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요약문

제 목

돼지에 있어서 CLA(conjugated linoleic acid)의 생리적 역가관정 방법

개발

n. 연구개발의 목적 및 필요성

최근에 동물성지방의 과다섬취에 의한 성인병발생의 早려 때문에 저 

지방육류생산〇1 중요시되고 있다. 이斜 관련해서 conjugated linoleic 

acid(CLA)가 항암，면역증강작용뿐만 아니라 항비만 작용을 가전 것이 알 

려지면서 CLA의 섬취로 인체나 가측외 지방측적鲁 감소시킬 수 있는 가 

눙성에 대한 연구가 많이 진행되고 있다. 그러나 지금까지의 CLA에 대한 

대早분의 연구가 여러 CLA 이성체의 혼합뮬音 사용했기에 어느 이성체가 

그것외 고유한 작용音 가지고 있는지畳 관명하기 어려웠다. 한편 국내외 

여러 회사에서 CLA를 제조하고 있는데 이音이 제조한 CLA의 역가暑 신 

속，정확하게 관정할 필요성이 대두되었다. 본 연구의 목적온

1) 지방세포 배양에서 어느 CLA 이성체가 분화吾 억제하는지를 구명하고

2) 세포배양 연구에서 지방세里의 분화暑 억제한 CLA暑 돼지에게 급여해 

서 돼지에서 지방측적을 억제하는지를 구명하고

3) 세포배양 및 사양설험 결과暑 종합해서 돼지에서 CLA 역가관정 방법을 

확립하는 것이다.

m. 연구개밭내용 및 범위

본 연구는 CLA가 지방세포외 분화에 미치는 영향 그리고 분화 억 

제작용을 나타낸 CLA暑 돼지에게 사료로 급여해서 지방축적 억제暑 나타 

내는지吾 구명해서 쉽고 정확한 CLA외 역가관정 방법울 확립하는 것이 

주목적이었다. 이暑 위해서 던저 cell line인 3T3-L1 cell을 배양해서 CLA 

이성체의 종류，루여시^1，농도에 따른 CLA가 세포분화에 叫처는 영향을 

구명했다. 근육세포인 U의 분화에 머처는 CLA의 작용도 구멍했다. 지방세



포 배양에서 세포분화억제 작용音 나타낸 이성체틀 이용해서 3T3-U cell 

과 갓난 돼 자에서 채취巧 primary fat cell에 서 이 S 세포의 

triglyceridc(Tg) 함량과 lipopro化in lipase(LPL) a^ivky에 .미 처는 영향營 

구명해서 한번 더 이둘 CLA가 돼지에서 지방측적香 억제할 가눙성鲁 확 

인했다. 마지막으로，세포배양 연구에서 세포분화를 억제한 CLA吾 비육 

早기외 돼지에게 4早간 급여해서 지방측적 억제暑 나타내는지吾 조사했는 

네 조사항목은 일당증체량울 포함한 성장성장성，등지방두께，등지방의 지 

방산 조성，지방조적의 지방합성과 지방합성 豆소외 activity 및 지방분해， 

혈중 cholesterol함량 동이었다.

IV. 연구개밤 걸과 및 활용에 대한 건의

걸과 요약

가. CLA가 지방전구세포의 분화에 叫치는 영향

Cell line인 지방전구세里 3T3-L1 을 이용해서 여러 CLA 이성체중 

어느 것이，어느 시기에 처러하는 것이 세互의 분화억제吾 가져오는지 

吾 구명했다. 6-weH pla化에 분화유도 6일견(day -6)에 cell을 seeding 

해 서 분 화유도(day 0) 早 8일 (day 8)에 glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase(GPDH) 측정에 외해 분화정노롭 구명했다. 연구에 사용 

된 CLA 이성체는 9ds—llcis(9c-llc)，9cis-lltrans(9c-llt), 9trans-lltrans 

(9t—lit), 1 Otrans-12cis(10t-12c) 및 CLA mix化re (CLAmix, 10t-12c 

44% 함유)이었으며 CLA 처리한 시기는 분화유도전(day -6〜0)，분화 

유도卒(day 0〜8)，배양전기간(day -6〜8)이었다. 여러 이성체중 I0t-12c 

와 CLAmix의 세포분화 억제작용이 두드러졌고 분화유도전(day -6〜0) 

보다 분화유도卒(day 0〜8) CL八 처티가 분화롤 더 크게 억 제 했다. 

50uM의 CLA가 20uM보다 더 크게 분화暑 켜제했다. 9c-llc는 세포분화 

를 촉건했고，다른 어성체의 작용은 早드러지지 않았다.



나. CLA 가 L8 근육세포의 분화에 叫처는 영항

본 연구외 平목적이 지방측적억제롭 가져오는 CL八 이성체畳 찾는 

것인대，여기에서는 CLA가 근육세互의 분화에 미치는 영향을 조사했다. 

근육세포몰 사용한 이유는 CLA가 근육세포에서는 지방세互와 다르게 작 

용하는지륜 구멍하고，또 어느 이성체가 지방세포의 분화률 억제하고 근옥 

세포외 분화는 촉진할 겸早，가측의 생산성 향상音 위해서는 이상적인 

CLA 이성체가 될 수 있기 때문이었다. 본 연구에 사용한 근육세포는 

cell이 었는 데 분화유도 2일 전(day -2)에 6-well pla化에 seeding 했고 day 

6에 creatine kinase(CK)暑 측정 함으呈써 분화정도吾 구명 했다. 乂1방전 구세 

里외 경早처럼 1化-12c와 CLAmix가 근육세포의 분화暑 크게 억제했고，분 

화유도 卒(day 0〜6) CLA 처러가 분화유도전(day -2〜0)보다 더 크게 억 

제했다. 톡이하게도 지방세포의 분화吾 촉진했던 9c-11c가 근옥세포의 분 

화暑 크게 억제했다. 위의 걸과는 CLA는 지방세포와 근윽세포에서 서呈 

다른 작용기전에 외 해 분화에 영 향을 미침鲁 의 미 한다.

다. CLA가 TG와 LPL activity에 미 치는 영항

앞에서 설명한대로 지방전구세互巧 T3-L1) 吾 이용해서 10t-12c 와 

CLAmix 가 세포분화 억제吾 가져온 사실올 확인했다. 본 연구에서는 

3T3-L1 cell과 갓난 되!지에서 분러 한 スl 방전구세포(stroma-vascular ceJl) 

吾 이 용해서 CLA가 이吾 세 포외 triglyceride(TG) 함량 및 lipoprotein 

lipase(LPL) activity에 叫치는 영향音 구명 했다. 3T3-L1 과 돼지 

primary fat cell 모두에서 K)t-12c와 CLAmix 듬 다 Tg 함량과 LPL 

activity暑 감소시켰다. 이 곁斗는 K)t-12c와 CLAmix音 돼지에게 시•료외 

형태로 급여할 때 지방측적감소吾 가져올 가눙성이 큰 것을 암시해 주는 

것이다.

라. CLA 급여가 돼지의 지방측적에 머치는 영향

지방전구세포 배양실험에서 분화억제暑 나타낸 1化-12c와 CLAmix 

暑 돼지에게 급여해서 지방측적억제 작용옴 나타내는지吾 조사했다. 체중 

81kg인 거세한 수돼지 15마러吾 본 시험에 사용했는데 5마리는 대조구(단



백질 14%，com—soy diet)，5口！*eRl- 10t_12c구(대조구사료의 0.5% 대 5 

마리는 CLAmix(대조구사료의 0.5% 대체)에 배처했다. 총 4手 동안 1일 

3J己kg의 사료吾 급여했고，체중과 사료식취량은 2주마다，등지방두께는 증 

료시 (4手시 )에 조음파즉정기 呈 즉정했고，音료시 에 눙지 방香 biopsy해서 지 

방산조성，지방합성Oipogenesis)，지방합성관련 효소의 activity 및 지방분 

해(lipolysis)暑 측정했고 0주，2주，4주시에 채혈해서 HDL-cholester이과 

total-cholesterol 함량音 측정했다.

증체량斗 사료豆올 모早 CLA 급여구가 대조구에 비해 높온 경향音 

나타냈으나 유의차는 없었다. 등지방早께는 CLAmix구가 대조구보다 두꺼 

웠다. 지방산조성에 었어서는 10t-12c구와 CLAmix구의 10t-12c와 9c-llt 

함량이 대조구에 비해 높았다. 지방조직의 지방합성량은 CLA구와 대조구 

간에 차이 가 없었고，CLA 급여구외 maleic enzyme(ME)斗 fatty acid 

syn化ase(FAS)의 activity가 대조구에 비 해 높았다. CLA ■여구외 지 방분 

해가 대조구에 버해 높은 경 향을 나타냈으나 유외차는 없었다. 혈중 

HDL-cholesterol과 化tal-cholesterol외 비 율은 CLA ii■여구가 대조구에 비 

해 높았다.

본 연子의 걸과는 다옴과 같이 요약될 수 있다.

1) 지방세포의 분화暑 억제한 CLA 즉 1化-12c와 CLAmix를 돼지에게 

급여했을 때 지방측적 억제륜 나타내지 않았다. 죽 CLA 급여구가 대조구 

에 비 해 등지방두께，지 방함성 및 지 방합성 효소의 activity가 높거 나 비 숫 

했다. 이 사실各 CLA 급여 에 의 해 돼지외 지 방측적율 억 제하기 는 상당히 

어럼다는 것을 의 미 한다. In vitro 세포배양 실 험 걸과가 in vivo 돼지 사양 

설험 결과에 반영되지 않아서 in vitro 세포배양 설험에 외해 신속，정확한 

CLA외 역가관정 방법을 확립하기는 어려웠다.

2) CLA 이성체중 10t-12c가 지방세里와 근육세포 모두의 분화暑 억제 

한 반면 9c-llc는 지방세포의 분화는 촉진했고，근윽세포외 분화는 억제한 

사실은 메우 홍미있는 발견이 다. 9c-llc외 자방세포 분詩 촉진은 학계 최 

초의 발견이며，앞으互 이 9c-llc외 작용에 대해 더 세밀한 연구가 필요할 

것으로 사료된다.



2. 활용에 대한 건의

In vi化〇 지방세포 배양실험에서 분화吾 억제했던 CLA 이성체가 돼 

지 사양실험에서는 지방측적을 억제하지 않았다는 것이 본 연구의 핵심사 

항이다. 사양실험 결파와 세포배양설험 걸과간에 상관관계가 높지 않아서 

in vitro 간단한 실험 에 외혜 사양설험 에 의 한 결과暑 예측할 수 없는 것 이 

아쉽지化 "CLA 급여에 외해 돼지의 지방측적을 억제하기는 쉽지 않 

다；’ 는 정보도 메早 중요計다. 그래서 사료생산업乂}"，동音약품업자，CLA 

제조 회사，양측가 및 정早의 정책입안자 모두에게 정보暑 제공해 手면 좋 

을 것이다.

한편，본 연구수행중에 얻어진 실험테크닉，즉 3T3-L1 cell, L8 cell 

및 돼지 primary fat cel】의 배양방법확립은 큰 수확이었고 국내의 다吾 연 

구기관에도 전수計면 좋을 것이다.



SUMMARY

I . Title

Development of a method to measure the potency of conjugated 

linoleic acid(CLA) in pig.

n. Objectives and Significance

The demand for producing lean meats is increasing due to a

possible chronic disease arising from animal fat consumption. It has 

been reported that conjugated linoleic acid(CLA) has many beneficial 

effects including antd-carcinogenic, immune- stimulating and anti-obesity 

effects. Thus, many studies trying determination of anti-adipogenic 

effect of a dietary CLA in livestock and human have been conducted. 

However, most of CLA s化dies conducted so far used mix化re of

various CLA isomers, instead of individual isomer. As a result, it was 

not possible to identify which isomer has a specific anti-adipogenic

effect. Recently several pharmapseutical companies have launched 

manufacturing CLAs chemically. The objectives of the current study are 

as follows

1) to identify CLA isomers which has an inh 化化 ory effect in

differentiation of cultured adipocytes.

