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            초록
          
        

        
          
            Background: 
            Polygonum cuspidatum, a plant commonly used in traditional medicine, possesses various pharmacological properties, including anti-inflammatory and antioxidant properties. However, understanding whether P. cuspidatum exerts anti-inflammatory effects and elucidating its underlying mechanisms remain limited. In this study, we evaluated the anti-inflammatory effects of P. cuspidatum hot water extract (PWE) using lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW 264.7 cells and a λ-carrageenan (λCAR)-induced paw edema C57BL/6 mouse model.

          

          
            Methods and Results: 
            To evaluate the anti-inflammatory efficacy of PWE, a nitric oxide (NO) assay, quantitative reverse transcription polymerase chain reaction, and western blotting were performed. At PWE 400 ㎍/㎖, NO generation was reduced by 51.53 ± 1.94%, compared to that using LPS-stimulated RAW 264.7 cells. PWE also inhibited the interleukin (IL)-1β, IL-6, and tumor necrosis factor (TNF)-α in a dose-dependent manner at the protein and mRNA levels. Additionally, an in vivo experiment was conducted using a λCAR-induced paw edema mouse model. Cytokine analysis in the λCAR-induced paw edema mouse model revealed that it strongly inhibited pro-inflammatory factors.

          

          
            Conclusions: 
            PWE has strong anti-inflammatory effects based on these results. We suggest that PWE can be used as a functional material for anti-inflammation and may be useful for preventing or treating inflammation.
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      서 언
      염증은 체내에서 발생하는 다양한 자극에 대한 방어 기작으로, 외부 자극에 반응하여 면역 세포들이 활성화되고 염증 매개 물질을 분비하는 복잡한 생리적 과정이다 (Anderson and Mosser, 2002; Greten and Grivennikov, 2019).

      염증 반응은 감염, 조직 손상, 화학적 자극 등에 의해 유발 될 수 있으며, 이러한 과정에서 대식세포와 호중구 같은 면역 세포들이 주요한 역할을 한다 (Siti et al., 2015). 대식세포는 인체의 여러 조직에 분포하며, 염증 발생 시 interleukin (IL)-1β, IL-6, tumor necrosis factor (TNF)-α와 같은 전염증성 사이토카인들을 분비함으로써 염증 반응을 조절한다 (Kim et al., 2004). 특히, nitric oxide (NO)는 inducible nitric oxide synthase (iNOS)와 cyclooxygenase-2 (COX-2)에 의해 생성되어 염증 반응에서 중요한 역할을 한다 (Sherwood and Toliver-Kinsky, 2004).

      급성 염증은 손상 부위에서의 국소적 반응으로 혈관 확장, 혈액 성분의 유출, 그리고 호중구의 침윤을 특징으로 한다 (Chen et al., 2017). 이러한 급성 염증 반응은 일반적으로 신속하게 시작되고 짧은 기간 동안 지속되지만, 만성 염증으로 진전되는 경우 장기 손상과 같은 심각한 부작용을 초래할 수 있다 (Chen et al., 2017). 만성 염증은 류마티스 관절염, 염증성 장질환 및 크론병, 심혈관 질환 등 다양한 질병의 주요한 병리 기전으로 알려져 있으며, 염증 반응의 조절이 이러한 질환의 치료에 중요한 목표가 되고 있다 (Reddy et al., 2003).

      호장근 (Polygonum cuspidatum)은 전통 한약재로 오랫동안 사용하고 있으며, 기침, 간염, 황달, 무월경, 백대하, 관절통, 고지혈증, 화상 및 멍, 뱀물림, 농양 치료에 흔히 처방되어 왔고 (Zhang et al., 2013), 항염증, 항산화, 항암, 항바이러스, 신경 및 심장 보호 효과 등이 약리 활성이 보고된 바 있다 (Cai et al., 2004; Zhang et al., 2013).

      호장근에 포함된 주요 성분은 resveratrol, polysaccharides, rhodopsin, rhodopsin 유도체 및 emodin을 함유하고 있음을 확인하였고, (Ke et al., 2023), 호장근에 포함되어진 다당체 (Polygonum cuspidatum polysaccharide, PCP)가 높은 항종양, 항산화, 면역 증강 및 혈당 강하 효과를 나타낸다고 보고되고 있다 (Lai et al., 2024).

