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청피의 항염증효과
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Objectives: The purpose of this study was to observe the effects of Citri Reticulatae Viride 
Pericarpium (CP) on 4-Hydroxynonenal (4-HNE)-induced inflammation in PC12 cells.
Methods: 4-HNE was treated in PC12 cell to cause inflammatory response, and then treated with 
CP water extract at 25, 50, and 100 g/ml. The phosphorylation of Jun N-terminal kinase (JNK) 
and the expression of NF-B in PC12 cells were determined by Western blot, respectively.
Results: The phosphorylation of JNK was significantly decreased in 4-HNE-stimulated PC12 cell 
by the treatment of CP extract at 25 g/ml. The 4-HNE-induced expression of nuclear factor 
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-B) p65 in nuclear of the cells was 
significantly decreased in PC12 cell by treatment with CP extract at 25, 50, and 100 g/ml.
Conclusions: These results suggest that CP water extract has an anti-inflammatory activity 
through suppressing the JNK and NF-B activation.
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서  론

염증(inflammation)은 상해를 방어하며, 사멸되고 손상

된 세포를 없애고, 스트레스, 부상 및 감염에 의한 손상 지

역을 정상 상태로 되돌리려는 복잡한 세포 및 분자들의 반

응으로1) 적절한 염증반응은 인체를 보호하는 데 필수적이나 

과도하거나 부적절한 염증반응은 만성으로 진행되어 알츠

하이머병, 파킨슨병, 다발성 경화증, 뇌종양 및 수막염을 비

롯한 다양한 퇴행성 신경질환의 발달에 중요한 역할을 한다2). 

4-Hydroxynonenal (4-HNE)은 오메가6 불포화 지방산의 

과산화반응으로 세포막 지질 과산화에 의해 생성되는 알데

히드의 하나로3) 높은 농도의 4-HNE은 PC12 세포에서 

Jun N-terminal kinase (JNK)를 활성화시키고4), nuclear 

factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 

(NF-B)의 인산화를 증가시켜 염증성 사이토카인 상승과 

같은 강한 염증작용을 일으킨다5). 또한 세포막과 관련된 포

도당과 글루타민산염 수송체, 이온이동 ATPase, 아밀로이

드의 대사에 관여하는 효소 및 세포골격 단백질의 변화에 

의해 비만, 당뇨병, 대사증후군 및 파킨슨병, 알츠하이머병

과 같은 신경 퇴행성 질환 등 다양한 질병의 원인이 된다6). 

최근에는 Purkayastha와 Cai7)가 염증 신호의 활성화와 비

만증에 관한 연구, Ham8)의 비만과 염증반응 및 산화스트

레스에 관한 연구, Cho9)의 운동이 비만 중년 여성의 염증

지표에 미치는 영향 등의 연구를 통해 비만과 염증과의 관

계에 대한 다양한 접근이 활발하게 이루어지고 있는 실정이

다. 

靑皮 (Citri Reticulatae Viride Pericarpium, CP)는 芸香科 

(Rutaceae)에 속한 상록 소교목인 귤나무(reticulata Blanco)
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의 유목 또는 미성숙 과실의 과피를 건조한 것으로 疏肝破
氣, 散結消痰, 胸脇胃脘疼通을 치료하는 데 사용된다10). 

靑皮의 주요성분은 hesperidin이고 narirutin과 hesperetin

도 상당량 함유하고 있으며11) 약리학적으로 靑皮는 , 

-diphenyl--picrylhydrazyl (DPPH) free radical-scavenging 

활성을 이용한 항산화 작용12,13) 외에 허혈성 모델 쥐에서의 

뇌 보호14), compound 48/80로 유발된 모델 쥐에서 항알레

르기15) 및 천식 마우스 모델에서 천식 억제16), 마우스 면역

세포에서 면역조절기능17) 등이 있는 것으로 보고되고 있다. 

이러한 효능들로 보아, 靑皮가 4-HNE에 손상된 신경세포

에 대해 보호 작용이 있을 것이라 생각되어 염증반응 시 염

증매개물 생성을 유도하는 염증신호전달분자인 JNK와 전

사인자인 NF-B의 활성화 기전에 대한 억제효과를 확인하

였다. 

