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            Abstract
          
        

        
          
            Background: 
            Constipation is one of the most common functional gastrointestinal disorder. The present study examined the ability of water extract of fermented (FRC) and non-fermented (NFRC) roasted Cassia tora to improve intestinal function and reduce constipation in a rat constipation model.

          

          
            Methods and Results:
            Different concentration of FRC and NFRC were orally administered loperamide (5 ㎎/㎏; LOP) reduced the number, weight, and water content of feces, as well as intestinal transit motility. However, 24 h-(24 hour fermented roasted-Cassia tora) 300 ㎎/㎏ FRC administration increased the number, weight, and water concent of feces, compared to that seen in the LOP group, and also improve intestinal transit mitility and, the thickness of distal colon and mucous fluid.

          

          
            Conclusions:
            The results of the present study indicated that LOP-induced constipation was improved by treatment with FRC. Therefore FRC could be used to develop functional foods or natural medicine for constipation. However, further study is needed to clarify how fermentation improves the medicinal properties of roasted C. tora.
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      서 언
      변비는 인구집단 유병률이 14% 이상으로 보고된 흔한 질환 이다. 환자마다 변비에 대해 표현하는 내용이 다양하지만, 하 나의 증상군이기 때문에 객관적으로 정의하기가 쉽지 않다 (Jun et al., 2006). 변비가 환자의 생명을 위협하는 중증 질환 은 아니지만, 치료 처방에도 불구하고 개선되지 않았다고 응 답한 환자의 비율이 50%에 이를 정도로 개선이 어려운 질환 이다. 변비환자 90% 이상은 질환 없이 발생하는 만성 특발성 변비이며, 장관 내 병소, 대사성 질환, 특정 약물의 복용 등의 원인으로 변비가 유발되기도 한다 (Choi, 2005). 이러한 변비 의 치료에 있어 가장 중요한 점은 식이요법이다. 식이섬유는 장내 효소에 의해 소화되지 않으며, 대장에서 물을 흡수해 변 을 연하게 하고 변의 부피를 늘려 배설에 도움을 준다. 때문 에 충분한 식이섬유의 섭취는 변비의 예방 및 치료에 적절하 다 (Jung, 2011). 하지만 갑작스럽게 수용성 식이섬유를 많이 섭취하면 일부 환자들은 복부 팽만을 느낄 수 있고, 환자마다 식이섬유에 대한 반응이 다르기 때문에 섭취 시 주의가 요구 되며 (Camilleri, 2001) 이러한 부작용을 고려하였을 때 변비 의 예방 및 치료에 효과가 있는 식품 또는 천연소재의 탐색과 연구가 필요한 실정이다.

      결명 (Cassia tora L.)은 콩과 (Leguminosae)에 속하는 초 본식물로써, 서아시아, 동아시아, 북부 오스트레일리아, 아프리 카에 널리 분포 한다 (Parson and Cuthbertson, 2001). 결명 자 (Cassiae semen)는 대부분 초결명 (Cassia obtusifolia L.) 과 결명의 종자를 통틀어 일컬으며, 우리나라에서 가장 많이 쓰이고 있는 결명자는 대부분 결명의 종자이다. 한방에서 결 명자는 볶아서 차와 약재로 이용되어 왔을 뿐만 아니라 (Hong et al., 2012a), 청간 (靑肝), 시력개선 효능을 가지고 고혈압, 간염, 간경변성 복수 (腹水), 습관성 변비 등에 쓰이고 있다 (Hong et al., 2012b; Jang et al., 2016; Kim et al., 1997). 또한 결명자는 볶았을 때 성분함량과 항산화 활성이 증 가할 뿐만 아니라 (Kim et al., 1990; Lee et al., 2013) 혈 압강하 효과와 혈중지질 저하 효과 (Patil et al., 2004) 등이 보고되었으나, 변비와 관련된 연구는 아직 이루어지지 않았다.

