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            초록
          
        

        
          The overall purpose of this study was to investigate the effects of Chunggukjang and Greentea-Chunggukjang on the lipid profile, lipid peroxidation and antioxidative enzyme activities of liver tissue in growing male rats fed cholesterol. Twenty seven rats were divided into three treatment groups (Control, Chunggukjang and Greentea-Chunggukjang) and were given experimental diets with 1% cholesterol for 9 weeks. All rats in this study were fed a casein-based diet. Chunggukjang groups were fed diet containing 33.1% Chunggukjang powder. The Chunggukjang and Greentea-Chunggukjang groups showed significantly lower weight gain, food efficiency ratio than the control group regardless of Chunggukjang type. Serum total cholesterol was significantly lower in the Chunggukjang group than in the control group, whereas serum triglyceride and atherogenic index were significantly lower in the Greentea-Chunggukjang group than in the control group. Hepatic triglyceride contents was not significantly different among the diets. However, hepatic cholesterol content was significantly lower in the Greentea-Chunggukjang group than in the control group. Lipid peroxidation of malondialdehyde (MDA) contents was significantly lower in the Chunggukjang and Greentea-Chunggukjang groups than in the control group. Activity of superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) and catalase (CAT) in liver tissue of the Chunggukjang and Greentea-Chunggukjang groups were not significantly different. It can be concluded that Chunggukjang and Greentea-Chunggukjang influence lipid profile and hepatic malondialdehyde contents in growing male rats fed cholesterol.
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      서 론
      활성산소종(reactive oxygen species, ROS)은 심혈관질환, 당뇨병, 암 등 각종 퇴행성 질환의 원인으로 알려져 있다. 활성산소종과 같은 산화스트레스에서 유발되는 각종 퇴행성 질환을 예방하기 위해서는 식사로 섭취하는 식물성 급원의 식품을 충분히 섭취하는 것이 제안되고 있는데, 이는 식물성 식품에 풍부한 항산화 성분이 세포의 산화적 손상을 감소시키기 때문으로 보여진다(Fang et al 2002; Hertog et al 1995).

      대두의 섭취에 따른 혈중 콜레스테롤 감소에 관여하는 주요 성분은 대두에 함유된 생리활성물질인 이소플라본의 작용인 것으로 알려져 있다(Goodman & Kritz 2001). 또한, 발효한 대두제품에서 항산화 profiles의 향상에 큰 관심을 가지게 되면서, 발효된 대두제품에서는 질감의 개선과 더불어 항산화 성분의 유의적 증가가 보고되었다(Ping et al 2012). 이러한 성분은 대두를 가공하는 동안 가수분해효소 작용에 의해 생성된 이차적 생리활성성분인 aglycone 형태의 이소플라본이다(Ioku et al 1998).

      청국장은 증자한 대두에 Bacillus subtilis의 작용으로 발효한 대표적인 우리나라 대두발효 식품으로, 발효과정 중 다양한 생리활성 물질이 생성되는데, 청국장 원료인 대두에 함유된 glycoside형 이소플라본은 발효과정 동안 미생물 작용으로 소화흡수율과 생체 이용율이 높은 aglycone 형태로 변화한다(Choi & Sohn 1998; Hutchins et al 1995). 청국장의 이소플라본 함량은 발효식품 중 높은 수준으로 이소플라본의 70%가 aglycone으로 전환됨으로써(Choi & Sohn 1998) 이소플라본의 효과를 최대한 증가시킬 수 있을 것으로 보여진다. 청국장 발효과정 중에 생성되는 끈적끈적한 점질물의 성분은 gamma-polyglutamic acid(γ-PGA)와 fructose 중합체인 levan이 혼합물로 이루어진 중합체(biopolymer)로 청국장의 생리활성에 관여하며(Lee et al 1992), 청국장의 생리활성은 혈전 용해능, 혈압 강하, 항산화, 항동맥경화 및 항암작용 등이 알려져 있다(Heo et al 1998; Yang et al 2003; Byun et al 2002). 우리나라의 청국장과 유사한 일본의 natto 점질물의 물 추출물은 콜레스테롤을 섭취한 실험동물의 LDL-콜레스테롤 저하, 지질과산화 감소 등 지방대사 개선효과가 있음이 보고되었다(Iwai et al 2002).

      관능적인 면에서 청국장은 독특한 냄새로 인해 성장기 어린이나 청소년의 섭취나 기호도가 떨어지는 식품이므로, 청국장의 이취를 제거하는 방법이나 기능성을 향상시키면서 관능적인 면을 충족시킬 수 있는 방법에 대한 연구가 필요하다. 녹차는 항산화작용 증진 및 이취 제거에 활용되는 기능성 성분으로 다양한 생리활성이 알려져 있는데, 특히 항산화, 항암, 항균 및 혈중지질감소 효과 등이 있다(Khan & Mukhtar 2013). 청국장과 녹차 각각이 지질대사에 미치는 효과에 대한 선행연구는 동물실험(Koh JB 2006b; Raederstorff et al 2003)이나 임상실험(Babu & Liu 2008)에서 보고되고 있다.

