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            초록
          
        

        
          Nitrate–nitrite–nitric oxide (NO) pathway is a major alternative source of NO and is essential for NO - dependent physiological functions in body. Food supplements having nitrate/nitrite can improve metabolic syndromes including hypertension through antioxidant activity or vasodilation. The purpose of this study was to observe the effects of fermented garlic (F. garlic) having high concentration of NO2- on changes in blood flow and nitric oxide synthesis in the cerebral cortex of rodents. The generation of nitric oxide detected by a chemi-luminescence detector was higher in F. Garlic compared with NaNO2 solution under artificial gastric juice with pH 2.0. Ether F. garlic or NaNO2 diluted with artificial cerebrospinal fluid was directly applied into around the needle probe of laser Doppler flow meter that was located on epidural surface of the cortex. Direct application of F. garlic resulted in increase of cerebral blood flow detected by a laser Doppler flow meter with a dose-dependent manner. Compared with NaNO2 solution, F. garlic produced changes in cerebral blood flow at lower concentration of NO2-. Pretreatment of methylene blue, a guanylyl cyclase inhibitor prevented upregulation of cerebral blood flow by the treatment of F. garlic. In addition, the application of F. garlic with 250, 500ppm of NO2- caused significantly the production of NO in the cortical tissue but NaNO2 solution with 500ppm of NO2- did not. In summary, these results suggested that F. garlic with high content of NO2- induce increase in cerebral blood flow through nitric oxide-dependent signal pathway.
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      서 론
      산화질소(NO, nitric oxide)는 반감기가 3초로 매우 짧은 기체분자이며 혈관 확장작용, 신경전달물질 및 면역기능에 관여하여 인체의 항상성(homeostasis) 유지에 중요한 역할을 한다1). 신체에서 NO의 생성이상은 심혈관계 질환, 호흡기계 질환, 혈소판 기능장애, 면역기능 장애, 성기능장애 등 여러 질병들의 병리기전에 영향을 준다1,2). 신체에서의 NO 생성은 일반적으로 신경세포, 혈관내피세포 및 지방세포 등에서 L-arginine 아미노산에서 NO 합성효소에 의해 이루어진다. NO는 매우 불안정한 기체로 산화되어 아질산이온(nitrite, NO2-)으로 변화되고 이는 다시 질산이온(NO3-)으로 쉽게 전환된다. 반대로 NO2- 및 NO3-은 NO의 전 단계 물질로 환원반응을 거쳐 NO로 변환될 수 있다3,4). 따라서 NO2-은 NO의 전구체 또는 대사체(metabolite)로 알려져 있고 인체 혈액에서 NO2-의 농도는 NO 농도를 반영한다.

      최근 NO2- 섭취 시 위(胃)에서 NO 가 생성되어 혈압을 낮추며, 정맥투여 시 항산화 효과를 보여 허혈성 심장 및 뇌손상에 보호 효과가 알려졌다5,6). 또한, NO2- 투여가 혈관내 NO 효능을 상승시키는 효과가 있음을 보였다7). 실험동물에서 NO2-/NO3- 섭취 제한을 하였을 때 대사성 질환들이 초래되어 음식을 통한 NO2-/NO3- 섭취가 생명유지에 중요함이 밝혀졌다8).

      Chun(2016)은 마늘을 고초균(bacillus subtilis)으로 액상상태에서 1~2개월 간 발효하였을 NO 대사체인 NO2-을 장시간 일정한 농도로 유지하는 NO 대사체를 생성·고정화하는 기술을 개발하였다9). 인공위액조건(pH<2)에서 마늘발효액으로부터 NO가 6시간 이상 생성되었는데10), 이는 NO2-가 산성조건(pH<5)에서 NO가 되는 화학적 반응을 고려하였을 때3) 인공위액조건에서 NO2-가 NO로 전환되는 것을 의미한다.

      마늘의 효능은 항균활성, 항암, 항혈전성, 혈압강하, 콜레스테롤 저하, 노화방지 작용 및 항산화 등이 대표적이다11,12). 마늘 성분의 특징은 유기황화합물의 함량이 많으며 이는 독특한 향을 제공하고 이들의 99.5%는 황 함유 아미노산인 cysteine 아미노산을 함유하고 있다12). 마늘의 황화합물은 반응성 산소종(reactive oxygen species)을 제거하여 단백질, 지질의 산화를 억제하여 항산화 효과가 우수하다. 또한 항산화 효과를 보이는 다양한 페놀 화합물과 플라보노이드가 존재한다13). 한편 마늘의 항산화 능력은 마늘의 숙성 온도가 높을수록, 숙성 기간이 경과할수록 증가하는 데 마늘의 숙성 온도가 높을수록 페놀 화합물과 플라보노이드 함량의 증가에 기인한다.

