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            초록
          
        

        
          
            Background: 
            Type II diabetes is considered as one of the common diseases. Bangpungtongseong-san (BPS) has been used as a traditional medicine for treating obesity and hypertension in Korea. According to previous reports, it has anti-obesity, anti-chronic asthma, anti-oxidant, and anti-inflammatory properties. However, the effects of BPS on type II diabetes have not yet been elucidated. Thus, in this sutudy, we evaluated the water extracts of BPS using type II diabetes animal models.

          

          
            Methods and Results: 
            Each group was orally administered with BPS (170, 850 and 1,700 ㎎/㎏) for approximately 13 weeks. A mixture of 150 ㎎/㎏ metformin and 10 ㎎/㎏ sitagliptin (MS) was used as a positive control. The glycated hemoglobin (HbA1c) and glucose levels, and hematological parameters including blood urine nitrogen, creatinine, low density lipoprotein and total cholesterol, were measured using blood samples. Treatment with 170 ㎎/㎏ BPS decreased the HbA1c and glucose levels in blood without affecting the weights of the animals. However, threatment with 1,700 ㎎/㎏ BPS reduced the weights and fatty liver, and increased the blood glucose level in type II diabetes animal models

          

          
            Conclusions: 
            These results indicate that a low dose of BPS for 13 weeks, which reduces HbA1c and blood glucose levels, could be used for the treatment of type II diabetes. However, further studies are required to elucidate how active ingredients of BPS influence HbA1c and glucose levels in blood.
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      서 언
      당뇨병은 크게 제1형 당뇨병, 제2형 당뇨병, 임신성당뇨 및 여러 질환과 동반되어 나타나는 당뇨 등 크게 4 가지로 분류되고 이 중 제2형 당뇨가 발병률이 가장 높으며 근육, 간, 지방과 같은 다양한 조직에 영향을 미칠 뿐만 아니라 인슐린 과다분비, 인슐린 저항성이 유도되어 포도당 흡수 장애를 일으킨다 (Kim, 2008).

      당뇨병으로 인해 혈당이 조절되지 않아 높게 유지되어 만성화될 경우 고지혈증, 고혈압, 동맥경화, 심혈관계 장애 등을 포함한 여러 합병증이 유발되며 당뇨병성망막병증, 당뇨병성신장병증 및 당뇨병성신경병증과 같은 질병의 발병률이 크게 증가한다 (Jacobson et al., 2005). 한국인을 대상으로 유발된 제 2형 당뇨는 인슐린저항성을 가진 동시에 체내 인슐린 분비가 증가한다는 것이 특징인데, 이는 인슐린에 영향을 받는 여러 세포의 포도당 흡수 및 글리코겐 합성을 억제 시킴에 따라 혈당이 증가하게 되고 이로 인해 여러 세포들이 손상된다 (Muniyappa et al., 2007).

      고령화 사회에 따른 환경변화에 의해 다양한 질병이 점차 증가하고 있으며, 이에 따라 장기 복용 및 예방에 따른 안전성이 중요시 되고 있어 국내외 약용식물을 대안으로 여러 연구가 진행되고 있다 (Kim et al., 2019; Nho et al., 2019a,b; Um et al., 2019; Yang et al., 2019).

      방풍통성산은 감초, 석고, 황금, 길경 등 여러 약용식물을 이용한 전통처방전으로 비만, 고혈압 및 심혈관 질환과 같은 대사증후군에 사용되어 왔으며 (Park and Kim, 2012), 주요 성분과 효능은 표에 정리했다 (Table 1).

      
        Table 1. 
				
        

        
          Effect of plants included in Bangpungtongseong-san.
        
        

      

      
        
          
            	Scientific name
            	Substrate
            	Target
            	Reference
          

        
        
          	Glycyrrhiza uralensis Fischer
          	Licochalcone A
          	Lipid accumulation
          	
            
              Lee et al., 2018
            
          
        

        
          	Liquiritin
          	Insulin sensitivity
          	
            
              Zhang et al., 2016
            
          
        

        
          	Gypsum Fibrosum
          	CaSO4
          	Fibrosis
          	
            
              Ikarashi et al., 2012
            
          
        

        
          	Scutellaria baicalensis Georgi
          	Baicalin
          	Inflammation, fibrosis
          	
            
              Wang et al., 2018
            
          
        

        
          	Platycodon grandiflorum A. De Candolle
          	-
          	Blood pressure
          	
            
              Yun et al., 2003
            
          
        

        
          	Saposhnikovia divaricata Schischkin
          	-
          	-
          	-
        

        
          	Paeonia lactiflora Pallas
          	Albiflorin
          	Glucose uptake, Oxidative stress
          	
            
              Sun et al., 2013
            
          
        

        
          	Paeoniflorin
          	Diabetic nephropathy, Oxidative stress
          	
            
              Wankun et al., 2013
            
          
        

        
          	Cnidium officinale Makino, Ligusticum chuanxiong Hort.
          	-
          	Oxidative stress
          	
