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            Abstract
          
        

        
          Anti-inflammatory activity of the extracts of ginseng berry (GBE) was investigated through the evaluation of its inhibitory effect on the production of inflammatory meditator, nitric oxide(NO), tumor necrocis factor-alpha (TNF-α), interleukin-6 (IL-6) in LPS-induced RAW264.7 macrophage cells. GBE was fractionated using n-hexane, chloroform, ethylacetate, buthanol and H2O, sequentially. RAW264.7 cells were induced 100 ng/mℓ of lipopolysaccharide (LPS) and treated with 0, 1.6, 8, 40 and 200 μg/mℓ of GBE fractions. LPS-induced NO production on all of GBE fractions was inhibited with increasing added concentration of GBE fractions. Chloroform fraction of GBE was the most effective in inhibiting LPSinduced TNF-α production. Hexane, chloroform and H2O fractions of GBE exhibit strong inhibition LPS-induced IL-6 production. Especially, H2O fractions of GBE was the most effective in inhibiting LPD-induced IL-6 production without significant cytotoxicity in RAW264.7 cells, and reduced the activation of mitogen-activated protein kinases (MAPK) and IkB phosphorylation. These results indicate that H2O fractions of GBE exhibits strong anti-inflammatory effects by inhibition of NF-kB by inhibition of p-38 on MAPK and IkB phosphorylation.
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      서 언
      최근 한국에서 기능성 건강식품으로 인정받고 있는 인삼 (Panax ginseng C. A. Meyer)은 사포닌이 여러 종류가 함유 되어있으며 각 사포닌 종류마다 기능성을 달리하고 있어 인삼 이 인체에 미치는 각종 질병을 예방하는 차원에서 소비자들이 인삼을 애호해오고 있다. 또한 인삼은 주로 식용하고 있는 부 위가 뿌리로서 뿌리에 함유되어 있는 사포닌이 열에 의하여 기존 수삼에 함유되어있는 10여종 이상의 사포닌 구조의 배당 체 부분이 분해되어 새로운 사포닌 구조가 생김으로서 또 다 른 기능성을 띄는 여러 종류의 사포닌이 생성되는 것이 인삼 사포닌의 주된 특성이다 (Nam, 1996). 이와 같이 열에 의하 여 각종 사포닌 구조물질의 변형이 유도된 주된 인삼제품으로 홍삼 및 흑삼 (구증구포) 제품을 들 수 있다. 그러나 최근 인 삼의 주된 식용부위인 뿌리보다 인삼 잎이나 열매 등 인삼 지 상부에서 뿌리보다 더 많은 사포닌이 함유되어 있어서 이에 대한 연구가 많이 이루어지고 있는 실정이다 (Choi et al., 2009; Kim et al., 2013a, 2014a). 최근 인삼 열매는 인삼종 자를 채취하기 위하여 수확하는 단계에서만 이용되어오던 것 이 인삼열매 내에 각종 사포닌이 더 많이 함유되어있고 그 이 외에 폴리페놀성 물질이나 안토시아닌 색소 등의 여러 기능성 물질이 많이 함유되어 있어서 인삼뿌리보다 더 기능성이 우수 하다는 보고들이 이루어지고 있다 (Xie et al., 2005). 특히 Attele 등 (2002)은 인삼열매에 사포닌 중 진세노사이드 Re성 분이 다량 함유되어 있어 인삼열매 추출물이 항당뇨효과가 우 수함을 입증하였으며, Yeom 등 (2010)은 인삼열매 내 진세노 사이드 Re가 hyaluronic acid의 생성을 촉진하여 피부노화를 억제하였다고 보고하였고, Kim 등 (2010)은 고지방식이를 섭 취한 동물모델을 이용하여 인삼열매추출물을 섭취시킨 결과 혈행개선과 함께 피부톤이 개선하였다고 보고하였다. 또한 Jeon 등 (2011)과 Kim 등 (2013b)은 인삼열매를 유산균 발효 시킨 결과 항산화 및 항노화 작용이 증가되었다고 보고하기도 하였다. 이에 따라 인삼열매를 이용한 각종 제품개발관련으로 인삼열매 추출물을 유효성분으로 함유하는 항염증용 화장료 조성물 (Park et al., 2014) 등의 화장품 소재로 인삼열매를 이용한 특허들이 있으며, 또한 진세노사이드 Re를 강화시킨 인삼열매 추출물 제조 (Pyo et al., 2013), 인삼열매 추출물을 함유하는 아토피 피부염 개선을 위한 식품조성물 제조 (Jo et al., 2014) 등 식품이용에 대한 특허가 나오고 있는 등 인삼열 매에 대한 각종 보고들이 많이 나오고 있다. 이와 같이 인삼 열매는 진세노사이드 Re 등의 사포닌 함량이 높고 각종 유효 성분들이 많아서 이를 이용하고자 하는 관심도가 높아지고 있 는 실정이다. 따라서 본 연구는 인삼열매 중 사포닌 이외의 물질도 많이 함유하고 있으므로 인삼열매 추출물을 용매 분획 별로 성분을 분획한 후 항염활성을 비교하여 인삼열매의 주된 항염활성 물질을 찾는데 기초자료로 제공하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에 사용한 인삼 열매는 충남 금산 지역에서 재배된 4년생 인삼에서 수확하여 세척한 후 인삼 종자파쇄기로 파쇄 할 때 5배수의 물을 가하여 파쇄하면서 과육을 분리 회수하였 다. 분리된 과육 파쇄액을 동결건조하여 실험 전까지 −20℃에 서 냉동 보관하였다.