      Park 등(2016)은 고혈압 쥐에서 NO2- 함유 마늘 발효액의 경구 투여 시 30분 이내에 용량 의존적으로 혈압이 감소하고, 10일 이상 장기 투여한 경우 지속적 혈압 감소를 보였으며 동맥에서 NO의 활성화를 보였다고 하였다14). 또한 monocrotaline 유도 폐고혈압 모델에서 3주 동안 NO2- 함유 마늘 발효액 경구 투여 시 폐에서 NO관련 신호전달계의 활성이 유도되었다고 하였다14). 시험관에서 심장에 허혈/재관류 손상을 초래했을 때 NO2- 함유 마늘 발효액 처치군에서 재관류동안 심장에서 산소분압이 유의하게 증가됨이 보고 되었다15).

      그러나 뇌 혈류에 대한 연구는 진행되지 않아 본 연구에서는 대뇌 피질에서 NO 발생 및 뇌 혈류 변화에 대한 NO2- 함유 마늘 발효액과 NaNO2을 대뇌 피질 경막에 직접 투여하여 비교 관찰하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험동물
        Sprague-Dawley계 수컷 쥐(~250g)(n=20)(Samtako, Osan, Korea)를 실험동물로 사용하였으며, 실험 1주일 전부터 실험실 환경에 적응시켜 환경변화에 따른 영향을 최소화하였다. 모든 동물실험은 원광대학교 실험동물관리위원회 규정에 의거하여 시행하였다(WKU20-29). 사육실의 평균온도는 22 ± 1℃, 습도는 55%로 유지하였으며 12시간 간격으로 조명을 조절하였고, 물 섭취는 제한하지 않았다. 실험군은 마늘 발효액 투여군 (n=10)과 NaNO2 투여군 (n=10)으로 구분하였다.

      

      
        2. 마늘 발효액의 제조 및 투여
        본 연구에서 사용한 마늘 발효액은 휴먼에노스사(Wanju-gun, Korea)에서 공급받았으며, Park 등(2016)이16) 사용한 마늘발효액과 동일한 제조과정을 거쳐서 만들었다. 대략적인 제조과정은 생마늘의 껍질을 제거한 다음 세척하여 멸균하고 분쇄기로 분쇄하여 24시간 후에 물에 일정한 비율로 희석한다(1:9 (w/v)). 이 후 활성화된 고초 균주를 넣고 37℃ 환경에서 1개월 동안 호기 발효하였다. 발효액에 NO2-을 측정하여 150ppm 이상 농도에 도달 하였을 때 발효를 중단하였다. 원심분리기로 부유물로부터 상층액을 분리하여 농축기를 이용하여 아질산이온의 농도가 2,000 ppm 이상이 되도록 마늘발효액을 농축하였다.

      

      
        3. 마늘 발효액 및 NaNO2 용액에서 아질산 이온 및 NO 측정
        Griess 시약을 이용한 Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit (Cayman Chemical Co., Ann Arbor, USA)를 이용하여 발효액에서 NO2-을 정량하였다. 반응액과 동일한 양의 Griess 시약[2.5%(v/v) phosphoric acid, 1%(w/v) sulfanilamide, 0.1%(w/v) naphylethylenediamine]을 첨가하였다. 실온에서 10분 동안 반응시킨 후 흡광분도계 (Ultrospec 2100Pro, Amersham Phamacia Biotech, Cambridge, UK)을 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 마늘발효액의 NO2-양을 정량하기 위하여 표준물질로 NaNO2 (Sigma, USA)을 증류액에 희석한 다음, 희석된 NaNO2 용액과 Griess시약을 반응 후 흡광분도계로 흡광도를 측정하여 표준곡선을 산출한 다음 마늘 발효액의 흡광도 값을 적용하여 NO2-을 정량하였다.

