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건강기능식품의 기능성 개요

□ 기능성 정의 

건강기능식품법률 제3조(정의) : 기능성이란 인체의 구조와 기능에 대하여 영양소를 조절

하거나 생리학적 작용 등과 같은 보건용도에 유용한 효과를 얻는 것을 말한다. 

□ 기능성 구분 

건강기능식품의 기능성은 3가지로 구분할 수 있다.

○ 건강기능식품의 기능성 구분

기능성 구분 기능성 내용
기능성을 가진

원료 또는 성분

영양소 기능 
인체의 정상적인 기능이나 생물학적 활동에 

대한 영양소의 생리학적 작용
영양소

생리활성 기능

인체의 정상기능이나 생물학적 활동에 특별한 

효과가 있어 건강상의 기여나 기능 향상 또는 

건강유지․개선을 나타내는 기능
기능성 원료

질병발생 

위험감소 기능

질병의 발생 또는 건강상태의 위험감소와 

관련한 기능 
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□ 건강기능식품 기능성 원료의 기능성 내용과 인정기준

건강기능식품 기능성 원료의 기능성 내용과 인정기준은 다음과 같다.

○ 건강기능식품 기능성 원료의 기능성 내용과 인정기준

구분 기능성 내용 인정기준

질병발생

위험 감소 

기능1) 

○○발생위험 감소에 

도움을 줌

기반연구 자료를 통해 생리학적인 효과 또는

기전이 명확하게 입증되어야 하고 일관성 있는

바이오마커의 개선효과가 다수의 인체적용시험

(RCT)에서 확보되어야 함 

 ※ 질병 관련 바이오마커의 확인

생리활성 

기능2)

○○에 도움을 줄 수 

있음

기반연구 자료를 통해 가능성 있는 생리학적인

효과 또는 기전을 추측할 수 있어야 하고 일관성 

있는 바이오마커의 개선효과가 최소 1건 이상의 

인체적용시험(RCT)에서 확보되어야 함(추측 

제안기전과 관련한 바이오마커가 기반연구시험과 

인체적용시험에서 일관성 있게 확인되어야 함)

 ※ 생리활성 관련 바이오마커의 확인

1) 제출된 기능성 자료가 질병의 발생 위험 감소를 나타내며, 확보된 과학적 근거 자료의 수준이 

상당한 과학적 합의(Significant Scientific Agreement)에 이를 수 있을 정도로 높을 경우 

인정. 상당한 과학적 합의(Significant Scientific Agreement)란 성분 또는 원료와 건강효과 

간의 상관성이 새로운 과학에 의해 뒤집어지지 않을 정도의 수준으로 관련 분야의 전문가들에 

의한 만장일치에 가까운 합의 수준을 말함

2) 제출된 기능성 자료가 인체의 정상기능이나 생물학적 활동에 특별한 효과가 있어 건강상의 

기여나 기능향상 또는 건강유지․개선을 나타내는 경우 인정
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약   어

ACC1 acetyl-CoA carboxylase 1

ACL ATP citrate lyase

ACS acyl CoA synthetase 

AMPK AMP-activated protein kinase

Apo apolipoprotein 

ATGL adipose triglyceride lipase

AUC postprandial total area under the curve

BSA bovine serum albumin

β-NADH β-nicotinamide adenine dinucleotide 

CD36 cluster of differentiation 36

CETP cholesterol ester transfer protein

CGI-58 comparative gene identification 58

CM chylomicron

CM remnant cylomicron remnant

CoA coenzyme A

CPT carnitine palmitoyl transferase

CRP c-reactive protein 

DG/DAG diacyglcerol 

DGAT diacylglycerol acyltransferase

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

FABPs fatty acid binding proteins

FAS fatty acid synthase complex

FATP fatty acid transport protein

FBS fetal bovine serum

G-3-P glycerol-3-phosphate

GK glycerol kinase

GLUT4 glucose transporter type 4

GPAT glycerol-3-phosphate acyltransferase

GPO glycerol phosphate oxidase

HDL high density lipoprotein

HNF 4α hepatocyte nuclear factor 4α

HRP horseradish peroxidase

HSL hormone sensitive lipase
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HSPG heparan sulfate proteoglycans

HTGL hepatic triglyceride lipase

IAUC incremental area under the curve

IL-6 interleukin-6

KBr potassium bromide

LDL low density lipoprotein

LPA lysophosphatidic acid

LPL lipoprotein lipase

LSC liquid scintillation counter

LXR liver X receptor

MG/MAG monoacylglycerol 

MGL monoacylglycerol lipase

MDH malic dehydrogenase

ME malic enzyme

MGAT monoacylglycerol acyltransferase

NEM N-ethylmaleimide

PAI-1 plasminogen activator inhibitor-1

PAP phosphatidate phosphohydrolase

PCTV pre-chlyomicorn transport vesicle

PGC-1 peroxisome proliferator-activated receptor-coactivator 1

PLA total plasma lipolytic activity

p-NPB p-Nitrophenyl butyrate

PPARα peroxisome proliferator-activated recepto alpha

PPARγ peroxisome proliferator-activated receptor gamma

RCT randomized controlled trial

sdLDL small dense LDL

SREBP sterol response element binding protein

TG/TAG triglyceride/triacylglycerol 

TLC thin layer chromatogram

TNF-α tumor necrosis factor-α

VLDL very low density lipoprotein 

VLDL1 large VLDL

VLDL2 samll VLDL

WHR waist to hip ratio

MG monoacylglycerol

2-MG 2-Monoacylglycerol
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Ⅰ  서  론 

이 가이드라인은 건강기능식품 기능성원료를 개발하는 연구자 및 영업자에게 기능성(혈중 

중성지방 개선에 도움)에 대한 바이오마커 등의 정보를 제공함으로써 산업체의 기능성원료 

연구개발에 적정을 기하고 효율성을 높이고자 작성되었다. 

Ⅱ  일반적 사항 

1. 개요

가. 혈중 중성지방의 변화 

(1) 중성지방

중성지방(triglyceride, TG)은 1분자의 글리세롤(glycerol)과 3분자의 유리지방산(free 

fatty acid)이 에스테르 결합(ester bond)을 한 형태이다(그림 1). 글리세롤에 결합되어 있는 

지방산의 수에 따라 모노아실글리세롤(monoacylglycerol, MAG 또는 MG), 디아실글리세롤

(diacyglcerol, DAG 또는 DG), 트라이아실글리세롤(triacylglycerol, TAG 또는 TG)로 구

분한다. 중성지방은 글리세롤에 결합되어 있는 지방산의 종류에 따라 중성지방의 물리적 

성질이 달라지고 건강에 미치는 영향이 다르다. 이중결합이 없는 포화지방산이 결합된 경우

에는 상온에서 고체인 지방(fat)의 형태이고, 이중결합이 있는 불포화지방산이 결합된 경우

에는 대개 상온에서 액체인 기름(oil)의 형태이다. 

그림 1. 중성지방의 구조
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식사를 통해서 섭취한 지방의 95%는 중성지방이며 나머지 소량은 인지질과 콜레스테롤 

등이다. 중성지방은 1g 당 9kcal의 에너지를 생산하는 효율적인 에너지원이며, 체내에 저장

되는 에너지의 형태도 대부분이 중성지방이다. 잉여의 중성지방은 지방조직에 저장되는데, 

탄수화물을 많이 섭취하여도 간과 지방조직에 중성지방이 축적된다.

(2) 공복 혈중 중성지방

공복 상태에서는 저장되어 있던 중성지방이 간에서 초저밀도지단백질(very low density 

lipoprotein, VLDL) 형태로 혈액으로 분비되고, 공복 시 혈중 중성지방 농도는 주로 VLDL에 

존재하는 중성지방을 반영하게 된다. 일반적으로 12시간 공복 상태에서 혈중 중성지방을 측정

하여 150 mg/dL 미만인 경우는 정상, 150∼199 mg/dL인 경우는 경계성 고중성지방혈증, 

200∼499 mg/dL이면 고중성지방혈증, 500 mg/dL 이상이면 매우 높은 고중성지방혈증으로 

분류한다(표 1). 

표 1. 혈중 중성지방 수준에 따른 고중성지방혈증 분류

혈중 중성지방 수치 판정 기준

< 150 mg/dL 정상수준(적정수준)

150∼199 mg/dL 위험해질 수 있는 수준(경계수준)

200∼499 mg/dL 위험수준(높은 수준) 

≥ 500 mg/dL 고도위험수준(매우 높은 수준) 

[출처: 한국지질동맥경화학회, 이상지질혈증 치료지침, 2015]

(3) 식후 혈중 중성지방

식사로 지방을 섭취하면 혈액 중의 중성지방 농도는 수 시간 동안 상승하였다가 12시간 

이내에 정상화된다. 고지방 식사 후 혈액에서 순환하는 중성지방의 90% 이상은 소장에서 

킬로미크론(chylomicron, CM)형태로 흡수되므로 식후 중성지방 농도는 킬로미크론에 

존재하는 중성지방농도를 의미한다. 공복 상태에서 측정한 혈중 중성지방농도는 잠재적인 

고중성지방혈증을 간과할 수 있다는 문제점이 있다. 건강한 성인에 있어서도 식후 증가된 

중성지방으로 인하여 동맥 경화의 초기 단계에서 볼 수 있는 혈관 내피세포 기능 이상이 나타

나기 때문이다. 그러므로 식후 0∼8시간 사이의 혈중 중성지방농도 측정은 잠재적인 고중성

지방혈증 위험을 확인하는 지표로 이용되며, 기준은 표 1을 참고한다. 
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나. 중성지방의 소화와 흡수

(1) 중성지방의 소화 

식이로 섭취한 중성지방은 지방 소화효소인 리파아제에 의하여 모노아실글리세롤과 2개의 

유리지방산으로 가수분해 된다. 리파아제는 구강 및 위장에서도 소량 분비되나, 성인이 섭취한 

대부분의 중성지방은 췌장에서 분비되는 췌장 lipase(pancreatic lipase)에 의하여 가수분해 

된다. 췌장 lipase의 작용을 받으려면 중성지방은 담즙산에 의한 유화과정을 거쳐야 한다.

(2) 중성지방의 흡수 

지방의 흡수는 소장내막세포에서 일어난다. 담즙산과 지방 소화물질인 모노아실글리세롤, 

유리지방산, 인지질, 콜레스테롤은 장관 내에서 micelle을 형성하여 소장내막세포로 흡수된다. 

짧은 사슬 지방산(탄소 수: 4-6개)은 직접 소장내막세포에서 문정맥으로 이동되고 혈액 내에 

존재하는 알부민(albumin)과 결합하여 다른 조직으로 이동한다. 반면에 중간 사슬 지방산

(탄소 수: 8-12개)과 긴 사슬 지방산(탄소 수: 14개 이상)은 지방산 특이 수송체(fatty acid 

transport protein)인 CD36 (cluster of differentation 36) 또는 FATP4(fatty acid 

transport protein 4)을 통해 소장내막세포로 흡수되고, 모노아실글리세롤과 결합하여 

중성지방으로 재합성되어 림프관으로 이동된다(그림 2).
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그림 2. 중성지방의 소화·흡수 과정

(3) 중성지방 흡수 조절 유전자

(가) Fatty Acid Transport Protein 4(FATP4) 

FATP4는 소장내막세포막에 위치하여 장관에서 중성지방으로부터 분해된 지방산 중 중간 

사슬 또는 긴 사슬 지방산을 소장내막세포막으로 수송하는 수송 단백질이다. FATP4에 의해서 

소장내막세포로 수송된 지방산은 중성지방 합성에 사용되며, 킬로미크론 형태로 간으로 이동

한다. FATP4 유전자를 제거한 동물에서는 혈중 중성지방감소가 나타나 중성지방 개선의 

공통 기전 연구의 바이오마커로 사용된다.

(나) Cluster of differentiation 36(CD36)

CD36은 지방세포에서 fatty acid binding protein(FABP) 및 FATP과 상호작용하여 

지방산 흡수를 촉진시키는 단백질이다. CD36은 class B scavenger receptor family에 

해당하는 막단백질로 단핵구, 대식세포, 혈소판, 근육세포, 지방세포 등에서 발현된다. 비만 

실험동물모델의 간 및 지방 조직에서 CD36 발현이 증가한다. CD36 발현이 감소하면 

지방산 흡수가 감소되어 지방합성이 억제되므로 중성지방 개선 효과를 기대할 수 있다.
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다. 중성지방의 체내 이동 

지방은 소수성 물질이므로 지단백질(lipoprotein)의 형태로 혈액을 순환한다. 지단백질은 

구형으로 표면은 수용성인 단백질과 인지질 같은 물질로 싸여있고 그 중심에는 중성지방, 

콜레스테롤에스테르 같은 소수성 물질이 존재한다. 이러한 형태는 소수성 물질인 지방성분이 

혈액 내 순환하는 것을 가능하게 한다. 중성지방을 필요한 조직과 기관으로 이동시키는 주요 

지단백질은 킬로미크론과 초저밀도 지단백질(very low lipoprotein, VLDL)이다. 지단백질 

표면에 있는 수용성 단백질을 아포지단백질(apolipoprotein, Apo)이라고 한다. 중성지방 

이동에 관여하는 주요 아포지단백질은 ApoA-1, ApoB-48, ApoB-100, 및 ApoCII 가 

있다(그림3).  

(1) 아포지단백질(apolipoprotein, Apo) 

아포지단백질은 지단백질을 분비하는 간과 소장세포에서 합성되는데, ABC 명명법으로 

분류되어 고밀도지단백질(high density lipoprotein, HDL)의 주요 아포지단백질은 A, 

저밀도지단백질(low density lipoprotein, LDL)과 킬로미크론의 주요 아포지단백질은 

B이다. 아포지단백질 C는 킬로미크론, VLDL, 및 HDL에 모두 결합하여 중성지방의 이동 및 

가수분해를 조절한다.

