
155

ⓒ 2022 The Korean Medicine Society For The Herbal Formula Study

This paper is available at http://www.formulastudy.com which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium, 

provided the original work is properly cited.

대한한의학 방제학회지 제30권 제3호
Herbal Formula Science
2022;30(3):155~163.
pISSN 1229-1218, eISSN 2288-5641                                                                                               https://doi.org/10.14374/HFS.2022.30.3.155

Official Journal of The Korean Medicine Society For The Herbal Formula Study
Available at http://www.formulastudy.com HFS

        Original Article / 원저

   

중금속 유도 산화적 스트레스에 대한 금은화의 세포 보호 효과

염승희1, 박선빈1, 박선동1*, 박광일2*, 김영우1* 

1동국대학교 한의학과 방제학교실
2경상대학교 수의과대학 수의생리학

Lonicera japonica inhibited the oxidative Stress induced by the 
heavy metal

Seung-Hee Yeom1, Seon Been Bak1, Sun-Dong Park1*, Kwang-Il Park2*, Young Woo Kim1*

1School of Korean Medicine, Dongguk University
2Department of Veterinary Physiology, College of Veterinary Medicine, 

Gyeongsang National University

ABSTRACT

Objectives : Lonicera japonica is known for anti-inflammation and antibiotic effect in Korean medicine. This study 

aimed for investigating the cytoprotective effect of Lonicera japonica extract (LJE) for HepG2 cells against arachidonic 

acid (AA)+iron-induced oxidative stress.

Methods : The effect of LJE on cell viability was assessed by MTT assay. ROS assay was selected to assess antioxidant 

effect of LJE. To assess LJE’s effect on mitochondrial function, flow cytometric analysis was operated. And 

immunoblot analysis was used to establish the underlying mechanism of LJE.

Results : LJE protected HepG2 cells against AA+iron-induced oxidative stress by phosphorylation of liver kinase B1 and 

blocked the decline of procaspase 3. Also, LJE preserved the mitochondrial membrane permeability induced by 

AA+iron.

Conclusion : LJE protected the hepatocyte from AA+iron-induced oxidative stress by activation of LKB1 by the 

preservation of mitochondrial functions.
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Ⅰ. 서론1)

  간은 인체 내에서 많은 물질대사에 관여하고 있다. 

그만큼 다양한 유해인자에 노출되어있다. 간질환은 바

이러스, 세균, 미생물 등과 같은 병원체들로 인한 감염

성질환과 알코올, 약물이나 기질적인 문제 등으로 인한 

비감염성질환으로 나눌 수 있다. 따라서, 간세포는 간이 

인체의 항상성과 물질대사에 많이 기여하는 만큼 염증

반응에 꾸준히 노출되어있다.

  간세포의 파괴는 주로 necrosis나 apoptosis에 의한

다. necrosis는 통제되지 않은 반응으로 동시다발적이며 

급격한 손상에 의해 발생한다. 이에 반해 apoptosis는 

생리적으로 통제된 반응으로 불필요한 세포나 손상 받

은 세포를 제거한다. 그러나 지나친 apoptosis는 조직과 

기관에 치명적인 손상을 입히게 된다. 따라서, apoptosis의 

조절은 간질환의 치료방법으로 주목받고 있다1).

  유리지방산이 미토콘드리아의 산화적 인산화 과정에 

상호작용하여 Reactive oxygen species (ROS)의 생산을 

증가시킨다는 사실이 알려져 있다. Arachidonic acid 

(AA)은 염증반응에 관여하는 지방산으로 철 촉매 하에

서 ROS의 생성을 증가시켜 산화적 스트레스를 증가시

켜 세포의 손상을 악화시킨다2,3).

  철은 헤모글로빈과 미오글로빈의 구성 성분으로 산소 

운반에 결정적인 역할을 하며, 미토콘드리아 전자전달

계의 cytochrome의 구성 성분으로 ATP생성 과정에 직

접적인 관여를 한다. 그러나 조직 내 과도한 축적은 펜

톤 반응에 의한 ROS의 과도한 생성으로 이어져 단백질 

변성과 인지질막 손상, DNA 손상을 유발할 수 있다4).

