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국국국문문문요요요약약약

알알알칼칼칼리리리환환환원원원수수수가가가 CCC555777BBBLLL///666마마마우우우스스스의의의 소소소장장장과과과
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알칼리환원수(alkalinereducedwater,ARW)를 급이하였을 때 동물 생체 내의
면역 및 소장에 미치는 영향을 알아보고자 본 연구를 시행하였다.C57BL/6마우
스에 6주 동안 알칼리환원수를 급이한 후 혈액 내 염증 및 면역세포,serological
parameter,소장 내 cytokine,그리고 비장에서의 cytokine발현 정도를 정수물을
먹인 대조군과 비교하였다.혈액 내 염증 및 면역세포 수에서 호산구(eosinophil,
p<0.05)와 호중구(neutrophil,p<0.001)는 대조군에 비해 ARW군에서 유의하게 감
소하였고,림프구(lymphocyte,p<0.001)는 반대로 ARW군에서 유의하게 증가하였
다.Serologicalparameter를 측정한 결과 glutamicpyruvictransaminase(GPT,
p<0.01),creatine phosphokinase(CPK,p<0.01),blood urea nitrogen(BUN)과
creatinine(p<0.001)이 대조군에 비해 ARW군에서 유의하게 낮은 수치를 나타냈으
며,Na과 Cl(p<0.001)은 대조군에 비해 ARW군에서 유의하게 높은 수치를 나타냈
다.또한 소장의 경우,ARW군의 tumornecrosisfactor-alpha(TNF-α)발현 정도
가 유의성은 없었지만 대조군에 비해 뚜렷하게 증가하였고 interleukin-4(IL-4,
p<0.05)의 발현이 대조군에 비해 유의하게 증가하였다.비장에서의 cytokine
mRNA 발현은 대조군과 ARW군 사이에 변화를 보이지 않았다.본 연구의 결과
알칼리환원수를 급이하였을 때 혈액 내 염증 및 면역세포와 혈청학적 성상 및 소
장 점막에 작용하여 면역세포,혈청학적 성상 및 cytokine발현에 영향을 주었다.
이를 통해 알칼리환원수의 생체 내 면역반응과 장내 면역반응에 미치는 영향은
알칼리환원수의 효과에 대한 기전 규명과 함께 계속적인 연구가 필요함을 확인하
였다.
___________________________________________________________________________
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제제제 111장장장 서서서 론론론

알칼리환원수는 물을 전기분해 하였을 때 음극판이 설치된 전해조에서 생성되는
물로 알칼리성을 띠면서 환원성이 높다.알칼리환원수가 만들어지는 동안 물속에
는 용존 수소와 무기 미네랄이 많아지고 음극판으로 양이온이 모이게 되며,음극
판으로부터 전자(e­)를 받음으로써 전자의 양이 증가하여 그 결과 산화환원전위
(oxidationreductionpotential,ORP)값이 낮아진다(1).
알칼리환원수에 포함된 활성수소는 superoxidedismutase(SOD)와 유사한 작용
을 하며 과량의 활성산소(reactiveoxygenspecies,ROS)를 제거함으로써 DNA의
파괴를 억제함이 실험적으로 증명되었고(2),특정조건[gammarayirradiationof
(CH3)3Si8O20]에서 수소원자로 수개월간 유지될 수 있음도 보고되었다(3).알칼리환
원수의 다양한 효과는 활성산소제거가 주요한 작용기전으로 알려져 있고(4-6),활
성산소는 생체에 산화적 스트레스(oxidativestress)를 일으켜 다양한 질병의 원인
으로 작용한다고 보고되고 있으며,암,당뇨병,아토피성 피부염,고혈압,심혈관
질환 등이 활성산소와 관련된 질환으로 알려져 있다(7-11).알칼리환원수가 생체
에 영향을 미치는 요인에는 pH,산화환원전위,수소원자 등이 있으며,이 중 pH는
직접적인 작용요인으로서의 관련성이 적고,높은 환원력을 나타내는 낮은 산화환
원전위차와 수소원자가 활성산소 제거에 직접적인 요인으로 작용한다고 알려져
있다(2).활성산소와 관련된 질병 이외에도 알칼리환원수는 체지방 비율 및 체중
감소,장내 이상 발효 억제 그리고 당뇨병과 암에 대한 개선 효과가 있다고 보고
되고 있다(12,13).또한 이러한 효과를 바탕으로 의료계와 식품 등 다양한 분야에
서 알칼리환원수가 적용되고 있으며 그 활용 범위가 점점 넓어지고 있는 추세이
다.그러나 알칼리환원수가 생체 내 면역계에 미치는 영향에 대한 연구는 극히 적
은 편으로,보고된 바에 의하면 알칼리환원수는 활성산소 제거 외에도 일정부분
면역반응과 관련된 효과들이 확인되고 있으며(2),이것은 특정 면역과 관련이 있
을 것으로 추정되고 있다.
항체와 조직 내 면역세포의 변화는 다양한 cytokine에 의한 면역조절작용에 의
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한 현상이다(14-16).다양한 cytokine중 림프구의 활성화,증식 및 분화에 관여하
는 IL-4와 면역반응을 결정하는 림프구 등이 다른 면역세포의 활성화 및 증식에
영향을 미칠 수 있다.
최근까지의 알칼리환원수에 대한 연구에서 일정 부분 면역반응과 관계된 효과들
이 확인되고 있으며,이는 특정 면역에 관여할 것으로 알려지고 있다.본 연구는
알칼리환원수의 음용에 따른 소장 및 생체 내 면역(IL-4,림프구)에 미치는 영향
을 알아보고자 생후 4주령 된 C57BL/6마우스에게 6주 동안 알칼리환원수를 급이
한 후 생체 내 소장의 조직학적 변화와 혈액 및 비장에서의 염증 및 면역세포의
변화를 관찰하였다.
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제제제 222장장장 연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...알알알칼칼칼리리리환환환원원원수수수 준준준비비비
전해알칼리환원수는 백금 전극을 이용하는 전기분해이온수기(BTM700,Biontech
Co.,Gunpo,Korea)로 제조하였다.ARW는 실험 직전에 제조하였으며,제조한 직
후에 pH 10,ORP-100mV 이하의 값이 유지되도록 하였다.

