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            초록
          
        

        
          There have been few studies to date on physiologically active peptides derived from Protaetia brevitarsis larvae (PBL). This study aimed to examine the effects of PBL enzyme hydrolysates on glucose and lipid metabolism in mice fed a high-fat diet. Four-week-old male C57BL/6J mice were acclimated for one week. They were then divided into three groups: the normal fat diet-fed group (ND; n = 5), the high-fat diet-fed group (HD; n = 6), and the high-fat diet-fed group that was orally administered PBL enzyme hydrolysate (200 mg/kg/day, 7 times/week) (HDP; n = 6). After 7 weeks on the experimental diet, dietary intake decreased significantly in the HD group compared with the ND group, but it was not significant in the HDP group. Low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and triglyceride (TG) were significantly increased in the HD group compared with the ND group but were not reduced in the HDP group. In the oral glucose tolerance test (OGTT) glucose levels at 30 minutes were significantly higher in the HD group than in the ND group and tended to decrease in the HDP group. Tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) mRNA expression was significantly increased in the HD group compared with the ND group, but tended to decrease in the HDP group compared with the HD group. In conclusion, in mice fed a high-fat diet, PBL enzyme hydrolysate inhibited the rise in blood glucose during the initial 30 minutes of OGTT and showed a tendency to lower expression of TNF-α genes in the liver tissue. Further studies are needed to clarify the concentration-specific and long-term effects of PBL enzyme hydrolysate on metabolic improvement in mice fed a high-fat diet.
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      Ⅰ. 서론
      비만은 에너지 섭취와 소비 간의 불균형으로 인해 체지방이 비정상적이거나 과도하게 축적 및 분포되는 상태로, 지난 수십 년간 전 세계적으로 유병률이 급격히 증가하면서 중요한 공중보건 문제로 대두되고 있다. 우리나라 20세 이상 성인의 비만 유병률은 2012년 30.2%(남성 37.3%, 여성 23.4%)에서 2021년 38.4%(남성 49.2%, 여성 27.8%)까지 1.27배 증가하였다(Jeong et al. 2024). 같은 기간 동안 아동ㆍ청소년(6-18세)의 비만 또한 9.7%에서 19.3%까지 약 2배 증가하여 우리나라에서도 비만 유병률이 지속적으로 증가함을 보여준다. 저소득 및 중간소득 국가에서는 여전히 겪고 있는 감염성 질환과 영양결핍 문제와 동시에 과체중과 비만의 유병률이 증가하여 이중 영양 부담(double burden of malnutrition)에 직면해 있기도 한다(Winichagoon & Margetts 2017).

      비만은 인슐린 저항성, 대사증후군, 이상지질혈증, 고혈압, 제2형 당뇨병, 비알코올성 지방간 질환(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD), 심혈관계 질환, 우울증, 인지 기능 저하 및 암 등 다양한 동반 질환의 발생 위험을 유의적으로 증가시킨다(Petrie et al. 2018; Tyrrell et al. 2019; Larsson & Burgess 2021; Francque & Dirinck 2023). 또한, 의료비 증가에도 상당한 영향을 미치는데, 과체중 및 비만으로 인한 전 세계적 경제적 비용은 2020년 기준 약 2조 달러 미만에서 2030년에는 3조 달러를 초과하고, 2060년에는 무려 18조 달러 이상에 이를 것으로 예측된바 있다(Okunogbe et al. 2022). 따라서 비만으로 인한 예방 가능한 사망과 사회경제적 비용을 감소시키기 위해서는 비만을 예방하고 치료할 수 있는 천연물 유래의 안전한 기능성 소재 개발이 필요하다.

      최근, 식용 곤충은 식량 자원의 지속가능성과 기능성 식품 개발 측면에서 새로운 대안으로 주목받고 있다. 곤충은 단백질, 불포화지방산, 비타민, 미네랄 등을 풍부하게 함유하고 있을 뿐만 아니라, 환경친화적이고 생산 효율이 높은 장점을 지닌다(Park & Yun 2018). 2025년 기준 우리나라에서 식용이 가능한 곤충은 총 10종으로 일반 식품원료가 9종이고 한시적 식품원료가 1종이다. 그중 흰점박이꽃무지 유충(Protaetia brevitarsis larvae; PBL)은 2016년에 식품공전에 원료로 등록되어 현재 곤충산업 1차 산물 판매액 중 1위를 차지하고 있으며(Ministry of Agriculture, Food and Rural Affairs 2025), 기능성에 대한 과학적 근거가 점차 확대되고 있다. Park et al.(2024)은 PBL의 70% 에탄올 추출물이 Hep3B 세포에서 LPS 유발 염증과 철분 의존성 세포사멸에 대해 억제 효과를, Jang et al.(2023)은 PBL이 마우스 골수 유래 대식세포에서 RANKL 유도 파골세포 형성에 대한 억제 효과를 나타냈다고 보고하였다 또한, PBL의 항비만 효과(Ahn et al. 2019), 항당뇨 효과(Park et al. 2021), 항산화 및 항염증 효과를 통한 에탄올 유도 간 손상 보호 효과(Hwang et al. 2020) 등도 밝혀져 있다.

