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논문개요

비만의 유병률은 한국 외에도 글로벌 사회문제로 대두된 지 오래인데 해

결책이 부진한 이유는 비만을 발생하는 원인 혹은 발생 후 관련된 합병증

발병이 특발성 유전적인 원인도 있지만 다인성 비만 환경 인자 간

(obesogenic factors) 복합적인 상호작용으로 진행되기 때문이다. 제2형 당뇨

병, 비알코올성 지방간, 폐쇄성 무호흡증, 고혈압, 심혈관 및 뇌혈관 질환,

이상지질혈증 등의 질환들이 체중감소를 통해 질환을 예방하고 개선할 수

있다는 점이 그 근거이다. 특히 비알코올성 지방간 (NAFLD)의 발생률 및

기전을 추적하면 비만의 기전과의 차이를 발견하기가 쉽지 않다. 따라서 항

비만 기전 연구의 목적에 따라 적절한 동물모델을 사용하는 것은 동물생명

윤리 외 경제적인 측면에서 매우 중요하다.

비만을 유도하는 high fat diet-induced obesity (DIO) 모델 디자인은 항

비만 약물 및 기능성 식품개발에 널리 사용하고 있다. 그러나 fat %

(45~60%)와 투여 기간 (4~12주)에 따라 간 독성 등 부작용 문제 등이 비만

연구의 장애가 되고 있다. 본 연구의 목적은 60% 고지방식이를 단기간 (2

주) 투여하여 다양한 조직에서의 손상 정도, 염증지표 및 지방생성 및 인슐

린/렙틴 저항성 등을 조사하여 연구목적에 따른 DIO 모델의 활용성을 다양

화하는데 기여하고자 한다.

본 실험은 생후 4주령의 수컷 Sprague-Dawley rats (DBL Co., Ltd.,

Korea)을 첫 일주일간 적응 사육한 후, 무작위로 각각 6마리씩 2군으로 분

리하였다. 대조군 (Con)에는 9% 지방을 함유한 식이 (Rodfeed, DBL Co.,

Ltd., Korea)를 실험군 (High fat)에는 60%E 지방을 함유한 식이 (HF;
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D12492, DBL Co., Ltd., Korea)를 공급하였다. 본 실험은 성신여자대학교

동물연구윤리위원회로부터 승인 (SSWIACUC-2021-008-1)을 받은 후 진행

되었다.

대조군 (Con) 대비 2주간 투여한 HF군 (60% fat)에서 간 독성 (AST,

ALT) 및 기관무게 (간, 비장, 신장)의 차이는 없으며 체중 증가량, 식이 효

율, 혈당, 지방조직 (신장, 내장지방, 부고환)무게, 간 조직의 지방합성단백질

발현 (PPAR-γ, C/EBPβ), 염증 유도 사이토카인 (TNF-α, IL-6) 등이 유의

적으로 증가하였다. Con 대비 HF군에서 혈중 중성지방과 콜레스테롤은 감

소하였으나 간의 중성지방 증가 및 H&E 염색기반 지방조직의 변화 등으로

지방간이 형성됨을 확인하였다. 반면 Con 대비 HF군의 지방 조직에서 분비

되는 사이토카인으로 식이조절에 관여하는 비만유전자 leptin과 항비만 사이

토카인인 adiponectin을 동시에 감소하였다.

고지방식이 2주간 투여 기간에 따른 DIO 모델에서 간 조직의 지방합성

및 염증성 지방간 형성에는 적절하지만 조직간 지질대사 항상성을 확인하는

사이토카인 기전 등을 확인하기에는 투여 기간이 부족하다고 생각한다. 그

러나 비만을 기반으로 하는 NAFLD 및 NASH 등과 연계된 식품 및 약물

개발에는 본 연구모델이 경제적이며 효율적이라고 생각한다.

아울러 최근 비만 관련 수치를 호전시켜 인슐린 감수성 개선 등의 효과

때문에 특이질환 식이치료로 사용하던 저탄수화물 고지방 식사가 다이어트

프로그램으로 자주 활용되고 있다. 그러나 건강한 사람에게서 저탄고지 식

사는 인슐린 감수성 개선 효과보다 지질대사 이상을 초래하여 궁극적으로

인슐린 및 사이토카인 저항성을 유발하여 대사이상 등 부작용이 우려되므로
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장기간의 저탄고지 식이요법은 부적절하다. 물론 인체시험에 적용하기는 어

려우나 2주간의 고지방 식사로도 충분히 지방간이 나타나므로 유념하여야

한다. 저탄수화물 식사는 고지방 외에도 고단백질 식사로 전환되므로 특이

질환자에게 매우 위험하므로 향후 체중조절에 효과적이며 부작용을 최소화

하는 적절한 에너지 영양소의 비율 배분을 위한 인체 중재 시험이 시행되어

야 할 것이다.
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Ⅰ. 서론

1. 비만의 원인 및 연계 질병의 유병률

비만은 체내의 과도한 에너지가 지방으로 전환되어 비정상적인 지방 조직

축적을 보이는 상태를 말한다.[1] 비만의 유병률은 전 세계적으로 증가하고

있으며[2], 국민건강영양조사 결과, 국내 비만 유병률은 2010년 30.9%에서

2020년 38.3%로 약 7.4% 증가하였다. 특히 19~29세는 2010년 20.5%에서

2020년 32.6%로 약 12.1% 증가하였으며, 30~39세는 2010년 31.0%에서 2020

년 41.6%로 약 10.6% 증가하여 타 연령대보다 높은 증가율을 보였다.[3]

비만의 원인은 특발성 (spontaneous naturally occurring), 가족력 및 유전

적 요인 (특이 유전자의 돌연변이), 식사 섭취 및 식습관 (잘못된 식습관 및

식행동), 신경내분비적 원인 (갑상샘 저하증, 쿠싱증후군, 다낭성 난소증후

군, 성장호르몬 결핍증, Prader-Willi, Bardet-Biedl 등) 등으로 매우 다양하

다.[4][5] 다인성 복합 질병인 비만 유병률 증가의 요인분석은 매우 복잡하

다.[6] 따라서 에너지 소비 감소와 에너지 섭취 증가에 따른 에너지 불균형

이 비만의 근본적인 원인으로 가정하고, 다양한 비만 환경 인자와의 상관성

에 따라 비만 관련 합병증 유병률을 억제하는데 유념하여야 한다.[7]

비만은 여러 병태생리학적 요인들로 비알코올성 지방간, 대사증후군(복부

비만, 고혈압, 공복혈당장애, 고중성지방혈증, 낮은 고밀도지단백콜레스테롤),

제2형 당뇨병, 고혈압, 수면무호흡증 등을 유발할 수 있고, 비만의 유병률이

증가함에 따라 비만의 합병증의 유병률도 증가하고 있다 (Figure 1.).[8][9]

[10][11] 특히 복부비만의 원인인 내장지방의 증가는 비알코올성 지방간, 대

사증후군 등의 강력한 위험인자이므로 체중감량을 통한 내장지방 감소가 1
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차 예방 및 치료에서 가장 효과적인 방법으로 제안되고 있다. [12][13]

Figure 1. The relationships between various biomarkers related to

obesity prevalence or obesity-linked disease.

