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            초록
          
        

        
          
            Background
            This study has been carried out to investigate the protective effect of Korean Red Ginseng Non-Saponin Fraction (RGNSF) on clinical chemical parameters in male rats acutely exposed to 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin (TCDD).

          

          
            Methods and Results
            RGNSF was prepared from red ginseng residues after ethanol extraction of red ginseng. The RGNSF was characterized by the saponin and free sugars of TLC. RGNSF did not contain saponin compounds and consisted of several sugars such as glucose, galactose, and sucrose. To investigate the protective effect of RGNSF on TCDD, forty male rats (Sprague Dawley, 180 ± 20 g) were divided into 4 groups. The normal control group (NC) received the vehicle (i.p.) and saline (p.o.) daily. The only TCDD treated group (TT) received a single dose of TCDD (40 ㎍/㎏, i.p.) and saline. The RGNSF receiving groups were administered p.o. at a daily dose of 100 ㎎/㎏ (RGNSF100) and 200 ㎎/㎏ (RGNSF200) for 3 weeks beginning a week before TCDD exposure. Body-weight gain of TT and RGNSF100 were inhibited after TCDD exposure. The body-weight of RGNSF200 was increased throughout the experimental period, although the increasing rate was slower than that of NC. A decrease in testis weights for the male rats due to TCDD exposure was significantly observed in the RGNSF200 group. Body-weight gain inhibition and the recovery of testis weight by RGNSF administration were dose dependent. Increases in WBC, RBC, hemoglobin, and hematocrit by TCDD intoxication were attenuated by RGNSF administration but were not significant. Increasing AST toxicity by TCDD was significantly inhibited by RGNSF administration with a dose-dependent manner.

          

          
            Conclusions
            These results suggest that RGNSF might be a useful protective agent against TCDD, an endocrine disruptor.
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      서 언
      Dioxin, polychlorinated biphenyls, dichlrodiphenyl trichloroethane (DDT), tributyltin, bisphenol A 등은 동·식물의 내분비계를 교란시킨다고 하여 내분비 교란성 화합물, 일명 환경호르몬으로 널리 알려져 있다 (Kang et al., 2006). 이중 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin (TCDD)은 polychlorinated aromatic hydrocarbon group에 속하는 다이옥신 계열의 유기화합물로 쓰레기 소각장, 자동차 매연, 펄프 제지공장 등에서 배출되고 있다. 이들은 매우 높은 지질친화성을 가지므로 생체에 쉽게 흡수되며 생분해가 거의 일어나지 않아 식품순환계 (food chain)를 통하여 지속적으로 순환되는 것이 특징이다 (Kang et al., 2006; Kwak et al., 2006a; Choi et al., 2008).

      TCDD는 다이옥신 중 가장 맹독성 유기화합물로 생식독성, 간독성, 당뇨, 고지혈증, 체중감소, 성장억제, 암발생 등 매우 다양한 독성을 유발하는 것으로 보고되고 있다 (Matsumura et al., 1984; Jung et al., 1994; Manz et al., 1991; Bertazzi et al., 1998; Mocarelli et al., 2000; Choi et al., 2008).

      고려인삼 (Panax ginseng C. A. Meyer)은 한국, 중국 및 일본을 포함한 극동아시아에서 광범위하게 사용되는 한국을 대표하는 약용작물이다. 한국식품의약품안전처에서 인삼과 면역증진, 피로회복, 뼈 건강개선 생리활성 기능을 인정하였고, 홍삼은 면역력 증진, 피로회복, 기억력개선, 혈행 개선, 항산화 및 여성갱년기 증상 개선의 생리활성 기능을 인정하고 있다 (MFDS, 2020a).

      중국 약전에 홍삼은 일일 섭취량 3 g - 9 g의 기준으로 대보원기 (大補元氣), 복맥고탈 (復脈固脫), 익기섭혈 (益氣攝血)의 효능을 인정하고 있다. 유럽의약청 (European Medicine Agency)에서는 홍삼 일일 복용량 1,800 ㎎ 기준으로 피로회복, 무기력증개선의 기능을 인정하고 있다. 인삼의 대표적 효능으로 예전부터 7 가지 효능 (七效說)이 알려져 왔는데 이는 보기구탈 (補氣救脫), 익혈복맥 (益血復脈), 양심안신 (養心安神), 생진지갈 (生津止渴), 보폐정천 (補弊定喘), 건비지사 (建碑止瀉), 탁독합창 (托毒合瘡) 이다. 이러한 효능 중 탁독합창에서 암시한 바와 같이 인삼은 독성물질에 대한 해독작용이 탁월함을 알 수 있다.

      비사포닌 성분의 연구는 적으나 산성 다당체에 대해서는 최근에 연구가 이루어져 면역증진, 항종양, 항고지혈 등의 생리활성이 있다고 보고되었다 (Byeon et al., 2012; Yayeh et al., 2012). 그러나 이외의 비사포닌 성분에 대해서는 연구가 전무한 실정이다.

      최근에는 공업화, 도시화, 산업환경의 고도화에 따라 다양한 환경오염 물질의 발생이 증가하고 있으며 이들에 대한 독성방어 연구도 일부 이루어지고 있다. 최근에 생약재 (길경사포닌)의 환경호르몬 방어효과 연구가 진행되었으며 (Kwak et al., 2020), 홍삼의 경우도 다수의 환경호르몬 방어효과연구가 진행되었다. 이러한 연구에는 홍삼농축액 및 사포닌이 TCDD 투여로 독성이 유발된 기니픽의 고환 및 각종 장기손상을 방어한다는 연구가 있다 (Hwang and Lee, 2009). 또한 흰쥐를 대상으로 물로 추출한 홍삼에서 분리한 사포닌의 TCDD 독성예방효과에 대해서도 규명되었다 (Choi et al., 2008). 이렇듯 TCDD 독성에 관한 홍삼의 해독작용 연구는 홍삼추출물 또는 사포닌을 시료로 연구된 것으로 홍삼의 비사포닌 성분에 대한 연구는 전무한 실정이다.

