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            초록
          
        

        
          This study examined and compared the antioxidant and anti-inflammatory activities of Tetragonia tetragonoides (Tt) extracts obtained from wild and freshwater-cultivated sources, with the aim to assess their potential as functional food ingredients. Antioxidant capacity was evaluated by measuring total polyphenol, tannin, and flavonoid contents, as well as 2,2′-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activities. The wild Tt extract showed significantly higher levels of antioxidant compounds and stronger radical scavenging activity compared to the cultivated extract (p<0.05). The cytotoxicity and anti-inflammatory effects were assessed using RAW 264.7 macrophage cells. Neither extract exhibited cytotoxicity up to a concentration of 100 μg/mL. Furthermore, treatment with 50 μg/mL of either extract significantly reduced lipopolysaccharide (LPS, 1 μg/mL)-induced inflammatory responses. Notably, the cultivated Tt extract more effectively suppressed nitric oxide (NO) production and cyclooxygenase-2 (COX-2) protein expression, while the wild Tt extract more strongly inhibited the production of pro-inflammatory cytokines, including tumor necrosis factor-alpha (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), and interleukin-1 beta (IL-1β). These results suggest that Tetragonia tetragonoides possesses strong antioxidant and anti-inflammatory properties, with distinct functional profiles depending on the environment where it is grown. The findings support the potential use of both wild and cultivated Tetragonia tetragonoides as natural resources for the development of functional foods and health-promoting products.
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      서 론
      염증은 생명체의 생로병사 과정에서 중요한 병리적 요소로 작용하며(Fullerton JN & Gilroy DW 2016), 화학적 또는 물리적 자극에 대한 인체의 방어 기전으로서 급성 염증은 조직 손상을 회복시키는 데 핵심적인 역할을 한다. 그러나 염증이 장기간 지속될 경우 다양한 만성 질환의 원인으로 작용할 수 있다(Furman D 등 2019). 염증 반응은 자극에 따라 prostaglandin(PG), leukotriene(LT) 등의 생리활성 물질이 생성되면서 시작되며(Das UN 2021), 그 과정에서 면역 반응의 핵심 세포인 대식세포는 병원체를 탐식하는 동시에 tumor necrosis factor-alpha(TNF-α), interleukin-6(IL-6), interleukin-1 beta(IL-1β) 등의 염증성 사이토카인을 분비하여 초기 염증 반응을 유도한다(Chen L 등 2018; Medzhitov R 2021). 또한, 대식세포는 inducible nitric oxide synthase(iNOS)와 cyclooxygenase-2 (COX-2)의 발현을 유도하여 NO(nitric oxide)와 PGE2(prostaglandin E2) 등의 염증 유발 인자를 생성하며, 이 중 NO는 면역 조절, 혈관 확장, 신경 전달 등 다양한 생리적 기능을 갖지만 과도하게 생성될 경우 조직 손상, 유전자 변이 및 신경독성 등을 유발할 수 있다(Okin D & Medzhitov R 2012; Low M 등 2024).

      최근 건강에 대한 관심이 높아짐에 따라 부작용이 적은 항염증 활성을 가진 천연 소재에 대한 수요가 증가하고 있으나, 여전히 다양한 기능성 천연자원에 대한 연구는 미흡한 실정이다(Gandhi GR 등 2021; Gouda NA 등 2023). 번행초(Tetragonia tetragonoides)는 전통적으로 해풍과 염분이 강한 해안 지역에서 자생하며 식용 및 약용으로 활용되어 온 염생 식물로(Yoon JA 2020), 최근 다양한 생리활성이 보고되면서 기능성 소재로서의 관심이 높아지고 있다(Lee MA 등 2008; Chung HJ 등 2015). 특히, 번행초 추출물은 streptozotocin(STZ)으로 유도된 제1형 당뇨 동물 모델에서 혈당 강하 효과를 나타내었으며(Choi GY 등 2017), α-amylase, α-glucosidase, aldose reductase 등 당대사 관련 효소에 대한 저해 활성이 보고되었다(Choi HJ 등 2008). 이 외에도 항염증 및 종양 억제 효과(Choi HJ 등 2015), 미백 활성(Jo JB 등 2016), 항산화 기능(Park YK & Nam UH 2002) 등이 보고된 바 있으며, 최근에는 RAW 264.7 대식세포를 이용한 실험에서 번행초 추출물이 lipopolysaccharide(LPS)로 유도된 산화 스트레스 및 염증 반응을 효과적으로 억제하는 것이 확인되었다(Kong JH 등 2020). 이러한 결과는 번행초가 항산화 및 항염증 기능을 지닌 천연물 소재로서의 활용 가능성을 시사하며, 생육 환경에 따른 기능성 성분 함량의 차이가 생리활성에 영향을 줄 수 있음을 보여준다.

