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Abstract

The effects of methanol extract of barely (Hordeum vulgare) on alcohol-induced damages of liver were
investigated in male ICR mice. Mice were divided into three groups, control, ethanol, and ethanol plus 0.15%
of barley extract. After four weeks of ethanol feeding, ethanol group significantly increased the P450 content,
CYP2E1 and CYP1A2 enzyme activities, whereas ethanol plus barely group markedly decreased to levels similar
to control group. Catalase activity in ethanol group was significantly lower than that in control group; however,
ethanol plus barely group stimulated catalase activity as well as SOD activity significantly. These results
indicated that barely extract modulated P450 enzymes for ethanol-induced liver damage and might be useful
in developing functional food for alcoholic liver damage.
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서 론

한국인 음주율의 계속적인 증가로 국내 알코올 관련 질환

사망 수는 한해 4,701명으로 인구 10만 명당 9.6명에 달하고

있으며, 알코올 소비는 세계적으로 매우 높은 편에 있다(1).

과량의 알코올 섭취 시 산화는 주경로인 알코올 탈수소효소

(alcohol dehydrogenase: ADH) 경로 및 알코올 유도 cyto-

chrome P450 2E1(CYP2E1)에 의한 microsomal ethanol

oxidizing system(MEOS)에 경로를 통하여 이루어진다

(2,3). Cytochrome P450(CYPs)은 각종 약물대사에 관여하

는 헴단백질의 superfamily로 특히 간에 가장 풍부하게 존재

하고 있다(4). 습관성 음주자에서 알코올 유도 CYP2E1 경유

산화가 간 손상의 병인으로 가장 주목되고 있으며, 이 과정

에서 발생하는 활성산소의 생성과 항산화 기전의 감소는 간

손상의 주요원인으로 생각되고 있다(5,6). 이러한 활성산소

로 인한 간 손상을 막는 방법은 1) 직접적으로 항산화 효소

증강 및 활성산소 제거 효과 혹은 2) 간접적으로는 반응성

강한 중간체를 만들어내는 P450 계열 효소 활성을 조절하는

두 가지 기전으로 설명할 수 있다(7).

만성적인 음주로 유도되는 것은 CYP2E1뿐 아니라

CYP1A2(8)를 비롯하여 CYP3A4(9)가 있다. 이러한 알코올

성 간 손상은 알코올 유도 CYP2E1뿐 아니라 여러 약물대사

에 관련하는 CYP 효소계의 변화도 매우 중요하다고 할 수

있는데, 특히 알코올 중독자의 90%가 흡연자이며, 70%가

헤비 스모커라는 통계는 알코올 연구에서 다양한 CYP효소

계의 검토가 필요하다는 사실을 시사한다(10). CYP2E1을

비롯한 CYP 계열의 효소는 공통적으로 다량의 라디칼을 생

성하게 되므로, 만성적 음주자의 흡연, 약물복용 및 식습관

관련 요소가 미칠 영향을 예상할 수 있을 것이다.

보리는 한국인이 상용하는 곡류의 하나로서 본 연구에서

는 도정하지 않은 상태의 겉보리(Hordeum vulgare)를 메탄

올 추출하여 이용하였다. 도정하지 않은 보리에는 β-glu-
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can, tocopherol, tocotrienol 및 proanthcyanidin류의 풍부한

폴리페놀 화합물 등이 포함되어 있으며(11), 항산화(12), 혈

당조절(13), 콜레스테롤 조절(14), 발모향상(15) 기능 등 많

은 기능이 밝혀지고 있다.

본 연구에서는 500여종의 식용생물 추출물을 대상으로 1

차 검색을 실시하여, CYP2E1 저하활성을 보여 선정된 보리

추출물을 대상으로, 알코올과 함께 흰쥐에 장기 급여하였을

때, CYP2E1뿐 아니라 CYP1A, 2B 등의 활성변화와 이에

따른 항산화 효소활성을 검토하여 보리추출물이 CYP효소

계에 미치는 영향과 조직 내 항산화계의 변화를 검토하고자

시행하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 연구에서 사용한 겉보리(Hordeum vulgare var hex-

astichon)는 2004년 경상남도 진주에서 공급받았으며, 도정

하지 않은 상태로 분쇄하여 4
o
C에 보관하며 시료로 사용하

였다. 겉보리의 추출은 1 kg의 겉보리 분말에 4배의 95%

메탄올(w/v)로 24시간씩 3번에 걸쳐 시행하였으며, 각 추출

액은 여과하고 감압농축기로 농축한 후 -20
o
C에 보관하였다.

