
		
			[image: Cover image]
		

	
    
      
        
          	
          	
        

        
          	
        

        
          	
            [ Article ]
          
        

        
          	The Korean Journal of Community Living Science - Vol. 32, No. 2, pp.269-283
        

        
          	ISSN: 1229-8565			
					(Print)
				2287-5190			
					(Online)
				
        

        
          	Print  publication date  31 May 2021

        

        
          	Received  11 May 2021
Revised  17 May 2021
Accepted  24 May 2021

        

        
          	
            KJCLS_2021_v32n2_269

            DOI: 
            https://doi.org/10.7856/kjcls.2021.32.2.269
          
        

        
          	
            항산화활성 최적 조건으로 추출한 산겨릅 열수 추출물의 LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에 대한 항염증 효과
          
        

        
          	
            Inyong Kim ; Jung-Heun Ha ; Yoonhwa Jeong†


          
        

        
          	Professor, Dept. Food Science and Nutrition, Research Center for Industrialization of Natural Nutraceuticals, Dankook University, Cheonan, Korea

        

        
          	
        

        
          	
            Anti-inflammatory Effect of Hot Water Extracts of Acer tegmentosum Maxim Extracted Under Optimal Conditions for Antioxidant Activity on LPS-Induced RAW 264.7 Cells
          
        

        
          	
            김인용 ; 하정헌 ; 정윤화†


          
        

        
          	
        

        
          	단국대학교 식품영양학과, 천연물 식의약소재 산업화 연구센터 교수

        

        
          	
            Correspondence to: †Yoonhwa Jeong Tel: +82-41-550-1598 E-mail:  yjeong@dankook.ac.kr
          
        

        
          	
This is an Open-Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0), which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
        

        
          	
            

            

          
        

      

      
        
          	
          	
        

      

      
        
          
            초록
          
        

        
          In this study, we investigated the anti-inflammatory effects of hot-water-extracts of Acer tegmentosum extracted under optimal conditions to maximize antioxidative activities with respect to lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW 264.7 cells. Acer tegmentosum extract was produced based on the response surface methodology (RSM). The result from a previous study (Kim et al. 2021) was used for the current investigation (extraction temperature: 89.34°C, extraction time: 7.36 h and solvent to solid ratio: 184.09). The optimized Acer tegmentosum extract remarkably inhibited lipopolysaccharide (LPS)-inducible nitric oxide (NO) secretion to culture media on RAW 264.7 macrophages. The pre-treatment of Acer tegmentosum extract also significantly prevented the secretion of pro-inflammatory cytokines, such as interleukin 1 beta (IL-1β), interleukin 6 (IL-6), and tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) from LPS-induced RAW 264.7 cells. Therefore, the pre-treatment of the optimized extract based on RSM for maximizing antioxidative activities of Acer tegmentosum effectively attenuated LPS-inducible inflammatory responses in the murine macrophage cell lines.
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      I. 서론
      염증반응은 신체에 물리, 화학적 외부자극, 세균감염 등의 다양한 기질 변화를 유발하는 손상이 발생하였을 때 이에 대응하기 위한 생리학적 방어작용이다(Kim et al. 2016). 염증반응시 면역세포는 다양한 염증 발현 단백질을 분비하여 손상 조직의 추가적인 감염를 막고 조직을 재생하여 정상화하려 한다(Nam & Park 2019). 염증반응은 급성과 만성반응으로 나눌 수 있는데, 자극원에 의해 특정조직에 손상이 있을 때, 호중구나, 호염구, 호산구, 단핵세포 등의 세포와 IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-8 등의 염증성 cytokine이 발현하여, 농양이 생성되고 통증이 완화되는 등 조직이 회복되는 과정으로 진행한다. 또한, inducible nitric oxide synthase(iNOS), cyclo-oxygenase-2(COX-2) 같은 효소나, nitric oxide(NO), prostagladin E2(PGE2) 등의 면역관련 물질을 생성한다(Jeong et al. 2014). 그러나 이러한 염증반응이 원인의 제거되지 않아 만성화되면 림프구나 체액성 면역 유도 cytokine과 세포성 면역유도 cytokine으로 주요 반응 물질이 지속적으로 발현될 수 있다(Carol & Timothy 1997).

      대식세포는 비정상인 세포, 조직, 이물질, 세균 등 체내 존재하는 이상물질을 흡수하고 소화시켜 제거하는 식세포 작용하는 백혈구의 일종이다. 골수나 혈액에서 단핵구로, 간에서는 Kupffer cell로, 신장에서는 사구체 간세포, 신경계에서는 microglia 등 세포의 위치에 따라 적합한 형태로 몸 전체에 분포한다(Ovchinnikov 2008). 대식세포인 macrophage는 크게 M1과 M2로 분류되는데(Hesketh et al. 2017), M1은 interferon gamma(IFN-γ), LPS 등에 자극되어 iNOS 같은 물질과 TNF-α, IL-1β, IL-6 등의 염증성 cytokine이 발현하는 반면 M2는 IL-4, IL-13 등에 의해 자극되어 resistin-like-α(Fizz1), arginase1(Arg1), IL-10 등을 발현한다. Macrophage는 염증성 질환의 초기부터 휴지기까지 과정에서 분화 형태를 달리하여 항염증성 매개 물질을 분비하여 조직재생에 기여한다(Charles 2012).

