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            초록
          
        

        
          Onion peel generated in industrial processes is a rich source of bioactive compounds with biological activities. This study examined the antioxidant and immune-enhancing effects of the onion peels produced using a subcritical water extraction method. The antioxidant effects were determined by the total phenolic content, radical scavenging activity, and antioxidant enzyme activity. The immune-stimulating activities were evaluated by the cell viability, the levels of cytokines (IL-2 and IL-6) produced by RAW 264.7 cells, and the proliferation of splenocytes. In the onion peel extract, the total phenolic content was 33.40 ± 0.46 mg GAE/g and IC50 values of DPPH- and ABTS-radical scavenging activities were 143.9 and 22.92 μg/mL, respectively. The superoxide dismutase activity was 1.88 ± 0.00 U/mL at 250 μg/mL and the catalase activity was 3.52 ± 0.05 U/mL at 500 μg/mL. The onion peel extract was nontoxic and increased the IL-2 and IL-6 concentrations in the supernatant from RAW 264.7 cells. Mouse splenocytes were exposed to various concentrations of onion peel extract with media, lipopolysaccharide, concanavalin A, or cyclophosphamide. The onion peel extract enhanced the levels of splenocytes proliferation. Hence, onion peel extract has considerable antioxidant and immune activities and can be a potential candidate for antioxidant and immune enhancement.
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      Ⅰ. 서론
      아임계수(subcritical water)는 pressurized hot water 또는 superheated water라고도 불리며, 물의 끓는점(100℃)에서 임계점(374℃)까지 22.064 MPa 이하의 액체 상태로 이루어지는 고온고압수를 일컫는다. 아임계수는 일반 물에 비하여 비극성 물질을 추출하는데 효과적으로 이용될 수 있다(Han et al. 2018; Kim & Lim 2018). 아임계수는 높은 밀도와 높은 반응성, 유기 화합물에 대한 높은 용해도, 그리고 중합체에 함유된 에스테르, 에테르 결합을 가수분해하는 독특한 성질을 갖는다. 아임계수는 유용 물질의 추출과 회수율이 높은 환경친화적인 추출 방법으로 이용되고 있다(Jo & Lee 2011; Han et al. 2018).

      양파(Allium cepa L.)는 백합과에 속하는 2년생 초본으로, 식품의 향신 조미료 외에 약재로도 널리 사용되어 왔다(Kang et al. 2015). 줄기의 색깔에 따라 노란 양파(yellow onion), 붉은 양파(red onion), 흰 양파(white onion)로 구분되고, 맛에 의해 단 양파와 매운 양파로 구분된다(Bang & Cho 1998). 2020년 전세계적으로 양파의 생산량은 104,554천 톤이었으며, 국내 생산량은 1,168천 톤이었다(Rural Development Administration 2022). 양파는 quercetin, anthocyanin, 황화합물 등 다양한 기능성 성분을 함유한 식품이며, 이러한 유용 물질들로 인하여 항산화, 항염증, 항암, 혈압 강하, 항당뇨, 항천식 등 다양한 생리활성이 있는 것으로 보고되었다(Rural Development Administration 2022). Quercetin은 양파 과육에 0.01%가 함유되어 있으며 겉껍질로 갈수록 함량이 높아져 양파껍질에는 약 6.5%에 달하는 quercetin이 함유되어 있다(Joung & Jung 2014). 양파껍질에는 esterified form, free form, 그리고 비수용성 섬유질, 다당류, lignin 등과 불용성 bound form 등의 페놀 화합물이 함유되어 있다(Kim & Lim 2018).