      한편, 단백질을 효소 가수분해할 경우 식품 단백질에서 유래된 펩타이드는 아미노산 조성, 서열, 소수성 및 길이에 따라 영양학적 특성 외에도 항고혈압, 항산화, 항혈전, 혈당 강하, 콜레스테롤 저하 및 항균 작용 등 다양한 생리활성을 나타낼 수 있다(Nasri 2017). 따라서, 본 연구에서는 고지방식이를 섭취한 마우스에서 PBL 효소 가수분해물이 체중 변화, 혈당, 내당능 및 혈중 지질 지표에 미치는 영향을 분석함으로써, PBL 효소 가수분해물의 당대사 및 지질대사 개선 효과를 규명하고자 하였다. 본 연구 결과는 PBL 효소 가수분해물의 비만 관련 대사성 질환을 예방하고 개선시키기 위한 소재로서의 활용 가능성에 대한 기초자료를 제시할 것이다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. PBL 효소 가수분해물 제조
        흰점박이꽃무지 분말 20 g을 800 mL의 증류수에 현탁한 후 121℃에서 15분간 고압멸균을 실시하였다. 이후 시료를 냉각시키고 단백질 가수분해효소인 trypsin(Sigma-Aldrich, St, Louis, MO; T4799) 0.2 g을 첨가하여 150 rpm 조건에서 6시간 동안 진탕배양기(Dasol Scientific, Hwaseong, Korea; DS-310F)를 이용하여 효소 가수분해를 수행하였다. 80℃에서 10분간 효소의 실활 과정을 거친 후 2,000 rpm으로 원심분리하여 상징액을 분리하였다. 분리된 상징액은 진공감압 여과기를 통해 여과한 후 동결건조 과정을 거쳐 최종 시료를 제조하였다. 본 연구에 사용된 PBL 효소 가수분해물은 경상남도농업기술원 유용곤충연구소로부터 제공받아 -80℃에서 보관하며 사용하였다.

      

      
        2. 실험동물 및 식이
        실험동물은 생후 4주령의 수컷 C57BL/6J 마우스를 중앙실험동물(Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 각 동물은 통제된 환경(실온 22 ± 2°C, 상대습도 55 ± 5%, 암주기 12시간/12시간)에서 개별 사육하였다. 1주일간의 적응 후에, 마우스를 무작위로 정상지방식이 섭취군 (normal-fat diet, ND; n = 5), 고지방식이 섭취군 (high-fat diet, HD; n = 6), 고지방식이 및 PBL 효소 가수분해물 섭취군 (high-fat diet treated with PBL, HDP; n = 6)군으로 분류하였다. 실험식이의 구성은 Table 1에 제시되어 있다. ND군의 정상지방식이는 지방에서 비롯된 열량이 총 열량의 10%(Saeronbio Inc, Uiwang, Korea; D12450B)를 차지하였고, HD와 HDP군의 고지방식이는 지방으로부터 열량이 60%(Saeronbio Inc; D12492)를 차지하였다. HDP군에는 PBL 효소 가수분해물을 200 mg/kg b.w./day 수준으로 7주간 경구 투여하였으며, ND군과 HD군에는 동일한 양의 식염수를 경구 투여하였다. PBL 효소 가수분해물의 투여 수준은 160 mg/kg 수준에서 비만 마우스에 대해 항비만 및 간 보호 효과가 나타났다는 이전 연구를 근거로 선택되었다(Lee et al. 2022). 실험 기간 내내 식이와 물은 자유롭게 섭취할 수 있도록 하였고, 체중은 주 1회, 식이 섭취량은 주 2회 일정한 시간에 측정하였다. 모든 실험 설계 및 절차는 경상대학교 동물실험윤리위원회 (GNU-230419-M0069-01)의 승인을 받아 시행하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Composition of the experimental diets
            (g/kg diet)

