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서    론

    과도한 지방섭취와 신체활동 저하로 인하여 과체중과 비만이 
최근 사회적인 문제가 되고 있다. 2014년 국민건강보험공단이 전 
국민의 12년간 건강검진 데이터를 분석한 결과, 정상 체중인 사람
에 비해 비만인 사람에게서 고혈압, 당뇨병, 이상지혈증, 신장질환
이 동반될 위험이 2배 이상 높게 나타났으며,1) 2014년 발표된 
2013년의 국민건강영양조사 결과 만성신장질환 유병률(만30세 이
상, 중등도 이상)은 2009년 2.6%에서 2013년 3.9%로 증가하였고, 
특히 비만인 경우 만성신장질환 유발 가능성이 2.7배 높은 것으로 
나타났다.2)

    최근 비만에 대한 연구들을 살펴보면 비만은 지질과산화물 형

성을 촉진시켜 체내 항산화 시스템이 불균형과 관련이 있다고 보고
되어 있다.3) 항산화는 활성산소(reactive oxygen species, ROS)가 
계속 생성되어 세포가 손상되는 산화적 스트레스(oxidative stress)
에 대한 작용이다. 이러한 활성산소에 대한 내인성 방어기작으로는 
superoxide dismutase(SOD), catalase(CAT) 등과 같은 효소적 
방어체계가 있으며, 외인성 방어기작으로는 Vit A,C,E, Flavonoid 
계열, Polyphenol류의 비효소적 방어체계가 존재한다.4)

    한편 자화지정(紫花地丁)은 제비꽃과(Violaceae)에 속한 다년
생 초본인 제비꽃(Viola mandshurica W. Baker) 및 동속 근연식
물의 뿌리를 포함한 전초를 건조한 한방 생약재이다.5) 본초강목에
서 자화지정(紫花地丁)의 성미는 고(苦), 신(辛), 한(寒), 무독(無毒)
하고 청열해독(淸熱解毒), 량혈소종(凉血消腫)의 효과를 가지고 있
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다.6) 화농성 염증 질환, 종기, 임파선 결핵, 피부질환 등 살균, 해
열, 소염 등의 치료제로 사용하며 소화기 질환인 장염, 설사, 이질, 
복통 및 눈다래끼, 독사 등에 의한 교상, 전염성 간염 초기에 사용
되었다.7) 이런 항염증 효과 이외에도 항비만 효과8), 항산화 활성 
및 세포보호 효과9-11), 항천식 효과12), 류마티스 관절염 치료효과13) 
등이 보고되고 있다. 
    자화지정은 살리실산, 메틸배당체, 알칼로이드 및 다양한 종류
의 사포닌을 함유하고 있어 염증 치료에 주로 사용되고 있다.4) 하
지만 최근 연구에 따르면 자화지정은 수산기를 2개 이상 가지고 있
는 물질인 폴리페놀 화합물의 항산화 성분을 함유하고 있는 것으로 
보고되고 있다.9,10) 자화지정 뿌리의 Flavonoid 함량이 당귀보다는 
낮으나 인삼보다 약 13배 이상 높고, 잎과 꽃의 Flavonoid는 산채
류보다 많이 함유되어 있다고 한다. Polyphenol은 쑥, 시금치, 쑥
갓에 비해 함량이 높은 것으로 분석되었다.7)