2) to determine if the CLA isomers, which showed an inh化化o巧 effe^s 

on the cell differentiation, have anti-adipogenic effects in pig when 

supplied via diet.

3) to establish a method to measure a potency of CLAs by correlating 

the results from cell culture with those from pig growth trial.

in. Research Scope

The objectives of the current study were to determine effects of



CLAs o口 differentiadon of fat cells and to investigate if the CLAs that 

showed an inhibitory effect on fat cel! differentiation have 

anti-adipogenic effects in pigs, and to establish a method to measure 

the potency of CLAs by correlating the results form the cell culture 

s化dy w化h those from a grow化 trial with CLAs. Employing 3T3-L1 

cells, effects of kinds of CLA isomers, treatment time and CLA 

concentrations on cell differentiation were investigated. The effects of 

CLAs on muscle celKLS) were also s 化 died. CLA isomers, which 

showed an inh化化〔"*y effects on fat cell differentiation, were used to 

study the effects of CLAs on triglyceride(Tg) content and lipoprotein 

lipase(LPL) activ化y. Lastly, CLAs that showed an inhibitory effects on 

fat cell differentiation were fed to finishing barrows for 4 weeks to 

investigate if CLAs have anti-adipogenic effects. I化ms measured were 

growth performance, backfat thickness, fatty acid composition of 

backfat, lipogenesis and acitiv化ies of lipogenic enzymes, lipolysis and 

blood cholesterol.

IV. Results and Recommendations

1. Results

1) Effect of conjugated linoleic acid (CLA) on differentiation of 

preadipocyte(3T3-LI cell)

The current study was conducted to determine which CLA isomer 

has inh化kory effect on differentiation of STS-LI cell. Cells were 

plated 6 days before induction of differentiation on the 6-well plate and 

degree of differentiation was determined by measuring 

glycerol-3-phosphate dehydrogenasc(GPDH) 8 days after induction (day 

8). The CLA isomers employed for the current study were



9cis-llcis(9c-llc)， 9cis-l ltrans(9c-l It)， 9trans-lltrans(9t-1 It),

I Otran s -12ci s (1 Ot -12c) and CLA mixture (CLAmix， containing 44% 

10t-12c). CLAs were treated pre-inductio 口 (day - 6-0)， post- 

incuction(day〇-6) and the whole period(day -6- 8). The action of 10t-l2c 

and CLAmix for inhibition of cell differentiation was higher than the 

other isomers and inhibitory effect was higher on day 0 〜8 than day - 

6〜化 The effect of 50um of CLA was higher than that of 20uM CLA 

in inhibition of cell differentiation. On the other hand, 9c-11c increased 

differentiation of 3T3-LI cells. Effects of o化er CLA isomers were 

minimal.

2) Effect of CLA on diferentiation of muscle cells(L8 cel])

The current study was conducted to determine how CLA affects 

differentiation of L8 cells differently, compared to 3T3-L1 cells. It 

would be ideal if this study can identify a CLA isomer which may 

increase differentiation of muscle cells while decreasing differentiation of 

fat cells(3T3-Ll). The muscle cells(L8) were plated 2 days befoK 

induction of differentiation on the 6 - well plate(day -2) and the 

differentiation were determined by measuring activ 化 y of creatine 

kinase(CK) 6 days after induction (day 6). Like the action on 3T3-L1 

cells, 10t_12c and CLAmix inhib化ed differentiation of cells more 化an 

the other isomers. The inh化化〇巧 effect was bigger on post-induction 

period (day 0 〜6) than on pre-induction period(day-2 —0). Interestingly, 

9c-llc which stimulated differentiation of 3T3-L1 cell, decreased 

differentiation of L8 cells. These results indicate the mechanisms by 

which CLA affe^s differentiation of 3T3-L1 and L8 cells are different.

-Vlll -



3) Effect of CLA on triglyceride content and LPL activity

The previous study con巧rmed that 10t-12c and CLAmix decreased 

differentiation of preadipocyte(3T3- LI cell). The current study was 

conducted to determine the effect of CL八 on triglyceridelTG) content 

and lipopro化in lipase(LPL) activity of 3T3—L1 and primary fat cell

isoia化d from the new—bom pigs. 10t-12c and CLAmix decreased TG 

content and LPL activ化y of both 3T3-LI cells and pig preadipocyles. 

These results indicate that dietary lOt- 12c and CLAmix may decrease 

adipoRcnesity of finishing pig.

4) Effect of CLA on adipogenes化y of finishing pigs

The current study was conducted to determine if 10t-12c and

CLAmix which showed inhibkoo, action on differentiation of 

preadipocyte decrease adipogenesity of finishing pigs. Fifteen barrows 

weighing avc. 80.9kg were employed, five being allocated to the control 

(com-soy diet containing 14% CP), five allocated to H)t-12c(0.5%

10t-12c containing diet)，and five allocated to CLAmix(0.5% CLAmix 

containing diet). Pigs were daily fed 3.15kg for 4 weeks. Body weight 

and feed intake were measured biweekly, and ultrasonic backfat 

thickness was measured at the end of experiment. Backfat was

biopsyed for the measurement of fatty acid composition, lipogenesis and 

lipogenic enzymes and lipolysis at the end of experiment. Blood was 

collected at 0，2 and 4 week for the cholesterol measurement.

Average daily gain and feed efficiency were tended to higher in CLA 

groups than in the control group and backfat thickness was higher in 

CLAmix group. The contents of fatty acids, lOt-12c and 9c-lit of 

adipose tissue were higher in lOt- 12c and CLAmix groups, compared to 

the control. There was no difference in lipogenesis among treatments.



and activities of malic enzyme and fatty acid synthase were higher in 

the CLA 化eatments groups. Lipolysis of adipose tissue was tended to 

higher CLA treatment group. The ratio of HDL-cholesterol and 

total-cholesterol was higher in CLA treatment groups.

The resu化s of this study were summarized as follows :

a) 10t-12c and CLAmix which were found to show the inhibitory 

effect on the differentiation of preadipocyte did not have anti-adipogenic 

activity in finishing pig when CLA was provided via diet. Backfat 

thickness, lipogenesis and activ化y of lipogenic enzymes of CLA groups 

were higher or similar, compared to the control group. These results 

indicated that it is difficult to reduce adipogenesity of pigs by suppling 

CLA via diet. It was not possible to establish the method by which the 

potency of CLA isomers is easily determined via the cell culture 

system because there was no high correlation between the resists of 

cell culture and those of feeding trial in regard to CL八 actions.

b) The lot-12c isomer inhibited differentiation of both fat cell and 

muscle cell. In化restingly, 9c-llc stimulated differentiation of fat cell 

while inhibiting differentiation of muscle cell. More research will be 

necessary to investigate the action of 9c—11c isomer.

2. Recommendation

The major finding in the current study was that CLA isomers which 

showed the inhibitory effect on adipocyte differentiation did not have 

anti-adipogenic effect in pigs when supplied via diet Even though it 

was not successful to see a high correlation between in vitro cell 

culture data and data from growth trial, the finding that ‘‘It is difficu化 

to reduce adipogenesity of pigs by supplying CLA via diet." is 

significant. It will be desirable to supply the results from the current 

study to all the parties interested in CLA actions, such as feed



company, CLA producers, and pig farmers. On the other hand, 

laboratory techniques obtained during the current study, including 

culture of 3T3-L1 cell, L8 cell and pig prima巧 fat cell will be a good 

tool for all the researchers in this area.
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재 1장 서 론

巧87년 에 위 스콘신 대 학교의 Dr. 巧巧za group이 CLA(Conjugatcd 

Linoleic Acid)가 항암작용이 있다고 발표한 이태(Ha 등, 1987) CLA에 관 

한 연구논문이 쏟아져 나오고 있디.. 그 이유는 이 CLA가 항암작용(Ip 등， 

1994 : Ip 등，1999 ; Belury 등，2002) 뿐만 아니라 항동맥경화(Lee 등， 

1994)，항비만 (Thiel 둥，2001 ： Corino 등，2002： Evans 등，2002 ； 

Hargrave 등, 2002)，항당뇨 및 면역증강작용(Cook 등，1993 ； Kelly 등， 

2002)이 여러 실험에 의해 확인되어 인간의 건강증진에 이용될 수 있音 가 

눙성이 크기 때문이다. 한편 측산물 생산의 임장에서는 저지방 고기생化 

면역종강에 의한 생산성 향상，그러고 CLA가 다량 함유된 측산물 섭취에 

의한 건강증진 등이 논외의 대상이다.

CLA는 LAOinoleic acid)의 이 성체로서 이 중결 합의 위 치 그러 고 cis 또 

는 trans form에 따라 여러 이성체가 생긴다. 죽 LA는 이 중걸함이 9번과 

12번 탄소에 있五 모두 cis form인데 비헤 CLAt- 이중결함외 위치가 여러 

곳에 있올 수 있는데，주로 논외외 대상이 되는 CLA는 이중결합이 9번과 

11번，그러고 10번과 12번 탄소에 있고，이것으로早터 8개의 이성체가 생 

길 수 있다(cis 9 - cis 11，cis 9 - trans 11, 化ans 9 - cis 11 및 trans 9 

- 化ans 11，그러고 cis 10 - cis 12，cis 10 - trans 12, tans 10 - cis 12 

및 tran 10 - trans 12). 중요한 사실은 여러 CLA가 반旱가측의 생산물， 

즉 쇠고기，早유，치즈 등에 많이 함유되어 었다는 것이다. 즉 반추 叫생量 

에 의해 인간에 유익한 CLA가 생성되는 것이다(An 등，2003 ； Baumgard 

등，2002). 위외 여러 이성체중에서 유제吾에 많은 것은 cis 9 - 化ans 11 

CLA이 다(Ip 등，1994),

Ip 등 (1994)各 CLA의 항암작용이 매 早 specific해서 어유에 비 해 매 우 

적은 앙으至 항암작용이 나타난다고 했는데，예로 쥐에서 항암작용율 가져 

오기 위해서 어유는 사置중에 10%가 함유되어야 하는네 비해 CLA 는 

0.1%만 학유해도 항암작용臺 나타낸다고 했다. 이것은 사람외 경우 하루에

3.己R 정도만 섬취해도 항암작용에 CLA가 도苦이 될 것이라고 에촉했다. 

이런 사설은 식픔 첨가돌豆서외 사용 가능성音 강하게 시사해 주고，이미



시관되어 사용되고 있기도 하다. 본 연구에서는 측산뭄외 질향상 즉 지방 

측직억제에 巧련된 것만 논의하고자 힌.다.

CLA는 이 叫 생 쥐 (West V，1998), 쥐 (Sisk 등，1998)，및 돼 スl (Dugan 

둥，1997 ； Ostrowska 등，1999) 에서 지방측■석 tS- 억제하는 것이 확인되었 

다. 여러 농도의 CLA-& 급여했고，도체 성-;Tr 및 IS! 지방 및 巧백질 측적 

량 등옴 광범위하게 조사한 Ostrowska 등 (1999)외 연구견과-& 요약하면 

다音과 같다. 1) CLA외 여러 농도，사료중 0.125 —— 1% 巧위에서 모두 

CL八는 지방측적 억제작용音 나타냈다. 2) 그러나 사료효營 개선과 단백질 

측적량 향상 豆과는 크지 않았다. 3) 지 방합성 이 억 제되었音 것이라고 早 

측되나 CLA의 지방측적 억제작용에 대한 기전은 확실하지 않았다 등이다. 

