
Food Sci. Preserv., 31(3), 462-473 (2024)
pISSN: 3022-5477, eISSN: 3022-5485

Food Science and Preservation
https://doi.org/10.11002/fsp.2024.31.3.462

462 The former name of Food Science and Preservation was Korean J. Food Preserv. (ISSN: 1738-7248, eISSN: 2287-7428). 

Research Article
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Abstract The anti-inflammatory effect of beluga lentil extract (BLE) and its underlying mechanisms 
were investigated in lipopolysaccharide (LPS)-treated RAW 264.7 cells. Treatment with BLE 
significantly decreased nitric oxide (NO) production and protein and mRNA expressions of inducible 
NO synthase (iNOS) in LPS-treated RAW 264.7 cells. Down-regulation of this inflammatory gene 
expression was not associated with NF-κB/MAPK signaling pathways, and further mechanistic studies 
demonstrated that BLE decreased LPS-induced iNOS expression through upregulation of the nuclear 
factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)-mediated heme oxygenase-1 (HO-1) expression. These 
results suggest that beluga lentil represent a potential source of natural anti-inflammatory agents, 
and further studies will be necessary to determine its anti-inflammatory effects in vivo.
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1. 서론
염증반응은 외부 자극원에 의한 다양한 조직 손상 및 감염 등에 대항하여 일어나는 방어 보호반응으

로, 조직의 항상성을 유지하기 위해 일어나는 필수적인 조절반응이다(Kim 등, 2012). 염증은 작용하는 
기간에 따라 급성(acute)염증과 만성(chronic) 염증으로 나눌 수 있으며, 특히 만성 염증이라고 불리
는 지속적인 염증반응은 단핵구나 대식세포 림프구, 혈장 세포 등의 침윤을 동반하는 특징이 있으며, 
조직을 파괴하고 비만, 동맥경화, 당뇨병, 관절염 및 암과 같은 각종 만성 염증성 질환을 유발한다
(Gramlich와 Petras, 2007; Jang과 Lee, 2023). 이러한 염증반응에서 중요한 역할을 수행하는 세포 
중 하나가 대식세포(macrophage)이며, 대식세포는 동물 체내 모든 조직에 분포하며 체내 선천적 면
역반응을 담당하는 면역세포로서 외부로부터 침입한 이물질을 제거하고 종양세포 성장과 감염된 미
생물의 성장을 제한하거나 세포사멸을 유도하는 역할을 한다(Guo 등, 2008; Yun 등, 2008). 

대식세포는 interferon-γ(IFN-γ), interleukin-6(IL-6), interleukin-1β(IL-1β), tumor necrosis factor-α
(TNF-α)와 같은 염증성 사이토카인과 그람음성균 내독소로 작용하는 세포막 성분인 
lipopolysaccharides(LPS) 등의 자극에 노출됨으로서 활성화되며, 이 활성화된 대식세포는 inducible 
nitric oxide synthase(iNOS)와 같은 효소의 발현을 통해 nitric oxide(NO)와 같은 다양한 염증 매개체
들을 생성하게 된다(Jang과 Lee, 2023). NOS에 의해 L-arginine으로부터 합성되는 NO는 정상적인 
수준에서는 유해 세균의 제거나 종양을 억제하는 역할을 하지만, 과도한 양의 NO가 생성될 시 염증
반응을 통해 조직과 신경 손상, 유전자 변이 등을 유발하는 것으로 알려져 있다. 
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NO를 포함한 다양한 염증성 사이토카인들은 염증반응과 밀
접하게 관련되어 있어 이들 사이토카인의 합성을 저해할 수 있
는 소재들이 염증 질환의 예방 및 치료제로서 주목받고 있다. 
지금까지 개발된 항염증제는 크게 스테로이드계와 비스테로이
드성 항염증제(NSAIDs)로 나눠지며, 이들 모두 염증반응의 주
요 매개체인 prostaglandin의 생합성을 억제함으로써 항염증 작
용을 나타내는 제제이다. 그러나 항염증제를 장기간 복용했을 
때 위염, 신장염 및 심장질환 등을 초래함으로써 인체 안전성 
면에서 문제점을 안고 있어, 그 사용이 일부 제한되고 있기에 
상대적으로 부작용이 적은 천연물로부터 항염증제를 개발하기 
위한 연구가 진행되고 있다(Cerella 등, 2010; Hink와 Munzel, 
2006; Jang과 Lee, 2023). 

세계 5대 건강식품으로 알려진 렌틸(lentil, Lens esculenta)
은 한해살이 콩과(Fabaceae) 식물로 낮은 강수량을 보이는 건
조한 기후에서도 잘 자라며, 주로 중동, 남아시아, 아프리카 등
의 지역에서 주로 섭취하는 식품 중 하나이다. 렌틸의 종류는 
그린(green), 프렌치(French), 레드(masoor dal red), 벨루가
(beluga) 등 다양하며, 품종에 따라 씨앗의 색깔과 꽃의 색깔이 
다르다(Thavarajah 등, 2009). 렌틸은 100g 섭취 기준 353 Kcal
의 열량을 가지며 각종 미네랄, 비타민, 무기질이 함유되어있는 
것으로 알려져 있으며, 일반 콩과 비교하여 지방 함량이 낮으면
서 섬유소 함량이 높아 체중 감량, 콜레스테롤 저하 및 혈당을 
유지하는 데 도움을 준다(Lee와 Lee, 2016). 최근 국내에서는 
기능성 곡물이 저 칼로리이면서 단백질, 무기질, 필수아미노산 
등의 영양 성분의 함량이 높은 것으로 알려지면서 기능성 수입 
곡물의 수요가 증가하고 있다(Sung, 2015). 이외에도 phytic 
acid, saponin, flavanol, polyphenol 등 유용성분들을 다량 함
유하고 있어 만성질환이나 심혈관 질환에 효과가 있다고 알려
져 있다(Agil 등, 2013; Johnson 등, 2013). 

