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Objectives  Stem cells are key therapeutic materials for regenerative medicine due to 

their high regenerative capacity. However, oxidative stress- and inflammation-induced 

cell death after transplantation remains a major limitation to their clinical application. 

This study aimed to evaluate whether a herbal medicine-based growth-regeneration 

pharmacopuncture formulation (GRPF) could exert cytoprotective effects under oxi-

dative and inflammatory conditions.

Methods  A GRPF was prepared using enzymatic hydrolysis and ultra-high-pressure 

homogenization of Plastrum Testudinis, horse bone, polydeoxyribonucleotide, and 

lactoferrin hydrolysate. Cell viability was assessed in human mesenchymal stem cells 

(hMSCs), human adipose-derived stem cells (hADSCs), SH-SY5Y neuroblastoma cells, 

and RAW264.7 macrophages. The cell counting kit-8 assay was used to determine 

non-cytotoxic concentrations, and the neutral red uptake assay was performed to 

evaluate cytoprotective effects against hydrogen peroxide (H₂O₂)- or lipopolysaccharide 

(LPS)-induced cellular damage.

Results  The GRPF showed no cytotoxicity in any cell line at concentrations up to 4 

mg/mL. Under H₂O₂-induced oxidative stress, cell viability was restored by 8.0% in 

hMSCs, 18.4% in hADSCs, 14.6% in SH-SY5Y cells, and 11.1% in RAW264.7 cells. In 

an LPS-induced inflammatory model, RAW264.7 cell viability was restored by 16.4%.

Conclusions  This herbal-based GRPF demonstrated consistent cytoprotective effects 

against oxidative and inflammatory stress in stem cells, as well as neural and immune 

cells. These findings suggest its potential as an adjuvant approach for stem cell-based 

regenerative therapies, warranting further mechanistic and in vivo studies. (J Korean 

Med Rehabil 2026;36(1):1-9)
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서론»»»

현대 재생의학 분야에서 중간엽 줄기세포(mesenchy-

mal stem cells, MSCs)와 지방유래 줄기세포(adipose-de-

rived stem cells, ADSCs)는 자기 재생 능력(self-renewal 

capacity)과 다분화능을 바탕으로 난치성 질환 치료의 

핵심 소재로 주목받고 있다1,2). 이들 줄기세포는 뇌혈관

질환, 퇴행성 질환, 피부 및 모낭 재생 등 다양한 분야

에서 새로운 치료 대안으로 활용 가능성이 제시되어 왔

다1,2). 그러나 실제 임상 적용 과정에서 이식된 줄기세

포는 여러 한계에 직면한다. 이식된 세포는 허혈, 저산

소 환경, 염증 반응 및 과도한 활성산소(reactive oxygen 

species, ROS) 생성으로 특징지어지는 병리적 미세환경

에 노출되며, 이로 인해 빠른 세포 사멸이나 생착률 저

하가 발생한다1-4). 이러한 문제는 이식 후 기능 회복의 

가변성과 재현성을 저하시켜 줄기세포 치료의 전반적

인 효율을 제한하는 주요 요인으로 작용한다1,2).

이러한 한계를 극복하기 위해 최근에는 줄기세포의 

생존율과 기능을 향상시키기 위한 기능성 물질 전처리 

또는 병용 투여 전략에 대한 연구가 활발히 이루어지고 

있다1,2). 줄기세포 전처리(preconditioning)는 임상 이식 

전에 세포를 특정 자극이나 물질에 노출시켜 생존 능

력, 회복력 및 재생 잠재력을 강화하는 전략이다2,5). 선

행 연구에 따르면, 한방 소재 유래 성분이나 특정 약리 

활성 물질은 줄기세포의 항산화 방어 기전을 활성화하

고 염증성 환경에 대한 저항성을 증가시키는 것으로 보

고되었다3-6). 예를 들어 감초 유래 성분인 isoliquiritin은 산

화 스트레스에 의한 세포사멸을 억제하고, 뇌졸중 동물모

델에서 줄기세포 생존 증가 및 brain-derived neurotrophic 

factor/neurotrophin-4 발현을 통한 신경 보호 효과를 나

타낸 바 있다7,8). 