      

      
        2. 시료 추출 및 순차 용매 분획
        인삼열매 추출물의 용매 분획물을 추출 회수하기 위하여 Choi 등 (2011)의 방법을 일부 변형하여 실시하였다. 즉, 분말 시료 일정량 (100 g)에 70% 메탄올을 20배 중량으로 가하여 30℃에서 24시간 추출한 후 원심분리하여 상등액을 1차적으로 회수하고 다시 침전물을 재 추출하여 원심분리하여 상등액을 회수하여 1차 상등액과 혼합한 후 감압농축기 (Ultra compact evaporator, Rocket, Genevac, Ipswich, England)로 농축하여 메탄올 용매를 증발 제거시킨 물층을 극성이 다른 용매 즉, hexane, chloroform, ethylacetate 및 butanol를 단계적으로 첨 가하여 순차적으로 각각의 용매 분획물을 얻었다. 얻어진 용 매 분획물은 감압농축한 후 동결 건조하여 용매를 제거한 후 실험에 사용하였다.

      

      
        3. 세포배양
        실험에 사용된 마우스 대식세포주인 RAW 264.7 세포는 한 국세포주은행 (Seoul, Korea)에서 분양받아 사용하였으며, 세 포는 5% CO2, 37℃ incubator (SANYO Electric Co. Ltd., Osaka, Japan)에서 배양하였으며 10% fetal bovine serum (FBS)과 1% antibiotics (peniciilin-streptomycin)를 첨가한 DMEM배지를 이용하였다. 배지는 2 ~ 3일마다 교환하였으 며 세포가 80%이상 자랐을 때 phosphate buffered saline (PBS)으로 세척한 후 cell scraper를 사용하여 계대배양 하였 다.

