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            Background
            This study investigated the anti-diabetic effects of Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge fermented by Aspergillus awarmori in db/db mice.

          

          
            Methods and Results
            Astragalus membranaceus roots were fermented with A. awarmori for 4 days and extracted with hot water. The male mice were divided into five groups: db/m (non-diabetic db/+mice), db/db (C57BLKs/J db/db mice), MT (db/db + 1% metformin), AM (db/db + 1% A. membranaceus extract), and FAM (db/db + 1% fermented A. membranaceus extract). After 10 weeks of treatment, we measured the body weight, food intake, and blood glucose, hemoglobin A1C (HbA1c), plasma insulin, adiponectin, and transaminase levels. Oral glucose tolerance test was performed and serum lipid profile was determined. As expected, the AM and FAM groups had significantly reduced body weight, fasting glucose, lipid content, and HbA1c, transaminase, and serum insulin levels, and increased serum adiponectin levels.

          

          
            Conclusions
            Therefore, based on these research results, A. membranaceus extract and fermented A. membranaceus extract can be used to prevent and treat type 2 diabetes by reducing blood glucose levels and lipid content.
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      서 언
      최근 우리나라의 서양화된 식습관과 운동 부족으로 인해 당뇨병의 발병률이 증가하는 추세이다. 당뇨병 (diabetes mellitus, DM)은 자가 면역성 반응 등에 의해 췌장에 존재하는 β-cell 파괴로 인해 체내 인슐린의 기능 저하로 고혈당을 유발하는 것으로 알려져 있다 (Kwon et al., 2020). 당뇨병은 기전에 따라 인슐린 의존형인 제1형 당뇨병과 인슐린 저항성으로 인슐린 분비에 문제를 일으켜 나타나는 인슐린 비의존형인 제2형 당뇨병으로 분류되며, 우리나라의 당뇨 환자는 대부분 제2형 당뇨병에 속한다고 알려져 있다 (Hue et al., 2009).

      제2형 당뇨병의 원인으로 고령, 비만, 약물 등의 환경적 요인 및 유전적 요인으로 인해 발생하며, 비만한 경우 만성 염증을 유발하여 인슐린이 세포에 제대로 유입이 되지 않아 인슐린 저항성을 나타낸다 (Lee et al., 2019).

      인슐린 저항성이란 췌장의 β-cell에서 분비되는 호르몬인 인슐린이 표적 세포인 근육 및 지방조직에서 작용이 감소하여 나타나는 현상으로 인슐린 저항성이 계속 진행되면 말초조직에서 포도당 이용이 감소 되고 간에서는 포도당 생산이 증가되어 체내에 혈당수치가 높아지게 된다 (Wilcox, 2005).

      당뇨병 치료를 위해 체내 인슐린 분비와 혈당 조절이 중요하며, 사용되는 경구 혈당 강하제는 당 분해에 관여하는 효소들을 저해하는 물질로 작용기전에 따라 인슐린 분비촉진제 (sulfonylurea), 포도당 흡수를 지연시키는 α-glucosidase 저해제, 간에서 포도당 신합성 억제제 (metformin)등으로 분류되어진다 (Hwang and Han, 2007). 그러나 현재 시판되고 있는 치료제들은 신장 기능 악화, 간독성, 체중증가 및 설사 등 여러 형태의 부작용을 나타낸다고 알려져 있다 (Kim et al., 2016). 따라서 부작용이 적고 혈당 조절에 효과를 나타내는 천연물에 관심이 높아지는 추세이다.

      황기 (Astragali Radix)는 콩과 (Leguminosae)에 속하는 다년생 초본식물로 단너삼 [Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge] 또는 몽골황기 (Astragalus membranceus [Bunge] var. mongholicus Hsiao)의 뿌리이며 주피를 제거하여 건조한 것으로 한약재로 이용되고 있다 (Liu et al., 2011). 한국, 중국, 일본이 원산지나 유럽 및 아프리카 일부 지역에도 분포되어 있으며, 우리나라에서는 강원도 정선, 삼척과 충북 제천 등에서 재배되고 있다 (Jegal et al., 2019).

      황기의 약리학적 효능으로 항당뇨, 항암 작용 및 항염 효과 등이 보고 되어있다 (Bae et al., 2007; Kim, 2019; Lee et al., 2020). 황기 뿌리의 주요 성분은 생리활성 화합물인 isoflavonoids, saponin, polysaccharide, 아미노산과 미량원소 등이 존재하며 이러한 화합물 중 astragaloside과 calycosin, formononetin 등이 대표적인 성분으로 알려져 있다 (Zhang et al., 2019). 황기에 포함되어있는 saponin계열의 주요 성분은 astragalosideⅠ- Ⅷ이 존재하며, Zhou 등 (2020)은 당뇨병으로 유발된 마우스에게 황기의 사포닌 성분인 astragaloside Ⅳ에 의하여 산화스트레스 억제함으로 고혈당 유발 세포 사멸을 약화시켜 당뇨병의 진행을 방지하였다고 보고하였다.

