
KOREAN J. FOOD SCI. TECHNOL. Vol. 53, No. 2, pp. 165~173 (2021)

https://doi.org/10.9721/KJFST.2021.53.2.165

165

©The Korean Society of Food Science and Technology

더덕 에탄올 추출물의 도시미세먼지 노출로 인한 폐 세포 산화스트레스 발생과 

세포밀착연접 손상 억제 효과
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Abstract One of the major sources of air pollution is urban particulate matter (UPM), which causes lung diseases
involving oxidative stress, inflammation, and cancer. Codonopsis lanceolata (CL) has been used in East Asia as a
traditional oriental medicinal ingredient for lung diseases (e.g., asthma and bronchitis). However, the connection between
the impact of CL and UPM in the lungs has rarely been investigated. This study aimed to confirm the inhibitory activity
of the ethanol extract of CL (ECL) against oxidative stress and disruption of tight cell junctions in human pulmonary
epithelial cells after exposure to UPM. As the lung cells were pre-treated with ECL, the UPM-induced increase in cellular
reactive oxygen species production suppressed tight junction proteins (e.g., N-cadherin, fibronectin, occludin, zonula
occludens-1, and claudin-4). These results suggest that ECL prevents the possible effects of UPM toxicity on the lungs.
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서 론

미세먼지(particulate matter, PM)는 대기오염 물질 중 하나로 연

료의 연소, 차량의 배기가스 등 산업화로 인하여 대기 중에 방출

되거나 화산재, 화재, 먼지와 같은 자연 상태에서도 발생 가능하

다(Anderson 등, 2012). 전 세계 대부분의 지역은 세계보건기구

(World Health Organization, WHO)에서 설정한 대기 질 기준(Air

quality guideline, AQG)과 비교하여 오염 수준이 높은 것으로 나

타났으며, 특히 도시에서 연 평균 미세먼지의 농도가 더욱 높은

것으로 나타났다(WHO, 2018). 대기오염은 폐암, 만성 호흡기 질

환, 뇌졸중, 심장병 등을 야기하며 그 중 미세먼지는 호흡계와

뇌, 심혈관계의 염증과 노화에 영향을 주고 모세혈관으로 침투할

시 세포의 정상적인 작용을 억제한다고 알려져 있다(Lee 등, 2019c;

Ljubimova 등, 2018; WHO, 2017). 또한 WHO의 국제 암 연구

기관(International Agency for Research on Cancer, IARC)에서는

미세먼지를 폐암의 주된 원인으로 발표하였다(IARC, 2015). 국내

에서는 1990년대 후반부터 대기오염의 심각성을 깨닫고 관련한

연구를 활발히 진행해왔다(Park 등, 2016). 2000년대에는 미디어

의 발달과 검출 방법의 구체화로 인해 대기의 오염 정도 및 건

강과의 관련성 등 다양한 정보를 접하기 쉬워졌으며 국민 소득

수준의 향상으로 더 나은 삶에 대한 욕구가 환경에 대한 관심으

로 이어졌다(Ghim 등, 2017). 대기환경보전법 시행령에서는 미세

먼지와 초미세먼지를 오염물질로 정의하였고 흡인성 먼지의 지

름이 10 μm 이하인 경우 미세먼지(PM10), 2.5 μm 이하인 경우 초

미세먼지(PM2.5)라고 명명하여 입자의 지름으로 구분하였다(ME,

2019). 환경부에서는 2007년 PM10과 NO2의 기준을 강화하고, 2010

년 벤젠의 기준을 신설하였으며(Ahn 등, 2008), 2010년대 이후로

는 PM10과 PM2.5의 환경기준을 설정하는 등 국가적으로 대기오

염으로부터 국민의 건강을 보호하고자하는 꾸준한 노력이 이어

져왔다(ME, 2020).

미세먼지가 신체에 미치는 위해는 입자의 크기와 모양 등에 의

해 영향을 받을 수 있다(Guan 등, 2016). 미세먼지가 폐로 침투

시 입자가 큰 PM10은 주기관지에 점착되는 비율이 높지만 그보

다 작은 PM2.5 이하의 입자는 세기관지 및 폐포에 점착되고 흡
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수될 수 있으며(Wang 등, 2017), 흡수된 미세먼지는 혈액으로 이

동하며 호흡계 및 심혈관계의 장기 세포에 물리적으로 영향을 미

칠 수 있다(Ljubimova 등, 2018). 뿐만 아니라 미세먼지는 폐 상

피세포에서 mitogen-activated protein kinase (MAPK)와 nuclear

factor kappa B (NF-κB)의 작용으로 인하여 산화스트레스 및 염

증성 사이토카인인 interleukin (IL)-6, IL-8, tumor necrosis factor

(TNF)-α의 생성을 증가시키는 것으로 알려져 있으며, 폐 세포 독

성으로 인하여 활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 생성을

유도하고 효소적 항산화 방어기작을 손상시켜 산화 스트레스를

유발할 수 있다고 알려져 있다(Donaldson과 Stone, 2003; Park 등

2008; Quay 등, 1998; Wang 등, 2017). 이와 같이 미세먼지는 산

화스트레스 발생으로 인하여 세포 분열과 상피 장벽 기능을 손

상 시킴으로써 폐와 호흡계에서 발생할 수 있는 여러 질환을 야

기시킬 수 있는 주된 요인으로 다뤄지고 있다(Ha와 Jung, 2017).

