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흑효모 유래 Polycan의 인간 대장 상피세포(HT-29)에서 MAPK 및 
NF-κB 경로 조절을 통한 항염증 및 항산화 효과
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ABSTRACT

Objectives� :� This� study� investigated� the� anti-inflammatory� and� antioxidant� effects� of� Polycan,� a� β-glucan� derived� from�

Aureobasidium� pullulans� SM-2001,� and� elucidated� its�molecular�mechanisms� in� IFN-γ� and� LPS-stimulated� human� intestinal�

epithelial� HT-29� cells.

Methods� :�HT-29� cells�were� treated�with� Polycan� (125,� 250,� and�500�µg/mL)� and� stimulated�with� IFN-γ� (10�ng/mL)�and� LPS�
(10� ng/mL)� to� induce� inflammation.� Cell� viability� was� evaluated� using� the� MTT� assay.� The� expression� of� inflammatory�

mediators�(iNOS�and�COX-2)�and�signaling�molecules�(MAPK�and�NF-κB)�was�analyzed�by�Western�blotting.�Pro-inflammatory�

cytokines�(IL-6,�TNF-α,�and�IL-1β)�were�quantified�using�ELISA.�To�assess�antioxidant�activity,�oxidative�stress�was�induced�with�

hydrogen� peroxide� (H₂O₂,� 0.5� mM),� and� intracellular� ROS� levels� were�measured� using� CellROX®� Red� staining.
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Results� :� Polycan� exhibited� no� cytotoxicity� and� significantly� inhibited� IFN-γ/LPS-induced� iNOS� and� COX-2� expression� in� a�

dose-dependent� manner.� It� suppressed� the� phosphorylation� of� ERK,� JNK,� and� p38� and� prevented� NF-κB� activation� by�

blocking�p65�nuclear� translocation�and� stabilizing� IκBα.� Polycan�also� reduced� the� secretion�of� IL-6,� TNF-α,� and� IL-1β.�Under�

oxidative� stress,� Polycan�markedly� decreased� H₂O₂-induced�MAPK� phosphorylation� and� intracellular� ROS� accumulation.

Conclusion�:�These�findings�indicate�that�Polycan�exerts�potent�anti-inflammatory�and�antioxidant�effects�by�modulating�MAPK�

and�NF-κB� signaling� pathways� in� intestinal� epithelial� cells.� Polycan�may� be� a� promising� therapeutic� or� functional� candidate�

for� preventing� and�managing� intestinal� inflammatory� diseases.

Keywords� :� Polycan;� β-glucan;� HT-29� cells;� NF-κB;�MAPK;� intestinal� inflammation

Ⅰ. 서론1)  

염증성 장질환(Inflammatory Bowel Disease, IBD)은 

원인 불명의 만성 염증이 장관에 발생하는 질환으로, 주로 

궤양성 대장염 (ulcerative colitis)과 크론병(Crohn’s 

disease)을 포함한다1). 이들 질환은 면역학적 이상, 유전적 

소인, 장내 미생물 환경, 환경적 요인 등 다양한 기전이 

복합적으로 작용하여 발생하는 것으로 알려져 있다2). 

우리나라에서는 비교적 흔한 베체트 장염(Behcet’s 

colitis)도 임상적으로 IBD의 범주에 포함될 수 있다. 

IBD의 진단은 질병 특이적인 단일 소견이 존재하지 않기 

때문에, 임상 증상 및 경과, 내시경, 영상학적 검사 결과, 

조직병리학적 소견을 종합적으로 고려하여 이루어진다. 이 

과정에서 세균성, 바이러스성, 아메바성, 결핵성 장염 등의 

감염성 장염뿐 아니라, 허혈성 장질환이나 방사선성 장염 

등도 중요한 감별 대상이 된다. 진단 후에는 병변의 분포와 

범위를 명확히 규명하고, 임상적 중증도 평가 및 동반 

합병증의 확인이 치료 전략 수립에 필수적이다. IBD는 

만성적인 경과를 보이지만, 대부분의 환자에서 증상의 

악화기(relapse)와 관해기(remission)가 반복되는 양상을 

나타낸다. 증상은 일반적으로 서서히 발현되나, 급성으로 

나타나는 경우 감염성 장염과의 감별이 어려울 수 있다. 

주요 임상 증상으로는 설사, 혈변, 점액변, 후중감, 잔변감, 

배변 급박감, 복통 등이 있으며, 이는 염증의 정도와 병변의 

범위에 따라 다양하게 나타난다3). 이러한 염증성 장질환에 

대하여 전통의학인 한의학에서는 위, 소대장과 같은 

소화기관을 비위(脾胃)라고 칭하는데, 기(氣)를 생산하는 

원천이라고 알려져 있다. 염증성 장질환 환자는 소화관의 

기능실조와는 달리, 만성적인 염증으로 인한 예후가 불량한 

질환으로 알려져 있으며, 장풍(腸風) 장독(臟毒), 

이질(痢疾) 등으로 접근하는데, 나타나는 증후에 따라, 

특히 하리, 복통, 하혈, 누공형성, 전신권태감 등을 목표로 

하여 치료 방침을 결정한다4). 즉, 한의학에서는 변증유형을 

구분하고, 체질을 판단해 염증성 장질환의 치료계획을 

수립하는데, 크게 경도(가벼운 단계), 중등도(염증기), 

중증(심한 염증상태)로 나누어 치료를 한다. 주로 경도와 

중등도 단계가 치료의 대상이며 한약재, 침, 뜸치료를 

병행하여 적용한다. 

