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Abstract 

 

 Alzheimer's disease (AD) is regarded as the main cause of dementia and characterized by 

neurodegenerative disorder. Amyloid-beta (Aβ) appears in the brain of AD, it's hallmarks in AD 

pathology and is typically deposited as senile plaques in cerebral. Aβ is generated from amyloid 

precursor protein (APP) by proteases, β-secretase and γ-secretase. β-site amyloid precursor 

protein cleaving enzyme 1, called BACE1, it cleaves at the N-terminal domain of APP to release 

sAPPβ and C99, and C99 converted by γ-secretase to release diverse forms of Aβ. On the other 

hand, α-secretase, cleaves APP in the center of the Aβ domain, thus it prevents the generation of 

Aβ. Although the exact mechanism is unknown, Aβ is strongly involved in the etiology of all 

forms of AD. Thus, compounds that enhance α-secretase, but inhibit β- or γ-secretase activity, 

have therapeutic potential in the treatment of AD. Coptidis rhizoma (C. rhizoma) and its isolated 

alkaloids such as berberine, coptisine, palmatine, jateorrhizine, epiberberine, and groenlandicine 
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has been reported to exhibit anti-AD and antioxidant activity through multiple pharmacological 

effects including cholinesterase inhibitory activity, as well as ONOO-, and ROS scavenging 

activity. It has also been demonstrated that berberine, a major alkaloid from C. rhizoma can 

reduce the production of Aβ, which plays a critical role in the pathogenesis of AD. Also, 

berberine, the potent alkaloid on Aβ production has similar chemical structure with other minor 

alkaloids from C. rhizoma. However, despite these chemical structure similarity, the inhibitory 

effect on Aβ secretion of minor alkaloids have not been investigated. Therefore the effect of six 

alkaloids of Aβ expression were evaluated using HEK293 cells stably transfected with APP695 

and its activity was compared with their structure activity relationship. Among these alkaloids, 

berberine, epiberberine, groenlandicine, and coptisine significantly exhibited Aβ inhibitory effect 

and also has common structure with dioxymethylene group. On the other hand, palmatine and 

jateorrhizine showed low inhibition of Aβ peptide on HEK293-APP695 cells and the absence of 

dioxymethylene group in their structure further helps to predict the structure activity relationship. 

This result suggests that the presence of dioxymethylene group may attribute for the inhibitory 

activity of Aβ expression. Among these minor alkaloids, coptisine exhibited strong inhibition of 

Aβ expression. So, the focus of our investigation was the effect of coptisine on Aβ expression as 

well as on enzymes responsible in its cleavage using HEK293-APP695 cells. As a result, coptisine 

dose-, and time- dependently reduced the Aβ and the expression of β-, and γ-secretase in 
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HEK293-APP695 cells. Therefore, coptisine from C. rhizoma seems to have a BACE inhibitor as 

well as PS1 inhibitor-like activity that β-, and γ-secretase induced APP processing and Aβ 

secretion. These results indicate that minor alkaloids such as epiberberine, groenlandicine, and 

coptisine have strong potential of inhibition and prevention of AD. In particular, coptisine may be 

a promising anti-AD agent due to its potent inhibitory activity of Aβ by inhibiting the expression 

of BACE1 and PS1. Therefore, coptisine would clearly have beneficial effect in the development 

of therapeutic and preventive agents for AD.



 

1 

 

Ⅰ. 서론 

 
  최근 고령화 사회로 접어든 이래로 노년층의 증가와 더불어 노인성 질환의 

유병률도 크게 증가하는 추세이며, 대표적인 노인성 질환이라고 할 수 있는 

치매 (dementia)환자가 급증함에 따라 치매의 예방과 치료에 대한 사회적인 관

심도 높아지고 있다. 치매는 뇌의 신경세포 (neurons)가 죽거나 제 기능을 못

할 때 발생하는 다양한 질병 및 상태를 의미한다. 신경세포의 기능 장애 또는 

신경세포의 사멸은 개인의 기억이나 행동, 명료하게 사고하는 능력의 변화를 

야기하고, 이러한 뇌의 변화는 결국 걷거나 삼키는 등의 기본적인 신체 기능 

수행 마저도 어렵게 만든다. 치매의 여러 유형 중에서 알츠하이머 질환 

(Alzheimer disease; AD)은 치매 환자의 60%에서 80%를 차지하는 가장 흔한 질

환이며, 그 외에 혈관성 치매 (vascular dementia), 파킨슨병 (Parkinson's disease), 

루이 소체 치매 (dementia with Lewy body), 헌팅톤병 (Huntington's disease) 등이 

있다 (Thies and Bleiler, 2013). 

  AD은 가장 보편적인 신경퇴행성 질환으로 인지기능과 기억력에 손실을 주

는 특징을 가진다 (Hardy and Selkoe, 2002; Selkoe, 2002). AD 환자의 뇌에서는 

병리학적으로 노인반 (senile plaque)과 신경섬유다발 (neurofibrillary tangle)이 관

찰되는데 (Triaboschi et al., 2004), 노인반은 주로 신경세포의 외부에 아밀로이

드 베타 펩타이드 (amyloid beta peptide; Aβ)가 축적되면서 생성되고, 신경섬유

다발은 과인산화된 tau protein로 부터 형성된다 (Takashima et al., 1993; Yamada 

et al., 1999). AD의 정확한 원인과 메커니즘에 대해서는 현재까지 밝혀진 것이 

없지만, 수많은 연구 결과들은 Aβ 또는 tau protein이 발병에 중요한 역할을 하

는 것으로 보고하고 있다 (Goedert and Spillantini, 2006; Golde et al., 2006). Aβ는 
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일생 동안 뇌를 비롯해 인체 다른 조직에서 소량씩 생성되지만 빠른 속도로 