      양파는 생산량의 약 10% 정도가 가공품으로 이용되고 있고, 소비자의 신선식품 선호 추세로 껍질과 뿌리를 제거한 1차 가공품 상태로의 유통이 많아지고 있다. 가공 시 발생하는 껍질과 뿌리가 증가하고 있지만, 단순히 사료로 이용되거나 폐기물로 버려지고 있다(Kang et al. 2015). 따라서 양파가공 중의 부산물인 양파껍질을 활용하기 위해 열수 추출, 용매 추출 방법 개발 등 다양한 기술을 활용하여 고부가가치의 기능성 소재로의 개발 연구가 진행되고 있다. 용매 추출법과 아임계수추출법, 가압가열추출법, 저온고압추출법, 환류냉각추출법, 상온교반추출법 등 다양한 방법을 이용한 양파껍질 추출물의 항산화효과 및 항균효과, 세포보호효과, 항노화효과, α-glucosidase 저해효과, angiotensin I converting enzyme 저해효과 등의 다양한 기능성이 보고되었다(Ra et al. 1997; Son et al. 1998; Kim et al. 2011; Joung & Jung 2014; Jeong et al. 2015; Kim & Lim 2018; Kim et al. 2023). 농촌진흥청도 아임계수 기술을 이용하여 생산된 양파껍질 추출물의 항산화 및 면역 증진 활성을 평가함으로써 농업부산물의 실용화 및 활용을 위한 기초 자료로 사용하고자 한다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. 시료 준비 및 추출물 제조
        실험에 사용한 시료는 전라남도 무안지역에서 재배한 양파의 껍질을 사용하였다. 수분 함량 5% 이하가 되도록 60℃ 열풍 건조한 시료를 고속믹서(Blender 7012S, Waring Co., Torrington, CT, USA)를 이용하여 1-10 mm 크기로 분쇄하여 사용하였다.

        아임계수 추출은 용매인 물을 아임계 상태의 고온ㆍ고압 상태를 유지하며, 자동으로 추출할 수 있는 추출기(ASE 350, DIONEX Co., Sunnyvale, CA, USA)를 이용하였다. 분쇄된 양파껍질 시료 200 g을 4.4 L의 아임계수 추출용 셀(ASE Stainless Extraction Cell, Dionex Co.) 안에 넣고 추출기에 장착하여 수행하였다. 추출 온도는 150℃, 추출 시간은 10분으로 수행하였으며, 추출 시간 동안 압력은 1-10 MPa로 유지된다. 아임계수 추출이 끝나면, 양파껍질 추출물은 일회용 셀룰로스 필터(cellulose filter, Whatman, Buckinghamshire, UK)를 통하여 자동으로 고체의 용질은 제거되고 추출되어 건더기 없는 액상으로 얻어졌다. 양파껍질 아임계수 추출물은 동결건조기(FD 8508, ilshinBioBase Co. Ltd., Dongducheon, Korea)를 이용하여 건조하고 냉장보관하며 분석하였다(Ko et al. 2021).

      

      
        2. 총 폴리페놀 함량 측정
        양파껍질 아임계수 추출물 20 μL와 증류수 80μL, Folin-Ciocalteu’s phenol reagent(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 40 μL를 96 well plate에 분주하고 3분 동안 실온에서 반응시켰다. 10% Na2CO3 용액을 60 μL를 넣고 실온에서 2시간 동안 반응시킨 후 725 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 폴리페놀 함량은 표준물질인 gallic acid(Sigma-Aldrich Co.)로 구한 표준 곡선을 이용하여 계산하였다(Jung et al. 2022).

      

      
        3. DPPH 라디칼 소거 활성 측정
        양파껍질 아임계수 추출물 50 μL와 0.2 mM 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl(DPPH, Sigma-Aldrich Co.) 용액 200 μL를 혼합한 96 well plate를 상온에서 30분 동안 정치시키고 517 nm에서 흡광도를 측정하였다(Jung et al. 2022).

      

      
        4. ABTS 라디칼 소거 활성 측정
        7.4 mM의 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt(ABTS, Sigma-Aldrich Co.)와 2.6 mM의 potassium persulfate를 1:1로 혼합하고, 라디칼 형성을 위해 실온에서 16-18시간 동안 보관하였다. 용액은 실험 직전에 760 nm에서 흡광도가 0.70-0.75가 되도록 증류수로 희석한 후 사용하였다. 희석된 용액 200 μL와 양파껍질 아임계수 추출물 50 μL를 96 well plate에 넣고 빛을 차단한 상태로 10분 동안 반응시켰다. 추출물의 ABTS 라디칼 소거 활성은 반응물을 760 nm에서 흡광도를 측정하여 평가하였다(Jung et al. 2022).

      

      
        5. 세포배양
        본 연구에서 사용된 RAW 264.7 세포는 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. RAW 264.7 세포는 10% heat inactivated fetal bovine serum(FBS, Gibco, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)과 1% penicillin-streptomycin solution(GenDEPOT, Katy, TX, USA)이 포함된 Dulbecco’s Modified Eagle Medium(DMEM, Gibco) 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 배양용 plate에서 RAW 264.7 세포가 80% 정도 밀집하면 떼어낸 후 실험에 사용하였다.