약침(pharmacopuncture)은 한약 소재 추출물을 주입 

방식으로 조직 인근에 전달하는 한방 치료법으로, 약물 

전달 효율과 복합 작용 측면에서 장점을 가진다9). 특히 

약침 제형은 성분 조성의 표준화와 전달 효율을 동시에 

확보할 수 있으며, 전달된 약침 성분이 줄기세포의 생존

율을 높이고 병리적 미세환경을 개선할 수 있다9,10). 또

한 복합 처방을 통해 다양한 활성 성분이 다중 표적에 

작용함으로써 시너지 효과를 나타낼 가능성이 높다9).

본 연구에서 개발한 성장재생 약침의 주요 구성 성분

들은 각각 독립적인 약리학적 특성을 가진다. 한의학에

서 구판(龜板)과 마골(馬骨)은 전통적으로 신장(腎)을 보

하고 뼈와 근육을 강화하는 효능이 있어 퇴행성 근골격

계 질환 및 성장 발육 부전의 치료에 활용되어 왔다11-14). 

최근 연구에 따르면 구판 유래 추출물은 노인성 골다공

증 및 추간판 퇴행과 같은 골 관련 질환에서 보호 효과

를 나타내는 것으로 보고되었다12,15). 특히 마골은 콜라

겐이 풍부하여 인체 콜라겐과 유사한 조성을 가지며, 

생체 이용성이 높은 콜라겐 펩타이드 형태로 활용될 수 

있다14). 연어이리 유래 polydeoxyribonucleotide (PDRN)

는 천연 유래의 저분자 DNA 분자로, 세포 이동과 증식

을 촉진하고 세포외기질(extracellular matrix) 단백질 생

성을 증가시키며 염증 반응을 감소시킨다16,17). PDRN은 

아데노신 A₂A 수용체 활성화를 통해 골, 연골, 힘줄 등 

근골격계 조직 재생을 촉진하고, 상처 치유 과정에서 

혈관신생, 콜라겐 합성 및 세포외기질 재구성을 유도한

다16-18). 락토페린은 철 이온 결합 당단백질로서 항산화, 

항염증, 항미생물 및 면역조절 효과를 가진다19,20). 특히 

산화 스트레스 조건에서 철 이온을 킬레이팅하여 ROS 

생성을 억제하고 미토콘드리아 기능을 보존함으로써 

세포 보호 효과를 나타낸다21). 또한 락토페린은 lip-

opolysaccharide (LPS) 유도 산화 손상을 용량 의존적으

로 감소시키고 미토콘드리아 ROS 생성을 거의 소멸시

키며 산화적 DNA 손상을 방지한다20,21).

기존의 단순 열수 추출 방식은 유효 성분의 분자량이 

커 세포 내 흡수율과 생체 이용률이 낮다는 한계가 있

다22). 이를 보완하기 위해 단백질 분해 효소(예: Alcalase)

를 이용한 효소 가수분해 공정은 고분자 단백질을 생리

활성 펩타이드(저분자 펩타이드화)로 전환하여 세포 흡

수를 용이하게 한다22,23). 여기에 초고압 균질화 기술을 

적용한 나노화 공정은 입자 크기를 감소시켜 생체 이용

성을 더욱 향상시킬 수 있다23,24).

본 연구의 목적은 구판, 마골, 연어이리 유래 PDRN 

및 락토페린을 주성분으로 하여 효소 가수분해 및 나노

화 공정을 통해 조제된 성장재생 약침 제제(growth-re-

generation pharmacopuncture formulation, GRPF)을 개발

하고, 이 약침 제제가 인체 유래 줄기세포(hMSC, hADSC)

와 신경 세포(SH-SY5Y), 면역 세포(RAW264.7)에 미치

는 안전성과 세포 보호 효과를 평가하는 데 있다. 본 
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연구의 가설은 GRPF가 산화 및 염증성 스트레스 조건

에서 줄기세포의 생존을 향상시킨다는 것이며, 유효 농

도와 세포 보호 효과를 탐색적으로 검증하는 것을 1차 목

표로 한다.

