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            초록
          
        

        
          
            Background
            Atopic dermatitis is a chronic inflammatory skin disease caused by skin barrier dysfunction. Allium victorialis var. platyphyllum (AVP) is a perennial plant considered as a vegetable and herbal medicine. This study aimed to investigate the effects of AVP on skin barrier and inflammatory response and indicate its potential as a new cosmetic materials

          

          
            Methods and Results
            High peformance liquid chromatography-ultraviolet analysis showed that AVP contains 0.12 ± 0.02 and 0.10 ± 0.01 ㎎/g of chlorogenic and gallic acids, respectively. AVP at 100 ㎍/㎖ was shown to increase the mRNA levels of filaggrin and involucrin, which are related to skin barrier function, by 1.50-fold and 1.43-fold, respectively. Based on a scratch assay, AVP at concentrations of 100 ㎍/㎖ and 200 ㎍/㎖ significantly increased wound closure rate and narrowed scratch area. AVP suppressed inflammation-related factors, such as cyclooxygenase 2 and nitric oxide, that were increased by lipopolysaccharide treatment. Additionally, AVP decreased the release of β-hexosaminidase which was increased by dinitrophenyl-bovine serum albumin treatment on RBL-2H3 cells.

          

          
            Conclusions
            Therefore, AVP can be developed as a functional cosmetic material for atopy management given its skin barrier protective, anti-inflammatory, and anti-pruritic effects.
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      서 언
      아토피 피부염 (이하, 아토피)은 심한 가려움증을 동반하는 재발성 만성 알러지성 피부질환 중 하나로 서구화된 간편식 위주의 식사, 인공적 주거환경의 변화 및 미세먼지 등의 대기오염이 아토피 환자의 수를 증가시키는 요인으로 작용하고 있어 전 세계적인 아토피 발병률은 평균 10% 이상을 나타내고 있으며 계속 증가추세에 있다 (Bylund et al., 2020).

      아토피는 유전적 소인을 포함하여 피부 장벽 손상과 면역 이상 반응의 복합적 요인으로 발생하며 최근에는 가려움증이 이들 원인을 더욱 악화시키는 추가적인 요인으로 인식되고 있다 (Yosipovitch et al., 2020). 또한 아토피는 발병에 따른 치료 후에도 환경적 요인, 스트레스, 다른 질병과의 연관성 등의 소인으로 인해 다시 재발할 수 있기 때문에 치료 이후의 지속적인 관리가 매우 중요하다 (de Lucas et al., 2019).

      화장품 개발은 미(美)를 추구하는 목적뿐만 아니라 피부 건강을 지키기 위한 목적을 가지고 있기 때문에 화장품법에서도 일반화장품과 구분하여 피부 건강과 기능 개선, 외부 자극으로부터 피부를 보호하는데 효과적인 화장품을 기능성 화장품으로 정의하고 있으며, 아토피 관리와 예방에 대해서도 피부장벽의 기능을 회복하여 가려움 등의 개선에 도움을 주는 화장품으로 그 기능성을 제시하고 있다 (de Lucas et al., 2019).

      따라서 아토피의 지속적인 관리와 재발 방지 및 피부 건강을 위한 기능성 화장품 소재 개발을 위해서는 피부 장벽의 기능을 강화하고 가려움증과 염증반응을 억제 조절하는 새로운 소재를 탐색하는 것은 매우 중요하다.

      피부 장벽은 표피층의 최외각에 위치하여 장벽 (barrier) 역할을 하는 각질층 (stratum corneum)을 말한다. 각질층은 각질형성세포 (keratinocyte)가 분화되어 형성된 각질세포 (corneocyte)와 세라마이드 (ceramides), 콜레스테롤 (cholesterol) 및 유리 지방산 (free fatty acids)으로 구성된 라멜라 지질층 (lamellar lipid bilayer)으로 이루어져 있다. 이들은 벽돌 사이를 시멘트가 메워주는 구조 (bricks and mortar model)처럼 각질세포 사이를 세포간 지질이 메워줌으로써 매우 단단한 장벽층을 이루고 있어서 미생물 감염과 유해물질 노출로부터 피부를 보호하고, 수분 손실을 방지하여 건조한 외부 환경으로부터 수분 차단막 역할을 한다 (Elias, 2005; Kezic and Jakasa, 2016).

      필라그린 (filaggrin, FLG), 로리크린 (loricrin, LOR), 인볼루크린 (involucrin, INV)은 피부 장벽의 구조와 기능에 영향을 미치는 중요한 단백질로 알려져 있다 (Furue, 2020). 이들 은 각질형성세포가 각질세포로 증식 및 분화하는 각화 (keratinization) 과정과 각질층을 형성하는데 관여하며, 피부 장벽 구조에서 물리적인 지질층 구조를 유지하는 역할을 하고 있다 (Candi et al., 2005).

      FLG은 각질층을 이루는 케라틴 중간 미세섬유를 연결하여 각질세포 사이의 접착력을 유지하고, LOR와 INV는 각질세포를 둘러싸고 있는 각질세포 단백질 외막 (cornified protein envelope)과 각질세포 지질 외막 (cornified lipid envelope)에 서 공유결합을 형성하여 피부 장벽의 완전성 (integrity)을 형성하는 역할을 담당하고 있다 (Mu et al., 2014).