      추출은 식물 등의 혼합물질에서 특정 성분을 용매에 용해하여 분리하는 원리로서 여과와 원심분리와 함께 기능성 소재의 분리정제를 위해 쓰인다. 추출법은 용매에 혼합물질을 넣어 용매와의 친화력을 이용하여 분리하는 침출법을 기본으로 혼합물질에서 특정 물질을 효과적으로 분리하기 위하여 온도와 압력을 조정하는 가열추출법이나 속슬렛(Soxhlet) 추출법 등이 개발되었으며, 최근 물질의 상태를 바꾸거나 에너지 전달방식을 달리하여 분리하는 방법인 마이크로웨이브(microwave) 추출방법, 초음파추출(ultrasound assisted extraction), 초임계추출(superfluid) 법 등이 개발되어 추출에 쓰이고 있다(Azmir et al. 2013). 이러한 추출방법은 분리하고자 하는 물질의 효율적 분리를 위하여 개발되었으나 고도의 설비와 사용에 필요한 비용적 문제로 인해 선택적으로 사용되고 있다. 산업화 수준에서 추출방법으로는 비용이 적게 소모되고 추출조건 조절이 쉬운 장점이 있어 가열추출법이 범용적으로 사용된다. 가열추출을 위하여 선택해야 하는 요소들은 추출용매, 온도, 시간, 용매와 용질의 비율 등이다. 추출용매의 경우 혼합물질 내 분리하고자 하는 물질과 추출용매간의 극성차이가 적은 상태일 경우 용매에 균일하게 용해될 수 있으므로 추출효율이 달라진다. 또한 추출효율은 용매의 끓는점, 유효 물질의 온도에 따른 안정성에 따라 결정되며, 추출 시간의 경우도 추출 시간에 따라 유효물질의 분리가 부족하거나 활성이 저해될 수 있다. 또한 용매에 비해 용질이 과도할 경우는 분리된 물질이 용매에 완전히 이동할 수 없고, 용매가 과도한 경우는 용매와 용매를 가열하는 비용 뿐 아니라 추후 용매의 제거 시에도 경제적으로 비효율적인 추출이 될 수 있어 추출법을 선정한 뒤 적절한 추출조건의 설정이 필요하다(Azwanida 2015).

      산겨릅 나무의 학명은 Acer tegmentosum Maxim 으로 단풍나무과 낙엽 소교목으로 분류되며 이명으로는 산저릅나무, 참겨릅나무, 산청목, 벌나무 등이 사용된다. 동북아시아 지역, 특히 국내 지리산부터 만주지역, 만주와 아무르, 우수리강 근처까지 고산지역에서 분포한다(Kwon et al. 2008). 산겨릅의 약리작용으로 작용하는 물질 후보로는 salidroside나, quercetin, catechin, coumarin(Park et al. 2006) 등의 페놀성 화합물도 활성을 보였으며 phenolic glycoside나 isoprenoid(Hur et al. 2007) 등의 물질도 검색되었다. 기능성과 관련하여 과거부터 간질환 관련 질환에 사용되었으며, 항산화나 항염증, 간보호 활성 등에 효과를 보였으며, 당뇨나, 항암효과와 관련한 기능성이 확인되었다(Lee et al. 2017a). 산겨릅 나무의 간기능 개선효과를 확인하는 연구를 시작으로 (Kwon et al. 2008) 다양한 기능성 연구가 보고되었으며, 산겨릅 나무의 추출물별 기능성물질의 분리에 대한 연구들도 다수 발표되었다(Table 1). 그러나 산겨릅 나무의 특정 성분의 분리 및 정제를 통한 기능성 성분의 효과를 검증하거나 추출물의 유효성분을 효율적으로 추출하는 연구는 용매를 바꾸거나 분획하는 수준의 설정만 진행되었으며(Kwon et al. 2011; Lee et al. 2017b; Lee et al. 2018) 추출방법에 따른 기능성 차이를 확인한 연구는 부족하다.

      
        Table 1. 
				
        

        
          Functional components in various extract conditions of Acer tegmentosum
        
        

      

      
        
          
            	Molecular
weight
            	Chemical name
            	Formula
            	Extract condition
            	Reference
          

        
        
          	122.12
          	p-hydroxybenzaldehyde
          	C7H6O2
          	70% Acetone, Room temperature,
3 times, separation
          	
            
              Kwon et al.(2011)
            
          
        

        
          	124.14
          	4-methoxycatechol
          	C7H8O2
          	Water 90℃, 10h, chromatographic
separation
          	
            
              Lee et al.(2018)
            
          
        

        
          	136.15
          	1,4-benzodioxane
          	C8H8O2
          	Water 90℃, 10h, chromatographic
separation
          	
            
              Lee et al.(2018)
            
          
        

        
          	138.12
          	4-hydroxybenzoic acid
          	C7H6O3
          	Water 90℃, 10h, chromatographic
separation
          	
            
              Lee et al.(2018)
            
          
        

        
          	138.16
          	4-hydroxyphenylethanol
          	C8H10O2
          	Water 90℃, 10h, chromatographic
separation
          	
            
              Lee et al.(2018)
            
          
        

        
          	138.16
          	p-tyrosol
          	C8H10O2
          	70% Acetone, Room temperature,
3 times, separation
          	
            
              Kwon et al.(2011)
            
          
        

        
          	138.16
          	tyrosol
          	C8H10O2
          	Water, 89.34℃, 7.36 h
          	
            
              Kim et al.(2021)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	70% EtOH, Room Temperature,
3 times, separation
          	
