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ABSTRACT
Objective:Diabeticnephropathyisthemostcommoncauseofendstagerenaldisease.AGE,TGF-β1,typeⅣ collagen,

andmacrophage/monocyteinfiltrationarethemainfactorsofdiabeticnephropathy.WeinvestigatedtheeffectsofSalvia
miltiorrhizaonrenalfunctionandhistopathologicalchangesinstreptozotocin(STZ)-induceddiabeticnephropathyratmodel.

Methods:DiabeteswasinducedinmaleSprague-Dawleyrats(290±10g)byinjectingSTZ(45㎎/㎏)intothetailvein.
Ratsweredividedinto3groups(n=6):normal,control,andsalvia.After8weeksofadministrationofSalviamiltiorrhiza
extractontheSalviagroup,wechecked24hrsurine,bloodbiochemistryandrenaltissuetoevaluaterenalfunctionand
histopathologicalchanges by examining parameters including albuminuria,BUN,creatinine,cholesterol,LDL,TG,
macrophage/monocyteantigen(ED-1),TGF-β1,AGE,andtypeⅣ collagen.

Results:Salviamiltiorrhizadecreasedtheamountof24hrsproteinuria,andinhibitedhistopathologicalchangesofdiabetic
nephropathyincludingtheexpressionandaccumulationofvariousfactorswhichcouldpromotedevelopmentofdiabetic
nephropathy.

Conclusion:ThesefindingssuggestthatSalviamiltiorrhizamightprotecttherenalfunctionandinhibitthedevelopment
ofrenalinjurybyregulatingfactorsincludingAGE,TGF-β1,TypeⅣ collagen,macrophageandmonocyteinfiltration.So
Salviamiltiorrhizacanbeusedfordiabeticpatientstopreventtheprogressionofdiabeticnephropathy.

Keywords:DiabeticNephropathy,SalviaMiltiorrhiza,Streptozotocin,AGE,TypeⅣ collagen,ED-1,TGF-β1

Ⅰ.서 론

당뇨병(Diabetes)은 세계 으로 그 유병율이

꾸 히 증가하고 있고,치료방법의 발 으로 당뇨

병성 혼수와 감염증 등 성 사성 합병증으로

인한 사망률은 감소하 으나 유병기간의 연장에

따른 만성 합병증의 발생은 오히려 증가하는

요한 질환 의 하나이다
1-7
.만성 합병증은

크게 합병증과 미세 합병증으로 나뉘어

지고 이 미세 합병증인 신증(nephropathy)과

망막병증(retinopathy)그리고 신경병증(neuropahty)
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은 조기에 발견하여 한 치료를 하면 병변의

진행을 정지 는 완화시킬 수 있으므로 임상 으

로 요한 의의를 가진다1,4,5.

당뇨병성 신증은 말기 신부 (EndStageRenal

Failure;ESRF)환자의 가장 요한 원인 질환으

로 알려져 있고 체 투석환자의 원인질환 40%

를 차지하고 있으며,그 임상 인 특징은 당뇨병

환자에서의 지속 인 단백뇨 발생과 압 상승,신

기능 하 등이다3-5.

이러한 당뇨병성 신증에서는 지속되는 고 당으

로 형성된 진행성 당화 종말 생성물들(Advanced

GlycosylationEnd-products;AGEs)이 각종 성장

인자(growthfactor)와 싸이토카인(cytokine)등의

생성을 증가시켜 염증이 유발되며 세포외기질

(ExtracellularMatrix;ECM)의 과잉 생산과 부

한 분해를 일으켜 콜라겐(collagen)과 면역세

포들이 사구체내부에 침착된다.이는 결국 모세

의 도(density)와 사구체의 여과 표면 을 감

소시키고 사구체여과율(GlomerularFiltrationRate

;GFR)을 떨어뜨려서 섬유화(fibrosis)를 진행시키

고 결국 신부 (renalfailure)을 유발한다3-6.

한의학 으로 당뇨병성 신증은 消渴 傳變證

水腫, 便白濁,關格,虛勞 등의 범주에 속하며 肝

腎陰虛,脾腎陽虛, 血,濕濁 등의 병리기 으로

발병하는데,　이에 한 다양한 치법 치방 에

서 당뇨병성 신증의 치료에 많이 사용된 약제로

단삼이 보고된 바 있다8-10.

丹參(SalviamiltiorrhizaBGE.)은 活血祛 ,凉

血消癰,除煩安神의 효능이 있으며10,최근의 연구

에서는 허 성 심장질환이나 동맥경화 방, 액순

환 개선,항 작용,통증경감, 확장,간보호,

항산화 등의 작용이 있음이 밝 져 폭넓게 사용되

고 있다12.

최근 단삼의 한 성분만을 이용하여 당뇨병성 신

증 모델 rat의 신손상에 미치는 향을 찰한 연

구가 있었으나 단일 성분의 연구 고 조직학 변

화 요인이나 신증 진행을 가속시키는 인자에 한

체 인 찰이 미비하 다13.

이에 자는 단삼이 당뇨병성 신증에서 신기능

과 신장의 조직학 변화에 미치는 향을 알아보

고자 Streptozotocin(STZ)으로 유발시킨 당뇨병성

신증 모델 rat에 하여 8주간의 단삼투여 후 체 ,

액분석,24시간 단백뇨 배출 등의 기능 지표와

함께 macrophage/monocyteantigen(ED-1)과 AGE,

TypeⅣ collagen,TGF-β1등 조직학 변화에

향을 주는 지표를 통하여 본 연구를 시행하 다.

