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            초록
          
        

        
          
            Background: 
            Inflammatory bowel disease (IBD) is a pathological condition of the gastrointestinal tract characterized by chronic and relapsing inflammation. This study investigated the anti-inflammatory effects of Pyrus calleryana var. fauriei extract (PCE) in vitro and in vivo.

          

          
            Methods and Results: 
            Lipopolysaccharide (LPS)-treated RAW 264.7 cells and dextran sulfate sodium (DSS)-induced colitis mice were used to evaluate the effects of PCE. In RAW 264.7 cells, PCE inhibited nitric oxide production and phagocytosis without cytotoxicity, and the production of the pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor-α and interleukin (IL)-6. Colitis was induced in the mice using 2% DSS for 5 days, and PCE was administered for 14 days. PCE treatment relieved the symptoms of colitis, such as weight loss, diarrhea, and bloody feces. Moreover, PCE ameliorated splenomegaly and colonic shortening, indicators of colitis. PCE reduced the levels of inflammatory cytokines, IL-6 and IL-22. Histological analysis revealed that PCE treatment alleviated colonic mucosal damage and macrophage infiltration.

          

          
            Conclusions: 
            These results suggest that PCE has anti-inflammatory activity on LPS-treated RAW 264.7 cells, and ameliorates the clinical symptoms and colonic mucosal damage of DSS-induced colitis in mice. Therefore, PCE is a potential therapeutic candidate for the treatment of IBD.
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      서 언
      염증성 장질환 (inflammatory bowel disease, IBD)은 대장에 한정되어 나타나는 궤양성 대장염 (ulcerative colitis, UC)과 위장관 전체에 걸쳐 병변이 발생하는 크론병 (crohn’s disease, CD)으로 구분되는 만성·재발성 염증을 특징으로 하는 질환이다 (Baumgart and Sandborn, 2007).

      IBD는 점막장벽 손상으로 대장 상피의 투과성이 증가되어 염증성 사이토카인의 발현과 산화적 스트레스의 증가로 장염증을 초래하는 면역질환이다 (Michielan and D’Incà, 2015). IBD의 원인은 유전적 감수성을 가장 중요하게 여기고 있으며, 그 외에 장내 미생물군, 환경적 요인, 면역 이상 등과 관련성이 있는 것으로 보고되고 있다 (Zhang and Li, 2014; Gajendran et al., 2019). 또한, IBD는 서구화된 식습관의 변화와 진단기술의 발달로 아시아 국가의 도시 지역에서 발병률이 빠르게 증가하고 있어 세계적인 공중보건 문제로 부상되었다 (Ananthakrishnan et al., 2020; Kaplan and Windsor, 2021)

      IBD의 치료는 점막에 발생한 염증과 임상 증상을 완화하고, 이후 증상이 재발하지 않도록 예방하는 것을 목표로 한다. IBD 치료제는 항생제, aminosalicylates, corticosteroids, 면역조절제 (thiopurines), 면역억제제 (azathioprine), 생물학제제 (tumor necrosis factor-α inhibitors) 등이 사용되고 있으며, 최근에는 다양한 기전의 생물학적 제제가 빠르게 개발되고 있다 (Agrawal et al., 2020; Cai et al., 2021).

      그러나, 장기간의 약물치료는 약물 내성이 발생하여 치료에 효과가 없거나, 면역기능 감소로 기회감염 및 종양의 위험을 증가시키는 부작용이 발생한다 (Piodi et al., 2014). 이러한 약물 내성과 질병 재발의 문제를 개선하기 위해 새로운 치료제 개발의 필요성이 강조되는데, 천연물 소재는 다양한 생체활성물질을 함유하고 있어 장내 미생물과 면역체계를 조절하여 IBD 천연물 유래 치료제 개발에 관심이 커지고 있다 (Joo, 2014).