그림 3. 내인성 및 외인성 중성지방의 체내 이동 대사
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ApoA-1은 소장과 간에서 합성되며 킬로미크론과 HDL에 존재하며, 소장세포내에서 

킬로미크론과 결합하여 중성지방의 이동시키는 역할을 한다. 뿐만 아니라, ApoA-1은 HDL과 

결합하여 간으로 이동시키는 역할을 한다. ApoB는 ApoB-48과 ApoB-100의 2가지 형태가 

있다. ApoB-48은 소장에서 합성되며 킬로미크론에 존재하고 ApoB-100은 간에서 합성되어 

VLDL 및 LDL에 포함되어 있다. ApoCII는 간과 소장에서 합성되며, 주로 킬로미크론과 

VLDL에 함유된 중성지방을 분해하는 지단백질 분해효소(lipoprotein lipase, LPL)의 보조

인자로서 중요한 역할을 수행한다. 

(2) 킬로미크론(chylomicron, CM)

킬로미크론은 지단백질 중에서 가장 크기가 크며(100∼1,000nm), 밀도는 제일 낮다. 소장

에서 생성되며, 음식으로 섭취된 식이 지방을 간과 말초세포로 이동시키는 운반체의 기능을 

한다. 중성지방(80-90%)이 주성분이고 그 외에 인지질(2∼7%), 콜레스테롤(3-8%), 아포지

단백질(1∼2%; ApoA-1, ApoB-48 등)로 구성되어 있다. 건강한 사람의 경우, 킬로미크론은 

혈액을 순환하는 동안 지단백질 분해효소와 간 중성지방 분해효소(hepatic triglyceride 

lipase, HTGL)의 작용을 받아 중성지방 함량이 현저하게 감소한다. 이러한 과정을 거쳐 중성

지방이 감소된 입자를 킬로미크론 잔유물(chylomicron remnant, CM remnant)이라 부르며, 

간으로 이동되어 제거된다. 그러나 지단백질 분해효소 및 간 중성지방 분해효소의 유전자에 

이상이 있거나, 이러한 분해 효소의 결핍 등의 문제가 있으면 킬로미크론 또는 킬로미크론 

잔유물이 혈액에 축적되어 고중성지방혈증이 유발된다. 특히 킬로미크론 잔유물은 동맥경화의 

위험을 증가시킨다. 

(3) 초저밀도 지단백질(very low lipoprotein, VLDL)

VLDL의 구조 및 구성은 킬로미크론과 유사하나 크기가 더 작고(25∼100nm) 중성지방량이 

더 적다(중성지방 50∼60%, 인지질 15∼20%, 콜레스테롤 20∼25%, ApoB-100 5∼10%). 

VLDL은 간에서 생성되며, 중성지방을 말초조직으로 이동한다. 혈액을 순환하는 동안 VLDL은 

지단백질 분해효소에 의해 중성지방이 분해되어 함량이 감소하면서 전체적으로 중성지방비율이 

감소하고 콜레스테롤비율이 증가한 LDL로 전환된다. 

(4) 저밀도 지단백질(low density lipoportein, LDL)

VLDL은 중성지방을 세포로 옮긴 후에는 밀도와 콜레스테롤 비율이 높아진 LDL의 형태로 

전환된다. LDL은 콜레스테롤 45%, TG 10%, 단백질 25%, 인지질 20% 등으로 구성되고  
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세포막에 있는 LDL 수용체와 결합해 세포내로 운반된다. 중성지방을 상대적으로 많이 함유한 

LDL은 small dense LDL(sdLDL)로 변화되어 혈관벽에 쉽게 침투하여 동맥경화 등 여러 

심혈관계 질환을 유발할 위험이 증가한다.

(5) 고밀도 지단백질(High density lipoprotein, HDL)

HDL은 주로 간에서 만들어지며 단백질 50%, 인지질 22%, 콜레스테롤 17%, TG 8% 

등으로 구성된다. 혈중 중성지방 농도가 증가하면 증가된 중성지방을 대사하기 위해 

cholesterol ester transfer protein(CETP, cholesterol과 TG로 교환하는 역할)이 방출

되어 과도한 중성지방을 LDL입자뿐 아니라 HDL 입자에게도 전달된다. 중성지방이 많은 

HDL은 hepatic TG lipase(HTGL)에 의해 급속히 대사되고 중성지방이 많고 크기가 작아진 

HDL2로 전환된다. 그러므로 혈중 중성지방이 개선되면 LDL 및 HDL cholesterol 개선에 

도움이 된다. 

라. 중성지방의 합성

중성지방의 합성은 지방산 합성과 중성지방 합성 과정을 거치게 된다.

(1) 지방산 합성경로

지방세포에 저장된 중성지방은 가수 분해되어 유리지방산(non-esterified fatty acid, 

NEFA)의 형태로 간으로 전달된다. 간으로 전달된 유리지방산은 먼저 아실-CoA 합성효소

(acyl-CoA synthetase)에 의해 코엔자임 A(coenzyme A)와 결합하여 활성화된 지방산의 

형태인 fatty acyl-CoA로 전환된다. 장관에서 흡수된 유리지방산 또한 fatty acyl-CoA로 

전환된다. 인슐린저항성이 있는 상황에서는 카테콜아민이나 글루코르티코이드 등의 호르몬

의 자극에 대해 지방세포가 민감하게 반응하기 때문에 많은 양의 유리지방산이 생산되며, 

이는 간으로 흡수되어 중성지방을 만드는 원료로 쓰인다. 활성화된 유리 지방산은 어떠한 

전사인자의 활성에 의한 것인지에 따라 중성지방 또는 콜레스테롤 생합성경로를 거치게 된다. 

SREBP-1c의 전사인자 활성을 거치면 중성지방이 합성되며, SREBP-2를 거치면 콜레스테롤 

합성이 일어난다. 특히 인슐린 저항성과 같은 상태에서는 간에서 과도한 중성지방이 만들어

지게 된다. 

포도당에서도 지방산이 합성되는데, 포도당은 일련의 화학 반응(해당 작용, glycolysis)을 

통해 최종적으로 피루브산(pyruvate)으로 전환된다.  피루브산은 미토콘드리아에서 아세틸
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-CoA(acetyl-CoA)로 전환되어 시트르산 회로로 들어가 지방산 합성의 전구물질인 시트르산을 

생성한다. 시트르산은 지방산 합성을 위해 세포질로 운반되어 옥살아세트산(oxaloacetate)과 

아세틸-CoA로 분해된다. 아세틸-CoA는 acetyl-CoA carboxylase(ACC)의 작용에 의하여 

말로닐-CoA(malonyl- CoA)로 전환되어 지방산합성효소복합체(fatty acid synthase complex, 

FAS)의 작용에 의하여 지방산을 합성하게 된다(그림 4). 

(2) 중성지방 합성경로

식이로부터 섭취한 지방산이나 세포내에서 생성된 지방산은 fatty acyl CoA를 형성한 후 

글리세롤과 결합하여 중성지방을 합성된다. 중성지방의 체내 합성은 glycerol-3-phosphate 

(G-3-P)와 monoacylglycerol(MAG) 경로로 일어난다. G-3-P 경로 및 MAG 경로에서 

각각에서 DAG(diaclyglycerol)를 합성되고 최종적으로 중성지방이 합성된다(그림 4). 

그림 4. 유리지방산과 포도당으로부터 중성지방 합성 대사

(가) Glycerol-3-phosphate(G-3-P) 경로

G-3-P 경로는 주로 간 조직과 지방조직에서의 중성지방 생합성 경로로 이용된다. G-3-P는 

glycerol-3-phosphateacyltransferase(GPAT)에 의해 에스테르화 되어 lysophosphatidic 
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acid(LPA)로 전환된다. LPA는 phosphatidic acid phosphohydrolase (PAPase)에 의해 

아실화와 탈 인산화가 일어나 DAG(diacylglycerol)가 된다. DAG는 최종적으로 diacylglycerol 

acyltransferase(DGAT)에 의해 중성지방으로 합성된다. 

(나) Monoacylglycerol(MAG) 경로 

MAG 경로는 식이를 통해 섭취된 중성지방이 췌장 lipase에 의해 유리지방산과 모노아실

글리세롤 형태로 장의 상피세포를 통해 흡수된 후, 중성지방으로 재합성되는 경로이다. 중성

지방이 생합성 되는 두 경로의 마지막 과정을 촉매 하는 효소는 monoacylglycerol 

acyltransferase(MGAT)와 DGAT이다. MGAT는 모노아실글리세롤와 fatty acyl-CoA로 

부터 DAG를 합성하는데 이용되는 효소로, 주로 장 점막(intestinal mucosa)에서 중성지방 

합성에 관여한다. DGAT는 중성지방 합성 마지막 단계에서 DAG의 하이드록실기에 fatty 

acyl-CoA를 결합시켜 중성지방을 합성하는 효소이다. 이렇게 합성된 중성지방은 킬로미크

론에 함유되어 림프관을 통해 혈액 내로 들어오게 되고 내피 세포에 존재하는 지단백질 분해

효소(lipoprotein lipase)에 의해 글리세롤과 지방산으로 분해된다. 이때 생성된 지방산은 

지방세포 내에서 다시 중성 지방으로 합성되어 저장된다.  DGAT는 두 경로에서 중성지방 

합성 마지막 단계에 공통으로 사용되는 효소로 특히 많이 연구되고 있다. 

(3) 중성지방 합성 조절 유전자

(가) Sterol response element binding protein-1c(SREBP-1c)

SREBP-1c는 지방조직과 간 조직에서 중성지방 합성에 중요한 역할을 하는 전사인자이

다. 간 조직에서 특히 SREBP-1c의 발현이 우세하며, 간세포에서의 중성지방 합성과 관련된 

FAS, ACC, ATP-citrate lyase(ACL), malic enzyme(ME)과 같은 효소의 유전자 발현을 

조절한다. SREBP-1c 발현을 억제하면 지방산 합성이 감소하고 결과적으로 간 조직에 중성

지방 축적을 억제된다. 

(나)  Liver X receptor(LXR)

LXRα는 주로 간, 지방 조직, 장, 대식 세포, 신장에서 발현되고, LXRβ는 모든 장기에서 

발현된다. LXR은 지방산과 중성지방 합성의 전사인자인 SREBP-1c의 발현을 증가시킨다. 

따라서 LXR의 발현이 감소되면 SREBP-1c 발현이 감소하여 중성지방 합성이 억제되므로 

혈중 중성지방 농도가 감소하는 효과가 기대 된다.
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(다) Fatty Acid Binding Proteins(FABPs) 

FABPs는 세포막에서 지방산 이동을 촉진하는 지방산 결합단백질들이다. 간-FABP 

(Liver-FABP, L-FABP)는 식이로 섭취한 중성지방을 킬로미크론 형태로 간으로 이동하기 

위한 pre-CM 수송 운반체(pre-chlyomicorn transport vesicle, PCTV)의 활성을 촉진한다. 

FABP(adipocyte FABP, adipocyte protein 2, aP2, FABP4 라고도 함)는 지방세포와 

대식세포에서 주요하게 발현되는 단백질로 지방세포내로 지방산 흡수를 촉진시키는 단백질

이다. FABP 유전자를 제거한 동물에서는 혈당 감소 및 혈중 중성지방감소가 나타나 고혈당과 

중성지방 개선의 공통 기전 연구의 바이오마커로 사용된다.

(라) Peroxisome proliferator-activated receptor gamma(PPARγ)

PPARγ는 주로 지방 조직에 발현되는 전사인자로 아디포넥틴(adiponectin)과 같은 인슐린 

감수성 아디포카인(adipokine)의 생성에 관여함으로써 지방세포 내 지방이 축적되는 것을 

조절한다. 중성지방합성에도 관여하며 FABP 및 LPL과 같은 단백질의 유전자 전사를 유도

한다. 따라서 PPARγ의 발현이 감소되면 지방조직에서의 중성지방 합성이 감소하여 혈중 

중성지방 개선의 효과가 기대된다.

(마) Glucose transporter type 4(GLUT4) 

GLUT4는 세포내로 포도당을 수송하는 단백질로, 발현이 증가하면 세포내 포도당의 유입이 

증가하여 중성지방 합성도 증가한다. GLUT4는 특히 근육과 지방세포로의 포도당의 수송을 

촉진한다. 탄수화물을 과잉 섭취 할 경우, 지방세포내로 포도당 유입이 증가하고 중성지방 

합성이 증가하여 고중성지방혈 증이 유발되며 인슐린대사와의 관련성으로 인해 GLUT4의 

발현은 당뇨병과 고중성지방혈증개선 연구에서 바이오마커로 이용된다. 

마. 중성지방의  분해

중성지방 분해 조절은 크게 지단백질대사에 관여하는 효소 활성 조절과 중성지방 가수

분해로 생성된 유리지방산의 산화(β-산화)로 나누어진다. 

(1) 지단백질대사에 관여하는 주요 효소

지단백질의 중성지방을 분해하는 주요 효소들은 혈관내에 존재하는 지단백질 분해효소

(LPL), 간세포 및 내피세포에 존재하는 간 중성지방 분해효소(hepatic triglyceride lipase, 
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HTGL), 지방조직에서 활성을 보이는 호르몬 민감성 지방분해효소(hormone sensitive 

lipase, HSL), adipose triglyceride lipase(ATGL)  등이 있다. HTGL 및 LPL은 주로 혈관 

내피세포에 존재하며 HSL은 지방조직에 존재하는 효소이다. 

