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            초록
          
        

        
          
            Background: 
            Research on hot water extracts of medicinal plants that are easily applicable in the clinical setting is essential. To confirm the anti-inflammatory-related active compounds present in the hot water extract of Eriobotrya japonica leaves, ability to inhibit nitric oxide (NO) production was measured and active compounds isolated from the extract were analyzed.

          

          
            Methods and Results: 
            Sovent fractionation by solvent was performed to identify the active compounds present in the hot water extract, and the ability of the extract and the fractions obtained to inhibit NO production was measured. Subsequently, based on the results of liquid chromatography (LC) profile analysis of the n-butanol fraction that had a relatively high inhibitory ability of NO production, six subfractions were separated around the main peak. Among the separated subfractions spectra from mass spectroscopy (MS) were analyzed and standard comparisons were performed on the compounds of the three main peaks on the chromatogram. NO production inhibitory activity of subfraction 2 identified as neochlorogenic acid was the highest with an IC50 of 18.49 ㎍/㎖ followed by that of subfraction 5 identified as cryptochlorogenic acid with IC50 of 25.82 ㎍/㎖.

          

          
            Conclusions: 
            Our result, it was confirmed that several caffeoylquinic acids, including neochlorogenic acid and cryptochlorogenic acid present in the hot water extract of E. japonica leaves have an important role as compounds exhibiting anti-inflammatory activity.
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      서 언
      최근 사회가 현대화 및 도시화 되면서 환경오염, 식생활의 변화, 과도한 스트레스 등에 의해 다양한 연령층에서 염증질환의 발생이 크게 증가하고 있으며, 염증질환에 대한 원인 규명과 약물 개발이 지속적으로 진행되고 있다 (Lee et al., 2017b).

      대표적인 염증 질환으로는 알레르기 및 아토피, 류마티스 관절염 등이 있고, 염증반응에 관여하는 대표적인 세포로는 대식세포가 있다. 대식세포는 선천면역과 적응면역 등 다양한 면역반응에 관여하는 세포로, lipopolysaccharide (LPS), interferon-gamma (IFN-γ), tumor necrosis factor-alpha (TNF-α)와 같은 자극으로 인해 과도하게 활성화된다 (Yoon et al., 2014).

      활성화된 대식세포는 nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2)와 같은 전염증 매개체 (proinflammatory mediators), 사이토카인 (cytokine), 활성 산소종 (reactive oxygen species, ROS) 등이 분비되어 세포내 독성을 야기한다 (Miyataka et al., 2002; Lee et al., 2019). NO는 생리적인 현상인 혈압조절, 신경전달 매개체로서의 작용, 혈액응고, 면역기능 등의 역할을 하는 것으로 알려져 있다 (Kang et al., 2013). 하지만 과량 생성 시 조직손상을 유발하고, 염증반응을 일으켜 prostaglandin과 같은 염증 매개체의 생합성을 촉진하여 염증을 심화시킨다 (Cho and Choi, 2011). 그러므로 LPS 등의 유해인자에 의하여 증가되는 NO의 생성을 억제시키는 수준을 측정하는 방법은 항염증 활성 관련 약물의 기본적인 연구방법 중의 하나로 활용되고 있다.

      비파엽은 우리나라를 포함한 아시아 지역에 주로 분포하고 있는 장미과 (Rosaceae)에 속하는 비파나무 (Eriobotrya japonica L.)의 잎을 가공한 것으로서 부종, 기관지염, 청폐, 진해, 거담, 건위, 이뇨, 갈증, 구토 등에 효능이 뛰어나다고 기록되어 있으며, 염증이나 종양 등의 치료에 주로 사용되기도 한다 (Bae et al., 1998; Kim and Kim, 2013; Lee et al., 2017a). 비파엽의 생리활성에 관한 연구로서 항산화활성, 항돌연변이 효과, 항암효과 등이 보고되었으며, 항염증 활성 관련 연구도 다수 이루어졌다 (Whang et al., 1996; Bae et al., 2002; Huang et al., 2007; Hwang et al., 2010; Cha et al., 2011; Park et al., 2015). 이러한 연구들에서는 주로 활성 성분의 추출이 용이한 methanol 등 유기용매를 활용한 연구가 대부분이며, 최근 들어 비파엽의 열수 추출물의 항염증 관련 활성 연구가 일부 있었으나 (Kim et al., 2020) 추출물 자체의 효과만을 대상으로 하여 활성 성분에 대한 분석 연구가 병행될 필요가 지속적으로 제기되고 있다.

