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            초록
          
        

        
          Atopic Dermatitis, a chronic inflammatory skin condition, is a significant health concern affecting individuals of all ages, with a high global prevalence. This study investigated the potential of functional materials from Liriope Platyphylla root and examined their inhibitory effects on NO production and CCL22 expression. Litrope platyphylla extracts were obtained form dried Liriope Platyphylla roots (LP) and heat-treated Liriope Platyphylla roots (LP-H) using water and various concentrations of ethanol (100%, 80%, 60%, 40%, and 20%) as solvents. When J774 macrophages were treated to evaluate the anti-inflammatory effects of the extracts from LP and LP-H, it was observed that the increased NO levels induced by LPS were reduced after treatment with 80% and 100% ethanol extracts. Experimental results on the inhibition of CCL22 expression with the treatment of extracts in HaCaT keratinocytes indicated that 80% and 100% of ethanol extracts had an inhibitory effect on atopic dermatitis. There was a significant improvement in NO production and CCL22 expression in the LP-H group compared to the LP group. These results suggest that heat-treated Liriope Platyphylla root ethanol extracts may serve as functional materials for managing inflammatory conditions and skin disorders. However, it is essential to conduct further research on the heightened bioactive components in heat-treated Liriope Platyphylla roots ethanol extracts due to heat processing.
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      Ⅰ. 서론
      염증은 외부의 자극이나 바이러스 등과 같은 항원에 대한 생체 내 방어 반응이며, 그 반응으로 염증 매개 물질들을 분비하여 체내 세포의 조직이나 장기의 손상 등을 회복시키는 중요한 역할을 담당하고 있다(Ashley et al., 2012; Coleman, 2001; Zamora et al., 2000). 염증 반응이 일어나면 주로 대식세포가 관여하는데 대식세포는 nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2), interlecukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-α (TNF-α) 등 염증매개 물질을 분비 한다(Maleki et al., 2019). 염증반응의 지표물질인 NO는 nitric oxide synthase에 의해 조절되며, lipopolysaccaride (LPS) 등의 약물이나 외부자극을 통해 발현되어 많은 양의 NO를 생성한다(Moeslinger et al., 2006; Guzik et al., 2003). NO는 체내의 신경계 및 면역계의 생리적 기능을 담당하고, 여러 방어 메카니즘 등에 관여하지만 과도한 NO의 생성은 염증을 유발하여 신경 및 조직손상과 같은 많은 부정적인 문제를 초래한다(Zhao et al., 2015). NO 생성의 증가로 염증반응이 유도되는 대표적인 문제로 아토피 피부염이 있으며, 아토피 피부염은 각질층 내의 세라마이드(ceramide) 감소와 스핑고신(sphingosine) 저하로 활성화된 protein kinase C (PKC)와 유리된 NF-κB에 의해 궁극적으로 NO 생성이 증가되어 염증 반응을 유도한다고 보고되었다(Oizumi et al., 2014; Aktan, 2004; Aktan et al., 2003).

      피부는 외부의 자극으로부터 장벽의 역할을 수행하며 많은 항원에 접촉되는데 아토피 피부염(atopic dermatitis)은 외부 항원과의 접촉에 의해 과민하게 반응하는 면역이상 반응으로 피부에 만성적으로 재발하는 염증성 질환이다(Tsakok et al., 2019). 아토피 피부염은 T림프구와 Th1/Th2 세포에서 발현되는 Cytokines, 수지상 세포(dendritic cell)에서 발현되는 항원에 특이적인 IgE(Immunoglobulin E) 등 여러 종류의 세포와 인자들이 관여한다(Liu et al., 2022). 정상적인 상태에서는 Th1/Th2 세포가 상호간의 균형을 이루면서 면역반응을 유지하지만, 아토피 피부염에서는 T림프구의 Th2 세포 전환이 촉진되어 증가된 Th2 세포가 많은 양의 염증성 cytokine을 분비시키고, 혈중 IgE의 상승을 가져옴으로써 염증반응이 증폭되는 것으로 알려져 있으며, thymus and activation-regulated chemokine (TARC/CCL17)과 macrophage-deraived chemokine (MDC/CCL22)는 Th2 림프구를 염증부위로 이동을 유도하여 아토피 피부염을 유발하는 chemokine으로 보고되고 있다(Liu et al., 2022; Jahnz-Rozyk et al., 2005). 현재 아토피 피부염 증상 완화 및 치료제로 면역조절제, 부신피질호르몬제, 항히스타민제 및 스테로이드가 사용되고 있으나 항히스타민제와 스테로이드의 장기간 사용은 부작용 및 내성을 초래할 수 있어 사용이 제한된다(양희진 외, 2010; Lee et al., 2006). 그러므로 아토피 피부염 환자들을 위해 부작용을 최소화하고 장기간 사용할 수 있는 안전한 천연물 유래 소재의 개발이 필요하다.

