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            Background: 
            Polysaccharides are the most important functional constituent in Astragalus membranaceus. The purpose of the present study was to evaluate the effect of polysaccharides isolated from the aboveground parts of A. membranaceus (AMA) and polysaccharides isolated from the roots of A. membranaceus (AMR) immune function by modulated cytotoxic T cell and Th1- and Th2-related cytokines kinetics..

          

          
            Methods and Results: 
            Sprague-Dawley rats were randomly divided into exhaustive exercise case groups and non-exercise case, AMA and AMR samples were administered orally for 30 days (500 ㎎/㎏/day and 10 ㎎/㎏/day, respectively) and were compared to those rats in the groups fed commercial sports drink (SPD) and vehicle. Both exhaustive exercise groups and non-exercise groups had a lower ratio of CD4+ and CD8+ cells in the spleens of the rat fed AMA and AMR compared to those in the rats fed SPD and vehicle group. These results suggested that AMA and AMR promote an increase in the proportion of cytotoxic T cells. The IL-4-producing T lymphocytes decreased significantly in the AMR (10 ㎎/㎏/day) group compared to SPD and vehicle, whereas the AMA group increased the IL-4 concentration more than the SPD and vehicle in exhaustive exercise group. However, the populations of IFN-γ-producing T lymphocytes of AMR and AMA increased. AMA decreased the concentration of IFN-γ to inhibit the Th1 response and thereby increased the concentration of IL-4 to induce a Th2 response that was related to humoral immunity in the non-exercise group.

          

          
            Conclusions: 
            These results showed that, in addition to Th1/Th2 regulation, AMR and AMA played an important immuno-modulatory role after exhaustive exercise-induced Th1/Th2 lymphocyte imbalance, which might be correlated with cytokine producing immunoregulatory cells.
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      서 언
      운동은 인간수명과 삶의 질 개선에 필요한 신체활동을 제공 함으로써 일상생활도와 밀접한 연관이 있고, 운동자체 뿐만 아 니라 일상 중에 노출되는 스트레스와도 관련되어 면역력에 상 당한 영향력을 주는 것으로 보고되고 있다 (Nieman, 2007). 운동은 체내의 항상성을 교란시키는 생리학적 변화를 유도하 고 촉진하기 때문에 (Rosa, 2004) 생리학적 스트레스에 대한 신체의 적응 능력에 대한 연구에 있어 좋은 모델이 되고 있다.

      규칙적인 운동은 백혈구, 대식세포, 림프구 등의 활성을 유 도하는 초기면역반응 (innate immunity)세포매개성 면역반응 (cell immune response)의 상승과 항체의 생성을 유도하는 항 체 매개 면역반응 (antibody mediated response)과 같은 적응 성 면역반응 (adaptive immunity)을 향상 시킨다 (Jeurissen et al., 2003).

      반면 불규칙이고 과도하게 장시간 지속하는 일회성 한계운 동은 림프구의 증식반응을 억제할 뿐 아니라 운동으로 유발되 는 염증반응을 더욱 증가시키고 (Penkowa et al., 2003) 과민 면역반응을 야기하며 상기도 감염을 포함한 감염 발병률을 증 기시키는 면역체계의 이상 유발 뿐 아니라 세포 내에서 많은 양의 활성 산소를 발생시켜 세포사를 촉진시킬 수 있다고 보 고하고 있다 (Nieman, 2007).

      실제로 과도하고 경쟁적인 운동 이후에 모든 운동선수에게 서 폐렴이 발생한 보고가 있으며 운동선수의 질환 역학 조사 를 통해 가장 유행하는 전염성 질환 중 하나가 면역능 저하에 의해 상부 호흡기 감염이라는 사실이 보고되었다 (Cowles, 1918; Mackinon and Hopper, 1994). 또한 과도하거나 급속 한 운동 및 훈련은 면역능을 저하시키는 이유가 혈청 및 지방 조직 및 골격근과 같은 조직에서 면역과 연관된 사이토카인 수준을 조절하기 때문이라고 보고되고 있다 (Rosa et al., 2009).

      운동 상시성과 강도에 있어서 일시적인 과도한 운동이나 급 작스런 운동은 자연살해세포 (natural killer cell), 림포카인 활 성화 살해 세포 (lyphokine activiated killer cell) 및 림프구 (lymphocyte)에 연관된 면역 억제와 관련이 있다 (Rohde et al., 1996).

      운동이 여러 가지 측면에서 인체의 면역능 향상에 유익한 효과를 미친다는 것은 중요한 사실이나 불규칙이고 과도하게 장시간 지속하는 일회성 한계운동이 면역반응에서 중요하게 영향을 미치는 이유는 T 림프구의 분화가 비균형적으로 일어 나기 때문이다.

      다시 말해 불규칙이고 과도하게 장시간 지속하는 일회성 한 계운동이 체내의 면역반응에 대한 균형에 있어서 T 림프구는 분화 방향을 세포매개성 면역반응의 증가보다는 항체 매개 면 역반응 (antibody mediated response)에 기여하는 Th2 림프구 의 증식을 과도하게 유도하여 항체생성 면역반응에 집중하게 함으로써 면역반응이 편중되어 일어나기 때문이다 (Kim et al., 2013).

      이러한 반응은 Th2 림프구관련 사이토카인을 유도하여, 항 체 매개 면역반응을 지속시키게 하며, 이에 따른 알레르기 면 역반응을 야기하는 IgE 항체 생성을 지속하게 한다고 보고 (Rihoux, 1988)되고 있다.

