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알코올성 지방간에서 Baicalin의 허혈 및 재관류로 인한 간 손상 보호 효과
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Abstract — This study examined the effects of baicalin, a bioactive flavonoid isolated from Scutellaria baicalensis, on hepatic

injury caused by ischemia/reperfusion (I/R) in alcoholic fatty liver. Rats were fed an ethanol liquid diet or a control isocaloric

diet for 5 weeks, and then subjected to 60 min of hepatic ischemia and 5 h of reperfusion. Baicalin (200 mg/kg) was admin-

istered intraperitoneally 24 and 1 h before ischemia. After reperfusion, baicalin attenuated the increase in serum alanine

aminotransferase activity. The levels of cytosolic cytochrome c protein expression, caspase-3 activity, the number of apo-

ptotic cells increased after reperfusion, which were higher in ethanol-fed animals, were attenuated by baicalin. Following

I/R, the hepatic lipid peroxidation was elevated, whereas hepatic glutathione content was decreased. These changes atten-

uated by baicalin. In ethanol-fed animals, baicalin augmented the increases in heme oxygenase-1 protein and mRNA expres-

sions, and nuclear Nrf2 expression. In conclusion, our findings suggest that baicalin ameliorates I/R-induced hepatocellular

damage by suppressing apoptosis and oxidative stress in alcoholic fatty liver.
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간 이식은 간질환 말기환자에 있어 표준화된 공통적 치료 방

법으로 사용되고 있으나 간은 다른 장기에 비해 기증자의 수가

현저히 적어 알코올성 지방간을 포함한 기증 가능한 간의 범위

를 넓히기 위한 노력이 지속적으로 이루어지고 있다. 현재 간 이

식은 간이식 수술법 자체의 문제는 거의 해결되었으나 간 이식

후 기능부전이 임상적으로 문제시 되고 있으며 이에 대한 원인

은 아직 확실히 밝혀지지 않았으나 수술 중에 필연적으로 일어

나는 간장 허혈 및 재관류(ischemia and reperfusion, I/R) 손상

이 주요 원인으로 알려져 있다. 이러한 간장 허혈 및 재관류 손

상은 간 이식뿐만 아니라 쇼크 후에 오는 간기능 상실, 간 암 수

술시 행해지는 간 절제 등에 의해서도 일어난다.

간장 허혈 및 재관류 손상의 발병 기전은 현재까지 명확하게

밝혀지지 않았으나, 재관류 시 생성되는 활성산소에 의한 산화

적 스트레스와 간장 대식세포인 Kupffer 세포와 호중구 및 내재

면역계의 과도한 이상반응으로 인한 염증 반응1)이 주요한 원인

으로 대두되고 있으며 최근에는 세포 자멸사에도 관여함이 밝혀

졌다.2) 지방간은 간 내에 비정상적인 triglyceride(TG)의 축적이

특징으로 간 조직 생검에서 흔히 볼 수 있다.3) 지방간은 임상적

으로 그 자체로는 크게 문제시되지 않으나 허혈 및 재관류 손상

과 같은 이차 자극에 민감하여 장기 손상을 가속화시킨다. 한 예

로, 이식 후 거부반응 가능성이 매우 높으며 특히 만성적인 알코

올 섭취에 의해 유발된 지방간의 경우 그 가능성이 더욱 높고,4)

간 절제술의 경우에도 수술 후 치사율이 일반적인 환자의 경우

보다(2%) 더욱 높은 수치를(14%) 나타낸다.5) 이처럼 정상간에

비해 지방간의 경우 허혈 및 재관류에 더욱 손상이 극심화 되는

이유는 현재 정확히 밝혀지지 않았으나 지질 과산화의 생성,6) 호

중구의 침윤7) 및 염증유발 싸이토카인의 증가8) 등이 관여한다

고 보고되고 있다.

