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            초록
          
        

        
          
            Background
            Galgeun-tang used in traditional Korean medicine, is a mixture of the medicinal plants Cinnamomi Ramulus, Ephedrae Herba and Puerariae Radix, and has been prescribed for the treatment of various ailments, including fever. Although the use of traditional medicinal herbs to treat diseases has recently increased, their safety and toxicity profiles incompletely elucidated. Thus, we evaluated Galgeun-tang’s toxicity in male and female Sprague-Dawley rats.

          

          
            Methods and Results
            Galgeun-tang (1,000, 2,000 and 4,000 ㎎/㎏) was orally administered to rats for 13 weeks, and then, they were maintained for 4 weeks without administration (recovery period). Their clinical signs, and hematological and urinary properties, were monitored. The results showed that Galgeun-tang administeration slightly increased serum creatinine, urea nitrogen and, aspartate aminotransferase levels. Additionally, 2,000 and 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang significantly increased urinary bilirubn and protein levels of male and female rats, which were restored during the recovery period.

          

          
            Conclusions
            The no-observed-adverse-effect level of orally administered Galgeun-tang was 4,000 ㎎/㎏ in both female and male rats, and no target organs were identified. In addition, 400 ㎎/㎏ was found to be the no-observed-effect level for toxicity under the study conditions.
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      서 언
      갈근탕은 계지 (Cinnamomi Ramulus), 마황 (Ephedrae Herba), 대추 (Zizyphi Fructus), 감초 (Glycyrrhizae Radix et Rhizoma), 작약 (Paeoniae Radix), 갈근 (Puerariae Radix) 및 생강 (Zingiberis Rhizoma Crudus)의 복합제제이다. 현재까지 갈근탕은 몸살감기에 사용되고 있으며 항진작용, 면역증진 및 부종개선 효과를 가진다고 알려져 있다 (Son et al., 2011). 여러 연구에 따르면 갈근탕은 항알러지, 항비만 및 항골다공증 효과가 있으며 (Shim et al., 2011; Ha et al., 2013; Ki et al., 2016), daidzein, puerarin, albiflorin, paeoniflorin 및 cinnamic acid와 같은 중요 성분들이 함유되어 있는 것으로 알려져 있다 (Kim et al., 2012).

      예로부터 현재까지 많은 한약재들은 민간요법과 처방으로 많이 이용되고 있고 인구 고령화와 생활사 변화에 따라 한약처방에 대한 관심과 수요가 증가되었다. 그러나 일부 한약재들은 잠재적으로 독성을 가지고 있기 때문에 고농도로 추출된 한약처방을 장기간 또는 과복용하는 경우 복용자의 건강에 영향을 미칠 수 있으나 최근까지 한약재의 잠재적인 독성 및 안전성에 대한 연구는 매우 미흡한 실정이다 (Yun et al., 2009). 또한 갈근탕에 대한 독성 평가는 지금까지 이루어지지 않았으며, 생리학적 또는 약리학적 효과 이전에 안전성평가를 진행하는 것이 더욱이 중요하다고 생각된다.

      이에 따라 본 연구는 “의약품 등의 독성시험관리기준 (식품의약품안전처 고시 제2014-136호)”에 따라 갈근탕의 안전성 평가를 실시하였고, 그 결과를 공유하여 갈근탕의 안전한 처방 및 복용에 이용하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 추출물의 제조와 투여
        실험에 사용된 갈근탕정은 경방신약주식회사에서 구매하였으며 갈근탕의 구성 및 추출 수율은 테이블에 표기하였다 (Table 1). 갈근탕정은 믹서를 이용해 분쇄하고, 일정 농도가 되도록 멸균수에 완전히 녹여 사용하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Composition of Galgeun-tang.
          
          

        

        
          
            
              	Latin name
              	Scientific name
              	Herb contents
(㎎/g)
              	Extract contents
(㎎/g)
              	Ratio
(%)
              	Yield
(%)
            

          
          
            	Cinnamomi Ramulus
            	Cinnamomum cassia Presl
            	151.5
            	420.8
            	42.1
            	36
          

          
            	Ephedrae Herba
            	Ephedra sinica Stapf
            	41.2
            	179.2
            	17.9
            	23
          

          
            	Zizyphi Fructus
            	Zizyphus jujuba Miller var. inermis Rehder
            	63.8
            	193.4
            	19.3
            	33
          

          
            	Glycyrrhizae Radix et Rhizoma
            	Glycyrrhiza uralensis Fischer
            	4.7
            	42.9
            	4.3
            	11
          

          
            	Paeoniae Radix
            	Paeonia lactiflora Pallas
            	60.4
            	137.2
            	13.7
            	44
          

          
            	Puerariae Radix
            	Pueraria lobata Ohwi
            	4.5
            	26.5
            	2.6
            	17
          

          
            	Zingiberis Rhizoma Crudus
            	Zingiber officinale Roscoe
            	54.3
            	106.5
            	10.7
            	51
          

        

        

        본 시험은 의약품등의독성시험기준 (식품의약품안전청 고시 제 2015-82호), 한약[생약]제제 비임상시험기준 (식품의약품안전청 고시 제 2016-112호), 소아용의약품의 비임상 안전성 평가지침의 의약품평가지침 23 (식품의약품안전청) 및 2008년 1월 기준 유럽의약품기구 지침인 의약품의 동물에 대한 비임상검가 지침을 준수하여 실험을 진행했다.

        동물은 13 주 반복 경구투여 평가를 위해 실험군당 15 마리씩 배정하였고, 반복 투여가 끝난 뒤 4 주 회복 평가를 위해 10 마리를 제외한 나머지 5 마리를 배정하였고 실험군은 정상대조군 (0), 저농도 갈근탕 투여군 (1,000㎎/㎏ GT 1,000), 중농도 갈근탕 투여군 (2,000㎎/㎏ GT 2,000) 및 고농도 갈근탕 투여군 (4,000㎎/㎏ GT 4,000)으로 실험군을 분리하고 매일 오전에 경구투여용 존데를 이용하여 13 주 동안 1 일 1 회 경구투여하였다. 13 주 반복 경구투여가 끝난 뒤 정상 회복군 (0R) 및 고농도 갈근탕 투여 회복군 (GT 4,000R)으로 분리하여 회복평가를 진행하였다.

      

      
        2. 실험동물
        본 시험은 동물보호법 (제정 1991년 5월 31일 법률 제 4379호, 일부개정 2015년 1월 20일 법률 제 13023호)에 근거하여 한약진흥재단 한약자원본부 동물실험윤리위원회에 의해 승인되었다 (승인번호: 2017-01-13). 실험동물은 3 주령 수컷 SD (Sprague-Dawley) 랫드를 Orientbio (Seongnam, Korea)에서 구입하였다. 반입 시 전체 동물에 대한 외관 검사를 실시한 뒤 체중을 측정하였다. 순화기간 동안 매일 1 회 야윔, 사망, 식욕부진, 거식 및 배설상태를 포함한 일반증상을 관찰하였으며, 순화기간 종료일에 체중을 측정하고 일반증상과 체중변화를 확인해 동물의 건강상태를 평가하였다. 순화기간 동안 발견된 이상동물은 CO2 가스를 이용해 안락사 시켰다. 사육 조건은 온도 (20 ± 2℃), 습도 (55 ± 5%), 명암조건 (12 시간) 및 조도 (150 - 300 Lux)로 설정한 뒤 사육하였고 실험동물용 고형사료인 Teklad global 18% protein rodent diet (2918C, Harlan Laboratories Inc., Indianapolis, IN, USA)와 장흥군 수돗물을 필터유수살균기로 여과한 뒤 자외선을 조사하고 자유섭취 하였다.

      

      
        3. 관찰 및 검사항목
        
          1) 일반증상 관찰
          앞에서 언급한 식품의약품안전청 의약품 등의 독성시험기준을 참고하여 모든 시험 동물에 대해 하루에 한번 야윔, 사망, 식욕부진, 거식 및 배설상태를 포함한 일반증상을 관찰하였으며 본 시험군은 13 주 동안 관찰하고, 회복군은 4 주간 관찰하여 총 17 주간 실험을 진행하였다.

        

        
          2) 체중측정
          모든 실험 동물에 대하여 주 1 회 및 시험종료 날짜에 체중을 측정하였고, 부검일의 체중은 전날 절식을 실시함에 따라 체중평가 및 데이터에서 제외했다.

        

        
          3) 사료섭취량 측정
          시험기간 동안 일주일마다 사료섭취량을 측정하여 1 일 평균섭취량을 계산하였다.

