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ABSTRACT

Objective� :� This� study� was� conducted� to� investigate� the� anti-inflammatory� and� laxative� effects� of� Polycan� in� TNF-α

-treated� HT-29� intestinal� epithelial� cells� and� loperamide-induced� constipation� in� vivo� models,� respectively.

Methods� :� To� evaluate� the� anti-inflammatory� effects� of� Polycan,� HT-29� cells� were� treated� with� TNF-α� in� the� presence�

or� absence� of� Polycan.� IL-8� production� was� measured� by� enzyme-linked� immunosorbent� assay� (ELISA).� MAPK�

phosphorylation,� nuclear� translocation� of� NF-кB,� and� phosphorylation� of� IкB� were� assessed� by� Western� blot� analysis.�

To� investigate� the� laxative� effects� of� Polycan,� 6-week-old� SD� rats� (8� female� rats� per� group)� were� orally� administered�

Polycan� or� Chicory� Fiber� as� a� positive� control� for� 4� weeks,� and� constipation� was� induced� with� loperamide� treatment�

for� 10� days� before� sacrifice.� One� day� before� sacrifice,� a� charcoal� meal� was� administered� to� evaluate� intestinal� transit�

times.� The� periodically� collected� feces� were� used� to� assess� the� number� of� fecal� pellets� and� fecal� water� content.
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Results� :� Polycan� inhibited� TNF-α-induced� IL-8� expression� in� dose-dependent� manner.� Furthermore,� Polycan� suppressed�

TNF-α-induced� phosphorylation� of� MAPKs� (ERK1/2,� p38� and� JNK),� degradation� of� Iк-Bα� and� nuclear� translocation� of�

NF-кB.� In� an� in� vivo� constipation� model,� the� number� of� fecal� pellets� per� food� intake� was� significantly� increased� in�

rats� administered� with� Polycan,� both� 1� day� and� 7� days� after� loperamide� treatment.� The� water� content� of� fecal�

pellets� was� restored� in� the� Polycan� groups� starting� 7� days� after� loperamide� treatment.� In� addition,� Polycan� intake�

significantly� enhanced� the� gastrointestinal� transit� ratio� of� a� charcoal� meal� but� reduced� the� number� of� intestinal� fecal�

pellets.

Conclusions� :� These� results� suggest� that� Polycan� suppressed� TNF-α-induced� inflammation� by� blocking� both� the� MAPK�

and� NF-κB� pathways� in� HT-29� cells.� Additionally,� in� a� loperamide-induced� constipation� model,� Polycan� showed� clear�

laxative� effects� by� increasing� the� number� of� fecal� pellets,� fecal� water� content,� and� intestinal� transit� ratio� of� a�

charcoal� meal.

Keywords� :� Polycan,� β-glucan,� HT-29� cells,� anti-inflammation,� laxative� effect

Ⅰ. 서론1)

한국은 전통적으로 발효 음식을 많이 섭취하는 식습

관을 가지고 있으며, 이러한 식습관은 장 건강을 유지하

는 데 도움이 될 수 있다. 김치, 된장, 고추장 등은 유익

균을 증가시키고, 장내 환경을 개선하는 데 긍정적인 영

향을 미치는 것이 잘 알려져 있다 1). 하지만 최근에는 

서구화된 식습관과 스트레스, 불규칙한 생활 패턴, 운동 

부족 등이 복합적으로 작용하면서 장에 문제가 생기는 

경우가 많아, 장 건강에 대한 관심이 점점 높아지고 있

다. 이에 따라 프로바이오틱스와 같은 장 건강 기능성식

품을 섭취하는 사람들은 계속해서 증가하고 있다 2)-3).

장 건강을 위협하는 질환은 변비, 염증성 장질환, 과

민성 장증후군 등이 있으며, 이들은 장 운동, 장관면역 

조절 및 장내 미생물 불균형 등으로 인해 발생할 수 있

다 4). 장의 건강은 소화 및 영양 흡수에 대한 직접적인 

영향을 미칠 뿐만 아니라, 여러 만성질환, 특히 염증성 

장 질환 (IBD), 과민성 장 증후군 (IBS), 심지어 당뇨병 

및 심혈관 질환과도 밀접한 관계가 있다 5). 또한, 장은 

면역 체계의 중요한 부분을 담당하고 있다. 장내 미생

물군은 면역 반응 조절에 관여하므로 장 건강의 변화가 

면역 기능에 영향을 미칠 수 있다 6)-7). 장 염증은 여러 

요인으로 인해 생성된 다양한 독소와 항원들이 장내 면

역체계를 감작하여, TNF-α, IFN-γ 와 같은 염증성 

사이토카인 분비를 촉진하고, NF-кB 와 MAPK 경로

를 활성화하여 pro-inflammatory cytokines, nitric 

oxide (NO), prostaglandin (PG)와 같은 여러 염증성 

매개인자들의 발현을 유도하는 것으로 알려져 있다 8). 

과민성 장 증후군은 스트레스와 심리적 요인이 증상에 

영향을 미침으로써 장의 수축과 이완의 비정상적인 조

절이 나타나는 장 운동 이상과 설사, 변비 등의 증상을 

초래한다 9). 특히, 변비는 소화관의 운동 기능이 저하되

거나 수분 조절에 문제가 생겨 발생하는데, 소화관 운

동 기능이 떨어지는 것은 장 내용물들의 이동시간 

(Transit time)을 길어지게 만드는 작용을 하고, 수분 

조절 이상은 변의 수분함량과 개수에 영향을 미친다 10).