      최근 대장염의 보조 치료를 위한 기능성 식품이 점차 주목을 받고 있는데, 이전 연구에서 식이 폴리페놀은 염증 반응을 억제하여 장을 보호하고, 장점막의 무결성을 유지하는데 도움이 된다고 보고하였으며 (Romier et al., 2009; Vezza et al., 2016), 폴리페놀 성분은 흡수·대사되어 여러 조직이나 기관에 전달되어 다양한 생리활성을 나타낸다고 하였다. 뿐만 아니라, 흡수되지 않은 폴리페놀 성분은 장내 미생물에 의해 대사되어 염증 부위에 작용하고, 장 건강을 강화하는 미생물의 성장을 촉진하여 IBD의 잠재적인 치료제로 주목받고 있다 (Rienks et al., 2018; Lavelle and Sokol, 2020). 또한, 역학 연구에서는 폴리페놀 섭취가 암, 제2형 당뇨, 대사증후군, 크론병의 위험을 감소시켰고 (Grosso et al., 2017), IBD 동물모델에서는 폴리페놀 투여가 궤양성 대장염의 증상을 완화시키고, 임상에서 나타나는 장내 미생물 불균형을 개선하는 효과를 보고하였다 (Chen et al., 2021; Chen et al., 2024).

      콩배나무 (Pyrus calleryana var. fauriei)는 장미과의 배나무속 (Pyrus)에 속하는 낙엽관목으로, Pyrus는 항암, 항염증, 항산화, 항균활성 등 다양한 약리학적 효능이 보고되었다 (Cho et al., 2018; Shingh et al., 2024). 콩배나무에는 많은 종류의 페놀화합물이 함유되어 있으며, 최근에는 콩배나무 열매에서 추출한 에센셜 오일의 항균 및 항염증 효과가 보고되었다 (Tian et al., 2024). 그러나, 콩배나무 잎·줄기에 대한 생리활성 연구는 미흡한 편이며, 항염증 기능성 평가에 대한 연구는 보고되지 않았다.

      실험동물 모델은 질병의 원인을 조사하고 새로운 치료 전략을 시험할 수 있는 로드맵을 제공하는데 매우 중요하다. IBD 유도 물질 중 dextran sulfate sodium (DSS)은 장염 초기에 관찰되는 체중감소, 설사, 혈변 등의 임상증상과 대장축소 및 점막궤양 등 궤양성 대장염의 주요 특징을 잘 나타내는 표준 IBD 모델로 다양한 기능성 소재의 효능평가와 관련 기전 규명을 위해 많이 활용되고 있다 (Wirtz et al, 2007). 한편, RAW 264.7 대식세포는 lipopolysaccharide (LPS)에 의해 활성화되어 항염증 화합물의 효능평가를 위한 in vitro 모델로 많은 연구에 활용되고 있다 (Taciak et al., 2018).

      본 연구는 LPS로 활성화된 마우스 대식세포 RAW 264.7 세포와 2% DSS로 유도한 염증성 대장염 마우스 모델을 활용하여 콩배나무 추출물의 항염증 효과를 규명하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 콩배나무 추출물 (PCE)
        시료는 전라북도에서 채집한 콩배나무 잎, 줄기를 사용하였다. 세포 실험에 사용한 추출물은 한국식물추출물은행 (KRIBB)에서 분양받아 (분양번호: 032-081, bar code: PB3367.3) 사용하였다. 동물실험에 사용한 추출물은 기능성 식품소재 개발을 위하여 100% 에탄올을 사용하여 90 분간 3 회 초음파 추출기 (JAC-4020, CASSCIENCE, Daejeon, Korea)로 추출하여 여과하였다. 추출액은 농축 (N-1300, EYELA, Tokyo, Japan)하여 동결건조 (TFD8503, Ilshinbiobase, Dongducheon, Korea)한 콩배나무 추출 분말 (수율: 4.8%)을 사용하였다.

      

      
        2. 세포배양
        RAW 264.7 세포는 10% fetal bovine serum (Gibco-BRL, Paisley, Scotland, England), 100 units/㎖ penicillin, 100 ㎍/㎖ streptomycine을 포함하는 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Corning Incorporated, Corning, NY, USA) 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였으며, 세포가 배양접시의 80% 정도 자란 후 계대 배양하였다.