    고지방식이가 신장질환을 일으키는 과정을 한의학적으로 살펴
보면 장기적인 고지방식이는 수곡정미(水谷精微)의 정상적인 대사
작용에 영향을 주게 되고 운화실조(運貨失調)가 발생하게 된다. 이 
습(濕)이 모여 담(痰)이 발생하게 되고 맥도(脈道)를 막는다. 기기
(氣機)의 흐름이 정체되면 혈(血)의 흐름을 통창하지 못하게 되고 
어(瘀)가 발생하게 된다. 신장(Kidney)은 정을 저장하고(腎藏精), 물
을 주관하는 곳이다(腎主水). 습(濕), 담(痰), 어(瘀)가 서로 호결(互
結)하여 신(腎)기능이 떨어지게 되면 신(腎)의 기화(氣化) 능력이 떨
어져 수액(水液)이나 독소(毒素)의 운화기능에도 영향을 주게 되어 
습열(濕熱), 어혈(瘀血)이 발생하게 된다. 
    지금까지 자화지정(紫花地丁)의 항염증 효과에 관한 연구는 활
발히 이루어졌지만 고지방식이로 유도된 신장의 산화적 스트레스에 
미치는 영향에 대한 연구는 제대로 이루어지지 않은 상황이다. 또 
최근 많은 연구에서 비만, 지방간, 당뇨 치료에 청열해독(淸熱解毒) 
약재를 사용하고 있다.20) 따라서 본 연구는 고지방식이로 신장의 
산화적 스트레스를 유도한 후 청열해독(淸熱解毒), 량혈소종(凉血消
腫)의 효과를 가지고 있는 자화지정이 신장에 미치는 항산화 효과
를 연구하였으며 이에 보고하는 바이다. 

재료 및 방법

1. 실험재료
 1) 실험동물 
    실험에 사용된 동물은 체중 20g전후의 Balb/c mouse(male, 
6주령)를 오리엔트바이오에서 구입하였으며, 1주일동안 온도 22±
1℃, 습도 55±3%인 실험실 환경에서 12시간 밤낮 주기로 적응시
킨 후 각 실험군 당 7~8마리씩 나누어 사용하였다. 적응기간 동안
에는 모든 mice에게 일반사료를 섭취하게 하였다. 
 2) 실험군 배정
    실험군은 고지방식이군(HF), 고지방식이와 함께 자화지정 투여
군(JJ)으로 나누었으며, 일반식이를 한 정상군(Nor)을 대조군으로 
하였다. 각 실험군 당 실험동물은 7~8마리씩 나누었다. HF군은 10
주간 60kcal%fat(DIO DIET, USA)의 고지방식이를 투여하여 비만
을 유발하였다. JJ군은 6주간 60kcal%fat(DIO DIET, USA)의 고지

방식이를 투여하고, 7주~10주에는 고지방식이를 하면서 매일 1회 
일정한 시각(오후 2시)에 자화지정을 경구투여 하였다. 실험기간 동
안 일주일에 한번 몸무게를 측정하여 체중의 변화를 관찰하였다. 
 3) 자화지정 분말 추출 
    자화지정 41.6 g에 물 2000 ml을 넣어 90℃에서 3시간 달인 
후 100 ml로 감압 농축한 후, 동결 건조하여 자화지정 건조분말을 
25.6%을 수득하였다. 실험쥐에게 1일 1회 400 mg/kg씩 구강 투
여하였다.