렌틸의 간세포 보호 효과 연구 결과에서는 벨루가 렌틸이 세
포 내 glutathione(GSH) 함량과 대표적인 catalase(CAT)와 
glutathione reductase(GR)의 항산화 효소의 활성을 증가시킴
으로써 산화적스트레스로부터 간세포를 효과적으로 보호하는 
것을 확인하였다(Lee와 Lee, 2016). 또한, 품종별 렌틸 추출물
의 폴리페놀 화합물 함량 및 항산화 활성 연구에서 벨루가, 그
린, 레드, 프렌치 중 벨루가 렌틸이 높은 폴리페놀 함유 및 항산
화 활성을 나타내는 것으로 확인되어 기능성 소재로서 벨루가 
렌틸의 산업적 응용이 활발해질 것으로 예상된다(Lee와 Lee, 
2016). 이처럼 벨루가 렌틸의 경우 간세포 보호 효과와 항산화 
활성 등의 생리 활성에 대한 연구가 일부 진행된 바 있으나, 염
증 작용에 대한 벨루가 렌틸의 영향은 현재 보고된 바 없다. 따
라서 본 연구에서는 벨루가 렌틸 추출물을 이용하여 염증 유발 
물질인 LPS에 의해 활성화된 RAW 264.7 세포에서 항염증 활
성을 확인 후, 이와 관련된 기전을 규명하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 시약 
Dulbecco’s modifies Eagle’s medium(DMEM) high glucose, 

fetal bovine serum (FBS)과 antibiotics(penicillin/streptomycin)
는 Gibco BRL(Grand Island, NY, USA)로부터 구매하였다. 
LPS와 lipoteichoic acid(LTA)는 Sigma-Aldrich Co. Ltd.(St 
Louis, MO, USA)로부터 구매하였으며, 3-(3,4-dimethyl-thiazolyl- 
2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide(MTT) 시약은 Amresco 
(Solon, OH, USA)로부터 구매하였다. Western blotting 분석
에 사용된 enhanced chemiluminescence(ECL) detection kit는 
ATTO(WSE-7120s, Tokyo, Japan)로부터 구매하였고, Hybond-p 
PVDF transfer membrane는 Bio-Rad(Hercules, CA, USA)로
부터 구매하였다. iNOS, NF-κB p65, MAP kinases(p44/42, 
SAPK/JNK, p38), HO-1, GAPDH 항체와 anti-rabbit IgG는 
Cell Signaling(Danver, MA, USA)로부터 구매하였고, Nrf2 항
체는 Santa Cruz Biotechnology(Santa Cruz, CA, USA)에서 구
매하였다. RNA 추출을 위하여 사용한 Trizol 시약은 Invitrogen 
(Carlsbad, CA, USA)사에서 PCR primer는 Bioneer(Daejeon, 
Korea)사로부터 구매하였으며, 그 밖의 분석용 시약 및 유기용
매는 모두 Sigma-Aldrich Co.로부터 구매하였다.

2.2. 시료 준비
본 실험에 사용된 벨루가 렌틸은 Zürsun Idaho Heirloom 

Beans(Twin Falls, ID, USA)에서 구매하여 실험에 사용하였
다. 벨루가 렌틸을 세척 한 후 분쇄하여 0.2% HCl이 함유된 
80%(w/v) methanol을 10배량 가하여 24시간 동안 진탕 배양을 
통해 3회 반복하여 추출하였다. 추출액은 여과지(Whatman No. 
3, England)를 사용하여 여과하여 55℃에서 rotary vacuum 
evaporator(UNI TRAP UT-1000, Eyela Co., Tokyo, Japan)로 
감압 농축한 후에 48시간 동결건조하였다. 추출물은 분말 상태
로 -20℃에서 보관하면서 사용하였다.

2.3. 세포 배양
RAW264.7 마우스 대식세포주는 한국 세포주 은행(KCLB, 

Seoul, Korea)에서 분양받아 사용하였다. RAW264.7 세포 배
양은 10% FBS와 1% antibiotics가 첨가된 DMEM 배지를 이
용하여 37℃ incubator(5% CO2)에서 배양하였으며, 세포가 배
양접시의 80% 정도 찼을 때 cell lifter를 이용하여 세포를 떼어
낸 후 원심분리(125 ×g)하여 세포를 회수하였다.

2.4. RAW 264.7 세포와 3T3-L1 지방세포의 공동배양
지방세포인 3T3-L1 세포는 1×106 cells/well로 분주하고 
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100% 밀도(confluency) 상태에서 48시간 방치한 후 분화를 유
도하기 위해 1 μmol/L dexamethasone, 5 mg/mL insulin, 0.5 
mmol/L IBMX와 10% FBS와 1% antibiotics가 포함된 DMEM
을 사용하여 5% CO2, 37℃ incubator에서 48시간 동안 분화를 
유도하였다. 분화 유도 후 2일마다 10% FBS, 5μg/mL insulin
이 첨가된 배지로 교체하였으며, 6일차 때 RAW 264.7 세포를 
transwell insert(8.0 μm pore membrane)에 3.5×105 cells/well
로 분주하여 분화된 3T3-L1 지방세포와 24시간 동안 함께 배
양하였다. 

2.5. 세포 생존율 측정
RAW 264.7 세포에 대한 추출물의 세포 독성은 Jang과 Lee 

(2023)의 방법에 따라 MTT assay를 이용하여 측정하였다. 
RAW 264.7 세포 3×105 cells/well을 48-well plate에 분주하
고, 24시간 동안 배양 후 DMSO에 녹인 벨루가 렌틸 추출물을 
농도별로 1시간 먼저 처리 후 LPS를 100 ng/mL 농도로 처리
하여 20시간 배양하였다. 그 후 MTT 용액(2.5 mg/mL) 20 μL
를 각 well에 처리하고 4시간 동안 추가 배양하였다. 배양 종료 
후 상층액을 제거하고 각 well에 DMSO(250 μL)를 첨가하여 생
성된 formazan 결정을 용해시킨 후 microplate spectrophotometer 
(Epoch, Biotek Instruments Co., Winooski, VT, USA)로 550 
nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 세포 생존율은 시료를 처
리하지 않은 대조군의 100% 생존율을 기준으로 처리군의 상대
적인 세포 생존율(%)을 구하였다.

   대조군의흡광도
시료처리군의흡광도

×

2.6. Nitric oxide(NO) 생성 억제 활성 측정
NO 생성량 측정은 Griess Reagent System(Promega Co., 

Madison, WI, USA)의 방법에 따라 RAW 264.7 세포(3×105 

cells/well)를 48-well plate에 분주하여 24시간 배양한 후 벨루
가 렌틸 추출물을 농도별로 1시간 먼저 처리한 다음 LPS(100 
ng/mL)를 처리하여 24시간 배양하였다. 배양 상층액 50 μL를 
96-well plate에 취하고, 여기에 동량의 Griess 시약을 넣어 10
분간 반응시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. Nitrite의 
농도(μM)는 NaNO2를 사용하여 얻은 표준 곡선(standard curve)
을 이용하여 산출하였다.

