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요  약  본 연구는 후두 손상 후 목소리 장애로 인해 스트레스변화에 미치는 영향을 알아보고자 SD계 랫드에 후두
손상을 유발시킨 후 실험동물에서 나타나는 변화와 스트레스 경감효과에 미치는 영향을 진정작용이 있는 칡잎추출물
을 투여 후 변화를 보고자 하였다. 실험은 정상군, 대조군, 실험군(1, 2)으로 하여 군당 6마리씩 총 24마리를 이용하
였고, 지정된 용량으로 1일 1회 일정한 시간대에 주 6회씩 5주간 경구투여 후 항산화실험과 분자화학적 검사를 하였
다. 결과는 정상군에 비하여 대조군에서는 통계적으로 유의성 있게 높았으며(p<0.05), 실험군에서는 대조군에 비해 통
계적 유의성 있게 낮아져(p<0.05), 정상군보다도 좋게 나타났다. 실험결과를 종합해 보면 칡잎추출물은 대조군과 비교
할 때 통계적으로 유의성 있는 변화를 확인하였다. 따라서 칡잎추출물 투여 시 스트레스 경감효과에 효과가 있는 것
으로 사료된다. 

Abstract  To examine the effects of voice disorders after a laryngeal injuryon the changes in stress, this study 
examined the effects of the changes observed in laboratory animals and on stress reduction effects, by inducing 
a laryngeal injury in SD type rats after administering a kudzu leaf extract, which has a sedation effect. For 
testing, a total of 24 rats comprising the normal group, control group and experimental groups (1 and 2 6 rats 
in each group) were used, and antioxidant experiments and molecular and chemical tests were conducted by 
administering a specified amount of kudzu teaorally once a day at a set time, 6 times per week for 5 weeks. 
The control group appeared to be significantly higher (ed note: What is higher?) than the normal group (p 
<0.05), whereas the experimental group showed significant decreases compared to the control group (p <0.05), 
showing a better result than the normal group. The test results showed that the kudzu leaf extract resulted in 
significant changes compared to the control group. Overall, the administration of kudzu leaf extract has stress 
reduction effects.
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1. 서론 

환경의 변화에 따라 사회가 발달할수록 더 다양한 시

각에서 삶의 질에 대한 욕구가 높아지고 음성 장애를 호
소하는 질환자들의 욕구도 증가되어 이로 인해 스트레스
성 합병증 또한 증가하는 추세이며 이와 더불어 치료에 
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대한 기대와 삶의 만족도에 대한 기대치가 매우 커지고 
있다. 생체에 여러 기능을 조절하는데 있어서 중요한 역
할을 담당하고 있는 호르몬을 통한 균형 있는 스트레스
는 인체에 도움이 되지만 과도한 스트레스 상황이 되면 
뇌는 여러 경로를 통하여 반응을 유도하게 된다[1]. 스트
레스를 감지한 후 신경세포들이 노르에피네프린의 활성
을 증가시키는 작용을 하게 되며 교감신경계를 활성화시
키게 되고 이것에 의해 부신수질에서 에피네프린과 노르
에피네프린을 방출하게 되며 이물질들은 혈액을 타고 전
신에 퍼져서 각장기와 뇌에 영향을 미치게 된다[2,3]. 음
성을 변화시키는 후두 병변의 관찰에서부터 진단 그리고 
치료까지 그 목적과 언어적인 차이에 따라 다양하게 치
료되고 있지만 최근 음성호전을 목적으로 그와 관련된 
합병증에 대한 치료와 관심에 대해선 아주 미비하여 만
족스럽지 못한 실정이며 음성으로 인한 부작용으로 혀나 
구강점막 및 생리기능의 변화로 뇌에 미치는 부작용이 
발생되는 경우가 종종 보고되고 있으며[4], 이로 인해 호
르몬 변화에 따른 뇌 조직의 스트레스 저항성 및 신호전
달체계에 관여하는 DREB(Dehydration resonsive element 
bindin) 유전자를 클로닝 하여 스트레스의 증감 작용으로 
삶의 질에 많은 영향을 미치므로[5], 최근 동향으로 
Bae[2], Yoo[6], Cashman[8]등의 후두 음성 연구가 발표
되고 있다.