2. 실험방법
 1) 조직표본 준비 
    동물을 sodium pentobarbital로 마취시킨 후 복부를 절개하
여 얻어진 조직을 10% 중성 포르말린에 12시간 고정시킨 후 흐르
는 물에 수세하였으며, 탈수화과정을 거친 다음 파라핀에 포매시켜 
6㎛ 두께로 연속 절편하였다. 이 절편들은 조직화학적, 면역조직화
학적 염색 그리고 tunnel 염색하는데 이용하였다.
 2) 조직화학 및 면역조직화학적 염색 
    절편된 조직 표본을 xylene을 이용하여 탈파라핀한 후 가수화
(rehydration)하였다. 조직화학적 염색은 PAS 염색을 진행하였다. 
면역조직화학적 염색은 탈파라핀한 후 가수화시킨 표본을 
proteinase K (20 ㎍/ml)에 5분 동안 proteolysis 과정을 거친 후 
3% 과산화수소로 5분간 처리하여 조직내의 내인성 과산화효소를 
제거하고, 1차 항체를 처리하여 4℃ humidified chamber에서 24
시간 동안 반응시켰다. 1차항체 중 Superoxide dismutase 2 
(SOD2), Cleaved caspase3, Bax는 Cell signaling Technology, 
Inc., Danvers, MA, USA를 사용하였으며, Bcl-2, Nuclear 
factor-like 2 (Nrf-2), Catalase (CAT), Heme Oxygenase1 
(HO-1)는 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA
를 사용하였다. 이후 PBS로 충분히 수세한 후 2차 항체를 처리하
여 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. ABC 용액 (ABC kit, Vector 
Laboratories, Inc., Burlingama, CA. USA)에 실온에서 30분간 
반응시킨 후 0.05% 3,3´-diaminobenzidine tetrahydrochloride 
(DAB, Sigma)로 발색 반응을 확인하였으며, Hematoxylin으로 대
조 염색하여 광학현미경 (Olympus BX50, Japan) 하에서 비교 관
찰한 후 디지털 카메라 (Nikon E995, Japan)로 촬영하였다.
 3) Apoptosis
    Apoptosis 확인을 위해 in situ apoptosis detection kit 
(Apoptag, Intergen, USA)를 이용한 Tunel (terminal 
deoxynucleotid trasferase-mediated dUTP-biotin nick-end 
labeling) 염색을 실시하였다. 절편된 조직을 탈파라핀한 후 
proteinase K에 5분간 proteolysis 시킨 다음 equilibration 
buffer에서 20초간 처리하였다. Strength TdT enzyme을 37℃에
서 1시간동안 반응시킨 후 strength stop/wash buffer에서 10분, 
anti-digoxigenin-peroxidase에서 1시간 처리한 후 DAB로 발색 
반응을 확인하고 eosin으로 대조염색하여 광학현미경 하에서 관찰
하였다.
 4) 영상분석 및 통계처리
    조직 표본 샘플은 400배율에서 각각 그 발현 값을 pixel 
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count로 영상분석 (Image-Pro Plus, ver. 7.0)하고, means±SD 
값으로 그래프 (SigmaPlot 2000)에 나타내었다. 각 조직표본 당 3
곳을 측정하여 통계 처리하였다. 실험군 간의 유의성 검증을 위해 
SPSS (ver. 21.0) program을 이용하였으며, one-way ANOVA로 
분석하고 DUNCAN, Tukey, Scheffe으로 사후 검증하였다. 유의
수준은 p<0.05에서 판별하였다.

결    과

1. 체중 변화
    10주간 일반 사료를 섭식한 Nor군은 1주차에 비해 10주차에 
체중이 34% 증가했고, 10주간 고지방식이를 섭식한 HF군과 6주간 
고지방식이 섭식 후 4주동안 자화지정을 투여한 JJ군은 체중이 각
각 60%, 35% 증가하였다. 이는 Nor군에 비해 각각 26%, 1% 체
중이 증가한 것이다(Fig. 1A). 

Fig. 1. (A) Comparison of body weight of mice for 10 weeks. ◆ : 
Normal group(Nor), ▲ : High fat diet + V. mandshurica extracts 
administered group(JJ), ■ : High fat diet group(HF). (B,C and D)The PAS 
staining was performed in kidney section from Normal, high fat diet and 
V. mandshurica administered groups. (C)Bowman capsule parietal 
epithelial cell bacame swellen, cuboidal and columnar in high fat diet 
kidney. And glomerular basement membrane thickening, mesangial space 
expansion, mesangial cell hyperplasia and bowman capsule space 
expansion in the high fat diet kidney (arrows). (D)Bowman capsule parietal 
epithelial cell became flat, little swollen in V. mandshurica administered 
group. And V. mandshurica administered group reduced glomerular 
basement membrane thickening, mesangial space expansion, mesangial 
cell hyperplasia and bowman capsule space expansion (arrows). Original 
magnification, x400.