222...실실실험험험동동동물물물
생후 4주령 된 암컷 C57BL/6마우스(OrientBio,Sungnam,Korea)를 구입하여
사용하였다.모든 마우스는 온도 22±1℃,상대습도 50±5%에서 12시간 명ㆍ암
주기를 유지하면서 사육하였으며 먹이는 자유롭게 먹을 수 있게 하였다.일주일간
순화기간을 거친 후 C57BL/6마우스를 각각 정수물을 급이(feeding)한 그룹(대조
군)과 알칼리환원수를 급이한 그룹(ARW군)으로 각각 13마리씩 총 26마리로 나
누어 6주간 실험하였다.

333...알알알칼칼칼리리리환환환원원원수수수 급급급이이이
대조군에게는 같은 이온수기(BTM700)에서 생성되는 정수물을,ARW군은 pH
10,ORP-100mV 이하의 전해알칼리환원수를 6주 동안 급이하였다.ARW는 12
시간마다 교환하여 줌으로써 ORP값을 유지시켜 주었다.

444...혈혈혈액액액 내내내 염염염증증증 및및및 면면면역역역세세세포포포 측측측정정정
6주 후 대조군과 ARW군을 모두 경추탈골한 다음 C57BL/6마우스의 안와정맥
에서 혈액을 채혈하기 위해 heparinized capillary tube(ChaseScientificGlass,
Meiningen,Germany)를 이용하여 혈액을 받은 후 혈액박층도말 표본을 만들었으
며,유핵세포를 중심으로 검경하였다.
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555...SSSeeerrrooolllooogggiiicccaaalllpppaaarrraaammmeeettteeerrr
6주 후 대조군 및 ARW군의 경추탈골한 C57BL/6마우스의 안와정맥에서 채취
한 혈액을 원심분리하여 얻은 혈청으로 글루타민 옥살초산 전이효소(glutamic
oxaloacetictransaminase,GOT),글루타민 피루빈산 아미노 전이효소(glutamic
pyruvictransaminase,GPT),크레아틴 인산효소(creatinephosphokinase,CPK),
혈액 요질소(bloodureanitrogen,BUN),크레아티닌(creatinine),나트륨(sodium,
Na),칼륨(potasium,K) 그리고 염소(chloride,Cl)를 Toshiba-200FR(Toshiba
MedicalSystemsCo.Ltd.,Tokyo,Japan)로 측정하였다.

