
大韓本草學會誌 제28권 제4호(2013년 7월)
Kor. J. Herbology 2013；28(4)：49-55

ISSN 1229-1765
http://dx.doi.org/10.6116/kjh.2013.28.4.49.

간성상세포에서 桑葉 추출물의 섬유화 억제 효과

변성희1#, 박상미1,2, 김상찬1,2, 조일제1,2*

1 : 대구광역시 수성구 신천동로 대구한의대학교 한의과대학,

2 : 경상북도 경산시 한의대로 1, 대구한의대학교 한의과대학 방제과학글로벌 연구센터

Anti-fibrotic Effect of Mori Folium Extract in Hepatic Stellate Cells

Sung Hui Byun1#, Sang Mi Park1,2, Sang Chan Kim1,2, Il Je Cho1,2*

1 : College of Korean Medicine, Daegu Haany University, Daegu 706-060, 

2 : MRC-GHF, College of Korean Medicine, Daegu Haany University, Gyeongsan, Gyeongsangbukdo 712-715, KOREA

ABSTRACT

Objectives : Mori Folium was popularly used as one of the traditional medicinal herbs. Although M. Folium has 

been cultivated for rearing silkworm historically, it's use has been expanded as natural therapeutic agent for 

the treatment of filariasis, diabetes and dropsy in East Asia. However, little has been known about the effect 

of M. Folium on liver fibrosis. Therefore, we would like to explore an anti-fibrogenic potential of M. Folium 

extract (MFE) using immortalized human hepatic stellate cell line, LX-2 cells.

Methods : We examined the effects of MFE on the transforming growth factor β1 (TGFβ1)-induced liver 

fibrosis in LX-2 cells. Cell viability, Smad binding element–driven luciferase activity, phosphorylations level of 

Smad 2/3, and expression level of TGFβ1-dependent target genes were monitored in the MFE-treated LX-2 

cells.

Results : Up to 30 µg/ml MFE treatment did not show any possible toxic effect in LX-2 cells. MFE inhibited 

TGFβ1-inducible Smad binding element-driven luciferase activity and decreased the TGFβ1-inducible 

phosphorylations of Smad 2 and Smad 3 in hepatic stellate cell in a dose dependent manner. Furthermore, 

increases of plasminogen activator inhibitor type 1, TGFβ1 and matrix metalloproteinases 2 genes by TGFβ1 

were also attenuated by MFE treatment.

Conclusions : These findings suggested that MFE would be used as a potential therapeutic agent for the 

treatment liver fibrosis, which might be mediated by the inhibition of TGFβ1-inducible Smad 2/3 transactivation 

and target genes expression.
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서 론1)

간은 체외에서 들어온 물질 및 체내의 물질대사에서 중추

적인 역할을 담당하는 생체기관이며, 한국 내의 만성 질병 중

에서 간염, 간섬유화 및 간암이 차지하는 비중은 순환기계 질

환과 함께 큰 비중을 차지하고 있다. 특히 우리나라의 경우, 

선진국에 비하여 음주인구가 상대적으로 높고 폭음에 의한 간 

손상 발생이 높은 만큼 간질환에 대한 관심도 지대하다. 따라

서 간조직의 생리적 특성 및 중요성을 고려할 때 간질환의 치

료 및 예방은 대단히 중요하며 간 조직손상을 줄이고 간기능

을 정상화시킬 수 있는 약물 타겟 발굴이 요구되는 실정이다.

간섬유화는 만성적인 염증으로 인해 정상적인 간조직이 광

범위하게 파괴된 결과로 섬유조직의 증식과 재생성 결절 형성

의 형태학적 특징을 보이며, 2차적으로 간 내 혈관의 변형 및 
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간기능의 저하가 초래되는 비가역적 질병이며1), 간 섬유화로

의 진행과정에 있어 간성상세포 (hepatic stellate cell)가 핵

심적 역할을 수행하는 세포로 보고되고 있다2). 반복적 간손상

으로 인한 염증과 회복과정의 반복은 휴지기 (quiescent) 간

성상세포를 활성화하여 세포외기질 (extracelluar matrix, 

ECM)과 다양한 사이토카인 (cytokine) 및 케모카인 (chemokine)

들을 분비하며, 이 중 형질전환성장인자 베타1 (transforming 

growth factor β1, TGFβ1)의 분비는 plasminogen activator 

inhibitor type 1 (PAI-1) 및 matrix metalloproteinases 

(MMP)의 발현 조절을 통하여 ECM (예, collagen) 축적을 

촉진하는 핵심 사이토카인이다3).

