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            Abstract
          
        

        
          This study was performed to investigate the hepatotoxicity reducing effect of ethanol extracts from Youngia denticulata Houtt Kitamura (YD) fermented by Aspergillus oryzae, which is well known as a Korean traditional meju microbe. Experimental rats were divided into 4 diets groups (six rats/group) (NC: normal control group, EC: ethanol supplemented control group, ENY: ethanol extracts 0.5% supplemented diets of the non-fermented YD group, EFY: ethanol extracts 0.5% supplemented diets of the fermented YD group). After feeding them for four weeks, the activities GOT and GPT in serum, contents of neutral lipid, total cholesterol, LPO and GSH, and activities of XO (O type) enzyme, SOD and GST in liver tissue were observed. Compared to the NC group, the GOT and GPT activities in the EC group were markedly increased by 87.91% and 57.02%, and the contents of neutral lipid, total cholesterol and LPO were increased by 77.51%, 18.56% and 193.86%, respectively. On the other hand, the GSH content was decreased by 29.52%. The activities of SOD and GST which are anti-oxidation-related enzymes, were decreased by 42.78% and 0.94%, respectively, compared to the NC group, but the XO (O type) enzyme activity was significantly increased by 70.83%. These results confirmed that the liver tissue and anti-oxidation system of the EC group had been damaged. Compared to the EC group, the GOT and GPT activities of the ENY and EFY groups were significantly decreased by 24.73∼41.99% and 22.91∼30.11%, respectively. The contents of neutral lipid, total cholesterol and LPO were decreased by 16.65∼33.33%, 22.44∼23.11% and 63.34∼66.13%, respectively, but the GSH content was significantly increased by 24.61∼35.60%. The GST activity was not significantly affected, but the SOD activity was significantly increased by 214.94∼261.19%. The XO (O type) enzyme activity was significantly decreased by 40.34∼51.20%. Compared to the ENY group, the GOT and GPT activities of the EFY group were significantly decreased by 22.93% and 9.34%, respectively. The plasma contents of neutral lipid, total cholesterol and LPO were decreased by 20.01%, 0.86% and 7.59%, respectively. The SOD activity was significantly increased by 21.52%, and the XO (O type) enzyme activity was decreased by 18.19%. Given decreasde TG, total cholesterol, LPO contents of liver tissue, GOT, GPT and XO activity, and increased SOD activity, these study results that ethanol extracts from fermented Youngia denticulata Houtt Kitamura may be effective in reducing hepatotoxicity.
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      서 론
      경제성장과 생활수준의 향상으로 기호식품의 소비가 증가하고 있으며, 주류의 소비량도 2006년 이후 줄곧 증가추세에 있다. 주류의 1인당 소비량(Korean National Statistical Office 2016)은 맥주 149병, 소주 63병, 전통주 33병, 양주 3병, 와인 2병으로 높으며, 여성용 술의 소비량 또한 늘어나고 있어 건강에 대한 경각심을 주고 있다. 급․만성 음주는 간, 신장 및 뇌 등 장기에 손상을 유발하며, 간염과 간경화를 유도해 사망을 초래하는 것으로 알려져 있다(Lieber CS 1997; Arteel G 등 2003; Williams R 2006). 일반적으로 섭취된 에탄올은 신속하게 흡수되어 주로 간에서 alcohol dehydrogenase(ADH)에 의해 acetaldehyde로, 다시 aldehyde dehydrogenase(ALDH)에 의해 acetic acid로 산화되어 에너지를 생산하며, 일부는 호흡기를 통해 배설된다(Cunninghm CC & Bailey SM 2001; Lieber CS 2004; Das SK & Vasudevan DM 2007). 에탄올에 의한 장기 조직의 손상은 다양하고 복잡한 기전을 통하여 야기되는데, 대사과정 중에 ADH와 ALDH에 의해 생성된 NADH은 NADH/NAD+의 비율을 증가시키며, 고 젖산혈증으로 체액의 산성화와 지방산의 합성증가에 따른 지방간 생성이 우려되고 있다(Lieber CS 1997; Cederbaum AI 1991; Lieber CS 1992; Lands WEM 등1999; Mantle D & Preedy VR 1999; Das SK 등2005). 음주로 인한 간독성 해소의 가장 이상적인 방법은 대사를 촉진시키는 것(Niemela O 등 1987; Lin RC 등 1988; Fang JL & Vaca CE 1997; Mello T 등 2008)으로 숙취해소와 장기손상을 경감 또는 예방하기 위한 다양한 의약품과 건강기능식품이 국내외적으로 개발․판매되고 있으나, 실제적으로 효과가 뚜렷한 제품을 찾기는 매우 어려운 것이 현실이다.

