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ABSTRACT

Jejudwarfbamboo(SasaquelpaertensisNakai)isanativeKoreanplant

thatgrowsonly on Mt.Hallaon JeJu island.Itleafhasbeen used as

traditionalmedicine due to severalbeneficialproperties.This study was

performedtoinvestigatetheeffectsofJejudwarfbambooextract(JBE)and

itsconstituent,p-coumaricacid(CA)onlipidmetabolism inHepG2cells.The

lipidaccumulationinHepG2cellswasinducedbyoleicacidtreatment(600

µM). In lipid accumulated HepG2 cells, JBE and CA increased the

phosphorylationofAMP-activatedproteinkinase(AMPK)anditssubstrate

acetyl-CoA carboxylase(ACC).Real-timePCRanalysisshowedthatJBEand

CA increasedtheexpressionofcarnitinepalmitoyltransferase1A (CPT1A)

mRNA,suggestingthattheypromotethefattyacid β-oxidation.Also,JBE

andCA decreasedthelipidaccumulationthroughdecreasingtheexpressionof

thesterolregulatoryelement-bindingprotein-1c(SREBP-1c)andfattyacid

synthase(FAS).Furthermore,theseeffectsofJBEandCA wasreducedby

pretreatmentofAMPK activation inhibitor,Compound C.Taken together,

theseresultssuggestthatJBE and CA modulatethelipid metabolism in

HepG2cellsviaAMPKactivationpathway.

Key word :Sasa quelpaertensis Nakai, p-coumaric acid,HepG2 cell,

AMP-activated protein kinase (AMPK),fatty acid oxidation,fatty acid

synthesis
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Ⅰ.서 론

전 세계적으로 비만 인구가 증가하면서 비알코올성 간질환 (nonalcoholicfatty

liverdisease,NAFLD,이하 지방간질환)도 증가하고 있는 추세이다 (Ahmedet

al.,2007).정상인에서 비알코올성 간질환의 유병률은 17∼33% 정도이지만,비만

인구에서는 30∼100%까지 이르고 있다 (Bedognietal.,2005;Gambarinetal.,

2007;Damasoetal.,2008).비알코올성 간질환은 비만,인슐린저항성,2형 당뇨

병,고혈압,고지혈증 등과 같은 대사 증후군 (metabolicsyndrome)과 동반되어

나타나며,여기에는 단순 지방간,비알코올성 지방간염,간경변증 등을 모두 포함

한다 (Ludwigetal.,1980;Cortezetal.,1999;Dixonetal.,2001).

음주와 관계없이 간 내에 중성지방이 축적되어 간 무게가 5%를 초과하게 되

면 비알코올성 간질환이라고 정의 한다 (Kleineretal.,2005).간에서 에너지 대

사의 항상성 조절이 이루어지지 않으면,지방산이 중성지방으로 저장되기 때문에

지질이 축적된다 (Marchesinietal.,2001).간 내의 유리 지방산은 섭취한 음식

의 분해,지방산 생합성,그리고 지방조직의 중성지방의 분해 등을 통해 유입된

다 (Posticetal.,2008).비알콜성 간질환환자인 경우 간 조직의 중성지방을 구

성하는 유리 지방산은 지방분해에 의해서 유입되는 것이 대략 60%,지방산 생합

성은 26% 나머지는 섭취한 음식으로부터 유입되지만,정상인에서는 지방산 생합

성은 5% 미만이라고 알려져 있다 (Donnellyetal.,2005).인슐린은 지방조직에

서 hormone-sensitivelipase(HSL)를 조절함으로써 중성지방 분해를 조절하는

데,인슐린의 제 역할을 못하게 되면 중성지방의 분해가 촉진 된다 (Gonzalezet

al.,2006).비알코올성 간질환환자에서 인슐린 저항성 증세가 나타나면 지방조직

에서 중성지방의 분해와 혈중으로 방출되는 유리 지방산이 증가되어 간 내로 유

입되는 유리 지방산이 증가하게 된다.간 내로 과다한 지방산이 유입되면 지방산

산화 (β-oxidation)장애가 일어나고,지방산 생합성이 증가되어 간 내의 중성지

방이 축적된다 (Lewisetal.,2002;Posticetal.,2008).

세포 내의 에너지 항상성을 조절하는 AMP-activatedproteinkinase(AMPK)

는 당대사와 지질대사에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다.세포 내의 에너지
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센서인 AMPK는 운동이나 대사성 스트레스에 의해 ATP가 부족한 경우,다시

말하자면 AMP/ATP비율이 증가하는 경우에 활성화 된다 (Violletetal.,2009).

활성화된 AMPK는 acetyl-CoA carboxylase(ACC)를 인산화시킴으로 ACC의

효소활성을 억제 한다.이에 따라 acetyl-CoA를 malonyl-CoA로 합성하는 효소

활성이 억제되어 malonyl-CoA 농도를 감소시킨다.malonyl-CoA는 지방산을 미

토콘드리아로 유입시키는데 중요한 역할을 하는 carnitinepalmitoyltransferase1

(CPT1)을 억제하는 물질로써,malonyl-CoA의 농도가 감소하게 되면 미토콘드리

아로 유입되는 지방산의 증가하게 되면서 지방산 산화가 증가 된다 (Sahaand

Ruderman,2003;Violletetal.,2009).

sterolregulatoryelement-bindingprotein-1c(SREBP-1c)는 간 조직에서 당

대사와 지질대사와 관련 유전자 발현을 조절하는 전사인자로 알려졌으며,비알코

올성 간질환환자에서 일어나는 인슐린 저항성에 의해 SREBP-1c가 발현이 증가

하게 된다 (Rodenetal.,2006;Lavoieetal.,2006).SREBP-1c는 불활성화 상태

로 소포체에 존재하다가 인슐린 또는 스테롤 등 자극에 의해 골지체로 이동하여

두 번의 절단된 후 핵 안으로 이동하여 지질생합성 유전자인 ACC,fattyacid

synthase(FAS),stearoyl-CoA desaturase1(SCD1)의 발현을 유도함으로서

지방산 생합성을 촉진 한다 (Wangetal.,1994;Sakaietal.,1996).