오늘날 세계의 많은 사람들은 건강한 삶을 영위하기 

위해 웰빙 (Well-being)과 자연주의를 지향함으로 인하

여 천연성분 및 한방 제품에 대한 관심이 증가하고 있

다. 특히, 코로나 유행과 인구 고령화에 따라 건강에 대

한 관심이 높아지며 건강관리에 투자하고 소비하는 이

들이 많아지면서, 천연의 생리활성물질을 원료로한 건

강기능식품 시장은 폭발적으로 성장하고 있다 23). 특히, 

천연물의 항산화, 항염증 효능은 체지방 감소, 혈관 건

강, 장 건강, 뇌 건강, 모발 건강 등 다양한 건강기능성

과도 연관되어 있다 4). 천연페놀, 플라보노이드류는 

TNF-α 와 같은 염증성 사이토카인에 의한 MAPK 및 

NF-kB 신호전달 경로를 억제함으로써 항염증 효능을 

나타내는 것으로 잘 알려져 있다 2)-3). 또한, 오메가-3

와 같은 불포화지방산은 세포막의 아라키돈산과 에이코

사노이드 생성량을 줄임으로써 염증을 억제한다 8). 한

편, 곡물, 과일, 야채 등에 풍부한 식이섬유는 체내에서 
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분해되지 않는 성분으로 장의 연동 운동을 촉진하고 물

을 흡수하는 성질로 대변의 부피를 증가시켜 장 운동을 

원활하게 할 뿐만 아니라, 장내 미생물 발효를 통해 유

익한 부산물을 생성하여 장 건강에 기여한다고 알려져 

있다 10). 대한민국 식품의약품안전처로부터 배변활동 원

활에 도움을 주는 것으로 인정받은 개별인정 원료는 대

부분 식이섬유와 올리고당 등 프리바이오틱스를 지표성

분으로 하는 원료들이 대부분이다 3). 한편, 면역 기능 

개선 효능으로 많은 연구가 이루어진 β-glucan 은 장

기 복용에도 내성이 나타나지 않으며, 염증 및 암에 대

한 생리활성 효과가 입증되면서 다양한 건강기능성이 

밝혀지고 있다 12)-14). β-glucan 원료인 흑효모 

Aureobasidium pullulans SM-2001 배양물인 polycan15)

은 골 생성 촉진 및 골 소실 억제 효능이 밝혀진 바 있

으며 16)-17), 치주질환과 DSS 유도 장염 in vivo 모델 등 

다양한 염증 모델에서 β-glucan 이 염증성 사이토카인 

IL-1β, IL-6 및 TNF-α 생성을 억제하는 것으로 보고

되었다 18)-20). 또한, 고지방식이 모델에서 β-glucan 의 

장 점막 장벽 손상 개선 효능 또한 보고된 바 있다 21). 

  이에 본 연구에서는 β-glucan 이 풍부한 흑효모 

Aureobasidium pullulans SM-2001 배양물 Polycan 의 

장관면역 조절과 배변활동 개선 효능을 살펴보고자, 

HT-29 세포주를 사용하여 TNF-α 처리로 장 염증 

세포 모델을 제작하여 Polycan 처리에 따른 항염증 효

능을 확인하였다. 또한, Loperamide 로 유도한 in vivo 

변비 모델에서 Polycan 의 배변활동 개선 효과에 대하

여 유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

  1) Polycan 제조

  본 실험에 사용한 polycan은 흑효모 Aureobasidium 

pullulans SM-2001 배양물 유래의 β-glucan으로, 선

행 연구에서 β-1,3/1,6-glucan (β-1,3 linkage 68: 

β-1,6 linkage 32), 평균 분자량은 2.6×105Da으로 규

명된 바 있다22). 실험에 사용한 β-glucan은 ㈜글루칸

에서 제공받아 실험에 사용하였다.

  2) 세포배양 및 염증 유도

  HT-29 colon epithelial cell line은 ATCC로부터 구

입하였으며, 세포배양은 37℃, 5% CO2조건에서 10% 

FBS, Penicillin (100 U/mL), Streptomycin (100 μ

g/mL)이 첨가된 DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle's) 배지로 배양되었다. 배지는 2일 간격으로 교체

하였다. Polycan의 항염증 효능을 평가하기 위하여 

HT-29 세포주에서 50 ng/mL 농도의 TNF-α 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 6시간 동안 

처리하여 염증을 유도하였다.

  3) 실험동물

  본 실험은 6주령의 SD-Rat 수컷 마우스를 주식회사 

코아텍 (KOATECH, Pyeongtaek, Korea)에서 공급받아 

7일간 순화과정을 거쳐 사용하였으며, 경상국립대학교 

공동실험실습관 동물실에서 12시간 간격으로 명암 조절

과 23±2℃의 온도, 50±5%의 습도를 유지하여 동물을 

관리하며, 사료 및 음수는 자유롭게 공급하였다. 경상대

학교 동물실험윤리위원회의 사전 심의를 얻고 윤리 규

정을 준수하여 본 실험을 진행하였다(GNU-240802- 

R0156).

