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            초록
          
        

        
          Arctii Lappa Fructus has the numerous health benefits, including antioxidant, anti-inflammatory, and anti-carcinogenic properties. Skin lipids are one of several factors that maintain epidermal barrier function. This study was to explore the lipogenic effect by ethanol extract of Arctii Lappa Fructus (EAF) in sebocytes. First, it was confirmed that EAF exhibited high antioxidant activity and collagenase activity inhibition. We found that cholesterol and triglyceride levels of cells by EAF were increased significantly in a dose-dependent manner. Moreover, EAF increased the expression of transcription factor sterol regulatory element-binding protein-1 (SREBP-1) in the cells. These results suggest that EAF induces lipogenesis in cells through the activation of SREBP-1.
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      서 론
      피부는 체내의 수분을 유지하고 외부 이물질의 체내 침입을 막아주는 보호막으로 필수적인 장벽 기능을 수행하고 있다. 최근 피부장벽(skin barrier)은 기능에 따라 피부각질층으로 구성된 물리적 장벽과 지질, 산, 리소좀, 항균펩타이드로 구성된 화학적/생화학적 장벽, 감염성질환에 대한 면역 장벽의 개념이 제시되고 있다1-3).

      피부의 지질은 피부장벽 기능을 유지하는 요소 중 하나이며, 이는 각질형성세포(keratinocyte)의 lamellar body에 형성되어 각질층(S. corneum)에서 세포사이로 분비되는 Epidermal lipid와 피지선세포(sebocyte)에서 생성되어 모낭을 통해 분비되는 Sebaceous lipid로 구성되어 있다4). 이러한 지질 구성성분의 변화는 장벽기능의 이상을 유발하여 여러 가지 피부질환을 초래하는데, 건조피부는 아토피 피부에서 기본적으로 나타나는 임상양상 중의 하나이다. 따라서 피부장벽 기능의 회복이 건조피부 개선에 중요한 핵심으로 피부와 같은 lipid formulation이나 ceramide supplement를 처리하여 왔으며, 세라마이드와 콜레스테롤, 지방산을 처리했을 때 아토피 환자의 수분손실이 줄어든다는 연구결과가 보고되었다5,6).

      피지선은 항균활성이 있는 지질을 생성할 뿐만 아니라 cutaneous steroidogenesis, local androgen synthesis, neuropeptides와 상호작용, pro-inflammatory 및 anti-inflammatory 특성을 발현하는 등 다양한 기능이 보고되고 있다.7,8). 또한 sterol regulatory-element binding proteins(SREBPs)는 지질의 항상성 및 대사를 조절하는 전사인자로 내인성 콜레스테롤, 지방산, 트리아실글리세롤 및 인지질 합성에 필요한 효소의 발현을 조절하는 것으로 알려져 있다9-11).

      우방자(Arctii Fructus)는 국화과(Compositae)에 속하는 2년생 초본식물인 우엉(Arctium lappa Linn)의 성숙한 과실로 오실(惡實), 대력자(大力子), 초우방(炒牛蒡) 등으로 불리어지고 있으며, 한국, 중국 등 아시아에 널리 분포하고 있다. 우방자는 제풍선폐기(除風宣肺氣) 거담지해(祛痰止咳), 소산풍열(疎散風熱), 청열해독(淸熱解毒) 등의 효능이 있고, 약리작용으로 항균, 항암, 혈당강하 작용 등이 보고되었다12,13). 주요 성분으로는 15∼21.5%의 arctiin이 함유되어 있으며 arctigenin, isoarctigenin, 25∼30%의 지방유, 지방산 등이 있다. 지방산의 주요성분은 arachidic acid이며 소량의 stearic acid, palmitic acid, linolic acid 등이 있다12,14). 우방자에 대한 선행연구로는 혈관 이완 작용, 아토피 피부염 개선 작용, 알러지 염증반응 억제효과, 안면 피부 개선효과 등이 보고되었으며, 우방자로부터 추출한 arctigenin의 미백효과가 보고되었다15-18).

