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Abstract

This study investigated the α-smooth muscle actin (α-SMA) inhibitory activity of traditional doenjang in Korea.
Only the traditional doenjang of which quality was certificated in Korea was used in this study. The most significant
marker for fibrolysis is the expression of α-SMA and when MEF cells were treated with extract of Kyongbuk doen-
jang, the α-SMA expression was suppressed 74%, Gangwon and Chunbuk doenjang were suppressed the α-SMA
expression more than 60% compared with the control. Particularly Kyongbuk doenjang was fermented over 2 years
and the difference between Kyongbuk doenjang and silymarin was only 10%.
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서 론

2011년 우리나라 주요사망원인별 사망률 추이 통계에

따르면 간질환관련 사망률은 10만명당 약 13.5명 정도로

전체사망자 중 약 2.6%를 차지하며 이는 사망원인 8위에

해당하는 것으로 나타났다(Statistics Korea, 2012). 간질환

은 다양한 원인에 의해 간이 손상을 받기 시작하면 간섬유

화, 간경화를 거쳐 간암으로 진행되는 것으로 알려져있다.

반복되는 간손상으로 인해 간성상세포가 자극을 받아 활성

화되면서 근섬유모세포와 유사한 활성상태의 세포로 전환

이 일어나며, 이때 α-smooth muscle actin(α-SMA)이 발현

되어 교원질(collagen)과 fibronectin의 합성을 촉진시키는

것으로 알려져있다(Mcgee & Patrick, 1972). 그러나 만성

적인 간 손상은 반복적인 섬유용해(fibrolysis)와 간 손상복

구를 위한 섬유생성(fibrogenesis) 과정간의 밸런스가 무너

져 세포외기질(extracellular matrix, ECM)이 이상증식되는

간섬유증으로 진행된다. 정상간의 교원질은 전체무게의 약

0.5%이나 간경변에서는 10배 이상 증가하며 간 섬유증

역시 간내 교원질 증가가 원인인 것으로 알려져있다(Lee,

2006).

간질환의 종착역 격인 간암에 사용되는 의약품은 현재

바이엘사의 넥사바가 거의 유일한데, 이 또한 일본에서 간

부전과 간성뇌증 등의 부작용을 일으킨다는 보고가 있으며

임상시험에서 나온 결과는 치료가 아닌 생존기간의 연장(약

9개월)에 중점을 두고 있다고 알려져 있다(Josep et al.,

2008). 이로 인해 간질환 초기단계에 적용가능한 간보호 기

능성 물질 발굴에 대한 학계와 의약업계의 노력이 계속되

고 있으며 현재는 엉겅퀴과에서 분리된 silymarin이 간보호

작용을 하는 기능성 물질로 알려져 항바이러스제와 같이

치료에 사용되고 있다. 현재까지 간보호 기능성을 가진것으

로 밝혀진 식품은 강황(curcumin), 벌꿀(caffeic acid

phenethyl ester, CAPE), 브로콜리(sulphoraphane)와 와사비

(6(methylsulfiny) hexylisothiocyanate, 6-HITC) 등이 있으나

(Surh, 2003), 간섬유화나 간경화를 효과적으로 저해하는

물질은 아직 개발되지 못했다. 최근에는 국내외적으로 의

약품의 부작용과 식품의 안전성을 절충시킨 대체의학에 대

한 관심이 증폭되면서 식품에서 그 해결책을 찾으려는 연

구가 점점 늘어나고 있다(Hsu et al., 2009; Tanaka et al.,

2009). 최근에는 herbal medicine에서 간섬유화 치료 소재

를 찾으려는 연구가 진행되고 있으며(Zou et al., 2008), 그
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중 식물에서 추출한 genistein의 항산화 효과와 연관된 약

리학적 연구(Hsieh et al., 2010; Ji et al., 2011; Valsecchi et

al., 2011)와 사염화탄소 투여에 의한 급성 간손상에 대한

간보호 효과(Kuzu et al., 2007), 그리고 HepG2의 성장을

저해하여 괴사를 유도하는(Chodon et al., 2007) 등의 연구결

과가 다수 보고되고 있다. 특히, Hydrocotyle sibthorpioides로

부터 추출한 genitein을 알코올과 같이 장기간 식이 섭취시킨

rat 실험에서 간 효소와 관련 염증 매개인자의 수치을 감소

시켰으며, 간조직내에서 콜라겐의 퇴적과 간섬유화의 바이

오마커들을 감소시키는 것으로 보고되었다(Quanfang et

al., 2013).