Ⅱ.재료 방법

1.검체의 제조

경희의료원 한방병원 약제부에서 구입하여 정선

한 총량 200g의 단삼(Salviamiltiorrhiza)을 1,500㎖

의 증류수에 넣어 4시간 동안 가열추출한 후 여과

한 여액을 Rotaryevaporator(ModelNE-1,東京理

化學株式 社,Japan)로 감압 농축한 다음 동결건

조기(ModelFD-1,東京理化學株式 社,Japan)로

건조시켰다.동결 건조된 약제의 1차 추출물 1g씩

을 10㎖의 증류수로 용해시키고,95℃ 수조에서 2

시간 동안 재차 가열 추출하 으며,이 추출물을

원심분리용 시험 에 담아 14,000rpm에서 20분간

원심 분리하여 상층액을 수거하 다.이 상층액을

직경 0.2㎛의 필터에 통과시킨 후 여과 멸균하여

실험에 사용할 때까지 -70℃에 보 하 다.단삼의

최종 수거율은 35.3%이었다.

2.당뇨병성 신증 동물 모델의 제작

280∼300g의 수컷 Sprague-Dawleyrat( 앙실험

동물,Korea)을 구입하여 실온의 cage에서 40∼

70%의 습도를 유지하며 12시간씩 낮과 밤이 교

되는 환경에서 실험 1주일간 사육하여 응기

를 거쳤다. 응기간을 마친 후 pH 4.5의 citrate

buffer(2.5㎖/㎏)에 녹인 streptozotocin(STZ,Sigma,

USA)을 rat의 꼬리 정맥을 통해 45㎎/㎏의 용량으

로 1회 주사하 다.반면 정상군은 citratebuffer
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(2.5㎖/㎏)만을 rat의 꼬리 정맥으로 주사하 다.

STZ정맥주사 3일 후 당뇨병 유발여부를 확인

하기 해 rat의 꼬리정맥에서 액을 채취하여

당측정기(SureStep,LIFESCANINC.,USA)를 이

용하여 당을 측정하 고,측정값이 300㎎/㎗ 이

상인 rat만을 본 실험에 사용하 다.

3.실험군의 배정 연구 과정

본 연구의 실험군은 각 군당 6마리씩 정상군

(Normalgroup), 조군(Controlgroup),단삼 투

여군(Salviagroup)의 3군으로 나 어 진행하 다.

정상군은 STZ없이 citratebuffer만을 정맥 주사

하 고 연구기간 동안 다른 어떤 약물도 투여하지

않았다. 조군과 단삼 투여군은 STZ투여 3일 후

측정한 당이 300㎎/㎗ 이상인 rat을 상으로 하

고,연구기간동안 insulin투여는 이루어지지 않

았다. 조군은 생리식염수 5㎖/㎏만을 경구 투여

하 고,단삼 투여군은 단삼을 생리식염수에 탁

하여 500㎎/㎏용량으로 1일 １회　oralzonde를 이

용하여 8주간 경구 투여하 다.

4. 액학 분석

8주간의 경구투여가 끝난 후 클로로포름으로 마

취시킨 rat의 심장에서 직 액을 채취하여 청

glucose,albumin,BUN(Bloodureanitrogen)

creatinine,totalcholesterol,lowdensitylipoprotein

(LDL)cholesterol,triglyceride등의 생화학 분석

을 시행하 다.

5.체 24시간 요 단백 배출량 측정

체 은 STZ투여 4일째부터 실험 종료시까지 1

주일 간격으로 총 9회 측정하 다.24시간 요 단

백 배출량의 측정은 약물 투여 4주째와 8주째에 rat

을 metaboliccage에 넣고 24시간 동안의 소변을 수

거하여 소변에 포함된 알부민의 양을 측정하 다.

6.신장의 조직병리학 평가

8주간의 투약이 끝난 다음 체 측정과 채 을

마친 후 개복하여 rat의 좌심실에 바늘을 꽂아

0.05M phosphate buffered saline(PBS)과 4%

paraformaldehyde(PFA)를 perfusionpump로 주입

하여 신장의 붉은 색이 없어질 때까지 류시켰다.

이후 좌측 신장을 제하여 10% 성 완충 포르말

린 용액에 담가 고정시키고,70%,80%,95%,

100% 에탄올에 차례로 담가 탈수시킨 다음 라핀

용액에 담가 라핀 블록을 만들었다. 이후

microtome을 이용하여 4㎛의 두께로 각 신장조직

을 상으로 편을 만들어 gelatincoatedslide에

부착시켰다.이 게 만들어진 조직 편들은 조직염

색을 해 xylene에 담가 라핀을 제거하고,

100%,95%,80%,70% 에탄올,그리고 증류수에

차례로 담가 재수화(rehydration)시켰다.재수화된

조직을 PeriodicAcid-SchiffStain(PAS)으로 염색

하여 컴퓨터와 연결된 고해상도 카메라가 부착된

학 미경(OlympusBX-50,OlympusOptical,

Tokyo,Japan)을 이용하여 각각의 디지털 상을

얻었다.이러한 과정으로 얻은 상을 통한 사구체

내 메산지움 기질의 팽창정도의 평가에는 이미지

분석 로그램인 MetaVue(Molecular devices,

USA)를 이용하 다.무작 로 각 rat당 10개의 사

구체를 선정하여 디지털 상 상 메산지움 기질의

염색된 분홍색에 한 RGB값의 하한값과 상한값

을 입력하고 외곽선 기능을 이용하여 사구체 안쪽

만을 선택한 후 각각의 사구체 내에서 메산지움

기질이 차지하는 비율을 백분율로 계산하 다.

