에 의한 신경세포보호효과  신

경세포의 성장과 생존에 있어서 필수 인 신경 양인자 유도발 과 더불어 도 민 
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생합성에 련된 유 자들의 유도발 이 일어나는 것을 확인하 다. 따라서 로즈마

리로부터 신경보호효과를 가지는 물질을 분리정제 하기 해서는 일차 으로 가장 

흔하게 extracts를 제조하는 메탄올 추출, 에탄올 추출  열수추출 방법을 이용하여 

이에 따른 세포독성을 분석하 다. 각각의 방법에 따라 추출되어진 용출물을 동결건

조 시킨 후 saline에 희석하여 human transfromed primary embryonal kidney cell 

293에 농도별 (1, 10, 50, 100 ㎍/㎖)로 처리하여 72시 간 후의 세포독성을 MTT 방

법에 의하여 분석하 다 (Fig. 32). 메탄올추출물의 경우 처리되는 농도에 따라 진

인 세포생존률의 감소를 나타내었으며, 특히 100 ㎍/㎖로 처리한 실험구에서는 세

포독성효과가 확인되어졌다. 그러나 이러한 세포독성효과는 로즈마리 메탄올추출물

의 향도 있겠지만, 72 시간 배양에 의한 양분의 감소에 의해서도 세포 생존률의 

감소가 나타날 수 있다. 그러나 1, 10, 50 ㎍/㎖의 농도로 처리한 실험구에서는 IC50 

이상의 값이 확인되어졌기 때문에 이러한 일반 인 농도에서 로즈마리 메탄올 추

출물은 세포독성이 미약함을 확인할 수 있었다. 로즈마리 에탄올 추출물의 경우는 

로즈마리 메탄올 추출물에 비하여 모든 처리구에서 IC50이상의 값이 확인되어졌으며, 

로즈마리 에탄올 추출물에서도 투여 농도에 따라 진 인 세포생존률의 감소가 확

인되어졌다. 따라서 이러한 생존률의 감소는 배지 내의 양분 감소에 의하여 일어

남을 추정할 수 있으며, 로즈마리 메탄올 추출물이 로즈마리 에탄올 추출물보다 세

포생존률이 낮게 나오는것은 메탄올 자체가 에탄올에 비하여 독성효과가 강하기 때

문이다. 마지막으로 일반 으로 허 티로 이용되어지는 것처럼 로즈마리 열수추출물

을 처리하여 세포독성을 비교분석하 다. 로즈마리 열수추출물 모든 처리구에서 IC50 

이상의 값이 확인되어졌으며, 이는 로즈마리 열수추출물이 음식물로써 섭취하기 세

포독성이 낮다는 것을 의미하게 된다. 한편 신경 양인자  도 민 생합성에 련

된 단백질을 유도 발 시킬 수 있는 PC12 cell line에 각각의 로즈마리 추출물을 293 

세포에 처리한 조건과 동일하게 처리하여 세포독성을 비교하 다. 모든 로즈마리 추

출물 처리구에서는 293 세포에 처리했을때의 결과와 유사한 패턴을 나타냄을 확인할 

수 있었다. 그러나 293 세포와 비교하여 반 으로 낮은 수치의 세포생존률을 나타

냄을 확인 할 수 있었다. 로즈마리 메탄올 추출물의 경우 293 세포에서와 같이 1, 

20, 50 ㎍/㎖의 농도에서는 세포독성이 나타나지 않았으나, 100 ㎍/㎖을 처리한 구에
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서는 조구와 비교하여 약 58%의 세포생존률 감소를 나타내었다. 뿐만아니라 로즈

마리 에탄올 추출물에서는 로즈마리 메탄올 추출물의 100 ㎍/㎖ 처리구와 동일하게 

세포생존률이 감소되어짐을 확인할 수 있었다. 따라서 로즈마리 메탄올 추출물  

에탄올 추출물은 농도에서는 세포독성이 투여량에 따라 감소되어지며 100 ㎍/㎖이

상의 농도에서는 세포독성을 가짐을 확인 할 수 있었다. 그러나 로즈마리 열수추출

물의 경우 투여량에 따라 세포생존률의 감소가 나타나기는 하 지만 IC50 이상으로 

확인되어져 로즈마리 메탄올  에탄올 추출물에 비하여 세포독성이 낮음을 확인 할 

수 있었다. 한편 인간의 뇌로부터 기원된 human neuroblastoma cell line SH-SY5Y

에 각각의 로즈마리 추출물을 투여하여 세포독성을 비교하 다. 일반 인 세포생존

률 패턴은 293 세포  PC12 세포에 처리하 을 때와 유사하게 나타남을 확인하

다. 특히 로즈마리 메탄올  에탄올 추출물의 100 ㎍/㎖농도는 세포독성을 나타내

고 있었으며, 로즈마리 열수추출물은 상 으로 메탄올  에탄올 추출물에 비하여 

세포독성이 없음을 알 수 있다.   

  한 시간에 따른 각각의 로즈마리 추출물의 세포독성을 분석하기 하여 10 ㎍/

㎖을 처리하여 24, 48  72 시간동안 세포독성의 변화를 분석하 다. 정상세포주로 

사용된 293 세포에서의 세포독성은 모든 로즈마리 추출물에서 확인되지 않았다 

(Fig. 33). 로즈마리 메탄올 추출물은 시간에 따라 세포생존율이 오차범  이내에서 

감소되어지고 있음을 확인 할 수 있는데 이는 메탄올 추출에 의하여 잔존되어있는 

독성물질에 의한 향으로 사료되어지는 반면 로즈마리 에탄올 추출물  열수추출

물은 처리 시간이 길어짐에 따라 세포 생존율이 증가되어짐을 확인 할 수 있었

다.PC12 세포에서의 각 로즈마리 추출물에 의한 세포독성을 분석한 결과 로즈마리 

메탄올 추출물은 293 세포에서와 동일하게 세포 생존율이 감소되어짐을 확인 할 수 

있었으며, 반 로 에탄올  열수추출물은 세포 생존율이 증가되어지고 있음을 확인 

할 수 있었다. 그러나 SH-SY5Y 세포에서는 로즈마리 메탄올 추출물은 293 세포  

PC12 세포에서 같이 처리시간이 늘어남에 따라 세포독성이 증가되어짐을 확인할 수 

있었으며, 로즈마리 에탄올 추출물은 293 세포  PC12 세포에서의 증가와 는 다르

게 시간이 지남에 따라 로즈마리 메탄올 추출물 처리구에서와 같이 진 인 감소율

을 나타내었다. 그러나 로즈마리 열수추출물의 경우 조구보다 높은 세포생존율을 
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               A.

               B.

               C.

Fig 32. Cell cytotoxicity of various rosemary extracts as the various dose. 

(A) in human transformed primary embryonal kidney cell 293, (B) PC12 cell, (C) 

Human neuroblastoma cell line SH-SY5Y.
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             A.

             B.

             C.

Fig 33. Cell cytotoxicity of various rosemary extracts as the various 

treatment time. (A) in human transformed primary embryonal kidney cell 293, 

(B) PC12 cell, (C) Human neuroblastoma cell line SH-SY5Y.
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나타내고 있음을 확인 할 수 있었다. 따라서 와 같은 결과를 종합하여 볼 때 식용

으로 사용하기 하여 에탄올  열수추출물이 이용되어져야 하며, 특히 로즈마리 

열수 추출물이 모든 세포에서 상 으로 안 함을 확인 할 수 있었다. 

나. 로즈마리 추출물들의 상 인 항산화효과 분석

  신경퇴행성에 있어서 최근 연구되어진 보고들에 따르면 도 민 생합성 련 신경들

이 분포되어져있는 뇌의 substantia nigra는 상 으로 뇌의 다른 부분들에 비하여 

상당히 높은 radical 에 노출되어져 있으며, 이러한 radical들에 의하여 산화  스트

스에 의한 신경세포의 DNA에 손상이 일어나 신경퇴행성이 이루어진다고 보고되

어졌다. 따라서 신경보호효과에 있어서 항산화 작용은 매우 요하다고 할 수 있다. 

