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            Background: 
            Inflammation plays an important role in various diseases, including ulcerative colitis, Behcet's disease, and rheumatoid arthritis. In this study, we investigated the anti-inflammatory effects of Morus alba L. extracts obtained using different extraction methods (water extraction or high temperature extraction) on RAW264.7 cells.

          

          
            Methods and Results: 
            Extracts from the central part (including the heartwood, sapwood, cambiun, and phloem) and bark (including the periderm and cortex) of Morus alba L. were obtained using either water or high temperature extraction. The following extract were obtained: MA1, water extract from the central part of Morus alba L., MA2, high temperature extract from the central part of Morus alba L., MA3, water extract from the bark of Morus alba L., and MA4, high temperature extract from the bark of Morus alba L. None of these extracts was observed to be cytotoxic to RAW264.7 cells. The MA2 extract reduced the production of LPS-induced NO (nitric oxide), PGE2 (prostaglandin E2), TNF-α, IL-6, and IL-1β production in LPS-stimulated RAW264.7 cells.

          

          
            Conclusions: 
            These results indicated that the inflammatory response was moderated by MA2. Treatment with MA2 could be used as a natural medicine for treating diseases involving inflammation. However, further experiments are required to determine how the high temperature extraction method alters the active ingredients in the extract and influences the anti-inflammatory effects of Morus alba L..
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      서 언
      뽕나무 (Morus alba L.)는 온대지역에서부터 열대지방까지 널리 분포하는 식물로 뽕나무과 (Moraceae)와 뽕나무속 (Morus)에 속하고 있으며, 예로부터 우리나라에서 이용되어져 왔을 뿐만 아니라 식품공전에 등록된 이후로 여러 가공식품 또는 건강식품의 재료로 많이 이용되고 있고 (Onogi et al., 1994; Shin et al., 1995; Kim et al., 2003), 이러한 뽕나무 의 주요 유효성분으로 여러 flavonoid, stilbene, coumarin 등 이 보고되어 있다 (Oh et al., 2002).

      염증반응은 감염으로 인한 신체의 손상을 막는 방어기전 중 하나로, 발열과 통증 같은 증상을 나타내며, 이러한 반응을 통 해 손상된 조직을 복구하거나 재생하는 기전이다 (Zamora et al., 2000; Nathan, 2002). 하지만 염증반응이 장시간 지속될 경우 신경퇴행질환 또는 염증성 장질환 (bowel disease)과 같 은 여러 만성질환 또는 피부 괴사, 암 등으로 발전할 수 있는 요인이 되며 (Simons et al., 1996; Guslandi, 1998; Wang et al., 2007), 염증매개성 물질인 NO (nitric oxide), PGE2 (prosaglandin E2), IL-6가 분비된다.

      현재까지 염증반응을 억제하기 위해 사용하는 항염증 소재 는 효과가 강력한 만큼 부작용을 동반하는 경우가 많기 때문 에 부작용이 없고 염증억제반응이 강한 천연물 소재를 탐색하 기 위한 연구가 활발히 진행되고 있다. 따라서 다양한 염증반 응으로부터 생성되는 염증매개성 물질의 분비를 억제시키는 항염증 치료 소재를 천연물로부터 찾고자 하는 연구들이 활발 하게 진행되고 있다 (Lee et al., 2011; Lee et al., 2013a).

      나무는 크게 표피, 주피, 후각조직, 후막조직, 목부, 사부 및 분비조직으로 분류되는데, 이중 목부 (xylem)와 사부 (phloem) 는 여러 영양소를 운반하거나 저장하는 역할을 한다 (Lalonde et al., 2004). 사부 내부에는 conducting cell, parenchyma cell, companion cell, albuminous cell 또는 supportive cell을 포함한 여러 세포들이 구조를 이루고 있으며, 이 중 parenchyma cell로 분류되는 aerenchyma cell 과 chlorenchyma cell은 다양한 영양 분을 저장하는 기능을 한다고 알려져 있다 (Raven et al., 1992). 여러 연구결과를 비추어 볼 때 식물의 부위마다 함유 하고 있는 성분이 다를 수 있고, 효능도 차이가 난다고 알려 져 있기 때문에 나무의 부위를 세분화해서 효능을 평가하는 것이 중요하다고 생각 된다 (Yang et al., 2012; Im, 2014).