      유산균은 일반적으로 probiotics라는 이름으로 알려져 있으 며 발효능력이 좋아 천연소재, 기능성식품과 같은 식품산업 에 많이 이용되고 있다 (Ha et al., 2010; Kim et al., 2015; Ling et al., 2011). 대표적으로 Lactobacillus casei와 같은 유산균이 많이 이용되며, 이 균은 식품 내에서 젖산 발효를 일으켜 식품의 부패를 방지할 뿐만 아니라 항균물질을 분비해 식중독균을 억제하고 (Yang et al., 2011), 단백질 분해, 소화 흡수성 향상과 같은 이로운 효과를 촉진한다고 알려져 있다 (Kirchhoff et al., 1989; Kim et al., 2008). 이를 일정 농도 이상 섭취 시 숙주의 대장 내에서 해로운 균의 성장과 병원성 균의 감염을 억제시키고 장내 pH를 낮춰 장내 유해세균의 증 식을 억제한다. 낮은 pH 환경은 장의 연동운동을 촉진시키고 장내 이동시간을 감소시켜 변비에 효과적이다 (Jung, 2001; Seo and Lee, 2007). 따라서 본 연구는 loperamide로 유도된 변비 유발 동물에게 볶은 결명자와 Lactobacillus casei에 의 해 발효된 볶은 결명자를 투여하여 변비 개선 효과가 있는지 알아보고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        실험에 사용한 결명자 (Cassia tora L.)는 전남 장흥군에서 가을에 수확된 것을 사용하였다. 발효에 이용된 유산균 (Lactobacillus casei)을 분리하기 위해 전남 해남군에서 2년간 숙성된 김치를 채취하였다. 시료는 1% CaCO3가 함유된 MRS 평판배지에 도말하여 투명환 (clear zone)을 나타내는 유 산균만 선별하여 분리하였다. 분리된 유산균은 MRS 배지 (enzymatic digest of animal tissue 10 g/ℓ, beef extract 10 g/ℓ, yeast extract 5 g/ℓ, dextrose 20 g/ℓ, sodium acetate 5 g/ℓ, polysorbate 80 1 g/ℓ, disodium phosphate 2 g/ℓ, ammonium citrate 2 g/ℓ, magnesium sulfate 0.1 g/ℓ, manganess sulfate 0.05 g/ℓ, Acumedia, Lansing, MI, USA) 에 37℃에서 150 rpm 으로 48시간 동안 배양하였다. 분리된 유산균은 27F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG), 1492R (GGTTACCTTGT TACGACTT) primer를 이용하여 동정하였 으며, 16S rRNA 유전자의 염기 서열은 Big DyeTM terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems, Forster, CA, USA)분석 키트와 ABI PRISM 3730xl DNA Analyzer (50㎝ capillary) 분석기기를 사용하여 ㈜솔젠트 (Solgent Co., Ltd., Daejeon, Korea)에서 실시하였다. 제공된 염기서열을 이용하여 NCBI에서 blast 검색을 실시하였고, MEGA 6.0 프로그램으로 Neighbor Joining 방법을 이용해 계 통도를 조사하였다. 분리된 균주는 Lactobacillus casei ATCC 334 strain과 유사하였고, 이를 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 추출물의 제조법
        실험에 사용된 결명자는 믹서를 이용하여 분쇄 후 150℃에 서 10분간 볶아 사용하였다. 대조군으로 사용한 멸균 볶은 결 명자 물 추출물은 볶은 결명자의 함량이 3%가 되도록 3차 증 류수와 혼합한 뒤 멸균하여 사용하였으며, 발효 결명자 물 추 출물은 멸균 볶은 결명자 물 추출물에 유산균 전배양액의 3% 로 접종하여 37℃에서 24, 48, 72시간 동안 발효과정을 거친 후 멸균하였으며, 시료를 동결건조하고 −20℃ 이하의 냉동고 에 보관하면서 사용하였다.