      본 연구에서는 약용 식물의 일반적인 활용에 있어서 빈번히 사용되고 있는 열수추출 방법을 적용하여 제조된 비파엽 추출물의 염증 관련 활성 성분에 대한 탐색을 위해 열수추출물과 용매별 분획물에 대한 NO 생성억제 활성을 확인하고 고활성 분획물 중의 주요 성분을 분리하여 해당 성분에 대한 분석을 실시하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에 사용한 비파엽은 화림제약에서 건조된 것을 구입하여 사용하였으며, 분쇄한 비파엽 300 g에 증류수 6ℓ를 가하여 100℃에서 2 시간, 2 회 반복하여 환류추출을 실시하였다. 추출액은 여과 후 동결건조하여 30.9 g의 열수추출물을 얻었으며, 냉장 보관하면서 실험에 사용하였다.

        증류수에 분산시킨 비파엽 열수추출물에 순차적으로 ethylacetate, n-butanol을 혼합하여 용매별 분획을 실시한 후 여과와 감압농축 및 동결건조를 거쳐 ethylacetate, n-butanol, aqueous 분획물을 각각 4.99%, 5.86%, 89.15% 비율로 얻었으며, 냉장보관하면서 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 기기 및 시약
        분석용 LC는 UV 검출기인 SPD-20A를 장착한 Shimadzu 사 (Kyoto, Japan)의 LC-30A를 사용하였으며, 질량분석기는 Shimadzu사 (Kyoto, Japan)의 LCMS-8050 triple quadrupole mass spectroscopy (MS)를 사용하였다. 활성 성분 분리를 위한 LC는 SPD-10Avp UV 검출기를 장착한 Shimadzu사 (Kyoto, Japan)의 LC-20A를 사용하였으며, nitric oxide 생성 억제 활성과 세포생존률 측정에는 Bio-Tek Instruments사 (Winooski, VT, USA)의 PowerWave X340 microplate reader를 사용하였다. 기기분석에 필요한 용매는 J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA) 제품을 사용하였으며, lipopolysaccharide (LPS)와 Griess reagent, 분석용 표준품인 3-O-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid), 4-O-caffeoylquinic acid (cryptochlorogenic acid), 5-O-caffeoylquinic acid (neochlorogenic acid)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) 제품을 사용하였다.

      

      
        3. Nitric oxide 생성억제 활성 측정
        시료의 nitric oxide (NO) 생성억제 활성을 측정하기 위하여 미리 배양된 Raw264.7 세포를 96 well plate에 5 × 104 cells/well이 되도록 분주하여 24 시간 동안 배양한 후, 각 시료를 4㎍/㎖ - 200㎍/㎖의 농도로 처리한 후 lipopolysaccharide (LPS, 2㎍/㎖)를 혼합하여 24 시간 동안 추가로 배양하였다.

        배지 상등액을 100 ㎕ 취하여 Griess reagent 100 ㎕와 상온에서 15 분간 반응시킨 다음 microplate reader를 이용하여 540㎚에서 흡광도를 측정하였다 (Ding et al., 1988). 시료 대신 PBS를 처리한 대조구의 흡광도를 기준으로 시료별 NO 생성억제 활성을 산출하였다.