      이고들빼기는 씀바귀, 고들빼기, 왕고들빼기, 민들레와 함께 국화과에 속하는 식물로서, 우리나라의 산야에 널리 분포된 식물(Song JT 등 1989) 중의 하나이다. 국화과 식물 중에서 씀바귀는 해열, 건위, 조혈, 당뇨, 간질환 등 각종 생활습관병의 치료에 이용되고 있으며(Baek GY 2000), 황달(Jin JI 1985; Kim JG 1989), 혈중 지질의 감소 및 항당뇨(Choi JS 등 1990; Choi JS 등 1991), 항돌연변이 및 항암활성(Kim SH 1995)이 있는 것으로 보고되고 있다. 왕고들빼기는 HIV 및 간염바이러스 증식을 억제하며(Piras G 등 1997; Yamamoto Y 등 1999; Kim YH 2004), 고들빼기는 항암효과(Choi JS 등 1991; Kim MJ 등 1997)와 혈중 콜레스테롤 감소 및 간 손상억제 효과가 있으며(Bae SJ 등 1997), 이고들빼기 및 고들빼기 성분이 급성 에탄올 독성을 완화시켜 줄 수 있다(Son JC 등 2012)고 보고한 바 있다.

      최근에는 한약재류를 비롯하여 각종 산 야채를 여러 가지 미생물을 이용하여 발효시킴으로써 약리적 효과가 증진된다는 사실들이 알려져 있다(Ann HY 2014; Kang YH 등 2015; Kim YJ 등 2012). Lee 등은 Monascus pilosus 발효 뽕잎차 열수 추출물이 체중감소 효과와 간 조직 손상을 예방하고 경감시킨다(Lee 등 2013)고 하였고, Lee J 등(2010)은 Aspergillus oryzae 생균이 동물의 장내에서 Lactobacillus속 미생물의 기질로 사용되어 유해한 세균류에 대한 항균작용을 높이고, 소화를 증진하며, 체내 콜레스테롤을 감소시킨다고 하였다. 또 Aspergillus oryzae를 이용한 발효물은 항돌연변이원성, 항암성, 면역체계 활성화를 통한 생체방어기능, 항고혈압 등 다양한 생리활성을 나타내며(Chirtchai P 등 2011), 이를 이용하여 발효시킨 도라지, 울금, 귤피는 항비만 및 간 보호효과가 있다(Kang YH 등 2015; Jeon HJ 등 2014; Kim YJ 등 2012). Aspergillus oryzae는 WHO에서 GRS(Generally Regarded as Safe)로 인정된 미생물(Machida M 등 2008)로 우리나라에서는 간장, 된장, 고추장, 발효주 제조에 널리 사용되어 왔다(Hong KJ 등 2004; Marui J 등 2013).

      이고들빼기는 국화과 식물 중에서 약리적 효과가 가장 높아 민간에서 즐겨 애용(Kim JG 1992)하여 왔으나, 이에 대한 연구는 많지 않고, 특히 이고들빼기 발효물을 이용한 연구는 매우 미흡한 실정이다.

      따라서 본 연구에서는 국화과 식물 중 과학적인 연구가 미흡한 이고들빼기를 Aspergillus oryzae로 발효시킨 후, 얻은 에탄올 추출물이 알코올로 손상시킨 흰쥐의 간 해독에 미치는 영향을 조사하기 위하여 간 손상 지표로 널리 사용(Park JK 등 2008; De Ritis R 등 1965; Lieber CS 1985; Han EK 등 2009)되고 있는 혈중 glutamic oxaloacetic transaminase(GOT) 및 glutamic pyruvic transaminase(GPT)의 활성을 조사하는 한편, 간조직의중성지질(TG), 총콜레스테롤, lipid peroxide(LPO), 조직손상을 방어하거나 경감시키는 효과가 있는(Wang RS 등 1999) glutathione(GSH) 함량을 측정하였으며, 독성으로부터 생체를 보호(Forrnan HJ & Fridovich 1973; Bompart GJ 등 1990)하는 항산화계효소로 superoxide dismutase(SOD) 및 glutathione S-transferase(GST)의 활성과 체내에서 활성산소종을 생성시키는 효소로 간을 비롯한 생체 내 조직을 손상(Hashim MS 등 2005; Kundu TK 등 2007)시키고, 노화와 생활습관병 유발의 원인이 되는(Lee K 1991; Hashim MS 등 2005; Ham YK & Kim SW 2004) 산화계 효소인 xanthin oxidoreductase(XO)의 O type 효소의 활성을 조사하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료
        본 실험에 사용한 실험재료는 2013년 8월에 경상북도 상주시의 산야에 자생하는 이고들빼기(Youngia denticulata Houtt Kitamura)를 잎과 뿌리를 함께 채취한 후, 흐르는 수돗물로 깨끗이 세척한 다음 50℃의 건조기에서 수분함량이 5%가 되게 충분히 건조시켰다. 다음에 Food Mixer(HNF-1710, Hanil Electric Co. Ltd, Seoul, Korea)로 50 mesh로 분쇄하여 폴리에틸렌 백에 넣어 4℃에 두면서 실험재료로 사용하였다. 발효용 As- pergillus oryzae는 메주제조용의 황국균을 NH 마켓에서 구입하여 사용하였다.