재료 및 방법

1. 세포배양

본 실험에 사용한 PC12 세포는 신경세포의 특성을 나타

내는 rat adrenal pheochromocytoma cell line으로 한국세

포주은행(KCLB, Seoul, Korea)에서 구입하였다. 세포배양

을 위해 10% horse serum, 5% fetal bovine serum, 1% 

penicillin/streptomycin, 2% NaHCO3가 포함된 RPMI- 

1640 배지를 배양액으로 사용하였으며 37oC의 온도와 5% 

CO2가 포함된 공기가 공급되는 CO2 incubator에서 배양

하였다.

2. 기기 및 시약

1) 기기

본 실험을 위해 사용된 기기로는 Clean Bench (Nuaire, 

Plymouth, MN, USA), CO2 Incubator (Nuaire), Spectro-

photometer (Implen, München, Germany), Water Purifi-

cation (High-Q, Wilmette, IL, USA), Microplate Reader 

(Dynex, Chantilly, VA, USA), Freezing dryer (Eyela, 

Tokyo, Japan), Sonicator (Sonics, Newto, CT, USA), 

Auto clave (Sam Woo, Gimpo, Korea), Balance (Mettler, 

Greifensee, Switzerland), Automatic X-ray Filmprocessor 

(JPI, Seoul, Korea), Centrifuge (Hanil, Suwon, Korea) 등

이 있다.

2) 시약

본 실험에 사용된 시약으로는 4-HNE (Cayman, Ann 

abor, MI, USA), MTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA), RPMI Medium 1640 (Gibco; Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA), fetal bovine serum 

(Gibco; Thermo Fisher Scientific), Horse Serum (Gibco; 

Thermo Fisher Scientific), Sodium Bicarbonate (Sigma- 

Aldrich), Sodium Chloride (Sigma-Aldrich), Dimethyl 

Sulfoxide (Amresco, Solon, OH, USA), Trzma Base 

(Sigma-Aldrich) 등을 구입하여 사용하였다.

3. 약물 제조

본 실험에 사용한 靑皮 (CP) (주)옴니허브(Daegu, Korea)

에서 구입하였다. 추출물 제조를 위해 증류수 500 ml에 靑
皮 50 g을 환류추출기에 넣고 2시간 동안 전탕하였으며, 그 

여과액을 rotary evaporator로 감압 농축한 후 −85oC에서 

동결건조하였다. 이때 얻어진 靑皮 물추출물(CP)은 7 g으

로 수율은 14%였다.

4. 단백질 발현 분석(Western blot analysis)

PC12 세포는 100 mm dish에 5×106개씩 분주하고 

4-HNE (35 mol)과 CP (25, 50, 100 g/ml)를 처리하여 

24시간 배양하였다. 세포를 수거한 후 1× phosphate 

buffer saline (pH 7.4)으로 2번 씻어낸 후 1,000 rpm에서 

10분 동안 원심 분리하였다. 세포침전물에 세포분해용액

(iNtRON Biotechnology, Seongnam, Korea)을 넣은 후 

초음파 분쇄기로 세포를 균질화하고 다시 20분 동안 

12,000 rpm으로 원심 분리하였다. 단백질 정량은 protein 

assay dye reagent (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사용

하여 흡광도를 측정하였다. 정량한 단백질을 Mini- 

PROTEANⓇ TGXTM Gel (Bio-Rad)에 loading하여 분리

한 다음 4oC 냉장고 안에서 nitrocellulose membrane (NC; 

Bio-Rad)으로 이동시켰다. NC membrane에 1차 항체인 

mouse anti-actin antibody (Merck Millipore, Billerica, 

MA, USA)와 rabbit anti-JNK antibody (CST, Danvers, 
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Fig. 1. Effect of CP on pJNK expression. Data are represented by 
mean±standard error of mean (n=4 in each group). CP: Citri 
Reticulatae Viride Pericarpium, pJNK: phosphorylation of Jun N-terminal
kinase, JNK: Jun N-terminal kinase, Normal: only media-treated group,
Control: 35 mol 4-Hydroxynonenal (4-HNE)-treated group, CP25: 
35 mol 4-HNE and 25 g/ml CP-treated group, CP50: 35 mol 
4-HNE and 50 g/ml CP-treated group, CP100: 35 mol 4-HNE and
100 g/ml CP-treated group. Statistical significances are based on 
comparison to the control group (*P＜0.05).

