
i

，KU812 와 RBL-2H3 비만세포에서 interleukiii-8(IL-8) 발현 및 histaIni.ne

유리에 대한 플라보노이드의 효과

구동환，한상첩，강경진，강희경，유은숙

쩨주대학교 의학전문대학원 약리학교실

Abstract

Effects of Several Flavonoids on KU8J 2 and RBL-2H3 mast cellline
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Allèrgic disease íñcluding atopic dermatilis (A이，bronchial asthma and rhinitis are inflammatory respOnses. AD)s a chronic.….
recurrent in’lammalóry_ skin disease that have symptoms such as prurltus. AlIergic responses associate 베h mast cells which
、이ay as the major e’fec10r cells in immediale hypersensilivity (type I response) through activation vÎa the high-affinity IgE
receptor，FCERI，atthough many other functions have recently been discovered for lhis cell tYDe，Inter1e"ukin-8 OL-8) is a
cytokine that produced by various types- 01 cells upon stimulaled by antigen，inf!ammatory 하 imuli ar:iå exerts a variety of
funcllons on mast cells and neutrophils. Release 01 hislamlne is a degranulation marker in slimulated ηIBsl cells. Ravonoids are
chemical substance in plants have antl-bacterial ，anti-viral and anti-inflammatory effects. We inve~tigated the effects of
f1avonoids on lhe expression 01 IL-8 on KU812 celis using flow cytometry and the i마libillon 01 histam~ne release on RBL-2H3
cells. Mast cells stimulated with phorbol myristale acetate (PMA) plus calcium ionophore A23187 and treated ，wilh Ilavonolds
suppressed IL-8 and hlstamine. We found that most 이 flavonoids lnhibiled lhe expreSSlon 이 IL-8 on KU812 cells and the
histamine release on R8L-2H3 celis. Therefore‘lhese resulls suggest that f1avonoids have conn때ion with expression 이 IL-8
and inhibilion 01 hislamine release in mast cells. (J Med Ufe sct 2012;9:57-63)
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아토피 피부영 (atopic dem냉뼈， 뻐).기관지 천식，얄레르

기생 tll염과 같은 알레르기 질환은 인체에 대한 연역계풍의 방어

기농이 유해한 방향으로 작용하는 것으로，항원에 반웅한 득이적

연역글로불린 E (lmmuno잉。b때n E: 19E)첼 생성한 개체가 다시

통일한 항원에 재노출되어 일어냐는 1형 과민반응옹 말한다” 이

러한 l형 과민반웅을 포항하는 알레르기 반웅은 4가지 타입으로

냐눔 수 있으며‘1형 과민반웅은 19E 의존형 또는 Anaphylaxia
fype，2형은 조직흑이형 또는 CyIolytic t;ype，3형은 연역복합체

형 또는 Arthus type‘4행은 지연형 또는 1ìJberc때n fype이라고

한다 l ‘

아토피 피부염은 반성.재발성의 영중상태의 피부질환올 암하
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며，대표적인 중상으로는 가려움증 (pruritus) 이 있다" '이러한

가려웅종올 출이기 위해서 염중 부위흉 긁게 되연，발진 (rash)
이 심해지는 악순환을 겪게 된다 아토피 피부염 충상의 개선융

위해서는 엽총부위틀 긁는 것을 제한하는 방법과 영충부위의 피

부틀 치료하는 방법，그리고 영중반웅의 원언을 감소시키는 방

법이 있다” 아토피 피부염의 받생 원인은 명확하게 알려져 있

지는 않지만.환경적 요소와 유전적 요소가 복합적으로 관련되

어 있는 것으로 생각되고 있다 또한，다양한 종류의 세포와 인

자도 아토피 피부영에 관여하는 것으로 알려져 있다” 아토피

피부영에 관련되는 세포에는 비만세포 (ηast ceII)，호소다세포

(eosinophiis)‘각질세포 (keratinCJCY!"s)퉁 여러 종류가 있으며，

Infßrleukin-4 (]L-4) ‘IL-6 ，!L-8 ，lL- 1원}같은 염충성 사이토

카인 (cylokines)과 히스타민 (his뻐nine)，1양와 같은 다양한 인

지플로 인해서 염증성 반웅이 생기게 된다，n

이 중，비만세포는 급성 및 만성 영중과 알레르기 반응 충 1형
과민반웅에 관여하는 세포로 알려져 있다 비만세포의 표연에서

받현되는 고친화성 19E수용체인 FCERI이 IgE 또는 특이적 항원

과 결합하연 세포진 내부의 촬슐 농도가 상숭하게 되고，비만세
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포의 탈과립이 일어나 히스타민이나 염증성 사이토카인이 분비