분해되기 때문에 인체에 쌓이지 않는다. 반면 AD 환자에서는 Aβ가 비정상적

으로 많이 생성되며 쉽게 분해되지 않고 축적되면서 apoptosis와 염증, 칼슘항

상성 방해, 산화적 스트레스, 보체 (complement)의 활성 등을 통해 신경독성 

(neurotoxicitity)을 유도한다. 따라서 Aβ의 생성 또는 Aβ로 유도되는 세포 독성

을 감소시키는 것은 AD 치료의 주요한 전략으로 고려되어지고 있다 (O'Brien 

and Wong, 2011; Takaomi and Malcolm, 2012; Kurz and Perneczky, 2011). Aβ는 type-1 

transmembrane glycoprotein인 아밀로이드 전구체 단백질 (amyloid precursor 

protein; APP)이 가수분해됨으로써 생성되는 40-42개의 아미노산으로 구성되어 

있으며, 이 중 Aβ42가 신경세포에 더 큰 독성을 일으키는 것으로 알려져 있

다 (Barril et al., 2001). Aβ는 두 개의 다른 경로로부터 생성될 수 있는데 우선, 

아밀로이드 생성 경로 (amyloidogenic pathway)에서 APP는 β-secretase에 의해 

N-terminal domain 부분에 있는 두 개의 활성 site가 절단되어 soluble amyloid 

precursor protein β (sAPPβ)와 membrane-bound C-terminal fragment (CTFβ)가 생성

된다. CTFβ는 γ-secretase (Presenilin-1; PS1)에 의해 연속적으로 분해되어 다양한 

형태의 Aβ와 APP intracellular domain (AICD)을 생성한다. 반면, 비아밀로이드 

생성 경로 (non-amyloidogenic pathway)에서 APP는 α-secretase 와 γ-secretase 에 

의해 연속적으로 분해되어 α soluble amyloid precursor protein α (sAPPα), p3 

peptide, AICD을 생성한다 (Lichtenthale and Haass, 2004; Mattson, 2004). BACE1이

라고 불리는 β-secretase는 aspartyl protease로 Aβ 생성의 속도 제한 단계에서 

중요한 효소라고 알려져 있으며 (De Strooper 2003; Zhou et al., 2011; Sinha and 

Lieberburg, 1999), BACE1 knockout 생쥐에서 기초 신경 및 생리 기능의 결손을 

나타내지 않았다. 이것으로 볼 때 BACE1 저해제는 인체에도 무해할 것으로 

생각된다 (Luo et al., 2001, Cai et al., 2001). γ-secretase는 presenilin (PS) 1 또는 2, 
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nicastrin, presenilin enhancer 2 그리고 anterior pharynx defective 1 을 포함하는 단

백질 복합체이다 (Wolfe et al., 2008). 한편 α-secretase는 대부분 ADAMs (a 

disintegrin and metalloproteinases) family에 속하는 효소로 ADAM-17 (TACE), 

ADAM-10, and ADAM-9을 포함하며 (Kojro and Fahrenholz, 2005), APP의 Aβ 

domain 중앙 부분을 가수분해하여 Aβ 생성을 감소시키는 역할을 한다고 알려

져 있다 (Buxbaum et al., 1998). 이와 같이 APP의 분해 및 발현 조절에 관여하

는 물질에 대한 연구는 Aβ 생성이나 축적에 대한 세포 경로 조사를 통한 AD

의 잠재적인 치료 및 예방의 표적으로 이용 될 수 있을 것이다 (Haugabook et 

al., 2001; Fan et al., 2013).  

  Coptisine은 황련 (Coptis chinensis (Franch))으로부터 분리된 alkaloid이며, 항진

균활성 (Kong et al., 2009), 항산화 및 심장보호효과 (Gong et al., 2012), 파골세포

의 분화 저해기능 (Lee et al., 2012), 쥐 대동맥에서의 혈관 이완 작용 (Gong et 

al., 2012), 항콜린에스테라제 활성과 peroxinitrite 소거 및 ROS 소거 활성 (Jung 

et al., 2009), 항고혈당 및 HepG2 세포에서의 세포독성 효과 (Chen et al., 2012), 

항경련제 및 신경안정제 효과(Hiller et al., 1998), monoamine oxidase type A 저해 

효과 (Ro et al., 2001), 점막보호활성 (Hirano et al., 2001), rat lens aldose reducatse 

저해 효과 (Jung et al., 2008), 항간암 및 항백혈병 효과 (Lin et al., 2004), 항증식 

활성 (Hara et al., 2005), 하이드록시 라디칼 소거에 효과가 있다고 연구되어졌

다 (Jang et al., 2009).  

  황련에서 분리된 alkaloid 화합물에는 coptisine 외에도 palmatine, berberine, 

jateorrhizine, epiberberine, groenlandicine과 같은 다양한 종류의 화합물들이 

포함된다 (Fan at el., 2012). 이들 alkaloid는 인지능력 향상 및 콜린에스테라제 

억제와 같은 AD와 관련된 증상을 완화시키는데 효과를 나타낼 것이라고 

보고되어있다 (Asai et al., 2007). 특히, berberine은 의학적으로 중요한 
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isoquinoline alkaloid 화합물로 항콜린에스테라제 효과, 콜레스테롤과 glucose 

수준 감소, 항염증, 신경보호 및 신경영양 효과 등의 여러 약리학적 작용을 

하는 것으로 알려져 있고, AD 관련 주요 활성 성분으로 광범위하게 연구되고 

있는 화합물로 최근 연구에서는 berberine이 APP695 유전자가 과잉 발현된 

HEK293 세포주에서 BACE1 활성 저해를 통해 Aβ의 발현을 감소시킨다고 

보고되었다 (Zhu et al., 2011). 또한 황련에서 분리된 다른 alkaloid 화합물들도 

생리 활성성분으로 잘 알려진 berberine과 매우 유사한 구조를 가지고 있지만, 

berberine 외에 다른 alkaloid 화합물들의 Aβ 저해 효과에 대해서는 아직까지 

연구되지 않았다. 이에 본 연구의 목적은 황련으로부터 분리된 alkaloid 

화합물들의 Aβ 발현량에 대한 효과를 구조적 상관관계에 근거하여 검토하고, 

그 중 가장 효과있는 화합물이었던 coptisine에 대한 자세한 Aβ 저해 효과와 

이와 관련된 메커니즘을 확인하고자 하였다. 황련으로부터 분리된 berberine, 

epiberberine, groenlandicine, jateorrhizine, palmatine, coptisine의 Aβ 저해효과를 

확인하기 위해 HEK293 세포에 APP695 유전자를 transfection시켜 APP를 

안정하게 발현시킨 HEK293-APP695 세포주를 사용하여 각각의 화합물의 

농도에 따른 독성을 MTT 방법으로 확인하였다. 그리고 여섯 개의 alkaloid 

화합물들의 효과를 비교하기 위해 HEK293-APP695 세포에 화합물을 24시간과 

48시간 동안 처리한 뒤, ELISA kit (Wako Pure Chemical industries, Osaka, Japan)로 

배지 상층액의 Aβ 수준을 측정하였다. 그 중 Aβ를 가장 효과적으로 

저해시켰던 coptisine을 선택하여 농도 및 시간에 따른 Aβ 발현량을 

조사하였다. 뿐만 아니라 coptisine의 Aβ 저해효과가 어디에서 기인하는 

것인지 알아보기 위해 Aβ 조절에 대한 검사를 수행하여, western blot 

분석방법을 통해 APP로부터 Aβ가 생성될 때 관여하는 효소인 ADAM10, 

BACE1, 그리고 PS1 단백질 발현에 대한 효과를 알아보았다. 따라서 본 
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연구는 황련으로부터 분리한 coptisine의 HEK293-APP695 세포에서의 Aβ 분비 

저해에 대한 효과를 평가하여 알츠하이머 질환을 치료하고 예방하기 위한 

기능성 식품 소재로서의 가능성을 제시하고자 하였다.   
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Ⅱ. 실험재료 및 방법 

 

1. 재료 

  본 실험에서 사용한 화합물들은 Jung et al. (2008)의 황련 뿌리줄기 (The 

rhizome of C. chinensis)로 부터 분리한 berberine, epiberberine, groenlandicine, 

jateorrhizine, palmatine, coptisine을 사용하였으며, 그 구조는 Figure 1 에서 

나타내었다.    