        

        
          4) 요검사
          각 시험군당 5 마리에 대하여 투여 13 주 및 회복 4 주에 요검사를 실시하였다. 배설 후 약 3 시간 내에 신선요를 채취하였고, 채취 중 음수를 제외한 투여 및 사료급여를 중단하였다. 요검사 항목은 glucose, bilirubin, ketone body, specific gravity, occult blood, pH, protein, urobilinogen, nitrite 및 leukocyte를 포함하여 측정하였다.

        

        
          5) 혈액학적 평가
          각 시험군당 5 마리에 대해 혈액학적 평가를 진행하였으며, isoflurane으로 마취하고 배대동맥을 통해 혈액을 채취하였다. 혈액학적 평가는 채취한 혈액을 BD VacutainerTM glass blood collection tube with K3 EDTA (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)에 넣은 후, IDEXX ProCyte DX Hematology Analyzer (IDEXX, Westbrook, ME, USA)를 이용해 erythrocyte count (RBC), hemoglobin (HGB), hematocrit (HCT), mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), platelet (PLT), leucocyte count (WBC), 백혈구백분율과 reticulocytes (reti)를 측정하였다.

        

        
          6) 혈액생화학적 평가
          혈액생화학적 평가는 배대동맥에서 채취한 혈액의 일부를 혈액학적 검사에 사용한 뒤 이를 제외한 나머지 혈액을 사용했다. 전혈은 3,000 rpm으로 10 분간 원심분리 후 혈청을 채취하였고 혈액생화학 분석기인 FUJI DRI-CHEM 4000i (Fujifilm, Dokyo, Japan)를 이용하여 alanine aminotrasferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), blood urea nitrogen (BUN)과 creatinine (CRE)을 측정하였다.

        

        
          7) 성주기 검사
          10 일 동안 시험군당 5 마리의 암컷에 대해 성주기 검사를 실시하였다. 멸균된 면봉을 Dulbecco’s phosphate buffered saline pH 7.4 (DPBS)에 일정하게 적셔 질 내부에 세포들을 채취하였고 슬라이드에 도말하였다. 이후 슬라이드는 Diff-Quick으로 염색하여 현미경으로 발정전기 (proestrus), 발정기 (estrus), 발정후기 (metestrus) 및 발정정지기 (diestrus)를 관찰하였다.

          
Estrous cyclicity (%) = (regular cycle/No. of total animals) × 100

        

        
          8) 부검
          사망 및 빈사동물을 포함한 모든 시험동물에 대해 장기 조직에 대해 자세한 육안검사를 실시하였다.

        

        
          9) 장기중량 측정
          간, 심장, 비장, 폐, 신장, 고환, 부고환, 난소, 자궁을 포함한 장기에 대한 습중량 (absolute weight)을 측정하고, 절식체중에 대한 상대장기 중량비 (relative weight)를 산출하였다.

        

      

      
        4. 통계처리
        통계처리는 SPSS (Chicago, IL, USA)을 사용하여 통계처리 했다. 평균값과 표준편차를 구하였다. 시험군 간 평균 차이를 검증하기 위해 일원배치 분산분석 (One-way ANOVA)을 한 뒤 Tukey-Kramer Multiple Comparison Test를 이용해 유의수준 5%에서 통계적인 차이를 검증하였다 (p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 일반증상
        정상대조군 및 갈근탕을 투여한 모든 시험동물은 빈사 또는 사망동물이 발생하지 않았고. 하루에 한번 식욕부진, 거식, 배설상태와 같은 일반증상을 평가하였을 때 이상소견이 나타나지 않았다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Summary of clinical signs of male and female rat administered with Galgeun-tang (GT).
          
          

        

        
          
            
              	Sex; Male
            

            
              	Group/Dose
              	No. of
animals
              	Signs
              	Week of dosing
              	Week of recovery
            

            
              	1
              	2
              	3
              	4
              	5
              	6
              	7
              	8
              	9
              	10
              	11
              	12
              	13
              	14
              	15
              	16
              	17
            

          
          
            	G1 (0)
            	10
            	Abnormal
findings
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	G2 (GT 1,000)
            	10
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	G3 (GT 2,000)
            	10
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	G4 (GT 4,000)
            	10
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	G5 (0R)
            	5
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	G6 (GT 4,000R)
            	5
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	Sex; Female
          

          
            	G1 (0)
            	10
            	Abnormal
findings
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	G2 (GT 1,000)
            	10
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	G3 (GT 2,000)
            	10
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	G4 (GT 4,000)
            	10
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	G5 (0R)
            	5
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	G6 (GT 4,000R)
            	5
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	-
            	0
            	0
            	0
            	0
          

        

        
          
            0 (G1); normal control, GT 1,000 (G2); 1,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 2,000 (G3); 2,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 4,000 (G4); 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, 0R (G5); normal control of recovery evaluation, GT 4,000R (G6); maintained for 4 weeks without Galgeun-tang after 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration for 13 weeks.
          

        

        

      

      
        2. 체중변화
        갈근탕 13 주 경구투여 및 4 주 회복기간 동안 실험동물들의 체중을 측정하였을 때, 투여 첫 주에 암수 모두 갈근탕 투여에 따른 유의적인 체중변화가 관찰되었지만 이는 일시적인 변화로 생각되며, 반복투여 13 주째에 암수 모두에서 정상대조군과 비교했을 시 유의적인 체중변화는 관찰되지 않았다 (Table 3). 회복평가에서 4 주째에 암컷 정상대조군 (female, G5, 0R)에 비해 암컷에 대한 4,000 ㎎/㎏ 갈근탕 회복군 (female, G6, GT 4,000R)의 유의적인 체중감소가 나타났다. 이는 정상대조군 대비 약 13% 정도 체중이 감소하였다.

        
          Table 3-1. 
				
          

          
            Change in body weights of male and female rat administered with Galgeun-tang for 13-weeks.
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Group/Dose
(㎎/㎏)
              	Week of dosing (g)
            

            
              	1
              	2
              	3
              	4
              	5
              	6
              	7
              	8
              	9
              	10
              	11
              	12
              	13
            

          
          
            	Male
            	G1
            	Mean
            	50.2
            	94.6
            	160.7
            	226.7
            	373.5
            	411.3
            	416.9
            	4,988.9
            	506.1
            	468.5
            	498.9
            	506.1
            	512.3
          

          
            	0
            	S.D.
            	1.5
            	5.7
            	9.5
            	13.8
            	26.8
            	23.4
            	22.5
            	25.8
            	26.6
            	29.4
            	25.8
            	26.6
            	26.0
          

          
            	G2
            	Mean
            	44.5*
            	93.8
            	156.6
            	219.4
            	369.9
            	401.5
            	401.5
            	483.7
            	497.7
            	453.1
            	483.7
            	497.7
            	510.2
          

          
            	GT 1,000
            	S.D.
            	3.9
            	6.3
            	10.7
            	15.6
            	33.2
            	39.7
            	39.7
            	48.5
            	49.8
            	40.0
            	45.1
            	42.6
            	50.1
          

          
            	G3
            	Mean
            	47.0
            	83.1
            	159.1
            	223..9
            	368.2
            	401.5
            	395.5
            	485.9
            	495.7
            	460.7
            	485.9
            	495.7
            	502.1
          

          
            	GT 2,000
            	S.D.
            	3.3
            	9.3
            	6.3
            	9.9
            	22.3
            	36.6
            	29.4
            	39.7
            	41.6
            	35.8
            	39.7
            	41.6
            	42.0
          

          
            	G4
            	Mean
            	45.1*
            	84.8
            	150.7
            	215.9
            	366.2
            	399.5
            	400.1
            	484.4
            	503.1
            	462.4
            	484.4
            	503.1
            	511.9
          

          
            	GT 4,000
            	S.D.
            	3.5
            	6.9
            	13.4
            	14.6
            	27.0
            	30.1
            	30.7
            	37.7
            	40.4
            	29.4
            	37.7
            	40.4
            	41.8
          

          
            	Female
            	G1
            	Mean
            	44.4
            	87.3
            	128.1
            	168.9
            	242.5
            	258.0
            	262.1
            	266.5
            	277.8
            	293.1
            	291.4
            	297.3
            	306.8
          

          
            	0
            	S.D.
            	2.3
            	5.3
            	7.8
            	11.1
            	14.8
            	20.6
            	21.1
            	20.5
            	21.2
            	25.3
            	27.0
            	26.1
            	24.5
          

          
            	G2
            	Mean
            	47.5
            	85.1
            	125.2
            	165.2
            	232.4
            	245.9
            	245.9
            	256.5
            	266.0
            	280.4
            	280.4
            	284.9
            	295.9
          

          
            	GT 1,000
            	S.D.
            	5.3
            	4.9
            	6.2
            	9.9
            	13.4
            	13.9
            	13.9
            	15.2
            	17.5
            	19.6
            	19.6
            	17.7
            	19.8
          