      이에 본 연구에서는 천연 자원으로서의 가치를 지닌 번행초를 대상으로, 자연산과 담수 환경에서 재배된 시료 간의 항산화 및 항염증 활성을 비교하여 기능성 식품소재로서의 번행초 대량생산 가능성을 평가하고자 한다. 특히 바닷가에서 자생한 번행초와 담수 환경 하에 재배한 번행초의 생리활성 차이를 분석함으로써, 번행초의 기능성 원료로서의 산업적 활용 가능성 방향을 제시하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시료 전처리 및 보관
        자연산 및 재배 번행초(Tetragonia tetragonoides)는 각각 제주 가파도 지역과 동일 지역 내 실험용 담수 재배지에서 수확하였다. 수확한 시료는 이물질 제거를 위해 흐르는 물에 세척한 뒤, 60℃에서 열풍 건조(hot-air drying)하였다. 완전히 건조된 시료는 분쇄기(미니분쇄기, HMF-3100S, Hanil Electric Co., Seoul, Korea)를 이용하여 균질하게 분말화하였으며, 40 mesh 체를 통과시켜 입자 크기를 표준화하였다.

        분말화된 시료는 —80℃에서 24 h 동안 예비 냉동한 후, 동결건조기(FD8508, Ilshin Lab Co., Ltd, Dongducheon, Korea)를 이용하여 완전히 수분을 제거하였다. 동결건조된 시료는 밀봉 가능한 갈색 폴리에틸렌 병에 담아 4℃ 냉장 조건에서 보관하였으며, 실험 전까지 빛과 습기로부터 차단된 상태로 유지하였다.

      

      
        2. Tetragonia tetragonoides 추출물 제조
        동결건조한 Tetragonia tetragonoides 분말 10 g에 95% ethanol 20 mL를 첨가한 후, 고속균질기(Homogenizer, 10,000 rpm, 2 min)로 균질화하였다. 이어서 3,000 rpm에서 15 min 간 원심분리하고, 상등액을 여과하여 액상 시료로 사용하였다. 추출물은 —20℃에 보관하여 실험에 사용하였다.

      

      
        3. 시약 및 기기
        세포 배양에 사용된 Roswell Park Memorial Institute(RPMI)-1640 배지와 fetal bovine serum(FBS), 단백질 분석에 사용된 acrylamide:bis 30%, 29:1 solution(A0418-050), protease inhibitor, radioimmunoprecipitation assay(RIPA) buffer는 모두 GenDEPOT(Baker, TX, USA)에서 구입하였다. Streptomycinpenicillin은 Gibco™(Waltham, MA, USA)에서, bicinchoninic acid(BCA) protein assay kit는 Thermo Fisher Scientific(Waltham, MA, USA)에서, polyvinylidene fluoride(PVDF) membrane과 Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate는 Millipore(Burlington, MA, USA)에서 구매하였다. Griess reagent 및 기타 일반 시약은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.

        Western blot 분석에 사용된 1차 항체 중 COX-2 항체(ab15191)는 Abcam(Cambridge, UK)에서, β-actin 항체(SC-47778)는 Santa Cruz Biotechnology(Dallas, TX, USA)에서 구매하였다. 2차 항체인 horseradish peroxidase(HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgG (H+L)-HRP(SA002-500) 및 goat anti-mouse IgG (H+L)-HRP (SA001-500)는 GenDEPOT(Baker, TX, USA)에서 구입하였다. TNF-α, IL-6, IL-1β 측정을 위한 ELISA 키트는 Koma Biotech Inc.(Seoul, Korea)에서 구매하여 사용하였다.

      

      
        4. 총 폴리페놀, 타닌, 및 플라보노이드 함량 분석
        총 폴리페놀 함량은 Folin O & Denis W(1912)의 방법을 변형하여 분석하였다. 시료 25 μL에 증류수 500 μL와 2 N Folin–Ciocalteu’s phenol reagent(50 μL; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 첨가한 뒤, 실온에서 3 min 동안 반응시켰다. 이후 20% 탄산나트륨(Na2CO3) 용액 500 μL를 가하고 암실에서 1 h 동안 반응시킨 후, 725 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는 gallic acid(Sigma-Aldrich)를 사용하였으며, 다양한 농도의 gallic acid로 작성한 검량선의 회귀식은 y=0.0014x+0.0362(R2=0.9966)였다. 시료의 흡광도 값을 해당 검량선에 적용하여 총 폴리페놀 함량을 mg gallic acid equivalents (GAE)/g dry weight로 산출하였다.

        총 타닌 함량은 Duval B & Shetty K(2001)의 방법을 기반으로 측정하였다. 시료 200 μL에 증류수 200 μL와 95% ethanol 200 μL를 첨가하고, 이어서 5% Na2CO3 200 μL와 1 N Folin–Ciocalteu reagent 100 μL를 순차적으로 첨가하였다. 반응 혼합물은 암실에서 1 h 동안 반응시킨 후, 725 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는 tannic acid(Sigma-Aldrich)를 사용하였으며, 검량선은 y=0.0197x+0.4205(R2=0.9999)로 작성되었다. 이를 바탕으로 총 타닌 함량은 mg tannic acid equivalents(TAE)/g dry weight로 환산하였다.

        총 플라보노이드 함량은 Zhishen J 등(1999)의 방법을 변형하여 분석하였다. 시료 100 μL에 증류수 400 μL와 5% sodium nitrite(NaNO2) 30 μL를 첨가하고 상온에서 5 min 간 반응시켰다. 이어서 10% aluminum chloride(AlCl3·6H2O) 30 μL를 첨가하고 6 min 간 반응시킨 후, 1 M sodium hydroxide(NaOH) 200 μL와 증류수 240 μL를 순차적으로 추가하였다. 최종 반응 혼합물은 510 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 표준물질로는 catechin(Sigma-Aldrich)을 사용하였다. 검량선의 회귀식은 y=0.0014x+0.0417(R2=0.9994)로 작성되었으며, 총 플라보노이드 함량은 μg catechin equivalents (CE)/g dry weight 단위로 환산하였다.

