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ABSTRACT

Objectives ： This study aimed to evaluate the protective effect of Orostachydis Herba (OH) and Fermented OH (OHF) 

against the acute liver injury by lipopolysaccharide (LPS).

Methods ： OHF by 4 lactic bacteria such as (Lactobacillus hilgardii (OHF1), Leuconostoc mesenteroides (OHF2), 

Pediococcus acidilactici (OHF3), Saccharomyces cerevisiae (OHF4)) were prepared. Samples were selected to OHF0, 

OHF2, OHF3 based on UPLC analysis, DPPH, ABTS radical scavenging activities. To evaluate the protective effect of 

OHF on liver injury mice, ICR mice were divided into 5 groups: Normal mice (Nor), LPS (20 ㎎/㎏) treated mice (Veh), 

administrated OHF0, OHF2 OHF3 200 ㎎/㎏ body weight during 8 days before LPS injection. Serum and liver were 

collected 24 hours after LPS injection.

Results ： The activity was high in order of OHF0 and OHF3 in DPPH and ABTS radical scavenging activities. The 

quercetin contents for bioactive ingredient of OH was 5.39, kaempferol contents was 9.94 by UPLC analysis. The LPS- 

treated vehicle group significantly increased liver weight, and aspartate aminotransferase (AST) and alanine 

aminotransferase (ALT) levels in serum. In contrast, administrated OHF3 group decreased liver weight, AST, ALT. 

In addition, OHF3 groups reduced the elevated levels of reactive oxygen species (ROS) in serum and tissues. Moreover, 

AP-1, iNOS and COX-2 were significantly decreased in OHF2 and OHF3. But NF-κB p65 and TNF-α only showed 

a significant reduction in OHF3.

Conclusions ： Therefore, these results suggest that fermented Orostachydis Herba might be protective effect on liver 

injury through anti-oxidant effect.
1)
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Ⅰ. 서   론 와송 (Orostachydis Herba)은 일명 석송, 옥송, 작엽하초 
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및 집우지기 (지부지기) 등으로 불리는 돌나물과의 다년생 초본 

식물인 와송의 전초로서, 여름부터 가을에 걸쳐 채취하며 뿌

리를 제거한 후 사용한다.

와송에 대한 연구로는 자궁경부암1), 위암, 간암 등에 대한 

항암효과2), 항돌연변이효과3), 암세포의 apoptosis 유도효과4), 

항산화효과5-7) 항염증효과8,9), 과산화지질 농도 개선10), 항균

효과11), 그리고 간장보호효능의 가능성과 지방간 개선 효과12) 

등의 효능이 보고되어져있다.

와송에 존재하는 성분으로는 friedelin, epifriedlanol, 

glutinone 및 glutiniol과 같은 triterpenoid류와 β-sisterol

과 campesterol 등의 sterol 계열물질, fatty acid ester류, 

kamperol과 quercetin과 같은 flavonoid 류, 4- 

hydroxybenzoic acid와 3,4-dehydroxybenzoic acid, gallic 

acid 등의 aromatic acid 등이 분리되어 소화기 계통의 암에 

효과가 있는 것으로 알려지면서 연구가 활발히 진행되고 있다13).

발효한약은 약효성분의 체내흡수율과 생체이용률을 모두 

극대화시켜 약리적 기능성뿐만 아니라 한약의 제형 개량과 포

제 방법을 향상시키고, 이를 통해 한약의 새로운 수요를 창출

하고 고부가가치의 한약제품을 개발할 수 있어 최근 한의학계

에서 관심을 받고 있다14). 또한 천연물발효는 여러 효소와 세

포의 조직에 있는 생리활성 물질들이 유리되므로 생체이용률

이 높아진다고 알려져 있다 15).

따라서 본 실험에서는 와송이 간 보호 효과가 있을 것으로 

예상하여 와송과 4가지 균주를 이용하여 제조한 발효 와송의 

in vitro 에서 항산화 효능 평가와 in vivo에서 와송과 발효 

와송을 급여한 마우스에 lipopolysaccharide (LPS)에 의한 

급성 간 손상을 유도한 후 항산화조절 및 염증개선 효과를 실

험을 실시하였다.   

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험 재료

와송 (Orostachydis Herba)을 바른 한약 (서울, 한국)에서 

구입하여 수세한 후, 40℃에서 3일간 저온 건조하였고, 미세

분말로 세분하였다. Lactobacillus hilgardii, Leuconostoc 

mesenteroides, Pediococcus acidilactici, Saccharomyces 

cerevisiae 등 총 4종의 균을 각각 이용하여 액상발효하여 사

용하였다(Table 1.).

Sample Label name Fermentation fungi

Orostachydis Herba (OH) OHF0 Not fermented

Fermented OH 1 OHF1 Lactobacillus hilgardii

Fermented OH 2 OHF2 Leuconostoc mesenteroides

Fermented OH 3 OHF3 Pediococcus acidilactici

Fermented OH 4 OHF4 Saccharomyces cerevisiae

Table 1. Fermentation fungi and samples of Orostachydis Herba

2. 실험 동물

모든 실험은 대구한의대학교 동물실험 윤리위원회의 승인 

(DHU 2015-054) 을 얻어 시행하였으며 동물관리 규정을 준

수하였다. 생후 6주령 체중 25g 내외의 ICR mouse (Orient 

bio Inc., Seongnam, Korea)을 일주일 동안 적응시킨 후 실

험에 사용하였다. 사료는 고형사료 (조단백질 22.1 % 이상, 

조지방 8.0 % 이하, 조섬유 5.0 % 이하, 조회분 8.0 % 이하, 

칼슘 0.6 % 이상, 인 0.4 % 이상, 항생제 무첨가) (Samyang 

corporation, Seoul, Korea)와 물을 충분히 공급하였다. 실

험동물의 체중은 전자체중계로 1회/1일으로 동일 시간 동일 

조건에서 측정하였고, 투여 종료일 체중에서 투여 전 체중을 

빼서 체중 증가량 (body weight gain (g))을 산출하였다. 식

이섭취량은 2일 동안 제공된 사료에서 2일간 섭취하고 남은 

사료량을 제한 후 각 실험군의 하루 사료섭취량을 산출하였다. 