A model presents the relationship between obesity and obesity-related

complex diseases. The middle box is the pathophysiological factors

involved in the development of the disease. Many of these

pathophysiological factors may interact and may be involved in more

complex causal pathways, but potential interactions have been omitted

for clarity.[8]
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최근 한국인의 비만 및 비만 관련 질환 (고혈압, 고중성지방혈증, 당뇨)의

10년간 유병률은 Figure 2.와 같다. 비만으로 인해 질병이 생기는 뇌혈관 질

환과 제2형 당뇨병은 간과 근육 세포 내에 지질이 축적되며 생기는 인슐린

저항성으로 설명할 수 있다.[14] 제2형 당뇨병, 비알코올성 지방간, 폐쇄성

무호흡증, 고혈압, 심혈관 및 뇌혈관 질환, 이상지질혈증 등의 질환에서는

체중감소를 통해 질환 예방 또는 개선할 수 있을 만큼 비만의 중요도가 높

다.[15][16]

Figure 2. The prevalence of obesity and obesity-linked diseases.

The prevalence of obesity and obesity-related diseases over 10 years

(2011~2020) was presented. Obesity; high blood pressure; hyperlipidemia;

diabetes; Among them, the prevalence of obesity and diabetes is the

highest in recent years.[3][17]

1-1. Type II Diabetes Mellitus

제2형 당뇨병은 탄수화물과 지방 대사의 이상을 특징으로 하는 만성 질환

으로, 내장지방이 증가한 형태의 비만이 나타나고 있다.[18] 국민건강영양조

사 자료를 바탕으로 분석한 대한당뇨병학회의 당뇨병 관련 역학자료 분석
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(Diabetes Fact Sheet in Korea 2022)에 의하면 당뇨병 유병자 중 절반 이

상인 54.4%가 비만을 동반하였고 그중 2단계 이상의 비만을 동반한 경우는

12.9%였다. 또 복부비만을 동반한 당뇨병 유병자가 약 63.3%였다.[19]

1-2. Hypertension

고혈압은 발병 원인에 따라 본태성 고혈압 (essential hypertension)과 이

차성 고혈압 (secondary hypertension)으로 나눌 수 있다. 역학조사에 의하

면 고혈압 대부분은 본태성 고혈압이며 약 5~10% 정도가 이차성 고혈압이

다. 본태성 고혈압은 동맥경화증, 비만, 비인슐린 의존성 당뇨병, 심장 질환

등을 수반하는 다인자 혹은 복합성 질환으로 아직까지 그 원인 규명이 확

실하게 이루어져 있지 않다.[20] 그러나 현재까지 알려진 고혈압의 원인 중

생활 습관 인자로는 고령, 비만, 운동 부족, 당뇨병, 고지혈증, 흡연, 스트레

스 등이 대표적이다.[21]

1-3. Hypertriglyceridemia

고중성지방혈증은 내장 비만, 제2형 당뇨병, 대사증후군이 있는 사람에게

흔한 지질 이상 질환이다.[22] 고중성지방혈증의 유병률은 과체중 또는 비

만한 사람에게서 증가하며, 지방세포의 중성지방 저장 증가 및 지방산 배출

장애를 포함한 지방 조직의 기능 장애 등이 비만 관련 합병증 발생에 기여

한다.[23] 한국지질동맥경화학회 ‘Dyslipidemia Fact Sheets in Korea, 2018’

에 따르면 고중성지방혈증과 함께 저 HDLc 혈증이 포함된 이상지질혈증은

30세 이상 성인 비만에서 증가하며, BMI > 25kg/㎡ 혹은 복부비만의 50%

이상이 이상지질혈증을 동반하였다고 한다.[24]
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2. 비알코올성 지방간 질환 (Non Alcoholic Fatty Liver

Disease; NAFLD)

2-1. 원인

지방간은 알코올성 지방간과 비알코올성 지방간으로 분류한다.[25] 전자의

원인은 과도한 알코올 섭취에 따른 대사산물이 간세포를 손상시키고 지방이

축적되는 것이다.[26] 따라서 유전적 요인이나 영양사태에 따른 개인 차이가

있겠으나 남자는 하루 알코올 40g 이하 (포도주 2잔, 소주 1/2병), 여자는

하루 20g 이하의 음주량이 안전한 것으로 알려져 있다.[27] 그러나 알코올성

지방간 상태에서 음주가 계속될 경우 20~30%가 지방간염으로, 10%는 간경

변증으로 진행되기도 한다.[28]

2007년 국내에서 5,237명의 남성을 대상으로 4년 이상 비알코올성 지방간

(NAFLD)의 발생률을 추적하였을 때 연간 1,000명당 74.01명이었다.[29]

NAFLD의 발생과 발달에 관련된 메커니즘은 분명하지 않지만, 유전적 취약

성, 비만 당뇨 고지혈증 동반성 여부, 스테로이드 호르몬약제 복용, 운동 부

족, 고지방 섭취 증가 등 간의 과도한 지질축적과 관련된 대사이상을 포함

한다.[30][31] 다양한 in vivo 연구에서 고지방식이가 NAFLD 외에도 비알코

올성 지방간염 (Non Alcoholic Steato Hepatosis; NASH)의 진행 및 간 지

방증 (steatosis)에 관련되어 있다고 보여진다.[32] 지방증 (steatosis)은 조직

내외 지방산 input과 output 사이의 불균형에 의해 생긴 지방질 축적 결과

이며,[33] 간 지방증 (liver steatosis)은 간 조직검사 시 5% 이상의 간세포

에 지방이 침착된 경우로 정의된다.[34] 간 지방증은 일반적으로 양성 질환

으로 인식되지만 NASH로 발전될 수 있으며, 이는 간경화 혹은 간암과 같

은 심각한 간 질환의 전조로 나타날 수 있다 (Figure 3.).[32][35] 최근

NAFLD으로 인하여 전환된 간세포암은 빠르게 증가하는 추세이며, 미국인
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의 간세포암종 원인으로 NAFLD가 세 번째로 높으며 점차 주요 원인이 될

것으로 예측했다.[36]

NAFLD의 유병률은 BMI의 증가와 비례하고 실제로 NAFLD는 과체중에

서 약 2배, 비만인은 약 4배 더 많이 발생하였으며, 비만 수술을 받는 중증

비만 환자의 90% 이상이 NAFLD를 가지고 있다.[37][38][39] 복부 비만, 고

혈압, 공복혈당장애, 고중성지방혈증, 낮은 고밀도지단백콜레스테롤으로 구

성된 대사증후군 또한 NAFLD의 주요한 위험인자이다. 대사증후군을 동반

한 경우 NAFLD의 유병률은 50%이며 제2형 당뇨병 환자에서의 NAFLD

유병률은 76% 이상이다.[40][39] 비만 연관 질병에서의 NAFLD 유병률이

높기 때문에 체중 감량 조절 및 체중조절을 위한 저지방 식사, 유산소 운동,

항산화 및 지질 강하제 등은 NAFLD 발생을 억제하는데 도움이 될 것이

다.[41][42]