염증 매개물질(inflammatory mediators)과 사이토 

카인(cytokine)은 장의 급성 염증을 이해하고, 치료적 

중재(therapeutic intervention)를 위한 병태생리학적 

기전을 규명하는 데 특히 유망한 표적으로 여겨지고 있다. 

최근 몇 년간, 사이토카인 생성을 조절함으로써 이러한 

질환을 치료하기 위한 식이 기반 중재 (dietary-based 

intervention) 전략이 활발히 연구되어 왔다5-7). 포유류의 

면역체계는 다양한 세포와 분자로 구성된 복잡한 

네트워크를 이루며, 이들은 병원성 미생물의 침입으로부터 

숙주를 보호하기 위해 Th1 및 Th2 T세포를 포함한 다양한 

T세포를 매개로 상호작용한다8). 또한, Th17 세포와 조절 

T세포 (regulatory T cells; Treg)와 같은 다른 T세포 아형 

(subpopulation)들도 면역학적 항상성(immunological 

tolerance)을 유지하는 데 중요한 역할을 하는 것으로 

보고되었다9). Th1 세포는 IFN-γ(interferon-gamma), 

TNF-α(tumor necrosis factor-alpha), IL-1 

(interleukin-1), IL-2, IL-8, Cox-2 (cyclooxygenase-2) 

등과 같은 염증성 사이토카인 (pro-inflammatory 

cytokine)을 분비하는 반면, Th2 세포는 IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-10 등과 같은 항염증성 사이토카인(anti-inflammatory 
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cytokine)을 분비한다. 이처럼 염증은 해로운 자극에 대한 

보호 반응이지만, 만성 염증은 염증성 장질환(IBD), 대장암 

및 기타 만성 질환을 포함한 다양한 병리적 상태의 발병에 

기여하며, 이러한 질환에서 염증 반응은 iNOS와 

COX-2와 같은 친염증 매개체의 생성이 특징이며, 이들은 

염증 관련 질환의 발병 기전에 중요한 역할을 한다. 

NF-κB와 MAPK 신호 전달 경로는 염증 반응의 주요 

조절인자로서, IFN-γ와 LPS와 같은 세균 내독소와 같은 

친염증성 사이토카인에 의해 자극을 받으면, 이 경로들이 

활성화되어 염증 유전자의 전사를 유도 한다10-12).

기능성 다당체 (β-1,3/1,6-glucan)를 세포외로 

분비하는 흑효모 Aureobasidium pullulans SM-2001 

배양물인 Polycan13)은 잠재적인 치료 효능을 지니고 있는 

소재로서, 현재까지 보고된 Polycan의 기능으로는, 

엑소폴리머의 면역조절효과14), 난소절제줄로 유발된 

골다공증에 완화15), DSS로 유발된 궤양성 대장염에서 염증 

및 장장벽 보호효과16), 덱사메타손으로 유도된 근감소 

동물모델17) 및 디스트로핀 결핍 MDX 마우스에서의 

근위축 개선 효과18), 비만마우스에서의 장벽손상 완화19)에 

대한 효과 등 여러 기능성이 이미 보고되었지만, 장 상피 

세포에서의 항염증 기전은 아직 완전히 밝혀지지 않았다. 

이에 본 연구에서는 HT-29 장 상피세포에서 Polycan의 

항염증 효과를 조사하고 그 분자기전을 규명하는 것을 

목적으로 하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 실험재료

Polycan은 증류수에 용해되어 125, 250, 500 ㎍/㎖의 

농도로 희석하였다. Recombinant human IFN-γ, LPS, 

그리고 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide)는 Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 한편, 본 실험에 

사용한 polycan은 흑효모 Aureobasidium pullulans 

SM-2001 배양한 분말로, ㈜글루칸에서 제공받아 실험에 

사용하였다.

2. 세포배양

HT-29 세포는 American Type Culture Collection 

(Manassas, VA, USA)에서 구입하였다. 세포는 10% 

FBS와 1% penicillin (100 units/㎖)(Gibco, Grand Island, 

NY, USA)이 첨가된 RPMI-1640 배지에서 37℃, 5% 

CO₂가 포함된 습윤한 환경에서 배양하였다. 세포는 

80~90% confluent이 되었을 때마다 2~3일 간격으로 계대 

배양하였다.

3. 세포독성 측정

세포 생존율 및 세포독성은 각각 MTT 분석법과 LDH 

분석법을 사용하여 평가하였다. HT-29 세포는 96 well 

plate에 well당 2×10⁴ 세포의 밀도로 접종한 후 24시간 

동안 배양하였다. 이후 세포는 125, 250, 500 ㎍/㎖ 농도의 

Polycan으로 24시간 처리하였다. MTT 분석의 경우, 배양 

후 각 well에 MTT 용액(5 ㎎/㎖)을 첨가하고 37℃에서 

추가로 4시간 동안 배양하였다. 생성된 formazan 

crystals은 DMSO에 용해시켰으며, microplate reader 

(Molecular Devices, San Jose, CA, USA)를 사용하여 570 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 처리하지 

않은 대조군에 대한 백분율로 나타내었다. LDH 분석의 

경우, 배양 상등액을 수거하여 LDH Cytotoxicity Assay 

Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 

사용하여 제조사의 지침에 따라 분석하였으며, microplate 

reader를 사용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

LDH 방출량은 대조군에 대한 백분율로 나타내었다.