      또 다른 황기의 성분인 isoflavonoid에는 배당체인 calycosin-7-σ-β-D-glucoside, formononetin-7-σ-β-D-glucoside (ononin)과 비 배당체 성분인 calycosin, formononetin이 존재한다고 알려져 있으며, 비배당체 isoflavonoid가 배당체 isoflavonoid보다 체내 흡수에 효과적으로 알려져 있다. 이 성분은 식물성 유사 호르몬 (phytoestrogen)으로 에스트로겐과 구조적 유사하여 여성호르몬 대체 천연물로 사용되어지고 있다 (Kim et al., 2020).

      발효는 예로부터 이어 져온 가공 방법으로 미생물 작용을 통해 천연물의 생리활성물질을 증가시키며 생체이용률을 높여주는 것으로 알려져 있다. β-glucosidase를 함유 하고있는 균주인 Aspergillus awamori를 이용하여 황기를 발효하였을 때 황기에 존재하는 배당체가 감소하고 비배당체 물질이 증가되었다고 보고하였다 (Lee et al., 2020).

      따라서 본 연구에서는 제2형 당뇨병으로 유발된 db/db mice에서 황기 추출물 및 Aspergillus awamori로 발효한 황기추출물의 항당뇨에 대한 영향을 조사하여 식품 기능성 소재로서의 활용 가능성을 알아보고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에 사용된 황기 [Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge]는 충북 제천산 3년근으로 경동시장 (Kyungdong Market, Seoul, Korea)에서 구입 하여 농촌진흥청 원예특작과 학원 약용작물과에서 확인 후 사용하였다. 황기 발효에 사용한 균주는 국립농업과학원 발효가공식품과에서 분리한 Aspergillus awamori N60247를 사용하였으며, 균의 보존용 배지로 potato dextrose agar (PDA, Difco Laboratories Inc., Detroit, MI, USA)를 이용하여 30℃에서 5 일간 평판 배양한 다음 접종원으로 사용하였다.

      

      
        2. 황기 추출물 및 발효황기 추출물 제조
        황기 뿌리를 파쇄하여 수분 보정 후 고압멸균기 (Vision Scientific, Co., Ltd., Daejeon, Korea)를 이용하여 멸균하였으며, 멸균된 황기 뿌리에 Lee 등 (2020)의 방법과 동일하게 제조된 Aspergillus awamori를 접종한 누룩을 1% 혼합하여 30℃ 온도의 incubater (VS-1203PFHLN, Vision Scientific, Co., Ltd., Daejeon, Korea)에서 4 일간 발효 후 -80℃ 초저온냉동기 (deep freezer, Ilsin BioBase Co., Ltd., Yangju, Korea)에서 24 시간 동결시킨 후 동결건조기 (freeze dryer, Iksan BioBase Co., Ltd., Dongducheon, Korea)에서 72 시간 동결건조 후 추출물 시료로 사용되었다.

        황기 시료 및 발효황기 시료 100 g에 정제수 1 ℓ를 첨가하여 ultrasonication (Power Sonic 420, 50/60 ㎐, 700W Hwashin Co., Ltd., Seoul, Korea) 로 60℃에서 1 시간, 2 회 반복 추출한 후 Whatman No. 2 여과지를 이용하여 여과 시킨 후, rotary vacuum evaporator (BÜCHI Labortehnik AG, Flawil, Switzerland)를 이용하여 50℃ 이하에서 감압·농축하였다. 농축된 추출물은 동결건조기 (freeze dryer, Iksan BioBase Co., Ltd., Dongducheon, Korea)를 통해 분말화하여 실험 식이로 사용하였다.

      

      
        3. 실험동물
        실험동물은 8 주령의 수컷 C57BLKS/J-db/db mouse (DooYeol Biotech Animal Inc., Seoul, Korea)를 구입하여 일주일간 순응시킨 후 총 5 개군으로 정상군 (db/m), 음성대조군 (db/db), 양성대조군 [db/db + 1% Metformin (MT)], 황기군 [db/db + 1% 황기 추출물 (AM)], 발효황기군 [db/db + 1% 발효황기 추출물 (FAM)]으로 나누었으며 각 군에 10 마리씩 배정하여 10 주간 실험을 진행하였다.

        동물실험실의 사육조건은 온도 22.0 ± 1.0℃, 습도 50.0 ± 10.0%를 유지하였으며, 명주기와 암주기를 12 시간 간격으로 조절하였다. 사료는 기본 사료 (AIN-93G Purified Rodent Diet, Zeigler Bros Inc., Gardners, PA, USA)에 추출물을 1% 혼합하여 사료로 조제하여 식이로 제공하였다. 실험기간 동안 식이와 물은 제한 없이 섭취하도록 하였으며 체중과 사료 섭취량은 매주 일정한 시간에 기록하였다. 동물실험은 국립농업과학원 동물실험윤리위원회 (NAS-202008)의 승인을 받아 본원 표준작업지침서에 따라 수행되었다.

      

      
        4. 체중, 식이 섭취량 측정
        실험동물의 체중과 식이섭취량은 실험시작과 동시에 매주 1 회 10 주간 측정하였으며, 식이섭취량은 이전 사료 공급량의 잔량을 측정하였다. 식이효율은 아래의 공식에 따라 산출하였다.
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        5. 공복 혈당 변화
        혈당은 4 주 간격으로 2 번 측정되었으며 실험동물을 6 시간 절식 후 꼬리정맥으로부터 혈액을 얻어 혈당측정기 (Accu-Check Active, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)를 이용하여 공복 시 혈당을 측정하였다.

