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Metabolic functions of the black garlic (Allinum sativum L) extracts in muscle cells

DeokbaePark，YoungkiLee F프앤 r' r
Departmentof Hjstology，Jeju NationalUnivers’ly SCh∞1이 Medicjne，jeju，K'o(ea

The present study investiga1ed the metabolic functions of the three di’ferenl garlic (normal，미ack，fermenled black) extracts in
L6 muscle cells. Each extract significantly enhanced the ROS송cavenging activity in cells treated'wilh H2。κ showing Ihe higher
potentials with the black- and Ihe’ermenled black garlic extracts the normal. H2(h-jnduced LDH leakage and the reduclion in
Mπ activity were effectively suppressed by the black- and the lermenled black extracts，suggesling the po1en1 protective
lunction of Ihose extracts against ROS-induced cytotoxicity. The basal- or insu1in-induced glucose consumption was marginally
enhanced with the garlic extracts. Moreover，the black- and Ihe fermenled black garlic extracts stimulaled phosphorylations 01
AMPK and ACC which serve 10 block Ihe intracellular lipid accumulation. Activities 01 lhe e1hanol-metabolizing enzymes (ADH
and ALDH) were also stimulaled by the black- and the fermented black extracts. Taken together，extracts 01 the black- and
the fermented black garlic might have metabolically benelicial .lunclions including Ihe ROS-scavenging activity，the suppression
이 lipid accumulalion ，and the hydrolysis 이 excessive ethanol. (J Med비e Sci 2009:6:303-307)
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서 론

의학의 발달과 함께 암이나 연역전환 풍 주요 질환의 진단과

치료의 범위가 증대되고 있으나 반대로 환경의 변화 사회심리적

스트레스，과영양 또는 왜곡된 영양섭취로 인한 새로운 진환군듣

역시 매우 빡르게 커지고 있다 즉，질명의 예망이나 치료의 보

조수단으로서 식원의 충요성이 강조되고 있는데 다양한 총류의

건강보죠식풍이나 건강기능식용뜰의 적용범위는 혈압，지질대사，

혈당조정‘노화억제 등 급격히 녕어지고 있다" 이러한 기능성

식풍군블은 주로 전래부터 사용되어 오연서 안전성이 확인된

것들이 대부분으로서 한약재소재인 약용식윤 2)，벼섯류Æ ‘응용차

식물류 .4l 퉁이 었다 이틀 중 마놓 (AJlinum S80vum L)은 백합과

(LiIJi.ce.e) 따속(씨Iinum)에 속하는 연년생 식불로서 각종 생리

환성물질틀을 함유하고 있고 우리나라 식생환에서 없어서는

안원 중요한 향신소재 및 강장소재로서 그 한용볍위가 넓다õ)

최근의 연구플에 의하연 마늘은 항균 및 항산화 지질 및 현앙

강하，종양세포 생장 억제등과 갇은 생리환성이 알려지면서 건강

Address for correspandence : Deokbae Park
Depa꺼ment 01Hislology.Jeju Nalional UniversitySChoolof
Medicine.66 Jeiudaehakno，690-756，Jeiu，Korea
E-mail: parkdb@jeiunu.ac.kr

보초식용 및 의약용 소재로서의 위상이 높아지고 있다".그러나

경우에 따라 기관지수축，구토‘성사，저현당 동의 귀영1용윷 인으

킬 수 있으며 7)강한 냉새와 향，배운 맛으로 인해 섭취의 정로와

양틀이 일부 제한적일 수 있다 이륜 극꽉하기 위한 한 가지

방법으로 고열처리뜯 봉해 위와 갇은 자극적인 요인플을 제거한

수 있다껴)최근 가열 빛 숙성의 과정을 거친 혹마능이 생산되고

있으나 혹마눈의 효능윤 원소재인 마늪의 jt능과 비교한 연구는

아직 할려지지 않았다 본 연구에서는 새로운 기공소재인 혹마늘

과 이를 다시 발효시킨 받효혹마늘올 재료로 하여 함산회환성‘

대시환성 및 에단융 가수분해에 미치는 영향을 초사하였다

재료및 방업

1. 채료
본 싣혐에서는 껑짙올 제거한 생마늘 및 가열 및 숙성과정을

거친 혹마늘， 이를 다시 발효하여 얻은 발효혹마늘을 재료로

하였다 통일 종량의 재료틀을 분쇄 건조하여 80% 에탄용로

추혼한 뒤 동견건조한 뒤 -201J 에서 냉동보관하였고 이들

추출운운 충류수로 희석하여 섣험에 사용하였다

2. 서|포배양
흰쥐의 근육세포인 16 myocyte헬 한국세포주은행(서울)로부터
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공여받아 사용하였다 세포는 1üOU/mL penicillin. lüO pg/mL
su-eptomycin. 10% 우태아현청 (fe뻐I bovine serurn)이 포함원