            
              Lee et al.(2017b)
            
          
        

        
          	154.12
          	3,4-dihydroxybenzoic acid
          	C7H6O4
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Piao et al.(2020)
            
          
        

        
          	166.17
          	D-(+)-3-Phenyllactic acid
          	C9H10O3
          	Water, 89.34℃, 7.36 h
          	
            
              Kim et al.(2021)
            
          
        

        
          	170.12
          	gallicacid
          	C7H6O5
          	70% EtOH, Room Temperature,
3 times, separation
          	
            
              Lee et al.(2017b)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Piao et al.(2020)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	70% Acetone, Room temperature,
3 times, separation
          	
            
              Kwon & Bae(2007)
            
          
        

        
          	170.12
          	ρ-hydroxyphenethyl alcohol
1-O-β-D-(6''-O-galloyl)-
glucopyranoside
          	C7H6O5
          	MeOH, 60℃, 4h, 3 times
          	
            
              Hong et al.(2007)
            
          
        

        
          	170.16
          	2,6-dimethoxy-p-hydroquinone
          	C8H10O4
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Park et al.(2006)
            
          
        

        
          	178.18
          	p-Methoxycinnamic acid
          	C10H10O3
          	Water, 89.34℃, 7.36 h
          	
            
              Kim et al.(2021)
            
          
        

        
          	184.15
          	methyl gallate
          	C8H8O5
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Piao et al.(2020)
            
          
        

        
          	184.19
          	syringic alcohol
          	C9H12O4
          	70% Acetone, Room temperature,
3 times, separation
          	
            
              Kwon et al.(2011)
            
          
        

        
          	192.16
          	scopoletin
          	C10H8O4
          	70% Acetone, Room temperature,
3 times, separation
          	
            
              Kwon et al.(2011)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	70% EtOH, Room Temperature,
3 times, separation
          	
            
              Lee et al.(2017b)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	MeOH, Room Temperature, 5h,
3 times, separation
          	
            
              Nugrobo & Park(2015)
            
          
        

        
          	192.17
          	isoscopoletin
          	C10H8O4
          	Water 90℃, 10h, chromatographic 
separation
          	
            
              Lee et al.(2018)
            
          
        

        
          	194.18
          	(E)-ferulicacid
          	C10H10O4
          	70% EtOH, Room Temperature,
3 times, separation
          	
            
              Lee et al.(2017b)
            
          
        

        
          	
          	trans-ferulic acid
          	
          	Water 90℃, 10h, chromatographic
separation
          	
            
              Lee et al.(2018)
            
          
        

        
          	198.17
          	syringic acid
          	C9H8O5
          	Water 90℃, 10h, chromatographic
separation
          	
            
              Lee et al.(2018)
            
          
        

        
          	202.29
          	feniculin
          	C14H18O
          	Water 100℃, 3h, chromatographic
separation
          	
            
              Lee et al.(2014)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	70% EtOH, Room Temperature,
3 times, separation
          	
            
              Lee et al.(2017b)
            
          
        

        
          	207.16
          	6,8-dihydroxy-7-methoxy-2H-
1-benzopyran-2-one
          	C10H7O5
          	Water 90℃, 10h, chromatographic
separation
          	
            
              Lee et al.(2018)
            
          
        

        
          	208.17
          	fraxetin
          	C10H8O5
          	Water, 89.34℃, 7.36 h
          	
            
              Kim et al.(2021)
            
          
        

        
          	212.24
          	dihydrosinapyl alcohol
          	C11H16O4
          	Water, 89.34℃, 7.36 h
          	
            
              Kim et al.(2021)
            
          
        

        
          	222.20
          	6-(2-methoxyvinyl)benzo[1,3]
dioxole-5-carboxylic acid
          	C11H10O5
          	Water, 89.34℃, 7.36 h
          	
            
              Kim et al.(2021)
            
          
        

        
          	263.29
          	methyl gallate
4-O-β-glucopyranoside
          	C14H18O11
          	MeOH, Room Temperature, 7 days,
3 times, separation
          	
            
              Hur et al.(2006)
            
          
        

        
          	290.27
          	(-)-catechin
          	C15H14O6
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Park et al.(2006)
            
          
        

        
          	
          	(+)-catechin
          	
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Hou et al.(2019)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	70% Acetone, Room temperature,
3 times, separation
          	
            
              Kwon & Bae(2007)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	Water 100℃, 3h, chromatographic
separation
          	
            
              Lee et al.(2014)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	MeOH, Room Temperature, 5h,
3 times, separation
          	
            
              Nugrobo et al.(2015)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	70% Acetone, Room temperature,
3 times, separation
          	
            
              Kwon et al.(2011)
            
          
        

        
          	
          	catechin
          	
          	70% EtOH, Room Temperature,
3 times, separation
          	
            
              Lee et al.(2017b)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	MeOH, 60℃, 4h, 3 times
          	
            
              Hong et al.(2007)
            
          
        

        
          	290.27
          	(-)-epicatechin
          	C15H14O6
          	70% Acetone, Room temperature,
3 times, separation
          	
            
              Kwon & Bae(2007)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	70% Acetone, Room temperature,
3 times, separation
          	
            
              Kwon et al.(2011)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	Water 100℃, 3h, chromatographic
separation1)
          	
            
              Lee et al.(2014)
            
          
        

