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Abstract Biorenovation is a biotransformation method that

converts the structure of chemical compounds and natural product

through biocatalytic metabolism of microorganism and could

enhance biological effectiveness and mitigate cytotoxicity compared

to its substrates. Althaea rosea L. has been used as oriental

medicine and is known for physiological efficacies such as anti-

urolithiatic, anti-inflammatory, and anti-cancer activities. A. rosea

L. callus, the plant tissue grown to protect its wound, has been

reported to have antioxidant and whitening effects. However,

mechanisms of its other activity such as inflammation have not

yet been investigated. In this study, we extracted A. rosea L. callus

(AR) and produced biorenovated AR (ARBR), and then analyzed

anti-inflammatory effect in Lipopolysaccharide-induced RAW

264.7 macrophage at 50, 100, 200 μg/mL of ARBR. As a result of

inhibition test of nitric oxide production, it was found that ARBR

was superior to AR without apparent toxicity. Furthermore, ARBR

significantly inhibited production of prostaglandin E2, inducible

nitric oxide synthase, cyclooxygenase-2 and pro-inflammatory

cytokines including Tumor necrosis factor-α, Interleukin-6,

Interleukin-1β in a concentration-dependent manner. In conclusion,

we suggest that ARBR could regulate the excessive inflammatory

response to an appropriate level and be a promising material for

functional cosmetics and pharmaceuticals.
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서 론

염증(inflammation)은 대식세포와 단핵구 같은 면역세포(immunocyte)

가 관여하는 선천적 면역 반응으로[1], 병원체의 침입이나 독소

등 외부 자극과 감염에 의한 손상 조직을 제거 및 재생하고, 침

입 인자를 방어하기 위해 발생한다[2,3]. 그람음성세균의 외막에

존재하는 lipopolysaccharide (LPS)는 대식세포를 포함한 숙주세

포의 LPS 결합 단백질인 CD14와 결합한 후 toll-like receptor

4를 활성화시켜 tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-

1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6) 등의 전염증성 cytokine, 그리

고 inducible nitric oxide (iNOS), COX-2 등과 같은 염증 매

개인자의 발현을 유도하는 것으로 알려져 있다[4-6]. 염증 유발

인자인 nitric oxide (NO)는 nitric oxide synthase에 의해,

prostaglandin (PG)는 cyclooxygenase (COX)에 의해서 합성되

는데 전자의 3가지 isoform 중 neuronal NOS와 endothelial

NOS는 신경 및 내피세포에서 항상 발현되는 반면, iNOS는 자

극을 받은 대식세포에서 발현되어 염증 형성에 관여한다[7-9].

후자는 COX-1과 COX-2로 나뉘며 여러 조직에서 정상 발현되

는 COX-1과 달리, COX-2는 자극에 의해 PG의 합성을 촉진하

여 염증반응을 유발한다[10]. 염증을 심화하는 PG에는 대표적

으로 prostaglandin E2 (PGE2)가 있으며 부종과 진통의 원인이

되는 것으로 알려져 있다[11,12]. 이러한 과정으로 유도되는 염
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증은 체내에서 반드시 수행되어야 하지만 외부 자극으로 인해

반응 유도 인자가 과하게 생성되면 오히려 암, 관절염, 동맥경

화, 뇌 질환 등의 만성질환과 신경 손상을 야기할 수 있다

[13,14]. 따라서 염증 질환을 예방하고 효과적으로 치유하기 위

해서 소염제의 원료 연구가 활발하게 진행되는 가운데, 낮은 부

작용 발생률과 높은 안정성을 가진 천연물이 여러 분야에서 많

은 주목을 받고 있다[15,16].