된다 이렇게 분비된 염증성 인자들은 아토며 피부염과 같은 얄

레르기 질환의 원인으로 작용한다”

실험에서 다룬 영증성 인자는 비만세포에서 분비되는 물질 중

하나인 히스타민과 만성 아토피 피부염 환자에게서 높은 농도로

나타나는 사이토카인 중 하나인 IL-8 이다 히스타민은 비만세포

가 항원이나 염증관련 자극에 의해 활성화되었을 때 분비되는 물

질로 실험이나 연구에서 비만세포 탈과립의 지표로 사용되며]이’

IL-8 은 염증 반응에 있어서 비만세포나 호중구 세포

(neutrop 뻐s)가 자극을 받았을 때 분비되는 염증성 사이토카인이
다 9.11)염증 반응으로 인해 분비된 IL-8 은 호염기구세포

(basop뻐s)에서 분비되는 히스타민을 억제하는 작용에 관여하는
것으로알려져 있다1씨

플라보노이드 (Flavonoids} 는 식물제서 얻을 수 있는 비질소성

의 생물 색소로 과일이나 야개，커피나 차와 같은 음료에도 일부

성분이 포함되어 있다 플라보노이드에는 여러 가지 종류가 있으

며，각기 다른 식물이나 음료에 따라 포함되어 있는 성분의 종류

와 양 또한 모두 다르다 이러한 플라보노이드는 여러 연구를 통

해서 항균성，항바이러스성， 항염증성과 관련된 다$r한 생물학적

효과를 보이는 것으로 얄려져 었다“-16) Hesperidin ，Hesperetin ，

Neohespericlin ，Naringin ，N없mge 미n은 률류 (αtrus 에 많이

함유된 Flavanone glycoside 이며끼률류에서볼 수 있는 Po1ymethoxyflavono 떠s이다떼

실험은 다òd'한 플라보노이드가 인간 비만세포인 KU812 세포
와 rat 유래 비만세포인 RBL-2H3 에서 염증과 관련된 인자인

IL 입}비만세포가 탈과링 될 때 분비되는 히스타민을 억제할

수 있는지에 대해서 수행되었다

r------ ← → 채률람질험방법

Paraformaldehyde (PFA) ，Anti-human IL-8 항제는 각각

Si밍na-a1drich chemica1 C。와 BioLegend (San Diego，CA께

서 구입했으며， 히스타민 유리 (Histamìne release) 억제 평가에

사용된 Tγrode buffer 는 Biosesang (Korea) ， 0-
phWdealdehyde(OPA) 는 Sigma ← aldrich chemica1 Ca 에서 구입

해사용했다

2 서1포배앙 및 시료처리

실험에 시용한 세포인 KU812는 10% FBS. 1% An1ibio1ic
antimycotic 을 첨가한 Hydroxyethylpiperazinylethanesulfonic

acid (뾰PES)가 포함되어 있는 RPMI 1640 배지에서 배양되었

으며，RBL-2H3 은 10% FBS，1% Antibiotic-antimycotic 을 첨가

한 DJ뻐M에서 배양되었다 배양은 3TC의 온도에 5% 002 가 공

급되는 배양기에서 배양했마

KU812，RBL-2H3 세포에 처리한 플라보노이드 시료는 DMS。
에 희석해서 각 농도 별빠1)로 처리했으며， 시료처리는 배지에

FBS를 첨가하지 않은 무혈청 조건에서 이루어졌다

3 세포생존능 평가 (WST assay)

시료에 대한 세포의 생존능력을 알아보기 위해 wsr assay-를
수행했다 96-well plate 에 KU812 세포를 2.0Xj()'cells/mL 만큼

접종한 후，각 농도 별 (50，25，12.5 11M)로 희석한 시료를 24시
간 통안 전처리했다 RBL← 2H3 세포는 KU812 세포와 같은 세포

수 (2.0XIO'cells/mL) 만큼 접종한 후 전배양한 뒤，농도 별 (50，

25，12.5 11M)로 희석한 시료를 24시간 동안 전처리했다 WST
시익탤 각 well탕 5 마씩 분주한 후，3TC. 5% CO，가공급되는
조건에서 3시간 동안 배양하고， 마이크로 플레이트 리더