      따라서 홍삼 사포닌 이외 비사포닌 성분에 대한 신규 기능성 규명의 일환으로 TCDD 독성이 유도된 흰쥐에서 홍삼 비사포닌 분획의 방어효과를 연구하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험동물 및 사육
        실험동물은 샘타코 BIO KOREA (Osan, Korea)에서 구입한 흰쥐 (Sprague Dawley rat, male, 4 주령 – 5 주령, 180 ± 20 g)를 적응을 위해 동물사육실에서 1 주간 예비 사육한 다음 1 군에 10 마리씩 나누어 실험에 사용하였다.

        실험동물의 사육은 온도 23 ± 1℃, 습도 40% - 60%, 명암주기는 12 시간의 조건으로 하였다. 사료는 일반 흰쥐용 고형사료 (Purina, Seongnam, Korea)를 사용하였고 식수는 제한 없이 공급하였다.

      

      
        2. 홍삼 비사포닌 분획의 제조방법
        홍삼 (6년근) 시료는 양삼 30 지를 정관장에서 구입하였다. 홍삼시료는 환류냉각관이 부착된 water bath (75℃)에서 5 배 - 8 배 (v/w)의 70% 에탄올로 3 시간 동안 3 회 반복 추출하였다. 추출액은 Whatman No.41 (GE Healthcare, Chicago, IL, USA)로 여과하여 70℃ 이하에서 감압농축 (R-100, BÜCHI, Flawil, Switzerland) 후 Kim 등 (1998)에서 제시한 인삼사포닌 분리방법인 Diaion HP 수지흡착법을 적용하여 홍삼 비사포닌 성분을 분리하였다. 즉, 감압농축한 홍삼농축물을 소량의 물로 용해한 후 Diaion HP-20 수지 (Mitsubishi Chemical Co., Tokyo, Japan)가 흡착된 칼럼에 분주하고 연속적으로 4 배 - 5 배 (v/v)의 증류수 및 25% 에탄올을 가하여 홍삼 에탄올 추출물의 비사포닌 분획을 분리하였다. 에탄올 추출 후 남은 잔사를 5 배 – 8 배 (v/w)의 정제수로 3 시간씩 3 회 반복 추출한 후 사포닌과 동일한 방법으로 여과, 농축 (70℃ 이하) 분획하여 정제수로 추출한 비사포닌 분획을 수득하였다. 에탄올 추출물과 정제수 추출물의 비사포닌 분획을 혼합 후 동결건조 (FDT-12020, Operon, Gimpo, Korea)하여 홍삼 비사포닌 분획 (RGNSF) 시료를 제조하였다.

      

      
        3. 홍삼 비사포닌 분획 (RGNSF) 특성분석
        
          3-1. TLC 분석 확인
          홍삼 비사포닌 분획 (RGNSF)의 사포닌 유무를 확인하기 위하여 인삼 사포닌 thin layer chromatography (TLC) 분석방법에 따라 인삼 사포닌을 정성 분석하였다 (MFDS, 2020b).

          즉, RGNSF을 소량의 물에 용해한 후 TLC plate (Silica gel 60 F254, Merck, Darmstadt, Germany)에 상기 비사포닌 용액과 진세노사이드 혼합 표준액을 2.5 ㎝ 간격으로 3 ㎕ 씩 점적한 후, chloroform : methanol : water (65 : 35 : 10)을 전개용매로 전개한 후 30% H2SO4 용액을 분무하고 110℃에서 5 분간 발색하였다. 진세노사이드 혼합 표준액은 ginsenoside-Rg1, -Rb2, -Rc, -Rd, -Re, -Rf, -Rg1 (Chromadex Co., Los Angeles, CF, USA) 의 혼합물을 사용하였다.

        

        
          3-2. 당류 TLC 분석
          홍삼 비사포닌 분획의 당류 특성은 Chaplin와 Kennedy (1994)의 당류 TLC 분석방법에 준하여 실시하였다. TLC를 수행하기 위하여 sucrose, xylose, rhamnose, glucose, galactose, fructose, maltose (Merck, Darmstadt, Germany) 각각 2 ㎎을 증류수 1 ㎖로 정용하여 표준용액으로 하고, RGNSF 4 ㎎을 증류수로 1 ㎖이 되게 정용한 후 분석시료로 하였다. TLC plate (Silica gel 60 F254, Merck, Darmstadt, Germany)에 상기 제조된 표준용액과 분석시료를 2 ㎝ 간격으로 10 ㎕ 씩 점적한 후, butanol : ethanol : water (5 : 3 : 2)의 용액으로 전개 후 50% H2SO4를 분무하고, 110℃에서 5 분간 발색하였다.

        

      

      
        4. TCDD 용액 제조
        TCDD는 AccuStandard Inc. (New Haven, CT, USA)으로부터 순도 > 99.1%의 것을 구입한 후 Kim 등 (2000)의 방법에 준하여 소량의 dimethyl sulfoxide (DMSO), acetone 및 corn oil (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)에 희석하여 제조하였다.