황금(Scutellaria baicalensis Georgi)은 꿀풀과(Lamiaceae)에

속하는 식물로 다양한 생리활성 작용을 나타내며 특히 항염증과

항균작용이 있어 민간요법에 널리 사용되어 왔다.9) Baicalin은 황

금의 뿌리에서 추출되는 flavonoid 활성성분으로 예로부터 항균,
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항염증 및 진통작용을 나타낸다고 알려져 있으며 산화적 스트레

스에 대한 항산화 효과도 있는 것으로 알려져 있다.10,11) 또한 대

뇌와 심장 근육세포 허혈 및 재관류 손상 모델 및 다양한 독성

물질 유도 간 손상 모델에서도 보호 효과가 있음이 보고되었으

며,12-14) 최근에는 지방간 및 간섬유증에도 효과가 있음이 밝혀

졌다.15,16)

따라서, 본 연구에서는 알코올성 지방간에서 허혈 및 재관류

시 baicalin의 간 보호 작용을 확인하고, 더 나아가 산화적 손상

과 세포 자멸사를 중심으로 그 보호 기전도 알아 보고자 하였다.

실험방법

시료, 시약 및 기기

Baicalin과 단백질 분해효소 억제제는 Sigma-Aldrich사(St.

Louis, MO, USA) 제품을 사용하였으며 TG kit와 ALT kit는

(주)아이비디랩(Uiwang, Korea) 제품을 사용하였다. NE-PER

Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents와 BCA protein

Assay kit는 Pierce Biotechnology사(Rockford, IL, USA) 제품

을 사용하였으며 ECL detection kit는 ㈜인트론바이오테크놀로

지(Seongnam, Korea) 제품을 사용하였다. RNA PCRTM AMV

kit와 TUNEL kit는 TaKaRa사(Shiga, Japan) 제품을 사용하였으

며 Ac-DEVD-AFC는 BioMol사(Plymouth Meeting, PA, USA)

제품을 사용하였다. HO-1 항체는 Enzo Life Science사(NY,

USA), β-actin 항체는 Sigma-Aldrich사, Nrf2 항체는 Santa Cruz

Biotechnology사(CA, USA) 및 Lamin B 항체는 abcam사(MA,

USA)에서 구입하여 사용하였다. 중합효소 연쇄 반응은 Applied

Biosystems사(Foster City, CA, USA)의 GeneAMP® PCR

System 2700 thermocycler를 사용하여 수행하였으며 단백질

과 DNA의 band는Amersham Biosciences/GE Healthcare사

(Piscataway, NJ, USA)의 ImageQuantTM TL software를 사용하

여 분석하였다.

Lieber-DeCarli 액체식이 조성

알코올성 지방간 유도는 미국영양학회(American Institute of

Nutrition, AIN)가 추천하는 Lieber-DeCarli 액체 식이를 사용하

였으며17) 비타민 A의 경우 다른 가루성분과 섞일 경우 분해될

수 있으므로 비타민과 미네랄은 액체 식이를 준비할 때 따로 첨

가하였다. 대조군의 식이는 기본적으로 1 kcal/ml의 열량을 함유

하며 그 조성은 지방 35%, 탄수화물 47% 및 단백질 18%이며,

에탄올군 식이의 경우 maltose dextrin 대신 동열량의 에탄올로

대체되었다.

동물 사육 및 액체식이 투여

실험에 사용된 동물은 130~150 g 웅성 Sprague-Dawley 흰쥐

((주)대한바이오)로 증류수와 고체사료가 제공되는 환경에서 일

주일 이상 순화시킨 후 육안적 증상을 관찰하여 정상적인 동물

만을 실험에 사용하였다. 사육 환경인 성균관대학교 동물실험실

은 항온·항습장치를 이용하여 상대온도 25±1oC, 상대습도

55±5%를 유지하였으며 자동점등장치를 이용하여 12시간 간격

으로 명암주기 환경을 제공하였다. 모든 동물은 성균관대학교 동

물사육위원회의 지침에 따라 인도적으로 사육하였으며, 미국국

립보건원에서 발표한 동물보호법 및 국제규격의 실험동물 사용

과 주의지침서에 따라 실험하였다(#SKKU-PH-2012-10). 순화시

킨 흰쥐들은 에탄올 섭취에 의한 고체사료 섭취 감소를 막기 위

해 액체식이를 공급받았으며 난괴법으로 액체식이를 공급받는

대조군 및 에탄올 함유 액체식이를 공급받는 에탄올군으로 나누

었다. 액체식이 공급은 흰쥐의 체중이 150~170 g일 때 시작하

였으며 에탄올은 처음 2일 동안은 30 g/l, 3일 및 4일은 40 g/l로

제공하였으며 이후의 기간 동안은 50 g/l로 제공하였다. 동물들은

액체식이를 자유롭게 섭취하도록 하였으나 대조군과 에탄올군이

열량적으로 동일한 양의 액체식이를 섭취하는지를 파악하기 위

하여 매일 그 섭취량을 관찰하였다.

