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Effe cts of Exe rc is e Tra ining o n Defe ns e Me chanis m

of Ag ing , Le a rning and Me mo ry Impa irme nts of

Se ns ce nce - Acce le rate d Mo us e SAMP8

Jong- Soo Lee

Department of Food and Life Science, Graduate School

Pukyong National University

ABSTRACT

T his study w as designed to evaluate and investigate the effect of

exercise training on defense mechanism of chronic degenerative disease,

aging , learning and memory impairment s of senescence- accelerated

mouse (SAM ) P8 mice under the hypothesis that "Senile dementia may

be prevented by exercises". T o evaluate the effect s of exercise training

on the experimental animal model, SAMP8 mice with learning and

memory impairment were divided into two groups, the control group

and exercise training groups performed with low (∨̇O2max 25∼33%),

middle(∨̇O2max 50%) and high (∨̇O2max 66∼75%). All SAMP8 mice

were fed experimental diet ad libitum until 4 and 8 months , and died.
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Body weights gain in 4 and 8 months of age were consistently and

significantly lower about 10% and 4% in middle group, and 20% and

10% in high group compaired with control group. Membrane fluidit ies

were significantly increased to 10.2% and 12.3% in brain mitochondria

and microsomes with middle exercise training (∨̇O2max 50%), whereas

were increased 5.3% and decreased 6.0% in brain mitochondria and

microsomes with middle exercise training (∨̇O2max 66∼75%) compaired

with control group.

Median and maximum lifespan in middle exercise group resulted in a

significantly increased(23.5% and 18.7%, respectively ), whereas these

lifespan in high exercise group resulted in an unexpectedly decreased

(13.5% and 12.1%, respectively ) compared with control group. Body fat

levels in 4 and 8 months of age were significantly decreased 43% to

51% in middle exercise group, whereas w ere remarkably deceased to

57% in high exercise group compared with control group. It is believed

that extending effect s of median and maximum lifespan may be effected

by carolie restriction through the exercise training .

Learning and memory impairments w ere significantly improved 15∼

30% and 14∼27% in 4 and 8 months of age by the middle and high

exercise groups . Accumulations of lipofuscin in brain of SAMP8 mice

were effectively decreased in middle exercise group, whereas these w ere

meaningful increased in high exercise group compared with control

group.
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LDL- cholesterol levels resulted in a significantly decreased 8∼16%

and 10∼13%, respectively , in middle and high exercise groups , but

HDL- cholesterol levels in 8 months of age resulted in a remarkably

incereased 20% in middle and high exercise groups compared with

control group. It is believed that lower LDL- cholesterol and atherogenic

index (AI), and higher HDL- cholesterol by the exercise training may be

beneficially acted in health and longevity of human .

Oxygen free radicals in aged SAMP8 mice of 8 months resulted in

a significantly decreased 10% of superoxide radical and 30% of

hydroxyl radical in middle exercise group, whereas these resulted in a

significantly increased 10% of superoxide radical and 10% of hydrogen

peroxide in high exercise group compared with control group. Lipid

peroxide(LPO) as an oxidative stress in aged SAMP8 mice of 8 months

resulted in a significantly decreased 13% in middle exercise group,

whereas these LPO resluted in a significantly increased 10% in high

exercise group compared with control group. Superoxide dismutase

(SOD) and glutathione peroxidase(GPx ) as a scavenger enzymes in

aged SAMP8 mice of 8 months resulted in a significantly increased

7.4% and 12.6% in middle exercise group, whereas these scavenger

enzymes resluted in a significantly increased 2.9% and 7.5% in high

exercise group compared with control group. It is believed that signi-

ficant decreases of oxygen free radicals and their oxidative stress in

middle exercise groups may be contributed the retardation of aging ,

whereas significant increases of these oxygen free radicals and their

oxidative stress in high exercise groups may be related the acceleration

of aging .
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Acetylcholine(ACh ) levels w ere significantly increased 6.7% and 8.5%

in middle and high exercise groups, but choline acetyltransferase(ChAT )

activities were significantly increased 10.3% and 11.9%, respctively , in

middle and high exercise groups . Acetylcholinesterase(AChE ) acitivities

in middle group only w ere significantly increased in 4 and 8 months of

age compared with control group. Monoamine oxidase- B(MAO- B)

activities in 4 and 8 months of age w ere effectively decreased 4.5∼

5.1% in middle exercise group, whereas these MAO- B acit ivities almost

did not change in high exercise group compared with control group.

T hese result s suggest that proper and regular exercises such as

middle group(∨̇O2max 50%) may play an effective role in attenuating

an oxygen radicals and their oxidative stresses, and may play an

desirable role in improving a learning and memory impairments and

preventing a senile dementia .
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Ⅰ . 서 론

옛날 중국 진나라 시황제(始皇帝 : BC 247- 210)가 그러했듯이 인간은

누구나 건강하게 오래 살기를 원한다. 그렇지만, 시황제도 50세를 넘기지

못했다는 사실은 우리에게 시사하는 바가 크다고 하겠다. 그렇지만, 21세기

에 접어들면서 과학과 의술의 발달로 인하여 인간의 최대 희망사항인 평균

수명이 80세를 넘어서면서 이제, 삶의 질에 대한 문제로서 풍요 속에서 건

강하게 오래 살기를 갈구하게 되었다.

지금까지의 장수연구의 결과, 칼로리 제한(calorie restriction : 소식(小

食)이 최고의 장수비결로 부상하고 있다. 칼로리 제한에 대한 연구는 이미

1935년 McCay 등이 칼로리 제한이 수명을 연장할 수 있다 는 가설을 제

안하였으며, 그 이유로서 대사율(metabolic rate)의 감소 및 성장 억제 등

을 제시하고 있다. 그 후 1970년 후반부터 텍사스의과대학(UT HSC at San

Antonio) 장수연구팀에 소식이 장수한다 는 가설하에 실험동물모델 SPF

Fischer 344 rat s를 사용하여 10여년간 두 번의 반복실험을 통해 40%의 칼

로리 제한(小食)은 평균수명을 거의 50%나 연장한다는 사실을 실험적으로

입증하면서 소식(小食)이 장수의 비결로 자리 매김하고 있다(Yu et al.,

1985).

칼로리 제한이 평균수명을 연장하는 메카니즘 연구로서 활성산소로 불

려지고 있는 free radcial, oxygen radcial, 또는 reactive oxygen species

(ROS)가 조직세포를 공격하여 세포막의 주성분인 지질성분을 공격하여 과

산화지질(lipid peroxide : LPO)이 생기면서 세포막의 구조적 손상을 받아

노화를 촉진한다는 Harman (1935)이 제안한 Free Radical T heory '에 기초

를 두고 있다. 최근에는 이들 활성산소의 공격에 의한 노화의 메카니즘으

로서 조직세포의 구조적 손상에 대한 가설로서 산화적 스트레스가설

(oxidative stress hypothesis )까지 등장하고 있다(Yu, 1996; Yu and Yang,
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1996).

건강하게 장수하는 방법으로서는 식생활과 운동으로 요약될 수 있다.

그 이유로서는 우리는 먹지 않고 살 수 없고, 또한 움직이는 활동으로서

운동을 빼고 생각할 수 없기 때문이다. 건강 장수를 위한 가장 효과적인

방법으로서 식생활은 식사량을 40% 제한한 칼로리 제한이 평균수명을

50%나 연장한다는 사실이 밝혀져 있다.

운동이 건강 장수에 어떤 영향을 미치는가 하는 연구에서 실험동물

(rat s )을 사용한 연구에서 운동그룹은 비운동그룹에 비해 최대수명에는 영

향을 미치지 못하지만, 평균수명이 15%까지 연장할 수 있지만, 여기에

30%이하의 칼로리 제한을 하면 평균수명이 50%이상 연장할 수 있다는 사

실을 실험적으로 증명했다(Holloazy et al., 1991).

운동 부하량은 산소 소비량과 밀접한 관계가 있다. 산소 소비량의 역설

적인 역할(oxygen paradox )로 인하여 운동시 산소의 반응은 운동 생리학

자들에게 많은 관심이 되어져왔다(Jenkins , 2000). Free radical이란 화학적

으로 최외각 전자퀘도에서 쌍을 이루고 있지 않은 전자를 지닌 원자나 분

자를 의미한다. 이러한 free radical로 알려진 활성산소는 오염물질, 끽연,

합성의약품, 환경호르몬, UV나 X- ray 조사, 과격한 운동, 과식 등의 외인

적 영향과 염증반응이나 효소반응 등 세포내의 여러 대사과정 등 내인적

영향에 의하여 생성된다는 사실이 밝혀져 있다(Singh., 1992). 그 예로 미

토콘드리아의 전자전달계에서 생성되고, peroxisome의 지방산 대사과정에

서도 생성되며, 병원체나 이 물질이 들어올 때 식세포(phagocytic cell)에

의해서도 생성된다.

특히 격렬한 운동을 할 때 인체의 온도가 상승하게 되고, 이 경우 산소

소비량의 증가와 더불어 활성산소가 생성되는데, 이렇게 활성산소가 증가

되면, 생체 내에는 이들에 대한 방어기구로서 superoxide dismutase (SOD),

catalase, peroxidase 등의 항산화효소와 함께 vitamin E, vitamin C,

- 6 -



glutathione, ubiquinone 등과 같은 항산화물질이 존재하여 활성산소와 균

형을 맞추어 안정된 상태로 환원시켜 준다. 이러한 항산화제에 관한 연구

는 superoxide radical을 소거하는 데에 관심을 가지면서 본격적으로 진행

되었다(McCord ＆ Fridovich ., 1969).

지금까지 Herman (1956)이 노화에 관한 free radical 학설을 제창한 이

후 free radical에 관한 연구가 진행되었고, 최근 운동이 항산화물질에 영향

을 미치는 실험에 대해 활발하게 연구 중이다(Witt et al., 1992). 또한

Kim 등(1996)은 실험동물(mouse)을 대상으로 칼로리 제한과 운동이 항산

화효소에 미치는 영향을 연구한 결과 칼로리 제한은 항산화효소의 활성에

그렇게 큰 영향은 없었지만, 장기간(18.5 months)의 지구성 운동이 항산화

효소의 활성을 유의적으로 증가시켰다고 보고했다. Parhouse 등(1995)은

mouse에 유산소 운동을 실시한 결과, glutathione peroxidase, catalase의

활성의 수준이 증가하였다고 보고한 바 있다.

지적한 바와 같이 실제 동물의 노화는 개체 고유의 내적 요인뿐만 아니

라, 많은 외적 요인들이 관여함으로써 질병이 발병하고 노화가 진행되는

것이다. 노화과정에서 지질과산화반응이 노화의 한 원인으로 나타나는 것

은 연령 증가에 따라 비례적으로 생체 내에 축적되는 노화색소(lipofuscin )

가 과산화지질과 단백질의 중합체로서(Basson et al., 1982), 여러 환경적

요인 및 생체 내 산화반응으로 생성되는 활성산소(ROS )는 세포구조와 기

능에 손상을 일으킨다는 사실이 밝혀졌다(Chio, 1969; Basson et al., 1982;

Curtis et al., 1984).

최근 운동부하에 따른 ROS 생성에 대한 방어체제로 항산화제에 관한

연구가 활발히 진행되어 지고 있는데, 일반적으로 격렬한 운동은 인체의

대사를 활발히 진행시키고, 근육의 산소소비량을 늘여, ROS의 생성을 증

가시킨다. 이 경우 젊고 꾸준한 유산소 훈련을 한 훈련군에서는 ROS 생성

과 더불어 항산화제가 활성화되어 산화적 스트레스(oxidative stress )를 막
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아주게 된다(Evans, 2000).

과격한 유산소적 운동은 활성산소(free radical)를 생성시켜 미토콘드리

아의 산소 라디칼의 생성과 함께 기능적 손상과 질병들을 유발할 수 있다.

노화로 인한 신체조직의 기능적 저하가 노화와 관련된 운동능력을 변

화시키고, 산화반응을 증가시키게 된다(Juiller et al., 2000). 결국 이러한

신체의 기능저하는 우리 신체의 자발적인 활동력을 포함한 매일의 일상적

활동을 제한하고 감소시키는 원인이 된다(Weinsier et al., 2000: Wilson ＆

T anaka ., 2000: Lazoski et al., 2000). 그러므로, 우리들의 규칙적인 운동습

관은 특정의 스트레스의 방지에 아주 유용할 것이고, 적당한 운동은 적극

권장되어진다.

지금 고령화사회에 접어들면서 노인성 치매(senile dementia)가 심각한

사회 의료문제로 등장할 뿐만 아니라 삶의 질에서도 심각한 문제가 아닐

수 없다. 그래서 노인성 치매를 예방하고 억제하며 치료하는 연구가 활발

히 진행되고 있지만, 아직까지 뚜렷한 성과를 거두고 있지 못한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 운동이 치매를 예방할 수 있다 는 가설하에서

노인성 치매 방지의 일환으로 기억 학습 장애를 수반하는 실험동물모델

SAMP8을 사용하여 운동을 부하했을 때 활성산소의 생성, 활성산소에 의

한 산화적 스트레스의 변화, 신경전달물질과 관련효소의 변화, 더 나아가서

평균수명에 미치는 영향을 평가하여 유의적인 결과를 도출하는데 성공했기

에 보고한다.

본 연구에서 사용된 노화촉진마우스(senescence- accelerated mouse,

SAM )는 T akeda 등(1981)에 의해 개발된 마우스 계통(strain )으로서 활동

성의 저하, 탈모 및 피모의 조잡, 안주위 병변, 백내장, 척추이상 및 수명

단축의 증상을 나타내는 마우스를 선택, 교배한 마우스로 이들의 종류는

크게 수명이 단축된 SAMP계(P 1, P2, P3, P6, P7, P8, P9, P 10, P 11)와 정

상적인 노화 과정을 겪는 SAMR계(R1, R4, R5)로 구성되어 있다.
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SAMP계통은 정상적으로 성장하다가 조기에 노화되어 수명이 SAMR

계보다 약 32% 짧은 것으로 알려져 있다(T akeda et al., 1981). 그런데 이

들 SAMP계중에서 가장 많은 노화증상이 아밀로이드증(senile amyloid)으

로서 아밀로이드 단백이 뼈나 뇌를 제외한 전신의 장기에 침착하는데, 이

런 증상이 연령의 증가와 함께 증가한다는 사실이다(T akeshita et al.,

1982). SAMP계는 아밀로이드 단백은 N - 말단에서 5번째가 글루타민

(glutammine)인데 반해, SAMR계는 프롤린(proline)이라는 사실이 판명되

었다.

이와 같이 N - 말단에서 5번째의 아미노산인 프롤린 하나가 글루타민으

로 변함에 따라 아밀로이드가 침착한다는 사실은 대단히 흥미로운 사실이

다(Higuchi et al., 1986). 또한 SAMP계는 각각 특징적으로 나타나는 증상

을 가지고 있는데 대표적인 SAMP 1, P2는 노인성 아밀로이드 침착증,

SAMP6에 특징적으로 나타나는 증상은 골량감소로 인한 노인성 골조소증

(senile osteoporosis )의 병태가 나타낸다(Riggs et al., 1983). SAMP8,

SAMP10는 학습능력과 기억력이 노화에 따라 감소하는 특징을 가지고 있

다(Miyamoto et al., 1986; Yagi et al., 1988; Ohta et al., 1989). 그 밖에도

SAMP9에서는 가령과 함께 선천성 백내장이, SAMP3는 변형성 악관절병

을 나타내기도 한다. 따라서 이들 SAM계는 사람의 노화 과정중에 나타나

는 증상들을 잘 나타내기 때문에 노화 연구에 많이 활용되고 있다.

뇌의 신경섬유의 병변, 피질경화 및 뇌혈관 장애 등에서 오는 것으로

알려진 노인성 치매나 파킨슨병 등은 노화와 함께 나타나는 심각한 질병이

다. 노인성 치매로서는 혈관성치매(Vascular Dementia: VaD)와 알츠하이

머형 치매(Dementia of Alzheimer - T ype: DAT )라는 두 가지 종류의 치매

가 존재한다는 사실이 밝혀지고 있다(Price, 1986; Selkoe, 1994).
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그러나 알츠하이머형 치매의 원인은 아직까지 명쾌하게 규명되어 있지

않지만, 여러가지 가설 중에서 바이러스 감염설, 알루미늄 축적설, 중금속

의 중독설, 유전설 등이 제기되고 있으며, 알츠하이머형 치매의 병리학적

기전 등이 보고되어 있을 정도다(Carp et al., 1984; Wisniew ski et al.,

1985, Vorbrodt et al., 1990; Kim et al., 1990).

따라서 본 연구는 SAMP8에 대해 기억·학습장애의 방어기전에 대한

운동의 효과를 목적으로 계획되었으며, 동물모델로서 개발된 노화촉진마우

스SAM 중에서 기억 학습장애를 수반하는 동물모델인 SAMP8을 사용하였

다. 우선 SAMP8을 대조군(control)과 실험군(exercise training groups )의

두 그룹으로 크게 나누고 다시 4, 8 및 수명이 다할 때까지 사육하면서 수

동회피시험(passive avoidance test )을 통해 기억 학습장애 및 치매의 예방

여부, 평균수명 및 최대수명에 대한 영향, 노화색소로서 lipofuscin의 축적

에 미치는 영향을 운동부하량으로써 평가하였다.

