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제 목.Ⅰ

배추김치 백김치 동치미 및 깍두기 주재료의 위장보호 효능 성분 규명 및 우수성 평가 연구, ,

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ

배추김치 백김치 동치미 및 깍두기 주재료의 위장보호 효능 성분, , (s-methylmethionine,

을 규명하고 기능성 성분으로서의 최적의 조건을 확립하고자 하였다 동물모델을 이용SMM) , .

하여 위장보호 유효성분에 대한 효능평가를 수행하고 생체모방시스템 및 동, In vitro in vivo

물시험을 통해 기능성 식품으로서의 생체 이용율을 평가하여 지표물질로서의 을 규명하SMM

고자 하였다 이와 같이 김치의 과학적인 기능성 규명을 통해 한식의 우수성 및 과학적 정보를.

제공하며 식품산업을 한 단계 도약시켜 세계 시장으로 나아갈 수 있는 계기를 마련하고자 하,

였다.

- 배추김치 백김치 동치미 및 깍두기 주재료의 위장보호 효능 성분 규명, ,

- 동물모델을 이용한 배추 및 무유래 유효성분의 위장보호 효능평가

- 적용을 통한 배추 및 무유래 유효성분의 생체이용율 평가Biokinetics model system

연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

배추 및 무의 최적 분석조건 및 최종 가공조건 확립1. s-methylmethionine(SMM)
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배추의 가공조건별 신선배추 절임배추 백김치 김치 성분 규명2. ( / , / ) s-methylmethionine(SMM)

무의 가공조건별 신선무 절임무 동치미 깍두기 성분 규명3. ( / , / ) s-methylmethionine(SMM)

김치의 발효단계에 따른 성분 규명4. s-methylmethionine(SMM)

배추 및 김치 유래 위장보호 유효성분에 대하여 알코올성 위염동물모델과 비알코올성5.

위염 동물모델 제작 후 위장보호에 대한 효능평가를 수행 및 작용기작 규명

알코올성 위염동물모델과 비알코올성 위염 동물모델의6. (HCL, ethanol) (indomethacin)

제작방법과 이를 활용한 유효성평가 시스템 확립

작용기작을 규명하기 위해 염증관련 의 분석 및 을 통해7. cytokine immunohistochemistry

조직에서의 염증인자 확인

생체모방시스템을 이용하여 배추 및 무 유래 의 생체8. In vitro s-methylmethionine(SMM)

유용성 평가(bioavailability)

연구개발결과.Ⅳ

¡ 배추 및 무의 가공조건별 성분 분석 및 김치의 발효단계에 따른 성분분석 결SMM SMM

과 발효초기의 함량이 가장 높았으며 발효가 진행됨에 따라 함량이 감소하는, SMM , SMM

경향을 보임

¡ 배추 및 김치 등으로 대별되는 식품에 대해 이를 이용한 위장보호효과에 대해선

를 활용한 비알코올 위염동물모델이 보다 적절함을 확인하였음indomethacin

¡ 이 농도 의존적으로 위장보호효과가 있음을 확인하였음 또한 배추에서는 그 효과가SMM . ,

없었으나 백김치 무 및 동치미는 위장보호효과가 유의적으로 높음을 확인하였음 이러한, .

위장보호효과를 확인하기 위하여 첫 번째 육안적 소견 두 번째 조직학적 소견 세 번째, , ,

세포주를 이용한 소견을 통해 단계적으로 규명할 수 있음을 확인하였음 특히 세포주로서는.

인간 위점막세포인 세포주가 염증인자로서는 가 유용하게 활용될 수 있음을 확AGS , iNOS

인하였음

¡ 의 소화과정 중에 안정성은S-methylmethionine(SMM) standard 식이가 공급되지 않은 상

태 에서 기본식이와 함께 섭취한 상태 에서(Fasted condition) 0.68%, (Fed condition)

로 서로 유의적인 차이가 없는 것으로 보아 에너지 제공 식이에서 소화 안정에 영향0.65%

을 받지 않는 것으로 보임
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¡ 동결건조 배추의 SMM의 는 로 나타났음 의 소장세포 내에서bioaccessibility 10.8% . SMM

의 흡수는 분 이내에 이루어지고 다른 수송 단백질의 영향을 받지 않고 수송되는 것으15 ,

로 나타났음 또한 역수송 기작은 나타나지 않았음.

연구성과 및 성과활용 계획.Ⅴ

¡ 연구성과

ü 학회 포스터 발표 건 발표완료 건 발표예정(6 / 1 )

위염동물모델을 이용한 의 위장보호효과 한국미생물생명공학회 년 월 일- SMM . . 2012 6 27-29 ,

부산 BEXCO

- 를 이용한 백김치의 저장기간 중 함량분석 한국식품조리HPLC s-methylmethionine (SMM) .

과학회 국제 학술대회 및 정기총회 년 월 일 충북대학교 학연산 공동기술연구원, 2012 11 9 ,

김치의 발효정도에 따른 함량 한국식품조리과학회 국제 학술- s-methylmethionine (SMM) .

대회 및 정기총회 년 월 일 충북대학교 학연산 공동기술연구원, 2012 11 9 ,

김치의 저장기간 중 함량 한국식품영양학회 동계학술대회- s-methylmethionine (SMM) . ,

년 월 일 서울교육문화회관 가야금홀2012 12 13 ,

무의 가공조건 및 저장기간에 따른 위장보호 효능 성분분석 한국식품영양학회 동계학술대- .

회 년 월 일 서울교육문화회관 가야금홀, 2012 12 13 ,

- Efficacy test of methyl methionine sulphonium chloride on indomethacin induced

한국프리라디칼학회 국제학술대회 년gastric mucosal damage in rats. /NCEED . 2012 11

월 일 인하대병원11 .

의 생체이용률에 관련된 연구 결과 일부를 년 국제학술대회- SMM 2013 (IFT, Institute of

에서 발표 예정임Food Technologists)

ü 논문발표 편 게재 편 심사중 편 투고예정(1 , 1 , 4 )

- Determination of SMM in Brassica vegetables by High Performance Liquid

Chromatography. Plant Resources Research Institute, Duksung Women's University

Vol. 12 (2013. 2)

- “Digestive stability of Sulfur-Methyl-L-Methionine (SMM) and its bioaccessibility in
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논문을Kimchi cabbages using a simulated digestion model system” Journal of the

투고하여 심사 중임Science of Food and Agriculture

배추김치 백김치 깍두기 동치미 등 김치 종류 및 저장기간에 따른 이화학적 품질특성과- , , ,

분석결과에 대한 결과를 토대로 논문 작성중이며 년 국제 저명학술지에 투고예SMM 2013

정임

을 작성 중에- “Intestinal transport mechanims of Sulfur-Methyl L-Methionine (SMM)"–

있으며 년 국제 저명학술지에 투고예정임2013

위염동물모델을 이용한 의 위장보호효과 와 관련된 연구결과를 토대로 논문을 작성중- “ SMM ”

에 있으며 년 초에 국제 저명학술지에 투고예정임2013

배추 백김치 무 동치미의 위장보호효과 와 관련된 연구결과를 토대로 논문을 작성중에- “ , , , ”

있으며 년 초에 국제 저명학술지에 투고예정임2013

¡ 연구성과 활용계획

ü 무에 함유된 의 위장건강효과에 대한 과학적인 평가를 통해 동치미와 깍두기에 대한SMM

기능적 우수성과 세계적으로도 사이드 메뉴로서의 유용성을 알릴 수 있을 것으로 사료됨

ü 김치류의 기능성을 과학적으로 규명함에 따라 김치의 건강상 가치에 대한 우수성 확인

ü 연구결과를 토대로 체계적이고 적극적인 마케팅 및 홍보전략 수립

ü 김치류의 기능성을 과학적으로 규명함에 따라 김치의 우수성 홍보 및 소비문화 확산

ü 한식 홍보를 위한 기초자료 마련 및 한식에 대한 인지도 제고

ü 본 연구결과를 토대로 김치류의 에 대한 기능성을 과학적으로s-methylmethionine(SMM)

규명함에 따라 관련 산업의 홍보효과를 증진시킬 수 있을 것임

ü 배추 및 무의 의 소화과정 중 분리성 및 생체 접근성에 대한 과학적 규명을 통해 배SMM

추 무의 식이이용률을 확보하였음

ü 본 연구를 통해 확립된 유효성평가 시스템과 위염동물모델을 통해 향후 김치 등으로 대별

되는 식품에 대해 보다 객관적이며 검증력이 높은 연구가 진행될 수 있을 것으로 사료됨



- 7 -

SUMMARY

S-Methylmethionine is a derivative of methionine with the chemical formula

[(CH3)3S(CH2)2CHNH3CO2]
+
. It is also known for its anti-ulcer factor, which is extracted from

cabbages and other green vegetables, since its deficiency was thought to be a possible cause of

gastric ulcers. It has other pharmacological properties such as anti-inflammatory, analgesic,

hypolipidemic, and radio-protective. Since SMM was first isolated from cabbages, it has been

identified in plants such as asparagus, green tea and various Brassica vegetables.

The metabolism of SMM was known to be closely associated with sulfur-containing compounds. It

is because that the detachment of a methyl group from SMM forms methionine and enzymatic

hydrolysis of SMM produces dimethyl sulfide. SMM is regarded as a major metabolite of

methionine and also can be synthesized from methionine and S-adenosylmethionine. It is also

reported to act as a reserved form of methionine. The synthesis of SMM reduces both the

concentration of free methionine and its active derivative, S-adenosylmethionine. Even though many

researchers have reported on bioactive components of some plant foods, SMM was not clearly

identified for its physiological activities and biochemical properties.

This research attempts to investigate the gastro-protective agents (SMM) in the ingredients of

Kimchi cabbage, baik kimchi (white kimchi), dongchimi (watery radish kimchi) and kkakdugi (cubed

radish kimchi), and tries to find out the optimal condition to maximize the function of such agents.

By using animal models, assessment on the effectiveness of the gastro-protective agents was

conducted. Then, through an in vitro biomimetic system and in vivo animal testing, the

bioavailability as functional foods was evaluated to establish SMM as index materials. By exploring

the scientific functions of kimchi, this research aims to show the merits of Korean foods, provide

scientific information on them, and prepare a stepping stone for Korean foods to advance into the

global market by activating the Korean food industry.
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The results of this study are as follows.

1. By analyzing the SMM contents based on the processing conditions of cabbage and radish, and

based on the fermentation stage of kimchi, the research found out that the contents were highest

during the early stage of fermentation, and then tended to decrease as fermentation progressed.

2. Indomethacin (nonsteroidal anti-inlfammatory drugs) induced gastric mucosal damage animal

model was established and tested the efficacy of SMM as well as chinese cabbage, Baek-kimchi,

white radish, Dong-chi-mee.

3. SMM pretreatment at the indomethacin induced gastric mucosal damage rat model resulted in a

decrease in gastric damage area and iNOS expression. It also protective effect on programmed

cell death in AGS cell line.

4. Pretreatment of Baek-kimchi, white radish, Dong-chi-mee reduced the gastric mucosal damage,

respectively, in the indomethacin induced gastritis animal model.

5. Recovery of SMM was 0.68 and 0.65% for fasted and fed in vitro digestion, respectively;

indicating that digestive stability of SMM was not affected by dietary energy or food matrix

during digestion.

6. The bioaccessibility of SMM from kimchi cabbages, efficient transfer of SMM from Kimchi

cabbages to aqueous fraction, was through salivary, gastric, and small intestinal phase in fasted

condition, indicating 8.83, 14.71, and 10.88%, respectively.

7. Results from our study suggest that dietary SMM, a component of food sources is more

bioavailable than SMM by itself.
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제 장 연구개발과제의 개요1

제 절 연구개발의 필요성1

한식은 건강과 웰빙을 지향하는 음식으로 세계 식품소비의 트렌드에 부합하는 만큼 세계인이

함께 즐길 수 있는 잠재력이 충분하다 소비 트렌드는 건강 웰빙지향 편의화 감성소비 등이. , ,ㆍ

주요 추세로 건강과 자연식품에 대한 관심 증가 및 간편한 외식 뿐만 아니라 최고급 음식 취

향 등 기호가 다양화 되고 있다 이 밖에도 한식은 곡물 채소류 육류 해산물 어조류 등 재. , , , ,

료의 폭이 넓고 다양하다 최근에는 복잡한 사회생활 인터넷 및 통신의 급격한 발달로 모든. ,

사회현상들이 빠르게 진행되고 있으며 이에 따라 현대인들은 과중한 업무에서 오는 스트레스,

불규칙한 식생활 과음 과식 등의 건강 장애요인이 많은 실정이다 소화기계 질환은 암과 같, , .

은 치명적인 수준의 질병은 아니지만 우리나라 환자에게 가장 흔한 만성 질환 가운데 하나임.

보건 복지부가 발표한 년 상병 분류별 외래환자 조사 의 결과에 따르면 병원 외래를 찾‘2005 ’ ,

는 환자가 가장 많이 호소하는 증상 위가 손상 중독 및 외인에 의한 특정 기타 결과이며1 , , 2

위가 신생물 종양 위가 소화기계 질환이었다(neoplasm, ), 3 .

상병 분류별 퇴원 환자 구성 추이1-1. 2005

소화성 궤양은 세계 인구의 가 일생동안 한번 이상 경험하게 되는 가장 흔한 소화기질환4~5%
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으로 위궤양 십이지장 궤양 등이 있다 과거에는 중년이후의 연령층에서 주로 발병하였으나, .

최근에는 문화의 발달 복잡한 사회생활 스트레스 등 여러 요인이 원인이 되어 연령층이 대, , 10

까지 낮아지고 있는 추세이다 특히 위산과 펩신의 작용으로 상부 소화관이 손상을 받아 발생. ,

한 위염 및 위궤양은 우리나라 뿐 아니라 세계적으로도 발생빈도가 높은 질환 중 하나이다 동.

양인들은 다른 인종에 비해 위장병의 발병률이 높으며 특히 한국인의 위장병비율이 단연 많은,

것으로 보고되고 있다 우리나라의 소화기계 질환의 발생비율은 전체 인구 중 약 에 달한. 20%

다고 보고되고 있으며 그 중에서도 위염 이 십이지장궤양을 비롯한 위암에 이르기까지 우리, ,

인간의 소화기계에서 생기는 질환이 다른 장기에서 생기는 질환보다도 매우 많은 실정이다 소.

