
ISSN 0377-9556 (PRINT) ISSN 2383-9457 (ONLINE)

약학회지 제 60 권 제 1 호 8~14 (2016)
Yakhak Hoeji Vol. 60, No. 1
DOI 10.17480/psk.2016.60.1.8

8
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Effect of Corticosterone Pretreatment on the Production of LPS-Induced
Inflammatory Mediators in Hepa1c1c-7 Cells
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Abstract — Endotoxemia induces production of inflammatory mediators and acute phase proteins, leading to multiorgan

injury and systemic inflammation. Hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis activation and glucocorticoids (GCs) release

modify endotoxemia-induced inflammatory responses. In the present study, we investigated whether pre-exposure of GCs

influences endotoxin-induced production of inflammatory mediators in hepatocytes. Hepa1c1c-7 cells were pretreated with

low concentrations of corticosterone for 24 h and then cultured without corticosterone in the presence or absence of LPS.

Our results demonstrated that LPS alone significantly enhanced production of IL-6 and CRP but reduced vascular endo-

thelial growth factor (VEGF) compared to controls. Combination of corticosterone pretreatment and LPS significantly upreg-

ulated production of IL-6, IL-1β, and VEGF but downregulated CRP compared to those in LPS alone. These findings suggest

that in low concentration of corticosterone-preexposed hepatocytes, endotoxemia may induce upregulation of IL-6, IL-1β,

VEGF and but downregulation of CRP.
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Endotoxemia는 전신의 면역경로 활성화 및 그로 인한

proinflammatory cytokines, prostanoids 및 acute phase proteins

(APPs) 생산증가를 유도하여 acute phase responses(APRs)를

일으키며 과도한 염증, 장기의 손상, septic shock 및 죽음까지

도 유발할 수 있는 것으로 알려져 있다.1,2) 간은 당과 지질 대사

의 조절뿐만 아니라 염증과 항상성에 관여하는 비염증성 장기인

데, endotoxemia에 의해 유발되는 간의 손상 및 기능이상은 인

슐린저항성 및 동맥경화와 그에 따른 제 2형 당뇨병 및 심혈관

계질환에 대한 위험성을 높인다.3,4) Endotoxin으로 유도되는

monocyte, macrophage 및 kupffer cell 등의 활성화는 TNF-α,

IL-6 및 IL-1β 등 proinflammatory cytokine 및 nitric oxide

(NO) 등의 생산을 증가시킴으로써 전신성 염증은 물론 직간접적

으로 간의 염증 및 간의 손상에 중요한 역할을 한다.2,4) 또한

endotoxin은 hepatocyte에서 TNF-α 및 IL-6 등을 포함한

proinflammatory cytokine, NO 및 APPs 등의 생산을 증가시킴

으로서 간의 손상을 유도하며 APRs 유발에 관여한다.5)

시상하부-뇌하수체-부신(hypothalamic-pituitary-adrenal: HPA)

축의 활성화 및 그에 따라 생산되는 GCs은 endotoxemia를 포

함한 여러 스트레스 하에서 항상성 유지 역할을 하며 염증성

cytokine 생성이나 반응에 변화를 일으킨다.6) Endotoxin은 TNF-

α, IL-6 및 IL-1β와 같은 proinflammatory cytokine 생산을 유도

하여 HPA 축의 활성화 및 GCs 생산을 증가시킨다.7) GCs는 약

리학적 고농도에서 강력한 항염증효과 및 endotoxin으로 인한

치사에 대하여 저항성을 증가시켜 endotoxemia 및 sepsis 치료

목적으로 사용되고 있다.8,9) 급성염증에 의한 간기능 저하 시

HPA 축의 활성화 및 그에 따른 GCs 생산은 endotoxin의 염증
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반응으로부터 보호작용을 갖는 hepatic IL-10 생산을 증가시켰

으며, endotoxic shock 등의 예방에 중요한 역할을 한다고 보고

되었다.10)

그런데 endotoxin에 의해 유발되는 간의 손상 및 APRs 유발

에 있어서 GCs가 관여하는 것으로 나타났다. HPA 축 활성화와

GCs 혈중농도 상승은 지방간 등 간질환을 악화시켰고,11,12) 간세

포에서 IL-6와 GCs와의 협동작용이 CRP 생산을 자극하였다.5)