이들 실험동물을 4, 8개월마다 채혈후 뇌를 분취하여 성인병의 발병억

제능으로서 중성지질, LDL 및 HDL- 콜레스테롤, 이를 통한 atherogenic

index (AI)의 억제효과도 평가하였고, 이들 뇌의 생리기능에 미치는 활성산

소종(reactive oxygen species : ROS)으로서 히드록시 라디칼(hydroxyl

radical : OH ), 수퍼옥시드 라디칼(superoxide radical : O2
- ), hydrogen

peroxide(H2O2 ), nitric oxide(NO) 등의 활성산소(free radicals )의 생성 억

제효과, 이들 활성산소에 의해 생성되는 산화적 스트레스(oxidative stress )

로서 말론디알데히드(malondialdehyde: MDA )로서 대표되는 과산화지질

(lipid peroxide: LPO)의 생성, 활성산소에 의한 단백질의 산화생성물로서

산화단백질(oxidized protein : OP )의 생성량도 카르보닐화합물(carbonyl

compound)의 함량으로써 평가하였다.
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이들 활성산소의 제거효소(scavenger enzymes)로서 수퍼옥시드 디스무

타아제(superoxide dismutase: SOD) 및 이에 따른 Mn- SOD와 Cu/ Zn -

SOD, 글루타치온 퍼옥시다아제(GPx ), 카탈라아제(CAT ) 등의 생체 방어활

성에 미치는 운동부하의 영향도 평가하였다. 생체의 항상성(homeostasis )

의 유지를 위한 뇌조직 세포막의 유동성(membrane fluidity )도 평가하였다.

마지막으로 이들 운동부하량이 신경전달물질로서 acetylcholine (ACh)의

생성과 ACh의 합성효소로서 choline acetyltransferase(ChAT ) 활성 및 신

경전달의 발현에 직접 관계하는 acetylcholinesterase(AChE ) 활성에 미치는

영향을 평가하고, 아울러 catecholamine계 신경전달물질의 파괴효소로서

monoamine oxidase- B(MAO- B) 활성 억제효과도 평가하였다.

따라서 이상의 실험결과를 바탕으로 하여 기억 학습장애를 수반하는 실

험동물모델 SAMP8 mice를 사용하여 운동부하량 low(∨̇O2 max 25∼33%),

middle(∨̇O2 max 50%) 및 high(∨̇O2 max 66∼75%)에 따른 수명의 연장, 성인

병과 노화의 예방, 기억 학습장애의 개선 및 치매의 예방에 미치는 영향을 평가하

여 유의적인 결과를 얻었다.
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Ⅱ . 재 료 및 방법

1. 실 험동 물 및 사육 실험

가 . 시약 및 기 타 재료

조제사료를 만드는데 이용된 starch (Daesang, Korea ), casein은 Sigma

(USA ), lard(Sinhan, Korea), corn oil(Cheiljedang, Korea ), cellulose는

Sigma (USA ), vitamin 및 mineral mix (AIN - 76)는 ICN사(USA ), DL-

methionine, choline chloride는 Sigma(USA ) 제품을 사용하였다. 킷트시약

으로 측정한 T G시약은 Sigma(USA ) 제품을 이용하였으며, HDL- chole-

sterol, LDL- cholesterol 시약은 Eiken (Japan ), Ferritin 측정용 시약은 DPC

(USA ) 제품을 이용하였다. 활성산소의 생성능 측정을 위한 probe로써

2' ,7 ' - dichlorofluorescein diacetate(DCF - DA )와 세포막 유동성 측정을 위한

probe로써 [1- (4- trimethylammoniumphenyl)- 6- phenyl- 1,3,5- hexatriene,

p- toluenesulfonate] (T MA - DPH)는 Molecular probe 제품(USA )을 구입하

여 사용하였다. DNA 분리 8- OHdG의 검출을 위한 proteinase K, Phenol,

RNase A, T 1 , chloroform , isoamylalcohol, nuclease P 1 , E scherichia coli

alkaline phosphatase 등은 분자생물학 연구용의 Sigma (USA )로 부터 구입

하여 사용하였다. 그 외 실험에 사용된 모든 시약은 Sigma제(USA )의 시

약 및 특급시약을 구입하여 사용하였다.

나 . 실험 동물 및 사육조건

한국화학연구소에서 구입한 SAMP8 mice(female, 18±2g )을 부경대학교

동물사육실에서 2주간 예비사육 한 다음, 연령별로 4, 8개월 및 수명이 다

할 때까지 각각 13마리씩으로 대조군과 실험군으로 분류하여 자유식으로
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사육하면서 매일 오후 5∼6시에 체중변화를 측정하였다.

T able 1 . Com po s it ion of e x perim ent al die t s

(g/ 100g)

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Component Content (%)

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Carbohydrate 55.3

corn starch 42.0

sucrose 13.3

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Protein 18.0

casein 18.0

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Lipid 18.0

lard 13.0

corn oil 5.0

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Cellulose 3.0

Vitamin mix (AIN- 76) 1.0

Mineral mix (AIN- 76) 3.5

DL- methionine 0.3

Choline chloride 0.2

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Cholesterol 0.5

Sodium cholate 0.2

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Energy level(kcal/ g ) 4.28

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━
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각 개월마다 혈액을 채취 분석을 통해 SAMP8 mice에 미치는 영향을

평가하였다. 그리고 동물사육실은 항온항습(22±2o C, 65±2% RH )하에서

12시간 싸이클(06:00∼18:00)로 명암이 자동 조절되도록 하였다.

다 . 실험 용 조제사료의 제조

실험에 사용할 조제사료의 조성은 에너지비로서 탄수화물 55.3%(α

- starch: 42.0% + sucrose 13.3%), 단백질 18.0%(sodium - free casein ), 지

질은 lard 13.0%, corn oil 5.0%가 되도록 첨가하고, 여기에 비타민과 무기

질(AIN- 76 mixture)을 각각 1.0%, 3.5%을 첨가하였으며, 그 밖에 섬유소

(3.0%), DL- methionine (0.3%), choline chloride(0.2%)를 첨가 제조하였다

(T able 1).

라 . 운동 부하실험

본 연구는 T able 2에서와 같이 대조군과 실험군으로 나누어 Dual-

T readmill (DJ - 4024; Seoul)을 이용하여 treadmill running을 실시하였고,

운동강도는 Bedford 등(1979)의 방법을 보완하여 사용하였고, 운동빈도는

주당 5회 실시하였다.

T readmill running은 13마리의 SAMP8이 동시에 달릴 수 있는 레인을

설치(한 개의 레인은 폭 14 cm, 길이 90 cm , 높이 14 cm )하였고, 트레드밀

의 경사도 0°∼20°로 조절이 가능하고, 속도 2.0 m/ min∼50.0 m/ min으로

조절할 수 있도록 제작하였다.
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T able 2 . T rain in g pro c e dure s of ex erc i s e g roup s

Periods

Exercise groups

Low Middle High

ES ET T EA ES ET T EA ES ET T EA

4 5 5 25 5 10 50 5 15 75

8 10 10 100 10 15 150 10 20 200

ES : exercise speed(m/ min); ET : exercise time(min); TEA : total exercise ;

amount (m) (n=13).

마 . ∨̇ O 2 m ax 의 산출방법

인체의 경우를 결정하는 요인을 살펴보면,

1. 예측최대 심박수에 도달(예측최대 심박수 = 220 - 연령)

2. 젖산 농도가 4 mmol/ dl 이상일 때

3. R.Q(Respiratory Quotient )가 1.02이상일 때

4. ∨̇O2 max가 leveling off일 때

이상의 4가지 가운데 2가지 이상 성립시 ∨̇O2 max를 결정하게 되며,

사람의 경우는 ∨̇O2 max에 도달되면 30초 이상 운동지속이 불가능하다.

그리고 total exercise amount (T EA ) 기준으로 4개월째는 100%, 8개월째는

300%를 적용하여 ∨̇O2 max를 산출하고, 동물모델 SAM에 적용한 것이기

때문에 이것에 대한 ∨̇O2 max의 조작적 정의를 논문에 표시함이 타당하다

고 사료된다. 그러므로 ∨̇O2 max의 산출은 low group은 25∼33%, middle

group은 50%, high group은 66∼75%로 적용하였다(T able 3.).
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T able 3 . D etermination of ∨̇ O2 m ax by total ex ercise am ount (T EA )

Determination of ∨̇O2max

Period(months) Low Middle High

4 25 50 75

8 100 150 200

∨̇O2 max 25∼33% 50% 66∼75%

바 . 체중 및 비 만도의 측정

사육실험 기간 중 실험용 SAMP8 mice의 체중변화는 매일 17:30분에 체

중(body w eight : BW ) 및 체장(body length : BL)을 측정하여 비만도

(obesity degree)를 평가하기 위하여 최 등(1980)의 방법에 따라 Rohler

index를 측정하였고, T suchimoto와 Miyata 등(1992)의 방법에 따라 T M

index를 측정하여 운동부하가 비만에 미치는 영향을 평가하였다. 체지방

함량도 T suchimoto와 Miyata 등(1992)의 방법에 따라 다음 식에 따라 측

정하여 평가하였다.

Rohler index (RI)=[body w eight (g )/ Body length (cm )]×103 (1)

T .M . index =[body w eight (g )/ body length (cm )2 .8 23 ]×103 (2)

Body fat (BF )=[0.581×T M index]- 22.03(g/ 100g ) (3)

또한 각 운동부하 그룹별로 사육이 끝나면 SAM을 단두하여 채혈한 다

음 즉시, 뇌(brain )를 적출하여 인산완충용액으로 세척하고, 여과지로서 물

기를 제거한 후, 분석하기 전까지는 인산완충용액에 넣어 동결고(- 70℃)에
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동결 보존하였다.

사 . 혈액 채 취 및 분리

실험동물의 처리는 실험최종일 12시간 전부터 절식(絶食)시킨 후 단두하

여 채취한 혈액을 실온에 60분간 방치한 후 700×g에서 10분간 원심분리

하여 얻은 상층액(혈청)을 항응고제인 sodium heparine(sigma, 100,000

Unit s )을 혈액 1 ㎖당 0.05 ㎖로 처리한 complete blood cell count병(CBC,

녹십자사)에 넣어 동결고(- 70℃)에 동결 보존하면서 분석하였다.

아 . 뇌 (B rain )의 분 획

뇌 세포의 분획은 Choi 등(1989)이 사용한 방법에 따라 Fig . 1과 같은

방법으로 실시하였다. 저온실에서 완충용액(1.15% KCl/ 10 mM phosphate

buffer + 5 mM EDT A, pH 7.4)을 사용, 뇌의 무게당 10배(w/ v )의 완충용

액으로 균질화 한 다음 700×g에서 10분간 원심분리하여 얻은 상층액을

다시 9,000×g에서 15분간 원심분리하였다. 이 때 생긴 잔사(pellet )는 완충

용액으로 정용(g/ ml)하여 미토콘드리아 획분(mitochondria fraction)으로 하

였고, 다시 상층액은 105,000×g에서 60분간 원심분리하여 얻은 잔사를 같

은 완충용액으로 정용(g/ ml)하여 마이크로솜 획분(microsome fraction )으로

하였고, 상층액은 시토졸 획분(cytosol fraction )으로 하였다.
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B rain

Hom egenized 10 vol. of 1.15% KCI- 10 mM phosphate buffer
with 5 mM EDT A , pH 7.4 (Hom ogenizing buffer ) with T eflon
pestle in cold room .

H om o g en at e

Centrifuged at 700× for 10 min .

P elle t S upern at ant

(Discarded)
Centrifuged at 9,000×g for 15 min .

P elle t S upern at ant

Resu spended w ith 10 v ol. of
h om ogenizing buffer , an d
centr ifug ed at 9,000×g for 15
m in .

Centr ifu ged at
105,000×g for
60 m in .

P elle t S upern at ant P e lle t S upern at ant

(discarded)
Resu spen d in 1 v ol. of
hom egenizing buffer

Resu spen d in 1 v ol. of
hom og enizin g buffer .

M it o c h on dria M icro s om e Cy t o s ol

F ig . 1 . S ch e m atic pro c e dure s f or brain s ub c e llu ar f rac t ion s
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자 . 단백 질 함량의 측정

혈액에서 분리한 혈청, 뇌세포 획분의 단백질의 함량은 Lowry 등(1951)

의 방법에 따라 BSA법(bovine serum albumine)으로 측정하였다. 혈청 및

뇌세포 획분 20 ㎕를 취하고 여기에 1.0% SDS 용액 12 ㎕를 혼합하고, 증

류수로써 120 ㎕가 되도록 희석(6배)했다. 희석된 용액 15 및 20 ㎕를 취해

증류수로써 80 및 85 ㎕를 넣고 희석시켰다. 여기에 반응시약(0.5% copper

sulfate solution : 1.0% sodium tartrate solution : 2.0% sodium carbonate

solution = 0.5 : 0.5 : 49, v/ v )을 1.0 ㎖씩 첨가하여 약 10초간 혼합한다.

그리고 20분간 실온에서 방치하였다. 이 후 발색시약으로써 1 N Folin시약

을 0.1 ㎖씩 첨가하여 혼합하고 실온에서 30분간 방치한 다음, 분광광도계

를 사용하여 525 ㎚에서 흡광도를 측정하여 표준검량선에 의하여 단백질의

함량(mg protein/ ml serum )을 정량하였다.

2 . 노 화도 관련 평가

가 . 수동 회피시험의 평가

살아있는 상태에서 기억 학습능력을 평가하기 위한 방법으로 Yagi 등

(1988)이 사용한 수동회피시험(passive avoidance test )의 방법을 일부 수

정하여 acquisit ion trial과 retention test로 나누어 측정하였다. 실험동물을

light chamber (750 Lux )에 넣으면 습관적으로 dark chamber로 들어가는

데, 이 때 AC 0.5 mA의 전류로써 1초동안 전기적 자극를 준 다음, 전기

자극을 받은 마우스를 꺼내어 휴식시킨 후 원래의 light chamber에 넣었을

때 light chamber에 그대로 머무는 시간(latency , sec)을 acquisition trial

(획득시험)이라고 한다. 이 때 light chamber에서 dark chamber에 들어가

면 AC 0.5 mA의 전류가 3초동안 강력한 전기적 쇼크가 가해진다.
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이 SAMP8 mice를 24시간 후 다시 light chamber에 넣었을 때 어제의

전기적 쇼크를 기억하고 300 sec까지 light chamber에 머물게 되면 기억의

회복효과로 인정할 수 있다. 즉 SAMP8 mice가 light chamber에서 dark

chamber로 들어가서 전기적 자극를 받을 때까지를 획득시험(acquisit ion

trial)이라 하였고, 기억시험(retention test )은 획득시험(aquisition trial) 실

시한 후 24시간이 지난 다음에 다시 light chamber에 넣었을 때 dark

chamber에 들어갈 때까지의 시간을 측정하여 기억시험(retention test )으로

평가하였다.

F ig . 2 . M e a s urem ent m et h o d of pa s s iv e av oidan c e t e s t
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A step- through passive avoidance apparatus with tw o compartment was used. A front ,

light chamber (8×8×25 cm ; 750 lux at the floor ) separated with a guillotine- type door

(5×3 cm) was connected to a dark chamber (25×25×30 cm) equipped with a grid

floor . Each SAMP8 mouse w as placed in the front light chamber , once the mouse in

light chamber entered in rear dark chamber on all 4 paw s , the guillotine- type door was

closed and AC 0.5 mA scrambled footshock (Grason - Stadler , Model 700) was applied to

the floor grid for 1 sec. when the mouse w as reintrodused to the light chamber ,

acquisition trial was measured by remaining time (latency, sec) in light chamber . As a

mouse enters the rear dark chamber , the door is closed and AC 0.5 mA scrambled

footshock was applied to the floor grid for 3 sec . After 24 hrs , retention test is

examined by replacing the mouse in light chamber . T he result s were expressed by the

number of mice reaching a criterion (300sec)

나 . 리포 푸신 함량의 측정

노화색소로서 리포푸신(lipofuscin : LF )의 측정은 Fletcher 등(1973)의

방법에 따라 조직의 표면에 과도한 수분과 오물을 제거한 후 뇌 조직 0.2

g에 chloroform - methanol(2:1, v/ v ) 혼합용액 4.0 ㎖에 첨가 후 1분간 균질

화시켰다. 여기에 같은 양(4.0 ㎖)의 증류수를 첨가하고 다시 1분간 격렬하

게 혼합하였다.

그 후 800×g에서 5분간 원심분리하고 chloroform층 2.0 ㎖를 분취하여,

형광광도계를 사용하여 345 ㎚(excitation )와 435 ㎚(emission)에서 표준용

액(quinine sulfate μg/ ml of 0.1 N H2SO4 )을 대조군으로 형광도를 측정하

여 LF의 함량(ug/ mg protein )을 정량하였다.
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3 . 체 내 지 질대 사성 분의 측정

가 . 중성 지질 함량의 측정

혈청중의 중성지질로서 트리글리세리드(triglyceride : T G)의 함량은 T G

킷트시약(Sigma, Co.)을 사용하였다. 먼저 혈청 10 ㎕, 표준용액(300 ㎎/ dl)

10 ㎕와 blank로 탈이온수 10 ㎕에 T G킷트시약 1.0 ㎖씩을 첨가하고 잘

섞은 후 37℃ 수조상에서 5분간 반응시켰다. blank를 대조로 하여 540 ㎚

에서 흡광도를 측정하여 T G의 함량(mg/ dl serum )을 정량하였다.

나 . 콜레 스테롤 함량의 측정

혈청 및 뇌세포 획분중의 총콜레스테롤 함량은 Rudel 등(1973)의 방법에

따라 o- phthaldehyde법으로 측정하였다. 먼저 시료를 0.1 ㎖씩 취한 후

33% KOH용액 0.3 ㎖와 95% 에탄올 3.0 ㎖를 가하고 잘 혼합한 다음, 혈

청은 15분간, 뇌세포 획분은 60분간 60℃ 수조에서 가열 후 냉각하였다.

여기에 핵산 5.0 ㎖를 가하여 혼합하고 다시 증류수 3.0 ㎖를 가한 다음

1분간 잘 혼합한 후 층을 분리하여 1.0 ㎖의 헥산층을 취했다. 이 헥산층을

질소로 농축 건조시키고, o- phthaldehyde시약을 2.0 ㎖를 가하여 잘 혼합하

고 10분 후 발색시약으로서 진한황산을 1.0 ㎖를 가하여 혼합하였다. 황산

첨가 후 10분에서 90분이내에 분광광도계를 사용하여 550 ㎚에서 흡광도를

측정하였고, 표준검량선에 의하여 총콜레스테롤의 함량(mg/ dl serum )을 정

량하였다.