      맥문동(Liriope Platyphylla)은 백합과(Liliacea)에 속하는 상록 다년생 초본으로 한국, 대만, 일본 등에 분포하며, 우리나라를 비롯하여 중국, 일본 등의 동아시아권에서 약용과 식용 및 조경용으로 재배되고 있다(Park et al., 2019). 맥문동은 혈당강하, 항산화, 항염증, 항균, 간보호, 신경보호 및 항암효과가 보고되어 있으며 우리나라에서는 주로 한약재로 사용되고 있다(임정규 외, 2005; 이숙경 외, 2009; 노성주 외, 2008; Park et al., 2015). 맥문동의 유효성분으로 스테로이계 사포닌인 스피카토사이드(spicatoside) A 및 오피포고닌(ophipogonin)이 있으며, polysaccharide 및 oligosaccharide 등이 함유되어 있다(이숙경 외, 2009).

      본 연구에서는 맥문동이 항염증 또는 항아토피의 효능을 평가하여 기능성 소재로써 의약품, 화장품 및 식품 등에 적용 가능성을 확인하고자 하였다. 맥문동의 항염효능에 대한 연구는 nonobese diabetic (NOD) 동물모델에서 췌장의 항염증 효능과 Raw264.7 세포에서 염증 매개물질인 TNF-α 및 NO의 생산 저해능이 보고되었다(노성주 외, 2008; 강누리 외, 2021). 상기 보고된 연구는 맥문동의 열수 추출물에 대한 연구이며, 맥문동의 항아토피에 대한 연구는 보고된 바 없다. 따라서 본 연구는 소재의 효능을 평가하기 위해 건조된 맥문동과 열처리된 맥문동을 용매별로 추출하여 시료를 제작하고, 제작된 시료를 LPS로 자극된 대식세포인 J774 세포에 처리한 후 염증성 매개 인자인 NO 생성 억제 효과를 확인하였으며, 각질형성세포인 HaCaT 세포에서 아토피 유발인자로 알려진 chemokine (CCL22/MDC) 생성 억제 효과를 조사하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 시료의 제조
        본 실험에서 사용된 맥문동(Liriope Platyphylla) 뿌리(root)는 충청남도농업기술원 구기자연구소에서 재배된 것을 구입하여 실험에 사용하였다. 구기자연구소에서 제공된 맥문동은 세척 후 열풍건조기를 사용하여 50℃에서 48시간 건조 시킨 후 잔뿌리를 탈망기를 통해 제거한 시료이다. 건조된 맥문동은 추출을 용이하게 하기위해 단순 파쇄 후 실험에 사용하였으며, 100%, 80%, 60%, 40%, 20% 에탄올 및 100% 물의 6가지의 다른 용매 비율로 혼합하여 추출하였다. 추출조건은 8배수의 추출용매로 70℃ 온도에서 6시간 동안 1회 추출하였다. 추출시간 동안 1시간에 한번씩 추출용기를 흔들면서 교반하였다. 추출액은 다시 여과지 Whatman No.2 (Cytiva, Marlborough, MA, USA)로 여과 후, 농축기(EYELA, Tokyo, Japan)를 사용하여 35℃에서 감압 농축한 다음 실험에 사용하였다. 맥문동 열처리는 로스팅기(Samsung food machine, Pocheon, Korea)를 사용하여 250℃에서 20분 동안 볶은 후 건조된 맥문동과 같은 방법으로 파쇄, 추출, 농축하여 실험에 사용하였다. 실험에 사용된 건조된 맥문동(LP)과 열처리된 맥문동(LP-H)은 [그림 1]과 같다.