4. 염증 유도

HT-29 세포는 6 well plate에 well당 5×105 세포의 

밀도로 접종하여 24시간 동안 배양하였다. 염증을 

유도하기 위해 세포는 IFN-γ (10 ng/㎖)와 LPS (10 

ng/㎖)를 24시간 동안 동시에 자극하였다. Polycan은 

IFN-γ 및 LPS 자극과 동시에 125, 250, 500 ㎍/㎖ 

농도로 처리하였다. 

5. 사이토카인 측정

HT-29 세포를 24시간 처리한 후 배양 상등액을 

수집하고, 세포 잔해를 제거하기 위해 1,500 rpm에서 

5분간 원심분리하였다. IL-6, TNF-α, IL-1β를 포함한 

전염증성 사이토카인 수치는 제조사의 지침(R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA)에 따라 ELISA kit를 

사용하여 측정하였다. 100 ㎕의 배양 상등액을 항체가 

코팅된 microplate에 넣고 실온에서 2시간 동안 

반응시켰다. 세척 후 검출 항체와 기질 용액을 순차적으로 

첨가하였다. Microplate reader (Molecular Devices, San 

Jose, CA, USA)를 사용하여 450 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 사이토카인 농도는 kit에 제공된 재조합 
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사이토카인을 이용해 생성한 표준 곡선을 바탕으로 

계산하였다. 모든 샘플은 3회 반복 분석하였다.

6. Western Blot Analysis

HT-29세포에 Polycan 처리 후, 세포는 차가운 PBS로 

세척한 후, protease 및 phosphatase inhibitor cocktails이 

포함된 RIPA buffers (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA)을 사용하여 용해하였다. 핵 단백질 추출을 위해, 

제조사의 지침에 따라 Nuclear/Cytosol Fractionation Kit 

(BioVision, Milpitas, CA, USA)를 사용하여 핵과 세포질 

분획을 분리하였다. 단백질 농도는 Bradford assay 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사용하여 측정하였다. 

동일한 양의 단백질(30 ㎍)을 10 또는 12% SDS-PAGE 

(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)로 

분리한 후, PVDF membrane (Millipore, Bedford, MA, 

USA)으로 전이시켰다. Membrane은 0.1% Tween-20이 

포함된 Tris-buffered saline (TBST) 내 5% non-fat dry 

milk로 실온에서 1시간 동안 blocking한 후, iNOS, 

COX-2, phospho-ERK, ERK, phospho-JNK, JNK, 

phospho-p38, p38, 핵 내 p65, IκBα, β-actin, Lamin 

B에 대한 1:1000 희석된 1차 항체(Cell Signaling 

Technology, Danvers, MA, USA)와 함께 4℃에서 overnight 

시켰다. TBST로 세척한 후, 1:5000으로 희석된 2차 항체와 

실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 단백질 밴드는 ECL 

시스템(GE Healthcare, Chicago, IL, USA)을 사용하여 

시각화하였으며, ImageJ 소프트웨어(National Institutes of 

Health, Bethesda, MD, USA)를 사용하여 정량하였다.

7. 산화스트레스 유도 및 처리

Polycan의 항산화 효과를 평가하기 위해 HT-29 세포를 

6 well plate에 well당 4×105 세포의 밀도로 접종하고 

24시간 동안 배양하였다. 세포는 Polycan을 125, 250, 500 

㎍/㎖ 농도로 1시간 동안 전처리한 후, 산화 스트레스를 

유도하기 위해 과산화수소(H2O2, 0.5 mM)에 1시간 

노출시켰다. 대조군 세포는 용매 처리만 수행하였다. 처리 

후 세포는 웨스턴 블롯 분석을 위해 수확하거나 ROS 검출 

분석에 사용되었다.

8. ROS 측정

세포 내 ROS 수준은 제조사의 지침에 따라 CellROXⓇ 

Red 시약(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA)을 사용하여 측정하였다. HT-29 세포를 24 well 

plate에 7×10⁴ 세포/well의 밀도로 접종하고 위에서 

설명한 대로 처리하였다. 처리 후, 세포를 37°C 암실에서 

30분 동안 5 uM CellROXⓇ Red 시약과 함께 배양하였다. 

이후 세포를 PBS로 세 번 세척한 후, 형광 리더기 

(Molecular Devices, San Jose, CA, USA)를 사용하여 

485/520 nm에서 형광 강도를 측정하였다. 한편, 형광 

현미경 관찰을 위해 세포를 커버슬립에 접종하고, 위와 

같이 처리한 후 CellROXⓇ Red 시약으로 염색하고 핵 

시각화를 위해 Hoechst 33342(Thermo Fisher 

Scientific)로 대조 염색하였다. 이미지는 형광 현미경 

(Nikon, Tokyo, Japan)을 사용하여 200배 배율로 

촬영하였다. ROS 수준은 정량화하여 대조군 대비 상대 

형광 강도로 표현하였다.

9. 통계 분석

모든 실험은 3회 반복 수행되었으며, 최소 3회 

독립적으로 반복 실험하였다. 데이터는 평균 ± 

표준편차(SD)로 제시하였으며, 통계적 유의성은 일원배치 

분산분석(ANOVA) 후 Tukey 사후 검정을 통해 

평가하였다. P < 0.05를 통계적으로 유의한 것으로 

간주하였으며, 모든 통계 분석은 GraphPad Prism 버전 

8.0(GraphPad Software, San Diego, CA, USA)을 

사용하여 수행하였다.

