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            초록
          
        

        
          Amomum villosum Lour extract (AVE) has been traditionally known for its therapeutic properties. This study investigated the anti-inflammatory effects of AVE on HT-29 colon epithelial cells to evaluate its potential application for inflammatory bowel diseases (IBD). The MTT assay demonstrated that AVE did not induce cytotoxicity across a wide range of concentrations, confirming its safety for cell viability. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) revealed that AVE significantly reduced the secretion of inflammatory cytokines IL-8 and TNF-α, while MCP-1 levels decreased even at low concentrations (100 μg/ml) and remained consistently low at higher concentrations. RT-PCR and Western blot analyses further confirmed the suppression of inflammatory markers (iNOS, COX-2, TNF-α) and the upregulation of mucosal barrier proteins (ZO-1, Occludin). These findings suggest that AVE modulates LPS-induced inflammatory signaling pathways and enhances mucosal barrier integrity, highlighting its potential as a therapeutic agent for IBD.

        

      

      
        Keywords: 
Amomum villosum, Inflammatory bowel diseases (IBD), Anti-inflammatory effects, Cytokine modulation, Mucosal barrier integrity

      

    

    

  
    
      서 론
      염증성 장 질환(Inflammatory Bowel Disease, IBD)은 장관 내 만성적이고 비정상적인 염증반응이 호전과 재발을 반복하는 복합적인 질환으로, 대표적으로 궤양성 대장염(Ulcerative Colitis)과 크론병(Crohn's Disease)이 포함된다. 이러한 질환은 소화관 전반에 걸쳐 광범위한 염증을 유발하며, 심한 복통, 혈변을 동반한 설사, 체중 감소, 피로감 등의 증상을 나타내며, 환자의 삶의 질에 중대한 영향을 미친다1,2). 특히, 크론병은 소화관의 모든 층에 걸쳐 염증을 유발할 수 있어, 합병증 발생률이 높고 치료가 까다롭다. IBD의 발병 원인은 명확히 밝혀지지 않았으나, 유전적 소인, 환경적 요인, 면역계의 과도한 반응, 장내 미생물 균형의 붕괴 등이 복합적으로 작용하는 것으로 알려져 있다3,4). 최근 IBD의 유병률은 전 세계적으로 증가하고 있으며, 이는 개발도상국에서도 동일한 양상을 보인다. 국내에서도 IBD의 유병률이 지속적으로 증가하고 있으며, 젊은 연령층에서 발병률이 높아지는 경향을 보이고 있다. 이는 서구화된 식습관, 공해 및 환경적 요인, 도시화와 같은 생활 방식의 변화와 관련이 깊은 것으로 분석된다5). 예를 들어, 가공식품의 과다 섭취는 장내 미생물의 불균형을 유발하여 염증반응을 촉진할 수 있으며, 스트레스와 같은 심리적 요인도 IBD의 발병과 악화에 영향을 미치는 것으로 보고되었다6).

      전통 한의학에서는 다양한 한약재를 활용하여 장 질환을 치료해 왔다. 금은화(Lonicera japonica)와 황련(Coptis chinensis) 같은 한약재는 항염증 작용과 면역 조절 효과가 뛰어나 염증성 장 질환 치료에 널리 활용되고 있다7). 이와 더불어, 천연물 유래 다당체의 면역계 활성화 작용은 장 점막의 염증반응 억제와 회복에 중요한 역할을 한다는 연구 결과가 보고되고 있다8). 이러한 천연물 기반 치료법은 현대 의학적 치료의 한계를 보완할 수 있는 중요한 대안으로 간주되고 있다.