  금은화는 인동과 인동덩굴(Lonicera japonica Thunberg)

의 꽃봉오리 또는 막 피기 시작한 꽃이다. 한의학에서 

금은화는 疏散風熱(소산풍열), 淸熱解毒(청열해독), 凉
血止痢(량혈지리)의 효능을 가지며, 항균, 소염 작용 등

을 가진다5). 대표적인 간질환인 간세포암은 한의학에서 

氣滯虛寒(기체허한), 氣滯濕阻(기체습조), 熱鬱血瘀(열

울혈어), 濕鬱血瘀(습울혈어)으로 분류하여 치료하는데, 

금은화는 淸熱解毒(청열해독)을 목적으로 이용된다6).

  최근 금은화의 연구는 항산화 효과와 세포 보호 효과

에 대해서 이루어지고 있으나7,8), 그 기전은 정확히 알

려지지 않았으며, 특히 간세포를 대상으로 하는 연구는 

부족하다. 따라서, 본 연구에서는 사람 간암 세포주 

HepG2를 이용하여 금은화 추출물이 AA와 iron에 의해 

유도된 산화적 스트레스 환경에서 미토콘드리아를 보호

할 수 있는지, apoptosis를 억제할 수 있는지와 그 기전

에 대해 밝히고자 하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

  금은화 물추출물 (Lonicera japonica water extract, 

LJE)는 금은화 100 g을 물 1.5 L에 넣어 3시간 동안 

가열한 후 거즈로 여과시킨 후 0.2 ㎛ filter로 여과시켰

다. 여과액을 rotary evaporator로 감압농축시키고, ultra- 

Low temperature freezer에 12시간 동안 동결시켰다. 

이후 동결건조기를 이용하여 LJE를 26 g을 얻었으며, 

-20℃에 보관하였다. 수율은 26%였으며, 세포배양배지 

(DMEM)에 녹여 사용하였다.

2. 시약

  Arachidonic acid (AA), ferric nitrilotriacetic acid 

(Fe-NTA, iron), isoliquiritigenin (IsoLQ), 3-(4,5- 

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium 

bromide (MTT)와 rhodamine 123 (Rh123), Calcein과 

Propidium iodide (PI)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA)에서, Dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Junsei 

Chemical (Tokyo, Japan)에서 구입하였다.

  Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), 

Penicillin Streptomycin, Fetal bovine serum (FBS)은 

Welgene Inc.(Gyeongsan, Korea)에서 구입하였다.

procaspase 3, p-LKB1에 대한 항체와 HRP-conjugated 

anti-rabbit IgG, HRP-conjugated anti-mouse IgG 
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antibodies는 Cell Signalling Technology (Beverly, MA, 

USA), β-actin에 대한 항체는 Santa Cruz Biotechnology 

(Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다.

3. 세포 배양

  HepG2 cell (인체 유래 간 세포주)과 HeLa cell은 

American Type Culture Collection (Rockville, MD, 

USA)에서 구입해, 두 종류 세포 모두 DMEM에 10% 

FBS, 100 unit/ml penicillin, 100 ㎍/ml streptomycin

을 혼합한 배지로 37℃, 5% CO₂ 환경의 incubator에

서 배양하였다. 각 실험 전에는 12시간 동안 FBS를 포

함하지 않은 DMEM으로 starvation을 시켰다.

4. MTT 분석법 (MTT assay)

  HepG2 cell을 48 well plate에 6×10⁴ cells/well로 

배양하여 진행하였다. Fig. 1B에서는 LJE를 10, 30, 

100, 300 μg/ml의 농도로, positive control에는 

IsoLQ를 20 μg/ml의 농도로 처리하여 24시간 동안 

배양하였다. Fig. 2A에서는 LJE를 10, 30, 100 μg/ml

의 농도로 AA 10 μM을 함께 처치하고 12시간 동안 

배양한 후 iron 5 μM을 3시간 동안 처리하였다. Fig. 

5B에서는 LJE 100 μg/ml와 AA 10 μM과 함께 처치

하고 iron 5 μM을 처리하였다. 이때, HeLa cell은 

HepG2와 같은 방식으로 배양하여 진행하였다. 세포생

존율은 570 nm의 흡광도로 측정하여 control cell에 대

한 백분율로 나타냈다.

5. 면역염색법 (Immunoblot analysis)

  HepG2 cell을 6 well plate에 1×10⁶ cells/well로 배

양하여 진행하였다. Fig. 2B에서는 LJE 100 μg/ml와 

AA 10 μM을 12시간 동안 처리한 후 iron 5 μM을 

3시간 동안 처리하였다. Fig. 5A에서는 LJE를 10, 30, 

100, 300 μg/ml의 농도로 처치하고 1시간 동안 배양

하고 진행하였다. 