우리나라의 전통 발효식품은 오랜역사를 가진 안전성을

대표하는 식품의 한 형태로 특히 된장은 원료인 대두로부

터 전이된 daidzein, genistein과 같은 isoflavones 그리고

tocopherol 및 phenolic acids 등의 성분으로 인한 항산화

활성을 가지고 있는 것으로 보고되었다(Ahn et al., 2012).

이외에도 된장은 항비만효과(Kwon et al., 2006; Bas et

al., 2013), 항당뇨활성(Lee et al., 2012), 항암활성(Lim et

al., 2004) 등의 기능성이 있다고 보고되고 있지만 간 질환

과 관련된 기능성에 대한 연구는 미비한 실정이다. 이는

국내식문화에서 차지하는 된장의 비중과 기능성 daily food

로서의 역할을 고려할 때 연구되어질 가치가 충분한 것으

로 여겨진다.

본 연구에서는 국내 전통식품 품질인증을 획득한 된장을

실험에 사용하였으며 이는 규정상 국내산 농수산물만을 주

원료로 사용하여야하며, 수분 60%(w/w), 아미노산성질소

300 mg% 이상 등의 전통식품 표준규격과 식품위생법상의

된장기준 규격(Korea Food Standards codex)을 동시에 충

족시켜야한다. 공장식 제조에 의한 비특이적화된 시료가

아닌 인증을 통해 지속된 품질관리와 지역적 특색이 보존

된 전통된장의 우수성을 조사하고 안전성이 확보된 간섬유

화 개선 소재로서의 가능성을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

재료

국내 전통식품 품질인증을 받아 시판되고 있는 된장을 제

조 지역별로 총 24개(강원도 4, 경기도 4, 충청도 3, 경상

도 4, 전라도 6, 제주 3개) 제품을 수집하여 냉장에 보관하

며 실험에 사용하였다. 본 논문에서는 제품명 대신 일련번

호로 기재하였으며 각 제품의 발효기간은 6개월에서 2년

정도의 것으로 수집하였다. 그리고 실험에서 사용된 음성

대조군은 현재시판되고 있는 공장식(인스턴트식) 된장을

구매하여 사용하였으며 양성대조군은 silymarin(Sigma,

USA)을 사용하였다.

사용시약

세포배양을 위한 DMEM, fetal bovine serum(FBS),

0.05% trypsin, penisillin-streptomycin은 모두 Gibco(Life

Technologies, USA) 제품을 사용하였으며 SDS-PAGE와

blot buffer, western ECL substrate는 모두 Bio-rad(USA), 그

외의 관련 시약들은 Sigma Aldrich(USA), 또는 국내제조사

에서 구매하여 사용하였다.

70% methanol 추출물 제조

된장시료 20 g에 70% methanol 180 mL을 첨가한 뒤

25oC에서 150 rpm으로 18시간동안 진탕배양시켰다. 진탕배

양뒤 4oC에서 8,000 rpm으로 15분 동안 원심분리한 뒤 상

등액만을 분리하여 Whatman paper No.2로 여과시킨다. 여

과액을 감암농축기를 이용하여 농축시킨 뒤 동결건조한 후

-20oC에서 보관하며 증류수로 일정 농도로 용해시켜 실험

에 사용하였다.

MEF세포배양

서울대학교 약학대학 약물학실로부터 분양받은 MEF

(mouse embryonic fibroblast) 세포를 DMEM(FBS 10% 함

유) 배지를 첨가하여 37oC, 5% CO
2
 배양기(Sanyo, Japan)

에서 cell density 80-90% 정도 될 때까지 약 2일간 배양

하였다. 배양 상등액을 제거한 후 trypsin/EDTA(0.25%/

0.53 mM, Sigma, USA)를 처리하여 37oC, 5% CO
2
 배양기

에서 약 2분간 반응시켰다. 200×g에서 2분간 원심 분리하

여 부착된 세포를 수거한 후 3×105 cell/well이 되도록 6

well plate로 옮긴 뒤 37oC, 5% CO
2
 배양기에서 하루 동

안 더 배양하였다. 배지 상등액을 제거한 뒤, 새로운

DMEM(FBS 제외)배지에서 6-12시간 동안 starvation 시킨

후 시료추출물을 농도별로 처리 하여 37oC, 5% CO
2
 배양

기에서 24시간 배양하였다. 