      

      
        6. Superoxide dismutase 활성도 측정
        Superoxide dismutase(SOD) 활성은 SOD colorimetric activity kit(Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 측정하였다. 2×105 cells/mL 농도의 RAW 264.7 세포를 6 well plate에 분주하고 37℃에서 4시간 배양한 후 양파껍질 아임계수 추출물을 농도별(31.25, 62.5, 125, 250 μg/mL)로 처리하였다. 세포를 48시간 동안 배양하고, 상층액을 회수 및 원심분리(1,500 rpm 10 min, 4℃)하여 얻은 상등액으로 SOD 활성을 측정하였다. 상등액 10 μL와 substrate 50 μL, xanthine oxidase 25 μL를 96 well plate에 분주하고 20분 동안 반응시키고 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양파껍질 추출물의 SOD 활성도는 SOD standard를 사용하여 얻은 표준 곡선으로부터 계산하였다(Jeong et al. 2022).

      

      
        7. Catalase 활성도 측정
        Catalase(CAT) 활성은 CAT colorimetric activity kit(Invitrogen Co.)를 이용하여 측정하였다. 2×105 cells/mL 농도의 RAW 264.7 세포를 6 well plate에 분주하고 37℃에서 4시간 배양한 후 양파껍질 아임계수 추출물을 농도별(50, 100, 500 μg/mL)로 처리하였다. CAT 활성은 48시간 동안 배양한 상층액을 회수 및 원심분리(1,500 rpm 10 min, 4℃)하여 측정하였는데, 상등액 25 μL와 hydrogen peroxide reagent 25 μL를 96 well plate에 분주하고 30분 동안 실온에서 반응시켰다. Substrate 25 μL와 HRP solution 25 μL를 분주한 후 15분 동안 실온에서 반응시키고, 560 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양파껍질 추출물의 CAT 활성도는 CAT standard를 이용하여 얻은 표준 곡선을 이용하여 평가하였다(Jeong et al. 2022).

      

      
        8. 세포 생존율 측정
        RAW 264.7 세포를 96 well plate에 2×105 cells/mL로 분주하고 37℃, 5% CO2 incubator에서 4시간 동안 안정화시켰다. 세포에 lipopolysaccharide(LPS 1 μg/mL, Sigma-Aldrich Co.)를 넣고 37℃, 5% CO2 incubator에서 2시간 동안 배양하였으며, 양파껍질 아임계수 추출물(62.5, 125, 250 μg/mL)을 처리한 후에 48시간 동안 배양하였다. 상등액 100 μL을 제거한 후 MTS(Promega Co., Fitchburg, WI, USA) 시약을 10 μL 분주하고 37℃, 5% CO2 incubator에서 2시간 반응시켰다. 흡광도는 490 nm에서 측정하였고, 세포 생존율은 시료를 처리하지 않은 대조군과 추출물 처리군의 흡광도 수치 비율로 계산하였다(Kim et al. 2022).

      

      
        9. 세포배양 상등액의 Cytokine 수준 측정
        RAW 264.7 세포(2×105 cells/mL)를 6 well plate에 분주하고 37℃에서 4시간 배양한 후 양파껍질 아임계수 추출물(62.5, 250 μg/mL)을 처리하였다. 세포를 48시간 동안 배양하고 상층액을 회수 및 원심분리(1,500 rpm 10 min, 4℃)한 후에 cytokine 수준 분석에 사용하였다. Interleukin-2(IL-2)와 IL-6의 농도는 IL-2 ELISA kit(AE38352MO, Abebio, Wuhan, China)과 IL-6 ELISA kit(abcam 222503, abcam, Cambridge, UK)의 protocol에 따라 측정하였으며, 표준용액으로부터 산출된 표준곡선으로부터 계산하였다.