      전 염증성 사이토카인 (proinflammatory cytokine)과 항 염 증성 사이토카인 (anti-nflammatory cytokine) 사이에는 역동적 으로 평형 상태에 있으며 생체 내 전체의 사이토카인 효과는 사이토카인의 시간에 따른 방출, 국소적인 환경에서의 사이토 카인 농도, 자극 및 인자의 존재 유무, 수용체의 밀도 등에 의해 결정되며 (Kilciler et al., 2008) T세포의 사이토카인 농 도는 감염병원체에 대한 면역 반응을 촉진하는데 있어 중추적 인 역할을 한다 (Dinarello, 1998).

      T세포가 생산하는 사이토카인은 두 종류의 명확한 subtype 으로 나누어지는데 CD4+ T helper 도우미와 CD8+ T cytotoxic이 사이토카인 생산 종류의 프로파일에 기초로 하여 각 각 type 1 (Th1)과 type 2 (TH2)의 림프구가 된다 (Mosmann et al., 1986). Type 1의 림프구는 인터페론 γ (IFNγ), 인터루킨 2 (IL-2) 및 베타 종양 괴사 인자 (TNF-β) 사이토카인을 생산 함으로써 세포 내 병원체에 대한 세포매개성 면역반응에 필수 적인 역할을 하는 반면 type 2의 림프구는 IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 및 IL-13 등의 사이토카인을 생산하여 세포 외 병원균 에 대한 방어 작용을 담당하는 항체매개 면역반응에 기인하는 체액성 면역의 발달을 유도하는 것으로 알려져 있다 (Abbas et al., 2012).

      이 두 종류의 사이토카인에는 교차 조절 신호로 작용하는데 예를 들면 IL-4 및 IL-10 분비는 대식세포에서 유도되는 IL- 12 생산을 하향 조절함으로써 Th1 면역 반응의 억제를 유발 하는 반면 IFNγ는 TH2 면역 반응을 억제함으로써 Th1/TH2 균형의 변화를 유도하는 형태이다 (Kaiko et al., 2008).

      많은 역학적 연구에 의하면 적당한 운동은 면역 기능을 향 상시키고 감염에 대한 저항력을 증가시킨다는 것이 증명되고 있으나 과도한 한계운동을 하게 되면 그 반대의 효과를 나타 낸다고 보고되고 있다 (Nieman, 2007; dos Santos et al., 2009).

      과도한 한계 운동은 면역능 유지에 중요한 Th1/TH2 ratio의 불균형을 초래할 수 있고 운동선수의 면역기능의 불균형을 발 생시킬 수 있다고 보고될 뿐만 아니라 Th1/TH2 ratio의 불균 형이 급성 및 만성 감염을 유발하고 천식이나 암과 같은 질병 이 유발 될 수 있다고 보고 (Schroder et al., 2010; Yang et al., 2010; Gu et al., 2011; Zhao et al., 2011) 되기 때문에 Th1/TH2 ratio의 불균형을 해소하고 면역기능을 부활시킬 수 있는 소재의 선발은 매우 중요하다 하겠다.

      운동이 상시화 되면서 운동선수뿐만 아니라 여가활동을 즐 기는 일반인들에게 운동에 의해 비균형적 면역반응의 증식과 활성산소의 과도분비가 발생하며 이에 따라 운동선수에게서만 관찰되던 과훈련 증후군과 운동 유발성 알레르기 질환이 증가 한다는 연구결과가 있으나 (Hackney and Koltun, 2012; Kim and Kwak, 2012) 이러한 증상이 일어나는 데에도 불구하고 여가 활동이나 계획에 따른 운동일정, 운동습관, 운동욕구 및 운동 중독 등의 이유로 운동을 제한하기가 어렵다.

      이에 따라 불규칙이고 과도하게 장시간 지속하는 일회성 한계운동에 의한 면역능 저하에 노출되는 운동선수와 일반인 을 대상으로 한 비균형적 면역반응을 회복하고 비균형적 면역 반응에 따르는 운동에 의해 유발되는 천식, 두드러기 및 알레 르기 등의 면역질환을 예방하고 개선시킬 수 있는 소재의 개 발이 필요하다.

      천연에서 유래한 다당체는 면역시스템에 영향을 미치는 거 대분자이며 많은 연구에서 자연계에 존재하는 식물체로부터 분리된 다당체가 면역조절제로서의 잠재성이 검정되고 있는바 식물에 포함되어진 다당류는 세포성 면역뿐만 아니라 체액성 면역을 독성 없이 안전하게 유도할 수 있으며 면역조절 능력 이 있는 합성물질들이 나타내는 심각한 부작용을 일으키지 않 는 수준에서 신체의 항상성 (homeostasis)을 유지시키고 면역 계, 내분비계, 신경계 및 순환계에 조절할 수 있다고 보고되고 있다 (Schepetkin and Quinn, 2006).

      구체적으로 다당체를 풍부하게 포함하는 북미 인삼 (Panax quinquefolius) 추출물인 COLD-fX®이 급성호흡기 질환 및 감 기의 발병률과 증상 중증도에 효과가 있음이 보고되고 있다 (McElhaney et al., 2004; Predy et al., 2005).

      황기 지하부로부터 분리되어진 polysaccharide는 astragalactan 으로 macrophage의 기능을 활성화 시키고 (Lee and Jeon, 2005), tumor necrosis factor의 생산을 촉진하며, lymphokine activated killer를 유도함에 따라 항암활성 (Cho and Leung, 2007a)을 나타낼 뿐만 아니라, 황기 지하부로부터 분리되어진 F3 fraction이 면역조절효과에 효능을 가지고 있음을 보고하였 다 (Cho and Leung, 2007b).

      황기 (Astragalus membranaceus Bunge)는 콩과에 속하는 다년생 초본으로 뿌리를 생약으로, 지상부는 식품원료 이용하 고 있으며 이들의 약리적 효과는 saponin과 polysaccharide 및 flavonoid 성분에 기인하는 것으로 알려져 있다.