      

      
        2. 발효
        이고들빼기 시료 1 kg을 약 3 L들이 플라스틱 용기(지름 60 cm, 높이 20 cm)에 넣은 후, 황국균 분말 1 g을 골고루 혼합한 수돗물 700 mL를 부어 잘 혼합하였다. 다음에 폴리에틸렌필름으로 덮은 후, 25℃의 정온실에서 7일간 발효시켰다. 그런 후에 3 L들이 폴리프로필렌 백에 약 500 g 씩 담아 120℃에서 1시간 동안 살균하고, 약 100 g 씩 덩이로 만들어 1개월간 건조, 숙성시켜 실험재료로 사용하였다(이하 발효 이고들빼기 또는 fermented YD). 대조구는 Aspergillus oryzae를 첨가하지 않은 동일한 이고들빼기를 상기와 동일한 조건으로 증자하여 건조시킨 것(이하 비발효 이고들빼기 또는 non-fermented YD)을 사용하였다.

      

      
        3. 추출물의 제조
        발효 또는 비발효 이고들빼기 각 100 g씩에 70% 에탄올 2 L씩을 가하여 냉각관을 부착한 추출장치를 사용하여 80∼90℃에서 10시간 동안 가열 추출하였다. 다음에 3겹의 면포로 여과하여 얻은 여액을 감압농축장치(Strike 300, Sterpoglass, Italy)를 이용하여 70 Brix의 아주 걸쭉한 농축액으로 제조하였다. 이 농축액은 동결건조하여 원료 kg 당 약 40 g의 건조물을 얻었다.

      

      
        4. 동물실험 및 식이조성
        실험동물은 6주령의 평균체중이 150±10 g의 수컷 흰쥐(Sprague-Dawly SPF/VAF outbred rats, Orient, Korea)를 1주일간 환경에 적응시킨 후 정상대조군(NC), 에탄올대조군(EC), 에탄올 급여 및 비발효 이고들빼기 추출물 0.5% 첨가식이 급여군(ENY), 에탄올 급여 및 발효 이고들빼기 추출물 0.5% 첨가식이 급여군(EFY)의 4개 군(6마리/군)으로 나누어 4주간 사육하였다. 실험식이의 조성은 Table 1과 같다. 4주간 사육한 실험동물은 Khanal T 등(2009)의 방법으로 공복 상태에서 1일 1회, 2일간 50% 에탄올 용액을 체중 kg당 5 g씩 경구투여하였으며, 마지막 투여 후 12시간이 경과한 다음 처치하였다. 사육장은 스테인리스 스틸 케이지를 사용하고, 온도 및 습도는 23±2℃, 60±5%로 조정하고, 명암주기는 12시간 간격으로 설정하고, 물과 사료의 섭취는 자유 섭취시켰다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Experimental plots and diet compositions (%, w/w)
          
          

        

        
          
            
              	Diet compositions
              	Experimental plots
            

            
              	NC
              	EC
              	ENY
              	EFY
            

          
          
            	5L791) pellet diets
            	100
            	100
            	95.5
            	95.5
          

          
            	EtOH administration (50% ethanol (5 g × 2/kg BW/day)
            	-
            	○
            	○
            	○
          

          
            	NYD2) ethanol extracts 0.5% supplemented diets
            	-
            	-
            	0.5
            	-
          

          
            	FYD3) ethanol extracts 0.5% supplemented diets
            	-
            	-
            	-
            	0.5
          

        

        
          
            1) The 5L79 diets for animal experiments manufactured in PMI Nutrition, LLC, Brentwood, MO, USA; Guaranteed analysis: crude protein 18%, crude fat 5%, crude fiber 5%, ash 8%.
          

