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            Background :
            Irregular meals and insufficient exercise are major modern lifestyle-related risk factors for constipation. This study aimed to examine the effects of the aqueous extract of Dendrobium speciosum var. (DM) on the improvement of intestinal function and prevention of constipation in rats.

          

          
            Methods and Results :
            Constipation in rat was induced by loperamide (4 ㎎/㎏) injection for 5 days and rats were randomly assigned to the following groups: normal control rats (NOR), constipated rats (LOP induced) and constipated rats supplemented with dulcolax-S (POS), DMSG, 100 ㎎/㎏ (DMSG-100), 300 ㎎/㎏ (DMSG-300) and 500 ㎎/㎏ (DMSG-500). The DMSG groups showed increments in the frequency and amount of stools compared to the LOP group. Loperamide treatment markedly reduced the water content of feces, whereas DMSG administration significantly increased fecal water contents. Moreover, DMSG improved intestinal transit speed in constipated-rats. Alcian blue staining revealed increased mucus production by crypt cells and mucus contents in feces and the mucosal surface.

          

          
            Conclusions :
            In summary, DM extraction significantly improves intestinal function in rats, which indicates the effectiveness of this extract in the prevention and treatment of constipation.
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      서 언
      석곡은 국내에서는 대한민국약전 외 한약 (생약) 규격집에 석곡으로 수재되어 있으며 한의학에서 주로 장근골 (壯筋骨), 익위생진 (益胃生津), 청위제열 (淸胃除熱) 등의 효능으로 주 로 병후허열 (病後虛熱)을 없애주고 열병 (熱病), 대변건조 (大 便乾燥) 및 번갈 (煩渴)에 사용되어왔다 (Kim et al., 2005). 전 세계적으로 석곡속 식물은 1,000종 이상이 존재하고 있으 며, 대부분 착생하여 생육하는 식물로 많은 식물들이 수세기 에 걸쳐 약용자원으로 사용되어 왔다. 대명석곡 (Dendrobium speciosum)은 호주 동부에 광범위하게 분포되어 있는 생육이 뛰어난 난으로 호주의 원주민인 Cadigal 부족은 뻣뻣한 줄기 를 날로 먹거나 불에 달군 돌판에 구워먹어왔다 (Moretti et al., 2013). 대표적으로 중국에서는 금채석곡 (Dendrobium nobile)을 거식증과 위장질환 치료에 사용하였고 (Miyazawa et al., 1997), 식욕부진과 발열에는 고추석곡 (Dendrobium chrysotoxum)을 처방하였으며 (Yang et al., 2004), 세경석곡 (Dendrobium moniliforme)은 액분비촉진약 (침분비제)으로 사 용하기도 하였다 (Zhao et al., 2003). 국내에서도 석곡의 약 리활성에 대한 많은 연구가 진행되어 석곡의 항산화, 미백작 용, 주름개선 효능이 알려져 있다 (Kim et al., 2005; Jung et al., 2014). 석곡과 식물들은 alkaloids (Suzuki et al., 1973), bibenzyl 유도체 (Li et al., 2009), phenanthrenes 와 stilbenes (Ito et al., 2010) 등을 생성하는 작용으로도 알려져 있다.

      최근 현대사회에 있어 동물성 식품 및 인스턴트 식품, 불균 형한 식습관 등에 의해 변비의 유병률이 증가하는 추세이다 (Jun et al., 2006; Park et al., 2011). 또한 유년기부터 변비 에 대한 증후군이 있으면 성인이 되어서도 지속된다고 알려져 있다 (Bongers et al., 2009). 변비 (constipation)는 대변이 장시간 장내에 머무르고 수분이 흡수되어 배변이 곤란하게 되 는 상태를 수반하는 질환으로 (Choi et al., 2014), 기질적인 장관 내 병소, 대사성 질환, 특정 약물의 복용 등 변비를 유 발하는 원인으로 인해 이차적으로 발생하는 변비와 원인질환 없이 특발성으로 발생하는 변비로 분류한다. 변비환자 중 90% 이상이 특발성 만성 변비이며, 대부분의 경우 대장운동의 저 하 또는 직장항문의 운동 이상의 증상을 보인다 (Lembo and Camilleri, 2003; Rao, 2001; Mertz et al., 1999). 이러한 변 비는 삶의 질을 저하시키고, 특히 만성변비의 경우에는 얼굴 에 기미나 주근깨, 또는 여드름 등을 생성하여 미용을 해치거 나 변비 완화제 사용에 따라 결장 및 직장암 유발 위험성과 관련이 있는 것으로 보고되고 있다 (Zhang et al., 2008; Watanabe et al., 2004).

