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Abstract

Purpose: The objective of this study was conducted to investigate the effects of rutin, buckwheat components on cell

growth and anti-inflammation in adipocyte 3T3-L1 and human colon cancer cell SW-480. Methods: We cultured 3T3-L1

adipocyte and SW-480 colon cancer cell to confluence, at which time starvation was induced with SFM for 1 day. Cells were

then cultured in medium containing 0, 25, 50, or 100 μmol/mL of rutin 3T3-L1 or 0, 10, 20, or 40 μmol/mL SW-480. Cell

viability was measured using a cell viability kit. In addition, we examined the expression of mRNA related to inflammation.

RT-PCR was used to quantity tumor necrosis factor (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β), IL-6, inducible nitric oxide synthase

(iNOS), and cyclooxygenase-2 (COX-2) mRNA levels. Results: Rutin significantly inhibited 3T3-L1 and SW-480 cell

proliferation in a dose and time dependent manner. Rutin also significantly reduced the mRNA expression of IL-1β, IL-6 and

TNF-α at the highest dose. In addition, rutin treatment caused a significant reduction in COX-2 and iNOS mRNA levels

compared to the control group. Conclusion: Overall, our results suggest that rutin has the potential to reduce inflammation,

and that these effects are greater during tissue-damaging inflammatory conditions.
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I. 서 론

염증(inflammation)은 감염, 독소 노출, 세포 손상이 발생

된 부위로부터 자극이나 손상인자를 제거하기 위한 생체방

어기전으로 손상 부위에 면역세포(주로 T cell, 단핵구, 대식

세포), 혈관내피세포(vascular endothelial cells), 염증성 전구

물질(proinflammatory mediators) 등이 관여하는 반응이며

(Kundu JK & Surh YJ. 2008), 일반적으로 신체 항상성 유

지를 위해 이루어진다(Tracey KJ. 2002). 그러나 계속적인

자극원에 대한 공격을 받은 신체는 만성적인 염증을 유발하

게 되며, 이러한 염증 반응이 지속적으로 진행되면 암, 당뇨

병, 비만 등의 질병으로 표현되거나(Nathan C. 2002), 질병

의 상태를 악화시키는 체내 환경으로 변화하게 된다(Terzié

et al. 2010). 만성 전신성 염증반응으로 인한 체내 환경 변

화는 인슐린 저항성을 증가시켜(Park CY & Yoo HJ.

2004), 제2형 당뇨병, 동맥경화증 등의 비만 관련 질환 발병

률을 상승시키고(Lumeng et al. 2007), 지방조직에서는

tumor necrosis factor alpha (TNF-α) 등의 염증성 사이토카

인이 과다하게 분비되는 환경으로 변화되게 된다(Visser M

et al. 1999). 이러한 환경에서 비만이 악화될수록 C-reactive

protein (CRP), TNF-alpha, interleukin-6 (IL-6) 등의 염증

성 사이토카인 단백질 농도는 증가되고, necrosis factor-

kappa B (NF-κB) 등의 염증성 신호 전달 물질도 활성화시

킨다(Weisberg et al. 2006).

비만은 만성 전신성 염증반응으로 지방조직의 비대나 지

방세포의 크기가 증가함에 따라 지방조직으로 대식세포의 수

가 비례적으로 증가한다(Lagathu et al. 2003). 비만에 따른

지방세포 비대는 지방세포 기능 변화와 염증 관련 단백질 분

비를 증가시킨다(Ouchi et al. 2003). 비만으로 유도된 염증

은 일반적인 염증반응과 유사하지만, 지방조직의 세포 구성
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을 변화시켜 증가된 염증성 전구물질(pro-inflammatory

mediators)의 수준과 염증성 신호전달 활성화에 복합적으로

관여하게 된다(Cook et al. 2000). 일반적으로 면역반응은 자

가 제한적이며 감염에 대한 저항 및 조직 재생을 증진시켜

항상성을 유지하게 되지만 과도한 염증반응과 만성적 염증

은 비만의 원인으로 작용되거나 비만 촉진자 역할을 하게 된

다(Nanji et al. 2003).