          
            2) NYD: Non-fermented Youngia denticulata Houtt Kitamura.
          

          
            3) FYD: Fermented Youngia denticulata Houtt Kitamura by Aspergillus oryzae. Abbreviations: NC; normal control group, EC; ethanol supplemented control group, ENY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of non-fermented YD, EFY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of fermented YD.
          

        

        

      

      
        5. 체중증가율의 측정
        체중증가율은 전 실험 기간을 통하여 매일 일정한 시간에 측정하였으며, 초기체중에 대하여 실험을 행한 4주간 동안 증가한 체중을 환산하였다.

      

      
        6. 측정용 시료의 조제
        실험식이로 4주간 사육한 흰쥐를 물은 자유롭게 먹게 하고, 12시간동안 절식시킨 후 에테르 마취 하에서 복부대동맥으로부터 채혈한 다음, 빙냉의 생리식염수로 간을 관류하고 장기를 적출한 후, 습기를 제거하여 무게를 측정하였다. 성분 및 효소활성 측정용 시료의 조제는 적출한 간 조직에 phosphate 완충용액(pH 7.4)을 가한 후, Polytron Homogenizer(PT-3100, Brinkmann, USA)를 사용하여 균질액을 조제한 후 —40℃ 빙냉고에 보관하면서 시액으로 사용하였다. 채취한 혈액은 실온에서 응고시킨 다음 4℃, 2,500 rpm으로 20분간 원심분리하여 혈청을 분리한 후, —40℃에 두면서 분석용 시료로 사용하였다.

      

      
        7. 간 조직의 지질함량 측정
        Folch 등(1957)의 방법에 따라 chloroform:methanol(2:1) 혼합액에 간 조직 마쇄액 일정량을 가해 잘 혼합한 다음, 방치하여 분리된 유기용매 부분 일정량을 취해 질소가스 존재 하에서 휘발시킨 후 혈청 중성지질(TG) 측정용 kit 시약(AM 157SK, Asan Pharm Co, Ltd, Seoul, Korea)과, total cholesterol 측정용 kit 시약(AM 202-K, Asan Pharm, Co, Ltd, Seoul, Korea)으로 각각 측정하였다.

      

      
        8. LPO 및 GSH의 함량 측정
        LPO(lipid peroxide)의 함량은 Satoh(1978)의 방법에 따라 간조직 균질액에 thiobarbituric acid(TBA) 용액을 가하여 반응시킨 후 n-butanol을 가해 이행되는 TBA-reactive substance의 흡광도를 532 nm에서 측정, 분자흡광계수, ε=1.5×105M—1cm—1를 이용하여 함량을 산출하였으며, 간 조직 g당 nmole로 나타내었다. 간 조직 glutathione(GSH)의 함량은 Ellman(1959)의 방법에 따라 적출한 동물의 간 조직 균질액에 2-nitrobenzoic acid를 가해 생성되는 thiophenol의 함량을 측정하였으며, 간조직 g당 환원형 글루타치온 μmole로 나타내었다.

      

      
        9. GOT 및 GPT의 측정
        혈청 중의 GOT와 GPT 활성은 Reitman-Frankel 법(1957)에 따라 조제된 kit(Young-Dong Pham, Seoul, Korea)를 사용하여 측정하였다.

      

      
        10. SOD 및 GST의 측정
        SOD 및 GST의 측정은 알코올을 투여하면서 4주간 실험식이를 행한 후, 간 조직의 SOD 및 GST 활성을 측정하였다. SOD 활성은 Martin JP 등(1987)의 방법에 따라 superoxide anion radical에 의해 hematoxylin으로부터 생성되는 hematin을 560 nm에서 측정하였으며, hematoxylin의 자동산화를 50% 억제하는 단백질의 mg으로 나타내었다. GST 활성도는 Habig WH 등(1974)의 방법에 따라 효소에 의해 기질인 1-chloro-2, 4-dinitrobenzene과 reduced glutathione이 반응하여 생성되는 thioether의 흡광도를 340 nm에서 측정한 다음, 흡광계수(ε=9.5M—1cm—1)를 이용하여 활성도를 계산하였으며, 분당 단백질 1 mg이 생성시킨 thioether의 nmole로 나타내었다.

      

      
        11. XO의 측정
        XO의 O type 효소의 활성은 Stirpe F와 Della Corte의 방법(1969)에 따라 NADH를 첨가하지 않은 상태에서 생성되는 uric acid의 함량을 292 nm에서 측정하였으며, 활성도는 분당 단백질 1 mg이 기질인 xanthine으로부터 생성되는 uric acid의 양을 nmole로 나타내었다.