Figure 3. The transition process spectrum from a healthy liver to

hepatocellular carcinoma. It was well known that NAFLD might be

caused by several risk factors such as obesity, diabetes, high blood

pressure, dyslipidemia, insulin resistance, and genetics. NAFLD can be

reversibly returned to a healthy liver, but it is difficult to return if

cirrhosis or higher progresses.[35]
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2-2. 식이 효과 (저탄수화물 고지방식)

최근, 과체중 혹은 비만, 당뇨병 등 체중조절이 필요한 환자 혹은 건강관

리를 위하여 체중감소를 원하는 건강인들에서 저탄수화물 고지방 (저탄고

지)식이의 활용이 증가하고 있다.[43] 임상영양치료에서의 저탄고지식이는

난치성 뇌전증 환자들에게 탄수화물 극히 제한하고 지방을 제공하는

ketogenic diet (지방 약 90%, 단백질 약 8%, 탄수화물 약 2%)의 활용을 말

한다.[44] 이 같은 저탄고지 식사는 간에서 아세틸-CoA의 케톤체로 전환이

과도하게 생성되므로 특정 의료조건에 치료적인 개입으로만 사용하였으며,

환자들에게도 미세 영양소 보충을 병행하여 치료하였다.[44][45][46]

저탄수화물 식이요법은 비만 관련 수치를 호전시켜 인슐린 감수성이 개선

되었다는 연구가 있었으나, 에너지 소비 증가와 체지방 감소에 대한 근거가

없고 특히 체중감소가 없는 경우 인슐린 민감성과 포도당 자극에 의해 인슐

린 분비가 손상될 수 있다.[47][48]

따라서 체중감량을 통해 간의 지질대사 이상에 따른 NAFLD를 개선할

수 있으나, 구체적인 영양소의 식이 구성을 통한 개선점에 대한 연구는 아

직 부족하다.[49][50] 또한 NAFLD 환자에게 청량음료, 포화지방산 및 정제

된 탄수화물이 적은 식단을 권장하지만, NAFLD에 대한 명확한 식이 구성

에 따른 식단 권고안이 나오기까지는 보다 장기간 연구가 필요하다.[50]

2-3. 기타 염증인자 간의 관계

지방축적이 과도한 지방세포는 중성지방을 저장하지 못하기 때문에 대신

골격근과 간에 지질이 과도하게 축적되며, 에너지 섭취가 에너지 소비를 초

과하는 상황에서 이소성 지방 침착 및 인슐린 신호전달 체계를 방해한

다.[51][52] 즉, 고지방식이가 NAFLD, NASH 및 steatosis에 관련되어 있기

때문이다.[32] 인슐린 저항성을 가진 비만인의 지방조직은 TNF-α, IL-6,
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leptin, adiponectin을 포함하여 염증 분자의 발현 및 분비가 증가하는 것이

특징이다.[53][52] Adiponectin과 TNF-α는 상호 길항작용을 하여 서로의 생

산과 활성을 억제하기 때문에 증가하는 TNF-α와 달리 adiponectin은 인슐

린 감수성 및 내장지방의 양과 반비례 관계에 있는 비만 환자에게서 감소한

다.[54]

3. 지방 조직의 염증성 사이토카인 분비

백색지방(white adipose tissue; WAT)의 주된 역할은 에너지를 저장하는

기관이지만 에너지 항상성, 면역력, 염증 등 생리적 기능에 적극적으로 참여

하는 것으로 알려져 있다.[55] WAT는 adipokine으로 알려진 leptin,

adiponectin, resistin, visfatin 등 기타 다양한 물질을 발현 및 분비하고 이

들과 관련한 기관과의 상호기전을 가지고 있으며, 이 adipokine은 염증 및

면역반응의 조질을 통해 비만의 합병증에 기여할 수 있다.[56][57][58]

Leptin은 음식물 섭취, 체질량, 생식 기능 등을 조절하고 태아 성장, 전 염

증 면역반응, 혈관신생 및 지방 분해의 역할을 하는 펩타이드 호르몬으로

이의 발견은 에너지 균형과 신경 내분비 축의 조절에 관련된 뇌의 지방 에

너지 저장과 신경 회로 사이의 상호관계에 대한 이해를 향상시켰다.[56][59]

특히 leptin은 분화된 지방세포에 발현 및 분비된 후 LEP-R를 가지는 기관

과 결합하여 활성화된다.[59] 즉, 유전적으로 leptin이 결핍되면 식사 섭취가

증가하여 비만을 일으키므로 비만유전자라고 불리었다.[60] 혈액 내 leptin

수치는 지방의 저장 상태뿐만 아니라 단식과 과식의 결과로 인한 에너지 밸

런스에 의해서도 달라진다.[56] 지방 조직에서의 leptin mRNA 발현 증가에

따른 혈중 leptin 농도도 증가하므로 인체에서 비만도 증가 (체지방비율 증

가)와 직접적인 연관이 있다고 보여진다.[61] 지방세포나 지방 조직에 침투
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된 대식세포에 의해서 방출되는 adipokine인 leptin, adiponectin, resistin 등

은 제2형 당뇨병의 발달이나 인슐린 저항성에 중심적인 역할을 할 수 있는

만성 염증 상태를 초래하며, 그중 leptin은 비만한 사람을 심혈관 질환 발병

위험 증가를 높이는 cytokine이다. [62][63]

Adiponectin은 순환계에서 고농도로 존재하는 아디포카인이며, Adipo R1

및 R2 신호 메커니즘을 통해 다양한 세포 유형의 염증 생성 및 활동을 감

소시키므로 항염증성 사이토카인이라고 할 수 있다.[64][65][66] Adiponectin

은 근육과 간에서 인슐린 민감성 호르몬으로도 작용하기 때문에

adiponectin의 수치가 낮을수록 비만에서 말초 인슐린 저항성에 기여한

다.[67] Adiponectin은 비만 관련 질환(대사증후군, 제2형 당뇨병 등)을 포함

하여 죽상동맥경화증, 심혈관계질환, 면역반응, 여러 염증성 질환에서 보호

활성을 나타내며, 실제로 산화를 증가시키고 새로운 유리지방산의 합성을

감소시켜 중성지방 축적을 방지할 수 있다.[68][69]

그러므로 2주 단기간 고지방 섭취한 rat에서 leptin과 adiponectin의 발현

정도를 보아, 고지방식이 섭취를 2주 단기간 섭취하는 경우의 에너지 항상

성과 면역력, 염증 등 생리적 기능에 어떠한 영향을 미치는지 연구할 필요

가 있다.
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4. 연구목적

고지방식이를 사용하여 비만을 유도하는 high fat diet-induced obesity

(DIO) 모델 디자인은 비만을 억제하는 약물 및 기능성 식품의 실험에 흔히

사용하고 있다. 주로 45% 혹은 60% fat을 이용하고 있으나 연구목적에 따

라 간 독성 문제 등으로 투여 기간 (4주~16주)에 대한 논쟁이 잦다. 따라서

본 연구의 목적은 생후 4주령의 SD rat에서 고지방 함량 60%를 단기간 (2

주) 투여하여 다양한 조직의 손상정도 및 염증지표 발현(염증성 adipokines

및 cytokines), adipogenesis 발현 등을 조사하여 연구목적에 따라 DIO 모델

의 활용성을 다양화하는데 기여하고자 한다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험동물 및 식이