      호장근의 주요 활성 성분 중 하나인 resveratrol은 특히 강력한 항염증 작용을 가지며, 염증 반응에서 중요한 역할을 하는 nuclear factor kappa B (NF-κB) 경로를 억제하고, COX-2와 iNOS의 발현을 감소시킬 뿐 아니라 (Shakibaei et al., 2009; Kulkarni and Canto, 2015), 염증성 사이토카인의 생성을 억제하여 다양한 염증성 질환 모델에서 항염증 효과를 나타내는 것으로 보고되었다 (Aguirre et al., 2014). Resveratrol은 안구에서 포도막염 억제 및 류코트리엔 합성에 관여하는 COX를 차단하고 (Lançon et al., 2016), 노화방지 및 활성산 소종 생성, 사이토카인 신호전달을 억제함으로써 강한 항염 효과를 보인다 (Ghanim et al., 2010; Meng et al., 2021). Emodin 또한 강력한 항염 작용을 하는 성분으로써 (Stompor-Gorący, 2021), IκB를 활성화하여 RAW 264.7 대식세포에서 TNF-α, iNOS 및 IL-10에 대한 유전자 발현을 효과적으로 억제한다고 알려져 있다. (Tramposch et al., 1992).

      본 연구는 호장근 열수 추출물 (PWE)의 항염증 효과를 체계적으로 분석하고, PWE의 염증 조절 메커니즘을 규명하는데 중점을 두었다. 특히, PWE의 NO 생산, iNOS 및 COX-2 단백질의 발현, 그리고 사이토카인의 조절을 통한 항염증 효과를 in vitro 및 in vivo 연구에서 확인하였으며 PWE에 함유된 유용성분에 대한 함량 분석을 실시하였다. 이를 통해 PWE가 가지는 항염증 효과의 메커니즘을 규명하고, 기능성 소재로서의 잠재력을 효과적으로 활용할 수 있는 기초 자료로 활용하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시료 준비
        본 실험에 사용된 호장근 (P. cuspidatum)은 뿌리 및 땅속줄기를 사용하였으며, 40℃에서 48 시간 동안 열풍 건조기 (KAPD-110D, DAEDONG dry machine, Seoul, Korea)를 사용하여 건조하였다.

        건조 후, 분쇄기 (DA280-S, DAESUNG ARTLON, Paju, Korea)를 이용하여 80 mesh 크기로 분쇄하였고, 이후 온습도조절기 (DH.DeADDBG1K, DAIHAN Scientific Co., Ltd., Wonju, Korea)에서 23℃, 15%의 습도로 보관하였다.

        이 중 100 g을 칭량한 후 1 ℓ의 증류수를 첨가하고 soxhlet extractor (MSEAM, MISUNG Co., Ltd., Yangju, Korea)를 이용하여 100℃에서 6 시간씩 환류 냉각 추출하였다. 추출 후 4,500 rpm에서 15 분간 원심분리 후 상층액을 Whatman No. 1 filter paper (Whatman™, Maidstone, England)를 이용하여 여과하고 동결건조 (PVTF20R, Ilshinbiobase, Dongduchun, Korea)하여 PWE를 제조하였다.

      

      
        2. 세포배양
        마우스 대식세포 RAW 264.7 cell을 이용하였다. RAW 264.7 세포는 American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)에서 구매하였으며, 이들 세포는 10% fetal bovine serum (FBS, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA)과 1% penicillin이 첨가된 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) 배지에서 37℃, 5%의 CO2 조건 하에 배양하였다 (Heracell™ 150i CO2 Incubator, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA)

      

      
        3. 세포 생존율
        배양된 RAW 264.7 cell을 1 × 104 cells/well로 96 well plate에 100 ㎕씩 분주하여 18 시간 동안 배양한 후 PWE를 농도별 시료 용액 (100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, 400 ㎍/㎖)을 각각 24 시간 동안 처리하였다.

        시료 처리에 따른 세포 생존율은 Cell Counting Kit-8 (CCK-8, #SE814 Dojindo Molecular Technologies, Rockville, MD, USA) 방법으로 확인하였으며 ELISA reader (SpectraMax M5, Molecular Devices, Sunnyuale, CA, USA)를 이용하여 450 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        4. Nitric oxide (NO) 생성량 측정
        RAW 264.7 cell을 24 well 플레이트에 2 × 105 cells/well로 배양하여 24시간 동안 배양한 후, 1 ㎍/㎖ 농도의 lipopolysaccharide (LPS, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)를 처리하였다.

        LPS 처리 2 시간 후 PWE의 농도별 (100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, 400 ㎍/㎖) 시료를 각각 18 시간 동안 처리하였다. 상층액 내 NO의 농도는 NO detection kit (iNtRON, Seongnam, Korea)를 이용하여 확인하여 평가하였다.

      

      
        5. RNA 추출 및 유전자 발현양상 측정
        RAW 264.7 세포로부터 RNA를 RNA isolation kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA)를 사용하여 분리하였으며, RNA의 순도는 NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA)을 사용하여 확인하였다.

        분리된 RNA는 reverse transcription master mix (Elpis-Biotech, Daejeon, Korea)를 사용하여 cDNA로 합성하였고, 상대 발현 수준은 LightCycler 480 Instrument II (05015243001, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)를 사용하여 확인하였다. Oligonucleotide primers는 Table 1과 같다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Primer of inflammatory concern gene used RT-PCR.
          