제주조릿대는 (SasaquelpaertensisNakai)는 우리나라에서는 한라산에만 분포

하는 조릿대속의 다년생 식물이다.제주조릿대는 한라산 산림지역에 주요 식생지

로 자리 잡고 있으며,다른 식물종의 발달을 억제하여 종 다양성을 저하시키고

있다 (김 2002;김 등 2003).그리하여 최근 확산되는 제주조릿대를 음료수,화장

품,약용 등 경제적으로 활용 하는 다양한 연구가 진행되고 있다 (김 2009).동

의보감,본초강목,신농본초경에 따르면 조릿대는 암,고열,고혈압,당뇨병,해열,

황달 등의 증세를 완화시키는 효과를 가지고 있는 것으로 알려져 있으며,민간

약재로 사용되고 있다 (Leeetal.,2003;윤 등 2000).조릿대 속 식물에 관한 연

구는 조릿대 (SasaborealisMakino)의 약리학적 연구 (임 1984)와 조릿대 (Sasa

borealis)잎의 Flavone성분분리 (윤 등 2000)등이 보고된 바 있다.제주조릿대

의 생리 활성에 관한 연구는 항염활성 (Joon-Ho etal.,2007),세포사멸

(Mi-Gyeongetal.,2008),항비만 (Seong-Iletal.,2012)등에 대한 연구가 보고
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된 바 있다.식용 식물에 다량 함유 되어 있는 p-coumaricacid(Castelluccioet

al.,1995)는 효능으로는 항암활성 (Hudsonetal.,2000),항산화 활성 (Ferguson

etal.,2005)등이 있다고 알라져 있다.

HepG2세포는 사람 간암세포에서 유래한 세포주로 간세포로서의 대사기능을

가지고 있으며, LDL 수용체, lipoprotein 분비, apoprotein 합성, hepatic

triglyceridelipase합성 및 분비 등의 지질대사,약물과 영양성분에 대하여 사람

에 간세포에서 이루어지고 있는 것과 유사한 양상을 나타내는 보고가 있고 증식

률이 빠르며,사람의 간에서 지질대사를 연구하는데 많이 쓰이고 있다 (Danget

al.,2008;Yamamotoetal.,1995;Yotsumoto etal.,1997;Yanagitaetal.,

1999;Chaetal.,1999).본 연구에서는 제주도 특산자원인 제주조릿대가 지질대

사 개선소재로서의 활용 가능성을 탐색하기 위하여 HepG2세포에서 제주조릿대

추출물과 그 구성 성분인 p-coumaricacid의 지질대사 개선 특성을 조사하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.재료 및 추출

본 연구에 사용된 제주조릿대는 2011년 4월 제주특별자치도 사려니 숲길 지역

에서 채집하였다.채집한 제주조릿대는 수돗물로 수세하여 일광건조 후 분쇄기로

미세하게 분쇄하여 실험에 사용할 때까지 4℃에 보관하였다.분쇄한 제주조릿대

시료 400g에 1차 증류수 4L를 넣고 100℃에서 4시간 동안 추출하여 여과하였

다.여과액은 회전 농축기 (BṻchiSwitzerland)로 40℃에서 농축시켰다.농축한

추출물을 Phosphatebufferedsaline(PBS)에 녹여 syringefilter(poresize0.25

µm,Advantec,Japan)로 여과하여 실험에 사용하였다.또한 단일컴파운드

p-coumaricacid는 Sigma에서 구입하여 dimethylsulfoxide(DMSO:Amresco,

USA)에 녹이고 syringefilter(poresize0.25㎛,Advantec,Japan)로 여과하여

실험에 사용하였다.

2.세포 배양

HepG2세포주는 AmericanTypeCultureCollection(ATCC)에서 구입하였다.

세포배양은 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco, USA)에 1%

penicillin/streptomysin (P/S; Gibco, USA)이 첨가된 Dulbecco's modified

Eagle'smedium (DMEM;Gibco,USA)배지를 사용하여 37℃,5% CO2조건하

의 배양기 (Sanyo,Japan)에서 수행하였다.세포는 T-75cellcultureflask에 분

주 후 2∼3일 뒤 배지를 갈아주고 바닥에 70∼80% 정도 찼을 때 계대 배양하

여 유지하였다.

3.MTT 분석

세포의 성장에 시료가 미치는 영향을 측정하기 위하여 MTT 분석을

(Mosmann 1983)의 방법을 수정하여 미토콘드리아의 환원력을 측정하였다.

HepG2세포를 12wellcellcultureplate에 접종 (5.0× 10
5
cells/well)하고
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12wellcellcultureplate바닥에 70∼80% 정도 찬 상태가 될 때까지 배양하였다.