MA, USA), rabbit anti-pJNK antibody (CST), rabbit 

anti-NF-B p65 antibody (CST) 및 rabbit anti-pNF- 

B p65 antibody (CST)와 4oC에서 overnight 반응시키고, 

3회 세척한 후 2차 항체로서 actin은 mouse immunoglobulin 

G horseradish peroxidase-conjugated antibody (R&D 

Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA)와 JNK, phos-

phorylation of JNK (pJNK), NF-B p65, pNF-B p65

는 horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody 

(CST)를 사용하여 실온에서 1시간 반응시켰다. 단백질 밴

드의 검출은 clarity western ECL substrate (Bio-Rad)를 

사용하여 발색시킨 후 X-ray film으로 감광시켜 이미지화

한 후 이를 이미지 프로그램(ImageJ)을 사용하여 정량하였

다.

5. 통계처리

통계분석은 4-HNE와 4-HNE+靑皮 투여 group 간의 

유의성 검증을 위해 GraphPad Prism ver. 3 (GraphPad 

Software, Inc., La Jolla, CA, USA)으로 Student’s t-test를 

사용하였으며, 실험 결과는 평균±평균의 표준오차로 나타

냈다. 통계적 유의성 검정은 P＜0.05로 하였다.

결  과

1. 靑皮추출물의 pJNK 단백질 발현에 대한 효과

세포 외 염증자극을 세포막에서 세포 내 핵까지 전달하

는 신호전달분자 중 하나인 JNK MAPK 발현 조절에 대한 

靑皮의 효과를 관찰하고자 PC12 세포에 靑皮추출물을 처

리하고 염증유도물질인 4-HNE를 처리한 후 JNK의 인산

화 단백질(pJNK)의 발현을 Western blot으로 측정하였다. 

그 결과, 정상군(normal)에서의 pJNK 단백질 발현량을 

100%로 하였을 때 4-HNE만 처리한 대조군(control)의 발

현은 200.9%±16.73%로 나타났다. 또한 靑皮추출물(CP)

을 25 g과 4-HNE를 처리한 CP25군에서 pJNK의 발현이 

148.3%±8.79%로 나타났고, 50 g과 4-HNE를 처리한 

CP50군에서 145.2%±23.91%, 靑皮추출물 100 g과 

4-HNE를 처리한 CP100군에서 162.6%±30.00%로 모두 

대조군에 비해 감소하였으며, CP25군에서 유의성 있는 감

소가 관찰되었다(Fig. 1).

2. 靑皮추출물의 pNF-B p65 단백질 발현에 대한 효과

靑皮추출물의 염증전사인자 중 하나인 NF-B p65에 대

한 억제효과를 확인하고자 PC12 세포에 靑皮추출물(CP)을 

투여하고 4-HNE를 처리한 다음 세포질 내의 pNF-B 

p65 단백질 발현을 Western blot으로 확인하였다. 

그 결과 정상군(normal)에서의 pNF-B p65 단백질 발

현을 100%로 하였을 때, 4-HNE만 처리한 대조군의 

pNF-B p65 발현은 400.2%±17.05%였다. 반면 靑皮추

출물 25 g과 4-HNE를 처리한 CP25군에서 pNF-B p65 

단백질 발현은 181.7%±57.24%, 靑皮추출물 50 g과 

4-HNE를 처리한 CP50군에서는 156.0%±60.13%, 靑皮
추출물 100 g과 4-HNE를 처리한 CP100군에서는 165.9%± 

50.91%로 모두 대조군에 비해 유의한 감소 효과를 나타내

었다(Fig. 2). 
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Fig. 2. Effect of CP on pNF-B expression. Data are represented by 
mean±standard error of mean (n=4 in each group). CP: Citri Reticulatae
Viride Pericarpium, pNF-B: phospho-nuclear factor kappa-light- 
chain-enhancer of activated B cells, NF-: nuclear factor kappa-light- 
chain-enhancer of activated B cells, Normal: only media- treated 
group, Control: 35 mol 4-Hydroxynonenal (4-HNE)-treated group,
CP25: 35 mol 4-HNE and 25 g/ml CP-treated group, CP50: 35 
mol 4-HNE and 50 g/ml CP-treated group, CP100: 35 mol 
4-HNE and 100 g/ml CP-treated group. Statistical significances are 
based on comparison to the control group (*P＜0.05; **P＜0.01).

고  찰

靑皮는 性味가 苦辛하고 溫하여 辛味는 發散하고 溫性
은 通氣시키며 苦味는 泄氣시켜 하행하게 하여 肝 膽二經
에 들어가 肝氣鬱滯로 인한 脇肋脹痛과 乳房脹痛 및 疝氣
疼通 등을 치료하는데 효과가 있다10). 

