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Abstract Callus cultivation is a method for producing a large

amount of tissue of a plant in the laboratory, regardless of the

environment. Lycoris chejuensis, a plant species native to jeju

island, is a member of the Lycoris family has been used as a

traditional medicine for the treatment of diverse diseases. In this

study, we evaluated anti-inflammatory effect of biorenovated

Lycoris chejuensis callus (LCB) in lipopolysaccharide (LPS)-

induced RAW264.7 cells. As a result, LCB was less toxic to the

cells in the concentration range of 25, 50, and 100 μg/mL as

shown by the improved viability of LCB treated cells than

compared to Lycoris chejuensis callus (LC) treatment. In addition,

LCB inhibited the generation of NO and prostaglandin E2 through

the suppression of inducible nitric oxide synthase and cyclo-

oxygenase-2 protein expression. LCB also attenuated the

expression of interleukin-1β, interleukin-6 and tumor necrosis

factor-α induced by LPS. The results suggest that LCB has anti-

inflammatory activity on the LPS-induced inflammatory response

and may be suitable for the development of potent functional

cosmetic material.
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서 론

염증은 인체에 침입한 외인적 병원체 또는 내인적인 자극에 의

해 발생하는 매우 복잡한 선천적 면역반응으로 인체 내 대부분

의 기관에서 유발되며 급성(acute)과 만성(chronic)으로 나누어

진다[1]. 그 중 만성 염증은 외부에서 침입한 병균이 없는 상태

에서도 면역세포가 지속적으로 활성화되어 강력한 염증유발물

질을 끊임없이 생성하는 현상을 말하는데, 인체 내 주요 면역

세포로 알려진 대식세포(macrophage)는 체내 모든 조직에 분포

하며 활성화될 경우 pro-inflammatory cytokines, prostaglandin

E2 (PGE2), free radicals와 같은 매개물질들을 분비함으로써 염

증을 매개하는 것으로 알려져 있다[2-3]. 그람 음성 박테리아의

외벽의 독소 성분인 lipopolysaccharide (LPS)는 대표적인 염증

유발 물질로, 대식세포로부터 tumor necrosis factor-α (TNF-α),

interleukin-6 (IL-6) 및 interleukin-1β (IL-1β)의 생성을 유도하

며 nuclear factor-κB (NF-κB) 경로를 활성화하여 염증 유도 유

전자인 cyclooxygenase-2 (COX-2)와 inducible nitric oxide

synthase (iNOS)의 발현을 촉진하는 주요 메커니즘으로 작용한

다[4-6]. 염증 부위에서 발현되는 COX-2는 phospholipase A2에

의해 세포막 인지질로부터 유리된 arachidonic acid를 prostaglandin

H2로 전환하는 과정에 관여하는 효소이며 지속적으로 발현될

경우 암을 유발 혹은 악화시키거나 심혈관계 질병 및 알츠하이

머 질병을 유발하는 것으로 알려져 있다[7-9]. 또한, iNOS는

neuronal NOS (nNOS) 및 endothelial NOS (eNOS)와 달리

radical인 nitric oxide (NO)의 과 발현을 유도하여 조직 손상,

유전자 변이를 유발하고 동맥경화증, 천식 및 류마티스관절염

등 심각한 염증 질환을 유발한다[10-12]. 따라서, 이러한 염증

매개 물질의 억제효과를 조사함으로써 항염증제로서의 가능성

을 평가할 수 있다.