위에서 설명한 대로 지방측적 억제작용은 CLA외 매우 두드러진 작용이고， 

또 이것兵 인간의 식吾으至 이용될 때도 비만억제에 의한 성인병 예방，가 

측에게는 지방이 적各 卫기 생산이 가능하므로 CLA외 지방세포 증식 및 

지방합성에 미치는 영향音 포함한 지방측적에 미처는 영향 선반에 대한 

연구수행외 중요성이 커졌다. Park 등 (1999)은 CLA 이성체중에서 trans 

10 - cis 12 CLA가 3T3 LI cell의 LPL의 작용을 감소시키고，중성지방외 

배출音 증가시켰으나 cis 9- 化ans 11 CLA는 위와 지방측적억제관련 작용 

이 없었다고 했다. 지금까지 수행된 많은 CLA 관련 연구가 단일이성체가 

아닌 여러 이성처)가■ 섞인 CLA吾 사용했기에 어느 이성체가 특정작용音 

가지는 지를 확인하는 것이 불가능하다. 가측의 생산성 향상어나 인체의 

건강증진을 위해 CLA가 사용될 경우 개개 이성체의 작용을 확실히 구명 

하는 것이 중요하다. 같은 3T3 L1 Cell 이용한 실험에서 Satory와 Smi化 

(1999)는 CLA가 세포증식普 억제하고，세포분화는 촉•신시켰다고 보고했다. 

한편 Brodic 능 (1999)은 prcconfluent와 pos化onfluent로 구분해서 수행한 

연구에서 CLA 가 3T3 L1 cell 의 분화暑 모두 억제했지만， 증식은 

preconfluent 시 기 에 서 만: 억 제하고 postconfluent 시기 에서 는 아早 작용이 

없었다고 해서 상반된 곁과暑 보여 주고 있다. 그돔이 사용한 CLA가 여러 

이성체의 mix化re였기 때문에 CLA 이성체의 조성이 다른 것이 상반된 결 

과외 일早 이유라고 짐작이 된다. 이런 상황에서 과연 어느 -b구정 CLA 이 

성체가 지방세互의 증식 또는 분화를 억제하~^:지? 또는 지방측적에 관여



하는 효全 동에는 어느 이성체가 그 작용정도가 큰지 등의 구명이 필요하 

다-

앞으呈 화학적인 방범에 의해 (Chen 동，1999 ； Eulitz 등, 1999) 또는 

CLA 합성에 관여하는 효소의 gene 조작에 의해 여러 종류의 CLA 이성체 

가 값싸게 대량으로 생산될 수 있고 또 이것이 인간의 식품첨가제 또는 

가측의 사료첨가제로 이용될 가능성이 커졌다. 국내외 몇몇 희사에서 이미 

CLA暑 생산하五 있다. 그런데 어느 CLA isomer 또는 어느 회사에서 제 

조한 특정 ba化h의 CLA暑 가측에게 급여했을 때 지방측적을 억제하는 지 

暑 신속，정확하게 측정하는 방범의 개발이 절실하다. 왜냐하면 생산된 

CLA暑 100 〜 200 두외 돼지暑 이용헤서 2개월간 설험하기가 쉽지 않기 

때문이다. 그리고 위에서 언급한 몇몇 연구둘이 상반된 걸과룰 보였五，그 

러고 지금까지 牛행한 모든 연구둘이 중할적으互 CLA의 작용을 구명하지 

못했다. 그래서 본 연구에서는 1) 지방세포 배양에서 어느 CLA 이성체가 

분화를 억제하는지暑 구명하고 巧 세포배양 연구에서 지방세互의 분화暑 

억제한 CLA를 돼지에게 급여해서 돼지에서 지방측적鲁 억제하는지를 구 

명하五 3) 세포배양 및 사양설험 결과를 중합해서 돼지에서 CLA 역가관 

정 방범을 확립하려 한다.



제 2장 3T3-L1 cell의

분화에 미처는 영항

Priffia巧 cell은 살아있는 동音豆부터 세至暑 분리헤 내야하고 계 대배양 

이 불가능하므로，질소 tank에 cell을 보관할 수 있고 거의 早한정으로 계 

대배양할 수 있는 cell line을 세포분화 연구에 사용하는 경우가 많다. .그중 

에서 3T3-L1 cell은 지방세포 분화의 연구를 위헤 광범위하게 이용되고 있 

는 cell line이다(Green과 Kehinde’ 1974 ； Loffler와 Hauner，1987). 본 연 

구에서는 3T3—L1 cel!을 6-well [da化에 seeding해서 분화(differentiation) 

까지 여러 CLA 이성체를 여러 농도，여러 시기에 처러해서 과연 어느이 

성체가 지방세포의 분화暑 억제 또는 증가시키는지를 구명하는 것이 주목 

적이다. 연구계획 서에는 증식 (proliferation)과 분화(differentiation)룰 따로 

기숱했지만 실제 실험에서는 音을 분리하기가 어려워서 여기서는 함께 기 

술한다.

제 1절 재료 및 방범

1. CLA 준비 및 대조구

CLA 는 Matrerya(Pennsylvania， USA) 에 구입했으며 dime 化 yl

sulfoxide(DMSO)로 50mM 농도로 司석헤서 N2 gas至 충진해서 -7CTC 에서 

보관했다. 6-well plate가 1 well 당 2ml을 함유하므로 media暑 교환할 때 

외 50mM CLA룰 첨가해서 50uM의 농도가 되게 했다. 대圣구는 CLA 

暑 희석하는데 사용된 같은 부피의 DMSO暑 첨가한 구를 사용했다.

2. 세포배양

세포배양은 Chen 등(1997)외 방범을 약간 변형시켜 설험하였다. 분화유 

도 6일견(day -巧에 3T3-L1 지방전구세포暑 6-well tissue 〇口1化巧 pla化s 

에 3xl〇4 cells/well呈 seeding 하고，10% FBS暑 포함한 DMEM으로 day 

8까지 14일동안 2알 간격으로 배양액을 같아주면서 37。05% C〇2



incubator에서 배양시켰다. 분화를 유도시키기 위해서(분화유도일 day 0) 

DMEM에 100 nmol/L insulin(INS), l]iM dexamethasone(Dex), 0.5nmo//L 

isobutyl-me化ylxan化ineCDBMX)暑 함유시켰五，day 2에는 같은 앙인 100 

nmol/L INS만 함유시켰다. 대조군으로 CLA暑 희석하는데 사各된 DMSO 

暑 처리하五， 각 처리 • 시기에 畔라 CLA暑 처리하였다. 巧g. 1온 

seeding (day - 巧 旱 시간이 지남에 다라 3T3-L1 지방전구세포의 증식과 

분화의 과정을 잘 보여주고 있다.

义 세포분화 측정

3T3-L1 지 방전구세 互의 분화는 sn-glycerol-3-phosphate

dehydrogenaseCGPDH ； EC 1.1 丄8)暑 측정 함으로써 구명 했는데，GPDH의 

측정은 배양 마지막 날인 day 8에 시행하였다. 6-well pla化의 배양액을 제 

거 하고 PBS至 행 구어낸 旱，270/^ homogenizing buffer(pH 7.4 HB ；

0.25M sucrose, 5mM Tris base, ImM EDTA, ImM dithiothreitol) 로 

6-well plate의 세互暑 scrapping 하여 1.5in^ eppendorf tube에 수집해 얼 

음 위에 꽂아두었다 다옴으로 6 watt 豆 10초동안 세포률 

sonication(Sonics & Materials, Inc.)시켜 12,000 RPM으로 4"C 에서 10분동 

안 원심분러 시켰다. 200/ig intematant暑 취해 새로운 eppendorf tube에 

옮긴 卒 0.8m 义 assay buffer(triethanolami 口 e, 3 -mercaptoethanol, P 

-nicotinamide adenine dinucleotide)，IQOfjJl substrate(dihydroxyacetone 

phosphate lithium solution) 그리고 150 께 sample 暑 UV cuvette 

[Cuvettes semi UV(14—385—938)] 에 넣어 흔들어준 卒 

spectrophotometer(SHIMADZU, UV—Vis化le Spec化oph化meter, UV-1601) 

暑 이용해 340nm 에서의 OD 변화豆 GPDH 활성을 측정했다. GPDH는 

dihydroxyacetone phosphate喜 glycerol-3-phosphate로 전환시키는 효소互， 

glycerol-3-phosphate는 triacylglyceroKTG) 합성의 원豆가 되기 때문에 세 

포주든 1차 세포든 지방전구세互의 분화정도暑 측정하는데 널러 이용되는 

방범 이 다. UV 촉정 乂1 에 는 dihydroxyacetone phosphate lithium(DAPL) 이 

NADH暑 얼마나 산화시키는지를 측정 해서 조사한다.

단백질 측정은 Bradford 와 Marion(1976) 의 방범에 따라，solution



B(coomassie brilliant blue G, phosphoric acid，95% ethanol) 900깨와 

sample 己;^暑 UV cuvette에 넣고 흔暑어준 早 spectrophotometer暑 이 

용해 590nm에서 값을 측정했다.

4. 세포年와 세포의 DNA 함량 측정

Day —6에 1.8 乂 10^ cells/well로 96-well plate에 seeding斗 동시 에 己〇U 

M 여러 CLA 이성체를 처리하고 day -4 에 media 를 교환하丑 CLA 暑 처 

리하고，day -2에 Roche 제품 kit(#l 644 807)暑 이용헤서 tetrazolium salt 

WST - 1 (4 - [3 — (4-iodophenyl) —2 — (4~nitrophenyl) ~2H-5- tetrazolio] 

-l，3-benzenedisulfonateKWST-1)의 분해 량에 근거해서 죽정하였다. 세쏘 

의 DNA 함량은 己一broni〇-2'_deoxyuridine(BrdU)의 incorporation 되는 

을 역시 Roche 제품 ldt(# 1647 229)暑 이용헤서 측정했다.

5. 통계처러

본 연구의 모든 실험 데이타는 student t-test暑 이용하여 대조군에 대 

한 각 처리군을 비교분석 하였五，P값이 化05이하인 것을 유의성 있는 것 

으로 간주하였으며 모든 분석과정은 化e GLM procedure of 化e Statistics 

Analysis System巧AS Institure, Cary, NC. 1988)을 이용하였다.
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Figure 1. Differentiation of 3T3—L1 preadipocytes. The cells were 

plated on 6-well plate at a density of 3 x 10"^ cells/well in DME medium 

plus 10% FBS.



제 2절 결과 및 卫찰

1. 3T3-L1 cell의 배앙방법 확럽

본 연구의 세포배양온 Chen 등(1997)의 방법을 약간 변형시켜 수행하였 

다. Day 0에 化M Dex, 0.5nmol/L IBMX 및 lOOnmol/L INS暑 처리하五 

day 2에는 己化 lOOnmol/L INS만 처러하여 분화暑 비五한 결과(data not 

shown), lOOnmol 에서 분詩정도가 높아 day 2에 day 0과 같은 양인 

lOOnmoI/L INS 을 사용하였다. 분화정도暑 높어기 위해서 본래의 cell 

density인 3 x 1〇4 cells/well에 서 5 x lO^ cells/well呈 증가시 켰으나, 분화정 

도에 차이가 없고 세포의 발달을 육안으呈 명확하게 확인할 수 있어서 원 

래의 3 X 1〇4 cells/well로 실험을 진행하였다(data not shown).

2. CLA 처러시기가 3T3-LI cell의 분화에 미치는 영향

최근에 몇몇 연子에 의해 지방세포의 분화억제작용을 가진 것으로 알려 

건 trans-10, cis-12(10t_12c) 20uM을 3시기 즉 분화유도전(day -6〜0)，분 

화유도후(day 0)，및 분화전기간(day -6〜8)에 걸쳐 처러했을 때 분화유도 

전에는 1化-12c가 세i분화를 억제하지 않았는데 분화유도旱와 배양전기간 

에 처러했을 때 세포분화暑 크게 억제했다(Fig. 2). 이 사실은 10t-12c 

CLA 이성체의 분화억제작용은 세포수의 증식보다는 분화과정에 영향을 

미치기 때문으로 사료된다. lot-1化의 처 리시기별 작용을 더 세밀히 구명 

하기 위해서 day -6에서 day 8까ス1 2일 간격으呈 20uM 1化-12c暑 처리했 

는데 분화억제작용이 없었다(Fig. 3). 이에 대한 이유는 처러기간이 너무 

짧았던(2일) 것이 그원인으로 사료된다.



