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사염화탄소로 유도된 간손상에서 벗붉은잎에 의한 inducible nitric oxide

synthase 의 발현억제
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Abstract

Suppression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) expression in carbon

tetrachJoride (CCJ4)-induced acute Jiver injury by Callophyllis japol1ica

Meejung Ahn' ，Tael‘yun Shin'

lDepartmenls01Analomy，Jeju Nation허 UniversitySCh。이。1Medicine，
2Departments01Velerinary Analomy，JeιJ NationalUniversilyCollege 01Velerinary Medicine，Je씨.Korea

Cal10phylfis (C.J japonica，which is a red seaweed，have been reported 10 have hepaloprotective effect on chemical-induced
Iiver injury. In this study，we assess_ed whether oral adminlslration of C. japonica influences the changes 01 ind니cible nitric。x빼 synlhase (iNOS) expression in carbon telrachloride (CCI4)-induced acute liver. The a이nlnislration 이 C. japonica
(150mg/kg) lor 3 days belore intraperiloneal injection 01 CCI‘pro1ected the liver celts 1rom necrotic and’atty changes around
the centrilobular lesions histologically. Western blot analysis showed that pre-1realment of C. japonica in CCI4 injecled group
signilicantly decreased the level 이 iNOS expression，compared 에Ih those 01 vehicle treated CCI.-injected group (p(0.05). The
immunostaining 01 iNOS in liver tissues in b01h groups was matched with Western bl이 results. Collectively，1hese finding suggest
that increased level 01 iNOS in CCI4-induced Iiver injury is amelioraled by oral adminlstralion 01 a red seaweed. C. japonica.
possibly protecting hepatocytes ’rom Iiver injurv. (J Med Ufe SCi 2010;7:126-130)
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서 론

사염화단소(C와'bon telrachloride. CCI‘}는간성유화픔 통반하
는 간손상을 일으키기 위하여 널리 이용되고 있다l케 그 작용기

전은 아직 알려져 있지 않으나 CCI.의 산화제로서의 역한이 충요
시 패고 있다.1 즉 CCI.가 간내의 microsomal cytochrome P-

450에서 산화기휠 형성하게 되는데，이 산화기가 직，간정 적으

로 세포악의 지젤 또는 다른 분지뜰에 슨상을 유띤하게 원다4)

이러한 손상 기전에 의해 간에서는 중성소엽의 괴사와 지방이

축적되게 된다.)‘
벗원은잎(CaJJophylJis japonica) 은 흥조류로써 우리나라 제주

도，부산，추자도‘거문도 완도‘방어진퉁의 해안에 널리 분포하
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고 있으며 식용으로 이용되고 있다 벗흙은잎은 항산화능을 비풋

한 다양한 생리환성눔운 가지는 것으로 알려져 있다.，특히 m
vitro 실험에서 세포내 환성산소종o(reactive oxygen species.

HOS)인 1.1-diphenyl-2-picrylhydrazy! 기뜯 제거하며 괴산화지

짙을 억제하는 기농이 알려져 있고잉，방사선에 의한 소장 응와

세포 사멸을 억제함으로써 방사선 방호효과흉 나타내는 것으로

얄려져 있다6) 아올러 벗항은잎은 사영화단소에 의해 유도된

간 손상 모텔에서 간손상시 중가되는 alanine aminotransferase

(ALT)，asp앙1ate aminotransferase (Asr) 의 감소와 관련성이

있음이 확인된 바 있다7)

Nibic oxide (NO)는 L-arginie 으로부터 분비되는 Nitic oxide

synthase (NOS)에 의해 합성 된디에‘이러한 NOS는 다양한

자극에 의해 산화적 손상을 유도한 수 있으여'1，간에서 충가된

inducible NOS (iNOS)와 이틀에 의해 생성된 N。는사영화단소
에 의한 간손상과도 관련성이 김은 것이 증영되고 있다10，11)

“그러나 아직까지 식용으로 환용되는 엿품은잎이 간손상 시 증가

되는 iNOS에 어떤 영향플 미치는지에 대한 연구는 거의 없다
본 연구에서는 사염화탄소에 의해 산화적 손상을 일으키는 간

손상모헨에서 엿붉은잎 투여가 간세포 손상을 일으킹 수 있는
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\
iNOS에 어떤 영향올 미첼 수 있는지를 생체에서 분석하고자