화학적으로 합성되거나 제조된 약물류는 부작용의 위험이나 고

가의 치료비용이 요구되는 경우가 있고 정제되어 있어 과량 섭

취 시 오히려 독성을 나타낼 수 있어 합성물을 대체할 수 있는

안전한 식품으로서 천연 작물에 대한 요구가 갈수록 높아지고 있

는 추세이다(Choe 와 Yang, 1982; Patel 등, 2018). 대부분의 항산

화 활성을 띄는 천연물은 식물의 페놀 물질 혹은 식물 자체로 활

성을 나타낸다(Park 등, 2009). 식물에서 유래한 천연물은 고대부

터 민간 의학에서 오랫동안 이용해왔으며 몇 가지 식물은 염증

성 폐질환에 효과적으로 사용되었다고 알려져 있다(Santana 등,

2016). 과일 및 채소에 풍부한 flavonoid나 quercetin 등의 파이토

케미컬을 섭취 시 천식 발생률이 낮아지거나 강황의 curcumin,

인삼의 ginsenoside Rg5 등이 NF-κB pathway에 작용하여 염증을

감소시킨다는 보고와 같이 천연물과 폐 건강에 관련한 효능 연

구는 계속되어 왔다(Barnes, 2000; Kim 등, 2012; Knekt 등,

2002; Yuan 등, 2012).

더덕(Codonopsis lanceolata)은 초롱꽃과 식물로 동의보감 등 고

서에서 폐의 기를 보한다고 기록된 바 있고(Hur 등, 2008; KIOM,

2014), 동북아시아에서 유래한 민간요법에서는 천식이나 기관지

염 등을 치료하는 약용 작물로 사용해왔다(Hur 등, 2008). 더덕

에는 탄닌, 사포닌 등의 생리활성 물질이 풍부하고 폐의 염증을

억제시킨다는 보고가 있으며(Lee 등, 2007b; Valavanidis 등, 2013;

Xu 등, 2008), 항염증 뿐만 아니라 천식, 기관지염, 기침, 경련,

고혈압 등에도 효과가 있다고 알려져 있다(Lee 등, 2005a; Seo 등,

2019; Shin 등, 2019). 한 편 미세먼지로 인하여 발생할 수 있는

폐 손상은 α-lipoic acid, 비타민 D, 감태 에탄올 추출물 등으로

억제할 수 있다는 연구가 발표된 바 있고(Lee 등, 2019a; Mann

등, 2017; Park 등, 2019), 전통적인 민간요법으로 사용해온 약용

식물로는 가자(Terminalia chebula)가 중국, 인도, 동남아시아 지

역 등에서 널리 사용된 것으로 알려져 있다(Wang 등, 2015). 가

자 열매의 단일 물질인 chebulic acid는 pulmonary alveolar

epithelial (PAE) 세포에서 도시미세먼지(urban particulate matter,

UPM)에 의한 ROS 생성을 억제하고 세포의 tight junction 을 보

호하는 효과가 연구된 바 있으며(Lee 등, 2007a; Lee 등, 2017),

UPM에 의한 상피-간엽 전이(epithelial-mesenchymal transition)의

진행을 억제함으로써 회복의 효과를 보인다는 연구가 있었다(Lee

등, 2019d). 그러나 가자는 국내 수입 및 섭취가 허용되지 않은

작물로 국내에서는 폐 질환 치료를 위한 약용식물로 더덕을 사

용해왔으나 이를 활용한 추출물이 UPM에 의한 폐 세포의 산화

스트레스로부터 발생하는 손상을 보호하는 효과에 대해서는 연

구가 부족한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 UPM에 의해 발생

한 산화스트레스로 폐 세포가 손상되고 전통적인 약용식물인 더

덕의 추출물이 이를 예방 및 보호하는 효과를 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

실험 재료

본 실험에 사용한 더덕은 3년산 고랭지 밭더덕으로 강원도 횡

성의 직판장에서 2019년 5월에 구입하여 사용하였다. Ascorbic

acid, dextrose, 2',7'-dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-

DA), dimethyl sulfoxide (DMSO), 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-

diphenyl tetrazolium bromide (MTT), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

(DPPH), Folin-Ciocalteu 시약, gallic acid, hydroxyethyl piperazine

ethane sulfonicacid (HEPES), sodium bicarbonate, sodium pyruvate,

2,4,6-tripyridyl-S-triazine (TPTZ) 등은 Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, USA)에서 구입하였다. Fetal bovine serum (FBS)와

penicillin, streptomycin 등은 Hyclone (Logan, UT, USA)에서 구

입하였으며, 그 외 Iron(III) chloride hexahydrate (FeCl3·6H2O,

Shinyo Pure Chemicals, Osaka, Japan), iron(II) sulfate heptahydrate

(FeSO4·7H2O, Showa Chemical, Tokyo, Japan), LeGene Premium

Express first-strand cDNA Synthesis System (Legene Biosciences,

San Diego, CA, USA), RNAiso PLUS (Takara Korea Biomedical,

Seoul, Korea), RPMI-1640 (Gibco Laboratories, Grand Island,

NY, USA), sodium carbonate (Samchun Chemicals, Seoul,

Korea), TOPrealTM qPCR 2xPreMIX SYBR green (Enzynomics,

Daejeon, Korea) 등을 구입하여 실험에 사용하였다.

