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Abstract
This study examined the effects of Maillard reaction products reacted by casein and 

lactose (cMRP) and of cMRP fermented by Lactobacillus fermentum H9 (FcMRP) on hypo-

lipidemic and anti inflammatory effects in rats fed a high-fat and high-cholesterol diet 

(HD). The HD-fed rats had significantly increased hepatic triglyceride concentrations 

compared with the rats fed a normal diet. It was shown that treatment with simvastatin, 

L. fermentum H9 (H9), cMRP, F-cMRP decreased total triglycerides in the liver compared 

with the HD group. On histological analysis, a reduction of lipid accumulation in the liver 

and aortic tissues was observed in the cMRP, F-cMRP, and H9-fed rats. Also, F- cMRP 

and cMRP reduced intima-media thickness in the HD group. In addition, the H9, cMRP, 

F-cMRP treatments significantly reduced the expression levels of ICAM-1 and VCAM-1, 

but not of MCP-1. In particular, the expressions of ICAM-1 and VCAM-1 were signifi-

cantly decreased in the F-cMRP group compared with the HD group. These results of 

the present study suggest that cMRP and F-cMRP in dairy foods could potentially be used 

to prevent or treat cardiovascular diseases, especially atherosclerosis.
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서 론

심혈관계 질환은 세계적인 사망률 및 이환율의 주요 원인이다. 고 콜레스테롤 혈증은 심혈관계 질환에 

영향을 미치는 주요 위험 요인 중 하나로 확립되어 왔고, Framingham 연구는 혈장 콜레스테롤의 1 
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% 증가가 관상 동맥 심장 질환 발병률의 2 % 증가와 동일하다고 

보고했다(Jeon et al., 2007). 증가된 혈청 저밀도 지단백 콜레스

테롤 수치와 감소된 고밀도 지단백 콜레스테롤 수치는 CVD, 특히 

관상동맥 죽상 경화증에 수반되는 가장 중요한 요인으로, 염증과 

내피 기능과 혈관의 병변 감소로 이어진다(Ross, 1993). 고지혈증

은 지질과 지단백대사의 이상에 의해 특징 지어지는 만성 신진 대

사 장애이다. 이는 죽상 동맥 경화증 및 고혈압과 같은 많은 합병증

을 유발할 수 있다(Lattanzio and Petrella, 2000). 몇몇의 보고

서는고지혈증을 위한 발효 버섯 우유와죽상 동맥 경화증을 위한 발

효유/두유와 같은, 발효된 화합물이 고지혈증 및 염증에 미치는 영

향을 연구했다(Jeon et al., 2004; Tsai et al., 2009)를 연구했다.

아미노그룹과 환원당 사이에서의 화학 반응인 마일라드 반응은 품

질에 강하게 영향을 주기 때문에 식품에 중요하다(Van Boekel, 

1998). 마일라드 반응 생성물(MRP)은 화학적 환원을 통한 열처리 

과정에서 식품에 자연적으로 생성된다(Hwang et al., 2011). 우유

의 경우, 아미노 그룹은 주로 유단백질의 리신 잔여물이다(Walstra 

and Jenness, 1984). 최근에 항지질성 과산화, 항산화 작용, 항균 

작용과 같은 유 단백질과 당으로부터 유래된 MRP의 생리학적 효

과에 대한 여러 연구가 많이 있어 왔다(Rufián-Henares and Mo-

rales, 2007, Gu et al., 2009). 

만성적인 인간 질환을 예방하고, 일반적인 건강을 유지하기위한 물

질로서, 생리활성 펩타이드를 포함하는 유제품 가수 분해물의 사용

에 대한 관심이 증가하고 있다. 유 단백질의 생리활성 펩타이드는 

효소 단백질 분해, 위장 소화 또는 식품 가공에 의해 방출될 수 있

다. 이러한 펩타이드들은 미네랄 칼슘의 흡수를 돕는 것 외에도 항

균 작용, 항 고혈압 작용, 항 혈전 작용, 면역 조절 특징 및 오피오

이드 특성을 포함하는 넓은 범위의 특성들을 가지고 있다(LeBl-

anc et al., 2002).