2. 방법

  1) 세포독성 평가

  Polycan 및 TNF-α의 세포독성을 평가하기 위해 

3-(4,5 dimethy l thiazo l-2-y l )-2,5-diphenyl 

tetrazolium bromide (MTT, Sigma-Aldrich, USA)를 

이용한 cell viability assay를 수행하였다. 배양한 

HT-29 cell를 96well plate에 1×105cell/mL농도로 

200 μL씩 분주하여 24시간 동안 배양하였다. HT-29 

cell에 각각 125, 250, 500 μg/mL 농도의 polycan 시

료와 50 ng/mL TNF-α 를 24시간 처리한 후, 5 

mg/mL (DPBS)의 MTT 시약을 media에 5배 희석한 

용액 100 μL/well씩 분주 한 후 1시간 incubator에서 

반응시켰다. 상층액을 제거 후 formazan을 DMSO 100 

μL씩 처리해 용해시킨 후, palate를 마이크로 판독기 

(SpectraMax i3, Molecular devices, CA, USA)를 이용

하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

  2) 사이토카인 발현 평가

  HT-29 세포에서 TNF-α에 의해 유도된 IL-8 사이

토카인 발현은 ELISA (Enzyme linked immunosorbent 

assay)를 통해 측정하였다. 24 well plate에 2×105cells/mL

로 분주하여 24시간 배양 후, Polycan을 125, 250, 500 

μg/mL 농도로 전처리하였다. 그런 다음 세포들은 

TNF-α (50 ng/ml)로 6시간 동안 처리하여 염증반응 
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유도 후 상층액 (Supernatant)을 수집하였다. 96 well 

plate에 1 μg/mL의 IL-8 1차 항체로 하룻밤 동안 코

팅한 후, plate는 washing buffer (PBS와 0.05% Tween 

20)로 세 번 세척하고 실온에서 1시간 동안 반응하였

다. 이후 10% FBS함유 PBS로 blocking한 후, 세 번의 

세척 후 표준품과 상층액을 무혈청 배지로 희석하여 첨

가한 다음, 실온에서 2시간 동안 반응하였다. 이후 

washing buffer로 다섯 번 세척한 다음 IL-8 2차 항체 

(Streptavidin-conjugated)와 HRP를 plate에 첨가하여 

1시간 동안 반응 후 일곱 번 세척하였고, TMB를 기질

로 사용하여 흡광도를 측정하였다. 마이크로 판독기를 

사용하여 450 nm 파장에서 측정하였고, IL-8 표준 곡

선을 이용하여 시료 내 IL-8의 발현량을 산출하였다.

  3) Western blotting

  HT-29 cell로부터 염증 관련 단백질의 발현을 

Western blot으로 측정하였다. 먼저, HT-29 cell에 

Polycan을 125, 250, 500 μg/mL 농도로 처리한 후 

염증을 유도하기 위하여 TNF-α를 24시간 처리하였다. 

각 세포를 PBS로 세척 후, RIPA buffer로 lysis하였다. 

이를 12,000 rpm에서 20 분 원심분리하여 얻은 단백질

의 농도를 BCA solution으로 정량한 다음, 30 μg 단

백질을 sample buffer와 혼합하여 8-15% SDS-PAGE

를 통해 분리하였다. 염증반응에 의한 NF-κB의 핵내 

이동을 확인하기 위해서는, 상기와 같이 처리된 HT-29 

cell을 수확하여 nuclear and cytoplasmic extraction 

reagents (Thermo, USA.)를 사용하여 세포질과 핵 분

획을 얻었다. 각 분획은 마찬가지로 BCA solution으로 

단백질 정량 후, 20μg씩 실험에 사용하였다. 분리된 

gel상의 단백질을 NC membrane으로 transfer시키고 각 

membrane은 5% BSA로 실온에서 1시간 blocking하였

다. membrane에 1차 항체를 넣어 4℃에서 하룻밤 반

응시킨 후 TBS로 3회 세척하였다. Membrane에 다시 

HRP-conjugated 2차 항체를 넣은 후, 1시간 동안 실

온에서 반응시키고 TBS로 3회 세척하여 ECL용액을 이

용하여 ChemiDocTMtouchimagingsystem(BioRad, 

California,USA)를 이용하여 분석하였다.

  4) 실험동물 투여 및 변비 유도

  실험동물은 여섯 군으로 분류하여 실험을 진행하였으

며, 실험 개체 간 실험 결과의 표준 오차를 고려하여 

군 당 8마리로 설정하였다. 일주일의 순화 기간을 거친 

후 체중을 기반으로 무작위 선별하여 군을 분리하였다. 

변비 유도를 위한 Loperamide는 Sigma (St. Louise, 

MO, USA) 제품을 사용하였고, 양성대조군으로 사용된

식품의약품안전처에서 배변 활동 개선 기능성을 인정받

은 치커리 식이섬유 (FIBRULOSE F90)는 벨기에산으

로 COSUCRA S.A사 (Warcoding, Belgium) 제품을 사

용하였다. 시험 물질 및 양성대조군은 매일 오전 10시 

1회 경구투여용 Sonde를 이용하여 28일 간 경구 투여

하였다. 음성대조군은 증류수를 사용하였고, 양성대조군

인 치커리 식이섬유 (CRF)는 300 mg/kg, Polycan 저

용량군 (Polycan L)은 31.25 mg/kg, 중용량군 

(Polycan M)은 62.5 mg/kg, 고용량군 (Polycan H)은 

125 mg/kg 용량으로 투여하였다. 또한, 변비를 유도하

지 않는 정상군을 제외한 음성대조군, 양성대조군, 

Polycan 저용량, 중용량, 고용량군은 실험 시작일부터 

19일차부터 28일차까지 매일 1회 Loperamide를 3 

mg/kg의 용량으로 경구 투여하여 변비를 유도하였다 

(Fig. 1).
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Fig. 1. Experimental schedule of loperamide-induced constipation in vivo model.