      본 연구에서 아토피 피부염 개선 효과와 알러지 염증반응 억제 효과가 보고된 우방자를 이용하여 피지선세포의 지질 합성 촉진작용을 확인하였고 지질대사를 조절하는 전사인자 SREBP-1의 발현에 미치는 영향을 조사하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시료
        본 실험에 사용된 우방자는 ㈜휴먼허브사(Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 우방자 500g에 100% 에탄올 1.5L를 가하여 실온에서 초음파 분쇄시킨 후 3일간 추출하였다. 거즈로 여과하고 여과지(No. 2)를 사용하여 진공펌프로 여과한 후 rotary evaporator로 감압 농축하여 8.23g(수득율 1.65%)의 건조된 추출물을 얻었다. 시료는 DMSO에 녹여 사용하였고 DMSO는 최종	0.01% 이하의 농도 범위에서 사용하였다.

      

      
        2. 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazy(DPPH) free radical 소거능 측정
        시료의 항산화 활성은 DPPH free radical 소거능 측정 방법19)을 이용하여 측정하였다. 시료를 1 mg/mL로 녹여 serial dilution 한 시료액 100 μL 와 0.4 μM DPPH 용액 100 μL를 혼합하고 37°C에서 암실에서 30분 반응 후 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 전자공여능(%)은 다음 식으로 나타내었다.
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        3. Collagenase 활성 측정
        EnzCheck Gelatinase/Collagenase assay kit(Invitrogen, CA, USA)를 사용하여 collagenase 활성 억제 효능을 평가하였다. 기질로는 DQ™ gelatin from pig skin, fluorescein conjugate를 이용하여 측정하였다. 96 well plate에 reaction buffer를 150 μl, 시료 20 μl, collagenase(10 μg/ml) 20 μl, gelatin(100 μg/ml) 10 μl를 처리하고 37℃ 암실에서 1시간 동안 반응시킨 후 fluorescence micro plate reader(Bio-tek, VT, USA)를 사용해 495/515 nm에서 측정하였다.

      

      
        4. 세포배양
        사람 피지선세포는 독일의 베를린대학에서 기증받았으며 10% fetal bovine serum(FBS)가 첨가된 Dulbecco's modified eagle medium(DMEM)/F12(1:1)을 사용하여 CO2 incubator(37℃, 5% CO2)에서 배양하였다. 그리고 48시간 주기로 배양액을 교체하여 배양하였다.

      

      
        5. 지질추출 및 단백질정량
        세포를 10 cm dish에 1×10⁵개씩 분주하고 24시간 부착하였다. 시료를 처리하고 5일간 배양한 후 lysis buffer(EDTA 10 μl, 100 mM SPB 용액, PMSF 1 μl, Triton X-100 10 μl)를 처리하여 초음파로 분쇄한 뒤 Bradford 방법을 이용하여 단백질을 정량하였다. 세포용해액에 chloroform : methanol (2:1) 용액을 첨가하여 혼합하고 원심분리(2000 rpm, 15분)하여 하층액을 취하고 남은 용액에 2차로 chloroform : methanol (2:1) 용액을 첨가하여 동일한 방법으로 하층액을 분리하고 N2 gas로 농축시켰다.

      

      
        6. Cholesterol 및 Triglyceride 측정
        시료의 지질에 ethanol 300 μl를 넣어 녹인 후 cholesterol과 triglyceride는 각각 total cholesterol kit(AM 202-K, Asan Parm. Co., Seoul, Korea)와 triglycerides kit(GPO-PAP, YD Diagnostic, Yongin, Korea)를 이용하여 측정하였다. 1 ml의 효소시액에 100 μl의 시료를 첨가하고 혼합하여 37℃에서 5분 동안 배양 후 cholesterol은 500 nm의 파장에서 측정하였으며, triglyceride는 546 nm의 파장에서 ELISA reader로 흡광도를 측정하였다. 표준액의 cholesterol과 triglyceride는 3 ml의 효소시액에	20 μl의 표준액을 넣어 3 mg/ml 값으로 하였다.
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        7. Western blot
        10cm 배양용기에 1.2×106 세포/dish의 밀도로 분주하여 부착시키고 시료를 3일간 처리하였다. 배양된 세포를 모두 수거하여 lysis buffer로 4℃에서 30분간 용해시킨 후, 15,000 rpm에서 30분간 원심분리 하여 얻은 세포 용해액은 Bradford 방법을 이용하여 단백질정량을 하였다. 세포용해액은 2×sample buffer와 혼합하여 95℃에서 5분간 끓인 후 7.5% SDS-polyacrylamide gel에 전기영동하여 단백질을 분리하였다. 전기영동이 끝난 후 polyvinylidene difluoride membrane(Millipore, MA, USA)에 전이시켰다. Membrane은 5% skim milk-TBST(20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20)에서 1시간 동안 blocking하였다. SREBP-1 항체에 4℃에서 16시간 반응시키고, TBST로 세척한 후 HRP-conjugated secondary antibody와 1시간 반응시킨 후 WEST- ZOLⓇ(plus) Western blot detection system(iNtRON, Singnam, Korea)을 사용하여 ChemiDoc으로 band의 사진을 촬영하였다. 양성 대조군으로 linoleic acid(100 μM)을 사용하였다.