      또한 천연물의 추출법은 대부분 물 증류, 수증기 증류 등과 같은 증류법, 기계적인 방법을 통한 압착법, 용매를 이용한 용 매추출법이 이용되고 있으며 (Shin et al., 2012), 추출방법에 따라 식물에서 분리되는 성분의 차이가 나타난다고 여러 연구 를 통해 알려져 있지만 (Woo et al., 2010; Lee et al., 2013b; Park and Hong, 2014), 이러한 추출 방법은 낮은 추 출효율, 추출 시간, 유효성분 파괴와 같은 단점이 나타난다 (Kwon, 2002; Park et al., 2004).

      연구에 따르면 물은 250℃ 이상의 고온에서 메탄올 또는 에 탄올과 유사한 유전상수를 갖는데, 이는 메탄올 또는 에탄올 로 추출하는 화합물들을 추출할 수 있다고 알려져있다 (Bergeron et al., 2005; Katherine et al., 2008).

      따라서 본 연구는 뽕나무의 심부와 수피부분의 항염증 효과 와 효과적인 추출방법을 개발하기 위한 기초 자료를 제시하기 위해 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1 실험 재료와 추출물의 제조
        실험에 사용한 뽕나무 (Morus alba L.)는 충청북도 충주 천등산 일원에서 한경대학교 이상각박사의 동정을 받아 5 년 이상 된 뽕나무 주간을 10월경 채취한 직후 곧바로 절단하여 표피를 제거하고 절단하여 수피 (주피 및 피층을 포함하는 부 분)와 심부 (수, 심재, 변재, 형성층 및 사부를 포함한 부위)를 분리하였다.

        분리된 뽕나무의 수피와 심부는 고온추출하기 위해 일정간 격 (20㎝)으로 절단하였다. 절단된 수피와 심부는 각각 원형 옹기에서 500℃로 약 48 시간 동안 가열하여 filter paper (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 통 해 바닥으로 떨어지는 뽕나무 원액을 약 12.6ℓ (54.7%)를 얻었다.

        뽕나무 원액은 다시 filter paper를 이용하여 재필터 하고 그 중에서 1ℓ를 동결 건조하여 약 265 g의 파우더를 수득하여 PBS (phosphate buffered salin)에 일정 농도가 되도록 녹여 실험에 사용하였다. 물 추출물은 뽕나무를 건조시킨 뒤 무게 당 10 배의 증류수를 가하여 60℃에서 48 시간 동안 교반하 면서 유효성분을 추출한 뒤 감압농축하여 동결건조한 것을 일 정농도가 되도록 PBS (phosphate buffered saline, Sigma- Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)에 녹여 filter paper로 필 터한 뒤 시료로 사용하였다.

        시료는 각각 뽕나무 심부 물 추출물 (MA1), 뽕나무 심부 고온 추출물 (MA2), 뽕나무 수피 물 추출물 (MA3), 뽕나무 수피 고온 추출물 (MA4)로 분류하여 실험에 사용하였다.

      

      
        2 세포배양
        RAW264.7 세포주는 한국세포주은행 (KCLB, Seoul, Korea)에서 분양받아 실험에 사용하였다. Dulbecco’s modified Eagel’s medium (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)에 10% fetal bovine serum (FBS, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), 1% penicilinstreptomycin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 첨가하여 사용하였고. 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하고 유지 하였다.

