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(-)-Epigallocatechin-3-gallate (EGCG), a green tea polyphenol, has been shown to have strong anti-
bacterial, antiviral, antioxidant, anti-inflammatory, and chemopreventive effects. However it is un-
known whether EGCG can recover alcohol-associated pancreatitis. The aim of this study was to inves-
tigate the effects of EGCG on pancreatic enzyme activities and the expressions of pancreatic regenerat-
ing related markers, such as adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK), raf-1 kinase
inhibitor protein (RKIP), and Regenerating gene 1 (Reg1), in mice pancreatic primary acinar cells. Our
results revealed that activities of α-amylase and chymotrypsin were significantly increased in the cells
treated with ethanol compared to the untreated control cells; however, the increased activities of both
enzymes were markedly reduced by pretreatment with EGCG. Phosphorylation of AMPK and total
expression of RKIP were decreased in the ethanol-treated primary acinar cells; however, these were
both significantly increased in the EGCG-pretreated cells. In addition, when EGCG was treated, ex-
pression of Reg1 was markedly increased compared with that of the control or the ethanol-treated pri-
mary acinar cells, demonstrating that EGCG can modulate pancreatic regenerating related genes.
Therefore, our findings suggest that EGCG may have therapeutic utility in the prevention or treatment
of alcohol-associated pancreatitis.
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서 론

췌장염 유발은 알코올 섭취(≥2-5 drinks/day), 흡연 및 노

화 등과 같은 다양한 요인에의 지속적인 노출뿐만 아니라, 스

트레스, 비만(BMI≥30 kg/m
2
) 등과 연관되어 췌장 조직이 섬

유화되면서 만성췌장염으로 발전하여 제2형 당뇨병 및 췌장

암 발병의 중요한 원인이 될 수 있다[9, 16]. 알코올과 그 대사

체가 췌장을 구성하는 모든 세포에 다양한 영향을 미쳐 췌장

선포세포(acinar cell)의 민감화를 유도하며, 그에 따른 세포

내 칼슘 항상성의 부조, 세포 내 미숙 zymogen의 활성 및 분비

촉진 등은 급성 췌장염 초기 발병 원인으로 알려져 왔다[2,

6, 17]. 그리고 몇몇 선행연구에서 알코올의 선포세포 내 독성

작용에는 Raf-1 kinase inhibitory protein (RKIP) 발현 변화가

관련이 있음이 보고된 바 있고[4], 다수의 연구자들이 췌장 선

포세포의 분화, 보호 및 재생에 adenosine monophosphate-

activated protein kinase (AMPK) 활성과 Regenerating gene

1 (Reg1) 유전자 발현이 중요하다는 보고를 하였다[11, 12, 14].

녹차의 폴리페놀성 항산화 물질인 (-)-epigallocatechin-3-gal-

late (EGCG)는 항암, 항혈전, 항산화 및 항염증 작용 등의 다양

한 약리적 성분을 가진 것으로 보고되고 있다[5, 7, 13]. 본 연구

자들의 선행연구에서는 EGCG는 mitogen activated protein

kinases (MAPKs) 신호전달계를 통하여 췌장 선포세포의 분화

지표인 Neg3와 내분비 기능 지표인 α-amylase 및 insulin의

발현을 조절하였음을 보고한 바 있다[3]. 따라서 본 연구에서

는 이에 대한 추가적인 연구의 일환으로 in vitro 모델이 아닌

마우스 췌장의 선포세포(primary acinar cell)에서 에탄올에

의해 유도되는 염증성 손상 모델에서 천연생리활성 물질인

EGCG의 췌장 분비 효소의 조절 및 선포세포 기능 회복 관련

마크로 알려진 유전자들, 즉 AMPK, RKIP 및 Reg1의 발현

조절에 미치는 영향을 조사하였다.

- Note -
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재료 및 방법

마우스 췌장에서 선포세포의 분리 및 배양

마우스 췌장의 선포세포 분리는 일부 수정된 효소분해 방법

[4]을 사용하였는데, 먼저 마우스 췌장 2~3개를 적출하여 생리

식염수로 세척하고 세포분리용 용액[phosphate-buffered sal-

ine with Ca
2+

and Mg
2+

(pH 7.4), 0.1% bovine serum albumin

(BSA, GIBCO-BRL, Grand Island, NY, USA), 0.01% soybean

trypsin inhibitor (GIBCO-BRL)]에서 가위로 잘게 자른 후, 0.3

mg/ml collagenase type IV (Sigma-Adrich Chemical Co., St.