화성 궤양은 위산과 펩신의 작용으로 상부소화관이 손상을 받아 발생한 결손이 위점막근층 이

하까지 침범한 상태를 말한다 소화성 궤양으로 고통 받고 있는 환자는 미국의 경우 약.

만명에 이르며 환자의 거의 반 이상이400~600 Helicobacter pylori(H. pylori 에 감염되어 있)

다고 알려져 있다 또한 우리나라를 비롯한 많은 개발도상국가에서도 내과 내원 환자의 상당수.

가 소화성 궤양으로 진단되며 이들 중 이상이70% H. pylori에 감염되어 있다 위내에 염산이.

존재한다는 사실은 이미 여년전 에 의해 주장되어온 이래 많은 연구를150 William Beamount

통해 위산이 위점막 손상과 위궤양을 일으키는 가장 주된 원인이라고 인식되어 왔다 대부분의.

위궤양환자가 산의 과다분비를 나타내지 않고 십이지장궤양환자 중의 상당수가 정상적인 산분,

비를 보임에 따라 위 십이지장 점막 손상이 산분비와 관계없이 일어날 수 있다는 사실이 알려·

지게 되었다.

국내의 위염 및 위궤양 치료제의 연구는 대체로 외국에서 연구 중인 신약 또는 후보물질의 모

핵을 기초로 하여 그 유도체를 합성 검색하는 연구가 대부분이다 유도체물질을 합성할 때도.

작용기전에 관한 연구정보가 빈약하여 유사화합물을 연구하는 외국연구팀의 문헌정보에 의존

하는 경우가 많으므로 신약개발에 어려움이 많다 또한 치료제 대부분이 의약품 유도체 합성물. (

질 이며 지속적인 복용시 차 적인 부작용이 나타날 수 있다 따라서 천연 식물자원에서 유래) , 2 .

하는 위장기능 보호 및 증진 유효성분 및 소재 개발이 필요하다 위기능 조절 및 개선에 효능.

이 있는 식물성 천연물 소재는 등이 보고되고 있으나 아직까지 위flavonoid, saponin, tannin ,

기능 조절과 관련하여 개발된 기능성 식품소재는 그리 많지 않으며 그 기능 또한 합리적으로

검증받지 못한 것이 많이 있다.

년 는 신선한 에서 항소화관궤양식이성 인자1950 Cheny cabbage (antipetric ulcer dietary
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인 지용성 비타민의 일종인 이 존재한다고 보고하였고factor) s-methylmethionine(SMM) ,

등이 이 물질을 분리 동정하였다 그 후 은McRorine(1954), Challenger(1954) . , SMM ulcer

치료에 효능이 있는 것으로 알려져 라고 명명되기 시작하였다 은 아미노산의vitamin U . SMM

유도체로 장내에서 산의 분비와 효소작용을 도와주며 항궤양성 인자로 세포치료력을 갖는 것,

으로 보고되고 있다 또한 은 면역작용 촉진작용도 있는 것으로 알려져 있는데 이는. , SMM ,

이 백혈구 및 식세포의 식균 작용을 향상시키기 때문으로 보고되고 있다 은 아미노SMM . SMM

산의 유도체로서 상온에서 불안정하여 함유물인sulfhydryl S-methylmethionine-sulphonium

형태로 존재함 는 위장의 점액형성을 촉진하며 세포 손상을 중재하-chloride(MMSC) . MMSC

는 산소파생 과 결합하여 단백질 형성에서 중요한 역할을 하여 위십이지장의 치유free radical ․

를 촉진하는 것으로 알려지고 있다 의 생리활성물질로서의 효과는 로 분리합성된. SMM MMSC ․

물질로 규명된 결과이며 아직까지 식물성 식품재료의 함량에 대해서는 정확한 정보가 부SMM

족한 실정이다 특히 식품으로써 인간 섭취형태에 의해 에 대한 연구는 보고된 바가 없다. SMM .

생리활성 물질들을 식품자체로 섭취하는 비중이 높아지고 있으며 따라서 식품으로부터의 기능,

성 성분 섭취를 극대화할 수 있는 방안을 모색할 필요성이 증가하고 있다 한식은 다양한 재료.

와 양념으로 이루어진 가장 자연식에 가까운 음식으로 세계적으로 인정을 받고 있으며 이로,

인해 영양적 균형과 맛에 대한 선호도 또한 높은 것으로 나타나고 있다 한식은 건강식으로 영.

양학적 우수성 다양한 식재료와 조리법 등을 지니고 있어 세계화될 가능성은 높으나 이를 산,

업화 및 세계화하려는 노력이 미흡하였다 한류 열풍과 더불어 우리나라의 전통음식인 김치. ,

장류 등의 발효식품과 두부 등 기능적이면서 칼로리는 낮은 우리 음식에 대한 관심이 증가하

고 있음에도 체계적이고 적극적인 마케팅 및 홍보전략 등이 아직은 미흡한 실정이다 김치는.

소금에 절인 배추 무 등에 고춧가루 파 마늘 생강 젓갈 등 부재료를 첨가하여 발효숙성시, , , , , ․

킨 우리나라의 대표적인 발효 식품으로 김치 숙성은 원료자체와 제조 환경으로부터 혼합된 다

양한 미생물에 의해 이루어지며 재료 중의 탄수화물 아미노산 등으로부터 산미 지미 방향을, , , ,

내는 저분자 물질들이 생성됨으로써 김치의 독특한 맛과 향이 생성된다.

김치 및 매운맛을 최소화한 백김치에 대한 의 비교 연구를 통해 김치s-methylmethionine(SMM)

의 위건강 개선효과를 극대화 할 수 있다고 사료된다 이에 김치의 처리 단계 및 가공조건별 유.

효물질의 변화 양상을 분석하고 김치의 종류별로 함량을 평가하는, s-methylmethionine(SMM)

연구가 매우 필요하다 또한 동물모델을 이용한 배추 및 무 유래 유효성분의 위장보호 효능평가.
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와 생체 유용성 평가를 통해 김치의 건강상 가치에 대한 재평가 및 재조명을 받을 수 있을 것으

로 기대한다.

제 절 연구개발의 목표 및 범위2

연구개발의 목표 연구개발의 내용

배추김치 백김치 동치미 및, ,

깍두기 주재료의 위장보호 효능

성분 규명

¡ 배추 및 무의 최적 분석조건 및 최종s-methylmethionine(SMM)

가공조건 확립

¡ 배추의 가공조건별 성분 규명s-methylmethionine(SMM)

신선배추 절임배추 백김치 김치 등: / , /

¡ 무의 가공조건별 성분 규명s-methylmethionine(SMM)

신선무 절임무 동치미 깍두기 등: , , ,

¡ 김치의 발효단계에 따른 성분 규명s-methylmethionine(SMM) :

발효초기 발효중기 발효말기(pH 5.0<), (pH 4.2~4.5), (<pH 4.0)

동물모델을 이용한 배추 및

무유래 유효성분의 위장보호

효능평가

¡ 배추 및 김치 유래 위장보호 유효성분에 대하여 알코올성

위염동물모델과 비알코올성 위염 동물모델 제작 후 위장보호에

대한 효능평가를 수행 및 작용기작 규명

¡ 알코올성 위염동물모델과(HCL, ethanol)

비알코올성 위염동물모델의 제작방법과 이를(indomethacin)

활용한 유효성평가 시스템 확립

¡ 작용기작을 규명하기 위해 염증관련 의 분석 및cytokine

을 통해 조직에서의 염증인자 확인immunohistochemistry

Biokinetics model system

적용을 통한 배추 및 무유래

유효성분의 생체이용율 평가

¡ 생체모방시스템을 이용하여 배추 및 무 유래In vitro

의 생체 유용성 평가s-methylmethionine(SMM) (bioavailability)

인체소화기관을 연속적으로 모방한 모델 시스템-

생체모방시스템 에 적용해 배추 및 무 유래( )

의 식물 조직내에서의 분리성s-methylmethionine(SMM) ,

소화중의 안정성 및 생체인자와의 상호작용을 평가

가공조건별 의 안정성 평가- s-methylmethionine(SMM)

시험법에 의해 소장에서의 흡수성 및 흡수 기작 규명- In vitro
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제 장 국내외 기술개발현황2

국내 연구 현황(1)

항위궤양성 인자로 알려진 에 관한 연구는 주로 러시아 일본 등지에서 시작되어 이제 본SMM ,

격적인 연구에 돌입하고 있으나 아직 국내에서는 식용을 목적으로 하는 에 관한 연구에, SMM

대해서는 본 연구팀을 제외하고는 연구가 거의 이루어지지 않은 상황이다 우리나라와 같이 소.

화기계 위장질환의 발생 비율이 전체 인구의 약 를 차지하고 있고 십자화과 채소를 비롯20% ,

한 다양한 채소와 과일의 생산 및 소비량이 높은 상황에서 국민의 주 식생활 급원 식품의 생

리활성 효과에 대한 탐색은 매우 필요한 연구이다 본 연구팀은. 항위궤양성 인자로 추정되는

성분 분석법을 확립하고SMM 다양한 채소류에서의 SMM 분석을 통한 정량연구를 수행하여

유효성분이 다량 함유한 채소 후보군을 확보하였다 또한 식물자원을 이용한 항위염 및 항궤. ,

양 효과 측정을 위해 위손상 보호효과 위손상 보호효과 유문결찰HClethanol , indomethacin ,․

궤양에 대한 보호효과 궤양에 대한 보호효과 등의, spirin-ligation in vitro 및 in vivo 연구방

법을 구축하였다.

국외 연구 현황(2)

년 는 신선한 에서 항소화관궤양식이성 인자1950 Cheny cabbage (antipetric ulcer dietary

인 이 존재한다고 보고하였고factor) s-methylmethionine McRorine(1954), 등Challenger(1954)

이 이 물질을 분리 동정하였다 이후에 의 임상적 효과에 대한 연구가 계속되면서 십이지. SMM

장궤양 위궤양 및 위산분비 억제 등에 대한 효과가 보고되어 항 위궤양성 인자로 의약학분야, .

에 알려지기 시작하였다 식품에 함유된 에 대해서는 년에 들어와 러시아 과학자들. SMM 1990

이 식물성 식품에 있어 에 대한 연구를 시작하면서 본격적인 관심이 집중되기 시작하였SMM

다 러시아의 의 를 중심으로 의. Academy of Science Bakh Institute of Biochemistry SMM

생리적인 역할에 대한 연구가 시작되었다.

일본에서는 년 쿄토대학의1984 Kozo Ohtsuki 등이 일본 차잎에서의 의dimethylsulfide(DMS)

전구물질로써의 에 대한 보고가 시작된 이래 상온에서 안정물질형태인SMM methyl

을 이용한 다양한 동물실험에 대한 연구가 계속되어오-methioninesulfonium chloride(MMSC)

고 있다 일본의 경우에는 우리나라와 같이 배추 등의 십자화과 채소 의. (Brassica vegetables)
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이용이 높고 건강식품에 대한 관심이 고조되어 기능성 식품소재로써의 에 대한 연구가SMM

이루어져 왔다 그러나 년까지 에 대한 정확한 분석방법이 확립되지 않아 이에 대한. 1998 SMM

연구의 필요성이 제기되었고 에서 이, Hokkaido National Agricultural Experiment Station

연구를 본격적으로 진행하게 되었다 최근 미국 및 유럽에서 십자화과 채소인 양배추의 항암효.

과가 에 함유된 에 의한 것으로 추정되면서 앞으로 이에 대한 연구가 확대 될cabbage SMM

것으로 사료된다.

은 아미노산의 유도체 로서 상온에서 불안정하여 형태로SMM (amino acid derivaties) MMSC

존재함 은 항궤양성 인자 로 세포 치료력을 가진 산의 산화. SMM (antiulcer factor) allantoin(

생성물 으로 보고되고 있다 이는 주로 십자화가 채소인 에서 발견되고 있다) . cabbage family .

그 외에도 녹차 및 녹색 채소류에서 다소 발견되기도 하나 다른 많은 식품에는 존재하지 않

는 것으로 알려지고 있다 은 우리 인체의 필수 아미노산중 하나인 을 전구체. SMM methionine

로 하여 을 거쳐 식물효소인S-adenosyl-methionine(SAM) methionines-methyltransferase

에 의해서 합성이 촉진된다 식물체내에서의 생합성 과정은 다음과 같다. SMM .

은 으로 전환된 후 을 합성하거나Methionine s-adenosylmethionine(SAM) SMM 1-amino

을 거쳐-cyclopropane(ACC) ethylene(C2H4 을 합성한다 은 식물호르몬) . Ethylene (plant

으로 식물의 성장과 더불어 자연적으로 생성방출된다 의 분해산물인regulator) . SMM․

는 녹차류에서 해초류같은 냄새 의 주성분으로 보고되고 있다dimethylsulfide (laver-like odor) .
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에서 이 합성되는 화학적 과정은 다음과 같다Methionine SMM .

의 생리활성에 대해서는 면역체계 안정화 및 촉진 피부와 내부기관 식도 위 장 췌장SMM , ( , , ,

등 의 치료효과 유기체의 세포대사 촉진작용 등이 보고되고 있다 의 면역작용 촉) ulcer , . SMM

진은 많은 실험에서 입증되었는데 이는 이 백혈구 및 식세포의 식균 작용을 향상시키기SMM

때문으로 보고되고 있다 의 안정된 화합물 형태로 존재하는. SMM S-methylmethionine

는 화합물로서 함유물은 위장의 점액형성-sulphonium-cloride(MMSC) sulfhydryl sulfhydryl

을 촉진하며 세포 손상을 중재하는 산소파생 과 결합하여 단백질 형성에서 중요한free radical

역할을 하여 위 십이지장의 손상 부식 및 치유를 촉진하는 것으로 알려져 있다, , ulcer .
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제 장 연구개발 수행내용 및 결과3

제 절 연구수행방법1

1. 배추김치 백김치 동치미 및 깍두기 주재료의 위장보호 효능 성분 규명, ,

백김치 김치 동치미 및 깍두기 제조1-1. , ,

가 배추를 이용한 김치 제조.

실험에 사용한 배추는 전라남도 해남 배추 동풍 로 개체 당 생체중량은 약 이었다( ) 3.03 kg .