IL-6 및 IL-1β는 간에서 CRP의 생산을 자극하는데,13,14) GCs와

시너지효과를 가져 혈중 CRP가 증가되는 것으로 나타났다.15,16)

또한 분리된 흰쥐의 간의 in situ에서 정신적 스트레스로 유도될

수 있는 corticosterone 저수준 농도와 LPS를 함께 관류주사 시

IL-6 및 TNF-α 생산이 증가되었으나 간에서 분리된 kupffer cell

에서는 오히려 corticosterone이 LPS로 유도되는 cytokine 생산

을 저하시켰다.17)

이렇듯 endotoxin에 의한 간에서의 손상 및 염증반응에 있어

서 GCs 또는 HPA 축 활성화의 영향은 불확실하게 남아있다.

더구나 환경적 스트레스에 의해 증가되는 위장관 투과성 증가

는 내인성 GCs에 의해 매개되는데,18) 스트레스 상태에서 혈중

GCs의 증가가 장의 투과성을 높이고 문맥을 통해 간에 도달되

는 endotoxin의 양을 증가시킬 수 있기 때문에 endotoxin로 인

한 간세포의 자극에 의해 유발되는 염증반응과 스트레스 관련

GCs 간의 상호작용의 규명은 매우 중요하다. 따라서 본 연구는

hepa1c1c-7 cell에서 저수준의 다양한 농도의 corticosterone 전

처리가 endotoxin으로 유도되는 간세포의 염증반응 및 APRs

등과 관련된 IL-6, IL-1β, VEGF 및 CRP 등의 생산에 미치는

영향에 대하여 실험을 실시하였다.

실험 방법

재료 및 시약

Hepa1c1c-7 cell는 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 구매를

했으며, corticosterone(Sigma, St. Louis, MO)은 in vitro 실험

을 위해 dimethyl sulfoxide(DMSO)에 녹여서 사용하였다.

세포 배양

10% fetal bovine serum(FBS, GIBCO), penicillin 100 U/ml,

streptomycin 100 μg/ml(Invitrogen) 및 antimycotic Amphotericin

B(Invitrogen)를 함유한 DMEM 배지(Invitrogen, Carlsbad, CA)

에 Hepa1c1c-7 cell(1×106 cells/well)을 각각 24 well plate에

분주하고, corticosterone 50 and 200 ng/ml 농도별로 24 hr 전

처리 한 후 신선한 배지로 교체한 다음 LPS 10 μg/ml로 자극 부

재 또는 존재 하에서 24 및 48 hr 동안 5% CO2 incubator에서

37oC로 배양하였으며 그 후 세포배양액을 채취하여 IL-6, IL-1β,

VEGF 및 CRP 측정을 위해 −70oC에 보관하였다.

Cytokine의 측정

Hepa1c1c-7 cell의 보관된 세포배양액 중 IL-6 및 IL-1β 등

cytokine의 농도측정은 cytokine monoclonal antibodies(BD

Biosciences Pharmingen, U.S.A.)를 이용하여 ELISA(enzyme-

linked immunosorbent assay) 방법으로 실시되었고, ELISA

microplate reader(Molecular Devices Co., Ltd., U.S.A.)를 사용

하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 결과는 ml당 picogram

단위에서 정량하였으며 최저농도의 한계는 5 pg/ml 이상으로 하

였다.

VEGF 측정

Hepa1c1c-7 cell로부터 얻어진 세포배양액 중 VEGF 농도 측정

은 VEGF monoclonal antibodies(BD Biosciences Pharmingen,

U.S.A.)를 이용하여 ELISA 방법으로 실시되었고, manufacturer’s

instruction에 따라 ELISA microplate reader(Molecular Devices

Co., Ltd., U.S.A.)를 사용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

각 결과는 ml당 picogram 단위에서 정량을 하였으며 최저농도

의 한계는 5 pg/ml 이상으로 하였다.

