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            초록
          
        

        
          Inflammation is a critical immune response to harmful stimuli such as infections or injuries. However, excessive inflammation can lead to tissue damage, chronic diseases, and systemic inflammatory response syndrome, resulting in multiple organ dysfunction. This dysregulated response can trigger a massive inflammatory cascade, which may prove fatal. Current anti-inflammatory treatments can alleviate symptoms but often have adverse effects, including gastrointestinal and cardiovascular complications. Tragopogon dubius Scop. (T. dubius) is a flowering plant from the Asteraceae family with edible stems. Despite reports of its effectiveness against periodontitis, overall bioactivity beyond this application remains insufficiently explored. This study investigates the anti-inflammatory properties and underlying mechanisms of T. dubius methanolic extract in lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW 264.7 macrophages and ICR mice. The methanolic extract of T. dubius inhibited LPS-stimulated inflammatory mediator nitric oxide (NO) without exhibiting cytotoxicity under 1,000 μg/mL. It also decreased the expression of inducible NO synthase (iNOS) and interleukin-6 (IL-6) at both mRNA and protein levels. Additionally, the T. dubius methanolic extract inhibited the phosphorylation of c-Jun N-terminal kinase (JNK) and Nuclear factor-kappa B (NF-κB) in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages. Furthermore, T. dubius methanolic extract mitigated weight loss and significantly improved survival rates in the LPS-induced inflammatory animal model. It also reduced the levels of NO and IL-6 in the plasma. Overall, the findings suggest that T. dubius methanolic extract has significant anti-inflammatory properties, primarily through inhibiting the JNK/NF-κB signaling pathway.
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      염증(Inflammation)은 감염 물질이나 병원균과 같은 외부 인자에 대한 숙주의 방어 기작으로, 손상된 조직을 복구하고 재생하는 생체 반응이다.1) 그러나 염증반응이 조절되지 못하고 장기간 지속되면 체내 유해 물질의 축적으로 인해 조직 손상과 기능 이상을 초래한다.2) 이 과정에서 중요한 역할을 하는 대식세포(macrophage)는 체내 모든 조직에 분포하여 이물질이나 세균을 포식하며 면역 반응을 담당한다.3) 그람 음성균의 세포벽 성분인 lipopolysaccharide (LPS)는 면역 세포를 자극하여 extracellular signal-regulated kinase (ERK), Jun N-terminal kinase (JNK), p38 등을 포함하는 mitogen-activated protein kinase (MAPK) family 세포 내 신호 전달 경로를 통해 염증 반응과 관련된 유전자 발현을 유도한다. 이들은 세포 분열, 사멸, 염증 조절에 중요한 역할을 하며, nuclear factor-kappa B (NF-κB) 전사인자를 조절하여 염증성 사이토카인의 발현을 증가시킨다.4,5)

      염증이 유발되면 대식세포는 inducible nitric oxide synthase (iNOS)를 발현하고, 염증 매개 물질인 nitric oxide (NO)를 생성한다.6) NO는 혈관 확장, 체내 방어 및 신호 전달을 포함한 다양한 생리적 과정에서 중요한 역할을 하지만, 과도한 NO 생성은 조직 손상과 혈관 투과성 증가로 인한 부종을 일으킨다.7,8) 또한, 염증반응에서 유도되는 염증성 사이토카인 interleukin (IL)-1β 및 IL-6는 다른 염증 매개체들을 유도하고 신호 전달 기능을 담당하는 중요한 역할을 한다.9) 특히 염증반응 초기에 발현되는 IL-6는 선천적 및 후천적 면역 반응에서 중요한 역할을 담당하는 것으로 보고되었다.10) 하지만 체내 IL-6의 과도한 발현은 조직 손상, 발열, 대사의 항진, 심근 억제, 혈액 응고를 야기한다.11) 이런 과도한 발현이 지속적으로 발생하면 패혈증, 췌장염, 관절염과 같은 감염성 질환 및 자가면역 질환을 악화시킬 수 있기 때문에 염증성 사이토카인인 IL-6와 염증 매개 물질인 NO의 조절은 필수적이다.12)