더덕 에탄올 추출물(Ethanol extract of Codonopsis Lance-

olata, ECL)의 제조

ECL은 Lee 등(2019b)의 주정에탄올 추출 방법을 참고하여 다

음과 같이 제조하였다. 우선, 더덕에 묻은 흙과 이물을 제거하기

위해 흐르는 물에 세척 후 10×10 mm로 잘라 동결건조 하였다.

건조된 더덕 절편을 55% (v/v) 주정에탄올과 1:10의 무게 비율

(w/w)로 배합한 후, 약재 추출용 전기약탕기(HD-A80, Habdong

Machinery Co., Kyeongki, Korea)를 이용하여 60oC에서 4.5시간

동안 추출하였다. 추출물은 여과지(Whatman No.4, Clifton, NY,

USA)로 여과 후 회전감압증발기(Eyela, Tokyo, Japan)를 이용하여

주정에탄올을 제거하였다. 얻어진 더덕 농축액은 동결건조하여

분말 형태로 보관하였으며 사용 직전에 100 mg/mL의 농도로 증

류수에 희석하여 사용하였다.

총 폴리페놀 함량 측정

ECL에 함유된 총 폴리페놀 함량은 Hagerman 등(2000)의 Folin-

Ciocalteu 방법을 변형하여 실험에 사용하였다. 1 mg/mL의 ECL

시료는 Folin-Ciocalteu 시약 및 20% sodium carbonate 용액과

2:1:5 (v/v/v)의 비율로 섞은 뒤 암실에서 40분간 정치하였으며,

multiple reader (EL-808, BioTek, Winooski, VT, USA)를 사용하

여 750 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 표준곡선은 gallic acid

를 사용하여 작성하였으며, 결과는 표준곡선의 수식에 시료의 결

과값을 대입하여 ECL 건조물(dry matter, DM) g 당 gallic acid

환산 농도(gallic acid equivalent, GAE)로 표현하였다.

DPPH 자유 라디칼 소거능 측정

DPPH 자유 라디칼 소거능은 Kitagaki와 Tsugawa (1999)의 실

험 방법을 참고하였다. 다섯 포인트의 농도 구간으로 ECL 시료

(1.5-25 μg/mL)와 비교군으로 사용된 ascorbic acid (6.2-100 μg/mL)

를 단계적으로 희석하여 실험에 사용하였다. 각 농도의 시료 및
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비교군과 700 μM의 DPPH 시약을 섞은 다음 빛이 차단된 37oC

의 항온항습기에서 30분간 반응시켰다. 이후 515 nm 파장에서 흡

광도를 측정하였으며 결과는 시료가 첨가되지 않은 대조군 흡광

도에서 실험군의 흡광도를 빼준 뒤 이를 대조군의 흡광도로 나

누어 산출하였다. 최종적으로 DPPH 자유 라디칼을 50% 소거하

는 시료의 양(50% scavenging capacity, SC50)을 구하였다.

Ferric reducing antioxidant power (FRAP) 측정

FRAP은 Lee 등(2005b)의 방법에 따라 실험하였으며 ECL은

100 mg/mL로 제조하여 실험에 사용하였다. FRAP 시약은 300

mM acetate buffer (pH 3.6), 10 mM TPTZ/40 mM HCl 혼합물,

20 mM iron(III) chloride hexahydrate (FeCl3·6H2O)를 10:1:1

(v/v/v)의 비율로 혼합하여 제조하였다. 단계적으로 희석한 ECL

시료와 FRAP 시약을 각각 1:30 (v/v)의 비율로 섞어 37oC에서 5

분간 반응시킨 후 593 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 표준

곡선은 iron(II) sulfate heptahydrate (FeSO4·7H2O)를 사용하여 작

성하였으며 표준곡선 수식에 시료의 결과값을 대입하여 ECL의

DM g 당 μmol FeSO4·7H2O로 산출하였다.

세포 배양

인간 폐 상피 세포인 NCI-H441 (ATCC, Manassas, VA, USA)

세포는 2.0×105 cell/mL의 밀도로10% FBS (v/v)를 함유한 RPMI-

1640 배지를 이용하여 5%의 CO2 농도가 유지되는 인큐베이터

(37oC)에서 배양하였다. RPMI-1640 배지는 2.5 g/L dextrose, 2.4

g/L HEPES, 0.11 g/L sodium pyruvate, 2 g/L sodium bicarbonate

및100 units/mL의 penicillin과 streptomycin을 첨가하여 사용하였다.

