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            초록
          
        

        
          This study, we aimed to analyze the effect of treatment of Liriope platyphylla(L.platyphlla) extract on the protection of hepatotoxicity in a model of thioacetamide (TAA)-induced liver toxicity. Male 6-week-old Sprague Dawley (SD) rats (Raonbio, Gyeonggi, Korea) weighing 206.4±9.0 g were used after acclimatization for 1 week. The rats were categorized into six groups: normal control (Nomal), hepatotoxicity-induced (TAA), positive control (TAA+Sylimarin (SLM) 50 mg/kg,bw), and low, medium, and high concentration of Liriope platyphylla extract (TAA+LPE 100, 200, 300 mg/kg,bw) (n=7). The animals were orally administered 1 mL of the test substance once/day at a fixed time for a total of 14 days, and five experimental groups, except the normal control group, were intraperitoneally administered 0.1 mL of TAA (200 mg/kg,bw) to induce acute liver toxicity. As a result, liver weight was significantly increased in all TAA treated groups compared to the normal control group (p<0.001). H&E staining of liver tissue showed vacuolization of nuclei and cytoplasm, hepatocyte necrosis, and vesicular lesions of liver tissue in the TAA alone group (p<0.05), which were ameliorated by Liriope platyphylla extract treatment. Furthermore, a significant concentration-dependent decrease in caspase-3 expression was observed in the SLM group compared to TAA alone (p<0.05). Based on the results of this study, if further research is conducted on the antioxidant effect and mechanism of action, it is expected that SLM can be effective as a hepatoprotectant for liver function of natural products.
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      서 론
      간은 체내 생리기능을 유지하는 중요한 기관으로 대사, 분비, 제거 등의 작용을 통해 해독의 기능을 하며, 손상이 일어날 경우 간염, 간경변, 간암, 간 부전 등의 질환으로 이어질 수 있다.1,2) 간 손상의 요인으로는 흡연, 알코올 섭취, 식습관, 바이러스 간염, 정신적 스트레스, 약물 복용 등 다양한 원인에 의해 간 조직의 기능 장애 및 구조 변화를 일으키는 것으로 알려져 있다.3) 통계청 자료에 따르면 성별 및 연령에 따른 사망원을 조사한 결과, 간 질환은 남성의 사망원인에서 6위를 차지 하였으며 30-60대의 사망원인 5위 안에 포함되는 질환으로 나타났다.4) 지난 10년간의 국내 사망원인 통계에 따르면, 2022년 간암과 간질환으로 인한 사망률이 평균 14.7%에 이르며 지속적으로 증가하는 추세를 보이고 있다.5)

      간 손상으로 인해 생성된 활성산소는 표적 세포에 산화적 스트레스를 일으킴으로써, 핵산과 단백질을 손상시키고 직·간접적으로 염증 반응을 유도한다.6) 초기 간 손상은 가역적이며, 부분적으로 손상되더라도 정상적인 기능을 제공하기 때문에 조기 발견이 어려운 특징을 가져 만성 질환으로 이어질 가능성이 높다.7) 만성화 될 경우 높은 사망률을 보이는 간경변과 간세포암으로 발전될 수 있기 때문에8), 치료보다는 예방이 중요한 간섬유화 및 간염증에 대한 보호제 연구가 활발히 진행되고 있다. 그러나, 현재까지 서양엉겅퀴[Silybum marianum (L.) Gaertn.]에서 유래한 silymarin 외에 뚜렷한 간 보호 효능 약물 개발 및 상업화가 크게 진전되지 않고 있다.9)