        마늘발효액 또는 NaNO2로부터 NO의 방출 특성의 측정은 Shin 등(2007)17)의 연구방법을 적용하였다. NO의 방출을 위해 pH가 낮은 조건에서 NO2-이 수소와 결합하고 이후 NO로 전환되는 원리를 적용하였다6). 신체의 위산(gastric acid) 조건에서 NO의 방출을 확인하기 위하여 인공 위액 (pH 2, 0.05 M HCl, 75 mM NaCl, 13 mM KCl, 37℃) 1L를 제조하고 마늘 발효액과 NaNO2 1 ml을 각각 주입하였다. 화학반응에 의해 방출되는 NO는 화학발광법 분석기 (Sievers 280 Nitric Oxide Analyzer; Boulder, CO, USA)를 이용하여 측정하였다. 장비의 검정은 NO zero filter와 24.1 ppm NO 표준기체 (balance N2)를 이용하였으며, 방출된 NO의 장비로의 운반 기체는 N2, 운반속도는 80 mL/min으로 조정하였다. 각 시료의 NO 발생량(µmol), 최대발생 후 발생량이 1/2 감소하는 시간(t1/2), 최대 발생시점(tm), 및 [NO]/[NO2-] (%)을 측정하였다. 각 시료를 3회 측정하여 각 지표의 평균값을 산출하였다.

      

      
        4. 대뇌피질에서 국소 혈류 및 산화질소(NO) 측정
        실험동물을 urethane(750 mg/kg, i.p.)으로 마취시키고 체온유지 장치를 이용하여 체온을 37 ~ 38 ℃ 로 유지할 수 있도록 하였다. 두부를 뇌정위장치(Narishige Co., Tokyo, Japan)에 고정시키고 정중선을 따라 두피를 절개하여 두정골을 노출시킨 후 수술현미경하에서 미세 전동드릴을 이용하여 정수리(bregma)의 4 ~ 6 mm 측방, -2 ~ 1 mm 전방에 직경 5 ~ 6 mm의 크기로 두정골 절개(craniotomy)를 실행하였다. 이때 두정골의 두께를 최대한 얇게 남겨 경막외 출혈을 방지토록 하였다. 대뇌피질의 국소 뇌혈류량의 측정은 레이저도플러 혈류계(Laser-Doppler flowmeter system, Moor Instrument, London, UK)를 이용하였다18). 혈류계의 탐침봉(needle probe, 직경 0.8 mm)을 미세전동조작기(Narishige Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 두정엽 피질 표면에 수직이 되도록 대뇌피질에 근접시켰으며 이때 현미경하에 큰 혈관들이 없는 곳에 위치하였다.

        일정시간 동안 안정상태에서 국소 뇌 혈류를 기록한 다음 마늘 발효액 및 NaNO2 용액을 인공뇌척수액 (NaCl 126, KCl 5, KH2PO4 1.3,MgSO4 1.3, CaCl2 2.4, NaHCO3 26, dextrose 10 (mol/L))에 희석하여 100 ㎕를 혈류계의 탐침봉이 위치한 경막에 투여하고 30분 동안 각각 변화되는 국소 뇌혈류량(regional cerebral blood flow, rCBF)을 측정하였다. 한편 레이저도플러 혈류계에서 발생한 혈류에 대한 전기신호를 A/D 변화기(CED 1401, Cambridge Research, London UK)로 디지털화하고, 디지털 신호를 기록 및 분석 프로그램(Spike2 version 4, Cambridge Research Ltd, London UK)에 저장하였다. 각 실험군에서 흰쥐 5마리를 대상으로 하였으며 매 실험동물을 측정할 시료들을 농도별(32.5, 65, 150, 250, 500, 1000 ppm)로 1회만 투여하여 뇌 혈류를 측정하고 그 평균값을 평균 국소 뇌 혈류량으로 하였다.

        한편 NO의 세포내 신호전달계가 마늘 발효액의 효과에 영향을 미치는 지 확인하기 위하여 cyclic GMP의 생성효소인 guanylyl cyclase 억제제인 methylene blue (Sigma, USA)을 생리식염수에서 3 mg/ml로 희석하여 3 mg/kg의 농도로 꼬리정맥 내에 투여한 다음 마늘 발효액(500, 1000 ppm)과 NaNO2 용액(500, 1000 ppm)을 투여한 다음 피질 혈류의 변화를 기록하였다. 한편 마늘 발효액과 NaNO2 용액의 투여 방식과 다르게 methylene blue을 정맥으로 투여한 것은 methylene blue 정맥투여에 의해 혈관내 NO 신호전달계를 억제한 다는 선행연구결과에 근거하였다19).

