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            Abstract
          
        

        
          This study was carried out to evaluate the preventive effect of three forms of Korean ginseng roots (fresh, white and red) against bisphenol A (BPA) toxicity in mouse male germ cells (GC-2spd, TM3, TM4). ROS (reactive oxygen species) generation were measured by DCF-DA (2’,7’-dichlorohydrofluorescein diacetate) assay. Also, semi-quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) was performed to quantify the mRNA expression levels of apoptosis- related genes, Bax (pro-apoptotic gene) and Bcl2 (anti-apoptotic gene). ROS generation was increased by 50 μM BPA, but definitely decreased by treatment with Korean ginseng extracts (fresh, white and red) in mouse male germ cells. In especial, Korean fresh ginseng extract reduced significantly ROS production to normal control. In addition, Korean fresh and white ginseng extracts suppressed the apoptosis of mouse male germ cells by fine-tuning mRNA levels of apoptotic genes changed by BPA. In general, Korean fresh ginseng extract was more effective than white ginseng extract for reducing BPAinduced oxidative stress and apoptosis in mouse male germ cells. Therefore, Korean fresh and white ginseng may help to alleviate biphenol A toxicity in mouse male germ cells.
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      서 언
      내분비 장애물질 (Endocrine Disrupting Chemicals, EDCs) 은 동식물의 생체 내에 존재하는 정상 호르몬의 수용체 (receptor)와 결합하여 호르몬의 생성을 억제 혹은 증가시킴으 로써 생식기능의 이상, 성비균형의 파괴, 호르몬 분비의 불균 형, 면역기능 저해, 신경계 마비, 간독성, 폐기능 저하, 유방암 및 전립선암 증가 등의 다양한 질환을 초래하는 것으로 알려 져 있다 (Degen and Bolt, 2000; Guillette et al., 1995; Kim et al., 2005). 그 중 전 세계에서 가장 많이 생산되고 있는 화학물질 중의 하나인 비스페놀 A (bisphenol A, BPA) 는 대표적인 환경호르몬으로서 화장품의 항균제, 통조림내의 코팅제, 치과 치료용 수지, PVC 재질로 된 유아용 완구 및 플라스틱 생산과정에 폭 넓게 사용되고 있다. 다양한 용도로 사용되는 BPA의 특성 때문에 환경 중에서 쉽게 인체에 노출 되어 지속적인 노출 감시와 방지 등 다양한 예방 대책이 필요 하며 BPA의 사용을 줄이고, 노출에 대항하여 인체를 보호해 줄 방어물질 탐색 연구가 필요한 실정이다 (Kho et al., 2010). 이에 인삼은 중금속을 포함한 다양한 독성 물질에 대 한 해독 효과가 있는 것으로 알려져 있으므로 (Lee et al., 2011; Shukla and Kumar, 2009) 유력한 후보 물질이라 할 수 있고, 기존 연구에서 이미 고려 홍삼의 BPA에 대한 방어 물질로서의 가능성도 제시되었다 (Kho et al., 2010; Yang et al., 2014). 

      BPA는 에스트로겐 활성을 가지는 특성 때문에 주로 동물의 암컷 생식계에 미치는 영향이 큰 것으로 알려져 있지만, 수컷 생식계에도 영향을 미친다고 보고하였다 (Eo and Lim, 2008; Vom Saal et al., 1998). 또한 BPA는 여러 종류의 세포들에 서 활성 산소 (Reactive Oxygen Species, ROS) 증가를 통해 독성을 일으키고, 결국 세포 사멸을 유도하는 것으로 알려져 있다 (Eo and Lim, 2008; Xu et al., 2002). 따라서 본 연 구는 마우스의 수컷 생식세포주를 가지고 BPA가 생식세포에 미치는 영향과 인삼의 생식세포 보호 효과를 밝히고자 시행하 였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 세포주 배양
        본 연구에 사용한 마우스 정모세포주 (Spermatocyte cell line) GC-2spd (ts), 라이디히세포주 (Leydig cell line) TM3, 세르톨리세포주 (Sertoli cell line) TM4는 American Type Culture Collection (ATCC, Rockvile, MD, USA)에서 구입하 였다. 세포는 10% Fetal bovine serum (FBS)과 100units/mL Penicillin과 100μg/mL streptomycin이 포함된 Dulbecco’smodified Eagle’s medium (DMEM, high glucose) 배양액으 로 배양하였으며, 37°C, 5% CO2 조건 (MCO-2OAIC, Sanyo, Moriguchi, Osaka. Japan)을 유지하였다.