2. 조직학적 변화
    PAS 염색 결과 HF군의 토리주머니 벽측상피세포(bowman 
capsule parietal epithelial cell)의 형태 변화를 관찰할 수 있었
다. Nor군에서 편평상피 또는 약간의 비후된 형태를 띄고 있었으
나 HF군에서는 입방형 또는 원주형을 띄면서 팽창되어 있는 것을 

확인할 수 있다. 또 토리(glomerulus)의 기저막 비후, 토리사이질
(mesangium)의 확장과 혈관사이세포(mesangial cell) 증가, 토리
주머니공간(bowman capsule space)의 확대 등이 나타난다. 반면 
JJ군에서는 HF군에 비해 토리주머니 벽측상피세포(bowman 
capsule의 parietal epithelial cell)의 형태가 편평상피 또는 약간
의 비후된 상태를 띄고 있으며, 토리기저막(glomerular basement 
membrane) 비후와 토리사이질(mesangium) 확장이 관찰되지 않
거나 감소하였고, 혈관사이세포(mesangial cell) 또한 감소하였다. 
토리주머니공간(bowman capsule space)이 HF군에 비해 줄어들
어 Nor군과 비슷한 형태를 띄는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 1B, 
C, D). 

Fig. 2. (A, B and C) The TUNEL staining was performed in kidney 
section from normal, high fat diet and V. mandshurica administered 
groups. Expression of apoptotic nuclei are increased in high fat diet 
group. Weaker expression of apoptotic nuclei are seen by V. mandshurica 
administered group. (D, E and F) Proapoptotic Bax are present in the 
bowman capsule, glomerulus, mesangial cell and proximal convoluted 
tubule of kidney. Expression is increased in high fat diet group. Weaker 
expression of Bax is seen by V. mandshurica administered group. (J, K and 
L) Proapoptotic cleaved-caspase3 are present in the bowman capsule, 
glomerulus, mesangial cell and proximal convoluted tubule of kidney. 
Expression is increased in high fat diet group. Weaker expression of 
cleaved-caspase3 is seen by V. mandshurica administered group. (G, H 
and I) Anti-apoptotic Bcl-2 are present in the glomerulus, mesangial cell 
and proximal convoluted tubule of kidney. Expression is increased in V. 
mandshurica administered group. Weaker expression of Bcl-2 is seen by 
high fat diet group. Original magnification, x400. Data are expressed as 
mean±SD(n=3). ***P<0.001 vs. high fat diet group.

3. 세포사멸
    Tunel 염색 결과 HF군에서의 apoptosis의 발현은 Nor군에 
비해 유의적으로 증가하였고, JJ군에서는 HF군에 비해 유의적으로 
감소하는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 2A, B, C). 
    Apoptosis를 유도하는 것으로 알려진 Bax의 발현은 HF군에서 
Nor군에 비해 토리주머니(bowman capsule), 토리(glomerulus) 
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및 혈관사이세포(mesangial cell), 토리쪽곱슬세관(proximal 
convoluted tubule)에서 발현이 현저히 증가하였고 통계적으로 유
의적인 증가를 관찰할 수 있었다. 하지만 JJ군은 HF군에 비해 토리
주머니(bowman capsule), 토리(glomerulus) 및 혈관사이세포
(mesangial cell), 토리쪽곱슬세관(proximal convoluted tubule)
에서 발현이 현저히 감소하였고 통계적으로 유의적인 감소를 관찰
할 수 있었다(Fig. 2D, E, F). 
    Apoptosis를 억제하는 것으로 알려진 Bcl-2의 발현은 HF군에
서 Nor군에 비해 토리(glomerulus) 및 혈관사이세포(mesangial 
cell), 토리쪽곱슬세관(proximal convoluted tubule)에서 증가하였
고 통계적으로도 유의적인 증가를 관찰하였다. 하지만 JJ군은 HF군
에 비해 토리(glomerulus) 및 혈관사이세포(mesangial cell), 토리
쪽곱슬세관(proximal convoluted tubule)에서 발현이 감소하였고 
통계적으로 유의적인 감소를 관찰할 수 있었다(Fig. 2G, H, I). 
    Bax에 의해 활성화되는 Cleaved caspase3 발현은 HF군에서 
Nor군에 비해 토리주머니(bowman capsule), 토리(glomerulus) 
및 혈관사이세포(mesangial cell), 토리쪽곱슬세관(proximal 
convoluted tubule)에서 증가하였고 통계적으로 유의적인 증가를 
관찰할 수 있다. 반면 JJ군에서 Cleaved caspase3 발현은 HF군에 
비해 토리주머니(bowman capsule), 토리(glomerulus) 및 혈관사
이세포(mesangial cell), 토리쪽곱슬세관(proximal convoluted 
tubule)에서 감소하였고 통계적으로도 유의적인 감소를 관찰할 수 
있었다(Fig. 2J, K, L). 