      

      
        6. 경구 당부하 검사 (oral glucose tolerance test, OGTT)
        실험 시작 5 주차에 실험동물을 12 시간 절식시켜 꼬리 정맥에서 채혈하여 공복시 혈당을 측정한 후, 2 g/㎏의 glucose를 경구투여하고 30, 60 및 120 분 후 혈당측정기 (Accu-Check Active, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)를 이용하여 혈당을 측정하였다. 내당능 검사에 따른 혈당 반응 면적 (AUC; area under the curve)은 Pruessner 등 (2003)의 공식을 이용하여 계산하였다.

      

      
        7. 혈장 및 장기 채취
        희생 전 24 시간 절식한 실험동물은 CO2로 마취 후 안와 채혈을 통해 전혈을 채혈하였으며 일부 전혈은 당화혈색소분석기 (EasyA1c, Infopia, Anyang, Korea)를 사용하여 당화혈색소 (HbA1c) 분석에 사용하였으며, 나머지 전혈은 4℃, 2,000 rpm의 조건에서 10 분간 원심분리하여 혈청을 분리하여 생화학적 지표 분석을 위한 시료로 이용하였다. 혈액 채취 후 즉시 적출하여 생리식염수에 헹군 후 표면의 수분을 제거하고 무게를 측정하였다.

      

      
        8. 혈장 내 insulin 및 adiponectin 측정
        혈장 내 insulin 농도는 mouse insulin ELISA kit (My-BioSource, MBS038565, San Diego, CA, USA)를 사용하여 측정하였다. 인슐린 저항성을 측정하기 위한 homeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) 지표는 glucose 농도 및 인슐린 농도를 이용하여 계산하였다. Adiponectin 농도는 mouse adiponectin ELISA kit (R&D systems, MRP300, Minneapolis, MN, USA)을 사용하였으며, 실험은 제조방법에 따라 수행되었다.
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        9. 혈청 지질 및 효소 활성 분석
        원심분리 후 얻어진 혈청을 혈액 생화학분석기 (BS220, Mindray, NewYork, NY, USA)를 이용하여 혈중의 지질지표인 TC (total cholesterol), TG (triglycerides), HDL-C (high density lipoprotein-cholesterol) 및 LDL-C (low density lipoprotein-cholesterol)와 간 효소 활성 지표인 AST (aspartate aminotransferase) 및 ALT (alanine aminotransferase)를 측정하였다.

      

      
        10. 통계처리
        실험 결과는 평균과 표준편차 (means ± SD)로 나타내었으며, 각 실험결과에 대한 통계분석은 SPSS 25.0 program (Statistical package for social sciences, version 18.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 One-way ANOVA를 실시한 후 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)방법을 사용하여 각 처리구간의 유의성을 5% 수준에서 검증하였다 (p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 체중증가량 및 식이 섭취량에 미치는 영향
        본 실험에서 사용된 db/db 마우스는 leptin의 변이로 인한 다식, 비만, 인슐린 저항성, 고혈당, 고인슐린혈증 등을 나타내는 제2형 당뇨 모델이다 (Min et al., 2011). 실험기간 동안 황기 [Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge] 추출물, 발효황기 추출물로 제조한 식이 섭취에 따른 db/db 마우스의 체중 변화, 식이 섭취량을 Table 1에 나타내었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Effect of extract from Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge fermented by Aspergillus awamor on weight gain and food intake in db/db mice.
          
          

        

        
          
            
              	
              	db/m1)
              	db/db2)
              	MT3)
              	AM4)
              	FAM5)
            

          
          
            	Initial body weight (g)
            	21.7±0.4a
            	45.2±0.8c
            	42.6±0.9b
            	43.7±0.5b
            	43.3±1.5b
          

          
            	Final body weight (g)
            	27.8±1.7a
            	54.7±2.8b
            	51.5±3.3b
            	52.7±1.8b
            	51.4±3.3b
          

          
            	Body weight gain (g)
            	6.1±1.4a
            	9.5±2.8a
            	8.0±4.5a
            	9.0±1.3a
            	8.1±3.4a
          

          
            	Food intake (g/day)
            	2.7±0.1c
            	5.9±0.2a
            	4.9±0.4b
            	5.6±0.4ab
            	5.3±0.6ab
          

          
            	Food efficiency ratio (%)
            	0.24±0.2a
            	0.14±0.4a
            	0.08±0.6a
            	0.11±0.4a
            	0.1±0.5a
          

        

        
          
            Food efficiency ratio = weight gain / food intake. 1)db/m; normal control group, 2)db/db; type 2 diabetic control group, 3)MT; db/db mice + 1% metformin, 4)AM; db/db mice + fed with 1% extracts of Astragalus membranaceus, 5)FAM; db/db mice + fed with 1% extracts of Astragalus membranaceus fermented by Aspergillus awamor. Values are means ± SD (n = 5). *Means with different superscript in the same column are significantly different at 5% by Duncan's Multiple Range Tests (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        실험동물의 실험 시작 시 체중은 정상군 21.7 ± 0.4 g, 실험군은 평균 42 - 45 g으로 나타났으며 실험이 진행될수록 실험군 전체적으로 체중이 증가하였다. 실험종료 시 db/db군의 무게는 54.7 ± 2.8 g, 황기 추출물 및 발효황기 추출물 식이군의 체중은 각각 52.7 ± 1.8 g, 51.4 ± 3.3 g으로 db/db군과 비교하였을 때, 감소하였지만 유의성은 나타나지 않았다. 10 주간의 체중 증가량을 비교한 결과 FAM군이 8.1 ± 3.4 g으로 다른 실험군에 비하여 적게 증가 되었다.