          

        

        
          
            
              	Genes
              	Forward primer (5’ → 3’)
              	Reverse primer (5’ → 3’)
            

          
          
            	inducible nitric oxide synthase (iNOS)
            	AATGGCAACATCAGGTCGGCCATCACT
            	GCTGTGTGTCACAGAAGTCTCGAACTC
          

          
            	cyclooxygenase-2 (COX-2)
            	GGAGAGACTATCAAGATAGT
            	ATGGTCAGTAGACTTTTACA
          

          
            	interleukin (IL)-1β
            	TGCAGAGTTCCCCAACTGGTACATC
            	GTGCTGCCTAATGTCCCCTTGAATC
          

          
            	IL-6
            	GAGGATACCACTCCCAACAGACC
            	AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA
          

          
            	Tumor Necrosis Factor α (TNF α)
            	ATGAGCACAGAAAGCATGATC
            	TACAGGCTTGTCACTCGAATT
          

          
            	Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
            	GTATGACTCCACTCACGGCAAA
            	GGTCTCGCTCCTGGAAGATG
          

        

        

      

      
        6. 단백질 추출 및 발현양상 측정
        단백질 수준에서 염증 인자 및 사이토카인에 대한 PWE의 효능을 확인하고자 RAW 264.7 cell을 2.5 × 105 cells/well의 농도로 6 well plate에 배양하였다. LPS (1 ㎍/㎖)를 처리하고 2 시간 동안 추가 배양하였으며, PWE의 농도별 시료 (100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, 400 ㎍/㎖)를 각각 24 시간 동안 처리하였다.

        처리된 세포로부터 PRO-PREP™ (iNtRON Biotechnology, Seongnam, Korea)를 이용하여 단백질을 추출하였으며, 단백질 농도는 제조사의 프로토콜에 따라 Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)를 사용하여 측정하였다.

        단백질은 SDS-PAGE 및 항원-항체 반응을 사용한 웨스턴 블롯으로 분석되었으며, 1차 항체는 Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)에서 구매하였다. 항체 신호는 SuperSignal™ Western Blot Enhancer (Pierce, Rockford, IL, USA)를 사용하여 검출하였으며, LAS-4000 (Fujifilm, Tokyo, Japan)을 사용하여 확인하였다.

      

      
        7. 동물실험
        6 – 7 주령의 C57BL/6 계통 마우스 6 마리를 사용하여 표준화된 조건 (온도: 23 ± 2°C, 습도: 55 % ± 5 %, 빛: 12시간 주야간 주기)에서 자유롭게 음식과 물을 섭취할 수 있도록 사육하였다.

        급성 염증은 우측 후족에 0.5%-carrageenan (λCAR), (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 50 ㎕를 주입하여 유도하였고, 대조군에는 멸균 생리식염수를 주입하였다. 경구투여 물질은 모두 0.5% Carboxy methyl cellulose (CMC)에 혼합하여 경구로 투여되었다. PWE는 경구 투여 존데 (feeding needle)를 사용하여 경구 투여하였으며, 0.5%-λCAR 주입 3 일 전과 주입 당일에 투여하였다.

        0.5%-λCAR 주입 4 시간 후 발의 부종을 캘리퍼스 (CD-30c, Mitutoyo Corporation, Kawasaki, Japan)를 사용하여 측정하였고, 후족을 채취하여 액체 질소로 동결한 후 절구와 막자사발을 사용하여 분쇄하였다. PRO-PREP™ (iNtRON Biotechnology, Seongnam, Korea)을 사용하여 분쇄된 조직 시료로부터 단백질을 추출하였으며, 단백질 농도는 제조사의 프로토콜에 따라 Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)를 사용하여 측정하였다.

        iNOS, COX-2, IL-1β, IL-6 및 TNF-α의 수준은 ELISA 키트를 사용한 효소 면역 분석을 통해 분석하였다. (iNOS: MBS261100, BIOsource, San Diego, CA, USA; COX-2: MBS269104, BIOsource, San Diego, CA, USA; IL-1β: SMLB00C, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA; IL-6: ab100713, Abcam, Cambridge, Cambs, UK; TNF-α: BMS607-3, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 모든 실험은 모든 기관관리 지침에 따라 진행되었다.

      

      
        8. 성분 분석
        분석 시료를 2.0 ㎎/㎖의 농도로 70% ethanol에 용해하고 0.45 ㎛의 syringe filter를 이용하여 여과한 후 분석에 사용하였다.

        분석을 위한 표준물질로는 piceid, resveratrol, emodin, chlorogenic acid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 70% ethanol에 각각 10, 100, 500, 1000 ㎍/㎖ 농도 희석하여 사용하였다.

