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            Abstract
          
        

        
          
            Background
            Ginsenosides are known to have anti-cancer, anti-inflammatory, and antioxidant effects. Additionally, they are known to improve cognitive ability and memory, and prevent dementia. In this study, the physiological activity of cultured wild ginseng adventitious root (ginseng root, GS) containing low molecular weight ginsenosides was investigated in vitro.

          

          
            Methods and Results
            This experiment was conducted to confirm the acetylcolinesterase (AChE) inhibitory activity, neuroprotectivie effect, and antioxidant effect of GS steam treatment. Through the steaming process, a GS steam treatment containing low molecular weight ginsenosides was prepared and evaluated. The results showed that AChE inhibitory activity, neuroprotective effect, reactive oxygen species (ROS) inhibitory effect, and catalase (CAT) activity effect by H2O2 were concentration-dependent in the group treated with GS steam treatment compared to those in the control group.

          

          
            Conclusions
            In this study, it was demonstrated that the GS steam treatment influenced the AChE inhibitory activity, the neuroprotective effect, and the oxidative stress protective effect of GS.
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      서 언
      신경 퇴행성 질환은 신경계에 존재하는 신경세포의 사멸을 통칭하는 질병으로 세계보건기구에 따르면 2019년 총 사회적 비용은 1조 4천억 원 달러로 추산되고 (WHO, 2020), 알츠하이머, 파킨슨병, 루게릭병, 헌팅턴병 등으로 구분된다. 이중 알츠하이머 환자는 60% - 70%의 비율을 차지하며, 2050년에는 1억 3900 만 명으로 기하급수적으로 증가될 것으로 예상되고 있다 (Nichols and Theo, 2020).

      알츠하이머의 주요 원인으로는 산화 스트레스에 의한 세포막과 DNA 손상, 과도한 아세틸콜린 에스테라아제 (acetylcholinseterase, AChE) 작용에 의한 신경전달물질 억제, 타우단백질에 의한 신경세포사멸, 베타 아밀로이드 단백질에 의한 노인반 생성으로 보고되고 있다 (Kihara and Shimohama, 2004; Vetrivel and Thinakaran, 2006; Kim, 2018). 이중 산화 스트레스는 신체 기관, 조직 및 세포에서 불안정하게 생성된 활성산소종 (reactive oxygen species, ROS)의 활성과 이를 제거하는 항산화 방어 시스템의 불균형 때문에 유발되며 (Manton et al., 2004), 단백질, 지질, DNA 및 당의 산화는 신경세포 노화로 이어져 알츠하이머 발병에 기인하는 것으로 알려져 있다 (Luchsinger et al., 2003).

      AChE는 신경전달물질 아세틸콜린 (acetylcholine, ACh)을 특이적으로 분해하는 효소로 시냅스에서 ACh을 acetate와 choline으로 가수분해하여 신경전달을 정지시키고, 뉴런이 새로운 자극을 받을 수 있게 한다 (Volle and Koelle, 1961). 하지만 AChE의 과다한 활성은 ACh의 활성을 억제하여 알츠하이머를 유발하는 것으로 알려져 있다 (Kása et al., 1997). 현재 알츠하이머 치료제로 AChE 억제제인 갈란타민과 리바스티그민이 사용되고 있으나, 오심, 구토 및 식욕감퇴 등의 소화기계 부작용이 초래되어 (Suh, 2007), 부작용을 대체할 수 있는 천연물 유래 콜린성 효소 저해제의 연구개발이 활발히 이루어지고 있다 (Hahn and Paik, 2015).

      Panax ginseng C . A. M e yer는 식품의약품안전처 『식품의 기준 및 규격』에 수삼, 백삼, 홍삼, 흑삼, 야산삼, 별직삼, 산양삼, 태극삼, ginseng, Korean ginseng 및 조직배양삼으로 분류되어 있고 (MFDS, 2021), 일반식품과 건강기능식품의 원료로 활용되고 있다.

      P. ginseng의 주요성분 진세노사이드는 트리테르페노이드에 수산기와 단당류가 결합한 배당체 형태이며, 부착된 수산기와 단당류에 따라 분자량의 차이를 나타내고, 약리적인 활성이 다른 것으로 보고되고 있다 (Rao and Gurfinkel, 2000; Seong et al., 2019).