본 실험은 생후 4주령의 수컷 Sprague-Dawley rats (DBL Co., Ltd.,

Korea) 12마리를 구입하였다. 처음 일주일간 적응 사육한 후, 무작위로 각각

6마리씩 2군으로 나눠 2주간 사육하였다. 적응 1주차를 지나서 대조군

(Control)에는 9% 지방을 함유한 식이 (Rodfeed, DBL Co., Ltd., Korea)를

실험군 (High fat)에는 60kcal% 지방을 함유한 식이 (D12492, DBL Co.,

Ltd., Korea)를 공급하였다. 대조군의 식이 섭취를 대비하여 적절히 공급하

였다. 식이 조성 형태는 Table 1.과 같다. 물은 증류수로 150mL씩 공급하였

고, 희생 24시간 전 식이 공급을 중단하였다. 실험동물은 isoflurane (HANA

PHARM CO., LTD., Seoul, Korea)으로 마취한 후 전혈을 채취하여 혈청을

glucose, triglyceride, total cholesterol 분석에 사용하였고, 조직은 적출 하여

실험 전까지–80℃ deep freezer에 보관하였다. 동물 사육실의 조건은 22 ±

1℃와 습도 55 ± 1%를 유지하였으며, 12시간 dark-light cycle로 명암을 조

절하였다. 동물실험은 성신여자대학교 동물연구윤리위원회로부터 승인

(SSWIACUC-2021-008-1)을 받은 후 진행되었다.
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Total kcal intake Unit Control High fat

Carbohydrate Kcal% 67 20

Protein Kcal% 24 20

Fat Kcal% 9 60

Total Kcal% 100 100

Ingredient

Carbohydrate source gm% 57.00 -

Maltodextrin 10 gm% - 16.15

Sucrose gm% - 8.89

Protein source gm% 20.00 -

Casein, 30 Mesh gm% - 25.84

L-Cystine gm% - 0.387

Fat Source gm% 3.54 -

Soybean Oil gm% - 3.23

Lard gm% - 31.65

Fiber gm% 4.50 6.46

Vitamin Mix, S10026¹⁾ gm% - 1.29

Vitamin A IU/g 34.32 -

Vitamin D₃ IU/g 8.00 -

Vitamin E gm% 0.0098 -

Vitamin B12 gm% 0.00001 -

Niacin gm% 0.019 -

Choline gm% 0.2148 -

Mineral Mix, V10001²⁾ gm% - 1.29

Table 1. Diet composition of contents & experiment diets

¹⁾Mineral Mix S10026 (Amt in 10gm/kg)
Sodium Chloride 2.6g; Magnesium 0.5g; Sulfur 0.33mg; Molybdenum 1.6mg; Chromium

2.0mg; Copper 2.0mg; Iron 37mg; Manganese 59mg; Iodine 0.2mg; Fluorine 0.9mg;

Selenium 0.16mg; Zinc 29mg;

²⁾Vitamin Mix V10001 (Amt in 10gm/kg)
Vitamin A 4000IU; Vitamin D₃1000IU; Vitamain E 50IU; Menadione 0.5mg; Biotin 0.2mg;

Vitamin B₁₂ 10㎍; Folic Acid 2mg; Niacin 30mg; Pantothenic Acid 16mg; Vitamin B₆ 
7mg; Vitamin B₂6mg; Vitamin 6mg
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식이효율

(Food Efficiency Ratio)
=

Body weight (g)

× 100

Food intake (g)

2. 식이 효율, 체중 증가량 및 식이 섭취량

체중과 식이 섭취량, 음수 섭취량은 매일 1회 일정한 시간에 측정하였다.

식이 효율은 사육기간 동안의 체중 증가량(g)을 식이 섭취량(g)으로 나눈

값에 100을 곱하여 계산하였다.

3. 혈액 수치 측정

3-1. 혈당 측정

혈당은 글루코스 측정용 시액 (AM201, ASAN PHARM.CO.,LTD, Seoul,

Korea)을 이용하여 혈당을 측정하였다. 효소시액을 e-tube에 1.5mL 넣고

sample을 10µL씩 넣은 후 vortex한다. Vortex한 용액을 96 well plate에

100µL씩 분주한다. 37℃ incubator에서 5분간 반응시킨 후 spectrometer

(Thermofishier, Waltham, MA, USA) 기기로 500㎚ 파장에서 흡광도를 측

정하였다. Glucose 농도는 glucose 표준액을 사용하여 glucose standard

curve 추세선을 그려 계산하였다. Sample로 사용한 plasma는 희생 당시 rat

을 심장 채혈한 뒤 3,000rpm, 4℃의 원심분리기를 이용하여 plasma를 분리

한 후 실험 전까지 –80℃ deep freezer에 보관하였다.

3-2. 중성지방 (Triglyceride) 측정

Triglyceride는 중성지방 측정용 시액 (AM157S, ASAN

PHARM.CO.,LTD, Seoul, Korea)과 혈당에서 분리하여 채취한 plasma를 사

용하여 측정하였다. 효소 시약 용해액을 e-tube에 1.5mL를 넣고 sample을
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10µL씩 넣은 후 vortex한다. Vortex한 용액을 96 well plate에 100µL씩 분

주한다. 37℃ incubator에서 10분간 반응시킨 후 spectrometer 기기로 550㎚

파장에서 흡광도를 측정하였다. Triglyceride 농도는 표준액을 사용하여

triglyceride standard curve 추세선을 그려 계산하였다.

3-3. 총콜레스테롤 (Total Cholesterol) 측정

Total Cholesterol은 총콜레스테롤 측정용 시액 (AM202, ASAN

PHARM.CO.,LTD, Seoul, Korea)과 혈당에서 분리하여 채취한 plasma를 사

용하여 측정하였다. 총콜레스테롤 측정용 완충액은 e-tube에 1.5mL 넣고

sample을 10µL씩 넣은 후 vortex한다. Vortex한 용액을 96 well plate에

100µL씩 분주한다. 37℃ incubator에서 5분간 반응시킨 후 spectrometer 기

기로 500㎚ 파장에서 흡광도를 측정하였다. Total cholesterol 농도는 표준액

을 사용하여 Total cholesterol standard curve 추세선을 그려 계산하였다.

4. 간 조직검사

4-1. 독성 검사(AST/ALT)

AST는 지오티 측정용 시액 (AM103-K, ASAN PHARM.CO.,LTD.,

Seoul, Korea), ALT는 지피티 측정용 시액 (AM102, ASAN

PHARM.CO.,LTD., Seoul, Korea), 그리고 혈당에서 분리하여 채취한

plasma를 사용하여 측정하였다.

측정용 기질액을 e-tube에 각각 100µL 넣고 37℃ incubator에서 5분간 반

응시킨다. sample을 각각 20µL 넣고 vortex한 뒤 37℃ incubator에서 AST

는 60분간, ALT는 30분간 반응시킨다. 정색시액 각각 100µL 넣고 vortex한

뒤 실온에서 20분간 반응시킨다. 0.4N NaOH 용액을 각각 1mL 넣고 vortex

한 뒤 실온에서 10분간 반응시킨다. 반응시킨 용액을 96 well plate에 100µL
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씩 분주한 뒤 spectrometer 기기로 505㎚ 파장에서 흡광도를 측정하였다.