음성으로 인한 스트레스가 발생하게 되면 스트레스를 
감소시키거나 제거하기위하여 생리활성기능의 대응 반응
이 일어남으로 대뇌에서 지각되어 변연계에 변화를 일으
키게 된 스트레스는 시상하부로 전달되어 신경계통을 통
한 시상하부, 자율신경계, 부신수질축 및 내분비계를 통
한 시상하부, 뇌하수체 전엽부, 부신피질 축을 자극하여 
기능을 활성화 시킨다[6]. 또한 자율신경계의 교감신경계
가 활성화가 되면 심박동율의 증가, 동공확장, 내장기관
의 수축 및 뇌와 근육에서 혈류량의 증가 등이 발생되고 
이에 따른 위기대응 반응으로 혈류를 통한 신체를 순환
하여 뇌하수체 전엽을 자극하여 부신호르몬의 분비를 촉
진시켜 뇌 조직에 물질분비 반응이 일어나게 된다[7,8].

본 연구에 사용된 칡잎추출물은 타일랜드 북부의 험준
한 산악지대에서 주로 서식 하는 다년생의 콩과 덩굴 식
물의 일종으로 호르몬 분비와 칡의 주요성분인 카테킨이 
많이 존재하는 폴리페놀류 물질로 강한 항산화 능과 진
정작용 등이 있어 대사활성화를 통해 산화적 스트레스를 
유도하여 뇌 조직에서 진정작용을 일으키는 것으로 알려
져 있다[9]. 

이에 본 실험에서는 환경변화에 따른 후두 손상된 사
람들에서 목소리 장애 시 스트레스변화로 인해 뇌 조직
에 미치는 영향을 알아보고자 Sprague-Dawley계 랫드에 

후두손상을 유발시킨 후 실험동물에 나타나는 뇌 조직의 
분자화학적 변화와 항산화 물질에 따른 변화를 알아보고, 
진정작용이 있는 칡잎추출물을 투여 후의 변화를 보아, 
후두 손상 시 심리적 안정제로서의 활용 가능성을 알아
보고자 하였다. 

        

2. 재료 및 방법

2.1 기기 및 시약

실험기기로는 Laryngoscope(Olympus, Japan), 
homogenizer(IKA, T25 basic, Malaysia), mini 
centrifuge(Hitachi, MIKRO 200R, Japan), electronic 
balance(Sartorius, CP224S, Germany), 시료추출은 초고속 
감압 저온 추출기(COSMOS-660, Korea)를, cDNA 
synthesis 와 Real-Time RT-PCR kit 및 GAPDH 의 primer
는 Roche(Germany)제품을, 실험에 사용된 시약의 마취제
는 Ketamine chloride(Korea)와 항생제 Amoxycillin(Korea)를 
사용하였다. 

2.2 동물실험 과정

Sprague-Dawley계 5주령(200~220 g)된  수컷 랫드를 
대한바이오링크(주)에서 구입하여, 적응과정을 1주간 거
쳐 실험에 사용하였다. 사육실 온도는 22±1℃, 습도는 
50±5%, 명암주기 12시간 밤과 낮 단위로 조절되는 표준
사육 환경에서 사육하고 실험기간 동안 물과 사료(삼양
사, 한국)의 양은 제한 없이 공급하였다. 

2.3 시료 조제 

경북 영천의 한약 재료상에서 칡잎 600 g 을 구입하여 
물 6ℓ를 첨가 후 100℃의 온도, 60분간 초고속 감압 저
온추출기로 열수 추출한 후 0.6ℓ로 농축하여 1일 투여량
씩 진공 파우치 포장 후 사용 하였다. 동결 건조로 측정
한 칡잎추출물의 수율(yield rate)은 26.30%였다. 실험군 
시료는 동결 건조시킨 칡잎 열수추출물을 용매 
{propyleneglycol: ethanol: water (5:3:2)}에 2% 농도로 용
해시켜 사용하였다. 