      

      
        12. 통계처리
        모든 실험은 실험동물 6마리에 대하여 각각 측정하였으며, 평균과 표준편차로 나타내었다. 유의성은 SPSS(Statistical Package for the Social Science, SPSS Inc, version 20.0 Chicago, IL, USA)를 이용하여 Duncan’s multiple range test를 행하여 p<0.05 수준에서 유의성을 검정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 체중과 간의 중량
        알코올을 투여하면서 4주간 실험식이를 행한 후, 체중증가량과 체중에 대한 간의 중량 %를 조사한 결과는 Fig. 1과 같다. 체중의 증가량은 에탄올 대조군(EC)이 정상군(NC)에 비하여 29.69%가 감소하였다. 그러나 비발효 이고들빼기 추출물 첨가군(ENY)과 발효 이고들빼기 추출물 첨가군(EFY)에서는 모두 EC군에 비하여 유의한 증가를 보여 에탄올에 대한 독성을 경감시키는 것으로 나타났다. 그리고 ENY군과 EFY군 모두 에탄올 대조군인 EC군에 비하여는 유의적인 체중증가를 나타내었으나, ENY군은 정상군에 미치지는 못했으며, EFY군은 정상군과의 유의차를 보이지 않았다. 즉, 발효 이고들빼기 추출물을 급여한 군이 비발효 이고들빼기 추출물을 급여한 군에 비하여 에탄올에 대한 독성을 경감시키는 효과가 큰 것으로 나타났다. 이와 같은 결과는 M. purpureus 발효시킨 참당귀 분말을 알코올로 간독성을 유도한 흰쥐에 급여하였을 때의 체중 증감과 유사한 결과를 보여주고 있다(Ahn HY 등 2013).

        한편, 체중에 대한 간의 중량 %는 EC군이 정상군에 비하여 27.81%가 증가되었다. 또, ENY군은 정상군에 비하여 19.53%가 증가되어 증가율로 볼 때, ENY군이 에탄올 투여로 인한 간의 비대현상을 완화시키는 효과가 있는 것으로 추측되나, 유의적인 차이는 보이지 않았다. 반면에, EFY군은 ENY군과는 유의적인 차이를 보이지 않았으며, 정상군과 차이를 보이지 않아 결과적으로 발효시킨 경우에 효과가 큼을 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effects of fermented YD (Youngia denticulata Houtt Kitamura) diets on weight gain and liver weight of ethanol-treated rats fed for 4 weeks.
            Abbreviations: BW; body weight, NC; normal control group, EC; ethanol supplemented control group, ENY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of non-fermented YD, EFY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of fermented YD.

            1) Values are mean (n=6). Different superscripts on the letters (a∼c) indicates significant differences (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        2. GOT 및 GPT 활성
        알코올을 투여하면서 4주간 실험식이를 행한 후, 혈청의 GOT 및 GPT의 활성을 측정한 결과는 Fig. 2와 같다. GOT 활성은 에탄올 대조군인 EC군의 경우, 정상군(NC)에 비해 87.91% 높았으며, ENY군은 EC에 비해 크게 떨어졌으나, 정상군에 비해서는 41.44%가 높았다. 반면에, 발효 이고들빼기 추출물 첨가군인 EFY군은 EC군보다 41.99% 낮았고, ENY군과도 유의적으로 낮은 값을 나타내었으며, 정상군과는 비슷한 수준을 보였다. 이러한 결과는 EC군이 알코올 섭취로 인해 간장이 비대해짐으로써 간 조직의 손상이 나타난 것으로 생각되며, 발효 이고들빼기 추출물 식이군이 비발효 식이군에 비하여 알코올 식이로 유도된 간 조직 손상을 크게 완화시킨 것으로 보인다. 혈중 GPT 활성은 EC군이 정상군에 비해 57.01%가 높았다. ENY군과 EFY군은 EC군에 비하여 각각 22.91%, 30.11%로 유의적으로 낮았으며, EFY군은 ENY군과 유의적인 차이를 보이지 않았다. EFY군과 ENY군은 정상군과 뚜렷한 차이를 보이지 않았다. 이러한 결과는 알코올에 의한 간 손상 유발 흰쥐의 고들빼기 식이 급여군에서 GPT 활성이 낮게 나타났다는 Bae SJ 등(1997)의 결과와 유사하며, 급성 에탄올 투여 흰쥐의 이고들빼기 잎과 뿌리의 에탄올 추출물 식이 급여군에서 ALT 활성이 정상군과 비슷한 수준으로 나타났다는 Son JC 등(2012)의 결과와 유사하나, 본 연구에서의 발효 이고들빼기군의 GPT 활성이 낮게 나타난 것은 발효에 의해 간 손상을 회복시키는 효과가 비발효군보다 더욱 크다는 것을 나타낸 것이라 하겠다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of fermented YD diets on GOT and GPT activity of ethanol-treated rats fed for 4 weeks.
            Abbreviations: BW; body weight, NC; normal control group, EC; ethanol supplemented control group, ENY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of non-fermented YD, EFY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of fermented YD.