6. 형광현미경법 (Fluorescence microscopy)

  HepG2 cell을 6 well plate에 1×10⁶ cells/well로 배

양하여 진행하였다. LJE 100 μg/ml와 AA 10 μM을 

함께 처치하고 12시간 동안 배양한 후 iron 5 μM을 

3시간 동안 처리하였다. 이후 Calcein과 PI를 0.5 μM 

농도로 1시간 동안 처리하였다. 형광도립현미경 (Nikon 

Ts2-FL)을 이용하여 10배율로 관찰하였다.

7. ROS 생성 측정 (ROS assay)

  HepG2 cell을 96 well plate에 1×10⁴ cells/well로 

배양하여 DCFH-DA assay를 진행하였다. LJE 100 μ

g/ml, AA 10μM을 동시에 처리하여 12시간 동안 배

양한 후 iron 5 μM을 3시간 동안 처리하였다. 이후 

DCFH-DA 시약을 10 μM로 30분간 처리하고 

fluorescence microplate reader (Tecan Infinite® M200 

PRO)를 사용해 excitation 485nm, emission 535nm로 

측정하였다.

8. 유세포분석법 (Flow cytometric analysis)

  HepG2 cell을 6 well plate에 1×10⁶ cells/well로 배

양하여 진행하였다. LJE 100 μg/ml와 AA 10 μM을 

함께 처치하고 12시간 동안 배양한 후 iron 5 μM을 

3시간 동안 처리하였다. 이후 Rhodamine 123을 0.05 

μg/ml의 농도로 빛을 차단한 상태로 1시간 동안 처리

하고. Trypsin을 이용하여 세포들을 수거하였다. 수거한 

세포들은 phosphate buffered saline (PBS)로 세척한 다

음 Flow cytometer로 미토콘드리아 막전위를 측정하였

다.

9. 통계처리 (Statistical analysis)

  실험 결과는 평균값±표준편차 (mean±S.D.)로 표시

하였으며, Student’s t-test를 이용하여 통계적 유의성을 

검정하였다.

Ⅲ. 결과

1. 간세포에 대한 LJE의 영향

  본 실험에서 사용하는 LJE는 금은화를 열수 추출하

여 만들었다(Fig. 1A). 금은화 추출물(LJE)가 간세포에 

대해 독성을 가지는지 확인하기 위하여 MTT assay를 

이용하였다. HepG2세포에 LJE를 10, 30, 100, 300 μ

g/ml의 농도로, positive control그룹에는 IsoLQ를 20 

μg/ml의 농도로 처리하였다. 24시간 처리 후 MTT 

assay를 실행한 결과, 대조군과 비교하였을 때 세포 독

성은 나타나지 않았다(Fig. 1B).
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Fig. 1. The effect of Lonicera japonica extract(LJE) on the hepatocyte.

  (A) LJE, used for following experiments, was extracted by hot water.

  (B) To estimate independent effect on hepatocyte, LJE was administered to 4 groups of HepG2 cells, 10, 30, 100, 

300 μg/ml each. Isoliquiritigenin (IsoLQ) was adopted as positive control (20 μg/ml). After 24 hours, MTT 

assay was operated. None of significant difference was observed comparing to control group.

2. AA+iron으로 유도한 산화적 스트레스 환경에서 LJE

의 세포보호효과

  다음으로는 AA+iron을 이용하여 산화적 스트레스를 

유발한 환경에서 LJE의 세포보호효과를 측정하였다. 4

개의 HepG2 그룹에 LJE를 각각 10, 30, 100, 300 μg/ml

의 농도로 처리하고 MTT assay를 실행하였다. 대조군

과 비교하였을 때 AA+iron만 처리한 실험군은 세포생

존율에서 대조군 대비 약 51.0%의 생존율을 보이며 통

계적으로 유의한 차이를 보였다. 따라서, AA+iron에 의한 

산화적 스트레스가 간세포에 대한 독성을 유발한다는 

것을 확인할 수 있었다. AA+iron 단독 처리군과 비교

했을 때 LJE를 처리한 실험군들은 농도의존적으로 세포

생존율을 증가시키는 경향을 보이며, 30 μg/ml 이상의 

경우 모두 통계적으로 유의한 차이를 보였다. 100 μ

g/ml에서 대조군 대비 약 95.9%의 생존율을 보였으므

로 이후 실험에서는 농도를 100 μg/ml으로 사용하였다. 