배추김치 및 백김치 담금용 재료Fig. 3-1.

배추김치1)

배추를 다듬고 등분하여 소금물에 시간 절인 후 회 세척하였다 시간 탈수 후 미리4 20% 6 , 3 . 1 ,

준비해 둔 부재료를 넣어서 김치를 제조하였다 부재료는 절임배추 에 대하여 파 고. 100 g 3.1 g,
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춧가루 마늘 생강 멸치액젓 를 넣어 버무렸다 그리고2.3 g, 1.5 g, 0.4 g, 3.0 mL . polyethylene

플라스틱 용기에 약 포기씩 지퍼백에 밀봉 포장한 후 에서 주간 저장하였다1 , 4 8 .℃

Fig. 3-2. Preparation procedure for Kimchi Cabbage.

백김치2)

배추를 등분하고 소금물에 시간 정도 절인 다음 흐르는 물로 회 헹군 후 시간 동안2 10% 6 2 1

탈수시켰다 부재료인 무 배 마늘 생강은 채를 썰어 혼합한 후 배추잎의 사이사이에 혼합된. , , ,

부재료를 넣어 겉잎으로 감쌌다 양념은 절임배추 에 대하여 무 배 마늘. 100 g 10.0 g, 5.0 g,

생강 설탕 을 첨가하였으며 백김치 담금 소금물을 절임배추와 비2.0 g, 1.0 g, 1.0 g 1:1(w/v)

율로 하여 플라스틱 용기에 약 포기씩 지퍼백에 밀봉 포장한 후 에서 주polyethylene 1 , 4 8℃

간 저장하였다.

Fig. 3-3. Preparation procedure for Baik Kimchi.
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나 무를 이용한 김치 제조.

본 실험에 사용한 동치미 담금용 무는 년 월 농산물 도매시장에서 약 정도의2012 6 2.26 kg

제주도 성산 무를 구입하여 사용하였다.

동치미 및 깍두기 담금용 재료Fig. 3-4.

동치미1)

무는 다듬은 후 양쪽 끝을 잘라내고 크기의 직육면체로 절단하여 의 소4 cm 2×2×6 cm 1%

금을 뿌려 건염법으로 한 시간 절인 후 부재료와 혼합하였다 부재료인 마늘과 생강은 잘게 마.

쇄하였고 배는 채썰어 넣었으며 파는 길이로 썰어 사용하였다 무 당 마늘, , 4 cm . 100 g 1 g,

생강 배 파 를 넣고 소금물 배 부은 후 에서 보관하면서 주간0.5 g, 8.9 g, 2 g , 1.5 (w:v) 4 8℃

발효 숙성시켰다.

깍두기2)

일정한 크기의 무를 선정하고 깨끗하게 씻은 다음 잔뿌리를 제거한 후 세로로 등분 후 정육2
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면체 로 자른다 썰어놓은 무 당 고춧가루 마늘 생강 및 새(2×2×2 cm) . 100 g 2 g, 1 g, 0.5 g

우젓 의 비율로 부재료 및 양념을 준비하여 잘 섞은 다음 무를 넣고 골고루 혼합한다 정2 g .

제된 굵은 소금을 깍두기의 최종염도를 로 맞추기 위해 첨가한 후 모든 재료와 잘 섞이도2%

록 버무린다.

Fig. 3-5. Preparation procedure for Dongchimi and Kkakdugi.
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배추 및 무의 정성 및 정량 분석1-2. s-methylmethionine(SMM)

가 합성과정. Vitamin U

즉 은 우리 인체의 필수 아미노산중 하나인 을 전Vitamin U, S-methylmethionine methionine

구체로하여 을 거쳐 식물효소인S-adenosylmethionine(SAM) methionines-methyltransferase

에 의해서 합성이 촉진된다 식물체내에서 합성과정은 아래와 같다. vitamin U .

은 으로 전환된 후 를 합성하거나Methionine S-adenosylmethionine(SAM) vitamin U 1-amino

을 거쳐-cyclopropane(ACC) ethylene(C2H4 을 합성한다 은 식물호르몬) . Ethylene (plant

으로 식물의 성장과 더불어 자연적으로 생성방출된다 이러한 은 과실 및regulator) . ethylene․

채소류 등의 농산물에 성숙 및 품질에 좋은 영향을 주는 반면 수확 후 농산물에 노화

갈변 등 다양한 품질저하를 초래하기도 한다 의 분해산물(senescence), . S-methymethionine

인 는 녹차류에서 해초류같은 냄새 의 주성분으로 보고되고dimethylsulfide (laver-like odor)

있다 식물에서 은 에 의해 측정. S-adenosylmethionine novel mass-spectrometric methods

될 수 있으며 에서 로 전환되기도 한다chloroplast DMSP(3-dimethysulfoniopropionate) .

은 빠르게 흡수되어 간과 신장에 축적되며 형태 중 형이 많S-adenosyl-methionine optical L

이 이용되고 형과 형을 함께 투약하면 형의 소화 흡수가 촉진된다D L D . .

나 분석. HPLC

¡ 추출용매 추출방법 등 분석 조건, S-methylmethionine
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ü 본 연구팀의 선행연구에서 우리나라에서 많이 소비되고 있는 배추를 대상으로 건조방법을,

달리하여 품종 및 부위별로 함량변화를 조사한 결과 건조방법에 따른 함량변화는 동SMM ,

결건조 처리군이 최대 보존효과를 보여줌에 따라 본 연구에서는 시료를 동결건조 후SMM

사용하였다.

ü 동결건조한 시료에 에탄올을 넣고 시간 동안 방치 후 로 여과시80% 3 whatman 110 mmφ

키고 회점감압농축기를 이용하여 농축시켰다 농축시료에 용, . 0.2 N sodium citrate buffer

액을 가하고 분동안 초음파처리를 한 후 시료액을 과 로 다3 Sep-pak C18 0.45 m filterμ

시 한 번 여과한 용액을 분석용 시료로 사용하였다.

전처리시간 에 따른 분석결과Fig. 3-6. (3 hr/24 hr)

¡ 분석을 위한 분석조건SMM HPLC

ü 의 정성 및 정량을 위해 사용한 의 분석조건은 과 같다 시료 중의SMM HPLC Table 1 .
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농도는 시료를 일정량 취하고 전처리하여 시험용액을 제조 후 고속액체크로마토그래SMM

프에 주입 분석하여 표준용액의 성분과 머무름 시간이 일치하는 피크의 면적값을 해당표준•

물질의 검량선에 대입하여 농도를 구하였다.

ü 표준용액 조제 표준품 을 정밀히 달아 용량의: SMM 19.97 mg 100 mL volumetric flask

에 취하고 로 용해시켜 농도로 만들어 표준원액을 로 희0.1 N HCl 1000 mol 0.1 N HClμ

석하여 농도가 되도록 만든 후 에 주입하여 얻은 농도 별10, 50, 100, 125 mol HPLCμ

피크면적으로 회귀곡선을 작성하여 검정곡선을 얻었다.

Table 3-1. HPLC system for analysis of S-methylmethionine (SMM)

Instrument Agilent 1100 (Agilent Technologies, USA)

Column Zorbox Eclipse AAA-C18, 5 m, 4.6 mmμ x 150 mm

Flow rate 2 mL/min

Detector FLD (ex. 340 nm, em. 450 nm)

Temperature 40℃

Mobile phase
A – 40 mM NaH2PO4 pH 7.6-7.8 with 10 N NaOH solution

B - Acetonitrile : Methanol : Water (45:45:10)

Gradient condition

Time (min) A (%) B (%)

Initial 0 0

1.86 0 0

18.11 43.3 56.7

18.57 0 100

22.29 0 100

23.21 0 0

26 100 0

Injector program

Draw 2.5 l from vial 1 (borate pH 10)μ

Draw 0.5 l from vial (amino acid sample = sequence vial)μ

Mix 3 l in air, max speed 2xμ

wait 0.5 min

Draw 0 l from vial 4 (needle wash using water in uncapped vial)μ

Draw 0.5 l from vial 2 (OPA)μ

Mix 3.5 l in air, max speed 6xμ

Draw 0 l from vial 4 (needle wash using water in uncapped vial)μ

Draw 0.5 l from vial 3 (FMOC)μ

Mix 4 l in air, max speed 6xμ

Draw 32 l from vial 5 (Water with cap)μ

Mix 18 l in air, max speed 2xμ

Inject
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다 통계분석.

본 연구에 대한 자료는 SPSS(statistical package social science, version 19.0, SPSS Inc.,

를 이용하여 와 로 시료 간 유Chicago, IL, USA) ANOVA test Duncan's multiple range test

의성을 검정하였으며 상관성 분석은 이변량 상관분석 으로 두, (bivariate correlation analysis)

변수간 유의성을 검정하였다.

김치의 캡사이신 분석1-3.

¡ 분석방법

F 동결 건조시킨 분말시료를 취한 후 로 진탕기에서 진탕한 후 농축수기에 여과하여MeOH ,

감압건조하였다 핵산 에 녹여 분액여두에 옮긴 후 씩 회 가하. 50 ml 80% MeOH 50 ml 3

여 층을 회수하였다 분액여두에 옮겨 포화 를 가하고 디클로MeOH . 500 ml NaCl 150 ml

로메탄올 씩 회 가하여 추출하였다 디클로로메탄올층을 모아 무수황산나트륨을50 ml 2-3 .

가하여 여과하여 농축하였다 디클로로메탄올 에 녹여 로 여. 2 ml 0.45 m membrane filterμ

과하여 시험용액으로 하였다 표준용액은 표준품 을 용량플라스. Capsaicin 10 mg 100 ml

크에 취하고 디클로로메탄올로 녹인 후 이 용액을 디클로로메탄으로 희석하여 사용하였다.

분석을 위해 을 사용하였으며Gas Chromatography 8790A FID, Agilent(USA) , Column;

주입부 온도 검출기 온도 분BP-1, ; 320 , ; 350 , Column oven Temp.; 280 (1 )℃ ℃ ℃ →

씩 분2.5 300 (2 ), carrier gas; N℃ ℃ 2 등의 조건으로 분석하였다.

품질특성1-4.

가 수분함량. (%)

수분측정은 상압가열건조법으로 정도의 시료를 취하여 의 에서105 2 g 105 drying oven℃ ℃

수분을 제거한 후 칭량하여 수분함량을 산출하였다.

수분(%) =

W1 - W2

× 100

W0 칭량병의 무게: (g)

W1 시료와 칭량병의 무게: (g)

W2 건조 후의 시료와 칭량병의 무게: (g)W1 - W0
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나 염도. (salinity, %)

건더기와 국물을 이용하여 마쇄한 다음 디지털 염도계 를 이(SB-2000, Gimisanggung, Korea)

용하여 염도를 측정하였다.

다 및 총산도. pH

국물과 건더기가 동량이 되도록 채취하여 믹서로 마쇄한 후 로 여과하여 고형물cheese cloth

을 걸러낸 액을 분석용 시료로 사용하였다 는 를 사용하여 실온에서 측정하였고. pH pH meter ,

산도는 시료액 를 취하여 증류수로 배 희석시킨 후 지시약1 ml 50 0.1% phenolphthalein (0.5

을 첨가하고 용액으로 적정하였으며 초간 미홍색이 지속될 때 까지 소비ml) 0.1 N NaOH (30 ),

된 용액을 량으로 표시하였다NaOH lactic acid(%, w/v) .

산도 젖산( %) =

용액의 적정0.1N NaOH ml × F × 0.0090

× 100

시료량(ml)

는 용액의 역가F 0.1N NaOH (factor)

용액 은 젖산 에 해당0.1N NaOH 1 ml 0.0090 g
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동물모델을 이용한 배추 및 무유래 유효성분의 위장보호 효능 평가2.

유효성평가 시스템에 대한2-1. Validation

연구실에 확립되어 있는 유효성평가 관련 문서 및 실험을 바탕으로 한식의 유효성검증에 보다

적합하도록 개별시험법을 확립할 예정이며 이에 대한 절차는 다음과 같다.

2-2. 알코올성 위염동물모델 제작 및 시험물질의 효능 평가(HCL.EtOH induced gastritis model)

가 개요.

투여물질 화학적 처리를 통한 위염 모델 확립을 위해1) : HCL, EtOH을 사용한다 이. (Ethanol

직접적으로 위점막을 자극하고 점막하 근육층에 부종을 유발시켜 일시적인 허혈상태를 발생

시킴으로써 산화적 손상으로 인한 세포의 괴사를 유발함과 동시에 이 위점막에 직접적인HCl

자극을 가하고 위운동을 항진하여 급성위염을 일으킨다.)

종 및 계통 풍부한 시험 기초자료가 축적되어 실험결과의 해석 및 평가에 용이한 계통2) : SD

의 를 사용한다rat .



- 28 -

성별 주령 주령 순화기간 주일3) / : female/6 ( 1 )

투여경로 사람에 대한 노출경로중의 하나로 경구투여를 선택한다4) : .

투여법 대조군 음수를 매일 경구 투여한다5) : - : .

위염유발군 를 회 경구 투여한다- : HCL(150mM), EtOH(60%) 1 .

나 부검.

투여 종료 후 호흡마취 이소플루란 을 실시하고 개복하여 채혈 후 위를 적출한다1) ( ) .

ü 채혈 복대정맥에서 채혈하며 채혈 즉시 혈액을 에 보관: , 4 .℃

모든 채혈이 끝나면 에 돌려 을 분리centrifuge 13,000rpm 4 serum .℃

ü 위 : 위의 조직 전체를 제거하여 넓게 펼친다.

넓게 펼쳐진 위의 육안관찰을 위해 사진촬영 후 일부는 에 고정 일부는 얼림10%NBF , .

다 관찰 항목.

일반증상 및 사망 빈사동물 관찰 시험 기간 중 모든 동물에 대하여 일 회 이상 일반증1) / : 1 1

상을 관찰한다.

체중측정 시험기간 중 주 회 개체 별 체중을 측정한다 시험기간 중 체중측정은 매 측정2) : 1 .

시 오차를 최소화하기 위해 동일한 요일과 시간대에 동일한 저울을 사용하여 측정한다.

라 위의 손상정도 측정.

시험물질의 투여가 종료되면 호흡마취 이소플루란 을 실시한 후 복부를 절개 위를 적출한다( ) , .