      

      
        5. ABTS 및 DPPH 라디칼 소거능 분석
        ABTS 라디칼 소거능은 Re R 등(1999)의 방법을 변형하여 측정하였다. ABTS 용액은 7.0 mM ABTS(2,2′-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); Sigma-Aldrich, USA)와 2.45 mM potassium persulfate를 혼합하여 암실에서 상온으로 13 h 반응시켜 생성하였다. 이 ABTS 용액은 phosphate-buffered saline(PBS, pH 7.4)를 이용해 734 nm에서의 흡광도가 0.700±0.02가 되도록 조정하였다. 이후 액상 시료 200 μL와 희석된 ABTS 용액 800 μL를 혼합하여 암실에서 실온으로 5 min 간 반응시킨 뒤, 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군(control)은 동일한 조건에서 시료 대신 추출용매(95% ethanol)를 처리한 용액을 사용하였다. ABTS 라디칼 소거능은 다음 식을 이용하여 계산하였다:
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        DPPH 라디칼 소거능은 Blois MS(1958)의 방법을 변형하여 측정하였다. 앞선 시료 준비와 동일하게, 95% ethanol 20 mL에 시료 10 g을 혼합하여 10,000 rpm에서 2 min 간 균질화한 후, 3,000 rpm에서 15 min 간 원심분리하고 여과하여 액상 시료를 얻었다. 이후 시료 100 μL에 0.2 mM DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 용액 100 μL를 혼합하여 실온에서 30 min 동안 반응시킨 후, 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. DPPH 분석에서도 control은 DPPH 용액에 추출용매만을 처리한 것을 기준으로 하였다. DPPH 라디칼 소거능은 다음과 같이 산출하였다:
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        6. 세포 배양
        RAW 264.7 대식세포는 RPMI-1640에 10% heat-inactivated FBS와 100 U/mL penicillin-streptomycin을 첨가한 배지에서 배양하였다. 실험은 세포의 안정성을 확보하기 위해 10∼12회 계대 배양된 세포를 사용하였으며, 모든 세포는 37℃, 5% CO2 조건의 가습된 인큐베이터(BB15 CO2 Incubator, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에서 배양하였다.

      

      
        7. 세포 생존율 측정
        RAW 264.7 세포의 생존율은 MTT[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-zolium bromide] 분석을 통해 평가하였다. 세포는 2 × 104 cells/mL의 농도로 96-well plate에 분주하였으며, 37℃, 5% CO2 조건의 인큐베이터(BB15 CO2 Incubator, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에서 3 h 동안 안정화시켰다. 이후 자연산 및 재배 번행초 추출물을 각각 50 μg/mL 농도로 처리한 후 24 h 동안 배양하였다. 또한 자연산 및 재배 번행초 추출물을 각각 처리하여 1 h 동안 배양한 뒤 lipopolysaccharide(LPS, 1 μg/mL)를 처리하여 24 h 추가 배양하였다. 배양 후 well 당 20 μL의 MTT 용액(0.5 mg/mL)을 첨가하고, 37℃, 5% CO2 조건의 인큐베이터에서 4 h 동안 반응시켰다. 반응 종료 후 상등액을 제거하고, 생성된 formazan 결정은 DMSO로 용해시킨 뒤, microplate reader (Synergy H1, BioTek, Winooski, VT, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        8. 일산화질소(Nitric Oxide, NO) 생성량 측정
        RAW 264.7 대식세포는 DMEM 배지에 현탁한 후, 2 × 105 cells/mL의 농도로 24-well plate에 분주하고, 37℃, 5% CO2 조건의 인큐베이터(BB15 CO2 Incubator, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에서 3 h 동안 안정화시켰다. 이후 세포에 자연산 및 재배 번행초 추출물을 각각 처리하여 1시간 동안 배양한 뒤 lipopolysaccharide(LPS, 1 μg/mL)를 처리하여 24 h 추가 배양하였다. 배양 후 상등액을 수거하여 NO 생성을 측정하였다. 측정은 배양액 100 μL와 동일 부피의 Griess 시약(1% sulfanilamide, 0.1% naphthylethylene-diamine dihydrochloride in 2.5% phosphoric acid)을 혼합한 후, 실온에서 10 min 간 반응시킨 뒤 microplate reader(Synergy H1, BioTek, Winooski, VT, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 배양액 내 NO 농도는 sodium nitrite(NaNO2)로 작성한 표준곡선을 기반으로 산출하였다. 검량선 공식은 y=0.0167x+0.0448(R²=0.9998)이며, 여기서 y는 흡광도, x는 NO 농도(μM)를 나타낸다.

      

      
        9. COX-2 단백질 발현 분석
        COX-2 단백질 발현을 분석하기 위해 RAW 264.7 대식세포를 DMEM 배지에 현탁하여 6×105 cells/mL의 농도로 60 mm 세포 배양접시에 분주하였고, 37℃, 5% CO2 조건의 인큐베이터(BB15 CO2 Incubator, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에서 3 h 동안 배양하여 안정화시켰다. 이후 자연산 또는 재배 번행초 추출물(50 μg/mL)을 처리하여 1 h 동안 배양한 뒤, LPS (1 μg/mL)를 처리하여 24 h 추가 배양하였다. 배양 후 배지를 제거하고, 세포를 ice-cold PBS로 세척한 뒤 lysis buffer를 첨가하여 단백질을 추출하였다. 추출된 단백질은 원심분리 후 상등액을 수거하여 새로운 튜브에 옮겼으며, 일부는 단백질 정량에 사용하고, 나머지는 —20℃에 보관하였다.

