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Abstract

The present study provides in vitro evaluations of snakehead (Channa argus) extracts on neuronal cell differentiation
and oxidative stress. This study was conducted to analyze the constituents of the extracts prepared using different
extraction methods (room temperature extract, RE; green tea room temperature extract, GRE; enzyme room tem-
perature extract, ERE; green tea enzyme room temperature extract, GERE) and to compare their biochemical prop-
erties. The contents of total amino acids in ERE and GERE were much higher than RE and GRE from Channa
argus. ABTS radical scavenging activities in enzymatic hydrolysates (ERE and GERE) were higher than those of
RE and GRE. In addition, RE and ERE caused a marked enhancement of the nerve growth factor-mediated neurite
outgrowth from PC12 cells and the expressions of growth-associated protein (GAP)-43 and synapsin-1. Four types
of Channa argus extract were added to PC12 cells damaged by hydrogen peroxide (H2O2), after which the survival
rate of PC12 cells was measured. The survival rates of PC12 cells were 77.5±1.9%, 84.0±0.8%, 70.4±1.5%, and
81.1±0.9% at RE, GRE, ERE, and GERE, respectively. These cell survival rates were higher than that of the neg-
ative control group (70.0±2.0%) treated only with H2O2. Cellular toxicities induced by treatment with H2O2 were
also significantly alleviated in response to treatment with RE, GRE, and GERE. Taken together, these results suggest
that Channa argus extracts are helpful as a functional material to decrease oxidative stress and neuronal damage.
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서 론

가물치(Channa argus)는 중국과 말레이시아와 같은 아시

아 태평양 국가에서 자생하는 전통적인 고부가가치 민물고

기 종이다(Wahab et al., 2015; Wu et al., 2018). 2018년

중국에서 연간 양식업 생산량은 0.48 백만 톤을 초과하였

다(China Fishery Statistical Yearbook, 2019). 가물치는 뼈

가 거의 없기 때문에 식용 부분이 63%를 차지하고 많은

물고기와 마찬가지로 고품질 단백질과 미량 영양소가 풍부

하다(Wu et al., 2018). 높은 수준의 필수 아미노산과 지방

산으로 인해 일반적으로 아시아 태평양 국가에서 인기있는

반찬인 수프의 재료로 사용된다(Sahid et al., 2018; Zhang

et al., 2018). 가물치는 글리신, 글루탐산, 프롤린, 알라닌

및 아르기닌 등의 아미노산을 다량 함유하고 있으며(Kim,

1982), 상처와 화상의 치유를 크게 촉진하는 것으로 보고

되었다(Sahid et al., 2018). 상처 회복 과정은 다양한 유

형의 자유 라디칼을 생성하여 세포의 산화 스트레스를 유

발할 수 있다. 이러한 산화 스트레스는 상처 치유를 심각

하게 방해한다(Schäfer and Werner, 2008). 이전의 많은

연구에서 생선 및 생선 제품의 상처 치유 촉진 효능은 주

로 방출된 항산화 펩티드에서 파생 될 수 있다고 보고되었

*Corresponding author: In-Ae Cho, Department of Obstetrics and
Gynecology, Gyeongsang National University School of Medicine,
Institute of Health Sciences, Biomedical Research Institute, Gyeong-
sang National University Hospital, 79 Gamam-ro, Jinju, Gyeong-
sangnam-do 52727, Korea
Tel: +82-55-750-8152; Fax: +82-55-759-1118
E-mail: dew8274@hanmail.net
Received 10 May 2021; revised 21 May 2021; accepted 7 June 2021



신경세포 분화와 산화스트레스에서 추출 조건에 따른 가물치 추출물의 효과 179

다(Venkatesan, et al., 2017; Wang et al., 2019). 항산화 펩

티드는 활성산소종을 소거하고 전이 금속을 킬레이트화

하고 지질 과산화를 억제함으로써 세포의 산화 스트레스

로부터 인체를 보호할 수 있다(Delgado et al., 2016; Sila

& Bougatef, 2016). 

최근의 분자생물학, 신경영상술, 세포병리학의 발달로

인해 우울증의 병태생리와 항우울제의 작용기전을 분자

혹은 세포 수준에서 이해할 수 있게 되었다. Duman 등

(1999)은 스트레스와 우울증 및 항우울제의 작용기전을

세포내 신호전달경로와 신경 가소성의 개념으로 설명하는

분자와 세포 가설(molecular and cellular theory)을 제시

하였다. 즉, 심한 스트레스는 해마 신경원의 위축(atrophy)

과 세포 사멸 뿐만 아니라 신경조직발생(neurogenesis)을

억제하여 해마(hippocampus)의 구조적 변화와 기능 장애를

초래하는데, 이런 신호전달경로의 장애와 신경원 적응

(neuronal adaptation)의 실패가 우울증을 유발하게 되며, 항

우울제는 이를 회복시키는 역할 을 한다는 것이다. 우울증

의 병인에 중요한 역할을 하는 또다른 인자에는 활성산소

종(reactive oxygen species, ROS)이 있다. ROS는 조직 손

상, 염증(Maes et al., 2009), 신경 퇴화(Stockmeier et al.,

2004), 조직 손상에 의해 생성된 자가면역 메커니즘, 세포

자멸사(Maes et al., 2011)와 같은 다양한 메커니즘에 의해

우울증의 병태 생리학에 적극적인 역할을 할 수 있다.

