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Abstract

The aim of this study was to investigate the hepatoprotecive effect of silk protein hydrolysates (SDH), which was 
prepared by acid hydrolysis, in rats. SDH itself did not exhibit any cytotoxic effect on hepatic tissues. SDH showed 
a protective effect on tert-butyl hydroperoxide (t-BHP)-induced hepatotoxicity and liver damage. SDH effectively 
reduced AST (aspartate aminotransferase) and ALT (alanine aminotransferase), which are biomarkers for liver damage, 
in a dose-dependent manner. Malondialdehyde (MDA), a lipid peroxidation product, was significantly reduced by 
SDH. A high dose of SDH (2 g/kg) reduced t-BHP-induced MDA production by 40%. Glutathione (GSH), which 
is an endogenous antioxidant molecule, was effectively increased by SDH treatment. GSH content was enhanced 
by around 2.5-fold, compared with t-BHP control, upon SDH (2 g/kg) treatment. Lactate dehydrogenase (LDH), 
which is an enzyme released by cell cytotoxicity, was greatly increased by t-BHP, but significantly decreased by 
SDH treatment. Furthermore,  hematoxylin and eosin (H&E) staining showed that SDH suppressed t-BHP-induced 
lesions in liver tissue. Taken together, SDH might be used as a protective agent against liver damage.  
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서 론
1)

간은 체중의 3%를 차지하는 장기로서 인체에서 물질의

대사, 합성, 저장및생체내전환등에중요한역할을한다.

특히, 탄수화물, 단백질, 지방, 핵산 및 비타민류 등의 생합

성 및 분해에 중추적인역할을하며 담즙을 생성하여 지방

성분의 소화와 흡수를 도울 뿐 아니라 체내 독성물질들에

대한 포합작용을 통해 신장이나 담즙으로 배설되기 쉬운

형태로 전환시킨다. 또한 에너지원으로 사용되고 남은 당

을 글리코겐형태로 저장하여 당 대사에도 중요한 역할을
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하는 등 매우 다양한 기능을 수행한다(1).

간 손상의 원인으로는 알코올, 흡연 외에도 바이러스에

의한감염, 독물또는약제에의한중독, 영양장해및순환장

해 같은 신변의 원인 등이 있으며 최근 생활수준 향상에

따른 식생활의 변화와 현대 생활의 복잡성에서 오는 많은

스트레스도발병인자로볼수 있다(2). 특히, 산화적스트레

스에 의한 반응성 유해 산소종(reactive oxygen species;

ROS)의 생성은 자유 라디칼(free radical) 로서 생체 내 다른

분자들과무작위적인반응을통해노화, 염증, 발암, 동맥경

화뿐아니라간섬유화, 신장염, 피부질환, 당뇨병등의여러

가지 질환의 원인이 되는 것으로 알려져 있다(3,4). 불포화

지방산이 풍부한 세포막은 생성된 자유 라디칼에 의해서

지질과산화의 표적이 되어 과도한 과산물의 생성을 통해

세포소기관들이정상적인구조및기능을잃게되고, 세포

손상을 초래하게 된다(5).

바쁜현대인들의 생활에서 간손상 및간기능저하에서
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비롯된피로와노동력의감소는웰빙문화를지향하는현대

에서 극복해야 할 건강적인 이슈임에 틀림없다. 간기능 장

애와손상에 따른 간장질환의비율이 날로 증가함에 따라

개인, 가정, 사회에 부정적인 영향을 미침으로써 국가적으

로도 막대한 경제․사회적 손실을 초래하고 있다. 따라서

간 기능 소재를 개발하여 응용하는 것은 간질환 치료와

예방차원뿐만 아니라 개인, 사회, 국가적으로 필요한 것이

라 하겠다. 특히, 임상적효과나적은 부작용면에서 천연물

유래간질환개선제의개발은현재꾸준히진행되고있음에

도여전히충분하게이루어지지않고있다. 특히그의활성

성분과 효능에 대한 상관연구는 더욱 미진한 실정이다.