재료 및 방법»»»

1. 성장재생 약침 제조

성장재생 약침 원액은 다음과 같은 방법으로 제조하

였다. 간략하게 구판 85 g, 마골 85 g, 연어이리(러시아

산) 85 g 및 락토페린(뉴질랜드산) 가수분해물 28.3 g을 

에그 레시틴(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 28.3 

g과 함께 증류수 1 L에 혼합하였다. 이후 직경 2 mm의 

지르코니아 볼(한국세라텍, 대전) 300 g을 첨가한 뒤 85 

°C에서 1시간 동안 볼밀(ball mill)을 이용하여 교반, 혼

합하였다. 혼합 현탁액을 45 °C까지 냉각한 후, 알칼라

아제(Alcalase; Sigma-Aldrich) 1.83 g을 첨가하여 45 °C

에서 48시간 동안 효소 반응을 진행하였다. 본 공정은 

고분자 단백질을 생리활성 펩타이드로 전환하기 위한 

과정이다22,23). 효소 반응 종료 후, 현탁액 중량의 2배에 

해당하는 주정 에탄올을 첨가한 뒤 여과망을 이용하여 

지르코니아 볼을 제거하였다. 여과액은 45 °C에서 회전

증발농축기를 이용하여 감압 농축하였으며, 에탄올 첨

가 전 중량의 1/2 수준까지 농축하였다. 이후 농축액을 

정성 여과지(현대마이크로, 서울)로 여과하여 성장재생 

약침 원액을 제조하였다.

약침 최종액은 다음과 같이 제조하였다. 원액을 초고

압 균질화기(Panda 200 plus, BOB Korea, 서울)로 1,000 

bar에서 2회 통과시켜 나노 입자화한 후, 증류수를 사용

하여 적정 농도로 희석하였다. 이어서 글루콘산 칼슘

(Sigma-Aldrich) 6.7 mM을 첨가하여 16시간 동안 침전

시켜 안정화하였다. 이후 pH를 7.4, 염도를 0.09%로 조

정하고, 0.45 μm 멤브레인 필터로 1차 여과한 뒤 0.2 μ

m 멤브레인 필터로 2차 여과하였다. 마지막으로 고압

증기멸균을 시행하여 약침 최종액을 완성하였다.

2. 세포 배양

인간 중간엽 줄기세포(hMSCs)는 PromoCell (Heidelberg, 

Germany)에서, 인간 지방 유래 중간엽 줄기세포(hADSCs)

는 Lonza (Basel, Switzerland)에서 구입하였고, 신경모세

포(SH-SY5Y)는 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, 

서울)에서, 마우스 종양 조직 유래 대식세포(RAW264.7)는 

American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA)

에서 구입하였다. hMSCs와 hADSCs 세포주는 minimum 

essential medium-α 배지(Gibco BRL, Gaithersburg, MD, 

USA), SH-SY5Y 세포주는 Roswell Park Memorial Institute 

1640 배지(Gibco), 그리고 RAW264.7 세포는 Dulbecco's 

modified eagle medium 배지(Gibco)에서 각각 배양하였

다. 모든 세포는 10% fetal bovine serum (Gibco)와 pen-

icillin 및 streptomycin (100 U/ml; Gibco)이 함유된 배지

에서 37 °C와 5% CO2 조건에서 배양하였다. 