      고콜레스테롤 식이를 섭취한 성숙 쥐에게 청국장 식이를 함께 공급하여 항산화작용을 분석한 연구에서 간조직의 항산화효소 활성이 정상군과 비슷한 수준으로 나타났고(Kim et al 2009), 실험실 연구(Park & Cho 2008)를 통해 녹차를 첨가한 청국장의 항산화능이 보고되었으나, 성장기 생체내 실험을 통한 청국장과 녹차청국장의 항산화 profiles을 분석한 연구는 부족한 실정이다. 또한 고지혈증 예방을 위한 기능성 소재로서 청국장과 녹차 두 원료를 함께 사용하였을 때, 기능성의 상승 효과에 관한 연구는 거의 없다. 따라서 본 연구는 고콜레스테롤 식이를 섭취한 성장기 수컷 쥐에서 청국장과 녹차청국장이 혈중지질 농도와 간조직 지질 함량 및 항산화효소인 superoxide dismutase(SOD), glutathione peroxidase(GSH-Px) 및 catalase(CAT)활성에 미치는 영향을 분석하였다.

    

    

  
    
      연구방법
      
        1. 실험동물
        Sprague-Dawley 수컷 쥐(3주령, 평균 체중 50 g)를 적응사육을 실시한 후 난괴법을 이용하여 각 군당 9마리씩 Control군(casein+1% cholesterol), 청국장군(청국장+1% cholesterol), 녹차청국장군(녹차청국장+1% cholesterol) 세 군으로 나누어 stainless steel wire cage에서 한 마리씩 분리하여 9주간 실험식이를 공급하였다. 실험동물 사육실 온도는 22 ± 2℃, 습도는 63 ± 5%로 유지하고, 매일 광주기, 암주기를 12시간 간격으로 자동조절 장치를 이용하여 조절하였다. 실험기간 동안 식이와 물은 자유롭게 섭취하게 하였다.

      

      
        2. 청국장 및 녹차청국장 제조
        청국장 제조에 사용한 대두는 경북 상주산 대두를 사용하였고, 녹차청국장 제조 시 첨가한 녹차분말은 아모레퍼시픽 기술연구원(경기도 용인)에서 제공받아 사용하였다. 선별한 대두를 수세하여 15℃의 물에 48시간 동안 침지하고 121℃에서 40분간 증자하였다. 증자한 대두를 40℃로 냉각시킨 후 청국장 발효균인 Bacillus subtilis를 접종하여 40℃에서 24시간 발효시켰다. 발효가 끝난 시료는 동결건조한 뒤 분쇄하여 식이로 사용하였다. 녹차청국장 제조는 일반청국장 제조와 같은 방법으로 증자한 대두 중량의 5% 수준으로 녹차분말을 첨가하여 발효하였다(Park & Cho 2008).

      

      
        3. 실험식이
        실험식이의 구성성분은 Table 1에 나타내었다. 실험식이는 1% 고콜레스테롤 식이를 기본으로 하여 AIN-93G 표준식이조성에 근거하였으며, 단백질 급원으로 대조군은 casein을, 실험군은 청국장과 녹차청국장을 각각 사용하였다. 본 연구에서 청국장과 녹차청국장의 함량은 선행연구(Jung SH 2005)의 식이조성에 근거하여 AIN-93G의 기본 조성에 기준으로 식이 100 g당 33.1 g의 청국장과 녹차청국장을 각각 첨가하였으며, 녹차의 카테킨 함량은 13.8%이었다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Composition of control and experimental diets (g/kg diet)
          
          

        

        
          
            
              	Ingredient
              	Control
              	
                Chunggukjang
              
              	Greentea-Chunggukjang
            

          
          
            	Casein1)
            	200
            	-
            	-
          

          
            	Corn starch
            	519.5
            	468.5
            	468.5
          

          
            	Sucrose
            	100
            	100
            	100
          

          
            	Soybean oil
            	70
            	-
            	-
          

          
            	α-Cellulose2)
            	50
            	40
            	40
          

          
            	Mineral-mix3)
            	35
            	35
            	35
          

          
            	Vitamin-mix4)
            	10
            	10
            	10
          

          
            	L-Cystine5)
            	3
            	3
            	3
          

          
            	Choline6)
            	2.5
            	2.5
            	2.5
          

          
            	TBHQ7)
            	0.014
            	0.014
            	0.014
          

          
            	Cholesterol8)
            	10
            	10
            	10
          

          
            	
              Chunggukjang
            
            	-
            	331
            	-
          

          
            	Greentea9)-Chunggukjang
            	-
            	-
            	331
          

        

        
          
            1) Casein, Maeil Dairy Industry Co., Kyunggi-Do, Korea.
          

          
            2) α-Cellulose, supplied by SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, USA.
          

          
            3) AIN-93G-MX, Teklad Test Diets, Medison, Wisconsin, USA.
          

          
            4) AIN-93-VM, Teklad Test Diets, Medison, Wisconsin, USA.
          

          
            5) L-Cystine, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.
          

          
            6) Choline bitartate, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.
          

          
            7) Tert-bultyl hydroquione, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA.
          

          
            8) Cholesterol, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.
          

