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Abstract — Euonymus alatus (EAE) and Euonymus alatus for. ciliatodentatus (Franch. & Sav.) Hiyama (EACHE) belong to

the Celastraceae family and are one of the medicinal herbs used in traditional medicine as a therapeutic agent for blood cir-

culation diseases. In this study, we prepared leaves methanolic extract of EAE (L-EAE), twigs methanolic extract of EAE

(T-EAE), leaves methanolic extract of EACHE (L-EACHE) and twigs methanolic extract of EACHE (T-EACHE), and com-

pared their anti-inflammatory activities. To analyze the anti-inflammatory activities, Raw 264.7 cells were used, since they

are immature-macrophages and easily matured by lipopolysaccharide (LPS) stimulation. All extracts showed anti-inflam-

matory activities in the activated Raw 264.7 cells. That is, we showed that L-EACHE and T-EACHE are potent inhibitors

of the production of nitric oxide and pro-inflammatory cytokines. These results are expected to serve as a guide for future

studies on the ability of Celastraceae family to inhibit acute and chronic inflammatory diseases.

Keywords □ Euonymus alatus, Euonymus alatus for. ciliatodentatus (Franch. & Sav.) Hiyama, macrophage, anti-inflam-

mation

화살나무(Euonymus alatus)는 중북부 중국, 일본, 한국 등에

분포하며 Celastraceae과(family)에 속한다. 일반적으로 방추형의

날개가 달린 줄기가 특징적이며, 붉은 빛깔의 단풍 때문에 ‘불타

는 덤불’이라는 별명을 가지고 있다. 이 낙엽 관목은 높이 성장

보다는 주로 옆으로 퍼지면서 번식한다. 날개 줄기의 특징은 학

명에서도 알 수 있는데, alatus는 “날개”의 뜻을 지닌 라틴어이

다. 화살나무 잎은 2~7 cm 길이에 1~4 cm 넓이로 타원형으로

이루어져 있으며, 꽃은 녹색으로 봄 동안 피어있으며, 열매는 네

잎 모양 분홍색, 노란색 또는 오렌지 캡슐로 둘러싸인 붉은 껍질

로 이루어져있다. 주로 관상용으로 많이 사용되지만, 최근 들어

서 항염증,1) 항산화,2,3) 항비만4) 등 다양한 생리활성이 알려지면

서 주목을 받기 시작하였다. 반면 회잎나무(Euonymus alatus for.

ciliatodentatus(Franch. & Sav.) Hiyama)는 화살나무와 같은 과

에 속하며 매우 유사한 특징을 지니고 있지만, 화살나무의 가장

중요한 특징인 줄기 부분에 날개 구조가 존재하지 않는다. 뿐만

아니라 생물학적인 연구도 거의 이루어지지 않아서 지금까지 보

고된 활성 연구 결과를 찾기가 어려운 형편이다. 그러므로 본 연

구에서는 화살나무의 항염증을 기준으로 회잎나무의 항염증 활

성을 비교분석하였다.

감염 및 질병의 발생은 면역 기능이 저하된 상태에서 주로

발생하기 때문에 신체 면역체계의 기능이 저하된 경우 천연물

을 통해 이들 면역 반응을 증진시킬 수 있는 다양한 연구가 이

루어지고 있다. 최근 이러한 요구에 부응하여 천연물 중에 존

재하는 성분들의 단순한 영양소 역할 외에 기능성 물질로서의
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역할에 대한 관심이 높아지고 있다. 특히 천연 식물 자원을 대

상으로 면역증강 효과에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.5)

최근의 연구결과에 따르면 염증은 암을 포함하여 대부분의 만

성 질환에 원인으로 작용할 수 있기 때문에 많은 관심을 받는

주제 중 하나이다. 그러므로 염증을 억제하는 물질은 임상적으

로 큰 의의가 있으며, 더욱이 예로부터 오랜 시간동안 먹어 왔

던 천연물 성분으로부터 항염증 성분을 찾아낸다면, 활성 성분

의 생체독성으로부터 어느 정도 자유로울 수 있다는 장점이 있

다. 대표적인 예로 허브를 들 수 있는데, 부작용이 없으며 이

론적으로 설명이 가능한 기전을 통해 항염증 효과가 규명된 바

있다.