적출한 위는 절반을 잘라 생리식염수로 세척한 후 넓게 펼쳐 핀으로 고정한다 고정한 위는.

육안관찰을 위해 사진촬영을 실시한다 에 고정한 위는 시간 이내 용 카세트. 10% NBF (24 ) block

에 담기 위해 을 실시하고 및 을 제작한다trimming paraffin block H&E staining .(paraffin

및 은 인하대병원 병리과에 의뢰 사진촬영 결과와 결과를 분block H&E staining ) H&E staining

석하여 위의 손상정도를 측정한다.
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2-3. 비알코올성 위염동물모델 제작 및 시험물질의 효능 평가(indomethacin induced gastritis model)

가 개요.

투여물질 화학적 처리를 통한 위염 모델 확립을 위해1) : indomethacin을 사용한다.

을 투여하게 되면 위운동의 항진 위액분비의 항진 위혈류의 저하 등으로 인해Indomethacin , ,

위 손상이 일어나게 된다.

종 및 계통 풍부한 시험 기초자료가 축적되어 실험결과의 해석 및 평가가 용이한 계통2) : SD

의 를 사용한다rat .

성별 주령 주령 순화기간 주일3) / : female/6 ( 1 )

투여경로 사람에 대한 노출경로중의 하나로 경구투여를 선택한다4) : .

투여법 대조군 음수를 매일 경구 투여한다5) : - : .

위염유발군 을 회 경구 투여한다- : indomethacin 1 .　　

위염예방군 실험 개시일로부터 시험물질을 매일 경구 투여한다- : .　　

대조약물예방군 실험 개시일로부터 대조약물을 매일 경구 투여한다- : .　　 　

위염치료군 시험물질을 매일 경구 투여한다- : .　　

대조약물치료군 대조약물을 매일 경구 투여한다- : .

나 부검.

투여 종료 후 호흡마취 이소플루란 을 실시하고 개복하여 채혈 후 위를 적출한다1) ( ) .

- 채혈 복대정맥에서 채혈하며 채혈 즉시 혈액을 에 보관: , 4 .℃

모든 채혈이 끝나면 에 돌려 을 분리centrifuge 13,000 rpm 4 serum .℃

위- : 위의 조직 전체를 제거하여 넓게 펼친다.

넓게 펼쳐진 위의 육안관찰을 위해 사진촬영 후 일부는 에 고정 일부는 얼림10%NBF , .

다 관찰 항목.

일반증상 및 사망 빈사동물 관찰 시험 기간 중 모든 동물에 대하여 일 회 이상 일반증1) / : 1 1

상을 관찰 한다.

체중측정 시험기간 중 주 회 개체 별 체중을 측정한다 시험기간 중 체중측정은 매 측정2) : 1 .

시 오차를 최소화하기 위해 동일한 요일과 시간대에 동일한 저울을 사용하여 측정한다.
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라 측정 항목.

위의 손상정도 측정1)

ü 에 조직을 고정한 후 을 만들어 을 실시하고 손상정도10% NBF paraffin block H&E staining

에 따라 점수를 나누어 도표로 비교하여 본다.

위 세포에서 발현 측정2) iNOS

ü 에서 하여 를 만든 후 에 대한 면immunohistochemistry : paraffin block section slide iNOS

역염색을 실시하고 이를 통해 조직의 어느 부분에서 어느 정도의 가 발현되는지를 확, iNOS

인한다.

위상피세포를 이용한 테스트 물질의 세포성장 및 사멸억제 효과 측정3)

적용을 통한 배추 및 무유래 유효성분의 생체이용율 평가3. Biokinetics model system

3-1. in vitro

s-methylmethionine(SMM) bioavailability 평가

동결건조시킨 일정량의 배추 시료를 취하여 인간의 소화기관을 모방한 생체 모방 시스템에 적

용하였다.

가. In vitro 생체모방시스템 적용

각 시료는 소화평가모델에 적용하여 일정시간 동안 인공 소화액에 연속 배양하였고 배양 단계

별 소화산물의 일정 양을 취하여 로 의 함량을 분석하였다HPLC SMM . 일정량의 시료를 20

에 용해시킨 후 를 모방하기 위해mM phosphate buffer salivary phase 210 µL amylase(0.2

그리고 산화방지를 위해 를 함께 혼합하mg/mL in 20 mM phosphate buffer), 50 µL BHT

였다 를 조건에 맞게 맞춰주었다shaking water bath (37 , 150 rpm). pH salivary phase℃

표 표 이어 질소기체를 처리한 샘플들을( 3-2), ( 3-3). shaking water bath (37 , 150 rpm)℃

에 분 동안 배양시켰다 연속적으로 위액의 조건을 만들기 위해5 . , 280 µL pepsin(3 mg/mL

in 100 mM NaHCO3 을 첨가하였고 는 을 첨가하므로써 최종 위액의 로 조) , pH 0.1M HCL pH

정한 후 샘플들을 에 배양하였다 표 표shaking water bath (37 , 150 rpm) ( 3-2), ( 3-3).℃

를 모방하기 위해Small intestinal 100mM NaHCO3로 으로 맞추고pH 5.3 220 µL Pancreatic
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juice (Pancreatin(0.4 mg/mL in 20 mM phosphate buffer) + Lipase(0.2 mg/mL in 20

와 을 샘플에 첨mM phosphate buffer)) 220 µL Bile acid (2.4 mg/mL in 220 µL Bile acid)

가하였다 그리고 를 첨가하여 를 적정하고. 0.1M NaOH pH shaking water bath (37 , 150℃

에 배양 하였다 표 표 의 시험관rpm) ( 3-2), ( 3-3). Salivary, Gastric, Small intestinal phase

내 소화 모델 체계 단계가 끝난 후에 와 질소기체 약간을 이용하여3 20 mM phosphate buffer

모든 처리군의 최종부피를 똑같게 맞춰주었다 그 후 시료의 상층액을 미립자 잔여물로부터 분.

리해내기 위해 에서 으로 분간 원심분리 하였다 상층액은 다음 분석 때 까지4 3000 rpm 30 .℃

에서 보관하였다 각각의 시료를-20 .℃ 로 필터한 후 분0.45 m PVDF Syringe filter HPLCμ

석에 이용하였다.

나 에너지 식이 제공에 따른 의 차이를 비교하기 위한 와. bioaccessibility Fast Fed condition

에 따른 인체 생리화학적 소화기관을 모방한 조건은 다음과 같다model system .

Fasted condition

Sample
s-methylmethionine (SMM)

동결건조 배추or
증류수

20 mg 70 mg

Salivary phase pH 6 ± 0.5 / 5min

Gastric phase pH 2 ± 0.5 / 30min

Small intestinal phase pH 6 ± 0.5 / 1hr

생체모방시스템 조건Table 3-2. In vitro Fasted

Fed condition

Sample
s-methylmethionine (SMM)

동결건조 배추or

Standard meal

단백질 지방( : 68.0 g, : 39.4 g,

당질: 294.0 g)

20 mg 70 mg

Salivary phase pH 7 ± 0.5 / 5 min

Gastric phase pH 3 ± 0.5 / 1 hr

Small intestinal phase pH 7 ± 0.5 / 2 hr

생체모방시스템 조건Table 3-3. In vitro Fed
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다 인체 생리화학적 소화기관을 모방한. In vitro digestion

다음 표 의 에 근거 하여 실험을3-4 B (Guyton, Textbook of medical physiology, 1991)

진행하였다.

Refs.

A

(Silverthorn et

al.,Human

physiology, 1998

B

(Guyton, Textbook

of medical

physiology, 1991)

C

(National Institute

for Public Health

and Environment,

2004)

Ingestion of food 2.0 2.5 1.5

Saliva 1.5 1.0 1.0

Gastric juice 2.0 1.5 2.0

Bile 0.5 1.0 1.0

Pancreatic juice 1.5 1.0 2.0

3-2. SMM

가 을 이용한 의 와. Caco-2 cell SMM standard intestinal transport 세포 축적률을 평가

의 세포 축적률 평가1) SMM

한국세포주은행에서 분주 받은 세포를 계대배양한 후Caco-2(passage # 36-38) 12 well

에monolayer plate 0.046X106의 로 분주하여 세포가 될 때까지density confluent 5% CO2, 3

조건에서 배지7℃ 를 교체하면서 시켰다 한 세포의 배지를 제거하고incubation . confluent

로 세척한 뒤phosphate buffered salin 에서 농도별37 (10, 50, 25, 10 ppm), SMM 100 ppm℃

과 에서 시간별 분 조건에 따라 실험을 진행하였다 배양액을 채취한37 , 4 (15, 30, 45, 60 ) .℃ ℃

후 를 분주 후 에서 분간 배양한 뒤 세포를 떼어내어 로 분석Trypsin EDTA 0.5 mL 37 4 HPLC℃

하였다.
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Fig. 3-7. Caco-2 cell

의 평가2) SMM intestinal transport

Fig. 3-8. Trans-epithelial electric resistance (TEER).

한국세포주은행에서 분주 받은 세포를 계대배양한 후Caco-2(passage # 36-38) 12 transwell

에plate 2X105의 로 분주하여 세포가 될 때까지density confluent 5% CO2 조건에서, 37℃ apical

을 교체하면서and basal culture medium 시켰다 된 후 주 이내에incubation . confluent 2~3

Trans-epithelial electric resistance (TEER) 값을 측정하여 이상일 때 실험을 진행하였250Ω

다.

부분의 배지를 제거한 후 으로 세척하였다Apical and basal phosphate buffered salin . 소장세
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포의 과 에 각각 존재하는 수송단백질들 과apical membrane basolateral membrane (SGLT1

의 억제제인 와 함glucose transporter protein, p-glycoprotein) phloridzin, verapamil 50 uM

께 의 을 세포 배양액에 각각 처리하여 에 분주하고 에는 배100 ppm SMM apical 0.5 mL , basal

지를 분주한 후 분간 시켰다 과 에 있는 배지를 에탄올1.5 mL 60 incubation . Apical basal 80%

과 희석하여 분간 하였다 각각의 시료를 로 필1:1 3 sonicatiing . 0.45 m PVDF Syringe filterμ

터한 후 분석에 이용하였다HPLC .

나 의 분석조건. s-methylmethionine(SMM) HPLC

생체 모방실험과 세포실험을 통해 얻은 샘플들을 로 필터In vitro 0.45 m PVDF Syringe filterμ

한 후 분석을 하였다 분석 조건은 다음과 같다HPLC . .

Table 3-5. HPLC condition

Instrument 1260 Infinity Quaternary LC (Agilent Technologies, USA)

Column Zorbox Eclipse AAA-C18, 5 m, 4.6 mm x 150 mmμ

Flow rate 2 mL/min

Detector FLD (ex, 340 nm, em, 450 nm)

Temperature 40℃

Mobile phase
A 40 mM NaH– 2PO4 pH 7.6-7.8 with 10 N NaOH solution

B - Acetonitrile : Methanol : Water (45:45:10)

Gradient condition

Time (min) A (%) B (%)

Initial 0 0

1.86 0 0

18.11 43.3 56.7

18.57 0 100

22.29 0 100

23.21 0 0

26 100 0

Injector program

Draw 2.5 l from vial 1 (borate pH 10)μ

Draw 0.5 l from vial (amino acid sample = sequence vial)μ

Mix 3 l in air, max speed 2xμ

wait 0.5 min

Draw 0 l from vial 4 (needle wash using water in uncapped vial)μ

Draw 0.5 l from vial 2 (OPA)μ

Mix 3.5 l in air, max speed 6xμ

Draw 0 l from vial 4 (needle wash using water in uncapped vial)μ

Draw 0.5 l from vial 3 (FMOC)μ

Mix 4 l in air, max speed 6xμ

Draw 32 l from vial 5 (Water with cap)μ

Mix 18 l in air, max speed 2xμ

Inject
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제 절 연구내용 및 결과2

배추김치 백김치 동치미 및 깍두기 주재료의 위장보호 효능 성분 규명1. , ,

배추의 가공조건별 품질특성 및 성분분석1-1. SMM

가 배추의 가공조건별 품질특성.

김치의 발효는 김치의 재료가 가지는 효소와 다양한 유산균에 의해 각종 유기산들이 생성되면

서 신맛이 나게 된다 따라서 김치의 와 총산도는 김치의 주요품질지표라 할 수 있다. , pH . 김치

및 백김치 제조 후 에서 주 동안 저장하면서 저장기간에 따른 총산도 염도 및4 8 , pH, , SMM℃

함량 등을 측정하였다 염도는 절임배추 에서 김치 저장 중 의 염농도를 나. 1.17% 1.75~2.75%

타내었으며 백김치의 경우 초기 에서 저장기간 동안 의 염농도를 나타내었, 2.1% 1.61~1.93%

다 김치 실험결과 는 초기 에서 저장 주 후 으로 감소하였으며 저(Fig. 3-10). , pH 5.24 2 4.40 ,

장 주후에는 로 감소하였다 총산도는 와는 반대로 저장 초기 에서 저장 주8 3.84 . pH 0.36% 8

후 로 점차 증가하는 경향을 나타내었다1.26% (Fig. 3-11 백김치도 김치와 비슷한 결과로). ,

는 발효기간의 경과와 더불어 초기 급격히 감소하였다가 차츰 완만해지는 경향을 보였으며pH ,

총산도는 초기 에서 저장 말기 로 점차 증가하는 경향을 나타내었다0.09% 0.77% (Fig. 3-12).