          
            9) Greentea, Amore Pacific Co., Kyunggi-Do, Korea
          

        

        

      

      
        4. 실험분석
        
          1) 체중 측정 및 식이 섭취량
          실험 기간 동안 식이 섭취량은 이틀에 한 번씩, 체중은 1주일에 한 번씩 일정한 시간에 측정하였다. 식이효율(food efficiency ratio, FER)은 실험 9주간 총 체중증가량(g)에 총 식이섭취량(g)을 나누어 산출하였다.

        

        
          2) 시료 수집 및 전처리
          실험동물은 에테르로 마취한 상태에서 복부를 절개하여 대동맥에서 혈액을 채취하였다. 채취한 혈액은 상온에서 30분간 방치한 후 3,000 rpm에서 20분간 원심 분리하여 혈청을 분리하여 분석할 때까지 -70℃에서 냉동 보관하였다. 간 조직은 적출하여 생리식염수로 씻어내고, 무게를 측정한 후 액체질소로 급속 동결시켜 분석 전까지 -70℃에서 냉동 보관하였다가 간조직의 mitochondria 분획은 CAT 활성도 측정, cytosol 분획은 SOD, GSH-Px 활성도 측정용 시료로 사용하였다.

        

        
          3) 혈청 지질 및 간 지질 분석
          혈청 콜레스테롤, 중성지방, HDL-콜레스테롤 농도는 kit (Asan Pharmaceutical, Korea)로 spectrophotometer(Uvikon 930, Switzerland)를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 혈청 LDL-콜레스테롤은 Friedewald 등의 방법(Friedewald et al 1972)을 이용하여 산출하였으며, 동맥경화의 위험률을 예측할 수 있는 변인으로 atherogenic index를 산출하였다. 간 조직의 중성지방과 콜레스테롤의 추출은 Folch 법(Folch et al 1957)을 응용하여 혈청 중성지방과 콜레스테롤 분석과 동일한 방법으로 분석하였다.

        

        
          4) Malondialdehyde(MDA) 측정
          간 조직 중의 지질과산화물인 MDA는 Ohkawa의 방법(Ohkawa et al 1979)에 따라 측정하였다. 혈액을 제거한 간 절편을 마쇄하여 homogenate를 만든 후 0.8% TBA(thiobarbituric acid) 1 mL와 1 mM FeSO4 in 20% TCA(trichloroacetic acid) 0.5 mL와 증류수 1.3 mL를 첨가한 다음 잘 혼합하여 98℃ 수욕 조에서 30분 동안 반응시킨 후 바로 냉각하였다. 냉각한 tube에 n-buthanol을 가하여 잘 섞고, 4,000 rpm에서 10분간 원심분리 시켜 상층액을 취하여 532 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 1,1,3,3-tetraethoxypropane을 사용하였고, 지질과산화물 수준은 간조직의 nmol MDA/g 로 나타내었다.

        

        
          5) 간 조직의 항산화효소 활성도 측정 
          간 조직 중 SOD 활성도는 hematoxylin 자동산화의 억제 정도를 관찰하는 Martin 등의 방법(Martin et al 1987)에 준해 0.1 mM EDTA가 함유된 50 mM 인산 완충액 (pH 7.5)에 10 μM hematoxylin 및 효소액을 가해 25℃에서 반응시켜 생성된 hematein을 560 nm에서 측정하여 효소의 활성을 산정하였다. 활성도 단위는 효소액을 넣지 않고 반응시킨 액 중의 hematoxylin의 자동산화를 50% 억제하는 정도를 1 unit로 나타내었다(Unit/mg protein/min). GSH-Px 활성도는 Paglia와 Valentine의 방법(Paglia & Valentine 1967)에 따라 측정하였다. Glutathione 기질과 조효소인 NADPH를 시료와 함께 25 ℃에서 5분간 반응시켜 340 nm에서 NADPH의 산화로 인한 흡광도 감소율을 측정하였다. 활성도 단위는 효소 반응액 중에 함유된 단백질 1 mg이 1분간 산화시킨 NADPH의 양을 nmole로 표시하였다(NADPH oxidized nmoles/mg protein/min). 간 조직 중 mitochondria 분획의 CAT 활성도는 hydrogen peroxide(H2O2)를 기질로 하여 환원되는 정도를 240 nm에서 흡광도를 읽고 분자흡광계수를 이용하여 활성을 산출하는 Abei의 방법(Aebi H 1974)에 준하여 측정하였다. 활성도 단위는 간조직의 효소액 중에 함유된 단백질 1 mg이 1분 동안에 반응하여 감소시킨 H2O2 양을 nmole로 표시하였다(Reduced H2O2 nmoles/mg protein/min). 간 조직 중 단백질 함량은 Lowry 등의 방법(Lowry et al 1951)에 따라 bovine serum albumin을 표준물질로 사용하여 측정하였다.

        

        
          6) 통계분석
          본 연구에서 실험 결과는 SAS package(Version 9.12 : Institute Inc., Cary, NC, USA)를 이용하여 분석하였고, 각 실험군의 변수들은 평균과 표준편차를 구하였다. 각 군 간의 통계적 유의성은 α=0.05 수준에서 ANOVA test를 하여 Duncan's multiple range test에 의하여 검증하였다.

