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서론

산화적 스트레스는 reactive oxygen species (ROS) 및 re-

active nitrogen species (RNS) 등의 radical이 과다하게 생성

되면서 체내 산화/항산화 체계가 파괴되어 발생한다1). 

Superoxide, hydroxyl radicals, hydrogen peroxide 등과 같이 

산소 분자를 매개로 하는 ROS와 nitric oxide (NO), perox-

ynitrite 등과 같이 질소 분자를 매개로 하는 RNS는 인체의 

정상적인 신호 전달 경로에 의해 생성되는 물질이다1,2). 

그러나 이들이 과량으로 생성될 경우 체 내 지질과산화 반

응을 유도하여 DNA, RNA, 세포막 등 다양한 생체 분자를 

손상시키는 것으로 보고되었다2). 반면 체 내에 존재하는 
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Objectives: To investigate the protective effect of hesperidin and hesperetin against oxi-

dative stress in 2,2'-azobis (2-aminopropane) dihydrochloride (AAPH)-induced liver tox-

icity in rats.

Methods: Hesperidin or hesperetin (200 mg/kg/day, respectively) was orally administered 

for 7 days once daily in rats. Subsequently, AAPH (50 mg/kg/day) was administered 

intraperitoneally. Lipid peroxidation, nitric oxide production, catalase activity, and protein 

expressions of nuclear factor-kappa B (NF-κB) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) 

in the liver tissues were measured.

Results: Administration of hesperidin and hesperetin significantly decreased serum as-

partate transaminase and alanine transaminase levels in AAPH-induced oxidative stress 

liver tissues compared with control group. Lipid peroxidation and nitric oxide (NO) production 

were also significantly reduced by hesperidin and hesperetin in AAPH-induced oxidative 

stress liver tissues. In particular, lipid peroxidation levels of hesperetin-administered 

group significantly decreased to 5.02 nmole/mg protein in oxidative stress rats. Hesperidin 

and hesperetin significantly increased antioxidant activity, such as that of catalase. 

Furthermore, administration of hesperidin and hesperetin substantially down-regulated 

the expression of NF-κB and iNOS in liver tissues. Administration of hesperidin reduced 

NO levels and iNOS expression more than in the hesperetin-administered group.

Conclusions: Administration of hesperidin and hesperetin led to a reduction in AAPH-in-

duced liver toxicity by regulating oxidative stress.
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superoxide dismutase (SOD), catalase와 같은 항산화 효소

는 정상적인 대사과정에서 생성된 ROS 및 RNS를 제거하

여 체 내 산화/항산화 체계를 유지하고 있다3). 그러나 항

산화 효소 작용이 억제되어 ROS 및 RNS가 적절히 제거

되지 못 할 경우에 산화/항산화 체계가 파괴되어 산화적 

스트레스가 유도된다1,3). 

산화적 스트레스는 알코올성 간질환, 비알코올성 지방

간염, 만성 바이러스성 간염 등의 주요 간 질환 발병에 중

요한 병리학적 기전으로 알려져 있으며 알코올, 바이러스, 

약물, 비만, 당뇨 등과 같은 위험 요소들은 간에서 산화적 

스트레스를 유도하는 것으로 보고되었다4). 특히 간 조직 

내 주요 소기관인 간질세포, 쿠퍼세포, 간성상세포 등은 산

화적 스트레스와 관련된 분자들에 많이 노출되기 때문에 

간 조직은 산화적 스트레스에 취약한 주요 기관으로 알려

져 있다5,6). 간 조직이 산화적 스트레스를 받게 되면 염증반

응, 미토콘드리아 기능 손실, 지질과산화 반응, DNA 손상 

등을 유도하고, 간 조직의 정상적인 기능을 잃게 된다4). 따

라서 산화적 스트레스가 간 손상에 중요한 역할을 하는 것

으로 보고되었기 때문에 국내외에서 항산화 활성을 나타

내는 천연물 소재를 통한 간 보호 효능에 관한 연구가 활

발히 이루어지고 있다7,8). 