      

      
        4. 세포독성 측정
        인삼열매의 용매 분획물의 농도에 따른 RAW 264.7 세포의 생존율을 측정하기 위하여 cell viability assay를 실시하였다. 100㎕ (5 × 104 cells/well) 의 세포 부유액을 96 well plate에 분주한 후 15시간 배양하였다. 인삼열매 추출물은 DMSO (chloroform, ethylacetate 및 hexane 추출물) 혹은 3차 증류수 (buthanol 및 물층)에 20㎎/㎖이 되도록 준비하였다. 각 인삼 열매 추출물은 0, 1.6, 8, 40 및 200㎍/㎖의 농도가 되도록 세포배양배지로 희석하여 세포에 첨가하고 12시간 전처리하 였다. 그 후 LPS (Sigma, St. Louis, MO, USA)를 최종농도 100 ng/㎖이 되도록 세포에 첨가하여 24시간 동안 염증반응을 유도하였다. 배양 후 MTT용액 (Sigma, St. Louis, MO, USA)을 well 당 10㎕씩 첨가하고 2시간 동안 CO2 배양기 안에서 반응시킨 후 microplate reader를 사용하여 490㎚ 파 장에서 흡광도를 측정하였다. 생존율은 대조군에 대한 흡광 도의 차를 백분율로 표시 비교분석하였다 (Bredt et al., 1994).

      

      
        5. Nitric Oxide (NO) 측정
        LPS 자극에 의해 RAW 264.7세포에서 유도된 염증반응에 대한 각 인삼열매 용매 분획물의 항염증 효과를 측정하기 위 한 일환으로, 세포 배양액 중의 NO를 정량하여 비교하였다. NO의 농도는 배양액 내의 nitrite 농도를 Guzik 등 (2003)의 방법에 따라 측정하였다. RAW 264.7 세포를 48 well plate 에 well당 1 × 105세포가 되도록 분주한 후, 세포증식 실험과 동일한 방법으로 각 인삼열매 분획물을 여러 농도로 12시간 전처리하고, LPS를 처리하여 24시간 배양시켰다. 배양 종료 후 세포배양액을 회수하여 Intron사 (iNtRON Biotechnology, Seongnam, Korea)의 detection kit를 이용하여 NO assay를 정량하였다.

      

      
        6. Cytokine 측정
        NO 측정과 같은 방법으로 세포를 배양한 후, 각 well에서 세포 배양액을 회수하였다. 세포배양 상청액 내의 TNF-α와 IL-6 농도는 enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) kit (R&D system, MN, USA)를 이용하여 정량하였다.

      

      
        7. LPS자극 RAW 264.7 세포에서 물추출 분획물의 세포내 MAPK 및 NF-kB 억제활성
        세포독성이 낮고 염증매개인자 생성 억제활성이 높았던 H2O 분획물층에 대한 세포내 MAPK (mitogen-activated protein kinases) 억제활성을 측정하기 위하여 인삼열매 물분획물층을 0, 5 및 10㎍/㎖의 농도로 세포를 12시간 전처리하고, 그 후 LPS (100 ng/㎖)를 처리한 후 15분간 배양하였다. 배양이 종 료 후, 세포를 2 ~ 3회 PBS (Phosphate buffered saline)로 세 척하고, RIPA (radioimmune precipitation assay) buffer로 세 포를 30분 ~ 1시간 동안 lysis시키고 BCA법에 의해 단백질을 정량하였다. 각 그룹당 10㎍의 단백질을 SDS-PAGE용 12% gel의 각 lane에 넣고 전기영동한 후, PVDF membrane에 단 백질을 transfer하였다. MAPK (mitogen-activated protein kinases)와 I-kB의 인산화는 Western blot (Eum et al., 2013) 에 의해 측정하였다. IκB, p38, ERK, JNK, phosphorylated p38 (p-p38) phosphorylated ERK (p-ERK), phosphorylated JNK (p-JNK)에 대한 항체 (R&D Systems, MN, USA)를 각 membrane에 실온에서 반응시키고, 각 항체에 대한 2차 항체 (horseradish peroxidase-conjugated antibodies, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)를 첨가하여 실온에서 반응시켰다. 반 응이 끝난 후 ECL kit을 이용하여 각 band를 발현시켜 관찰 하였다.