        

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 체중변화
        고콜레스테롤 식이에 청국장 및 녹차청국장을 첨가한 식이섭취에 따른 체중변화를 Table 2에 나타내었다. 실험 시작 시 체중은 대조군과 청국장군, 녹차청국장 간의 유의적인 차이가 없었고, 실험 종료 시 체중은 대조군 521.5 g, 청국장군 445.0 g, 녹차청국장군 427.3 g으로 9주간의 실험식이 섭취 후 청국장군과 녹차청국장군이 대조군보다 유의적으로 낮았으며, 체중증가량은 청국장군과 녹차청국장군이 대조군보다 유의적으로 낮았다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            The effect of chunggukjang and greentea chunggukjang on body weight and weight gain in growing rats
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Control
              	
                Chunggukjang
              
              	Greentea-Chunggukjang
            

          
          
            	Initial weight (g)
            	55.7±2.61)a2
            	55.5±2.5a
            	55.3±2.4a
          

          
            	Final weight (g)
            	521.5±31.9a
            	445.0±32.9b
            	427.3±26.8b
          

          
            	Weight gain (g)
            	488.7±36.0a
            	401.7±40.9b
            	389.5±31.9b
          

        

        
          
            1) Values were Mean±S.D. of 9 rats per group.
          

          
            2) Values with different superscripts within the row are significantly different at p<0.05 by Duncan's multiple range test.
          

        

        

      

      
        2. 식이섭취량 및 식이효율
        Table 3은 9주간 청국장식이 공급동안의 평균 식이섭취량과 식이효율을 나타내었다. 평균 식이섭취량은 대조군 22.6 g, 청국장군 21.8 g, 녹차청국장군 22.0 g으로 실험군 간에 유의적인 차이는 없었다. 실험 9주간 식이효율은 청국장군과 녹차청국장군이 대조군보다 유의적으로 낮았다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            The effect of chunggukjang and greentea chunggukjang on food intake and food efficiency ratio (FER) in growing rats
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Control
              	
                Chunggukjang
              
              	Greentea-Chunggukjang
            

          
          
            	Food intake (g/day)
            	22.6±1.51)a2)
            	21.8±1.6a
            	22.0±1.8a
          

          
            	FER
            	0.32±0.02a
            	0.27±0.02b
            	0.26±0.03b
          

        

        
          
            1) Values were Mean±S.D. of 9 rats per group.
          

          
            2) Values with different superscripts within the row are significantly different at p<0.05 by Duncan's multiple range test.
          

        

        

      

      
        3. 혈중 지질농도 
        고콜레스테롤 식이에 청국장 및 녹차청국장을 첨가한 식이 섭취에 따른 성장기 쥐의 혈중 지질농도에 미치는 영향을 Table 4에 나타내었다. 혈중 총 콜레스테롤 농도는 대조군 136.7±18.0 mg/dL, 청국장군 115.8±10.1 mg/dL, 녹차청국장군 125.5±12.4 mg/dL로 청국장군이 대조군보다 유의적으로 낮았고, 청국장군, 녹차청국장군, 대조군 순으로 나타났다. 혈중 중성지방농도는 대조군 216.9±38.8 mg/dL, 청국장군 182.4 ±34.9 mg/dL, 녹차청국장군 178.2±30.8 mg/dL로 통계적으로 유의적인 차이는 아니지만 녹차청국장군, 청국장군, 대조군 순으로 혈중 중성지방 농도가 낮은 경향을 보였다. 혈중 HDL- 콜레스테롤농도는 대조군 23.4±5.0 mg/dL, 청국장군, 31.1±5.9 mg/dL, 녹차청국장군 31.2±7.6 mg/dL로 청국장군과 녹차청국장군이 대조군보다 유의적으로 높았다. 혈중 LDL-콜레스테롤농도는 대조군 69.9±23.0 mg/dL, 청국장군 48.3±9.9 mg/dL, 녹차청국장군 58.6±17.0 mg/dL로 청국장군이 대조군과 녹차청국장군보다 낮은 경향을 보였다. 동맥경화지수는 대조군 5.0±1.3, 청국장군 2.9±0.9, 녹차청국장군 3.2±1.1로 대조군과 비교하여 청국장군 42%, 녹차청국장군 36% 유의적으로 낮은 수준이었으나, 청국장 종류에 따른 혈중 지질 profile은 유의적 차이가 없었다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            The effect of chunggukjang and greentea chunggukjang on serum lipid concentrations in growing rats
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Control
              	
                Chunggukjang
              
              	Greentea-Chunggukjang
            

          
          
            	Total cholesterol (mg/dL)
            	136.7±18.01)a2)
            	115.8±10.1b
            	125.5±12.4ab
          

          
            	Triglyceride (mg/dL)
            	216.9±38.8a
            	182.4±34.9a
            	178.2±30.8a
          

          
            	HDL-cholesterol (mg/dL)
            	23.4±5.0a
            	31.1±5.9b
            	31.2±7.6b
          

          
            	LDL-cholesterol (mg/dL)
            	69.9±23.0ab
            	48.3±9.9a
            	58.6±17.0ab
          

          
            	Atherogenic index
            	5.0±1.3a
            	2.9±0.9b
            	3.2±1.1b
          

        

        
          
            1) Values were Mean±S.D. of 9 rats per group.
          