10t-12c2〔w

Figure 2. Effect of treatment time of 10t—12c(20uM) on 

化fferentiation of STS—LI cell. Reported values are mean ± S.E‘（n =

4) ； difference from dimethyl sulfoxide (DMSO)—Seated control cells.
NS :not significant * : P < 0.0己 P < 0.01 ：P < 0.001 )
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Figure 3. Effect of treatment interval of CLA on differentiation of 

3T3-L1 cell. Twen巧 uM of 10t-12c was treated for the indicated 

day. Reported values are mean ± S.E. (n 二 4) ； difference from 

dimethyl sulfoxide (DMSO)-treated control cells.
NS :not significant P < 0.05 P < 化 01 P < 0.001
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义 CLA 이성체 종류가 3T3-L1 cell의 분화에 미 치는 영 향

본 연구실에서 획득이 가능했던 CLA 이성체인 9c-11c, 9c-llt, 9t-lit， 

10t-12c 및 CLA mixtu化(1 化-12c 44% 함유)暑 50uM의 농도로 3乂1 기 (day 

-6〜0, 0〜8, -6〜8)에 처 러했을 때 세呈분화에 미 치는 영 향이 Table I과 

巧g. 4, 5 및 6에 나타나었다. 중식기(분화유도전 즉 day -6〜0)에는 

및 1化-12c의 세포분화 억제豆斗가 平렸했으나，나머지 이성체의 작용은 

뚜렷하지 않았다 (Fig. 4). 그러고 분화기 (day 0 — 8) 에는 化-lit 와 1化-:[化의 

분화억제작용이 더욱 뚜렷했고(P<0.001), 특이한 것은 9c-llc는 세포분화 

롤 촉진했다. CLAmix도 분화暑 억제했는데 이것의 억제작용은 CLAmix에 

互함되어 있는 lot-12c(44%) 때문으로 사료된다(Fig. 5). 세呈배양전기간 

(day -6 〜 8) 에 여러 CLA 喜 처리한 결과가 巧 g. 6에 나타나 있는데 

1化-12c의 분화억제작용과 9c-11c의 분화촉진작용이 더욱 平렷했다. 이상 

의 결과는 CLA 여러 이성체의 지방세互분화 억제 및 촉진작용은 세포의 

증식기보다 분화기에 그 작용이 뚜렷하五 또 투여기간이 길수록 뚜렷함을 

나타낸다.

Bro化e 등(1999)도 1化-12c를 함유한 CLAmix가 3T3-L1 cell의 분화를 

억제했다고 보丑했으나 9c-llc가 분화暑 촉진한 결과를 나타낸 巧은 본 

연구가 처음인 것으로 여겨건다. 이 사실은 CLA의 톡정작용을 구명하기 

위해서는 개개 어성체暑 사용헤야지 全기의 목적을 달성할 牛 있옴을 나타 

낸다.



Table 1. Effect of various CLA isomers on diffe化ntiation of 

3T3—LI cells.

Treatment

巧0 Umol)

GPDH/mg protein, % control.

day -6〜0 day 0〜8 day _6〜巧

Control 100 100 100

9c-11c 90.35 ± 4.己 137.51 ± 1.62** 143,50 ± 2.34*#

9c-llt 100.70 ± 3.92‘、s 122.03 ± 1.88* 117.21 ± 3.54*

9t-lit 61 ± 5-85** 己0.77 ± 3.28*** 7 己.31 ± 5.84**

10t-12c 69.88 ± 5.22** 50.44 ± 1.35*** 11.21 ± 1.28***

CLAmix 86.98 ± 2.56* 69.62 + 1.29** 61.65 ± 2.96**

Reported values are mean ± S.E. (n 二 12，collected from three 

independent experiments performed on four wells) ； difference from 

dimethyl sulfoxide (DMSO)-treated control cells.

Treatment Interval : day —6 〜化 0 〜8, -6 〜8
NS .：not significant ： P 0.0己 ：P < 0.01 ： P < 0.05
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Figure 4. Effect of various CLA isomers on differentiation of 

3T3-L1 cells. CLAs were treated for day -6〜化 Reported values are

mean ± S.E. (n 二 4) 

(DMSO)-treated control cells.

difference from dimethyl sulfoxide

NS :not significant * : P < 化05 ** : P < 化01 ：P < 0.001
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Figure 5. Effect of various CLA isomers on differentiation of 

3T3—LI cells. CLAs were treated for day 0〜8. Reported values are 

mean ± S.E. (n 二 4) ; difference from 化 methyl sulfoxide 

(DMSO)-treated control cells.

(* : P < 0.05 : P < 化01 *** : P < 化001 )
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Figure 6. Effect of various CLA isomers on differentiation of 

STS-LI cells. CLAs were treated for day -6〜8. Reported values are 

mean ± S.E. (n 二 4) ; difference from dimethyl sulfoxide 

(DMSO)-treated control cells.

(* ： P < 0.0己 ** : P < 0.01 *** : P < 0.001
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Figure 7. Effect of concentrations of CLA on differentiation of 

3T3—L1 cells. CLAs were treated for day -6 〜8. ； Difference 化om 

DMS O - treated control cells.

(* : P < 化05 : P < 化01 *** : P < 化001 )

CLAmix의 지방세포의 분화억제작용이 1化-12c에 비해 약간 떨어지는 

데 이 사설은 CLAmix의 작용이 이것에 포함된(44%) 1化-12c의 작용임을 

암시해 준다. 본 연구의 결과 즉 1化-12c와 CLAmix의 지방세星분화 억제

4. CLA의 농도가 3T3-L1 cel]의 분화에 머치는 영향

지방세星의 분화 억제 및 촉진작용을 나타냈던 9c-llc，lot-12c 및 

CLAmix暑 이용해서 0(대조구)，20uM, 50uM 및 lOOuM을 처러했는데 

lOOuM외 경우 10t-12c 및 CLAmix는 세互사멸현상이 일어나서 data呈 표 

시할 수 없어서 20uM과 50uM暑 비교했다. Fig. 7에 나타난대로 9c-llc외 

분화촉진효과는 50uM이 20uM 보다 더 컸고 1化-12c와 CLAmix의 분화억 

제작용도 50uM이 20uM旦다 더 컸다.
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작용이 뚜렷했는데，이 사실은 돼지 사양실험에서 지방측적억제 목적으로 

K)t-12c와 CLAmix가 적합함을 말해준다.



5. CLA가 3T3 L1 cell의 세포수와 DNA 함량에 미치는 영향

CLA 외 3T3-L1 cell 의 분화억제 작용 구명의 일환으로 세互증식기(세포 

분화유도전 day -6〜-2)에 여러 CLA暑 처리했을 때 세포수와 DNA 함량 

에 미쳐는 영향이 Fig. 8파 Fig. 9에 나타나 있다. 앞에서 설명한 대로 세 

포분화暑 크게 억제했던 lot-12c와 CLAmix구의 세포수가 크게 감소되었 

는데，세포분화를 촉건했던 9c-llc구는 세쏘수暑 증가시키지 않았다. 이 사 

실은 CLA의 3T3-L1 cell의 작용이 세互의 증식보다는 분화에 더 크게 영 

향을 미침에 의한 결과임을 나타내는데，이룰 뒷받침해 주는 증거로 앞에 

서 설명한대로(Fig. 4와 Fig. 己) CLA暑 분화유도旱(day 0〜8)에 처리했을 

때가 분화유도전(day -6〜0)에 처리했을 때보다 그 작용이 더 뚜렷했다. 

1化-12c보다 분화억제 작용이 작었던 의 세포午의 감소작용이 더 컸

다. CLA가 3T3-L1 cell의 DNA 함량에 미치는 영향이 Fig. 9에 나타나있 

는데 세互수에 미치는 영향과 비숫했다. 이 사실은 DNA 함량은 세포牛에 

비례함을 나타내고，본 연구에서 사용한 세포牛와 DNA 함량 측정방법이 

타당했옴을 나타.낸다.
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CLA isomers(50uM)

Figure 8. Effects of CLA on cell number of 3T3-L1 cell. Cells 

were treated w 化h 50uM CLA in pre-con 巧 uent period (day 一 6—2). 

Reported value are mean ± SE ； difference from DMSO-treated control 

cells.
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Control 9c-11 c 9o—111 9t-111 10t—12c CU\mix 

CLA isomers(50uM)

Figure 9. Effects of CLA on DNA content of 3X3-LI cell. Cells 

were treated with 50uM CLA in pre-confluent periodCday —6 〜一2). 

Reported value are mean ± SE ； difference from DMSO-treated control 

cells.

i
—

幽

o 
o 
o 
o 
o 
o 
o

2 
0 
8 
6 
4 
2

T

I 

T

I

—

_0」U
J03

%

 
-
l」o
!
l
n」o
a」o
o
u
!「

ll〕Ja



제 3장 근육세포의 분화에

미치는 영향

지금까지의 많은 CLA에 관한 연구音이 개개의 CLA 이성체보다는 여 

러 CLA 이성체 혼함물올 사용해왔는데 이것의 문제점은 과연 어느 이성 

체가 효능이 있는지를 파악하기 어려웠다. 그래서 본 연구의 제 2장에서는 

개개 CLA 이성체가 지방세포의 분화에 미치는 영향을 구명했는데 3장에 

서는 지방세포의 분화暑 억제 또는 촉건시킨 이성체가 근육세포에서도 비 

슷한 효능울 나타내는지喜 구명하는 것이 주목적이다. 지방세쏘 분화는 억 

제하고，근육세포의 분화暑 촉진시키는 CLA 이성체가 확인된다면 가축외 

생산성 향상을 위헤서 는 이상적 일 것 이 다.

제1절 재료 및 방법

1. cell line

본 연구에 사용한 L8 cell line온 巧69년에 newborn non-inbred Wistar 

巧ts로早터 분리해낸 prima巧 skeletal muscle cell을 여러 세대暑 거쳐 만 

둘어 낸 것으互, American Type Culture CoUection(Rockvi]le MD, USA) 

의 제吾을 사용했다.

2. CLA 준비 및 대조구

CLA는 Matrerya(Pennsylvania, USA)에 구입 했으며 DMSO互 50mM 

농도로 희석해서 N2 gas 互 층진해서 -7CTC 에서 보관했다. 6-well plate 가 

1 well 당 2ml을 함유함으呈 media暑 교환할 때 2ul의 50mM CLA暑 첨가 

해서 己OuM외 농도가 되게 했다. 대조구는 CLA를 희석하는데 사용된 같은 

早피의 DMSO暑 첨가한 구暑 사용했다.



义 세포배양

6-wel] p;a 化에 L8 cell 올 1 乂 10。cells/well^ seeding 했고， 乂}용한 

media는 DMEM(low glucose，G化co 31600-034)였는데 분화유도전에는 여 

기에 10% FBS暑 첨가했五， 10% FBS 대신에 2% horse serum 첨가함으 

로써 분화를 유도했다. 2일마다 media暑 교환했다. 분화유도일을 day 0으 

로 정했고 분화유도 2일전 죽 day -2에 ceil을 seeding 했다. 대개 day 6에 

근윽세互의 분화가 완료되었는데 지방세포와는 달리 여러 근육세里가 里여 

서 융합(myo化be 형성)해서 길죽한 모양을 나타내었다. 巧g. 1에는 L8 세 

포외 분화가 진행되면서 변형되는 모양을 잘 旦여준다.



day 0

day 3

dav 5

Figure 1. Differentiation of L8 cells cultured on DMEM + 10% 
FBS. Day 0 indicates the time when L8 cells were induced for 
differentiation with DMEM + 2% horse serum ; day 3，3 days after 
induction ； day 5，5 days after induction. L8 cells on day 5 showed 
formation of myotube..