MTT assay

MEF 세포를 105 cell/100 uL 농도로 96 well plate에 분주

하여 37oC, 5% CO
2
 배양기에서 24시간 배양한 후 배지

상등액을 제거하였다. 각 농도별 시료를 DMEM과 섞어

24시간 추가 배양한 후, MTT용액(5 mg/mL) 20 uL를 첨가

한 후 4시간 동안 배양하였다. Formazan 결정체를 남겨두

고 상등액을 제거한 뒤 DMSO 100 µL를 첨가하여 결정체

를 용해시켜 microplate reader로 540 nm에서 흡광도를 측

정하여 세포생존율을 계산하였다.

MTT 계산식 :시료처리군의 흡광도/시료 비처리군의 흡

광도×100
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Western blot

세포를 수거하여 lysis buffer로 저온에서 약 30분간 세

포 용해시킨다. 용해된 세포액을 16×g에서 15분 정도 원심

분리시켜 상등액만을 분리하여 Bradford 용액으로 단백질

정량을 실시하였다. 정량의 단백질을 sample loading

buffer와 섞어 100oC에서 5분간 열처리한 뒤 10% SDS-

PAGE로 단백질 전기영동을 실시하였다. 전기영동이 끝난

SDS-PAGE를 PVDF membrane으로 이동시킨 뒤 1% skim

milk로 4oC에서 하룻밤 blocking을 실시하였다. 1차 항체

(α-SMA(dilution 1:1000), β-actin(1:5000), Santa Cruz

Biotechnology, USA)와 4시간 반응시킨 뒤 PBS 완충용액으

로 세척한 후 2차 항체(Goat Anti-Mouse IgG-HRP, Bio-

Rad)와 2시간 반응시켰다. 항체반응이 끝난 뒤 PBS 완충

용액으로 세척 후 Clarity western ECL substrate(Bio-rad)

로 반응시켜 Chemidoc XRS+ system(Bio-rad, USA)으로

확인하였다.

결과 및 고찰

Cell viability

기존 연구에서 여러 형태의 된장추출물이 백혈암세포,

위암세포 그리고 간암세포 등에 독성을 나타낸다는 보고

(Song et al., 2001; Lim et al., 2007)에 따라 일반세포에

대한 독성 가능성을 배제하기 위하여 70% 메탄올로 된장

추출물을 제조하여 MEF 세포주에 MTT assay를 실시하였

다. 시료의 대부분이 메탄올 추출물 500 µg/mL 농도에서

91-99%의 cell viability를 보여 세포독성이 없는 것으로 나

타났으며 세포증식에도 영향을 주지 않는 것으로 나타나

α-SMA 발현에 대한 객관적인 효과를 검증할 수 있을 것

으로 사료되었다(Table 1).

Anti-fibrolysis 활성

α-SMA는 간섬유화의 주요한 지표로 여러 연구에서 다루

어졌는데 DMN 간 손상 쥐에서 나노분자화 시킨 Co Q10

를 섭취시 간조직에서의 개선 효과를 증명하는 지표로 보고

된(Choi et al., 2009) 바가 있으며 비정상적인 피부상처 회

복시에 진피 섬유아세포에서 약리작용의 타겟 지표로 연구

되어졌다(Goldberg et al., 2007). 본 실험에서는 MEF세포에

직접 된장추출물을 처리하여 세포내 α-SMA의 발현양상을

western blot으로 관찰한 결과 silymarin(양성대조군)처리시

control(대조군)에서 발현되던 α-SMA의 양이 현저하게 저하

되는 것을 확인할 수 있었으며 된장시료의 처리농도에 따른

α-SMA 발현양상을 비교확인할 수 있었다(Fig. 1).