세포가 80% 정도 찬 상태에서 0.5% bovineserum albumin(BSA)가 함유된

DMEM 배지로 교환한 뒤 절식 배양하였다.자유유리지방산인 Oleicacid(OA)

농도별과 OA 600µM이 포함된 각 시료를 농도별 (제주조릿대 추출물 :125,

250,500,1000µg/mL,p-coumaricacid:10,20,40,80µM)로 첨가한 배지로

교환한 뒤 24시간 동안 배양하였다. 세포를 24시간 배양한 후 배지에

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT; Amresco,

USA)를 최종 농도가 400µg/mL이 되도록 첨가하여 4시간 동안 반응시키고 배

지를 제거하였다.MTT 환원에 의해 생성된 formazan침전물을 400㎕의 DMSO

를 가하여 용해시킨 후 microplatereader(Bio-tek,USA)로 540nm에서 흡광도

를 3회 반복하여 측정하였다.세포 증식률은 시료를 처리하지 않은 대조군의 흡

광도의 값과 비교하여 다음의 식으로 산출하였다.

세포증식률 (%)=100-[(ControlOD540-SampleOD540)/ControlOD540×100]

4.LDH 분석

세포독성측정을 하기 위한 LDH 분석은 LDH Cytotoxicity Detection Kit

(Takara,Japan)를 사용하여 수행하였다.HepG2세포를 12wellcellcultureplate

에 접종(5.0×10
5
cells/well)하고 12wellcellcultureplate바닥에 70∼80% 정도

찬 상태가 될 때까지 배양하였다.세포가 80% 정도 찬 상태에서 0.5% BSA가

함유된 DMEM 배지로 교환한 뒤 절식 배양하였다.OA농도별 과 OA 600µM이

포함된 각 시료를 농도별 (제주조릿대 추출물 :125,250,500,1000µg/mL,

p-coumaricacid:10,20,40,80µM)로 첨가한 배지로 교환한 뒤 24시간 동안

배양하였다.배양이 끝난 후 배양액 50㎕와 LDH 측정 혼합액 50㎕를 넣고 반

응시킨 후,HCI(최종 0.2N)를 첨가하여 반응을 정지시킨 다음 microreader로

490nm에서 흡광도를 측정하였다.양성 대조군은 세포에 TritonX-100(Sigma,

USA)용액을 최종 1%가 되도록 처리한 세포 배양액을 사용하였다.각 시료의

독성 분석은 3회 반복 실험하였으며 다음 식에 의해 산출된 평균값으로 나타내

었다.

세포독성률 (%)=100×(Asample-Alowercontrol)/(Auppercontrol-Alowercontrol)
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Asample=시료를 첨가한 배지의 흡광도

Alowercontrol=시료를 첨가하지 않은 배지의 흡광도

Auppercontrol=TritonX-100을 첨가한 배지의 흡광도

5.지방 축적 유도

HepG2세포의 지방 축적 유도는 Gomez-Lechonetal.(2007)의 방법을 수정

하여 수행하였다.HepG2세포를 10% FBS와 1% P/S가 첨가된 DMEM 배지를

이용하여 6wellcellcultureplate에 접종(1.0× 10
6
cells/well)하고 6wellcell

cultureplate바닥에 70∼80% 정도 찬 상태가 될 때까지 배양하였다.세포가

80% 정도 찬 상태에서 0.5% BSA가 함유된 DMEM 배지로 교환한 뒤 절식 배

양 하였다.OA 600µM이 첨가한 배지로 교환한 뒤 24시간 동안 배양하여

HepG2세포에 지방 축적을 유도하였다.

6.OilRedO

OilRedO 염색은 wayetal.(2009)의 방법을 변형하여 수행하였다.지방 축

적을 유도한 세포를 PBS로 2회 세척하고 10% formalin [37% formaldehyde

solution(Sigma,USA)1/10으로 희석]으로 1시간 동안 고정한 후,1차 증류수로

2회 세척하였다.OilRedO 염색액은 isoproranol(Merck,Germany)로 희석한

0.6% OilRed O (Sigma,USA)와 증류수를 6:4로 희석한 후 syringefilter

(popesize0.45㎛,Advantec,Japan)로 여과하여 제조하였다.세척된 세포는 Oil

RedO염색액으로 1시간 동안 염색한 후 증류수로 2회 세척하여 관찰하였다.

7.WesternBlot

WesternBlot분석을 위하여 HepG2세포를 6wellcellcultureplate에 접종(1.0

×10
6
cells/well)하고 0.5% BSA가 함유된 DMEM 배지로 교환하여 절식 배양한

후 OA 600µM과 각 시료를 농도별 (제주조릿대 추출물 :125,250,500,1000

µg/mL,p-coumaricacid:10,20,40,80µM)로 24시간동안 배양하였다.이후

세포를 차가운 PBS를 이용해 1회 세척 후 10% RIPA lysisbuffer(Upstate
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Biotechnology,USA)및 1mM phenylmethylsulfonylfluoride(PMSF),1mM