간장 허혈 및 재관류

흰쥐는 허혈을 유발하기 18시간 전 절식을 하되 물은 자유롭

게 섭취하도록 하였다. 흰쥐는 ketamine(55 mg/kg)과 xylazine

(8 mg/kg)을 복강 주사하여 마취한 후, 간문맥의 좌측분지와 간

동맥을 클램프(clamp)로 집어 중엽과 좌엽에 허혈을 유발시켰다.

허혈 상태의 흰쥐는 heating pad를 사용하여 체온을 37oC로 유

지시켰다. 허혈 60분 뒤, 클램프를 제거하여 중엽과 좌엽이 재관

류 되도록 하였으며 개복 부위는 비단 봉합사를 사용하여 봉합

하였다. Sham군의 경우 클램프로 집는 것을 제외하고 모든 실험

과정을 허혈 및 재관류 실험군과 동일하게 실시하였다. 재관류 5

시간에 전혈 및 허혈이 유도된 간 조직을 추출하였으며 추출한

간 조직은 곧바로 무게를 측정하고 세포 자멸사의 조직학적 분

석을 위한 처리를 수행하였다. 나머지 간 조직은 다음 생화학적

분석 실험을 수행하기 전까지 -75oC의 초저온 냉동고에 보관하였다.

실험군

Baicalin은 10% tween 80을 용매로 사용하여 녹인 후 200

mg/kg 용량으로 허혈 유도 24시간 및 1시간 전에 복강 투여하

였으며, 투여 용량 및 처치 시기는 기존에 발표된 논문과16) 예비

실험의 결과를 바탕으로 설정하였다. 흰쥐는 다음의 8군으로 나

누어 실험하였다. (a) 용매를 투여한 액체식이 sham군(CD sham),

(b) baicalin을 투여한 액체식이 sham군(CD baicalin), (c) 용매를

투여한 액체식이 간장 허혈 및 재관류군(CD I/R), (d) baicalin을

투여한 액체식이 간장 허혈 및 재관류군(CD I/R+baicalin), (e)

용매를 투여한 에탄올 함유 액체식이 sham군(ED sham), (f)
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baicalin을 투여한 에탄올 함유 액체식이 sham군(ED baicalin),

(g) 용매를 투여한 에탄올 함유 액체식이 간장 허혈 및 재관류군

(ED I/R), (h) baicalin을 투여한 에탄올 함유 액체식이 간장 허

혈 및 재관류군(ED I/R+baicalin). 용매를 투여한 sham군과

baicalin을 투여한 sham군 간에는 모든 실험결과에서 통계적으로

유의한 차이점이 없어 (a)와 (b) 및 (e)와 (f)는 합쳐서 각각 CD

sham과 ED sham으로 하였다.

체중과 간장 무게

체중 증가를 관찰하기 위하여 일주일에 두 번 5주 동안 흰쥐

의 체중을 기록하였다. 흰쥐의 전체 간 무게는 재관류 5시간 후

에 측정하였으며 체중 100 g당 간 무게로서 나타내었다.

TG 농도 및 혈청 아미노산 전이효소 활성도

간 조직을 sucrose 0.25 mol/l, Tris-HCl 50 mmol/l 및 EDTA

1 mmol이 함유된 완충액(pH 7.4)에서 균질기를 사용하여 균질

화한 뒤, chloroform : methanol(2 : 1) 용액을 이용하여 지질을 추

출하여 Folch 등18)의 방법에 따라 TG의 양을 측정하였다. 혈청

내의 TG 수준은 상업적 kit를 사용하여 분광 광도계법으로 측정

하였으며 alanine aminotransferase(ALT)의 농도는 상업적 kit를

사용하여 측정하였다.