Ⅲ. 결과

1. HT-29 세포에서 Polycan의 세포독성 평가

항염증 연구에 사용된 농도에서 Polycan이 세포독성 

효과를 나타내는지 확인하기 위해 HT-29 세포를 

대상으로 MTT 분석과 LDH 분석을 수행하였다. Fig. 1에 

나타난 바와 같이, 125, 250, 500 ㎍/㎖ 농도의 Polycan 

처리 시 대조군과 비교하여 세포 생존율이 약 100%로 

유지되었으며, LDH 방출량 역시 대조군과 유의한 차이를 

보이지 않았다. 이러한 결과는 Polycan이 시험된 농도 범위 

내에서 HT-29 세포에 세포막 손상이나 세포 사멸을 

유발하지 않음을 나타내며, 해당 농도 범위 내에서 후속 

항염증 실험에 안전하게 사용할 수 있음을 시사한다.
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Fig. 1. Cell viability of HT-29 cells treated Polycan.

Cell viability and cytotoxicity of HT-29 cells treated with Polycan. Cells (2×104 cells/ml) were treated with different 

concentrations (0, 125, 250, and 500 ㎍/㎖) of Polycan for 24h. (A) Cell viability was determined by MTT assay. (B) 

Cytotoxicity was assessed by measuring LDH release into the culture medium. DMSO (0.1%) was used as vehicle, did 

not affect on the cell viability or LDH release. Results of independent experiments were averaged as percentage cell 

viability, compared with control. Data are presented as mean±SEM (n=3).

2. Polycan이 IFN-γ/LPS로 유도된 HT-29 세포의 염증 

매개물 발현에 미치는 영향  

Polycan의 항염증 효과를 평가하기 위해 IFN-γ(10 

ng/㎖)와 LPS(10 ng/㎖)로 공동 자극된 HT-29 세포에서 

주요 염증 매개체인 iNOS와 COX-2의 발현을 

조사하였다. 웨스턴 블롯 분석 결과, IFN-γ와 LPS의 공동 

자극은 자극하지 않은 대조군 세포에 비해 iNOS와 

COX-2 단백질의 발현을 유의하게 증가시켰다(Fig. 2A). 

그러나 Polycan 처리 시 염증이 유발된 HT-29 세포에서 

iNOS와 COX-2의 발현이 용량 의존적으로 감소하였다. 

구체적으로, 125, 250, 500 ㎍/㎖ 농도의 Polycan은 

iNOS와 COX-2 단백질 발현을 감소시켰으며, 500 

㎍/㎖에서 가장 뚜렷한 억제 효과가 관찰되었다(Fig. 2A). 

이러한 결과는 Polycan이 농도 의존적으로 염증 매개체의 

발현을 효과적으로 억제함을 보여준다. 한편, MAPK 신호 

전달 경로는 염증 반응 조절에 중요한 역할을 하는 것으로 

알려져 있으며, 이에 대하여 Polycan이 MAPK 활성화를 

조절하는지 확인하기 위해 IFN-γ와 LPS로 자극된 

HT-29 세포에서 ERK, JNK, p38 단백질의 인산화 상태를 

분석하였다. Fig. 2B에 나타난 바와 같이, IFN-γ와 LPS의 

공동 자극은 자극하지 않은 대조군에 비해 ERK, JNK, 

p38의 인산화를 유의하게 증가시켰다. Polycan 처리 결과, 

세 가지 MAPK 단백질의 인산화가 용량 의존적으로 

효과적으로 감소되었다. Polycan에 의한 MAPK 인산화 

억제는 이 화합물이 적어도 부분적으로 MAPK 신호 전달 

경로를 억제함으로써 항염증 효과를 발휘함을 시사한다. 

NF-κB 신호 전달 경로는 염증성 유전자 발현의 주요 

조절자이다. Polycan이 NF-κB 활성화에 영향을 미치는지 

조사하기 위해, 우리는 NF-κB의 중요한 소단위체인 

p65의 핵 이동과 NF-κB 억제제인 IκBα의 발현을 

분석하였다. 웨스턴 블롯 분석 결과, IFN-γ와 LPS의 공동 

자극은 핵 내 p65 수준을 유의하게 증가시키고 세포질 내 

IκBα 발현을 감소시켰다(Fig. 2C). 그러나 Polycan 

처리는 용량 의존적으로 핵 내 p65 이동을 감소시키고 

세포질 내 IκBα 단백질 수준을 회복시켰다. 이러한 

결과는 Polycan이 p65의 핵 이동을 방지하고 IκBα를 

안정화시켜 NF-κB 활성화를 억제함으로써 염증 반응을 

억제함을 시사한다.
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Fig. 2. The effect of Polycan on the IFN-γ and LPS-induced expression of inflamatory protein levels in HT-29 cells. 

HT-29 cells were seeded in 6-well plate at a density of 5×105cells/well. After 24h, The cells were treated with Polycan 

and IFN-γ and LPS-induced inflammatory signaling pathway. (A)iNOS and COX-2 level (B) MAPK cellular 

signaling (C) NF-kB pathway. The level of expression of proteins level determined by Western blot analysis. 

3. Polycan이 염증성 사이토카인 생성에 미치는 영향

Polycan의 항염증 효과를 추가로 평가하기 위해, 배양 

상등액 내 염증성 사이토카인 분비를 ELISA를 사용하여 

측정하였다. IFN-γ와 LPS의 공동 자극은 자극하지 않은 

대조군 세포에 비해 IL-6, TNF-α, IL-1β의 생성을 

유의하게 증가시켰다(Fig. 3). 그러나 Polycan 처리는 세 

가지 사이토카인의 분비를 농도 의존적으로 억제하였다. 