      

      
        3. 세포독성 평가
        RAW 264.7 세포에 대한 PCE의 세포 독성은 WST (water soluble tetrazolium) assay 방법으로 세포 생존율을 측정하였다. 1 × 105 cells/well 농도로 RAW 264.7 세포를 48 well plate에 분주하여 24 시간 배양한 후, PCE를 0, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 ㎍/㎖의 농도로 24 시간 처리하였다.

        배양 후, EZ-Cytox kit (DoGenBio, Seoul, Korea)를 사용하여 제조사의 방법에 따라 측정하였으며, 시료 무첨가 세포군의 생존율에 대한 PCE 처리군의 세포 생존율을 백분율로 계산하였다.

      

      
        4. Nitric oxide (NO) 및 사이토카인 생성 측정
        NO 생성을 측정하기 위해 RAW 264.7 세포를 1 × 105 cells/well 농도로 48 well plate에 분주하여 24 시간 배양한 후, PCE 추출물과 LPS (1 ㎍/㎖)를 처리하여 24 시간 배양하였다.

        NO 측정은 세포 배양 상등액과 Griess reagent를 1 : 1로 혼합하여 10 분간 반응시켜 540 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. Tumor necrosis factor-α (TNF-α)와 interleukin (IL)-6 분석은 세포 배양액을 수거하여 5,000 rpm에서 10 분간 원심분리한 상층액을 ELISA kit (R&D systems, Minneapolis, MN, USA)로 분석하였다.

      

      
        5. 대식세포의 식균작용
        RAW 264.7 세포의 식균작용은 phagocytosis assay (zymosan substrate) kit (Abcam, Cambrige, England)를 사용하여 측정하였다. RAW 264.7 세포를 96 well plate에 1 × 105 cells/well로 분주하여 24 시간 배양한 후, PCE (0, 200 ㎍/㎖)와 LPS (1 ㎍/㎖)를 처리한 배지로 교환하여 24 시간 배양한 후, 제조사의 방법에 따라 측정하였다.

      

      
        6. 동물실험
        본 실험에 사용한 실험동물은 체중 20 g - 22 g의 수컷 C57BL/6 마우스로 대한바이오링크 (Eumseong, Korea)에서 제공받아 온도 23 ± 1℃, 습도 55 ± 5%, 12 시간 자동명암이 조절되는 동물실험실에서 1 주간 적응시킨 후, 체중을 측정하여 무작위법으로 그룹당 7 마리씩 구성하였다.

        실험군은 (1) 대조군 (NC, normal control), (2) 대장염 유도군 (DSS, 2% DSS), (3) 저농도 투여군 (PCE10, 2% DSS + PCE 10 ㎎/㎏) (4) 고농도 투여군 (PCE100, 2% DSS + PCE 100 ㎎/㎏)으로 나누어 14 일간 투여하였다.

        PCE는 PBS에 녹여 0.2 ㎖ 용량으로 매일 오전 같은 시간에 경구투여하였고, NC군과 DSS군은 PBS를 투여하였다. 본 연구의 동물실험은 (재)홍천메디칼허브연구소 실험동물운영위원회 승인 (HIMH A23-02)을 받아 관련 규정을 준수하여 수행하였다.

      

      
        7. DSS 투여 및 disease activity index (DAI) 측정
        급성 대장염은 2% DSS (M.W. 36 - 50 kDa, MP biomedicals, Irvine, CA, USA)를 멸균 정제수에 녹여 5 일간 음용수로 자유 급이하였고, 이후에는 멸균 정제수로 교체하였다. 음수량과 체중은 매일 오전에 측정하였고, 설사와 혈변은 ColoScreen Ⅲ kit (#5071, Helena Laboratories, Beaumont, TX, USA)를 사용하여 측정하였다.