      특히, FLG는 피부 장벽의 구조를 유지시켜주는 기능 뿐만 아니라 천연보습인자 (natural moisturizing factor)로서도 작용하기 때문에 FLG 생성이 감소되면 각질세포막 형성이 감소되고, 각질세포 사이의 접착력이 약화되며, 경표피 수분 손실 (transepidermal water loss)이 증가됨에 따라 피부 전반적으로 장벽의 견고함과 수분 손실 방지 기능이 감소되고 이에 따라 피부건조증과 가려움증이 생길 수 있다 (Dębińska, 2021).

      Kawasaki 등 (2012)은 FLG 유전자 결핍 (Flg(-/-)) 돌연변이 생쥐에서 피부 장벽이 완전히 손상되고, 이로 인해 아토피 발생에 대한 피부 민감도를 높아졌다고 보고하였다. 이와 같이 피부 장벽이 약화되거나 손상되면 피부는 미생물 감염 및 알러지 유발물질에 대한 노출 등에 취약하게 되어지고 이에 따른 염증반응과 피부 건조증, 가려움증 등이 유발된다. 이때 발생하는 염증 유발물질과 가려움에 의한 긁는 (scratching) 자극은 피부 장벽을 더욱 손상시키는 요인으로 작용하여 아토피 유발 및 재발의 원인으로 작용한다 (Engebretsen and Thyssen, 2016; Yosipovitch et al., 2019).

      ‘명이나물’로 알려진 산마늘 (Allium victorialis var. platyphyllum)은 백합과 (Liliaceae) 다년생 초본식물로서 아시아 중부, 북서 아메리카 및 유럽에서 자생하고 있다 (Khan et al., 2019). 우리나라의 경우, 산마늘은 울릉도와 강원도 지역에서 식물 전초를 나물용으로 재배하여 음식으로 섭취해왔으며, 한방에서 산마늘의 말린 알뿌리를 약재로 하여 고혈압, 동맥경화, 위염, 복통 및 종기 등 다양한 질환 치료에 사용하였다고 기록되어 있다 (Choi et al., 2005; Kim et al., 2012).

      산마늘의 유효성분으로 diallyl disulfide, methyl allyl disulfide, methyl allyl trisulfide, 3,4-dihydro-3-vinyl-1, 2-dithiin, 2-vinyl-1,3-dithiin, 1-kestose, neokestose와 astragalin, quercetin, kaempferol, allicin 및 ferulic acid 등 항산화 효능을 지닌 생리활성 물질이 함유되어있는 것으로 보고된 바 있다 (Nishimura et al., 1988; Hong et al., 2007; Khan et al., 2019). 산마늘에는 특히 gallic acid, chlorogenic acid, protocatechuic acid, catechin, p-coumaric acid 등의 플라보노이드와 페놀산이 지표성분으로 확인되었으며, 이러한 화합물은 각종 과일, 채소, 차, 커피 등의 식품에서 발견되는 중요한 항산화 물질로 알려져 있다 (Kothari et al., 2020).

      산마늘의 생리활성 효과를 입증하는 다양한 연구들이 발표되었는데 산마늘 추출물의 혈전 및 고지혈증, 동맥경화 억제 효과 및 항암, 항산화, 항당뇨 및 간 보호 효과 등이 보고되었다 (Nishimura et al., 1988; Choi et al., 2005).

      산마늘은 독특한 향과 맛을 가진 건강 식재료로 알려져 수요가 계속 증가하여 농가의 고소득 작물로 인식됨에 따라 생산력 증대를 위한 연구들이 진행되어 왔으나 (Kim et al., 2012), 대부분의 연구가 식품소재로 활용하기 위한 연구가 주를 이루고 있으며, 피부 건강과 관련되어 화장품 소재로 개발하고자 한 연구 사례는 보고된 바가 없다.

      본 연구는 산마늘을 이용하여 피부 장벽의 기능을 회복하여 가려움 등의 개선에 도움을 주는 화장품 소재를 개발하여 산업적으로 활용하고자 하였다. 피부 장벽을 이루는 각질형성세포를 이용하여 FIG, INV, LOR의 발현조절과 물리적 긁힘 자극에 대한 상처 닫힘 효과를 확인하고, 염증관련 세포를 이용하여 항염증 효과와 항히스타민 효과를 확인함으로써 산마늘 뿌리줄기 물 추출물을 아토피 관리에 안전하게 사용할 수 있는 기능성 화장품 개발 소재로 제안하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에 사용한 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)과 phosphate buffer saline (PBS)는 Welgene (Daegu, Korea)에서, fetal bovine serum (FBS)과 penicillin/streptomycin은 각각 GenDEPOT (Katy, TX, USA)과 Gibco (Grand	Island, NY, USA)에서 구입하여 사용하였다. 그 외 본 연구에	사용한 시약들은 모두 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.

      

      
        2. 산마늘 뿌리줄기 물 추출물 제조
        산마늘 (A. victorialis) 시료는 전라북도 진안군에서 대량 재배된 5년생 이상의 뿌리줄기를 2021년 10월 말에 채취하여	한국농수산대학교 작물산림학부에서 식물형태학적 검증을 실시하여 확인하고 실험에 사용하였다.

        천연물 추출공정에서 증숙과 고압추출은 수득률을 높이는	방법으로 사용될 수 있다고 하였으며 (Santos et al., 2017),	증숙은 추출물의 용해도를 증가시켜 추출 효율을 높이고, 고압추출은 적은 양의 용매를 사용하여 높은 압력을 가해 추출물을 분리해내는 방법으로 추출시간을 단축하고 수득률을 높이는데 사용된다.

        산마늘 인경부위를 산업적 소재로 활용하기 위하여 경제적측면을 고려하여 산마늘의 수득률을 높일 수 있는 증숙과 고압추출방법을 사용하였다. 시료 1 ㎏을 선별 및 증류수로 세척하여 40℃에서 열풍 건조한 후 120℃에서 12 시간 증숙하고 다시 40℃에서 건조하여 암소에 보관하였다.

