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            초록
          
        

        
          This study investigated the effects of insoluble dietary fibers from pine (Pinus radiata D. Don) inner bark powder (PIBP) on loperamide constipation in rats. Male Sprague-Dawley rats were administered PIBP in their diets at concentrations of 5% and 10% for 4 weeks. Rats were divided in to four groups, normal diet group (Cont), a normal diet and loperamide group (Lop), 5% PIBP experimental diet and loperamide group (Lop+PIBP 5%), and 10% PIBP experimental diet and loperamide group (Lop+PIBP 10%). Constipation was induced by oral administration of loperamide (2 mg/kg, twice per day) for the last three days of the experiment. Food intake, body weight, properties of feces, gastrointestinal transit time, and serum lipid profiles were measured. When compared with the normal diet and loperamide group (Lop), there were increases in fecal pellet number (p<0.05), wet weight (p<0.001), and water content (p<0.001). Positive results were derived from relevant indicators to improve constipation. In addition, the number of fecal pellets in the colon was not significant, and decreased as PIBP content increased. PIBP had a concentration-dependent effect on reduction of total cholesterol, LDL-cholesterol, and triglycerides and elevation of HDL-cholesterol. These results indicate that PIBP may effectively prevent constipation.
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      서  론
      오늘날 현대인들은 생활 스트레스와 불규칙한 식사, 섬유소 및 수분 섭취 부족, 운동 부족 등으로 소화기 계통에 불편함을 느끼고, 소화 능력 부족으로 변비가 발생하고 있다. 변비가 오래 지속되면 만성 변비 또는 대장 질환에 걸리고, 심지어 대장암까지 발전하는 경우도 있다(Lee JJ 등 2008). 임상 의학에서는 2006년 개정된 로마기준 Ⅲ을 일반적인 변비 진단기준으로 사용하고 있다. 과도한 힘주기, 딱딱한 변, 잔변감, 항문 폐쇄감, 원활한 배변을 위해 부가적인 처치, 일주일에 3회 미만으로 하는 배변 중 두 가지 이상 증상이 6개월 전부터 시작됐고, 최근 3개월 동안 지속된 경우를 변비로 정의한다(Longstreth GF 등 2006). 2016년 국민건강보험공단 자료(National Health Insurance Service 2016)에 따르면 변비 발병률이 남성보다 여성이 1.4배 높고, 9세 이하 어린이(15만 9천명, 25.8%)보다 70대 이상 노인(17만 명, 27.6%)에게 더 흔하게 나타나는 증상으로 보고됐다(Heaton KW 등 1992; Camilleri M 등 2008).

      임상 진료지침에서 식이섬유 섭취는 변 중량을 증가시키고, 장 통과시간을 단축시키는데 도움을 줄 수 있다고 제시하고 있다(Jeon HH & Park HJ 2012). 그동안 식이섬유는 사람 몸속에서 소화·분해되지 않는다는 이유로 영양소로써 주목받지 못했다. 그러나 소장에서 그대로 대장으로 내려가 장관을 통과하는 동안 다양한 장 기능 개선 효과를 나타낼 수 있어 최근에 다시 주목받고 있다(Ministry of Health and Welfare 2015).

      식이섬유(total dietary fiber)는 신체에 미치는 생리작용에 따라 불용성 식이섬유와 수용성 식이섬유로 나뉜다. 불용성 식이섬유(insoluble dietary fiber)를 섭취해서 잔여물이 되면, 몸속의 수분을 흡수해서 보유하는 능력이 높아져 변이 묽어진다. 묽어진 변은 장관 안에서 연동운동을 촉진시켜 분변이 대장을 통과하는 시간을 단축시킨다. 결국 분변이 부드러워지고 양이 많아져 변비를 사전에 예방하거나 해소하는 역할을 할 수 있다(Heller SS 등 1980; Stevens J 등 1988; Gordon DT 1992; Cummings JH 1993). 반면에, 수용성 식이섬유(soluble dietary fiber)는 위 장관에서 음식물이 머무는 시간을 늘려 포만감을 느끼게 한다. 장내에서 영양소의 흡수를 지연시키고, 담즙산이나 콜레스테롤과 같은 스테로이드 흡수를 억제해 분비를 촉진시켜 재순환을 방해한다. 이외에 혈중 콜레스테롤 감소, 관상동맥질환 예방, 대장암 발병률 감소 등이 수용성 식이섬유의 기능으로 보고됐다(Krotkiewski M 1987; Marlett JA 1997; Brown L 등 1999; Jenkins DA 등 2000; Saltzman E 등 2001; Ministry of Health and Welfare 2015).

      송기(松肌)는 소나무 속껍질(pine inner bark)로 흉년이나 춘궁기에 기근을 달래기 위해 먹었던 구황식품으로 활용해왔다. 봄철 두꺼운 겉껍질을 벗기면 나오는 부드러운 속껍질을 얇게 긁어서 결대로 뜯어먹으면 단맛이 나고 배고픔을 달랠 수 있었다. 1554년(명종 9)에 흉년의 구휼 방법을 기록한 『Guhwangchwalyo(救荒撮要)』와 1766년(영조 42)에 유중임이 엮은 농서인 『Jeungbosallimgyeongje(增補山林經濟)』에 다른 초근목피(草根木皮)와 함께 송기가 수록돼 있다. 오늘날 송기는 일반 가정에서 쉽게 볼 수 없는 식재료가 됐다. 그러나 수백 년 대(代)를 이어온 종가(宗家)에서는 조상의 기개와 성정(性情)을 상징하는 ‘정신적 식재료’의 가치와 함께 떡에 붉은 색을 내는 발색제와 항균 작용을 하는 용도의 식재료로써 사용해왔다(Lee CH 2016).

