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본 발명은 베타-글루코시다아제 효소처리한 인삼(Ginseng Radix) 추출물 및 화살나무(Euonymus alatus) 추출물

을 유효성분으로 포함하는 당뇨병 및 이로 인한 합병증의 예방 및 치료용 조성물에 관한 것이다.

본 발명의 조성물은 기존의 당뇨치료제와는 달리 여러 가지 기전에 의해 효능을 나타내므로, 인슐린 분비 장애와

인슐린 저항성을 동시에 지니고 있는 제 2형 당뇨 환자에 특히 유용하며, 췌장 베타세포의 기능부전, 고지혈증

등에 기인한 당뇨 합병증의 예방 및 치료에도 유용하게 이용될 수 있다.

대표도 - 도3
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특허청구의 범위

청구항 1 

베타-글루코시다아제 효소처리한 인삼(Ginseng Radix) 추출물 및 화살나무(Euonymus alatus) 추출물을 유효성분

으로 포함하는 당뇨병의 예방 또는 치료용 약학 조성물

청구항 2 

베타-글루코시다아제 효소처리한 인삼(Ginseng Radix) 추출물 및 화살나무(Euonymus alatus) 추출물을 유효성분

으로 포함하는 당뇨병으로 인한 합병증의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 인삼 추출물 및 상기 화살나무 추출물은 50% 에탄올을 용매로 사용한 추출물

인 약학 조성물.

청구항 4 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 인삼 추출물 및 상기 화살나무 추출물의 중량 조성비는 1~10 : 1~5인 약학 조

성물.

청구항 5 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 인삼 추출물 및 상기 화살나무 추출물은 조성물 총 중량에 대해 0.5~50 중량%

인 약학 조성물.

청구항 6 

베타-글루코시다아제 효소처리한 인삼(Ginseng Radix) 추출물 및 화살나무(Euonymus alatus) 추출물을 유효성분

으로 포함하는 당뇨병 및 이로 인한 합병증의 예방 또는 치료용 기능성 식품 조성물.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

        발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 베타-글루코시다아제 효소처리한 인삼(Ginseng Radix) 추출물 및 화살나무(Euonymus alatus) 추출물<12>

을 유효성분으로 포함하는 당뇨병 및/또는 이로 인한 합병증의 예방 및/또는 치료용 조성물에 관한 것이다.

당뇨병은 현대인의 생활 습관 변화와 더불어 증가 추세에 있는 생활 습관병이다. 세계보건기구에 의하면 2030년<13>

에는  전  세계적으로  3억  명  이상의  당뇨환자가  발생될  것으로  추산하고  있어  이에  대한  대처가  시급한

상황이다. 당뇨환자의 90% 이상을 차지하는 제 2형 당뇨는 고혈당을 특징으로 하는 대사 질환으로 유전적, 대사

적, 환경적인 요인에 의한 췌장 베타 세포의 인슐린 분비 저하 또는 말초 조직에서의 인슐린 저항성 증가로 인

해 발생된다. 만성적 고혈당은 췌장 베타 세포에 손상을 일으켜 세포 사멸을 야기하므로 (glucotoxicity) 제 2

형 당뇨의 치료를 위해서는 효과적인 혈당의 조절이 가장 중요하다고 할 수 있다. 

현재 제 2형 당뇨를 치료하는 약제로는 알파글루코시데이즈 저해제인 아카보즈, 인슐린분비 촉진제인 설포닐우<14>

레아, 레파글리나이드, 나테글리나이드, 그리고 인슐린 저항성 개선제인 비구아니드, 글리타존 계열의 약이 있

다. 하지만 이들은 복부팽만감, 설사, 저혈당, 체중증가 등 그 부작용이 만만치 않아 부작용은 적고 약효는 우

수한 경구용 혈당강하제의 개발이 요구되고 있다.

한편, 인삼(Ginseng Radix)에서 생리 활성 물질인 진세노사이드 중 디올(diol)계 진세노사이드는 인슐린 분비<15>

촉진 작용, 트리올(triol)계 진세노사이드는 인슐린 저항성 개선 작용이 있다고 보고되어 있으며, 그 중 디올계

진세노사이드의 장내 대사체인 IH-901(compound K)의 경우 본 발명자의 선행 연구 결과 인슐린의 분비 촉진 작

용이 탁월한 것으로 확인된 바 있다. 그리고 화살나무(Euonymus alatus)는 유효 성분인 3-0-메틸우르솔산(3-0-
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methylursolic acid)의 인슐린 분비 촉진 활성 및 50% 에탄올 추출물의 인슐린 저항성 개선 활성이 본 발명자의

선행 연구를 통해 확인된 바 있다(J. Ethnopharmacol. 102, 326-335, 2005). 

상기와 같은 사실을 기초로 본 발명자들은 부작용이 적으면서도 우수한 항당뇨 활성 및 기전을 나타내는 제제를<16>

개발하고자 연구한 결과, 인슐린 분비 촉진 작용이 우수한 IH-901을 다량 함유하는 인삼 추출물과 인슐린 저항

성 개선 작용을 지닌 화살나무 추출물을 혼합한 조성물이 종래의 제제에 비해 우수한 효능을 나타낸다는 것을

확인함으로써 본 발명을 완성하게 되었다.