UPM 표준 시료 제조

UPM (SRM 1648a)은 12개월 이상 Missouri 주의 St. Louis에

서 수집된 미립자 물질을 여과한 것으로 National Institutes of

Standards and Technology (Gaithersburg, MD, USA)에서 판매하

는 제품을 사용하였다. 실험 전 10 mg의 UPM을 1 mL의 DMSO

에 충분히 용해 후 여과하여 실험의 표준 시료로 사용하였다.

세포 생존율 측정

ECL 시료가 폐 상피 세포 사멸에 영향을 미치지 않는 농도를

설정하기 위해 MTT 검정 방법을 이용하였다(Lee 등, 2017). NCI-

H441 세포에 ECL 시료(25, 50, 100, 200 μg/mL)와 UPM (5, 10,

20 μg/mL)을 24시간 처리 후 상층액을 제거하고 MTT 시약을 첨

가하여 2시간 반응시켰다. MTT 용액을 제거한 후 DMSO로 불

용성 포마잔 결정을 용해시켜 540 nm의 파장에서 흡광도를 측정

하였으며, 결과는 시료가 첨가되지 않은 대조군 흡광도 값을 기

반으로 하여 실험군 흡광도 값의 백분율(%)을 산출하였다.

ROS 생성 측정

폐 상피 세포에서 UPM에 의해 생성되는 ROS를 측정하기 위

하여 Lee 등(2017)의 방법을 참고하였다. NCI-H441 세포에 ECL

시료를 각각 25, 50, 100 및 200 μg/mL의 농도로 24시간 동안 처

리하였으며, ECL 시료를 제거한 후 100 μM DCFH-DA를 분주하

여 37oC에서 30분 간 방치한 후 시약을 제거하였다. 이 후, UPM

10 μg/mL을 처리하여 24시간 동안 배양한 후 phosphate buffered

saline (PBS; pH 7.4)로 치환하였다. Multi-detection microplate

reader (HIDEX, Turku, Finland)를 사용하여 excitation (485 nm)과

emission (535 nm)을 측정함으로서 전환된 2′,7′-dichlorofluorescein

diacetate (DCF)의 값을 얻었으며 결과는 대조군 값을 기반으로

하여 실험군의 백분율(%)로 나타내었다.

RNA 추출 및 real-time PCR

NCI-H441 세포에 ECL 시료를 각각 50, 100, 200 μg/mL의 농

도로 24시간 동안 처리하였으며, ECL 시료를 제거하고 10 μg/mL

농도의 UPM을 6시간 동안 처리하였다. PBS로 2회 세척 후

RNAiso PLUS를 첨가하여 RNA를 추출하였고 LeGene Premium

Express first-strand cDNA Synthesis System을 이용하여 cDNA를

합성하였다. 폐 상피 세포의 tight junction을 확인하기 위해 합성

된 cDNA와 tight junction primer 및 TOPrealTM qPCR 2xPreMIX

SYBR green을 9:1:10 (v/v/v)으로 혼합 후 Bio-Rad IQ5 thermal

cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 사용하여 측정하였다.

PCR의 단계로 95oC 5분의 pre-denaturation 과정을 시행 후,

denaturation 과정은 95oC 10초, annealing 과정은 60oC 30초,

extension 과정은 72oC 20초로 총 40 cycle을 시행하였다. 실험에

사용한 primer의 염기서열은 Table 1에 제시하였으며, PCR 수행

후 각 유전자의 발현 결과는 각 유전자의 Ct값을 이용하여 β-actin

으로 보정하고 delta-delta-Ct (ΔΔCt)법으로 계산하여 나타내었다.

통계분석

모든 실험 결과는 3반복을 시행하였고 평균과 표준편차를 이

용하여 나타내었다. 실험결과에 대한 통계는 SAS version 9.4

(SAS institute, Cary, NC, USA) 프로그램을 이용하였으며 Student’s

Table 1. Real-time PCR primer sequences

Gene Oligonucleotide sequence Size

N-cadherin
sense, 5'-CGT GAA GGT TTG CCA GTG T-3'
antisense, 5'-GCA CAA GGA TAA GCA GGA TG-3'

128 bp

Fibronectin
sense, 5'-CTG GCC GAA AAT ACA TTG TAA A-3'
antisense, 5'-CCA CAG TCG GGT CAG GAG-3'

114 bp

Occludin
sense, 5'-ACA AGC GGT TTT ATC CAG AGT-3'
antisense, 5'-GTC ATC CAC AGG CGA AGT TAA T-3'

89 bp

ZO-1
sense, 5'-GCA GCT AGC CAG TGT ACA GTA TAC-3'
antisense, 5'-GCC TCA GAA ATC CAG CTT CAC GAA-3'

194 bp

Claudine 4
sense, 5'-CGG CCC ACA ACA TCA TCC AA-3'
antisense, 5'-GGC GGA GTA AGG CTT GTC T-3'

170 bp

β-Actin
sense, 5'-AGC GAG CAT CCC CCA AAG TT-3'
antisense, 5'-GGG CAC GAA GGC TCA TCA TT-3'

285 bp

N-cadherin, neural cadherin 2; ZO-1, zonula occludens
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t-test (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) 및 Duncan’s multiple

range test (p<0.05)를 실시하여 통계 처리하였다.