      

      
        4. 세포생존율 측정
        비파엽 추출물 및 분획물이 Raw264.7 세포에 미치는 세포 독성을 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra zolium bromide (MTT) assay로 확인하였다 (Shin et al., 2003). NO 생성억제 활성 측정을 위해 실시된 세포 배양이 완료된 후 2.5 ㎎/㎖ 농도의 MTT 용액을 각 well에 20 ㎕씩 첨가하여 37℃에서 3 시간 반응시킨 다음 배지를 제거하고 dimethylsulfoxide를 100 ㎕ 첨가하여 formazan 결정을 용해시킨 후 540 ㎚에서 microplate reader로 흡광도를 측정하였다. 시료 대신 PBS로 처리한 대조구의 흡광도를 기준으로 시료별 세포생존율을 산출하였다.

      

      
        5. NO 생성 억제 활성 성분의 LC-MS/MS 분석
        활성 성분의 LC 분석에 사용된 이동상 용매는 water (0.1% formic acid, A) 및 acetonitrile (B)의 혼합액을 이용하였으며, 용매의 농도 구배는 0 분 - 3 분 (0%, B), 3 분 - 50 분 (0% → 10%, B), 50 분 - 57 분 (10% → 100%, B)으로 설정하여 0.2 ㎖/min 유속으로 실시하였다. 검출기의 파장은 254 ㎚와 320 ㎚로 설정하여 검출 성분의 특성 검토에 활용하였다. 시료 및 표준품은 70% 메탄올 용액에 녹여 분석하였으며, 1 ㎎/㎖ 농도로 조제된 시료 및 표준품 2 ㎕를 주입하여 분석을 수행하였다. 분석용 column으로 Kinetex C18 (2.1 ㎜ × 150 ㎜, 2.6 ㎛, Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA)을 사용하였으며, oven 온도는 40℃로 설정하였다.

        분리된 성분 및 표준품의 분자량 검토를 위한 LC-MS/MS 분석은 LC 분석과 동일한 이동상 및 column 조건을 적용하여 실시하였으며, scan mode 분석을 위한 세부 조건은 Table 1과 같이 설정하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            LC-MS parameters for analysis of n-butanol fraction of hot water extract of E. japonica leaves.
          
          

        

        
          
            
              	MS parameters
            

          
          
            	Interface
            	Electro-spray ionization (ESI)
          

          
            	Scan range
            	100-1000 m/z
          

          
            	Interface voltage
            	+4 ㎸ (positive)/-4 ㎸ (negative)
          

          
            	Conversion dynode voltage
            	-10 ㎸ (positive)/+10 ㎸ (negative)
          

          
            	Nebulizing gas flow
            	3 ℓ/min
          

          
            	Drying gas flow
            	9 ℓ/min
          

          
            	Heating gas flow
            	9 ℓ/min
          

          
            	Interface temperature
            	300℃
          

          
            	Desolvation line temperature
            	220℃
          

          
            	Heat block temperature
            	350℃
          

        

        

      

      
        6. LC 분리 조건
        활성 분획물에 대한 성분 분리를 위한 LC 분리에 사용된 이동상 용매는 LC-MS/MS 분석과 동일하게 water (0.1% formic acid, A) 및 acetonitrile (B)의 혼합액을 이용하였으며, LC 분석 결과를 바탕으로 유사한 분리 패턴을 가질 수 있도록 용매의 농도 구배를 0 분 - 5 분 (0%, B), 5 분 - 50 분 (0% → 10%, B), 50 분 - 52 분 (10% → 100%, B)으로 설정하여 2.5 ㎖/min 유속으로 실시하였다. 검출기의 파장은 320 ㎚로 설정하였으며, 200 ㎎/㎖ 농도로 조제된 분획물 시료 50 ㎕를 주입하여 분리를 수행하였다. 분리용 ODS-A (5 ㎛, YMC Co., Ltd., Kyoto, Japan)를 충전한 column (4.6 ㎜ × 300 ㎜)을 사용하였으며, oven 온도는 40℃로 설정하였다.