Dulbecco's Minimal Essential Medium(D-Mem) 액에서 5%
C()' 및 37t 가 유지되는 배양기에서 배양되었다 세포는 1'75
배%야옹기에서 배양된 후 우태아현청이 제거된 serum-free 배양

액에서 일정시간동안 전배양 (serum-sωπaüon) 하고 난 뒤 시료

의 처리싣험에 사용하였다

3. 세포내 휩성산소종 (Reactive Oxygen Species ，ROS)
의측정

ROS의 측정을 위해서 세포막 투과성 ROS 당색자인 2‘1-
dichloroDuorescin diacetate <H2DCFDA}를 시용하여 세포질 내

ROS의 생성과 축적융 측정하였마 9) 배양이 끝난 세포플 PBS로
세척한 후 10 mM의 바DCFDA원 함유한 PBS에서 37t. 10분간
배양한 후 multiwell 형광측정기 (Tecan‘ Aus띠a)릎 이용하여

485 nrn I 535 nrn의 파샘서 형광의 강도를 측정하였다

4. Lactate dehydrogenase (LDH) 횡성도 혹정

세포에 대한 비득이적 상해의 지표가 되는 LDH 환성도륜
옥정하여 시료가 배양세포에 독정올 나타내는 지를 조사하였다

시료처리가 끝난 세포배양액과 LDH assay reagent (Takara.
Japan)플 각각 0.1 mL씩 섞어 10분간 상온에서 반웅시킨 뒤

492 nrn에서의 홉광도틀 측정하였다 이때 기저홈광도는 배양에

사용하지 않은 배양액으로부터 측정하였고 각 섣험군의 홈팡도

로부터 기저홉광도틀 제한값올 실제 LDH활성도로 계산하였다

5. MTI assay

세포옥성 또는 세포의 생존능은 rnitochondria의 환성을 측정

하기 위하여 MIT 측정엽을 사용하였다 10) 시료의 처리가 끝난
뒤세포배양액과 동량의 MTf reagent (l mg/mL in D-Mem}블
섞어 37t 에서 30분 동안 더 배잉탠 후 상층액을 제거하고 2üO.μ
I isopropan이을 넣어 발색반웅쥔 유도하였으며 홈광도는 570
690nm에서 측정하였다

7. ADH 및 ALDH 횡성 혹정

ADH/ALDH 환성의 측정은 식품의약안전청에서 발행한 건강기

능식용 시험법가이드 (2004)의 숙취관련기능성시혐의 방법에

따라 심시하였다 이때 효소원으로는 동결건조된 S9 rat liver
homogenate (MOLTOX Co.. USA)륜 0.1% bovine serum
외bwπn 용액 8 ml에 녹여 0.451'ffi에 여과 후 사용하였으며

각각의 반웅용액에서 반용시킨 후 340nm 에서의 홉광도틀

NADH의 생성지표로 삼았고 이때，시료될 첨가하지 않은 껏올

대조군으로 하였으며 시료의 활성은 대조군에 대한 상대환성으

로표시하였다

8 동계

대조군 .i!f 비교군 사이의 몽계적 유의성은 student'’s t-test-틀
사용하여 검정하였고 P(0.05 륜 유의성의 기준으로 하였다

C__ _결과 및 콕잘
최근의 연구 12)에서 혹마늘의 항산화 환성이 보였으냐 수행된

성험방법이 DPPH 라디칸 소거농 측정이나 전자공여능 hydroxy
라디켈 소거놓틀과 같이 배양세포릎 대상으로 하지 않은 cell
free 시험관;측정실험이므로， 싣제 샅아있는 생체시료인 배양세