(뻐croplate reader) 를 이용해 45이1m의 파장을 측정했다

1. 재료 및 시악

RPMI 1640배지와 Fe뼈1 bovine serum (FBS)，Antibiotic

antimycotic 은 GIBCO (Grand Island ，NY)，Dulbecc 。’s
modified eagie’s mernum; DMEM)은 Hyclone (Logan ，UT)으로
부터 구입했으며， 자극제로 시용된 Phorbol myristate ace떠.te
(PMA) 와 Calcium ionophore A23187 은 Sigma-aldrich
chemical Co. (St. 1ouis ，MO)로부터 구입해 시용했다

세포생존능 평가 (WST assay) 에 사용된 시약인 Ez-Cπox 는
Daeil (Korea)의 시약을 사용했으며， 시료로 처리한 플라보노이

드 중 Hesperidin ，Hesperetin ，Neohesperidin ，Naringenin ，

Quercitrin 은 Sigma-alderich chemical C。에서， Naringin 은
Fluka (St. Louis ，MO)에서 구입해 시→옹했다 Nobi1etin ，

Tangeretin 은 Wako (Japan). Quercetin 은 Cayman chemical
company (Ann Arbor. MI)에서，Q니ercetagetin. 은 Extrasynthese
genay france (France) 에서 구입했다

유세포 분석 (Flow cytometry) 에 사용된 Golgi PlugTh1

(Protein transport inhibitor) 는 BD (San Jose ，CA)，
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4 유세포 분석 (Flow cy!ome!ry)

자극으로 인해 유도되는 IL-8 의 발현을 측정하기 위해서

유세포 분석을 수행했다 6-wel1 plate 에 KU812 세포를

2.0XIO'cells/mL 만큼 접종한 후，단백질 수송 억제제 (Protein
transport inhibitor) 인 G이밍 PlugTh!를 1 마 ImI료 청가한 뒤，10

11M의 농도로 희석한 시료를 24시간 동안 전처리했다 자극제인

PMA (20 nM)와 A23187 (6 빼)로 세포를 12시간 동안 지극 한

뒤，세포염색을 수행했다

세포를 배양튜브로 옮긴 뒤，원심분리 (1500 rpm ，300초，4'C)
를 통해 상층액을 제거하고， Phosphate buffered saline (PBS)를

이용해서 2회 세척했다 세척한 상충액을 제거한 세포에 PBS어l
녹인 1.5%의 PFA를 각 튜브당 500 jÌL씩 넣고 고르게 섞은 뒤

실온에서 20분간 고정했다 PBS를 이용해서 2회 세척하고 상층

액을 제거한 후，100% MeOH를 각 튜브당 500jÌL씩 넣고 상온에

서 10분간 반응시켰다 다시 PBS로 2회 세척하고 상층액을 제거

한 뒤，배양완충액 <rncuba1ion buffer B)인 PBS에 희석한 1%
Bovine serum albumin (BS따을 각 튜브당 100 jÌL씩 넣고 실온

에서 10분간 반응시켰다 배양완충액이 있는 상태에서 l차 항제
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6. 통계학적 분석

대조군과 플라보노이드를 처리한 실험군 간의 결과에 대한 통

계학적인 분석은 Student' s t-test 를 이용해 비교했다 통계 처

리한 P 값이 0.05 마만일 경우 (P(0.05) 에 통계적인 유의성이 있

는것으로판정했다

인 !L-8을 1:100의 비율로 첨가해 실온의 암조건에서 1시간 동

안 반응시킨 뒤，PBS로 2회 세척한 세포에 1% PFA를 500 1<1씩
넣고 고르게 섞어 고정시킨다 고정된 세포는 빛을 차단한 상태

로 41:;에서 보관했다 유세포 분석은 고정된 세포를 이용해서 측

정했으며， FACScalibur~ (BD)를 이용해 KU812 세포에서의 !L

8 발현량의 차이를 측정했다

5，히스타민 유리 억제、평가 (Histamine release) c=→ -----결한및피찰 츠견
탈과힘으로 인한 히스타민의 유리가 억제되는지 얄아보기 위

해 히스타민 유리 억제 평가를 수행했다 96-well plate 에 RBL-

2H3 세포를 2.0X1O'cells/mL 만큼 접종한 후，각 농도 별 (10，5，
2.5 마~)로희석한 시료를 1시간 동안 전처리했다 자극제인

PMA (40 nM)와 A23187 (6 빼)를 이용해 세포를 30분간 자극

한 뒤，얼음 위에서 10분간 반응을 정지시켰다 원심분리 (1800
rpm ，3oo초，41:;)를 통해 세포를 가라앉힌 후 상층액 50，ι를 걷

어내어 동량의 1N NaOH (50 1<1)Q)동량의 1% OPA (50 1<1)를
처리해 실온의 암조건에서 40분간 반응시켰다 반응의 정지를 위