        
          
          

          [그림 1]  
				
          

          
            맥문동 시료
          
          

          

        

      

      
        2. 세포배양
        마우스 대식세포인 J774 세포주와 human keratinocyte 세포주인 HaCaT 세포는 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 분양받아 실험에 사용하였다. 1% penicillin-streptomycin (Gibco, Grand Island, NY, USA)와 10% fetal bovine serum (Hyclone, Victroia, Australia)을 포함하는 Dulbecco’s modified eagle’s medium (Gibco, Grand Island, NY, USA) 배지를 사용하여 5% CO2를 함유한 37℃ incubator (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)에서 배양하였다.

      

      
        3. 세포 독성 평가
        세포독성 측정을 위해 J774 세포와 HaCaT 세포는 96 well plate에 1×104 cell/well로 분주한 후, 37℃ incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 그 후, 추출물 12.5, 25, 50 μ g/mL을 처리 후 24시간 배양하였다. 세포배양액에는 EZ-Cytox WST assay reagent (Daeil lab service, Seoul, Korea) 10 μL를 첨가하고 3시간 후에 microplate reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. J774 세포와 HaCaT 세포의 생존율은 추출물 처리를 하지 않은 대조군 세포의 생존율 대비 상대 세포 생존율(%)을 계산하여 나타내었다.

      

      
        4. 항염증 활성 Nitric oxide(NO) 생성량 측정 
        NO 생성량 측정을 위해 J774 세포는 2×105 cells/mL 농도로 희석하여 96 well plate에 200 μL씩 분주하고 24시간 동안 배양하였으며, 추출물 12.5, 25, 50 μg/mL 농도로 처리 후 1시간 뒤 1 μg/mL 농도의 LPS를 처리하고 24시간 배양하였다. 양성대조군으로 dexamethasone (10 μM)을 사용하였으며 24시간 후, NO 생성량 측정을 위해 100 μL의 세포배양액에 100 μL의 Griess reagent (Promega, Madison, WI, USA)과 혼합하여 10분간 암반응시킨 후 550 nm에서 흡광도(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 측정하였다. 세포로부터 생성된 NO의 함량은 sodium nitrite(NaNO2)를 사용하여 작성한 표준검량곡선에 대입하여 산출하였다.

      

      
        5. CCL22/MDC 생성량 측정 
        배양된 HaCaT cell에 TNF-α/IFN-γ를 50 ng/mL 농도로 처리하여 아토피 유사 환경을 유도한 뒤에 LP 및 LP-H 시료를 10, 30, 60 μg/mL로 처리하여 24시간 배양하였다. Cyclosporin A (10 μM)를 양성 대조군으로 사용하였으며 24시간 후, 배지를 회수하여 Human CCL22/MDC Quantikine ELISA kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 chemokine 생성량을 측정하였다.

      

      
        6. 통계분석 
        실험 결과 분석은 SPSS(SPSS Ststistics 26, Satistical Packgae for the Social Science, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하여 통계분석을 실시하였다. 모든 실험은 3회 반복하였으며, 실험 결과는 평균±표준편차로 나타내었다. 각 군간의 평균값의 차이는 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)과 사후검증으로 Duncan’s multiple test를 이용하였으며 α=0.05 수준에서 유의성을 검증하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. J774 세포에서 맥문동 추출물의 세포독성 평가
        건조 맥문동(LP)과 열처리된 맥문동(LP-H)의 용매별 추출물(100%, 80%, 60%, 40%, 20% 에탄올 추출물 및 100% 물 추출물)이 J774 세포의 생존율에 미치는 영향을 확인하기 위해서 각 추출물 25, 50, 100 μg/mL 농도를 적용하여 측정한 결과는 [그림 2]와 같다. 본 연구 결과 LP와 LP-H 용매별 추출물의 고농도인 100 μg/mL까지 모든 농도에서 세포 생존율에 영향을 미치지 않음을 확인하였다. 박운규(2021)의 연구에 의하면 맥문동 50% 에탄올 추출물 400 μg/mL 농도까지 마우스 macrophage인 Raw264.7 세포의 생존율에 영향을 미치지 않았음을 보고하였다(박운규, 2021).

        
          
          

          [그림 2]  
				
          

          
            J774 세포에서 맥문동 추출물의 세포 생존율
            (A) 건조 맥문동 추출물(LP), (B) 열처리된 맥문동 추출물(LP-H). (-), LPS 무처리군; (+), LPS 처리군. 실험 결과는 평균±표준편차로 나타냄. 각 군간의 평균값의 차이는 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)과 사후검증으로 Duncan’s multiple test를 이용하였으며 α=0.05 수준에서 유의성을 검증함. LPS 무처리군과 비교함, *p<.05, **p<.01, ***p<.001.

