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            초록
          
        

        
          
            Background
            The aim of this study was to investigate the potential of black rice (Oryza sativa L.) aleurone layer (BR) extract at improving the memory function of scopolamine-induced memory impaired mice.

          

          
            Methods and Results
            BR extract (150 and 300 ㎎/㎏), scopolamine (1 ㎎/㎏), and tacrine (10 ㎎/㎏) were administered to C57BL/6 mice. We analyzed the effects of BR extract on the scopolamine-induced cholinergic system, inflammatory response, and brain damage. It was observed that the BR extract offered protection against scopolamine-induced short- and long-term memory loss, and reduced learning deficits in the behavioral task. It also improved the cholinergic system and decreased the inflammatory cytokine levels. Furthermore, the BR extract downregulated the scopolamine-induced overexpression of amyloid β-peptide and caspase-3 in the hippocampus.

          

          
            Conclusions
            These results suggest that the BR extract may be beneficial as a dietary supplement, due to its neuroprotective effect against cognitive impairment and cholinergic deficit.
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      서 언
      최근 급격한 경제 발전에 따른 생활수준의 개선 및 의학 발달로 평균 수명이 연장되었다. 노인 인구의 증가에 따라 노인성 질환의 발병률이 증가하였고 그 중 알츠하이머 질환 (Alzheimer‘s disease; AD)이 가장 높은 비율로 나타났다 (Choe et al., 2016; Muhammad et al., 2019).

      AD는 인지기능의 상실과 amlyoid β plaque의 축적, 뇌 신경세포 사멸 및 염증반응 등의 병리학적 특징을 갖는 퇴행성 신경 질환이다 (Park et al., 2019). 또한, 콜린성 작동 뉴런의 손실이나 아세틸콜린 (acetylcholine; ACh)과 콜린 아세틸트렌스페라제 (choline acetyltransferase; ChAT) 감소 및 아세틸콜린 에스테라제 (acetylcholinesterase; AChE) 증가와 관련이 있다 (Ling et al., 2007; Kim et al., 2020).

      AD 환자에게서 Ach 감소와 AChE 증가는 중요한 병리적 소견으로서 알려져 있으며, 현재까지의 AD 치료제는 AChE를 억제하는 기전을 갖는 약물을 사용하고 있다 (Lee et al., 2016; 2020a). 하지만 AChE 억제제를 장기간 투여 시 간독성이나 구역 및 구토가 나타날 수 있고 (Watkins et al., 1994; Park et al., 2017; Seo et al, 2018) 약물에 대한 짧은 반감기 등의 부작용이 보고되었다 (Kwon et al., 2010). 이에 최근 연구에서는 치매의 예방 및 치료를 위하여 효과적이지만 부작용이 없는 안전한 약물이나 식품 소재에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.

      동물 실험에서 인지능 저하 유도에 사용되는 스코폴라민 (scopolamine)은 무스카린성 ACh 수용체의 길항제로서 (Hritcu et al., 2012) 뇌에서 AChE의 활성을 증가시켜 ChAT 효소 활성을 억제하고, ACh를 분해함으로써 단기 기억력 손상을 유도하는 것으로 알려져 있다 (Choi et al., 2012; Lee et al., 2021). 또한 스코폴라민은 AChE 활성을 유도할 뿐만 아니라 사이토카인과 같은 염증 매개 인자들의 발현을 증가시키게 된다 (Iqbal et al., 2020). 스코폴라민의 기억력 억제는 동물모델뿐만 아니라 인체 적용 임상시험에서도 인지능의 저하가 확인되어 (Bae et al., 2014), 항치매 및 기억력 개선 효능 검증 등의 연구에서 주로 사용되고 있다.

      흑미 (Oryza sativa L.)는 대표적인 유색미로서 특색 있는 향미와 더불어 각종 무기질, 비타민 및 식이섬유를 풍부하게 함유하고 있으며, 감마 오리자놀, 폴리페놀, 플라보노이드, 안토시아닌 등 다양한 기능성 성분을 함유하고 있어 흑미의 다양한 생리활성이 보고되었다 (Kong et al., 2008; RDA, 2011). 흑미는 다른 유색미나 특수미에 비하여 항산화력, 환원력 등이 우수하였으며 (Seo et al., 2008), 고지방식이 섭취로 인한 비만 마우스에서 지방산의 산화를 조절하여 간 조직의 지질 축적을 효과적으로 억제하는 효능이 밝혀진 바 있다 (Jang et al., 2012).

