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            초록
          
        

        
          The purpose of this study was to investigate the effects of a dietary intake of Prunella vulgaris var. lilacina Nakai ethanol extract (PVE) on lipid metabolism and fibrosis in the liver tissue of diet-induced obese mice. Prunella vulgaris var. lilacina Nakai (PV) is a perennial herbaceous plant belonging to the Labiatae (Lamiaceae) family and is a natural material that has been reported to have antioxidant and anti-cancer effects. C57BL/6J mice were divided into 3 groups and fed a normal diet, a high-fat diet (HFD), or a high fat + 1% PVE (w/w) diet for 12 weeks. In hematoxylin & eosin (H&E) stained liver tissues, the HFD group showed an increase in the number and size of lipid droplets, but these were rarely observed in the PVE fed mice. The hepatic lipotoxicity markers, plasma glutamic oxaloacetic transaminase (GOT), and glutamic pyruvic transaminase (GPT) levels were elevated owing to the high-fat diet intake but plasma GPT levels showed a significant decrease on supplementation with the PVE. Moreover, the PVE improved adiponectin dysregulation, and reduced blood glucose imbalance due to insulin resistance, thereby inhibiting fibrosis of the liver and adipose tissue. The PVE caused an excretion of lipids from the body as feces, thereby lowering the lipid content in the liver tissue and increasing the accumulation of hepatic proteins, thus contributing to improvement in liver health. Our findings highlight the potential of the dietary effects of the PVE in the prevention of hepatic lipotoxicity and fibrosis.
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      Ⅰ. 서론
      체내 장기 중에서 간은 영양소의 저장, 합성, 대사 및 분비에 중요한 역할을 하는 중심기관이다(Bechmann et al. 2012). 현대인의 간 질환은 서구화된 식문화로 인해 지방간(fatty liver), 간 섬유화(hepatic fibrosis), 간경변증(liver cirrhosis) 등의 형태로 발병 정도가 증가하는 추세이다(Park et al. 2006). 특히 비알코올성 지방간(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)은 체내 지질 대사 장애로 인해 과다한 지질이 간 조직에 축적되어 발생하는 질병이다(Park & Park 2018). 한 연구에 따르면 한국인의 NAFLD의 유병률은 51.4%로 높은 비중을 나타내었다(Lee et al. 2007). NAFLD는 일반적으로 대사증후군의 합병증이며, 비만, 심혈관계질환 및 인슐린 감수성 손상 등이 동반될 위험이 크다. 또한 NAFLD는 간세포가 손상되는 비알코올성 지방간염(non-alcoholic steatohepatitis, NASH)으로 악화하는데, 이는 간경변증과 간암으로 발전되며 사망의 원인이 된다(Malhotra & Beaton 2015). 그러나 NAFLD와 NASH의 예방 및 치료를 위한 연구에도 불구하고 직접적인 치료제로 밝혀진 것은 미비한 실정이다(Ibrahim et al. 2013). 특히 부작용을 동반하는 합성 약물이 아닌 부작용이 적은 천연물 소재를 이용한 기능성식품 소재의 개발이 필요하다(Bray & Tartaglia 2000).

      하고초(Prunella vulgaris var. lilacina Nakai)는 꿀풀과(Labiatae)에 속하는 다년생 초본식물인 꿀풀(labiate)의 지상부 전초를 말린 것이다. 하고초의 주성분으로는 Ursolic acid, Oleanolic acid, Rosmarinic acid 등이 있고(Yang et al. 2016), 특히 Ursolic acid와 Oleanolic acid는 하고초의 지표 성분이다(Kim et al. 2000). 하고초 추출 용매에 따른 항산화 및 항균 활성 연구에서 ‘메탄올>에탄올>물’ 순으로 항산화 및 항균 활성이 증가했으며(Seo et al. 2010), 하고초 추출물에 의한 항산화(Hwang et al. 2013), 항암(Hao et al. 2016; Li et al. 2016), 항 간섬유화(Hu et al. 2016) 등의 효능이 보고되어 있다. 주성분인 Ursolic acid도 항암 및 지방간·간섬유증 개선에 효능이 있는 것으로 보고되었다(Mancha-Ramirez & Slaga 2016; Kwon et al. 2018). 또한 꿀풀과 식물 중 하나인 자소엽은 rosmarinic acid를 주성분으로 하며, 대사증후군 및 비알코올성 지방간 개선에 대한 우수한 효능을 가진다고 보고되어 있다(Choi et al. 2020). 하고초에 의한 항산화 및 항암 관련 연구는 있지만, 하고초 추출물의 체내 지질 대사 및 간 기능 개선 관련 연구는 in vitro 실험에 그친 형태로 심도 있는 추가연구가 필요한 실정이다. 따라서 본 연구의 목적은 고지방식이로 유도된 비만 마우스를 이용해 하고초 주정 추출물의 간조직 내 지질 대사에 미치는 영향을 연구하고자 하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. 실험재료
        본 연구의 실험 재료는 Pureherb(Yeongcheon, Korea)로부터 국내산 하고초(전초) 건물을 구입하여 사용하였다. 하고초는 70% 에탄올을 사용하여 5시간 동안 초음파 추출하였으며, 추출물은 여과, 농축 후 동결건조하여 –70℃에 보관 후 동물실험에 사용하였다. 하고초의 추출 수율은 24.0%이었다.