(가) 지단백질 분해효소(lipoprotein lipase, LPL)

LPL은 지방을 저장하거나 에너지원으로 이용하는 지방조직, 심장조직, 그리고 골격근에서 

주로 합성된다. LPL은 중성지방대사에 특히 중요한 가수분해 효소로, 혈관 내피세포에 존재

하다가 킬로미크론 및 VLDL의 ApoCII에 의해 활성화되면 중성지방을 분해하여 유리지방산과 

글리세롤로 분해시킨다. 지방조직에서 LPL은 식후 상태에서 활성화되고 공복상태에서는 

활성이 저하된다. 반면에 근육조직의 LPL은 공복상태에서 활성화되어 중성지방을 분해하여 

에너지원으로 사용한다. 정상 혈액에는 소량 존재하지만 헤파린(heparin)을 정맥투여하면 

혈관 내피세포에 부착되어 있던 효소가 유리되면서 활성이 높아진다. LPL 활성이 증가하면 

중성지방 분해가 증가하므로 혈중 중성지방 개선 효과를 기대할 수 있다.

(나) 간 중성지방 분해효소(hepatic triglyceride lipase, HTGL)

간에서 합성되고, 보조인자의 도움 없이 중성지방이나 인지질을 가수분해한다. 중성지방이 

풍부한 지단백질에 작용하여 VLDL을 LDL로 전환시키고, HDL 대사에서는 HDL3를 HDL2로 

전환시키는 역할을 한다. 간세포 및 내피세포 표면에 있는 heparan sulfate proteoglycans 

(HSPG)에 결합되어 있어 헤파린을 제거하면 간에서 혈액으로 다량 유출된다. 총 혈장지질분해

활성(total plasma lipolytic activity, PLA)은 혈장에서 LPL과 HTGL활성을 합하여 계산

하는데 일반적으로 PLA 활성은 두 효소의 특성을 고려하여 pre-헤파린 혈장과 post-헤파린 

혈장에서 모두 측정한다.

(다) Adipose triglyceride lipase(ATGL)

ATGL은 근육이나 고환, 부신 등의 다양한 장기에 분포하긴 하지만, 지방조직에서 주로 

활성화 된다. ATGL은 HSL에서 활성화로 인에 perilipin에서 분리된 comparative gene 

identification-58(CGI-58)이라 불리는 co-factor와 결합하여 활성화 된다. 활성형 ATGL은 

중성지방 TG로부터 DG와 유리지방산으로 분해한다. 
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(라) 호르몬 민감성 지방분해효소(hormone sensitive lipase, HSL)

HSL은 근육이나 고환, 부신 등의 다양한 장기에 분포하긴 하지만, 지방조직에서 주로 

활성화 된다. 에피네프린이나 글루카곤과 같은 호르몬이 분비되면 adenylate cyclase가 

활성화 된다. 활성화된 adenylate cyclase는 ATP를 cAMP로 전환시킨다. cAMP은 protein 

kinase A와 결합하여 protein kinase A를 활성화시키고 활성화된 protein kinase A은 

HSL를 인산화시켜 활성형으로 만든다. 활성형 HSL은 DG로부터 MG와 유리지방산으로 

분해하는 작용을 한다. 식후에는 인슐린의 농도가 높아져 HSL 활성이 억제되므로, 중성지방의 

분해를 막고 중성지방을 축적하는 방향으로 대사가 진행된다.  

(2) 지방산의 β-산화(β-oxidation)

식이 중성지방이나 체내 축적된 중성지방(체지방)에서 분해된 유리지방산의 산화를 촉진

시킴으로서 혈중 중성지방 농도를 개선할 수 있다. 지방산이 산화되기 위해서는 먼저 지방산

은 acyl-CoA synthetase의 촉매 작용으로 acyl-CoA로 활성화 되어야 한다. 이 반응에는 

CoA-SH와 ATP가 필요하다. 지방산 산화에 필요한 효소들은 미토콘드리아 내막 및 matrix

에 존재하므로 활성화된 지방산은 carnitine palmitoyl transferase(CPT) 효소에 의해 미

토콘드리아 내부로 이동한다. 미토콘드리아 내부로 들어온 지방산은 β-산화 과정(탈수소반

응→가수반응→ 탈수소반응→ thio 분해반응)을 통해 지방산의 카르복시 말단으로부터 2개

의 탄소가 절단되어 acetyl-CoA 형태로 방출하고 처음보다 탄소수가 2개적은 지방산인 

acyl-CoA가 생성된다.  이렇게 생성된 아세틸-CoA는 시트르산 회로로 들어가 완전 산화되

어 분해되거나, 생체에 필요한 물질을 생합성하는데 이용된다. 

(3) 지방산 산화 관련 유전자 발현

미토콘드리아에서의 지방산 산화는 peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma coactivator 1(PGC-1), peroxisome proliferator-activated receptors(PPARα), 

AMP-activated protein kinase(AMPK)등의 유전자에 의해 조절된다(그림 5). 

(가) Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1(PGC-1) 

PGC-1은 에너지항상성 유지에 중요한 역할을 한다. 장기간의 단식은 PGC-1의 발현을 

증가시키고 지방산의 산화를 증가시켜 단식 중에 필요한 에너지를 공급한다. PGC-1의 발현 

증가와 혈중 중성지방 개선에 관련된 기전은 다음과 같다. PGC-1은 FXR mRNA 발현을 

유도하기 위해, FXR promoter의 DR-1에 결합된 PPAR 및/또는 HNF 4을 활성화 시킨다, 

또한 PGC-1은 FXR 표적 유전자의 전사를 강화하기 위하여 FXR에 직접적으로 작용하기도 
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한다. PGC-1에 의해 활성화된 FXR 및 FXR 표적 유전자들은 SREBP-1c의 발현 감소시키고 

중성지방 분해에 관여하는 유전자의 발현이 증가시킨다. 

(나) Peroxisome proliferator-activated receptor alpha(PPARα)

PPARα는 핵수용체의 하나로서 주로 간, 심장, 근육, 신장에서 발현되어 지방산의 산화와 

아포지단백질의 합성을 조절한다. PPARα 발현이 증가하면 간 지방산결합단백질(L-FABP) 

발현을 유도하여 미토콘드리아내로의 지방산 이동을 증가시키고, CPT1의 발현을 증가시켜 

지방산 산화를 증가시킨다. PPARα는 또한 LPL 발현촉진, ApoCII 발현감소, 간의 지방산 

산화를 촉진시켜 중성지방 분해가 증가한다.

그림 5. 중성지방 분해 관련 유전자 발현

(다) AMP-activated protein kinase(AMPK)

AMPK는 골격근에서 지방산 대사에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다. SREBP-1c와 

PPARγ의 발현을 억제하고 FAS와 같은 지방합성 효소의 발현을 억제함으로써 중성지방 

생성을 억제시키며, 또한 ACC의 억제와 CPT1의 활성을 통해 지방산  β-산화를 촉진시킨다. 

AMPK의 발현이 증가하면 간에서 지방산 산화를 증가시키고 지방산 생합성을 감소시키며 

지방조직에서 지방분해를 증가시키고 지방합성을 감소시킨다. 또한 근육에서 지방산 산화를 

증가시키고 포도당 유입이 증가하여 에너지로 사용한다. 



건강기능식품 기능성 평가 가이드

18

바. 조직에서의 중성지방 합성과 분해 

(1) 간(liver)

식이 중성지방은 킬로미크론 잔유물의 형태로 간에 들어온다. 간에 존재하는 킬로미크론 

잔유물은 HTGL에 의해 유리지방산과 글리세롤로 분해되고 유리지방산은 중성지방으로 

재합성되거나 산화되어 에너지로 사용된다. 대부분의 중성지방은 VLDL형태로 혈액을 통해 

다른 기관(지방조직, 심장, 근육, 대식세포)등으로 이동한다. 또한 지방조직에서 중성지방이 

분해되어 생성된 유리지방산은 알부민과 결합하여 간과 골격근으로 운반된다. 간에서 유리

지방산은 중성지방 합성의 기질로 이용된다. 간에 들어온 포도당 또한 중성지방 합성의 기질로 

이용된다.

(2) 지방조직(adipose tissue)

지방조직은 잉여의 중성지방이 저장되는 중요한 장소이다. 중성지방은 킬로미크론 잔유물

이나 VLDL의 형태로 전신 혈관계를 거쳐 지방조직으로 운반되는데, 여기에서 모세혈관에 

붙어있는 LPL의 작용으로 중성지방이 유리지방산으로 분해되어 지방세포 내로 이동하게 

된다. 지방조직에서는 포도당으로부터 합성된 글리세롤 3-인산과 지단백질로부터 유리된 

지방산을 이용하여 중성지방이 합성된다. 따라서 포도당유입을 위한 GLUT4 등의 활성이 

필요하므로 인슐린이 중성지방 합성을 조절된다. 반대로 금식 등으로 에너지원이 부족한 

경우 지방세포 내에 저장된 중성지방을 분해하는 과정은 카테콜라민에 의하여 활성화된 HSL

역할이 중요하다. 저장된 중성지방은 지방세포 내 HSL에 의해서 활성화된 ATGL 및 HSL에 

의해 분해되고 유리지방산은 에너지원이 필요한 간이나 근육으로 이동한다. 

장기간의 영양 과잉은 지방세포 내 유리지방산 및 중성지방 축적과 대식세포가 지방세포에 

침윤되는 것을 촉진시킨다. 지방조직에서 분비되는 아디포카인(adipokine)들도 대식 세포를 

불러오는 역할을 하며, 대식세포들은 사이토카인을 분비하여 지방세포의 기능 부전, 지방

세포의 인슐린 저항성 및 염증 반응을 촉진한다.

(3) 심장(heart)과 근육(muscle) 

심장과 근육은 지방산이 산화되어 에너지원으로 이용되는 주 장소로, 두 조직 모두에서 

LPL이 높게 발현된다. 즉 심장 및 근육의 내피세포에 존재하는 LPL에 의해 중성지방은 분해

되고, 생성된 유리지방산은 에너지원으로 이용됨. 혈중 유리지방산의 증가는 근육에서의 

인슐린 저항성을 유발한다. 정상적으로 인슐린은 근육 세포의 인슐린 수용체와 결합하여 
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근육에서 포도당 이동을 촉진한다. 그러나 과잉의 유리지방산은 인슐린 작용을 억제하고 

근육 세포의 인슐린 매개 포도당 흡수를 억제하여 인슐린 저항성을 유발한다. 

사. 기타

혈중 중성지방 개선과 관련 있는 아래 지표들은 인체적용시험의 2차 종말점(secondary 

endpoint)으로 사용된다. 내장 중성지방 축적은 아디포사이토카인(adipocytokine, 또는 

아디포카인이라 함)의 분비 불균형을 초래하여 렙틴(leptin), 아디포넥틴(adiponectin), 

tumor necrosis factorα(TNFα), interleukin-6(IL-6), plasminogen activator inhibitor-1 

(PAI-1)의 생산 촉진 및 아디포넥틴(adiponectin)의 생산저하를 유발한다. 

(1) 내장지방

내장지방은 피하지방보다 중성지방을 더 쉽게 축적하며 필요시에 더 쉽게 중성지방을 

에너지원으로 이용한다. 내장지방이 과다 축적되면, 공복 시에 중성지방의 분해산물인 유리

지방산과 글리세롤이 과다하게 방출된다. 내장지방은 문맥과 이어져 있기 때문에 방출된 

유리지방산과 글리세롤은 간으로 유입되면 간 내 포도당 생성이 증가하고, 또한 유리지방산은 

중성지방 합성에 사용하게 되어 간의 중성지방이 축적된다. 간은 중성지방을 함유한 VLDL을 

과다 생성 분비하게 되어 인슐린 저항성 및 고중성지방혈 증이 동반된다. 

(2) 렙틴(leptin)

지방세포에서 분비되는 단백질 중 가장 잘 알려진 것은 렙틴이다. 렙틴은 지방조직의 양에 

비례하여 증가하는데, 내장지방이 축적되면 중추 및 말초의 렙틴의 내성으로 인해 렙틴의 

농도가 상승한다. 장기간 고지방식사를 하면 혈액 내 렙틴이 증가하고 고중성지방혈 증이 

나타난다. 렙틴이 증가하면 또한 염증지표물질도 증가한다. 따라서 렙틴 발현이 억제되면 

AMPK 발현 증가 및 지방산 산화가 증가하고 중성지방 축적이 감소하고 혈중 중성지방 농도가 

개선된다.
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(3) 아디포넥틴(adiponectin)

아디포넥틴은 지방세포에서 생성되는 247개 아미노산으로 구성된 단백질로, 중성지방 

축적을 억제하는 작용을 한다. 아디포넥틴의 발현이 증가하면 지단백질 분해효소의 활성이 

높아져 VLDL의 분해를 촉진하고 혈중 중성지방 농도가 저하된다. 아디포넥틴 농도가 증가

하면 염증반응의 척도인 TNFα, IL-6, 및 C-reactive protein(CRP)이 감소하게 된다. 

(4) 염증 매개 물질(TNFα 또는 IL-6) 

고중성지방혈 증은 혈중 유리지방산의 증가를 동반한다. 증가된 혈중 유리지방산은 직접

적으로 간세포 및 골격근 세포에 독성을 준다. 간에서의 유리지방산 증가는 사이토크롬 

P450 4A와 같은 자유라디칼(free radical)을 생성하는 효소 활성 증가 및 지질 과산화와 

TNF-α와 IL-6등의 염증성 사이토카인 생성을 증가시킨다. 

(5) 혈전형성 촉진인자(PAI-1)

지방조직에 중성지방이 과다 축적되면 아디포사이토카인 분비가 증가하는데 특히 혈전

형성 촉진인자인 PAI-1의 생산이 촉진되어 혈전증이 나타날 수 있다. PAI-1는 혈관 내피

세포에서 생성되어 혈소판에 저장되는데 혈소판이 활성화 되면 PAI-1 분비가 증가하고 피브린

(fibrin)과 단단히 결합하게 되어 혈전 생성이 증가한다.
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2. 보건학적 중요성

가. 혈중 중성지방 개선의 의의

중성지방은 체내 효과적인 에너지원으로 공복 시에는 뇌와 적혈구를 제외한 모든 장기의 

주요 에너지원으로 사용된다. 그러나 중성지방이 체내에서 과다하게 합성되고 축적되면, 

인슐린의 기능을 저해하고, 대사증후군, 당뇨병, 및 심혈관계 질환 등 여러 질병의 발생위험을 

높일 수 있다. 고중성지방혈증에 의한 심혈관계 질환의 발병기전은 콜레스테롤과 독립적이다. 