      안토시아닌을 풍부하게 함유한 흑미의 호분층에는 cyanidin 3-O-glucoside (C3G) 및 penidin 3-O-glucoside (P3G)가 함유되어 있음이 보고된 바 있고 (Apridamayanti et al., 2017), C3G는 신경염증을 완화하며 뇌에서 산화스트레스를 줄여 신경세포 독성에 대한 완화 작용으로 허혈성 뇌 질환, 알츠하이머 치매 및 파킨슨병 치매 등의 질환에서의 효과가 있다고 보고되었다 (Min et al., 2011; Zhang et al., 2019). 특히, C3G는 인지기능 장애가 유발된 성인에게서 기억력을 개선하는데 도움이 된다고 하였다 (Joo et al., 2019).

      최근까지 안토시아닌의 인지능력 개선에 관한 연구가 진행 되어왔으나, 기억력 손상을 유도한 마우스 모델에서 안토시아닌을 주성분으로 함유하는 흑미 호분층 추출물이 행동 유형에 미치는 영향 및 관련 인지능력 개선에 관한 연구는 보고된 바 없다.

      흑미 호분층 추출물의 기억력 개선에 대한 효과를 알아보기 위하여 스코폴라민으로 기억력이 억제된 마우스에게 흑미 호분층 추출물의 행동 유형 검사를 진행하였다. 마우스 혈청에서 ACh 함량 및 AChE 활성과 사이토카인 함량을 확인하였으며 뇌 조직을 통한 amyloid β-pepitde (Aβ), caspase-3 (Cas-3) 및 ChAT의 발현을 확인하였다. 모든 실험군은 AChE 저해제인 tacrine을 섭취한 실험군과 비교하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        본 연구에 사용된 흑미 (Oryza sativa L.)는 조생흑찰 품종으로 현미 상태로서 진도정미소에서 구입하였으며, 도정기 (Samwoo Co., Ltd., Daegu, Korea)로 흑미 현미를 10 도미까지 절삭하고 흑미 호분세포층 (8%)을 분리하였다.

        분리된 흑미 호분층에 10 배의 50% 발효 주정을 추가하여 40℃에서 48 시간 동안 추출하고 감압농축기 (Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 사용하여 농축 후, 동결건조 (IlshinBio-Base, Dongducheon, Korea)하여 분말 형태로서 본 실험에 사용하였다. 증거 표본 (RDABRA01)은 국립농업과학원 농식품자원부에 보관하였다.

      

      
        2. 실험동물
        본 시험에는 specific-pathogen free (SPF) 상태의 12 주령 수컷 C57BL/6 마우스 30 마리를 ㈜샘타코 BIO KOREA (Osan, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 실험동물은 사육 기간 중 일반 고형사료와 물을 자유 섭취하였으며, 온도 23 ± 1℃, 습도 50 ± 10%, 12 시간 단위의 명암주기 (light-dark cycle) 환경에서 사육되었다. 매일 실험동물의 상태를 모니터링하고 식이에 따른 체중 변화량을 확인하기 위하여 체중을 주 1 회 측정하였다.

        본 연구의 동물실험에 관한 모든 내용은 농촌진흥청 국립농업과학원 동물실험윤리위원회 승인 (NAS201906) 절차와 윤리규정에 따랐다.

      

      
        3. 인지능 저하 마우스 모델 및 시료 투여
        실험동물은 스코폴라민 (scopolamine, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)으로 인지능 저하를 유도한 후 사용하였다.

        일주일 동안 실험환경에 적응된 마우스는 체중을 측정한 후난괴법 (randomized complete block design)에 따라 정상군 (control), 스코폴라민 처리군 (negative control; NC), 스코폴라민 처리 후 약물 섭취군 (positive control; PC) 및 스코폴라민 처리 후 흑미 호분층 추출물을 150, 300 ㎎/㎏ BW (body weight) 농도로 섭취한 투여군 (BR150, BR300)으로 나누어 실험을 진행하였다 (n = 6).

