
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ ORIGINAL ARTICLES ]
          
        

        
          	Journal of Physiology & Pathology in Korean Medicine - Vol. 36, No. 1, pp.11-17
        

        
          	ISSN: 1738-7698			
					(Print)
				2288-2529			
					(Online)
				
        

        
          	Print  publication date  25 Feb 2022

        

        
          	Received  10 Dec 2022
Revised  17 Feb 2022
Accepted  28 Feb 2022

        

        
          	
            KJOPP_2022_v36n1_11

            DOI: 
            https://doi.org/10.15188/kjopp.2022.02.36.1.11
          
        

        
          	
            Scopolamine으로 유도된 인지장애 마우스의 기억력 개선 효과에 대한 인삼, 생지황, 발효홍삼 추출물의 비교 연구
          
        

        
          	
            Ji Hyun Kim1 ; Jong Uk Kim2 ; Chang Hyun Lee*


          
        

        
          	Department of Anatomy, College of Korean Medicine, Woosuk University

        

        
          	
        

        
          	1Department of Food & Biotechnology, College of Food Science, Woosuk University

        

        
          	
        

        
          	2Department of Acupuncture & Moxibustion, College of Korean Medicine, Woosuk University

        

        
          	
        

        
          	
            Comparative Study of Ginseng Radix, Rehmanniae Radix and Fermented Red-ginseng Extracts Effects on Memory Improvement in Scopolamine-induced Memory Impaired Mice
          
        

        
          	
            김지현1 ; 김종욱2 ; 이창현*


          
        

        
          	
        

        
          	우석대학교 한의과대학 해부학교실

        

        
          	
        

        
          	1우석대학교 식품과학대학 식품생명공학과

        

        
          	
        

        
          	2우석대학교 한의과대학 침구학교실

        

        
          	
            Correspondence to: *Chang Hyun Lee, Department of Anatomy, College of Korean Medicine, Woosuk University, 443, Samnye-ro, Samnye-eup, Wanju-gun, Jeollabuk-do, 55338, Korea ·E-mail :  chlee@woosuk.ac.kr ·Tel : +82-63-290-1559

          
        

        
          	
Ⓒ The Society of Pathology in Korean Medicine, The Physiological Society of Korean Medicine

        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            초록
          
        

        
          In this study, we investigated the effects of Ginseng Radix (G), Rehmanniae Radix (R), and Fermented red-ginseng extracts (FRG) on cognitive function in scopolamine-induced memory-impaired mice. We measured the effects of G, R, and FRG on the improvement of memory and cognition via behavior analysis. In addition, we measured the acetylcholinesterase (AChE) activity in the hippocampus of each group of mice. The expression of β-amyloid, Tau, and BDNF in the brain tissues were observed through immunohistochemical staining. Ginseng Radix (G) and Fermented red-ginseng (FRG) have effectively improved cognitive function in the water maze test. Ginseng Radix (G), Rehmanniae Radix (R), and Fermented red-ginseng (FRG) have improved the willingness of mice to explore the new environment, as confirmed by Y maze test. In addition, immunohistochemical staining revealed that Ginseng Radix (G) decreased the expression of β-amyloid and Tau in the hippocampus. In addition, fermented red-ginseng (FRG) increased the expression of BDNF. Ginseng Radix (G), Rehmanniae Radix (R), and Fermented red-ginseng (FRG) have decreased the concentration of acetylcholinesterase in the hippocampus as compared with the control group of mice. In conclusion, Ginseng Radix (G), Rehmanniae Radix (R), and Fermented red-ginseng (FRG) are considered to have the potential for development as candidate drugs to control the progression of Alzheimer's disease (AD).
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      서 론
      노년층의 증가에 따라 퇴행성 질환이 급증하고 있으며, 그중 치매 환자는 더욱이 증가할 것으로 예측되고 있다. 치매 유형 중에서도 가장 흔한 Alzheimer’s disease(AD)의 경우 병태생리가 밝혀지면서 치료제 개발에 대한 많은 연구가 진행되고 있지만 명확한 성과는 현재까지 나타나지 않고 있다1). Alzheimer’s disease는 일반적으로 산화적 스트레스, 아밀로이드의 침착, 과인산화된 Tau 단백질의 응집으로 이뤄진 신경섬유 다발성 병변, 콜린성 신경의 손상, 염증성 인자 등이 발병 원인으로 알려져 있고, 콜린성 신경세포 퇴화로 인한 acetylcholine의 결핍이 주된 원인 중 하나로 알려져 있다2-4).

      이를 통해 scopolamine은 체내 acetylcholine 수용체에 대하여 acetylcholinesterase(AChE)의 활성 증가로 신경접합부에 있는 acetylcholine을 분해하여 인지력 감소를 발생시키는 약물로 새로운 항치매 약물의 평가를 위한 시험모델에 많이 사용되고 있다5). Choline의 활성감소로 기억력이 저하되기 때문에 현재까지 Alzheimer’s disease의 대표적 치료 약물로는 cholinesterase inhibitor인 Donepezil, Rivastigmine, Galantamine 등이 사용되어 왔으나 효능이 명확히 증명되지 않았고, 여러 부작용을 초래하여 치료에 어려움이 있다6,7). 이러한 문제가 지속됨에 따라 알츠하이머 질환 환자의 기억력과 인지기능을 개선하는 건강기능식품 개발을 위한 천연소재의 연구가 활발히 진행되고 있다6).

      인삼은 오가피과 Panax속에 속한 다년생 초본으로 그 뿌리를 건조한 것으로, 원기를 보양하고 진액을 생겨나게 하며 안신시켜서 주로 기혈진액이 부족할 때 응용된다8). 생지황은 현삼과에 속하는 다년초로서 현재 건강기능식품 소재의 부원료로 허가되어 기능성 식품소재로서의 활용 가능성이 크며 항산화 및 대사질환에 대한 효과가 보고되었다9).