한 본 연구에서도 로즈마리로부터 분리되어진 carnosol에 의하여 신경보호효과가 

이루어지고 있음을 증명하 기에 각 로즈마리 추출물에 한 항산화효능  자

달 공여능을 분석하 다 (Fig. 34). 자 달공여능을 분석한 결과 로즈마리 추출물 

 로즈마리 메탄올 추출물이 조구로 사용되어진 BHT에 비하여 약 80%의 자

달공여능을 가지고 있음을 확인하 으며, 로즈마리 에탄올 추출물의 경우도 조

구에 비하여 약 70%의 자 달 공여능을 있음을 확인 할 수 있었다. 그러나 로즈

마리 열수추출물의 경우 열에 의한 항산화효소의 변성작용이 이루어짐에 따라 항산

화 활성이 매우 떨어짐을 확인 할 수 있었다. 이러한 결과를 종합하여 볼 때 로즈마

리 추출물로부터 항산화효소  항산화물질을 분리정제 하기 해서는 열수추출보다

는 유기용매를 사용하여 추출하여야 될 것으로 사료되어진다. 

다. 다양한 로즈마리 추출물에 의한 신경 양인자 유도발  분석

  로즈마리 각 추출물을 SH-SY5Y에 10, 20, 40, 100 ㎍/㎖ 농도로 처리하여 4 시간 

후 세포를 회수하여 이들로부터 total RNA를 분리하여 cDNA를 합성한 후 BDNF 

 GDNF specific primer를 사용하여 유도발 되어지는 BDNF  GDNF를 분석하

다 (Fig. 35). 로즈마리 메탄올 추출물을 처리하 을때 10 ~ 40 ㎍/㎖의 농도로 처



128

Fig 34. Antioxident activity of various rosemary extracts. 
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리한 실험구에서는 조구에 비하여 높은 농도의 BDNF가 유도발 되어지고 있음을 

확인 할 수 있는 반면, 100 ㎍/㎖의 고농도로 처리한 결과 이와는 반 로 BDNF의 

감소가 확인되어졌다. 이러한 결과는 고농도의 로즈마리 메탄올 추출물에 의하여 세

포내에서 BDNF 유 자 유도발 이 간섭되어지고 있음을 추정할 수 있다. 그러나 

GDNF의 유도발 은 BDNF의 유도발 에 비하여 낮은 농도로 유도발 되어지고 있

음을 확인 할 수 있었다. 로즈마리 에탄올 추출물을 처리한 결과 10, 20 ㎍/㎖의 농

도로 처리한 실험구에서 상 으로 높은 유도발 이 이루어지고 있음을 확인하 으

나, 40, 100 ㎍/㎖의 농도로 처리한 실험구에서는 매우 낮은 BDNF 유도발 이 이루

어지고 있음을 확인하 으며, 이러한 결과는 메탄올 추출물  에탄올 추출물의 극

성에 따라 분리되어지는 물질이 다름을 추정할 수 있다. 반면 로즈마리 에탄올 추출

물 처리에 의하여 20 ㎍/㎖의 농도로 처리한 실험구에서는 상 으로 로즈마리 메

탄올 추출물보다 높은 GDNF 유도발 을 확인 할 수 있었다. 그러나 40  100 ㎍/

㎖의 로즈마리 에탄올 추출물을 처리한 실험구에서는 BDNF에서와 동일하게 유도발

이 감소되어짐을 확인 할 수 있었다. 로즈마리 열수추출물의 경우는 20~100 ㎍/㎖

의 농도로 처리한 실험구에서 조구에 비하여 20%이상 높은 농도의 BDNF 발 을 

나타내었으며, 반면 GDNF는 10  20 ㎍/㎖의 농도로 처리한 구에서 10%이상의 유

도발 이 이루어지고 있음을 확인하 다. 

  한편 실험동물에 존 를 이용하여 각 로즈마리 추출물을 10, 20, 40, 80 ㎎/㎏으로 

투여하여 4 시간 후에 뇌를 분리하여 이로부터 BDNF  GDNF의 유도발 을 분석

하 다 (Fig. 36). 세포의 경우 직 인 추출물과의 상호작용에 의하여 유도발 이 

이루어지기 때문에 상 으로 뇌막을 가지고 있는 실험동물에 비하여 쉽게 이루어

지게 된다. 로즈마리 메탄올 추출물을 처리한 실험구에서는 10 ㎎/㎏으로 처리한 쥐

에서 조구에 비하여 약 30%이상의 높은 BDNF 유도발 을 확인하 으며, GDNF

는 20 ㎎/㎏으로 처리한 쥐에서 약간 높은 활성을 나타내었다. 반면 로즈마리 에탄

올 추출물을 처리한 실험구에서는 10 ~ 40 ㎎/㎏으로 투여한 쥐에서 상당히 높은 

BDNF 유도발 이 확인되어진 반면 GDNF는 10 ㎎/㎏을 투여한 쥐에서 제한 으로 
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높게 유도발 되어짐을 확인 할 수 있었다. 열수추출물의 경우 20 ㎎/㎏으로 처리한 

실험구에서 높은 BDNF 유도발 을 확인 할 수 있었으며, GDNF는 10  20 ㎎/㎏

으로 투여한 실험구에서 조구에 비하여 약 30%이상의 높은 GDNF 유도발 이 이

루어지고 있음을 확인 할 수 있었다. 와 같은 결과를 종합하여 볼때 로즈마리 메

탄올 추출, 로즈마리 에탄올 추출, 로즈마리 열수추출물은 모두 이들 추출물을 제조

하기에 사용되어진 유기용매에 따라 각각 다른 고유한 다른 물질들을 포함하고 있음

을 확인 할 수 있었다. 그러나 반 으로 메탄올  에탄올을 이용하여 추출한 로

즈마리 추출물이 상 으 로 열 수추출물에 비하여 신경 양인자 유도발 에 

합함 을 확 인 할 수 있었다. 한편 다양한 로즈마리 추출물을 시간에 따라 처리하 을 

때 변화되어지는 특성을 분석하 다. 10 ㎍/㎖으로 각각 로즈마리 추출물을 

SH-SY5Y 세포에 처리하고 2, 4  8 시간동안 배양시킨 후 세포를 회수하여 이로

부터 BDNF  GDNF 유도발 을 분석하 다 (Fig. 37). 로즈마리 메탄올 추출물은 

처리 후 2 시간에서 조구에 비하여 약 40%이상의 높은 유도발 을 하 으며, 처

리 수 4 시간까지 유도발 이 지속되었으나, 8 시간 후에는 유도발 이 감소되어짐

을 확인하 다. GDNF의 경우 는 처리 후 2 시간에 조구에 비하여 약 10% 이상

의 유도발 을 나타내었으며, 처리 후  4 시간까지 유도발 을 하 다. 로즈마리 에

탄올 추출물 한 로즈마리 메탄올 추출물과 유사하게 처리 후 2 시간에 가장 높은 

유도발 을 나타내었으며, GDNF의 유도발 은 조구에 비하여 매우 미미한 수

에서 처리 후 2 시간에서 유도발 되어졌다. 반면 로즈마리 열수추출물의 경우 

BDNF는 처리 후 2 시간에서 8 시간까지 매우 긴 시간에 걸쳐 유도발 되었으며, 

GDNF는 2 시간에서 조구에 비하여 약 15% 내외에서 유도발 을 시키고 있음을 

확인하 다. 따라서 각 로즈마리 추출물들은 일반 으로 2 시간에서 높은 수 의 유

도발 을 시키고 있음을 추정할 수 있다. 한편 실험동물 rat에 10 ㎎/㎏으로 구강투

여시킨 후 뇌에서 유도발 되는 BDNF와 GDNF를 분석하 다. SH-SY5Y cell line

에 비하여 반 으로 감소되어진 신경 양인자 유도발  패턴을 나타내고 있음을 

확인하 다 (Fig. 38). 로즈마리 메탄올 추출물을 처리한 실험구에서는 투여 후 2 시
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Fig 35. Gene induction of BDNF and GDNF treated by various rosemary 

extracts as various dose in human neuroblastoma cell line SH-SY5Y. (A) 

methanol extracts, (B) ethanol extracts, (C) boiled extracts.
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Fig 36. Gene induction of BDNF and GDNF treated by various rosemary 

extracts as various dose in rat brain. (A) methanol extracts, (B) ethanol 

extracts, (C) boiled extracts.
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Fig 37. Gene induction of BDNF and GDNF treated by various rosemary 

extracts as various treatment time in human neuroblastoma cell line 

SH-SY5Y. (A) methanol extracts, (B) ethanol extracts, (C) boiled extracts.
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Fig 38. Gene induction of BDNF and GDNF treated by various rosemary 

extracts as various treatment time in rat brain. (A) methanol extracts, (B) 

ethanol extracts, (C) boiled extracts.
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간에서 조구에 비하여 약 30%의 높은 BDNF 유도발 이 시작되어 투여 후 8 시