          
            2) Values with different superscripts within the row are significantly different at p<0.05 by Duncan's multiple range test.
          

        

        

      

      
        4. 간 지질 및 과산화지질 함량
        고콜레스테롤 식이에 청국장 및 녹차청국장을 첨가한 식이섭취에 따른 성장기 쥐의 간 지질 및 과산화지질 MDA 함량에 미치는 영향을 Table 5에 나타내었다. 간의 중성지방 함량은 대조군 107.5±7.6 mg/g, 청국장군 96.8±5.8 mg/g, 녹차청국장군 99.5±5.7 mg/g이었고, 간의 콜레스테롤 함량은 대조군 137.8±20.2 mg/g, 청국장군 111.5±12.2 mg/g, 녹차청국장군 101.2±7.6 mg/g으로 녹차청국장군이 대조군보다 유의적으로 낮게 나타났으나, 청국장 종류에 따른 차이는 없었다. 간의 MDA 함량은 대조군 6.08±0.89 nmolMDA/g, 청국장군 4.66±0.68 nmolMDA/g, 녹차청국장군 4.73±0.73 nmol-MDA/g으로 청국장과 녹차청국장군이 대조군보다 유의적으로 낮았고 청국장 종류에 따른 차이는 없었다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            The effect of chunggukjang and greentea chunggukjang on the liver lipid and malondialdehyde contents in growing rats
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Control
              	
                Chunggukjang
              
              	Greentea-Chunggukjang
            

          
          
            	Triglyceride (mg/g)
            	107.5±7.61)a2
            	96.8±5.8a
            	99.5±5.7a
          

          
            	Total cholesterol (mg/g)
            	137.8±20.2ab
            	111.5±12.2bc
            	101.2±7.6c
          

          
            	MDA (nmoleMDA/g)
            	6.08±0.891)a2
            	4.66±0.68b
            	4.73±0.73b
          

        

        
          
            1) Values were Mean±S.D. of 9 rats per group.
          

          
            2) Values with different superscripts within the row are significantly different at p<0.05 by Duncan's multiple range test.
          

        

        

      

      
        5. 간 조직의 항산화 효소 활성
        고콜레스테롤 식이에 청국장 및 녹차청국장을 첨가한 식이섭취에 따른 성장기 쥐의 간조직 항산화효소인 SOD, GSH-Px 및 CAT 활성에 미치는 영향을 Table 6에 나타내었다. SOD 활성은 대조군 1.0±0.4 unit/mg protein/min, 청국장군 1.2 ±0.4 unit/mg protein/min, 녹차청국장군 1.4±0.7 unit/mg protein/min이었고, GSH-Px활성은 대조군 19.7±8.0 nmol NADPH/ mg protein/min, 청국장군 19.7±10.3 nmol NADPH/mg protein/ min, 녹차청국장군 22.4±5.3 nmol NADPH/mg protein/min이었으며, CAT 활성은 대조군 52.4±38.6 nmol H2O2 reduced/mg protein/min, 청국장군 61.6±25.7 nmol H2O2 reduced/mg protein/min, 녹차청국장군 59.9±15.0 nmol H2O2 reduced/mg protein/min으로 실험군 간에 유의적인 차이는 없었다.

        
          Table 6. 
				
          

          
            The effect of chunggukjang and greentea chunggukjang on the liver activities of SOD, GSH-Px, catalase in growing rats
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Control
              	
                Chunggukjang
              
              	Greentea-Chunggukjang
            

          
          
            	SOD (unit/mg protein/min)
            	1.0±0.41)a2)
            	1.2±0.4a
            	1.4±0.7a
          

          
            	GSH-Px (nmol NADPH/mg protein/min)
            	19.7±8.0a
            	19.7±10.3a
            	22.4±5.3a
          

          
            	Catalase (nmole H2O2 reduced/mg protein/min)
            	52.4±38.6a
            	61.6±25.7a
            	59.9±15.0a
          

        

        
          
            1) Values were Mean±SD of 9 rats per group.
          

          
            2) Values with different superscripts within the row are significantly different at p<0.05 by Duncan's multiple range test.
          

        

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구는 고콜레스테롤 식이를 섭취한 성장기 수컷 쥐에서 청국장과 녹차청국장이 혈중 지질농도와 간조직 지질함량 및 항산화효소인 SOD, GSH-Px, CAT 활성에 미치는 영향을 분석하였다. 청국장과 녹차청국장이 성장기 쥐의 체중변화에 미치는 영향에서 9주간의 실험식이 섭취 후 체중증가량은 청국장군과 녹차청국장군이 대조군보다 유의적으로 낮았다. 성장기 흰쥐에게 청국장식이를 4주간 공급한 선행연구에서는 청국장식이의 체중증가와 식이섭취량이 대조군보다 유의적으로 낮게 나타났고(Kim et al 2003), 고지방식이에 콩 발효식품인 녹차된장을 10주간 공급한 경우, 녹차된장을 섭취한 쥐가 고지방식이군보다 체중증가율이 낮은 것으로 나타났는데(Park et al 2005a), 본 연구에서도 발효식품인 일반청국장과 녹차청국장의 섭취가 대조군보다 체중증가량이 유의적으로 낮아, 고콜레스테롤 식이 섭취 시 청국장 및 녹차청국장의 섭취는 체중 감소효과를 보였다.

