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            Abstract
          
        

        
          
            Background: 
            Sedum takesimense Nakai has been used as folk medicine in Korea. The present study aimed to determine the biological activity of S. takesimense by investigating the anti-inflammatory effects of S. takesimense water extract (SKLC) on the
					lipopolysaccharide-induced inflammatory response in RAW 264.7 cells.

          

          
            Methods and Results: 
            Cytotoxicity of SKLC on RAW 264.7 cells was determinded by performing MTS assay was found to have no cytotoxic effect on RAW 264.7 cells at a concentration range of 62 - 500 ㎍/㎖. Further, pretreatment of SKLC inhibited lipopolysaccharide-induced nitric oxide (NO) production in a dose-dependent manner. To determined the inhibitory mechanisms of SKLC on inflammatory mediators, we assessed the inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygnease-2 (COX-2) pathways. The activities of these pathways were decreased in a dose-dependent manner by SKLC. The production of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin (IL)-1β‚ and IL-6 were also reduced.

          

          
            Conclusions: 
            These results suggest that the down regulation of iNOS, COX-2, TNF-α, IL-1β‚ and IL-6 expression by SKLC are mediated by the down regulation of nuclear factor-κB (NF-κB) activity, a transcription factor necessary for pro-inflammatory mediators. This might be the mechanism underlying the anti-inflammatory effects of SKLC.
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      서 언
      섬기린초 (Sedum takesimense Nakai)는 돌나물과 (Crassulaceae) 돌나물속 (Sedum L.)에 속하는 다년생 초본으 로서 우리나라 울릉도와 독도에 분포하는 특산식물종이다 (Chung and Kim, 1989;Nakai, 1919). 돌나물속은 북반구 전역에 분포하고 내건성 및 내한성이 강하며 왕성한 번식력으 로 군집을 이루어 자라는 특징을 보인다 (Ohba, 1978). 섬기 린초는 주로 울릉도 전 지역에 해안가를 따라 고르게 분포하 고 있으며 높이가 50㎝에 달하고 기부 30㎝ 정도가 겨울 동안에 살아남아 있다가 다음해 봄에 다시 싹이 나와서 자라 며 줄기가 옆으로 비스듬히 벋으면서 자란다 (Lee, 2003;Lee and Park, 2010). 국산 돌나물속의 일부 종은 항염증에 대한 민간요법으로 사용되어왔으며, 또한 혈액순환을 개선할 수 있 다는 보고가 있으나 (Bae, 2000;Kim et al., 2004), 실제 섬기린초에 대한 생리활성 연구는 많이 이루어지지 않은 상 태이다. 따라서, 본 연구는 국산토종 특산식물인 섬기린초의 자원산업화를 위하여 항염증 조사를 수행하였다.

      염증은 다양한 염증 매개 인자들이 대식세포에 인식되는 것 으로부터 시작되며, 염증반응은 병원체의 감염, 화학적 또는 물리적 조직 손상 등으로부터 생체조직의 방어반응의 하나이 다 (Lee and Cho, 2015;Namkoong et al., 2015). 하지만 과도한 염증 반응은 조직손상을 촉진시키게 되어 각종 염증관 련 질환을 유도한다 (Cho et al., 2009;Willoughby et al., 1975). 대식세포는 단핵세포의 형태로 염증 반응에 관여하는 주요세포로 알려져 있으며, LPS는 대식세포 또는 단핵구를 자 극하여 tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin (IL)-1β 및 IL-6와 같은 염증매개성 사이토카인들의 분비를 촉진한다 (Kang et al., 2015). 이러한 염증매개성 사이토카인들은 extracellular signal-regulated kinase1/2 (ERK1/2), c-Jun NH2-terminal kinase (JNK), p38 mitogen-activated protein kinases (p38) 세포신호전달 단백질과 핵내로 이동하여 염증관 련 유전자의 발현을 촉진하는 전사조절인자인 nuclear factor kappa B (NF-κB)에 의해 조절 된다 (Feng et al., 1999). NF-κB는 자극을 받지 않는 상태에서는 inhibitory kappa B-α (IκB-α)와 결합하여 세포원형질에 있다가 자극을 받으면 inhibitory kappa B-α (IκB-α)가 proteosome에 의해 분해가 되면서 핵안으로 들어가게 되어 이후 염증과 관련한 사이토카 인 발현을 조절하게 된다.