3. 세포 생존률 검사

성장재생 약침 제제(GRPF)의 무독성 농도를 결정하

기 위해 cell counting kit-8 (CCK-8) 검사(Dojindo, 

Tokyo, Japan)를 수행하였다. 각 세포는 96 well plate에 

1×10⁴ cells/well로 분주한 후 24시간 동안 안정화하였

다. 이후 GRPF를 농도별(0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 mg/mL)

로 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 각 well에 CCK-8 

시약 10 μL를 첨가한 뒤 4시간 동안 처리하고 micro-

plate reader (Tecan Trading AG, Switzerland)를 이용하

여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 

대조군 대비 흡광도의 백분율로 나타내었다.

Cell viability (%)=(OD450 of treated cells/OD450 of 

control cells)×100

4. Neutral red uptake (NRU) 검사

GRPF의 세포 보호 효과를 평가하기 위해 산화적 및 

염증성 손상 모델을 구축하고 NRU 검사를 수행하였다. 

산화적 손상을 유도하기 위해, 각 세포주를 2×10⁵ cells

를 분주하여 24시간 동안 부착시켰고, 이후 GRPF (4 
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mg/mL)를 6시간 동안 전처리한 후, 과산화수소(H₂O₂)

를 24시간 동안 처리하였다. 세포별 H₂O₂ 처리 농도는 

hMSC 및 hADSC에서 100 μM, SH-SY5Y에서 50 μM, 

RAW264.7에서 500 μM로 설정하였으며, 이는 각 세포

주에서 적절한 수준의 산화적 손상을 유발하는 농도이

다25-28). 염증성 손상 모델에서는 RAW264.7 세포(2×10⁵ 

cells)에 GRPF (4 mg/mL)를 6시간 동안 전처리한 후 

LPS (50 μg/mL)를 24시간 동안 처리하여 염증 반응 및 

세포 사멸을 유도하였다. LPS는 그람음성 세균의 주요 

구성 성분으로, 대식세포 활성화 및 염증 반응 유도에 

널리 사용되는 물질이다29). 세포 분주 24시간 후 배지를 

제거한 뒤, neutral red 용액(40 μg/mL; Sigma-Aldrich)

을 각 well에 첨가하고 3시간 동안 반응시켰다. 이후 

phosphate-buffered saline로 2회 세척한 후, 1% 초산이 

포함된 50% 에탄올 용액 500 μL를 첨가하여 상온에서 

10분간 염료를 용출시킨 후 microplate reader를 이용하

여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

5. 현미경 관찰

세포 수 및 형태 변화는 도립 현미경(Digiretina 16 

Camera, Scientifc Instrument & Optical Sales, Kelvin 

Grove, Australia)을 이용하여 관찰하였으며, ×100 배율

에서 촬영하였다.

6. 통계 분석

모든 실험은 3회 이상 반복 수행하였으며, 결과는 평

균치±표준편차로 표시하였다. 통계 분석은 SAS ver. 9.4 

(SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) 프로그램을 사용하

여 one-way analysis of variance를 실시한 후 Tukey 

honestly significant difference 다중비교 검정을 통해 각 

군 간 차이를 분석하였다. p<0.05인 경우 통계적으로 

유의한 차이가 있는 것으로 판단하였다.

 

결과»»»

1. GRPF의 세포 생존율 효과

hADSC, hMSC, SH-SY5Y, RAW264.7 세포에서 성장

재생 약침 제제(GRPF)의 세포독성을 평가하기 위해 0.1, 

0.5, 1, 2, 3, 4, 5 mg/mL 농도로 처리한 후 CCK-8 검사

를 수행하였다. 그 결과, 줄기세포주인 hADSC와 hMSC

에서는 GRPF의 최고 농도인 5 mg/mL까지 처리하여도 

대조군 대비 세포 생존율의 유의한 감소가 관찰되지 않

고 다소 증가하는 경향을 보였으며, 각각 106.4±7.2% 

및 108.3±4.4%의 생존율을 나타냈다(Fig. 1A, B). SH- 

SY5Y 세포에서는 4 mg/mL 처리 시 대조군 대비 105.8± 

3.3%의 생존율을 보였으나, 5 mg/mL에서는 84.6±6.1%로 

Fig. 1. Evaluation of the cytotoxicity of GRPF in human-derived

stem cells (hADSC, hMSC), neuroblastoma cells (SH-SY5Y), 

and macrophage (RAW264.7). (A) hADSC, (B) hMSC, (C) 