해 3N HCl을 각 well당 50 1<1씩 분주했으며， 유리된 히스타민의

측정은 360-465nm 의 파장을 측정해서 얻었다

B. Hesperetll1

을라보노이드의구조

실험에 사용된 플라보노이드 중 Hesperidin. Hesperetin ，

Neohesperidin ，Naringin ，Naringemn 은 율에 많이 함유된

Flavanone glycoside 이며까 Nobiletin 과 Tangeretin 또한 률

에서 볼 수 있는 Polymethoxyflavonoids 이다써 Quercetin 과

Quercetagetin ，Quercibin 은 0"파류 (Allium)에 함유되어 있는
플라보노이드로 알려져 있으며 19，201’Figure 1에 플라보노이드의

화학적구조를나타냈다

C. Neohesperidin

3:했
짧。

V새
D. Nanngm

H鐵짧。J| 。H

〈yO\
합〕

E. Nanngemn

HO

o
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F. Nobiletin

H3C。
H3C。

H. Quercetm

H。
。H

G. Tangerεtm

’\CO
벼CO

OCH，0

I. Quercetagetin

H。
H。

。에

。CH.

J. Quercitrin
H。

H。
HO

。H

1、

Figure 1. Chemical structure of flavonoids. The chemical sσucture of ten kinds of flavonoîd încludîng A. Hesperidin ，B
Hesper‘etin，C. Neohesperidin ，D. Naringin ，E. N~genin ，F. Nobiletin ，G. Tangeretin ，H. Quercetin ，1. Quercetagetin ，J
Quercitrîn
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KU812. RBL-2H3 에 대한 을라보노이드의 세포생존능 평가

KU812 세포에 플라보노이드를 각각의 농도 별 (50. 25. 12.5
뼈)로 처리하고 24시간 통안 배"J'한 후 서)포의생존능 여부를

WST assay를 통해 평가했다 음성 대조군은 자극을 하지 않은

상태의 세포를 이용했으며， 양성 대죠군으로는 시료를 희석한

DMSC로 자극된 세포를 이용했다 플라보노이드의 종류에 따라

서 세포의 생존능에 영향을 주는 경우도 있었으며，처리한 농도

에 관계없이 생존능에 영햄 주지 않는 시료도 있었다 (Fig. 2)
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~ffects of Sever잉 Fla、onoids on KU812and RBL앙-I3mast cel1 line

.uercetagetin ，Quercitrin 의 경우에는 양성 대조군에 비해서

r8의 발현량이 갑소하는 경향을 보였고， Hesperetin ，

eohesperidin ，Naringenin ，Nobiletin ，Tangeretin ，Quercetin 의
샤우에는 양성 대조군에 비교했을 때 증가한 11-8 발현량을 확

QI할 수 있다 (Fig. 3A-B) 그림에 표시된 백분율 수치의 변화가

대조군과 비교했을 때 자극으로 인해 유도되는 11-8의 형광발색

의 비율을나타낸다

D
120

100

"'(

텔3 60
，;;'õ
’‘’
υ~ .:10

"
O

Dl-.IS。
C애g‘".Qucrc이agelin"'m애"

I

〔

---'
+ 1" :5 50

125 2‘50
125 -‘ J (j.lM)

A (-)

1#뼈
Hesp야etin

(+)

쐐뿔렐
Neohe‘;peridin

繼

H"，야'"이n

繼첼
Norin밍n

繼
음성 대조군에 대한 시료 처리군의 생존율을 백분율로 나타냈다

가장 낮은 농도 (12.5，M)로 처리한 시료에서 세포 생존능에 영

향을 주는 것으로 생각되는 시료가 있었기 때문에， 실험에서는

세포생존능 평가에 이용된 농도보다 낮은 농도 (10，5，2.5，M)