      이에 본 연구는 대식세포주인 RAW 264.7 cell에서 LPS로 유도된 염증반응을 관찰하여, 우리나라 자생식물인 섬기린초 추출물이 염증성 질환의 예방과 치료의 응용 가능성을 시사하 였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        섬기린초 (Sedum takesimense Nakai)는 충북 충주시에서 직접 채취하여 전초를 잘라 수세 후 50℃로 열풍건조기를 이 용하여 일주일간 건조하였다. 그 후 건조된 섬기린초 시료를 분쇄기를 이용하여 균일하게 분쇄한 후 3차 증류수를 칭량한 시료무게의 10배를 넣고 60℃ 환류냉각으로 3시간, 3회 반복 하여 추출물을 제조하였다. 이 추출물을 Whatman 여과지로 여과하고, 여과액을 동결건조하여 완전히 건조된 시료를 실험 목적에 맞춰서 phosphate-buffered saline (PBS)용매에 녹여 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 시약
        Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)과 fetal bovine serum (FBS), penicillin-streptomycin는 Gibco/BRL (Eggenstein- Leopoldshafen, Germany)에서 구입하였고, 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4- sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS), inner salt; phenazine ethosulfate (PES)가 포함된 CellTiter 96® AQueous one solution cell proliferation assay와 Griess reagent system은 Promega (Madison, WI, USA)에서 구입하였다. TriPure isolation reagent는 Roche (Basel, Switzerland)에서 구입하였다. Lipopolysaccaride (LPS), dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고, PEG2 ELISA kit와 RIPA cell lysis buffer 3은 Enzo Life Sciences Co. (Farmingdale, NY, USA)에서 구입하였고, TNF- α, IL-1β, IL-6의 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kit는 R&D systems (DuoSet® ELISA Development Systems, Minneapolis, MN, USA)에서 구입하였다. iNOS, COX-2, IκB-α GAPDH antibodies는 Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MA, USA)에서 구입하였다. High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Taqman Universal Master Mix II, Mouse, FITC conjugate와 Rabbit, Alexa Fluor 514 antibodies는 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)에서 구입하였다.

      

      
        3. 세포주 및 세포배양
        RAW 264.7 세포주는 한국세포주은행 (KCLB, Seoul, Korea)에서 분양 받아 10% fetal bovine serum (FBS)이 첨 가된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)을 사용 하여, CO2배양기 (MCO-17A1, Sanyo, Osaka, Japan)에서 온 도 37℃, 5% CO2조건에서 배양하였다.

      

      
        4. 세포 독성 평가 (MTS 분석)
        섬기린초 물추출물 시료의 RAW 264.7 cell에 대한 세포 독성 효과를 측정하기 위해 MTS assay를 실시하였다. 96 well plate에 3 × 105 cells/㎖로 분주하여 24시간 배양하였고 10% FBS DMEM 조건에서 시료를 농도별로 전처리하고 여 기에 LPS (500 ng/㎖)를 각각 처리한 다음 RAW 264.7 cell 를 24시간 배양하였다. 그 후의 각각 10㎕의 MTS 용해액을 첨가한 후 37℃에서 4시간 배양한 후 ELISA microplate reader (Infinite 200 pro, TECAN, Mnnedorf, Switzerland)를 이용하여 490㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        5. Nitric oxide (NO) 농도 측정
        LPS로 활성화된 RAW 264.7 cell에서 섬기린초 물추출물 시 료의 NO 생성 억제를 측정하기 위해 시료를 여러 농도로 처 리한 실험군과 대조군을 LPS (500 ng/㎖)와 함께 24시간 세 포 배양 후 griess reagent system를 이용하여 NO를 측정하 였다. 96 well plate에 세포 배양 상등액과 griess reagent를 1 : 1로 혼합하여 넣고 10분 동안 반응 시킨 후 ELISA microplate reader (Infinite 200 pro, TECAN, Mnnedorf, Switzerland)를 이용하여 540㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        6. Prostaglandin E2 (PGE2) 분석
        섬기린초 물추출물 시료의 RAW 264.7 cell에서 PGE2 분 비 억제능을 측정하기 위해 PEG2 ELISA kit를 이용하여 분 석하였다. RAW 264.7 cell를 96 well plate에 2 × 105 cells/㎖ 로 분주하여 배양하였고, 10% FBS DMEM 조건에서 시료를 농도별로 전처리하고 2시간 후에 LPS (500 ng/㎖)를 각각 처 리한 다음 RAW 264.7 cell을 24시간 배양하였다. 그 후 세포 배양 상층액을 취하여 ELISA kit 사용자 매뉴얼에 기재된 방 법대로 정량하여 분석하였다.