      C3H/HeN mice 동물모델 기원 대식세포에서 황기의 물 추 출물이 IL-6와 TNF 생산을 증가시킬 수 있음을 보고하였으며 (Yoshida et al., 1997) 황기 지하부에 포함되어진 saponin 성 분이 Con A로 활성화된 T lymphocytes에서 면역세포 활성화 에 필요한 cytokine 생산을 촉진 시킨다는 것을 확인하였다 (Sun et al., 1996).

      전통적으로 약용으로 사용되어온 황기의 지하부와 함께 지 상부의 polysaccharide도 면역능을 개선시킬 수 있는 효능이 있는 것이 입증되고 있는 바 황기 지상부로부터 분리되어진 다당체가 장관 Peyer’s patch를 매개로 하는 골수세포의 증식 을 유도하고 이들이 분비하는 cytokine이 전신면역계를 활성 화 시킬 수 있다고 보고되었다 (Choi et al., 2014).

      또한 황기 지상부로부터 345,000 Da의 분자량을 가지며 3- linked galactose 구조를 기본골격으로 하여 3,6 branch galactose의 당쇄구조가 교호적으로 연결되어 있고 galactose가 풍부한 oligosaccharide가 부착되어 있는 arabino-3,6-galactan 을 분리함과 동시에 이들이 장관면역 활성을 증대시킨다고 보 고하였다 (Lim et al., 2016).

      최근 식물에 존재하는 이러한 다당체의 용도 및 활용이 단 순한 1 차 추출물에 의한 건강 기능성 증진에만 제한적으로 사용되는 것이 아니라 체내의 항상성을 파괴시키는 생리학적 스트레스에 의한 면역저하 질환에 널리 사용될 수 있을 것으 로 생각된다. 또한 과도한 운동으로 인한 Th1/TH2 비율의 불 균형은 운동선수 뿐만 아니라 일반인의 면역 기능에 불균형을 일으킬 수 있기 때문에 명확한 면역 사이토키닌 프로파일의 생성 및 분비의 조절을 기초로 하여 Th1/TH2 비율을 회복시킬 수 있는 소재 및 약리활성물질을 찾는 것은 매우 중요하다.

      따라서 본 논문에서는 과도운동 동물모델에 황기의 지상부 및 지하부의 다당체를 적용하고 이들의 면역 사이토키닌 프로 파일과 Th1/TH2을 조사하고 비 운동의 상태와 일반적인 스포 츠 음료와 비교하여 황기 지상부 및 지하부 다당체가 운동 후 면역조절 효과를 있다는 것을 확인하였다. 또한 이러한 결과 를 통하여 황기의 지상부 및 지하부의 다당체가 과도한 운동 이후 감소되는 면역조절과 이에 상응하는 염증반응과 천식과 알레르기반응과 같은 과민면역반응, 상기도 감염을 포함하는 감염발병률을 저해할 수 있는 소재로 사용되어질 수 있음을 확인하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험동물
        6 주령의 수컷 랫드를 대한 바이오 링크 (Daehan Biolink Co., Ltd., Eumseong, Korea)에서 2014년 5월 22일에 입수하 여 SPF 실험동물실내 사육실에서 온도 23 ± 3℃, 상대습도 50 ± 20%를 유지하여 자동 명암 사이클 시스템에서 사육하며 실험에 사용하였다. 동물실험은 실험동물 관리규정을 준수하 였으며 대구가톨릭대학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받아 진행하였다 (승인번호: 14-CRO-001).

      

      
        2. 황기 지상부로부터 다당체의 제조
        황기 (Astragalus membranaceus Bunge) 지하부 및 지상부 는 정선군농업기술센터 포장에 재배되고 있는 3 년생 황기 (막협황기)로부터 채취 하여 사용하였으며 (지상부; 2013. 7. 21, 지하부; 2013. 11. 21) 황기 지하부 및 지상부의 다당체를 얻기 위하여 Hao와 Wang (2010)이 사용한 방법을 변형하여 사용하였다.

        지상부 1㎏에 대해 20 배 부피의 증류수를 첨가하고 2 회 가열 추출한 후 filter paper (No. 2, Whatman Co., Maidstone, England)로 여과 하였으며 여과액을 합하여 전체 추출액이 1ℓ 가 될 때까지 감압농축 (N-1110S, EYELA Rikakikai Co., Ltd., Tokyo, Japan)한 후 농축된 양의 5 배의 에탄올을 천천 히 첨가하였고 4℃ 하루 동안 방치하여 침전시켰다. 이후 4℃ 에서 30 분간 7,000 rpm으로 원심 분리하여 상층액과 잔사로 분리하였으며 상층액을 제거하고 잔사를 다시 동결 건조하여 황기 지상부 다당체 분획 (AMA; 19.42 g, 수율; 1.942%)과 황기 지하부 다당체 분획 (AMR; 62.41 g, 수율; 6.241%)을 획득하였다.

        황기 지상부 다당체 분획 (AMA)에는 장관면역 활성을 나 타내며 arabino-3,6-galactan과 oligosaccharide가 복합적으로 구성되어 있는 AMA-1-b-PS2가 0.13% 수준으로 포함되어져 있음이 보고된 바 있다 (Fig. 1, Lim et al., 2016).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Polysaccharide fraction purified from the above-ground parts of Astragalus membranaceus (AMA) containing gut mucosal immune active arabino 3,6- galactans molecule, AMA-1-b-PS2 (Lim et al., 2016).
          
          

          

        

      

      
        3. 황기 지상부 및 지하부 다당체 경구투여
        황기 지상부 및 지하부의 다당체를 대상으로 하여 6 주령의 Sprague-Dawley rat을 운동계열 (E)과 비운동계열 (NE)으로 크게 2 개 계열로 나누고 각 군은 4 개의 처리군 (8 처리군) 를 두었다. 각 처리구 8 마리로 구성하였다.