실험동물 및 식이

실험동물은 ICR mice(25～30 g, male)을 30마리를 구입

하여(Orient, Seoul, Korea) 3일간 환경에 적응시킨 후 무작

위로 3군으로 나누어 4주간 식이를 급여하고 사육하였다.

각 실험군은 대조군(Control), 알코올군(EtOH), 알코올-보

리추출물 투여군(EtOH-B)으로 나누었다. 식이는 알코올 식

이 공급에 이용하는 액상인 Lieber Decarli diet(Table 1)로,

알코올은 전체 열량의 35%가 되도록 공급하고, 식이섭취량

은 매일 측정하여 환산하였다. 체중은 일주일에 한번 동일한

시간에 측정하였다. 사육실의 온도는 23±1oC, 상대습도

55±5%, 명암은 12시간 간격으로 조절하였다.

시료의 수집 및 처리

각 군마다 10마리씩 나누어, 액체의 형태로 자유식이로

공급하여 보리추출물과 함께 자유 섭취하게 하였다. 알코올

Table 1. Composition of Lieber-Decarli liquid diets

Composition (g/L) Control group Ethanol group

Casein
L-Cystine

DL-Methionine
Soy bean oil
Maltose dextrin
Cellulose
Mineral mix
Vitamin mix

Choline bitartrate
Xanthan gum
Ethanol

41.4
0.5
0.3
39.6
117.7
10.0
8.75
2.5
0.53
3.0
－

41.4
0.5
0.3
39.6
38.7
10.0
8.75
2.5
0.53
3.0
55.15

및 보리추출물 급여 28일 후, 실험동물을 12시간 절식시킨

후 희생시켰다. 복부를 절개하고 간을 적출하여 0.9% 생리

식염수에 가볍게 세척하고 물기를 제거한 후, 채취한 간의

총 무게를 측정하였다. 측정한 무게를 기준으로 간 조직의

4배의 potassium phosphate buffer를 첨가하여 균질화 하고

3000 rpm에서 원심분리 하여 간 균질액층(homogenate)을

얻었으며, 균질액의 일부를 11,000 rpm에서 원심분리 하여

상층액을 수집하여 cytosol 획분으로 이용하였다. P450 관련

효소 활성 측정을 위한 microsome fraction은 cytosol의 일

부를 105,000 rpm으로 원심분리 하여 상층액을 제거한 후,

PBS(pH7.4) 500 μL를 첨가하여 균질화하여 사용하였다.

P450 content의 측정

간 조직의 microsomal P450 함량은 Omura와 Sato(16)의

방법을 이용하여 측정하였다. 흰쥐의 간 microsome 획분을

0.1 M phosphate buffer(pH 7.4)로 희석시켜 1 mg/mL의

protein 농도로 맞춘 다음 sodium dithionite를 넣고 CO gas

로 bubbling 한 후 spectrophotometer로 450-490 nm에서

스캔하여 흡광도를 측정하였다(molar extinction coefficient

=91 mM
-1
cm

-1
).

CYP2E1, CYP1A2, CYP2B1 및 CYP1A1의 효소활성

측정

CYP2E1 효소 활성은 colorimetric method로 특이적 기질

인 p-nitrophenol(PNP)를 이용하여 간 micrisome 획분에서

측정하였다. 0.1 M PBS buffer(pH 7.4), 1 mM PNP, 0.5 mg

간 microsome 액의 혼합액 0.5 mL에 최종 농도 0.5 mM

NADPH를 가하여 반응을 시작하였다. 반응은 37
o
C에서 30

분간 지속하고 0.2 mL의 20% TCA를 가하여 종결한 후,

10,000 rpm에서 5분 원심분리 하여 상층액을 분리하였다.

분리된 상층액에 0.5 mL의 2 M NaOH를 가하여 발색시켜

495 nm에서 측정하였다(17).

CYP1A2, CYP2B1, CYP1A1는 각각 7-ethoxyresorufin-

O-deethylase(EROD), 7-pentoxyresorufin-O-dealkylase

(PROD), 7-methoxyresorufin-O-deethylase(MROD) 활성

측정으로 Pohl과 Fouts의 방법에 의해 간 microsome 획분

을 이용하여 측정하였다. 50 mM PBS buffer(pH 7.6), 0.005

mM ER, PR, 혹은 MR과 0.3 mg 간 microsome 액의 혼합액

0.5 mL에 최종 농도 0.5 mM NADPH를 가하여 반응을 시작

하였다. 반응은 37
o
C에서 10분간 지속하고 0.5 mL cold

methanol을 가하여 종결한 후, 6,000 rpm에서 10분간 원심분

리 하여 상층액의 resorufin level을 excitation 520 nm,

emission 595 nm에서 측정하였다(17).