TGFβ1은 세포막 수용체를 통하여 다양한 세포 내 신호 

네트워크를 활성화시키며, TGFβ1에 의해 활성화되는 대표

적인 신호분자는 Smad이다4). TGFβ1 자극은 세포질에 존재

하는 Smad 2 및 Smad 3의 인산화와 더불어 Smad 4와의 

결합을 촉진한다. TGFβ1에 의해 형성된 Smad 2/4 또는 

Smad 3/4 복합체는 핵으로 이동하여, PAI-1, MMP 및 

collagen 등을 포함한 표적유전자 프로모터의 CAGA box 

(또는 Smad binding element, SBE)에 결합하여 이들 유전

자의 발현을 증가시킨다5-8). 따라서 간 섬유화의 진행과정에

서의 TGFβ1 및 이를 매개로 형성되는 세포 내 신호 네트워

크의 조절은 간 섬유화의 진행 억제 및 치료에 있어 중요한 

약물표적으로 작용할 수 있으며, 천연의 소재로부터 TGFβ1

을 매개한 간성상세포의 활성을 조절할 수 있는 후보소재를 

발굴하려는 시도 또한 활발하게 진행되고 있다.

桑葉 (Mori Folium)은 疏散風熱, 淸肺潤燥, 淸肝明目하는 

효능이 있으며 頭痛, 目赤, 口渴, 肺熱로 인한 咳嗽, 風痹, 

蕁麻疹을 치료한다9). 상엽에는 flavones, steroids, triterpenes, 

아미노산, 비타민 및 다량의 미네랄 성분이 존재하고 있으며 

칼슘, 칼륨 등의 전해질과 펙틴, 셀룰로오스 등의 식이섬유나 

아미노산, 단백질 등이 풍부하다. 상엽은 혈당 강하, 혈압 강

하, 이뇨, 및 항균 효능이 있음이 규명되었으며, filaria에 의

한 림프관염에 치료 효과가 있고, 하지의 象皮腫 연화, 부종 

제거 작용이 있음이 증명되었다. 최근에는 상엽의 LPS에 의

해 활성화된 대식세포의 염증매개인자 억제, 지방 사이토카인 

(adipokine) 억제, 항동맥경화 (anti-atherogenic) 효과 및 

항우울 (anti-depressant) 효과 등이 보고되고 있으나10-14), 

상엽의 만성 간질환에 대한 효능 평가 및 분자 기전에 대한 

연구는 부족한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 상엽 에탄올 추출물 (M. Folium 

extract, MFE)의 간섬유화 예방 및 치료의 효능을 평가하기 

위하여 질환 진행과정의 핵심적 역할을 담당하는 간성상세포

에서 MFE를 전처치한 후, TGFβ1으로 유도된 표적유전자들

의 발현을 관찰하였고, 그 분자 기전으로서 Smad 분자의 인

산화 및 활성화 과정에 미치는 영향을 평가하였다.

재료 및 방법

1. 시약

Dulbecco's modified eagle's medium (DMEM), fetal 

bovine serum (FBS), penicillin, streptomycin은 GibcoBRL 

(Eggenstein, Germany)에서 구입하였다. L-glutamine은 

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)으로부터 구입하였고, TGF

β1은 R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)에서 구입하였

다. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium 

bromide (MTT), dimethylsulfoxide (DMSO), lupeol, 

morin, myo-inositol, quercetin, rutin, scopoletin, 

umbelliferone은 Sigma (St. Louis, MO, USA)에서 구입하

였다. Phosphorylated Smad 2 (p-Smad 2), phosphorylated 

Smad 3 (p-Smad 3) 및 Smad 2/3 항체는 Cell Signaling 

Technology (Danvers, MA, USA), actin과 PAI-1 항체는 

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)로부터 

구입하였다.

2. 추출물의 제조

MFE는 상엽 300 g에 3 L의 100% 에탄올을 가하고 상온

에서 72시간 동안 추출하여 No.2 filter paper (Nalgene, 

New York, NY, USA)로 여과한 후 여액을 진공회전농축기 

(EYELA, Tokyo, Japan)를 사용하여 농축하였다. 농축액을 

Ultra-low temperature freezer (Operon, Korea)에 12시

간 동안 동결하여 동결건조기 (LABCONCO, Kansas, MO, 

USA)로 동결건조하고 사용할 때까지 -20℃에서 보관하였다. 