        식이 섭취량은 db/m군보다 db/db군이 유의적으로 높게 나타났으며 이는 당뇨 증상 중 하나인 다식으로 인한 현상으로 혈중 포도당 함량이 높으나 세포 내에서 이용하지 못하여 에너지 부족 현상을 초래하여 (Lee et al., 2012) 식이 섭취량이 증가한 것으로 판단된다. 반면 황기 추출물 (AM군) 및 발효황기 추출물 (FAM군) 투여군의 식이 섭취량은 db/db군에 비하여 유의하게 감소함을 보였다. 하루 간의 체중 증가량과 식이 섭취량의 계산한 식이 효율의 경우 실험군에서 유의한 차이점이 나타나지 않았다. 본 실험에서 황기 추출물 및 발효황기 추출물 식이로 인하여 당뇨로 인한 체중증가와 다식 현상을 억제하는 경향이 있는 것으로 판단 되었다.

      

      
        2. 혈당에 미치는 영향
        제2형 당뇨로 유발된 db/db 마우스에서 발효황기 추출물의 식이 보충이 실험이 진행되는 동안 4 주 간격으로 공복혈당의 변화를 측정한 결과로 Table 2에 나타내었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effect of extract from Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge fermented by Aspergillus awamor on blood glucose levels in db/db mice.
          
          

        

        
          
            
              	Blood glucose (㎎/㎗)
              	db/m1)
              	db/db2)
              	MT3)
              	AM4)
              	FAM5)
            

          
          
            	0 weeks
            	96.0±3.0a
            	372.6±46.7b
            	359.0±19.4b
            	368.4±37.3b
            	372.6±35.3b
          

          
            	4 weeks
            	144.4±17.2c
            	536.8±22.5a
            	550.1±38.8a
            	557.3±21.3a
            	495.0±13.3c
          

          
            	8 weeks
            	124.6±13.7d
            	582.5±16.4a
            	471.3±28.5c
            	514.0±41.6b
            	469.8±28.0c
          

        

        
          
            1)db/m; normal control group, 2)db/db; type 2 diabetic control group, 3)MT; db/db mice + 1% metformin, 4)AM; db/db mice + fed with 1% extracts of Astragalus membranaceus, 5)FAM; db/db mice + fed with 1% extracts of Astragalus membranaceus fermented by Aspergillus awamor. Values are means ± SD (n = 5). *Means with different superscript in the same column are significantly different at 5% by Duncan's Multiple Range Tests (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        실험 시작 혈당은 평균 368.0 ㎎/㎗로 비슷한 수치였으나, 4 주차부터 혈당이 상승하였으며, 이는 실험에 사용된 db/db 마우스의 leptin 수용체 유전자 변형으로 인한 고혈당증이 유발되었음을 알 수 있다. 8 주차에 db/db군은 4 주와 비교하였을 때, 536.8 ㎎/㎗에서 582.5 ㎎/㎗로 증가하였으나 실험군들의 4 주간 혈당을 각각 비교 시 AM군은 557.3 ㎎/㎗에서 514.0 ㎎/㎗, FAM군은 495.0 ㎎/㎗에서 469.8 ㎎/㎗로 감소함을 나타내었으며, 양성대조군인 MT군 (471.3 ± 28.5 ㎎/㎗) 보다 우수한 공복혈당 감소 효과를 나타내었다.

        제2형 당뇨병을 치료하는 방법으로 경구 혈당 강하제를 복용하여 혈당을 조절한다. 실험에 사용된 약물인 metformin은 biguanide 계열로 경구용 혈당 강하제 중 간에서 포도당 합성을 억제하여 혈당 조절을 원활하게 도움을 주는 것으로 알려져 있다 (Golay, 2008).

        따라서 발효황기 추출물이 MT군과의 유사한 혈당수치를 나타내어 천연물로서 당뇨병 치료에 도움을 줄 것으로 판단된다.