        건조 보관한 산마늘 뿌리줄기 50 g에 증류수 500 ㎖를 가하여 120℃ 고압추출기 (JSAC-100, JS Research Inc., Gongju,	Korea)에 3 시간 동안 추출하는 과정을 두 번 반복하였다. 획득된 추출물을 여과지 (Whatman No. 4, Middlesex, England)에 여과한 다음, 진공 농축하고, 농축 여액을 동결건조 (FD	5510 SPT, IlsinBioBase, Dongducheon, Korea)하여 산마늘	추출 분말을 얻었으며 시험에 사용하기 전까지 -20℃에 냉동보관하였다.

        산마늘 뿌리줄기 물 추출물 (AVP)의 수율은 52.16%로 확인되었다.

      

      
        3. HPLC 분석 조건
        화장품원료로서 기능성을 가진 산마늘을 산업적으로 활용하기 위해서는 추출과정에서 균일화된 품질관리가 중요하다. 본 연구는 인체적용에 대한 안전성을 크게 확보하기 위하여 물용매를 이용하여 산마늘을 추출하고 이를 증숙과 고압추출방법으로 수득률을 높였다. 이러한 제조 과정에서 품질을 유지하기 위해 산마늘 추출물의 품질을 평가하는 지표성분으로 gallic acid, chlorogenic acid, protocatechuic acid, catechin, p-coumaric acid 등의 플라보노이드와 페놀산 성분을 선발하였고, 이 중에서 gallic aid와 chlorogenic acid가 낮은 농도로 검출되었다.	이에 AVP의 품질관리를 위한 지표성분으로 gallic acid 및	chlorogenic acid의 함량을 프로파일로 제시하고 다음과 같은 분석법을 이용하였다.

        지표성분으로 선정된 gallic acid 및 chlorogenic acid의 함량을 정량하기 위하여 DIONEX Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, WA, USA) 기기를 사용하여 수행하였으며, HPLC에 시료 및 표준품 1 ㎕를 주입하여 1.0 ㎖/min의 유속으로 분석하였다. 표준물질의 농도 범위는 0.1 ㎍/㎖ -	100 ㎍/㎖이었다. 

        이동상으로는 (A) water (0.1% formic acid)와 (B) acetonitrile	(0.1% formic acid)를 사용하여 gradient elution 방법으로 분석 프로그램을 적용하였다 [gradient 조건 : 0 분 - 15 분 (A : B = 92 : 8) → 15 분 - 18 분 (A : B = 50 : 50) → 18 분	 - 20 분 (A : B = 60 : 40) → 20 분 - 22 분 (A : B = 8	 : 92)]. Column은 ZORBAX Eclipse plus (C18, 250 ㎜ × 4.6 ㎜, 5 ㎛, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA)을 사용하였으며, 검출기 파장을 280 ㎚로 고정하여 분석하였다.

      

      
        4. 세포주 및 세포배양 조건
        Human keratinocyte HaCaT 세포와 rat basophilic leukemia cell line RBL-2H3 세포는 CLS Cell Lines Service	(Eppelheim, Baden-Württemberg, Germany)에서, macrophage RAW264.7 세포는 한국세포주은행 (KCLB, Seoul, Korea)에서 분양받아 실험에 사용하였다.

        HaCaT, RBL-2H3, RAW264.7 세포는 DMEM에 10% FBS, 100 U/㎖ penicillin, 100 ㎍/㎖ streptomycin을 첨가한 배지를 사용하여 단층으로 37℃, 5% CO2 배양기 (Forma Direct	Heat CO2 Incubator, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,	WA, USA)에서 배양하였다. 계대 배양을 위해 0.01 M의	ethylene-diamine-tetraacetic acid (EDTA)를 함유하는 0.125% trypsin을 사용하여 세포를 분리하였다. 

      

      
        5. 세포 생존율 측정
        AVP의 HaCaT, RAW264.7 및 RBL-2H3 세포에 독성이 나타나는 농도를 확인하기 위해 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylte-trazolium bromide (MTT) 분석법을 이용하여 확인하였다

        96-well plate에 HaCaT, RAW264.7, RBL-2H3 세포를 1 × 104 cells/well의 세포수로 부착한 후, AVP를 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 ㎍/㎖로 처리하여 24 시간 동안 배양하였다. 5 ㎎/㎖의 MTT를 첨가하고 3 시간에서 4 시간 동안 반응한 후	상등액을 제거하였다. 형성된 formazan을 DMSO 200 ㎕에 녹이고 microplate reader VICTOR X3 (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 540 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 대조군과 비교하여 흡광도의 백분율로 표시하였다.

      

      
        6. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR)
        AVP의 농도별 처리에 따라 HaCaT 세포에서 피부장벽 구성성분 단백질인 filaggrin, involucrin, loricrin의 mRNA 발현 및 RAW264.7 세포에서 prostaglandin의 생성과 연관된 COX-2 mRNA 발현 수준을 검정하기 위해 real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR)로	실시하였다

        세포 독성 검정에서 독성이 없는 범위 내에서 Trizol™ (Thermo	Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 total RNA를 추출하였고 cDNA 합성 키트 (ECDNA100, NanoHelix Co., Ltd., Daejeon, Korea)를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 이후 Premier qPCR Kit (PQL-S500, NanoHelix, Daejeon, Korea)를 사용하여 PCR을 증폭하였다.

        cDNA 합성 조건은 65℃에서 5 분간 RNA denaturation	시킨 후 42℃에서 1 시간 동안 cDNA를 합성하고 95℃에서	5 분간 reverse transcriptase를 불활성화시켰다. PCR 조건은 95℃에서 30 초간 pre-denaturation을 한 후 95℃에서 5 초,	60℃에서 30 초를 40 cycle로 반응하여 원하는 형광값을 검출하였다. 사용된 프라이머 서열은 다음과 같다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Primer list of qRT-PCR for skin barrier and inflammation related gene expression analysis.
          