간까지 조구에 비하여 높은 유도발 을 시키고 있음을 확인하 다. 한 GDNF의 

경우는 투여 2 시간에서 8 시간까지 비교  지속 으로 유도발 이 이루어지고 있었

다. 반면 로즈마리 에탄올 추출물을 투여한 결과 로즈마리 메탄올 추출물에 비하여 

BDNF의 유도발 이 낮음을 확인하 으며, GDNF는 투여 후 2 시간에서 높은 유도

발 을 확인하 다. 이러한 결과는 로즈마리 메탄올 추출물이 로즈마리 에탄올 추출

물 보다 쥐의 뇌막을 쉽게 통과하여 지속 으로 유도 발 시키고 있음을 암시할 뿐

만 아니라 메탄올 추출물 내에 분자량이 작은 유도물질이 존재하고 있음을 추정할 

수 있다. 반면 로즈마리 열수추출물의 경우 로즈마리 메탄올  에탄올 추출물에 비

하여 하게 낮은 발 율을 나타내고 있음을 확인 할 수 있으며, 한 SH-SY5Y 

cell line에 비하여 매우 낮은 발 율을 나타내고 있는데, 이는 로즈마리 열수추출물 

내에 신경 양인자를 유도 발 시킬 수 있는 물질은 존재하나 뇌막을 통과하기에는 

매우 큰 분자량의 물질이 존재함을 추정 할 수 있다. 

라. 다양한 로즈마리 추출물에 의하여 도 민 생합성과 련된 유 자의 유도발

 분석

 다양한 로즈마리 추출물에 의하여 도 민 생합성과 련되어있는 TH와 AADC의 

유도발 을 분석하기 하여 SH-SY5Y  rat에 신경 양인자 유도발 분석과 동일

한 조건으로 투여하여 이들에 의한 유도발 을 분석하 다. 로즈마리 메탄올 추출물

을 SH-SY5Y에 처리한 결과 20  40 ㎍/㎖로 처리한 실험구에서 TH와 AADC가 

유도 발 되어지고 있음을 확인하 나, 로즈마리 에탄올 추출물을 처리한 결과 10 

 20 ㎍/㎖로 처리한 실험구에서 높은 농도의 TH가 유도 발 되어짐을 확인하 다 

(Fig. 39). 로즈마리 열수추출물을 처리한 결과 20 ㎍/㎖의 농도로 처리한 실험구에

서 매우 높은 TH 유도발 을 확인 할 수 있었다. 그러나 AADC의 경우 로즈마리 

메탄올  에탄올 추출물에서와 동일하게 커다란 유도발 을 확인하지 못하 다. 이

는 도 민 생합성 경로에서의 TH가 먼  유도 발 되어 tyrosine을 L-dopa로 환
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시키고 난 후 AADC에 의하여 L-dopa가 도 민으로 환되어지기 때문에 TH 유도

발 보다 AADC의 유도발 이 지연되어 발 되어지기 때문인 것으로 추정되어진다. 

마찬가지로 rat에 구강 투여하여 각 로즈마리 추출물의 유도발 에서도 로즈마리 에

탄올 추출물에 의하여 10~40 ㎍/㎖으로 투여한 처리구에서 높은 BDNF 유도발 이 

나타나고 있음을 확인 할 수 있었다 (Fig. 40). 그러나 SH-SY5Y에서의 결과 동일하

게 AADC의 유도발 은 확인되어지지 않았다. 따라서 시간에 따른 유도발 을 분석

하게 되었는데 메탄올 추출물의 경우 처리 후 2 시간부터 4 시간에서 높은 유도발

이 이루어졌으며, AADC는 처리 후 4 시간에서 제한 으로 유도 발 됨을 확인 할 

수 있었다 (Fig. 41). 로즈마리 에탄올 추출물의 경우 투여 후 2 시간에서부터 TH 

유도발 이 이루어지고 있었으며, AADC는 투여 후 2 시간에서 8 시간까지 진

으로 높은 농도로 유도 발 되어지고 있음을 확인하 다. 로즈마리 열수추출물의 경

우 투여 후 2 시간에서 8 시간까지 TH가 유도 발 되어지고 있었으며, AADC는 투

여후 4 시간부터 8 시간까지 유도 발 되고 있음을 확인하 다. 실험동물에서도 

SH-SY5Y와 동일하게 처리 후 2 시간 후부터 각각의 로즈마리 추출물에 의하여 

TH가 유도 발 되었으며, AADC는 TH가 유도 발 되어진 후에 4 시간에서 유도발

이 이루어지고 있음을 확인하 다 (Fig. 42).  

마. 단백질 수 에서 TH  BDNF의 유도발  분석

  의 결과를 단백질 수 에서 검증하기 하여 TH  BDNF 항체를 이용하여 

western blotting을 수행하 다. AADC와 GDNF는 TH와 BDNF와 비교하여 상

으로 매우 낮은 유도발 을 나타낸 결과 본 결과에서는 TH와 BDNF의 유도발 을 

단백질 수 에서 분석하 다. 로즈마리 메탄올 추출물의 경우 10 ㎍/㎖의 농도에서 

유도발 이 조구에 비하여 약 30%이상 증가되어짐을 확인하 다. 그러나 40  

100 ㎍/㎖의 농도로 투여하 을 때는 상 으로 감소되어지는 경향을 나타내었다. 

  이는 앞서 RNA 수 에서의 결과와 동일하게 고농도의 로즈마리 메탄올 추출물은 

상 으로 이러한 TH  BDNF의 유도발 을 간섭하고 있는 것으로 추정되어진
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Fig 39. Gene induction of TH and AADC treated by various rosemary 

extracts as various dose in human neuroblastoma cell line SH-SY5Y. (A) 

methanol extracts, (B) ethanol extracts, (C) boiled extracts.
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Fig 40. Gene induction of TH and AADC treated by various rosemary 

extracts as various dose in rat brain. (A) methanol extracts, (B) ethanol 

extracts, (C) boiled extracts.
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Fig 41. Gene induction of TH and AADC treated by various rosemary 

extracts as various treatment time in human neuroblastoma cell line 

SH-SY5Y. (A) methanol extracts, (B) ethanol extracts, (C) boiled extracts.
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Fig 42. Gene induction of TH and AADC treated by various rosemary 

extracts as various treatment time in rat brain. (A) methanol extracts, (B) 

ethanol extracts, (C) boiled extracts.
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다. 로즈마리 에탄올 추출물은 20 ㎍/㎖의 농도로 투여하 을 때 TH  BDFN가 매

우 높게 유도발 되어짐을 확인 할 수 있었다. 한편 로즈마리 열수추출물의 경우 투

여 후 10 ㎍/㎖의 농도에서 높은 양의 TH를 유도발 하 으며, 100 ㎍/㎖의 농도에

서는 상 으로 감소시킴을 확인하 다. 반면 BDNF는 20~100 ㎍/㎖ 투여 농도에서 

지속 으로 유도발 이 이루어지고 있음을 확인하 다. 한편 실험동물에서의 유도발

은 로즈마리 메탄올, 에탄올  열수추출물을 처리하 을 때 40 ㎎/㎏ 에서 가장 

높은 TH와 BDNF의 유도발 이 이루어지고 있음을 확인하 다.

4. 결과

  로즈마리로부터 신경보호효능을 나타낼 수 있는 생리활성물질을 분리하기 한 기

자료를 비하기 하여 메탄올, 에탄올  열수추출을 하여 추출물을 조제하 다. 

이들의 세포독성을 분석한 결과 로즈마리 열수추출물이 293, PC12  SH-SY5Y 모

두에서 세포독성이 없음을 확인하 으며, 메탄올  에탄올 추출물의 농도에서도 

특이한 세포독성이 없음을 확인하 다. 그러나 로즈마리 메탄올  에탄올 추출물 

100 ㎍/㎖의 고농도로 처리할 경우 세포독성이 나타남을 확인하 다. 한 이들 추

출물에 의한 도 민 생합성 련 유 자  신경 양인자의 유도발 을 분석한 결과 

로즈마리 메탄올 추출물이 쥐의 뇌막을 통과하여 BDNF  TH의 유도발 이 이루

이고 있음을 mRNA 수   단백질 수 에서 확인하 다. 
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Fig 43. Protein expression of TH and BDNF treated by various rosemary 

extracts as various dose in rat brain. (A) methanol extracts, (B) ethanol 

extracts, (C) boiled extracts.
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Fig 44. Protein expression of TH and BDNF treated by various rosemary 

extracts as various dose in human neuroblastoma cell line SH-SY5Y. (A) 

methanol extracts, (B) ethanol extracts, (C) boiled extracts.
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제 5  로즈마리로부터 생리활성물질 분리

1. 재료      방법

가. Rosemary 추출물 제조

  본 실험에 사용한 로즈마리는 라남도 장흥군 농업기술원에서 제공받아 사용하

다. 로즈마리 1,436 g 을 100% Methanol 5 ℓ 에 넣어 믹서기를 이용하여 잘게 갈

아  다음 2 개월간 암실에서 침지하 다. 

