
한국식생활문화학회지 38(5): 365-372, 2023

J. Korean Soc. Food Cult. 38(5): 365-372, 2023

본 논문의 저작권은 한국식생활문화학회에 있음.

Copyright © The Korean Society of Food Culture

ISSN 1225-7060(Print)

ISSN 2288-7148(Online)

https://doi.org/10.7318/KJFC/2023.38.5.365

공심채 추출물(IAE)의 LPS로 유도된 미세아교세포에서의

Nrf2기전을 통한 항염증 효과

최지원1
 · 최상윤1

 · 허진영1,2,*
1한국식품연구원, 2한국과학기술연합대학원 대학교

Ipomoea aquatic Extracts (IAE) Attenuated Microglial Inflammation via Nrf2 Signaling

Jiwon Choi1, Sang Yoon Choi1, Jinyoung Hur1,2,*
1Korea Food Research Institute

2University of Science Technology (UST)

Abstract

Ipomoea aquatic is a leafy vegetable of the Convolvulaceae family, and is a tropical plant widely inhabiting southern

China and Southeast Asia, and is widely known as Morning Glory in the West. In this study, the anti-inflammatory effects

of ethyl acetate extract from Ipomoea aquatic extracts (IAE) were tested against lipopolysaccharide (LPS)-induced activation

microglia BV2 cells. The production of nitric oxide (NO) and cell viability were measured using the Griess reagent and MTT

assay, respectively. Inflammatory cytokine [interleukin (IL)-6, tumor necrosis factor (TNF)-, and interleukin-1 (IL-1)]

were detected qPCR in LPS induced BV-2 cells. Subsequently, nuclear factor (NF)-B, mitogen-activated protein kinases

(MAPKs), and nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2) were analyzed through western blot analyses and

immunofluorescence. Ipomoea aquatic down-regulated of inflammatory markers and up-regulated anti-inflammatory and

anti-oxidants in BV2 cells.
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I. 서 론

공심채는 메꽃과의 잎채소로써 중국남부와 동남아시아 일

대에 널리 서식하는 열대식물이며 서구권에서는 모닝글로리

라는 이름으로 널리 알려져 있다. 공심채는 예로부터 식품으

로서 널리 소비 되어 왔고 항당뇨(Malalavidhane et al.