구체적으로, 125, 250, 500 ㎍/㎖ 농도의 Polycan은 배양 

배지 내 IL-6, TNF-α, IL-1β의 수준을 감소시켰다. 

이러한 결과는 Polycan이 주요 염증성 사이토카인의 

분비를 억제함으로써 염증 반응을 효과적으로 완화함을 

보여준다.

Fig. 3. The effect of Polycan on the IFN-γ and LPS-induced expression of cytokine levels in HT-29 cells.

HT-29 cells were seeded in 6-well plate at a density of 5×105cells/well. After 24h, The cells were treated with Polycan 
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and IFN-γ and LPS-induced inflammatory signaling pathway. (A) IL-6 level (B) TNF-α (C) IL-1β. The level of 

expression determined by ELISA. Values are shown as mean ± SD of three independent experiments. Experimental 

data are considered statistically significant at values ***p < 0.001, significant difference compared to control; **p < 0.01 

and ***p < 0.001 in comparison with the 0 or IFN-γ+ LPS group.

4. Polycan이 H2O2 유도 MAPK 활성화와 ROS 생성에 

미치는 영향

Polycan이 항산화 효과를 발휘하는지 조사하기 위해 

HT-29 세포에서 H2O2 유도 산화 스트레스에 대한 영향을 

검토하였다. western blot 분석 결과, H2O2 (0.5 mM) 처리 

시 처리하지 않은 대조군 세포에 비해 MAPK 

단백질(ERK, JNK, p38)의 인산화가 유의하게 증가 

하였다(Fig. 4A). 그러나 Polycan 전처리는 용량 

의존적으로 H2O2 유도 MAPK 인산화를 완화시켰다. 

구체적으로, 125, 250, 500 ㎍/㎖ 농도의 Polycan은 ERK, 

JNK, p38의 인산화 수준을 점진적으로 감소시켰으며, 500 

㎍/㎖에서 가장 뚜렷한 억제 효과가 관찰되었다. 이러한 

결과는 Polycan이 산화 스트레스에 의한 MAPK 

활성화로부터 세포를 보호함을 시사한다. Polycan의 

항산화 특성을 추가로 확인하기 위해 CellROXⓇ Red 

시약을 사용하여 세포 내 ROS 수준을 측정하였다. Fig. 

4B에 나타난 바와 같이, H2O2 처리는 붉은색 형광 강도의 

증가로 나타난 세포 내 ROS 생성을 현저히 증가시켰다. 

반면, Polycan 전처리는 H2O2에 노출된 세포에서 ROS 

수준을 용량 의존적으로 감소시켰다. 형광 현미경 이미지와 

정량 분석 결과, Polycan은 ROS 축적을 유의하게 

감소시켰으며, 최고 농도인 500 ㎍/㎖에서는 ROS 수준이 

거의 기저선에 근접하였다. 이 결과들은 Polycan이 ROS를 

제거하고 산화 스트레스 유발 세포 손상을 방지함으로써 

강력한 항산화 활성을 지님을 나타낸다.

Fig. 4. The effect of Polycan on the H2O2-induced expression of MAPK cellular signaling pathways and ROS 

production in HT-29 cells.

HT-29 cells were seeded in 6-well plate at a density of 5×105cells/well. After 24h, The cells were treated with Polycan 

and H2O2-induced MAPK cellular signaling. (A) MAPK(ERK, JNK, p38) protein level (B)  Representative images of 

intracellular ROS detection with CellROXⓇ Red for untreated cells (Control), cells treated with H2O2-conditioned 

medium (H2O2) alone or in combination with Polycan (250, 500 ㎍/㎖), N-acetyl-l-cysteine(NAC, ROS inhibitor). 

Red = CellROXⓇ probe; Blue = DAPI staining of nuclei.                
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Ⅳ. 고찰

대장 상피세포는 단순히 외부 환경으로부터 인체 내부를 

보호하는 물리적 장벽에 그치지 않고, 점막 면역계의 

핵심적인 조절자 역할을 수행한다. 즉, 장 상피세포는 외부 

항원을 인지하고 이를 T 세포에 제시할 수 있으며, 세균 

감염과 같은 자극에 반응하여 HLA class II 분자나 

intercellular adhesion molecule(ICAM)의 발현을 

유도한다. 또한 염증 반응 과정에서 interleukin-1(IL-1), 

IL-6, IL-8 등의 다양한 사이토카인을 분비하는 능력을 

가지고 있다20). 특히, 사람의 호중구 활성 펩타이드 

(neutrophil-activating peptide, NAP-1)로 알려진 IL-8은 

강력한 호중구 화학주성 인자이자 활성 인자로 작용한다21). 

IL-8은 단핵구, 섬유아세포, 혈관내피세포, 그리고 장 

상피세포 등에서 LPS 또는 IL-1β, IL-18 등의 염증성 

사이토카인 자극에 의해 생성된다. 장 상피세포(Intestinal 

epithelial cells, IEC)는 이러한 염증 자극에 반응하여 

활성화되며, IL-8을 포함한 케모카인을 분비함으로써 

호중구를 염증 부위로 유인하는 데 중요한 역할을 

한다21-23). 최근 연구들은 IL-8이 염증성 장질환(IBD)의 

병태생리에서 중심적인 역할을 한다는 증거를 제시하고 

있다24). 실제로 IBD 환자의 장 점막에서는 IL-8 합성이 

현저히 증가하며, 상피세포가 염증성 사이토카인에 

반응하여 COX-2를 발현하는 것으로 보고되었다25). 