나. Rosemary 추출액의 용매 분획 

  2 개월 동안 암실에서 방치한 Rosemary 추출액을 취하여 1차 으로 Wattman 

No. 2 paper 여과를 통하여 로즈마리 분쇄물을 걸러낸 후 최종 으로 2회의 원심분

리기를 이용한 원심분리여과를 통하여 남아있는 꺼기를 제거하여 추출액을 제조하

다. 한 제조된 로즈마리 추출물을 여러가지 용매를 이용하여 활성물질의 용매 

이행성을 조사하 다. 

 

다. Rosemary 추출액 고형분 제조

  Rosemary methanol 추출액 4 ℓ 를 취하여 50℃ 항온수조에서 rotary evaporator

를 이용하여 methanol을 완 히 제거하여 농축 고형물을 얻었다.

1) Hexane 분획물 제조

  Methanol 이 제거된 고형물에 hexane 800 ㎖을 가하여 녹인 후 원심분리 여과방

법으로 hexane 분획과 불용성의 고형물을 분리하 다.

2) Methanol 분획물 제조 
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  3-1. 의 hexane 분획과정에서 hexane에 용해되지 않고 남아있는 고형물에 

methanol 230 ㎖을 가하여 최종 으로 용해시켜 methanol 분획물로 사용하 다.

라. 로즈마리 용매분획물의  분리, 정제, 구조분석

1) Rosemary 추출물의 size에 의한 활성물질분리 : 1차 Sephadex LH-20 

column Chromatography

  Rosemary 1,436 g을 잘게 분쇄하여 100% methanol 5 ℓ에 2 개월 동안 침지시킨 

추출액을 여과  원심분리 방법으로 꺼기를 제거한 후 rotary evaporator를 이용

하여 농축 건조시켰다. 이 게 얻어진 고형물에 용매 이행성을 확인하기 하여 

hexane 800 ㎖을 가하여 씻어  후 rotary evaporator를 이용하여 감압, 농축시킨 후 

남는 고형물에 methanol을 230 ㎖을 가하여 활성물질을 녹여내었다. Methanol 분획 

230 ㎖을 rotary evaporator를 이용하여 감압, 농축시킨 후 얻어진 고형물 (각각 약 

9.1 g)을 methanol 20～25 ㎖에 녹여서 Sephadex-LH 20 column chromatography를 

수행하 다.

Sephadex-LH 20 column chromatography 은 아래와 같은 조건으로 수행하 다.

- Column size : 3.4 X 117 cm

- Sample volume : 20 ～ 25 ㎖

- Solvent : Methanol

- Fraction volume : 15 ㎖/fraction

- Flow rate : 45 ㎖/hr

Column에 담겨진 sephadex LH-20 gel을 충진 시키고 시료 21 ㎖을 하한 후 2 

bed volume의 methanol로 elution하 다. 받아진 각 분획들은 TLC (Thin layer 

chromatography)를 수행하여 물질들의 용출양상을 확인하 으며, 항산화 활성효과를 
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조사하 다.  

2) Rosemary 추출물의 Sephadex LH-20 column chromatography 활성 분획물

의 Silica-gel column chromatography 수행

  에서 얻은 항산화 활성을 보이는 시료를 rotary evaporator를 사용하여 건조시킨 

후 이 게 얻어진 고형물에 hexane 30 ㎖을 가하여 씻어  용출액 (a), 남는 고형물

에 CH2Cl2을 30 ㎖씩 2 차례 가하여 씻어  용출액 (b～c), ethylacetate 30 ㎖로 씻

어  용출액 (d), methanol 10 ㎖로 씻어  용출액 (e)들의 항산화 활성을 조사하

다. 이  항산화 활성이 우수한 CH2Cl2 분획들은 합하여 ethylacetate 3 ㎖로 농축

하여 원심분리한 후 아래와 같은 조건으로 Silica-gel column chromatography를 수

행하 다.

 - 개 용매 Hexane : Ethylacetate = 10 : 1; 7 : 2; 1 : 1; 1 : 7  

             Hexane: Ethylacetate: MeOH = 1 : 7 : 1

 - 각 fraction tube의 용출액 10 ㎕ 씩 spotting 

 - 개 후 육안, UV, 10% 황산용액 분무 후 가열하여 나타나는 spot 들을 확인하  

   다.

Column에 hexane에 담겨진 silica gel 을 충진 시키고 시료 10 ㎖을 하한 후 5 

bed volume의 hexane 용매로 washing 하 다. 

 Hexane : Ethylacetate = 10 : 1 (22 bed volume), 7 : 2 (21 bed volume),         

                         1 : 1 (15 bed volume), 1 : 7 (9 bed volume) 

Hexane : Ethylacetate : MeOH= 1 : 7 : 1 (9 bed volume)로 각각 용출 시켰다. 각 

용출 분획물 들의 TLC 상의 spot과 항산화 활성을 조사하 다. 
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3) Silicagel column chromatography에서 부분 정제된 항산화 물질의 2차 

Sephadex LH-20 column Chromatography

  의 과정에서 가장 좋은 활성을 보 던 Hexane:Ethylacetate = 10 : 1 의 두 번

째, 세 번째 fraction만을 모아 size에 의한 활성물질 분리를 시행하 다.   

가) 3번째 fraction 의 2차 Sephadex LH-20 column Chromatography

Sephadex-LH 20 column chromatography 을 아래와 같은 조건으로 수행하 다.

- Column size : 1.0 X 110cm

- Sample volume : 2 ㎖

- Solvent : Methanol

- Fraction volume : 3 ㎖/fraction

- Flow rate : 9 ㎖/hr

  Column에 methanol에 담겨진 sephadex LH-20 gel을 충진 시키고 시료 2 ㎖을 

하한 후 2 bed volume의 methanol로 elution하 다. 받아진 각 분획들은 

TLC(Thin layer chromatography)를 수행하여 물질들의 용출양상을 확인하 으며, 

항산화 활성효과를 조사하 다.  

나) 2차 Sephadex LH-20 후 TLC 분석과 항산화 활성분석

  2차 Sephadex LH-20 column Chromatography를 수행한 후 TLC 분석과 항산화 

활성분석을 실시하 다. 이  항산화 활성이 강한 27～31 번을 모아서 rotary 

evaporator를 사용하여 건조시킨 후 고형물을 얻었다. Prep-TLC를 수행하기 에 

이 물질의 TLC 상 최  조건을 찾기 한 비 실험을 아래와 같은 조건으로 수행

하 다.

Hexane: Ethylacetate: Methanol= 10 : 1 : 0.1; 10 : 1 : 0.1 (acid MeOH), 10 : 1 : 
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0.1(base MeOH); 7 : 2 : 0.1, 7 : 2 : 0.1 (acid MeOH), 7 : 2 : 0.1 (base MeOH)

5 : 1 (3 times)

다) 2번째 fraction의 2차 sephadex LH-20 후 TLC 분석과 항산화 활성분석  

  2 번째 fraction의 2 차 sephadex LH-20 후 TLC 분석과 항산화 활성분석을 해

서 2 차 Sephadex LH-20을 통해 나온 fraction  항산화 활성을 지닌 28, 29번만을 

모아 Prep TLC를 통해 회수 하 다.

4) Rosemary 용매추출물의 Prep-TLC를 통한 최종 순수 분리

  Size와 affinity를 통해 부분 정제된 항산화 활성 물질을 analytical TLC를 통하여 

활성물질이 분리되는 최 의 개 용매 조건을 찾는다. Prep-TLC를 이용하여  항산

화 물질을 최종 으로 순수 분리한다.

가) Hexane: Ethylacetate=10:1 => 3번째 농축물

2차 Sephadex LH-20 후 얻어진 4-3-2)의 분획물 27번～31번 fraction을 rotary 

evaporator를 사용하여 Methanol 2 ㎖로 농축 후 Prep-TLC(10 X 20 cm)를 사용하

여 spotting한 후 Hexane: Ethylacetate = 9 : 2 에 2 회 개 시킨 후 나타난 spot 

부분만을 회수하여 acetone 으로 활성물질을 용출시켰다.