      지금까지 대명석곡의 약리작용에 대한 연구는 동속에 속하 는 석곡 (Dendrobium moniliforme)과 달리 항산화 또는 항유 전독성 효능에 대해서만 이루어져 있을 뿐 (Moretti et al., 2013), 대부분 관상용으로 판매 유통되고 있어 산업화와 관련 된 기능성 연구가 미흡한 실정이다. 이에 예로부터 민간약이 나 식품으로 사용되어진 대명석곡의 장기능 개선 효능을 평가 하기 위하여 본 실험을 진행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        대명석곡 (Dendrobium speciosum)은 경남 거제 농원에서 줄기 길이가 40cm 이상이 된 것을 구입하여 줄기와 잎을 잘라 수세 후 50°C로 열풍건조기를 이용하여 일주일간 건조하였다. 그 후 건조된 대명석곡 시료를 분쇄기를 이용하여 균일하게 분쇄한 후 10배 증류수를 가하여 100°C에서 3시간 동안 두 번 추출하였다. 그 다음 상기 추출액을 실온에서 방냉하고 여과한 후, 동결건조 기 (LYOPH-PRIDE 20R, IlShinBioBase, Dongducheon, Korea) 를 이용하여 –70°C에서 건조하여 대명석곡 추출물을 제조하였 다. 상기 대명석곡 추출물은 냉동보관하면서 실험에 이용하였다.

      

      
        2. 실험동물 사육 및 실험식이
        실험동물은 SD (Sprague Dawley) rat 4주령 수컷을 샘타 코 (Samtako, Osan, Korea)에서 구입하여 사용하였으며, 온도 20 ± 2°C, 습도 55 ± 5%, 12시간 명암조건에서 사육하였다. 실 험동물은 구입 후 1주일 동안 순화한 다음, 각 군당 5마리씩 을 배치하여 총 6군으로 실험군을 분류하였다. 정상대조군 (NOR), loperamide 투여군 (LOP), 양성대조군 (PC), 저농도 대명석곡 물추출물 투여군 (DMSG-100, 100mg/kg), 중농도 대명석곡 물추출물 투여군 (DMSG-300, 300mg/kg), 고농도 대명석곡 물추출물 투여군 (DMSG-500, 500mg/kg)으로 나 누었다. 양성대조군으로는 둘코락스 에스 (Dulcolax-S Tablets, Boehringer Ingelheim, Alkmaar, Nederland)라는 변비치료제를 이용하였다. 정상군을 제외한 모든 군에서 5mg/kg의 용량의 loperamide (Sigma, St. Louis, MO, USA)를 5일간 12시간씩 피하투여 하여 변비를 유발하였고, 시료는 loperamide 투여 30분 후에 각 시료들을 경구투여하였다. 본 모든 동물실험은 한방산업진흥원 동물실험윤리위원회 (IACUC) 규정에 의거 수 행하였다 (승인번호: TKM-2015-004).

      

      
        3. 체중, 사료 섭취량 및 음수량 측정
        Loperamide를 처리하여 변비를 유도 한 첫 날과 마지막 날 에 체중을 측정하였고, 사료섭취량 및 음수량은 실험기간 중 에 매일 측정하였다.

      

      
        4. 변의 개수, 변 중량, 변의 수분함량 측정
        각 군의 변은 loperamide 투여시작 후 3일째에 케이지안의 깔집과 변을 깨끗하게 갈아준 후에 24시간 후에 수거하였으 며, 변의 개수 및 변의 중량을 측정하였다. 변의 수분함량은 70°C 건조기에서 24시간동안 건조시켜 건 중량을 측정하여, 차 이를 이용해 변에 포함된 수분함량을 측정하였다.