대장암 또한 만성 전신성 염증반응으로 유도되는 질병으

로 한국인의 경우 열량섭취가 증가되고, 동물성 식품의 섭취

가 늘어나면서 발병률과 사망률이 상승하고 있는 암의 종류

이며(Koh SJ & Kim JS. 2010), 다른 종류의 암보다도 식

사 내용과 발병률의 상관성이 높은 암으로 알려져 있다(Park

& Choi. 1997). 그러므로, 대장암의 원인은 고지방식사나 비

만과 높은 관련성이 있다고 밝혀져 있다(Armstrong B &

Doll R. 1975). 체내 과잉의 지방조직이 염증 유전자들의 발

현을 증가시켜, 대장암 환자들의 혈청 내에서 염증을 유발하

는 tumor necrosis factor-α (TNF-α), inducible nitric

oxide synthase (iNOS), interlukin-1β (IL-1β), interlukin-6

(IL-6), cyclooxygenase-2 (COX-2) 유전자가 높은 수준으로

관찰되고 있다는 것이 보고되고 있다(Park et al. 2009).

메밀은 한국에서는 구황작물로 사용하였으며, 최근에는 막

국수, 메밀전병, 메밀묵 등의 가공식품으로 이용되고 있다.

한국은 경제성장 이후 식생활의 서구화로 인한 만성퇴행성

질환 발병률과 사망률 증가에 따른 건강식에 대한 요구로 메

밀에 대한 생산과 소비가 증가되고 있다(Cui et al. 2008;

Kim et al. 2000; Pomeranz Y. 1983). 메밀은 다른 곡류군

에 비해 K, Mg, Ca, P 등의 무기질 함량이 높으며(Lee et

al. 1991), rutin, quercetin 등의 생리활성 물질이 포함되어

있다. 그 중 flavonoid 물질인 rutin (quercetin-3-O-rutinoside)

은 식물의 이차대사물이며, quercetin의 글루코시드 유도체

중 하나이다(Pomeranz Y. 1983). 메밀의 폴리페놀 성분인

rutin은 메밀이외에도 자연계에 널리 분포되어 있으며,

rutoside, quercetin-3-rutinoside 또는 sophorin, quercetin에

rutoside가 결합된 성분으로 메밀 싹 추출물을 이용한 항산화,

항균 활성 효과와 메밀 추출물의 항곰팡이와 항고혈압 효과

가 보고되어 있다(Hwang et al. 2006; Do et al. 2006;

Lee HH, 2008). 최근 연구에서는 rutin의 처리가 알츠하이머

와 관련된 유전자 발현을 억제시키는 효과가 발표되었으며,

간 내 지질 수준과 고지방식이로 유도된 간조직의 산화적 손

상을 회복시켜 비알코올성 지방간이 효과적으로 개선되었다

고 하였다(Chen et al. 2012; Aischer RG and Hess JL.

1993; Yu et al. 2003; Lee et al. 2001). 또한 rutin과 관련

된 현재까지의 연구들은 주로 고혈압, 동맥경화증, 뇌출혈 등

의 심혈관질환이나 백혈병 등에서 의미 있는 효과가 발표되

었다(Griffith et al. 1995; Alonso-Castro et al. 2013; Choi

et al. 2014; Lapa et al. 2011; Lin et al. 2012; Wang et

al. 2012). 그러므로, 본 연구에서는 메밀 성분 rutin의 처리

가 만성 염증성 질환 중 고지방식이와 상관성이 높은 질병

인 비만에 효과를 관찰해보기 위해 3T3-L1 세포와 대장암

세포인 SW-480 세포를 이용하여 실험을 진행하였다. Rutin

의 처리 농도에 따라 각각의 세포의 성장과 항염증성 효과

를 통해 메밀 성분 rutin이 고지방식사와 관련이 있는 비만,

대장암 치료나 질병의 악화를 지연시키거나 차단하는데 어

떠한 효과를 나타내는지 관찰해보았다.

II. 재료 및 방법

1. 시료의 준비

본 실험에 사용된 메밀 성분 rutin은 Sigma (Sigma

Chemical Co. St. Louis, USA)에서 구입하여 사용하였다.

구입한 rutin은 dimethyl sulphoxide (DMSO) (Sigma

Chemical Co. St. Louis, USA)에 녹여 40 mM의 stock을

만들어 냉동 보관하여 각 실험마다 세포 배양액에 희석하여

사용하였다.