SH-SY5Y, and (D) RAW264.7 cells. Cells were treated with GRPF

at concentrations of 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4, and 5 mg/mL for 24

h, and cell viability was assessed by the CCK-8 assay. Bars 

labeled with different superscripts indicate significant differences

(p<0.05). Data are presented as mean±SD (n=3). GRPF: growth-

regeneration pharmacopuncture formulation, hADSC: human 

adipose-derived stem cells, hMSC: human mesenchymal stem 

cells, CCK-8: cell counting kit-8, SD: standard deviation.
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감소하였다(Fig. 1C). RAW264.7 세포의 경우, 4 mg/mL

에서 100.6±1.3%의 생존율을 보였으며, 5 mg/mL 처리 

시에는 91.2±0.02%로 감소하였다(Fig. 1D). 이러한 결

과를 바탕으로, GRPF가 4 mg/mL 이하에서 세포독성이 

없는 것을 확인하였으며, 후속 실험에 사용할 농도로 

설정하였다. 

2. 산화 스트레스 유도 모델에서 GRPF의 세포 보호 

효과

산화적 스트레스 상태에서 GRPF의 세포 보호 효과

를 평가하기 위해 NRU 검사를 수행하였다. H₂O₂로 산

화적 손상을 유도한 결과, GRPF (4 mg/mL) 전처리는 

모든 세포주에서 세포 생존율을 유의하게 회복시켰다. 

hMSC에서는 H₂O₂ 100 μM 처리 시 생존율이 54.5%로 

감소하였으나, GRPF 전처리군에서는 62.5%로 회복되

어 8.0%의 유의한 증가를 보였다(Fig. 2A). hADSC의 

경우, H₂O₂ 100 μM 처리군에서 47.0%의 생존율을 나타

냈으나 GRPF 전처리 후 65.4%로 회복되어 18.4%의 유

의한 증가가 관찰되었다(Fig. 2B). 신경세포주인 SH-SY5Y

에서는 H₂O₂ 50 μM 처리로 생존율이 58.5%까지 감소

하였으나, GRPF 전처리 시 73.1%로 회복되어 14.6%의 

유의한 보호 효과가 확인되었다(Fig. 2C). 또한 RAW264.7 

대식세포에서 H₂O₂ 500 μM 처리군은 64.5%의 생존율

을 보였으며, GRPF 전처리군에서는 75.6%로 회복되어 

11.1%의 유의한 보호 효과가 나타났다(Fig. 2D). 또한, 

현미경 관찰 결과, GRPF 전처리군에서 대조군에 비해 

Fig. 2. Cytoprotective effects of GRPF against H₂O₂-induced

oxidative stress. (A) hMSC treated with 100 μM H₂O₂, (B)

hADSC treated with 100 μM H₂O₂, (C) SH-SY5Y cells treated

with 50 μM H₂O₂, and (D) RAW264.7 macrophages treated

with 500 μM H₂O₂. hMSCs, hADSCs, SH-SY5Y, and 

RAW264.7 were pretreated with GRPF (4 mg/mL) for 6 h and

subsequently exposed to H₂O₂ to induce oxidative stress. Cell

viability was evaluated using the NRU assay. GRPF pretreatment

significantly restored cell viability in all cell lines compared

with the H₂O₂-treated groups. Bars labeled with different 

superscripts indicate significant differences (p<0.05). Data are

presented as mean±SD (n=3). GRPF: growth-regeneration 

pharmacopuncture formulation, hMSC: human mesenchymal

stem cells, hADSC: human adipose-derived stem cells, NRU:

neutral red uptake, SD: standard deviation.

Fig. 3. Representative microscopic images showing the 

cytoprotective effects of GRPF under oxidative stress conditions

(magnification ×100). Representative phase-contrast images of

cells pretreated with GRPF (4 mg/mL) followed by H₂O₂ exposure.