다양한 프로바이오틱스 균주는 단백질 분해의 활성을 가지고, 프로

바이오틱스 발효를 통한 우유단백질 가수분해물은 다양한 생물학

적 기능을 가진다. 다른 lactic acid bacteria에 비해 강한 단백질 

분해와 펩티데이즈 활성을 가지는 Lactobacillus helveticus 

R389에 의해 발효된 우유는 항 돌연변이성 효과를 가지는 물질을 

생성해낼 수 있는 반면, 단백질 분해 능력이 결핍된 유도체는 이러

한 효과를 가지지 않는 것으로 나타났다(Matar et al., 1997). 다

른 연구에서는 L. helveticus CP790이 카제인 가수분해 산물로 

부터 항 고혈압활성을 가진 펩티드를 분비할 수 있다는 결과가 나

왔다(Yamamoto et al., 1994). 우유 단백질의 효소적 미생물적 

검사는 자세하게 검사되었지만(Ha et al., 2015), 다양한 심혈관 

보호적 효과를 가지는 우유 유래 펩티드 MRP의 가수분해에 대해

서는 아직 자세히 연구되지 않았다. 이번 연구에서 우유의 생물학

적 특성과 항산화적인 활성은 Maillard 반응과 효소적 가수분해(상

업적 단백질 분해효소 Alcalase, Neutrase, Protamex 그리고 

Flavorzyme; Oh et al., 2013)에 의해서 향상되었음을 보였다. 

더욱이, 이전의 체외와 체내 연구에서 우유 단백질에서 생산된 

MRP와 Lactobacillus gasseri H10과 L. fermentum H9에 의해 

발효된 MRP가 항트롬빈 효과와 항심혈관 활성을 보이는 것을 알

아보았다(Oh et al., 2014, 2015). 본 연구진의 이전 연구 결과를 

바탕으로 이번 연구의 목적은 동물모델에서 MRP와 발효된 MRP

가 심혈관계 염증 척도, 특히 죽상 동맥경화증에 가지는 효과를 검

사하고 확인하는 것이다.

재료 및 방법

MRP 발효물 준비

MRP는 카제인과 lactose의 반응으로서 형성되었으며(cMRP), 

Lactobacillus fermentum H9에 의해 발효된 생산물(F-cMRP)

은 Oh et al. (2015)에 의해 보고된 것과 부합되게 준비되었다. 

간단하게, cMRP는 sodium caseinate와 lactose를 55℃에서 

shaking water bath에서 하룻 동안 배양되어 준비되었으며, 광범

위하게 투석된 후 반응 혼합물은 동결건조 되었다. cMRP의 발효

는 3% cMRP, 2% glucose, 다양한 미네랄과 이스트 추출물 펩톤 

단백질과 같은 적은 양의 질소 원천을 37℃에서 48시간 동안 진행

된 MRP 미디엄에서 발효로 만들어졌다. 발효 이후 MRP 배지의 

상등액은 동결건조되었다.