      

      
        7. 통계분석
        측정값은 3 회 이상 반복 실험한 결과의 평균값과 표준편차 (mean ± SD)로 표시하였고, 각 실험군 간의 통계학적 분석은 windows용 SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하였다. 각 군 간의 측정치 비교는 One-way analysis of variance (ANOVA)를 시행한 후 사후분석으로 Duncan's Multiple Range Test (DMRT)를 실시하여 5% 수준에서 유의성이 있는 것으로 판단하였다 (p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 비파엽 열수추출물 및 분획물의 Nitric oxide 생성억제 활성
        Nitric oxide (NO)는 생체 내에서 합성 효소에 의해 L-arginine으로부터 생성되는 free radical로 염증반응의 매개체로 시간이 지나면 nitrite, nitrate 등의 안정한 화합물로 존재하며, 이 과정에서 형성되는 peroxynitrite anion으로 인해 혈관투과성, 부종 등의 염증반응을 촉진시킬 뿐 아니라 cyclooxygenase를 활성화하여 prostaglandin과 같은 염증 매개체의 생합성을 촉진함으로써 염증을 심화시키는 것으로 알려져 있다 (Kang et al., 2013; Rang, 2013).

        본 연구에서는 비파엽 열수추출물 및 용매별 분획물의 항염증 관련 활성을 확인하기 위해 각 시료를 농도별로 처리한 후 lipopolysaccharide (LPS)를 이용하여 Raw264.7 세포에 염증 반응을 유발시켜 시료의 NO 생성억제 수준을 측정하였다. Table 2에 나타난 결과와 같이 비파엽 열수추출물에서는 실험이 실시된 농도에서 확인할 수 없었던 NO 생성억제 활성이 n-butanol과 ethylacetate 분획에서 50%의 NO 생성억제에 필요한 시료 농도인 IC50 수준이 각각 97.83㎍/㎖, 110.62㎍/㎖로 나타났다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Nitric oxide production inhibitory abilities of hot water extract of E. japonica leaves and its fractions.
          
          

        

        
          
            
              	Samples
              	IC50 (㎍/㎖)
            

          
          
            	Hot water extract
            	>200.00
          

          
            	Ethylacetate fraction
            	110.62
          

          
            	n-Butanol fraction
            	97.83
          

          
            	Aqueous fraction
            	>200.00
          

        

        

        이와 같은 NO 생성억제 활성이 Raw264.7 세포 자체의 증식을 억제하여 나타난 영향에 의한 것인지 확인하기 위해 동일한 배양 조건에서의 세포생존율을 MTT assay로 측정하여 Fig. 1에 제시하였다. 실험이 실시된 농도 범위에서 각 시료의 세포생존율이 105.2% - 150.9% 수준으로 나타남에 따라 세포 증식 자체가 억제되어 NO 생성량이 감소된 것이 아님을 확인할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 1.  
				
          

          
            Raw264.7 cell viabilities of hot water extract of E. japonica leaves and its fractions.
            EX; hot water extract of E. japonica leaves, EF; ethylacetate fraction, BF; n-butanol fraction, AF; aqueous fraction. Different superscript letters show significant differences at p < 0.05 by One-way ANOVA.

          
          

          

        

      

      
        2. n-Butanol 분획물의 주요 활성 성분 분리
        용매별 분획물에 대한 NO 생성억제 활성 측정에서 가장 높은 활성을 가지는 것으로 나타난 n-butanol 분획물에 대한 LC profile 분석에서 Fig. 2와 같은 패턴을 나타냄에 따라 254 ㎚와 320 ㎚의 파장에서 모두 높은 감도를 나타낸 peak를 중심으로 chromatogram에 표시된 머무름 시간 영역과 같이 6 가지로 분리를 실시하였다.

        
          
          

          Fig. 2.  
				
          

          
            LC profile of n-butanol fraction of hot water extract of E. japonica leaves.
            1 - 6; subfraction numbers separated by retention time range of major peaks. Two different wavelengths (254 and 320 ㎚) were used to confirm the identity of each compound peak.

          
          

          

        

        각 영역의 분리물들을 subfraction 1 - subfraction 6으로 구분하여 반복해서 회수한 후 농축과 동결건조를 실시한 후 최종적으로 고형분 형태로 얻었으며, 순서대로 27.52%, 3.64%, 6.61%, 10.04%, 7.29%, 44.90%의 수율을 확인하였다.

