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            초록
          
        

        
          Prolonged ulcerative colitis (UC) is a major risk factor of colorectal cancer (CRC) in human. Many epidemiological and experimental studies have reported that high protein diet (HPD) intake deteriorates the intestinal environment, which can lead to UC and CRC development. Moreover, we previously showed that feeding HPD dose dependently increased colonic tumor development in a chemical induced mouse colon carcinogenesis model. The mulberry tree (Morus alba L), which is distributed widely in east Asia, has a wide spectrum of biological activities including anti-inflammation and anti-carcinogenesis. In this study, we investigated whether the water extracts of mulberry root bark (MRB) and mulberry twig (MT) could ameliorate the level of colitis in HPD fed mice. Six week-old, male ICR mice were grouped into four groups: control (n=3), dextran sodium sulfate (DSS, n=6), DSS+MRB (n=6), and DSS+MT (n=6). All of the mice were fed HPD (50% casein/kg diet) for 4 weeks. On week 3 of the experimental period, mice in all except the control group, were administrated 3% DSS in drinking water for 5 days to induce colitis. At the same time, MRB (600 mg/kg body weight/day) and MT (5 g/kg body weight/day) was orally administered to mice in the MT and MRB group, respectively, for 5 days. The MRB and MT extracts significantly reduced the disease activity index, mucosal thickness, and level of plasma nitric oxide relative to the DSS group. Additionally, plasma IL-6 and colonic myeloperoxidase activities were significantly reduced by MT and MRB, respectively, compared to the DSS group. However, there were no significant differences in colon length, colon weight, and plasma tumor necrosis factor-α between the DSS and MRB or MT group. Taken together, these results suggest that MRB and MT water extracts can be developed as anti-colitis food components, especially when protein ingestion is increased in human.
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      서 론
      만성 궤양성 대장염(ulcerative colitis; UC)은 대장암 발병의 주요 위험인자 중 하나로 10년 이상 UC가 지속된 경우 대장암 발생율이 매년 0.5∼1% 증가하는 것으로 알려져 있다(Harpaz N & Talbot IC 1996). 최근 서구화된 식습관의 변화로 인해 우리나라를 비롯한 아시아 지역 국가에서 궤양성 대장염의 발병이 증가하는 추세에 있는데(Prideaux L 등 2012), 특히 육류를 포함하여 단백질을 과량으로 섭취하였을 때 위와 소장에서 완전히 소화되지 못한 단백질은 대장으로 유입되어 장내 미생물에 의해 부패가 진행되게 된다. 이때 생기는 황화수소, 페놀, 인돌, 암모니아, 곁가지 지방산, 단쇄지방산과 같은 물질은 장 상피세포의 유전적 손상과 세포사멸을 야기하면서 대장암 발병율을 증가시키는 원인이 될 수 있다(Kim E 등 2013). 또한 이로 인해 장내 균총의 균형이 깨어져 면역, 염증반응이 일어나는 것도 대장암의 발병률을 증가시키는 것으로 보인다. 한편, 고단백식(high protein diet; HPD)에 의한 대장암 발병율의 증가는 단백질 종류보다는 단백질의 양과 더 높은 상관관계를 보이는 것으로 보고되었는데, 단백질을 총 에너지의 20% 이상으로 급여했을 때는 카제인, 대두단백질, 붉은색 육류 모두 정상 단백질 식이군(15% 단백질)에 비해서 대장상피세포의 유전적 손상이 증가함을 보였다(Toden S 등 2005; Toden S 등 2006; Toden S 등 2007). 본 연구실에서도 앞서 화학적으로 유도한 마우스 대장암 모델에서 20% 단백질(카제인)을 함유하는 정상식이군에 비해 50% 단백질을 함유하는 HPD군에서 대장의 염증과 종양발생정도가 현저히 증가하는 것을 확인한 바 있다(Byun SY 등 2015; Tak KH 등 2017).