        1.5㎖의 sterile normal saline (vehicle)투여군 (C)으로 하고 황기 지상부 다당체 투여군 (AMA)은 rat에 경구투여 시 hamolytic acitivity를 나타내지 않는 최대 농도인 500㎎/㎖를 처리농도로 정하였고 (Yang et al., 2016) 황기 지하부 다당체 투여군 (AMR)은 경구투여 시 면역증대 효과를 나타내는 최 소 농도 10㎎/㎖를 처리농도로 정하였다 (자료 미제시).

        투여액량 10㎖/㎏을 기준으로 일주일에 한번 조제하여 30 일 동안 하루에 2 - 3 회 경구 투여하였고 당을 고함유한 스포 츠 음료 (게토레이)를 투여군 (SPD)과 비교하였으며 스포츠 이온음료의 경우 액체 상태이므로 원체 그대로 투여액량에 맞 게 준비하였다.

      

      
        4. 실험동물의 운동검사
        시료 투입 및 한계운동 검사 전에 실험동물을 대상으로 하 여 운동에 적응하도록 treadmill (PBC47700 treadmill device; Coulbourn Instruments, LLC., Holliston, MA, USA)을 이용 하여 7 일 동안 15 m/min으로 15 분 동안 운동시켰으며 (Ji et al., 1991) treadmill에는 전기충격장치를 부착하여 운동 동 기를 부여할 수 있도록 하였다.

        한계운동 검사당일에 treadmill에 경사를 10°로 기울이고 30 m/min으로 최대운동을 수행하게 하였다 (Brooks and White, 1978, 최대 O2 소비의 약 70 - 75% 수준, 최대 O2 소비는 실험동물이 treadmill에서 더 이상 유지할 수 없을 때 의 산소소비량).

      

      
        5. 실험동물에서의 면역능 검정
        
          1) 림프구 분리
          운동계열 (E)과 비운동계열 (NE)의 4 개의 처리군 (Vehicle 투여군 C, AMA 500㎎/㎖, AMR 10㎎/㎖, 스포츠 음료 투여군, SPD)에서 운동검사를 실시한 실험동물에서 림프구를 분리하였다.

          각 처리군에서의 림프구의 분리는 무균상태에서 Hank’s balanced salt solution (HBSS, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 첨가하여 rat의 비장을 적출하고 still mesh를 통과시켜 균질화된 세포 suspension을 얻었고 RBC lysis buffer (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 이용하여 적혈구를 제거하였으며 여기에 다시 ammonium chloride (0.8%, w/v)를 처리하여 erythrocyte를 분해시켰다.

          얻어진 세포 부유물을 원심분리 (380 × g, 4℃, 10 min)하였 고 형성된 pellet을 PBS (phosphate buffer saline)로 3 회 세 척하고 1% penicillin-streptomycin (P/S, Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)과 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)이 첨가된 DMEM (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)을 사용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 각각 배양하였다.

        

        
          2) CD4+/CD8+의 측정
          10% FBS를 함유한 phosphate buffer saline (PBS) 100㎖ 당 2 ×106 cell의 수준으로 부유된 비장 림프구에 phycoerythrine anti-rat CD4+ (0.2㎍/ℓ ×105 cells, PharMingen, BD Biosciences, San Diego, CA, USA)나 biotin anti-rat CD8+ (0.2㎍/ℓ ×105 cells, PharMingen, BD Biosciences, San Diego, CA, USA)을 5㎕을 첨가하고 4℃에서 30 분간 배양하 였으며 sencondary antibody는 streptavidin fluorescein isothiocyanate (FITC, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) 또는 streptavidin phycoerythrine를 첨가하였다.

          배양된 림프구를 다시 10% FBS (fetal bovine serum, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)가 함유된 PBS를 첨가하여 300 × g에서 5 분간 3 번 원심분리하였고 염색된 임 파구는 2% paraformaldehyde로 고정시켰으며 염색된 림프구 의 subset을 flow cytometry (FACScan, Becton, Dickinson and Co., Franklin Lakes, NJ, USA)로 측정하였다.

        

        
          3) 처리군 별 실험동물의 림프구에서의 cytokine (IL-2, IL- 4, IFN-γ) 함량 및 Th1/TH2 balance 검정
          각 처리군의 실험동물로부터 분리된 비장 림프구 24 well plate에서 각각 2 × 106 cells/㎖ 로 분주하고 하루 정도 부착시 킨 다음 lymphocyte의 mitogen concanavalin A (Con A; 5㎍/㎖, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 처리 한 군과 PBS를 처리한 군 (normal)으로 나누어 37℃에서 72 시간 반응 시켰다. Normal 상태와 Con A처리 상태를 나누어 비장 림프구가 분비하는 IFN-γ, IL-2 및 IL-4를 rat ELISA kit를 이용하여 측정하였다.

          IL-2은 QuantikineTM Mouse IL-2 ELISA kit (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), IL-4은 QuantikineTM Mouse IL-4 ELISA kit (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA), IFN-γ는 OptEIATM Rat IFN-g kits (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)을 이용하였다. 각 cytokine에 대한 모노클론 항체가 부착된 96 wells microplate 의 각 well에 시료 희석 액 50㎕씩을 분주하고 시료 50㎕ 씩을 적하하여 실온에서 2 시간 동안 방치하였다. 세척용 완 충액으로 5 번 세척한 후 horseradish peroxidase가 함유된 항 체액 100㎕씩을 적하하여 다시 실온에서 2 시간 동안 방치한 다. 세척용 완충액으로 5 번 세척한 후 hydrogen peroxide와 tetramethylbenzidine이 포함된 기질액 100㎕씩 을 적하하여 실 온에서 30 분 동안 방치한 후 stop액 100㎕씩 을 가하였다.