        발명이 이루고자 하는 기술적 과제

따라서 본 발명의 목적은 우수한 효능을 나타내는 당뇨병 및 이로 인한 합병증의 예방 및 치료를 위한 조성물을<17>

제공하고자 하는 것이다.

    발명의 구성 및 작용

본 발명은 베타-글루코시다아제 효소처리한 인삼(Ginseng Radix) 추출물 및 화살나무(Euonymus alatus) 추출물<18>

을 유효성분으로 포함하는 당뇨병 및 이로 인한 합병증의 예방 및/또는 치료용 약학 조성물을 제공한다.

또한 본 발명은 베타-글루코시다아제 효소처리한 인삼(Ginseng Radix) 추출물 및 화살나무(Euonymus alatus) 추<19>

출물을 유효성분으로 포함하는 당뇨병 및 이로 인한 합병증의 예방 및 치료용 식이요법에 사용할 수 있는 기능

성 식품 조성물을 제공한다.

본 발명의 조성물은 우수한 혈당 강하 작용을 지니고 있을 뿐만 아니라 인슐린 저항성 개선 효과, 혈중 지질 농<20>

도 개선 효과 등을 나타내므로, 당뇨병 및 이로 인한 합병증의 예방 및 치료를 위한 약제, 식품 또는 음료로서

유용하게 이용될 수 있다.

상기 베타-글루코시다아제 효소처리한 인삼 추출물에 있어서, 효소처리라 함은 인삼에 대해 베타-글루코시다아<21>

제 효소를 첨가하여 하기 실험예 1에서 후술하는 인삼의 생리활성 성분 IH-901, Rg2 및 Rg3을 얻는데 충분한 온

도, pH 및 시간으로 접촉시키는 것을 의미한다. 한편 인삼 추출물이라 함은 물, 탄소수 1 내지 4의 저급 알코올

및 이들의 혼합용매로 이루어진 군 중에서 선택된 극성용매로부터의 추출물이며, 바람직하게는 50% 에탄올로부

터의 추출물을 의미한다.

상기 화살나무 추출물에 있어서, 화살나무 추출물이라 함은 물, 탄소수 1 내지 4의 저급 알코올 및 이들의 혼합<22>

용매로 이루어진 군 중에서 선택된 극성용매로부터의 추출물이며, 바람직하게는 50% 에탄올로부터의 추출물을

의미한다. 

상기 인삼 추출물 및 상기 화살나무 추출물을 얻기 위하여 당업계에서 통상 사용되는 추출방법을 사용하며, 예<23>

를 들면 생약 부피의 1~15배, 바람직하게는 5~10배의 용매로 20~100℃, 바람직하게는 70~100℃ 추출온도에서 1

시간~2일, 바람직하게는 2시간~1일 동안 환류 추출, 초음파 추출 등의 추출방법으로 얻을 수 있다.

본 발명의 당뇨병 예방 및 치료용 조성물에 있어서, 상기 인삼 추출물 및 상기 화살나무 추출물의 중량 조성비<24>

는, 이에 한정되는 것은 아니나 1~10 : 1~5인 것이 바람직하다.

본 발명의 당뇨병 예방 및 치료용 조성물은, 조성물 총 중량에 대하여 상기 인삼 추출물과 상기 화살나무 추출<25>

물을 혼합한 복합제를 0.5~50 중량%로 포함한다.

본 발명의 당뇨병 예방 및 치료용 조성물은 경구 또는 비경구로 투여가 가능하며, 당업자에게 공지된 통상적인<26>

방법에 의해 제형화될 수 있다. 즉, 본 발명의 조성물은 실제 투여시에 경구 또는 비경구용의 여러 가지 제형으

로 투여될 수 있는데, 제제화할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제

등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제된다. 경구투여를 위한 고형제제로는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐

제 등이 해당되며, 이러한 고형제제에는 하나 이상의 부형제, 예를 들면, 전분, 칼슘 카보네이트, 슈크로스 또

는 락토오스, 젤라틴 등이 포함될 수 있다. 경구투여를 위한 액상제제로는 현탁제, 용액제, 유제, 시럽제 등이

해당되며, 이러한 액상제제에는 흔히 사용되는 단순희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를

들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다. 비경구투여를 위한 제제로는 멸균된 수용액, 비수

성용제, 현탁제, 유제 등이 해당되며, 비수성용제, 현탁제에는 프로필렌 글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오

일과 같은 식물성 기름, 에틸 올레이트와 같은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다.

본 발명의 당뇨병 예방 및 치료용 조성물에 있어서, 상기 인삼 추출물 및 상기 화살나무 추출물을 혼합한 복합<27>
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제의 특정 환자에 대한 유효 투여량의 범위는 사용 목적, 다른 제제와의 병용 투여 여부, 환자의 연령, 체중,

성별, 일반 건강 상태, 식이, 투여 시간, 투여 경로, 사용 기간 등을 비롯한 여러 인자에 따라 다르게 적용하는

것이 바람직하나, 일반적으로 1 내지 500 mg/kg 으로 투여할 수 있으며 1일 1~3회 투여하는 것이 바람직하다.

당업자라면, 임의의 특정 대상체에 대해, 개별 대상체의 필요 및 조성물을 투여하거나 조성물의 투여를 감독하

는 사람의 전문가적 판단에 따라 특정 투여법이 시간에 따라 조정되어야 하고, 본원에서 제시한 투여량의 범위

는 단지 예시일 뿐이고 청구된 조성물의 범위 또는 실행 범위를 제한하려는 것이 아님을 이해할 것이다.