      인삼과 홍삼은 뇌의 노화 방지 및 뇌 혈류량을 증가시키는 것으로 알려져 있어, 인삼의 성분인 Rb1, Rg1, Rg2 등의 주요 사포닌은 전기적으로 기억과 인지능력을 손상시키거나 scopolaminem cycloheximide와 anisodine 등의 약물에 의한 기억력 감소를 유도한 동물실험에서 학습과 기억을 개선시킨다고 보고되고 있다2,10,11).

      이에 본 연구에서는 인삼 추출물과 발효공정을 이용하여 기존의 사포닌 성분을 증강시킨 발효홍삼 추출물을 이용하여 인지기능 장애에 대한 효능을 비교하고, 본 교실의 치매모델을 이용한 생지황의 인지개선능에 대한 연구에서 효과를 나타낸 생지황 추출물을 이용하여 scopolamine으로 유도한 기억력 감소모델에서의 기억력 개선 효과를 나타내는지 확인하고자 행동분석, AChE활성 분석 및 면역조직 화학적 염색을 시행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료
        
          1) 실험동물
          Scopolamine 유도 기억력 감소 모델의 동물실험은 C57BL/6J 생쥐(수컷, 8 주령, ㈜다물사이언스)를 분양받아 사용하였다. 동물실의 환경은 항온항습(온도 23±2 ℃, 습도 65±2 %) 하에서 12 시간의 명암주기를 유지하였으며 식수는 제한 없이 공급하였다. 실험동물은 1 주간 사육실 에 적응한 후 정상군(N, Normal group), 대조군(C, Control group), 양성대조군(PC, Positive control group), 인삼 투여군(G, Ginseng radix group), 생지황 투여군(R, Rehmanniae radix group), 발효홍삼 투여군(FRG, Fermented-red ginseng group)으로 실험군을 나누었으며, 각 군에 6 마리씩 배정하였다. 본 실험은 우석대학교 실험동물윤리위원회의 승인(WS2019-01)을 받은 후 실험동물을 유지, 관리하고 행동실험 등을 진행하였다.

        

        
          2) 약재
          본 실험에 사용된 인삼(Panax ginseng)과 발효홍삼(Fermented-red ginseng)의 재료인 수삼은 5년근을 금산 수삼시장(금산군, 충남)에서 구입하였고, 생지황(Rehmannia glutinosa)은 ㈜옴니허브 (Daegu, Korea)에서 구입하였다.

        

      

      
        2. 방법
        
          1) 검액의 조제
          인삼 추출물은 건조한 수삼을 증류수에 넣어 5 시간 열수추출한 뒤 여과하였다(pore size: 5μm). 생지황 추출물은 70 %, 80 %, 95 % 농도의 EtOH를 이용하여 총 3일 동안 1일씩 실온에서 침지시켜 3회 반복추출한 후 여과하였다. 발효홍삼은 6 시간 일광 건조한 수삼을 95 ℃에서 3 시간을 증숙한 뒤 Paecilomyces variotii var.brunneolus 배양액속에 넣어 30 ℃에서 48 시간 발효시켰다12). 발효된 수삼은 다시 건조기에 넣고 60 ℃에서 10시간, 그리고 50 ℃에서 10시간을 건조시켜 발효홍삼을 제조하였다. 그리고 증류수에 넣어 80 ℃와 90 ℃에서 각각 8 시간씩 중탕하고 90 ℃에서 8 시간 한번 더 중탕하여 총 3 회 추출한 뒤 여과하였다. 그 후 여과액들은 감압농축한 후에 동결건조하여 분말시료를 얻었으며, 실험 농도에 맞게 생리식염수에 희석하여 사용하였다. 회수한 인삼과 생지황과 발효홍삼의 수율(yield)은 각각 47.7 %, 14.8 %, 47.7 %이었다.

        

        
          2) 시료 투여
          시료 물질은 정상군과 대조군(생리식염수 투여군)의 경우 멸균수를, PC군의 경우 Donepezil 5 mg/kg의 농도로, G군, R군, FRG군의 경우 각 한약재 동결건조물 800 mg/kg의 농도로 경구투여 하였다. 경구투여 30분 후, 기억력 손상을 유발하기 위해 정상군을 제외한 대조군과 시료 물질 투여군인 4군에는 Scopolamine 2 mg/kg의 농도로 복강 투여하여 각각 주 5 회 6 주간 진행하였다.

        

        
          3) Y-maze test
          Y-maze test13)에 사용된 기구의 각 구역은 길이 37 ㎝, 넓이 3 ㎝, 높이 15 ㎝로 120 °의 각도를 이룬 사방이 막힌 흰색의 polyvinyl plastic으로 각각의 가지를 A, B, C로 정한 뒤 시료를 투여하기 직전 및 투여 후 2주, 4주, 6주에 정해진 한 구역에 실험동물을 놓은 후 자유롭게 움직이게 하였고, 영상추적 프로그램 (SMART VIDEO TRACKING software ver. 3.0.05, Panlab, Barcelona, Spain)을 이용하여 5분 동안 행동실험을 분석하였다. 실험동물이 구역에 완전히 들어가거나 갔던 구역에 다시 들어간 경우(number of arm entries)를 기록하였다. ABC, CAB, BCA 3개의 다른 구역에 차례로 들어가는 비율은 자발적 변경 행동률(spontaneous alternation)은 다음의 계산식에 의해 계산하였다.
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          4) Morris water maze test
          Morris water maze test14)는 지름 90 ㎝, 높이 60 ㎝인 circular water maze를 사용되었다. 물의 온도는 30±1 ℃로 일정하게 유지되는 물을 채웠다. 내부에는 흰색으로 페인트칠하고, 수조 안은 물과 흰색 식용 색소를 풀어서 platform이 보이지 않게 하여 시각단서를 차단하였다. Morris water maze test는 4 개의 사분원으로 남서(SW), 남동(SE), 북서(NW), 북동(NE)로 구분하였다. Escape platform은 지름 15 ㎝, 높이 30 ㎝의 흰색 원 받침대를 SW 구역에 수면보다 2 ㎝ 낮게 부착하여 위치시켰다.