      다양한 염증성 질환의 치료에 사용되는 비스테로이드성 항염증제는 염증 억제 효과가 뛰어나지만, 장기간 사용 시 간 및 신장 기능 장애, 면역 억제와 같은 부작용이 보고되었다.13) 이에 최근 몇 년 동안 다양한 생리활성 화합물을 포함하는 천연물의 약리학적 특성을 이용한 염증성 질환 치료제 개발 연구에 대한 관심이 급증하고 있다.14) 천연물은 수천 년간 인류가 활용해 온 안전성 있는 자원으로, 다양한 생리활성 성분들이 염증 매개체를 조절하는 데 중요한 역할을 한다는 연구들이 꾸준히 보고되고 있다.15) 특히, 항염증, 항산화, 항미생물 효과를 가지는 천연 성분들은 체내 염증반응을 조절하는 데 탁월한 효과를 나타내며, 이들 성분을 기반으로 한 새로운 치료 전략이 주목받고 있다.16)

      쇠채아재비(Tragopogon dubius Scop.)는 국화과 한 해 또는 두해살이 식물로 서울, 강원도 영월, 충청북도 단양, 경상북도 영주에서 관찰된다. 식품의약품안전처의 식품공전에 따르면 쇠채아재비는 줄기를 식용하는 식물로 등재되어 있으며, 항산화 및 항진균 효능이 보고되었다.17) 특히, 쇠채아재비는 치주 질환을 유발하는 Porphyromonas gingivalis의 생장을 저해하는 효과가 확인되었다.18) 이 균주의 주요 병원성 인자인 LPS는 염증 반응을 유도하는 대표적인 물질로 알려져 있다. 이를 바탕으로 쇠채아재비가 뛰어난 항균 및 항염 효능이 있을 것으로 사료되나, 쇠채아재비의 생리활성 및 기능성에 대한 연구는 미흡한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 염증 유도 물질인 LPS를 이용하여 대식세포(RAW 264.7)와 동물 모델에서 쇠채아재비 메탄올 추출물의 항염증 효능을 입증하여 기능성 소재로서의 잠재력을 확인하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      실험재료 - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), LPS는 Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. Penicillin-streptomycin (P/S), Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS) Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)는 Welgene (Gyeongsan, Korea)에서 구입하였고, fetal bovine serum (FBS)은 Altas Biologicals (Fort Collins, CO, USA)에서 구입하였다. RNAiso Plus는 Takara Bio Inc. (Kusatsu, Japan)에서, griess reagent는 promega (Madison, WI, USA)에서 구입하였다. PowerSYBR® Green PCR Master Mix는 applied biosystem 제품을 Thermo Fisher Scientific (Rockford, IL, USA)에서 구입하였다. IL-6, iNOS, β-actin primer는 Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA)에서 구입하였다. TransScript® All-in-one Firest-Strand cDNA synthesis SuperMix for PCR (One-step gDNA Removal)은 TransGen Biotech Co. (Beijing, China)에서 구입하였다. Lysis buffer는 Jubiotech (Daejeon, Korea)에서 구입하였다. ERK, p38, JNK, p65, phosphorylated ERK (p-ERK), phosphorylated p38 (p-p38), phosphorylated JNK (p-JNK), phosphorylated p65 (p-p65), iNOS, β-actin antibody는 Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)에서 구입하였다.

      시료 및 추출물의 제조 - 본 연구에 사용된 쇠채아재비는 강원도 영월군 한반도면 쌍용리에서 채집하였다. 채집된 쇠채아재비는 강원대학교 식물 분류학 장근정 박사에 의해 동정되었다. 상온에서 건조한 쇠채아재비 전초를 식물분쇄기(NANIL, Korea)로 마쇄한 후 1 kg을 취하여 삼각플라스크에 넣고 2 L의 메탄올에 침지시켰다. 이후 메탄올 침전물을 감압 여과하고 농축한 뒤, 증류수에 용해하여 동결건조(ILSHIN Lab Co. Ltd., Yangju, Korea)하였다. 쇠채아재비의 메탄올 추출물 수득률은 5.08%이었다. 세포 실험에서는 쇠채아재비 메탄올 추출물을 70% 에탄올에 용해하였고, 동물 실험에서는 0.9% 생리식염수에 용해하여 사용하였다.

      세포 배양 및 염증 유도 - 마우스 유래 대식세포 RAW 264.7은 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, KCLB, Seoul, Korea)에서 구입하였다. RAW 264.7 세포는 DMEM에 10%의 FBS와 100 units/mL의 P/S가 포함된 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건의 incubator에서 배양하였다.19) LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에서 쇠채아재비 메탄올 추출물의 항염증 효능을 평가하기 위해 RAW 264.7 세포(2×106 cells/well)를 6 well cell culture plate에 분주하여 24시간 배양한 뒤, FBS가 포함되지 않은 DMEM으로 교체하여 24시간 재배양하였다. 이후, 다양한 농도의 쇠채아재비 메탄올 추출물(0-1,000 μg/mL)을 1시간 전처리한 후 LPS (1 μg/mL)를 처리하여 염증을 유도하였다.