나) Hexane: Ethylacetate=10:1=> 2번째 농축물

  2차 Sephadex LH-20 후 얻어진 분획물 28번 29번 fraction을 rotary evaporator를  

사용하여 Methanol 1 ㎖로 농축 후 Prep-TLC(10 X 20 cm)를 사용하여 spotting한 

후 Hexane : Ethylacetate = 9 : 2에 2 회 개 시킨 후 나타난 spot 부분만을 회수

하여 acetone 으로 활성물질을 용출시켰다.

마. 항산화 물질인 CS H-1, CS H-2의 Carnosic acid와의 TLC 분석
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차별성: Rosmarinus officinalis에서 분리된 기지물질인 carnosic acid를 Sigma 사에

서 구입하여 본 연구에서 분리한 CS H-1, 2와의 차별성을 조사하 다.

2. 실험결과

가. 용매 이행성에 따른 항산화 효과

  로즈마리 추출물의 용매 이행성에 따른 항산화 효과를 보기 하여 hexane을 가

하여 씻어  후 감압, 농축시킨 후 남는 고형물에 methanol을 가하여 활성물질을 녹

여내었다. 이 후 항산화 활성의 검증결과 hexane 층에서는 활성이 나타나지 않았으

나, methanol 층에서는 항산화 활성이 있음을 보여주었다. 한 2 종의 용매 분획물

의 항산화 활성효과를 확인한 결과 Fig. 45과 같은 결과를 얻을 수 있었다.  

* 항산화 활성의 경우 DPPH solution 의 sample과의 탈 색반 응을 518 nm에서 

측 함 으 로써  측 정 하 다. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical)

   %  RSA(Radical Scavenging Activity)= 100 X  (1-AE/ AD), 

   AE: absorbance of the solution, AD: absorbance of the DPPH solution

나. 각 분획별 항산화 활성 양상 

  Sephadex LH-20 column chromatography를 사용하여 size에 따른 활성물질을 분

리하여  Fig. 46 의 결과와 같이 받아진 각각의 분획들의 항산화 활성이 있는 부분

만을 취하여 10 ㎖에 농축시키고 TLC를 수행하여 물질의 용출양상을 확인하 다. 

TLC 확인 결과 Fig. 47과 같이 Hexane : Ethylacetate = 7 : 2 에서 잘 분리된 Spot

들이 확인 되었다.

다. 활성 분획물의 Silica-gel column chromatography 수행

  Silicagel column chromatography에 의한 물질의 분리를 수행하기  2 차 으로 

용매에 의한 항산화 활성 물질의 이행성을 조사하기 하여  얻어진 고형물에 
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hexane 30 ㎖을 가하여 씻어  용출액 (a), 남는 고형물에 CH2Cl2을 30 ㎖씩 2 차례 

가하여 씻어  용출액 (b～c), ethylacetate 30 ㎖로 씻어  용출액 (d), methanol 10

㎖로 씻어  용출액(e)들의 항산화 활성을 조사한 결과 Fig. 48 과 같이 CH2Cl2 분획

인 b와 c에서 가장 높은 항산화 활성이 있음을 확인하 다. 이  항산화 활성이 우

수한 CH2Cl2 분획들은 합하여 Silica-gel column chromatography를 수행하여 활성을 

확인한 결과 항산화 활성은 Hexane : Ethylacetate = 10 : 1 과 7 : 2에서 나타난 것

을 볼 수 있었는데, 주요 활성은 Hexane : Ethylacetate = 10 : 1에서 용출되어짐을 

확인할 수 있었다. 한 Hexane: Ethylacetate = 10 : 1의 조건으로 TLC 를 수행하

여  Fig. 49에서와 같이 TLC 상에 나타나는 spot 들의 pattern에 따라 각 fraction을 

아래의 4 group으로 나 어 농축하 다.

Ⅰ. fraction number 1번 5 ㎖로 농축

Ⅱ. fraction number 2번 2.5 ㎖로 농축

Ⅲ. fraction number 3～7번 5 ㎖로 농축 

Ⅳ. fraction number 8～22번 10 ㎖로 농축

  농축한 4 가지 시료의 항산화 활성효과를 조사한 결과 Fig. 50와 같이 II, III 분획

에서 주요 활성이 나타남을 확인하 다. 두 물질이 다른 것임을 밝히기 하여 Fig. 

53에서와 같이 각 분획별 TLC pattern을 확인한 결과 II번 III번 물질이 다른 물질임

을 확인할 수 있었다. 

 

  Hexane : Ethylacetate = 7 : 2의 경우는 Fig. 51에서와 같이 TLC 상에 나타나는 

spot 들의 pattern에 따라 각 fraction을 아래의 3 group으로 나 어 농축하 다.

Ⅰ. fraction number 1～6번 10 ㎖로 농축

Ⅱ. fraction number 7～12번 10 ㎖로 농축

Ⅲ. fraction number 13～21번 10 ㎖로 농축 



151

Fig 45. Anti-oxidant activity of different solvent condition.
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Fig 47.  Patterns of TLC analysis.(A. 100%  MeOH, B. 5:1, C. 5:2, D. 5:3, 

E. 5:4, F. 6:1, G. 6:5, H. 7:1, I. 7:2, J . 7:3) 
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Fig. 49. TLC analysis condition in Hexane : EtAC = 10 : 1.
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농축한 3 시료의 항산화 활성효과를 조사한 결과 7 : 2의 경우 Fig. 52과 같이 I 분

획에서 주요 활성이 나타났다. 그러나 Hexane : Ethylacetate = 7 : 2의 첫 번째 분

획의 항산화 활성은 10 : 1에 비교하여 4 배 더 작은 것이므로  부분의 주요 활성

은 Hexane : Ethylacetate = 10 : 1에서 용출되어짐을 확인할 수 있었다.  

라.  3번째 fraction 의 2차 Sephadex LH-20 column Chromatography

  Silicagel column chromatography에 의한 분획물  항산화 활성이 있는  Hexane 

: Ethylacetate = 10 : 1 의 세 번째 fraction만을 모아 재차 Sephadex LH-20 

column chromatography의 size에 의한 활성물질을 분리 후 그 분획물 들의 size에 

의한 TLC 분석과 항산화 활성 분석을 시행한 결과 Fig. 53 ～ Fig. 57 과 같은 결

과를 얻었다. 그  항산화 활성이 강한 27 ～ 31번만을 모아 rotary evaporator를 

사용하여 건조시킨 후 고형물을 얻었다. Prep-TLC를 수행하기 에 이 물질의 TLC 

상 최  조건을 찾기 한 비 실험을 행하 다. 그 결과 7 : 2 : 0.1의 물질의 분

리가 용이함을 확인할 수 있었다.

마.  2번째 fraction 의 2차 Sephadex LH-20 column Chromatography  

  Silicagel column chromatography에 의한 분획물  항산화 활성이 있는  

Hexane:Ethylacetate = 10 : 1 의 2번째 fraction의 2차 sephadex LH-20 후 TLC 분

석과 항산화 활성분석을 수행한 결과 Fig. 58 ～ Fig. 59 의 결과를 얻을 수 있었다. 

2차 Sephadex LH-20을 통해 나온 fraction  28, 29번이 가장 높은 항산화 활성을 

지닌 것으로 확인 되어  28, 29번만을 모아 Prep TLC를 통해 회수하 다.

바. Rosemary 추출물의 Prep-TLC 최종 순수 분리

  로즈마리 추출물의 최종 순수 분리를 한 3 번째 농축물질의 TLC 분석과 항산화 

활성을 분석하 으며 이 물질을 CS H-1 로 명명하 다. 한 2번째 농축물질의 

TLC 분석과 항산화 활성을 분석하 으며, 이 물질을 CS H-2 로 명명하 다.(Fig. 60, 61)
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Fig 50. Anti-oxidant activity of Rosemary concentration in Hexane : EtAC 

= 10 : 1.
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Fig. 51. TLC analysis condition in Hexane : EtAC = 7 : 2.
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Fig. 52. Anti-oxidant activity of rosemary concentration in Hexane : EtAC 

=7 : 2.
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Fig. 53. TLC pattern fraction in Hexane : EtAC = 10 : 1.
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Fig 54. TLC analysis of Third fraction after 2
nd

 Sephadex LH 20 column 

chromatography. (Hexane : EtAC = 10 : 1)
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Fig 55. TLC analysis of Third fraction after 2nd Sephadex LH 20 column 

chromatography. (Hexane : Ethylacetate = 7 : 2 , fraction volume : 3 

㎖ / fraction)
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Fig. 56.  TLC analysis of Third fraction after 2
nd

 Sephadex LH 20 column 

chromatography. (Hexane : Ethylacetate : Methanol = A. 10:1:0.1, B. 