      

      
        3. 경구 당 부하 검사에서 혈당의 변화
        포도당 내성 효과를 측정하기 위해 실험 식이 급여 5 주 경과 후 포도당 (2 g/㎏)을 경구투여 후 30 분, 60 분, 120 분 혈중 glucose의 농도를 측정한 결과는 Fig. 1A와 같다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Glucose tolerance test of db/db mice fed on fermented Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge extract.
            (A) Oral glucose tolerance test (OGTT), (B) Area under the curve (AUC). db/m; normal control group, db/db; type 2 diabetic control group, MT; db/db mice + 1% metformin, AM; db/db mice + fed with 1% extracts of Astragalus membranaceus, FAM; db/db mice + fed with 1% extracts of Astragalus membranaceus fermented by Aspergillus awamor. Values are means ± SD (n = 5). *Means with different superscript in the same column are significantly different at 5% by Duncan’s Multiple Range Tests (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        포도당 투여 30 분 후의 모든 실험군의 혈당이 최대치를 나타내었으며 db/db군을 제외한 실험군은 60 분 측정 시, 혈당이 감소하는 경향을 나타내었으나 db/db군은 120 분까지도 증가된 혈당이 감소되지 않았다. 120 분에서 db/db군의 혈당은 572.4 ㎎/㎗을 나타낸 것과 비교하여 황기 추출물 및 발효황기 추출물을 투여한 AM군 FAM군 각각 519.4 ㎎/㎗, 473.8 ㎎/㎗을 나타내어 혈당수치가 감소한 것을 확인할 수 있었다.

        이러한 혈당 농도 반응을 혈당 반응 면적 (AUC)으로 산출하여 비교한 결과, db/db군은 1,617.2 ± 16.4 AUCOGTT, MT군은 1,386.0 ± 47.2 AUCOGTT, AM군, FAM군은 각각 1,505.1 ± 47.3 AUCOGTT, 1,440.2 ± 52.2 AUCOGTT으로 나타났다.

        당의 분해에 관여하는 효소 중 이당류를 단당류로 분해하며 탄수화물이 가수분해에 가장 먼저 작용하는 효소인 α-amylase와 다당류를 단당류로 분해하고 탄수화물의 소화 과정 마지막 단계에서 포도당으로 전환시키는 α-glucosidase가 존재한다 (Hwang and Han, 2007). 이러한 효소들을 비활성화시키면 당의 분해가 억제되어 탄수화물의 흡수를 제어하여 식후 혈당 증가를 완화 시킬 수 있다.

        Park 등 (2009)은 갈근에서 분리하여 얻은 화합물 중 calycosin이 α-glucosidase의 활성을 억제하여 항당뇨 효능을 나타낸다고 하였으며 황기를 대상으로 Aspergillus awamori를 이용하여 발효하고 제조된 발효황기의 flavonoid 성분을 분석한 결과 비배당체인 calycosin의 함량이 증가하였다고 보고되었다 (Lee et al., 2020).

        이러한 결과를 통하여 황기를 발효할 경우 황기의 비배당체 물질인 calycosin 함량이 높아지고 발효황기 추출물을 섭취하는 경우 증가된 calycosin 함량이 α-glucosidase 저해제로 작용함으로써 포도당 합성을 억제하여 식후 혈당 농도가 상승되는 것을 방지하고 빠르게 정상 수준으로 회복시켜 고혈당증에 효과적으로 예방할 수 있는 것으로 사료 된다.

      

      
        4. 간, 부고환 지방 무게에 미치는 영향
        황기 추출물, 발효황기 추출물로 제조한 식이 섭취로 인한 간과 부고환 지방의 무게를 측정한 결과는 Fig. 2에 나타내었다. 실험군들을 정상군에 비교하였을 때, 간, 부고환 지방 무게가 모두 유의하게 증가하였다. 당뇨병 환자에게서 인슐린 저항성으로 인한 간의 비대화가 나타난다는 결과 (Harris, 2003)와 비교하여 C57BLKS/J-db/db mouse 동물모델에서 간의 비대화가 진행되었음을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effect of fermented Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge extract on the weight of liver and epididymal fat in db/db mice.
            db/m; normal control group, db/db; type 2 diabetic control group, MT; db/db mice + 1% metformin, AM; db/db mice + 1% A. membranaceus of extracts, FAM; db/db mice + 1% A. membranaceus fermented Aspergillus awamori of extracts. Values are means ± SD (n = 5). *Means with different superscript in the same column are significantly different at 5% by Duncan’s Multiple Range Tests (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        간의 무게의 경우 db/db군에 비하여 양성대조군인 MT군이 12%, 황기 추출물 투여군인 AM군은 24.5%, 발효황기 추출물 투여군인 FAM군은 35% 수준으로 낮게 측정되었다. 부고환 지방의 무게는 db/db군과 비교하였을 때, MT군 20%, AM군 16%, FAM군 22% 감소하였으며 황기 추출물 및 발효황기 추출물 섭취로 인하여 간의 비대화와 부고환 지방의 무게 감소에 효과를 나타냄을 확인하였다.

      

      
        5. 혈중 glucose 및 Insulin 농도에 미치는 영향
        인슐린은 췌장 β-cell에서 식후 분비되는 호르몬으로 혈당이 증가하게 되면 분비된다. 분비된 인슐린은 근육 및 간의 말초 조직에 포도당 흡수 촉진 및 생성을 억제하여 혈당 조절에 관여하며 또한, 지방조직에서 지방산 분해를 억제하여 지질과 단백질 대사 과정에서도 중요한 역할을 한다. 이러한 인슐린의 기능이 저하되어 인슐린 저항성이 나타나는 경우 혈당이 상승하고 체내에서 인슐린의 작용이 이뤄지지 않아 고인슐린혈증이 나타난다고 알려져 있다 (Wilcox, 2005).