Na3VO4,1mM NaF,1µg/mLaprotinin,1µg/mLpepstatin,1µg/mLleupeptin

을 함유하고 있는 단백질 분리 시약을 이용해 1시간 동안 분해시킨 후 원심분리

(15,000rpm,4,20분)하여 상층액을 획득하였다.단백질은 Bio-radproteinassay

kit(Bio-rad,USA)를 사용하여 microreader로 595nm에서 흡광도를 측정하고

정량하였다.단백질은 8% SDS-polyacryamidegel에서 전기영동으로 분리 (100

V,90분)한 후 polyvinylidenedifluoride(PVDF)membrane(Milipore,USA)에

전이 (200mA,120분)시켰다.단백질이 전이된 PVDFmembrane은 상온에서 1

시간 동안 5% skim milk(BD,USA)로 blocking시킨 후,1차 항체와 반응시켰

다.1차 항체 반응은 AMP-activatedproteinkinaseα (AMPKα)antibody(1:

1,000;CellSignaling,USA),phospho-AMPKα (Thr172)antibody (1:1,000;

CellSignaling,USA),acetyl-CoA carboxylase(ACC)antibody(1:1,000;Cell

Signaling,USA),phospho-acetyl-CoA carboxylase(Ser79)antibody(1:1,000;

Cell Signaling, USA), sterol regulatory element-binding protein 1c

(SREBP-1c)antibody(1:1,000;BD,USA),stearoyl-CoA desaturase1(SCD1)

antibody(1:1,000;cellsignaling,USA),Fattyacidsynthase(FAS) antibody

(1:1,000;snatacruz,USA)는 4℃에서 하루 밤 동안,β-actin cloneAC-74

antibody(1:10,000;Sigma,USA)는 상온에서 1시간 동안 수행하였다.1차 항체

반응이 끝난 PVDF membrane은 0.1% tween20이 포함된 trisbuffersaline

(TTBS)용액으로 6회 세척하였다.2차 항체로는 horseradishperoxidase(HRP)

가 결합된 anti-mouse또는 anti-rabbitIgG(JacksonImmunoResearch,USA)를

1:5,000,1:2,000혹은 1:10,000으로 희석하여 1시간동안 반응한 후 TTBS로 6회

세척하였다.각 단백질의 발현량은 WEST-ZOLwesternblotdetectionsystem

(iNtRON Biotechology,Korea)로 반응시켜서 X-ray필름 (AgfaGevaertN.V.,

Belgium)으로 검출하였다.밴드의 수치화는 ImageJ1.42qsoftware(National

InstitutesofHealth,Bethesda,MD,USA)를 사용하여 확인하였다.

8.RNA 분리 및 Real-timePCR

Real-timePCR분석을 위해 HepG2세포를 6wellcellcultureplate에 접종(1.0
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×10
6
cells/well)하고 0.5% BSA로 절식 배양한 후 OA 600µM과 각 시료를 농

도별 (제주조릿대 추출물 :125,250,500,1000µg/mL,p-coumaricacid:10,20,

40,80 µM)로 24시간동안 배양한 후 RNAiso puls (TAKARA BIO INC,

JAPAN)를 이용하여 분리 하였다.RNAisopuls를 첨가하여 세포를 균질화 시킨

후,chloroform을 첨가하여 원심분리 (12,000xg.4,15분)하였다.상층액을 회수

하여 동량의 isopropanol을 첨가하여 원심분리 (12,000xg.4,5분)하여 RNA를

침전시켰다.침전된 RNA는 75% 에탄올로 세척한 후,건조시켜 nuclease-free

distilledwater(NFDW;Amresco,USA)50μl에 용해시킨 후 nanodropND2000

spectrophotometer(Nanodrop,USA)를 이용하여 260nm에서 흡광도를 측정 하

여 정량하고 DNaes(Wako,Japan)를 처리하였다.A260/A280nm의 비율이 1.9

∼2.0범위 내의 값을 갖는 RNA 시료를 실험에 사용하였다.cDNA는 Maxime

RT PreMixKit(OligodT primer,iNtRON Biotechnology,Korea)를 이용하여

합성하였다.1μg의 totalRNA와 NFDW를 총 20μl로 kit에 넣고 45분,95에서 5

분간 반응하여 cDNA를 합성한 후 여기에 30µL의NFDW를 첨가하였다.

Real-timepolymerasechainreaction(PCR)은 2μl의 cDNA,각 primer는 1μl

(10Pm/μl)씩 넣고,3.5μl의 NFDW와 7.5μl의 SYBRPremixExTaq(Takara

BioInc,Japan)를 혼합한 후 chromo4Real-timePCR(Bio-Rad,USA)기기를

이용하여 수행하였다.PCR조건은 95℃/20초,63.5℃/20초,72℃/30초로 하여

50회 증폭하였고 그 결과는 1회 증폭할 때 마다 흡광도로 측정하였다.결과 분석

은 geneexpressionanalysisforchromo4Real-timePCRdetectionsystem

v1.10(Bio-Rad,USA)을 이용하여 β-actin대비 상대적 값으로 정량하였다.

Real-timePCR에서 사용된 primer의 염기서열과 예상되는 생성물의 크기는

Table1에 나타내었다.

9.TG 함량 분석

세포내 triglyceride(TG)량을 측정하기 위해 BioAssaysystems사 (USA)에서

제공한 TG정량키트를 사용하여 정량하였다.HepG2세포를 12wellcellculture

plate에 접종 (5.0×10
5
cells/well)하고 12wellcellcultureplate바닥에 70∼

80% 정도 찬 상태가 될 때까지 배양하였다.세포가 80% 정도 찬 상태에서 0.5%
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BSA가 함유된 DMEM 배지로 교환한 뒤 절식 배양한 후 OA 600µM과 각 시

료가 (제주조릿대 추출물 :1000µg/mL,p-coumaricacid:40µM)첨가된 배지

로 교환하여 24시간 처리한 뒤 TG정량키트 사용하여 TG함량을 측정하였다.시

료의 TG함량은,실험의 각 well에서 얻어진 값을 회사에서 제공된 표준 TG에

의한 표준정량선과 비교하여 정하였다.