        대뇌피질에서 NO 농도를 측정하기 위하여 실험동물을 마취시킨 후 두부를 뇌정위 고정장치에 고정하고 두피를 제거하여 두정골을 노출 시켰다. 수술현미경하에서 미세전동드릴로 두정골을 제거 후 대퇴피질의 경막을 미세수술가위로 절개하여 피질을 노출하였다. 미세전동조작기(Narishige Co., Tokyo, Japan)을 이용하여 NO 센서 유리전극(15-20 µm, tip diameter; NO-15, Unisense, Aarhus, Denmark)을 대뇌피질에 삽입하였고 이때 깊이는 0.1 mm 안쪽에 전극을 삽입하였다. 이때 제조사에 따르면 센서 유리전극은 NO가 2~3 nM 농도의 변화를 측정할 수 있는 민감도를 가지고 있다. 센서에서 발행한 미세전류는 4채널 신호증폭기(Fx-5, UniAmp MultiChannel Systems, Unisense, Aarhus, Denmark))로 전류를 증폭한 다음 신호증폭기에 내장된 A/D 변환 장치를 이용하여 신호를 디지털화하고 컴퓨터에 설치된 기록 프로그램(SensorTrace Suite, Unisense, Aarhus, Denmark)으로 센서의 전류 변화량을 기록, 저장하였다. 30분 이상 안정 상태에서 NO 신호를 기록한 다음 유리전극이 위치하고 있는 곳에 100 µl의 마늘 발효액(250, 500 ppm) 또는 NaNO2 용액(500 ppm)을 투여한 다음 NO의 변화를 관찰 하였다(Fig. 1). 각 실험군에서 흰쥐 3마리를 대상으로 하였으며 매 실험동물을 측정할 시료들을 농도별로 1회만 투여하여 NO 변화를 측정하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            A photographs showing the insertion of a glass sensor with 20μm of diameter for nitric oxide (NO) and needle probes with 0.1mm of diameter for laser Doppler flow meter on the cerebral cortex of rat. The glass sensor was located in the cortex with 0.6 mm of depth from cortical surface. The needle probes were located on the dura surface of the cortex.
          
          

          

        

      

      
        5. 실험결과 분석 및 통계
        마늘 발효액과 NaNO2 의 투여에 의한 혈류 변화량은 투여 전 10분 동안 기록된 혈류의 변화에 의한 신호(전압) 변화값의 평균값을 산출하여 기저값(baseline, 100%)으로 정하였다. 마늘 발효액 및 NaNO2의 투여로 혈류량이 최대로 변화하는 1분 동안의 신호 변화값의 평균값을 산출하였다. 혈류의 최대 변화량은 기저값 기저에 대한 최대 변화 평균값을 퍼센트로 표현하였다. 또한 발효액 및 NaNO2 투여에 의한 NO의 변화량도 혈류 변화량과 같은 방식으로 분석하였다.

        마늘 발효액과 NaNO2 투여 간에 혈류 및 NO 변화는 Mann-Whitney U test를 통하여 통계분석을 실시하였으며 실험군 간의 통계적 유의성은 p 값이 0.05 이하로 간주하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 인공 위액 조건에서 마늘발효액의 NO 생성
        인공 위액 조건에서 화학발광 분석기법을 이용하여 마늘 발효액 또는 NaNO2 로부터 NO의 방출 특성을 측정하였다. NO2- 농도가 14.5 ± 0.1 µmol의 NaNO2을 인공 위액에 투여하였을 때 투여 직후 NO 발생이 가장 많았으며 이후 시간이 지나면서 감소하는 경향을 보였다(Fig. 2). 이때 총 NO 발생량은 6.09 ± 1.4 µmol, 최대 발생시점(tm)은 2.75 ± 0.6 min, [NO]/[NO2-] 비율은 42 ± 7.6%로 측정되었다. 한편 NO2- 농도가 4.5 ± 0.3 µmol의 마늘 발효액을 인공위액에 투여하였을 때 NO 발생량은 8.89 ± 2.5 µmol, 최대 발생시점(tm)은 4.25 ± 0.4 min, [NO]/[NO2-] 비율은 97 ± 15.3%로 측정되었다(Table 1). 따라서 [NO]/[NO2-] 비율은 마늘 발효액과 NaNO2 사이에 통계적 유의성을 보였으며(p<0.01), 마늘 발효액이 위산조건에서 NO를 잘 발생시켰다(Table 1).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Time-dependent changes in production of NO detected by a chemiluminescence detector from NaNO2 solution with 15 μmol of NO2- and F. Garlic with 5 μmol of NO2 under artificial gastric juice with under pH 2.0, respectively.
          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            Characteristics of nitric oxide production between NaNO2 solution and F. Garlic under artificial gastric juice
          
          

        

        
          