비만과 진피에 관한 연구는 여러 방면에서 이루어지고 

있는데18,19), Choi20)는 청피와 진피가 항비만 소재로 사용될 

수 있음을 말하였다. 청피에 관한 기존연구로는 Joo21)는 청

피가 PC12 신경세포에서 4-HNE에 의한 세포사멸에 항산

화 효과가 있음을 또한 염증반응은 산화 스트레스의 증가와 

관련이 있다는 연구도 있었다22). 이에 저자는 靑皮를 이용

하여 세포손상에 의한 염증반응에 어떤 영향을 미치는

지를 연구하기 위해 PC12 세포에 靑皮추출물을 투여하

고 4-HNE를 처리한 다음 염증반응에 관여하는 대표적

인 인자인 JNK와 NF-B 인산화 단백질 발현량을 관찰

하기 위해 Western blot을 실시하였다.

PC12 세포는 신경세포의 특성을 가지고 있어 세포사멸

과 항산화효능 실험이 일반적이지만 과산화와 염증은 밀접

한 관계가 있어 PC12 세포로 염증인자를 볼 수 있다23). 

MAPKS는 세포외부의 자극을 세포막에서부터 세포핵까지 

전달하는 대표적인 신호전달 경로로 extracellular signal- 

activated kinases, JNK, p38 MAPK 세 가지로 분류되며24), 

염증성 매개 물질의 생성에 관여하는 중요한 신호 전달 경

로이기도 하다25). 이 중 JNK는 세포외부의 스트레스성 자

극에 의해 활성화되며 염증반응을 매개하는 것으로 알려져 

있다26). 

따라서 본 실험은 PC12 세포에서 pJNK 단백질 발현을 

Western blot을 통해 관찰한 결과, 靑皮추출물 25 g, 50 

g 및 100 g을 투여한 모든 군은 대조군에 비해 감소하였

으며, 25 g을 투여한 군에서는 유의성이 있는 감소가 관찰

되었다.

NF-B는 염증조절의 중요한 인자로 NF-B1 (p50/ 

p105), NF-B2 (p52/p100), RELA (p65), C-REL 및 

RelB와 같은 5개의 소단위체로 구성되어 있으며 면역과 염

증반응 및 세포증식과 세포사멸을 조절한다5). NF-B 계열 

중 가장 일반적이고 특성화된 형태인 P50/P65는 자극이 없

는 상태에서 억제 단백질인 inhibitor kappa-B (IB)와 결

합하여 보통 세포질에서 비활성 이종이량체로 존재한다. 그

러나 염증반응과 같은 세포의 자극에 반응하여 IB kinase

가 활성화된 후 인산화 과정을 통해 IB는 분리되고, 자유

롭게 된 NF-B 염증성 매개 물질의 전사를 조절하는 표적 

유전자의 promoter에 결합하게 된다27). 또한 pNF-B 역

시 염증반응의 마커로 확인하기도 하지만 핵안으로 NF-B

의 이동을 확인하는 지표로 사용된다.

따라서 본 실험은 PC12 세포에서 pNF-B p65 단백

질 발현을 Western blot을 통해 관찰한 결과, 靑皮추출

물 25 g, 50 g 및 100 g 투여한 모든 군은 대조군에 

비해 유의성 있는 감소를 나타내었다.

이상의 결과들을 종합해보면 靑皮는 항염증과 관련된 

JNK와 NF-B의 인산화를 억제하였다.

결  론

靑皮가 신경세포에서 항염증 작용을 나타내는지 확인하

기 위하여 PC12 세포에 4-HNE을 처리하여 염증반응을 

유도한 후 염증신호전달분자인 JNK와 전사인자인 NF-B 
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인산화 단백질 발현을 관찰하여 아래와 같은 결과를 얻었다

1. pJNK 단백질 발현량은 靑皮 물추출물 25 g/ml 투여

군에서 대조군에 비해 유의성 있는 감소를 나타냈다.

2. pNF-B p65 단백질 발현량은 靑皮 물추출물 25, 50 

및 100 g/ml 투여군에서 대조군에 비해 유의성 있는 감소

를 나타냈다.

이상의 결과로 보아, 靑皮 물추출물은 신경세포에서 JNK

와 NF-B의 활성화를 억제하여 항염증효과를 나타냈다. 
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