실크펩타이드는실크의원료인명주실이저분자인아미

노산끼리의 결합상태로 분해, 생성된 물질이며, 신체의 세

포와 조직을 활성화하고 세포의 정상적인 성장과 분열에

필요한 18종의 아미노산을 많이 함유하고 있다(6). 실크

펩타이드의 주 원료가 되는 누에고치는 2종류의 단백질인

피브로인과 세리신이 3:1의 비율로 구성되어 있다. 보통

실크는견사의바깥부분에서세리신을제거한후남은단백

질인피브로인을말하며한가닥의실크에서의 피브로인은

약 4,000개 이상의 아미노산으로 구성되어 있다(6,7). 피브

로인은우유나달걀등의다른식품소재의아미노산과비교

해 글리신과 알라닌의 함량이 특히 높은 것으로 알려져

있으며 필수아미노산은 약 6%정도 포함되어 있다. 실크

단백질은 소화 흡수력 면에서 다른 육류소재의 단백질에

비하여탁월하며, 흡수될때칼슘, 철분과같은다른영양소

도 같이 흡수되는 것으로 알려져 있다(6,7). 실크 펩타이드

의기능성에대한연구는다양하게이뤄져왔으며산화스트

레스억제, 콜레스테롤저하, 헐당강하, 항종양효과와같은

생리활성들(8-11)이 알려져 있다. 하지만 아직까지 실크 펩

타이드의간보호효과에대한연구는체계적으로이루어지

지 않았다. 본 연구에서는 동물모델에서 실크단백질 산 가

수분해물의 항산화 활성 및 간 손상에 대한 보호효과를

조사하고 천연물 유래 간 질환 개선제에 대한 기초자료를

제공하고자 한다.

재료 및 방법

시 료

누에의 고치부분 100 g을 적당한 크기(3-4 cm)로 절단한

후 Na2CO3(0.5%)용액에서 30분간 끓여 고치부분의 불순물

을 제거하였다. 불순물이 제거된 누에고치는 Hwang 등(8)

의 방법에 따라 산 가수분해를 실시하였다. 누에고치와 2

N HCl 용액을 1:50의비율로섞어서 48시간동안 100℃에서

가수분해한후 5% NaOH 용액을가하여중화시켰다. 중화

시생성된염은투석을이용하여제거하였고동결건조하여

시료로 사용하였다.

동물실험

연구 그룹은 무작위 추출법에 의해 군당 8주령 SD rat

5마리씩 6개군으로 분류하였다. 실험대조군은실험군과 동

일한스트레스를주기위해생리식염수를경구투여한대조

군, 생리식염수 처리대신 시료(실크단백질 산 가수분해물

2 g/kg)만 처리한 군, 생리식염수 투여 후 t-BHP를 투여한

군, 시료를 0.5 g/kg농도로 투여한 뒤 t-BHP 를 투여한 군,

시료를 1 g/kg농도로투여한뒤 t-BHP 를투여한군, 시료를

2 g/kg농도로투여한뒤 t-BHP를투여한군으로분류하였다

(12). 시험물질은임상적용경로를따라경구로투여하였으

며, 투여기간은 1일 1회 7일동안반복투여하였다. 각개체

가 해당하는 군의 평균 체중 기준으로 그 군에 해당하는

용량에 맞게 생리식염수에 시험물질을 용해시켜 마리당

2 mL/day로 경구 투여하였다(12). 본 실험은 고려대학교

동물실험 윤리위원회의 심의를 받아 수행되었다

(KUIACUC-2010-141).

혈액생화학적 검사

t-BHP를처리한군, 처리하지않은군모두 t-BHP를투여한

지 18시간 뒤에 실험을 진행하였다. 실험 종료 시점에서

12시간 절식시킨 실험 동물을 ethyl ether로 마취시켜 희생

시킨 후 흉강을 열고 대동맥에서 혈액을 채취하여 일부를

시험관에넣어 30분 뒤 4℃, 3,000 ×g에서 10분간 원심분리

하고 상징액인 혈청을 분리하여 total protein(T. Protein),

albumin, total bilirubin, Alkaline phosphatase(ALP), Aspartate

Aminotransferase(AST), Alanine Aminotransferase(ALT),

total cholesterol(T. Chol), glucose의 양을 표준시약 키트

(Roche Diagnostics GmbH, USA)와 Fuji Dri-Chem 3500(Fuji

Photo Film Co., Osaka, Japan)을 이용하여 분석하였다.

혈액학적 조직 병리학적 검사

t-BHP를처리한군, 처리하지않은군모두 t-BHP를투여

한지 18시간 뒤에 실험을 진행하였다. 실험 종료 시점에서

12시간 절식시킨 실험 동물을 ethyl ether로 마취시켜 희생

시킨 후 흉강을 열고 대동맥에서 혈액을 채취하여 일부를

EDTA가 처리된 채혈관에 넣어 잘 혼합하고 혈액응고를

방지한 뒤 녹십자 의료재단 임상연구팀에 백혈구수(WBC,

white blood cell count), 적혈구수(RBC, red blood cell count),

혈색소량(Hb, hemoglobin concentration), 헤마토크리트치

(HCt,hematocrit), 평균적혈구용적(MCV, mean corpuscular

hemoglobin volume), 평균적혈구혈색소농도(MCHC, mean

corpuscular hemoglobin concentration), 혈소판(PLT, platelet)