IsoLQ는 AA+iron으로 유도된 산화적 스트레스에 대해 

세포보호효과를 나타낸다고 알려져4) 본 MTT assay가 

제대로 수행되었는지 확인하기 위한 positive control로 

사용되었다. IsoLQ처리군과 Control 사이에 유의미한 차

이가 없고, AA+iron 단독 처리군과는 유의한 세포생존

율을 보이므로, 본 MTT assay에서는 AA+iron으로 인

한 산화적 스트레스가 세포생존율에 영향을 주는 요인

인 것으로 볼 수 있다(Fig. 2A).

  AA+iron으로 유도된 산화적 스트레스는 세포자멸사

를 유도하므로 LJE 100 μg/ml를 AA 10 μg/ml와 함

께 12시간 처리한 후, iron 5 μg/ml을 3시간 처리하고 

immunoblot analysis를 이용하여 지표단백질의 발현을 

확인하였다. 그 결과 procaspase 3의 발현이 대조군에 

비해 AA+iron 단독 처리군에서 감소함을 관찰할 수 있

었으며, LJE를 처리하면 그 감소가 반전됨을 확인하였

다(Fig. 2B).

  형광현미경법을 이용하여 AA+iron으로 유도된 산화

적 스트레스에 대한 LJE의 세포보호효과를 다시 한번 

확인하였다. LJE 100 μg/ml를 AA 10 μg/ml와 함께 

12시간 처리한 후, iron 5 μg/ml을 3시간 처리한 결

과, AA+iron에서 세포막이 파괴된 상태일수록 진한 형

광을 보이는 PI염색에서 다른 군에 비해 증가한 경향을 

보이며, LJE를 투여한 경우 양상이 반전됨을 확인하였

다(Fig. 2C).
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Fig. 2. The cytoprotective effect of LJE against cytotoxicity induced by AA+iron on the hepatocyte.

  (A) MTT assay has been conducted to estimate cytoprotective effect of LJE. 4 groups of HepG2 cells were 

treated with LJE (10, 30, 100, 300 μg/ml) and AA (10 μM) for 16 hours, and then iron (5 μ

M) for 3 hours. **p<0.01: Control vs. AA+iron alone, ##p<0.01: AA+iron alone vs. LJE treated 

group.
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  (B) HepG2 cells were treated with LJE (100 μg/ml) and AA (10 μM) for 12 hours, and then iron (5 μM) 

for 3 hours. Immunoblot was conducted after iron treatment to detect apoptotic marker. β-actin 

verified proper proteins loading.

  (C) The cytoprotective effect of LJE against cytotoxicity induced by AA+iron on the hepatocyte was also 

estimated by fluorescence microscopy. HepG2 cells were treated with LJE (100 μg/ml) and AA 

(10 μM) for 12 hours, and then iron (5 μM) for 3 hours. After iron treatment, the cells were 

dyed with Calcein and PI (0.5 μM each).

3. LJE의 항산화 효과와 미토콘드리아 보호 효과

  AA+iron으로 유도된 산화적 스트레스에 대한 LJE의 

항산화 효과를 확인하기 위해 ROS assay를 사용하였

다. LJE는 10, 30, 100 μg/ml의 농도로 처리하였다. 

그 결과, AA+iron 단독 처리한 실험군은 대조군 대비 

약 2.4배로 통계적으로 유의하게 높았으며, LJE를 처리

한 모든 실험군들은 AA+iron 단독 처리군에 비해 유의

하게 낮았다. 따라서, LJE가 항산화작용을 가진다는 것

을 알 수 있다(Fig. 3A).

  AA+iron에 의한 산화적 스트레스는 미토콘드리아 막

전위를 파괴하여 막투과성을 증가시키고 이로 인해 세

포자멸사가 일어난다. LJE가 미토콘드리아 막전위 파괴

에 의한 세포자멸사를 막을 수 있는지 확인하기 위해 

flow cytometric analysis를 실행하였다. AA+iron 단독 처

리군은 미토콘드리아 막전위가 파괴된 상태인 RN1 

fraction의 비율이 대조군의 13.3%에 비해 80.2%로 늘어났

으나, LJE를 같이 처리하면 RN1 fraction의 비율이 

13.3%를 나타내며 양상이 반전됨을 확인할 수 있었다. 