      

      
        3. 실험동물 사육
        실험동물은 SD (sprague dawley) rat 4주령 수컷을 샘타코 (Samtako, Osan, Korea)에서 구입하여 사용하였으며, 온도 20 ± 2℃, 습도 55 ± 5%, 12시간 명암조건에서 사육하였다. 실 험동물은 구입 후 1주일 동안 순화한 다음, 각 군당 8마리씩을 배치하여 실험군을 분류하였다. 정상대조군 (NOR), loperamide 단독 투여군 (LOP), 양성대조군 (PC, dulcolax-S 200㎎/㎏), 저농도 멸균 볶은 결명자 투여군 (C-100, 100㎎/㎏), 중농도 멸균 볶은 결명자 투여군 (C-200, 200㎎/㎏), 고농도 멸균 볶은 결명자 투여군 (C-300, 300㎎/㎏), 저농도 24시간 발효 볶은 결명자 투여군 (24 h-100, 100㎎/㎏), 중농도 24시간 발 효 볶은 결명자 투여군 (24 h-200, 200㎎/㎏), 고농도 24시간 발효 볶은 결명자 투여군 (24 h-300, 300㎎/㎏), 저농도 48시 간 발효 볶은 결명자 투여군 (48 h-100, 100㎎/㎏), 중농도 48시간 발효 볶은 결명자 투여군 (48 h-200, 200㎎/㎏), 고농 도 48시간 발효 볶은 결명자 투여군 (48 h-300, 300㎎/㎏), 저농도 72시간 발효 볶은 결명자 투여군 (72 h-100, 100㎎/㎏), 중농도 72시간 발효 볶은 결명자 투여군 (72 h 200, 200㎎/㎏), 고농도 72시간 발효 볶은 결명자 투여군 (72 h-300, 300㎎/㎏)으로 군을 분리하였다. 정상대조군을 제 외한 모든 군에 5 ㎎/㎏ 용량의 loperamide (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 4일 동안 12시간 주기로 피하 주사 하여 변비를 유발하였고, loperamide 투여 30분 후에 각 시료들을 경구투여 하였다. 동물실험은 한방산업진흥원 동물실 험윤리위원회 (IACUC) 규정에 의거 수행되었다 (승인번호: TKM-2015-004). 체중은 변비를 유도한 첫 날과 마지막 날에 측정하였고, 사료 섭취량 및 음수량은 실험기간 동안 매일 측 정하였다

      

      
        4. 변의 개수, 중량 및 수분함량 측정
        각 실험군의 변은 loperamide 투여시작 후 3일째 되는 날, 케이지안의 깔집과 변을 깨끗하게 갈아준 뒤, 24시간 후에 수 거하였으며, 변의 개수 및 중량을 측정하였다. 개체 당 변의 수분함량은 변을 70℃ 건조기에서 24시간동안 건조시킨 뒤, 건조 전후 중량을 측정하여, 차이를 이용해 수분함량을 측정 하였다.

      

      
        5. 장 운동성 측정
        장 운동성을 측정하기 위해 마지막 약물 투여 30분 후, carmine (Sigma-Aldrich Co., St, Louis, MO, USA) 1㎖ (60㎎/㎖ in 0.5% carboxymethyl cellulose)을 경구투여 하였 다. 경구투여 3시간 뒤에 실험동물을 희생시켜 장을 적출한 뒤 장내 carmine의 이동거리를 측정하였다.

      

      
        6. 대장관내 점액질의 분비효과 측정
        대장은 맹장부터 직장까지 양쪽 부위를 적출하였다. 적출한 대장관을 10% formalin으로 고정하여, 조직처리 과정을 거치 고 파라핀으로 포매하였으며 파라핀 포매 과정을 거친 조직은 5㎛ 두께로 절편을 제작하고, alcian blue (pH 2.5) 염색을 통해 광학현미경으로 관찰하였다.