2003), 변비개선(Samuelsson et al. 1992), 피부미백, 피부장

벽 개선효과(Kim 2017) 등이 보고된 바 있으나 뇌염증 억제

효과는 아직까지 알려진 바가 없다. 따라서 본 연구에서는

공심채 추출물의 뇌염증 효과를 최초로 검정하였고 이의 결

과를 보고하는 바이다. 중추신경계에는 혈뇌장벽 (Blood-

brain barrier)이라는 혈관내 내피세포들이 밀착결합되어 있는

특수한 세포막의 구조를 갖고있어 뇌 기능 유지에 필수적인

물질만을 선택적으로 통과시켜 뇌의 기능을 정상적으로 유

지하고 외부 물질로부터 뇌를 보호하는 역할을 한다

(Pardridge 2022). 이로 인해 BBB로 인해 표적세포까지 전

달되지 못하는 물질들이 많다. 에틸아세테이트 추출물의 항

산화 및 항염증에 효능이 있는 페놀릭 물질이 많이 존재하

며 특히 저분자의 물질을 분획할 수 있어 BBB를 통과하여

뇌세포 기능에 도움이 될 것으로 생각되어 에틸아세테이트

분획물을 본 연구에 사용하였다. 파킨슨병과 알츠하이머병은

뇌의 인지기능을 담당하는 hippocampus나 cortical 뉴런세포

의 사멸에 의해서 일어나는 신경퇴행성질환 중 하나이다

(Barnett 2019). 이러한 퇴행성뇌질환의 특징은 뇌 세포내

neurofibrillary tangles (MFTs), amyloid-β 펩타이드가 축적

되는 것이다. 이렇게 축적된 물질들은 시냅스와 신경세포의

사멸을 일으키게 된다. 이러한 단백질의 응집(aggregation)뿐

만 아니라, 신경면역반응의 변화도 신경세포 사멸의 원인이

된다고 알려져 있다(Hickman & Khoury 2014). 미세아교세

포(microglia)는 중추신경계의 선천적인 면역세포 중 하나이

다(Ginhoux et al. 2013). 미세아교세포는 뇌의 다른 병리학

적 기전이나 뇌손상으로 인하여 나타나는 면역반응을 일으

킨다(Rozemuller & Muiswinkel 2000). 미세아교세포는 정

상상태에서는 휴지기 상태(resting stage)를 존재하며 외부의

자극에 의해 활성화되고 활성화된 미세아교세포는 병원균의

식균작용과 병변 부위의 세포 파편 및 퇴화 세포 제거에 중
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요한 역할을 한다. 활성화된 미세아교세포는 cytokine, NO

synthase isoform (nNOS), cyclooxygenase-2 (COX-2) 및

reactive oxygen species (ROS)와 같은 염증매개체를 생성하

여 신경 기능을 방해하고 세포 손상을 일으킨다 (Solito &

Sastre 2012; Suzumura 2013). LPS에 의해 염증반응이 유

도된 미세아교세포는 과도하게 활성화 되어 nitric oxide

(NO)와 염증성 cytokine인 interleukin-1β (IL-1β), tumor

necrosis alpha (TNF-α)와 interleukin-6 (IL-6) 등을 분비하

여 염증반응을 매개한다(Tao et al. 2021). Mitogen-activated

protein kinase (MAPKs)는 extracellular signal-regulated

kinase (ERK), c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) 그리고

serine, threonine을 인산화시키는 효소인 p38이 포함되는데

이는 대식세포 초기 단계에서 면역반응에 중요한역할을 한

다고 알려져 있다(Byun 2013). 산화적 스트레스나 염증 반

응에 의해 핵으로 전이가 되어 heme oxygenase-1 (HO-1),

NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1)과 같은 항산

화 단백질을 발현시킨다. 최근 논문에 의하면 Nrf2 기전은

산화적 스트레스에 의한 방어기작 뿐 아니라 뇌세포에서 미

세아교세포의 면역반응에 중요한 역할을 한다고 보고되었다

(Yang & Chen 2021). 미세아교세포의 활성 조절과 Nrf2의

활성화는 퇴행성뇌신경질환에 중요한 치료방법으로 연구되

고 있으며, 특히 식품 소재나 천연물을 이용하여 미세아교세

포의 활성을 조절하여 뇌신경세포의 사멸을 억제하고자 하

는 노력이 진행되고 있다(Choi et al. 2023). 본 연구에서는

공심채의 에틸아세테이트 추출물이 미세아교세포의 과면역

활성을 억제하고 항염증조절인자를 조절하여 뇌신경세포의

효능을 나타내는지 확인하고자 하였다. 추후에는 추가적으로

공심채의 어떤 성분이 뇌염증억제 역할을 하는지 LC/MS 기

법으로 분석할 예정이다.

II. 연구 내용 및 방법

1. 재료 및 방법

본 연구에 사용한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM), penicillin-streptomycin (PS), fetal bovine serum

(FBS) 및 phosphage burffer saline (PBS)은 Gibco (Rockville,

MD, USA)에서 구매하였다. 또한 Dimethylsulfoxide

(DMSO), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium

bromide (MTT), Bovine serum albumin (BSA), Griess

reagent, Lipopolysaccharides (LPS) 및 다른 모든 시약들은

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), 항체는 Cell

Signaling Technology, Inc. (Beverly, MA, USA), RNA

extract kit는 Macherey-Nagel(Macherey-Nagel, Düren,

Germany)사에서 구입하여 사용하였다.