10:1:0.1(acid MeOH), C. 10:1:0.1(base MeOH), D. 7:2:0.1, E. 7:2:0.1(acid 

MeOH), F. 7:2:0.1(base MeOH) )
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Fig 57. Anti-oxidant activity after 2
nd

 Sephadex LH 20 column 

chromatography.
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Fig 58. TLC analysis of Second fraction after 2nd Sephadex LH 20 column  

chromatography.
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Fig 59. Anti-oxidant activity after 2nd Sephadex LH 20 column 

chromatography.
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사. CS H-1, CS H-2의 Carnosic acid와의 TLC 분석

  본 실험에 사용된 Rosemary 추출물에서 분리된 항산화 물질 CS H-1, CS H-2가 

항산화 작용이 강력한 것으로 알려진 Rosemary에서 분리된 기지물질인 carnosic 

acid와 다른 물질임을 규명하고자 carnosic acid를 Sigma 사에서 구입하여 본 연구

에서 분리한 CS H-1, 2와의 차별성을 조사한 결과 Fig. 62와 같은 결과를 얻을 수 

있었다. TLC 상의 분석결과 물질의 고유의 값인 Rf값과 육안으로 볼 수 있는 발색 

정도, UV 흡수 pattern, 10% 황산 분무에 의한 변화 등을 비교하 을 때  

Rosmarinus officinalis로부터 나오는 항산화 활성이 강력한 Carnosic acid와는 다른 

항산화 활성을 지닌 물질 CS H-1, CS H-2를 얻었음을 확인 할 수 있었다.   
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Fig 60. TLC analysis of CS H-1 (Hexane : Ethylacetate = A. 7 : 2,         

B. 9 : 2 ) and CS H-2.
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Fig 61. Analysis of CS H-1 (A) and CS H-2 (B) anti-oxidant activity.
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Fig 62.  TLC analysis comparing with Carnosic acid.
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제 6  허 를 이용한 기능성시제품 제작  이에 한 

신경보호 효과 분석

1. 연구배경

  최근 농 진흥청 원 연구소가 실험용 쥐를 이용해 꽃향기 에 나팔나리와 나도

풍란의 향기가 스트 스 완화효과가 있음을 구명했다. 기자극으로 실험용 쥐에 스

트 스를 가한 후 여러 가지 화를 꽂아 두고 쥐의  코티졸 농도를 측정한 결

과 꽃이 없는 경우에 비해 나팔나리, 나도풍란 꽃이 있는 곳에서 각각 ㎖당 100 ng, 

50 ng감소해 스트 스 완화에 가장 효과 인 식물로 밝 졌다.  이를 등학생이 

시험을 치를 때 발생하는 스트 스에 용한 결과 완화 효과가 있음을 입증했다. 수

학시험을 치르는 등학생 교실에 나팔나리 꽃을 꽂아 두고 시험 후에 타액 속에 

스트 스 호르몬 코티졸 농도를 측정한 결과 꽃이 없는 반에서는 시험으로 인해 코

티졸이 ㎖당 50 ng 증가한 반면 꽃향기가 있는 반에서는 20 ng정도만 증가했다. 이

러한 보고에 앞서 허 의 다양한 향기는 사람들의 스트 스를 완화시키거나, 긴장감

완화  근육 이완 등의 다양한 기능을 하고 있으며, 이러한 향기 기능을 이용하여 

최근에는 허 에서 추출한 에센셜 오일을 이용한 향기요법이 개발되어졌다. 아로마

테라피의 기본 원리는 코와 피부를 통해 향을 뇌에 달함으로써 정신 , 신체  치

료 효과를 가져오는 것이다. 진통제, 해열제 등 가정에서 필요한 상비약들에 신하

여 간단히 사용할 수 있을 뿐만 아니라 우울증의 개선 효과라든가, 피로감으로부터 

탈출시켜주는 작용을 하기도 한다. 한 피부 미용에도 탁월한 효과를 발휘하여 아

로마를 응용한 향수나 화장품들이 이미 많은 사람들에게 호응을 얻고 있으며 주변 

환경을 개선하는 방향제로도 아주 효과 이다. 최근 들어서 아로마테라피는 체의

학으로 연구되고 응용 될 뿐만 아니라 임상실험을 통해 그 치료효과가 계속 검증되

고 있다. 아직 우리에게는 다소 생소하게 느껴질 수 있는 아로마테라피지만 한 

에센셜 오일의 사용은 무해할 뿐만 아니라 우리의 생활을 한결 윤택하게 해  것이
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다. 따라서 본 연구는 허 재배농가의 새로운 고부가가치 소득원으로 개발하고자 로

즈마리 추출물을 포함하는 시제품을 개발하 으며, 천연 식물 추출물로서 무독성이

고, 신경보호효과 뿐만 아니라 높은 항산화 활성을 나타내므로 킨슨 병 등의 퇴행

성 질환의 치료  방을 한 식품, 화장품  치료제로서 사용할 수 있을 것으로 

사료되어진다.

2. 재료  방법

가. 로즈마리를 이용한 essential oil의 제조

  로즈마리 300 g을 세척한 후 70% 메탄올과 함께 증류 라스크에 첨가한 후 증류 

농축기에서 약 120℃ 에서 5 시간 정도 가열하여 생성된 기체를 증류 농축기 내부의 

냉각 을 통해 냉각시켜 로즈마리 정유를 추출하고, 이를 0.2 ㎛ filter를 사용하여 

여과시켜 로즈마리 정유를 얻었다 (Fig. 63).

나. 실험동물 사육

  실험동물은 조선 학교 실험동물센터로부터 specific pathogen free 상태로 사육된 

12주의 sprague-Dawley 수컷을 실험에 사용하 고, 온도는 20±2℃, 습도 60±10%, 

조명은 하루 12 시간 간격으로 과 암을 자동 조 하여 사육하 다. 

다. 로즈마리 essential oil의 처리

  로즈마리로 만든 essential oil을 12 주의 sprague-Dawley rat에 30 분씩 처리 한 

후 2 시간, 4 시간,  8 시간 후 뇌를 출하 다. 출된 뇌는 4% 

paraformaldehyde를 이용하여 고정시킨 후 30% sucrose에 담궈서 cryo-protection을 

한다. sucrose 용액 내에 완 히 가라앉은 뇌를 cryosection기를 이용하여 35 ㎛ 두

께로 자른 후 storage solution에 보 하 다. 
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라. Immunohistochemistry

  35 ㎛ 두께로 잘라진 조직을 PBS으로 5 분간 씻어  다음 3% H2O2에 15 분간 처

리한 후 다시 0.25% Triton X-100에 20 분간 처리한다. 3% BSA를 이용하여 1 시

간 동안 blocking 시켜  후 일차항체(anti-TH antibody, anti-AAADC antidobody : 

각각 1 : 1000으로 희석)를 24 시간 동안 처리한 후 이차항체를 2 시간 동안 처리 

한다. 각각의 단계 후에는 5 분간 PBS로 씻어 다. Vectastain kit의 A, B reagent의 

mixture를 만들어서 30 분간 처리하고 다시 PBS로 5 분간 씻어 다. DAB solution

과 H2O2를 이용하여 조직을 염색시킨다. 