지질 과산화물 및 glutathione(GSH) 함량

지질 과산화의 최종산물인 malondialdehyde(MDA)의 생성 정

도를 측정하기 위해 간조직을 균질화한 뒤 thiobarbituric acid를

사용하는 방법으로 535 nm에서 분광 광도계를 사용하여 측정하

였다.19) 또한 간조직의 균질액을 1% picric acid로 침강시킨 후,

yeast-glutathione reductase, 5,5'-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid)

및 NADPH를 사용하여 412 nm에서 총 GSH 농도를 측정하였

다. 산화형 GSH의 농도는 총 GSH 측정법과 동일하되 2-

vinylpyridine을 가하여 측정하였다.

Western blotting법

간 조직을 NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction

Reagents를 사용하여 제조사의 지시대로 세포 핵 성분과 세포질

성분으로 분리하였다. 분리된 세포질 성분은 BCA Protein Assay

kit를 사용하여 단백질 농도를 정량화 하였다. 세포질 내의 단백

질을 Tris-HCl 125 mM, pH 6.8%, glycerol 20%, sodium

dodecyl sulfate(SDS) 4%, 2-mercaptoethanol 10% 및 bromo-

phenol blue 0.02%가 함유된 용액과 1:1의 비율로 섞은 뒤 7분

간 끓여 변성시켰다. 변성 단백질은 10% SDS-PAGE를 사용하

여 분리한 뒤, nitrocellulose(NC) membrane에 옮겼다. NC

membrane은 상온에서 5% skim milk 용액으로 1시간 동안 반

응시켜 비특이적 결합을 차단하였다. 일차 항체를 5% skim milk

에 일정 비율로 넣은 용액에 NC membrane을 넣은 뒤 상온에

서 1시간 동안 반응시키고 4oC에서 하룻밤 추가적으로 반응시켰

다. 이후에 이차 항체를 NC membrane과 반응시킨 후 결합한

항체의 양은 ECL detection solution을 사용하여 측정한 뒤

ImageQuantTM TL software로 산출하였다.

역전사-중합효소 연쇄 반응

Takara RNA PCRTM AMV kit를 사용하여 간 조직으로부터

총 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA 2 µg을 primers, dNTP

mix, ×10 PCR buffer 및 Ex Taq DNA polymerase와 함께 반

응시켰다. 중합효소 연쇄 반응의 조건은 GeneAmp® PCR

System 2700 thermocycler에서 94oC에서 5분간 변성, 72oC에

서 7분간 연장하였으며 증폭 주기의 조건은 다음과 같다: HO-1,

30 주기 94oC 30초, 65oC 60초, 72oC 45초; β-actin, 25 주기

94oC 30초, 62oC 30초, 72oC 60초. 증폭반응에 사용한 primer로

는 HO-1(sense: AAG GAG TTT CAC ATC CTT GCA, anti-

sense: ATG TTG AGC AGG AAG GCG GTC) 및 β-actin

(sense: TTG TAA CCA ACT GGG ACG ATA TGG, anti-

sense: GAT CTT GAT CTT CAT GGT GCT AG)을 이용하였

다. 증폭된 DNA는 gel-red를 함유한 1.5% agarose gel을 이용

하여 전기 영동하였으며 ImageQuantTM TL을 사용하여 반정량

적으로 분석하였다.

세포 자멸사

자멸사한 세포는 상업적 kit를 이용하여 terminal deoxy-

nucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling

(TUNEL) 염색법을 이용하여 측정하였다.

Caspase-3 활성도

Caspase-3 활성은 N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-tri-

fluoromethyl-cumarine(Ac-DEVD-AFC)를 사용하여 Morin 등20)

의 방법에 따라 측정하였다. 간 조직(1 g)을 Tris 25 mM, MgCl2

5 mM, ethylene glycol-bis[-aminoethylether]-N,N,N,N-tetraacetic

acid(EGTA) 1 mM 및 단백질 분해효소 억제제 50 µl가 함유된

완충용액 6 ml에 넣고 균질화시켰다. 균질액은 600 g-force에서

10분간 원심 분리한 뒤, 그 상층액을 다시 40,000 g-force에서 15

분 동안 원심 분리하고 최종 상층액으로 caspase-3 활성을 측정

하였다. 최종 상층액을 HEPES 30 mM, EDTA 0.3 mM, NaCl

100 mM, Triton X-100 0.15% 및 dithiothreitol 10 mM이 함유된

완충 용액에 넣고 15분 동안 상온에 둔 뒤, Ac-DEVD-AFC 200 µl

를 가하여 37oC에서 120분간 반응시킨 후 그 활성을 측정하였다.