2.4 실험동물 후두 손상 모델 제작

랫드 6마리씩을 임의로 4개 실험군으로 배치하여 본 
실험에서는 총 24마리를 사용하였다.

후드 손상 모델제작은 Sulica[8]의 방법에 준하여 랫드
의 다리 근육에 동물용 마취제인 Ketamine chloride(유한, 
서울, 한국, 1~3uL/mL) 25 mg(0.5 ml)를 주사하여 마취



한국산학기술학회논문지 제14권 제12호, 2013

6298

하였다. 랫드를 앞으로 눕힌 자세에서 목을 고정시킨 후 
후두부 노출을 용이하게 하여 75% 알코올로 소독한 후 
1 cm정도 절개 후 대조군, 실험군 E1, E2 군에 후두를 손
상하였다. 손상직후부터 3일간 동물용 항생제인 
Amoxycillin 0.1 mg을 근육주사 하였으며, 1주 후 부터 1
일 1회 일정한 시간대에 주 6회씩 5주간 경구투여 후 실
험군의 분류표에 따라 실험하였다.

<실험군의 분류>
정상군: saline(0.25ml/kg BW/day) 
대조군: saline(0.25ml/kg BW/day)  
실험군 E1: Kudzu 0.25ml(0.35g/kg BW/day) 
실험군 E2: Kudzu 0.5ml(0.70g/kg BW/day) 
  

2.5 처치 및 시료채취

실험동물의 처치는 각 군별 SD 랫드 6마리씩 총 24마
리를 일중 변동리듬을 감안하여 일정한 시간에 실시하였
으며, 실험종료 12시간 전부터 절식시킨 후, diethyl ether
로 흡입 마취시키고 개두 하여 뇌 조직을 적출하여 무게
를 측정하고 실험에 사용하였다. 

2.6 항산화능 변화 측정

뇌 조직을 빙냉 하에서 절취한 조직 중 일정량을 칭량
한 후 4배량의 0.25M 인산완충액을 가하여 glass teflon 
homogenizer를 이용하여 20%(w/v) 마쇄균질액을 만들고, 
이 균질액을 600×g에서 10분간 원심 분리하여 핵 및 미 
마쇄 부분을 제거한 다음 상층액을 10,000×g에서 20분간 
원심분리한 후 상층액을 얻었다. 마쇄균질액은 
thiobarbituric acid 반응에 사용하였고, 상층액은 효소활
성에 측정하였다.

2.6.1 Xanthine oxidase (XO)

활성도 XO는 Stripe와 Della[10]의 방법에 준하여 측
정하였다. 활성도 단위는 효소액 중에 함유된 단백질 
1mg이 1분 동안 반응하여 기질인 xanthine으로부터 생성
된 uric acid의 양을 nmole로 표시하였다.

2.6.2 Superoxide dismutase (SOD)

뇌 조직 중 SOD 활성도는 헤마톡실린 자동산화의 억
제정도를 관찰하는 Martin 등[11]의 방법에 따라 0.1mM 
EDTA가 함유된 50mM 인산 완충액(pH 7.5)에 10μM 
hematoxylin 및 효소액을 가해 25℃에서 반응시켜 생성
된 hematein을 560nm에서 측정하여 효소의 활성도를 산
정하였다. 활성도 단위는 효소액을 넣지 않은 반응액 중
의 hematoxylin 자동산화를 50% 억제하는 정도를 1unit

로 하여 단백질 1mg이 1분 동안 반응한 unit로 표시하였다.

2.6.3 Catalase (CAT)

CAT 활성도는 hydrogen peroxide를 기질로 하여 환원
되는 정도를 파장 240nm에서 그 흡광도를 읽고 분자흡
광계수(E=0.04mM-1cm-1)를 이용하여 활성을 산출하는 
Aebi[12]의 방법에 준하였다. 활성도 단위는 뇌 조직의 
효소액 중에 함유된 단백질 1mg이 1분 동안 반응하여 감
소되는 hydrogen peroxide 양을 nmole로 표시하였다.