            
              	Analytes
              	t[NO2- ]
(μmol)
              	t[NO]
(μmol)
              	t1/2 (hr)
              	tm
(min)
              	[NO]/[NO2-] (%)
            

          
          
            	Sodium nitrite
            	14.5±0.1
            	6.09±1.4
            	1.04±0.2
            	2.75±0.6
            	42%±7.6
          

          
            	F. Garlic
            	4.5±0.3
            	8.89±2.5
            	1.31±0.3
            	4.25±0.4
            	197%±15.3**
          

        

        
          
            t[NO2- ]. total concentration of NO2- ; t[NO ]. total concentration of NO; t1/2 (hr), the time taken from the highest concentration to half level of NO; tm(min), the time at the highest concentration of NO. Values are mean ± S.E. from 3 samples in each group. *Denotes statistically significant difference of between NaNO2 solution and F. Garlic.
          

        

        

      

      
        2. 마늘 발효액에 의한 대뇌피질 혈류량 변화
        마늘 발효액의 NO2- 량을 32.5 ppm, 65 ppm 150 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 1,000 ppm 농도로 인공뇌척수액에 희석하여 희석된 마늘 발효액을 100 ㎕ 용량으로 탐침봉이 위치한 대뇌피질 경막에 투여하였다. 32.5 ppm 농도의 마늘 발효액에서 피질 혈류에 유의한 변화가 없으며 65~125 ppm 마늘 발효액 투여 시 5분 이후부터 뇌 혈류가 약간 증가하는 경향을 보였으나 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 한편 250 ppm에서 3분 이후부터 뇌 혈류가 증가하기 시작하여 30분 이내에 최대로 증가하고 이후 감소하였으며 이때 최대 혈류증가 정도는 기저치 값보다 109.5 ± 3.2% 였다. 500 ppm 마늘 발효액 투여 시 250 ppm 투여보다 국소 뇌 혈류량이 현저하게 증가하였으며, 이때 투여 15분 이내에 최대값으로 증가하였고 118.5 ± 4.8%로 기저치에 비해 유의하게 증가되었다(p<0.05). 1,000 ppm 마늘 발효액 투여 시 500 ppm 마늘 발효액 투여보다 증가하였으며 이때 2분 이내에 증가하여 128.4 ± 4.0% 최대값으로 유의한 증가를 보였다(p<0.01) (Fig. 3, 5).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Representative diagrams showing changes of blood flow recorded by a laser Doppler flow meter from cerebral cortex following the direct application of F. garlic diluted with artificial cerebrospinal fluid (aCSF) with different dose of NO2- into cortical surface. Arrow head indicates the time point of F. garlic treatment and a dot treatment of methylene blue, a guanylyl cyclase inhibitor.
          
          

          

        

        한편 NaNO2을 125 ppm, 250 ppm, 500 ppm, 1,000 ppm 농도로 인공뇌척수액에 희석하여 100µl NaNO2 희석액을 대뇌피질에 투여하였다. 150 ppm 과 250 ppm NaNO2 투여 시 대뇌피질의 국소 뇌 혈류량의 증가가 관찰되지 않았으며, 피질 혈류가 500 ppm투여시 107 ± 3.7%, 1,000 ppm NaNO2 투여시 115.3 ± 3.3% 증가하였다. 한편 250 ppm, 500 ppm, 1,000 ppm 농도에서 마늘 발효액과 NaNO2 간에 국소 뇌 혈류량에 통계적 유의성을 보여 마늘 발효액이 NaNO2 보다 더 많은 혈류 증가를 초래하였다(p<0.05, 0.01)(Fig. 4, 5).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Representative diagrams showing changes of blood flow recorded by a laser Doppler flow meter from cerebral cortex following the direct application of NaNO2 diluted with aCSF with different dose of NO2- into cortical surface. Other notations are the same as the previous figure.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Line diagrams showing dose-dependent changes in cerebral blood flow following direct application of F. garlic and NaNO2 into cortical surface, respectively. Values are mean ± S.E. from 3 samples in each group. *Denotes statistically significant difference of between NaNO2 solution and F. Garlic. Values are mean ± S.E. from 5 cases in each group. *Denotes statistically significant difference of between NaNO2 solution and F. Garlic (*p<0.05, **p<0.01). 
          