 

2. 시약 및 기기  

 

2-1. 시약 

  Fetal bovine serum (FBS)은 GenDEPOT (Barker, TX, USA)에서, Dulbecco's 

Modified Eagle's medium (DMEM)은 BioWhittaker® (Walkersbile, MD, USA)에서 구

입 하였다. Dimethyl sulfoxide (DMSO), 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide (MTT), Trypsin-EDTA solution, Penicillin-Streptomycin mixture 

solution, RIPA Buffer는 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고, 

protein inhibitor cocktail은 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)에서 구입하였

다. Western blot 용 1차 항체는 anti-BACE-1은 R&D systems, Inc. (Minneapolis, 

MN, USA)에서, anti-ADAM 10, anti-Presenilin-1, anti-β-actin과 2차 항체인 

horseradish peroxide (HPR)-conjugated anti-rabbit, anti-mouse antibodies는 Millipore 

co. (Temecula, CA, USA)에서 구입하였다. Polyvinylidenefluoride (PVDF) membrane 

(Immobilon-P)은 Milipore Co. (Billelica, MA, USA)에서 구입하였으며, Supersignal 

West Pico Chemiluminescent Substrate는 Pierce Biotechnology, Inc. (Rockford, IL, 

USA)에서, X-ray film은 (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)에서 구입하였다. β 
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Amyloid (40), β Amyloid (42) ELISA kit는 Wako Pure Chemical (Osaka, Japan)에서 

구입하였다. 

 

2-2. 기기  

  HEK293-APP695 세포에서의 세포독성과 Aβ 발현량의 측정은 microplate 

reader spectrophotometer (Molecular Devices, VERSA max, CA, USA)로 하였다. 

 

2-3. 실험 세포주 

  Human embryonic kidney (HEK293) 세포에 wild type APP695 유전자가 과잉 

발현되도록 transfection시킨 HEK293-APP695를 나고야시립대학의 정차균 

교수로부터 제공받아 사용하였다.  
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Fig. 1. Structures of alkaloids from Coptidis rhizoma 

 



 

9 

 

3. 실험방법 

 

3-1.  HEK293-APP695 세포주의 배양 

  HEK293-APP695 세포를 10 % heat-inactivated FBS, 100 μg/ml penicillin과 100 

Unit/ml streptomycin을 포함하고 있는 DMEM 배양액을 사용하여 37°C, 5% 

CO2/air mixture 조건에서 배양하였다.  

 

3-2. HEK293-APP695 세포에서 Aβ생성 저해 평가 

 

3-2-1. 세포독성 측정 

  HEK293-APP695 세포에 대한 독성은 MTT assay 방법으로 분석하였다. 

HEK293-APP695 세포를 96-well plate 에 well 당 1 x 104 세포가 되도록 

분주하였다. 24시간 후 세포의 부착을 확인한 뒤 각 농도 별의 시료가 포함된 

serum-free DMEM을 각 well 에 100 μl씩 분주하였다. 48시간 배양 후 100 μl의 

MTT 용액 (0.5 mg/ml in PBS)을 첨가하고 2시간 동안 배양하였다. 2시간 동안 

배양 후 배양액을 제거하고 100 μl의 DMSO를 첨가하여 생성된 결정을 

용해시키고 microplate reader spectrophotometer (Molecular Devices, VERSA max, 

CA, USA)를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 독성은 시료를 

처리하지 않은 대조군과 대비하여 계산하였으며, 결과는 mean ± standard 

deviation (n=3)으로 나타내었다.  

 

 

3-2-2. Coptisine의 Aβ분비 저해에 대한 효과 

  HEK293-APP695 세포로부터 분비되는 Aβ 40과 42의 양은 β Amyloid (40), 
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(42) ELISA kit (Wako Pure Chemical, Osaka, Japan)를 사용하여 제조사의 설명서에 

따라 각각 측정하였다. HEK293-APP695 세포를 60 mm dish 에 7 x 105 세포가 

되도록 분주하였다. 24시간 후 세포의 부착을 확인한 뒤 각 농도 별의 시료가 

포함된 배양액을 각 dish에 5 ml씩 처리하였다. 배양기에서 48시간 배양 후 상

층의 배양액 1 ml를 회수하여 10,000 x g, 4°C 에서 15분 동안 원심 분리한 뒤 

그 중 상층액을 실험에 사용하였다.  

  Aβ40 또는 Aβ42 특이적 monoclonal antibody가 coating 된 Plate에 표준용액 

(Human β-Amyloid (1-40, 1-42), 100pmol/L)과 샘플을 각각 100 μl씩 넣고 4℃에서 

밤새 배양하였다. 다음날 내용물을 제거하고 세척액으로 5회 세척한 뒤 HRP 

conjugation된 Aβ 특이적 antibody를 첨가하여 4°C에서 1시간 동안 반응시켰다. 

다시 내용물을 제거하고 5회 세척한 뒤 tetramethylbenzidine (TMB)기질액을 

100 μl 넣고 실온에서 30분 동안 반응시킨 후 stop solution 100 μl을 첨가하여 

반응을 종결시켰고 microplate reader spectrophotometer (Molecular Devices, VERSA 

max, CA, USA)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준용액으로 표

준검량곡선을 작성하여 Aβ의 농도를 계산하고, 시료를 처리하지 않은 대조군

을 100%로 하여 상대적인 분비량을 평가하였다. 결과는 mean ± standard 

deviation (n=2)으로 나타내었으며, 단백질 정량은 Bradford assay를 통해 시행한 

후 보정하였다.  