대식세포(Macrophage)는 내재면역 뿐만 아니라 적응면역 등

다양한 면역 반응에 관여하여 숙주의 방어와 항상성 유지에 관

여하는 것으로 알려져 있다. 면역 활성을 받은 대식세포는

interleukin-1β(IL-1β), interleukin-6(IL-6) 및 tumor necrosis

factor-α(TNF-α)와 같은 사이토카인(cytokine)과 산화질소(nitric

oxide)의 생산을 통하여 감염 초기 생체 방어에 중요한 역할을

하는 것으로 알려져 있다.6-10) 그러나 이 같은 면역 물질의 지나

치거나 잘못된 생성은 강력한 염증 반응을 유도하게 된다.

본 연구에서는 동일한 과에 속하며 외형적으로도 매우 유사한

두 나무의 항염증 활성을 비교하기 위하여, 염증 활성이 증가된

마우스 대식세포(Raw 264.7)로부터 분비되는 염증 유도 물질들

(산화질소, inducible nitric oxide(iNOS) 및 염증성 사이토카인)

의 생성 변화를 실험하였다.

재료 및 실험방법

메탄올 추출물의 제조

화살나무와 회잎나무의 잎과 줄기를 분리하여 수돗물로 2~3

번 씻어내고 건조기를 사용하여 완전히 건조한 후 파쇄기로 미

세하게 파쇄 시켜 사용 시까지 냉동보관(−20oC)하였다. 건조물

500 g에 100% 메탄올 500 ml를 가하여 상온에서 4일간 추출한

다음 추출물을 거즈로 1차 여과하였다. 여과액을 3000 ×g에서

3분간 원심 분리한 다음, 상층액 만을 취하여 0.2 μm filter로 여

과하였다. 여과시킨 추출물은 감압건조기(evaporator)를 이용하

여 농축하였다.

실험 재료

Lipopolysaccharide(LPS)는 Sigma Aldrich(St. Louis, MO,

U.S.A.)에서, WST-8은 Takara Bio Inc.(Takara Bio Inc, Japan)

에서, COX-2, iNOS, β-actin의 단클론 항체 그리고 이 항체들에

대한 이차항체는 Santa Cruz Biotechnology, Inc.(Santa Cruz,

CA, U.S.A.)에서 구입하였다. TNF-α, IL-1β, IL-6의 ELISA Kit

는 Pierce endogen(Rockford, IL, U.S.A.)에서 구입하였다.

세포 배양

쥐 대식구 세포주(mouse macrophage cell line)인 Raw 264.7

세포는 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 구입하였으며,

Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM, Hyclone

Laboratories, Logan, UT, U.S.A.)에 10% fetal bovine serum

(FBS; Hyclone Laboratories), 100 U/ml penicillin 및 100 μg/

ml streptomycin(Gibco BRL, Grand Island, NY, U.S.A.)을 혼

합한 배지를 사용하여 37oC, 5% CO2 인큐베이터에서 배양하였다.

세포 독성 측정

96 well plate 에 5×105 cells/well의 농도로 Raw 264.7 세포

를 분주하여 24시간 배양하였다. 배양 후 배지를 제거하고, 시료

의 농도를 3.1255~100 μg/ml으로 1시간 동안 전 처리 후, LPS

(1 μg/ml)를 첨가하였다. 28시간 동안 37oC, 5% CO2 인큐베이터

에서 배양한 후, WST-8 시약을 각 well에 첨가하고, 37oC, 5%

CO2 인큐베이터에서 2시간 정도 배양하였다. 측정은 microplate

reader를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

산화질소(nitric oxide) 생성량 측정

Raw 264.7 세포를 ‘세포 독성 측정’ 방법과 동일한 방법으로

배양하였다. 배양 상층액 중 산화질소의 농도는 Griess시약(1%

sulfanilamide in 5% phosphoric acid+1% α-naphthylamide in

H2O)을 이용하여 흡광도 550 nm에서 측정하였다.