Hesperidin (C18H34O15, Molecular weight: 610.57)은 플라

보노이드 계열에 속하는 flavanone 배당체로 감귤류, 유자, 

레몬 등 citrus계 식품에 풍부하게 들어있으며 특히 진피

류 한약재의 주요 지표물질로 알려져 있다9,10). Hesperidin

의 아글리콘 형태인 hesperetin (C16H14O6, Molecular weight: 

302.27)은 감귤류 껍질에서 처음 분리된 물질로 항암, 항

염증, 심혈관질환 개선 효능 등 다양한 체 내 생리활성을 

나타내어 bioflavonoid 소재로 알려져 있다11-14). 최근 이들

을 건강기능성 소재로 활용하기 위해 국외에서 hesperidin

과 hesperetin의 항산화, 항염증, 항암, 항당뇨 효능 비교에 

관한 연구가 활발히 이루어지고 있다13-16). 사전 연구를 통

해 hesperidin과 hesperetin은 in vitro에서 radical 소거능을 

통한 항산화 효능이 있음을 확인하였으며, 산화적 스트레

스를 유도한 LLC-PK1 세포에서 세포 생존율 개선 효능을 

통해 산화적 손상에 대한 보호 효과를 확인하였다17,18). 이 

외에도 간 손상을 유도한 모델에서 hesperidin 또는 hesper-

etin각각의 간 보호 효과가 보고된 바 있으나19,20), hesper-

idin과 hesperetin의 in vivo에서 항산화 활성 조절을 통한 

간 보호 효능 비교에 관한 연구는 부족한 실정이다. 

따라서 본 연구에서는 2,2'-azobis (2-aminopropane) di-

hydrochloride (AAPH)로 간 조직의 산화적 스트레스를 유도

한 동물 모델에서 hesperidin과 hesperetin을 투여한 뒤 간 

조직에서 산화적 스트레스 관련 지표를 측정하여 hesper-

idin과 hesperetin의 산화적 스트레스에 대한 간 보호 효능

을 비교하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 실험재료

본 실험에 사용한 AAPH, hesperetin, hesperidin, ma-

londialdehyde (MDA), bicinchoninic acid (BCA) assay kit 

및 skim milk는 Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA)에

서 구입하여 사용하였다. Griess reagent는 Invitrogen Co. 

(Carlsbad, CA, USA)에서 구입하였고, aspartate aminotransferase 

(AST) 및 alanine aminotransferase (ALT) 분석에 사용된 정

량용 kit는 아산제약(Seoul, Korea)에서 구입하였으며, n-bu-

tanol, NaNO2 및 H2O2는 Wako Pure Chemical Industries 

Ltd. (Osaka, Japan)에서 구입하여 실험에 사용하였다. 단백

질 발현 분석 시 1차 항체로 사용한 nuclear factor-kappa B 

(NF-κB; Cat. No. sc-8008), inducible nitric oxide synthase 

(iNOS; Cat. No. sc-7271), β-actin (Cat. No. sc-47778)은 Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)사에서 구입하였다. 

2. 실험동물 및 실험군 설정

Sprague-Dawley (SD)계 rat (5주령, 수컷, 150 g 전후)은 

중앙실험동물(Seoul, Korea)에서 구입하였다. 사육 기간 온도

는 23±2℃로, 상대습도 60±5%로, 12시간 간격으로 light-dark 

cycle을 일정하게 유지하였다. 식이와 물을 자유롭게 섭취

하도록 하였고, 체중은 이틀에 한번씩 측정하였다. 일주

일간 사육 환경에 적응시킨 뒤 rat의 체중에 따라 난괴법

에 의해 각 군당 6마리씩 총 4개의 군으로 나누었다. Normal

군과 control군은 0.5% carboxyl methyl cellulose (CMC)를, 

hesperidin군과 hesperetin군은 hesperidin과 hesperetin을 각

각 0.5% CMC에 200 mg/kg body weight의 농도로 용해시

킨 solution을 7일간 위 내 투여하였다. 그 뒤, normal군에

는 생리식염수를, 나머지 군에 해당되는 control군, hesper-

idin군 및 hesperetin군은 AAPH를 생리식염수에 용해시킨 

solution (50 mg/kg body weight)을 복강투여하여 산화적 

스트레스를 유발하였다. 24시간 뒤 혈액 및 간 조직을 채
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취하여 실험에 사용하였다.

