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ABSTRACT

Citrus sunki Hort. ex Tanaka is one of several Jeju-native citrus fruits, and its

dried peel has been used as an essential ingredient in traditional medicine. The

purpose of the study was to investigate the effect of various compounds rich in

the peel of Citrus sunki on glucose and fat metabolism in L6 muscle cells.

Synephrine, an alkaloid compound, and two polymethoxyflavones, tangeritin and

nobiletin, were more rich in the extract of Citrus sunki peel than other

compounds. Synephrine increased glucose consumption by L6 muscle cells.

Synephrine also increased the translocation of glucose transport 4 (GLUT4) to

the plasma membrane. Synephrine stimulated the phosphorylation of AMPK, but

not of PKB/Akt. Although tangeritin and nobiletin stimulated phosphorylation of

AMPK, they failed to increased glucose consumption by muscle cells. Free fatty

acid (FFA, palmitate)-induced cytoplasmic fat accumulation was suppressed by

synephrine and PMFs. Palmitate-induced suppression of AMPK phosphorylation

was also reversed by the addition of synephrine or PMFs. These results suggest

that synephrine and PMFs rich in the peel of Citrus sunki are potent functional

compounds that can ameliorate abnormalities in glucose-and fat metabolism in

muscle cells.
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서 론.Ⅰ

제 형 당뇨병 은 연령의 증가에 따라 발병하고2 (Type2 diabetes mellitus ;T2DM)

진행하는 만성적 대사성 질환의 대표적인 예이다 등 지난 년간 제(Harris , 1995). 20

형 당뇨병의 유병률은 급격히 증가하였으며 년에는 전 세계적으로 환자수가2 , 2020

억 천만명에 이를 것으로 예상되고 있다 등 당뇨2 5 (Harris , 1998; DeFronzo, 1999).

병은 혈당의 증가 뿐 아니라 탄수화물 지방 단백질 대사에도 이상을 초래한다 이, , .

러한 당뇨병에 대한 적절한 치료가 이루어지지 않고 지속되면 당뇨성 망막증을 비

롯한 심근경색증 말초신경증 뇌졸중 만성신부전증 및 고지혈증 등과 같은 심각한, , ,

합병증을 일으킨다 등(West, 2000; Tai , 2000).

인체에는 인슐린의 작용에 관여하는 대표적 표적기관으로 간 근육 및 지방조직,

이 있으며 정상적으로 탄수화물을 섭취하면 췌장의 베타세포에서 인슐린이 분비되

고 혈액을 통하여 표적기관의 인슐린 수용체에 결합함으로써 인슐린 신호전달이 이

루어진다 그 중 골격근은 인슐린저항성을 갖고 있는 제 형 당뇨병 환자에서 말초. 2

인슐린 저항성을 일으키는 주요기관 등 이며 포도당 항상성유지에 중(Boden , 1994) ,

요한 역할을 한다 등 골격근에서 포도당 흡수는 인슐린 의존적인 경(Saltiel , 2001). -

로와 인슐린 비의존적인 를 통한 경로가 있- AMP-activated protein kinase (AMPK)

다 골격근에서의 인슐린 의존적인 포도당 흡수는 인슐린이 세포막에 존재하는 인슐. -

린 수용체에 결합하고 난 이후 수용체의 티로신 자가인산화, (tyrosine auto

에 따른 의 활성화에 이어phosphorylation) insulin receptor substrate (IRS) (White,

등 를 활성화 시키고1997; Burks , 1997) phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-kinase)

이어 를 활성화시킨다 등 그 결과 포도당 수송체Akt/PKB (Cheatham , 1995). , 4

가 활성화되어 등 등(Glucose transporter 4, GLUT4) (Cheatham , 2002; Okada , 1994),

가 세포질에서 세포막으로 이동 인슐린 자극에 의한 포도당 유입을 촉진하GLUT4 ,

게 된다 등 등 인슐린 비의존적인 포도당 흡수는 인슐(Heesom , 1997; Pessin , 1999). -

린 매개 신호전달과 독립적인 경로이며 의 활성의 증가로 인해PI3-Kinase , AMPK

의 발현을 증가시키고 세포막으로의 전이를 통해 포도당의 흡수를 증가하게GLUT4

한다 등 등 또한 는(E.JKurth-Kraczek , 1999; G.F.Merrill , 1997). AMPK serine/threonine

의 일원으로 세포 내 에너지 상태를 감지하는 에너지 센서로 알려져 있는 효kinase

소이다 등 등 세포 내 에너지가 부족한 상황 즉(Ruderman , 2004; Winder , 1999). ,
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에 비해 가 증가할 경우 활성화되며 정상 에너지 균형을 유지하기 위해ATP AMP

를 소비하는 과정을 억제하고 를 생산하는 과정을 활성화 한다 또한ATP ATP . AMPK

는 에너지 대사와 관련된 근육의 지방대사에 관여한다고 알려져 있다 등(Hardie ,

활성화된 는 를 인산화 하므로써1998). AMPK acetyl CoA carboxylase (ACC) acetyl

를 로 전환시켜 지방산의 산화를 촉진한다 등 현재CoA malonyl CoA (Carling , 1987).