      

      
        10. 비장세포 증식능의 측정
        마우스의 비장을 적출한 후 Hank’s balanced salt solution(HBSS, Gibco)으로 2회 세척하고, 10 mL HBSS가 들어있는 배양 접시에 놓은 40 μm nylon cell strainer(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) 안에서 균질화시켰다. 균질화된 비장세포는 histopaque(Sigma-Aldrich Co.)에 올려 넣고 1,500 rpm에서 3분간 원심분리하여 림프구를 분리하였다. 준비된 림프구(3×106 cells/mL)를 96 well plate에 100 μL씩 분주하고, 각 well에 50, 125, 250 μg/mL 농도의 양파껍질 아임계수 추출물을 50 μL 분주하였다. 단순한 세포배양용 배지, mitogen인 LPS(1 μg/mL)와 concanavalin A(Con A, 5 μg/mL, Sigma-Aldrich Co.), 면역억제제인 cyclophosphamide (CPA, 1 μg/mL, Sigma-Aldrich Co.)를 각 well에 50 μL씩 분주하고 37℃에서 48시간 배양하였다. 비장면역세포의 증식능은 plate에 MTS (Promega Co.) 10 μL를 첨가하고 2시간 동안 배양한 후, 490 nm에서 흡광도를 측정하여 평가하였고(Jung et al. 2022), 배지로 처리한 비장세포를 대조군(control)으로 삼았다.

      

      
        11. 통계 분석
        모든 데이터는 SPSS 프로그램(Statistical Analysis Program ver. 18.0, SPSS, Chicago, IL, USA)을 사용하여 분산분석(ANOVA)한 후에 제시하였다. 유의적인 차이가 있는 항목에 대하여는 Duncan’s multiple range test로 p<0.05 수준에서 시료 농도 사이의 차이를 표시하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 양파껍질 아임계수 추출물의 총 폴리페놀 함량
        Kim et al.(2019)은 양파껍질의 quercetin을 높은 수율로 추출하기 위해 다양한 온도(105-185℃)와 시간(5-30분)에 따른 아임계수 추출법으로 양파껍질을 추출하였다. 선행 연구를 참고하여 수행한 본 연구(150℃, 10분, 10 MPa)에서 양파껍질 추출물의 총 폴리페놀 함량은 33.40 ± 0.46 mg GAE/g으로 나타났다. 페놀성 화합물은 식물계에 널리 분포되어 있으며, 항산화 및 항암 등의 생리활성이 우수한 것으로 보고되었고(Hwang et al. 2015), 양파의 갈색 껍질과 바깥층에는 페놀 화합물이 풍부하게 함유되어 있다(Benito-Román et al. 2020).

        165℃에서 10분, 500 psi 조건으로 아임계수 추출한 양파껍질 추출물의 총 페놀 함량은 25.0 ± 1.75 mg GAE/g이었고, 110℃ 또는 165℃에서 15분, 500 psi 조건으로 처리하였을 때 218.73 ± 5.68 또는 56.68 ± 2.28 mg GAE/g으로 추출 온도 및 시간에 따라 총 폴리페놀 함량에서 차이를 보였다(Lee et al. 2011; Lee et al. 2014). 양파껍질 열수 및 주정 추출물의 총 폴리페놀 함량은 211.91 ± 3.74와 233.91 ± 1.70 mg/g이었으며, 95% 에탄올 또는 60% 발효 주정 첨가 후 citric acid로 pH 조정한 양파껍질 추출물의 총 폴리페놀 함량은 217.12 ± 4.42 및 614.67 ± 14.51 mg/g으로 보고되었다(Jeon et al. 2012: Joung & Jung 2014). 따라서 총 폴리페놀 함량은 아임계수 추출물에서 적은 경향을 보였고, 가압가열추출, 환류냉각추출, 저온고압추출, 상온교반추출 등 다양한 추출 방법과 아임계수 추출장치의 추출 온도 및 시간에 따라 양파껍질 추출물 내 총 폴리페놀 함량에 차이가 있는 것으로 보고되었다(Jeong et al. 2015; Han et al. 2018; Kim & Lim 2018).

      

      
        2. 양파껍질 아임계수 추출물의 항산화 효과
        양파껍질 아임계수 추출물의 항산화 활성을 확인하기 위해 라디칼 소거 활성과 항산화 효소 활성을 평가하였다.