접시꽃(Althaea rosea L.)은 한국과 중국, 시베리아를 원산으로

하는 아욱과(Malvaceae)의 두해살이풀로, kaemferol과 kaempferol

의 유도체, quercetin, quercetin의 유도체 등 항암, 항균, 항산화

등과 같은 다양한 생리활성을 가진 성분을 포함한다고 보고되

었다[17-19]. 또한, 접시꽃은 외관이 화려하고 기후변화에 취약

하지 않으며 청열, 이뇨 등에 효능이 있어 원예식물과 한방약

재로 사용되고 있다[20-23]. 본 논문에서 사용한 접시꽃 callus

는 손상된 접시꽃 표면에서 발달한 식물 조직으로, 분화되지 않

은 식물의 세포 덩어리 등을 집합적으로 일컫는다[24]. 또한, 병

원체 감염이나 상처 등의 식물 조직손상부를 보호하기 위해서

callus가 축적된 형태로 성장한 것이며[25], 전형성능을 지니고

있어서 배양 환경과 배지 조성에 따라 성장 속도 조절, 대량 배

양 및 전체 식물체의 재생이 가능하다[26]. 또한 접시꽃 callus

는 산화를 억제하는 작용이 뛰어나며 미백 효능을 가지고 있어

천연화장품 소재로써 활용 가치가 있다고 보고된 바가 있다[27].

최근 의약품뿐만 아니라 화장품, 건강식품에서의 천연물 소재

연구는 유용성이 낮거나 안정성이 떨어지는 원료에 효능을 향상

시킬 수 있는 기술을 적용하여 소재로써 가치를 증진시키는 것

에 큰 관심을 두고 있다[29,30]. 이러한 기술은 생물전환 및 유

효 성분의 증가 등이 주된 목적이다. 본 연구에서 생물전환에 적

용한 biorenovation은 미생물의 대사를 활용한 기법으로 가치가

낮은 천연물 내 존재하는 유기 화합물을 변환하여 주름 개선, 또

는 melanin 합성 억제 등 효능 향상으로 활용 가치를 증진시킬

수 있다는 것을 Kim[31]과 Lee 등[32]의 연구를 통해 입증하였

다[33]. 따라서 접시꽃 callus 추출물에 생물전환 기법 중의 하나

인 biorenovation을 적용하여 RAW 264.7 cell에 대한 독성과 염

증 유도물질의 억제 효과를 평가함으로써, 항염증에 미치는 영

향을 확인하고 바이오 산업 소재로의 유용성을 넓히고자 하였다.

재료 및 방법

접시꽃 callus 추출물 제조

본 연구에 사용된 접시꽃(Althaea rosea L.) callus는 한국생명

공학연구원 생물자원센터로부터 제공받았다. 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)를 첨가한

배지를 사용하여 25 oC, 암 조건에서 한 달 간격으로 배양을 하

였다. 이를 건조 분쇄한 1 g에 대한 10배의 정제수를 첨가하여

70 oC에서 2차례의 열수추출을 진행하였으며, 추출액은 paper

filter로 여과하고 감압 농축한 뒤 동결건조기(HC3110, Hanil

Scientific Inc., Gimpo, Korea)를 사용하여 건조한 후 실험에

사용하였다.

미생물 배양 및 접시꽃 callus의 biorenovation 반응

본 연구의 생물전환 기법에 사용된 Bacillus siamesis JD3-7균

주(KACC 92346P)는 제주도 재래 간장에서 분리하였으며,

Luria-bertani broth (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)에

서 30 oC, 200 rpm 조건으로 16시간 동안 배양한 후 4416 g,

15 min, 4 oC의 조건으로 원심분리하여 배양액을 제외한 미생물

침전물을 수득하였다. 또한, 잔여 배양액을 제거하기 위하여 PG

buffer (50 mM Phosphate buffer, 2% Glycerin)로 2회 세척하

였고, 미생물을 PG buffer에 현탁하여 대조군으로 설정하였다.

생물전환은 미생물 현탁액에 접시꽃 callus 건조 시료 100 mg

을 가하여 30 oC, 200 rpm 조건으로 72시간 동안 반응하였고,

이를 원심분리하여 얻어진 상등액을 동결건조기를 이용하여 건

조한 후 실험에 사용하였다.