하였다

1. 벗붉은잎의 준비

이 실헝에 사용된 시료는 제주도 생산포 연안에 서식하는 벗

붉은잎융 당수룹 이용하여 염분용 제거하였다 염분올 제거한

시료는 건조과정올 거쳐 분말로 제작 하였고‘생리식영수에 분말

올섞어 경구투여하였다

3 조직표본 준비와 조직 검사

실혐동→캉은 Cα 로 마취하여 방현하였고. 세 그룹 모두 CCI‘
유도 후 6시간째에 희생시켜 간 조직올 조직 검사와 Westem
blotting을 위해 생플링 하였다 현미정 관철올 위한 조직은 10%
포르말린 고정하고 에단융과 자일렌으로 탈수와 투영화 과정을

거쳐 파라핀에 포옛한 후 5"" 의 두께로 조직정연융 만틀어 H-E
염색을실시하였다

4. Western blotting

간 조직을 leupeptin (0.5 ug/ml)‘PMSF (1 mM). aprotinin
(5 u잉ml)퉁의 protein i띠libitor가 포항원 40 mM 1ìis-HCI. pH
7.4. 120 mM NaCI. 0.1% Nonidiet P-40 (po!yoxyethylene [9)
p-t-octyl phenoJ)의 buffer애서 녹인 후 갈아서 완전히 따쇄한

후‘ 14.α)()g 로 30분간 원심분리히여 상충액윷 회수한다 이틀을

단백질 정량하여 연성시킨 후 동량 (20ug/20uIl으로 sodium
d여때 su1fate- p。ψacrylamide gel에서 전기영동하고 gel 상의
단액질 밴드툴 다시 nitroeellulos membrane에 lOOV에서 2시간
동안 이동시켰다 용겨진 membrane 쓸 5% skim milk로
blocking한 후. 1차 항체로 mouse monoclonal anti-iNOS
(Transduction Laboratories. Lexin밍<>n.KY)(1:1α)())을 싣온에
서 1시간 반응시킨 후 2차 항체로는 horseradish peroxidase-

conjugat.ed horse anLi-mouse IgG (Vect.or Laboratories.
Burlingame. CA)로 설온에서 60분간 반웅시킨다 연역반응이

끝난 membrane은 Amersh밍n ECL reagents (Amersham Life
Science. Buckinghamshire. UK)로 반응시켜. X-ray 휠픔에

노출시키고‘ 그 낌과원 densitcmeter (M GS-700 1maging
Densitometer. Bio-Rad laboratories，Hereules，CA)로 측정하

였다

2. iNOS의 발현에 대한 Western blotting 결과

Wesrem blotti많을 흥해 iNOS의 양적인 변화틀 확인한 경과，

5. 연억조직화학
술라이드 준비된 조직의 따라핀을 제거하고 내재성

peroxidase룰 제거하기 위해 0.3% 1M)，가포항된 메단융에 20분
간 반응시켰다 "1특이적 반웅을 방지하기 위해 100/0 nonnal
horse serum 으로 1시간 반웅시컸다 1차 항처1로 mouse
monoclonal anti-iNOS (Transduction Laborat。이 (1:200)을
실온에서 1시간 만웅시킨 후 biotinylated horse anti-mouse
IgG (Vectcr) (1:200)호 45분간 반웅시 컸다 이어 8씨din-biotin
peroxidase complex Elite kit (Vector)로 설온에서 45분간 반웅

시켰다 각 단계가 끝냐고 PBS (pH 7.4)로 5분간 3회 총분히

세척했으며‘ 연역반웅이 끝난 조직절면은 3.3-di밍ninobenzidine
tetrahydrochloride <DAB)(Sigma.St. Louis. M。‘USA)용액으
로 발색했다 그리고 hematoxylin용액으로 대2f，염색운 한 후，

에탄흘과 자일렌으로 탈수와 투명화 과정올 거쳐 용입하여 광학

현미경으로관잔하였다

1. 엿붉은잎 투여 후 CCI‘에의한 간손상 완화

조직학적 검사 결과，생리식염수룹 경구투여하고 융리브 오일

안플 꽉강주사 한 대조군에서는 정상적인 간조직의 일반적인

특정이 관잔되었다 (Fig. lA) 생리식영수룹 투여하고 간손상을

유도한 그룹에서는 손상된 세포와 괴사부위가 광범위하였고‘

중성정액의 수축과 간소엽의 확장‘지방 축적이 관찬되었다 {Fig
IB)‘엿불은잎 (15αng/kg/day) 플 3일동안 경구투여 한 후 간손상

을 유도한 그룹에서는 괴사소견이 상대적으로 적게 나타났으며.