통계 처리

모든 실험 결과는 평균치와 표준오차로 나타내었으며, 각 실
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험군간 차이는 two-way analysis of variance(ANOVA)를 사용하

고, 사후 검증은 Bonferroni correction을 사용하여 P<0.05일 때

유의적인 차이가 있는 것으로 판정하였다.

실험결과 및 고찰

간장 무게, 간 조직 내 TG 함량 및 혈청 TG 농도

현대인의 식습관 변화와 더불어 과도한 알코올 섭취에 의한

과영양상태는 지방간의 주요 원인으로, 지방간은 지방침윤의 정

도에 따라 간이식과 간 절제 혹은 이식 후 기능 장애 및 상실과

연관되는 주요 위험 인자이다.21) 본 실험에서 사용한 Lieber-

Decalri 액체 식이는 다른 만성 알코올 식이 모델과는 달리, 임

상적으로 사람의 알코올성 간 질환의 초기 단계와 유사한 경미

한 간 손상을 일으킨다.17,22) 5주 동안 Lieber-Decalri 액체 식이

를 투여한 후 체중대비 간장의 무게는 다음과 같았다. CD를 섭

취한 실험 동물의 체중 100 g당 간장의 무게는 2.7±0.1 g이었고,

ED를 섭취한 실험 동물의 체중 100 g당 간장의 무게는 3.6±0.4

g으로 현저히 증가하였다. 간 조직 내 TG의 함량과 혈청 TG 농

도는 CD군에서는 10.2±0.9 mg/g liver 및 18.6±1.6 mg/dl이었

으나, ED군에서는 각각 1.8배 및 1.7배로 현저히 증가하였다. 이

를 통해 5주 동안의 Lieber-Decalri 액체식이에 의해 실험 동물

에서 알코올성 지방간이 유도됨을 확인하였다.

혈중 아미노산 전이 활성도

간이 손상을 받을 경우, 간 세포에 괴사가 일어나면 세포질에

존재하는 아미노산 전이효소인 ALT는 혈중으로 유리되어 그 혈

중 농도가 증가한다. 따라서 ALT 활성도는 간장 손상의 지표로

널리 이용된다. Table I에서 보는 바와 같이 CD sham군에서

60±12 U/l이었던 혈중 ALT 수치는 재관류 5시간 후, 3618±436

U/l로 현저히 증가하였다. ED sham군에서의 혈중 ALT 수치는

61±8 U/l로 낮은 수치였으나 재관류 5시간 후, 6235±259 U/l로

현저히 활성이 증가되었으며, 이는 CD I/R군에 비해서도 현저한

증가를 나타내었다. 이러한 혈중 ALT 활성의 증가는 모두 baicalin

에 의해 현저히 감소되었으므로, 이러한 결과를 통하여 baicalin

의 알코올성 지방간 시 허혈 및 재관류 손상에 대한 간 보호 효

능을 확인하였다.

세포질 cytochrome c 단백질 발현, 간조직 내 caspase-3 활성

도 및 TUNEL 분석

허혈 및 재관류 손상은 간 세포의 괴사뿐만 아니라 재관류 시에

생기는 활성산소에 의해 세포 자멸사도 유발한다고 밝혀졌다.23)

앞서 baicalin 처치에 의해 간 세포 괴사가 줄어듦을 확인하였으

므로 간 세포 자멸사에도 기여하는지 본 실험을 통해 확인하였

다. 미토콘드리아에서 나와 세포질로 분비된 cytochrome c는 세

포 자멸사의 수행자인 caspase의 활성을 증가시켜 반응을 유발

하는 중요한 요소이다.24) CD sham 군에 비해 CD I/R군은 세포

질 내 cytochrome c의 발현량 및 간조직 내 caspase-3의 활성도

가 현저히 증가하였다. 재관류 5시간 후, ED군의 cytochrome c

의 발현량과 caspase-3 활성은 ED sham 군에 비하여 현저히 증

가하였으며, 이는 CD I/R군에 비해서도 현저한 증가를 보였다.