      뽕나무는 뽕나무과(Moraceae)의 뽕나무속(Morus)에 속하는 관목식물로서 우리나라를 비롯하여 일본, 중국, 베트남 등 동아시아뿐만 아니라, 유럽 및 미국지역과 아열대 및 열대지역에서도 널리 재배되고 있다. 상백피(mulberry root bark; MRB)는 뽕나무의 뿌리껍질로, 예로부터 한방에서는 해열, 항경련, 항알레르기, 항염증 작용과 더불어 이뇨촉진 등의 효과가 있는 것으로 알려져 왔으며, 상지(mulberry twig; MT)는 뽕나무의 가지로, 한방에서 상지를 말려 만든 상지차는 관절염, 기침, 중풍, 비만에 효과가 있는 것으로 기록되어 있다(Jang YJ 등 2015). 상백피와 상지에는 옥시레스베라트롤(oxyresveratrol), 레스베라트롤(resveratrol), 모라신(moracin) 등과 같은 물질들이 주요 생리활성물질로 함유되어 있으며(Choi SW 등 2013), 최근 이들 성분들의 항암(Ding B 등 2016), 항염(Choi IY 등 2011), 항당뇨(Park SY 등 2016), 항산화(Chang LW 등 2011) 효능 등이 보고된 바 있다. 그러나 아직까지 MRB 및 MT 추출물이 동물의 대장염 및 대장암에 미치는 영향에 대해서는 연구된 바가 없으며, 특히 HPD를 급여한 마우스의 대장염악화를 완화시킬 수 있는지에 대해서는 현재까지 연구된 바가 전무하다.

      따라서 본 연구에서는 부작용이 없고 안전한 천연물 성분에 의한 선제적인 대장염 중재를 통하여 대장암 발생을 줄이는 방법을 모색하기 위한 연구의 일환으로 사람의 UC 증상과 비슷한 병태를 나타내는 dextran sodium sulfate(DSS) 유도 마우스 대장염 모델을 이용하여 HPD 급여로 대장염을 악화시켰을 때 MRB와 MT의 열수추출물이 항대장염 효능을 나타내는지를 알아보고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. MRB 및 MT 열수추출물 제조
        MRB와 MT 열수추출물은 대구가톨릭대학교 최상원 교수 실험실로부터 제공받아 사용하였다. 제조 방법으로는 뽕나무(Morus alba L.) MRB 및 MT는 봄에 잎이 내돋지 않은 때에 청일뽕 뽕나무로부터 채취 후 MRB는 껍질을 벗기고 MT는 세절하여 흐르는 물에 수세하였다. 일주일간 음지에서 자연 건조한 다음 50±5.0℃의 열풍건조기(COBP-15S, Shinheung, Seoul, Korea)에서 2일간 건조한 것을 실험재료로 사용하였다[수분함량: MRB(9.7±0.46%), MT(7.82±0.2%)]. 다음 세절한 건조 MRB 및 MT(100 g)에 이온수 1.5 L를 각각 가하여 초음파추출기(Power Sonic 420, Hwashintech, Incheon, Korea)에서 2시간 2회 추출한 후 여과(Whatman No. 2, Maidstone, England)하고 진공감압농축기(Eyela, Tokyo, Japan)로 농축하여 MRB 및 MT 열수추출물을 각각 제조하였다[수율: MRB(26.0±2.7%), MT(2.5±0.3%)].

      