      

      
        3. n-Butanol 분획물에서 분리한 성분의 Nitric oxide 생성억제 활성
        비파엽 추출물 중에 존재하는 NO 생성억제 활성 성분을 확인하기 위해 n-butanol 분획물에서 분리한 subfraction 1 - subfraction 6의 NO 생성억제 활성을 추가로 측정하였다. Table 3에 제시한 결과와 같이 n-butanol 분획물에서 분리한 subfraction에 대한 NO 생성억제 활성 측정에서 subfraction 2가 18.49 ㎍/㎖의 IC50으로 가장 높은 NO 생성억제 활성을 가지는 것으로 나타났다. 다음으로 subfraction 5의 IC50이 25.82 ㎍/㎖로 나타났으며, subfraction 1,3, 4,6 은 상대적으로 NO 생성억제 활성이 낮은 것을 확인할 수 있었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Nitric oxide production inhibitory abilities of isolated subfractions from n-butanol fraction of hot water extract of E. japonica leaves.
          
          

        

        
          
            
              	Samples
              	IC50 (㎍/㎖)
            

          
          
            	Subfraction 1
            	>200.00
          

          
            	Subfraction 2
            	18.49
          

          
            	Subfraction 3
            	29.32
          

          
            	Subfraction 4
            	71.09
          

          
            	Subfraction 5
            	25.82
          

          
            	Subfraction 6
            	55.60
          

        

        

        추출물 및 용매별 분획물 NO 생성억제 활성 측정의 경우와 마찬가지로 동일한 배양 조건에서의 세포생존율을 측정한 결과를 Fig. 2에 제시하였다. 실험이 실시된 농도 범위에서 각 시료의 세포생존율이 104.3% - 144.9% 수준으로 나타났으며, 세포독성에 의한 NO 생성억제의 영향은 없는 것으로 판단하였다.

        
          
          

          Fig. 3.  
				
          

          
            Raw264.7 cell viabilities of isolated subfractions from n-butanol fraction of hot water extract of E. japonica leaves.
            S-1 - S-6; subfraction numbers separated by retention time range of major peaks. Different superscript letters show significant differences at p < 0.05 by One-way ANOVA.

          
          

          

        

      

      
        4. n-Butanol 분획물에서 분리한 성분의 LC-MS 분석
        분리된 subfraction 중 LC profile 분석 결과에서 해당 peak의 순도가 90% 이상으로서 단일 peak로 추정되며, NO 생성억제 활성이 n-butanol 분획물보다 높은 것으로 나타난 subfraction 2, 4, 5 시료의 성분 확인을 위해 LC-MS 분석을 실시하였다.

        Fig. 4에 제시된 subfraction 2의 주성분인 retention time 23.04 분 peak의 MS spectra을 보면 negative mode에서 [M-H]- 형태로 볼 수 있는 353.10 m/z와 positive mode에서 [M+H]+와 [M+Na]+ 형태로 볼 수 있는 355.10와 377.10 m/z가 확인됨에 따라 모분자량이 354인 성분으로 추정할 수 있었다. 이와 같은 MS spectra는 기존의 문헌을 참고하여 caffeoylquinic acid 계열의 성분에서 나타나는 전형적인 형태임을 알 수 있었다 (Bajko et al., 2016).

        
          
          

          Fig. 4.  
				
          

          
            LC chromatograms and MS spectra of 5-O-caffeoylquinic acid and n-butanol fraction of hot water extract of E. japonica leaves.
            (A); 5-O-caffeoylquinic acid standard, (B); n-butanol fraction of hot water extract of E. japonica leaves, (C); LC-MS spectra of 5-O-caffeoylquinic acid and subfraction 2.