즉 콜레스테롤이 낮아도 중성지방이 높으면 심혈관계 질환이 더 잘 발생하므로 혈중 콜레

스테롤을 낮추는 것뿐만 아니라 혈중 중성지방을 낮추는 방법이 병행되어야 한다. 

당뇨병 환자나 대사증후군 환자의 경우 중성지방 수치가 높으면 심혈관 질환의 발생 위험이 

높아지므로 혈중 중성지방 수치를 적정수준으로 유지해야 한다. 성별로는 여성이 남성보다 

중성지방 영향을 더 많이 받는다. 여성들은 LDL 콜레스테롤 수치의 높낮이와 상관없이 혈중 

중성지방 수치만 높아도 대사중후군 발생 위험이 더 높은 것으로 알려져 있다.
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Ⅲ  기능성 시험 방법 

1. 바이오마커의 선정

가. 연구유형별 바이오마커

혈중 중성지방 개선 기능성을 확인하기 위한 연구유형별 바이오마커는 표 2와 같다.

표 2. 혈중 중성지방 개선 기능성 평가를 위한 바이오마커

구분 바이오마커
측정 가능한 연구유형

in vitro in vivo Human

혈중
중성
지방 
변화

공복 혈장 중성지방 농도 ○ ○

식후 혈장 중성지방 농도(0-8시간 후) ○ ○

Area under the curve(AUC)/incremental area under 
the curve(IAUC) 

○ ○

소화 
흡수

중성지방 흡수

췌장 lipase 활성 ○ ○

소장 중성지방 흡수율 ○

변 중성지방 농도 ○ ○

관련 유전자 
발현

Fatty acid transport protein 4(FATP4) ○ ○

Cluster of differentation 36(CD36) ○ ○

중성
지방의 
체내
이동 

Apoprotein 

Apoprotein B 농도 ○ ○

Apoprotein CII 농도  ○ ○

Apoprotein AI 농도 ○

Chylomicron
Chylomicron 내 중성지방 농도 ○ ○

Chylomicron 내 apoprotein B-48 농도 ○ ○

Very Low 
Density 

Lipoprotein
(VLDL)

VLDL 내 중성지방 농도 ○ ○

VLDL 내 apoprotein B-100 농도 ○ ○

VLDL-apo B-100 생성률 ○

VLDL-중성지방 생성률 ○

Large VLDL(VLDL1)-중성지방 생성률 ○
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구분 바이오마커
측정 가능한 연구유형

in vitro in vivo Human

중성
지방
합성

지방산 
합성

혈중 포도당농도 ○ ○

혈중 인슐린 농도 ○ ○

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase(GPDH) 
활성

○ ○

혈중 유리지방산 농도 ○ ○

Acetyl-CoA Carboxylase1(ACC1) mRNA 발현 ○ ○

ATP citrate lyase(ACL) 활성 ○ ○

Fatty acid synthase(FAS) 활성 ○ ○

중성지방 
합성

Glycerol-3-phosphate acyltransferase (GPAT) 
활성 

○ ○

Diacylglycerol acyltransferase(DGAT) 활성 ○ ○

Monoacylglycerol acyltransferase(MGAT) 활성 ○ ○

Phosphatidate phosphohydrolase(PAP) 활성 ○ ○

조직(간, 지방) 중성지방 농도 ○ ○

중성지방 합성율 ○ ○

관련 
유전자 
발현

Sterol response element binding 
protein(SREBP1c) mRNA 발현 

○ ○

Liver X receptor(LXR) mRNA 발현 ○ ○

Fatty acid binding proteins(FABPs) ○ ○

Peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma(PPARγ) 

○ ○

Glucose transporter type 4(GLUT4) ○ ○

중성
지방 
분해

중성지방
분해효소

Lipoprotein lipase(LPL) 활성 ○ ○

Hormone sensitive lipoprotein lipase (HSL) 
활성

○ ○

Liver hepatic 중성지방 lipase(HTGL) 활성 ○ ○

Adipose triglyceride lipase(ATGL) 활성 ○ ○

지방산 
산화  

Acyl CoA synthetase(ACS) 활성 ○ ○

Carnitine palmitoyl transferase 1 (CPT1) 활성 ○ ○

지방산 산화율(fatty acid oxidation rate) ○ ○

조직 Glycerol release 측정 ○ ○

관련 
유전자  
발현

Peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma coactivator 1(PGC-1)

○ ○

Peroxisome proliferator-activated receptors 
α(PPARα) 

○ ○

AMP-activated protein kinase(AMPK) ○ ○

기타

내장비만 허리둘레 또는 허리- 엉덩이 둘레 비 ○

 Tumor necrosis factorα(TNFα)농도 ○ ○

 Interleukin(IL)-6 농도 ○ ○

 Plasminogen activator inhibitor type 1(PAI-1) ○ ○
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★ 혈중 중성지방 개선과 관련한 바이오마커 해석 ★ 

 임상에서 혈중 중성지방 개선과 관련한 바이오마커로는 중성지방 수치가 가장 중요함

 중성지방 외 다른 바이오마커는 심혈관질환 위험도를 평가하는 지표로 사용되거나, 혈중 

중성지방 수치가 감소한 기전을 설명하기 위해서 사용하는 마커로 활용함

나. 바이오마커 설명

(1) 혈중 중성지방 변화

(가) 공복 혈장 중성지방 농도

공복 시 혈중 중성지방 농도는 주로 체내에서 생성된 중성지방(내인성 중성지방)의 농도를 

반영하기에 내인성 중성지방을 검사 할 수 있는 지표이다. 

(나) 식후 혈장 중성지방 농도

식사로부터 섭취한 지방은 혈중에 CM형태로 순환한다. 따라서 식후 4-8시간의 중성지방

농도는 외인성 중성지방의 변화를 반영한다. 고지방식이 또는 고지방 용액 섭취 후, 중성 지방 

농도가 최고치에 이르는 시간이 건강인의 경우 식후 4시간째 이며 그 이후 줄어들어 24시간이 

되면 공복시 중성지방 농도와 비슷해진다. 식후 4시간 이후의 중성지방 농도 측정은 공복

지질이 정상인 사람에서서 잠재적인 고중성지방혈 증을 확인할 수 있다. 

(다) Area under the curve(AUC)/incremental area under the curve(IAUC) 

중성지방의 함량을 수치로 나타낸 값으로 중성지방의 함량의 변화는 AUC면적과 비례하며, 

점진적인 중성지방의 변화는 IAUC면적과 비례한다.  

(2) 소화와 흡수

(가) 췌장 lipase 활성 

췌장에서 소장으로 분비되는 지방가수분해효소(pancreatic lipase)는 중성지방을 지방산과 
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글리세롤로 분해한다. 췌장 lipase 활성을 억제하면 중성지방의 가수분해를 저해하여 소장

점막을 통한 지방흡수가 억제되므로 중성지방 개선에 도움이 됨을 의미한다. 

(나) 소장 중성지방 흡수율

소장에서 중성지방 흡수율은 식이 중성지방이 체내에서 림프관을 통해 어느 정도 흡수

되었는지를 나타낸다. 소장 림프순환계로 흡수되는 중성지방의 양이 실험물질에 의해 유의

적으로 감소하면 소장 내에서 실험물질이 식이성 중성지방과 함께 투여했을 때 그 소장 중성

지방 흡수 억제를 유도하는 것으로 해석한다.

(다) 변 중성지방 농도 

변 중성지방 농도는 섭취한 식이지방 중에서 흡수되지 않은 중성지방의 함량을 의미한다. 

변의 중성지방 농도가 높은 것은 중성지방 흡수가 저해됨을 의미하므로 혈중 중성지방 개선 

효과로 볼 수 있다.

(라) 중성지방 흡수 관련 유전자 발현

TG에서 분해된 중간 사슬 지방산 또는 긴 사슬 지방산을 장관에서 소장내막세포로 수송

하는 단백질인 Fatty acid transpoter proteins 4(FATP4), Cluster of differentiation 

36(CD36)의 mRNA 발현량 증가는 소장 내막세포 내 지방산이 증가하여 중성지방 합성도 

증가를 의미한다. 

(3) 중성지방의 체내 이동 

(가) 아포지단백질(apolipoprotein) 농도 

지단백질 표면에 있는 수용성 단백질을 아포지단백질(apolipoprotein, Apo)이라고 

한다. 중성지방 이동에 관여하는 주요 아포지단백질은 ApoA-1, ApoB-48, ApoB-100, 및 

ApoCII 가 있다. ApoB-48, ApoB-100의 증가는 중성지방이 주성분인 킬로미크론 또는 

VLDL과 같은 지단백질의 증가를 의미한다. 

(나) 킬로미크론 내 중성지방 및 apolipoprotein B-48 농도

식사 후에 혈액 내 순환하는 중성지방의 90% 이상은 소장에서 CM으로 분비되므로, 식후 

중성지방 농도는 킬로미크론에 존재하는 중성지방농도를 의미한다. 킬로미크론은 중성지방에 

아포지단백질인 ApoA-1, ApoB-48와 결합한 지단백질의 형태로 소장에서 생성된다. 
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(다) VLDL 내 중성지방 및 apolipoprotein B-100 농도 

간에서 합성된 중성지방은 다른 조직으로 이동하기 위해서 아포 지단백질인 ApoB-100과 

결합하여 지단백질인 VLDL을 생성한다. VLDL내의 중성지방 감소하면 특히 공복시의 혈중

중성지방농도 개선 효과를 기대할 수 있다.

(라) VLDL-ApoB-100 및 중성지방 생성율(production rate)

공복상태에서 혈청 중성지방 함량이 높은 것은 간에서의 중성지방 및 ApoB-100 생성율이 

증가했음을 나타낸다. VLDL 내의 중성지방 및 ApoB-100 생성율의 감소는 혈액에 순환되는 

중성지방량의 감소를 의미한다.

(마) Large VLDL(VLDL1) 내 중성지방 생성율(production rate)  

간에서 분비되는 VLDL 입자는 밀도(0.94-1.06g/ml), 직경(20-75) 및 부유율[Svedberg 

부유율(SF) 20-400]에 따라 세분화되는데, VLDL 중에서 가장 크기가 크고 밀도가 가장 큰 

것을 VLDL1(large VLDL, SF 60-400)라고 한다. 고중성지방혈증에서는 VLDL1 입자내의 

중성지방 생성율을 측정하여 내인성 중성지방 대사의 지표로 사용되고 있다.

(4) 중성지방의 합성

(가) 혈중 포도당 및 인슐린 농도

고 탄수화물 섭취로 인해 혈중 포도당 농도가 증가하면 인슐린이 분비가 증가하게 되고 

잉여 포도당을 피하지방에 저장하여 고중성지방혈증을 유발한다. 

(나) Glycerol-3-phosphate dehydrogenase(GPDH) 활성

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase(GPDH)는 dihydroxyacetone phosphate

에서 glycerol-3-phosphate(G-3-P)을 생성하는 효소로 G-3-P는 중성지방합성에 필요한 

탄소 골격의 기질로 사용된다. GPDH 활성은 중성지방 생성이 증가하면 증가한다. 

(다) 혈중 유리지방산 농도 

혈중 유리지방산은 간에서 중성지방 및 VLDL 합성에 필요한 기질로 사용되므로, 혈중 

유리지방산의 고농도는 고중성지방혈증과 관련 있다. 혈청 유리지방산이 증가하면 중성지방 

합성 증가되므로 혈중 유리지방산을 감소시키면 혈중 중성지방 개선에 도움이 된다. 
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(라) Acetyl-CoA Carboxylase1(ACC1) mRNA 발현

ACC1은 아세틸-CoA로부터 말로닐-CoA 합성에 관여하는 효소로 지방산 합성과정에서 

속도조절 효소이다. 간에서 ACC1 활성이 감소하면 지방산 생성이 감소하여 혈중 중성지방 

농도가 감소한다.

(마) ATP citrate lyase(ACL) 활성  

ATP citrate lyase(ACL)은 citrate를 acetyl-CoA로 전환하는 효소로, 생성된 acetyl-CoA는 

malonyl-CoA로 전환되어 지방산 합성의 전구체로 사용된다. ACL 활성이 감소하면 지방산 

합성이 감소하여 혈중 중성지방 농도가 감소한다.

(바) Fatty acid synthase(FAS) 활성

Fatty acid synthase(FAS)는 acetyl CoA와 malonyl-CoA, NADPH를 사용하여 긴 

사슬 지방산(long chain fatty acids)을 합성하는 주요한 효소이다. FAS의 활성이 감소하면 

지방산 합성이 감소하고 더 나아가 중성지방 합성이 감소하게 된다.

(사) Glycerol-3-phosphate acyltransferase(GPAT), diacylglycerol 
acyltransferase (DGAT), monoacylglycerol acyltransferase(MGAT) 활성

GPAT는 glycerol-3-phosphate로부터 lysophosphatidic acid(LPA)를 합성하는데 

관여하는 효소로 LPA는 일련의 화학반응을 통해 중성지방으로 합성된다. MGAT는 

monoacylglycerol (MAG)과 acyl-CoA를 이용하여 diacylglycerol(DAG)을 합성하는데 

이용되는 효소이며 DGAT은 DAG에서 중성지방(TG)를 합성하는 효소이다. GPAT, DGAT, 

MGAT 활성 감소는 간과 지방조직에서 중성지방 합성이 감소한다.