      

      
        5. 장운동성 측정
        장운동성을 측정하기 위해서 5일째에 약물 투여 후 30분 후에 Carmine (Sigma, St. Louis, MO, USA) 1mℓ (3 g suspended in 50mℓ of 0.5% carboxymethyl cellulose)을 경구투 여를 한 후 3시간에 실험동물을 희생시킨 후 장을 적출하여 장 내 색소의 이동거리를 측정하였다.

      

      
        6. 대장관내 점액질의 분비효과 측정
        대장은 맹장 이후 부분부터 직장까지 부위의 양쪽을 적출하 였다. 적출한 대장관을 10% formaldehyde으로 고정하여 조직 처리 과정을 거치고 파라핀으로 embedding 하여 5μm 두께로 절편을 제작하였다. Alcian blue (pH 2.5)로 염색하여 광학현 미경으로 관찰하였다.

      

      
        7. 통계처리
        본 실험에서 얻은 결과에 대해서는 평균 ±표준편차 (means ± SD)로 나타내었으며, 실험군 간의 유의성을 검정하기 위하 여 SPSS (18.0, Statistical Package for Social Science Inc., Chicago, IL, USA) 통계 패키지 프로그램을 활용하여 일원변 량분석 (One way ANOVA)을 실시하였다. 유의성이 있는 경 우, p < 0.05 수준에서 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)를 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 사료 섭취량, 음수량 및 체중 증가량
        실험기간 동안의 사료 섭취량과 음수량은 loperamide로 변 비를 유발시킨 군 (LOP)이 정상 대조군 (NOR)보다 사료섭취 량과 음수량, 몸무게가 감소하는 경향을 보였다. 하지만 사료 섭취량과, 몸무게는 통계적으로 유의성은 없었으며, 음수량 또 한 NOR, POS군과 비교하여 DMSG-500군이 차이가 날 뿐 큰 차이는 없었다 (Table 1). 이는 기존 변비개선관련 연구들 과 마찬가지로 loperamide에 의해 감소되는 사료섭취량 및 몸 무게의 유의적인 차이가 없다고 보고된 것과 일치하였다 (Kim et al., 2011; Shimotoyodome et al., 2000).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Changes for final body weight, body weight gain, food intake and water intake by Dendrobium speciosum var. aqueous extract in rat of loperamide-induced constipation.

          
          

        

        
          
            
              	Groups
              	Final body weight (g)
              	Body weight gain (g/5day)
              	Food intake (g/day)
              	Water intake (mℓ/day)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	NOR
            	191.9 ± 11.21NS
            	23.4 ± 3.62NS
            	14.5 ± 0.53NS
            	44.7 ± 3.67a
          

          
            	LOP
            	186.2 ± 6.27
            	21.7 ± 3.22
            	13.0 ± 0.94
            	42.0 ± 2.74ab
          

          
            	POS
            	192.0 ± 10.66
            	23.8 ± 3.34
            	13.5 ± 0.85
            	43.0 ± 4.47a
          

          
            	DMSG- 100
            	189.5 ± 13.37
            	24.6 ± 4.11
            	13.4 ± 1.13
            	39.0 ± 4.18ab
          

          
            	DMSG- 300
            	185.0 ± 3.86
            	23.8 ± 1.56
            	14.0 ± 0.86
            	42.0 ± 5.7ab
          

          
            	DMSG- 500
            	185.5 ± 6.42
            	24.7 ± 2.59
            	13.0 ± 1.64
            	37.0 ± 2.74b
          

        

        
          
            Data represents the means ± SD (n = 5).
          

          
            Different letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan's Multiple Range Test (DMRT).
          

          
            NS; non significant. NOR: normal group, LOP; loperamide treated group, POS; loperamide and dulcolax-S (POS) treated group. DMSG-100; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract 100 mg/kg treated group, DMSG-300; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract 300 mg/kg treated group, DMSG-500; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract treated 500 mg/kg group.
          