      양춘사(Amomum villosum Lour)는 생강과의 식물로, 전통적으로 위장관 건강 증진 및 소화불량 개선을 위해 사용되어 왔다. 양춘사 열매는 정유 성분(essential oil)과 플라보노이드, 다당체 등을 포함하여 항염증, 항산화, 진통 및 항균 효과를 나타내는 것으로 보고되었다9,10). 특히, 양춘사 추출물(Amomum villosum Lour extract, AVE)이 장내 염증을 완화하고, LPS로 유도된 염증반응에서 사이토카인 방출을 억제하며, 장 점막 장벽의 통합성을 회복시키는 데 효과적이라는 연구가 보고 되어 있다11,12). 본 연구는 HT-29 대장 상피세포주를 모델로 하여 양춘사 추출물의 항염증 효과와 점막 장벽 단백질(ZO-1, Occludin) 발현에 미치는 영향을 분석하였다. 이를 통해 양춘사 추출물이 장내 염증반응을 완화하고 장 점막의 구조적 안정성을 유지하는 데 기여할 수 있음을 규명하고자 한다. 이러한 연구를 통해 양춘사가 장 건강 증진 및 염증성 장 질환 예방 및 치료에 잠재적으로 활용될 가능성을 제시 할 수 있을 것이라 기대된다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 양춘사 추출물의 제조
        본 연구에 사용된 양춘사는 ㈜광명당제약(Ulsan, Korea)에서 구입하여 사용하였으며 원광대학교 한의과대학 본초학 교실에서 진품을 확인하였다. 양춘사 100 g을 3차 증류수 900 ㎖에 3시간 가열하여 환류 추출 후 여과하고 남은 용액을 감압시켜 농축, 건조하여 양춘사 추출물을 얻어 냉장 보관하였다.

      

      
        2. 시약 및 재료
        Antibiotic-Antimycotic(10,000 units/mL penicillin, 10,000 ㎍/mL streptomycin, 25 ㎍/mL amphotericin B), Fetal bovine serum (FBS), phosphate buffered saline (PBS), Trypsin/EDTA solution (0.025% trypsin, 0.01% EDTA)은 Gibco (CA, USA)에서 구입하였고, RPMI-1640 medium은 Cytiva (IL, USA)에서 구입하였다. EZ-cytox kit는 Dogenbio (Seoul, Korea)에서 구입하였다. human IL-8 ELISA kit, human MCP-1 ELISA kit는 Bioss (MA, USA)에서 구입하였고, human TNF-α ELISA kit는 Cusabio (Wuhan, China)에서 구입하였다. RIPA buffer와 BCA Protein Assay kit는 Thermo Fisher Scientific (CA, USA)에서 구입하였고, Phosphatase Inhibitor Cocktail, Protease inhibitor Cocktail, ECL kit는 Millipore (Darmstadt, Germany)에서 구입하였다. Phospho-ERK Antibody, ERK Antibody, p38 MAPK Antibody, Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Antibody는 Cell Signaling Technology (MA, USA)에서 구입하였고, TNF-α Antibody, Goat Anti-Mouse IgG H&L (HRP), Goat Anti-Rabbit IgG H&L (HRP), Goat Anti-Rat IgG H&L (HRP)는 Abcam(Cambridge, UK)에서 구입하였고, β-Actin Antibody, iNOS Antibody, COX-2 Antibody, ZO-1 Antibody, Occludin Antibody는 Santa Cruz Technology (CA, USA)로부터 구입하였다. skim milk는 BD Difco (NJ, USA)에서 구입하였고, PVDF blotting membrane은 GE Healthcare Life Sciences (Buckinghamshire, UK)에서 구입하였다. TRIzol™ Reagent는 Invitrogen (CA, USA)에서 구입하였고, SuperiorScript III Master Mix는 Enzynomics (Seoul, Korea)에서 구입하였고, Power SYBR Green PCR Master Mix는 Applied Biosystems (CA, USA)로부터 구입하였다. 그 외 Lipopolysaccharides from Escherichia coli O55:B5 (LPS), Bovine serum albumin (BSA), Isopropanol, Methanol 등 다른 시약들은 Sigma-Aldrich (MO, USA)에서 구입하였다.

      

      
        3. 세포 배양 및 약물 처리
        본 실험에 사용한 인간 유래 대장암 세포인 HT-29 세포주는 한국세포주은행(Seoul, Korea)으로부터 분양받아 사용하였다. 10% FBS, 2mM L-glutamine, 100 units/ml penicillin, 100 ㎍/ml streptomycin, 250 ng/ml amphotericin B가 포함된 RPMI-1640 배지로 배양하였고, PBS, Trypsin/EDTA solution을 사용하여 계대 배양하였다.