2. 세포 배양과 지방세포로의 분화

실험에 사용된 지방세포 mouse fibroblast 3T3-L1 preadipocyte

와 인체대장암세포 SW-480은 모두 American Type Culture

Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)에서 구입하여 사

용하였다. 세포는 습윤한 37oC, 5% CO2 incubator에서 배양

하였다. 지방세포는 3T3-L1은 Seo EY(2018)의 실험방법에

따라 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)

(WelGENE, Daegu, Korea), 10% bovine calf serum (BCS)

(WelGENE), 100 μg/mL penicillin, 100μg/mL streptomycin

(WelGENE)가 포함된 배양액에서 배양하였다. 대장암 세포

SW-480은 Choi OS and Kim WK(2004)의 실험방법에 따

라 10% fetal bovine serum (FBS) (WelGENE), 100 μg/

mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin (WelGENE)이 포

함된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium/F12 (DMEM/

F12) (WelGENE, Daegu, Korea)에서 배양하였다. 두 세포종

모두 70% 정도 confluent되면 phosphatate buffered saline

solution (PBS)으로 2번 씻어내고 trypsin-EDTA (WelGENE)

를 처리하여 세포를 모은 후 계대 배양하고 배양액은 2일마

다 교환하였다. 3T3-L1 세포는 지방세포로의 분화를 위해

10% fetal bovine serum (FBS, WelGENE), 10μg/mL insulin

(Sigma, St Louis, MO, USA), 1 μmol dexamethasone

(Dex) (Sigma), 0.5 mM isobuthylmethylxanthine (IBMX)

(Sigma), 100 units/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin

를 넣은 DMEM 배양액으로 교체하였다. 세포 분화 후에는

10% BCS, 100 units/mL penicillin, 100μg/mL streptomycin

을 넣은 DMEM 배양액으로 분화 상태를 유지하였다. 지방

세포는 분화 후에 rutin을 배양액에 농도별로 처리하여 실험

하였고, 대장암 세포는 배양액에 serum 성분이 포함되지 않

은 DMEM/F12 배양액에 rutin을 처리하여 실험하였다. 실험
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은 크게 두 가지로 진행하였는데, 처리 조건을 정하기 위해

rutin 성분이 두 가지 세포 종에서 세포증식에 미치는 영향에

대해 먼저 관찰하였다. 이 실험을 통해 3T3-L1과 SW-480세

포에서 세포증식을 억제하는 처리 농도를 확인한 후, rutin을

처리한 세포에서 RNA를 분리하여 항염증인자들의 발현을

RT-PCR (real time-polymer chain reaction)을 통해 관찰하

였다.

3. 세포증식

Rutin의 처리에 따른 두 가지 세포의 증식 효과를 알아보

기 위해 3T3-L1은 96 well plate에 0.5×104 cells/mL, SW-

480은 1×104 cells/mL로 plating 하고, 48시간 후에 confluence

되면 BCS가 포함된 배양액에 5 μg/mL transferrin, 5 ng/mL

selenium, 1,000 units/mL penicillin, 1,000μg/mL streptomycin

(WelGENE)으로 배양액을 교환하였고, 농도별 rutin을 세포

에 첨가한 후 24시간마다 같은 조건의 배양액으로 교체하면

서 시간 경과에 따라 세포의 증식을 관찰하였다. Cell

viability 측정은 cell viability assay kit (Daeil Lab, Seoul,

Korea)를 이용하였다. 살아있는 세포만을 염색하는 용액을

처리한 후, 3시간 후 490 nm에서 spectrophotometer (Tecan

Austria GmbH, USA)를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 모

든 실험은 독립적으로 3번 이상 같은 조건에서 실험하였으

며, 3번의 독립적인 결과를 통계 처리하여 관찰하였다(Seo

EY. 2015)