      세포 독성 평가 (Cell viability) - RAW 264.7 세포에 대한 쇠채아재비 메탄올 추출물의 세포독성은 MTT assay을 이용한 세포 생존율로 측정하였다.20) 쇠채아재비 메탄올 추출물은 0-1,000 μg/mL가 되도록 FBS가 포함되지 않은 DMEM에 희석하여 RAW 264.7 세포(2×105 cells/well)에 100 μL씩 분주하여 24시간 노출하였다. 이후, 5 mg/mL의 MTT 용액을 FBS가 포함되지 않은 DMEM과 1:9로 혼합하여 100 μL씩 첨가하고 4시간 재배양하였다. 이후 배양액을 모두 제거하고 99.5% dimethyl sulfoxide (DMSO)와 isopropyl alcohol을 각각 50 μL씩 첨가하여 세포를 완전히 용해시키고 microplate reader (Molecular devices, San Jose, CA, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 생존율은 대조군에 대한 흡광도의 차를 백분율로 표시하여 비교 분석하였다.

      염증성 사이토카인의 mRNA 발현 분석 - 쇠채아재비 메탄올 추출물을 전처리 후 LPS를 24시간 자극한 RAW 264.7 세포에서 염증성 사이토카인의 유전자 발현을 확인하기 위해 real time-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)을 수행하였다. RT-qPCR 수행을 위해 세포 내 mRNA는 Kim et al.의 방법을 따라 획득하였으며 microplate reader를 이용하여 정량한 뒤 TransScript All in one first-strand cDNA synthesis SuperMix for qPCR을 이용하여 20 μL cDNA로 합성하였다.19) 만들어진 cDNA는 pure water 180 μL에 희석하여 사용하였다.

      cDNA 4 μL와 pure water 4.4 μL, Power SYBRⓇ Green PCR Master Mix 10 μL를 혼합하고 primer (iNOS, IL-6, or β-actin) 1.6 μL를 넣어 RT-qPCR을 수행하였다. RT-qPCR 조건은 최초 95℃에서 10분간 가열하고 95℃에서 15초, 57℃에서 20초, 72℃ 40초인 cycle을 총 40회 반복 수행한 후 95℃에서 15초, 60℃에서 1분, 95℃에서 15초 1회 수행하였다.21) 각 primer의 sequence는 다음과 같다(Table 1).

      
        Table I. 
				
        

        
          Primer sequences for RT-qPCR analysis
        
        

      

      
        
          
            	Target gene
            	Primer sequence
          

        
        
          	
            iNOS
          
          	R
          	5'–CATGCTACTGGAGGTGGGTG–3'
        

        
          	F
          	5'–CATTGATCTCCGTGACAGCC–3'
        

        
          	
            IL-6
          
          	R
          	5'–GAGGATACCACTCCCAACAGACC–3'
        

        
          	F
          	5'–AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA–3'
        

        
          	β-actin
          	R
          	5'–ATCACTATTGGCAACGAGCG–3'
        

        
          	F
          	5'–TCAGCAATGCCTGGGTACAT–3'
        

      

      

      Western blot 분석 - RAW 264.7 세포에서 iNOS의 발현과 쇠채아재비 메탄올 추출물의 항염증 작용기전을 확인하기 위해 western blot을 수행하였다. 쇠채아재비 메탄올 추출물을 전처리 후 LPS로 염증을 유도한 세포를 수거하고 lysis buffer를 이용하여 단백질을 추출하였다. LPS 자극은 iNOS 분석에는 24시간, MAPK와 NF-κB 분석에는 1시간 지속하였다.22) 단백질을 Bradford assay로 정량한 뒤 20 μg의 단백질을 10% SDS-PAGE로 크기별로 분리한 후, PVDF membrane에 transfer하였다. 항체의 비특이적 결합을 차단하기 위해 5% skimmed milk로 2시간 동안 반응시켰으며, 3번의 세척 후에 ERK, p-ERK, p38, p-p38, JNK, p-JNK, p65, p-p65, iNOS와 β-actin에 대한 각각의 항체를 4℃에서 overnight 시켰다. PVDF membrane을 세척하고 2차 항체로 상온에서 2시간 동안 반응시킨 후 ECL system으로 반응시켜 LAS-500 mini imager (General Electric, Boston, MA, USA)를 이용하여 이미지화하고 ImageJ (ImageJ 1.51j8, Wayne Rasband National Institutes of Health, USA)를 사용하여 분석하였다.