          실험동물은 약물 투여 전 4 차례 남서(SW), 남동(SE), 북서(NW), 북동(NE) 순으로 생쥐를 입수시키고 30 초 동안 platform을 찾아가게 하며 platform에 오른 경우 5 초간 머무르게 하고, 오르지 못하면 10초 간 platform에 머물게 하여 기억훈련을 시행하였다.

          약물 투여 후 2 주, 4 주, 6 주에 platform을 제거하고 원형 수조의 남서(SW) 구역에서 시작하여 90 초 동안 수영하면서 platform을 찾게 하는 실험을 진행하여 영상추적 프로그램 (SMART VIDEO TRACKING software ver. 3.0.05, Panlab, Barcelona, Spain)을 통해 분석하였다15,16).

        

        
          5) 뇌 조직의 채취 및 처리
          6 주간의 실험을 종료한 후 실험동물을 12 시간 절식시킨 다음, diethyl ether로 마취를 진행하고 흉강을 절개하여 심장을 통하여 생리식염수로 관류 및 방혈한 뒤 AChE 분석을 위해 뇌 조직을 적출하여 PBS로 세척하였고 해마(hippocampus)를 분리하여 분석에 이용하였다.

        

        
          6) 뇌 조직의 AChE 활성 측정
          뇌 조직의 AChE(acetylcholinesterase) 활성 측정은 EZ-Acetylcholinesterase Assay Kit (DG-ACE100, Dogen, Korea)로 측정하였다. AChE 활성을 측정하기 위하여 각 실험군의 해마(hippocampus)를 0.1 M phosphate buffer(pH 7.5)에 혼합하여 homogenizer(T10basic, IKA Works, Inc., German)로 균질하였다. 10,000×g에서 5 분 동안 원심 분리하였으며, 분리된 상층액을 2배 희석하여 효소원으로 사용하였다. 제조회사의 방법에 따라 96 well에 AChE standard curve와 실험 효소원을 각 well에 넣은 후 AChE assay buffe로 총 용량이 50 μl가 되도록 조정하였다. 각각의 well에 reaction mixture를 50 μl 첨가하여 37 ℃, 30 분 반응시킨 후 microplate reader (Molecular Device, VERSAmax, USA)를 이용하여 570 nm의 흡광도를 측정하였다.

        

        
          7) 뇌 조직의 면역조직 화학적 염색
          면역조직화학적 염색은 VECTASTAIN® ABC kit (Vector lab. Inc., USA)를 이용하여 시행하였다. 뇌 조직 절편을 0.1 M PB(phosphate buffer)로 세척한 후 MeOH와 30 % H2O2를 혼합한 용액으로 10분간 반응시켜 endogenous peroxidase를 제거하였다. 이 후 0.1 M PB용액으로 세척한 뒤 normal goat serum 처리를 통하여 비 특이적인 염색반응을 제거하였다. primary antibody는 β-amyloid (ab2539, Abcam Inc., USA), Tau (ab151559, Abcam Inc., USA), BDNF (ab108319, Abcam Inc., USA)를 각각 1:400, 1:200, 1:150의 농도로 희석하여 조직 절편에 4 ℃, 24 시간을 반응시켰다. 그 후 조직 절편을 0.1 M PB(phosphate buffer)로 세척 후 Hsu17) 등의 방법에 의거하여 secondary antibody인 biotinylated Anti rabbit IgG (1:200, Vector lab. Inc., USA)를 실온에서 30 분을 반응시켰다. 그 후 다시 조직절편을 0.1 M PB로 세척한 뒤 VECTASTAIN® ABC reagent (1:50, Vector lab. Inc., USA)를 30 분간 반응시킨 후 0.1 M PB로 세척하였다. 이 후 tris buffer에 3-3’diaminobenzidine과 3 % H2O2용액을 혼합한 발색제에 10-20 분간 발색하여 통상적인 방법으로 탈수 및 투명화 과정을 진행하여 permount로 봉입 후 광학현미경을 통해 해마(hippocampus) 신경세포 및 신경섬유의 염색 발현 정도를 비교 관찰하였다. 이는 반 정량적 방법(semiquantitative manner) 평가를 통하여 반응이 나타나지 않는 부분은 음성반응(-), 약한 염색성을 보인 경우 경도 양성반응(+), 중등도 염색성을 보인 경우 중등도 양성반응(++), 강한 염색성을 보인 경우 강한 양성반응(+++)으로 기준을 정하여 염색반응을 평가하였다.

        

      

      
        4. 통계처리
        본 실험 결과는 SPSS (Statistical Package for Social Science, version 22.0, SPSS Inc., USA)를 이용하여 통계분석을 시행하였다. 실험 별 평균±표준편차 (Mean±SD)를 표시하고, 각 실험군 내에 차이를 비교하기 위해 일원배치 분산분석 (one-way ANOVA)을 시행하였다. 사후분석은 Duncan's multiple range test (DMRT)를 실시하였다 (p<0.05).

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. Y-maze test
        
          1) 총 이동거리(total distance)
          경구투여 전 총 이동거리는 N군에 비해 모든 군(C, PC, G, R, FRG)에서 증가하는 경향을 나타내었다.

          경구투여 4주에는 대조군(C군)에 비하여 모든 실험군에서 통계적으로 유의하게 총 이동 거리가 감소하였다 (p<0.05) (Fig. 1). 경구투여 6주에서도 대조군에 비하여 모든 실험군에서 PC군과 유사하게 총 이동거리가 감소하였다(Fig. 1).

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              The effects of Ginseng Radix, Rehmanniae Radix and Fermented-red ginseng extracts on scopolamine-induced memory impaired mice in the total distance for Y-maze test. N; Normal Group, C; Control Group, PC; Positive control Group, G; Ginseng Group, R; Rehmanniae Group, FRG; Fermented-red ginseng Group. Different superscript letter(a,b,c) mean significantly different between all the experimental groups at p<0.05 by Duncan's multiple range test.
            