또한 본 발명은 베타-글루코시다아제 효소처리한 인삼 추출물 및 화살나무 추출물을 유효성분으로 포함하는 당<28>

뇨병 예방 및 치료용 기능성 식품 조성물을 제공한다. 이러한 식품으로는 각종 식품류, 음료, 껌, 차, 비타민

복합제 등이 있으며, 상기 식품에는 식품업계에서 통상적으로 허용 가능한 식품 보조 첨가제가 포함될 수 있다.

이 때 식품 중의 상기 인삼 추출물과 상기 화살나무 추출물을 혼합한 복합제의 양은 식품 총 중량에 대하여 0.5<29>

내지 50중량%로 첨가할 수 있으며 음료의 경우 100ml 당 0.5 내지 10g의 비율로 첨가할 수 있다. 본 발명의 건

강 기능성 식품 조성물은 필수 성분으로서 상기 효소처리한 인삼 추출물 및 상기 화살나무 추출물을 함유하는

것 외에는 다른 첨가 성분에 특별한 제한이 없으며 통상의 식품에 사용되는 여러 가지 향미제 또는 천연 탄수화

물 등을 함유할 수 있다.

이하에서는 본 발명을 실시예 및 실험예를 들어 구체적으로 서술하나, 이는 본 발명을 예시하는 것일 뿐 본 발<30>

명이 이로써 제한되는 것은 아니다.

실시예 : 본 발명의 조성물의 제조 방법<31>

베타-글루코시다아제  효소로  처리한  인삼  추출물은  일화  중앙  연구소로부터  공급받아  동결  건조하여<32>

사용하였다. 화살나무 추출물은 화살나무를 적당한 크기로 잘라 50% 에탄올을 시료무게의 10배 분량으로 넣고 3

시간 동안 2번을 끓인 다음 여과하여 감압증발을 시킨 후 동결 건조하여 사용하였다. 각각의 추출물을 1 대 1의

비율로 혼합하여 최종적으로 조성물을 제조하였다.

실험예 1 :  효소처리한 인삼 추출물의 진세노사이드 분석<33>

인삼 추출물의 HPLC 분석조건은 다음과 같다: 컬럼(column), Previal Carbohydrate ES 5U (250 ㅧ 4.6 mm); 펌<34>

프, Alltech pump 627; 검출기, ELSD 2000ES; 이동상 A(mobile phase A): 아세토니트릴(acetonitrile) : 물

(water) : IPA = 80 : 5 : 5, B : 아세토니트릴 : 물 : IPA = 67 : 21 : 12; 구배(gradient), 0-65분(min),

%B = 10, 85, 85, 75, 90, 100, 25, 10, 10%; 유속(flow rate), 0.8 ml/min; 주입량(injection volume), 20㎕

HPLC 분석 결과는 도 1에 나타내었다. 도 1A, 1B는 표준 진세노사이드 12개, 도 1C, 1D는 인삼 추출물, 도 1E,<35>

1F는 효소처리한 인삼 추출물의 결과이다. 효소처리한 인삼 추출물의 경우, 인삼 추출물에서 크게 나타났던 프

로토파낙사디올(protopanaxadiol)계의 Rb1, Rb2, Re, Rd 피크는 거의 사라지고 프로사포제닌(prosapogenin)인

Rg3, Rg2 그리고 이들로부터 생성되는 Rh2, Rh1이 다량으로 생성된 것을 알 수 있다. 더욱이 프로토파낙사디올

(protopanaxadiol)계의 최종대사산물인 IH-901은 Rg2, Rg3와 함께 효소처리 인삼추출물의 주요 성분임을 알 수

있었다. 따라서 본 발명의 조성물 중 베타-글루코시다아제 효소처리한 인삼 추출물은 인삼의 주요성분으로 IH-

901과 Rg2,  Rg3를 다량 함유한 제제임을 알 수 있고, 이에 따라 본 발명의 조성물의 항당뇨 효과는 IH-901,

Rg2, Rg3와 같은 프로사포제닌(prosapogenin)에 기인함을 알 수 있다.

이하에서는 본 발명의 조성물의 항 당뇨 효능을 확인하기 위해, 상기 실시예에 의해 얻어진 조성물을 이용하여<36>

하기 실험예 2 내지 9를 수행하였다.

실험예 2 : 체중과 혈당에 대한 효과 실험<37>

실험동물로서 C57BL/KsJ db/db 5주령의 마우스를 한국 오리엔트사로부터 구입하였으며 1주 동안 적응시킨 후 실<38>

험에 사용하였다. 실험군은 당뇨 대조군(Diabetic control, 이하 DC), 본 발명의 조성물(이하 GE) 300 mg/kg

(GE300), GE 500 mg/kg (GE500) 그리고 양성대조군으로서 메트폴민(metformin) 300 mg/kg (MT300)으로 나누었

다. 약물은 경구 투여로 25일간 투여하였으며, 체중과 혈당은 매주 측정하였다.