        HT-29 세포주를 염증 관련 cytokines 농도 측정 및 Real time PCR 분석을 위해 5×105 cells/well의 농도로 12 well plate에, Western blot analysis를 위해 3×106 cells의 농도로 100mm dish에 분주하고 37℃, 5% CO₂ 조건에서 24시간 동안 배양한 후, 100, 200, 500 ㎍/ml 농도의 양춘사 추출물을 1시간 전처리 후 20 μg/ml의 LPS와 함께 처리하여 일정 시간 동안 배양하였다.

      

      
        4. 세포 독성 시험
        Water soluble tetrazolium salt (WST) assay 시약인 EZ-cytox를 사용하여 세포 독성을 확인하였다. HT29 세포주를 3×104 cells/well의 농도로 96 well plate에 분주하고 37℃, 5% CO₂ 조건에서 24시간 동안 배양한 후 100, 200, 500 ㎍/ml 농도의 양춘사 추출물 단독으로 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 각 well에 10μl의 EZ-cytox 시약을 첨가하고 37℃, 5% CO₂ 조건에서 30분 동안 반응시킨 후 microplate reader (Multiskan, Thermo Scientific, MA, USA)로 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        5. 염증 관련 cytokines 농도 측정
        약물 처리하여 3시간 또는 24시간 동안 배양한 후 얻은 세포 상층액의 cytokine 분비량을 확인하기 위하여 시판되는 ELISA kit를 사용하였다. 제조사의 방법에 따라 처리한 후 microplate reader로 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하여 농도를 계산하였다.

      

      
        6. Total RNA 분리 및 Real time reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)
        약물 처리하여 3시간 또는 24시간 동안 배양한 후 얻은 세포 내 RNA는 TRIzol reagent (Invitrogen, CA, USA)를 이용하여 분리하였고, 분광광도계(IMPLEN GmbH, Munich, Germany)에서 흡광도를 측정하여 정량하였다. RNA로부터의 cDNA 합성은 1㎍ total RNA와 SuperiorScript III Master Mix를 이용하여 진행하였다. Real Time PCR은 cDNA, primer sequences (Table 1), Power SYBR Green PCR master Mix를 이용하여 수행하였다. 발현된 각각 유전자의 mRNA양은 Real-time PCR systems (Applied Biosystems, CA, USA)를 이용하여 GAPDH에 대한 상대적인 양으로 계산하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Sequences and Accession Numbers for Primer, Forward and Reverse, Used in Real-Time PCR.
          
          

        

        
          
            
              	Gene
              	Prime Sequence (5’ → 3’)
              	Accession no.
            

          
          
            	GAPDH
            	Forward: GTCAGTGGTGGACCTGACCT
Reverse: TGACAAAGTGGTCGTTGAGG
            	NM_001357943.2
          

          
            	TLR-4
            	Forward: CCCTGAGGCATTTAGGCAGCTA
Reverse: AGGTAGAGAGGTGGCTTAGGCT
            	NM_003266.4 
          

          
            	iNOS
            	Forward: GCAGGTCGACTATTTCTTTCA
Reverse: TCCTCCTCCGCCTCGTAAGGA
            	NM_000625.4
          

          
            	COX-2
            	Forward: CGGTGAAACTCTGGCTAGACAG
Reverse: GCAAACCGTAGATGCTCAGGGA
            	NM_000963.4
          

          
            	TNF-α
            	Forward: AGGTTCTCTTCCTCTCACATAC
Reverse: ATCATGCTTTCAGTGCTCATG
            	NM_000594.4
          

          
            	IL-6
            	Forward: GCCTTCGGTCCAGTTGCCTT
Reverse: GCCAGTGCCTCTTTGCTGCT
            	NM_000600.5
          