        총 단백질 농도는 bicinchoninic acid(BCA) protein assay kit를 이용하여 정량하였으며, 50 μg의 단백질을 8% sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis(SDS–PAGE)를 통해 분리한 후 Trans-Blot Turbo Transfer System(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)을 이용하여 polyvinylidene fluoride(PVDF) membrane에 전이시켰다. 5% skim milk가 포함된 Tris-buffered saline with 0.1% Tween-20(TBST)로 1 h 차단한 뒤, COX-2 1차 항체(1:1,000 희석)를 4℃에서 overnight 반응시켰다. 이후 TBST로 10 min 간격으로 3회 세척한 뒤, horseradish peroxidase (HRP)-conjugated 2차 항체(1:1,000 희석)를 상온에서 1 h 반응시켰다. 다시 TBST로 3회 세척한 후, 암실에서 Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate로 반응시켜 밴드를 발현시켰고, KwikQuant Imager(Kindle Biosciences LLC, CT, USA)를 이용하여 이미지를 촬영하였다. 단백질 발현 수준은 β-actin을 기준으로 정규화하였으며, ImageJ 소프트웨어(NIH, USA)를 활용하여 밴드 강도를 정량 분석하였다.

      

      
        10. TNF-α, IL-1β, IL-6 생성량 측정
        RAW 264.7 세포를 24-well plate에 분주한 후 3 h 동안 안정화시켰다. 이후 LPS(1 μg/mL) 단독 또는 번행초 추출물(50 μg/mL)과 함께 24 h 동안 처리하였다. 이후 세포 배양 상등액을 수거하여, TNF-α, IL-1β, IL-6의 농도를 각각의 enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) kit를 사용하여 정량하였다.

        분석에는 Mouse TNF-α ELISA kit, Mouse IL-1β ELISA kit, Mouse IL-6 ELISA kit(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)를 사용하였으며, 제조사의 지침에 따라 96-well plate에 샘플 또는 표준물질을 분주한 후, 각 키트에 지정된 캡처 항체와 검출 항체를 순차적으로 반응시켰다. 반응 후 substrate solution을 가하여 20 min 간 실온에서 암실 내 반응시킨 후, stop solution을 첨가하고 450 nm에서 흡광도(OD)를 측정하였다. 사이토카인 농도는 표준물질의 검량선을 기반으로 산출하였다.

      

      
        11. 통계 분석
        모든 실험은 3회 반복하여 수행하였으며, 결과는 평균±표준편차(mean±standard deviation, S.D.)로 표기하였다. 통계 분석은 SPSS software (version 23.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하여 수행하였으며, 각 처리군 간의 유의성 검증을 위해 일원분산분석(one-way ANOVA) 및 독립표본 t-검정(independent t-test)을 실시하였다. ANOVA 후에는 Tukey 또는 Duncan의 다중 비교 검정(post hoc test)을 적용하여 그룹 간 차이를 평가하였다. 통계적 유의성은 p 값이 0.05 미만인 경우로 판단하였다(p<0.05). 모든 그래프는 GraphPad Prism(Version 5.01; GraphPad Software, Boston, MA, USA)을 사용하여 작성하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 총 폴리페놀, 타닌 및 총 플라보노이드 함량
        Tetragonia tetragonoides 추출물의 총 폴리페놀, 타닌, 및 플라보노이드 함량은 Table 1에 제시하였다. 식물성 페놀 화합물은 hydroxyl기를 포함한 방향족 구조를 가지며, 라디칼 소거 및 항산화 활성을 나타내는 주요 생리활성 성분으로 알려져 있다(Kim BG 등 2016). 본 연구에서 담수 재배된 번행초의 총 폴리페놀 함량은 517.95±19.43 mg GAE/g이었으며, 이는 자연산 번행초(764.86±5.74 mg GAE/g)에 비해 유의하게 낮은 수치를 나타내었다(p<0.05). 이와 같은 경향은 자연 환경에서의 자외선, 염분, 건조, 병해충 등 다양한 스트레스 요인이 페놀성 화합물의 생합성을 자극할 수 있음을 시사하며, Woo KS 등(2015)은 식물 생육 단계나 발아 시간에 따른 페놀 함량의 변동 가능성을 보고한 바 있다. Lee MA 등(2008) 또한 추출 용매에 따라 번행초에서 얻어지는 총 페놀 함량이 상이하며, dichloromethane, ethanol, methanol, butanol 순으로 증가하는 경향을 보인다고 보고하였다. 이러한 결과는 번행초에 존재하는 페놀성 화합물이 상대적으로 비극성 또는 중간 극성 용매에서 더 효율적으로 추출될 수 있음을 시사한다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Comparison of total polyphenol, tannin, and flavonoid contents between wild and cultivated Tetragonia tetragonoides
          
          

        

        
          
            
              	Property
              	
                Tetragonia tetragonoides
              
            

            
              	Wild
              	Cultivated
            

          
          
            	Total polypheno (mg GAE/g)
            	764.86±5.741)a2)
            	517.95±19.43b
          

          
            	Total tannin (mg TAE/g)
            	180.01±39.84a
            	127.81±37.10b
          

          
            	Total flavonoids (μg CE/g)
            	925.69±8.17a
            	412.60±9.23b
          

        

        
          
            1) Values are presented as mean±standard deviation (S.D.).
          