      
        2. 실험동물 사육 및 실험식이
        실험동물은 6주령 수컷 ICR 마우스 21마리를 코아텍(주)사(Busan, Korea)로부터 구입하여 사용하였다. 실험동물은 12시간 명암주기를 유지하고, 항온(25±2℃), 항습(50±5%) 환경에서 사육하였다. 마우스는 1주 동안 고형사료를 급여하여 실험환경에 적응시킨 후, 난괴법(randomized complete block design)에 따라 다음과 같이 4군으로 분류하였다: 생리식염수를 공급한 대조군(control, n=3); DSS를 공급한 군(DSS, n=6); DSS와 함께 상백피 열수추출물을 공급한 군(MRB, 600 mg/kg BW/day, n=6); DSS와 함께 상지 열수추출물을 공급한 군(MT, 5 g/kg BW/day, n=6). 실험식이는 AIN-76A diet에 기초하여 카제인 함량을 50%로 증가시킨 HPD로 제조하였으며(Table 1), 4군의 모든 동물들에게 총 4주간 급여하였다. 실험기간 중 식이와 물은 자유롭게 섭취하도록 하였다. 식이섭취량은 매일, 체중은 주 1회 일정 시각에 측정하였다. 실험동물은 실험 3주차에 3% DSS(MP Biomedicals Korea, Seoul, Korea)를 음용수로 공급하는 동시에 상백피 또는 상지열수추출물을 5일간 경구투여하였다. 본 동물실험은 대구가톨릭대학교 동물실험윤리위원회에서 승인(승인번호 제IACUC-2014-041호)한 절차에 따라 수행하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Composition of experimental diet
            (g/kg diet)

          
          

        

        
          
            
              	Ingredients
              	High protein diet(HPD)
            

          
          
            	Corn starch
            	150
          

          
            	Casein
            	500
          

          
            	D,L-Methionine
            	3
          

          
            	Sucrose
            	200
          

          
            	Cellulose powder
            	50
          

          
            	Corn oil
            	50
          

          
            	Mineral mixture1)
            	35
          

          
            	Vitamin mixture2)
            	10
          

          
            	Choline bitartrate
            	2
          

          
            	t-BHQ3)
            	0.01
          

          
            	Total (g)
            	1,000
          

          
            	Carbohydrate kcal (% energy)
            	1,400(36.4%)
          

          
            	Protein kcal (% energy)
            	2,000(51.9%)
          

          
            	Fat kcal (% energy)
            	450(11.7%)
          

          
            	Total energy (kcal/kg)
            	3,850
          

        

        
          
            1) Composition of AIN-76A mineral Mix(g/kg):　calcium phosphate, dibasic 500; sodium chloride 74; potassium citrate, monohydrate 220; potassium sulfate 52; magnesium oxide 24; manganous carbonate(43∼48% Mn) 3.5; ferric citrate(16∼17% Fe) 6; zinc carbonate(70% ZnO) 1.6; cupric carbonate(53∼55% Cu) 0.3; potassium iodate 0.01; sodium selenite 0.01; chromium potassium sulfate 0.55; sucrose, finely powdered 118.03.
          

          
            2) Composition of AIN-76A vitamin Mix(g/kg): thiamin hydrochloride 0.6; riboflavin 0.6; pyridoxine hydrochloride 0.7; nicotinic acid 3.0; D-calcium pantothenate 1.6; folic acid 0.2; D-biotin 0.02; cyanocobalamine 0.001; cholecalciferol(400,000 IU/g) 0.25; manaquinone 0.005; ascorbic acid 0.2; sucrose, finely powdered 992.824.
          

          
            3)t-BHQ: tert-butylhydroquinone.
          

        

        

      

      
        3. 질병활성도 측정
        대장염의 유발정도를 평가하기 위하여 DSS를 급여하는 기간 동안 매일 체중, 대변 묽기, 혈변 유무, 항문 출혈정도를 측정하였다. 전반적인 질병의 심한 정도는 Cooper HS 등(1993)이 제시한 임상 평가 시스템에 기초하여 0∼4점 척도로 평가하였다: 0, 체중감소 없음, 대변 묽기 정상, 혈변 없음, 항문 출혈 없음; 2, 5∼10% 체중 감소, 약간 묽은 대변, 갈색 변, 항문 출혈 보임; 3, 10∼20% 체중 감소, 묽은 대변, 붉은색 변, 항문 출혈; 4, 20% 이상 체중 감소, 설사, 혈변, 항문 출혈 심함.