          
            	IL-8
            	Forward: GAGAGTGATTGAGAGTGGACCAC
Reverse: CACAACCCTCTGCACCCAGTTT
            	NM_001354840.3 
          

          
            	MCP-1
            	Forward: GCAATCAATGCCCCAGTCA
Reverse: GCCTCTGCACTGAGATCTTCCT
            	NM_002982.4 
          

          
            	ZO-1
            	Forward: GTCCAGAATCTCGGAAAAGTGCC
Reverse: CTTTCAGCGCACCATACCAACC
            	XM_047432991.1
          

          
            	Occludin
            	Forward: AAGAGTTGACAGTCCCATGGCATAC
Reverse: ATCCACAGGCGAAGTTAATGGAAG
            	XM_054351382.1
          

        

        

      

      
        7. Western blot analysis
        타겟 단백질에 따라 약물 처리는 15분 또는 24시간 동안 진행하였으며, 이후 얻어진 세포 내 단백질은 protease inhibitor, phosphatase inhibitor를 포함한 RIPA lysis buffer를 사용하여 분리하였다. BCA protein assay를 이용하여 분리한 단백질을 정량하고 단백질 양이 동일하도록 검체를 제작하였다. 10 ㎍의 단백질을 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide (SDS-PAGE) gel에 분주하고 전기영동 시켜 분리하였다. Gel 내부에 크기별로 분리된 단백질은 PVDF membrane에 이동시켰다. 각각의 membrane은 5%의 skim milk 또는 5%의 BSA를 사용하여 2시간 동안 블로킹하였고, 1차 항체는 1㎍/ml를 1 : 2000으로 희석하여 4℃에서 밤새 반응시켰다. 2차 항체는 1 : 2000으로 희석하여 실온에서 1시간 동안 반응시키고 ECL kit와 image analyzer (EZ-Capture ST, Tokyo, Japan)를 사용하여 단백질 발현량을 확인하였다.

      

      
        8. 통계 처리
        모든 실험 결과는 평균 ± 표준편차로 표기하였다. 각 군 간의 통계적 유의성 검정에 따른 통계분석은 ANOVA (One-way analysis of variance test) Ducan 사후 검정 비교를 실시하여 p<0.05일 때 유의한 것으로 판정하였다(SPSS v12., SPSS Inc, IL, USA).

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. 양춘사 추출물의 세포 독성 효과
        MTT assay를 통해 양춘사 추출물(Amomum villosum Lour extract, AVE)의 세포 독성을 평가하였다. HT-29 세포를 AVE 농도별(50, 100, 200, 500, 1000 μg/ml)로 24시간 처리한 후, 세포 생존율을 측정하였다. 대조군(Control)의 세포 생존율은 100%로 설정하였으며, AVE 처리군에서 세포 생존율은 농도에 따라 105~115%의 범위를 보였다. 이는 AVE가 세포 생존율에 긍정적인 영향을 미친 것으로 보이지만, 세포 독성을 평가하는 실험의 특성을 고려할 때 과학적으로 정확한 세포 생존율의 증가는 확신할 수 없다. 다만, AVE는 처리 농도와 관계없이 HT-29 세포에서 독성을 유발하지 않았음을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Cytotoxicity evaluation of Amomum villosum Lour extract (AVE) on HT-29 cells using the MTT assay. HT-29 cells were treated with AVE at concentrations of 50, 100, 200, 500, and 1000 μg/ml for 24 hours. Cell viability was measured relative to the untreated control group (set as 100%). AVE treatment showed no cytotoxicity across the tested concentrations. Data are presented as the mean ± standard deviation (n=3).
          
          

          

        

      

      
        2. 양춘사의 염증성 사이토카인 억제 효과
        Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)를 이용하여 양춘사 추출물(Amomum villosum Lour extract, AVE)의 염증성 사이토카인 방출 억제 효과를 평가하였다. HT-29 세포를 AVE로 1시간 동안 전처리한 후, LPS로 자극하여 IL-8, TNF-α, MCP-1의 분비량을 측정하였다. 대조군(Control)에서 IL-8, TNF-α, MCP-1의 분비량은 각각 약 77.74±6.81, 3.43±0.12, 26.58±2.44 pg/ml로 나타났다. LPS 처리군에서는 IL-8과 TNF-α의 분비량이 각각 약 158.34±22.96, 6.08±0.50 pg/ml로 유의하게 증가하였고, MCP-1의 경우 42.79±5.69 pg/ml로 관찰되었다.