            

            

          

        

        
          2) 총 입장횟수(total arm entries)
          경구투여 전 총 입장횟수는 N군이 입장횟수가 가장 증가하였으며 R군이 C군, PC군, G군, FRG군에 비하여 증가하였다. 경구투여 2주에는 대조군에 비해 G군, R군, FRG군의 입장횟수가 크게 증가하였으며, 특히 C군의 총 입장횟수는 가장 많이 감소하였다. 경구투여 4주에는 C군에 비하여 모든 군에서 입장횟수가 증가하였으며, 경구투여 6주에서도 C군에 비하여 모든 군에서 총 입장횟수가 증가하였다 (Fig 2).

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              The effects of Ginseng Radix, Rehmanniae Radix and Fermented-red ginseng extracts on scopolamine-induced memory impaired mice in the total arm entries for Y-maze test. N; Normal Group, C; Control Group, PC; Positive control Group, G; Ginseng Group, R; Rehmanniae Group, FRG; Fermented-red ginseng Group. Different superscript letter(a,b) mean significantly different between all the experimental groups at p<0.05 by Duncan's multiple range test.
            
            

            

          

        

        
          3) 자발적 변경 행동률(spontaneous alternation, %)
          경구투여 전 자발적 변경 행동률은 R군에서 가장 낮은 자발적 변경 행동률을 보였지만, 경구투여 2주에서는 모든 군이 유사한 자발적 변경 행동률을 보였다. 경구투여 4주에서는 N군이 크게 증가하여 가장 높은 자발적 변경 행동률을 보였으며 C군은 가장 낮은 자발적 변경 행동률을 보였다. 경구투여 4주의 C군에 비하여 모든 실험군에서 자발적 변경 행동률이 PC군과 유사하게 증가하였다. 경구투여 6주에서는 N군과 C군에서는 유의한 차이를 보였으며(p>0.05), G군, R군, FRG군에서는 C군에 비해 PC군과 유사하게 자발적 변경 행동률이 증가하였다 (Fig. 3).

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              The effects of Ginseng Radix, Rehmanniae Radix and Fermented-red ginseng extracts on scopolamine-induced memory impaired mice in the spontaneous alternation(%) for Y-maze test. N; Normal Group, C; Control Group, PC; Positive control Group, G; Ginseng Group, R; Rehmanniae Group, FRG; Fermented-red ginseng Group. Different superscript letter(a,b) mean significantly different between all the experimental groups at p<0.05 by Duncan's multiple range test.
            
            

            

          

        

      

      
        2. Morris water maze test
        
          1) 도피대에 찾아가는데 걸리는 시간(latency to platform)
          경구투여 전 platform까지 찾아가는데 걸리는 시간은 N군이 C군에 비해 유의하게 감소하였다(p<0.05). 경구투여 2주에서는 C군에 비해 FRG군, G군, R군 및 PC군 순서대로 감소하였다. 경구투여 4주에서는 C군에 비해 FRG군, PC군, R군 순서대로 감소하였으며, G군은 C군보다 찾아가는데 걸리는 시간이 증가하였다. 경구투여 6주에서는 C군에 비해 모든 실험군에서 유사하게 찾아가는데 걸리는 시간이 감소하였다(Fig. 4).

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              The effects of Ginseng Radix, Rehmanniae Radix and Fermented-red ginseng extracts on scopolamine-induced memory impaired mice in the latency to platform for Morris water maze test. N; Normal Group, C; Control Group, PC; Positive control Group, G; Ginseng Group, R; Rehmanniae Group, FRG; Fermented-red ginseng Group. Different superscript letter(a,b) mean significantly different between all the experimental groups at p<0.05 by Duncan's multiple range test.
            
            

            

          

        

        
          2) 도피대 위에 머무른 시간(time on the platform)
          도피대 위에 머무른 시간은 경구투여 전의 C군에 비해 모든 군에서 platform 위치에 머무는 시간이 증가하였다. 경구투여 2주에는 C군에 비해 G군, R군, FRG군에서 머무른 시간이 증가하였으며, 그 중 G군에서 가장 많이 증가하였다. 경구투여 4주에서는 C군에 비해 R군, G군, FRG군, PC군 순서대로 머무른 시간이 증가하였다. 경구투여 6주에서는 C군에 비해 PC군이 가장 오래 도피대위에 머물렀으며, 나머지 모든 실험군에서도 C군에 비해 머무른 시간이 증가하였다(Fig. 5).

          
            
            

            Fig. 5. 
				
            

            
              The effects of Ginseng Radix, Rehmanniae Radix and Fermented-red ginseng extracts on scopolamine-induced memory impaired mice in the time on the platform for Morris water maze test. N; Normal Group, C; Control Group, PC; Positive control Group, G; Ginseng Group, R; Rehmanniae Group, FRG; Fermented-red ginseng Group. Different superscript letter(a,b,c) mean significantly different between all the experimental groups at p<0.05 by Duncan's multiple range test.
            
            

            

          

        

        
          3) 도피대 구역에 머무른 시간(time in SW)
          도피대 구역에 머무는 시간은 경구투여 전에는 C군에 비해 모든 군에서 오래 머물렀으며, 경구투여 2주에서는 C군에 비해 PC군과 G군에서 오래 머물렀다. 경구투여 4주에서는 C군에 비해 PC군, FRG군, R군이 긴 시간 동안 머물렀다. 경구투여 6주에서는 C군에 비해 모든 군에서 긴 시간동안 머물렀다 (Fig. 6).

          
            
            

            Fig. 6. 
				
            

            
              The effects of Ginseng Radix, Rehmanniae Radix and Fermented-red ginseng extracts on scopolamine-induced memory impaired mice in the time in SW for Morris water maze test. N; Normal Group, C; Control Group, PC; Positive control Group, G; Ginseng Group, R; Rehmanniae Group, FRG; Fermented-red ginseng Group. Different superscript letter(a,b,c) mean significantly different between all the experimental groups at p<0.05 by Duncan's multiple range test.
            