경북 지역에서 수집된 No. 13 전통인증된장은 α-SMA의

발현률이 control 대비 74%로 가장 높은 억제활성을 보였

으며(Table 2), 이는 현재 간질환에 치료제로 사용되고 있

는 silymarin과 비교시 억제활성의 정도가 약 10% 정도밖

에 나지 않는 것으로 나타났다(Fig. 2). 음성 대조군으로

사용된 공장식 제조된장 제품의 경우 대조군과 흡사하게

Table 1. The effect of extract from certified traditional

doenjang in Korea on the cell viability of MEF cells.

Product No. Cell viability (%) Product No. Cell viability (%)

Control 100.0±4.59
1 98.95±2.52 13 94.39±2.29
2 95.62±1.34 14 98.71±4.50
3 99.32±2.08 15 96.69±3.37
4 94.85±2.12 16 98.14±4.01
5 94.04±1.03 17 96.39±3.78
6 96.32±1.05 18 93.99±1.72
7 98.33±2.89 19 98.18±2.85
8 96.59±0.49 20 94.70±2.11
9 99.64±1.39 21 91.59±4.81
10 93.67±4.01 22 97.63±2.88
11 95.88±2.47 23 96.57±3.61
12 93.68±4.77 24 97.88±3.20

Value are means±S.D., n=3

Fig. 1. Western blot analysis of α-SMA inhibitory activity from

CP and certified traditional doenjang. CP(commercial product

of instant doenjang) was used as negative control. The relative
α-SMA to β-actin was assessed by sacnning densitometry and

was calculated with density of relative α-SMA to β-actin.

Table 2. The effect of extract from certified traditional

doenjang in Korea on the α-SMA inhibitory activity and
product information.

Product 
No.

Local region
α-SMA inhibitory 

activity (%)
Fermentation 

period

1 Gyeonggi 50 2 years
8 Gangwon 65 Below 6 months
11 Chungnam 41 Below 6 months
12 Kyongbuk 44 Below 6 months
13 Kyongbuk 74 More than 2 years
16 Chunbuk 51 Below 6 months
17 Chunbuk 61 Below 6 months
18 Chunbuk 62 Below 6 months
21 Jeju 53 Below 6 months
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α-SMA발현에 전혀 영향을 주지 않는 것으로 나타났지만,

전통식품인증 된장 전체 24개 중 총 9개의 된장에서

40% 이상의 α-SMA억제활성을 가지고 있는것으로 나타났

다(Table 2). 이는 국산재료의 사용에서 오는 여러가지 성

분함량과 발효에 관여하는 토착미생물의 발효에 기인한 것

으로 예상된다. 된장은 대두로부터 전이된 항산화성분 뿐만

아니라 daidzin, genistein, glycitin-6-O-glucoside, caffeic acid

가 존재하며(Hammerschmidt et al., 1978), 각종 아미노산이

풍부한 것으로 알려져 있는데 그 중 특히 아르기닌과 글리

신은 혈청 인슐린을 감소시켜 간에서 콜레스테롤 합성을 감

소시키며(Sanchez et al., 1991), LDL(low density lipoprotein)

을 제거하여 간내 콜레스테롤 대사와 지단백 대사에 영향을

주는 것으로 보고되고 있다(Carroll et al., 1995). 

인스턴트식 공장된장(비교대조군)이 1주일의 발효기간을

가지는 것과는 달리 전통된장은 6개월 이상의 발효기간을

거치면서 미생물이 분비하는 protease의 활성에 의해 분해

된 각종 아미노산 성분의 함량이 증가하고, 이러한 성분들

이 앞서 언급한 기능들을 나타내었을 것이라 추측된다. 그

리고 대두의 isoflavones에는 배당체의 함유율이 높지만 발

효식품의 경우 비배당체의 함유율이 높은 것으로 알려졌는

데(Kim et al., 2005), 생물전환된 비배당체는 체내 흡수뿐

만 아니라 약리활성 면에서도 배당체보다 우수한 것으로

알려져 있다(김동현, 2005). 발효에 의해 흡수율이 높아진

비배당체 형태의 isoflavones(genistein, daidzein)에 의해 간

섬유화의 분자지표인 α-SMA의 발현이 억제되었음을 추측

할 수 있으며 이는 식물에서 추출된 genistein이 간 조직내

콜라겐을 퇴적시키고 간섬유화의 바이오마커들을 감소시킨

다는 최근의 연구결과와도 일치한다(Quanfang et al., 2013).