4. 세至분화 -정

LS 근육세외 -Vr 화정도;;- creatine kinase(CK) 반성 ^점함으로 

써 구명했는대，CK -i-성방巧은 culture 마지막 낮인 day 6에 시행하었다. 

cell culture가 끝난 후 6-、vell pla化 에 있는 media ir 와 5i司 제 거 of 고 

PBS-t 남아있는 media if 씻어 낸 旱 lysing buffer(LB： 25 niM

Tris, 10 mM Kcl and 1 mM Mgcl^ for 100 ml at pll 7.4)il* 이용-〇1*여 

6-well pla化에 서 cell's； 1.5ml eppendorf tube에 수집 바 早 \r 위 에 '会스아 

-7-었다. 다옴으-Ell 1()_?_ 둥9!: 6 watts 로 cell-S' sonication(Sonics &

Ma化rials，Inc.) 시?1 旱 .It，12,〇〇〇化PM으로 105- 'S-인- 내분러 시켰디-. 

tube안으1 S叩erna化nt-공!- -150/^ 취해서 새-;几운 巧)pendorf tube에 옮긴 우 

巧균된 증4-f수 300/^，10ml 균된 증->1■수로 용해된 CK-10 kitCsi^ma 

product) 200/^와 sample 300>乂1^吾 UV cuvet化[Cuvettes semi LV

(14-385-938^에 넣 五 Parafilm옴 이 용해 shaking旱 spectrophotometer 

(SlIIMADZU, UV-VISIRLE SPEC了ROPHOTOMFTER，UV-1601)吾 이 

용해서 340nm에서 音광도i1- 이용해 CK값을 측성했다.

5. 세포手와 세포의 DNA 함량 측정

Day -6에 1.8 x 10* cells/well로 96-well pla化에 seeding과 동시에 50p 

M 여 CLA 이 성 체吾 처 러 하고 day -4에 media暑 교환하고 CLAit 처 

러하고> day -2에 Roche 국巧품 kit(# 1644 807)吾 이용해서 化trazolium sa化 

WST - 1 {4 - [3 - (4-iodophenyl) _2 — (4_ni[rophenyl)_2Ii_5_tctrazolio] —1， 

3-benzene disulfona化}(WST--1)외 분해량에 근거 해서 측정 하였다. 세互외 

DNA 함량은 5-bromo-2'-deoxyuridine(BrdU)의 incorporation 되 는 양옴

역시 Roche 제품 kit(# 1647 229)暑 이용해서 측정했다.



제 2절 결과 및 丑찰

1. CLA 이성체의 종류가 L8 cell의 분화에 미치는 영향

본 연구는 CLA 이성체를 근육전구세포化8 ceU)에 처러하였을 때 근육 

세星 분화에 어떠한 영향을 미치는가喜 구명하丑자 실시하였다. 50 uM 

CLA isomers暑 분화유도 전(day -2〜0)，분화유도 이旱(day 0〜6) 그리고 

배양 전기간(day -2〜6) 등의 3개로 나누어 처리한 결과 지방세互에서와 

유사하게 trans-10，cis-12(10t-12c)의 분화억제 효과가 가장 컸으며，분화 

유도旱 처리가 분화유도전 처리보다 억제豆과가 컸다(Fig. 2, 3). 한가지 톡 

이한 사실은 지방전구세포巧T3-L1)의 분화촉진작용을 나타낸 9c-11c가 근 

육세互의 분화촉진을 억제한 것이다. Fig. 4은 세포배양전기간(day -2〜6) 

까지의 CLA의 작용이 나타나 있는데，분화유도전(day -2〜0)斗 분화유도 

旱(day 0〜6) 각각 처리했을 때는 억제작용이 적었던 9c-llt，9t-lit 이성 

체도 상당한 억제작용을 나타냈다.

본 연구와 CLA 가 지방세星외 분화에 미치는 결과暑 종합해 보면 

1化-12c는 지방세포와 근육세포의 분화룰 모두 억제했五，9c-llc는 지방세 

포의 분화는 촉진했고，근육세포의 분화는 억제했는데 이 사설은 CLA는 

세星의 종류에 따라 서로 다른 기전에 의해 세포분화에 영향 미침을 알 午 

있다. 만약 9c-11c외 작용이 돼지에게 급여했을 때 일어난다면，돼지의 사 

료첨가제로서는 피해야 할 CLA 이성체 일 것이다.



f\S

control 9g—11c ^11t 9M1t

QAisorrers

10HI3:

Figure 2. Effect of CLA isomers on differentiation of L8 muscle

cell. CLAs were treated for day -2 〜0. Reported values are mean ± 

S.E. (n 二 8，collected from two independent experiments performed on 

four wells) ； difference from dimethyl sulfoxide (DMSO)-trea化d control 

cells.
NS :not significant P < 0.05 ： P < 化01 P < 0.001



9〔H1c 9c-11t 9t〜11t

CLAiscrms

ia-i2c

Figure 3. Effect of CLA isomers on differentiation of L8 muscle 

cell. CLAs were Seated for day 0〜6. Reported values are mean : 

S.E. (n 二 8，collected from two independent experiments performed on 

four wells) ； difference from dimethyl sulfoxide (DMSO)-treated control 

cells.

(# : P《0,05 ** : P < 0.01 *** : P < 0.001 )
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control 9c-11c 9b-11t 9t-11t
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1Q-123

Figure 4. Effect of CLA isomers on differentiation of L8 muscle 

cell. CLAs were Seated for day -2 〜6. Reported values are mean ± 

S.E. (n = 8, collected from two independent experiments performed on 

four wells) ； difference from dimethyl sulfoxide (DMSO)-treated control 

cells.

(* : P < 化05 ** : P《化01 *** : P < 0.001 )

2. CLA의 농도가 L8 cell의 분화에 미처는 영향

CLA의 농도에 따른 작용을 조사하기 위해 여러 CLA 이성체를 여러 

농도 0(대조구)，20, 己0 및 lOOuM의 농도로 배양전기간(day -2〜8) 처리했 

는데 lOOuM의 경우는 세포사멸이 나타나서 결과를 구할 수가 없었다. 

Table 1에서 보는대로 모든 이성체에서 50uM이 20uM보다 억제정도가 컸 

으며 1化-12c외 경우 이머 20uM에서 상당허 억제했는데 9c-11c의 경우는 

20uM에서 억제정도가 적었고(대조구의 73%) 50uM에서는 억제정도가 커 

서(대조구의 18%) 두 이성체가 작용하는 양상이 달랐다. 1化-12c룰 44% 

함유하는 CLAmix의 경우는 예상대로 20uM에서는 1化-12c에 비해 억제정



도가 1^?어졌으나 50uM에서는 -1^： 간에 큰 차이가 없었다. 이는 20u\I의 

1化-12c만으로 音분히 근욕세포의 -^^화孙 억刈할 수 있名-音 나타낸다.

Table 1. Effect of concentrations of various CLA isomers on 

differentiation of L8 cells.

day -2〜6

Treatment

CK/mg protein, % control 1

20 uM 501 ul、f

Con 化 ol 100 100

9c-llc 72.74 ±8,20* 18.16 + 义 47.‘*

9c-llt 91.76 ± 8.36’\^ 53.73 二 一 一*♦
0.00

9t-llt 38.93± 2.96" 19.51 ± 1.91***

lot-12c 18.70 ± 0.39… 16.00 4- 1.14 …

CLAmix 29.01 ± 1.26** 15.78 + 1.67 …

Reported values are mean ± S.K. (n = 8， collected from two 

independent experiments performed on triplicate wells) ； difference 

from dimethyl sulfoxide (DMSO)-treated control colls.

(w ： not significant ■ : P < 0.05 : P < 0.01 …：P < 化001 )



3. CLA의 처리시기가 근육세의 분화에 叫치는 영향

지방세포나 근육세포에서 확실히 ^1-화억제 현상普 나타냈던 U)t-12c 

20uM을 이용해서 조사한 처리시기 별 분화억제작용이 Fig. 己에 나타나 있 

는데 분화전기간巧일)音 2일씩 끊어서 처러한 과暑 나타내고 있다. 분화 

후기보다 분화전기에서 억제작용이 더 컸다. 지방진구세포巧T3-L1)는 2일 

썩 끊어서 CLA吾 처리했音 때 억제작용이 없었는데 근육세里는 상당한 

억제작용을 나타냈다. 이 사실은 근육세포가 지방세포에 비해 더 CLA에 

더 민감하게 반응함普 나타낸다.

r
120 

100 

S 80

.§
巧

20

0

ooftrd -2-0 '0-2 '2 〜4 '4-6

QA iscxTBKl0t-12c 20lM

-2〜6

Figure 5. Effect of treatment interval of 1化-12c(20uM) on 

differentiation of L8 cells. Reported values are mean J S.E. (n = 8, 

collected from two independent experiments performed on four wells)； 

difference from dimethyl sulfoxide (DMSO)—化eated control cells.

(w ： not significant * : P < 0.0己 ** : P < 0,01 *** : P < 0.001 )



4. CLA가 L8 cell의 DNA 함량 및 세포수에 叫치는 영향

CL八가 근육세포의 분斟억제il- 가져各 작용기진 구명의 일환으로 CLA 

-11- -?r화유도巧 즉 day -2〜0에 처리하고 난 뒤 DNA 양斗 세互수에 미처 

는 영향이 Fig. 64 7에 각각 나타나 있다. 뚜렷한 분화억제작용을 나타냈 

巧 1化-12c와 1化-12c吾 44% 함유한 CLAmix吾 처리한 근육세至의 DNA 

함량이 적었다(巧g. 6). 이 사실은 이둠외 세포-:^화억제 작용의 일早가 

DNA 함성억제 작용에 의해 메개된다f:- 것音 나타낸다. 세포수노 DNA함 

량과 유사한 결과吾 나타냈는데 세포수의 억제정도가 DNA 함량억제에 비 

해서는 그정도가 적 었다(Fig. 7).

본 연구의 결과륜 요약하면 지방전구세포(3T3-L1 cell)에서 세포분화 

억제한 1化-1化와 이署 44% 함유한 CLAmix는 근육세포외 분화도 억제했 

다. 특이한 것은 지방세포의 분화吾 촉진한 9c-llc 이성체는 근육세포의 

분화暑 억제한 사설이다. 세포종류에 따라 이성체의 작용이 상반된 것에 

대한 작용기전 구명이 이뤄져야 할 것이다.
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Figure 6. Effect of various CLA isomers on DNA content of L8 

cells. Fifty uM of each CLAs were treated for day -2〜0. Reported 

values are mean ± S.E. (n 二 8，collected from two independent 

experiments performed on four wells) ； difference from dimethyl 

sulfoxide (DMSO)- treated control cells.
NS ：not significant * ： P < 0.05 : P < 0.01 : P < 0.001
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Figure 7. Effect of various CLA isomers on cell numbers of L8 

cells. Fifty uM of each CLAs were treated 化r day —2 〜化 Reported 

values are mean ± S.E. (n 二 8，. collected from two independent 

experiments performed on four wells) ； difference from dimethyl 

sulfoxide (DMSO)- treated control cells.
NS :not significant * ： P < 0.0己 ** : P < 0.01 *** : P < 0.001



제 4장 01_/\고1^ 배앙세포의 중성 지 방과 

LPL activity에 미 치는 영항

3T3-L1 cell을 이용해서 지방세포의 분화 억제작용을 나타낸 1化-12c와 

CLAmix暑 이용해서 3T3-L1 과 돼지 primary fat cell의 중성지방(Tg)과 

LPL activity에 미치는 영향을 조사했다. 본 연구의 결과는 1化-12c와 

CLAmix暑 돼지에 게 사료의 형 태로 급여할 때 지방축적억제暑 가져올 가 

능성을 확인해 주는데 그 의외가 있다.

제 1절 재료 및 방법

1- 돼지 primary fat cell의 분러 및 배앙

본 연구에 사용된 3T3-Llcell의 배양방범온 제 1장에서 상세히 설명했 

으므로 여기서는 생락하고 돼지 primary fat cell의 분리 및 배양방범에 대 

해 설명하겠다.