2.6.4 Thiobarbituric acid eactive substance 

(TBARS)  

지질과산화 TBARS 시험은 Ohkawa[13]의 방법에 따
라 측정하였다. 효소 시료 속의 과산화지질을 산성조건 
하에서 thiobarbituric acid 용액과 가열 반응시켜 생긴 
TBARS의 흡광도를 500nm에서 측정하였다. TBARS 함
량은 단백질 g당 nmole로 표시하였다.

2.7 뇌 조직의 분자생물학적 관찰

2.7.1 RNA 추출

-80℃에서 냉동 보관하였던 뇌 조직을 액화질소에 담
아 이송한 후 얼음으로 저온을 유지시키며 조직 50㎎당 
1㎖의 Trizol(Invitrogen, New Zealand)을 첨가하여 조직
을 마쇄하고 실온에서 5분간 incubation시킨 후 
chloroform 200㎕를 첨가하여 실온에서 3분간 방치 후 
15,000rpm, 4℃, 10분간 원심분리 하였다. 상층액을 취한 
후 isopropyl alcohol을 500㎕ 첨가한 다음 15,000rpm, 
4℃, 15분간 원심분리 후 상층액은 제거하고 70% ethanol 
1㎖을 첨가하여 RNA pellet을 washing하고 15,000rpm, 
4℃, 2분간 원심분리 하여 나온 상층액은 제거하고 남은 
RNA pellet을 건조 후 diethylpyrocarbonate (DEPC)로 희
석하여 260㎚에서 OD값을 측정하여 RNA를 정량하였다. 
280㎚에서 OD값을 측정하고 absorbance ratio(A260/A280)가 
1.8～2.0 사이인 지 확인하였다.

2.7.2 cDNA 합성

BioNEER사의 CycleScript RT PreMix(dT20) kit에서 
제공하는 protocol에 따라 total RNA 양이 0.1～1㎍/㎕가 
되도록 RNA sample을 넣고 DEPC를 20㎕까지 채운 후 
30℃에서 1분간, 50℃에서 4분간 12 cycle 반응시키고 9
5℃에서 5분간 가열하여 반응을 종결시켰다.

2.7.3 Real-time RT-PCR

 Roche사의 AccuPowerTM PCR PreMix kit를 구입하여 
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사용하였다. Template 2㎕, forward primer와 reverse 
primer(10pmole/ℓ, BioNEER, Korea)를 각각 1.4㎕, 멸균
된 증류수 15.2㎕를 섞고 PCR 반응(Bio-RAD, 
MycyclerTM thermal cycler, USA)을 실시하였다. Primer
는 대조군으로 GAPDH(57℃, 35 cycle), 실험군으로 
DREB(60℃, 35 cycle), GFAP(60℃ 35 cycle)를 사용하였
으며 사용된 primer들의 염기서열은 Table 1과 같다.

2.8 통계처리

SPSS 18.0 for windows(SPSS Inc., USA)를 이용하여 
일원배치 분산분석(one-way ANOVA)을 실시하였으며, 
각 그룹 간의 차이를 검정하기 위해 Duncan's multiple 
range test를 이용하여 사후분석을 하였다. 통계학적 유의 
수준은 p<0.05로 하였다

[Table 1] Nucleotide sequence of the primers 

Items Primers
Expected 

size(bp)3)

GAPDH1)

Forward 

(5'→3')

GCCACTAACATCAAATGG   

GG
487

Reverse 

(5'→3')

TCACATTGGGGGTAGGAA   

CA

 GFAP2)

Forward 

(5'→3')
ACTGGTCCTGCTGGTCCT   G

357
Reverse 

(5'→3')

T T G C C T C T G T C A C C T T G T   

TCG

 DREB

Forward 

(5'→3')