의 측정을 의뢰하였다. 조직 병리학적 검사를 위해 혈액채

취후 간, 신장 적출하여 무게를 측정하였다. 측정이 끝난

간과 신장은 포름알데하이드 용액에 넣어 고정한뒤 다음

날 새로운 포름 알데하이드로 교환하여 충분히 고정시킨

후 일반적인 조직처리 과정을 거쳐 파라핀 포매, 박절하였
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다. 간의 경우에는 hematoxylin & eosin(H&E) 염색을 하여

조직을 광학 현미경(Olympus BX51 microscope, Olympus

America Inc., Center Valley, PA, USA) 으로 관찰하였으며

신장의 경우에는 periodic acid 염색(PAS)을 하여 현미경으

로 조직을 검사하였다. 장착된 MicroFire 2.2 digital

camera(Optronics, Goleta, CA, USA)를 사용하여 해상도

300 dpi 이상에서 이미지를 얻고 비교하였다. 신장의 경우

에는 periodic acid 염색을 하여 조직을 검사하였다.

HPLC를 이용한 GSH 분석

간조직 1 g당 50 mM N-ethylmaleimide(NEM) 용액 9 mL

가하여 빙냉하에서마쇄한 균질액을 얻었고, 4℃, 600 ×g에

서 10분간 원심분리하여핵 및 미마쇄 부분을 제거한 상층

액을 얻었다. NEM 1 mL에 상층액 100 μL를 넣어 섞고

PCA(perchloric acid) 60%용액을 최종농도가 5%되도록 가

한 뒤 5분간 얼음에 방치 후 1,000 ×g에서 1분간 원심분리

하여 상층액 1 mL을 취하였다. 여기에 50 mM iodoacetate

(IAA)용액 100 μL를 가하여 잘 섞고 탄산수소 칼륨(1M

potassium hydrogen carbonate)시약을 거품이 생기지 않을

때까지 가하여준 뒤 암소에서 20분간 반응시켰다. 원심분

리하여 얻은 상층액에 동량의 3% Fluoro-2,4-dinitrobenzene

(FDNB)를가하여 4℃의암소에서보관한뒤다음날원심분

리 하여 상층액만 분석에 사용하였다(13). GSH와 GSSG의

표준물질로는 sigma사에서구입한시약을사용하여 standard

curve를작성, 정량하였다. 두물질을동시에분석하기위한

분석조건은 다음과 같다; 메탄올과 물을 4:1(v:v) 로혼합한

용매 A와 sodium acetate trihydrate(272 g) 와 122 mL의

증류수 그리고 378 mL의 glacial acetic acid가 혼합된 용액

200 mL에 용매 A 800 mL을 혼합한 용매 B용액을 각각

95%에서 70%, 5%에서 30%로 농도기울기를 설정하여 60

분동안 진행하였다. 이때 컬럼은 OptimaPak NH2 5 μ

m(4.6×250 mm)를 사용하였으며 용매흐름 속도는 1

mL/min, GSH의 검출파장은 365 nm, 주입량은 100 μL이다.

Malonaldehyde (MDA) 분석

간조직 1 g당 1.15% KCl용액 9 mL를가하여빙냉하에서

마쇄한 균질 액을 얻었으며, 4℃, 600 ×g에서 10분간 원심

분리하여 핵 및 미마쇄 부분을 제거한 상층액을 얻었다.

상층액 0.1 mL에 8.1% SDS용액을 0.2 mL 가하고 20%

acetic acid solution을 1.5 mL를 가하여 0.8% thiobarbituric

acid(TBA)를 1.5 mL 가한 후 총 4 mL이 되도록 맞춘 뒤

95℃에서 60분간 반응시킨다. 반응이 끝난 후 냉각시키고

증류수를 1 mL 가하고 5 mL의 butanol:pyridine=15:1의 용

액을가하여잘섞어준뒤 2,000 ×g에서 10분간원심분리하

여 분리된 상층액을 Excitation 515 nm/Emission 552 nm에

서 측정하였다(14).