CRP 측정

Hepa1c1c-7 cell로부터 얻어진 세포배양액 중 CRP 농도 측정

은 CRP ELISA kit(R&D)를 이용하여 ELISA 방법으로 실시되

었고, manufacturer’s instruction에 따라 ELISA microplate

reader(Molecular Devices Co., Ltd., U.S.A.)를 사용하여 450 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 각 결과는 ml당 picogram 단위에서

정량을 하였으며 최저농도의 한계는 5 pg/ml 이상으로 하였다.

통계학적 분석

모든 자료는 means±standard error(S.E.)로 나타냈으며, 유의

성 검사는 students’ t-test로 행하였다.

실험 결과 및 고찰

Hepa1c1c-7 cell에서 LPS에 의해 유도된 IL-6 및 IL-1β의

생산에 있어서 corticosterone 전처리 효과

Endotoxin의 자극에 의해 hepatocyte에서 과량 생산되는 IL-

6 및 IL-1β는 간의 염증을 촉진하고 CRP 생산을 유도하며 간의

기능상실 및 재생능력 저하를 가져오며 전신성 염증유발에도 관

여한다.19-21) Endotoxin 처리한 hepatocyte에서 p-p38MAPK,

TLR4, NF-κB, IL-6 및 IL-1β 등의 발현 증가, NO 생산 증가 및

IL-6에 의한 APPs 생산 증가 등이 유도되어 전신성 염증 및 간

염증에 관여하였고,5) TNF-α 및 IL-1β의 생산 억제는 endotoxin

으로 유도되는 간손상에 대한 보호효과를 가졌다.22) 또한 흰쥐

에서 LPS 복강주사가 혈중 IL-6의 반응 및 APPs을 유도하였고
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hepatocyte에서 IL-6 receptor mRNA 발현도 증가하였다.23)

그런데 endotoxemia와 같은 스트레스로 인한 HPA 축의 활성

화와 그에 따른 GCs의 혈중농도 상승은 간세포에서 endotoxin

에 의한 proinflammatory cytokine 생산에 변화를 가져왔다. IL-

6는 LPS로 유도된 HPA 축 활성화에 중추적 역할을 하는데,24)

부동화 스트레스를 가한 생쥐에서 LPS 복강주사는 혈중 IL-6 농

도 및 간의 IL-6 mRNA 유전자 발현이 증가되었고 특히

hepatocyte에서의 IL-6 생산을 증가하였다.25) 또한 흰쥐에 rIL-6

또는 dexamethasone를 복강주사 시 둘 다에서 hepatocyte IL-

6R mRNA 발현이 유의성 있게 증가되었다.23) 이는 GCs가

hepatocyte에서 IL-6 작용을 더욱 높일 수 있음을 시사한다. 또

한 IL-1β 유전자는 사회적 스트레스 상태에서 endotoxic shock

에 의한 간괴사 시 높게 발현되었는데,26) 이는 스트레스에 의해

유발된 GCs가 endotoxin으로 인해 생산된 IL-1β와 상호작용을 가

져 간손상을 더욱 악화시킬 수 있음을 보이고 있다. 또한 Liao 등

(1995)17)에 따르면, 분리된 흰쥐의 간의 in situ에서 corticosterone

저수준 농도(35~350 ng/ml)와 LPS를 함께 관류주사 시 IL-6 및

TNF-α 생산을 증가하였으나 간에서 분리된 kupffer cell에서는

오히려 corticosterone이 LPS로 유도되는 cytokine 생산을 저하

시켰다. 이는 hepatocyte에서 corticosterone과 endotoxin이 작

용하여 proinflammatory cytokine 생산이 증가되었을 가능성이

높다. 따라서 본 연구에서 LPS에 의해 자극된 hepatocyte에서

corticosterone 전처리가 IL-6 및 IL-1β 생산에 미치는 영향을 알

아보았다.