한편, 각 쥐의 체중 증가량을 동일 사육기간의 사료섭취량으로 

나누어 사료효율 (FER : food efficiency ratio)을 구하였다.

3. 시약

미생물의 배양에 사용된 시약은 모두 Difco (Difco Laboratory, 

Detroit, MI. USA) 제품을 사용하였으며, 전처리에 사용된 

효소혼합액은 한국 화학연구원 융합화학연구팀에서 제공한 

Cellulclast, HTec2, Amyloglucosidase 등의 1:1:1 혼합액을 

사용하였다. LPS from Escherichia coli (serotype O55:B5, 

L2880), 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2’ 
-azinobis-3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic acid 

(ABTS)는 Sigma aldrich (MO, USA)에서 구입하였고, 

Nitrocellulose membranes는 GE Healthcare (Arlington 

Heights, IL, USA)에서 구입하였고, Phenylmethylsulfonyl 

fluoride (PMSF), nuclear factor-kappa B (NF-κB p65), 

inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2 

(COX-2), tumor necrosis factor alpha (TNF-α), Histone, 

β-actin과 2차 항체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA, USA)로부터 구입하였으며, Activator protein-1 

(AP-1)은 Cell signaling (CA, USA)에서 구입하였다. 

Protease inhibitor mixture, dimethyl sulfoxide (DMSO), 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)는 Wako Pure 

Chemical Industries, Ltd. (Osaka, Japan)에서 구입하였다. 

또한, 2′,7′-Dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA)와 

Dihydrorhodamine 123는 Molecular Probes (Eugene, OR, 

USA)에서 ECL Western Blotting Detection Reagents는 

GE Healthcare로부터 구입하여 사용하였다. 단백질 정량을 

위한 BCA protein assay kit는 Thermo Scientific (Rockford, 

IL, USA)에서 구입하였다

4. 실험 기기

건조기 (HDG-222, HyunDaeEnetech, Gyeonggi-do, 

Korea)에서 40℃로 저온건조를 실시하였고, 초미립자분쇄기 

(Jet Mill, Ducksan, Gyeonggi-do, Korea)에서 제분하였다. 

발효를 위해서는 30℃에 맞추어진 항온배양기 (Jeio Tech, 

DaeJeon, Korea)와 진탕배양기 (Shaking Incubator, Jeio 

Tech, DaeJeon, Korea)를 사용하였다. 발효 후 동결건조기 

(LYOPH-PRIDE 20R, Ilshinbiobase, Gyeonggi-do, 
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Korea)에서 동결건조 하였고, 성분분석은 UPLC (shimadzu, 

japan)를 사용하였다. Western Blot Analysis을 위해서 

tissue grinder (BioSpec Product, Oklahoma, USA), 

Sensi-Q2000 Chemidoc (Lugen Sci Co. Ltd., Seoul, 

Korea)을 사용하였으며, 실험동물 체중 측정을 위해서 전자

체중계 (CAS, Gyeonggi-do, Korea)를 사용하였다.

5. 시료 추출

구입한 와송을 40℃ 72시간 저온건조를 실시하여, 미세분말 

후 다음과 같이 사용하였다. 먼저 사각 투명 밀폐용기에 각각 

라벨을 붙이고, 시료를 각각 5 g씩 칭량하여 넣는다. 45 ㎖ 의 

멸균 증류수를 첨가하여 현탁한다 (10% w/v). 시료가 포함된 

용기마다 미리 혼합된 복합 효소액 0.5 mL를 첨가하고 하룻

밤 반응시킨다. 복합 효소액은 5가지의 각종 효소를 같은 양

으로 혼합하여 사용한다. 시료에 따라 정해진 균주 현탁액을 

0.5 ㎖씩 접종하여 섭씨 35℃ 인큐베이터에서 정치 배양한다. 

균주 현탁액은 배양액과 50 ㎖의 과즙배지를 혼합한 것으로, 

현탁 후 50 ㎖/0.5 ㎖씩 접종 (약 1%)하거나 또는 107-108 

cell/㎖의 균체 농도를 지닌다. 균주 농도는 107-108 cells/㎖

이다. 샘플에 따라 간헐적으로 흔들어 준다. 매일 같은 시간에 

발효상태 (pH)를 확인하고 발효의 지속여부를 결정한다. 사각 

투명 밀폐용기에 각각 라벨을 붙이고, 시료를 샘플 하나당 2

개씩 (총 100 g) 각각 50 g씩 칭량하여 넣는다. 250 ㎖의 멸균 

증류수를 첨가하여 현탁한다 (20% w/v). 시료가 포함된 용기

마다 미리 혼합된 복합 효소액 2 ㎖ 를 첨가하고 하룻밤 반응

시켰다. 시료에 따라 정해진 균주 현탁액을 2 ㎖ 씩 접종하여 

섭씨 35℃ 인큐베이터에서 정치 배양하였다. 배양액을 107 

-108 cells/㎖ 의 균주 농도롤 맞추어 접종하였다. 샘플에 따라 

간헐적으로 흔들어 주었다. 매일 같은 시간에 발효상태 (pH)를 

확인하고 35℃, 6일간 발효하였다. 발효 후 -30℃에서 120분, 

-15℃에서 120분, 0℃에서 240분, 15℃에서 120분, 30℃

에서 120분의 조건으로 동결건조 하였다.

