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진피 에탄올 추출물이 Alloxan에 의해 유도된 HIT-T15 세포의
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Abstract

This study was carried out to investigate the effect of ethanol extract from citrus peels (CP-Et) against
the alloxan-induced oxidative damage on HIT-T15, Hamster pancreatic β-cell. Total polyphenol and flavonoid
contents in CP-Et were 57.00±2.91 mg/g and 8.11±2.83 mg/g, respectively. Cell toxicity on HIT-T15 by CP-Et
(0.125～0.75 mg/mL) was not observed. CP-Et (0.125 mg/mL) increased cell proliferation rate of HIT-T15,
which was treated alloxan (IC50＝11.58 mM) (cell viability＝80.52±3.29% of normal cell, p<0.05). In comparison
with insulin secretion of oxidative damaged HIT-T15, 1.5 fold (116.93±2.11 μg/mg protein) was increased by
treatment CP-Et treatment (0.125 mg/mL) in HIT-T15 (p<0.05). These results showed that CP-Et contribute
to repairing cells and improvement of insulin expression on oxidative stress pancreatic β-cell, and also suggested
application of CP-Et as a functional food material for type 2 diabetes.
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서 론

당뇨병은 비만과 함께 국민 보건상 위협을 가하는 만성질

환으로 매해 그 발병율이 증가되고 있다. 당뇨병은 1형 당뇨

와 2형 당뇨 두 가지로 나누어 볼 수 있으며, 인슐린 의존성

인 1형 당뇨병은 어린이에게 일반적으로 나타나는 것으로

자가 면역 장애에 의해 선천적으로 베타세포에서 인슐린 생

산을 할 수 없는 경우를 말한다(1). 반면, 주로 성인에서 나타

나는 인슐린 비의존성인 2형 당뇨는 인슐린에 대한 말초조

직의 저항성 증가에 의해 포도당 이동이 감소된 것이다(2).

최근 Butler 등(3)은 2형 당뇨에서 인슐린 분비의 감소는 β-

cell replication과 apoptosis 경로에 불균형이 야기되어 상대

적으로 β-cell의 apoptosis가 증가하여 일어나는 것으로 보

고하였다. 또한 β-cell의 apoptosis는 혈중 glucose 농도에

의해 촉진되는 것(4)으로 알려져 있으며, 고농도 glucose에

β-cell의 장기간 노출은 인슐린의 gene expression을 감소

시켜 β-cell의 손상이 일어나도록 하는 glucose toxicity 현

상을 일으킨다(5). 이뿐만 아니라 cytokine 자극 후 유도되는

reactive oxygen species(ROS)와 nitric oxide(NO)도 β-cell

의 손상에 영향을 주는 것으로 알려지고 있는데 특히, ROS

는 인슐린 합성을 억제하고 apoptosis를 유도시키는 것으로

알려져 있다(6). 즉, 2형 당뇨에 있어 산화적 스트레스는 β-

cell의 손상을 증가시킬 수 있다는 것으로 2형 당뇨 환자 혈

청에서 조직의 산화적 스트레스 마커인 8-hydroxydeoxy-

guanine, 4-hydroxy-2-nonenal protein, 8-epi-prostaglandin

F2α 등이 증가되었다는 보고도 있다(7). 따라서 2형 당뇨환

자에 있어 베타세포의 기능을 보존하여 인슐린 저항성 개선

하는 방법으로 vitamin E나 lipoic acid와 같은 항산화제 섭

취를 제안하기도 하였다(8).

동양에서는 오래전부터 몇 가지 유용 식물들을 질환 치료

를 위해 이용하였다. 특히, 이러한 식물들에는 폴리페놀이나

플라보노이드와 같은 기능성 phytochemical성 물질을 함유

하며, 이러한 물질은 항산화 활성이 아주 우수하다(9). 따라

서 이러한 천연물로부터 항산화제를 찾으려는 많은 연구들

이 진행되고 있으며, 최근 부각되고 있는 기능성식품 소재

중 하나인 진피(Citrus unshiu)도 오래전부터 한약재로 사용
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되었으며, 페놀성 화합물과 플라보노이드 함량이 높고 항산

화 활성이 우수하다고 보고되고 있다(10). 또한 Bok 등(11)

의 연구에 따르면 진피는 혈중 콜레스테롤 및 간에서 콜레스

테롤 합성의 저해에도 효과가 있는 것으로 나타났다. 감귤은

2008년 63.6만 톤으로 국내에서 생산량이 가장 높은 과일로

이에 따라 처리해야하는 감귤의 부산물인 감귤 과피도 증가

하고 있는 실정이다(12). 최근 2형 당뇨 환자에서 산화적 스

트레스에 의한 췌장 세포의 손상과 이로 인한 인슐린 분비

기능저하에 대해 항산화 활성을 가지는 식물자원을 이용하

여 췌장세포를 보호하고자 하는 연구들이 진행되고 있다

(13-15).