상사화(Lycoris Herb.)는 수선화의 다년생 초본식물로 주로 한

국과 중국, 일본에 생육하는 것으로 알려져 있으며 붉노랑상사

화(L. flavescens)와 진노랑상사화(L. chinensis var. sinuolata),
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위도상사화(L. uydoensis), 백양꽃(L. sanguinea var. koreana),

제주상사화(L. chejuensis) 5종은 우리나라에 자생하는 특산 식

물이다[13]. 본 연구에서 사용된 제주상사화(L. chejuensis)는 연

한 노란색 꽃을 피워 관상용으로의 가치가 높을 뿐 아니라 인

경에 30% 이상의 전분이 포함되어 있어 식용이 가능한 구황작

물로도 활용되어 왔다. 제주상사화는 알칼로이드 성분인

lycoricidine, lycoricidinol, lycorine, lycorenine, lycoramine 등

을 포함하여 다양한 약리적성분을 함유한 것으로 알려져 있으

며 우리나라에 자생하는 상사화 속 식물 중 살균력이 있다고

알려진 lycorine의 함량이 가장 높은 것으로 확인되었다[14,15].

또한, 최근에는 구근에서 분리된 성분인 7-Deoxy-trans-

narciclasine의 염증 억제 효능이 보고된 바 있다[16]. 반면 제주

상사화는 종자 번식이 이루어지지 않고 구근을 통해 번식이 이

루어지며 소수의 개체가 자생하는 특징을 갖는데, 식물 소재를

산업적으로 사용하기 위해서는 균일한 품질을 가진 식물체 확

보가 요구되므로 소재 개발에 있어 연구가 지속적으로 필요하

다고 볼 수 있다. 따라서, 본 연구에서는 식물의 종 특성을 벗

어나 계절, 기상, 병충해 등 환경적 요인에 관계없이 대량화 할

수 있는 제주상사화 식물조직배양체(callus)를 사용하였으며 그

활용가치를 증진시키고자 친환경 생물전환 기법인 biorenovation

을 적용하였다. Biorenovation은 미생물의 효소 작용을 이용하

여 분자의 구조 수정을 유도하는 기법으로, 이전 연구 결과 다

양한 천연물을 대상으로 독성 감소, 기능성 상승을 유도하여 부

가가치가 높은 고 기능성 소재 개발에 기여할 수 있을 것으로

기대된다[17,18].

따라서 본 연구에서는 생물 전환된 제주상사화 callus 추출물이

LPS로 유도된 RAW 264.7 세포의 여러 염증 인자 생성에 미

치는 영향을 조사함으로써 향후 염증과 관련된 질환의 예방 및

치료를 위한 효과적인 항염증 소재로의 활용가능성을 조사하고

자 하였다.

재료 및 방법

제주상사화 callus 추출물 제조

본 연구에 사용된 제주상사화(Lycoris chejuensis) callus는 한국

생명공학연구원 생물자원센터로부터 제공받았다. 본 callus는

0.43% (w/v) Murashige & Skoog, 0.01% (w/v) myo-inositol,

3% (w/v) sucrose, 0.4% (w/v) gelrite (Duchefa Biochemie,

Haarlem, NH, NLD), 0.4 mg/L thiamine HCl, 1 mg/L 2,4-

dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D, Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA)가 첨가된 고체 배지를 사용하여 25 oC, 암 조건에서

한 달 간격으로 배양을 하였다. 이후 건조 분쇄된 callus 1 g에

대하여 10배의 정제수를 첨가하여 70 oC에서 2회 반복하여 열

수추출을 진행하였으며 추출액은 paper filter로 여과한 뒤 감압

농축한 다음 동결건조기(HC3110, Hanil Scientific Inc., Gimpo,

Korea)를 사용하여 시료 화 하였다.