666...소소소장장장 내내내 cccyyytttoookkkiiinnneee의의의 발발발현현현 확확확인인인
1)면역조직화학적 염색
마우스 소장의 융모에서 IL-1β와 IL-5의 발현을 조사하기 위하여 냉동 보관된
마우스 소장을 동결 절편기를 이용하여 -20℃에서 4㎛로 박절하여 poly-L-lysine
이 코팅 된 slide에 부착시켰다.공기 중에 1시간 건조시켜 phosphatebuffered
saline(PBS)에 세척한 후 acetone에 10분 동안 고정하였다.이를 다시 PBS에 세척
하고,조직 안에 내재된 peroxidase를 제거하기 위하여 0.3% H2O2에 10분 동안 방
치시킨 후 IL-4의 경우는 5% 정상토끼 혈청에,IL-1β,IL-5인 경우는 5% 정상
염소 혈청에 10분 동안 각각 반응시켰다.일차항체인 rabbitanti-humanIL-1β,
rabbitanti-humanIL-5(SantaCrusBiotechnology,Santa,U.S.A.)은 1:100으로
희석한 다음 슬라이드를 실온에서 1시간 반응시켰다.그리고,이차항체인 biotin이
부착된 rabbitanti-RatIgG(VectorLaboratories,Burlingame,CA,U.S.A.)(1:200)
와 goatanti-rabbitIgG(VectorLaboratories,Burlingame,CA,U.S.A.)(1:200)에
30분 동안 반응시켰다.Peroxidase가 부착된 streptavidin(Dako,Carpinteria,CA,
U.S.A.)에 20분 동안 반응시켜 PBS에 세척하고,3,3‘-diaminobenzidine(DAB)에 발
색한 다음 Mayer'shematoxylin로 대조염색을 실시하였다.그리고 광학 현미경으
로 관찰하여 소장 조직 10villus-cryptunit(VCU)당 진한 갈색으로 발색된 세포
수를 측정하였다.
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2)면역형광 현미경 검사
마우스 소장의 융모에서 IL-4,TNF-α의 발현을 조사하기 위하여 냉동 보관된
마우스 소장을 냉동 절편기를 이용하여 -20℃에서 4㎛로 박절하여 poly-L-lysine
코팅된 slide에 부착시켰다.그 후 공기 중에 1시간 건조시켜 PBS에 세척한 후
-20℃ methanol에 고정하였다.IL-4와 TNF-α는 먼저 5% 정상 토끼 혈청을 가지
고 20분 동안 비특이적인 반응을 제거하였다.그리고,일차항체인 monoclonalrat
anti-mouseIL-4(PharMingen,San Diego,CA,U.S.A.)(1:30)와 ratanti-mouse
TNF-α(PharMingen,SanDiego,CA,U.S.A.)(1:30)에 슬라이드를 실온에서 1시간
동안 반응시켰다.그리고 biotin이 결합된 이차항체 rabbit-antiratIgG(Vector
Laboratories, Burlingame, CA, U.S.A.)(1:200)에 30분 동안 반응시킨 다음,
fluorescein isothiocyanate(FITC)가 결합된 streptavidin(Vector Laboratories,
Burlingame,CA,U.S.A.)에 30분 동안 반응시켰다.Glycerinjelly로 봉입한 후 형
광 현미경 하에서 소장 조직 10VCU 당 형광을 발현하는 세포수를 측정하였다.

777...TTToootttaaalllRRRNNNAAA 분분분리리리
각각의 대조군과 ARW군에 정수물 및 알칼리환원수를 투여한지 6주 후
C57BL/6마우스를 거살하여 비장을 적출한 뒤 cryotube에 넣어서 액체질소에 담
근 후 바로 꺼내어 -70℃에 보관하였다. 적출한 비장의 1/3을 TRIzol®

reagent(Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A.)를 1 ㎖에 넣고 70% ethyl
alcohol/0.01% dimethylpyrocarbonate(DEPC)(Sigma,St.Louis,MO,U.S.A.)증
류수로 전 처리한 균질화기로 균등화시켰다.그 후 실온에서 5분간 배양한 다음
chloroform(DuksanPureChemical,Ansan,Korea)200㎕과 혼합하여 15초 동안
와동하고 실온에서 3분간 배양해서 13000rpm으로 15분간 4℃에서 원심분리 하였
다.그 뒤 상층액을 400㎕ 취하여 isopropanol(DuksanPureChemical,Ansan,
Korea)400㎕를 조심스럽게 혼합한 후 4℃에서 13000rpm으로 10분 동안 원심분
리를 실시한 후 상층액을 제거하였다.멸균한 0.01% DEPC증류수로 희석한 75%
alcohol1㎖을 넣은 뒤 4℃에서 13000rpm으로 5분 동안 원심분리를 실시하였고
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상층액을 완전히 제거하였다.분리된 총 RNA는 30㎕의 멸균된 0.01% DEPC증
류수로 용해시킨 뒤 -70℃에 보관하였다.
분리된 총 RNA의 확인은 0.5X TBE buffer(Tris-borate/EDTA electrophoresis
buffer,pH 8.0)을 사용하여 1% agarosegel(BioneerCo.,Daejeon,Korea)에 RNA
2㎍과 6X loadingdye1㎕를 섞어 100V,25분 동안 전기영동을 실시하였다.전
기영동이 끝난 gel은 자외선 광원(Vilbert-Lourmat,MameLaValle,France)위
에 두고 Polaroidfilm이 들어있는 photo-documentationcamera(FisherScientific,
Pittsburgh,Philadelphia,U.S.A.)를 이용하여 254nm에서 촬영하였다.