      

      
        2. 실험동물
        실험동물은 4주령 C57BL/6J 웅성 마우스를 ㈜중앙실험동물(Seoul, Korea)에서 구입하여 사육실에서 1주일간 chow 식이를 제공하며 적응시켜 실험에 사용하였다. 난괴법(randomized block design)에 따라 3군으로 나누어 12주간 실험을 진행하였으며, 식이 조성 및 군은 Table 1과 같다. 동물 실험실 사육 조건은 항온 22~24℃, 항습 45~55℃, 12시간 간격의 light cycle을 유지하며, 각각의 cage 안에서 사육하였으며, 실험 식이와 식수는 자유롭게 섭취(ad libitum)하도록 하였다. 동물실험은 경북대학교 동물실험윤리위원회의 승인(KNU 2017-0109)을 받아 진행하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Diet composition for the animal experiment
          
          

        

        
          
            
              	Ingredient (g)
              	Experimental groups
            

            
              	ND
              	HFD
              	PVE
            

          
          
            	Casein
            	200
            	265
            	265
          

          
            	Corn starch
            	397.486
            	0
            	0
          

          
            	Sucrose
            	100
            	90
            	90
          

          
            	Maltodextrin
            	132
            	160
            	160
          

          
            	Cellulose
            	50
            	65.6
            	65.6
          

          
            	Soybean oil
            	70
            	30
            	30
          

          
            	Lard
            	0
            	310
            	310
          

          
            	Mineral mix1)
            	35
            	48
            	48
          

          
            	Vitamin mix2)
            	10
            	21
            	21
          

          
            	Calcium phosphate, Dibasic
            	0
            	3.4
            	3.4
          

          
            	TBHQ, antioxidant
            	0.014
            	0
            	0
          

          
            	L-Cystine
            	3
            	4
            	4
          

          
            	cholin Bitartrate
            	2.5
            	3
            	3
          

          
            	Perilla vulgaris ethanol extract
            	
            	
            	10
          

          
            	Total (g)
            	1,000
            	1,000
            	1,010
          

          
            	Total energy (kcal)
            	4,000
            	5,220
            	5,220
          

        

        
          
            ND, normal diet (AIN-93, n=7); HFD, high-fat diet (60% kcal fat, n=7); PVE, (HFD+1% Prunella vulgaris var. lilacina Nakai ethanol extract, n=7)
          

          
            1)AIN-93G- Mineral Mixture
          

          
            2)AIN-93G- Vitamin Mixture
          

        

        

      

      
        3. 해부 및 시료 수집
        총 12주 중, 4주마다 12시간 공복 후 마취 없이 꼬리 채혈을 통해 혈당을 측정하였다. 사육 종료 시점에 12시간 공복 시킨 마우스를 isoflurane(5 mg/kg body weight, Baxter, USA) 흡입을 통해 마취하여 개복한 후, 대동맥으로부터 전혈을 채취하여 3,000 rpm에서 15분간 원심분리해 혈장을 수집하였다. 장기와 지방 조직을 적출하여 0.9% 생리식염수에 세척 후 표면의 수분을 제거하고 무게를 측정한 후, 액체질소에 급냉 시켜 분석 전까지 –70℃에 보관하였다.