미생물 배양 및 biorenovation 반응

본 연구의 생물전환 기법에 사용된 Bacillus siamesis JD3-7균

주(KACC 92346P)는 제주도 재래 간장에서 분리하였으며

Luria-bertani broth (LB, BD Biosciences, San Jose, CA,

USA) 배지를 사용하여 30 oC, 180 rpm 조건으로 16시간 동안

배양하였다. 이후 원심분리(4500 g, 15 min, 4 oC)하여 미생물

pellet을 수득하였으며, 잔여 배지를 제거하기 위하여 PG buffer

(50 mM Phosphate buffer, 2% Glycerin)로 2회 세척하였다. 세

척된 미생물 현탁액에 제주상사화 callus 건조 시료(LC)를 100

mg을 첨가하여 30 oC, 180 rpm 조건으로 72시간 동안 반응하였

다. 이때 LC를 첨가한 biorenovation 반응물을 LCB, LC를 첨

가하지 않은 pellet 현탁액을 대조군(BJ)으로 표기하였으며 반응

종료 후 원심분리(4500 g, 15 min, 4 oC)하여 얻어진 상등액을

동결건조기로 건조하여 실험에 사용하였다.

Biorenovation 전환물의 HPLC 분석

LC, LCB 및 대조군인 BJ의 HPLC 분석을 위해 Shim-pack

GIS C18 Column, 5 μm ODS, 250×4.6 mm I.D. (227-30106-

08, Shimadzu Scientific Instruments, Inc., Baltimore, DC, USA)

와 Shimadzu Spectro Monitor 3200 digital UV/Vis detector

(228-42593-43, Shimadzu Scientific Instruments, Inc.)을 사용

하였다. 이동상 용매로는 0.1%의 Trifluoroacetic acid (Samchun,

Pyeongtaek, Korea)가 첨가된 H2O (Solvent A)와 acetonitrile

(Solvent B, Sigma-Aldrich)를 사용하였으며 column 온도 40 oC,

유속 1.0 mL/min 조건하에 Solvent A: 90%, Solvent B: 10%

에서 Solvent A: 0%, Solvent B: 100%가 되는 gradient 조건

으로 254 nm의 파장에서 30분 동안 분석을 진행하였다.

실험 재료 및 세포배양

염증 모델로 사용된 mouse 유래 macrophage cell line인 RAW

264.7 세포는 한국세포주은행에서 분양 받았으며 세포주의 배

양에는 10% fetal bovine serum과 100 U/mL penicillin, 100

μg/mL streptomycin을 Dulbecco’s Modified Eagle Medium

(DMEM, Gibco, Grand Island, NY, USA)에 첨가한 배지를

사용하였으며 CO2 incubator (BB15 CO2 incubator, Thermo

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에서 2일을 주기로 계대

배양하여 안정화한 뒤 실험에 사용하였다. 또한 본 실험에 사

용된 LPS (L6529)는 Sigma-Aldrich에서 구입하였다.

세포 독성 측정

시료가 RAW264.7 세포의 생존에 미치는 영향을 조사하고자 살

아있는 세포의 미토콘드리아에서 mitochondrial reductase에 의

해 보라색의 MTT formazan (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyl-tetrazolium bromide)을 형성하는 원리를 이용한 MTT

assay를 수행하였다[19,20]. 24-well plate에 RAW 264.7 세포를

7.0×104 cells/well의 농도로 접종하여 37 oC, 5% CO2 incubator

에서 24시간 전 배양한 후 시료(25, 50, 100 μg/mL)와 LPS (1

μg/mL)를 병용 처리하여 24시간 동안 배양한 후 세포에 MTT

시약을 첨가하여 incubator에서 3시간 동안 반응하였다. 이후 형

성된 formazan blue를 500 μL의 DMSO로 용해한 뒤 100 μL

를 96-well plate에 옮겨 microplate reader (Multiskan GO

spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific)를 이용하여 570

nm에서 흡광도를 측정하였다.