10.통계처리

Invitro실험결과는 평균±표준편차로 나타냈으며 student'st-test로 유의성을

검정하였다.
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Gene Primersequence
Fragment

size

CPT1A
Forward 5'-CACTACAAGGACATGGGCAAG-3'

165bp
Reverse 5'-CAACTTCAGCCTCTGTTCCAC-3'

β-actin
Forward 5'-CACTCTTCCAGCCTTCCTTC-3'

175bp
Reverse 5'-GTGATCTCCTTCTGCATCCTG-3'

Table1.Theprimersequencesofthegenesusedin Real-timePCR

analysis.

CPT1A:carnitinepalmitoyltransferase1A
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Ⅲ.결 과

1.HepG2세포에서 지방축적 유도

HepG2세포에서 지방축적을 유도하기 위해 Oleicacid(OA)농도별 (200,400,

600,800,1000µM)로 처리하여 세포독성을 조사하였다.OA는 모든 농도에서 세

포독성을 나타내지 않았다 (Figure1).그림 2에서 보여주는 바와 같이, HepG2

세포에서 지질축적은 OA 200µM 농도부터 유의성 있게 증가하였다 (Figure2).

본 실험결과를 바탕으로 OA600µM를 지방축적 유도 실험에 사용하였다.
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Figure1.Cytotoxicityoftheoleicacid(OA)onHepG2cells.Cellswere

starved for 16h, and the cells were incubated with the indicated

concentrationsofOA for24h.Thecontrolcells weretreated with 0.5%

bovineserum albumin(BSA)for24h.CytotoxicitywasdeterminedbyMTT

andLDHassay.Theresultsareexpressedasthemean±S.D.(n=3).

0µM,control(EtOH).*p<0.05comparedtocontrol.
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A.

B.

Figure2.EffectsofOA onlipidaccumulationinHepG2cells.Cellswere

starvedfor16h,andincubatedwiththeindicatedconcentrationsofOA for

24h.Thecontrolcellsweretreatedwith0.5% BSA for24h.(A)Quantitative

analysisoflipiddepositionincellsbyOilRedO staining.Theresultsare

expressedasthemean±S.D.(n=3).(B)Imagesofcellswerecapturedby

microscopeat200×originalmagnificationshowingfataccumulationincells

stained by Oil Red O.The data shown are representative of three

experiments.0µM,control(EtOH).*p < 0.05,**p < 0.01 compared to

control.



- 14 -

2.제주조릿대 추출물 (JBE)과 p-coumaricacid(CA)의 AMPK 활성화 작용

OA를 처리하여 지방축적을 유도한 HepG2세포에서 제주조릿대 추출물 (JBE)

과 p-coumaricacid(CA)의 지질대사에 미치는 영향을 조사하였다.우선 세포실

험에 적용할 JBE 및 CA의 적절 처리 농도를 결정하기 위해 MTT 분석 및

LDH 분석 방법으로 세포독성을 측정하였다.HepG2세포에 OA 600µM과 JBE

를 처리한 모든 농도 (125,250,500,1000µg/mL)에서 세포독성을 나타내지 않

았다 (Figure3).그리고 CA를 여러 농도(10,20,40,80µM)로 세포에 처리하였

을 때 모든 농도에서 세포독성이 관찰되지 않았다 (Figure4).따라서 이후 진행

된 세포실험은 JBE는 1000µg/mL를 최고 농도로 CA는 40µM를 최고 농도로

설정하여 진행하였다.
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Figure3. Cytotoxicity oftheJeju dwarfbamboo extract(JBE)on

HepG2cells.CellswereincubatedwiththeindicatedconcentrationsofJBE

andOA (600µM)for24h.CytotoxicitywasdeterminedbyMTT andLDH

assay.Theresultsareexpressedasthemean±S.D.(n=3).O µM,control

(PBS).*p<0.05comparedtocontrol.
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Figure4. CytotoxicityoftheP-coumaricacid(CA)onHepG2cells.

CellswereincubatedwiththeindicatedconcentrationsofCA andOA (600

µM)for24h.CytotoxicitywasdeterminedbyMTT andLDH assay. The

resultsareexpressedasthemean±S.D.(n=3).OµM,control(DMSO).*p

<0.05comparedtocontrol.
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1)지방산 산화 경로 촉진 작용

AMPK 활성화는 지방산 산화를 촉진한다고 알려져 있기 때문에 HepG2세포

에서 지방산 산화에 관여하는 AMPK 활성화 경로의 유전자들의 발현에 대한

JBE와 CA의 영향을 조사하였다.HepG2세포에 OA 600µM과 JBE을 동시 처

리하여 Westernblot으로 AMPK 및 그 기질인 ACC의 인산화를 확인하였다.시

간별로 확인한 결과 6h,12h,24h모두 JBE을 처리하지 않은 대조군보다 JBE

(1000µg/mL)를 처리한 군에서 AMPK와 ACC의 인산화가 유의성 있게 증가하

였다 (Figure5).특히 24h동안 처리한 군에서 AMPK와 ACC의 인산화가 JBE

를 처리 하지 않은 대조군과 비교하였을 때 증가 양상이 가장 높게 나타났다.