      진세노사이드에 관한 연구는 1950년대 - 1970년대에 조사포닌 물질규명 (Farmer and Campbell, 1950; Shibata et al., 1966; Sanada et al., 1974), 1980년대 - 1990년대에는 인삼의 진세노사이드 기능성이 검증되었고 (Yamaguchi et al., 1988; Lim et al., 2005), 2000년에서 현재까지는 홍삼의 특정 기능성 규명을 위해 제조공정에 의한 저분자 진세노사이드 변환, 분리·정제 분야의 연구가 활발히 이루어지고 있다 (Xie et al., 2005; Ahmed et al., 2016; Li et al., 2019; Moon et al., 2019; Tang et al., 2021).

      공정에 의해 변환된 저분자 진세노사이드는 Rh1, Rg3, Rk1, Rg5, compound K 등이 있으며, 이러한 저분자 진세노사이드는 인지능력 (Lu et al., 2018), 기억력 개선 ( Fei et al., 2020), 치매 예방 (Zong et al., 2019), 항암 (Wang et al., 2006; Li et al., 2020), 면역증강 (Shin et al., 2018) 등의 약리작용이 보고되고 있다.

      P. ginseng 중 조직배양삼 (산삼배양근)은 야산삼 조직세포를 무균조건으로 기내 (in vitro)에서 대량 배양하는 방법으로 생장조건을 조절하여 생산수율과 2차 대사산물 함량을 최대로 높일 수 있는 장점과 스마트 팜의 생명공학 기술이 적용된 그린바이오 분야의 소재로 알려져 있다.

      본 연구에서는 산삼배양근의 증숙 처리에 의해 변화하는 고분자와 저분자 진세노사이드 함량과 산화 스트레스, 신경전달물질 억제의 생리활성을 비교하여, 산삼배양근의 기능성 원료로서의 가치를 평가하고자 시험을 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        식물재료 산삼 (Panax ginseng C. A. Meyer) 배양근은 ㈜화진바이오코스메틱 생명공학연구소 (Chuncheon, Korea)에서 제공받은 것을 사용하였다. 산삼배양근 건조물 5 ㎏ 을 70% EtOH 100ℓ에 50℃, 180 분, 5 회 추출한 후, 농축, 동결건조 한 분말을 non-steam 처리군으로 사용하였다. 이후, 산삼배양근 분말 500 g을 증류수 100 ℓ에 희석하여 120℃, 210분 열처리한 후, 동결건조 한 분말을 steam 처리군으로 사용하였다 (Kim et al., 2020).

        추출에 사용된 EtOH은 95% 발효주정 (Daehan Ethanol Life Co., Ltd., Hwasung, Korea), 추출기는 COSMOS-660 (Kyungseo Co., Incheon, Korea), 감압농축기는 R-220 pro set (Büchi, Flawil, Switzerland), 동결건조기는 PVTFD 300R (Ilshinbiobase Co., Ltd., Dongducheon, Korea), 증숙기는 HK-LHC180-RS (Hankuk S&I Co., Hwasung, Korea)를 사용하였다.

      

      
        2. 진세노사이드 분석
        진세노사이드의 함량 및 변화량을 확인하기 위해 HPLC 분석을 실시하였다.

        분석에는 UltiMate 3000 HPLC system (Thermo Fisher Scientific Inc., San Jose, CA, USA)을 사용하였고, 컬럼은 Capce ll p ak C 18 ( 5㎛, 250 × 4.6㎜, Osaka Soda Co., Ltd., Nishi, Osaka, Japan)을 사용하였다. 이동상은 water (A)와 acetonitrile (B)로 농도 구배에 따른 기울기 조건 (0-5 min: 80 - 80% A, 5 - 20 min: 80 - 77% A, 20 - 25 min: 77 - 70% A, 25 - 30 min: 70 - 60% A, 30 - 35 min: 60 - 50% A, 35 - 60 min: 50 - 15% A, 60 - 65 min: 15 - 15%, 65 - 66 min: 15 - 80% A, 66 - 75 min: 80 - 80% A)을 설정한 후, 컬럼 온도 30℃, 유속 1.0 ㎖/min, 주입량 10 ㎕, 검출파장 203 ㎚로 분석하였다.

        표준물질은 sigma-aldrich의 진세노사이드 Rb1, Rc, Rb2, Rb3, Rd, Rg3 (S), Rk1, Rg5를 사용하였고, 농도 범위에서 표준곡선을 작성한 후, 얻은 회귀식에 값을 대입하여 정량값을 산출하였다.