            

            

          

        

      

      
        4. 뇌 조직의 AChE 활성
        6주간의 실험이 종료된 후 신경세포의 정보전달과 기억과 학습능력과 관련된 acetylcholine의 함량을 확인하기 위하여 실험동물의 해마조직액을 이용하여 acetylcholinesterase(AChE) 활성을 측정하였다. 해마조직내 acetylcholinesterase의 농도는 C군에서는 156.48±10.41 mU/mL로 가장 높았으나 N군, PC군, G군, R군, FRG군은 각각 73.06±7.85 mU/mL, 109.06±1.24 mU/mL, 120.09±8.33 mU/mL, 129.93±3.81 mU/mL, 123.99±4.51 mU/mL로서 C군과 비교하였을 때 통계적으로 유의하게 감소한 것을 확인하여(p>0.05), 결과적으로 AChE 함량의 감소로 인하여 ACh가 증가하여 기억과 학습 능력이 유효하게 개선된 것으로 생각된다(Fig. 7).

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Concentration acetylcholinesterase in hippocampus serum for scopolamine-induced memory impaired mice. N; Normal Group, C; Control Group, PC; Positive control Group, G; Ginseng Group, R; Rehmanniae Group, FRG; Fermented-red ginseng Group. Values are expressed mean ± SD. Different superscript letter(a,b,c,d) mean significantly different between all the experimental groups at p<0.05 by Duncan's multiple range test.
          
          

          

        

        
          2) 뇌 조직의 면역조직 화학적 염색 변화
          (1) Anti β-amyloid-protein

          6 주간의 실험 종료 후 실험동물 뇌 조직의 해마에서 β-amyloid 양성 세포의 면역조직화학적 염색반응은 다음과 같다 (Fig. 8). C군에서는 N군에 비해 PoDG와 DG에 신경섬유가 강한 양성반응(+++)으로 표지되었으며, CA1, CA2 및 CA3에서는 중등도(++)로 표지되었다. PC군에서는 C군에 비해 전반적으로 모든 영역에서 미약한(+) 반응을 나타내었다. 실험군들과 C군간에 비교하면 모든 실험군에서 C군에 비하여 미약한(+) 반응을 나타내었으며, 실험군들에서는 G군이 R군과 FRG군에 비하여 미약한 반응을 나타내었다(Table 1).

          
            
            

            Fig. 8. 
				
            

            
              Effect of Ginseng Radix, Rehmanniae Radix and Fermented Red ginseng radix extracts on β-amyloid-positive cells in the hippocampus of scopolamine-induced memory impaired mice. BA-N : Normal group, BA-C : Control Group, BA-PC : Donepezil Group, BA-G : Ginseng Group, BA-R : Rehmanniae Group, BA-FRG : Fermented Red Ginseng Group; CA1 : Cornu Ammonis Area 1, CA2 : Cornu Ammonis Area 2, CA3 : Cornu Ammonis Area 3, PoDG : Polymorphic layer of the Dentate Gyrus, DG : Dentate Gyrus, D3V : Dorsal 3rd Ventricle
            
            

            

          

          
            Table 1. 
				
            

            
              The change of β-amyloid immunoreactive neurons in hippocampus of scopolamine-induced memory impaired mice
            
            

          

          
            
              
                	
                	βA-N
                	βA-C
                	βA-PC
                	βA-G
                	βA-R
                	βA-FRG
              

            
            
              	CA1
              	+
              	++
              	+
              	+
              	+
              	+
            

            
              	CA2
              	+
              	++
              	+
              	-
              	+
              	+
            

            
              	CA3
              	+
              	++
              	+
              	-
              	+
              	+
            

            
              	PoDG
              	+
              	+++
              	+
              	+
              	+
              	+
            

            
              	DG
              	+
              	+++
              	+
              	++
              	+
              	+
            

            
              	Total
              	5
              	12
              	5
              	4
              	5
              	5
            

          

          
            
              Staining density; - : negative, + : weak positive, ++ : moderate positive, +++ : strong positive, N : Normal group, C : Control Group, PC : Donepezil Group, G : Ginseng Group, R : Rehmanniae Group, FRG : Fermented Red Ginseng Group; CA1 : Cornu Ammonis Area 1, CA2 : Cornu Ammonis Area 2, CA3 : Cornu Ammonis Area 3, PoDG : Polymorphic layer of the Dentate Gyrus, DG : Dentate Gyrus; Total : Total number of ‘+’
            

          

          

          (2) Anti Tau-protein

          6 주간의 실험 종료 후 실험동물 뇌 조직의 해마에서 Tau protein 양성 세포의 면역조직화학적 염색반응은 다음과 같다 (Fig. 9). C군에서는 N군에 비해 CA3는 강하고(+++), DG는 중등도(++), CA2는 미약한(+) 양성반응으로 표지되었으며, 이외의 영역에서는 음성반응(-)을 나타내었다. PC군에서는 C군에 비해 DG(-)를 제외한 모든 영역에서 미약한(+) 면역반응을 나타내었다. 실험군들과 C군간에 비교하면 모든 실험군에서 C군에 비하여 CA3와 DG에서 미약한(+) 반응을 나타내었으며, 실험군들에서는 G군이 R군과 FRG군에 비하여 미약한 반응을 나타내었다 (Table 2).

          
            
            

            Fig. 9. 
				
            

            
              Effect of Ginseng Radix, Rehmanniae Radix and Fermented Red ginseng radix extracts on Tau-positive cells in the hippocampus of scopolamine-induced memory impaired mice. Tau-N : Normal group, Tau-C : Control Group, Tau-PC : Donepezil Group,	 Tau-G : Ginseng Group, Tau-R : Rehmanniae Group, Tau-FRG : Fermented Red Ginseng Group; CA1 : Cornu Ammonis Area 1, CA2 : Cornu Ammonis Area 2, CA3 : Cornu Ammonis Area 3, PoDG : Polymorphic layer of the Dentate Gyrus, DG : Dentate Gyrus
            
            

            

          

          
            Table 2. 
				