따라서 본 연구에서는 진피 에탄올 추출물의 항산화 효과

를 통해 췌장세포의 손상 회복 및 인슐린 분비 조절능을 검

토하여, 2형 당뇨에서 산화적 스트레스 저하를 통한 β-cell

의 손상을 예방할 수 있는 기능성 소재로의 이용 가능성을

규명하고자 하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

본 연구에 사용된 진피는 (주)옴니허브(Daegu, Korea)에

서 구입하여 이용하였으며, 시약은 Sigma-Aldrich사(St.

Louis, MO, USA)의 제품을 사용하였다. 또한 Hamster

pancreatic β-cell인 HIT-T15 cell line은 한국세포주은행

(Seoul, Korea)에서 구입하여 계대 배양을 하면서 본 연구에

이용하였고 세포 배양에 사용된 배지인 RPMI-1640, FBS,

penicillin, streptomycin은 (주)웰진(Daegu, Korea)에서 구

입하여 사용하였다.

시료준비

실험 시료는 진피 83.75 g에 80% 에탄올을 1 L 첨가하고

24시간 동안 60oC에서 추출 후 이를 방냉 한 다음 Whatman

paper(No. 2)로 여과하였다. 이 여과액을 감압농축기(Rotary

Vacuum Evaporator, N-1000, EYELA, Tokyo, Japan)로 40
oC에서 농축하고 동결건조기(Freeze Dryer, PVTFD10R,

Ilshin lab, Yangju, Korea)로 -40
o
C에서 건조한 분말을

DMSO(dimethyl sulfoxide)에 용해하여 분석용 시료로 이용

하였다. 이때 추출수율은 동결건조 후 무게를 측정하여 원료

량에 대한 백분율로 계산하였다.

총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량

총 폴리페놀 함량은 Folin-Ciocalteu법(16)을 이용하여 분

석하였다. 실험 시료는 증류수로 3배 희석하여 이용하였으

며, 희석액 1 mL에 5 mL 1/10 Folin-Ciocalteu reagent를 첨

가하고 상온에서 5분간 반응시킨 후 7.5% sodium carbonate

(NaCO3)를 4 mL 첨가하였다. 그리고 상온에서 1시간 반응

시킨 후 765 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 이때 각 추출

물의 자체 흡광도 값에 시료에 의한 흡광도 값을 제거하고

tannic acid를 표준곡선으로 이용하여 총 폴리페놀 함량을

정량하였다.

총 플라보노이드 함량은 Jia 등(17)의 방법을 변형하여 측

정하였다. 각 시료 1 mL에 5% sodium nitrite solution(NaNO2)

150 μL를 넣어 상온에서 5분간 반응시켰으며, 10% aluminium

(Ⅲ) chloride solution(AlCl3) 300 μL를 첨가하여 상온에서

5분간 반응시킨 뒤 1 M-sodium hydroxide(NaOH)를 1 mL

넣어 혼합한 후 510 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 플라

보노이드 함량은 rutin을 정량하여 작성한 표준 곡선을 이용

하여 mg/g으로 나타내었다.

전자공여능

전자공여능은 stable radical인 DPPH(2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl)에 대한 환원력을 측정한 것으로 Lee 등(18)

의 방법에 따라 분석하였다. DPPH reagent 5 mL에 각 시료

를 0.5 mL 첨가한 후, 상온에서 15분간 반응시킨 뒤 microplate

reader(Asys UVM340, Biochrom, Cambridge, UK)를 이용

하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 시료를 첨가하

지 않은 대조구와 함께 측정하였으며, 시료구와 대조구의

흡광도 값을 이용하여 백분율로 나타내었다.