            1) Values are mean (n=6). Different superscripts on the letters (a∼c) indicates significant differences (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        3. 간 조직의 LPO 및 GSH의 함량
        알코올을 투여하면서 4주간 실험식이를 행한 후, 간조직의 LPO 및 GSH 함량을 측정한 결과는 Fig. 3과 같다. LPO 함량은 EC군이 NC군에 비하여 293.87%나 증가하였다. ENY군과 EFY 군도 EC군에 비하여 각각 36% 및 34% 수준으로 크게 감소하였으나, 상호간의 유의적인 차이는 없었다. 특히 두 군 모두 정상군과 비슷한 수치를 보여 알코올로 인하여 생성되는 지방의 과산화 현상을 감소시키는 효과가 있었다. 간 조직의 GSH 함량은 EC군이 NC군에 비하여 30%가 감소하였으나, ENY군 및 EFY군은 EC군에 비하여 각각 24.6%와 35.6% 증가하였다. 또, EFY 군은 ENY군에 비하여 8.8%의 유의적인 증가를 나타내어, 비발효 경우에 비하여 조직손상을 방어하는 효과가 큼을 나타내었다. GSH는 조직손상을 방어하거나 경감시키는 효과가 있고(Wang RS 등 1999), 체내에서 과산화지질을 무독화시키며(Ohkawa H 등 1979), LPO의 생성을 억제하고, LPO가 분해되어 aldehydes, ketones 및 lactones 등 독성물질을 생성하여 세포조직의 손상과 노화의 촉진현상을 방어한다(Wang RS 등 1999). 즉, EC군은 정상군에 비해 간 조직 내 GSH 함량이 유의적으로 감소하였고, EFY군은 ENY군보다 유의적으로 높은 값을 나타내어, 비발효 경우에 비하여 조직손상을 방어하는 효과가 큼을 나타내었으며, 또 발효 군의 GSH의 함량이 정상군 수준으로 회복됨에 따라 발효이고들빼기 추출물이 LPO 함량은 감소시키면서 결과적으로 독성물질을 무독화하는 GSH 함량을 증가시키는 좋은 효과가 있음을 알 수 있다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of fermented YD diets on LPO and GSH content of ethanol-treated rats fed for 4 weeks.
            Abbreviations: BW; body weight, NC; normal control group, EC; ethanol supplemented control group, ENY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of non-fermented YD, EFY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of fermented YD.

            1) Values are mean (n=6). Different superscripts on the letters (a∼c) indicates significant differences (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        4. 간 조직의 중성지질 및 총콜레스테롤 함량
        알코올을 투여하면서 4주간 실험식이를 행한 후, 간 조직의 중성지질 및 총콜레스테롤의 함량을 측정한 결과는 Fig. 4와 같다. 에탄올만 급성적으로 경구 투여한 EC군에서는 NC군에 비해 간 조직의 중성지방 함량이 77.5% 높았다. EFY군은 알코올로 인해 증가된 EC군의 중성지방을 33.3% 감소시킨 반면, ENY군은 16.6%를 감소시켜 발효군이 비발효군에 비하여 효과가 큼을 나타내었다. EC 군에서 간 조직 중성지방의 함량이 NC군에 비하여 77.5%나 증가된 것은 에탄올의 급성독성에 의해 나타난 현상으로 사료된다. 또, ENY군은 EC군보다 16.65% 낮은 수준을 보였으나, 유의성은 나타나지 않아 이고들빼기 잎과 뿌리추출물에서 유의적인 효과가 있었다는 Son JC 등(2012)의 연구결과와 다소 차이가 있었다.