        대장염의 질병 활성도 (DAI, disease activity index)는 Berberat 등 (2005)의 논문을 참고하여 Table 1의 기준에 따라 체중감소, 설사, 혈변을 매일 체크한 후, 각 항목의 척도로 계산한 점수를 합산하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Disease activity index (DAI) score.
          
          

        

        
          
            
              	Score
              	Weight Loss (%)
              	Bleeding
              	Stool Consistency
            

          
          
            	0
            	None
            	None
            	Well-formed stool
          

          
            	1
            	0 – 10%
            	Between
            	Between
          

          
            	2
            	10 – 15%
            	Hemoccult (++)
            	Loose stool
          

          
            	3
            	15 – 20%
            	Between
            	Between
          

          
            	4
            	> 20 %
            	Gross bleeding
            	Watery diarrhea
          

        

        

      

      
        8. 채혈 및 사이토카인 분석
        이소플루란 (TerrellTM Liquid Isoflurane, Piramal Critical Care Inc., Bethlehem, PA, USA) 흡입마취제로 심마취한 후, 안와 정맥에서 채혈한 혈액을 4,000 rpm에서 10 분간 원심분리 (Eppendorf SE, Hamburg, Germany)하여 혈장을 분리하였다. 혈중 IL-6와 IL-22는 ELISA kit (R&D systems, Minneapolis, MN, USA)를 사용하여 분석하였다.

      

      
        9. 조직학적 분석
        10% formaldehyde (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 용액에 고정한 대장조직은 파라핀 포매 후 5 ㎛ 두께로 박절하여 hematoxylin and eosin 염색을 실시하였다. 대장 조직의 병리학적 분석은 Erben 등 (2014)의 chemical induced colonic inflammation 평가 기준에 근거하여 대장조직의 염증세포 침윤과 상피세포 손상 및 점막조직 궤양 변화를 3점 척도로 평가하였다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            Scoring scheme for chemically-induced colonic inflammation.
          
          

        

        
          
            
              	Inflammatory cell infiltrate
              	Score
              	Intestinal architecture
              	Score
            

            
              	Severity
              	Extent
              	Epithelial changes
              	Mucosal architecture
            

          
          
            	Mild
            	Mucosa
            	1
            	Focal erosions
            	
            	1
          

          
            	Moderate
            	Mucosa and Submucosa
            	2
            	Erosions
            	± Focal ulcerations
            	2
          

          
            	Marked
            	Transmural
            	3
            	
            	± Extended ulceration
± Granulation tissue
± Pseudopolyps
            	3
          

        

        

      

      
        10. 통계 방법
        실험결과는 평균 ± 표준편차 [Means ± standard deviation (SD)]로 나타내었고, 통계분석은 GraphPad 7.05 프로그램 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA)을 사용하여 One-way ANVOA를 실시하였다.

        투여 기간에 따른 체중, 설사, 혈변, DAI 변화는 two-way ANOVA로 분석하였으며, 통계적 유의성은 Dunnett’s multiple range test로 5% 수준에서 유의성 검정을 실시하였다 (*p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. RAW 264.7 세포의 세포독성
        RAW 264.7 세포에 PCE를 농도별로 (0, 50, 100, 200, 800, 1600 ㎍/㎖) 처리하였을 때, PCE가 200 ㎍/㎖ 이하에서는 세포 생존율이 90% 이상이었고, 400 ㎍/㎖ - 1600 ㎍/㎖에서는 세포 생존율이 각각 89.02 ± 0.48%, 79.37 ± 2.97%, 47.98 ± 0.01%로 나타났다 (Fig. 1A).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of Pyrus calleryana extract (PCE) on viability of cells, NO production, and pro-inflammatory cytokines secretion on LPS-stimulated RAW 264.7 cells.
            (A) Cell viability, (B) Nitric oxide (%), (C) IL-6, (D) TNF-α. LPS; lipopolysaccharide, IL-6; interleukin-6, TNF-α; tumor necrosis factor alpha. Values are the means ± SD (n = 3). Symbols indicate a significantly different by the Dunnett’s multiple range test after one-way ANOVA. ####p < 0.0001 vs NC group; ****p < 0.0001 vs LPS-only treated group.