3. 혈중 ALT 및 AST 농도 측정 

채취한 혈액은 4℃에서 3,000 rpm으로 15분간 원심분리

하여 혈청을 분리하였으며, 혈청은 -80℃에서 냉동 보관하

여 실험에 사용하였다. 혈청 중 ALT 및 AST 활성은 효소법

에 의한 정량용 kit (Cat. No. AM102, AM103; 아산제약)

를 이용하여 측정하였다. ALT 및 AST기질액과 혈청을 반

응시킨 뒤 정색시약을 넣고 505 nm에서 증류수를 대조로 

흡광도를 측정하였다. ALT 및 AST는 표준액을 이용하여 

표준곡선을 그려 ALT 및 AST 함량을 산출하였다.

4. 조직 내 지질과산화 함량 측정 

간 조직을 생리 식염수로 균질화시킨 후 조직 균질액과 

1% 인산 그리고 0.67% thiobarbituric acid와 혼합하여 95℃

에서 45분간 boiling한 후 cooling시킨 뒤 n-butanol을 첨가

하여 3,000 rpm에서 10분간 원심분리하였다. 그 뒤, 상층

액을 535 nm, 520 nm에서 흡광도를 측정하고 생성된 지

질과산화물은 MDA의 양으로 환산하여 산출하였다. 조직 

내 단백질 함량은 bovine serum albumin로 정량하였고, 표

준곡선은 MDA를 농도별로 조제하여 그려 MDA 함량을 

산출하였다21). 

5. 조직 내 NO 생성량 측정

간 조직을 생리 식염수로 균질화시킨 뒤 3,000 rpm에서 

10분간 원심 분리한 후 상층액 150 µL과 증류수 130 µL을 

혼합하였다. 그 뒤, 혼합물에 Griess reagent를 넣어 실온에

서 30분간 반응시킨 뒤 540 nm에서 흡광도를 측정하였고, 

생성된 NO 함량은 NaNO2의 양으로 환산하여 산출하였

다. NaNO2는 농도별로 조제하여 표준곡선을 그려 NO 함량

을 산출하였다22). 

6. 조직 내 catalase 효소 활성 측정

간 조직을 1% Triton X-100로 균질화시킨 뒤 3,000 rpm

에서 10분간 원심 분리한 후 상층액 100 µL에 50 mM phos-

phate buffer 2 ml을 첨가하였다. 그 뒤, 반응물에 30 mM 

H2O2 용액을 첨가하여 240 nm에서 단위 시간 내 흡광도 

변화를 측정하여 catalase 활성을 측정하였다23). 

7. 조직 내 염증 단백질 발현 측정 

간 조직은 lysis buffer로 균질화시킨 후 원심분리기를 이

용하여 조직 내 잔사를 분리시키고 조직 내 단백질을 추

출하였다. BCA assay kit를 이용하여 단백질 농도를 정량

하였으며, 동량의 단백질을 sodium dodecyl sulfate-poly-

acrylamide gel 전기영동으로 분리한 후 분리된 단백질을 

함유한 acrylamide gel을 nitrocellulose membrane으로 electro 

blotting에 의해 전이시켰다. 이 후 membrane을 5% skim 

milk를 함유한 PBS-T (0.1% tween 20 in phosphate buffer)에 

1시간 동안 incubation하면서 비특이적인 단백질들에 대한 

blocking을 실시하였다. 그 뒤 NF-κB, iNOS 및 β-actin 항

체를 각각 membrane에 적용시켜 항원 항체 반응을 일으킨 

후 PBS-T로 씻어내고 이차 항체 반응을 유도한 후 en-

hanced chemiluminosence 용액을 적용한 다음 X-ray film에 

감광시켜 각 단백질 발현을 분석하였다. 각 단백질 발현 

값은 Image J® software (National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, USA)를 이용하여 산출하였다.

8. 통계 분석

모든 실험 결과는 평균±표준편차로 나타내었다(n=6). 군 

사이의 유의성을 검증하기 위해 일원배치분산분석(one-way 

analysis of variance)을 실시하고, P<0.05 수준에서 SAS (SAS 

Institute Inc., Cary, NC, USA) 통계 분석 프로그램을 이용

하여 Duncan’s multiple range test를 통해 각 군간 통계적 

유의성을 분석하였다. 