Louis, MO, USA)를 포함하는 분리완충용액을 넣고 15분간

파이펫으로 효소분해 한 조직을 현탁 시킨 후, 차가운 분리완

충용액을 가하여 원심분리하여 세포 세척하였다. 이를 멸균된

스텐레스 스틸 체에서 여과하고 원심분리하여 상층액을 제거

하여 깨끗한 마우스 췌장 선포세포를 분리하였다. 분리된 선

포세포에 Dulbecco's modified Eagle's medium [DMEM, 10%

bovine serum (FBS, GIBCO-BRL), 1% antibiotic/antimycotic,

1% soybean trypsin inhibitor (FBS, GIBCO-BRL)]를 넣고 현

탁하여 laminin으로 코팅된 세포배양 plate에 세포 실험에 따

른 적절한 세포 수를 각각 seeding하여 95% 습도, 37℃, 5%

CO2 조건 하에서 배양하였으며 분리 후 24시간 내에 실험에

사용하였다. 분리된 세포는 trypan blue염색을 통해 세포생존

율이 95% 이상인 세포를 본 실험에 사용하였다.

세포독성측정

세포독성은 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-

tetrazolium bromide, Sigma-Adrich) colorimetric assay를 이

용하여 측정하였다. 이를 위하여 마우스 췌장에서 분리된 선

포세포를 96 well plate에 1×105/well가 되도록 분주하여 세포

를 안정화시킨 후 에탄올 및 EGCG (Sigma-Adrich)를 적정

농도별로 희석하여 처리하고 24시간 동안 37℃, 5% CO2 in-

cubator에서 배양한 후, 5 mg/ml MTT를 20 μl씩 가한 후 4시

간 동안 배양하였다. MTT가 들어있는 배지를 제거한 후 150

μl DMSO를 가하고 30분간 반응시켜 세포 내 formazan crys-

tal을 용해시킨 후 ELISA reader (Molecular Devices, Sunny-

vale, CA, USA)로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Chymotrypsin 활성 측정

마우스 췌장 선포세포에서의 chymotrypsin 활성 측정은 선

행연구 방법[8]과 동일한 방법으로 측정하였다. 즉, 분리된 췌

장 선포세포에 1 μM의 EGCG를 1시간 전처리하고 100 mM의

에탄올을 10분간 처리한 후 세포를 균질화하고, 원심분리로

얻은 상층액 20 μl에 70 μl 효소측정용 용액(50 mm Tris, pH

8.1, 150 mm NaCl, I mm CaCl2 및 0.01% BSA)과 10 μl 형광기

질(EMD Chemicals Inc., NJ, USA)을 가하여 440 nm에서 15분

간격으로 60분까지 반응시켜 효소기질 분해를 Gemini XPS

Fluorescence Microplate Reader (Molecular Devices)를 사용

하여 측정하였다. 각 시료 값은 총 단백질량으로 환산하여 계

산하였다.

α-amylase 활성 측정

마우스 췌장 선포세포에서 α-amylase 활성은 준비된 세포

를 모아 균질화하고 원심분리하여 그 상층액에서 α-amylase

활성 측정용 kit (Phadebas kit, Magle Life Sciences, Sweden)

를 사용하여 흡광도 540 nm에서 효소활성을 측정하였다

단백질 발현 분석

준비된 세포에 lysis RIPA buffer를 첨가하여 균질화시켜

4℃에서 30분간 반응시킨 후 원심 분리하여 그 상층액의 단백

질 농도를 Bio-Rad 단백질 정량 시약(Bio-Rad, Hercules, CA,

USA)으로 정량하여 단백질 시료를 만든 후 전기영동을 하였

다. 분리된 단백질을 함유한 gel을 nitrocellulose membrane

(Schleicher and Schuell, Keene, NH, USA)에 전이시킨 후,

상온에서 5% (w/v) nonfat dry milk를 함유한 TBS-T (0.1%

Tween 20 in TBS)에서 1시간 incubation하여 비특이적인 단백

질들에 대한 blocking을 실시하고 TBS-T로 15분 세척하였다.