NO 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 세포를 24-well plate에 7.0×104 cells/well의 농도
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로 분주하여 37 oC, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 전 배

양한 후 LPS (1 μg/mL)와 세 시료(25, 50, 100 μg/mL)를 처리

하여 24시간동안 염증을 유도하였다. 이후 96-well plate에 세포

배양 배지 100 μL와 Griess 시약 [1% (w/v) sulfanilamide,

0.1% (w/v) naphylethylenediamine in 2.5% (v/v) phosphoric

acid] 100 μL를 1:1로 혼합하여 10분간 암반응 시킨 후

microplate reader를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Prostaglandin E2 (PGE2) 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 세포를 24-well plate에 7.0×104 cells/well 농도로

접종하여 37 oC, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 전 배양한

후 LPS (1 μg/mL)와 LCB (25, 50, 100 μg/mL)를 처리하여

24시간 동안 염증을 유도하였다. 회수한 배양 배지는 원심 분

리(15,928 g, 3 min) 동안 원심 분리하여 침전물을 제거한 후

PGE2 측정에 사용하였으며 배양 배지 내의 PGE2는 mouse

enzyme-linked immnunosorbent assay (ELISA) kit (KGE004B,

R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 측정

하였다.

Western blot analysis

단백질의 발현을 확인하기 위해 RAW 264.7 세포를 6-well

plate에 4×105 cells/well의 농도로 접종한 뒤 37 oC, 5% CO2

incubator에서 24시간 동안 전 배양한 다음 희석한 LCB (25,

50, 100 μg/mL)와 LPS (1 μg/mL)를 처리하여 동일한 조건에서

24시간 반응하였다. 이후 세포를 PBS로 2회 세척한 뒤 lysis

buffer [1×RIPA (Biosesang, Seongnam, Korea), 1 mM phenyl-

methylsulfonyl fluoride, 1 mM Na3VO4, 1 mM NaF, 1 μg/mL

aprotinin, 1 μg/mL pepstatin, and 1 μg/mL leupeptin]를 첨가하

여 40분 동안 lysis를 수행한 다음 원심 분리(4 oC, 15,928 g,

30 min)하여 회수한 상층액을 BCA kit (Thermo Fisher

Scientific)를 이용하여 정량 하였다. 이후 20 μg의 단백질을

10% polyacrylamide를 함유한 10% SDS-PAGE gel에서 전기

영동하여 분리한 뒤 poly-vinylidene difluoride (PVDF, Bio-

Rad, Hercules, CA, USA)에 전이하였다. 전이된 membrane은

5% skim milk (sol. TBST)에서 blocking한 다음 TBST로 10

분간 3회 세척하여 1차 항체 iNOS antibody (AHP2399,

1:1,000, Bio-Rad), COX-2 antibody (100-401-226, 1:1,000,

Rockland Immunochemicals, Inc., Pottstown, PA, USA), β-

actin antibody clone AC-74 (VMA00048, 1:10,000, Sigma-

Aldrich)와 4 oC에서 overnight하였다. 이후 membrane을 TBST

로 10분간 3회 세척한 다음 1:10,000 비율로 희석한 2차 항체

(Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA)와 실온

에서 90분 동안 반응한 뒤 ECL kit (Bio-Rad)와 반응시켜

imaging densitometer (model GS-700, Bio-rad)를 통해 현상하

였다. 발현된 단백질은 imageJ program (1.52v, NIH, Bethesda,

MD, USA)을 이용하여 β-actin 대비 iNOS와 COX-2의 발현량

의 면적을 정량화하여 그래프로 표기하였다.

Pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-6, IL-1β) 생성 억

제 활성 측정

RAW 264.7 세포를 24-well plate에 7.0×104 cells/well의 농도

로 분주하여 37 oC, 5% CO2 incubator에서 24시간 전 배양한

후 LCB (25, 50, 100 μg/mL)와 LPS (1 μg/mL)를 처리하여

동일한 조건에서 24시간 반응하였다. 이후 배양 배지를 원심분

리(15,928 g, 3 min) 하여 침전물을 제거한 상등액에 존재하는

pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-6, IL-1β)의 생성량을

측정하였으며 측정에는 Mouse TNF-α ELISA Kit (Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA), Mouse IL-6 ELISA Kit (BD Biosciences),

Mouse IL-1β ELISA Kit (R&D Systems Inc.)를 이용하였다.

