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진률 (Citrus sunki) 과피추출물이 H4IIE 간세포 포도당합성에 미치는 영향
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Abstract

Effect of Extract of Citrus Sunki Peel on Gluconeogenesis in H4IlE Hepatoma Cel1s

Young-Ki Lee，Deok.Bae Park

Departmenl이 HislOlogy，Je씨 NalionalUniversitySCh。이이 Medicine.690-756 Jeiu. Korea

Peel of Citrus sunki lradilionally has a polential anti-inflammatory activity and traditionatly has been used to alleviate
respiralory symptoms in Jeju，Korea. However，litlle is known about the melabolic function of Citrus sunki peel. The presenl
study investigated whether the extract of lhe fermented Citrus sunki pe하 might affecl glucose production (gluconeogenesis) in
H411Erat hepatoma cells. When H411Ecells were incubated in glucose-free medium overnighl ，concentralion of glucose in
culture medium were elevated and treatmenl wilh elhanol ex1ract 01 Citrus sunki peel (S티 significantly suppressed the glucose
production. Pro1ein levels 01 phosphoenolpyruvale carboxykinase (PEPCK) were also decreased by trea1ment wilh SE
Hesperidine and rutin，flavonoids present in SE，however，’ailed to suppress 1he glucose production. Addilion of hydrogen peroxi
dedecreased the viability of H411Ecells. SE，hesperidin，rutin protected H411Ecel1s against the cytotoxicity induced by hydrogen
peroxide. In summary，SE can suppress glucose produclion in glucose-deficient condilions and pro1ecl cel1s against 0치da1ive
stress. It should be further studied which compounds are responsible for the gluconeogenic activity of SE. (J Med Ufe sci
2013;1 0(1 );116~119)
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전 연구견과”어l 의하면 진율과피쉴 건조，받효시킨 추출풀이 대

식세포에서 산화질소의 생성을 억제하고 염증유발 단핵질생성을

억제하였다 또한 얄콜분해환성올 높이며 고지방식이에 의한 간

조직내 지질축척음 억제하였다 m

근육세포에서 포도당융 정상적으로 홉수하지 뭇하거냐 간세

포에서 포도당합성을 정상적으로 억계하지 못하연 혈중 포도당

농도가 높게 유지되며 이러한 현상은 인슐린저항성 또는 제2형
당 'JC영의 병리학적 원인이 된다 따라서 관l\-에서 포도당홉수를

중진시키거나 간세포에서 포도당합성올 억제하는 것은 당뇨병

의 예방과 치료에 중요한 의미를 가진다 본 연구에서는 진균과

피 발 11:추출풀이 간세포에서 포도당합성에 미치는 영향을 조사

하였다

[ - ~----~Ái 둘

제주도에서 재배되고 있는 감끌류는 20세기 초 일본으로부터

도입된 옹주밀감류가 대부분이며， 그 외에 12종의 재래 강균이

자생하고 있는 것으로 알려져 있다” 이 중 진율 (CilTUs sunki
Hort. ex Tanaka)의 과피플 건조시킨 것을 진피라 하여 한방에

서는 없어서는 안헬 펼수적인 한약재로 사용하여 왔으나， 최근에

는 일반 온주일갑의 건조과피 또한 진피로 원-리어지고 있다 진

균풍의 재해감균류와 온주밀갑류는 모두 분휴학상으로는 Citros

속에 해당되며 최근 성분조사 생리환성에 관한 연구들이 환발하

게 진행되고 있다‘특히 과피의 기능성에 대한 관심틀이 집중되

어 있는데 예틀 틀연 항앙작용 g’항쌍러지효과 및 대식세포의

한성증대”틀과 갇은 약리활성틀이 보고된 바 있다 그러나 전풍

적으로 대표적인 한약재로 시용 되어진 진률의 과피，즉 진피를

대상으로 한 연구결과는 아직 알려져 있지 않다 온 연구자의 이
r_~:--~← 재료 및 실험방법
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재료

제주지역에서 친환경재배법으로 재배원 진율로부터 과피흘 분

리하여 상온 그늘에서 충분히 건조하였다 건조된 과띠를 분쇄하

여 얻은 분말시료 (100 g)닫 80% 에탄융 lLSl 실온에서 7일간 추
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출한 후 Whatmann GF/C filter.로 여과하여 상등액을 얻은 후