      실험동물 및 전신 염증 유도 - 생후 5주령의 ICR 마우스를 (주)오리엔트바이오(Gapyeong, Korea)로부터 공급받아 실험에 이용하였다. 마우스는 실험기간 동안 온도 23 ± 1℃, 습도 50 ± 10%, 12시간의 명암주기의 안정적인 사육 환경에서 전용 고형사료와 물을 제한없이 섭취하였다. 대조군은 7마리, 이 외 나머지 군은 총 12마리로 설정하여 실험을 진행하였다. 대조군과 LPS 단독 투여군은 실험기간 동안 0.9% 생리식염수를, 쇠채아재비 메탄올 추출물 투여군은 쇠채아재비 메탄올 추출물을 생리식염수에 용해시켜 100, 200 및 400 mg/kg의 용량으로 1일 1회 7일간 경구투여하였다. 이후, 대조군을 제외한 모든 군에 LPS (25 mg/kg)를 복강투여하여 전신 염증을 유도하였다.22) 투여 12시간이 경과한 뒤, 각 실험군 당 4마리씩 희생시켜 혈액 채취를 통한 생화학적 분석을 실시하였으며, 나머지 개체는 72시간 동안 생존율을 관찰하였다. 본 연구는 강원대학교 동물실험윤리위원회로부터 승인을 받아 수행되었다(KW-221102-6).

      NO 생성량 측정 - 쇠채아재비 메탄올 추출물로 전처리한 RAW 264.7 세포를 24시간 동안 LPS로 자극하여 염증을 유도한 후, 배양액을 수거하여 생성된 NO의 농도를 정량하였다. NO의 농도는 griess reagent와 1:1 비율로 혼합한 후 540 nm에서 흡광도를 측정하여 sodium nitrite (NaNO2) 표준곡선을 통해 산출하였다.

      LPS로 염증을 유도한 전신 염증 동물 모델의 혈액을 10,000 rpm에서 10분, 4℃ 조건에서 원심분리하여 혈장을 얻었다. 혈장 내 NO의 농도는 NO kit (Biomax, Guri, Korea)의 protocol에 따라 정량하였다.

      IL-6 생성량 측정 - 쇠채아재비 메탄올 추출물로 전처리한 뒤 24시간 동안 LPS로 자극하여 염증을 유도한 RAW 264.7 세포의 배양액을 수거하여 생성된 IL-6의 농도를 정량하였다. 배양액은 10,000 rpm에서 10분, 4℃ 조건에서 원심분리하여 미립자 응집체를 제거하여 사용하였다. 또한, LPS로 염증을 유도한 전신 염증 동물 모델의 혈액을 원심분리하여 혈장 내 IL-6의 농도를 정량하였다. 세포 배양액 및 혈장 내 IL-6의 농도는 ELISA kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)의 protocol에 따라 측정하였다.

      통계처리 - 모든 측정값은 평균 ± 표준오차로 나타내었다. 대조군 및 실험군 간의 통계적 유의성 검증은 GraphPad Prism Version 8.0 (GraphPad Software Inc., La jolla, CA, USA)을 통한 One-way analysis of variance (ANOVA)를 사용하여 군간 비교하였고, 생존율의 경우 Two-way ANOVA를 사용하였다. Student-Newman-Keuls test를 통해 실험군 간의 유의적인 차이를 분석하였고, 통계적 유의확률은 P < 0.05 수준에서 판단하였다.