          
          

          

        

      

      
        2. J774 세포에서 맥문동 추출물의 Nitric oxide 생성량 측정
        건조 맥문동과 열처리된 맥문동 추출물의 항염증 효과를 확인하기 위해 LPS로 자극한 J774 세포에서 생성되는 NO를 감소시킬 수 있는지 평가하였으며, 결과는 [그림 3]에 나타내었다. [그림 3A]에서 보듯이, LPS만 단독으로 처리한 군에서 생성된 NO는 11.95 μM 농도로 LPS를 처리하지 않은 군의 0.54 μM에 비해 약 22배 높아 LPS에 의해 NO 생성이 충분히 유도되었음을 확인하였다. 건조 맥문동은 100%, 80%, 60%, 40%, 20% 에탄올 및 100% 물 추출물을 각각 25, 50, 100 μg/mL 농도로 처리하고 LPS로 자극한 J774 세포에서 NO 생성량을 측정한 결과, 100% 에탄올 추출물을 각 농도로 처리한 세포에서 9.93, 8.55, 6.28 μM로 측정되었으며, 각각 17.68, 29.81, 49.75%의 NO 생성 저해율을 나타냈다. 또한, 80%, 60%, 40% 및 20% 에탄올 추출물에 대한 농도별 NO 생성 저해 효과를 측정한 결과, 각각의 농도에서 최저 10.00 μM와 최고 12.38 μM의 NO를 생성하였다. 각각의 에탄올 추출물은 고농도인 100 μg/mL 농도에서만 11.84-16.32%의 저해율을 보였으며, 나머지 농도에서는 낮은 저해율을 보였다. 100% 물 추출물의 경우 10.89-11.53 μM의 NO를 생성하였으며, 3.47-8.95%의 저해율을 나타냈다. 상기의 결과로, 양성대조군으로 사용된 Dexamethasone (NO 생성량 5.00 μM, 저해율 58.17%)과 비교하여 건조 맥문동 100% 에탄올 추출물은 100 μg/mL의 고농도에서 NO 생산량 억제 효과가 유사하게 측정되었으며, 염증 억제 개선효능이 있음을 확인하였다.

        
          
          

          [그림 3]  
				
          

          
            LPS로 유도된 J774 세포에서 맥문동 추출물이 NO 생성에 미치는 효과
            (A) 건조 맥문동 추출물(LP), (B) 열처리된 맥문동 추출물(LP-H). (-), LPS 무처리군; (+), LPS 처리군; DEX, Dexamethasone. 실험 결과는 평균±표준편차로 나타냄. 각 군간의 평균값의 차이는 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)과 사후검증으로 Duncan’s multiple test를 이용하였으며 α=0.05 수준에서 유의성을 검증함. LPS 처리군과 비교함, *p<.05, **p<.01, ***p<.001.

          
          

          

        