AAGAAGCGAGATGTTCAA   

GAAGC
398

Reverse 

(5'→3')
GTTGTGACGGTGGCAGA   GG

1)
GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehyd rogenase

2)
GFAP: Glial fibrillary acidic protein

3)bp: basepair

3. 결과 및 고찰

3.1 뇌 조직의 항산화능 변화 측정

뇌 조직의 항산화능 관련된 유해산소 효소 활성 및 지
질과산화 함량 연구결과는 Table 2와 같다. XO, SOD, 
CAT 활성치 및 TBARS 함량은 대조군이 정상군에 비하
여 XO와 TBARS가 각각 통계적 유의성 있게 높았고
(p<0.05), 칡잎추출물을 투여한 실험군(E1, E2)에서는 대
조군에 비하여 XO와 TBARS는 유의하게 낮았으며
(p<0.05), 실험군(E) 별로 XO와 TBARS 의 활성도는 E2
에서 가장 낮게 나타났다. SOD와 CAT는 정상군에 비하
여 대조군이 유의하게 낮았다(p<0.05). 실험군(E1, E2)은 

대조군에 비하여 통계적으로 유의하게 높았으며(p<0.05), 
실험군간 비교에서 E2군에서 가장 높게 나타났다. 이는 
칡잎추출물의 물질 용량에 따라 SOD와 CAT를 다르게 
활성화시켜 스트레스물질에 의한 지질 과산화변화에 대
해 항산화 효과를 갖는 것으로 사료된다. 이를 볼 때 마
늘추출물 첨가 식이가 랫드에서 지질 과산화를 억제하였
다는 보고와[14], 스트레스 물질에 의해 유발된 뇌 작용 
후 칡잎추출물을 투여하여 SOD, CAT GST, GPx가 현저
하게 증가 할 수 있다는 보고[15]와도 일치하였으며, 또
한 자연추출물 식이가 항산화 및 지질효소 활동 변화에
도 많은 영향이 작용 된다는 보고와도[16,17] 유사하여 
본 실험의 결과를 볼 때 추출물 용량에 따른 변화도 참고
하여야 될 것이다.

3.2 뇌 조직의 분자생물학적 관찰

본 실험에서 적출한 뇌 조직의 분자생물학적 유전자 
발현량의 측정 결과는 Table 3과 같다. real-time RT-PCR
을 이용하여 평가한 결과 DREB, GFAP의 mRNA 발현량
은 대조군에서는 정상군에 비해 통계적으로 유의하게 높
은 발현량을 확인하였다(p<0.05). 실험군(E1, E2)은 대조
군에 비하여 DREB, GFAP은 각각 유의하게 낮았으며
(p<0.05), E2군은 E1군에 비해 DREB, GFAP의 mRNA 
발현량은 대조군과 통계적으로 유의한 차이가 있었다. 
Koufman[18]에 따르면 thioacetamide로 장기 및 뇌 신경 
손상 유도된 랫드의 DREB, GFAP의 mRNA 발현량 측정
에서 hepatocyte growth factor formation에 따라서 발현량
이 다르게 나타난다는 보고와, Winholtz 등[19] 은 식물
추출물로 유도된 동물 실험에서 DREB, GFAP 및 TGF-β
1, 의 발현량이 투여 시간이나 조건에 따라 다르게 발현
된다는 보고와, 반응 인자 부착 단백질 DREB는 신호전
달체계와 식물 스트레스 반응에 관여하는 중요한 전사조
절인자로 알려져 있다[7,19]. 가뭄이나 염류집적, 저온 등
의 환경 스트레스로 식물 생장과 생산성에 있어서 중요
한 영향을 끼치는데, 이러한 스트레스들은 동물, 식물로 
하여금 여러 가지 유전인자들의 이상 발현을 초래한다는 
Enzinger 등의 실험을 볼 때[20], 본 실험에서 칡잎추출물
의 용량에 따라 다르게 발현되는 부분이 유사하였다. 이
는 추출물의 성분, 용량에 따른 발현량의 차이로 사료되
고 항산화적 변화와도 일치하였으며, 선행 연구를 볼 때 
언어장애로 과도한 스트레스 는 뇌 조직에도 영향이 미
치며[21] 호르몬 변화에 의한 신경줄기세포나 희소돌기
아교세포선조세포의 활성변화도에 따라서 GFAP의 양성
반응이 강하다는 Enzan의 결과[22] 와도 유사하며, 자연 
추출물을 이용한 신경줄기세포의 활성화를 유도하여 신
경세포로의 분화, 신경성장인자의 분비촉진, 신경계세포
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의 기능유지 등에[23] 관여됨을 볼 때 칡잎 추출물이 스
트레스 물질을 감소시켜 뇌세포 조직에도 영향을 미칠 
수도 있음을 유전분석학 적으로 확인할 수 있었다.