4. 염증유전자의 mRNA 발현

항염증 관련 유전자의 mRNA발현을 확인하기 위해 Real

time quantitative PCR을 실시하였다. 실험진행은 Seo et

al.(2015)의 방법에 따라 항염증 관련 유전자로는 tumor

necrosis factor-α (TNF-α), inducible nitric oxide synthase

(iNOS), interlukin-1β (IL-1β), interlukin-6 (IL-6), cyclooxygenase-2

(COX-2)의 발현을 관찰해보았다. 실험을 위해 3T3-L1은

3×104 cells/mL, SW-480은 5×104 cells/mL의 농도로 plating

하였다. 48시간 후에 rutin을 3T3-L1에는 0, 50, 100, 200

μg/mL, SW-480에는 0, 10, 20, 40 μg/mL 농도로 처리하여

배양하였다. Rutin의 처리는 24시간 마다 처리하였고, 최종

처리 24시간 후에는 농도별로 처리한 세포에 배양액을 제거

한 후 TRI-reagent (Sigma)를 0.5 mL/well 넣어 RNA를 추

출하였다. 0.2 mL의 chloroform을 넣어 4oC, 10,500 rpm에

서 10분간 원심분리 하였다. 얻어진 상층액은 동량의

isopropanol을 넣은 후 상온 방치 후 4oC, 10,500 rpm에서

원심분리 하였다. 얻어진 pallet은 70% ethanol로 세척한 후

충분히 건조시켰다. 건조시킨 pallet은 RNasefree dH2O/0.1

mM EDTA에 용해한 후 260, 280 nm에서 흡광도를 측정하

여 OD260/OD280 ratio로 RNA의 purity를 알아보고 OD260

값으로 RNA를 정량하였다. 정량된 RNA, oligo DT, Depc

water를 첨가하여 42oC에서 1시간 45분, 70oC에서 15분간

incubation하여 cDNA를 합성하였다. Detector로 SYBR green

Master Mix (Applied biosystems, CA, USA), forward/

reverse primer <Table 1>, Depc Water를 넣어 Applied

Biosystem StepOne (Applied biosystems, CA, USA)

software v2.1을 사용하여 real time PCR을 수행하였다.

Data는 Applied Biosystems StepOne soft v2.1에 내장되어

있는 프로그램을 이용하여 ΔΔCT 방법으로 분석하였으며, 3

회 반복 실험하였다. 각 유전자의 Real time PCR을 위한

primer는 Table 1 (Seo et al. 2015)에 제시하였다.

5. 통계 처리

본 연구의 실험으로 얻어진 결과는 통계프로그램 SPSS

(SPSS ver 18.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하

여 각 대조군과 실험군의 평균과 표준 편차로 계산되었고,

각 군 간의 차이는 ANOVA 분석 후 α=0.05 수준에서 Duncan’s

multiple range test를 실시하여 유의성을 검증하였다.

III. 결과 및 고찰

1. 세포증식에 미치는 영향

본 실험은 메밀 성분인 rutin을 지방세포인 3T3-L1에 0,

25, 50, 100 μg/mL, 대장암 세포인 SW-480에는 0, 10, 20,

40 μg/mL로 각각 처리한 후 0, 12, 24, 48 시간마다 두 세

포 종에서 rutin이 세포 증식에 미치는 영향에 대해 관찰해

보았다. 실험결과는 <Figure 1>(p<0.05)과 같이 rutin을 처리

하지 않은 대조군에 비해 rutin을 처리한 실험군에서 지방세

포 3T3-L1에서는 처리 후 48시간, 처리 농도 25 μg/mL에서

부터 유의적으로 세포의 성장이 감소되는 것이 관찰되었다.

이 결과는 대조군에 비해 rutin을 25, 50, 100 μg/mL로 처리

한 실험군에서 20.4, 28.2, 41.7%로 세포의 성장이 유의적으

로 감소되는 것을 확인할 수 있었다. 또한 대장암 세포인

<Table 1> Primer sequences used for realtime PCR

Protein Primer Sequence

β-actin
Forward 5'-GTT TGA GAC CTT CAA CAC CCC-3'

Reverse 5'-GTG GCC ATC TCC TGC TCG AAG TC-3'

IL-1β
Forward 5'-TTG ACG GAC CCC AAA AGA T-3'

Reverse 5'-GAA GCT GGA TGC TCT CAT CTG-3'

IL-6
Forward 5'-ATC TGC CCT TCA GGA ACA GC-3'

Reverse 5'-AGC CTC CGA CTT GTG AAG TG-3'

