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            초록
          
        

        
          In this study, we investigated the dose-dependent effects of mixtures of Atractylodes macrocephala (AM) and Amomum villosum (AV) water extracts in a ratio of 3:1 on high fat diet (HFD)-induced obesity model. Oral administration of various concentrations with mixtures of AM and AV extracts in a ratio of 3:1 for 6 weeks inhibited HFD-induced increases of body, liver and epididymal fat weights in a dose-dependent fashions. Those effects may be mediated by decreased expressions of lipogenesis-related genes such as acetyl coA carboxylase (ACC) and fatty acid synthase (FAS) in liver. Also, increase of insulin and decrease of adiponectin in serum by HFD supply were inhibited by three different dosages of mixtures of AM and AV extracts in a ratio of 3:1. HFD supply induced increases of serum total cholesterol, triglyceride and LDL cholesterol. However, hyperlipidemia was significantly decreased in dose-dependent manners by treatment with mixtures of AM and AV extracts. Based on the results of the present study, hypolipidemic and anti-obesity effects by mixtures of AM and AV extracts were found in HFD-induced obesity model. Further clinical investigation is needed to develop anti-obesity therapeutic or preventive agents by using mixtures of AM and AV extracts.
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      서 론
      비만은 식생활이 서구화됨에 따라서 증가하는 추세이며, 체중의 비정상적인 증가는 인슐린 저항성을 동반한 제2형 당뇨병, 혈중 콜레스테롤 증가로 인한 동맥경화 등과 같은 심혈관 질환의 발병을 증가 시킨다1). 이러한 비만을 예방 또는 치료하기 위하여 다양한 방법이 시도되고 있으며, 특히 한약재를 이용한 연구가 시도되고 있다2-4). 최근 김 등은 백출 사인 추출 혼합물의 지방세포 분화 억제 효과를 보고하였으며5), 또한 고지방사료에 의해 유도되는 비만을 백출 사인 추출 혼합물이 억제한다고 보고하였다6). 김 등의 보고5,6)에 의하면 백출과 사인 추출물을 3:1로 혼합했을 때 지방세포 분화의 억제, 고지방사료에 의한 비만의 억제 효과가 다른 혼합 비율보다 높은 것으로 나타났다.

      실험적으로 백출(白朮, Atractylodis Rhizoma Alba)은 대식세포와 T 세포의 염증반응을 완화시켜 면역 기능을 항진시키며7), 비만을 동반한 제2형 당뇨병을 억제하고 에너지 대사를 증가시킨다고 보고8)되었다. 또한 사인(砂仁, Amomi Fructus)은 장과 간의 상호작용을 통해 비알코올성 지방간을 억제하며9), 항염증 효과10)가 있다고 보고되었다.

      본 연구에서는 김 등이 보고5,6)한 백출과 사인 추출 혼합물의 항비만 및 지방세포 분화 억제효과를 근거로 3:1 비율로 백출과 사인 추출물을 혼합하여 다양한 농도를 고지방사료와 함께 6주간 투여한 후 체중 감소 효과 및 혈중 지방 성분에 대한 효과를 조사하여 유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 백출 및 사인 추출물의 제조
        백출(Atractylodes macrocephala Koidz.)과 사인(Amomum villosum Lour.)은 ㈜광명당제약(울산, 대한민국)에서 구입하여 원광대학교 한의과대학 본초학 교실에서 진품 여부를 확인받았으며, 추출과정을 살펴보면 백출과 사인 100g을 3차 증류수 900ml 로 3시간 가열 환류추출하고 여과한 다음 여액을 감압 농축 건조하여 백출 39.8g, 사인 9.25g의 추출물을 얻어 냉장 보관하면서 3:1로 혼합하여 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 실험동물의 사육 및 식이
        실험동물은 6주령 된 C57BL/6J 수컷 마우스를 구입(Orientbio, Seongnam, Korea)하여 1주 동안 사육실 환경에 적응시켰다. 평균 체중이 약 20~22g이 되는 마우스를 정상식이 대조군(Normal diet, ND), 고지방식이 대조군(High fat diet, HFD), 고지방식이와 100, 200, 500 mg/kg의 농도로 백출과 사인 추출물 3:1 혼합물을 투여한 실험군으로 나누어 6주 동안 경구 투여하였다. 사육실의 온도는 18～24℃, 상대습도 50～60%로 유지하였으며 명암은 12시간 주기(8:00～20:00)로 조절하였다. 본 실험에 사용한 고지방 사료는 총 열량의 약 60%가 지방으로 공급되었으며 체중은 일주일에 한 번씩 측정하였다. 동물 실험은 Wonkwang University Animal Experiment Ethics Committee에서 승인(WKU20-30)받았으며, 실험실 동물의 사용과 관리는 institutional guideline을 따랐다. 