당뇨병을 근원적으로 치료할 수 있는 방법은 개발되지 못하고 있고 혈당이 정상적

인 수준으로 유지되도록 하는 것 만이 최선의 치료방법으로 알려져 있으며 당뇨병

의 치료방법으로는 약물요법 운동요법 식이요법의 가지 방법이 있다 등, , 3 (Koivisto ,

다양한 기전을 가진 경구 혈당 강하제들이 당뇨병의 치료에 사용되고 있으1993).

나 장기적으로 복용했을 때 여러 가지 부작용을 일으키는 것으로 알려져 있다 따, .

라서 최근에는 이러한 문제를 해결하기 위한 천연물로부터 인슐린 작용 및 인슐린

민감성을 증진하는 물질들에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다 와(Gray Flatt,

등 등 은 마황에서 분리한1999; Kreutter , 1990). Takaku (1997) norpseudoephedrine

의 인슐린유사 작용을 보고하였으며 등 도 로열젤리의 항당뇨 효능, Kameda (1999)

이 인슐린성 작용을 가지는 불포화지방산에 의해 기인한다고 보고하였다 또한. ,

등 은 페루의 전통 약용식물인Krenisky (1999) Otholobium pubescens에서 인슐린

민감성을 높이는 물질인 을 분리하여 보고한 바 있다bakuchiol .

천연식물 중 감귤류는 다기능성 약효 성분을 많이 함유하고 있는 과일로서 오래

전부터 한방에서 생약의 재료로 사용하였고 동시에 비타민 식이섬유 유기산 및 유, , ,

리당 등의 영양성분 공급원의 건강식품 소재로도 활용되어 왔다 현재 제주도에서.

대표적인 과실로 재배되고 있는 대부분의 감귤류는 세기 초 일본으로부터 들어온20

온주밀감류가 대부분이며 재래 감귤로는 종이 자생하고 있는 것으로 확인되었다, 12

제주도 재래 감귤 중의 하나인 진귤(Kim, 1988). (Citrus sunki 은Hort. ex Tanaka)

우리나라에서는 제주도에서만 자생하는 감귤로 제주지역에서는 산물 로 불리며 또" "

다른 이름으로 산귤이라고도 한다. 진귤 등의 재래감귤류 그리고 온주밀감류는 모

두 분류학상으로 속이며 최근에 성분조사 생리활성에 관한 연구들이 활발하citrus ,

게 진행되고 있다 특히 과피의 기능성에 대한 관심들이 집중되어 있(Kang, 2005).

다 예를 들어 항염작용 과 설사억제효능 등 등 항. (Francis , 1989; Guengerich , 1990),

알러지효과 등 등 대식세포의 활성증대(Guthrie , 1998; Chung , 2000), (AOAC, 1990;

등 들과 같은 약리활성들이 보고된 바가 있으나 진귤의 과피를 대상으로Kim , 1996)
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한 연구결과는 알려져 있지 않다 이러한 감귤류에는. flavonoid, carotenoid,

등coumarin, phenylpropanoid, limonoid, pectin, cellulose, hemicellulose, pectin

다양한 생리활성 물질을 함유되어 있으며 이 중 류는 여종이 알려져 있, flavonoid 60

다 등 감귤류의 주요 들로는 과(Lee , 1997). flavonoid naringenin hersperetin, rutin,

등이 있으며 류에는deosmine, nobiletin, tangeritin (Table 2), alkaloid synephrine,

등이 있다octopamine, tyramine, norepinephrine (Table 1).

본 연구에서는 진귤과피에 상대적으로 많이 함유되어 있는 성분인alkaloid

과 성분인 이 근육세포의 포도synephrine polymethoxyflvone tangeritin, nobiletin L6

당 대사와 지질대사에서 어떠한 영향을 미치는지에 대해 규명하고자 하였다.
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재료 및 방법.Ⅱ

시료 및 추출물1.

세포배양에 사용된 배지와Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) fetal

은 및bovine serum (FBS) Sigma (St. Louis, MO, U.S.A) Cellgro Mediatech Inc.

에서 구입하였고 는(Manassas, VA, U.S.A) , lactate dehydrogenase (LDH) kit Takara

로부터 구입하였으며 는 사로부터 구입하였다(Otsu, Shiga Japan) , MTT kit Sigma .

을 위한 항체Western blot (phospho-Akt, Ser473; phospho-ERK1/2, E-4;

는 모두 로부터phospho-AMPK; phospho-ACC) Santa Cruz (Santa Cruz, CA, U.S.A)

구입하였다 은 모두 사로부터 구입하였으며. Synephrine, tangeritin, nobiletin Sigma

은 인산완충액 과 은synephrine (phosphate-buffered saline, PBS), tangeritin nobiletin

에 각각 녹여서 사용하였다 이때dimethylsulfoxide (DMSO, AMRESCO, Korea) .

의 최종 농도는 를 넘지 않도록 하였다dimethylsulfoxide (DMSO) 0.1% .

세포배양2.

근육아세포 는 한국세포주은행 서울 로부터 공여받아 사용하였다L6 (myoblast) ( ) .