      소나무는 이차 성장을 통해 코르크 형성층에서 생긴 오래된 겉껍질(older bark)은 강력한 항산화제 Pycnogenol®과 같은 치료를 위한 의약품으로 사용했고, 그보다 덜 오래된 속껍질(younger bark)은 식품으로 사용해왔다(Johnson LM 1997; Cretu E 등 2013). 송기 같은 식물성 식재료의 세포에는 탄수화물과 리그닌 등 인체 소화효소로 분해되지 않는 식이섬유가 존재한다(Slavin JL 2005). 송기를 분말로 만들어 성분을 분석한 Lee CH(2016)에 의하면 송기의 총 식이섬유는 73.72 ±0.69 g/100 g, 수용성 식이섬유는 5.62±0.11 g/100 g, 불용성 식이섬유는 68.10±0.71 g/100 g으로 나타났다. 송기 분말 100 g에는 절반 이상의 식이섬유가 함유돼 있는데, 그 중에 90% 이상이 불용성 식이섬유로 분석됐다. 따라서 송기를 섭취하면 배변량이 증가하고, 활발한 장관 연동 운동에 영향을 줘 변비를 완화하는 효과가 있을 것으로 기대된다.

      실험동물에 불용성 식이섬유를 급여해 변비 개선 효과를 살펴본 선행연구를 살펴보면 다음과 같다. 식이뽕잎이 변 개수, 변 중량, 변 수분함량 증가와 장내 변 개수, 통과속도 증가, 통과시간 감소로 변비 증상을 개선하는 효과를 확인한 Lee JJ 등(2008)과 구멍쇠 미역분말을 사료로 급여해 식욕억제와 비만예방 효과를 확인하고, 장내 분변 이동률 증가 및 촉진으로 변비 해소와 장 기능 개선 효과를 확인한 Park SJ 등(2013), 불용성 함초 식이섬유를 급여해 중성지방 감소, HDL-콜레스테롤 증가, 대변량 증가, 장 통과시간 단축 및 장 점막층 회복으로 장 기능 저하를 개선하는 효과를 확인한 Kim SH 등(2014) 등 연구로 식물성 식재료의 식이섬유를 이용한 연구가 보고됐다. 그러나 불용성 식이섬유가 다량 함유돼 있는 송기의 장관 내 활발한 배변 활동이 기대됨에도 변비 개선 효과 연구는 이뤄지지 않은 실정이다.

      지금까지 송기에 관한 국내 연구는 속껍질에 함유된 페놀성 화합물의 성분을 밝히고자 proanthocyanidin을 분리해서 주요 성분구조를 분석하고 조건을 정립하는 연구(Song HK & Oh SJ 1996), 송기로 만든 떡을 조리방법(Kim SI & Han YS 1993)과 저장기간(Kim SI 등 1993)을 다르게 해서 관능검사와 기계적 텍스쳐 특성을 살펴본 연구, 그리고 송기 분말로 만든 가래떡의 품질과 저장특성을 분석한 연구(Woo MJ 등 2016)가 발표됐지만, 소수에 불과하며 건강기능성 관련 연구는 수행되지 않았다. 따라서 본 연구에서는 불용성 식이섬유 함량이 높은 송기를 실험동물 식이로 급여해 loperamide로 유도된 흰쥐의 변비 완화에 미치는 영향 지표와 개선 효과를 알아보고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료 준비
        식품의약품안전처 <식품공전(食品公典, Korean Food Standards Codex)>(Ministry of Food and Drug Safety 2016)에 “식품으로 사용할 수 있는 원료”로 공식 인정된 식품 원료인 라디아타소나무(Pinus radiata D. Don)의 사용부위 중 송기를 선정했다. 실험에 사용한 송기는 벌목과 채취가 허가된 경상북도 청도군 벌목장에서 구입했다.

        송기로 만든 떡을 조리방법에 따라 관능적·기계적 특성을 살펴본 Kim SI & Han YS(1993)와 Woo MJ 등(2016)의 연구를 참고해서, 송기 100 g당 300 mL의 물을 넣고 6시간 삶는 과정에서 질긴 송기를 부드럽게 하기 위해 송기 중량의 0.5%의 소다(탄산나트륨, Na2CO3)를 함께 넣었다. 삶은 송기를 정량하기 위해 동결건조기(PV TFD 10R, ILSHIN, Yangju, Korea)에서 72시간 동결건조하고, 일반 믹서(FMF-3300H, Hanil, Seoul, Korea)에 갈아 분말(Pine Inner Bark Powder; PIBP)로 만들어 냉동 보관해서 사용했다.