          Optical density는 microplate reader (Model 550 microplate reader, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 450㎚에서 측정하였다. Th1/Th2 balance는 IFN-γ 및 IL-4의 상대적 비율로 측정하여 비교하였다.

        

      

      
        6. 통계처리
        모든 실험결과들은 평균치 ±표준편차 (means ± SD)로 나타 내었으며 각 실험군 간의 통계학적 분석은 Statistical Analysis System (SAS v9.2, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)을 이용하여 One-way analysis of variance (ANOVA)를 실시한 후 Duncan's Multiple Range Test (DMRT)를 통해 유의성을 p < 0.05, p < 0.01, p < 0.001의 수준에서 각각 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 실험동물 한계운동 후 CD4+, CD8+의 세포수에 대한 황기 지하부 및 지상부 다당체의 영향
        T세포는 흉선내 분화과정에서 CD4+분자와 CD8+분자의 양 쪽 모두를 발현하는 이중양성 (double positive) 세포가 되지만 T세포 항원수용체 (T cell receptor, TCR)를 발현한 후 흉선 상피에 발현하는 주요 조직 적합유전자 복합체 (major histocompatibility complex, MHC)에 의해서 classII 분자 제 시 항원에 반응하는 helper T세포 (Th cell)와 classI 분자 제 시 항원에 반응하는 (cytotoxic T세포, Tc cell)로 성숙하게 되 는데 반응하지 못한 세포 또는 자기반응성이 있는 세포는 아 포토시스 (apoptosis)에 의해 사멸한다 (Mosmann et al., 1986). 이때 Th세포는 CD4분자, Tc세포는 CD8분자의 단일양 성 (single positive) 세포가 된다.

        명확히 다른 cytokine을 생산하는 T세포의 2 개의 CD4+ T helper 세포와 CD8+ T cytotoxic 세포이며 이들이 생산하는 cytokine의 profile에 따른 Type 1 T 림프구 (Th1)와 type 2 T 림프구 (Th2)로 나누어 진다 (Abbas et al., 2012).

        본 연구에서 황기 (Astragalus membranaceus Bunge) 지상 부 및 지하부 다당체를 투여한 실험동물에서 한계운동 후 적 출된 비장에서의 CD4+, CD8+의 세포수를 검정하고 기존 스 포츠음료와 비교한 결과 CD4+의 경우 vehicle 투여군에서 비 운동계열은 19.3%를 수준을 나타낸 반면 운동계열에서는 16.1%로 감소하였고 CD8+의 경우에서도 비 운동계열이 15.1%, 운동계열이 8.8%로 급격히 감소하는 경향을 나타내었 다 (Table 1). 이러한 결과는 극심한 한계운동 이후 즉시 림프 구의 subtype을 조사하여 본 결과 CD8+의 세포수가 급격히 감소되어진다는 결과 (Kwon et al., 2008)와 유사하였다.

        
          Table 1 
				
          

          
            Effect of polysaccharide from aboveground part (AMA) and root (AMR) in Astragalus membranceus on ratio of lymphocytes population presenting CD4+, CD8+ and CD4+/CD8+ in splenocytes from endurance exhaustive exercised Sprague-Dawley rat.

          
          

        

        
          
            
              	Groups
              	CD4+ (%)
              	CD8+ (%)
              	CD4+/CD8+
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Non-exercise
            	NE-C
            	19.3±2.1a
            	15.1±0.6a
            	1.33±0.11c
          

          
            	NE-AMA
            	20.9±1.7ab
            	19.4±0.6b
            	1.06±0.15a
          

          
            	NE-AMR
            	23.6±1.3b
            	19.9±0.5b
            	1.18±0.19ab
          

          
            	NE-SPD
            	18.8±1.1a
            	14.6±1.3a
            	1.29±0.13b
          

          
            	
              

            
          

          
            	Exhaustive exercise
            	E-C
            	16.1±0.8a
            	8.8±0.4a
            	1.86±0.09c
          

          
            	E-AMA
            	23.6±0.3b
            	21.5±1.1c
            	1.14±0.12a
          

          
            	E-AMR
            	25.5±0.8c
            	24.6±0.5d
            	1.08±0.10a
          

          
            	E-SPD
            	15.6±0.4a
            	12.1±0.8b
            	1.34±0.04b
          

        

        
          
            Eight rats were observed and tested for each group during the experimental period. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown.
          

          
            Value marked by different letters in each column are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (p < 0.05) compared the non-exercise (NE-C) or exercise vehicle group (E-C).
          

        

        

        반면 황기 지상부 다당체 투여군 및 황기 지하부 다당체 투 여군의 경우 운동계열 및 비운동계열 모두에서 CD4+, CD8+ 의 세포수를 증대시켰으며 특히 vehicle 투여군에서 운동 후 급격히 감소하였던 CD8+의 세포수를 높은 수준으로 유지시키 는 결과를 나타내었다. CD4+/CD8+ ratio의 경우 vehicle 투여 군에서는 비운동 시 약 1.33의 비율을 나타낸 반면 동일 군에 서 운동 후에는 1.86으로 증가하였다 (Table 1).

        피로 축척과 활력의 감소가 T helper cells (CD4+)/ suppressor T cells (CD8+) ratio와 높은 상관관계를 보였다고 보고 (Verde et al., 1992)와 비교하는 경우 vehicle 투여군의 경우 운동에 의해 급격한 면역 저하를 나타내는 반면 황기 지 상부 다당체 투여군 및 황기 지하부 다당체 투여군의 경우 비 운동 시에는 CD4+/CD8+ ratio가 각각 1.06, 1.18, 운동 이후 에도 1.14, 1.08을 나타내어 비 운동 시에도 운동 이후에도 cytotoxic T lymphocyte (CD8+)로의 분화를 촉진시켜 CD8+ 세포 수를 증대함으로서 CD4+/CD8+ ratio의 감소시켜 변화를 일정하게 유지시켜주는 효과를 나타내어 운동에 따른 면역력 약화에 효율적으로 사용되어질 수 있음을 나타내었다.