          

        

        
          
            
              	Genes
              	Primer sequence
            

          
          
            	Filaggrin
            	F (5’ → 3’)
            	CAC CGC GAT ACA GCC AGT
          

          
            	R (5’ → 3’)
            	AGC TGC CAT GTC TCC AAA CTA
          

          
            	Involucrin
            	F (5’ → 3’)
            	GGG ACT GCC TGA GCA AGA AT
          

          
            	R (5’ → 3’)
            	GGA GCT CCA ACA GTT GCT CT
          

          
            	Loricrin
            	F (5’ → 3’)
            	AAC AGT ATC AGT GCC AGA GC
          

          
            	R (5’ → 3’)
            	TCT GAC TGG TCT GCT GAG AG
          

          
            	COX-21)
            	F (5’ → 3’)
            	TGA GTA CCG CAA ACG CTT CTC
          

          
            	R (5’ → 3’)
            	TGG ACG AGG TTT TTC CAC CAG
          

          
            	GAPDH2)
            	F (5’ → 3’)
            	TTC ACC ACC ATG GAG AAG GC
          

          
            	R (5’ → 3’)
            	GAT GGC ATG GAC TGT GGT CA
          

          
            	β-actin
            	F (5’ → 3’)
            	GGC TAC AGC TTC ACC ACC A
          

          
            	R (5’ → 3’)
            	CTG GAA AAG AGC CTC AGG GC
          

        

        
          
            1)COX-2; cyclooxygenase-2, 2)GAPDH; glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase.
          

        

        

      

      
        7. 각질형성세포 이동에 의한 상처 닫힘 효과
        6-well plate에 HaCaT 세포를 8 × 105 cells/well의 수준으로 부착한 후, 세포의 수가 80%에서 90% 정도 채워졌을 때 FBS	무첨가 (serum free) 배지로 교체하여 12 시간 동안 starvation 시켰다.

        각 well에 200 ㎕의 pipette tip을 이용하여 스크래치 한 후, 농도별로 희석한 AVP 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖를 처리하여	24 시간 동안 배양하였다. 현미경용 카메라 DigiRetina 16	Camera (TUCSEN, Fuzhou, China)를 이용하여 12 시간, 24 시간 배양 후에 촬영하고, 촬영된 이미지는 image J soft	ware 프로그램 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)을 이용하여 상처 닫힘 정도를 수치화하였다.

      

      
        8. Nitric oxide (NO) 분비량 측정
        NO의 농도는 배양액 내의 nitrite 농도를 Griess 반응을 이용하여 측정하였다. 6-well plate에 RAW264.7 세포를 4 × 105	cells/well의 세포 수로 부착한 후, 1 ㎍/㎖의 LPS와 AVP	25, 50, 100, 200 ㎍/㎖를 처리하여 18 시간 동안 배양하였다.

        배양액의 상층액을 얻은 후, 동량의 Griess 시약 (1%	sulfanilamide + 0.1% naphthylendiamine dihydrochloride, 1	: 1)을 첨가하여 실온에서 10 분간 반응시킨 후, microplate	reader VICTOR X3 (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 540 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 세포배양액 내 NO의 농도는 sodium nitrite (NaNO2)의 농도별 표준곡선과 비교하여 산출하였다

      

      
        9. β-Hexosaminidase 분비량 측정
        알레르기 활성을 평가하기 위한 지표로서 비만세포에서의	β-hexosaminidase 분비량을 측정하였다

        24-well plate에 RBL-2H3 세포를 5 × 105 cells/well의 세포수로 분주한 후 12 시간 배양한 다음 DNP-IgE (0.1	㎍/㎖)를 처리하여 4 시간 동안 감작시켰다. 상층액을 제거 후	siraganian buffer (119 mM NaCl, 5 mM KCl, 5.6 mM glucose, 0.4 mM MgCl2, 25 mM PIPES, 1 mM CaCl2, 0.1%	BSA, pH 7.2)로 3 회 세척한 다음 siraganian buffer로 10분 동안 37℃에서 배양하였다. AVP 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖를 20 분간 처리하고 DNP-BSA (1 ㎍/㎖)를 30 분간 처리하여 탈과립시킨 후 ice bath에서 10 분간 방치함으로써 반응을 종결시켰다

        β-Hexosaminidase의 분비 정도를 확인하기 위하여 상등액을	취해 vortex 한 후 96-well plate에 상등액 12.5 ㎕를 옮기고 4-p-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide 2 mM와 sodium citrate 0.05 M로 구성된 substrate buffer (pH 4.5) 12.5 ㎕를 넣어 37℃에서 1 시간 동안 반응하도록 배양하였다. 각	well 당 stop solution (0.1 M Na2CO3/NaHCO3, pH 10.0)	200 ㎕를 첨가하여 반응을 종결시키고 microplate reader VICTOR X3 (PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA)를 이용하여 405 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 

      