      Thioacetamide (TAA)는 만성간염, 간경화, 간암등의 만성 간질환 실험모델 독성 유도 물질로 사용되고 있다10). TAA에 의해 유도된 간경변의 경우 ccl4, DMNA와 다르게 사람의 간 질환 병변과 형태학적, 생화학적으로 특징이 유사하며 조직학적 소견이 인간 간경변과 유사하다고 보고되었다10,11). TAA의 단회투여 후에는 급성 간괴사가 보고되었으며, 간괴사의 병인으로 간 세포막 효소들의 변화, microchondria의 변화, bile canalicular membrane과 tight junctions의 변화가 관찰되었다12). 또한 TAA는 저용량에서는 세포 자멸(apoptosis)를 유발하나 용량을 올리면 지방 과산화와 소엽중심성 괴사를 유발한다13). 이러한 기전으로는 cytochrome p450 효소에 의해 생성되는 활성산소종인 thioacetamide-S oxide를 매개로 하여 공유결합에 의한 간 세포의 손상과 괴사가 나타나는 것으로 알려져 있다10,13). 또한 간세포에 Ca2+ 비정상적 유입으로 인한 산화적 인산화 작용 억제로 간 세포 호흡대사가 억제된다는 연구 3)로 소개되고있다12).

      맥문동(Liriope platyphylla, LPE)은 백합과의 다년생 초본 약용식물로 한국, 중국, 대만. 일본 등에 분포하고 있으며 짧은 방추형 뿌리가 한약재로 이용된다.14) 맥문동 뿌리의 주요 약리 성분으로는 스테로이드계 사포닌 (spicatoside, ophiopogonin A-D)와 스테롤로(β-sitosterol, stigmasterol), homoisoflavonoid 계열(ophiopogonanone, ophiopogonone 등)이 있으며, 이 성분들은 항산화 활성을 비롯한 혈당 강하, 항염, 항균, 면역조절, 간 보호, 자양 강장 및 진해, 거담, 이뇨 효과 등의 효능이 있다고 알려져 있다.14,15)

      맥문동의 효능을 입증하듯, 곰팡이균에 대한 항균작용16), 알레르기성 천식에 대한 항염, 항산화 작용에 대한 효능 평가 연구가 지속적으로 이루어지고 있다17). 그러나, 단독원료로써 간 기능 보호와 관련된 특허는 등록되어있지 않으며, 아직까지 간 건강개별인정형 원료로 등록되지 않아, 신규성이 있어 간 기능 보호 효능에 대하여 추가적인 연구가 필요하다고 생각된다.

      이에 본 연구에서는 Thioacetamide으로 간 독성을 유도한 모델에서 맥문동 추출물의 처리에 따른 변화를 추적함으로써, 간독성 보호의 영향과의 상관관계를 분석하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시험물질 제조
        본 연구에 사용된 청양군 맥문동은 꽃뫼영농조합법인을 통해 구입하였으며, 잔뿌리와 심지를 제거하여 시료로 사용될 뿌리를 선별 작업하였다. 선별된 맥문동의 뿌리는 수세하여 이물질을 제거하였고 이후 건조시켜 가루로 분쇄하였다. 건조된 맥문동 시료 (100 g)와 10배 부피의 50% 에탄올 (1000 mL)을 1 L 삼각플라스크에 넣은 후 60℃에서 7시간 가온 및 추출하였다. 이후 추출액 중 상층액을 필터 처리한 후 분리한 여과액을 60℃에서 7시간 동안 2차 추출하였다. 반복적인 추출 및 여과 과정을 거친 맥문동 추출액을 감압농축기(LABOROTA 20ER, Heidolph Instruments Co.,Germany)를 이용해 60℃에서 30 Brix 이상으로 감압농축하였다. 이후 동결 건조기(LYOPH-PRIDE 20R, Ilsin biobase, Korea)를 사용하여 48시간 건조하여 최종 맥문동 추출물을 얻었다. 동결 건조된 시료는 밀봉하여 사용 전까지 실온에 보관하였다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Preparation of Liriope platyphylla ethanol extract.
          