      

      
        2. 수삼, 백삼, 홍삼 추출물 제조
        실험에 사용된 수삼 (4년근), 백삼 (4년근) 시료는 증평농협 에서, 홍삼 (6년근) 시료는 정관장에서 각각 구입하였다. 구입 한 시료는 각각 1cm3 크기로 절단하고 70% Ethanol에 담가 80°C 조건에서 3번 환류추출 후 농축하고 동결건조하여 분말 화하고, DMSO/PBS을 50/50로 혼합한 용액에 100mg/mL 농 도로 용해하여 실험에 사용하였다.

      

      
        3. 활성산소 (Reactive Oxygen Species, ROS) 생성량 측정
        마우스 생식세포의 세포내 산화적 손상 보호 효과를 측정하 기 위하여 2 ‘,7’-dichlorohydrofluorescein diacetate (DCF-DA; Sigma-aldrich, St. Louis, MO, USA) assay를 하였다. GC- 2spd (ts), TM3, TM4 cell을 96-well plate에 5 × 103 cells/well 의 농도로 분주하여 24시간 동안 세포를 안정화시켰다. BPA (50 μM), 인삼 추출물 (50μg/mL, 100μg/mL) 및 추출물 용매 (vehicle, DMSO 0.1%)를 각각 전처리하고 24시간 배양 후 Serum-free media에 20 μM DCF-DA와 0.25mM probenecid 를 혼합하여 5% CO2, 37°C incubator에서40분간 처리하고, Krebs Henseleit Buffer (KHB)로 교체하여 incubator에서 1시 간 동안 반응시킨 뒤 microplate reader (Biotek, Winooski, Vermont, USA)를 이용하여 형광도 (exitation 485nm / emission 535nm)를 측정하였다.

      

      
        4. Semi-quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)
        마우스 생식세포의 세포사멸 관련 유전자들의 발현 정도를 조사하기 위해 BPA (50 μM), 인삼 추출물 (100μg/mL), 추 출물 용매 (vehicle, DMSO 0.1%)를 30분 동안 처리하여 배 양한 세포로부터 Trizol reagent를 처리하여 total RNA를 추 출하고 역전사 kit (Fermentas, Vilrius, Lithuania)에 의해 cDNA를 제조한 다음, 동량의 cDNA를 PCR로 증폭시켰다. 유 전자 증폭을 위하여 Bax forward primer: 5'-AGCTCTG AACAGATCATGAAGAC-3'와 reverse primer: 5'-CTAGCA AAGTAGAAGAGGGCAAC-3', Bcl2 forward primer: 5'- GGGAGATCGTGATGAAGTACATA-3'와 reverse primer: 5'- GGTAGCGACGAGAGAAGTCAT-3' 그리고 GAPDH forward primer: 5'-TCAACTACATGGTCTACATGTTCC-3'와 reverse primer: 5'-TGAGTGAGTTGTCATATTTCTCGT-3'를 사용하였다. 2% agarose gel에서 전기영동하고, Et-Br로 염색한 뒤 UV 상 에서 관찰하여 분석하였다.