          
          

        

        
          
            
              	 
              	ND1)
              	HD
              	HDP
            

          
          
            	Cornstarch
            	315
            	0
            	0
          

          
            	Casein
            	200
            	200
            	200
          

          
            	Maltodextrin
            	35
            	125
            	125
          

          
            	Sucrose
            	350
            	68.8
            	68.8
          

          
            	Soybean oil
            	25
            	25
            	25
          

          
            	Lard
            	20
            	245
            	245
          

          
            	Mineral mixture2)
            	10
            	10
            	10
          

          
            	Vitamin mixture3)
            	10
            	10
            	10
          

          
            	L-cysteine
            	3
            	3
            	3
          

          
            	Choline bitartrate
            	2
            	2
            	2
          

          
            	DiCalcium Phosphate
            	13
            	13
            	13
          

          
            	Calcium Carbonate
            	5.5
            	5.5
            	5.5
          

        

        
          
            1)Abbreviations: ND, normal fat diet; HD, high fat diet; HDP, high fat diet with oral administration of P. brevitarsis seulensis 200 mg/kg group
          

          
            2)Mineral mixture: S10026 mineral mixture
          

          
            3)Vitamin mixture: V10001 vitamin mixture
          

        

        

      

      
        3. 경구 당부하 검사(Oral glucose tolerance test, OGTT)
        경구 당부하 검사는 실험 종료 1주일 전에 수행하였다. 마우스를 12시간 절식시킨 다음 꼬리정맥에서 채혈하여 초기 혈당을 측정하고 75% 포도당 용액을 2 g/kg b.w.의 수준으로 경구투여 한 후 30, 60, 120분에 해당하는 혈당 농도를 측정하였으며, 이를 통해 내당능(Glucose tolerance) 변화를 확인하였다. 혈당은 꼬리로부터 채혈하여 혈당측정기(Roche Diagnostic, Mannheim, Germany; ACCU-CHEK Instant S)를 통해 측정하였다.

      

      
        4. 혈액 및 조직 채취
        실험 종료 후에 12시간 절식시킨 마우스를 CO2로 마취한 뒤 복부 대동맥에서 혈액을 채취하였다. 채취한 혈액은 원심분리기(GYROZEN Co., Gyeonggi, Korea)를 이용하여 4°C에서 3,000 rpm으로 20분간 원심분리하여 혈청을 분리하였다. 복부 절개 후 적출한 간 조직 일부는 RNAprotect Reagent (Qiagen, Valencia, CA)에 즉시 담근 후 사용 시까지 -80°C에서 보관하였다. 나머지 간 조직과 지방 조직은 식염수로 세척하고 무게를 측정하였다. 측정 후 잔여 조직은 액체 질소에 급속 냉동한 후 -80°C에서 보관하였다.

      

      
        5. 혈액 생화학적 분석
        혈청의 triglyceride (TG), total cholesterol (TC), high-density lipoprotein-cholesterol (HDL-C), low-density lipoprotein-cholesterol (LDL-C), 공복 혈당은 시판 분석 키트(Asan Pharm. CO., Seoul, Korea)를 사용하여 측정하였다. 인슐린 또한 상용 키트(Crystal Chem, Illinois, Chicago)로 분석하였다. 인슐린 저항성 지수(homeostasis model assessment of insulin resistance, HOMA-IR)는 아래의 식에 의해 계산하였다(Jang et al. 2012).

        
HOMA-IR = Fasting glucose (mg/dL) × Fasting insulin (mU/L)/405

      

      
        6. Real-time RT-PCR 분석
        간 조직으로부터의 총 RNA는 RNeasy Protect Mini Kit(Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하여 추출하였다. RNA 농도 및 순도는 NanoDrop Lite Plus Spectrophotometers(Thermo Scientific™, MA; NDLPLUSPRGL)을 사용하여 측정하였다. 분리된 RNA는 QuantiTect Reverse Transcription Kit(Thermofisher, Vilnius, Lithuania)를 이용하여 cDNA로 역전사하였다. Real-time RT-PCR 분석은 합성된 cDNA를 이용하여 SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA)와 CFX Opus 96 Real-time PCR System (Bio-Rad)을 사용하여 수행하였다. PCR 반응 조건은 95℃에서 3분간 초기 변성 단계를 거친 후, 95℃에서 15초, 60℃에서 30초, 72℃에서 30초를 1 cycle로 하여 총 40 cycles로 진행하였다. 사용된 primer 서열은 다음과 같다; β-actin: 5'-CCAGCCTTCCTTCTTGGGTAT-3'(Forward), 5'-TTGGCATAGAGGTCTTTACGG'(Reverse); TNF-α: 5'-TGTCTCAGCCTCTTCTCATT-3'(Forward), 5'-AGATGATCTGAGTGTGAGGG-3'(Reverse). Threshold cycle(Ct) 값은 제조사의 지침에 따라 형광 신호의 변화를 분석하여 상대 정량 값을 산출하였다. 각 유전자의 발현 수준은 동일 시료에서 측정한 β-actin 발현량으로 보정하였고, HD군과 HDP군의 ΔCt 값은 ND 군의 평균 ΔCt 값으로 정규화하였다.