로 시료를 희석해 처리했다

RBL-2H3 세포에 대한 플라보노이드의 독성을 확인하기 위해

서 각 농도 별 (50，25，12.5，M)로 시료를 처리하고 24시간 동

안 배양한 후 세포생존능을 평가했다 음성 대조군과 양성 대조

군은 KU812 세포의 평가와 같은 조건으로 처리했으며， 플라보노

이드의 농도에 따라서 세포의 생존에 영향을 주는 시료가 있었

다 그렇기 때문애 실험에는 KU812 세포와 처리한 것과 강이 좀

더 낮은 농도로 희석된 시료를 이용해 실험을 진행했다 히스타

민 유리 억제 평가에 사용한 시료농도는 10，M로 사용했다

B Naringenin

繼
Queπ:etin

;짧

Nobiletin

@繼
Queπetagetm

輔첼

TangeretÎn

繼웹
Quercitrin

繼쫓
세포표면에서의 IL-8 발헌랑 변화

지극으로 인해 유도되는 염증성 λ에토카인인 !L-811l의 발현량

을 유세포 분석으로 알아보았다 비만세포에 있어서 11-8은 비만

세포의 표연에서 발현되는 FcsRl이 IgE 또는 특이적인 항원과

결합했을 때 세포질 내부의 칼습 농도가 올라가게 되는데， 이려

한 칼슐 농도의 증가로 인해 생성되는 염증성 사이토카인 중에

하나이다 R 그렇기 때문에 PMA와 Calcium ionophore 인 A23187
로 지드주을하게 되면，그로 인해서 11-8의 발현이 증가한다 L

8은 자극제를 4시간 이상 처리하면 처리하지 않았을 때보다 발

현량이 증가하는 양상을 보이며， 12시간 동안 자극하게 되면 4시
간을 자극했을 때보다 2배 정도 높은 발현량을 보인다 9 음성 대

조군에서 발현된 11-8 수치와 지극게만 처리한 양성 대조군의

수치 차이를 통해서， 비만세포가 자극을 받았을 때，그로 인해

11-8 이 유도되는 것을 확인할 수 있다 Hesperidin ，N않mgm ，

61
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Figure 3. Effects of severa1 flavonoids on the expression
of interleukin-8(IL-8) in KU812 human mast cells. Cells
were pre-încubated 、Nith f1avonoids (10 마Æ) for 24 hrs ，
and stimu!ated by phorbol myristate acetate (PMA 20
nM) plus calcium ionophore A23187 ( 6 ψ1) for 12 hrs
Inter1eukin-8 01-8) expression was assessed by f10w
cytometrγ The nurnbers în graphs show IL-8 expression
levels on KU812 human mast cells. A. Hesperidin ，
hesperetin ，neohesperidin and naringin B. Naringenin ，
nobiletin ， tangeretin ， quercetin ， quercetagetin and
quercitrin

을라보노이드의 히스타민 유리 억제

자극제로 사용된 PMA와 A23187은 비만세포의 자극에 이용된

다 알레르기 반웅의 원인 인자 중 하나로 작용히는 히스타민은
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Table 1. Inhibitorγ effects of several flavonoids on the
histamine release in RBL-2H3 rat mast ceIls. Cells were
pre-incubated and pre-treated with flavonoids (10 싸n for
1 lrr，and stimulated by phorbol myristate acetate (PMA
40 nM) plus calcium ionophore A23187( 6 뼈)for 30 mins
After the stimulation ，histamine release in RBL-2H3 cell
1ine was measured with o-ph 떠Jdealdehyde(OPA)

된다 w，설험에서는 자극제 처리를 한 양성 대조군의 히스타민 유

리 정도를 기준으로 놓고 플라보노이드를 처리했을 때 히스타민
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민의 유리가 억제되는 경향을 보였으며 Hesperetin ，Naringin ，
Tangeretin ，Quercetagetin ，Quercitrin 은 양성 대조군에 비해서

유의성 있는 억제 경향을 나타냈다

α 8은 세포가 염증성 자극을 받게 되면 유도되는 사이토카인

으로 히스타민을 억제히뜯데 영향을 주는 것으로 알려진 인자이
대2.13) 플라보노이드를 처리했을 때 지극으로 인해 유도되는 11
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수 있는데，이는 Nobiletin을 제외한 모든 시료에서 억제효과를

나타냈다 그 중에서도 Hesperetin ，Naringin ，Tangeretin ，

Quercetagetin ，Quercitrin 은 유의성 있는 억제를 보였다 이러한
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Hesperidin ，N외ingin. Q니ercetagetin ，Quercitrin 의 경우에 11-8
의 발현과 히스타민의 생성을 동시에 억제히는 효과를 보엄으로

써 알레르기 질환과 관련된 염증 억제 효과를 기대해 볼 수 있다
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