            
              Song et al., 2000
            
          
        

        
          	Angelica gigas Nakai
          	-
          	-
          	-
        

        
          	Rheum palmatum Linne
          	Sennoside A
          	Insulin sensitivity
          	
            
              Choi et al., 2006
            
          
        

        
          	Ephedra sinica Stapf
          	Ephedrine
          	Lipid accumulation
          	
            
              Diepvens et al., 2006
            
          
        

        
          	Mentha arvensis Linne var. piperascens Malinvaud ex Holmes
          	-
          	Oxidative stress
          	
            
              Lee et al., 2005
            
          
        

        
          	Forsythia viridissima Lindley
          	-
          	Lipid accumulation
          	
            
              Park et al., 2014
            
          
        

        
          	Erigeron canadensis
          	-
          	-
          	-
        

        
          	Schizonepeta tenuifolia Briquet
          	-
          	Lipid accumulation
          	
            
              Park et al., 2014
            
          
        

        
          	Atractylodes japonica Koidzumi
          	-
          	-
          	-
        

        
          	Gardenia jasminoides Ellis
          	Geniposide
          	Hyperglycemia, Oxidative stress, Lipid accumulation
          	Wu et al., 2009, Liu et al., 2013, Lee et al., 2019,
        

        
          	Talcum
          	-
          	-
          	-
        

      

      

      여러 실험동물 연구에서 방풍통성산은 고지방식이 투여군의 체중증가, 지방축적 및 혈중 콜레스테롤을 개선시키는 것으로 나타났으며 (Kim et al., 2011), ovalbumin에 의해 유도된 천식 동물모델에서 interleukin-4, interleukin-13 및 폐 섬유화를 개선시키는 것으로 알려졌을 뿐만 아니라 (Lee et al., 2014), 세포실험에서 항염증 (Lee et al., 2012) 및 항알러지 (Jeong et al., 2015) 작용을 하는 것으로 보고되어있다.

      방풍통성산의 주요 성분으로는 geniposide, albiflorin, paeoniflorin, liquiritin, sennoside A 등이 포함되어있는 것으로 알려져 있다 (Kim et al., 2014). Geniposide는 high-fat diet와 streptozotocin으로 유도한 제1형 당뇨 모델에서 hepatic glycogen phosphorylase와 glucose-6-phosphatase를 조절하여 혈당을 감소시키는 것으로 알려져 있으며 (Wu et al., 2009), albiflorin은 제1형 당뇨 동물 모델에서 glucose 흡수를 개선시키는 것으로 나타났을 뿐만 아니라 (Zhou et al., 2019), paeoniflorin은 streptozotocin으로 유도된 당뇨 쥐에서 toll-like receptor 2 신호전달 경로를 조절하여 당뇨병성 신장병증을 개선하는 것으로 보고되고있다 (Shao et al., 2017). 이와 같은 주요성분을 함유하는 방풍통성산은 당뇨병이나 당뇨병성 합병증에 효과가 있을 것으로 사료되지만 실제로 방풍통성산이 제 2형 당뇨를 개선시킬 수 있는지에 대한 연구 결과는 보고되지 않았다.

      이러한 이유에 따라 본 연구는 방풍통성산 물 추출물을 제 2형 당뇨 동물모델에 투여해 조직학적 및 형태학적 분석과 당뇨병에 관련된 혈액 인자를 분석하여 당뇨병의 특징을 개선할 수 있는지 알아보고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료와 추출물의 제조
        본 연구에 사용한 약용작물은 대한민국약전을 기준으로 하여 식품의약품안전처의 우수 의약품 제조 및 품질관리 기준 (good manufacturing practice, GMP)을 인증받은 것을 사용하고 광명당 한약도매 (Onherb, Gwangju, Korea) 구입하였으며 (Table 2), 실험에 사용된 시료의 확증표본은 한국한의약진흥원 토종한약자원개발본부에 보관하고 있다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Composition of Bangpungtongseong-san.
          
          

        

        
          
            
              	Scientific name
              	Weight (g)
              	Ratio (%)
            

          
          
            	Glycyrrhiza uralensis Fischer
            	4.80
            	11.88
          

          
            	Gypsum
            	2.80
            	6.93
          

          
            	Scutellaria baicalensis Georgi
            	2.80
            	6.93
          

          
            	Platycodon grandiflorum A. De Candolle
            	2.80
            	6.93
          

          
            	Saposhnikovia divaricata Schischkin
            	1.80
            	4.46
          

          
            	Paeonia lactiflora Pallas
            	1.80
            	4.46
          

          
            	Cnidium officinale Makino, Ligusticum chuanxiong Hort.
            	1.80
            	4.46
          

          
            	Angelica gigas Nakai
            	1.80
            	4.46
          

          
            	Rheum palmatum Linne
            	1.80
            	4.46
          

          
            	Ephedra sinica Stapf
            	1.80
            	4.46
          

          
            	Mentha arvensis Linne var. piperascens Malinvaud ex Holmes
            	1.80
            	4.46
          