효소면역분석법(enzyme-linked immunosorbent assay)

사이토카인을 측정하기 위하여 6 well plate에 세포(0.5×106

cells/ml)를 분주하고 시료의 농도를 50 μg/ml이 되도록 1시간 동

안 전 처리한 후, LPS(1 μg/ml)를 첨가하여 37oC, 5% CO2

incubator에서 24시간 배양하였다. 24시간 후 배양 상층액을 수

거하여 사이토카인을 측정하였다. 수거된 배지는 측정 전까지

−70oC에서 보관하였다. TNF-α, IL-1β와 IL-6는 ELISA Kit

(Pierce endogen, Rockford, IL, U.S.A.)를 사용하여 측정 하였다.

웨스턴 블럿법(Western blot)

Raw 264.7 세포를 6 well plate(1.5×106 cells/ml)에 시료의

농도를 50 μg/ml이 되도록 처리하여 1시간 동안 전 처리 후,

LPS(1 μg/ml)를 첨가하였다. 일정 시간 배양 후 원심분리 방법으

로 세포를 수거하였다. 회수한 세포를 Proprep(Intron, Seoul,

Korea)으로 분쇄하여 세포 추출물을 준비하였다. 준비된 시료는

bicinchoninic acid(BCA)법으로 총 단백질량을 구하였다. 정량된

단백질을 동일한 농도로 12% SDS-PAGE에 전기영동한 후

polyvinylidene difluoride(PVDF) 막에 옮기고 나서 5% BSA로

2시간 blocking 하였다. β-Actin, iNOS, COX-2 단백질의 발현은

각각의 단 클론 항체를 이용하여 확인하였다.
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통계처리

실험 결과는 mean±SD로 나타냈으며, t-test의 통계처리 방법

으로 통계적 유의성을 검정하였다.

실험결과

화살나무와 회잎나무 추출물의 RAW 264.7 세포에 대한 독성

Fig. 1에 나타낸 것과 같이 실험군은 화살나무의 잎 추출물(L-

EAE)과 줄기 추출물(T-EAE), 회잎나무 잎 추출물(L-EACHE)과

줄기 추출물(T-EACHE)을 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 μg/ml

의 농도로 처리하고, 음성 대조군은 무처리군(control), 양성 대

조군은 LPS(1 μg/ml)만 처리한 실험군으로 하여 30시간 배양 후

WST-8을 이용하여 Raw 264.7 세포에 대한 세포 독성을 비교하

였다. 실험 결과 화살나무의 잎과 줄기 그리고 회잎나무의 줄기

추출물은 100 μg/ml까지도 세포 독성이 나타나지 않는 반면, 회

잎나무의 잎 추출물은 100 μg/ml에서 약간의 세포 독성이 나타

나는 것을 관찰할 수 있었다.

화살나무와 회잎나무 추출물이 대식세포가 산화질소를 생성하

는데 미치는 영향

Raw 264.7 세포에서 화살나무의 잎과 줄기 추출물과 회잎나

Fig. 1 − Cytotoxicity of leaves and twigs methanolic extract of EAE

or EACHE on Raw 264.7 cells. Raw 264.7 cells were

treated with various concentrations (3.125, 6.25, 12.5, 25,

50 and 100 μg/ml) of leave extracts (A) and stem extracts

(B) for 1 hour and then the cells were stimulated with 1 μg/

ml of LPS. After 30 hour, cytotoxicity was determined

using the WST-8 reagent. The values that are shown are

the means±SDs of the three independent experiments.

*p<0.05 as compared to the cells treated with LPS.

Fig. 2 − Effects of leaves and twigs methanolic extract of EAE or

EACHE on the NO production of the LPS-stimulated Raw

264.7 cells. The test samples were treated as described in

Fig. 1. After 30 hour, the culture supernatant was subjected

to nitrite assay. The values shown are the means±SDs for

three independent experiments. *p<0.05; **p<0.01 as

compared to the cells treated with LPS.
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무 잎과 줄기 추출물에 의한 산화질소 생성 억제 효과를 관찰하

기 위하여 시료를 Fig. 1에서와 동일한 조건으로 처리한 후 얻어

지는 세포배양 상층액에서 산화질소 생성을 측정하였다. Fig. 2

에서 확인할 수 있듯이 무처리 대조군에서는 산화질소가 생성되

지 않은 반면, LPS 처리한 양성 대조군에서 28 μM 정도의 산화

질소가 생성 되었다. LPS에 의해 증가된 산화질소의 생성량은

회잎나무의 잎(L-EACHE)과 줄기(T-EACHE) 추출물 그리고 화

살나무 잎(L-EAE)과 줄기(T-EAE) 추출물 모두의 전 처리에 의

해 감소되었다. 단, Fig. 1의 결과로 미루어 볼 때 회잎나무 잎

추출물(L-EACHE) 100 μg/ml에서 보이는 산화질소 생성 억제

효과는 세포독성으로 볼 수 있다. 회잎나무 줄기 추출물(T-

EACHE)은 가장 강력한 산화질소 억제 효과를 나타내었는데,

LPS만 첨가한 실험군과 비교하여 산화질소 생성이 70% 이상 차

단되었다.