      

      
        3. 바이오마커 분석 및 부검
        체중은 실험 시작 후 매주 측정하였으며 부검은 ether로 마취 후 복대정맥에서 채혈하여 혈액 내 인슐린, adiponectin, 총 콜레스테롤, LDL 콜레스테롤, 중성지방의 양을 분석에 사용하였으며, 간과 지방(부고환지방)조직을 적출하여 무게를 측정하였다.

      

      
        4. 간 중성지방(liver triglyceride) 분석
        간 중성지방 함량은 다음과 같이 측정하였다. 간 조직을 chloroform-methanol solution(2:1, v/v)에서 균질화 하여 1시간 동안 상온에서 반응시킨 후 원심분리 한 후 유기용매 층을 24시간 동안 건조하였다. Ethanol에서 용해한 후, 간의 중성지방 함량은 TG kit(AM 157S-K and AM 202-K, Asan Pharmaceutical, Korea)를 이용하여 조사하였고 단백질 농도로 표준화시켰다.

      

      
        5. Total RNA 분리 및 실시간 역전사 효소 중합반응(Real Time PCR)
        실험이 끝난 후 적출된 간으로부터 total RNA의 분리는 Trizol reagent (Life Technologies, UK)를 이용하여 제조회사가 제공하는 방법에 따라 수행하였다. 각각의 조직을 잘게 자른 후 1000 μl RNAzol B로 용해시킨 후 200 μl chloroform을 첨가하여 얼음 속 에서 5분 반응시켰다. 반응이 끝난 후 4℃에서 13,000 rpm으로 20분 원심분리하여 상층액 500 μl을 새로운 tube에 옮겼다. 위 상층액에 동량의 isopropanol을 첨가하여 섞은 후 얼음에서 30분 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 후 4℃에서 13,000 rpm으로 20분 원심분리하고 침전물을 75% EtOH로 2번 세척하였다. 세척된 RNA를 건조시킨 후 DEPC water 20 μl로 녹이고 분광광도계에서 흡광도를 측정하여 정량하였다.

        역전사 반응 (reverse transcription reaction)은 2 μg total RNA와 Prime Script TM reagent kit (perfect realtime) (TaKaRa BIOINC.)를 이용하여 제조회사에서 제공하는 방법에 따라 수행하였다. 역전사 반응은 total RNA (2 μg), oligo d(T)primer (25pmol), PrimeScript RT enzyme Mix I, 5X primeScript Buffer가 함유된 반응액으로 37℃에서 15분, 85℃에서 5초 동안 반응시켜 cDNA를 합성하였다. 실시간 역전사 효소 중합 반응은 10배 희석한 cDNA에 Power SYBY Green PCR Master Mix를 이용하여 수행하였다. 발현된 각각 유전자의 mRNA양은 LightCycler System software (Roche)를 이용하여 GAPDH에 대한 상대적인 양으로서 계산하였다. 사용된 primer의 sequence는 Table 1에 기록하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Sequences and Accession Numbers for Primer, Forward and Reverse, Used in Real-Time PCR
          
          

        

        
          
            
              	Gene
              	Sequence for Primers
              	
              	Accession no.
            

          
          
            	GAPDH
            	Forward: CGT CCC GTA GAC AAA ATG GT
            	
            	NM_008084
          

          
            	Reverse: TTG ATG GCA ACA ATC TCC AC
            	
          

          
            	FAS
            	Forward: GCG ATG AAG AGC ATG GTT TAG
            	
            	NM_007988
          

          
            	Reverse: GGC TCA AGG GTT CCA TGT T
            	
          

          
            	ACC
            	Forward: GCC TCT TCC TGA CAA ACG AG
            	
            	NM_133360.2
          

          
            	Reverse: GCC GAA ACA TCT CTG GGA TA
            	
          

        

        

      