        한편, EFY군의 중성지질함량은 ENY군의 79.99% 수준으로 유의적인 감소를 보였다. 이러한 결과는 Ahn HY 등(2013)이 Monascus purpureus로 발효시킨 당귀분말을 알코올 투여 흰쥐에게 8주간 급여한 결과, 알코올 대조군에 비하여 중성지질함량이 유의적으로 감소하였다(28.1%)는 결과와 유사한 것으로 발효에 의해 간 조직의 중성지질 감소 효과가 큼을 나타낸 결과라 할 수 있다.

        총콜레스테롤 함량은 EC군이 NC군에 비하여 18.6%가 높았으나, EFY군과 ENY군 모두 EC군에 비해 각각 23.11% 및 22.44% 낮았다. 이러한 결과는 Aspergillus oryzae로 발효시킨 울금을 알코올 투여 흰쥐에 급여하였을 때 총콜레스테롤 함량에는 영향을 미치지 않았다는 결과와는 상이하나, 중성지방을 감소시켰다는 결과와는 유사하였다(Kim YJ 등 2012).

        일반적으로 에탄올의 섭취는 간 조직의 중성지방과, 혈중 총콜레스테롤의 함량을 증가시키는 것으로 알려져 있다(Khanal T 등 2009; Zeng T 등 2008; Ryle PR 등 1986; Demori I 등 2006; Choi JS 등 2006).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of fermented YD on triglyceride and total cholesterol content of ethanol-treated rats fed for 4 weeks.
            Abbreviations: BW; body weight, NC; normal control group, EC; ethanol supplemented control group, ENY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of non-fermented YD, EFY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of fermented YD.

            1) Values are mean (n=6). Different superscripts on the letters (a∼c) indicates significant differences (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        5. SOD 및 GST 활성
        알코올을 투여하면서 4주간 실험식이를 행한 후, 간 조직의 SOD 및 GST 활성을 측정한 결과는 Fig. 5와 같다. 간 조직 SOD의 활성은 EC군이 NC군에 비해 57.22%가 낮았으나, EFY군과 ENY군은 EC군에 비해 각각 161.19% 및 114.94%로 높았으며, EFY군이 ENY군보다 121.52%나 유의적으로 높았다. SOD는 superoxide radical을 HO2로 전환시키며, 생성된 H2O2는 GSH-Px와 catalase의 작용으로 무독의 H2O로 배설됨으로써 산소독성으로부터 생체를 보호한다(Forrnan HJ & Fridovich(1973)고 하였고, 또 Hilton JW 등(1980)은 에탄올 섭취 후 생성되는 활성산소를 체내에서 제거하기 위해 간 조직의 SOD가 증가한다고 한 바, 본 연구결과 SOD 활성이 유의적으로 높게 나타난 발효 이고들빼기 식이군이 비발효군에 비하여 알코올에 의해 생성된 독성으로부터 세포를 보호하는 효과가 큼을 알 수 있었다.

        GST는 항산화 활성을 가지는 효소로 독성물질과 발암성 물질 등의 대사산물과 내인성 독소 중 친전자성 물질에 의하여 환원형 glutathione과 함께 glutathione thioester(R-S-G)의 생성반응을 촉매한다(Bompart GJ 등 1990). 본 실험에서 GST 활성은 실험군간 유의적인 차이를 보이지 않았다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effects of fermented YD on SOD and GST activity of ethanol-treated rats fed for 4 weeks.
            Abbreviations: BW; body weight, NC; normal control group, EC; ethanol supplemented control group, ENY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of non-fermented YD, EFY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of fermented YD.

            1) Values are mean (n=6). Different superscripts on the letters (a∼c) indicates significant differences (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        6. XO(O type)효소의 활성
        알코올을 투여하면서 4주간 실험식이를 행한 후, 간 조직의 XO(O type)효소의 활성을 측정한 결과는 Fig. 6과 같다. EC군의 효소의 활성은 38.42 nmole/mg protein으로 NC군에 비하여 70.8% 높았으나, ENY군과 EFY군은 각각 22.92 및 18.75 nmole/mg protein로 EC군에 비하여 각각 40.34% 및 51.20%가 낮았으며, ENY군과 EFY군의 유의적인 차이는 없었다. 그리고 ENY군과 EFY군 모두 정상군과 유사하거나 그 이하의 활성을 나타내었다.