 

 

3-2-3. Western blot 을 통한 발현 분석 

  화합물의 Aβ 저해 경로를 조사하기 위해서 HEK293-APP695 세포에 샘플을 

농도 별로 처리한 뒤 48시간 동안 배양하였다. 그 후 차가운 phosphate 

buffered saline (PBS)으로 2회 세척하고 lysis buffer를 넣고 scrapper로 cell을 모
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은 뒤 4℃에서 30분 동안 반응시킨 후 4℃에서 15,000 rpm으로 20분간 원심분

리하여 세포 내 단백질을 얻었다. 단백질의 농도는 Bradford 방법으로 정량하

였다.  

  단백질을 gel buffer (Bio-Rad)와 혼합하고 5분간 끓여 변성시킨 후, 20 μg의 

단백질을 8-15% SDS-polyacrylamide gel을 이용하여 전기영동 시켰다. 전기영동

이 끝나면 wet transfer system (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 이용하여 PVDF 

membrane으로 옮기고, 항체의 비특이적 결합을 억제하기 위해 blocking 

solution (5% (w/v) non-fat dry milk in Tris-buffered saline containing 0.1 % Tween-20, 

pH 7.4 (TBST buffer))으로 실온에서 1시간 동안 blocking 하였다. 그 후 TBST 

buffer에 희석한 1차 항체 (anti-AMAM10, anti-BACE1, anti-PS1, and anti-β-actin)

를 4℃에서 밤새 반응시켰다. ADAM10, BACE1, PS-1의 발현 양은 2.5 % skim 

milk in TBST 에 희석시킨 2차 항체를 실온에서 1시간 반응시킨 후 Supersignal 

West Pico Chemiluminescent Substrate를 이용하여 X-ray film에 노출시켜 확인하

였다. 분자량은 full-range rainbow molecular weight markers (Amersham)을 이용하

여 확인하였다. Western blotting data는 3회 이상 실험하여 동일한 경향이 나오

는 것을 확인하였다.  

 

4. 통계처리 

  모든 결과는 실험군당 평균과 표준편차를 계산하였고, 대조군과 실험군의 

통계적 유의성은 SPSS를 이용하여 Student t-test로 검정하였다. 
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Ⅲ. 결과 

 

1. HEK293-APP695 세포에 대한 세포독성 측정 

  HEK293-APP695 세포에 대한 황련 alkaloid 화합물들의 세포독성은 MTT 

assay를 통해 측정하였으며, 이는 대조군에 대한 백분율로 값을 평가하였다. 

HEK293-APP695 세포에 황련으로부터 분리되었다고 보고된 berberine, 

epiberberine, groenlandicine, jateorrhizine, palmatine, coptisine 을 20, 40 μM 농도로 

48시간 동안 처리하였다. 세포독성을 측정한 결과 20, 40 μM의 농도에서 

berberine은 각각 84.69 ± 2.41, 63.71 ± 3.82%의 세포생존율을 보였고, 

epiberberine은 각각 102.55 ± 3.93, 89.49 ± 6.89%의 세포생존율을 보였으며, 

groenlandicine은 각각 105.63 ± 2.72, 75.32 ± 0.59%의 세포생존율을 나타냈다. 

그리고 20, 40 μM의 농도에서 jateorrhizine은 각각 99.50 ± 8.09, 95.27 ± 2.87%

의 세포생존율을 coptisine은 각각 116.48 ± 6.74, 102.55 ± 4.56%의 세포 생존

율을, palmatine은 각각 103.58 ± 5.95, 96.00 ± 2.11%의 세포 생존율을 나타냄

으로써 (Figure 2), berberine은 20, 40 μM 농도에서 groenlandicine은 40 μM 농도

에서 세포생존율이 감소하는 것을 관찰하였다. 따라서 비교적 독성이 적은 20 

μM 농도를 사용하여 alkaloid 화합물들의 Aβ 분비 저해 효과를 비교하였다.  

 

 

 

 



 

13 

 

 

Ber : berberine; Epiber : epiberberine; Gro : groenlandicine; 

Jat : jateorrhizine; Pal : palmatine; Cop : coptisine 

 

Fig. 2. Cytotoxicity of alkaloids in HEK293-APP695 cells   

HEK293-APP695 cells were treated with the alkaloids from Coptidis rhizoma at 

indicated concentrations. After 48 h, cell viability was measured by MTT assay. The 

values are expressed as the mean ± SD of triplecate experiments.  

* P<0.05, ** P<0.01 indicates significant differences from the untreated group.  
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2. HEK293-APP695 세포에서 Aβ분비 저해에 대한 평가 

 

2-1. Alkaloid 화합물들의 HEK293-APP695 세포에서 Aβ분비 저해에 대한 효과 

HEK293-APP695 세포에 alkaloid 화합물들을 각각 20 μM 농도로 24시간과 

48시간 동안 처리한 후 배양액으로 분비된 Aβ40 및 Aβ42 의 양을 ELISA kit

를 통해 측정하였으며 그 결과는 Figure 3 에서 나타내었다.  

먼저 Aβ40 발현량을 측정한 결과 berberine, epiberberine, Groenlandicine, 그리

고 coptisine 이 대조군과 비교하여 유의미하게 감소한 것으로 나타났다. 특히 

coptisine을 48시간 동안 처리했을 때 Aβ40 발현량이 크게 감소하였다. 또한 

Aβ42의 발현량을 조사한 결과에서도 마찬가지로 berberine과 epiberberine, 

grolandicine, 그리고 coptisine이 Aβ42의 발현량을 유의미하게 감소시켰으며, 이 

중 48시간에서 coptisine 이 Aβ42를 감소시키는 효과가 큰 것으로 나타났다. 

화합물들을 48시간 동안 처리하였을 때 berberine은 Aβ40과 Aβ42의 분비량을 

각각 81.82 ± 2.40, 78.73 ± 0.68%로 감소시켰으나 이 농도에서 berberine은 세

포독성을 나타내었다. Epiberberine은 세포독성이 없는 농도에서 Aβ40과 Aβ42

의 분비량을 각각 82.67 ± 0.56, 79.11 ± 1.12% 감소시켰으며, groenlandicine은 

각각 77.78 ± 1.48, 87.37 ± 0.56% 감소시켰고, jateorrhizine은 91.89 ± 1.20, 

90.40 ± 0.30%로 감소시켰으며, palmatine은 각각 89.76 ± 0.70, 90.89 ± 1.08%

로 coptisine은 각각 63.14 ± 1.26, 57.73 ± 1.65%로 감소시켰다. 이 결과를 바

탕으로 alkaloid 화합물들의 구조를 비교했을 때 Aβ 저해 효과가 유의미하게 

나타난 berberine을 비롯하여 epiberberine, groenlandicine, coptisine 에는 공통적으

로 methylenedioxy 구조가 있는 것이 확인되었다. 반면에 methylenedioxy 구조

가 없는 화합물인 jateorrhizine과 palmatine에서는 Aβ 저해 효과가 크게 나타나

지 않았다. 따라서 alkaloid 화합물들의 Aβ 발현량 감소 효과는 methylenedioxy 
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구조에 의한 것으로 생각되어진다.  

