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서 론
세 이상의 남성에게서 노화현상으로 생리기능이 떨어지면서50

발생하는 여러 가지 변화 중 특히 내분비 기능을 포함하는 성기능,
의 저하가 특징적으로 나타난다1,2) 하지만 현대사회가 서구화된 식.
생활과 산업의 발달로 정신적 가 증가하고 환경오염물질IT stress ,
및 꾸준한 전자파에의 노출 흡연 음주 과로 등에 의해 성기능의, , ,
이상 성기능과 관련된 기관들의 손상이 젊은 남성층에서도 나타나,
기 시작했다3) 그리하여 성기능 이상으로 대변되는 발기부전은 비단.
중년 이상의 남성에게만 국한되는 문제가 아닌 사회 전반적으로 해
결해야 될 문제로 떠오르게 되었다.

음경의 발기부전 현상은 심인성 신경인성 내분비계 혈관성, , ,
및 음경내 등의 여러 요인에 따라 좌우되는 매우 복합적sinusoid
인 현상으로 과거에는 정신적인 스트레스나 행위불안 등의 정신적
인 이상을 원인으로 많이 보았지만 최근에는 기질적인 원인들에 대
해 연구가 진행되고 있다4).

발기부전은 음경해면체 조직 중에 정상적으로 혈액 유입이 이
루어지지 못하는 현상으로 음경이 충분히 발기되지 않거나 지속되
지 못하는 경우가 전체 성생활 중 이상 일어날 경우를 말한다25% 5).
즉 음경해면체 조직 내 혈관의 이완여부가 발기 및 발기지속에 직
접적으로 영향을 미치고 음경해면체 혈관의 이완에 영향을 줄 수
있는 물질은 발기부전에도 효과가 있을 수 있다는 것이다.

한의학적으로 성기능 장애는 을 포함하는 것으로‘ ’ ,男性不育 陽
등의 병증에 해당, , , , , , ,痿 强中 早泄 遺精 不射精 精冷 精少 血精

한다6) 이 중 발기부전에 해당하는 는. ,陽痿 性交不能症 性交無能症
으로서 주된 원인은 腎虛7)이며 할 수 있는 약물들이 자주溫補腎陽
사용되어왔다.
연자육은 수련과에 속하는 다년생 수생식물인 연꽃의 성숙한 종

자를 건조한 것으로 가 하고 하며 에 귀, , ,性味 甘澁 平無毒 心 脾 腎經
경하고 시키는 효능을 가지고 있다, ,益腎固精 養心安神 補脾止瀉 8,9).

연자육에 대한 실험적 연구로 혈전 억제 및 뇌허혈 모델 보호
효과에 대한 보고10,11) 염증 억제 및 항산화효과에 대한 보고, 12-17)가
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있고 이외에 항 우울 효과18-21)와 멜라닌 합성 저해에 대한 보고22)
가 있지만 연자육이 음경해면체 혈관의 이완에 미치는 영향에 대해
서는 거의 보고된 바가 없다.

이에 본 실험에서는 연자육 추출물이 음경해면체 혈관의 이완
에 미치는 영향과 그 기전에 대해서 내피세포성 이완인자를 중심으
로 한 와 조직화학적 방법을 통하여 확인하고자organ bath study
한다.

재료 및 방법
실험동물1.

에는 체중 사이의Organ bath study 2.0~2.5 kg New
수컷 토끼 샘타코 한국 를 사용하였고 조직화학적Zealand white ( , )

실험에는 주령의 중앙실험동물센터 를 사용하였으10 SHR/Izm Rat ( )
며 고형사료와 물을 충분히 공급하면서 주 이상 실험실 환경에 적1
응시킨 후 본 실험에 사용하였다.

본 동물실험은 세명대학교 동물실험윤리위원회의 승인(smeac
하에 실시되었다14-10-04) .

연자육 추출물 제조2.
에 연자육Flask (Nelumbinis Semen 과) 200 g 70% EtOH
을 함께 넣고 수욕상에서 시간 추출한 다음1500 24 rotary㎖

로 감압 농축하였으며 농축한 용액을 동evaporator(Eyela, Japan) ,
결건조기로 건조하였다 위와 같은 방법으로 다시 회 더 반복하여. 2
총 의 분말을 얻었으며 이를 실험에 사용하였다26.5 g .

음경해면체 혈관이완 기전에 관한 실험3.
해면체절편의 제작1)
토끼를 정맥주사 으로 마취한 다음 음경을urethane(0.6 g/ , )㎏

적출하여 modified krebs-ringer bicarbonate solution(125.4
mM NaCl, 4.9 mM KCl, 2.8 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 15.8
mM NaHCO3, 1.2 mM KH2PO4 에서, 12.2 mM glucose, pH 7.4)
음경해면체 주위의 백막을 제거한 다음 크기의 해면체절2×2×6 ㎜
편을 만들었다.