세포는L6 100 U/ml penicillin, 100 m 가 포함된g/ml streptomycin, 10% FBS

배양액을 사용하였고 및 가 유지되는 배양기에서 배양하였다DMEM 5% CO 37 .₂ ℃

근육아세포는 가 포함된 에 간 동안 배양한 후L6 10% FBS DMEM 24 2% horse

이 포함된 에서 일동안 근육세포 로 분화시켰으며 배지serum DMEM 4 L6 (myotube)

는 시간 마다 교체하였다 그리고나서 로 두 번 세척 후에 우태아혈청이 제48 . D-PBS

거된 혈청결핍 배양액에서 일정기간 동안 전배양 하(serum-free) (serum-starvation)

고 난 뒤 시료의 처리실험에 사용하였다.

활성도 측정3. Lactate dehydrogenase (LDH)

세포에 대한 비특이적 상해의 지표가 되는 활성도를 측정하여(nonspecific) LDH
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시료가 배양세포에 독성을 나타내는 지를 조사하였다 근육세포. L6 (4×10 cells/ )㎖⁵

에 시료를 처리하고 이를 일간 배양한 다음 세포 배양액과1 ~ 2 LDH assay

를 동량으로 섞어 분 간 상온에서 반응시킨 뒤reagent 10 ELISA reader (Sunrise,

를 사용하여 에서의 흡광도를 측정하였으며 이때 기저 흡광도Tecan Austria) 492nm

는 배양에 사용되지 않은 배양액으로부터 측정하고 각 실험군의 흡광도로부터 기저

흡광도를 제한 값을 실제 활성도로 계산하였다LDH .

4. MTT assay

근육세포 에 시료를 처리하고 이를 일간 배양한 다음L6 (4×10 cells/ ) 1 ~ 2㎖⁵

용액 를 첨가하여 에서 분 동안 반응 시켰다 상층액을 완전히MTT 500 37 30 .㎕ ℃

제거하고 를 가하여 발색반응을 유도하였으며 각각의 세포isopropanol 500 ,㎕

를 에 넣고 살아있는 세포 미토콘드리아의 탈수소 효(2.5×10 cells/ ) 96 well plate㎖⁵

소작용에 의하여 수용성의 노란색 MTT [3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl

가 환원되어 형성되는 자주색을 띠는 비수용성의 을tetrazolium bromide] formazan

를 사용하여microplate reader (Amersham Pharmacia Biotech, NY, U.S.A) 540 nm

에서 흡광도를 측정하였다 등 각 시료군에 대한 평균 흡광(Gerlier , 1986; Liu, 1999).

도 값을 구하였으며 대조군의 흡광도 값과 비교하여 증식 억제 정도를 조사하였다, .

포도당농도 측정5.

근육세포 를 우태아혈청이 제거된 혈청결핍 배양액에서 시L6 (4×10 cells/ ) 4㎖⁵

간동안 전배양 하고 난 뒤 새로운 제거된 혈청결핍 배양액으로 교체시켜 준 후 시

료를 처리하고 이를 시간 배양한 다음 세포 배양액 와3~ 5 5 glucose assay㎕

를 섞어 분 간 상온에서 반응시킨 뒤reagent (Sigma, U.S.A) 150 10 ELISA reader㎕

를 사용하여 시료의 포도당 농도를 측정하였다(Sunrise, Tecan, Austria) .

전기영동 및6. Western blot

분석을 위해 근육세포를 로 회 세척 후 와Western blot L6 PBS 2 protease
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저해제가 첨가된phosphatase RIPA lysis buffer [50 mM Tris-HCL (PH7.5), 150

로 분간 상태에서 균질화시킨 후 원mM Nacl, 1% nonidet P-40, 2 mM EDTA] 5 ice

심분리 분 하고 상층액을 획득하였다 단백질의 농도는(14,000 rpm, 15 ) . bovine

을 표준으로 를 사용하여serum albumin (BSA) BCA protein assay kit (Pierce, U.S.A)

정량 하였다 의 단백질을 전기영동 완충액 와. 10~15 ug (reducing buffer LDS buffer)

를 넣고 에서 분간 가열하고 의 에 전기70 10 4-12% bis-tris gel (Invitrogen, U.S.A)℃

영동하고 에 흡착polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Milipore, U.S.A)

분 시켰다 단백질이 전이된 을 상온에서 시간 동안(200mA, 90 ) . PVDF membrane 1

로 시킨 후 차 항체 반응은5% skim milk blocking 1 anti-Akt/PKB (1:1,000, Santa

Cruz, U.S.A), anti-ERK (1:2000, Santa Cruz, U.S.A) anti-phospho AMPK(1:500, Santa

가 들어있는 에서 시간Cruz), anti-phospho ACC (1:1,000, Santa Cruz, U.S.A) TBS-T 1

또는 시간 동안 반응시키고 로 회 세척 후(25 ) 16 (4 ) TBS-T 3 HRP-conjucated 2℃ ℃

차 항체 또는 를 혹anti-rabbit mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc) 1:5,000

은 으로 희석하여 상온에서 분간 반응시킨 뒤 로 회 세척하였1:10,000 30 TBS-T 3~4

다 단백질은. Enhanced chemiluminescence (ECL) detection reagent (iNtRON,

로 반응시켜 각 의 영상을 얻었다Korea) band .