          
          

          

        

        따라서, PCE 처리 농도를 RAW 264.7 세포에 세포독성이 없는 200 ㎍/㎖ 이하로 설정하여 실험하였다.

      

      
        2. RAW 264.7 세포의 NO 생성억제 효과
        LPS 처리군의 NO 생성량을 100%로 하여 PCE 처리 시 NO 생성 억제율을 계산한 결과, LPS를 처리한 RAW 264.7 세포에서 NO 생성이 유의적으로 증가하여 염증 반응이 유도되었음을 확인하였다 (Fig. 1B).

        반면, LPS와 함께 PCE를 농도별로 처리하였을 때, RAW 264.7 세포의 NO 생성량이 LPS 단독 처리군보다 각각 29.39%, 46.95%, 63.68% 농도 의존적으로 현저하게 감소하였다 (p < 0.0001).

        일반적으로 그람음성 박테리아 세포벽의 구성성분인 LPS로 활성화된 RAW 264.7 세포는 감염 초기에는 염증성 사이토카인, NO 및 prostaglandin E2 등의 염증성 분자를 생성하여 외부 병원체를 제거하도록 자극되나 (Zhu et al., 2015), 염증 반응이 지속적으로 일어나면 류마티스, 패혈증, 당뇨, 암과 같은 질병과 밀접하게 연관되는 것으로 보고되었다 (Lamkanif and Dixit, 2012).

        본 연구에서 활성화된 대식세포에 PCE를 처리하여 NO 생성량이 현저히 억제되는 결과를 통하여 볼 때, PCE는 과도한 면역반응을 억제하는 항염증 소재로 활용 가능성이 높은 것을 확인하였다.

      

      
        3. RAW 264.7 세포의 염증성 사이토카인 생성억제 효과
        비정상적인 조건에서 활성화된 대식세포는 다양한 염증성 사이토카인과 염증매개 분자를 분비하여 독성을 나타낸다 (Fujiwara and Kobayashi, 2005).

        본 연구에서는 LPS를 처리한 RAW 264.7 세포의 염증성 사이토카인 TNF-α와 IL-6 분비에 대한 PCE의 억제활성을 측정하였다 (Fig. 1C and 1D). PCE를 농도별로 처리하였을 때, IL-6 농도는 LPS 단독 처리군보다 각각 37.27%, 49.67%, 69.80% 농도 의존적으로 현저하게 감소하였으며 (p < 0.0001), TNF-α 농도도 PCE 처리군에서 39.6% - 43.61% 유의적으로 감소하였다 (p < 0.0001).

        LPS와 같은 염증물질에 자극된 대식세포는 NO 뿐만 아니라, 면역세포 간 상호작용을 중재하는 pro-inflammatory 사이토카인인 TNF-α, IL-6, IL-1β 등을 분비한다 (Duque and Descoteaus, 2014). 또한, pro-inflammatory 사이토카인은 염증성 장질환, 건선, 류마티스 관절염, 암 등의 염증질환과 자가면역질환에서 염증과 조직손상을 증폭하여 악화시킨다 (Sozzani et al., 2014).

        PCE는 LPS로 과도하게 발현된 pro-inflammatory cytokine인 TNF-α와 IL-6의 생성을 억제함으로써 만성염증 및 이로 인한 질환발생의 가능성을 조절할 수 있는 항염증 소재임을 확인하였다.

      

      
        4. RAW 264.7 세포의 식세포 작용 억제
        대식세포는 선천적인 면역체계에서 병원성 항원을 제거하는 주요 역할을 하는 세포 구성요소로 염증매개체의 분비가 증가할수록 식세포 작용이 활성화된다 (Hirayama et al., 2017).