AST와 ALT 농도는 각각의 표준 곡선용 시액을 사용하여 AST standard

curve, ALT standard curve 추세선을 그려 계산하였다.

4-2. 간 조직의 지질 추출 (Folch)

NaCl(0.9%)과 비즈를 넣고 간 조직을 분쇄하여 13,000rpm에서 20분간 원

심분리한 뒤 조직을 제외하고 액체층 수거를 3번 반복한다. Chloroform과

Methanol을 2:1 비율로 섞어 제작한 folch solution을 추가한 뒤 vortex와

ice 보관을 5번 반복하여 진행한다. 3,000rpm에서 20분간 원심분리한 뒤 하

층액을 새로운 conical tube에 동량 옮겨 담는다. 새로운 conical tube에

0.9% NaCl을 추가한 뒤 3,000rpm에서 20분간 원심분리한다. 가장 하층액만

새로운 e-tube에 옮겨 담은 후 질소가스를 이용하여 하층액을 기화시킨다.

기화시킨 튜브에 chloroform을 추가한 뒤 소분하여 sample로 사용한다. 해

당 sample은 triglyceride, total cholesterol 측정에 사용하였다.

4-3. 조직검사 (Hematoxylin & Eosin staining)

4% formaldehyde에 고정되어있는 간 조직을 육안 검사한 후 적당한 크기

로 잘라내어 70% ethanol, 80% ethanol, 90% ethanol, 100% ethanol (

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 50:50 xylene-ethanol, 100% xylene

(Duksan General Science, Seoul, Korea) 용액으로 전처리한다. 전처리 후

paraffin (Leica biosystems, California, USA)에 담가 조직 사이에 paraffin

을 침투시킨다. Paraffin dispenser (Leica biosystems, Nussloch, Germany)

을 사용하여 paraffin 블록을 만들고 cold plate (Leica biosystems,

Nussloch, Germany)를 사용하여 paraffin 블록을 굳힌다. 만들어진 블록은

rotary microtome (Leica biosystems, Nussoloch, Germany)를 이용하여 6㎛
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의 두께로 박절하였다. 박절한 절편은 40℃ water bath for paraffin

sections (Leica biosystems, Nussoloc, Germany)에 띄웠다가 slide glass

(MUTO PURE CHEMICALS CO.,LTD., Tokyo, Japan)에 부착시킨다. 절

편을 부착한 slide glass는 hot plate (Leica biosystems, Nussoloch,

Germany)에 올려 건조시킨다. 염색하기 전 paraffin 제거를 위해 100%

xylene, 50:50 xylene-ethanol, 100% ethanol, 90% ethanol, 80% ethanol,

70% ethanol, tertiary distilled water에 순서대로 담가 deparaffin한다.

Hematoxylin solution (03971, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)과 eosin

(BBC Biochemical, McKinney, TX, USA)으로 염색을 진행한다. 흐르는 증

류수로 수세하여 용액을 씻어낸 뒤 70% ethanol, 80% ethanol, 90%

ethanol, 100% ethanol, 50:50 xylene-ethanol, 100% xylene에 차례로 담가

탈수한다. 탈수된 조직 절편 slide glass 위에 DPX Mountant

(Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)를 묻힌 cover glass (Paul Marienfeld

GmbH & Co. KG, Lauda-Königshofen, Germany)로 덮어 말린다.

Hematoxylin & Eosin staining이 진행된 slide glass는 fluorescence

microscope (Olympus Corporation, Tokyo, Japan)를 이용하여 관찰 및 촬

영하였다.

5. 조직 단백질 발현 (Western Blotting analysis)

조직에 lysis buffer (1M Tris, 5M NaCl, 0.1M EDTA, pH 7.4)와

protease inhibitor (GenDEPOT, Katy, TX, USA), phosphatase inhibitor

(GenDEPOT, Katy, TX, USA)를 첨가하여 조직 분쇄기 (Next Advance,

Averill Park, NY, USA)를 통해 분쇄하였다. 이후 4℃ 원심분리기에서

13,000rpm으로 20분간 원심분리한 후, 상층액을 분리하였다. Bradford

method로 단백질을 정량하였고, sample은 추출한 단백질에 lasemmli
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sample buffer (Bio-Rad, Herculanos, CA, USA)와 2-mercaptoethanol

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 혼합하여 제조하였다. 8~15%

SDS-PAGE gel을 제조하여 100V에서 30분, 120V에서 60분 전기영동 한

뒤, transer blot module (Biorad, Herculanos, CA, USA)을 사용하여 280㎃

에서 90분 동안 nitrocellulose membrane (GE healthcare, 10600003, USA)

과 poly vinylidene fluoride membrane (GE healthcare, 10600023, USA)으

로 단백질을 transfer하였다. Membrane은 1X tris-buffered saline with

0.1% tween-20 (TBST)에 녹인 3% BSA에서 1시간 동안 blocking하였다.

1차 항체는 3% BSA에 1:1,000으로 희석하여 membrane에 4℃에서 16시간

이상 반응시켰다. 이후 membrane을 1X TBST buffer로 10분간 3번 세척한

뒤, 2차 항체를 1:5,000으로 희석하여 1시간 동안 반응시켰다. 사용한 항체는

Table 2.에 제시하였다. 마지막으로 1X TBST buffer로 10분간 5번 세척 하

였으며, ECL용액 (Bio-rad, Hercules, CA, USA)에 4분간 반응시켰다.

Chemidoc imaging system을 통해 감광하였으며, image lab software

(Bio-rad, Laboratories, USA)를 이용하여 분석하였다.
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1st antibody Company Cat. #
TNF-α CST 3707
IL-6 CST* 8904
PPARγ santa cruz sc-7273
C/EBPβ CST 3082
GAPDH Enogene E11-12057

Vinculin CST 4650
Adiponectin CST 2789
Leptin Biolegend M1905E01
β-actin Enogene E12-041

2nd antibody Company Cat. #
anti-mouse CellNest CNG004-0005

anti-rabbit CellNest CNG005-0005

Table 2. 1st antibodies and 2nd antibodies used in western blotting

analysis.

* CST; Cell Signaling Technology

6. Statistical analysis

본 연구의 통계 처리는 최소 3 반복 이상 수행한 결과를 기반으로

Statistic Package for the Social Science software ver 26.0 (SPSS Inc,

Chicago, IL, USA) 통계프로그램을 통해 분석하였다. 모든 결과는 평균

(mean) ± 표준편차 (standard deviation, SD)로 나타내었다. Control군

(Con)과 High Fat군 (HF) 간의 차이는 독립표본 T 검정(independent two

sample t-test)을 통해 유의성을 확인하였고, 모든 통계 분석은 p<.05 수준

에서 유의성을 검증하였다.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 체중, 식이 섭취량 및 식이 효율

Con군과 HF군의 식이 섭취에 따른 체중 변화를 관찰하기 위해 체중, 식

이 섭취량, 식이 효율을 측정하였다 (Table 3.). Con군에 비하여 2주간 HF

식이 섭취에 따른 체중은 유의적으로 증가한 반면 식이 섭취량은 감소하였

다 (Fig 4-A.&B.). 따라서 식이 섭취량 대비 체중이 더 증가한 HF군이

Con군보다 유의적으로 더 높은 식이 효율을 보였다(Fig 4-C.).