      

      
        8. 통계처리
        본 연구의 실험결과들은 각 처리구 시료에 대하여 3회 반복 측정하여 이루어졌으며 모두 평균 ± 표준편차값으로 나타내 었다. 모든 자료의 통계분석은 SAS (Statistical Analysis System) software package (SAS 9.1.3, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)를 이용하여 일원분산분석 (one-way ANOVA) 를 통해 그 값을 구하였으며 평균값의 차이는 p < 0.05의 조건 에서 유의성을 인정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 인삼 열매 추출물 및 용매 분획물의 세포 증식에 미치는 영향
        대식세포는 생체 내 모든 조직에 골고루 분포되어 있으며 선천성 면역을 담당하는 면역세포이다. 대식세포는 병원체 등 으로 인한 염증반응 시에 NO와 같은 활성산소종 및 IL-6과 같은 염증성 사이토카인을 생산하여 감염초기에 생체 방어에 중요한 역할을 하는 세포로 알려져 있다 (Higuchi et al., 1990; Willeaume et al., 1996). 본 연구에서는 인삼열매 추출 물의 용매 분획물 중 어느 분획물층에서 항염증 활성이 가장 높은지를 검토하기 위하여 마우스의 대식세포주인 RAW264.7 세포를 통하여 in vitro 실험을 진행하기 전 세포증식에 미치 는 영향을 관찰한 결과 Fig. 1과 같았다. 인삼열매 추출물의 용매 분획물에 대한 세포생존율을 본 결과 hexane분획물과 ethylacetate분획물층은 200㎍/㎖의 농도에서부터 세포생존율 이 낮아져서 100㎍/㎖ 이상의 농도에서는 세포생존율을 거의 볼 수 없을 정도로 강한 독성을 보였으며 chloroform분획물층 도 20㎍/㎖의 농도에서는 안전적이었으나 100㎍/㎖ 이상의 농도에서는 세포생존율을 상당히 낮음을 보였다. 그러나 buthanol과 H2O분획물층은 고농도에서도 세포독성이 거의 없 이 안전적임을 볼 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of sequential solvent fractions of ginseng berry on the viability of RAW 264.7 macrophage cells.
            The cells were induced with 100 ng/mL of LPS or with LPS plus various concentrations (0, 1.6, 8, 40 and 200㎍/㎖) of solvent fraction of GBE for 24 hours. Data were expressed as the mean ± SD from three independent experiments. Mean with difference letter (a-d) within a column are significant differences at p < 0.05 by one-way ANOVA. □-LPS; LPS untreated, ■-LPS; LPS treated.

          
          

          

        

      