      

      
        5. HPLC ginsenoside의 분석
        수삼과 홍삼의 조추출물을 비교한 HPLC 조건은 다음과 같다. Column은 Kinetex C18 (14.6mm × 100mm, 2.6μm)이며 유속은 1 mL/min, column 온도는 35°C, 시료주입량은 10μl 로 UV 203nm에서 실험하였다. 이동상은 분석하고자 하는 Table 1에 나타내었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            HPLC analys is conditions for ginsenosides

          
          

        

        
          
            
              	HPLC
              	Agilent Technologies1200series
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Column
            	Kinetex 2.6 XB C18 (4.6 mm 100 mm, 2.6 μm)
          

          
            	Wavelength
            	203 nm
          

          
            	Column temperature
            	35°C
          

          
            	Mobile phase
            	Solvent A-Water (+ 0.0005% Formic Acid) Solvent B-Acetonitrile
          

          
            	Flowrate
            	1.0 mℓ/min
          

          
            	Gradient conditions
            	0.0 min solvent B 18%
          

          
            	
            	8.0 min solvent B 20%
          

          
            	
            	10.0 min solvent B 22%
          

          
            	
            	18.0 min solvent B 33%
          

          
            	
            	23.0 min solvent B 33%
          

          
            	
            	33.0 min solvent B 50%
          

          
            	
            	42.0 min solvent B 50%
          

          
            	
            	42.1 min solvent B 100%
          

          
            	
            	47.0 min solvent B 100%
          

          
            	
            	47.1 min solvent B 18%
          

          
            	
            	52.0 min solvent B 18%
          

        

        

      

      
        6. 통계 처리
        모든 실험은 3번 이상 반복 측정하여 평균±표준편차로 표 기하였으며, 처리간 유의성은 Student’s t-test로 검정하여 pvalue 값이 0.05 미만일 때 통계적으로 유의하다고 판정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. Ginsenoside 분포 확인
        본 연구에서는 수삼과 홍삼 추출물들의 개별 ginsenoside의 분포를 조사함으로써 사포닌 함유 패턴의 차이점을 확인하였 고 ginsenoside Rg3, Rg5, Rk1 등의 인삼 활성 prosapogenin 도 홍삼에서 확인하였다. 분석한 인삼 사포닌은 ginsenoside Rb1, Rb2, Rc, Rd, Re, Rf, Rg1, Rg2, Rg3, Rg5, Rh1, Rh4, Rk1, Rk3, Compound K, F1, F4이었으며 이들은 Fig. 1과 같이 HPLC를 통하여 표준품과 직접 비교확인하였다. 가 공방법에 따라 ginsenoside의 종류와 함량이 다양하게 변하는 데, 특히 홍삼 특유 사포닌으로 최근에 종양전이억제 (Mochizuki et al., 1995), NO 분비와 혈관이완 효과 (Kim et al., 2006) 및 뇌기능 개선 효과 (Joo et al., 2006) 등이 있다고 알려져 있는 ginsenoside Rg3의 증가가 가장 획기적이 였다. Lee 등 (2006)의 연구결과에서는 Rg3는 증숙하지 않은 수삼에는 존재하지 않았지만 홍삼에는 존재하여 본 연구 결과 와 일치하였다. 한편 ginsenoside Rg3의 에피머 (epimers)로 20(S)-ginsenoside Rg3와 20(R)-ginsenoside Rg3로 구분되는데 그림 1에서와 같다. 수삼에는 거의 존재하지 않는 Ginsenoside Rg3는 가열처리에서 생성되는 prosapogenin으로서 가열에 의해 현저히 증가되었다. 또한 그 조성은 20(R)-ginsenoside Rg3가 20(S)-ginsenoside Rg3 함량보다 약간 적었다. Hong 등 (2007) 은 PD계 ginsenoside인 Rb1, Rc의 경우 증숙초기부터 감소하 여 소멸하였는데 본 연구 결과와 같은 결과를 나타내었다. 결 과로 보아 항당뇨성분인 Rb2 (Yokozawa et al., 1996)와 Re (Attele et al., 2002)는 수삼에서 많았고, 혈관이완효과 (Kim et al., 2003)와 혈관신생억제효과 (Yue et al., 2006)가 있는 Rg3는 홍삼에만 나타났다. 또한 정자의 운동성을 강력히 증가 시킴을 알 수 있는 ginsenoside Rc도 홍삼보다 수삼에서 많은 양이 있음을 확인하였다.