포에서의 항산회환성이 반꽉채현되는 지에 대한 여부는 불분영

하나 따라서 본 연구에서는 배양중인 L6 세포에 1 mM 농도의

과산화수소 (hydrogen peroxide. H，O，)플처리하여 세포내 환성산

소총 (reactive oxygen species. ROS)의 농도릎 종가시킨 뒤 각각

의 마늘시료 추출운운 처리하여 활성산소종의 제거 정도룹 비교

하였다 (Fïg. 1) 세포내 ROS의 표지자인 H，DCFDA는 ROS 촌채

Figurc 1. ROS 3':3Venging activity of the garlic extract
Confluent 1β muscle cells were serum-starved for 3 h and
then pretreated with 1 mM I-Mh for 30 min before addition。f the garlic extract. After 30 min. the intensity of DCF'
fluorescence was measured. *p(0.05. **p(O.Ol compared 1.0
the H，α-alone
G. 없rlic extracL (2따Jg/ml): BG‘extroct of black garlic (250，μ
g/ml): FBG. e찌깅ct of fermented black맹rlic (영Ollll!ml)

7006 전기엉동 및 Western blot 운석

배양이 끝난 세포뜯 직접 5%의 2-mercapωethanol 을 포함한

cell lysis b띠Terll)에 녹여 균질화시켰다 70t 에서 10분간 가열

하고 4-12% 의 polyacrylamid gel어l 전기영통하고 poly
vinylidene difluoride (PVDF)에 홉착시켰다 PVDFmemb매ne-을
blocking buffer <Tris-buffered saline-O.l %(w/v) Tween-
20)(TBS-T)으로 상옹에서 1시간동안 반웅시키고 난 뒤 여러

가지 I차항제 (1:1αlO-1:3αlO)가 틀어있는 TBS-T에서 1시간 (25
t) 또는 16시간 (4t) 동안 반용시컸다 TBS-T로 3회 세척하고

HRP-conjugaLed 2차 항체와 상온에서 30{윤 반용시킨 뒤

Enhanced Chemiluminescence (ECL)방업으로 각 band의 영상

올얻었다
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Metllbolicfunctionsof the blackgnrlic<A1Jinum saû‘'11mL)extractsin musclccclls

Figure 2. Cytoprot.ective acti씨t;yof the garlic extract against
lhOrinduced oxidat.ive stress. Conf1uent L6 muscle cel1s
were serum-starved for 3 h and tl1en proσ'eated witb 1 mM
H20~for 30 min before addition of the garlic cxtract. Assa.ys
for the leaked LDH in the culture medium and MTI' activity
of cells were measured after ovcrni앙1t 06h) incubaüon witb
바α and different garlic extract..c;‘p(0.05. **p(0.01 compared
tD the !ùCh-alone
G. garlic exσact (250pg/mD: BG. exσ.•ct of black garlic (250
앵 ImD: FBG. 앉tract of fermented black garlic (250，앵ImD

송에 세포내 esterase에 의해 가수분해되어 형광융 내는 산윌인

DCF룬 생성한다 1 mM의 과신회수소 처리는 세포내 ROS 의존
적 형광의 강도등 약 3배 정도 중가시키는데 정상낌F늪추흉블‘
혹마늘추출윌， 발효혹마늘 추출볼 모두는 이틀 억계하였다 득히

혹마늘 및 발효혹미~늘추흉불은 %’6 이상의 ROS 의존적 형광

을 감소시켰다 체내 항산회한성의 증가는 현장 및 세포의 지질

과산화윌 형성을 억제한다 그 외에도 체내에서의 항산회환성은

과도한 산화스트레스로 유발되는 세포의 손상 유전자의 연이

동을 효과적￡로 제어하므로서 노화플 방지하고 세포 및 조직의

항상성올 유지히는 것으로 알려져 었다 또한 H，o，처리에 의해

배양세포는 산화적 손상을 받고 세포괴사의 표지인 lactate
dehydrogenase (L]JH)의 배양액내 농도가 중가하는데， 혹마늘

및 발ít혹마늘 추흉플-의처리는 모두 LDH의 농도 충7f등 완벽

하게 억제하였다 (Fig. 2). 이러한 세포보호 효과의 결과，세포생

존농의 지표인 MTI 환성 또한 혹마늘 및 받효혹마늘 추출물의

처리로 Jl，o，처리군에 비해 유의하게 증가하였다 {l'ig. 2) 따라서
이전 및 본 연구의 결과 입중왼 마늘 추흉볼듣의 견고한 항산화

환성은 생환체의 생명유지 및 보호에 중요한 도웅 요인이 원 수

있을것으로사효된다

마늘은 또한 항산회환성플 용해 인쌍린벼의존형 당뇨멸 실협

동촬 모텔에서 합영종의 예방에 도웅「을출 수 있는 것으로 보고

된 바 있다 13l 그러냐 마늘 추흉블 성분이 직접 혈중 포도당
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수준을 낮추는 지에 대해서는 명확하지 않다 l4' 본 연구에서는