        인지능력 저하를 유도하기 위하여 스코폴라민은 1 ㎎/㎏ BW 농도로 행동 유형 실험 30 분 전에 복강 투여하였으며, 스코폴라민 처리를 하지 않은 control군은 동량의 생리식염수를 복강 투여하였다. 약물섭취군으로 사용한 tacrine (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)은 10 ㎎/㎏ BW 농도로 급여하였으며, 시험물질은 총 8 주간 실험동물에게 투여되었다.

      

      
        4. Y-미로 실험 (Y-maze test)
        사용된 미로는 세 개의 가지로 구성되어 있는 하얀색의 플라스틱 소재로서 각 가지의 길이는 50 ㎝, 높이는 20 ㎝, 그리고 넓이는 10 ㎝이며, 세 가지가 접히는 각도는 120°로 구성되어 있다. 각 가지를 A, B, C로 정한 후, 시작 부분에 마우스를 두고 60 초 동안 마우스가 미로를 자유롭게 돌아다니도록 하였으며, 각 미로에 들어간 횟수 및 순서를 측정하여 변경 행동력을 평가하였다.

        세 주로의 다른 영역에 순차적으로 들어간 경우 1 점을 부여하였고, 연속되게 들어가지 않은 경우는 점수로 인정하지 않았다. 시험 수행자는 학습 및 기억 능력 평가 기준에 있어서 기본 조건을 수립하고 시험방법의 합리성, 정확성 및 재현성을 고려하여 검증하였다.

      

      
        5. 수중 미로 실험 (Water maze test)
        시험에 사용된 수조는 직사각형 모양의 420㎜ × 290㎜ × 200 ㎜ 크기이며, 시험에 사용된 물의 온도는 22 ± 2℃로 유지되었다. 수영 시작 점으로부터 420 ㎜ 지점에 50 ㎜ × 50 ㎜ × 50 ㎜ 크기의 도피대 (escape platform)를 설치하고, 도피대 수면 아래 10 ㎜까지 물을 채워 넣었다. 실험 첫날은 실험동물이 60 초 동안 자유로이 수조 안에서 수영하도록 하였고, 그 후 실험동물이 수조 속 반대 구간에서 출발해서 60 초안에 도피대를 인지하여 도달하는 시간 (second)을 측정하였다.

      

      
        6. 수동회피 실험 (Passive aviodance test)
        수동회피 실험은 어두운 곳을 선호하는 마우스의 특성을 이용한 것으로, 기억 능력 증진 및 명시적 기억력을 평가하기 위한 일반적인 방법 중 하나이다 (Kang et al., 2013).

        수동회피 실험은 암소 공간과 밝은 공간으로 이루어진 두 개의 아크릴 상자 사이에 마우스가 이동할 수 있는 길로틴 문이 설치되어 있고, 아크릴 상자 바닥에는 스테인리스 막대가 깔려있어 시험자의 조건에 따라 전기충격을 가할 수 있는 장치가 연결된 장비를 이용하여 실시하였다.

        실험 시작 전, 암소 공간에 10 초 동안 적응하게 한 후, 밝은 공간에 조명을 통해 불빛을 비추고 길로틴 문이 열리면서 혐오자극 (전기충격, 0.3 ㎃)을 가해 마우스가 반대편 상자로 이동하는 시간을 측정하였다. 또한 밝은 공간으로 이동한 마우스가 암소 공간의 전기 기억을 기억한 후 어두움에 대한 본성을 억제하여 밝은 공간에 머무는 것을 1 분 내로 측정하였으며, 그 후 움직임이 없으면 실험을 멈추었다.

      

      
        7. 혈청 ACh 함량 및 AChE 활성 억제 측정
        실험 기간이 종료된 마우스는 CO2 가스로 마취하여 희생하고 혈액을 채취한 뒤 2,000 rpm, 4℃에서 15 분간 원심분리한 혈청을 실험에 사용하였다.

        혈청 ACh은 choline/acetylcholine assay kit (Abcam, London, England)을 사용하여 분석하였다. 96-well plate에 분석할 혈청 샘플과 표준 용액을 50 ㎕, reaction mix 용액을 50 ㎕씩 분주한 후 상온에서 30 분간 반응시켰다. 반응이 끝난 plate는 microplate reader (Molecular Devices, San Jose, CA, USA)를 사용하여 570 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

        ACh의 농도는 colorimetric kit의 표준 용액에서 산출된 곡선으로부터 계산하였다.