      

      
        4. 식이 섭취량, 체중 증가량 및 식이 효율 측정
        체중과 식이섭취량은 실험 기간 12주 동안 매주 1회씩 측정하였으며, 식이 효율(food efficiency ratio: FER)은 일일 체중 증가량을 일일 에너지 섭취량으로 나눈 값을 사용하였다.

      

      
        5. 혈장 지질 농도 분석
        혈장 중성지방, 총콜레스테롤, HDL-콜레스테롤 농도 및 glutamic oxaloacetic transaminase(GOT)와 glutamic pyruvic transaminase(GPT) 활성도는 아산제약(Asan Pharm Co., Seoul, Korea)의 효소 kit를 사용하여 측정하였다. 혈장 유리지방산 측정은 효소법을 이용한 발색법 원리를 이용한 유리지방산 측정용 시액(Non-esterified fatty acid, NEFA kit, Wako, Osaka, Japan)을 사용하여 측정하였다. 혈장 apolipoprotein A-1 (Apo A-1) 및 apolipoprotein B(Apo B) 농도는 Apo A-1 및 Apo B 측정용 kit(日東紡績株式會社, Tokyo, Japan)를 사용하여 측정하였다. 혈장 adipokine(leptin and resistin) 및 아디포넥틴의 함량 측정은 Multiplex detection kit(Bio-rad, Hercules, CA, USA) 및 Luminex 200 labmap system(Bio-rad) 및 Mouse adiponectin/Acrp30 (R&DsystemsTM a Bio-techne brand, Minnesota)를 사용하여 측정하였다.

      

      
        6. 간 조직 및 지방조직의 형태학적 분석
        조직의 형태학적 관찰을 위해 간 조직 및 지방 조직의 일부를 일정한 크기로 잘라 10 % formalin 용액(sigma-aldrich, St. Louis, Mo, USA)으로 고정한 후 알코올로 탈수하고 파라핀으로 포매하였다. 포매된 조직을 4 μm의 두께로 잘라 유리 슬라이드에 부착하여 hematoxylin&eosin(H&E) 및 Masson’s trichrome(MT)(sigma-aldrich, St. Louis, Mo, USA)으로 염색하였다. 모든 염색된 샘플은 광학현미경(Zeiss, Oberkochen, Germany)으로 200배율에서 관찰하였다.

      

      
        7. 간 조직 지질 함량 측정
        간 조직 지질은 Folch(1957)의 방법을 따라 추출하였다. 간 조직 0.1 g을 tissue lyzer를 이용해 분쇄한 후 2 mL phosphate buffer(pH 8.0) 용액으로 균질화시킨 후 chloroform:methanol(1:2) 용매로 추출하였다. 추출액을 37℃에서 질소가스로 휘발시켜 isopropanol(sigma-aldrich, St. Louis, Mo, USA)로 희석한 후, 정량을 위해 효소 시액에 유화제로 3 mM cholic acid(sodium salt)와 발색 시 일어나는 탁도(turbidity)를 제거하기 위하여 0.5% Triton X-100(sigma-aldrich, St. Louis, Mo, USA)을 혼합하여, 지질 성분을 추출한 후 혈장 중성지질, 콜레스테롤 및 유리지방산 정량법과 동일하게 정량하였다.

      

      
        8. 분변 지질 함량 측정
        희생 전 12주차의 분변을 72시간 동안 수집하여 건조 시킨 후, 분변의 유리지방산, 콜레스테롤 및 중성지질 함량 측정을 위해 Folch(1957)의 방법을 수정·보완하여 추출하였다. 건조된 분변을 막자사발을 이용해 곱게 갈아 0.5 g을 취한 후 5 ml chloroform:methanol(2:1) 용액을 첨가하여 4℃에서 24시간 동안 추출하였다. 추출액은 원심분리를 통해 상층액을 취한 후 50℃에서 질소가스로 건조 시킨 후 동일 추출 용매 1 mL에 다시 녹였다. 지질 함량 측정을 위해 각각 100 μL를 취하여 다시 질소가스로 건조 시킨 후 5 mL의 ethanol로 용해하여 실험에 사용하였다. 간 조직 지질 정량과 동일한 방법으로 정량하였다.