(아) 간 phosphatidate phosphohydrolase(PAP) 활성

간의 중성지방은 glycerol-3-phosphate 경로에서 합성되며, 이 경로에서는 PAP는 

중성지방 합성의 주요 조절효소이다. PAP 활성증가는 간에서 중성지방 합성에 있어 

glycerol-3-phosphate 경로에 중요한 조절 역할을 하는 효소이므로 중성지방 합성 경로 

기전을 위한 연구 지표로 이용된다.

(자) 조직(간, 지방) 중성지방 농도

간이나 지방에서 중성지방 농도가 높으면, 혈중으로 다량의 중성지방이 유출되므로 혈중 

중성지방 농도도 높아진다. 조직에서의 중성지방농도가 감소하면 혈중 TG 농도도 감소한다.



건강기능식품 기능성 평가 가이드

28

(차) 중성지방 합성 관련 mRNA 발현

LXR은 지방산과 중성지방 합성의 전사인자인 SREBP-1c의 발현을 증가시킨다. SREBP-1c 

발현은 지방과 간조직의 lipogenesis에 관여한다. 따라서 LXR의 발현이 감소되면 SREBP-1c 

발현이 감소하여 중성지방 합성이 억제되므로 혈중 중성지방 농도가 감소하는 효과가 기대 

된다. FABPs는 세포막 사이에서 지방산 이동을 촉진하는 지방산 결합단백질들이다. PPARγ는 

주로 지방 조직에 발현되는 전사인자로 중성지방합성에도 관여하며 지방-FABP(a-FABP) 및 

LPL과 같은 단백질 유전자 전사를 유도한다. CD36은 지방세포에서 FABP 및 fatty acid 

transport protein(FATP)와 상호작용하여 지방산 이동을 촉진시키는 단백질이다. GLUT4는 

세포내로 포도당을 수송하는 단백질로, 발현이 증가하면 세포내 포도당의 유입이 증가하여 

중성지방 합성도 증가한다.

(5) 중성지방의 분해

(가) 지단백질 분해효소(lipoprotein lipase, LPL) 활성

LPL은 중성지방을 유리지방산과 글리세롤로 분해시킨다. LPL은 주로 모세혈관내피세포

에서 heparin sulfate와 결합하여 존재하는데, LPL은 혈중에는 미량 존재한다. LPL 활성이 

증가하면 중성지방 분해가 증가하여 혈중 중성지방농도가 저하된다.  

(나) 간 중성지방 리파아제(hepatic TG lipase, HTGL) 측정   

HTGL는 중성지방이 풍부한 지단백질에 작용하여 VLDL을 LDL로 전환시키고, HDL 

대사에서는 HDL3를 HDL2로 전환시키는 역할을 한다. 

(다) Adipose triglyceride lipase (ATGL) 및 호르몬 민감성 지단백질 분해효소 
(hormone sensitive lipoprotein lipase HSL) 활성 

ATGL과 HSL은 근육이나 고환, 부신 등의 다양한 장기에 분포하긴 하지만, 지방조직에서 

주로 활성화 되어 중성지방을 분해하는 효소이다. ATGL과 HSL 활성이 증가하면 체지방에 

저장된 중성지방 분해가 증가한다.

(라) Acyl-CoA Synthetase(ACS) 활성 

세포내로 유입된 지방산은 ACS에 의해 fatty acyl CoA로 지방산이 활성화되어 지방산 

산화의 기질로 사용된다. ACS 활성 증가로 활성화된 지방산을 많이 생산되면 지방산 산화가 

촉진된다.
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(마) Carnitine Palmitoyl Transferase(CPT) 효소 활성

CPT는 활성화된 지방산이 산화되려면 미토콘드리아의 막(외막과 내막)을 통과해야 하는데, 

이 과정을 촉매하는 효소이다. CPT 활성이 증가하면 활성화된 지방산을 세포질에서 미토

콘드리아내로 이동시켜 지방산 산화가 촉진된다. 

(바) 지방산 산화율(faty acid oxidation rate)

지방산 산화율은 지방산이 에너지원으로 전환되는 비율을 의미한다. Fat oxidation rate이 

증가하면 중성지방이 빠르게 에너지로 이용되어 혈액 중성지방의 농도가 낮아짐을 유추할 수 

있다.

(사) 지방 조직 glycerol 함량 측정

중성지방은 가수 분해되어 glycerol과 fatty acid이 되므로, glycerol의 함량이 많아지는 

것은, 중성지방의 분해가 증가되었음을 의미한다. 지방은 glycerol과 fatty acid로 분해되므로 

glycerol의 함량이 많아지는 것은 지방세포에서 중성지방의 분해가 증가되었음을 의미한다. 

(아) 지방산 산화 관련 mRNA 발현

간 또는 근육에서 지방산의 산화 증가 기전 규명을 위해서는 peroxisome proliferator- 

activated receptor-coactivator 1(PGC-1), peroxisome proliferator-activated 

receptors(PPARα),  AMP-activated protein  kinase(AMPK)  유전자 발현을 분석한다. 

PGC-1 발현이 증가하면 간에서 지방산 산화 증가 및 중성지방 합성 감소가 나타난다. 

PPARα는 주로 간, 심장, 근육, 신장에 발현하여 지방산의 산화와 아포 지단백질의 합성을 

조절한다. 간에서 AMP-activated protein Kinase(AMPK) 증가는 SREBP-1c 발현을 

감소시킬 뿐만 아니라, SREBP-1c의 표적 유전자를 감소시켜 간에서의 중성지방 합성을 

억제한다. AMPK 발현이 증가하면 지방산 산화가 증가하여 중성지방 합성이 억제되는 것으로 

해석된다. 또한 AMPK 발현이 증가하면 고혈당 개선에 도움이 되는지 알아볼 수 있다. 

(6) 기타 지표

아래 지표들은 혈중 중성지방 개선을 위한 기능성 원료 평가에서 특히 인체적용시험에서 

직접적인 평가 기준이 아닌 부가적인 기준으로 사용될 수 있다.
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(가) 허리둘레 측정

허리둘레는 내장비만을 반영하는 유용한 지표이다. 허리둘레가 감소하면 혈중 중성지방 

농도 저하도 기대할 수 있다. 복부비만의 판정기준은 허리둘레가 남자 90 cm 이상, 여자 

85 cm 이상으로 판정한다. 또는 허리-엉덩이둘레 비율(Waist to hip ratio, WHR)로 판정

하기도 한다. 허리-엉덩이둘레 비율이란 엉덩이 둘레에 대한 허리둘레의 비율에 의해 복부

비만을 판정하는 지표이다. 계산은 허리둘레를 엉덩이둘레로 나누면 된다. 판정은 WHR이 

남자의 경우 0.95 cm 이상, 여자의 경우 0.85 cm 이상이면 복부비만으로 판정한다. 

(나) Tumor necrosis factor-α(TNF-α), interleukin-6(IL-6), Plasminogen 
activator inhibitor type 1(PAI-1)

지방조직에 중성지방이 과다 축적되면 아디포사이토카인 분비가 증가하는데 특히 TNF-α, 

IL-6, PAI-1등의 cytokine이 증가한다. 혈중 중성지방농도 개선은 아디포사이토카인 생성 

저하와 연관성을 나타낸다.
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2. 주요 바이오마커의 측정방법

가. 혈중 중성지방 변화

(1) 공복 혈중 중성지방 농도

동물시험과 인체적용시험에서 측정가능하다. 동물의 경우, 시험식이 섭취 후 1일 금식 후에 

꼬리정맥에서 혈액을 채취하여 혈장을 분리한다. 인체적용시험에서는 최소 10시간 이상 

금식한 후에 혈액을 수집하여 혈청 중성지방 농도를 분석한다. 혈청 중성지방농도는 효소비색법

(enzymatic colorimetric assay)을 이용한 kit를 사용하여 분석한다. 즉 증류수(blank), 

중성지방 표준액, 혈청 시료를 준비한다. 중성지방 및 그 가수분해물들의 반응을 촉매하는 

효소들, 즉, lipoprotein lipase(LPL), glycerol kinase(GK), glycerol phosphate oxidase 

(GPO), peroxidase가 들어있는 중성지방 키트 시약을 첨가하고 혼합한다. 일련의 작용으로 

생성되는 키노이드 색소를 550nm에서 분광광도계(spectrophotometer)로 흡광도를 측정

한다. 생성되는 색깔의 정도는 중성지방의 양과 직접적으로 비례하게 되며 표준액의 흡광도와 

비교하여 혈청시료의 중성지방 함량을 계산한다. 공복시 혈청 중성지방은 대부분은 초저밀도

지단백질(very low density lipopotein, VLDL)에 존재하므로, 공복 혈청 중성지방 함량은 

VLDL 함량과 관련 있다. 

(2) 식후 중성지방 농도

식후 혈장 중성지방 농도는 동물과 인체에서 측정할 수 있다. 동물시험의 경우 실험동물의 

특성에 따라 식후에 시간에 따른 중성지방 최고치(TG peak)가 나타나는 시간이 다르므로 

예비실험을 통해 식후에 중성지방 최고치가 나타나는 시점을 찾고, 그 시점 부근에서 식후 

중성지방 농도를 측정한다. 토끼를 이용한 동물시험의 경우, 토끼의 식후 혈장 TG 수준은 

feeding 시작 후 15-21시간에 최고치가 나타나기 때문에 혈장 샘플은 식후 15-21시간에 

걸쳐 귀의 동맥에서 혈액을 채취한다. 식후 혈장 중성지방농도는 키트 시약으로 분석한다. 

인체 실험의 경우 최소 10-12시간이상 공복 상태 하에서 표준화된 고지방 용액

(standardized fat overload,  25% 유지방 크림 200g 과 난황 50g 이루어짐)을 섭취하게 

한다. 섭취 후 8시간 동안 매 시간마다 혈액을 채취하여 중성지방 농도를  효소 비색법으로 

측정하여 비교한다. 시험이 완료 될 때까지 음식이나(물 제외) 음료를 제공하지 않는다. 
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(3) Area under the curve(AUC) 

동물시험과 인체적용시험에서 측정 가능하다. 동물시험(wister rats)의 경우 24시간 금식 

후에 1.5 mL의 올리브 오일을 구강으로 섭취시키고, 혈액을 0-6시간 동안, 매시간 채취하여 

혈장 중성지방 농도를 측정한다. 인체적용시험에서는 실험자를 10시간 이상 금식하게 한 후 

카데터를 전주정맥에 배치하고 30분 동안 휴식한다. 혈액 채취한 후에, 시험 식이(고지방식이 

또는 지방유제)를 섭취하게 한 후 동안 8시간 동안 시간마다 혈액을 채취하여 중성지방 농도를 

측정한다. 혈장에서 측정한 중성지방 농도와 시간간의 곡선을 그리고 그 아래 면적을 사다리꼴

규칙(trapezoidal rule)에 의해 계산한다(단위는 농도 × 시간임). 곡선하에서 증분 영역

(IAUC)측정은 AUC 측정에 이용된 각각의 시간 지점에서 실험 시작 전 75분에 측정한 중성

지방 농도를 감산하여 계산한다. 실험식이의 AUC/IAUC가 대조군 보다 유의적으로 저하되면 

중성지방 개선 효과가 있다고 판단한다. 

나. 소화와 흡수

(1) 췌장 lipase 활성 

시험관 실험에서 췌장 lipase 활성을 측정한다. 돼지 pancreatic lipase 수용액에 버퍼를 

첨가하여 효소액을 준비한다. 시험시료를 효소액과 섞어 15분 동안 37°C에서 기질 수용액

(10 mM p-nitrophenyl butyrate, p-NPB)과 함께 배양시킨다. Lipase 활성은 ELISA 

reader를 사용하여 405 nm에서 p-NPB가 p-nitrophenol로 가수분해 되는 양을 측정하여 

계산한다. 계산법은 다음과 같다: 저해율(%)＝ 1－(시료를 첨가하지 않은 대조군의 흡광도－

시료를 첨가한 반응군의 흡광도)/시료를 첨가하지 않은 대조군의 흡광도×100). 

(2) 소장 중성지방 흡수율

동물시험으로 측정하며 실험동물에게 triolein(isotope화된 중성지방)을 경구 투여하고 

변으로 배설되는 동위원소를 측정하여 경구로 공급된 동위원소와 변으로 배설되는 동위원소의 

비를 비교한다. 소장흡수율 측정모델(intestinal mesenteric lymph duct-cannulated rat 

model)을 이용하여, 중성지방의 흡수율을 측정할 수도 있다. 실험방법은 위장으로 실험물질을 

포함한 지질유화액 triolein, 담즙산 포함)을 투여하고, 동시에 8시간 동안 시간대 별로 림프

순환계로 분비되는 중성지질을 측정한다. 실험동물은 림프관 우회수술(mesenteric lymph 

ductcannulation surgery)을 하기 전에 16시간 절식시킨 후 실험동물을 개복하여 소장 
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림프관으로 림프시료 채취관을 수술적인 방법으로 옆구리에 배관한다. triolein의 흡수량은 

각 시간별 림프의 riolein의 방사선 활성도와 지질유화액의 제조에 사용된 triolein의 방사선 

활성도를 퍼센트 농도(% dose)로 나타낸다. 

(3) 변 중성지방 농도 

동물시험 및 인체 실험에서 측정 가능하다.  동물시험의 경우 변은 사육기간 마지막 1∼5일 

동안 수집한 것을 사용한다. 인체적용시험의 경우, 실험식이 기간 완료일 전부터 미리 칭량 

플라스틱 용기에 수집한다. 수집한 시료를 60℃ 오븐에서 하룻밤 건조하여 사용한다. 시료 

100mg을 클로로포름-메탄올을 사용하여 2분간 균질화한다. 균질액을 원심분리하여 녹지 

않은 부분을 제거하고 지질 추출액을 얻는다. 0.9% NaCl 용액을 넣고 수 초간 교반기로 

섞은 후 원심분리하여  두 층으로 분리한다. 상층액을 제거한 후 아래층에서 지질을 추출함. 