          
            	G3
            	Mean
            	44.3
            	75.5
            	126.1
            	167.6
            	235.5
            	249.9
            	247.2
            	255.9
            	270.6
            	285.4
            	285.4
            	294.6
            	294.3
          

          
            	GT 2,000
            	S.D.
            	3.5
            	6.6
            	5.8
            	6.5
            	21.3
            	23.3
            	20.1
            	28.3
            	25.9
            	29.2
            	29.2
            	32.4
            	20.3
          

          
            	G4
            	Mean
            	39.9*
            	85.1
            	127.3
            	169.2
            	237.7
            	247.7
            	252.4
            	262.9
            	271.6
            	290.9
            	290.9
            	296.3
            	302.0
          

          
            	GT  4,000
            	S.D.
            	3.2
            	5.9
            	9.0
            	13.2
            	17.7
            	22.3
            	19.0
            	21.3
            	22.8
            	28.2
            	28.2
            	28.5
            	27.3
          

        

        
          
            0 (G1); normal control, GT 1,000 (G2); 1,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 2,000 (G3); 2,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 4,000 (G4); 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks. Values are expressed as means ± SD (n = 10). *Means with difference letters are significantly different to normal control group of toxicity evaluation (G1) by Tukey-Kramer Multiple Comparison Test (p < 0.05).
          

        

        

        
          Table 3-2. 
				
          

          
            Change in body weights of male and female rat administered with Galgeun-tang for 4-weeks of recovery evaluation.
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Group/Dose
(㎎/㎏/day)
              	Week of recovery (g)
            

            
              	1
              	2
              	3
              	4
            

          
          
            	Male
            	G5
            	Mean
            	524.6
            	531.4
            	536.0
            	542.8
          

          
            	0R
            	S.D.
            	23.1
            	25.2
            	27.4
            	27.8
          

          
            	G6
            	Mean
            	524.6
            	537.4
            	548.6
            	560.8
          

          
            	GT 4,000R
            	S.D.
            	46.0
            	45.1
            	47.4
            	48.4
          

          
            	Female
            	G5
            	Mean
            	314.2
            	322.8
            	334.6
            	346.0
          

          
            	0R
            	S.D.
            	26.1
            	25.4
            	25.1
            	24.9
          

          
            	G6
            	Mean
            	295.0
            	296.4
            	298.2
            	299.6*
          

          
            	GT 4,000R
            	S.D.
            	19.4
            	19.4
            	19.9
            	19.8
          

        

        
          
            0R (G5); normal control of recovery evaluation, GT 4,000R (G6); maintained for 4 weeks without Galgeun-tang after 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration for 13 weeks. Values are expressed as means ± SD (n = 5). *Means with difference letters are significantly different to normal control group of recovery evaluation (G5) by Tukey-Kramer Multiple Comparison Test (p < 0.05).
          

        

        

        
          Table 3-3. 
				
          

          
            Change in body weights of male and female rat administered with Galgeun-tang for 4-weeks of recovery evaluation.
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Group /Dose
(㎎/㎏/day)
              	Week of recovery (g)
            

            
              	1
              	2
              	3
              	4
            

          
          
            	Male
            	G5
            	Mean
            	524.6
            	531.4
            	536.0
            	542.8
          

          
            	0R
            	S.D.
            	23.1
            	25.2
            	27.4
            	27.8
          

          
            	G6
            	Mean
            	524.6
            	537.4
            	548.6
            	560.8
          

          
            	GT 4,000R
            	S.D.
            	46.0
            	45.1
            	47.4
            	48.4
          

          
            	Female
            	G5
            	Mean
            	314.2
            	322.8
            	334.6
            	346.0
          

          
            	0R
            	S.D.
            	26.1
            	25.4
            	25.1
            	24.9
          

          
            	G6
            	Mean
            	295.0
            	296.4
            	298.2
            	299.6*
          

          
            	GT 4,000R
            	S.D.
            	19.4
            	19.4
            	19.9
            	19.8
          

        

        
          
            0R (G5); normal control of recovery evaluation, GT 4,000R (G6); Maintained for 4 weeks without Galgeun-tang after 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration for 13 weeks. Values are expressed as means ± SD (n = 5). *Means with difference letters are significantly different to normal control group of recovery evaluation (G5) by Tukey-Kramer Multiple Comparison Test (p < 0.05).
          

        

        

      

      
        3. 사료섭취량
        갈근탕 경구투여 13 주 및 4 주 회복기간 동안 암수 모두에게서 평균 사료섭취량을 측정한 결과. 반복투여 4 주째에 암컷에 대한 2,000 ㎎/㎏ 갈근탕 투여군 (female, G3, GT 2,000)에서 평균사료섭취량이 유의적으로 증가된 것으로 나타났지만, 이는 매우 미미하고 개체차이로 보이며 5 주째에 정상대조군과 비교하였을 때 차이가 나타나지 않음에 따라 독성에 의한 변화가 아닌 것으로 사료된다. 또한 모든 시험군은 연령증가에 따라 자연스럽게 평균사료섭취량이 상승하는 경향을 나타내었다 (Table 4).

        
          Table 4-1. 
				
          

          
            Change in mean food consumption of male and female rat administered with Galgeun-tang for 13-weeks.
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Group/Dose
(㎎/㎏)
              	Week of dosing (g)
            

            
              	1
              	2
              	3
              	4
              	5
              	6
              	7
              	8
              	9
              	10
              	11
              	12
              	13
            

          
          
            	Male
            	G1
            	Mean
            	59.6
            	69.7
            	93.2
            	102.6
            	114.8
            	116.6
            	125.6
            	128.6
            	128.5
            	127.8
            	130.9
            	131.6
            	131.7
          

          
            	0
            	S.D.
            	5.7
            	8.6
            	6.1
            	5.3
            	4.3
            	5.1
            	4.4
            	4.2
            	3.4
            	6.6
            	4.8
            	2.7
            	2.7
          

          
            	G2
            	Mean
            	55.7
            	73.2
            	93.8
            	104.9
            	117.1
            	118.4
            	128.6
            	133.4
            	131.3
            	131.5
            	133.8
            	135.3
            	134.0
          

          
            	GT 1,000
            	S.D.
            	4.6
            	8.6
            	4.6
            	5.3
            	4.3
            	5.8
            	4.4
            	4.5
            	3.6
            	6.7
            	5.0
            	3.3
            	2.6
          

          
            	G3
            	Mean
            	61.8
            	71.9
            	102.4
            	111.8*
            	114.1
            	117.7
            	128.3
            	132.3
            	133.2
            	130.5
            	134.6
            	136.3
            	134.4
          

          
            	GT 2,000
            	S.D.
            	5.7
            	8.6
            	6.1
            	5.3
            	5.7
            	4.6
            	4.4
            	4.2
            	3.4
            	6.6
            	4.8
            	2.7
            	2.7
          

          
            	G4
            	Mean
            	57.0
            	67.1
            	97.6
            	107.0
            	109.3
            	112.9
            	126.6
            	132.0
            	131.0
            	131.6
            	130.5
            	133.2
            	132.3
          

          
            	GT 4,000
            	S.D.
            	5.7
            	8.6
            	6.1
            	5.3
            	5.7
            	4.6
            	4.8
            	2.7
            	3.6
            	4.4
            	6.6
            	3.4
            	4.2
          

          
            	Female
            	G1
            	Mean
            	47.2
            	54.4
            	77.1
            	84.4
            	94.1
            	109.3
            	109.3
            	115.1
            	114.3
            	111.6
            	116.6
            	119.1
            	116.0
          

          
            	0
            	S.D.
            	6.3
            	8.1
            	6.3
            	5.3
            	6.0
            	4.4
            	4.4
            	4.2
            	3.4
            	6.6
            	4.8
            	2.7
            	2.7
          

          
            	G2
            	Mean
            	44.7
            	55.1
            	76.3
            	85.4
            	95.1
            	110.4
            	110.4
            	110.4
            	115.2
            	115.4
            	117.2
            	116.3
            	116.9
          

          
            	GT 1,000
            	S.D.
            	5.7
            	8.2
            	6.0
            	6.2
            	4.1
            	4.6
            	4.6
            	4.1
            	5.8
            	6.7
            	4.6
            	3.1
            	2.8
          

          
            	G3
            	Mean
            	45.8
            	55.8
            	76.3
            	85.0
            	95.1
            	110.7
            	110.7
            	110.4
            	114.7
            	114.0
            	117.4
            	116.1
            	118.1
          

          
            	GT 2,000
            	S.D.
            	7.3
            	8.1
            	6.0
            	5.7
            	4.1
            	4.5
            	4.5
            	4.3
            	3.7
            	6.9
            	5.0
            	3.0
            	4.3
          

          
            	G4
            	Mean
            	46.6
            	57.6
            	79.0
            	86.3
            	97.3
            	113.0
            	113.0
            	112.8
            	117.2
            	116.3
            	119.7
            	118.6
            	119.3
          

          
            	GT 4,000
            	S.D.
            	5.7
            	8.6
            	6.1
            	5.3
            	4.3
            	4.4
            	4.4
            	4.2
            	3.4
            	6.6
            	4.8
            	2.7
            	2.7
          

        

        
          
            0 (G1); normal control, GT 1,000 (G2); 1,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 2,000 (G3); 2,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 4,000 (G4); 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks. Values are expressed as means ± SD (n = 5). *Means with difference letters are significantly different to normal control group of toxicity evaluation (G1) by Tukey-Kramer Multiple Comparison Test (p < 0.05).
          