6. 항산화 효과 측정

1) DPPH 라디칼 소거능 측정

액상 발효한 와송의 항산화 효능을 비교하기 위하여 100배 

희석한 발효액을 사용하여 DPPH 라디칼 소거능와 ABTS 라

디칼 소거능을 측정하였다. 전자공여능 (electron donating 

ability)은 DPPH 자유라디칼 소거법으로 측정되었다. DPPH의 

용액은 보라색 (deep violet)이며, 시료 중에 있는 항산화 물

질과 결합하여 중화 (환원)가 되면 용액은 투명하게 변한다. 

이러한 원리를 이용하여 DPPH는 시료 중에 포함된 항산화 

(라디칼 소거능) 물질의 양을 측정하는데 사용된다. 일정농도의 

시료 100 ㎕과 DPPH용액 (dissolved in ethanol)을 100 ㎕를 

넣고 혼합한 후, 실온에서 30분간 반응시켰다. 이 반응액을 

사용하여 540 ㎚에서 측정한 후, 전자공여능을 계산하여 산

출하였다.

2) ABTS 라디칼 소거능 측정

7 mM ABTS와 2.45 mM Potassium persulfate를 증류

수에 녹인 다음 12시간동안 차광하여 보관한다. 이 반응액을 

415 ㎚에서 ethanol을 이용하여 흡광도 0.70 ± 0.02로 보

정한다. 그 후, ABTS 95 ㎕에 시료 5 ㎕을 첨가하여 15분 반응 

후, 415 ㎚에서 흡광도를 측정한다.

7. 성분분석

와송 및 액상 발효 와송 추출액의 1 ㎖에 함유된 성분을 분

석하기 위하여 Waters사의 ESI 소스의 질량분석기가 결합된 

UPLC를 사용하여 분석하였다. 성분의 분리를 위하여 ACQUITY 

UPLC BEH C18 (2.1×150.0 ㎜, 1.7 ㎜) 칼럼을 사용하였

으며, 이동상은 0.1% formic acid가 함유된 물과 아세토나이

트릴을 사용하여 기울기 용매 조건으로 흘려주었다. 칼럼은 

40℃를 유지하였으며, 유속은 분당 0.18 ㎖/min 및 주입량은 

3.0 ㎖로 하였다. 또한 정량분석을 위하여 ACQUITY TQD 

MS를 사용하여 양이온과 음이온 모드에서 검출하였다. MS 

검출을 위해 capillary voltage (3.3 kV), extract voltage 

(3 V), interface temperature (120℃), RF lens (0.3 V), 

desolvation temperature (300℃), desolvation gas (600 

L/h), cone gas (50 L/h) 및 collision gas (0.14 ㎖/min) 

등에 대한 조건을 설정하여 multiple reaction monitoring 

(MRM) 모드를 적용하여 정량을 실시하였다. 와송 및 액상 발

효와송 추출액의 1 mL에 함유된 성분을 분석하여 함량을 표로 

나타내었다. 발효 와송은 quercetin과 Kaempferol의 함량을 

분석하여 나타내었으며 tr은 검출은 되지만 정량값이 의미가 

없는 것을 의미한다. 

8. LPS에 의한 급성 간 손상 개선 효능 평가

1) LPS에 의한 급성 간 손상 유발

ICR mouse (6주령, 수컷)를 아무런 처치를 하지 않은 정

상군, LPS를 처치한 대조군, 와송 투여군 및 in vitro 실험을 

통해 선별한 발효 와송 2종을 각 200 ㎎/㎏의 용량으로 1일 

1회 8일간 경구 투여한 투여군 총 4 그룹으로 분류하였으며, 

각 군에 6마리씩 배정하였다. 8일 동안 시료를 각 용량에 맞게 

경구 투여 하였으며, 실험 9일째, LPS 20 ㎎/㎏를 복강주사

하고 24시간 절식 후, 흡입 마취하여 심장에서 혈액을 채취하

였고 원심분리기를 이용해 4,000 rpm으로 10분간 원심 분리

하여 혈청을 분리하였다. 그 후, saline (0.9% NaCl, pH 

7.4) 관류하여 장기를 채취해 장기무게를 잰 후, 분석 전까지 

-80℃에서 보관하였다.

2) 혈청의 AST 및 ALT측정

분리한 혈청 중 aspartate aminotransferase (AST), 

alanine aminotransferase (ALT) 활성도는 Reitman- 

Frankel법에 의해 제조된 시약 키트를 사용하여 505 nm에서 

UV spectrophotometer로 비색 정량하여 측정하였고, 혈청 

liter당 international unit (IU/L)으로 나타내었다.

3) 활성 산소종 (ROS : Reactive oxygen species) 측정

혈청과 조직 내의 ROS를 측정하기 위하여 간 조직을 1 mM 

EDTA-50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4)를 이용
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하여 분쇄하였다. 그 후 혈액과 조직 샘플에 25 mM DCF- 

DA를 혼합한 후, 형광 광도계를 이용하여 0분부터 매 10분씩 

emission wavelength of 530 nm와 excitation wavelength 

of 485 ㎚를 이용하여 30분간 측정한 산출 값을 계산하였다.