Biorenovation 전환물의 HPLC 분석

접시꽃 callus 추출물(AR)과 생물전환 기법으로 전환된 접시꽃

callus 추출물(ARBR), 대조군인 미생물 현탁액(BS)의 HPLC 분

석을 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 SpectroMonitor 3200

digital UV/Vis detector (228-42593-43, Shimadzu Scientific

Instruments, Inc.)을 사용하였다. 이동상 용매는 0.1% trifluoroacetic

acid (TFA, Samchun, Pyeongtaek, Korea)를 첨가한 정제수

(Solvent A)와 acetonitrile (Solvent B, Sigma-Aldrich)을 사용

하였다. 40 oC의 column 온도에서 정제수에 희석한 시료를 각

10 μL를 주입하고 유속은 1.0 mL/min으로 설정하여, Solvent A:

90%, Solvent B: 10%에서 Solvent A: 0%, Solvent B: 100%

가 되는 gradient 조건으로 254 nm의 파장에서 30분 동안 분석

을 진행하였다.

실험 재료 및 세포배양

본 실험에서 사용된 RAW 264.7 세포는 마우스 유래 대식세포

로, 한국세포주은행 (Korea Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서

분양받았다. 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco, Grand

Island, NY, USA)과 100 units/mL penicillin-streptomycin (P/S,

Gibco)이 함유된 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,

Gibco)을 배양액으로 사용하여 37 oC, 5% CO2 조건에서 배양

하였으며, 2~3일 주기로 계대 배양하였다.

세포 독성 측정

시료 처리에 의한 RAW 264.7 세포의 생존율은 MTT assay를

통해 확인하였다. 24 well plate에 RAW 264.7 세포를 8.0×104

cells/well로 분주한 후, 37 oC, 5% CO2조건으로 24시간 전 배

양하였다. AR, ARBR, BS를 50, 100, 200 μg/mL 농도로

LPS (1 μg/mL)와 동시 처리하여 24시간 배양하고 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT,

Sigma-Aldrich) 용액을 첨가하여 37 oC, 5% CO2 조건에서 3시

간 동안 반응시켰다. 이후 형성된 MTT formazan 결정에

dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich)를 첨가하여 용해시

키고 96 well plate로 옮겨 ELISA reader (Multiskan GO

spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA)를 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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NO 생성 억제 활성 측정

LPS에 의해 발현된 NO 억제율은 세포의 배양액에 존재하는

NO2
− (nitrite)의 형태로 측정하였다 [34]. 24 well plate에

RAW 264.7 cell을 8.0×104 cells/well로 분주하여 37 oC, 5%

CO2 incubator (BB15 CO2 incubator, Thermo Fisher Scientific)

에서 24시간 전 배양하고 AR, ARBR, BS (50, 100, 200 μg/

mL)와 LPS (1 μg/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양하였다. 이

후 배양 상등액과 Griess’ reagent (Sigma-Aldrich)를 100 μL씩

동량 혼합하여 반응시킨 후 ELISA reader를 이용하여 NO 생

성 억제 활성을 측정하였다.

PGE
2
 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell을 8.0×104 cells/well로 24 well plate에 분주

하고 37 oC, 5% CO2 incubator에서 24시간 전 배양 후

ARBR (50, 100, 200 μg/mL)와 LPS (1 μg/mL)를 동시 처리하

여 24시간 배양하였다. 이후 상등액을 회수한 후 mouse

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit (R&D Systems

Inc., Minneapolis, MN, USA)와 ELISA reader를 이용하여 세

포배양액 내의 PGE2 함량을 측정하였다.