측정 결과, 체중의 경우, 당뇨 대조군에 비해 GE 투여군의 체중과 체중 변화에는 거의 차이가 없었으며, MT300<39>

투여 군에서만 체중 증가 둔화 양상이 보였다(도 2 참조). 혈당의 경우, 당뇨 대조군의 혈당이 큰 폭으로 상승

한 가운데 GE300과 GE500 투여군 모두에서 25일간의 시료 투여로 인한 혈당 상승의 억제 작용이 나타났다(도 3

참조). 결론적으로, 본 발명의 조성물(GE)은 체중감소 효과는 거의 없지만 탁월한 혈당 강하 작용으로 인해 항
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당뇨 활성을 나타낸다는 것을 확인할 수 있다.

실험예 3: 혈당, 인슐린 및 대사성 지표에 대한 효과 실험<40>

실험동물, 실험군 및 투여 방법은 상기 실험예 2와 같으며, 각종 혈액 지표 분석을 위한 혈액 채취는 12시간 절<41>

식 후 실시하였다. 안와 정맥을 통해 얻어진 전혈을 5,000 rpm에서 5분간 원심분리한 후 혈장을 분석에 사용하

였다. 혈중 포도당 농도는 글루코오스 옥시다아제 방법(Trinder method)을 사용하여 측정하였으며 흡광도 측정

은 UV  분광 광도계(U-3210,  HITACHI;  Japan)를 사용하였다.  혈중 인슐린 농도는 마우스 인슐린 ELISA  키트

(Shibayagi, Japan)를 구입하여 ELISA 판독기(Labsystems, Finland)로 측정하였다. 혈중 중성 지방, 총 콜레스

테롤, HDL 콜레스테롤, LDL 콜레스테롤 그리고 비에스테르화 지방산(NEFA)은 영동제약에서 각 키트(kit)를 구입

하여 측정하였다. 혈중 아디포넥틴 농도는 마우스 아디포넥틴 ELISA 키트(Adipogen, Korea)를 구입하여 ELISA

판독기로 측정하였다. 당화 혈색소는 공복 상태의 실험 동물에서 얻어진 전혈을 헤모글로빈 A1c 키트(BioSystem

S.A., Spain)를 이용하여 측정하였다.

측정 결과는 하기 표 1에 구체적으로 나타내었다. <42>

표 1

파라미터<43> DC GE300 GE500 MT300

체중(g) 42.3±0.3 41.3±0.6 42.8±1.3 40.7±0.2

식이량(g) 969.1 950.1 964.2 907.5

음수량(ml) 1709 1591 1526 1134

혈당(mM) 26.7±1.7 19.1±2.2 19.4±2.0 11.9±1.5

혈중 인슐린(μU/ml) 262.5±80.6 235.3±7.6 314.3±57.0 164.1±34.5

HOMA-IR 311.1±19.3 214.3±22.5 258.7±33.2 86.6±10.8

HbAlc(%) 6.10±0.13 5.14±0.42 5.25±0.27 4.96±0.06

혈중 아디포넥틴 64.9±5.5 90.3±0.8 83.5±2.3 71.2±1.5

혈중 지질

TG(mg/ml) 126.7±13.5 135.9±2.1 127.9±10.7 101.2±5.7

NEFA(μEq/리터) 1639.0±114.1 1571.8±108.9 1535.9±129.0 1664.7±36.2

콜레스테롤(mg/ml) 154.6±2.8 141.4±2.2 149.6±13.7 131.1±2.6

HDL-C(mg/ml) 96.4±2.9 107.7±3.4 115.1±7.8 81.7±2.7

표 1에 나타내었듯이, 우선 체중과 식이량에서는 GE 투여군 모두 당뇨 대조군과 차이가 없었다. 하지만 음수량<44>

은 GE 투여군 모두에서 당뇨 대조군에 비해 감소하였다. 혈당 수치에서는 당뇨 대조군의 혈당이 큰 폭으로 상승

한 가운데 GE300과 GE500  투여군은 혈당의 상승이 대조군에 비해 각각 42%,  37%  감소하였다. 양성 대조군인

MT300 투여군은 혈당 상승이 대조군에 비해 88% 감소하였다. 인슐린은 세 그룹 모두 수치가 비슷하고 편차가 커

서 유의적인 효과는 거의 없었으나 GE300과 MT300 투여군에서 약간 감소하는 경향을 나타내었다. 인슐린 저항성

지수(HOMA-IR)는 GE300 투여군과 MT300 투여군에서 혈당에서의 큰 차이로 인해 당뇨 대조군보다 각각 31%, 72%

의 개선 효과를 나타내었으며, 이와 함께 인슐린 저항성 개선을 나타내는 수치인 혈중 아디포넥틴 수치는 GE300

과 GE500 투여군 모두에서 39%, 29% 정도 증가되었다. 당화 혈색소 수치는 GE300과 GE500 투여군에서 각각 1%,

0.9%의 감소가 나타났다. 혈중 지질 농도에서는 GE300 투여군에서 유의적이지는 않으나 NEFA 수치가 당뇨 대조

군에 비해 개선되었으며 총 콜레스테롤과 HDL 콜레스테롤 수치는 유의적으로 개선되어 전반적인 혈중 지질 농도

의 개선이 일어났음을 확인하였다.

상기 결과를 종합하면, 본 발명의 조성물(GE)은 탁월한 혈당 강하 작용을 지니고 있을 뿐만 아니라 인슐린 저항<45>

성 개선 효과도 있음을 알 수 있다.