 

 5) 변 수집 및 수분함량 측정

  변의 개수, 수분 함량의 측정값은 변비 유발 전과 변

비 유발 후 7일 차, 2회로 나누어 측정하였으며, 24시

간 동안 수집된 각 실험 동물의 변의 개수를 세고, 변

의 수분 함량을 측정하기 위하여 70 ℃ 오븐에서 24시

간 동안 건조시킨 뒤, 건조 전후 중량의 차이를 이용해 

수분함량을 측정하였다20). 중량을 측정한 다음 변의 사

진을 촬영하였다. 장 내 변의 개수는 실험 동물 희생 

후, 맹장에서 직장까지의 전 부위를 취해 장관 내 남아

있는 변을 계수하였다.

  6) 장 이동능 측정

  마지막 투여인 28일 차 투여 후, 실험동물을 18시간 

이상 절식시킨 다음, 29일차에 charcoal meal (3% 

suspension of activated charcoal in 0.5% aqueous 

methylcellulose; Sigma-Aldrich) 1 mL을 투여하여, 30

분 뒤 동물을 희생하여 소장부터 맹장까지의 charcoal 

meal이 이동한 최장길이를 측정하였으며, 측정된 길이

를 장 이동 길이로 정의하였다. 아래의 식에 따라 장 

이동율을 계산하였다.

  7) 통계 처리

  모든 실험 결과는 GraphPadprism 8.0 통계 프로그램 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)을 이용하여 

각 실험군의 평균과 표준편차 (mean±SD)로 계산하였

으며, 변비 유도 음성대조군 (LPA)과 각 그룹 간 비교

를 위해 통계처리는 T-test로 분석하였으며, 사후 검정

은 LSD를 통해 검증하였으며, P value가 0.05 미만인 

경우 통계적 유의성이 있다고 판단하였다. 그래프 및 

표 결과의 유의성 은 다음과 같이 표기하였다 (* P 

<0.05, ** P <0.01, *** P <0.001).

Ⅲ. 결과

1. 세포독성 평가

  Polycan의 세포 독성 및 유효성 평가를 위한 농도 범

위를 평가하기 위해, HT-29 cell에 125, 250, 500 μ

g/mL 농도로, TNF-α는 50 ng/mL 농도로 처리한 후 

24시간 배양하여 MTT assay 방법으로 세포독성을 측

정하였다. 그 결과, 해당 농도에서 Polycan은 HT-29 

세포의 생존율에는 영향을 미치지 않았으며, TNF-α 

처리 시에도 세포 생존율은 90% 이상을 나타내었다 

(Fig. 2). 따라서, 이후의 바이오마커 발현 평가 실험에

서는 TNF-α와 Polycan을 해당 농도로 처리하였다.
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Fig. 2. Cell viability of HT-29 cells treated with Polycan or TNF-α.

2. TNF-α 유도 장 염증 세포모델에서 Polycan 처리

에 따른 IL-8 사이토카인 발현량 평가

  HT-29 세포는 처리 24시간 전에 24 well에서 전배

양 후, Polycan을 각각 125, 250, 500 μg/mL 농도로 

30분 동안 처리한 후 TNF-α로 6시간 동안 자극하여 

염증을 유도하였다. IL-8의 함량을 ELISA법으로 측정

한 결과, TNF-α는 HT-29 세포에서 IL-8 분비를 효

과적으로 유도하였으며, Polycan 처리 세포에서 IL-8 

분비가 농도 의존적으로 감소하는 것으로 나타났다 

(Fig. 3).

Fig. 3. Effects of Polycan on TNF-α-induced IL-8 production in HT-29 cells. This experiment was measured 

with enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using culture supernatants collected from treated cells. 

Supernatants were analyzed according to the manufacturer’s protocol. Each value represents the mean ± 

S.E. The asterisks indicate the values significantly different from the TNF-α at p < 0.001 (***).
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3. 항염증 신호전달 경로 MAPK 및 NF-κB 발현량 평가

  Polycan이 TNF-α에 의해 유도된 MAPK 인산화에 

미치는 영향을 조사하기 위해, HT-29 세포에서 TNF-

α 자극 후 세 가지 MAPK (ERK1/2, p-38, JNK1/2) 

신호 전달 경로의 인산화를 western blot을 통해 확인

하였다. TNF-α는 HT-29 세포에서 모든 종류의 

MAPK 인산화를 효과적으로 유도하였으며, 이러한 

MAPK 인산화는 Polycan에 의해 농도 의존적으로 억

제되었고, ERK1/2, p-38, JNK1/2 모두에서 나타났다 

(Fig. 4A). 한편, Polycan이 TNF-α로 자극된 HT-29 

세포에서 NF-кB 이동과 Iк-Bα 분해에 미치는 영향

을 Polycan 처리 HT-29 세포에서 세포질과 핵 분획 

추출 후, western blot을 통해 확인하였다. NF-кB 이

동 확인 결과, Polycan은 TNF-α에 의해 유도된 NF-

кB의 핵으로의 이동을 감소시켰다. TNF-α에 의해 

세포질에서 Iк-Bα의 인산화와 그에 따른 분해는 촉진

되었지만, 이러한 현상은 Polycan 처리에 따라 농도 의

존적으로 억제되었다(Fig. 4B).