      

      
        7. 통계처리
        본 실험에서 얻은 결과에 대해서는 평균 ±표준편차 (mean ± SD)로 나타내었으며, 실험군 간의 유의성을 검정하기 위 해 SPSS (statistical package for social science Inc., Chicago, IL, USA) 통계 프로그램을 사용하여 일원변량분석 (One way ANOVA)을 실시하였다. 유의성이 있는 경우, p < 0.05 수준에서 Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)를 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 사료 섭취량, 음수량 및 체중 증가량
        실험기간 동안 실험동물의 사료 섭취량과 음수량 및 체중 증 가량에 미치는 NFRC (non-fermented roasted-Cassia tora water extract, 비발효 볶은 결명자 물 추출물) 또는 FRC (fermented roasted-Cassia tora water extract, 발효 볶은 결명자 물 추출물) 의 영향을 확인하기 위해 실험결과를 측정하였을 때, 사료 섭 취량과 체중에서 loperamide 단독 투여군 (LOP)과 정상 대조 군 (NOR)은 유의적인 차이가 없었을 뿐만 아니라 다른 실험군 도 크게 차이가 나타나지 않았다. 음수량은 정상대조군 (NOR) 에 비해 모든 실험군이 조금 감소한 결과가 나타났다 (Table 1). 이는 loperamide 투여에 의해 변하는 식이량 및 체중 간 유 의적인 차이가 없다고 보고한 기존 연구와 유사하였으며 (Kim et al., 2011), 본 실험 조건하에서도 모든 추출물이 실험동물의 체중을 감소시키지 않은 결과로 보아 볶은 결명자 (Cassia tora L.) 물 추출물 또는 발효 볶은 결명자 물 추출물은 실험동물에 게 독성을 나타내지 않는 것으로 사료되었다.

        
          Table 1 
				
          

          
            Changes of final body weight, food intakeand water intake by NFRC (Non-fermented roasted-Cassia tora L. water extract) or FRC (Fermented roasted-Cassia tora L. water extract) in loperamide-induced constipation rats.

          
          

        

        
          
            
              	Groups
              	Final body weight (g)
              	Food intake (g/day)
              	Water intake (㎖/day)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	NOR
            	192.3 ± 10.4NS
            	19.7 ± 1.5c
            	46.5 ± 1.3ab,*
          

          
            	LOP
            	183.0 ± 10.1
            	20.5 ± 2.2abc
            	42.6 ± 2.0fg
          

          
            	PC
            	200.0 ± 9.5
            	22.4 ± 1.5a
            	44.2 ± 2.5de
          

          
            	C-100
            	192.3 ± 7.8
            	21.6 ± 0.6abc
            	43.4 ± 1.7ef
          

          
            	C-200
            	197.3 ± 11.8
            	20.8 ± 1.1abc
            	43.1 ± 2.1fg
          

          
            	C-300
            	194.3 ± 4.3
            	19.9 ± 1.2bc
            	43.7 ± 0.9ef
          

          
            	24 h-100
            	190.3 ± 1.3
            	22.1 ± 1.0ab
            	46.1 ± 1.8ab
          

          
            	24 h-200
            	187.5 ± 14.0
            	21.6 ± 0.8abc
            	48.7 ± 2.5a
          

          
            	24 h-300
            	189.8 ± 6.7
            	21.5 ± 1.1abc
            	40.4 ± 1.5g
          

          
            	48 h-100
            	192.5 ± 12.2
            	21.9 ± 1.5abc
            	41.1 ± 1.2fg
          

          
            	48 h-200
            	182.5 ± 4.7
            	22.3 ± 0.9a
            	44.1 ± 1.6de
          

          
            	48 h-300
            	200.0 ± 5.4
            	21.9 ± 1.2abc
            	45.4 ± 1.7cd
          

          
            	72 h-100
            	191.0 ± 6.9
            	20.2 ± 1.5abc
            	46.2 ± 1.9bc
          

          
            	72 h-200
            	188.5 ± 3.9
            	20.5 ± 1.3abc
            	43.1 ± 1.0fg
          

          
            	72 h-300
            	184.0 ± 10.1
            	20.6 ± 1.1abc
            	42.0 ± 2.2fg
          

        

        
          
            Data represent the mean ± SD (n = 8).
          