다 . 리포 단백 - 콜 레스테롤 함량의 측 정

혈청중의 HDL 및 LDL- 콜레스테롤 함량의 측정은 HDL- 콜레스테롤

(HDL- C 555, Eiken , Japan ), LDL- 콜레스테롤(BLF , Eiken , Japan ) 킷트시

약을 사용하였다.
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①. HDL- 콜레스테롤 함량의 측정

혈청 0.3 ㎖를 시험관에 넣고 여기서 침전 시약 0.3 ㎖를 넣어 잘 혼합한

다음 실온에서 10분간 방치후 700×g에서 10분간 원심분리한다. 그 후 상

층액 50 ㎕, 표준용액(100 ㎎/ dl) 50 ㎕, blank로 증류수 50 ㎕에 각각

HDL발색시약 3.0 ㎖씩을 첨가하고 잘 섞은후 37℃ 수조상에서 5분간 가온

시킨다. blank를 대조로 하여 555 ㎚에서 흡광도를 측정하여 HDL- 콜레스

테롤의 함량(mg/ dl serum )을 정량하였다.

②. LDL- 콜레스테롤 함량의 측정

혈청 0.1 ㎖, 표준혈청 0.1 ㎖를 시험관에 넣고 여기에 BLF킷트시약 Ⅰ,

Ⅱ를 각각 4.0 ㎖씩 넣은 후 5초간 잘 혼합한 다음 실온(25±3℃)에서 25분

간 방치 후 10분 이내에 증류수를 대조로 하여 650 ㎚에서 흡광도를 측정

하여 LDL- 콜레스테롤의 함량(mg/ dl serum )을 정량하였다.

라 . 동맥 경화지표 (A t h ero g en ic In dex )의 계산

동맥경화지표(atherogenic index : AI)는 Haglund 등(1991)에 의하여 총

콜레스테롤에 HDL- 콜레스테롤의 함량을 뺀 다음, 이것을 다시 HDL- 콜레

스테롤로 나누어 계산하였다.

4 . 과 산화 지질 함량 의 측 정

가 . T B A 법에 의 한 과산화지질 (M D A )의 측정

혈청 및 뇌세포 획분중의 과산화지질의 함량은 Choi 등(1990)이 사용한

방법에 따라 T BA법으로 malondialdehyde (MDA ) 함량을 측정한 것이다.

혈청 및 뇌세포 획분 20 ㎕에 증류수 180 ㎕을 혼합한 것을 각 시험관에

취하고 8.1% SDS (sodium dodecyl sulfate)용액 200 ㎕를 가하여 약 5초
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간 혼합한 후 20% 초산 1.5 ㎖를 넣어 다시 5초간 혼합하고, 1.2%

T BA (thiobarbituric acid)시약 1.0 ㎖ 첨가하여 깨끗한 구슬로 마개한 뒤

30분간 수조에서 가열하였다. 이 반응액을 800×g에서 10분간 원심분리하

여 상층액을 분광광도계를 사용하여 532 ㎚에서 흡광도를 측정하여 표준검

량선에 따라 과산화지질의 함량(nmole/ ml serum )을 정량하였다.

나 . 형광 법에 의한 과산화지 질 (LP O )의 측정

혈청중의 과산화지질의 함량은 Yagi 등(1987)의 방법에 따라 측정하였

다. 0.02 ㎖의 혈청에 1/ 12 N H2SO4를 4.0 ㎖, 10% phosphotungstic acid

를 0.5 ㎖를 가하여 혼합하고, 5분간 방치한 후 900×g에서 10분간 원심분

리하였다. 원심분리후 상층액은 제거하고 잔사에 1/ 12 N H2 SO4 2.0 ㎖,

10% phosphotungstic acid 0.3 ㎖를 첨가하여 위의 과정을 반복하였다. 다

시 원심분리후의 잔사에 3.0 ㎖의 증류수와 T BA시약(0.67% T BA 시약+빙

초산 = 1:1, v/ v , pH 3.5)을 1.0 ㎖을 첨가하여 95℃ 수조에서 1시간 동안

반응시킨 후에 냉각시켰다. 이 용액에 n - 부탄올을 5.0 ㎖ 가하고 900×g에

서 15분간 원심분리한 후 반응액의 형광성을 가진 n - 부탄올층을 다른 시

험관에 2.0 ㎖ 옮긴 뒤 반응액의 형광강도를 형광광도계를 사용하여 515

㎚(excitat ion )와 553 ㎚(emission )의 파장에서 측정하여 과산화지질 함량

(nmol/ ml serum )을 정량하였다.

5 . 활 성산 소종 (ROS ) 생 성량 의 측 정

가 . 히드 록시 라디칼의 함량 측 정

Deoxyribose의 파괴 정도로 hydroxyl radical( OH )의 생성 정도를 측정

하는 방법으로서 반응성 산소대사물에 의해 deoxyribose가 파괴되어

aldehyde가 생성되며 이 aldehyde는 산성용액에서 thiobarbituric acid와 반
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응하여 발색되는 것을 이용한 Halliwell 등(1981)의 방법에 따라 측정하였

다. 혈청과 뇌세포 획분의 OH 라디칼의 측정은 먼저 0.1 M의 인산완충용

액(pH 7.4), 10 mM의 NaN3 , 7 mM의 deoxyribose, 5 mM의 ferrous-

ammonium sulfate, 0.54 M NaCl 시약을 각각 33.3 ㎕씩 첨가하고 검체군

은 시료(15 ㎕)와 증류수(185 ㎕)을 합하여 200 ㎕되게 하여 이 혼합된 용

액을 37℃ 항온수조에서 15분간 가온하였다. 그러나 대조군은 시료(30 ㎕)

와 증류수(170 ㎕)를 첨가한 후 가온과정은 생략하였다. 검체군과 대조군

각각의 반응액에 8.1% SDS용액 75 ㎕와 20%의 acetic acid 500 ㎕, 증류

수 25 ㎕를 추가하여 넣고 1.2% T BA용액 333 ㎕를 넣어 잘 섞었다.

그 후 30분간 끓인 다음, 실온에서 식힌 후, 800×g에서 5분간 원심분리

하여 얻은 상층액을 분광광도계를 이용하여 532 ㎚에서 흡광도를 측정하여

표준검량곡선에 의하여 검체군과 대조군의 흡광도 차이를 이용하여 OH

라디칼(nmole/ mg protein / min )의 생성량을 계산하였다.

나 . 수퍼 옥시드 라디칼의 함 량 측정

수퍼옥시드 라디칼(superoxide radical : O2
- )의 생성은 McCord 등

(1969)과 Chan 등(1974)의 방법에 따라 superoxide dismutase(SOD)를 억

제할 수 있는 ferricyto- chrome C의 환원속도를 측정하였다. 즉 0.1 mM

EDT A를 함유한 인산완충용액(pH 7.8) 420 ㎕에 cyanide의 농도가 50 μ

M이 되도록 20 mM cyanide 용액을 가한 후 37℃에서 10분간 가온하였다.

이 용액에 시토졸 300 ㎕와 0.1 mM cytochrome C 50 ㎕를 넣어 분광광도

계를 사용 550 ㎚에서 흡광도를 시간에 따라 측정하였다. 이 때

cytochrome C의 양은 분자흡광계수 19,500M - 1cm - 1로 계산하였다.
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다 . 과산 화수소의 함량 측정

과산화수소(hydrogen peroxide: H2 O2 )의 생성량은 T hurman 등(1972)의

방법에 따라 뇌세포의 microsome획분에서 생성된 hydrogen peroxide에 의

하여 생성되는 붉은 색의 ferrithiocyanate 복합체를 기초로 400 mM 인산

완충용액(pH 7.4) 400 ㎕, 200 mM nicotinamide 200 ㎕, 100 mM MgCl2

200 ㎕, 50 mM NaN3 200 ㎕와 시료 64.1 ㎕, 증류수 735.9 ㎕ 첨가·혼합

한 뒤 60 mM NADPH 200 ㎕를 첨가하여 총 2 ㎖가 되게 하여 37℃ 항

온 수조에서 15분간 가온시킨 후에 1.2 M T CA (tri- chloroacetic acid)를

1.0 ㎖ 첨가, 3,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액을 1.0 ㎖ 취하였

다. 상층액에 ferrous ammonium 200 ㎕ 첨가 후 2.5 M KSCN (potassium

thiocyanate)을 100 ㎕ 넣어 혼합하여 실온에 10분 방치하였다. 분광광도계

를 이용하여 파장 480 nm에서 흡광도를 측정하여 표준검량선에 의해 과산

화수소(nmol/ mg protein/ min )의 함량을 정량하였다.

라 . N O의 생성 량 측 정

총 NO의 생성량을 Miesel 등(1996)의 방법을 이용하여 정량하였다. 혈청

100 ㎕를 준비한 시험관에 6.5 M HCl 25 ㎕, 37.5 mM sulfanilic acid 25

㎕을 각각 첨가하였다. 10분간 방치한 후, 12.5 mM N - (1- naphtyl)-

ethylendiamine 25 ㎕을 첨가한 후 실온에서 30분간 방치한 후에 10,000×

g에서 5분간 원심분리하였다. 단백질성분이 제거된 상층액을 540 nm에서

흡광도를 측정하여 sodium nitrate에 의한 표준검량선으로 정량하였다.

뇌 조직중의 NO의 생성량은 Yu 등(1994)의 방법에 의하여 뇌 조직을

0.1 M potassium phospate buffer (pH 7.5) 1.0 ml로 균질화한 후에 600×g

에서 5분간 원심분리한 후 얻어진 상층액 200 ㎕에 90 mUnit nitrate

reductase 100 ㎕, 0.28 mM NADPH 100 ㎕, 3.5 μM FAD 100 ㎕, 0.1 M

potassium phosphate buffer (pH 7.5) 200 ㎕를 각각 첨가하여 25℃에서 1
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시간 동안 incubation하였다. 그 후 3분간 끓이면 모든 반응은 중지되었다.

그 후 Griss시약(2% sulfanilic acid/ 5% H3PO4 : 0.2% N- (1- naphtyl)-

ethylendiamine/ w ater ; 1:1)을 700 ㎕을 첨가한다. 다시 60℃에서 10분간 가

온시킨 후 546 nm에서 흡광도를 측정하여 sodium nitrate에 의한 표준검

량선으로 정량하였다.

6 . 활 성산 소종 제거 효소 의 활 성 측 정

가 . 수퍼 옥시드 디스무타 아제 (S OD )의 활성 측정

Oyanagui 등(1984)의 방법에 따라 수퍼옥시드 디스무타아제(superoxide

dis - mutase : SOD)의 활성은 혈청 및 뇌세포 획분을 인산완충용액(pH

8.2)으로 30배로 희석한 용액 0.1 ㎖에 증류수 0.5 ㎖, A시약(52.125 ㎎ of

hydoxylamine ＋ 102.1 ㎎ of hypoxanthine/ 250 ㎖ D.W) 0.2 ㎖, B시약(20 ㎕

of xanthine oxidase ＋ 0.9939 ㎎ ethylene diaminetetraacetic acid/ 26.7 ㎖

phosphate buffer , pH 8.2) 0.2 ㎖를 첨가 혼합하여 37℃ 항온수조에서 40

분간 가온 후 C시약(300 ㎎ of sulfanilic acid ＋ N - 1- naphthylethyene

diamine acid / 500 ㎖ of 16.7% acetic acid) 2.0 ㎖를 첨가 혼합하여 실온

에서 20분간 방치 후 분광광도계를 사용, 550 ㎚에서 흡광도를 측정하여

표준검량선에 의해 수퍼옥시드 디스무타아제(unit/ mg protein)를 정량하였

다.

나 . 카탈 라아제 (CA T )의 활 성 측정

Rigo 등(1977)의 방법에 의해 혈청에서 카탈라아제(catalase : CAT )활성

의 측정은 시험관에 인산완충용액(130 mM, pH 7.0) 250 ㎕, 증류수 330

㎕, 혈청 20 ㎕에 15 mM의 과산화수소용액 900 ㎕을 첨가, 5초간 잘 섞은
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다음, 즉시 분광광도계를 사용하여 240 nm에서 시간에 대한 흡광도의 변

화를 2분간 측정하여 1unit는 1분간 과산화수소 1 μmol의 분해로 계산하

였다.

다 . 글루 타치온 퍼옥시다 아제 (GP x )의 활성 측정

Lawrence 등(1978)의 방법에 따라 글루타치온 퍼옥시다아제(glutathione

: GPx )의 활성을 시간에 대한 NADPH의 감소량으로 표시하였다. 먼저 뇌

획분중의 시토졸에서 GPx의 활성 측정은 먼저 시료를 인산완충용액(0.3

M/ 4.0 mM EDT A )으로 10배 희석하여 사용하였다. 각각 시험관에 인산완

충용액(0.3 M phosphate buffer with 4.0 mM EDT A, pH 7.2) 0.1 ㎖, 증

류수 1.295 ㎖, 26.56 mM sodium azide용액(86.33 mg of NaN3/ 50 ㎖ of

D.W ) 0.5 ㎖, 294.37 mM GSH용액(452.34 mg of glutathione/ 5.0 ㎖ of 0.3

M phosphate buffer with 4.0 mM EDT A ) 60 ㎕, 8.4 mM NADPH (35.0

mg NADPH/ 5.0 ㎖ of 0.3 M phosphate buffer with 4.0 mM EDT A ) 110

㎕, glutathione reductase(5 mg of GSH - Re/ 1.0 ㎖ of 0.3 M phosphate

buffer with 4.0 mM EDT A ) 5 ㎕, 1 mM hydroperoxide 320 ㎕를 첨가한

후, 10배로 희석된 시토졸 30 ㎕를 첨가하여 5초간 잘 혼합한 후 즉시 분

광광도계를 사용하여 340 ㎚에서 흡광도를 15초 간격으로 2분간 측정하여

표준검량선에 의해 GPx (μmol/ min/ g protein)의 활성을 계산하였다.

7 . 단 백질 산화 생성 물의 측정

뇌세포의 획분인 mitochondria와 microsome의 산화된 단백질(oxidized

protein : OP )의 생성량은 Levine 등(1990)의 방법에 따라 carbonyl

group(>C=O)의 생성량을 측정하여 정량하였다. 0.1 ㎖의 시료에 30%

T CA (trichloroacetic acid)를 0.5 ㎖ 혼합, 3,000 rpm에서 10분간 원심분리
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한 후 상층액을 제거한 뒤 잔사에 10mM DNPH (dinitrophenyl hydrazine)

0.5 ㎖ 첨가, 15분마다 혼합하며 1시간 동안 실온에 방치 후 3000 rpm에서

10분간 원심분리하였다.

상층액을 제거한 후 잔사에 ethanol/ ethyl acetate (v/ v 1:1) 3.0 ㎖를 첨

가하여 실온에서 10분간 방치 후 다시 3,000 rpm에서 10분간 원심분리 후

잔사을 얻은 뒤, 6 M guanidine(20mM potassium phosphate buffer pH

2.3) 1.0 ㎖ 첨가 혼합하여 37℃의 항온 수조에서 15분간 가온한 후, 3,500

rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액을 얻었다. 이때 carbonyl기의 양은

360 ㎚와 370 ㎚사이의 흡광도의 파장에서 분자흡광계수(Ε=22,000)를 이

용하여 계산하였다.

8 . T ot al , N on - hem e Iron함량 의 측 정

산화반응에 관여하고 있는 비헴철로서 Fe2 +이나 Fe3 +의 함량, 그리고

total iron의 함량은 Brumby 등(1967)의 방법에 따라 측정하였다. 먼저 혈

청, 뇌세포 획분의 total iron의 측정은 0.1 ㎖의 시료, 60% perchloric acid

0.1 ㎖을 넣고 잘 혼합한 다음, 100℃에서 10분간 끓였다. 여기에 30%

hydrogen peroxide 0.2 ㎖ 첨가하고 20분간 끓인 다음, 다시 30%

hydrogen peroxide 0.1 ㎖을 넣고 갈색이 없어질 때까지 30분 정도 끓인

다. 이 혼합액을 실온까지 식힌 다음, 여분의 perchloric acid을 제거하기

위하여 pyridine 0.1 ㎖을 넣고 잘 섞은 다음, 여기에 D.W 0.1 ㎖, 0.1%

1,10- phenanthronine 0.15 ㎖, 1% ascorbic acid 0.05 ㎖, ammonium

acetate(saturated) 0.02 ㎖, 12.6% ammonia 0.03 ㎖를 각각 첨가 혼합하여

실온에서 10분간 방치한 다음 분광광도계를 이용하여 파장을 510 nm에서

흡광도를 측정하여 표준 검량곡선에 의하여 철의 총 함량을 정량하였다.
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Non - heme iron의 측정은 0.3 ㎖의 시료에 20% T CA를 0.5 ㎖ 첨가 후

실온에 10분간 방치한 후 5,000 rpm에서 10분간 저온에서 원심분리하여 얻

은 상층액 0.1 ㎖을 2개의 시험관에 넣고, 여기에 0.65 ㎖의 D.W , 0.1%

1.10- phenanthronine 0.15 ㎖을 넣고 잘 혼합하였다. 하나의 시험관에는

0.06 N acetic acid 0.05 ㎖(Fe2 +
측정용)을, 또 다른 하나의 시험관에는

0.06 N ascorbic acid 0.05 ㎖(Fe3 +
측정용)을 넣고 잘 혼합하였다. 여기에

포화된 ammonium acetate 0.05 ㎖을 넣고 실온에서 10분동안 방치한 다

음, 분광광도계를 이용하여 파장 510 nm에서 흡광도를 측정하여 표준검량

곡선에 의하여 non - heme iron으로서 Fe2 +
및 Fe3 +

의 함량을 측정하였다.

9 . 세 포막 유동 성의 측정

뇌세포의 획분인 mitochondria와 microsome의 세포막 유동성(membrane

fluidity )은 형광 probe로서의 1,6- diphenyl- 1,3,5- hexatrine(DPH )을 사용한

Heron 등의 방법 (1980)에 의한 형광분광법에 따라 측정하였다. 50 mM

인산완충용액(pH 7.2 2,750 ㎕), 증류수(250 ㎕), 시료(100 ㎕)를 첨가 혼합

하여 37℃ 항온 수조에서 5분간 방치한 다음 probe인 0.167 nM

T MA - DPH [1- (4- tri- methylammoniumphenyl)- 6- phenyl- 1,3,5- hexatriene,

p- toluenes- sulfonate] 용액을 6.67 ㎕를 첨가 혼합하여 37℃ 항온 수조에

서 shaking하면서 30분간 반응시킨 후 37℃을 유지하면서 형광광도계를

이용하여 360 ㎚(excitat ion )와 430 nm (emission )에서 측정하였다.