        
          	
          	epicatechin
          	
          	Water, 89.34℃, 7.36 h
          	
            
              Kim et al.(2021)
            
          
        

        
          	300.30
          	salidroside
          	C14H20O7
          	70% EtOH2), Room Temperature,
3 times, separation
          	
            
              Lee et al.(2017b)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	MeOH3), Room Temperature,
7 days, 3 times, separation
          	
            
              Hur et al.(2006)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	MeOH, Room Temperature, 5h,
3 times, separation
          	
            
              Nugrobo et al.(2015)
            
          
        

        
          	300.31
          	p-hydroxy alcohol
1-O-β-D-(6-O-galloyl)-
glucopyranoside
          	C14H20O7
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Piao et al.(2020)
            
          
        

        
          	300.31
          	p-hydroxy
phenylethyl-O-β-D-
glucopyranoside
          	C14H20O7
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Park et al.(2006)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Piao et al.(2020)
            
          
        

        
          	306.27
          	(+)-gallocatechin
          	C22H18O11
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Hou et al.(2019)
            
          
        

        
          	316.30
          	3,5-dimethoxy-4-hydroxy
phenyl-l-O-6-D-glucoside
          	C14H20O8
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Park et al.(2006)
            
          
        

        
          	344.32
          	5,3'-dihydroxy-3,7,4'-trimethoxy
flavone
          	C18H16O7
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Park et al.(2006)
            
          
        

        
          	350.31
          	4-(2,3-dihydroxy
propyl)-2,6-dimethoxy phenyl
13-D-glucopyranoside
          	C17H24O8
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Park et al.(2006)
            
          
        

        
          	358.30
          	3,7,3',4'-tetramethyl-quercetin
          	C19H18O7
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Park et al.(2006)
            
          
        

        
          	370.31
          	fraxin
          	C16H18O10
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Park et al.(2006)
            
          
        

        
          	386.40
          	cleomiscosin A
          	C20H18O8
          	70% Acetone, Room temperature,
3 times, separation
          	
            
              Kwon et al.(2011)
            
          
        

        
          	414.71
          	β-Sitosterol
          	C29H50O
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Hur et al.(2007)
            
          
        

        
          	428.70
          	epifriedelinol
          	C30H52O
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Hur et al.(2007)
            
          
        

        
          	434.35
          	avicularin
          	C20H18O11
          	Water 100℃, 3h, chromatographic
separation
          	
            
              Lee et al.(2014)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	70% EtOH, Room Temperature,
3 times, separation
          	
            
              Lee et al.(2017b)
            
          
        

        
          	434.35
          	quercetin-3-O-α-L-
arabinofuranoside
          	C20H18O11
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Hou et al.(2019)
            
          
        

        
          	434.35
          	quercetin-3-O-β-D-ara-
binopyranoside
          	C20H18O11
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Hou et al.(2019)
            
          
        

        
          	442.37
          	(-)-epicatechin gallate
          	C22H18O10
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Hou et al.(2019)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	Water, 89.34℃, 7.36 h
          	
            
              Kim et al.(2021)
            
          
        

        
          	
          	epicatechin-3-O-gallate
          	
          	70% EtOH, Room Temperature,
3 times, separation
          	
            
              Lee et al.(2017b)
            
          
        

        
          	446.40
          	eutigoside
          	C23H26O9
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Piao et al.(2020)
            
          
        

        
          	451.36
          	morin-3-O-13-L-lyxoside
          	C20H19O12
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Park et al.(2006)
            
          
        

        
          	452.40
          	6'-O-galloylsalidroside
          	C21H24O11
          	70% Acetone, Room temperature,
3 times, separation
          	
            
              Kwon & Bae(2007)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	Water 100℃, 3h, chromatographic
separation
          	
            
              Lee et al.(2014)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	70% EtOH, Room Temperature,
3 times, separation
          	
            
              Lee et al.(2017b)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	Water 90℃, 10h, chromatographic
separation
          	
            
              Lee et al.(2018)
            
          
        

        
          	458.37
          	(-)-epigallocatechin
          	C22H18O11
          	70% EtOH, Room Temperature,
3 times, separation
          	
            
              Lee et al.(2017b)
            
          
        

        
          	458.37
          	(-)-epigallocatechin-3-O-gallate
          	C22H18O11
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Hou et al.(2019)
            
          
        

        
          	
          	
          	
          	70% Acetone, Room temperature,
3 times, separation
          	
            
              Kwon & Bae(2007)
            
          
        

        
          	476.50
          	grayanoside A
          	C24H28O10
          	95% EtOH, Room temperature, 3h,
3 times, separation
          	
            
              Piao et al.(2020)
            
          
        

        
          	484.37
          	1, 6-digalloylglucose
          	C20H20O14
          	Water, 89.34℃, 7.36 h
          	
            
              Kim et al.(2021)
            
          
        

        
          	552.50
          	4-hydroxyphenylethyl-1-O-β-
D-[6′-O-(4-hydroxybenzoyl)]
-glucopyranoside
          	C26H32O13
          	95% EtOH, Room temperature,3h,
3 times, separation
          	
            
              Piao et al.(2020)
            
          
        

        
          	576.85
          	β-Sitosterol-3-O-β-D-
glucopyranoside
          	C35H60O6
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Hur et al.(2007)
            
          
        

        
          	578.50
          	Procyanidin B
          	C30H26O12
          	Water, 89.34℃, 7.36 h
          	
            
              Kim et al.(2021)
            