      

      
        2. 실험동물 사육 및 식이 구성
        실험동물은 5주령에 Sprague-Dawley종 수컷 흰쥐 32마리를 ㈜샘타코바이오코리아(Kyeonggi, Korea)에서 구입했다. 구입한 뒤 일주일간 물과 일반 식이를 자유롭게 먹게 하면서 실험실 환경에 적응시켰다. 사육하는 실험실 환경은 온도 22 ±1℃, 상대습도 63±5%, 12시간 명암 조건으로 조절했다. 일주일 뒤 체중을 측정해서 4개 군에 각 8마리씩 완전임의배치(completely randomized design)에 따라 구분하고, 2마리씩 분리해서 4주 동안 사육했다.

        제1군은 일반 식이를 급여하는 ‘음성대조군(Control; Cont)’, 제2군은 일반 식이를 급여하면서 loperamide로 변비를 유도하는 ‘양성대조군(Loperamide; Lop)’, 제3군은 저(低) 함량인 송기 분말 5%가 포함된 제조 식이를 급여하면서 loperamide로 변비를 유도하는 ‘저함량군(Lop+PIBP 5%)’, 제4군은 고(高) 함량인 송기 분말 10%가 포함된 제조 식이를 급여하면서 loperamide로 변비를 유도하는 ‘고함량군(Lop+PIBP 10%)’이다. 모든 실험과정과 절차는 원광대학교 동물실험윤리위원회(승인번호: WKU16-53)의 사전 심의를 얻고 윤리 규정을 준수해서 수행했다.

        동물실험 기간은 총 5주로 1주 동안 환경에 적응시킨 뒤 4주 동안 실험을 진행했다. 흰쥐 식이로 공급한 pellet형 고형사료는 ㈜두열바이오텍(Seoul, Korea)에 의뢰해 만든 AIN-76A 일반 식이와 송기 분말을 섞은 제조 식이를 사용했다. Pellet형 고형사료는 제조사에 식이 성분 구성을 의뢰해 제조했으며, Table 1과 같다. Loperamide로 변비를 유도한 흰쥐에 불용성 식이섬유 함량에 따른 변비 개선 효과를 살펴본 선행연구(Lee JJ 등 2008; Park MH 등 2011; Park SJ 등 2013; Kim SH 등 2014)를 참고해서 식이 전체 중량의 5%와 10%에 해당하는 송기 분말 함량을 연구에 적용했다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Composition of experimental diet fed in rats
          
          

        

        
          
            
              	Diet composition (g/100 g diet)
              	Groups
            

            
              	Cont
              	Lop
              	Lop+PIBP 5%
              	Lop+PIBP 10%
            

          
          
            	Casein, 30 mesh
            	20.0
            	20.0
            	20.0
            	20.0
          

          
            	DL-methionine
            	 0.3
            	 0.3
            	 0.3
            	 0.3
          

          
            	Corn starch
            	15.0
            	15.0
            	10.0
            	 5.0
          

          
            	Sucrose
            	50.0
            	50.0
            	50.0
            	50.0
          

          
            	Cellulose, BW 200
            	 5.0
            	 5.0
            	 5.0
            	 5.0
          

          
            	Corn oil
            	 5.0
            	 5.0
            	 5.0
            	 5.0
          

          
            	Mineral mix1)
            	 3.5
            	 3.5
            	 3.5
            	 3.5
          

          
            	Vitamin mix2)
            	 1.0
            	 1.0
            	 1.0
            	 1.0
          

          
            	Choline bitartrate
            	 0.2
            	 0.2
            	 0.2
            	 0.2
          

          
            	PIBP
            	-
            	-
            	 5.0
            	10.0
          

        

        
          
            Cont: normal diet group, Lop: normal diet and loperamide group, Lop+PIBP 5%: 5% of pine inner bark powder and loperamide group, Lop+PIBP 10%: 10% of pine inner bark powder and loperamide group.
          

          
            1) Mineral mix (g/kg mix): Calcium phosphate, dibasic 500, Magnesium oxide 24, Potassium citrate, 1 H2O 220, Potassium sulfate 52, Sodium chloride 74, Chromium potassium sulfate, 12 H2O 0.55, Cupric carbonate 0.3, Potassium iodate 0.01, Ferric citrate 6, Manganous carbonate 3.5, Sodium selenite 0.01, Zinc carbonate 1.6, Sucrose 118.03 to make 1 kg.
          

          
            2) Vitamin mix (g/kg mix): Vitamin A acetate 0.8, Vitamin D3 1, Vitamin E acetate 10, Menadione sodium bisulfite 0.08, Biotin (1.0%) 2, Cyanocobalamin (0.1%) 1, Folic acid 0.2, Nicotinic acid 3, Calcium pantothenate 1.6, Pyridoxine-HCI 0.7, Riboflavin 0.6, Thiamin HCI 0.6, Sucrose 978.42 to make 1 kg.
          

        

        

        음성대조군과 양성대조군은 일반 식이를 급여했고, 저함량군은 송기 분말 5%, 고함량군은 송기 분말 10%가 포함된 제조 식이를 급여했다. 네 군 중 양성대조군과 저함량군, 고함량군은 loperamide로 변비를 유도시켰다. 실험에 사용한 loperamide는 Sigma(St. Louise, MO, USA) 제품을 사용했고, 기타 실험에 사용한 시약은 일반 특급시약을 사용했다.