            

            
              The change of Tau immunoreactive neurons in hippocampus of scopolamine-induced memory impaired mice
            
            

          

          
            
              
                	
                	Tau-N
                	Tau-C
                	Tau-PC
                	Tau-G
                	Tau-R
                	Tau-FRG
              

            
            
              	CA1
              	-
              	-
              	+
              	-
              	-
              	-
            

            
              	CA2
              	-
              	+
              	+
              	-
              	+
              	+
            

            
              	CA3
              	+
              	+++
              	+
              	+
              	+
              	+
            

            
              	PoDG
              	-
              	-
              	+
              	-
              	-
              	-
            

            
              	DG
              	+
              	++
              	-
              	-
              	+
              	+
            

            
              	Total
              	2
              	6
              	4
              	1
              	3
              	3
            

          

          
            
              Staining density; - : negative, + : weak positive, ++ : moderate positive, +++ : strong positive, Tau-N : Normal group, Tau-C : Control Group, Tau-PC : Donepezil Group,	 Tau-G : Ginseng Group, Tau-R : Rehmanniae Group, Tau-FRG : Fermented Red Ginseng Group; CA1 : Cornu Ammonis Area 1, CA2 : Cornu Ammonis Area 2, CA3 : Cornu Ammonis Area 3, PoDG : Polymorphic layer of the Dentate Gyrus, DG : Dentate Gyrus; Total : Total number of ‘+’
            

          

          

          (3) Anti BDNF-protein

          6 주간의 실험 종료 후 실험동물 뇌 조직의 해마에서 BDNF 양성 세포의 면역조직화학적 염색반응은 다음과 같다 (Fig. 10). N군에 비해 C군에서는 PoDG와 DG에서 미약한(+) 면역반응을 나타내었다. PC군에서는 PoDG와 DG에서 중등도(++)의 면역반응을 나타내었다. 실험군들과 C군간에 비교하면 모든 실험군에서 C군에 비하여 PoDG와 DG에서 강한 중등도(++)의 반응을 나타내었다 (Table 3).

          
            
            

            Fig. 10. 
				
            

            
              Effect of Ginseng Radix, Rehmanniae Radix and Fermented Red ginseng radix extracts on BDNF-positive cells in the hippocampus of scopolamine-induced memory impaired mice. BDNF-N : Normal group, BDNF-C : Control Group, BDNF-PC : Donepezil Group, BDNF-G : Ginseng Group, BDNF-R : Rehmanniae Group, BDNF-FRG : Fermented Red Ginseng Group; CA1 : Cornu Ammonis Area 1, CA2 : Cornu Ammonis Area 2, CA3 : Cornu Ammonis Area 3, PoDG : Polymorphic layer of the Dentate Gyrus, DG : Dentate Gyrus
            
            

            

          

          
            Table 3. 
				
            

            
              The change of BDNF immunoreactive neurons in hippocampus of scopolamine-induced memory impaired mice
            
            

          

          
            
              
                	
                	BDNF-N
                	BDNF-C
                	BDNF-PC
                	BDNF-G
                	BDNF-R
                	BDNF-FRG
              

            
            
              	CA1
              	-
              	-
              	-
              	-
              	-
              	+
            

            
              	CA2
              	-
              	-
              	-
              	-
              	-
              	+
            

            
              	CA3
              	-
              	-
              	-
              	-
              	-
              	+
            

            
              	PoDG
              	++
              	+
              	++
              	++
              	++
              	++
            

            
              	DG
              	++
              	+
              	++
              	++
              	++
              	++
            

            
              	Total
              	4
              	2
              	4
              	4
              	4
              	7
            

          

          
            
              Staining density; - : negative, + : weak positive, ++ : moderate positive, +++ : strong positive, BDNF-N : Normal group, BDNF-C : Control Group, BDNF-PC : Donepezil Group,	 BDNF-G : Ginseng Group, BDNF-R : Rehmanniae Group, BDNF-FRG : Fermented Red Ginseng Group; CA1 : Cornu Ammonis Area 1, CA2 : Cornu Ammonis Area 2, CA3 : Cornu Ammonis Area 3, PoDG : Polymorphic layer of the Dentate Gyrus, DG : Dentate Gyrus; Total : Total number of ‘+’
            

          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      알츠하이머 질환(Alzheimer's disease, AD)은 기억력과 인지기능이 점진적으로 저하되어 일상생활의 장애를 초래하는 퇴행성 뇌질환이다18). 병리조직학적으로 뇌의 전반적인 위축, 뇌실의 확장, 노인성 반점(Senile plaques) 및 뇌신경섬유종(NFT) 등의 특징을 보이고, 임상적으로는 언어 능력, 판단, 기억 등 지적 기능의	감퇴, 행동 양상, 일상생활능력, 인격장애 등의 증상을 나타내며 격한 행동 인격의 황폐, 우울증세 등의 행동 심리적 증상도 동반될 수 있다19-21). 이로 인한 피해와 부작용을 줄이기 위해서 현재 국내에서는 치매 환자의 기억력 및 인지기능 개선에 효과가 나타나는 천연 약물 또한 기능성 물질에 관한 연구가 요구되고 있는 실정이다.

      인삼은 오가과(Araliaceae)의 인삼속(Panax)에 속하는 식물로써 일반적으로 Panax ginseng C. A. Meyer의 말린 뿌리로 면역력 강화, 항 피로, 혈행 개선, 항 스트레스, 항암 활성, 항노화, 우울증 개선 등 많은 효능을 지니고 있다. 이러한 효능은 인삼사포닌인 펩타이드, 산성 다당체, 진세노사이드 등 다양한 생리활성성분을 통해 작용하여 현재에도 활발한 연구가 진행되고 있다22,23).

      생지황은 현삼과(Scrophulariaceae)에 속한 다년생 초목으로 지황(Rehmannia glutinosa LIBOSCHITH)의 뿌리이다. 동의보감을 비롯한 한방 서적에 따르면 생지황은 신장과 간 기능의 기능을 도와줄 뿐만 아니라 피를 맑게 하고 타박상으로 인한 염증 제거 등에 효과가 있다고 알려져 있다24).