      

      
        3 세포생존율 분석
        세포생존율은 CellTiter 96® AQueous one solution cell proliferation assay kit (Promega Co., Madison, WI, USA) 를 사용하였고, 제조사에서 제공된 프로토콜에 따라 실험을 진 행하였다.

        RAW264.7 세포주를 96 well plate에 2 × 105 cells/㎖ 농 도가 되도록 분주하고, 37℃, 5% CO2 배양기에서 24 시간 배양한 뒤 뽕나무 추출물을 각각 12.5, 25, 50, 100 그리고 200㎍/㎖ 농도로 24 시간 동안 처리하였다. 24 시간 뒤 20㎕ MTS solution를 넣고 2 시간 동안 배양한 후 microplate reader infinite® 200 PRO (TECAN, Mannedorf, Switzerland) 를 이용해 490㎚에서 흡광도를 측정했다. 생존율은 정상대조 군에 대한 생존율로 표시하고 이에 따라 세포보호효과가 있는 농도를 확인하였다.

      

      
        4 NO (nitric oxide) 농도 측정
        LPS (lipopolysaccharide)로 자극된 RAW264.7 세포에서, 각각 추출물의 NO 생성 억제효과를 측정하기 위해 뽕나무 추 출물을 여러 농도로 전처리한 뒤 LPS (500 ng/㎖)를 24 시간 동안 처리하였다. 다음으로 griess reagent system (Promega Co., Madison, WI, USA)을 이용하여 제조사에서 제공된 프 로토콜에 따라 실험을 수행하였다.

        RAW264.7 세포주를 96 well plate에 2 × 105 cells/㎖ 농도 가 되도록 분주한 뒤, 37℃, 5% CO2 배양기에서 세포를 24 시간 배양한 후 뽕나무 추출물을 각각 12.5, 25, 50, 100 그 리고 200㎍/㎖ 농도로 24 시간 동안 처리하였다. 다음으로 세포배양액과 키트에서 제공된 시약을 1 : 1 비율로 혼합하여 처리하고 10 분간 반응시킨 뒤, microplate reader infinite® 200 PRO (TECAN, Mannedorf, Switzerland)를 이용하여 540㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        5 Prostaglandin E2 (PGE2) 농도 측정
        뽕나무 추출물의 PGE2 분비 억제효과를 측정하기 위해 PGE2 elisa kit (Enzo Life Sciences Inc, Farmingdale, NY, USA)를 이용하여 실험을 진행하였다.

        RAW264.7 세포주를 96 well plate에 2 × 105 cells/㎖ 농도 가 되도록 분주한 뒤 37℃, 5% CO2 배양기에서 세포주를 24 시간 배양한 후, 뽕나무 추출물을 각각 25, 50, 100 그리고 200㎍/㎖ 농도로 24 시간 동안 처리하였다. 그 후 세포배양 상층액을 세포와 분리하기 위해 원심분리기로 4℃, 13,000 × g 조건에서 10 분간 원심분리 하였고, 세포가 완전히 제거된 세포배양액을 이용해 제조사에서 제공된 프로토콜에 따라 PGE2 농도를 측정하였다.

      

      
        6 Cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6) 농도 측정
        LPS로 자극된 RAW264.7 세포주에 대해 뽕나무 추출물의 염증성매개인자 억제 효과를 확인하기 위해 R&D system (R&D system, Minneapolis, MN, USA)사의 mouse TNF-alpha duoset elisa (DY410), mouse IL-6 duoset elisa (DY406), mouse IL-1 beta/IL-1F2 duoset elisa (DY401)를 사용하여 실 험을 진행하였다.

        RAW264.7 세포주를 96 well plate에 2 × 105 cells/㎖ 농도 가 되도록 분주한 뒤 37℃, 5% CO2 배양기에서 24 시간 배 양한 후 추출물을 각각 25, 50, 100 그리고 200㎍/㎖ 농도 로 24 시간 동안 처리하였다. 그 후 세포배양 상층액을 세포 와 분리하기 위해 원심분리기로 4℃, 13,000 × g 조건에서 10 분간 원심분리 하였고, 세포가 완전히 제거된 세포배양액을 이 용해 제조사에서 제공한 프로토콜에 따라 각각 염증인자에 대 한 농도를 측정하였다.