실험예 4 : 경구 당 부하 시험<46>

내당능 개선에 대한 본 발명의 조성물(GE)의 작용을 알아보기 위해 GE 투여 종반부에 경구 당 부하 시험을 실시<47>

하였다

실험동물, 실험군 및 투여 방법은 상기 실험예 2와 같으며, 실험동물은 12시간 절식한 다음, 1.5 g/kg의 글루코<48>

스를 경구 투여한 후, 0분, 30분, 60분 그리고 120분대에 안와 정맥으로부터 혈액을 채취하였다. 이후, 5,000
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rpm에서 5분간 원심 분리하여 얻어진 혈장을 이용하여 혈중 포도당 농도와 혈중 인슐린 농도를 측정하였다. 

측정 결과, 당뇨 대조군에서는 당 부하로 인한 혈당의 급격한 상승이 일어났지만, GE 투여군에서는 당 부하 후<49>

의 혈당 상승이 효과적으로 억제되었으며(도 4A 참조), 이로 인해 곡선하 면적 수치 역시 GE300 과 GE500 투여

군에서 각각 28%, 21% 유의성 있게 감소하였다(도 4B 참조). 경구 당 부하 시험 기간 동안의 인슐린 수치는 증

가하는 경향을 보였으며 특히 당 부하 후 30분대의 인슐린 수치는 GE300 투여군에서 유의성 있게 증가하였다(도

4C 참조). 

결론적으로, 본 발명의 조성물(GE)의 투여로 인해 내당능이 개선되었으며, 그 효과는 췌장 베타 세포의 기능의<50>

개선과 관련이 있음을 알 수 있다.

실험예 5 : 췌장 조직에서 베타세포 항-인슐린 면역염색(anti-insulin immunostaining) 실험<51>

췌장 조직에 대한 본 발명의 조성물(GE)의 작용을 알아보기 위해 다음과 같은 방법으로 항-인슐린 면역염색을<52>

실시하였다. 실험동물, 실험군 및 투여 방법은 상기 실험예 2와 같으며, 쥐에서 적출한 췌장 조직을 10% 중성

완충 포르말린(neutral buffered formalin)을 사용하여 고정하였다. 이후 탈수 및 포매 과정을 거쳐 파라핀 블

럭을 제작하고 두께 5 ㎛의 관상 절편으로 제작한 후 파라핀 제거와 알코올 친수화 과정을 수행하였다. 친수화

된  조직  절편은  0.1%  트립신에  처리한  후,  정상  토끼  혈청  블로킹  용액(normal  rabbit  serum  blocking

solution)을 이용하여 상온에서 30분간 블로킹하였다. 이후, 조직을 1차 항체(인슐린)와 상온에서 1시간 반응시

키고 3% 과산화수소에서 10분간 반응시켰다. 그 다음, 조직을 2차 항체와 상온에서 30분 반응시킨 후 아비딘-비

오틴 복합(avidin-biotin complex) 면역과산화효소 염색(immunoperoxidase staining)을 Vectastain Elite ABC

키트(Vector  Laboratories,  USA)의  방법에  따라  수행하였다.  이후,  DAB  과산화효소  기질  용액(peroxidase

substrate solution)을 5-10분간 처리하여 염색을 하였으며, 헤마톡실린을 이용하여 대조 염색을 하였다.

측정 결과, 당뇨 대조군에서는 췌장 소도(islet)의 형태가 파괴되고 염증 정도를 나태는 침윤 단핵 세포가 많이<53>

관찰되었으며 인슐린의 함량이 거의 없었다. 반면 GE 투여군에서는 소도(islet)의 형태가 잘 유지되고 침윤 단

핵 세포가 현저히 줄어들었으며, 인슐린의 함량 또한 당뇨 대조군에 비해 많이 보존되어 있었다(도 5 참조).

결론적으로, 본 발명의 조성물(GE)이 지닌 혈당 상승 억제, 혈중 지질 농도 개선 효과는 췌장조직에 대한 당독<54>

성 (glucotoxicity), 지질독성(lipotoxicity)을 낮추어 췌장 베타 세포의 파괴를 억제하고 인슐린 분비 기능을

증대시키는 것임을 알 수 있다.

실험예 6 : 간 조직에 대한 효과 실험<55>

간 조직의 형태학적 관찰은 다음과 같은 방법으로 수행하였다. 실험동물, 실험군 및 투여 방법은 상기 실험예 2<56>

와 같으며, 쥐에서 적출한 조직을 10% 중성 완충 포르말린(neutral buffered formalin)을 사용하여 고정하였다.

이후 탈수 및 포매 과정을 거쳐 파라핀 블럭을 제작하고 두께 5 ㎛의 관상 절편으로 제작한 후 크실렌으로 파라

핀을 제거시키고,  100%,  95%,  90%,  80%,  70%  알코올로 친수화 시켰다.  염색 방법으로는 헤마톡실린-에오신

(Hematoxylin-Eosin)  염색으로  탈수  과정을  거쳐  캐나다  발삼(Canada  balsam)으로  봉입하고  광학현미경

(Olympus, Japan)으로 관찰하였다.

간 조직에서 중성지방 함량은 다음과 같은 방법으로 측정하였다. 조직 50mg을 CHCl3 와 MeOH 2:1 혼합 용매 4ml<57>

에 담그고 분쇄한 후 50mM NaCl 0.8ml을 첨가하고 혼합하여 4℃에서 12시간 동안 방치하였다. 이후 1,300g에서

5분 동안 원심분리시키고 유기층에서 200 ㎕를 취하여 질소가스로 4시간 동안 건조시켰다. 그 후, 트리톤 X 100

이 포함된 PBS에 녹여 영동제약에서 구매한 중성지방 측정 키트를 이용하여 550 nm에서 흡광도를 측정하였다.