2.7. Western blot을 통한 단백질 발현 분석
조건별로 시료 처리가 완료된 세포를 PBS로 2회 세척한 후 

100 μL의 lysis buffer를 첨가하여 30분 동안 용해 시킨 후 
12,000 ×g, 4℃에서 15분간 원심분리하여 세포막 성분 등을 제
거하였다. 단백질 농도는 bovine serum albumin(BSA)을 표준

화한 Bio-Rad protein assay kit(Hercules, CA, USA)를 사용하
여 정량하였다. 4℃에서 12,000 ×g으로 15분간 원심분리하여 
얻은 상층액의 단백질을 정량한 후 8-10% running gel과 5% 
stacking gel을 이용하여 100 V에서 80분간 SDS-polyacrylamide 
gel 전기영동을 실시하였다. 전기영동으로 분리한 단백질은 
100 V에서 60분간 transfer하였다. 단백질이 이동된 membrane
은 5% skim milk로 blocking 하였다. 1차 항체의 발현 정도를 
검토하기 위하여 5% BSA 용액에 1:1,000으로 희석하여 24시
간 동안 4℃에서 반응시킨 후 PBST(phosphate buffered saline 
with Tween 20)로 3회 세척 하였다. 계속하여 2차 항체를 5% 
BSA 용액에 1:4,000으로 희석하여 4시간 반응 후 다시 PBST
로 3회 세척하였다. 이후 membrane에 ECL detection kit의 발
색시약 혼합액을 도포하고, X-ray film(CP-G plus, Agfa 
Healthcare Ltd, New Orleans, LA, USA)에 현상하였다.

2.8. Quantitative real-time PCR법을 이용한 mRNA 
발현 분석

Total RNA는 배양한 RAW 264.7 대식세포에서 시료 처리
가 완료된 세포의 배지를 제거하고 PBS로 두 번 세척 한 후 
TRI reagent를 사용하여 분리하였다. 분리한 RNA 300 μL와 
1-bromo-3-chloropropane 60 μL를 혼합하여 실온에서 15분 
방치한 후 원심분리(12,000 ×g, 10분, 4℃)하고, 새로운 tube에 
RNA층만 분리하였다. 여기에 2-propanol 150 μL를 첨가하고 
실온에 3분간 방치한 후 원심분리(12,000 ×g, 10분, 4℃)한 후 
상층액을 제거하였다. 침전물에 70% ethanol을 첨가하여 이를 
원심분리(12,000 ×g, 5분, 4℃) 후 상층액을 제거하고 RNA 
pellet을 공기 중에 정치시킨 다음, 건조된 RNA pellet을 diethyl 
pyrocarbonate(DEPC) 처리된 DW를 첨가하여 60℃ 수조에서 
10분간 반응하여 침전물을 용해시켰다. 분리된 total RNA는 
microplate spectrophotometer를 이용하여 260/280 nm에서 농도 
및 순도를 측정하였다. 분리된 total RNA 1 μg/μL와 oligo(dt) 
primer 1 μL를 혼합하여 총 부피가 12 μL 되게 한 후 DEPC 
1 μL, 5X reaction buffer 4 μL, 10 mM dNTP mix 2 μL, 
RNAase inhibitor(20 unit/μL) 0.5 μL, reverse transcriptase 
0.5 μL를 더해 42℃에서 60분간 반응시킨 후 70℃에서 5분 처
리하여 cDNA를 합성하였다. Quantitative real-time PCR(qPCR)
은 cDNA 2 μL, SYBR Green I dye 5 μL, DEPC 2.5 μL를 
첨가하여 각각의 primer 0.5 μL를 가하고 초기 변성 95℃ 30
초, 변성은 95℃ 5초, annealing은 60℃ 30초로 하여 40 cycle 
진행하였다. 여기에 사용된 primer는 Jang과 Lee(2023)의 연구
에서 사용된 것과 같다.

2.9. 면역형광염색
Nrf2의 핵과 세포질 발현 양상을 시각적으로 확인하기 위해 
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면역형광염색법을 실시하였다. 배양된 세포는 phosphate buffered 
saline(PBS)로 세척 후 세포를 4% 포름알데히드로 15분 동안 
실온에서 고정시켰다. 고정된 세포는 PBS로 3회 세척하고 계
면활성제인 0.3% Triton X-100와 5% normal goat serum, 1X 
PBS, 1% BSA을 사용하여 암실에서 1시간 동안 blocking 과
정을 수행하였다. 이후 PBS로 3회 세척하고 Nrf2 항체(1:500)
와 4°C에서 24시간 동안 반응 후 다시 PBS로 3회 세척하고 
fluorescein(FITC)가 결합된 2차 항체(1:2,000)와 상온에서 2시
간 동안 반응시켰다. 반응된 끝난 세포는 PBS로 3회 세척 후 핵 
대조염색을 위해 Fluoroshield mounting medium with DAPI 
(Abcam, Cambridge, UK) 용액과 함께 슬라이드글라스에 부착
시켜 Zeiss Axioskop 50 형광현미경(Carl Zeiss, Jena, Germany)
을 이용하여 이미지를 얻었다.