10 . 신경 전달 물질 및 관 련효 소의 측정

가 . 아세 틸콜린 (A Ch )의 함량 측정

아세틸콜린(acetylcholine :ACh )의 측정은 Hestrin 등(1949)의 방법에 의

하여 alkaline hydroxylamine을 가진 Ο- acyl 유도물의 반응을 기초로 측
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정하였다. 모든 hydroxylamic acid는 산용액에서 ferric ion과 결합하여 붉

은 자줏빛의 색을 나타내었다. 시료를 50 ㎕를 취하여 1% hydroxylamine

50 ㎕를 첨가 혼합하고 HCl을 이용하여 pH를 1.2±0.2 조절하였다. FeCl3

(10% in 0.1 N HCl)을 500 ㎕를 첨가 후 혼합하여 분광광도계를 이용하여

파장 530 nm에서 acetylcholine(ng/ mg protein )의 함량을 측정하였다.

나 . 콜린 아세틸트란스 퍼라아제 (ChA T )의 활성 측정

Ellman (1959)의 방법에 의한 DT B에 의한 기질로서 acetyl- CoA을 이용

하여 반응을 생성하여 이 기질시약의 흡수가 감소하는 것을 이용한 방법으

로 뇌세포의 획분의 콜린아세틸트란스퍼라아제(choline acetyltransferase:

ChAT )의 측정은 0.2 mM acetyl- CoA, 10 mM choline chloride, 0.2 M

KCl, 10 mM potassium phosphate with 1.0 mM EDT A를 각각 0.2 ㎖씩

첨가 혼합하여 총 0.8 ㎖의 부피로 만든 다음 choline acetyltransferase을

1.0 ㎕, cytosol 100 ㎕, 1.0 M T ris buffer 190 ㎕, DT B (5,5 ' - dithiobis -

2- nitrobenzoate)를 5 ㎕, 20% T CA (trichloroacetic acid) 250 ㎕의 양으로

각각 첨가 혼합하여 분광광도계를 이용해 파장 412 nm에서 2분 간격으로

ChAT 의 활성을 측정하였다.

다 . 아세 틸콜린에스테 라아제 (A ChE )의 활성 측정

뇌세포에서 아세틸콜린에스테라아제(acetylcholinesterase: AChE ) 활성

측정은 Galgani 등(1992)의 방법에 의해 측정하였다. 각 microplate well에

0.1 M T ris buffer , pH 8.0(T rizma HCl ＋ T rizma base)을 300 ㎕, 0.01 M

dithionitro- benzoic acid(DT NB) 20 ㎕, enzyme suspension (상층액) 10 ㎕

을 연속적으로 첨가하였다. 그리고 흡광도 측정직전에 기질시약인 0.1 M

acetylthiocholine chloride 10 ㎕을 첨가하였다. Microplate reader (ELISA

reader )를 이용하여 405 ㎚에서 흡광도 변화를 5분동안 관찰하여 AChE의
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활성(unit/ min/ mg protein)을 측정하였다.

라 . 모노아민옥시다아제 (MA O )의 활성 측정

모노아민옥시다아제(monoamineoxidase: MAO)- B의 활성 측정은 Kalaria

등(1987)의 방법에 따라 H2O2의 생성능을 기초로 측정하였다. 각 시험관에

100 mM Na- Pi buffer (pH 7.4)용액 460 ㎕, 30 mM sodium azide용액 70 ㎕,

brain homogenates (mitochondria) 100 ㎕를 넣은 후 기질시약인 10 mM

benzylamine을 70 ㎕을 넣으면서 37℃ 항온수조에서 30분간 가온시켰다. 그리

고 항온수조에서 시험관을 꺼내면서 1.8 mM 2,2' - azino-bis (3- ethyl benz-

thiazoline- 6- sulfonic acid) 500 ㎕을 넣었다. 5초 후 저온상태로 보관되어 있

는 5 units horseradish peroxidase 50 ㎕을 넣는 동시에 5초간 잘 혼합시켰

다. 10초가 지난 후 0.75 M hydrochloric acid containing 5% NaDodSO4

(sodium dodecyl sulfate) 250 ㎕을 각 시험관에 넣으면서 다시 5초간 잘 혼

합시켰다. 기질시약인 10 mM benzylamine을 넣지 않은 blank를 대조로 하여

분광광도계를 이용하여 414㎚에서 흡광도를 측정하여 MAO- B 활성을 측정하

였다.

11. 분석 결과 의 통 계처 리

본 연구의 모든 실험결과는 통계처리하여 평균치와 표준편차를 계산하였

고, 각 군간의 유의성 검정은 Student ' s t - test (Steel et al., 1960)로 실시하

였다.
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Ⅲ . 결과 및 고찰

1 . 체 중의 변화

포유동물의 건강을 평가하는데 가장 중요한 것이 바로 체중의 변화이

다. 그만큼 체중(body w eight )이 우리 몸의 생리 생화학반응의 총화라고

평가할 수 있기 때문이다. 이미 MaCay 등(1935)은 칼로리 제한(小食)의 수

명(lifespan) 연장효과를 설명할 때 체중, 특히 대사체중(metabolic rate)이

감소하기 때문이라고 평가하는 것을 보더라도 체중과 건강, 더 나아가서

수명과의 관계는 매우 중요한 건강 장수의 바로메터라고 할 수 있다.

본 실험에서도 대조군과 실험군으로 나누어 기억 학습장애를 수반하는

실험동물모델 SAMP8계의 체중변화에 미치는 영향을 비교하여 보면 Fig .

3과 같다. 대조군과 실험군의 체중은 연령에 따라 계속적으로 증가하다가

12개월부터는 체중이 급격히 감소하는 경향을 보이고 있음을 알 수 있다.

또한 운동부하(exercise training )에 있어서 운동강도에 따라 살펴보면

high group(∨̇O2 max 66∼75%)에서는 다른 low group (∨̇O2 max 25∼

33%)이나 middle group(∨̇O2 max 50%)보다 낮은 체중변화 곡선을 나타

내고 있었다. 이러한 사실은 운동부하(exercise training )에 따른 체력의 소

모로서 체중 감소로 나타나기 때문으로 판단된다.

이러한 현상은 SAMP8의 평균수명이 12∼13개월이라는 사실과 Kohno

등(1985)이 보고한 것처럼 amyloidosis의 침착으로 인한 사망과 관련한 병

리학적 소견을 보이는 점으로 보아 체중의 변화가 낮게 나타나는 것으로

판단된다. 이러한 사실은 high group (∨̇O2 max 66∼75%)의 운동부하가

수명이 체중이 가장 낮을 뿐만 아니라 평균수명도 가장 짧다는 사실과 잘

일치한다고 볼 수 있다. 수명과 체중과의 관계는 이미 Yu 등(1984)이 발표

한 40%의 칼로리 제한(calorie restriction )이 자유식(ad libitum )보다 체중

도 정확히 40%정도 유의적으로 낮다는 놀라운 사실이다.
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또한 Choi 등(1994)의 보고처럼 SAMP8의 평균수명이 12개월로 미루어

보아 4개월에서 8개월까지 체중이 약간 증가하였지만, 운동부하 low

group(∨̇O 2max 25∼33%)는 4개월과 8개월에 관계없이 대조그룹과 뚜렷

한 체중변화를 발견할 수 없었다 . 그러나 운동부하량이 높은 middle

group (∨̇O2 max 50%) 및 high group(∨̇O2 max 66∼75%)은 체중증가가

유의적으로 운동부하량에 따라 감소하였지만, 그 정도는 어린 4개월에서

더 심하게 나타났다(T able 4.). 어떻든 운동부하 high group에서는 4개월에

서는 약 20%, 8개월에서는 10%의 유의적인 체중감소가 인정되었다. 그렇

지만, middle group에서는 4개월에 10%, 8개월에 4%의 체중감소효과가 나

타났다.

F ig . 3 . E f f e ct s of e x erc i s e t rain in g on b o dy w eig ht in
S A M P 8 m ic e

a p<0.05 compared with control group.
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T able 4 . E f f e c t of e x erc i s e t rain in g on bo dy w eig ht in S A M P 8

m ic e

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Exercise training groups
Age (months) Control ━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Low Middle High
━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━
∨̇O2 max 0% 25∼33% 50% 66∼75%
━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

4 36.00±0.80* 35.50±0.34 33.10±1.20a 29.20±0.70b

- 98.6% * * 91.9% 81.1%
8 37.60±0.70 38.40±1.10 36.20±1.00 34.10±1.10a

- 102.1% 96.3% 90.7%
━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━
*Mean (g)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values; ap<0.05; bp<0.01
compared with control group.

2 . 운 동부하가 비만 및 체지 방에 미치는 영향

Goodrick 등(1983) 및 Holloszy 등(1985; 1991), 지금까지의 연구결과에

의하면 운동이 건강과 장수에 도움이 된다는 사실은 운동부하에 따른 체지

방을 비롯한 에너지의 소모에 의한 칼로리 제한(calorie restrict ion )의 효과

를 보는 경향이다. 따라서 운동부하에 따른 체중변화 및 비만, 이에 따른

체지방의 변화 등을 비교하여 보면 T able 5와 같다.

4개월의 운동부하로서 low group, middle group 및 high group의 체중

은 각각 35.5±1.1 g , 33.1±1.2 g 및 29.2±0.7 g으로서 대조그룹의 체중

(36.0±0.8 g : 100.0%) 대비 각각 98.6%, 91.9% 및 81.1%로서 각각 1.4%,

8.1%, 19.9%의 체중 감소효과가 인정되었고, 또한 8개월의 운동부하로서

low group, middle group 및 high group의 체중은 각각 38.4±1.1 g , 36.2

±1.0 g 및 34.1±1.0 g으로서 대조그룹의 체중(37.6±0.7 g : 100.0%) 대비

각각 102.1%, 96.3% 및 90.7%로서 각각 2.1%의 체중 증가, 3.7%, 9.3%의

체중 감소효과가 인정되었다. 역시 똑같은 운동부하량이라도 8개월 때보다
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4개월 때에 받은 물리적 스트레스가 더 큰 것으로 판단된다.

운동부하량에 따른 Rohler index에 의한 비만 억제효과도 운동부하량

의존적으로 체중의 감소효과가 인정되었다. 또한 비만의 중요한 지표로 사

용되고 있는 T M index도 Rohler와 만찬가지로 운동부하량에 따라 유의적

으로 억제됨을 알 수 있었다.

T able 5 . E f f e c t of e x erc i s e t rain in g on bo dy w eig ht , bo dy f at

an d ob e s ity in dex in S A M P 8 m ic e

Age
(months)

Control
Ex ercise tr aining groups

Low Middle High

4 BLa )

BWb )

RIc )

TMd )

BFe )

8 BL

BW

RI

TM

BF

10.8±0.2* -

36.0±0.8 -

28.6±0.5 -

43.5±1.3 -

3.24±0.23 -

11.0±0.2 -

37.6±0.7 -

28.2±0.3 -

43.2±1.1 -

3.07±0.18 -

10.9±0.3 (109.9%)**

35.5±1.1 (98.6%)

27.4±0.7 (95.9%)

41.8±0.8 (96.1%)

2.26±0.3c (69.8%)

11.1±0.2 (100.9%)

38.4±1.1 (102.1%)

28.1±0.7 (99.4%)

43.0±0.6 (99.5%)

2.95±0.11 (96.1%)

10.7±0.2 (99.1%)

33.1±1.2a (91.9%)

27.0±0.6 (94.5%)

41.1±1.0 (94.5%)

1.85±0.2c (57.1%)

11.1±0.2 (100.9%)

36.2±1.0 (96.3%)

26.5±1.3 (93.7%)

40.5±0.7 (93.8%)

1.50±0.20c (48.9%)

10.3±0.1 (95.4%)

29.2±0.7a (81.1%)

26.7±0.8 (93.5%)

40.3±0.8 (92.6%)

1.38±0.08c(42.6%)

10.9±0.3 (99.1%)

34.1±1.0a (90.7%)

26.3±0.3 (93.2%)

40.2±0.5 (93.1%)

1.33±0.14c (43.3%)

* Mean±SD with 7 rats per group; **Percent of control values; ap<0.05; bp<0.01; cp<0.001
compared with control group. a )BL : body length (cm); b )BW : body weight (g); c )RI :
Rohrer index =[BW/ BL]×103 ; d )T M index =[BW/ BL2 .8 2 3 ]×103 ; e )BF (body fat )=[0.581×
T M index]- 22.03(g/ 100g)

이러한 사실은 체지방의 감소와 밀접한 관계가 있을 것으로 판단되기 때

문에 체지방 함량(body fat : BF )을 비교하여 보면 4개월의 운동부하로서

low group, middle group 및 high group의 BF의 함량은 각각 2.26±0.3 g ,

1.85±0.2 g 및 1.38±0.08 g로서 대조그룹의 BF의 함량(3.24±0.23 g :
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100.0%) 대비 각각 69.8%, 57.1% 및 42.6%로서 각각 30.2%, 42.9%, 57.4%

의 체지방 감소효과가 인정되었고, 또한 8개월의 운동부하로서 low group,

middle group 및 high group의 BF의 함량은 각각 2.95±0.11 g, 1.50±0.20

g 및 1.38±0.14 g으로서 대조그룹의 BF의 함량(3.07±0.18 g : 100.0%) 대

비 각각 96.1%, 48.9% 및 43.3%로서 각각 3.9%, 51.1% 및 46.7%의 체지방

감소효과가 인정되었다.

결국 운동부하는 에너지 소모를 유도하여 체지방을 효과적으로 억제하여

비만을 효과적으로 감소시킨 결과로서 Goodrick 등(1983) 및 Holloszy 등

(1985; 1991)의 칼로리 제한(calorie restriction )의 효과로 평가할 수 있을

것으로 기대된다.

3 . 운 동부하가 수명에 미 치는 영향

본 연구가 치매는 운동으로 방지할 수 있다 라는 가설에서 출발했기

때문에 운동부하가 수명에 미치는 영향은 매우 중요한 결론이 될 수 있다.

치매실험동물모델 SAMP8 mice의 평균수명 및 최대수명에 미치는 영향을

비교하여 보면 T able 6과 같다.

T able 6에서 보면 기억 학습장애를 수반하는 치매동물모델 SAMP8

mice에 있어서 control group의 평균수명은 454.8±94.8일(15.2개월)이었고,

운동부하 low group (∨̇O2 max 25∼33%)의 평균수명은 486.0±63.6일(16.2

개월)로 대조군 대비 6.9%의 평균수명의 연장효과가 인정되었지만, 운동부

하 middle group (∨̇O2 max 50%)에서의 평균수명은 561.6±68.4일(18.7개

월)에 해당되므로 대조군 대비 평균수명이 23.5%나 현저히 연장되고 있음

을 알 수 있었다.

그렇지만, 운동부하 high group (∨̇O2 max 66∼75%)에서는 평균수명이
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393.0±101.8일(13.1개월)로서 대조군 대비 평균수명이 86.4%로서 오히려

운동을 부하하지 않은 그룹보다 14%나 평균수명이 감소된다는 사실을 알

수 있었다.

Holloszy 등(1985; 1991)은 실험동물을 통한 운동부하가 수명에 미치는

영향에서 최대수명에는 영향을 미치지 못하지만, 평균수명은 15∼20%의

평균수명 연장효과가 인정된다고 보고하면서, 이러한 사실은 결국 운동에

의한 30%정도의 칼로리 제한(calorie restriction)의 결과로 평가할 수 있다

고 보고했다. 한편 Goodrick 등(1983)은 칼로리 제한한 실험동물에 운동을

부하하면 오히려 평균수명이 14주나 감소하여 약 10%의 평균수명의 감소

효과가 인정된다고 보고하여 운동부하의 역효과를 지적하였는데, Stalicky

등(1980)은 늙은 실험동물(aging rat s )일수록 운동의 유익한 효과가 더욱

감소된다고 보고하고 있다.

이러한 선행 연구결과로써 본 연구결과를 고찰한다면 운동부하 middle

group(∨̇O2 max 50%)까지는 운동의 순기능으로서 평균수명의 연장효과가

인정되지만, 운동부하 high group (∨̇O2 max 66∼75%)은 운동의 역효과로

서 약 14%의 평균수명의 감소효과와 잘 일치한다고 말할 수 있다.

이들 실험에서 운동부하가 최대수명에 미치는 영향을 비교하여 보면

T able 6에서 보는 바와 같이 control group의 최대수명이 566일(18.5개월)

인데 반해 low , middle 및 high exercise training groups의 최대수명은 각

각 594일(19.8개월), 660일(22.0개월) 및 489일(16.3개월)로서 대조군 대비

각각 4.9%, 18.7% 및 - 12.1%로서 운동부하 middle group까지의 최대수명

은 매우 유의적으로 연장하였지만, 운동부하 high group은 대조군 대비

12.1%의 최대수명 감소효과로서 Stalicky 등의 연구결과가 잘 적용되고 있

었다.

그러나 선행연구에서 운동부하애 의한 평균수명의 연장효과는 인정되지
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만, 운동부하가 최대수명에는 거의 영향이 없다고 보고한 사실(Holloszy &

Schechtman ; 1991)과는 거리가 멀다는 사실을 알 수 있다. 이러한 사실은

Yu 등(1985)이 이미 칼로리 제한이 평균수명 뿐만 아니라 최대수명도 효

과적으로 연장한다고 보고한 사실에서 알 수 있듯이 운동부하에 의하여 평

균수명 뿐만 아니라 최대수명에도 영향을 미칠 것으로 판단된다.