본 연구 결과(Fig. 1 및 Fig. 2), Hepa1c1c-7 cell에서 LPS는

IL-6를 유의성 있게 증가시켰으며 IL-1β는 약간 상승시켰으나 유

의성은 없었다. 이는 HepG 2 cell에서 LPS에 의해 IL-6 생산을

증가하였으나 IL-1β에는 영향을 주지 못했다는 Panesar 등

(1999)27)의 보고와 일치함을 보여주고 있다. Corticosterone 전

처리는 50 및 200 ng/ml 농도 둘 다에서 LPS 24 hr으로 자극

된 Hepa1c1c-7 cell에서 생산된 IL-6 및 IL-1β를 현저히 증가시

켰으나, 48 hr 동안 LPS 처리시 corticosterone 200 ng/ml 전처

리에서 LPS에 의해 증가된 IL-6의 생산을 유의성 있게 약간

Fig. 1 − Effect of corticosterone pretreatment on the LPS-induced

production of IL-6 in Hepa1c1c-7 cells. Hepa1c1c-7 cells were

preincubated with various concentration of corticosterone

(cort 50: 50 ng/ml of corticosterone; cort 200: 200 ng/ml of

corticosterone) for 24 h and then cultured with refreshed

medium for 24 h (A) or 48 h (B) in the presence or absence

of LPS. Concentrations of cytokines were measured using

ELISA. Each value represents the mean±S.E. * (p<0.05)

and ** (p<0.01): Significantly different from the value in

each LPS negative control. # (p<0.05) and ## (p<0.01):

Significantly different from the value in LPS positive

controls.

Fig. 2 − Effect of corticosterone pretreatment on the LPS-induced

production of IL-1β in Hepa1c1c-7 cells. Hepa1c1c-7 cells were

preincubated with various concentration of corticosterone

(cort 50: 50 ng/ml of corticosterone; cort 200: 200 ng/ml of

corticosterone) for 24 h and then cultured with refreshed

medium for 24 h (A) or 48 h (B) in the presence or absence

of LPS. Each value represents the mean±S.E. Other

legends and methods are the same as in Fig. 1. * (p<0.05):

Significantly different from the value in each LPS negative

control. # (p<0.05): Significantly different from the value

in LPS positive controls.
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억제시켰다(Fig. 1B). 따라서 본 연구결과 corticosterone에 미리

노출된 hepatocyte는 미리 노출되지 않은 경우에 비해서 LPS에

의해 자극된 IL-6 및 IL-1β 생산을 반응 초기에 증가시킬 것으

로 사료된다.

Hepa1c1c-7 cell에서 LPS에 의해 억제된 VEGF 생산에

미치는 corticosterone 전처리 효과

VEGF는 angiogenic factor 및 혈관투과성 인자로서 작용하여

상처치유 복구시스템 및 간의 재생능력에 관여한다.28,29) GCs는

VEGF의 발현 억제작용을 가지며,30) cortisol이 높은 경향이 있

는 우울증 환자에서 낮은 VEGF 혈중농도가 관찰되었는데,31) 이

는 만성 스트레스와 관련된 농도의 GCs가 VEGF 발현을 억제

하여 간의 재생능력 저하효과를 지닐 수 있음을 시사하고 있다.

Hepatocyte에서 endotoxin은 apoptosis와 proinflammatory

cytokine 생산을 통해 간의 염증 및 심한 손상을 유도하는데,32)

LPS에 의해 유도되는 간손상과 VEGF 발현과의 상관성 및 그에

대한 GCs의 영향에 대해서는 불명확하다.

본 연구는 Hepa1c1c-7 cell에서 낮은 농도의 corticosterone 전

처리가 LPS 자극 시 생산된 VEGF 농도에 미치는 영향을 알아

보았다. 그 결과 Hepa1c1c-7 cell에서 LPS는 24 hr 및 48 hr 세포

배양 시 VEGF 생산을 유의성 있게 억제하였다(Fig. 3). 이는 간

의 손상을 유발하는 LPS가 hepatocyte에서 VEGF 생산을 억제

하여 간의 재생능력 저하효과를 지닐 것으로 보인다. 그런데 LPS

에 의해 억제된 VEGF 생산을 corticosterone 50 ng/ml 전처리가

유의성 있게 더욱 억제시켰으나 corticosterone 200 ng/ml 전처리

는 LPS에 의해 억제된 VEGF 생산을 대조군의 수준으로 회복시

킴을 보여주었다. 이는 GCs가 VEGF 생산을 억제적으로 작용하

여 endotoxin에 의해 억제된 hepatocyte의 VEGF 생산을 더욱 억

제시켜 간재생능력이 더욱 저하될 가능성을 지니나 corticosterone

200 ng/ml 전처리는 LPS에 의해 억제된 VEGF 생산을 정상수준

으로 높여서 간재생능력을 회복시킬 수 있음을 보여주고 있어

hepatocyte에서의 VEGF 생산은 corticosterone 일정농도 이상에

서 유도될 것으로 사료된다. 따라서 hepatocyte에서 LPS에 의해

유도된 VEGF 생산이 corticosterone 전처리 농도에 따라 상반

된 결과를 보인 것에 대한 명확한 기전규명 연구가 요구된다.