Cytosol에서 항산화효소의 활성

간 cytosol에서 catalase 활성(18)은 20 mM 과산화수소를

기질로 하여 240 nm에서 1분간 측정하는 방법을 이용하였

으며, superoxide dismutase(SOD)의 활성(19)은 xanthine,
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xathine oxidase로 발생한 superoxide radical과 2-(4-iodo-

phenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyl tetrazolium chloride

의 반응으로 형성된 red formazan dye를 505 nm에서 측정하

였다.

통계분석

본 연구에서는 최소 3반복에 대한 평균 및 표준편차로 표

시하였으며, student t-test를 사용하여 통계적 유의성을 검

정하였다.

결과 및 고찰

보리 추출물 급여 시 식이효율, 간 지표 및 P450의 함량

변화

본 연구에 앞서 500 여종의 식용생물 추출물을 대상으로

인간 CYP2E1 고발현 E. coli membrane fraction을 제조하

여 후보물질 선정에 이용하였다(20). CYP2E1 효소 활성 실

험을 통해 선정된 보리(23% 억제), 복분자(Rubus coreanus,

19.7% 억제), 달래(Allium monanthum, 10.5% 억제) 중 가장

높은 억제능을 보인 보리의 메탄올 추출물을 대상으로 본

실험을 시행하였다.

만성적 음주에서 보리추출물에 의한 P450 계열효소의 변

화를 검토하기 위하여 알코올과 보리 메탄올 추출물의 급여

가 28일 동안 시행되었다. 본 연구에서는 액체 식이(Lieber-

Decarli liquid diet) 급여의 일주일 적응기를 거친 후, 알코올

을 급여하지 않는 대조군(control), 식이 열량의 35%를 차지

하는 알코올을 투여하는 알코올 급여군(EtOH), 식이 열량의

35%를 차지하는 알코올과 겉보리 0.15%(w/v) 메탄올 추출

물을 함께 급여하는 알코올-보리 추출물 급여군(EtOH-B)

으로 나누어 알코올 및 식이를 공급하였다. 체중증가, 식이

의 섭취 및 식이효율(FER)의 군 당 변화는 Table 2와 같다.

체중증가는 각 군이 통계적으로 유의적인 차이를 보이지 않

았으며, 식이효율에서도 Control군, EtOH군, EtOH-B군 모

두 비슷한 수준을 나타내었다(Table 2). 체중 당 간 무게에

해당하는 간 지표(liver index)의 경우 28일에 걸친 알코올

급여의 결과 EtOH군이 control과 EtOH-B군에 비하여 유의

Table 2. Body weight, food intakes, and food efficiency ra-
tios (FER) of control and experimental mice

Group1)
Weight gain

(g)
Food intake
(kcal)

FER
(g/kcal)

Control
EtOH
EtOH-B

9.70±3.02)
8.82±1.8
6.73±2.02

86.48±12.68
79.41±13.81
86.04±6.03

0.115±0.020
0.102±0.005
0.094±0.020

Extracts of Hordeum vulgare was supplied in liquid diet
(0.15%) for 4 weeks. Body weight was measured by weekly.
1)
Control: normal control mice, EtOH: ethanol control mice,
EtOH-B: ethanol mice supplied with methanol extract (0.15%)
of Hordeum vulgare.
2)
Values were mean±SD of ten mice in each group.

적으로 높은 결과를 보였다(Table 3). 이러한 간 지표가 나타

내는 간 비대화 현상은 만성적인 알코올 섭취 시 나타나는

현상 중 하나로 간 조직에 지방, 수분, 단백질의 축적으로

인한 세포 용적의 증가(21)와 알코올로 유도된 염증성 반응

의 결과(22)로 다른 논문의 보고와 일치한다.

P450 함량과 CYP 계열 효소활성의 변화

외부로부터 약물, 화학물질 등의 대사를 담당하는 P450은

대사과정 중 여러 종류의 ROS가 발생하므로, P450 함량의

변화에 따라 그에 따른 라디칼 발생을 예측해 볼 수 있다.