      
        6. 통계분석
        모든 실험 결과는 평균±표준편차(Mean±S.D.)로 계산하였다. 각 군 간의 통계적 유의성 검정에 따른 통계분석은 ANOVA (one-way analysis of variance test) Duncan 사후검정 비교를 실시하여 p<0.05일 때 유의한 것으로 판정 하였다(SPSS V12., SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 백출 사인 추출 혼합물이 체중, 간과 지방 무게에 미치는 영향
        백출 사인 3:1 추출 혼합물이 체중에 미치는 영향을 조사하기 위하여 고지방 사료를 공급하면서 혼합물 100, 200, 500 mg/kg를 6주간 경구 투여 하였다. 그 결과 백출 사인 추출 혼합물의 농도가 증가함에 따라 고지방 사료에 의한 체중 증가가 유의하게 억제되었다(Fig. 1A). 또한, 백출 사인 추출 혼합물의 투여군의 간과 부고환 주위 지방 무게도 고지방 사료를 투여한 군과 비교하여 투여한 농도에 비례하여 유의하게 억제되었다(Fig. 1B & 1C).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effects of mixtures of Atractylodes macrocephala and Amomum villosum extract in a ratio of 3:1 on body, liver and epididymal fat weights. Body, liver and epididymal fat weight of the mice fed HFD with 100, 200, 500 mg/kg concentrations of AV and AM water extracts mixtures for 6 weeks was checked. Each data represent the means±SD (n=10). ## p<0.01 vs. ND; * p<0.05, ** p<0.01 vs. HFD
          
          

          

        

      

      
        2. 백출 사인 추출 혼합물이 간의 중성지방 및 지방합성 관련 유전자 발현에 미치는 영향
        백출 사인 3:1 추출 혼합물이 간의 중성지방(triglyceride, TG)에 미치는 영향을 조사하기 위하여 고지방 사료를 공급하면서 100, 200, 500 mg/kg 농도의 추출 혼합물을 6주간 경구 투여 하였다. 그 결과 백출 사인 추출 혼합물의 농도가 증가함에 따라 고지방 사료에 의한 간의 중성지방 증가가 유의하게 억제되었다(Fig. 2A). 또한, 고지방 사료를 투여한 군의 FAS(fatty acid synthase), ACC(acetyl CoA carboxylase) mRNA　발현은 정상 식이를 투여한 군과 비교하여 유의하게 증가하였으나, 백출 사인 추출 혼합물의 투여군은 고지방 사료를 투여한 군과 비교하여 유의하게 억제되었다(Fig. 2B & 2C).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of mixtures of Atractylodes macrocephala and Amomum villosum extract in a ratio of 3:1 on TG and adipogenesis-related genes expressions in liver. Liver TG assay (A) and Real-time PCR method for FAS and ACC mRNA (B & C) were described in Material and Methods. Each data represent the means±SD (n=10). ## p<0.01 vs. ND; * p<0.05 vs. HFD
          
          

          

        

      

      
        3. 백출 사인 추출 혼합물이 혈청 인슐린과 adiponectin에 미치는 영향
        백출 사인 3:1 추출 혼합물이 혈청 인슐린과 adiponectin에 미치는 영향을 조사하기 위하여 고지방 사료를 공급하면서 100, 200, 500 mg/kg의 추출 혼합물을 6주간 경구 투여한 후 혈청을 분리하여 측정하였다. 고지방 사료를 투여한 군의 인슐린 농도는 1.5±0.3 ng/ml로 정상군(0.5±0.1 ng/ml)과 비교하여 유의하게 증가(p<0.01)하였으나, 500 mg/kg 추출 혼합물을 투여한 군의 인슐린 농도는 0.9±0.3 ng/ml로 나타나 고지방 사료에 의한 인슐린 농도의 증가를 유의하게 억제하였다(Fig. 3A). 또한 고지방 사료를 투여한 군의 adiponectin 농도는 20.1±0.8 μg/ml로 나타나 정상군(22.5±1.1 μg/ml)과 비교하여 유의하게 감소(p<0.05)하였으나, 500 mg/kg 추출 혼합물을 투여한 군의 adiponectin 농도는 22.4±1.2 μg/ml로 나타나 고지방 사료에 의한 adiponectin 감소를 유의하게 억제하였다(Fig. 3B).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of mixtures of Atractylodes macrocephala and Amomum villosum extract in a ratio of 3:1 on insulin and adiponectin concentrations in serum. Insulin (A) and adiponectin assay (B) methods were described in Material and Methods. Each data represent the means±SD (n=10). # p<0.05, ## p<0.01 vs. ND; * p<0.05 vs. HFD
          
          

          

        

      

      
        4. 백출 사인 추출 혼합물이 혈액 지질 성분에 미치는 영향
        백출 사인 3:1 추출 혼합물이 혈액 내 총콜레스테롤, LDL 콜레스테롤, 중성지방에 미치는 영향을 조사하기 위하여 고지방 사료를 공급하면서 100, 200, 500 mg/kg의 추출 혼합물을 6주간 경구 투여한 후 혈액을 분리하여 측정하였다.