GRPF pretreatment resulted in increased cell density and reduced

morphological damage compared with the H₂O₂-treated group.

GRPF: growth-regeneration pharmacopuncture formulation.
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세포 밀도가 상대적으로 증가하는 경향이 관찰되었으

며, 세포 형태의 손상은 감소하는 양상을 보였다(Fig. 

3). 이러한 결과는 GRPF가 산화적 스트레스 조건에서 

줄기세포, 신경세포 및 대식세포를 보호하는 효과를 나

타냄을 시사한다.

3. 염증성 스트레스 유도 모델에서 GRPF의 대식세포 

보호 효과

추가적으로 우리는 염증성 스트레스 상태에서 GRPF

의 세포 보호 효과를 평가하기 위해 NRU 검사를 수행

하였다. RAW264.7 대식세포에 LPS (50 μg/mL)를 처리

한 결과, 세포 생존율은 54.3%로 유의하게 감소하였

다. 반면, GRPF 4 mg/mL를 전처리한 군에서는 생존율

이 70.7%로 회복되어 16.4%의 유의한 증가를 보였다

(Fig. 4A). 또한, 현미경 관찰 결과, GRPF 전처리군에서 

대조군에 비해 세포 밀도가 상대적으로 증가하는 경향

이 관찰되었으며, 세포 형태의 손상은 감소하는 양상을 

보였다(Fig. 4B). 이는 GRPF가 LPS 유도 염증성 손상 

조건에서 대식세포의 생존을 효과적으로 보호함을 시

사한다.

고찰»»»

본 연구는 성장재생 약침 제제(GRPF)가 산화적 및 염

증성 스트레스 조건에서 줄기세포, 신경세포 및 대식세

포의 세포 보호 효과를 탐색한 스크리닝 연구이다. 이번 

연구에서 GRPF는 4 mg/mL 농도까지 줄기세포, 신경세

포 및 대식세포에서 세포독성을 나타내지 않았다. 또한 

줄기세포에서는 5 mg/mL 농도 조건에서 대조군 대비 

세포 생존율이 소폭 증가하는 경향이 관찰되었다. 이러

한 결과는 효소 가수분해 및 초고압 균질화 공정을 포

함한 제조 공정이 생체 적합성을 확보하는 데 기여하였

을 가능성을 시사한다22-24). 알칼라아제를 이용한 효소 

가수분해는 고분자 단백질을 저분자 펩타이드로 전환

함으로써 세포 흡수성을 향상시키는 것으로 알려져 있

으며, 생성된 펩타이드는 분자량 1~3 kDa 범위에서 세

포 수용체와 상호작용할 수 있는 특성을 가진다23,30). 또

한 초고압 균질화 공정은 입자 크기를 감소시켜 생체 

이용성을 높이는 데 기여하는 것으로 보고되어 있다24).

약침 제형은 생체 친화적인 제형으로서 pH 7.4, 염도 

0.09%의 물성을 가지며, 효소 가수분해-에탄올 분획-초

고압 균질화-글루콘산 칼슘 침전-멸균 공정으로 구성된 

일련의 제조 과정은 품질의 재현성과 일관성을 확보할 

수 있는 표준화된 절차로 평가된다9,10).

이번 연구 결과에서 H₂O₂로 유도된 줄기세포주에서 

GRPF는 유의한 세포 보호 효과를 나타냈다. 이러한 산

화적 손상 방어 효과는 GRPF에 포함된 여러 성분들의 

복합적인 작용에 기인한 것으로 해석될 수 있다9). 이전 

연구에 따르면 구판 및 마골 유래 펩타이드는 세포 대

사에 필요한 영양적 기질을 제공하고 결합조직 및 골조

직 재생을 보조하는 역할을 수행하는 것으로 보고되어 

있다11-15). PDRN은 adenosine A₂A 수용체를 활성화하여 

항염증 및 세포 생존 신호를 유도하고, 미토콘드리아 

기능 유지 및 ATP 생성을 촉진하는 효과를 가진다16-18). 