      

      
        7. 통계처리
        모든 실험결과에 대한 통계분석은 IBM SPSS® Statistics for windows 프로그램을 이용하여 수행하였다. 세 개의 실험군 간의 유의성 검정을 위해 일원분산분석(one way analysis of variance, ANOVA)을 실시한 후, Duncan의 다중범위검정(Duncan’s multiple range test)을 이용하여 사후 분석을 수행하였다. 모든 실험 결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었으며 P < 0.05 수준에서 통계적 유의성을 검증하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과
      
        1. 체중, 식이섭취량 및 조직무게 변화
        7주 동안의 실험식이 공급 후 체중 증가량은 군간에 유의한 차이는 보이지 않았으나, 고지방식이 섭취군인 HD군(3.40 ± 1.30 g/day)과 HDP군(3.27 ± 1.57 g/day)에서 ND군(2.00 ± 1.42 g/day)에 비해 증가한 경향을 보였다. 일일 식이 섭취량은 고지방 식이를 섭취한 HD군(2.14 ± 0.14 g/day)과 HDP군(2.08 ± 0.08 g/day)에서 ND군(2.56 ± 0.21 g/day) 대비 유의하게 낮게 나타났다(P<0.05). 한편, 식이 효율(Food efficiency ratio)이나 에너지 효율(Energy efficiency ratio)은 ND군에 비해 HD군과 HDP군에서 높은 경향을 보였으나, 통계적 유의성은 관찰되지 않았다(Table 2). 실험동물의 간 조직 무게는 ND군(0.82 ± 0.13 g)에 비해 HD군(0.75 ± 0.03 g)과 HDP군(0.77 ± 0.09 g)에서 증가하지 않았으나 신장 주변 지방, 복부 지방 조직의 무게는 ND군(0.46 ± 0.12 g, 0.07 ± 0.04 g)에 비해 HD군(0.59 ± 0.15 g, 0.10 ± 0.04 g)에서 약 1.3배, 1.4배 증가하였고(P>0.05) PBL 효소 가수분해물이 간 조직이나 지방 조직 무게에 유의한 영향을 미치지 못하였다(Table 3).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Body weight, weight gain, intake, FER, and EER of mice
          
          

        

        
          
            
              	 
              	ND
              	HD
              	HDP
            

          
          
            	Initial B.W., g
            	20.32 ± 1.011)ns2)
            	19.94 ± 0.48
            	20.38 ± 0.74
          

          
            	Final B.W. (at 7 weeks), g
            	22.32 ± 1.61ns
            	23.54 ± 1.28
            	23.66 ± 1.89
          

          
            	Weight gain (for 7 weeks), g
            	2.00 ± 1.42ns
            	3.40 ± 1.30
            	3.27 ± 1.57
          

          
            	Intake (for 7 weeks), g/day
            	2.56 ± 0.21a
            	2.14 ± 0.14b
            	2.08 ± 0.08b
          

          
            	FER3)(for 7 weeks)
            	0.02 ± 0.01ns
            	0.03 ± 0.01
            	0.03 ± 0.01
          

          
            	EER4)(for 7 weeks)
            	0.004 ± 0.0026ns
            	0.006 ± 0.0024
            	0.006 ± 0.0028
          

        

        
          
            1)Data are expressed as Mean ± S.D.
          

          
            2)Values with different alphabet within the same row are significantly different at P < 0.05 by Duncan's multiple range test.
          

          
            3)FER: Food efficiency ratio = weight gain (g/day)/food intake (g/day)
          

          
            4)EER: Energy efficiency ratio = weight gain (g/day)/energy intake (kcal/day)
          

          
            Abbreviations: ND, normal fat diet; HD, high-fat diet; HDP, high-fat diet treated with 200mg/kg/day P. brevitarsis larvae; B. W., body weight.
          