통계처리

모든 실험은 3회 반복하여 측정하였으며 그 결과는 평균값±표

준편차로 나타냈다. 또한 통계적 분석은 각 처리 구간의 유의

성(*p <0.05; **p <0.01)을 검증을 위해 분산분석(analysis of

variance, ANOVA)후 student’s t-test로 다중 비교를 실시하였다.

결과 및 고찰

Biorenovation 전환물의 HPLC 분석

LC, LCB와 대조군인 BJ의 HPLC 분석을 진행한 결과, LCB의

20-25 min에서 기존 LC에서는 존재하지 않는 신규 peak를 확

인할 수 있었다(Fig. 1). 이는 김 등의[21]에서 연구된 결과에서

볼 수 있듯 생물 전환 과정에서 생화학적인 반응에 의해 추출

물 내 존재하는 다양한 성분에서 구조적 변화가 유도되었을 가

능성을 제시하며 분자의 생물학적, 물리적 특성은 서로 다른 작

용기와 밀접한 관련이 있으므로 이러한 변화가 생리활성 변화

로 이어질 수 있을 것으로 판단되어 LPS로 유도된 RAW

264.7 세포에서 항염증 효능을 평가하였다.

세포 독성 비교

본 실험에서는 LC, LCB 및 BJ가 세포의 생존에 미치는 영향

을 조사하고자 RAW 264.7 세포에 LPS (1 μg/mL)와 시료(25,

50, 100 μg/mL)를 병용처리하여 MTT assay를 수행하였다. 25,

50, 100 μg/mL 농도에서 LC를 처리한 세포의 생존율은 77.8,

66.4, 53.7%로 농도가 증가함에 따라 감소하는 경향을 보인 반

면 LCB를 처리한 세포의 생존율은 91.4, 89.5, 88.3%로 LC보

다 높은 세포 생존율이 확인되었다(Fig. 1). 세포 독성 비교 결

과 LCB에서 LC 대비 개선된 세포생존율이 확인되었으므로 그

활용 가능성을 검토할 필요가 있다고 판단되어 NO assay,

ELISA, western blot을 수행하였으며 LCB가 세포생존율에 영

향을 미치지 않는 범위인 25, 50, 100 μg/mL 농도를 사용하여

실험을 진행하였다.

NO 생성 억제 활성 비교

NO는 높은 반응성을 가진 free radical의 일종으로 혈관확장

(vasodilation), 비선택적 숙주방어(nonspecific host defense) 등

의 작용을 하지만 LPS 등과 같은 염증유발인자 및 암 발생인

자에 의한 지속적인 과발현은 만성 염증(chronic inflammation),

천식(asthma), 퇴행성 뇌질환(neurodegenerative disease), 다발성

경화증(multiple sclerosis), 관절염(arthritis), 암의 진행 및 악화

등을 유발한다[22]. 염증반응에서 대표적으로 사용되는 LPS의

병용 처리는 시료 처리에 대한 세포의 민감성을 증가시켜 세포

활성 여부의 판단을 용이하게 할 수 있으므로 LPS (1 μg/mL)
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와 LCB (25, 50, 100 μg/mL)를 병용 처리한 뒤 생성된 NO의

양을 측정하였다. 그 결과, LC는 각 농도에서 NO의 생성을

24.0, 41.2, 74.0% 억제하였으며 LCB는 22.7, 49.6, 77.0% 억

제하여 NO를 유사한 경향으로 억제하는 것으로 확인되었으나

Fig. 1에 의하면 LC의 활성은 세포독성에 의한 것으로 판단된

다(Fig. 2). 또한 BJ를 처리한 세포에서는 NO의 감소 경향이

관찰되지 않았다.