        LPS로 염증반응을 유도한 RAW 264.7 세포에서는 식세포 작용이 현저히 증가하였으나 (Fig. 2A), PCE를 200 ㎍/㎖ 농도로 처리하였을 때, LPS로 활성화된 대식세포의 식세포 작용이 55.47% 유의적으로 감소하였다 (p < 0.0001).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effect of Pyrus calleryana extract (PCE) on phagocytosis activity of RAW 264.7 macrophages.
            (A) Efficiency of phagocytosis, (B) Representative microscopy images of RAW 264.7 cells exposed to fluorescent zymosan (green). Values are the means ± SD (n = 3). Symbols indicate a significantly different by the Dunnett’s multiple range test after one-way ANOVA. Scale bar = 100 ㎛. ####p < 0.0001 vs NC group; ***p < 0.001 vs LPS-only treated group.

          
          

          

        

        본 연구 결과는 이전 연구에서 플라보노이드 성분이 식세포 작용을 조절하는 것으로 보고한 결과 (Nishi et al., 2024)와 일치하였으며, PCE가 만성염증을 억제하는 중요한 면역조절 활성이 있음을 확인하였다.

      

      
        5. IBD 마우스의 질병활성지수 (DAI)
        2% DSS를 5 일간 자유급이하면서 14 일동안 PCE를 투여 하였을 때, 염증성 대장염의 임상 증상과 DAI 결과를 Fig. 3에 제시하였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of Pyrus calleryana extract (PCE) on the development of DSS-induced colitis mice.
            Mice were administered 2% DSS in drinking water (ad libitum) for 5 days with or without PCE (10 or 100 mg/kg, oral adminstration) for 14 days. (A) Stool consistency score, (B) Bloody stool score, (C) Body weight changes, (D) DAI score. DAI; disease activity index. Values are the means ± SD (n = 7). #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001, ####p < 0.0001 vs NC group, *p < 0.05, ****p < 0.0001 vs DSS group. Symbols indicate a significantly different by the Dunnett’s multiple range test after two-way ANOVA.

          
          

          

        

        설사 증상은 실험 6일차에서 실험 8일차에 급격히 증가하였고, 이후 개선되는 양상을 보였다 (Fig. 3A). 설사 지수가 가장 높게 나타난 실험 7일차의 DSS군 설사 지수는 2.57 ± 0.98이었고, PCE 투여군은 각각 1.71 ± 0.51, 1.43 ± 0.53로 DSS군보다 유의적으로 설사 지수가 감소하였다 (p < 0.0001). 실험 9일차 이후 설사 증상이 회복되는 기간에는 그룹간 차이가 없었다.

        혈변 지수는 실험 5일차에 가장 높았으며 (Fig. 3B), 각 실험군의 혈변 지수는 DSS군 3.43 ± 0.95, PCE10군 2.86 ± 1.29, PCE100군 2.86 ± 1.03으로, PCE 처리군에서 혈변 지수가 감소하는 경향을 보였으나, 통계적 유의성은 없었다.

        DSS군은 2% DSS 섭취 종료 후, 실험 6일차부터 체중이 현저하게 감소하였고, 실험 10일차부터 체중이 증가하였다 (Fig. 3C). 반면, PCE 고농도 투여군인 PCE100군은 같은 기간 DSS군보다 체중감소가 억제되었고, 체중증가는 실험 9일차에 나타났으며, 체중도 유의적으로 증가하였다.

        DAI 점수는 실험 8일차에 최고 수치를 나타내었다 (Fig. 3D). 실험군의 DAI 점수는 DSS군 5.71 ± 1.98, PCE10군 4.43 ± 1.38, PCE100군 4.14 ± 1.35로 PCE 처리군에서 DSS군보다 DAI 점수가 감소하는 것을 확인하였다.

        이 결과로부터 PCE는 2% DSS로 유도한 염증성 대장염 모델의 초기 주요 증상인 체중감소, 설사, 혈변을 개선하여 항염증 작용이 있음을 나타내었다.