하지만, berberine에 대한 Aβ 저해 효과는 이미 연구되었기 때문에, 그 외에 

epiberberine, grolandicine, coptisine 중 Aβ40과 Aβ42를 가장 효과적으로 감소시

켰던 화합물인 coptisine을 선택하여 자세한 Aβ 저해 효과와 이와 관련된 메커

니즘을 확인해보았다. 
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(A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ber : berberine; Epiber : epiberberine; Gro : groenlandicine; 

Jat : jateorrhizine; Pal : palmatine; Cop : coptisine 

 

Fig. 3. Effects of alkaloids from Coptidis rhizoma on the secretion of Aβ40 and Aβ42 in 

HEK293-APP695 cells 
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HEK293-APP695 cells were incubated with alkaloids from Coptidis rhizoma at same 

concentration (20μM) from 24 h to 48 h. Secreated Aβ in the medium of HEK293-

APP695 cells were evaluated by ELISA kit. Values are the mean ± SD of two 

independent experiments. Control was untreated group.  

* P<0.05, ** P<0.01 indicates significant differences from the untreated group.  
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2-2. Coptisine의 HEK293-APP695 세포에서 Aβ의 분비 저해에 대한 효과 

HEK293-APP695 세포에 Coptisine을 각각 10, 20, 40 μM 에서 48시간 동안 처

리하였을 때와 40 μM 농도로 12시간에서 48시간 동안 처리하였을 때 분비된 

Aβ의 양을 ELISA kit를 통해 측정하였으며 그 결과는 Figure 4 에서 나타내었

다. Coptisine은 세포독성이 없는 농도에서 Aβ40과 Aβ42의 분비량을 유의미하

게 감소시키는 경향을 나타내었는데, 10, 20, 40 μM 농도에서 Aβ 40를 75.92 ± 

0.32, 76.73 ± 1.58, 62.96 ± 0.64%로 감소시켰으며 Aβ 42는 72.90 ± 1.15, 65.05 

± 1.97, 58.72 ± 0.77%로 감소시켰다. 즉, coptisine은 40 μM농도에서 Aβ40과 

Aβ42의 분비량을 대조군보다 각각 37%, 41% 감소시켰다. Positive control로 사

용한 BACE inhibitor Ⅳ 또한 Aβ 분비량을 대조군과 비교하여 유의미하게 감소

시키는 것을 확인하였으며, 2.5, 5 μM 농도에서 Aβ 40를 63.75 ± 1.49, 56.30 ± 

0.21% 로 감소시켰고, Aβ 42는 64.37 ± 1.45, 56.82 ± 3.36%로 감소시켰다. 

또한 coptisine을 40 μM 에서 시간별로 처리하였을 때 coptisine 처리 시간에 

비례하여 Aβ40과 Aβ42의 분비량을 감소시키는 경향을 내었는데, 12시간, 24시

간, 48시간에서 각각 Aβ40을 88.49 ± 4.09,  71.15 ± 1.58, 60.44 ± 0.28%로 감

소시켰으며, Aβ42는 83.45 ± 8.41, 71.47 ± 9.90, 59.51 ± 2.37%로 감소시켰다. 

즉, coptisine 은 농도와 시간 의존적으로 Aβ의 분비를 감소시키는 결과를 나타

내었으며, 이것은 화합물이 세포에서 Aβ생성에 관여하는 효소에 영향을 주었

기 때문으로 생각되어진다.    
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(C) 
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Fig 4. Effect of coptisine on the secretion of Aβ40 and Aβ42 in HEK293-APP695 cells 

Secreated Aβ in the medium of HEK293-APP695 cells were evaluated by ELISA kit. (A) 

Coptisine (10 μM, 20 μM and 40 μM) can decrease the expression of Aβ40 and (B) Aβ42 

in a dose-dependent manner for 48 h of incubation. (C) Coptisine (40 μM) can decrease 
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the expression of Aβ40 and (D) Aβ42 from 12 to 48 h of incubation. Values are the mean 

± SD of two independent experiments. Control was untreated group.  

* P<0.05, ** P<0.01 indicates significant differences from the untreated group.  
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3. Coptisine이 HEK293-APP695 세포에서 BACE1, ADAM10 및 PS1 단백질 발

현에 미치는 영향  

  Coptisine이 Aβ 분비량을 농도 및 시간 의존적으로 감소시키는 것을 확인하

였으므로 화합물의 Aβ의 저해 경로를 확인하기 위해 western blot 분석방법을 

수행하였다. Aβ가 감소되었다는 것은 세포내에서 BACE1이나 PS1 효소의 발

현량이 감소하였거나, ADAM10 효소의 발현량이 증가하였다는 것을 의미한다.  

이것을 확인하고자 ADAM10, BACE1, PS1 단백질 발현량을 다음과 같이 연구

하였다. 먼저, HEK293-APP695 세포에 화합물을 10, 20, 40 μM 농도로 48시간 

동안 처리한 뒤, western blot 방법으로 세포 단백질의 BACE1, ADAM10과 PS1 

단백질 발현량을 관찰하였고, positive control로써 BACE inhibitor Ⅳ를 처리했을 

때 BACE1 발현량 또한 확인하였다. 그리고 40 μM 농도를 시간별로 처리하였

을 때 단백질의 변화량을 관찰하여 그 결과는 Figure 5 에서 나타내었다. 그 

결과 coptisine을 농도별로 처리하였을 때 ADAM10의 발현량은 별다른 변화가 

나타나지 않았으며, BACE1 과 PS1 의 발현량은 coptisine의 농도에 따라 감소

하는 경향을 나타내었다. Positive control로 사용한 BACE inhibitor Ⅳ를 처리하

였을 때에도 BACE1 발현량이 대조군에 비해 감소되는 경향을 나타내는 것을 

확인하였다. 또한 시간에 따른 발현량을 관찰한 결과에서도 마찬가지로 

BACE1 과 PS1의 발현량이 coptisine의 처리 시간에 따라 감소하는 경향을 나

타내었다. 따라서 coptisine은 Aβ 생성 과정 중 BACE1과 PS1의 발현량을 저해

함으로써, Aβ 생성을 감소시키는 것으로 사료된다. 