세포막 포도당수송체 분석7. 4 (GLUT4)

근육세포를 가 첨L6 Na P O , NAF, Na VO , aprotinin, leupeptin, PMSF, DTT₄ ₂ ₃ ₄₇

가된 subcellular fractionation buffer (500 mM EDTA, 500 mM EGTA, 1 M HEPES,

에서 분간 상태에서 균질화시킨 후 원심분리sucrose, KCl, 1 M MgCl ) 20 ice (8,000₂

분 하고 상층액 만을 취해 초고속원심분리기에서 원심분리rpm, 5 ) (24,000 rpm, 4 ,℃

분 하고 상층액은 세포질 내 의 함량 침전물은 세포막의 의 함량을60 ) GLUT4 , GLUT4

조사하는데 사용하였다 침전물은 와 저해제가 첨가된. protease phosphatase RIPA

lysis buffer [50 mM Tris-HCL (PH7.5), 150 mM Nacl, 1% nonidet P-40, 2 mM

로 분간 상태에서 균질화하였다 차 항체는EDTA] 5 ice . 1 anti-GLUT4 IgG (1:1,000,

차 항체는 을 사용하였Millipore, U.S.A) 2 anti-rabbit IgG (1:3,000, Invitrogen, U.S.A)

다.
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염색8. Nile Red

근육세포를L6 6-well (1 × 10
6 배양접시에 접종하고 하룻밤 배양한cells/well)

다음 배지에 하룻밤 전배양하였다 와 진serum-free . Free fatty acid (FFA, palmitate)

귤과피성분을 시간 처리하였다 시간이 지난 후 세포들을 인산 완충액으로 회24 . 24 2

세척하고 용액 으로 분간 염색한 후 로, 200 ng/ml nile red (in 2% acetone) 15 PBS

세척한 뒤 광학 현미경으로 관찰하였다.

통계학적 분석9.

실험 군 사이의 통계학적으로 의미있는 차이 여부는 를 사용하여student's t-test

결정하였고 P 일때 의미있는 값으로 하였으며 모든 실험결과는 평균값 표< 0.05 ±

준오차로써 나타내었다.
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결 과.Ⅲ

진귤과피성분이 세포의 생존능에 미치는 영향1.

과 를 처리한 후 골격근 세포의 생존능Synephrine PMFs (tangeritin, nobiletin) L6

변화에 미치는 영향을 관찰하였다 근육세포에 추출물들을 처리하고 시(Fig.3). L6 24

간 처리 후 을 처리한 군은 대조군과 비교했을 때 세포의 생존능에 있synephrine

어서 변화를 보이지 않았으며 세포괴사의 생화학적 지표인 분비 또한 대조군, LDH

과 비교했을 때 변화를 보이지 않았다 반면에 을 처리한 군은 을. PMFs synephrine

처리한 군 보다 세포의 생존능이 감소하였고 분비 또한 증가하였다, LDH .

진귤과피성분이 포도당 수송에 미치는 영향2.

진귤과피성분이 근육 세포에서 포도당 수송에 미치는 영향을 보기 위해 세L6 ,

포를 혈청결핍배양액에 시간동안 전배양하고 난 뒤 과4 synephrine PMFs

을 각각 농도별(tangeritin, nobiletin) (12.5 mM, 25 mM , 50 mM로 분간 전처리하) 30

고 인슐린 을 후처리한 다음 시간 동안 배양하여 배양액 내에 남아있는(10 nM) 3~6

포도당의 농도를 측정함으로써 최초 배양액에 포함되어 있던 포도당의 감소분을 측

정하였다 을 처리한 배양액 내에서의 포도당은 대조군에 비하여(Fig. 4). Synephrine

농도의존적으로 증가하였으며 최고 농도, (50 mM에서 약 정도의 포도당 흡수) 30%

증가를 보였다 이는 인슐린 단독처리에 따른 포도당 흡수 증가보다 높은 수준이었.

다 하지만 을 처리한 군에서는 대조군에 비하여 포도당 흡수 증가에 있어 대. PMFs

조군과 비슷하거나 감소하는 경향을 보였다 추출물들과 을 병행. insulin (100 nM)

처리하였을 때도 결과는 유사한 경향을 보였다 (Fig. 6).

진귤과피성분이 인슐린 수용체 신호전달에 미치는 영향3. -

이 포도당 흡수를 증가시키는 작용이 인슐린 수용체 신호전달체계인Synephrine -

영향을 미침으로써 매개되는 지 아니면 관계없이 단독적으로 이루어지는 지를 규,

명하기 위하여 대표적인 인슐린 수용체 신호전달 단백질들인 및 활성- Akt/PKB ERK
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에 미치는 영향을 조사하였다 혈청결핍배양액에 시간 전배양한 근육세(Fig. 7). 4 L6

포에 과 을 분간 전처리한 후 인슐린을synephrine PMFs (tangeritin, nobiletin) 30 10

분간 처리하여 활성화된 및 단백질에 대한 분석을 시행Akt/PKB ERK western blot

하였다 과 의 단독처리는 의 활성을 증가시키지는 못하였. synephrine PMFs Akt/PKB

다 그리고 인슐린 에 의해 활성화된 활성이 과 의. (10 nM) Akt/PKB synephrine PMFs

처리에 의해 억제되었다 (Fig. 7).