결과

1. 체중 및 간 조직 무게에 미치는 효과

각 군별 초기 체중, 실험 종료 전 체중, 체중 증가량, 간 

조직 무게 측정한 결과를 Table 1에 나타내었다. 먼저 초

기 체중, 실험 종료 전 체중 및 체중 증가량은 모든 군에서 

유의한 차이를 나타내지 않았다. 간 조직 측정 결과, nor-

mal군은 12.2±0.6 g인 반면 AAPH를 처리한 control군의 

경우 9.2±0.3 g을 나타내어 normal군에 비해 유의적으로 간 

조직 무게가 감소된 것을 알 수 있었다. 반면 hesperidin 

및 hesperetin을 각각 투여한 군의 경우 각각 9.5±0.3 g 및 

9.6±0.4 g의 수치를 나타내어 control군에 비해 간 조직 무

게가 증가하였으나 control군에 대한 통계적 유의성은 나

타나지 않았다. 
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2. 혈중 ALT 및 AST 농도에 미치는 효과 

각 군별 혈중 ALT 및 AST 농도 측정 결과를 Fig. 1에 

나타내었다. 먼저 ALT 측정 결과, normal군의 경우 25.63± 

1.07 IU/L의 수치를 나타내었으나 AAPH로 간 손상을 유도

한 control군의 경우 44.63±2.08 IU/L의 수치를 나타내어 

ALT 수치가 유의적으로 증가하였다. 반면 hesperidin과 hes-

peretin을 투여한 경우 각각 26.77±1.88 IU/L 및 26.61±2.09 

IU/L의 수치를 나타내어 control군에 비해 유의적으로 낮은 

ALT 수치를 나타내었다. AST 측정 결과, normal군의 경우 

125.43±4.11 IU/L 수치를 나타낸 반면 AAPH로 간 손상을 

유도한 control군은 191.64±8.24 IU/L 수치를 나타내어 유

의적으로 AST 수치가 증가함을 확인하였다. 반면 hesper-

idin과 hesperetin을 투여한 경우 각각 120.21±9.12 IU/L 및

108.23±0.83 IU/L의 수치를 나타내어 control군에 비해 AST 

수치가 감소함을 확인하였다. 

3. 지질과산화 함량에 미치는 효과

간 조직에서 지질과산화 함량을 측정한 결과(Fig. 2), 

AAPH를 투여한 control군은 9.45±0.50 nmole/mg protein의 

MDA 수치를 나타내어 normal군 2.42±0.13 nmole/mg pro-

tein에 비해 유의적으로 지질과산화 함량이 증가한 것을 알 

수 있었다. 반면 hesperidin과 hesperetin을 투여한 군의 경

우 각각 7.45±0.63 nmole/mg protein및 5.02±0.56 nmole/mg 

protein의 수치를 나타내어 control군에 비해 유의적으로 지

질과산화 함량이 감소함을 확인하였다. 특히 hesperetin투여

군이 hesperidin 투여군에 비해 유의적으로 더 낮은 지질과

Fig. 1. Effects of hesperidin and hesperetin on serum ALT (A) and AST (B) levels in AAPH-induced rats. Values are mean±standard 
deviation. Different letters (a-c) are significantly different (P<0.05) among groups by Duncan’s multiple range test. ALT: alanine 
aminotransferase, AST: aspartate aminotransferase, AAPH: 2,2'-azobis (2-aminopropane) dihydrochloride.

Group Initial body weight (g) Final body weight (g) Weight gain (g) Liver weight (g)

Normal 166.86±5.58NS 185.23±6.58NS 18.37±1.51NS 12.2±0.6a

Control 166.20±6.06 186.22±6.57 20.02±3.31  9.2±0.3b

Hesperidin 166.46±5.32 187.67±4.80 21.21±4.54  9.5±0.3b

Hesperetin 166.42±5.91 186.13±9.28 19.71±4.18  9.6±0.4b

Values are mean±standard deviation. 
AAPH: 2,2'-azobis (2-aminopropane) dihydrochloride.
NSMeans not significant by statistical analysis. Different letters (a-b) are significantly different (P<0.05) among groups by Duncan’s 
multiple range test.

Table 1. Effects of Hesperidin and Hesperetin on Body and Liver Weights in AAPH-Induced Rats

Fig. 2. Effects of hesperidin and hesperetin on lipid peroxidation 
in liver of AAPH-induced rats. Values are mean±standard deviation. 
Different letters (a-d) are significantly different (P<0.05) among 
groups by Duncan’s multiple range test. MDA: malondialdehyde, AAPH: 
2,2'-azobis (2-aminopropane) dihydrochloride.
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산화 함량을 나타내었다. 