TNF-α
Forward 5'-TCT CTT CAA GGG ACA AGG CTG-3'

Reverse 5'- ATA GCA AAT CGG CTG ACG GT-3'

iNOS
Forward 5'-GAC CAG ATA AGG CAA GCA C-3'

Reverse 5'-CTT GTC TTT GAC CCA GTA GC-3'

COX-2
Forward 5'-ATG CTC CTG CTT GAG TAT GT-3'

Reverse 5'-CAC TAC ATC CTG ACC CAC TT-3'

T : Thymine, A : Adenin, C : Cytosine, G : Guanin 
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SW-480에서는 rutin을 처리한 24시간 후부터 처리농도

40 μg/mL에서부터 세포성장이 억제되었으며, 처리시간 48시

간 후부터는 처리 농도 가장 낮은 10 μg/mL에서부터 세포성

장이 유의적으로 감소되었다<Figure 1>(p<0.05). 이러한 결

과는 대장암세포에 rutin을 처리하지 않은 대조군에 비해

rutin을 10, 20, 40 μg/mL로 처리하였을 때 암세포의 성장이

83.1, 67.7, 65.4%으로 둔화되었다는 것을 의미한다. Cho &

Choi(2015)에 따르면 rutin, apigenin, naringenin, myricetin

등의 flavonoid를 인체 대장암 세포인 HT-29에 동일하게

100 μM 로 처리한 후, 세포 성장 억제 효과를 관찰하기 위

해 MTT assay를 실시한 결과, 각각 75.8, 62.7, 74.2,

77.6%로 대장암의 세포 성장이 유의적으로 억제되었다고 하

였다. Hwang et al.(2006) 등도 위암 세포 SNU-601에서

rutin을 800 μg/mL 농도로 세포에 처리하였을 때 대조군에

비해 실험군에서 85.3% 세포 성장이 감소되었다고 보고하였

다. 또 다른 연구에서도 rutin을 대장암 세포(HCT-116)에 처

리한 결과 세포생존율이 크게 억제되었는데, 처리 농도 0,

62.5, 125, 250, 500 μg/mL으로 처리하였을 때 91.9, 90.1,

64.5, 57.3%로 세포 성장이 유의적으로 억제되었다(Asfour

and Mohsen. 2018; Gosmann et al. 2012)의 연구 결과에

따르면 3T3-L1에 rutin을 50 μg/mL 처리하였을 때 지방세포

성장과 관련하여 지방세포 내 triglyceride 축적이 유의적으

로 억제되었다고 하였다. Choi et al.(2006)도 rutin의 처리가

3T3-L1 세포에서 지방세포의 성장과 관련이 있는 glycerol-

3-phosphate dehydrogenase (GPDH) 활성을 억제시켰으며,

C57BL/6 mice에 64.4% 지방이 함유된 고지방식이와 함께

rutin을 경구로 제공하였을 때 4주 후의 지방량 감소를 통해

체중감소가 관찰되었다고 하였다. 이상의 결과들과 비교해보

면 rutin의 처리가 고지방식사와 관련이 높은 비만과 관계된

지방세포나 대장암 세포의 성장을 효과적으로 억제한다는 것

이 관찰되었으며, 이러한 결과는 rutin의 처리가 고지방식이

와 관련된 질병 세포들의 성장을 억제시키거나 둔화시켜 병

으로의 진행이나 증상으로 표현되는 것을 차단하는데 효과

가 있다고 할 수 있다.

2. 염증매개 사이토카인 mRNA 유전자 발현에 미치는 영향

Rutin의 항염증 효과를 관찰하기 위해서 지방세포와 대장

암세포에 각 농도별 rutin을 처리한 다음, 염증을 매개하는

사이토카인들의 mRNA 유전자 발현을 관찰해 봄으로써 rutin

의 함염증 효과를 관찰하였다. 실험 결과로는, 3T3-L1에

rutin을 25 μg/mL 이상 처리하였을 때 대조군에 비해 IL-1β

mRNA 유전자 발현이 12.7% 억제되었으며, 처리 농도가 증

가할수록 농도 의존적으로 17.3, 39.1% 로 유전자 발현이 감

소되는 것을 확인하였다<Figure 2>(p<0.05). 대장암 세포

SW-480에서도 IL-1β 유전자 발현은 rutin 처리 20 μg/mL에

서 유전자의 발현이 감소되었으며, rutin의 농도를 2배로 증

가시킨 40 μg/mL에서는 rutin을 처리하지 않은 대조군에 비

해 26.7% 발현이 유의적으로 억제되었다<Figure 2>(p<0.05).