등장성 수축 측정2)
해면체절편은 의95% O2와 의5% CO2 혼합가스로 포화된 37 ℃

의 이modified krebs-ringer bicarbonate solution peristaltic
를 통하여 의 속도로 흐르고 있는 용량pump 3 /min organ bath(㎖
에 현수하였다 해면체절편의 한쪽 끝은 의 바닥1.5 ) . organ bath㎖

에 고정시키고 다른 쪽은 에 연결하여 장력을 측정force transducer
하고 그 결과를 로 기록하였다physiograph(PowerLab, Australia) .
실험시작 전 해면체절편을 에서 시간 안정시킨 후organ bath 1

micromanipulator(Narishige N2 를 이용하여 피동장력, Japan) 1.5
을 가하고 다시 시간 안정시킨 다음 실험을 진행하였으며 연속되g 1 ,
는 실험에는 다른 처치 전에 다시 시간 안정시킨 다음 시행하였다1 .

으로 수축된 해면체에서의 수축변화 측정(1) Phenylephrine(PE)
해면체절편에 을 투여하여 수축을 유발시킨 다음 연자PE 1 µM

육 추출물을 농도별 로 투여하(0.01, 0.03, 0.1, 0.3, 1.0, 3.0 / )㎎ ㎖

여 수축의 변화를 기록하였다.
이 해면체 이완효과에 미치는 영향(2) Indomethacin(IM)

해면체절편을 먼저 로 분간 처치하고 을IM 10 µM 15 PE 1 µM
투여하여 수축을 유발시킨 다음 연자육 추출물(0.1, 0.3, 1.0, 3.0

을 투여하여 을 전처치하지 않은 경우와 수축의 변화를 비/ ) IM㎎ ㎖
교하였다.

가 해면체 이완효과에(3) Tetraethylammonium chloride(TEA)
미치는 영향

해면체절편을 로 분간 전처치하고 을TEA 10 µM 15 PE 1 µM
투여하여 수축을 유발시킨 다음 연자육 추출물(0.1, 0.3, 1.0, 3.0

을 투여하여 를 전처치하지 않은 경우와 수축의 변화를/ ) TEA㎎ ㎖
비교하였다.

이 해면체 이완효과에 미치는(4) N -nitro-L-arginine(L-NNA)ω
영향

해면체절편을 로 분간 전처치하고 을L-NNA 10 µM 15 PE 1 µM
투여하여 수축을 유발시킨 다음 연자육 추출물(0.1, 0.3, 1.0, 3.0

을 투여하여 을 전처치하지 않은 경우와 수축의 변화/ ) L-NNA㎎ ㎖
를 비교하였다.

가 해면체 이완효과에 미치는 영향(5) Methylene blue(MB)
해면체절편을 로 분간 전처치하고 을 투여MB 1 µM 15 PE 1 µM

하여 수축을 유발시킨 다음 연자육 추출물(0.1, 0.3, 1.0, 3.0 /㎎
을 투여하여 를 전처치하지 않은 경우와 수축의 변화를 비교) MB㎖

하였다.
연자육의 전처치에 따른(6) Ca2+ 의존성 수축변화 측정

해면체절편을 Ca2+ 에서 연자육 추출물-free solution (3.0 /㎎
로 분간 전처치하고 을 투여하여 수축을 유발시킨 다) 10 PE 1 µM㎖

음 Ca2+ 을 투여하여 연자육을 전처치하지 않은 경우와 수축1 mM
의 변화를 비교하였다.

세포실험3)
사람의 제대정맥내피세포인 human umbilical vein

은endothelial cells(HUVEC) CloneticsTM and PoieticsTM (Lonza,
에서 구입하여 번까지 사용하였으며 세포배양을USA) passage 3~7 ,

위해 endothelial cell basal medium-2(EBM-2) bullet kit
을 이용하여(Lonza, USA) 37 , 5% CO℃ 2 조건하에서 배양하였다.

배지는 사용 전EBM-2 EGM-2 SingleQuots(10% fetal bovine
serum, hydrocortisone, hFGF-B, vEGF, R3-IGF-I, ascorbic

을 넣고 잘 섞어서 사용하였다acid, hEGF, GA-1000, heparin) .
정도 한 세포는70~80% confluent HEPES-buffered saline

을 주입하여 씻어내고 을 넣solution , trypsin/EDTA solution(2 )㎖
어 에 부착된 세포를 떼어낸 후flask trypsin neutralizing solution
을 첨가하여 원심분리 분 하였다 침전물에 새로운 배지를(220 xg, 5 ) .
넣어서 하여 세포를cell count 96-well plate(5×103 에cells/well)
심은 다음 시간 동안24 CO2 에서 배양하였다incubator .