Fig. 4. Effects of Polycan on MAPK cellular signaling pathways (A) and nuclear translocation of NF-кB (B) 

in the TNF-α stimulated HT-29 cells. Cells (5×106cells/ml) were pre-treated with three 

concentrations (125, 250 and 500 μg/mL) of Polycan and then stimulated with TNF-α (50ng/ml). 

The cells were harvested and protein samples were immunoblotted for p-ERK1/2, ERK1/2, p-p38, p38, 

p-JNK, and JNK. Polycan were shown dose-dependent inhibitory effects on the MAPK phosphorylation 

(A). Polycan-treated HT-29 cells showed significantly decreased NF-kB nuclear translocation. The 

volumes of cytosol and nucleus fractions were demonstrated with comparison of expression of β-Actin 

and Lamin B, respectively. Polycan suppressed the TNF-α-induced phosphorylation of IκBα and its 

degradation in a dose-dependent manner

4. Loperamide 유도 변비 모델에서 Polycan 투여에 따른 

체중, 식이섭취량 및 변 개수 영향 평가

  4주 간의 Polycan 투여 (Fig. 1) 기간 동안 정상군 

(Normal)과 대조군 (LPA)을 비교했을 때, LPA 투여 시

점인 2주차와 3주차 사이의 체중 증가가 둔화되는 경향

이 보였지만, 통계적으로 유의미한 체중 감소는 나타나

지 않았다. 양성대조군 (CRF)과 Polycan 투여군 모두에

서도 대조군 대비 체중 증가율 감소 경향이 나타났지만, 

유의하지는 않았다 (Table 1). 한편, LPA 투여 후 첫날

과 7일차에 식이섭취량 대비 변 개수를 측정한 결과, 두 

측정 시점 모두 정상군과 비교하였을 때, LPA 투여에 

따라 식이섭취량 대비 변 개수가 유의하게 감소하였고, 

양성대조군 및 Polycan 투여 시 회복되는 양상이 나타

났으며, 그 정도 또한 통계적으로 유의하였다 (Fig. 5).
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Fig. 5. Effect of Polycan on food intake and number of fecal pellets of constipated rats. Each value represents 

the mean ± S.E. The asterisks indicate the values significantly different from the LPA (Negative 

control) at p < 0.05 (*).

Table 1. Body weight change following oral treatment with Polycan and CRF in rats with loperamide‑induced 

constipation

Group
Body weight (g)

0 weeks 1 weeks 2 weeks 3 weeks 4 weeks

Normal 232.0±3.6 297.1±5.3 337.6±7.2 360.2±8.3 385.5±9.8

LPA 232.1±5.7 300.8±6.4 339.0±7.2 357.4±7.7 368.5±7.7

LPA+CRF 232.2±3.4 289.3±3.5 323.6±4.6 344.6±5.0 361.2±5.7

LPA+Polycan L. 229.2±4.1 292.2±5.7 327.2±5.6 344.2±6.4 342.0±7.9

LPA+Polycan M. 230.8±4.5 289.0±4.4 324.9±4.4 346.8±4.7 359.5±4.9

LPA+Polycan H. 229.6±4.4 288.3±4.9 324.2±5.5 344.4±6.9 363.0±7.7

  

Each value represents the mean ± S.E.

5. Polycan 투여에 따른 변 수분 함량 변화 평가

  LPA 투여 1일차에는 변의 수분 함량은 군 간에 유의

한 차이가 없었으나, 7일차에 수집된 변의 수분 함량은 

양성대조군과 Polycan 고용량군 (LPA+Polycan H.)에서 

유의한 회복이 관찰되었다. 또한, 10일차에 수집된 변의 

수분 함량은 대조군 대비 양성대조군과 Polycan 투여군 

모두에서 20% 이상 유의한 증가가 나타났다 (Table 

2). 한편, 수분 함량 측정을 위해 건조하였던 변의 이미

지는 Fig.6과 같다. 정상군 (Normal) 대비 대조군 

(LPA)에서 변의 크기와 개수가 눈의 띄게 줄어들어 변

비의 전형적인 현상을 관찰할 수 있다. 반면, 양성대조

군 (CRF) 및 Polycan 투여군에서는 변의 크기와 개수

가 회복되는 양상이 나타났다 (Fig. 6).
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Normal LPA LPA+CRF

 LPA+Polycan L. LPA+Polycan M. LPA+Polycan H.

Fig. 6. Stool morphological characteristics. The images of the dried feces were taken on the seventh day after inducing 

constipation. The number of fecal pellets from each experimental animal was counted over a 24-hour period. 

After measurement of the fecal water content, the dried feces were taken using digital camera.

Table 2. Change in fecal water content in rat with loperamide-induced constipation.

Loperamide-  
 induced 

constipation

Water content of fecal pellets (%)

Normal LPA LPA+CRF
LPA

+Polycan L.
LPA

+Polycan M.
LPA

+Polycan H.

0 Days 63.79±2.07 64.35±1.92 61.66±1.56 61.58±2.03 61.37±1.29 63.46±0.88

1 Days 61.40±3.02 54.9±0.69 58.25±2.00 60.67±2.50 62.43±0.60 62.97±3.13

7 Days 64.87±3.41* 50.12±4.44 65.44±1.97* 55.26±1.52 58.52±3.54 65.11±2.89*

10 Days 67.87±3.19** 50.50±1.18 72.28±4.06*** 72.70±3.04*** 72.22±4.04*** 71.15±1.97**

Each value represents the mean ± S.E. The asterisks indicate the values significantly different from the LPA 

(Negative control) at p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***).