동물실험과 처리군 준비

총 30마리의 Sprauge-Dawley 쥐 [Sam:TacN(SD)BR, Samta-

ko, Kyunggi, Korea]는 5주령일 때 얻어졌다(최초의 무게 150 

g). 동물들은 개별적으로 mesh-bottom stainless-steel 케이지 

안에서 키워졌으며, 온도는 23±2℃로 유지되었고, 12시간 암맹 

주기로 기준을 두었다. 쥐 무게의 평균적 차이는 6그룹간 차이는 

없었다. 랫드는 식수에는 자유롭게 접근할 수 있었다. 3일간의 적

응 기간이 끝난 후, 랫드는 2 group으로 나뉘었다. 5마리의 랫드

는 일반식이를 먹였고(Normal Diet, ND), 25마리는 High Fat & 

High Cholesterol Diet(HD) 식이를 먹었다. 2주간 Normaliza-

tion 기간을 거친 후, HD group은 각각 다른 처리를 위해 5 

group으로 한 번 더 나뉘었다. Group 1에는 HD 식이만, Group  

2에는 HD 식이에 심혈관 치료에 사용되는 대표적인 약물인 sim-

vastatin(SV)를 함께 사용하여 positive control로 이용되었다. 
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Group 3에는 HD와 L. fermentum H9균주를 함께 처리하였고 

(H9), Group 4에는 카제인과 락토오스에 반응한 MRP(cMRP)를 

HD와 함께 처리하였다. 마지막으로 Group 5에는 L. fermentum 

H9에 의해 발효된 cMRP(F-cMRP)를 HD와 함께 식이하였다. 총 

5 가지의 treatment group이 normalization 이후에 6주간 실험

용 식이를 급여하였다. HD는 20%(wt/wt)의 지방과 0.5%(wt/wt)

의 콜레스테롤을 함유하며, 실험용 사료로 쓰인 Group 2, 3, 4, 

5의 식이에는 simvastin이 30 mg/day, freeze dried cells 

1.4×108 cfu/d, cMRP 15,000 mg/kg per day, and F-cMRP 

15,000 mg/kg per day가 순차적으로 투여되었다. 실험용 랫드의 

사료섭취량과 몸무게 증가량은 주단위로 기록이 되었고, 모든 실험

절차는 충북대학교 실험동물위원회의 승인을 받았다.

간 조직에서의 유전자 발현량 측정

간 조직의 중성지방 측정을 위해 350～400 mg의 간 조직이 lysis 

buffer(1% NP-40, 50 mmol/L Tris-base, 0.1% SDS, 0.5% 

deoxycholic acid, 150 mmol/L NaCl, pH 7.5)와 protease 

inhibitor에 의해 분쇄되었다. 이 샘플은 10분간 4℃에서 10,360 

×g로 원심 분리되었다. 중성지방은 비색측정법 키트(Cayman-

Chemical, Ann Arbor, MI)를 이용하여 설명서에 따라 측정되었

다. 대동맥조직은 RNA 추출이 이루어지기 전까지 절개 후에 바로 

RNAlater(Qiagen, Mississauga, ON, Canada)에 넣어진 후 바

로 −20℃에 보관되었다. Total RNA 역시 GeneJET RNA Puri-

fication Kit (Fermentas, Burlington, ON, Canada)를 이용해 

설명서에 적힌 방법을 이용하여 추출하였다. Final RNA는 광학밀

도를 260 nm에서 NanoDrop2000 spectrophotometer(Na-

noDrop Technologies Inc.,Wilmington, DE)를 이용하여 결정

되었다. 그 이후에, 2 ug의 total RNA와 cDNA synthesis(Le-

Gene Biosciences, San Diego, CA)를 이용하여 50분간 45℃에

서 cDNA 합성이 진행되고, 85℃에서 5분간 incubation 되었다. 

Table 1에는 reverse-transcription-PCR에 사용된 primer의 

목록표이다. PCRproduct는 1.5%의 agarose gel에 의해 분해되

었고, ethidium bromidestaining에 의해 시각화 되었다. 각각의 

pcr 밴드의 강도는 gel의 densitometric analysis를 Kodak 

DC290 zoom digital camera와 Kodak 1D image analysi-

ssoftware (Eastman Kodak Company, Rochester, NY), 그리

고 ImageJ software (NIH Image, Bethesda, MD)를 이용하여 

측정되었다. 각각 유전자의 발현량은 housekeeping gene(β- 

actin)에 의거하여 nomalize 되었다.