          
            	Forsythia viridissima Lindley
            	1.80
            	4.46
          

          
            	Erigeron canadensis
            	1.80
            	4.46
          

          
            	Schizonepeta tenuifolia Briquet
            	1.40
            	3.47
          

          
            	Atractylodes japonica Koidzumi
            	1.40
            	3.47
          

          
            	Gardenia jasminoides Ellis
            	1.40
            	3.47
          

          
            	
              Talcum
            
            	6.80
            	16.83
          

          
            	Total
            	40.40
            	100.00
          

        

        

        모든 약용작물을 개별로 세척한 뒤 시료 무게의 10 배에 해당하는 물을 넣고 환류냉각 추출방법을 이용하여 105℃에서 5 시간, 2 회 반복하여 추출하였다. 추출된 시료는 대형 회전 감압농축기 (NVC-2200, EYELA, Tokyo, Japan)를 이용해 55℃에서 농축한 뒤 filter paper (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 사용하여 여과하였고, 여과된 추출물은 동결건조기를 이용해 건조하였다.

        실험재료는 151 g을 수득하여 약 31.1%의 수율을 확인하였고, 건조된 파우더는 0.5% carboxymethyl cellulose (CMC, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)에 녹인 뒤 사용하였다.

      

      
        2. 실험 동물 및 처치
        본 실험은 동물보호법 (제정 1991년 5월 31일 법률 제 4379 호, 일부개정 2015년 1월 20일 법률 제 13023 호)에 근거한 한약진흥재단 한약자원본부의 동물실험윤리위원회에 의해 승인되었다 (승인번호: NIKOM-2018-008).

        제2형 당뇨 개선효과는 수컷 7 주령 BKS.Cg-m+/Leprdb/+/J 및 BKS.Cg-m+/Leprdb/db/J 마우스를 오리엔트 바이오 (Jeongeup, Korea)에서 구입하였으며, 동물실험에 사용된 방풍 통성산의 구성은 여러 연구를 참고하였고 (Lee et al., 2008; Lee et al., 2009), 이를 기준으로 추출 시 사용된 한약무게와 동결건조물 무게, 추출 수율을 통해 성인 몸무게 70㎏을 기준으로 한약의 단위, 1 첩 농도를 계산한 결과 0.17 g/㎏으로 나타나 1 일 허용섭취량을 산출하는 ADI 계산법을 적용하여 170㎎/㎏를 저농도, 850 ㎎/㎏를 중농도, 1,700 ㎎/㎏를 고농도로 동물실험에 적용하였다 (Nestmann and Lynch, 2007).

        시험 기간은 순화 기간 1 주일을 거친 뒤 13 주간 이루어졌으며, 제2형 당뇨 개선 효과를 평가하기 위해 실험군 당 5마리씩 배정하였고 실험군은 정상대조군 (NOR), 음성대조군 (CON)을 제외한 양성대조군 (POS) 그룹은 제2형 당뇨에 관련한 다른 연구 결과를 참고한 뒤 10 ㎎/㎏ sitagliptin과 150 ㎎/㎏ metformin을 합제하여 시험 기간 동안 매일 경구투여 하였다 (Hayes et al., 2016).

        저농도 방풍통성산 물 추출물 투여군 (BPL, 170 ㎎/㎏), 중농도 방풍통성산 물 추출물 투여군 (BPM, 850 ㎎/㎏), 고농도 방풍통성산 물 추출물 투여군 (BPH, 1,700 ㎎/㎏)은 각각 표기된 농도로 매일 경구투여 하였다. 실험이 끝난 뒤 모든 실험동물은 institutional animal care and use committee (IACUC)의 실험동물 관리 기준에 따라 CO2를 과호흡시켜 안락사를 유도하였다.

      

      
        3. 최종 체중 및 공복혈당 측정
        시험종료일에 최종 체중과 공복혈당을 측정하였으며, 최소 8 시간 이상 금식시킨 후, 꼬리 정맥에서 아큐-첵 가이드 혈당측정기 (F. Hoffmann-La Roche Ltd., Rotkreuz, Switzerland)를 이용하여 측정하였다.

      

      
        4. 당화혈색소 및 인슐린 측정
        당화혈색소는 꼬리 정맥에서 얻은 전혈을 mouse hemoglobin A1c (HbA1c) assay kits (80310, Crystal chem Inc., Schaumburg, IL, USA)를 사용하여 측정하였고, 혈중 인슐린은 동물 희생 후 얻은 전혈을 ultra sensitive mouse insulin ELISA kit (90080, Crystal chem Inc., Schaumburg, IL, USA)를 사용해서 측정하였다.