측정 결과, 25일간의 시료 투여 후 db/db 마우스의 간 조직 변화는 도 6에 나타내었다. 혈중 지질 농도의 증가<58>

는 간조직의 중성 지방 축적을 일으켜 간 무게의 증가를 일으키게 된다. 체중 대비 간 무게 수치는 GE300과

MT300 투여군에서 당뇨 대조군에 비해 유의적으로 감소하였다(도 6B 참조). 이와 더불어 간 조직 염색 사진에서

도 당뇨 대조군에서 많이 발견되는 지방 소적(lipid droplet)이 GE 투여군과 MT300 투여군에서 많이 감소되어

있는 것을 확인할 수 있었다(도 6C 참조). 간 조직에서의 중성 지방 함량은 도 7에 나타내었다. 간에서의 중성

지방 함량은 당뇨 대조군에 비해 GE300과 GE500 투여군 모두에서 유의적으로 감소되었다(도 7 참조). 

결론적으로, 본 발명의 조성물(GE)은 간 조직에서의 지질 대사에 관여하여 중성 지방의 축적을 감소시키며, 비<59>

알콜성 지방간에도 효과가 있을 것임을 알 수 있다.

실험예 7 : 간 조직 당대사 관련 효소에 미치는 효과 실험<60>
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본 발명의 조성물이 db/db 마우스의 간 조직에서 당대사 관련 효소인 글루코오스-6-포스파타아제(G6Pase), 글루<61>

코키나아제(GK) 그리고 글루코오스-6-포스페이트 탈수소효소(G6PD)의 활성에 미치는 영향을 다음과 같은 방법으

로 측정하였다.

실험동물, 실험군 및 투여 방법은 상기 실험예 2와 같으며, 글루코오스-6-포스파타아제(G6Pase) 효소 활성 측정<62>

을 위해 간 조직을 균질화 버퍼(homogenizing buffer) (0.25M 수크로오스)로 균질화하고 11,000g에서 30분간

원심 분리를 한 후, 그 상등액을 105,000g에서 60분간 더 원심 분리를 하였다. 생성된 침전물은 차가운 수크로

오스-EDTA 용액에 녹인 다음, Baginski et al.등의 방법을 이용하여 측정하였다 (Academic Press, 1974). 글루

코키나아제(GK)  효소  활성  측정에는  간  조직을  균질화  버퍼(50  mM  Tris-HCl,  100  mM  KCl,  10  mM

mercaptoethanol, 1 mM EDTA, pH 7.4)를 이용하여 균질화한 후, 12,000g에서 60분간 원심분리를 하여 얻은 상

등액을 사용하였다. GK 활성은 글루코오스-6-포스페이트 탈수소효소(glucose-6-phosphate dehydrogenase)의 존

재하에서 NAD의 감소에 따라 생성되는 글루코오스-6-포스페이트의 양에 의해 측정하였다(Chem.  Pharm.  Bull.

34, 4731-4737, 1986). 글루코오스-6-포스페이트 탈수소효소(G6PD) 활성의 측정에는 간 조직을 균질화 버퍼(생

리 식염수 중 0.66 mM EDTA)로 균질화한 후, 15,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 얻어진 상등액을 이용하여 글

루코오스-6-포스페이트의  존재하에서  NAD의  감소에  따라  생성되는  NADPH의  양에  의해  측정하였다(Academic

Press, 1970). 

측정 결과는 하기 표 2에 나타내었다.<63>

표 2

<64>

표 2에 나타내었듯이, 당 신생에 관여하는 G6Pase 효소의 경우 GE 투여군 모두에서 그 활성이 감소되었다. 이에<65>

반해 해당과정에 관여하는 GK 효소는 GE 투여로 인한 활성 변화가 없었으며, MT300 투여군에서만 그 활성이 증

가되었다. 한편, 간에서 당대사의 또 다른 경로인 5탄당 인산 경로(pentose phosphate pathway)에 관여하는 효

소인 G6PD의 활성은 GE300과 GE500 투여군에서 각각 59%, 51% 유의적으로 증가되었다. 결론적으로, 본 발명의

조성물(GE)은 간조직에서 당의 신생을 억제하고 5탄당 인산 경로로의 유입을 촉진시킴으로써 혈당 강하 작용에

있어서 부가적인 영향을 나타냄을 알 수 있다.

실험예 8 : 지방 조직에 대한 효과 실험<66>

조직의 형태학적 관찰은 상기 실험예 6과 같은 방법으로 수행하였다.<67>

25일간의 시료 투여 후 db/db 마우스의 지방 조직 변화를 관찰한 결과, GE 투여군과 MT300 투여군에서는 지방<68>

조직의 크기가 당뇨 대조군에 비해 현저하게 줄어들었으며, 특히 GE300 투여군의 경우 매우 큰 차이를 보였다

(도 8  참조).  지방세포 크기를 직경 및 면적의 수치로 나타낸 결과, 지방 세포의 직경 분포는 GE  투여군과

MT300 투여군 모두 당뇨 대조군에 비해 직경이 작은 쪽으로 그 분포가 이동되어 있었으며(도 9A 참조), 면적 역

시 대조군과 비교하여 GE300과 GE500 투여군에서 각각 42%, 38% 감소되었다(도 9B 참조). 