MFE의 최종 수율은 2.598%이며 실험 시 DMSO에 용해하여 

사용하였다.

3. 세포 배양

사람의 불멸화 간성상세포주인 LX-2 세포는 Dr. Friedman 

S.L. (Mount Sinai School of Medicine, USA)로부터 제공

받아 10% FBS, 100 U/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin 

및 1% L-glutamine이 함유된 DMEM 배지를 이용하여 3

7℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. LX-2 세포를 

5×104/ml 농도로 24 well plate에 각각 분주하고 serum 

free 배지로 교환한 후 6시간 동안 배양하였다. MFE 3-100 

µg/ml을 각각 처치한 후 24시간 동안 배양하였다.

4. 세포독성 측정

약물 처치된 세포를 24시간 배양한 후, 5 mg/ml 농도의 

MTT 용액을 넣고 4시간 추가 배양하였다. 배양액을 제거하

고 DMSO를 가하여 생성된 formazan을 용해시킨 후 

Titertek Multiskan Automatic microplate reader (Model 

MCC/340, Huntsville, AL)를 사용하여 570 nm에서 흡광

도를 측정하였다. 세포생존율은 control 세포에 대한 백분율

로 나타내었다 [Viability (% of control) = (absorbance of 

treated sample)/(absorbance of control) x 100].

5. 리포터 유전자 분석

Human PAI-1 프로모터를 함유한 reporter plasmid 

(pGL-phPAI-798), Smad 3 과발현 plasmid 

(pCDNA-Flag-Smad3), Smad binding element를 함유한 

reporter plasmid (pGL3-(CAGA)9-MLP-luciferase), 
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transfection efficiency를 보정하기 위한 pRL-SV는 기존 

문헌 보고에 따라 본 연구실에서 기 확보하였다8). 12 well 

plate에 배양한 LX-2 세포에 Fugene HD (Promega Co., 

Madison, WI, USA)을 이용하여 500 ng plasmid를 3 시간 

동안 transfection 시키고 약  3시간 동안 FBS가 없는 

DMEM 배지 하에서 안정화시켰다. 세포에 MFE (10, 30 

µg/ml)를 30분 동안 전처치하고 5 ng/ml TGFβ1을 18시간 

동안 처치한 후 passive lysis buffer (Promega)를 이용하여 

용해하고 dual luciferase reporter assay system (Promega)

을 이용하여 제조사의 방법에 따라 리포터 유전자 활성을 측

정하였다. 상대적인 luciferase 활성은 각 세포에서 발현하는 

firefly luciferase 활성을 Renilla luciferase로 보정하여 표

현하였다.

6. Immunoblot 분석

전세포 추출액 (whole cell lysates)은 본 연구실에서 기확립

된 방법에 따라 제조하였다10). 정량한 단백질 50 µg을 취하여 

10% SDS-PAGE에 전기영동시킨 후 NC membrane으로 단백

질을 전이시켰다. Smad 2/3, p-Smad 2, p-Smad 3, PAI-1 

및 actin 1차 항체와 반응시킨 후 horseradish peroxidase가 

결합된 2차 항체와 반응시키고 ECL detection reagents 

(Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA)를 사

용하여 단백질의 발현 정도를 확인하였다. Densitometric 

analysis는 image analyzing system (Ultra-Violet Products 

Ltd., Upland, CA, USA)을 사용하였다.

7. RNA 분리 및 realtime PCR 분석

처치된 세포로부터 total RNA의 분리는 Trizol reagent 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 사용하여 추출하였다. 

추출된 total RNA (2 µg)와 d(T)16 primer 및 AMV 역전사

효소 (reverse transcriptase)를 사용하여 cDNA를 얻었다. 

PAI-1, TGFβ1 및 MMP-2 유전자는 각 유전자 특이적 

primer (Table 1)와 SYBR Primix Ex Taq (Takara)을 사

용한 realtime PCR (Realtime PCR System 7500, 

Applied biosystems, Foster, CA)에 의해 정량하였다. 유전

자의 상대정량은 각 유전자의 CT 값을 GAPDH 유전자의 CT 

값으로 gene express 2.0 프로그램 (Applied biosystems)을 

이용하여 보정하였다. 또한 melting curve 분석을 통하여 증

폭된 PCR 산물의 특이성을 확인하였다.