COX-2의 전사 조절에는 MAPK 경로를 비롯한 다양한 

상위 신호전달 인자가 관여하며26), 특히 MAPK 및 

NF-κB는 IBD 환자에서 유의하게 활성화되어 있음이 

알려져 있다. IL-8과 COX-2의 발현은 모두 MAPK와 

NF-κB의 활성화에 의해 상향 조절되며, 이는 염증 

반응의 증폭에 핵심적으로 작용한다25). 한편, 궤양성 

대장염(UC)의 정확한 병인은 아직 명확히 규명되지 

않았으나, 현재의 치료 전략은 주로 면역계 및 염증매개 

인자의 비특이적 억제에 기반하고 있다. 과도하게 활성화된 

면역 반응은 점막 조직 손상의 직접적인 원인이 될 수 

있으며, 이에 따라 최근에는 MAPK 또는 NF-κB 

억제제를 활용한 UC 치료 접근법이 시도되고 있다27). 

한편, 한의학적으로 궤양성 대장염은 복통(腹痛), 

장옹(腸癰), 화설(火泄), 설사(泄瀉), 구사(久瀉)의 범주에 

속한다고 할 수 있으며, 습열내온(濕熱內蘊), 기체혈어 

(氣滯血瘀), 비신량허(脾腎兩虛), 음혈휴허(陰血虧虛) 

등으로 변증 할 수 있다4). 주된 병인은 대장습열 

(大腸濕熱)과 비신량허(脾腎兩虛)로, 청열이습(熱利濕)을 

위주로 건비익신(健脾益腎), 이기화혈(理氣和血), 활혈화어 

(活血化瘀)를 기본 치법(治法) 으로 치료한다28). 이러한 

결과들은 장 상피세포의 염증 반응 조절 기전과 주요 

신호전달 경로를 표적으로 하는 치료 전략이 염증성 

장질환의 병태생리 이해 및 치료제 개발에 중요한 단서를 

제공할 수 있음을 시사한다. 

HT-29 세포주는 인간 장 상피세포의 형태적 및 

생리학적 특성을 잘 모방하기 때문에 장 염증 연구에서 

가장 널리 사용되는 in vitro 모델 중 하나이다29). 이 

세포주는 실험실 환경에서 염증 반응을 재현할 수 있어, 장 

염증의 병태생리적 기전 규명과 항염증 후보물질의 효능 

평가를 위한 신뢰성 높은 연구 플랫폼을 제공한다. HT-29 

세포는 명확한 상피세포 특성을 지니며, 밀착연접(tight 

junction) 형성과 장벽 기능을 유지하는 능력을 가지고 

있는 특성으로 실제 장 상피의 기능을 모사하는 데 

적합하다. 염증 반응은 LPS, TNF-α, 또는 Entamoeba 

histolytica 감염 등의 다양한 자극을 통해 유도할 수 

있으며, 염증 과정에서 장 상피 장벽 기능의 변화를 

평가하거나, 장벽 안정성을 강화하는 생리활성물질의 

효능을 검증하는 데 유용하다8,9). 높은 재현성과 다양한 

자극에 대한 반응성을 바탕으로, HT-29 세포주는 

프로바이오틱스, 식물 추출물, 천연물 성분 등의 항염증 

활성을 in vitro에서 신속하고 효율적으로 스크리닝하고 그 

작용 기전을 규명하는 연구에 폭넓게 활용되고 있다29). 

이에 저자는 이미 염증성 장질환에 효능을 보인 Polycan에 

대하여 IFN-γ 및 LPS로 자극된 HT-29 세포에서 다중 

신호전달 경로의 조절을 통한  항염증 효과를 알아보고자 

하였다.

먼저 장 상피세포의 항염증효과를 알아보기 전에 

HT-29 세포에서 Polycan에 대한 세포생존율을 

측정하였다. 그 결과, MTT 분석 결과, Polycan은 최대 

500 ㎍/㎖ 농도에서 HT-29 세포에 유의한 세포독성을 

나타내지 않았으며, 세포 생존율은 약 100%로 

유지되었다(Fig. 1). 이 결과는 이후 항염증 데이터 해석에 

있어 중요하며, 관찰된 효과가 비특이적 세포 손상이 아닌 

Polycan의 약리학적 활성에 기인함을 확인해 준다.

대식세포(macrophage)는 선천면역계의 주요 구성 

요소로서, 병원체 인지 후 염증 반응을 개시하고 조절하는 

핵심적인 역할을 담당한다. 특히, IFN-γ와 LPS는 

대식세포를 강력하게 활성화시키는 대표적인 자극 인자로 

알려져 있으며, 이들 자극은 다양한 염증매개 분자의 

발현을 유도한다30). IFN-γ는 주로 T 세포와 NK 세포에 
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의해 분비되며, 대식세포의 활성화를 통해 항원제시능과 