          
            Means with difference letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan's Multiple Range Test (DMRT).
          

          
            NS; Non significant, NOR; Normal group, LOP; Loperamide treated group, PC; loperamide and dulcolax-S treated group, C-100; loperamide and NFRC 100㎎/㎏ treated group, C- 200; loperamide and NFRC 200㎎/㎏ treated group, C-300;
          

          
            loperamide and NFRC 300㎎/㎏ treated group, 24 h-100;
          

          
            loperamide and 24 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 24 h-200;
          

          
            loperamide and 24 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 24 h-300;
          

          
            loperamide and 24 h FRC 300㎎/㎏ treated group, 48 h-100;
          

          
            loperamide and 48 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 48 h-200;
          

          
            loperamide and 48 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 48 h-300;
          

          
            loperamide and 48 h FRC 300㎎/㎏ treated group, 72 h-100;
          

          
            loperamide and 72 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 72 h-200;
          

          
            loperamide and 72 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 72 h-300;
          

          
            loperamide and 72 h FRC 300㎎/㎏ treated group.
          

        

        

      

      
        2. 변의 개수 및 중량
        Loperamide 투여 후 변의 평균 개수는 정상대조군 (NOR) 이 55.5 ± 2.1개에서 loperamide 투여군 (LOP)이 42.2 ± 2.2개 로 감소하여 loperamide에 의해 변비가 유발된 것을 확인하였 고, 양성대조군 (PC)은 loperamide에 의한 변비 유발을 충분 히 억제시키는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 1). 중농도 24시 간 발효 볶은 결명자 처리군 (24 h-200)과 고농도 24시간 발 효 볶은 결명자 처리군 (24 h-300)의 변 개수와 중량은 loperamide 단독 투여군 (LOP)과 비교했을 때 가장 많이 증 가했지만, 발효 시간 (48 h-100, 48 h-200, 48 h-300, 72 h- 100, 72 h-200, 72 h-300)이 늘어날수록 그 효과가 유의적으로 감소했다 (Fig. 2). 이와 같이 중농도 24시간 발효 볶은 결명 자 처리군 (24 h-200)과 고농도 24시간 발효 볶은 결명자 처 리군 (24 h-300)은 loperamide에 의해 감소된 변 개수와 중량 을 유의적으로 증가시키는 것으로 보아 loperamide에 의해 유 발되는 지사작용을 억제하여 변비를 효과적으로 개선하는 작 용이 있는 것으로 판단되었다.

        
          
          

          Fig. 1 
				
          

          
            Effects of NFRC (Non-fermented roasted-Cassia tora L. water extract) or FRC (Fermented roasted-Cassia tora L. water extract) on number of fecal pellets in loperamideinduced constipation rats.
            Data represent the mean ± SD (n = 8). *Means with difference letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). NOR; Normal group, LOP; Loperamide treated group, PC; loperamide and dulcolax-S (PC) treated group. C-100; loperamide and NFRC 100㎎/㎏ treated group, C-200; loperamide and NFRC 200㎎/㎏ treated group, C-300; loperamide and NFRC 300㎎/㎏ treated group, 24 h-100; loperamide and 24 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 24 h-200; loperamide and 24 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 24 h-300; loperamide and 24 h FRC 300㎎/㎏ treated group, 48 h-100; loperamide and 48h FRC 100㎎/㎏ treated group, 48 h-200; loperamide and 48 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 48 h-300; loperamide and 48 h FRC 300㎎/㎏ treated group, 72 h- 100; loperamide and 72 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 72 h-200; loperamide and 72 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 72 h-300; loperamide and 72 h FRC 300㎎/㎏ treated group.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            Effects of NFRC (Non-fermented roasted-Cassia tora L. water extract) or FRC (Fermented roasted-Cassia tora L. water extract) on weights of fecal pellets in loperamideinduced constipation rats.
            Data represent the mean ± SD (n = 8). *Means with difference letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). NOR; Normal group, LOP; Loperamide treated group, PC; loperamide and dulcolax-S (PC) treated group. C-100; loperamide and NFRC 100㎎/㎏ treated group, C-200; loperamide and NFRC 200㎎/㎏ treated group, C-300; loperamide and NFRC 300㎎/㎏ treated group, 24 h-100; loperamide and 24 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 24 h-200; loperamide and 24 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 24 h-300; loperamide and 24 h FRC 300㎎/㎏ treated group, 48 h-100; loperamide and 48 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 48 h-200; loperamide and 48 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 48 h-300; loperamide and 48 h FRC 300㎎/㎏ treated group, 72 h- 100; loperamide and 72 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 72 h-200; loperamide and 72 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 72 h-300; loperamide and 72 h FRC 300㎎/㎏ treated group.