Table 1. Primer Sequences Used in This Study

Gene Sense primers Anti-sense primers

PAI-1 5'-GACACCCTCAGCATGTTCATC-3' 5'-AGGGTTGCACTAAACATGTCAG-3'

TGFβ1 5'-GGCAGTGGTTGAGCCGTGGA-3' 5'-TGTTGGACAGCTGCTCCACCT-3'

MMP-2 5'-GTATTTGATGGCATCGCTCA-3' 5'-CATTCCCTGCAAAGAACACA-3'

9. 통계적 검증

실험 결과는 mean ± S.D로 나타내었으며 student 

t-test 방법으로 통계적 유의성 검정을 조사하였다. 유의수준

은 p < 0.05 미만인 경우 유의성이 있는 것으로 판단하였다.

결 과

1. MFE의 세포생존율

간성상세포주인 LX-2 세포에서 MFE의 세포독성을 평가

하기 위하여, 3-100 µg/ml MFE를 24시간 처치한 후 MTT 

assay를 통하여 세포생존율을 측정하였다 (Figure 1).  

LX-2 세포에 24시간 동안의 3-30 µg/ml MFE 처치는 대

조군 세포에 비하여 세포 생존율의 변화를 관찰할 수 없었고, 

100 µg/ml MFE는 대조군 세포 대비 74.3 ± 1.77%로 세

포 독성을 확인할 수 있었다. 따라서 이후 실험에서는 세포독

성이 관찰되지 않는 30 µg/ml 농도 이하의 MFE를 이용하여 

LX-2 세포에서 TGFβ1 하위 신호네트워크에 미치는 영향과 

TGFβ1에 의해 유도되는 표적유전자의 발현을 평가하였다.

Figure 1. Effect of MFE on LX-2 cell's viability.
LX-2 cells were incubated in 3-100 µg/ml of MFE for 24 h. 
Relative cell viability was measured by MTT assay. Data represent 
mean ± S.D. of three independent experiments (Significant as 
compared to control, **p < 0.01; cell viability of untreated LX-2 
cells = 100%). Mori Folium extract, MFE.

2. MFE가 TGFβ1에 의해 유도되는 Smad 분

자의 활성화에 미치는 영향

TGFβ1은 세포 표면의 수용체에 결합하여 Smad 전사인자

를 포함한 다양한 신호분자를 활성화시키고, 이를 통하여 

ECM을 축적한다6). 따라서 MFE가 반복적 간손상 조직에서 

증가하는 TGFβ1에 의한 Smad 분자의 활성화에 미치는 영

향을 평가하기 위하여, Smad 분자의 DNA 결합에 의한 표적

유전자 발현능을 지표할 수 있는 Smad 결합영역 (SBE)을 포

함한 리포터 유전자를 LX-2 세포에 도입한 후, TGFβ1 및 

MFE에 의한 상대적 luciferase 활성을 측정하였다. LX-2 세

포에 50 ng/ml TGFβ1의 처치는 luciferase 활성을 96.16 

± 4.9배 증가시켰고,  10 및 30 µg/ml MFE 처치에 의하여 

각각 45.87 ± 2.83 및 36.54 ± 7.33배 농도 의존적으로 

감소하였다 (Figure 2A). Smad 전사인자의 표적유전자 프로

모터 영역의 결합 및 이에 의한 표적 유전자의 발현 조절을 

위해서는 반드시 Smad 분자의 인산화가 수반되며, TGFβ1 

자극에 의해서는 세포 내에서 Smad 3와 Smad 2 분자가 주

로 인산화되는 것으로 보고되었다15). 따라서 TGBβ1에 의해 

활성화된 간성상세포에서 MFE가 Smad 분자의 활성화 억제

에 Smad 분자의 인산화 조절이 관여하는지 평가하기 위하여 

TGFβ1와 MFE를 처치하고 Smad 3와 Smad 2의 인산화를 

immunoblot 분석을 통하여 관찰하였다 (Figure 2B). LX-2 

세포에 1시간 동안 처치한 5 ng/ml TGFβ1은 Smad 3와 

Smad 2의 인산화를 증가시켰고, 10 및 30 µg/ml MFE 전처
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치는 TGFβ1에 의해 증가하는 Smad 3와 Smad 2의 인산화

를 통계적으로 유의한 수준으로 각각 억제하였다.