      

      
        9. 통계처리
        본 실험을 통해 얻어진 결과는 SPSS(Statistical Package for the Social Sciences ver 23.0, SPSS Institute Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하여 통계 분석하였다. 모든 결과는 mean ± S.E.(standard error)로 나타내었으며, 실험군 간의 유의성을 검정하기 위하여 분산분석(ANOVA)을 한 후 P<0.05 수준에서 Duncan’s multiple range test에 의해 검정하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 체중, 식이 섭취량 및 식이효율
        정상식이군, 고지방식이군, 고지방식이+하고초 주정 추출물 보충군으로 나누어 12주간 사육 후, 체중 변화, 식이섭취량 및 식이 효율을 관찰한 결과는 Table 2와 같다. 고지방식이를 급여한 HFD군과 PVE군의 최종 체중과 총 체중 증가량은 정상식이를 급여한 ND군에 비해 유의하게 증가하였으나, 고지방식이군과 하고초 주정 추출물 보충군 간의 유의적 차이는 없었다. 식이섭취량은 정상식이군에서 다른 실험군에 비해 유의적으로 높았고, 고지방식이군에서 가장 낮았다. 하고초 주정 추출물 보충군의 식이섭취량은 고지방식이군 보다 높은 경향을 보였지만, 통계적으로 유의미한 차이는 없었다. 식이 효율은 고지방식이군이 정상식이군에 비해 유의적으로 증가하였는데, 이는 고지방식이의 에너지 밀도가 높기 때문으로 사료된다. 한편 하고초 주정 추출물 보충군의 식이 효율은 고지방식이군에 비해 유의적으로 감소하였다. 본 결과에서 하고초 주정 추출물의 식이를 통한 보충은 마우스의 체중 감량에 유의적인 효과는 없었지만, 식이 효율이 감소하는 것으로 나타나 동일한 식이 섭취 시에는 체중이 감소할 것으로 판단된다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effects of PVE intake for 12 weeks on body weight gain, food intake, and FER in C57BL/6J mice fed a high-fat diet
          
          

        

        
          
            
              	Measurements
              	Experimental groups
            

            
              	ND
              	HFD
              	PVE
            

          
          
            	Initial body weight (g)
            	20.99 ± 0.36
            	20.95 ± 0.35
            	20.93 ± 0.33
          

          
            	Final body weight (g)
            	31.77 ± 0.54a
            	46.82 ± 0.74b
            	46.42 ± 1.05b
          

          
            	Body weight gain (g/day)
            	0.13 ± 0.01a
            	0.31 ± 0.01b
            	0.30 ± 0.01b
          

          
            	Food intake (g/day)
            	3.15 ± 0.13b
            	2.76 ± 0.07a
            	2.93 ± 0.09ab
          

          
            	Energy intake (kcal/day)
            	11.97 ± 0.53a
            	14.08 ± 0.16b
            	14.96 ± 0.29b
          

          
            	FER1)
            	0.011 ± 0.000a
            	0.022 ± 0.000c
            	0.020 ± 0.001b
          

        

        
          
            The data are presented as mean ± S.E. Means not sharing a common letter are significantly different among the groups at P<0.05. ND, normal diet (AIN-93, n=7); HFD, high-fat diet (60% kcal fat, n=7); PVE, (HFD+1% Prunella vulgaris var. lilacina Nakai ethanol extract, n=7).
          

          
            1)Food efficiency ratio, body weight gain/Energy intake per day.
          

        

        

      

      
        2. 장기 중량 및 부고환 지방세포 크기
        희생 시 적출 한 지방조직의 무게를 측정한 후 체중 100 g 당 조직 무게로 제시하였다(Fig. 1A). 신 주위 백색지방조직, 장간막 백색지방조직, 피하 백색지방조직, 견갑골 백색 및 갈색지방조직의 무게는 정상식이군에 비해 고지방식이군에서 유의적으로 증가하였다. 이는, 고지방식이로 인한 에너지 섭취 비율이 높았기 때문으로 판단되며, 이를 통해 고지방식이에 의한 비만 유도가 잘 이루어진 것을 입증하였다. 하고초 주정 추출물 보충에 의한 지방조직 중량 측정 결과, 고지방식이군과 비교하였을 때 유의적인 차이를 나타나지 않았다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effects of PVE intake for 12 weeks on adipose tissue weight, adipocyte size of epididymal WAT in C57BL/6J mice fed a high-fat diet
          