          
          

          

        

        본 실험에서 사용한 loperamide는 변비 유발 동물모델을 만 들 때 흔히 사용되고 있는 약물이다 (Kakino et al., 2010). 실 험 결과를 확인하였을 때 다른 연구결과와 마찬가지로 loperamide에 의해 변의 개수 및 중량이 감소되는 것을 확인할 수 있었으며, 24시간 발효 볶은 결명자 추출물이 loperamide에 의해 감소된 변의 개수 및 중량을 다시 증가시키는 결과를 확 인하였다. 결명자는 볶았을 때 온도 조건에 따라 성분함량과 항 산화 활성이 증가한다고 알려져 있고 (Kim et al., 1995; Lee et al., 2013), 식품을 발효했을 때 단백질 분해와 같은 과정을 통해 체내 흡수율이 증가된다고 알려져 있다 (Kim et al., 2007). 결명자는 아마도 볶음 공정과 발효 과정을 거쳤을 때 항산화활성 증가와 체내 흡수율 증가 같은 복합적인 과정을 통해 변비에 효과가 있다고 생각되지만 이와 관련하여 추가적 인 연구가 필요할 것으로 판단된다.

      

      
        3. 변의 수분 함량
        변의 수분함량을 조사한 결과, loperamide 단독 투여군 (LOP)이 정상대조군 (NOR)에 비해 유의적으로 감소하였으며 양성대조군 (POS)에서 다시 회복되었다. 모든 실험군이 loperamide 단독 투여군 (LOP)과 비교하여 농도 의존적으로 변 수분 함량을 증가시켰지만, 중농도 24시간 발효 볶은 결명 자 처리군 (24 h-200)과 고농도 24시간 발효 볶은 결명자 처 리군 (24 h-300)은 dulcolax-S 투여 양성대조군 (PC)과 비슷한 수치를 나타내었다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            Effects of NFRC (Non-fermented roasted-Cassia tora L. water extract) or FRC (Fermented roasted-Cassia tora L. water extract) on water contents of fecal pellets in loperamide-induced constipation rats.
            Data represent the mean ± SD (n = 8). *Means with difference letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan's Multiple Range Test (DMRT). NOR; Normal group, LOP; Loperamide treated group, PC; loperamide and dulcolax-S treated group. C-100; loperamide and NFRC 100㎎/㎏ treated group, C-200; loperamide and NFRC 200㎎/㎏ treated group, C-300; loperamide and NFRC 300㎎/㎏ treated group, 24 h-100; loperamide and 24 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 24 h-200; loperamide and 24 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 24 h-300; loperamide and 24 h FRC 300㎎/㎏ treated group, 48 h-100; loperamide and 48 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 48 h-200; loperamide and 48 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 48 h- 300; loperamide and 48 h FRC 300㎎/㎏ treated group, 72 h-100; loperamide and 72 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 72 h-200; loperamide and 72 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 72 h-300; loperamide and 72 h FRC 300㎎/㎏ treated group.