      

      
        3. 실험동물 처치
        4주(28일) 간 식이섭취 기간이 끝나고, 29일차부터 31일차까지 3일 동안 변비를 유도시키지 않는 음성대조군은 0.9% 생리식염수만 경구투여(p.o, per oral)했고, 변비를 유도시킬 양성대조군, 저함량군, 고함량군은 loperamide(2 mg/kg)를 0.9 % 생리식염수에 녹인 뒤 하루에 2회씩(오전 9시와 오후 9시) 3일간 경구투여했다(Park MK 등 2007; Kim DG 등 2011; Park CS 등 2013; Kim SH 등 2014). Loperamide는 설사를 치료하는 지사제로 일정 기간 연속해서 투여하면 대장 내 점액질 분비와 장 운동이 감소해 통과시간이 길어지는 증상이 나타나, 설사를 멈추게 하는 약품이지만(Schiller LR 등 1984), 설사 증상이 없는 정상일 경우에는 변비를 유발한다. 실험 31일차에 장 통과시간을 측정한 뒤 32일차에 모든 군의 실험동물을 ether로 흡입 마취해서 희생했다.

      

      
        4. 체중 변화 및 식이섭취량 측정
        실험 기간 동안 일정한 시간에 맞춰 식이섭취량과 체중을 주 1회 측정했고, 변비를 유도하는 3일 동안 매일 측정했다. 일반 식이와 조제 식이로 구분하는 실험 식이는 100 g씩 하루에 한 번 같은 시간에 공급하고, 24시간 뒤 남은 양을 측정해서 그 차이를 식이섭취량으로 계산했다. 식이섭취량은 변비를 유도하기 전 4주와 변비를 유도하는 3일, 두 기간으로 나눠 측정했다.

      

      
        5. 변 개수, 변 중량, 변 수분함량 측정
        변비 유도 전과 후로 나눠 변을 수거해서 개체 당 개수와 중량, 수분함량을 측정했다. 변비 유도 전에는 주 1회, 변비 유도 후에는 매일 측정했다. 수분함량은 변을 70℃ 드라이오븐에 24시간 동안 건조시켜 변비 유도 전과 후의 중량 차이를 비교해서 분석했다(Shimotoyodome A 등 2000; Yim JH 등 2007; Park MK 등 2007; Lee JJ 등 2008; Im JH 등 2011).

      

      
        6. 장 통과시간 측정
        변비 유도 3일째에 실험동물을 12시간 절식시킨 뒤, 장 통과 표지물질인 carmine red(Sigma, St. Louis, MO, USA)를 1 g 혼합한 식이 5 g씩을 먼저 급여해서 모두 섭취하게 했다. 표지물질 혼합 식이를 급여한 뒤 30분 간격으로 붉은색 변의 배설 여부를 확인했다. 식이를 급여한 시간으로부터 표지가 변 중에 처음 나타난 시간까지 간격을 장 통과시간으로 측정했다.

      

      
        7. 장관 내 잔류 변 개수 측정과 형태 관찰
        장관 내 변 개수는 loperamide 투여한 뒤 3일째 되는 날 맹장부터 직장까지 전체 부위를 취해 10% formaldehyde 인산염 완충액(phosphate buffered saline, PBS, pH 7.4)으로 고정해서 대장 안에 남아있는 변 개수를 측정했다. 대장 내에 남아 있는 변의 크기와 형태는 눈으로 확인했다.

      

      
        8. 혈청 지질 함량 측정
        혈청 분석을 위해 실험 종료일에 흰쥐를 마취시켜 개복한 뒤 후대정맥에서 채혈했다. 혈액을 3,000 rpm에서 10분간 원심분리해서 혈청을 분리한 뒤 자동생화학분석기(Hitachi 7600 Automatic Analyzer Series, Hitachi Co., Tokyo, Japan)를 사용해서 총 콜레스테롤, HDL-콜레스테롤, LDL-콜레스테롤, 중성지방을 측정했다.

      

      
        9. 통계 처리
        통계 처리는 SPSS statistical package(21.0 version, IBM, Armonk, NY, USA)를 사용했다. 음성대조군과 양성대조군, 양성대조군과 저함량군 또는 고함량군의 두 집단 간 평균 차이에 관한 유의성은 독립표본 T 검정(Student’s t-test)을 활용했다. 4개 군의 집단 간 평균 차이를 검정하기 위해 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)을 사용했고, 다중비교에 대한 사후검정은 Duncan’s multiple range test를 실시했다. 모든 실험 결과의 통계적 유의성은 p<0.05 수준에서 검증했다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 체중 변화 및 식이섭취량
        실험기간 동안 각 군의 체중 변화와 식이섭취량을 분석한 결과는 Table 2와 같다. 각 군의 평균 체중은 150 g씩 증가했다. 변비 유도 전(Before Inducing Constipation; BIC)과 변비 유도 후(After Inducing Constipation; AIC)의 식이섭취량을 비교하면 다음과 같다. 음성대조군은 체중 증가와 더불어 식이섭취량도 증가했다. 그러나 변비를 유도한 양성대조군과 저함량군, 고함량군은 체중이 증가했지만, 식이섭취량은 모두 감소했다. 그 중 양성대조군의 식이섭취량이 가장 낮았다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effects of PIBP on body weight and food intake in rats
          
          

        

        
          