T able 6 . Effect of ex erc i s e train in g on m edian and m ax im al

lif e s pan in S A MP8 mice

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Median lifespan (day s) Changes

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Control 454.8±94.8* (15.2 months) 100.0%

Low 486.0±63.6 (16.2 months) 106.9%**

Middle 561.6±68.4b (18.7 months) 123.5%

High 393.0±101.8 b (13.1 months ) 86.4%

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Maximal lifespan (days) Changes

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

Control 566 (18.5 months ) 100.0%

Low 594 (19.8 months ) 104.9%

Middle 660b (22.0 months) 118.7%

High 489 a (16.3 months) 87.9%

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

*Mean (day)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values ; ap<0.05; bp<0.01

compared with control group.

Fig . 4에서 exercise training group중에서 middle group (∨̇ O2 max
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50%)이 가장 높은 생존율을 나타내고 있지만, 운동강도가 가장 높은 high

group(∨̇O2 max 66∼75%)에서는 과다한 운동에 따른 활성산소(oxygen

radicals )의 공격에 의한 산화적 스트레스(oxidative stress )로 인하여 각종

장기에 대한 심한 산화적 손상(oxidative damages)을 받아서 생존율이 현

저히(약 14%) 감소된 것으로 평가할 수 있다(Singh, 1992).

F ig . 4 . E ff e c t s of ex e rc i s e train in g on s urv iv al rat e s in

S A M P 8 m ic e
a p<0.05 compared with control group.

그런데 SAMP8의 평균수명은 약 10개월로 알려져 있지만(T akeda 등,
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1981; Hosokaw a 등, 1984), 그러나 본 실험에서는 수명에 상당한 차이가

나타나는 것은 사육환경과 시설, 그리고 암컷(female mice)을 사용한 점

(Umezaw a 등, 1990) 등으로 인한 차이점에서 오는 것으로 사료된다.

4 . 운동부 하에 의한 기억력의 개 선효과

운동부하가 기억 학습장애를 수반하는 실험동물모델 SAMP8 mice을

사용하여 4 및 8개월에서 운동부하량으로서 low group(∨̇O2 max 25∼

33%), middle group (∨̇O2 max 50%) 및 high group (∨̇O2 max 66∼75%)

에 따라 운동부하가 기억 학습장애의 개선효과에 미치는 영향을 수동회피

시험(passive avoidance test )을 통해 측정 검토하여 본 결과는 Fig . 5와 같

다.

Fig . 5(A )에서 보는 바와 같이 4개월에서 운동부하량에 따른 low ,

middle 및 high group의 획득시험은 각각 80.12±5.14, 81.25±2.45 및

90.15±2.11 sec로서 대조군의 획득시험(70.10±6.72 sec) 대비 각각

114.3%, 115.9% 및 128.6%로서 대조군 대비 14∼29%의 유의적인 기억의

일시적인 개선효과가 인정되었다. 그렇지만, 8개월에서는 운동부하량에 따

른 low , middle 및 high group의 획득시험은 각각 70.12±5.14, 80.15±5.45

및 77.80±2.41 sec로서 대조군의 획득시험(70.15±6.12 sec) 대비 각각

100%, 114.3% 및 110.9%로서 대조군 대비 low group을 제외하고 11∼

14%의 유의적인 기억의 일시적인 개선효과가 인정되었다.

Fig . 5(B)에서 기억 학습개선효과를 비교하여 보면 4개월에서 운동부하

량에 따른 low , middle 및 high group의 기억시험은 각각 80.22±4.16,

80.15±5.42 및 91.26±4.45 sec로서 대조군의 기억시험(70.05±5.55 sec) 대

비 각각 114.5%, 114.4% 및 130.3%로서 대조군 대비 15∼30%의 유의적인

기억 학습의 개선효과가 인정되었다.
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F ig . 5 . Eff ect s of ex erc is e training on pa s s iv e av oidance

t e s t in S A M P 8 m ic e
*Rat num ber s (% ) reach ed t o criterion (300sec )
ap< 0.05; b p< 0.01 com pared w ith control group.
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또한 8개월에서도 운동부하량에 따른 low , middle 및 high group의 기

억시험은 각각 71.34±4.38, 80.12±6.48 및 88.97±6.45 sec로서 대조군의

기억시험(70.10±6.12 sec) 대비 각각 101.8%, 114.3% 및 126.9%로서 대조

군 대비 low group을 제외하고 14∼27%의 유의적인 기억 학습의 개선효

과가 인정되었다.

이상의 수동회피시험의 결과에서 볼 때 기억 학습장애를 수반하는 치매

성 실험동물모델 SAMP8 mice에 대한 운동의 부하가 기억 학습장애를 매

우 효과적으로 개선하는 것으로 보아 치매의 예방 및 치료 가능성을 예견

할 수 있을 것으로 기대된다.

이러한 사실들은 Miyamoto 등(1986; 1992), Yagi 등(1988), Flood 등(

1993), Choi 등(1994, 1995, 1997, 2001)의 보고에서 SAMP8 mice를 사용한

미로시험, 스트레스반응시험, 수동회피시험 등을 통해 일부 생약 등의 약물

등의 투여에 의한 생리효과로서 획득시험이나 기억시험 등을 평가한 실험

결과와 거의 일치한다는 사실을 알 수 있다.

5 . 리포 푸신 (Lipofu s c in )의 함량 비교

리포푸신(lipofuscin : LF )은 소모성 색소로서 ceroid, lipochrome, 노화

색소 등으로 부르는 흑갈색 색소로서 가령(aging ), 영양장애(malnutrition ),

만성소모성 질환(chronic degenerative disease : 성인병) 등에 있어서 뇌,

간장, 신장, 심근, 부신 등의 위축성 장기의 세포내에 침착하는 황갈색 부

정형의 색소성 과립을 말한다. 따라서 이 색소는 가령이나 만성 소모성 질

환 등에 따라 유의적으로 증가하기 때문에 중요한 노화의 지표로 사용되고

있다. LF의 생성 메카니즘에 대해서는 아직 확실하게 밝혀져 있지 않지만,

초기의 LF은 과산화지질을 0.5%∼1.5%정도 함유하고 있는 것으로 알려져
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있다(T appel, 1975).

또한 이것은 지질의 과산화반응의 결과 생성된 endoperoxide의 분해시

에 생성되는 말론알데히드(malondialdehyde : MDA )와 카르보닐화합물

(carbonyl compound)이 생체내 성분과 가교결합에 의해 생성된 형광물질

로 알려져 있다(Chio, 1969). Mann 등(1974)도 사람 뇌속에 있는 LF는 가

령과 함께 축적량이 증가되며 생체내 다른 기능의 퇴화에도 관계한다고 보

고하고 있다. 또한 Ulf 등(1997)도 LF는 인간과 동물의 RPE (retinal

pigment epithelial) 세포안에서 나이에 따라 축적된다고 보고하였다.

따라서 운동부하가 LF의 생성량에 미치는 영향을 비교하여 보면 T able

7과 같다. T able 7에서 보는 바와 같이 4개월의 운동부하로서 low group,

middle group 및 high group의 LF의 축적량은 각각 4.92±0.35 ㎍, 4.62±

0.49 ㎍ 및 4.84±0.41 ㎍로서 대조그룹의 LF의 축적량(4.73±0.19 ㎍:

100.0%) 대비 각각 104.0%, 97.7% 및 102.3%로서 middle group에서만 LF

의 축적 감소효과가 나타났지만, 운동부하가 심한 high group에서는 오히

려 LF의 축적효과가 나타나서 바람직하지 못한 경향을 나타내고 있었다.

또한 8개월의 운동부하로서 low group, middle group 및 high group의

LF의 축적량은 각각 5.28±0.18 ㎍, 4.74±0.27 ㎍ 및 5.88±0.16 ㎍으로서

대조그룹의 LF의 축적량(5.15±0.15 ㎍: 100.0%) 대비 각각 102.5%, 92.0%

및 114.2%로서 4개월과 마찬가지로 middle group에서만 LF의 축적량 감

소효과가 인정되었다. 그렇지만, 운동 부하량이 가장 큰 high group (∨̇O2

max 66∼75%)에서는 LF의 축적량이 14.2%나 매우 심하게 나타나서 ∨̇O2

max 66∼75% 정도의 운동부하는 건강과 수명에 역작용을 할 것으로 판단

된다.
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T able 7 . E f f e c t of e x erc i s e t rain in g on lipof u s c in (LF ) lev e l s

in brain of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Ex ercise t r ain in g groups

Low Middle High

4 4.73±0.19* 4.92±0.35 4.62±0.49 4.84±0.41
- 104.0%** 97.7% 102.3%

8 5.15±0.15 5.28±0.18 4.74±0.27a 5.88±0.16b

- 102.5% 92.0% 114.2%

*Mean (㎍/ mg protein)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;
bp<0.01 compared with control group.

6 . 중성지 질 및 콜레스테롤 대사 에 미치는 영향

운동부하가 기억 학습장애를 수반하는 실험동물모델 SAMP8 mice에

미치는 중성지질(triglyceride: T G) 및 콜레스테롤 대사에 미치는 영향을

비교하여 보면 T able 8과 같다.

운동부하가 T G의 함량에 미치는 4개월의 영향을 비교하여 보면 low ,

middle 및 high group의 T G의 함량은 각각 106.19±4.57, 89.04±1.61 및

99.22±4.78 mg/ dl serum로서 대조군의 T G 함량(110.87±4.76 mg/ dl

serum : 100%) 대비 각각 95.8%, 80.3% 및 89.5%로서 middle group만이

19.7%나 매우 효과적으로 중성지질이 억제됨을 알 수 있었지만, 예상과는

달리 high group에서는 10.5%의 중성지질의 억제효과가 인정될 뿐이었다.

8개월의 영향을 비교하여 보면 low , middle 및 high group의 T G의 함량은

각각 155.84±2.60, 131.09±7.94 및 144.38±11.11 mg/ dl serum로서 대조군

의 T G 함량(160.24±10.39 mg/ dl serum : 100%) 대비 각각 97.3%, 81.8%
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및 90.1%로서 middle group만이 18.2%나 매우 효과적으로 중성지질이 억

제됨을 알 수 있었고 high group에서는 9.9%의 중성지질의 억제효과가

인정되어 4개월 및 8개월이 거의 유사한 경향을 나타내고 있었다.

또한 연령이 따라 T G의 함량이 증가하였는데, 이러한 실험결과는

Choi 등(1991)이 보고한 흰쥐에서 T G의 함량이 자유식은 나이에 따라 증

가한다는 보고와 일치하고 있다. 그렇지만, 운동부하로 중성지질의 함량을

효과적으로 억제할 수 있다는 사실을 의미한다. 이러한 사실은 이미 전항

2에서 운동부하가 비만 및 체지방에 미치는 영향의 실험결과에서도 입증된

바 있다.

T able 8 . E ff e c t of e x erc i s e t rain in g on t rig ly c eride (T G ) lev e l s

in s erum of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Ex ercise t r ain in g groups

Low Middle High

4 110.87± 4.76* 106.19±4.57 89.04±1.61b 99.22±4.78a

- 95.8%** 80.3% 89.5%

8 160.24±10.39 155.84±2.60 131.09±7.94b 144.38±11.11a

- 97.3% 81.8% 90.1%

*Mean (mg/ dl serum)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;
ap<0.05; bp<0.01 compared with control group.

또한 성인병 문제로 가장 인구에 회자되고 있는 공포의 식품성분으로

알려진 총 콜레스테롤의 함량에 미치는 운동부하의 영향을 비교하여 보면

T able 9와 같다. T able 9에서 보는 바와 같이 운동부하 low및 middle

group에서는 뚜렷한 차이를 발견할 수 없었지만, 운동부하 high group에서

총 콜레스테롤의 함량은 4개월에서 111.83±6.58 mg/ dl serum, 8개월에서
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115.04±5.84 mg/ dl serum으로서 대조군(100%) 대비 각각 90.3% 및 88.6%

로서 약 10∼12%정도의 콜레스테롤 억제효과가 인정되었다.

T able 9 . E f f e c t of e x erc i s e t rain in g on t ot al ch ole s t erol lev e l s

in s erum of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
ex ercise t r ain in g group s

Low Middle High

4 123.85±0.62* 123.44±7.86 126.18±4.90 111.83±6.588a

- 103.7% 101.9% 90.3%

8 129.78±11.05 130.52±9.73 122.92±2.48 115.04±5.84a

- 100.6% 94.7% 88.6%

*Mean (mg/ dl serum)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;
ap<0.05 compared with control group.

한편 콜레스테롤중에서도 혈관벽에 침착하여 동맥경화를 유발하는 등 성

인병의 발병인자로 알려진 LDL- cholesterol의 축적에 미치는 운동부하가

기억 학습장애를 수반하는 실험동물모델 SAMP8 mice을 사용하여 4 및 8

개월에서 운동부하량으로서 low group (∨̇O2 max 25∼33%), middle

group(∨̇O2 max 50%) 및 high group (∨̇O2 max 66∼75%)에 따라 운동부

하가 혈중 LDL- 콜레스테롤의 혈관침착에 미치는 영향을 분석 평가하여 본

결과는 T able 10과 같다.

4개월에서 low , middle 및 high group의 LDL- 콜레스테롤의 축적량은

각각 82.13±4.96, 75.23±5.28 및 73.22±3.55 mg/ dl serum으로서 대조군의

LDL- 콜레스테롤의 축적량(81.86±4.80 mg/ dl serum ) 대비 각각 100.3%,

91.9% 및 89.4%로서 대조군 대비 운동부하 middle group이상의 운동량 부

하에서 약 10%의 유의적인 LDL- 콜레스테룰의 억제효과가 인정되었다. 그
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렇지만, 8개월의 갱년기의 SAMP8 mice에서는 운동의 효과가 더욱 현저히

나타남을 알 수 있었다. low group의 운동부하를 제외하고 LDL- 콜레스테

롤의 침착 억제효과가 13∼16%까지 인정됨을 알 수 있었다.

T able 10 . E ff e c t of e x erc i s e t rain in g on LD L - c h ole s t erol le v e l s

in s erum of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Ex ercise t r ain in g group s

Low Middle High

4 81.86±4.80* 82.13±4.96 75.23±5.28a 73.22±3.55a

- 100.3%** 91.9% 89.4%

8 94.35±5.57 87.22±6.87b 79.61±4.39b 82.26±0.96b

- 92.4% 84.4% 87.2%

*Mean (mg/ dl serum)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;
ap<0.05; bp<0.01 compared with control group.

한편 운동부하에 따라 항콜레스테롤인자(anti- cholesterol factor ) 또는

장수인자(longevity factor )로까지 불려지고 있는 혈청중의 HDL- 콜레스테

롤의 함량에 미치는 영향을 비교하여 보면 T able 11과 같다.

4개월에서 low , middle 및 high group의 HDL- 콜레스테롤의 함량은 각

각 28,37±1.22, 31.85±0.85 및 33.80±0.48 mg/ dl serum으로서 대조군의

HDL- 콜레스테롤의 축적량(30.76±1.39 mg/ dl serum : 100%) 대비 각각

92.2%, 103.5% 및 109.9%로서 대조군 대비 운동부하 middle group이상의

운동량 부하에서 운동 부하량에 따라 10%까지 유의적인 HDL- 콜레스테룰

의 증가효과가 인정되었다. 이러한 경향은 8개월에서도 운동 부하량

middle group이상에서 약 20%까지 HDL- 콜레스테롤의 증가효과가 인정되

었다. 운동의 놀라운 효과라고 평가할 수 있다.
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HDL- cholesterol은 말초조직 혈관 내의 LDL- cholesterol을 간장으로

운반하여 산화시키는 역할을 하기 때문에 혈중 HDL- cholesterol이 높을수

록 관상심장 질환이나 동맥경화증 등의 유발을 방지한다(Baek . 1994)는 사

실이 입증되었다고 말 할 수 있다.

또한 규칙적인 유산소성 운동이 지질대사의 장애에 대한 예방효과와

T G의 감소 및 HDL- cholesterol의 증가, LDL- cholesterol의 감소로 동맥경

화증 등 성인병의 발병을 효과적으로 억제하기 때문에 운동은 매우 좋은

건강 장수를 위한 최선의 방법이 될 수 있다고 기대할 수 있다(Han 등,

1999).

T able 11 . E f f e ct of ex e rc i s e train in g on H D L - ch ole s t e rol lev e l s

in s erum of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Ex ercise t r ain in g group s

Low Middle High

4 30.76±1.39* 28.37±1.22 31.85±0.85 33.80±0.48a

- 92.2%** 103.5% 109.9%

8 29.50±1.51 30.12±0.80 35.34±1.02b 35.14±1.54b

- 102.1% 120.8% 119.1%

*Mean (mg/ dl serum)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;
ap<0.05; bp<0.01 compared with control group.

7 . 동 맥경화지수 (A I )의 비교

성인병의 발병지표로서 널리 활용되고 있는 동맥경화지수(atherogenic

index : AI)에 미치는 기억 학습장애모델 SAMP8 mice에 미치는 운동의

영향을 검토하여 본 결과는 T able 12와 같다.

T able 12에서 보는 바와 같이 4개월의 운동부하 low group에서는 대조
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군 대비 110%로서 운동의 효과는 거의 기대할 수 없었지만, 운동부하

high group에서는 대조군 대비 76.2%로서 약 24%의 매우 유의적인 AI의

감소로 성인병을 효과적으로 억제할 수 있을 것으로 기대된다. 마찬가지로

8개월에서도 middle 및 high group에서 대조군 대비 각각 72.9% 및 66.8%

로서 각각 27% 및 33%의 매우 효과적인 AI의 감소로 성인병을 매우 효과

적으로 억제할 수 있을 것으로 기대된다.

T able 12 . E f f e ct of ex e rc i s e train in g on at h ero g en ic in de x (A I )

in s erum of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Ex ercise t r ain in g group s

Low Middle High

4 3.03±0.18* 3.35±0.13 2.96±0.14 2.31±0.05c

- 110.6%** 97.7% 76.2%

8 3.40±0.14 3.33±0.14 2.48±0.07c 2.27±0.09c

- 97.9% 72.9% 66.8%

*Mean±SD with 10 mice per group; AI(atherogenic index ) = [T otal cholesterol－HDL
cholesterol]/ HDL cholesterol; * *Percent of control values ; c p<0.001 compared with
control group.