Figure 2. Effect of MFE on the TGFβ1-mediated Smad activation.
A) Smad reporter assay. LX-2 cells that had been transiently 
transfected with pGL3-(CAGA)9-MLP-luciferase construct were 
treated with MFE (10, 30 µg/ml) for 0.5 h with subsequent exposure 
to TGFβ1 (5 ng/ml) for 18 h. The relative luciferase activity was 
calculated by normalizing SBE-driven fierfly luciferase activity to that 
of renilla luciferase. B) Effect of MFE on Smad phosphorylation. 
Smad phosphorylations were examined on the cell lysates treated 
with MFE (10, 30 µg/ml) for 0.5 h with subsequent exposure to 
TGFβ1 (5 ng/ml) for 1 h. The relative levels of protein bands were 
measured by scanning densitometry. All values represent mean ± 
S.D. of three independent experiments (Significant as compared to 
control, **p < 0.01; significant as compared to TGFβ1 alone, ##p < 
0.01, #p < 0.05). Smad binding element, SBE.

다음으로 MFE가 TGFβ1에 의한 Smad 분자의 활성화를 

직접적으로 억제할 수 있는지 여부를 평가하기 위하여 TGF

β1 자극 대신 LX-2 세포에 Smad 3를 직접적으로 과발현

시켜 Smad 신호를 활성화시켰다. Figure 3에서 제시하는 바

와 같이 LX-2 세포에서 Smad 3의 과발현은 SBE를 포함한 

리포터 유전자 활성을 증가시켰고, 30 µg/ml MFE의 처치는 

Smad 3 과발현에 의한 리포터 유전자 활성을 억제하였다. 

이러한 결과는 MFE가 LX-2 세포에서 TGFβ1에 의해 유도

되는 신호를 전달하는 Smad의 인산화를 저해하여 Smad 의

존적 표적 유전자의 발현을 억제할 수 있음을 시사한다.

Figure 3. Effect of MFE on the Smad 3-induced Smad 
transactivation.
LX-2 cells were co-transfected pGL3-(CAGA)9-MLP-luciferase with 
pCDNA-Flag-Smad3, and then treated with 30 µg/ml MFE for 18 h. 
Control cells were cotransfected pGL3-(CAGA)9-MLP-luciferase with 
empty plasmid (pCDNA3.1). The relative luciferase activity was calculated 
as described in Fig. 2A). Data represent mean ± S.D. of three 
independent experiments (Significant as compared to control, **p < 0.01, 
significant as compared to Smad 3-transfected cells, ##p < 0.01).

3. MFE가 TGFβ1 의존적 표적 유전자 발현에 

미치는 영향

MFE에 의한 Smad 분자의 활성 억제가 TGFβ1 의존적 

표적 유전자의 발현을 직접적으로 억제할 수 있는지 확인하기 

위하여 프로모터 내 SBE를 가지고 있는 대표적인 표적 유전

자인 PAI-1의 프로모터 활성, mRNA 발현 및 단백질 발현

을 관찰하였다6,7). LX-2 세포에서 5 ng/ml TGFβ1의 처치

는 PAI-1 프로모터의 활성, mRNA 및 단백질 발현을 통계

적으로 유의한 수준으로 증가시켰다 (Figure 4 A-C). Smad 

활성을 효과적으로 억제할 수 있었던 30 µg/ml의 MFE는 

TGFβ1 유도성 PAI-1 증가를 모두 감소시켰다 (Figure 4 

A-C). TGFβ1은 간성상세포에서 PAI-1의 발현 증가와 더

불어 TGFβ1을 포함한 다양한 ECM 재배열 관련 유전자의 

발현을 증가시킨다8). 간성상세포에서 MFE의 ECM 재배열 

관련 유전자의 발현 조절을 확인하기 위하여 TGFβ1에 의해 

유도되는 TGFβ1 및 MMP-2 mRNA의 발현을 realtime 

PCR 분석에 의해 관찰하였다. 5 ng/ml TGFβ1의 처치는 

TGFβ1 및 MMP-2 mRNA를 각각 5.64 ± 0.62 및 10.24 

± 0.89배 증가시켰으며, 30 µg/ml의 MFE는 TGFβ1 의존

적 TGFβ1 및 MMP-2 mRNA를 각각 3.55 ± 0.60 및 

5.94 ± 0.63배로 통계적으로 유의한 수준으로 감소시킬 수 

있음을 확인하였다 (Figure 4D). 이상의 결과는 MFE가 

TGFβ1 의존적 표적 유전자의 발현 억제를 통하여 성상세포

의 활성화를 통한 간섬유화를 억제할 수 있음을 시사한다.