      

      
        8. 통계학적 분석
        실험 결과는 mean ± S.D로 표시하였다. 각 군 간의 통계적 유의성에 대한 검증은 one-way ANOVA test를 이용하여 p-value를 구하여 유의성을 검증하였다. P값이 0.01 이하인 경우 유의성을 인정하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 항산화 및 collagenase 활성 억제 작용
        본 실험에서 안면 피부 주름개선 효과가 보고된 우방자 추출물의 항산화능과 collagsnase 활성에 미치는 영향을 확인하였다. DPPH free radical 소거능 측정은 hydrazyl의 질소 원자가 불안정한 상태로 쉽게 수소원자를 받아들이는 성질을 가지고 있어 항산화성 물질과 반응하여 항산화활성을 측정할 수 있는 방법이다. 실험결과, 우방자 추출물 12.5, 50, 100 μg/ml 농도에서 각각 89.3%, 92.6%	96.0%의 DPPH 라디칼 소거능을 보였다(Fig. 1). 양성대조군으로 아스코르브산(AC)을 사용하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            DPPH radical scavenging activities of EAF extracts by various concentrations. DPPH radicals were generated as described in materials and methods. Ascorbic acid (AC 100 μM) was used as a positive control. The values are means ± SD of triplicate. *p<0.01 versus untreated group.
          
          

          

        

        또한 collagen을 분해하여 피부의 주름생성을 촉진시키는 collagenase의 활성에 대한 우방자 추출물의 효과를 조사한 결과, collagenase 활성 억제 효과는 우방자 25, 50, 100, 200 μg/ml 농도에서 각각 40%, 58%, 68%, 71%로 농도의존적으로 증가하였다(Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of EAF extracts on collagenase inhibition rate. Results are expressed as mean values ± S.D. of 3 replicates. *p<0.01 versus untreated group.
          
          

          

        

      

      
        2. Cholesterol 생성에 미치는 영향
        지질 합성에 미치는 우방자의 효과를 분석하기 위하여 피지선세포의 cholesterol의 변화를 조사하였다. 우방자 추출물을 25와 50 μg/ml의 농도로 처리하고 5일 배양 후 cholesterol을 정량하였다. 대조군의 cholesterol은 0.64 ± 0.02 mg/ml이었으며, 우방자 25와 50 μg/ml 농도에서는 각각 0.84 ± 0.03 mg/ml, 1.19 ± 0.05 mg/ml로 대조군에 비하여 cholesterol이 증가하였다(Fig. 3). 다중불포화지방산인 linoleic acid는 peroxisome proliferator-activated receptor(PPAR)의 리간드로서 지질의 생성을 촉진하므로 양성대조군으로 사용하였으며, cholesterol은 0.86 ± 0.03 mg/ml로 우방자 50 μg/ml 농도보다 낮았다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of EAF extracts on cholesterol content in sebocytes. The cells were plated at 1 × 105 cells/dish and incubated in media containing 25 μg/mL or 50 μg/mL of EAF and Linoleicacid (Li) 100 μM for 5 days. Data are means ± S.D three experiments performed in triplicate. *p<0.05, **p<0.01 vs. untreated group.
          