PGE2 생성 억제 활성 비교

이전 실험 결과로부터 LCB가 NO의 억제에 유효한 활성을 나

타냈으므로 추가적인 실험을 진행하였다. PGE2는 염증이나, 혈

소판 응집(platelet aggregation), 신경전달물질의 분비(neurotrans-

mitter release) 등과 같이 생리적이거나 병리적인 체내 변화에

관여하는 prostaglandin의 하나로 혈관 확장, 부종, 발열, 동통

등을 매개하며 류마티스 관절염에서의 염증반응과 조직 파괴 기

전에 중요한 역할을 한다[23]. 따라서 본 실험에서는 LPS로 자

극한 RAW264.7 세포에 LCB를 25, 50, 100 μg/mL 농도로 처

리하여 PGE2의 생성에 미치는 영향을 조사하고자 하였다. 실험

결과 LCB는 평가된 농도 중 가장 저농도인 25 μg/mL부터 유

효한 PGE2의 억제 활성을 보였으며 농도가 증가함에 따라 활

성이 증가하는 것으로 확인되었다(Fig. 3).

iNOS 및 COX-2 발현 억제 활성 비교

iNOS는 NO의 합성과 밀접한 연관이 있는 효소로 상피세포와

신경에 존재하는 eNOS와 nNOS에 의하여 소량 생성되는 NO

는 혈관확장과 신경전달 등 정상적인 생리 기능을 조절하지만

염증반응 시 대식세포에서 유도되는 iNOS에 의하여 과량 생성

되는 NO는 자가 면역 질환, 염증성 질환 및 패혈증을 초래한

다[24]. 또한, COX-2는 cyclooxygenase와 peroxidase 활성을

모두 가지고 있는 효소로 조직 내에서 일정하게 발현되는 cyclo-

oxygenase-1, cyclooxygenase-3와 달리 interleukin-1, TNF-α 및

LPS 등에 의해 macrophage나 monocyte 등의 세포에서만 과발

Fig. 1 HPLC chromatogram of Lycoris chejuensis callus extract (LC), biorenovated L. chejuensis callus extract (LCB) and Bacillus siamensis JD3-7

(BJ). The chromatogram showed (A) LC (B) LCB and (C) BJ analyzed at a wavelength of 254 nm

Fig. 2 Cell viability of LC, LCB and BJ in LPS-stimulated RAW 264.7

cell by the MTT assay. The production of cell viability was assayed in

the culture medium of cells stimulated with LPS (1 μg/mL) for 24 h in

the presence of LC, LCB and BJ (25, 50 and 100 μg/mL). Result is

expressed as percentages compared to the respective values obtained for

the control (untreated cells)

Fig. 3 Inhibitory effects of LC, LCB and BJ on nitric oxide production in

RAW 264.7 cells. The production of nitric oxide was assayed in the

culture medium of cells stimulated with LPS (1 μg/mL) for 24 h in the

presence of LC, LCB and BJ (25, 50 and 100 μg/mL). The results are

presented as the relative percentage of the control (untreated cells). Data

points are expressed as the mean ± standard deviation. The mean of each

sample group was compared to the mean of the LPS-treated group,

*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001
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현되어 PGE2를 포함한 염증 관련 인자들의 생성을 촉진하는 것

으로 알려져 있다[25]. 따라서 염증반응에서 NO와 PGE2의 생

성은 iNOS와 COX-2의 발현에 의해 조절되므로 iNOS 및

COX-2의 발현 억제를 통해 항염증 활성을 유도할 수 있다.

LPS로 자극한 RAW264.7 세포에 LCB를 25, 50, 100 μg/mL

농도로 처리한 뒤 western blot을 수행한 결과, LCB는 LPS 단

독 처리군과 비교하였을 때 iNOS와 COX-2의 발현이 모두 유

의하게 억제되었으며 이들의 감소경향이 하위 인자인 NO와

PGE2의 감소 경향과 유사한 것으로 확인되었다(Fig. 4).