      청국장 식이가 식이섭취량에 영향을 주는 선행연구를 살펴보면, 고지혈증을 유도한 암쥐에서 상황버섯 균사체 청국장을 공급한 결과, 청국장군의 식이섭취량이 대조군에 비해 감소하는 경향을 보였으나, 통계적으로 유의한 차이는 없었다고 하였다(Choi MA 2009). 본 연구에서는 평균 식이섭취량이 실험군 간에 유의적인 차이가 없었으나, 체중증가량은 청국장과 녹차청국장 식이가 대조군보다 유의적으로 낮았기 때문에 식이효율이 감소하는 결과를 보였다. 고지방을 섭취한 쥐에게 8주간 청국장식이 섭취는 대조군보다 식이효율이 낮았다는 보고와 일치하였다(Koh JB 2006a). 고콜레스테롤과 시판 청국장 식이를 4주간 공급한 연구에서도 체중증가량과 식이섭취량은 청국장을 섭취한 군이 대조군에 비하여 저하되었다(Kim et al 2009). 또한 고혈압 쥐에게 청국장 식이를 공급한 연구(Yang et al 2003)에서도 청국장군의 식이섭취량이 대조군보다 감소되었는데, 이러한 식이섭취량의 차이는 청국장 식이의 낮은 섭식기호도 때문인 것으로 보고하였다. 선행연구에서 식이 중 단백질의 종류나 성질은 동물의 섭식 기호에 영향을 줌으로써 식이섭취량에 영향을 미칠 수 있다고 보고하였다(Choi & Lee 1992). 반면에, 고지방식이 섭취 시 생청국장이 소화를 도와 섭식기호에 좋은 영향을 준다는 보고가 있었다(Min et al 2005).

      본 연구에서는 청국장과 녹차청국장 모두 대조군과 비교하여 식이섭취량에 영향이 없었고, 또한 청국장의 종류에 따라서도 식이섭취량에 유의적인 차이는 없었으나, 고콜레스테롤 섭취시 식이섭취량 차이 없이 체중감량 효과를 나타내었다.

      청국장과 녹차청국장이 고콜레스테롤 식이를 섭취한 성장기 쥐의 혈중 지질 profile에 미치는 영향은 총 콜레스테롤농도는 청국장군이 대조군보다 유의적으로 낮았고, HDL-콜레스테롤 농도는 청국장군과 녹차청국장군 모두 대조군보다 유의적으로 높았으며, 동맥경화지수는 청국장군과 녹차청국장군 모두 대조군보다 유의적으로 낮았다. 청국장의 점질물 중합체 첨가식이가 당뇨 쥐의 혈중 중성지방농도를 유의적으로 감소시켰고, HDL-콜레스테롤농도를 유의적으로 증가시켰다고 하였으며(Kim et al 2008), 고지방식이를 섭취하는 마우스에게 검은콩을 원료로 한 청국장 추출물은 체중 및 지방조직의 무게 감소와 함께 혈청 지질대사 개선에 긍정적인 영향을 미치는 것으로 나타났다(Jang & Jeong 2011). 이는 검은콩 청국장 추출물은 지질대사를 개선시키고, 지방축적을 억제하여 고지혈증의 예방 및 치료효과와 비만억제효과를 나타내어, 대사성 합병율과 심혈관계 질환의 발생을 감소시키는데 효과가 있을 것으로 추측하였다. 본 연구에서도 고콜레스테롤 식이 섭취 시 일반청국장과 녹차청국장은 대조군과 비교하여 혈중 지질농도를 개선시키는 효과를 보였다.

      또한 청국장에 생리활성물질이 함유된 성분을 첨가한 기능성 청국장의 효과를 보고한 선행연구를 살펴보면, 고지방 식이로 4주간 고지혈증을 유도한 성숙한 암쥐에 청국장 분말을 4주간 급여한 후 혈중 지질농도 변화를 보고한 선행연구(Choi MA 2009)에서 혈중 중성지질, 총 콜레스테롤, LDL-콜레스테롤 농도 및 동맥경화지수는 청국장군 및 상황버섯 균사체 청국장군이 대조군보다 유의하게 감소하여 청국장이 지질대사의 개선효과가 있는 것으로 나타났다. 상황버섯 균사체 청국장군이 청국장군보다 혈중 총 지질, 중성지질, LDL- 콜레스테롤 농도 및 동맥경화지수를 다소 감소시키는 경향을 나타낸 것은 상황버섯에 함유된 다당류 및 식이섬유에 의한 효과인 것으로 보고하였다(Choi MA 2009). 그러나 본 연구에서는 혈중 지질농도가 녹차청국장과 일반청국장을 비교하여 녹차 첨가로 인한 기능성 물질의 결합으로 기대되는 유의적인 상승효과는 나타나지 않았다.