        효소 활성 저해 효과는 acetycholinesterase assay kit (Abcam, London, England)를 사용하여 분석하였다. 96-well plate에 AChE reaction mixture를 50 ㎕씩을 분주한 다음에 AChE 표준 용액과 마우스 혈청을 각각 50 ㎕씩 넣고 상온에서 30 분간 반응시켰다. 반응이 끝난 plate는 microplate reader (Molecular Devices, San Jose, CA, USA)로 410 ㎚ 에서 흡광도를 측정하여 계산하였다.

        각 AChE 농도는 colorimetric kit의 표준 용액에서 산출된 곡선으로부터 계산하였다.

      

      
        8. 혈청 사이토카인의 함량 측정
        흑미 호분층 추출물이 혈중 신경염증 억제 지표에 미치는 영향을 평가하기 위하여 사이토카인 수준을 ELISA kit (Abcam, London, England)로 분석하였다.

        각 항체가 부착되어 있는 96-well plate에 혈청 50 ㎕과 사이토카인 antibody cocktail 50 ㎕을 넣고 1 시간 동안 실온 배양한 후 wash buffer를 이용하여 3 회 세척하였다. 그 후 각 well에 100 ㎕의 TMB soultion을 넣고 10 분간 반응시켰다. 마지막으로 각 well에 100 ㎕의 stop solution을 넣어 반응을 정지시키고 microplate reader (Molecular Devices, San Jose, CA, USA)를 이용하여 450 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

        각 사이토카인의 농도는 ELISA kit에 포함되어있는 표준용액에서 산출된 곡선으로부터 계산하여 사용하였다.

      

      
        9. 면역 형광 염색 (Immunofluorescence staining)
        CO2를 사용하여 마취한 마우스의 대동맥을 따라 식염수와 4% paraformaldehyde를 관류하고, 뇌를 적출한 후에 4% paraformaldehyde 용액에서 4℃ 조건으로 12 시간 고정하였다. 조직을 손질하고 알코올 농도별로 조직처리 과정을 거쳐 탈수를 진행하였다. 탈수를 마친 조직은 xylene으로 투명화한 후 paraffin으로 조직처리를 완료하였다. 조직은 파라핀을 사용하여 포매 하였고, 10 ㎛의 두께로 슬라이스 하여 조직 슬라이드를 제작하였다. 슬라이드는 60℃의 건조 오븐에서 1 시간 동안 방치하여 파라핀을 모두 녹이고, 탈파라핀 과정을 수행 한 후, 1 × PBS buffer로 세척하였다. 1 × citrate buffer와 TE buffer를 사용하여 antigen retrieval을 100℃에서 35 분간 진행한 후, blocking 하여 내인성 과산화 효소에 대한 반응을 차단하고 phosphate buffered saline (PBS)으로 세척하였다.

        본 실험에서는 Aβ (amyloid β-peptide, ab201060, 1 : 50, Abcam, London, England), Cas3 (caspase 3, 43-7800, 1 : 50, Invitrogen, Waltham, MA, USA) 및 ChAT (choline acetyltransferase, ab178850, 1 : 1000, Abcam, London, England)을 1차 항체로 사용하였으며, 4℃에서 20 시간 동안 반응 후 PBS로 3 회 세척하였다. 이 후 2차 항체로 사용한 goat antirabbit H&L (ab150077, 1 : 2000, Abcam, London, England) 및 goat anti-mouse H&L (ab150116, 1 : 2000, Abcam, London, England)은 상온에서 2 시간 반응 후 PBS로 3 회 세척하였다.

        4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, ab104139, Abcam, London, England)를 fluoroshield mounting 용액에 희석한 후, 슬라이드에 5 분간 처리하고 cover glass로 덮고 현미경 (TCS SP8 confocal laser dcanning microscope, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)으로 슬라이드 글라스를 관찰하였으며 immune software (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)를 사용하여 분석하였다.