차(Camellia sinensis L.)는 세계 3대 음료 중 하나이며,

항산화물질이 풍부하기 때문에 건강 음료로 알려져 있다.

차의 기능성 성분으로 카테킨과 카테킨 산화물 등의 폴리

페놀과 카페인, 아미노산, 사포닌, 미네랄 등이 존재하는데

(Chacko et al., 2010), 이들 성분들은 체내에서 항산화작용

(Majchrzak et al., 2004), 항균작용(Yam et al., 1997), 활성

산소 소거작용(Chacko et al., 2010), 혈당상승 억제(Crespy

et al., 2004), 혈압상승억제작용(Negishi et al., 2004) 등의

여러 생리활성을 가지는 것으로 보고되었다. 이런 생리활

성을 가지는 차의 대표적인 물질인 카테킨류의 polyphenol

류로는 (-)-epicatechin (EC), (-)-epigallocatechin gallate

(EGCG), (-)-epicatechin gallate (ECG), (-)-epigallocatechin

(EGC)의 4종 주성분 외에 (+)-gallocatechin (GC), (+)-

catechin(C) 등 수 종류가 존재하는데, 이런 차의 이런 성

분으로 인하여 아미노산 함량 증가와 정신적으로 우울증에

도움이 되고자 실험에 활용하였다.

본 연구는 가물치 추출물이 신경조직발생에 미치는 영향

을 확인하려는 시도로, PC12 세포(rat adrenal pheochro-

mocytoma cell)에 향신경성인자(neurotropic factor)인 신경

성장 인자(nerve growth factor, NGF)만 처리했을 때와

NGF와 추출물을 함께 처리했을 때 세포의 신경돌기

(neurite) 변화에 어떤 영향을 미치는지를 관찰하였다. 또한,

산화 스트레스에 의한 세포 사멸 억제 효과를 확인하였다.

물론 약물에 의해 일어나는 인체의 변화를 단일세포에서

알아본다는 것이 한계가 있지만, 이는 여러가지 환경 변수

에 관한 통제가 제대로 이루어지지 않는 생체실험보다 우

선되어야 하는 기초연구라고 생각한다. 아울러 가물치 추

출물이 신경돌기 변화와 항산화 기전에 영향을 준다면 어

떤 기전에 의해 영향을 미치는지 분자유전학적 수준에서

연구하는 기초 자료를 제공하는 기회를 만드는데 본 연구

의 목적이 있다. 