결과 및 고찰

ECL의 제조 단계별 수율

더덕으로부터 ECL 시료를 제조하는 추출 단계는 Fig. 1과 같

다. 추출 수율을 높이고 보관의 용이성을 위해 생더덕을 동결 건

조하여 더덕 내 함유된 수분을 제거하였다. 이 과정에서 약 22.4%

의 동결건조 수율을 얻었으며, 이를 통해 생더덕은 약 77.6%의

수분을 함유하고 있는 것을 확인할 수 있다. 다음 단계로 건조더

덕으로부터 추출, 여과, 진공농축 및 동결건조를 통해 ECL 시료

를 획득하였다. 이 과정에서 건조더덕을 기반으로 하였을 때 약

26.7%의 추출 수율을 얻었으며, 이는 생더덕을 기반으로 하였을

때 약 6.0%의 추출 수율로 환산되었다. 이는 ECL 시료를 제조

하는 추출 방법을 참고한 Lee 등(2019d)의 연구 결과와 비교하

여 1.7배 낮은 수율이었다.

Lee 등(2019d))의 연구에서는 건조더덕으로부터 추출, 여과, 진

공농축 및 동결건조 후 ECL 시료의 수율은 46.3%로 보고되었

다. 본 연구에서 시료로 사용한 더덕의 원산지(강원도 횡성), 수

확시기(3년근), 및 재배방법(밭더덕) 등을 선행 연구(Lee 등, 2019d)

와 동일하게 준비하였음에도 불구하고, 농작물인 관계로 재배 환

경인 토양 및 기후와 재배 시기 등에 영향을 받아 다양한 변형

이 있을 수 있으며 강원도 횡성 더덕 중 구체적인 생산지를 확

인할 수 없었던 점에서 농작물인 더덕 생물의 차이로부터 수율

의 차이가 발생한 것으로 판단된다. 또한 Lee 등(2019d)은 동결

건조더덕을 곱게 갈은 후 환류추출기를 사용하였으나 본 실험에

서는 10×10 mm의 절편으로 잘라 동결건조한 더덕을 전기약탕기

에서 침출시키는 과정에서 더덕 시료의 처리방법과 추출방법이

달라 추출 수율의 차이가 발생한 것으로 보여진다.

ECL의 항산화 활성 확인

ECL의 항산화 활성 분석 결과(Table 2), 총 폴리페놀 함량은

13.3±0.5 mg GAE/g DM으로 나타났으며, 이는 Jeon 등(2013)의

연구에서 검출한 70% 에탄올로 추출한 더덕 에탄올 추출물의 총

폴리페놀 함량(15.7±0.5 mg GAE/g)과 유사하였다. 또한, 본 실험

에서 FRAP 값은 28.5±0.3 μM FeSO4·7H2O/g DM으로 산출되었

고, 이는 Jeon 등(2013)의 연구에서 확인된 70% 에탄올로 추출

한 더덕 에탄올 추출물의 FRAP 값(29.5±3.0 μM Fe(II)/g)과 유사

한 항산화 활성을 보였다. 반면, DPPH 자유 라디칼 소거능의 경

우, ECL의 SC50은 17.4±0.3 mg DM/mL으로 나타났다. 이는 Song

등(2012)의 연구에서는 생더덕을 10배수(v/w)의 70% 에탄올 용

매를 사용하여 80oC에서 24시간 동안 수직 환류냉각기로 추출

후 진공농축 및 동결건조한 더덕추출물의 SC50은 6.04±0.01 mg/

mL로 검출된 결과와 비교해 보았을 때 본 연구의 추출 조건으

로 얻어진 ECL의 DPPH 자유 라디칼 소거능은 약 3배 정도 낮

은 것으로 나타났다.

Fig. 1. Scheme of ethanol extract from Codonopsis lanceolata (ECL).

Table 2. Antioxidant activities of the ethanol extract of

Codonopsis lanceolata (ECL)

　 Antioxidant activity3)

Total polyphenol (mg GAE1)/g DM2)) 13.29±0.50

DPPH SC50 (mg DM/mL)4) 17.41±0.34

FRAP (μM FeSO4·7H2O/g DM)5) 28.50±0.32

1)Total polyphenol contents of ECL was expressed as mg/g gallic acid
equivalent (GAE)
2)DM, Dry matter
3)Values are expressed as mean±standard deviation (SD) of triplicate
experiments.
4)DPPH, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
5)FRAP, Ferric reducing antioxidant power
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더덕은 탄닌, 폴리페놀, 스테로이드 등의 다양한 생리활성물질

을 포함한다고 보고된 바 있으며(Hur 등, 2008), 식물의 페놀 화

합물들이 자유 라디칼을 소거하고 항산화제를 환원시켜 항산화

활성이 나타나는 것으로 알려져 있다(Li 등, 2008). 자유 라디칼

은 체내에서 여러 과정을 통해 세포 및 기관에 손상을 입히고 스

트레스를 유발하기에 항산화 활성은 건강 증진과 밀접한 연관이

있다(Song 등, 2012). 본 연구에서 얻은 ECL 추출물은 추출 조

건이나 원물의 처리 방법 등에 따라 차이는 있으나 Jeon 등(2013)

및 Song 등(2012)의 연구 결과와 마찬가지로 항산화 활성을 나

타내는 것을 확인하였다.