          

          

        

      

      
        3. Triglyceride 생성에 미치는 영향
        중성지방의 변화에 미치는 우방자의 효과를 조사하기 위하여 25와 50 μg/ml의 농도로 처리하여 5일 배양 후 triglyceride를 정량하였다. 대조군의 triglyceride은 0.82 ± 0.02 mg/ml였으며, 우방자 25와 50 μg/ml 농도에서 각각 1.29 ± 0.04 mg/ml, 1.53 ± 0.06 mg/ml로 대조군에 비하여 triglyceride이 증가하였다(Fig. 4). Linoleic acid(100 μM)의 triglycerol은 1.19 ± 0.04 mg/ml로 우방자 50 μg/ml 농도보다 낮았다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of EAF extracts on triglyceride content in sebocytes. The cells were plated at 1 × 105 cells/dish and incubated in media containing 25 μg/mL or 50 μg/mL of EAF and Linoleic acid (Li) 100 μM for 5 days. Data are means ± S.D three experiments performed in triplicate. *p<0.05, **p<0.01 vs. untreated group.
          
          

          

        

      

      
        4. 전사인자 SREBP-1 발현 촉진 작용
        SREBPs는 지방산과 cholesterol 합성 경로에 관련된 효소들을 활성화하는 중요한 전사활성인자로서 세 가지 종류(SREBP 1a, 1c, 2)가 알려있다. 따라서 지질합성이 일어나는 동안 SREBP-1과 FAS 같은 지질생성 관련 유전자의 발현이 증가한다9-11). 이에 cholesterol과 triglyceride의 생성을 촉진하는 것으로 확인된 우방자가 전사인자 SREBP-1의 발현에 관여하는지 조사하였다. 우방자 25와 50 μg/ml의 농도에서 전구형 및 활성형 SREBP-1 단백질 발현이 각각 대조군의 2.52배, 2.75배 증가하였으며, linoleic acid는 대조군의 1.26배 증가하였다(Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of EAF extracts on SREBP-1 expression in sebocytes. The cells were treated with EAF (25 or 50 μg/mL) for 48 h. Cells lysates were analyzed by Western blot using SREBP-1 specific antibody. Data are representative of more than three independent experiment(mean ± S.D). **p<0.01 vs. untreated group.
          
          

          

        

        또한 시간에 따른 SREBP-1 발현을 분석한 결과, 전구형 SREBP-1(125 kDa)은 6, 12, 24, 48, 72 시간에 1.5배, 1.4배, 2.5배, 3.4배, 5.1배 증가하였고, 활성형(68 kDa)도 각각 1.2배, 1.3배, 1.5배, 2.2배, 2.4배 증가하였다(Fig. 6). 따라서 우방자는 피지선세포의 지질 합성 관련 전사인자 SREBP-1의 발현을 촉진하였다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            SREBP-1 expression pattern over time in EAF-treated sebocytes. Cells were treated with 50 μg/mL of EAF for the indicated time. Cell lysates were analyzed by Western blot using SREBP-1 specific antibody. Data are representative of more than three independent experiment(mean ± S.D). **p<0.01, ##p<0.01 vs. time zero.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      우방자는 명의별록(名醫別錄)에 수록된 이래 疎散風熱, 宣肺透疹의 효능으로 사용되어 왔으며, 주로 斑疹不透, 風疹瘙瘍, 瘡痒腫毒 등의 증상을 치료하는데 응용되고 있다12,13). 우방자의 피부에 대한 연구로는 성인 여성의 안면에 4% 우방자 추출물을 함유한 크림을 4주 간 도포하였을 때 피부주름이 4.85% 개선되었고, 황 등은 arctiin > diarctigenin > matairesinol > arctigenin 순으로 collagen 분해효소인 matrix metalloproteinase(MMP-1) 활성을 억제 한다고 보고하였다17,20). 본 실험에서도 우방자의 높은 항산화능과 우수한 collagenase 활성 억제작용을 확인하였다. 따라서 우방자의 안면 피부주름 개선효과는 collagen 분해를 억제하는 우방자의 작용과 높은 항산화력에 기인할 것으로 판단된다.

      피부표면지질(skin surface lipid)은 피부의 건조를 막고, 외부로부터 유해물질의 흡수를 차단하며, 미생물의 성장과, 자외선을 차단하는 등 중요한 역할을 하고 있다21). 피지선은 free fatty acid, wax esters, squalene 외에도 triglyceride, cholesterol, cholesterol ester 등 많은 지질성분들을 분비하고 있으며, 특히 단불포화지방산은 살균제의 특성을 가지고 있다22,23). 본 실험에서 우방자 추출물이 피지선세포의 지질합성에 미치는 영향을 조사한 결과 우방자 25와 50 μg/ml 농도에서 cholesterol과 triglyceride 합성을 촉진한 것으로 나타났다. 양성 대조군으로 사용한 linoleic acid는 피지선세포에서 PPAR의 리간드로 작용하여 지질 생성을 촉진하는 것으로 알려져 있고24), 본 연구 결과에서도 linoleic acid는 지질의 생성을 증가시켰다.