        이러한 연구결과는 큰실말 (Okinawa mozuku)로부터 분리된 높은 분자량의 fucoidan을 식이가 마우스의 면역세포 종류의 상대적 비율에서 CD8+ 세포를 증대시키고 CD4+/CD8+ ratio 의 감소시켜 murine cytotoxic T cell의 유지에 효율적으로 사용할 수 있을 것이라고 보고한 결과 (Shimizu et al., 2005)와 성인 인간을 대상으로 randomized clinical trial (RCT)에서 Larix occidentalis (Western larch)에서 분리되어진 arabinogalactans의 경구투여가 림프구의 증식과 CD8+ lymphocytes의 수를 증가시킨다는 보고 (Dion et al., 2016)와 유사하였다. 기존 스포츠 음료 투여군의 경우 CD4+/CD8+ ratio가 변화가 vehicle 투여군 보다는 크지 않았으나 전반적으 로 CD4+, CD8+의 세포수를 오히려 감소시켜 운동 후 면역능 개선에는 효과를 나타내지 않는 것으로 확인되었다.

      

      
        2. 실험동물 한계운동 후 cytokine (IL-2, IL-4, IFN-γ) 함량 및 Th1/Th2 balance에 대한 황기 지하부 및 지상부 다당체 의 영향
        T helper 세포는 T helper type-1 세포와 T helper type-2 세포로 2 가지 subtype으로 나뉘는데 Th1은 interferon-γ (IFN-γ)와 tumor necrosis factor-β (TNFβ)를 생산하고 세포매 개성 면역을 담당한다.

        Th2는 IL-4, IL-5, IL-9를 생산하고 체액성 면역과 관련이 있고, 두 세포 모두 IL-2, IL-3, IL-10, IL-13을 생산한다. IL-2는 사람에서는 주로 nondifferntiated type-0 (Th0)에 의해 주로 생산 되고, Th1과 Th2에서도 생산되나 쥐에서는 Th0와 Th1에서 만 생산 된다. 그래서 사람에서는 IL-2/IL-4 ratio를 Th1/Th2 balance에 이용할 수 없지만 쥐에게서는 유용하게 사 용할 수 있다. 따라서 마우스를 대상으로 하여 interferon-γ/IL- 4 ratio 또는 IL-2/IL-4 ratio의 측정을 통해 Th1/Th2 balance 를 측정할 수 있다.

        황기의 경우 이미 많은 in vitro 및 in vivo 연구에서 면역 세포의 증식을 자극하고 이들이 생산하는 cytokine의 생산을 촉진시킨다고 보고되어지고 있다. 특히 murine macrophage의 증식 촉진, interleukin-6 및 tumor necrosis factor의 생산을 촉진시키는 일반적인 면역세포에 영향을 준다는 보고되고 있 다 (Yoshida et al., 1997).

        또한 세포 배양 연구에 기반으로 황기의 투여가 대식세포의 기능을 감소시키는 암세포의 제거를 통해 항암효과가 있을 뿐 만 아니라 (Rittenhouse et al., 1991) 마우스를 이용한 질병 치료를 위한 화학요법 시에 적용되어지는 cyclophosphamide 또는 mitomycine C의 투여에 의해 발생하는 T세포 기능 억 제를 회복시킬 수 있음을 보고하고 있다 (Chu et al., 1988; Jin et al., 1995).

        비운동 계열과 운동계열로 나누고 황기 지상부 및 지하부 다당체를 투여한 실험동물에서 적출된 비장에서의 normal 상 태와 Con A 처리 상태를 나누어 비장 림프구가 분비하는 IL-4를 검정하고 기존 스포츠음료와 비교한 결과 비운동 계열 의 경우 vehicle 처리군 (1.56 pg/㎖) 및 황기 지상부, 지하부 다당체 투여군, 스포츠 음료 투여군 모두에서 IL-4의 농도는 큰 변화를 나타내지 않았다. 이러한 경향은 PBS를 투여한 normal 상태에서도 T cell의 반응 촉진물질인 Con A를 처리 하는 경우에서도 유사하게 나타났다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effect of polysaccharide isolated from aboveground part (AMA) and root (AMR) of Astragalus membranceus on level of interleukin (IL)-4 concentrations in spleens of endurance exhaustive exercised Sprague-Dawley rat.
            Eight rats were observed and tested for each group during the experimental period. Mean values ± SD from triplicate separated experiments are shown. Values with an asterisk above the bar are significantly different by Duncan’s Multiple Range Test (*p < 0.01, **p < 0.05) compared the non-exercise or exercise vehicle group.

          
          

          

        

        반면 운동계열에서는 vehicle 투여군의 경우 한계운동에 의 해 IL-4의 농도가 1.98 pg/㎖을 나타내어 비 운동계열의 vehicle 처리군 IL-4의 농도 (1.56 pg/㎖) 보다 26.9% 증가하는 결과를 나타내었으나 큰 차이를 나타내지는 않았다 (Fig. 2). 이 러한 연구결과는 wistar rat을 대상으로 하여 중간 (적당) 운동 과 과운동, 과운동 후 휴식단계로 나누어 혈청 내 Th1/Th2면 역반응에 영향을 미치는 cytokine의 농도를 측정한 결과 중간 정도의 운동을 한 경우 IL-4 농도는 운동을 하지 않은 경우보 다 감소하나 극심한 운동을 하는 경우 오히려 증가한다는 결 과 (Gholamnezhad et al., 2014)와 유사하였다.