회전 농축기로 에탄올을 제거하고 남은 수충 시료를 진콩 동결

건조하여 추출시료를 얻고 밀봉하여 냉동보관하였다 발효과정

은 진펴추출시료와 동량 (w!w)의 물과 5%(w!w) 설탕을 첨가하

고 NaOH로 pH를 7.0으료 조절한 후 가압멸균 C120'C，25 min)
하였다 젖산균 (Lactobacil1us plant8rum ，ATCC8014) 은 MRS
배지에서 38'C，3일간 혐기，정치배양하였고， 효모(앓ccharomyces
cerevisiae ，IFO 0203)는 YM 배지에서 25'C ，5일간 호기，교반

배양하였다 각 배양액을 흔합하여(젖산균 3 X 106 cells/rnL; 효
모 4 x 10" cells!mL) 전체 배지의 5%(w!v)로 접종하고 당밀을

3%(w!v) 첨가한 후 38'C에서 7일간 혐기배양하였다 배양이 완

료된 발효액은 급속냉통후 동결건조하고 건식분쇄기로 분말화하

였다 Western blot 실험에서， PEPCK ，actin ，G6pase-a 에 대

한 j7，t 항체 및 2차 항체는 Santa cruz (Santa cruz ，CA，
USA)에서 구입하였으며， 포도당 측정시약은 아산제약(화성，한

국)으로부터 구입하였다 그 외의 시약은 별도로 표시된 것 외

에는 모두 Sigm싼(S\. Louis ，MO，USA)로부터 구입하여 시용

하였다

세포배앙

본 연구에서는 흰쥐의 간암세포주인 H4IIE 세포를 세포주은행

(서울)로부터공여받아 사용하였다 세포는 100U!mI penicillin ，
100μg!ml s\reptomycin ，10% 우태아혈청 (fetal bovine serum) 이
포함된 Dulbecco's Minimal Essential Medium (D-Mem) 배양액
을 사용하였으며 5% CO，및 37'C가 유지되는 배양기에서 배양

하였다 세포는 T75 배양용기에서 배양된 후 우태아혈청이 제거

된 serum-free 배양액에서 24 시간동안 전배양 (serum-
sta:rvation) 하고 Dubelcco ’s phosphate-buffered saline (D
PBS)로 2회 세척한 후 포도당이 없는 D-Mem 으로 옮겨 살혐에

사용하였다

배양서|포내활성산소종 (ReacIive Oxygen Species ，ROS)의

측정

ROS의 측정을 위해서 세포막 투과성 ROS 탐색지 '(probe) 인
2' ，7' -dichlorof1uorescin diacetate (H2DCFDA)를 시용하여 세

포질내 ROS의 생성과 축적을 측정하였다 배양이 끝난 세포를

PBS로 세척한 후 lOmmoIlI 의 H，DCFDA를 함유한 PBS에서
37'C ，10분간 배양한 후 multiwell 형광측정기 (Tecan ，Austria)

를 이용하여 485nm!535nm 의 파장에서 헝광의 강도를 측정하

였다

MTI assay

서1포독성 또는 세포의 생존능의 지표인 mitochondria 의 활성

을 측정하기 위하여 MTT 측정법을 사용하였다 시료의 처리가

끝난 뒤 세포배양액과 통량의 MIT reagen 따 n핑!ml in D
PBS)를 섞어 37'C에서 30분 통안 더 배양한 후 상층액을 제거하

고 200μQ isopropanol 을 넣어 발색반응을 유도하였으며 흡광도

는 570-69αlIll 에서 측정하였다

전기영동 및 Weslern blot 분석

배양이 끝난 세포를 직접 5%의 2-mercaptoethano} 을 포함한

cell lysis buffer7l에 녹여 균질화시켰다 70'C에서 10분간 가열하

고 4-20% 의 polyacrγIamid gel에 전기 영동하고 poly(vinylidene
dif1uoride)(P\띠'F)에 흡착시켰다 PVDF membrane 을 bloc녕11g
buffer(τns-buffered saline-O.l %(w/v) 맘veen-20) (TBS-T) 으
로 상온에서 l시간동안 반응시카고 난 뒤 여러 가지 1차항체
(1:1000- 1:3000)가 틀어있는 TBS-T 에서 l시간 (25'C) 또는 16시
간 (4 'C)동안 반응시켰다 TBS-T 로 3회 세척하고 HRP

conjugated 2차 항체와 상온에서 30분 반응시킨 뒤 Enhanced
Chemiluminescence(ECL) 방법으로 각 band 의 영상을 얻었다