4) Western Blot Analysis 

간의 세포질단백질을 얻기 위해 100 mM Tris-HCl (pH 

7.4), 5 mM Tris–HCl (pH 7.5), 2 mM MgCl2, 15 mM 

CaCl2, 1.5 M sucrose, 0.1 M DTT, protease inhibitor 

cocktail을 첨가한 buffer A를 넣고 tissue grinder로 분쇄

한 후 10% NP-40 용액을 첨가하였다. 아이스 위에서 20분

간 정치시킨 후 12,000 rpm으로 2분간 원심분리하여 세포질

단백질을 포함하고 있는 상층액을 분리하였다. 핵 단백질을 

얻기 위해 10% NP-40가 더해진 buffer A에 두 번 헹구고 

100 ㎕의 buffer C (50 mM HEPES, 50 mM KCl, 0.3 mM 

NaCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.1 mM PMSF, 10% 

glycerol)를 첨가해 재부유 시킨 뒤 10분마다 vortex를 3번 

하였다. 4℃에서 12,000 rpm으로 10분간 원심 분리한 후 핵

단백질을 포함하고 있는 상층액을 얻어 –80℃에서 각각 냉동 

보관하였다. 간 조직의 세포질단백질의 iNOS, COX-2, 

TNF-α, β-actin 및 핵 단백질의 AP-1, NF-κB p65, 

Histone 단백질 발현을 측정하기 위해 10 ㎎의 단백질을 

8-15% SDS-polyacrylamide gel을 이용하여 전기영동 후, 

acrylamide gel을 nitrocellulose membrane으로 이동시켰

다. 준비된 membrane에 각각의 1차 antibody를 처리하여 

4℃에서 overnight 시킨 다음 PBST로 6분마다 5회 세척하

고, 각각 처리된 1차 항체에 사용되는 2차 항체 (PBST로 

1:3000로 희석해서 사용)를 사용하여 상온에서 1시간 반응시

킨 후, PBST로 6분마다 5회 세척하였다. 그리고 enhanced 

chemiluminescence (ECL) 용액에 노출시킨 후, Sensi- 

Q2000 Chemidoc (Lugen Sci Co., Ltd., Seoul, Korea)에 

감광시켜 단백질 발현을 확인한 후, 해당 band를 ATTO 

Densitograph Software (ATTO Corporation, Tokyo, 

Japan)프로그램을 사용하여 정량하였다.

5) 조직학적 분석

실험 종료 후, 간 조직을 적출한 다음, 10% 중성 포르말린에 

18시간 이상 고정시킨 다음, 탈수를 거쳐 파라핀 포매후 4 ㎜의 

절편을 제작하였다. 이후 Hematoxylin & eosin (H&E) 염색

을 실시하고, 광학 현미경 하에서 관찰하였다.

9. 통계처리

실험결과는 평균과 표준편차 (mean ± SD)로 표기하였으며, 

SPSS 22.0 for Windows program을 사용하여 one-way 

analysis of variance (ANOVA) test로 유의수준 p-value < 

0.05에서 검정하였다. 

Ⅲ. 결   과

1. 항산화 효과 측정 결과

OHF0과 OHF3이 각각 97.54±0.18%, 94.96±0.21%로 

높은 DPPH 라디칼 소거능을 나타냈고, OHF1이 40.68 ± 

1.24%로 두 번째로 높은 활성이 나타났다. ABTS 라디칼 소

거능은 OHF3이 83.12±2.59%의 ABTS 라디칼 소거능을 나

타내어 가장 높은 항산화 활성을 보였고, OHF0은 79.50 ± 

2.43%로 두 번째로 높은 활성이 나타났다 (Table 2).

OHF0 OHF1 OHF2 OHF3 OHF4

DPPH radical scavenging activity 97.54±0.18 40.68±1.24*** 26.43±1.05*** 94.96±0.21 29.12±1.62***

ABTS radical scavenging activity 79.50±2.43 40.20±0.18*** 33.83±1.76 83.12±2.59*** 43.12±0.69***

OH : Orostachydis Herba, OHF0 : None-fermented Orostachydis Herba. OHF1 : Dried Orostachydis Herba Fermented by Lactobacillus hilgardii,
OHF2 : Dried Orostachydis Herba Fermented by Leuconostoc mesenteroides, OHF3 : Dried Orostachydis Herba Fermented by Pediococcus acidilactici.
OHF4 : Dried Orostachydis Herba Fermented by Saccharomyces cerevisiae. Significance was compared to OHF0 (***p <0.001).

Table 2. DPPH and ABTS radical scavenging activities of Orostachydis Herba and fermented Orostachydis Herba

2. 성분분석 

와송 및 발효와송의 rutin, isoquercitrin, kaempferol- 

3-O-rutinoside, quercitrin,quercetin, kaempferol의 성

분을 분석한 결과, OHF0 에서 quercetin의 함량이 5.39로 

나타났고, kaempferol의 함량이 9.94로 나타났다 (Table 3) 

(Fig. 1, 2). 