지방 축적 또한 생리식영수월 투여한 그펀에 비해 현저히 감소됨

을 확인할 수 있었다 {Fig. lC)

6 자료통계

모든 실험에서 얻어진 자료는 。ne-way ANOVA(the post-
hoc Student-Newman-Keuls) 의 방법￡로 유의성 검사하였고

그틀의 수치는 명균 표준연차 mean :!: SE의 값으로 나타내었으

며 얘10\ 0.05보다 작올 때 그 값을 유의성이 있는 값으로 정하

였다.

i 결 과

재료및방법

2. CCI‘톨이용한 간 슨상 유도

150-200g의 7-8주영 수컷 Sprague-Dawley 랫트월 이용하

여 CCI‘(Oriental Chemieals‘SeouJ)를 20% (vfv) 용액월 윤리

브 오일에 희석하여 1.25ml/kg.로 복강투여 하였다 12.13)
엿함은엎의 예방효과괄 확인하기 위하여 설협그관은 1l 생리식

영수 + 올리브 오일 대조군 2) 생리식영수 + CCI4간손상 유도

그룹 3) 벗붉은잎 + CCI‘간손상 유도 그픔으로 나누어 각 그룹

당 10마리씩 실험하였다 첫 번째 그휩은 3일 동안 생리식염수

(lOmQ!kg)를 정구투여하고 희생전 6시간에 융리브 오일만을 복장

주사 하였고， 두 번째 그룹은 3일 동안 생리식영수 (lOmQ/kg) 을

경구푸여 한 후‘CCI‘(I.25mQ/kg)로 복강 주사하였고 세 번째

그룹은 벗염은잎 (15αng/kg/day) 운 3일 동안 경구투여 한 후‘

CCI‘(I.25mQ!kg)로 옥강주사 하여 화학적 간영음 유도하였고， 세

그팝 모두 6시간 후에 희생시컸다

「
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Figure 2. Western blotting analysis of iNOS in the liver of
vehicle controJ rats (Olive oil) and rats with nonnal saline
and C. japonica (15αng/kg) fo1' 3 days befo1'e CCl.-i 띠ected
(A) Representative photographs of Westem blots for the
detection of iNOS (]30 kDa) and ß-actin (45 kDa). (B)
Res비잉。f densitometric data analysis (mean :t S.E.. n=3
rats/group). ** p(O.Ol vs. vehicle cont:rols. ‘p(0.05 vs
normal saJine controls

••

Meejung Ahn. Taekyun Shin

iNOS의 발현은 융리브 오일만옹 주사한 대조군에 비해 CCI‘에
의해 손상 받은 그환에서 약 7배가 증가하여 유의성 있는 결과릎

나타내었고ψ(0.0]). CCI‘손상 전 벗붉은잎을 3일 동안 투여한

후 그룹에서는 생리식영수만올 투여한 그룹에 비해 현저히 감소

하였다 (P(0.5) (Fig. 2)

3. iNOS 의 발현에 대한 연역조직화학적 결과

간조직에서 iNOS의 발현양상을 연역조직화학적 기법을 이용

하여 확인한 결과 올리브 요일안왈 투여한 대조군에서는 iNOS

의 발현은 중심정액 주위 간세포에서 아주 약하게 냐타났다

Wig.3A)
생리식염수함 투여하고 간손상융 유도한 그콤에서는 간상조

(portal triad) 주변 간세포에서 iNOS가 발현되었으며(Fig. 3BJ.
손상올 심하게 받은 충심정액 주위 간세포에서 iNOS의 발현이

강하게 나다났다(Fig. 3C. 3E)
반연 3일 동안 엿합은잎올 투여하고 간손상을 유도한 그룹에

서의 iNOS의 발현은 생리식염수만올 투여한 그룹에 벼해 양성세

포의 수와 발현 강도가 약하게 나타났다{Fig. 3D. 3F) 이러한

결과는 iNOS의 발현 양을 비교한 Western blotting 결과와도

일치하는소견이었다

A

B

한 S I상 ι;상
강“P‘영

iNOS 턴三코← 130 뻐"

p-m:'tin 딛곧흔런← 45 kDn

6

Q，。
ι ‘〉
를 iz'" 'i
o
‘'~hk1r(Olh'~oll) CCI;f+S.llnr Cα .•C.".polllr.

(ISDmllα*’
Figure 1. (A) Hisωlogical findings of Iivers with vehicle
(이ive oiJ) controI ral. (8) nonnal 생ine control rat and (C)
pre σ'eatmenl with C. japomca 050m 힘kg) for 3 days in
CCI.-injected 1'at (B-C). (A) Shows 따 nonnal appearance。f liver. (8) Shows centrilobular fatty change and necrosis of
Iiver cell in the liver. (C) Shows a decrease in the necrotic
and fatty change in liver. Hematoxylin-eosin sté1ining. Sca1e
bar = 100 Ilffi
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Figure 3. Immunohistochemical staining of iNOS in the liver of
vehicle contml rats (A) and rats with nonnal saline (8. C and E)
and C. japonica (150mg/kg) (0 and F) for 3 days before
CCl‘iniury， In the Iiver of the vehicle control rats ‘iNOS was
weakJy detected in some of the Iiver cell around centrilobular
lesions (A arrows). At U1e nonnal saline treatment of CClc
injury. increased le、'e1s of iNOS were strongly detected in U1e
liver cells around portal trlad lesions (8) and centrilobular
lesions (C and E. arrows). However‘ ln the liver of U1e pre-
treatment with C. iaponica (t 5Omg/kg). thc levels of iNOS
immunoreactivity in the liver cells around centrilobular were
decreased (D‘and F. arrows). E and r~were hi잉1 magnification。f C and D. respective1y. The specimens were counterstained
wiU1hemaroxy\in. Scale bars: 50，um
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고 찰 참고문헌