      
        10. 통계분석
        본 실험의 결과는 4 회 이상 반복한 값을 평균 ± 표준편차	(means ± SD)로 나타내었다. 각 실험 결과에 대한 통계분석은 GraphPad Prism 7 Software (San Diego, CA, USA)를 이용하여 One-way analysis of variance (ANOVA)의 Tukey’s test를 통해 각각 5%와 1%에서 유의수준을 검정하였다 (p <	0.05, p < 0.01).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 산마늘 뿌리줄기 물 추출물의 지표성분 함량 분석
        지금까지 알려진 산마늘의 유효성분은 대부분 아세톤, 헥산, 메틸렌클로라이드, 메탄올, 에탄올 등의 용매 추출물에 함유된 화합물의 분석에 관한 보고들이다 (Nishimura et al., 1988;	Hong et al., 2007; Khan et al., 2011; Kim et al., 2012;	 Woo and Lee, 2013). 그러나, 대부분의 유기 용매들은 발암성 등의 안전성에 관한 논란이 있으며, 천연물 추출 용매의	요건으로 추출 효율, 안전성, 불연성, 경제성 등이 요구되고 있다 (Tiwari et al., 2011). 물은 광범위한 극성 화합물을 추출하기에 가장 적합하며, 독성이 없고, 불연성의 우수한 추출 용매로 여겨지고 있다 (Tiwari et al., 2011). 

        본 연구에서는 산마늘 뿌리줄기 물 추출물 (AVP) 중 품질표준화를 위한 지표성분으로 수용성 성분의 플라보노이드 및 페놀계 화합물로 알려진 gallic acid와 chlorogenic acid의 함량을 HPLC 방법으로 분석하였다. 그 결과 gallic acid, chlorogenic acid는 각각 약 2.77, 5.42 분의 retention time을 가진 단일의 peak가 확인되었다 (Fig. 1A). 

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            HPLC chromatogram of the standard and the aqueous extract of A. victorialis showing gallic acid and chlorogenic acid.
            (A); Chromatogram of gallic acid and chlorogenic acid (standards), (B); Chromatogram of the AVP. AVP; aqueous extract of A. victorialis, HPLC; high-performance liquid chromatography.

          
          

          

        

        본 연구에서는 산마늘의 산업적 활용도를 높이기 위해 증숙을 통해 추출물의 용해도를 증가시키고 높은 압력으로 추출물을 분리해내는 방법의 고압증숙법으로 추출 효율을 높였다. 그	결과, AVP는 52.16%의 높은 수득률을 나타내었으나, 주요 생리활성물질로 알려진 gallic aicd (0.10 ± 0.01 ㎎/g)와	chlorogenic acid (0.12 ± 0.02 ㎎/g)의 함량은 높게 나타나지않았다 (Fig. 1B).

        고온, 고압, 증숙 처리과정에서 페놀성화합물과 플라보노이드의 함량 변화가 나타날 수 있는데, 이는 물질마다 다르게	나타날 수 있으며, 처리공정 과정에서 용출되어지는 성분간에서도 반응이 일어날 수 있다고 보고되었다 (Xu and Chang,	2008). Xu 등은 검은콩과 노란콩을 이용한 연구에서 열탕	(boiling)과 증숙 (steaming) 공정이 모두 총페놀함량과 총플라보노이드 함량을 감소시킨다고 보고하였다. 그러나 고압증숙	(pressure steaming)의 경우 노란콩은 총페놀함량을 증가시켰으며, 개별 페놀화합물의 경우에는 검은콩과 노란콩이 모두 gallic acid의 함량은 증가되고, chlorogenic acid는 감소하였다고 보고하였다 (Xu and Chang, 2008). 다음해 동일 연구팀은	일반증숙과 고압증숙을 비교하여 완두콩과 렌즈콩 (lentil)의 페놀화합물 함량 변화를 분석하였는데, 고압증숙 추출법에서 렌즈콩은 총페놀산함량 뿐만 아니라 gallic acid와 chlorogenic acid의 함량을 모두 감소시켰다고 보고하였다. 이는 AVP를 고압증숙 처리한 결과에서 gallic acid와 chlorogenic acid의 함량이 낮게 측정된 결과와 유사하다. Xu 연구팀은 고온, 고압, 증숙 등 추출공정에 의한 구성 성분의 변화는 검은콩, 노란콩,	렌즈콩 등 같은 콩류라도 물질마다 다르며, 추출법에 의한 페놀화합물, 플라보노이드 및 안토시아닌의 함량 변화가 항산화활성 등의 효능 차이로 이어진다고 설명하였다 (Xu and	Chang, 2009).

        Gallic acid와 chlorogenic acid는 잎, 뿌리 및 종자 등에서 존재하며 우수한 항산화력과 항염증, 항암, 항고지혈증, 지질과산화 억제 작용, 혈당 조절 효과 및 심장 독성 보호 효과 등 다양한 생리활성 효과가 보고된 친수성 물질이다 (Zanwar et al., 2014; Wang et al., 2022). 또한, 매우 안전한 물질로도 알려져 있는데, gallic acid의 경우 급성 경구 독성 연구에서 최대 무해 용량이 5,000 ㎎/㎏ 이상, 아급성 독성 연구에서는 1,000 ㎎/㎏ 까지 무독성이거나 치명적인 독성이 관찰되지 않았으며 (Zanwar et al., 2014), chlorogenic acid도 급성및 아급성 경구 독성 연구에서 1,000 ㎎/㎏까지 독성이 나타나지 않았다고 보고되었다 (Venkatakrishna et al., 2021).