      

      
        7. Real-time PCR (mRNA 발현분석)
        RAW 264.7 세포를 6㎝ dish에 1 × 105 cells/dish 씩 분주 한 후 24시간 배양하여 세포를 안정화 시켰다. 섬기린초 물추 출물을 농도별로 처리하고 30분 후에 LPS (500 ng/㎖)를 처 리하고 24시간 동안 배양하였다. PBS로 2회 헹궈낸 뒤 TriPure Isolation Reagent를 이용하여 RNA를 분리하였다. 5 g의 mRNA를 High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit를 이용하여 cDNA로 합성을 하였다. 합성된 cDNA 1㎕, Taqman primer 1㎕, Taqman Universal Master Mix II 10㎕, 3차 증류수 8㎕를 넣고 real-time PCR을 수행하였다. 정량 중합 효소 반응에 쓰인 TaqMan gene은 http://www. lifetechnologies.com에서 검색하여 주문 후 사용하였고 분석하 고자 하는 유전자 특이적 정보는 Table 1에 나타내었다. 또한 real-time PCR 반응 조건은 50℃에서 2분 95℃에서 10분 동안 1회 수행하고, 변성 온도 95℃에서 15초, 어닐링 온도 60℃에 서 15초인 사이클을 40회 반복 수행하였다.

        
          Table 1 
				
          

          
            TaqMan gene information for real-time PCR.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

      

      
        8. Immunoblot 분석
        섬기린초 물추출물 시료의 항염증 효과를 확인하기 위해 Western blot을 이용하여 iNOS와 COX-2 단백질의 발현 정도 를 분석하였다. 섬기린초 물추출물 시료를 농도별로 처리한 실 험군과 대조군을 24시간 배양 후 단백질을 용해시키는 완충제 인 RIPA cell lysis buffer을 사용하여 세포를 용해시켰다. 세포 용해액을 15,000 × g로 4℃에서 30분간 원심 분리하여 단백질 만 포함하고 있는 상층액만을 얻었다. 정량한 단백질 20㎍을 10% SDS-PAGE에 전기 영동시킨 후 PVDF (polyvinylidene difluoride) membrane (BIO-RAD, Richmond, CA, USA)으로 옮겼다. 그리고 membrane의 blocking은 5% bovine serum albumin (BSA)이 함유된 TTBS (0.1% Tween 20 + TBS) 용액 을 상온에서 2시간 동안 실시한 다음 iNOS, COX-2, GAPDH 에 대한 1차 항체와 반응시킨 후 2차 항체인 horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit or anti-mouse IgG를 반응시 키고 ECL detection reagents (Merck Millipore, Billerica, MA, USA)를 사용하여 단백질의 발현정도를 확인하였다.

      