      

      
        3. Acetylchoinesterase (AChE) 억제효과
        AChE 억제율 측정은 acetylchoinesterase assay kit (ab138871, Abcam, Cambridge, England) 제조사에서 제공하는 프로토콜을 변형하여 수행하였다.

        농도별로 희석한 시료를 96-well plate에 50 ㎕씩 3 반복으로 분주한 후, AChE reaction mixture 50 ㎕와 AChE 0.2 U/㎖를 혼합하여 반응 (암반응, 30 분) 하였다. 이후, 410 ㎚에서 흡광도를 측정하고, optical density (O.D.) 값을 아래와 같은 식에 대입하여 억제율을 산출하였고, UV/Vis Spectrophotometer는 Micro plate reader UMBS0300-3040 (Molecular Device, San Jose, CA, USA), 양성대조군은 donepezil hydrochloride (Donepezil, Aurobindo Pharma. Ltd., Hyderabad, India)를 사용하였다.
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O.D.a: 효소와 기질과 시료 반응 후 흡광도 - 대조군 흡광도
O.D.b: 효소와 기질의 반응 후 흡광도 - 대조군 흡광도

      

      
        4. 신경세포 보호효과
        
          4-1. 세포배양
          세포시험에 사용되는 human 유래 신경아종 세포주 SH-SY5Y (KCLB No. 22266)는 한국세포주은행 (KCLB, Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다.

          SH-SY5Y는 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco, Grand Island, NE, USA), 2 mM L-glutamine, 100 U/㎖ penicilline (Gibco, Grand Island, NE, USA)과 100 ㎍/㎖ sterptomycin (Gibco, Grand Island, NE, USA)이 포함된 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, Gibco, Grand Island, NE, USA) 배양 배지를 사용하여 CO2 배양기 (MCO-230AIC-PK, Panasonic, Kadoma, Osaka, Japan)에서 배양하였다 (37℃, 5% CO2). 세포가 배양접시의 80% 정도 차면 phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4, Gibco, Grand Island, NE, USA)으로 세포를 씻어내고, 0.25% trypsin-2.65mM EDTA (Gibco, Grand Island, NE, USA)를 처리하여 계대배양 하였으며, 배양 배지는 2 일마다 교체하였다.

        

        
          4-2. 세포 생존율 평가
          세포 생존율 측정은 CCK-8 assay (Dojindo Molecular Technologies Inc., Rockville, MD, USA)의 제조사에서 제공하는 프로토콜을 변형하여 수행하였다.

          SH-SY5Y 세포 현탁액을 준비하고, 혈구계수기를 이용하여 세포를 계수하였다. 현탁시킨 SH-SY5Y 세포를 96-well plate 5 × 104 cell/well로 분주하여 37℃, 24 시간 동안 CO2 배양하였다. 배양 배지를 제거한 후, 시료를 첨가하여 24 시간 배양하였고, well 당 배양 배지 100 ㎕, CCD-8 용액 10 ㎕을 첨가하여 2 시간 추가배양 하였다. 이후, 450 ㎚에서 흡광도를 측정하고, O.D. 값을 아래와 같은 식에 대입하여 세포 생존율을 수치화하여 세포 독성을 판단하였다.
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          4-3. 신경세포 보호활성
          손상된 신경세포의 보호효과는 Tan과 Kim (2016)의 프로토콜을 변형하여 측정하였다.

          현탁시킨 SH-SY5Y 세포를 96-well plate 5 ×104 cell/well로 분주하여 37℃에서 24 시간 동안 CO2 배양하였다. 배양배지를 제거한 후, 5 μM amyloid β-protein fragment 25-35 (Aβ25-35, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)와 시료 및 양성대조군 (50 μM ascorbic acid, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 첨가하여 24 시간 배양하였다. 이후 well당 배양 배지 100 ㎕, CCD-8 용액 10 ㎕을 첨가하여 2 시간 동안 추가배양 하였다. 이후, 450 ㎚에서 흡광도를 측정하여 신경세포 손상에 대한 보호율을 비교하였다.

        

      

      
        5. 산화스트레스 억제효과
        
          5-1. 활성산소종 억제활성
          ROS 억제 활성은 DCFDA cellular ROS detection assay kit (ab113851, Abcam, Cambridge, England)의 제조사에서 제공하는 프로토콜을 변형하여 수행하였다.