        

        

        
          Table 4-2. 
				
          

          
            Change in mean food consumption of male and female rat administered with Galgeun-tang for 4-weeks of recovery evaluation.
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Group/Dose
(㎎/㎏)
              	Week of recovery (g)
            

            
              	1
              	2
              	3
              	4
            

          
          
            	Male
            	G5
            	Mean
            	160.3
            	157.8
            	151.6
            	151.5
          

          
            	0R
            	S.D.
            	4.9
            	5.1
            	8.4
            	4.6
          

          
            	G6
            	Mean
            	165.6
            	159.9
            	151.6
            	152.3
          

          
            	GT 4,000R
            	S.D.
            	4.1
            	4.8
            	10.4
            	4.9
          

          
            	Female
            	G5
            	Mean
            	143.2
            	139.1
            	133.3
            	134.0
          

          
            	0R
            	S.D.
            	5.0
            	8.0
            	7.7
            	5.1
          

          
            	G6
            	Mean
            	140.4
            	141.3
            	148.0
            	142.1
          

          
            	GT 4,000R
            	S.D.
            	8.5
            	5.7
            	5.4
            	6.2
          

        

        
          
            0R (G5); normal control of recovery evaluation, GT 4,000R (G6); maintained for 4 weeks without Galgeun-tang after 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration for 13 weeks. Values are expressed as means ± SD (n = 5).
          

        

        

      

      
        4. 요검사
        정상대조군과 비교하여 13 주 동안 갈근탕 경구투여시 1,000 ㎎/㎏ 농도부터 요단백 (protein) 수치가 증가하는 경향이 암수 모두에게서 나타났지만 이는 4 주 회복평가기간에 모두 정상적으로 회복되었다. 암컷에 대한 갈근탕 투여군 모두 bilirubin 수치가 농도대비 증가되었으나 회복평가기간동안 수치변화가 나타나지 않았다 (Table 5). 종합하면 갈근탕 경구투여는 투여기간동안 요단백 및 bilirubin 수치에 영향을 미치는 것으로 나타났지만 이는 갈근탕 투여를 중지하면 정상적으로 회복되는 것으로 확인되었다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Individual of urinalysis results in main groups.
          
          

        

        
          
            
              	Sex; Male
            

            
              	Group/Dose
(㎎/㎏)
              	G1
              	G2
              	G3
              	G4
            

            
              	0
              	GT 1,000
              	GT 2,000
              	GT 4,000
            

          
          
            	Glucose
(㎎/㎗)
            	Negative
            	5
            	5
            	5
            	4
          

          
            	Trace
            	-
            	-
            	-
            	1
          

          
            	Bilirubin
            	Negative
            	5
            	5
            	4
            	4
          

          
            	Small
            	-
            	-
            	1
            	1
          

          
            	Ketone body
(㎎/㎗)
            	Negative
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	5
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	15
            	4
            	3
            	4
            	4
          

          
            	40
            	1
            	2
            	1
            	1
          

          
            	Specific
gravity
            	≤1.100
            	5
            	2
            	2
            	5
          

          
            	　1.150
            	-
            	3
            	2
            	-
          

          
            	　1.200
            	-
            	-
            	1
            	-
          

          
            	Occult blood
            	Negative
            	5
            	5
            	5
            	5
          

          
            	pH
            	≤7.5
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	　8.0
            	-
            	1
            	-
            	-
          

          
            	　8.5
            	5
            	4
            	5
            	5
          

          
            	≥9.0
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Protein
(㎎/㎗)
            	Negative
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	0≥25
            	4
            	3
            	-
            	-
          

          
            	0≥50
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	≥100
            	1
            	2
            	5
            	5
          

          
            	Urobilinogen
(EU/㎗)
            	　0.2
            	5
            	3
            	3
            	3
          

          
            	≥1.0
            	-
            	2
            	2
            	2
          

          
            	Nitrite
            	Negative
            	5
            	5
            	5
            	5
          

          
            	Positive
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Glucose
(㎎/㎗)
            	Negative
            	4
            	5
            	5
            	4
          

          
            	Trace
            	1
            	-
            	-
            	1
          

          
            	Bilirubin
            	Negative
            	1
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Small
            	3
            	4
            	-
            	-
          

          
            	Moderate
            	1
            	1
            	5
            	5
          

          
            	Ketone body
(㎎/㎗)
            	Negative
            	2
            	-
            	-
            	-
          

          
            	5
            	1
            	-
            	-
            	1
          

          
            	15
            	1
            	5
            	5
            	4
          

          
            	40
            	1
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Specific
gravity
            	≤1.100
            	4
            	2
            	-
            	5
          

          
            	　1.150
            	1
            	-
            	1
            	-
          

          
            	　1.200
            	-
            	3
            	4
            	-
          

          
            	Occult blood
            	Negative
            	5
            	5
            	5
            	5
          

          
            	pH
            	≤7.5
            	3
            	2
            	-
            	-
          

          
            	8.0
            	1
            	3
            	5
            	-
          

          
            	8.5
            	1
            	-
            	-
            	5
          

          
            	≥9.0
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Protein
(㎎/㎗)
            	Negative
            	2
            	-
            	-
            	-
          

          
            	≥25
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	≥50
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	≥100
            	3
            	5
            	5
            	5
          

          
            	Urobilinogen
(EU/㎗)
            	0.2
            	1
            	-
            	-
            	-
          

          
            	≥1.0
            	4
            	5
            	5
            	5
          

          
            	Nitrite
            	Negative
            	5
            	5
            	5
            	5
          

          
            	Positive
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Sex
            	Male
            	Female
          

          
            	Group/Dose (㎎/㎏)
            	G5
            	G6
            	G5
            	G6
          

          
            	0R
            	GT 4,000R
            	0R
            	GT 4,000R
          

          
            	 Glucose
(㎎/㎗)
            	Negative
            	5
            	4
            	5
            	5
          

          
            	Trace
            	-
            	1
            	-
            	-
          

          
            	Bilirubin
            	Negative
            	-
            	4
            	4
            	3
          

          
            	Small
            	5
            	1
            	-
            	2
          

          
            	Moderate
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Ketone body
(㎎/㎗)
            	Negative
            	-
            	-
            	4
            	3
          

          
            	5
            	-
            	1
            	1
            	-
          

          
            	15
            	1
            	3
            	-
            	2
          

          
            	40
            	4
            	1
            	-
            	-
          

          
            	Specific
gravity
            	≤1.100
            	-
            	1
            	3
            	4
          

          
            	1.150
            	2
            	4
            	-
            	-
          

          
            	1.200
            	2
            	-
            	1
            	1
          

          
            	1.250
            	1
            	-
            	-
            	-
          

          
            	≥1.300
            	-
            	-
            	1
            	-
          

          
            	Occult blood
            	Negative
            	5
            	5
            	5
            	5
          

          
            	pH
            	≤6.5
            	-
            	-
            	1
            	-
          

          
            	7.0
            	-
            	-
            	1
            	-
          

          
            	7.5
            	-
            	1
            	-
            	-
          

          
            	8.0
            	4
            	1
            	-
            	4
          

          
            	8.5
            	1
            	3
            	3
            	1
          

          
            	≥9.0
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Protein
(㎎/㎗)
            	Negative
            	-
            	-
            	4
            	4
          

          
            	≥25
            	5
            	5
            	1
            	1
          

          
            	≥50
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	≥100
            	-
            	-
            	-
            	-
          

          
            	Urobilinogen
(EU/㎗)
            	0.2
            	1
            	4
            	5
            	5
          

          
            	≥1.0
            	4
            	1
            	-
            	-
          

          
            	Nitrite
            	Negative
            	5
            	5
            	5
            	5
          

          
            	Positive
            	-
            	-
            	-
            	-
          

        

        
          
            0 (G1); normal control, GT 1,000 (G2); 1,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 2,000 (G3); 2,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 4,000 (G4); 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks.
          