        XO(O type)효소는 체내에서 활성산소종을 생성시키는 효소로 간을 비롯한 생체 내 조직을 손상시키는 작용을 하며(Hashim MS 등 2005; Kundu TK 등 2007), 지질산화, 노화 등에 관여할 뿐만 아니라, 각종 성인병 유발의 원인(Lee K 1991; Hashim MS 등 2005; Ham YK & Kim SW 2004)이 되므로 생체 내 XO 의 활성을 저해시킬 수 있는 polyphenol 또는 flavonoid 등을 비롯한 각종 phytochemicals에 대한 연구가 많이 이루어지고 있는데, 특히 이들 소재를 발효시킴으로서 glycoside 형태로 존재하는 polyphenol성 물질을 활성이 높은 aglycone으로 전환시킴으로써 기능성이 증진(Lee SI 등 2014)된다고 한 바 본 연구 결과에서도 발효군의 XO(O type) 효소의 활성이 EC군보다 월등히 낮고, 정상군과 비발효군보다 낮게 나타난 것은 이고들빼기의 polyphenol성 물질이 발효에 의해 활성이 높은 aglycone으로 전환됨에 따른 기능성 증진효과라 생각된다.

        이상의 실험결과를 종합해 볼 때 Aspergillus oryzae로 발효시킨 이고들빼기의 에탄올 추출물은 알코올로 유도된 간손상 흰쥐에 대하여 간 조직 TG와 총콜레스테롤 및 LPO의 함량을 감소시키고, GOT, GPT 및 XO의 활성감소와 동시에 SOD 활성을 높임으로써 비발효 이고들빼기보다 간의 해독효과가 큰 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Effects of fermented YD on XO (O type enzyme) activity of ethanol-treated rats fed for 4 weeks.
            Abbreviations: BW; body weight, NC; normal control group, EC; ethanol supplemented control group, ENY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of non-fermented YD, EFY; ethanol extracts 0.5% supplemented diets of fermented YD.

            1) Values are mean (n=6). Different superscripts on the letters (a∼b) indicates significant differences (p<0.05).

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      요 약
      Aspergillus oryzae로 발효시킨 이고들빼기의 에탄올 추출물이 알코올성 간독성을 유발한 SD계 흰쥐에 미치는 영향을 조사하였다. 실험군은 정상대조군(NC), 에탄올대조군(EC), 에탄올급여 및 비발효 이고들빼기 추출물 0.5% 첨가식이 급여군(ENY), 에탄올급여 및 발효 이고들빼기 추출물 0.5% 첨가식이 급여군(EFY)의 4개군(6마리/군)으로 나누어 4주간 사육하였으며, 혈청과 간 조직의 주요 지표 성분과 항산화 및 산화관련 효소활성을 측정하였다. 그 결과, EC군이 NC군에 비하여 혈중 GOT 및 GPT 활성은 각각 87.90% 및 57.02%가 높았다. 간 조직의 중성지질과 총콜레스테롤 함량은 각각 77.51% 및 18.56%, LPO 함량은 193.86%가 높았다. 반면에 GSH 함량은 29.52% 낮았다. 또, 항산화계 효소인 SOD 및 GST 활성은 각각 42.78% 및 0.94% 낮게 나타났으며, XO(O type)효소활성은 70.83% 높았다. 이로써 알코올 급여군은 전형적인간 손상과 함께 항산화계에도 손상이 있음을 나타내었다.

      ENY 및 EFY군은 EC군과 비교하여 GOT 및 GPT 활성은 각각 24.73∼41.99% 및 22.91∼30.11%가 낮았고, 중성지질함량은 16.65∼33.33%, 총콜레스테롤 함량은 22.44∼23.11%, LPO 함량은 63.34∼66.13%가 감소한 반면, GSH 함량은 24.61∼35.60% 증가하였다. 또, GST 활성은 유의적인 차이를 보이지 않았으나, SOD 활성은 각각 214.94% 및 261.19% 높았다. 또, XO(O type) 효소활성은 40.34∼51.20% 감소하였다. EFY군은 ENY군에 비하여 GOT 및 GPT활성은 각각 22.93%, 9.34% 낮았고, 혈중 중성지질과 총콜레스테롤 및 LPO 함량은 각각 20.01%, 0.86% 및 7.59%가 낮았다. 그리고 SOD 및 GST활성은 각각 21.52% 및 0.6%가 높았고, XO(O type) 효소의 활성은 18.19% 낮았다.

      이상의 결과, 발효 이고들빼기 추출물이 알코올로 유도된 간 손상 흰쥐에 대하여 간 조직 TG와 총콜레스테롤 및 LPO의 함량을 감소시키고, GOT, GPT 및 XO의 활성감소와 동시에 SOD활성을 높임으로써 간의 해독효과가 큰 것으로 판단되며, 이러한 결과는 향후 발효 이고들빼기의 성분들을 이용한 기능성식품의 개발과 이를 위한 기초자료로 활용할 수 있을 것으로 사료된다.
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