          

          

        

      

      
        2. 실험동물 및 사육환경
        실험동물은 체중 206.4±9.0 g의 수컷 6주령 Sprague Dawley(SD) Rat(라온바이오(주), 경기, 한국)를 1주간 사육환경에 적응시킨 후 실험에 이용하였다. 동물 사육은 온도 23±1℃, 습도 50±5%, 환기 횟수 10회/시간, 조도 150-300 lux으로 밤낮 주기가 12시간씩 유지되는 항온, 향습 조건에서 사육하였다. 실험동물의 관리와 관련된 모든 과정 및 절차는 대전대학교 동물실험 윤리위원회(Institutional animal care and use committee : IACUC)의 승인을 받아 실시하였으며 윤리적 규범에 따른 3R 원칙을 준수하여 수행하였다(DJUAB2021-010).

      

      
        3. 실험동물군 분리 및 약물 투여
        실험동물은 난괴법(randomized complete block design)에 의해 6그룹으로 나누었다. 정상대조군(Nomal), 간독성 유발군(TAA), 양성대조군(TAA+SLM 50 mg/kg,bw), 맥문동 추출물 저/중/고 농도 투여군(TAA+LPE 100, 200, 300 mg/kg,bw)으로 분류하였다(n=7). 실험 기간인 총 14일 동안 일정한 시간에 1회/1일 시험물질 1 mL를 경구투여 하였고, 정상대조군을 제외한 5개의 실험군은 급성 간 독성 유발을 위해 TAA (200 mg/kg,bw) 0.1 mL을 복강투여 하였다(Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Examination flow of acute hepatotoxicity animal experiment. All test substance were injected orally for 14 days. The NC rat were treated with 0.9% normal saline. To induce hepatotoxicity, TAA is injected interaperitoneally 24 hour prior to sacrifice. all animals were sacrificed on day 15. LPE: Liriope platyphylla; NC, normal control; TAA, thioacetamide induced hepatotoxicity with 0.9% normal saline; SLM, thioacetamide induced hepatotoxicity with silymarin 50 mg/kg,bw; LPL: thioacetamide induced hepatotoxicity with Liriope platyphylla ethanol extract 100 mg/kg,bw; LPM: thioacetamide induced hepatotoxicity with Liriope platyphylla ethanol extract 200 mg/kg,bw; LPH: thioacetamide induced hepatotoxicity with Liriope platyphylla ethanol extract 300 mg/kg,bw in male SD rat.
          
          

          

        

      

      
        4. 주요 장기의 절대 및 상대 중량에 미치는 영향
        간 독성 모델에서 약물 투여 및 간 독성 유발에 따른 장기(간, 비장)의 절대 및 상대 중량변화를 측정하였다. 상대 중량의 경우 부검 당일 측정한 동물 체중과 절제한 간, 비장의 무게를 이용하여 계산하였다.
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        5. 혈액학 지표에 미치는 영향
        Thioacetamide (TAA), silymarin (SLM)의 투여 및 맥문동 에탄올 추출물 투여에 따른 급성염증, 조직 손상 등의 다양한 염증 상태를 평가하기 위하여 혈액학적 관련 지표(적혈구, 백혈구, 혈소판)를 측정하였다. 복대동맥으로부터 EDTA tube에 채혈 후 자동혈액 분석기(Advia 2120i, SIEMENS, Germany)를 이용하여 분석하였다.

      

      
        6. 조직병리학적 평가
        조직병리학적 평가를 위해 간 조직의 육안 병변을 관찰 후 통상적인 조직 표본 제작과정을 거쳐 슬라이드 제작 후 병리 조직학적 검사를 수행하였다. 제작된 조직슬라이드는 hematoxylin & eosin (H&E) 염색 후 광학현미경 200배에서 검경하였다. 슬라이드 표본에서 중심정맥 및 간 문맥 주변의 조직학적 염증 양상을 4단계로 나누어 세포질의 공포화, 핵의 농축과 대소부동, 수포성 변성 및 괴사의 항목으로 평가하였다. 중심정맥 및 간 문맥 주변에 염증세포가 없는 경우를 0점, 염증세포가 소엽의 2/3 이상의 면적을 차지하는 경우를 3점으로 분류하여 점수화하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Histopathological score index for hepatotoxicity
          