          
            0R (G5); normal control of recovery evaluation, GT 4,000R (G6); Maintained for 4 weeks without Galgeun-tang after 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration for 13 weeks.
          

        

        

      

      
        5. 혈액학적 검사
        시험동물 부검 시 채취한 전혈에 대해 혈액학적 검사를 수행한 결과 암컷에 대한 2,000 ㎎/㎏ 갈근탕 투여군 (female, G3, GT 2,000)에서 RBC와 HGB 수치가 유의적으로 감소된 것으로 나타났지만 이는 실험군 내에서 오차가 크기 때문에 개체차이인 것으로 사료되며 이를 제외한 여러 투여군은 유의성 있는 변화가 관찰되지 않았다 (Table 6).

        
          Table 6. 
				
          

          
            Summary of hematological parameters in main and recovery groups.
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Group
              	
              	RBC1)
              	HGB2)
              	HCT3)
              	MCV4)
              	MCH5)
              	MCHC6)
              	PLT7)
              	WBC8)
              	WBC differential counting (%)
            

            
              	(106/㎕)
              	(g/㎗)
              	(%)
              	(fl)
              	(pg)
              	(g/㎗)
              	(103/㎕)
              	(103/㎕)
              	NEU9)
              	LYM10)
              	MONO11)
              	EOS12)
              	BASO13)
            

          
          
            	Male
            	G1
            	Mean
            	9.2
            	16.2
            	50.8
            	55.1
            	17.6
            	31.9
            	783.0
            	13.0
            	14.2
            	76.5
            	7.8
            	1.3
            	0.2
          

          
            	0
            	S.D.
            	0.5
            	0.6
            	2.5
            	2.3
            	0.8
            	0.5
            	410
            	1.5
            	3.8
            	5.4
            	2.4
            	0.8
            	0.1
          

          
            	G2
            	Mean
            	9.4
            	16.2
            	50.4
            	54.1
            	17.4
            	32.2
            	990
            	15.1
            	14.9
            	77.2
            	6.6
            	1.0
            	0.2
          

          
            	GT 1,000
            	S.D.
            	0.9
            	1.4
            	5.1
            	1.4
            	0.6
            	0.6
            	197
            	2.2
            	4.4
            	5.4
            	1.7
            	0.3
            	0.1
          

          
            	G3
            	Mean
            	9.3
            	16.1
            	50.6
            	54.4
            	17.4
            	31.9
            	922
            	13.6
            	13.8
            	77.2
            	7.9
            	0.8
            	0.1
          

          
            	GT 2,000
            	S.D.
            	0.4
            	0.8
            	2.7
            	1.9
            	0.5
            	0.6
            	103
            	1.6
            	4.6
            	4.6
            	2.0
            	0.3
            	0.1
          

          
            	G4
            	Mean
            	9.0
            	15.9
            	49.9
            	55.4
            	17.6
            	31.8
            	942
            	13.2
            	13.2
            	78.4
            	7.3
            	0.9
            	0.2
          

          
            	GT 4,000
            	S.D.
            	0.6
            	1.2
            	3.7
            	2.3
            	0.5
            	0.7
            	260
            	2.3
            	4.4
            	6.6
            	2.3
            	0.1
            	0.1
          

          
            	G5
            	Mean
            	9.1
            	15.6
            	47.5
            	51.7
            	17.0
            	32.8
            	1,045
            	14.6
            	16.3
            	47.1
            	8.2
            	1.2
            	0.2
          

          
            	0R
            	S.D.
            	0.4
            	1.0
            	3.0
            	1.8
            	0.8
            	0.5
            	129
            	0.9
            	7.2
            	8.9
            	2.4
            	0.5
            	0.1
          

          
            	G6
            	Mean
            	9.2
            	15.8
            	48.9
            	53.0
            	17.2
            	32.4
            	1,028
            	17.3
            	14.8
            	77.0
            	7.0
            	0.8
            	0.1
          

          
            	GT 4,000R
            	S.D.
            	0.6
            	0.8
            	2.5
            	1.0
            	0.3
            	0.26
            	108
            	3.3
            	5.7
            	6.2
            	0.7
            	0.3
            	0.1
          

          
            	Female
            	G1
            	Mean
            	8.4
            	15.5
            	48.8
            	58.0
            	18.5
            	31.7
            	875
            	10.9
            	9.6
            	82.0
            	5.9
            	1.9
            	0.1
          

          
            	0
            	S.D.
            	0.4
            	0.7
            	2.1
            	1.5
            	0.5
            	0.3
            	261
            	2.2
            	2.2
            	4.5
            	1.2
            	2.5
            	0.1
          

          
            	G2
            	Mean
            	8.4
            	15.4
            	49.3
            	58.8
            	18.5
            	31.4
            	931
            	9.8
            	9.0
            	83.1
            	6.5
            	1.3
            	0.2
          

          
            	GT 1,000
            	S.D.
            	0.4
            	0.4
            	1.9
            	1.9
            	0.5
            	0.5
            	121
            	2.5
            	4.8
            	4.1
            	2.0
            	0.7
            	0.2
          

          
            	G3
            	Mean
            	6.3*
            	11.8*
            	37.5
            	58.0
            	18.6
            	32.2
            	782
            	8.6
            	13.9
            	78.0
            	6.6
            	1.4
            	0.2
          

          
            	GT 2,000
            	S.D.
            	3.2
            	5.8
            	1.7
            	6.7
            	1.5
            	2.1
            	403
            	4.7
            	4.6
            	5.4
            	2.0
            	0.6
            	0.1
          

          
            	G4
            	Mean
            	8.3
            	15.4
            	49.9
            	60.3
            	18.6
            	30.8
            	892
            	10.4
            	11.7
            	80.6
            	6.4
            	1.2
            	0.1
          

          
            	GT 4,000
            	S.D.
            	0.6
            	0.7
            	2.1
            	3.3
            	0.8
            	0.4
            	117
            	2.1
            	4.9
            	4.0
            	2.5
            	0.7
            	0.1
          

          
            	G5
            	Mean
            	8.1
            	14.9
            	46.0
            	57.0
            	18.6
            	32.5
            	861
            	7.7
            	12.0
            	78.8
            	7.7
            	1.3
            	0.3
          

          
            	0R
            	S.D.
            	0.3
            	0.6
            	2.3
            	1.4
            	0.5
            	0.4
            	483
            	1.2
            	4.4
            	7.1
            	2.8
            	0.2
            	0.2
          

          
            	G6
            	Mean
            	8.8
            	15.9
            	50.1
            	57.0
            	18.1
            	31.8
            	1,030
            	7.3
            	8.9
            	81.7
            	7.9
            	1.2
            	0.2
          

          
            	GT 4,000R
            	S.D.
            	0.2
            	0.5
            	2.1
            	1.5
            	0.3
            	0.5
            	178
            	1.2
            	4.4
            	3.9
            	2.2
            	0.4
            	0.1
          

        

        
          
            1)RBC; erythrocyte count, 2)HGB; hemoglobin, 3)HCT; hematocrit, 4)MCV; Mean corpuscular volume, 5)MCH; Mean corpuscular hemoglobin, 6)MCHC; mean corpuscular hemoglobin concentration, 7)PLT; platelet, 8)WBC; White blood cell, 9)NEU; neutrophil, 10)LYM; lymphocyte, 11)MONO; monocytes, 12)EOS; eosinophils, 13)BASO; basophils. 0 (G1); normal control, GT 1,000 (G2); 1,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 2,000 (G3); 2,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 4,000 (G4); 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, 0R (G5); normal control of recovery evaluation, GT 4,000R (G6). Maintained for 4 weeks without Galgeun-tang after 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration for 13 weeks. Values are expressed as means ± SD (n = 5). *Means with difference letters are significantly different to normal control group of toxicity evaluation (G1) by Tukey-Kramer Multiple Comparison Test (p < 0.05).
          

        

        

      

      
        6. 혈액생화학적 검사
        시험동물 부검 시 채취한 혈청에 대해 혈액생화학적 검사를 수행한 결과 수컷에 대한 갈근탕 4,000 ㎎/㎏ 농도로 투여군은 정상대조군과 비교하여 AST, BUN 및 CRE 수치가 유의적 증가되었지만 증가량은 미미하였다. 하지만 회복평가기간 동안 모든 수치는 정상적으로 회복되는 것으로 나타났다. 암컷 실험군은 갈근탕을 2,000 또는 4,000 ㎎/㎏ 농도로 투여하였을 때 혈액생화학적 인자들이 증가되는 것으로 나타났지만, 수컷 실험군과 마찬가지로 회복평가기간동안 모두 정상적으로 회복되었다 (Table 7).