          현탁시킨 SH-SY5Y 세포를 96-well plate 5 ×104 cell/well로 분주하여 37℃에서, 24 시간 동안 CO2 배양하였다. 배양 배지를 제거한 후, 시료 및 양성 대조군 (50 μM ascorbic acid)을 첨가하여 24 시간 동안 배양하였다. 이후, well에 300μM hydrogen peroxide (H2O2, Samchun Chemicals, Seoul, Korea)를 3 시간 처리 후, 세포를 원심분리하고 PBS로 세척하였다. 25 μM DCFDA solution을 첨가하여 빛을 차단하고 상온에서 45 분간 반응시킨 후, PBS로 세포를 세척하고 1× supplemented buffer로 세포를 부유시켜 dark clear bottom 96-well plate에 seeding 하여 형광도를 측정하였다 (Excitation/Emission = 485/535 ㎚).

        

        
          5-2. 카탈라제 활성
          Catalase (CAT) 활성은 catalase assay kit (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA)의 제조사에서 제공하는 프로토콜을 변형하여 수행하였다.

          위의 ROS Assay와 동일한 방법으로 처리한 세포를 원심분리하고 PBS로 세척하였다. 이후, 0.5% triton X-100과 5mM β-mercaptoethanol을 포함하는 ice cold 0.1 M Tris/HCl (pH 7.4)을 이용하여 세포를 용해시킨 후, 450 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

        

      

      
        6. 통계처리
        데이터를 평균 및 표준편차로 나타내었으며 통계검정은 대조군 (정상군)과 음성대조군은 Student’s t-test 방법, 음성대조군과 처리군 간의 변화는 일원 배치 분산분석 (One-way ANOVA test)을 통하여 유의성을 확인하고 등분산을 검정하였다.

        일원배치 분산분석에서 유의성이 인정되고 등분산이 인정되면 DMRT (Duncan's Multiple Range Test), 등분산이 인정되지 않으면 Dunnett’s T3-test를 사용하였으며 5% 수준에서 유의성을 검정하였다 (p < 0.05).

        모든 통계학적 분석은 Statistical Package for Social Science 12.0 K program (SPSS, IBM, Armonk, NY, USA)을 이용하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 진세노사이드 함량
        산삼 (Panax ginseng C. A. Meyer)배양근 non-steam, steam 처리군의 총 진세노사이드 (8 종) 함량을 비교하였다. Non-steam 처리군에서는 총 진세노사이드 120.27 ± 1.60 ㎎/g이 검출되었다. 이중 Rb1 35.03 ± 1.12 ㎎/g, Rc 18.45 ± 1.14 ㎎/g, Rb2 22.94 ± 2.07 ㎎/g, Rb3 4.58 ± 0.16 ㎎/g, Rd 39.27 ± 1.32 ㎎/g의 함량이 정량되었고, Rg3 (S), Rk1, Rg5는 불검출 되었다.

        Steam 처리군에서는 총 진세노사이드 94.00 ± 4.42 ㎎/g이 검출되었다. Rb1 7.90 ± 0.59 ㎎/g, Rc 3.31 ± 0.23 ㎎/g, Rb2 4.29 ± 0.30 ㎎/g, Rd 12.96 ± 0.62 ㎎/g, Rg3 (S) 33.54 ± 1.55 ㎎/g, Rk1 16.59 ± 0.84 ㎎/g, Rg5 15.40 ± 0.77 ㎎/g의 함량이 정량되었고, Rb3는 불검출 되었다.

        진세노사이드의 함량은 non-steam 대비 steam 처리군에서 Rb1, Rc, Rb2, Rb3, Rd는 감소한 반면, Rg3 (S), Rk1, Rg5의 함량이 증가하는 것을 확인하였다 (Table 1 and Fig. 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Comparison of total ginsenoside contents according to steam treatment.
          
          

        

        
          
            
              	Ginsenosides
              	Ginsenoside Contents (㎎/g)
            

            
              	Non-steam treatment
              	Steam treatment
            

          
          
            	Rb1
            	35.03±1.12
            	7.90±0.59
          

          
            	Rc
            	18.45±1.14
            	3.31±0.23
          

          
            	Rb2
            	22.94±2.07
            	4.29±0.30
          

          
            	Rb3
            	4.58±0.16
            	N.D.
          