          

        

        
          
            
              	score
              	Histopathological finding
            

          
          
            	0
            	No inflammatory response in hepatotoxicity.
          

          
            	1
            	Mild inflammatory response in hepatotoxicity.
          

          
            	2
            	Moderate inflammatory response in hepatotoxicity. Involement of 1/3-2/3 of lobules nodules.
          

          
            	3
            	Moderate inflammatory response in hepatotoxicity. Involement of >2/3 of lobules nodules.
          

        

        
          
            * Indicators : Concentrated Nucleus, Nuclear Dystrophy, Vacuolization, Bullous Lesion, Necrosis
          

        

        

      

      
        7. 간 독성 유발 세포의 apoptosis 확인
        면역조직화학 염색을 통해 점막 내 apoptosis 정도를 평가하기 위해 caspase-3의 분포 변화를 확인하였다. 통상적인 방법으로 제작된 조직블럭을 박절 및 탈파라핀 과정을 거친 후 Masson Trichrome (MT)염색을 실시하였다. bouin’s 용액(BBC biochemical co., USA)에 옮겨 60℃에서 15분간 매염한 후 50-70% 알코올에 순차적으로 피크린산을 제거하였다. 이후 weigert’s iron hematoxylin 용액에(Sigma, USA) 10분 동안 핵 염색을 수행한 후 biebrich scarlet-acid fuchsin 용액(Sigma, USA)으로 5분간 대조염색 하였다. phosphomolybdicacid-phosphotungstic acid 용액(Sigma, USA)을 사용하여 1차 분별 후 light green 용액(Sigma, USA)으로 10분 동안 아교섬유 염색을 진행하였다. 간 조직세포의 섬유화 양성률을 정량화 하기 위해 광학현미경(BX43, Olympus co., Japan)으로 검경하여 image J program (Wayne rasband, National institutes of health, bethesada, MD, USA)을 사용해 섬유화된 면적을 측정하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 간의 절대 중량 및 상대 중량
        NC군의 간 절대 중량은 TAA를 투여 한 모든 군에서 유의하게(p<0.05) 증가한 것으로 나타났다. 또한 TAA 단독 투여군 대비 SLM 군에서 7.7% 감소, LPL 군에서 9.3%, LPH 군에서 10.6%의 감소를 보였다(p<0.05).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of LPE on liver weight in hepatotoxicity induced SD rat. Absolute organ weight of liver (A), Relative organ weight of liver (B). Differences between the six group were validated by Duncan’s multi range test after analysis with one way ANOVA. Group with different significance were classified by different letters. (A): F: 6.807, p: 0.023, Duncan: a<c<cb<b, (B): F: 5.068 p: 0.031, Duncan: a<c<b, significantly different between each group. Graph data are shown as the mean ± SE (n=7). Notes on group designation at the same as in Fig. 2.
          
          

          

        

      