Fig. 3. Viola mandshurica increases renal antioxidant effect. 
Immunohistochemistry analysis for the antioxidant enzyme 
mechanism-associated SOD2, CAT. (A, B and C) SOD2 are present in the 
proximal convoluted tubule, proximal straight tubule of kidney. Expression 
is increased in V. mandshurica administered group. Weaker expression of 
SOD2 is seen by high fat diet group. (D, E, and F) CAT are present in the 
glomerulus, proximal convoluted tubule of kidney. Expression is increased 
in V. mandshurica administered group. Weaker expression of CAT is seen 
by high fat diet group. Original magnification, x400 / Scale bars: 
A,B,C=100μm. Data are expressed as mean±SD(n=3). ***P<0.001vs. high 
fat diet group.

4. 항산화 효과
 1) 효소성 방어기전
    HF군에서 SOD2의 발현은 Nor군에 비해 토리쪽곱슬세관
(proximal convoluted tubule), 토리쪽곧은세관(proximal 

straight tubule)에서 감소하였고 통계적으로도 유의적인 감소성을 
보였지만, JJ군은 HF군에 비해 토리쪽곱슬세관(proximal 
convoluted tubule), 토리쪽곧은세관(proximal straight tubule)
에서 발현이 증가하였고 통계적으로 유의적인 증가를 보였다(Fig. 
3A, B, C). 
    CAT는 HF군에서 Nor군에 비해 토리(glomerulus), 토리쪽곱
슬세관(proximal convoluted tubule)에서 발현이 감소하였고 통계
적으로 유의적인 감소가 나타났으며, JJ군은 HF군에 비해 토리
(glomerulus), 토리쪽곱슬세관(proximal convoluted tubule)에서 
CAT의 발현이 증가하고 통계적으로도 유의적인 증가를 관찰하였다
(Fig. 3D, E, F).

Fig. 4. Viola mandshurica increases renal antioxidant effect. 
Immunohistochemistry analysis for the antioxidant non-enzyme 
mechanism associated Nrf-2, HO-1. (A, B and C) Nrf-2 are present in the 
bowman capsule, proximal convoluted tubule of kidney. Expression is 
increased in V. mandshurica administered group. Weaker expression of 
Nrf-2 is seen by high fat diet group. (D, E and F) HO-1 are present in the 
bowman capsule, glomerulus, mesangial cell, proximal convoluted tubule 
and distal convoluted tubule of kidney. Expression is increased in V. 
mandshurica administered group. Weaker expression of HO-1 is seen by 
high fat diet group. Original magnification, x400. Data are expressed as 
mean±SD(n=3). ***P<0.001vs. high fat diet group.