6. Charcoal meal을 이용한 장 이동능 평가

  정상군의 charcoal meal 이동능이 70.43%인데 비해, 

대조군은 약 11% 감소한 59.27%로 유의한 감소를 보

였다 (P<0.001). 한편, 양성대조군의 charcoal meal 이

동능은 69.87%로 대조군 대비 10.6% 이상 유의한 증

가를 보였다 (P<0.001). Polycan 저용량, 중용량, 고용

량 그룹에서는 각각 11.1, 12.2, 11.8% 증가한 70.34%, 

72.43% 및 71.01%의 이동능을 보였으며 모두 통계적

으로 유의하였다 (Table 3).
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Table 3. Gastrointestinal charcoal transit ratio following oral treatment with Polycan in rats with 

loperamide-induced constipation.

Group

Small   Intestine Transit 

Average   total length
(mm)

Average   transit length
(mm)

Average   transit ratio
(%)

Normal 1056.40±29.95 743.00±16.09 70.43±1.33***

LPA 1116.20±12.51 661.00±22.49 59.27±2.27

LPA+CRF 1113.80±17.84 778.80±22.03 69.87±0.96***

LPA+Polycan L. 1138.00±9.30 800.60±13.47 70.34±0.83**

LPA+Polycan M. 1132.40±11.58 820.00±19.95 72.43±1.80***

LPA+Polycan H. 1067.40±31.88 757.40±25.78 71.01±1.92***

Each value represents the mean ± S.E. The asterisks indicate the values significantly different from the LPA 

(Negative control) at p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***)

7. 변비 흰쥐의 희생 시점 장내 변 개수 평가

  해부를 통해 확인한 장내 변 개수는 정상군에 비해 

대조군에서 많은 것으로 나타났다. 한편, 양성대조군 투

여군과 Polycan 저용량 투여군에서는 대조군 대비 장내 

변 개수가 감소하는 경향은 보였으나, 통계적 유의성은 

없었다. 반면, Polycan 중용량 및 고용량 투여군에서는 

장내 변 개수가 통계적으로 유의하게 감소하여 농도 의

존적인 경향을 확인할 수 있었다 (Fig. 7).

Fig. 7. Number of Intestinal fecal pellets. The number of feces in the intestine was measured by counting the 

fecal pellets remaining in the entire intestinal tract from the cecum to the rectum after sacrificing the 

experimental animals. Each value represents the mean ± S.E. The asterisks indicate the values 

significantly different from the LPA (Negative control) at p < 0.05 (*), p < 0.01 (**).
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Ⅳ. 고찰

  서구화된 식생활, 불규칙한 식습관, 음주, 운동부족 

및 스트레스 등 다양한 요인들이 현대인의 장 건강을 

위협하고 있다1). 한국에서 염증성 장질환의 발병률은 

과거에 비해 꾸준히 증가하고 있다. 연구에 따르면, 한

국의 염증성 장 질환 유병률은 2000년대 이후로 급격

히 증가하였으며, 여전히 증가 추세에 있다. 정확한 수

치는 연구마다 다를 수 있지만, 일반적으로 아시아 지

역에서는 상대적으로 낮은 발병률을 보이다가 최근 몇 

년간 증가한 것으로 보고되고 있다3). 과민성 장 증후군

은 기능성 위장 질환의 하나로 기질적 병변이 없는 상

태에서 복통, 복부 불쾌감, 배변습관 변화 등을 동반하

는 질환이다1). 국내 인구의 약 16.5%는 스스로 변비라

고 인식하고 있으며, 변비 환자의 70%는 일상 업무에 

방해를 받고 정상적인 사회생활이 어렵다고 느끼는, 삶

의 질에 큰 영향을 주는 질환이다2). 이러한 장 질환의 

원인은 유전적, 후생유전적, 환경적 요인, 숙주의 면역

상태 등 다양한 요인들이 복합적으로 영향을 미친다고 

알려져 있지만, 생활 습관, 식습관, 환경 변화 등의 영

향을 많이 받기 때문에, 조기 진단과 관리를 통해 삶의 

질을 높일 수 있다4)-5). 장이 외부로부터 유입되는 물질

이 상호작용하는 주요 기관이기 때문에 환경적 요인 중

에서도 특히 식이 섭취가 장 건강에 큰 영향을 미칠 수 

있다. 인간의 소화기관에서 분해되지 않고 장에 도달하

는 난소화성 식이 섬유는 장내 미생물의 먹이가 되는 

프리바이오틱스 (prebiotics)의 기능을 수행함으로써, 장

내 유익균인 프로바이오틱스 (probiotics)의 성장을 촉

진하고 유익균은 유기산을 만들어 유해균 성장을 억제

함으로써 면역기능을 정상화하여 염증성 장을 개선할 

수 있다6). 또, 식품으로 섭취하는 식이섬유 중 불용성 

식이섬유는 체내 소화효소나 장내 미생물에 의해 분해

되지 않고 장 속에 남아서 변의 양을 늘리고, 변을 부

드럽게 하여 원활한 배변 활동에 도움을 줄 수 있다10). 

이 밖에도 최근 다양한 바이오소재의 장 건강 기능성 

물질로써 역할과 작용 기작에 관한 연구가 활발히 진행

되고 있다11). 본 연구에서는 면역기능 증진 효능으로 

잘 알려진 β-glucan의 장건강 기능성을 in vitro 및 in 

vivo 모델에서 검증하고자 하였다. β-glucan은 포도당

이 β-1,3 결합으로 고분자를 이루는 다당류를 통칭하

며, β-1,3 결합의 기본구조에 β-1,4결합이 가지형태

를 이루는 분자구조로 진균류, 조류, 박테리아 등에 존

재하는 생리활성 물질이다. 흑효모인 Aureobasidium 

pullulans SM-2001균주에 의하여 생산된 β-glucan인 

Polycan은 β-1,3/1,6 결합의 분자 구조를 가지며, 면

역 증진과 항염증 기능성이 있다고 알려져 있다15), 

18)-19). 