        라디칼 소거 활성으로 DPPH- 및 ABTS 라디칼 소거 활성을 측정하였으며, 그 결과는 Table 1과 같다. DPPH assay는 항산화 활성을 간접적으로 측정하는 가장 오래된 방법(Gulcin 2020)으로, 보라색의 DPPH 라디칼은 항산화 성분에 의해 노란색으로 환원된다(Boligon et al. 2014). DPPH 라디칼 소거능은 양파껍질 추출물의 농도가 증가함에 따라 유의적으로 활성이 증가하였고(30.8-81.3%), IC50값은 143.9 μg/mL으로 나타났다. 이전 연구에서 추출 방법에 따른 DPPH 라디칼 소거 활성의 차이가 보고되었는데, 1 mg/mL 농도에서 autoclave로 가압가열추출한 양파껍질의 DPPH 라디칼 소거능은 28.39%, 저온고압추출물은 24.35%, 상온교반추출물은 19.53%, 환류냉각추출물은 26.07%로 나타났다(Jeong et al. 2015). 초고속 진공 저온 농축 추출기에 의해 얻은 양파껍질 열수 추출물의 IC50값은 1.20-1.83 mg/mL이었다(Joung & Jung 2014). 아임계수 추출 방법으로 얻은 양파껍질 추출물의 DPPH 라디칼 소거 활성은 온도에 따라 그 활성에서 차이가 있었다. 110℃ 또는 165℃, 15분, 500 psi 조건으로 추출한 시료는 0.2 mg/mL 농도에서 각각 64.72 ± 1.82와 11.45 ± 0.22%이었다(Lee et al. 2014). 양파껍질 아임계수 추출물은 온도(100-150℃)와 시간(5-20분)에 따라 라디칼 소거 활성에 차이를 나타냈으며, CO2 처리에 의해 같은 조건의 아임계수 추출물보다 높은 라디칼 소거 활성을 보였다(Kim & Lim 2018). 따라서 본 연구의 양파껍질 아임계수 추출물은 가압가열추출 및 저온고압추출, 상온교반추출, 환류냉각추출 등의 방법으로 생산된 추출물보다 라디칼 소거 활성이 높았다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Antioxidant effects of the subcritical water extract from onion peels
          
          

        

        
          
            
              	Concentration

								(μg/mL)
              	DPPH radical

								scavenging

							activity (%)
              	ABTS radical

								scavenging

							activity (%)
            

          
          
            	50
            	30.8 ± 0.8e
            	94.6 ± 0.1c
          

          
            	100
            	40.7 ± 0.7d
            	99.6 ± 0.0b
          

          
            	250
            	62.2 ± 1.7c
            	99.9 ± 0.0a
          

          
            	500
            	74.4 ± 1.2b
            	100.0 ± 0.0a
          

          
            	1000
            	81.3 ± 0.1a
            	100.0 ± 0.0a
          

          
            	IC501) (μg/mL)
            	143.9
            	22.92
          

        

        
          
            Results were expressed as the mean ± SEM.
          

          
            a-e Different letters in a column are significantly different at different concentrations (p<0.05).
          

          
            1)The concentration required for a 50% reduction in DPPH or ABTS radicals.
          

        

        

        ABTS assay는 다양한 소재의 항산화 활성을 평가하는데 사용되는 방법으로(Schaich et al. 2015), ABTS 라디칼은 친유성 및 친수성 성분과 작용하며, ABTS 라디칼과의 반응으로 인한 탈색 작용을 통해 항산화 능력을 측정한다(Gulcin 2020). 본 연구에서 양파껍질 아임계수 추출물은 94.6-100%의 ABTS 라디칼 소거 활성을 보였고, IC50값은 22.92 μg/mL이었다. 가압가열추출법에 의한 양파껍질 추출물은 33.29%, 저온고압추출물은 25.35%, 환류냉각추출물은 26.72%, 상온교반추출물은 17.45%의 ABTS 라디칼 소거 활성이 보고되었다(Jeong et al. 2015). 70% 메탄올, 70% 에탄올, 클로로폼-메탄올 혼합 용매로 추출한 양파껍질 추출물의 IC50값은 각각 0.46 ± 0.01, 0.43 ± 0.00, 0.62 ± 0.01 mg/mL이었다(Duan et al. 2015). 양파껍질 열수 추출물의 ABTS 라디칼 소거능은 432.78 ± 1.43 mg AA eq/g이었으며, 열수 추출물을 다시 주정 추출한 시료와 주정 추출물을 citric acid로 pH 조정한 시료의 ABTS 라디칼 소거능은 431.22 ± 1.65과 416.08 ± 0.48 mg AA eq/g으로 나타났다(Joung & Jung 2014). 따라서 양파껍질 추출물의 ABTS 라디칼 소거 활성은 추출 방법과 용매에 따라 영향을 받고, 본 실험에 사용된 아임계수 추출물은 항산화 효과가 높은 것을 확인하였다.