          
        

        
          	635.50
          	1,2,4-tri-O-galloyl-β-D-
glucose
          	C27H24O18
          	70% EtOH, Room Temperature,
3 times, separation
          	
            
              Lee et al.(2017b)
            
          
        

        
          	714.36
          	3,5-dimethoxy-benzyl alcohol
4-O-1-D-glucopyranoside
          	C23H18F12O12
          	MeOH chromatographic separation
          	
            
              Park et al.(2006)
            
          
        

        
          	746.60
          	catechin-(4α->8)-epicatechin-
3-O-gallate
          	C37H30O17
          	Water, 89.34℃, 7.36 h
          	
            
              Kim et al.(2021)
            
          
        

      

      
        
          1) Separation: Fractionation to use various solvent after extraction
        

        
          2) EtOH: Extraction to use ethanol as a solvent
        

        
          3) MeOH: Extraction to use methanol as a solvent
        

      

      

      본 연구는 항산화활성 최적 조건으로 추출한 산겨릅 열수 추출물을 RAW 264.7 macrophage에서 처리하고 LPS로 염증반응을 유발하였을 때 염증유발을 억제하는지 평가하고 그 근거를 확인하기 위해 수행하였다.

    

    

  
    
      II. 연구방법
      
        1. 재료 및 시약
        본 실험에 사용한 산겨릅(Acer tegmentosum)은 충북 제천에서 채취한 것을 구매하여 사용하였다. RAW 264.7 macrophage는 한국세포주은행(Korea cell library bank, Seoul, Korea)에서 분양을 받아 사용하였다. Dulbecco’s modified eagle medium(DMEM), fetal bovine serum(FBS), penicillin-streptomycin solution은 Welgene(Daegu, Korea) 제품을 구매하여 사용하였다. Lipopolysaccharide(LPS), 3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide(MTT), dimethyl sulfoxide(DMSO)는 Sigma-Aldrich에서 구매하였다(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA). Moues ELISA Kit (IL-1β, IL-6, TNF-α)는 BD biosciences (Becton, Dickinson and company, Franklin lakes, NJ, USA)에서 구매하였다.

      

      
        2. 추출물 제조
        산겨릅 열수 추출물은 항산화활성 추출조건 최적화 선행 연구(Kim et al. 2021)에 따라 추출방법을 설정하여 사용하였다. 동일 농도의 산겨릅 열수 추출물의 항산화활성이 최고값에 이르는 조건을 설정하기 위하여 추출온도(X1: 70–90°C), 추출시간(X2: 2–6 h), 용매 대 용질 비율(X3: 50–150)을 조정하였으며, total phenolic contents와 DPPH radical scavenging activity 를 이용하여 최적 조건을 확인하였다. 모든 추출물은 세절한 산겨릅을 추출조건에 맞춰 추출하여 감압여과와 evaporator R-3000(Buchi Labortechnik, Frawil, Switzerland)를 이용하여 농축한 뒤 freeze drier는 FD8508(Ilshin Lab., Suwon, Korea)를 이용하여 동결건조한 뒤 사용하였다. 최적값은 response surface methodology(RSM) 중 Central composition design(CCD) 방법으로 예측하였다. 모델링한 RSM으로부터 total phenolic contents는 276.70 ± 10.11 mg GAE/g, DPPH radical scavenging activity 는 33.45 ± 2.20% 가 최대값으로 도출되었다. 최적 추출 조건은 추출온도: 89.34°C, 추출시간: 7.36 h, 용매 대 용질 비율: 184.09으로 최적조건이 확인되었으며 이를 기준으로 본 연구의 추출물을 제조하였다. 추출물은 위와 동일하게 농축과 동결건조를 통해 건조한 뒤 농도에 맞춰 실험에 사용하였다(Kim et al. 2021).

        산겨릅 열수 추출물의 항산화활성 최적 조건을 기준으로 추출하였을 때, total phenolic 함량과 DPPH로 설정하며 추출온도: 89.34°C, 추출시간: 7.36 h, 용매 대 용질 비율: 184.09일때 최적 조건으로 확인되었고, 위 조건에서 항산화 활성이 있음을 Fig. 1에서 total flavonoid 함량, trolox equivalent antioxidant capacity(TEAC), ferric reducing antioxidant power(FRAP), oxygen radical absorbance capacity(ORAC)을 이용하여 측정하였을 때 기준으로 설정한 추출조건에 비해 각 263.31 ± 3.54 mg QE/g, 2,094.39 ± 43.43 μmol FeSO4/g, 89.31 ± 0.32 μmol TE/g, 3.80 ± 0.50 μmol TE/g 로 측정되었다(Km et al. 2021).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Antioxidative activities of 100 μg/mL of Acer tegmentosum from the optimized hot-water-extract-conditions.
          
          

          

        

      

      
        3. 세포배양
        RAW 264.7 macrophage를 FBS가 10%, penicillin-streptomycin 1%가 되도록 Dulbecco’s modified eagle’s medium(DMEM)에 첨가하여 배양액으로 사용하였다. 세포배양조건은 37°C, 5% CO2를 유지하도록 하였다. 실험과정의 모든 세포는 80% 이상 채워지기 전 계대 배양하여 사용하였다.