      

      
        2. 마우스 정모세포에서 비스페놀A에 대한 인삼 추출물의 보호 효과
        마우스 정모세포주인 GC-2spd (ts)를 이용하여 마우스 정모 세포에서 BPA 노출에 대한 인삼 추출물의 보호 효과를 분석 하였다. MTT assay를 통하여 GC-2spd (ts)에서 BPA 50 μM 까지 세포독성이 없음을 확인하였다. BPA에 의한 활성 산소 (ROS) 증가에 대해 인삼 추출물이 미치는 영향을 확인하기 위 하여 DCF-DA assay를 실시하였다. GC-2spd (ts) 세포내 ROS 생성은 BPA 50 μM에 의해 1.5배로 증가하였고, 증가된 ROS는 인삼 추출물에 의해 현저하게 억제되었다 (Fig. 1A). 수삼, 백삼 및 홍삼 추출물은 농도 의존적으로 ROS 생성을 억제하는 것으로 나타났다. 100μg/mL 처리군의 ROS 생성량 은 BPA 무처리군과 유사한 수준이었고, 추출물 종류에 따른 차이는 크지 않았다 (Fig. 1A). BPA에 의한 정모세포의 세포 사멸 (apoptosis)에 인삼 추출물이 어떤 영향을 미치는지 확인 하기 위해, 인삼 추출물에 의한 세포사멸 관련 유전자의 mRNA 변화량을 Semi-quantitative RT-PCR로 정량하였다. 수 삼, 홍삼 추출물은 BPA에 의해 늘어난 Bax (세포사멸 유발 단백질) mRNA 발현을 억제하였으며, BPA에 의해 줄어든 Bcl2 (세포사멸 억제 단백질) mRNA 발현을 촉진시켰다 (Fig. 1B, 1C). 백삼 추출물도 수삼, 홍삼 추출물과 마찬가지로 Bax mRNA 발현을 억제하고 Bcl2 mRNA 발현을 촉진시켰지만, Bax mRNA 감소 효과가 통계적으로 유의한 수준까지는 아니 었다 (Fig. 1B, 1C). GC-2spd (ts)에서의 실험 결과를 통해 수삼, 백삼, 홍삼 추출물이 마우스 정모세포에서 BPA에 의한 ROS 증가를 억제하고, 세포사멸 관련 유전자들의 mRNA 발 현에 영향을 줌으로써 세포사멸을 억제하는 효과가 있음을 확 인하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            HPLC chromatogram of Korean fresh ginseng and Korean red ginseng as compared with the chromatogram of the ginsenoside standards.

          
          

          

        

      