          
            2) Different superscript letters indicate statistically significant differences among groups at p<0.05, as determined by Duncan’s multiple range test.
          

        

        

        타닌은 항산화 및 항균 활성을 가지며, 해양 식물이나 염생 식물에 특히 풍부한 것으로 알려져 있다(Woo KS 등 2015). 본 연구 결과, 자연산 번행초의 타닌 함량은 180.01±39.84 mg TAE/g으로, 재배 번행초(127.81±37.10 mg TAE/g)보다 유의하게 높았다(p<0.05). 이는 해안가의 염분 환경이 타닌의 생합성에 긍정적인 영향을 미쳤을 가능성을 보여주며, 실제로 Ksouri R 등(2007)은 염 스트레스가 식물 내 페놀 및 타닌류 축적을 촉진한다고 보고하였다.

        플라보노이드는 폴리페놀의 하위 그룹에 속하는 항산화 화합물로(Alam F 등 2022; Li H 등 2024; Jomova K 등 2025), hydroxyl기를 통해 라디칼을 안정화시키며 항산화 활성을 발휘한다(Panche AN 등 2016). 본 연구에서 플라보노이드 함량은 catechin equivalents(CE) 기준으로 산출하였으며, 자연산 번행초는 925.69±8.17 μg CE/g, 재배 번행초는 412.60±9.23 μg CE/g으로 확인되었다(p<0.05). 특히 자연산 시료는 약 2배 이상의 플라보노이드를 함유하고 있었다. 이는 flavonoid가 자연환경에서 유도되는 산화 스트레스에 대응하기 위해 증가할 수 있음을 보여주며, Pietta PG(2000)는 quercetin, kaempferol, catechin 등 다양한 플라보노이드가 ABTS 및 DPPH 라디칼에 대한 소거 활성을 나타낸다고 보고하였다.

        Folin-Ciocalteu 법은 환원성 물질(예: 단백질, 당류 등)에도 반응할 수 있어 실제 페놀 함량이 과소 또는 과대 추정될 수 있으며(Naczk M & Shahidi F 2006; Ainsworth EA & Gillespie KM 2007), 반면 알루미늄 클로라이드 착염법은 catechol 구조를 가진 특정 플라보노이드에 특이적으로 반응하여 플라보노이드 함량을 상대적으로 높게 나타낼 수 있다(Kim DO 등 2003). 또한 총 폴리페놀과 플라보노이드를 각각 mg GAE/g, μg CE/g의 단위로 표기함에 따라 단위 간 변환을 고려하지 않으면 오해가 발생할 수 있다. 유사하게 정량법 차이에 따른 함량 역전 현상은 다른 연구들에서도 보고된 바 있으며(Dai J & Mumper RJ 2010; Ignat I 등 2011), 본 연구 결과는 번행초에 상대적으로 플라보노이드가 풍부하게 존재함을 시사한다.

        아울러 염생 식물은 고염 환경에 의한 산화 스트레스에 대응하기 위해 항산화 화합물의 생합성을 강화하는 기전을 발달시켜 왔다(Ahn BK 등 2021). 고염 조건에서 기공 폐쇄 및 광합성 장애로 인해 ROS가 축적되며, 이로 인해 페놀 및 플라보노이드 함량이 증가하는 것으로 알려져 있다(Sies H 등 2024). 실제로 Hsueh TP 등(2021)은 고온·건조한 환경에서 자란 Artemisia capillaris가 항염증 관련 성분을 더 많이 축적한다고 보고하였으며, 이는 환경 스트레스가 생리활성 물질의 축적을 유도할 수 있음을 지지한다. 이러한 결과는 자연산 번행초가 극한 환경에 대응하기 위해 항산화 성분을 풍부하게 축적하고 있음을 나타내며, 기능성 소재로서의 활용 가능성이 높음을 시사한다. 향후에는 HPLC 기반 개별 성분 정량 및 정제된 표준화 방법을 통한 보완 연구가 필요할 것이다.

      