4. NO 생성량에 미치는 효과

실험동물의 간 조직에서 NO 생성량을 측정한 결과(Fig. 

3), AAPH를 투여하지 않은 normal군은 23.25±3.09 μmole/ 

mg protein의 NO 수치를 나타낸 반면 AAPH를 투여한 con-

trol군은 67.46±12.27 μmole/mg protein의 수치를 나타내어 

control군에서 normal군에 비해 유의적으로 NO 수치가 증

가한 것을 알 수 있었다. 반면 hesperidin과 hesperetin을 투

여한 군의 경우 각각 42.97±7.57 μmole/mg protein및 51.55± 

3.67 μmole/mg protein의 수치를 나타내어 control군에 비

해 낮은 NO 생성량을 확인하였다. 

5. Catalase 효소 활성에 미치는 효과

실험동물의 간 조직에서 catalase 활성을 측정한 결과(Fig. 

4), AAPH로 간 손상을 유도한 control군의 경우 normal군 

100.00±2.56% 대비 81.70±2.55%로 감소하여 catalase 활성이 

감소된 것을 알 수 있었다. 반면 hesperidin과 hesperetin을 

각각 투여한 군의 경우 91.90±2.55% 및 92.50±2.57%의 cat-

alase 활성을 나타내어 AAPH로 간 손상을 유도한 control

군에 비해 catalase 효소 활성이 증가한 것을 알 수 있었다. 

6. 간 조직 내 단백질 발현 분석

간 조직에서 NF-κB 및 iNOS 단백질 발현을 측정한 결

과를 Fig. 5에 나타내었다. 간에서 NF-κB 측정 결과, AAPH

Fig. 4. Effects of hesperidin and hesperetin on catalase activity 
in liver of AAPH-induced rats. Values are mean±standard deviation. 
Different letters (a-c) are significantly different (P<0.05) among 
groups by Duncan’s multiple range test. AAPH: 2,2'-azobis (2- 
aminopropane) dihydrochloride.

Fig. 3. Effects of hesperidin and hesperetin on NO production 
in liver of AAPH-induced rats. Values are mean±standard deviation. 
Different letters (a-c) are significantly different (P<0.05) among 
groups by Duncan’s multiple range test. NO: nitric oxide, AAPH: 
2,2'-azobis (2-aminopropane) dihydrochloride.

Fig. 5. Effects of hesperidin and hesperetin on protein expressions of NF-κB (A) and iNOS (B) in liver of AAPH-induced rats. Values 
are mean±standard deviation. Different letters (a-d) are significantly different (P<0.05) among groups by Duncan’s multiple range test. 
NF-κB: nuclear factor-kappa B, iNOS: inducible nitric oxide synthase, AAPH: 2,2'-azobis (2-aminopropane) dihydrochloride.
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를 투여한 control군은 normal군에 비해 유의적으로 NF-κ

B 발현이 증가한 것을 알 수 있었다. 반면 hesperidin과 hes-

peretin을 투여한 군의 경우 control군 100.00±0.50% 대비 

각각 64.21±0.82% 및 28.65±0.61%의 수치를 나타내어 유

의적으로 NF-κB 발현이 감소한 것을 알 수 있었으며, 특

히 hesperetin 투여군에서 더 낮은 NF-κB 발현량을 나타내

었다. 간 조직에서 iNOS 단백질 발현 측정 결과, AAPH를 

투여하지 않은 normal군은 control군 100.00±0.91% 대비 

60.04±0.50% 수치를 나타내어 유의적으로 iNOS 단백질 발

현이 감소한 것을 알 수 있었다. 반면 hesperidin 및 hesper-

etin을 투여한 군의 경우 control군 100.00±0.90% 대비 각

각 48%±0.51%, 62%±1.02%로 control군에 비해 iNOS 단백

질 발현이 유의적으로 감소하였으며, 특히 hesperidin 투

여군에서 더 낮은 iNOS 발현량을 나타내었다. 