IL-6 유전자 발현은 지방세포인 3T3-L1에 rutin 50 μg/mL

이상, 대장암 세포 SW-480에서는 좀 더 낮게 처리된 농도인

10 μg/mL에서부터 IL-6 단백질 유전자 발현이 유의적으로

억제되는 것을 관찰하였다<Figure 3>(p<0.05). 이는 대조군

과 비교하였을 때 3T3-L1은 50, 100 μg/mL에서 유전자 발

현이 83.7, 60.9%로 낮아졌으며, SW-480에서는 10, 20,

40 μg/mL에서 각각 12.8, 23.1, 29.7%로 염증 유도 유전자

발현이 감소되었다<Figure 3>(p<0.05). Pro-inflammatory

cytokine인 IL-1β, IL-6 는 대장암 발생과 진행 과정에 가장

상관성이 높은 cytokine (Reinecker et al. 1993)으로 메밀이

<Figure 1> Effects of rutin on cell proliferation in 3T3-L1 and SW-480 cells.

Each bar represents the mean±SD from three independent experiments. Comparisons among different concentration of rutin that yielded

significant difference (p<0.05) are indicated by different letters above each bar.
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첨가된 생식을 대장암이 유도된 mouse에게 제공하였을 때,

메밀 생식을 70% 첨가한 실험군에서 대조군에 비해 IL-1β

유전자 발현이 55%로 낮아졌다고 하였으며, IL-6 유전자의

경우는 대조군에 비해 메밀 생식을 제공한 실험군이 60.7%

유의적으로 유전자의 발현이 억제되었다고 하였다(Cuellar-

Nuñez et al. 2018). CH Park & Yoo HJ.(2004) 연구에

따르면 비만은 사이토카인 생산의 이상, 급성기작용 물질의

증가, 염증 신호전달체계의 활성화된 상태를 나타나는 이유

로 만성 염증상태와 관련이 있다고 하였으며, 지방세포에서

IL-6 유전자의 발현이 증가되어 있고 전신순환으로의 분비도

증가되어 있다고 하였다. 이번 연구 결과에서도 만성 염증과

관련된 대장암과 비만에서 높게 나타났던 IL-1β, IL-6

mRNA 유전자 발현이 메밀 성분 rutin 처리에 의해 유의적

으로 억제되었다는 것은 rutin의 처리가 항염증 효과를 통해

대장암이나 비만이라는 질병을 치료하고 악화되는 것을 지

연시키는데 효과적인 결과를 가져올 수 있다는 것을 시사한

다고 하겠다.

인슐린 저항성을 유도하고, 혈중 내 지질 수준을 악화시켜

HDL-C (high density lipoprotein cholesterol)을 감소하고

혈관내피세포 기능 저하를 유도해서 비만, 우울증, 당뇨, 동

맥경화 등의 심혈관질환을 유발하는 인자로 알려져 있는

TNF-α (Jin et al. 2010; Storck et al. 1994) 유전자 발현

에도 rutin의 처리가 유의적으로 감소하였다<Figure 4>

(p<0.05). 3T3-L1 세포에도 rutin을 25 μg/mL로 처리하였을

때에는 TNF-α mRNA 유전자 발현 수준에는 영향을 미치지

않았으나, 처리 농도를 2배로 증가시킨 50 μg/mL에서는

rutin을 처리하지 않은 군에 비해 17.3% 발현이 유의적으로

억제되었다. 또한 대장암세포에서는 10 μg/mL 농도에서부터

TNF-α mRNA 유전자 발현이 감소되었으며, 처리 농도가 증

가할수록 농도 의존적으로 발현 감소가 유의적으로 억제되

는 것을 확인할 수 있었다. Uysal et al.(1998) 등은 비만 시

지방세포에서 과도하게 분비되는 TNF-α가 인슐린 저항성을

유발하며, TNF와 TNFR1이 결손된 실험쥐 에서는 고지방식

이나 비만으로 인해 유도되는 인슐린 저항성이 나타나지 않

았다고 하였다. Tilg H & Moschen AR.(2008) 연구에서도

<Figure 3> Effects of rutin on IL-6 mRNA expression in 3T3-L1 and

SW-480 cells.