        AVE 처리군에서는 IL-8과 TNF-α의 분비량이 농도 의존적으로 감소하는 양상을 보였다. AVE 100, 200, 500 μg/ml 처리 시 IL-8은 각각 126.69±10.67, 98.39±9.76, 67.26±7.06 pg/ml로, TNF-α는 각각 6.04±0.70, 2.86±1.73, 0.71±0.34 pg/ml로 나타났다. 반면 MCP-1의 경우, AVE 100 μg/ml 처리군에서는 약 16.83±8.44 pg/ml로 감소하였으며, 200 μg/ml와 500 μg/ml 처리군에서도 유사한 농도로 관찰되어 저농도에서 부터 안정적인 감소 효과를 나타냈다. 이러한 결과는 MCP-1이 AVE의 농도 의존적 패턴을 따르지 않으나, 낮은 농도에서도 효과적인 감소를 유도할 수 있음을 시사한다.

        IL-8과 TNF-α는 AVE 전처리 후 LPS를 3시간 동안 자극한 후 측정하였으며, MCP-1은 24시간 동안 자극 후 평가하였다. 본 결과는 AVE가 LPS로 유도된 염증성 사이토카인 방출을 억제하고 염증반응을 완화하는 데 효과적임을 나타낸다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Inhibitory effects of Amomum villosum Lour extract (AVE) on cytokine release in HT-29 cells. HT-29 cells were pretreated with AVE at concentrations of 100, 200, and 500 μg/ml for 1 hour, followed by LPS stimulation. Cytokine levels were measured using ELISA. (A) IL-8 release was significantly reduced in a dose-dependent manner. (B) TNF-α secretion showed a similar dose-dependent decrease. (C) MCP-1 release was slightly reduced in AVE-treated groups compared to the control. Data are presented as the mean ± standard deviation (n=3). ###p<0.01, #p<0.005  vs. CON,  **p<0.01, ***p<0.05, vs. LPS.
          
          

          

        

      

      
        3. 양춘사의 염증반응 초기 조절 억제 효과
        RT-PCR을 이용하여 양춘사 추출물(Amomum villosum Lour extract, AVE)이 COX-2, TLR-4, IL-8의 mRNA 발현에 미치는 영향을 분석하였다. HT-29 세포를 AVE로 1시간 동안 전처리한 후 LPS를 3시간 처리한 결과, 대조군(Control)의 COX-2, TLR-4, IL-8의 mRNA 발현 수준 대비, LPS 처리군에서는 COX-2, TLR-4, IL-8의 발현이 각각 1.4, 2.5, 1.93로 증가하였다. 그러나 AVE 처리군에서는 LPS 단독 처리군 대비, COX-2의 발현이 100, 200, 500 μg/ml 처리 시 각각 0.45, 0.31, 0.28로 감소하였으며, TLR-4의 발현은 각각 0.79, 0.52, 0.23으로 관찰되었다. IL-8의 경우 100, 200, 500 μg/ml 처리 시 각각 0.86, 0.77, 0.38로 감소하였다. 이러한 결과는 AVE가 염증반응 초기에 COX-2, TLR-4, IL-8의 발현을 억제하여 염증 완화 효과를 나타냄을 시사한다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Inhibitory effects of Amomum villosum Lour extract (AVE) on COX-2, TLR-4, and IL-8 mRNA expression in HT-29 cells. Cells were pretreated with AVE at concentrations of 100, 200, and 500 μg/ml for 1 hour, followed by LPS stimulation for 3 hours. mRNA levels were analyzed using RT-PCR and normalized to the untreated control. Data are presented as the mean ± standard deviation (n=3). #p<0.05 vs. CON, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.05 vs. LPS.
          