재료 및 방법

실험재료 및 추출물 제조

본 실험에서 사용된 가물치는 ㈜정옥(Hadong, Jinkyo,

Korea)에서 제공받아 사용하였다. 가물치를 끓는 물에 10

분간 데치기를 거친 후 초저온냉동고(MDF-U53V Stand,

Sanyo Electric Co., Ltd, Osaka, Japan)에서 24시간 보관

후 동결건조(FD 8518, IlShinBio Co., Ltd, Dongducheon,

Korea)를 실시하고 10메쉬 이하로 분쇄(Cyclotec Mill

1093, Foss Co., Ltd, Hönganäs, Sweden)하여 실험재료로

사용하였다. 그리고, 본 실험의 추출물에 사용한 효소는 단

백질 분해에 효과적인 endo-peptidase이며, 해산물 분해에

탁월한 Alcalase 2.4 L, 중성 pH에서 효과적으로 분해하는

효소인 Neutrase 0.8 L, 다양한 조건에서 안정적인 활성을

나타내고, 내부와 외부의 peptide 결합을 동시에 끊어주는

효소인 Flavourzyme 500MG효소를 사용하여 가물치의 아미

노산 함량을 높이는 목적으로 실험에 사용하였다. 추출 조

건은 다음과 같다. 증류수 상온 추출물(Room temperature-

Extract, RE)은 시료 50 g에 10배수의 용매(증류수)를 첨가

하였다. 녹차 상온 추출물은(Green tea-Room temperature-

Extract, GRE) 시료 50 g에 가루 녹차 0.5 g (원료 대비

1%)을 넣고 10배수의 용매(증류수)를 첨가하였다. 효소 상

온 추출물은(Enzyme- Room temperature-Extract, ERE) 시

료 50 g에 효소 3종(Alcalese 2.4 L. Favourzyme 500MG,

Neutrase 0.8 L)를 각 0.5 g (원료 대비 1%)을 넣고 10배수

의 용매(증류수)를 첨가하였다. 녹차 효소 상온 추출물

(Green tea-Enzyme-Room temperature-Extract, GERE)은 시

료 50 g에 녹차 0.5 g, 효소 3종 각 0.5 g을 넣고 10배수의

용매(증류수)를 첨가하였다. 이들 추출물은 shaking incubator

(IS-971R, JS Research Inc, Gongju, Korea)에서 110 rpm,

50oC에서 6시간 추출하고, 효소 상온 추출물과 녹차 효소

추출물은 95oC 항온 수조(JSEB-60T, JS Research Inc.,

Gongju-si, Korea)에 담근 후 30분 동안 효소 불활성화를

시켰다. 이후 모든 추출물은 여과지(whatman No.2)로 여과

한 후 동결건조하여 4oC에 보관하면서 실험에 사용하였다.

유리 아미노산 조성 분석

시료 0.3 g에 증류수 10 mL을 가한 다음 3시간동안 진탕

시켜 10% 5-Sulfosalicylic acid dihydrate 1 mL을 첨가한
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후 4oC 냉장고에서 12시간 동안 방치하여 단백질을 침전

시켜 제거하였다. 이들 시료는 4,000 rpm으로 15분간 원심

분리 한 후 상등액을 취하여 감압농축기(Eyela N-1100V-

W; Rikakikai Co. Ltd, Tokyo, Japan)를 이용하여 농축하였

다. 다음으로 0.2 M의 lithium citrate loading buffer (pH 2.2)

를 5 mL 첨가하여 용해하고, 0.45 µm membrane filter로

여과한 여액을 아미노산분석기(S7130 Amino acid reagent

organizer; Sykam Co., Ltd., Gilching, Germany)로 분석하

였고, UV/VIS detector 400 nm (1.00 AU)와 570 nm

(1.00 AU)로 검출하였다.

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) 라디칼 소거능 측정

준비된 추출물의 DPPH를 이용한 라디칼 소거활성을 측

정하기 위하여 80% 메탄올에 용해한 0.1 mM DPPH를

517 nm에서 흡광도 값이 1.00 ± 0.02가 나오도록 80% 메탄

올에 희석해 사용하였다. 시료용액 0.05 mL에 흡광도 값을

맞춘 DPPH 용액 1.45 mL를 첨가하여 실온에서 30분 방치

한 후 517 nm에서 흡광도를 측정하였다(Blois, 1958; Kim

et al., 2018).

2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)

(ABTS) 라디칼 소거능 측정

준비된 추출물의 ABTS를 이용한 라디칼 소거능 측정은

Kim 등(2003)의 연구에 의하여 실시된 방법을 응용하여

시행하였다. 2.5 mM ABTS [2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothi-

azoline-6-sulfonic acid)]와 150 mM 염화나트륨(NaCl)이 포

함된 100 mM 인산 완충액(pH 7.4)에 혼합한 후 70oC 항온

수조에서 30분 동안 반응하고 실온에서 10분간 냉각하였

다. 이를 PFFL 0.45 μm 필터를 이용하여 여과시켜 4oC에

서 24시간 동안 냉장보관 후 사용하였다. ABTS 라디칼

용액은 증류수로 희석하여 흡광도(734 nm) 값이 0.70±0.02

가 나오도록 조절하였다. 시료용액 20 μL에 흡광도 값이

조정된 ABTS 라디칼 용액 980 μL 혼합하여 37oC에서 10

분간 반응시키고, 734 nm에서 반응 용액의 흡광도를 측정

하였다.

세포배양 및 세포생존율 측정

PC12 세포는 American Type Culture Collection (Manassa,

VA, USA)에서 구입하여 사용하였으며, 10% (v/v) 마혈청

(horse serum, HS; Gibco, Carlsbad, CA, USA), 5% 우태

혈청(fetal bovine serum, FBS; Gibco)을 첨가한 RPMI

1640 배지(Gibco)로 37oC, 5% CO
2
가 유지되는 조건하에

서 배양하였다. 배양된 세포는 3-4일 간격으로 계대 배양

하여 실험에 사용하였다. 다양한 조건으로 추출된 가물치

추출물 처리에 따른 PC12 세포의 세포생존율을 측정하기

위하여 Cell Counting Kit-8 (CCK-8; Dojindo, Kumamoto,

Japan)을 사용하여 다음과 같이 측정하였다. PC12 세포는

부착성을 거의 띄지 않고 부유하는 세포이므로, 10 μg/cm2

농도의 collagen IV (C5544, Sigma, St. Louis, MO, USA)

를 코팅한 24-well plate에 1×105 cell/well로 분주한 다음

세포 부착을 위하여 37oC, CO
2
 배양기에서 24시간 배양

하였다. 그 후 추출물을 0.1, 0.25, 0.5, 0.75% 네 가지 농

도로 24시간 처리한 후에 각 well에 CCK-8 반응액을 첨

가하여 2시간 반응시킨 후 microplate reader (VERSAmax,

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여

450 nm에서 흡광도를 측정하고 무처리군을 100%로 하여

세포생존율을 계산하였다.