[Table 2] Effect of Kudzu leaf extract on brain tissue of 

XO, SOD, CAT and TBARS activity 

laryngoparalysis in rats.

Items
Normal Control Experimental

N C E1 E2

XO1) 1.53±0.03c 2.74±0.02d 1.42±0.05b 1.33±0.02a

CAT
2)

6.97±0.64
b

2.96±0.27
a

8.24±0.18
c

9.01±0.12
d

SOD
3)

25.47±0.83
b

15.30±0.82
a

35.42±0.62
c

42.42±0.24
d

TBARS4) 2.01±0.04c 5.24±0.12d 1.89±0.05b 1.56±0.04a

Values are mean±SD of 6 rats.

N: saline (0.25 ml/kg BW/day) 

C: Laryngoparalysis + saline (0.25 ml/kg BW/day) 

E1: Laryngoparalysis + Kudzu 0.25 ml (0.35 g/kg BW/day) 

E2: Laryngoparalysis + Kudzu 0.5 ml (0.70 g/kg BW/day) 
1)

Unit: nmole 2,4-dinitrobenzene-glutathione conjugate/mg 

protein/min 
2)Unit: nmole H2O2 reduced/mg protein/min 
3)

Unit: U (50% inhibition of autoxidation of hematoxylin)/mg 

protein/min 
4)Unit: nmole/mg protein

Values with different superscripts are significantly different 

(p<0.05) by ANOVA and Duncan's multiple range test.

[Table 3] Effect of Kudzu leaf extract on brain tissue of 

DREB and GFAP activity laryngoparal-ysis in 

rats.

Items
Normal Control Experimental

N C E1 E2

 DREB 3.01±0.04c 4.69±0.31d 2.72±0.03b 2.14±0.05a

 GFAP 1.23±0.05
b

0.38±0.02
a

1.43±0.08
c

2.52±0.01
d

These results are shown relative to those the housekeeping gene 

GAPDH by real-time RT-PCR.

Values are mean±SD of 6 rats.

N: saline (0.25 ml/kg BW/day) 

C: Laryngoparalysis + saline (0.25 ml/kg BW/day) 

E1: Laryngoparalysis + Kudzu 0.25 ml (0.35 g/kg BW/day) 

E2: Laryngoparalysis + Kudzu 0.5 ml (0.70 g/kg BW/day) 

Values with different superscripts are significantly different 

(p<0.05) by ANOVA and Duncan's multiple range test.

    

4. 결론

본 연구는 후두 손상으로 인해 스트레스변화에 영향을 
받은 SD계 랫드의 뇌 조직을 이용하여 생리적 기능과 항
산화적 변화를 보기위해 Real-time RT-PCR과 항산화능 

검사를 실시하여 실험동물에서 나타나는 변화와 스트레
스 경감효과에 미치는 영향을 진정작용이 있는 칡잎추출
물을 투여 후 변화를 보고자 하였다. 실험은 정상군, 대조
군, 실험군(1, 2)으로 하여 군당 6마리씩 총 24마리를 이
용하여 지정된 용량으로 1일 1회 일정한 시간대에 주 6
회씩 5주간 경구투여 후 처치하여 실험 하였다. 결과는 
정상군에 비하여 대조군에서는 통계적으로 유의성 있게 
높았으며(p<0.05), 실험군에서는 대조군에 비해 통계적 
유의성 있게 낮아져(p<0.05), 실험군의 뇌 조직에서 산화
스트레스를 감소시키고 투여량에 따른 증감작용 및 스트
레스 저항성과 신호전달체계에 관여하는 유전자에 대한 
변화를 확인하였다. 

이상의 실험결과를 종합해 보면 칡잎추출물은 스트레
스 완화제로 활용 가능성이 있을 것으로 사료되며 차후 
투여 용량 및 칡잎추출물 성분별 효능 연구도 추가적으
로 필요할 것으로 판단된다.
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