        운동계열에서 황기 지상부 및 지하부 다당체를 투여하는 경 우 PBS를 투여한 normal 상태에서 2.13, 2.23 pg/㎖을 각각 나타내어 vehicle 투여군의 IL-4의 농도 1.98 pg/㎖보다 약간 높은 경향을 나타내었으나 유의수준 95% (p > 0.05)에서만이 유의한 수준이었고 99% 유의수준에서는 각 처리군이 유사하 게 나타나 운동계열에서 황기 지상부 및 지하부 다당체를 투 여는 IL-4의 농도에 큰 영향을 미치지 않는 것으로 판단되 었다. 반면 기존 스포츠 음료의 경우 IL-4의 농도가 normal 상태에서 2.76 pg/㎖을 나타내어 vehicle 투여군의 IL-4의 농 도 1.98 pg/㎖보다 증가하는 경향을 나타내었다 (Fig. 2).

        하지만 운동계열에서 Con A를 처리하고 IL-4의 농도를 검정 하여 본 결과 vehicle 투여군의 경우 2.78 pg/㎖의 농도를 나타 내어 운동 후 IL-4의 농도가 증가하는 것을 관찰할 수 있었다. 반면 황기 지하부 다당체 투여군의 경우 IL-4의 농도가 1.14 pg/㎖으로 나타나 운동 후 증가된 IL-4의 농도를 감소시 키는 효과를 나타내었고 황기 지상부 다당체 투여군의 경우 IL-4의 농도가 3.46 pg/㎖으로 나타나 운동 후 증가된 IL-4의 농도를 더욱 증가시키는 결과를 나타내었다 (Fig. 2).

        이러한 결과는 rat에 있어서 극심한 운동은 IL-4의 농도를 증가시키나 황기 지하부 다당체를 투여하는 경우 증가된 IL- 4의 농도를 감소시킬 수 있으며 황기 지상부 다당체의 경우 IL-4의 농도를 더욱 증가시킬 수 있는 것으로 확인되었다.

        비운동 계열과 운동계열로 나누어 황기 지상부 및 지하부 다당체를 투여한 실험동물에서 적출된 비장에서의 normal 상 태와 Con A처리 상태를 나누어 비장 림프구가 분비하는 IFN-γ를 검정하고 기존 스포츠음료와 비교한 결과 vehicle 처 리군의 경우 비운동 계열의 IFN-γ의 농도는 127.4 pg/㎖으로 나타났고 운동 계열에서는 57.8 pg/㎖으로 운동에 의해 IFN- γ의 농도가 감소하는 결과를 나타내었다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of polysaccharide isolated from aboveground part (AMA) and root (AMR) of Astragalus membranceus on level of interferon gamma (IFN-γ) concentrations in spleens of endurance exhaustive exercised Sprague-Dawley rat.
            Eight rats were observed and tested for each group during the experimental period. Mean values± SD from triplicate separated experiments are shown. Values with an asterisk above the bar are significantly different by Duncan's Multiple Range Test (*p < 0.01, **p < 0.05) compared the non-exercise or exercise vehicle group.

          
          

          

        

        이러한 결과는 높은 강도의 운동 상황이 Th1 반응을 유도 하는 cytokine인 IFN-γ 및 IL-2의 생산을 감소시켜 세포성 면 역과 관계있는 이미 존재하는 감염을 제거할 수 있는 기능을 수행하는 Th1 반응을 억제함으로써 질병에 노출 되게 할 수 있다는 결과 (Walsh et al., 2011)와 유사하였으며 극심한 운 동 이후 면역능이 감소한다는 결과를 얻을 수 있었다.

        비 운동계열에서 normal 상태인 경우 황기 지상부 다당체 투여군 및 스포츠 음료의 경우 IFN-γ의 농도에 변화가 없었으 나 황기 지하부의 경우 192.4 pg/㎖의 IFN-γ의 농도를 나타내 vehicle의 IFN-γ의 농도인 127.4 pg/㎖ 보다 높게 나타났으며 Con A를 처리하는 경우에서도 황기 지하부 다당체 투여군은 487.5 pg/㎖의 IFN-γ의 농도를 나타내 vehicle의 IFN-γ 농도인 257.5 pg/㎖ 보다 89.2% 증가되었다.

        이러한 결과는 비 운동 상황에서 황기 지하부 다당체 투여 군이 Fig. 2에서 제시하는 바와 같이 IL-4의 농도를 감소시켜 Th2 반응을 억제시킴과 동시에 IFN-γ의 농도를 증가시켜 Th1 반응을 유도할 수 있는 작용기전을 가지고 있음을 나타낸다고 하겠다.

        또한 운동 상황에서도 이러한 경향은 유사하였으며 암환자 의 경우 면역세포에서 Th2 cytokine의 생산이 증가하고 이것은 종양형성과정을 촉진시키나 황기 지하부 추출물을 투여하는 경 우 폐암환자의 peripheral blood mononuclear cells (PBMNC) 에서 Th1 cytokine 중 IFN-gamma와 IL-2를 증가시키고 Th2 cytokines의 생산과 분비를 감소 시켰다는 보고 (Wei et al., 2003)에서 보는 바와 같이 황기 지하부의 투여가 폐암환자에 서 관찰되는 Th2 세포반응이 우세 상태를 Th1 반응을 촉진시 킴으로써 이미 존재하는 외부의 감염을 효과적으로 통제할 수 있는 소재가 될 수 있음을 확인하였다.

        비 운동계열에서 황기 지상부 다당체를 투여군의 경우 Con A를 처리상태에서 IFN-γ의 농도가 198.3 pg/㎖를 나타내어 vehicle 대조군의 IFN-γ의 농도 257.5 pg/㎖에 비하여 감소하 는 경향을 나타내었다 (Fig. 3).