          

          

        

      

      
        4. 양춘사의 염증반응 후기 조절 및 점막 장벽 단백질의 변화
        다음으로 염증반응 후기와 점막 장벽 단백질의 변화를 보기 위해 RT-PCR을 이용하여 양춘사 추출물(Amomum villosum Lour extract, AVE)이 iNOS, TNF-α, IL-6, ZO-1, Occludin의 mRNA 발현에 미치는 영향을 분석하였다. HT-29 세포를 AVE로 1시간 전처리한 후 LPS를 24시간 처리한 결과, 대조군(Control)의 iNOS, TNF-α, IL-6, ZO-1, Occludin의 mRNA 발현 수준 대비, LPS 처리군에서는 iNOS, TNF-α, IL-6의 발현이 각각 2.15, 4.29, 1.47로 증가한 반면, ZO-1과 Occludin은 각각 0.37, 0.68로 감소하였다. AVE 처리군에서는 LPS 단독 처리군 대비, iNOS의 발현이 100, 200, 500 μg/ml 처리 시 각각 0.74, 0.48, 0.41로 감소하였으며, TNF-α는 각각 0.88, 1.19, 0.33로, IL-6은 각각 0.83, 0.78, 0.54로 감소하였다. ZO-1의 발현은 각각 2.12, 1.52, 3.1로, Occludin의 발현은 각각 1.26, 1.29, 1.49으로 증가하였다. 이러한 결과는 AVE가 염증반응 진행 과정에서 염증성 사이토카인의 발현을 억제하고, 점막 장벽 관련 유전자의 발현을 증가시켜 장 점막의 보호 효과를 나타냄을 보여준다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of Amomum villosum Lour extract (AVE) on iNOS, TNF-α, IL-6, ZO-1, and Occludin mRNA expression in HT-29 cells. Cells were pretreated with AVE at concentrations of 200, 500, and 1000 μg/ml for 1 hour, followed by LPS stimulation for 24 hours. mRNA levels were analyzed using RT-PCR and normalized to the untreated control. Data are presented as the mean ± standard deviation (n=3). #p<0.05 vs. CON, *p<0.05, **p<0.01  vs. LPS.
          
          

          

        

      

      
        5. 양춘사의 염증반응 후기 조절 및 점막 장벽 단백질의 변화
        Western blot을 이용하여 양춘사 추출물(Amomum villosum Lour extract, AVE)이 염증성 단백질(iNOS, COX-2, TNF-α), 신호전달 관련 단백질(p-ERK, ERK, p-p38, p38), 점막 장벽 관련 단백질(Occludin, ZO-1)의 발현에 미치는 영향을 분석하였다.

        첫 번째 결과는 iNOS, COX-2, TNF-α의 발현을 확인한 것으로, AVE 1시간 전처리 후 LPS를 3시간 처리한 결과이다. LPS 단독 처리군에서는 iNOS, COX-2, TNF-α 단백질의 발현이 대조군에 비해 유의하게 증가하였다. 그러나 AVE 처리군에서는 농도 의존적으로 iNOS, COX-2, TNF-α의 발현이 감소하였다. 특히, 500 μg/ml 농도에서 가장 낮은 발현을 보여 AVE가 염증성 단백질 발현을 효과적으로 억제할 수 있음을 시사하였다.(Fig. 5A)

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effects of Amomum villosum Lour extract (AVE) on the expression of inflammatory proteins, signaling pathway proteins, and mucosal barrier proteins in HT-29 cells. (A) Protein levels of iNOS, COX-2, and TNF-α were analyzed by Western blot after pretreatment with AVE for 1 hour, followed by LPS stimulation for 3 hours. AVE treatment reduced the expression of all three proteins in a dose-dependent manner. (B) Phospho- and total forms of ERK and p38 were assessed after AVE pretreatment for 1 hour and LPS stimulation for 15 minutes. AVE inhibited phospho-ERK and phospho-p38 levels in a dose-dependent manner. (C) Protein levels of Occludin and ZO-1 were analyzed after AVE pretreatment for 1 hour and LPS stimulation for 24 hours. AVE increased the expression of Occludin and ZO-1 in a dose-dependent manner, restoring the levels reduced by LPS.
          