7.Macrophage/monocyteantigen(ED-1),Transforming

growthfactor(TGF)-β1,TypeIVcollagen의 면

역조직화학염색

신장 조직 편을 1% H2O2/methanol에 15분간

반응시킨 후 1% bovine serum albumin(BSA,

Sigma-Aldrich)과 10% normalhorseserum(Vector

Laboratories, Inc.)을 혼합하여 만든 protein

blockingagent를 분주하고 1시간동안 배양하 다.
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이후 slide상 조직 편에 해당하는 각각의 primary

antibody를 분주하고 실온에서 overnight시켰다.이

때 사용한 primaryantibody는 ED-1의 경우 mouse

anti-ratmonocyte/macrophageantigen(Chemicon

InternationalInc.,Temecula,CA,U.S.A.),TGF-ß1은

polyclonal rabbit anti-rat TGF-ß1 antibodies

(SantaCruzBiotechnology,SantaCruz,CA)를,

TypeIV collagen은 goatanti-typeIV collagen

(SouthernBiotech)를 이용하여 시행하 다.50mM

PBS로 3회 세척한 후 secondary antibody인

biotinylated anti-mouse/rabbit/goat IgG(H+L),

(VectorLaboratories,Inc.)와 1시간 동안 반응시키

고,다시 50mM PBS로 3회 세척한 후 Vectastain

ABC ELITE kit(RatIgG)(VectorLaboratories)

를 분주하고 1시간 동안 반응시켰다.Diaminobenzidine

(DAB)을 이용하여 갈색으로 염색하고 hematoxylin

으로 조 염색한 후 증류수,70%,80%,95%,

100% 에탄올,그리고 xylene에 차례로 담가 탈수화

(dehydration)시키고 permount로 mounting하여 컴

퓨터와 연결된 고해상도 카메라를 부착한 학

미경(OlympusBX-50,OlympusOptical,Tokyo,

Japan)을 이용하여 각각의 디지털 상을 얻었다.

이러한 과정으로 얻은 상은 이미지 분석 로그

램인 MetaVue(Moleculardevices,USA)를 이용하

다.무작 로 각 rat당 10개의 사구체를 선정하

여 디지털 상 상 조직내 ED-1,TGF-β1,Type

IVcollagen이 염색된 갈색에 한 RGB값의 하한

값과 상한값을 입력하고 외곽선 기능을 이용하여

사구체 안쪽만을 선택한 후 각각의 사구체 내에서

차지하는 비율을 백분율로 계산하 다.

8.TransformingGrowthFactor(TGF)-β1 AGE

의 ELISA측정

청 TGF-β1발 은 TGF-β1EmaxImmunoAssay

System(Promega,USA)를 이용하여 측정하 다.

마지막 투약 다음날 rat의 심장에서 채 한 액에

서 청을 분리한 후 분리된 각각의 청과 표

TGF-β1용액 200㎕씩을 recombinant TGF-β1

sRII이 coating된 microplates에 넣고,순서 로 200

㎕의 TGF-β1 conjugate, 200㎕의 substrate

solution,50㎕의 stopsolution을 첨가하여 반응시

킨 후 450㎚에서 ELISAreader를 이용하여 TGF-

β1을 정량측정하여 pg/㎖로 표시하 다.

AGE는 IndirectELISA방법을 이용하여 측정하

다.96wellplate에 glutar-aldehyde(100㎕/10㎖

PBS)200㎕를 넣은 후 37℃에서 1시간 incubation

하고 washingbuffer로 3회 세척하 다.이후 PBS

90㎕와 rat의 청 10㎕를 희석시켜서 각 well

plate에 넣고 shaker에서 2시간 shaking하고

washing buffer로 3회 세척하 다.그런 다음

blockingbuffer200㎕를 넣고 shaker에서 1시간 다

시 shaking하고 washingbuffer로 3회 세척한 후,

primary antibody인 rabbit polyclonal AGE

antibody(NovusBiologicals,Inc)4㎕를 dilution

buffer10㎖에 넣고 shaker에서 1시간 shaking한 후

washing buffer로 3회 세척하 다. Secondary

antibody인 goatanti-rabbitIgG conjugated to

horseradish peroxidase(Abcam) 4㎕를 dilution

buffer10㎖에 넣고 shaker에서 1시간 shaking하고

washingbuffer로 3회 세척하 다.SubstrateA와 B

를 1:1로 섞어서 200㎕씩 처리하여 실온에서 15분

간 incubation하고 1M H2SO450㎕로 반응을 정지

시킨 후 450㎚에서 ELISA reader를 이용하여

AGE을 정량 측정하여 opticaldensity(O.D.)로 표

시하 다.