      

      
        5. TCDD 및 홍삼 비사포닌 분획 투여
        TCDD와 홍삼 비사포닌 분획의 투여 시기는 Fig. 1과 같다. 즉, 40 마리의 흰쥐를 각 10 마리씩 4 개 군으로 분류하고 정상대조군 (NC), TCDD 단독 투여군 (TT), TCDD와 홍삼 비사포닌 분획 투여군 (RGNSF100, RGNSF200)으로 구분하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Treatment of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin (TCDD) and Korean red ginseng non-saponin fraction (RGNSF). 
            NC; normal control group received vehicle (corn oil and small amount of acetone containing trace amount of dimethylsulfoxide) and saline. TT; TCDD-treated group received TCDD and saline. RGNSF100; red ginseng non saponin fraction 100 group received TCDD and RGNSF 100 ㎎/㎏. RGNSF200; red ginseng non saponin fraction 200 group received TCDD and RGNSF 200 ㎎/㎏. Each group consists of 10 male rats. TCDD was injected i.p. at a single dose of 40 ㎍/㎏, b.w. after 1 week of RGNSF treatment. RGNSF groups were administered p.o. at a daily dose of 100 or 200 ㎎/㎏ for total 3 weeks. TCDD; 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin, RGNSF; red ginseng non saponin fraction. 

          
          

          

        

        정상대조군 (NC)에 대해서는 TCDD 운반체 [미량의 DMSO (50 ㎕)와 소량의 acetone (450 ㎕)을 함유한 corn oil (4.5 ㎖)]을 투여하였고, TCDD 단독투여군 (TT)에 대해서는 TCDD (40 ㎍/㎏, single dose, i.p.)을 투여하였다. 한편 홍삼 비사포닌 분획 100 ㎎ 투여군 (RGNSF100) 및 200 ㎎ 투여군 (RGNSF200)은 TCDD 투여 7 일 전부터 3 주간 경구로 투여하였으며 NC 및 TT군에 대해서는 생리식염수를 투여하였다.

        모든 동물실험은 한국인삼공사 R&D본부 실험동물윤리위원회의 승인 (KT&G-14-005)을 받았으며 실험동물윤리를 준수하여 수행하였다.

      

      
        6. 체중 및 장기 무게
        실험군의 체중은 3 주 동안 일정한 시간 (오전 10시)에 총 5 회 (0 일, 7 일, 14 일, 17 일, 19 일, 21 일) 측정하였다. 장기의 무게는 검체를 도살한 후 각각의 장기를 분리하여 정제수로 혈액을 제거하고 페이퍼타월로 정제수를 제거하고 무게를 측정하였다.

      

      
        7. 혈청의 생화학지수 측정
        혈액학적 검사를 위해서는 혈액자동분석기 (Sysmex NE-8000, TOA medical Electronics Co., Ltd., Kobe, Japan), 임상화학적 검사를 위해서는 임상화학자동분석기 (Autoanalyzer Hitachii-7150, Hitachi Ltd., Tokyo, Japan)를 사용하여 실시하였다.

      

      
        8. 통계처리
        모든 실험결과는 means ± S.D.로 표기하였으며 정상대조군 (NC)과 TCDD 단독투여군 (TT) 및 홍삼 비사포닌 분획 투여군 (NGSNF100, NGSNF200)과의 비교는 Graphpad Prism version 7.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)를 이용하여 One-Way ANOVA 방법으로 Dunnett’s post test를 사용하여 통계분석하였다. 정상대조군 혹은 TCDD 단독투여군 대비 홍삼 비사포닌 분획 투여군 간 유의차가 p < 0.05 혹은 p < 0.01 이하의 경우 통계적으로 유의한 것으로 판정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 홍삼 비사포닌 분획의 특성
        홍삼 (Korean red ginseng)의 에탄올 추출물과 정제수 추출물을 시료로 Diaion HP 수지 흡착법 (Kim et al., 1998)에 의해 사포닌 성분을 제거한 홍삼 비사포닌 분획과 진세노사이드 -Rg1, -Rb2, -Rc, -Rd, -Re, -Rf, -Rg1을 표준품으로 수행한 TLC 결과는 Fig. 2로 나타내었다. 홍삼 비사포닌 분획은 전개 성분이 확인 되지 않아 사포닌 성분이 제거된 분획임을 확인 하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Thin layer chromatography (TLC) patterns of ginsenoside standard and Korean red ginseng non-saponin fraction (RGNSF). 
            ST; ginsenoside standards, RGNSF; red ginseng non saponin fraction. 

          
          

          

        

        또한 홍삼 비사포닌 분획의 유리당 성분을 확인하기 위해 TLC로 7 종의 유리당 표준품과 비교한 결과 sucrose, glucose, galactose, fructose, malstose 표준품에 해당하는 넓은 스팟 (spot)이 확인되어 여러 유리당이 함유되어 있음을 알 수 있었다 (Fig. 3). 홍삼의 물추출물에 함유된 유리당은 sucrose, glucose, fructose, maltose, rhamnose, xylose로 알려져 있다 (Sung et al., 1985; Ann, 1997). 수삼과 백삼에 존재하지 않는 rhamnose와 xylose는 각각 ginsenoside -Re, -Rg2의 가열처리시 분해되어 생성된다고 추정된다 (Sung et al., 1985). 홍삼 비사포닌 분획 중 rhamnose와 xylose의 불검출은 사포닌 흡착에 따른 전구물질 제거에 따른 것으로 추정할 수 있다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Thin layer chromatography (TLC) patterns of free sugar standards and Korean red ginseng non-saponin fraction (RGNSF). 
            Suc; sucrose, Xyl; xylose, Rha; rhamnose, Glu; glucose, Gal; galactose, Fru; fructose, Mal; maltose, RGNSF; red ginseng non saponin fraction. 