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      쇠채아재비 메탄올 추출물이 RAW 264.7 세포 생존율에 미치는 영향 - 쇠채아재비 메탄올 추출물이 LPS로 염증을 유도한 RAW 264.7 세포의 생존율에 영향을 미치는 독성을 확인하기 위해 MTT assay를 수행하였다. 생존율이 대조군 대비 70% 이하인 경우 세포 독성이 있다고 판단하였다.23) 추출물을 농도별로 24시간 노출시킨 결과, 1,000 μg/mL 이하에서 독성이 없는 것을 확인하였다(Fig. 1A). 또한, 쇠채아재비 메탄올 추출물을 전처리하고 1시간 후 LPS (1 μg/mL)를 처리했을 때, 세포의 생존율이 LPS 처리군과 비교하여 농도의존적으로 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 1B). 따라서 이후의 연구는 쇠채아재비 메탄올 추출물이 세포 생존율에 영향을 끼치지 않는 1,000 μg/mL 이하의 농도로 진행하였다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          Effect of T. dubis methanolic extract on cell viability in RAW 264.7 cells. (A) Cytotoxicity and (B) cytoprotective effects of T. dubis methanolic extract without/with LPS treatment. ###P < 0.001 vs vehicle, **P < 0.01; ***P < 0.001 vs LPS alone.
        
        

        

      

      쇠채아재비 메탄올 추출물이 LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 NO 생성과 iNOS 발현에 미치는 영향 - 쇠채아재비 메탄올 추출물이 LPS로 염증을 유도한 RAW 264.7 세포에서 증가된 NO 생성을 억제하는지 확인하기 위해 NO assay를 수행하였다. LPS 단독 처리군의 NO 생성량이 대조군 대비 유의적으로 증가하였고, 쇠채아재비 메탄올 추출물 처리군은 LPS 단독처리군 대비 NO 생성량을 농도의존적으로 감소시키는 것을 확인하였다(Fig. 2A). 이러한 NO 생성량 감소가 합성효소인 iNOS의 발현에 의한 영향인지 확인하기 위해 RT-qPCR을 이용하여 mRNA 발현을 확인하였다. 그 결과, 쇠채아재비 메탄올 추출물 처리군이 농도의존적으로 iNOS의 mRNA 발현을 억제하였다(Fig. 2B). Western blot을 이용하여 단백질 수준에서 확인하였을 때도 이전 결과와 마찬가지로 iNOS의 단백질 발현도 쇠채아재비 메탄올 추출물에 의해 억제되는 것을 확인하였다(Fig. 2C). 이러한 결과는 쇠채아재비 메탄올 추출물이 iNOS를 억제하여 염증매개물질인 NO의 생성을 조절하는 것을 의미한다.

      
        
        

        Fig. 2. 
				
        

        
          Effects of T. dubius methanolic extract on NO production, mRNA and protein expression of iNOS in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. (A) NO production was determined after LPS stimulated for 24 h. (B) The mRNA expression level and (C) relative protein expression of iNOS were analyzed compared to vehicle. ##P < 0.01; ###P < 0.001 vs vehicle, **P < 0.01; ***P < 0.001 vs LPS alone. 
        
        

        

      

      쇠채아재비 메탄올 추출물이 LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 IL-6 발현에 미치는 영향 - 쇠채아재비 메탄올 추출물이 LPS로 염증을 유도한 RAW 264.7 세포에서 염증성 사이토카인 IL-6의 발현을 억제하는지 확인하기 위해 RT-qPCR을 수행하였다. 그 결과, 쇠채아재비 메탄올 추출물이 IL-6의 mRNA 발현을 LPS 단독 처리군 대비 유의적으로 감소시키는 것을 확인하였다(Fig. 3A). 이러한 염증성 사이토카인의 mRNA 발현량 감소가 단백질 생성량에서도 유사한 효과가 있는지 확인하고자 세포 배양액을 수거하여 IL-6의 단백질 발현량을 정량하였다. 그 결과, 쇠채아재비 메탄올 추출물이 농도의존적으로 IL-6의 단백질 생성을 억제하는 것을 확인하였다(Fig. 3B). 한편, 쇠채아재비 메탄올 추출물은 LPS로 유도된 염증성 사이토카인인 TNF-α와 IL-1β의 mRNA 발현량을 감소시키지 않는 것을 확인하였다(data not shown). 따라서 쇠채아재비 메탄올 추출물은 염증반응에서 증가하는 IL-6의 mRNA 발현을 조절하여 단백질 생성을 억제하는 항염 효능이 있음을 의미한다.
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          Effects of T. dubius methanolic extract on mRNA and protein expression of IL-6 in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. (A) The mRNA expression level and (B) relative protein expression of IL-6 were analyzed using RT-qPCR and ELISA, respectively. ###P < 0.001 vs vehicle, ***P < 0.001 vs LPS alone.
        