          
            	Rd
            	39.27±1.32
            	12.96±0.62
          

          
            	Rg3
            	N.D.
            	33.54±1.55
          

          
            	Rk1
            	N.D.
            	16.59±0.84
          

          
            	Rg5
            	N.D.
            	15.40±0.77
          

          
            	Total
            	120.27±1.60
            	94.00±4.42
          

        

        
          
            Each value is means ± SD of nine replicate tests.
          

        

        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Representative HPLC chromatograms of ginsenosides non-steam treatment and steam treatment.
            (A): Ginsenoside Rb1, Rc, Rb2, Rb3, Rd reference standard, (B): Ginsenoside Rg3 (S), Rk1, Rg5 reference standard, (C): Non-steam treatment, (D): Steam treatment.

          
          

          

        

        Yang 등 (2006)은 인삼을 140℃, 3 시간 증숙 하였을 때, 진세노사이드 Rg1, Re, Rb2, Rb3 감소한 후, Rf, Rg3 (S)로 변환되었고, 이때에 총 진세노사이드 중 Rg3 (S)의 비율은 23.7%를 차지한다고 보고하였다. Lee 등 (2018)은 산삼을 고온으로 증숙 하였을 때, 고분자 진세노사이드 (Rg1, Rg2, Rb1, Rb2, Rd)의 비율은 감소하였고, 저분자 진세노사이드 (Rg6, Rh4, Rg3, Rh2, Rh3) 비율이 최대 17.52% 이상 증가되었으며, 이는 고온 작용으로 고분자 진세노사이드에 결합된 단당류들의 결합이 분해되는 것으로 보고하였다. 본 시험에서는 Rb1, Rb2, Rb3, Rc, Rd가 감소한 반면, Rg3, Rk1, Rg5가 각각 일정량 증가하였으며 이는 선행연구 결과와 일치하였다.

      

      
        2. AChE 억제효과
        AChE assay는 신경전달물질 ACh을 분해하는 AChE의 활성을 측정하는 시험으로 0.1 μM donepezil을 양성대조군으로 하여 대조군에 대한 억제율로 환산하였다. Non-steam 처리군의 경우, 18.8 ㎍/㎖, 37.5 ㎍/㎖, 75.0 ㎍/㎖, 150.0 ㎍/㎖ 및 300.0 ㎍/㎖의 농도에서 대조군 (100.0 ± 0.5%) 대비 각각 6.96 ± 0.17%, 17.90 ± 0.24%, 26.86 ± 5.29%, 88.06 ± 3.84%, 122.64 ± 1.72%의 AChE의 저해율을 나타내었으며 steam 처리군은 각각 동일 농도에서 25.86 ± 0.62%, 86.70 ± 1.19%, 102.50 ± 2.38%, 116.24 ± 3.97%, 130.68 ± 5.55%의 억제율을 보였다 (p < 0.01). 전체적으로 non-steam 대비 steam 처리군에서 높은 억제율을 나타내었으며, 75.0 ㎍/㎖ - 300.0 ㎍/㎖ 농도에서는 양성대조군보다 높은 억제율을 나타내었다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            AChE inhibition rate of cultured wild ginseng adventitious root by steam treatment.
            Positive control; 0.1 μM donepezil. Data are presented as means ± standard deviation. Significant difference compared with control by Student’s t-test ($$p < 0.01). Significant difference compared with positive control using One-way ANOVA by Duncan’s Multiple Range Test (**p < 0.01).

          
          

          

        

        Lee 등 (2009)은 ICR mice를 대상으로 한 경구 투여 시험에서 진세노사이드 Rg3 (S)가 6.73 ㎎/g 함유된 흑삼 추출물 200 ㎎/㎏을 투여 하였을 때, 대조군 (100%) 대비 뇌에서의 AChE의 활성이 82% 감소하였고, Kim 등 (2013)은 스코폴라민 처리에 의해 기억력을 상실시킨 mice에 홍삼의 주요성분 Rg5, Rh3를 경구 투여하였을 때, AChE의 활성 억제와 BDNF (brain derived neurotrpphic factor), CREB (cAMP response element binding protein)의 활성이 증가하여 기억상실을 개선한다고 보고하였다.