      
        9. 면역형광염색 (immunofluorescence) 분석
        RAW 264.7 세포를 cover slip이 깔린 24 wells cell culture plate에 분주하고 24시간이 지난 후 2시간 전에 LPS (500 ng/㎖)를 각각 처리한 다음 섬기린초 물추출물을 500㎍/㎖ 농도로 처리하였다. 그런 후 각 시간에 따라 6시간 이 지난 후 그룹 별로 cover slip 위의 세포를 1 × PBS로 3 번 세척해 주고, 3.7% formaldehyde로 실온에서 20분 동안 고정 시켜 주었다. 다시 1 × PBS로 3번 세척 후 0.5% Triton X-100을 15분 간 처리한 후, 3% BSA로 실온에서 1시간 동 안 blocking 하였다. 그런 후 1차 항체로 각각 IκB-α (1 : 100)를 1% BSA/PBS에 희석하여 처리하여 4℃에서 밤새 반응하였다. 1 × PBS로 5분간 세척 한 후 2차 항체 (1 : 200)를 1% BSA/PBS에 희석하여 37℃에서 2시간 동안 반응시켰다. 그런 후 마지막으로 1 × PBS로 5분씩 3번 세척 후 cover slip 을 fluorescence solution (DAKO cytomation, Carpinteria, CA)으로 고정 시킨 후 fluorescence microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)로 관찰하였다. 형광량 측정은 이미지 계량 소프트웨어 (Image J)를 이용하였다.

      

      
        10. Cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6) 측정
        LPS (500 ng/㎖)로 RAW 264.7 cell을 자극하기 전 섬기린 초 물추출물 시료를 30분 동안 전처리를 하였다. 전염증성 사 이토카인의 염증매개물질의 생성에 미치는 약물의 효과를 검 증하기 위해서 LPS로 자극한 후 24시간 뒤 이들 염증매개와 관련된 사이토카인을 세포 상층액에서 명시된 ELISA kit의 매 뉴얼대로 ELISA법으로 정량하였다.

      

      
        11. 통계처리
        본 실험에서 얻은 결과에 대해서는 평균치 ±표준편차 (mean ± S.D.)로 나타내었으며, 대조군과 각 실험군과의 평균 의 차이는 SPSS (18.0, Statistical Package for Social Science Inc., Chicago, IL, USA) 통계 패키지 프로그램을 활 용하여 Student’s t-test로 분석하여 p-value 값이 0.05 미만일 때 통계적으로 유의한 차이가 있는 것으로 판정하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 섬기린초 물추출물 (SKLC)의 RAW 264.7 세포주에서 세 포생존률에 미치는 영향
        섬기린초 (Sedum takesimense Nakai) 물추출물 (SKLC)의 RAW 264.7 세포주에서 세포생존률에 미치는 농도를 조사하 여 이후 항염증효과 실험농도를 결정하기 위해 MTS assay를 수행하였다. 96 well plate에 RAW 264.7 세포를 분주하고 24 시간 안정화 후에 농도별로 (62, 125, 250, 500, 1000㎍/㎖) 로 SKLC를 처리하고 24시간 후에 MTS를 측정하였다. 그 결 과 1,000㎍/㎖ 농도에서 생존률이 85%로 유의적으로 세포독 성이 있었고, 항염증 효과 실험은 독성이 없는 농도에서 실험 을 진행하였다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1 
				
          

          
            Effect of SKLC on cell viability in RAW 264.7 cells.
            RAW 264.7 cells were incubated for 24 hours in the presence or absence of SKLC at indicated dose. Cell viability was evaluated by MTS assay as described in materials and methods. Means values ± SD form triplicate separated experiments are shown. *Significant differences between SKLC treated groups were determined compared to the normal group (absence of SKLC) using the Student’s t-test (p < 0.05).

          
          

          

        

      

      
        2. 섬기린초 물추출물 (SKLC)의 nitric oxide 생성 억제 효과
        섬기린초 물추출물 (SKLC)가 RAW 264.7 세포주에서 nitric oxide (NO)생성을 저해하는지 확인하기 위해 SKLC를 62, 125, 250, 500㎍/㎖ 농도로 처리하고 30분후에 LPS (500 ng/㎖)를 처리하여 24시간 배양후 세포 배양액의 NO생성 저해효과를 griess reagent 법을 통해 확인하였다. 그 결과, LPS를 단독으로 처리한 세포군에 비해 SKLC를 처리한 군 에서 농도 의존적으로 NO 생성이 저해하는 것을 확인할 수 있었다.