      

      
        4. 혈액 및 장기 채취
        희생 전 12시간 절식 후, 실험동물은 CO2로 마취하여 개복을 하고, 복부 대정맥으로부터 헤파린(1,000 IU/mL) 처리된 주사기를 사용하여 채혈하였다. 혈액은 13,200 rpm, 4℃에서 10분간 원심 분리하여 혈장을 분리한 후 -80℃ 급속냉동고에서 분석 전까지 보관하였다. 채혈 후 즉시 맹장 아래부터 항문까지 적출하여 길이를 측정한 다음, 대장 내용물을 생리식염수로 씻고 물기를 제거한 후 무게를 측정하였다. 대장 조직은 proximal, middle, distal 세 부분으로 나누었으며, 일부 개체의 distal 부분은 10% 포르말린에 고정하여 조직형태학적분석 전까지 보관하였고, 나머지 조직은 액체질소로 급속 동결하여 -80℃ 초저온냉동고에서 시료분석 전까지 보관하였다.

      

      
        5. 혈액분석
        혈장 nitric oxide(NO), tumor necrosis factor(TNF)-α, interleukin(IL)-6 농도는 각각 NO detection kit(iNtRON, Sungnam, Korea), Mouse TNF-α ELISA Ready-SET-Go kit(eBioscience, San Diego, CA, USA), Mouse IL-6 ELISA Ready-SET-Go! kit(eBioscience)를 사용하여 제조사의 설명서에 따라 측정하였다.

      

      
        6. 조직형태학적 분석
        포르말린에 고정한 마우스 distal 조직은 형태학적 분석을 위해 파라핀 조직 표본을 제작한 다음 4 μm 두께로 절편하였다. Hematoxylin & eosin으로 염색한 후 광학 현미경을 이용하여 40배의 배율에서 관찰하였다. 점막 두께는 Leica Application Suite program(ver. 4.7.1)을 이용하여 측정하였으며, 8개의 다른 부위 측정값의 평균으로 나타내었다.

      

      
        7. Myeloperoxidase(MPO) 활성 측정
        Krawisz JE 등(1984)의 방법에 따라, 일정한 양의 대장조직(10% wt/vol)에 0.5% hexadecyl trimethyl ammonium bromide를 포함한 50 mM sodium phosphate buffer(pH 6.0) 1 mL를 가하여 초음파 분쇄한 후 12,000 rpm, 4℃에서 10분 동안 원심분리하여 상층액을 효소액으로 사용하였다. 효소액 100 μL에 Ο-dianisidine(20 mg/mL) 30 μL를 가한 후 H2O2가 최종농도 0.0005%가 되게 가하여 20℃에서 10분간 반응시켰다. 2% sodium azide 30 μL를 가하여 반응을 종료시킨 후, 25℃, 460 nm에서 SpectraMax M2 Microplate Reader로 효소활성을 측정하였다. MPO 활성 l unit은 25°C에서 H2O2 1 μmole/min을 분해하는 효소의 활성을 나타내며. 단백질 g 당 MPO unit(U)으로 표시하였다.

      