      남성호르몬에 의해 유발된 피지분비 증가는 여드름의 주요 병인 중의 하나이며, 장벽 기능 이상이 면포 형성 과정에 관련이 있는 것으로 알려져 있다. 피지 분비가 활발하게 일어나면 세포막 구성 지질인 cholesterol, cholesterol ester, linoleic acid의 비율이 감소하고 이는 모낭 과각화증을 초래하는 것으로 보고 있다25,26). 특히 linoleic acid는 외부로부터 섭취해야하는 필수 지방산으로서 장기간 결핍 시 표피의 이상 증식과 심각한 수분 손실을 초래하였으며, 여드름환자에서 linoleic acid의 국소도포가 면포용해 작용이 있음이 보고되었다27,28). 한편 조 등은 우방자에서 항염작용이 있는 유효 지방산을 검색하였고, 우방자의 지방산 함량을 측정한 결과 linoleic acid가 주성분(5.8872 μl/g)임을 확인하였다29). 이는 우방자에 의한 피지선세포의 지질합성 촉진이 피지 내 지질성분의 변화에 의한 부작용을 상쇄하고 있을 것으로 판단된다.

      SREBP는 fatty acid synthase(FAS), long-chain fatty acyl elongase, stearoyl CoA desaturase, HMG CoA synthase, HMG CoA reductase, squalene synthase 등과 같이 지질 생합성에 관여하는 효소들의 활성을 조절하는 전사인자이다. SREBP는 1a, 1c 및 2의 세 종류의 isoform이 있으며, 그 중 SREBP1a는 빠르게 성장하는 세포의 지질합성을 강력하게 활성화시키고, SREBP1c는 간과 같은 지방 생합성 기관에서 fatty acid와 triglyceride의 생성을 조절한다. 한편, SREBP2는 모든 조직에서 sterol 합성에 관여한다9-11). 특히 피부에서 cholesterol과 지질의 합성은 표피장벽기능, 모낭의 형성과 유지에 필수적으로 SREBPs에 의해 조절되고 있음이 보고되고 있다9-11). 피부에서 cholesterol과 지질의 합성은 백 등은 태음조위탕가감방이 비만과 2형 당뇨가 유발된 db/db 마우스에서 간조직의 지질대사에 미치는 영향을 조사한 바, 혈중 cholesterol과 triglyceride는 유의성 있게 변화하지 않았으나, 간조직의 SREBP1의 mRNA 발현이 감소되었으며 간조직의 지방축적이 감소되었음을 보고하였다30). 저자들의 선행연구에서 지실 추출물이 SREBP-1, FAS의 활성과 더불어 세포내 지방소적 형성을 촉진하고 있음을 확인하였다31). 따라서 지질의 생성을 촉진하는 것으로 확인된 우방자 추출물이 전사인자 SREBP1의 조절에 관여하는지 조사한 결과, 전구형 및 활성형 SREBP1 단백질의 발현이 모두 증가함을 관찰하였다.

      이상의 연구결과, 우방자는 우수한 항산화능과 collagenase 활성 억제작용을 나타냈으며, 피지선세포의 cholesterol과 triglyceride 생성을 촉진하였고, 우방자의 지질합성 촉진 작용은	전사인자 SREBP1을 경유할 것으로 판단된다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 피부질환을 개선하기 위한 한방소재 탐색의 일환으로 인체 피지선세포를 이용하여 우방자 추출물이 지질 합성에 미치는 영향을 조사하였다. 우방자 추출물은 12.5～50 μg/ml 농도구간에서 높은 항산화능과 우수한 collagenase 활성 억제작용을 보였으며, 피지선세포의 cholesterol 및 triglyceride의 생성을 촉진하였다. 또한 지질 생합성에 관련된 전사인자 SREBP1의 발현이 증가되었다. 따라서 우방자 추출물은 피지선의 기능이 저하된 경우 이를 정상화시킬 수 있는 소재로 이용될 가능성이 높은 것으로 사료된다.
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