        또한 LPS를 처리하지 않고 SKLC만 처리한 군에서는 NO 생성의 변화가 없는 것을 관찰할 수 있었고, SKLC가 RAW 264.7세포에서 LPS에 의해 유도된 NO 생성을 억제한다는 것 을 확인할 수 있었다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            Effect of SKLC on LPS-induced NO production in RAW 264.7 cells.
            RAW 264.7 cells were pretreated with the indicated concentration of SKLC for 30 minutes before being incubated with LPS (500 ng/㎖) for 24 hours. The culture supernatant was subsequently isolated and analyzed for LPS treated group. Means values ± SD form triplicate separated experiments are shown. Significant differences between SKLC treated groups were determined compared to the LPS alone treated group using the Student’s t-test (p < 0.05). NOR; normal, LPS; LPS treated.

          
          

          

        

      

      
        3. 섬기린초 물추출물 (SKLC)의 prostaglandin E2 (PGE2) 생성 억제 효과
        섬기린초 물추출물 (SKLC)가 RAW 264.7 세포주에서 PGE2생성을 저해하는지 확인하기 위해 SKLC를 62, 125, 250, 500㎍/㎖ 농도로 처리하고 30분후에 LPS (500 ng/㎖)를 처리하여 24시간 배양 후 세포 배양액의 PGE2생성 저해효과 를 ELISA kit를 이용하여 분석하였다. 그 결과 LPS에 의해 Raw 264.7 세포에서 PGE2생성이 증가되는 것을 확인할 수 있었고, SKLC를 처리하였을 때 농도별로 유의성있게 PGE2생 성이 감소되는 것을 관찰할 수 있었다 (Fig. 3). 이는 섬기린 초 물추출물 (SKLC)가 PGE2생성 활성을 낮춤으로써 항염증 효과가 있음을 시사하였다.

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            Effect of SKLC on LPS-induced PGE2 production in RAW 264.7 cells.
            RAW 264.7 cells were pretreated with the indicated concentration of SKLC for 30 minutes before being incubated with LPS (500 ng/㎖) for 24 hours. The culture supernatant was subsequently isolated and analyzed for LPS treated group. Means values ± SD form triplicate separated experiments are shown. Significant differences between SKLC treated groups were determined compared to the LPS alone treated group using the Student's t-test (p < 0.05).

          
          

          

        

      

      
        4. 섬기린초 물추출물 (SKLC)의 염증관련 사이토카인의 생성 억제 효과
        섬기린초 물추출물이 RAW 264.7 cell에서 LPS로 유도 되 는 각종 전염증성 및 염증성 사이토카인들의 발현을 조사하였 다. 섬기린초 물추출물을 전처리한 후 LPS로 자극하여 24시간 후에 세포와 세포배양액을 수집하였다. Real-time PCR 측정한 결과 섬기린초 물추출물의 62 - 500㎍/㎖ 농도에서 IL-1β 발현 을 농도 의존적으로 유의성 있게 억제하였고, TNF-α 발현을 250 - 500 g/㎖의 농도에서 IL-6 발현을 125 - 500㎍/㎖의 농 도에서 각각 농도 의존적으로 유의성 있게 억제하였다 (Fig. 4A, B, C). ELISA 방법으로 측정한 결과 섬기린초 물추출물 의 62 - 500㎍/㎖ 농도에서 IL-1β 생성을 농도 의존적으로 유 의성 있게 억제하였고, TNF-α 생성을 125 -500㎍/㎖의 농도 에서 IL-6 생성을 250 - 500㎍/㎖의 농도에서 각각 농도 의존 적으로 유의성 있게 억제하였다 (Fig. 4D, E, F).

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            Effect of SKLC on LPS-induced TNF-α, IL-6 and IL-1β‚ gene expression (A, B, C) and production (D, E, F) in RAW 264.7 cells.
            Cells were pretreated with the indicated concentrations of SKLC for 30 minutes before being incubated with LPS (500 ng/㎖) for 24 hours. Means values ± SD form triplicate separated experiments are shown. Significant differences between SKLC treated groups were determined compared to the LPS alone treated group using the Student's t-test (p < 0.05).