          
          

          

        

        홍삼 산성 다당체는 galactuonic acid, glucuronic acid, mannuronic acid 등의 산성당이 다량 함유된 분자량 10 KDa 이상의 다당체 성분을 지칭하며, 일반적으로 홍삼 추출물을 한외여과 하여 얻는다 (Kwak et al., 2010). 그러나 본 연구시료인 홍삼 비사포닌 분획은 한외여과를 실시하지 않아 10 KDa 미만의 성분과 10 KDa 이상의 산성사당체가 복합적으로 함유되어 있을 것으로 추정된다. 향후 홍삼 비사포닌 분획의 분자량별 추가 연구를 통해 TCDD로 발생되는 독성의 예방에 효과적인 물질을 찾는 연구가 지속되어야 할 것으로 생각된다.

      

      
        2. 체중변화에 미치는 영향
        홍삼 비사포닌 분획을 투여한 후 TCDD 투여로 독성이 유도된 흰쥐의 체중변화는 Fig. 4와 같다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of Korean red ginseng non-saponin fraction (RGNSF) on body weight for 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin (TCDD) exposed rats. 
            NC; normal control group received vehicle (corn oil and small amount of acetone containing trace amount of dimethylsulfoxide) and saline. TT; TCDD-treated group received TCDD and saline. RGNSF100; red ginseng non saponin fraction 100 group received TCDD and RGNSF 100 ㎎/㎏. RGNSF200; red ginseng non saponin fraction 200 group received TCDD and RGNSF 200 ㎎/㎏. Each group consists of 10 male rats. TCDD was injected i.p. at a single dose of 40 ㎍/㎏, b.w. after 1 week of RGNSF treatment. RGNSF groups were administered p.o. at a daily dose of 100 or 200 ㎎/㎏ for total 3 weeks. 

          
          

          

        

        흰쥐 및 기니픽을 대상으로 수행한 기존 연구에서 TCDD 투여 시 체중이 감소하거나 성장기 동물의 체중이 증가하지 않는 현상이 공통적으로 발생 하였다 (Kwak et al., 2006a, b; Choi et al., 2008; Hwang and Lee, 2009). 본 실험에서도 TCDD 단독투여군 (TT)의 3 주 후 체중이 가장 낮았으며, 최종 체중에서 최초 체중을 뺀 증체량 (gain weight)은 51.6 g으로 정상대조군 (NC)의 116.5 g에 비하여 매우 낮았다. 홍삼 비사포닌 분획 저용량 투여군 (RGNSF100)의 증체량은 57.0 g으로 TCDD투여군 (TT) 보다 약간 높았다. 반면 홍삼 비사포닌 분획 고용량 투여군 (RGNSF200)은 증체량이 81.7 g으로 TCDD투여군 (TT)에 비해서 체중감소 독성에 방어효과를 나타내었다. 따라서 홍삼 비사포닌 분획의 체중회복효과는 용량의존적인 것이 확인 되었다. 이러한 결과는 비사포닌 분획물의 급여는 TCDD의 독성에 의해 발생되는 체중감소를 방어한다는 사실을 시사한다.

        TCDD에 의한 감수성은 동물의 종에 따라 차이가 있으나 일반적으로 TCDD에 노출된 동물의 사망 시 체중은 정상동물의 약 50%에 달하며 (Poland and Knutson, 1982), 그 원인으로는 glucose transport 저하 및 지방세포 (adipocyte)에 존재하는 LPL (lipoprotein lipase)의 활성저하 등이 원인으로 알려져 있다 (Brewster and Matsumura, 1989). 또한 LPL 활성저하는 protein kinae C, tyrosine kinase 등과 같은 각종 protein kinase activity 활성증가에 기인하는 것으로 보고되고 있다 (Enan et al., 1992).

        한편 홍삼은 lipolysis 를 억제함으로써 당뇨병환자의 체중감소를 방지하고 지방합성을 촉진하며 TCDD에 의한 체중감소를 억제한다고 보고된 바 있다 (Kim et al., 2000). 본 실험에서도 홍삼 비사포닌 분획이 TCDD에 의한 체중감소를 억제하는 것으로 나타났다. TCDD에 의한 체중감소 효과는 기존의 실험에서 홍삼농축액 (Hwang et al., 2001; Choi et al., 2008)과 사포닌분획 (Kim et al, 2000; Kwak et al., 2006a, b)에서 효과를 나타낸다고 보고된 바 있다.

        따라서 본 실험의 결과로부터 홍삼 비사포닌 분획도 TCDD 노출에 의해 발생되는 체중감소 억제에 중요한 역할을 하는 활성성분으로 생각되어진다.

      

      
        2. 장기변화에 미치는 영향
        TCDD 투여가 장기무게 변화에 미치는 영향을 조사하였다 (Table 1). 흰쥐의 고환 (testis) 무게는 정상대조군 3.56 ± 0.25 g에서 TCDD 투여군 (TT)에서는 3.14 ± 0.20 g으로 감소하였고 (p < 0.01), 홍삼 비사포닌 분획 투여군 (RGSNF100, 200)에서는 각각 3.23 ± 0.21 g, 3.36 ± 0.20 g으로 증가하여 (p < 0.05) 홍삼 비사포닌 분획은 TCDD 노출에 의한 고환의 무게감소를 유의적으로 억제하는 것으로 나타났다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Effect of Korean red ginseng non-saponin fraction (RGNSF) on liver, kidney, spleen, lung and testis weight for 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin (TCDD) exposed rats. 
          