      

      
        5. 혈액생화학적 분석
        채취한 전혈을 3,000 rpm으로 10 분 간 원심분리 후 혈청을 취하여 사용하였다. FUJI DRI-CHEM 4000i (Fujifilm Holdings Co., Tokyo, Japan) 혈액생화학 분석기를 이용하여 blood urea nitrogen (BUN), creatinine 및 total cholesterol (TC)을 분석하였으며, low-density lipoprotein (LDL)은 mouse LDL-cholesterol assay kit (79980, Crystal chem Inc., Schaumburg, IL, USA)를 사용해 분석하였다.

      

      
        6. Hematoxylin과 eosin 염색과 조직학적 분석
        적출된 간과 신장은 10% neutralized buffered formalin (NBF)에 고정하여, 조직처리 과정을 통해 파라핀으로 포매하였다. 포매가 끝난 조직은 5 ㎛ 두께로 절편을 제작하였으며, Dako Mayer’s hematoxylin (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)과 eosin Y (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 이용해 염색한 뒤 광학현미경하에 관찰하였다.

        신장 조직의 손상 정도는 여러 문헌에서 사용된 방법을 참고하였고 (Canet et al., 2015; Yiu et al., 2016), 신장 손상 수치는 손상 비율에 따라 측정했고 수치는 정상 (0), 10% 이하 손상 (1), 20% 이하 손상 (2), 40% 이하 손상 (3), 60% 이하 손상 (4) 그리고 60% 이상 손상 (5)으로 나타냈다.

        신장 손상의 정도는 세뇨관의 형태, 솔가장자리의 소실, 사구체 형태를 포함해서 측정하였고 세뇨관의 형태는 위축, 변성, 괴사, 칼슘 침착 등이 포함되며 사구체 형태는 전경화, 초점경화, 유착 및 반월형성 등의 변화를 포함한다.

      

      
        7. 가용성 고형분 함량 측정
        실험에 사용된 양성대조물질과 방풍통성산은 디지털 당도계 (PAL-3, ATAGO Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 사용해 가용성 고형분 함량을 측정하였으며, 각 시료당 0.5 ㎖을 사용했다.

      

      
        8. 통계처리
        통계처리는 Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, International Business Machines Co., Armonk, NY, USA)을 이용하여 통계처리 하였고, 평균값과 표준편차를 구하였다. 실험군 간의 평균 차이를 검증하기 위해 일원배치 분산분석 (One-way ANOVA)을 한 뒤, Tukey-kramer Multiple Comparison Test를 사용하여 유의수준 p < 0.05 수준에서 통계적인 차이를 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 제2형 당뇨 동물 모델에서 방풍통성산이 체중과 혈당에 미치는 영향
        db/db 마우스는 식이와 에너지 항상성에 관여하는 호르몬인 렙틴의 수용체를 만들어내는 유전자의 돌연변이를 가진 계통으로 당뇨병에 관련된 여러 대사질환 연구에 흔히 사용된다 (Bruke et al., 2017).

        제2형 당뇨 동물모델에서 방풍통성산 물 추출물 (BPS)이 체중, 혈당 및 당화혈색소에 어떤 영향을 미치는지 알아보기 위해 실험을 진행하였으며, 투여 13 주 후 정상대조군과 체중을 비교하였을 때 정상대조군 (db/+)의 체중이 30.9 ± 0.8 g으로 나타낸 데 반하여 음성대조군 (db/db)은 61.6 ± 2.9 g을 나타내었다. 양성대조군 (POS, 10 ㎎/㎏ sitagilptin + 150 ㎎/㎏ metformin) 그룹은 52.2 ± 4.3 g으로 음성대조군 대비 크게 감소하였으며, 170, 850 또는 1,700㎎/㎏ 방풍통성산물 추출물 투여군은 각각 55.7 ± 4.4 g, 50.1 ± 4.5 g 및 47.7 ± 7.1 g으로 나타나 고농도로 갈수록 체중감소율이 증가하였다 (Fig. 1A).

        
          
          

          Fig. 1.  
				
          

          
            Effect of Bangpungtongseong-san (BPS) on final body weight, fasting blood glucose and hemoglobin A1c (HbA1c) in type II diabetes animal models.
            Mouse were separated in six groups of 5 mice each: NOR (normal control, db/+), CON (negative control, db/db), POS (positive control, 10 ㎎/㎏ sitagilptin + 150 ㎎/㎏ metformin, db/db), BPL (170 ㎎/㎏ BPS, db/db), BPM (850 ㎎/㎏ BPS, db/db), BPH (1,700 ㎎/㎏ BPS, db/db). All materials were administered daily to db/db mice for 13 weeks. (A); final body weights, (B); fasting blood glucose, (C); HbA1c. #p < 0.05, versus normal group; *p < 0.05, versus negative control group. Between groups comparisons were conducted using One-way ANOVA with Tukey-Kramer Multiple Comparison Test.

          
          

          

        

        방풍통성산은 예로부터 체중감량효과가 있는 것으로 알려진 처방으로 비만 환자를 대상으로 한 연구 결과에서 체중을 감소시키고, 인슐린 저항상을 개선하는 것으로 나타났는데 방풍통성산에 포함된 마황, 감초, 형개 및 연교의 영향에 의해 체중감량 효과가 나타나는 것으로 보고되었다 (Hioki et al., 2004; Lim at al., 2012).