추출된 지질을 에탄올 녹여서 중성지방 분석에 사용한다. 중성지방농도는 분석용 키트를 

사용하여 분석한다. 

(4) 중성지방 흡수 관련 유전자 발현

실험방법은 다양한 농도의 시험물질에 노출시킨 세포 또는 실험동물 조직에서 RNA를 

추출한 후 정량한다. RNA(2ug)에 oligo(dT) primer를 사용하여 FATP4, CD36, 각각의 

cDNA를 합성한다. SYBR Green PCR Master Mix, cDNA, primers, 그리고 RNase-free 

water를 넣고 PCR로 증폭시킨다. Sequence Detector software를 사용하여 Amplification 

data를 분석한다. Relative mRNA expression 수준은 mathmatical formulas를 사용하여 

분석한다. 

다. 중성지방의 체내 이동 

(1) 아포지단백질(apolipoprotein) 농도 

동물시험과 인체적용시험에서 공복 또는 식후 혈액을 수집하고 원심분리하여 혈장을 분리

한다. 효소결합면역흡착검사(enzyme linked immumosorbent assay, ELISA)를 이용한 

키트 시약으로 아포지단백질 농도를 측정한다. ApoB-48 측정의 경우 Well plate에 

ApoB-48 항체를 넣어 코팅한 후 증류수(blank), ApoB-48 표준액, 시료(혈장)를 각각 넣어 

37℃에서 2시간 동안 반응시킨다. ApoA-1, ApoB-48 항체를 각각 반응시킨 후에 
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horseradish peroxidase(HRP)와 반응시키고 stop solution을 넣어 반응을 종결시킨다. 

450nm 파장에서 흡광도를 측정하고 표준액의 흡광도와 비교하여 시료의 ApoB-48 함량을 

계산한다. 

(2) 킬로미크론 내 중성지방 및 apolipoprotein B-48 농도

킬로미크론 내 중성지방 및 apolipoprotein A-1, apolipoprotein B-48 농도를 측정

하기 위해서는 동물시험(실험쥐의 경우)의 경우 2주 동안 지방 식품/지방 유제를 섭취 후 30분, 

90분, 180분, 5시간에 걸쳐 동물꼬리 정맥에서 혈액을 채취한다. 인체적용시험의 경우, 

킬로미크론 분획에서 중성지방을 측정하기 혈중 중성지방이 최고치를 나타내는 0∼4시간내의 

혈액을 채혈한다. 킬로미크론을 분리하기 위해서는 혈액을 먼저 4°C에서 3,500 rpm으로 

15분간 원심 분리하여 혈장을 얻는다. 혈장에 밀도 1.019 g/mL KBr 용액을 넣은 후 혈장을 

속도 16,000×g로 20분간 초고속 원심 분리하고 상층액을 취하여 킬로미크론을 분리해

낸다. 킬로미크론 내의 중성지방과 ApoA-1, ApoB-48 농도는 위에서 서술한 방법으로 

측정한다.

(3) VLDL 내 중성지방 및 apolipoprotein B-100 농도 

동물시험(SD rat)에서는 실험 기간 내에 장에서 분비되는 apo B-48와 킬로미크론 분비를 

억제하기 위해 최소 7시간 공복 상태를 유지시키고, Triton WR-1339의 정맥 주입(600 

mg/kg 20% NaCl(w/v))한 후 30분, 90분, 180분, 5시간에 동물의 꼬리정맥 에서 혈액을 

채취한다. 인체적용시험의 경우 최소 10시간 이상 공복상태에서 혈액을 채혈한다. 혈액을 

원심분리한 후 혈장에서 위에 서술한 방법으로 킬로미크론을 분리해낸다. 킬로미크론이 제거

된 혈장을 다른 튜브에 옮기고 혈장 위에 밀도 1.006g/ml KBr 용액을 넣고 초고속원심분리

(435,680×g, 2시간, 15°C)한 후, 상층액을 취하여 VLDL을 분리해낸다. VLDL 내의 중성

지방 및 ApoB-100 농도는 위와 같은 방법으로 측정한다. 

(4) VLDL-ApoB-100 및 중성지방 생성율(production rate)

동물시험과 인체적용시험에서 측정한다. 동물시험의 경우 Triton WR-1339 물질을 정맥 

주사하면 지단백질 분해효소(lipoprotein lipase, LPL)의 활성이 억제되므로 VLDL-ApoB 

생성율은 시간에 따른 VLDL 내 ApoB 농도에 비례하며, VLDL 내 중성지방 생성율은 VLDL 

내 중성지방 농도에 비례한다. 그러므로 시간별 혈장 중성지방 또는 혈장 ApoB-100의 농도를 

측정하여 농도-시간 반응식에서 생성률을 계산한다. 동물시험에서는 Triton WR-1339(500 
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mg/kg) 또는 P-407(1,000 mg/kg)를 주사하고 혈장 TG 농도를 24시간에 걸쳐 측정한다. 

일부의 경우, 마우스는 약물을 주사하기  4시간 전에 절식 또는 무 지방(옥수수 플레이크) 

다이어트로 전환한다. 그 후에 주사 이전에, 주사 다음 1, 2, 6 및 24시간에서 헤파린이 포함된 

튜브에 혈액 샘플을 수집한다. 

인체적용시험에서도 측정하는데 실험자에게 지질 유제(intra-lipid, chylomicron-like 

중성지방 emulsion)를 섭취시키면 체내 킬로미크론이 합성되며 체내에서 분비되는 지단백질 

분해효소(LPL)은 킬로미크론을 우선적으로 분해하여, 혈중 VLDL은 그대로 남아있게 된다. 

실험 방법은 10시간 금식 후에 정맥으로 20% 지질유제(0.1 g/kg)을 1분 이내에 정맥 주사

하고 그 이후에는 10% 지질유제(0.1 g/kg/h)를 75분 동안 주사한다(LPL에 의한 VLDL제거를 

방지하기 위해 75분간 투여함). 주사 후 2.5, 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 및 75분에 혈액을 

채혈한다. 이때 주의할 점은 혈장 샘플에 들어 있는 지질 유제 내 중성지방 농도를 측정하여 

보정해 주어야 정확한 VLDL-중성지방 측정이 가능하다. 혈장에서 위와 같은 방법으로 

VLDL를 분리하고 시간별로 혈장 VLDL 내 중성지방 농도 및 ApoB 농도를 측정하고 반응식

(시간-농도)을 이용하여 기울기를 계산하여 생성률을 계산한다. 

(5) Large VLDL(VLDL1) 내 중성지방 생성율(production rate)  

Large VLDL(VLDL1)에서 중성지방 생성율 측정은 VLDL-TG 생성율 방법과 동일하지만, 

혈장 VLDL에서 VLDL1을 분리하여 VLDL1내의 중성지방 농도를 시간별로 측정해야 한다. 

VLDL에서 VLDL1과 VLDL2의 분리는 누적 밀도구배 초고속원심분리법(ultracentrifugation 

density gradient technique)에 의해 시행한다. 즉 혈장에 1.019g/ml의 농도의 NaCl 

용액을 혼합하고 2시간 동안 초고속원심분리한 후 상층액을 취한다. 총 VLDL 혈장 샘플은 

혈장 밀도를 1.118 g/mL 가 되도록 solid NaCl를 첨가하고, 그 후에 다시 1.182g/ml KBr 

용액을 첨가하여 밀도를 1.0988-1.0588 g/mL가 되도록 만든다. VLDL1은 혈장 샘플을 

초고속원심분리(39,000 rpm, 1시간 20분)한 후 상층액 1.0 mL(밀도 1.0588 g/mL)를 

취하면 된다. 상층액 1 mL를 분리 후 다시 밀도 1.0588 g/mL)용액을 첨가하여 원심분리

(18,500 rpm, 15시간 30분,  23°C)하여 상층액 0.5 g/mL를 취하면 VLDL2가 된다. 인체

적용시험에서의 VLDL1-중성지방 생성율 계산 예시는 다음과 같다. VLDL1- 중성지방 생성율 

= 기울기 (mg/ml/min)×혈장 부피(dL, 4% of body mass)×60분 

예를 들어서, 중성지방 기울기 1.0589, 혈장 3.38l 가정하면 VLDL-중성지방 생성율 = 

1.0589 × 33.8 × 60 = 2.147 mg/h이다. 
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라. 중성지방의 합성 

(1) 지방산 합성

(가) 혈중 포도당 및 인슐린 농도

고 탄수화물 섭취로 인해 혈중 포도당 농도가 증가하면 인슐린이 분비가 증가하게 되고 

잉여 포도당을 피하지방에 저장하여 고중성지방혈증을 유발한다. 

(나) Glycerol-3-phosphate dehydrogenase(GPDH) 활성

시험관 시험과 동물시험에서 측정 가능하다. 시험관 시험에서는 시험시료를 처리한 후 

지방전구세포(3T3-L1 cell), 또는 간세포(HeG2 cell)를 얼음물 온도로 냉각된 PBS로 두 번 

세척한 뒤, cell lysation buffer를 이용하여 세포단백질을 추출하여 샘플시료로 한다. 동물

시험에서는 시험시료를 섭취한 쥐를 희생하여 간 또는 지방조직을 적출한 뒤, 조직 균질액을 

만든다. 균질액을 2회 원심 분리 (10,000 g, 4°C)하여 cytosolic 상층액을 분리하여 샘플 

시료로 사용한다. GPDH 활성측정은 100 mM triethanolamine-HCl buffer, pH 7.5, 

0.12 mM NADH, 2.5 mM EDTA, 0.2 mM dehydroxy acetone phosphate, 0.1 mM β

-mercaptoethanol, 동일한 양의 단백질을 사용하여 340 nm에서 1분 간격으로 10분간 

흡광도 변화를 측정하여 GPDH의 활성을 계산한다. 효소활성 1unit는 1nmol NADH/min이 

산화되는 것으로 한다. 단백질 정량은 Bradford법을 사용하여 450nm에서 흡광도를 측정한 

후 단백질 함량을 계산하여 세포 내 총 단백질량을 측정한다. 

(다) 혈중 유리지방산 농도 

동물시험과 인체적용시험에서 가능하며 금식한 후에 혈액을 수집하고, 원심분리하여 혈청을 

준비한다. 혈청 샘플을 효소비색법을 이용한 키트 시약으로 분석한다. 즉 증류수(blank), 

유리지방산 표준액, 혈청 시료에 반응액을 첨가하여, 37°C에서 5분간 반응시킨다. 그 후 

546nm에서 흡광도를 측정하고 표준액의 흡광도과 비교하여 유리지방산 농도를 계산한다.  

(라) Acetyl-CoA Carboxylase1(ACC1) mRNA 발현

시험관 시험과 동물시험에서 측정 가능하다. 시험관 시험에서는 시험시료를 처리한 후 

간세포(HeG2 cell)를 plate에 분주하여 후보물질을 함유한 배지에서 48시간 동안 배양

한다. 완충용액으로 2회 세척하고, 1시간 동안 완충용액으로 배양한 후, Trizol 시약(또는 

RNA 분리 kit)으로 RNA를 추출한다. 
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동물시험에서는 실험동물을 희생하여 간 조직을 적출하고 균질화 하여 균질액 샘플을 

만들어서 샘플안의 총 RNA를 추출한다. 샘플별로 추출한 RNA 함량을 동일하게 맞춘다. 

추출한 RNA를 oligo(DT) primer 이용하여 cDNA를 합성한다. 실험동물의 종에 맞도록 

ACC1 primer를 제작한다. 제작된 primer에 맞도록 반응온도와 cycle을 조절하여 quantitative 

RT-PCR을 실시하여 ACC1 유전자의 발현 양을 정량한다. 이때 endogenous control 

유전자로 normalization한다. 

(마) ATP citrate lyase(ACL) 활성  

시험관 시험과 동물시험에서 측정 가능하다. 시험관 시험에서는 시험 물질을 처리한 간 

세포를 PBS로 두 번 세척한 뒤, 효소 추출 완충용액을 첨가하고 원심분리하여 상층액을 얻어 

실험 샘플로 한다. 

동물시험에서는 간 균질액을 실험샘플로 준비한다. 준비된 실험 샘플은 기질용액(20 mM 

citrate, 0.5 U/mL malic dehydrogenase(MDH), 0.33 mM CoASH, 0.14 mM NADH)을 

첨가하여 두 세트로 준비한다. 한 세트에는 5 mM ATP를 첨가하고, 나머지 한 세트에는 

ATP를 첨가하지 않는다. ACL 촉매 반응에 의해 생성되는 옥살아세트산(oxaloacetate)의 

수율은 37°C에서 MDH-촉매반응에 의해 소비된 NADH의 양을 340 nm의 흡광도의 변화

로서 측정한다. ATP를 첨가하지 않은 시료(대조군)의 흡광도 값을 감산한 후,  ACL 활성

(U/mg/min)은 추출물의 총 단백질 농도로 보정하여 계산한다. 