      
        8. 통계처리
        실험의 모든 결과는 SPSS(ver. 19, IBM, Armonk, NY, USA) 통계 처리 프로그램을 사용하였고, 각 항목에 따라 평균값±표준오차(Standard error, S.E.)를 구하였다. 각 군별 유의성 검증은 one-way analysis of variance(ANOVA) test를 하였고, 여러 군 간의 차이는 Duncan’s multiple range test에 의해 유의 수준 p<0.05 에서 사후검정을 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 질병활성도 및 대장 길이와 무게에 미치는 영향
        MRB 및 MT 추출물의 투여가 대장염의 발생 정도를 완화시키는지 알아보기 위하여 먼저 HPD를 급여한 DSS 유도 대장염 모델에서 질병활성도, 대장 길이 및 무게의 변화를 분석하였다. DSS를 급여하는 동안 대장염의 악화 정도를 반영하는 체중, 대변 묽기, 혈변 유무, 항문출혈 정도를 평가하여 질병활성도를 측정한 결과, DSS를 급여하기 전에는 군간 질병활성도의 차이는 없었다(Fig. 1A). 그러나 DSS를 급여하는 5일 동안 실험동물들의 질병활성도는 control군에 비하여 DSS를 급여한 군들에서 DSS 급여 이틀째부터 유의적으로 상승하였고, DSS군(질병대조군)에 비해서는 MRB군과 MT군의 질병활성도가 유의적으로 감소하였다. DSS 급여 마지막 날 측정한 결과는 DSS군에 비해 MRB군에서 질병활성도의 감소가 가장 뚜렷이 나타났다. 동물 희생 후 대장을 적출하여 대장 길이와 무게를 측정한 결과, control군에 비하여 DSS를 급여한 군들에서 유의적인 대장 길이의 감소 및 대장 무게의 증가가 나타났으나, MRB와 MT 추출물 투여에 따른 차이는 없었다(Fig. 1B, C).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effects of MRB and MT water extracts on DSS-induced colitis in mice.
            (A) Clinical scores of mice in each experimental group were daily monitored for period of DSS treatment. (B) Colon length and (C) colon weight were measured. All data are presented as mean±S.E. Means with different letters are significantly different at p<0.05 by Duncan's multiple range test. The alphabet a in the figure was given to the largest number. NS, not significant. HPD, high protein diet; DSS, dextran sodium sulfate; MRB, mulberry root bark; MT, mulberry twig.

          
          

          

        

        세계보건기구(WHO) 산하 국제암연구소(IARC)의 보고 자료에 의하면 우리나라 대장암 발병율은 인구 10만명당 45명으로 조사대상 184개국 중에서 1위로 나타났다(http://gco.iarc.fr.). 이는 서구화된 식습관과 무관하지 않은 결과로 전세계적으로도 대장암은 고지방, 고열량, 고단백식을 하는 선진국에서 그 발생율이 증가하고 있다(Molodecky NA 등 2012). 한편, 많은 임상연구에서 UC를 가지고 있는 환자의 경우, 일반 사람들보다 대장암이 발생할 상대적인 위험도가 2∼8배 높은 것으로 나타났는데(Hardy RG 등 2000), 이는 염증조직에서의 다양한 병태생리학적 변화가 암세포의 증식 및 성장을 촉진할 뿐만 아니라, 이미 형성된 종양의 경우에는 악성 암종으로의 진전을 유도하기 때문이다(Marelli G 등 2017). 따라서 본 연구에서는 선재적인 대장염 중재를 통하여 대장염과 연관된 대장암 발생율을 줄일 수 있는 방안을 찾기 위한 노력의 일환으로 HPD를 급여한 DSS 유도 마우스 대장염 모델에서 뽕나무의 MRB와 MT 추출물의 대장염 완화효능을 최초로 확인하였다.

        DSS 유도 마우스 대장염 모델은 형태학적으로 그리고 질병의 증상면에서 사람의 UC와 많은 유사점을 나타내는 우수한 전임상 동물모델로서 1∼5%의 DSS 레진을 음용수로 수일간 공급하였을 때 대장점막에 염증과 궤양이 유발된다(Cooper HS 등 1993; Cooper HS 등 2000; Tanaka T 등 2006). 한편, 본 연구에서는 식이의 50%가 카제인으로 구성된 HPD를 모든 동물들에게 공급하였는데 총 열량의 20% 이상을 단백질로 제공하는 HPD의 섭취는 사람과 동물 모두에서 대장염과 대장암의 발생을 증가 및 악화시키는 것으로 보고되고 있다(Kim E 등 2013). 최근 우리나라에서 대장염과 대장암 발생의 급격한 증가는 육류섭취의 증가와 무관하지 않고, 다이어트 및 체중감량 시 자주 섭취하는 식사 또한 고단백 저탄수화물식의 형태이므로 이러한 식생활을 반영하여 HPD의 급여로 DSS에 의한 대장염이 더 악화되는 동물모델에서 MRB와 MT의 항대장염 효능을 연구하고자 시도하였다. 주지할 사항은 정상단백식이대조군과 HPD 급여군과의 대장염 및 대장암 유발정도의 차이는 본 연구실에서 수행된 선행연구에서 이미 보고(Byun SY 등 2015; Tak KH 등 2017)된 바 본 연구에서는 HPD 급여 대장염 모델에서의 연구에 한정하였다.