세포 배양 및 독성 시험

HIT-T15는 10% FBS 및 100 unit/mL penicillin, 100 ng/

mL의 streptomycin을 첨가한 RPMI-1640(glucose 11.1 mM

포함)배지로 37oC, 5% CO2 배양기에서 배양하였다(13). 동

결건조 된 진피 에탄올 추출물(CP-Et)의 처리 농도 결정은

HIT-T15에 대한 세포 독성 검사로 MTT(3-(4,5-dimethyl-

thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)법을 이용

하여 측정하였다. 즉, 24 well plate에 well 당 104개의 세포를

분주한 다음 24시간 배양하고 DMSO로 용해시킨 동결건조

된 진피 에탄올 추출물(CP-Et)을 첨가한 다음 24시간 추가

로 배양하였다. 그 다음 각 well에 MTT(5 mg/mL)를 첨가

하고 4시간 반응 후 상등액을 제거하고 DMSO를 300 μL

첨가하여 formazan을 충분히 용해시켜 microplate reader

(Asys UVM340, Biochrom)를 이용하여 540 nm에서 흡광도

를 측정하여 무처리군을 100%로 하여 세포성장 억제율을

측정하였다.

Alloxan 유도에 따른 HIT-T15의 세포 생존율 및 인슐린

분비능 측정

Alloxan에 의해 유도된 HIT-T15 손상으로부터 동결건조

된 진피 에탄올 추출물(CP-Et)에 의한 췌장 세포 손상 억제

에 대하여 조사하기 위해 HIT-T15를 24 well plate에 well

당 104개의 세포를 분주하고 DMSO에 용해한 동결건조 된

진피 에탄올 추출물(CP-Et)을 37oC에서 1시간 동안 처리한

다음 다시 alloxan을 첨가하여 1시간 동안 37oC에서 추가

반응시킨 후 HIT-T15 cell에 대한 세포 생존율을 MTT법으

로 분석하였다. 또한 이때 상등액에 분비된 인슐린의 양은

Mercordia high range rate insulin ELISA(Mercodia AB,



1104 정희경․정유석․박치덕․박창호․홍주헌

y = -4.7095x + 104.55
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Uppsala, Sweden)를 사용하여 측정하였으며, 단백질량은

Bradford reagent(Thermo, Pittsburgh, PA, USA)를 이용하

여 분석한 후 최종적으로 단백질당 인슐린 분비량으로 나타

내었다.

통계처리

실험에서 얻어진 결과의 통계적 유의성은 SPSS(statistical

package for social sciences, Version 10.0, Chicago, USA)

program을 이용하여 실험군당 평균±표준편차로 표시하였

고, 각 농도의 평균차의 통계적 유의성을 p<0.05 수준에서

Duncan's multiple range test에 의해 검정하였다.

결과 및 고찰

총 폴리페놀, 총 플라보노이드 함량 및 전자공여능

진피 에탄올 추출물의 추출수율은 동결건조 분말 무게를

측정하여 원료량에 대한 백분율로 계산한 결과, 30.74%로

Hyon 등(12)의 감귤류 진피에 대한 추출수율과 유사하였다.

식물체 페놀 화합물은 2차 대사산물로 항산화 활성은 페놀

성 화합물 함량과 관계가 있는 것으로 보고되고 있다(19).

또한 감귤 과피는 hesperidin이나 naringin과 같은 플라보노

이드 물질을 함유하고 있으며, 이들도 항산화와 같은 기능성

을 가지고 있는 것으로 알려져 있다(20). 따라서 본 연구에서

는 항산화 활성에 영향을 줄 수 있는 생리활성 물질로 동결

건조 된 진피 에탄올 추출물(CP-Et)로부터 총 폴리페놀함

량과 총 플라보노이드 함량을 측정한 결과, 각각 57.00±2.91
mg/g, 8.11±2.83 mg/g으로 나타났으며, 추출물의 전자공여

능에 의한 항산화 활성은 8.11±2.83%로 Jeong 등(15)이 보

고한 진피 에탄올 추출물의 전자공여능과 비교 시 다소 낮았

으며, 이는 총 폴리페놀 함량의 차이에 의한 것으로 사료된

다(Table 1).

Alloxan 및 진피 에탄올 추출물 농도에 따른 HIT-T15의

세포독성

HIT-T15의 2형 당뇨에서 산화적 손상을 유도하기 위해

Fig. 1과 같이 alloxan 농도 1～15 mM까지 HIT-T15에 처리

한 결과, alloxan 처리 농도가 증가됨에 따라 HIT-T15 세포

의 생존율은 감소하였으며, alloxan 11.58 mM에서 약 50%

의 세포독성이 일어남을 확인하였다.