조직학적 분석 및 조직염색

조직학적 분석은 각각의 쥐의 간과 대동맥을 샘플링한 후 진행되었

다. 샘플들은 10%의 포르말린에 넣은 후 에탄올로 탈수시키고, 파

라핀에 넣은 뒤 굳혔다. 조직을 넣은 파라핀 조각들은(2 μm 두께)

로 자른 뒤 헤마톡실린 & 에오신 염색을 진행하였다. 조직을 고정

시킨 후 20%의 수크로오스 용액이 스며들게 4℃에서 하룻밤 동안 

처리하였다. 슬라이드글라스에 놓는 조직은 10%(vol/vol) PBS가 

베이스인 포름알데하이드에 23℃에서 한시간 동안 고정시킨 후, 물

로 두 번 수세 뒤  75%(vol/vol)의 이소프로판올에 0.1%(wt/vol)

의 Oil Red O를 넣어 염색을 진행하였다. 두 시간 뒤에 염색된 

조직은 스며들지 않은 염료 제거를 위해 물로 두 번 수세하였다. 

조직분석은 Olympus CH 30 microscope(Olympus Corp, 

Tokyo, Japan)을 이용하여 진행하였다.

통계학적 분석

모든 실험과 결과들은 SPSS Inc. software(version 12.0, SPSS 

Inc, Chicago, IL)를 이용하여 통계처리를 하여 분석되었고, 그룹

간의 차는 Duncan’s test에 따라 one-way ANOVA를 이용하여 

통계적인 유의수준(P<0.05)을 통해 평가하였다.

결과 및 고찰

컨트롤 그룹과 실험군의 간에서의 TG 농도는 고지방 식이를 

한 쥐는 보통 식이를 한 쥐와 비교 시간에서의 TG농도가 유의

적으로 증가하였다. 이것은 SV, H9, cMRP 그리고 F-cMRP 

(121.1±11.4, 133.6±12.4, 98.4±15.7, and 87.7± 10.7 

mg/g of tissue, respectively)를 각각 처리 시에 고지방식이 그

룹(177.8±29.6 mg/g of tissue)과 비교 시 총 TG의 농도를 유의

적으로 감소시킨다는 것을 보여준다. 실험군 중 F-cMRP 그룹은 

특히 간의 지방농도를 고지방식이 그룹과 비교 시 50%나 줄였을 

정도로 유의적인 감소를 나타내었고, 반면에 고지방 식이 그룹은 

보통 식이그룹과 비교 시 190%가 증가하였다. 이러한 결과는 발효

된 두유를 투여 시 1～5주 동안 지속적으로 플라즈마의 TG양이 

감소된다는 내용의 Kobayashi et al.(2012)의 결과와 비슷하다. 

플라즈마에서의 TG양의 감소는 간 무게의 감소, 간에서의 콜레스

테롤, TG양의 감소를 야기한다. 그러므로 F-cMRP의 처리는 지방

축적에 의한 간 손상을 예방할 것으로 예상된다.

다음, 6가지의 다른 식이를 한 쥐로부터 얻은 간 조직들은 조직학

적으로 분석되었고, 염색된 조직들은 광학현미경에 의해 분석되었

다. H9, cMRP 그리고 F-cMRP의 처리는 지방 축적의 진행과 간

지방증으로부터의 간 보호 효과는 헤마톡실린 & 에오신 염색에 의
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Fig. 2. (A) Gel intensity and (B) relative mRNA expression levels related to inflammation in aorta. The mRNA expressions were measured byreverse 
transcription-PCR. The quantitative analysis of relative intensities was performed by using ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD). 
β-Actin signals were used for the normalization. Values are means "} SD, n=3. Mean values in the column with different letters (a～f) are significantly 
different as determined by Duncan’s multiple range tests (p<0.05). ND=normal diet; HD=high fat and cholesterol diet; SV=HD+simvastatin; H9=HD+ 
Lactobacillus fermentum H9; cMRP=HD+Maillard reaction products (MRP) reacted by casein and lactose; F-cMRP=HD+cMRP fermented by L. fermentum 
H9. This figure was reprinted with permission of publisher.