          

        

        
          
            
              	Groups
              	Liver (g)
              	Kidney (g)
              	Spleen (g)
              	Lung (g)
              	Testis (g)
            

          
          
            	NC
            	7.87±1.01
            	2.08±0.18
            	0.55±0.10
            	1.69±0.24
            	3.56±0.25
          

          
            	TT
            	8.29±0.75
            	1.89±0.14
            	0.56±0.17
            	1.43±0.28
            	3.14±0.20**
          

          
            	RGNSF100
            	8.64±1.28
            	1.98±0.22
            	0.56±0.12
            	1.40±0.09
            	3.23±0.21*
          

          
            	RGNSF200
            	8.61±1.62
            	2.02±0.23
            	0.57±0.19
            	1.50±0.31
            	3.36±0.20*
          

        

        
          
            NC; normal control group received vehicle (corn oil and small amount of acetone containing trace amount of dimethylsulfoxide) and saline. TT; TCDD-treated group received TCDD and saline. RGNSF100; red ginseng non saponin fraction 100 group received TCDD and RGNSF 100 ㎎/㎏. RGNSF200; red ginseng non saponin fraction 200 group received TCDD and RGNSF 200 ㎎/㎏. Each group consists of 10 male rats. TCDD was injected i.p. at a single dose of 40 ㎍/㎏, b.w. after 1 week of RGNSF treatment. RGNSF groups were administered p.o. at daily dose of 100 or 200 ㎎/㎏ for total 3 weeks. *Means are significantly different when compared with NC by One-way ANOVA with Dunnett's test (*p < 0.05 and **p < 0.01).
          

        

        

        또한 신장 (kidney) 무게는 정상대조군 2.08 ± 0.18 g에서 TCDD 투여군은 1.89 ± 0.14 g으로 감소하였고, 홍삼 비사포닌 분획 투여군 (RGSNF100, 200)은 각각 1.98 ± 0.22 g, 2.02 ± 0.23 g으로 감소가 억제되는 경향을 보였으나 통계적 유의성은 관찰되지 않았다. 그 밖의 장기인 비장 (spleen), 폐 (lung)의 경우는 TCDD 투여에 의한 독성이나, 독성방어 효과가 관찰되지 않았다.

        기존의 TCDD에 대한 홍삼 사포닌의 방어효과 연구결과를 살펴보면 기니픽에 TCDD투여로 독성을 유도한 후 홍삼사포닌을 투여한 결과에서도 감소한 고환무게를 회복시킨다고 알려져 있다 (Kim et al., 2000). 또한 흰쥐를 이용한 실험 결과에서도 TCDD에 의해 감소된 고환 무게를 홍삼사포닌이 회복시킨다고 보고된 바 있다 (Kwak et al., 2006a).

        본 실험의 결과에 따라 홍삼 비사포닌 분획은 맹독성 환경호르몬인 TCDD 노출에 의해 고환에 발생되는 생식독성을 방어하는 활성성분 중의 하나로 추정해 볼 수 있다.

      

      
        3. 혈액 생리학적 변화에 미치는 영향
        혈소판 (platelet)수는 정상대조군 1043.8 ± 130.5 (× 103/㎕), TCDD투여군 506.5 ± 100.5 (× 103/㎕)으로 약 51.5% 감소하였다 (p < 0.05). 그러나 홍삼 비사포닌 분획 투여군 (RGNSG100, RGNSG200)에서는 710.7 ± 121.4 (× 103/㎕) (p < 0.05), 820.4 ± 95.6 (× 103/㎕) (p < 0.01)으로 각각 31.9%, 21.4% 감소하여 TCDD 투여로 발생되는 혈소판 수 감소 독성을 억제하였다. 그 외의 항목인 백혈구 (WBC), 적혈구 (RBC), 헤모글로빈 (hemoglobin), 헤마토크리트 (hematocrit) 수에 있어서는 TCDD 투여군과 홍삼 비사포닌 분획 투여군 사이에 유의적인 차이가 관찰되지 않았다. 즉, 홍삼 비사포닌 분획은 TCDD 투여로 발생되는 다양한 혈액학적 독성 중 혈소판 감소증상에 대해서만 특정적인 독성 방어효과가 있는 것으로 사료된다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effect of Korean red ginseng non-saponin fraction on white blood cell, red blood cell, hemoglobin, hematocrit and platelet for 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin exposed rats. 
          
          

        

        
          
            
              	Groups
              	WBC1) (×103/㎕)
              	RBC2) (×106/㎕)
              	Hemoglobin (g/㎗)
              	Hematocrit (%)
              	Platelet (×103/㎕)
            

          
          
            	NC
            	14.9±5.7
            	7.8±0.5
            	15.9±1.1
            	46.0±2.6
            	1,043.8±130.5
          

          
            	TT
            	16.5±5.9
            	8.3±0.4*
            	16.1±0.6
            	48.5±2.0
            	506.5±100.5**
          

          
            	RGNSF100
            	15.6±3.0
            	8.3±0.8
            	15.6±1.0
            	47.0±2.3
            	710.7±121.4*
          

          
            	RGNSF200
            	15.2±6.6
            	8.2±0.5
            	15.6±0.9
            	47.2±2.3
            	820.4±95.6**
          

        

        
          
            NC; normal control group received vehicle (corn oil and small amount of acetone containing trace amount of dimethylsulfoxide) and saline. TT; TCDD-treated group received TCDD and saline. RGNSF100; red ginseng non saponin fraction 100 group received TCDD and RGNSF 100 ㎎/㎏. RGNSF200; red ginseng non saponin fraction 200 group received TCDD and RGNSF 200 ㎎/㎏. Each group consists of 10 male rats. TCDD was injected i.p. at a single dose of 40 ㎍/㎏, b.w. after 1 week of RGNSF treatment. RGNSF groups were administered p.o. at a daily dose of 100 or 200 ㎎/㎏ for total 3 weeks. 1)WBC; white blood cell, 2)RBC; red blood cell. *Means are significantly different when compared with NC by One-way ANOVA with Dunnett's test (*p < 0.05 and **p < 0.01).
          