2. Ipomoea aquatic extracts (IAE) 추출물 제조

본 연구에 사용된 공심채, Ipomoea aquatic (KFRI-GAP-

0077)는 2020년 한국 경기도 안산시에서 채취된 것으로 증

류수로 세척하고, 동결 건조한 후 믹서기를 이용하여 분쇄한

뒤 메탄올을 사용하여 상온에서 1시간씩 3회 추출하였다. 이

를 여과하여 얻어진 상등액은 회전식 감압농축기로 완전히

농축하여 메탄올 추출물을 제조하였다. 이후 메탄올 추출물

에 물과 에틸아세테이트를 넣고 분획 한 뒤 농축하여 에틸

아세테이트 가용성 분획물로 제조한 공심채 추출물은 70oC

에 보관하면서 시료로 사용하였다.

3. 세포배양

본 실험에 사용된 세포는 mouse 유래 microglia BV2

cell로 경희대학교 의과대학 생리학교실에서 분양 받아

DMEM배지에 10% heat-inactivated FBS, 1% penicillin/

streptomycin을 첨가하여 37oC, 5% CO2조건에서 세포가

80-90% confluent한 상태에서 10회 이상 계대배양 한 뒤 사

용하였다.

4. 세포 생존율 측정

BV2 cell에서 IAE가 세포 생존율에 영향을 미치는 영향을

확인하기 위해 MTT assay를 수행하였다. 세포는 96-well

plate에 3×104 cells/well로 100 µL씩 분주하여 세포 배양기에

서 24시간 배양한 뒤 모든 배양액을 제거하고 LPS 0.1 μg/

mL과 IAE를 각각 10, 50, 100 μg/mL의 농도로 처리하고

18시간 배양하였다. 18시간 후, MTT 시약 0.1 mg/mL의 농

도로 희석한 후 100 μL을 첨가하여 3시간 동안 37oC, 5%

CO2 조건에서 추가 배양하였다. 모든 배양액을 제거 한 뒤

DMSO에 용해시킨 뒤 595 nm에서 흡광도를 측정하였다

(Kim et al. 2018). 세포 생존율(%)은 아래와 같은 식을 사

용하여 나타내었다.

세포 생존율(%)

= (시료처리군의 흡광도/대조구의 흡광도) 100

 

5. Nitric Oxide (NO) 농도 측정

세포로 생성된 Nitric Oxide (NO)의 양은 세포 배양액 중

존재하는 NO2-의 형태로 NO assay 방법을 이용하여 측정하

였다. LPS에 의해 활성화된 BV2 cell로부터 NO의 생성량을

측정하기 위해 LPS (0.1 μg/mL)와 IAE (10, 50, 100 μg/

mL)을 동시에 처리하여 18시간 배양하였다. 상등액(50 μL)

은 다른 96 well-plate에 옮기고 Griess reagent 를 1:1 비

율(50 μL)로 15분간 차광한 곳에서 반응시킨 후 540 nm에

서 흡광도를 측정하였다. Sodium nitrate (NaNO2) 표준액의

농도를 기준(standard curve)으로 형성된 NO의 함량을 계산

하였다(Green et al. 1982).

6. 염증조절 바이오마커 단백질 발현

BV2 세포를 60 mm plate에 1.5×106 cells/well로 분주하여
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24시간 동안 배양하였다. 이후 모든 배양액을 제거하고 IAE

(10, 50, 100 μg/mL)과 LPS (0.1 μg/mL)을 동시에 처리하여

추가로 18시간 동안 배양하였다. PBS를 이용하여 세척하고

scraper를 이용하여 세포를 회수 한 뒤 5,000 rpm에서 15분

간 원심 분리하였다. 상등액을 제거하고 세포에 Pro-prep

(iNtRON biotechnology, Seongnam Korea) lysis buffer 첨

가하고 ice에 10분간 반응시킨 후 13,000 rpm에서 15분간

원심 분리하였다. 상등액을 취하여 총 단백질을 얻고, 총 단

백질은 BCA protein detection kit (Thermo Fisher Scientific

Inc., Rockford, IL, USA)를 사용하여 정량 하였다. 20 μg/

mL의 단백질을 취하여 2X LDS sample buffer (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA, USA)를 첨가하고 100oC에서