Rutin Isoquercitrin Kaempferol-3-O-rutinoside Quercitrin Quercetin Kaempferol

OHF0 No peak No peak No peak No peak 5.38723 9.94246

OHF1 No peak No peak No peak No peak No peak No peak

OHF2 No peak No peak No peak No peak No peak No peak

OHF3 No peak No peak No peak No peak No peak No peak

OHF4 No peak No peak No peak No peak No peak No peak

OHF0 : None-fermented Orostachydis Herba. OHF1 : Dried Orostachydis Herba Fermented by Lactobacillus hilgardii,
OHF2 : Dried Orostachydis Herba Fermented by Leuconostoc mesenteroides, OHF3 : Dried Orostachydis Herba Fermented by Pediococcus acidilactici 
OHF4 : Dried Orostachydis Herba Fermented by Saccharomyces cerevisiae.

Table 3. Composition of Orostachydis Herba and Fermented Orostachydis Herba.
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Fig. 1. Composition of Orostachydis Herba and Fermented 
Orostachydis Herba by UPLC analysis 
OHF0 : None-fermented Orostachydis Herba. OHF1 : Dried 
Orostachydis Herba Fermented by Lactobacillus hilgardii.
OHF2 : Dried Orostachydis Herba Fermented by Leuconostoc 
mesenteroides. OHF3 : Dried Orostachydis Herba Fermented by 
Pediococcus acidilactici. OHF4 : Dried Orostachydis Herba 
Fermented by Saccharomyces cerevisiae.
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Fig. 2. UPLC profiles of standard compounds
OHF0 : None-fermented Orostachydis Herba. OHF1 : Dried 
Orostachydis Herba Fermented by Lactobacillus hilgardii.
OHF2 : Dried Orostachydis Herba Fermented by Leuconostoc 
mesenteroides. OHF3 : Dried Orostachydis Herba Fermented by 
Pediococcus acidilactici. OHF4 : Dried Orostachydis Herba 
Fermented by Saccharomyces cerevisiae.

3. LPS에 의한 급성 간 손상 개선효능평가

1) 체중 변화율 및 식이효율

적응기간을 제외한 식이 투여 기간 8일 동안 측정된 체중

변화 및 식이효율은 Table 4의 내용과 유의적인 변화가 없는 

것으로 나타났다 (Table 4). 

실험동물의 체중에 대한 간 조직의 무게 비에서 정상군 

(56.06 ± 2.10 ㎎/g (p<0.001))에 비하여 대조군 (79.57 

± 2.80 ㎎/g은 유의성 있게 증가 하였고, OHF0 투여군 

(78.09 ± 1.83 ㎎/g), OHF2 투여군 (75.60 ± 1.63㎎/g)

으로 감소하는 경향은 있었으나, 유의성은 없었다. OHF3 투

여군 (67.55 ± 1.12 ㎎/g (p<0.05))으로 대조군에 비하여 

유의성 있게 감소하였다 (Fig. 3).

Group Initial body weight (g) Final body weight (g) body weight gain (g) FER(%)

Nor 33.02 ± 0.54 35.56 ± 0.77 2.54 ± 0.33 0.16 ± 0.02

Veh 32.52 ± 0.37 34.50 ± 0.41 1.99 ± 0.14 0.14 ± 0.01

OHF0 32.62 ± 0.38 34.53 ± 0.51 1.92 ± 0.28 0.12 ± 0.02

OHF2 32.18 ± 0.50 33.83 ± 0.68 1.65 ± 0.28 0.10 ± 0.02

OHF3 32.08 ± 0.50 33.65 ± 0.46 1.57 ± 0.20 0.10 ± 0.01

Nor; normal mice, Veh; LPS treated mice, OHF0; OHF0 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS mice, OHF2; OHF2 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS 
mice, OHF3; OHF3 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS mice. The mice divided 4 groups were administered orally with distilled water, OHF0, OHF2, OHF3 
for 8 days, and checked body weight daily.

Table 4. Initial and final body weight, body weight change, and body weight reduction ratio in ICR mice.
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Fig. 3 Liver weight of LPS treated mice.
Nor; normal mice, Veh; LPS treated mice, OHF0; OHF0 200 ㎎/㎏
body weight-treated LPS mice, OHF2; OHF2 200 ㎎/㎏ body 
weight-treated LPS mice, OHF3; OHF3 200 ㎎/㎏ body weight-
treated LPS mice. All data are expressed mean±SEM, n=6 
mice per group. 

2) 혈청의 ALT 및 AST 측정결과

혈청의 ALT 및 AST. ALT는 정상군 (2.61 ± 1.50 IU/L 

(p<0.001))에 비하여 대조군 (16.05 ± 2.55 IU/L)은 간세

포의 파괴로 인하여 유의성 있게 증가되었고, OHF0 투여군 

(13.96 ± 1.38 IU/L)은 적은 수치를 보였으며, OHF2 투여군 

(10.52 ± 0.87 IU/L (p<0.05)), OHF3투여군 (8.95 ± 0.76 

IU/L (p<0.01))은 대조군 보다 유의성 있게 적은 수치를 나

타냈다. AST는 정상군 (26.00 ± 1.28 IU/L (p<0.001))에 비

하여 대조군 (68.82 ± 2.98 IU/L)은 유의성 있게 증가하였으며, 

OHF0 투여군 (68.30 ± 2.01 IU/L), OHF2 투여군 (61.02 

± 1.76 IU/L)은 수치가 적은 경향을 보였으며, OHF3 투여군 

(46.98 ± 5.49 IU/L (p<0.05))은 유의성 있게 적은 수치를 

나타내었다 (Fig. 4). 