Values not sharing the same perscript letter are statistically different

by Duncan’s multiple range test in the same type of rutin treatment

(p<0.05).

<Figure 4> Effects of rutin on TNF-α mRNA expression in 3T3-L1

and SW-480 cells.

Values not sharing the same perscript letter are statistically different

by Duncan’s multiple range test in the same type of rutin treatment

(p<0.05).

<Figure 2> Effects of rutin on IL-1β mRNA expression in 3T3-L1

and SW-480 cells.

Values not sharing the same perscript letter are statistically different

by Duncan’s multiple range test in the same type of rutin treatment

(p<0.05).
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비만 시 지방세포에서는 염증성 사이토카인이 인슐린 신호

체계를 방해하여 염증성 매개자인 TNF-α, IL-6, IL-8, CRP

와 같은 비특이적 급성기 염증 반응 물질의 혈중 내 수준을

증가시켰다고 하였다. Reinecker et al.(1993)의 연구에서는

Pro-inflammatory cytokine인 IL-1β, IL-6, TNF-α의 수준

증가가 대장염, 대장암 발생 및 진행과정과 가장 관련성이

높다고 하였으며, Lee et al.(2016)의 연구에 따르면 흑메밀

에탄올 추출물을 신경교세포인 BV-2세포와 대식세포 RAW

264.7에 처리하였을 때 10 μg/mL 때부터 control군과 비교하

였을 때 nitric oxide (NO) 생성과 DPPH radical 저해 능력

이 흑메밀 에탄올 추출물을 첨가한 실험군에서 농도 의존적

으로 소거되었다고 하였다.

체내 여러 염증 인자들 중에서 iNOS는 NO와 COX-2 유

전자 생성과 분비를 유도하며, PGE2 등의 염증반응 전사인

자는 NF-κB를 활성화시킨다. 그 결과 NO와 PGE2를 생성

하여 염증 환경으로 변화되게 된다(Dubois et al. 1998). 또

한 염증인자에는 TNF-α, IL-1β 등도 포함되어 염증의 악화

를 초래하게 된다(Grabowski et al. 1997; Kang et al.

1996). 그러므로 본 연구에서도 rutin 처리 후 Cox-2, iNOS

유전자들의 mRNA 수준에서 미치는 영향에 대해서도 실험

하였다. Cox-2 mRNA 유전자의 발현은 3T3-L1에서는 처리

농도 100 μg/mL에서 유의적으로 발현이 감소되었으며, SW-

480 대장암세포에서는 40 μg/mL에서 억제되었다<Figure 5>

(p<0.05). iNOS 유전자의 경우는 지방세포에서는 rutin의 처

리농도 25 μg/mL에서 유의적인 발현 억제가 관찰되었으며,

이 결과는 대조군에 비해 25, 50, 100 μg/mL 농도에서

12.7, 19.3, 39.1% 발현 억제를 의미하며, 대장암 세포에서도

rutin을 10, 20, 40 μg/mL 처리한 실험군이 대조군에 비해

87.2, 76.9, 70.3%로 발현이 낮아지는 것이 관찰되었다

<Figure 6> (p<0.05). 이러한 결과들을 종합해 볼 때 메밀의

기능적인 성분인 rutin을 지방세포와 대장암세포에 처리하는

것이 염증과 관련된 유전자들의 발현에 매우 효과적인 억제

가 관찰되었다. 염증과 관련된 많은 사이토카인 중에서 만성

염증성 질환 유발인자로 가장 강력하게 촉진되는 NF-κB는

염증 유발 촉진자 역할을 하는 IL-1β, IL-6, TNF-α 유전자

의 발현을 자극한다(Lagathu et al. 2003). 또한 NF-κB 유

전자는 adhesion molecules, iNOS, COX-2와 같은 염증 유

발 촉진 유전자의 생성과 분비를 자극하는 역할도 한다.