888...역역역전전전사사사중중중합합합효효효소소소반반반응응응을을을 이이이용용용한한한 비비비장장장 내내내 cccyyytttoookkkiiinnneee의의의 발발발현현현
확확확인인인
분리한 totalRNA는 200 pmololigo dT15 primer(Promega,Madison,WI,
U.S.A.) 1 ㎕과 totalRNA 4 ㎍를 혼합하여 70℃에서 5분간 배양한 다음
AccuPower® RT-PreMix(BioneerCo.,Daejeon,Korea)와 혼합하였다.그 다음 멸
균된 0.01% DEPC증류수로 총 부피가 50㎕가 되게 첨가하여 혼합한 다음 42℃
에서 60분,94℃에서 5분 동안 반응시켜서 cDNA를 합성하였다.
PCR반응은 합성한 cDNA 4㎕에 dATP,dGTP,dTTP,dCTP를 2.5mM이 되
도록 혼합한 dNTP(iNtRON Biotechnology,Sungnam,Korea)를 5㎕를 넣었다.
그 후 10XPCRbuffer(100mM Tris-HCl,pH 8.3,500mM KCl,20mM MgCl2)
(iNtRON Biotechnology,Sungnam,Korea) 5 ㎕,primer set100 pmole/㎕
(BioneerCo.,Daejeon,Korea)을 각각 1㎕,Taqpolymerase0.05㎕ (0.025unit)
(iNtRON Biotechnology,Sungnam,Korea)를 첨가하고,멸균 증류수로 최종 반응
하는 양이 50㎕가 되도록 하여 PCR thermalcycler(GeneAmpPCR System
2700,Perkin-ElmerAppliedBiosystems,FosterCity,California,U.S.A.)에서 증
폭하였다.사용한 각각의 primer는 β-actin의 경우 상용화된 제품(BioneerCo.,
Daejeon,Korea)을 사용했고,IL-4,IL-5,TNF-α,IL-1β는 기존의 연구에서 사용
된 것(BioneerCo.,Daejeon,Korea)을 주문하여 reversetranscription-polymerase
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chainreaction(RT-PCR)을 실시하였다(Table1).β-actin,IL-4,TNF-α,IL-1β의
경우는 94℃에서 5분 동안 가온한 후에 매 cycle당 94℃에서 30초간 변성
(denaturation),60℃에서 30초 동안 보합(annealing),72℃에서 1분 동안 중합
(extension)반응을 시행하여 35cycle을 시행하였고 완전한 신장을 위해 72℃에서
7분 동안 지속하였다.IL-5는 94℃에서 5분 동안 가온한 후에 매 cycle당 94℃에
서 30초간 변성,62℃에서 30초 동안 풀림,72℃에서 1분 동안 신장 반응을 시행하
여 35cycle을 시행하였고 완전한 신장을 위해 72℃에서 7분 동안 지속하였다.반
응이 종료된 후에 0.5㎍/㎖의 ethidium bromide(Bio-RadLaboratories,Hercules,
California,U.S.A.)를 첨가한 2% agarosegel을 이용하여 100V로 25분간 전기 영
동하여 cytokine의 발현을 확인하였고,전기영동이 끝난 gel은 자외선 광원
(Vilbert-Lourmat,MameLaValle,France)위에 두고 Polaroidfilm이 들어있는
photo-documentation camera를 이용하여 254 nm에서 촬영하였다. 각각의
cytokine에 대한 정량적인 분석은 QuantityOne(Bio-RadLaboratories,Hercules,
California,U.S.A.)을 이용하였다.

999...통통통계계계처처처리리리
대조군과 ARW군 사이의 통계학적 유의성은 student'st-test를 사용하여 분석
하였다.조직표본의 경우 각 그룹마다 3개의 조직표본을 준비하였다.유의수준은
p<0.05를 기준으로 하였다.
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TTTaaabbbllleee111...CCCyyytttoookkkiiinnneeeppprrriiimmmeeerrrssseeeqqquuueeennnccceeesssaaannndddaaammmpppllliiifffiiieeedddfffrrraaagggmmmeeennntttsssiiizzzeeeuuussseeedddiiinnn
ttthhhiiisssssstttuuudddyyy...

Cytokine Primersequence(5'→3')

Expected
amplified
fragment
size(bp)

TNF-α Sense GGCAGGTCT ACT TTA GAGTCA TTGC

AntisenseACA TTCGAGGCT CCA GTGAAT TCGG 300

IL-4 Sense TCT CTA GAT CAT GGGCAT TTT GAA CGA GGTC

AntisenseTGCATGATGCTCTTT AGGCTT TCC 306

IL-1β Sense GCT ACCTGT GTCTTT CCCGTGG

AntisenseTTGTCGTTGCTT GGT TCT CCT TG 291

IL-5 Sense ATGACT GTGCCT CTGTGCCTGGAGC

AntisenseCTGTTT TTCCTGGAGTAA ACT GGGG 243

β-actin Sense AGGCTGTGCTGT CCCTGT ATGC

AntisenseACCCAA GAA GGA AGGCTGGAA A 395
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제제제 333장장장 결결결 과과과