      

      
        7 통계처리
        통계처리는 평균 ±표준편차 (Means ± SD)로 나타냈으며, 유 의성을 검정하기 위해 SPSS (Statistical Package for Social Science Inc., Chicago, IL, USA) 통계 프로그램을 사용하였다. 일원변량분석 (One-way ANOVA)을 실시하였고, 유의성이 있 는 경우 p < 0.05 수준에서, Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)를 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1 추출물 처리가 RAW264.7 세포주의 세포생존율에 미치는 영향
        마우스 대식세포인 RAW264.7 세포주에 대한 각각 뽕나무 (Morus alba L.) 추출물의 세포독성을 확인하기 위해 MTS 분 석을 진행하였다. 추출물들을 각각 12.5, 25, 50, 100 그리고 200㎍/㎖ 농도로 24 시간 동안 처리하였을 때, RAW264.7 세포주에 대한 독성은 나타나지 않았다 (Fig. 1A, 1B, 1C and 1D).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Cytotoxic evaluation of extracts from Morus alba L. in RAW264.7 cells.
            MA1; water extract from central part of Morus alba L., M2; high temperature extract from central part of Morus alba L., M3; water extract from bark of Morus alba L., M4; high temperature extract from bark of Morus alba L. RAW264.7 cells were treated with extracts for various concentration. (A-D) Cell viability was measured by MTS assay. Means values± SD from triplicate separated experiments are shown. *Means with difference letters are significantly different at p< 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT).

          
          

          

        

        흥미롭게도 MA2 (뽕나무 심부 고온 추출물)와 MA4 (뽕나 무 수피 고온 추출물)는 세포증식을 각각 정상대조군 대비 11.1 ± 1.6% 그리고 11.6 ± 0.3%씩 유의적으로 증가시키는 결 과가 나타났지만 수치는 미미하였다 (Fig. 1B and 1D).

        따라서 추출물들은 200㎍/㎖ 농도까지 독성이 없는 것으로 나타났고, 이러한 결과를 바탕으로 추출물이 LPS 자극에 의 해 증가된 nitric oxide 분비를 억제할 수 있는지 알아보기 위 해 실험에 사용할 농도를 12.5, 25, 50, 100 그리고 200㎍/㎖ 농도로 결정하였다.

      

      
        2 추출물의 nitric oxide (NO) 생성 억제효과
        대표적으로 NO는 NOS (nitric oxide synthase)에 의해 합 성되며 이는 일반적으로 체내에 침투한 박테리아나 종양을 제 거하는 면역반응 활성의 지표가 되어 흔히 이용되고 있다 (Moncada et al., 1991; Nathan, 1992).

        이에 따라 각각 추출물이 LPS 자극에 의해 증가되는 nitric oxide 생성에 미치는 영향을 조사하기 위해 NO assay를 진행 하였다. 추출물들을 각각 12.5, 25, 50, 100 그리고 200㎍/㎖ 농도로 전처리한 뒤 LPS를 500 ng/㎖의 농도로 24 시간 동안 처리하였다.

        LPS 단독 처리군은 비처리군에 비교하여 NO 생성량이 각 각 실험에서 유의적으로 증가하였다. MA3 (뽕나무 수피 물 추출물)와 MA4 (뽕나무 수피 고온 추출물)는 NO 생성량이 LPS 단독 처리군에 비해 유의적으로 감소하긴 하였으나 그 효 과는 미미하였다 (Fig. 2C and 2D).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effect of extracts from Morus alba L. on LPS-stimulated NO production in RAW264.7 cells.
            MA1; water extract from central part of Morus alba L., M2; high temperature extract from central part of Morus alba L., M3; water extract from bark of Morus alba L., M4; high temperature extract from bark of Morus alba L. (A-D) After pretreatment with 500 ng/㎖ LPS (lipopolysaccharide) for 30 min, RAW264.7 cells were treated with various concentration of extract for 24 h. Culture medium was subjected to NO assay. Data represent the mean±SEM of three independent experiments. *Means with difference letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT).