        Vial에 농도별로 희석된 표준물질과 시험용액을 100 ㎕ 씩 넣은 후 HPLC system (Waters Arc HPLC system, Frederick, MD, USA)를 이용하여 측정하였다. 분석에 사용된 컬럼은 역상 (reverse phase) 컬럼의 일종인 ProntoSIL 120-5 C18 ACE EPS column (4.6 ㎜ × 250 ㎜, 3.0 ㎛, Bischoff Chromatography, Leonberg, Germany)를 30℃에서 사용하였고, UV detector 206 ㎚에서 검출되었다.

        이동상은 water (solvent A)와 acetonitrile (solvent B)를 사용하였으며, solvent B를 기준으로 초기부터 4 분까지는 solvent B를 10% 수준으로 유지하였으며 4 분부터 30 분까지 solvent B를 10%에서 40%까지 증가시켰고 30 분부터 36 분까지 solvent B를 40%에서 90%까지 증가시켰으며 36 분부터 47 분까지 다시 초기 상태인 solvent B를 10%로 감소시키는 gradient system을 적용하였고, 이동상의 속도는 분 당 1 ㎖로 조정하여 흘려주었으며, 이때 injection volume은 10.0 ㎕이었다.

      

      
        9. 통계처리
        실험 결과는 3 번 이상 반복 독립 실험으로 진행되었으며 모든 결과는 평균 ± 표준편차 (means ± SD)로 표시하였다.

        실험 결과는 GraphPad Prism (GraphPad Software 8.0.1, GraphPad, San Diego, CA, USA)로 도식화하였으며 각 실험 결과에 대한 통계 분석은 one-way analysis of variance (ANOVA)를 실시한 후 Tukey HSD 다중분석법을 사용하여 각 처리구 간의 유의적 차이를 5%, 1%, 0.1% 수준에서 검증하였다 (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. PWE의 RAW 264.7 세포 생존율에 미치는 효과
        PWE의 세포 독성을 확인하기 위하여 RAW 264.7 세포를 대상으로 하여 PWE 농도별 (100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖, 400 ㎍/㎖) 세포 생존률을 측성하였다.

        그 결과 아무것도 처리하지 않은 control 군과 비교하여 PWE를 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖ 및 400 ㎍/㎖의 농도 수준으로 처리한 후 세포 생존률은 각각 114.68 ± 2.07%, 108.25 ± 2.92%, 96.08 ± 2.95%로 확인되었다. PWE의 최대 농도 400 ㎍/㎖ 이하에서 RAW 264.7 세포에 대하여 독성이 없음을 확인하였다 (Fig. 1A).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of P. cuspidatum hot water extract (PWE) on LPS-stimulated nitric oxide (NO) generation and cell viability in RAW 264.7 cell.
            (A) results for cell viability at various concentration of PWE compared to control. (B) results of inhibition of NO production rate at various concentration of PWE compared to LPS-only treatment group. Data represent the means ± SD in triplicate. P-value were calculated based on LPS-only data by ANOVA and Tukey’s t-test (***p < 0.001).

          
          

          

        

      

      
        2. PWE의 LPS로 유도된 NO 생성에 미치는 효과
        LPS가 처리된 RAW 264.7 세포에 PWE를 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖ 및 400 ㎍/㎖의 농도 수준으로 처리한 후 NO의 생성량을 측정하였다.

        LPS를 단독 처리한 군과 비교하여 (100%) 아무것도 처리되지 않은 대조군의 NO 생성 비율은 LPS를 처리구의 20.87 ± 0.77% 수준으로 확인되었으며 LPS 처리에 따라 NO 생성량이 크게 증가하였다.

        반면 LPS를 처리하고 PWE를 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖ 및 400 ㎍/㎖의 농도 수준으로 처리한 경우 NO 생성 비율은 각각 농도에 따라 LPS 단독 처리군 (100%) 대비 71.20 ± 4.39%, 64.83 ± 4.80%, 51.53 ± 1.94%로 감소하는 것으로 나타났다 (Fig. 1B). 이에 따라 PWE는 농도 의존적으로 NO 생성 비율을 감소시킬 수 있는 것으로 확인되었다.

      

      
        3. PWE이 iNOS, COX-2 및 염증성 사이토카인의 mRNA 발현에 미치는 효과
        PWE의 염증성 사이토카인의 생성과 염증 발현과 관련된 유전자의 전사에 미치는 영향을 확인하기 위하여 LPS를 처리하여 면역반응이 유도된 RAW 264.7 세포를 대상으로 PWE를 처리에 따른 세포에서의 NO 생성과 연관된 iNOS, COX-2 및 염증성 사이토카인 (TNF-α, IL-1β 및 IL-6)의 유전자의 전사에 미치는 효과를 RT-PCR을 통하여 확인하였다.