 2) 비효소성 방어기전
    HF군은 Nor군에 비해 토리주머니(bowman capsule), 토리쪽
곱슬세관(proximal convoluted tubule)에서 Nrf2의 발현이 감소
하였고 통계적으로 감소를 관찰하였다. 반면 JJ군은 HF군에 비해 
토리주머니(bowman capsule), 토리쪽곱슬세관(proximal 
convoluted tubule)에서 Nrf2의 발현 증가하였고 통계적으로 유의
적인 증가를 관찰하였다(Fig. 4A, B, C).
    Nrf-2에 의해 활성화된다고 알려진 HO-1의 발현은 HF군에서 
Nor군에 비해 토리주머니(bowman capsule), 토리(glomerulus) 
및 혈관사이세포(mesangial cell), 토리쪽곱슬세관(proximal 
convoluted tubule), 먼쪽곱슬세관(distal convoluted tubule)에
서 감소하였고 통계적으로도 유의적인 감소성을 보였다. 하지만 JJ
군은 HF군에 비해 토리주머니(bowman capsule), 토리
(glomerulus) 및 혈관사이세포(mesangial cell), 토리쪽곱슬세관
(proximal convoluted tubule), 먼쪽곱슬세관(distal convoluted 
tubule)에서 유의적으로 증가하였다(Fig. 4D, E, F).
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    최근 활성산소(ROS)란 단어를 언론매체에서 흔하게 접할 수 
있다. 세포대사과정에서 생성되는 활성산소(ROS)는 세포막 손상, 
DNA 변성, 단백질 분해, 지질 산화 등을 유발하기 때문에 노화나 
성인병, 암, 심혈관 질환, 당뇨, 신장질환 등 다양한 질병의 주범이
라고 알려져 있다. 하지만 우리 신체는 정상적인 상태에서는 신체 
내의 SOD, Catalase등과 같은 효소적 방어체계와 외부에서 신체
로 공급하는 Vit A,C,E, Flavonoid 계열, Polyphenol류의 비효소
적 방어체계가 활성산소(ROS)를 제거하여 균형을 이루고 있기 때
문에 문제가 되지 않는다. 하지만 장기적인 고지방식이는 지질과산
화물 형성을 촉진화시켜 이러한 방어체계의 능력을 초과하는 활성
산소(ROS)의 생성으로 산화 스트레스(oxidative stress)를 유발하
여 항산화 시스템에 불균형을 일으킨다3,4).
    지속적인 고지방식이 하는 경우 토리주머니 벽측상피세포
(bowman capsule parietal epithelial cell)가 편평상피에서 입방
형 또는 원주형으로 바뀌어 팽창되어 있는 것을 관찰할 수 있었다. 
또 토리기저막(glomerular basement membrane) 비후, 토리사이
질(mesangium)의 확장과 혈관사이세포(mesangial cell) 증가, 토
리주머니공간(bowman capsule space)의 확대가 관찰되었다. 이
러한 신장의 조직학적인 변화의 유발인자는 angiotensin Ⅱ, 인슐
린 및 교감신경계 활성 등 신경체액성인자나 신장 내의 물리적 힘
의 변화 등이 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다17). 비만하면 
지방에 의한 신 피막 압박, 간질세포 및 세뇨관 주변의 세포외기질
의 증가와 같은 신 수질의 조직학적 변화가 신 수질에 압박을 가할 
수 있으며 이는 신장 간질액(renal interstitial fluid) 압력의 증가 
및 조직부종(tissue edema) 등과 관계가 있다고 알려져 있다18). 반
면 고지방식이를 하면서 자화지정을 경구 투여한 결과 토리기저막
(glomerular basement membrane) 비후, 토리사이질
(mesangium)의 확장과 혈관사이세포(mesangial cell) 증가, 토리
주머니공간(bowman capsule space)의 확대와 같은 조직학적인 
변화가 감소했음을 관찰할 수 있었다. 
    세포자멸사의 과정은 크게 2가지로 대별되어 왔다. 사망수용체
(death receptor, Fas/FasL, TNF-a 등)를 통한 수용체 매개성(외
인성) 세포사멸 경로와 항암화학제, 활성산소종(ROS) 등 다양한 인
자들에 의해 유발되는 산화 스트레스(oxidative stress)로 인한 미
토콘드리아 매개성(내인성) 세포사멸 경로가 있다19). 미토콘드리아
에서의 intrinsic apoptosis 기전을 살펴보면 Bax는 평상시에는 
monomer로 존재하면서 anti-apoptosis 단백질인 Bcl-2에 의해 
그 작용이 저해를 받게 된다. 하지만 고지방식이로 인하여 활성산
소(ROS)가 증가하게 되고 이는 oxidative stress가 상승하게 하여 
apoptosis 신호가 들어오면 Bax의 형태 변화가 일어나 
cytochrome C와 같은 물질이 밖으로 나가게 된다. 이것이 하위의 
caspase를 활성화시켜 apoptosis를 더욱 빠르게 진행하게 된다
14,15). 본 연구에서 고지방식이를 하는 경우 일반식이를 하는 것보
다 apoptosis 발현이 증가하는 것을 관찰할 수 있었다. 그리고 
Bax와 Cleaved-caspase3는 신장의 토리주머니, 토리 및 혈관사이
세포, 토리쪽곱슬세관에서 발현이 증가하는 것을 관찰할 수 있었