        

        

      

      쇠채아재비 메탄올 추출물이 LPS로 자극된 RAW 264.7 세포에서 JNK/NK-κB 신호 경로에 미치는 영향 - LPS는 수용체에 결합 후 MAPK family의 인산화를 조절하고 전사인자인 NF-κB를 활성화하여 최종적으로 염증이 발생된다.24) LPS로 염증을 유도한 RAW 264.7 세포에서 쇠채아재비 메탄올 추출물의 MAPK-NF-κB 신호 전달 체계 관련 작용기전을 확인하고자 western blot assay을 수행하였다. 그 결과, LPS 단독 처리군은 대조군 대비 NF-κB 구성 단백질 중 하나인 p65의 인산화가 유의적으로 증가하는 것을 확인하였고, 쇠채아재비 메탄올 추출물 처리군은 p65의 인산화를 농도의존적으로 억제하였다(Fig. 4A). 이러한 NF-κB 활성화에 대한 쇠채아재비 메탄올 추출물의 억제 효과가 MAPK family의 영향으로 기인한 것인지 추가적으로 확인하였다. LPS 단독 처리군은 대조군 대비 MAPK family인 JNK, ERK, p38의 인산화가 모두 유의적으로 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 4B). 하지만 쇠채아재비 메탄올 추출물에 의해서 JNK의 인산화만 농도의존적으로 억제되었다(Fig. 4C). 이와 같은 결과는 쇠채아재비 메탄올 추출물이 MARK family 중 JNK의 인산화를 조절하여 NF-κB의 활성을 억제시켜 항염 효능이 있음을 의미한다.
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          Effect of T. dubius methanolic extract on LPS-stimulated MAPK/NF-κB activations in RAW 264.7 cells. After stimulation with LPS for 1 h, (A) the phosphorylation of p65 (p-p65) was analyzed relative to total p65 levels. (B) The levels of phosphorylated JNK (p-JNK), ERK (p-ERK), and p38 (p-p38) were analyzed, and (C) the relative protein expression levels of p-JNK were quantified. ##P < 0.01; ###P < 0.001 vs vehicle, *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 vs LPS alone.
        
        

        

      

      쇠채아재비 메탄올 추출물이 LPS로 유발한 전신 염증 동물에서 체중 및 생존율에 미치는 영향 - 감염에 의한 전신 염증이 발병하면 근육통, 발열 증상과 함께 체중이 감소하는 것으로 보고되었다.25) 특히, 체중이 5% 이상 감소한 경우 생존율이 낮다고 보고되었다.26) 따라서 LPS 투여로 전신 염증이 유발된 동물 모델의 체중 변화를 관찰하고, 쇠채아재비 메탄올 추출물이 생존율에 미치는 영향을 확인하였다. 대조군을 제외한 모든 군에 LPS (25 mg/kg)를 복강투여하여 전신 염증을 유도하였고, 12시간 간격으로 72시간 동안 생존율을 확인하였다(Fig. 5A). 기존 보고와 유사하게,27) LPS를 투여하고 12시간 후 체중이 급격히 감소함을 확인하였다(Fig. 5B). 생존율 측정 결과, 쇠채아재비 메탄올 추출물을 각각 100 mg/kg, 200 mg/kg, 400 mg/kg 경구투여한 군에서 각각 68.75%, 75%, 100%로 생존율이 농도의존적으로 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 5C). 이는 LPS에 의해 유도된 전신 염증 모델에서 쇠채아재비 메탄올 추출물이 체중 감소를 완화하고 생존율을 향상시킬 수 있음을 의미한다.
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          Effects of T. dubius methanolic extract on body whight and survival rate in LPS-induced systemic inflammatory mice. (A) Experimental schedule for the LPS-induced systemic inflammatory mouse model. (B)?Mice were weighed every two days during the administration of T. dubius methanolic extract following LPS injection. (C) The survival rate was measured every 12 h for 3 days (n=8/group). ###P < 0.001 vs vehicle, ***P < 0.001 vs LPS alone.
        