iNOS는 사이토카인, 바이러스, lipopolysaccharide (LPS) 등

의 자극에 의해 유전자 발현이 유도되어, 대량의 nitric oxide

(NO)를 생성한다. NO의 생성 증가는 세포증식, 세포 침식의

원인이 되며, 일부조직이나, 신체 전반에 걸친 염증질환을 유

발하는 것으로 알려져 있다(Weisberg SP. 2006). COX-2는

염증매개체인 prostaglandinE2 (PGF2) 생성을 자극하는 역할

도 하는데(Ouchi et al. 2003), 이러한 결과가 염증 반응으로

유발되는 비만과 일부 암 발생을 예방하거나 치료하는 물질

로의 이용 가능성을 보여주는 것이라 사료된다.

이번 연구는 in vitro에서 진행된 실험으로 실제 in vivo에

서도 같은 활성을 나타내는지 확인할 필요가 있으며, 더 나

아가 메밀을 식품으로 섭취했을 때의 생리적인 효능이 어떤

기전으로 일어나는지에 대한 더 깊이 있고 지속적인 연구가

필요할 것으로 생각되어진다.

<Figure 6> Effects of rutin on iNOS mRNA expression in 3T3-L1

and SW-480 cells.

Values not sharing the same perscript letter are statistically different

by Duncan’s multiple range test in the same type of rutin treatment

(p<0.05).

<Figure 5> Effects of rutin on Cox-2 mRNA expression in 3T3-L1

and SW-480 cells.

Values not sharing the same perscript letter are statistically different

by Duncan’s multiple range test in the same type of rutin treatment

(p<0.05).
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IV. 요약 및 결론

본 연구에서는 항균, 항산화, 항염증 효과 등이 보고되어

있는 메밀의 대표적인 기능성 생리활성 성분인 rutin을 고지

방식이와 상관성이 높은 질병으로 한국에서 발병률과 사망

률이 꾸준히 증가되고 있는 비만과 대장암에서의 세포 성장

과 항염증 효과를 관찰하고자 실험하였다. 비만을 유도하는

지방세포인 3T3-L1과 고지방식사로 유도되는 대장암 세포,

SW-480세포에 rutin을 농도별로 처리한 후, 세포의 성장과

항염증인자들의 mRNA 발현에 미치는 영향을 관찰하였다.

지방세포인 3T3-L1에서는 rutin을 처리한 48시간 후에 지방

세포의 성장이 억제되었으며, 처리 농도가 25 μg/mL에서부

터 유의적으로 성장이 감소되었다. 염증과 관련된 IL-1β, IL-

6, TNF-α 유전자 발현에도 rutin의 처리 농도가 증가할수록

유전자의 발현은 감소되었고, COX-2, iNOS의 발현은 각각

50, 25 μg/mL 농도에서 유전자 발현이 낮아졌다. 인체 대장

암 세포인 SW-480의 경우도 지방세포와 유사한 결과를 보

였으며, 암세포의 성장은 rutin을 처리한 24시간부터 처리 농

도 40 μg/mL에서 억제되었다. 대장암세포에서는 rutin의 처

리시간, 농도 의존적으로 암세포의 성장을 유의적으로 억제

하는 것도 관찰하였다. 또한, 염증 유발인자 IL-1β, IL-6,

TNF-α, COX-2, iNOS 유전자의 mRNA 발현에도 메밀 성

분 rutin의 처리가 10, 10, 10, 40, 10 μg/mL에서 각 유전자

mRNA발현이 효과적으로 낮아지는 것도 확인되었다. 따라서

메밀 성분 rutin는 염증과 관련된 비만이나 암 등의 많은 질

병을 치료하거나 억제하는 예방적인 차원에서 기능성 식품

이나 비만과 암의 치료제로의 개발가능성이 관찰되었고, 이

를 위해서 동물과 인체를 대상으로 하는 더 깊이 있고 폭넓

은 임상 연구나 독성에 대한 안정성 연구가 진행되어질 것

이 요구된다. 또한 본 연구 결과는 rutin을 이용한 in vitro실

험에서 실험조건을 계획하는 과정에서 활용도가 높을 것이

며, 이러한 결과는 in vivo 실험에서 임상적인 허용 범위를

계획하는데, 기초 자료로 활용되어질 것으로 기대해본다.
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