      

      
        10. 통계 분석
        모든 데이터는 평균 ± 표준오차 (means ± S.E.)로서 나타내었으며 Statistical Package for the Social Sciences (SPSS ver. 24, IBM Corp, Armonk, NY, USA)를 이용하여 Oneway ANOVA (one-way analysis of variance)를 실시한 후, 5% 수준에서 Duncan’s Multiple Range Test 유의성 검정을 실시하였다 (DMRT, p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 흑미 호분층 추출물이 공간 지각 능력에 미치는 영향
        Y-maze 실험은 행동 유형 측정 방법 중 한 가지로 여러 신경 보호 메커니즘이 운동성과 관련되어 있기 때문에 가장 기본적으로 평가되어지고 있다 (Kwon et al., 2010).

        스코폴라민으로 ACh와 muscarinic receptor의 결합을 억제하여 기억력을 손상시킨 NC군에서는 반복적으로 한 영역에 들어가는 오류 동작의 횟수가 많아 점수를 크게 얻지 못하였다 (Fig. 1). 1 차 실험에서는 NC군을 제외한 실험군에서 유사한 행동 유형을 보여 획득 점수에 유의적인 차이가 없었다. 2차 실험에서 BR300군에서는 오류 동작 횟수의 감소와 각 주로에 순차적으로 들어가는 횟수가 늘어 1.0의 점수를 획득하였고 PC군 (1.3) 다음으로 높은 점수를 기록하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effects of black rice aleurone layer (BR) extracts on Y-maze performance of mice with scopolamine-induced memory impairment.
            The data was analyzed by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) after One-way ANOVA using SPSS software and each bar presents the means ± S.E. (n = 6). *Means values with different letters are considered statistically significant at p < 0.05.

          
          

          

        

        따라서, 흑미 호분층 추출물의 급여는 인지능이 저하된 상태에서 공간 지각 능력을 회복시키고, 기억력 증진에 도움을 줄 수 있을 것으로 보인다.

      

      
        2. 흑미 호분층 추출물이 공간 학습 능력에 미치는 영향
        수중 미로 실험은 공간 학습 및 인지능 개선을 평가하는 방법으로 (Kang et al., 2013), 밀폐된 공간에서 수동적으로 헤엄쳐야 하는 스트레스 상황에서 얼마나 빠르게 도피대를 인지하여 그 환경을 벗어나는가에 대하여 평가하게 된다 (Hritcu et al., 2012; Aydin et al., 2016).

        본 실험에 들어가기 앞서 실험동물은 자유로이 물에서 수영하며 도피대를 탐색하도록 하였으며, 본 실험에서는 스코폴라민 투여 후 실험을 진행하였다 (Fig. 2). PC군이 각각 13.8초, 16.7 초로 가장 빠른 도피 시간을 보였고 NC군은 27.0초, 43.2 초로 2 번의 실험 결과에서 가장 늦은 도피 시간을 보였으며, 스코폴라민에 의한 기억력의 저하가 확인되었다. BR150군에서는 1 차 실험에서 16.7 초로 PC군 다음으로 가장 빠른 도피 시간을 보였고, 2 차 실험에서 control군 (25.0 초)와 비슷한 27.2 초의 도달시간을 보였으며 BR300군은 2 회 실험(16.7 초, 27.2 초) 모두 control군과 유사한 경향을 보였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of black rice aleurone layer (BR) extracts on water maze task performance of mice with scopolamine-induced memory impairment.
            The data was analyzed by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) after One-way ANOVA using SPSS software and each bar presents the means ± S.E. (n = 6). *Mean values with different letters are considered statistically significant at p < 0.05.

          
          

          

        

        수중 미로 측정 결과, 스코폴라민으로 유도된 기억 손실로 NC군에서는 도피대에 도달하는 시간이 증가하였으나, 흑미 호분층 추출물 투여로 인하여 손상된 기억의 회복을 확인할 수 있었다.

      

      
        3. 흑미 호분층 추출물이 손상된 단기 및 장기 기억 회복에 미치는 영향
        수동회피 실험은 측두엽 내측에 있는 편도체에 의존하여 장기 기억력 평가에 이용된다고 알려져 있으며, 편도체와 해마에서는 훈련 후의 기억 형성에 관여한다 (Gacar et al., 2011; Lee et al., 2020b). 따라서 수동회피 실험은 스트레스 자극을 통하여 학습과 기억을 평가하는데 사용되고 있다. 수동회피 실험은 어두움과 밝음의 두 가지 구역으로 나뉘는데, 어두움에 대한 실험동물의 선천적인 선호와 전기 자극을 주었을 때 자극을 피하여 밝음으로 이동하는 선천적 선호에 대한 억제력을 평가한다 (Gacar et al., 2011).