ECL과 UPM의 폐 상피 세포 독성 확인

NCI-H441 세포에 ECL 및 UPM을 각각 24시간 처리 후 사멸

하지 않고 효과를 나타낼 수 있는 적절한 농도를 선정하기 위해

세포 생존율을 확인하였다(Fig. 2, 3). 산화스트레스 유발 물질로

사용할 UPM의 처리 농도는 Fig. 2의 결과를 기반으로 세포 독

성이 적으면서 ROS가 많이 생성되는 농도를 기준으로 선정하였

다. 농도별 UPM을 24시간 NCI-H441 세포에 처리 시 20 μg/mL

의 농도에서 세포 생존율이 67.9±3.2%로 낮아지는 경향을 보여

세포 독성이 나타나 선정에서 제외되었다(p<0.001). 그러나 10 μg/

mL의 UPM 처리 농도에서는 세포 생존율이 88.3±0.5%로 나타났

으며(p<0.001), 5 μg/mL의 농도에서는 p<0.05 이하에서 UPM이 처

리되지 않은 대조군(CON)과 유사한 수준 (95.9±1.7%)의 생존율

을 보여 NCI-H441 세포에 독성이 없음을 확인하였다(Fig. 2A).

또한, UPM 처리 농도 별 ROS 생성량을 확인한 결과(Fig. 2B),

세포 생존율이 대조군(CON)과 유사한 수준으로 나타났던 5 μg/

mL의 UPM 처리군에서는 p<0.05 이하에서 ROS 생성량이 대조

군(CON)과 비교하여 유의적인 차이가 나타나지 않아 선정에서

제외되었으며, 10 μg/mL의 농도에서 대조군(CON)보다 40% 이상

높은 ROS가 생성되어(p<0.001), 10 μg/mL의 UPM은 UPM 처리

에 따른 효과를 비교할 수 있는 가장 적합한 농도라고 판단하여

최종적으로 실험에 사용하였다.

ECL은 25, 50, 100, 200 μg/mL의 모든 농도에서 세포 생존율

이 95.3-97.9%로 나타나 모든 더덕 농도 구간에서 폐 상피 세포

에 독성을 보이지 않았다(p<0.05, Fig. 3). 또한 ECL (25, 50,

100, 200 μg/mL)을 24시간 전처리 후 10 μg/mL의 UPM을 24시간

처리한 결과, 모든 실험군의 세포 생존율은 81.2-86.8%로 나타났

으며, UPM 단독 처리군(91.3±5.3)과 비교하여 조금 낮아지는 경

향은 보였으나 p<0.05에서 유의적인 차이가 나타나지 않았다(Fig.

4A).

ECL의 미세먼지 유도성 산화 스트레스 발생 억제 효과

본 연구에서는 UPM으로 인한 ROS 생성량 증가와 ECL에 의

한 ROS 생성 예방효과를 확인하고자 하였다. Fig. 4B에 나타난

바와 같이, UPM만 단독으로 처리한 경우(255.1±10.4%), 세포 내

ROS 생성량이 대조군(100.0±10.1%)과 비교하여 유의적으로 2.5

배 증가하였다. 반면, ECL을 처리 후 UPM을 처리한 모든 실험

Fig. 2. Effect of exposure to urban particulate matter (UPM) on

viability and reactive oxygen species (ROS) production of NCI-

H441 cells. NCI-H441 cells (2×105 cells/mL) were incubated with
different concentration of UPM (5, 10, and 20 μg/mL) for 24 h. (A)
Cell viability was measured by MTT assay. (B) ROS production was
measured to be converted from 2′,7'-dichlorodihydrofluorescein
diacetate (DCFH-DA) to 2′,7′-dichlorofluorescein diacetate (DCF-
DA). Cell viability and ROS production were expressed as a
percentage of the control (CON). Values are expressed as mean±
standard deviation (SD) of triplicate experiments. *p<0.05,
**p<0.01, and ***p<0.001 are compared to control according to
Student’s t-test. n.s. is not significant compared to control at p<0.05
according to Student’s t-test. 

Fig. 3. Effect of ECL on viability of NCI-H441 cells. NCI-H441
cells (2×105 cells/mL) were incubated with different concentration
of ECL (25, 50, 100, and 200 μg /mL) for 24 h. Cell viability was
measured by MTT assay and was expressed as a percentage of the
CON. Values are expressed as mean ± SD of triplicate experiments.
n.s. is not significant compared to control at p<0.05 according to
Student’s t-test.
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군에서 UPM에 의한 ROS 생성량이 UPM 단독 처리군에 비해

감소하였으며, 특히 25-100 μg/mL의 ECL 농도 구간에서는 처리

농도가 증가함에 따라 ROS의 생성량이 농도 의존적으로 감소하

였다. 100 μg/mL의 ECL 처리군에서 ROS 생성량(153.1±8.9%)은

UPM 단독 처리군과 비교하여 약 40% 감소하였으며 감소폭은

최대로 나타났다. 또한 200 μg/mL의 ECL 처리군(146.1±10.6%)에

서는 100 μg/mL의 ECL 처리군과 유사한 수준의 ROS 생성량을

보였으며, 유의적인 농도 의존성은 관찰되지 않았다.