통계분석

대조군과 실험군 사이의 통계적 유의성은 student s t-test 를
사용하였고 p 수치가 0.05 이하일 경우 통계적 유의성을 부여하

였다

결과및고찰

제내 혈중 포도당 농도가 정상 수준 이하로 떨어지면 궤장으

로부터 글루카곤 분비가 증가하며 간에서 포도당 합성을 증가시

켜 혈중 포도당 농도를 정상 수준으로 회복시키며 반대로 혈중

표도당 농도가 상승하면 힘1장에서 인슐린이 분비되어 근육에서

의 포도당 흡수를 촉진하고 간에서의 포도당 합성을 억제한다에

배양세포 설험에서 간에서의 포도당합성을 측정하는 방법으로서，

H4I1E 간세포를 포도당이 결핍되어 있는 배양액에서 배양하면서

세포배양액 내의 포도당 농도의 변화를 측정하였다 H4IIE 간세
포를 24-well 배양접시에서， 포도당결핍배양액 (glucose-free

medium ，GFM께서 24 시간 배양한 후 배양액 내 증가된 포도

당 농도를 측정하였다 (Fig. lA，lB) 먼저，H4llE 간세포가 주어

진 배양환경에서 인슐린의 처리에 의해 포도당 합성이 억제되는

지를측정하였다

100 뼈의 인슐린 처리는 아무 것도 처리하지 않은 대조군에

비해 배양액내 포도당 놓도가 약 30% 수준으로 측정되어， 대조

군 대비 70%의 포도당 합성 억제효과를 나타내었다 Mπ1 분석
결과 24시간 100 nM 인슐린의 처리는 세포에 아무런 독성을 일

으키지 않았다 진피추출물 (SE，200~g!ml) 처리군의 경우 대조

군 대비 약 40%의 억제효과가 보여졌으며 통계적으로 유의하였

다 다음으로는 간세포에서 포도당 합성에 중요한 역할을 하는

효소인 PEPCK 단백질 수준이 인슐핀이나 SE에 의해 변화하는

지를 조사하였다 GFM에서 100nM의 인슐린이나 200rng!ml SE
를 24시간 동안 처리하였을 경우 PEPCK 단백질 수준이 현저하

게 감소하였다 (Fig. lC) 이러한 결괴는 진률과피 성분들이 간세

포에서 포도당 합성을 억제하며 이는 포도당합성 조절효소 단백

질 수준을 조절히는 경로를 포함히는 것 임을 의미한다

감률류의 과피에는 naringin ，hesperidin ， rutin 틀과 같은

flavonoids ， synephrine ， tyramine ， octapamine 과 같은

려k머oids，nobiltin ，떠ngeritin 들과 같은 polymethoxyflavones 들
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이 다양하게 포함되어 있다m
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본 연구에서는 일차적으로 f1avonoid 화합붙인 hespericlin 과
rutin 이 H4IlE 세포에서 포도당합성에 영횡h을 미지는 지를 조사

하였다 GFM 에 배양중인 H411E 세포에 각각 50mM 의

hesperidin 과 rutin을 처리하고 24 시간 후에 배양액 내의 포도

당 농도를 측정하였다 (Fig. 2A). 200μg/rnl SE를 처리한 군에서

는 대조군에 비해 포도당 농도가 유의하게 감소하였으나

hesperidin ，rutin 의 처리로는 포도당 농도에 변화가 없었다

PEPCK 단백집 수준 또한 hespericlin ，rutin의 처리로 변화하지

않았다 (Fig. 2C)
Hesperidin ，rutin 의 포도당합성 억제효과와 함깨，산화스트레

스에 의해 발생하는 세포생존의 감소에 미치는 영향을 조사하였

다 GFM에 배양중인 H411E 세포에 각각 5C뼈의 hesperidin 파
rutin 을 3G분간 전처리한 후 0.5mM의 과산화수소 (hydrogen