 

 

 

 



 

23 

 

(A) 

        BACE1  

 

        ADAM10 

 

        PS1  

 

        β-actin 

 

       Coptisine (μM)        0       10      20      40      

 

(B)       

        BACE1  

 

        β-actin 

         

         BACE inhibitor Ⅳ (μM)    0     2.5     5     

 

(C)  

       BACE1 

 

       ADAM10 

 

       PS1 

 

       β-actin 
 
      Coptisine (40 μM)        0     12 h    24 h     48 h 
 
 
Fig 5. Effect of coptisine on the expression of BACE1, ADAM10 and PS1 in HEK293-

APP695 cells  

(A) Coptisine (10 μM, 20 μM and 40 μM) can decrease the expression of BACE1 and 
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PS1 in a dose-dependent manner for 48 h of incubation. (B) BACE inhibitor Ⅳ (2.5 μM, 

and 5 μM) can decrease the expression of BACE1 for 24 h of incubation. (C) Coptisine 

(40 μM) can decrease the expression of BACE1 and PS1 from 12 to 48 h of incubation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

25 

 

Ⅳ. 고찰 

 

  AD는 노인에게서 주로 발생하는 신경퇴행성 장애로 전 세계적으로 수많은 

사람들에게 영향을 주고 있다. 알츠하이머 질환은 기억력과 인지 기능이 저하

되는 특징을 가지며, 병리학적으로는 신경섬유다발과 노인반이 생성되는 특징

을 가진다 (Hardy and Higgins, 1992). AD가 발병하는 정확한 원인에 대해 밝혀

진 것은 없으나 현재 AD 환자들의 기억력 손상의 원인은 콜린 가설 

(cholinergic hypothesis)과 아밀로이드 증폭 가설 (amyloid cascade hypothesis)이 

유력한 가설로써 주목받고 있다 (Parihar and Hemnani, 2004). 많은 사람들이 AD

를 치료하고 예방하기 위해 콜린성 가설에 근거하여 콜린 결핍 (cholinergic 

deficit) 과 신경전달을 방해하는 acetylcholinesterase (AChE) 및 

butyrylcholinesterase (BChE) 저해제를 개발하는데 중점을 두었다 (Rao et al., 

2007). AD 치료를 위한 약으로 이용되고 있는 AChE 저해제로는 Donepezil 

hydrochloride (Aricept), Rivastigmine (Exelon) (Jann, 2000), 그리고 Galantamine 

(Reminyl) (Zarosky et al., 2003)가 있으며, 이 중에서 Donepezil은 가장 강력한 

AChE 저해제로 가벼운 인지장애를 가진 환자들의 콜린 활성를 강화시키는데 

이용되고 있다 (Saykin et al., 2004; Zimmermann et al., 2004). 하지만 이러한 저해

제는 위장관 장애와 서맥 등의 심각한 부작용을 야기할 수 있으며 (Hshieh et 

al., 2008), 이들 약물들은 AD를 야기하는 근본적인 신경병리학적인 원인에 대

해서는 다루지 않고 겉으로 드러난 증상을 치료하는 것에만 이용되고 있다 

(Kasa et al., 1997; Gualtieri et al., 1995). 따라서 최근에는 아밀로이드 증폭 가설

에 따라 뇌에 Aβ가 축적되는 것이 AD가 발병하는 주요한 요인이라고 생각되

어 이것을 저해하는 약물을 찾는 연구가 활발하게 진행되고 있다.  

  Aβ 축적에 기여하는 요소들은 복잡하기 때문에, 이것에 관련된 메커니즘을 
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연구하기 위해 많은 노력들이 있어왔다. Aβ는 주로 APP가 β- 또는 γ-secretase

에 의해 순차적으로 분해되서 생성되며 (Suh and Checler, 2002), 과잉으로 생성

된 Aβ는 신경세포의 외부에 축적되어 AD의 병리학적 특징 중 하나인 노인반

을 형성한다 (Russo et al., 2005). 이 때문에 AD치료를 위해 많은 제약회사 및 

연구소에서 β- 또는 γ-secretase 저해제를 개발하려고 노력하였으나, 아직까지 

FDA 승인을 받은 저해제는 없으며 계속해서 임상연구가 진행되고 있다 

(Jarrett and Lansbury, 1993; Jarrett et al., 1993; Henley et al., 2009). 

AD 환자의 뇌에서 BACE 효소의 발현량 증가는 Aβ의 생성의 증가와 직접

적인 관련성을 가지기 때문에 매우 중요하다 (Sastre et al., 2006). 이러한 이유 

때문에 BACE 효소는 AD 의 중요한 치료 표적으로써 고려되어지고 있으나, 

BACE 저해제를 개발하기 위한 접근은 매우 까다롭다. 혈관 뇌 장벽 (blood 

brain barrier)을 통과할 수 있는 크기와 체내에서의 대사작용 또한 고려하여야 

하기 때문인데, 이전에 개발되었던 peptidomimetic 저해제는 혈관 뇌 장벽을 

통과하기엔 크기가 너무 컸고, 체내에서 대사작용으로 인하여 불안정했다 

(Ghosh et al.,2002). 또한 약물학적으로 secretase를 조절하여 Aβ 수준을 변화시

키는 것은 환자에게 적용했을 때 매우 강한 부작용들을 동반할 수 있기 때문

에 치료법으로 이용되기 어렵다. 그러므로 AD 치료를 위한 대안적인 방법으

로 천연물을 이용하는 것이 주목받고 있으며 이러한 천연물들은 부작용 없이 

Aβ를 감소시킬 수 있을 것이라 기대되고 있다 (Essa et al., 2012).  

  예를 들어, 병풀 (Centella asiatica) 추출물이 생쥐의 해마에서 Aβ40과 Aβ42

를 감소시킨 연구 결과가 보고되어 있으며 (Dhanasekaran et al., 2009), 은행나무 

추출물은 작업 기억력과 정보처리 능력 향상을 향상시킬 수 있다고 보고되어 

있다 (Solomon et al., 2002). 또한 모란 (Paeonia suffruticosa) 추출물과 그것의 활

성 성분은 Aβ 생성 저해 뿐만 아니라 아밀로이드로부터 형성된 섬유다발을 
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분해하는 효과를 나타내었고 (Fujiwara et al., 2009), docosahezaenoic acid (DHA) 

같은 오메가-3 다중불포화지방산 (polyunsaturated fatty acid; PUFA)은 Aβ로 유도

되는 신경 독성과 아밀로이드 플라그의 형성을 감소시키는 효과를 나타내었

다 (Hooijmans et al., 2007). 이와 같은 연구 결과에 근거하여 천연물로부터 AD

를 예방하고 치료하는데 효과를 나타내는 물질을 찾고자 황련으로부터 분리

된 alkaloid 화합물들의 Aβ 감소 효과에 대해 조사하게 되었다.  