UPM에 의해 생성된 ROS를 저감시키는 물질로서 감태 에탄올

추출물, chebulic acid, α-lipoic acid 등의 원료를 이용한 연구가

알려져 있다(Lee 등, 2017; Lee 등, 2019a; Lee 등, 2019d; Park

등, 2019). Park 등(2019)의 연구에 따르면 감태 에탄올 추출물

(100 μg/mL)은 폐세포(A549)에서 UPM 단독 처리군보다 ROS 생

성량을 약 25%로 감소시켰고, Lee 등(2017)의 연구에서는 폐 상

피세포(NCI-H441)에 10 μM의 농도로 chebulic acid를 전처리한 경

우 10 μg/mL의 UPM 단독 처리군보다 ROS 생성량을 약 50% 수

준으로 저감시켰다. 또한 Lee 등(2019a)의 연구에서는 α-lipoic acid

100 μM와 UPM 200 μg/mL를 동시 처리 시 UPM 단독처리구보

다 ROS 생성량을 약 50% 정도 감소시키는 것으로 나타났다. 이

와 같이 본 연구의 ECL (100 μg/mL)도 UPM으로 인해 유발되

는 ROS 발생량을 다른 연구에서와 유사한 수준까지 효과적으로

낮추는 것으로 확인되었다.

ECL의 폐 상피 세포 tight junction 보호 효과

Tight junction은 세포 사이의 단백질 복합체로서 내피 및 상피

세포층에서 신호를 전달하고 상피세포들 간 물질이동, 유전자 발

현을 조절하며 세포의 구조적 안정성을 부여하고 항상성을 유지

해준다(Cunningham과 Turner, 2012; Gumbiner, 1987; Vermette

등, 2018). 이러한 tight junction은 occludin, junctional adhesion

molecules (JAMs) 및 claudins 등으로 구성되어 있으며, 이들이 정

상적으로 발현되지 않을 시 모세관 누출, 폐부종, 복합장기부전

등의 기능적인 장애를 나타내는 것으로 알려져 있다(Vermette 등,

2018). Zhao 등(2018)에 따르면 미세먼지에 의해 발생한 ROS는

세포 투과성을 높이고 transepithelial electric resistance (TER)의

기능을 저하시키는 등 tight junction 단백질의 기능에 영향을 주

어 코 상피 장벽의 붕괴를 초래한다고 하였으며, Lee 등(2020)은

UPM으로 인하여 발생한 ROS는 염증 사이토카인의 발현양을 증

가시키고 zonula occludens (ZO)-1, occludin 및 claudin-1과 같은

tight junction 단백질의 발현양을 감소시킨다고 하였다. 이와 같

이 UPM에 의해 생성된 ROS는 tight junction의 기능 장애를 유

발하는 요인 중 하나로 tight junction을 구성하는 마커들의 발현

정도를 비교함으로써 UPM에 의한 손상과 ECL 시료의 전처리에

의한 보호 효과를 확인하고자 하였다.

세포 사이의 접착에 관여하는 것으로 알려진 neural (N)-cadherin

(Chosa와 Ishisaki, 2018)은 대조군에서의 발현양을 기준으로 하였

을 때 폐 상피 세포에 UPM을 단독으로 처리한 군(0.42±0.04)에

서 아무것도 처리되지 않은 대조군(1.00±0.04)에 비해 유의적으로

약 58%의 감소를 보였다. 50 μg/mL의 ECL을 전처리한 실험군

(0.48±0.01)에서는 UPM 단독 처리군과 비교하여 유의적인 차이

가 관찰되지 않았으나, 100 μg/mL (0.78±0.10) 및 200 μg/mL의

ECL을 전처리한 실험군(0.97±0.13)에서 UPM 처리로 인한 N-

cadherin의 발현 감소를 농도 의존적인 효과를 보이며 막아주는

것으로 나타났다(Fig. 5A).

세포 외 기질 간 연결 및 결합을 담당하는 fibronectin은 젤라

틴과 같이 분자에 결합하여 tight junction으로서의 기능을 수행하

는 것으로 알려져 있다(Pankov와 Yamada, 2002). Fig. 5B에서 나

타난 바와 같이, fibronectin은 UPM 단독으로 처리한 군

(0.30±0.10)은 아무것도 처리되지 않은 대조군(1.00±0.12)의 발현

양을 기준으로 약 70%의 감소를 나타내었다. 50 μg/mL의 ECL을

전처리한 실험군(0.29±0.02)에서는 UPM 단독 처리군과 비교하여

유의적인 차이가 관찰되지 않았으나, 100 μg/mL (0.46±0.07) 및

200 μg/mL의 ECL을 전처리한 실험군(0.86±0.07)에서 UPM 처리

로 인한 fibronectin 발현양 감소를 농도 의존적인 효과를 보이며

회복시켜주는 양상을 보였다.