Western blot analysis

RAW 264.7 세포를 6 well plate에 4×105 cells/well로 분주하

고 37 oC, 5% CO2 incubator에서 24시간 전 배양한 다음,

DMEM으로 희석한 ARBR (50, 100, 200 μg/mL)와 LPS

(1 μg/mL)를 동시에 처리하여 동일한 조건의 CO2 incubator에서

24시간 동안 배양하였다. 이후 배지를 제거하고 세포를 PBS로

2회 washing한 후, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.5

mM Na3VO4, 1% protease inhibitor를 포함한 RIPA buffer

(Biosesang, Seongnam, Korea)를 이용하여 lysis하였고, 원심분

리(4 oC, 15,928 g, 30 min)하여 단백질을 회수하였다. BCA

protein assay kit (Thermo Fisher Scientific)를 사용하여 단백

질의 양(20 μg)을 동일하게 정량하였고 2× Laemmli sample

buffer (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)와 1:1로 희석하여 10%

SDS-PAGE gel에 전기영동 후, poly-vinylidene difluoride

membrane (Bio-Rad)에 전이하였다. Membrane blocking은 5%

skim milk를 함유한 0.05% T/TBS (0.05% Tween 20/Tris-

buffered saline)에 넣어 상온에서 2시간 동안 진행하였고 이후

0.05% T/TBS로 10분간 4회 washing하였다. 1차 항체는 iNOS

antibody (1:1,000, Millipore, Billerica, MA, USA), COX-2

antibody (1:1,000, Rockland Immunochemicals, Inc., Pottstown,

PA, USA), β-actin antibody (1:10,000, Bio-Rad)를 처리하여

4 oC에서 18시간 동안 반응한 다음, 0.05% T/TBS을 사용하여

10분 간격으로 4회 세척하였다. 이후 1:10,000으로 희석한 anti-

rabbit IgG와 anti-mouse IgG (Cell Signaling Technology,

Inc., Danvers, MA, USA) 2차 항체를 membrane에 처리하여

2시간 동안 상온에서 반응하였고, 0.05% T/TBS로 4회 washing

하였다. Membrane에 전이되었던 단백질을 현상하기 위해 ECL

kit (Bio-Rad)와 Imaging densitometer (model GS-700, Bio-

Rad)를 사용하였으며, 현상 후 발현된 단백질 β-actin, iNOS,

COX-2의 면적을 imageJ program (NIH, Bethesda, Rockville,

MD, USA)을 통해 수치화하여 그래프로 나타내었다.

전염증성 사이토카인(TNF-α, IL-6, IL-1β) 생성 억제 활성 측정

24 well plate에 RAW 264.7 세포를 8.0×10⁴ cells/well로 분

주하여 37oC, 5% CO2조건으로 24시간 전 배양하고 ARBR

(50, 100, 200 μg/mL)와 LPS (1 μg/mL)를 동시에 처리하여 동

일한 조건의 incubator에서 24시간 배양하였다. 이후 배양 상등

액을 회수하였으며, 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 사용하여 상

등액 내에 존재하는 pro-inflammatory cytokine 생성량을 측정

하였다.

통계처리

모든 실험값은 3회 반복하여 측정하였으며, 결과를 평균값 ±표

준편차로 나타내었다. 통계처리는 일원배치 분산분석(one-way

ANOVA)을 실시한 후 student’s t-test로 다중비교하였고,

*p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 수준에서 각 처리군 간의 통

계적 유의성을 검증하였다.

결 과

Biorenovation 전환물의 HPLC 분석

생물전환 기법에 사용한 균주의 현탁액 BS를 대조군으로 하여

접시꽃 callus 추출물 (AR) 및 생물전환된 접시꽃 callus 추출

물 (ARBR)을 HPLC 분석으로 비교하였다. 비교 결과, ARBR

에서 AR에서는 존재하지 않던 새로운 peak가 19.5 min과 23.5

min에서 검출되었으며, 기존 peak의 양상이 변화된 것을 확인

하였다(Fig. 1). 이는 생물전환 기법 중의 하나인 biorenovavtion

을 통해 AR 내 존재하는 화합물의 구조가 전환되었음을 시사

한다. 이러한 변화는 Sim 등의 연구[35] 결과를 바탕으로 기존

추출물 대비 활성이 향상되는 등의 생리활성 변화로 이어질 수

있으므로 LPS로 유도된 RAW 264.7 cell에서 실험을 진행하여

생리학적 효능을 평가하였다.