      

      
        4. 세포독성 측정
        산겨릅 열수 추출물을 처리한 RAW 264.7 macrophage에 LPS를 가했을 때 산겨릅 열수 추출물의 염증예방 효과를 확인하기 위하여 MTT assay로 세포생존율을 측정하였다. 측정하고자 하는 산겨릅 열수 추출물은 0 - 40 μg/mL 농도범위를 설정하여 측정하였고 RAW 264.7 macrophage 5×105 cells/mL 농도의 96 well plate에 분주한 뒤 18시간 동안 배양하였다. 농도별로 희석한 산겨릅 열수 추출물을 처리한 뒤 1mM LPS를 처리하여 24시간 동안 반응시켜 배양한 뒤 MTT 용액을 첨가하고 4시간 동안 반응시킨 뒤 DMSO로 바꾸어 30분간 반응시켜 microplate reader(Spectra max M2, Molecular Devices, CA, USA)로 540 nm에서 측정하였다. 세포생존율의 계산은 다음과 같이 하였다.
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        5. Nitric Oxide(NO) 생성량 측정
        Nitric oxide의 농도는 배양액 내의 nitrite 농도를 Griess’ reagent를 이용하여 측정하였다(Yee et al. 2000). Griess’ reagent는 2.5% phosphoric acid를 용매로 1% sulfanilamide 와 0.1% naphthalene diamine을 혼합하여 제조하였다. 세포를 phenol red가 없는 5% FBS, 1% penicillin-streptomycin을 첨가한 DMEM 5×105 cells/mL 로 만들어 96 well plate에 분주한 뒤 18시간 배양하여 안정화한 뒤, 산겨릅 열수 추출물과 LPS를 처리하여 24시간 반응시켰다. 배양했던 상등액을 100 μL, 와 Griess’ reagent 100 μL룰 반응시켜 10분간 반응시켜 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        6. Cytokine 측정 
        산겨릅 열수 추출물의 염증 억제를 확인하기 위하여 RAW 264.7 macrophage에 산겨릅 열수 추출물과 LPS를 처리하여 생성된 IL-1β, IL-6, TNF-α 분비량을 제조사에서 제시한 방법대로 측정하였다. RAW 264.7 macrophage 5×105 cells/mL 농도의 96 well plate에 분주한 뒤 18시간 동안 배양하고, 농도별로 희석한 산겨릅 열수 추출물을 처리한 뒤 1 mM LPS를 처리하고 다시 24시간 배양한 뒤 그 배지를 수확하여 샘플로 사용하였다. pH 9.5 인 0.1 M sodium carbonate, 1L 용액을 제조하고 각 항체를 분주하고 4℃로 1일간 암실에서 coating 되게 하였다. 이를 washing buffer로(0.05% tween-20이 포함된 PBS)로 3회 세척하고 assay diluent(10% FBS이 포함된 PBS)로 plate를 blocking 하였다. 샘플을 넣은 뒤 실온에서 반응시키고 다시 washing buffer로 5회 세척한 뒤 detection antibody와 Sav-HRP reagent를 혼합한 working detector를 well에 넣어주고 기질용액을 추가하여 30분간 암실에 방치하였다. 이후 1M H3PO4을 stop solution으로 넣어주고 450 nm에서 측정하였다.

      

      
        7. 통계처리
        실험결과의 통계처리는 Minitab 16.1.0(Minitab Inc., State College, PA, USA)를 이용하였다. 모든 결과는 3회 반복실험하여, 평균 ± 표준편차로 나타내었다. p<0.05 수준에서 One-way ANOVA를 사용한 뒤 Fisher로 사후검정하여 결과간 유의성을 확인하였다. 추출물의 항산화활성 비교는 paired t-test를 이용하여 차이를 확인하였다.

      

    

    

  
    
      III. 결과 및 고찰
      
        1. 세포독성 측정
        RAW 264.7 macrophage에서 산겨릅 열수 추출물이 LPS에 의한 염증발현을 확인하기 위하여 MTT assay를 이용하여 세포생존율을 측정한 결과는 Fig. 2와 같다. 열수 추출물은 10 μg/mL, 20 μg/mL, 40 μg/mL 범위로 측정하였는데 대조군, LPS 처리군을 포함하여 모든 군은 유의적 차이를 보이지 않았다. Lee et al.(2018)의 연구에서는 water soluble tetrazolium(WST) 법을 사용하여 세포생존율을 측정한 결과에서 산겨릅 열수 추출물 6.25 μg/mL 에서 100 μg/mL 까지 세포독성이 없었다. 산겨릅 추출물은 용매에 따라 세포독성이 차이를 보이는데. Eo et al.(2020)의 연구에서 산겨릅 잎을 70% 에탄올을 용매로 추출한 물질의 세포별 세포생존율은 SW-480, PC-3, AsPC-1, A549, HepG2 cell에서 10% 이상 감소하였고, Lee et al.(2018) 연구에서도 산겨릅 90% 에탄올 추출물의 세포생존율은 100 μg/mL에서 90% 이하로 감소하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Cell viability of Acer tegmentosum Maxim on LPS induced RAW 264.7 macrophage.
          
          

          

        

      

      
        2. Nitric Oxide (NO) 생성량 측정
        NO는 L-arginine을 기반으로 하여 iNOS에 의해 생성되는 물질로(Weisz et al. 1996) 항염증과 염증조절에 관여하는 주요 인자이며 체내 유해 미생물 유입시 제거에 사용되기도 하며 염증관련 세포의 활성에도 영향을 준다(Posadas et al. 2000). NO는 또한 혈관 확장과 백혈구의 이동을 촉진하여 조직의 손상 등에 의한 복구를 위한 반응을 유도한다(Demiryurek et al. 1998). 하지만 과도한 NO의 발생은 과도한 염증반응으로 인해 세포 및 조직 손상이 일어날 수 있으며 만성 염증성 질환을 유발한다(Cho et al. 2015).