      
        2. Nitric Oxide (NO) 생성 저해 효과
        NO는 외부상처에 대한 반응 및 염증 같은 면역방어기전의 다양한 과정을 매개하는 cytokines인 interleukin 1 (IL-1)이나 tumor necrosis factor (TNF) 등에 유도된 inducible nitric oxide synthase (i-NOS)에 의하여 생성된다. 이 NO는 병리적 인 혈관확장, 세포독성, 조직손상 등과 같은 생체에 유해한 작 용을 나타내며 (Park and Yang, 2008), 특히 염증상태에서 생 성된 NO는 혈관투과성 및 부종 등의 염증반응을 촉진시키는 것으로 알려져 있다 (Aeberhard et al., 1995). 이와 같이 활 성산소 중의 하나이며, 최근 염증 유발에 중요한 역할을 하는 것으로 알려진 NO생성에 대한 인삼열매 용매분획물층별의 효 과를 측정한 결과 Fig. 2와 같았다. 대부분의 분획물에서 억제 작용을 나타내었으며 chloroform분획물과 NO생성 억제효과가 높은 분획물층인 ethylacetate분획물층은 40㎍/㎖ 농도처리까 지는 농도 의존적으로 억제효과가 높았으나 200㎍/㎖ 이상의 농도에서는 오히려 감소하는 결과를 보여주었고, hexane, buthanol 과 H2O분획물층은 농도 의존적으로 NO생성 억제활 성이 증가함을 볼 수 있었다. 일반적으로 식물성 재료의 용매 분획물에 대한 항염증 활성 중 NO 생성억제 효과가 높은 분 획은 ethylacetate분획물로 보고되어진 바가 많다 (Choi et al., 2011; Park and Yang, 2008; Lee et al., 2012; Byun, 2012). 일반적으로 ethylacetate분획물에서 검출되어지는 폴리 페놀성 물질이나 플라보노이드 물질이 대부분 많아서 이러한 물질이 항산화 및 항염증 활성에 관여한다고 하지만 (Cha et al., 1999; Lu and Foo, 2000; Tsao, 2010), Kwon 등 (2009)은 홍고추가루에서 수용성 추출물이 항염증 효과가 컸 다고 보고하였으며 Park와 Yang (2008)은 황촉규 추출물에서 NO생성 억제가 분획물 중 dichloromethane분획물에서 가장 컸고 이어서 ethylacetate분획물에서도 생성억제 효과가 있었다 고 보고한 것도 있다. 또한 Yang 등 (2012)은 산벚나무잎 추 출물 및 분획물에서 항염증 효과를 본 결과 ethylacetate와 buthanol분획물층에서 항산화효과와 함께 NO소거활성능이 높 았지만 hexane과 chloroform분획물층에서 NO생성억제 활성이 컸다고 보고하였고, Kim 등 (2014b)은 밤나무의 부위별에 따 른 항염증 활성을 비교한 결과 밤나무 잎에서 NO억제활성이 높았다고 보고한 결과 등을 보면 주로 지상부에 있는 폴리페 놀성 물질이 항염활성을 가지는 것으로 생각된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Inhibitory effects on NO production in LPS-induced RAW 264.7 macrophage cells by the sequential solvent fractions of ginseng berry.
            The cells were induced with 100 ng/mL of LPS or with LPS plus various concentrations (0, 1.6, 8, 40 and 200㎍/㎖) of solvent fraction of GBE for 24 hours. Data were expressed as the mean ± SD from three independent experiments. Mean with difference letter (a-d) within a column are significant differences at p < 0.05 by one-way ANOVA. □-LPS; LPS untreated, ■-LPS; LPS treated.

          
          

          

        

        본 인삼열매도 ethylacetate분획물이 NO생성 억제효과가 가 장 높게 나온 것을 볼 수 있어서 인삼열매에 많이 함유되어 있는 사포닌 보다는 폴리페놀성물질 쪽의 성분이 항염 활성에 주된 원인 물질일 것으로 생각된다.

      

      
        3. 염증성 cytokine 분비에 미치는 영향
        RAW264.7 세포에서 LPS에 의해 유도된 대표적인 염증성 cytokine인 TNF-α와 IL-6 (Tizard, 1986) 의 생성량에 미치는 인삼열매 용매분획물의 영향을 조사하였다. Fig. 3에서 보는 바와 같이 TNF-α의 경우는 인삼열매 용매분획물층 모두 약한 억제활성을 보였으며 그 중 chloroform분획물층은 농도 의존 적으로 억제활성이 높아지는 것을 볼 수 있었으며 Fig. 4와 같이 IL-6의 경우는 모든 용매분획물층이 높은 억제활성을 보 였으며 특히 세포독성이 낮은 H2O분획물층에서 매우 높은 활 성을 보였다. Kim 등 (2012)은 chlologenic acid 등의 폴리페 놀성 물질이 다량 함유된 두충잎 추출물이 LPS로 유도된 RAW264.7 cells에서 TNF-α와 IL-6의 발현을 억제하였다고 보고한 바 있다. 따라서 NO생성 억제에 따른 cytokines의 발 현을 억제하는 것으로 볼 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Inhibitory effects on TNF-α production in LPS-induced RAW 264.7 macrophage cells by the sequential solvent fractions of ginseng berry.
            The cells were induced with 100 ng/㎖ of LPS plus various concentrations (0, 1.6, 8, 40 and 200 ㎍/㎖) of solvent fraction of GBE for 24 hours. Data were expressed as the mean ± SD from three independent experiments. Mean with difference letter (a-d) within a column are significant differences at p < 0.05 by one-way ANOVA.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Inhibitory effects on IL-6 production in LPS-induced RAW 264.7 macrophage cells by the sequential solvent fractions of ginseng berry.
            The cells were induced with 100㎍/㎖ of LPS plus various concentrations (0, 1.6, 8, 40 and 200㎍/㎖) of solvent fraction of GBE for 24 hours. Data were expressed as the mean ± SD from three independent experiments. Mean with difference letter (a-d) within a column are significant differences at p < 0.05 by one-way ANOVA.