그래서 24h동안 처리하여 농도별 (125,250,500,1000µg/mL)로 처리한 결과,

AMPK와 ACC의 인산화가 모두 농도 의존적으로 증가하였다 (Figure6).그리고

ACC의 하위 경로인 CPT1A의 mRNA 발현량을 Real-timePCR을 통해 확인한

결과,CPT1A mRNA의 발현량이 JBE를 처리하지 않은 대조군보다 유의적으로

증가하였다 (Figure7).

다음은 지방산 산화 경로에 CA가 어떠한 영향을 미치는지 알아보기 위해서

HepG2세포에 OA 600µM과 CA를 동시 처리하여 시간별로 AMPK와 ACC의

인산화 정도를 확인하였다.CA 처리 (40µM)후 6h,12h,24h모두에서 CA를

처리하지 않은 대조군보다 AMPK와 ACC 인산화가 유의성 있게 증가하였다

(Figure8).JBE와 마찬가지로 AMPK의 인산화는 CA를 24h동안 처리한 군에서

가장 높은 활성화 효과를 나타내었다.이런 결과를 바탕으로 CA를 농도별 (10,

20,40µM)로 24h동안 처리한 세포에서 CA는 농도 의존적으로 AMPK와 ACC

의 인산화를 증가시켰다 (Figure9).ACC의 하위 경로인 CTP1A의 mRNA 발현

량 또한 농도 의존적인 증가 양상을 보여주었다 (Figure10).
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A

B

Figure5.EffectsofJBEonAMPK andACCphosphorylationinHepG2

Cells.Cellswerestarvedfor16h,andtreatedJBE (1000µg/mL)andOA

(600µM)fortheindicatedtimes.(A)Theproteinlevelweredeterminedby

Western blot analysis. The data shown are representative of three

experiments.(B)Relativeband intensity wasdetermined by densitometry.

Theresultsareexpressedasthemean±S.D.(n=3).OµM,control(PBS).

*p<0.05,**p<0.01comparedtocontrol.
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A

B

Figure6.EffectsofJBEonAMPK andACCphosphorylationinHepG2

Cells. Cells were starved for 16h,and incubated with the indicated

concentrationsofJBEandOA (600µM)for24h.(A)Theproteinlevelwere

determinedbyWesternblotanalysis.Thedatashownarerepresentativeof

three experiments. (B) Relative band intensity was determined by

densitometry.Theresultsareexpressedasthemean±S.D.(n=3).O µM,

control(PBS).*p<0.05,**p<0.01comparedtocontrol.
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Figure7.EffectsofJBE onCPT1A geneexpressioninHepG2Cells.

Cellswerestarvedfor16h,andthecellswereincubatedwiththeindicated

concentrationsofJBE and OA (600µM)for24h.Relativeratioofgene

expressioninvehicleversussampleconcentrationsareindicated. Theresults

areexpressedasthemean±S.D.(n=3). OµM,control(PBS).*p<0.01,

comparedtocontrol.
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A

B

Figure8.EffectsofCA onAMPK andACC phosphorylationinHepG2

Cells.Cellswerestarvedfor16h,andtreatedCA (40µM)andOA (600µM)

fortheindicatedtimes.(A)TheproteinlevelweredeterminedbyWestern

blotanalysis.Thedatashownarerepresentativeofthreeexperiments.(B)

Relativeband intensity wasdetermined by densitometry.Theresultsare

expressedasthemean±S.D.(n=3).O µM,control(DMSO).*p< 0.05,

**p<0.01comparedtocontrol.
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A

B

Figure9.EffectsofCA onAMPK andACC phosphorylationinHepG2

Cells. Cells were starved for 16h,and incubated with the indicated

concentrationsofCA andOA (600µM)for24h.(A)Theproteinlevelwere

determinedbyWesternblotanalysis.Thedatashownarerepresentativeof

three experiments. (B) Relative band intensity was determined by

densitometry.Theresultsareexpressedasthemean±S.D.(n=3).O µM,

control(DMSO).*p<0.05,**p<0.01comparedtocontrol.
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Figure10.EffectsofCA onCPT1A geneexpressioninHepG2Cells.

Cellswerestarvedfor16h,andincubatedwiththeindicatedconcentrationsof

CA andOA (600µM)for24h.Relativeratioofgeneexpressioninvehicle

versussampleconcentrationsareindicated. Theresultsareexpressedasthe

mean ± S.D.(n = 3).O µM,control(DMSO).*p < 0.05,**p < 0.01

comparedtocontrol.
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2)지방산 합성 저해 작용

JBE와 CA가 AMPK 활성화 작용에 의한 지방산 합성에 어떠한 영향을 미치

는지를 확인하기 위하여 지방산 합성에 관여하는 전사인자인 SREBP-1c와 그

표적 유전자인 FAS,SCD1의 단백질 발현을 Western blot으로 확인하였다.

HepG2세포에 OA 600µM과 JBE를 동시 처리하였을 때 농도 의존적으로

SREBP-1c,FAS,SCD1의 발현양이 감소하는 경향을 보여 주었다 (Figure11).

또한 CA를 처리한 세포에서도 SREBP1-c와 FAS의 발현이 농도 의존적으로

감소하였다 (Figure12).또한 JBE와 CA가 세포내 지방 축적을 억제 하는지 확

인하기 위하여 HepG2세포에 OA 600µM를 JBE,CA와 동시 처리하여 세포내

TG함량을 측정하였다.JBE(1000µg/mL)를 처리한 세포군에서 OA에 의해 유

도되는 지방축적이 유의성 있게 감소됨을 확인할 수 있었다 (Figure13).또한

CA(40µM)를 처리했을 때 세포내 TG함량이 유의적으로 감소함을 확인 할 수

있었다 (Figure14).