        먼저, 마우스가 암소 공간의 혐오자극을 기억하여 빠르게 밝은 공간으로 이동하는 시간을 측정하여, 단기 기억 손상에 대한 회복 효과를 평가하였다 (Fig. 3A). 1 차 실험에서는 각 실험군이 밝은 공간으로 이동하는 시간에 대한 유의적인 차이가 없었으나, 2 차 실험에서는 NC군이 9.6 초로 암소 공간에서의 체류시간이 증가하는 것을 보였다. BR150군의 체류시간은 2.6 초로, control군의 3.4 초와 유사한 경향을 나타내었으며, BR300군 (5.8 초)은 PC군 (4.6 초)와 비슷한 체류시간을 확인하였다. 또한, 3 차 실험에서 역시 BR150군은 1.6 초로 control군의 2.4 초와 유사한 체류시간을 확인할 수 있었다. 유의적이지는 않았지만, 암소 공간에 머무르는 시간이 BR150군에서 BR300군보다 적은 경향을 보여 좀 더 다양한 급여 수준에서의 비교 시험이 필요한 것으로 보인다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of black rice aleurone layer (BR) extracts on passive aviodance time (A) and step-through latency time (B) of mice with scopolamine-induced memory impairment.
            (A) The data was analyzed by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) after One-way ANOVA using SPSS software and each bar presents the means ± S.E. (n = 6). *Mean values with different letters are considered statistically significant at p < 0.05. (B) The data was average step-through latency time for each group. All values are expressed as the mean (n = 6).

          
          

          

        

        흑미 호분층 추출물의 장기 기억 손상 회복 효과를 분석하기 위하여 밝은 구역에서의 머무름시간 (step-through latency time)을 측정하였다 (Fig. 3B). 실험동물이 암소 공간에서 밝은 공간으로 이동한 후, 밝은 구역에서의 머무름시간을 측정하였을 때 control군은 각각 60.0, 58.7 및 56.5 초의 머무름시간을 보여주었으나, NC군에서는 52.2, 54.7 및 52.2 초로 control군에 비하여 감소된 머무름시간을 보여 스코폴라민으로 인해 장기 기억 상실이 유도됨을 확인하였다. BR150군에서는 3 번의 실험에서 모두 60 초의 머무름시간을 보여주었으며, BR300군에서는 59.2, 59.8 및 60.0 초로 장기 기억 회복에 따른 머무름시간이 증가하는 것을 확인하였다.

        이러한 결과로 볼 때, 흑미 호분층 추출물은 기억력이 저하된 실험동물에서 단기 및 장기 기억력을 회복시키는데 도움을 줄 수 있을 것으로 생각된다.

      

      
        4. 흑미 호분층 추출물이 혈청 ACh 함량 및 AChE 활성 억제에 미치는 영향
        뇌의 콜린성 신경세포는 신경전달물질 조절에 중요한 역할을 하고 AD 환자의 인지기능 및 행동 유형에 관여하여 AD 환자에게서 뇌의 콜린성 신경세포 손실과 ACh 감소가 보고되었다 (Lee et al., 2016). ACh의 감소는 AChE 활성 증가와 관련되며, ACh을 콜린과 아세틸 CoA (acetyl CoA)로 분해하여 콜린성 기능 장애를 유도하게 되고 인지기능 장애에 영향을 미치게 된다 (Kim et al., 2020).

        ACh은 중요한 신경전달물질로서 중추신경계 콜린성 시스템과 관계가 깊고, 콜린성 신경계의 붕괴는 초기 AD의 주요 원인으로 알려져 있다 (Shon and Kim, 2017). ACh의 함량은 NC군에서 2.48 ± 0.09 nmol로 나타나 control군의 4.02 ± 0.07 nmol에 비하여 감소하였고 (Fig. 4A), 이는 스코폴라민의 투여가 ACh의 함량을 감소시킬 수 있음을 보여주었다. 감소된 ACh의 농도는 흑미 호분층 추출물 투여로 인하여 BR150군이 3.27 ± 0.15 nmol, BR300군이 3.23 ± 0.11 nmol로 나타나 유의적인 회복이 관찰되었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of black rice aleurone layer (BR) extracts on cholinergic nervous system activity in the serum of mice with scopolamine-induced memory impairment.
            (A) ACh concentration and (B) AChE activity. The data was analyzed by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) after One-way ANOVA using SPSS software and each bar presents the means ± S.E. (n = 6). *Mean values with different letters are considered statistically significant at p < 0.05.