2.10. 통계처리
모든 데이터는 최소 3번 반복하여 평균과 표준오차(mean± 

SEM)로 나타내었으며, 대조군과 시험군간 통계학적 유의성 분
석을 위해서는 Sigma Plot 10.0(version 10.0, Inc., San Jose, 
CA, USA)을 이용하여 t-test를 실시하였다. 이때 유의확률
(p-value)이 0.05 미만인 경우 통계적으로 유의한 것으로 판단
하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 벨루가 렌틸 추출물(BLE)이 LPS에 의해 유도된 NO 
생성 및 세포 생존율에 미치는 영향

그람음성균 유래 내독소인 LPS는 대식세포의 활성화를 통
해 NO를 포함한 다양한 염증 매개 물질을 생성하게 되며, 특히 
과도하게 생성된 NO는 염증반응을 촉진 시키는 것으로 알려져 

있다(Jang과 Lee, 2023; Kim과 Son, 2014). 본 실험에서는 
BLE의 NO 생성 억제 효과를 알아보기 위하여 LPS가 처리된 
RAW 264.7 대식세포에 BLE를 0.1-0.6 mg/mL의 농도로 전처
리한 후 NO 저해 활성을 확인하였다. RAW 264.7 대식세포에 
LPS를 처리한 결과, LPS 처리 전에 비해 NO 생성량이 27.20 
±0.67 μM로 약 5배가량 증가하였으나, BLE 처리 농도에 의존
적으로 NO 생성량이 감소하여 최고 농도인 0.6 mg/mL에서 
NO 생성량이 9.60±0.19 μM로 유의적인 감소를 보였다(Fig. 
1A). Lee 등(2017)은 정금나무 추출물이 1 mg/mL에서 47.30%
의 NO 저해율을 보였으며, Kim과 Kim(2016)은 아사이베리 
추출물이 2 mg/mL의 농도에서 40.5%의 NO 저해율을 보였다
고 보고하였다. 이들 결과와 비교할 때 0.6 mg/mL 농도에서 
54.25%의 저해율을 보인 BLE가 상대적으로 우수한 NO 저해 
활성을 가진 것으로 확인되었다. 반면, 대추 잎 분획물(Kim과 
Son, 2014), 섬쑥부쟁이 추출물(Seo 등, 2023) 및 어수리 추출
물(Jang과 Lee, 2023)에 비해서는 BLE가 유사하거나 상대적
으로 낮은 NO 저해율을 보이는 것으로 나타났다. 

또한, BLE가 세포 생존율에 미치는 영향을 확인한 결과, 모
든 농도에서 80% 이상의 세포 생존율을 보였으며 고농도로 갈
수록 세포 생존율이 증가되는 양상을 보였다(Fig. 1B). 따라서 
LPS에 의해 유도된 BLE의 NO 생성 저해 효과는 세포 생존율
과 연관성이 낮으며 독성을 나타내지 않은 0.6 mg/mL를 최고 
농도를 설정하여 다음 실험을 수행하였다.

3.2. BLE가 iNOS의 단백질 및 mRNA 발현에 미치는 
영향

NO는 NOS에 의해 L-arginine으로부터 합성되며, NOS는 
endothelial NOS(eNOS), neuronal NOS(nNOS) 및 iNOS의 3
가지 이성질체로 존재한다(Lee 등, 2007). eNOS와 nNOS는 상

Fig. 1. Effects of BLE on NO production (A) and cell viability (B) in LPS-treated RAW 264.7 cells. Cells were pre-incubated with 
indicated concentrations of beluga lentil extract (BLE) for 1 h and then treated with lipopolysaccharide (LPS; 100 ng/mL) for 24 h. 
Results were presented mean±SEM (n≥3). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.01, and #p<0.001 vs. LPS control. 



Anti-inflammatory effect of beluga lentil

466 https://doi.org/10.11002/fsp.2024.31.3.462

피세포와 신경에 존재하여 정상적 생리기능을 조절하는 반면
에, iNOS는 대식세포에서 LPS 등 외부의 자극으로 인해 생성
되는 효소로 장기간 다량의 산화질소 농도를 생성하여 염증반
응을 촉진하는 것으로 알려져 대식세포에서 iNOS의 수준은 염
증 정도를 평가하는 중요한 자료로 사용되고 있다(Jang과 Lee, 
2023). LPS에 의해 증가한 NO의 생성을 감소시킨 BLE의 효과
가 iNOS의 발현억제에 의한 것인지 알아보기 위하여 western 
blot과 real-time PCR을 수행하였다. BLE를 농도별로 처리한 
결과, LPS 대조군에 비해 iNOS의 단백질 발현이 유의적으로 
감소하였으며(Fig. 2A), iNOS의 mRNA 발현 또한 BLE 처리
에 의해 유의적으로 감소하였다(Fig. 2B). 이로부터 NO의 생
성 억제는 전사 수준에서의 iNOS 발현억제에 의한 것임을 확
인할 수 있었다.

3.3. BLE가 항염증 관련 유전자 발현에 미치는 영향 
활성화된 대식세포인 RAW 264.7 세포에서는 TNF-α, COX-2, 

IL-1β, IL-6와 같은 염증성 사이토카인들의 발현이 증가하는 
것으로 알려져 있다(Jang과 Lee, 2023). COX-2는 arachidonic 
acid를 prostaglandin으로 합성을 촉진시키는 효소로서 세균성 
내독소와 자외선 등의 다양한 염증 유발 인자에 의해 과발현되
어 염증뿐만 아니라 각종 퇴행성 질환의 발병과 진행에 중요한 
역할을 하는 것으로 알려져 있다(Jang과 Lee, 2023). TNF-α는 
주로 급성 염증반응에 관여하고 면역세포를 조절하며, IL-6는 
단핵구를 포함한 여러 세포에서 분비가 되고 면역반응에 중요
한 기능을 담당하고 있다. IL-1β는 T-cell의 활성화와 NK 세포
의 활성도를 조절하는 등 여러 면역학적 작용들과 연관되어 있
는 사이토카인으로, 주로 염증반응의 초기 단계에 발현량이 증

가한다고 알려져 있다(Van 등, 2009). 다양한 염증성 사이토카
인의 유전자 발현량을 알아보기 위해 정량 실시간 PCR(qPCR) 
분석법을 이용하였다. COX-2, IL-6, IL-1β 유전자의 경우 LPS
만 처리한 세포에서 그 발현량이 큰 폭으로 증가하였으나, 
BLE를 0.4와 0.6 mg/mL의 농도로 전처리한 세포에서는 각 유
전자의 발현량이 모두 유의적으로 감소함을 확인하였다(Fig. 
3). 반면 TNF-α의 경우 BLE 처리에 따라 유전자 발현량의 차
이를 보이지 않았다(Fig. 3B). 이를 통하여 BLE가 LPS에 의해 
활성화된 RAW 264.7 대식세포에서 NO를 포함한 다양한 염
즘성 사이토카인의 발현을 효과적으로 억제하는 것을 확인할 
수 있었다.