Fig. 4. Cytoprotective effect of GRPF against LPS-induced 

inflammatory damage in RAW264.7 macrophages. (A) Cell

viability was evaluated using the NRU assay. (B) Representative

phase-contrast microscopic images showing cell morphology

and density (magnification ×100). RAW264.7 cells were pretreated

with GRPF (4 mg/mL) for 6 h and subsequently exposed to 

LPS (50 μg/mL) for 24 h. LPS treatment significantly reduced

cell viability, whereas GRPF pretreatment significantly restored

cell viability. GRPF-pretreated cells exhibited increased cell

density and reduced morphological damage compared with the

LPS-treated group. Bars labeled with different superscripts 

indicate significant differences (p<0.05). Data are presented

as mean±SD (n=3). GRPF: growth-regeneration pharmacopuncture

formulation, LPS: lipopolysaccharide, NRU: neutral red uptake,

SD: standard deviation.
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또한 락토페린은 철 이온을 킬레이팅하여 ROS 생성을 

억제하는 대표적인 항산화 물질로 알려져 있으며, 내재

적 항산화 효소인 superoxide dismutase 및 glutathione 

peroxidase의 활성을 증강시키는 것으로 보고된 바 있

다19-21). 산화 스트레스에 의한 세포 사멸은 H₂O₂에 의

해 미토콘드리아 내 칼슘 농도가 증가하고, Bcl-2 계열 

단백질의 발현 변화로 미토콘드리아 막 전위가 감소하

면서 사이토크롬 c가 방출되는 경로를 통해 유도되는 

것으로 알려져 있다31,32). 본 연구에서는 미토콘드리아 

의존적 세포 사멸 경로에 대한 직접적인 분석은 수행하

지 않았으나, H₂O₂에 의해 손상된 세포들의 세포 생존

율 회복 효과는 이전 연구에서 보고된 해당 경로 억제 

기전과 연관될 가능성을 배제할 수 없다.

한편, LPS 및 H₂O₂로 유도된 산화적 및 염증성 손상 

모델에서 확인된 GRPF의 세포 보호 효과는 프로그래

밍된 세포 사멸 경로의 억제와 연관될 수 있으며, 특히 

caspase-3 활성 억제를 통해 미토콘드리아 경로의 후기 

단계를 차단했을 가능성이 있다32). 이번 연구에서 

SH-SY5Y 신경세포 및 RAW264.7 대식세포에서 관찰

된 세포 보호 효과는 GRPF가 줄기세포뿐 아니라 산화 

스트레스와 염증 반응이 주요 병태 기전으로 작용하는 

신경퇴행성 및 만성 염증성 질환에도 적용 가능성이 있

음을 시사한다27-29,33). 실제로, H₂O₂로 유도된 SH-SY5Y 

세포에서 산화적 스트레스로 감소된 세포 생존율은 

GRPF 처리에 의해 유의하게 회복되었다. 또한, LPS 유

도된 RAW264.7 대식세포에서 염증 자극에 의해 감소

된 세포 생존율이 GRPF 처리 후 16% 이상 회복되는 

것을 관찰하였다. 이러한 결과는 GRPF가 항산화 및 항

염증 잠재력을 동시에 보유하고 있음을 뒷받침하는 근

거로 해석될 수 있다.

그러나 본 연구는 스크리닝 연구로서 보이는 몇 가지 

한계를 가지고 있다. 먼저, 세포 수준에서의 보호 효과

만을 평가하여 체내 약동학, 면역 반응 및 조직 미세환

경과의 상호작용을 반영하지 못하였다. 둘째, ROS 생

성, 미토콘드리아 막 전위, caspase-3 활성, extracellular 

signal-regulated kinase 신호 및 성장인자 발현 등 주요 

기전 지표를 직접 측정하지 못하였다. 셋째, 단일 유효 

농도(4 mg/mL)에 집중하여 용량-반응 관계 및 처리 시

점에 따른 차이를 충분히 분석하지 못하였다. 또한 장

시간 배양 조건에서의 지속적 보호 효과 역시 확인되지 

않았다.