        
          Table 7. 
				
          

          
            Summary of biochemical parameters in main and recovery groups.
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Male
              	Female
            

            
              	Group
              	ALT1) (U/ℓ)
              	ALP2) (U/ℓ)
              	BUN3) (㎎/㎗)
              	CRE4) (㎎/㎗)
              	ALT1) (U/ℓ)
              	ALP2) (U/ℓ)
              	BUN3) (㎎/㎗)
              	CRE4) (㎎/㎗)
            

          
          
            	G1
            	Mean
            	74.0
            	377.0
            	18.0
            	0.4
            	86.4
            	378.6
            	17.8
            	0.3
          

          
            	0
            	S.D.
            	10.0
            	109.0
            	4.0
            	0.1
            	11.2
            	57.7
            	2.2
            	0.1
          

          
            	G2
            	Mean
            	75.9
            	416.4
            	17.7
            	0.5
            	75.2
            	361.4
            	19.2
            	0.4
          

          
            	GT 1,000
            	S.D.
            	11.4
            	65.6
            	2.9
            	0.1
            	7.1
            	77.7
            	2.1
            	0.1
          

          
            	G3
            	Mean
            	73.4
            	366.8
            	18.6
            	0.6
            	73.0
            	431.4*
            	20.2
            	0.6*
          

          
            	GT 2,000
            	S.D.
            	11.2
            	82.8
            	4.9
            	0.1
            	8.0
            	45.5
            	1.9
            	0.1
          

          
            	G4
            	Mean
            	116.4*
            	397.4
            	20.9*
            	0.8*
            	105.6*
            	445.8*
            	20.1
            	0.7*
          

          
            	GT 4,000
            	S.D.
            	18.9
            	87.8
            	4.7
            	0.1
            	16.4
            	46.0
            	3.63
            	0.1
          

          
            	G5
            	Mean
            	61.8
            	358.5
            	18.2
            	0.4
            	67.0
            	290.0
            	16.9
            	0.8
          

          
            	0R
            	S.D.
            	8.7
            	81.1
            	1.6
            	0.1
            	10.3
            	13.3
            	2.3
            	0.5
          

          
            	G6
            	Mean
            	69.8
            	360.8
            	16.8
            	0.4
            	61.0
            	288.2
            	16.5
            	0.8
          

          
            	GT 4,000R
            	S.D.
            	9.3
            	84.5
            	0.9
            	0.1
            	6.2
            	69.5
            	3.0
            	0.6
          

        

        
          
            1)ALT; alanine aminotransferase, 2)ALP; alkaline phosphatase, 3)BUN; Blood urea nitrogen, 4)CRE; creatinine. 4,000R (G6); maintained for 4 weeks without Galgeun-tang after 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration for 13 weeks. Values are expressed as means ± SD (n = 5). *Means with difference letters are significantly different to normal control group of toxicity evaluation (G1) by Tukey-Kramer Multiple Comparison Test (p < 0.05).
          

        

        

      

      
        7. 성주기 검사
        암컷 동물의 성주기를 검사한 결과 모든 실험군에서 정상대조군과 비교하여 정상적인 발정주기를 보였으며 (100%), 발정기부터 다음 발정기까지 기간은 각각 2.4, 2.0, 2.4 및 2.6 일로 정상대조군 및 갈근탕 투여군간 유의적인 차이는 나타나지 않았다 (Table 8).

        
          Table 8. 
				
          

          
            Summary of estrous cycle in main groups.
          
          

        

        
          
            
              	Group/Dose
(㎎/㎏)
              	Estrous
cyclicity (%)
              	Length of
estrous cycle (days)
              	Length of stage (days)
            

            
              	Proestrus
              	Estrus
              	Metestrus
              	Diestrus
            

          
          
            	G1
            	Mean
            	100
(5/5)
            	2.4
            	2.6
            	2.6
            	2.8
            	5.0
          

          
            	0
            	S.D.
            	0.5
            	0.5
            	0.5
            	0.4
            	1.0
          

          
            	G2
            	Mean
            	100
(5/5)
            	2.0
            	2.4
            	2.2
            	2.4
            	6.0
          

          
            	GT  1,000
            	S.D.
            	0.0
            	0.5
            	0.4
            	0.5
            	0.7
          

          
            	G3
            	Mean
            	100
(5/5)
            	2.4
            	2.4
            	2.4
            	2.4
            	5.8
          

          
            	GT  2,000
            	S.D.
            	0.5
            	0.5
            	0.5
            	0.5
            	0.8
          

          
            	G4
            	Mean
            	100
(5/5)
            	2.6
            	2.8
            	2.6
            	2.4
            	5.2
          

          
            	GT  4,000
            	S.D.
            	0.5
            	0.4
            	0.5
            	0.5
            	1.3
          

        

        
          
            0 (G1); normal control, GT 1,000 (G2); 1,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 2,000 (G3); 2,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 4,000 (G4); 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks. Values are expressed as means ± SD (n = 5).
          

        

        

      

      
        8. 부검
        모든 실험동물에 대해 안락사를 실시한 뒤 5 분 이내에 부검을 실시하였다. 전신의 장기에 대한 육안검사를 진행한 결과 출혈, 비대, 위축과 같은 이상소견은 관찰되지 않았다 (Table 9). Rat 부검 시 흔하게 찾아볼 수 있는 가슴샘의 발적과 같은 증상도 확인되지 않은 것으로 보아 갈근탕의 투여가 암수 모두에서 장기에 대한 부정적인 영향을 미치지 않는 것으로 보인다.

        
          Table 9. 
				
          

          
            Summary of necropsy findings in male and female rats administered with Galgeun-tang.
          
          

        

        
          
            
              	Male
            

            
              	
              	Group
              	G1
              	G2
              	G3
              	G4
              	G5
              	G6
            

            
              	Dose (㎎/㎏)
              	0
              	GT 1,000
              	GT 2,000
              	GT 4,000
              	0R
              	GT 4,000R
            

          
          
            	Organ / Findings
            	No. of examined
            	5
            	5
            	5
            	5
            	5
            	5
          

          
            	Abnormal organs
            	Remarkable findings
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

          
            	Female
          

          
            	
            	Group
            	G1
            	G2
            	G3
            	G4
            	G5
            	G6
          

          
            	Dose (㎎/㎏)
            	0
            	GT 1,000
            	GT 2,000
            	GT 4,000
            	0R
            	GT 4,000R
          

          
            	Organ / Findings
            	No. of examined
            	5
            	5
            	5
            	5
            	5
            	5
          

          
            	Abnormal organs
            	Remarkable findings
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
            	0
          

        

        
          
            0 (G1); normal control, GT 1,000 (G2); 1,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 2,000 (G3); 2,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 4,000 (G4); 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, 0R (G5); normal control of recovery evaluation, GT 4,000R (G6); Maintained for 4 weeks without Galgeun-tang after 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration for 13 weeks. Values are expressed as means ± SD (n = 5).
          

        

        

      

      
        9. 장기중량
        부검을 진행한 뒤 실험동물의 자궁 (uterus), 난소 (ovary), 고환 (testis), 정소 (epididymis), 간 (liver), 심장 (heart), 비장 (spleen) 및 신장 (kidney)의 절대 장기중량과 정강뼈의 둘레 및 길이를 측정한 결과, 수컷에 대한 4,000 ㎎/㎏ 갈근탕 회복군 (male, G6, GT 4,000R)은 회복주 수컷 정상대조군 (male, G5, 0R)과 비교하였을 때 심장에 대한 습중량의 차이가 나타나지 않았지만 절식체중에 비례한 상대장기 중량비가 감소된 것으로 나타났다. 하지만 이는 개체별 오차범위가 다른 값과 비교하여 크기 때문에 개체차이 인 것으로 사료된다. 암컷에 대한 4,000 ㎎/㎏ 갈근탕 투여군 (female, G4, GT 4,000)은 정상대조군 (female, G1, 0)과 비교하여 비장의 상대장기 중량비가 유의적으로 증가된 것으로 나타났지만 증가량이 매우 미미하였고 습중량의 차이는 나타나지 않았다. 암컷에 대한 4,000 ㎎/㎏ 갈근탕 회복군 (female, G6, GT 4,000R)은 암컷 정상대조군 (female, G5, 0R)과 비교하여 심장, 폐, 신장의 상대장기 중량비와 정강뼈의 길이와 두께의 상대비가 증가되는 것으로 나타났지만 습중량의 차이는 없었다 (Table 10, 11).

        
          Table 10. 
				