        신경계 질환은 인지기능 저하, 뉴런 세포사멸, 도파민성 세포손실, 미토콘드리아 기능장애로 구분된다. 이중 인지기능 저하는 ACh, BDNF의 불활성화에 의해 발생한다 (Hou et al., 2020). ACh은 신경전달물질로 학습과 기억에 중요한 역할을 하며, 알츠하이머 환자 뇌에서 ACh의 양은 정상인에 비해 상대적으로 적은 것으로 알려져 있다 (Kihara and Shimohama, 2004). ACh은 AChE에 의해 acetate와 choline으로 분해되며, 베타 아밀로이드 축적을 촉진하고 불용성 원섬유를 형성하여 인지기능과 기억력 저하를 유발시킨다 (Musial et al., 2007; Han, 2009).

        Tachikawa 등 (1995)은 진세노사이드 Rg3가 nicotinic acetylcholine과 GABA 수용체에 선택적인 억제 작용을 한다고 보고하였으며, 진세노사이드 Rg3, Rg5, Rh3는 다른 진세노사이드와 다르게 ACh을 분해하는 AChE에 직접적으로 작용하여 ACh의 분해를 억제하는 것으로 알려져 있다 (Hou et al., 2020). 본 시험 결과 산삼배양근 steam 처리군에서 농도 의존적으로 AChE를 억제하는 것이 확인되었으며, 저분자 진세노사이드에 의해 억제효과가 증가한 것으로 생각되어진다.

      

      
        3. 신경세포 보호효과
        
          3-1. 세포생존율 평가
          시료의 농도를 18.8 ㎍/㎖ 37.5 ㎍/㎖, 75.0 ㎍/㎖, 150.0 ㎍/㎖ 및 300.0 ㎍/㎖, 600.0 ㎍/㎖ 및 1,200.0 ㎍/㎖의 수준으로 처리하고 CCK-8 assay로 세포의 생존율을 측정한 결과, 대조군 세포 생존율을 100.00 ± 0.55%로 하였을 때, non-steam 처리군은 각각 95.97 ± 0.23%, 95.70 ± 2.38%, 98.86 ± 0.86%, 102.69 ± 1.78%, 76.27 ± 5.48%, 74.30 ± 4.53%, 73.06 ± 3.15%, steam 처리군은 106.05 ± 1.39%, 104.01 ± 5.07%, 112.31 ± 1.62%, 113.60 ± 1.61%, 80.79 ± 2.06%, 75.32 ± 0.86%, 70.46 ± 5.06%의 세포생존율을 나타내었다. 이중, 80% 이상의 세포 생존율을 나타낸 18.8 ㎍/㎖ - 300.0 ㎍/㎖의 농도에서 신경세포 보호활성을 측정하였다 (Fig. 3).

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              Cell viability rate of cultured wild ginseng adventitious root by steam treatment.
              Data are presented as means ± standard deviation. Significant difference compared with control by Student’s t-test (**p < 0.01).

            
            

            

          

        

        
          3-2. 신경세포 보호활성
          신경세포 보호활성을 측정한 결과, 대조군 100.01 ± 1.79% 대비 음성대조군에서 73.25 ± 0.61%로 신경세포 생존율이 감소하였고 (p < 0.01),

          50 μM ascorbic acid를 처리한 양성대조군은 89.29 ± 5.62%로 생존율이 증가하였다 (p < 0.01).

          시료의 농도를 18.8 ㎍/㎖, 37.5 ㎍/㎖, 75.0 ㎍/㎖, 150.0 ㎍/㎖ 및 300.0 ㎍/㎖의 수준으로 처리한 경우 non-steam 처리군의 신경세포 생존률은 각각 75.32 ± 0.95%, 81.58 ± 1.53%, 84.62 ± 2.47%, 81.30 ± 1.00%, 81.95 ± 2.07%로 나타났고, steam 처리군의 경우 79.91 ± 2.89%, 80.68 ± 3.63%, 83.22 ± 4.13% (p < 0.01), 86.48 ± 3.77% (p < 0.01), 82.76 ± 1.78% (p < 0.01)를 나타내었고, steam 처리군 중 75.0 ㎍/㎖ - 300.0 ㎍/㎖ 농도에서는 80% 이상의 통계적으로 유의한 활성이 확인되었다 (Fig. 4).