Table 4에서 쥐의 간 마이크로좀 분획에서 측정된 P450 함

량은 알코올의 투여 시 대조군에 비해 2배 이상의 급격한

증가 경향을 보였다. 이러한 P450 함량의 급격한 변화는 알

코올 장기급여를 한 다른 연구에서도 관찰되는데(17,23), 이

러한 증가는 알코올 급여로 증가한 CYP2E1이 주요 원인이

라고 추측할 수 있다. 상기의 결과에서 알코올과 함께 보리

추출물을 투여한 EtOH-B군의 경우 P450 함량이 유의적으

로 감소하는 경향을 보였다. 같은 분획을 대상으로 측정된

각 CYP 효소계의 specific activity 측정 결과, CYP2E1의

경우 EtOH군에서 60% 이상의 활성 증가를 보였으며, 보리

추출물의 급여에 따라 다시 대조군 수준의 유의적인 활성감

소를 보였다(Fig. 1). MROD(CYP 1A2의 marker) 결과에

EtOH군에서는 60%의 상승을 보였으며 추출물 급여군에서

는 대조군보다 낮은 수준의 활성을 나타냈다(Fig. 2). PROD

Table 3. Body weight, liver weight, and liver index in control
and experimental mice

Group1)
Body weight

(g)
Liver weight

(g)
Liver index
(g/bw%)

Control
EtOH
EtOH-B

32.44±2.332)
31.50±1.56
29.30±2.00

1.24±0.27
1.40±0.12
1.20±0.11

3.904±0.320b3)
4.398±0.189a
4.100±0.304b

Extracts of Hordeum vulgare (0.15%) was supplied in liquid
diet for 4 weeks.
1)
Control: normal control mice, EtOH: ethanol control mice,
EtOH-B: ethanol mice supplied with methanol extract
(0.15%) of Hordeum vulgare.
2)
Each value represents the mean±SD.
3)
Mean values with different superscripts are significantly dif-
ferent (p<0.05).

Table 4. P450 content of mouse liver microsomes

Group1) P450 content (nmol/mg protein)

Control
EtOH
EtOH-B

18.30±6.97b2)
38.09±12.63a
17.32±5.74b

Extracts of Hordeum vulgare (0.15%) was supplied in liquid
diet for 4 weeks.
1)Control: normal control mice, EtOH: ethanol control mice,
EtOH-B: ethanol mice supplied with methanol extract (0.15%)
of Hordeum vulgare.
2)
Each value represents the mean±SD. Mean values with dif-
ferent superscripts are significantly different (p<0.05).
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Fig. 1. PNP hydroxylation in mouse liver microsomes.
CYP2E1 activity in mouse liver microsome was measured by PNP
hydroxylation assay. Each value was mean±SD (n=10). Different
letters above the bar indicate statistically significant differences
by Duncan's multiple range test (p<0.05).
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Fig. 2. MROD in mouse microsomes. CYP1A1 activity in
mouse liver microsome was measured by methoxyresorufin-
O-demethylase (MROD). Each value was mean±SD (n=10). Dif-
ferent letters above the bar indicate statistically significant differ-
ences by Duncan's multiple range test (p<0.05).

(CYP 2B의 marker) 활성에서는 EtOH군의 유의적인 증가

와 추출물 급여군의 효소활성의 통계적 감소를 볼 수 있었으

나(Fig. 3), EROD(CYP 1A1의 marker) 결과에서 대조군에

비하여 EtOH군의 유의적 활성 증가는 없었으며 추출물 급

여군에서 유의적인 감소를 보였다(Fig. 4).

Cytochrome P450 효소계는 여러 isozyme들이 존재하는

데, 이들은 기질 특이성이 높지 않으므로 약 20종의 효소로

100만개 이상의 지용성 화합물의 대사가 가능하다(24).

Ethanol은 대표적인 CYP2E1의 inducer이자 CYP2E1에 의

해 산화되는 기질이다. 이 효소는 특히 장기간 지속된 음주

로 유도되어, CYP2E1에 의한 알코올 산화의 과정 중 O2-·,

H2O2 및 다양한 라디칼 등이 발생되어 간 조직 손상 초래의

주요 원인이 된다(25). 본 연구의 결과와 같이, 장기간의 알

코올 급여에 인한 P450 함량의 증가는 이러한 CYP2E1의

유의적 증가에 의해 이루어졌다고 추측된다. 7-methoxy-

O-deethylase(MROD) 결과로 얻어진 CYP1A2의 증가 역시

만성적인 음주에서 나타나는 일반적인 결과로, CYP1A2의
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Fig. 3. PROD in mouse microsomes. CYP2B mediated activity
in mouse liver microsome was measured by pentoxyresorufin-
O-deethylase (PROD). Each value was mean±SD (n=10). Differ-
ent letters above the bar indicate statistically significant differ-
ences by Duncan's multiple range test (p<0.05).
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Fig. 4. EROD in mouse microsomes. CYP1A1 activity in mouse
liver microsome was measured by ethoxyresorufin-O-deethylase
(EROD). Each value was mean±SD (n=10). Different letters
above the bar indicate statistically significant differences by
Duncan's multiple range test (p<0.05).