            
              	Groups1)
              	Cont
              	Lop
              	Lop+PIBP 5%
              	Lop+PIBP 10%
            

          
          
            	Body weight (g)
            	Initial
            	202.70±2.38NS2)
            	203.06±2.22
            	203.11±1.98
            	203.16±2.00
          

          
            	Final
            	361.15±7.57NS
            	355.21±5.14
            	362.80±9.11
            	351.01±7.88
          

          
            	Body weight gain
            	158.45±5.47NS
            	152.15±5.11
            	159.69±7.73
            	147.85±7.00
          

          
            	Food intake (g/day)
            	BIC
            	19.61±0.34c
            	19.52±0.12c
            	21.46±0.58b
            	23.05±0.32a
          

          
            	AIC
            	22.34±0.47a
            	17.86±0.45b
            	18.56±0.72b
            	19.45±0.57b
          

        

        
          
            1) Abbreviations: Cont, normal diet group; Lop, normal diet and loperamide group; Lop+PIBP 5%, 5% of pine inner bark powder and loperamide group; Lop+PIBP 10%, 10% of pine inner bark powder and loperamide group; BIC, before inducing constipation; AIC, after inducing constipation.
          

          
            2) Values are Mean±S.E. (n=8). NS Not significantly different among groups. Different superscript within a row (a∼c) are significantly different at p<0.05 by one-way ANOVA with Duncan’s multiple range test.
          

        

        

        Shimotoyodomo A 등(2000)에 따르면 loperamide를 투여 시 복부가 팽만해지고 식욕이 떨어지는 증상이 나타나, 실험동물의 식이섭취량이 감소하는 것으로 밝혀진 바 있다. 또한 연속해서 loperamide를 투여하면 수축과 이완을 반복하는 대장의 연동 운동이 저하되면서 변의 이동 속도가 느려진다. 자연스럽게 배변 기간이 길어지고 대장 점액질 두께가 얇아져서 변비에 걸리는데 사람과 유사한 증상이 나타나기도 한다(Cepinskas 등 1993). 이로 인해 일반 식이를 급여해 변비를 유도한 대조군에서 변비 유도 후 식이섭취량이 가장 낮아, 식욕 저하가 나타난 결과로 볼 수 있다.

      

      
        2. 변 개수, 변 중량, 변 수분함량
        변비 유도 전과 후로 나눠 실험동물 개체 당 변 개수와 변 중량, 변 수분함량 결과는 다음과 같다(Table 3). 변비를 유도하기 전 4주 동안 각 군에서 배설한 변 개수는 음성대조군과 양성대조군이 각각 31.69±0.89개, 32.64±0.49개로 유의적인 차이가 없었으며, 송기 분말의 함량에 따라 저함량군과 고함량군은 각각 46.45±1.29개, 58.24±1.82개로 함량이 높을수록 변 개수가 유의적으로 많아지는 것으로 나타났다(p<0.001).

        
          Table 3. 
				
          

          
            Effects of PIBP on the number of fecal pellet, wet weight of fecal pellets and fecal water content in rats
          
          

        

        
          
            
              	Groups1)
              	Cont
              	Lop
              	Lop+PIBP 5%
              	Lop+PIBP 10%
            

          
          
            	BIC
            	No. of fecal pellet (count/day)
            	31.69±0.89c2)
            	32.64±0.49c
            	46.45±1.29b###
            	58.24±1.82a###
          

          
            	Wet weight of fecal pellet (g/day)
            	 3.59±0.04c
            	 3.55±0.07c
            	 4.78±0.10b###
            	 6.20±0.20a###
          

          
            	Fecal water content (%)3)
            	18.02±0.48NS
            	19.08±0.57
            	19.17±0.92
            	19.77±0.89
          

          
            	AIC
            	No. of fecal pellet (count/day)
            	25.16±1.43a
            	14.49±1.13c***
            	19.15±1.43b#
            	23.34±1.46a###
          

          
            	Wet weight of fecal pellet (g/day)
            	 2.89±0.09a
            	 1.49±0.05c***
            	 2.41±0.05b###
            	 3.06±0.06a###
          

          
            	Fecal water content (%)
            	19.61±2.08b
            	22.82±2.16ab
            	25.50±0.17a
            	28.16±2.28a
          

        

        
          
            1) Abbreviations: Cont, normal diet group; Lop, normal diet and loperamide group; Lop+PIBP 5%, 5% of pine inner bark powder and loperamide group; Lop+PIBP 10%, 10% of pine inner bark powder and loperamide group; BIC, before inducing constipation; AIC, after inducing constipation.
          

          
            2) Values are Mean±S.E. (n=8). NS Not significantly different among groups. Different superscript within a row (a∼c) are significantly different at p<0.05 by one-way ANOVA with Duncan’s multiple range test. *** p<0.001 vs. Cont, #p<0.05 and ###p<0.001 vs. Lop by Student’s t-test.
          