        실험결과, Melero A 등(2017)이 보고한 바와 같이 3% DSS를 5일 동안 급여한 마우스에서 대조군에 비해 DSS군에서 대장염 질병활성도가 유의적으로 증가하였고, DSS 유도 대장염 모델에서 특징적으로 나타나는 대장 길이의 감소 및 대장 무게의 증가(Fiocchi C 1998; Hendrickson BA 등 2002)도 나타났다. 그러나 MRB와 MT 투여군의 경우, DSS에 의한 질병활성도는 유의적으로 감소되었으나, 대장 길이의 감소 및 대장 무게의 증가를 경감시키지는 못하였다. Choi IY 등(2011)은 5% DSS를 7일간 급여한 마우스 대장염 모델에서 MT 물 추출물을 급여한 결과, DSS군에 비해 질병활성도는 유의적으로 감소하였고, 대장 길이는 증가하였음을 보고한 바 있다. 본 연구에서는 3% DSS를 5일간 급여하였는데, 그 이유는 본 실험에 사용한 HPD의 경우, 앞서 보고(Tak KH 등 2017)한 바와 같이, 정상식이(20% 카제인)에 비하여 대장염 악화로 인한 실험동물의 생존율이 현저히 감소되었기 때문에 상대적으로 저용량의 DSS와 MRB, MT 추출물을 짧은 기간 동안 급여하는 것으로 실험하였다. 종합하면, 5일간의 MRB, MT의 투여는 DSS에 의한 대장염 질병활성도는 감소시킬 수 있었으나, 대장염으로 인해 줄어든 대장 길이 및 증가한 대장 무게를 정상화시키기에는 충분하지 못한 기간이 었던 것으로 사료된다. 향후 MRB, MT 투여를 DSS 급여 전에 HPD 공급과 함께 실시하는 실험모델에서 이들 추출물의 대장염 예방효과를 확인해 볼 필요가 있을 것으로 생각된다.

      

      
        2. 조직 형태학적 변화 및 점막 두께에 미치는 영향
        DSS 유도 마우스 대장염 모델에서 대장 조직은 크립트의 파괴 및 소실, 염증세포의 침투, 궤양 등 대장 구조의 전형적인 염증성 변화를 보인다(Clapper ML 등 2007; Park YH 등 2015). 본 실험에서도 DSS군은 control 군에 비해 대장 크립트의 소실 및 대장점막의 비후가 현저히 관찰되었으나(Fig. 2A), MRB와 MT군에서는 DSS로 인한 대장조직의 형태학적 변화가 상쇄되는 것을 관찰할 수 있었다.