세포독성 측정(1)
배지로Endothelial cell basal medium-2(EBM-2) 37 , 5%℃

CO2 하에서 시간 배양한24 human umbilical vein endothelial
에 연자육 추출물을 농도별cells(HUVEC) (10, 30, 50, 100, 300 /㎍

로 처리한 다음 시간 배양하여 세포생존율을 로 측) 24 MTT assay㎖
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정하였다23). MTT(methylthiazol-2-yl-2, 5-diphenyl tetrazolium
를 넣고 세포 배양기에서 시간 방치하였bromide, 5 / ) 20 , 2㎎ ㎖ ㎕

다 상층액을 제거한 뒤 침전물은 를 씩 넣. formazan DMSO 200 ㎕
어 약 분간 녹였다 의 파장에서15 . 540 ELISA microplate㎚

로 흡광도를 측정하여 세포생존율을 계산하였다reader .
측정(2) Nitric oxide
생성 정도는Nitric oxide(NO) Griess reaction24)에 준하여

로 생성의 지표인 배지에 생성된 양microplate reader NO nitrite
을 측정하여 결정하였다 연자육 처리 시간 후에 배양액 에. 24 50 ㎕
Griess reagent(1% sulfanilamide, 0.1% naphtylethylene

및 인산 를 동량 혼합하여 실온에서 분간 반응시diamide 2.5% ) 10
킨 후 에서 흡광도의 변화를 측정하였다550 nm .

양의 측정은 를 농도별로 조제하여 만든Nitrite sodium nitrite
표준곡선을 이용하여 산출하였고 생성된 의 양은 로 환산, nitrite µM
하여 나타내었으며 각 실험에서 기본 대조군은 세포 배양액을 사용,
하였다.

음경해면체의 조직화학적 변화관찰4.
조직 채취 및 사전처리1)
을 로 마취시킨 다음 음경을 적출하여Rat Ether modified

krebs-ringer bicarbonate solution(125.4 mM NaCl, 4.9 mM
KCl, 2.8 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 15.8 mM NaHCO3, 1.2
mM KH2PO4 에서 음경해면체 주위의, 12.2 mM glucose, pH 7.4)
지방조직을 제거한 다음 두께로 잘랐다2 .㎜

자른 음경조직을 용액에 분간 전처치한 다음 연자PE 1 µM 10
육 추출물 용액에 다시 분간 처리하였다3.0 / 10 .㎎ ㎖

조직표본 제작2)
처리된 음경조직을 실온에서 시간동안 에 고정하였24 10% NBF

다 고정된 조직은 통상적인 방법으로 에 포매한 후. paraffin 3 ㎛
두께의 연속절편으로 제작되었다.

음경해면체 조직화학3)
음경해면체에 분포하는 민무늬근육과 아교섬유의 분포 변화를

관찰하기 위해 염색을 실시하였다 우선Masson trichrome . 50-6
용액에서 시간 동안 매염 처리한 다음 에탄올에서0 Bouin 1 70%℃
를 제거하였다 에서 분picric acid . Weigert iron hematoxylin 10

동안 반응시켜 핵 염색하고 와, Biebrich scalet-acid fuchsin
에서 각각 분간phosphomolybdic-phosphotungstic acid 15 ,

에 분간 처리하여 민무늬근육 적색 과 아교섬유 청색aniline blue 5 ( ) ( )
를 염색한 다음 광학현미경 으로 관찰하였(BX50. Olympus, Japan)
다 영상분석을 통해 음경해면체내 아교섬유에 대한 민무늬근육의.
분포비율을 계산하였다.

음경해면체 면역조직화학4)
음경해면체의 발기기전에 관여하는 분포 변화를 관찰하eNOS

기 위해 면역조직화학적 염색을 실시하였다 우선 음경절편을.
에 분 동안 과정을 거친 후proteinase K (20 / ) 5 proteolysis㎍ ㎖

인 에서 시간 동안 반blocking serum 10% normal goat serum 2
응시켰다 그리고 차 항체인. 1 mouse anti-eNOS (1:100, Santa

에 에서 시간 동안 반응Cruz Biotec) 4 humidified chamber 72℃

시켰다 그런 다음 차 항체인. 2 biotinylated goat anti-mouse
에 실온에서 시간 하였고 그런IgG2a (1:100, DAKO, USA) 24 link ,

다음 에 시간 동avidin biotin complex kit (Vector Lab, USA) 1
안 실온에서 반응시켰다 과. 0.05% 3,3'-diaminobenzidine 0.01%
이 포함된 완충용액 에서 발색시킨 후HCl 0.05M tris-HCl (pH 7.4) ,

으로 대조염색하였다 영상분석을 통해 음경해면체내hematoxylin .
의 반응을 계산하였다eNOS .
영상분석5)
조직화학과 면역조직화학의 결과의 수치화를 위해 Image pro

을 이용한 영상분석Plus (Media Cybernetic, USA) (image
을 실시하였다analysis) .

통계처리5.
실험결과는 평균과 표준편차로 나타내었고 해면체 수축의 변화,

는 실제 수축의 크기와 를 투여하여 유발된 최고 수축에 대한 백PE
분율로 표현하였다.

실험결과의 비교는 로 유의성을 검증하였다student's t-test .

결 과
로 수축된 해면체에서의 수축변화1. PE
에 의한 최대수축 에 비하여 연자육 추PE 0.93 ± 0.16 g(100%)

출물을 농도별로 투여하였을 때 에서1.0 / 0.59 ± 0.17㎎ ㎖
에서 의g(62.5%, p<0.01), 3.0 / 0.23 ± 0.10 g(24.5%, p<0.001)㎎ ㎖

수축을 나타내어 유의성 있는 이완효과를 확인할 수 있었다(Fig. 1).