      고혈압 쥐에게 청국장을 공급한 결과, 간의 총 지질과 중성지질이 대조군보다 감소하였고, 간세포에서 콜레스테롤 합성속도 조절단계에서 요구되는 HMG-CoA reductase 활성이 청국장군이 대조군보다 유의적으로 감소하는 것으로 보고되었다(Yang et al 2003). 간의 콜레스테롤 합성과 HMG-CoA reductase 활성은 생리적 조건이나 영양상태에 따라 영향을 받는 것으로 알려져 있다(Choi & Lee 1992). 본 연구에서 녹차청국장이 간의 콜레스테롤 함량을 대조군과 비교하여 유의적으로 감소시킨 결과를 보인 것은, 청국장 발효과정 중 생성된 유익한 성분인 단백질 분해물과 난소화성 다당류인 식이섬유, 이소플라본 등과 녹차의 주된 성분인 카테킨과 식이섬유가 콜레스테롤 흡수를 방해하고, 변을 통한 배설을 촉진함으로써 간의 콜레스테롤 함량을 감소시키는 것으로 사료된다. 이러한 녹차청국장의 작용은 청국장과 녹차 각각에 함유된 생리활성물질을 함께 섭취하여 동시에 작용하여 상승효과로 인해 간 지질대사에 영향을 주는 것으로 생각되어진다.

      청국장과 녹차청국장이 고콜레스테롤 식이를 섭취한 성장기 쥐의 간조직 과산화지질 함량에 미치는 영향에서는 대조군보다 유의적으로 낮았으나, 청국장 종류에 따른 차이는 없었다. 실험동물에게 1∼1.5%의 콜레스테롤이 함유된 고콜레스테롤 식이를 공급한 경우 간조직의 microsome 분획 내 지질과산화물 함량이 증가하는 것으로 보고되었고(Tsai et al 1997), 고콜레스테롤과 청국장 분말식이를 20주령 성숙 쥐에게 4주간 공급한 연구에서 간조직 중 과산화지질 함량은 대조군보다 22.0∼29.1% 낮은 수준으로 청국장의 섭취가 지질과산화물 생성을 억제하였다(Kim et al 2009). 본 연구에서도 고콜레스테롤 식이의 섭취로 간조직의 지질과산화가 촉진된 상태에서 청국장과 녹차청국장의 섭취는 간조직의 MDA 함량을 대조군과 비교하여 각각 23.4%, 22.2% 유의적으로 감소시키는 것으로 나타났으나, 청국장 종류에 따른 차이는 없었다.

      청국장의 섭취가 항산화효소 활성에 미치는 영향을 보고한 선행연구를 살펴보면, 20주령 성숙 쥐에게 4주간 고콜레스테롤과 청국장을 함께 공급한 결과, 간조직의 SOD와 catalase 활성은 정상군과 비슷한 수치로 감소되었고, 간 조직 중 GSH-Px 활성은 각 실험군 간에 유의적인 차이가 없었다. 고콜레스테롤 섭취로 인하여 불포화지방산의 함량이 높은 생체막의 지질과산화가 촉진되어 세포 소기관의 산화적 손상이 가속화된 상태에서 청국장 섭취는 고콜레스테롤 식이에 의한 산화적 손상을 감소시키는 것으로 보고하였다(Kim et al 2009). 자발성 고혈압 쥐에게 대두 이소플라본을 섭취시킨 군에서는 대조군과 비교하여 DNA 산화적 손상이 억제되는 것으로 나타났다(Park et al 2005b). 본 연구와 비슷하게 청국장의 생리활성 증진을 목적으로 청국장에 항산화작용이 있는 흑마늘을 대두량의 10% 첨가한 청국장의 항산화활성을 분석한 연구에서는 흑마늘 첨가 청국장 물추출물의 전자공여능, SOD유사활성, 지질산패 억제능이 일반청국장과 비교하여 우수한 것으로 나타났다(Jeong et al 2013).

      그러나 본 연구에서 간조직 중 활성산소에 의하여 생성되는 과산화지질 함량은 청국장과 녹차청국장의 섭취로 감소되었으나, 과산화지질에 대한 방어시스템인 항산화효소 활성은 유의적인 차이가 없었다. 이는 성숙 쥐(Kim et al 2009)나 질환상태 모델(Park et al 2005b)을 대상으로 청국장의 항산화활성을 보고한 선행연구와 달리, 본 연구에서는 성장기 쥐를 대상으로 고콜레스테롤 식이를 유도하여 9주간 실험식이를 공급하였기 때문에, 일상적인 장기간 청국장 식이 섭취에 따른 내인성 항산화체계의 항상성으로 인해 유의적인 차이는 없는 것으로 보여진다. 또한, 본 연구에서 공급한 청국장에 첨가한 녹차분말의 양은 식이 100 g당 3.3% 수준으로 생체내 실험에서 항산화의 상승작용을 나타내는 수준은 아닌 것으로 나타났다. 이는 실제 생체 내 실험을 통한 녹차청국장의 효과를 보고한 선행연구가 없어 직접적인 비교는 할 수 없지만, 증자한 콩에 녹차 0.5%, 2%, 5%의 세 수준별 첨가에 따른 항산화능을 비교한 선행연구(Park & Cho 2008)는 5% 녹차청국장의 항산화능이 가장 우수한 것으로 보고하였다. 본 연구의 청국장에 첨가한 녹차수준과 비슷하지만, 다른 결과를 보인 것은 선행연구는 실험실 연구 결과인 반면, 본 연구는 동물실험을 통한 생체 내 간조직의 항산화활성을 분석한 결과이므로, 추후 녹차첨가 수준을 달리한 청국장을 제조하여 생체 내 유효한 상승작용을 나타내는 연구가 이루어져야 할 것으로 생각된다.