또한 동결건조 된 진피 에탄올 추출물(CP-Et) 농도에 따

른 세포 생존율을 조사한 결과, Fig. 2와 같이 0.125～0.75

mg/mL에서 100.90±1.51～97.56±0.73%의 세포 생존율을

Table 1. Total polyphenol, flavonoid contents and DPPH
radical scavenging ability of the ethanol extract from citrus
peels

Total phenolic compound contents (mg/g)
Total flavonoid compound contents (mg/g)
Electron donating ability (%)

57.00±2.91
8.11±2.83
14.82±2.04

Fig. 1. Effect of various concentrations of alloxan on cell
viability of HIT-T15 cells. The values showed as mean± 
standard deviation (n=3).
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Fig. 2. Effect of the ethanol extract from citrus peels on cell
viability of HIT-T15 cells. The values showed as mean± 
standard deviation (n=3).

나타내어 CP-Et의 농도 0.75 mg/mL까지는 세포 독성이 없

음을 확인하였다. 따라서 HIT-T15 세포에 대한 CP-Et의

처리 농도는 0.125～0.75 mg/mL로 결정하였다.

산화적으로 손상된 HIT-T15에 미치는 영향

상기 결과를 기초로 하여 HIT-T15에 alloxan을 처리하여

50%까지 산화적 세포 손상을 유도하고 동결건조 된 진피

에탄올 추출물(CP-Et)에 의한 세포 회복에 대해 세포 생존

율을 조사하였다. 그 결과, Fig. 3과 같이 IC50 농도인 allloxan

11 mM을 처리한 대조구에서 무처리구와 비교 시 52.41± 
5.73%의 세포 생육을 보였다. 그러나 0.125, 0.25, 0.5 mg/mL

농도의 CP-Et를 처리한 결과, HIT-T15 생존율은 각각

80.52±3.29, 74.17±6.75, 67.53±5.8%로 CP-Et의 처리 농도

에 따라 유의성 있게 증가되어 CP-Et는 췌장세포의 산화적

손상을 보호할 수 있음을 확인할 수 있었다(p<0.05).

Alloxan은 생체 내에서 다양한 환원물질에 의해 dialuric

acid로 환원되나 dialuric acid는 불안정하여 산소가 존재할

경우 superoxide anion radical 및 hydrogen peroxide 등을

생성시키면서 alloxan으로 산화된다(21). Ramkumar 등(22)
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Fig. 3. Effect of the ethanol extract from citrus peels (CP-Et)
on cell proliferation of alloxan damaged HIT-T15. The value
showed as mean±standard deviation (n=3). Each value was con-
sidered statistically different at p<0.05. Normal was only treated
with DMSO (dimethyl sulfoxide as solvent for dissolving CP-Et),
and control was added DMSO and 11 mM alloxan (IC50). CP-Et
was preincubated for 1 hr at 37oC before treatment of alloxan
in HIT-T15.

은 insulinoma cell인 HIT-T15에서 alloxan의 처리 시 HIT-

T15의 ROS 수준이 증가함에 따라 세포독성이 나타남을 확

인하였다. 따라서 산화적으로 손상된 HIT-T15에서 CP-Et

에 의한 세포 보호효과는 alloxan 산화 반응에서 생성된 ROS

를 CP-Et의 항산화 활성으로 제거하여 ROS에 의한 HIT-

T15의 손상을 방어함으로써 세포 생존율을 높인 것으로 사

료된다.

인슐린 분비능에 미치는 영향

동결건조 된 진피 에탄올 추출물(CP-Et)에 의해 산화적

손상을 회복한 HIT-T15 세포에서 인슐린 분비능의 변화를

조사한 결과, Fig. 4와 같이 인슐린 분비능은 alloxan으로

산화적 손상을 유도하지 않은 normal군에서 112.99±1.15 μg/

mg(protein)으로 나타났으며, IC50 alloxan 농도로 처리한 대

조군에서는 73.64±4.52 μg/mg으로 약 35%의 인슐린 분비

가 감소되었다.

반면 CP-Et를 처리한 HIT-T15 세포에서는 산화적 손상에

대한 세포 생존율과는 다르게 0.125 mg/mL 농도에서 116.93

±2.11 μg/mg(protein)로 대조구와 비교 시 인슐린 분비가

유의적으로 증가되었음을 확인할 수 있었다(p<0.05).