        발효황기 추출물이 제2형 당뇨 마우스에서 혈중 glucose, 인슐린농도 및 인슐린 저항성 지표인 HOMA-IR의 농도에 미치는 영향을 조사한 결과는 Fig. 3과 같다. AM군 (35.0 ± 0.6 m㏖/ℓ)과 FAM군 (26.4 ± 0.8 m㏖/ℓ) 모두 당뇨 대조군인 db/db군 (40.6 ± 1.2 m㏖/ℓ) 보다 혈중 glucose 농도가 유의하게 감소하였으며, 특히 FAM군의 경우 MT군 (32.0 ± 0.6 m㏖/ℓ)과 비교 시에도 유의적으로 감소하였다 (Fig. 3A).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of fermented Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge extract on serum blood glucose, insulin level and HOMA-IR in db/db mice.
            (A) Blood glucose level, (B) Insulin level, (C) Homeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-IR). db/m; normal control group, db/db; type 2 diabetic control group, MT; db/db mice + 1% metformin, AM; db/db mice + 1% A. membranaceus of extracts, FAM; db/db mice + 1% A. membranaceus fermented Aspergillus awamori of extracts. Values are means ± SD (n = 5). *Means with different superscript in the same column are significantly different at 5% by Duncan’s Multiple Range Tests (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        FAM군의 혈중 인슐린 농도는 (6.5 ± 0.0 ㎖U/ℓ) db/db군 (15.5 ± 0.7 ㎖U/ℓ)에 비하여 현저하게 낮아졌으며 정상군인 db/m (5.3 ± 0.3 ㎖U/ℓ) 수준으로 회복되었다 (Fig. 3B). 또한, 인슐린 저항성 지표인 HOMA-IR의 결과에서도 FAM군과 AM군은 db/db군과 비교하여 유의적으로 감소하는 경향을 나타내었다 (Fig. 3C).

        본 연구 결과로 발효황기 추출물 식이로 인해 인슐린의 분비를 억제하여 인슐린 저항성을 완화 시켜 당뇨 증상인 혈당 상승 및 고인슐린혈증을 치료할 수 있음을 확인하였다.

      

      
        6. 혈중 당화혈색소에 미치는 영향
        당화혈색소는 최근 3 개월 이내의 혈당 조절 상태를 반영하는 지표로써 당뇨병을 진단 시에 중요한 지표 중 하나이며 정상 수치의 경우 3% - 5% 정도 나오는 반면, 당뇨 환자의 경우 2 배 - 3 배 수치가 증가하는 것으로 알려져 당뇨병과 내당능 장애 진단지표로 사용되고 있다 (Sherwani et al., 2016). 당화혈색소의 수치가 1% 정도 감소하게 되면 당뇨로 인한 사망률이 21%, 심근경색 발병률이 14%, 미세혈관 합병증 발생 위험이 37% 정도 감소한다고 보고되어있다 (Yun, 2010).

        실험기간 동안 발효황기 추출물로 인한 당화혈색소 농도 변화의 결과는 Fig. 4와 같았다. 황기 추출물 및 발효황기 추출물 보충 식이군인 AM군과 FAM군이 당뇨 대조군 db/db군에 비하여 각각 16%, 37%으로 감소하였다. 또한, 당화혈색소는 인슐린 민감성을 예측할 수 있는 간단하고 유용한 지표로 알려져 있는데, 이전 인슐린 결과와 비교하였을 때 발효황기 추출물군이 당뇨 대조군에 비하여 유의적으로 감소하였으며 유사한 결과를 나타내었다. 이러한 결과를 바탕으로 발효황기 추출물로 인해 당화혈색소의 수치를 낮춰주며 인슐린 민감성에도 도움이 될 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of fermented Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge extract on HbA1c levels in db/db mice.
            db/m; normal control group, db/db; type 2 diabetic control group, MT; db/db mice + 1% metformin, AM; db/db mice + 1% A. membranaceus of extracts, FAM; db/db mice + 1% A. membranaceus fermented Aspergillus awamori of extracts. Values are means ± SD (n = 5). *Means with different superscript in the same column are significantly different at 5% by Duncan’s Multiple Range Tests (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

      

      
        7. Adiponectin 농도에 미치는 영향
        Adiponectin은 지방세포에서 분비되는 호르몬으로 혈당과 관련하여 인슐린 민감성을 증가시켜 혈당 개선에 도움을 주는 것으로 알려져 있다. 또한, 인슐린 저항성이 유발될 경우 adiponectin의 농도가 감소하는 것으로 보고되어있다 (Kadowaki et al., 2006).

        비 당뇨군인 db/m군에 비하여 당뇨 유발 마우스 실험군인 db/db군에서 혈중 adiponectin의 농도가 감소한 것을 확인하였으며 이는 당뇨 유발로 인한 인슐린 저항성 증대에 의한 것으로 생각된다. 당뇨 유발과 인슐린 저항성 증대에 의해 감소된 adiponectin의 농도에 대한 황기 추출물과 발효황기 추출물의 영향을 살펴본 결과 FAM군에서의 adiponectin 농도는 db/db 군에 비하여 80% 증가되는 결과를 나타내었으며, MT군과 AM군은 각각 26%, 41%가 증가하였다 (Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of fermented Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge extract on serum adiponectin level in db/db mice.
            db/m; normal control group, db/db; type 2 diabetic control group, MT; db/db mice + 1% metformin, AM; db/db mice + 1% A. membranaceus of extracts, FAM; db/db mice + 1% A. membranaceus fermented Aspergillus awamori of extracts. Values are means ± SD (n = 5). *Means with different superscript in the same column are significantly different at 5% by Duncan’s Multiple Range Tests (DMRT, p < 0.05).