신경세포 분화

PC12 세포는 10 μg/cm2 농도의 collagen IV (C5544,

Sigma)를 코팅한 6-well plate에 10% HS와 5% FBS가 포

함된 RPMI-1640 배지를 첨가한 후 저밀도(1×104 cell/

well)로 분주하여 24시간 배양하였다. 24시간 배양한 PC12

세포에서 혈청 함유 배지를 제거한 후, NGF (13290010,

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 20 ng/

mL 함유하는 Opti-MEM 배지로 교체하여 6일간 배양하

였으며, 격일로 배지를 교환해주었다. 분화된 PC12 세포

는 4% paraformaldehyde로 고정하고 anti-tubulin-bIII 항체

(1:800, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)

로 면역형광염색을 수행하고, 형광현미경(IX70, Nikon,

Tokyo, Japan)을 이용하여 형광이미지를 촬영하고 이미지

를 NIS Elements software (version 4.1, Nikon)를 사용하

여 분석하였다. 

신경돌기(neurite) 길이 측정

신경돌기 길이 다음과 같이 측정하였다(Harrill and

Mundy, 2011). NGF와 함께 가물치 추출물을 처리하여 6

일간 분화시킨 PC12 세포는 임의로 다섯 부분을 선택하여

100배 배율의 위상차현미경에 보이는 시야(field)를 확인하

고 사진으로 이미지를 획득하였다. 임의로 선택된 다섯 부

분에서 신경돌기가 가장 길게 자란 순서대로 총 250개의

신경세포를 선택하여 각각의 신경돌기 길이를 측정한 후

이를 평균화하여 추출물별로 비교하였다. 만일 하나의 세

포에서 여러 개의 신경돌기가 자라나거나 분지(branch)가

형성된 경우는 이를 모두 합산하여 신경돌기의 길이로 간

주하였다. 

웨스턴 블롯

신경세포 분화 관련 유전자들의 발현을 단백질 수준에

서 비교하기 위하여 준비된 세포를 차가운 PBS 완충액으

로 2회 세척 후, protease & phosphatase inhibitor cocktail

(1861281, ThermoFisher Scientific, Cambridge, MA, USA)

를 섞어 제조한 radioimmunoprecipation assay buffer (Santa

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)을 넣고 얼음
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속에서 10분간 세포들을 용해시켰다. 다시 초음파분쇄기

를 이용하여 균질화 하였다. 균질액은 4oC에서 13,000×g

으로 15분간 원심분리 한 후 상층액을 BCA Protein

Assay Kit (Pierce, Rockford, IL, USA)를 이용하여 총

단백질을 정량하였다. 정량된 단백질은 동일한 농도

(30 μg)로 10% SDS polyacrylamide gel에서 전기영동 후

nitrocellulose membrane으로 옮기고 나서 5% skim milk

(Difco, Detroit, MI, USA)가 첨가된 Tris-buffered saline

with 0.05% Tween 20 (TBST) 완충액으로 1시간 실온에

서 blocking 하였다. synapsin-1 (5297S, Cell Signaling

Technology, Beverly, MA, USA)과 GAP43 (ab75810,

Abcam, Cambridge, MA, USA)에 대한 1차 항체를 5%

skim milk에 희석하여 4oC 냉장고에서 overnight시켰다. 다

음날 horseradish peroxidase (HRP)가 결합되어 있는 2차

항체와 1시간 동안 상온에서 반응시켰다. 다시 TBST 완

충액으로 10분간 3회 세척한 후 Clarity Western ECL

Substrate (Bio-Rad Laboratories Inc., Berkeley, CA, USA)

로 1분간 반응시킨 뒤 ChemiDocTM Touch Imaging System

(Bio-Rad Laboratories Inc.)을 사용하여 band를 검출했으며,

β-actin (Sigma)을 loading control로 사용하였다.

통계분석

GraphPad Prism (버전 5.01; GraphPad Software, San

Diego, CA, USA)을 통계 분석에 사용하였다. 데이터는 평

균±표준편차로 표시하였다. 그룹 간 차이를 분석하기 위해

one-way ANOVA 또는 two-way ANOVA를 통해 통계적

유의성을 5% 수준에서 분석하였고, 사후검정으로 Mann-

Whitney test를 하였다.