          
          

          

        

        변비의 많은 증상 중 하나는 변의 수분감소로 인해 변이 굳 는 현상이다. 연구에 따르면, 변비가 일어났을 때 변의 중량과 수분 함량이 감소될 뿐만 아니라, loperamide는 장내 수분 분 비를 억제시킨다고 한다 (Aichbichler et al., 1998). 본 실험 에서도 마찬가지로 loperamide에 의해 변의 수분 함량이 감소 된 것을 확인하였으며, 수분 함량은 24시간 발효 볶은 결명자 추출물의 투여에 따라 증가되는 것을 확인하였다.

      

      
        4. 장 운동성
        장 운동성을 측정하기 위해, 실험 종료 3시간 전 염색시약 인 carmine (60㎎/㎖ in 0.5% carboxymethyl cellulose)을 1㎖ 경구투여 하였다. 3시간 후 실험동물을 희생시켰으며, 대 장관내에서 연동운동에 의해 이동한 carmine의 이동거리를 확 인하였다. 정상대조군 (NOR)은 전체 장의 54.8 ± 2.5%로 이동 한 것에 비해 loperamide 단독 투여군 (LOP)에서 31.9 ± 5.2%로 감소하여, loperamide에 의한 장 운동성 감소를 확인 할 수 있었다. 양성대조군 (PC)은 51.2 ± 3.3%로 장내 carmine 이동거리가 loperamide 단독 투여군 (LOP)과 비교해 증가되는 것을 확인 할 수 있었고, 중농도 24시간 발효 볶은 결명자 처 리군 (24 h-200)과 고농도 24시간 발효 볶은 결명자 처리군 (24 h-300)은 효과가 가장 좋게 나타났지만 발효 시간이 증가 될수록 그 효과가 감소되었다 (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            Effects of NFRC (Non-fermented roasted-Cassia tora L. water extract) or FRC (Fermented roasted-Cassia tora L. water extract) on percentage of minimal transit in loperamide-induced constipation rats.
            Data represent the mean ± SD (n = 8). *Means with difference letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT). NOR; normal group, LOP; loperamide treated group, PC; loperamide and dulcolax- S (PC) treated group. C-100; loperamide and NFRC 100㎎/㎏ treated group, C-200; loperamide and NFRC 200㎎/㎏ treated group, C-300; loperamide and NFRC 300㎎/㎏ treated group, 24 h-100; loperamide and 24 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 24 h-200; loperamide and 24 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 24 h-300; loperamide and 24 h FRC 300㎎/㎏ treated group, 48 h-100; loperamide and 48 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 48 h- 200; loperamide and 48 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 48 h-300; loperamide and 48 h FRC 300㎎/㎏ treated group, 72 h-100; loperamide and 72 h FRC 100㎎/㎏ treated group, 72 h-200; loperamide and 72 h FRC 200㎎/㎏ treated group, 72 h-300; loperamide and 72 h FRC 300㎎/㎏ treated group.

          
          

          

        

        Loperamide는 μ-오피오이드 수용체 (μ-opioid receptor)를 활성화 시키는 작용제로 알려져 있으며 (Holzer, 2009), 장관 근 (myenteric)에 존재하는 μ-오피오이드 수용체의 활성화는 세포내 칼슘 채널 차단, 포타슘 채널 활성화, 막 과분극과 같 은 여러 신호전달 경로에 관여한다. 그 결과 흥분성 신경전달 억제할 뿐만 아니라 (Wood and Galligan, 2004), 장의 운동 성을 감소시킨다고 알려져 있다 (Holzer, 2007). 이에 근거하 여, 실험을 하였을 때 본 연구에서도 loperamide에 의해 장 운동성이 감소되는 것을 확인하였고, 24시간 발효 볶은 결명 자 추출물을 처리하였을 때 loperamide에 의해 감소된 장내 carmine의 이동거리가 증가하는 결과로 보아 μ-오피오이드 수 용체의 신호전달 기작을 차단할 것으로 생각되지만 정확한 작 용기전에 대해서 추가적인 연구가 필요하다.