          

          

        

        뇌혈관에 미치는 마늘발효액이 NO에 세포내 신호전달계를 통하여 혈류를 증가시키는 지 규명하기 위해 cyclic GMP의 생성효소인 guanylyl cyclase 억제제인 methylene blue를 3 mg/kg의 농도로 하여 정맥 내에 투여한 후 피질 혈류가 현저하게 증가하였던 500 ppm, 1,000 ppm 마늘 발효액을 대뇌피질 표면에 투여하였다. Methylene blue 전처치 후 1000 ppm 마늘발효에 의한 국소 뇌혈류 증가 현상은 현저하게 감소하여 뇌혈류가 기저값의 105.2 ± 3.1%을 보였다(p<0.01). 또한 methylene blue 전처치가 1000 ppm NaNO2에 의한 뇌 혈류 증가 현상도 유의하게 감소시켰다(p<0.05)(Fig. 3, 4, 6).

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            A histogram showing effects of pretreatment of methylene blue on cerebral blood flow following direct application of F. garlic and NaNO2, respectively. MB, methylene blue. Values are mean ± S.E. from 5 cases in each group. *Denotes statistically significant difference of between F. Garlic. and M) + F. Garlic.
          
          

          

        

      

      
        3. 대뇌피질에서 마늘발효액의 NO 생성
        혈류량의 증가가 NO의 변화에 의하여 이루어지는지를 확인하기 위하여 경막을 제거한 후 NO 측정 유리센서를 대뇌피질에 삽입하고 마늘 발효액의 250 ppm, 500 ppm 농도로 희석된 인공뇌척수액을 대뇌피질에 직접 투여하였다.

        마늘 발효액의 250 ppm, 500 ppm 농도 모두에서 NO가 증가하는 경향을 보여 주었다. 특히 200 ppm의 경우 투여 5분이후부터 NO가 증가하여 투여 20 분 이내에 점진적으로 증가한 다음 이후 감소하였으며 이때 투여 전과 비교하여 최대 109.3 ± 4.5%까지 증가 하였다(p<0.05). 500 ppm 농도 마늘 발효액을 투여하였을 2분이내에 NO가 증가하기 시작하여 30분까지 지속적으로 증가하였으며 이때 최대 증가 폭은 투여 전과 비교하여 117.5 ± 3.3% 증가였다(p<0,01). 그러나 500 ppm NaNO2을 투여한 경우에는 대뇌피질에서 NO가 유의하게 변화하지 않았다(Fig. 7).

        
          
          

          Fig. 7. 
				
          

          
            Production of nitric oxide (NO) in the cortical tissue following the direct application of F. garlic and NaNO into cortical surface, A & B, reprehensive temporal changes of NO induced by F. garlic with 250, 500ppm of NO2-, respectively. C, no changes of NO after application NaNO2 solution with 500ppm of NO2-. C A histogram showing maximal changes of NO production following direct application of F. garlic and NaNO2, respectively. Values are mean ± S.E. from 5 cases in each group. *Denotes statistically significant difference of between F. Garlic. and M) + F. Garlic. Other notations are the same as fig. 6.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구에서 사용한 마늘 발효액은 NO2-이 많이 함유된 발효물로 Chun(2016)9)이 고초균을 이용하여 특수 발효조건에서 마늘을 30 - 40일 동안 발효하여 암모니아성 질소로 부터 NO2-을 생성한 것이다. 일반적으로 NO2-은 액상에서 매우 불안정하여 산소와 결합하여 NO3-로 전환되는 질산화 과정을 거치는데, 본 발효액이 이러한 과정을 차단하여 NO2-를 액상에서 고정화 하였다. 이렇게 제작한 마늘 발효액의 NO2- 함량이 보관 기간이 길어질수록 일부 감소되는 것으로 관찰되었다. 그러나 각 천연물의 최적화된 발효 종결 시점에서 일정한 화학적 산소요구량 구간에서는 NO 대사체의 함량 감소 추세가 미미한 것으로 확인되었다10).

      NO2-은 염산의 수소이온과 결합하여 HNO2가 생성되고 이후 NO로 전환됨이 잘 알려져 있으며6,20), 본 연구결과에서도 인공위액 조건에서 마늘 발효액과 NaNO2에서 NO가 모두 발생하였다. 그러나 마늘 발효액에서 NaNO2보다 단위 NO2- 량에 비교하여 NO 발생이 1.5배 이상 많아 위산 조건에서 마늘 발효액이 NaNO2 용액 보다 NO를 잘 발생할 수 있음을 의미할 수 있다. 이는 마늘 발효액에 NO2- 이외에 NO2- 및 NO가 결합된 NO 공여체 (donor)가 존재할 수 있고 위산 조건에서 NO 공여체에서 NO을 방출할 수 있음을 예측할 수 있다21).