Niepoetter et al.의 연구에 의하면 본 실험과 같은 60% 고지방식이를 먹

인 쥐와 10% 지방을 함유한 식이를 먹인 쥐에서 60% 고지방 섭취한 쥐의

체중증가와 식이 섭취량 감소를 확인하였다.[70] 고지방식이에 의해 유도된

비만은 포만감 특성이나 칼로리 밀도, 흡수 후 처리 등과 같은 요인에 의해

고탄수화물 식이보다 더 많은 체중증가를 유도한다.[71] 고지방식이를 섭취

할 때 칼로리 섭취와 대사 에너지 소비가 체중증가에 편향되어 있고 고지방

식이의 고열량 밀도가 체중증가에 주요한 역할을 한 것으로 보인다.[72]
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(A) Body Weight Gain

 

(B) Dietary Intake

 

(C) Food Efficiency Ratio

Figure 4. Differences in body weight gain (A), dietary intake (B)

and food efficiency ratio (C) in the HF and Con groups for 2

weeks. Data were assessed by independent sample t-test. (*p<.05,

**p<.01, ***p<.001)



- 21 -

Table 3. Weight gain, Dietary intake and Food Efficiency for 2

weeks-treatments with the HF and the Con diets.

Group
Control High Fat

p-value
n=6 n=6

Body Weight(g)
Initial 132.16±5.40 136.13±7.18 NS

Final 232.41±13.75 251.27±13.10 0.035*

Body weight gain(g) 100.25±8.96 115.13±7.86 0.012*

Dietary intake(g)

Average/1 week 19.37±1.45 14.76±0.97 0.000***

Average/2 week 22.75±1.90 16.02±1.00 0.000***

Total 42.13±3.26 30.77±3.26 0.000***

Food Efficiency Ratio(%)⁺
1 week FER 34.59±2.03 51.46±2.33 0.000***

2 week FER 39.11±2.37 64.50±2.77 0.000***

⁺ Food Efficiency
Ratio (%)

=
Body weight (g)

× 100
Food intake (g)



- 22 -

2. 조직 무게

2주 단기간 60% 지방을 함유한 식이를 급식하였을 때 간, 비장, 신장의

두 군의 조직 무게의 변화는 Con군과 유의한 차이는 없었다 (Figure 5-A.).

2주간의 60% high fat 식이는 관련 기관의 비대에는 영향을 주지 않았으나

2주 이상의 급식일 경우 다를 수 있다.

Young-Mee Koh et al.의 연구와 Wan-Sup Sim et al.의 연구 결과를 보

면 본 실험과 같은 60% 고지방식이를 먹인 쥐와 10% 지방을 함유한 식이

를 6주간, 10주간 먹였을 때 kindey와 spleen의 무게에선 유의한 차이를 보

이지 않았고 liver의 무게에서 유의한 차이를 보였다.[73][74]

반면 2주간의 60% high fat 식이는 신장지방, 내장지방, 부고환지방과 같

은 지방 조직의 무게를 증가시켰다 (Figure 5-B.). 2주 단기간 60% 고지방

식이 섭취가 liver의 무게 변화에 직접적으로 영향을 미치지 않았으나 모든

지방 조직의 무게를 유의적으로 증가시키기에 충분하였다.



- 23 -

(A) Organs

(B) Fat tissues

Figure 5. Changes of weights in several organs, such as liver,

spleen, kidney and fat tissues (A & B), fed with the HF (60%E)

diets for 2 weeks compared to the Con diets. Data were assessed by

independent sample t-test. (*p<.05, **p<.01, ***p<.001)
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Table 4. Changes of weights in organs and fat tissues for 2

weeks diets with the HF and the Con.

Group Con HF
p-value

Item n=6 n=6

Organ (g/100g body weight)

Liver 3.65±0.23 3.59±0.36 NS

Spleen 0.29±0.06 0.29±0.04 NS

Kidney 0.87±0.04 0.83±0.06 NS

Fat (g/100g body weight)

Kidney fat 0.41±0.10 1.07±0.29 0.002**

Visceral fat 0.87±0.32 1.22±0.06 0.045*

Epididymis fat 0.56±0.10 1.07±0.35 0.014*

Fat Total⁺ 1.84±0.31 3.36±0.65 0.001**

⁺Total fat is the sum of kidney fat, epididymal fat, and visceral fat
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3. 간 독성 검사

심장 채혈한 혈액에서 추출한 plasma를 이용하여 간 독성검사를 시행하였

다. Con군이 HF군보다 높게 측정되었으나, ALT의 경우 두 군 간의 유의한

차이가 없고 AST, ALT 모두 정상범위 (<40IU/L) 이내로 측정되어 간 독

성에 문제가 없다고 판단하였다.

(A) AST (B) ALT

(C) AST/ALT in plasma

Figure 6. Changes of activities of plasma AST (A), ALT (B) and

AST/ALT ratio (C) in 2 weeks-treatments with the HF (60% E)

and Con diets. Data were assessed by independent sample t-test.

(*p<.05, **p<.01, ***p<.001)
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4. Plasma에서의 혈당, 중성지방 및 총콜레스테롤 수치 측정

Plasma에서의 혈당, 중성지방 및 총콜레스테롤 수치를 측정하였다. HF군

이 Con군에 비해 혈당의 수치가 유의적으로 높은 것을 확인하였으나 중성

지방과 총콜레스테롤 수치는 HF군이 Con군에 비하여 낮았다.

Gauthier et al.의 연구에 의하면 42% 지방을 함유한 식이와 12% 지방 함

유 식이를 대조하여 제공하였을 때 제공 6주 차까지 두 군의 plasma TAG

수치가 유의한 차이는 없었으며 2주 차에는 12% 지방 함유 식이 섭취 군의

plasma TAG 수치가 더 높았다.[75] 해당 연구는 본 연구보다 지방 함량이

적은 42% 지방을 함유한 식이를 제공하였으나, 6주 차까지 유의한 차이가

없었으며, 본 연구는 더 높은 60% 지방 함량 식이였으나 단기 2주 제공으

로 두 군 간의 큰 차이가 없었다.

이는 혈중 지질이 간에서 축적되었거나, HF의 투여 기간이 짧아 간의 지

질이 혈액으로 분비되지 못한 상태일 것으로 사료된다. 1차적으로 간의 중

성지방과 콜레스테롤 농도를 분석하여 전자의 경우를 증명하고 불가할 경우

간의 아포지단백질 (apolipoprotein) 합성과정을 분석하여 후자의 경우를 확

인하기로 하였다.
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(A) Blood glucse

(B) Triglyceride (C) Total Cholesterol

Figure 7. Changes of plasma blood glucose (A), triglyceride (B)

and total Cholesterol (C) in 2 weeks-treatments with the HF (60%

E) and Con diets. Data were assessed by independent sample t-test.