boiling한 후 10% SDS-PAGE에 전기영동 하였다. 이후

PVDF membrane으로 transfer하고, 5% skim milk (0.1%

Tween 20 containing PBS, TBST) 로 1시간 blocking 하였

다. TBST buffer로 3회 washing 후 β-actin, iNOS, COX-

2, IL-1β, p-p38, p-ERK, p-JNK, p-p65는 1차 항체는 모두

1:3,000 비율로 희석하고 4oC에서 overnight 하여 반응시켰

다. 이후 TBST로 3번 washing 한 뒤 5% skim milk로 희

석한 2차 항체(1:5,000)를 상온에서 60분간 반응시킨 뒤

ECL (enhanced chemiluminescense, Bio-Radf Laboratories,

Hercules, CA, USA))을 1:1 비율로 멤브레인에 반응 시킨

후 image analyzer (ChemiDoc XRS+imaging system,

Bio-Rad, CA, USA)를 이용하여 밴드를 확인하고 Image J

software (NIH, Bethesda, MD, USA)를 이용하여 단백질

발현양을 측정하였다.

7. 염증사이토카인 mRNA 발현량 분석

BV2 cell에서 염증성 cytokine 생성 저해에 미치는 영향을

평가하기 위해 RT-PCR을 실시하여 mRNA 수준에서 변화를

확인하였다. NucleoSpin RNA kit를 이용하여 RNA를 추출

하였고, 추출한 RNA 펠렛을 nuclease-free water에 용해시키

고 Nano drop one (Thermo Fisher scientific, Cleveland,

OH, USA)를 사용하여 RNA농도를 측정 하였다. cDNA 합

성은 Biorad사의 iScript cDNA Synthesis kit (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA)의 프로토콜을 따라 Real-time PCR기

와 thermal cycler를 이용하여 cDNA를 합성하였다. mRNA

발현은 QuantStudioTM3 Flex Real-Time PCR System

(Thermo Fisher scientific, USA)과 iQTM SYBR® green

supermix (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)를

20 µL씩 첨가하여 mixture를 만들어. initial denaturation

(10 min, 95oC), denaturation 40 cycle (15 s, 95oC), annealing

40 cycle (30 s, 60oC)로 반응하였다. 발현량은 QuantstudioTM

design & Analysis software를 이용하여 분석하였고, 모든

값은 하우스 키핑 유전자인 GAPDH를 사용하여 RNA양을

보정하였다. 사용한 프라이머는 <Table 1>과 같다.

8. Immunofluorescense (IFC) 분석

Nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (Nrf2)의

translocation을 평가하기 위해 세포를 4-chamber에 1×105

cells/well로 분주한 뒤 IAE를 6시간 반응시켰다. 이후 4%

formaldehyde (Deajung Chemical & Metals Co. Ltd.,

Korea)로 15분간 고정하고 0.05% saponin (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA) 으로 침투시킨 뒤 PBS로 3번

washing 하였다. 이후 1% BSA로 실온에서 30분 방치하고

Nrf2 antibody (1:200)으로 4oC에서 overnight 하였다. 다음

날, 2차 antibody, Alexa Fluor Plus 488 goat anti-mouse

IgG (Invitrogen, Carlsbad, CA, US)를 1:500으로 희석 한

뒤 실온에서 1시간 반응 시킨 후 DAPI (4,-diamidino-2-

phenylindole)(VECTASHIELD: Vector Laboratories, USA)

로 핵을 염색 시켰다. Cytosol (green)과 nuclei (blue)는

fluorescence microscopy (FluoviewTM FV300, Olympus,

Japan)로 이미지화 하여 발현량을 확인하였다.

9. 통계분석

모든 실험은 3회 반복하고 실험결과의 오차는 Mean±

standard error of mean (SEM)로 표시하였다. 집단 간 차이

는 One-way ANOVA로 분석한 후에 Tukey’s method로 사

후 검증하였다. 통계분석은 GraphPad Prism 9 (GraphPad

Software, Inc., San Diego, CA, USA)를 이용하여

***p<0.001, **** p<0.0001 이하 일 때 통계적으로 유의한

것으로 간주하였다.