고찰

AAPH는 산화적 손상을 일으키는 대표적인 물질로써, 

체 내에서 carbon radical과 질소 분자로 분해된다24). 특히 

생성된 carbon radical은 체내 산소와 반응하여 ROS를 형성

하게 되고 이는 체내 생체 분자인 단백질, 지질, DNA 등

에 산화적 손상을 일으키는 것으로 보고되었다24). 이전 연

구에서 실험동물에 AAPH를 복강투여 시 간 조직에 산화

적 손상을 유도하는 것으로 보고되었다25). 진피류 한약재

의 주요 활성물질인 hesperidin과 아글리콘 형태인 hesper-

etin의 항산화 활성 관련 연구가 보고된 바 있으나, AAPH

로 산화적 손상이 유도된 모델에서의 간 보호 효과와 관

련 연구는 전무한 실정이다. 뿐만 아니라 hesperidin과 hes-

peretin 각각의 항산화 활성 관련 연구는 다수 보고되었으

나, 이들 화합물의 항산화 효능 및 기전을 비교한 연구는 

미흡한 실정이다19,20). 따라서 본 연구에서 AAPH로 간 손

상을 유도한 in vivo 동물 모델에서 hesperidin과 hesperitin

의 산화적 스트레스 보호 효능을 확인하고, 이들의 항산

화 효능 및 기전을 비교하고자 하였다. 

AST는 aspartic acid의 아미노기를 a-ketoglutaric acid에 

전이하여 glutamic acid를 생성하는 효소이며, ALT는 ala-

nine의 아미노기를 a-ketoglutaric acid에 전이하여 glutaric 

acid를 생성하는 효소이다26). AST 및 ALT는 심장, 골격근 

등에 분포되어 있지만, 특히 간 조직에 많이 분포되어 있

는 효소로 간 조직의 손상이 유도되었을 때 이들 효소가 

혈액 중으로 방출되는 것으로 알려져 있다26,27). 따라서 혈

중 AST 및 ALT 효소는 간 독성 검사의 주요 지표로 사용

하고 있다27). 본 연구에서 AAPH로 손상을 유도한 control

군 대비 hesperidin 및 hesperetin을 각각 투여한 군에서 유

의적으로 AST 및 ALT 효소 활성이 감소되었음을 알 수 

있었다. 특히 ALT 효소 활성은 hesperidin 및 hesperetin 투

여군 모두 유의한 수준으로 억제한 반면 AST 효소 활성

은 hesperidin 투여군에 비해 hesperetin 투여군에서 더 낮

은 수치를 나타내었다. 따라서 hesperidin 및 hesperetin의 

투여는 AAPH로 인한 간 조직의 산화적 손상에 대해 ALT 

및 AST 효소 활성 조절을 통해 간 독성 보호 효과를 나타

냄을 확인할 수 있었으며, hesperetin 투여군에서 AST 효

소 활성 억제 효과가 더 높음을 확인하였다. 

체 내에서 과산화지질은 단백질, DNA, RNA 등의 생체 

내 분자와 반응하는 것으로 알려져 있다28). 특히 MDA는 

지질과산화물의 최종 부산물로 산화적 손상의 대표적인 

지표물질로 알려져 있다29). 다양한 산화적 손상 동물 모

델에서 MDA 생성량 측정을 통해 산화적 손상에 대한 보

호 효과가 보고되었다. 본 연구에서도 AAPH로 산화적 

손상을 유도한 동물모델에 hesperidin과 hesperetin의 지질

과산화 개선 효과를 비교하기 위해 간 조직에서 MDA 생

성량을 측정하였다. AAPH를 투여한 control군은 AAPH

를 투여하지 않은 normal군에 비해 유의적으로 MDA 생

성량이 증가하여 간 조직 내 산화적 손상이 유도되었음을 

확인하였다. 반면 hesperidin과 hesperetin을 각각 투여한 

결과, control군에 비해 유의적으로 낮은 MDA 수치를 나

타내어 간 조직 내 지질과산화 생성 억제를 통한 산화적 

스트레스 개선 효과를 알 수 있었다. 특히 동일한 용량을 

투여했을 때 hesperetin 투여군이 hesperidin 투여군에 비

해 유의적으로 더 낮은 MDA 수치를 나타내어 hesperetin

이 hesperidin에 비해 산화적 손상이 유도된 간에서 지질

과산화 생성 억제 효능이 더 높은 것으로 생각된다. 반면 

이전 연구에서 AAPH로 산화적 손상을 유도한 동물모델

에서 hesperidin 투여군이 hesperetin 투여군에 비해 유의

적으로 신장에서의 MDA 함량이 낮은 것으로 보고되었

다30). 따라서 AAPH로 산화적 손상을 유도한 동물모델에

서 hesperidin 투여는 신장 보호 효과가 우수한 반면, 본 

연구에서는 hesperetin 투여가 hesperidin 투여에 비해 간 보

호 효과가 우수함을 알 수 있었다. 