        

        

      

      쇠채아재비 메탄올 추출물이 LPS로 유발한 전신 염증 동물의 혈장에서 NO 및 IL-6 생성에 미치는 영향 - 감염으로 인한 전신 염증이 발병하면 염증반응으로 인해 많은 양의 NO가 생성되어 미생물에 대한 면역 반응이 촉진된다. 또한, 염증이 발병하면 면역 세포가 IL-6를 분비하고, 이는 염증 매개체로서 작용하여 반응을 촉진한다. 때문에 염증성 질환 환자의 혈장에서는 건강한 사람보다 NO와 IL-6의 수치가 높게 나타나게 되고, 이는 염증성 질환의 진단과 치료에 중요한 지표가 된다28). 우리는 in vitro 연구에서 쇠채아재비 메탄올 추출물이 LPS로 인해 증가된 NO 및 IL-6의 발현을 억제하는 것을 확인하였다(Fig. 2, 3). 따라서, 본 연구에서는 쇠채아재비 메탄올 추출물이 LPS로 전신 염증을 유도한 동물 모델에서도 혈장 내 NO와 IL-6의 생성을 억제하는지 확인하였다. 실험 결과, LPS 단독 투여군에서 염증반응이 발생하여 대조군 대비 NO의 생성이 유의적으로 증가하였다(Fig. 6A). 반면, 쇠채아재비 400 mg/kg 경구투여 군에서는 LPS 단독 투여군 대비 NO 생성이 유의적으로 감소하는 것을 확인하였다. 또한, LPS 단독 투여군에서 염증반응이 발생하여 대조군 대비 IL-6 농도가 유의적으로 증가하였으며, 쇠채아재비 400 mg/kg 경구투여 군에서는 LPS 단독 투여군에 비해 IL-6 농도가 유의적으로 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 6B). 따라서, 쇠채아재비 메탄올 추출물이 LPS로 전신 염증을 유도한 동물 모델에서 혈장 내 NO와 IL-6 농도를 감소시키는 효능이 있음을 의미한다.
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          Effects of T. dubius methanolic extract on NO and IL-6 level in plasma of LPS-induced systemic inflammatory mice. (A) NO production and (B) IL-6 level in plasma were determined 12 h after LPS injection (n=4/group). ###P < 0.001 vs vehicle, *P < 0.05; **P < 0.01 vs LPS alone.
        
        

        

      

      만성 염증은 현대 사회에서 다양한 질병의 기초가 되는 중요한 생리적 현상으로, 심혈관 질환, 당뇨병, 자가면역 질환 등과 깊은 연관이 있다29,30). 또한 호흡기, 소화기, 비뇨기 및 혈액을 통한 감염 또는 염증성 사이토카인의 과발현은 사이토카인 폭풍(cytokine storm), 패혈증과 같은 전신적인 염증반응을 유발하여 다양한 증상이 나타날 수 있다.31,32) 선행연구에 따르면 이러한 전신 염증반응의 발병 기전은 명확히 밝혀지지 않았으나, 감염의 부위, 종류, 환자의 면역 상태 등에 따라 다양한 인자가 복합적으로 작용하는 것으로 보고되었다33). 많은 연구에 따르면, 염증성 사이토카인은 전신 염증반응에서 염증반응을 개시하고 조절하는 중요한 역할을 하며, 특히 IL-6의 증가는 조직 손상 및 다발성 장기 부전, 높은 사망률과 밀접한 관련이 있음이 보고되었다.34,35) 이에 따라 전신 염증반응의 효과적인 치료를 위해 염증 매개 물질 및 사이토카인의 과발현 조절이 중요하다36). LPS는 면역 세포를 자극하여 MAPK/NF-κB 신호 전달 체계를 활성화하여 염증 관련 유전자의 발현을 유도한다5). 따라서 대식세포를 포함한 다양한 세포에 LPS를 노출시켜 염증반응의 신호 전달과 항염증 효능을 확인하는 데 자주 사용된다.37,38) 따라서 본 연구에서는 LPS로 염증을 유도한 마우스 대식세포 RAW 264.7 세포에서 쇠채아재비의 항염증 효능을 확인하였다.

      쇠채아재비 메탄올 추출물은 LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에서 iNOS의 발현을 억제하여 NO 생성을 농도 의존적으로 감소시켰으며, IL-6의 mRNA 및 단백질 생성을 유의적으로 억제하였다. 또한, 쇠채아재비 메탄올 추출물은 MAPK 경로 중 하나인 JNK와 NF-κB의 활성을 농도 의존적으로 조절하여 JNK/NF-κB 신호 전달 경로를 억제하였다. 염증 매개 물질인 NO는 면역 기능을 증진시키고 항균 및 항산화 작용을 통해 염증을 조절하지만, 지나치게 생성될 경우 염증반응이 지속되고 조직이 손상되는 부정적인 영향을 미친다.7) 염증성 사이토카인 IL-6는 면역세포를 감염 부위로 유인하는 접착 분자와 케모카인의 발현을 유도하여 염증을 촉진한다.39) 특히 IL-6는 면역 응답, 조혈계와 신경계 세포의 증식 및 분화 등에 중요한 역할을 한다. 하지만, IL-6가 과발현되면 다양한 면역 이상증, 림프계 종양, 류마티스 관절염과 같은 자가면역 질환이 발생할 수 있다.40,41) 본 연구에서 우리는 쇠채아재비 메탄올 추출물이 RAW 264.7 세포에서 과발현된 NO와 IL-6를 감소시키는 우수한 항염증 효능을 확인하였으며, 이를 바탕으로 염증성 질환의 예방 및 치료에 사용될 수 있을 것으로 사료된다.