결과 및 고찰

유리 아미노산 조성

RE, GRE, ERE, 및 GERE의 유리아미노산 함량을 분

석한 결과는 Table 1과 같다. 총 유리아미노산 농도는

GRE<RE<ERE<GERE 순으로 증가하는 경향을 보였다.

특히 효소를 사용하여 추출한 ERE와 GERE의 경우 총

유리아미노산의 함량은 건중량 100 g당 각각 16,679.29,

19,269.89 mg으로 RE 7,210.88 mg과 GRE 3,687.05 mg에

비교하여 2.3-5.2배 이상 총 유리아미노산 농도가 증가하였

다. 필수아미노산 중 황 함유 아미노산인 메티오닌의 함

량은 RE와 비교하여 ERE와 GERE에서 각각 16.8배, 19

배 이상의 함량 증가를 보였다. 혈액-뇌 장벽(blood-brain

barrier)을 투과할 수 있는 아미노산인 티로신과 5-히드록

시트립토판은 각각 도파민과 세로토닌의 전구체이다

(Gelenberg et al., 1984; Hou et al., 2006). 티로신은 RE,

ERE, GERE에서 각각 116.27, 428.41, 520.30 mg으로 증

가하는 경향을 보였다. 이 외에 우울증 치료에 효과가 있

는 아미노산은 트립토판, 페닐알라닌, 글루타메이트, 글

리신 등이 있다(Kravitz et al., 1984; Altamura et al.,

1995; Parker and Brotchie, 2011; Sanacora et al., 2012).

트립토판은 ERE, GERE에서, 페닐알라닌은 GERE에서, 글

루타메이트는 GERE에서, 글리신은 RE에서 많이 추출되었

다. 우울증과 관련된 주요 요인 중 하나는 신경 전달 물질

인 노르에피네프린, 세로토닌 및 도파민(the amine theory)

의 감소이다(Hou C et al., 2006; Hasler, 2010). 이러한 신

경 전달 물질의 낮은 수준은 수많은 질병을 유발할 수 있

다는 것이 알려져 왔다. 신경 전달 물질 불균형은 우울증,

불안, 공황 발작, 불면증, 과민성 대장, 호르몬 기능 장애,

섭식 장애, 섬유근통, 집착, 강박, 부신 기능 장애, 만성 통

증, 편두통, 심지어 조기 사망을 유발할 수 있다. 신경 전

달 물질은 식이 단백질에서 얻은 아미노산으로부터 합성된

다는 것은 잘 알려져 있다. 단백질은 특정 화학 물질과 효

소의 작용을 통해 아미노산 성분으로 분해되고, 이들 아미

노산은 신경 전달 물질로 바꿀 수 있는 효소의 기질로 사

용된다. 따라서, 아미노산 요법(amino acid therapy)은 많은

환자에게 처방된 항우울제에 대한 보조제로 사용될 수 있

을 것이다.

항산화 활성

본 실험에서는 대표적인 활성 산소종인 라디칼에 대한

소거능으로 항산화력을 측정하였다. 인체 내에서 생성되는

라디칼을 실험하는 부분은 어렵기 때문에 다른 라디칼을

대상으로 실험하여 인체내에서 라디칼 소거능을 간접적으

로 확인하는 방법인데, 각각의 실험에서 대체로 비슷한 경

향의 결과가 나오긴 하지만 완전 일치하게 결과가 나오진

않는다. 즉, 라디칼의 종류에 따라 표시되는 항산화능이 다

를 수 있기 때문에 본 실험에서는 DPPH 라디칼 소거능과

ABTS 라디칼 소거능을 실험하여 추출물들의 결과를 보았

다. 보라색을 나타내는 DPPH는 분자 내에 안정한 라디칼

을 함유하지만, 항산화활성이 있는 물질과 만나면 라디칼

이 소거되며 노란빛을 띄게 된다. 이때의 DPPH의 거동은

·OH와 유사하며, 반응의 정도는 항산화제의 수소 공여능에

의존한다. 이런 DPPH 라디칼을 이용하여 일정량의 시료

용액과의 반응에 의하여 DPPH 라디칼이 감소하는 정도를

흡광도로 측정하여 시료의 항산화 활성을 측정하는 방법을

사용하여 RE, GRE, ERE, GERE의 항산화능을 비교하였

다. 시료의 농도를 1-10 mg/mL으로 조절하여 DPPH 라

디칼 소거능을 측정하였다(Fig. 1A). 추출 조건에 따른 항

산화능의 증가는 특별히 나타나지 않았다. 또한, ABTS

라디칼 소거능은 DPPH 방법과 함께 항산화 활성을 스크

리닝 하는데 많이 이용되며 ABTS를 peroxidase, H
2
O

2
와

의 반응에 의해 생성된 활성 양이온인 ABTS+가 시료 중

의 항산화성 물질에 의해 제거되어 고유의 청록색의 변화

를 흡광도 값으로 나타내어 추출물의 ABTS+ 라디칼 소거
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활성을 측정할 수 있다. 추출 조건에 따른 가물치 추출물