        

        

      

      
        2. 변의 개수, 중량
        Loperamide 투여 후 4일째 변의 개수는 정상대조군 (NOR) 이 37.4 ± 3.44개에서 loperamide 단독 투여 군 (LOP)이 26.2 ± 3.70개로 감소하여 loperamide에 대한 변비유발이 확인 되었고, 양성대조군 (POS)에서는 31.6 ± 3.51개로 loperamide 에 의한 변비유발을 억제시키는 것을 확인할 수 있었다. 대명 석곡의 농도의존적으로 변의 개수가 증가하는 경향을 보였고, DMSG-300, DMSG-500군에서는 POS군보다 더 많은 변의 개수를 관찰할 수 있었고, loperamide 투여에 의해 감소된 변 의 개수를 대명석곡 물추출물이 완화시킨다는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 1A, 1B). 이를 변의 중량 또한 대명석곡 처리 군들 (DMSG-100, DMSG-300, DMSG-500)에서 농도의존적 으로 변의 중량이 증가되는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 2). Loperamide와 morphine을 포함한 여러 화학물질들은 변비유 발동물모델을 만들 때 넓게 사용된다 (Kakino et al., 2010). 그 중, loperamide는 변의 배출 시간 연장을 촉진시키고 장의 수분분비를 억제시키게 되어 결과적으로 변의 개수 및 중량이 감소하게 된다 (Sohji et al., 1978). 본 연구에서도 마찬가지 로 loperamide에 의해 변의 개수 및 중량이 감소되는 것을 확인할 수 있었고, 대명석곡이 loperamide에 의해 감소된 변의 개수 및 중량이 다시 증가되는 것을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effects of the Dendrobium speciosum var. on number of fecal pellets in loperamide-induced constipation rats.
            (A); mean number of feces. (B); macroscopic observation of number of rat feces were presented (n = 5). Data represent the means ± SD Different letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). NOR; normal group, LOP; loperamide treated group, POS; loperamide and dulcolax-S (POS) treated group. DMSG-100; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract 100mg/kg treated group, DMSG- 300; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract 300mg/kg treated group, DMSG-500; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract treated 500mg/kg group.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of the Dendrobium speciosum var. on weights of fecal pellets in loperamide-induced constipation rats.
            Data represent the means ± SD (n = 5). Different letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). NOR; normal group, LOP; loperamide treated group, POS; loperamide and dulcolax-S (POS) treated group. DMSG-100; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract 100mg/kg treated group, DMSG-300; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract 300 mg/kg treated group, DMSG- 500; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract treated 500mg/kg group.

          
          

          

        

      

      
        3. 변의 수분함량
        변의 수분함량은 정상대조군 (NOR)에 비하여 loperamide 단독투여 군이 감소하는 경향을 보였으며 양성대조군 (POS) 에서는 다시 회복되는 경향을 보였다. DMSG-100군은 변비유 발군 (LOP)과 비교하여 차이가 없었으나, DMSG-300군, DMSG-500군에서는 변비유발군 (LOP)과 비교하여 수분함량 이 증가되는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 3). 변비의 증상 중 하나는 변의 수분감소로 인한 변이 딱딱해지는 현상이다. 변 비에 의해 일어난 감소된 변의무게와 변의 수분함량에 관한 상관연구에 대한 연구가 보고되었으며 (Aichbichler et al., 1998), loperamide에 의해 장내 수분 분비가 억제된다는 가능 성도 보고 되었다 (Hughes et al., 1984). 본 실험에서도 loperamide에 의해 변의 수분이 감소를 확인하였으며, 대명석 곡 물추출물의 투여에 의해 변의 수분함량 증가되는 것을 확 인하였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of the Dendrobium speciosum var. on wet weights of fecal pellets in loperamide-induced constipation rats.
            Data represent the means ± SD (n = 5). Different letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). NOR; normal group, LOP; loperamide treated group, POS; loperamide and dulcolax-S (POS) treated group. DMSG-100; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract 100mg/kg treated group, DMSG-300; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract 300mg/kg treated group, DMSG- 500; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract treated 500mg/kg group.