  황련 (Coptidis rhizoma)은 미나리아재비과의 Coptis chinensis (Franch)의 뿌리줄

기를 의미하며, 중국 전역에 분포하는 다년생의 줄기가 없는 약초이다 (Feng 

et al., 2008). 또한 중국에서 가장 널리 이용되고 있는 중국 전통 의학으로서 

설사나 눈의 염증, 그리고 여성의 복부 통증과 같은 각종 질병이나 증후군을 

치료하는데 이용되어 왔으며 (Tang et al., 2009), 최근에는 황련이 항고혈당 및 

항고지혈증 효과 (Wang et al., 2012), 항산화 효과 (Jang et al., 2009), 저콜레스테

롤 활성 (Yuan et al., 2006), 암세포에서 항증식 활성 (Iizuka et al., 2000) 간보호

효과 (Ye et al., 2009), 항고혈압효과 (Sanae et al., 2001) 등의 다양한 생리활성 

효과를 가지는 것으로 연구되었다. 또한 황련은 3T3-L1 지방세포에서 인슐린 

저항성을 향상시키고, 3T3-L1 지방전구세포의 유도 및 분화를 저해하는 효과

를 나타내었는데, 황련의 alkaloid 화합물 중에서 coptisine이 세포분화를 가장 

효과적으로 억제하였으며, jatrorrhizine은 포도당 이용율을 크게 향상시켰다. 이

러한 결과를 바탕으로 했을 때 황련의 생리활성 효과가 berberine에 의해서만 

나타난 것이 아니라 다른 효과 있는 alkaloid 성분들의 시너지 효과에 의한 것

임을 유추해볼 수 있다 (Li et al., 2010). 황련은 berberine, coptisine, palmatine, jate 

orrhizine, 그리고 epiberberine (Sun et al., 2006)등의 다양한 alkaloid 화합물들을 

포함하고 있는데 이러한 alkaloid 화합물들은 황련 외에도 황백 (Phellodendri 

Cortex) (Ikuta et al., 1998)과 골든실 (Hydrastis canadensis L.)의 뿌리 (Avula et al., 
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2012), 현호색(Corydalis yanhusuo) 등에 포함되어 있다고 보고되었다 (Xiao et al., 

2011). 이들 alkaloid는 당뇨병 및 당뇨 합병증 활성과 (An and Cui, 2008), 항암 

및 항 말라리아 활성 (Kinuko et al., 1999)을 가지며, 또한 PC12 세포에서 Aβ로 

유도된 신경 독성에 대해 보호효과를 나타내었다 (Xian et al., 2013). 그 중 

berberine은 황련에 가장 풍부하게 포함되어있는 화합물로서, 혈중 

콜레스테롤과 중성지질을 조절하고, 혈당을 감소시키며, 인슐린 저항을 

완화시켜서 당뇨병을 치료하는데 효과를 낸다고 알려져 있으며 (Shen et al., 

2010), aldose reductase 활성 저해 효과 (Jung et al., 2008), 항 알츠하이머 및 

항산화 효과 (Jung et al., 2009), HepG2 세포에서의 세포 독성 효과와 항고혈당 

효과 (Chen et al., 2012), indoleamine 2,3-dioxygenase 저해 효과 (Shi et al., 2011)가 

있는 것으로 알려져 있다. 이처럼 황련에서 분리된 주요 alkaloid 화합물인 

berberine이 다양한 생리활성 기능을 나타내고, 특히 알츠하이머와 관련해서 

Aβ 1–42 fibril 형성 저해 효과 (Yu et al., 2010), Aβ 1-40으로 유도된 인지적 장애 

개선 효과 (Zhu and Qian 2006), AD transgenic 쥐 모델에서 신경교증 (gliosis)와 

인지 장애 개선 효과 (Durairajan et al., 2012), PC12 세포에서 bovine adrenal 

tyrosine hydroxylase (TH) 활성 저해와 도파민 함량 감소효과 (Shin et al., 2000)를 

비롯하여, HEK293-APP695 세포에서 BACE1 감소를 통해 Aβ 감소 효과를 

나타내었기 때문에 berberine과 유사한 구조를 가진 coptisine 및 다른 

alkaloid들도 Aβ 저해에 효과를 나타낼 것이라 생각되어 본 연구를 진행하게 

되었다. APP 분비량이 안정하도록 transfection 시킨 HEK293-APP695 세포주에 

alkaloid 화합물들을 20 μM 농도로 처리한 뒤, Aβ40 과 Aβ42 발현량을 측정한 

결과 berberine, epiberberine, Groenlandicine, 그리고 coptisine이 대조군과 

비교하여 유의미하게 감소한 것으로 나타났다. 이 결과를 토대로 알칼로이드 

화합물들의 구조를 비교해 보면 Aβ 저해 효과가 유의미하게 나타난 
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berberine을 비롯하여 epiberberine, groenlandicine, coptisine 에는 공통적으로 

methylenedioxy 구조가 있는 것이 확인되었다. 따라서 화합물들의 Aβ 발현량 

감소 효과는 이 구조에 의한 것으로 생각되어지며, 이와 관련하여 

methylenedioxy 구조를 지닌 화합물이 Aβ 독성에 대해 신경보효 효과를 

나타내었다는 연구결과가 보고되어져 있다 (Song et al., 2011). 하지만, 

berberine에 대한 Aβ 저해 효과는 이미 연구되었기 때문에, 그 외에 

epiberberine, grolandicine, coptisine 중 Aβ40과 Aβ42를 가장 효과적으로 

감소시켰던 화합물인 coptisine을 선택하여 자세한 Aβ 저해 효과에 대해 

연구하였다. Copisine은 berberine과 매우 유사한 구조를 가진 화합물로 

dimethoxy기 대신에 methylene dioxy기가 치환된 구조를 가진다. 먼저, 

coptisine을 10, 20, 40 μM로 농도로 처리하였을 때 Aβ40과 Aβ42가  모두 농도 

의존적으로 감소되는 결과를 확인할 수 있었으며, 동시에 동일한 농도로 

12시간에서 48시간 동안 처리하였을 때 Aβ40과 Aβ42가 시간의존적으로 

감소되는 것을 확인하였다. 이와 같이 coptisine은 알츠하이머 질환의 주요 

원인 중 하나인 Aβ 를 농도 및 시간 의존적으로 감소시키는 시키는 결과를 

나타냈다. 또한 coptisine이 세포에서 어떤 메커니즘으로 Aβ 생성을 

감소시켰는지 확인하기 위해 APP분해에 관여하는 BACE1, ADAM10, PS1 

단백질 발현을 western blot으로 조사하였다. 그 결과 coptisine을 처리했을 때 

BACE1 과 PS1 발현량이 감소하는 경향을 나타냈으며, ADAM10의 발현량은 

큰 변화를 보이지 않았다. 따라서 coptisine은 BACE1과 PS1 발현량을 

감소시킴으로써 세포에서의 Aβ 생성을 저해하는 것으로 생각되어진다. 