(바) Fatty acid synthase(FAS) 활성

시험관 시험과 동물시험에서 측정 가능하다. 시험관 시험에서는 시험 물질을 처리한 간 또는 

지방세포를 PBS로 두 번 세척한 뒤, 효소추출 완충용액을 첨가하고 원심분리 하여 상증액을 

얻어 실험 샘플로 한다. 동물시험에서는 조직 균질액을 원심분리하여 cytosolic 상층액을 

실험 샘플로 준비한다. 실험 샘플에 효소원(β- mercaptoethanol, acetyl-CoA, malony- 

CoA, NADPH)을 순서대로 넣고 분광광도계를 이용하여 340 nm에서 4분간 흡광도를 측정

한다. 효소원의 단백질 농도를 측정하고 효소활성은 1분당 단백질 1 mg이 생성하는 

NADPH의 양(nmol/min/mg protein)으로 나타낸다. 
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(2) 중성지방 합성효소

(가) Glycerol-3-phosphate acyltransferase(GPAT), diacylglycerol 
acyltransferase (DGAT), monoacylglycerol acyltransferase(MGAT) 활성

실험관 실험에서 microsome 샘플 준비는 시료가 처리된 세포(간 세포 및 지방전구세포)를 

세척하여 microsomal buffer A(250 mM sucrose, 10mM Tris (pH 7.4), 1 mM EDTA)를 

넣고 균질화한다. 균질액을 600×g, 15분 및 4°C에서 원심분리하여 상층액만을 취하고, 

이를 다시 100,000×g, 60분 및 4°C에서 원심분리하여 microsome 분획을 분리한다. 수집된 

microsome 분획을 microsome buffer B(250 mM sucrose, 10 mM Tris(pH 7.4)에 

재현탁하고 샘플안의 단백질의 농도를 측정한 후에 샘플로 사용한다. 

동물 시험에서 micorsome 샘플 준비를 위해 실험동물의 조직(지방 복막, 간, 소장)을 

분리하여 세척하고, 장 점막은 핀셋으로 긁어서 수집한다. 간 및 지방 조직은 가위를 이용하

여 작은 조직 조각으로 절단한다. 조직들을 microsomal buffer A로 세척한 후에 균질화 

한다. 이 균질액을 4℃, 14,000×g에서 20분 동안 원심 분리하여 상층액을 얻는다. 상층액은 

100,000×g에서 1시간 동안 원심 분리하고 얻어진 침전물은 microsome buffer B를 첨가

하여 현탁액을 만든다. 

GPAT 효소 활성 측정을 위한 효소 기질 반응액으로는 palmitotyl-CoA와 [14C] 

glycerol-3-phosphate(G-3-P)를 사용한다. DAGT 실험에는 기질 반응액으로 1,2- 

dioleoylglycerol과 [14C] palmitoyl-CoA를 첨가한다. MAGT 실험에서는 기질반응액으로 

2-monoolein과  [14C] palmitoyl-CoA를 사용한다. 실험 순서는 기질 반응액에 시험 시료 

및 2mM N-Ethylmaleimide (NEM)을 첨가하여 15분간 반응시킨다. mitochondrial 

protein을 넣은 다음 26°C에서 20분 동안 반응시킨 후, stop solution 1ml를 가하여 반응을 

정지시킨다. 생성된 [14C]을 분리하여, 수용성 liquid scintillation counter (LSC) cocktail을 

첨가한다. 생성된 방사능의 양을 측정하여 대조군과 비교하여 GPAT의 효소 활성 저해율

(% inhibition)을 계산한다. MAGT와 DAGT도 기질 반응액을 달리하여 동일한 시험 방법

으로 분석한다. 

(나) 간 phosphatidate phosphohydrolase(PAP) 활성

시험관 시험과 동물시험에서 측정 가능하며, PAP 활성 측정을 위해 microsome 분획 샘

플을 위에 서술한 방법으로 실험 세포 및 실험동물 조직에서 준비한다. PAP의 기질 반응액

으로 0.05 M Tris-HCl(pH 7.0), 1.25 mM Na2-EDTA, 1.0 mM MgCl2, 1 mM 

phosphatidate, phosphatidylcholine을 이용하고 효소원으로 간 microsomal protein 

시료를 가하여 반응을 시작한다. 37℃에서 15분간 반응시키고, stop solution을 가하여 
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반응을 정지시킨다. 샘플액에 1.25% ascorbic acid, 0.32% ammonium molybdate, 

0.13% sodium dodecylsulfate를 가하여, 45℃에서 20분간 가온 발색시킨 후 820 nm에서 

흡광도를 측정한다. 

(다) 조직 (간, 지방) 중성지방 농도

시험관 시험에서는 시험물질을 처리하여 배양한 세포를 harvest한 후 원심분리용 tube로 

옮긴다. 원심분리하여 배양액을 제거하고, 0.5 mL의 0.1M potassium phosphate buffer, 

pH 7.4를 pellet에 첨가하여 2번 세척한다. 세포 내 지질을 chloroform-methanol 2:1 

(v/v)로 추출한 후  원심분리 후 상층액을 취하여 용매를 질소 가스로 날려버린 후 10% 

Triton X-100을 함유한 2-propanol에 녹인다. 상층액에서 중성지방 농도는 분석용 kit를 

사용하여 분석하고 total cell protein에 대한 농도로 나타낸다. 

실험동물의 간 또는 지방조직에서 중성지방을 측정하기 위해서는 조직 균질액을 사용한다. 

균질액을 원심분리하여 분리된 시료의 물층과 조직은 버리고 맨 아래 CHCl3층만을 분리한다. 

감압수기를 아래에 놓고 그 위에 깔대기와 거름종이를 올리고 sodium sulfate를 넣은 다음 

분리한 CHCl3 층을 넣어 수분을 제거하며 걸러준 다음 감압 농축기를 이용하여 용액을 모두 

날린다. 감압수기의 무게를 측정한 후 chloroform으로 감압수기의 지질을 용해한다. 용해한 

지질중 중성지방 함량은 효소비색법을 이용한 kit 시약을 사용하여 분석한다.

(라) 중성지방 합성율(production rate)

중성지방 합성율은 동위원소를 이용하여 세포 또는 조직에서의 citrate cleavage 

enzyme, acetyl-CoA carboxylase와 fatty acid synthetase 활성을 측정하여 기질에서 

중성지방으로의 전환비율을 이용하여 계산한다. 시험관 시험에서 세포에 표지된 5 μCi/ml 

[3H]oleate 용액을 첨가하여 CO2 incubator에서 배양한다. 1시간 후 배양액을 버리고, 

세포를 ice-cold PBS로 잘 세척하고 2M NaOH를 첨가하여 세포를 떨어뜨리고 지질의 

비누화가 일어나도록 1시간 동안 95°C에서 배양한다. Recovery marker로 [3H]oleate 

(20,000dpm/시료)을 첨가하고 지질을 chloroform- methanol 2:1(v/v)로 추출한다. 

Thin layer chromatogram(TLC)에서 지질을 분리한 후 중성지방에 해당하는 밴드를 긁어서 

scintillation vial에 넣고 측정한다. 결과는 단백질 당 영입된 oleate농도(nmoles oleate 

incorporated/mg protein)으로 나타낸다. 

동물시험에서는 실험동물(Sprague-Dawley rats, 200∼300 g; C57Bl/6J mice, 16∼

18 g)에게 water를  2.5% 체수분량(body water, 체중의 60%가 수분이라 가정함)이 되도록 

꼬리정맥 또는 복강내 주사하고 그 후 12주 동안 마시는 물에 4% water을 넣어 사육한다. 

12주 후에 간 또는 지방 조직을 추출하여 이중 유리 조직 분쇄기에 넣고 methanol- 
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chloroform(2:1) 용액으로 균질화시킨 후 원심 분리하여 단백질을 제거한다. 단백질이 제거된 

추출물을 chloroform과 증류수로 추출한다. 수용성 분획은 버리고  지방산을 에스테르화하기 

위해 지질분획을 3N methanolic HCl으로  60분간(55°C) 처리한다. 지방산 메틸 에스테르를 

글리세롤로부터 분리하여 수용성 분획(글리세롤 함유)을 동결 건조하고, 글리세롤을 acetic 

anhydride-pyridine(2:1)으로 처리하여 글리세롤 트리아세테이트로 전환시킨다. 일부 

샘플을 추출하고 박층크로마토그래피(TLC)에 의해 다른 acylglycerides로부터 중성지방을 

분리한다. 중성지방은 상업용 키트 시약으로 분석한다.

(3) 중성지방 합성 관련 mRNA 발현

간세포 및 간 조직에서는 sterol response element binding protein(SREBP1), fatty 

acid binding protein(FABP), cluster of differentiation 36(CD36)의 mRNA 발현을 

측정한다. 지방세포 및 지방조직에서는 peroxisome proliferator-activated receptor 

gamma(PPARγ), adipocyte fatty acid binding protein(aP2), glucose Transporter 

type 4(GLUT4)등의 mRNA 발현을 측정한다. 

실험방법은 다양한 농도의 시험물질에 노출시킨 세포 또는 실험동물 조직에서 RNA를 

추출한 후 정량한다. RNA(2ug)에 oligo(dT) primer를 사용하여 SREBP1, FABP, CD36, 

PPARγ, aP2, GLUT4 각각의 cDNA를 합성한다. SYBR Green PCR Master Mix, cDNA, 

primers, 그리고 RNase-free water를 넣고 PCR로 증폭시킨다. Sequence Detector 

software를 사용하여 Amplification data를 분석한다. Relative mRNA expression 수준은 

mathmatical formulas를 사용하여 분석한다.
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마. 중성지방의 분해

(1) 지단백질대사에 관여하는 주요 효소

(가) 지단백질 분해효소(lipoprotein lipase, LPL) 활성

① post-heparin 혈장에서 지단백질 분해효소(lipoprotein lipase, LPL) 활성

LPL은 중성지방을 유리지방산과 글리세롤로 분해시킨다. LPL은 주로 모세혈관내피세포

에서 heparin sulfate와 결합하여 존재하는데, LPL은 혈중에는 미량 존재한다. heparin 

정맥 주사하여 LPL을 혈중으로 다량 유리시킨 후에 일반적으로 LPL활성을 측정한다. 동물

시험 및 인체적용시험에서 측정한다. 실험동물에서는 동물을 절식시킨 후 헤파린을 정맥 

주사하고 10분 후 혈액을 채취하고 원심분리하여 혈장을 얻는다. 인체 실험의 경우, 공복 

상태에서 heparin을 체중 1kg 당 30 단위로 정맥주사하고, 15분 후에 채혈한다. 2 mM 

glycerol-tri[9,10 (n)-3H] oleate, 189ng/ml L-α-포스파티딜콜린(phosphatidylcholine), 

14 mg/mL 소혈청 알부민(Bovine serum albumin, BSA), 140 mM Tris-HCl(pH 8.0), 

15% glycerol, 10% 우태아혈청(fetal bovine serum, FBS)으로 기질 용액을 준비한다. 

LPL 활성을 측정하기 위해서는 hepatic 중성지방 lipase(HTGL)활성을 억제하는 sodium 

dodecyl sulfate 를 50 mmol/L을 기질 용액에 첨가하고 혈장을 섞어 37°C에서 30분간 

배양한다. stop solution으로 반응을 종결시킨 후에 메탄올/클로로포름/헵탄을 넣고 섞고 

원심분리한다. 상층액을 취하여 ACS Ⅱ을 넣고 섬광 계측기로 방사능값을 측정한다. LPL 

활성은 혈장 1 mL 당 1시간 동안 생성된 유리지방산(올레산)의 농도(μmol/h/mL)로 나타

낸다.

② Pre-heparin 혈장 지단백질 분해효소(lipoprotein lipase, LPL)

Pre-heparin 혈장에서 지단백질 분해효소 측정은 공복시에 혈액을 채취하고 혈장을 

분리하여 위와 동일한 방법으로 혈장 지단백질 분해효소 효소 활성을 측정한다. post-heparin 

혈액에서는 지단백질 분해효소 다량 유출되는 장점이 있으나 단시간(급성) 고지방식이 등의 

평가에는 제한점이 있다. heparin을 투입하지 않은 pre-haparin 혈액에는 LPL이 미량 

존재한다. 그러나 pre-heparin 방법은 heparin 때문에 일어날 수 있는 여러 지질 수준의 

교란, 즉 헤파린-유도 혈액 응고, 헤파린 투여로 인한 조직 복원 대응 지연 및 헤파린에 의한 

지방 분해 등의 문제점을 최소화 할 수 있는 장점이 있다. 
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(나) 간 중성지방 리파아제(hepatic TG lipase, HTGL) 측정

LPL 효소 활성 측정과 같은 방법으로 동물시험과 인체적용시험에서 혈액을 수집하고 

HTGL 효소 활성을 측정한다. 실험방법은 LPL측정방법과 동일하나, HTGL 측정에서는, 

혈장에서 LPL 활성을 억제하기 위해 tris buffer, pH 8.8(0.75 mol/L NaCl 포함)를 기질용

액에 첨가하여 배양한다. 혈장에서 총 리파아제 활성(total plasma lipolytic activity(PLA)는 

LPL 활성과 HTGL 활성을 합하여 계산한다. 식이 물질이 내피 지방 분해 효소에 영향을 

주는지 아니면, 췌장 지방 분해효소에 의한 것인지를 구분하기 위해서는 pre-heparin 및 

post-heparin 혈장에서 리파아제 측정이 필요하다. 만약 실험물질과 대조군의 섭취에 pre-와 

post-heparin에서 측정한 리파아제 활성에 차이가 없고, 췌장 lipase 활성만 증가했다고 

가정하면 중성지방 개선 효능은 췌장 중성지방 소화 억제와 관련이 있다고 해석한다.

(다) Adipose triglyceride lipase (ATGL) 및 호르몬 민감성 지단백질 분해효소 
(hormone sensitive lipoprotein lipase HSL) 활성 

실험동물의 지방 조직(100mg)을 4℃에서 균질화시킨 후 원심분리하여 지방부분을 제거한 

무지방 샘플액에서 ATGL과 HSL 효소활성을 측정한다. 기질용액으로(1(3)-mono-[3H]oleyl- 

2-oleoyl glycerol과 L-α-phosphatidylcholine, BSA, Tris-HCl (pH 8.0), 15% glycerol, 

10% FBS을 혼합하고 37°C에서 30분간 배양한다. 0.1M potassium carbonate-borate 

buffer를 첨가하여 반응을 종결시킨다. 메탄올/클로로포름/헵탄을 넣고 방사능 표시된 유리 

지방산을 분리한다. 상층액을 취하여 섬광 계측기로 방사능값을 측정한다. ATGL과 HSL 

활성은 1 nmol 유리 지방산 생성 값을 의미한다. ATGL과 HSL 활성은 시료 중의 총 단백질 

농도와도 관련이 있으므로 단백질량으로 보정해야 한다. 