최근 Derdak 등25)은 장기간 알코올 섭취 이후 p53의 활성화에

의하여 p53 up-regulated modulator of apoptosis(PUMA) 및

caspase-3가 활성화되고 그에 의해 세포 자멸사가 증가한다고 보

고하였고, 그 원인으로는 산화적 스트레스의 증가와 미토콘드리

아의 손상을 지목하였다. 이와 유사하게 본 실험에서도 장기간

알코올 섭취로 인한 세포 자멸사의 증가가 관찰되었고, 이러한

Table I − Effect of baicalin on serum ALT activity, hepatic lipid

peroxidation and glutathione content after I/R in alcoholic

fatty liver

ALT (U/l)
MDA

(nmol/mg protein)
GSH

(nmol/g liver)

CD

Sham 0060±12 0.33±0.02 4.68±0.29

I/R 3618±436** 0.54±0.04** 3.53±0.11**

I/R+baicalin 1862±172## 0.39±0.03## 4.64±0.41##

ED

Sham 0061±8 0.44±0.07 4.49±0.11

I/R 6235±259**,# 0.69±0.06**,## 2.67±0.17**,#

I/R+baicalin 1813±101†† 0.61±0.01† 3.94±0.26††

Each value is the mean±SEM of 8~10 rats per group. ** Sig-
nificantly different (P<0.01) from sham group. #,## Significantly
different (P<0.05, P<0.01) from CD I/R. † Significantly different
(P<0.05) from ED I/R. CD, control diet; ED, ethanol diet.

Fig. 1 − Effect of baicalin on cytosolic cytochrome c protein

expression after I/R in alcoholic fatty liver. Values are

means±SEM for 8~10 rats per group. *,** Significantly

different (P<0.05, P<0.01) from each sham group. ##

Significantly different (P<0.01) from CD I/R. † Significantly

different (P<0.05) from ED I/R.
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증가는 모두 baicalin에 의해 감소되었다(Figs. 1, 2). 허혈 및 재

관류로 인해 발생하는 자멸사한 세포를 TUNEL 염색을 통한 조

직학적 검사를 통해 직접적으로 확인한 결과, CD sham군의 간

조직에서는 TUNEL 양성 세포가 거의 확인되지 않은 것에 비해,

재관류 5시간 후의 간조직에서는 자멸사한 세포의 수가 현저히

증가하였다. CD sham군과 ED sham군 사이에서는 자멸사한 세

포 수에 유의적인 차이를 보이지 않았다. ED I/R군의 간조직에

서의 자멸사한 세포 수는 ED sham군 및 CD I/R군에 비하여 현

저한 증가를 보였고, baicalin은 이러한 증가를 모두 억제하였다

(Fig. 3). 이를 바탕으로 baicalin은 알코올성 지방간의 허혈 및 재

관류로 인한 간 세포 자멸사를 감소시키는 것을 확인하였다.

지질 과산화물 및 GSH 정량

생물학적 활성분자에 대한 산화적 손상은 다양한 천연물에서 분

리된 flavonoid를 포함하는 항산화제들에 의해 감소될 수 있다.26)