다. 즉 Bax는 미토콘드리아의 칼슘섭취를 조장하여 막 전압이 감소
되어 apoptosis를 매개하는 단백질들이 미토콘드리아에서 세포질
로 유출되는 과정을 촉진하여 apoptosis를 유발하고 caspase를 
활성화시킨다. 하지만 활성산소(ROS)가 증가로 인해 oxidative 
stress가 상승하여 apoptosis 신호가 들어왔을 때 Bcl-2는 비정상
적인 칼슘유리를 방해하여 apoptosis를 억제한다14-16). 본 연구에서 
고지방식이를 한 경우 일반식이를 한 것보다 신장의 토리 및 혈관
사이세포, 토리쪽곱슬세관에서 Bcl-2 발현이 감소하는 것을 관찰할 
수 있었다. Bcl-2의 세포 내에서의 존재위치는 미토콘드리아와 핵
막, endoplasmic reticulum인 것으로 알려져 있다. 모든 기능이 
명확히 알려져 있지는 않지만 항산화제로서의 역할, 지질과산화의 
저지, 활성유해산소 생성의 저지, 핵과 미토콘드리아 내로의 Ca2+

유입저지, caspase 활성화의 저지, cytochrome C의 유출저지 등
의 여러 효과를 나타낸다고 보고되어 있다20). 
    고지방식이로 인한 oxidative stress의 인체 방어기구는 효소
성 방어기전과 비효소성 방어기전이 있다. 효소성 방어기전은 
SOD, catalase 등이 있다. 미토콘드리아 내 호흡작용의 부산물로
써 생성되는 superoxide(2O2-)분자는 미토콘드리아 효소인 SOD2
에 의해 빠르게 과산화수소로 전환된다. 그 후 과산화수소는 세포
질 내로 확산되어 peroxisome 내에서 catalase에 의해 2H2O2에서 
물과 산소(2H2O+O2)로 전환하여 독성을 제거해준다3,16). 본 연구에
서 자화지정을 경구투여 한 경우 고지방식이를 한 것보다 신장의 
토리쪽곱슬세관, 토리쪽곧은세관에서 SOD2 발현이 증가하는 것을 
관찰할 수 있었고, catalase는 토리, 토리쪽곱슬세관에서 발현이 
증가하는 것을 관찰할 수 있었다. 비효소성 방어기전은 전사인자 
Nrf2와 센서인자 keap1로 구성되어 있다. 평상시 Nrf2가 매개하는 
전사는 음성조절자인 keap-1에 의하여 억제되어 있다가 산화 스트
레스(oxidative stress)가 발생하면 Nrf2는 keap1으로부터 떨어져 
나와 핵 안으로 이동하여 antioxidant response element (ARE)
와 결합하여 NAD(P)H quinone oxidoreductase (NQO1), 
glutathione Stransferase(GCS), g-glutamate cystein ligase 
(GCL), HO-1와 같은 항산화 효소들의 발현을 증가시켜 세포보호 
효과를 나타낸다21,22). 본 연구에서 자화지정을 경구투여 한 경우 
고지방식이를 한 것보다 Nrf2의 발현이 신장의 토리주머니, 토리쪽
곱슬세관에서 유의적으로 증가하였고, HO-1은 토리주머니, 토리 
및 혈관사이세포, 토리쪽곱슬세관, 먼쪽곱슬세관에서 발현이 증가
하는 것을 관찰할 수 있었다. 
    자화지정은 항염증 효과가 있는 사포닌 성분 외에도 폴리페놀 
화합물과 같은 항산화 성분을 함유하고 있다7,9,10). 본 연구 결과 고
지방식이를 하면서 자화지정을 경구 투여한 그룹이 고지방식이만 
한 그룹보다 체중감소 효과 및 신장에서 apoptosis 발현이 감소하
는 것을 관찰할 수 있었다. 또 항산화 효소인 SOD2, CAT와 비효
소성 항산화 작용을 하는 Nrf-2, HO-1 모두 고지방식이를 하면서 
자화지정을 경구 투여한 그룹이 고지방식이만 한 그룹보다 신장에
서의 발현이 증가하는 것을 관찰할 수 있었다. 이에 고지방식이로 
유도한 신장의 산화적 스트레스(oxidative stress)에 대한 자화지정