NO는 NOS에 의해 합성되는 물질로써 정상적인 상태
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에서 체내 신경전달기능, 혈압 조절, 면역 기능 등의 다양

한 기능을 수행하는 것으로 알려져 있다31). 그러나 외부 

자극에 의해 NO가 과다하게 생성될 경우 산화적 스트레

스, 염증반응, 혈관 확장 등을 통해 조직의 손상을 일으키

는 것으로 보고되었다32). 뿐만 아니라 NO는 체내 free radi-

cal과 반응하여 산화적 손상을 더욱 악화시키기 때문에 NO 

조절을 통한 산화적 스트레스 개선 효능에 대한 연구가 

활발히 이루어지고 있다4,32). 본 연구에서 간 조직 내 NO 

생성량을 측정한 결과, normal군에 비해 control군의 NO 

생성이 증가하여 간 조직의 산화적 스트레스가 유도됨을 

확인하였다. 또한 hesperidin과 hesperetin의 NO 소거 효과

를 확인한 결과, AAPH를 투여한 control군에 비해 hesper-

idin과 hesperetin 투여군에서 유의적으로 낮은 NO 생성량

을 나타내어 NO 생성 억제를 통한 간 조직의 산화적 손

상에 대한 보호 효과를 확인할 수 있었다. 특히 hesperetin 

투여군에 비해 hesperidin 투여군이 유의적으로 낮은 NO 

수치를 나타내어 hesperidin이 hesperetin에 비해 우수한 

NO 소거 효과를 나타내는 것으로 생각된다. 

체 내에는 SOD, glutathione, catalase와 같은 항산화 효

소를 보유하고 있다32). 특히 catalase는 H2O2를 H2O로 환

원시켜 체내 과산화물이 축적되지 않도록 하는 역할을 수

행하며, 대표적인 항산화 효소로 알려져 있다33,34). 산화적 

손상에 대한 보호 효과를 나타내는 천연물 유래 소재를 

개발하기 위한 연구에서 catalase 효소 활성 조절을 통한 

천연물 유래 소재 개발 연구가 활발히 이루어지고 있다33,34). 

본 연구에서도 hesperidin과 hesperetin의 항산화 효소 활

성을 확인하기 위해 간 조직에서 catalase 효소 활성을 측

정한 결과, control군에 비해 hesperidin 및 hesperetin 투여

군은 control군에 비해 유의적으로 catalase 효소 활성이 

증가하였으며, 이들은 유사한 수치를 나타내었다. 따라서 

본 결과를 통해 hesperidin 및 hesperetin은 간 조직에서 

H2O2 생성을 억제시키는 catalase 효소 활성 증가를 통해 

간 조직 내 산화적 손상에 대한 보호 효과를 나타냄을 알 

수 있었다. 체 내에서는 catalase 외에도 SOD, glutathione과 

같은 항산화 효소 및 nuclear factor E2-related factor 2 

(Nrf-2) signaling을 매개로 발현되는 heme oxygenase-1 (HO-1), 

NADPH quinone oxidoreductase-1 등의 항산화 인자들이 

체내 산화/항산화 체계의 균형을 유지하고 있다33,35). 이전 

연구에 의하면 산화적 손상이 유도된 근육세포에서 hes-

peridin 처리군이 hesperetin 처리군에 비해 유의적으로 높

은 glutathione 효소 활성을 나타냄이 보고된 바 있으며, 이 

외에도 hesperidin과 hesperetin을 각각 처리 시 SOD, glu-

tathione 등 항산화 효소 활성을 증가시켜 항산화 효능을 

나타내는 것으로 보고된 바 있다36-38). 또한 산화적 손상이 

유도된 동물 모델에서 hesperidin 및 hesperetin 처리는 Nrf-2/ 

HO-1 pathway 활성화를 통해 항산화 활성을 나타냄이 보

고되었으나 추후 hesperidin 및 hesperetin 두가지 화합물의 

Nrf-2 signaling 조절 효능 비교에 관한 연구가 필요할 것

으로 생각된다38,39). 

NF-κB는 대표적인 핵 내의 redox sensitive 전사인자로

써 체내 산화적 스트레스 또는 염증 반응에 활성화된다40). 