        RAW 264.7 macrophage에서 LPS에 의해 유도되는 급성염증 반응을 산겨릅 추출물이 억제하는지를 확인하는 목적으로 NO의 생성량을 측정한 연구 결과는 Fig. 3와 같다. LPS에 의해 NO 생성량이 대조군에 비해 2.5배 증가하였고(30.02 ± 1.31, 76.69 ± 3.16) 산겨릅 열수 추출물의 농도증가에 따라 NO 생성량이 농도 의존적으로 감소하였다. Cell viability는 동일 농도에서 생존율의 차이를 보이지 않았으나 NO 생성량에 큰 변화값을 보여 급성 염증 반응이 정상적으로 진행되었고 산겨릅 열수 추출물이 저해물질로 작용함을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The suppressive effects of NO production of Acer tegmentosum Maxim extract on lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW 264.7 macrophages.
          
          

          

        

      

      
        3. Cytokine 측정 
        Macrophage의 경우 크게 생체 방어, 상처 치유, 면역조절작용으로 사용되는데, 그 중 regulatory T cell 로부터 생성된 macrophage는 반응에 영향을 주게 된다(Mosser & Edwards 2008). IL-10의 경우는 anti-inflammatory cytokine으로 알려져 있고, IL-1β, TNF-α, IL-6 등이 대표적 pro-inflammatory cytokine으로 알려져 있으며 염증반응에서 cytokine의 균형이 중요하다(Stenvinkel et al. 2005). 염증성 cytokine 중 TNF-α는 염증, 세포증식, 분화, 사멸에 관여하는 cytokine으로 TNF-α와 receptor 등과 결합물이 nuclear factor kappa B(NF-κB)와 activator protein 1(AP-1) 활성화에 중요한 역할을 한다(Zelová & Hošek 2013). IL-1β는 염증반응과 세포증식, 분화, 세포사멸 등에 영향을 주며 COX-2와 iNOS 발현을 유도한다. TNF-α와 기능은 유사하나 골수세포를 증가하고 호중구를 자극하여 반응을 유도하며 세포사멸에 관여하지 않는다(Dinarello 2005). IL-6은 다양한 내분비 및 대사작용에 영향을 다발적으로 작용하는 물질로 초기 염증반응 뿐 아니라 류마티스 관절염 등의 만성염증성 질환을 유도하며 성장호르몬 분비 조절, 피로유발, 골다공증 등에도 영향을 미친다(Papanicolaou et al. 1998).

        급성 염증반응에 대한 cytokine의 발현을 확인하기 위하여 IL-1β, IL-6, TNF-α을 선정하여 산겨릅 열수 추출물과 LPS를 처리하여 cytokine의 발현양을 확인하였다. IL-1β은 LPS 처리 여부에 따라 51.13 ± 15.80 에서 407.54 ± 45.17 로 8배정도 증가하였으나 산겨릅 열수 추출물의 농도 의존적으로 감소하여 40 μg/mL 처리군에서 210.33 ± 36.45 로 절반 수준까지 감소하였다. IL-6도 LPS 처리여부에 따라 62.60 ± 40.33 에서 741.13 ± 61.79로 10배 이상 증가하나, 산겨릅 열수 추출물 처리에 따라 농도 의존적으로 감소하였다. TNF-α 또한 25.49 ± 6.44 에서 1,243.08 ± 16.13 로 50배 가까이 발현된 뒤 농도 의존적으로 감소하였다. 산겨릅의 주요 기능성 물질인 salidroside는 LPS에 유도된 RAW 264.7 macrophage에서 PGE2, TNF-α, IL-6 발현을 농도 의존적으로 감소시켰다(Won et al. 2008). 산겨릅 가지의 열수 추출물과 90% 에탄올 추출물의 TNF-α을 비교한 연구에서는 열수추출물이 에탄올에 비해 TNF-α를 적게 감소시키며, 100 μg/mL 에서는 TNF-α를 유의적으로 증가시키지는 않으나 소폭 상승시켰다. 또한 Yu et al.(2010) 연구에서도 70% 산겨릅 에탄올 추출물의 경우도 TNF-α가 감소함을 보였다. 산겨릅 열수 추출물의 유효물질로는 D-(+)-3-phenyllactic acid, 1,6-digalloylglucose, dihydro sinapyl alcohol, fraxetin, epicatechin 등으로 확인되었는데, 그 중 1,6-digalloyl glucose은(Tunalier et al. 2007) 털부처꽃의 유효성분으로 실험동물 수준에서 항염증활성을 확인하였으며, fraxetin은 동물수준에서 항산화, 항염증 활성을 보고하였다(Wang 2020).
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            The anti-inflammatory effect of Acer tegmentosum Maxim extract on lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW 264.7 macrophages.
          