의 ABTS 소거능을 측정하였다(Fig. 1B). 효소를 이용하여

추출 한 ERE, GERE에서 RE, GRE 보다 비교적 높은

ABTS 라디칼 소거활성을 보였다. 우울증에 기여할 수

있는 다른 요인으로는 뇌 세포의 세포막과 DNA 파괴를

유발할 수 있는 산화 스트레스가 있다(Khanzode et al

2003), 항산화제인 아스코르브산은 주요 우울증과 음의 상

관 관계를 가지고 있다는 사실이 잘 알려져 있다(Gautam

et al., 2012). 또한, 마우스 우울증 모델에서 아스코르브산

투여가 우울증 완화에 효과가 있는 것으로 보고되었다

(Moretti et al., 2012). 

신경세포 분화에 미치는 효과

PC12 신경세포를 NGF 비처치군(NGF-), NGF 처치군

(NGF+), 가물치 추출물과 NGF를 동시에 처치한 군

(RE+NGF+, GRE+NGF+, ERE+NGF+, GERE+NGF+)으

로 나누어 6일간 분화 시킨 세포의 신경돌기 길이를 비교

하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 현미경으로 관찰하였을

때 NGF가 없는 상태에서 배양했을 때 거의 모든 PC12

세포가 하나의 세포 직경보다 큰 신경 돌기 성장을 나타

내지 않았다(Fig. 2A, NGF-). 이에 비해 100 ng/mL 농도

의 NGF를 처리한 PC12 세포에서 몇 가지 신경돌기 성장

을 자극하였다(Fig. 2A, NGF+). 또한, NGF와 함께 다른

추출 조건에서 추출된 가물치 추출물에 노출 된 PC12 세

포는 모두 긴 신경돌기를 형성했으며, 이는 세포 직경이 3

개 이상인 이웃 세포까지 확장되었다(Fig. 2A, RE+NGF+,

GRE+NGF+, ERE+NGF+) 이러한 결과는 NGF와 함께

RE, GRE, ERE를 처리한 세포군에서 PC12 세포의 NGF

Table 1. Compositions of free amino acids in Channa argus extract (unit: mg/100g dry weight)