9.통계분석

통계학 비교분석은 GraphPad PRISM

statisticalpackage(ver4.03,Graphpad software

inc.,SanDiego,USA)를 이용하 으며,각 군간의

비교는 one-wayanalysisofvariance(ANOVA)에

이어 Tuckey'spost-hoctest로 사후 검증하 다.

표(Table)와 그림(Fig)에서의 각 항목의 수치는

평균 ±표 편차(mean±S.D.)로 표시하 으며,
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양방 검정 유의도(Two-tailedP value)는 P값이

<0.05수 일 때를 기 으로 하 다.

Ⅲ.결 과

1.단삼 추출액 투여가 체 과 24시간 요단백 배출

량에 미치는 향

단삼이 STZ로 유발한 당뇨병성 신증 모델 rat의

체 24시간 요단백 배출량 변화에 미치는 향

을 찰하 다.체 은 4주째에 정상군(389.00±

25.67g)에 비해 조군(335.17±35.18g)과 단삼 투

여군(333.17± 43.59)모두 유의하게 감소하 고

(P<0.05),8주째 역시 정상군(463.17±45.74g)에 비

해 조군(341.33±44.64g)(P<0.01)과 단삼 투여

군(374.2±63.43g)(P<0.05)에서 역시 유의하게 감

소하 다.단삼 투여군과 조군간의 비교에서는

두 군 사이에 유의한 차이가 찰되지 않았다

(P>0.05)(Table1).

24시간 요단백 배출량변화는 실험 4주째에는 정

상군(11.35±3.75㎎)에 비해 조군(14.69±9.74

㎎)에서 소량 증가하 으나 유의한 차이가 찰되

지 않았고,8주째에는 정상군(11.12±4.45㎎)에 비

해 조군(24.26±3.49㎎)에서 한 증가를 나타

내었다(P<0.001).단삼 투여군에서는 4주째에는

17.63±3.31㎎으로 조군에 비해 약간 증가하 으

나,8주째에는 15.96±2.44㎎으로 조군에 비해

유의한 감소를 나타내었다(P<0.05)(Table1).8주

뒤 단삼 투여군과 정상군 사이에서는 24시간 요단

백 배출량에서 통계학 으로 유의한 차이를 보이

지 않았다(P>0.05).

Normal(n=6) Control(n=6) Salvia(n=6)

Bodyweight(g)-4weeks 389.00±25.67 335.17±35.18* 333.17±43.59

Bodyweight(g)-8weeks 463.17±45.74 341.33±44.64** 374.2±63.43*

Urinaryproteinexcretion(㎎/㎏/day)-4weeks 11.35±3.75 14.69±9.74 17.63±3.31

Urinaryproteinexcretion(㎎/㎏/day)-8weeks 11.12±4.45 24.26±3.49*** 15.96±2.44
†

*,**,***Significantlydifferentfromnormalgroup(*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001),† Significantlydifferentfrom
controlgroup(† P<0.05)

Table1.TheBodyWeightand24hrsUrinaryProteinExcretionofEachExperimentalGroupafter8Weeks.

Normal(n=6) Control(n=6) Salvia(n=6)

Glucose(㎎/㎗) 78.66±8.98 393.16±105.12*** 409±167.70***

Albumin(㎎/㎗) 2.28±0.19 1.77±0.35* 2.1±0.18

BUN(㎎/㎗) 19.56±2.04 33.64±4.97*** 28.52±6.68**

Creatinine(㎎/㎗) 0.53±0.03 0.65±0.04** 0.61±0.05*

Total-cholesterol(㎎/㎗) 73.16±9.66 59.00±18.83 80.8±3.27
†

LDL-cholesterol(㎎/㎗) 11.83±3.43 14.40±2.51 13±2.55

Triglyceride(㎎/㎗) 67.50±31.48 54.40±20.86 90.4±39.13

*,**,***Significantlydifferentfromthenormalgroup
(* P<0.05,** P<0.01,*** P<0.001)
†Significantlydifferentfromthecontrolgroup(† P<0.05)

Table2.TheBiochemistryIndexofEachExperimentalGroupafter8Weeks.
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2.단삼 투여가 청 생화학 지표에 미치는 향

단삼이 STZ로 유발한 당뇨병성 신증 모델 rat의

청 생화학 지표에 미치는 향을 찰한 결과 정상

군에서는 glucose농도(P<0.001),BUN (P<0.001)과

creatinine 농도(P<0.01)는 유의하게 증가하 고,

albumin농도는 유의한 감소를 나타내었다(P<0.05).

total-cholesterol,LDL-cholesterol,triglyceride의 농

도는 정상군과 조군 사이에 유의한 차이가 찰되

지 않았다.단삼 투여 후 total-cholesterol가 조군에

비해 유의하게 증가하 고(P<0.05),이외의 측정 항

목에서는 유의한 차이를 나타내지 않았다(Table2).

3.단삼 투여가 신장의 조직 병리학 변화에 미치는

향 -PAS염색으로 살펴본 Mesangialmatrix

단삼이 STZ로 유발한 당뇨병성 신증 모델 rat의

신장에 미치는 조직학 변화를 알아보기 하여

PAS염색을 시행하 다.표본의 학 미경 찰

에서 정상군은 사구체의 크기와 보우만씨 막

(Bowman'scapsule)과 내강(space)이 정상 크기를

보 고,보우만씨 막 내부 사구체에서의 내피세포

(endothelialcell),외피세포(epithelialcell),그리고

메산지움 세포(mesangial cell)들의 세포 도

(cellularity)가 정상범 에서 잘 유지되고 있었으

며,기 막(basementmembrane)의 비후나 메산지

움 기질(mesangialmatrix)을 포함한 세포외기질

(extracellularmatrix:ECM)의 팽창이나 축 ,그

리고 결합 조직의 증식이나 섬유화 역시 찰되지

않았다(Fig.1).