- 25 -

Figure11.EffectsofJBE on theexpression ofSREBP-1c,FAS and

SCD1inHepG2Cells.Cellswerestarvedfor16h,andincubatedwiththe

indicatedconcentrationsofJBEandOA (600µM)for24h.Theproteinlevel

weredeterminedbyWesternblotanalysis.Thedatashownarerepresentative

ofthreeexperiments.
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Figure12.EffectsofCA ontheexpressionofSREBP-1candFAS in

HepG2Cells.Cellswerestarvedfor16h,andincubatedwiththeindicated

concentrationsofCA and OA (600µM)for24h.Theprotein levelwere

determinedbyWesternblotanalysis.Thedatashownarerepresentativeof

threeexperiments.
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Figure13.EffectsofJBE on TG accumulation in HepG2Cells.Cells

werestarvedfor16h,andincubatedwiththeindicatedconcentrations(JBE:

1000µg/mL)andOA (600µM)for12h. Theresultsareexpressedasthe

mean±S.D.(n=3).OµM,control(DMSO).*p<0.05,comparedtocontrol.
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Figure14.EffectsofCA on TG accumulation in HepG2Cells.Cells

werestarvedfor16h,andincubatedwiththeindicatedconcentrations(CA :

40µM)andOA (600µM)for12h.Theresultsareexpressedasthemean±

S.D.(n=3).OµM,control(DMSO).*p<0.05,comparedtocontrol.
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3)AMPK활성화 억제제 실험

JBE와 CA에 의한 지방산 산화 촉진과 지방산 합성 저해효과가 AMPK 활성

화 작용에 의한 것인지를 확인하기 위하여 AMPK 활성화 억제제를 사용하여 확

인하였다.AMPK 활성화 억제제인 CompoundC(10µM)를 처리하여 AMPK의

인산화를 확인한 결과,JBE를 처리한 군에서는 AMPK와 ACC의 인산화가 증가

하는 양상을 보였지만,AMPK 활성화 억제제를 처리한 군에서는 AMPK와 ACC

의 인산화가 감소하였다 (Figure15).또한 JBE를 처리한 군에서는 SREBP-1c와

FAS의 발현이 감소하였지만,CompoundC를 처리한 군에서는 그 발현양이 JBE

를 처리한 군에 비해 높게 나타내었다 (Figure15).마찬가지로 CA만 처리한 군

에서는 AMPK와 ACC의 인산화는 증가하였지만,Compound C를 처리하면

AMPK와 ACC의 인산화가 감소하는 경향을 나타내었다 (Figure16).
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Figure15.EffectofCompound C on thephosphorylation ofAMPK,

ACC,and expression ofSREBP-1cand FAS in HepG2Cells. Cells

werestarvedfor16h,andpretreatedwithCompoundC for30minandthen

treatedJBE(1000µg/mL)andOA (600µM)for24h.Theproteinlevelwere

determinedbyWesternblotanalysis.Thedatashownarerepresentativeof

threeexperiments.
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Figure16.EffectofCompoundConthephosphorylationofAMPK and

ACC in HepG2 Cells.Cells werestarved for16h,and pretreated with

CompoundCfor30minandthentreatedCA (40µM)andOA (600µM)for

24h.TheproteinlevelweredeterminedbyWesternblotanalysis.Thedata

shownarerepresentativeofthreeexperiments.
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Ⅳ.고 찰

  본 연구에서는 제주도에 자생하는 제주조릿대의 지질대사 개선 특성을 조사하

기 위해서 제주조릿대 추출물 (JBE)과 구성성분인 p-coumaricacid(CA)가 간

세포주인 HepG2세포를 이용하여 지방산 산화 및 합성에 미치는 영향을 분석하

였다.HepG2세포에 자유 지방산을 처리하면 지방축적이 유도된다고 알려져 있

다 (Gómez-Lechónetal.,2007). 본 연구에서는 Oleicacid(OA)을 이용하여

지방축적을 유도한 HepG2세포를 사용하여 지방산 산화 및 합성에 관여하는

AMP-activatedproteinkinase(AMPK)경로 사용하였다.

AMPK는 생체 내의 에너지 인식 및 항상성 조절에 중요한 역할을 한다. 활

성화된 AMPK는 ATP를 소비하는 과정인 지방산 합성 및 콜레스테롤 합성을 억

제하고,ATP를 생산하는 과정인 지방산 산화 및 해당과정을 촉진시킨다

(Hardie, 2007). acetyl-CoA carboxylase (ACC)를 통해 acetyl-CoA를

malony-CoA로 합성되어진다.malony-CoA는 유리지방산이 에스테르화를 통해

지질합성 경로 또는 지방산 산화 경로로 향할지 중요한 역할을 한다.

malony-CoA가 많은 경우엔 에스테르화를 거쳐서 중성지방으로 합성되어진다.