          
            3) Fecal water content (%): {wet weight of fecal pellet (g) - dry weight of fecal pellet (g)}/wet weight of fecal pellet (g) × 100
          

        

        

        변비를 유도한 후, 양성대조군의 변 개수가 절반 이하로 감소했고, 변비를 유도하지 않은 음성대조군과 비교했을 때 유의적인 감소를 보여 변비 증상이 나타난 것을 알 수 있다(p<0.001). 변 개수가 현저히 감소한 양성대조군과 동일하게 변비를 유도한 송기 분말 저함량군과 고함량군도 유도하기 전보다 감소했다. 그러나 송기 분말의 함량이 높을수록(23.34 ±1.46개) 변 개수가 유의적으로 증가해서(p<0.05) 음성대조군(25.16±1.43개) 수준까지 증가한 것으로 나타나, 송기 분말을 첨가한 식이 급여가 원활한 배변 활동에 영향을 미친 것으로 볼 수 있다. 변 중량은 변 개수와 함께 비례적으로 증감 관계가 나타나는 수치다.

        변 수분함량은 변비를 유도시키기 전, 양성대조군보다 송기 분말 첨가군에서 증가한 경향이 있지만, 유의적인 차이는 없었다. 변비를 유도한 후, 송기 분말을 첨가한 식이를 급여하지 않고 일반 식이에 loperamide를 단독으로 투여한 양성대조군에서도 수분함량이 증가하는 경향이 나타났다. 또한 송기 분말을 식이로 급여한 실험군에서 함량이 높을수록 양성대조군보다 수분함량이 증가한 것으로 나타났지만, 유의적인 차이는 없었다.

        식이섬유가 함유된 송기 분말을 급여한 흰쥐에서 변 개수와 변 중량, 변 수분함량까지 변비를 유도하기 전과 후 모든 실험기간 동안 송기 분말 첨가량이 많을수록 증가했다. 우렁쉥이 식이섬유를 0%, 5%, 10%, 20% 농도에 따라 흰쥐에 급여한 연구(Yook HS 등 2003)와 저발효 식이섬유인 구아검 가수분해물(guar gum hydrolysate)을 0%, 0.75%, 1.5%, 3%, 6% 농도와 고발효 식이섬유인 알긴산나트륨(low-molecular-weight sodium alginate)을 0%, 1%, 2%, 4%, 8% 농도에 따라 흰쥐에 급여한 연구(Shimotoyodomo A 등 2005), 뽕잎 분말 식이섬유를 0%, 5%, 10%, 20% 농도에 따라 흰쥐에 급여한 연구(Lee JJ 등 2008) 모두 변 개수와 변 중량, 변 수분함량 지표에서 식이섬유 함량이 높을수록 증가하는 동일한 결과가 보고돼 있다.

        송기 분말은 불용성 식이섬유가 68.10±0.71 g/100 g로 매우 높아(Lee CH 2016), 식이에 급여하는 송기 분말의 함량이 높을수록 대장 안의 변 부피를 증가시켜 변 중량이 증가하고, 수분 보유력이 커져 수분함량도 높아진다. 따라서 변 개수와 변 중량, 변 수분함량은 송기 분말 섭취에 따른 배변 활동에 영향을 주고 있는 지표로써 활용이 가능할 것으로 사료된다.

      

      
        3. 장 통과시간
        Loperamide를 투여해 변비를 유도한 3일째 측정한 장 통과시간 실험 결과는 Table 4에 제시했다. 장 통과시간의 측정을 통해 송기 분말이 흰쥐의 대장 연동에 미치는 영향을 파악하고자 했다. 이는 앞서 분석한 변 개수와 변 중량, 변 수분함량의 결과와 함께 대장 연동 효과를 복합적으로 판단할 수 있는 지표가 된다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Gastrointestinal transit time of rats fed experimental diets
          
          

        

        
          
            
              	Groups1)
              	Cont
              	Lop
              	Lop+PIBP 5%
              	Lop+PIBP 10%
            

          
          
            	GI transmit time (min)
            	714.38±8.32d2)
            	865.63±8.58a***
            	800.63±4.27b###
            	748.75±6.73c###
          

        

        
          
            1) Abbreviations: Cont, normal diet group; Lop, normal diet and loperamide group; Lop+PIBP 5%, 5% of pine inner bark powder and loperamide group; Lop+PIBP 10%, 10% of pine inner bark powder and loperamide group; BIC, before inducing constipation; AIC, after inducing constipation; GI, gastrointestinal.
          

          
            2) Values are Mean±S.E. (n=8). NS Not significantly different among groups. Different superscript within a row (a∼d) are significantly different at p<0.05 by one-way ANOVA with Duncan’s multiple range test. *** p<0.001 vs. Cont, ###p<0.001 vs. Lop by Student’s t-test.
          

        

        

        변비가 유도된 양성대조군은 음성대조군에 비해 장 통과시간이 유의적으로 증가했다(p<0.001). 송기 분말을 식이로 급여하고, 변비를 유도한 실험군에서는 함량이 높을수록 장 통과시간이 유의적으로 감소했다(p<0.001). 송기 분말 식이섬유 급여로 변비가 유도된 흰쥐의 대장 내 변의 통과시간이 단축된 것을 확인할 수 있다. 수용성 식이섬유는 장 통과시간을 증가시키는 반면, 송기와 같은 불용성 식이섬유는 장 통과시간을 감소시키는 생리적 기능이 있다(Cherbut C 등 1997; Kim JY 등 2000).