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Neuroprotection rate against Aβ25-35 of cultured wild ginseng adventitious root by steam treatment.
              Control; not treatment (neuroprotection rate in SH-SY5Y cell), Negative control; SH-SY5Y cell treated of 5 μM Aβ25-35, Positive control; SH-SY5Y cell treated of 5 μM Aβ25-35 and 50 μM ascorbic acid). Data are presented as means ± standard deviation. Significant difference compared with control (##p < 0.01) and negative control ($$p < 0.01) by Student’s t-test. Significant difference compared with negative control using One-way ANOVA by Duncan’s Multiple Range Test (**p < 0.01).

            
            

            

          

          Aβ25-35는 신경세포에 축적되는 아밀로이드 섬유 덩어리로 신경돌기 및 성상세포 등에 침착하여 노인성 반점을 형성시키고, 세포사멸은 인지기능 및 기억력 장애를 유발하는 것으로 알려져 있다 (Thal et al., 2015).

          Park 등 (2007)은 Aβ25-35에 의해 세포 사멸이 유도된 SH-SY5Y 세포에 해바라기 추출물 5 ㎕ 처리하였을 때, 세포 생존율이 80%로 증가하였고, Jang 등 (2019)은 Aβ42를 처리하여 알츠하이머를 유발시킨 mice에 인삼 열매 추출물 100 ㎎/㎏ - 500 ㎎/㎏을 3 주간 경구 투여하였을 때, 고농도 500 ㎎/㎏ 처리군에서 Aβ42 축적에 의해 생성된 성상세포수가 감소하는 것을 확인하였다.

          Xie 등 (2010)은 진세노사이드 Rb1이 Aβ25-35에 의한 세포손상 및 세포사멸을 억제한다고 하였으며, Chu 등 (2014)은 진세노사이드 Rg5가 BDNF 및 IGF-1의 발현을 증가시켜, Aβ 침착을 감소시킨다고 보고하였다.

          본 연구에서는 산삼배양근 steam 처리군을 150 ㎍/㎖ 농도로 처리한 군에서 86.48 ± 3.77%의 신경세포 보호 효과가 확인되었고, 75.0 ㎍/㎖ - 300.0 ㎍/㎖ 농도에서 통계적으로 유의한 활성을 나타내어 (p < 0.01), 산삼배양근 steam 처리군이 신경세포 손상을 억제하는 것으로 사료되어지며, 본 연구에 사용된 시료는 Aβ 독성을 억제하여 고농도의 시료에서 세포 생존율이 유사하거나 증가한 것으로 사료된다.

        

      

      
        4. 산화스트레스 억제효과
        
          4-1. 활성산소 억제활성
          신경세포에 H2O2를 처리하여 생성되는 활성산소를 측정한 결과, 대조군 48.70 ± 2.08% 대비 300 μM의 H2O2를 처리한 음성대조군에서 100.00 ± 3.71%로 활성산소종이 증가하였고 (p < 0.01), 50 μM ascorbic acid를 처리한 양성대조군의 경우 62.52 ± 0.32%로 생성율이 감소하였다 (p < 0.01).

          Non-steam 처리군은 18.8 ㎍/㎖ - 300.0 ㎍/㎖ 농도에서 각각 102.04 ± 1.51%, 97.47 ± 0.84%, 90.81 ± 0.89%, 80.03 ± 1.07%, 54.62 ± 1.62%, steam 처리군은 97.26 ± 0.30%, 79.69 ± 4.78%, 77.05 ± 0.65% (p < 0.01), 38.61 ± 0.62% (p < 0.01), 26.63 ± 0.27% (p < 0.01)를 나타내었고, steam 처리군 75.0 ㎍/㎖ - 300.0 ㎍/㎖ 농도에서 통계적으로 유의한 활성산소 생성억제의 효과가 확인되었다 (Fig. 5).

          
            
            

            Fig. 5. 
				
            

            
              ROS generation inhibitory rate against H2O2 of cultured wild ginseng adventitious root by steam treatment.
              Control; not treatment (ROS generation rate in SH-SY5Y cell), Negative control; ROS generation rate of SH-SY5Y cell treated of 300 μM H2O2, Positive control; SH-SY5Y cell treated of 300 μM H2O2 and 50 μM ascorbic acid. Data are presented as means ± standard deviation. Significant difference compared with control (##p < 0.01) and negative control ($$p < 0.01) by Student’s t-test. Significant difference compared with negative control using One-way ANOVA by Duncan’s Multiple Range Test (**p < 0.01).