준비된 membrane에 1차 항체(pAMPK, AMPK 및 RKIP,

Santa Cruz, CA, USA; Reg1, R & D Systems, MN, USA; β

-actin, Sigma-Aldrich)를 각각 처리하여 상온에서 1시간 또는

4℃에서 overnight 시킨 다음 PBS-T로 세척하고 처리된 1차

항체에 맞는 2차 항체를 사용하여 상온에서 1시간 정도 반응

시켰다. 다시 PBS-T로 세척하고 enhanced chemiluminoe-

sence (ECL) 용액(Amersham Life ScienceCorp. Arlington

Heights, IL, USA)을 적용시킨 다음 암실에서 X-ray film에

감광시켜 특정 단백질의 양을 분석하였다.

통계처리

통계처리(Student’s t-test)는 GraphPad Prism 5 program

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)을 사용하여

p<0.05 수준에서 실시하여 대조군에 대한 유의성을 검정하였

다. 본 실험은 독립적으로 3번 이상 실시하였다.

결과 및 고찰

본 연구에서는 에탄올이 처리된 마우스 췌장 선포세포에서

α-amylase와 chymotrypsin의 활성 및 세포 재생관련 유전자

발현 조절 에 미치는 EGCG의 영향을 조사하였다. 이를 위한

실험 조건의 설정을 위하여 다양한 농도의 에탄올과 EGCG

처리에 따른 세포독성 여부를 조사한 후, 세포독성을 보이지

않았던 범위의 에탄올(100 mM)과 EGCG (1 μM) 농도를 선정

하였다(Fig. 1)
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         A                                              B

Fig. 1. Effects of ethanol and EGCG on cell viability of primary acinar cells isolated from mice pancreas. Cells were seeded onto

96-well plates and treated with the indicated concentrations of ethanol (A) and EGCG (B). After 24 h, the cell viability was

assessed using MTT reduction assay. The values are expressed as the mean ± SD of triplicate experiments (NS, not significant).

         A                                              B

Fig. 2. Effects of EGCG on activities of pancreaic enzymes in EtOH-injuried mice pancreas acinar cells. The cells were pretreated

with 1 μM EGCG for 1 h, followed by the addition of 100 mM ethanol (EtOH) and incubated for 10 min, and then the

activities of α-amylase (A) and chymotrypsin (B) were measured. Data represent the mean ± SD from three independent

experiments. Statistical analysis was performed using GraphPad Prism 5 (* p<0.05, control vs EtOH;
+

<0.05, EtOH vs EtOH

+ EGCG).

에탄올 처리 췌장 선포세포에서 α-amylase와 chymo-

trypsin 활성에 미치는 EGCG의 영향

녹차의 생리활성 성분인 EGCG의 췌장효소 분비조절에 대

한 영향을 조사한 결과는 Fig. 2에 나타낸 바와 같다. 즉, 대조

군 세포에 비해 에탄올이 단독 처리된 세포에서 α-amylase와

chymotrypsin 활성의 유의적 증가를 보여 에탄올의 선포세포

자극 유도를 확인하였으며, EGCG 처리 시 그 활성들이 유의

적 감소하였다. 따라서 이러한 결과는 항산화물질인 EGCG가

에탄올 처리로 유발된 염증성 손상 마우스 췌장 선포세포에서

췌장자극과 미성숙 소화효소의 과분비를 억제할 수 있음을

보여주는 것이다. 과도한 알코올 섭취가 췌장 선포세포의 약

화와 섬유화 초래로 진행성 괴사염증질환인 급만성 췌장염을

유발하여 췌장 선포세포를 자극하여 췌장효소인 α-amylase와

chymotrypsin 분비자극으로 세포의 파괴와 췌장 조직의 자가

소화를 일으킨다는 점[9, 15]에서 EGCG는 알코올성 췌장염

치료와 예방에 효과적으로 이용 할 수 있을 것으로 사료된다.