111...알알알칼칼칼리리리환환환원원원수수수 급급급이이이와와와 혈혈혈액액액 내내내 염염염증증증 및및및 면면면역역역세세세포포포 측측측정정정

C57BL/6마우스의 모든 군의 안와정맥에서 채취한 혈액을 도말하여 Wright염
색을 한 다음 100개의 백혈구 중 호산구,호중구,림프구 및 단구의 수를 계산하였
다.
정수물을 급이한 대조군의 호산구는 1.4±1.0,호중구는 15.0±3.4,림프구는
83.6±3.7,단구는 0.1±0.3로 나타났다.ARW군은 호산구 0.5±0.7,호중구 9.4
±2.8,림프구 90.0±2.8,단구 0.2±0.4로 나타났다.대조군과 ARW군을 비교할
때,ARW군의 호산구(p<0.05)와 호중구(p<0.001)는 대조군에 비해 유의한 차이를
보이며 감소하였고,림프구(p<0.001)는 대조군에 비해 ARW군에서 유의하게 증가
하였다(Figure1).
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FFFiiiggguuurrreee 111...EEEooosssiiinnnoooppphhhiiilll,,,nnneeeuuutttrrroooppphhhiiilll,,,lllyyymmmppphhhooocccyyyttteee aaannnddd mmmooonnnooocccyyyttteee cccooouuunnntttiiinnn
bbbllloooooodddooofffCCC555777BBBLLL///666mmmiiiccceee...
Bloodwasobtainedfrom controlandARW groups.Thebloodwassmearedonslide
glassand thenumberofeach leukocytewasmonitored asWrightstain.Data are
expressedasmean±SD ofthreeindependentexperiments.*p<0.05and***p<0.001are
assessedasasignificantdifference.
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222...SSSeeerrrooolllooogggiiicccaaalllpppaaarrraaammmeeettteeerrr측측측정정정

C57BL/6마우스의 모든 군의 안와정맥에서 채취한 혈액을 원심분리하여 얻은
혈청으로 GOT,GPT,CPK,BUN,creatinine,Na,K 및 Cl을 측정하였다.
정수물을 급이한 대조군의 GOT는 129.8±18.1IU/L,GPT는 28.5±4.1IU/L,
CPK는 419.2±135.8IU/L,BUN는 34.2±4.1mg/dl,creatinine는 0.50±0.02
mg/dl,Na는 150.2±1.1mEq/L,K는 6.9±0.0mEq/L,Cl는 112.8±1.5mEq/L
로 나타났다.ARW군은 GOT 120.2± 20.3IU/L,GPT 25.5± 2.8IU/L,CPK
267.1±126.3IU/L,BUN 25.7±2.5mg/dl,creatinine0.45±0.03mg/dl,Na
152.0±0.8mEq/L,K 6.5±0.4mEq/L,Cl115.6±1.2mEq/L로 나타났다.대조
군과 ARW군을 비교할 때,ARW군의 GPT(p<0.05),CPK(p<0.01),BUN과
Creatinine(p<0.001)이 대조군에 비해 ARW군에서 유의하게 낮은 수치를 나타냈으
며,Na과 Cl(p<0.001)은 대조군에 비해 ARW군에서 유의하게 높은 수치를 나타냈
다(Table2).
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TTTaaabbbllleee222...CCChhhaaannngggeeeooofffssseeerrrooolllooogggiiicccaaalllpppaaarrraaammmeeettteeerrrsss...

Dataareexpressedasmean±SD.
*p<0.05,**p<0.01and***p<0.001

Control ARW
GOT(IU/L) 129.8±18.1 120.2±20.3
GPT(IU/L) 28.5±4.1 25.5±2.8***
CPK(IU/L) 419.2±135.8 267.1±126.3******
BUN(mg/dl) 34.2±4.1 25.7±2.5*********

Creatinine(mg/dl) 0.50±0.02 0.45±0.03*********
Na(mEq/L) 150.2±1.1 152.0±0.8*********
K(mEq/L) 6.9±0.0 6.5±0.4
Cl(mEq/L) 112.8±1.5 115.6±1.2*********
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333...알알알칼칼칼리리리환환환원원원수수수를를를 급급급이이이한한한 마마마우우우스스스의의의 소소소장장장 점점점막막막 내내내 cccyyytttoookkkiiinnneee
의의의 발발발현현현