        맥문동은 일반적으로 식품으로 섭취할 때 전처리(열처리) 과정을 거치는 것으로 알려져 있다. 이에 본 연구에서는 맥문동을 250℃의 온도에서 20분 동안 처리한 후, 열처리된 원료의 NO 생성 저해능에 변화가 있는지 확인하는 실험을 진행하였다. 열처리된 맥문동 원료는 건조된 맥문동과 동일한 방법으로 추출하여 NO 생성 저해능을 측정하였다. [그림 3B]에 나타낸 결과와 같이 열처리된 맥문동 용매별 추출물의 NO 생성 저해 효과 실험에서는 100%, 80% 및 60% 에탄올 추출물에서 우수한 저해 효과를 확인할 수 있었다. 열처리된 맥문동의 100% 에탄올 추출물을 25, 50, 100 μg/mL 농도로 처리하였을 때 생성되는 NO 생성량은 각각 16.20, 13.43, 8.76 μM로 측정되었으며, NO 생성 저해능은 14.59, 29.27, 53.84% 을 나타냈다. 이와 같은 수치는 열처리되지 않은 건조 맥문동 100% 에탄올 추출물과 유사한 NO 생성 저해능을 보여준다. 그러나 열처리된 맥문동의 80% 에탄올 추출물을 농도별 처리하였을 때 생성되는 NO 생성량은 각각 16.87, 14.43, 10.28 μM로 NO 생성 저해능으로는 11.10, 23.97, 45.77%로 나타냈다. 이와 같은 결과는 열처리되지 않은 건조 맥문동 80% 에탄올 추출물의 농도별 NO생성 저해능(농도별 1.78, 6.16, 16.32%)와 비교하여 열처리된 맥문동의 80% 에탄올 추출물에서 NO 생성 저해능이 3배 이상 향상된 것을 보여준다. 또한, 맥문동 60% 에탄올 추출물에서도 열처리 전 14.80%의 NO 생성 저해능이 열처리 후 41.53%로 3배 이상 향상된 결과를 보여주고 있다. 열처리 맥문동 40%, 20% 에탄올 및 100% 물 추출물은 100 μg/mL 농도에서 각각 28.12, 26.48, 20.66% NO 생성 저해능을 보였으며, 같은 농도에서의 열처리되지 않은 맥문동 40%, 20% 에탄올 및 100% 물 추출물과 비교하여 각각 약 2배 정도의 NO 생성 저해능이 향상된 결과를 보여준다. 양미옥(2013)의 연구에 의하면 열처리된 볶은 맥문동 시료가 건조 맥문동 시료와 비교하여 아질산염(Nitrite) 소거능이 유의적으로 높게 측정되었으며, 배경미 외(2010)은 열처리 하지 않은 맥문동 시료보다 로스팅 온도가 증가함에 따라 아질산염 소거능이 증가되는 것을 확인하였다(양미옥, 2013; 배경미 외, 2010). 맥문동의 열처리 시, 갈변도가 높아지는데 이러한 갈변도는 맥문동에 함유된 당이 고온의 열에 의해 비효소적 갈변 반응이 진행되어 갈색의 멜라노이딘 색소가 증가하였기 때문이다(양미옥, 2013; 배경미 외, 2010). 맥문동을 열처리할 경우 다양한 이화학적 변화 및 생리활성물질이 변화되고, 열처리 조건에 따라 페놀 화합물의 증감 및 구조변화를 일으키는 것으로 보고되고 있으며, 부가적으로 maillard 반응 산물에 의해 열처리 동안 항산화 활성, 향미 성분 및 갈색색소가 증가하는 것으로 보고되고 있다(Choi et al., 2012; Dewanto et al., 2002; Choi et al., 2006; Kim et al., 2011). 맥문동은 열처리 시 항산화 활성을 갖는 페놀성 물질의 중가와 비효소적 갈변반응인 maillard 반응의 중간 생성물중 일부가 항산화 활성을 나타내는 것으로 높은 항산화력이 NO 생성 저해능에 영향을 끼치는 것으로 사료된다(Dewanto et al., 2002; Manzocco et al., 2000). 이전 연구의 결과와 같이 세포 내에서도 건조 맥문동 보다 볶은 맥문동이 NO 생성 저해능이 높게 측정되었으며, 염증 저해의 소재로써 가능성을 확인하였다.

      

      
        3. HaCaT 세포에서 맥문동 추출물의 세포독성 평가 
        아토피 유발인자인 CCL22의 저해능을 조사하기 앞서 human keratinocyte 세포주인 HaCaT 세포에서 맥문동 추출물의 세포독성을 확인하였다[그림 4]. 측정결과, 건조 맥문동 용매별 추출물 중 100 μg/mL 처리한 고농도 군에서 대부분 약 80% 미만의 세포 생존율을 보여 세포 독성을 나타내는 것을 확인하였다. 80%와 100% 에탄올 추출물은 60 μg/mL의 농도에서도 80% 미만의 세포 생존율 보였다[그림 4A]. 또한, 열처리 맥문동 에탄올 추출물에서도 세포독성을 측정한 결과, 건조 맥문동 추출물과 같이 100 μg/mL 처리한 세포에서 80% 이하의 세포 생존율을 보였다[그림 4B]. 세포독성 평가를 바탕으로 CCL22 저해능을 평가하기 위해 세포독성을 보이는 고농도(100 μg/mL) 처리군을 제외한 후 조사하였다.

        
          
          

          [그림 4]  
				
          

          
            HaCaT 세포에서 맥문동 추출물의 세포 생존율
            (A) 건조 맥문동 추출물(LP), (B) 열처리된 맥문동 추출물(LP-H). Con, 무처리 대조군. 실험 결과는 평균±표준편차로 나타냄. 각 군간의 평균값의 차이는 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)과 사후검증으로 Duncan’s multiple test를 이용하였으며 α=0.05 수준에서 유의성을 검증함. 대조군(Con)과 비교함, *p<.05, **p<.01, ***p<.001.