최근 연구들에서는 뇌14) 및 심근12)의 허혈 및 재관류 손상에 대

한 baicalin의 이로운 효과들이 보고되고 있다. 또한 허혈 및 재

관류에 의하여 생성된 활성산소종은 불포화 지방산이 다량 존재

하는 세포막과 미토콘드리아 및 소포체를 공격함으로써 지질 과

산화를 유발시켜 간 세포 자멸사를 초래한다.27) 재관류 5시간 후,

허혈 및 재관류 손상을 받은 실험 동물에 대한 간 조직 중 지질

과산화물 함량 변화는 Table I과 같다. CD sham군에서는 간 조

직 MDA 함량은 0.33±0.02 nmol/mg이었고, 허혈 및 재관류 손

상 후 1.6배로 현저한 증가를 나타내었다. ED sham군의 간 조

직 MDA 함량은 0.44±0.07 nmol/mg이었고, 이는 CD sham군

과 유의적인 차이를 보이지 않았다. ED I/R군에서는 간 조직

MDA 함량이 현저히 증가되었으며, 이는 CD I/R군에 비해서도

확연한 증가를 나타내었다. Baicalin은 이러한 허혈 및 재관류에

의한 MDA 함량의 증가를 모두 감소시켰다. GSH는 세포의 산

화적 손상에 대해 1차적 방어역할을 하는 중요한 생체 내 물질

로서, 세포가 산화적 손상을 받으면 GSH가 GSSG로 산화되어

활성산소종을 무독화시킨다.28) 따라서 활성산소종의 증가에 의

한 산화적 손상과 GSH pool의 감소는 허혈 및 재관류에 의한

간세포 손상의 주요한 기전 중 하나로 알려져 있다. CD sham군

에서의 간 조직 내 GSH의 양은 4.68±0.29 nmol/g이었고, 허혈

및 재관류 5시간 후 현저하게 감소하였다(Table I). CD sham군

과 ED sham군의 간 조직 내 GSH 함량은 유의적인 차이가 없

었으나, ED I/R군에서의 간조직 내 GSH 함량은 ED sham군에

비해 현저히 감소되었으며, 이는 CD I/R군에 비해서도 현저한

감소를 나타내었다. 이러한 간 조직 내 GSH 함량의 감소는 모

두 baicalin의 처치로 억제되었다. 이로써 baicalin은 알코올성 지

방간에서 허혈 및 재관류로 인한 지질 과산화물의 생성을 억제

시키고, 간세포 내 GSH pool을 유지시켜 세포의 산화적 손상을

감소시키는 것으로 여겨진다.

Heme oxygenase(HO)-1 유전자 및 단백질 발현

HO-1은 염증매개인자, 산화적 손상 등의 자극에 의해 발현되

는 세포 보호 기능을 가진 내인성 효소이다. HO-1이 hemin 이

나 cobalt protoporphyrin과 같은 유도 인자에 의해 발현이 증가

되면 염증반응이나 혈관 증식과 같은 병리학적 활성을 억제하며

Fig. 3 − Detection of apoptotic hepatocytes after I/R in alcoholic

fatty liver (original magnification ×200). (A) CD sham

group; (B) CD I/R group; (C) CD I/R+baicalin group; (D)

ED sham group; (E) ED I/R group; (F) ED I/R+baicalin.

Numbers are apoptotic cells in randomly chosen ×400

histological fields. ** Significantly different (P<0.01) from

each sham group. #,## Significantly different (P<0.05,

P<0.01) from CD I/R. †† Significantly different (P<0.01)

from ED I/R.

Fig. 2 − Effect of baicalin on hepatic caspase-3 activity after I/R in

alcoholic fatty liver. Values are means±SEM for 8~10 rats

per group. ** Significantly different (P<0.01) from each

sham group. #,## Significantly different (P<0.05, P<0.01)

from CD I/R. †† Significantly different (P<0.01) from ED I/R.
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만성 장기이식 거부반응을 감소시킨다는 보고가 있다.29) 또한 산

화적 손상에 대한 세포 방어 기작으로서도 중요한 역할을 한다

고 한다.26) 허혈 및 재관류에 의한 손상을 줄이기 위해 내인성

방어 기전을 강화하는 여러가지 방법들이 제시되어왔고, 그 중

에서도 HO-1의 활성을 조절하는 것이 간 세포 자멸사에 영향을

끼침이 규명되었다.30) 더욱이 baicalin과 같은 항산화 기능을 가

진 천연 유래의 물질들이 여러 실험에서 HO-1을 유도하여 손상

보호효과를 나타내었다.31) Fig. 4는 허혈 및 재관류에 의해 간 손

상이 유도된 실험 동물의 간 조직 중 HO-1 단백질 및 유전자 발

현 변화에 미치는 영향을 살펴본 것이다. 재관류 5시간 후, 각각

의 sham 군에 비해 CD I/R군은 HO-1의 단백질 및 유전자 발

현이 현저히 증가하였으나 ED I/R군에서는 그에 미치지 못하였

다. Baicalin은 CD 및 ED군 모두에서 I/R군에 비해 HO-1의 유

전자 및 단백질의 발현을 현저히 증가시켰다. 이것으로 보아

baicalin은 HO-1의 강한 유도를 통해 알코올성 지방간에서 허혈

및 재관류로 인한 산화적 손상을 억제하는 것으로 여겨진다.