      이와 함께 본 연구의 결과들 중 250 ppm, 500 ppm NaNO2 농도의 마늘 발효액을 대뇌피질에 직접 투여하였을 때 대뇌 피질에서 NO가 증가하였으며 특히 500 ppm 농도 마늘 발효액을 투여하였을 30분까지 지속적으로 증가하여 최대 117.5% 증가였다. 그러나 500 ppm NaNO2을 투여한 경우에는 대뇌피질에서 NO가 유의하게 변화하지 않았다.

      인공뇌척수액과 혈액이 pH 7.4와 유사한 상태임을 감안할 때 중성상태에서도 마늘발효액이 NaNO2에서 유래한 NO2- 보다 NO를 잘 발생할 수 있음을 의미할 수 있다. 따라서 추후 연구를 통하여 마늘 발효액에 강산 및 중성 조건에서 NaNO2 보다 NO 발생이 잘 되는 기전을 규명하고 마늘 발효액에서 NO을 유리할 수 있는 NO 공여체의 존재를 규명해야 할 것으로 사료된다.

      마늘 발효액의 NO2- 량 250 - 1,000 ppm에서 뇌혈류가 증가하며 최대 124.8% 값으로 유의한 증가를 보였다(p<0.01). 그러나 500 ppm NaNO2 희석액에서는 혈류가 변화하지 않았고 다만 1,000 ppm NaNO2을 투여하였을 때 대뇌피질 혈류가 115.3 % 증가하였다. Cyclic GMP의 생성 효소인 guanylyl cyclase 억제제인 methylene blue 정맥 투여 후 500 ppm 마늘 발효액에 의한 뇌 혈류 증가 현상은 현저하게 감소되었다. 이상의 실험결과들은 마늘 발효액의 혈류 증가는 NO2- 농도를 기준으로 NaNO2보다 낮은 농도에서 이루어졌으며 NO 신호전달계을 통하여 작용하는 것을 간접적으로 증명한다.

      본 연구 결과와 유사하게 마늘 발효액에 관련된 선행연구에서 Park 등 (2016)16)은 고혈압 쥐에서 마늘 발효액 (9.75 mg NO2-/ml) 경구 투여 시 30분 이내에 용량 의존적으로 혈압이 감소하고, 10일 이상 장기간 투여한 경우 지속적 혈압감소를 보고하였다. 대동맥에서 endothelial nitric oxide synthase (eNOS), protein kinase G (PKG) 단백이 증가되고, 이러한 생리학적 및 분자생물학적 현상들이 soluble guanylyl cyclase (sGC) 억제제에 의하여 감소됨으로써 마늘발효액이 NO에 의한 세포 내 sGC-cGMP-PKG 신호전달계를 활성화 시키는 약리작용이 있음을 확인하였다16). 또한 Park 등 (2017)14)은 monocrotaline 유도 폐고혈압 모델에서 3주 동안 마늘발효액(9.75 mg NO2-/ml)을 경구 투여한 군과 음용수를 투여한 폐고혈압 실험군과 비교했을 때 마늘발효액 투여군에서 혈관내피세포의 손상, 폐소동맥의 비대 및 폐조직의 섬유화가 유의하게 감소함을 보고하였다. 또한 마늘 발효액의 경구 투여로 폐에서 염증 관련 vascular cell adhesion molecule-1, matrix metalloprotease-9 단백은 감소하고 PKG, eNOS 단백은 증가됨으로써 폐에서 NO 관련 신호전달계의 활성을 유도하고 염증을 억제되었다.

      사람과 원숭이를 대상으로 NaNO2을 정맥 투여하였을 때, 1분 이내에 용량 의존적으로 상완동맥의 혈류가 증가되었고 혈압 감소가 나타나 동맥혈관의 이완 효과가 관찰되었다22,23). 이러한 NaNO2 의 혈관이완 효과는 혈관 내에서 NO2- 가 NO로 전환됨으로써 나타나는 데 이때 NO 전환에 적혈구의 헤모글로빈, 혈액 내 환원제 (비타민 C), xanthine oxidoreductase 등이 중요한 역할을 하는 것이 알려져 있다23,24).

      이상의 연구결과를 고려하였을 때, 본 NO2- 함유 마늘발효액은 경구 투여뿐 만 아니라 뇌에 직접 투여하여 혈관 이완을 유도하고 NO를 발생하여 NO 신호전달계에 직접 작용하는 것으로 사료된다. 또한 인공뇌척수액과 혈액이 pH 7.4와 유사한 상태임을 감안할 때 적혈구의 헤모글로빈, 혈과 내 환원제(비타민 C), xanthine oxidoreductas 등이 NO2- 을 NO로 전환시킬 수 있을 것으로 추측할 수 있다.