F ig . 1 . N S e x tra c t- in d u c e d co n ce n tra t io n -d e p e n d e n t re la x a t io n o f
iso la te d ra b b it c o rp u s ca v e rn o sum (n= 6 ). R e p re se n ta t iv e t ra c in g s a re
sh o w n a s th e re la x a t io n o f co rp u s ca v e rn o sa l s tr ip b y cum u la t iv e a d d it io n
o f 0 .0 1 / to 3 .0 / N S e x t ra c t a t th e p la te a u o f P E - in d u ce d㎎ ㎖ ㎎ ㎖
co n tra c t io n . P E , p h e n y le p h r in e 1 µM ; N S , N e lum b in is S em en e x tra c t ( / )㎎ ㎖
; W /O , w a sh o u t o r ch a n g e o f b a th m e d ium w ith a so lu t io n to w h ic h n o
d ru g is a p p lie d .

이 해면체 이완효과에 미치는 영향2. IM
을 전처치 하지 않은 경우 에 의한 최대수축IM PE 1.17 ± 0.26
에 비하여 연자육 추출물을 농도별로 투여하였을 때g(100%) 1.0 ㎎

에서 에서/ 0.70 ± 0.22 g(59.3%, p<0.001), 3.0 / 0.39 ±㎖ ㎎ ㎖
의 수축을 나타내어 유의성 있는 이완효과0.17 g(32.6%, p<0.001)

를 보였다.
을 전처치한 경우 에 의한 최대수축IM PE 0.87 ± 0.23
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에 비하여 연자육 추출물을 농도별로 투여하였을 때g(100%) 0.3 ㎎
에서 에서/ 0.63 ± 0.23 g(70.9%, p<0.05), 1.0 / 0.37 ±㎖ ㎎ ㎖

에서0.14 g(42.2%, p<0.001), 3.0 / 0.16 ± 0.09 g(17.8%,㎎ ㎖
의 수축을 나타내어 유의성 있는 이완효과를 보였다p<0.001) .

실험결과 을 전처치 하지 않은 경우와 을 전처치한 경우를IM IM
비교하였을 때 이완효과의 변화를 관찰할 수 없었다(Fig. 2).

F ig . 2 . E f fe c ts o f N S e x tra c t o n P E -p re co n tra c te d ra b b it co rp u s
ca v e rn o sum in th e ab se n ce an d p re se n ce o f IM (n = 1 1 ). R e p re se n ta t iv e
t ra c in g s a re sh o w n a s th e re la x a t io n o f co rp u s ca v e rn o sa l s tr ip b y N S
e x t ra c t (0 .1 , 0 .3 , 1 .0 a n d 3 .0 / ) a t th e p la te a u o f P E - in d u ce d co n tra c t io n㎎ ㎖
in IM tre a te d o r IM n o n - t re a te d co rp u s ca v e rn o sum . P E , p h e n y le p h r in e 1
µM ; N S , N e lum b in is S em e n e x tra c t ( / ) ; IM , in d om e th a c in 1 0 µM ;㎎ ㎖
W /O , w a sh o u t o r ch a n g e o f b a th m e d ium w ith a so lu t io n to w h ich n o
d ru g is a p p lie d .

가 해면체 이완효과에 미치는 영향3. TEA
를 전처치 하지 않은 경우 에 의한 최대수축TEA PE 1.15 ±

에 비하여 연자육 추출물을 농도별로 투여하였을 때0.18 g(100%)
에서 에서1.0 / 0.74 ± 0.20 g(63.7%, p<0.01), 3.0 / 0.32㎎ ㎖ ㎎ ㎖

의 수축을 나타내어 유의성 있는 이완효± 0.14 g(28.0%, p<0.001)
과를 보였다.

를 전처치한 경우 에 의한 최대수축TEA PE 1.08 ± 0.22
에 비하여 연자육 추출물을 농도별로 투여하였을 때g(100%) 1.0 ㎎

에서 에서/ 0.72 ± 0.20 g(65.9%, p<0.01), 3.0 / 0.27 ±㎖ ㎎ ㎖
의 수축을 나타내어 유의성 있는 이완효과0.09 g(24.6%, p<0.001)

를 보였다.
실험결과 를 전처치 하지 않은 경우와 를 전처치한 경TEA TEA

우를 비교하였을 때 이완효과의 변화를 관찰할 수 없었다(Fig. 3).

4. L 가 해면체 이완효과에 미치는 영향-NNA
L 를 전처치 하지 않은 경우 에 의한 최대수축-NNA PE 0.99 ±

에 비하여 연자육 추출물을 농도별로 투여하였을 때0.14 g(100%)
에서 에서1.0 / 0.63 ± 0.09 g(64.5%, p<0.001), 3.0 /㎎ ㎖ ㎎ ㎖

의 수축을 나타내어 유의성 있는0.34 ± 0.09 g(34.7%, p<0.001)
이완효과를 보였다.