        이러한 결과는 비 운동상황에서 황기 지상부 다당체는 황기 지하부와 반대로 IFN-γ의 농도를 감소시켜 Th1 반응을 억제 하고 이에 따라 IL-4의 농도를 증가시켜 체액성 면역에 관계 하는 Th2 반응을 유도 하는 것으로 생각되어진다.

        황기 지상부에서 분리한 다당체가 arabinose와 galactose가 풍부한 oligosaccharide를 포함하는 arbinogalactan 계열로서 Peyer’s patch를 매개하거나 직접적으로 골수세포를 증식시킬 수 있다는 보고 (Choi et al., 2014)와 arabinogalactan extract (ResistAid™)의 투여가 위약에 비하여 폐렴구균 백신의 Th2 반응이 매개하는 체액성 면역을 증강시키고 항체 형성 반 응을 촉진시킨다고 보고 (Udani, 2013)를 고려하는 경우 황기 지상부 다당체의 경구투여는 Th2 반응을 활성화 하여 새로운 감염을 억제할 수 있는 기능을 수행할 수 있으리라 생각된다.

        운동 계열의 경우 황기 지상부 다당체 투여에 따른 IFN-γ의 농도 변화가 비운동 계열에서 감소하는 경향과 상이하게 normal 상태인 경우 IFN-γ의 농도는 황기 지상부 다당체투여 군이 258.6 pg/㎖로 vehicle 투여군의 57.8 pg/㎖ 보다 높게 나타났고 Con A 처리 시 vehicle 투여군이 141.3 pg/㎖인데 반하여 황기 지상부 다당체 투여군의 경우 342.9 pg/㎖로 높 게 나타났다 (Fig. 3).

        이러한 결과는 황기 지상부 다당체의 투여가 운동이 수반하 지 않을 때의 면역 반응을 IFN-γ의 농도의 감소, IL-4의 생산 을 촉진시키는 Th2 반응을 활성화하는 반면 운동이 수반되는 황기 지상부 다당체의 투여의 경우 운동을 수반하지 않을 때 의 면역반응과는 반대로 IFN-γ의 농도를 증가시켜 Th1 반응 을 활성화 한다는 것을 의미한다고 하겠다.

        보통의 경우 과도한 운동을 하는 경우 운동 조직의 손상을 유발하고 이것은 국소적으로 존재하는 면역세포가 Th2 세포 로 분화하도록 자극하는 cytokine을 생산하게 하며 운동에 의 해 cortisol 및 catecholimine과 같은 스트레스 호르몬의 순환 을 증가시키게 된다 (Lancaster et al., 2004). 이러한 cortisol 및 catecholimine과 같은 스트레스 호르몬은 주로 Th1 세포를 유도하는 IL-12를 생산을 저해하고 Th2 림프구의 반응을 향 상시킨다 (McAlees et al., 2011). IL-12는 T cell에서 IFN-γ 분비를 촉진시키고 IL-4의 합성을 저해하는 기능을 하기 때문 에 IL-12의 생산 저해는 IFN-γ의 농도를 감소시키고 IL-4의 합성을 증대 시킨다 (Lakier, 2003).

        운동이 수반되는 황기 지상부 다당체의 투여의 경우 IFN-γ 의 농도의 증가시켜 Th1 반응을 활성화 한다는 것은 황기 지 상부 다당체의 투여가 IFN-γ의 농도를 결정하는 상위 cytokine (IL-12)이나 운동에 의한 분비되는 cortisol 및 catecholimine과 같은 stree hormone의 농도를 조절하는 기능 이 있을 것으로 추정된다.

        황기 지상부 다당체의 운동 이후의 Th1 반응을 활성화하는 면역조절의 특이성을 황기 지상부 다당체 투여와 catecholimine 이나 glucocorticoid 등의 운동 스트레스 호르몬의 농도와의 상관성, cytokine 농도 및 Th1/Th2 balance 등 면역세포 반 응성을 검정하여야 할 것으로 생각된다.

        규칙적이고도 적절한 강도의 운동은 면역력의 증가를 가져 오지만 불규칙적이거나 과도한 운동은 운동스트레스 유발로 인한 면역반응의 중요한 역할을 담당하는 림프구의 수와 증식 반응을 감소시키고, 상기도 감염, 천식 및 결핵과 같은 감염률 을 증가시킨다. 비록 규칙적인 훈련을 통해 림프구의 증식이 활성화되더라도 개인의 영양상태, 운동의 시기 및 환경 등을 고려하지 않으면, 운동 유발성 천식이나 운동 유발성 알레르기 반응과 같은 비 균형적인 과민면역반응을 야기할 수 있다. 따 라서 운동 시 여러 상황에서 면역력이 감소가 유발되는 기전 을 이해하고 면역상황에 맞는 면역조절 소재의 복용을 통해 건강유지와 더불어 수명연장에도 도움이 될 것으로 생각된다.

        상기 결과를 통하여 황기 지상부 다당체 및 황기 지하부 다 당체의 투여는 운동 후 T cell의 differentiation을 조절하는 CD4+, CD8+의 세포수를 증대시켜 줄 뿐 아니라 CD4+/CD8+ ratio를 일정하게 유지시켜주는 효과가 있으며 운동에 의한 스 트레스 호르몬 분비 및 이에 따른 cytokine의 농도 변화와 Th1/Th2 반응의 불균형에 의해 유발되는 면역약화를 회복시 킬 수 있음을 확인하였다. 황기 지하부 다당체는 Th1 반응의 활성화를 통해 이미 내생하여 있는 감염 진행을 억제하고 황 기 지상부 다당체의 경우 새로운 감염에 대한 예방 효과를 가 지는 면역소재로의 개발을 기대할 수 있을 것으로 생각된다.
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