NF-κB가 활성화되면 iNOS, cyclooxygenase-2와 같은 염

증매개인자를 유도하며, 이는 interleukin (IL)-1β, IL-6, tu-

mor necrosis factor-α 등의 다양한 염증성 cytokines를 방출

한다40,41). 특히 이와 같은 NF-κB pathway 활성화는 노화, 

암, 동맥경화와 같은 각종 질환을 유도하는 것으로 보고되

었다41). 본 연구에서 NF-κB 발현량 측정 결과, normal군에 

비해 control군의 NF-κB 발현이 증가하여 NF-κB가 활성

화되어 염증반응이 유도되었음을 알 수 있었으며, 반면 hes-

peridin 및 hesperetin 투여군은 NF-κB 단백질 발현이 유의

적으로 감소되어 NF-κB 활성을 억제시킨 것으로 생각한

다. 특히 hesperetin 투여군은 hesperidin 투여군에 비해 유

의적으로 낮은 NF-κB 발현량을 나타내어 hesperetin 투여

는 NF-κB 활성을 우수하게 억제하여 간 조직의 산화적 

스트레스 보호 효과를 나타냄을 확인할 수 있었다. 

NF-κB pathway 활성화로 발현되는 대표적인 염증매개

인자인 iNOS는 L-arginine과 산소분자로부터 과다하게 NO 

생성을 증가시킨다40,42). 본 연구에서 hesperidin 및 hesper-

etin 투여군은 control군에 비해 유의적으로 iNOS 단백질 

발현이 감소되어 iNOS 단백질 발현 억제를 통한 간 손상 

보호 효과를 나타내는 것으로 생각된다. 특히 hesperidin 

투여군이 hesperetin 투여군에 비해 우수하게 iNOS 단백질 

발현을 억제시켰는데 이는 간 조직 내 NO 생성 억제 효과

와 동일한 효과를 나타낸 것으로 보인다. AAPH로 유도된 

산화적 손상 동물모델에서 신장 보호 효능을 규명한 이전 

연구에서 hesperetin 투여군이 hesperidin 투여군에 비해 유

의적으로 iNOS 발현을 억제시켜 hesperetin 투여는 신장 보

호 효과가 우수한 반면, 본 연구를 통해 hesperidin 투여는 

간 보호 효과가 우수함을 알 수 있었다30). 이 외에도 기존 

국내외 연구의 경우 hesperidin과 hesperetin 각각의 산화
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적 스트레스 보호 효능과 관련 기전 연구가 주로 보고된 

반면 본 연구는 두 화합물의 산화적 스트레스 개선 효능

을 비교한 연구로써 hesperidin의 투여는 hesperetin 투여

에 비해 iNOS 단백질 발현 억제를 통해 NO 소거 효과가 

높은 것을 알 수 있었다. 뿐만 아니라 hesperetin 투여군은 

hesperidin 투여군에 비해 지질과산화 억제 효능과 NF-κB 

단백질 발현을 더욱 억제시키는 것을 확인할 수 있었다. 

본 연구를 통해 hesperidin과 아글리콘 형태인 hesperetin

이 함유되어 있는 진피류 한약재의 산화적 스트레스로 유

도되는 간 질환 개선 효능을 나타내는 소재로써 활용될 

수 있을 것으로 생각한다. 그러나 본 연구에서 hesperidin

과 hesperetin의 Nrf-2 signaling에 미치는 영향, 다른 항산

화 효소 활성에 미치는 효과, 체내 흡수 및 대사에 의한 

항산화 활성 등 각 화합물의 추가적인 조절 기전 규명과 

비교에 관한 연구가 필요할 것으로 생각한다. 

결론

본 연구는 AAPH로 간 조직의 산화적 손상을 유도한 

동물모델에서 hesperidin과 hesperetin의 간 보호 효과에 

대해 비교하였다. Hesperidin과 hesperetin 투여군은 간 조

직에서 지질과산화 및 NO 생성량을 유의적으로 억제시켰

으며 항산화 효소인 catalase 활성을 증가시켜 산화적 손

상에 대한 보호 효과를 나타내었다. 특히 hesperidin투여

군은 iNOS 단백질 발현을, hesperetin 투여군은 NF-κB 단

백질 발현을 억제시켜 AAPH로 유도된 산화적 손상에 대

한 간 보호 효과를 나타내는 것으로 생각한다.
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