        

        

        TCDD는 조혈장기에 작용하여 혈소판 장애를 유도한다고 알려져 있다 (Poland and Knutson, 1982). 흰쥐 및 기니픽에 TCDD를 투여한 후 홍삼추출물 및 사포닌의 효과를 살펴본 기존의 연구에서 혈액학적 지수 변화에 대한 유의적인 개선효과가 확인되었다 (Hwang et al., 1999b; Hwang et al., 2001; Kwak et al., 2006a; Lee et al., 2013). TCDD는 체내 이입된 후 생체내 자유라디칼 (free radical)을 생성시켜 조혈기능 또는 조혈에 필요한 인자들의 부족을 발생 시키는데, 사포닌은 TCDD 투여로 발생된 혈소판 수 감소를 회복시키는 것으로 보고 된 바 있다 (Hwang et al., 1999b).

        본 실험에서도 흰쥐을 대상으로 홍삼 비사포닌 분획의 효과를 조사한 결과 감소된 혈소판의 수를 회복시켜 TCDD 독성에 대한 방어효과가 있는 것으로 나타났다. 이는 홍삼의 free radical 소거에 의한 항산화 효능에 의한 작용으로 혈소판 수 감소를 억제하는 것으로 추정할 수 있으나 향후 자세한 작용기전에 관한 연구가 필요할 것으로 생각된다.

      

      
        4. 지질관련 인삼화학 지수에 미치는 영향
        TCDD 투여는 혈중 지질 함량의 현저한 증가를 초래한다. Table 3에 나타낸 바와 같이 정상대조군의 중성지방 (triglyceride, TG)은 76.6 ± 18.9 ㎎/㎗이었으며 TCDD 투여군은 99.8 ± 19.5 ㎎/㎗로 정상대조군 대비 30.3% 증가하였다 (p < 0.05). 반면 홍삼 비사포닌 분획 투여군 (RGNSF100, RGNSF200)의 중성지방은 79.9 ± 29.2 ㎎/㎗, 78.8 ± 12.8 ㎎/㎗로 각각 4.3%, 2.8% 증가에 그쳐 정상 수준으로 회복되는 것으로 나타났다 (p < 0.05).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Effect of Korean red ginseng non-saponin fraction on total cholesterol, triglyceride, high density lipoprotein cholesterol and low density lipoprotein cholesterol for 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin exposed rats. 
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	TC1) (㎎/㎗)
              	TG2) (㎎/㎗)
              	HDL-C3) (㎎/㎗)
              	LDL-C4) (㎎/㎗)
            

          
          
            	NC
            	79.3±7.9
            	76.6±18.9
            	45.6±4.9
            	16.4±3.8
          

          
            	TT
            	88.6±13.6
            	99.8±19.5*
            	55.9±9.7**
            	21.0±5.0
            	
          

          
            	RGNSF100
            	90.1±21.1
            	79.9±29.2
            	55.9±16.1
            	20.4±10.2*,#
          

          
            	RGNSF200
            	91.8±14.6*
            	78.8±12.8#
            	60.7±11.3*
            	21.0±5.9
          

        

        
          
            NC; normal control group received vehicle (corn oil and small amount of acetone containing trace amount of dimethylsulfoxide) and saline. TT; TCDD-treated group received TCDD and saline. RGNSF100; red ginseng non saponin fraction 100 group received TCDD and RGNSF 100 ㎎/㎏. RGNSF200; red ginseng non saponin fraction 200 group received TCDD and RGNSF 200 ㎎/㎏. Each group consists of 10 male rats. TCDD was injected i.p. at a single dose of 40 ㎍/㎏, b.w. after 1 week of RGNSF treatment. RGNSF groups were administered p.o. at a daily dose of 100 or 200 ㎎/㎏ for total 3 weeks. 1)TC; total cholesterol, 2)TG; triglyceride, 3)HDL-C; high density lipoprotein cholesterol, 4)LDL-C; low density lipoprotein cholesterol. *Means are significantly different when compared with NC by One-way ANOVA with Dunnett's test (*p < 0.05, **p < 0.01). #Means are significantly different when compared with TT by One-way ANOVA with Dunnett's test (#p < 0.05).
          

        

        

        그러나 총콜레스테롤 (total cholesterol, TC)의 함량에는 변화가 관찰되지 않았으며 고밀도지질당단백 (high density lipoprotein cholresterol, HDL-C) 및 저밀도지질당단백 (low density lipoprotein cholesterol, LDL-C) 함량역시 차이가 관찰되지 않았다. TCDD의 투여는 기니픽 및 흰쥐에 있어 혈중 중성지방 (TG), 총콜레스테롤 (TC)의 증가를 초래한다고 보고되고 있다 (Poland and Knutson, 1982; Kim et al., 1999; Kwak et al., 2006a, b). 이와 같이 TCDD 노출에 의한 독성유도 시 모든 동물에서 공통적으로 나타나는 특징 중의 하나가 고지혈증 (hyperglycemia)이며 실험동물의 혈청에서 중성지방과 및 총콜레스테롤 함량이 증가한다고 보고된 바 있다 (Bombick et al., 1984; Brewster and Matsumura, 1989; Enan et al., 1992).