Fig 4. Evaluation of alanine amionotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) in LPS-treated mice. 
Nor; normal mice, Veh; LPS treated mice, OHF0; OHF0 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS mice, OHF2; OHF2 200 ㎎/㎏ body 
weight-treated LPS mice, OHF3; OHF3 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS mice. All data are expressed mean±SEM, n=6 mice per 
group. Normal group significance was compared to vehicle treated LPS group (###p <0.001). Sample group significance was compared to 
vehicle treated LPS group (*p <0.05, **p <0.01)

3) 산화적 스트레스 측정 결과

산화적 스트레스 바이오 마커인 ROS를 혈청 및 조직에서 

분석한 결과, 혈청에서는 정상군 (23.69 ± 3.20 fluorescence 

/min/㎖ (p<0.01))에 비하여 대조군 (31.78 ± 2.07 

fluorescence/min/㎖)은 높게 나타났고, OHF0 투여군 

(24.13 ± 0.50 fluorescence/min/㎖ (p<0.05)), OHF2 투

여군 (23.42 ± 3.73 fluorescence/min/㎖), OHF3 투여군 

(26.24 ± 3.90 fluorescence/min/㎖)은 대조군보다 감소하

였으나, 비슷한 경향을 보였다.

조직에서 또한 정상군 (32.23 ± 2.03 fluorescence/min 

/㎎ protein) 보다 대조군 (47.25 ± 4.39 fluorescence/ 

min/㎎ protein)은 뚜렷이 증가하였고, OHF0 투여군 (34.49 

± 2.32 fluorescence/min/㎎ protein (p<0.05)), OHF2 

투여군 (25.83 ± 1.71 fluorescence/min/㎎ protein), OHF3 

투여군 (25.02±0.87 fluorescence/min/mg protein)은 유

의한 감소를 나타냈다 (Fig. 5).

Fig. 5 Oxidative stress biomarker ROS in serum and liver tissues.
(A) ROS in serum, (B) ROS in liver tissues. Nor; normal mice, Veh; LPS treated mice, OHF0; OHF0 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS 
mice, OHF2; OHF2 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS mice, OHF3; OHF3 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS mice. All data are 
expressed mean±SEM, n=6 mice per group. Normal group significance was compared to vehicle treated LPS group (###p <0.001) 
Sample group significance was compared to vehicle treated LPS group(*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001).
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4) 간 조직의 염증성 사이토 카인 및 매개인자 측정 결과

간 조직에서 western blot을 실시하여 염증성 매개인자인 

AP-1과 NF-κB p65를 측정하였다. 그 결과 AP-1의 발현은 

정상군 (1.00 ± 0.11 (p<0.001))에 비하여 대조군 (1.68 ± 

0.15)은 유의성 있게 증가하였고, OHF0 투여군 (1.36 ± 

0.19), OHF2 (1.16 ± 0.23 (p<0.05)) 및 OHF3 (1.08 ± 

0.11 (p<0.05))에서 유의성 있게 적은 발현을 보였다 (Fig. 7). 

NF-κB p65의 발현은 대조군 (1.87 ± 0.09)은 정상군 (1.00 

± 0.14 (p<0.001))에 비해 유의성 있게 증가하였고, OHF0 

투여군 (1.48 ± 0.16), OHF2 (1.56 ± 0.25)에서는 대조군

에서 비하여 적게 발현하는 경향은 있었으나 유의성은 없었

다. OHF3 (1.48 ± 0.11 (p<0.05))은 대조군에 비하여 유의

하게 적은 수치로 발현하였다 (Fig. 6). 

Fig. 6 Expression of inflammation-related proteins in liver.
Inflammation-related proteins AP-1 (A), NF-κB p65 (B). Nor; normal mice, Veh; LPS treated mice, OHF0; OHF0 200 ㎎/㎏ body 
weight-treated LPS mice, OHF2; OHF2 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS mice, OHF3; OHF3 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS 
mice. All data are expressed mean±SEM, n=6 mice per group. Normal group significance was compared to vehicle treated LPS group 
(##p <0.01) Sample group significance was compared to vehicle treated LPS group (*p <0.05)

또한 COX-2, iNOS와 TNF-α의 발현을 확인한 결과, 대

조군에서의 COX-2 (1.85 ± 0.30)는 정상군 (1.00 ± 0.03 

(p<0.01)에 비하여 크게 증가하였고, OHF0 투여군 (1.66 ± 

0.22) 에서는 대조군에서 비하여 적은 발현을 보이는 경향은 

있었으나 유의성은 없었다. OHF2 (1.17 ± 0.13 (p<0.05)) 

및 OHF3 (0.94 ± 0.13 (p<0.01))은 대조군에 비하여 유의성 

있게 적은 발현을 보였다(Fig. 7(B)). iNOS의 발현은 정상군 

(1.00 ± 0.08 (p<0.01))에 비하여 대조군 (1.68 ± 0.24)은 

유의성 있게 증가하였고, OHF0 투여군 (1.17 ± 0.12 

(p<0.05)) 및 OHF2 투여군 (1.10 ± 0.10 (p<0.01)) 및 

OHF3 투여군 (1.03 ± 0.09 (p<0.01)) 에서 유의성 있게 적

은 발현을 보였다(Fig. 7(B)).

또한 TNF-α의 발현은 정상군 (1.00 ± 0.08 (p<0.01))에 

비하여 대조군 (1.46 ± 0.16)은 유의성 있게 증가하였고, 

OHF0 투여군 (1.20 ± 0.12), OHF2 투여군 (1.16 ± 

0.08)은 적은 발현을 보이는 경향이 있었고, OHF3 투여군 

(1.05 ± 0.08 (p<0.05))에서 유의성 있게 적은 발현을 보였

다(Fig. 7(C)).