          

          

        

        Fig. 5B는 신호전달 관련 단백질인 p-ERK, ERK, p-p38, p38의 발현을 관찰한 것으로, AVE 1시간 전처리 후 LPS를 15분 동안 처리한 결과이다. LPS 단독 처리군에서는 p-ERK 및 p-p38의 phospho-form 발현이 증가하였으나, AVE 처리군에서는 농도 의존적으로 감소하였다. 이는 AVE가 LPS로 유도된 염증 신호 전달 경로를 효과적으로 억제함을 보여준다.

        Fig. 5C는 Occludin과 ZO-1 단백질의 발현을 분석한 것으로, AVE 1시간 전처리 후 LPS를 24시간 동안 처리한 결과이다. LPS 단독 처리군에서는 두 단백질 모두 발현이 감소하였으나, AVE 처리군에서는 농도 의존적으로 발현이 증가하였다. Occludin은 AVE 100 μg/ml 처리군에서 대조군보다 높은 발현을 보였으며, 500 μg/ml 처리군에서도 유의한 증가를 나타냈다. ZO-1의 경우, AVE 100, 200, 500 μg/ml 처리군이 대조군과 유사하거나 더 높은 발현을 보여, AVE가 점막 장벽 단백질의 발현을 촉진하는 데 효과적임을 시사하였다.

      

    

    

  
    
      고 찰
      염증성 장 질환(Inflammatory Bowel Disease, IBD)은 장관 내 만성 염증으로 인해 장 점막의 구조적 및 기능적 손상을 초래하며, 환자의 삶의 질을 심각하게 저하시킨다. 이러한 질환은 궤양성 대장염(Ulcerative Colitis)과 크론병(Crohn’s Disease)을 포함하며, 이들의 발병 기전에는 유전적, 환경적 요인과 장내 미생물군의 불균형, 면역계의 과도한 활성화가 복합적으로 작용한다13,14). 특히 장 점막은 장내 환경과 체내를 구분하는 주요 방어선으로, 염증반응이 지속되면 점막 장벽이 손상되고 장관 투과성이 증가하여 외부 병원체 및 독소의 침투가 용이해진다. 이는 염증성 사이토카인의 과도한 분비와 면역 반응의 불균형을 유발하여 질환의 악화를 초래한다. 따라서 염증반응의 조절 및 장 점막 장벽의 복원은 IBD 치료에서 중요한 목표로 간주된다15).

      본 연구는 양춘사 추출물이 LPS로 유도된 염증반응에서 염증성 사이토카인의 분비를 억제하고 점막 장벽 단백질의 발현을 증가시키는 효과를 확인하였다. MTT assay를 통해 양춘사 추출물이 세포 생존율에 독성을 유발하지 않음을 입증하였으며, 이는 양춘사 추출물이 안전한 천연물 기반 치료제로서의 가능성을 보여준다. ELISA 결과는 양춘사 추출물이 IL-8과 TNF-α의 분비를 농도 의존적으로 억제하였음을 나타냈으며, 이는 장 점막 손상 및 염증성 면역 반응을 완화하는 중요한 메커니즘으로 평가된다. MCP-1의 경우, 저농도인 100 μg/ml 처리군에서 대조군(Control)보다 유의하게 감소하였으며, 고농도(200, 500 μg/ml) 처리군에서도 유사한 수준의 감소가 관찰되었다. 이는 MCP-1의 조절 메커니즘이 IL-8 및 TNF-α와는 다른 농도 의존성을 보이며, 양춘사 추출물이 만성 염증 상태에서의 MCP-1 분비를 더 즉각적으로 조절할 가능성이 있고, 이를 추가적으로 연구할 필요성을 제시한다16,17).