경우, 흡연에 의해 유도되는 효소로 잘 알려져 있다(26). 약

80～95%의 알코올 중독자가 흡연을 동시에 하며, 만성적인

니코틴 노출은 알코올 섭취를 늘린다는 보고(27)와 같이, 음

주와 흡연은 양의 상관관계에 있으며, CYP1A2의 비대는 또

다른 기질에 대한 내성의 증가 혹은 P450 비대에 의한 산화

적 손상의 심화를 예측할 수 있다. 보리추출물의 급여를 통

한 CYP2E1 및 CYP1A2 효소 활성의 효과적인 억제를 통하

여 활성산소의 생성을 감소시킬 수 있을 것이라고 생각된다.

간 조직에서 항산화 효소의 변화

보리추출물 급여를 통한 CYP2E1 및 CYP1A2의 억제로

간 조직에서 항산화 효소의 변화를 측정하기 위하여 cata-

lase 및 SOD 활성을 측정하였다. 알코올 산화 시 생성된 su-

peroxide 등의 ROS는 SOD에 의해서 과산화수소와 산소분

자로 바뀌게 되고, 여기서 생성된 과산화수소는 catalase에

의하여 물과 산소로 바뀌게 된다(28,29). Fig. 5에서 볼 수

있듯이 catalase activity는 알코올 장기 급여 시 급격하게
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Fig. 5. Catalase activity in mouse liver. Each value was
mean±SD (n=10). Different letters above the bar indicate stat-
istically significant differences by Duncan's multiple range test
(p<0.05).
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Fig. 6. SOD activity in mouse liver. Each value was mean±SD
(n=10). Different letters above the bar indicate statistically sig-
nificant differences by Duncan's multiple range test (p<0.05).

감소하여 대조군의 25% 수준을 나타내었으며, 보리 추출물

급여 시 다시 2.5배의 유의적 활성 향상을 보였다. SOD의

활성(Fig. 6)은 알코올 투여 시 통계적으로 유의적인 결과를

보이지는 않았으나, 보리 추출물 급여 시 유의적인 활성 향

상을 보였다. 이러한 결과를 통하여, 보리추출물 급여로 장

기간 알코올 급여 시 유의적으로 증가되는 CYP2E1 및 ROS

generation을 유도와 관련이 있다고 알려진 CYP1A2(30)의

효소 활성을 조절함으로써 활성산소 발생의 감소와 항산화

효소의 증가로 생체 방어 기작의 증강 효과를 확인할 수 있

었다.

요 약

본 연구에서는 보리 추출물을 이용하여 알코올 유도 P450

계열 효소 활성을 조절함으로써 라디칼 및 중간체의 발생

감소와 항산화 효소의 활성증강에 의한 보호효과를 연구하

였다. ICR mice를 대상으로 대조군(Control), 알코올군

(EtOH), 알코올-보리 추출물 급여군(EtOH-B)으로 나누어

전체 열량의 35%에 해당하도록 조성된 알코올 액체 식이를

알코올군 및 알코올-보리 추출물 급여군에 28일 간 공급하

였다. 알코올 투여군은 P450 함량에 있어서 대조군에 비하여

급격한 증가를 보였으며, 알코올-보리추출물 급여군은 대조

군 수준으로 유의적인 감소를 하였다. 알코올 유도 CYP2E1,

CYP1A2는 알코올군에서는 유의적인 증가를 보였으며, 알

코올-보리 추출물 투여군에서 이들 효소의 활성을 유의적으

로 억제시키는 결과를 확인할 수 있었다. 생체 내 방어시스

템의 변화 면에서 알코올 급여군에서 급격하게 감소한 cat-

alase 활성이 보리 추출물 급여군에서는 유의적으로 증가하

여, CYP2E1의 활성억제에 의한 라디칼 발생 저하를 확인할

수 있었다. 이상의 실험 결과로서, 보리 추출물은 알코올 유

도 CYP2E1, CYP1A2 효소 활성의 억제와 생체 내 방어 기작

의 효과적인 활성화에 의하여 알코올성 간 손상의 개선 소재

로 활용가능 할 것이라고 사료된다.
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