      
        2. 간 독성에 따른 혈액학적 지표 측정
        적혈구 수치의 경우 정상 대조군 대비 TAA를 투여한 모든 군에서 증가 되었으며, 특히 TAA 단독 투여군에서 유의한 차이가 관찰되었다(p<0.001). SLM군 및 맥문동 추출물 투여군의 경우 적혈구 수의 증가를 보였으나 유의성은 나타나지 않았다. 헤모글로빈의 경우 정상대조군 대비 TAA 단독 투여군에서 유의한(p<0.001) 증가가 나타났으며, SLM군 및 맥문동 추출물 투여군의 경우 적혈구 수치와 비례하여 농도가 증가하였지만 유의성은 나타나지 않았다. 혈소판 수치의 경우 정상대조군과 비교하였을 때 TAA 단독 투여군에서 8.2% 감소가 나타났으며(p<0.05), SLM군은 TAA 단독 투여군 대비 11.5%(p<0.01), 맥문동 추출물 저농도 투여군은 10.1% 증가된 혈소판 수를 보였다(p<0.05). 백혈구 수의 경우 정상대조군 대비 TAA를 투여한 모든 군에서 감소를 보였으며, 특히 TAA 단독 투여군의 경우 63.0%의 감소가 나타났다(p<0.001). SLM군은 TAA 단독 투여군과 비교하였을 때 백혈구 수가 45.0% 증가 하였으며(p<0.05), 맥문동 추출물 중농도 투여군의 경우 13.4%의 증가를 보였으나 유의성은 나타나지 않았다(Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effects of LPE on RBC, Hb, PLT, and WBC changes in hepatotoxicity induced SD rat
          
          

        

        
          
            
              	
              	RBC 
(x106/mm3)
              	Hb 
(g/dL)
              	PLT 
(×103 cells/㎕)
              	WBC 
(103/uL)
            

          
          
            	NC
            	7.26 ± 0.27
            	13.8 ± 0.4
            	1301 ± 80
            	6.53±1.7
          

          
            	TAA
            	8.53 ± 0.42***
            	17.0 ± 0.5***
            	1194 ± 82*
            	2.42±0.8***
          

          
            	SLM
            	8.73 ± 0.27
            	16.9 ± 0.4
            	1331 ± 43##
            	3.50±0.7#
          

          
            	LPL
            	8.79 ± 0.30
            	16.7 ± 0.5
            	1314 ± 109#
            	2.38±0.4
          

          
            	LPM
            	8.97 ± 0.32
            	17.4 ± 0.4
            	1281 ± 155
            	2.74±0.8
          

          
            	LPH
            	8.81 ± 0.38
            	17.1 ± 0.6
            	1324 ± 152
            	2.23±0.6
          

        

        
          
            RBC : Red Blood Cell, Hb : Hemoglobin, PLT : Platlet, WBC : White Blood Cell. Significant Difference from NC Group By Indipendent t-test :*p<0.05, ***p<0.001. Significant Difference from TAA Group by Indipendent t-test :# p<0.05, ## p<0.01. Notes on Group Designation at the Same as In Fig. 2. Data Are Shown as Mean±SD (n=7).
          

        

        

      

      
        3. 간 조직 내 염증에 미치는 영향
        간 중심정맥 주변 조직세포의 병리학적 변화를 관찰하기 위해 Hematoxylin & eosin (H&E) 염색을 하였다(Fig. 4). 정상대조군과 대비하여 그룹별 염증세포의 침윤 정도를 관찰 한 결과, TAA 단독 투여군에서 2.33점으로 높은 세포핵 농축을 보였고, TAA 단독 투여군과 비교하였을 때 SLM군에서 57.1%, 맥문동 추출물 고농도 투여군에서 42.9% 감소된 염증성 소견을 관찰하였다(p<0.05)(Table 3). 대소부동한 핵과 세포질의 공포화, 간세포 괴사, 간 조직의 수포성 병변을 검경한 결과 TAA 단독 투여군에서 모두 증가하였으며, 맥문동 추출물 고농도 투여군에서 각각 52%, 29.4%, 44.4% 감소하여 통계적으로 유의한 감소가 관찰되었다(p<0.05)(Table 3).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of LPE on histological changes by liver H&E staining in hepatotoxicity induced SD rat (x200, x400). At the end of experiment, liver tissues were obtained, fixed in 10% neutral buffer formalin (NBF) solution, paraffin embedded, sectioned at a thickness of 4 μm for cell observation and H&E for histopathological stain. Examination of the optical microscope for x200 and x400. Follow the Table 1. Notes on group designation at the same as in Fig. 2. CV: Central vein, a: Concentrated nucleus, b: Anisokaryosis, c: Vacuolated cytoplasm, d: Necrosis, e: Vesiculation. Notes on Group Designation at the Same as In Fig. 2.
          