        마황에 포함된 ephedrine은 교감신경계 말단에서 norepinephrine의 분비를 촉진해 갈색지방의 adrenaline 수용체에 결합하여 cAMP를 활성화시킴에 따라 열을 발생시키고, 백색지방세포의 cAMP가 활성화되어 지방분해작용이 일어남으로써 체중감소에 영향을 미쳤을 것으로 생각된다 (Diepvens et al., 2007).

        같은 조건 아래 공복혈당을 측정한 결과 정상대조군의 공복 혈당은 109.8 ± 10.8㎎/㎗였으며 음성대조군은 321.6 ± 36.3 ㎎/㎗로 나타났으며, 양성대조군은 185.4 ± 35.3㎎/㎗로 음성대조군 대비 감소했고 170, 850 또는 1,700㎎/㎏ 방풍통성산물 추출물 투여군은 각각 214.0 ± 27.1, 284.6 ± 8.4 및 385.8 ± 24.1㎎/㎗로 나타났다. 흥미롭게도 170㎎/㎏ 방풍통성산 투여군 (BPL)이 공복혈당 감소효과가 높았고 농도가 높아질수록 혈당감소효과가 나타나지 않았다 (Fig. 1B). 증례 보고에 따르면 마황이 함유된 처방이 혈당을 높이거나 감소한다고 보고되어 있어 혈당 변화에 대해서 논란이 있을 뿐만 아니라 섭취하는 사람의 질병 상태 또는 체질에 영향을 받는 것으로 사료된다 (Song et al., 2006; Kim et al., 2019).

        당화혈색소는 당화헤모글로빈 (glycated hemoglobin, HbA1c)의 농도를 측정함에 따라 측정할 수 있으며, 환자의 경우 당뇨상태가 개선되지 않을 경우 10% 이상으로 나타나는 것으로 알려져 있고 제2형 당뇨 대표 모델인 db/db 마우스의 경우 사육기간이 20 주 이상 경과되었을 때 당화헤모글로빈의 수치가 10% 이상으로 증가되는 것으로 보고되어 있다 (Boden et al., 1980; Bakris et al., 2009; Yamazaki et al., 2009).

        당화혈색소 측정 결과에서, HbA1c의 비율은 정상대조군이 5.2 ± 0.3%였으며 음성대조군은 12.2 ± 0.6%로 증가되었고 양성대조군은 7.8 ± 0.6%로 음성대조군 대비 감소했다. 170, 850 또는 1,700㎎/㎏ 방풍통성산 물 추출물 투여군은 각각 HbA1c의 비율이 8.5 ± 0.5, 10.4 ± 0.4 및 12.5 ± 0.7%로 나타났고 공복혈당 결과와 마찬가지로 저농도 방풍통성산 물 추출물 투여 실험군에서 유의미한 효과를 나타냈다 (Fig. 1C).

        방풍통성산 물 추출물의 농도가 높아질수록 공복혈당 및 당화혈색소가 증가되었는데, 디지털 당도계를 이용해 가용성 고형분 함량을 측정한 결과 양성대조물질은 3.2 ± 0.3 Birx, 저농도 방풍통성산 물 추출물은 2.5 ± 0.2 Brix, 중농도 방풍통성산물 추출물은 10.6 ± 0.4 Brix, 고농도 방풍통성산 물 추출물은 19.0 ± 0.8 Brix로 나타났다 (Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Brix measurement of experimental substance.
          
          

        

        
          
            
              	Name
              	Concentration
              	Brix
            

          
          
            	POS
            	0.90 g metformin + 0.06 g sitagliptin/ 10 ㎖
            	3.2±0.3
          

          
            	BPL
            	1.00 g/ 10 ㎖
            	2.5±0.2
          

          
            	BPM
            	5.00 g/ 10 ㎖
            	10.6±0.4
          

          
            	BPH
            	10.00 g/ 10 ㎖
            	19.0±0.8
          

        

        

        방풍통성산에 함유되어 있는 성분중 하나인 geniposide는 세포수준에서 glucose에 의한 인슐린 분비를 조절하거나, 제1형 당뇨 모델에서 중성지방과 혈당을 감소시키는 것으로 보고되어 있고 (Wu et al., 2009; Liu et al., 2013), albiflorin은 근관 세포의 세포막에서 glucose transporter 4 (GLUT4)의 전위를 촉진해 포도당의 흡수를 증가시킨다 (Zhou et al., 2019). 뿐만 아니라 마황에 포함된 낮은 농도의 ephedrine은 비만상태에서 공복혈당과 식후 혈당을 낮추는 것으로 보고되어 있지만 (Song et al., 2012), 질병이 없는 건강한 노인을 대상으로 한 임상결과에서 오히려 혈당을 높인다고 보고되고 있어 (Haller et al., 2004) 비만상태, 나이 등에 따라 결과가 다르게 작용하는 것으로 보인다.