        AVP의 gallic acid와 chlorogenic acid는 산마늘 물추출물의 효능에 대한 유효성분으로 제시하기에는 그 함량이 낮았지만, 고압증숙 공정으로 추출한 AVP의 품질관리를 위한 지표성분 프로파일 성분으로서 gallic acid와 chlorogenic acid 두 성분을 함께 제시할 수 있을 것으로 생각되었다. 향후 산마늘의 추출효율을 높이기 위한 고온, 고압, 증숙 등의 추출공정에 따른 성분변화와 효능에 대한 상관관계에 대한 연구가 더 이루어져야 할 것으로 보인다.

      

      
        2. 산마늘 뿌리줄기 물 추출물이 세포 생존에 미치는 영향
        본 연구에서는 산마늘 추출물이 인간 유래 각질형성세포주 HaCaT, 마우스 대식세포주 RAW264.7 및 랫드 호염기성 백혈병 비만세포주 RBL-2H3에 대한 피부 장벽 강화 및 항염증 효능을 평가하기 위하여 세포 독성이 나타나지 않는 유효농도 범위를 설정하고자 하였다.

        AVP를 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 ㎍/㎖의 농도로 각각의 세포에 처리한 결과, AVP를 200 ㎍/㎖ 수준까지 모든 세포주의 세포 생존율에 영향을 주지 않았으며, RAW264.7를 대상으로 AVP를 400 ㎍/㎖로 처리한 경우에서도 96.22%의 높은 세포 생존율이 관찰되었다 (Fig. 2A - 2C).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Cell viability of the aqueous extract of A. victorialis on HaCaT, RAW264.7, and RBL-2H3 cells.
            (A); HaCaT cells, (B); RAW264.7 cells, and (C); RBL-2H3 cells were treated with AVP for 24 h. Data are presented as the means ± SD (n = 5). P values were calculated by ANOVA and Tukey’s test.

          
          

          

        

        이에 본 연구에서 대상 세포주에 대한 세포 생존에 영향을 주지 않은 AVP 200 ㎍/㎖ 이하 농도의 범위로 설정하고 진행하였다.

      

      
        3. 산마늘 뿌리줄기 물 추출물이 각질형성세포에서 filaggrin, involucrin, loricrin의 mRNA 발현에 미치는 영향
        각질세포는 표피세포의 주요 구성 요소로서 활발한 증식과 분화과정을 거쳐 각질화를 통해 피부 장벽을 형성한다. 이러한 각질세포 분화에 중요한 역할을 하는 각질형성세포 (keratinocyte)는 기저층에서 형성되어 상위층으로 이동하여 분화하게 되는데, filaggrin은 각질세포의 단백질인 케라틴과	keratin-filaggrin 복합체를 형성하고 loricrin과 involucrin, envoplakin 등을 포함하는 다양한 세포골격 및 장벽 관련 분자와 결합하여 불용성의 견고한 각질세포 외막을 형성함으로써 피부장벽 기능을 하게 된다 (Kalinin et al., 2001; Furue, 2020). 따라서, 정상적인 표피 항상성 유지를 확인하는 주요한	단백질로 filaggrin (FLG), loricrin (LOR), involucrin (INV) 등의 발현 조절 효과는 피부장벽기능 개선에 도움이 될 수 있는 소재의 효능 평가 방법으로 활용되고 있다 (Lee et al., 2014).

        본 연구에서 산마늘 뿌리줄기 물 추출물의 피부 표피 항상성에 관여하는 피부장벽 구성 단백질 발현 조절 효능을 확인하기 위해 각질형성세포주 HaCaT에 AVP를 농도별로 처리하여 FLG, INV, LOR의 mRNA 발현을 확인하였다. 양성대조군인 CaCl2는 FLG, INV, LOR의 mRNA 발현을 대조군에	비해 각각 1.36 배, 1.73 배, 2.82 배 증가시켰다. AVP 처리군에서 FLG 및 INV mRNA 발현이 100 ㎍/㎖까지 농도 의존적으로 증가하였으며, AVP 100 ㎍/㎖ 처리군에서 대조군에 비해 FLG 1.50 배, INV 1.43 배 유의적으로 (p < 0.01) 증가하였다. 하지만, AVP 200 ㎍/㎖ 처리군에서는 FLG 및	INV의 mRNA의 발현이 대조군에 비해 유의적인 효과를 나타내지 않았다.

        다양한 생리활성물질이 함유된 천연소재의 경우, 농도가 증가하더라도 최대 반응 (maximal response) 농도에 도달하면 더 큰 효과를 일으키지 못하는 현상이 나타날 수 있다	(Mathijssen et al., 2014). 이에 따라, AVP의 FLG 및 INV의 mRNA 발현 조절에 대한 결과는 최대 반응 농도와 관련된 것으로 생각된다.

        AVP의 농도가 증가할수록 함유 유효성분의 농도도 높아지면서 효능을 상쇄하는 성분도 함께 증가하여 이들 간의 상호작용이 오히려 효능을 약화시키는 결과를 나타내는 것으로 추측할 수 있다. 이는 향후 AVP의 유효성분 함량과 효능 간의 상관관계에 대한 추가적인 연구가 필요함을 제시한다고 하겠다. 또한 AVP의 농도별 처리에 따른 LOR mRNA 발현에는	통계적 유의성을 나타내지 않았다 (Fig. 3A - 3C).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of A. victorialis on the mRNA expression of filaggrin, involucrin, and loricrin.
            HaCaT cells were treated with AVP for 24 h. Positive control was 1.5 mM CaCl2 to induce differentiation. The mRNA expression levels of (A); filaggrin, (B); involucrin, and (C); loricrin were determined using qRT-PCR. The results were normalized to the mRNA levels of GAPDH and expressed as an index of the untreated control (CON). CON; untreated control, AVP; Aqueous extract of A. victorialis. Data are presented as the means ± SD (n = 4). P values were calculated by ANOVA and Tukey’s test (*p < 0.05 and **p < 0.01 vs control)

          
          

          

        

        본 연구 결과는 산마늘 뿌리줄기 물 추출물이 피부 장벽 기능에 기여하는 중요한 표피 단백질로서 FLG 및 INV를 선택적으로 조절함으로써 피부 장벽 강화에 도움을 줄 수 있을 것으로 생각되며, 향후 단백질의 선택적 조절 메커니즘에 대한	추가적인 연구가 필요할 것으로 판단된다.