<Table 1> Primer sequences for real time RT-PCR

Gene name Primer sequence Sequence

IL-1β
5'-GAA ATG CCA CCT TTT GAC AGTT G-3' Forward (F)

5'-TGG ATG CTC TCA TCA GGA CAG-3' Reverse (R)

IL-6
5'-TAG TCC TTC CTA CCC CAA TTT CC-3' Forward (F)

5'-TTG GTC CTT AGC CAC TCC TTC-3' Reverse (R)

TNF-α
5'-CCC TCA CAC TCA GAT CAT CTT CT-3' Forward (F)

5'-GCT ACG ACG TGG GCT ACA G-3' Reverse (R)

GAPDH
5'-CTG ACT TCA ACA GCG ACA CC -3' Forward (F)

5'-TGC TGT AGC CAA ATT CGT TGT-3' Reverse (R)
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III. 결과 및 고찰

1. IAE의 세포 생존율와 NO 생성 억제 효능

본 연구는 IAE의 항염증 효과를 확인하고자 하였으며 이

를 확인함으로서 추후 뇌질환 예방 및 뇌 보호 효능에 대해

서 생물학적 활성을 연구하는데 도움이 되고자 한다.

Microglia BV2 cell에서 IAE가 세포 생존율에 미치는 영향

을 확인하기 위해 LPS 0.1 μg/mL과 IAE 10, 50 100 μg/

mL를 동시에 처리하여 세포생존율을 확인하였다. 아무것도

처리하지 않은 대조군은 100% 세포생존율을 보였으며, LPS

를 처리한 군에서는 97.5%로 나타났다. 반면 IAE 10, 50

μg/mL 처리한 군은 96.6, 94,6%의 세포생존율을 나타내었고,

IAE 100 μg/mL군은 53.6%의 세포생존율로 세포 독성이 나

타났으므로 모든 실험은 독성이 없는 농도 IAE 50 μg/mL로

실험을 진행하였다<Figure 1A>. 기존에 발표된 연구들에 의

하면 NO의 농도 증가는 면역 활성의 증가되는 지표로 사용

되고 있다(Chen et al. 2018; Han et al. 2021). 내독소의

하나인 LPS는 세포에서 TNF-α, IL-6, IL-1β와 같은 전염증

성 사이토카인을 증가시키며, NO 등의 염증매개물질을 분비

한다고 알려져 있다(Lee & Lim 2008). 본 연구는 LPS에

의해 microglia BV2 cell로부터 생성되는 NO에 대한 IAE

의 억제효과를 알아 본 결과 LPS 처리군은 대조군에 비해

NO의 생성이 80배 (24.8 μM) 증가하여 과도한 염증반응이

유도되었음을 확인하였고 IAE 10, 50 μg/mL 농도에서 각각

22.7, 1.8 μM로 NO의 생성량이 감소하였다<Figure 1B>. 반

면 IAE 100 μg/mL에서는 2.0 µM의 NO 생성률이 나타났지

만 이는 세포 독성에 의해 NO의 생성이 저해된 것으로 판

단된다. 따라서 LPS에 의해 활성화된 microglia BV2 cell에

서 IAE (50 μg/mL)는 NO 생성을 억제함으로서 염증을 완

화할 수 있는 효능이 있음을 확인하였다.