      본 연구에서 사용한 청국장은 선행연구(Jung SH 2005)에서와 동일하게 제조하였으며, 일반조성은 수분 3.74%, 조단백 54.78%, 조지방 24.66%, 회분 5.70%, 식이섬유 2.88%, 탄수화물 8.24%이었으며, 청국장 발효 후 이소플라본 함량은 49.69 mg%로 나타났다. 또한 녹차청국장 제조 시 사용한 녹차분말에 함유된 카테킨량은 13.80%이었다. 따라서 본 연구에서 성장기 쥐가 고콜레스테롤 식이와 함께 9주간 공급한 실험식이의 주된 기능성 성분인 이소플라본과 카테킨의 함량을 산출하면, 실험동물의 하루 평균 식이섭취량이 청국장군 21.8 g/day, 녹차청국장군 22.0 g/day이었으므로, 실험동물 체중 kg당 이소플라본 섭취량은 약 8.05 mg, 카테킨 섭취량은 약 234.0 mg에 해당되는 양이다. 이는 성장기 실험동물에서 이소플라본 약 8.05 mg/kg body weight, 카테킨 약 234.0 mg/kg body weight 수준의 섭취는 혈중 지질 profile과 간조직의 총콜레스테롤 및 과산화지질 함량을 개선시키는 작용을 하였으나, 항산화효소 활성에는 영향을 미치지 않는 수준이었다. 식이섭취의 영향은 생애주기, 생리적 조건, 영양상태 등에 따라 차이가 있으므로, 이를 감안하여 대상별에 따른 일상적인 식이에서 청국장의 섭취량이나 녹차청국장에서 녹차 첨가수준을 고려한 연구가 추후에 이루어져야 할 것으로 보여진다.

    

    

  
    
      요약 및 결론
      고콜레스테롤 식이를 섭취한 성장기 수컷 쥐에서 청국장과 녹차청국장이 혈중 지질농도와 간 지질 함량 및 간 조직 항산화효소인 SOD, GSH-Px 및 CAT 활성에 미치는 영향을 분석하였다. 실험식이는 대조군, 청국장군, 녹차청국장군 세 군으로 나누어 9주간 1% cholesterol 식이를 기본으로 청국장식이를 공급한 후 혈중 및 간 지질, 과산화지질 함량, 항산화효소 활성을 분석한 실험결과는 다음과 같다. 체중증가량과 식이효율은 청국장군과 녹차청국장군 모두 대조군보다 유의적으로 낮았으나, 청국장 종류에 따른 차이는 없었다. 혈중 총 콜레스테롤농도는 청국장군이 대조군보다 유의적으로 낮았고, 혈중 중성지방농도와 동맥경화지수는 청국장군과 녹차청국장군 모두 대조군보다 유의적으로 낮았다. 혈중 HDL-콜레스테롤농도는 청국장군과 녹차청국장군이 대조군보다 유의적으로 높았다. 간의 중성지방함량은 실험식이에 따른 유의적인 차이가 없었고, 간의 총 콜레스테롤함량은 녹차청국장군이 대조군보다 유의적으로 낮았다. 간조직의 MDA함량은 청국장군과 녹차청국장군이 대조군보다 유의적으로 낮았으나, 간조직의 SOD, GSH-Px 및 CAT 활성은 실험군 간에 유의적인 차이가 없었다.

      결론적으로 고콜레스테롤 식이를 섭취한 성장기 쥐에서 청국장은 혈중 총콜레스테롤 농도를, 녹차청국장은 간의 총콜레스테롤함량을 유의적으로 감소시켰고, 청국장과 녹차청국장 각각은 간 조직의 과산화지질 함량을 감소시켰으나, 청국장 종류에 따른 차이는 없었으며, 항산화효소 활성은 청국장과 녹차청국장 섭취에 따른 유의적인 영향이 없는 것으로 나타났다. 본 연구에서 고콜레스테롤 식이를 섭취한 성장기 쥐를 대상으로 청국장과 녹차청국장의 섭취는 혈중 지질 profile과 간조직의 총콜레스테롤 및 과산화지질 함량을 낮추는 작용을 하였으나, 항산화효소 활성에는 영향을 미치지 않는 수준이었으므로 추후연구에서 청국장의 섭취량이나 녹차청국장에 녹차 첨가수준을 고려한 연구가 필요한 것으로 생각되어진다.
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