NO와 prostacyclin은 문백 고혈앙의 과역동과 관련하여 현관

수축에 관여송}는대표적인 불질로 보몽 영리적으로 문맥압이

중가하였을 경우 증가하게 된다l4) 특히 iNOS는 NO의 과량생산
에 의해 유도된 문액고혈압의 비정상적인 현관역동을 초절해

주는 충요한 역할운 한냐고 보고되었다}4}

CCJ.틀 이용한 급성 간손상 모헨에서 오리냐무더부살아

(BoschniaJda rossica) 식렐헤서 추출한 iridoid 배당체를 투여한
결과 염중애개인자인 π‘F-a와 iNOS의 벨현을 감소시켰고15)，
GBrcinia koJa 의 열매씨에서 분리한 플라보노이드 성분인

Kolaviron뜸 간손상 모텔에서 치료효과플 확인한 결과 iN。양}
COX-2의 발현을 감소시켜 항염효과 및 항산화 효과휠 몽해 간

세포가 보호되었다'6}

본 연구에서는 CCI.에 의해 유도된 급성 간손상모텔에서 벗붉

은잎을 3일간 경구 투여하였올 경우 중심정맥 주위 괴사 빛 지방
축적이 완화되었응을 확인하였고 Weste미 blotting 원과 iNOS
의 발현은 대조군에 비해 CCI‘에의해 슨상 받은 그룹에서 유의
성 있게 증가한 것으로 나타났다 또한 벗양은잎을 투여한 그룹

에서는 생리식염수훈 투여한 그룹에 비해 유의성 있게 감소하였

다 이와 감은 결과는 iNOS 억제능을 갖는 오리나무더부살아 등
여러 식볼추충윌의 연구 검과와 일치하였다15.16)
간손상에서 N。의정확한 역한에 대해서는 현재까지도 논란이

되고 있다 한 보고에 의하연.CCI‘륜이용하여 급성 간손상용

유도한 경우 깨F-a. iNOS. COX-영}감은 염증매개인자틀의

반현이 증가되었고， CCI‘와함께 iNOS의 억제제인 5-
met:hylisothiourea hemisulfate (SMT)와 I-N6-(l-iminoethyl)-
!ysineO，-NIL)윤 투여하였윤 경우.iNOS donor등 투여한 경우

보다 이러한 영중매개인자들의 말현이 감소되었다고 링고하였다

11) 본 연구에서는 CCI‘손상 전 3연 동안 엿합은잎을 푸여한

경우 iNOS의 발현을 비교한 결과 엿함은잎을 투여하지 않은

그룹에 비해 iNOS의 발현이 감소한 것은 엿암은잎이 CCI‘어l
의한 간손상시 iNOS틀 억제시켰고，iNOS의 억체제 역한올 하여
치료 효과틀 기대한 수 있음올 시사한다

엿붉은잎은 CCI‘에의해 유도원 급성 간손상에서 간세포를

보호하는 것으로 확인되었고"，간세포 보호효괴촬 용량별로 확인

한 정우 150mg/kg/d앵가 가장 효과적얀 용량이었다 이 용량왈

CCI‘손갱 전에 투여한 경우 연청학적 검사플 몽해 ALT와 AST
의 수치가 유의생 있게 감소됨을 확인하였고‘본 연구에서는

벗흙은잎에 의한 간세포의 손갱r 완화 기전으로 iNOS가 억제되었
음운확인하였다

본 연구에서는 CCI.에 의해 간손상올 유도하기 전에 엿꼽은잎

올 푸여하여 간세포 보호 기전올 확인하그Z자 하였으며 엿암은잎

월 투여한 경우 중심정액 주위 괴사와 지망의 축적플 감소시컸

다 이러한 간세포 손상이 완화휠 수 있는 것은 iNOS의 발현

감소에 의한 것이고，엿붉은잎은 급성 간손상 시 산화적 손상으

로부터 방어할 수 있는 iNOS의 억제제 역한을할 수 있다고사료
된다
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