        

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            Weight of liver, kidney fat and abdominal fat tissue of the experimental mice
          
          

        

        
          
            
              	 
              	ND
              	HD
              	HDP
            

          
          
            	Liver, g
            	0.82 ± 0.131)ns2)
            	0.75 ± 0.03
            	0.77 ± 0.09
          

          
            	Perirenal fat, g
            	0.46 ± 0.12ns
            	0.59 ± 0.15
            	0.61 ± 0.24
          

          
            	Abdominal fat, g
            	0.07 ± 0.04ns
            	0.10 ± 0.04
            	0.11 ± 0.03
          

        

        
          
            1)Data are expressed as Mean ± S.D.
          

          
            2)Values with different alphabet within the same row are significantly different at P < 0.05 by Duncan's multiple range test.
          

          
            Abbreviations: ND, normal fat diet; HD, high-fat diet; HDP, high-fat diet treated with 200mg/kg/day P. brevitarsis larvae.
          

        

        

      

      
        2. 혈중 중성지질 및 콜레스테롤
        혈중 중성지질 및 콜레스테롤 농도를 Table 4에 제시하였다. TG의 경우, ND군(168.17 ± 4.54 mg/dL)에 비해 HD군(194.83 ± 17.16 mg/dL)에서 유의하게 증가하였으나, 고지방식이 섭취군에서 PBL 효소 가수분해물의 투여는 중성지질에 유의한 영향을 미치지 못하였다(HDP군: 203.89 ± 27.11 mg/dL). LDL-C 또한, ND군(296.33 ± 13.20 mg/dL) 대비 HD군(318.00 ± 4.54 mg/dL)에서 유의하게 증가하였고, HDP군(312.78 ± 31.39 mg/dL)에서는 HD군 대비 유의한 변화를 나타내지 못하였다. 반면, TC와 HDL-C 수치는 군 간에 유의한 차이를 나타내지 않았다(Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            TG, TC, HDL-C, and LDL- C levels in the serum of experimental mice
          
          

        

        
          
            
              	 
              	ND
              	HD
              	HDP
            

          
          
            	TG, mg/dL
            	168.17 ± 4.541)b2)
            	194.83 ± 17.16a
            	203.89 ± 27.11a
          

          
            	TC, mg/dL
            	296.33 ± 13.20ns
            	318.00 ± 28.07
            	312.78 ± 31.39
          

          
            	HDL-C, mg/dL
            	50.31 ± 2.44ns
            	52.64 ± 4.40
            	49.71 ± 3.94
          

          
            	LDL-C, mg/dL
            	58.59 ± 7.89b
            	78.59 ± 13.27a
            	91.62 ± 19.46a
          

        

        
          
            1)Data are expressed as Mean ± S.D.
          

          
            2)Values with different alphabet within the same row are significantly different at P < 0.05 by Duncan’s multiple range test.
          

          
            Abbreviations: ND, normal fat diet; HD, high-fat diet; HDP, high-fat diet treated with 200mg/kg/day P. brevitarsis larvae; HDL-C, high density lipoprotein cholesterol; LDL-C, low density lipoprotein cholesterol; TC, total cholesterol; TG, triglyceride.
          

        

        

      

      
        3. 혈중 당, 인슐린 및 HOMA-IR
        공복 혈당, 인슐린, 및 HOMA-IR 분석 결과를 Table 5에 제시하였다. 공복 혈당은 ND 군에서 높게 나타났으나 통계적으로 유의한 차이는 나타나지 않았다. 공복 인슐린 농도 또한 세 군간에 유의한 차이를 보이지 않아, 인슐린저항성 지수인 HOMA-IR에도 고지방식이나 PBL 효소 가수분해물의 처리는 유의한 영향을 미치지 않았다(Table 5).

        
          Table 5. 
				
          

          
            Serum fasting glucose, insulin, and HOMA-IR levels of the experimental mice
          
          

        

        
          
            
              	 
              	ND
              	HD
              	HDP
            

          
          
            	Fasting glucose, mg/dL
            	280.59 ± 34.651)ns2)
            	247.23 ± 13.71
            	243.37 ± 38.44
          

          
            	Fasting insulin, ng/mL
            	11.05 ± 8.92ns
            	9.64 ± 4.01
            	10.66 ± 3.57
          

          
            	HOMA-IR
            	2.86 ± 2.19ns
            	2.21 ± 0.96
            	2.38 ± 0.84
          

        

        
          
            1)Data are expressed as Mean ± S.D.
          