Fig.1.Morphologicalprofilesandmorphometricstudiesofthekidneycortexfrom theratswithdiabetic
nephropathyexperimentallyinducedbySTZ.

(A)Normalgroup,(B)Controlgroup,(C)Salviagroup.Originalmagnification×400.(D)Theproportionof
mesangialmatrixareawithinglomerulus(% ofpositivearea).
***Significantlydifferentfromthenormalgroup(*** P<0.001).
†††Significantlydifferentfromthecontrolgroup(†††P<0.001).

조군에서는 미만성(diffuse)의 사구체 비후와

함께 이로 인한 보우만씨 내강의 축소가 찰되었

으며 보우만씨 막 내부 사구체에서는 모세 내

강(capillarylumen)의 축소와 함께 메산지움 세포

의 과다 증식으로 인한 세포 도의 증가가 보 다.

사구체 기 막은 비후되고,메산지움 기질을 포함

한 세포외기질의 팽창이 찰되었으며,분 성

(segmental)으로 사구체와 보우만씨 낭의 유착과

함께 반월형(crescent)의 경화성(sclerosis)변화도

찰되었다(Fig.1).

단삼 투여군에서는 사구체와 보우만씨 내강의

크기가 정상군과 비슷한 정도를 유지하고 있었고,

경도의 메산지움 세포의 증식으로 인한 세포 도

의 증가가 보 으나 그 정도가 히 낮았다.사
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구체 기 막과 내피세포,외피 세포들 역시 약간의

비후가 찰되었으나 정상군과 비슷한 정도를 유

지하고 있었고， 메산지움 기질을 포함한 세포외

기질에서는 일부 침착이 있었으나 미미하 으며,

기타 반월형(crescent)의 경화성(sclerosis)변화는

찰되지 않았다(Fig.1).

한 메산지움 기질의 팽창정도를 평가하기

해 사구체내에서 메산지움 기질이 차지하는 비율

을 이미지 분석 로그램을 이용하여 분석한 결과,

정상군(8.13±3.35%)에 비해 조군은 18.74±

3.36%로 유의하게 증가하 으나(P<0.001),단삼 투

여군에서는(9.46±3.91%) 한 증식 억제효과

를 나타내었다(P<0.001).(Fig.1)정상군과 단삼 투

여군 사이에서는 유의한 차이를 보이지 않았다

(P>0.05).

4.단삼 투여가 Macrophage/monocyteantigen(ED-1),

TGF-β1과 TypeIVcollagen의 면역조직화학염색

의 변화에 미치는 향

단삼이 STZ로 유발한 당뇨병성 신증 모델 rat의

사구체에서 ED-1,TGF-β1과 TypeIVcollagen의

발 에 미치는 향을 평가하기 해 각각의 항목

에 한 면역조직화학염색 이미지 분석을 시행

하 다.

식세포와 단핵구의 사구체 내 침윤정도를 평

가하기 해 시행한 ED-1면역조직화학염색에서

조군(Fig.2B)의 사구체내 ED-1양성 면 은

10.48±2.99%로 정상군(0.55±0.27%)(Fig.2A)에

비해 하게 증가하 고(P<0.001),단삼 투여군

(Fig.2C)에서는 2.43±3.81%로 유의하게 감소하

다(P<0.001).정상군과 단삼 투여군 사이에서는

유의한 차이를 보이지 않았다(P>0.05)(Fig.2).

Fig.2.EffectsofSalviaonrenalmacrophage/monocyteantigen(ED-1)expressioninSTZ-induceddiabetic
nephropathyrats.

(A)Normalgroup,(B)Controlgroup,(C)Salviagroup.Originalmagnification×400.(D)Theproportionof
ED-1positiveareawithinglomerulus(% ofpositivearea).
***Significantlydifferentfromthenormalgroup(*** P<0.001).
†††Significantlydifferentfromthecontrolgroup(†††P<0.001).

당뇨병성 신증에서 사구체내 비후를 매개하는

주요 증식인자인 TGF-β1에 한 평가에서 조군

(Fig.3B)의 사구체내 TGF-β1양성 면 은 12.46

±1.98%로 정상군(Fig.3A)의 1.68±1.38%에 비

해 유의하게 증가하 고(P<0.001),단삼 투여군

(Fig.3C)에서는 6.06±0.93%로 조군에 비해

하게 감소하 다(P<0.001)(Fig.3).

메산지움 팽창을 매개하는 주된 병리인자인

TypeIV collagen에 한 평가에서 조군(Fig.

4B)의 사구체내 TypeIV collagen양성 면 은
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10.81±2.52%로 정상군(Fig.4A)의 2.93±2.63%

에 비해 하게 증가하 고(P<0.001),단삼 투여

군(Fig.4C)에서는 6.29±3.86%로 조군에 비해

유의하게 감소하 다(P<0.001)(Fig.4).

Fig.3.EffectsofSalviaonrenalTransformingGrowthFactor(TGF-β1)expressioninSTZ-induceddiabetic
nephropathyrats.