      RT-PCR 결과는 양춘사 추출물이 COX-2, TLR-4, IL-8과 같은 염증성 마커의 발현을 억제함으로써 초기 염증반응을 조절하는 데 중요한 역할을 한다는 것을 보여준다. 특히 COX-2와 TLR-4는 염증반응 초기 신호 전달 경로의 핵심 단백질로, 이들의 발현 억제는 LPS로 유도된 염증반응의 증폭을 차단하는 데 효과적이다. IL-8 발현의 감소는 염증성 사이토카인 네트워크의 균형을 조절하여 장 점막 세포의 손상 및 염증성 면역 반응을 완화할 가능성을 나타낸다. ZO-1과 Occludin과 같은 점막 장벽 관련 단백질의 발현 증가는 양춘사 추출물이 손상된 점막 장벽의 복원과 장 점막의 기능적 안정성을 유지하는 데 기여할 수 있음을 시사한다18,19).

      Western blot 분석을 통해 확인된 p-ERK와 p-p38의 발현 억제는 MAPK 신호 전달 경로가 양춘사 추출물에 의해 효과적으로 조절될 수 있음을 보여준다. MAPK 경로는 염증반응의 중심에 있는 신호전달 네트워크로, 이 경로의 활성화는 염증성 단백질(iNOS, COX-2, TNF-α)의 발현을 유도하고 염증반응을 증폭시킨다. 양춘사 추출물이 MAPK 경로의 억제를 통해 염증반응의 중심 기전을 차단하며, 이는 기존 항염증 약물과 유사한 효과를 보이면서도 자연 유래 소재로서의 안전성을 제공한다는 점에서 주목할 만하다20,21).

      한편, 양춘사 추출물은 한약재로서 전통적으로 비위(脾胃)의 기능을 강화하고 습열(濕熱)을 제거하며 기체(氣滯)를 완화하는 데 사용되었다. 이는 장내 염증 및 점막 손상과 밀접하게 연관되며, 본 연구는 이러한 전통적 효능을 현대 과학적 방법으로 입증한 점에서 중요한 의의를 가진다. 특히, 양춘사 추출물의 정유 성분과 플라보노이드 화합물은 항염증 및 항산화 효과를 나타내며, 이는 염증반응과 산화적 스트레스가 상호 작용하여 장 점막 손상을 악화시키는 기전에 대항할 수 있는 중요한 작용 메커니즘으로 평가된다22,23).

      본 연구는 양춘사 추출물이 염증성 장 질환에서 중요한 병리적 기전을 조절하고 장 점막의 복원과 안정성 유지에 기여할 수 있는 가능성을 제시하였다. 그러나 본 연구는 in vitro 모델에 국한되어 있으며, 양춘사 추출물의 주요 활성 성분과 작용 기전을 명확히 하기 위한 추가 연구가 요구된다. 또한, 양춘사 추출물의 효능을 실제 장내 환경에서 확인하기 위한 in vivo 연구와 임상 시험이 필수적이다. 이러한 추가 연구는 천연물 기반 치료제로서 양춘사 추출물의 잠재력을 극대화하고, 염증성 장 질환 관리에 새로운 접근 방식을 제공할 수 있을 것이다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 양춘사 추출물의 항염증 효과와 장 점막 장벽 복원 능력을 연구하여 아래와 같은 결론을 얻었다.

      양춘사 추출물은 LPS로 유도된 초기 염증반응을 조절하여 염증성 사이토카인의 분비를 효과적으로 억제하였다.

      후기 염증반응에서 양춘사 추출물은 염증 신호 전달 경로를 억제하고, 점막 장벽 단백질의 발현을 촉진하여 장 점막의 구조적 안정성을 유지하였다.

      양춘사 추출물은 초기와 후기 염증반응을 동시에 조절함으로써, 염증성 장 질환의 주요 병리적 과정을 완화하는 데 기여하였다.

      양춘사 추출물은 p-ERK와 p-p38을 포함한 MAPK 신호 전달 경로를 억제하여 염증반응의 핵심 기전을 차단하였다.

      이상의 결과는 양춘사 추출물이 염증반응을 조절하고 장 점막을 복원하는 데 효과적임을 시사하며, 향후 염증성 장 질환의 예방 및 치료를 위한 건강 기능 식품 또는 천연물 기반 치료제로 활용될 가능성을 제시한다.
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