L 를 전처치한 경우 에 의한 최대수축-NNA PE 1.20 ± 0.18
에 비하여 연자육 추출물을 농도별로 투여하였을 때g(100%) 1.0 ㎎

에서 에서/ 1.04 ± 0.15 g(88.0%, p<0.05), 3.0 / 0.74 ±㎖ ㎎ ㎖
의 수축을 나타내어 유의성 있는 이완효과0.17 g(63.2%, p<0.001)

를 보였다.
실험결과 L 를 전처치하지 않은 경우에 비하여-NNA L 를-NNA

전처치한 경우 연자육 추출물 에서 이완효과가0.3, 1.0, 3.0 /㎎ ㎖
유의성 있게 억제되었다(Fig. 4).

F ig . 3 . E f fe c ts o f N S e x tra c t o n P E -p re co n tra c te d ra b b it c o rp u s
c a v e rn o sum in th e ab se n ce an d p re se n c e o f T EA (n= 9 ). R e p re se n ta t iv e
t ra c in g s a re sh o w n a s th e re la x a t io n o f co rp u s ca v e rn o sa l s t r ip b y N S
e x t ra c t (0 .1 , 0 .3 , 1 .0 a n d 3 .0 / ) a t th e p la te a u o f P E - in d u ce d co n tra c t io n㎎ ㎖
in T EA tre a te d o r T EA n o n - t re a te d co rp u s ca v e rn o sum . P E , p h e n y le p h r in e 1
µM ; N S , N e lum b in is S em e n e x t ra c t ( / ) ; T E A , te t ra e th y lam m o n ium㎎ ㎖
ch lo r id e 1 0 µM ; W /O , w a sh o u t o r c h a n g e o f b a th m e d ium w ith a
so lu t io n to w h ic h n o d ru g is a p p lie d .

F ig . 4 . E f fe c ts o f N S e x tra c t o n P E -p re co n tra c te d ra b b it c o rp u s
c a v e rn o sum in th e ab se n ce an d p re se n ce o f L-N N A (n = 9 ).
R e p re se n ta t iv e t ra c in g s a re sh o w n a s th e re la x a t io n o f co rp u s ca v e rn o sa l
s t r ip b y N S e x t ra c t (0 .1 , 0 .3 , 1 .0 a n d 3 .0 / ) a t th e p la te a u o f P E - in d u ce d㎎ ㎖
co n tra c t io n in L-N N A tre a te d o r L-N N A n o n - t re a te d co rp u s ca v e rn o sum . P E ,
p h e n y le p h r in e 1 µM ; N S , N e lum b in is S em en e x t ra c t ( / ) ;㎎ ㎖ L-N N A , N ω
-n it ro -L -a rg in in e 1 0 µM ; W /O , w a sh o u t o r ch a n g e o f b a th m e d ium w ith
a so lu t io n to w h ic h n o d ru g is a p p lie d .

가 해면체 이완효과에 미치는 영향5. MB
를 전처치 하지 않은 경우 에 의한 최대수축MB PE 1.02 ±

에 비하여 연자육 추출물을 농도별로 투여하였을 때0.15 g(100%)
에서 에서0.3 / 0.80 ± 0.12 g(78.4%, p<0.05), 1.0 / 0.62㎎ ㎖ ㎎ ㎖

에서± 0.15 g(61.0%, p<0.001), 3.0 / 0.27 ± 0.12 g(26.8%,㎎ ㎖
의 수축을 나타내어 유의성 있는 이완효과를 보였다p<0.001) .
를 전처치한 경우 에 의한 최대수축MB PE 1.04 ± 0.12
에 비하여 연자육 추출물을 농도별로 투여하였을 때g(100%) 0.3 ㎎

에서 에서/ 0.86 ± 0.14 g(82.3%, p<0.05), 1.0 / 0.65 ±㎖ ㎎ ㎖
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에서0.16 g(62.4%, p<0.001), 3.0 / 0.25 ± 0.12 g(24.3%,㎎ ㎖
의 수축을 나타내어 유의성 있는 이완효과를 보였다p<0.001) .

실험결과 를 전처치 하지 않은 경우와 를 전처치한 경우MB MB
를 비교하였을 때 이완효과의 변화를 관찰할 수 없었다(Fig. 5.).

F ig . 5 . E f fe c ts o f N S e x tra c t o n P E -p re co n tra c te d ra b b it co rp u s
ca v e rn o sum in th e a b se n c e a n d p re se n c e o f M B (n = 1 1 ). R e p re se n ta t iv e
t ra c in g s a re sh o w n a s th e re la x a t io n o f co rp u s ca v e rn o sa l s tr ip b y N S
e x t ra c t (0 .1 , 0 .3 , 1 .0 a n d 3 .0 / ) a t th e p la te a u o f P E - in d u ce d co n tra c t io n㎎ ㎖
in M B tre a te d o r M B n o n - t re a te d co rp u s ca v e rn o sum . P E , p h e n y le p h r in e 1
µM ; N S , N e lum b in is S em en e x t ra c t ( / ) ; M B , m e th y le n e b lu e 1 µM ;㎎ ㎖
W /O , w a sh o u t o r ch a n g e o f b a th m e d ium w ith a so lu t io n to w h ich n o
d ru g is a p p lie d .