Figure 4. Effect of MFE on the TGFβ1-mediated target genes 
induction.
A) PAI-1 promoter-driven reporter gene assay. LX-2 cells were 
transfected with pGL-hPAI1-798. Transiently transfected cells were 
exposed 30 µg/ml MFE for 0.5 h, and then subsequently treated 
with TGFβ1 (5 ng/ml) for 18 h. B) Realtime PCR. Relative  PAI-1 
mRNA levels were measured from cells that had been treated with 
TGFβ1 (5 ng/ml) for 6 h in the presence or absence of 30 µg/ml 
MFE. C) PAI-1 immunoblotting. PAI-1 protein expressions were 
examined on the cell lysates treated with MFE (30 µg/ml) for 0.5 h 
with subsequent exposure to TGFβ1 (5 ng/ml) for 18 h. Equal 
amounts of total protein (50 µg/lane) were separated by SDS-PAGE. 
The actin was used as a loading control (Upper). The relative levels 
of protein bands were measured by scanning densitometry (Lower). 
D) TGFβ1 and MMP-2 expression. Relative TGBβ1 and MMP-2 
mRNA levels were monitored by realtime PCR as described in B). 
All values represent mean ± S.D. of three independent experiments 
(Significant as compared to control, **p < 0.01; significant as 
compared to TGFβ1 alone, ##p < 0.01, #p < 0.05).
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4. 상엽의 주요 활성 성분들이 TGFβ1 의존적 

PAI-1 발현에 미치는 영향

상엽 에탄올 추출물의 간성상세포의 활성제어 효능에 있어 

상엽 내 존재하는 주요 활성 성분의 효과를 평가하기 위하여 

lupeol, morin, myo-inositol, quercetin, rutin, 

scopoletin, umbelliferone이 TGFβ1에 의하여 유도된 

PAI-1의 단백질 발현에 미치는 영향을 관찰한 결과, 세포

독성을 나타내지 않는 최고 농도 (100 µM)에서 상엽에 

포함된 것으로 보고된 주요 활성 성분은 모두 TGFβ1으로 

증가된 PAI-1의 단백질 발현을 억제하였다 (Figure 5).

Figure 5. Effect of active compounds in MFE on the TGFβ
1-mediated PAI-1 expression.
LX-2 cells were pretreated with active compounds in MFE (100 
µM each) for 0.5 h and further incubated with TGFβ1 (5 ng/ml) 
for 18 h. PAI-1 immunoblotting were performed as described in 
Figure 4C). Results were confirmed by repeated experiments.

고 찰

간섬유화 및 간경화는 만성적이고 반복적인 간손상의 결과

로써 섬유조직의 증식 및 재생성 결절을 나타내는 질환이다. 

간섬유화 과정에서 간조직 내에 증가한 TGFβ1은 휴지기 

(quiescent) 간성상세포를 근섬유모세포 (fibroblast) 성격의 

세포로 활성화시키고 비정상적인 ECM의 축적에 관여하는 핵

심 사이토카인이다. 활성화된 간성상세포에서 collagen을 포

함한 ECM의 축적에 있어 TGFβ1의 자극에 의한 Smad 3 

단백질의 지속적인 활성화가 핵심역할을 담당하는 것으로 보

고되고 있다4,15,16). TGFβ1은 세포막 표면에 존재하는 두 개

의 TGFβ1 수용체 중 먼저 TGFβ RII 수용체와 결합하여 

TGFβ RI과의 복합체 형성을 유도한다. TGFβ1과 수용체의 

결합은 TGFβ RI의 자발적 인산화를 유도하고, 이를 통하여 

세포내 Smad 2와 Smad 3 단백질의 인산화 및 Smad 4와의 

결합을 통한 복합체를 형성하여 핵 내로 이동하며, 핵 내로 

전위된 Smad 2/4 또는 Smad 3/4 복합체는 표적 유전자 프

로모터의 SBE 영역에 결합한다17). 따라서 TGFβ1는 세포 

내에서 Smad 분자의 활성화를 통하여 ECM 축적, 성상세포 

재활성화에 관련된 TGFβ1, PAI-1, 및 MMP-2 등의 일련

의 유전자군의 발현을 조절한다. TGFβ1에 의해 유도되는 

PAI-1의 생성은 간섬유화 진행 과정 중에 촉진되어 MMP 

활성화와 plasmin 생성을 억제하여 조직 재배열에 관여한다. 

PAI-1은 활성화되지 않은 간성상세포에서는 발현되지 않으

며, 활성화된 간성상세포에서 간섬유화가 진행되는 동안 정상 

MMP의 억제로 인하여 PAI-1의 발현은 증가한다7,18).