      홍삼은 수삼을 증숙, 건조의 과정을 통하여 제조한 것으로 이러한 수치과정에서 수삼 및 백삼과는 다른 성분이 생성된다고 알려져 있다25). 특징적인 성분으로는 암 예방, 암세포 생장 억제, 항혈전 등의 효과가 있는 prosapogenine(Rg2, RG3, Rh1 및 Rh2) 등의 특이 사포닌으로 사포닌 배당체가 유기산에 의한 산 가수분해 반응을 통해 생성되며, 다양한 비극성 성분 함량이 많은 것으로 알려져 있다26,27).

      이에 본 연구에서는 인삼 추출물과 발효공정을 이용하여 기존의 사포닌 성분을 증강시킨 발효홍삼 추출물을 이용하여 인지기능 장애에 대한 효능을 비교하고, 본 교실의 치매모델을 이용한 생지황의 인지개선능에 대한 연구에서 효과를 나타낸 생지황 추출물을 이용하여 scopolamine으로 유도한 기억력 감소모델에서의 기억력 개선 효과를 나타내는지 확인하고자 행동분석, AChE활성 분석 및 면역조직 화학적 염색을 시행하였다.

      학습과 기억력 손상을 평가하는 동물실험으로는 Morris water maze test나 fear conditioning test, radial arm maze, noble object recognition test, passive avoidance test, Y-maze test 등이 있다28).

      본 연구에서는 Y-maze test와 Morris water maze test를 이용하여 단기 및 장기기억에 대한 공간인지 능력(spatial cognition)을 측정하였다.

      Y-maze test 분석 결과 중 총 이동거리의 경우 경구투여 4주는 통계적으로 군 간의 유의성을 보였으며(p<0.05), 대조군을 제외한 모든 군에서 경구투여 후 Y-maze test가 진행됨에 따라 대조군보다 짧은 이동거리를 보였다.

      총 이동횟수의 경우 경구투여 4주에 대조군의 총 이동횟수가 현저히 감소하였다. 경구투여 4주의 대조군에 비해 모든 실험군에서 통계적으로 유의성을 보였고(p<0.05), 경구투여 6주에는 대조군에 비해 G군, R군, FRG군 모두 유사하게 총 이동횟수가 증가하였다.

      자발적 변경 행동률의 경우 4주부터 대조군과 나머지 다른 군들의 군 간 차이를 보이면서 경구투여 6주에 통계적으로 유의성을 나타냈으며, 대조군에 비하여 G군, R군, FRG군 모두 자발적 변경 행동률이 높은 값을 보였다(p<0.05).

      대조군에서는 이동거리는 길었지만, 공간인지 면에서 현저히 떨어지는 것으로 나타났으며, 인삼, 생지황, 발효홍삼을 경구투여한 군에서 공간인지 능력 개선 효과를 나타낼 가능성을 보여주었다. 인삼, 생지황, 발효홍삼 세 군 모두 PC군과 유사한 값의 자발적 행동률을 나타내어 6주간 투여 시 인삼, 생지황, 발효홍삼 모두 공간인지 능력 개선 효과를 나타내는 것으로 사료된다.

      Morris water maze test에서는 platform까지 찾아가는데 걸리는 시간, platform에 머무른 시간, platform이 위치한 남서(SW)구획에 머무른 시간을 분석하였다.

      Platform까지 찾아가는데 걸리는 시간은 경구투여 2주와 4주에는 유의성 있는 차이는 없었지만, 경구투여 전에 비하여 경구투여 6주에서	대조군에 비해 유의하게 감소한 PC군과(p<0.05) 인삼, 생지황, 발효홍삼군이 유사한 값을 보였다.

      Platform 위에 머무른 시간의 경우, 경구투여 전과 경구투여를 진행한 주차별 대조군의 결과를 보았을 때 비슷한 시간대를 기록하였다. 경구투여 4주에 PC군과 발효홍삼군의 platform 위에 위치하는 시간이 크게 증가하였으며 마지막 6주째에 정상군이 제일 오래 위치하였고 다음으로 PC군, G군 순이었으며 R군과 FRG군은 매우 비슷한 시간을 기록하였다.

      Platform이 위치한 남서(SW)쪽 구획에 머무르는 시간의 경우, 경구투여 2주째에는 인삼군이 가장 긴 시간대를 기록했지만 4주째엔 도피대가 설정되어있던 구획에 위치하는 시간이 감소하였다. 대조군을 제외한 나머지 군들의 시간은 증가하였고 최종 경구투여 6주째에 군 간의 유의한 차이를 보이며(p<0.05) 대조군에 비해 모든 군의 남서(SW)쪽에 위치하는 시간이 증가하며 높은 기록대를 보였다.

      Platform까지 찾아가는데 걸리는 시간, platform 위에 머무른 시간의	결과를 종합해보면 인삼, 생지황, 발효홍삼이 장기적 공간인지 능력의 개선에 있어 효과적이었고 platform이 위치한 남서(SW) 구획에 머무른 시간에 대한 결과를 살펴보면 인삼과 발효홍삼을 투여하였을 때 장기 공간인지능력을 더욱 효과적으로 개선 할 것으로 사료된다.