      

      
        5. 조직병리학적 대장관내 점액질 분비효과
        각 실험군간 대장관내 점액질 분비효과를 측정하기 위해 실 험을 진행하였다. Alcian blue (pH 2.5) 염색을 통해서 배상 세포 (goblet cell) 내에 함유된 점액질의 양을 확인했을 때, loperamide 단독 투여군 (LOP)은 정상대조군 (NOR)과 비교하 여 점액질의 양과 배상세포의 수가 감소하고 창자샘 (intestinal gland)의 형태가 일정하지 않았다. 반면에 고농도 24시간 발효 볶은 결명자 처리군 (24 h-300)은 loperamide 단독 투여군 (LOP)와 비교하여 배상세포의 수, 점액질의 양과 창자샘의 형 태를 회복시켰다 (Fig. 5). 변비가 유발되었을 때 결장 점액 (colonic mucus)의 점막보호기능 (mucosal barrier function)이 감소될 뿐 만 아니라, loperamide에 의해 변비가 유발되었을 때도 대장 내 점액질 분비를 감소시켜 장의 운동성이 감소한 다고 알려져 있다 (Loeschke et al., 1989). 본 실험에서도 마 찬가지로 loperamide 투여군에서 점액 분비가 감소되고 손상 된 창자샘을 확인할 수 있었으며, 이는 24시간 발효 볶은 결 명자 추출물을 처리하였을 때 회복되었다.

        
          
          

          Fig. 5 
				
          

          
            Effects of NFRC (Non-fermented roasted-Cassia tora L. water extract) or FRC (Fermented roasted-Cassia tora L. water extract) on mucous secretion capacity in loperamide-induced constipation rats.
            (A) NOR; Normal group, (B) LOP; Loperamide treated group, (C) PC; loperamide and dulcolax-S treated group. (D) C-100; loperamide and NFRC 100㎎/㎏ treated group, (E) C-200; loperamide and NFRC 200㎎/㎏ treated group, (F) C-300; loperamide and NFRC 300㎎/㎏ treated group, (G) 24 h-100; loperamide and 24 h FRC 100㎎/㎏ treated group, (H) 24 h-200; loperamide and 24 h FRC 200㎎/㎏ treated group, (I) 24 h-300; loperamide and 24 h FRC 300㎎/㎏ treated group, (J) 48 h-100; loperamide and 48 h FRC 100㎎/㎏ treated group, (K) 48 h-200; loperamide and 48 h FRC 200㎎/㎏ treated group, (L) 48 h-300; loperamide and 48 h FRC 300㎎/㎏ treated group, (M) 72 h- 100; loperamide and 72 h FRC 100㎎/㎏ treated group, (N) 72 h-200; loperamide and 72 h FRC 200㎎/㎏ treated group, (O) 72 h-300; loperamide and 72 h FRC 300㎎/㎏ treated group.

          
          

          

        

        결명자는 일정 농도이상으로 볶았을 때 성분 함량이 증가한 다고 알려져 있지만 (Kim et al., 1995) 유산균에 의해 발효 되었을 때 결명자의 유효성분과 단백질 함량이 어떻게 변화되 는지 또는 체내 흡수율이 증가됨에 따라 볶은 결명자보다 변 비에 대한 효과가 좋은 것인지에 대해선 아직까지 명확하지 않기 때문에 이에 대한 추가적인 연구가 필요할 것이라고 생 각된다.

        결과를 종합하자면 고농도 24시간 발효 볶은 결명자는 loperamide에 의해 유도된 변비 모델에서 loperamide 처리에 의해 감소된 변의 개수, 중량을 증가시키고 변의 수분함량을 증가시킬 뿐 만 아니라 장 운동성을 향상시켜 변비 개선 또는 예방하기 위한 천연 추출물로써 기능성 식품 또는 약품에 유 용하게 이용 될 수 있다고 생각된다. 하지만 유산균 발효를 통 한 볶음 결명자의 유효성분 변화와 변비억제효과 사이의 관계 를 자세히 밝히기 위해 추가적인 연구가 필요하다고 사료된다.
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