(2) 지방산 산화 

(가) Acyl-CoA Synthetase(ACS) 활성 

실험관 실험과 동물시험에서 측정이 가능하다. 시험관 시험에서는 시험 물질을 처리한 간 

또는 지방세포를 PBS로 두 번 세척한 뒤, 효소추출 완충용액을 첨가하고 원심분리 하여 상청

액을 얻어 실험 샘플로 한다. 동물시험에서는 일정량의 조직을 잘게 조각을 낸 후, 차가운 

균질화 완충용액(homogenization buffer)를 넣고 균질기를 사용하여 균질화시킨다. 균질

액을 원심 분리하여 상층액을 샘플로 사용한다. 



‘혈중 중성지방 개선에 도움을 줄 수 있음’ 편

43

ACS의 활성 측정은 샘플에 기질 반응액(200 mM tris 완충액, 14.5 mM adenosine 

5'-triphosphate 용액(ATP), 42.7 mM phospho(enol) pyruvate 용액(PEP), 72 units/mL 

myokinase 효소(MK), 120 units/mL PK/LDH 혼합된 효소들, 49 mM Coenzyme A 

5.3 mM β-nicotinamide adenine dinucleotide, reduced form solution (β-NADH))을 

넣고 잘 섞은 후 ACS 용액, 0.25%(v/v) Triton-100, 0.98 mM sodium oleic 용액를 넣고 

다시 한 번 잘 섞은 후 큐벳에 옮겨 34 0nm에서 ACS 농도 변화를 측정한다. ACS 활성은 

units/mg protein으로 나타내었다. 

(나) Carnitine Palmitoyl Transferase(CPT) 효소 활성

실험관 실험에서는 간세포를 10% BSA가 들어있는 DMEM 배지에서 24시간 배양한 후에 

배지를 제거하고 세포를 PBS로 세정 한 후, 기질 배양액 [50 mM imidazole, 70 mM KCl, 

80 mm sucrose, 1 mM EGTA, 2 mm MgCl2, 1 mM dithiothreitol, 1 mM 

Kaliumcyanid, 1 mM ATP, 0.1% fatty acid-free BSA, 70 μm palmitoyl-CoA, 0.25 

μCi l-[methyl-14C]-carnitine, and 40ug digitonin]에서 37°C에서 6분 동안 배양한다. 

배지에 과염소산(perchloric acid)를 첨가하여 반응을 정지 시킨 후, 세포를 수확하여 원심

분리한다. pellet을 deionized H2O에서 재현탁하고 부탄올로 추출한다. 부탄올에 함유된 

1-[methyl- 14C]-carnitine를 정량하여 아실 카르니틴 유도체(amount of acylcarnitine 

derivative)의 양을 나타낸다. 

동물시험에서는 동물에서 간 및 근육조직을 적출하고 Tris buffer로 균질화한다. 조직

에서 미토콘드리아 분획을 분리하여 샘플로 사용한다. 측정방법은 미토콘드리아 분획물을 

기질 배양액에서  4분 동안 25°C에서 배양한다. 배양 후에 배양액에 1 μCi (0.4 μmol) of 

l-[methyl-14C]-carnitine를 첨가하여 4분간 반응시킨다. 반응액에 차가운 1 N 염산을 첨

가하여 반응을 정지시킨다. 배앵액에 들어있는 1-[methyl-14C] -carnitine양을 부탄올로 

추출하고 대조군과 비교하여 CTP % 활성도를 표시한다. 

(다) 지방산 산화율(faty acid oxidation rate)

시험관 시험에서는 세포에 시험시료를 처리하여 2시간  배양 후 배지를 제거하고, 세포를 

완충용액(114 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, glucose 11 

mM)으로 30분간 배양한다. 배양 후에 세포를 다시 기질 용액(114 mM NaCl, 4.7 mM 

KCl, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, glucose 11 mM, 2.5 mM palmitate(알부민과 

결합된 10 mCi of [1-14C] palmitate)과 0.8 mM L-카르니틴을 첨가하고 2시간 배양한다. 

2시간 후 배양액에 benzothonium hydrochloride를 첨가하여 14CO2를 방출하게 하고 

바로 배양액에 7% perchloric acid을 첨가해 반응을 정지시키고  benzothonium 염산염을 
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제거하고 측정된 14C의 양을 액체섬광계수기를 통해 분석한다. 

동물시험의 경우 실험동물의 위에 관을 삽입하여 [1-14C] palmitate(2.94 mmol /kg)을 

투입한 후에 날숨을 통내 분비되는 CO2를 24시간 동안 수집한다. 지방산 산화율은 24시간 

동안 수집한 14C 양을 계산한다. 액체섬광분광계수가 높을수록 많은 양의 14C가 배출되었음을 

의미하므로, palmitate 지방산이 활발히 산화되었음을 의미한다. 

(라) 지방 조직 glycerol 함량 측정

시험관 시험과 동물시험에서 측정 가능하다. 시험관 시험에서는 분화된 3T3-L1 세포에 

시료를 처리한 후 48시간 배양한 배지를 튜브에 넣고 70℃에서 10분간 가열하여 세포로부터 

유리된 효소들을 불활성화 시킨다. 배지에 glycerol reagent에 첨가하여 1분간 반응시킨 후 

큐벳에 옮겨 넣고 흡광도를 540 nm에서 측정한다. 이때 단백질량을 Bradford 방법으로 

정량하여 세포수를 보정한다. 

동물시험에서는 CD36 null 마우스의 부고환 지방 패드를 작은 조각(<4 mm)로 절단하여 

즉시 세척하고 버퍼(129 mM의 NaCl, 5 mM의 NaHCO3를, 4.8 mL KCl, 1.2 mM의 

KH2PO4, 1.2 mM의 MgCl2, 2.8 mM의 glucose, 10 mM의 HEPES, pH 7.4)에 옮긴다. 

1시간 동안 세포 배양기에서 배양하고, 배지에서 방출되는 glycerol양을 위와 같은 방법의 

kit 시약으로 측정한다. 540 nm에서 흡광도의 증가는 배지 내에서 glycerol 농도 증가를 

나타낸다. 

(3) 지방산 산화와 관련된 mRNA 발현 

실험방법으로는 먼저 간 또는 근육 조직에서 total RNA를 Trizol reagent(또는 RNA 

extract kit)을 이용하여 추출하고, 순도 및 함량을 확인한다. 추출한 RNA, oligo(dT) primer, 

dNTP, reverse transcriptase, RT buffer. RNase inhibitor, RNase free water를 이용

하여 cDNA를 합성한다. PCR 튜브에 합성한 cDNA(PGC-1α, FXR, PPARα, HNF 4α)의 

forward primer와 reverse primer, SYBR Green PCR Master mix(또는 Taqman)를 

첨가한다. 제작된 primer에 맞도록 반응온도와 cycle을 조절하여 quantitative RT-PCR을 

실시한다. Ct(critical threshold)값을 normalization한 다음 상대적 비율을 비교하여 

PGC-1α, FXR, PPARα, HNF 4 mRNA 발현 정도를 측정한다. 

간과 근육에서의 AMP-activated protein kinase(AMPK) 유전자 발현 측정은 특히 

고중성지방과 고혈당의 공통 기전 연구에 대한 바이오마커로 유용하고, GLUT4, SREBP1c, 

FAS, PPARα, adiponectin 등의 유전자 발현도 같이 측정한다. AMPK의유전자 발현은 

위에 제시한 방법으로 측정한다. 
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바. 기타 지표 

아래 지표들은 혈중 중성지방 개선을 위한 기능성 원료 평가에서 특히 인체적용시험에서 

직접적인 평가 기준이 아닌 부가적인 기준으로 사용될 수 있다.

(1) 허리둘레 측정

허리둘레는 줄자로 쉽게 측정할 수 있으나 해부학적 부위에 따라 차이가 있을 수 있다. 

복부비만의 판정기준은 허리둘레가 남자 90 cm 이상, 여자 85 cm 이상으로 판정한다. 또는 

허리-엉덩이둘레 비율(Waist to hip ratio, WHR)로 판정하기도 한다. 허리-엉덩이둘레 

비율이란 엉덩이 둘레에 대한 허리둘레의 비율에 의해 복부비만을 판정하는 지표이다. 계산은 

허리둘레를 엉덩이둘레로 나누면 된다. 판정은 WHR이 남자의 경우 0.95 이상, 여자의 경우 

0.85 이상이면 복부비만으로 판정한다. 

(2) Tumor necrosis factor-α(TNF-α), interleukin-6(IL-6), 
Plasminogen activator inhibitor type 1(PAI-1)

효소결합면역흡착검사(enzyme linked immumosorbent assay, ELISA)를 이용한 키트

시약을 사용하여 혈액의 TNF-α 농도, IL-6 농도 및 PAI-1 측정한다. 동물시험과 인체적용

시험에서 공복 혈액을 수집하고 혈장을 분리하여 시험 시료로 사용한다. 즉 각각의 항체로 코팅

되어 있는 plate에 시료를 넣어 반응시킨 후, 각각의 항체를 반응시킨다. 이후 horseradish 

peroxidase(HRP) 효소를 넣어 반응시키고, HRP 효소에 대한 기질로 TMB 용액을 넣어 

TMB 기질 용액을 넣고 실온에서 11∼21분간 반응시킨다. Stop solution(황산)을 넣어 반응을 

종결시키고 색상의 변화를 450 nm에서 흡광도로 측정한다. 표준액의 흡광도와 비교하여 

시료의 TNF-α, IL-6, 및 PAI-1 변화를 계산한다. 흡광도가 높을수록 아디포사이토카인의 

함량이 높음을 의미한다. 
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3. 시험 설계 시 고려사항

가. 시험관시험

(1) 시험계 

혈중 중성지방 개선 효과를 확인하기 위하여 인간 간암세포주인 HepG2 세포주와 비만

세포주인 3T3-L1을 사용한다. HepG2  세포주는 정상 세포주에 비해 간 기능이 불완전하여 

낮은 대사활동 및 간에 활성을 보이는 시토크롬450 시스템 관련 효소의 낮은 활동으로 인해 

중성지방의 개선에 대한 효과를 간세포 기능에 의한 영향을 받지 않고 확인할 수 있는 장점이 

있다. 3TS-L1 세포주는 중성지방의 합성 및 축적을 증가되어 중성지방에 증가와 감소를 

확인하기에 용이하다. 

(2) 바이오마커

원료의 중성지방 개선을 평가하기 위해 예상되는 대사 경로에 위치하고 있는 바이오마커의 

양, 활성, 단백질 발현, mRNA 발현 등을 측정한다.

(3) 통계처리

시험결과는 대조군과 시험군을 통계적으로 비교하여 p<0.05 수준에서 유의성을 판정한다.

나. 동물시험

(1) 실험동물

혈중 중성지방 개선 효과를 확인하기 위하여 4-9주령 수컷 C57BL/6 mice를 많이 사용

한다. 

(2) 시험설계

실험동물을 대상으로 식이에 혼합하여 시험물질을 공급하거나, 강제경구 투여할 수 있다. 
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(3) 바이오마커

혈장 중성지방, 조직(간, 지방)에서의 중성지방 등 다양한 바이오마커를 측정할 수 있다. 

(4) 통계처리

시험결과는 대조군과 시험군을 통계적으로 비교하여 p<0.05 수준에서 유의성을 판정한다.

다. 인체적용시험

(1) 시험대상

(가) 시험대상자(예시)

공복 시 혈중 중성지방 농도가 정상(150 mg/dL 미만)에서 경계(150∼199 mg/dL) 

수준에 속하며 약물을 복용하지 않는 자를 대상으로 한다.

* 공복 시 혈중 중성지방 농도가 높음 수준(200∼499 mg/dL)에 속하는 자가 일부(윤리적으로 허용되는 범위) 

포함될 경우 약물을 복용하거나 약물 처방이 필요한 자는 반드시 제외되어야 함

(나) 대상자 제외기준(예시)

○ 첫 번째 방문 전 8주 이내에 지질 대사에 영향을 주는 약물이나 건강기능식품을 

지속적으로 복용한 대상자

○ 다음의 질환이 있는 대상자 

 ① 심근경색, 뇌졸중, 조절되지 않는 고혈압 환자(≥160/100 mmHg) 

 ② 당뇨병(공복혈당≥126 mg/dL)으로 진단받고 약물 복용중인 경우 또는 선별

검사에서 공복혈당 126 mg/dL 초과로 확인된 경우

 ③ 간기능 장애 (AST, ALT 정상 상한치의 3.0배 이상 상승) 

 ④ 신기능 장애 (Creatinine 정상 상한치의 1.5배 이상 상승) 

 ⑤ 갑상선 기능항진증 및 기능저하증 

 ⑥ 악성종양 

○ 가족성 고콜레스테롤혈증이 있는 자 

○ 첫번째 방문 전 4주 이내에 임상시험에 참여한 자 
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(2) 시험설계

무작위배정, 위약대조연구(randomized, controlled trial; RCT)를 기본으로 한다. 

(3) 바이오마커

혈장 중성지방 등 다양한 바이오마커를 측정할 수 있다.

(4) 통계처리

시험결과는 대조군과 시험군을 통계적으로 비교하여 p<0.05 수준에서 유의성을 판정

한다.

○ 알코올의존성 확인을 위한 설문도구인 AUDIT-K에서 알코올 중독이 의심되는 

점수가 확인된 경우 

○ 임산부 및 수유부 

○ 연구자가 본 시험에 참여하기에 부적절하다고 판단하는 기타 경우 또는 질환

○ 3개월 이내 임상 시험자
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