8 . 활 성산소종 (ROS )의 생성변 화

활성산소(oxygen radicals )란 분자 혹은 원자의 최외각전자궤도에 부대

전자(unpaired electron )를 가진 불안정한 산소화합물로서 좁은 의미에서는

OH, O2
- , H2O2 , NO 등을 말하며 넓은 의미로는 지방산과 반응할 수 있

는 peroxyl radical(LOO )이나 alkoxyl radical(RO )등도 포함한다.

나이가 들어감에 따라 활성산소에 의한 조직손상이 증가하는데, 활성산

소는 단백질의 SH기와 반응해서 효소의 활성을 잃게 하거나 가교결합

(cross - linking bridge)의 형성, DNA 및 RNA의 공격, 효소 및 세포막을

손상시키고 결국 세포(細胞)의 사멸(死滅)을 가져오는 병적 노화나 암 등의
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여러 가지 만성 퇴행성 질병(chronic degenerative disease)을 초래한다.

그러므로 생체내에서 프리 라디칼(free radicals )로서 수퍼옥시드 음이온

(superoxide anion : O2
- ), 히드록시 라디칼(hydroxyl radical : OH ), 과산

화수소(hydrogen peroxide : H2O2 ), 산화질소(nitric oxide : NO) 등의 활성

산소종(reactive oxygen species : ROS )의 생성은 여러가지 성인병을 유발

할 뿐만 아니라 노화과정을 촉진하는 것으로 알려져 있다.

최근의 Laura (1997)의 보고에 의하면 이러한 독성 활성산소의 공격에

의하여 기억력 감퇴를 비롯한 노인성 치매로서 Alzhemier ' s disease를 유

발한다고 보고하고 있다. 이미 Singh (1992)의 Nutrit ion and Exercise '라는

특집 Review를 통하여 활성산소의 생성 메카니즘으로서 오염물질, 끽연,

합성의약품, 식품첨가물, 중금속, 농약, 다이옥신이나 T BT , PCB 등의 환경

호르몬, 자외선의 조사, 체내 대사중의 효소반응, 각종 염증반응 등이 원인

이 되어 oxygen free radicals을 생성하고 이것은 1) 세포막의 지질성분, 2)

DNA나 RNA 등의 핵산, 3) 체내 단백질 성분을 공격하여 생성되는 산화

적 스트레스로서 과산화지질(lipid peroxide : LPO)의 생성량은 T BA법이

나 형광법에 의한 malondialdehyde(MDA )의 분석으로 평가하고, 산화단백

질(oxidized protein : OP )의 생성량은 carbonyl group(>C=O)의 측정으로

평가하며, 또한 핵산의 변이생성물(mutation )은 8- hydroxydeoxyguanosine

(8- OHdG)의 분석으로 평가할 수 있다.

활성산소에 의한 산화적 스트레스는 1) 폐기종, 노화(aging ), 성인병

(cardiovascular disease), 백내장, 암(cancer ), 심지어는 신경장해로서 파킨

슨병을 비롯하여 노인성 치매까지 활성산소의 공격에 의한 산화적 스트레

스의 원인이라고 알려져 있다.

가 . 수퍼 옥시드 라디칼 생성 량의 변화

가장 먼저 생성되는 강력한 활성산소로서 superoxide radical(O2
- )은 삼
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중항산소(triplet oxygen )가 전자를 받아서(3O2 +e -
→O2

- ) 수퍼옥시드 라디

칼이 생성되는데, 이것이 hydroperoxide radical( OOH ), hydrogen peroxide

및 hydroxyl radical( OH )이나 일중항산소(singlet oxygen )를 생성하는 것

으로 되어 있기 때문에 free radical damage중 초기단계에서 가장 강력한

활성산소로 보고되어 있다(Kim 1999).

따라서 체내 superoxide radical이 생성되고 이 radical은 다시 H2 O2로

전환된다. 이렇게 생성된 H2 O2는 뇌조직 중에 존재하는 Fe2 +
와 반응하여

즉 H2O2 +Fe2 +
→ OH +OH +Fe3 +

의 Fenton 반응을 일으켜 hydroxyl radical

( OH )을 생성하고 이렇게 생성된 hydroxyl radical이 뇌조직 단백질의 여

러 아미노산 잔기에 작용하여 carbonyl기를 생성하는 것으로 알려져 있다.

뇌조직의 cytosol획분중에 들어있는 superoxide radical의 생성에 미치는

운동부하량의 영향을 비교하여 보면 T able 13과 같다. 4개월에서 운동부하

low , middle 및 high group의 뇌조직 O2
- 의 생성량은 각각 45.87±2.95,

43.01±2.46 및 53.23±3.87 mg/ dl serum으로서 대조군의 생성량(47.33±

1.67 mg/ dl serum : 100%) 대비 각각 96.9%, 90.9%, 112.5%로서 운동부하

low group에서는 거의 변화가 없었지만, middle group에서는 약 10%의 O2

- 의 생성억제효과가 인정되었지만, 과도한 운동부하군으로서 high group에

서는 112.5%의 O2
- 의 생성 증가효과가 인정되어 과도한 운동은 엄청난 스

트레스를 받는 것을 알 수 있다. 또한 8개월에서도 운동부하 low , middle

및 high group의 뇌조직 O2
- 의 생성량은 각각 49.80±1.48, 45.20±2.43 및

55.53±3.08 mg/ dl serum으로서 대조군의 생성량(50.62±3.14 mg/ dl serum

: 100%) 대비 각각 98.4%, 89.3%, 109.7%로서 4개월의 경우와 마찬가지로

운동부하 low group에서는 거의 변화가 없었지만, middle group에서는 약

10%의 O2
- 의 생성억제효과가 인정되었지만, 과도한 운동부하군으로서

high group에서는 약 10%의 O2
- 의 생성 증가효과가 인정되어 과도한 운
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동이 나쁘다는 사실을 알 수 있었다.

이러한 사실은 이미 운동부하의 유익에 대한 연구(Powell 등, 1989;

Gaby emd, 1991a- c)와 과도한 운동의 장애에 대한 연구(Freeman 등,

1982; Cross 등, 1987; Halliw ell 등, 1987; Southorn and Powis, 1988;

Jackson, 1990; Davies 등, 1982)가 보고되어 있듯이 적당한 운동은 건강에

유익하겠지만, 지나친 운동은 건강에 해롭다는 사실이 입증되어 있다.

T able 13 . E f f e ct of ex e rc i s e train in g on s uperox ide radic al (O2
- )

g e n eration in brain c y t o s ol of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Exercise training groups

Low Middle High

4 47.33±1.67* 45.87±2.95 43.01±2.46 a 53.23±3.87b

- 96.9%* * 90.9% 112.5%

8 50.62±3.14 49.80±1.48 45.20±2.43 a 55.53±3.08a

- 98.4% 89.3% 109.7%

*Mean (mg/ dl serum)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;
ap<0.05; bp<0.01 compared with control group.

나 . 히드 록시 라디칼 생성량 의 변화

히드록시 라디칼(hydroxyl radical : OH )은 superoxide radical(O2
- )이

생성되면 H2 O2와 반응하여(O2
- +H2O2 +H +→ OH +O2 +H2 O) hydroxyl

radical( OH )을 생성한다. 성인병을 유발하거나 노화를 촉진하는 것으로

알려진 프리라디칼 중에서도 가장 강력한 활성산소로 알려진 OH 라디칼

의 생성에 미치는 운동부하량의 영향을 검토하여 본 결과는 T able 14와

같다.

4개월에서 운동부하량 low , middle 및 high group의 OH의 생성량은
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각각 7.05±0.66, 6.25±0.41, 7.12±0.31 nmol/ mg protein으로서 대조군(7.36

±0.22 nmol/ mg protein : 100%) 대비 각각 95.8%, 84.9%, 96.7%로서 운동

부하에 따라 OH radical의 생성이 어느 정도 억제되고 있지만, 운동부하양

middle group에서만 약 15%의 유의적인 OH radical의 감소효과가 인정되었다.

한편 8개월에서 운동부하량 low , middle 및 high group의 OH의 생성량

은 각각 7.56±0.22, 5.88±1.13, 8.07±0.49 nmol/ mg protein으로서 대조군

(8.23±0.72 nmol/ mg protein : 100%) 대비 각각 91.9%, 71.4%, 98.1%로서

운동부하에 따라 OH radical의 생성이 어느 정도 억제되고 있지만, 운동

부하양 low 및 middle group에서 약 10% 및 28%의 유의적인 OH

radical의 감소효과가 인정되었다.

이상과 같은 사실은 운동부하량에 따라 건강에 유익한지 해로운지를 연

구했던 선행연구(Powell 등, 1989; Gaby 등, 1991; Freeman 등, 1982;

Cross 등, 1987; Halliw ell 등, 1987; Southorn and Powis, 1988; Jackson,

1990; Davies 등, 1982)와 거의 일치하는 연구결과로서 본 연구에서 ∨̇ O2

max 50%로 설정한 middle group이 가장 바람직한 운동 부하방법이라고

판단된다.

T able 14 . E f f e ct of ex e rc i s e train in g on hy drox y l ra dic al ( OH )

f orm ation in s erum of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Exercise training groups

Low Middle High

4 7.36±0.22* 7.05±0.66 6.25±0.41b 7.12±0.31

- 95.8%** 84.9% 96.7%

8 8.23±0.72 7.56±0.22a 5.88±1.13c 8.07±0.49

- 91.9% (71.4%) (98.1%)

*Mean (nmol/ mg protein)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;
ap<0.05; bp<0.01; bp<0.001 compared with control group.
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운동부하량에 따른 뇌조직의 mitochondria와 microsome획분에서 생성

되는 OH radical의 생성량은 Fig . 6과 같다.

F ig . 6 . E ff e c t s of ex e rc i s e train in g on hy drox y l
ra dic al g en e ration in brain of S A M P 8 m ic e
ap < 0.05; bp < 0.01 com pared w ith control group .
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Fig . 6(A )에서 보는 바와 같이 mitochondria획분에서 4개월에서 운동부

하량에 따라 OH radical의 생성이 억제되었으나 유의성은 middle 및 high

group에서만 인정되었다. 그러나 나이가 많은 SAMP8 mice에서는 middle

group은 매우 효과적으로 OH radical을 억제하였지만, high group에서는

OH radical의 생성량이 오히려 증가하여 나이 많은 그룹에서 과도한 운동

부하는 OH 라디칼의 생성으로 인한 운동부하의 역작용을 나타낸다고 판

단된다. 그렇지만, Fig . 6(B)에서 보는 바와 같이 microsome획분에서는 8

개월의 운동부하 middle group을 제외하고는 유의성을 인정할 수 없었다.

다 . 과산 화수소 생성량의 변 화

뇌조직의 microsome획분중에 들어있는 hydrogen peroxide의 함량을 비

교하여 보면 T able 15와 같다.

T able 15 . E f f e ct s of ex erc i s e train in g on hy dro g en pe rox ide

lev e ls in brain m icro s om e of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Exercise training groups

Low Middle High

4 4.88±0.48* 5.18±0.56 5.41±0.12a 4.54±0.38

- 106.1%** 110.9% 93.0%

8 4.44±0.24 4.71±0.48 4.63±0.17 4.90±0.39a

- 106.1% 104.3% 110.4%

*Mean (mg/ dl serum)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;
ap<0.05 compared with control group.
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T able 15에서 보는 바와 같이 연령에 따른 hydrogen peroxide의 함량

의 차이점은 뚜렷하게 보이지 않았다. 또한 운동에 따른 영향으로서 4개월

에서 low 및 middle group의 과산화수소의 함량은 5.18±0.56 및 5.41±

0.12 mg/ dl serum으로 대조군(4.88±0.48 mg/ dl serum : 100%) 대비 6%

및 11%정도의 hydrogen peroxide의 증가로서 바람직하지 못하였지만, 오

히려 high group에서 약간 감소하는 경향이었다. 그렇지만, 8개월에서는

나이가 많은 그룹으로서 운동부하 어느 군에서도 hydrogen peroxide의 생

성이 나타났지만, high group에서 가장 많이 생성되어 나이 많은 그룹에서

의 과도한 운동은 좋지 않다는 사실이 증명되고 있다.

라 . N O의 생성량 비교

NO는 NOS (NO synthase)에 의해 합성되는 가스상의 free radical로서

반응성이 높은 생체구성분자와 반응하여 독성을 발휘(Hibbs et al., 1988;

Meldrum et al., 1990)하는 반면, 정보전달분자로서 혈관이완(Moncada et

al., 1991), 혈소판 응집억제(Palmer et al., 1987), 신경전달(Schuman et al.,

1991; Snyder et al., 1991), 살균, 면역 등 다양한 생리 기능을 갖는다. NO

는 가스이므로 조직 속이나 세포막을 통해 자유롭게 확산될 수 있기 때문

에 수용체를 매개로 하지 않고도 직접 세포 사이의 정보 전달이 가능하다.

그렇지만, NO의 바람직한 생리작용에도 불구하고 독성산소로서 혈청에

서 NO의 생성량은 Fig . 7에서 보는 바와 같이 가령에 따라 증가하였지만,

현저한 차이는 없었다. 또한 운동부하량에 따른 NO의 생성을 측정한 결과,

4개월에서는 middle group에서 대조군에 비하여 낮았고, 8개월에서는

middle group이 8.75±0.12 nmol/ mg protein으로서 대조군의 NO의 함량

(10.39±0.02 nmol/ mg protein ) 대비 84.2%로서 약 15%정도 현저히 낮게

나타나서 그래도 middle group의 운동부하량이 나이에 관계없이 적당하다

고 판단된다.
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F ig . 7 . E ff e c t s of ex e rc i s e train in g on nitric ox ide

(N O ) c on t ent s in s erum of S A M P 8 m ic e
ap < 0.05: b p< 0.01 com pared w ith control group.

9 . 산 화적 스트레스에 대 한 운동의 영향

가 . 과산화 지질 (LP O )의 생성 에 대한 영향

활성산소의 산화적 스트레스로서 생체내 세포막을 비롯한 지질성분의

산화 생성물로서 과산화지질(lipid peroxide : LPO)은 생체내 지질성분이

활성산소의 공격에 의하여 생성되고, 생체내 단백질이 활성산소의 공격을

받게 되면 산화단백질(oxidized protein : OP ), 그리고 DNA나 RNA 등의

핵산이 활성산소의 공격을 받아 돌연변이(mutation )가 생성되는 것으로 밝

혀져 있다(Singh, 1992; Yu, 1998; Yu and Yang, 1998).
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운동부하량 low (∨̇O2 max 25- 33%), middle(∨̇O2 max 50%), high (∨̇O2

max 66∼75%) group에서 과산화지질(LPO)의 생성에 미치는 영향을 비교

하여 보면(T able 16), 4개월에서는 운동부하량 low group을 제외하고는 어

느 것이나 LPO의 생성량 억제효과가 인정되었지만, 유의성은 인정할 수

없었다. 그렇지만, 8개월의 low group에서는 약간의 LPO의 생성량이 억제

되었지만, middle group에서만 LPO의 생성량이 7.11±0.13 nmol/ ml serum

으로서 대조군의 LPO의 생성량(8.17±0.30 nmol/ ml serum : 100%) 대비

87.0%로서 13%의 유의적인 LPO의 생성량 억제효과가 인정되었다. 그렇지

만, 운동부하량 high group에서는 LPO의 생성량이 8.91±0.67 nmol/ ml

serum )으로서 대조군의 LPO의 생성량(8.17±0.30 nmol/ ml serum : 100%)

대비 109.1%로서 오히려 거의 10%의 유의적인 LPO의 생성량 증가효과가

인정되었다. 이러한 사실은 SAMP8 mice의 경우, 평균수명이 1년 정도이

기 때문에 8개월은 갱년기에 접어들었다는 사실을 감안한다면 갱년기에서

의 지나친 운동은 오히려 건강을 해친다는 연구결과(Freeman 등, 1982;

Cross 등, 1987; Halliwell 등)와 잘 일치하고 있다.

T able 16 . Effect of ex erc i s e train in g on lipid perox ide (LPO) content s

in s erum of S A MP8 mice

Age (months) Control
Exercise training groups

Low Middle High

4 7.94±0.04* 8.06±0.11 7.61±0.48 7.82±0.16

- 101.5%** 95.8% 98.5%

8 8.17±0.30 8.02±0.31 7.11±0.13b 8.91±0.67a

- 98.2% 87.0% 109.1%

*Mean (nmol/ ml serum )±SD with 10 mice per group; **Percent of control values ;
ap<0.05; bp<0.01 compared with control group.
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나 . 산화 단백질 (OP )의 생성에 대한 영향

활성산소에 의해서 지질뿐만 아니라 단백질 또한 쉽게 산화된다(Singh,

1992). 지질과 단백질은 생체막에 같이 존재하면서 서로간에 긴밀한 관계

를 유지하고 있다. 활성산소는 순간적으로 존재하므로 주된 발생 장소인

생체막에서 지질과 단백질이 쉽게 공격받으리라는 사실은 쉽게 짐작할 수

있을 것이다.

Oliver 등(1987a)은 활성산소에 의한 산화된 단백질은 carbonyl기를 형성

한다고 하였으며, Carney 등(1991)은 늙은 동물의 뇌조직에서 carbonyl

group(>C=O)의 생성량이 증가된다고 보고하고 있다. 따라서 본 연구에서

는 기억 학습장애 실험동물모델인 SAMP8 mice에서 분리한 뇌조직획분 중

에서 생성되는 carbonyl group에 미치는 운동부하의 효과를 분석하여 평가

하였다(Fig . 8).

Fig . 8(A )에서 mitochondria획분에서 보는 바와 같이 4개월이나 8개월

에 관계없이 운동부하에 따라 carbonyl group의 생성량이 감소하였지만,

유의적인 carbonyl group의 감소효과는 운동부하 middle group에서만 인

정되었다. 그러나 Fig . 8(B)에서 microsome획분에서는 4개월에서는 low

group에서는 아무런 영향을 나타내지 않았지만, middle 및 high group에서

는 유의적인 carbonyl group의 생성 억제효과가 인정되었지만, 8개월에서

는 middle group에서만 유의적인 carbonyl group의 생성 억제효과가 인정

되었다.