      

      
        4. 장관 내 잔류 변 개수와 형태
        실험동물을 처치해서 맹장부터 직장까지 장관 내 변 개수와 형태를 관찰한 결과는 Table 5 및 Fig. 1과 같다. 변비를 유도하지 않은 음성대조군에서 변이 가장 적게 나왔으며, 정상적인 배변상태로 볼 수 있다. Loperamide로 변비를 유도한 양성대조군의 변 개수는 평균 9.13±1.71개로 최대 17개까지 확인했다(p<0.01). Loperamide로 변비를 유도하면서 송기 분말을 식이로 급여한 저함량군은 평균 8.88±0.93개, 고함량군은 평균 6.13±0.72개로 함량이 높을수록 변 개수가 적게 나타났으나, 통계적으로 유의하지 않았다. 양성대조군과 저함량군, 고함량군이 음성대조군보다 변 개수가 현저히 많은 것은 loperamide 투여로 장관 운동성이 감소해 변비가 발생했기 때문이다. 양성대조군과 저함량군은 변 개수가 거의 비슷하지만, 육안으로 확인해도 저함량군의 변 크기가 크고, 구분이 확실하다. 그러나 양성대조군은 변 크기가 작을 뿐만 아니라, 변비가 유도돼 변이 막히는 형태를 띠고 있다. 이 같은 결과는 식이섬유가 풍부한 송기 분말을 식이로 급여하는 함량이 높을수록 장 통과시간 감소에 영향을 줘 변 개수가 감소한 것으로 선행연구 결과와 유사한 경향으로 나타났다(Lumpton JR & Morin JL 1993; Lee JJ 등 2008).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Effect of PIBP on the number of fecal pellets in the colon of rats at 3 days after loperamide adminstration
          
          

        

        
          
            
              	Groups1)
              	Cont
              	Lop
              	Lop+PIBP 5%
              	Lop+PIBP 10%
            

          
          
            	No. of fecal pellets
            	1.00±0.42b2)
            	9.13±1.71a**
            	8.88±0.93a
            	6.13±0.72a
          

        

        
          
            1) Abbreviations: Cont, normal diet group; Lop, normal diet and loperamide group; Lop+PIBP 5%, 5% of pine inner bark powder and loperamide group; Lop+PIBP 10%, 10% of pine inner bark powder and loperamide group.
          

          
            2) Values are Mean±S.E. (n=8). Different superscript within a row (a,b) are significantly different at p<0.05 by onew-way ANOVA with Duncan’s multiple range test. ** p<0.01 vs. Cont by Student’s t-test.
          

        

        

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of PIBP on the number of fecal pellets in the colon of rats at 3 days after loperamide administration.
            Abbreviations: Cont, normal diet group; Lop, normal diet and loperamide group; Lop+PIBP 5%, 5% of pine inner bark powder and loperamide group; Lop+PIBP 10%, 10% of pine inner bark powder and loperamide group.

          
          

          

        

      

      
        5. 혈청 지질 함량 측정
        실험동물의 혈청 중 콜레스테롤과 중성지방 변화를 측정해서 분석한 결과는 Table 6과 같다. 총 콜레스테롤은 양성대조군보다 송기 분말의 함량이 높을수록 감소하는 경향이 나타났지만, 유의적인 차이는 없었다. 송기 분말을 식이로 급여한 실험군은 양성대조군보다 감소했으며, 송기 분말의 함량별로 HDL-콜레스테롤 수치에는 유의적 차이가 없었다. LDL-콜레스테롤도 음성대조군 11.13±1.59 mg/dL에 비해 양성대조군이 21.38±2.00 mg/dL로 유의하게 증가했으며(p<0.01), 양성대조군에 비해 고함량군만 낮게 나타났다. 중성지방은 음성대조군에서 가장 높은 122.88±21.80 mg/dL로 나타났다. Loperamide를 투여한 양성대조군에서 절반 이하인 60.38±8.58 mg/dL로 유의적으로 감소했다(p<0.05). 저함량군은 양성대조군보다 증가했지만, 고함량군에서 51.88±7.00 mg/dL로 감소했다.

        
          Table 6. 
				
          

          
            Effects of PIBP in serum lipid profiles in rats
            (mg/dL)

          
          

        

        
          
            
              	Groups1)
              	Cont
              	Lop
              	Lop+PIBP 5%
              	Lop+PIBP 10%
            

          
          
            	Total cholesterol
            	 87.38±3.00NS2)
            	101.13±6.00
            	95.63±3.35
            	92.38±3.27
          

          
            	HDL cholesterol 
            	 62.13±3.81b
            	 81.00±4.52a**
            	72.88±2.87a
            	74.38±3.04a
          

          
            	LDL cholesterol 
            	 11.13±1.59b
            	 21.38±2.00a**
            	21.63±1.86a
            	18.63±1.41a
          

          
            	Triglyceride 
            	122.88±21.80a
            	 60.38±8.58b*
            	83.13±18.36
            	51.88±7.00b
          

        

        
          
            1) Abbreviations: Cont, normal diet group; Lop, normal diet and loperamide group; Lop+PIBP 5%, 5% of pine inner bark powder and loperamide group; Lop+PIBP 10%, 10% of pine inner bark powder and loperamide group.
          

          
            2) Values are Mean±S.E. (n=8). NS Not significantly different among groups. Different superscript within a row (a,b) are significantly different at p<0.05 by one-way ANOVA with Duncan’s multiple range test. * p<0.05 and ** p<0.01 vs. Cont by student’s t-test.
          