미생물 제거 능력을 증진시킨다. 한편, LPS는 

그람음성균의 세포벽 성분으로, 대식세포 표면의 Toll-like 

receptor 4(TLR4)를 인식하여 세포 내 신호전달 경로를 

활성화한다. IFN-γ와 LPS의 병합 자극은 대식세포에서 

iNOS와 COX-2의 발현을 현저히 증가시키는 것으로 

알려져 있다. 이러한 결과는 IFN-γ/LPS로 유도된 활성화 

모델이 항염증 소재의 분자적 작용기전을 탐구하고, 염증성 

질환 치료제의 전임상 효능을 평가하는 데 매우 유용한 

실험적 시스템임을 시사한다31). 

iNOS는 염증 반응 중 질소 산화물(NO)을 생성하여 

병원체 제거에 기여하지만, iNOS의 높은 발현은 NO 

생성으로 이어지고, 이는 산화적 손상과 조직 염증을 

유발할 수 있다. COX-2는 아라키돈산 대사경로를 통해 

프prostaglandin을 생성함으로써 염증 반응, 혈관 확장, 

통증 및 부종을 매개한다. 본 연구의 iNOS와 COX-2의 

단백질 발현을 확인해 본 결과, Polycan은 IFN-γ 및 

LPS로 자극된 HT-29 세포에서 iNOS와 COX-2의 

발현을 농도 의존적으로 억제하였다(Fig. 2A). 이러한 

억제는 Polycan이 염증 매개체의 생성을 효과적으로 

감소시켜 염증 반응을 완화할 수 있음을 시사한다. 한편, 

iNOS와 COX-2의 발현은 APK 및 NF-κB 경로의 

활성화에 의해 조절된다. NF-κB와 MAPK는 LPS에 의해 

촉진되는 염증 반응에서 중요한 세포 신호 전달 경로로, 

STAT3와 NF-κB는 LPS 자극에 대한 면역 반응에서 중심 

전사 인자이다. NF-κB와 MAPK는 염증 신호 전달 

과정에서 조절자 역할을 하며 다양한 염증성 매개체와 

사이토카인의 전사에 관여한다22). LPS 자극은 ERK, JNK, 

p38 MAPK를 포함한 MAPK 신호 경로를 활성화시켜 

염증 관련 유전자의 전사를 유도한다. 동시에, NF-κB는 

세포질 내 억제 단백질 IκB의 인산화 및 분해 후 핵으로 

이동하여, iNOS와 COX-2를 비롯한 염증성 

사이토카인(TNF-α, IL-1β, IL-6 등)의 전사 활성화를 

촉진한다. 이러한 MAPK–NF-κB 축은 대식세포 염증 

반응의 핵심 조절 메커니즘으로 작용하며, 다양한 염증성 

질환의 병태생리와 밀접하게 연관되어 있다8-10).

본 연구에서도 Polycan은 ERK, JNK, p38의 인산화를 

농도 의존적으로 유의하게 억제하여 MAPK 매개 염증 

신호 전달을 방해함을 나타냈다(Fig. 2B). 또한 Polycan이 

핵 내 p65 이동을 억제하고 IκBα 단백질 수준을 

증가시켜, IκBα를 안정화하고 p65의 핵 진입을 

차단함으로써 NF-κB 활성화를 방지함을 보여주었다 

(Fig. 2C). Polycan은 TLR2/4를 통해 어댑터 단백질 

(MyD88/TRIF)을 활성화하고, 이는 TAK1을 매개로 

IKK복합체(NF-κB 경로)와 p38 MAPK 및 JNK 경로를 

동시에 활성화 하여 두 신호전달 경로의 상호적인 

활성화를 유도함을 시사한다. 

염증성 사이토카인 중 TNF-α는 염증성 사이토카인을 

상향 조절하고, 혈관신생을 촉진하며, NF-κB를 

활성화하고, NO 생성을 자극하며, IL-1β는 TNF-α와 

함께 발열을 유발하고, 염증 반응과 관련된 응고를 

유발하며, 자가분비 기전을 통해 심각한 염증 연쇄 반응을 

유도한다. IL-6는 만성 염증과 관련이 있으며 급성기 

반응물인 B 세포 및 T 림프구의 유도제 역할을 하는데29), 

사이토카인의 억제는 심각하고 잠재적으로 치명적인 염증 

연쇄 반응을 약화시킬 수 있다. 본 연구에서도 IFN-γ 및 

LPS로 자극된 HT-29 세포에서 Polycan은 TNF-α, 

IL-1β, IL-6의 발현을 하향 조절하여 염증성 

사이토카인을 유의미하게 감소시켰다(Fig. 3). 

한편, 과산화수소(H2O2)는 염증 반응 과정에서 

생성되는 대표적인 활성산소종(reactive oxygen species, 

ROS) 중 하나로, 하이드록실 라디칼(•OH)이나 

차아염소산(HOCl)과 같은 고반응성 산화제의 전구체로 

작용한다32). 이러한 ROS는 세포 내 단백질, 지질, 핵산과 

반응하여 산화적 손상을 유발하고, 결과적으로 장 

상피세포의 구조적 및 기능적 손상을 초래한다. 특히 

궤양성 대장염(UC) 환자의 장 조직에서는 활성화된 

식세포(phagocyte)가 관찰되며, 이들은 장 상피세포 

인근에서 H2O2를 분비함으로써 산화 스트레스를 유발 

한다32,33). 이러한 ROS의 축적은 염증 반응을 증폭시키고, 

세포 손상과 세포사멸(apoptosis)을 매개 하는 연쇄 반응을 

일으켜 장 상피 장벽의 파괴를 가속화 한다. 만성적인 염증 

반응은 장 조직의 항상성을 저해하며, 장기간 지속될 경우 

대장암(colorectal cancer) 또는 췌장암(pancreatic 

cancer)과 같은 염증 관련 암 발생의 중요한 위험 요인으로 

작용하는 것으로 보고되고 있다34).