        세포에서의 항산화 효소 활성 검증을 위해 SOD와 CAT 활성을 측정하였고, 그 결과는 Fig. 1, 2와 같다. SOD와 CAT는 활성산소(reactive oxygen species, ROS)로부터 기관을 보호하는 항산화 효소로 SOD가 ROS를 H2O2로 전환시키고 CAT에 의해 물과 산소로 분해된다(Jeong et al. 2021; Kim et al. 2022). 본 연구에서 양파껍질 아임계수 추출물의 SOD 활성은 1.32-1.88 U/mL이었고, 농도가 높아짐에 따라 유의적으로 증가하였다. LPS로 염증을 발생시킨 RAW 264.7 세포에 양파 전초 주정 추출물(50, 100, 250 μg/mL)을 처리한 결과 5.82-6.08 U/mL SOD 활성이 보고되었다(Kim et al. 2022). 노란 양파껍질 주정 추출물을 약 6개월 동안 투여한 랫드의 plasma(7.89 ± 2.51 U/mg protein)에서 대조군(6.65 ± 1.58 U/mg protein)보다 높은 SOD 활성을 나타냈다(Chernukha et al. 2021). 본 연구에서 양파껍질 아임계수 추출물의 CAT 활성은 3.00-3.52 U/mL이었고, 농도가 높아짐에 따라 활성이 유의적으로 증가하였다. 양파 전초 주정 추출물은 LPS 처리한 RAW 264.7 세포 내에서 CAT 활성을 향상시켰으며(Kim et al. 2022), 노란 양파껍질 주정 추출물의 경구투여는 랫드의 plasma 내 CAT 활성을 증가시켰다(Chernukha et al. 2021). 따라서 본 연구의 양파껍질 아임계수 추출물은 이전 보고와 유사하게 항산화 효소 활성을 향상시키는 것으로 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Superoxide dismutase activity of subcritical water extract from onion peels.
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Catalase activity of subcritical water extract from onion peels.
          
          

          

        

      

      
        3. 양파껍질 아임계수 추출물의 안전성과 cytokine 분비능에 미치는 영향
        양파껍질 아임계수 추출물의 독성 및 RAW 264.7 세포의 안전성에 미치는 영향을 확인하기 위하여 MTS assay를 수행하였다. 그 결과, 시료의 모든 농도에서 대조군인 배지보다 세포 생존율이 증가하여 100% 이상을 보였고(Fig. 3a), 양파껍질 아임계수 추출물은 세포 독성이 없는 것으로 나타났다.

        Cytokine은 면역세포가 분비하는 단백질로서 면역세포들 사이의 활성을 조절하는 중요한 매개체이다(Sohn et al. 2012). T세포 성장인자로 알려진 IL-2는 초기 염증반응에서 세포 사이의 신호전달을 수행하며 면역반응에서 중요한 역할을 담당한다(Shin et al. 2020). IL-6는 활성화된 B세포에 의한 면역글로불린 합성을 촉진하는 B세포 자극 인자로 알려져 있다(Aliyu et al. 2022).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effects of the subcritical water extract from onion peels on (a) the cell viability and the levels of (b) IL-2 and (c) IL-6 produced by RAW 264.7 cells.
          
          

          

        

        양파껍질 아임계수 추출물의 cytokine 농도를 측정한 결과는 Fig. 3b 및 3c와 같다. 양파껍질 추출물의 62.5와 250 μg/mL 농도에서 IL-2 생성량은 27.68 ± 3.07과 38.11 ± 9.08 pg/mL이었고, IL-6 생성량은 3.57 ± 0.19와 5.76 ± 0.21 pg/mL으로 나타났다. 양파껍질 추출물 처리군은 단순히 배지를 처리한 RAW 264.7 세포 내에서 분비된 cytokine 농도보다 높은 함량을 보였다. 이는 양파껍질 추출물이 대식세포를 활성화시켜 IL-2와 IL-6 분비를 촉진시켰기 때문인 것으로 해석된다.