      
        2. ABTS 및 DPPH 라디칼 소거 활성
        인체 대사 과정에서 생성되는 유해한 자유 라디칼은 세포 손상 및 노화, 염증, 각종 질환을 유발할 수 있으며, ABTS⁺ 및 DPPH 라디칼은 이러한 반응을 대표적으로 모사하는 실험적 모델이다(Chung HJ 등 2015; Ryu JY 등 2018). Tetragonia tetragonoides 추출물의 항산화 활성을 평가하기 위해 ABTS 및 DPPH 라디칼 소거능을 측정하였으며, 그 결과는 Fig. 1에 제시하였다. ABTS 라디칼 소거능은 ABTS 용액과 과황산칼륨의 반응을 통해 생성된 청록색의 양이온 라디칼(ABTS⁺)이 항산화제에 의해 소거됨으로써 탈색되는 정도를 기반으로 평가된다(Kim KH 등 2013). 분석 결과, 자연산 번행초 추출물은 34.83±12.71%의 ABTS 라디칼 소거 활성을 나타내었으며, 이는 담수 재배 번행초의 9.98±3.04%에 비해 유의하게 높은 수치였다(p<0.05). ABTS 라디칼 소거능은 자유 라디칼(free radical)에 전자를 공여함으로써 산화 스트레스를 저감하고, 식품에서는 저장성 향상, 인체에서는 세포 손상 예방 및 질병 억제에 기여하는 항산화 지표로 활용된다(Kim JE 등 2009).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Antioxidant activities of Tetragonia tetragonoides extracts assessed by ABTS and DPPH radical scavenging assays. 
            Antioxidant activities of wild and cultivated Tetragonia tetragonoides (Tt) extracts were evaluated using ABTS and DPPH radical scavenging assays. Ethanol extracts (95%) of wild-harvested and freshwater-cultivated T. tetragonoides powders were tested under identical conditions. Data are expressed as the mean±standard deviation (S.D.) of three independent experiments. Wild: wild T. tetragonoides extract-treated group; Cultivated: cultivated T. tetragonoides extract-treated group. *p<0.05, **p<0.01 vs. Wild.

          
          

          

        

        DPPH 라디칼 소거능은 항산화 활성을 평가하는 대표적인 방법으로, 자색의 DPPH 라디칼이 환원되면서 탈색되는 정도를 측정하는 방식이다. 자연산 번행초는 74.81±7.57%의 DPPH 라디칼 소거 활성을 보였으며, 이는 담수 재배 번행초의 32.12±4.98%보다 유의하게 높은 수치였다(p<0.05). DPPH 라디칼 소거능은 항산화제가 지질 과산화 반응 등에서 자유 라디칼에 전자를 공여하여 연쇄적인 산화 반응을 차단함으로써 항노화, 항염증, 만성질환 예방 등의 생리활성을 나타내는 것으로 보고되어 있다(Woo KS 등 2015). 한편, Park GH 등(2011)의 연구에 따르면 감귤류 추출물의 DPPH 라디칼 소거 활성은 약 41.9∼58.2% 수준으로 보고된 바 있으며, 이는 본 연구에서 확인된 자연산 번행초의 소거 활성(74.81±7.57%)보다 낮은 수치이다. 이는 자연산 번행초가 항산화 활성이 우수한 천연 소재로 활용될 수 있음을 시사한다.

        또한, Lee ES 등(2023)은 번행초 추출물이 농도 의존적으로 ROS 생성을 억제함을 보고한 바 있으며, 이러한 선행연구 결과는 번행초가 항산화 활성을 지니고 있음을 뒷받침하며, 본 연구에서 확인된 라디칼 소거 활성 결과와도 그 경향이 유사하다. 다만, 본 연구에서는 라디칼 소거 활성의 농도 의존성을 직접적으로 평가하지는 않았다.

        결과적으로, 자연산 번행초는 담수 재배 번행초에 비해 유의하게 높은 ABTS 및 DPPH 라디칼 소거 활성을 나타냈으며, 이는 본 식물에 함유된 총 폴리페놀, 타닌, 플라보노이드 등 항산화 관련 성분의 상대적 풍부함에 기인한 것으로 사료된다. 이러한 결과는 번행초가 천연 항산화 소재로서 기능성 식품 및 건강보조소재로의 활용 가능성이 높음을 시사한다.

      

      
        3. 번행초가 RAW 264.7 세포 생존률에 미치는 영향
        RAW 264.7 마우스 유래 대식세포에서 번행초 추출물의 세포독성을 평가하기 위해 MTT 분석을 수행하였다. 자연산 및 재배 번행초 추출물을 각각 50 μg/mL의 농도로 24시간 처리한 결과, 두 시료 모두에서 유의한 세포 독성이 관찰되지 않았다(Fig. 2). 더불어, 고농도인 100 μg/mL 처리 조건에서도 세포 생존률에 유의한 감소가 나타나지 않아, 본 실험에 사용된 번행초 농도 범위는 RAW 264.7 세포에 대해 세포독성이 없는 것으로 판단된다. 이에 따라 후속 실험에서는 50 μg/mL의 농도를 기준으로 생리활성 평가를 진행하였다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effect of Tetragonia tetragonoides extracts on RAW 264.7 cell viability. 
            Effects of wild and cultivated Tetragonia tetragonoides (Tt) extracts on the viability of RAW 264.7 cells. Cells were pretreated with 50 μg/mL of wild or cultivated T. tetragonoides ethanol extracts for 1 h, followed by stimulation with lipopolysaccharide (LPS, 1 μg/mL) for 24 h. Cell viability was assessed using the MTT assay. Data are expressed as mean±standard deviation (S.D.) from three independent experiments. Ctrl: untreated control group (no LPS); Wild: wild T. tetragonoides extract-treated group; Cultivated: cultivated T. tetragonoides extract-treated group.