연자육의 전처치에 따른6. Ca2+ 의존성 수축의 변화
Ca2+이 제거된 상태의 에서 의 투여krebs-ringer solution PE

로 수축을 유발시킨 후 Ca2+ 을 투여하였을 때1 mM 1.32 ± 0.4 g
의 수축을 나타내었다.

반면 Ca2+이 제거된 상태의 에서 연자육krebs-ringer solution
추출물 을 전처치한 다음 의 투여로 수축을 유발시킨(3.0 / ) PE㎎ ㎖
후 Ca2+ 을 투여하였을 때 의 수축을1 mM 0.81 ± 0.2 g(p<0.01)
나타내어, Ca2+ 투여로 인한 수축의 증가는 연자육 추출물의 전처치
에 의해 유의성 있게 감소되었다(Fig. 6).

F ig . 6 . E f fe c ts o f N S e x tra c t o n ca lc ium in d u c e d co n tra c t io n o f co rp u s
ca v e rn o sa l s tr ip in c a lc ium fre e m ed ia (n = 8 ). R e p re se n ta t iv e t ra c in g s a re
sh ow n a s th e co n tra c t io n o f c o rp u s c a v e rn o sa l s tr ip b y ca lc ium ch lo r id e a t
th e p la te a u o f P E - in d u ce d co n tra c t io n in N S tre a te d o r N S n o n - t re a te d
co rp u s ca v e rn o sum in C a 2+ - f re e k re b s - r in g e r so lu t io n . P E , p h e n y le p h r in e 1
µM ; C a , c a lc ium ch lo r id e 1 m M ; N S , N e lum b in is S em en e x tra c t 3 .0 /㎎ ㎖
; W /O , w a sh o u t o r ch a n g e o f b a th m ed ium w ith a so lu t io n to w h ich n o
d ru g is a p p lie d .

연자육의 세포독성 측정7.
에 연자육Human umbilical vein endothelial cell(HUVEC)

추출물을 농도별로 시간 처치한 후 를 통해 세포 생24 MTT assay
존율을 측정한 결과 연자육 추출물의 농도 10, 30, 50, 100, 300

에서 모두 세포 생존율에 변화가 없었다/ (Fig. 7).㎍ ㎖

F ig . 7 . E f fe c ts o f N S e x t ra c t o n th e v ia b ility o f h um an um b ilic a l v e in
e n d o th e lia l c e ll(H U V EC ). R e p re se n ta t iv e b a rs a re sh o w n a s th e ce ll
v ia b ility in H U V EC tre a te d w ith N S e x t ra c t (1 0 , 3 0 , 5 0 , 1 0 0 a n d 3 0 0 / )㎍ ㎖
fo r 2 4 h r a t 3 7 . N S , N e lum b in is S em en e x t ra c t .℃

연자육이 의 생성에 미치는 영향8. NO
에 연자육Human umbilical vein endothelial cell(HUVEC)

추출물을 농도별로 시간 처치한 후 량을 측정하였을 때24 NO
에서 측정된 량인 에 비하여 연자육 추control NO 4.18 ± 0.02 µM

출물 의 농도에서 의 농도에서10 / 4.25 ± 0.01 µM, 30 /㎍ ㎖ ㎍ ㎖
의 농도에서4.27 ± 0.15 µM, 50 / 4.28 ± 0.03 µM, 100 /㎍ ㎖ ㎍

의 농도에서 의 농도에서4.30 ± 0.01 µM, 300 / 4.30 ±㎖ ㎍ ㎖
의 가 측정되어 유의성 있는 증가를 보였다0.03 µM NO (Fig. 8).

F ig . 8 . E f fe c ts o f N S e x tra c t o n n it r ic o x id e co n ce n tra t io n in h um an
um b ilic a l v e in e n d o th e lia l c e ll(H U V EC ). R e p re se n ta t iv e b a rs a re sh o w n a s
th e n it r ic o x id e co n ce n tra t io n in H U V EC tre a te d N S e x tra c t (1 0 , 3 0 , 5 0 , 1 0 0
a n d 3 0 0 / ) fo r 2 4 h r a t 3 7 . N S , N e lum b in is S em en e x tra c t ; N O ,㎍ ㎖ ℃
n it r ic o x id e ; * * * p < 0 .0 0 1 ; * * p < 0 .0 0 5 ; * p < 0 .0 5 com p a re d w ith C o n tro l

음경해면체내 민무늬근 분포 변화9.
조직화학적 실험결과 아교섬유는 음경해면체 중심부와 가쪽 백

색막 주변부에서 관찰되었다 민무늬근육은 음경해면체에 분포하는,
아교섬유 사이공간에서 관찰되었는데 특히 연자육처리군에서는 음,
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경해면체 중심부에 분포하는 아교섬유사이에서 많이 관찰되었다
(Fig. 9).