        LPS가 처리되지 않은 control에서의 iNOS, COX-2, 염증성 사이토카인 IL-1β, IL-6 및 TNF-α mRNA 발현은 거의 확인 되지 않은 반면, LPS를 단독 처리한 군에서는 각 유전자의 발현이 급격히 증가하는 것이 확인되었다.

        LPS를 처리하고 PWE를 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖ 및 400 ㎍/㎖의 농도 수준으로 처리한 경우 LPS를 단독 처리한 군의 mRNA 발현 수준을 100%로 하여 비교한 결과 iNOS mRNA 발현 수준은 각각의 농도에 따라 62.09 ± 4.30%, 36.61 ± 4.54% 그리고 33.79 ± 0.82%로 나타나 mRNA 발현 수준이 감소함을 확인할 수 있었다 (Fig. 2A).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Inhibitory effect of inflammation-inducing mRNA of PWE.
            All samples except control were treated with 1 ㎍/㎖ of LPS. Compared to (A) iNOS, (B) COX-2, (C) IL-1β (D) IL-6, (E) TNF-α mRNA expression levels based on LPS-only treatment. Data represent the means ± SD in triplicate. P-value were calculated based on LPS-only data by ANOVA and Tukey’s t-test (***p < 0.001).

          
          

          

        

        COX-2의 경우에서도 LPS 처리에 의해 증가된 mRNA 발현 수준은 PWE를 각 농도별로 처리함에 따라 57.82 ± 15.63% (100 ㎍/㎖), 57.78 ± 9.18% (200 ㎍/㎖), 35.49 ± 0.49% (400 ㎍/㎖)로 감소되어지는 경향을 보였다 (Fig. 2B).

        사이토카인 중 하나인 IL-1β는 LPS를 단독 처리한 경우와 비교하여 PWE를 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖ 및 400 ㎍/㎖의 농도 수준으로 처리함 따라 62.67 ± 1.30% 59.15 ± 5.72%, 54.41± 2.45%로 발현양이 각각 감소하였다 (Fig. 2C).

        IL6 경우에서도 PWE의 농도에 따라 순서대로 26.18 ± 13.6%, 21.76 ± 3.07%, 18.34 ± 0.34%까지 발현 수준이 감소하고, TNF-α 또한 농도에 따라 각각 36.17 ± 0.17%, 32.38 ± 0.38%, 24.33 ± 0.32%로 mRNA 발현 수준이 감소하였다 (Fig. 2D, 2E).

        이러한 결과를 통해 PWE의 처리는 염증 발현 관련 유전자의 mRNA 발현을 농도 의존적으로 저해할 수 있다는 것을 검증하였으며 호장근 추출물이 염증 발현 억제에 효과적으로 사용될 수 있음을 확인하였다.

      

      
        4. PWE가 iNOS, COX-2 및 염증성 사이토카인의 단백질 발현에 미치는 효과
        전사 단계에서 확인된 PWE의 항염증 효능을 Western blot을 이용하여 단백질 수준에서 같은 저해 활성을 나타내는지 확인하였다 (Fig. 3A).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Inhibitory effect of inflammation-inducing protein of PWE.
            All samples except control were treated with 1 ㎍/㎖ of LPS. (A) Western blot detection bands of each protein. Compared to (B) iNOS, (C) COX-2, (D) IL-1β (E) IL-6 (F) TNF-α protein expression levels based on LPS-only treatment. P-value were calculated based on LPS-only data by ANOVA and Tukey’s t-test (***p < 0.001).

          
          

          

        

        LPS가 처리되지 않은 대조군에서의 iNOS, COX-2 및 염증성 사이토카인 단백질 발현이 거의 이루어지지 않는 수준인 반면, LPS를 단독 처리한 군의 경우 모두 그 발현이 크게 증가됨을 확인할 수 있었다.

        LPS 단독 처리구 (100%)에 대비하여 PWE를 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖ 및 400 ㎍/㎖의 농도로 처리한 경우 각각 농도에 따라 iNOS의 단백질 발현은 64.68 ± 9.64%, 19.08 ± 9.64%, 6.88 ± 4.45% 로 크게 감소하였다 (Fig. 3B). 사이토카인 IL-1β, IL-6 및 TNF-α 단백질의 경우 PWE 400 ㎍/㎖에서 LPS 단독 처리구 (100%) 대비, 14.39 ± 1.77%, 26.38 ± 4.44%, 37.37 ± 14.4% 으로 단백질의 발현 비율을 감소함을 알 수 있었다 (Fig. 3D, 3E, and 3F).