이 포도당 수송에 미치는 영향4. Synephrine

이 포도당 흡수를 증가시키는 작용이 인슐린 수용체 신호전달체계에Synephrine -

영향을 미침으로써 매개되는 것이 아니라면 의 세포내로의 포도당 수송, synephrine

의 증가가 인슐린 비의존적인 경로를 통한 것인지를 규명하기 위해 혈청결핍AMPK

배양액에 시간 전배양한 근육세포에 인4 L6 PI3-Kinase inhibitor wortmannin (100

과 인nM) AMPK inhibitor compound-C (10 mM를 분간 전처리한 후) 30 synephrine

(50 mM을 분간 처리하고 이후 시간 동안 배양하여 최초 배양액에 포함되어 있) 30 3

던 포도당의 감소분을 측정하였다 과 를 단독으로(Fig. 8). Wortmannin compound-C

처리한 군에서는 대조군 보다 낮은 포도당 흡수를 보였으며, synephrine (50 mM을)

단독으로 처리한 배양액 내에서의 포도당은 대조군에 비하여 정도의 포도당 흡50%

수 증가를 보였다 또한 과 을 병행 처리한 군에서는. , synephrine wortmnnin

을 단독으로 처리한 군과 비슷한 경향을 보였으나 과synephrine , synephrine AMPK

의 인 를 병행 처리하였을 때 에 의한 포도당 흡수inhibitor compound-C , synephrine

의 증가가 감소되었다 (Fig. 8).

이 의 세포막으로의 이동에 미치는 영향5. Synephrine GLUT4

근육세포에서 이 의 세포막으로의 이동에 미치는 영향을 보L6 synephrine GLUT4

기위해 혈청결핍배양액에 시간 전 배양한 근육세포에15 L6 synephrine (50 mM을)

분간 전 처리한 후 인슐린을 분간 처리하여 본 결과 대조군에 비해30 10 synephrine

(50 mM을 처리하였을 의 세포막으로의 이동이 증가되었다) GLUT4 (Fig. 9). Insulin

을 처리한 군에서도 의 세포막 이동이 증가하였다 의(10 nM) GLUT4 . synephrine
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의 세포막 이동 유도가 어떠한 경로를 통해 이루어지는 지를 보기위해GLUT4 PI3K

인 과 인 를 과 병행 처inhibitor wortmannin AMPK inhibitor compound-C synephrine

리하였다 그 결과 의 세포막으로의 전이가 에 의해 증가함을 볼. GLUT4 synephrine

수 있었다 그러나 에 의한 의 세포막의 증가는 인. synephrine GLUT4 PI3K inhibitor

처리에 의해 억제되지 않았으나 인 를 처wortmannin , AMPK inhibitor compound-C

리한 군에서는 에 의해 증가되었던 의 세포막으로의 전이가 감소synephrine GLUT4

하는 경향을 보였다 (Fig. 10).

진귤과피성분이 지질대사에 미치는 영향6.

진귤과피성분이 지질대사 활성에 미치는 영향을 조사하였다 먼저 지질대사 활. ,

성의 중요한 초기 활성인자인 의 활성에 미치는AMPK, ACC synephrine, tangeritin,

의 영향을 조사하였다 근육세포를 시간동안 혈청결핍 배지에서 전배nobiletin . L6 16

양한 후 를 시간동안 처리한 후 의 인산화를synephrine, tangeritin, nobiletin 4 AMPK

측정하였다 모두 의 인산화를 유도하. synephrine, tangeritin, nobiletin AMPK, ACC

였다 이어 지질대사 활성의 중요한 두 활성인자의 와(Fig. 12, Fig. 13). AMPK ACC

의 활성을 동시에 측정하기 위해 근육세포에 를L6 free fatty acid (FFA, palmitate)

시간 동안 처리하여 세포내 지질 축적을 유도하였으며 여기에24 synephrine,

을 병행 처리하였다 그 결과 에 의해 감소되었던tangeritin, nobiletin . , free fatty acid

와 의 인산화가 이들 처리에 의해 회복되었다 또한 염AMPK ACC (Fig. 14). nile red

색으로 세포내 지질을 염색했을 때 처리로 증가된 세포내 지질의 양free fatty acid

이 진귤과피성분에 의해 억제되는 것을 확인 하였다 (Fig. 15).
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Figure 1. Citrus sunki Hort. Ex Tanaka
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Table 1. Alkaloids in the extract of C. sunki peel
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Table 2. Flavonoids in the extract of C. sunki peel
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Figure 2. Chemical structure of synephrine (A), tangeritin (B), and nobiletin (C)
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A.

B.

Figure 3. Effect of Synephrine and PMFs on the viability of L6 skeletal muscle

cells. L6 skeletal muscle cells were serum-starved for 4 h and pretreated with

various compounds for 30 min before insulin (10 nM) treatment for 24 h. The

cytotoxicity were determined with LDH assay and MTT assay as described in

'Material and Methods'. CTL, control; Syp, Synephrine; Tg, Tangeritin; Nob,

Nobiletin; FSE, fermented C. sunki peel extract (100 mg/ml). Data represent the

mean ± SE of triplicate experiments. *p<0.05, ** p< 0.01 versus control alone.
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Figure 4. Effect of synephrine and PMFs on the basal glucose consumption in

L6 skeletal muscle cells. Differentiated, confluent muscle cells were serum-starved

for 4 h, pretreated with various compounds for 30 min before insulin (10 nM)

addition. CTL, cotrol; Ins, insulin; Syp, synephrine; Tg, tangeritin; Nob, nobiletin;