AR과 ARBR, BS의 세포 독성 비교 측정

AR과 ARBR, BS의 세포 생존율을 측정하기 위해서 MTT

assay를 사용했다. MTT assay는 세포 내 미토콘드리아의 탈수

소효소 작용을 통한 MTT tetrazolium의 MTT formazan 환원

율을 비교하는 방법이다[36]. RAW 264.7 cell에 AR, ARBR

및 BS를 각각 50, 100, 200 μg/mL으로 처리한 결과, LPS 처

리군의 세포 생존율은 시료 무첨가군에 대비하여 89.1±3.7%임

을 확인하였으며[37], 각각의 시료 처리군 또한 전 농도에서 무

첨가군 대비 87.7±1.7% 이상의 생존율을 보였다(Fig. 2). 본 실

험 결과를 바탕으로 세포에 대한 독성을 나타내지 않는 동일한

농도로 추가적인 실험을 진행하였다

AR과 ARBR, BS의 NO 생성 억제 활성 비교

NO는 체내에서 면역조절, 신경전달물질, 평활근 조절 등의 기

능을 하지만, 과도하게 생성된 경우에는 세포와 조직의 손상을

유도하여 염증 질환을 유발한다[38]. 이러한 NO 생성 저해 효

능을 측정한 결과, AR은 NO의 과생성이 일어난 LPS 처리군
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과 비등한 경향을 나타내었으며, ARBR은 LPS 처리군 대비 각

농도에서 약 25.8, 41.6, 64.4%의 NO 억제율을 확인하였다. 또

한 BS는 NO 생성을 약 99.0, 103.4, 97.9% 수준으로 측정되

어 NO 형성 저해 활성이 없는 것으로 나타났다(Fig. 3). 이러

한 ARBR의 효능은 biorenovation 기법에 사용되었던 BS와는

무관하며, biorenovation 기법에 의해 AR 내 존재하는 화합물

이 전환되어 NO 생성 억제 활성이 향상되었음을 시사한다.

ARBR의 PGE
2
 생성 억제 활성

류마티스 관절염 등의 염증성 질환에서 과생성된 PGE2는 염증

매개 물질로 작용하여 연골 및 조직의 손상과 종양을 유발하는

것으로 보고되었다[39]. LPS에 의해 발현이 유도된 PGE2에 대

한 ARBR의 생성 억제 효능을 측정한 결과, ARBR 처리군은

PGE2를 농도 의존적으로 감소시키는 경향을 보였으며, 최고 농

도인 200 μg/mL에서는 LPS 단독 처리군 대비 PGE2 생성을

50.6±4.5% 억제하였다. 따라서 ARBR은 과하게 생성된 NO뿐

만 아니라 PGE2의 생성도 효과적으로 저해하는 활성을 가졌으

며, 이를 활용하여 염증반응을 정상수준으로 개선할 수 있는 항

염증 소재로 사용할 수 있을 것으로 사료된다.

Western blot을 통한 ARBR의 iNOS 및 COX-2 발현 저해

활성 측정

Interferon, LPS 등의 염증 자극으로 활성화된 iNOS와 COX-2

는 염증 매개 물질의 생성을 유발한다. iNOS는 L-arginine을 전

환하여 많은 양의 NO를 장기간 생성하고, COX-2는 arachidonic

acid로부터 PGE2를 형성하는 효소로 작용한다. 두 전환 효소의

지속적인 과발현은 염증을 심화하는 것으로 알려져 있다[40,41].

Fig. 4 Inhibitory effect of ARBR on prostaglandin E2 production in RAW

264.7 cells. The cells were treated with 1 μg/mL LPS in presence or

absence of ARBR at the indicated concentrations for 24 h. PGE2

production was measured by ELISA method from the culture medium of

cells. Results are expressed as a percentage of the LPS-only group. Data

represent the means ± SD with three separate experiments. *p <0.05;

**p <0.01

Fig. 2 Cell viability of AR, ARBR and BS in LPS-stimulated RAW

264.7 cell by the MTT assay. The cytotoxicity was determined from the

cells induced with LPS (1 μg/mL) in the presence of AR, ARBR and BS

(50, 100, 200 μg/mL) for 24 h

Fig. 3 Inhibitory effects of AR, ARBR and BS on nitric oxide production

in RAW 264.7 cell. The production of nitric oxide was determined from

the cells stimulated with 1 μg/mL of LPS in the presence of AR, ARBR

and BS (50, 100, 200 μg/mL) for 24 h. Values represent the mean ± SD

with three independent experiments. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.005

versus LPS-only group

Fig. 1 HPLC chromatogram of Althaea rosea L. callus extract (AR), biorenovated A. rosea L. callus extract (ARBR) and Bacillus siamensis JD3-7