          
          

          

        

        AChE 활성은 NC군 (1348 ± 27 μU/㎖)에서 control군 (925 ± 16 μU/㎖)에 비하여 유의적으로 높게 나타났다. 그러나, PC군 (1010 ± 24 μU/㎖)에서 AChE의 활성이 억제되었고, BR150군 (917 ± 53 μU/㎖)과 BR300군 (993 ± 67 μU/㎖)에서는 PC군 및 control군과 유사한 AChE의 활성 억제를 보였다 (Fig. 4B).

        결과를 종합해 볼 때, 흑미 호분층 추출물은 농도 의존적이지는 않았지만 150 ㎎/㎏ BW 이상의 수준에서 AChE의 활성을 효과적으로 억제하고 ACh의 농도를 증가시킬 수 있는 것으로 나타났다.

      

      
        5. 흑미 호분층 추출물이 혈청 Cytokine에 미치는 영향
        스코폴라민과 같이 뇌에 손상을 입히는 물질을 처리하면 체내 신경 세포에서 염증반응이 일어나, tumor necrosis factor (TNF), interleukin (IL) 등 사이토카인 수치가 혈액 내에서 상승하게 된다. 이러한 신경염증은 알츠하이머성 치매 뇌의 신경아교 세포가 활성화되면서 퇴행성 변화를 일으키는 메커니즘으로 작용하게 된다 (Xu et al., 2016; Muhammad et al., 2019). TNF-α는 뇌에서 장기 기억에 대한 반응을 억제하게 되어 학습 능력을 감퇴시키며, 신경세포 사멸 및 Aβ 축적의 증가에도 관여한다고 알려져 있다 (McCaulley and Grush, 2015).

        TNF-α 함량은 NC군 (279.6 ± 6.1 pg/㎖)에서 control군 (266.5 ± 8.9 pg/㎖)보다 유의적으로 상승하였고, BR300군 (270.4 ± 5.5 pg/㎖)과 PC군 (261.1 ± 2.6 pg/㎖)에서 각각 3%와 6% 감소하는 경향을 보였다 (Fig. 5A).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effects of black rice aleurone layer extracts on serum inflammatory cytokines TNF-α (A), IL-1β (B) and IL-6 (C) levels of mice with scopolamine-induced memory impairment.
            The data was analyzed by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) after One-way ANOVA using SPSS software and each bar presents the means ± S.E. (n = 6). *Mean values with different letters are considered statistically significant at p < 0.05.

          
          

          

        

        IL-1β는 염증을 촉진하는 사이토카인으로서, 신경염증 반응의 가장 기초적인 염증반응 인자로서 알려져 있다 (Shaftel et al., 2007). 혈중 IL-1β는 스코폴라민의 투여로 인하여 NC군 (9.0 ± 1.0 pg/㎖)에서 control군 (8.0 ± 0.2 pg/㎖)보다 증가되었으나, BR150군 (7.7 ± 0.1 pg/㎖)과 BR300군 (8.2 ± 0.5 pg/㎖)에서 증가한 IL-1β의 함량을 감소시키는 경향을 보였다 (Fig. 5B).

        IL-6는 신경염증에서 신경 퇴행에 영향을 주고, 만성 염증에 관여하여 AD 환자에게서 발현이 증가하는 것으로 알려져 있다 (Xu et al., 2016). 스코폴라민을 처리한 NC군 (140.2 ± 3.6 pg/㎖)은 control군 (56.9 ± 1.3 pg/㎖)보다 IL-6 수준이 2배 이상 증가하였으나, PC군 (61.8 ± 2.0 pg/㎖) 및 흑미 호분층 추출물 투여군에서는 BR150군과 BR300군에서 각각 58.4 ± 2.1 pg/㎖ 및 63.7 ± 0.9 pg/㎖을 나타내어 control군과 유사한 경향을 보였다 (Fig. 5C).