          

          
            Summary of absolute organ weights in male and female rats administered with Galgeun-tang.
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Group/Dose
(㎎/㎏)
              	Weight (g)
              	Tibia (㎜)
            

            
              	B.W.1)
              	Liver
              	Heart
              	Spleen
              	Lung
              	Kidneys
              	Testis
              	Epididymis
              	Length
              	Diameter
            

            
              	Lt.2)
            

          
          
            	Male
            	G1
            	Mean
            	498.2
            	15.9
            	1.7
            	0.9
            	2.1
            	3.9
            	3.4
            	1.2
            	42.2
            	3.7
          

          
            	0
            	S.D.
            	25.0
            	1.8
            	0.1
            	0.1
            	0.4
            	0.4
            	0.3
            	0.1
            	3.8
            	0.2
          

          
            	G2
            	Mean
            	493.8
            	15.5
            	1.5
            	0.8
            	2.0
            	3.8
            	3.7
            	1.3
            	44.0
            	3.4
          

          
            	GT  1,000
            	S.D.
            	50.7
            	1.5
            	0.1
            	0.2
            	0.2
            	0.4
            	0.3
            	0.1
            	1.8
            	0.5
          

          
            	G3
            	Mean
            	504.8
            	15.5
            	1.5
            	0.8
            	2.0
            	4.1
            	3.4
            	1.2
            	42.5
            	3.3
          

          
            	GT  2,000
            	S.D.
            	46.7
            	2.4
            	0.2
            	0.1
            	0.2
            	0.6
            	0.4
            	0.1
            	2.8
            	0.2
          

          
            	G4
            	Mean
            	502.0
            	15.4
            	1.6
            	0.9
            	2.2
            	3.9
            	3.6
            	1.3
            	43.4
            	3.5
          

          
            	GT  4,000
            	S.D.
            	23.9
            	1.8
            	0.1
            	0.1
            	0.1
            	0.4
            	0.3
            	0.2
            	0.8
            	0.2
          

          
            	G5
            	Mean
            	542.8
            	15.3
            	1.6
            	0.8
            	2.1
            	4.2
            	3.6
            	1.3
            	54.3
            	3.5
          

          
            	0R
            	S.D.
            	27.8
            	0.7
            	0.2
            	0.1
            	0.2
            	0.
            	0.3
            	0.0
            	1.3
            	0.3
          

          
            	G6
            	Mean
            	560.8
            	15.4
            	1.0
            	1.0
            	2.2
            	3.9
            	3.6
            	1.2
            	43.9
            	3.6
          

          
            	GT  4,000R
            	S.D.
            	47.0
            	2.7
            	0.4
            	0.4
            	0.4
            	0.4
            	0.2
            	0.2
            	1.4
            	0.2
          

          
            	
            	Group/Dose
(㎎/㎏)
            	B.W.
            	Liver
            	Heart
            	Spleen
            	Lung
            	Kidneys
            	Uterus
            	Ovary
            	Tibia (㎜)
          

          
            	Lt.2)
            	Length
            	Diameter
          

          
            	Female
            	G1
            	Mean
            	308.0
            	8.7
            	1.0
            	0.5
            	1.6
            	2.3
            	0.7
            	0.3
            	40.2
            	2.8
          

          
            	0
            	S.D.
            	29.5
            	1.2
            	0.1
            	0.1
            	0.2
            	0.2
            	0.2
            	0.4
            	0.8
            	0.3
          

          
            	G2
            	Mean
            	292.4
            	8.5
            	1.0
            	0.5
            	1.5
            	2.1
            	0.7
            	0.1
            	39.6
            	2.7
          

          
            	GT  1,000
            	S.D.
            	26.4
            	1.1
            	0.1
            	0.1
            	0.1
            	0.1
            	0.2
            	0.0
            	1.1
            	0.1
          

          
            	G3
            	Mean
            	295.0
            	9.2
            	1.0
            	0.5
            	1.5
            	2.2
            	0.7
            	0.1
            	39.7
            	2.7
          

          
            	GT  2,000
            	S.D.
            	29.5
            	1.3
            	0.1
            	0.0
            	0.2
            	0.3
            	0.4
            	0.0
            	0.8
            	0.1
          

          
            	G4
            	Mean
            	293.0
            	8.8
            	1.0
            	0.7
            	1.7
            	2.2
            	0.6
            	0.1
            	39.9
            	2.8
          

          
            	GT  4,000
            	S.D.
            	19.2
            	1.1
            	0.1
            	0.1
            	0.2
            	0.3
            	0.2
            	0.0
            	0.9
            	0.2
          

          
            	G5
            	Mean
            	346.0
            	9.7
            	1.0
            	0.5
            	1.6
            	2.1
            	0.1
            	0.6
            	39.4
            	2.6
          

          
            	0R
            	S.D.
            	24.9
            	1.1
            	0.1
            	0.0
            	0.2
            	0.2
            	0.0
            	0.1
            	1.2
            	0.2
          

          
            	G6
            	Mean
            	299.6
            	10.6
            	1.1
            	0.6
            	1.8
            	2.5
            	0.1
            	0.6
            	39.5
            	2.8
          

          
            	GT  4,000R
            	S.D.
            	19.8
            	1.9
            	0.1
            	0.1
            	0.3
            	0.3
            	0.1
            	0.1
            	0.2
            	0.1
          

        

        
          
            1)B.W.; Body weight, 2)Lt; left. 0 (G1); normal control, GT 1,000 (G2); 1,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 2,000 (G3); 2,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 4,000 (G4); 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, 0R (G5); normal control of recovery evaluation, GT 4,000R (G6); maintained for 4 weeks without Galgeun-tang after 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration for 13 weeks. Values are expressed as means ± SD (n = 5).
          

        

        

        
          Table 11. 
				
          

          
            Summary of relative organ weights in male and female rats administered with Galgeun-tang.
          
          

        

        
          
            
              	Sex
              	Group/Dose
(㎎/㎏)
              	Weight (g)
              	Tibia (㎜)
            

            
              	B.W.1)
              	Liver
              	Heart
              	Spleen
              	Lung
              	Kidneys
              	Testis
              	Epididymis
              	Length
              	Diameter
            

            
              	Lt.2)
            

          
          
            	Male
            	G1
            	Mean
            	498.2
            	3.19
            	0.35
            	0.19
            	0.42
            	0.79
            	0.69
            	0.25
            	8.47
            	0.74
          

          
            	0
            	S.D.
            	25.0
            	0.32
            	0.01
            	0.03
            	0.07
            	0.06
            	0.05
            	0.02
            	0.77
            	0.03
          

          
            	G2
            	Mean
            	493.8
            	3.13
            	0.31
            	0.15
            	0.41
            	0.77
            	0.75
            	0.27
            	8.97
            	0.69
          

          
            	GT  1,000
            	S.D.
            	50.7
            	0.08
            	0.03
            	0.03
            	0.04
            	0.06
            	0.07
            	0.02
            	0.61
            	0.11
          

          
            	G3
            	Mean
            	504.8
            	3.05
            	0.30
            	0.16
            	0.39
            	0.80
            	0.69
            	0.25
            	8.46
            	0.66
          

          
            	GT  2,000
            	S.D.
            	46.7
            	0.27
            	0.03
            	0.02
            	0.02
            	0.07
            	0.15
            	0.05
            	0.90
            	0.05
          

          
            	G4
            	Mean
            	502.0
            	3.07
            	0.33
            	0.17
            	0.44
            	0.77
            	0.72
            	0.26
            	8.66
            	0.70
          

          
            	GT  4,000
            	S.D.
            	23.9
            	0.25
            	0.02
            	0.01
            	0.01
            	0.07
            	0.09
            	0.04
            	0.49
            	0.05
          

          
            	G5
            	Mean
            	542.8
            	2.82
            	0.29
            	0.15
            	0.39
            	0.77
            	0.67
            	0.25
            	8.36
            	0.62
          

          
            	0R
            	S.D.
            	27.8
            	0.17
            	0.02
            	0.02
            	0.02
            	0.03
            	0.06
            	0.01
            	0.40
            	0.07
          

          
            	G6
            	Mean
            	560.8
            	2.77
            	0.18**
            	0.18
            	0.38
            	0.70
            	0.65
            	0.22
            	7.88
            	0.64
          

          
            	GT  4,000R
            	S.D.
            	47.0
            	0.58
            	0.07
            	0.07
            	0.07
            	0.11
            	0.04
            	0.03
            	0.85
            	0.05
          

          
            	
            	Group/Dose
(㎎/㎏)
            	B.W.
            	Liver
            	Heart
            	Spleen
            	Lung
            	Kidneys
            	Uterus
            	Ovary
            	Tibia (body)
          