(A)Normalgroup,(B)Controlgroup,(C)Salviagroup.Originalmagnification×400.(D)Theproportionof
TGF-β1positiveareawithinglomerulus(% ofpositivearea).
***Significantlydifferentfromthenormalgroup(*** P<0.001).
†††Significantlydifferentfromthecontrolgroup(†††P<0.001).

Fig.4.EffectsofSalviaonrenaltypeIVcollagenexpressioninSTZ-induceddiabeticnephropathyrats.

(A)Normalgroup,(B)Controlgroup,(C)Salviagroup.Originalmagnification×400.(D)Theproportionof
TypeIVcollagenpositiveareawithinglomerulus(% ofpositivearea).
***Significantlydifferentfromthenormalgroup(*** P<0.001).
†††Significantlydifferentfromthecontrolgroup(†††P<0.001).

5. 단삼 투여가 청 advanced glycosylation

end-product(AGE)와 Transforming Growth

Factor(TGF)-β1농도에 미치는 향

단삼이 STZ로 유발한 당뇨병성 신증 모델 rat에

서 당뇨병성 신증을 포함한 당뇨병성 합병증

의 주요 병리 인자인 청 AGE와 TGF-β1의 농도

에 미치는 향을 찰하기 해 ELISA를 통한

정량분석을 시행하 다.
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우선 청 AGE에 분석에서 조군에서는 3.94

±0.06(O.D.)로 정상군의 3.77±0.13(O.D.)에 비해

유의한 증가를 나타내었으나(P<0.05),단삼 투여군

에서는 3.92±0.06(O.D.)으로 정상군과의 비교에

서 유의한 차이가 찰되지 않았다(Table3).

TGF-β1에 한 분석에서 조군에서는 62.10±

8.10pg/㎖로 정상군의 37.91±5.68pg/㎖에 비해

유의한 증가가 찰되었고(P<0.01),단삼 투여군에

서는 41.07±10.99pg/㎖로 조군에 비해 유의한

감소효과를 나타내었다(P<0.05)(Table3).

Normal(n=6) Control(n=6) Salvia(n=6)

AGE 3.77±0.13 3.94±0.06* 3.92±0.06

TGF-β1 37.91±5.68 62.10±8.10** 41.07±10.99†

*,**Significantlydifferentfromthenormalgroup
(* P<0.05,** P<0.01)
†Significantlydifferentfromthecontrolgroup(† P<0.05)

Table 3.Effects ofSalvia on the LevelofGlycosylation End-product(AGE) and
Transforming Growth Factor(TGF-β1) in Serum ofSTZ-induced Diabetic
NephropathyRats.

Ⅳ.고 찰

당뇨병(Diabetes)은 치료법의 발 으로 성

사성 합병증으로 인한 사망률은 감소하 으나 유

병기간의 연장에 의한 만성 합병증의 발생은

오히려 증가하고 있는 요한 질환 의 하나이다
1-7
.

당뇨병의 표 인 당뇨병성 신증에서는 지속되

는 고 당이 진행성 당화 종말 생성물(AGEs)을

형성하여 사구체 표면의 AGE 수용체(RAGE)와

결합하거나 proteinkinaseC(PKC)를 활성화시켜

각종 성장인자와 사이토카인의 생성을 진하고

염증을 유발시키며 세포외기질(ECM)의 지나친

생산과 부 한 분해를 일으키게 된다.이는 사구

체 기 막(GBM)과 메산지움 역에 축 과 확장

을 유발하고 이 과정은 모세 의 농도와 사구체

의 여과 표면 을 감소시키게 되어 이로 인해 여

과장벽의 투과성이 떨어져 사구체여과율(GFR)이

감소한다. 한 세포외기질(ECM)이 세뇨 기 막

과 간질부에 축 되고 진 인 세뇨 간질의 섬

유화가 진행되어 네 론의 괴와 신부 을 유발

하게 되는데,이러한 사구체여과율의 감소는 사구

체의 변화보다는 간질(interstitial)의 변화와 더욱

하게 연 되어 있다고 알려져 있다3-6,14,18,19.

한의학에서는 당뇨병성 신증의 임상경과 단

백뇨와 련한 소변의 성상변화에 한 언 에

는 소변이 달고(尿甛)소변색이 탁하고(尿濁),거

품이 많다(泡沫狀)는 등의 표 이 나온다. 한 소

갈이 오래되면 下消가 발생하여 소변이 혼탁해지

는데,이는 上消와 中消에서 肺胃의 열이 腎脂를

태워서 말리기 때문으로 보며,당뇨병성 신증에서

사구체 기 막의 기능 ,구조 손상으로 인해 단

백뇨가 나타난다는 서양의학 견해와 유사한 것

으로 볼 수 있다.따라서 소갈 변증에서 나타나

는 水腫과 尿濁如膏,소변이 달고,소변에 거품이

많다는 등의 표 은 당뇨병성 신증의 임상증상을

설명하는 것으로 해석된다
8,15
.