桑葉은 疏散風熱, 淸肺潤燥, 淸肝明目하는 효능이 있어, 風

溫發熱, 頭痛, 目赤腫痛, 口渴, 肺熱燥咳, 風痹, 隱疹을 치료

하는데 최근에는 항염증, 혈당강하, 혈압강하, 이뇨, 항균, 항

부종, 항필라리아병, 항동맥경화, 항우울 등의 효과가 보고되

고 있다9-14). 본 연구는 상엽 에탄올 추출물 (MFE)이 TGFβ

1의 작용 저해 및 섬유화 신호 전달 과정 차단을 통하여 간

섬유화 과정 및 간성상세포의 활성을 제어할 수 있는지 살펴

보았다. MFE의 LX-2 세포에 대한 세포독성을 평가하기 위

하여 MTT assay를 이용하여 세포생존율을 측정하였고, 실험 

결과 MFE 3, 10, 30 µg/ml의 농도에서는 거의 세포독성을 

나타내지 않았으며, 100 µg/ml의 농도에서는 대조군 세포와 

비교하여 약 25.7% 내외의 세포 독성을 나타내었다. 따라서 

세포독성이 관찰된 MFE 100 µg/ml의 농도를 제외하고 실험

을 진행하였다.

TGFβ 리간드류에 의해 활성화되어 세포 신호를 전달하는 

Smad 단백질은 9종의 단백질이 보고되고 있으며 크게 

R-Smad (Smad 1, Smad 2, Smad 3, Smad 5, Smad 

8/9), co-Smad (Smad 4), I-Smad (Smad 6, Smad 7)의 

3가지로 분류할 수 있다17). 이 중 간성상세포에서 TGFβ1에 

의한 세포 내 신호전달 과정에는 주로 Smad 3와 Smad 2가 

R-Smad로서 인산화되며, Smad 4와 복합체를 형성하여 핵 

내로 이동한다. 따라서 Smad 신호 네트워크의 조절은 간 성

상세포의 활성화 제어를 통한 간섬유화 질환을 치료할 수 있

는 대표적인 약물작용점으로 간주되고 있다. 일례로, 간섬유

화에 효능을 나타내는 디치올치온계 약물이 간성상세포에서 

C/EBPβ의 활성화와 더불어 Smad 3의 선택적 인산화를 억

제할 수 있음이 보고되었다9,19). 이와 더불어 간성상세포에서 

Samd 7의 인위적인 과발현은 간성상세포의 활성화를 억제하고 

간섬유화를 억제할 있으며20), 간성상세포에서 E-cadherine

의 발현은 Rho 의존적 Smad 3의 인산화를 억제할 수 있음

이 보고되었다8).

본 연구에서는 Smad 신호를 억제할 수 있는 한의약물학

적 소재의 발굴을 위한 연구로서 상엽 에탄올 추출물을 발

굴하였다. 본 연구에서는 TGFβ1에 의하여 활성화되는 대

표적 전사인자인 Smad 분자의 활성화에 미치는 MFE의 

영향을 평가하기 위하여 Smad 결합영역인 SBE를 포함한 

리포터 유전자의 발현을 조사하였다. 실험 결과 TGFβ1으

로 유도된 SBE의 유전자 활성이 MFE 10, 30 µg/ml에 의

하여 농도 의존적으로 감소한 것을 확인할 수 있었고, 

TGFβ1에 의해 증가한 Smad 2와 Smad 3의 인산화 또한 

10, 30 µg/ml MFE에 의하여 통계적으로 유의한 수준으로 

감소하였음을 immunoblot 분석을 통하여 확인하였다. 활성

화된 간성상세포에서는 Smad 2에 비해 Smad 3의 지속적 

인산화가 관찰되며21), 간섬유화 과정에서 Smad 3의 활성

을 직접적으로 억제할 수 있는지 관찰하기 위하여 Smad 3 

단백질을 과발현하였다. Figure 3에서 제시하는 바와 같이 

LX-2 세포에서 MFE는 Smad 3 과발현에 의한 리포터 유

전자 활성을 직접적으로 억제하였다. 이상의 결과는 MFE

가 LX-2 세포에서 TGFβ1에 의해 유도되는 신호를 핵 안

으로 전달하는 Smad의 인산화를 저해하여 Smad 의존적 

표적 유전자의 발현을 억제할 수 있음을 시사한다.