        특히, FLG는 각질세포 내 천연보습인자를 함유하여 건조한 외부 환경으로부터 최적화된 방어 역할을 하는 것으로 알려졌으며 (Dębińska, 2021), 산마늘 뿌리줄기 물 추출물의 FLG	조절 효과는 피부 보습에 도움을 줄 수 있는 기능성 소재로서의 가능성을 제시한다고 하겠다. 

      

      
        4. 산마늘 뿌리줄기 물 추출물의 긁힘에 대한 각질형성세포	상처 닫힘 효과
        각질세포는 피부 장벽을 구성하는 주요 세포이며 각질형성 세포가 분화되면서 형성되는데, 기저층에서부터 형성되어 분화된 새로운 각질세포는 표피 외층으로 이동한다. 따라서 각질형성세포의 이동은 피부 장벽의 형성과 유지에 매우 중요하다 (Lowes et al., 2007; Li et al., 2014). 

        본 연구에서는 AVP의 물리적 긁힘에 대한 각질형성세포의 상처 닫힘을 측정함으로써 피부 장벽 형성의 촉진 효과를 확인하고자 하였다. 각질형성세포 HaCaT 세포주에 scratch를 내어 긁힘으로 열린 상처를 만들고 AVP를 처리하여 24 시간	경과 후의 상처에 대한 닫힘 정도를 측정하였다. 그 결과,	AVP는 24 시간 경과 후 농도 의존적으로 상처 닫힘 속도가 증가되었으며, 특히, 100, 200 ㎍/㎖의 농도에서 대조군에 비하여 1.39 배, 1.29 배의 통계적으로 유의미한 수준으로 상처	닫힘 속도의 증가되어지는 것을 관찰하였다 (Fig. 4A and	4B, p < 0.01).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of A. victorialis on the wound closure of HaCaT cells.
            (A); Image of wound closure of AVP ranged from 25 to 200 ㎍/㎖, (B); Bar graph depicting relative wound closure width, which was defined as the difference between the initial wound width (at 0 hours) and the wound width after 24 hours. AVP; aqueous extract of A. victorialis. Data are presented as the means ± SD (n = 4). P values were calculated by ANOVA and Tukey’s test (*p < 0.05 and **p < 0.01 vs control)

          
          

          

        

        피부 각질층이 손상되면 상처 주변의 세포들은 각질세포 재생을 통해 상처 치유과정을 진행하는데, 이때 FLG, LOR,	INV 등의 단백질이 각질층 재생 과정에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려졌다 (Arai et al., 2013). 특히, INV는 피부 상처의 상피세포 재생에 중요한 역할을 한다고 보고되었다 (Obedencio et al., 1999). 이를 종합해보면 본 연구 결과 산마늘 뿌리줄기 물 추출물이 FLG과 INV의 상향 조절을 통해	각질세포 분화 유도를 통한 상처 닫힘 증가에 영향을 줄 수 있으며, 피부 장벽 개선에 효과적인 소재로 활용할 수 있음을	나타낸다고 하겠다.

      

      
        5. 산마늘 뿌리줄기 물 추출물의 COX-2 mRNA 발현 및	NO 분비량 효과
        정상적인 피부 장벽은 미생물 및 알레르겐 등에 대한 선천적 면역 메커니즘에서 최초로 작용하는 방어막으로 작용하며, 인체의 면역 체계와 사이토카인은 피부 장벽 단백질 발현 및	기능과 밀접한 연관이 있다고 알려져 있다 (Mu et al., 2014).

        특히, FLG 단백질의 이상은 피부 장벽의 무결성 (integrity)을 파괴하고, 박테리아 및 알레르겐을 포함한 환경 요인에 대한 노출을 촉진하여 피부 장벽 기능의 상실에 의한 급성 피부염증과 아토피염 등의 피부질환을 촉진한다고 보고되었다 (Mu et al., 2014).

        이전 연구들에서 nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2), 염증성 사이토카인 (cytokine) 등의 염증매개인자는	표피 증식, 분화 및 피부 상처 치유를 포함한 다양한 표피 기능을 조절과 관련이 있으며, 염증 상태에서 PEG2 등 염증인자 생산의 증가와 FLG 발현을 감소를 유도함으로써 피부 장벽을 손상시킬 수 있다고 보고하였다 (Lee et al., 2016;	Kitano et al., 2017; Dang et al., 2020)