          
          

          

        

      

      
        5. RAW 264.7 세포주에서 염증관련 단백질의 발현 감소효과
        섬기린초 물추출물 (SKLC)가 iNOS, COX-2 단백질 발현에 영향을 미치는지 확인하기 위해 RAW 264.7 세포주에서 62, 125, 250, 500 g/㎖ 농도로 처리를 한 후 24시간 배양을 하고 mRNA 및 단백질을 분석하였다. 그 결과 iNOS, COX-2의 mRNA 및 단백질의 양이 농도별로 감소하였고, 특히 500㎍/㎖ 농도에서 많은 감소를 한 것을 확인할 수 있었다. 또한 IκB-α 단백질은 LPS를 단독으로 처리한 군에서 감소되 는 것을 확인하였고 SKLC를 농도별로 처리한 군에서 LPS 단독처리군보다 증가하는 것을 확인하였다. 이는 SKLC가 LPS에 의해 IκB-α 단백질을 degradation하는 것을 억제하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5 
				
          

          
            Effect of SKLC on LPS-induced iNOS and COX-2 gene (A, B) and protein expression (C) in RAW 264.7 cells.
            RAW 264.7 cells were pretreated with the indicated concentrations of SKLC for 30 minutes before being incubated with LPS (500 ng/㎖) for 24 hours. Means values ± SD form triplicate separated experiments are shown. Significant differences between SKLC treated groups were determined compared to the LPS alone treated group using the Student’s t-test (p < 0.05).

          
          

          

        

      

      
        6. 섬기린초 물추출물 (SKLC)의 면역형광염색을 통한 IκB-α degradation의 완화효과
        대식세포주 내에서의 세포기질 (cytosol)에 있는 IκB의 분해 정도를 알아보기 위하여 IκB-α 항체를 이용하여 면역형광 염 색을 실시하였다. 그 결과 LPS 단독으로 처리한 군에서는 IκB의 분해가 많이 나타났지만, SKLC를 처리한 군에서는 IκB가 분해가 억제됨을 확인하였다. 이러한 결과는 SKLC가 IκB의 분해를 억제하여 전염증성 사이토카인이나 NO와 같은 염증매개물질의 발현을 조절하는 NF-κB의 핵내이동 (nuclear translocation)을 저해한다는 것을 시사한다 (Fig. 6).

        
          
          

          Fig. 6 
				
          

          
            Effect of SKLC on IκB-α degradation in LPSinduced RAW 264.7 cells.
            RAW 264.7 cells were pretreated with SKLC (500 g/㎖) for 30 minutes before being incubated with LPS (500 ng/㎖) for 24 hours. (A); Degradation of IκB-α was visualized with fluorescence microscope after immunofluorescence staining with anti-IκB-α antibody (green). Cells were stained with DAPI for visualization of nuclei (blue). (B); Relative IκB-α immunofluorescence mean value were presented. Means values ± SD form triplicate separated experiments are shown. Significant differences between SKLC treated groups were determined compared to control (CON, absence of SKLC and LPS) group using the Student’s t-test (p < 0.05).

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      염증반응은 면역적인 반응으로 일련의 과정들이 체내에 존 재하지 않는 모든 외부 인자 감염에 대항하는 방어작용이다 (Ferrero-Miliani et al., 2007). 이러한 염증반응에 대식세포가 매우 중요한 역할을 하며, NO, PGE2, 그리고 전염증성 사이 토카인들을 포함한 다양한 염증 매개물질을 조절한다 (Sarkar et al., 2008;Southan and Szabo, 1996). NO의 형성은 아미 노산의 한 종류인 아르기닌의 deamination 반응에 의해 생성 되며 (Labet et al., 2009), 신경이나 근육세포에서 지속적으로 발현하는 효소인 eNOS와 대식세포와 같이 감염에 대한 반응 으로 발현하게 하는 iNOS가 있다 (Knowles and Moncada, 1994). LPS는 그람음성균을 구성하는 한 물질로써 대식세포의 표면에 있는 TRL4 수용체와 결합하여 일련의 염증반응을 일 으키게 된다 (Lu et al., 2008). 하지만 비정상적인 염증반응 은 대장염, 관절염, 위염 등 모든 염증관련 질병과 자가면역질 환을 일으키게 된다 (Lechner et al., 2005). 최근에는 현재 시판되고 있는 다수의 항염증 치료제의 활성이 낮거나 소화장 애, 과민반응들의 부작용이 발견되어 천연물을 가지고 항염증 활성을 갖는 연구들이 많이 활성화 되어 있다 (Lee et al., 2014;Jung et al., 2014).