Name RE1) GRE ERE GERE

Phospho-L-serine 24.73±0.870 15.98±0.290 95.09±1.690 88.41±0.69

Taurine 3,579.64±23.49 1,946.70±9.560 1,507.41±6.860 1,543.02±4.48

L-Aspartic acid 51.57±0.490 35.63±1.420 29.01±0.550 252.25±1.56

L-Threonine 159.45±1.170 91.32±3.530 464.82±1.480 514.41±1.12

L-Serine 132.05±1.930 65.73±1.330 108.69±2.180 418.82±0.71

Asparagine - - - 617.47±1.75

L-Glutamic acid 200.51±1.750 95.50±0.610 - 407.82±1.98

α-Aminoadipic acid - - 219.35±4.570 737.36±2.48

Glycine 817.17±2.430 476.63±3.450 442.23±2.190 465.88±1.62

L-Alanine 534.60±1.690 277.77±2.320 514.94±1.250 650.38±0.88

α-Aminobutyric acid - - 106.55±1.550 -

Valine 96.11±0.230 46.66±2.690 802.41±0.870 872.17±2.32

Cystine - - 324.99±0.720 -

Methionine 48.00±2.23 - 805.84±0.720 912.03±1.31

L-Isoleucine 71.44±1.820 38.47±0.670 1,168.40±8.040 1,001.45±0.84

L-Leucine 113.53±1.580 62.54±3.260 2,704.65±4.750 2,506.04±1.86

L-Tyrosine 116.27±1.780 - - 520.30±5.22

Phenylalanine - 48.15±1.060 - 2,527.05±2.11

Alanine - - 2,456.71±2.900 -

β-Aminoisobutyric acid - - 683.50±2.620 748.95±2.52

γ-Aminobutyric acid 23.10±0.370 17.61±0.570 212.06±0.730 245.03±1.07

Histidine 248.73±2.730 130.82±3.160 305.65±0.780 373.09±2.51

1-Methyl-histidine - - 44.25±0.580 -

3-Methyl-histidine 68.17±2.080 34.14±0.950 42.84±0.800 52.35±1.04

Carnosine - - 253.82±2.380 264.30±2.78

Tryptophan - - 78.57±0.740 78.07±0.23

Ornithine - - 294.21±1.660 317.56±2.07

Lysine 201.87±2.070 118.77±0.790 1,405.06±4.760 1,512.25±2.96

Arginine 99.64±2.250 80.05±1.920 1,059.27±1.180 1,375.81±2.11

Hydroxyproline 72.03±2.400 59.08±2.470 24.94±0.770 56.49±1.78

Proline 117.43±2.790 45.50±0.600 95.46±1.140 211.13±1.60

Total 6,776.04±21.21 3,687.05±16.43 16,679.13±20.01 19,269.89±9.99

1)RE, Room temperature extract; Green tea Room temperature extract, GRE; ERE, Enzyme Room temperature extract; GERE, Green tea Enzyme Room
temperature extract.
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유도 신경 돌기 성장을 상당히 촉진 할 수 있다는 정량적

분석에 의해 뒷받침된다(Fig. 2B). 우선 대조군인 NGF만

을 처리한 대조군(Control)에서 신경돌기 길이를 측정한

결과, 가장 잘 자란 250개 신경세포의 신경돌기 평균 길이

는 328.53±104.83 mm이었다. 또한 RE, GRE, ERE를 함

께 처리한 세포군에서 신경돌기의 평균 길이는 각각

Fig. 1. DPPH radical scavenging activity (A) and ABTS radical scavenging activity (B) of Channa argus extract at various extraction
conditions. Bars represent the standard deviation from triplicate determination of each concentration. All data points are represented. Vit C,
vitamin C; RE, Room temperature-Extract; GRE, Green tea-Room temperature-Extract; ERE, Enzyme-Room temperature-Extract; GERE,
Green tea-Enzyme-Room temperature-Extract.

Fig. 2. Effects of Channa argus extracts on the neurite outgrowth of PC12 cells. (A) Stimulation of PC12 cell neurite outgrowth by

combinations of NGF and Channa argus extracts. Cell morphology is shown after PC12 cells were treated with saline (NGF-), 100 ng/
mL nerve growth factor (NGF+), or 750 mg/mL Channa argus extracts in the presence of 100 ng/mL NGF (RE+NGF, GRE+NGF,
ERE+NGF, GERE+NGF) for six days. (B) For each condition, values are reported as the mean ± SD of the values for PC12 cells included
within five randomly selected fields (n = 250 cells). **p<0.01, **p<0.001 compared to the control treated with only NGF. (C) Representative
immunoblots for synapsin-1 and GAP43 in NGF-treated PC12 cells with Channa argus extracts relative to the level of NGF-treated control.
(D) Quantification of expression levels of GAP-43 and synapsin-1 was determined from densitometric analysis of enhanced chemiluminescence-
exposed images. Relative GAP-43 and synapsin-1 levels in control cells (NGF treatment) was given a value of 1. Data are shown as the
mean ± SD. *p<0.05, ***p<0.001 compared to the untreated control. #p<0.05, ##p<0.01 compared to the control treated with only NGF.
RE, Room temperature-Extract; GRE, Green tea-Room temperature-Extract; ERE, Enzyme-Room temperature-Extract; GERE, Green tea-
Enzyme-Room temperature-Extract.
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607.03±156.22 (p=0.032473), 715.13±148.85 (p=0.006796),

745.92±54.09 mm (p=0.016274)로 대조군에 비해 통계적으

로 유의미한 소견을 보여주었다. 하지만, GERE를 함께 처

리한 세포군은 신경돌기의 평균 길이가 423.74±148.79

mm (p=0.266915)로 대조군에 비해 길어진 소견을 보였으

나 통계적으로 유의미한 소견은 아니었다(Fig. 2B). 다음으

로 척추 동물의 뉴런 특이적 단백질이며 성장 원추의 바이

오마커인 GAP-43 (Shubayev and Myers, 2004)에 대한 웨

스턴 블롯 분석을 통해 NGF에 의해 유도된 GAP-43의 증

가가 RE, GRE, ERE 처리로 더욱 강화되었음을 입증하여

이들 가물치 추출물이 새로운 신경 돌기 형성에 대한 효과

를 촉진했음을 확인하였다. 또한, 가물치 추출물은 신경 전

달 물질 방출 조절에 필수적인 인단백질인 synapsin-1

(Romano et al., 1987a and b)의 발현을 증가시킬 수 있음

을 발견했다. 본 연구의 결과들을 종합해 보면, NGF만

처리한 대조군에 비해 가물치 추출물을 함께 처리한 후

배양 한 세포의 신경돌기 길이가 더 길게 자라남을 관찰

하였다.

산화스트레스에 미치는 효과

PC12 신경세포를 이용하여 추출 조건에 따른 가물치 추

출물을 농도별로 처리하여 세포 독성을 확인한 결과(Fig.