  정리해보면 본 연구는 황련으로 부터 분리한 alkaloid 화합물들의 Aβ 저해 

효과를 연구하였다. Aβ는 APP로부터 가수분해되어 생성되는 단백질로 

신경세포에서 Aβ생성이 지속적으로 증가하거나 또는 제거량이 감소하게되면 
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점진적으로 oligomers 와 fibrils 형태를 거쳐 plaques를 형성한다. 이후 

신경세포가 손상을 입어 제 기능을 하지 못하면 결과적으로 신경퇴행성 

질환으로 연결될 수 있다. 본 연구에서는 황련의 알칼로이드 화합물 중 

epiberberine, groenlandicine, 그리고 coptisine이 Aβ 저해에 효과가 있다는 

사실을 밝혔다. 이들 화합물들의 구조적 상관관계를 조사한 결과 Aβ를 

유의미적으로 감소시킨 화합물에는 공통적으로 methylenedioxy 구조가 있는 

것이 확인되었다. 따라서 알칼로이드 화합물들의 Aβ 발현량 감소 효과는 

methylenedioxy 구조에 의한 것으로 생각되어지며, 효과를 보인 세 화합물 중 

Aβ발현량 저해에 가장 큰 효과를 보였던 coptisine을 선택하여 Aβ 저해 및 

메커니즘에 대해 자세히 연구하였다. 그 결과 coptisine은 Aβ40과 Aβ42를 모두 

농도 및 시간 의존적으로 감소시켰고, 메커니즘을 확인한 결과 Aβ 생성에 

관여하는 β-secretase와 γ-secretase의 발현량이 저해되었다. 따라서 coptisine은 

HEK293-APP695세포에서 β-secretase와 γ-secretase 발현량 감소를 통해 Aβ 

생성을 억제하며, 여기에는 coptisine의 구조 중 methylenedioxy 기가 

관여한다고 생각할 수 있다. 앞으로 BACE1과 PS1에 관여하는 다른 

전사인자에 대한 조사와 epiberberine, groenlandicine에 대한 Aβ 저해 

메커니즘에 대해서는 좀 더 조사되어야 할 것이다. 종합해보면 본 연구는 

황련에 포함된 coptisine이 AD 예방과 치료를 위한 기능성 식품 소재로서 

사용될 수 있는 가능성을 제시하였다.   

 

 

 

 

 



 

31 

 

Ⅴ. 요약 

 

  AD은 가장 보편적인 신경퇴행성 질환으로 이것을 예방하고 치료하기 위해 

다양한 연구가 진행되고 있다. AD의 중요한 발병 원인으로 생각되어지는 Aβ

의 생성 또는 Aβ로 유도되는 세포 독성을 감소시키는 것은 AD 치료의 주요

한 전략으로 고려되어지고 있기 때문에 Aβ를 타겟으로 한 많은 연구가 이루

어지고 있다. 따라서 다양한 생리활성 기능을 가지고 있는 황련으로부터 분리

된 alkaloid 화합물들의 Aβ분비 저해 효과를 검색하고 이 중 효과있는 화합물

에 대한 Aβ생성과 Aβ저해 메커니즘을 확인하고자 하였다.    

 

1. Alkaloid 화합물들의 Aβ생성 저해를 통한 항알츠하이머 효과를 조사하기 위

하여 HEK293-APP695세포에 berberine, epiberberine, groenlandicine, jateorrhizine, 

palmatine, coptisine 을 처리하여 Aβ분비량 변화를 관찰하였으며, 그 결과를 바

탕으로 화합물들의 구조적 상관관계를 조사하여, methylenedioxy구조를 가진 

berberine, epiberberine, groenlandicine을 비롯하여 coptisine이 Aβ생성 저해에 효

과가 있다는 사실을 밝혔다.  

 

2. Coptisine의 Aβ 발현량 감소와 그 메커니즘에 대해 자세한 연구를 수행하고

자 coptisine의 농도 및 시간에 따른 Aβ분비량 변화를 조사하였다. Coptisine은  

20, 40 μM 농도에서 Aβ40을 각각 23.2%, 37.1%, Aβ42를 각각 34.5%, 41.3% 감

소시켰다. 또한 12시간, 24시간, 48시간으로 처리하였을 때 Aβ40을 각각 11,5%, 

28.6%, 39.6%, Aβ42를 각각 16.6%, 28.6%, 39.4% 감소시켰다. 즉, coptisine은 Aβ

발현량을 농도 및 시간의존적으로 감소시키는 결과를 나타내었다. 
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3. HEK293-APP695 세포에서 coptisine이 Aβ분비를 효과적으로 저해하는 것을 

확인하였으므로, 저해 메커니즘을 확인하기 위해 western blot 분석방법으로 단

백질 발현량을 조사하였다. APP가 β-secretase와 γ-secretase에 의해 순차적으로 

가수분해되면 Aβ가 생성되고, 반면 α-secretase에 의해 가수분해되면 Aβ 

domain 중앙 부분이 절단되므로 Aβ생성이 저해된다. 따라서 Aβ 분비 저해에 

α-secretase, β-secretase, γ-secretase 중 어떤 효소가 관여하는지 확인하기 위해 각

각 ADAM10, BACE1, PS1 단백질 발현을 조사하였다. 그 결과 coptisine을 처리

하였을 때 BACE1 과 PS1 단백질이 농도 및 시간 의존적으로 감소되었으며, 

ADAM10 단백질 발현량에는 변화가 나타나지 않았다.  

  요약하면, 본 연구는 황련으로부터 분리된 alkaloid 화합물들의 Aβ분비 저해 

효과에 대해 구조적 상관관계에 근거하여 연구하였으며, methylenedioxy구조를 

가진 berberine, epiberberine, groenlandicine을 비롯하여 coptisine이 Aβ생성 저해

에 효과가 있다는 사실을 밝혔다. 또한 coptisine이 BACE1 과 PS1 효소를 저

해함으로써 Aβ분비를 감소시킨다는 메커니즘을 밝혔다. 이와 같은 연구 결과

는 향후 coptisine이 AD 예방과 치료를 위한 유망한 기능성 의약품으로서 사

용될 수 있는 가능성을 제시하였다.  
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