      이러한 쇠채아재비의 염증 예방 효능을 검증하기 위해, 마우스에게 7일간 쇠채아재비 추출물을 경구 투여한 후 LPS를 사용하여 전신 염증반응을 유발하였다. 쇠채아재비의 염증 예방 효능을 지속적으로 평가하기 위해 7일간 반복투여 되었습니다.42) 고농도의 LPS를 복강 내에 투여하는 동물 모델은 다양한 염증반응을 유발하는 방법으로 여겨지며, 이를 이용하여 감염에 의한 전신 염증반응을 이해하는 기초 모델로 널리 활용된다.43,44) 실험 결과, 쇠채아재비 메탄올 추출물 투여군은 LPS로 유도된 사망률을 농도의존적으로 감소시켰으며, 특히 400 mg/kg 투여군에서는 모든 마우스가 생존하는 것을 확인하였다. 또한, 쇠채아재비 메탄올 추출물 400 mg/kg 투여군의 혈장 내 NO와 IL-6의 수치가 유의적으로 감소한 것을 확인하였다. 이러한 결과는 LPS로 유도된 전신 염증반응을 완화하는 쇠채아재비 메탄올 추출물의 우수한 항염증 효능을 시사하며, 이는 ovalbumin 또는 맹장 결찰 및 천공(cecal ligation and puncture) 같은 다른 염증 유도 모델에서의 추가 연구를 통해 더욱 뒷받침될 수 있을 것이다

      쇠채아재비는 전통적으로 이뇨제, 지사제, 항염증제, 항류마티스, 항당뇨, 피부염 및 부기 개선, 상처 치유 등의 목적으로 사용되었으며, 항산화, 항균, 항염, 항암 활성이 보고되었다.45) 최근 UPLC-ESI-QTOF-MS 분석 결과에 따르면, 쇠채아재비 뿌리 메탄올 추출물은 rutin, trans-chlorogenic acid, syringic acid 등 다양한 생리활성 물질을 포함하고 있다.46) 이 중, rutin은 quercetin에 rutinose가 결합된 배당체 구조의 플라보노이드로 항산화, 항염증, 암세포 성장 억제 등의 효능이 보고되어 다양한 대사 질환에 대한 치료 효과가 보고되었다.47) 또한, chlorogenic acid는 NF-κB, MAPK 등을 포함한 주요 신호 경로와 관련인자를 조절하여 IL-1β, IL-6, NO와 같은 염증 매개체의 분비를 조절하는 항염증 효능이 보고되었다.48) Syringic acid는 NF-κB와 JAK-STAT 기전의 억제를 통해 methyl cellosolve로 간 및 고환 염증이 유발된 랫드 (rat)에서 항염증 효능이 보고되었다.49) 이는 본 연구에서 확인한 쇠채아재비 메탄올 추출물이 LPS로 유도한 RAW 264.7 세포와 마우스에서 우수한 항염증 효능을 뒷받침한다.

    

    

  
    
      결 론
      결과를 종합하면, 쇠채아재비 메탄올 추출물은 RAW 264.7 세포에서 LPS로 유도된 JNK/NF-κB의 인산화를 조절하여 항염증 효과를 나타냈다. 또한, LPS로 전신 염증을 유발한 동물에서 쇠채아재비 메탄올 추출물의 투여로 혈장 내 NO와 IL-6가 유의적으로 감소하였고 생존율이 농도의존적으로 증가하였다. 이러한 연구 결과는 쇠채아재비 메탄올 추출물이 향후 활성성분 탐색, 동물 모델에서의 항염증 기전 연구, 그리고 임상 시험 등을 통해 염증 치료제로서 개발을 위한 기초자료가 될 수 있을 것으로 사료된다.
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