Table 3-6. Water content(%) in Kimchi Cabbage and Baik Kimchi during fermentation at

4℃

storage time (weeks)

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Kimchi

Cabbage

89.95

±1.05

90.08

±0.75

89.86

±0.41

89.39

±0.78

90.67

±0.01

90.10

±0.60

89.44

±0.21

89.24

±0.31

90.00

±0.18

Baik

Kimchi

92.62

±0.52

92.68

±1.52

92.57

±0.10

92.92

±0.28

92.87

±0.14

93.77

±0.01

93.44

±0.11

93.48

±0.27

93.70

±0.04

신선배추 절임배추* ; 94.74±0.57, ; 94.09±0.98
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Kimchi Cabbage①

Baik Kimchi②

김치 저장기간에 따른 외관변화Fig. 3-9. .
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Kimchi Cabbage①

Baik Kimchi②

Fig. 3-10. Changes in salinity of Kimchi Cabbage and Baik Kimchi during fermentation

at 4 .℃
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Fig. 3-11. Changes in pH and acidity of Kimchi Cabbage during fermentation at 4 .℃
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Fig. 3-12. Changes in pH and acidity of Baik Kimchi during fermentation at 4 .℃
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나. 배추의 가공조건별 성분 분석SMM

김치는 우리나라의 대표적인 저장발효식품으로 세계적으로 주목 받고 있는 건강식품 중 하나

이다 은 항궤양성 인자로 위액분비 억제작용 및 궤양조직의 재생. s-methylmethionine(SMM) ,

촉진작용이 있는 지용성 인자로 알려져 있다. 김치의 저장 중 분석결과 김치 제조 후SMM ,

를 나타내었으며 저장 주 후 로 감소57.85±1.75 mg/100 g DW , 4 54.04±0.78 mg/100 g DW

하였고 저장 말기에는 를 나타내어 저장기간이 경과함에 따라, 46.90±0.84 mg/100 g DW

함량은 다소 감소하는 경향을 보였다SMM (Fig. 3-15 백김치의 저장 중 분석결과 저). SMM ,

장기간에 따라 김치의 경우와 유사한 경향을 보였다 백김치 제조 후. 81.89±13.07 mg/100 g

를 나타내었으며 저장기간이 경과함에 따라 함량은 감소하여 저장 주 후에는DW , SMM 8

로 초기에 비해 약 감소하였다 이 때 생배추는39.05±4.54 mg/100 g DW 52.3% . ,

절임배추는 함량을 보였다75.73±2.90 mg/100 g DW, 71.21±0.97 mg/100 g DW .

본 연구팀에서 배추의 품종별 부위별 함량을 분석한 결과 배추의 품종과 부위에 따라, SMM ,

차이가 있음을 확인하였다 동풍배추 의 겉잎 에서. (Winter Pride) (outward leaf) 12.70 mg/100

일 배추의 속잎 에서 으로 함량이 가장 높게 나타났다g, 55 (core leaf) 18.60 mg/100 g SMM .

또한 동풍배추 와 일 배추의 과 에서의, (Winter Pride) 55 young seedling fully grown stages

함량의 변화를 분석한 결과 동안 동풍배추 는SMM , young seedling (Winter Pride) 2.2~16.2

일 배추는 의 함량을 보였고 에서 발아를 시mg/100 g FW, 55 6.2-18.8 mg/100 g FW , 25℃

작한 이후 일째 가장 높은 함량을 보였다 에서는 약 개월 간의 재배 후2 . Fully grown stage 3

배추의 부위별 함량을 측정한 결과 함량은 배추의 품종과 부위에 따라 영향을 받SMM , SMM

았다 함량이 부분이 부분보다 동풍배추에서는 배 높았고 일. SMM leafy mid-rib 2.5-9.0 , 55

배추에서는 배 높았다 동풍배추에서는 부분에서의 함량이 가장 높았고 반1.7-4.3 . core SMM ,

면 일 배추에서는 에서 가장 높았다55 outward leaves .



- 41 -

Fig. 3-13. HPLC-FLD chromatograms of standard solution.

Fig 3-14. HPLC-FLD chromatograms of standard solution(125 ppm) and Baik Kimchi –

0 week.
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Kimchi Cabbage①

Baik Kimchi②

Fig. 3-15. SMM content in Kimchi Cabbage and Baik Kimchi during fermentation at

4 .℃
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다 캡사이신 함량에 따른 함량 차이 분석. SMM

고춧가루의 매운성분인 캡사이신은 위액분비 촉진 살균작용 면역세포의 활성 증진 비만억제 지구력, , , ,

증진 등의 효과가 있다고 연구되어 있다 캡사이신과 관련하여 구 등 의 연구에서 고춧가루 첨가. (1996)

량이 배추김치 품질에 미치는 영향을 살펴본 결과는 다음과 같다 일반적으로 순한맛 품종과 고.

품종 그리고 고춧가루를 첨가하지 않은 김치 제조 후 품질변화를 비교한 결과 초기 는 고capsaicin , pH

춧가루의 첨가량에 따라 약 까지 낮아졌으나 고춧가루 무첨가군은 약 의 높은 값을 보였pH 4.6 6.3 pH

다 산도의 경우는 초기에는 고춧가루의 첨가량 증가에 따라 까지 높아졌으며 발효 일부터는. 0-0.6% 4

첨가량이 많을수록 산도의 증가가 빨라져 발효 후기에는 시료간의 산도 차이가 약 가 되었다 고추0.6% .

가 배추김치의 발효에 미치는 가장 중요한 인자는 캡사이신 함량이 아닌 환원당의 함량으로 추정되며

환원당의 함량이 낮은 고춧가루를 사용하면 김치의 발효를 지연시킬 수 있을 것으로 여겨지며 캡사이신

의 양은 김치발효에 거의 영향을 미치지 않는 것으로 보고되었다 본 연구에서 김치의 저장기간에 따른.

캡사이신 함량을 분석한 결과는 다음 표 과 같다 저장 주 동안 의 캡사이신3-7 . 8 0.40-0.54 mg/100 g

함량을 보였으며 과의 상관성 분석결과, SMM r2 으로 상관성이 없는 것으로 확인되었다=-0.055 .

Table 3-7. Capsaicin(mg/100 g) in Kimchi Cabbage during fermentation at 4℃

storage time (weeks)

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Capsaicin

(mg/100 g)

0.48

±0.02

0.41

±0.02

0.43

±0.01

0.51

±0.02

0.54

±0.01

0.46

±0.06

0.46

±0.04

0.51

±0.06

0.40

±0.06
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무의 가공조건별 품질특성 및 성분분석1-2. SMM

가 무의 가공조건별 품질특성.

동치미와 깍두기 제조 후 에서 주 동안 저장하면서 저장기간에 따른 총산도 염도4 8 , pH, ,℃

및 함량 등을 측정하였다 실험결과 염도는 저장기간 동안 동치미의 경우 초기SMM . , 1.16%

에서 말기 로 완만하게 증가하는 경향을 나타내었으며 깍두기의 경우 사이1.46% , 1.51~1.65%

의 염농도를 나타내었다 깍두기와 동치미 모두 는 발효기간의 경과와 더불어(Fig. 3-17). pH

초기 급격히 감소하였다가 완만해지는 경향을 보였으며 총 산도는 동치미는 초기 에서, 0.09%

저장 말기 깍두기는 초기 에서 저장 말기 로 점차 증가하는 경향을 나타0.54%, 0.21% 1.05%

내었다(Fig. 3-18, Fig. 3-19).

Table 3-8. Water content(%) in Dongchimi and Kkakdugi during fermentation at 4℃

storage time (weeks)

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Dongchimi
91.32

±0.12

91.45

±0.27

92.41

±0.48

93.08

±0.51

93.44

±0.06

93.54

±0.21

93.75

±0.20

93.47

±0.00

93.59

±0.13

Kkakdugi
88.94

±0.18

89.47

±0.12

89.30

±0.05

90.59

±0.20

90.60

±0.08

91.23

±0.27

91.80

±0.02

91.96

±1.68

92.02

±0.04

신선무 절임무* ; 93.96±0.28, ; 91.76±0.01
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Dongchimi①

Kkakdugi②

동치미 깍두기 저장기간에 따른 외관변화Fig. 3-16. ,
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Dongchimi①

Kkakdugi②

Fig. 3-17. Changes in salinity of Dongchimi and Kkakdugi during fermentation at 4 .℃
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Fig. 3-18. Changes in pH and acidity of Dongchimi during fermentation at 4 .℃
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Fig. 3-19. Changes in pH and acidity of Kkakdugi during fermentation at 4 .℃
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나 무의 가공조건별 성분 분석. SMM

무는 소화를 돕고 뱃속을 편안하게 하는 를 포함한 많은 효소가 있으며 알칼리성 식diastase

품으로 세계적으로도 다양하게 이용되는 채소이다 우리나라에서는 매운 음식이나 환자들을 위.

한 죽에 부식으로써 동치미와 깍두기가 주로 많이 제공 된다. 본 연구에서는 다량 섭취가 가능

한 동치미와 깍두기를 대상으로 저장기간에 따른 위장 보호 효과가 있는 s-methylmethionine

(SMM) 함량 분석을 통해 건강식품으로서의 역할을 확인하고자 연구를 진행하였다 동치미와.

깍두기의 저장 중 분석결과 신선 무 절임무SMM , 77.80±9.37 mg/100 g DW, 79.71±4.65

에서 동치미와 깍두기 제조 후 각 와mg/100 g DW 72.20±6.03 mg/100 g DW 53.77±2.60

를 나타내었으며 저장기간이 경과함에 따라 함량은 다소 감소하여 저장mg/100 g DW , SMM

주 후에는 동치미는 깍두기는 로 감8 38.44±0.75 mg/100 g DW, 53.03±0.56 mg/100 g DW

소하는 경향을 보였다. 무에 함유된 의 위장건강효과에 대한 과학적인 평가를 통해 동치SMM

미와 깍두기에 대한 기능적 우수성과 세계적으로도 사이드 메뉴로서의 유용성을 알릴 수 있을

것으로 사료된다.

함량과 비교를 위해 배추SMM (Brassica campestris 무ssp. pekinensis), (Raphanus sativus

양배추L.), (Brassica oleracea 적겨자채var. capitata), (Brassica juncea 케일L.), (Brassica

oleracea 등 십자화과 채소의 함량을 분석한 결과는 다음과 같다var. acephala) SMM . SMM

함량은 무가 로 가장 높았고 배추77.80±9.37 mg/100 g DW , 75.73±2.90 mg/100 g DW,

양배추 케일 적겨자채68.10±3.32 mg/100 g DW, 66.14±11.58 mg/100 g DW,

의 순으로 나타났다28.88±0.84 mg/100 g DW (Fig. 3-21) 의 연구에서 건강채소로 알려. Kim

진 식물들에 대해 을 분석한 결과에서는 시금치가 으로 가장 높은SMM 45.2 mg/100 g DW

함량을 보였고 케일 섬쑥부쟁이 겨자채, 23.4 mg/100 g DW, 19.8 mg/100 g DW, 19.6

브로콜리 아스파라거스 등의 함량mg/100 g DW, 18.9 mg/100 g DW, 18.7 mg/100 g DW

을 보였다 (Kim 2003b).
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① Dongchimi

② Kkakdugi

Fig. 3-20. SMM content in Dongchimi and Kkakdugi during fermentation at 4 .℃
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Fig. 3-21. HPLC-FLD chromatograms of cabbage, red leaf mustard, kale and radish.
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김치의 발효단계에 따른 성분분석1-3. SMM

지금까지 알려진 김치에 대한 생리기능성은 다음과 같다 김치는 발효 중(Bae & Lee, 2008).

생성된 젖산 유기산과 김치 재료의 식이섬유소 살아있는 생균제인 유산균에 의한 정장작용으, ,

로 변비 및 대장암 예방효과가 있으며, vitamin C, -carotene, phenol compound,β

등이 많아 항산화작용을 가지므로 노화를 억제하고 혈중 지질농도 감소효과를 나chlorophyll ,

타내며 특히 김치의 재료 중 고춧가루의 매운 성분인 은 항비만 효과의 중요 역할을, capsaicin

담당하며 마늘 무 생강 파 등도 비만억제 효과가 있는 것으로 나타났다 그 외에도 혈전용해, , , .

효과 항고혈압효과 항돌연변이 항암효과 등 김치의 우수한 생리기능성들이 많은 연구를 통, , ,

해 입증되고 있다. 우리나라 고유의 전통발효 식품인 김치에 대한 기능성을 새롭게 확인하기

위한 연구가 필요하며 이러한 연구결과를 토대로 김치와 더불어 한식의 우수성을 알리며 산업,

화하기 위한 노력이 필요하다 은 항소화관궤양식이성 인자로 위. S-methylmethionine (SMM)

장의 점액형성을 촉진하며 세포 손상을 중재하는 산소파생 유리기과 결합하여 단백질 형성에

서 중요한 역할을 하여 위 십이지장의 손상 부식 및 치유를 촉진하는 것으로 알려져, , ulcer

있다 본 연구에서는 김치의 발효단계에 따른 함량 변화를 확인하고자 하였다 년. SMM . 2007

농림부에서 설정한 김치의 숙성도 표준지표를 참고하여 김치의 숙성정도를 발효초기, (pH 5.0

이상 발효중기 발효말기 이하 단계로 구분하였다), (pH 4.2-5.0), (pH 4.0 ) 3 . 김치 제조 후 4℃

에서 주 동안 저장하면서 발효정도에 따른 총산도 염도 및 함량 등을 측정하였다8 , pH, , SMM

실험결과 는 초기 에서 발효기간이 경과할수록 점차 감소하여 저(Table 3-9). , pH 5.53±0.33

장 말기에는 을 나타내었고 총산도는 와 반대의 경향을 보여 초기3.89±0.06 , pH 0.35±0.04%

에서 발효 마지막 단계에서는 로 증가값을 보였다 염도는 의 농도를1.19±0.09% . 1.99~2.60%

나타내었다 김치의 발효정도에 따른 분석결과 초기 발효단계. SMM (58.33±2.16 mg/100 g

에 비해 중간발효단계 에서는 감소하였고 마지막 단DW) (51.03±0.62 mg/100 g DW) 13.00% ,

계 에서는 감소하여 발효 진행에 따라 다소 감소하는 경(46.92±0.49 mg/100 g DW) 19.57%

향이었다(Fig. 3-22).
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Table 3-9. Changes in pH, acidity and salinity of Kimchi Cabbage during fermentation

at 4℃

Degree of fermentation

Early (pH 5.0<) Middle (pH 4.2-4.5) Late (<pH 4.0)

pH 5.53±0.33 4.26±0.17 3.89±0.06

Acidity(%) 0.35±0.04 0.65±0.17 1.19±0.09

Salinity(%) 1.99±0.46 2.00±0.27 2.60±0.09

Fig. 3-22. SMM content in Kimchi Cabbage during fermentation at 4 .℃
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동물모델을 이용한 배추 및 무유래 유효성분의 위장보호 효능 평가2.

위염동물모델을 활용한 유효성평가 시스템 확립2-1.

ü 유효성평가에 수반되는 제반 서류들을 조건에 맞게 모두 구비 하였다 시험계획서( ,

시험물질보관서 입고기록지 관찰기록지 체중기록지 부검기록지 시험보고서 등, , , , , ).