Nrf2 단백질 발현

Nrf2는 세포보호 작용을 하는 다양한 항산화 효소들의 발현을

조절하는 전사인자이며 glutathione S-transferase, quinone

reductase 및 HO-1 등을 조절한다는 보고가 있다.32) 이 외에도

Nrf2의 활성화는 단기적인 염증반응을 조절하는 작용33)과 허혈

및 재관류 손상에서의 항산화 기전34)에 중요한 역할을 한다. 재

관류 5시간 후, 핵 내 Nrf2의 단백질 발현량은 CD sham군에 비

해 현저히 증가하였으나, ED I/R군에서는 ED sham군과 유의적

인 차이를 보이지 않았다. Baicalin은 CD 및 ED군에서 허혈 및

재관류시 모두 Nrf2의 핵 내 단백질 발현량을 현저히 증가시켰

다(Fig. 5). 이로써 baicalin은 핵 내 전사인자인 Nrf2의 강한 발

현 증가를 통해 HO-1의 발현을 증가시키고, 항산화 기전에 영

향을 끼치는 것으로 여겨진다.

결 론

알코올성 지방간에서 baicalin의 허혈 및 재관류에 의한 손상

에 대한 보호효과를 확인하기 위하여 혈청 ALT활성을 측정하였

다. 또한 간 세포질 내 cytochrome c 단백질 발현, caspase-3의

활성도 및 자멸사한 세포 수를 측정하여 baicalin의 세포 자멸사

에 대한 보호기전을 확인하였으며, 세포 내 지질 과산화물 생성,

GSH의 함량, HO-1의 단백질과 유전자 발현량 및 핵 내 Nrf2의

단백질 발현량을 측정함으로써 산화적 스트레스에 대한 baicalin

의 보호효과도 규명하였다.

Fig. 4 − Effect of baicalin on hepatic HO-1 protein and mRNA expression after I/R in alcoholic fatty liver. Values are means±SEM for 8~10

rats per group. ** Significantly different (P<0.01) from each sham group. #,## Significantly different (P<0.05, P<0.01) from CD I/

R. †,†† Significantly different (P<0.05, P<0.01) from ED I/R.

Fig. 5 − Effect of baicalin on nuclear Nrf2 protein expression after I/

R in alcoholic fatty liver. Values are means±SEM for 8~10

rats per group. *,** Significantly different (P<0.05, P<

0.01) from each sham group. ## Significantly different (P<

0.01) from CD I/R. †† Significantly different (P<0.01) from

ED I/R.
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Baicalin은 알코올성 지방간에서 허혈 및 재관류 손상에 의한

혈중 ALT의 활성을 현저히 감소시켰으며, 세포 자멸 신호전달

물질인 cytochrome c의 세포질 내 발현과 caspase-3의 활성도

감소시켰다. TUNEL 염색에 의한 조직학적 분석 결과에서도

baicalin 투여군에서 세포 자멸사가 일어난 간세포 수의 감소를

나타내어 이를 일관성 있게 뒷받침하였다. 알코올성 지방간에서

baicalin 처치시 허혈 및 재관류로 인한 간 조직 내 MDA 증가

및 GSH 감소가 현저히 억제되었으며, 세포 내 항산화 내인성 효

소인 HO-1의 단백질과 유전자발현 및 이를 조절하는 전사인자

인 Nrf2의 핵 내 단백질 발현을 더욱 항진시켰다.

이상의 결과들을 종합하여 볼 때 baicalin은 알코올성 지방간

에서 세포 자멸사 경로와 산화적 손상의 억제를 통하여, 허혈 및

재관류로 인한 간 손상을 보호하는 것으로 사료된다.
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