2. IAE의 염증성 매개인자의 생성에 미치는 영향

염증 진행과정에서 중요한 역할을 한다고 알려져 있는

iNOS 및 COX-2는 효소의 비정상적인 활성화가 진행되면 발

현한다고 알려져 있다(Murakami & Ohigashi 2007). BV2

cell에서 IAE의 NO 생성억제효능을 확인하였고 LPS 자극에

의해 NO를 생성하는 것으로 알려져 있으며 염증 단계에서

중요한 역할을 하는 염증성 사이토카인인 COX-2와 iNOS의

단백질 발현의 양을 측정하였다. 그 결과 LPS 처리군에서는

대조군에 비해 iNOS의 3.9배 단백질 발현량이 증가하였고

IAE는 LPS 처리군 보다 iNOS의 단백질 발현량이 24배 감

소하였다<Figure 2A>. 이는 IAE는 염증반응을 일으키는

iNOS 단백질 발현을 억제하여 NO의 생성을 억제시키는 것

으로 사료된다. 사람의 정상적인 조직에서는 COX-2가 측정

되지 않지만, 염증반응을 자극하는 LPS와 같은 경우에는

COX-2가 빠르게 활성화 된다(Yang et al. 1999). <Figure

2B>와 같이 LPS 처리군은 대조군에 비해 COX-2 발현량이

17배 증가하여 염증반응이 활성화 된 것을 확인할 수 있었

고 IAE는 대조군(ratio 1) 보다 낮은 단백질 발현량(0.5)을

나타내었다. 이는 IAE는 LPS에 의해 유도되는 iNOS,

COX-2의 발현을 억제하는 효과를 가지며, 이로 인해 염증

매개 인자인 NO의 생성을 억제 하는 효과를 나타낸다고 할

수 있다.

3. IAE가 염증성 cytokine 생성에 미치는 영향

신경 염증반응에서 중요한 요소로 알려져 있는 Interleukin

(IL)-1β, IL-6, tumor necrosis factor (TNF)-α과 같은 염증

성 cytokine은 신경 염증을 악화시키는 인자로 중요하다(Kim

<Figure 1> The effects of IAE on cell viability and NO production in LPS stimulated BV2 microglial cells.

(A) BV2 cells were treated with LPS (0.1 μg/mL) and IAE at different concentrations (10, 50, 100 μg/mL), and cell viability was confirmed

through MTT assay. (B) BV2 microglia cells were treated with LPS (0.1 µg/mL) and IAE at different concentrations (10, 50, 100 μg/mL) and

incubated for 18 hours. Only the supernatant was transferred and reacted with the griess reagent to confirm the release of nitric oxide (NO).

Statistical analysis was conducted using one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison tests. Results are expressed as mean±SEM of three

independent experiments. n=3, ****<0.0001 vs LPS-treated group.
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et al. 2016). 본 실험은 LPS로 자극한 microglia BV2 cell

에 IAE를 처리하여 염증성 cytokine이 효과적으로 조절하는

지 mRNA 수준의 변화를 관찰하였다. <Figure 3>의 결과와

같이 LPS 처리군에서는 염증성 cytokine (IL-1β, IL-6,

TNF-α)의 유전자 발현량은 대조군(ratio 1)에 비해 각각 10,

224, 17배로 현저하게 증가하였고 IAE을 처리한 군은 대조

군(ratio 1)과 유사한 수준으로 유전자 발현의 억제 효능이

나타났다. 이러한 결과를 통해 IAE는 iNOS 및 COX-2와

함께 cytokine들의 발현을 억제 시킴으로써 신경 염증 억제

효능을 갖고 있을 뿐만 아니라 새로운 천연물 유래 신경 염

증 억제 물질로 사용 될 수 있을 것으로 예상한다.

4. IAE의 MAPKs와 NF-kβ 신호전달 경로에 미치는 영향

Mitogen-activated protein kinases (MAPKs)는 LPS와 같

은 염증성 자극으로 인해 발현되는 대표적인 세포 내 신호

전달 인자이다. 또한 extracellular regulated protein kinase

(ERK), c-Jun NH2-protein kinase (JNK) 및 serine/threonine

protein kinase (p38)의 3종은 (MAPKs)에 속하는 대표적인

단백질이며, 활성화 된 MAPKs는 NF-κB로 염증성 신호를

전달하여 염증성 매개 단백질 발현 및 세포 소기관에 영향

을 미치게 된다(Cobb & Goldsmith 2000). ERK, JNK 및

p38를 포함하는 MAPKs는 신경염증 조절 인자의 생성에 관

하여 세포 생존, 사멸 및 염증을 포함한 세포 기능을 조절하

<Figure 2> The effects of IAE on iNOS and COX2 inhibition in LPS stimulated BV2 microglia.