ü 위의 서류들과 함께 시험계획서부터 시험보고서에 이르기까지 유효성평가에 수반되는 제

과정에 대해서 전체 시스템을 시험 운영하였으며 이를 통해 효과적인 유효성평가 시스템을

확립하였고 최종보고서를 작성하였다 별첨[ ].

알코올성 위염동물모델 제작 및 확립2-2. protocol

(1) 군구성

투여경로 경구투여* :

을 에 경구투여한 후 시간 후에 동물을 개복하여* 0.15M HCl(in 70% EtOH) 1.5ml rat 1

위조직을 관찰한다.

(2) 결과

� 육안결과 군 대부분의 위에서 심한 염증이 나타남을 확인할 수 있었다: G2 .

� 조직결과 병리학적 관찰을 해본 결과 군 모두에서 염증을 확인할 수 있었다: G2 .
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� 알코올성 위염동물모델은 확립이 되었다 그러나 염증병변이 심해 식품에 대한 평가로는.

적절하기 못한 것으로 판단되었다.

비알코올성 위염동물모델 제작 및 확립2-3. , protocol positive drug

(1) 군구성

을 에 경구투여한 후 시간 후에 동물을 개복하여 위조직을*indomethacin(25mg/kg) rat 7

관찰함.

(2) 결과

� 육안결과 처리군에서 염증반응을 확인할 수 있었으며 에 의해: indomethacin , lansoprazol

개선되는 것을 확인할 수 있었다.
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의 위장보호 효과에 대한 유효성평가 수행2-4. SMM

ü 확립된 위염동물모델중 병변이 더 뚜렷하고 균일한 비알코올성 위염동물모델로 실험을

진행하였다.

(1) 군구성

(2) Time line

(3) 개체별 목록표 별첨 최종보고서( : )

(4) 투여 부검시간표 별첨 최종보고서, ( : )

(5) 임상관찰기록지 별첨 최종보고서( : )

(6) 결과
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� 육안결과 비교 결과 위 손상 유발그룹 에서는 위에 선명한 점막손상과 띠 모양의: (G2)

출혈뿐 아니라 위 전체에 출혈성 점막손상도 관찰되었음 육안적 소견으로 볼 때, . , MMSC

투여 그룹은 위 손상 유발 군 에 비해 병변 부위가 소량low, middls dose (G3, G4,) (G2)

감소하는 것을 확인하였으며 투여 그룹에서는 검붉은 선의 병변 부위가, high dose (G5)

다량 감소함을 확인 할 수 있었다.

� 육안결과의 수치화 염증의 정도를 병변면적 전체점막면적 으로 환산하여 군간: ( / ) x 100

비교를 실시하였다.
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� 도표의 통계학적 분석 통계는 일반적으로 많이 사용하는 분석 프로그램을 사용하여: SPSS

처리하였다 시험 분석에 사용되는 통계 방법은 동물실험의 특성상 충분한 수 확보의. N

어려움이 있으므로 비모수적 검정 방법을 사용하였다, .

�
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� 을 통한 조직학적 분석 분석결과 위 손상 유발 그룹 에서 위 점막조직H&E staining : (G2)

이 많이 손상된 것을 확인 할 수 있었으며 그룹과 비교하여 위 손, negative control (G1)

상 유발 군은 국소적으로 허혈성 손상이 많은 것을 확인할 수 있었음 투여. MMSC (G3, G4,

그룹에서는 증상이 호전되는 것을 확인할 수 있었으며 그 중 투여 그룹G5) , high dose (G5)

의 증상이 가장 호전되는 것을 확인하였다.
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� 대표적인 염증인자인 를 확인하기 위해 를 실시 측정결과 위iNOS immunohistochemistry :

손상 유발 그룹에서 그룹보다 의 발현이 증가하는 것을(G2) negative control (G1) i-NOS

확인하였음 투여 그룹은 위 손상 유발 그룹보다 발현. MMSC low, middle dose (G3, G4) (G2)

이 다소 감소하는 양상을 보였지만 투여 그룹에서는 의 발현 양이 다, high dose (G5) i-NOS

량 감소하는 것을 확인하였다.
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� 에서 의 의 효능을 테스트 하기 전in vitro indomethacin cytotoxity test : SMM

의 농도 시간별 독성을 확인하기 위해 시간indomethacin , 0, 1, 2, 4, 8, 16, 24 0,

농도 때의 를 측정하였다0.25, 0.5, 1, 2 mM cell viability .

� 에서 의 효과 확인을 위해 를 측정 을 한 후in vitro SMM cell viability : MMSC 3uM treat

분 뒤에 을 하여 를 측정하였으며30 indomethacin 1 mM treat cell viability , 0, 1, 2, 4,

시간의 간격을 두고 관찰한 결과 시간이 경과한 후의 가 가장8, 16, 24 2 cell viability

좋은 것을 확인하였다.
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� 에서 의 효과 확인을 위해 을 실시in vitro SMM TUNEL staining : Nomal, indomethacin 1mM,

개 그룹으로 나누어 실험한 결과 에서는indomethacin 1mM + MMSC 3uM, 3 normal apoptosis

가 확인되지 않았으며 그룹에서는 갈색으로 된 양이, indomethacin 1mM staining apoptosis

많은 것을 확인하였음 그룹은 과 비교한. Indomethacin 1mM + MMSC 3uM indomethacin 1 mM

결과 갈색으로 된 부분이 상대적으로 줄어든 것을 확인하였다staining .

동결건조 배추 및 무의 위장보호 효과에 대한 유효성평가 수행2-5.

ü 확립된 위염동물모델중 병변이 더 적절한 비알코올성 위염동물모델로 실험을 진행함.

ü 동결건조 시료는 건조된 시료를 막자사발을 이용하여 곱게 간 후 채로 걸러 미세한 분말

형태로 만든 후 튜브에 넣고 테잎으로 밀봉하여 투여당일까지 에 보관하였다deep freezer .

ü 동결건조 시료는 성인 일일섭취량을 기준하여 마리당 투여량으로 환산(60kg) rat 1 (200g)

한 후 투여 할 수 있는 최대 농도인 배를 투여하도록 하였다6 .
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(1) 군구성

(2) Time line
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(3) 개체별 목록표
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(4) 투여 부검시간표,
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(5) 임상관찰기록지
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(6) 결과

� 육안결과 비교 결과 위 손상 유발그룹 에서는 위에 선명한 점막손상과 띠 모양의 출: (G2)

혈뿐 아니라 위 전체에 출혈성 점막손상도 관찰되었음 육안적 소견으로 볼 때 생배추, . ,

투여 그룹은 위 손상 유발 군 에 비해 병변 부위가 소량 감소하는 것을 확인하였(G3) (G2)

으며 백김치 생무 동치미 투여 그룹에서는 검붉은 선의 병변 부위가 다량, , , (G4, G5, G6)

감소함을 확인 할 수 있었다.

� 육안결과의 수치화 염증의 정도를 병변면적 전체점막면적 으로 환산하여 군간: ( / ) x 100

비교를 실시하였다.
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� 도표의 통계학적 분석 통계는 일반적으로 많이 사용하는 분석 프로그램을 사용하여: SPSS

처리하였음 시험 분석에 사용되는 통계 방법은 동물실험의 특성상 충분한 수 확보의. N

어려움이 있으므로 비모수적 검정 방법을 사용하였다, .
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� 을 통한 조직학적 분석 분석결과 위 손상 유발 그룹 에서 위 점막조직H&E staining : (G2)

이 많이 손상된 것을 확인 할 수 있었으며 그룹과 비교하여 위 손, negative control (G1)

상 유발 군은 국소적으로 허혈성 손상이 많은 것을 확인할 수 있었음 생배추 투여 그. (G3)

룹에서는 병변이 약간 호전되는 것을 확인할 수 있었으며 백김치 생무 동치미 투여, , ,

그룹의 증상이 가장 호전되는 것을 확인하였다(G4, G5, G6) .
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� 대표적인 염증인자인 를 확인하기 위해 를 실시 측정결과 위iNOS immunohistochemistry :

손상 유발 그룹에서 그룹보다 의 발현이 증가하는 것을(G2) negative control (G1) i-NOS

확인하였다 육안염증정도와 유사하게 생배추 투여군에서는 의 발현이 약간 줄어들었. iNOS

으나 백김치 생무 동치미 투여 그룹에서는 위손상유발그룹과 비교해 의, , (G4, G5, G6) iNOS

발현이 현저하게 감소한 것을 확인할 수 있었다.

¡ 생배추 배추김치 백김치 무 깍두기 동치미의 일일 섭취량은 각각, , , , , 6.7, 90.3, 0.5, 20.3,

으로 배추김치 깍두기를 포함한 기타 김치류의 일 섭취량이 이라고9.2, 2.5 g , 1 123.9 g

할 때 국민건강영양조사 보고서 총 일 섭취량을 체중 의 실험동물에 외삽하( , 2005), 1 200 g

면 생배추 백김치 생무 동치미가 각각 이며 이의 배 되는 양을, , , 18, 25, 16, 24g 6 CMC

에 잘 용해시켜 단일 투여 하였다 배추 및 무에서 의 생체이용률 약 를 고려한다. SMM 10%

면 배에 해당하는 양을 실험동물에 투여해야 하는데 동물에 투여된 양은 성인기준 인10 , 1

당 일 배추 및 무와 이의 김치 섭취량의 보다 약 배정도 양임에도 불구하고 비알콜성 위1 4

염모델에서 염증 완화로 위장보효효능을 보임을 확인하였다.



- 71 -

적용을 통한 배추 및 무유래 유효성분의 생체이용율 평가3. Biokinetics model system

3-1. 생체 모방 시스템을 통한 의s-methylmethionine(SMM) standard Digestive stability 평가

의 를 알아보기 위해 생체모방 시스템s-methylmethionine(SMM) standard Digestive stability

에 적용하여 평가하였다 와 에서 실험한 의(Fig. 3-23). Fasted Fed condition SMM standard

는 각각 로 서로 유의적인 차이를 보이지는 않았다 이는 에너Digestive stability 0.68%, 0.65% .

지를 제공할 때 와 그렇지 않을 때 서로 차이가 없는 것으로 보인다(Fed) (Fasted) .

크로마토그램에서 전 과 후 의 를 보면 후에HPLC SMM digestion peak digestion SMM peak

앞쪽으로 무언가 확인되지 않는 물질이 검출 되었다 이는 소화과정 중 각종 소화효소 및 그. , pH

외 체액 등으로 인해 이 다른 물질로 분해되거나 변형되는 것으로 보인다SMM (Fig. 3-24).

조건에 따른 의Fig. 3-23. Fasted, Fed SMM standard digestive

stability.
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의Fig. 3-24. SMM STD In vitro 전과 후digestion HPLC chromatogram.
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생체 모방 시스템을 통한 동결건조 배추의 의3-2. s-methylmethionine (SMM) recovery 평가

에서 동결건조 배추의 평가Fig. 3-25. Fasted condition recovery .

동결건조 배추의 연속적인 in vitro 생체모방시스템을 적용하여 입 위 소장 소화액에서의, ,

의 안정성을 평가하였다 위 그래프는 의 를 나타낸 것 이다SMM . SMM recovery .

변화에 따른 농도의 검출 정도Fig. 3-26. pH 100 ppm SMM .

에서 의 이 용출되었고 에서 로 증가 되었다salivary phase 8.83% SMM Gastric phase 14.71% .

반면에 에서는 로 이 다시 줄어들었다 이는 에서intestinal phase 10.88% SMM . Salivary phase
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는 소화 소효의 부족으로 동결건조 배추의 분해가 잘 일어나지 않아 이 적게 용출되고SMM ,

아래 그래프를 보면 침샘의 조건인 에서 실험하였으므로 의 함량이 낮게 측정된pH 6.9 SMM

것으로 보인다 반면에 에서는 의 함량이 증가하였는데 이는 위에서 공결건. Gastic phase SMM

조 배추에 위액 분비로 인해 분해되면서 이 용출되고 의 조건으로 실험 하였기에SMM , pH 2.0

높게 검출되었을 것으로 추정한다 에서는 이 줄어들었는데 이는 위장에. intestinal phase SMM

서 소장으로 넘어가면서 소화효소 체액 등 여러 생체적인 요인과 산화에 의해 이 변형되, SMM

고 소장의 의 조건에서 일 때보다 이 낮게 검출되는 경향으로 인해 이러한 결pH 6 pH 2 SMM

과가 나타난 것으로 보인다 (Fig. 3-26).

을 이용한 의 평가3-3. Caco-2 cell SMM intestinal transport

배양 온도와 시간에 따른 의 세포 축적률을 알아보기 위해 와 분SMM 37 , 4 15, 30, 45, 60℃ ℃

배양한 시료를 분석 하였다 조건에서 세포에 축적된 의 함량은 서로(Fig. 3-27). 37 , 4 SMM℃ ℃

유의적인 차이를 보이지 않았다 또한 소장세포에 존재하는 효소 및 수송단백질이 억제되는. 4℃

배양 조건에서 차이가 없는 걸로 보아 은 세포 수송단백질의 영향을 받지 않는 것으로 추론SMM

된다 시간에 따른 의 세포 축적률은 분 이후로 차이가 보이지 않았는데 이는 흡수. SMM 15 SMM

가 분 이내에 완료되는 것으로 생각된다15 .

배양 온도와 시간에 따른Fig. 3-27. 의 세포 축적률SMM .



- 75 -

수송단백질인 당 흡수에 관여하는 과 를 저해하는SGLT1 glucose transporter protein

역수송 기작을 담당하는 의 억제제인 를 각각 처리한phloridzin, p-glycoprotein verapamil

실험으로 소장세포에 의한 의 수송방법을 알아본 실험이다Caco-2 trans-port SMM (Fig.

대조군 과 처리군 각각3-28). basal w/o inhibitor( ) phloridzin, verapamil 39.7%, 39.9%,

로 서로 유의적인 차이가 나타나지 않았다 의 역수송 기작은 이루어지지 않는 것으38.8% . SMM

로 판단된다.

세포내에서 수송단백질 저해제가 가Fig. 3-28. Caco-2 SMM SMM

의 흡수에 미치는 영향.