        따라서, 염증매개인자의 조절은 피부 장벽의 항상성 유지에 중요한 요소로 판단되었으므로, 본 연구에서 산마늘 추출물이 대식세포의 COX-2 mRNA 발현과 NO 분비량에 미치는 영향을 측정하였다. Lipopolysaccharide (LPS)에 의해 증가된	COX-2 mRNA 발현은 AVP를 25 ㎍/㎖에서 200 ㎍/㎖까지	처리됨에 따라 모든 농도에서 농도 의존적으로 크게 억제되었다. 특히, AVP 200 ㎍/㎖ 처리군에서 COX-2 mRNA 발현이 대조군 대비 약 46.10% 억제되었으며, 양성대조군인 celecoxib (CEL, 5 µM)의 억제율인 78.05%보다 효과적이지는 않았으나, 유의적인 수준으로 COX-2 mRNA 발현을 억제하였다 (Fig. 5A). 또한, AVP 25, 50, 100, 200 ㎍/㎖에서 NO 분비를 각각 15.60%, 25.19%, 29.70%, 35.13%로 억제하였으며, 양성대조군인 dexamethasone (DEX, 100 µM)의	억제율 (67.39%)보다 효과적이지는 않았으나, 유의적인 수준으로 NO 분비를 억제하였다 (Fig. 5B)

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of A. victorialis on NO production and COX-2 mRNA expression in LPS-stimulated RAW264.7 cells.
            (A); Effect of AVP (25, 50, 100, and 200 ㎍/㎖) on mRNA expressions of COX-2 was determined by quantitative real-time PCR analysis. and (B); Effect of AVP (25, 50, 100, and 200 ㎍/㎖) on NO production in LPS-induced RAW264.7 cells was measured by NO assay. Data are presented as means ± SD (n = 4). P values were calculated by ANOVA and Tukey’s test. ## and ** indicate p < 0.01 when compared with the control group (CON) and treatment control group, respectively. CON; untreated control, AVP; Aqueous extract of A. victorialis, LPS; lipopolysaccharide, COX-2; cyclooxygenase-2, NO; nitric oxide, CEL; celecoxib, DEX; dexamethasone.

          
          

          

        

        이전 보고된 연구들에서 산마늘 지상부의 에탄올 추출물이 대식세포에서 LPS에 의해 증가된 NO 분비 조절 효능이 보고된 바 있으나 (Lee, 2015), 본 연구에서는 산마늘 뿌리줄기의	물 추출물이 염증매개인자 조절을 통해 피부 장벽 손상으로부터 보호하고 만성염증으로의 진행을 지연시킬 수 있는 소재로서의 가능성을 제시하고자 하였다.

      

      
        6. 산마늘 뿌리줄기 물 추출물의 β-hexosaminidase 분비 조절	효과
        아토피를 비롯한 각종 피부염의 초기 증상은 비만세포에서 분비되는 히스타민에 의해 유발되며 치료를 위해 항히스타민제 계열의 약물을 사용하는 것이 일반적이며 β-hexosaminidase는 탈과립의 바이오마커로 알려져 있다 (Ban et al., 2012).

        AVP의 항알러지 효과를 확인하기 위하여 AVP를 RBL-2H3 세포에 처리하여 β-hexosaminidase 분비 효과를 측정한 결과, anti-DNP IgE로 감작된 RBL-2H3에서 DNP-BSA로 유도한	β-hexosaminidase 분비량은 대조군에 비해 131.32% 증가하였으며, AVP 50, 100, 200 ㎍/㎖ 처리에 의해 각각 19.15%, 25.35%, 27.69% 억제되었다 (Fig. 6).

        
          
          

          Fig. 6 
				
          

          
            Effect of A. victorialis on β-hexosaminidase release.
            AVP treated (25, 50, 100, and 200 ㎍/㎖) in DNP-IgE/BSA sensitized RBL-2H3 cells. Data are presented as means ± SD (n = 4). P values were calculated by ANOVA and Tukey’s test. ## and ** indicate p < 0.01 when compared to the anti-DNP IgE group and the DNP-IgE/BSA group, respectively. AVP; Aqueous extract of A. victorialis, DNP-BSA; dinitrophenyl-bovine serum albumin conjugate, anti-DNP IgE; anti-dinitrophenyl immunoglobulin E.

          
          

          

        

        AVP는 양성대조군으로 사용된 ketotifen (50 µM)의 억제율인 41.59%보다 낮은 수준이기는 하지만 유의적으로 β-hexosaminidase 분비량을 억제하는 것을 확인하였다. 이러한	연구 결과는 AVP가 β-hexosaminidase 분비를 유의적으로 억제함으로써 초기 알러지 반응과 가려움증을 매우 효과적으로 제어할 수 있음을 의미한다.

        피부 장벽을 증진시키는 것은 손상된 피부 장벽과 가려움증	및 염증을 주요 특징으로 하는 아토피 치료와 관리에 매우 우수한 접근방법이다 (Kim et al., 2013). 본 연구를 통하여 산마늘 뿌리줄기 물 추출물은 각질형성세포에서 FLG과 INV의 발현을 증가시키고 (Fig. 3A and 3B), 물리적 긁힘에 대한	각질형성세포의 이동과 회복을 촉진시켰다 (Fig. 4). 또한, 산마늘 뿌리줄기 물 추출물은 알러젠 자극에 의한 가려움증 관련 물질 β-hexosaminidase의 탈과립 분비를 억제하였으며	(Fig. 6), 염증유발물질 COX-2 발현과 NO의 생성을 억제함을	확인하였다 (Fig. 5). 이는 산마늘 추출물이 피부 장벽의 개선 뿐만 아니라 가려움증과 염증을 억제 조절하는 효과적인 소재임을 제시한다

        따라서 본 연구에 사용된 산마늘 뿌리줄기 물 추출물은 안전한 식품 원료로서 피부장벽의 기능을 회복하고, 염증과 가려움증을 개선하는 새로운 화장품 소재로서 개발 가능성이 높다고 하겠다.
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