C57BL/6마우스의 모든 군의 소장상부에서 cytokines을 확인하기 위해 면역조
직화학염색과 면역형광염색을 실시하여 10VCU 중에 발현된 세포수를 계산하였
다.
TNF-α에서 대조군은 32.5±17.1,ARW군은 108.1±45.3,IL-4에서 대조군은
65.3±26.4,ARW군은 171.2±42.3,IL-1β에서 대조군은 30.5±11.2,ARW군은
62.3±59.5,IL-5에서 대조군은 60.2±11.0,ARW군은 69.8±26.5를 나타냈다.
TNF-α는 ARW군에서 크게 상승하였으나 유의한 차이는 보이지 않았다.IL-4는
ARW군에서 IL-4(p<0.05)대조군에 비해 유의성 있게 증가하였다.IL-1β과 IL-5
는 ARW군에서 증가는 하였으나 통계학적 유의성은 없었다(Figure2,3).
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FFFiiiggguuurrreee222...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofff(((AAA)))TTTNNNFFF---αααα,,,(((BBB)))IIILLL---444,,,(((CCC)))IIILLL---111ββββ    aaannnddd(((DDD)))IIILLL---555
eeexxxppprrreeesssssseeeddd ccceeellllllnnnuuummmbbbeeerrr pppeeerrr 111000 vvviiilllllluuusss---cccrrryyyppptttuuunnniiittt(((VVVCCCUUU)))iiinnn ttthhheee sssmmmaaallllll
iiinnnttteeessstttiiinnneeeooofffaaallllllgggrrrooouuupppsssooofffCCC555777BBBLLL///666mmmiiiccceee...
Dataareexpressedasmean±SD.
*p<0.05
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FFFiiiggguuurrreee333...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofff(((AAA)))TTTNNNFFF---αααα,,,(((BBB)))IIILLL---444,,,(((CCC)))IIILLL---111ββββ    aaannnddd(((DDD)))IIILLL---555
eeexxxppprrreeesssssseeeddd ccceeellllllsss iiinnn ttthhheee sssmmmaaalllllliiinnnttteeessstttiiinnneee ooofff cccooonnntttrrrooolllaaannnddd AAARRRWWW gggrrrooouuuppp
CCC555777BBBLLL///666mmmiiiccceee...
DAB (diaminobenzidine) stain (C, D) and cytokines labeled FITC (fluorescein
isothiocyanate)(A,B)wereshowedeachcytokineexpressedcellsinsmallintestinevilli
ofC57BL/6mice(A;TNF-α,B;IL-4,C;IL-1β andD;IL-5.1;control,2;ARW group.
Originalmagnifications:A,B,C,D:x200).
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444...비비비장장장 내내내 cccyyytttoookkkiiinnneee의의의 발발발현현현

각각의 대조군과 ARW군에 정수물 및 알칼리환원수를 투여한지 6주 후
C57BL/6마우스를 거살하여 비장을 분리한 다음 균등화하여 RT-PCR 방법으로
각 군별 cytokinemRNA에 대한 발현을 확인해 보았다.
IL-4에서 대조군은 927.7±201.8,ARW군은 1020.0±34.9,IL-5에서 대조군은
1209.9± 313.9,ARW군은 1580.7±363.1,TNF-α에서 대조군은 570.5±162.7,
ARW군은 376.3±139.5,IL-1β에서 대조군은 702.1±225.5,ARW군은 823.6±
170.7로 나타났다.IL-4는 각 군별로 큰 변화는 보이지 않았으며 유의한 차이도
보이지 않았다.IL-5는 ARW군에서 조금 증가하였으나 큰 변화는 보이지 않았으
며 유의한 차이도 보이지 않았다.TNF-α는 ARW군에서 감소하였으나 큰 변화는
보이지 않았으며 유의한 차이도 보이지 않았다.IL-1β는 각 군별로 큰 변화는 보
이지 않았으며 유의한 차이도 보이지 않았다(Fig.4,5).
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FFFiiiggguuurrreee444...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofffIIILLL---444,,,IIILLL---555,,,TTTNNNFFF---αααα    aaannndddIIILLL---111ββββ    mmmRRRNNNAAA iiinnncccooonnntttrrrooolll
aaannndddAAARRRWWW gggrrrooouuupppCCC555777BBBLLL///666mmmiiiccceee...
TotalRNA wasextractedfrom fourspleens(splenocytes).LevelsofIL-4,IL-5,TNF-

α andIL-1β mRNA wereanalyzedbyRT-PCR.
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FFFiiiggguuurrreee555...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofff(((AAA)))IIILLL---444,,,(((BBB)))IIILLL---555,,,(((CCC)))TTTNNNFFF---αααα    aaannnddd(((DDD)))IIILLL---111ββββ    

mmmRRRNNNAAA eeexxxppprrreeesssssseeedddiiinnncccooonnntttrrrooolllaaannnddd AAARRRWWW gggrrrooouuupppCCC555777BBBLLL///666mmmiiiccceee...
TotalRNA wasextractedfrom fourspleens(splenocytes).LevelsofIL-4,IL-5,TNF-