결과 및 고찰

혈액 생화학적 검사

실크 단백질 산 가수분해물만 처리한 군에서의 혈액 생

화학적수치는 정상군과비교해서비슷한 결과를나타내어

실크단백질산가수분해물의실험동물에대한독성을비롯

한부작용은없는것으로판단된다(Table 1). 그러나간세포

및 간 기능의 손상과 연관 있는 여러 지표들에서 t-BHP를

처리한 군에서 유의적인 변화가 관찰되었다(Table 2). 본

실험에서 대조군으로 사용된 t-BHP는 여러 연구에서 세포

내 독성을 유발함으로써 세포 내 변화과정을 관찰할 때

사용되는 대표적인 화합물로 알려져 있다(15). AST와 ALT

는 간세포 누출효소로 간세포의 괴사와 간 조직의 파괴가

진행됨에 따라 효소가 혈중으로 유리되어 나타나므로 간

독성 연구에 활용되고 있다(16). t-BHP를 처리한 군에서는

간세포의 기능을 나타내는 지표들인 AST가 정상군

(146.4±6.63 U/L)에 비해 유의적으로 증가(196.2±16.99

U/L)하였고 ALT 역시 45.2±1.71 U/L에서 83.0±3.91 U/L로

증가하는 것이 관찰되었다. 이는 t-BHP가 실험동물의 간의

손상에 기여했음을 보여준다. t-BHP는 세포 내 대사 중

활성산소를비롯한여러라디칼들의생성을촉진함으로써

세포 내 산화 스트레스를증가시켜 간 세포의 손상을 유발

시키는 것으로 사료된다(16). t-BHP에 의한 AST/ALT의 증

가가시료인실크단백질산가수분해물에의해유의적으로

감소하였다(Table 2). 고농도의 처리시(2 g/kg) AST는 26%,

ALT는 39% 감소하여 실크 단백질 산 가수분해물에 의한

간기능개선효과가확인되었다. 또한, 세포독성을나타내

는또다른지표중의하나인 LDH 의수치도정상군에비해

t-BHP의 투여군에서 2배 넘게 크게 증가했으며 실크 단백

질 산 가수분해물의 투여에 의해 LDH의 수치가 유의적으

로 감소하였다. LDH는 해당계 효소로서 체내의 각 조직에

Table 1. Blood biochemical test on administration of silk protein
hydrolysates

Item
Silk protein hydrolysates (g/kg)

0 0.5 1 2

T. Protein
1)

(g/dL) 60.±0.11
ns3)

6.1±0.10
ns

6.1±0.04
ns

6.0±0.06
ns

Albumin (g/dL) 3.8±0.09
ns

3.8±0.07
ns

3.9±0.04
ns

3.8±0.04
ns

ALP (U/L) 272.8±34.10
ns

278±15.99
ns

297.5±37.78
ns

270±41.85
ns

AST (U/L) 146.4±10.63
ns

158.0±9.47
ns

160.0±18.38
ns

171.8±16.34
ns

ALT (U/L) 45.2±4.7ns 42.5±2.70ns 47.5±3.91ns 46.0±3.41ns

LDH (U/L) 1990.0±120.61ns 1814.3±224.08ns 1765.3±102.68ns 1888.5±237.01ns

T. Chol2) (mg/dL) 51.6±5.64ns 56.5±4.20ns 48.75±4.40ns 60.5±1.48ns

Glucose (g/dL) 78.8±9.73ns 65.25±7.19ns 70±10.81ns 93.5±7.45ns

1)T. Protein, total protein.
2)T. Chol, total cholesterol.
3)ns, Means±SD (n=5) within each column followed are not significantly different

(p<0.05).



한국식품저장유통학회지 제24권 제1호 (2017)110

널리 분포되어 있으며, 특히 심장, 간장, 신장 및 근육에

존재하며 급성간염등에서 AST, ALT와 함께 간세포로부터

빠져나와서급성간염초기에증가되는것으로알려져있다

(17). 이러한 결과는 t-BHP에 의한 간의 손상으로부터 실크

단백질 산 가수분해물이 방어효과가 있음을 보여준다. 그

밖에콜레스테롤, 알부민, 당, 단백질등의양에서는실험군

간의 유의적인 차이는 없었고, 실크 단백질 산 가수분해물

을 투여한 후 t-BHP투여한 군의 혈액학적 검사결과 WBC,

RBC, Hb, HCt, MCV, MCHC, PLT수치에는 t-BHP만 투여

한 군과 비교하였을 때 MCV, MCH, MCHC 에서 군간의

약간의 유의적인차이가있었으나 수치상으로는큰차이가

나지 않았다(Table 3). 실크 단백질 가수분해물의 기능성에

대한연구는비교적많이이루어졌다. 한최근연구는실크

단백질 가수분해물이 당뇨 유발쥐(db/db mouse)에서 혈당

을낮추고췌장의베타세포의크기와인슐린의분비를촉진

시키는 것으로 보고 하였다(18). 지방세포에서도 실크 단백

Table 2. Blood biochemical test on administration with silk protein hydrolysates and t-BHP (0.1mM/kg)