          
          

          

        

        Fig. 5와 Fig. 6에 제시한 subfraction 4와 subfraction 5의 주성분인 retention time 35.82 분과 36.97 분 peak의 MS spectra에서도 subfraction 2의 주성분 peak와 동일한 패턴의 MS spectra를 나타냄에 따라 caffeoylquinic acid 계열의 성분임을 추정할 수 있었다. Caffeoylquinic acid 계열에서 일반적으로 나타날 수 있는 화학구조와 기존 연구 보고를 검토하여 3-O-, 4-O-, 5-O- 위치에 caffeoyl기를 포함하는 caffeoylquinic acid임을 추정하였으며, 해당 성분의 표준품을 확보한 후 분석 결과를 검토한 결과, subfraction 2, 4, 5의 주요 peak가 각각 5-O-caffeoylquinic acid (neochlorogenic acid), 3-O-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid), 4-O-caffeoylquinic acid (cryptochlorogenic acid) 임을 확인하였다 (Zhang et al., 2015).

        
          
          

          Fig. 5.  
				
          

          
            LC chromatograms and MS spectra of 3-O-caffeoylquinic acid and n-butanol fraction of hot water extract of E. japonica leaves.
            (A); 3-O-caffeoylquinic acid standard, (B); n-butanol fraction of hot water extract of E. japonica leaves, (C); LC-MS spectra of 3-O-caffeoylquinic acid and subfraction 4.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6.  
				
          

          
            LC chromatograms and MS spectra of 4-O-caffeoylquinic acid and n-butanol fraction of hot water extract of E. japonica leaves.
            (A); 4-O-caffeoylquinic acid standard, (B); n-butanol fraction of hot water extract of E. japonica leaves, (C); LC-MS spectra of 4-O-caffeoylquinic acid and subfraction 5.

          
          

          

        

        NO 생성억제 활성에서 가장 높은 활성을 가지는 것으로 나타난 subfraction 2의 5-O-caffeoylquinic acid는 기존 연구에서 항염증 관련 활성이 일정 수준 이상 나타나는 것으로 보고하고 있다 (Kim et al., 2015; Gao et al., 2020). 한편 subfraction 5의 4-O-caffeoylquinic acid가 기본적으로 항염증 활성을 가지는 것으로 알려진 subfraction 4의 3-O-caffeoylquinic acid의 활성보다 높으며 (Kim et al., 2017), 5-O-caffeoylquinic acid의 활성보다는 다소 낮은 수준의 NO 생성 억제 활성을 가지는 것으로 확인되었다. 이와 같은 결과와 함께 subfraction 2와 subfraction 5가 분획물에서 차지하는 비율이 각각 3.64%, 7.29%임을 감안하면 비파엽 열수추출물의 항염증 관련 활성에서 4-O-caffeoylquinic acid가 5-O-caffeoylquinic acid보다 높은 기여도를 가질 것으로 판단된다.

        비파엽 열수추출물에 존재하는 항염증 관련 활성 성분을 확인하기 위해 추출물 및 용매별 분획물에 대한 NO 생성억제 활성을 측정한 후 상대적으로 NO 생성억제 활성이 높은 n-butanol 분획물의 LC profile 분석 결과를 바탕으로 주요 peak를 중심으로 6 개의 subfraction을 분리하였다.

        분리한 subfraction 중 chromatogram 상에서 나타난 3개의 주요 peak의 성분이 MS spectra와 표준품 비교 분석을 통해 3-O-, 4-O-, 5-O- 위치에 caffeoyl기를 포함하는 caffeoylquinic acid임을 확인하였다. 이 세 가지 성분 중 5-O-caffeoylquinic acid (neochlorogenic acid)로 확인된 subfraction 2의 NO 생성억제 활성이 18.49 ㎍/㎖의 IC50으로 가장 높았으며, 4-O-caffeoylquinic acid (cryptochlorogenic acid)로 확인된 subfraction 5의 IC50이 25.82 ㎍/㎖로 다음으로 높은 활성을 나타냈다. 한편 3-O-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid)로 확인된 subfraction 4는 상대적으로 NO 생성억제 활성이 낮은 것을 확인할 수 있었으며, subfraction 3에서 나타난 NO 생성억제 활성과 같이 caffeoylquinic acid 계열 성분 이외의 NO 생성억제 활성 성분의 존재 가능성이 확인됨에 따라 이와 관련된 추가적인 연구가 필요할 것으로 판단되었다.
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