- 76 -

제 장 연구목표 달성도 및 관련분야에의 기여도4

세부과제명 연구개발의 내용 연구수행내용 및 기여도

배추김치 백김치, ,

동치미 및 깍두기

주재료의 위장보호

효능

성분 규명

배추 및 무의 최적 분석조건 및SMM

최종 가공조건 확립

배추 및 무의 분석조건 확립 및- SMM

가공조건을 확립하였음

배추의 가공조건별 성분 규명SMM

생배추 절배추 배추김치 백김치 등- , , ,

배추를 이용한 가공조건별 SMM

성분분석 완료

무의 가공조건별 성분 규명SMM
생무 절임무 깍두기 동치미 등 무를- , , ,

이용한 가공조건별 성분분석 완료SMM

김치의 발효단계에 따른 성분SMM

규명
김치의 발효단계별 성분분석 완료- SMM

동물모델을 이용한

배추 및 무유래

유효성분의

위장보호 효능평가

배추 및 김치 유래 위장보호

유효성분에 대하여 알코올성

위염동물모델과 비알코올성 위염

동물모델 제작 후 위장보호에 대한

효능평가를 수행 및 작용기작 규명

알코올성 및 비알코올성 위염동물모델에-

대한 제작 프로토콜을 확립하였음

이를 이용한 유효성평가 시스템을-

확립하였음

향후 진행될 효력시험에 대한 기반을-

구축하였음

알코올성(HCL, ethanol)

위염동물모델과

비알코올성(indomethacin)

위염동물모델의 제작방법과 이를

활용한 유효성평가 시스템 확립

배추 및 김치유래 위장보호의-

주요성분으로 보고되고 있는 의SMM

위장보호에 대한 효력시험을 수행하였음

배추 김치 무 동치미에 대한- , , ,

위장보호효과에 대한 효력시험을

수행하였음

작용기작을 규명하기 위해 염증관련

의 분석 및cytokine

을 통해immunohistochemistry

조직에서의 염증인자 확인

이나 김치 및 동치미 등의 항염증- SMM

효과에 대한 분석을 다각도로

진행하였음

를 통한- Immunohistochemistry iNOS

발현양상과 인간 위점막세포인

세포를 통한 세포성장효과가 가장AGS

유의미한 분석인자임을 확인하였음

Biokinetics model

적용을system

통한 배추 및

무유래 유효성분의

생체이용율 평가

생체모방시스템을 이용하여In vitro

배추 및 무 유래

의 생체s-methylmethionine(SMM)

유용성 평가(bioavailability)

식물소재의 의 생체 이용률을- SMM

평가하여 식이이용성을 평가함

의 소장세포내 흡수기작 규명을- SMM

통해 생체이용률을 높힐 수 있는 방안을

모색함
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제 장 연구개발결과의 활용계획5

¡ 무에 함유된 의 위장건강효과에 대한 과학적인 평가를 통해 동치미와 깍두기에 대한SMM

기능적 우수성과 세계적으로도 사이드 메뉴로서의 유용성을 알릴 수 있을 것으로 사료됨

¡ 김치류의 기능성을 과학적으로 규명함에 따라 김치의 건강상 가치에 대한 우수성 확인

¡ 연구결과를 토대로 체계적이고 적극적인 마케팅 및 홍보전략 수립

¡ 김치류의 기능성을 과학적으로 규명함에 따라 김치의 우수성 홍보 및 소비문화 확산

¡ 한식 홍보를 위한 기초자료 마련 및 한식에 대한 인지도 제고

¡ 본 연구결과를 토대로 김치류의 에 대한 기능성을 과학적으로s-methylmethionine(SMM)

규명함에 따라 관련 산업의 홍보효과를 증진시킬 수 있을 것임

¡ 배추 및 무의 의 소화과정 중 분리성 및 생체 접근성에 대한 과학적 규명을 통해 배SMM

추 무의 식이이용률을 확보하였음

¡ 본 연구를 통해 확립된 유효성평가 시스템과 위염동물모델을 통해 향후 김치 등으로 대별

되는 식품에 대해 보다 객관적이며 검증력이 높은 연구가 진행될 수 있을 것으로 사료됨
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부록

유도 위 손상 동물모델에서Indommethacin Methyl

의 위장보호 효과규명Methionine Sulphonium Chloride
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시험제목: 유도 위 손상 모델에서 의 위장보호 효과규명Indomethacin MMSC
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요약1.

는 채소류 특히 양배추 에 풍부하게 함유된 성분Methyl Methionine Sulphonium Chloride (MMSC) , ,

으로서 예로부터 위장관과 같은 소화기계통의 기관에 그 효능이 있다고 알려져 왔다 이는 건강식품으.

로 세계적으로 주목 받고 있는 김치류에도 함유된 성분으로서 김치가 소화력에 도움을 준다는 학설에

기반하였을 때 매우 중요한 내용이라 할 것이다 현재까지 동물모델을 통한 의 생물학적 효능평. MMSC

가에 대한 기초정보는 아직까지 부족한 면이 많다 특히 의 위장보호 효과에 대한 과학적 규명. , MMSC

이 더 필요한 상황이다 따라서 본 연구에서는 으로 유도된 위점막손상 동물모델을 이. indomethacin

용하여 의 위장보호의 효과를 규명하고자 하였다MMSC .

위점막손상 동물모델을 통한 의 효능을 규명하기 위하여 다음과 같이 총 개의 그룹을 구성하MMSC 6

여 효능평가를 수행하였다 정상 대조군 위점막손상 유도군 투여군 저용량 단일 투. (1) , (2) (3) MMSC (

여군 투여군 중간용량 단일 투여군 투여군 고용량 단: 0.25 mg/kg), (4) MMSC ( : 1 mg/kg), (5) MMSC (

일 투여군 양성대조군 이 중 정상 대조군을 제외한: 4 mg/kg MMSC:), (6) (100 mg/kg Lansoprazole).

나머지 군은 용량의 을 투여하여 위점막손상을 유도하였으며 투여 그25mg/kg indomethacin , MMSC

룹과 양성대조군의 위점막손상 유도는 와 양성대조군 투여 후 분 이후에 이루어졌다MMSC 30 .

투여 후 시간이 지난 후 동물을 사해하여 위점막손상의 유도 및 각 그룹에서의Indomethacin 6 MMSC

의 효과를 확인하였다.

육안적 검사를 통한 소견으로는 를 저용량 중간용량 고용량으로 단일 투여한 그룹이MMSC , ,

만 투여한 위점막손상 그룹에 비해 위 손상 부위가 감소하였음을 확인하였다 또한 이미indimethacin . ,

지 장비를 통해 더 세밀하게 위손상면적 손상된 정도를 나타낸 스코어를 계산하여 분석한 결과,

농도 의존적으로 위손상면적이 감소함을 확인할 수 있었다 위산분비량 역시 농도 의존MMSC . MMSC

적으로 감소하는 것을 확인하였다 위조직 절편의 염색을 이용해 조직학적인 위 손상 을. H&E scoring

체크해 본 결과 를 고용량으로 투여한 그룹이 중간용량 저용량으로 투여한 그룹보다 더 효과적MMSC ,

으로 위점막 손상을 감소시켰음을 확인하였다 대표적인염증인자인 의 면역염색을 통하여. iNOS MMSC

의 효과를 확인한 결과 을 투여한 그룹이 만 투여한 위점막손상 그룹에 비해 뚜렷MMSC indomethacin

하게 발현을 억제 시키는 것을 확인할 수 있었다 인체 위 점막 세포인 세포에서iNOS . AGS

투여에 따른 세포성장 억제효과를 확인하였으며 가 이러한 세포성장 억제효과를indomethacin , MMSC

감소시키는 것을 또한 확인하였다 그리고 분석을 통해 이러한 억제효과가 세포자멸의 억제에. TUNEL

의한 것임을 확인하였다.

결론적으로 본 효능평가를 통해 으로 유도된 위 점막손상이 에 의해 효과적으로indomethacin MMSC

손상이 억제됨을 확인할 수 있었다 이러한 결과는 으로 유도한 위 점막손상 동물모델을. indomethacin

이용하여 향후 배추 및 무 유래 김치의 위장보호 효과에 대한 과학적 규명의 필요성 및 시급성을 확

인시켜 주었다.

측정항목

위염소견 육안- ( )

조직 병리- (H&E)

위 조직의 발현양 측정- i-NOS (immunohistochemistry)

- Cell viability

- TUNEL assay
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시험개요2.

시험제목2.1

유도 위 손상 모델에서 의 위장보호 효과규명Indomethacin MMSC

시험목적2.2

본 시험은 배추 및 무에 함유된 유효 성분인 에 대한 위 손상 모델에서의 유효성을MMSC

평가하여 소화기질환에 근거 중심의 유효성 평가를 시행하는 것으로 에‘ ’ SD rat

을 단기간 처리하여 염증을 유발시킨 위 손상 모델에서 손상 억제 효과를 평Indomethacin

가하기 위하여 실시하였다.

시험기준2.3

본 시험은 위 손상 보호 효과와 관련된 논문을 토대로 작성한 시험계획서에 따라 실시하였

다.

시험의뢰자2.4

-

시험일정2.5

시험동물2.6

시험 개시일: 년 월 일2012 08 19

동물 입수일: 년 월 일2012 08 29

군분리: 년 월 일2012 08 30

투여 및 측정일: 년 월 일2012 09 03 ~ 년 월 일2012 09 04

실험종료일: 년 월 일2012 09 05

최 종 보 고 서: 년 월 일2012 11 30

2.6.1 종 및 계통: SD rat (Male)

2.6.2 시험계 선정사유:

본 시험에 사용하는 은 전세계적으로 자SD rat

주 사용되는 모델로 유효성평가 시험에 적당한

실험동물로서 유도 위 손상 모델에Indomethacin

대한 풍부한 시험기초자료가 축적되어 있어 시

험결과의 해석 및 평가에 이러한 자료를 이용

할 수 있기에 선정하였다.

2.6.3 공급원 및 생산자:
오리엔트바이오 가평센터㈜

경기도 가평군 북면 목동리( 699-13)

2.6.4 입수 시 주령 및 체중범위: 약 주령 평균체중6 , 200 (g) ± 20%

2.6.5 검역 및 순화: 입수 후 약 일간 건강한 동물만 시험에 제공7 ( )
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사육조건2.7

2.6.6 개체식별
그룹별로 각 사육상자에 시험번호 시험군 및 성,

별을 기록한 개체식별카드를 부착하였다.

2.6.7
시험물질 투여 시 주령

및 체중범위:

약 주령7

평균체중 220 (g) ± 20%

2.6.8 주문 동물 수: 마리70

2.6.9 사용 동물 수: 마리60

2.7.1 사육실
인하대학교 의과학연구소 생명과학연구실 층2

청정동물실 (Specific Pathogen Free)

2.7.2 환기횟수 최소 회 시간10 /

2.7.3 온도 및 습도 범위 22±4 , 50±20% (RH)℃

2.7.4 조명시간 및 조도
시간 점등 조명 조도12 ( : 08:00~20:00), : 150~300

Lux

2.7.5 사육상자

폴리설포네이트재질 사육상자

순화기간[160Wx363Dx143H(mm)]:

본 시험기간[160Wx363Dx143H(mm)]:

2.7.6 사육상자 당 동물 수 마리 이하3

2.7.7 사육관리

사육상자 바닥에 고압증기멸균 분된(121 , 20 )℃

깔짚 (BETA

을 깔아CHIP®,NortheasternproductsCo.,USA)

분 뇨를 처리하였으며 주 회 교환하고 물병은, 2

매일 교환하여 주었다.

2.7.8 사료의 종류 및 명칭
설치류용 방사선 조사 고형사료(PMI

LabDiet®5053,USA)

2.7.9 사료의 공급 급이기를 이용한 자유섭취

2.7.10 사료의 분석

사료구입 시 첨부된 분석 성적서를 통하여 일반

성분의 조성과 오염물질 유무를 확인한 후 사용

하였다.

2.7.11 음수의 종류 역삼투압 처리 후 자외선 유수살균기 및 고압

증기로 멸균한 상수도수

2.7.12 음수의 공급
폴리설포네이트 재질 음수병 을 이용한(250 mL)

자유섭취

2.7.13 음수의 분석

음수 중 오염물질의 분석은 개월마다 정기적으6

로 먹는물 수질기준 및 검사 등에 관한 규칙환“ (

경부령 제 호 에 정한 바에 따라 공276 , 2008.)”

인시험기관시험기관 명에 분석을 의뢰하여 시( )

험의 결과에 영향을 미치지 않는 것을 확인하였

다.
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시험재료 및 방법3.

시험물질3.1 1

시험물질3.2 2

첨부용제3.3

조제3.4

시험물질을 에 적정농도로 용해 시킨 후 투여하였다 조제한 시험물질의 분석은 실시하D.W .

지 않았다.

시험방법3.5

3.2.1 명칭: 시판 대조물질Lansoprazole( )

3.2.2 공급원: SIGMA-ALDRICH

3.2.3 Lot No.: BCBC8368V

3.2.4 외관 및 성상: 백색 분말

3.2.5 성분 함량( ): Lansoprazole

3.2.6 순도: 100%

3.2.7 입수일: 2012-02-01

3.2.8 입수량: 1g

3.2.9 보관조건: 개봉 후 밀봉하여 냉장보관

3.2.10 취급 시 주의사항: 특이사항 없음

3.3.1 명칭: D.W

3.3.2 공급원: -

3.3.3 Lot No.: -

3.3.4 외관 및 성상: 무색 투명한 액체

3.3.5 보관조건: 실온보관

3.1.1 명칭: MMSC (DL-Methionine methylsulfonium chloride)

3.1.2 공급원: SIGMA

3.1.3 Lot No.: BCBD9147V

3.1.4 외관 및 성상: 백색 분말

3.1.5 성분 함량( ): (3-Amino-3-carboxypropyl) dimethyl sulfonium chloride

3.1.6 순도: 99.0%

3.1.7 입수일: 2012-08-20

3.1.8 입수량: 50g

3.1.9 안정성: 권장하는 보관 상태에서는 안정함

3.1.10 유효기간: -

3.1.11 보관조건: 밀폐하여 상온보관

3.1.12 취급 시 주의사항: 특이사항 없음

3.5.1

에 의한 위 손상 모델Indomethacin

하루 절식 후 의 을, 25mg/kg Indomethacin 0.5% CMC(3% sodium

에 현탁 시켜 로 하고 시간bicarbonate) gavage intragastric administration 6
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관찰항목4.