3. 결과

가. 로즈마리 essential oil의한 신경보호효과 분석 (tyrosine hydroxylase  

aromatic  amino acid decarboyxlase 유도발 )

  로즈마리 essential oil 처리 후 시간에 따른 발 량을 분석한 결과 시간이 경과할

수록 TH  AADC의 발 량이 증가함을 확인 할 수 있었다 (Fig. 64, 65). Rat에 

처리 후 4 시간이 경과하면서부터 TH 발 량이 크게 증가하 으며 8 시간에서 가장 

높은 유도 발 을 나타냈다. AADC는 2 시간, 4 시간에서는 발 량이 크게 증가하지

는 않았지만 8시간에서는 가장 많은 발 량을 나타냈다. 이는 TH에 의하여 tyrosine

이 L-dopa로 환되어진 후 AADC에 의하여 dopamine으로 환되기 때문에 TH와 

AADC가 발 되는 시간에서 차이를 나타낸 것이다.  이 실험을 통해서 DBH의 발

은 확인되지 않았지만 AADC가 발 되는 것으로 보아 장시간 처리하 을 경우 

dopamine이 발 될 것이며 DBH 역시 발 될 것으로 사료 되어진다. Essential oil에 

의한 AADC와 TH의 발 은 직  투여하지 않고 로즈마리 향기를 맡는 것만으로도 

dopamine의 합성이 가능하며 dopaminergic neuron에 한 보호효과를 나타낼 수 있

다는 것을 보여주고 있다.   
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Fig. 63. Anti-neurodegradative protocyte product using Rosemary  

extracts.
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Fig. 64. Time-dependent expression of tyrosine hydroxylase (TH) treated by 

Rosemary essential oil in rat substantia nigra.
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Fig. 65. Time-dependent expression of aromatic amino acid decarboyxlase(AADC) 

treated by Rosemary essential oil in rat substantia nigra.
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제 4 장   목표달성도  련분야에의 기여도

제 1  1차년도 연구개발 목표 : 도 민 생합성 련  

신경 양인자 발 유도에 한 우수허  선정

  로즈마리, 몬버베나, 그린타임, 체리세이지, 허니써클, 애 민트, 몬밤, 슈퍼민

트, 디지털리스, 로즈제라늄, 마리노라벤더, 스테비아, 몬그라스, 인애  민트, 오

가노, 페 민트 등 16 종의 국내 자생 허 를 상수허 랜드로부터 구입하여 이를 

70% 메탄올  70% 에탄올을 이용하여 이들로부터 각각의 추출물을 조제하여 동결

건조 후 시료로 사용하 다. 한 본 연구를 수행하기 하여 PC12 cell line, 

SH-SY5Y, 293 세포를 분양받아 배양하 으며, 이들 세포를 이용하여 각 허  추출

물에 한 투여 농도  투여 시간에 따른 세포독성을 분석하 다. 한 신경보호효

능이 우수한 허 를 선정하기 하여 일차 으로 산화  스트 스에 의한 신경세포

손상을 억제시킬 수 있는 허 를 선정하기 하여 련 논문  문헌조사를 수행하

으며, 각 허  추출물에 한 항산화효능을 분석하 다. 한 도 민 생합성과 

련된 유 자인 TH, AADC의 유도발 과 련하여 PC12  SH-SY5Y (for in vitro 

test), 실험동물 (for in vivo test) Rat에서 투여량  투여시간에 따른 발 을 분석

하기 하여 mRNA 수   protein 수 에서 분석하 다. 이러한 결과를 토 로 하

여 16종의 허   몬버베나, 로즈마리, 마리노라벤더, 몬밤 등 신경퇴행성을 

방 할 수 있는 우수 허 를 선정하 다. 한편 신경 양인자는 신경세포의 생존과 성

장에 있어서 필수 인 물질로 이들의 유도발  역시 신경세포의 퇴행성을 억제시키

게 된다. 따라서 본 연구에서는 BDNF, GDNF의 유도발 을 련하여 PC12  

SH-SY5Y (for in vitro test), 실험동물 (for in vivo test) Rat에서 투여량  투여

시간에 따른 발 을 분석하기 하여 mRNA 수   protein 수 에서 분석하 다. 

뿐만 아니라 직 인 조직 내에서의 유도발 을 분석하기 하여 실험동물에 우수
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허 로 선정된 허  추출물을 구강 투여 하여 직 으로 쥐의 뇌에서 TH의 유도발

을 면역조직화학  방법을 이용하여 분석하 다. 

제 2  2차년도 연구개발 목표 : 허 에 의한 산화  스

트 스  유용약리활성물질 탐색

  BH4에 의한 산화  스트 스에 의하여 신경세포의 미토콘드리아 DNA 손상에 의

하여 유도되어지는 신경퇴행성에 하여 분석하 다. 일반 으로 허 의 다양한 생

리활성 기능  항산화효능이 가장 잘 밝 졌다. 특히 로즈마리로부터 강력한 항산

화력을 가진 다양한 물질이 분리정제 되어졌는데 표 으로 carnosol, carnosic 

acid, rosemarisin 등을 들 수 가 있다. 따라서 2차년도 연구에서는 산화  스트 스

에 의한 신경세포방호효과를 분석하기 하여 신경세포 퇴행성  산화  스트 스에 

의하여 유도되어지는 apoptosis에 한 향을 분석하 다. 따라서 H2O2를 처리하여 

산화  스트 스를 유도시키고 이에 로즈마리 추출물을 처리하여 caspase-3, 

caspase-8, caspase-9 등에 의하여 유도되어지는 apoptosis pathway를 으로 

분석하여 로즈마리 추출물이 산화  스트 스를 억제시킴으로써 신경세포를 보호하

고 있음을 분자 으로 밝혔다. 한 carnosol에 의하여 신경세포의 보호효능을 분석

하여 국제 문학술지인 Neuroreport에 발표하 다. 한편 로즈마리 추출물로부터 

유용기능성물질을 분리하기 하여 로즈마리로부터 메탄올, 에탄올, 열수추출물을 조

제하여 이들에 한 신경 양인자 BDNF  GDNF의 유도발 을 PC12,  

SH-SY5Y, rat에서의 mRNA 수   단백질 수 에서 분석하여 메탄올 추출물이 

가장 함함을 분자 으로 밝혔다. 이를 기 로하여 로즈마리 핵산추출물, 메탄올 추

출물 등을 조제하여 이들을 다양한 분리정제 방법을 통하여 2 종의 항산화활성을 나

타내는 물질을 분리정제 할 수 있었다. 
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제 3  3차년도 연구개발 목표 : 신경퇴행성 방 기능성 

시제품 제작  이에 한 기능성분석

  로즈마리 essential oil 추출  방향성 시제품을 제조하여 이에 한 신경퇴행성 

보호효과를 분석하 다. 가습기의 원리를 이용하여 30 분에 1 분간 로즈마리 기능성 

시제품을 분사시켜 2, 4,  8시간 동안 반응 시킨 후 쥐 뇌를 출하여 분석한 결과 

TH  AADC가 강력하게 유도발  되어짐을 확인 할 수 있었다. 이를 증명하기 

하여 쥐의 olfactory bulb  substantia nigra 부분을 부분 취하여 이들로부터 

mRNA  단백질 수 에서의 유도발 을 분석하 으며, 면역조직화학법을 이용하여 

시제품에 의한 도 민 생합성 련 유 자들의 유도발 을 분석할 수 있었다. 한 

본 연구결과를 토 로 하여 시제품에 한 기술특 허를 출원 하 다. (출원 인: 조선

학교  산학 력 단, 출원 번호 : 10-2007-0048679, 출원 일 자 : 2007년 05월  18일 ) 
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제 5 장   연구개발결과의 활용계획

   

제 1  추가연구의 필요성

  본 연구에서는 16 종의 국내 자생  재배 허 들로부터 항산화활성  세포독성

효과를 분석하고 도 민 생합성 련 유 자인 AADC  TH, 신경 양인자의 유도

발 을 분석하여 이로부터 신경퇴행성 방가능성을 가진 허 류로 몬버베나, 로

즈마리, 몬밤, 마리노 라벤더를 선정할 수 있었다. 그러나 본 연구에서는 매우 

범 한 연구를 수행하여야 되는 계로 로즈마리에 제한하여 산화  스트 스에 의

한 신경보호효능, 로즈마리로부터 분리된 carnosol에 의한 신경보호효과, 신경 양인

자의 유도발  등을 western blotting을 이용하여 단백질 수 에서의 유도발 을 검

증하고, q-PCR  련된 유 자의 primer를 이용하여 mRNA 수 에서 유도발 을 

검증하 다. 따라서 몬버베나, 몬밤, 마리노 라벤더의 경우 항산화효능  세포

독성효능이 로즈마리와 매우 유사한 수 으로 이에 한 연구가 더욱 진행되어져야 

할 것으로 사료되어진다. 뿐만 아니라 최근 향기에 의한 스트 스 감소에 한 연구

가 진행되어지고 있다. 본 연구에서도 로즈마리 추출물을 이용하여 제조한 시제품의 

향기에 의한 신경보호효능을 분석한 바 AADC  TH가 유도발 됨을 확인하 다. 