  따라서 본 연구에서는 HT-29 장상피세포 모델에서 

TNF-α 처리로 장 염증 질환을 모사한 in vitro 모델

을 구축하여 Polycan의 장 염증 개선 효능을 평가하였

다. 또, 흰쥐를 이용하여 Loperamide 투여로 변비를 유

도하는 in vivo 모델을 구축하여 Polycan의 4주 경구 

투여에 따른 배변 활동 개선 기능성을 평가하였다.

  장 염증 개선 효능을 평가하기 위해 우선적으로 

Polycan을 HT-29 세포에 처리하여 독성 유무를 평가

하였다. MTT를 이용한 세포생존율 분석 결과, 125 ~ 

250 μg/mL 범위에서는 세포독성이 나타나지 않았으

며, 염증 유도를 위한 TNF-α 처리(50 ng/mL) 시에도 

독성이 없어 이후 항염증 효능평가는 해당 농도 범위에

서 실험을 수행하였다 (Fig.2). 장관 내 염증반응과 면

역은 여러 사이토카인과 면역세포, 다양한 염증인자들

에 의해 조절된다. TNF-α는 장 상피세포로부터 생성

되는 염증 촉진 사이토카인으로 장 손상이 일어날 경우 

장 조직으로 염증세포의 침윤을 촉진하는 역할을 한다. 

따라서 장 조직 내 TNF-α 생성량의 변화를 장 손상 

개선 효과 평가의 지표로 활용할 수 있으며, 본 시험에

서는 장 상피세포에 TNF-α를 처리하여 염증 유도모

델을 만드는데 사용하였다. TNF-α 처리시 MAPK 및 

NF-kB 신호전달 경로를 활성화하여 IL-6, IL-8, 

TNF-α, iNOS 등 대표적인 염증인자들의 발현을 유도

하는 것이 잘 알려져 있다8). 본 연구에서도 HT-29 세

포에 TNF-α 처리시 염증 사이토카인인 IL-8의 생성

을 효과적으로 유도하여 장 염증 in vitro 모델이 잘 확

립된 것을 확인하였다. 해당 조건에서 Polycan 처리시 

IL-8의 발현은 농도 의존적으로 감소하였다 (Fig.3). 이

러한 Polycan의 장염증 억제 효능 기작을 확인하기 위

하여 MAPK 및 NF-kB의 핵심 인자들의 발현을 

Western blot으로 조사하였다. MAPK 3종 ERK1/2, 

p38 및 JNK는 염증 유도 시 인산화 과정을 거쳐 활성

화되는 것으로 알려져 있다8). 본 연구결과에서 HT-29 

세포에 TNF-α 처리시 ERK1/2, p38 및 JNK의 인산

화가 관찰되어 염증 유도가 잘 되었음을 확인할 수 있

었다. 한편, Polycan 처리시 3종 MAPK의 인산화는 농

도 의존적으로 감소하여 Polycan은 MAPK 신호전달 
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경로를 억제함으로써 항염증 효능을 발휘하는 것으로 

볼 수 있다 (Fig. 4A). 또다른 염증 신호전달 경로인 

NF-kB는 염증반응 조절, 면역체계 조절, 세포사멸, 세

포증식, 상피세포 분화 등에 관여하면서 체내 거의 모

든 생리반응에 연관되어 있는 단백질이다. NF-κB 단

백은 다양한 homo-, hetero 이합체 (dimmer)의 형태

로 존재하며 그 조합에 따라 다양한 기능을 나타낸다. 

외부에서 TNF-α를 처리하면 IKK 복합체가 IκB의 인

산화와 polyubiquitination 과정을 연속적으로 거쳐 

proteasome에서 분해함으로써 NF-κB 이합체를 IκB

로부터 분리 활성화시킨다. 이후 분리된 NF-κB 이합

체는 핵 안으로 들어가서 전사촉진자로 작용하여 IL-8

를 포함한 여러 염증 인자들의 발현을 촉진한다8). 실제

로 본 연구에서 TNF-α 처리 HT-29 세포의 세포질

과 핵 분획을 분리하여 NF-κB의 핵 내 이동과 IkBα

의 인산화 및 분해를 western blot으로 평가하였다. 

TNF-α 처리에 의해 NF-κB의 핵 내 이동이 나타났

으며, 그와 일치하게 세포질 내 NF-κB의 양은 감소하

였다. 해당 조건에서 Polycan은 TNF-α에 의한 NF-

κB의 핵 내 이동을 농도 의존적으로 억제하였다. 

Polycan이 NF-κB의 핵내 이동을 억제하는 기작을 추

가적으로 확인하기 위해 IkBα 및 p-IkBα의 발현을 

조사하였다. Polycan은 TNF-α에 의한 IkBα의 인산

화를 억제하였으며, 인산화에 따른 IkBα의 분해 또한 

Polycan에 의해 억제되는 것으로 나타났다 (Fig. 4B). 