      이러한 사실에 기초하여 SKLC가 마우스 대식세포에서 LPS 에 의해 유도된 NO 생성을 감소하는지 확인한 결과, 농도별 로 감소되는 것을 확인하였고, 또한 PCR과 western blot을 통해 SKLC가 iNOS의 발현을 억제하여 NO 형성을 억제하는 것을 확인할 수 있었다.

      기존의 비스테로이드성 소염진통제 (NSAIDs)들은 프로스타 글란딘 (prostaglandin) 합성을 억제하며 이는 COX-2의 생성 및 효소 활성저해에 의한 것이다 (Nakatsugi et al., 1996). COX는 COX-1과 COX-2로 구분되는데, 다양한 세포에서 각 각 다른 발현 경향을 나타낸다. COX-1은 위 및 신장기능의 유지, 혈소판의 형성에 필요한 프로스타글란딘을 합성한다 (Chun et al., 2004;Seibert et al., 1994). 상대적으로 COX- 2는 염증반응 부위에서 발현되는 것으로 아라키돈산 (arachidonic acid)을 염증 매개 물질인 프로스타글란딘으로 합 성한다 (Seibert et al., 1994). PCR과 Western blot을 이용하 여 COX-2의 발현을 확인한 결과 SKLC가 LPS에 의해 형성 되는 COX-2를 유의성 있게 감소시켰다. 또한 COX-2에 의한 산물인 prostaglandin E2도 SKLC에 의해 억제되는 것을 확인 할 수 있었다.

      추가적으로 SKLC는 LPS에 의해 유도된 TNF-α와 IL-6, IL-1β의 생성을 유의성 있게 저해하였다. 대식세포에서 염증 반응을 유도하는 물질로 잘 알려진 이러한 전염증성 사이토카 인은 LPS등의 염증 자극 물질에 의해 생성이 유도된다 (Gabay, 2006). 이러한 염증반응의 대식세포내 신호전달은 LPS에 의해 IκB-α의 인산화, 분해가 되어 같이 붙어 있던 NF-κB를 활성화되어 핵내로 이동하게 된다. 핵내로 이동한 NF-κB가 COX-2, iNOS 인코딩하고 있는 프로모터에 전사인 자로 작용하여 염증성 사이토카인의 분비, COX-2, iNOS의 활성화를 유도한다고 알려져 있다 (Karin and Ben-Neriah, 2000;Nahar et al., 2014). 본 연구에서 SKLC에 의한 전염 증성 사이토카인 분비억제, COX-2, iNOS의 활성 억제에 대 한 기전으로 NF-κB가 핵안으로 전좌 (translocation)가 되는지 를 간접적으로 확인하기 위하여 세포질에 있는 IκB-α를 형광 염색하여 확인하였다. SKLC를 처리하였을 때 Iκ-Bα 분해 반 응이 억제됨을 형광량을 통해 알 수 있었고, 이는 NF-κB의 전좌 (translocation)가 억제됨을 간접적으로 확인할 수 있었다. 이 결과는 COX-2의 발현억제, NO와 전염증성 사이토카인의 분비억제, NF-κB의 전좌 (translocation)억제 기작에 SKLC가 관여한다는 것을 간접적으로 시사한다.

      본 실험 결과를 요약하면, SKLC가 RAW 264.7 세포에서 NF-κB 전사 활성을 억제함으로써 LPS에 의해 유도되는 iNOS 그리고 COX-2와 전염증성 사이토카인인 TNF-α 및 IL-6, IL-1β의 발현을 유전자 및 단백질 단계에서 효과적으로 저해한다. 하지만 SKLC가 최근에 나오고 있는 항염증 치료제 처럼 Cox-1를 저해하지 않고 specific하게 Cox-2를 저해하는 지와 다른 특정 염증성 질병을 저해할 수 있는지 in vivo에서 추가적인 실험을 수행하여야 한다.
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