        임상적으로 하루 100 g 이상 당을 섭취할 때 인슐린 저항성, 중성지방, 콜레스테롤, 혈압 및 혈당 상승에 영향을 미치는 것으로 알려져 있으며, 전분 또는 포도당을 과당으로 대체하여 하루 100 g 이하로 섭취할 경우 당화혈색소를 개선할 수 있는 효과를 나타낸다고 알려져 있다 (Lean and Morenga, 2016).

        고농도 방풍통성산 물 추출물의 가용성 고형분 함량이 높게 나타났지만 가용성 고형분은 당수치만이 아닌 염, 단백질, 산 등이 포함되는 수치로써 시험물질에 포함된 당의 영향을 직접적으로 영향을 미친다고는 보기 어렵다.

        이러한 이유에 따라 방풍통성산에 포함되어있는 단당류, 이당류, 다당류 함량을 분석하는 연구가 추가로 이루어져야 할 것으로 사료되며, 저농도 방풍통성산과 비교하여 유의적인 당도 차이가 있기 때문에 농도별 당도가 혈당 및 당화혈색소 증가에 연관성이 있을 것으로 생각된다.

        체내 포도당 대사는 설치류의 경우 사람과 단백질, 세포, 장기 수준에서 작용하는 인자가 조금씩 차이가 나는 것으로 알려져 있으며, 췌장에서 인슐린을 분비하는 베타 세포, 글루카곤을 분비하는 알파 세포 및 소마토스타틴 분비 델타 세포의 분포량이 크게 다른 것으로 보고되었고 설치류의 경우 사람보다 베타 세포의 구성 비율이 다른 것으로 알려져 있기 때문에 (Chandrasekera and Pippin, 2014), 본 결과가 임상에서의 의미를 가질 수 없음에 따라 비임상 동물 실험을 통해 방풍통성산에 포함된 여러 물질에 대한 약물상호작용을 확인하고 임상적인 의미를 가질 수 있는 추가연구가 필요할 것으로 사료된다.

      

      
        2. 제2형 당뇨 동물 모델에서 방풍통성산이 인슐린과 저밀도 지단백에 미치는 영향
        제2형 당뇨는 고혈당과 인슐린저항성을 공통적으로 나타내는 특징을 가지며, 여러 연구에 따르면 일반적으로 인슐린저항성이 일차적인 원인으로 작용한다고 생각되고 있다 (Yaribeygi et al., 2018).

        실험동물의 혈중 인슐린 수치를 확인해본 결과 정상대조군의 인슐린 수치는 0.9 ± 0.1 ㎎/㎖였으며, 음성대조군은 9.8 ± 1.7 ㎎/㎖로 나타났다. 양성대조군은 1.8 ± 0.2㎎/㎖로 음성대조군 대비 감소하였으며, 170, 850 또는 1,700㎎/㎏ 방풍통성산 물 추출물 투여군은 각각 3.4 ± 0.5, 2.3 ± 0.3 및 2.0 ± 0.3 ㎎/㎖로 모든 농도에서 유의적인 효과가 있는 것으로 확인되었다 (Fig. 2A).

        
          
          

          Fig. 2.  
				
          

          
            Effect of Bangpungtongseong-san (BPS) on insulin, LDL-C, creatinine and BUN in type II diabetes animal models.
            Mouse were separated in six groups of 5 mice each: NOR (normal control, db/+), CON (negative control, db/db), POS (positive control, 10 ㎎/㎏ sitagilptin + 150 ㎎/㎏ metformin, db/db), BPL (170 ㎎/㎏ BPS, db/db), BPM (850 ㎎/㎏ BPS, db/db), BPH (1,700 ㎎/㎏ BPS, db/db). All materials were administered daily to db/db mice for 13 weeks. (A); insulin, (B); LDL-C (low density lipoprotein), (C); Cre (creatinine), (D); BUN (blood urine nitrogen). #p < 0.05, versus normal group; *p < 0.05, versus negative control group. Between groups comparisons were conducted using One-way ANOVA with Tukey-Kramer Multiple Comparison Test.

          
          

          

        

        당뇨 합병증 중 고지혈증의 치료는 low density lipoprotein (LDL-C)를 개선하는 것이 가장 중요한 것으로 알려져 있는데, 당뇨의 치료에 있어 제2형 당뇨 상태에서 고지혈증 동반한 심혈관 질환이 발병될 경우 초고위험군으로 분류되기 때문이다 (Razi et al., 2017).

        방풍통성산을 투여했을 때 LDL-C에 어떠한 영향을 미치는지 알아보기 위해 측정해본 결과 정상대조군의 LDL-C 농도는 16.5 ± 5.1㎎/㎗였으며 음성대조군은 61.0 ± 6.2㎎/㎗로 나타났고, 양성대조군은 23.2 ± 3.4 ㎎/㎗로 음성대조군 대비 감소하였으며 170, 850 또는 1,700㎎/㎏ 방풍통성산 물 추출물 투여군은 각각 36.0 ± 3.6, 26.3 ± 6.9 및 13.7 ± 4.0㎎/㎗로 나타났다 (Fig 2B).