3.4. Lipoteichoic acid(LTA) 및 3T3-L1 지방세포 공동
배양에 의해 유도된 NO 생성 및 iNOS 발현 억제 효과

LPS 이외의 염증 유발물질 처리에 의해 유도되는 NO 생성
에 BLE의 저해효과를 조사하였다. LTA는 그람 양성 세균의 
외독소로 미생물 감염으로 인한 염증반응에서 중요한 역할을 
한다. RAW 264.7 대식세포에 LTA를 처리한 결과, LTA 처리 
전에 비해 NO 생성량이 13.60±0.26 μM로 약 16배가량 증가
하였으나, BLE 처리 농도에 의존적으로 NO 생성량이 감소하
여 최고 농도인 0.6 mg/mL에서 NO 생성량이 1.31±0.30 μM로 
유의적으로 감소했다(Fig. 4A). 또한 Fig. 2B에서 LTA가 처리
된 세포에서 BLE는 모든 농도에서 80% 이상의 세포 생존율을 
보여주어 세포 독성이 없는 농도에서 NO 생성이 감소하는 것
을 확인하였다.

비만은 만성 염증과 밀접한 관계가 있으며 이러한 염증반응
은 지방조직이 여러 사이토카인을 분비함으로써 면역세포들과

Fig. 2. Effects of BLE on protein (A) and mRNA expressions (B)  of iNOS in LPS-treated RAW 264.7 cells. (A) and (B), Cells (3×105 
cells/well) were pre-incubated with indicated concentrations of beluga lentil extract (BLE) for 1 h and then treated with 
lipopolysaccharide (LPS; 100 ng/mL) (100 ng/mL) for 24 h (protein expression) or 18 h (mRNA expression). Whole cell lysates were 
analyzed by western blot analysis, and GAPDH was used as a loading control. Results were presented as mean±SEM (n≥3). ***p<0.005 
vs. LPS control.
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의 상호작용으로 제2형 당뇨병 및 심혈관계 질환과 같은 대사
성 질환 및 합병증을 유발하는 것으로 알려져 있다(Chawla 등, 
2011). Kim 등(2014)은 3T3-L1 지방세포와 RAW 264.7 세포
의 공동배양 시 NO와 TNF-α와 같은 염증성 사이토카인의 분
비가 증가한다는 실험 결과에 따라 비만에 의한 염증반응이 대
사성 질환의 주요한 원인으로 작용한다는 것이 확인하였다. 이
러한 결과를 토대로 분화된 3T3-L1 지방세포와 공동배양으로 
인해 유도된 NO 생성량을 확인해 본 결과, BLE가 처리되지 
않은 공동배양 대조군에서 NO 생성량은 55.50±5.86 μM로 증
가하였으나, BLE를 0.6 mg/mL로 처리하였을 때 NO 생성량이 
22.08±3.62 μM로 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 4C).

추가적으로 LTA 처리 또는 3T3-L1 지방세포와 공동배양으
로 iNOS의 단백질과 mRNA 발현량이 큰 폭으로 증가하였으

나, BLE를 전처리한 세포에서는 이들 발현량이 유의적으로 감
소하는 것으로 확인되었다. 앞서 LPS를 처리하였을 때의 결과와 
마찬가지로 BLE가 LTA 또는 3T3-L1 지방세포 공동배양으로 
유도된 iNOS 단백질의 발현도 효과적으로 억제하였으며 이를 
통해 세포 내 NO 생성을 조절하고 있음을 확인하였다(Fig. 5). 
Lee(2017)는 LTA 처리에 의해 유도된 대조군에 Salix paraplesia 
C.K. Schneid.와 Caragana jubata(Pall.) Poir.의 추출물을 처
리하였을 때 iNOS의 단백질 발현이 유의적으로 감소됨을 확인
하였으며, 이는 BLE가 LTA에 의해 유도된 대조군에서 iNOS
의 단백질 발현이 유의적으로 감소하는 결과와 유사한 경향을 
나타내었다. 또한, Kim 등(2014)은 RAW 264.7 세포와 3T3-L1
의 공동배양을 통해 염증을 유도한 대조군에 esculetin를 처리
하였을 때 iNOS의 단백질 발현이 유의적으로 감소됨을 확인하

Fig. 3. Effect of BLE on mRNA expression of inflammation-related genes in LPS-treated RAW 264.7 cells. Cells (3×105 cells/well) 
were pre-incubated with indicated concentrations beluga lentil extract (BLE) for 1 h and then treated with lipopolysaccharide (LPS; 
100 ng/mL) for 18 h. Results were presented as mean±SEM (n≥3). #p<0.001 vs. LPS control.
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였으며, 이 또한 BLE가 3T3-L1 지방세포 공동배양에 의해 유
도된 iNOS의 단백질 발현 결과와 유사한 경향을 나타내었다.

3.5. BLE가 NF-κB 및 MAP kinase 신호전달 경로에 
미치는 영향

LPS는 대식세포 표면의 Toll-like receptor 4(TLR-4)를 자극
하여 세포 내 전사 요소인 nuclear factor-kappa B(NF-κB)의 
활성을 유도한다. NF-κB는 세포질에서 inhibitor kappa B(IκB)
와 결합하여 불활성화 형태로 존재하나, 염증반응에 의하여 Iκ
B kinase가 인산화되어 IκB가 분리되면 유리된 NF-κB는 핵 안
으로 이동하여 TNF-α, IL-6, IL-1β 등의 염증성 사이토카인과 
염증 매개 인자의 유전자 발현을 조절한다(Jang과 Lee, 2023). 
MAP kinases(mitogen-activated protein kinases)는 NF-κB를 
인산화시켜 염증반응을 조절하는 역할을 하는 데 관여하는 것
으로 알려져 있으며, 세포의 성장, 분열, 스트레스나 사이토카

인에 의한 세포 반응의 조절 등에 중요한 역할을 한다(Johnson
과 Lapadat, 2002). 또한, 외부 자극이 가해지면 p38, JNK1/2 
및 ERK1/2에 의한 신호전달 경로에 의해 세포 내에서 활성화
되어 세포의 형태 변화와 사이토카인 유전자의 전사 활성화를 
초래한다(Johnson과 Lapadat, 2002). 따라서 BLE가 NF-κB와 
MAP kinases 활성에 어떠한 영향을 미치는지 알아보기 위하
여 western blot법을 통하여 확인하였다. Fig. 6에서 볼 수 있듯
이 LPS 처리에 의해 NF-κB와 MAP kinases가 활성화(인산화)
되었으나 BLE를 함께 처리하였음에도 불구하고 이들 단백질
의 활성화에는 변화가 없었다. 따라서 NF-κB/MAP kinases 신
호 경로는 BLE에 의한 염증 억제 효과와 관련이 없음을 알 수 
있었다.