따라서, 염증 조건에서 Polycan은 IkBα의 인산화를 억

제함으로써 IkBα 단백질 안정성을 높이고, 그로 인해 

NF-κB의 핵 내 이동을 억제하여 downstream의 IL-8

을 비롯한 염증 매개인자들의 발현을 억제하는 것으로 

보인다.

  Polycan의 배변활동 개선 효능을 평가하기 위해 

Polycan을 4주간 경구 투여하였고, 시험 종료 10일 전

부터는 변비를 유도하기 위해 Loperamide를 투여하였

다 (Fig. 1). Polycan 투여에 따른 흰쥐의 유의한 체중

감소는 관찰되지 않았으며, Loperamide에 의한 변비 

유도 기간 중에도 유의한 체중 변화는 나타나지 않아 

(Table 1) 흰쥐의 건강 상태가 유지되는 조건에서 

Polycan의 배변 활동 개선 효능을 평가할 수 있었다. 

변비 유도 기간 1일차와 7일차 모두 변비 조건에서는 

식이섭취량 대비 변 개수가 유의하게 감소하였으나 양

성대조군인 치커리 식이섬유나 Polycan 섭취 시 식이섭

취량 대비 변 개수가 회복되는 것으로 나타났다 (Fig. 

5). Loperamide나 치커리 식이섬유, Polycan 섭취가 실

험동물의 식이섭취량 자체에는 영향을 주지 않았지만 

(data not shown), 동물실험 특성상 개체별 식이섭취량

의 오차가 크고, 변 개수는 식이섭취량에 영향을 받으

므로, 변 개수는 식이섭취량에 대한 비율로 환산하여 

평가하였다.  변 개수 및 수분 함량 등을 조사하였고, 

희생 후 장 내 변 개수도 평가하였다. 변비 유발 조건

에서 Polycan에 의한 변 개수 회복은 4주 투여 종료 시

점에 희생 후 확인한 장 내 변의 개수와도 경향이 일치

하였다. 즉, Loperamide 투여군에서는 장에 남아있는 

변의 개수가 정상군 대비 유의하게 많았지만, 양성대조

군과 Polycan 투여군에서는 잔여 변 개수가 대조군 대

비 줄어들었고, Polycan 중용량과 고용량에서는 통계적

으로 유의하게 감소하는 것으로 나타났다 (Fig. 7). 이

는 Polycan이 배변 활동을 원활하게 하여 장 내에 남아

있는 변의 개수를 감소시킨 것으로 볼 수 있다. Fig. 6

의 7일차에 수집된 변의 모양을 살펴보면, 변비 유도군

에서는 변의 개수뿐 만 아니라 크기도 매우 줄어든 것

을 볼 수 있다. 반면, 양성대조군과 Polycan 투여군에서

는 변 개수와 크기 모두 증가하는 경향이 나타났다. 한

편, 변의 수분 함량은 변비 유도 시 감소하지만 양성대

조군 및 Polycan 투여시 회복되는 것으로 나타나 

(Table 2), 변비 조건에서 Polycan은 변의 수분량을 유

지시키고, 그로 인해 변의 배출을 촉진하는 기작을 통

해 배변 활동 개선 효능을 갖는 것으로 판단된다. 4주

차 마지막 투여 시점에 charcoal meal을 이용한 장 이

동능 평가 결과에서도 앞의 내용들과 일맥상통하는 결

과를 얻었다. Loperamide 투여시 charcoal meal의 장 

이동능이 현저하게 떨어진 반면, 양성대조군 및 

Polycan 투여군에서는 정상군과 동일한 수준으로 장 이

동능이 회복된 것으로 나타났다 (Table 3). 

  Loperamide 유도 변비는 변 수분함량과 대장 점막 

감소를 야기하는데24), β-glucan은 수소 결합을 통해 

물과 상호작용하는 많은 수의 하이드록실기를 가지고 

있는 고친수성 성질로 인해 용해성과 불용성 형태 모두

에서 물을 유지하는 능력을 갖추고 있어25)-28), β

-glucan의 이러한 물리화학적 성질이 변비 조건에서도 

변의 수분함량을 유지시켜주고, 그로 인한 배변 활동 

개선에 기여하는 것으로 추측된다. 또, β-glucan은 고

지방식이 in vivo 모델에서, 단쇄지방산 (Short chain 

fatty acid) 생성 미생물 군집 증가와 독성물질 감소를 

유발함으로써, 고지방식이에 따른 장 점막 장벽 (Intestinal 
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mucosal barrier) 손상을 개선함으로써 장 건강에 기여한

다는 점 또한 변비 조건에서 β-glucan에 의한 배변 활동 

개선 효능을 뒷받침하는 결과로 판단된다21).

Ⅴ. 결론

  본 연구에서는 Polycan을 처리한 장 상피세포 염증 

모델에서 β-glucan인 polycan의 염증 억제 효능을 확

인하였다. Polycan이 세포에 독성을 유발하지 않으면서 

TNF-α로 유도된 장염증 세포모델에서 MAPK 및 

NF-κB 신호전달경로를 저해시켜 IL-8 등 사이토카인

과 염증인자들의 발현을 억제하는 효능을 가진다는 것

을 입증하였다. 또, Loperamide로 유도한 변비 in vivo 

모델에서는 Polycan이 변 수분함량을 유지시키고 변의 

장내 이동능을 촉진시킴으로써 배변 활동을 원활하게 

해 준다는 것을 증명하였다. 이상의 결과를 종합하여 

볼 때, Polycan은 장 질환 예방 및 치료와 관련된 다양

한 제품군에 적용될 수 있을 것으로 사료된다.
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