Hepa1c1c-7 cell에서 proinflammatory cytokine 및 CRP

생산에 있어서 corticosterone 효과

간세포에서 CRP 발현은 IL-6 및 IL-1β에 대한 반응으로 나타

나는데,13) IL-1β는 NF-κB 의존적인 IL-6의 유도에 의하여 CRP

합성을 자극하는 작용을 하는 것으로 알려져 있다.33) Weinhold

및 Rüther(1997)34)에 의하면 hepatocyte에서 IL-6에 의존적인

것은 물론 비의존적으로 IL-1β, oncostatin M 또는 leukaemia

inhibitory factor 등에 의해서도 CRP이 유도된다고 보고하였다.

GCs 치료가 지방간과 같은 간 손상 및 대사증후군 등을 유발하

였고,35) 간세포에서 GCs는 IL-6와 서로 협동적으로 작용하여

CRP 생산을 자극하는 것으로 관찰되었으며 CRP 합성은 특히

proinflammatory cytokine와 hormone과의 복잡한 상호작용에 의

지하였다.15)

본 연구는 LPS 처리 없이 hepatocyte에서 GCs가 IL-6, IL-1β

및 CRP 생산에 미치는 영향을 알아보았다. 본 연구결과는 Fig.

4에서 보여주는 바와 같이, Hepa1c1c-7 cell에서 corticosterone

전처리가 IL-6, IL-1β 및 CRP 생산을 유의성 있게 증가시켰다.

따라서 corticosterone에 미리 노출된 간세포에서 IL-6, IL-1β 및

CRP의 생산을 증가시켰는데 이는 corticosterone와 IL-6 및 IL-

1β가 서로 협동적으로 작용하여 CRP 생산을 증가시킬 것으로

사료된다.

Hepa1c1c-7 cell에서 LPS에 의해 증가된 CRP 생산에 있

어서 corticosterone 전처리 효과

CRP는 감염, 염증 및 조직손상에 대한 비특이적 반응으로

Fig. 3 − Effect of corticosterone pretreatment on the LPS-reduced

production of VEGF in Hepa1c1c-7 cells. Hepa1c1c-7 cells

were preincubated with various concentration of corticosterone

(cort 50: 50 ng/ml of corticosterone; cort 200: 200 ng/ml of

corticosterone) for 24 h and then cultured with refreshed

medium for 24 h (A) or 48 h (B) in the presence or absence

of LPS. Each value represents the mean±S.E. Other

legends and methods are the same as in Fig. 1. * (p<0.05)

and ** (p<0.01): Significantly different from the value in

each LPS negative control. # (p<0.05) and ## (p<0.01):

Significantly different from the value in LPS positive controls.
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hepatocyte에서 생산되는 APPs이며 급성염증의 출현과 함께 빠

르게 급격하게 증가하지만 그 원인이 제거되면 또한 빠르게 감

소하는 중요한 염증성 마커이다.36,37) Endotoxemia에서 CRP의

높은 혈중농도는 스트레스와 동맥경화 및 심혈관계질환을 연결

하는 중요한 매개자로서 전신성 염증반응은 물론 간손상 유발과

도 유관하다.5,38) Hepatocyte에서 endotoxin에 의한 CRP의 발현

은 IL-6에 의한 직접적 반응으로 나타나며,15) IL-1β는 NF-κB 의

존적인 IL-6의 유도에 의한 CRP 합성을 자극한다고 하였다.33)