      

      
        6. 흑미 호분층 추출물이 손상된 뇌 조직에 미치는 영향
        Aβ로 인한 신경세포 기능 장애, 자유라디칼 손상과 산화 세포 사멸은 AD의 신경병리학적 특징이다 (Ling et al., 2007). 또한, 스코폴라민을 투여하면 산화적 스트레스가 유발되고, Aβ와 인산화된 tau 단백질의 수치가 증가하게 된다 (Lee et al., 2020a).

        스코폴라민 투여로 인해서 NC군 (0.478 ± 0.080)은 control군 (0.179 ± 0.010) 보다 Aβ 발현이 유의적으로 증가하였으나, 흑미 호분층 추출물을 투여한 BR150군에서는 0.132 ± 0.010, BR300군에서 0.107 ± 0.020로 발현이 감소하여 흑미 호분층 추출물은 스코폴라민으로 유도된 Aβ의 과발현을 효과적으로 억제할 수 있을 것으로 보인다 (Fig. 6A and 6B).

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Effects of black rice aleurone layer extracts on protein expression by immunofluorescence staining in hippocampus of mice with scopolamine-induced memory impairment.
            (A) Aβ and Cas-3 immunofluorescence staining image, (B) Aβ/DAPI, (C) Cas-3/DAPI, (D) ChAT immunofluorescence staining image, (E) ChAT/DAPI. The data was analyzed by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) after One-way ANOVA using SPSS software and each bar presents the means ± S.E. (n = 6). *Mean values with different letters are considered statistically significant at p < 0.05.

          
          

          

        

        Cas-3는 세포 자살에 관여하면서 신경 기능의 장애 유발에 영향을 미치게 되는 효소로 Aβ 단백질의 축적과 관련이 깊다 (Muhammad et al., 2019). NC군의 Cas-3 발현은 control군과 비교하였을 때, 22% 증가한 반면 (Fig. 6A and 6C), BR150군에서 0.256 ± 0.04, BR300군에서는 0.187 ± 0.01로 나타나 스코폴라민 투여에 의해서 발현이 증가된 Cas-3를 BR 투여에 의해 유의적으로 감소시킬 수 있음을 확인하였다.

        ChAT는 아세틸콜린의 생합성에 관여하는 효소로, AChE의 활성 저해와 관련이 있다고 알려져 있다 (Ling et al., 2007). 실험동물의 ChAT의 활성은 control군 (0.353 ± 0.050)과 비교하여 NC군 (0.261 ± 0.040)에서 감소한 반면, 흑미 호분층 추출물 투여군인 BR150군과 BR300군에서 각각 0.387 ± 0.010와 0.398 ± 0.060로 나타나 control 수준으로 회복되는 것이 확인되었다 (Fig. 6D and 6E). 이러한 결과로 볼 때, 흑미 호분층 추출물은 신경세포 기능 장애 및 세포 사멸에 관여하는 Aβ와 Cas-3의 과발현을 유의적으로 감소시킬 수 있으며, ACh 생합성에 관여하는 ChAT 발현을 증가시켜 뇌 손상 회복에 도움을 줄 수 있는 것으로 확인되었다.

        결과를 종합하여 볼 때, 흑미 호분층 추출물은 스코폴라민으로 유도된 인지기능 저하 마우스 모델에서 손상된 공간 지각 능력, 공간 학습 능력 및 장기와 단기 기억력의 개선에 도움을 주었고, AChE 활성 억제를 통해 ChAT 효소 활성과 ACh 합성 유도로 콜린성 기능 장애가 개선되었다. 흑미 호분층 추출물의 혈청 TNF-α과 IL-1β 함량 감소 효과는 약하였으나 IL-6 수준을 유의적으로 감소시켜 염증성 사이토카인 조절을 통한 신경염증 완화 가능성을 보여주었다. 또한 흑미 호분층 추출물은 신경독성을 일으키는 Aβ의 발현을 유의적으로 감소시켜 신경세포의 보호 및 인지 기능의 회복에 도움이 될 수 있는 것으로 나타났다. 따라서 흑미 호분층은 인지기능 장애예방 및 치료를 위한 기능성식품 소재로서 기대되나, 다양한 수준에서의 추가 연구가 필요할 것으로 생각된다.
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