          
            2)Values with different alphabet within the same row are significantly different at P < 0.05 by Duncan’s multiple range test.
          

          
            Abbreviations: ND, normal fat diet; HD, high-fat diet; HDP, high-fat diet treated with 200mg/kg/day P. brevitarsis larvae; HOMA-IR, homeostatic model assessment for insulin resistance.
          

        

        

      

      
        4. 내당능(OGTT)
        공복 시 혈당부터 시작하여 당을 경구 투여한 후 30, 60, 120분의 혈당을 Fig. 1에 제시하였다. 공복 혈당은 군 간에 유의한 차이를 보이지 않았으나, 당 투여 후 30분에 ND군에 비해 HD군의 혈당이 유의하게 증가하였고, PBL 효소 가수분해물의 투여는 혈당을 ND군의 수준으로 회복시키지는 못하였으나, HD군에 비해 감소시키는 경향을 나타내었다. 30분 시점에서 모든 군의 혈당이 급격히 상승하였으며 이후 점차 감소하는 것으로 나타났고, 혈당 반응 곡선하면적(area under the curve; AUC) 분석 결과, HD군과 HDP군에서 ND군에 비해 유의하게 증가하였다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1.  
				
          

          
            Time-based blood glucose levels measured during the oral glucose tolerance test (OGTT) curve and the area under the curve (AUC) of OGTT.
          
          

          

        

      

      
        5. 간 조직 TNF-α mRNA 발현
        간 조직에서 TNF-α 유전자의 mRNA 발현량을 분석한 결과는 Figure 2에 나타내었다. 염증성 사이토카인인 TNF-α의 경우 HD군(3.53 ± 0.38)에서 ND군(1.00 ± 0.51)에 비해 3배 이상 높은 발현을 보였으며(P<0.05), HDP군(2.15 ± 0.59)에서 HD군 대비 mRNA 발현 수준이 61% 수준으로 감소하는 경향을 보였다(Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2.  
				
          

          
            Quantitative RT-PCR analysis of gene expression levels in hepatic tissues.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 고찰
      본 연구는 고지방식이를 섭취한 마우스에서 PBL 효소 가수분해물을 7주간 경구투여 하였을 때 당 대사, 지질 대사 및 염증 반응에 미치는 영향을 알아보기 위해서 혈당 대사 지표(공복 혈당, 인슐린, HOMA-IR, 및 OGTT), 지질 대사 지표(TG, TC, LDL-C, HDL-C), 염증 조절 인자(TNF-α mRNA 발현)를 조사하였다.

      본 연구 결과, HD군에서 ND군에 비해 식이섭취량은 유의하게 감소하고, TG와 LDL-C이 유의하게 증가하였으며, OGTT 결과에서 포도당 용액 섭취 후 30분의 혈당은 HD군에서 ND군에 비해 유의하게 증가하였다. 또한, HD군에서 ND군에 비해 간 조직의 염증(TNF-α) mRNA 발현 수준이 유의하게 증가하였다. 기존 연구 결과들에 따르면, 장기간 고지방식이 섭취는 intestinal barrier 손상, inflammatory signaling pathways 활성, 미토콘드리아 기능장애 유발, 병원성 항생제 내성 유발 등을 일으켜 국소 및 전신 염증을 활성화해, 결국은 지질 및 에너지 대사를 방해하여 인슐린 저항성 및 이상지질혈증이 유발될 수 있다고 보고된다(Tang et al. 2024).

      반면, 체중 증가량과 간 및 지방 조직 무게, 공복 혈당 및 인슐린, 그리고 이 두 수치를 활용한 계산치인 HOMA-IR은 ND군과 HD군에서 유의한 차이를 나타내지 않았다. 이것은 첫째, 고지방식이 섭취군의 식이 섭취량 감소에 의한 섭취 에너지의 감소로 인한 것일 수 있다. 본 연구에서 사용한 정상지방식이의 에너지는 g 당 3.85 kcal, 고지방식이의 에너지는 g 당 5.24 kcal로 고지방식이의 에너지가 1.4배 높았으나, 정상지방식이 섭취군에 비해 고지방식이 섭취군에서 유의한 식이섭취량의 감소가 나타났다. 결국 실험기간 동안의 평균 일일 섭취 에너지는 ND군, HD군, HDP군에서 각각 9.8, 11.2, 10.9 kcal/day로 고지방식이군의 에너지 섭취가 정상지방식이군에 비해 1.1배 증가하였다. 둘째, 본 연구에서 사용한 정상지방식이(Saeronbio Inc, D12450B)가 지방 함량은 낮지만 정제당(sucrose) 비율이 높은 조성(35% w/w)으로 ND군의 비만 및 혈당 관련 지표에 영향을 준 것일 수 있다. Blaisdell et al.(2014)의 연구에서 6개월 동안 현재 연구의 정상지방식이와 동일한 식이(D12450B)를 섭취시켰을 때 일반 사료에 비해 유의미하게 체중이 증가하였다.