이상의 실험결과에서 볼 때 mitochondria나 microsome획분에 관계없이

운동부하량 middle group에서만 carbonyl group의 생성 억제효과가 인정

되었다는 사실이다. 결국 운동부하량이 너무 적어도, 또는 운동부하량이 지

나치게 높더라도 건강이나 장수에 별로 도움이 되지 않는다는 사실은 현대

를 살아가는 우리 인간에게 시사하는 바가 크다고 하겠다.
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F ig . 8 . E ff e ct s of e x erc i s e t rain in g on c arbon y l

c ont ent s of ox idiz e d prot e in in brain of

S A M P 8 m ic e
ap< 0.05 com pared w ith control group.
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10 . 활성산소 제거효 소 활성에 대한 운동의 영 향

운동중에는 휴식시보다 10- 15배 이상으로 산소의 소비가 급격히 증가

하기 때문에 우리 몸의 활성산소(oxygen free radicals )의 생성량이 10∼

15% 정도나 급격히 증가한다고 보고했다(Halliw ell ＆ Gutteridge, 1999).

이것은 유전자 핵과 단백질, 세포막 등에 산화적 손상(oxidative damages)

을 입히게 된다는 사실이다(Somasundram 등, 2000 : Perry 등, 2000 :

Murata 등, 2000 : Pamplona 등, 2000).

특히 운동 중에는 체온의 상승과 산소소비량의 증가 및 활성산소가 생

성되는데, 인체 내에서는 free radical에 의해 생성되는 superoxide anion이

나 hydrogen peroxide 및 hydroxyl group 등의 유해 독성산소를 제거하기

위한 여러가지 방어체계가 존재하는 것으로 밝혀져 있다. 이들 방어체계로

서 superoxide dismutase(SOD), glutathione peroxidase(GPx ), catalase

(CAT ) 등이 유해 활성산소의 생성이나 이미 생성된 활성산소를 제거하여

활성산소에 의한 생체의 산화적 손상을 효과적으로 제거하기 때문에 이들

효소를 scavenger enzymes이라고 부른다.

따라서 기억 학습장애 실험동물모델인 SAMP8 mice의 혈청 및 뇌조직

획분 중의 활성산소의 생성에 대한 제거효소 활성에 미치는 운동부하의 효

과를 평가했다.

가 . 수퍼옥 시드디스무타 아제 활성의 변화

Superoxide dismutase(SOD)는 산소대사에서 초기에 발생하는 super -

oxide radical의 유해작용에 대하여 가장 중요한 방어효소의 하나로 알려져

있다. 이 효소는 superoxide radical을 제거하기 때문에 산소를 사용하는

생물들은 SOD 및 그에 상응하는 방어기구 없이는 살아갈 수가 없다. 또한

이 SOD의 농도는 수명연장과도 밀접한 관계를 나타내며 SOD의 농도와

최대잠재수명(MLSP )사이에는 직선관계가 성립된다(T olmasoff 등 1980).
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생체 방어효소 SOD 활성에 미치는 운동부하의 효과를 비교하여 보면

(T able 17), 운동부하량 low (∨̇O2 max 25∼33%), middle(∨̇O2 max 50%)

및 high (∨̇O2 max 66∼75%) group의 4개월에서의 혈중 SOD 활성은 각각

3.04±0.18, 3.34±0.14 및 3.13±0.21 Unit/ mg protein으로서 대조군의 혈중

SOD 활성(3.02±0.16 Unit/ mg protein : 100%) 대비 각각 100.7%, 110.6%

및 103.6%로서 운동부하가 대조군에 비해 SOD활성이 증가되고 있었지만,

유의적인 SOD 활성 증가는 middle group에서만 인정됨을 알 수 있었다.

8개월의 경우도 4개월과 거의 유사한 경향을 나타내고 있었지만, 운동

부하 middle group에서만 상당히 높은 SOD 활성 증가효과가 인정됨을 알

수 있었다. 어떻든 운동부하 middle group에서 유의적으로 SOD 활성의 증

가현상이 인정되었다는 사실은 운동부하량이 ∨̇O2 max 50%가 적당할 것

으로 기대된다.

T able 17 . E f f e ct s of ex erc i s e train in g on s uperox ide di s m ut a s e

(S OD ) a c tiv it ie s in s e rum of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Exercise training groups

Low Middle High

4 3.02±0.16** 3.04±0.18 3.34±0.14a 3.13±0.21

- 100.7%** 110.6% 103.6%

8 3.12±0.28 3.24±0.18 3.35±0.14 3.21±0.18

- 103.8% 107.4% 102.9%

*Mean (unit/ mg protein )±SD with 10 mice per group; **Percent of control values ;
ap<0.05 compared with control group.
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운동부하량에 따라 뇌조직 세포내의 어떤 SOD가 관계하는지를 평가하

기 위하여 기억 학습장애를 수반하는 실험동물모델 SAMP8 mice의 뇌조

직중의 mitochondria획분중의 Mn- SOD와 cytosol획분중의 Cu/ Zn - SOD 활

성에 미치는 운동부하량의 영향을 평가하여 보면 Fig . 9와 같다.

Fig . 9(A )에서 생체 방어효소 Mn- SOD 활성을 비교하여 보면 4개월의

경우, low group을 제외하고 middle 및 high group에서는 Mn - SOD 활성

이 증가하였지만, 유의적인 효과는 인정할 수 없었다. 그렇지만, 8개월에서

모든 운동부하군의 Mn- SOD 활성이 다같이 증가하였지만, 유의적인 증가

는 middle group에서만 가능하다는 사실을 알 수 있었다.

그렇지만, Fig 9(B)에서 생체 방어효소 Cu/ Zn - SOD 활성을 비교하여

보면 4개월 및 8개월에서 다같이 운동의 부하에 따라 Cu/ Zn - SOD 활성이

증가하였지만, 어느 것도 유의적인 효과를 인정할 수 없었다. 이러한 사실

은 뇌(brain )라는 특수조직이기 때문에 외부의 영향에 따라 크게 민감한

반응을 보이리라고는 생각하지 않는다.

- 64 -



F ig . 9 . Effect s of ex ercise training on superox ide dismutase

(S OD ) activ ity in brain of S A MP8 m ice
ap < 0.05 com pared w ith control group .
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나 . 글루 타치온 퍼옥시다 아제 활성의 변화

운동부하량에 따라 기억 학습장애를 수반하는 실험동물모델 SAMP8

mice의 뇌 조직중의 glutathione peroxidase(GPx ) 활성에 미치는 운동부하

량의 영향을 평가하여 보면 T able 18과 같다.

운동부하량 low (∨̇O2 max 25∼33%), middle(∨̇O2 max 50%) 및 high

(∨̇O2 max 66∼75%) group의 4개월에서의 뇌 cytosol획분의 GPx 활성은

각각 5.61±0.35, 6.75±0.28 및 5.47±0.62 IU/ g protein으로서 대조군의 뇌

cytosol획분의 GPx 활성(5.10±0.42 IU/ g protein : 100%) 대비 각각

110.0%, 128.8% 및 112.5%로서 어느 운동부하군에서도 매우 효과적으로

GPx활성을 효과적으로 증가하고 있었다.

또한 8개월에서는 운동부하량 middle group에서만 GPx 활성이 5.53±

0.55 IU/ g protein으로서 대조군의 GPx 활성(4.91±0.38 IU/ g protein :

100%) 대비 112.6%만이 유의적인 GPx활성의 증가효과가 인정되었다.

Rao 등(1990)의 보고에서 연령에 따른 뇌 조직 SOD의 활성은 감소한

반면, GPx의 활성은 연령에 따른 차이는 인정할 수 없다는 했지만, Lui와

Mori(1993)는 SAM 뇌 조직의 GPx 활성은 나이에 따라 감소한다는 보고

와 거의 일치하고 있다.

T able 18 . Effect s of ex ercis e training on g lutathione perox idas e (GPx )

act iv itie s in brain cy tos ol of S A MP8 mice

Age (months) Control
Exercise training groups

Low Middle High

4 5.10±0.42* 5.61±0.35a 6.57±0.28c 5.74±0.62a

- 110.0%** 128.8% 112.5%

8 4.91±0.38 4.48±0.39a 5.53±0.55a 5.28±0.49

- 91.2% 112.6% 107.5%

*Mean (IU/ g protein)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;
ap<0.05; b p<0.01 compared with control group.
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다 . 카탈 라아제 활성의 변화

혈청 중에 들어있는 카탈라아제(catalase : CAT )의 활성에 미치는 운동

부하량의 영향을 비교하여 보면 T able 19와 같다.

운동부하량 low (∨̇O2 max 25∼33%), middle(∨̇O2 max 50%) 및 high

(∨̇O2 max 66∼75%) group의 4개월에서의 serum중의 CAT 활성은 각각

1.39±0.03, 1.55±0.07 및 1.67±0.07 μmol/ min/ ml serum으로서 대조군의

혈청중의 CAT 활성(1.37±0.10 μmol/ min/ ml serum : 100%) 대비 각각

101.5%, 113.1% 및 121.9%로서 low group을 제외하고는 매우 효과적으로

CAT 활성이 증가됨을 알 수 있었다. 8개월도 4개월과 거의 같은 경향으로

서 middle 및 high group에서 대조군 대비 각각 16.4% 및 28.1%나 CAT

활성이 증가하고 있었다. 이상의 결과에서 볼 때 CAT 활성은 운동에 따라

매우 효과적으로 증가됨을 알 수 있어서 체내에서 대사과정 중에 생성되는

hydrogen peroxide 같은 활성산소를 매우 효과적으로 분해할 수 있을 것

으로 기대된다.

T able 19 . E f f e ct s of ex erc i s e train in g on c at ala s e (CA T ) a ctiv it ie s

in s erum of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Exercise training groups

Low Middle High

4 1.37±0.10* 1.39±0.03 1.55±0.07b 1.67±0.07c

- 101.5%** 113.1% 121.9%

8 1.46±0.06 1.56±0.07 1.70±0.13b 1.87±0.20c

- 106.8% 116.4% 128.1%

*Mean (μmol/ min/ ml serum)±SD with 10 mice per group; **Percent of control

values; bp<0.01; c p<0.001 compared with control group.
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12 . 세포막 유동성의 비 교

생체의 항상성(homeostasis)은 사람의 건강을 유지하면서 생활을 영위하는데

있어서 매우 중요하다. 이 항상성의 유지는 결국 세포막 유동성이 좋아야 한다

는 사실은 말할 필요도 없을 것이다. 일정한 세포막 유동성의 유지는 정상적인

세포의 성장과 생식에 필수적이며, 생체막에 영향을 미치는 인자로는 주요 구성

성분인 고도불포화지방산이 과산화지질에 의해 지방산 조성이 변화되거나

콜레스테롤의 조성비 등이 변화된다는 사실이다(Kim 1999; Choi 등, 1994).

Joseph 등(1997)은 세포막의 콜레스테롤은 신경세포막에 축적되며, 나이에

따라 그들의 구조를 변형시키는데 이러한 세포막의 콜레스테롤 축적은 오

히려 산화적 손상으로부터 신경조직을 보호한다라고 보고하고 있다.

따라서 뇌 조직의 획분인 mitochondria와 microsome의 세포막 유동성

(membrane fluidity : MF )의 변화를 규명하기 위하여 기억 학습장애 실험

동물모델인 SAMP8의 뇌 조직 획분중에서 세포막의 유동성에 미치는 운동

의 효과를 비교하여 본 결과는 T able 20 및 T able 21과 같다.

Table 19에서 운동부하량 low(∨̇O2 max 25∼33%), middle(∨̇O2 max 50%)

및 high(∨̇O2 max 66∼75%) group의 4개월에서의 뇌 mitochondria획분중의 MF

는 4.24±0.23, 5.05±0.43 및 5.28±0.20% polarization으로서 대조군의 MF (4.66

±0.24% polarization : 100%) 대비 각각 91.0%, 108.4% 및 113.3%로서 low

group을 제외하고는 매우 효과적으로 MF의 증가효과가 인정됨을 알 수

있었다.
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T able 20 . E f f e ct of ex e rc i s e train in g on m e m bran e f lu idity (M F )

in m it o c h on dria of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Exercise training groups

Low Middle High

4 4.66±0.24* 4.24±0.23 5.05±0.43a 5.28±0.20b

- 91.0%** 108.4% 113.3%

8 4.52±0.23 4.22±0.37 4.98±0.18a 4.76±0.09

- (93.4%) (110.2%) 105.3%

*Mean (% polarization)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;
ap<0.05; b p<0.01 compared with control group.

그러나 8개월의 나이 많은 군에서는 운동부하 middle group의 4.98±

0.18% polarization으로서 대조군(4.52±0.23% polarization : 100%) 대비

10%이상의 MF 증가효과가 인정되었지만, 운동부하 high group에서는 MF

가 감소됨을 알 수 있었다.

Table 21에서 운동부하량 low(∨̇O2 max 25∼33%), middle(∨̇O2 max 50%)

및 high(∨̇O2 max 66∼75%) group의 4개월에서의 뇌 microsome획분중의 MF는

운동부하 어느 그룹에서도 MF의 유의적인 증가를 인정할 수 없었지만, 8개월의

middle group에서 6.21±0.43% polarization으로서 대조군의 MF (5.53±0.11%

polarization : 100%) 대비 각각 112.3%로서 약 12%의 MF의 증가효과가 인정

되었다. 어떻든 뇌조직의 mitochondria나 microsome획분에서 다같이 운동

부하량 middle group이 MF를 효과적으로 증가하여 생체내의 항상성을 매

우 효과적으로 유지할 수 있을 것으로 기대된다. 이러한 연구결과는 이미

최 등(1995)이 칼로리 제한한 Fischer 344 rat s가 자유식한 rat s에 비해 평

균수명은 말할 것도 없고 세포막 유동성이 현저히 높다는 사실과 매우 잘

일치하고 있음을 알 수 있었다.

- 69 -



T able 2 1 . E f f e ct s of ex erc i s e train in g on m em bran e flu idity (M F )

in brain m ic ro s om e of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Exercise trainig groups

Low Middle High

4 7.87±0.88* 7.34±0.36 8.17±0.15 7.79±0.52

- 93.3%* * 103.8% 99.0%

8 5.53±0.11 5.86±0.02 6.21±0.43b 5.20±0.16

- 106.0% 112.3% 94.0%

*Mean (% polarization)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values
b p<0.01 compared with control group.

13 . 신경전달물질 및 관 련효소의 변화

체내의 신경전달물질에는 무수히 많지만, 그 중에서 대표적인 신경전달물질

이 바로 아세틸콜린(acetylcholine : ACh)이다. 이러한 사실은 Fig 10에서 보는

바와 같이 1) 체신경계로서 중추신경에서 effector organ까지에 관계하는 신경전

달물질이 ACh이고, 2) 자율신경계로서 부교감신경영역에서 중추신경에서

effector organ까지에 관계하는 신경전달물질도 ACh이며, 3) 자율신경계로서 교

감신경영역에서 중추신경에서 effector organ까지에 관계하는 신경전달물질로서

는 신경절에서는 ACh이 관계하며 effector organ까지는 norepinephrine(NE)이

관계하고 있다. 마지막으로 4) 혈류를 통해 전달되는 신경전달물질로서는 ACh

를 비롯하여 epinephrine(Epi), NE, dopamine(DA) 및 일부 peptide가 관계하고

있다. 이상에서 보는 것과 같이 신경전달에서 가장 중요한 신경전달물질이 바로

acetylcholine(ACh)이라는 사실이다.

가 . 아세틸 콜린 (A Ch )의 함 량 변화

이처럼 가장 중요한 신경전달물질인 ACh의 함량에 미치는 운동부하량 low,

- 70 -



middle 및 high group의 영향을 비교하여 보면 T able 22와 같다.

T able 22 . Eff ect of ex ercis e training on acety lcholine (A Ch ) lev els
in brain of S A MP8 m ice

Age (months) Control
Exercise training groups

Low Middle High

4 69.28±6.84* 72.77±5.01 74.45±4.18a 76.12±4.25a

- 105.0%** 107.5% 109.9%

8 68.31±3.20 66.12±4.59 72.81±6.64 74.15±1.81a

- 96.8% 106.7% 108.5%

*Mean (mg/ dl serum)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;
a p<0.05 compared with control group.
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F ig . 10 . T ran s m it t ers u s e d in t h e v ariou s c om pon ent s of t h e

pe riph e ral n erv ou s s y s t em (V en der et al ., 1998 )

Table 22에서 운동부하량 low(∨̇O2 max 25∼33%), middle(∨̇O2 max 50%)

및 high(∨̇O2 max 66∼75%) group의 4개월에서의 뇌조직중의 ACh의 함량은 각

각 72.77±5.01, 74.45±4.18 및 76.12±4.25 mg/ dl serum으로서 대조군의 ACh의 함

량(69.28±6.84 mg/ dl serum : 100%) 대비 각각 5.0%, 7.5% 및 9.9%나 운동부하량

의존적으로 ACh의 함량의 증가효과가 나타나서 운동이 신경전달물질의 증가에 매

우 효과적일 것으로 기대된다.
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그렇지만, 8개월의 고령그룹에서는 운동부하량 middle 및 high group에서 ACh

의 함량이 각각 72.81±6.64 및 74.15±1.81 mg/ dl serum으로서 대조군의 ACh의

함량(68.31±3.20 mg/ dl serum : 100%) 대비 약 6.7% 및 8.5%로서 ACh의 함량이

운동부하에 따라 증가하고 있음을 알 수 있었다. 이상의 결과에서 볼 때 신경전달

물질 ACh의 함량은 운동부하에 따라 매우 효과적으로 증가하고 있었다. 따라서 운

동은 기억 학습장애의 개선은 말할 필요도 없고 노인성 치매의 예방에도 매우 효

과적일 것으로 기대된다.