        보고에 따르면 감초 추출물과 glycyrrhetinic acid는 인슐린 민감도를 개선시켜주는 것으로 알려져 있고 (Ko et al., 2007), sennoside A는 alpha-glucoamylase를 억제하여 인슐린 민감도를 증가시킨다 (Choi et al., 2006). 또한 대황의 liquiritin은 포도당 투여에 의한 인슐린 저항성을 개선하는 것으로 보고되었다 (Zhang et al., 2016).

        임상에서 공복시 혈중 인슐린 농도가 상승해 있는 것은 인슐린저항성에 지표로 사용되며, 인슐린 저항성에 의한 고인슐린혈증은 혈중 LDL-C농도와 깊히 연관되어있고 very low density lipoprotein (VLDL)을 intermediate-density lipoprotein (IDL)로 전환시키는 lipoprotein lipase의 작용을 억제하지 못해 혈중중성지방을 증가시키는 것으로 알려져 있다 (Wilcox, 2005; Choi, 2009).

        방풍통성산 물 추출물은 농도 의존적으로 혈중 인슐린 농도와 저밀도지단백을 효과적으로 감소시키는 것으로 나타났지만 인슐린저항성과 중성지방합성에 관여된 신호전달경로에 어떻게 관여하는지 분자생물학적 실험이 필요할 것으로 사료된다.

      

      
        3. 제2형 당뇨 동물 모델에서 방풍통성산이 BUN 및 creatinine에 미치는 영향
        db/db 마우스는 20 주 이상 사육되었을 때 당뇨병성신장병증과 같은 당뇨병성합병증처럼 신장과 같은 주요 장기가 손상된다고 알려져 있다 (Sharma et al., 2003), 이에 따라 실험동물모델에서 신장손상정도를 측정하기 위해 임상적으로 사용되는 신장기능지표인 BUN과 creatinine을 확인하였다.

        혈청에서 BUN과 creatinine 농도를 측정한 결과 정상대조군의 creatinine 농도는 0.4 ± 0.2㎎/㎗였으며 음성대조군은 1.4 ± 0.2㎎/㎗로 나타났고 양성대조군은 0.5 ± 0.1㎎/㎗로 음성대조군 대비 크게 감소하였으며, 170, 850 또는 1,700㎎/㎏ 방풍통성산 물 추출물 투여군은 각각 0.6 ± 0.2, 0.5 ± 0.2 및 0.5 ± 0.1 ㎎/㎗로 나타났다 (Fig. 2C).

        BUN 농도는 정상대조군이 15.0 ± 5.0 ㎎/㎗였으며 음성대조군은 47.7 ± 8.6 ㎎/㎗로 나타났다. 양성대조군은 18.7 ± 7.1 ㎎/㎗로 음성대조군 대비 감소하였으며, 170, 850 또는 1,700 ㎎/㎏ 방풍통성산 물 추출물 투여군은 각각 31.0 ± 2.6, 24.7 ± 3.1 및 17.3 ± 2.5 ㎎/㎗로 나타났다 (Fig. 2D).

        혈장에 존재하는 creatinine은 대부분 골격근에 존재하고 골격근의 부피를 반영하며 골격근 부피가 줄었을 때 인슐린의 표적 부위도 같이 줄어들기 때문에 인슐린저항성을 유도하는 데 기인한다고 보고되어있어 인슐린저항성 유발 초기 단계에서 낮은 creatinine 농도가 병인성에 기인할 수 있다고 보고되어있다 (Harita et al., 2009).

        혈청 creatinine의 경우 신장손상 정도가 심할 때 증가되는 것으로 알려져 있어 당뇨병성신장병증 연구에서 신장손상 지표로 흔히 이용되며, BUN의 경우 정상적인 상태에서 신장에 의해 배설되는 우레아의 부산물로 신장손상이 되었을 때 정상적으로 배출되지 않아 체내에 축적되어 혈중 수치가 증가하는 것으로 보고되었다 (Dabla, 2010).

        방풍통성산을 투여한 모든 그룹은 BUN 및 creatinine 농도가 정상적으로 개선되었으며 이는 방풍통성산이 제2형 당뇨에 의한 신장병증유발 단계에서 심각한 신장손상으로 이어지지 않도록 차단하는 역할을 할 것으로 사료된다.

      

      
        4. 제2형 당뇨 동물 모델에서 방풍통성산이 신장손상과 지방간에 미치는 영향
        db/db 마우스는 모델 특성상 20 주 이상 사육되었을 때 신장 무게 증가, 사구체 비대 및 신장 세포 손상이 나타난다고 알려져 있을 뿐만 아니라, 지방간이 유도되는 것으로 보고되어있다 (Sharma et al., 2003; Smayra et al., 2011).