Item
No t-BHP Silk protein hydrolysates (g/kg)+t-BHP (0.1 mM/kg)

0 2 0 0.5 1 2

T. Protein1) (g/dL) 6.0±0.11ns3) 6.0±0.06ns 5.9±0.12ns 6.0±0.05ns 6.0±0.07ns 6.2±0.11ns

Albumin (g/dL) 3.8±0.09ns 3.8±0.04ns 3.8±0.06ns 3.9±0.05ns 3.8±0.00ns 3.9±0.1ns

ALP (U/L) 272.8±34.10ns 270±46.85ns 275.3 ±27.0ns 281.6±16.42ns 272.0±10.85ns 252.4±4.93ns

AST (U/L) 136.4±6.63d4) 141.8±6.34cd 196.2±6.99a 173.0±8.10ab 158.0±7.41c 145.8±4.61cd

ALT (U/L) 45.2±1.71e 46.0±1.41e 83.0±3.91a 72.4±4.52b 60.2±1.83c 50.2±3.73d

LDH (U/L) 1,990.0±120.61c 1,888.5±25.01c 4,348.6±593.29a 3286.2±362.84b 3,051.4±430.49b 3,068.6±220.84b

T. Chol
2)

(mg/dL) 51.6±5.64
ns

60.5±1.48
ns

48.8±1.66
ns

51.2±3.81
ns

46.4±2.16
ns

50.4±3.41
ns

Glucose (g/dL) 78.8±9.73
ns

93.5±7.45
ns

95.2±10.07
ns

71.6±14.06
ns

66±16.63
ns

106.2±15.73
ns

1)T. Protein, total protein.
2)T. Chol, total cholesterol.
3)ns, not significant.
4)Values are expressed as means±SD for 5 rats. Values not sharing the same letter are significantly different, p<0.05.

Table 3. Hematologic test on administration with silk protein hydrolysates and t-BHP (0.1 mM/kg)

Item
1) No t-BHP Silk protein hydrolysates (g/kg)+t-BHP (0.1 mM/kg)

0 2 0 0.5 1 2

RBC (10
6
/mm

3
) 7.4±0.09

ns2)
7.2±0.04

ns
6.9±0.08

ns
7.1±016

ns
7.2±0.19

ns
7.2±0.17

ns

WBC (10
3
/mm

3
) 7.1±1.16

ns
6.9±0.33

ns
5.2±0.56

ns
4.1±0.33

ns
7.1±1.00

ns
4.4±0.72

ns

HCt (%) 51.3±0.77
ns

50.7±1.95
ns

50.2±0.81
ns

51.0±0.87
ns

53.6±0.90
s

52.3±1.18
ns

Hb (g/dL) 14.4±0.13
ns

14.6±0.19
ns

13.6±0.14
ns

14.0±0.32
ns

14.3±0.24
ns

14.0±0.30
ns

MCV (fL) 69.2±1.09b3) 70.2±0.81b 72.4±0.85ab 72.4±1.08ab 74.4±1.09a 72.3±0.94ab

MCH (pg) 19.42±0.19ab 20.3±0.21a 19.7±0.13ab 19.9±0.07a 19.8±026a 19.3±0.19ab

MCHC (g/dL) 28.16±0.26b 28.9±0.28a 27.2±0.21b 27.5±0.40b 26.6±0.29bc 26.7±012bc

PLT (103/mm3) 658.2±128.00ns 540±103.93ns 833.5±26.31ns 814.8±51.33ns 836.4±120.05ns 862±36.08ns

1)RBC, red blood cell count; WBC, white blood cell count; HCt, hematocrit; Hb, hemoglobin concentration; MCV, mean corpuscular hemoglobin volume; MCH, mean corpuscular
hemoglobin; MCHC, mean corpuscular hemoglobin concentration; PLT, platelet.

2)
ns, not significant.

3)
Values are expressed as means±SD for 5 rats. Values not sharing the same letter are significantly different, p<0.05.