BV2 microglia cells were treated with LPS (0.1 µg/mL) and IAE 50 µg/mL, cultured for 18 hours, and analyzed by Western blot. β-actin was

used as an internal control and it was proved that the band quantification was constant. Statistical analysis was conducted using one-way ANOVA

with Tukey’s multiple comparison tests. Results are expressed as mean±SEM of three independent experiments. n=3, ***p<0.001 vs LPS-treated

group.

<Figure 3> The effects of IAE on the cytokines (IL-1β, IL-6, TNF-α) mRNA expression in LPS activated BV2 microglia cell. 

BV2 microglia cells were treated with LPS 0.1 µg/mL and IA 50 µg/mL, cultured for 18 hours, and analyzed by RT-PCR. GAPDH was used as

an internal control and it was demonstrated that the band quantification was constant. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA

with Tukey’s multiple comparison tests. n=3, ****<0.0001 vs LPS-treated group.
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고(Cargnello & Roux 2011; Lim et al. 2018), NF-κB는

면역 및 염증반응에서 cytokine 및 chemokine 같은 염증반

응을 제어하는 유전자 발현을 조절하는 전사인자로 알려져

있다(Chen et al. 1999). 본 연구에서는 IAE의 NO 생성 억

제 활성이 MAPKs (p38, ERK, JNK) 및 NF-kβ의 인산화

억제와 관련이 있는지 확인하기 위해 microglia BV2 cell를

이용하여 LPS와 IAE을 처리하여 항염증 활성기전을 확인하

였다. LPS 처리한 군에서 phosphorylated forms/total form

으로 나타낸 MAPKs (p38, ERK, JNK)의 인산화 비율이

대조군 대비 각각 1.4, 2.26, 2.57배 증가하여 cytokine 생성

이 유발 된 것을 확인하였다. 반면 IAE 처리에 의해 대조군

(ratio 1) 보다 ERK, JNK의 인산화가 50% 이상 감소된 것

을 확인하였다<Figure 4A 4B 4C>. IAE은 LPS에 의해 유

도되는 MAPKs의 3가지 경로의 활성화를 억제시켜 이는 세

포사멸 억제 뿐만 아니라 스트레스 자극에 의한 인산화 조

절이 가능하다고 판단된다. 또한 NF-κB의 발현에 IAE가 미

<Figure 4> Effect of IAE on the expression of MAPKs and NF-kB in LPS activated BV2 microglia cells.

BV2 microglia were treated with IAE 50 µg/mL and LPS 0.1 µg/mL for 18 h and confirmed by western blot (p38, phosphorylated p38, ERK,

phosphorylated ERK, JNK, phosphorylated JNK, p65, and phosphorylated p65). β-actin was used as an internal control and it was proved that the

band quantification was constant. Statistical analysis was conducted using one-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison tests. Results are

expressed as mean±SEM of three independent experiments. n=3, ****<0.0001 vs LPS-treated group.

<Figure 5> Effects of IAE on Nrf2 nuclear translocation.

Confocal images of BV-2 microglia stained with cytosol (green) and DAPI (blue), a nuclear marker from untreated culture, and cultures treated

with IAE. Olympus FluoView 300, ×40, Scale bar 30 μm. The cells were plated in 60 mm dish and incubated for 24 h, next the cells were treated

with indicated concentration of IAE for 6 h and cytosolic and nuclear extracts were prepared for analysis.
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치는 영향을 확인한 결과<Figure 4D>, LPS를 처리하였을

때 NF-κB의 발현이 대조군 대비 2.4배 증가한 반면, IAE

50 μg/mL군은 대조군(ratio 1)보다 30%의 인산화가 감소되

었다. 이러한 결과를 종합해보면 IAE는 LPS에 의한 NF-B

활성 억제와 MAPKs의 인산화를 억제에 관여하고 있음을 알

수 있었고 이러한 신호전달 억제는 염증성 cytokine과 NO

분비량 및 iNOS, COX-2의 발현을 감소시키고 염증성 매개

물질의 발현을 조절하여 항염증 효과를 나타내는 것으로 판

단된다.