Fig. 7 Expression of inflammation-related proteins in liver.
Inflammation-related proteins COX-2 ; (A), iNOS ;(B), TNF-a ;(C). Nor; normal mice, Veh; LPS treated mice, OHF0; OHF0 200 ㎎/㎏ 
body weight-treated LPS mice, OHF2; OHF2 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS mice, OHF3; OHF3 200 ㎎/㎏ body weight-treated 
LPS mice. All data are expressed mean±SEM, n=6 mice per group. Normal group significance was compared to vehicle treated LPS 
group (##p <0.01) Sample group significance was compared to vehicle treated LPS group (*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001). 
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5) 조직학적 분석

부검 후, 적출한 간 조직을 H&E염색을 한 다음, 광학 현미경 

하에서 관찰한 결과, 정상군 (A)에 비하여 대조군 (B)에서는 

혈관주위의 염증 정도가 증가하였으며, 핵의 모습이 현저하게 

줄어든 모습을 관찰할 수 있으며, OHF0 투여군 (C)와 OHF2 

투여군 (D) 및 OHF3 투여군 (E)에서는 혈관주위의 염증 정

도가 줄어든 모습과 핵의 유무가 뚜렷이 구분되는 모습을 관

찰할 수 있었다 (Fig. 8). 

Fig 8. Effect of 0HF0, 0HF2, 0HF3 on the histopathological change liver-tissues of LPS treated mice.
Liver tissues were stained with H&E (Original magnification×200)
(A) Normal mice, (B) Vehicle treated LPS mice, (C) OHF0 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS mice, (D) OHF2 200 ㎎/㎏ body weight- 
treated LPS mice, (E) OHF3 200 ㎎/㎏ body weight-treated LPS mice.

Ⅳ. 고   찰 

미생물을 이용한 biotransformation 가능성 물질들은 새

로운 건강보조식품의 소재로 각광받고 있으며, 최근에는 체내 

유익균 성장을 촉진하는 probiotics 균주의 위장기능개선, 체내 

콜레스테롤 흡수저해, 면역조절, 영양소의 흡수 등의 다양한 

질병예방과 생리조절작용이 보고되었다16-19). 또한, 선행연구에 

따르면 와송과 발효와송은 조직의 과산화지질 농도와 혈중 지

질수준에 대하여, 발효 와송이 지질개선에 더 긍정적인 영향을 

나타내는 것을 확인하였다20). 또한 발효와송의 알코올성 및 

비알코올성 지방간의 개선 효능, 항균 및 항산화 활성이 보고

되었다11),12). 이에 본 연구는 발효한 와송의 간기능 개선 효능을 

비교하기 위해 간독성을 일으킨 마우스에서 항산화조절 및 염

증개선 효과를 실험을 진행 하였다.

발효 균주에 따른 와송의 항산화 효능과 성분분석 실험을 

위해 Lactobacillus hilgardii, Leuconostoc mesenteroides, 

Pediococcus acidilactici, Saccharomyces cerevisiae의 4

종류의 균을 사용하여 각각 종류별로 액상발효 시켰다. 

Lactobacillus hilgardii는 높은 항산화 활성을 가지며21), 

Leuconostoc mesenteroides는 김치유산균의 한 종류로 식

이섬유 덱스트린을 생성하는 특징을 가지고 있다 22). 

Pediococcus acidilactici가 생성하는 박테리오신은 인체에 

무독 무해하고 잔류성이 없으며, 그람양성 및 음성 미생물과 

병원미생물에 항균 활성을 보이는 것으로 보아 소화기 감염의 

원인이 되고 있는 세균에 대한 항균 효과를 확인 할 수 있었다23). 

Saccharomyces cerevisiae 즉 맥주효모는 지방간에 유효한 

성분이 들어있어, 간질환에 효과적인 공급원이라 할 수 있다
24-26). 따라서 기존 와송이 가지고 있는 항산화, 항염증, 간 

기능 개선 등을 확인하고, 더 나은 효능을 연구하기 위하여 

위의 4가지 균을 이용하여 와송을 액상발효 시켰으며, 와송 

발효물의 항산화 기능을 확인 한 결과 와송과 3번 균주로 발

효한 와송이 높은 DPPH 라디칼 소거능을 나타냈고, 1번 균

주로 발효한 와송이 두 번째로 높은 활성을 나타냈다. 이러한 

결과는 항균활성이 있는 Pediococcus acidilactici가 와송의 

항산화효과를 더욱 증대시켜준 것으로 추측할 수 있다. 또한 

발효 와송인 OHF3이 가장 높은 ABTS 라디칼 소거능을 보였

고, 발효시키지 않은 와송인 OHF0은 두 번째로 높은 활성을 

나타내었다. In vitro 실험 결과 DPPH와 ABTS 라디칼 소거

능의 활성 증가를 통하여 가장 뛰어난 항산화능력을 지닌 

OHF3과 효능이 적게 나타난 OHF2 두 개를 선정하여 실험을 

실시하였다.

본 실험에서는 와송 및 발효 와송의 간 손상 예방 효과를 

확인하기 위하여, 와송 및 발효 와송을 8일간 경구 투여 한 후, 

LPS로 급성 간 손상을 유발하였다. 간 조직의 무게비를 보았

을 때, 정상군에 비하여 LPS로 간 손상을 유발한 대조군의 무

게비는 유의성 있게 증가 하여 급성 간 손상이 이루어 졌음을 

나타내었고, 와송 및 발효 와송 투여군은 대조군에 비하여 감

소하였을 뿐 아니라 OH3투여군은 유의성있는 감소를 나타내

었다.