peroxîde)를 1시간 통안 처리한 후 H2DCFDA 형광표지자를 이

용하여 세포내 활성산소종 수준을 측정하였다 (Fig. 3A). 0.5
mM의 과산회수소 l시간 처리후 활성산소종은 약 2.7배 증가하

였으며 SE，hesperidin ，rutin 처리는 이들 활성산소종의 증가를

Figure 2. Effect of hesperidin and rutin on 밍ucose prαfuction in
H쇠D잉 ælls. Conf1uent H4IIE cells were proincuba따d in serom
free m엉iαn (1 g/L gl'α::ose) overni양lt and then further incubated
ìn glucose-free medium wîth hesperidin or rutin (50.μM，
respectively). Glucose con∞n!ration in medium was m않밍red
af따 24 Q Cell 찌abiliW (MITXE) was m않s1ll얹 afur 24 h as
described 1n inaterials and methoill녕 We앙em blot experiments
for P많℃κ G6Pase and actin were perform떠 af'tBr 24 h (C)
Each bar is a mean :t SE of 3 e짜:>ertments
-P<O.C)Jl vs. cor뼈
C1L，∞n1rol; SE，eJ띠nct 01 αtrus SWJkipeel; Hsp，he‘3f)eridin;Rut，
rutin.

억제하지 않았다 그러나 0.5mM의 과산획수소를 48시간 동안

처리하면 유의하게 생존세포수준이 감소하였으며 SE，
hespericlin ，rutin 처리는 과산화수소 처리로 감소한 생존세포수

준을 유의하게 회복시켰다 이러한 결과는 SE，hesperidin ，rutin
이 적어도 1시간 이내의 산화스트레스를 효과적으로 억제하지는

못하지만 그 이후 지속적으로 산화스트레스를 억제하거나，활성

산소종을 직접 감소시키기보다는 산화스트레스로 유발되는 세포

내 다른 세포상해 활성을 간접적으로 억제할 가능성을 시사한다

간은 대사조절의 중추기관으로， 혈중 포도당 및 지질농도가 생

리범위 이내에 적절하게 유지되도록 조절한다 정상의 경우 장

기간 영$텅급이 결핍될 경우 간에서는 글리코겐을 분해하거나

새로 포도당합성을 증가시켜 에너지를 공급한다히 그러나 당뇨병

또는 인슐린저항성인 경우 혈중 포도당 농도가 높음에도 불구하

고 간에서의 포도당합생이 억제되지 않고 지속된 결과 혈중 포도

당 농도는 더욱 상승하게 된다” 이로부터，간에서의 포도당 합

성을 억제하는 물질을 발굴하기 위한 많은 연구틀이 시도되어 왔
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EfTectof Extract of Citrus Sunki Peel on Gluconeogenesisin H4IIEHepatomaCells
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Figure 3. Effect of hesperidinand rutin on ROS in H4IlE어Is
co비luent H4DE∞llswero π영ncubated in잊rum-free medium(J
밍L밍uαæ) ovemigh~pretreatedwith hesperidinor nr이1in GFM
(50pM.resp∞tiveIy)for 3J min: and then ireat<영 withh;ydro짧l
peroxide.ROS∞ntent was measured 혀1m"1 h as described in
‘'materi외s and methods. coll피와피ily αI!ITXB)was rneaSUrOI어leT
48h
-1":0.01vs. oontrol.'I":O.C6."1":0.01vs. HO얘1000
CIl，∞ntrol:SE. extroctof Citros sunki peel 밟P. hesperidin‘Ruι
rutin.

다 녹차의 Epiga!locatechin탱llatelll，Artemisia dracunculus L의
폴리페놀 화합물，.’감율의 n밍ingenin131，인상의 Ginsenoside…
튿과 같은 성분틀이 배양 간세포 실험틀에서 포도당 합성을 억제

하는 것으로 보고된 바 있다.

본 연구에서 진뭘과띠 추출물이 H41IE세포에서 포도당 합성

올 강력하게 억제Sl는 것으로 보여졌으나 적어도 플라보노이드

인 hesperidin，rutin은 이 과정에 관여하지 않는 것으로 나타났

다 따라서 때에oids 또는 polymethoxyflavones 틀과 같은 화합
렐이 포도당 합성 억제틀 조정하는 활성이 있는 지는 계속 규영

되어야한과제이다
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