해 입증되었다. Fig. 1B에서는 고지방 식이를 한 그룹의 쥐의 간 

조직은 보통 식이를 진행한 그룹의 쥐의 간 조직과 비교 시 지방 

방울의 크기와 수가 많은 것으로 보아 명백한 지방 축적을 보였다. 

덧붙여, 고지방 식이를 한 그룹의 간 조직은 큰 지방성 변화, 공기 
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주입법 변성 그리고 세포 경계의 손실을 보였다. H9, cMRP 그리

고 F-cMRP의 처리는 SV그룹에서의 결과와 비슷하게 이와 같은 

결함이 있는 세포현상을 완화시킬 수 있다고 보여진다. H9, cMRP

그리고 F-cMRP의 처리를 한 뒤, 간 조직에서는 지방 방울과 지방 

축적에서 주목할 만한 감소가 관찰되었다. 그 결과, 모든 실험군의 

쥐의 간은 처리되지 않은 그룹과 비교 시에 고지방 그리고 고콜레

스테롤에 의해 유도된 간 손상에 대한 뚜렷한 치료효과가 있는 것

Fig. 3. Rat aorta tissues stained with hematoxylin and eosin assay (magnification 100"~). Aorta tissue sections prepared from (A) normal diet (ND), (B) 
high fat and cholesterol diet (HD), (C) HD+simvastatin (SV), (D) HD+Lactobacillus fermentum H9 (H9), (E) HD+Maillard reaction products (MRP) reacted 
by casein and lactose (cMRP), and (F) HD+cMRP fermented by L. fermentum H9 (F-cMRP). The arrows indicate the intimal thickness of each group 
and the scale bar represents 200 μm. This figure was reprinted with permission of publisher.

으로 보이고, 이것은 전의 실험결과와도 일맥상통하는 것으로 보인

다(Chen et al, 2012).

추가적으로, 대동맥에 있는 염증성 유전자의 전사조절적 레벨은 

(RT)-PCR에 의해 분석되었다. 고지방식이 그룹은 intercellular 

adhesion molecule-1 (ICAM-1), vascular cell adhesion mo-

lecule-1 (VCAM-1), andmonocyte chemotactic protein-1 

(MCP-1)이 보통식이 그룹과 비교했을 때 상향 조절되었고, 반면에 
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H9, cMRP 그리고 F-cMRP의 처리는 ICAM-1 그리고 VCAM-1

의 발현이 유의적으로 감소하였다(Fig. 2). 

F-cMRP를 처리한 결과, ICAM-1과 VCAM-1에서 유의적 감소를 

나타내었다(Fig. 2). ICAM-1과 VCAM-1에서 F-cMRP가 HD와 

비교했을 때 감소(59.1 and 69.1%) (p<0.05). 고 콜레스테롤증에

서는 산화된 저밀도 지질단백질이 염증성 cascade를 통해 내피세

포의 사이토카인과 케모카인을 자극할 수 있다.