            
            

            

          

          Xiong 등 (2003)은 진세노사이드 Rk1이 p-AKT, Nrf2 및 HO-1 단백질 발현을 촉진하여 세포질에서 핵으로 Nrf2 전위를 증가시켜 ROS로부터 세포를 보호하고 PI3K/AKT 신호전달을 촉진시킨다고 보고하였으며, Ahn 등 (2015)은 진세노사이드 Rg5, Rk1이 세포의 케모카인과 사이토카인 생성을 억제하여 ROS를 감소시킨다고 보고하였다.

        

        
          4-2. 카탈라제 활성
          신경세포에 H2O2를 처리하여 생성되는 카탈라제를 측정한 결과, 대조군 100.15 ± 2.95% 대비 300 μM의 H2O2를 처리한 음성대조군에서 66.36 ± 5.18%로 카탈라제 활성이 감소하였고 (p < 0.01), 50 μM ascorbic acid를 처리한 양성대조군의 경우 102.42 ± 1.20%로 활성이 증가하였다 (p < 0.01).

          Non-steam 처리군은 18.8 ㎍/㎖ - 300.0 ㎍/㎖ 농도에서 각각 42.35 ± 1.00%, 57.16 ± 0.84%, 63.35 ± 1.00%, 70.39 ± 0.89%, 74.31 ± 2.70%, 증숙 처리군은 52.99 ± 1.58%, 68.40 ± 3.05%, 76.38 ± 5.26% (p < 0.01), 85.66 ± 3.04% (p < 0.01), 88.12 ± 6.16% (p < 0.01)를 나타내었고, steam 처리군 75 ㎍/㎖ - 300 ㎍/㎖ 농도에서 통계적으로 유의한 카탈라제 활성효과가 확인되었다 (Fig. 6).

          
            
            

            Fig. 6. 
				
            

            
              CAT stimulatory rate against H2O2 of cultured wild ginseng adventitious root by steam treatment.
              Control; not treatment (CAT stimulatory rate in SH-SY5Y cell), Negative control; CAT stimulatory rate of SH-SY5Y cell treated of 300 μM H2O2, Positive control; SH-SY5Y cell treated of 300 μM H2O2 and 50 μM ascorbic acid. Data are presented as means ± standard deviation. Significant difference compared with control (##p < 0.01) and negative control ($$p < 0.01) by Student’s t-test. Significant difference compared with negative control using One-way ANOVA by Duncan’s Multiple Range Test (**p < 0.01).

            
            

            

          

          생물체 내에서 생성되는 활성산소종은 생체 조직을 공격하고 세포를 손상시키는 산화력이 강한 산소이며, 이러한 활성 산소종은 DNA, 핵 단백질과 반응하여 세포의 노화와 사멸을 유발시키고, 주요한 질병의 주요 원인으로 알려져 있다 (Kang, 2013).

          카탈라제는 세포신호에 의해 H2O2를 H2O와 O2로 분해 과정을 담당하며 (Nandi et al., 2019), 체내 활성산소 제거와 관련된 항산화계 효소 중 하나로 생체내의 활성산소에 의한 노화와 질병을 억제하는 방어기구로 알려져 있으며 (Bukowska et al., 2000), 활성산소종의 억제와 카탈라제 촉매작용에 의한 활성산소의 제거는 산화 스트레스를 감소시키고, 체내 기관, 조직, 세포를 보호할 수 있는 생리적 기작이다 (Lloyd, 2013).

          본 시험에서도 저분자 진세노사이드 함량이 증가된 steam 처리군을 반응시킬 경우 H2O2 처리에 의해 증가되는 활성산소종의 생성을 억제할 수 있으며, H2O2 처리에 의해 감소하는 카탈라제 효소 활성이 농도 의존적으로 회복되는 것을 확인하였다.

          본 시험에서는 산삼배양근의 고분자와 저분자 진세노사이드의 함량이 변화하는 것을 착안하여 증숙 처리 전후의 생리활성을 비교하였다. Steam 처리군의 경우 ACh을 분해하는 AChE 억제효과가 n on-ste am 처리군 대비 증가하였다. 또한, Aβ25-35에 의한 세포손상 보호와 과산화수소에 의해 발생된 활성산소의 억제효과를 확인하였다. 본 시험결과를 토대로 임상시험을 통한 기능성 기전의 규명이 이루어진다면, 저분자 진세노사이드의 기억력 개선 및 항산화와 관련된 기능성 물질로서의 활용 가치가 높아질 것으로 생각되어진다.
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