에탄올 처리 췌장 선포세포에서 세포 재생관련 유전자 조절

에 미치는 EGCG의 영향

EGCG가 에탄올 처리로 유발된 염증성 손상 췌장 선포세포

에서 췌장자극과 미성숙 소화효소의 과분비 억제 결과와 연관

된 유전자들의 발현 변화를 확인하였다. Fig. 3에 나타낸 바와

같이 세포의 생존과 보호를 위한 에너지 이용의 스위치 역할

을 하는 AMPK [12]는 에탄올 단독 처리 시 그 발현이 유의적

으로 감소하였으며, EGCG 처리 세포에서는 그 발현수준이

유의적으로 증가하여, EGCG가 알코올 손상에 대한 췌장 선포

세포의 보호 역할을 할 수 있을 가능성을 보여주었다. 그리고

세포 사멸과 세포독성과 연관이 있는 RKIP [4] 또한 그 발현

경향이 유사하였다. 부가적으로 췌장 선포세포의 분화와 관련

하여 베타세포 재생에 관여하는 Reg1의 발현은 정상세포에서

는 발현이 되지 않지만 염증성 손상 회복 과정에서 그 발현이

증가한다는 보고[1]와 동일하게 에탄올이 처리된 췌장자극 선

포세포에 EGCG를 동시에 처리할 경우 그 발현 양이 유의적으

로 증가하여 EGCG가 췌장의 염증성 손상이나 당뇨병 회복에
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Fig. 3. Effects of EGCG on expressions of regenerating related proteins, AMPK, RKIP and Reg1, in EtOH-injuried mice pancreas

acinar cells. The cells were pretreated with 1 μM EGCG for 1 h, followed by the addition of 100 mM ethanol (EtOH) and

incubated for 24 h. (A) Total proteins were isolated and subjected to SDS-polyacrylamide gels, followed by Western blotting

using the indicated antibodies and an ECL detection system. β-actin was used as an internal control. (B) Densitometry was

performed using L Process and Multi Gauge software (Version 2.01, Fujifilm), and represent the average densitometric analyses

as compared with AMPK or β-actin. Data represent the mean ± SD from three independent experiments. Statistical analysis

was performed using GraphPad Prism 5 (*p<0.05, control vs EtOH;
+

<0.05, EtOH vs EtOH + EGCG).

효과적일 것이라 사료된다.

이상에서 관찰된 결과는 EGCG가 알코올에 의하여 유도되

는 췌장의 선포세포 염증성 손상의 예방 및 치료에 유의적인

효과가 있을 것임을 보여주는 결과로서, 췌장염 예방과 치료

를 위한 EGCG 및 그 유도체의 활용 가능성이 매우 높을 것으

로 기대된다.
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초록：에탄올에 의하여 유도된 마우스 췌장 선포세포의 염증성 손상에서 췌장분비 효소의 활성 및 세포

재생관련 유전자들의 발현에 미치는 EGCG의 영향
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화연구소 및 블루바이오소재개발센터)

본 연구에서는 마우스 췌장의 선포세포(primary acinar cell)에서 에탄올에 의해 유도된 염증성 손상에 미치는

녹차의 생리활성 물질인 EGCG의 효과를 췌장분비 효소의 활성과 선포세포에서의 기능 회복 관련 마크로 알려진

유전자들(AMPK, RKIP 및 Reg1)의 발현 조절 측면에서 조사하였다. 대조군에 비해 에탄올이 처리된 세포에서는

α-amylase와 chymotrypsin의 활성이 증가되었지만, EGCG 처리에 의하여 그들 활성이 유의적으로 감소하였다.

세포 생존 및 보호와 관련 있는 AMPK 인산화 수준은 에탄올 단독 처리시 그 발현이 감소하였지만, EGCG 처리에

의하여 유의적으로 회복되었다. 세포 사멸과 세포독성 조절과 연관이 있는 RKIP 또한 그 발현 경향이 AMPK인산

화 변화의 정도와 유사하였다. 또한 베타세포 재생에 관여하는 Reg1 발현은 에탄올이 처리된 선포세포에 EGCG

를 처리하였을 경우 그 발현량이 유의적으로 증가하였다. 이상의 결과들을 종합하여, 항산화성 폴리페놀인 EGCG
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