          
          

          

        

        MA1 (뽕나무 심부 물 추출물)은 LPS 단독 처리군의 NO 생성량이 4.33 ± 0.16 nM로 증가했을 때 200㎍/㎖의 농도에 서 2.36 ± 0.04 nM로 감소시켰으며, MA2 (뽕나무 심부 고온 추출물)은 LPS 단독 처리군이 4.19 ± 0.39 nM로 증가하였을 때 1.73 ± 0.14 nM까지 감소시킨 결과를 확인하였다 (Fig. 2A and 2B).

        결과를 종합하였을 때 뽕나무 수피 추출물 (MA3, MA4)에 비해 뽕나무 심부 추출물 (MA1, MA2)이 NO 생성 억제효과 가 가장 많이 나타났으며, 그 중 MA2 (뽕나무 심부 고온 추 출물)은 MA1 (뽕나무 심부 물 추출물)에 비해 NO 생성 억 제효과가 좀 더 높은 것으로 확인되었으며, M2가 200㎍/㎖ 의 이상의 농도부터 유효적인 효과를 나타내는 것으로 생각 된다 (Fig. 2B).

        NO는 작은 분자량은 가지는 free radical (유리기)이며, 신경 전달과 혈압을 조절할 수 있는 등 인체에서 중요한 역할을 한다. 또한 세포독성을 가지기 때문에 염증반응이 일어날 때 숙주방어기전에서 세포독성에 관여하는 매개체로 알려져 있다 (Kim and Kim, 2002).

        따라서 NO의 억제는 염증반응을 억제 할 수 있는 것으로, 뽕나무 심부 고온 추출물이 항염증 활성을 가지고 있다고 생 각된다. 하지만 이는 RAW264.7 세포주 내에 NO 생성량만을 확인한 결과로, 세포내에서 NO 생성에 관여하는 NOS (nitric oxide synthase)의 단백질 또는 mRNA 발현량을 확인하여 어 떤 과정에서 NO 생성을 억제하는지 알아보는 추가 실험이 필 요하다고 생각된다.

      

      
        3 MA2의 cytokines (TNF-α, IL-6, IL-1β), PGE2 억제효과
        IL-6 (interleukin-6)는 대식세포를 포함하는 여러 세포에서 분비되어 자가면역과 만성염증반응을 포함한 다양한 면역반응 을 촉진한다고 알려져 있을 뿐만 아니라, 신장의 사구체를 구 성하는 mesangial 세포의 증식이나 synovial fibroblast를 통한 혈관신생, 파골세포 분화와 같은 생체반응에 널리 관여하는 단 백질이다 (Tanaka et al., 2014).

        TNF-α (tumor necrosis factor-α)는 다른 염증매개물질과 다 르게 병원성 자극에 의해 유도되는 염증성 인자로서, 후천 면 역 및 선천 면역에서 가장 중요한 역할을 담당하는 것으로 알 려져 있을 뿐만 아니라 (Song, 2007), 염증세포의 사멸, 분화 및 증식과 같은 여러 세포과정에 관여함에 따라 염증반응의 중요한 인자 중 하나로 보고되어 있다 (Bradley, 2008).

        IL-1β (interleukin-1 beta)는 대표적인 pro-inflammatory cytokine 중 하나로 통증, 염증, 자가 면역과 같은 여러 염증 반응에서 주요 인자로 작용하는 단백질로 알려져 있으며, 세 포 내부의 염증조절복합체 (inflammasome)를 통해 NLRP-1 (NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 1)과 caspase-1에 의해 활성화되는 염증매개물질로 알려져 있다 (Ren and Torres, 2009).