나 . 콜린아 세틸트란스퍼 라아제 (ChA T )의 활 성 변화

여러 가지 신경전달물질에 말초신경계의 다양한 변화를 보면 신경물질

중의 가장 대표적인 것으로 ACh로서, 신경은 뉴런이라는 단위로 구성되어

있고 뉴런세포는 연속적으로 연결되어 있는 것이 아니라 아주 미세한 간격

으로 떨어져 있기 때문에 자극이 신경을 따라 전달될 때 뉴런과 뉴런사이

에 자극, 즉 신경전달을 하기 위해 다음 뉴런에 자극을 전달하는 물질의

대표적인 것이 ACh이다.

이것은 acetate와 choline로 분해되기도 한다(Fig . 11). 도파민과 노르에

피네프린은 아민기(- NH2 )를 가지고 있으며 이들은 MAO(monoamine

oxidase)효소에 의해 대사가 이루어지며 신경전달물질들의 신경세포내의

함량은 이 효소의 작용으로 제한된다.

Fig. 11에서 보는 바와 같이 acetylcholine은 acetyl coenzyme A와 choline으

로부터 생합성되므로 아세틸콜린의 합성에 필요한 choline acetyltransferase

(ChAT )의 활성은 매우 중요한 의미를 갖고 있다고 말할 수 있다. 그러므로

ACh의 합성에 필요한 ChAT 활성에 미치는 운동부하량의 영향을 비교하여 본

결과는 T able 22와 같다.
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F ig . 11 . Ch an g e s in a c ety lch olin e (A Ch )- re lat e d en zy m e s

(V en der et al ., 1998 )

*Before a second impulse can be transmitted through the synapses ,

however , the acetylcholine(ACh) secreted after the first impulse must

be hydrolyzed by the acetylcholinesterase(AChE) in the junction.

따라서 기억 학습장애 실험동물모델인 SAMP8 mice의 뇌조직 cytosol획

분에서 acetylcholine(ACh)의 합성효소로서 choline acetyltransferase(ChAT )

활성에 미치는 운동부하량의 영향을 비교하여 보면 T able 23와 같다.

Table 23에서 보는 바와 같이 운동부하량 low(∨̇O2 max 25∼33%), middle(∨̇

O2 max 50%) 및 high(∨̇O2 max 66∼75%) group의 4개월에서의 뇌조직중의

ChAT 활성은 각각 5.24±0.12, 5.57±0.34 및 5.67±0.48 μg/ dl serum으로서 대조

군의 ChAT 활성(5.45±0.22 μg/ dl serum : 100%) 대비 각각 96.1%, 102.2% 및

104.0%로서 대조군에 비해 운동부하량 low group을 제외하고는 운동부하량에 따

라 서서히 증가하고 있긴 하지만 유의성은 인정할 수 없었다. 이러한 사실은 4개월

의 SAMP8 mice는 인간의 청소년기에 해당되기 때문에 운동에 의해서 증가되지

않더라도 신경전달물질 ACh의 생성량이 충분할 것으로 생각될 뿐만 아니라 Table

21의 데이타에서도 잘 설명되고 있다.

그렇지만, 갱년기 연령에 해당되는 8개월의 SAMP8 mice에서는 뇌조직

중의 ChAT 활성이 각각 4.51±0.20, 5.36±0.34, 5.44±0.11 μg/ dl serum으

로서 대조군의 ChAT 활성(4.86±0.12 μg/ dl serum : 100%) 대비 각각

92.8%, 110.3% 및 111.9%로서 low group을 제외하고 middle 및 high
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group에서는 각각 10% 및 12%의 매우 유의적인 ChAT 활성의 증가효과가

인정되어 운동부하가 기억 학습장애의 개선이나 치매의 예방에 상당한 효

과가 있을 것으로 기대된다.

T able 23 . E f f e ct s of ex erc i s e train in g on c h olin e a c et y lt ran s f e ra s e

(ChA T ) a c tiv ity in brain c y t o s ol of S A M P 8 m ic e

Age (months) Control
Exercise training groups

Low Middle High

4 5.45±0.22* 5.24±0.12 5.57±0.34 5.67±0.48

- 96.1%** 102.2% 104.0%

8 4.86±0.12 4.51±0.20 5.36±0.34a 5.44±0.11a

- 92.8% 110.3% 111.9%

*Mean (μg/ dl serum)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;
a p<0.05 compared with control group.

다 . 아세 틸콜린에스트 라아제 (A ChE )의 활성 변화

가장 중요한 신경전달물질로서 acetylcholine(ACh )의 함량도 중요하고,

ACh의 합성효소로서 choline acetyltransferase (ChAT ) 활성도 중요하겠지

만, 신경전달의 발현이 무엇보다 중요하다. ACh가 시냅스전 신경말단에서

분비되면 그것이 시냅스 후 수용체와 결합하여 신경세포 사이의 자극이 전

달된다.

그러나 제2의 자극이 시냅스를 통해 전달되기 전에 제1자극시에 분비된

ACh은 AChE에 의하여 acetate와 choline으로 가수분해되어야만 한다는

사실이다.

그래서 기억 학습장애실험동물모델 SAMP8 mice를 사용하여 신경전달
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의 발현에 직접 관계하고 있는 acetylcholinesterase(AChE ) 활성에 미치는

운동부하의 영향을 평가하여 보면 Fig . 12와 같다.

Fig. 12에서 보는 바와 같이 운동부하량 low(∨̇O2 max 25∼33%), middle(∨̇O2

max 50%) 및 high(∨̇O2 max 66∼75%) group의 4개월에서의 뇌조직중의 AChE

활성은 대조군과 비교해서 운동에 따른 유의적인 영향을 인정할 수 없었다. 그렇지

만, 갱년기에 해당하는 8개월에서는 low 및 high group이 대조군에 비해 AChE 활

성이 다소 감소하는 경향을 나타내고 있었지만, 갱년기라 할지라도 middle group

에서는 AChE 활성의 매우 유의적인 증가효과를 인정할 수 있었다.

F ig . 12 . E f f e c t s o f e x e rc i s e t ra in in g o n a c e t y l c h o l in -

e s t e ra s e (A ChE ) activ ity in brain of S A MP 9 m ice
ap< 0.05 com pared w ith control group .

따라서 갱년기 그룹이라 할지라도 적당한 운동의 부하는 노화의 방지와 평균수

명의 연장뿐만 아니라 기억 학습장애의 개선, 그리고 치매의 예방에도 상당한 도움

이 될 것으로 기대된다.
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라 . 모노 아민옥시다아 제 (M A O )의 활성 변화

MAO는 동물에 널리 분포되어 사람이나 동물의 뇌 조직이나 혈청에서

연령에 따라 증가한다는 사실이 밝혀졌고, 이 효소는 dopamine(DA )이나

serotonin , epinephrine(Epi), norepinephrine (NE ) 등의 catecholamine계 신

경전달물질을 파괴하는 효소로 알려져 있다.

운동부하량에 따라 기억 장애를 수반하는 실험동물모델 SAMP8 mice

를 사용하여 catecholamine계 신경전달물질을 파괴하는 MAO- B 활성에

미치는 운동부하량의 영향을 평가하여 보면 T able 24와 같다.

T able 24 . Effects of ex ercise training on monoamine ox idase (MAO- B )

activity in brain of SAMP8 mice

Months Control
Exercise training groups

Low Middle High

4 1.32±0.09* 1.28±0.13 1.26±0.04 1.35±0.06

- 97.0%** 95.5% 102.3%

8 1.36±0.01 1.37±0.11 1.29±0.09 1.36±0.08
- 100.7% 94.9% 100.0%

*Mean (IU/ g protein)±SD with 10 mice per group; **Percent of control values;

운동부하량 low (∨̇O2 max 25∼33%), middle(∨̇O2 max 50%) 및 high

(∨̇O 2max 66∼75%) group의 4개월에서의 MAO- B 활성은 각각 1.28±

0.13, 1.26±0.04 및 1.35±0.06 IU/ g protein으로서 대조군의 MAO- B 활성

(1.32±0.09 IU/ g protein : 100%) 대비 각각 97.0%, 95.5% 및 102.3%로서

운동부하 high group을 제외하고는 어느 정도 MAO- B 활성을 억제하는

것으로 나타났다. 또한 갱년기의 8개월에서는 운동부하 middle group만이

MAO- B 활성이 1.29±0.09 IU/ g protein으로서 대조군의 MAO- B 활성
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(1.36±0.01 IU/ g protein : 100%) 대비 약 5%이상의 신경전달물질의 억제

효과가 인정되었다.

따라서 기억 학습장애 실험동물모델 SAMP8 mice에서 사람의 경우, 청

소년기의 4개월 및 갱년기의 8개월의 어느 그룹에서도 적당한 운동의 부하

는 catecholamone계 신경전달물질의 파괴효소인 MAO- B 활성을 매우 효

과적으로 억제할 수 있을 것으로 기대된다.
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Ⅳ . 요 약

본 연구는 치매는 운동으로 방지할 수 있다 는 가설하에서 기억 학습

장애를 수반하는 실험동물모델(senescence- accelerated mouse)에서 평균수

명이 1년정도인 SAMP8 mice를 사용하여 운동부하량 low(∨̇O2 max 25∼

33%), middle(∨̇O2 max 50%) 및 high(∨̇O2 max 66∼75%)에 따른 수명의 연장,

성인병 및 노화의 방지, 기억 학습장애의 개선을 포함한 치매의 방지에 미치는 영

향을 평가하였다.

SAMP8 mice를 대조군(control)과 실험군(exercise training groups)의

두 그룹으로 크게 나누고, 이것을 다시 4, 8 및 수명이 다할 때까지 사육하

면서 운동을 부하하여 수동회피시험(passive avoidance test )을 통해 기억

학습장애의 개선 및 치매의 예방여부, 평균수명 및 최대수명의 연장 가능

성 등을 평가하였다. 이들 실험동물을 4개월 및 8개월후 passive

avoidance test를 실시한 후 단두하여 채혈하여 혈청을 사용하여 중성지질,

LDL 및 HDL- 콜레스테롤, 이를 통한 atherogenic index (AI)의 감소효과도

평가하였고, 이들 뇌의 생리기능에 미치는 활성산소종(reactive oxygen

species : ROS)으로서 히드록시 라디칼(hydroxyl radical : OH ), 수퍼옥시

드 라디칼(superoxide radical : O2
- ), hydrogen peroxide(H2 O2 ), nitric

oxide(NO) 등의 활성산소(free radicals )의 생성 억제효과, 활성산소에 의해

생성되는 산화적 스트레스(oxidative stress )로서 과산화지질(lipid peroxide:

LPO)의 생성량을 malondialdehyde(MDA )로써 측정하였고, 활성산소의 공

격에 의한 단백질의 산화생성물로서 산화단백질(oxidized protein : OP )의

생성량은 carbonyl group(> C=O)의 함량을 측정하여 평가하였다.

생체의 방어체계로서 이들 활성산소의 제거효소(scavenger enzymes)로

서 수퍼옥시드 디스무타아제(superoxide dismutase : SOD) 및 이에 따른

Mn - SOD와 Cu/ Zn - SOD, 글루타치온 퍼옥시다아제(GPx ), 카탈라아제

- 79 -



(CAT ) 등의 생체 방어활성에 미치는 운동부하의 영향도 평가하였다. 생체

의 항상성(homeostasis )의 유지를 위한 뇌조직 세포막의 유동성(membrane

fluidity )도 평가하였다. 운동부하량이 신경전달물질로서 acetylcholine(ACh)

의 생성과 ACh의 합성효소로서 choline acetyltransferase (ChAT ) 활성 및

신경전달의 발현에 직접 관계하는 acetylcholinesterase(AChE ) 활성에 미치

는 영향을 평가하였고, 아울러 catecholamine계 신경전달물질의 파괴효소

로서 monoamine oxidase- B(MAO- B) 활성 억제효과도 평가한 결과는 다

음과 같다.

1. 운동부하량 middle group (∨̇O2 max 50%) 및 high group (∨̇O2 max

66∼75%)은 체중증가가 유의적으로 감소하였지만, 그 정도는 어린 4개월에

서 더 심하게 나타났다. 운동부하 high group에서는 4개월에서는 약 20%,

8개월에서는 10%의 유의적인 체중감소가 인정되었지만, middle group에서

는 4개월에 10%, 8개월에 4%의 체중감소효과가 나타났다.

2. middle group (∨̇O2 max 50%)의 운동부하는 평균수명을 23.5%나 연

장하였고, 최대수명도 18.7%나 연장하였으나 high group (∨̇O2 max 66∼

75%)의 운동부하는 오히려 평균수명을 13.5%가 감소하였고, 최대수명은

12.1%나 감소하였다. 적당한 운동은 건강 장수에 유익하지만, 과도한 운동

은 건강 장수에 역작용을 한다는 사실이 입증되었다.

3. 4개월 및 8개월에서의 체지방은 운동부하 middle group (∨̇O2 max

50%)에서 43∼51%로 감소한 반면 운동부하 high group (∨̇O2 max 66∼

75%)에서는 57%나 감소하여 과도한 운동부하는 지나친 체지방 감소를 유

발하여 수명을 단축하는 것으로 판단된다.

4. 운동부하 middle group (∨̇O2 max 50%)의 평균수명(23.5% 증가) 및

최대수명(18.7% 증가)의 연장효과는 적당한 운동부하에 의한 에너지의 소

모에 따른 칼로리 제한(calorie restrict ion )의 효과로 평가할 수 있다.

5. 운동부하에 의한 기억 학습개선효과는 middle 및 high group의 운동
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부하가 효과적이었고, 4개월에서는 15∼30%, 8개월에서는 14∼27%의 기억

학습장애의 개선효과가 인정되어 치매의 예방 가능성을 시사하고 있다고

판단된다.

6. 노화색소로 알려진 lipofuscin (LF )의 축적은 갱년기에 해당하는 8개

월의 경우, middle group(∨̇O2 max 50%)의 운동부하가 LF의 축적량 감소

효과가 인정된 반면 high group(∨̇O2 max 66∼75%)의 운동부하에서는

LF의 축적량 증가효과가 나타나서 오히려 노화를 촉진하고 있음을 알 수

있다.

7. 운동부하는 중성지질의 억제는 물론이고 LDL- 콜레스테롤의 함량은

middle group에서 8∼16%, high group에서 10∼13%의 감소효과가 인정되

었고, HDL- 콜레스테롤의 함량은 8개월의 middle 및 high group에서 다같

이 20%나 매우 효과적으로 증가하고 있어서 운동의 건강효과를 기대할 수

있었다.

8. 총콜레스테롤과 HDL- 콜레스테롤로써 평가한 atherogenic index (AI)

로써 성인병의 발병 억제효과만을 진단한다면 4개월의 high group 및 8개

월의 middle 및 high group에서 매우 효과적으로 성인병을 억제할 수 있

을 것으로 기대된다. 그렇지만, high group의 운동부하는 활성산소 등의

장애로 인하여 수명을 단축하는 것으로 생각된다.

9. 활성산소로서 갱년기인 8개월의 경우, superoxide radical은 middle에

서 10% 감소하는 대신 high에서는 10% 증가하였고, hydroxyl radical은

middle에서 거의 30%나 감소하는 대신 high에서는 거의 변화가 없었으며,

hydrogen peroxide도 middle에서는 4% 증가에 거친 반면 high에서는 10%

이상이나 증가하였으며 nitric oxide는 middle에서만 유의적으로 감소하여

운동부하 middle group은 활성산소의 생성을 효과적으로 억제하였지만, 운

동부하 high group은 활성산소의 생성을 촉진하는 것으로 나타났다.

10. 산화적 스트레스로서 갱년기인 8개월의 경우, lipid peroxide (LPO)의
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생성량은 middle group(∨̇O2 max 50%)에서 13%나 감소한 반면 high

group(∨̇O2 max 66∼75%)에서는 오히려 거의 10%나 증가하였고, 산화단

백질(oxidized protein : OP )의 생성량은 4 및 8개월에서 middle group에서

만 유의적으로 감소하였다.

11. 활성산소 제거효소의 활성은 갱년기인 8개월의 경우, SOD 및 GPx

의 활성은 middle group(∨̇O2 max 50%)에서 7.4% 및 12.6%나 증가하였

지만, high group (∨̇O2 max 66∼75%)에서는 2.9% 및 7.9%만 증가하였으

며, 뇌조직의 Mn - SOD 및 Cu/ Zn - SOD의 활성은 middle hroup에서만 유

의적인 증가효과가 인정되었다. 그렇지만 CAT 의 활성은 운동부하량에 관

계없이 유의적인 증가효과가 인정되었다.

12. 생체내 항상성과 관계가 깊은 세포막 유동성은 갱년기인 8개월의 경

우, 운동부하 middle group(∨̇O2 max 50%)에서 10.2%(mitochondria), 및

12.3%(microsome)나 증가한 반면 high group (∨̇O2 max 66∼75%)에서는

5.3%(mitochondria) 및 - 6.0%(microsome)로서 적당한 운동이 세포막 유동

성의 유지에 매우 효과적일 것으로 기대된다.

13. 갱년기인 8개월의 경우, 신경전달물질 ACh의 함량은 middle group

에서 6.7%이고 high group에서는 8.5%로서 거의 비슷한 경향을 나타내었

고, ACh의 합성효소인 ChAT 활성도 middle group에서 10.3%이고 high

group에서는 11.9%로서 거의 비슷한 경향을 나타내었지만, 직접 신경전달

에 관계하는 ACh의 분해효소인 AChE 활성은 middle group에서만 유의적

인 증가효과를 나타내고 있어서 운동부하 middle group이 기억 학습장애

의 개선에 매우 효과적일 것으로 기대된다.

14. 신경전달물질을 파괴하는 효소로서 MAO- B 활성은 4개월 및 8개월

에서 다같이 middle group에서는 4.5∼5.1%나 감소한 반면 high group에

서는 MAO- B 효소의 활성을 제어하지 못하는 것으로 나타났다.

- 82 -



이상의 실험결과를 종합하여 평가하여 볼 때 운동부하량 middle group

(∨̇O2 max 50%)이 평균수명 및 최대수명을 20%까지 연장할 수 있을 뿐

만 아니라 성인병과 노화를 방지하고, 아울러 기억 학습장애의 개선은 말

할 필요도 없고 노인성 치매의 예방에도 상당한 효과가 있을 것으로 기대

된다.
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