Occludin은 외부 환경으로부터 상피세포를 보호하는 역할을 하

며(Beeman 등, 2009), 이는 UPM 단독 처리에 의한 발현양(0.59±

0.12)이 아무것도 처리되지 않은 대조군(1.00±0.07)의 발현양을 기

준으로 약 41% 감소하였다. 모든 ECL 처리 농도에서 UPM 단

독 처리군과 비교하여 유의적인 차이를 보이며 대조군과 유사한

수준으로 occludin 발현이 나타남을 확인하였으며, 특히 200 μg/

mL의 ECL을 전처리한 실험군에서 occludin의 발현양(1.15±0.08)

Fig. 4. Effect of ECL pre-treatment before UPM on viability and
ROS production of NCI-H441 cells. NCI-H441 cells (2×105 cells/
mL) were incubated with different concentration of ECL (25, 50,
100, and 200 μg/mL) for 24 h and then were incubated with UPM
(10 μg/mL) for 24 h. (A) Cell viability was measured by MTT assay.
(B) ROS production was measured to be converted from DCFH-DA
to DCF-DA. Cell viability and ROS production were expressed as a
percentage of the CON. Values are expressed as mean±SD of
triplicate experiments. Different letters are significantly different at
p<0.05 and each value is according to Duncan’s multiple range test.
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이 아무것도 처리되지 않은 대조군 수준 이상으로 유의미한 증

가를 보였다(Fig. 5C).

ZO-1은 단백질 수용체로서 세포 사이를 연결하는 역할을 하는

tight junction이다(Vermette 등, 2018). Fig. 5D의 결과에서, ZO-1

은 UPM 단독으로 처리한 군(0.70±0.03)은 아무것도 처리되지 않

은 대조군(1.00±0.05)의 발현양을 기준으로 약 30%의 감소를 보

였다. 50 μg/mL의 ECL을 전처리한 실험군(0.67±0.04)에서는 UPM

단독 처리군과 비교하여 유의적인 차이가 관찰되지 않았으나, 100

및 200 μg/mL의 ECL을 전처리한 실험군에서는 ZO-1의 발현양이

각각 0.76±0.02 및 0.89±0.07으로 나타났으며 이는 ECL의 전처

리로 인해 농도 의존적으로 UPM에 의한 ZO-1의 발현양 감소를

방지하였음을 나타내었다.

Claudin-4는 폐포에서 이물을 제거하는 역할을 하며 세포 사이

의 장벽 기능을 한다고 보고된 바 있다(Wray 등, 2009). Fig. 5E

에서 나타난 바와 같이, UPM 단독으로 처리한 군(0.64±0.11)은

아무것도 처리되지 않은 대조군(1.00±0.13)의 발현양을 기준으로

Fig. 5. Effect of ECL pre-treatment before UPM on tight

junction expression levels of NCI-H441 cells. NCI-H441 cells
(2×105 cells/mL) were incubated with different concentration of
ECL (50, 100, and 200 μg/mL) for 24 h and then were incubated
with UPM (10 μg/mL) for 24 h. (A) Neural (N)-cadherin, (B)
fibronectin, (C) occludin, (D) zonula occludens (ZO)-1, and (E)
claudin-4 mRNA expression levels were determined using
quantitative real-time PCR (qRT-PCR). Values are expressed as
mean±SD of triplicate experiments. Different letters are
significantly different at p<0.05 and each value is according to
Duncan’s multiple range test.
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약 36%가 감소하였으며, ECL을 전처리한 실험군에서 claudin-4

의 발현양은 각각 0.82±0.02 (50 μg/mL 처리군), 1.04±0.10 (100

μg/mL 처리군) 및 1.52±0.02 (200 μg/mL처리군)로 농도 의존적인

효과를 보이며 UPM에 의한 claudin-4의 발현양 감소를 유의적으

로 억제하였다.

요 약

본 연구에서는 UPM에 의해 유발되는 NCI-H441 세포 내 ROS

생성과 그에 따른 tight junction 단백질(N-cadherin, fibronectin,

occluding, ZO-1, 및 claudin-4 등)의 발현 억제를 확인하였고 ECL

의 전처리로 인하여 해당 ROS 생성 및 tight junction 단백질 발

현 억제 현상이 완화되는 보호효과를 확인하였다. 그 결과, 폐 세

포에서 UPM에 의해 유발된 산화 스트레스 및 tight junction 단

백질의 발현 감소가 ECL을 선 처리함으로써 억제되어 결과적으

로 산화 스트레스와 같은 미세먼지에 의한 폐 손상으로부터 보

호 효과를 나타내고 tight junction 수준의 유지를 확인하였다. 이

러한 결과를 통해 ECL 추출물은 폐와 기관지의 보호효과를 나

타내며 폐 관련 질병의 예방효과가 있는 기능성 천연 물질로써

활용이 가능할 것으로 기대된다.
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