뿐만 아니라 후각신경이 연결되어있는 olfactory bulb에서도 AADC  TH 유 자가 

매우 빠른 시간 내에 발 되어짐을 확인하 다. 따라서 로즈마리 뿐만 아니라 다양

한 허 류의 방향성 성분에 의한 신경보호효능을 분석이 요구되어진다. 한 본 연

구에서는 화훼농가  허  재배 농가에서 상품으로 재배되어지는 서양허 를 수집

하여 연구를 진행하 으나, 국내에서도 다양한 방향성 약용식물들이 산재하여있는바 

국내 유용식물자원  이를 이용한 고부가가치 상품개발을 해서 국내 방향성 약용

식물에 한 신경퇴행성과 련된 기능성 분석이 요구되어진다. 한 본 연구 에 

의하여 연구가 제한되어져 있는 방향족 물질 성분의 포집  이에 한 분석연구가 

필요로 되어진다. 특히 로즈마리의 경우 21 가지 이상의 방향족 성분이 포함되어져
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있는 것으로 보고되어졌다. 따라서 이러한 방향족 물질의 포집  기능성 분석 수행 

후 이를 이용한 기능성 상품의 개발이 필요로 되어진다. 

  본 연구과제의 수행 결과를 토 로 하여 로즈마리 추출물의 도 민 생합성 련 

신경의 보호효과에 한 연구논문  본 연구과제에 사용되어진 허  추출물의 효능

분석에 한 결과를 국제 문학회지  국내 학회에 발표함과 동시에 특허, 기술이

 등에 한 결과를 향후 지속 으로 성과에 반 하여 국내 허  생산 농가  화

훼 농가의 소득 증 를 한 기 자료로 활용코자 한다.

 

제 2  기업화 추진방안

1. 가습기 사용 시 허  기능성 추출물 투여액의 산업화

  본 연구 의 로즈마리를 이용한 시제품의 경우 가습기에 로즈마리 추출물을 일정

비율로 함유시켜 실험용 동물에 분무한 결과 도 민 생합성과 련된 유 자의 유도

발 이 확인되어졌다. 특히 공기가 건조해지는 시기에는 각 가정마다 가습기를 이용

하여 습도를 조 하게 된다. 이때 일정비율의 본 연구 에 의하여 제조되어진 시제

품을 물과 일정량 혼합하여 분무하게 되었을 시에 신경보호효능을 기  할 수 있기 

때문에 이에 한 신경퇴행성 방 기능성을 부여한 시제품의 산업화가 가능하리라 

사료되어진다. 이에 따라 시제품의 제품화를 완료하고 제품개발에 한 기  제조

과정을 허 생산농가  화훼농가 그리고 천연물가공을 문으로 하는 바이오벤처와 

산학연 력 계를 통하여 기술이 하고 이를 실용화함으로써 고부가가치 산업자원

으로 활용코자 한다.
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제 6 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

제 1  허 련제품의 시장성분석

  

  기능성식품의 세계 시장은 1997년 650억 달러를 시작으로 2001년 1501억 달러를 

달성하 으며, 제에도 꾸 히 증가하고 있다.

NBJ(Nutrition Business Journal, 2001)에 자료에 따르면, 기능성식품 시장의 형성은 

주로 선진국이 형성을 하고 있으며, 미국 건강보조식품의 경우 허 류가 2 를 차지

할 정도로 높은 심을 받고 있음을 알 수 있다.

1997년 미국의 리벤션지에 의하면, 미국인이 감기, 두통, 화상, 알 르기, 불면증 

등의 치료에 42%가 허 를 사용하고 있으며, 연간 허 련 지출비용이 54억 달러

에 이른다.

  미국의 허 제품 선호도를 살펴보면, 효능이 입증된 허 류가 그 유용성을 기반으

로 에키나시아(Echinacea/면역력증진), 은행잎 추출물(Ginkgo biloba/기억력, 행 개

선), 세인트존스워트(St. Johns's wort/우울증 개선), 마늘(Garlic/ 행 개선), 알로에

(Aloe/면역력증진, 배변) 순으로 기능성식품 시장에서 높은 유율을 보이고 있다. 

천연재료를 사용한 기능성식품은 부작용을 최소화시킬 수 있다는 에서 각 을 받

고 있으며, 의약품으로의 체할 수 있을 것으로 상된다.

  일본 역시 2000년 건강식품 시장규모가 8,100억 엔에 이르며, 품목으로는 비타민, 

미네랄, 인삼, 마늘, 지, 로열제리 등이다. 일본 후생성은 1998년 의약품 범 를 완

화를 함으로 많은 허 류가 식품으로 인정되었으며, 이에 따라 미국 등에서도 체

요법으로 이용되는 허 류가 주로 식품으로 개발되고 있는 실정이다. 

  독일은 1998년 의약품집에 게재된 1,266 가지의 처방이 약용허 에 의한 것이며 

약 13.4%를 차지할 정도이다. 1993년부터 약용허 가 의사국가고시의 필수항목이 되

어 허 류가 식품 는 의약품으로 사용되고 있는 실정이다. 재 표 으로 이용

되는 약용 허 류와 응증은 Table 13 과 같다.
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Table 9. 기능성식품의 세계 시장 황

연 도 1997 1998 1999 2000 2001

시장규모(억달러) 650 1090 1280 1380 1501

자료: Nutrition Business Journal, 2001

Table 10. 미 국 건강 보조식품 시장 황

단 : $ billions

항 목 1996 1997 1998 1999 2000 2001

Vitamins 4.78 5.19 5.46 5.77 6.07 6.02

Herbs/Botanicals 2.99 3.53 3.92 4.29 4.65 4.18

Sports nutrition 1.07 1.27 1.41 1.54 1.66 1.73

Minerals 0.90 1.07 1.13 1.20 1.27 1.39

Meal Supplements 0.62 0.66 0.67 0.69 0.71 2.31

Specialty Ingredients & 

Others
0.92 0.96 1.11 1.24 1.38 2.13

Total Supplements 11.28 12.68 13.70 14.73 15.74 17.74

자료: Nutrition Business Journal, 2001
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Table 11. 미 국의 연도별 20  허 제품

순 1996년 1997년 1998년 1999년

1 Echinacea Echinacea Echinacea Echinacea

2 Garlic Garlic
St. Johns's 

wort
Ginkgo biloba

3 Ginseng Ginkgo biloba Ginkgo biloba 
St. Johns's 

wort

4 Ginkgo biloba Goldenseal Garlic Garlic

5 Goldenseal Saw palmetto Saw palmetto Aloe

6 마황 Aloe Ginseng Valerian

7
Siberean 

ginseng
Ginseng Goldenseal 카바카바

8 Psyllium Cat's claw Aloe Saw palmetto

9 Saw palmetto
Astragalus

(황기)

Siberean 

ginseng
Black cohosh

10 Cascara sagrada Cayenne Valerian Cayenne

11 Cayenne
Siberean 

ginseng
Cranberry Ginseng

12 Bilberry Aloe Thistle Milk Cranberry

13 Valerian Cranberry Cat's claw Cascara sagrada

14 Cat's claw Dong Quai Grape seed
Siberean 

ginseng

15 Grape seed Grape seed Bilberry Milk Thistle

16 Primorose Cascara sagrada Cascara sagrada Goldenseal

17 Dong Quai
St. Johns's 

wort
Cayenne 마황

18 Cranberry Valerian Dong Quai Bilberry

19 Milk Thistle Ginger Psyllium Dong Quai

20 Ginger Feverfew 마황 Cat's claw
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Table 12. 일 본  건강 식품 시장 추이

연 도 1997 1998 1999 2000

건강식품 시장(억엔) 6,500 6,900 7,500 8,100

Table 13. 독일 에서의 표 인 허 와 응증

허 주 응증

은행잎추출물(Gingo biloba) 뇌순환장해

세인트존스워트(St. Johns wort)
내복: 자율신경장해, 우울증, 불안

외용: 열상, 근육통, 화상

마늘(Garlic)
노화에 의한 변성과 아테롬성 동맥경화증, 

고 압

에키나시아(Echinacea)
내복: 기 , 요로부분의 재발성 감염

외용: 피부표피의 상처

야자(Saw palmetto) 립성비 증

겐치아나(뿌리) 소화장애, 식욕부진, 팽만감, 방뇨

서양산사자(잎과 꽃) 심기능부 , 심장분문부의 압박감, 폐색감

서양회복의 열매 만성정맥울

기풀(뿌리) 립선비 증

서양카보챠(종자) 과민방 (빈뇨, 요실 , 잔뇨감), 립선비 증
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