FSE, fermented C. sunki peel extract (100 mg/ml). Data represent the mean ± SE

of triplicate experiments. *p<0.05, ** p< 0.01 versus control alone.
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Figure 5. Cell signaling pathways related to glucose transport.
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Figure 6. Effect of synephrine and PMFs on insulin-induced glucose

consumption in L6 skeletal muscle cells. Differentiated, confluent cells were

serum-starved for 4 h, pretreated with citrus peel extract for 30 min before

insulin (100 nM) addition. CTL, control; Syp; synephrine; Tg, tangeritin; Nob,

nobiletin; FSE, fermented C. sunki peel extract (100 mg/ml). Data represent the

mean ± SE of triplicate experiments. *p<0.05 versus control alone, #p<0.05,

##p<0.01 versus insulin alone.
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Figure 7. Effect of synephrine and PMFs on basal- or insulin-stimulated

signaling pathways in L6 skeletal muscle cells. Confluent cells were

serum-starved for overnight with D-Mem (4.5 g/L glucose), pretreated with citrus

peel extract for 30 min before insulin (10 nM) addition. Cells were lysed,

separated on SDS-polyacrylamide gels, and immunoblotted as described in '

Materials and Methods'.
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Figure 8. Effect of inhibitors of PI3K and AMPK on synephrine induced glucose

consumption in L6 skeletal muscle cells. Confluent cells were serum-starved for

4 h, pretreated with wortmannin (100 nM) and compound-C (10 mM) for 30 min

before synephrine (50 mM) addition. CTL, control; wort, wortmannin; com,

compound-C; Syp, synephrine; Syp/W, synephrine+wortmannin; Syp/CC,

synephrine+compound-C. Data represent the mean ± SE of triplicate

experiments. ***p<0.001 versus control alone, ###p<0.001 versus synephrine

alone.
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Figure 9. Effect of synephrine on GLUT4 translocation in L6 skeletal muscle cells.

Confluent cells were serum-starved overnight with D-Mem (4.5 g/L glucose),

pretreated with synephrine(50 mM) for 30 min before insulin (10 nM) addition.

Cells were lysed, separated on SDS-polyacrylamide gels, and immunoblotted as

described in ' Materials and Methods'. CTL, control ; Ins, insulin; Syp, synephrine.
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Figure 10. Effect of inhibitors of PI3K and AMPK on synephrine-induced GLUT4

translocation in L6 skeletal muscle cells. Confluent cells were serum-starved

overnight with D-Mem (4.5 g/L glucose), pretreated with wortmannin,

compound-C for 30 min before synephrine (50 mM) for 30 min treatment then

insulin (10 nM) addition. Cells were lysed, separated on SDS-polyacrylamide gels,

and immunoblotted as described in ' Materials and Methods'. CTL, control ; Syp,

synephrine; Syp/W, synephrine+wortmannin; Syp/CC, synephrine + compound-C.
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Figure 11 . Role of AMPK and ACC in fat accumulation.
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Figure 12. Effect of synephrine and PMFs on AMPK in L6 skeletal muscle cells.

Confluent cells were serum-starved 16 h in D-Mem, treated with various

compounds for 4 h. Cells were lysed, separated on SDS-polyacrylamide gels, and

immunoblotted as described in ' Materials and Methods'. CTL, control; AlC,

AICAR; Syp, synephrine; Tg, tangeritin; Nob, nobiletin; FSE, fermented extract of

C. sunki peel.
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Figure 13. Effect of synephrine and PMFs on ACC in L6 skeletal muscle cells.

Confluent cells were serum-starved 16 h in D-Mem, treated with citrus peel

extract and AICAR (AMPK activator) for 4 h. Cells were lysed, separated on

SDS-polyacrylamide gels, and immunoblotted as described in ' Materials and

Methods'. CTL, control; AlC, AICAR; Syp, synephrine; Tg, tangeritin; Nob,

nobiletin; FSE, fermented C. sunki peel extract.
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Figure 14. Effect of synephrine and PMFs on FFA-induced suppression of

phosphorylation of AMPK and ACC in L6 skeletal muscle cells. Confluent cells

were serum-starved for 16 h, pretreated with FFA for 24 h, and further treated

with various compounds for 4 h. Cells were lysed, separated on

SDS-polyacrylamide gels, and immunoblotted as described in ' Materials and

Methods'.
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Figure 15 . Effect of synephrine and PMFs on FFA-induced intracellular fat

accumulation. Confluent cells were serum-starved overnight in D-Mem, treated

with compounds and free fatty acid (0.125 mM) for 24 h. Cells were stained with

nile red as described in ' Materials and Methods'. FFA, free fatty acid; Syp,

synephrine; Tg, tangeritin; Nob, nobiletin; FSE, fermented C. sunki peel extract.
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고 찰.Ⅵ

제주자생 재래감귤종의 하나인 진귤(Citrus sunki 의 과피는 전Hort. ex Tanaka)

통적으로 중요한 한약재 성분으로 사용되어 왔으나 아직 그 약리학적 작용에 대해

서는 분석이 되어 있지 못하다 선행 연구를 통해 진귤의 과피 발효 추출물에서 항.

산화활성 항염증활성의 증가와 종양세포의 증식억제를 확인하였다 등, (Kang , 2005).