        조직학적으로 신장을 살펴본 결과 음성대조군은 솔가장자리의 소실과 세뇨관손상이 나타났으며, 양성대조군 및 방풍통성산 농도별 처리군은 신장손상이 차단되었다 (Fig. 3A - 3F).

        
          
          

          Fig. 3.  
				
          

          
            Effect of Bangpungtongseong-san (BPS) on kidney injury in type II diabetes animal models.
            (A - F) Representative hematoxylin and eosin staining of kidney section from experimental animals. Mouse were separated in six groups of 5 mice each: NOR (A, normal control, db/+), CON (B, negative control, db/db), POS (C, positive control, 10 ㎎/㎏ sitagilptin + 150 ㎎/㎏ metformin, db/db), BPL (D, 170 ㎎/㎏ BPS, db/db), BPM (E, 850 ㎎/㎏ BPS, db/db), BPH (F, 1,700 ㎎/㎏ BPS, db/db). All materials were administered daily to db/db mice for 13 weeks. (G) Kidney damage score was used: Normal (0), <10% tubules were injured (1), <20% tubules were injured (2), <40% tubules were injured (3), <60% tubules were injured (4), >25% tubules were injured (5). Scoring of kidney damage was 10 randomly selected fields of view.

          
          

          

        

        손상 정도는 음성대조군이 3.6 ± 0.5로 측정된 반면 양성대조군은 2.0 ± 0.7로 감소되었다. 70, 850 또는 1,700㎎/㎏ 방풍통성산 물 추출물 투여군은 각각 1.2 ± 0.4,1.0 ± 0.7 및 0.6 ± 0.5로 나타났다 (Fig. 3G). 간에 축적된 지방방울을 조직학적으로 조사한 결과 방풍통성산을 투여했을 때 농도 의존적으로 크기와 범위가 개선되었다 (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4.  
				
          

          
            Effect of Bangpungtongseong-san (BPS) on fatty liver in type II diabetes animal models.
            (A - F) Lipid accumulation on liver tissue was indicated with opaque yellow. All materials were administered daily to db/db mice for 13 weeks. Mouse were separated in six groups of 5 mice each: NOR (A, normal control, db/+), CON (B, negative control, db/db), POS (C, positive control, 10 ㎎/㎏ sitagilptin + 150 ㎎/㎏ metformin, db/db), BPL (D, 170 ㎎/㎏ BPS, db/db), BPM (E, 850 ㎎/㎏ BPS, db/db), BPH (F, 1,700 ㎎/㎏ BPS, db/db). All materials were administered daily to db/db mice for 13 weeks.

          
          

          

        

        당뇨병성신장병증에서 신장손상은 과도한 과당의 유입에 의해 diacylglycerol (DAG)-protein kinase C (PKC) pathway, advanced glycation end-products (AGE), polyol pathway, hexosamine pathway와 산화스트레스가 활성화 된다고 알려져 있으며, 이는 당뇨병성신장병증의 병인성에 기인한다고 보고되었다 (Kawanami et al., 2016).

        방풍통성산의 주요성분인 albiflorin과 paeoniflorin은 항산화 작용을 가지며 (Wankun et al., 2011; Suh et al., 2013), geniposide는 당뇨합병증과 심혈관질환에서 glucagon-like peptide-1 receptor (GLP-1R)을 통해 PI3K/Nrf2, cAMP/PKA 및 PPAR alpha 신호전달경로에 관여하여 HO-1, SOD같은 항산화 인자 발현을 촉진해 산화스트레스를 억제한다 (Li et al., 2019). 뿐만아니라 감초의 licochalcone A는 지방세포의 브라우닝을 촉진시켜 항비만 효과를 나타낸다고 보고되었으며 (Lee et al., 2018), 형개와 연교는 cAMP를 저해하는 phosphodiesterase의 억제 작용이 있어 지방축적에 이로운 작용을 한다 (Park et al., 2014).

        이를 근거하여 방풍통성산 물 추출물은 제2형 당뇨에서 항산화 작용 및 지방축적 개선 효과를 통해 신장손상과 지방간을 개선할 수 있는 잠재력이 있을 것으로 생각된다. 또한 본 시험조건에서 db/db 마우스에 농도별로 작용하는 특징이 틀린 것으로 나타났으며, 농도가 높을수록 체중감소 효과, 지방간 개선 및 신장손상 개선 효능이 크지만 저농도로 갈수록 혈당 개선효과가 나타난 것으로 보아 특정 성분의 함량 및 당류의 작용이 연관되어 있는 것으로 추측된다.

        따라서, 농도별 유효성분의 함량과 당류의 비율을 분석하고 제2형 당뇨에 관여하는 특정 인자를 분석하여 제2형 당뇨 동물 모델에 대한 방풍통성산의 물 추출물의 농도별 특성을 밝히는 추가연구가 필요할 것으로 사료된다.
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