        인삼의 사포닌 성분은 혈중 콜레스테롤 감소와 고콜레스테롤혈증에 의해 유도되는 혈관의 병변을 예방하는 효과가 있다고 알려져 있다 (Yoon and Joo, 1993). 인삼사포닌의 작용기전은 간장 내 콜레스테롤 대사항진과 이들 콜레스테롤 운반물질 수용체 (LDL-cholesterol receptor)의 활성화 작용 및 혈중 지단백질 가수분해효소의 활성증가 작용이 관련 있는 것으로 알려져 있다 (Bombick et al., 1984). 그러나 홍삼 비사포닌 분획은 사포닌과 달리 콜레스테롤에서는 효과가 없었고, 중성지방 (TG) 감소의 효과가 관찰되었다. 홍삼 비사포닌 분획의 경우 자세한 기전은 연구되지 않았으므로 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

      

      
        5. 당 대사에 미치는 영향
        TCDD 투여에 의해 혈당 (glucose)은 정상대조군 대비 유의하게 증가하였다. Table 4에 나타낸 바와 같이 정상군은 96.6 ± 9.9 ㎎/㎗ 이었으나 TCDD투여군 132.7 ± 11.3 ㎎/㎗로 증가하는 것이 확인되었다 (p < 0.05). 그러나 홍삼 비사포닌 분획 투여군의 혈당이 용량 의존적으로 감소하는 경향을 보인 각각 110.5 ± 22.8 ㎎/㎗, 100.1 ± 8.7 ㎎/㎗ 이었다. 특히, 홍삼 비사포닌 분획 200 ㎎/㎏을 투여한 RGNSF200의 혈당은 TCDD를 단독 투여한 TT에 비하여 혈당 감소의 통계적 유의성이 확인 되었다 (p < 0.05).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Effect of Korean red ginseng non-saponin fraction on glucose and amylase for 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin exposed rats. 
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Glucose (㎎/㎗)
              	Amylase (IU/ℓ)
            

          
          
            	NC
            	96.6±9.9
            	4,003.3±521.3
          

          
            	TT
            	132.7±11.3*
            	2,668.1±648.5*
          

          
            	RGNSF100
            	110.5±22.8
            	3,577.5±636.5
          

          
            	RGNSF200
            	100.1±8.7#
            	3,881.1±628.6#
          

        

        
          
            NC; normal control group received vehicle (corn oil and small amount of acetone containing trace amount of dimethylsulfoxide) and saline. TT; TCDD-treated group received TCDD and saline. RGNSF100; red ginseng non saponin fraction 100 group received TCDD and RGNSF 100 ㎎/㎏. RGNSF200; red ginseng non saponin fraction 200 group received TCDD and RGNSF 200 ㎎/㎏. Each group consists of 10 male rats. TCDD was injected i.p. at a single dose of 40 ㎍/㎏, b.w. after 1 week of RGNSF treatment. RGNSF groups were administered p.o. at a daily dose of 100 or 200 ㎎/㎏ for total 3 weeks. Means are significantly different when compared with NC by One-way ANOVA with Dunnett's test (*p < 0.05). Means are significantly different when compared with TT by One-way ANOVA with Dunnett's test (#p < 0.05).
          

        

        

        혈청 amylase 경우 정상군은 4003.3 ± 521.3 IU/ℓ이었으나 TCDD 투여군에서는 2668.1 ± 648.5 IU/ℓ로 급격히 감소하였고, 홍삼 비사포닌 분획 투여군 (RGNSF100, RGNSF200)에서는 3577.5 ± 636.5 IU/ℓ, 3881.1 ± 628.6 IU/ℓ로 활성감소를 억제하는 경향을 나타내었다. 혈당과 마찬가지로 홍삼 비사포닌 분획 200 ㎎/㎏을 투여한 RGNSF200의 amylase는 TCDD를 단독 투여한 TT에 비하여 통계적으로 유의하게 증가하였다 (p < 0.05).

        흰쥐를 대상으로 한 유사한 연구 에서 홍삼 사포닌을 사용한 경우 혈당은 정상군대비 유의하게 증가하였으나 홍삼 사포닌 20 ㎎, 40 ㎎ 투여군에서는 혈당증가를 억제하였다 (Kwak et al., 2006a). 1990년대 다이옥신이 내분비 교란물질 (환경호르몬)로 생식기능 장애, 체중감소, 간독성, 발암성유발, 면역기능 저하, 고지혈증, 고혈당 등을 유도 한다고 알려져 있으며 홍삼이외 녹용 등 다양한 생약을 활용하여 방어효과를 연구하고 있다 (Hwang et al., 1999a).

        인삼사포닌은 고혈당을 저하시키는 효능 및 췌장 랑겔한스섬의 당뇨병성 병변을 감소시키는 효과가 있으며 (Woo et al., 1982), ginsenoside-Rb2는 당뇨유발 물질인 streptozotocin 처리에 의해 유도된 고혈당의 저하, 당뇨증상의 개선, 단백질 합성촉진 등의 개선 효과를 나타낸다고 보고되었다 (Yokozawa et al., 1985). 기존의 사포닌 연구결과와 홍삼 비사포닌 분획의 연구결과를 종합해 보면 홍삼의 사포닌 및 비사포닌 성분 모두 혈당에 관여하는 췌장기능을 개선시키는 것으로 생각되나 향후 자세한 작용기전에 관한 연구가 필요할 것으로 생각된다.