따라서, LJE는 미토콘드리아 기능이상을 막는다는 것을 

알 수 있다(Fig. 3B).

Fig. 3. The antioxidant and mitoprotective effect of LJE.

  (A) ROS assay has been conducted to estimate antioxidant effect of LJE. 3 groups of HepG2 cells were 

treated with LJE (10, 30, 100 μg/ml) and AA (10 μM) for 12 hours, followed by iron (5 μM) for 3 

hours. **p<0.01: Control vs. AA+iron alone, ##p<0.01: AA+iron alone vs. LJE treated group.

  (B) HepG2 cells were treated with LJE (100 μg/ml) and AA (10 μM) for 12 hours, and then iron (5 μM) 

for 3 hours. After Rhodamine 123 staining, fluorescence intensity was measured by FACS for 

mitochondrial membrane permeability (MMP).
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4. LJE의 LKB1 활성화 효과

  LJE가 AA+iron로 유도된 산화적 스트레스로 인한 

세포자멸사를 막는 기전을 확인하기 위해 immunoblot 

analysis를 진행하였다. LJE를 10, 30, 100, 300 μ

g/ml의 농도로 처리하고 1시간 후 immunoblot 

analysis를 실행한 결과 p-LKB1의 발현을 관찰할 수 

있었으며, p-LKB1의 발현정도가 LJE의 농도에 의존적

으로 증가함을 확인할 수 있었다(Fig. 4).

  또한, LJE의 AA+iron으로 유도된 apoptosis에 대한 

억제작용이 LKB1에 의한 것임을 확인하기 위하여 

HepG2와 LKB1이 결여된 HeLa cell를 비교하여 MTT 

assay를 진행하였다. HepG2의 결과에서는, AA+iron에 

의해 세포생존율이 통계적으로 유의하게 감소하였으나, 

LJE를 처리한 경우 AA+iron 단독 처리군에 비해 통계

적으로 유의하게 높은 생존율을 보였다. 반면 HeLa의 

경우, AA+iron 단독 처리군과 LJE 처리군 모두 대조군

에 비해 통계적으로 유의하게 세포생존율이 낮았다. 따

라서, LJE의 AA+iron으로 유도된 세포자멸사 억제 작

용은 LKB1과 관련이 있다는 것을 알 수 있었다.

Fig. 4. LKB1 activating effect of LJE.

  (A) HepG2 cells were treated with LJE (10, 30, 100, 300 μg/ml each) for 1 hour. β-actin verified proper 

proteins loading.

  (B) MTT assay has been conducted to compare effect of LJE on AA+iron induced cytotoxicity between 

HepG2 cells and LKB1-deficient HeLa cells. Both cells were treated LJE (100 μg/ml) and AA (10 μ

M), followed by iron treatment (5 μM). **p<0.01: Control vs. AA+iron alone, ##p<0.01: AA+iron alone 

vs. LJE treated group.

Ⅳ. 고찰

  본 연구에서 MTT assay를 통해 AA+iron으로 유도

된 산화적 스트레스 환경에서 HepG2의 항산화 효과를 

확인하였다. LJE를 처리한 경우가 농도의존적으로 세포

생존율이 높았으며 통계적 유의성이 나타났다. 또한, 

LJE를 농도별로 단독으로 처리한 후 MTT assay를 진

행하여 대조군과 비교했을 때 통계적 유의성을 보이지 

않았으므로 실험에 사용한 농도에서는 LJE가 세포독성

을 나타내지 않았다고 볼 수 있다.

  세포 내 ROS에 의해 미토콘드리아의 막전위가 파괴되면 

미토콘드리아의 막투과성이 증가되면서 cytochrome C가 세

포질로 분비되는데, 이때 caspase 3는 caspase 8과 

caspase 9에 의해 불활성화 상태인 procaspase 형태에

서 분해되며 활성화되어 apoptosis를 유도한다9). AA+iron

으로 산화적 스트레스를 유도한 환경에서 apoptosis 
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관련 인자인 caspase 3의 발현을 immunoblot analysis로 

확인한 결과 대조군에 비해 감소하였으며, LJE를 처리

하면 양상이 반전됨을 확인하였다.

  Calcein과 PI를 이용한 fluorescence microscopy를 통

해 AA과 iron로 유도된 산화적 스트레스 상황에서 대

조군에 비해 초기 apoptosis 상태를 의미하는 PI의 면

적이 더 넓은 것을 확인 할 수 있으며, LJE를 처리했을 

때 그 양상이 반전됨을 확인하였다.