본 연구에서 사용한 ‘丹參’은 꿀풀과에 속한 다

년생 본 인 SalviamiltiorrhizaBGE.의 뿌리와 根

莖을 건조한 것으로 그 효능은 活血祛 ,凉血 消

癰,除煩安神으로 알려져 있다
11
. 한 고 한의학

서 과 의학 서 에서 당뇨병성 신증에 사용하
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는 처방을 분석한 결과 가미약재로 가장 많이 사

용된 것이 단삼이었다는 보고가 있었으며
9
,최근

논문에서는 단삼이 허 성 심장질환이나 동맥경화

방, 액순환 개선,항 ,통증 경감, 확장,

항산화,간보호 등의 효과를 가지고 있다고 보고되

어 임상에서 리 사용되고 있으며 지속 인 연구

가 진행 이다12.

본 연구에서 사용한 Streptozotocin(STZ)으로 유

발한 당뇨병 신증 모델 rat은 1963년에 처음 도입

된 이후 당뇨병 당뇨 합병증 연구에 가장 리

사용되고 있다7,19.본 실험에서도 STZ주사 이후

조군에서 당뇨병의 특징인 고 당,체 의 감소

와 함께, 액학 지표에서도 정상군에 비해

알부민이 감소하고 BUN과 Creatinine 벨이

증가하는 변화가 나타났으며,당뇨병성 신증과

련된 단백뇨의 배출과 함께 사구체의 조직학 변

화가 나타나 당뇨병성 신증의 진행과 작용기 ,그

리고 치료에 한 연구에 유용한 모델임을 확인할

수 있었다7,14,16.

당뇨병성 신증 진행의 기능 인 지표로는 지속

되는 단백뇨의 배출을 들 수 있는데 미세알부민뇨

의 지속 인 배출이 당뇨병성 신증의 기 발생과

연 이 있으며,심한 단백뇨는 심각한 사구체의 손

상을 알려주는 지표로서의 역할 이외에 당뇨병성

신증을 비롯한 단백뇨를 배출하는 신장병의 진행

을 가속화시키는 작용을 한다고 보고되고 있다
17
.

한 세뇨 세포가 고농도의 여과된 단백과 성장

인자에 노출되었을 때 세뇨 과 간질 사이의 염증

반응을 일으키게 되어 진 으로 간질의 섬유화

가 진행된다고 알려져 있어 당뇨병성 신증의 치료

과정에서 나타나는 단백뇨의 감소가 신증의 진행

억제를 나타냄과 동시에 치료 인 의미가 있다고

알려져 있어 이러한 단백뇨를 감소시키는 것이 당

뇨병성 신증을 방하기 한 일차 치료 목표로

인식되고 있다4,19,20.본 연구에서 단삼 투여군에서

8주째의 24시간 단백뇨 배출량이 유의하게 감소하

는 것을 찰할 수 있었는데 이는 단삼의 투여로

당뇨병성 신증의 진행이 억제되는 것으로 여겨진

다.

생화학 지표에서는 당이 실험군 모두 정상군

에 비해 유의하게 높은 당을 유지하고 있었으며,

한 단삼 투여가 당의 조 에는 큰 향을 미

치지 않는 것을 확인할 수 있었다
7,14,16
.이로 추정

해볼 때 본 실험의 결과에서 찰된 단백뇨 배출

의 감소와 조직학 변화 억제라는 단삼의 작용이

당조 과는 무 하게 작용한다고 생각된다.

당뇨병은 지질 사에서도 변화를 나타내는데 고

도지단백(HDL-cholesterol)의 감소, 도지단

백(LDL-cholesterol)의 증가와 더불어 고 성지방

증을 보이는 경우가 보고된 바 있었다2.이번 실

험에서는 실험군에서 소폭의 지질 사 변화를 보

으나 그 폭이 크지 않았고 통계학 으로 유의한

차이를 보이지는 않았다.

당뇨병성 신증의 조직병리 인 변화 표

인 것은 세포외기질의 축 이다.이러한 세포외기

질은 TypeⅣ collagen과 같은 구조 단백질과 함께

TGF-β1과 같은 경화성 성장인자(Prosclerotic

GrowthFactor)를 포함하는 싸이토카인 등으로 이

루어져 있으며 AGE의 생성에 인해 진행이 진된

다21,22-25.

진행성 당화 종말 생성물들(AGEs)은 단백질이

고 당 상황에 계속해서 노출이 되면 비효소 당

화를 거쳐 비가역 인 Schiffbases와 Amadori

compounds를 형성한 후 일련의 과정을 거쳐

AGEs가 생성되고,AGEs의 조직내 축 이 세포에

직 독성작용을 미치며 투과성을 증가시켜

단핵세포의 유입과 각종성장인자와 싸이토카인의

생산을 유발한다고 알려져 있다2-3,29-30. 한 이는

세포표면의 수용체(RAGE)와 결합하여 당뇨병성

신증의 진행에 있어 요한 원인으로 작용한다
17,19,29-30

.본 연구에서 액에서의 AGE농도를 정량

분석한 결과 조군에서 유의하게 증가한 소견을

보 으나 단삼 투여군에서는 유의한 증가소견을

보이지 않았다.
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TransformingGrowthFactor(TGF)-β는 다양한