        한편, 만성 염증이 암 발생에 기여하는 이유 중 하나로 염증조직에서 생성되는 다양한 염증성 사이토카인과 성장인자들이 apoptosis를 억제하고, 세포 증식을 촉진하는 요인으로 작용하는 것을 들 수 있다(Philip M 등 2004). 본 실험에서도 염증으로 인한 대장점막세포의 증식정도를 분석해 보기 위하여 대장점막 두께를 측정한 결과, control군(166.87±35.3 μm)에 비해 DSS군(615.04±98.5 μm)에서 점막 두께가 크게 증가하였으며, DSS군에 비해 MRB군(397.28±94.9 μm)과 MT군(342.36±83.4 μm)에서 유의적으로 감소함을 확인하였다(Fig. 2B). Tak KH 등(2017)의 연구결과에서 보면 DSS 유도 마우스 대장염 모델에서 50% 카제인(50P)을 급여한 군의 대장점막 두께가 20% 카제인(20P)을 급여한 정상식이군의 점막두께에 비하여 2배 이상 증가하였으며, 세포증식의 지표로 proliferating cell nuclear antigen(PCNA) 면역염색을 했을때도 50P군의 PCNA 염색세포수가 20P군보다 3배 더 많았다. 본 DSS 유도 대장염 모델에서 HPD의 급여로 증가된 대장점막의 병리학적 변화와 대장점막 두께를 MRB와 MT 추출물이 30% 정도 상쇄시킬 수 있는 것으로 나타난 결과는 향후 MRB와 MT 추출물을 HPD 섭취에 따른 대장염 발생을 예방할 수 있는 기능성 식품으로 개발할 가치가 있음을 제시한다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Histopathological change of DSS-induced colitis in mice.
            The distal part of large intestine was removed and fixed in 10% formalin. (A) Tissue sections were stained with hematoxylin and eosin to determine the morphological lesions and colonic mucosa changes. Representative histological images of control, DSS, DSS+MRB, DSS+MT are shown at 20 × magnification. (B) Mucosal thickness was measured microscopically. Data are presented as mean±S.E. Values with different letters above the bars are significantly different by ANOVA with Duncan's multiple range test at p<0.05. The alphabet a in the figure was given to the largest number. HPD, high protein diet; DSS, dextran sodium sulfate; MRB, mulberry root bark; MT, mulberry twig.

          
          

          

        

      

      
        3. 혈장 염증성 사이토카인 및 대장조직 MPO 활성에 미치는 영향
        DSS는 TNF-α, IL-6, IL-10 등을 포함하여 모든 전염증성 사이토카인들의 증가를 야기시키는 것으로 알려져 있다(Randhawa PK 등 2014). MRB와 MT 추출물의 대장염 완화효능을 확인하기 위하여 혈장 염증 지표들을 분석한 결과, NO 농도는 control군에 비해 DSS군에서 증가하였고, DSS군에 비해 MRB군과 MT군에서 유의적으로 감소하였다(Fig. 3A). 특히 MT군의 NO 농도는 control군 수준으로 감소하였다. TNF-α 농도는 DSS군에 비해 MRB군과 MT군에서 감소하는 경향을 나타내었으나 유의적인 차이는 없었다(Fig. 3B). 혈장 IL-6 농도는 control군(64.1±0.4 pg/mL)에 비해 DSS군(75.8±7.0 pg/mL)에서 증가하는 경향을 보였으나, 유의적인 차이는 없었다. 이는 대조군의 IL-6 농도가 다소 높게 측정되었기 때문으로 보이며, 염증성 사이토카인들의 농도는 영양상태나 음식섭취에 영향을 받는다는 연구결과들(Smidowicz A & Regula J 2015; Galland L 2010)에 비추어 보았을 때 HPD의 급여로 인한 일시적인 혈장 IL-6 농도 상승으로 사료된다. 그러나 NO와 TNF-α 농도는 대조군에 비해 DSS군에서 유의적으로 증가하였으므로 IL-6가 더 민감하게 식이에 영향을 받는지에 대해서는 더 구체적인 연구가 필요할 것으로 사료된다. DSS군과 비교했을 때에는 MRB군(65.8±5.1 pg/mL)보다는 MT군(58.3±3.8 pg/mL)에서 IL-6의 유의적인 감소를 보였다(Fig. 3C). 호중구의 조직 침투정도를 반영하는 생화학적 지표로 대장조직 MPO 활성을 측정한 결과, DSS 급여군들 중에서 MRB군의 활성이 control군 수준으로 감소함을 보였다(Fig. 3D). MT군에서는 MPO 활성이 감소하는 경향을 보였으나, DSS군에 비해 유의적인 차이는 없었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The levels of inflammatory mediators in plasma and MPO activity in colon tissues.
            (A) Plasma nitric oxide(NO), (B) tumor necrosis factor-alpha(TNF-α), (C) interleukin-6(IL-6), and (D) myeloperoxidase(MPO) activity in colon tissues were measured. Plasma sample and colon tissues were collected and examined as described in the Materials and Methods. Data are presented as mean±S.E. values with different letters above the bars are significantly different by ANOVA with Duncan's multiple range test at p<0.05. The alphabet a in the figure was given to the largest number. NS, not significant. HPD, high protein diet; DSS, dextran sodium sulfate; MRB, mulberry root bark; MT, mulberry twig.