          
          

          

        

        이러한 결과를 통해 발효황기 추출물 섭취는 인슐린 민감성을 향상시키며 당뇨로 인하여 감소된 adiponectin의 농도를 증가시킬 뿐만 아니라 혈당 개선에 도움을 줄 수 있을 것으로 생각된다.

      

      
        8. 혈장 내 지질 농도에 미치는 영향
        당뇨병은 비만과 밀접한 관련이 있으며 그로 인한 합병증으로 이상지질혈증이 유발될 수 있다 (Kwon et al., 2020). 이상지질혈증의 일반적인 현상으로 혈청 내 저밀도지단백 콜레스테롤 (low density lipoprotein, LDL-C) 중성지질 (triglyceride, TG), 총콜레스테롤 (total cholesterol, TC)의 합성이 증가되고 고밀도지단백 콜레스테롤 (high density lipoprotein, HDL-C)은 감소하게 된다 (Xiao et al., 2016). 본 연구에서는 당뇨병 합병증 중 고지혈증에 대한 황기 추출물 및 발효황기 추출물의 저해 활성을 알아보고자 혈장 내 지질인 TC, TG, HDL-C, LDL-C의 농도를 측정한 결과로 Table 3과 같다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Effect of extract from Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge fermented by Aspergillus awamor on serum lipid profile in db/db mice.
          
          

        

        
          
            
              	
              	db/m1)
              	db/db2)
              	MT3)
              	AM4)
              	FAM5)
            

          
          
            	TC (㎎/㎗)
            	128.0±6.6a
            	278.7±35.7c
            	207.3±20.1b
            	229.3±9.9b
            	183.0±36.4b
          

          
            	TG (㎎/㎗)
            	87.7±2.3a
            	133.3±6.7d
            	122.0±1.2c
            	120.0±10.1c
            	108.0±4.6b
          

          
            	HDL-C (㎎/㎗)
            	117.4±1.1a
            	126.6±6.2a
            	192.9±15.1b
            	176.0±7.8b
            	191.7±9.3b
          

          
            	LDL-C (㎎/㎗)
            	18.2±0.3a
            	46.8±2.5c
            	34.2±3.3b
            	24.8±0.4ab
            	26.7±2.7ab
          

        

        
          
            TC; total cholesterol, TG; triglyceride, HDL-C; high density lipoprotein cholesterol, LDL-C; low density lipoprotein cholesterol. 1)db/m; normal control group, 2)db/db; type 2 diabetic control group, 3)MT; db/db mice + 1% metformin, 4)AM; db/db mice + fed with 1% extracts of Astragalus membranaceus, 5)FAM; db/db mice + fed with 1% extracts of Astragalus membranaceus fermented by Aspergillus awamor. Values are means ± SD (n = 5). *Means with different superscript in the same column are significantly different at 5% by Duncan's Multiple Range Tests (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        혈장 내 TC의 농도는 db/db군에서 278.7 ± 35.7 ㎎/㎗를 나타내어 db/m군 (128.0 ± 6.6 ㎎/㎗) 비교하여 유의하게 증가하는 경향을 나타내었다. db/db군에서 증가된 TC의 농도는 AM군 (229.3 ± 9.9 ㎎/㎗), FAM군 (183.0 ± 36.4 ㎎/㎗)에서 유의적으로 감소하는 결과를 나타내었다.

        TG의 농도는 db/m군 (87.7 ± 2.3㎎/㎗)보다 db/db군 (133.3 ± 6.7 ㎎/㎗)에서 증가하였으나, 양성대조군인 MT군 (122.0 ± 1.2 ㎎/㎗)과 황기 추출물을 투여한 AM군 (120.0 ± 10.1 ㎎/㎗), 발효황기 추출물을 투여한 FAM군 (108.0 ± 4.6 ㎎/㎗)에서는 다시 감소함을 나타내었다. 특히 발효황기 추출물군에서 db/db군에 비해 유의하게 감소한 경향을 나타내었다.

        HDL-C는 말초조직으로부터 간으로 콜레스테롤을 운반하는데 당뇨로 인해 중성지방과 콜레스테롤의 수치는 증가하는 반면, HDL-C는 감소하게 된다 (Oh et al., 2019). db/db군 (126.6 ± 6.2 ㎎/㎗)과 비교하였을 때 황기 추출물 및 발효황기 추출물의 섭취로 인하여 각각 AM군은 176.0 ± 7.8 ㎎/㎗, FAM군은 191.7 ± 9.3 ㎎/㎗를 나타내어 유의하게 증가함을 확인하였다.