의 항산화 효과를 확인할 수 있었다. 임상에서도 항염증 효과 이외
에도 항산화 효과를 이용한 추가적인 연구가 이루어져야 할 것이다.
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    고지방식이로 유도한 신장의 산화적 스트레스에 대한 자화지정
의 항산화 효과에 대해 다음과 같은 결과를 얻었다.
    체중은 고지방식이군이 정상군에 비해 26% 증가했고, 자화지
정군은 정상군에 비해 1% 증가하였다.
    PAS 염색 결과 정상군의 토리주머니 벽측상피세포(bowman 
capsule parietal epithelial cell)는 편평상피 또는 약간의 비후된 
형태를 띄고 있었으나, 고지방식이군 토리주머니 벽측상피세포
(bowman capsule parietal epithelial cell)에서는 입방형 또는 원
주형을 띄면서 팽창되어 있는 것을 확인할 수 있었다. 또 고지방식
이군에서 토리(glomerulus)의 기저막 비후, 토리사이질
(mesangium)의 확장과 혈관사이세포(mesangial cell) 증가, 토리주
머니공간(bowman capsule space)의 확대 등이 나타난다. 반면 자
화지정군에서 고지방식이군에 비해 토리주머니 벽측상피세포
(bowman capsule의 parietal epithelial cell)의 형태가 편평상피 
또는 약간의 비후된 상태를 띄고 있으며, 토리기저막(glomerular 
basement membrane) 비후와 토리사이질(mesangium) 확장, 혈관
사이세포(mesangial cell), 토리주머니공간(bowman capsule 
space)이 감소하였다. 
    고지방식이군은 정상군에 비해 신장의 apoptosis 발현이 증가
하였고, Bax와 Cleaved-caspase3는 토리주머니, 토리 및 혈관사이
세포, 토리쪽곱슬세관에서 발현이 증가하는 것을 관찰할 수 있었다. 
또 토리 및 혈관사이세포, 토리쪽곱슬세관에서 Bcl-2 발현이 감소
하는 것을 관찰할 수 있었다. 자화지정군은 고지방식이군에 비해 신
장의 apoptosis 발현이 감소하였고, Bax와 Cleaved-caspase3는 
토리주머니, 토리 및 혈관사이세포, 토리쪽곱슬세관에서 발현이 감
소하는 것을 관찰할 수 있었으며 토리 및 혈관사이세포, 토리쪽곱슬
세관에서 Bcl-2 발현이 증가하는 것을 관찰할 수 있었다.
    고지방식이군은 정상군에 비해 토리쪽곱슬세관(proximal 
convoluted tubule), 토리쪽곧은세관(proximal straight tubule)
에서 SOD2 발현이 감소하였고, 토리(glomerulus)와 토리쪽곱슬세
관(proximal convoluted tubule)에서 CAT 발현이 감소하였다. 자
화지정군은 고지방식이군에 비해 토리쪽곱슬세관(proximal 
convoluted tubule), 토리쪽곧은세관(proximal straight tubule)
에서 SOD2 발현이 증가하였고, 토리(glomerulus)와 토리쪽곱슬세
관(proximal convoluted tubule)에서 CAT의 발현이 증가하였다. 
    고지방식이군은 정상군에 비해 Nrf2의 발현이 신장의 토리주
머니와 토리쪽곱슬세관에서 감소하였고, HO-1은 토리주머니, 토리 
및 혈관사이세포, 토리쪽곱슬세관, 먼쪽곱슬세관에서 발현이 감소
하였다. 자화지정군은 고지방식이군에 비해 Nrf2의 발현이 신장의 
토리주머니와 토리쪽곱슬세관에서 증가하였고, HO-1은 토리주머
니, 토리 및 혈관사이세포, 토리쪽곱슬세관, 먼쪽곱슬세관에서 발현
이 증가하였다. 
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