가. primary fat cell 의 분리

생早 1-2일령된 체중 1.7-1.8kg 정도의 자돈올 desicator에서 C〇2 gas 

롤 주업하여 질식사 시킨 卒 버늦물로 吾 전체룰 씻겼다- 이때 발굽，항문 

및' 입주위를 중점적으로 세척하丑 10% Iodine을 이용해서 다시 吾전체暑 

닦아냈다. 특허, 등부위를 중점적으로 세척하고 tray위에 돼지룰 올려놓고 

clean bench에서 scaple을 이용해 머러 밑에서 견갑音까지 I자 모양으로 자 

른 후 forcep과 blade로 지 방조직 을 취 했다. 미 리 早게暑 죽정한 petridish 

에 지방조직을 옮겨서 지방조직의 무게 당 20(X)unit collagenase와 3ml 

KRB buffer와 섞 어 0.22um disk filter와 주사기至 fi化ering 해 서 curved 

scissors呈 chopping했다. collagenase는 다른 豆全돌 보다 세포와 세互 乂V 

이暑 분러하는 능력은 떨어지지만 1차 동물 세互배앙에서는 상처暑 가장 

안주는 효소互 알려져 있기에 이 豆소를 사용했다. 잘라진 지방조직을 삼



삭吾L，.}스크에 옮긴 早 40분 둥인: shaking water ba化에서 high control 

shaking-g- 시-40-li. 早- 250um iiilon mess로 filtering해서 3000 RPM 

으로 lOv- 동인- centrifuge 乂KliB(Kreb's ringer bicarbonate) buffer 

로 disperse한 早 2000 RPM으로 lOvr 농巧 centrifuge 시켰디.. F-12 

DMEM音 5ml 넣어 tube 타닥의 celHl：普 disperse한 卑 7己urn 口wss filter 

ii 이용해서 새로운 50ml tube 에 옮겼다. Tube 안의 cell 20ul 署 

liematocy化meteril" 이용해 counting 하고 6-\veU plate 에 1 乂 10'^ 

cells/well音 seeding했다. Seeding 에 사용된 media는 F-12/DMEM이었으 

며 10% FBS-함유했다.

나. primary fat cell 의 배앙

cell音 seeding 1일旱에 FBS가 없는 F—12/DrvlEM으르 2회 wash해서 

RRC 등을 제거했다. 그리고 5% FBS 룰 함유한 F-12/DMEM 에 

msu!in(100ngAni)， transferrinC 1 OOn^/ml) 및

hydrocortisone(50ng/mI)(I.T.C)-£- 침가해서 분화'유노했다(day 이. 이때 

부터 분화가 완豆되는 날(대개 day 15)까지 2엌마다 media# 교환했는데 

이때노 I.T.C 및 5% FBS-3： 함유한 F--12/DMEM發 사용했다. 분화유도 巧 

잉旱(day 巧)에 Tg 함량과 LPL activity.^- 측정했다. Fig. 1은 분화유도 

(day 0)早 돼 지 primary fat ceU의 분 화괴- 정鲁 보여手고 었다.
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Figure 5. Differentiation of porcine primary preadipocytes. Day

0 indicates the day when preadipocytes were induced for differentiation.



2. 중성지방(Te)의 촉정

3T3-I.1 까 primary fat cell^l 시i포-는if 화가 우：료누! 乂^ 기 에 6-well plate의 

배양액發 제기하그 t FRS로 2회 cell-S- wash 했다. 다시 300ul 외 H3S_V— 

plate의 바L'l에 었-:-j cdlvf 수 h 해서 scmication 시 킨早 Sigma kit(Sigma 

Diagnostics 337 - U)-?r 이용해서 cell의 total Tg 計량-S; 구했나.

3. lipoprotein lipase(LFL) activity죽성

音성 시 방(TyhS.‘ 많이 함유한 lipc巧)rotein인 chylomicron과 VI丄)L-P.- 

! J >L에 으] 태 皆 성 乂1 방 〇] -;rL 해 되 어 chylumi('R)n ’ \'L1)L 化mnam 와 fret? 

fatty acid 로 巧■해 Y] 다. LPL 찐-성측성은 지방산이 일마나 생성도)었^가是> 

조사하대，이때 기집로 -'iHi- 이용-하여 효_个-활성-S- 측심 55,다. "h!- 연--1-에서 

는 돼 지 지 방진구시1포가 성숙지방세칫-화하민서 니-타내는 LPL W성 111 

持 측정하는 깃인네，본 인구에서 사용한 방범音 구체적으로 신명하I：! 디- 

음파 같디-. LPL 분석 하早 3에 豆소 빈-옹에 필요한 /I직 J르 -il triok'ip.. 

phosphatidyl choline, triolein音 섞 어 기 국] 옴 제 조했다. f소 gas로 기 --fl- 

조 시 키 고 gK’cerol -£■ -?! 가 한 뒤 s;onication 시 켜 밤 <：] t4 서 방 처 타. 

석 하기 에 서 , glass homogenizer에 3^0ul외 Eckel 가 buffer{;r \r

은 早 언음 위 에 꽂아 냉 시 巧 다. 50my 성 도의 <1 巧王 직 音 glass 

homogenizer에 넣고 homogenize 시-긴 早 samplc-Pr cut tip香 义[용해서 

丄.5ml microfuyo tube로 옮巧더-. 위 심 _V:cl 乂I 켜 hornoyonatc만 취 혜 LFL 

tube에 옮기 고 1:15 버 音-;A 희 석 乂] 킨 司 석。3(50/if homogena化와 700/a; 

Kckel ~r i^ y} bu化、r)"S_- 넣—-ii vortex했다. LPL glass 化bt에 150/i(. 희석 叫 

파 \50fd WS( working substrate)'3- 넣 고，blank에 '1，50;사' Eckel 무 ;스 가 

buffer와 150/^ WS-& 넣었다. WSl：- dlhO, 체내와 社-Pr pH 조설-S_- 위한 

IM Tris pH HA 체 내와 갖은 잉 양환경 조성 会 위 '하 15% HSA, serum, 기

넣어 제조했다. WSt serum 것까 넣지 않 no serum立 미

교하는 데 serum에 I：- LPL의 활성 -?!- 증가시 키 는 cofacto。가 있어 serum외 

차이로 LPL 활성 값이 걸 정된다 . Blank 또한 serum파 no serum^- 구 별 

하여 tubeil- 37了' water ba化에서 1시간둥안 medium speed로 shaking시 

켰다. 시방早妾4정 二t- 지당산 있는 音-—4 없는 층-S- 나누는 역할을 하는 

义25m(| KILL solution을 넣고 vortex한 뒤 다시 l.OSnu; borate-carbonate



buffer S' 첨 가한 早 다시 vortex히- 그-,- con化ifuge 시 -:£l 다. blanks] top phase 

로부터 化r)mC씩 3巧 취해 化St tuheir Vl-S■었다. 巧 석-?:: 旱 tipT^- 석서 wet 

상태로 만어 sample에 pipetting 했다. 각 sample의 top phase.;,?--V*터 0.5 

퍼 해 7mt^ scintillation vial에 고 어 기 에 scintillation fluid 4nU'il- 넣 

고 vortex했다. blank의 top phase로부티 O.SmHJ: 취 해 7niK scintillation 

vial에 넣고 여기에 scintillation fluid 4[i化';■느i- 넣고 vortex했디.. 巧- 

scintillation vial에 10,乂1; WS’?;- 넣그,- 4im： scintillation fluid iJ었 다. 마スl 

막으로 ’"H의 activity-융^ ；?-a)un化r기르 ;■>정 巧디-. LPL 활성 :?r (CPM - 

blk) X K X homogenized vol. x l;V化 1511 시 방玉 비 의 무 게 값으로 나누어 

牛었다. CPM 은 samyle(serum 의 평균， no serum-I 값)， b 化는

blank(serum/ no serum)의 평 균，K는 3 乂 2.42/0.5 乂 1/0.55 乂 1/assay tirrwx 

1/S A 5- 구했다. assay time 은 1 르 waterba 化에서 shaking 힌- i 시간-S： 외叫 

한다. S八는 (mean WS - mean blk)x]_5인데, mean WSv：- WS(scrum/no 

scrum)의 평 균岳 의 叫하고 mean b化는 blank외 평 균音 으1미한다.

homogenized vol. x 15/0.15-S： 30인 데，이 巧은 homoyenized vol.에 처 음 斗 

성에서 침기-힌- 300Eckel 둑;] 가 buffer 값이 다. 이 방법 으로 각 sample의 

LPL 값音 구한 되 scrum에서 no scrum율 빼준 값으呈 최종 LPL 값옴 구 

했다.

제 2절 결과 및 고찰

1. CLA가 배양된 세포의 Tg 함량에 叫치는 영향

FiR. 2에서 보는대로, 3T3-L1 cell의 분화吾 억제시킨 결과-y： 나타낸 

10t-12c 구와 이暑 44% 함유한 CLAmix 구-::- 대조구에 비해 

triglyceride(Tg)함량이 석었는데，이 사실은 이-§: 두 CLA처리 받은 cell의 

분화가 적었거나 또는? 세포내의 Tg 생성이 적었音音 말해준다. Yamasaki 

등(1999)은 CLA暑 함유한 사료吾 if 여받은 쥐 의 지 방세星의 Tr 함량의



감소롤 관찰했는데 이것은 CLA급여 받온 쥐에 지방세포의 lipid filling이 

적온 것 이 그 원인이 라고 보고했다.

Fig. 3은 CLA가 돼지의 primary fat cell Tg 함량에 머치는 영향을 나 

타낸 것인데 cell line인 3T3-L1 cell처럼 K)t-12c구와 CLAmix 구의 Tg 

담량이 적었다. 돼지 prima巧 fat cell을 이용한 본 연구의 걸斗는 돼지에게 

사료의 형태豆 1化-12c와 CLAmix暑 급여할 경우 돼지의 지방측적이 억제 

될 가눙성을 나타내 주는 결斗라고 볼 수 있다.



dA isorrers(5(〕uM c^^-G-8)

Figure 2. Effect of CLA isomers triglyceride content of 3T3—LI 

cells.
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Figure 3. Effect of CLA isomers triglyceride content of porcine 
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2 . CLA가 배양된 세里의 LPL activity에 叫치는 영함

10t-12c와 CLAmix를 20uM파 50uM 농도豆 처 러했을 때 3T3-L1 cell 

의 LPL activity에 미치는 영향이 Kg. 4 에 나타나 었다. CLA 처리가 cell 

의 Tg 함량에 미치는 영향만큼 뚜렷하지 않지만 이듈 두 CLA구외 LPL 

activity가 대조구에 버 해 낮은 경 향을 나타냈五 1化-1化의 LPL activity는 

유의적으로 낮았다. 돼지 primary fat cell의 LPL activity가 Fig. 5에 나타 

나 있는데 1化-12c와 CLAmix 20uM과 已OuM에서 모두 뚜렷하게 LPL 

activity를 감소시 켰 다. CLA暑 처 리받온 돼 지 primary fat cell의 Tg 함량 

斗 LPL activity가 감소한 것은 CLA暑 돼지에게 사豆의 형태로 공급했을 

때 지방측적이 감소할 가능성을 보여줬다고 볼 午 있다.

t

&
"느、•
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1.4
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5 0-4 
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0
Control 20 50 

10t-12c

CLA isomers(uM)

20 50 
CLArix

Fig. 4. Effect of CLA isomers on LPL activity of 3T3-L1 cell.
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Figure 己.Effect of CLA isomers on LPL activity of porcine 

primary fat cell.
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제 5장 CLA 급여가 돼지의 지방 측적에

미치는 영항

Cell line인 3T3-L1 cell을 이용해서 지방세포의 분화를 억제한 것으로 

밝혀진(제 2장) 그러고 3T3-L1 과 돼지 primary fat cell의 Tg 함량과 LPL 

activi巧를 감소시킨 것으로 확인된(제 3장) CLA 1化-12c와 CLAmix暑 돼 

지에게 4주간 급여해서 斗연 이둘 CLA가 돼지의 지방축적 억제작용을 나 

타내는지暑 구명하는 것이 본 연구의 주耳적이다. 본 연구의 결과가 이音 

CLA가 돼지의 지방축적을 억제하는 것으豆 관명될 경우 장기간 돼지에게 

사양실험을 수행하는 대신에 단기간 세互배양 설험 결과에 의해 CLA의 

지방측적 억제 작용을 관정할 수 있울 것이다. 본 연구에서 CLAmix의 작 

용을 함께 조사하는 이유는 실제로 CLA가 돼지의 지방축적 억제제로 사 

용될 경우 값싼 CLA외 공급원이 될 수 있기 때문이다.