      

      
        6. IBD 마우스의 비장 무게 및 대장 길이 변화
        DSS로 유도한 IBD 마우스의 비장 무게, 대장 길이 및 대장 무게를 Fig. 4에 제시하였다. 비장은 면역의 필수적인 조직으로 비장 크기는 염증의 심각성을 나타내는 지표로 활용된다 (Han et al., 2024).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of Pyrus calleryana extract (PCE) on spleen weights and colon lengths in DSS-induced colitis mice.
            Mice were administered 2% DSS in drinking water (ad libitum) for 5 days with or without PCE (10 or 100 mg/kg, oral adminstration) for 14 days. (A) Representative photograph of spleen, (B) Spleen weight, (C) Representative photograph of colon, (D) The length and weight of colon. Values are the means ± SD (n = 7). #p < 0.05, ##p < 0.01, ####p < 0.0001 vs NC group, *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001 vs DSS group. Symbols indicate a significantly different by the Dunnett’s multiple range test after oneway ANOVA.

          
          

          

        

        DSS군의 비장무게는 114.66 ± 12.73 ㎎으로 NC군 59.45 ± 6.17 ㎎보다 1.93 배 유의적으로 증가하였다 (p < 0.0001). PCE 처리군의 비장 무게는 PCE10군 97.90 ± 15.99 ㎎ (p < 0.05), PCE100군 72.78 ± 10.96 ㎎ (p < 0.0001)으로 DSS섭취로 증가된 비장 무게가 유의적으로 감소하였다 (Fig. 4B). 본 연구에서 PCE는 DSS 섭취로 인한 비장 비대증을 개선하는 효과를 나타내었다.

        대장 길이는 DSS군이 7.10 ± 0.25 ㎝로 NC군 7.66 ± 0.40 ㎝보다 8.3% 유의적으로 감소하여 (p < 0.05), DSS로 유도된 염증성 대장염의 초기 증상인 대장 축소증상을 확인하였다. 반면, PCE 투여군의 대장 길이는 각각 7.46 ± 0.19 ㎝ (p < 0.05), 7.70 ± 0.30 ㎝ (p < 0.01)로 DSS군보다 대장 길이가 유의적으로 증가하였다 (Fig. 4D).

        대장 무게는 NC군 25.84 ± 1.520 ㎎/㎝, DSS군 43.16 ± 10.10 ㎎/㎝로 DSS 섭취 시 대장 무게가 67.03%의 수준으로 유의적으로 증가하였고 (p < 0.01), PCE 투여군에서는 DSS군보다 대장 무게가 감소하는 경향을 보였으나, 통계적 유의성은 없었다 (Fig. 4E).

        본 연구결과는 DSS로 유도한 IBD 마우스에 녹차 플라보노이드를 투여하였을 때, 체중감소, 혈변 및 설사 등의 증상 개선, 결장 단축 억제 및 조직학적 손상을 개선한 이전 연구 결과와 일치하였다 (Oz et al., 2013).

      

      
        7. IBD 마우스의 혈중 IL-6, IL-22 농도
        DSS로 유도한 IBD 마우스에서 염증성 사이토카인에 대한 PCE의 영향을 확인하기 위해 혈중 IL-6와 IL-22를 분석하였다 (Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of Pyrus calleryana extract (PCE) on the levels of IL-6 and IL-22 in DSS-induced colitis mice.
            Mice were administered 2% DSS in drinking water (ad libitum) for 5 days with or without PCE (10 or 100 ㎎/㎏, oral adminstration) for 14 days. (A) IL-6, (B) IL-22. Values are the means ± SD (n = 7). #p < 0.05, ##p < 0.01 vs NC group, *p < 0.05, ****p < 0.0001 vs DSS group. Symbols indicate a significantly different by the Dunnett’s multiple range test after one-way ANOVA.

          
          

          

        

        IBD 모델에서 염증이 발생한 장 점막세포에서 중요한 병리학적 역할을 수행하는 염증매개체인 염증성 사이토카인을 자발적으로 방출하지만 관련 메카니즘은 아직 알려지지 않았다 (Duan et al., 2021).