          
          

          

        

      

      
        4. 번행초의 일산화질소(NO) 생성 억제 효과
        염증 반응에서 유도형 산화질소합성효소(inducible nitric oxide synthase, iNOS)에 의해 생성되는 일산화질소(NO)는 혈관 확장, 혈관 투과성 증가, 부종, 조직 손상 등 염증 반응의 주요 매개체로 작용한다(Lind M 등 2017; Anavi S & Tirosh O 2020). NO는 또한 병원체에 대한 방어 작용과 항종양 효과 등 생리적으로 유익한 기능을 수행하지만, 과도한 NO 생성은 만성 염증성 질환 및 면역계의 이상 반응을 유발할 수 있다(Okin D & Medzhitov R 2012; Low M 등 2024). 이러한 이유로 항염증 활성 평가 시 NO 생성 억제 효과는 핵심적인 지표로 활용되며, 천연물 유래 생리활성 소재의 탐색에서도 필수적으로 평가되고 있다(Bramorski Mohr ET 등 2025).

        본 연구에서는 RAW 264.7 대식세포에 lipopolysaccharide(LPS, 1 μg/mL)를 처리하여 염증 반응을 유도한 뒤, 자연산 및 재배 번행초 추출물을 각각 50 μg/mL 농도로 24시간 처리하여 NO 생성 억제 효과를 평가하였다. 세포 배양 상등액에서의 nitrite 농도는 Griess 반응을 통해 정량하였으며, 그 결과는 Fig. 3에 제시하였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Inhibition of nitric oxide production by Tetragonia tetragonoides extracts in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. 
            Inhibitory effects of wild and cultivated Tetragonia tetragonoides (Tt) extracts on nitric oxide (NO) production in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. Cells were treated with LPS (1 μg/mL) in the presence or absence of 50 μg/mL wild or cultivated T. tetragonoides extracts for 24 h. NO levels in the culture supernatant were quantified using the Griess assay. Data are expressed as the mean±standard deviation (S.D.) of three independent experiments. Ctrl: untreated control group (no LPS); Wild: wild T. tetragonoides extract-treated group; Cultivated: cultivated T. tetragonoides extract-treated group. *p<0.05 vs. control; #p<0.05 vs. LPS-treated group.

          
          

          

        

        LPS 단독 처리군에서는 NO 생성이 유의하게 증가하였으며(p<0.05 vs. control), 재배 번행초 처리군은 LPS 처리군 대비 NO 생성이 유의하게 감소하였다(p<0.05 vs. LPS). 자연산 번행초 또한 억제 효과를 보였으나 통계적으로는 유의한 수준의 억제력을 나타내지 않았다. 특히 재배 번행초는 NO 생성량을 약 40% 이상 감소시키는 것으로 나타나, 자연산 번행초에 비해 상대적으로 높은 항염 활성을 보였다. 이와 같은 결과는 담수 환경에서 자란 번행초가 더 많은 항염증 관련 생리활성 물질을 함유하고 있을 가능성을 시사하며, 염증성 질환의 예방 및 조절을 위한 천연 기능성 소재로서의 활용 가능성을 보여준다.

      

      
        5. 번행초의 TNF-α, IL-1β, IL-6 생성 억제 효과
        활성화된 대식세포는 TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10 등의 전염증성 및 염증성 사이토카인을 분비하며, 이는 염증 반응의 주요 조절인자로 작용한다(Chen L 등 2018; Medzhitov R 등 2021). 특히 TNF-α와 IL-6는 면역 조절, 급성기 반응, 조혈 작용 등 다양한 생리적 기능을 가지며, 과도한 분비 시 조직 손상 및 만성 염증성 질환의 발생과 연관된다(Furman D 등 2019). TNF-α는 다른 면역세포의 활성화를 유도하고, 혈관내피세포에서의 세포접착 분자 발현을 통해 백혈구의 염증 부위 유입을 촉진하는 한편, 전신 반응으로 발열, 식욕 감소, C-반응성 단백질(CRP) 상승 등을 유도할 수 있다(Frasca D 등 2017).

        본 연구에서는 RAW 264.7 대식세포에 LPS (1 μg/mL)를 처리하여 염증 반응을 유도한 후, 자연산 및 재배 번행초 추출물(50 μg/mL)을 처리하여 염증성 사이토카인의 생성 억제 효과를 평가하였다. 세포 배양 상등액을 수거하여 TNF-α, IL-1β, IL-6의 농도를 ELISA 분석을 통해 정량하였으며, 그 결과는 Fig. 4에 제시하였다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Suppression of pro-inflammatory cytokine production by Tetragonia tetragonoides extracts in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. 
            Effects of wild and cultivated Tetragonia tetragonoides (Tt) extracts on LPS-induced cytokine production in RAW 264.7 cells. Cells were treated with LPS (1 μg/mL) in the presence or absence of 50 μg/mL wild or cultivated T. tetragonoides extracts and incubated for 24 h. The concentrations of TNF-α, IL-6, and IL-1β in the culture supernatant were quantified using ELISA, as described in the Materials and Methods. Data are presented as the mean±standard deviation (S.D.) of three independent experiments. Ctrl: untreated control group (no LPS); Wild: wild T. tetragonoides extract-treated group; Cultivated: cultivated T. tetragonoides extract-treated group. *p<0.05, ***p<0.001 vs. control; #p<0.05 vs. LPS-treated group.