기능을 가지고 있는 싸이토카인으로 상처의 회복

과 조직 재생에서 추 인 역할을 하며21,세포외

기질의 축 을 조정하는데 있어 사 요인과

액역학 요인 사이에서 요한 매개체로 작용한

다
6
.TGF-β는 부분의 실질세포(parenchymal

cell)에서 생성되며 림 구나 단핵구, 식세포 그

리고 소 (platelet)과 같은 세포에 의해 생산되

거나 방출된다.일반 으로 TGF-β의 방출과 활성

화는 다양한 세포외기질 단백질의 생산을 자극시

키고 분해를 막는다.이러한 TGF-β의 작용은 이

상 인 환경 하에서는 정상 조직구조로의 회복이

나 조직의 섬유화를 통한 조직의 재생과 연 이

있으나,지나친 TGF-β의 발 은 과도한 조직의

섬유화를 불러와 조직이 정상 인 기능을 발휘하

지 못하게 한다
21,26,27

.본 연구에서 살펴본 TGF-β1

은 TGF-β 에서 가장 먼 그리고 가장 풍부하

게 유도되는 지표로써 면역조직화학 분석과 청

내 정량분석 모두에서 조군에서는 하게 증

가되었으나,단삼 투여군에서는 유의하게 감소한

것을 확인할 수 있었다17,19.이는 단삼의 투여가

TGF-β1의 생성과 조직내 발 을 억제하여 신장조

직의 섬유화를 통한 신기능 하를 억제하는 것으

로 해석된다.

신장의 다른 간질조직에서 발견되는 Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ

형 콜라겐과는 조 으로 TypeⅣ collagen은 사

구체 기 막의 고유한 구성분자이고,당뇨병에서는

고 당이 TypeⅣ collagen의 합성을 자극하여 사

구체 메산지움 역내의 침착이 증가되는 것으로

알려져 있다
17,22-25

. 청내 TypeⅣ collagen은 미세

단백뇨의 배출이 없는 상황에서도 정상인에 비해

당뇨병 환자에게서 증가하는 것을 찰할 수 있고,

신증이 있는 환자에게서는 신장애(renal

impairment)가 심해질수록 뇨 알부민배출과

BUN,Creatinine이 증가하는 것과 마찬가지로

TypeⅣ collagen이 증가하게 되며,망막병증

이나 신경병증 등의 다른 미세 병증이 있는 환

자들에게서도 TypeⅣ collagen이 증가한 것을 확

인할 수 있어 청내 TypeⅣ collagen의 양이 당

뇨병성 미세 병증의 진행과 련있는 지표로서

의 의의를 찾을 수 있다
22-25
.본 실험에서 면역조직

화학염색으로 살펴본 사구체내 TypeⅣ collagen이

조군에서는 유의하게 증가하 으나 단삼 투여군

에서는 유의하게 감소함으로써 사구체 경화의 진

행이 억제되고 있는 것을 확인할 수 있었다
11
.

PAS염색으로 살펴본 사구체 내부의 조직변화는

조군에서는 미만성 사구체 비후와 함께 보우만

씨 내강의 축소,사구체 기 막의 비후,세포외기

질의 팽창,반월형 경화성 변화 등 당뇨병성 신증

의 특징을 나타내었으나,단삼 투여군에서는 사구

체 내부의 조직 변화가 었으며,메산지움 기질의

비율 비교에서도 하게 증식이 억제된 결과를

보여주었다
14
.

한 당뇨병성 신증의 진행에 있어서 각종 모

카인(chemokine)과 싸이토카인에 의한 염증반응이

요한 역할을 하고,CD4+와 CD8+림 구가 당

뇨병성 신증의 기단계에서 작용하는 것으로 짐

작되고 있으며,TNF-α,INF-γ 등이 과도발 되어

유발되는 염증반응이 당뇨병성 신증의 식세포와

단핵구의 사구체 내 침윤을 증가시킨다18,28.ED-1

면역조직화학 염색으로 살펴본 식세포와 단핵구

의 사구체내 침윤은 조군에서는 하게 증가

하 으나,단삼 투여군에서는 유의하게 감소된 결

과를 보 다.이는 당뇨병성 신증의 진행에 향을

미치는 신장조직내의 염증반응이 단삼의 투여로

인해 억제되고 있는 것을 보여주는 것이다.

이번 연구를 종합해보면 STZ로 유발한 당뇨병

성 신증 모델 rat에게 8주간 단삼을 투여한 후의

찰에서 단삼 투여군에서 24시간 뇨단백 배출량

의 증가가 억제되는 효과를 보 다.이는 단삼이

당뇨병성 신증의 기 기능 지표인 단백뇨의 증

가를 억제함으로써 당뇨병성 신증의 진행을 억제

하는 신장보호 효과가 있음을 보여주는 결과 다.

그 구체 인 조직학 증거들은 단삼 투여군에서
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메산지움 기질의 증가가 억제되고 macrophage/

monocyteantigen(ED-1)의 사구체내 침윤이 억제

되었으며,사구체내 비후 매개 주요 증식인자인

TGF-β1의 발 이 억제되는 것에서 확인할 수 있

었다. 한 메산지움 팽창 매개 병리인자인 Type

Ⅳ collagen의 발 이 유의하게 억제를 찰할 수

있었는데 이는 단삼이 당뇨병성 신증의 악화와 진

행을 억제하는 효능이 있음을 실험 으로 밝힌 것

으로 임상 으로 당뇨병성 신증의 치료에 사용해

오던 단삼에 실험 인 근거를 제공하는 것이라 평

가할 수 있다.추후 단삼 투여가 당뇨병성 신증에

미치는 장기간의 향 평가와 함께 임상연구가 필

요할 것으로 생각된다.
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