          

          

        

        부고환 백색지방조직의 형태학적 분석 결과는 Fig. 1B에 나타내었다. H&E로 염색한 결과, 고지방식이군의 지방세포 크기가 정상식이군보다 비대해졌으며 하고초 주정 추출물 보충으로 인해 지방세포의 크기가 감소한 것을 관찰하였다. 조직의 MT 염색법은 세포, 섬유질, 세포 외 기질과 체액으로 구성되는 결합조직이 파란색으로 염색되어 표시되며, 이는 섬유화의 지표로 사용된다(Cheung et al. 2010). 하고초 주정 추출물의 보충으로 부고환 지방 조직의 섬유화에 미치는 영향을 알아보기 위해 실시한 MT 염색에서 고지방식이 장기 섭취로 인해 HFD군의 부고환 백색지방조직 섬유화가 상당히 진행되었으나, 하고초 주정 추출물 보충으로 인해 섬유화가 감소한 것을 확인하였다. Park et al.(2005)의 연구에 의하면 항비만 효능을 입증할 수 있는 효과적인 방법은 지방세포 크기를 측정하는 것이라 밝혔다. 따라서 하고초 주정 추출물 보충은 고지방식이 유도 비만에 의한 지방세포 비대 및 섬유화 억제 효과가 있을 것으로 사료된다.

      

      
        3. 혈장 생화학적 검사
        하고초 주정 추출물 보충에 의한 혈장 유리지방산, 중성지질, 콜레스테롤 및 아포지단백질 검사 결과는 Table 3과 같다. 혈장 중성지방의 경우 모든 군 간의 유의미한 차이는 없었다. 고지방식이군의 혈장 총콜레스테롤 수치와 HDL-콜레스테롤, nonHDL-콜레스테롤 농도는 정상식이를 섭취한 군보다 증가하였고, 하고초 주정 추출물 보충군의 경우 고지방식이군과 통계적 유의미한 차이는 나타나지 않았다. 혈장 아포지단백 A-1(Apo A-1)의 경우에 정상식이군과 고지방식이군의 유의미한 차이가 없었으나, 하고초 주정 추출물 보충군에서 유의적으로 높게 나타났다. Apo A-1은 혈장에서 HDL-콜레스테롤의 주요 단백질 성분이며, 혈장 Apo A-1의 농도가 낮은 경우 심혈관 질환의 존재 여부 및 중증도에 관한 예측 인자로 사용된다(Ettinger et al. 1992).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Effects of PVE intake for 12 weeks on plasma lipid and adipokine levels in C57BL/6J mice fed a high-fat diet
          
          

        

        
          
            
              	Measurements
              	Experimental groups
            

            
              	ND
              	HFD
              	PVE
            

          
          
            	Free fatty acids (mmol/L)
            	1.03 ± 0.04b
            	0.81 ± 0.04a
            	0.92 ± 0.06a
          

          
            	Triglycerides (mmol/L)
            	1.25 ± 0.14
            	1.37 ± 0.08
            	1.26 ± 0.07
          

          
            	Total cholesterol (mmol/L)
            	3.70 ± 0.17a
            	5.65 ± 0.24b
            	5.75 ± 0.17b
          

          
            	HDL-cholesterol (mmol/L)1)
            	0.75 ± 0.03a
            	1.18 ± 0.06b
            	1.23 ± 0.08b
          

          
            	nonHDL-cholesterol (mmol/L)2)
            	2.96 ± 0.16a
            	4.47 ± 0.19b
            	4.51 ± 0.12b
          

          
            	Apo A-1 (mg/dL)
            	82.76 ± 1.36a
            	81.40 ± 1.33a
            	87.41 ± 2.92b
          

          
            	Apo B (mg/dL)
            	7.01 ± 0.46
            	8.48 ± 1.76
            	9.35 ± 2.63
          

          
            	Adiponectin (ng/mL)
            	5.92 ± 0.48b
            	4.94 ± 0.47a
            	5.65 ± 0.69b
          