      
        3. 마우스 라이디히 세포에서 비스페놀A에 대한 인삼 추출물의 보호 효과
        마우스 정소 내 세포 중 하나인 라이디히 세포에서 BPA에 대한 인삼 추출물의 보호 효과를 확인하기 위해 마우스 라이 디히 세포주인 TM3를 이용하여 실험하였다. MTT assay를 통해 TM3 세포에서 BPA 50 μM까지 세포독성이 없음을 확 인하였는데, 이 결과는 기존의 보고와 일치하였다 (Kim et al., 2005). BPA에 의한 활성 산소 (ROS) 생성량 증가에 대 해 인삼 추출물이 어떤 영향을 미치는지 확인하기 위해 DCFDA assay를 실시하였다. BPA 50 μM에 의해 증가된 TM3 세포 내 ROS 생성은 인삼 추출물에 의해 억제되었다 (Fig. 2A). 수삼, 백삼 및 홍삼 추출물은 농도 의존적으로 ROS 생 성을 억제하였고, 수삼의 ROS 생성 억제 효과가 가장 우수하 였다 (Fig. 2A). Semi-quantitative RT-PCR을 통해 BPA에 의한 라이디히 세포의 세포사멸에 미치는 인삼 추출물의 영향 도 확인하였다. 수삼, 백삼 및 홍삼 추출물은 BPA에 의해 늘 어난 Bax mRNA 발현을 억제하였으며, BPA에 의해 줄어든 Bcl2 mRNA 발현은 촉진시켰다 (Fig. 2B, 2C). 특히, 수삼 추출물에 의한 mRNA 발현량 변화는 Bax, Bcl2 gene 모두 에서 통계적으로 유의한 수준이었고, 변화량의 폭도 가장 컸 다 (Fig. 2B, 2C). TM3 세포에서의 실험 결과를 종합해 볼 때, 마우스 라이디히 세포에서의 BPA에 대한 인삼 추출물의 보호 효과는 수삼 >백삼 >홍삼의 순으로 나타났다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of ginseng extracts on reactive oxygen species (ROS) generation and apoptosis by bisphenol A (BPA) in GC-2spd (ts) cells. All fluorescence intensity values (A) were normalized to BPA-treated group and presented as the mean ± SD (n = 3). The band intensity of Bax and Bcl2 gene (B, C) was measured by densitometry, normalized to GAPDH and presented as the mean ± SD (n = 3). Statistical differences (*, p < 0.05; **, p < 0.01) compared to cell cultures stimulated with BPA in the absence of ginseng extract are indicated. KFG; Korean Fresh Ginseng, KWG; Korean White Ginseng, KRG; Korean Red Ginseng.

          
          

          

        

      

      
        4. 마우스 세르톨리 세포에서 비스페놀A에 대한 인삼 추출물 의 보호 효과
        마우스 정소 내 세포 중 하나인 세르톨리 세포에서 BPA 독성에 대해 인삼 추출물이 미치는 영향을 확인하기 위해 마 우스 세르톨리 세포주인 TM4를 이용하여 실험하였다. MTT assay를 통해 TM4 세포에서 BPA 50 μM까지 세포독성은 없 었으며 이러한 결과는 기존의 보고와 일치하였다 (Kim et al., 2005). DCF-DA assay를 통해 BPA에 의한 TM4 세포내 ROS 증가에 대한 인삼 추출물의 효과를 확인하였다. BPA 50 μM에 의해 증가된 ROS 생성은 인삼 추출물에 의해 억제 되었다 (Fig. 3A). 그러나 백삼과 홍삼 추출물의 ROS 생성 억제 효과는 통계적으로 유의한 수준으로 나타나지 않았다 (Fig. 3A). Semi-quantitative RT-PCR을 통해 BPA에 의한 세 르톨리 세포의 세포사멸에 미치는 인삼 추출물의 영향을 확인 한 결과, 수삼과 백삼 추출물은 BPA에 의해 늘어난 Bax mRNA 발현을 억제하였으며, BPA에 의해 줄어든 Bcl2 mRNA 발현을 촉진시켰다 (Fig. 3B, 3C). 수삼과 백삼 추출 물에 의한 mRNA 발현 변화는 Bax, Bcl2 gene 모두에서 통 계적으로 유의하였지만, 변화폭은 수삼 추출물이 백삼 추출물 보다 큰 것으로 관찰되었다 (Fig. 3B, 3C). TM4 세포에서의 실험을 통해, 마우스 세르톨리 세포에서 BPA에 대한 수삼과 백삼의 보호 효과를 확인할 수 있었고, 수삼이 백삼보다 우수 한 것으로 나타났다.Fig .4