          

          

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Inflammation index scoring of the liver in hepatotoxicity induced SD rat (H&E, x200, x400).
          
          

        

        
          
            
              	group
              	Concentrated nucleus
              	Anisokarysis
              	Vaculated cytoplasm
              	Necrosis
              	Vesiculation
            

          
          
            	NC
            	-a
            	-a
            	-a
            	-a
            	-a
          

          
            	TAA
            	2.3±0.9d
            	2.8±0.4d
            	3.0±0.0d
            	1.9±0.6d
            	2.0±0.0c
          

          
            	SLM
            	1.0±0.5b
            	0.7±0.5b
            	1.1±0.6b
            	0.9±0.6b
            	0.2±0.4a
          

          
            	LPL
            	1.9±0.6cd
            	1.7±0.5c
            	1.7±0.5c
            	1.9±0.6d
            	2.1±0.6c
          

          
            	LPM
            	1.9±0.7cd
            	1.7±0.5c
            	1.6±0.5c
            	1.7±0.5cd
            	1.3±0.5b
          

          
            	LPH
            	1.3±0.5cb
            	1.3±0.5c
            	1.6±0.5c
            	1.3±0.5bc
            	1.1±0.3b
          

        

        
          
            According To Brunt’s Method, Histological Inflammatory Patterns Were Evaluated In 4 Stages. The Score Was 0-3 For Each Inflammatory Pattern. Differences Between the Six Group Were Validated By Duncan’s Multi Range Test After Analysis With One Way ANOVA. Group with Different Significance Were Classified by Different Letters(p<0.05). Fllow the Table 1. Notes on Group Designation at the Same as In Fig. 2. Data Are Shown as Mean±SD (n=7)
          

        

        

      

      
        4. 간 독성 내 Caspase-3 효소 염색
        Caspase-3 양성 발현률을 확인하기 위해 간 조직의 핵 주변 세포질을 관찰하였다. 정상대조군은 0.34%의 낮은 양성률을 보인 반면, TAA를 투여한 모든 군에서 caspase-3 양성률의 증가가 나타났다. 그중 TAA 단독 투여군은 49.25%의 높은 양성률을 보이며 증가됨을 확인하였다(p<0.05). 각 실험군은 TAA 단독 투여군과 비교하였을 때 각각 SLM군 17.24%, 맥문동 추출물 투여군 저농도 25.17%, 중농도 16.35%, 고농도 11.34%로 농도 의존적인 감소된(p<0.05) 양성률을 관찰하였다(Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effects of LPE on histochemical changes by Caspase-3 in hepatotoxicity induced SD rat (x100). (A) At the end of experiment, liver tissues were obtained, fixed in 10% nuetral buffer formalin (NBF) solution, paraffin embedded, sectioned at a thickness of 4 μm for cell observation and Caspase-3 for histochemical stain. Examination of the optical microscope for x100. Notes on group designation at the same as in Fig. 2. (B) Effects of LPE on histochemical changes by Caspase-3 and quantified using Image J in hepatotoxicity induced SD rat (x100). The liver tissue was stained with caspase-3 staining and quantified using program Image J. The positive rate was averaged by examining 5 liver tissue section. Differences between the six group were validated by Duncan’s multi range test after analysis with one way ANOVA. Group with different significance were classified by different letters. F: 15.423, p: 0.002, Duncan: a<d<cd<c<b significantly different between each group. Notes on group designation at the same as in Fig. 3. Data are shown as mean±SE (n=7).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구는 급성 간 독성 랫드에서 맥문동 에탄올 추출물의 간 보호 효과를 연구하고자 하였다. 연구에 사용된 맥문동 뿌리는 국내·외에서 약용식물로 사용되고 있으며, 한약재로서 맥문동은 간보호 및 항암효과 등의 약리작용을 가진다고 알려져 있다.15) 맥문동은 다량 섭취에도 독성이 없다는 특징이 있어 우수한 기능성 건강식품 소재로써 이용 가치가 높다.18)