실험예 9 : 조직의 유전자 발현에 미치는 효과 실험<69>

본 발명의 조성물이 간, 지방, 근육 조직에서 유전자 발현에 어떠한 변화를 일으키는지 전반적으로 확인하기 위<70>

해 다음과 같은 방법으로 측정하였다. 

실험동물, 실험군 및 투여 방법은 상기 실험예 2와 같으며, 간, 지방, 근육 조직에서 총 RNA는 구아니딘 티오시<71>

아네이트-물 포화 페놀/클로로포름(guanidine  thiocyanate-water  saturated  phenol/chroloform)  분리 방법을

이용하였다(Chomczynski and Sacchi, 1987). 물 층에 있는 총 RNA는 이소프로판올을 이용하여 침전시켜 분리한
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RNA는 260 nm 와 280nm의 파장에서 흡광도를 측정하여 정량하였다. 

실시간  PCR은  라이트  사이클러  실시간  PCR  검출  시스템(Roche,  Germany)에서  LightCycler  FastStart  DNA<72>

Master SYBR Green I 키트(Roche, Germany)의 방법을 이용하여 수행하였다. 반응은 95℃에서 10분 동안의 전

배양(pre-incubation) 단계를 거친 후, 95℃에서 10초 동안의 변성, 54℃에서 10초 동안의 붙임 그리고 72℃에

서  8초  동안의  증폭의  3단계로  이루어진  증폭(amplication)  단계를  40회  반복하였다.  특정  산물(specific

product)을 판독하기 위한 용융 커브(melting curve) 분석은 65℃에서 95℃로의 온도 변화로부터 측정하였다.

각 목적 유전자의 베타-액틴(β-actin) 유전자에 대한 상대적인 발현 비율은 다음과 같은 반응식에 의해 계산되

었다: 2
-ΔΔCp

 여기서 ΔΔCp = ΔCpGE300  sample  -  ΔCpDC  sample,  ΔCpGE300  sample  =  CpGE300-stumulated  target  sample  -  CpGE300-

stimulated β-actin 그리고 ΔCpDC sample = CpDC target gene - CpDC β-actin (Anal. Biochem. 270, 41-49, 1999).

웨스턴 블럿은 단백질 분석을 위해 조직을 균질화 버퍼(250 mM sucrose, 5mM NaN3, 2 mM EDTA, 20 mM Hepes)를<73>

이용하여 균질화한 후, 미츠모토(Mitsumoto)와 클리프(Klip)의 방법(J. Biol. Chem. 267, 4957-4962, 1992)을

이용하여 형질막 단백질 추출물(plasma membrane protein extract)을 얻었다. 단백질 정량은 바이오-라드 분석

시약(Bio-Rad, USA)을 이용하여 측정하였으며, 정량한 단백질 100 μg을 10% SDS-PAGE로 분리하였다. 이후, 겔

을  니트로셀룰로오스  막(nitrocellulose  membrane)에  옮기고  5%  탈지유(skim  milk)를  함유하는  TBST(Tris-

buffered saline/ Tween 20)와 상온에서 1시간 블로킹하였으며, 1:200 비율로 희석된 1차 항체(GLUT4)와 4℃에

서 하룻밤 동안 반응시켰다. 막을 TBST를 이용하여 4번 세척하고, 같은 방법으로 5%  탈지유를 함유하는 TBST와

상온에서 1시간 블로킹한 다음, 1:5000의 비율로 희석된 2차 항체와 상온에서 1시간 반응시켰다. 이후, 같은 방

법으로 TBST를 이용하여 4번 세척하고, ECL 용액(Amersham, Sweden)을 이용하여 현상(developing)하였다.

마이크로어레이 분석은 형광 표지된 cRNA를 증폭하여 사용하며 이 cRNA와 혼성화(hybridization)된 DNA  칩을<74>

GenePix  4000B(Axon  Instruments,  Uniom  city,  CA)를  이용하여  이미지화하여  GenePix  Pro  3.0(Axon

Instruments, Uniom city, CA)프로그램으로 분석하였다. 

 본 발명의 조성물이 간 조직의 유전자 발현에 어떠한 변화를 일으키는지 확인하기 위해 마이크로어레이를 수행<75>

한 결과, 그 중 당뇨와 관련되어 있는 19개의 유전자를 선별하여 하기 표 3에 나타내었다.

표 3

<76>

본 발명의 조성물은 주로 해당경로, 5탄당 인산 경로(pentose phosphate pathway)에 관여하는 유전자의 발현을<77>
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증가시켰다. 발현이 감소된 유전자로는 글루코오스-6-포스파타아제 (0.78-fold)가 있었고, 발현이 증가된 유전

자로는 포스포프룩토키나아제 (1.52-fold), 알돌라아제 2 (1.68-fold) 그리고 글루코오스-6-포스페이트 탈수소

효소 (1.22-fold) 등이 있었다. 이는 상기 실험예 6의 효소 활성 측정 결과와 그 양상이 일치하는 것이며, 결론

적으로 본 발명의 조성물의 투여가 간 조직에서 해당 경로, 5탄당 인산 경로에 영향을 끼침으로써 혈당 강하 작

용을 일으킴을 알 수 있다.