5. IAE가 Nrf2 신호전달 경로에 미치는 영향

다양한 염증성 및 산화적 자극에 대한 세포 내 항상성 유

지에는 nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)라

는 전사 인자가 중요한 역할을 한다고 알려져 있다(Huang et

al. 2015; Lee et al. 2017). 산화-환원 조건이 정상적인 조건

일 때, Nrf2는 주로 세포질에서 Nrf2의 대표적인 억제 인자

인 Keap1에 결합하고, ubiquitin-proteasome 경로를 통해 쉽

게 분해된다(Zhang et al 2017; Innamorato et al. 2018).

그러나 스트레스나 산화 방어 유도 물질에 노출되면 Nrf2는

Keap1에서 결합이 분해되고 세포의 핵으로 이동하며 세포

보호 및 항산화 효소 관련 유전자들의 전사 활동을 활성화

시킨다(Kang & Hyun 2017). IAE의 항산화력이 생체 내

대표적인 항산화 시스템인 Nrf2 신호계와 연관되어 있는지

여부를 확인하였다. <Figure 5>의 immunofluorescense의 이

미지에서 알 수 있듯이, IAE를 처리함에 따라 Nfr2의

cytosol (green)의 발현이 감소하는 반면, 핵 내부 (blue)의

Nrf2의 발현이 증가하는 양상을 보이는 것을 보아 Nrf2의 핵

내로의 전사가 이루어졌음을 확인할 수 있었다. 이러한 효능

은 IAE는 산화방지 관련 유전자인 Nr2 신호전달계의 활성

화와 연관성이 있음을 알 수 있었다. 추후 항산화 관련 단백

질 발현을 확인하여 IAE가 BV2 cell에서 산화적 스트레스

보호효과가 있는지 확인 할 예정이다.

IV. 요약 및 결론

본 연구에서는 LPS로 유도된 microglia BV2 cell에서 공

심채, Ipomoea aquatic extracts (IAE)의 항염증 효능을 평

가하였다. IAE 100 μg/mL 농도에서 세포독성을 나타내었고

IAE 10, 50 μg/mL 농도에서는 세포 독성이 나타나지 않았으

며 LPS 자극에 의한 NO의 생성량을 감소시켰다. 또한 IAE

는 LPS로 자극으로 분비된 염증성 cytokine (IL-6, TNF-α,

IL-1β)과 iNOS와 COX-2의 단백질 발현량을 감소시켰다. 대

표적인 염증관련 신호 전달경로인 NF-κB/MAPKs 관련 유

전자의 단백질 발현을 검토한 결과, IAE에 의해 염증반응의

전사 인자인 NF-κB의 발현이 억제되었으며, MAPKs family

인 인산화된 p38, ERK, JNK의 단백질 발현량이 억제 된

것으로 보아 이는 신호전달 경로 억제를 통하여 IAE 추출물

은 항염증 활성이 나타난다는 것을 확인할 수 있었다. 또한

IAE는 산화방지관련 핵 전사인자인 Nrf2의 발현에 영향을

미쳤다. 결과적으로 IAE는 MAPKs의 활성화 억제를 통해

염증 매개 물질의 생성을 억제시켜 항염증 활성에 영향을 미

치는 것으로 판단되며 세포 보호방어 기작에 관련하는 Nrf2

의 활성을 증가시키므로 항산화 관련 유전자의 발현에도 영

향을 미치는 것으로 사료된다. 이러한 연구결과에 따라 공심

채는 노화나 지속적인 염증성 반응으로 인한 퇴행성 뇌신경

관련 질환의 예방 및 치료에 도움이 될 것으로 생각되며 추

후 동물실험을 통해 전임상 연구를 진행하고자 한다.
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