제 1절 재료 및 방범

1- 사료배함에 이용된 CLA의 공급원

91%의 순도롤 가진 10t-12c와 43%외 1化-12c와 45% 9c-lit暑 함유한 

CLA 111;义1：11巧(〔:1그\11山〇는 경남 진주全재 H&K bio化ck 희사에서 제조한 

것이었는데，91% 순도틀 가진 10t-12c暑 급여한 설험은 본 연구가 세계 

최초일 것이다. 세포배양설험에 사용된 CLAmix는 1化-12c暑 44% 함유했 

는데, 본 사양실험에 사용된 CLAmix는 1化-12c暑 43% 함유하고 있어서 

세포배양의 결과룰 사앙시험에 적용해도 早러7V 없을 것이라고 여겨진다.

2. 시험구 및 공시가죽

대조구는 14%의 단백질을 함유한 com-soy diet구였고，이 대조구사료 

에 早게비로 0.5%의 1化-12c暑 함유한 사료暑 급여한 1化-12c구 그러丑 

0.5%의 CLAmix暑 함유한 사료를 급여한 CLAmix구 둥 총 3 처러구였으



며，각 처 러구에 거 세 한 中돼 지 5마썩 배 치 해시 총 15마러공시 했다. 

S시돼지의 개시체중은 평 80.9kg이었다.

:;. 시 험사료 배함 및 급여
국내에서 구입한 사.^_배<각용 CL 八는 -70X： 에 보관했다가 배합당일 녹 

여서 기초사료(대玉구사료)와 배합해서 서-^-한 곳에 무었는데 서장기간-?r 

1平일이었다. 대조구 乂 H-L 는 Table I에 나타난 대로 com-soy diet 로 단。i! 

-fl 14%，lysine 0.65%、:살 대사 에 너시 3,271kcak1w-& 함유했고. 시방計량 

-?r 3.:巧%이었는데 에너지원으로 동 성지방-2_- 사용하면 가한 CLA 가 돼 

지 체내외 대 사작용에 의 해 영 향-?/ 받을 수 있기 때문에 talluw -〇- 둥몸성 

지방T^r 첨가하지 않았다. 1化-1化구와 CL八mix-Yf? 대조구 사에 무게버 

로 0.5% K)t-1化와 CLAmix-y* 섞은 사iUl- 4乎동안 급여했디-. 1 일 사ii 

급여량은 3처 리구 모早 마러당 :U5kg이 었으며. 같은 처 리구에 속한 돼 지 

5마■러-& 한칸에 넣어 사윽했다.



Table 1. Formula and nutrient content of experimental diet

Ingredients %

Coni

Soybean meal 

Salt

Tricalcium phosphate 

Mineral premix 

Vitamin premix 

Total

Calculate! nutrient composition

ME(kcal/kg)

C. protein(%)
C. fat(%)
LysineC%)

Calcium^%)

Total phosphorus(%)

81.41 

16.35 

0.3 

1.96 

化2 

0.05 

100.00

3,271

14.00
3.33
0.65

0.70

0.66

4. 조사항목

증체량과 사료섭취량-?r 2주마다 조사했：등지방 누께는 초-파 -：부정기 

-후+ 이용해서 7던과 8던 녹골부위暑 실험 종료시에 측정했다. 지방조직의 

지방산 함량은 종료시에 첫 번째 녹-早위에서 biopsy科 지방조직音 이용 

해서 측정했다. 지방조직의 지방합성량(lipogenesis)파 지방합성파 관련豆소 

(lipogeneic en巧me) 및 시 방 분 헤 는 종 료 시 에 biopsy 한 등 지 방 조 직 音 이 

용해서 측성했다. 힐증 cholesterol 학량은 化 2 및 4平에 경정맥으로早터 

채취 한 ??액音 이용해서 部정했다.

5. 돼지 지방조직의 지방산 분석

약 〇.2g의 시 방조직율 채 취 하여 50ml tube 넣 고 internal 

standard(CI2:0) 0.1 ml-S' 넣었다. 여기에 Folch solution 音 넣고 잠 흔晋어 

지방이 半출하게 하였다. 인정한 시간 경과早 여기에 化88%외 NaCl 용액



-S" 넣어서 chloroform과 걸합한 지방충과 물斗 me化aru)i은 상증으로 분리 

되 게 하었다. 원 심巧■러 에 의 해 巧■러된 지 방이 計유 된 chloroform-g- 65'C 외 

hotplate에 놓고 N-gas하에 중발시켰 다. 그리 고 IIC1 : Methanol이 : 2 용 

액옴 넣고 뚜巧音 막고 waterba化에 100T：의 물에 60분 가랑 중랑시켰다. 

중탕시킨 旱에 hexane을 넣고 잘 흔-&어 준 다fr 한시간 가량 놓아早게 

되면 상층에 hexane에 녹아든 지방岳 vial에 옮겼다. 모-;:^ 시료-3* vial에 

넣은 早 여 러 지방산의 함량-압고 있는 ex化mal standard와 함께 GC로 

巧■석 하였다. 분서 旱 각 乂1 료의 peak吾 ex化mal standard외 peak와 버 

식변하여 巧적(%)-g- 계산計여 각각 시료외 지방산 조성-s_- 개산하였다.

6. 돼지 지방조적 절편의 지방함성량 측정

지 방조직 의 지 방할성 량온 지 방조직 절巧 舍 5mM glucose와 ^ ’C-glucosc 

이 늘어 있는 KRB buffer에 서 incubation하는 숭 glucose?}* 지 방으로 전변 

된 앙으로 측정했는데 구체적인 방범을 설명하던 다옴과 같다.

Incubation buffer 제王

지 방합성 音 측정 하기 위 한 KRB buffer 조성 은 0.118M NaCl, 

4.77mM KCl, L256mM CaCk • 2化0，1.232mM KHl>PO'i. 1.232mM MgSO 

4.7H:!0, 24.79mM NaHCOs 였는데 여기에 25mM HEPES，5mM glucose 

와 3% ovine serum albumi口을 넣 고 gas(95% 0^ 卞 5% CO?) S- 점 가하고 

난 뒤 pH=7,4로 조절巧다. Incubation tube는 유i지 로 만늘어 진 2〇ml 

scintillation vial音 사용했고 여기에 3ml외 KRR buffer넣었는데 이 3m! 

속에 위의 배양액과 같은 능도의 玄르몬音 학유하게 했으며 각 vial 바다 

0.己uCi의 C^-glucoseit 포한시켰다.

나. 등지방조적 의 biopsy와 지 방함성측정

지 방합성 및 시망합성 에 관여 하는 여 러 효소-;i외 activity 측정音 위 해 

서 한 마리로부터 상당량외 둥지방音 biopsy해야 했기 때문에，stress최 

.소화하기 위해서 Janssen사(Belgium) 乂11품인 S化巧nil로 으는하게 마취若 하 

：.! 난 뒤에 지방조직이 早꺼운 부위인 제 1녹골 부근의 등지방조직音 

biopsy 했다. Biopsy亨I" 시방조직은 DMEM이 든 viny] bag에서 삼시 보관



했다가 micro 化 me 音 이용해서 약 I.5mg 크기로 자旦고 위에서 설명한 

intubation vial에 넣 고 shaking 、vuterbath에 서 2乂] 간동안 incubation 乂1 켰 

고, vial鲁 가早얼-?r에 꽃아서 incubatiorrS/ 중巧시켰다.

다- 지 방추춤 및 지 방함성량 게산

早게즉정이 끝난 早 지 방조직절5ml의 Dole's solution(Dolc, 1965, 

早퍼 ?- isopropanol: 40，n-heptane： 10, IN H-./SQi: 1)이 든 vial에 넣은 早 

ultrasonic wa化rba化에 서 3(巧:: 간 지 방半^^했다. 이 vial에 3ml외 hexane과 

3m]의 넣 -?r 早 지 방이 포함된 상충유기 용애 香 scintillation via]에

넣고 早가로 i.5ml외 hexane으로 행구었디-. 유기용매暑 dry-bath에서 증발 

시키고 난 뒤 5ml 외 scintillation Cocktail'S- 넣고 liquid scintillation 

counter呈 C^-lipid의 activity-2* 측정했다. 지방합성은 呈도당이 지방으로 

전환된 양으로 측정했는대 KRB buffer에 함유된 labelling 되지 않은 포도 

당(5mM, 3ml에는 ISumole)에，incubation vial에 포함된 香 Ci’ activity 숭 

早音된 지방중에 포한된 것의 비-V>'-해서 구했디-.

7. 지방조직의 지방합성 관련 효소의 activi巧측정

Biopsy한 돼지 등지방조직을 급속동걸해서 -巧에 분석巧까지 보관했 

다. 동걸된 지방조직은 이 早게외 2.5 부괴 0.1M po 化 sium phosphate 

buffe^pH 7.4)ij- 첨가하여 homogenize한 다苦 3,00〇Xg에서 巧분간 원심 

분러헤서 상夸액鲁 또 다론 tube에 넣은 다音 다시 巧，000xg에서 30분간 

원심분러하고 난 뒤 상音액율 이용해서 효소의 활성会 측성했다. 

NADP-malate dehydroyenasc(ME)는 Ochoa(199己)의 방범에 외해서 그러 

고 fatty acid syn化ase(FAS)는 Magri 둥(1990)외 방범에 외해서 죽성했 

다.

8. 지 방분헤 Oipolysis)의 측정

CLA사양 설험이 끝난 旱 biopsy한 지방조직 편을 약 SOrng 크기로 

잘라서 KRB 용액에서 2시巧 incubation 시킨 卒 지방조직의 早게름 측정 

하고난 뒤 KRB 용액音 -7()。(:에 얼려 뒀다가 임본 Wako사•의 kitCCode mx



994-75409E)을 이용해서 용액외 유리지방산을 측정함으로써 子명했다.

9. 혈중 cholesterol 함량 측정

혈중 HDL-cholesterol 및 total cholesterol 함량은 Arkary사 제署 k化暑 

이용해서 SPOTCHEM ™ SP-4410으至 분석하였다.

제 2절 걸과 및 고찰

1. 돼지의 성장생산성

Table 2에서 보는 대로 CLA 급여가 돼지의 증체량을 증가시킨 경향을 

나타냈고, 이에 따라 사豆豆율도 CLA 급여구에서 향상되는 경향을 나타내 

었다. 등지방 두께는 CLA 급여구가 대조구에 비해 약간 높았는데 이것은 

세포배양 실험에 의해 CLA가 지방세互의 분화억제暑 나타낸 것과는 상반 

되는 결과이다. Thiel-Copper 등(2001)은 26.3kg의 돼지에게 0.5% CLA룰 

포함해서 1.0%까지 CLA暑 함유한 사료를 급여한 걸과 일당증체량이 CLA 

함유량에 비례해서 증가했다고 旦고했다. 한편 Dugan 등 (1997) 은 

sunflower oil을 급여한 돼지와 CLA暑 급여한 돼지간에 일당증체량의 차 

이가 없었다고 보丑했다. 더윽이 Cook 동(1998)은 49일동안 돼지에게 CLA 

暑 급여한 결과 대조구에 비해 일당증체량이 감소했다고 보고했다. 일당증 

체량에 대한 CLA의 효과가 연구자에 따라 다른 이유는 설명하기 어려운 

데，돼지의 연령，CLA의 순도와 급여수준 및 돼지의 품종 등이 달랐기 때 

문으呈 사豆된다. 결론적으로 CLA가 돼지의 일당증체량에 미치는 영향은 

뚜렷하지 않옴을 알 午 었다. 사豆豆율 (gain/feed) 에 있어서는 

Thiel-Copper 등(2001)온 CLA 급여에 의해서 향상되었음을 나타내었는데 

대조구가 化352, CLA 0.5%구가 0.370, CLA 1%구가 0.384呈 본 연구와 유 

사한 결과를 나타내었다.