본 연구에서 corticosterone에 미리 노출된 간세포가 IL-6, IL-

1β 및 CRP의 생산을 높일 수 있음을 보여주었는데(Fig. 4), 복

잡한 염증성 매개자들을 생산하는 LPS에 의한 CRP 생산에 있

어서 GCs의 전처리의 영향에 대해서는 불확실하므로 이를 알아

보았다. 흥미롭게도, 본 연구 결과에서 Hepa1c1c-7 cell에서 LPS

를 24 hr 및 48 hr 처리 시 CRP 생산이 유의성 있게 증가되었

으나 corticosterone 50 및 200 ng/ml 전처리로 인하여 LPS로

유도된 CRP 생산이 현저히 억제됨이 관찰되었다(Fig. 5). Lu 등

(2015)39)에 의하면 GCs는 sepsis 마우스 모델에서 CRP를 억제

하였고 심근손상으로부터 보호효과를 가졌다고 보고하였는데, 이

는 GCs가 sepsis의 복잡한 염증성 인자들의 생산에 변화를 유

도할 수 있음을 보여준다. 또한 Swain 등(1999)10)은 급성염증에

의한 간기능 저하 시 HPA 축의 활성화 및 그에 따른 GCs 생산

은 endotoxin의 염증반응으로부터 보호작용을 갖는 hepatic IL-

10 생산을 증가시켰으며, endotoxic shock 등의 예방에 중요한

Fig. 4 − Effect of corticosterone pretreatment on the production of

inflammatory mediators in Hepa1c1c-7 cells. Hepa1c1c-7

cells were preincubated with various concentration of

corticosterone (cort 50: 50 ng/ml of corticosterone; cort

200: 200 ng/ml of corticosterone) for 24 h and then cultured

with refreshed medium for 24 h or 48 h in the absence of

LPS. Each value represents the mean±S.E. Other legends

and methods are the same as in Fig. 1. * (p<0.05):

Significantly different from the value in negative control.

Fig. 5 − Effect of corticosterone pretreatment on the LPS-induced

production of CRP in Hepa1c1c-7 cells. Hepa1c1c-7 cells were

preincubated with various concentration of corticosterone

(cort 50: 50 ng/ml of corticosterone; cort 200: 200 ng/ml of

corticosterone) for 24 h and then cultured with refreshed

medium for 24 h (A) or 48 h (B) in the presence or absence

of LPS. Each value represents the mean±S.E. Other

legends and methods are the same as in Fig. 1. * (p<0.05)

and ** (p<0.01): Significantly different from the value in

each LPS negative control. # (p<0.05) and ## (p<0.01):

Significantly different from the value in LPS positive

controls.
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역할을 한다고 보고하였는데, 이는 염증에 의한 간기능 저하 상

태에서 GCs가 항염증효과를 갖는 IL-10 생성을 높였음을 보여

준다. 따라서 본 연구에서 hepatocyte에서 IL-6, IL-1β 및 CRP

의 생산을 증가시키는 corticosterone 전처리가 LPS와 함께 투

여 시 IL-6 및 IL-1β 생산은 증가시켰지만 CRP의 생산은 억제

적으로 작용함을 보여주었는데, 이는 LPS와 GCs의 상호작용에

의하여 CRP 생산을 억제하는 매개자의 생산을 높였을 가능성을

지니며 이에 대한 명확한 기전 연구가 더욱 요구된다.

결 론

본 연구는 Hepa1c1c-7 cell에서 저농도 corticosterone 전처리

가 LPS 자극으로 유도되는 염증성 매개인자들의 생산에 미치는

영향에 대하여 실험을 실시하였다. 그 결과 Hepa1c1c-7 cell에서

LPS는 IL-6, IL-1β 및 CRP 생산을 유의성 있게 유도하였으나

VEGF 생산은 억제하였는데, LPS로 자극된 Hepa1c1c-7 cell에

서 corticosterone 전처리는 IL-6, IL-1β 및 VEGF 생산은 유의

성 있게 더욱 증가시켰으나 CRP 생산은 오히려 억제하였다. 결

론적으로 저농도의 corticosterone에 노출된 hepatocyte는

endotoxin으로 유도되는 IL-6 및 IL-1β 생산을 더욱 증가시키나

LPS로 유도된 CRP 생산은 오히려 저하시키는 상호작용을 가질

것이다.
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