질 가수분해물은 글루코스의 세포내흡수를촉진하고 식욕

관련 호르몬인 렙틴의 유전자 발현을 억제 하는 것으로

관찰되었다(19). Zouh 등(20)은 alcalase로 처리된 실크 단백

질 가수분해물로부터항고혈압활성을확인하였으며 고혈

압 유발 체계중의 하나인 Agiotensin-converting enzyme

(ACE)의 저해제로서 펩타이드를 분리하였다. 여러 연구들

에서 단백질 가수분해물 또는 펩타이드류의 간세포 또는

간 기능상에 관한 결과들이 보고되고 있다. Chiang 등은

감자에서 유래하는 펩타이드류가 고지방식이로부터 유도

되는 간세포의 괴사를 억제하는 것을 보고하였으며(21) 이

때사용된감자유래펩타이드의농도는 75 mg/kg의농도로

본 연구에서의 실크 단백질 가수분해물의 사용농도 (1-2

g/kg)와 큰 차이를 보였는데 감자유래 펩타이드는 효소 가

수분해물인반면본연구의시료는산가수분해물로서이는

효소의 선택적인 가수분해가 무작위적인 산 가수분해보다

활성펩타이드의 생성을증가시켰을가능성이있는것으로
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사료된다(21). Chung 등은(22) 옥수수 유래 단백질 가수분

해물의 간 보호효과를보고하였는데이때 간 독성은 에탄

올을사용하였으며 사용된옥수수 유래단백질 가수분해물

은 식이의 1-3%까지 수준이었고 특히, 3% 옥수수 유래

단백질 가수분해물의 투여로 알코올대사 효소인 alcohol

dehydrogenase(ALD)의 활성이 20% 증가한 반면, 알코올

유래 독성대사물질중의 하나인 acetaldehyde의 혈중 농도가

60% 감소하였음을 보였다(22). 본 연구에서의 실크 단백질

가수분해물의 간 보호효과는 다른 연구들에 비해 비교적

높은용량으로서그효과를발휘하는것으로관찰되며보다

세부적으로 차후 비교연구가 필요하다 하겠다. 또한, 본

연구에서는 산 가수분해물을 사용하여 실험을 하였지만

여러 효소를 사용하여 생성된 가수분해물에 대한 연구도

필요한 것으로 사료된다.

과산화물 malondialdehyde(MDA)에 대한 실크단백질

산 가수분해물의 영향

지질 과산화는 생체에서 자연적으로 발생될 수 있는

superoxide anion radical로부터 유래하는 각종의 free radical

에의해세포막의다가불포화지방산이과산화되는현상을

지칭 한다(23). 이때 불포화지방산은 과산화 과정을 통해

분해되어 MDA라고 하는 지질 과산화물을 생성한다. 이는

세포 내 산화스트레스에 대한 지표로 이용이 된다. 실크

단백질 산가수분해물만투여했을 경우자발적으로발생하

는 MDA수치를조금 감소(~20%) 시키는 것으로 관찰 된다

(Fig. 1). t-BHP만 처리했을 경우 정상군에 비해 MDA의

생성이 약 37% 증가되었으며 이러한 MDA의 증가는 실크

단백질 산 가수분해물 처리에 의해 유의적으로 감소되었

다. 실크단백질가수분해물처리군은 t-BHP 처리군에비해

MDA 생성을 약 45% 감소시켰고 (2 g/kg), 실크 단백질

산 가수분해물의 농도간의 차이는 없었지만 1 g/kg과 2

g/kg에서 정상적인 범위의 MDA 수치를 보였다(Fig. 1). 이

는 실크 단백질 산 가수분해물이 산화스트레스에 의해서

유도된 과산화지질의 생성을 유의적으로 억제함을 보여주

는 결과이다. 하지만, 혈액에서의 MDA 생성에서는 시료처

리군과 정상군간의 유의적인 차이는 보이지 않았다(Fig.

2). 이는 t-BHP가 체내에 투입이 되었을 때 우선 해독하기

위해주로간으로이동하여간에서지질과산화를발생시키

는것으로 사료된다. MDA에대한생성억제작용을가지는

단백질성소재로쌀의부산물이알려져있으며쌀의저분자

량의 단백질 분획이 유의적으로 t-BHP에 의해 유도된

MDA의 생성을 억제함이 보고되었다. 이때 동물실험에서

사용된 쌀 가수분해물은 0.5-2 g/mL로 mass spectrometer와

HPLC로분석한결과분자량이 700 Da 이하인것으로알려

졌다(24). 따라서본연구에서의실크단백질산가수분해물

을 대상으로 간보호효과를 보이는 분획을 분리하여 펩타

이드의 조성을 밝히는 것이 필요하며 위에서 언급했듯이

효소별로가수분해물의특성과활성을비교하는것도 가치

있는 실험이라고 사료된다. 그 밖에 발아 발효콩 추출물

또한 이러한 MDA 생성 억제작용을 가지는것으로 알려져

있는데 발아 발효콩 추출물은 0.5-1 g/kg의 고용량일 때

효과가 관찰되어 본 연구의 실크단백질 산 가수분해물의

활성 농도와 유사함을 보였으며 in vitro에서는 0.5 mg/mL

의 농도에서간세포내 활성산소(ROS)의 생성을 50% 이상

감소시키는 것으로 보고되었다(25).
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Fig. 1. Effect of silk protein hydrolysate on MDA production in
t-BHP-treated SD rat liver.