화살나무와 회잎나무 추출물의 iNOS 발현에 미치는 영향

화살나무와 회잎나무 추출물에 의한 산화질소 생성 억제 효과

의 기전을 분석하기 위하여 산화질소 생성에 중요한 효소인 iNOS

의 생성을 웨스턴 블럿 방법을 이용하여 확인하였다. 화살나무

의 잎 · 줄기 추출물과 회잎나무 잎 · 줄기 추출물을 모두 비독

성 농도인 50 μg/ml로 Raw 264.7 세포에 1시간 동안 전 처리한

다음, LPS를 첨가하고 6시간 동안 추가 배양한 후에 iNOS 발현

을 확인하였다. Fig. 3의 결과와 같이 LPS의 처리에 의해 증가

된 iNOS의 발현은 화살나무의 잎 · 줄기 추출물과 회잎나무 잎 ·

줄기 추출물을 모두의 처리에 의해 감소되었다. 대조군으로는 β-

actin의 발현을 관찰하였다.

화살나무와 회잎나무 추출물의 COX-2 생성에 미치는 영향

화살나무와 회잎나무 추출물의 항염증 활성을 더 알아보기 위

하여 또 다른 염증 지표인 COX-2의 생성에 대한 시료들의 억제

활성을 실험하였다. iNOS 시료와 동일한 조건에서 시료를 준비

한 후, COX-2 단클론 항체를 이용하여 웨스턴 블럿을 하였다.

Fig. 4에서와 같이 LPS에 의해 증가된 COX-2 생성은 화살나무

와 회잎나무 줄기 추출물에 의해 현저하게 감소하였다. 그러나

두 나무의 잎 추출물은 LPS에 의해 증가된 COX-2 생성을 감소

Fig. 3 − Effects of leaves and twigs methanolic extract of EAE or

EACHE on the iNOS production in the LPS-stimulated

Raw 264.7 cells. LPS (1 μg/ml) was added in Raw 264.7

cells pretreated with each samples (50 μg/ml) and the cells

were incubated for 6 hour. Total protein lysate of each Raw

264.7 cell was prepared and the resolved proteins by

western blot were analyzed by anti-iNOS antibody. Each

immunoreactive band was digitized and expressed as a

ratio of β-actin levels. The ratio of the normal group band

was set to 1.00. The values shown are means±S.D. for

three independent experiments. **p<0.01 as compared to

the cells treated with LPS.

Fig. 4 − Effect of leaves and twigs methanolic extract of EAE or

EACHE on COX-2 production in Raw 264.7 cells. Raw

264.7 cells were treated as described in Fig. 3, harvested

and used as an western blot analysis. Each immunoreactive

band was digitized and expressed as a ratio of β-actin

levels. The ratio of the normal group band was set to 1.00.

The values shown are means±S.D. for three independent

experiments. **p<0.01 as compared to the cells treated

with LPS.
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시키지 못하였다.