        반면 COX-2 단백질 발현에 있어 LPS 단독 처리구 (100%) 대비, PWE를 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖ 및 400 ㎍/㎖의 농도로 처리한 경우 COX-2의 단백질 발현 비율은 각각 101.06 ± 6.29%, 107.21 ± 15.96%, 110.65 ± 7.27% 순으로 PWE의 농도에 따른 유의미한 변화가 확인되지 않았다 (Fig. 3C)

      

      
        5. PWE가 ?-carrageenan으로 유발된 마우스의 급성 염증 반응에 미치는 효과
        PWE의 in vivo 항염증 효과는 0.5% λ-carrageenan (λCAR)으로 유도된 급성 염증 모델을 이용하여 확인되었다. 고농도 (400 ㎎/㎏)와 저농도 (100 ㎎/㎏)의 PWE는 모두 0.5% λCAR 단독 처리군과 비교했을 때 부종 크기에 변화를 보이지 않았다. 반면, 양성 대조군인 dexamethasone (Dexa) 10 ㎎/㎏을 처리한 그룹은 λCAR를 0.5%만 주입한 그룹과 비교하여, 0.5% λCAR 주입 후 4 시간 경과 시점에서 유의미한 차이를 보였다 (Fig. 4A and 4B).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of PWE on λCAR-induced edema in mice.
            Paw edema and inflammatory factor production in mice induced by λCAR. 0.5% Carboxy methyl cellulose (CMC) was administered orally as a normal control. As a positive control, Dexamethasone (Dexa), a synthetic adrenal cortex hormone with anti-inflammatory effects, was treated. (A) Paw edema was measured using calipers 4 h after λCAR administration and compared with that in the normal group. The production of inflammatory factors, including (C) iNOS, (D) COX-2, (E) IL-1β, (F) IL-6, and (G) TNF-α, was assessed using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). P-value was calculated based on LPS-only data using ANOVA and Tukey’s post-hoc test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

          
          

          

        

        λCAR 0.5%로 처리된 마우스의 발 조직에서 단백질을 추출한 후, ELISA를 사용하여 염증 인자를 분석하였다. iNOS는 PWE의 농도에 따라 각각 0 ㎎/㎏에서 16.84 ± 1.47 U/㎖, 100 ㎎/㎏에서 13.22 ± 0.88 U/㎖, 400 ㎎/㎏에서 12.22 ± 1.08 U/㎖로 억제되었다 (Fig. 4C).

        λCAR 0.5%만 주입된 그룹에서 COX-2는 2,222.36 ± 305.52 pg/㎖로 증가하였고, PWE를 100 ㎎/㎏ 및 400 ㎎/㎏ 경구 투여한 그룹에서는 각각 1,813.79 ± 106.46 pg/㎖, 1,559.69 ± 170.95 pg/㎖로 COX-2가 억제되었다 (Fig. 4D).

        λCAR 0.5% 주입으로 과발현된 IL-6는 100 ㎎/㎏ 및 400 ㎎/㎏의 PWE 경구 투여를 통해 각각 396.50 ± 190.08 ng/㎖에서 182.93 ± 85.97 ng/㎖, 83.46 ± 27.23 ng/㎖로 억제되었다 (Fig. 4F).

        또한 TNF-α는 낮은 농도 (100 ㎎/㎏)의 PWE의 경우 유의미한 감소가 관찰되지 않았으나, 고농도 PWE (400 ㎎/㎏)를 처리한 경우 λCAR 0.5% 주입으로 증가한 TNF-α의 함량이 (49.54 ± 7.68 ng/㎖) PWE를 고농도로 처리함에 따라 29.81 ± 11.34 ng/㎖의 수준으로 감소하였다 (Fig. 4G).

        반면에 IL-1β의 경우 λCAR 0.5% 주입으로 높은 수준으로 증가된 함량 (76.34 ± 20.67 pg/㎖)이 저농도 및 고농도의 PWE 처리에도 유의미한 변화를 나타내지 않았다 (Fig. 4E).

        PWE는 부종 조직 크기를 유의미하게 감소시키지 못했으나, 마우스 발 부종 조직에서 iNOS, COX-2, IL-6 및 TNF-α의 염증 인자의 생성을 유의미하게 감소시켰으므로 PWE는 단백질 수준에서 급성 염증을 유발한 마우스에서 염증 반응을 억제할 수 있음을 확인할 수 있었다.

      

      
        6. PWE의 지표물질 함량
        본 연구에서는 PWE에서 효능 성분을 확인하기 위하여 HPLC system으로 분석하였다. 추출한 piceid, resveratrol, emodin, chlorogenic acid의 유효성분이 확인되었으며 함량을 확인하고 각 성분의 검출 시간과 함량을 비교하였다.

        4 가지 성분이 모두 45 분 이내에 용리되었으며, 2 ㎎/㎖의 PWE 시료와 표준품으로 비교 · 분석한 결과, piceid가 60.60 ㎎/g으로 가장 높은 함량을 보였다 (Fig. 5). Resveratrol과 emodin은 각각 2.00 ㎎/g, 2.02 ㎎/g로 비슷한 수준으로 검출되었으며, 마지막으로 chlorogenic acid는 0.511 ㎎/g으로 가장 적은 함량을 보였다 (Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Results of HPLC system by PWE.
            (A) Standard material (B) PWE 2 ㎎/㎖ concentration was analyzed with a representative HPLC system.