          
          

          

        

      

      
        4. HaCaT 세포에서 맥문동 추출물의 염증성 사이토카인 수준 측정
        CCL22는 염증 시 유도될 수 있는 케모카인 그룹으로 대식세포, 수지상 세포(Dendritic cell, DC), B 세포 및 T 세포와 같은 여러 유형의 면역 세포가 활성화 시 분비되는 것으로 알려져 있다(Saeki & Tamaki, 2006). 또한, CCL22는 알레르기 발병에서 중요한 역할을 하며 천식과 아토피성 피부염의 경우 폐와 피부에서 각각 높은 수준이 검출되는 것으로 알려져 있다(Saeki & Tamaki, 2006; Vijayanand et al., 2010; Hirahara et al., 2006). J774 세포를 이용한 맥문동 용매별 추출물에 대한 효능 검증 결과, 다른 추출물과 비교하여 100% 에탄올 추출물에서 NO 생성 저해 활성이 높게 나타나는 것을 확인하였다. 이에 항염증 활성을 보이는 맥문동 에탄올 추출물들에 대하여 피부각질 세포인 HaCaT 세포에서 TNF-α/IFN-γ 자극에 의해 발현되는 CCL22 단백질 발현량이 저해되는지 확인하는 실험을 진행하였다. [그림 5A]에서 보듯이 건조 맥문동의 경우, TNF-α/IFN-γ 처리한 군에서의 CCL22 발현량은 265.62±2.97 pg/mL이었으며, 처리하지 않은 군에서는 약 73.24 pg/mL의 CCL22 발현량을 보였다. 건조 맥문동 에탄올 농도별 추출물 중 우수한 NO 저해 활성을 나타낸 100% 에탄올 추출물의 경우 10, 30 μg/mL의 처리농도에서 각각 189.9±7.33 및 177.52±4.59 pg/mL CCL22 발현량을 보였으며, 39.4, 45.8%의 CCL22 발현량 저해 효과를 나타냈다. 다음으로 NO 생성 저해 활성이 우수한 80% 에탄올 추출물은 10, 30 μg/mL의 처리농도에서 각각 245.62±4.59, 219.43±4.29 pg/mL CCL22 발현량을 보였으며, 10.4 및 24.0%의 저해 효과를 보였다. 20% 에탄올 추출물의 경우 60 μg/mL의 처리농도에서만 201.81±0.81 pg/mL의 CCL22 발현량을 보여 33.2%의 저해율을 나타내었으며, 나머지 추출물들은 처리농도에서 낮은 저해율을 나타냈다. NO 생성 저해능이 우수한 건조 맥문동 80% 및 100% 에탄올 추출물의 경우 60 μg/mL 농도에서 각각 CCL22 발현량이 197.52±2.18, 158.95±22.97 pg/mL으로 나타났다. CCL22 발현 저해율은 각각 35.4, 55.4%으로 우수한 저해율을 보였지만, 각각 세포 생존율이 72.8, 66.6%로 나타나 CCL22 발현량 저해 효과가 약간의 세포독성에 기인하는 것을 확인할 수 있었다.

        
          
          

          [그림 5]  
				
          

          
            TNF-α/IFN-γ로 유도된 HaCaT 세포에서 맥문동 추출물의 CCL22 생성에 미치는 효과
            (A) 건조 맥문동 추출물(LP), (B) 열처리된 맥문동 추출물(LP-H). Con, 무처리 대조군; TI, TNF-α/IFN-γ; Cy, Cyclosporin. 실험 결과는 평균±표준편차로 나타냄. 각 군간의 평균값의 차이는 일원배치 분산분석(one-way ANOVA)과 사후검증으로 Duncan’s multiple test를 이용하였으며 α=0.05 수준에서 유의성을 검증함. TNF-α/IFN 처리군(TI)과 비교함, *p<.05, **p<.01, ***p<.001.