NC, normal control (no treatment); NC-2, normal control+2 g of silk protein hydrolysate;
TC, t-BHP treated control.
Values are expressed as means±SD for 5 rats. Different letters indicate significant
differences at p<0.05.
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Fig. 2. Effect of silk protein hydrolysate on MDA production in
t-BHP-treated SD rat blood.

NC, normal control (no treatment); NC-2, normal control+2 g of silk protein hydrolysate;
TC, t-BHP treated control.
Values are expressed as means±SD for 5 rats. Different letters indicate significant
differences at p<0.05.

체내 글루타치온에 대한 실크단백질 산 가수분해물의 영향

GSH는 체내에서 해독기능, 면역기능, 항산화 기능등의

핵심적인역할을 하는인체에서는매우중요한해독제이며
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Fig. 3. Effect of silk protein hydrolysate on glutathione content in
t-BHP-treated SD rat liver.

NC, normal control (no treatment); NC-2, normal control+2 g of silk protein hydrolysate;
TC, t-BHP treated control.
Values are expressed as means±SD for 5 rats. Different letters indicate significant
differences at p<0.05.

Fig. 4. Effects of silk protein hydrolysate on liver histology in rats treated with tert-butyl hydroperoxide (t-BHP). Liver sections were
stained with hematoxylin and eosin (H&E) and examined under a microscope.

A, normal control (untreated) group; B, normal control+2 g of silk protein hydrolysate; C, t-BHP-treated group; D, silk protein hydrolysate (0.5 g/kg) pretreated group; E, silk
protein hydrolysate (1.0 g/kg) pretreated group; F, silk protein hydrolysate (2.0 g/kg) pretreated group.

강력한항산화제이다(26). 본연구에서실크단백질산가수

분해물의체내글루타치온에대한영향을본 결과 t-BHP로

산화 스트레스를 유도하면 체내 글루타치온이 정상군에

비해서 70% 이상급격히감소하는것으로나타났으며실크

단백질 산 가수분해물을 투여했을 때 그러한 감소현상이

둔화되면서 고용량(2 g/kg)의 시료를 처리했을 때 t-BHP만

처리한 군에 비해 3배정도 GSH의 양이 증가하였다(Fig.

3). 이러한 결과는 실크 단백질 산 가수분해물이 t-BHP에

의한 GSH의 감소를 효과적으로 억제한다는 것을 보여준

다. 실크단백질에의한 GSH의감소억제는 Fig. 1에서보이

는 지질 과산화물인 MDA의 생성이 실크 단백질에 의해서

억제되는 것과 일맥상통한다. Nasri 등(27)은 어류인 모샘

치의단백질가수분해물이고지방및고당식이로부터유도

되는 산화스트레스와 glutathione의 감소를 억제하는 것을

보고하였는데 이들의 활성농도는 400 mg/mL수준이어서

본연구의실크단백질가수분해물활성농도와약간의차이

를 보였으며 특히, superoxide dismutase(SOD), glutathione

peroxidase(Gpx), catalase 등의 항산화 효소들의 활성을 증

가시키는 것으로 보고되었다. 본 연구에서 과산화물인

MDA와 항산화 물질인 glutathione에 대한 실크 단백질 가

수분해물의 조절작용이 확인되었기 때문에 세포내 산화스

트레스를직접적으로또는간접적으로조절할수있는지를

알아보기위해 항산화효소들의활성과발현양상에어떠한

영향을 미칠지에 대해 향후 연구 해보는 것은 흥미로울

것으로 사료된다. 그 밖에 참마로부터 유래하는 discorin이

라고하는단백질은 80 mg/kg의 수준에서 동물에서발생하

는 산화스트레스를 제어하는 일환으로 GSH를 억제하는
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것으로 알려지고있다(28). 일정한분자량을 가지는 비교적

큰 단백질은 체내에서 소화되어 분해될 수 있기 때문에

단백질 유래 활성물질들은 주로 체내에서 소화 분해되어

펩타이드의형태로 기능성을나타내는것으로 보이며효소

및산등의단백질가수분해물들속에는흡수에있어서소화

효소의 작용으로부터 자유로운 저분자로 존재하는 펩타이

드류가 다량 있을 것으로 사료된다.