(BS). The chromatogram showed AR, ARBR and BS analyzed at a wavelength of 254 nm
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따라서 western blot을 수행하여 ARBR이 iNOS와 COX-2 단

백질 발현에 미치는 영향을 확인하고자 하였다(Fig. 5). iNOS와

COX-2의 단백질 발현을 위하여 대식세포에 LPS를 처리하여 대

조군으로 사용하였으며, ARBR 처리군은 각 농도(50, 100, 200

μg/mL)의 ARBR과 LPS를 동시 처리하여 iNOS와 COX-2의

단백질 생성 억제 효능을 측정한 결과, ARBR은 iNOS와

COX-2 단백질 발현을 농도 의존적으로 감소시키는 경향을 보

였다(Fig. 5). iNOS의 경우 최고 농도인 200 μg/mL에서 약

83.7%만큼 무처리군(약 87.6%)과 유사한 수준까지 발현을 억제

하였다. 또한 COX-2의 단백질 발현을 농도 의존적으로 유의미

하게 감소하였으며, ARBR의 PGE2 생성 억제 활성과 일치하는

것을 확인하였다. 이로써 ARBR은 iNOS와 COX-2 단백질의

발현을 억제하여 NO 및 PGE2 형성을 조절함으로써 과도하게

생성된 염증을 완화할 수 있을 것으로 사료된다.

ARBR의 pro-inflammatory cytokines 생성 억제 활성 측정

LPS 자극(1 μg/mL)으로 RAW 264.7 cell에서 과도하게 생성되

는 pro-inflammatory cytokine 중 TNF-α, IL-6, IL-1β의 발현

에 대한 ARBR의 억제 활성을 확인하기 위해서 ELISA kit를

사용하여 조사하였다. 그 결과 LPS로 인해 유도된 전염증성

cytokine의 생성을 ARBR 처리군은 농도(50, 100, 200 μg/mL)

의존적으로 억제시키는 경향을 보였다(Fig. 6). TNF-α의 경우

각 농도에서 약 16.5, 33.2, 42.9% 억제하였으며(Fig. 6A), IL-

1β는 약 27.3, 41.9, 50.6% 억제되었다(Fig. 6B). 특히 IL-6의

Fig. 6 Inhibitory effect of ARBR on pro-inflammatory cytokines

production in RAW cells. The cells were treated with LPS (1 μg/mL) or

with LPS and ARBR (50, 100, 200 μg/mL). The production of (A) TNF-

α, (B) IL-1β, (C) IL-6 was assayed by ELISA method in the culture

medium of cells. The result represent the means ± SD with three separate

experiments. *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.005 versus only-LPS-treated

group

Fig. 5 Inhibitory effects of ARBR on the (A) iNOS protein and (B)

COX-2 protein expression in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were

pre-incubated for 24 h, then treated with 1 μg/mL of LPS and indicated

concentrations of ARBR for 24 h. The protein level was analyzed by

western blotting. Level of β-actin expression was used as the control.

Values represent the means ± SD with independent triplicate experiments.

*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.005
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발현 억제율은 약 42.1, 53.4, 79.8%으로 저해능이 탁월함을 확

인하였다(Fig. 6C). IL-6는 조직 손상에 대한 발열을 일으키고

IL-1β는 COX-2 유도과정과 lymphokine 분비에 관여하며,

TNF-α는 IL-6의 발현 유도에 작용할 뿐만 아니라 종양 발생과

염증을 동반하는 질병에서 높은 수치를 띠는 것으로 알려져 있

다. 이러한 기능을 가진 전염증성 cytokines은 활성화된 nuclear

factor-κB (NF-κB)와 mitogen-activated protein kinases (MAPKs)

등의 전사인자에 의해 촉진되며 자가면역 질환 및 염증반응을

매개한다[42,43]. 이는 ARBR가 과도하게 발현된 전염증성

cytokines을 억제하여 염증반응을 적정 수준으로 조절할 수 있

을 것이라고 사료된다.