또한 동물실험에서의 지방간 형성의 억제와 고지방식이에 따른 체중의 증가를 억제

등 함을 확인한 바 있다 하지만 아직까지 골격근 세포에서 이들 진귤과(Cui , 2007) .

피 성분들이 생리활성에 미치는 효과와 어떠한 작용기전을 가지고 있는지에 대해서

는 보고된 바가 없다 이에 본 연구에서는 제주도 재래 감귤류인 진귤의 과피에 많.

이 함유되어있는 성분들 중 성분인 과 성분alkaloid synephrine polymethoxyflavone

인 이 포도당대사와 지질대사활성에 어떠한 영향을 주는 지를tangeritin, nobiletin

골격근 세포에서 조사하고자 하였다L6 .

먼저 진귤과피내 성분들이 세포의 생존능에 미치는 영향을 알아보기 위하여 L6

골격근 세포에서 진귤과피 성분들의 효과를 조사하였다 은 그리고. synephrine LDH

활성에 있어서 대조군과 비슷한 경향을 보였다 반면에MTT . PMFs (tangeritin,

은 고농도에서 를 증가시키고 활성을 감소시켰다 이러한nobiletin) LDH MTT (Fig. 3).

에서의 세포 생존능의 감소는 가 세포독성을 갖고 있다기보다는 우태아PMFs PMFs

혈청이 제거된 혈청결핍 배양액에서 세포를 전배양 한 시간과 진귤과피 성분의 처

리 시간의 경과에 따른 영양결핍에 의한 결과라고 사료되며 따라서 측정시간을 줄

인 조건에서의 검증이 필요할 것으로 사료된다 성분인 은 지. Alkaloid octopamine

방세포에서 를 통해 포도당 수송을 증가시킨다는 보고가 되어adrenergic receptorβ

있다 등 하지만 아직까지 이 포도당 대사에 미치는 영향에(Virgile , 2001). synephrine

대해서는 알려진 바가 없다 따라서 본 연구에서는 진귤과피 성분들이 포도당대사.

의 표적세포인 골격근 세포에서 포도당 흡수에 어떠한 영향을 미치는 지를 보았L6

다 그 결과 의 농도의존적으로 포도당 흡수를 증가시켰다 하지만. , synephrine . PMFs

은 포도당 흡수에 있어서 대조군과 비슷하거나 낮은 경향을 보였다 진귤과피 성분.

들과 인슐린을 병행처리 했을 때도 경향은 비슷했다 이러한 결과는 단. synephrine

독으로도 세포의 포도당 흡수를 촉진시키는 효과가 있으며 이러한 효과는 부분적으

로 인슐린의 작용과는 별개로 이루어지고 있음을 시사한다 이러한 결과를 바탕으.
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로 이 포도당 흡수를 증가시키는 작용이 인슐린 수용체 신호전달체계에synephrine -

의존적으로 이루어지는지 아니면 비의존적으로 이루어지는 지를 알아보기 위하여,

진귤과피 성분들의 인슐린 수용체 신호전달단백질인 및 활성에 미치- Akt/PKB ERK

는 영향을 조사하였다 등 등 그 결과 인슐린 처리에(Cheatham , 1995; Kahn , 1997).

시에는 의 활성이 증가됨을 볼 수 있었다 하지만 인슐린과 진귤과피 성분Akt/PKB .

들을 병행처리 했을 때 인슐린 처리에 의해 증가된 의 활성이 과Akt/PKB synephrine

에 의해 감소됨을 확인하였다 이 진귤과피 성분들은 의 활성 또한 증가시PMFs . ERK

키지 못했다 이러한 결과는 이 인슐린 수용체의 티로신 자가인(Fig. 6). synephrine

산화의 활성에 직접적인 영향을 미치지 않는다는 것을 암시하며 의 세포, synephrine

내로의 포도당 흡수의 증가가 인슐린 수용체 신호전달을 매개 (PI3K-Akt signaling)

로 하는 인슐린 의존적 경로와는 별개로 이루어지고 있음을 시사한다 이러한 결과- .

를 바탕으로 포도당 흡수의 또다른 경로인 인슐린 비의존적인 경로를 통한 것인지

를 보았다 인슐린 비의존적인 포도당 흡수는 인슐린 매개 신호전달과. - PI3-Kinase

독립적인 경로로써 의 활성의 증가로 인해 의 발현을 증가시키고 세포, AMPK GLUT4

막으로의 전이를 통해 포도당의 흡수를 증가하게 한다 등(Kurth-Kraczek , 1999;

등 본 연구에서 을 단독으로 처리했을 때 세포막으로의Merrill , 1997). , synephrine

이동이 증가됨을 확인하였고 과 함께 의 저해제인GLUT4 synephrin AMPK

를 병행 처리하였을 때 세포막으로의 이동이 억제되었다 이 결compound-C GLUT4 .

과는 에 의한 세포내의 포도당 수송의 증가가 인슐린 비의존적인synephrine AMPK

경로를 통해 이루어지고 있음을 의미하며 이 세포내 단백질을 증, synephrine GLUT4

가시킴으로써 세포 내로의 포도당 흡수에 기여할 것임을 암시한다. AMP-stimulated

는 운동 그리고 과 같은 약물에 의해protein kinase (AMPK) metformin, troglitazone

활성화되며 그로인해 항당뇨효과를 가져온다고 알려져 있다 등(M.H.Zou , 2004; D.