간과 신장조직의 조직학적 관찰

세포는 괴사가 일어나게 되면 미토콘드리아의 팽창, 핵

의 축소, 세포소기관의 파괴, 팽창에 의한 세포막의 파괴,

리보솜, 리소좀의 융해 등이 일어나며 세포 내의 내용물이

세포외로유출되어, 염증을 일으켜 H&E 염색을 했을 시에

연분홍색을 띄게 된다(25). 쥐의 간 조직에서의 조직학적

변화를 알아보기 위해 H&E 염색을 한 결과 생리식염수만

투여한대조군과실크단백질산가수분해물을투여한군에

서는세포질과원형의핵이모두뚜렷하며간세포의괴사나

염증세포의 침윤과 같은 병변이 관찰되지 않았으나 t-BHP

만투여한간조직의경우에는혈관주변으로지방구변성과

괴사가 관찰되어 주변과 비교하였을 때 밝은 색을 띄었다

(Fig. 4) 시료를 투여하고 t-BHP를 투여한 군에서는 시료투

여 농도가 높아질수록 상태가 호전되어 대조군과 차이가

없는것으로관찰되었다. 이러한결과는간조직이 t-BHP에

Fig. 5. Effects of silk protein hydrolysate on kidney histology in rats treated with tert-butyl hydroperoxide (t-BHP). Kidney sections were
stained with periodic acid and examined under a microscope.

A, normal control (untreated) group; B, normal control+2 g of silk protein hydrolysate; C, t-BHP-treated group; D, silk protein hydrolysate (0.5 g/kg) pretreated group; E, silk
protein hydrolysate (1.0 g/kg) pretreated group; F, silk protein hydrolysate (2.0 g/kg) pretreated group.

의해서 손상을 받게 되어 간 조직의 병변이 발생하지만

실크 단백질 산 가수분해물을 투여로 인해 t-BHP에 의한

손상으로부터간을 보호하는 것으로보여진다. Han 등(24)

은 쌀 부산물 펩타이드 분획인 SRP-70이 쥐에서 t-BHP에

의해유도되는간조직의손상을보호하는것으로보고되고

있어본연구에서관찰된실크단백질가수분해물로서펩타

이드류의 간 조직 손상 방지효과와 연관이 있는 것으로

여겨진다(24). 한편, 누에고치 유충 분말이 디에틸니트로조

아민(diethylnitrosoamine)에 유도된 간 조직의 손상을 효과

적으로차단할수있음을 보고함으로써(29) 실크단백질유

래활성물질의간보호효과면에서본연구와일맥상통한다

고 할 수 있다. 신장의 경우 사구체의 테두리가 두꺼워 질

경우 신장의 기능 즉, 여과에 문제가 생겨 신장에 손상을

줄 수 있으나(30) t-BHP에 의해서 신장조직에서의 변화를

관찰할수 없었고생리식염수만투여한군과 t-BHP만투여

한 군, 실크 단백질을 투여한 후 t-BHP를 투여한 군 간의

차이를관찰할수없었다(Fig. 5). 하지만, 한최근보고에서

고지방식이로부터신장기능의이상이유도되었으며 어류

단백질의효소 가수분해물이 이러한요산의감소와크레아

틴의증가를동반하는신장기능장애를효과적으로억제하

는 것으로 알려졌다(27). 이는단백질가수분해물이 간뿐만

아니라 신장도 여러 위해요소들로부터 보호 할 수 있음을

보여주는 것이라 할 수 있다.
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요 약

동물실험에서 실크단백질 산 가수분해물을 투여하고

t-BHP투여한 군의 혈액 생화학적 검사 결과 t-BHP만 투여

한군과 비교하였을 때 AST, ALT 그리고 LDH가실크단백

질산가수분해물의투여농도가높아질수록수치가감소하

는 것으로 나타났고 세포가 손상할 시에 증가하는 MDA를

간조직을대상으로측정한결과실크단백질산가수분해물

의농도가높아질수록수치가대조군과유사한정도로감소

하는 것으로 보아 간 손상에 관여하는 효소의 누출 억제

효과가있는것으로사료된다. HPLC로간조직에서의 GSH

측정결과 t-BHP만 투여한 군과 비교하였을 때 유의적으로

증가하였고 조직학적검사결과 t-BHP만 투여한 군과 비교

하였을때실크단백질산가수분해물을투여한군이대조군

과 가까운 모습을 보이는 것으로 관찰되어 실크단백질 산

가수분해물이 산화적 스트레스로부터의 간 보호 효과가

있는 것으로 사료된다. 따라서 실크단백질 산 가수분해물

의 기능적 소재로서의 이용가능성이 확대될 것으로 사료

된다.
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