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of ginseng extracts on reactive oxygen species (ROS) generation and apoptosis by bisphenol A (BPA) in TM3 cells. All fluorescence intensity values (A) were normalized to BPA-treated group and presented as the mean ± SD (n = 3). The band intensity of Bax and Bcl2 gene (B, C) was measured by densitometry, normalized to GAPDH and presented as the mean ± SD (n = 3). Statistical differences (*, p < 0.05; **, p < 0.01) compared to cell cultures stimulated with BPA in the absence of ginseng extract are indicated. KFG; Korean Fresh Ginseng, KWG; Korean White Ginseng, KRG; Korean Red Ginseng.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of ginseng extracts on reactive oxygen species (ROS) generation and apoptosis by bisphenol A (BPA) in TM4 cells. All fluorescence intensity values (A) were normalized to BPA-treated group and presented as the mean ± SD (n = 3). The band intensity of Bax and Bcl2 gene (B, C) was measured by densitometry, normalized to GAPDH and presented as the mean ± SD (n = 3). Statistical differences (*, p < 0.05; **, p < 0.01) compared to cell cultures stimulated with BPA in the absence of ginseng extract are indicated. KFG; Korean Fresh Ginseng, KWG; Korean White Ginseng, KRG; Korean Red Ginseng.

          
          

          

        

        비스페놀 A와 같은 내분비 장애물질 (Endocrine Disrupting Chemicals, EDCs)은 환경 중에서 쉽게 인체에 노출되고, 지속 적이기 때문에 다양한 예방 대책과 더불어 방어물질 탐색 연 구가 중요하다. 인삼 뿐만 아니라 산수유와 같은 여러 가지 천연물에 대한 연구가 진행되고 있고 방어 효과가 보고된 바 도 있지만 (Kwon et al., 2009), 기작까지 밝혀진 유력한 후 보 물질은 아직 없어서 지속적인 연구가 필요한 실정이다.

        BPA에 의한 세포사멸은 여러 종류의 세포에서 보고되었는 데, 본 연구의 대상이었던 수컷 생식세포에서도 BPA에 의한 세포사멸이 보고되었다 (Eo and Lim, 2008; Iida et al., 2003; Kim et al., 2005). 또한, 인삼은 EDCs에 대한 방어 물질로 지속적으로 연구되어 왔으며 EDCs에 대한 보호 효과 도 보고된 바 있다 (Lee et al., 2011). 따라서 본 연구에서는 수컷 생식세포에서의 BPA에 대한 인삼의 보호 효과를 분석하 였다. 마우스 수컷 생식세포 (정모세포, 라이디히세포, 세르톨 리세포)는 BPA 노출에 의해 활성산소 생성이 증가되었고, 세 포사멸이 유도되었으며 수삼, 백삼 및 홍삼 추출물에 의해 유 의하게 억제되었다. 그 효과는 수삼 >백삼 >홍삼 추출물의 순 으로 나타났다. 수삼은 백삼 또는 홍삼으로 가공되면서 성분 의 변화가 생기므로 (Choi et al., 2010; Nam et al., 2012), 보호 효과의 차이는 수삼이 백삼 또는 홍삼으로 가공되는 과 정에서 변화하는 유효 성분 총량의 차이 때문일 것이라 판단 된다. 가공을 통해 인삼, 더덕과 같은 약용작물의 유효 성분을 늘리는 연구는 많이 진행되고 있지만 (Nam et al., 2012; Song et al., 2012), 상대적으로 가공을 통해 줄어드는 성분에 대한 연구는 미흡한 실정이다. 본 연구는 후자의 중요성을 새 삼 일깨워 준다는 점에서 시사하는 바가 크다. 그러나 조금 더 심도 있는 연구 결과를 위해서는 BPA에 대해 생식세포 보 호 활성을 가지는 인삼 유래 물질을 탐색하고, 그 물질의 세 포사멸 억제 기작 작용점을 찾는 연구가 병행되어야 할 것 이다. 또한, 지금까지의 in vitro 연구 결과가 생체 내에서도 재현되는지 확인하는 추가 연구도 필요하다.
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