      본 연구 결과, 고지방식이를 섭취한 마우스에서 TG, LDL-C이 정상지방식이 섭취 마우스에 비해 유의하게 증가하였지만, PBL 트립신 효소 가수분해물은 고지방식이로 인한 혈중 TG, LDL-C 증가를 유의적으로 낮추지는 못하였다. 기존의 연구를 살펴보았을 때, PBL 에탄올 추출물을 고지방식이로 유도한 비만 C57BL/6J mice에 7주간 투여한 결과, 체중 증가, 부고환 및 피하 지방 무게 감소, 간 무게 감소, 글루타티온 퍼옥시다제(GPx) 및 CAT 증가, 간에서 lipid droplet 축적 감소, 혈중 TG, TC 및 LDL-C 수치 감소 효과가 보고되었다(Ahn et al. 2019). 뿐만 아니라, 고지방식이를 섭취한 C57BL/6J mice에게 PBL 에탄올 추출물을 14주 동안 투여 한 결과, 장(intestinal) 및 고환 지방 조직, 체중 및 간 조직 무게가 감소하였고 혈중 TG와 TC가 감소하였으며, 혈중 adiponectin 농도가 증가하였다(Im et al. 2018). 이러한 본 연구 결과와 선행연구 간의 차이는 PBL의 추출 및 가수분해 방식 등에 따른 생리활성 성분의 차이에서 비롯되었을 가능성이 있을 것이다.

      PBL 단백질 가수분해물은 우수한 항산화 효과를 보여주고 있다. Lee et al.(2017)은 다섯 가지의 프로테아제(alcalase, bromelain, flavourzyme, neutrase, papain)로 제조된 PBL 단백질 가수분해물의 항산화 활성을 조사하였다. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) RC50 값은 alcalase 151.99 μg/ mL, flavourzyme 149.28 μg/mL neutrase 131.43 μg/mL로써, neutrase PBL 단백질 가수분해물의 DPPH 라디칼 소거 활성이 가장 높았다. 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) RC50값은 alcalase 34.59 μg/mL, neutrase 42.49 μg/mL, flavourzyme 44.34 μg/mL 순으로 alcalase PBL 단백질 가수분해물의 ABTS 라디칼 소거 활성이 가장 높았다. Hydrogen peroxide RC50값은 alcalase 46.31 μg/mL, neutrase 58.16 μg/mL, flavourzyme 59.30 μg/mL로 alcalase PBL 단백질 가수분해물의 hydrogen peroxide 라디칼 소거 활성이 가장 높았다. Park & Lee(2023)는 PBL 단백질 가수분해물의 생리활성을 조사 한 결과, PBL flavourzyme 단백질 가수분해물이 Nrf2 매개 유도를 통해 AML12 마우스 간세포에서 H2O2 유도 세포 독성을 감소시킴을 관찰하였다.

      본 연구 결과, PBL 효소 가수분해물은 고지방식이로 인한 간 조직의 염증 관련 인자인 TNF-α의 발현을 낮추는 경향을 보였다. PBL과 PBL 효소 가수분해물의 항염증 효과를 보여주는 연구 결과는 본 연구에서 사용된 PBL의 트립신 가수분해물의 항염증 효과를 뒷받침해준다. Park et al.(2024)의 연구에서 PBL의 70% 에탄올 추출물은 Hep3B 세포에서 LPS로 유도된 세포 사멸을 효과적으로 억제하였으며, TNF-α, IL-1β, 및 IL-6와 같은 염증성 사이토카인의 생성과 NF-κB(nuclear factor-κB) 신호 전달 경로를 유의하게 억제하였다. Kwon et al.(2023)은 비만 유도의 대장염 마우스 모델에서 PBL을 단백질 가수분해효소(alcalase) 처리하여 160 mg/kg b.w./day 수준으로 10주간 경구투여 하였을 때 염증 촉진 분자를 억제, 항염증 분자를 촉진함으로써 장 점액세포의 조직학적 및 기능적 회복을 유도하여 궁극적으로 대장염을 개선하였다. 이러한 결과를 근거로 PBL의 트립신 가수분해물이 고지방식이로 유도된 간 조직의 염증 반응을 개선할 수 있는 가능성을 제안할 수 있다.