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      호장근 (P. cuspidatum)은 전통적으로 사용되는 약초로 67개 이상의 화합물이 분리되어 확인되었다 (Peng et al., 2013). 호장근에는 안트라퀴논 계열의 성분 (rhein, emodin, physcion), 플라보노이드 계열의 성분 (quercetin, apigenin) 및 쿠마린, 나프탈렌 및 글리코사이드 등의 유효성분이 포함되어있다 (Peng et al., 2013).

      본 연구에서 사용된 PWE에서도 piceid, resveratrol, emodin, chlorogenic acid의 성분을 확인하였다 (Fig. 5). Piceid는 resveratrol 전구체로 resveratrol은 호장근에 가장 많이 함유되어 있는 물질 중 하나이다 (Ghanim et al., 2010; Moshtaghion et al, 2024). 본 연구에서는 piceid의 함량이 추출물 내에서 60.60 ㎎/g으로 가장 높은 수준임을 확인하였으며, 이는 추출방법이 piceid와 같은 glycoside를 효과적으로 보존했음을 의미합니다 . Piceid는 체내에서 효소에 의해 resveratrol로 전환 될 수 있으며, 그 과정에서 생리적 효과를 발휘합니다.

      일반적으로 resveratrol은 호장근에서 95% 에탄올로 환류하여 추출한 다음 일부 유기 용매를 사용하여 액-액 분배 방식 (liquid-liquid extraction)으로 추출하고 있으나 (Mantegna et al., 2012; Sun et al., 2021), 이 추출 과정은 복잡하고 시간이 많이 걸리며 상당한 양의 용매가 사용되기 때문에 실용화 장애가 되고 있다. 또한, 호장근에 포함되어진 resveratrol은 주로 piceid (resveratrol-3-O-β-mono-D-glucoside))라고 불리는 glycosides 형태로 존재하며, 그 함량은 aglycone 형태인 resveratrol보다 10 배 이상 높다고 알려져 있는데 (Chong et al., 2012), 최근 연구에 따르면 호장근을 대상으로 한 물 추출물을 제조하고 이 추출물에 산 및 알칼리 가수분해 (Lin et al., 2016), glucose oxidase와 같은 효소를 사용하여 (Chen et al., 2016) glycosides 형태인 piceid를 aglycone 형태인 resveratrol로 생물전환하여 수율을 향상시킬 수 있다고 보고한 바 있다.

      호장근으로부터 유기용매를 사용하여 여러 공정을 거쳐 직접적으로 resveratrol을 생산하는 것보다 호장근을 대상으로 물 추출물을 제조하고 생물전환기술을 적용함으로써 수율을 효율적으로 향상시킬 수 있을 뿐만 아니라 용매 사용 및 오염을 방지할 수 있어 산업적 생산에 좋은 이점을 나타낼 수 있다. 이러한 이유로 호장근에 대한 물 추출물의 제조와 이에 대한 약리 활성의 평가, 유효성분에 대한 함량 검정이 필요하며 이러한 연구는 호장근으로부터 glycoside를 추출하고 가수분해과정의 생물전환공정의 적용을 통해 resveratrol의 함량을 증가시킬 수 있는 공정개발에 기초 자료로 활용될 수 있을 것으로 생각된다.

      Macrophages는 인체 전반에 분포하며 선천 면역 및 염증의 중요 역할을 하며 (Gordon and Martinez-Pomares , 2017) 다양한 염증 과정에 관여하는 IL-1, IL-6, 및 TNF-α와 같은 염증 촉진 사이토카인을 생성하는 것이 특징이다 (Gordon and Martinez-Pomares , 2017).

      염증은 NF-kB 신호 전달 체계나 AMP 활성화 단백질 키나아제 (AMPK) 경로, 포유류 라파마이신 표적 (mTOP) 신호 전달 경로 등의 체계적이고 복잡한 여러 경로가 상호적으로 관여되며 발생된다 (Liu et al., 2017; Andrabi et al., 2023). 이 과정중에서 발생된 iNOS는 NO의 생산을 증가시키고 COX-2는 prostaglandin E2 (PGE2)의 생성을 촉진한다 (Greenhough et al., 2009).