사망 및 임상증상 관찰4.1

모든 동물에 대하여 투여 및 시험 종료시간까지 사망 또는 빈사발생여부 및 임상증상을 관

찰하였다.

위염소견육안4.2 ( )

이소플루란을 통한 호흡마취를 실시한 후 복부를 절개하여 복대정맥에서 채혈을 실시하였

다 채혈 후 위를 적출하여 를 절개한 후 멸균생리식염수로 세척하고 넓게 펼쳤다 육안. 1/2 .

관찰을 위해 사진촬영을 실시하고 조직병리를 위해 에 고정하였다 고정시킨 조직, 10% NBF .

은 다음날 을 실시하고 제작 및 을 실시하였다trimming paraffin block H&E staining .

을 통한 병리학적 소견4.3 H&E staining

시험물질 투여 시간이 경과 후 이소플루란을 통한 호흡마취를 실시하고 채혈한 후 위 조, 6

직을 중성완충포르말린용액 에 고정하였다 고정된 조10 % (10% neutral buffered formalin) .

후에 부검하였다.

3.5.2

군구성 및 투여용량

투여액량*G1 : D.W * (volume) : 10ml/kg

*G2 : Indomethacin 25mg/kg + D.W

시험물질*G3-G5 : Indomethacin 25mg/kg +

*G6 : Indomethacin 25mg/kg + lansoprazole

시험군 시험동물 질환 유발 물질 시험물질 투여용량

(mg/kg)

G1 SD

rat

- - -

G2 Indomethacin

25mg/kg

- -

G3 저용량MMSC 0.25

G4 중간용량MMSC 1

G5 고용량MMSC 4

G6 Lansoprazole 100

3.5.3 투여부위 및 투여방법

시험 물질인 는 투여 분 전MMSC Indomethacin 30

에 로 투여하고 을 로 투gavage , Indomethacin gavage

여하였다 개체별로 체중을 측정하여 체중에 비례한.

투여량을 결정하였다.

3.5.4 투여방법 선택이유

시간이라는 짧은 시간 동안 위에 직접적인 손상을 주6

기 위하여 직접 위에 를 이용하여 투여하였gavage

다.

3.5.5 투여횟수 및 투여기간 시험 물질들은 회 경구 투여하였다1 .
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직을 일정한 두께로 측정한 다음 일반적인 조직처리과정을 거쳐 파라핀 포매하여 의, 4~5㎛

조직절편을 제작한 후 일반적인 염색방법인 염색 을 실시Hematoxylin & Eosin (H&E stain)

하여 염증의 조직병리학적 소견염증세포의 침윤 상피세포의 구조파괴 등의 조직병리학적( ,

인 변화 을 관찰하였다) .

위 조직에서의 측정4.4 i-NOS

을 실시하여 염증의 조직병리학적 소견염증세포의 침윤 상피세포의 구조파괴H&E staining ( ,

등의 조직병리학적인 변화을 관찰한 후 각 그룹별로 를 선별하여) slide

를 실시하였다 는Immunohistochemistry (IHC) . IHC Deparaffin, Target retrival, Staining,

순으로 진행하였으며 갈색으로 된 부분을 확인하여Dehydration, Slide mounting , Staining

염증발현인자인 를 측정하였다i-NOS .

측정4.5 Cell viability

인체 유래 위점막 세포인 을 이옹하여 를 측정하였다AGS cell cell viability . Indomethacin

을 시간 동안 하여 이 입는 를 시간대별로 측정하1mM 0, 1, 2, 4, 8, 16, 24 treat cell damage

였으며 을 하기 분 전에 을 한 후 시간 후의, indomethacin 1Mm treat 30 MMSC 3uM treat 2

의 를 측정하였다cell viability .

을 통한 확인4.6 TUNEL staining apoptosis

을 이용하여 을 실시하였다 에 을 배양한 후AGS cell TUNEL staining . Chamber slide cell

로 그룹을 나눈 후nomal, indomethacin 1mM, indomethacin 1mM + MMSC 3uM treat 2

시간 후에 염색을 실시하였다 은. TUNEL staining ApopTag® Peroxidase In Situ Apoptosis

을 사용하였으며 갈색으로 된 부분을 확인하여Detection Kit (MILLIPORE) , Staining apoptosis

를 확인하였다.

시험결과5.

사망 및 임상증상 관찰5.1 (Table1, Appendix2)

모든 동물에 대하여 투여 및 시험 종료시간까지 사망 또는 빈사발생여부 및 임상증상을 관

찰한 결과 특별한 임상증상이 관찰되지 않았다.

위염소견육안5.2 ( ) (Figure1, Table2, Appendix4-5)

실험 종료 후 부검 시 위를 적출하여 위벽 단면을 촬영하여 에 의한 위 손상, indomethacin

및 시험물질의 위 손상 보호 효과를 육안으로 확인하였다 대부분의 위 손상 유발그룹. (G2)

에서는 위에 선명한 점막손상과 띠 모양의 출혈뿐 아니라 위 전체에 출혈성 점막손상도 관,

찰되었다 육안적 소견으로 볼 때 투여 그룹은 위 손상. , MMSC low, middls dose (G3, G4,)

유발 군 에 비해 병변 부위가 소량 감소하는 것을 확인하였으며 투여(G2) , high dose (G5)

그룹에서는 검붉은 선의 병변 부위가 다량 감소함을 확인 할 수 있었다 검붉은 선의 위 점.

막 손상 부위를 를 사용하여 로 나타낸 후 비교하여Microscope Software AxioVision LE %

본 결과 투여 그룹은 에 비해 유의적인 감소효과가 있, MMSC low, middle dose (G3, G4) G2
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었으나 투여 그룹에 비해 유의적인 감소효과가 적은 것을(*P<0.05 VS G2), high dose (G5)

를 확인할 수 있었다(**P<0.01 VS G2) .

을 통한 병리학적 소견5.3 H&E staining (Figure2. A)

실험 종료 후 위 조직을 일반적 조직 처리 과정을 거쳐 고정하고 파라핀 포매하여 조직 절

편을 제작한 후 염색을 실시하였다 조직병리학적 결과로 볼 때 위 손상 유발 그룹H&E . ,

에서 위 점막조직이 많이 손상된 것을 확인 할 수 있었으며 그룹(G2) , Negative control (G1)

과 비교하여 위 손상 유발 군은 국소적으로 허혈성 손상이 많은 것을 확인할 수 있었다.

투여 그룹에서는 증상이 호전되는 것을 확인할 수 있었으며 그 중MMSC (G3, G4, G5) ,

투여 그룹의 증상이 가장 호전되는 것을 확인하였다high dose (G5) .

위 조직에서의 측정5.4 i-NOS (Figure2. B)

실험 종료 후 위 점막 조직에서 염증과 관련된 중요한 인 의 발현 양을marker TNF-a, i-NOS

방법으로 측정하였다 대체적으로 위 손상 유발 그룹에서immunohistochemistry . (G2)

그룹보다 의 발현이 증가하는 것을 확인하였다negative control (G1) TNF-a, i-NOS . MMSC

투여 그룹은 위 손상 유발 그룹보다 발현이 다소 감소하는low, middle dose (G3, G4) (G2)

양상을 보였지만 투여 그룹에서는 의 발현 양이 다량 감소하는, high dose (G5) TNF-a, i-NOS

것을 확인하였다 피실험자에게 임의로 갈색으로 된 의 발현부위를 비. staining TNF-a, i-NOS

교하여 본 결과 투여 그룹 중 의 순으로 의 발현이 줄어드MMSC G5, G4, G3 TNF-a, i-NOS

는 것을 확인하였다.

측정5.5 Cell viability (Figure3. A-B)

에 을 한 후 분 뒤에 을 하여AGS cell MMSC 3uM treat 30 indomethacin 1mM treat cell

를 측정하였다 시간의 간격을 두고 관찰한 결과 시간이 경과viability . 0, 1, 2, 4, 8, 16, 24 2

한 후의 가 가장 좋은 것을 확인하였다cell viability .

을 통한 확인5.6 TUNEL staining apoptosis (Figure3. C)

에서 를 측정한 결과를 토대로 에서 을 진행하였다AGS cell viability AGS cell TUNEL staining .

개 그룹으로 나누어 실Nomal, indomethacin 1mM, indomethacin 1mM + MMSC 3uM, 3

험한 결과 에서는 가 확인되지 않았으며 그룹에서는normal apoptosis , indomethacin 1mM

갈색으로 된 양이 많은 것을 확인하였다staining apoptosis . Indomethacin 1mM + MMSC

그룹은 와 비교한 결과 갈색으로 된 부분이 상대적으로3uM indomethacin 1mM staining

줄어든 것을 확인하였다.
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고찰 및 결론6.

본 실험은 위 손상 유도 모델에서 의 위 손상 예방 효과를 보고자 실시하였다 시험MMSC .

군은 투여 군negative control (G1), vehicle control (G2), MMSC low dose (G3), MMSC

투여 군 투여 군 총 군으middle dose (G4), MMSC high dose (G5), positive control (G6) 6

로 군 당 마리씩 구성하여 실험을 진행하였다 위 손상은, SD rat 10 . indomethacin

를 단회 경구 투여함으로써 유발하였다25mg/kg .

육안적인 소견 결과 대부분의 위 손상 유발그룹 에서는 위에 선명한 점막손상 띠 모, (G2) ,

양의 출혈과 위 전체에 허혈성 점막손상이 관찰되었다 이 결과는 다른 논문에서.

에 의한 위 손상의 육안 소견과 일치한다 으로 유도한 급성 위indomethacin . Indomethacin

손상은 위 운동의 항진 위액분비의 항진 위혈류의 저하 등으로 인해 위 손상이 일어나게, ,

된다.

본 실험 결과 육안 소견에서는 투여 그룹의 위 점막 손상이 위 손상, MMSC (G3, G4, G5)

유발 그룹과 비교하였을 때 감소하는 것을 확인하였으며 그 중 투(G2) , MMSC high dose

여 그룹의 점막 손상이 가장 많이 완화되는 것을 확인하였다(G5) .

대표적인 염증관련 마커인 의 발현양을 로 측정한 결과TNF-a, i-NOS immunohistochemistry ,

투여 그룹에서 위 손상 유발 그룹 보다 와 의 발현MMSC high dose (G5) (G2) TNF-a i-NOS

이 감소하는 것을 확인하였다.

의 경우 시간이 경과한 후 를 투여한 의 가 가장 높은Cell viability 2 MMSC AGS cell viability

것을 확인하였다 시간 이후에는 의 영향으로 가 감소하는 경향을. 2 indomethacin cell viability

보였으며 시간이 경과한 후에는 가 만 한 그룹의 와8 cell viability indomethacin treat viability

비슷하게 떨어지는 것을 확인하였으며 에서는, TUNEL staining indomethacin 1mM +

그룹이 보다 갈색으로 된 부분이 상대적으로 줄어MMSC 3uM indomethacin 1mM staining

든 것을 확인하였다.

본 시험 결과 으로 유도된 위 점막손상이 의 위점막세포손상 및 염증인, indomethacin MMSC

자생성등의 억제효과로 위장보호효과에 직접적인 영향을 미치는 것을 확인하였다.

결과적으로 는 으로 유도한 위 점막손상 동물모델에서의 위 점막손상을, MMSC indomethacin

보호함으로써 향후 배추 및 무 유래 김치의 또 다른 기능성 성분에 대한 과학적 규명의 길

을 열어주었고 위장보호에 좋은 예방성분으로서의 사용 가능성을 보여주었다,
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8. FIGURES

FIGURE 1. Effect of MMSC on indomethacin-induced gastric mucosal damage

(A) Gross appearance of gastric lesions induced by indomethacin. (B) Quantitative

analysis of gastric damage scoring. (C) The results are expressed in mean ± SEM. G1:

Normal, G2: 25 mg/kg Indomethacin, G3: 25 mg/kg Indomethacin + 0.25 mg/kg MMSC,

G4: 25 mg/kg Indomethacin + 1 mg/kg MMSC, G5: 25 mg/kg Indomethacin + 4 mg/kg

MMSC, G6: 25 mg/kg Indomethacin + 100 mg/kg Lansoprazole.
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FIGURE 2. Effect of MMSC on histological evaluation and expression of iNOS in

indomethacin-induced gastric mucosal damage

(A) H&E staining (x100). (B) Expression of iNOS was confirmed by immunohistochemistry

(x200). G1: Normal, G2: 25 mg/kg Indomethacin, G3: 25 mg/kg Indomethacin + 0.25

mg/kg MMSC, G4: 25 mg/kg Indomethacin + 1 mg/kg MMSC, G5: 25 mg/kg

Indomethacin + 4 mg/kg MMSC, G6: 25 mg/kg Indomethacin + 100 mg/kg

Lansoprazole.
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FIGURE 3. Effect of MMSC on the cell viability and TUNEL staining of

indomethacin-induced AGS cells

(A) Damage to cells depended on doses of indomethacin and time-sequence. (B)

Presence and absence of 3 uM MMSC treatment 2 h before the indomethacin treatment

were compared. (C) The induction of apoptosis by AGS cells was confirmed by TUNEL

assay. Condensed and marginated chromatin was labeled to be stained dark brown in

AGS cell line (x250).



- 99 -

9. TABLES

TABLE 1. Experiment summary of animal mortality and clinical observations

N: normal

TABLE 2. Changes in gross appearance of the gastric damage area

The results are expressed in mean ± SEM (n=10).

Group
No. of animals Mortality

Clinical

Observations

Male Male Male

G1 10 N N

G2 10 N N

G3 10 N N

G4 10 N N

G5 10 N N

G6 10 N N

Group Test article Damage area (%)

G1 - 0.0

G2 - 3.01 ± 0.90

G3 MMSC low 1.09 ± 0.56

G4 MMSC middle 1.09 ± 0.28

G5 MMSC high 0.50 ± 0.17

G6 lansoprazole 0.0



- 100 -

10. APPENDICES

APPENDIX 1. Individual Animal list
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APPENDIX 2. Individual Animal Clinical Observations
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APPENDIX 3. Individual Animal autopsy schedule
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APPENDIX 4. Individual Animal Gastric Damage Area
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APPENDIX 5. Individual gastric mucosa damage area (%)
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