      

      
        6. 간기능 및 신장 대사에 미치는 영향
        TCDD 투여에 의해 aspartate aminotransferase (AST) 활성은 증가하고 alanine aminotransferase (ALT) 활성은 감소하는 경향을 나타내었다 (Table 5). 즉, AST 활성은 정상대조군 121.9 ± 14.8 IU/ℓ에서 TCDD 투여군에서는 248.6 ± 99.1 IU/ℓ로 103.9% 증가하였으나, 홍삼 비사포닌 분획 투여군 (RGSNF100, RGSNF200)에서는 223.5 ± 78.5 IU/ℓ, 166.0 ± 63.3 IU/ℓ (p < 0.05)으로 각각 83.3%, 36.2% 증가에 그쳐 홍삼 비사포닌 분획은 TCDD의 간독성으로 발생된 AST 활성 증가를 억제하는 것으로 나타났다. 반면 간기능 효소인 ALT의 경우에는 정상대조군 55.1 ± 4.8 IU/ℓ에서 TCDD 투여군에서는 40.6 ± 9.5 IU/ℓ로 감소되었지만 홍삼 비사포닌 분획 투여군 (RGSNF100, RGSNF200)에서는 41.4 ± 9.8 IU/ℓ, 42.6 ± 11.4 IU/ℓ로 미미한 증가에 그쳤으며 통계적인 유의성도 관찰되지 않았다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Effect of Korean red ginseng non-saponin fraction on blood urea nitrogen, creatinine, uric acid, aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase for 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-ρ-dioxin exposed rats. 
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	BUN1) (㎎/㎗)
              	Creatinine (㎎/㎗)
              	Uric acid (㎎/㎗)
              	AST2) (IU/ℓ)
              	ALT3) (IU/ℓ)
            

          
          
            	NC
            	15.5±2.0
            	0.66±0.1
            	1.9±0.3
            	121.9±14.8
            	55.1±4.8
          

          
            	TT
            	22.5±2.3
            	0.69±0.1
            	1.2±0.8
            	248.6±99.1*
            	40.6±9.5
          

          
            	RGNSF100
            	25.1±18.3
            	0.66±0.1
            	1.6±0.7
            	223.5±78.5
            	41.4±9.8
          

          
            	RGNSF200
            	21.1±5.8
            	0.66±0.1
            	1.9±0.6
            	166.0±63.3#
            	42.6±11.4
          

        

        
          
            NC; normal control group received vehicle (corn oil and small amount of acetone containing trace amount of dimethylsulfoxide) and saline. TT; TCDD-treated group received TCDD and saline. RGNSF100; red ginseng non saponin fraction 100 group received TCDD and RGNSF 100 ㎎/㎏. RGNSF200; red ginseng non saponin fraction 200 group received TCDD and RGNSF 200 ㎎/㎏. Each group consists of 10 male rats.	TCDD was injected i.p. at a single dose of 40 ㎍/㎏, b.w. after 1 week of RGNSF treatment. RGNSF groups were administered p.o. at a daily dose of 100 or 200 ㎎/㎏ for total 3 weeks. 1)BUN; blood urea nitrogen, 2)AST; aspartate aminotransferase, 3)ALT; alanine aminotransferase. *Means are significantly different when compared with NC by One-way ANOVA with Dunnett's test (*p < 0.05). #Means are significantly different when compared with TT by One-way ANOVA with Dunnett's test (#p < 0.05).
          

        

        

        흰쥐를 대상으로 TCDD 독성에 관한 홍삼추출물의 방어효과를 관찰한 기존의 연구 결과를 보면 홍삼추출물은 혈청의 AST와 ALT 활성에 모두 효과가 있는 것으로 나타났으나 (Choi et al., 2008), 홍삼 비사포닌 분획을 적용한 본 실험의 경우 AST 활성 개선 효과는 관찰되었고, ALT 활성에는 영향이 없는 것으로 확인되었다. 이러한 홍삼추출물과 홍삼 비사포닌 분획의 간기능 개선 효과 차이는 추후 자세한 기전 연구가 필요할 것으로 생각된다.

        TCDD 투여에 의해 요소질소 (blood urea nitrogen, BUN)는 증가하였고, 크레아티닌 (creatinine)의 변화는 없었다. TCDD 투여로 요산은 1.2 ± 0.8 ㎎/㎗로 정상대조군 (NC) 1.9 ± 0.3 ㎎/㎗ 대비 63.2% 수준으로 감소하였으나 RGNSF100은 1.6 ± 0.7 ㎎/㎗, RGNSF200은 1.9 ± 0.6 ㎎/㎗으로 각각 NC 대비 84.2%, 100.0%로 회복되는 경향을 보였다. 한편 TCDD로 유발된 요소질소 및 크레아티닌에 관한 홍삼 비사포닌 분획의 개선효과는 확인되지 않았다. 정상보다 낮은 요산은 일부 간질환, 신장질환, 독성물질 노출 등에 의해 발생될 수 있는 가능성이 존재하며, 만성신부전 실험모델을 이용한 실험에서 고려홍삼의 물추출물 및 사포닌 성분은 신장 기능과 관련된 각종 임상화학적 지수의 악화를 개선한다고 보고되고 있다 (Han, 1978).

        본 연구결과에 따라 홍삼 비사포닌 분획은 TCDD 독성에 의한 요산 (uric acid) 감소 개선에 관여하는 것으로 생각되나 요소질소, 크레아티닌 등과 같은 신장 임상 화학적 지수에는 효과가 없었으므로 이에 대한 자세한 연구도 필요할 것으로 생각된다.
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