        본 실험에서 DSS군의 IL-6와 IL-22 농도는 NC군에 비해 현저하게 증가하였고, PCE 처리 시 DSS 섭취로 증가된 혈중 염증성 사이토카인의 농도가 유의적으로 감소하였다.

        염증 매개체는 염증 발달을 주도하는 핵심 요인으로 염증성 사이토카인은 염증조직에서 지속적으로 증가하여 장 장벽 손상을 일으킨다 (Leppkes and Neurath, 2020). IL-6는 결장 손상을 유발하고, 염증성 대장염의 발달에 따라 증가하게 된다 (Marafini et al., 2019). Yu 등 (2013)은 궤양성 대장염 마우스와 궤양성 대장염 관련 암환자의 생검 표본에서 IL-22의 발현을 조사한 결과, IL-22의 발현이 정상 대조군보다 증가되어 IL-22 마커를 염증성 대장염의 중증도를 판단하는 바이오마커로 활용할 수 있다고 제안한 바 있다.

      

      
        8. IBD 마우스의 대장조직 분석
        대장 조직의 병리학적 변화를 분석하기 위해 hematoxylin과 eosin으로 염색을 실시하였고 광학현미경을 이용하여 Fig. 6에 제시하였다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Effect of Pyrus calleryana extract (PCE) on colonic histology in DSS-induced colitis mice.
            Mice were administered 2% DSS in drinking water (ad libitum) for 5 days with or without PCE (10 or 100 ㎎/㎏, oral adminstration) for 14 days. (A) Histological score, (B) Inflammation score, (C) Percentage (%) of the length with severity injured mucosa, (D) H&E stained colonic section (scale bar = 100 ㎛). m; mucosa, sm; submucosa, mm; muscular layer. Arrow, focal or extensive mucosal ulcerative colitis. Values are the means ± SD (n = 7). ##p < 0.01, ###p < 0.001 vs NC group, *p < 0.05, **p < 0.01 vs DSS group. Symbols indicate a significantly different by the Dunnett’s multiple range test after one-way ANOVA.

          
          

          

        

        DSS군에서는 국소성 또는 넓은 범위의 궤양성 소견이 발견되었고, 염증세포의 침윤이 근육층까지 확장되었다. 반면, PCE100군에서는 DSS군과 비교하였을 때, 염증세포 침윤과 점막 손상이 눈에 띄게 개선되었다. 또한, 대장 전체 길이에서 심하게 손상된 부위의 대장 길이를 측정한 결과, DSS군 9.85%, PCE10군 13.4%, PCE100군 4.01%로 PCE 고농도 투여군에서 대장 손상부위가 감소하는 것을 확인하였다 (p < 0.05). 음전하를 띤 DSS는 장상피 세포에 독성을 주어 장벽을 손상시키고, 결장 상피의 투과성을 증가시켜 점액과 잔세포 (goblet cell) 손실, 결장상피 궤양, 호중구의 고유판 (lamina propria)과 점막하조직의 침윤을 일으키는 것으로 보고되었다 (Chassaing et al., 2015).

        일반적으로 염증성 단핵구는 감염이나 조직손상에 반응하여 대부분의 경우에는 병원체를 제거하는 작용을 하지만, IBD에서는 염증이 악화되는 경우에 염증성 단핵구가 손상된 조직으로 침윤된다 (Bain and Mowat, 2014). 따라서, 궤양성 대장염은 비정상적인 면역활성과 염증 반응으로 점막치유를 방해하여 더 많은 조직손상을 초래하는 악순환을 반복하는 질환이다.

        본 연구에서는 LPS로 유도한 대식세포와 급성 대장염 마우스 모델에서 PCE의 항염증 활성과 대장염 증상을 완화시키는 항염증 소재의 기능성을 확인하였으나, 후속 연구에서 PCE의 유효 지표성분을 분리하여 항염증 효능과 작용기전을 규명함으로써 천연물 유래 염증성 기능성 소재개발의 가능성을 높일 수 있을 것이다.
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