(*p<.05, **p<.01, ***p<.001)
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5. 간 조직에서의 중성지방 및 총콜레스테롤 수치 측정

간에서의 지방축적 정도를 확인하기 위하여 중성지방 및 총콜레스테롤 수

치를 측정하였다. Folch 지질 추출법을 이용하여 간에서 지질을 추출한 후

효소를 이용하여 각 수치를 측정하였다.

추출한 지질을 이용하여 총콜레스테롤 측정 결과, HF군이 조금 더 높은

수준을 보였지만 유의한 차이는 없었다. 중성지방 수치 측정 결과, HF군이

Con군보다 4.13배 높은 유의미한 차이를 보여 지방간의 상태를 확인하였다.

비만과 같은 에너지 과잉 상태에서는 중성지방이 간세포 내 축적과 합성

이 증가한다. 이것은 말초 지방의 지방 분해가 증가하고 간세포 내에서 새

로운 지방생성이 증가한 결과이다.[76] 지방 조직 내에서 지단백 리파아제는

간에서 유래된 중성지방을 가수분해하여 유리지방산을 방출하고 지방세포로

운반한 뒤, 지방세포의 DGAT는 중성지방을 재생하기 위해 이들 지방산의

에스테르화를 촉매한다. 간세포 내 중성지방이 축적되는 것은 NAFLD의 특

징 중 하나이고, 본 연구에서는 유의적인 중성지방 수치를 확인하였다.[77]

높은 혈당이 간에서 중성지방을 축적하여 높은 중성지방 수치 차이를 나

타내고 혈중 지질을 증가시키지 않은 것을 Figure 7.의 결과로 나타났다. 그

러나 간의 총콜레스테롤 수치는 변화가 없는 것으로 보아 혈액으로부터 유

입된 포도당이 간 내 콜레스테롤 생합성의 필수 자원인 acetyl-CoA를 제공

하지는 않는 것으로 나타났다.[78]
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Table 5. Triglyceride and total cholesterol concentration in liver

fed HF and Con diets for 2 weeks.

Control High Fat
p-value

n=6 n=6

Hepatic TG(mg/g) 2.10±0.65 8.68±2.46 0.000***

Hepatic TC(mg/g) 5.17±0.66 5.54±0.88 NS(0.302)

(A) Triglyceride (B) Total Cholesterol

Figure 8. Triglyceride (A) and total cholesterol (B)

concentrations in liver tissues for 2 weeks diet with the HF (60%E

fat) and the Con (9%E fat). Data were assessed by independent

sample t-test. (*p<.05, **p<.01, ***p<.001)
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6. 간 조직에서의 지방 형성

간 조직에서 지방의 형성을 확인하기 위해 조직검사를 시행하였다. 절단

한 간 조직의 단면을 염색하여 현미경으로 관찰한 결과를 다음에 제시하였

다 (Figure 9.).

지방 함량 9%의 식이를 먹인 Con군의 간 조직 단면에서는 지방의 형성이

관찰되지 않았다. 60% 지방 함량 식이를 먹인 HF군의 간 조직 단면에서는

간 결절 및 작은 크기의 지방이 다발적으로 형성되는 모습이 관찰되었다.

과거 15주간 60% 고지방식이를 제공한 mice를 사육 후 4% formaldehyde에

보관해둔 간 조직으로 진행한 조직검사 단면을 Figure 9-C.로 제시하였다.

60% 고지방식이를 단기 2주간 급식한 rat의 간 조직의 경우 장기 15주간

지급한 mice의 간 조직보다 형성된 지방의 크기가 작아 장기간 고지방식이

제공에 비하여 받는 영향은 작은 것을 확인하였다. 그러나 단기 2주 60%

고지방식이 제공만으로도 간의 결절 및 지방의 형성에는 충분한 결과를 보

였다.
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(A) Control diet

feeding

(B) HF feeding

for 2 weeks

(C) HF feeding

for 15 weeks

Figure 9. Comparison of H&E staining to find fat accumulation in

liver tissues fed the Con (A), the HF for 2 weeks (B) and the HF

for 15 weeks (C). The C sample came from our pre-experiments of

longer treatment (15 weeks) with high fat (60%) diets to compare B

sample. The scale of the picture is 20X.
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7. 간 조직의 염증성 사이토카인 (Inflammatory Cytokine) 반응

고지방식이에 따른 간 조직의 염증 반응을 확인하기 위하여 간에서

protein을 추출하여 관련 염증 유도 사이토카인 (pro-inflammatory

cytokine)으로 알려져있는 TNF-α와 IL-6의 발현 정도를 확인하였다. Con군

에 비하여 HF군에서 IL-6와 TNF-α가 모두 과발현되는 것을 확인하였다.

면역반응 초기에 분비되어 세포 괴사 조절과 염증 활성화에 관여하는 인자

인 TNF-α는 HF군에서 Con군보다 2.66배 증가하였다.[79] 감염이나 조직

손상에 반응하여 신속하고 일시적으로 생성되는 IL-6는 HF군에서 Con군보

다 1.25배 증가하였다.[80]

TNF-α와 IL-6는 급성 염증의 주요 조절자로 작용하는 다기능 사이토카

인이며, 염증 상태에서 발현되고 비만 관련 염증성 질환에서 이들이 증가한

다.[81][82] KA Kim et al.의 연구에서 본 연구와 같은 60% 지방 함유 식이

를 8주간 제공하였을 때, 10% 지방 함유 식이를 제공한 군보다 IL-6와

TNF-α의 지방 조직에서의 과발현을 확인하였고, 본 연구에서 단기 2주간

제공으로도 IL-6와 TNF-α으로 HF군의 유의적인 염증 반응을 확인하였

다.[83]
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(A) TNF-a expression.

(B) IL-6 expression

Figure 10. Production of proinflammatory cytokines in liver

tissues, such as TNF-a and IL-6 in 2 weeks-treatments with

the HF and Con diets. Data were assessed by independent sample

t-test. (*p<.05, **p<.01, ***p<.001)
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8. 지방 조직에서의 Adipogenesis 유전자 발현

지방세포 내 분화를 확인하기 위하여 epi fat에서 추출한 protein으로

western blotting을 수행하였다. 지방세포 분화 마커로 알려져있는 PPAR-γ

와 C/EBPβ의 발현 정도를 확인하였다.

Con군에 비하여 HF군에서의 PPAR-γ와 C/EBPβ의 발현은 각각 1.36배,

1.25배 증가한 것을 확인함으로써 2주간의 지방 섭취로 충분히 adipogenesis

유전자가 발현되었음을 알 수 있었다.