      간 독성을 유발하는 TAA는 조직병리학적으로 간세포에 강한 손상을 일으킨다.19) 특히, 소엽을 중심으로 간 손상이 나타나며, 이는 인간의 간 경변과 유사한 패턴을 가진다.19) 이에 본 연구에서는 TAA로 유발된 간 독성 동물모델에서 맥문동 추출물을 세 단계 농도로 투여하고 정량 분석을 통해 맥문동 추출물의 간 기능 보호 효과를 연구하고자 하였다.

      TAA에 의한 간 독성 유발을 확인하기 위해 간의 중량을 측정한 결과 정상대조군 대비 모든 TAA 투여 군에서 유의한 증가가 나타났고, TAA 단독 투여군 대비 SLM군은 맥문동의 투여 농도 의존적인 중량 감소를 보였다. 이는 TAA에 의한 간 손상에 따라 간 기능의 저하 및 대사 효소들의 비정상 분비를 초래하고 간세포를 증식시켜 간 중량이 증가 된다는 Shin의 보고와 일치하는 결과이다.20)

      이를 뒷받침 하듯, H&E 염색 표본에서 간세포 염증 양상을 평가하여 점수를 부여한 결과, TAA 단독 투여군 대비 맥문동 투여군의 핵의 대소부동, 세포질 공포화 정도, 핵의 농축과 세포 괴사, 수포성 병변이 유의하게 감소하는 결과를 나타냈다. Kang의 연구에 따르면 간 독성에 의한 세포 손상의 경우 산화적스트레스와 GSH의 고갈에 따라 세포내 지질, 단백질 및 DNA의 변화가 야기되며, 미토콘드리아 손상에 의한 염증 및 괴사가 유발된다고 보고하였다.21) 이에 본 실험에서 맥문동 추출물 투여군의 간 조직 내 지질과산화물의 감소와 혈청 내 항산화 효소 증가가 나타난 것은 맥문동 추출물이 산화적스트레스에 대한 간세포 보호 효과를 통해 간 조직의 염증반응이 완화된 것으로 해석된다.

      또한, 간 세포의 Apoptosis를 확인하기 위해 세포자멸 효소를 측정한 결과 TAA를 투여한 간 조직의 세포 손상 부위에서 caspase-3의 발현량의 증가를 보였으며 TAA 단독 투여군 대비 맥문동 추출물 투여군에서 농도 의존적인 caspase-3 양성률 감소가 나타났다. Caspase-3는 가장 마지막에 활성화되는 caspase로서, 많은 주요 세포 단백질의 특이적인 절단을 촉매하여 사멸시키는 단백질로 알려져 있다.22) TAA 유도 간독성 모델에서 본 논문과 유사한 간 손상 병변 및 caspase 3의 활성화를 보인 Oh, Amit의 연구에 의하면, 인산화된 ERK, JNK, p38의 발현량이 TAA 단독 투여군에서 증가한 결과로 인해 나타난다고 밝혔다.22,23) 이는 TGF-β 에 의한 HSC의 활성화로 이어져 섬유아세포를 자극하며, MAPK 유도로 세포사멸을 증가한다고 보고하고 있다.23) 또한, 활성화된 MAPK 신호전달 기전으로 인해 BAX의 상향 조절 및 apoptosis 단백질 Bcl-2의 하향 조절이 일어난 결과, mitochondria 세포 내 이동으로 인한 cytochrome c의 방출 유도 및 전위유발을 일으켜 caspase3가 활성화된 것으로 보고되어지고 있다22,24). 이는 본 논문과 동일한 동물 종에서 200mg/kg의 같은 TAA 농도로 투여되었다는 점에서, 결과를 뒷받침할 수 있을 것으로 사료된다22-24). 반면 맥문동 추출물 투여 시 caspase3 활성이 감소하였는데, 이는 Lee 등의 연구와 같은 결과이며, 맥문동 투여가 세포의 생존력을 높이고 염증 세포 침윤을 억제함으로써 ERK 발현을 정상군의 방향으로 유도한 결과로서 보고 되고있다25). 이밖에도, 맥문동의 주성분 중 스피카토사이드 A가 세포자멸사에 관여하여 caspase-3의 활성화를 억제한 것으로 보이며26), 최종적으로 스피카토사이드 A는 미토콘드라이아의 기능 및 ROS를 조절함으로써 항 세포자멸제로서의 역할을 했다고 생각된다.27)