배양중인 lβ 근육세포에서 마늘 추원물의 단독，또는 인슐린과의

동시투여가 세포의 포도당 홉수에 영향올 이치는 지에 대하여

조사하였다 정상 미늘추딴환의 쳐리는 근육세포의 기저포도당

홉수 및 인슐린의존적 포도당 홈수륜 더욱 충진시켰고 혹마늪과

발ít혹미능 추찰렐은 인싼련의존적 포도당 홉수를 중진시키는

경향올 나타내었다 {Fig.3) 그러나 마능 추흉운운의 처리가 인싼

린의존적 포도당 수송에 중요한 역한올 하는 세포내 신호전달계

인 phosphatidyl inositDl 3’kinase (PJ3K) - protein kinase B
(P뼈)활성에 영향윤 미치지는 않았마 (l'ig. 4) 대신 혹마늘 및

발효혹마늘 추출월 처리는 AMP-activated protein kinase

Figure 4. Effects of the garlic extracLs on the
phosphorγ"lation patterns of different enzymes. related with
metabolic functions. ConOuent L6 muscle ，cells ..were
serum-starved in the culture medium cont8ining high
(33mM) glucose overnight and further treat.ed with the
compounds or the garlic extracts for 3 h. Cells were
harvested‘homogenized for the analysis of phosphoproteins
by the irnmunoblot. analysis

Figure 3. Effects of the garlic extracts on glucose
consumption. Confluent L6 muscle cells were serum-
starved for 3 h and σeated with insulin <I.00nM)and/or
garlic extracts. After overnight incubation ‘ the
concentrations of glucose in the culture medium was
measured 엉(0.05 compared to the control
G. garlic extract (250，μg/mD: BG. extract of black garlic
(250，μg/mD: FBG. exσact of fermented black garlic (250，μ
g/mD
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Figure 5. Effects of Ü1e garlic extracts on the activities of
ADH and ALDH
'p(0.05. "p(O.OI compared t.o the control
G‘garlic extTact (pg/mJ); BG. extract of black garlic
(ug/mI): FBG. exuact of fermented black garlic (pg/ml)

(AMPK)및 acetyl CoA carboxylase (ACC)의 인산회촬 지극하

였다 (Fig. 4) 득히 반1t혹마늪 추출윤의 효과가 가장 뚜엿하였

다 MPK의 인산화는 AMPK의 환성 중가틀 의 "1하며 판성화된

AMPK는 나시 ACC의 인산회를 유도하여 반대로 ACC의 환성올

저해한다 ACC의 환성 저하는 세포내 충성지섣 합성의 억제로

이어진다 15) 온 실혐의 결과로부터‘혹마늘 빛 벨효혹마능 추웰

붙은 인쌀린 -PI3K-P!염 경로와는 독립적으로 AMPK-의존적인
경로 16>틀 통해 근육세포에서 포도당의 흉수블 야기할 수 있는

것으로 보여진다 또한 세포내 지질의 축적 억제에도 기여할 수

있응윤 의 "1하는 것이다
마늘 추출불이 간세포에서의 알코용대사에 영향윤 미치는

지플 조사하였다 체내로 홉수된 얄코흘{에탄올}은주로 간에서

대사되는데 이 대사과정에는 alcohol dehydrogenase (ADH)와
외dehyde dehydrogenase (쩌~DH)의 두 효소가 중추적인 역할융

당당한다 17) 세가지 마늘추출불 모두 농도의존적으로 ADH와
ALDH의 안성융 증가시켰는데‘ 정상마늘 추출환보다는 혹마능과

발효혹마늘 추출물의 효과가 현저하였다 (Fig. 5)
본 연구의 질과옆 종합하면.혹마늘과 발효혹 "1능 추원운

근육세포에서 강력한 항산회환성을 동해 세포뜯 보효하며 인술

런 "1의존적인 포도당홉수 증진효과할 가지고，간세포에서 얄코

올대사휠 환성화해는데 기여하는데 특히 발효혹마능의 효과가

상대적으로 우웹한 것으로 나타났다‘ 따라서 혹마늘의 제조와

발효과정은 마늘의 생리황성을 더욱 중진하고 맛과 풍미 풍 섭취

틀 보다 용이하게 한 수 있는 효과적인 가공처리방엄으로 마늘의
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