          
          

          

        

        통계 분석 결과, 번행초 추출물 처리 시 IL-6의 생성이 LPS 단독 처리군 대비 다소 감소하는 경향을 보였으나 통계적으로 유의한 차이는 나타나지 않았다. 반면, TNF-α 및 IL-1β 생성에 있어서는 번행초 추출물의 유의한 억제 효과가 일부 확인되었다. 특히 자연산 번행초 처리군에서는 TNF-α(p<0.05)와 IL-1β(p<0.05)의 발현이 LPS 처리군에 비해 유의하게 감소하였으며, 이는 자연산 시료가 염증 반응의 주요 매개인자인 사이토카인의 생성을 효과적으로 억제할 수 있음을 시사한다. 재배 번행초 역시 TNF-α 생성을 유의하게 억제하였으나(p<0.05), 자연산 시료에 비해 억제 효과는 상대적으로 낮았다. 이러한 결과는 번행초 추출물이 염증성 사이토카인 생성을 조절할 수 있는 생리활성을 지니며, 자생 환경에 따른 생리활성 성분의 차이가 기능성에도 영향을 줄 수 있음을 의미한다.

      

      
        6. 번행초의 COX-2 단백질 발현 저해 효과
        염증 매개 인자인 NO와 PGE₂는 각각 iNOS(inducible nitric oxide synthase)와 COX-2(cyclooxygenase-2)의 활성에 의해 생성되며, 이들 효소의 발현 수준은 염증 반응의 주요 분자적 지표로 활용된다. 본 연구에서는 LPS(1 μg/mL)로 자극한 RAW 264.7 대식세포를 대상으로 번행초 추출물(50 μg/mL)의 COX-2 단백질 발현 억제 효과를 Western blot 분석을 통해 평가하였다.

        Fig. 5에 나타난 바와 같이, LPS 단독 처리군에서는 COX-2 단백질 발현이 현저히 증가하였으나, 재배 번행초 추출물 처리군에서 β-actin 대비 COX-2 발현이 유의하게 감소하였다. Densitometric 정량 분석 결과, 재배 번행초는 약 46%의 COX-2 단백질 발현 억제 효과를 보이며 통계적으로 유의한 억제 효과를 나타냈다(p<0.05 vs. LPS).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Inhibitory effects of Tetragonia tetragonoides extracts on COX-2 protein expression in LPS-stimulated RAW 264.7 cells.
            Inhibitory effects of wild and cultivated Tetragonia tetragonoides (Tt) extracts on COX-2 protein expression in LPS-stimulated RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (6 × 105 cells/mL) were pre-incubated for 3 h and subsequently stimulated with lipopolysaccharide (LPS, 1 μg/mL) in the presence of 50 μg/mL wild or cultivated T. tetragonoides extracts for an additional 24 h. Protein levels of COX-2 were analyzed by Western blotting, and β-actin was used as an internal loading control. Band intensities were quantified by densitometric analysis using ImageJ software and normalized to β-actin. Data are presented as the mean±standard deviation (S. D.) from three independent experiments. Ctrl: untreated control group (no LPS); Wild: wild T. tetragonoides extract-treated group; Cultivated: cultivated T. tetragonoides extract-treated group. *p<0.05, ***p<0.001 vs. control; #p<0.05 vs. LPS-treated group.

          
          

          

        

        이러한 결과는 번행초 추출물이 염증 반응에 중요한 역할을 하는 COX-2 단백질의 발현을 효과적으로 억제함으로써 염증 신호 전달 경로를 차단할 수 있음을 시사한다. 특히 재배 번행초가 자연산 번행초에 비해 다소 높은 COX-2 단백질 발현 억제 효과를 보였다는 점은, 생육 환경에 따라 식물의 항염증 활성이 달라질 수 있음을 시사한다. 유사하게, Laftouhi A 등(2023)은 Thymus vulgaris, Mentha pulegium, Rosmarinus officinalis와 같은 식용 및 약용 식물들이 고온 및 가뭄 스트레스 하에서 플라보노이드, 알칼로이드, 탄닌 등의 2차 대사산물 함량이 증가함을 보고하였다. 이는 환경 스트레스가 생리활성 물질의 축적을 유도할 수 있음을 뒷받침한다. 따라서 번행초 역시 생육 조건에 따라 항염 효과에 차이를 보일 수 있으며, 이러한 특성은 재배 기반의 기능성 원료 개발에 실질적인 활용 가능성을 제시한다.

      

    

    

  
    
      요 약
      본 연구에서는 자연산과 담수 재배 번행초(Tetragonia tetragonoides) 추출물의 항산화 및 항염증 활성을 비교·분석하였다. 자연산 번행초는 총 폴리페놀, 타닌, 플라보노이드 함량이 재배 번행초보다 유의하게 높았으며, ABTS 및 DPPH 라디칼 소거능 또한 뛰어나 우수한 항산화 활성을 보였다. 세포 기반 염증 억제 실험에서 재배 번행초는 COX-2 단백질 발현 및 NO 생성을 유의하게 억제하였고, 자연산 번행초는 TNF-α, IL-6, IL-1β 등 염증성 사이토카인 생성을 효과적으로 감소시켰다. 이러한 차이는 생육 환경에 따른 기능성 성분의 축적 차이에서 기인하는 것으로 사료되며, 번행초가 항산화 및 항염증 활성을 동시에 가지는 유망한 천연소재임을 시사한다. 특히 본 연구는 재배 환경에서도 일정 수준의 항염 효과가 유지됨을 입증함으로써, 번행초의 대량 재배 및 기능성 식품소재로서의 산업적 응용 가능성을 제시하였다는 점에서 의의가 있다.
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