        

        

        결과적으로 loperamide로 변비를 유도한 흰쥐에 식이로 급여한 송기 분말의 함량이 높을수록 총 콜레스테롤, LDL-콜레스테롤, 중성지방은 감소했고, HDL-콜레스테롤이 증가하는 결과를 가져와 지질대사 개선에 효과가 있는 것으로 나타났다. 이는 불용성 셀룰로오스가 주성분인 우렁쉥이 식이섬유를 급여해 흰쥐의 혈청을 분석한 Yook HS 등(2003)과 뽕잎분말을 식이로 급여한 Kim AJ 등(2005), Lee JJ 등(2008)의 연구 결과와 일치했다. 그러나 혈중 콜레스테롤 저하에 영향을 미치는 식이섬유의 대부분은 수용성 식이섬유다. 불용성 식이섬유가 많은 식품을 섭취할 경우, 장내 연동 작용을 원활하게 도와줘 배변량을 증가시키고, 장 통과시간을 단축시키는 등 소화 관련 장 기능을 향상시키는 효과가 대부분이다. 따라서 수용성 식이섬유보다 약 12배 이상 많은 불용성 식이섬유로 구성된 송기 분말을 급여해 콜레스테롤을 감소시켜 관상동맥질환을 예방하는 효과는 Kim MJ & Lee SS(1995)의 연구 결과와 같이 유의적 관련이 적은 것으로 사료된다.

      

    

    

  
    
      요약 및 결론
      본 연구는 불용성 식이섬유 함량이 높은 것으로 보고된 송기 분말을 식이에 포함시켜 loperamide로 변비를 유도한 흰쥐에 급여해서 개선되는지 여부를 알아보고자 했다. 5주령의 Sparague-Dawley종 수컷 흰쥐 32마리를 4개 군으로 8마리씩 완전임의배치로 구분해서 실험했다. 일반 식이를 급여한 음성대조군, 일반 식이를 급여하고 변비를 유도한 양성대조군, 송기 분말이 5% 함유된 조제 식이를 급여하고 변비를 유도한 저함량군, 송기 분말이 10% 함유된 조제 식이를 급여하고 변비를 유도한 고함량군으로 구분했다. 실험 결과는 다음과 같다.

      첫째, 변비 유도 전과 변비 유도 후의 식이섭취량과 체중 변화를 비교하면, 음성대조군은 체중과 식이섭취량 모두 증가했다. 양성대조군과 실험군은 loperamide의 투여로 식욕이 떨어져 식이섭취량 감소에도 불구하고, 체중은 변비 유도와 송기 분말 첨가 여부에 관계없이 증가하는 경향이었으나, 통계적으로 유의하지는 않았다.

      둘째, 변비 유도 전후에 변 개수와 변 중량, 변 수분함량을 분석한 결과, 송기 분말 첨가에 따라 용량 의존적으로 변 개수와 변 중량은 증가했으며, 변 수분함량은 유의적인 차이를 보이지 않았다. 변비 유도 후에는 양성대조군에서 변의 개수, 변 중량이 유의적으로 감소했고(p<0.001), 송기 분말의 함량이 높을수록 변 개수(p<0.05), 변 중량(p<0.001)이 증가하고, 변 수분 함량도 증가하는 것으로 분석됐다.

      셋째, 변비 유도 후 장 통과시간이 음성대조군에 비해 유의적으로 길어졌으며(p<0.001), 송기 분말의 함량이 높을수록 양성대조군과 비교했을 때 장 통과시간이 유의적으로 짧아져 송기 분말 첨가가 변비 개선에 긍정적인 영향을 준 것으로 확인했다(p<0.001).

      넷째, 장관 내 잔류 변 개수와 형태를 분석한 결과, 변비 유도로 양성대조군은 음성대조군보다 평균 약 9배 많은 수의 변이 잔류했다. 송기 분말 함량이 높을수록 잔류하는 변 개수가 양성대조군과 비교해서 감소했지만, 통계적으로 유의하지 않았다. 장관 내 변의 형태는 양성대조군에서 장관이 막히는 모습을 보이는 반면에, 송기 분말 첨가군은 양성대조군보다 변 크기가 크고, 배설 속도도 일정한 것으로 나타났다.

      다섯째, 송기 분말의 함량이 높을수록 혈중 총 콜레스테롤과 LDL 콜레스테롤은 감소했고, HDL 콜레스테롤은 증가해 지질대사 개선 효과가 있는 것으로 나타났다. 그러나 흰쥐에 급여한 송기 분말은 수용성 식이섬유보다 약 12배 이상 많은 불용성 식이섬유로 구성돼 있어 콜레스테롤 감소에 따른 관상동맥질환 예방 효과는 유의적 관련이 적은 것으로 나타났다.

      결론적으로 loperamide로 변비를 유도한 흰쥐가 송기 분말이 포함된 식이 급여로 변 개수와 변 중량, 변 수분함량이 증가했고, 장관 내 변 개수 감소, 장 통과시간 단축 등 변비 증상을 개선시키는 효과를 보였다. 따라서 송기 분말의 섭취가 배변 활동을 원활하게 해줘 변비 완화에 도움을 줄 가능성이 있는 것으로 나타났다.
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