화살나무와 회잎나무 추출물이 사이토카인의 발현에 미치는 영향

대식세포에 의해 발생 가능한 염증반응을 억제하는 화살나무

와 회잎나무의 잎과 줄기 추출물의 활성을 좀 더 알아보기 위하

여 염증 활성이 증가된 대식세포로부터 분비되는 전염증성(pro-

inflammatory) 사이토카인, TNF-α, IL-1β, IL-6의 분비량을 효소

면역분석법으로 분석하였다. 사이토카인의 양을 측정하기 위하

여 세포에 시료(50 μg/ml)를 1시간 동안 전 처리한 후, LPS를 첨

가하고 24시간 동안 배양한 다음 배양 상층액에 존재하는 사이

토카인의 양을 측정하였다. Fig. 5에서와 같이 무처리 대조군에

서는 3 종류의 사이토카인이 매우 소량 검출되는 반면, LPS의

처리에 의해 사이토카인의 생성이 급격히 증가되었다. TNF-α의

생성은 화살나무와 회잎나무 잎 · 줄기 추출물 모두의 전처리에

의해 억제되지 않았다. 반면 IL-1β와 IL-6의 생성은 화살나무와

회잎나무 잎 · 줄기 추출물 모두에 의해 억제되었다. 특히 회잎

나무의 잎 · 줄기 추출물 모두 화살나무보다 더 강한 억제 활성

을 나타내었다.

고 찰

본 연구는 동일한 과에 속해있으며 외형적으로 매우 유사한

화살나무와 회잎나무 추출물의 항염증 활성을 비교하였다. 화살

나무는 다양한 생리활성에 대한 연구가 이루어 졌으며, 그 중에

서도 항염증 활성은 이미 많은 연구를 통하여 검증 된 바 있다.

기존에 발표된 연구결과에 따르면 화살나무의 잎과 줄기로부터

분리한 isoprenoids, phenolics, flavonoids가 Raw 264.7 세포로

부터 산화질소 생성을 억제한다고 보고된 바 있다.11) 뿐만 아니

라 화살나무의 잎과 줄기에서 분리된 20 여종의 리그난들의 대

부분이 Raw 264.7 세포로부터 산화질소의 생성을 억제한다는 보

고도 있다.12) 화살나무 줄기에서 발견된 새로운 구조의 phenolics

중 일부도 산화질소의 생성을 억제한다는 보고가 있다.1) 그러나

회잎나무의 경우에는 항염증 활성에 대한 보고가 전무하므로 산

화질소의 억제 효과 또한 알려진 바가 없다.

본 연구에서는 화살나무와 회잎나무의 잎과 줄기 추출물에 의

한 산화질소 생성 억제 효과를 검증하였다. 산화질소는 강력한

염증 유도인자로서13,14) 대식세포에서 iNOS와 같은 효소에 의해

생성이 유도된다. 산화질소는 혈관확장과 병원체 사멸과 같은 목

적에 의해 생산된다.15) 그러나 산화질소의 지나친 생산은 세포

에 대한 산화 독성을 나타내어 염증과 같은 질병 상황을 만들게

된다. 뿐만 아니라 산화질소는 염증성 사이토카인의 생성을 강

력히 유도할 수 있기 때문에 염증 반응 초기에 생성되어 질환을

악화시키는 역할을 수행한다. 본 연구 결과로 볼 때 산화질소의

생성 억제 효과는 잎 보다는 줄기 추출물이 더 강한 것을 알 수

있었다. 다만 회잎나무 잎 추출물을 100 μg/ml로 Raw 264.7 세

포에 첨가한 경우 약 17% 정도의 세포독성이 나타났기 때문에

이 농도에서 나타난 산화질소 억제 효과는 세포독성에 의한 것

으로 볼 수 있다. 그러나 그 밖의 실험 농도에서는 세포독성이

나타나지 않았기 때문에 화살나무와 회잎나무 추출물은 산화질

소 억제 효과가 있는 것으로 볼 수 있다.

COX-2도 산화질소와 동일하게 염증을 유도하는 물질로 알려

져 있으며, 대표적인 기능으로는 prostaglandin을 활성 구조로 변

형시켜주는 역할을 한다. COX-2는 병원체로부터 나오는 내독소

(endotoxin)나 염증 반응에 의해 분비되는 산화질소 또는 전염증

성 사이토카인에 의해 생성이 촉진 된다. 그러므로 많은 연구자

들이 COX-2 억제제를 이용하여 염증 반응을 제어하려는 연구를

수행하고 있다.16,17) Fig. 4에서 확인 할 수 있듯이 화살나무와 회

잎나무의 줄기 추출물은 모두 COX-2의 생성을 강력하게 억제하

였으므로, 두 추출물 모두 항염증을 활성을 지닌 물질을 포함하

고 있다는 것을 확인할 수 있었다.