염증 반응과 산화 스트레스 사이의 이러한 상호작용은 

여러 신호전달 경로를 통해 매개되며, 그중에서도 

MAPK/AP-1/NF-κB 경로가 대표적으로 알려져 있다. 

H2O2는 MAPK 경로의 ERK, JNK, p38의 인산화를 

유도하여 세포 내 염증 신호를 활성화시키고, 전사인자 

AP-1과 NF-κB를 조절함으로써 염증성 유전자 발현을 

촉진한다. 특히 NF-κB는 염증, 세포생존, 세포사멸 등 

다양한 생물학적 반응에 관여하는 핵심 전사인자로서, 
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활성산소에 의해 직접적으로 조절된다. 낮은 농도의 

ROS는 NF-κB 활성을 증가시켜 염증 유전자의 발현을 

촉진하는 반면, 높은 농도의 ROS는 세포 독성을 유발하여 

오히려 NF-κB 활성을 억제하는 양면적 효과를 보인다. 

본 연구에서도 Polycan이 H2O2로 자극된 HT-29 

세포에서 MAPK 신호전달 경로(ERK, JNK, p38)의 

인산화를 유의하게 억제하였으며, ROS 생성량 또한 

감소시키는 것으로 확인되었다(Fig. 4). 이러한 결과는 

Polycan이 산화 스트레스에 의해 유도되는 염증 신호전달 

경로를 차단함으로써, 장 상피세포의 손상과 염증 반응을 

완화하는 잠재적 보호 효과를 가짐을 시사한다.

 본 연구에서는 기능성 다당체 (β-1,3/1,6-glucan)를 

세포 외로 분비하는 흑효모 Aureobasidium pullulans 

SM-2001 배양물인  Polycan이 인간 장 상피세포 

HT-29에서 강력한 항염증 및 항산화 효과를 나타냄을 

확인하였다. Polycan은 IFN-γ 및 LPS로 자극된 세포에서 

iNOS와 COX-2의 발현을 억제하고, ERK, JNK, p38을 

포함한 MAPK 경로의 인산화를 감소시켰으며, NF-κB의 

핵 이동을 차단하고 IκBα를 안정화함으로써 염증성 

유전자 발현을 효과적으로 억제하였다. 또한 Polycan은 

IL-6, TNF-α, IL-1β 등 주요 염증성 사이토카인의 

분비를 감소시켰고, H2O2로 유도된 산화 스트레스 

환경에서 MAPK 인산화 및 ROS 생성을 유의하게 

완화시켰다. 이러한 결과는 Polycan이 염증 및 산화적 

손상으로부터 장 상피세포를 보호하는 생리활성 물질로 

작용할 수 있음을 시사한다. 특히 Polycan의 작용은 

MAPK 및 NF-κB 신호전달 경로의 하향조절을 통해 

이루어지며, 이는 장내 염증성 질환의 병태생리 조절 및 

예방을 위한 유망한 기전적 기반을 제공한다. 따라서 본 

연구는 Polycan이 장 염증 관련 질환의 치료제 또는 기능성 

소재로 개발될 수 있는 과학적 근거를 제시한 점에서 

의의가 크다. 

그러나 본 연구에는 몇 가지 한계점이 존재한다. 본 

연구는 in vitro 세포 모델(HT-29)에서 수행되었기 

때문에, 실제 장내 환경에서의 면역세포, 미생물, 점막 장벽 

간의 복잡한 상호작용을 완전히 반영하지 못하므로,  

향후에는 동물모델 또는 임상연구를 통한 in vivo 검증이 

필요하다. 또한, 본 연구는 MAPK 및 NF-κB 경로에 

초점을 맞추었으나, Polycan의 항산화 효과에는 

Nrf2/HO-1, JAK/STAT 등 다른 신호전달 경로가 관여할 

가능성이 있으며, 이러한 경로에 대한 추가적 분자 수준 

연구가 요구된다. 아울러, Polycan이 세포 내에서 직접 

작용하는 분자 결합 표적과 상호작용 기전은 아직 명확히 

규명되지 않았으며 이에 향후에는 전사체(transcriptomic) 

또는 단백체(proteomic) 기반 분석을 통해 보다 정밀한 

작용기전을 규명할 필요가 있다. 따라서 본 연구는 

Polycan의 장 상피세포 수준에서의 항염증 및 항산화 

작용을 최초로 체계적으로 규명하였다는 점에서 학문적 

의의가 있으나, 향후 연구에서는 이를 전임상 및 임상 

단계로 확장하여 생리학적 유효성과 안전성을 입증함 

으로써 기능성 소재 및 치료제로서의 가능성을 구체화할 

필요가 있다.

Ⅴ. 결론

본 연구에서는 IFN-γ 및 LPS로 자극된 장 상피 

세포주인 HT-29 세포에서 Polycan의 항염증 효과에 대한 

기전을 살펴본 결과로서, Polycan은 세포 독성을 유발하지 

않으면서 염증 매개체(iNOS 및 COX-2)를 효과적으로 

억제하고 주요 염증 신호 전달 경로(MAPK 및 NF-κB)를 

차단하였다. 이러한 결과는 장 상피에 영향을 미치는 

염증성 질환의 치료제 또는 보조식품 으로서 잠재적으로 

활용될 수 있음을 뒷받침한다.
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