종양괴사 관련 인자인 IL-1β, IL-6, and IL-8. 동시에 MCP-1, 

ICAM, VCAM 이 염증성 인자들은 분자에 부착되어 자극할 수 있

다. 이들 유전자는 백혈구 집단과 부착에 관여해 내피세포에서 백

혈구와 혈소판의 부착성을 증가시킬 수 있다. 또한 평활근의 증식

을 자극하고 동맥 내부를 두껍게 하여 죽상동맥 경화증을 악화할 

수 있다. 게다가 염증성인자들은 형질 전환 인자 factor-β1에 의

해 내피세포의 유착을 유도할 수 있다. TGF-β1은 pro-fibrotic사

이토카인으로 혈관 외부 기질에 관여하여 당뇨병과 연관된 죽상동

맥경화증을 유도할 수 있다. 마찬가지로 ICAM-1과 VCAM-1이 

감소되었고, TGF-β1은 F-cMRP를 해줬을 때, HD그룹과 비교해 

유의적인 감소를 보였다. 염증은 죽상동맥 경화증의 시작과 진행에 

큰 영향을 미치는 것을 확인하였다. 그러므로 H9, cMRP, 

andF-cMRP에서 유의적인 감소를 나타낸 대동맥 염증관련 인자 

ICAM-1, VCAM-1, TGF-1β를 볼 수 있었다. 조직 병리학적 변

화를 보기 위해 동맥을 H & E 염색법을 하여 관찰하였다. 그 

결과는 Fig. 3을 볼 수 있었다. 

H9, cMRP, F-cMRP에서 IMT를 HD 그룹과 비교해 보았다. 그 

결과는 고콜레스테롤 식이를 해준 그룹에서 두꺼운 내막과 큰 lu-

men의 plaques 그리고 더 깊은 곳의 약간의 변화를 확인하였다. 

죽상경화증의 병변은 실제로 복부 대동맥에서부터 시작되는 것을 

볼 수 있었다. 대동맥의 IMT는 죽상동맥경화의 정도를 확인하는데 

유용한 지표였다. H9, cMRP, F-cMRP의 처리는 죽상동맥경화증

의 진행을 완화시킬 수 있었고, 특히 F-cMRP 그룹에서 큰 효과의 

IMT의 감소를 보였다. 이 결과는 mRNA 결과에서도 확인되었다. 

추가적으로 MF27, cMRP, F-cMRP를 처리했을 때, 동맥의 지질

축적을 막는 것을 oil red o staining을 통해 확인하였다. 그림 4

를 보면 고 콜레스테롤 식이를 해준 쥐의 동맥에는 지질의 축적이 

적은 것을 볼 수 있다. 모든 그룹이 지질 축적이 감소한 것을 확인

할 수 있다. 이 결과는 H & E 염색으로도 볼 수 있다. 

결론적으로, 우리는 발효 MRP와 H9 균을 유제품에 적용하여 고지

혈증과 항염증 모델에 처리해 줬을 때, 만성대사 장애와 심혈관 관

련 질병의 위험을 감소시킬 수 있다는 결과를 얻었다.

요약

이 연구는 고지방 및 고 콜레스테롤식이(HD)를 먹인 rat에서의 저

지질혈증 및 항염증 효과에 영향을 미치는 카제인과 유당(cMRP) 

그리고 락토바실러스 fermentum H9 (FcMRP)에 의해 발효된 

cMRP에 의해 반응된 마일라드 반응 생성물의 효과를 조사했다. 

HD 식이를 실시한 rat은 정상적인 식이를 먹인 rat과 비교했을 때, 

간의 트리글리세리드 농도가 유의적으로 증가했다. 이는 HD 그룹

에 비해서 Simvastatin, L. fermentum H9(H9), cMRP, F- 

cMRP의 처리기간의 총 트리글리세리드를 감소시킨 것으로 나타

났다. 조직학적 분석에서 cMRP, F-cMRP 및 H9-를 먹인 rat에서 

간과 대동맥 조직의 지질 축적이 감소한 것으로 관찰되었다. 또한, 

F-cMRP와 cMRP는 HD 그룹에서 내중막 두께를 감소시켰다. 게

다가 H9, Cmrp, F-cMRP 처리는 ICAM-1 및 VCAM-1의 발현 

수준을 유의적으로 감소시켰지만, MCP-1의 발현 수준은 유의하게 

감소시키지 못했다. 특히, ICAM-1과 VCAM-1의 발현은 HD 그

룹에 비해 F-cMRP 그룹에서 유의적으로 감소했다. 이 연구 결과

는 낙농 식품의 cMRP와 F-cMRP가 심혈관계 질환, 특히 죽상 동

맥 경화증을 예방하거나 치료하는데 잠재적으로 사용될 수 있음을 

시사한다.
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