Pro-inflammatory cytokines (TNF-α, IL-6, IL-1β) 생성 억

제 활성 비교

Proinflammatory cytokine은 염증에 중요한 역할을 하는 분자의

한 종류로, 염증 발생에 중요한 역할을 하며 광범위한 염증성

질환과 밀접한 관련이 있다. IL-6와 TNF-α는 대표적인 pro-

inflammatory cytokine으로 급성 혹은 만성 염증 질환의 발생

및 진행 과정에서 중요한 역할을 하는 인자이며 IL-1β는 대식

세포를 활성화시키고 림프구 및 호중구의 내피세포 접착을 항

진시켜 chemokine의 생성을 유도함으로써 염증 부위에 염증세

포의 침윤을 상승시킨다[26-29]. 이에 본 실험에서는 LPS로 유

도된 RAW 264.7 세포에서 LCB가 TNF-α, IL-6, IL-1β의 발

현에 미치는 영향을 조사하고자 실험을 진행하였다. 측정결과,

LCB는 LPS인해 증가된 TNF-α 및 IL-1β, IL-6를 농도 의존적

으로 유의하게 억제하였으며 특히 IL-6의 경우 가장 고 농도인

100 µg/mL에서 LPS 무 처리군과 유사한 억제 수준이 관찰되었

다(Fig. 5).

본 연구는 기존 제주상사화가 가진 제한적인 공급 문제를 극

복하고 효율적 생산을 위해 식물 조직 배양 기술을 이용하였으

며 조직 배양된 제주상사화 식물조직배양체(callus, LC)에

biorenovation을 적용하여 소재의 독성을 개선 및 기능성을 증

진시키고자 하였다. 이에 biorenovation을 적용한 제주상사화

callus 추출물(LCB)이 LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에서 염

증 관련지표(NO, PGE2, iNOS, COX-2, TNF-α, IL-6, IL-1β)

의 생성에 미치는 영향을 조사하였으며 측정 결과를 바탕으로

항염증 소재로의 활용 가능성을 조사하였다. 실험 결과, LCB는

LC 대비 개선된 세포생존율을 보였으며 세포 독성이 나타나지

않는 농도에서 유의한 NO 및 PGE2 억제 활성을 보였다. 이후

수행된 western blot 결과, LCB를 처리한 RAW 264.7 세포에

서 iNOS와 COX-2의 발현이 모두 유의하게 감소하였으며 가장

저농도인 25 μg/mL에서는 COX-2와 비교하여 iNOS이 더욱 효

과적으로 억제되는 것으로 확인되었다. 또한 이들의 감소경향이

각각 NO와 PGE2의 감소경향과 유사한 것으로 볼 때, LCB는

iNOS 및 COX-2의 발현 경로를 유의하게 억제함으로써 NO 및

PGE2의 발현을 효과적으로 하향 조절하는 것으로 판단된다. 뿐

만 아니라 LCB는 pro-inflammatory cytokines인 TNF-α, IL-6,

IL-1β의 발현을 모두 유의하게 억제하였으며 특히 가장 고농도

인 100 μg/mL에서 IL-6의 발현을 정상 세포와 유사한 수준까

지 억제하였다. 이러한 활성의 변화는 biorenovation이 LC 내

하이드록실기를 포함한 다양한 화합물을 대상으로 구조적인 변

화를 유도한 결과로 판단되는데, 이전 연구에 따르면

biorenovation을 통해 생성된 fomononetin의 유도체 중 7번 탄

소에 위치한 하이드록실기의 수소원자가 인산기로 치환된

Fig. 5 Inhibitory effects of LCB on the protein level of iNOS and COX-2

expression in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. (A) iNOS (B) COX-2.

Cells (5×105 cells/well) were pre-incubated for 24 h, and then treated

with LPS (1 μg/mL) and Sample for 24 h. The protein levels of iNOS,

COX-2 were analyzed by western blot. β-Actin was used as the control.