등 등 또한 이 효소는 포도당 대사와 지질 대사에도Konrad , 2005; N. Musi , 2003).

관여하는 것으로 알려져 있다 지질 대사에는. AMP-stimulated protein kinase

및 가 관여하는데 가 활성화하게 되면(AMPK) acetyl-CoA carboxylase (ACC) , AMPK

의 인산화가 증가하게 되고 의 활성의 억제 등 를 통해ACC ACC (Abu-Elheiga , 2001)

지방산화를 촉진하고 중성지방으로의 축적을 억제하게 된다 이전의 연구에 따르면.

감귤류의 에 속하는 은 지방세포에서 지방분해를 활성화 시킨다alkaloid synephrine

는 보고가 있다 등 뿐만아니라 등 이 지(Carpene , 1999). nobiletin, naringenin PMFs
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방세포에서 지질대사 개선에 긍정적인 영향을 끼친다는 보고가 있다 등(Harmon ,

등 따라서 본 연구에서는 진귤과피 성분들이 골격근 세포에서 지2001; Saito , 2009).

방대사에 미치는 효과를 보기 위해 로 세포 내 지질free fatty acid (FFA, Palmitate)

형성을 유도하고 과 을 병행 처리한 후 염색을 통해 진귤synephrine PMFs nile red

과피 성분들의 세포 내 지질 축적을 감소시키는 것을 확인하였다 특히 성분. PMFs

들에서의 두드러진 효과를 확인할 수 있었다 그리고 진귤과피 성분들이 지질대사.

와 관련된 의 효소 활성을 증가시키고 의 효소 활성을 억제시키는 것을AMPK ACC

확인하였다 이 결과는 진귤과피 성분들이 지질의 축적을 조절하는 두 효(Fig. 14).

소의 활성을 조절하여 지질의 축적을 억제함을 의미한다.

결론적으로 은 의 활성 증가를 통한 인슐린 비의존적인 경로를synephrine AMPK -

통해 포도당 수송을 촉진하며 또한 과 은, synephrin PMFs (tangeritin, nobiletin)

와 의 활성을 조절함으로써 중성지질의 과도한 축적을 억제하여 당뇨병AMPK ACC

그리고 비만과 같은 대사질환을 예방하거나 치유하는데 도움이 될 수 있을 것이라

사료된다 그러나 이러한 결과를 좀 더 뒷받침하기 위해서는 동물모델. (in vivo 에)

있어서의 후속연구가 필요하다.
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적 요.Ⅵ

진귤은 우리나라에서는 제주도에서만 자생하고 있는 재래 감귤류로 다른 감귤류

에 배해 과피에 성분과 성분을 상대적으로 많이 함유alkaloid polymethoxyflavone

하고 있다 본 연구에서는 진귤과피 성분들 중 상대적으로 그 함량이 많은.

을 재료로 하여 골격근 세포에서 이들 진귤과피synephrine, tangeritin, nobiletin L6

성분들이 포도당 그리고 지질대사에 미치는 효과를 규명하고자 하였다 골격근. L6

세포에서 성분인 은 보다 적은 세포독성을 보였다 또한alkaloid synephrine PMFs .

은 농도의존적으로 포도당의 흡수를 증가시켰다 하지만 은 포도당synephrine . PMFs

의 흡수에 영향을 미치지 않았다 의 포도당 흡수의 증가가 어떠한 경로. synephrine

를 통해 이루어지는 지를 확인하기위해 인슐린의존성 포도당수송에 중요한 역할을

하는 신호전달 단백질들 중 하나인 의 활성을 보았고 이 단백질의 활성이Akt/PKB

그리고 에 의해 감소됨을 확인하였다 따라서 포도당 흡수의 또다synephrine PMFs .

른 경로인 의존적인 경로를 통한 포도당 수송을 확인한 결과 에AMPK synephrine

의한 포도당 흡수의 증가가 의 저해제인 에 의해 감소됨을 확인AMPK compound-C

하였고 에 의한 세포막의 의 발현 증가 또한 이 저해제에 의해synephrine GLUT4

감소되는 것을 통해 의 포도당 흡수의 증가가 의존적인 경로를synephrine AMPK

통해 이루어지고 있음을 확인하였다 또한 진귤과피 성분들이 지질대사에 미치는.

영향을 보기위해 골격근 세포에 를 처리하여 지질 형성을 유도한L6 free fatty acid

후 지질대사의 조절에 중요한 두가지 효소인 및AMP-stimulated kinase(AMPK)

활성을 측정한 결과 는 이들 진귤과피 성분들에acetyl-CoA carboxylase(ACC) AMPK

의해 활성이 증가하였고 의 활성은 억제됨을 확인하였다 이로써 진귤과피 성, ACC .

분들의 세포내 지질축적을 억제하는 데 기여하는 것을 확인하였다 또한. , free fatty

의 처리로 증가된 세포내의 지질 축적이 이들 진귤과피 성분들의 처리에 의해acid

억제되는 것이 염색을 통해 확인되었다 본 연구결과를 통해 진귤과피 성Nile red .

분들이 비정상적인 포도당 그리고 지질대사에 어느정도의 개선효과를 가져 올 수

있을 것이라 사료된다.
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