          
            	Lt.2)
            	Length
            	Diameter
          

          
            	Female
            	G1
            	Mean
            	308.0
            	2.83
            	0.32
            	0.18
            	0.51
            	0.74
            	0.24
            	0.08
            	13.18
            	0.91
          

          
            	0
            	S.D.
            	29.5
            	0.22
            	0.02
            	0.02
            	0.05
            	0.05
            	0.07
            	0.11
            	1.50
            	0.11
          

          
            	G2
            	Mean
            	292.4
            	2.91
            	0.33
            	0.18
            	0.51
            	0.72
            	0.22
            	0.03
            	13.62
            	0.93
          

          
            	GT 1,000
            	S.D.
            	26.4
            	0.20
            	0.02
            	0.03
            	0.05
            	0.02
            	0.05
            	0.01
            	1.13
            	0.07
          

          
            	G3
            	Mean
            	295.0
            	3.10
            	0.33
            	0.18
            	0.50
            	0.75
            	0.25
            	0.03
            	13.57
            	0.93
          

          
            	GT  2,000
            	S.D.
            	29.5
            	0.16
            	0.02
            	0.02
            	0.07
            	0.08
            	0.13
            	0.01
            	1.57
            	0.11
          

          
            	G4
            	Mean
            	293.0
            	2.99
            	0.33
            	0.23*
            	0.59
            	0.74
            	0.21
            	0.04
            	13.65
            	0.97
          

          
            	GT  4,000
            	S.D.
            	19.2
            	0.20
            	0.02
            	0.02
            	0.04
            	0.05
            	0.06
            	0.01
            	0.62
            	0.08
          

          
            	G5
            	Mean
            	346.0
            	2.81
            	0.28
            	0.15
            	0.46
            	0.61
            	0.03
            	0.18
            	11.43
            	0.76
          

          
            	0R
            	S.D.
            	24.9
            	0.42
            	0.04
            	0.01
            	0.07
            	0.08
            	0.01
            	0.04
            	0.61
            	0.04
          

          
            	G6
            	Mean
            	299.6
            	3.54
            	0.36**
            	0.19
            	0.59**
            	0.84**
            	0.04
            	0.21
            	13.24**
            	0.94**
          

          
            	GT  4,000R
            	S.D.
            	19.8
            	0.52
            	0.03
            	0.03
            	0.08
            	0.12
            	0.01
            	0.04
            	0.86
            	0.05
          

        

        
          
            1)B.W.; Body weight, 2)Lt; left. 0 (G1); normal control, GT 1,000 (G2); 1,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 2,000 (G3); 2,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, GT 4,000 (G4); 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration to rats for 13 weeks, 0R (G5); Normal control of recovery evaluation, GT 4,000R (G6); maintained for 4 weeks without Galgeun-tang after 4,000 ㎎/㎏ Galgeun-tang administration for 13 weeks. Values are expressed as means ± SD (n = 5). Means with difference letters are significantly different to normal control group of toxicity evaluation (G1) (*p < 0.05) and normal control group of recovery evaluation (G5) (**p < 0.05) by Tukey-Kramer Multiple Comparison Test.
          

        

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      Organisation for economic co-operation and development (OECD)의 급성독성시험의 허용한계용량인 2,000 ㎎/㎏의 농도 (OECD, 2001)와 건강기능식품의 한계용량인 2,000 ㎎/㎏ 농도 (Oh et al., 2006)를 포함하여 실험 농도를 설정하고 갈근탕을 1,000, 2,000 및 4,000 ㎎/㎏의 농도로 13 주 반복경구투여 및 4 주 회복시험을 실시했다.

      위의 시험기간은 식품의약품안전평가원의 의약품등의 독성시험기준 해설서를 근거로 하여 13 주의 시험기간을 지정하였고 (OECD, 2001; NIFDSE, 2012), 다양한 약용작물들을 대상으로 수행된 독성평가시험과 같이 독성이 유발된 경우 유발된 독성의 가역성을 확인하기 위해 추가적으로 4 주 동안 회복평가기간을 지정하였다 (Nho et al., 2018). 모든 시험군에서 빈사 및 사망동물은 발생하지 않았고, 일반증상, 뇨검사, 부검을 포함한 독성평가시험에서 독성학적으로 의미 있는 변화가 관찰되지 않았다.

      갈근탕의 주요성분으로 알려져 있는 daidzein은 in vitro 상에서 높은 농도로 처리했을 때 신경세포에 독성을 일으키는 것으로 알려져 있지만 (Jin et al., 2007), 50 일간 암컷 랫드에게 1,000 ㎎/㎏농도로 반복경구투여 했을 때 식이섭취량과 체중을 감소시키지만 조직병리소견이 나타나지 않고 설치류의 생식능력에 영향을 미치지 않는 것으로 보고되었다(Lamartiniere et al., 2002). Puerarin은 수용성 글리코사이드이며 250 ㎎/㎏의 농도로 수컷 랫드에게 28 일간 경구투여했을 때 조직학적 또는 혈액학적으로 독성을 유발하지 않는 것으로 알려져 있다 (Chung et al., 2009). 또한 랫드에 대한 cinnamic acid의 반수치사량 (LD50)은 3,570 ㎎/㎏으로 알려져 있어 섭취에 주의를 요하지만 이는 매우 높은 농도로 갈근탕에 포함되어있는 cinnamic acid의 양으로 부정적인 영향을 미치기에는 현저히 낮은 농도라 생각된다 (Bickers et al., 2005; Seo et al., 2010).

      체중변화측정에서 암컷 4,000 ㎎/㎏ 갈근탕 회복군 (female, G6, GT 4,000R)의 유의적인 체중감소 (약 13%)가 나타났는데, 설치류에서 실험물질에 의한 체중감소가 정상대조군에 비해 20% 이상 감소되었다면 독성학적인 의미가 있는 것으로 간주하는 것으로 알려져 있지만 체중감소 비율이 크고 4,000 ㎎/㎏ 갈근탕 반복경구투여를 중지한 뒤 나타난 현상으로 의미가 있다고 사료되어, 회복주를 4 주 이상으로 설정하여 체중의 편차를 측정하는 추가적인 평가가 필요하다고 사료된다 (Dietze et al., 2016).

      요검사에서 갈근탕 반복투여에 따라 요단백과 빌리루빈이 증가되었는데, 요비중이 높은 상태에서 매우 증가된 요단백은 독성학적 의미가 있을 수 있으나 시험결과에서 요단백 상승량이 매우 낮았고 요비중에 변화 처리 농도대비 유의적이지 않았음에 따라 독성학적 의미가 없었다. 또한 빌리루빈은 우로빌리노겐과 함께 증가되어야 간성원인으로 간주하고, 빌리루빈 자체의 증가는 담낭에 영향을 미친다고 알려져 있지만 갈근탕 투여에 의한 빌리루빈 증가는 수치가 유의적으로 증가했으나 양이 미미하고 회복기간에 정상으로 회복되는 것으로 보아 관련 장기에 큰 영향을 미치지 않는 것으로 생각된다 (Kim et al., 2012).

      장기중량측정에서 몇몇 실험군의 상대장기 중량비가 갈근탕 투여 및 회복주에서 증가되는 것으로 나타났지만 습중량에 대한 차이는 나타나지 않았을 뿐만 아니라 부검 시 여러 장기에 대한 육안적 검사에서 눈에 띄는 장기 비대 및 위축과 같은 이상이 발견되지 않았다. 따라서 이는 실험군간 개체 차이에 따른 결과로 보여지며 증가량과 감소폭이 미미하기 때문에 독성학적인 의미가 없는 것으로 사료된다. 또한 장기중량이 정상대조군과 비교하여 20% 정도 차이를 나타냄과 동시에 조직병리학적 소견이 함께 동반되어야 독성학적인 의미를 가진다고 알려져 있기 때문에, 추가적으로 갈근탕 반복경구투여에 따른 조직병리학적 검사를 수행해야한다고 생각된다 (Amacher et al., 1998).

      결과를 종합했을 때 수컷 및 암컷 랫드에 대한 무독성량 (NOAEL, no-observed-adverse-effect level)은 4,000 ㎎/㎏ 로 보이고, 2,000 ㎎/㎏ 농도에서 경미한 변화가 나타났기 때문에 무해용량 (NOEL, no-observed-effect level)은 400 ㎎/㎏으로 추정된다.

      이러한 결과를 바탕으로 한의학에서 이용되는 처방전 중 하나인 갈근탕의 안전성과 이에 포함되어있는 여러 약용식물을 안전하게 사용할 수 있도록 우리나라 고유의 질병치료제에 대한 인식개선과 개발에 기여할 것으로 사료된다.
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