Alloxan 유도에 의해 산화적으로 손상된 HIT-T15에서

CP-Et(0.125 mg/mL) 처리는 세포 생존율뿐만 아니라 인슐

린 분비능도 개선되는 것으로 보아 CP-Et는 산화적 스트레

스로부터 췌장세포 손상을 방어하고 이에 따라 β-cell mass

의 증가로 인슐린 분비가 증대된 것으로 사료된다. 또한 CP-

Et의 고농도 처리는 비정상적인 HIT-T15의 인슐린 분비를

감소시켰다. 이러한 결과는 Xiang 등(23)의 연구결과와 유

사하였으며, β-cell의 산화적 손상 방어를 목적으로 고농도

의 당 상태에서 유효 농도 이상의 항산화제 처리는 높은 삼

투압과 ROS 생성을 야기하여 오히려 인슐린 분비능을 감소

Fig. 4. Effect of the ethanol extract from citrus peels (CP-Et)
on insulin secretion of alloxan damaged HIT-T15. The value
showed as mean±standard deviation (n=3). Each value was con-
sidered statistically different at p<0.05. Normal was only treated
with DMSO (dimethyl sulfoxide as solvent for dissolving CP-Et),
and control was added DMSO and 11 mM alloxan (IC50). CP-Et
was preincubated for 1 hr at 37oC before treatment of alloxan
in HIT-T15.

시킬 수 있음을 본 연구에서도 확인할 수 있었다. β-cell에서

산화적 스트레스는 β-cell의 기능 파괴를 유도하여 glucose

toxicity를 일으키는데 hyperglycemia 상태에서 glycolysis

를 통해 glucose-6 phosphate, fructose와 같은 환원당의 생

산은 증가되며, 이들은 protein glycosylation 반응을 촉진하

면서 ROS를 생산하고 이런 것들이 또 다시 β-cell 손상을

일으킨다(24). 즉, 2형 당뇨에서 산화적 스트레스에 대한 보

호가 없는 경우 β-cell 손상이 반복적으로 일어나게 되고

이에 따라 β-cell 기능은 점점 저하되게 된다. 따라서 2형

당뇨에서는 혈당조절뿐만 아니라 산화적 스트레스로부터 β-

cell 보호가 동시에 이루어져야한다. 본 연구에서는 CP-Et

의 항산화 효과를 확인하고 산화적 손상을 일으킨 β-cell인

HIT-T15에서 CP-Et의 항산화 효과에 의해 손상된 β-cell

의 생존율 증가와 이에 따른 인슐린 분비능 개선이 유의성

있게 나타남을 확인하였다.

Kaneto 등(25)은 당뇨 실험동물에서 항산화제 식이가 β-

cell의 양적 증가와 인슐린 분비를 증가시킬 수 있다고 하였

는데 이러한 보고로 미루어 볼 때 CP-Et의 섭취는 산화적

스트레스가 반복되는 2형 당뇨 환자에서 산화적 방어 역할

을 하여 β-cell 양의 감소와 인슐린 저항성에 대한 개선이

가능함을 확인하였다.

요 약

본 연구는 진피 에탄올 추출물의 alloxan에 의해 유도된

HIT-T15 세포의 산화적 손상으로부터 세포 생존율 및 인슐

린분비 조절능에 대해 조사하였다. 진피 에탄올 추출물의

총 폴리페놀 함량과 총 플라보노이드 함량을 측정한 결과,

각각 57.00±2.91 mg/g, 8.11±2.83 mg/g으로 나타났으며
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alloxan 처리 농도가 증가됨에 따라 HIT-T15 세포의 생존

율은 감소하였으며, alloxan 11.58 mM에서 약 50%의 세포

독성이 일어남을 확인하였다. 동결건조 된 진피 에탄올 추출

물(CP-Et) 0.125～0.75 mg/mL 농도에서 무처리구의 세포

생존율은 100.90±1.51～97.56±0.73%로 나타나 HIT-T15

세포에 대한 CP-Et의 처리 농도는 0.125～0.75 mg/mL로

결정하였다. 0.125, 0.25, 0.5 mg/mL 농도의 CP-Et를 처리한

결과, alloxan에 의해 유도된 산화적 세포손상으로부터 세포

생존율이 각각 80.52±3.29, 74.17±6.75, 67.53±5.8%로 나

타나 유의성 있게 보호되어짐을 확인하였다. CP-Et를 처리

한 HIT-T15 세포에서는 산화적 손상에 대한 세포 생존율과

는 다르게 0.125 mg/mL 농도에서 116.93±2.11 μg/mg로 인

슐린 분비가 대조구와 비교 시 유의적으로 증가되었음을 확

인 할 수 있었다. 따라서 진피 에탄올 추출물에 의한 항산화

적 방어로 2형 당뇨의 β-cell 양의 감소와 인슐린 저항성에

대한 개선이 가능함을 제시하며, 그 작용 기작에 대해서는

차후 더 많은 연구가 필요하다 하겠다.
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