3.6. BLE가 HO-1 단백질 및 mRNA 발현에 미치는 영향
HO-1은 heme을 ferrous iron, biliverdin 및 carbon monoxide 

Fig. 4. Effects of BLE on NO production and cell viability in LTA-treated and co-cultured RAW 264.7 cells. (A) and (B), Cells were 
pre-incubated with indicated concentrations of beluga lentil extract (BLE) for 1 h and then treated with lipoteichoic acid (LTA) (10 
μg/mL) for 24 h. (C), RAW 264.7 cells were co-cultured with differentiated 3T3-L1 adipocytes for 48 h. The values represent 
mean±SEM (n≥3). *p<0.05, **p<0.01, and #p<0.001 vs. LTA or co-culture control.
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(CO)로 전환시키고, biliverdin은 다시 환원효소에 의해 bilirubin
으로 환원된다(Jang과 Lee, 2023). HO-1에 의해 생성된 CO는 
혈관을 확장시켜 장기 손상을 억제하며 항염증 및 항세포자멸
사의 기능이 있으며, bilirubin은 출혈 쇼크 시 정맥 내 백혈구 

이동을 억제해 염증을 감소시키는 것으로 보고되었다(Jang과 
Lee, 2023). 

항염증 작용을 나타내는 여러 가지 메커니즘 중에서 최근 주
목받고 있는 HO-1은 산화적 손상으로부터 세포 내 지질 및 단

Fig. 5. Effects of BLE on protein and mRNA expressions of iNOS in LTA-treated and co-cultured RAW 264.7 cells. (A) and (B), 
Cells (3×105 cells/well) were pre-incubated with indicated concentrations of beluga lentil extract (BLE) for 1 h and then treated with 
lipopolysaccharide (LPS; 100 ng/mL) for 24 h (protein expression) or 18 h (mRNA expression). (C), RAW 264.7 cells were co-cultured 
with differentiated 3T3-L1 adipocytes for 48 h. Whole cell lysates were analyzed by western blot analysis, and GAPDH was used 
as a loading control. Results were presented as mean±SEM (n≥3). #p<0.001 vs. LTA or co-cultured control.

Fig. 6. Effects of BLE on NF-κB and MAPKs signaling pathways in LPS-treated RAW 264.7 cells. (A) and (B), Cells (3×105 cells/well) 
were pre-incubated with indicated concentrations beluga lentil extract (BLE) for 1 h and then treated with lipopolysaccharide (LPS; 
100 ng/mL) for 4 h or 30 min. Whole cell lysates were analyzed by western blot analysis, and GAPDH was used as a loading control.
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백질들을 보호하는 방어 기작의 하나로 보호 작용을 할 뿐 아니
라 염증반응을 억제한다고 알려져 있으며, 단구세포/대식세포, 
수지상세포, T림프구, 비만세포 등과 같은 다양한 염증성 세포
들의 활성화, 분화 및 성숙 과정을 조절함으로써 최종적으로 염
증반응을 억제시킬 수 있는 것으로 알려져 있어 항염증제 개발
을 위한 중요한 약리학적 타겟으로 여겨지고 있다(Ryter, 
2022). 특히, LPS를 처리한 RAW 264.7 세포에서 HO-1은 NO
의 생성과 iNOS 유전자 발현을 억제함으로써 염증반응을 차단
하는 것으로 알려져 있다. 또한, HO-1은 스트레스나 허혈 및 염
증반응에서 유도되며 주로 세포를 보호하는 기전에 작용하며 
여러 종류의 염증 치료제들이 HO-1의 발현을 유도하고, 이를 
통해서 항염증 효과를 나타낸다고 보고되고 있다(Ryter, 2022). 
따라서 BLE의 항염증 효과가 Nrf2/HO-1 신호전달경로와 관련
이 있는지를 확인한 결과, BLE의 처리에 따라 HO-1 단백질과 
mRNA 발현이 유의적으로 증가함을 확인하였으며(Fig. 7), 이 
결과를 통해 BLE에 의한 NO 생성 억제에는 HO-1 조절을 통한 
iNOS 발현 감소가 연관되어 있음을 예상할 수 있었다.

3.7. BLE가 Nrf2 활성화에 미치는 영향
HO-1 단백질 발현은 Nrf2 의존적으로 조절되는데, Keap1에 

의해 세포질에서 비활성화 상태로 존재하던 Nrf2가 산화적 자
극에 의해 Keap1이 해리되면서 핵 내로 이동하고 antioxidant 
response element(ARE)와 결합하여 HO-1의 발현을 조절한다
(Jang과 Lee, 2023). 우선 BLE(0.6 mg/mL)를 시간별로 처리
하여 Nrf2의 발현을 분석한 결과, Nrf2 단백질 발현은 LPS를 
처리한 후 4, 6, 8시간에서 증가하였다(Fig. 8A). 따라서 Nrf2 
단백질 발현이 가장 뚜렷하게 증가한 6시간을 선택하여 BLE를 

농도별로 처리하였으며, 이 때 양성 대조군으로는 sulforaphane 
(SFN)을 사용하였다. LPS에 의해 유도된 세포에 BLE를 전처
리한 결과, Nrf2 단백질 발현이 농도 의존적으로 증가하였으며, 
이를 통해 BLE가 Nrf2의 발현 증가를 통해 HO-1의 발현 증가
를 유도할 가능성이 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 8B).

BLE 처리에 의한 Nrf2의 핵으로의 이동(활성화) 여부를 조사
하기 위하여 면역 형광염색법을 실시한 결과, BLE 처리 전에 
세포질에 존재하던 Nrf2(FITC; 초록색)가 BLE 처리 후 Nrf2 단
백질의 핵 내 이동(FITC와 DAPI 염색의 겹침)을 관찰할 수 있
었다(Fig. 8C). 이때 surforaphane(SFN)은 Nrf2의 핵 내 이동을 
활성화하는 양성 대조물질로 사용되었다. 이는 BLE가 Nrf2/ 
HO-1 경로의 활성을 통하여 iNOS의 발현을 억제할 수 있으며, 
이로 인해 NO의 생성을 감소시켜 염증반응으로부터 보호 활성
을 나타낸다는 것을 시사한다. 대식세포 모델에서 헛개나무 추
출물(Woo 등, 2018)과 어수리 추출물(Jang과 Lee, 2023) 등 다
양한 식물 유래 추출물이 Nrf2 활성화를 통하여 HO-1 발현을 
유도함으로써 항염증 효과를 나타내는 것으로 보고되고 있으며, 
이는 BLE의 항염증 기전과 유사한 결과임을 알 수 있었다.