        LDL-C의 경우 db/m군 (18.2 ± 0.3 ㎎/㎗)에 비하여 db/db군 (46.8 ± 2.5 ㎎/㎗)에서 증가하는 경향을 나타내었으나 AM군 (24.8 ± 0.4 ㎎/㎗), FAM군 (26.7 ± 2.7 ㎎/㎗)에서는 유의하게 감소하는 결과를 나타내었다.

      

      
        9. 간 손상 지표에 미치는 영향
        간은 정상적으로 혈당을 유지하기 위해서 췌장과 독립적으로 당 대사 질환 예방 및 치료하기 위해 표적기관으로 되고있다. 그러나 비만한 상태에서는 지방조직으로부터 유리지방산으로 분해가 촉진되어 간으로 유입되어진다. 유입된 유리지방산은 간에서 중성지방으로 합성이 되어 간에 지방을 축적시켜 지방간을 초래한다고 알려져 있다 (Harris, 2003).

        당뇨로 인해 발생할 수 있는 지방간과 같은 합병증으로 간 손상에 대하여 발효황기 추출물의 효능을 확인하기 위하여 간이 손상되면 혈중으로 유출되어 증가하는 AST 및 ALT 간지표 효소를 조사한 결과 Table 4와 같다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Effect of extract from Astragalus membranaceus (Fisch.) Bunge fermented by Aspergillus awamor on serum transaminase in db/db mice.
          
          

        

        
          
            
              	
              	db/m1)
              	db/db2)
              	MT3)
              	AM4)
              	FAM5)
            

          
          
            	AST (U/ℓ)
            	131.0±13.2a
            	368.4±30.7bc
            	409.7±98.3c
            	330.9±33.9b
            	298.0±13.9b
          

          
            	ALT (U/ℓ)
            	28.5±5.2a
            	395.0±102.8c
            	407.6±88.5c
            	257.0±38.9b
            	238.5±36.7b
          

        

        
          
            1)db/m; normal control group, 2)db/db; type 2 diabetic control group, 3)MT; db/db mice + 1% metformin, 4)AM; db/db mice + fed with 1% extracts of Astragalus membranaceus, 5)FAM; db/db mice + fed with 1% extracts of Astragalus membranaceus fermented by Aspergillus awamor. Values are means ± SD (n = 5). *Means with different superscript in the same column are significantly different at 5% by Duncan's Multiple Range Tests (DMRT, p < 0.05).
          

        

        

        AST 농도의 경우 FAM군은 298.0 ± 13.9 U/ℓ를 나타내어 db/db군의 AST 농도인 368.4 ± 30.7 U/ℓ에 비하여 유의하게 낮아지는 경향을 나타내었으며 ALT 경우에서도 db/db군 (395.0 ± 102.8 U/ℓ)에 비하여 FAM군 (238.5 ± 36.7 U/ℓ)에서 감소되었지만 FAM군과 AM군 (257.0 ± 38.9 U/ℓ)사이에서 통계적 유의성을 나타내지는 않았다 (Table 4).

        Metformin를 식이한 MT군의 경우 다른 실험군에 비하여 AST와 ALT 모든 농도가 증가하였는데, 이는 장기 약물로 인한 부작용인 간 손상이 나타난 것으로 생각된다. 이러한 결과로 황기 추출물 및 발효황기 추출물의 섭취는 당뇨로 인한 혈중 지질 농도의 증가를 억제하며 지방간을 예방하고 간 손상 지표인 AST 및 ALT의 감소에 도움을 줄 수 있을 것으로 사료 된다.

        본 연구를 통해서 황기 추출물 및 Aspergillus awamori로 발효한 황기 추출물 1%를 첨가하여 제조한 실험 식이가 제2형 당뇨병으로 유발된 마우스에항당뇨 및 지질개선 효과가 있음을 확인하였다.

        황기 추출물 투여군 (AM) 및 발효황기 추출물 투여군 (FAM)에서 식이 섭취량에 비하여 체중증가를 억제하는 것을 확인하였으며 Aspergillus awamori로 발효한 황기 추출물에서 발효로 인하여 증가된 calycosin 함량에 의하여 혈당의 감소와 함께 증가된 혈당을 회복시키는데 효과가 확인되어 고혈당증 개선 효과가 있음을 확인하였다.

        Aspergillus awamori로 발효한 황기 추출물의 투여를 통해 인슐린 농도와 인슐린 저항성, 당화혈색소를 감소시킬 수 있을 뿐만 아니라, 인슐린 저항성으로 인해 감소된 adiponectin의 농도를 회복시킬 수 있음을 확인하였다.

        지질 관련 지표에서도 Aspergillus awamori로 발효한 황기 추출물로 인하여 간 및 부고환 지방 축적을 억제하였으며 혈장 내 지질 농도를 개선되었으며, 또한 간 손상 지표인 AST, ALT에서 양성대조군인 MT군보다 감소 된 결과를 나타낸 것으로 확인되었다.

        이러한 결과를 통하여 Aspergillus awamori로 발효한 황기 추출물로 인하여 약물 부작용이 나타나지 않고 당뇨병으로 인한 혈당 및 지질 대사를 조절하여 당뇨를 개선할 수 있는 천연물 소재로 이용될 수 있을 것으로 생각된다. 항당뇨 효능에 도움을 줄 수 있는 천연물로서 사용될 수 있을 것으로 생각된다.
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