3), RE, GRE, ERE, 및 GERE 모두 0.75 mg/mL까지 세포

생존율의 뚜렷한 변화는 관찰되지 않아 PC12 세포에 대한

세포 독성이 거의 없는 것으로 판단되어 이후의 실험은

0.75 mg/mL의 농도범위에서 실시하였다. 과산화수소를 이

용하여 인위적으로 산화스트레스를 유도하였을 때, 세포

생존율은 대조군(control)에 비해 약 52% 정도로 감소하였

다(Fig. 4A). 추출 조건에 따른 가물치 추출물의 산화 스트

레스에 의한 신경세포 보호 효과를 확인하기 위해 배양한

PC12 신경세포에 각각의 가물치 추출물을 전 처치 후 산

화 스트레스를 유발하였을 때, 세포 생존율이 증가하였다

(Fig. 4B). RE는 최대 약 78%의 세포 생존율을 보였고,

GRE의 경우 최대 약 84%의 세포 생존율을 보였다. 또한,

GERE의 경우 약 81%의 세포 생존율을 보여 H
2
O

2
만 처리

한 대조군에 비해 세포 생존율이 증가하는 경향을 보였다.

Zhang 등(Zhang et al., 2018)은 위장(gastrointestinal, GI)

Fig. 3. Cytotoxic effects of Channa argus extracts on the cell growth in PC12 cells. Cells were treated with the indicated
concentrations of Channa argus extracts for 24 hr. Cell viability were determined by CCK-8 assay. Values represent the means ± SD
of three independent experiments. RE, Room temperature-Extract; GRE, Green tea-Room temperature-Extract; ERE, Enzyme-Room
temperature-Extract; GERE, Green tea-Enzyme-Room temperature-Extract.
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소화 중에 가물치 수프의 항산화 활성이 증가하는 것을 발

견하였다. 또한 같은 연구 그룹에서 GI 소화를 시뮬레이션

한 가물치 수프에서 얻은 항산화 펩티드를 분리, 동정하고

특성을 규명하였으며, 이들 새로운 항산화 펩티드의 항산

화 메커니즘은 세포 항산화 Keap1-Nrf2 신호 전달 경로의

활성화를 통해 일어난다는 것을 보고하였다(Zhang et al.,

2021). 따라서, 가물치 추출물은 과산화수소로 유도된 산화

스트레스에 대하여 녹차와 효소를 이용한 다양한 추출 조

건에서 추출한 추출물 내에 존재하는 페놀화합물 같은 산

화방지제와 펩타이드 성분에 의해서 신경세포를 보호하는

것으로 여겨진다.

요 약

본 연구에서는 가물치(Channa argus) 추출물의 신경세포

분화와 산화 스트레스에서의 효능을 분석하기 위하여 녹차

와 효소를 이용한 다양한 추출 방법(상온 추출물, RE; 녹

차 상온 추출물, GRE; 효소 상온 추출물, ERE; 녹차 효소

상온 추출물, GERE)을 사용하여 제조 된 추출물의 아미노

산 조성과 항산화 활성을 비교 분석하였고, 신경성장인자

(NGF) 유도 신경세포 분화 및 과산화수소 처리에 의해

유도된 PC12 세포 독성에 대한 보호효과를 규명하고자

하였다. 총 아미노산 함량은 RE 및 GRE보다 효소 추출물

인 ERE 및 GERE에서 훨씬 더 높았다. 효소 가수 분해물

(ERE 및 GERE)에서 ABTS 라디칼 소거 활성은 RE 및

GRE보다 높았다. 또한, RE와 ERE는 PC12 세포에서

neuronal growth factor (NGF) 매개 신경 돌기 성장뿐만 아

니라 growth associated protein (GAP)-43 및 synapsin-1의

발현을 현저하게 향상 시켰다. 과산화수소(H
2
O

2
)에 의해 손

상된 PC12 세포에 4가지 유형의 Channa argus 추출물을

첨가 한 후 PC12 세포의 생존율을 측정하였다. PC12 세포

의 생존율은 RE, GRE, GERE에서 각각 77.5±1.9%,

84.0±0.8%, 81.1±0.9%이였다. 이러한 세포 생존율은 H
2
O

2

만을 처리 한 음성 대조군(70.0±2.0%)에 비해 더 높았다.

H2O2 처리에 의해 유도 된 세포 독성도 RE, GRE 및

GERE 처리에 대한 반응으로 상당히 완화되었다. 종합하

면, Channa argus 추출물은 산화 스트레스와 신경 손상을

감소시키는 기능성 물질로 유용하다는 것을 시사하며, 향

후 이들 소재를 활용한 다양한 기능성 제품의 개발이 필요

할 것으로 판단된다.
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