          
          

          

        

        열처리 맥문동 추출물에서도 건조 맥문동 추출물과 같이 피부각질 세포인 HaCaT 세포에서 CCL22 발현량이 저해되는지 확인 실험을 진행하였다. [그림 5B]에서 보듯이, 열처리 맥문동의 100% 에탄올 추출물은 10, 30, 60 μg/mL의 농도로 처리 시 각각 175.20±3.46, 152.53±5.03, 139.87±2.31 pg/mL의 CCL22 발현량을 보였으며, 45.7, 57.7, 64.3%의 농도 의존적인 CCL22 발현량 저해효과를 나타냈다. 이와 같은 결과는 열처리되지 않은 건조 맥문동의 100% 에탄올 추출물과 비교하여 CCL22 발현량 저해효과가 향상된 것을 확인할 수 있었다. 또한, 건조 맥문동 80% 에탄올 추출물의 경우 10, 30, 60 μg/mL의 처리농도에서 각각 10.4, 24.0 및 35.4%의 저해 효과를 보였으나, 열처리 후 CCL22 발현량 저해효과는 53.2, 59.7 및 67.6%로 저해효과가 32-42%정도 향상된 것을 확인할 수 있었다. 건조 맥문동의 20% 에탄올 추출물의 경우 60 μg/mL의 처리농도에서만 33.2%의 CCL22 발현량 저해효과를 보였으나, 열처리 맥문동 추출물은 64.77%의 저해효과를 나타내 31% 저해 효과가 개선된 것을 확인하였다. 낮은 저해율을 나타냈던 나머지 추출물들의 경우 열처리에 의해 29%-54%의 CCL22 발현량 저해 효과가 개선된 것을 확인할 수 있었다. 이가순 외(2009)은 맥문동의 유효성분으로 스테로이계 사포닌인 스피카토사이드 A가 생맥문동보다 열처리된 맥문동에 약 3배 정도 많이 함유하고 있다고 보고하였으며, 맥문동의 스피카토사이드 A는 LPS로 자극된 Raw264.7에서 항염효능 및 천식완화, 항파골세포 생성 활성 등의 다양한 생물학적 활성을 발휘하는 것으로 보고되고 있다(이가순 외, 2009; 박운규 2021; Lim et al., 2015). 피부의 외부자극으로 부터 노출될 때 발생하는 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)은 생체 내에서 혈관 및 조직의 손상을 통해 염증을 유발하는데, 이들은 생체 내 항산화 작용으로 제거된다(Ozben, 2007). 양미옥(2013)은 이러한 항산화능이 건조 맥문동보다 열처리한 볶은 맥문동에서 유의하게 증가됨을 보고하였다(양미옥, 2013). 열처리 맥문동 추출물이 건조 맥문동 추출물보다 CCL22 발현량 저해 효과가 더 높은 것은 열처리로 증가된 맥문동의 유효성분 및 항산화능에 의한 것으로 사료된다.

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 요약 및 결론
      본 연구는 맥문동을 이용하여 기능성 소재의 가능성을 확인하고자 NO 생성 및 CCL22 발현량 저해 효과를 조사하였다. 건조 맥문동 및 열처리 맥문동의 용매별 추출물에 대하여 J774 세포주를 이용해 염증 완화 효능을 검증한 결과, 100% 에탄올 추출물에서 LPS 처리에 의한 NO 수치가 감소 되는 것을 확인하였다. HaCaT 세포주를 이용한 CCL22 발현량 억제 효과 실험 결과, 100% 및 80% 에탄올 추출물에서 CCL22 발현량 억제 효과를 확인할 수 있었다. 또한, 맥문동을 열처리한 후 에탄올 추출물에 대한 NO 생성 및 CCL22 발현량 억제 효과를 검증한 결과, 열처리 전과 비교하여 저해 활성이 상당히 개선된 것을 확인할 수 있었다. 맥문동의 열처리 전과 후의 피부염증 완화와 관련된 연구결과가 보고되지 않아 맥문동의 항아토피 연구에 기초자료로 활용될 수 있을 것으로 사료된다. 본 연구결과 열처리 맥문동 에탄올 추출물은 향후 항염증 및 피부질환에 관련된 기능성 소재로써 사용이 가능할 것으로 예상된다. 또한, 추후 연구를 통해서 열처리로 인해 변화되는 맥문동의 유효성분에 대한 비교연구가 필요하며, 염증 및 아토피 피부염에 관련된 사이토카인 억제 검증, mRNA 수준에서 확인 및 기전 연구도 추가적으로 진행되어야 할 것으로 사료된다.
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