          

          

        

        NF-κB는 염증반응, 면역, 세포의 성장과 증식, 세포사멸 등에 아주 중요한 역할을 미치는 전사조절 집합체이다. 내독소 노출시 일반적으로 NF-κB의 활성화는 세포질의 inhibitor of NF-κB proteins(IκBs)의 인산화로 인한 프로테아좀 분해 및 인산기 전달에 의하여 진행되는 특징이 있다. 일반적인 경우 IκBs의 역할은 세포질에서 NF-κB와 결합하여 NF-κB의 활성화를 억제하나 염증 반응 노출시 인산화 되어 분해되어 NF-κB의 세포질에서 핵으로의 이동을 가능하게 한다(Oeckinghaus & Ghosh 2009). NF-κB의 핵으로의 이동 및 활성화는 염증 및 면역 관련 전사 인자 (예. IL-1β, IL-6, TNF-α)의 활성화를 동반한다. 내독소 등의 노출로 세포내 염증반응의 증가시 세포내 염증 및 면역관련 mRNA의 전사 증가와 인산화를 통한 post-translational modification이 증가함을 알 수 있다(Ha et al. 2014). 본 실험에서 항산화 추출 최적화 조건에 의하여 열수 추출된 산겨릅을 RAW 264.7 macrophage에 처리한 경우 IL-1β, IL-6, TNF-α, NO의 cytokine 분비량이 유의적으로 감소함을 확인할 수 있었다.

        LPS를 처리한 RAW 264.7 macrophage에서 산겨릅 에탄올 추출물의 항염증 효과를 확인한 연구에서(Yu et al. 2010) 산겨릅 추출물은 NF-kB 활성을 저해하는데, 그 중에서 radical에 의한 저해 유도가 아닌 extracellular signal-regulated kinases(ERK), c-Jun N-terminal kinase(JNK), p38 단백질의 인산화를 억제하여 NF-κB의 세포핵으로의 이동을 유적으로 저해함을 확인하였다. 에탄올 추출물은 유효성분이 salidroside로 NF-κB와 mitogen-activated protein kinase (MAPK)를 저해하는 물질로 알려져 있다(Xu et al. 2019). 그러나 salidroside는 열수 추출물에서는 거의 추출되지 않기 때문에(Table 1) 본 연구에서 사용된 산겨릅 열수 추출물의 항염증 반응은 fraxetin, epicatechin에 의한 것으로 추론할 수 있다. Fraxetin은 IL-1β로 연골세포의 염증반응에서 NF-κB p65 활성화 및 TNF-α, IL-6의 발현을 감소시켰으며, CCl4로 유도된 간세포에서 fraxetin에 의해 NF-κB, p-IκBα, p-p38 MAPK, p-JNK, p-ERK 발현 감소를 보여 인산화 경로를 통한 NF-κB-MAPK축 억제를 확인하였다(Wu et al. 2019; Xu et al. 2019).

        본 연구결과와 이전 연구 결과(Yu et al. 2010; Xu et al. 2019)를 비교하여 볼 때 산겨릅은 내독소 처리에 의한 염증반응 억제를 확인할 수 있었다. 추후 연구에서 산겨릅의 항염증 효과가 전사적으로 조절이 되는지 혹은 post-translational modification에 의하여 진행되는지 그 구체적인 작용 원리에 대하여 심도있게 살펴볼 필요가 있겠다.

      

    

    

  
    
      IV. 요약 및 결론
      본 연구는 항산화 활성 최적화 추출조건으로 제조한 산겨릅 열수 추출물을 RAW 264.7 macrophage에서 LPS를 처리하여 급성염증을 유도하는 과정에서 추출물의 염증발현 저해를 확인하였다. 세포생존율과 NO 생성량 측정을 통해 세포의 NO가 LPS에 의해 발생함을 확인하였으며, 산겨릅 추출물을 미리 처리하였을 때, 농도 의존적으로 감소하였다. NO 발생을 확인하기 위하여 급성 염증발현의 인자로 사용되는 pro-inflammatory cytokine 3종(IL-1β, IL-6, TNF-α)의 발현량을 확인하였을 때 세 cytokine 모두 LPS에 의해 급격한 증가를 보였으며, 산겨릅 추출물의 전처리에 의해 발현량이 유의적으로 감소하였다. 이를 통해 산겨릅 열수 추출물이 급성 염증 발현을 저해할 수 있음을 확인하였다.
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a) Ferric reducing antioxidant power(FRAP) as umol FeSOu/g (smol iron sulfate equivalent per sample 1g), b)
Trolox equivalent antioxidant capacity(TEAC) as #mol trolox equivalent(zmol trolox equivalent antioxidant
capacity per 1g). and &) Oxygen radical absorbance capacity(ORAC). As a positive control, 100 zg/mL of
ascorbic acid was used. Mean + SD: n=3; All data were analyzed by t-testi ~“"p<0.001 interaction of FRAP
and TEAC was noted based on t-test. No significant interaction of ORAC was noted at the p<0.05 level based
on the ttest. All data were adapted from rescarch from Kim et al.(2021).
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Mean = SD; n=3; All data were analyzed by
one-way ANOVA: No significant  one-way
interactions were noted at the p<0.05 level based
s LSD.

on Fishej
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RAW 264.7 macrophages were pre-treated with
0-40 pg/mL of Acer regmentosumn Maxim for 1h
and then 1 mmol/L of LPS was treated for 24h.
Subsequently, media were collected and NO productions
were analyzed by ELISA.

Mean + SDi n=3: All data were analyzed by
one-way ANOVA:!  Values without common
superscript letters are statistically different from one
another at the p<0.05 level based on Fisher's LSD.
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