최근 한 연구는 20종 렌틸 품종을 대상으로 phytochemical 
성분 프로파일링을 수행하여 렌틸의 총 토코페롤류와 총 카로
티노이드류 화합물의 함량을 건물기준 각각 37-64 μg/g과 5.3- 
28.1 μg/g으로 보고하였다(Zang 등, 2015). 그러나 벨루가 렌
틸의 phytochemical 화합물 조성 및 함량에 관한 연구는 수행
된 적이 없어 관련 정보가 부족한 실정이다. 최근 수행된 본 연
구실의 선행연구 결과에 따르면 벨루가 렌틸 추출물의 총 폴리
페놀 화합물과 총 플라보노이드 화합물 함량이 다른 3종(red, 
green, and French)의 렌틸 추출물과 비교해 큰 차이가 없는 것

Fig. 7. Effects of BLE on protein and mRNA expressions of HO-1 in LPS-treated RAW 264.7 cells. (A) and (B), Cells (3×105 cells/well) 
were pre-incubated with indicated concentrations of beluga lentil extract (BLE) for 1 h and then treated with lipopolysaccharide (LPS; 
100 ng/mL) for 24 h (protein expression) or 18 h (mRNA expression). Whole cell lysates were analyzed by western blot analysis, 
and GAPDH was used as a loading control. Results were presented as mean±SEM (n≥3). *p<0.05 and **p<0.01 vs. LPS control.
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으로 확인되었으며(Jung 등, 2022; Lee와 Lee, 2016), H2O2와 
알코올이 처리된 간세포 모델을 대상으로 수행된 연구에서도 
4종 렌틸 추출물이 유사한 세포 보호 활성을 나타내었다(data 
not shown). 이들 결과를 종합해 볼 때, 벨루가 렌틸의 
phytochemical 화합물 조성 역시 다른 품종의 렌틸과 유사할 
것으로 예상되지만, 품종에 따라 항산화 활성의 차이를 보인 것
(Lee와 Lee, 2016)을 고려할 때 서로 다른 성분의 함유 가능성 
또한 예상된다. 따라서 벨루가 렌틸 추출물의 자세한 성분 프로
파일링과 함께 항염증 물질을 확인하기 위한 추가적인 연구가 
필요할 것으로 생각된다. 

4. 요약
본 연구에서는 벨루가 렌틸 추출물(BLE)의 항염증 효능을 

NO 생성 측면에서 검토하고 이와 관련된 분자 기전을 규명하
고자 하였다. LPS, LTA 및 지방세포 공동배양에 의해 활성화
된 RAW 264.7 대식세포에서 BLE는 독성이 없는 농도 범위에
서 유의적인 NO 생성 저해 효과를 보였다. 이와 함께 BLE 처
리에 따라 iNOS mRNA 및 단백질의 발현이 유의적으로 저해
됨을 확인하였으며, 이는 BLE에 의한 NO 생성 억제 효과가 
전사 수준에서의 iNOS 발현을 억제함으로부터 기인하는 것임

Fig. 8. Effects of BLE on activation of Nrf2 in LPS-treated RAW 264.7 cells. (A), Cells were treated with 0.6 mg/mL of beluga lentil 
extract (BLE) for 1 h and then treated with lipopolysaccharide (LPS; 100 ng/mL) for the indicated time periods. (B), Cells were 
pre-treated with indicated concentrations of BLE for 1 h and then treated with LPS (100 ng/mL) for 6 h. Whole cell lysates were analyzed 
by western blot analysis, and GAPDH was used as a loading control. (C), Nrf2 localization was detected by immunocytochemistry. 
Sulforaphane (SFN; 10 μM) was used as a positive control.
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을 시사한다. 추가적으로 BLE는 NO 외에도 활성화된 대식세
포에서 증가하는 다양한 염증성 사이토카인 유전자(COX-2, 
IL-1β 및 IL-6)의 mRNA 발현 또한 유의적으로 억제하는 것으
로 나타났다. BLE의 항염증 효과와 관련된 분자 기전에 관한 
추가적인 연구를 수행한 결과, 항염증 관련 대표 기전인 NF-κ
B/MAP kinases 신호 경로와는 연관성이 없는 것으로 나타났
다. 반면, BLE 처리에 따라 Nrf2 단백질 발현의 증가 및 활성화
가 유도되고 HO-1의 발현이 유의적으로 증가하는 것을 확인함
으로써 Nrf2가 HO-1의 발현을 증가시키기 위한 전사 인자로서 
작용할 가능성이 높음을 확인하였다. 따라서, 본 연구를 통해 식
용원료 유래의 잠재적인 항염증 소재로서 BLE의 활용 가능성
을 확인할 수 있었으며, 향후 동물모델을 대상으로 항염증 효과
를 입증하기 위한 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

Funding
This work was supported by the National Research Foundation 
of Korea [NRF-2023R1A2C1003582].

Acknowledgements
None. 

Conflict of interests
The authors declare no potential conflicts of interest.

Author contributions 
Conceptualization: Lee SO. Methodology: Song HJ, Lee SO. 
Formal analysis: Song HJ. Validation: Song HJ, Lee SO. 
Writing - original draft: Song HJ, Lee SO. Writing - review 
& editing: Lee SO.

Ethics approval
This article does not require IRB/IACUC approval because 
there are no human and animal participants. 