      NO의 생성은 iNOS에 의해 생성되며 과한 iNOS의 증가 및 NO의 생성은 심혈관계 이상, 신경 염증을 통한 중추 신경계 문제, 폐혈성 쇼크등의 등 다양한 질병의 원인이 된다 (Sonar and Lal, 2019). COX-2가 과도하게 발현되면, 만성 염증성 질환을 촉진 시키며, COX-2는 PGE2를 통해 종양 성장 및 면역 회피를 유도하는 주요 경로로 작용하여 암을 악화시키는 주요 원인이다 (Jin et al., 2023). 강력한 염증성 사이토카인인 IL-1β, IL-6 및 TNF-α의 과한 증가는 만성 염증을 유발하여 염증은 류마티스 관절염, 염증성 장질환 등과 같은 자가면역질환을 발생시키며, 조직 손상 및 골 및 연골 조직의 손상을 유발을 촉진한다 (Timmen et al., 2014; Mohamed et al., 2024).

      본 연구에서는 항염증 효능을 평가하기 위해 LPS로 유발되어진 RAW 264.7 세포를 이용하여 in vitro 및 in vivo에서 PWE의 영향을 확인하였다. PWE은 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/㎖ 및 400 ㎍/㎖의 농도에서 세포 생존율이 80% 이상으로 유지되었으며 (Fig. 1A), LPS에 유도되어진 NO의 생성을 저해하는 효과를 나타냄을 확인하였다 (Fig. 1B). 또 400 ㎍/㎖의 농도에서 iNOS, COX-2, IL-1β, IL-6, TNF-α의 mRNA의 발현을 33.79 ± 0.82%, 35.49 ± 0.49%, 54.41± 2.45%, 18.34 ± 0.34%, 24.33 ± 0.32% 수준까지 감소시켰다 (Fig. 2). 단백질의 발현에 있어서도 PWE 400 ㎍/㎖일 때 LPS 처리에 의해 증가된 iNOS, IL-1β, IL-6, TNF-α의 단백질 발현을 6.88 ± 4.45%, 14.39 ± 1.77%, 26.38 ± 4.44%, 37.37 ± 14.4% 수준까지 저해했다 (Fig. 3A, 3B, 3D, 3E, 3F). 그러나 COX-2의 경우 단백질 수준에서 유의미한 변화가 관찰되지 않았다 (Fig. 3C). 이러한 결과는 mRNA 발현 양상과 단백질 발현양상의 사이에는 생물학적 기술적 요인으로 불일치가 발견되어진다는 이전의 연구결과 보고와 실제로 특정 mRNA와 해당 단백질의 차등 발현 간의 상관관계가 수많은 연구에서 발견되는 것으로 보고되어지고 있다 (Gry et al., 2009; Browne et al., 2020; Rachinger et al., 2021).

      뮤코폴리사카라이드 추출물인 λ-carrageenan (λCAR)은 오랫동안 국소 염증 모델에서 자극제로 사용되어 국소 부종, 백혈구 침윤을 유도한다 (Myers et al., 2019). 우리는 0.5 %의 λCAR을 뒤의 뒷발에 주입하여 급성 염증 반응을 유도한 후, PWE를 경구 투여하여 항염 효능을 나타낼 수 있는지 확인하였다 (Fig. 4).

      PWE는 주의 발의 부종의 유의적인 두께 변화를 나타내지는 못하였으나 iNOS, COX-2, IL-6 및 TNF-α 수치를 농도 의존적으로 감소시켰고 (Fig. 4), 특히 고농도 (400 ㎎/㎏)의 PWE를 처리한 경우 positive control로 사용된 dexametasone (Dexa)과 비교하여 iNOS, COX-2의 발현을 감소시키는 더 높은 활성을 나타내었다.

      반면에 IL-1β의 경우 λCAR 주입으로 증가하였으나 PWE 투여에 따른 변화는 관찰되지 않아 유의미한 효과가 확인되지 않았다 (Fig. 4). IL-1β는 다른 사이토카인과 다르게 pro-IL-1β의 형태로 체내에 존재하다가 염증조절복합체 (inflammasome)에 의해 자극되어 IL-1β으로 분비된다 (Church et al., 2008; Hoffman and Wanderer, 2010).

      Inflammasome은 선천 면역 체계 수용체이자 센서로 IL-1β는 Toll-like receptor (TLR)에 의한 자극을 통한 NF-κB 경로 및 NLRP3 inflammasome을 통해 독립적인 추가 신호전달 경로로 결합될 수 있는 특징을 가진다 (Church et al., 2008; Mitroulis et al., 2010). 이러한 특징에 기인하여 IL-1β의 활성화는 다른 염증성 인자들과 같은 방식으로 쉽게 억제되지 않을 가능성이 존재할 수 있다고 하겠다.

      본 연구에서 실험된 항염증 지표에 대한 PWE의 저해 효과는 호장근의 항염증제 소재 활용을 위한 기초 연구로 제공되어 질 수 있을 것으로 생각된다. 또한 염증을 조절하는 사이토카인 각각의 추가적인 연구 및 호장근을 효과적으로 활용하기 위한 추출법 및 항염증 활성 본체에 대한 추가적인 연구의 필요성을 제시한다고 하겠다.
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