          
          

          

        

      

      
        4. 장내 이동거리
        실험 5일째에 천연염색시약을 투여한 후 3시간 후에 실험동 물을 희생시켜 장안에 염색시약의 이동거리를 확인하였다. 정 상대조군이 전체 장의 93%로 이동한 것에 비하여 loperamide 단독 투여 군에서는 77%로 감소하여 loperamide에 의해 장의 이동거리가 감소되는 것을 확인할 수 있었다. 양성대조군은 88%로 장내 이동거리가 증가되는 것을 확인 할 수 있었다. 대명석곡을 처리한 군에서는 농도의존적으로 장의 이동거리가 증가되는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 4). Loperamide는 장 근육세포에 존재하는 오피오이드 수용체 (opioid receptor)에 결합 한 뒤 칼슘 신호전달을 차단하고, 그 결과 흥분성 신경 전달을 억제하여 장의 운동성을 감소시킨다고 알려져 있다 (Holzer, 2009). 본 실험에서도 loperamide에 의해 장내 이동 거리가 감소되는 것을 확인하였고, 대명석곡을 처리하였을 때 감소된 장내 이동거리가 증가하는 것으로 보아 대명석곡이 오 피오이드 수용체의 신호전달을 차단할 것으로 사료된다. 하지 만 정확한 작용기전에 대해서는 추가적인 연구가 필요하다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of the Dendrobium speciosum var. on intestinal transit ratio in loperamide-induced constipation rats.
            (A); graph and (B); macroscopic observation of intestinal transit ratio were presented. Data represent the means ± SD (n = 5). Different letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). NOR; normal group, LOP; loperamide treated group, POS; loperamide and dulcolax-S (POS) treated group. DMSG-100; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract 100mg/kg treated group, DMSG- 300; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract 300mg/kg treated group, DMSG-500; loperamide and D. speciosum var. aqueous extract treated 500mg/kg group.

          
          

          

        

      

      
        5. 조직병리학적 대장관내 점액질 분비효과 측정
        변비가 유발되었을 때 대장운동이 감소됨과 함께 점액질 층 의 두께가 감소한다고 알려져 있으며, 이러한 점액질의 감소 는 대장의 이동성에 영향을 주게 되어 장의 이동성이 감소한 다고 알려져 있다 (Cepinskas et al., 1993). 실험동물의 대장부 분을 적출하여 파라핀으로 고정 후 5μm 섹션을 실시하였다. 그 후에 점액질 염색을 alcian blue 염색약을 통해 광학현미경으 로 관찰한 결과 정상대조군에 비하여 loperamide 투여군에서 점액질이 감소되는 경향을 보였다. 반면에 양성대조군은 염색 되는 점액질이 증가되는 것을 확인할 수 있었고, 대명석곡을 투여한 군에서는 농도별로 점액질이 증가되는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effects of the Dendrobium speciosum var. on mucous secretion capacity in loperamide-induced constipation rats.
            (A) NOR; normal group, (B) LOP; loperamide treated group, (C) POS; loperamide and dulcolax-S (POS) treated group. (D) DMSG- 100; loperamide and D. speciosum var. water extract 100 mg/kg treated group, (E) DMSG-300; loperamide and D. speciosum var. water extract 300 mg/kg treated group, (F) DMSG-500; loperamide and D. speciosum var. water extract treated 500 mg/kg group.

          
          

          

        

        유효성분으로 이용되는 대명석곡 추출물은 변비 동물모델에 서 변의 배변개수 및 중량을 증가시키고, 변 내 수분함량을 증가시켜 배변을 부드럽게 하며, 장 운동성을 향상시켜 장내 변의 이동거리를 증가시켜 변비를 개선 또는 예방하기 위한 조성물로서 유용하게 사용할 수 있다고 생각된다. 또한, 상기 대명석곡 추출물은 인체에 대한 부작용이 없으므로, 식품 또 는 약품에 안전하게 적용할 수 있을 것으로 사료된다.
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