        고지방 사료를 투여한 군의 총콜레스테롤(Fig. 4A)과 LDL 콜레스테롤(Fig. 4B) 농도는 각각 202.1±11.9, 17.9±2.7 mg/dL로 정상군에 비하여 유의하게 증가(p<0.01)하였다. 그러나 500 mg/kg 추출 혼합물을 투여한 군의 총콜레스테롤과 LDL 콜레스테롤은 각각 160.0±16.3, 13.9±1.6 mg/dL로 고지방 사료에 의한 증가를 유의하게 억제하였다(Fig. 4A & 4B). 또한 고지방 사료를 투여한 군의 중성지방(TG)은 138.9±7.1 mg/dL로 정상군(106.8±18.6 mg/dL)과 비교하여 유의하게 증가하였으나, 100, 200, 500 mg/kg 추출 혼합물을 투여한 군의 중성지방은 고지방 사료 투여군과 비교하여 유의하게 억제되었다(Fig. 4C).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of mixtures of Atractylodes macrocephala and Amomum villosum extract in a ratio of 3:1 on lipid profiles in serum. Total cholesterol, LDL cholesterol and TG assay methods were described in Material and Methods. Each data represent the means±SD (n=10). ## p<0.01 vs. ND; * p<0.05 vs. HFD
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      김 등의 보고6)에 의하면 백출(Atractylodes macrocephala)과 사인(Amomum villosum) 추출 혼합물이 고지방 사료에 의한 비만을 유의하게 억제하였으며, 그 효과는 백출의 혼합 비율이 높아질수록 증가하였다. 또한 김 등은 백출과 사인 추출물을 3:1로 혼합하여 OP9 지방세포에 처리할 경우 지방세포 분화를 유의하게 억제한다고 보고하였다5). 본 실험에선 김 등이 발표한 논문5,6)을 바탕으로 백출과 사인 추출물을 3:1로 혼합하여 100, 200, 500 mg/kg의 농도로 6주간 고지방 사료와 같이 투여한 후 항비만 효과 및 혈액 내 지질 성분의 변화를 측정하였다.

      Fig. 1A에서 보여주듯이 백출과 사인 추출 혼합물은 투여한 농도에 비례하여 고지방 사료에 의한 체중 증가를 유의하게 억제하였다. 또한 고지방 사료에 의한 간과 부고환 주위 지방의 증가도 백출과 사인 추출 혼합물 투여에 의해 유의하게 억제되었다(Fig. 1B & 1C). 이러한 결과는 김 등이 보고6)한 결과와 일치하였으며, 투여한 농도에 비례하여 항비만 효과가 나타남을 의미한다. Fig. 2A는 간의 중성지방(triglyceride, TG)을 측정한 결과이다. 백출과 사인 추출 혼합물을 200, 500 mg/kg의 농도로 투여한 군의 중성지방은 각각 250.8±41.1, 247.5±70.6 mg/g으로 고지방 사료를 투여한 군의 315.7±25.8 mg/g와 비교하여 유의하게 억제되었다(Fig. 2A). 간의 중성지방은 ACC(acetyl CoA carboxylase)에 의해 acetyl CoA가 지방산 합성을 위한 뼈대 역할을 하는 malonyl CoA로 전환되고, 이 malonyl CoA는 FAS(fatty acid synthase)에 의해 탄소가 첨가되어 지방산이 합성되고, 지방산은 글리세롤에 지방산 3분자가 결합하여 중성지방을 생성한다11). 고지방 사료 투여군의 간에서 FAS와 ACC mRNA는 정상 사료 투여군에 비하여 각각 1.42배, 1.38배 증가하였다(Fig. 2B & 2C). 그러나 200, 500 mg/ml 백출과 사인 추출 혼합물을 투여한 군에서 고지방 사료에 의한 FAS와 ACC mRNA 증가는 유의하게 억제되었다. 김 등의 보고6)에 의하면 100 mg/kg의 백출과 사인을 3:1로 혼합한 군에서 FAS mRNA와 인산화된 ACC 단백질의 발현이 유의성을 나타냈다. ACC 단백질은 AMP-dependent protein kinase(AMPK)에 의한 인산화 반응(phosphorylation)에 의해 비활성화 되는 것으로 알려져 있다12). 김 등이 보고한 결과6)와 더불어 백출과 사인 추출물을 3:1로 혼합한 물질은 간에서 중성 지방 합성을 억제하며, 그 기전에 지방 합성 효소인 FAS와 ACC 발현 및 활성도의 억제가 관여함을 시사한다.