ORCID 
Hyeon-Ji Song (First author)
https://orcid.org/0009-0008-1515-4308
Syng-Ook Lee (First & Corresponding author)
https://orcid.org/0000-0002-8958-8634

References
Agil R, Gaget A, Gliwa J, Avis TJ, Willmore WG, Hosseinian 

F. Lentils enhance probiotic growth in yogurt and 
provide added benefit of antioxidant protection. Food 

Sci Technol, 50, 45-49 (2013)
Cerella C, Sobolewski C, Dicato M, Diederich M. Targeting 

COX-2 expression by natural compounds: A promising 
alternative strategy to synthetic COX-2 inhibitors for 
cancer chemoprevention and therapy. Biochem Pharmacol, 
80, 1801-1815 (2010)

Chawla A, Nguyen KD, Goh YPS. Macrophage-mediated 
inflammation in metabolic disease. Nat Rev Immunol, 
11, 738-749 (2011)

Gramlich T, Petras RE. Pathology of inflammatory bowel 
disease. Semin Pediatr Surg, 16, 154-163 (2007)

Guo LY, Hung TM, Bae KH, Shin EM, Zhou HY, Hong YN, 
et al. Anti-inflammatory effects of schisandrin isolated 
from the fruit of Schisandra chinensis Baill. Eur J 
Pharmacol, 591, 293-299 (2008)

Hink U, Münzel T. COX-2, another important player in the 
nitric oxide-endothelin cross-talk: Good news for COX-2 
inhibitors?. Circ Res, 98, 1344-1346 (2006)

Jang HY, Lee SO. Heme oxygenase 1-mediated anti-inflammatory 
effect of extract from the aerial part of Heracleum 
moellendorffii Hance. Foods, 12, 3309 (2023)

Johnson CR, Thavarajah D, Combs Jr GF, Thavarajah P. 
Lentil (Lens culinaris L.): A prebiotic-rich whole food 
legume. Food Res Int, 51, 107-113 (2013)

Johnson G, Lapadat R. Mitogen-activated protein kinase 
pathways mediated by ERK, JNK, and p38 protein 
kinases. Science, 298, 1911-1912 (2002)

Jung YS, Lee SH, Chun SY, Kim DH, Jang BI, Han MH, 
Lee SO. In vitro and in vivo protective effects of lentil 
(Lens culinaris) extract against oxidative stress-induced 
hepatotoxicity. Molecules, 27, 59 (2022)

Kim SY, Kim BH. The anti-oxidative and anti-inflammatory 
effects of acai berry ethanol extracts using RAW 264.7 
cells and TPA-induced mouse edema model. MS Thesis, 
Keimyung University, Korea, P 152 (2016)

Kim YH, Park YH, Namkoon SG, Lee JS. Esculetin inhibits 
the inflammatory response by inducing heme oxygenase-1 
in co-cultured macrophages and adipocytes. Food Funct, 
5, 2371-2377 (2014)

Kim YJ, Son DY. Inflammatory mediator regulation of the 
Zizyphus jujube leaf fractions in the LPS-stimulated 
RAW 264.7 mouse macrophage. Korean J Food Preserv, 
21, 114-120 (2014)

Kim YS, Lee SJ, Hwang JW, Kim EH, Park PJ, Jeong JH. 
Anti-inflammatory effects of extracts from Ligustrum 



Food Sci. Preserv., 31(3) (2024)

https://www.ekosfop.or.kr 473

ovalifolium H. leaves on RAW 264.7 macrophages. J 
Korean Soc Food Sci Nutr, 41, 1205-1210 (2012)

Lee JH. Anti-inflammatory effects of ethanolic extracts from 
native Chinese plants. MS Thesis, Keimyung University, 
Korea, P 8-14 (2017) 

Lee JY, Joo DH, Yoo DH, Chae JW. Anti-inflammatory 
activities verification of Vaccinum oldhamifruit ethanol 
extracts on RAW 264.7. J Life Sci, 27, 417-422 (2017)

Lee SH, Lee SO. Polyphenol contents and antioxidant activities 
of lentil extracts from different cultivars. J Korean Soc 
Food Sci Nutr, 45, 973-979 (2016)

Lee TH, Kwak HB, Kim HH, Lee ZH, Chung DK, Baek NI, 
Kim J. Methanol extracts of Stewartia koreana inhibit 
cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible nitric oxide 
synthase (iNOS) gene expression by blocking NF-κB 
transactivation in LPS-activated RAW 264.7 cells. Mol 
Cells, 23, 398-404 (2007)

Ryter SW. Heme oxygenase-1: An anti-Inflammatory effector 
in cardiovascular, lung, and related metabolic disorders. 
Antioxidants, 11, 555 (2022)

Seo MK, Chu HN, Lee DB, Kim HR, Hwang IS, Jeong YJ, 
Yoon SR, Kang SS, Jang KA, Kang MS. Ethanol 
extract of Aster glehni exhibits anti- inflammatory and 
anti-oxidant effects in RAW 264.7 cells and Caenorhabditis 
elegans. Korean J Food Preserv, 30, 1095-1106 (2023)

Sung JM. Research trend and characteristic of imported 

functional grains. Korean J Food Sci Technol, 48, 35-41 
(2015)

Thavarajah D, Thavarajah P, Sarker A, Vandenberg A. 
Lentils (Lens culinaris Medikus subspecies culinaris): A 
whole food for increased iron and zinc intake. J Agric 
Food Chem, 57, 5413-5419 (2009)

Van Q, Nayak BN, Reimer M, Jones PJ, Fulcher RG, Rempel 
CB. Anti-inflammatory effect of Inonotus obliquus, 
Polygala senega L. and Viburnum trilobum in a cell 
screening assay. J Ethnopharmacol, 125, 487-493 (2009)

Woo HS, Lee SM, Heo JD, Lee MS, Kim YS, Kim DW. 
Anti-inflammatory activity of extracts of Hovenia dulcis 
on lipopolysaccharides-stimulated RAW 264.7 cells. 
Korean J Plant Res, 31, 466-477 (2018)

Yun KJ, Kim JY, Kim JB, Lee KW, Jeong SY, Park HJ, et 
al. Inhibition of LPS-induced NO and PGE2 production 
by asiatic acid via NF-kappa B inactivation in RAW 264.7 
macrophages: Possible involvement of the IKK and 
MAPK pathways. Int Immunopharmacol, 8, 431-441 
(2008)

Zang B, Deng Z, Ramdath DD, Tang Y, Chen PX, Liu R, 
Liu Q, Tsao R. Phenolic profiles of 20 Canadian lentil 
cultivars and their contribution to antioxidant activity and 
inhibitory effects on α-glucosidase and pancreatic lipase. 
Food Chem, 172, 862-872 (2015)