      한편, 본 연구에서 PBL 효소 가수분해물은 고지방식이로 인한 내당능의 손상을 개선시키는 경향을 나타냈다. 염증이 인슐린 저항성, 당 대사 이상과 밀접하게 연결되어 있으며, 염증 신호 경로의 억제가 당 대사 개선에 기여한다는 근거는 여러 연구에서 확인된 바 있다(Ullah et al. 2021). β-aminoisobutyric acid는 고지방식이 비만 유도 내당능 손상을 개선하였고, IκBα 인산화, NF-κB 핵 이동, 염증성 사이토카인을 유의하게 억제하였다(Jung et al. 2015). Jang et al.(2017)의 연구에서도, 짚신나물 물 추출물은 고지방식이를 공급한 랫드에서 내당능 반응 곡선의 30분, 60분, 120분 혈당을 유의하게 감소시켰고, 혈중 염증성 사이토카인(TNF-α, IL-6)을 감소시킨 반면 아디포넥틴은 증가시켰으며 이러한 효과는 간과 지방 조직 내 염증 관련 유전자의 발현 수준 감소를 수반하였다. 따라서 본 연구에서 관찰된 PBL 효소 가수분해물의 내당능 개선 경향은 염증 반응 억제와 연관된 기전에 의해 매개되었을 가능성을 시사한다.

      본 연구의 제한점으로는 PBL 효소 가수분해물 투여가 일부 대사 지표 및 염증 관련 지표를 개선하는 경향을 보였으나, 내당능 및 간 조직의 염증 반응을 통계적으로 유의하게 개선시키지 못한 것이다. 본 연구에서는 단일 조건의 단백질 가수분해 효소를 사용하였으나, 효소의 종류에 따라 생성되는 펩타이드의 조성과 생리활성이 달라질 수 있다. 따라서 향후 연구에서는 가수분해 효소의 종류를 달리하거나, 효소 가수분해물의 투여 농도 및 기간을 다르게 하여 PBL 효소 가수분해물의 내당능 개선 및 항염증 효과를 탐색하기 위한 추가 연구가 필요할 것으로 사료 된다.

    

    

  
    
      Ⅴ. 요약 및 결론
      PBL은 단백질, 미량영양소, 불포화지방산 등을 함유하고 있는 우수한 단백질 급원으로, 약용 및 식용으로 사용되어 왔다. 생리활성 펩타이드는 체내에서 쉽게 흡수될 뿐만 아니라, 여러 생체 내 효소에 대한 저항성이 강해 기능성 펩타이드로서의 가치와 활용 가능성이 높으나, PBL에서 유래한 생리활성 펩타이드에 대한 연구는 미흡한 실정이다. 따라서, 본 연구에서는 고지방식이를 섭취한 마우스에서 PBL 효소 가수분해물이 당대사 및 지질대사에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 실험식이 공급 7주 후에, HD군에서 ND군에 비해 식이섭취량은 유의하게 감소하고, LDL-콜레스테롤과 TG 농도는 유의하게 증가하였으나, PBL 효소 가수분해물의 보충은 유의한 영향을 미치지 못하였다. OGTT 결과, 포도당 용액 섭취 후 30분의 혈당은 HD군에서 ND군에 비해 유의하게 증가하였으나, HDP군에서는 감소하는 경향을 보였다. 또한, 간 조직의 염증 관련 유전자인 TNF-α의 mRNA 발현 수준은 HD군에서 ND군에 비해 유의하게 증가하였으나, HDP군에서는 HD군에 비해 감소하는 경향이 있는 것으로 나타났다. 결론적으로, 고지방식이를 섭취한 마우스에서 PBL 효소 가수분해물은 OGTT에서 초기 30분 동안의 혈당 상승을 억제하고, TNF-α 유전자 발현 수준을 낮추는 경향을 보여주었다. 고지방식이를 섭취한 마우스에서 대사적 개선에 대한 PBL 효소 가수분해물의 농도별 및 장기적 효과를 검증하기 위한 추가적인 연구가 필요하다.
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