The results are presented as the relative percentage of the control

(untreated cells). Data points are expressed as the mean ± standard

deviation. The mean of each sample group was compared to the mean of

the LPS-treated group, *p <0.05, **p <0.01

Fig. 4 Inhibitory effects of LCB on PGE2 production in RAW 264.7 cells.

The production of PGE2 was assayed in the culture medium of cells

stimulated with LPS (1 μg/mL) for 24 h in the presence of LCB (25, 50

and 100 μg/mL). The results are presented as the relative percentage of

the control (untreated cells). Data points are expressed as the mean ±

standard deviation. The mean of each sample group was compared to the

mean of the LPS-treated group, *p <0.05, **p <0.01
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fomononetin-7-O-phosphate는 동일한 RAW264.7 염증모델에서

기존 화합물의 세포 독성을 개선하는 동시에 증가된 항염증 활

성을 나타내었다[30]. 따라서, biorenovation 기법에 의해 LC에

포함된 lycorine, lycorine, lycoricidine, lycoricidinol, lycorenine,

lycoramine 등 알칼로이드 및 다양한 화합물을 대상으로 선행

연구 결과와 유사한 구조적 수정이 발생하였을 가능성을 시사

하며 이는 최종적으로 LCB의 독성 감소 또는 생리활성 증진으

로 이어질 수 있다[31]. 결론적으로, 본 연구는 LCB가 LC 대

비 개선된 세포생존율을 나타내는 동시에 우수한 항염증 활성

을 나타낼 수 있음을 제안하며 식물 조직 배양 기술을 통한

callus의 계획적인 생산과 biorenovation의 적용은 고부가가치를

가진 소재를 원활하게 공급하기 위한 전략이 될 수 있을 것으

로 기대한다. 향후 LCB가 산업적으로 더욱 가치 있는 소재로

사용되기 위하여 nuclear factor-κB, mitogen-activated protein

kinase등 세포 내 염증 관련 신호전달 경로와 유효성분에 대한

연구가 진행되어야 할 것으로 사료된다.

초 록

제주상사화(Lycoris chejuensis)는 우리나라에 자생하는 특산식물

로 관상용으로의 가치가 높을 뿐만 아니라 다양한 약리성분을

함유하고 있어 약용적으로도 가치가 높은 식물이다. 그러나 종

자번식이 이루어지지 않고 구근을 통해 번식이 이루어지며 소

수의 개체가 자생하므로 산업적으로 활용하기에 어려움이 따른

다. 따라서 본 연구는 식물의 종 특성을 벗어나 환경에 관계없

이 대량화 할 수 있는 제주상사화 callus (LC)를 사용하였으며

미생물의 효소 작용을 이용하여 분자의 구조 수정을 유도하는

친환경 생물전환 기법인 biorenovation을 적용하여 활성을 증진

시키고자 하였다. 이에 본 연구에서는 biorenovation 된 제주상

사화 callus 추출물(LCB)의 항염증 활성을 마우스 대식세포인

RAW 264.7 세포에서 평가하였으며 앞서 LC 및 LCB가 세포

의 생존에 미치는 영향을 조사한 결과 25, 50, 100 μg/mL 농도

에서 LCB는 LC의 높은 세포독성을 감소하였음을 확인하였다.

또한 LCB는 세포 독성이 나타나지 않는 농도에서 nitric oxide

및 prostaglandin E2를 효과적으로 억제하였으며 이들의 합성 효

소인 inducible NO synthase, cyclooxygenase-2의 발현을 유의

하게 억제함으로써 NO 및 PGE2를 효과적으로 하향 조절함을

입증하였다. 뿐만 아니라 pro-inflammatory cytokines인 tumor

necrosis factor-α와 interleukin-1β, interleukin-6의 발현 또한 유

의하게 억제하는 것으로 확인되었다. 이러한 결과를 통해 LCB

가 다양한 염증 인자를 표적으로 하는 항염증 소재로 적용될

수 있음을 제안한다.
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