          
          

          

        

      

      
        4. 인삼열매 물분획물층이 세포 내 신호전달에 미치는 영향
        일반적으로 염증반응은 MAPK의 활성을 유도하며 MAPK 는 signal-regulated protein kinase (ERK), c-Jun terminal kinase (jnk), 그리고 p38이 있다 (Ho et al., 2007; Song et al., 2008). 인삼열매 용매분획물 중 가장 독성이 낮고 염증매 개인자 생성 억제활성이 가장 높았던 H2O분획물층에 대하여 MAPK 및 NF-kB signaling을 통하여 염증관련 인자들을 조 절하는지를 확인하기 위하여 Western blot를 수행하였다. 그 결과 Fig. 5에서 보는 바와 같이 인삼열매 H2O분획물층의 첨 가량이 높아질수록 p-p38, p-ERK 및 p-JNK이 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 또한 NF-kB는 IkB와 결합하여 비활성화된 상태로 존재하는데 염증반응이 일어나게 되면 IkB가 phosphorylation되어 떨어져나가면서 NF-kB를 활성화가 이루 어지게 된다 (Hawiger 2001; Nam, 2006). 본 실험결과 인삼 열매 H2O분획물층이 IkB의 인산화가 감소되어진 것으로 보아 인삼열매 H2O추출분획물층의 항염증활성에 기여하는 것은IkB 의 인산화 억제를 통한 NF-kB의 활성화를 억제함으로서 항염 증 작용을 발휘하는 것으로 생각된다. 본 연구결과 인삼열매 의 세포독성이 가장 낮은 분획물은 buthanol과 H2O분획물층 이었으며 NO생성억제 활성은 ethylacetate분획물층이었고, TNF-α 생성억제 활성은 chloroform분획물층으로 나타났으며 IL-6생성억제 활성은 hexane, chloroform 및 H2O분획물층으로 나타났다. 따라서 세포독성이 가장 낮은 H2O분획물층에 의한 세포 내 MAPK활성을 측정한 결과 인삼열매 추출물의 H2O 분획물층이 세포내 p38 및 ERK의 인산화를 억제시킴으로서 NF-kB의 활성이 억제되어 항염증 작용을 발휘하는 것으로 확 인되었다. Jung 등 (2014)이 보고한 뚝새풀 에탄올추출물에서 LPS로 유도된 RAW264.7 cells에서 세포내 NF-kB억제 단백질 인 Ik-Bα의 활성을 측정한 결과 인산화 반응을 억제하여 NO 와 TNF-α의 분비억제 반응기작에 NF-kB의 translocation이 억 제되어 pro-inflammatory cytokine인 TNF-α와 IL-6의 발현을 억제한다고 보고한 것과 거의 유사한 기작에 의한 항염활성을 가지는 것으로 생각된다. 따라서 인삼열매 추출물에서 차후 IkB의 인산화를 억제시키는 주된 물질의 동정이 필요할 것으 로 생각된다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Inhibitory effects of LPS-induced MAPK and NF-kB activation by H2O fraction of ginseng berry in RAW 264.7 macrophage cells.
            Cells were treated with 0, 5 and 10㎍/㎖ of H2O fraction of GBE for 15 min. Extract were prepared and analysed for MAPK protein activation by western blotting.
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