AST와 ALT는 간세포내의 미토콘드리아에 존재하며 간세
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포의 파괴에 의해 혈액 내로 유출되는 효소로서 간 손상이 발

생할 경우 ALT, AST는 증가되는 것으로 보고되어 있다27). 

본 실험에서도 대조군이 정상군과 비교하였을 때 유의적인 증

가를 보였다. 하지만 OHF3을 투여한 군에서는ALT와 AST모

두 대조군 보다 유의성 있는 감소를 확인하였다. 

염증의 발생으로 인하여 자유라디칼이 형성되고 산화적 스

트레스를 발생시키는데, 산화적 스트레스는 항산화 시스템의 

불균형을 초래하여 각종 세포의 손상을 일으킨다28,29). 따라서 

산화적 스트레스의 바이오마커인 ROS의 감소는 염증개선의 

주요한 역할을 한다. 본 연구에서 혈청 ROS는 정상군에 비하여 

대조군이 유의하게 증가 하였고, 와송과 발효 와송의 투여군

에서는 대조군에 비하여 감소하는 경향만 보였다. 조직에서 

ROS는 와송과 발효 와송 투여군 모두 대조군과 비교하여 유

의한 감소를 보였다. 특히 OHF2와 OHF3 투여군에서는 정상

수치보다 감소하는 것을 확인할 수 있었는데, 이러한 결과로 

보아 발효 와송의 간수치 및 간 무게비의 감소가 항산화 효과

를 통하여 급성 간 손상을 억제하였을 것으로 예상할 수 있다.

LPS는 병원균 내독소로서 여러 종류의 염증세포와 조직을 

구성하는 세포들이 생산하는 cytokine의 생산을 촉진한다30). 

cytokine의 분비는 신호전달경로에서 JUN N-terminal 

kinase (JNK)와 같은 mitogen-activated protein kinases 

(MAPKs)와 NF-kB p65 등의 전사인자에 의해 조절된다고 

알려져 있다31,32). LPS의 과도한 자극은 macrophage에서 

TNF-α, interleukin (IL)-1 및 IL-6와 같은 전 염증성 매

개물질을 분비시킬 뿐만 아니라 superoxide (O2-), 

hydrogenperoxide (H2O2)과 hydroxyl radicals와 같은 ROS 

생성을 촉진하고 nitric oxide (NO)를 과도하게 활성화가 되어 

iNOS의 증가를 통하여 염증을 유발시켜 조직의 손상을 초래

한다33). 

이와 같이 산화적 스트레스의 증가는 염증성 매개인자인 

AP-1과 NF-κB p65의 경로를 활성화 시켜 하위 단백질 및 

사이토카인으로 직접적인 세포 손상을 일으키는데34), 본 실험

에서 AP-1의 발현은 정상군에 비하여 대조군이 유의성 있게 

증가하였고, 발효 와송 투여군에서 유의성 있게 감소하였다. 

NF-κB p65의 발현 또한 OHF3에서 유의한 감소를 보였다. 

또한 염증 매개 인자에서는, 대조군에서 COX-2와 iNOS는 

정상군에 비하여 크게 증가하였고, 발효 와송 투여군에서 유

의하게 감소하였다. TNF-α는 OHF3에서만 유의한 감소를 

보였다. 이러한 결과로 보았을 때, 대조군에서는 AP-1과 

NF-κB p65의 발현을 통하여 COX-2, iNOS와 TNF-α와 

같은 사이토카인이 증가하게 된 것으로 보이며35), OHF3의 

경구 투여가 AP-1, NF-κB p65 경로를 억제하여 염증을 감

소시킨 것으로 사료된다. 따라서 발효 와송의 항산화 효과가 

염증성 매개물질의 활성화를 저해하고, 이를 통하여 사이토카

인의 발현을 억제해 항염증 효과가 있다고 판단된다.

Ⅴ. 결   론

와송과 발효와송을 LPS에 의해 유발된 급성 간 손상 모델에 

경구 투여하여 항산화 및 항염증에 개선효과를 알아본 결과 

다음과 같은 결론을 얻었다.

1. LPS에 의해 유발된 급성 간손상 모델에서 Pediococcus 

acidilactici 에 의한 발효 와송 투여군은 간 무게를 유

의하게 감소시켰다.

2. Pediococcus acidilactici에 의한 발효 와송 투여군은 

LPS에 의해 유발된 급성 간 손상에 의해 증가된 AST, 

ALT 수치를 유의하게 감소시켰다.

3. 와송 투여군과 발효 와송 투여군 모두 조직에서 증가된 

ROS 수치를 유의하게 감소시켰으며, 발효 와송 투여군

은 와송 투여군과 비교하여 더 뛰어난 항산화 효능을 나

타냈다.

4. LPS에 의하여 유발된 급성 간손상 모델에서 Pediococcus 

acidilactici에 의한 발효 와송 투여군은 와송 투여군과 

비교하여 AP-1 경로를 통하여 COX-2, iNOS, TNF-α

를 크게 감소시켰다.

 

본 연구를 통하여 LPS에 의해 유발된 쥐의 급성 간세포손

상에서 와송과 발효 와송 투여군 모두에서 항산화 및 항염증에 

유의미한 효과를 확인할 수 있었고, 생 와송보다 발효한 와송이 

더 유효한 효과를 가지는 것으로 확인 되었다. 이러한 결과로 

Pediococcus acidilactici에 의한 발효 와송은 항산화, 항염증 

치료 소재로서의 활용이 기대된다.
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