α andIL-1β mRNA wereanalyzedby RT-PCR asdescribedin theMaterialsand
Methods section. Data was showed the level expressed by density(INT/mm2).
QuantitativeanalysisofmRNA wasperformedwithQuantityOne,computer-assisted
imagingdensitometersystem(Bio-RadLaboratories,Hercules,CA,U.S.A.).
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본 연구에서는 생후 4주령의 C57BL/6마우스에 알칼리환원수를 6주 동안 급이
한 후 거살하여 소장의 조직학적 변화와 cytokine의 발현,혈액 및 비장에서의 염
증 및 면역세포의 변화에 미치는 영향에 대하여 조사하였으며,특히 IL-4,IL-5,
IL-1β,TNF-α의 cytokine과 림프구를 중점적으로 살펴보았다.
마우스 혈액 내 염증 및 면역세포의 변화를 관찰한 결과 ARW군의 호산구
(p<0.05)와 호중구(p<0.001)는 대조군에 비해 유의한 차이를 보이며 감소하였고,
림프구(p<0.001)는 대조군에 비해 ARW군에서 유의하게 증가하였다(Figure1).호
산구와 호중구는 염증반응에 관여하는 세포로서 어떤 원인에 의해 염증반응이 일
어나게 되면 염증 부위로 침윤되는 현상을 보여준다.또한 림프구는 면역반응에
관여하는 세포로서 T 림프구와 B림프구로 나누어진다.T 림프구는 세포성 면역
을 담당하는 세포로서 helperT 세포와 cytotoxicT 세포로 나눌 수 있으며 이 중
helperT 세포는 cytokine을 분비하여 면역반응을 조절하고 cytotoxicT 세포는
비자기항원을 지닌 세포를 직접 공격함으로써 중요한 면역기능을 담당한다.반면
B 림프구는 체액성 면역을 담당하는 세포로 항원에 의해 자극을 받으면 항체를
생산하고 생산된 항체는 항원-항체 반응을 일으켜 항원을 제거한다(Silversteinet
al.,1989)(17).전해알칼리환원수의 음용에 따른 ICRmice의 생체 내 안전성에 관
한 Yang등의 논문에서도 마우스 혈액 내의 염증 세포와 면역세포의 변화를 관찰
한 결과 호중구는 대조군에 비해 ARW군에서 유의성 있게 감소하였고,림프구는
호중구와는 반대로 ARW군에서 유의성 있게 증가하였다.(18)이와 같은 각 세포
들의 기능을 고려해 볼 때 호산구와 호중구의 감소와 림프구의 증가는 ARW를
지속적으로 음용할 경우 ARW가 생체 내 염증 반응을 완화시키고 면역반응의 활
성화에 부분적으로 영향을 미칠 수 있음을 시사해준다.
Serological parameter의 변화를 관찰한 결과 ARW군의 GPT(p<0.05),
CPK(p<0.01),BUN과 Creatinine(p<0.001)이 대조군에 비해 ARW군에서 유의하게
낮은 수치를 나타냈으며,Na과 Cl(p<0.001)은 대조군에 비해 ARW군에서 유의하
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게 높은 수치를 나타냈다(Table2).고지방 사료를 먹인 SDrat에 알칼리환원수가
미치는 영향에 대한 Jin등의 논문에서는 GOT,GPT 수치가 ARW군에서 유의하
게 감소하였고(19),OLETFrat에서 알칼리환원수의 항당뇨 효과에 대한 Jin등의
논문에서도 GOT가 유의성 있게 감소하였다(20).이는 알칼리환원수를 급이하였을
때 간질환과 관련이 있는 GOT,GPT 효소활성치가 낮아지는 것을 알 수 있다.K
는 두 실험군 사이에 유의한 차이가 없었고 Na와 Cl은 ARW군에서 높게 관찰되
었으나,Na/Cl비율이 정상의 범주를 벗어나지 않는 것으로 보아 ARW가 전해질
평형에 거의 영향을 미치지 않는 것으로 판단된다(Table2).
ARW가 생체에 미치는 면역학적 영향을 관찰하기 위한 목적으로 TNF-α,IL-4,
IL-1β,IL-5의 발현 정도를 알아보았다.Cytokine의 발현은 알칼리환원수 급이에
의해 일어난 소장 내 면역학적 변화를 부분적으로 보여준다.면역조직화학염색과
면역형광염색을 통한 소장의 cytokine발현 결과에 의하면 IL-4(p<0.05)를 제외한
다른 cytokine들이 모두 유의한 차이를 나타내지 않았다(Fig.2,3).IL-4는 B 세
포 growthfactor및 B 세포 항체의 classswitching에 관여하는 cytokine으로서
면역세포를 활성화시키는데 중요한 역할을 한다(21-22).또한 IL-4는 면역조절 기
능과 항염증 작용을 하며,특히 Th1과 Th2세포 사이의 균형을 유지함으로써 장
내 면역에 중요한 역할을 한다.그러므로 본 실험에서 소장 조직 내의 IL-4증가
는 알칼리환원수가 국소적인 면역의 활성에 관여한다는 것을 말해주며,
inflammatoryboweldisease(IBD)에서 IL-4level과 IL-4mRNA가 감소되었다는
Karltunnen등의 실험결과는 이 결과를 뒷받침해준다(23).그러나 소장에서의 국
소면역과는 달리 mRNA를 통한 비장에서의 cytokine발현은 두 그룹 간의 유의한
차이를 발견할 수 없었다(Fig.4,5).
본 연구에서의 알칼리환원수의 특성을 관찰하여 보면 다음과 같은 가설로 결과
를 해석할 수 있다.즉 알칼리환원수의 어떠한 특성이 혈액 내 염증 및 면역세포
와 혈청학적 성상 및 소장 점막에 작용하여 세포,장기 및 cytokine에 영향을 주
었다고 분석되는 것이다.또한 이 가설은 알칼리환원수가 전체적인 면역반응에 관
여하기 보다는 물이 접촉하는 소장의 점막에 작용하여 나타난 직접적인 결과로
이해할 수 있다.본 연구에서 알칼리화원수를 급이한 군의 비장 내 cytokine의 변
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화가 관찰되지는 않았으나 소화기관을 경유하여 흡수되는 과정에서 전신 면역계
에 영향을 줄 수 있고,이의 일부 결과로 혈액 내 염증 및 면역세포와 혈청학적인
성상 및 소장 점막 내 면역세포의 변화가 관찰되었을 것으로 판단된다.
본 연구의 결과,알칼리환원수 급이 후 호산구,호중구,GPT,CPK,BUN 및
creatinine이 유의하게 감소하였고,림프구,Na및 Cl이 유의하게 증가하면서 혈액
내 염증 및 면역세포 와 간장,근육 및 신장 등과 같은 장기에서의 면역반응이 유
도되었다.또한 소장 점막의 IL-4cytokine이 유의성 있게 증가한 것이 면역세포
를 활성화 하는데 관계가 있음을 보여주었다.이러한 세포 및 cytokine이 면역반
응과 관계하여 생각해 볼 때,알칼리환원수의 생체 내 국소면역과 장내 면역에 미
치는 영향은 알칼리환원수의 효과에 대한 기전 규명과 함께 더 구체적인 연구가
필요하다고 하겠다.
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제제제 555장장장 결결결 론론론