이러한 문제점은 향후 연구에서는 ROS (2',7'-di-

chlorodihydrofluorescein diacetate), 미토콘드리아 막 전

위, caspase-3 활성 분석을 통한 항산화-항세포사멸 축

의 정량적 평가와 함께 줄기세포 마커, 항산화, 항세포

사멸 및 염증인자 관련 분자들의 발현을 포함한 기전 

연구가 필요하다. 또한, 본 연구에서 확인된 GRPF의 

세포 보호 효과가 생체 내 환경에서도 재현될 수 있는

지를 검증하기 위한 in vivo 연구가 필요하다. 특히 줄

기세포 치료의 한계로 지적되는 이식 후 생존율 저하, 

산화적 스트레스 및 염증성 미세환경에 의한 기능 소실

을 고려할 때, GRPF를 줄기세포 보조 제형으로 활용하

는 전략은 의미 있는 접근이 될 수 있다. 이를 위해 허

혈성 손상, 피부 창상 또는 모낭 재생과 같이 산화 스트

레스와 염증 반응이 주요 병태 기전으로 작용하는 동물 

모델에서, GRPF 단독 투여군과 줄기세포 병용 투여군

을 비교하는 연구 설계가 고려될 수 있다. 이러한 모델

에서 이식된 줄기세포의 생존율, 조직 내 정착 정도, 염

증 반응 조절 및 재생 관련 지표를 평가함으로써 GRPF

의 보조적 효용성을 검증할 수 있을 것으로 판단된다. 

추가적으로 투여 경로, 투여 시점 및 반복 투여 여부에 

따른 효과 차이를 분석함으로써 약침 제형으로서의 임

상 적용 가능성을 구체화할 필요가 있다. 마지막으로 

분획 및 성분 동정을 통해 활성 핵심 성분을 규명함으

로써 제형 표준화 및 안정성 등 과학적 근거를 마련할 

필요가 있다. 

종합적으로, GRPF는 산화 및 염증 스트레스 환경에

서 줄기세포 및 신경세포, 대식세포의 생존과 활성을 보

호할 수 있는 후보 제제로서, 향후 기전 검증과 in vivo 

연구를 통해 재생의학 분야에서 보조 제형으로서의 적

용 가능성을 추가적으로 평가할 필요가 있다.

결론»»»

본 연구를 통해 조제된 성장재생 약침 제제(GRPF)는 

인체 유래 줄기세포(hMSC, hADSC)와 신경세포 및 대

식세포(SH-SY5Y, RAW264.7)에서 시험된 농도 범위 내

에서 뚜렷한 세포독성을 나타내지 않았으며, 기초적인 
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안전성 평가 결과를 제시하였다. 특히 병리적 환경 모

델로 H₂O₂ 유도 산화 스트레스 및 LPS 유도 염증 스트

레스 조건에서 GRPF 처리 시 세포 생존율이 유의하게 

증가하였으며, 그 중 지방유래줄기세포(hADSC)에서 가

장 뚜렷한 세포 보호 효과가 관찰되었다. 또한 효소 가

수분해 공정과 초고압 균질화 기술을 통해 조제된 저분

자 펩타이드 복합제는 산화 및 염증 스트레스가 존재하

는 병리적 미세환경에서 줄기세포, 신경세포 및 면역세

포의 생존을 보호하는 효과를 보였다. 이러한 결과를 

종합하면, GRPF는 줄기세포 치료의 병행 전략으로서 

세포 보호 및 미세환경 조절에 기여할 가능성을 시사하

며, 향후 기전 규명, 용량-반응 관계 분석 및 in vivo 연

구를 통해 재생의학 분야에서 보조 제형으로서의 활용 

가능성을 추가적으로 검증할 필요가 있다.
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