          
            	Resistin (ng/mL)
            	4.63 ± 1.33a
            	18.86 ± 3.77b
            	12.95 ± 3.17b
          

          
            	Leptin (ng/dL)
            	1.82 ± 0.60a
            	8.00 ± 1.61b
            	6.23 ± 1.51b
          

          
            	L:A ratio3)
            	0.31 ± 0.27a
            	1.64 ± 0.87b
            	1.11 ± 0.65b
          

        

        
          
            The data are presented as mean ± S.E. Means not sharing a common letter are significantly different among the groups at P<0.05. ND, normal diet (AIN-93, n=7); HFD, high-fat diet (60% kcal fat, n=7); PVE, (HFD+1% Prunella vulgaris var. lilacina Nakai ethanol extract, n=7).
          

          
            1)HDL-cholesterol, high density lipoprotein-cholesterol.
          

          
            2)nonHDL-cholesterol, non-high density lipoprotein-cholesterol = (Total cholesterol) – (HDL-cholesterol).
          

          
            3)L:A Latio, leptin:adiponectin ratio.
          

        

        

        지방세포에서 분비되는 아디포카인(adipokines) 및 전 염증성 사이토카인(cytokines)은 산화적스트레스를 유발하고 지질 과산화를 일으키며 간세포 손상, 염증 및 섬유증을 촉진한다(Day & James 1998). 특히 resistin과 아디포넥틴은 지방세포 특이적 아디포카인으로, 혈장 resistin 농도는 비만일 때 증가하고 인슐린 저항성과 높은 상관관계를 나타내며, AMPK의 활성을 증가시켜 간에서의 포도당 생합성을 감소시킨다. 아디포넥틴은 마른 사람보다 비만 및 인슐린 저항성이 있는 사람의 혈장에서 낮은 수치를 나타낸다(Jung & Choi 2014). 본 연구에서 하고초 주정 추출물의 보충으로 인한 혈장 leptin과 resistin 수준은 고지방식이군에 비해 유의적인 차이가 없었지만, 고지방식이 섭취에 의해 감소된 혈장 아디포넥틴의 농도를 유의적으로 증가시켰다. 인슐린 저항성의 지표로 사용되는 leptin:adiponectin ratio (L:A ratio)는 고지방식이군에서 현저하게 증가하였지만, 하고초 주정 추출물 보충으로 인한 유의적인 차이는 없었다. 본 실험 결과를 통해 하고초 주정 추출물은 고지방식이 유도 비만에 의한 혈중 아디포카인 불균형 개선에 일부 관여하는 것으로 사료된다.

      

      
        4. 간 조직 중량, 혈장 GOT, GPT 및 조직학적 관찰
        12주간 고지방식이로 비만을 유도한 마우스의 간 조직 중량 변화는 Fig. 2A와 같다. 고지방식이 섭취로 인해 정상식이군보다 간 조직 중량이 유의적으로 증가하였으나, 하고초 주정 추출물 보충군의 간 조직 중량은 고지방식이 섭취군에 비해 감소하지 않았다. 간 조직 내 단백질 량을 측정한 결과, 정상식이군의 간 조직 내 단백질 함량이 가장 많은 것으로 나타났으며, 하고초 주정 추출물 보충군의 단백질 함량이 고지방식이군 보다 유의적으로 높은 것을 관찰하였다(Fig. 2B).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of PVE intake for 12 weeks on liver weight and protein quantification, plasma levels of glutamic oxaloacetic transaminase (GOT) and glutamic pyruvic transaminase (GPT), and morphology in C57BL/6J mice fed a high-fat diet
          
          

          

        