      야채에 존재하는 NO3을 섭취하면 구강 미생물의 nitrate reductase에 의해 NO2- 으로 환원되고 다시 NO2- 은 위에서 염산에 의해 환원되어 NO가 된다. 또한 혈액에 흡수된 NO2- 은 헤모글로빈, 항산화제, 몰리브덴 함유 효소 등에 의하여 NO로 전환될 수 있다3,4). 따라서 질산염-아질산염-산화질소 (nitrate-nitrite-nitric oxide) 합성 경로는 신체에 NO의 새로운 합성경로로 NO3-과 NO2- 을 신체에 NO를 보충하는 중요한 대사체로 간주되고 있다3). 그러나 아질산염(nitrite, NO2)는 식품 보존재로 사용하고 있으며 위에서 2차 및 3차 아민과 결합하여 나트로소아민 (nitrosoamine)을 생성하여 세포독성을 초래하여 위암을 발생시킬 수 있을 수 있다고 인식되어 왔다. 그러나 최근 연구에서 소량의 NO2- 섭취가 위암을 발생한 다는 근거가 희박하고 특히 식물에 포함된 파이토케이컬 (phytochemicals)을 같이 섭취하는 경우 나트로소아민 생성이 이루어지지 않은 것이 밝혀졌다5,25). 최근 아질산염/질산염이 제거된 물과 음식을 섭취한 생쥐에서 결핍 3개월 후 내장지방, 고지혈증, 당내성이 보였고 8개월후에 비만 고혈압 인슐린 저하 및 내피세포손상이 관찰되었고 22개월에 심근경색으로 사망하였다8). 최근 적정량의 아질산염 및 질산염의 섭취가 다양한 질환을 호전할 수 있으면 급성 심정지 실험모델에서 수명을 연장시킬 수 있고 실험동물모델에서 심장 및 뇌에서 허혈-재순환 손상 모델에서 NO를 생성하여 산화성 손상을 억제하고 세포손상을 억제하여, 장기의 혈류를 증가시킨다26-28). 따라서 NO2- 의 생리적 약리적 작용에 의한 연구가 활발하게 진행되고 있다.

      마늘 추출액이 NO 신호전달계을 작용하여 항고혈압 효과가 잘 알려져 있다11,12). 즉, 마늘 추출액을 섭취한 경우 혈압 강하가 있으며 특히 발효 마늘을 섭취한 경우에 이러한 현상은 저명한데 이는 마늘에서 유리하는 polysulfide 가 혈관내 기체신호전달자인 hydrogen sulfide (H2S) 생성을 초래하고 H2S는 NO와 함께 평활근이관을 촉진한다. 또한 마늘 추출물은 안지오텐신 전환효소을 억제하여 혈관 수축을 억제할 수 있다29,30).

      마늘에는 p-coumaric (10.79 mg/100 g), caffeic acids, (9.50 mg/100 g), ferulic acid(2.6 mg/kg)와 같은 페놀성 물질(phenolic compounds)이 다량 함유하고 있으며13), 이중 caffeic acid는 친수성 항산화 물질로 NO를 소거하는 능력이 항산화제인 glutathione보다 높다31). 또한 caffeic acid 와 ferulic acid 위산조건에서 NO2- 을 NO로 전환할 수 있으며 발생한 NO와 결합할 수 있다28,32). 더불어 Ferulic acid와 caffeic acid은 물질은 항산화 능력뿐 만 아니라 혈관을 이완시키는 효과도 보이는 데 이때 혈관 내피세포 내 NO 신호전달계을 직접 작용하는 것으로 밝혀져 있다33). 이들 선행연구결과들을 고려하였을 때 본 연구에서 사용한 마늘 발효액에서 혈관이완 효과 및 NO 발생은 마늘에 있는 polysulfide 및 다양한 페놀성 물질들도 중요한 역학을 할 것으로 사료된다.

      이상의 연구결과를 종합하면 본 마늘 발효액을 대뇌피질에 직접 투여하였을 때 마늘 발효물에 함유된 NO2- 및 마늘의 기능성 유효성분들이 혈관이완 및 NO 발생에서 시너지 효과를 보였을 것으로 사료되면 중요하면 NaNO2 보다 마늘 발효액이 혈관이관을 잘 유도 힐 수 있을 것으로 사료된다.
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