      콜린성 신경세포의 퇴화로 인해 신경전달물질인 ACh의 부족으로 기억 및 인지능력 저하가 일어나며 acetylcholine 분해효소인 AChE의 활성에 의해 ACh 함량이 감소하면서 알츠하이머 병증이 심화되는 것으로 알려져 있다29,30). 이러한 연구 결과를 토대로 AChE의 활성을 측정한 결과 AChE 활성은 N군, PC군, G군, R군, FRG군은 각각 73.06±7.85 mU/mL, 109.06±1.24 mU/mL, 120.09±8.33 mU/mL, 129.93±3.81 mU/mL, 123.99±4.51 mU/mL로써 대조군 156.48±10.41 mU/mL,에 비하여 통계적으로 유의하게 감소한 것으로 나타났다(p>0.05). 이는 대조군에 비해 모든 실험군에서 AChE 활성의 억제 효과를 나타내었으며, acetylcholine(ACh)의 합성 전구체 (ACh precursor) 또는 콜린성 수용체의 효능제(receptor agonist)를 투여하는 방법과 acetylcholinesterase(AChE)의 저해제를 투여하여 시냅스에서의 ACh의 농도를 유지시키는 방법이 저하된 콜린성 신경의 기능을 개선시킨다는 것이 입증되어 치매 치료에 효과적일 것으로 사료된다31).

      알츠하이머 질환 발병의 정확한 원인은 밝혀지지 않았지만 뇌세포의 β-amyloid plaques의 축적, Tau-protein의 응집, 산화적 스트레스 및 콜린성 기능 장애(cholinergic dysfunction) 등과 같은 여러 가지 요인들에 의해 발병하는 것으로 알려져 있다32). 또한 CREB의 인산화에 의해서 발현되는 뇌의 신경영양인자(neurotrophic factor)인 BDNF(brain-derived neurotrophic factor)는 신경돌기 성장, 신경회로의 형성과 기억, 학습을 바탕으로 한 신경 시냅스 가소성 조절 등과 관련이 있어 기억력 및 인지능 형성에 중요한 역할을 하며, amyloid 전구체 단백질로부터 amyloidogenic pathway에 의해 분리되어 β-amyloid는 치매의 대표적 조직병리학적 원인으로 알려져 있다32,33). 이에 본 연구에서는 β-amyloid, Tau-protein, BDNF-protein의 분포 정도를 실험동물의 해마에서 반정량적법을 이용하여 비교 관찰하였다.

      β-amyloid protein의 염색반응 결과는 대조군이 ‘+’이 12개로 가장 많이 분포되었고, G군의 ‘+’이 4개로 가장 적게 분포되었다. 정상군 및 PC군, R군, FRG군이 5개로 대조군에 비하여 적게 분포되어있는 것을 확인하였다.

      Tau-protein의 염색반응 결과는 대조군 ‘+’이 6개로 가장 많이 분포되어있었으며, G군 ‘+’이 1개로 가장 적게 분포되어있었다. 또한, 정상군, R군 및 FRG군, PC군 순으로 ‘+’이 2개, 3개, 4개가 분포하여 대조군보다 적은 발현을 확인하였다.

      BDNF-protein의 염색반응 결과는 대조군이 ‘+’이 2개로 가장 적게 분포하였고 가장 많이 분포한 군은 ‘+’이 7개인 FRG군 이었다. 이외, 정상군, PC군, G군, R군 모두 ‘+’이 4개로 대조군에 비하여 많은 발현을 나타내었다.

      β-amyloid와 Tau-protein 염색 발현 결과, 가장 효능이 좋은 군은 G군이었으며, BDNF-protein 염색 발현 결과로는 FRG군이 가장 좋은 효능을 나타내었다. R군은 확연하게 좋은 결과는 나타내지 못하였지만 β-amyloid, Tau, BDNF 세 항체 모든 결과에서 대조군보다 좋은 효능을 나타내었다. 이는 대조군에 비하여, G군, FRG군, R군이 뇌 신경세포 손상이 적었음을 의미하고 행동실험 결과와 함께 분석하였을 때 인지장애 치료에 가장 효과가 좋은 것은 인삼과 발효홍삼으로 생각되었다.

      이상의 결과를 종합하면 행동분석의 인지기능 개선은 인삼과 발효홍삼이 가장 효과가 있었으며, 기억에 대한 공간인지 능력은 인삼, 생지황, 발효홍삼 모두 효과가 있었다. 기억과 인지능력 저하를 일으키는 AChE 활성은 인삼, 생지황, 발효홍삼 투여 시 AChE의 농도를 감소시켜, ACh의 농도를 유지하여 콜린성 신경 기능을 개선하여 알츠하이머 치매를 지연시킬 것으로 생각되었다. 해마내 β-amyloid와 Tau-protein은 인삼, 생지황 발효홍삼 순으로 낮은 발현을 보였고, BDNF-protein은 발효홍삼, 인삼, 생지황 순으로 높은 발현을 보여 향후 치매 치료 약물로서 긍정적인 영향을 줄 것으로 사료된다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 scopolamine으로 유도한 기억력 감소 모델 생쥐를 이용하여 인삼, 생지황, 발효홍삼 추출물을 고농도로 6주간 투여하여 기억력과 인지기능의 개선 효과를 관찰하고자 행동분석, AChE 활성 분석 및 면역조직화학 염색을 시행하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

      행동분석 결과 중 인지기능 개선은 인삼과 발효홍삼이 가장 효과가 있었으며, 기억에 대한 공간인지 능력은 인삼, 생지황, 발효홍삼 모두 효과가 있었다.

      기억과 인지능력 저하를 일으키는 AChE 활성은 인삼, 생지황, 발효홍삼 투여 시 AChE의 농도를 감소시켜, ACh의 농도를 유지하여 콜린성 신경의 기능을 개선함으로써 알츠하이머 치매의 지연 효과를 관찰하였다.

      면역조직 화학적 염색에서는 인삼, 생지황, 발효홍삼이 대조군에 비해 좋은 효과를 나타내었으며, β-amyloid와 Tau-protein은 인삼, 생지황 발효홍삼 순으로 낮은 발현을 보였고, BDNF-protein은 발효홍삼, 인삼, 생지황 순으로 높은 발현을 보였다.

      이상의 실험결과로 인삼, 생지황 및 발효홍삼을 투여하였을 때 scopolamine으로 유도한 기억력 감소 모델 생쥐에서 인지장애 예방 및 치료에 대한 가능성을 확인할 수 있었고, 향후 임상시험 활용에 관한 지속적 연구가 진행되어야 할 것으로 사료된다.
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