          
          

          

        

        지금까지 MRB와 MT 추출물의 항염증효능에 관해서는 다수의 연구결과가 발표되었으나, 대부분은 마우스 대식세포인 Raw264.7 세포에서 수행된 in vitro 실험결과에 국한된다. Kim Y 등(2017)은 lipopolysaccharide(LPS)로 염증반응을 유도시킨 Raw264.7 세포에 MRB 및 MT 에탄올 추출물을 처리했을 때 cyclooxygenase(COX)-2와 inducible nitric oxide synthase(iNOS)의 mRNA 발현뿐만 아니라, NO, prostaglandin E2, IL-6 수준이 모두 유의적으로 감소하였음을 보였다. Eo HJ 등(2014)도 Raw264.7 세포에서 LPS의 처리로 인해 증가된 iNOS, p-ERK1/2, 핵 내 p65의 단백질 수준이 MRB 추출물의 처리로 인해 감소하였다고 보고하였다. 또한 Raw 264.7 세포에 MRB 및 MT의 주요 지표성분인 oxyresveratrol을 처리했을 때도 LPS로 증가한 IL-6의 농도가 정상군 수준으로 감소하였다(Park GS 등 2016). Choi IY 등(2011)은 마우스의 복강 대식세포에 LPS와 r interferon-γ를 처리했을 때 증가한 NO가 청일뽕 MT 물 추출물의 처리로 감소하였음을 보였다. 한편, in vivo 생체실험에서는 streptozotocin으로 유도한 당뇨 쥐의 간에서 TNF-α와 NF-κB의 단백질 수준이 MT의 급여로 인해 대조군수준으로 감소하였다는 보고(Yin XL 등 2017)가 있다. 마우스 대장염 모델에서 MRB와 MT 추출물이 DSS급여로 인한 혈장과 대장의 염증 지표들을 감소시키는 효과를 보인 것은 본 연구결과가 처음으로 특히, 혈장 NO와 IL-6 농도의 감소면에서는 MT의 효과가, 대장조직 MPO 활성 감소면에서는 MRB의 효과가 좋은 것으로 보인다.

      

    

    

  
    
      요약 및 결론
      본 연구는 HPD를 급여한 DSS 유도 대장염 마우스모델에서 MRB와 MT 열수 추출물의 대장염 완화 효과를 확인하고자 HPD를 급여한 ICR 마우스에 5일 동안 3% DSS와 함께 MRB 및 MT 추출물을 경구 투여한 후, 대장염의 임상적 지표 및 염증에 미치는 영향을 분석하였다. MRB와 MT 추출물은 대장염으로 인해 증가된 질병활성도, 대장 점막 두께, 그리고 혈장 NO 농도를 감소시킨 것이 확인되었으며, 특히 MT는 DSS 급여에 의한 혈장 IL-6 농도를, MRB는 대장조직 MPO 활성을 유의적으로 감소시켰다. 그러나 MRB와 MT 추출물은 DSS 급여에 따른 대장 길이의 감소, 대장 무게 및 혈장 TNF-α 농도의 증가에는 영향을 미치지 않았다. 종합적으로, 본 연구에서 제시된 결과로 미루어 보아 MRB와 MT는 단백질을 과량으로 섭취하는 식사형태에서 물로 우려내는 차의 형태로 섭취하였을 때 대장염 예방 효능이 있을 것으로 기대된다. 향후 MRB와 MT 열수 추출물의 주요 생리활성물질인 oxyresveratrol의 대장염 예방효과 및 HPD 급여로 인한 장내환경변화에 미치는 영향에 관한 연구 수행이 필요하며, 안전성과 기능성이 확보된다면 대장염 예방용 천연 기능성 소재 및 식품으로 개발할 가치가 있을 것으로 사료된다.
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