반면엔 소량인 경우 지방산을 미토콘드리아로 유입시키는 carnitine

palmitoyltransferase1(CPT1)을 통해 미토콘드리아로 수송하여 지방산 산화를

촉진시킨다 (Nosadinietal.,1979).JBE와 CA는 OA로 지방축적을 유도한

HepG2세포에서 시간별로 확인한 결과 AMPK와 ACC의 인산화를 모든 시간

때에서 증가시켰다.그중에서도 JBE와 CA를 24시간 동안 처리한 군에서 대조군

과 비교 하였을 때 가장 효과 있게 나타내었다.그리하여 JBE와 CA를 24시간동

안 처리하여 농도별로 확인한 결과 JBE와 CA를 처리하지 않은 군과 비교 하였

을 때 유의성 있게 AMPK와 ACC의 인산화를 증가시켰다.또한 지방산을 미토

콘드리아로 운송하는 CPT1A의 발현이 농도 의존적으로 JBE와 CA를 처리한 군

에서 증가하였다.이러한 결과는 미루어 볼 때 JBE와 CA는 지방산 산화 촉진

효과를 가지고 있음을 암시한다.
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간에서의 지방 및 콜레스테롤의 합성은 sterolregulatory element-binding

protein (SREBP)가 관여 한다고 알려졌으며, SREBP-2은 콜레스테롤,

SREBP-1c은 지방산 및 중성지방 합성에 관여한다 (Rodenetal.,2006;Lavoie

etal.,2006).인슐린 저항성에 의해 고혈당 및 고인슐린에 의해 SREBP-1c가 발

현이 증가하게 되고,또한 lipogenicgene인 ACC,fattyacidsynthase(FAS),

stearoyl-CoA desaturase1(SCD1)의 발현을 증가시킨다 (Wangetal.,1994;

Sakaietal.,1996).이러한 결과에 의해 지방산 생합성에 관여하는 유전자의 발

현증가와 지방산 생합성이 증가에 의해 지방산 산화 장애가 나타나게 되고,그로

인해 간세포 내에 중성지방이 축적하게 된다 (Lewisetal.,2002;Posticetal.,

2008).AMPK의 인산화는 SREBP-1c의 발현 및 활성화를 억제시켜 지방산 생합

성에 관여하는 유전자의 발현을 감소시킴으로써 지방산 생합성을 저해한다고 알

려져 있다 (Violletetal.,2009).OA로 지방축적을 유도한 HepG2세포에서 JBE

는 활성화된 SREBP-1c와 그 표적 유전자인 FAS,SCD1의 발현을 감소시켰으

며,또한 CA는 활성화된 SREBP-1c와 FAS의 발현을 감소시켜 지방산 합성을

억제하였으며,OA에 의해 지방 유도된 세포내 중성지방을 JBE와 CA를 처리한

군에서 대조군에 비해 세포내 중성지방을 유의성 있게 감소시키는 특성을 보여

주었다.

JBE와 CA에 의한 지방산 산화 촉진과 지방산 합성 저해작용이 AMPK 활성

화 작용에 의한 다는 것을 AMPK 활성화 억제제인 CompoundC를 사용하여 확

인한 결과,JBE는 지방산 산화 촉진과 지방산 합성 저해작용을 AMPK 활성화

작용에 의해 나타낸 다는 것을 확인 하였으며,CA 또한 지방산 산화 촉진 작용

을 AMPK활성화 작용으로 나타내고 있음을 확인하였다.

결론적으로 OA로 지방축적을 유도한 HepG2세포에서 JBE,CA는 AMPK경

로를 통해서 지방산 산화 촉진 작용을 나타내고 있으며,지방산 합성 저해 작용

도 나타내고 있음을 확인할 수 있었다.따라서 추후에 이들의 작용기전에 대한

추가적인 연구와 invivo연구를 통한 생체 내에서의 활성에 대한 연구가 필요하

다고 사료된다.
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Ⅵ.요 약

제주조릿대는 제주 한라산에서만 자생하는 식물로 예로부터 그 잎은 건강에 유

익한 약리작용을 가지고 있어 민간 약제로 이용되어 왔다.본 연구는 oleicacid

로 지방축적을 유도한 HepG2세포에서 제주조릿대 추출물 (JBE)과 그 구성성분

인 p-coumaricacid(CA)가 지질대사에 미치는 영향을 알아보기 위하여 수행하

였다. 지방축적을 유도한 HepG2 세포에서 JBE와 CA를 처리하면

AMP-activatedproteinkinase(AMPK)와 acetyl-CoA carboxylase(ACC)의 인

산화가 증가되었다.또한,Real-timePCR을 통해 carnitinepalmitoyltransferase

1A (CPT1A)mRNA의 발현양이 증가함을 확인할 수 있었다.이는 JBE와 CA

가 AMPK 활성화 경로를 통해 지방산 산화를 촉진하는 작용을 할 것이라 사료

되는 결과로 해석된다.그리고 JBE와 CA는 지방축적을 유도한 HepG2세포에서

지방산 합성에 관여하는 전사인자인 sterol regulatory element-binding

protein-1c(SREBP-1c)와 그 하위 표적 유전자인 fattyacidsynthase(FAS)발

현을 유의적으로 감소시켰다.또한,세포내 중성지방을 측정한 결과,JBE와 CA

처리로 세포내 중성지방의 축적을 유의적으로 감소하였다.JBE와 CA에 의한 지

방산 산화 촉진 및 지방산 합성 억제 효과는 AMPK 활성화 억제제인

CompoundC처리에 의해 감소하였다.본 연구결과는 종합해보면,JBE와 CA는

AMPK 활성화 경로를 통해 HepG2세포에서 지질대사에 개선 작용을 가지고 있

음을 제시해 준다.
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