지방세포 분화와 지질 저장의 주요 조절자 역할을 하는 PPAR-γ는 HF군

에서 Con군보다 1.36배 더 발현된 것을 확인하였다.[84]

S.Y. Lee의 연구에서 본 연구와 같은 60% 지방 함유 식이와 12% 지방

함유 식이를 15주간 제공하였을 때 본 연구 결과와 같이 60% 지방 함유 식

이를 제공한 군에서 PPAR-γ와 C/EBPα가 과발현되는 양상을 확인하였

다.[1] 본 연구는 지방세포 분화 초기에 insulin이나 dexamethasone, cAMP

등에 의해 일시적이고 빠르게 발현되는 C/EBPβ의 발현을 확인하였고, 60%

지방 함유 식이를 단기 2주의 제공으로도 지방세포 분화를 조절하는 주요

전사 인자인 PPAR-γ와 C/EBPβ가 발현된다는 것을 확인하였다.[85]
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Figure 11. Expression of adipogenesis biomarkers in epi fat such

as PPARγ, C/EBPβ fed HF & Con diets for 2 weeks. Data were

assessed by independent sample t-test. (*p<.05, **p<.01, ***p<.001)
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9. 지방조직에서의 아디포카인(Adipokine) 반응

감염이나 전신 염증에 대한 반응으로 지방조직의 염증 반응을 조절하는

데 중요한 역할을 하는 adipokine의 생성을 확인하기 위하여 epi fat에서 추

출한 protein으로 western blotting을 수행하였다.[86]

항염증성 인자인 adiponectin이 Con군 대비 HF군에서 약 1.5배 유의적으

로 낮은 것을 확인하였다 (Figure 12-A.). Adiponectin의 수치는 비만에서

감소하고 간 지방증 또는 NASH 환자에서 훨씬 더 낮은 경향을 보이며, 낮

은 adiponectin 수치는 NASH의 특징이다.[51][87] Leptin과 TNF-α와 같은

adipokine과 달리 adiponectin은 NAFLD와 NASH의 원인에 더 관련되어 있

으며 단순 지방증에서 NASH로 진행되는 NAFLD가 진행동안 adiponectin

의 발현은 20~40% 감소한다. 또한 adiponectin의 수치가 낮은 NASH 환자

는 염증 수준이 더 높고, 이는 adiponectin의 결핍이 지방간, 지방간염 등 간

손상 발생에 중요한 위험 요소임을 확인할 수 있다.[88]

Leptin의 발현 확인 결과, HF군 대비 Con군에서 유의하게 발현되었다

(Figure 12-B.). 대부분 비만한 대상자는 leptin 유전자가 결핍되지 않고 순

환하는 leptin의 수치가 비만하지 않은 대상에 비하여 증가한다. Figure

12-B.와 같이 결과가 나온 이유는 2주간의 HF 투여로는 leptin의 발현이 부

족하며 leptin 저항성을 보이는 것으로 사료된다.



- 37 -

Figure 12. Expression of inflammatory (leptin) and anti-inflammatory

cytokines (adiponectin) and their ratio in fat tissues in 2 weeks diet

-treatments with the HF and Con diets. Data were assessed by

independent sample t-test. (*p<.05, **p<.01, ***p<.001)
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Ⅳ. 요약 및 결론

비만을 유도하는 high fat diet-induced obesity (DIO)모델 디자인은 항비

만 약물 및 기능성 식품개발에 널리 사용하고 있다. 그러나 fat % (45~60%)

와 투여기간 (4~12주)에 따라 간 독성 등 부작용 문제 등이 비만 연구의 장

애가 되고 있다. 본 연구의 목적은 60% 고지방식이를 단기간 (2주) 투여하

여 다양한 조직에서의 손상 정도, 염증지표 및 지방생성 및 인슐린/렙틴 저

항성 등을 조사하여 연구목적에 따른 DIO 모델의 활용성을 다양화하는데

기여하고자 한다.

대조군 (Con; chow diet; 9% fat) 대비 2주간 투여한 HF군 (60% fat)에서

간독성 (AST, ALT) 및 기관무게 (간, 비장, 신장)의 차이는 없으며 체중과

식이효율, 혈당, 지방조직 (신장, 내장지방, 부고환)무게, 간 조직의 지방합성

단백질 발현 (PPAR-γ와 C/EBPβ), 염증유도 사이토카인 (TNF-α, IL-6) 등

이 유의적으로 증가하였다. Con군 대비 HF군에서 혈중 중성지방과 콜레스

테롤은 감소하였으나 간에서 중성지방의 축적을 확인하였다. H&E 염색기반

지방 조직의 변화로 HF군의 간 조직에서 결절과 지질의 축적 및 생성되는

변화를 확인하여 지방간이 형성됨을 확인하였다. 반면 Con 대비 HF군의 지

방 조직에서 분비되는 사이토카인으로 식이조절에 관여하는 비만유전자

leptin과 항비만 사이토카인인 adiponectin이 동시에 감소하였다.

60% 고지방식이 2주간 투여한 DIO 모델은 간 조직의 지방합성 및 염증

성 지방간 형성 연구에는 적절하여 비만을 기반으로 하는 NAFLD 및

NASH 등과 연계된 식품 및 약물 개발 등에 본 연구모델은 동물윤리를 준

수하면서 경제적이고 효율적이라고 생각한다. 단, 조직 간 지질대사 항상성
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을 확인하는 사이토카인 기전 등을 확인하기에는 투여 기간이 부족하여 향

후 목적에 따른 비만연구 모델을 위한 식이 지방 비율과 투여 기간과 관련

된 연구가 필요하다고 생각한다.
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ABSTRACT

Effect of short-term(2 weeks) high-fat diet

on non-alcoholic fatty liver in SD rats.

Kim, Narae

Department of Food and Nutrition

Graduate School of

Sungshin Women’s University

Background

The high-fat diet-induced obesity (DIO) model design, which induces

obesity by using a high-fat diet, is commonly used in experiments on

drugs and functional foods that suppress obesity. However, high-fat diets

are composed of various percentages of energy values from 45% to 60%,

with advantages or disadvantages in vivo study. Our purposes are to

reduce the side effects, such as metabolic abnormalities with high-fat diets,

and to induce a short-treated DIO model according to goals.

Methodologies

This study investigated weight gain for the body and organs, blood

biochemistry (TG, TC), liver toxicity (ALT, AST), lipid metabolism in liver

and fat tissues (TG and TC levels, H&E staining, western blot for

adipogenesis biomarkers. and inflammatory/anti-inflammatory cytokines
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such as TNF-α, IL-6, leptin, and adiponectin) in two groups, HF (60% fat)

and the Cont (regular diet) for 2weeks-feeding.

Results

There were no differences in hepatotoxicity (AST, ALT) and organs’

weights (liver, spleen, kidney) between HF and the Cont groups(Con; chow

diet; 9% fat). The fat tissues weights (kidney, visceral fat, epididymis),

protein expression of adipogenesis (PPAR-γ and C/EBPβ) in fat tissues,

and inflammatory cytokines expression (TNF-α, IL-6) in liver tissue were

significantly increased in HF group compared to the Con. Blood TG and

TC decreased in the HF group compared to the Con; however, we

confirmed fatty liver in the HF group because TG accumulation (TG

levels) and lots of lipid droplets (H&E staining) were found in liver that

feed HF diet. Leptin, the obesity gene, and adiponectin, the anti-obesity

biomarker, which are cytokines secreted from the adipose tissue, were

reduced by the HF diet compared to the Con.

Conclusion

In this study, the fatty liver with inflammation status was induced by

only a 2weeks feeding of 60% HF diet. However, more than the

administration period is needed to find how to generate the process from

NAFLD to NASH. Therefore, the mechanism of causality between a

dietary fat diet with an administration period and obesity prevalence with

NAFLD might be performed in the future.
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