Table 2. Effect of dietary CLA on growth performance of

finishing pigs

Items Control 1化-1化 CLAmix

Intial body wt.(kg) 81.0 ±0.42 81.1 ±0.58 8化 8 ±1.15

Final body wt.(kg) 107.9 ±2.79 110.3+1.71 111.7±2.41

Average daily

gain 化s)
0.96 ±0.091 A 1.04 ± 化 06^ 1.10±0.064^

Daily feed intake(kg) 3.15 3.15 3.1己

feed/gain 0.31 0.33 03己

Ultrasound

backfat(cm)
1.33±0.1(Xf 1.39±0.12严 1.46±0.111^

2. 지방조직의 지방산 조성

제 1녹音 早근의 지 방조직鲁 이 용해서 측정 한 지 방산(fatty acid) 조성 

이 Table 3에 나타나 있는데 1化-12c구는 대조구에 비해 지방산 조성중 

10t-12c 뿐만아니라 9c-lit의 농도도 높았다. 그리고 CLAmix구도 비숫한 

결과暑 나타냈는데，지방산중 1化-12c의 농도는 10t-12c 급여子보다 낮았다 

(0.49% VS 化39%). 대조구 지방조직의 1化-12c함량은 de化ct할 수 없을 정 

도로 낮았으나 9c-llt 함량은 상당.한 수준을 나타냈다(0.32%X 이 사실은 

돼지 체내에서 1化-12c는 다른 지방산에서 만둘어지기 어려우나 9c-llt는 

만들어 절 수 있움을 나타낸다. 위의 결과로 미루어봐서 1化-1化구외 지방 

산 중 1化-12c 대부분이 사呈呈 공급된 1化-12c로부터 왔옴鲁 알 수 있다. 

본 연구의 결과를 뒷받침하는 증거로 Cook 등(1998)과 Kramer 등(1998)은 

급여한 CLA 수준에 비례해서 지방산중 CLA 함량이 증가했다고 旦고했다. 

위의 사실돌은 인체의 건강중진을 염두에 둘 때 사呈 CLA에 외해 CLA 

함량이 높은 돼지고기 생산온 크게 별呈 어렵지 않움을 나타낸다. CLA 급 

여는 지방조적외 Cl4:o과 Cl日:0 함량을 감소시켰는데(Table 3)，이것에 대한 

이유는 CLA가 desa化rase의 작용을 억제했기 때문으로 여겨진다. Lee 등 

(1998)은 CLA 급여가 간외 desaturase의 작용을 감소시켰다고 보고했다.



Table 3. Effect of die化ry CLA on fatty acid 

pig adipose tissue

composition of

control lot-12c CLAmix

C14；0 10.94 ±0.029^ 1,74±0.177^ 1.55 ±0.022.4

C14；l 0.04± 0.033^ 0.03 + 0.018^ 0 0

C巧:0 0.08 ±0.00 己 A 0.08 ± 0.0 W 0.05 ±0.023-4

C16：0 15.73 ±0.2786 17.88±0.49r^ 17.67±0.331-a

C16：l 2.57±0.139^ 3.18±0.27〇a 3.37±0.142-^

C17：0 0.45±0.039-A 化49±0.073^ 0.45±0‘059八

C巧:1 0.44 ± 0.057^ 0.48±0.06〇a 0.41±0.049^

C18：0 13.25±0.531a 13.49 ±0.90〇A 11.81 ±0.486^

C18：l 46.91 ±0.4 己 3& 42.02 ± 化 581^ 4443 ±0.5786

cn8:2 15.72 ±a391‘A 16.62 ±0.262/、 16.49 ±0.443-4

C18：3 0.85±0.042^ 0.77 ±0.039*^ 0.75 ±0.049^

c9tll CLA 0.32±0.030" 0.91 ±0.065요 0.94 ±0.044^

tl0cl2 CLA ND* 0.49 ± 0.067^ 0.39 ±0.047-4

total CLA 0.32±a〇3〇b 1.32±0.094‘a 1.32±0.058^

C2化1 1.02±0‘078h 0.74±Oi05〇a 化 74 ±0.027.4

others 1.53 + 0116^ 1.14±0.095'w 0.97 ± 0.201b

《ND 二 not dectected

3. 지방조적의 지방합성 및 lipogenic enzyme activity

4주간의 CLA 급여旱 돼지에서 biopsy한 등지방 조직을 이용해서 지방 

합성량을 조사했는데 巧g. 1에서 보는 대로 CLA 급여干와 대조구간에 지 

방합성은 별 차이가 없었다. Table 4에는 malic enzyme(ME)와 fatty acid



syn化ase(FAS)외 activity가 나타나 있-;-'/네 CLA ■여구가 대조구에 叫 배 

이 늘 두 효 소 의 activity 가 았나 . 이 斗 와 시 방 밥 성 ■斗 는 lOt-12c 와 

CLAmixS- 급여 해:M 돼지외 지 방측적 억 제 11- 가져오기에 어 려音 것發 암 

시 하고 있는 데 앞에 서 설덩힌-대CLA 급여구의 등지방 -V■께가 오히 려 

약간 -V-꺼웠다. ThieJ-Cooper둥(2001)도 CLAir 1%까지 여한 S과 돼지 

외 10巧째 -’-t골 부근외 등지방 두께는 감소했으나 다른 -V.위의 둥지방누께 

( 3! 번째 마지막 늑곱 巧 마시 막 요-추)f? 김-소하지 巧았다고 보고했

다. 한巧 Cook 둥(H)W)온 CI.八 급이가 돼지외 S-파 -'e；-지방두께-I} 26% 

감소시켰다고 보고했고 Ostrowska，&-〇999)은 새중 57kg외 돼지에게 8주 

간 CLA* 여한 il 파 노체의 방함링:이 CLA 급여수준에 비례해서 감 

소했다:lI 보고했다. CLAit 처리했-때 지망세포의 분화는 억제되었지만 

CLA-& 급여받、돼지의 지방측적이 억제되지 않는 이유는 1) in vivo의 

경-우 CL八이외외 다-?T 물질이 복합적으로 작용해서 CLA의 작용이 명확하 

시 못했거 나 2) CIJV기- 돼 지 체 내에서 다-f은 吾질대사 되 어서 돼 지 지 방 

세里-S-이 충분한 CIJV!- 접할 牛 없었거나 3)본 인구에 이용된 돼지의 체 

중이 너무 커서(개시제중 81kg) 지방세포의 牛외《■-가化yperplasia)가 왕성 

히 일어 나는 시 기가 이 미 지 나서 CLA의 세포분화 억재삭용이 두드러 지 지 

않았기 때;V_-으로 여 기 진다. 앞으呈 CLA 급여시 기에 대한 연-7가 수행되어 

할 것으로 사료된다.



Figure 1. Effect of dietary CLA on lipogenesis on pig adipose 

tissue. Lipogenesis was expressed as p mole glucose conversion to 

total lipid.

Table 4. Effects of dietary CLA on lipogenic enzymes of pig 

adipose tissue

Control 10t-12c CLAmix

NADP—malate
。 1，517.8±89.71a 2,166.8±225.5(f I，554己±52.16^

■■ ‘‘ 144.8± 11.74^

dehydrogenase 

Fatty acid synthase^, 88.9±19.18^ 15化5±34.30

unit, p mol/ min/ g adipose tissue

4. 지 방조직 의 지 방분해 (lipolysis)

CLA가 지방분해에 미처는 영향은 CLA 급여 증료 旱에 biopsy한 지방 

조직을 항온수조에서 배양중에 release한 유리 지방산의 양으로 측정했는
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노••':L데 Fig. 2에서 보;:-대로 CI.A -ui여-Y-기- 대조구에 버해 시방?-해가 약간 

경향-S- 보있으나 유외차는 없었다. 돼지외 지巧축■석 (lii)id deposition) 은 

시 방합 성 (lipogenesis)과 지 방-?}해(lipdysis)외 -아.합적 인 巧 파이 고 이 것 이 

능시방두께에 반영되는데，연구의 직과 CL,U:- 지방조적의 지방합성斗 

시 방 巧■ 해 에 叫 호1 는 영 향 이 미 叫 했 고 : L 걸 과 S- 7] 방 -V* 께 에 이 굿1 는: CJ，八 외 

작용도 뚜렷하지 않았다. 한가지 아쉬운 것-?r 시방분해 34외 오가가 켰 

던 점인데，이것은 처리내의 반-과무수가 석었 Ki 집(처리망 5마리) 그리고 

능시 방옴 biopsy 함 때 외 스트레스가 고크그-乂] 못했던 -fl 둥이 그 원인이 라그J- 

여겨진 다.

5. 협중 cholesterol 함량

CL八외 동맥 경 화 억 제 豆과가 여 러 언 구에 외 해 확인 되 었기 에 (Lee 등， 

1994)，CLA돌 급여 받은 돼 乂] 혈액외 Total—cholesterol과 HDL-cholestcrol 

의 함량普 0早(CL八 ii■어직전)，2주, 1-3^ 4早에 성 했데 그 질까기- Table 

5에 나타나 있다. IIDL-cholesterul은 3 처 러 巧에 巧 차이 가 없으나 

IIDL-cholesterol^f Total-cholester이외 버율-?r 0平에 는 대조구와 CLA if 

여구간에 차이가 없었V/대 4주간 CLA署 급여하고 난뒤에는 CLA 급여구 

가 대조구에 비해서 높았다(P<化05). 이 사실은 CLA 급여동맥경화 억 

제에 기여할 수 있音 것임윤 나타낸다. Nicolosi 둥(1997)은 口A를 급여받 

은 행스터의 동맥경화가 감소했음苦 보고했다.
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Figure 2. Effect of 化etary CLA on lipolysis of pig adipose tissue

CLAs were fed for 4 weeks before biopsy of adipose tissue was taken.
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Table 5. Effect of dietary CL八 on blood cholesterol

concentration

control 10i'12c CLA mix
week 0

化 ta]-ch

HDL-ch

HDL-ch/total - ch

84.75-*： 5.27—、 

25.25 ■二 3.6] A

0.30 ；L O.03A

84.8-;-3.6r
1)7 ‘；小 9Q-'^O' •니 一•一、y

0.33 ±0.04"'

^r).4—-5.55。

29.4 二 3.39-、

0.31 丄化03^

week 2

total-ch

HDL-ch

Hr儿-ch/total-ch

95.5 丄.137"

32.巧::-4.05..、

O.Z7± 化 03"

SO . 2.01 L

31.4 • 2.55.4

0.39 - 0.03、

103 ■ 2...ir、

34 ^ 1.74..、

0.32 :-:o.orw

week 4

total-ch

HDL-ch

HDL—ch/tota]—ch

84.5 * 4.43^ 

29.75-i-5.60!i

化28 ■ 0.06"

91.6 寸 3.69K

33.8 + 2.91^^

0.37--0.03^

10 化 21-3/73-;、 

35.2—t 1.6〇a

0.35 ■ o.or't



제 6장 결 론

In vitro 지망세포 배양个].험。II서 세포-!;L 화름 억제했巧 CL 八 이성재가 

돼시 사양실 ?!에 서 지 방-흐；^적 -S- 억 제 하スl 않았다-V-; 것 이 연 구 외 則심 

적인 결파이다. CL八가 지방세포외 화에 叫치는 영향이 돼지 사양실 S 

•3까에 巧영되시 않아서 본레 연구의 주巧적이던 ^1-^r, 정확한 CLA의 억 

가관정방법윤 확립할 수 없었다. 그러나 본 연구수행碎성에서 확 한 신힘 

테 크닉 즉 CLA^f 3T3-L1 cell과 돼 지 primary fat cell외 -M■화에 미 

삭苦 측성방법은 CLA 세조회사외 생산 lot巧 CLA의 역가관성에는 香문히 

이용牛 있옴 것이다. 아울러 다4^ 연구자에 외해 확인된 1化-12c의 기 

망세星분화 억제작용울，재확인했고，최_부_로 9c-11ct：- 지방세포외 분화 it 

촉진함音 밝혀낸 것은 본 연구외 또 하나의 수확이다. 본 연구에서 아쉬웠 

던 점 은 돼 지 사양실험 용 CL八고가이 어서 처 러내에 반복수가 석 었다如:- 

정이다. 앞으로 돼지외 성장시기에 따른 CLA의 작용과 CL八외 작용기 d 

구명이 수행되었으면 한다.
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