      

      
        4. 양파껍질 아임계수 추출물이 비장세포 증식능에 미치는 영향
        비장은 B 및 T 림프구의 성숙과 항원의 자극에 의한 림프구의 분화가 이루어지는 기관으로, 항원에 대해 주된 보호 면역반응을 담당한다. 비장세포의 크기나 수는 면역반응의 직접적인 인자로서 주요 면역지표로 사용된다(Kim et al. 2019). Mitogen은 특정 면역세포를 자극하여 면역세포의 활성을 촉진시키는 물질의 총칭으로 비장세포 실험에서 LPS와 Con A를 대표적으로 사용한다. LPS는 B 세포를 자극하여 세포 활성을 유도시키며, Con A는 T 세포를 자극하여 세포 증식 유도와 사이토카인의 분비를 증가시킨다(Kim et al. 2019). CPA는 비장세포의 DNA를 알킬레이션시켜 T 및 B 임파구에 의한 면역반응을 억제시킨다(Choi et al. 2019). 양파껍질 아임계수 추출물의 면역 활성 효과를 확인하기 위해 비장세포 증식능을 측정하였고 그 결과는 Fig. 4와 같다. 비장세포에 LPS, Con A 및 CPA와 양파껍질 아임계수 추출물을 처리하였을 때, 추출물의 농도가 높아짐에 따라 유의적으로 흡광도가 증가되었다. 괭생이 모자반의 열수 및 주정, 초임계 추출물을 경구투여한 마우스의 비장세포에 LPS와 Con A를 처리한 결과, 열수와 초임계 추출물 처리군에서 비장세포의 증식능이 유의적으로 증가되었다(Kim et al. 2019). CPA로 면역 저하시킨 마우스의 비장세포에 LPS와 Con A를 처리하였을 때, 홍도라지 주정 추출물을 섭취한 마우스에서 비장세포 증식능이 우수한 것으로 나타났다(Choi et al. 2019). 또한 강황 열수 및 주정 추출물은 배지와 LPS, Con A, CPA 처리한 마우스 비장세포의 증식능을 유의적으로 증가시키는 효과가 있었다(Jung et al. 2022). 본 연구에서 사용된 양파껍질 아임계수 추출물도 농도 의존적으로 비장세포 증식을 향상시켜 면역 증진 활성이 우수한 것으로 나타났고, 면역이 저하된 모델에서 면역을 회복하는 효과가 있을 것으로 기대된다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of the subcritical water extract from onion peels on the proliferation of mouse splenocytes (in vitro).
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 요약 및 결론
      본 연구는 양파껍질 아임계수 추출물의 항산화 및 면역 증진 효과를 평가하기 위해 수행되었다. 항산화 요인으로 총 폴리페놀 함량, DPPH-와 ABTS 라디칼 소거능, SOD와 CAT 활성을 분석하였고, 면역 관련 요인으로는 대식세포에 대한 안전성과 cytokine 생성 및 비장세포 증식능을 확인하였다. 그 결과, DPPH-와 ABTS 라디칼 소거능에 대한 양파껍질 아임계수 추출물의 IC50값은 143.9와 22.92 μg/mL으로 이전에 보고된 연구보다 높은 라디칼 소거 활성을 보였다. 세포에서 항산화 효소 활성인 SOD와 CAT도 각각 1.32-1.88과 3.00-3.52 U/mL로 농도가 높아짐에 따라 활성이 증가하였다. 또한 양파껍질 추출물은 RAW 264.7 세포에 독성을 보이지 않으면서 사이토카인(IL-2, IL-6) 생성과 LPS, Con A 및 CPA를 처리한 비장세포에서 농도 의존적으로 증식효과를 보였다. 따라서 아임계수 추출법을 활용한 국내 양파껍질 추출물은 안전할 뿐 아니라 항산화 및 면역 증진에 도움을 줄 수 있는 것으로 나타났다. 앞으로 양파껍질 아임계수 추출물의 활성 물질 분석과 기전 구명 및 in vivo 실험을 통해 안전하고 국제 경쟁력을 갖춘 기능성 식품 재료로서 활용될 수 있길 기대한다.
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