영상분석결과 음경해면체내 아교섬유에 대한 민무늬근육의 분
포비율은 대조군에서는 처리군에는 그리고 연1 : 0.06, PE 1 : 0.02
자육처리군에서는 로 나타났다1 : 0.08 .

F ig . 9 . R e su lts o f M a s so n tr ic h rom e 's s ta in fo r P e n is (X 4 0 ). A . C o n tro l
g ro u p . B . P E g ro u p . C . N S g ro u p . C C P , co rp u s c a v e rn o sum o f p e n is ; C S P ,
co rp u s sp o n g io sum o f p e n is ; D O R , d o rsa l re g io n o f p e n is .

음경해면체내 분포 변화10. eNOS
면역조직화학적 실험결과 양성반응은 음경해면체 중심부eNOS

주변의 나선동맥의 민무늬근육에서 관찰되었다(Fig. 10).
영상분석결과 대조군은 처리군2,238±162/1,000,000 pixel, PE

은 그리고 연자육처리군은1,398±77/1,000,000 pixel
로 나타났다55,052±2,398/1,000,000 pixel .

F ig . 1 0 . Im m u no h is to ch em is t ry o f eN O S in P e n is (x 4 0 0 ). A . C o n tro l
g ro u p . B . P E g ro u p . C . N S g ro u p . H , h e lic in e a rte ry in C C P ; S , S in u s in C C P ;
S V , sm a ll v e in ; a r ro w , e N O S p o s it iv e re a c t io n .

고 찰
발기부전은 성기능 장애 중에서 가장 많은 부분을 차지하고 있

으며 이러한 증상의 치료를 원하는 환자들이 점차 늘어나고 있어
이에 대한 효과적인 진단과 치료가 필요하다.

현재 발기부전의 치료로 정신치료 약물요법 음압 팽창기구, , ,
혈관수술 음경보형물의 삽입 등이 있는데 이 중 수술이나 주사 등, ,
의 침습적인 방법보다는 비침습적인 약물을 복용하는 치료가 절실
히 요구되고 있다4,25) 이에 따라 생약의 특성인 부작용을 최소화하.
는 경구용 성기능 장애 치료약물에 대한 관심이 높아지고 있다.

음경평활근의 이완에는 중 하나인 가 중요한 역할EDRF NO 26)

을 하는데 해면체혈관계에 해당되는 발현으로 가 합성되, eNOS NO
며 이 가 평활근 세포 내로 확산되어 세포내 칼슘 농도를 감소NO
시키고 해면체 평활근과 소동맥을 이완 및 확장시켜 발기가 유발,

27-30)된다 그러므로 음경해면체 혈관의 이완효과를 관찰하기 위해서.
는 와 의 생성을 관찰해볼 필요가 있다eNOS NO .

발기부전에 대한 실험적 연구로 리 등31)은 석창포 에탄올 추출
물의 음경해면체 평활근 이완효과 및 그 기전을 규명하기 위해 방
사면역분석법을 이용하여 와 를 측정하였고 병태동물모cGMP cAMP ,
델의 음경해면체 내압을 직접 측정하는 방법을 사용하였다 또한 백.
등32)은 의 성기능 개선 효능을 규명하기 위해 로 발기ethanol蜈蚣
부전을 유도한 흰쥐의 혈액 및 음경해면체를 적출하여 및cGMP

활성 등을 측정하고 해면체 신경 절제 실험과guanylate cyclase
같은 방법을 이용하여 음경 발기능도 측정하였으며 손 등, 33)도 覆盆
의 성기능 개선 효과에 대해 알기 위해 음경해면체내 활성NOS子

과 함량을 측정하였다 이상의 연구들은 모두 음경해면체내nitrite .
효소활성 및 내압의 증가로써 발기부전에 대한 효과를 규명하는 방
법을 사용하였고 직접적인 이완을 측정하지는 못하였다, .

이에 본 실험은 연자육 추출물이 음경해면체의 이완에 직접적
으로 미치는 영향과 그 작용기전은 를 통하여organ bath study ,

의 생성은 조직화학적 방법을 통하여 연구해보았다eNOS .
실험 결과 에 의한 최대수축에 대하여 연자육 추출물을 농도PE

별로 투여하였을 때 에서 이완효과가 유의하게 나타1.0, 3.0 /㎎ ㎖
났으며 이를 통해 음경해면체 평활근에 대한 연자육 추출물의 이완,
효과를 확인할 수 있었다.

또한 indomethacin(IM), tetraethylammonium chloride
를 전처치 하지 않은 경우와 이들을 전(TEA), methylene blue(MB)

처치한 경우를 비교하였을 때 모두 이완효과에 유의성 있는 변화를
관찰할 수 없었으며, n -nitro-L-arginine(ω L 의 경우-NNA) , L-NNA
를 전처치하지 않은 경우에 비하여 L 를 전처치한 경우 이완효-NNA
과가 유의성 있게 억제되어 나타났다.