TNF-α, IL-1β, IL-6는 염증 초기에 생성이 증가되어 다양한

Fig. 5 − Effects of leaves and twigs methanolic extract of EAE or

EACHE on TNF-α, IL-1β and IL-6 production in Raw

264.7 cells. Raw 264.7 cells were pretreated with 50 μg/ml

of samples for 1 hour, then LPS (1 μg/ml) was added and

the cells were incubated for 24 hour. The culture supernatant,

which was subject to enzyme-linked immunosorbent assay

of cytokines, was harvested. The values shown are

means±S.D. for three independent experiments. *p<0.05;

**p<0.01 as compared to the cells treated with LPS.
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염증인자들의 생성 및 활성을 촉진하는 역할을 수행하기 때문에

전염증성 사이토카인이라고 불린다. 이 중에서도 TNF-α는 가장

강력한 전염증성 사이토카인으로서 다른 어떤 염증 유도인자 보

다도 먼저 다량이 생성되어 염증 반응을 촉진한다. 본 연구에 사

용된 화살나무와 회잎나무의 잎 · 줄기 추출물은 TNF-α의 생성

을 억제하지는 못하는 것을 나타났다. 그러나 TNF-α와 함께 전

염증성 사이토카인으로 분류되는 IL-1β와 IL-6의 생성은 화살나

무와 회잎나무의 잎 · 줄기 추출물에 의해 감소되었다. IL-1β는

TNF-α와 함께 염증 초기에 분비되어서 세균감염, 비감염성 간

염, 자가면역질환, 이식편대숙주증과 같은 심각한 염증 반응이

진행되도록 하는 역할을 한다.18) IL-6는 TNF-α나 IL-1β보다 염

증을 촉진하는 활성은 약하지만, 화상이나 그 밖의 심각한 조직

손상으로 인한 염증 반응을 진행시키는데 중요한 역할을 하는 것

으로 알려져 있다19). 본 연구의 결과에서 제시한 화살나무의 항

염증 효과는 이미 기존 문헌들을 통하여 발표된 바 있으나 3종

류(TNF-α, IL-1β, IL-6)의 전염증성 사이토카인의 생성 억제를

모두 실험한 연구결과는 보고 된가 없으며, 더욱이 회잎나무와

의 활성비교 연구는 본 논문에서 처음으로 시도된 것이다.

본 논문에서는 항염증 활성에 대한 기전 연구 결과를 제시하

지 못하였다. 이전에 발표된 논문에서 화살나무의 항염증 활성

이 NFκB의 신호전달 과정을 차단하였기 때문으로 밝혀진 바 있

다.20) 그러므로 후속 논문에서는 화살나무와 회잎나무의 항염증

기전을 염증성 신호 전달 체계인 NFκB나 MAP kinases의 세포

내 신호 전달과정을 통하여 증명할 계획이다.

결 론

본 연구에서는 동일한 과에 속하며 매우 유사한 외형을 지닌

화살나무와 회잎나무의 항염증 활성을 마우스 대식세포(Raw

264.7)를 이용하여 비교하였다. 정확한 활성 비교를 위하여 각 나

무의 잎과 줄기를 따로 분리하여 메탄올로 추출한 후 농축하여

실험용 시료를 얻었다. 회잎나무와 화살나무의 잎과 줄기 추출

물 모두 대식세포의 염증 유도 물질인 산화질소의 생성을 억제

하였으며, 이 억제 활성은 산화질소의 생성을 유도하는 iNOS의

발현을 억제하였기 때문이었다. 특히 회잎나무 줄기 추출물 대

식세포의 산화질소 생성을 70% 이상 차단하였다. 화살나무와 회

잎나무 줄기 추출물은 대식세포의 또 다른 염증 유도 인자인

COX-2 생성을 현저하게 감소시켰다. 그러나 두 나무의 잎 추출

물은 LPS에 의해 증가된 COX-2 생성을 감소시키지 못하였다.

화살나무와 회잎나무의 잎 · 줄기 추출물은 강력한 염증 유도 물

질인 전염증성 사이토카인의 생성도 억제하였다. 특히 잎 · 줄기

추출물 모두 회잎나무가 화살나무보다 더 강한 억제 활성을 나

타내었다. 이상의 결과로부터 화살나무와 회잎나무의 잎 · 줄기

추출물에는 대식세포에 의한 염증 반응을 억제하는 성분이 포한

되어 있음을 알 수 있었다.
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