      비만 환자의 대부분은 혈중 지방산의 농도가 증가해 있는 것으로 알려져 있다. 혈중 지방산 농도의 증가는 인슐린 민감도를 낮춰 지속적인 혈액 인슐린 농도의 상승을 유발하여 인슐린 내성(insulin resistance)을 유발하므로 비만과 제2형 당뇨병은 밀접한 관련이 있다13). Fig. 3A에서 백출과 사인 추출 혼합물의 혈청 인슐린 농도는 고지방 사료 투여군과 비교하여 투여한 농도 의존적으로 감소되었다. 또한 adiponectin은 비만 환자의 혈중 농도가 감소되어 있으며 이러한 현상은 고지방 사료 투여에 의해 재현되는 것으로 알려져 있다14). 최근 보고15)에 의하면 인슐린 민감성을 높이는 pioglitazone에 의한 지방간 개선 효과에 adiponectin이 관련이 있다. 백출과 사인 추출 혼합물 투여군의 adiponectin은 고지방 사료에 의한 감소를 유의하게 억제되었다(Fig. 3B). 이러한 결과는 백출과 사인 추출 혼합물이	인슐린 저항성을 개선시켜 제2형 당뇨병의 치료제로 개발될 수 있음을 시사한다. Adiponectin는 지방세포에서 합성되어 혈액으로 분비되는 것으로 알려져 있으며 체중이 감소함에 따라 혈중 농도는 증가하는 것으로 알려져 있어 비만의 혈액 내 지표 인자로 인식되고 있다14). 이 등16)은 인진(茵蔯, Artemisia Iwayomogi) 추출물이 고지방 사료에 의한 중성지방의 증가를 억제하는데, 그 기전에 adiponectin이 관여함을 보고하였다. Fig. 2A에 나타난 백출과 사인 추출 혼합물의 간 중성지방 억제 효과는 adiponectin의 증가와 관련성이 있음을 시사한다.

      비만 환자의 혈액 지방 성분들(lipid profiles) 즉 총콜레스테롤, LDL 콜레스테롤, 중성지방은 증가되어 있다. 혈중 지방 성분의 증가는 혈관에 지속적으로 축적되어 동맥경화 등과 같은 심혈과 질환을 유발하는 것으로 알려져 있다. 본 실험에서 백출과 사인 추출 혼합물은 고지방사료에 의한 총콜레스테롤, LDL 콜레스테롤, 중성지방의 증가를 유의하게 억제하였다(Fig. 4). 이러한 결과는 백출과 사인 추출 혼합물은 만성 비만으로 인한 심혈관 질환 발생의 증가를 예방 또는 치료할 수 있는 제제 개발의 후보물질이 될 수 있음을 나타낸다.

      식생활의 서구화로 인해 비만 인구는 매년 증가하고 있으며, 비만으로 인한 다양한 합병증의 유병율 또한 증가하고 있는 실정이다. 본 논문은 김 등이 보고5)한 백출과 사인 추출 혼합물의 지방세포 분화 억제효과, 또한 백출과 사인 추출물을 3:1로 혼합했을 때 고지방 사료에 의한 체중 증가 억제효과6)와 더불어 백출과 사인 3:1 추출 혼합물의 농도 의존적 체중 증가 억제효과를 보고함으로서 백출과 사인 추출 혼합물이 항비만 제제를 개발하는데 후보 물질이 될 수 있는 실험적 근거를 제시하는데 그 의의가 있을 것으로 사료된다.

    

    

  
    
      결 론
      100, 200, 500 mg/kg 농도의 백출과 사인 추출 혼합물(3:1)의 고지방 사료에 의한 체중 증가 억제 효과와 그 기전을 조사하기 위하여 고지방 사료 유도 비만 마우스 모델에서 다양한 농도의 백출과 사인 추출 혼합물을 6주간 투여한 후 다음과 같은 결론을 얻었다.

      백출과 사인 추출 혼합물은 고지방 사료에 의한 체중, 간 및 지방 무게 증가를 농도 의존적으로 억제하였다.

      백출과 사인 추출 혼합물의 고지방 사료에 의한 간의 중성지방 합성을 유의하게 억제하였다.

      백출과 사인 추출 혼합물은 고지방 사료에 의한 혈중 인슐린 증가 및 adiponectin 감소를 유의하게 억제하였다.

      백출과 사인 추출 혼합물은 고지방 사료에 의한 혈중 지질 성분들의 증가를 유의하게 억제하였다.

      이상의 결과를 토대로 백출과 사인 추출 혼합물이 항비만 예방 및 치료제 개발을 위한 후보 물질 중 하나가 될 수 있을 것으로 사료된다.
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