해면체 평활근을 이완시키는 인자로 prostacyclin,
endothelium-derived hyperpolarizing factor(EDHF), nitric

가 있고oxide(NO) , IM34)은 의 생성을 차단하여 이완을prostacyclin
억제시키는데 의 전처치가 음경해면체의 이완효과에 영향을 미, IM
치지 않았으므로 연자육 추출물의 음경해면체 이완효과는

의 작용과 관련이 없음을 알 수 있다prostacyclin .
또한 는TEA KCa-channel blocker35,36)로서 통로를 활성, K+

화시키고 세포막의 과분극을 유발하는 의 작용을 차단하여 음EDHF
경해면체 이완을 억제시키는데 의 전처치가 음경해면체의 이완, TEA
효과에 영향을 미치지 않았으므로 연자육 추출물의 음경해면체 혈
관이완효과는 의 작용과도 무관하다는 것을 알 수 있다EDHF .

는 억제제로 해면체 혈관내피세포에서 생성된 가MB cGMP NO
평활근에서 농도를 증가시키는 기전을 차단하여 이완을 억제cGMP
시키는데37,38) 의 전처치가 음경해면체의 이완효과에 영향을 미, MB
치지 않았으므로 연자육의 이완효과가 를 활성화시키는 기전cGMP
과 관련이 없다고 생각할 수 있다 하지만 의 생성으로 가. NO cGMP
활성화 되므로 이 실험결과에 대해서는 추가적인 연구가 필요할 것
으로 생각된다.

반면, L-NNA39,40)는 선택적 억제제로 내피세포의eNOS
으로부터 에 의해 가 생성되는 것을 차단하여L-arginine eNOS NO

음경해면체의 이완을 억제시키는데, L 의 전처치에 의해 연자-NNA
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육의 음경해면체 이완효과가 유의하게 억제된 것은 연자육 추출물
이 에 의한 의 생성과정을 통하여 음경해면체 혈관을 이완eNOS NO
시킨다는 것을 의미한다.

세포외 Ca2+ 유입을 차단한 Ca2+ 에서 연자육 추-free solution
출물의 전처치에 의해 수축의 증가가 유의성 있게 감소되었는데 이,
결과는 연자육 추출물이 Ca2+ 유입을 차단시킴으로써 음경해면체
혈관이완에 관여하는 것으로 판단된다.

에 연자육 추출물을 처치한 후 량을 측정하였을 때HUVEC NO
에 비하여 유의성 있는 증가를 보였다control .

또한 조직화학적인 실험결과 대조군에 비하여 처리군에서, PE
아교섬유에 대한 민무늬근육의 분포비율이 줄고 연자육처리군에서는
증가되어 나타났는데 이는 의 처리로 인해 음경해면체 내 혈관, PE
이 수축되었다가 연자육을 처리함으로써 다시 확장된 것을 알 수
있다 그리고 연자육처리군에서는 대조군에 비해 양성반응도. eNOS
뚜렷이 관찰되었는데 이는 연자육 추출물이 의 생성을 촉진시eNOS
킨 것을 나타낸다.

이렇듯 및 조직화학적 실험의 결과는HUVEC L 의 전처치-NNA
여부로 알게된 연자육 추출물의 음경해면체 혈관이완효과가, eNOS
에 의한 의 생성과정에 관여함으로써 나타난다는 사실을 뒷받침NO
해주는 근거로 판단할 수 있다.

즉 본 실험을 통해 연자육 추출물은 내피세포 내에서 의, eNOS
생성 및 의 생성을 증가시켜 세포외NO Ca2+의 유입을 차단하는 경
로를 통하여 음경해면체 혈관을 이완시키는 것으로 생각된다.

결 론
연자육 추출물이 음경해면체 혈관의 이완에 미치는 영향을 검

증하고자 와 조직화학적인 방법을 통해 아래와organ bath study
같은 결과를 얻었다.

연자육 추출물은 로 최대 수축시킨 후 농도별로 투여되었을PE
때 에서 유의성 있는 이완효과를 나타냈다1.0, 3.0 / .㎎ ㎖

연자육 추출물은 과 를 전처치한 음경해면체에서는IM TEA, MB
이완효과에 영향을 미치지 않았으나, L 를 전처치한 음경해면-NNA
체에서는 이완효과를 유의하게 억제시켰다.

연자육 추출물은 Ca2+ 에서-free solution Ca2+의 첨가에 따른
음경해면체 수축의 증가를 유의하게 억제시켰다.

연자육 추출물은 에 처치한 후 관찰한 량을HUVEC NO
에 비해 유의하게 증가시켰다control .

연자육 추출물은 의 음경해면체 조직에 처치하였을 때SHR PE
처치군에 비하여 민무늬근의 비율과 의 양성반응을 증가시켰다eNOS .

이상의 결과 연자육 추출물은 내피세포 내에서 의 생성, eNOS
및 의 생성을 증가시켜 세포외NO Ca2+의 유입을 차단하는 경로를
통하여 음경해면체 혈관을 이완시키는 것으로 생각된다.
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