그리고 여러아미노산중에서 메티오닌(methionine)은 S-

adenosylmethionine의 직접적인 전구체로서 간조직내 강력한

항산화물질인 GSH(glutathione)의 합성에 이용되는 것으로

알려져있다. 이전의 연구에서는TGF-β와 같은 염증성 사이

토카인과 독성물질(DMN)이 α-SMA의 발현을 유도시키

는 것으로 보고되어졌는데(Goldberg et al., 2007; Choi

et al., 2009) 이러한 독성물질이 GSH의 항산화작용을

통해 제거된다면 α-SMA의 발현 또한 억제시킬 수 있을

것이라 예상된다. 

전북지역에서 수집된 No 17, 18 전통인증 된장 모두

60%이상의 α-SMA 억제활성을 보였으며(Fig. 3) 강원도

지역에서 수집된 No. 8 전통인증 된장은 α-SMA 억제활성

이 65%로 두 번째로 높게 나타났으며 발효기간이 2년인

No. 1 전통인증 된장 또한 50% 이상의 억제활성을 보였다

(Fig. 1). 이는 발효기간 이외에도 생물전환에 주체인 발효

에 관여하는 미생물 균총과 우점종에 의한 생리활성 차이

에서 기인한 것으로 사료된다. No. 13 전통인증 된장의 경

우 시료중 가장 긴 2년 이상의 발효기간을 거치는 동안

다양한 생리활성물질 및 아미노산상의 변화가 있었을 것으

로 예상되며 많은 연구에서도 미생물 발효에 의한 생리활성

물질의 생성 및 변화와 그에 대한 기능성에 대해 언급하였

다(Lee et al., 2013). 따라서 본 실험에 사용된 전통인증 된

장의 간 섬유화 억제 효과의 정확한 기작 규명을 위해서는

동물체내에서의 독성물질에 대한 항산화시스템의 각 요소들

에 대한 조사는 물론 발효기간의 증가에 따른 기능성의 향

상에 대한 연구가 더 진행되어야 할 것으로 생각된다.

본 연구에서 국내 전통인증 된장을 대상으로 간 섬유화

관련 인자인 α-SMA를 지표로 삼아 간섬유화 억제효과를

최초 보고하는 것이며 이번 실험에서 사용된 전국에서 수

집된 전통인증 된장 중 약 38%의 제품에서 α-SMA 억제

활성을 보여 간섬유화 억제 기능 소재로서의 활용 가능성

을 보였다.

요 약

국내 전통식품 인증을 획득한 된장을 대상으로 간 섬유

Fig. 2. Western blot analysis of α-SMA inhibitory activity from

certified traditional doenjang No. 8, 13. The relative α-SMA to
β-actin was assessed by sacnning densitometry and was

calculated with density of relative α-SMA to β-actin.

Fig. 3. Western blot analysis of α-SMA inhibitory activity from
certified traditional doenjang No. 17, 18. The relative α-SMA to

β-actin was assessed by sacnning densitometry and was

calculated with density of relative α-SMA to β-actin.
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화 억제를 위한 기능 소재로서의 활용가능성을 알아보고자

하였다. 국내 농산물로만 제조되어진 전통식품인증 된장

총 24개 제품을 전국에서 수집하여 70% 메탄올로 추출한

다음, MEF 세포주에 처리하여 간섬유화의 지표인 α-SMA

의 발현 억제활성을 측정하였다. 공장식 생산과정을 거치

는 일반 시판된장과 대조군 대비, 경북지역에서 수집된

No. 13 전통인증된장 추출물이 약 74%의 α-SMA 발현억

제활성을 나타내어 뛰어난 간 섬유화 억제활성을 나타내었

다. 이는 의약품으로 사용되는 silymarin 84%과 비교시

10% 정도밖에 차이나지 않았으며, 2년 이상의 발효시간을

거친 제품임을 감안할 때 향후 발효시기에 따른 기능성의

향상에 대한 기대도 가능할 것으로 예상된다.
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