      추가적으로 시행한 M-T 염색 및 현미경 검경에서 간섬유화를 평가한 결과, 정상대조군 및 SLM군을 제외한 TAA 투여군에서 M-T 양성률이 나타났으나, 이는 1% 보다 낮은 수준으로 간 섬유화가 유발되었다고 생각하기에 어려움이 있다. Lee의 연구에 따르면 단회 독성모델의 경우 간 섬유화가 유발되지 않으며, 이를 위해서는 콜라겐의 fiber 상태가 축적되어 섬유화가 될수 있도록 지속적인 물질의 투여가 이루어져야 한다고 보고된다.28) 그러나 본 단회 독성실험에서 미세한 아교섬유의 축적이 나타난 것을 보아 추후, TAA를 이용한 만성 간 섬유화 모델을 통해 맥문동 추출물의 효능평가가 진행된다면 의미가 있을 것으로 사료된다.

      본 연구의 결과를 바탕으로 추가적인 항산화 효과 및 작용 기전과 관련하여 연구가 이루어진다면 천연물 소재의 간 기능 보호제로서 효과를 기대할 수 있을 것으로 생각된다. 보다 높은 활성효과를 위해 맥문동의 정제된 단일 성분에 대한 추가적인 연구도 의미가 있을 것이라고 사료된다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 급성 간 독성 랫드 모델에서 저, 중, 고농도의 맥문동 에탄올 추출물을 4주간 투여함에 따라 나타나는 간 보호 효과를 연구하고자 하였다. 이를 위해 장기 중량 측정, 혈액학적 검사, 조직병리학적 검사 등(H&E, Caspase-3)을 시행하였다. 그 결과, 간 기능 저하에 따른 대사 효소 분비 증가로 간세포 증식을 초래하였으며, 간에서 만들어지는 주요 조혈 인자인 혈소판 생성인자(thronbopoientin) 분비 감소로 혈소판 수의 감소를 초래하였다. 또한, 간세포 핵 내 대사부동, 세포질 공포, 수포성 병변을 비롯하여 세포자멸사(apoptosis)를 유발하는 결과를 나타내었다. Caspase-3는 산화적 스트레스와 GSH 고갈에 따라 세포 내 단백질, DNA 변화로 미토콘드리아 기능을 손상시킴으로써 세포자멸을 일으키는 주요 효소로 알려져있다. 반면, 맥문동 추출물을 투여했을 때, 이러한 증상이 완화되는 것은 맥문동의 주요 활성성분으로 알려진 스피카토사이드 A가 미토콘드리아 기능 및 산화스트레스에 대한 항산화 기능을 조절함에 따라 항세포자멸제로서의 역할을 한 것으로 보여진다. 향후에는 본 연구의 결과를 바탕으로 추가적인 항산화 효과 및 미토콘드리아 손상으로 인해 유발되는 항염 작용 기전과 관련하여 연구가 이루어진다면 천면물 소재의 간 기능 보호제로서 효과를 기대할 수 있을 것으로 생각된다.
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