TGFβ1 자극에 의해 핵으로 이동된 Smad 복합체는 표적 

유전자 프로모터의 'CAGA box'라 불리는 SBE에 결합하여 

PAI-1을 포함한 ECM 축적에 관여하는 표적 유전자군의 발
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현을 조절한다5-8). MFE에 의한 Smad 신호의 제어가 궁극적

으로 표적 유전자의 발현을 억제할 수 있는지 여부를 평가한 

결과 MFE는 TGFβ1에 의해 증가되는 PAI-1 mRNA, 단백

질 및 프로모터 활성을 모두 억제하였다 (Figure 4 A-C). 

이와 더불어 TGFβ1 자극에 의해 간성상세포의 활성화 및 

ECM 축적을 위한 재배열에 관여하는 TGFβ1 의존적 TGF

β1과 MMP-2 mRNA 또한 MFE의 처치에 의하여 억제될 

수 있음을 확인하였다. 이러한 결과는 MFE가 TGFβ1 의존

적 표적유전자의 발현 억제를 통하여 간성상세포의 활성을 제

어할 수 있음을 시사한다.

상엽에는 lupeol, morin, myo-inositol, quercetin, 

rutin, scopoletin, umbelliferone 등의 활성성분이 함유되어 

있는 것으로 보고되었다22). 이중 quercetin은 대표적인 polyphenol 

flavonoid 화합물로서 항산화능의 유도, 염증성 싸이토카인의 

억제를 통한 다양한 간섬유화 동물모델에서 ECM 축적과 성

상세포의 활성화를 억제할 수 있음이 보고되었다23-25). Morin 

또한 dimethylnitrosamine으로 유도된 간섬유화 동물모델에

서 성상세포의 활성을 억제할 수 있는 효능이 보고되었다26). 

비록 상엽에 존재하는 일부 활성성분이 간섬유화 모델에서 유

효성이 확보되었으나, 이들 주요 활성성분이 간성상세포에서 

직접적으로 ECM 축적 관련 유전자에 미치는 영향 및 이를 

추론할 분자기전에 대한 연구는 상대적으로 부족하였다. 따라

서 MFE의 항섬유화 효능에 상엽 내 존재하는 주요 활성성분

의 효능에 기인한 것인지 확인하기 위하여 TGFβ1 의존적 

PAI-1 발현에 미치는 영향을 관찰하였다. 비록 MFE 내에 

존재하는 주요 활성성분의 농도 및 MFE 처치 시 세포 내 존

재하는 주요 활성성분 농도와 본 연구에서 활용한 주요 활성

성분의 농도 사이의 상호 관련성에 있어 후속연구가 필요하

나, 상엽 내 주요 활성성분인 lupeol, morin, myo-inositol, 

quercetin, rutin, scopoletin, umbelliferone 등은 TGFβ1

으로 증가된 PAI-1의 단백질 발현을 감소시켰다. 따라서 

MFE의 항섬유화 효능은 상엽 내 존재하는 여러 활성 성분들

의 복합적인 약리작용에 기인한 것으로 추측된다. 따라서 상

엽의 항섬유화 기전 및 효능을 이해한 본 연구와 더불어 적절

한 후속 연구가 이루어진다면, 상엽을 간섬유화 및 간경화를 

효과적으로 억제할 수 있는 신규 한의약물로 개발할 수 있는 

학문적 배경을 제시할 수 있을 것으로 기대한다. 

결 론

본 연구에서는 상엽 에탄올 추출물 (MFE)이 간성상세포주

에서 TGFβ1 의존성 Smad 신호 전달 및 표적유전자 발현 

조절을 통하여 간섬유화 및 간경화에 대한 억제 효과를 나타

낼 수 있는지 평가하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. 상엽 에탄올 추출물은 간성상세포에서 TGFβ1에 의해 

증가하는 SBE 리포터 유전자 활성 및 Smad 3 및 

Smad 2의 인산화를 농도 의존적으로 억제하였다.

2. 상엽 에탄올 추출물은 Smad 3 유도성 SBE 리포터 유

전자 활성을 억제하였다.

3. 상엽 에탄올 추출물은 TGFβ1 의존적 PAI-1의 리포

터 유전자 활성, mRNA 발현 및 단백질 발현을 억제하

였으며, TGFβ1 의존적 TGFβ1과 MMP-2 mRNA를 

감소시켰다. 

4. 상엽에 보고된 주요 활성성분들은 TGFβ1에 의해 증가

한 PAI-1 단백질 발현을 억제하였다.

이러한 상엽 에탄올 추출물의 항섬유화 효능은 간섬유화 

질환을 효과적으로 제어할 수 있는 약물 개발 가능성을 제시

한다.
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