        간 독성 지표인 GOT와 GPT는 간세포에 존재하는 효소로서, 고지방식, 고혈당, 간염 등의 독성으로 인한 간세포의 파괴로 인해 혈장에서 증가하는 것으로 알려져 있다(Reitman & Frankel 1957). 마우스의 간 기능 이상 여부를 확인하기 위하여 측정한 혈장 GOT 및 GPT 농도 측정 결과, GOT 농도는 고지방식이군에서 정상식이군보다 유의적으로 증가하였다. 고지방식이 섭취로 인해 증가한 혈장 GPT 농도는 하고초 주정 추출물 보충으로 인해 현저하게 감소하였다(Fig. 2C). 간 조직의 손상 및 섬유화 정도를 확인하기 위하여 H&E 및 MT 염색을 진행하였다(Fig. 2D). H&E 염색 결과 지방구를 제외한 조직은 붉은색으로, 핵은 보라색으로 염색되었다. 정상식이군은 간문맥을 중심으로 지방구 없이 정상적인 간 조직 형태를 보였으며, 고지방식이군은 간문맥을 중심으로 크고 작은 다실의 지방구가 축적되어 있음을 관찰하였다. 이와 같은 지방구의 축적은 하고초 주정 추출물의 보충으로 현저히 감소하였다. 간 조직의 MT 염색 결과, 고지방식이군의 간문맥의 주변부에 파란색으로 결합조직이 염색된 것을 확인할 수 있었다. 정상식이군과 하고초 주정 추출물 보충군의 간 조직에서는 섬유화된 결합조직이 발견되지 않았다. 따라서 하고초 주정 추출물은 간 조직 중량의 감소에는 효과가 없으나 간 내 지질의 축적을 증가시키는 것이 아닌, 간 내 단백질을 증가시켜 건강한 간 대사에 관여하는 것으로 사료된다.

      

      
        5. 간 조직 및 분변 지질 함량
        간은 콜레스테롤의 생합성이 일어나는 주된 장기조직으로, 정상적인 대사가 이루어지지 않으면 간에 축적되어 지방간을 일으키는 원인이 된다. 특히 고지방 또는 고콜레스테롤의 섭취는 간 조직의 지질 대사를 무너뜨려 간 조직 내 지질의 침착을 일으켜 간 조직이 비대해지고 간 조직 내 지질 함량을 증가시킨다(Kim et al. 2008). 본 실험에서 간 조직 지질 함량을 측정한 결과는 Fig. 3A와 같다. 간 조직 내 유리지방산, 콜레스테롤 및 중성지방 수준은 고지방식이에 의해 정상식이 섭취군 보다 유의적으로 증가하였고, 하고초 주정 추출물 보충으로 인하여 콜레스테롤 및 중성지방의 수준이 유의적으로 감소하였다. Choi et al.(2020)은 고지방식이와 꿀풀과 식물인 자소엽 주정 추출물을 함께 급여한 마우스의 간 조직 내 지질 함량이 감소하고, 간 조직 지질 합성 관련 유전자의 발현 수준을 감소시켰다고 보고하였다. 이러한 연구 결과와 마찬가지로 꿀풀과 식물인 하고초 주정 추출물의 보충은 간 조직 중 콜레스테롤 및 중성지방의 축적을 효과적으로 감소시킴으로써 지질개선 및 섬유화 억제에 효과가 있는 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of PVE intake for 12 weeks on hepatic and fecal lipid profiles in C57BL/6J mice fed a high-fat diet.
          
          

          

        

        하고초 주정 추출물의 섭취가 분변으로의 지질 배설능에 미치는 영향을 알아보기 위해 분변의 유리지방산, 콜레스테롤 및 중성지방 함량을 측정한 결과는 Fig. 3B와 같다. 분변 중 유리지방산, 콜레스테롤 및 중성지방 배설량은 정상식이군에 비해 고지방식이군에서 유의적으로 높았으며, 분변 중성지방 수준은 고지방식이군에 비해 하고초 주정 추출물 보충군에서 유의적으로 증가하였다. 따라서 본 실험에서 하고초 주정 추출물이 분변으로의 중성지질 배설 증가를 통해 간 조직 내에 지질 함량을 감소시키는 것으로 사료된다.

      