고 찰

본 연구는 biorenovation 기법을 접시꽃 callus 추출물(AR)에 적

용하여 생물 전환을 유도하고 RAW 264.7 대식세포에 대한 항

염 효과를 확인하기 위해서 세포 생존율과 NO, PGE2, iNOS

및 COX-2 단백질 발현, pro-inflammatory cytokines의 생성 억

제 활성을 측정하였다. 접시꽃 callus의 생물전환 추출물

(ARBR)은 HPLC 분석을 통해 AR과 BS를 제외한 peak의 존

재를 확인함으로써 화합물의 전환을 확인하였고, 이는 biorenovation

기법에 사용된 균주에 의해 전환된 것이라고 사료된다. AR과

ARBR의 세포에 대한 독성은 측정 농도(50, 100, 200 μg/mL)에

서 발견되지 않았으며, 동일한 농도에서 ARBR 처리군이 AR

처리군보다 월등한 NO 생성 억제 효능을 보였다. 또한, PGE2

합성과 iNOS와 COX-2 단백질의 발현 실험에서도 ARBR 처리

군이 PGE2와 두 단백질의 발현을 현저하게 억제하는 경향을 보

였으며, 앞선 ARBR의 NO 및 PGE2 생성 저해 양상이 상위

기전인 iNOS와 COX-2 발현량의 감소에 따른 것으로 사료된다

[44]. TNF-α, IL-6, IL-1β를 포함한 pro-inflammatory cytokine

의 생성량도 유의미하게 저해하는 것을 확인하였다. 따라서

Bacillus siamensis JD3-7균주 내 존재하는 효소에 의하여 천연

물 내 성분이 활성을 가진 화합물로 전환되어 생물학적 효능이

증진되었음을 확인할 수 있었다. 결과를 종합해보면 식물에서

유도된 캘러스를 이용하여 소재의 공급에 대한 단점을 극복할

수 있으며, 식품 유래 균주를 활용한 생물 전환 기법을 적용하

였기 때문에 바이오 산업에서 기능성 화장품이나 기능성 식품

등의 원료로써 활용 가치가 높을 것으로 사료된다. 추가적으로

염증 매개체를 생산하는 전사인자인 NF-κB, MAPK의 발현 연

구를 통해 신호전달경로를 확인하는 연구를 진행되어야 할 것

으로 사료된다.

초 록

Biorenovation은 미생물의 생체 촉매 대사를 통해 단일 화합물

또는 천연물을 생물 전환시켜 약리학적 효능을 증진시키고, 세

포에 대한 독성을 완화시키는 기술이다. 접시꽃은 예로부터 한

약으로 사용되어 왔으며, 항염증, 항암 등 다양한 생리학적 효

능이 있다고 보고되고 있다. 또한, 본 연구에서 사용된 접시꽃

캘러스는 손상부를 보호하기 위해 발달한 미분화 식물 조직으

로, 항산화 및 미백 효과가 있는 것으로 보고되었지만 염증과

같은 다른 활성에 대한 연구는 아직 보고되지 않았다. 본 연구

에서는 바이오리노베이션을 접시꽃 캘러스 추출물(ARBR)에 적

용하여 RAW 264.7 대식세포에 대한 생물전환 추출물의 항염

증 효능을 연구하였다. 그 결과 측정 농도(50, 100, 200 μg/mL)

에서 세포에 대한 독성이 없었으며, 산화질소 생성 억제에 대

한 효능이 기존 추출물에 비해 증진되었다. 또한, 프로스타글란

딘 E2와 전염증성 사이토카인, 고리형 산소화 효소, 산화질소의

유도 합성효소의 생성을 농도 의존적으로 억제하는 경향을 보

였다. 이러한 결과를 바탕으로 ARBR이 과도하게 발현된 염증

반응을 조절하여 기능성 화장품과 의약품의 소재로서 잠재력을

가지고 있음을 시사한다.
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