한편, 본 발명의 조성물이 db/db 마우스의 지방, 근육 조직에서 글루코오스  흡수(glucose uptake)에 관여하는<78>

GLUT4 유전자 및 PPARγ 유전자의 발현에 미치는 영향을 RT-PCR을 이용하여 측정한 결과는 도 10에 나타내었다.

지방 조직에서는 GLUT4의 발현이 GE500 투여군에서 대조군에 비해 뚜렷하게 증가되었고, PPARγ 유전자 발현은

GE300과 GE500 투여군 모두에서 대조군에 비해 그 발현이 증가되었다(도 10A 참조). 근육 조직의 경우는 GE300

투여군에서 GLUT4 유전자의 발현이 대조군에 비해 증가되었다(도 10B 참조). 

지방,  근육  조직에서의  GLUT4  발현을  웨스턴  블랏(western  blot)을  이용하여  분석한  결과는  도  11에<79>

나타내었다. 나타낸 그림이다. 웨스턴 블랏의 결과 역시 상기 RT-PCR에서의 결과와 마찬가지로 지방 조직에서는

GE500 투여군에서 GLUT4 발현이 약간 증가되었으며, 근육 조직에서는 GE300과 GE500 투여군 모두 대조군에 비해

발현이 약간 증가되는 경향을 나타내었다. MT300 투여군의 경우 지방, 근육 조직 모두에서 그 발현이 모두 당뇨

대조군에 비해 증가되었다. 이러한 결과로써 본 발명의 조성물의 혈당 강하 활성과 인슐린 저항성 개선 활성을

확인할 수 있다.

한편, 본 발명의 조성물이 지방 조직의 유전자 발현에 어떠한 변화를 일으키는지 확인하기 위해 마이크로어레이<80>

를 수행한 결과, 그 중 당뇨와 관련되어 있는 22개의 유전자를 선별하여 하기 표 4에 나타내었다. 

표 4

<81>

본 발명의 조성물은 주로 아디포사이토카인 신호전달 경로(adipocytokine signaling pathway), 지방산 생합성/<82>

대사 경로에 관여하는 유전자의 발현에 영향을 끼쳤다. 아디포사이토카인 신호전달 경로에 관련된 유전자로는

PPARγ (1.27-fold), GLUT4 (1.84-fold) 그리고 CD36 (1.42-fold) 등이 있었으며, 지방산 합성/대사 경로에 관

련된 유전자로는 FAS (2.04-fold), SCD-1 (1.21-fold) 등이 있었다. 결론적으로, 본 발명의 조성물은 지방조직
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생성(adipogenesis)을 통한 지방 세포의 분화, 또한 그로 인한 GLUT4 유전자의 발현 증가를 일으킬 수 있음을

알 수 있다.

    발명의 효과

상술한 바와 같이 본 발명의 조성물은 우수한 혈당 강하 작용을 지니고 있을 뿐만 아니라 인슐린 저항성 개선<83>

효과, 혈중 지질 농도 개선 효과 등을 나타내므로, 당뇨병 및 이로 인한 합병증의 예방 및 치료에 유용하게 이

용될 수 있다.

즉, 본 발명의 조성물은 기존의 당뇨치료제와는 달리 여러 가지 기전에 의해 효능을 나타내므로, 인슐린 분비<84>

장애와 인슐린 저항성을 동시에 지니고 있는 제 2형 당뇨 환자에 특히 유용하며, 췌장 베타세포의 기능부전, 고

지혈증 등에 기인한 당뇨 합병증의 예방 및 치료에도 유용하게 이용될 수 있다.

또한 부작용이 적은 천연물 제제의 특성상 당뇨 전 단계 혹은 초기 당뇨환자를 대상으로 기존의 당뇨치료제에<85>

비해 안전하면서도 효과는 우수한 제품으로 사용이 가능하다.

도면의 간단한 설명

도 1A 내지 1F는 인삼 추출물의 HPLC 분석 결과를 나타낸 것이다.<1>

도 2는 25일간의 시료 투여 기간 동안 체중의 변화 양상을 나타낸 것이다.<2>

도 3은 25일간의 시료 투여 기간 동안 혈당의 변화 곡선을 나타낸 것이다. <3>

도 4는 시료 투여 종반부에 경구 당 부하 시험을 실시한 결과를 나타낸 것이다.<4>

도 5는 25일간의 시료 투여 후 췌장 조직의 형태 변화를 나타낸 것이다. <5>

도 6은 25일간의 시료 투여 후 간 조직 변화를 나타낸 것이다.<6>

도 7은 25일간의 시료 투여 후 간 조직에서의 중성 지방 함량을 그래프로 나타낸 것이다.<7>

도 8은 25일간의 시료 투여 후 지방 조직 변화를 나타낸 것이다. <8>

도 9는 도 8의 지방세포 크기를 직경 및 면적의 수치로 나타낸 것이다.<9>

도 10은 지방, 근육 조직에서의 GLUT4 유전자 및 PPARγ 유전자의 발현을 RT-PCR을 이용하여 분석한 결과를 나<10>

타낸 것이다. 

도 11은 지방, 근육 조직에서의 GLUT4 유전자의 발현을 웨스턴 블랏을 이용하여 분석한 결과를 나타낸 것이다.<11>
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