      
        6. 공복 혈당
        4주 간격으로 공복 혈당을 측정한 결과를 Fig. 4A와 같다. 정상식이군의 혈당은 정상 범위 내에서 일정 수준으로 유지되는 반면, 고지방식이 섭취로 인한 혈당 상승이 관찰되었다. 고지방식이군의 혈당은 8주차부터 정상식이군에 비해 유의적으로 증가하였고, 12주차에는 하고초 주정 추출물 보충으로 인한 혈당 감소가 관찰되었다. 췌장 조직에서 인슐린과 글루카곤의 발현 정도를 면역 조직 화학적 염색을 통하여 관찰하였다(Fig. 4B). 고지방식이로 인한 췌장섬(pancreatic islet)의 비대는 하고초 주정 추출물 보충으로 인해 감소하였다. 이러한 결과는 하고초 주정 추출물이 혈당 개선에 효과가 있고, 비만에 의해 발병하는 합병증인 제2형 당뇨병의 개선에도 도움이 될 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of PVE intake for 12 weeks on fasting blood glucose concentration and immunohistochemistry (IHC) stains of pancreatic insulin and glucagon in C57BL/6J mice fed a high-fat diet.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 요약 및 결론
      현대인의 간 질환은 증가하는 추세이며, 특히 한국인 성인의 50% 이상은 비알코올성 지방간(NAFLD) 발병 위험에 노출되어 있다. 본 연구진은 마우스 동물모델에 고지방식이로 인한 비만 및 지방간을 유도하면서 하고초 주정 추출물을 보충하여 비만 및 지방간 개선 효능을 분석하였다. 고지방식이로 비만을 유도하였을 때, 하고초 주정 추출물 보충에 의한 체중 감소는 나타나지 않았으나 하고초 주정추출물에 의해 식이효율이 감소한 것으로 나타나, 이를 통해 동일한 에너지 급여 시 하고초 주정추출물 보충은 체중감소에 기여할 것으로 판단된다. 또한, 비만 환자에서 감소하는 혈중 아디포넥틴의 수준이 하고초 주정 추출물 보충군에서 증가하였으며, 공복혈당 수준도 유의적으로 감소하였다. 고지방식이 섭취로 증가한 간 조직 중량은 하고초 주정 추출물 보충군에서 유의적인 변화는 없었으나 간 조질 내 지질 함량 감소와 단백질 함량 증가가 관찰되어 하고초 주정 추출물은 지방간 개선에 일부 기여하는 것으로 사료되며, 특히 간 독성 평가 지표인 혈장 GPT 수준도 하고초 주정 추출물 보충군에서 유의적으로 감소하는 것으로 나타났다. 한편 분변 내의 중성지방 배설량은 하고초 주정 추출물의 섭취로 인해 고지방식이군보다 유의적으로 증가하였다. 따라서 하고초 주정 추출물은 체내 지질의 분변으로의 배출을 통해 간 조직 내 지질 축적을 억제하고 단백질의 축적을 증가시켜 지방간을 개선하고 혈당 조절에 도움을 주는 것으로 관찰되어 향후 비만 및 지방간 개선용 기능성 소재로서의 활용이 기대된다.
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Prunella vulgaris var. lifacina Nakai ethanol extract, n=7). (A): Liver weight. (B): Liver protein quantification.
(Ot Plasma hepatotoxicity biomarker (GOT and GPT). (D): Hematoxylin and cosin (H&F) and Masson’s
trichrome (MT) stained transverse-section of the liver. The result of MT staining indicates layers of fibrosis (blue)
surrounding the hepatic portal vein (X200).






OEBPS/images/_common/images/crossref.gif





OEBPS/images/data/kcls/30433/KJCLS_2021_v32n3_451_f004.jpg
Fasting blood glucose

Wy
== c

weks

The data are presented as mean + S.E. **Means not sharing a common letter are significantly different among
the groups ar PCO.05. ND, normal diec (AIN-93, n=7); HFD, high-far dier (60% keal far, n=7): PVE,
(HFD+1% Prunclla vulgaris var. hilacina Nakai ethanol extract, n=7). (A): fasting blood glucose. (B)
Immunohistochemistry (IHC) stains of pancreatic insulin and glucagon (x200).






OEBPS/images/_common/images/orcid.gif





OEBPS/images/data/kcls/30433/KJCLS_2021_v32n3_451_f001.jpg
‘The data are presented as mean % a common letter are significantly different among
the groups at P<0.05. ND, normal diet (AIN-93, igh-fat diet 60% keal fat, n=7: PVE. (HFD+1%
Prunella vulgaris var. lilacina Nakai ethanol extract, n=7). (A): WAT, white adipose e BAT, brown adipose
tissue; Visceral WAT = (epididymal + perirenal + retroperitoneum + mesenteric) WAT: Total WAT = (interscapular
+ subcutancous + visceral) WAT. (B): Hematoxylin and cosin (H&E) and Masson's trichrome (MT) stained
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