        이에 따라 NO 생성 억제효과가 가장 높게 나타났던 MA2 (뽕나무 심부 고온 추출물)이 염증매개인자 발현에 어떤 영향 을 미치는지 알아보기 위해 TNF-α, IL-6, IL-1β에 대한 ELISA assay를 진행하였다.

        추출물들을 각각 25, 50, 100 그리고 200㎍/㎖ 농도로 전 처리 한 뒤 LPS를 500 ng/㎖의 농도로 24 시간 동안 처리하 였다. TNF-α의 농도는 LPS 단독 처리군은 비처리군에 비교 하여 965.15 ± 28.2 pg/㎖의 농도로 증가하였지만 200㎍/㎖의 MA2 추출물을 처리하였을 때 441.24 ± 14.8 pg/㎖로 감소하였 다 (Fig. 3A). IL-6 ELISA assay에서 LPS 단독 처리군은 IL- 6 생성이 2,202.88 ± 120.2 pg/㎖로 증가되었지만 200㎍/㎖의 MA2 추출물을 처리하였을 때 1,473.64 ± 70.7 pg/㎖의 농도로 감소되었다 (Fig. 3B).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            MA2 reduced LPS-stimulated cytokine and PGE2 production in RAW264.7 cells.
            M2; high temperature extract from central part of Morus alba L. (A-D) After pretreatment with 500 ng/㎖ LPS (lipopolysaccharide) for 30 min, RAW264.7 cells were treated with various concentration of extract for 24 h. Culture medium was subjected to ELISA assay. Data represent the mean ± SEM of three independent experiments. *Means with difference letters are significantly different at p < 0.05 by Duncan’s Multiple Range Test (DMRT).

          
          

          

        

        다음으로 IL-1β 생성을 확인해본 결과, LPS 단독 처리군은 생성량이 335.14 ± 14.1 pg/㎖으로 증가되었지만 200㎍/㎖의 MA2 추출물을 처리하였을 때 46.1 ± 6.3 pg/㎖의 농도로 감소 되었다 (Fig. 3C).

        PGE2 (prostaglandin E2)는 염증반응과 연관성이 매우 깊은 염증인자로써 염증을 매개할 뿐만 아니라 혈관신생과 같은 염 증반응을 유도하여 조직을 파괴하기도 한다 (Ji et al., 2004).

        이에 따라 세포 내에 PGE2의 생성 농도를 확인한 결과, LPS 단독 처리군은 2,894.39 ± 73.5 pg/㎖으로 증가한 반면 200㎍/㎖ 농도의 MA2를 처리한 결과 1,221.17 ± 77.7 pg/㎖ 로 감소하였다 (Fig. 3D).

        이러한 연구 결과로부터 뽕나무 심부 고온 추출물은 LPS로 유발시킨 RAW 264.7 대식세포의 cytokine과 PGE2의 발현을 억제하여 염증반응을 개선시키는 천연 소재 추출물로써 이용 될 수 있으므로, TNF-α, IL-6 그리고 IL-1β의 발현을 조절하 는 전사인자 (transcription factor)인 NF-κB (nuclear factor kappaB)와 PGE2의 생성에 관여하는 COX2 (cyclooxygenase 2)의 단백질 또는 mRNA 발현량과 NF-κB의 핵내 이동 (neclear translocation)을 확인하는 추가적인 실험이 필요 할 것으로 생각된다.

        이러한 연구 결과로부터 뽕나무 심부 고온 추출물은 LPS로 유발시킨 RAW264.7 대식세포의 cytokine과 PGE2의 발현을 억제하여 염증반응을 개선시키는 천연 소재 추출물로써 이용 될 수 있으므로, in vitro 염증 억제 작용기전 및 in vivo에 대한 상세한 연구가 진행되어야 할 것으로 사료된다.
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