알칼리환원수의 음용에 따른 소장 및 생체 내 면역에 미치는 영향을 알아보고자
C57BL/6마우스에게 6주 동안 알칼리환원수를 급이한 후 혈액에서의 염증 및 면
역세포의 변화를 관찰하였으며,혈청학적으로 간장,근육 및 신장 등 관련 항목이
알칼리환원수와 어떠한 상관관계가 있는지 알아보았다.또한,소장 점막 내 국소면
역 반응 등을 알아보기 위해 IL-4,IL-5,TNF-α 및 IL-1β의 발현 세포를 측정하
였다.그리고 RT-PCR을 통해 마우스의 비장 내 면역반응과 관련이 있는 IL-4,
IL-5,TNF-α 및 IL-1β에 대해 분석한 결과는 다음과 같다.
1.Wrightstain을 통해 대조군 및 ARW군 마우스의 혈액 내 백혈구의 수를 계산
결과 호산구의 경우 대조군보다 ARW군에서 유의하게 감소하였다(p<0.05).또한
호중구의 경우 대조군보다 ARW군에서 유의하게 감소하였다(p<0.001).그리고 림
프구의 경우에는 대조군보다 ARW군에서 유의하게 증가하였다(p<0.001).
2.Serologicalparameter를 측정한 결과 GPT의 경우 대조군보다 ARW군에서 유
의하게 감소하였고(p<0.05),CPK의 경우 대조군보다 ARW군에서 유의하게 감소
하였다(p<0.01).또한 BUN과 Creatinine의 경우 대조군보다 ARW군에서 유의하게
감소하였다(p<0.001).그리고 Na과 Cl의 경우 대조군보다 ARW군에서 유의하게
증가하였다(p<0.001).
3.마우스의 소장 점막 내 IL-4의 경우 대조군보다 ARW군에서 유의하게 증가하
였다(P<0.05).
4.마우스의 비장 내 cytokine발현 결과 각 군당 별다른 유의적 차이가 없었다.
이상의 연구를 종합해 본 결과 알칼리환원수를 음용하면 생체 내 면역반응과 장
내 면역반응에 일부 영향을 미치는 것으로 분석되었다.
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In thisstudy,theeffectsofalkalinereducedwateron smallintestineand
systemicimmunityofamousewereinvestigated.C57BL/6micewerefedwith
conventionalwater(controlgroup)orARW (ARW group)for6weeks.Then
thenumbersofperipheralbloodleukocytes,serologicalparametersandcytokine
mRNA expressionlevelsinsmallintestineandspleenofC57BL/6micewere
examined.
Amongtheperipheralbloodleukocytes,thenumbersofeosinophils(p<0.05)
andneutrophils(p<0.001)weredecreasedandthoseoflymphocytes(p<0.001)
numberwereincreasedintheARW group.Incaseofserologicalparameters,
GPT (p<0.01),CPK (p<0.01),BUN(p<0.001)and creatinine(p<0.001)levels
weredecreasedinARW group,butNaandCllevelswereincreasedinthe
ARW group(p<0.001).Insmallintestine,themRNA expressionofIL-4 was
significantlyincreasedintheARW groupandthemRNA expressionofTNF-α 
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wasalsoclearlyinducedcomparedwithnormalcontrolgroup.Tothecontrary,
themRNA expressionsofcytokines(IL-4,IL-5,TNF-α,IL-1β)inspleen
werenotsignificantlychanged.
Inconclusion,whenARW wasfedonmice,itisobservedthatitaffectsto
bloodcomponents,intestinalmucosaandthecellsrelatedtoimmunesystem,
serologicalparameters,andexpressionofcytokine.Furtherstudyinnecessary
aboutfunctionaleffects ofARW on smallintestine and systemic immune
responseincludingmechanism identification.

-----------------------------------------------------------------
Keywords : alkaline reduced water,C57BL/6 mouse,small intestine,serological
parameter,interleukin-4
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