  간세포에서는 팬톤 반응을 통해 철이 ROS, H₂O₂, O₂⁻ 

로부터 OH⁻를 생성하는 과정을 촉매하는데, 이때 생

성된 OH⁻ 로 인해 세포내 구조물의 손상이 누적되면 

apoptosis가 유도된다10). 본 연구에서는 DCFH-DA 염

색으로 ROS의 생산 범위를 측정한 결과, AA와 iron을 

처리한 경우에서 ROS의 생산이 증가함을 확인하였고, 

LJE를 처리한 경우 ROS 생성이 억제됨을 확인하였다.

  미토콘드리아에 누적된 손상에 의해 미토콘드리아의 

막전위가 파괴되면 막투과성이 비정상적으로 증가하며 

apoptosis가 유발되므로11) LJE의 효과를 확인하기 위해 

flow cytometric analysis를 통해 확인하였다. 그 결과 

AA와 iron으로 유도된 산화적 스트레스가 미토콘드리

아 막전위를 파괴하며, LJE의 처리가 이를 억제함을 알 

수 있었다.

  AMPK는 세포 내 에너지 항상성 유지, apoptosis 억

제와 DNA 손상에 대한 반응에 중요한 역할을 한다. 

활성화된 AMPK는 미토콘드리아에서 cytochrome C의 

분비를 막아 caspase 3의 활성화를 막는다. LKB1은 

AMPK를 활성화시키는 효소로 apoptosis를 억제하는 

역할을 한다12,13). 금은화의 성분이 AMPK 활성화를 통

해 세포보호효과를 나타낸다는 사실이 알려져 있다14). 

따라서 본 연구에서는 금은화의 AMPK 활성화 작용이 

LKB1과 연관이 있는지 확인했다. 본 연구에서는 LJE가 

AA+iron에 의한 산화적 스트레스에 대한 세포 보호 작

용의 기전을 확인하기 위하여 농도별로 immunoblot 

analysis를 수행하였다. 그 결과 AMPK의 상위인자인 

LKB1의 농도의존적 발현 증가를 확인할 수 있었다.

  본 연구에서는 LJE가 AA+iron으로 유도된 산화적 

스트레스에 대해 LKB1의 활성화와 미토콘드리아 막 보

호를 통해 apoptosis를 억제하여 세포를 보호한다는 것

을 확인할 수 있었다. LJE의 더 자세한 작용기전을 위

해서는 후속 연구가 필요하다고 보여진다.

Ⅴ. 결론

  본 연구는 금은화 추출물(LJE)의 간세포 보호 효과를 

확인하기 위하여 HepG2 세포에 AA+iron을 처리하여 

유도한 산화적 스트레스 환경에서의 세포 생존율과 

apoptosis 지표 단백질의 발현, 미토콘드리아의 막전위, 

phospho-Liver kinase B1의 발현에 LJE가 미치는 영향

을 측정하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. LJE는 10, 30, 100, 300 μg/ml의 농도에서는 

HepG2에 세포독성을 보이지 않았다.

2. AA+iron으로 산화적 스트레스를 유도한 환경에서 

LJE를 10, 30, 100, 300 μg/ml의 농도로 처리하였

을 때 농도의존적으로 세포생존율을 증가시키는 경

향이 있으며, 30 μg/ml 이상에서 모두 통계적으로 

유의한 결과를 보였다.

3. AA+iron으로 산화적 스트레스를 유도한 환경에서 

apoptosis 지표 단백질인 procaspase 3의 발현이 감

소하였고, LJE 100 μg/ml을 처리한 경우 감소양상

이 반전되었다.

4. AA+iron으로 산화적 스트레스를 유도한 환경에서 

LJE를 10, 30, 100 μg/ml의 농도로 처리하고 ROS 

assay로 항산화효과를 측정한 결과, 모든 농도에서 

통계적으로 유의한 결과를 보였다.

5. AA+iron으로 산화적 스트레스를 유도한 환경에서 

미토콘드리아 막전위가 유지되는지 확인한 결과, 

LJE 100 μg/ml을 처리한 경우 통계적으로 유의한 

미토콘드리아 막전위 유지 효과를 보였다.

6. LJE가 산화적 스트레스로 인한 세포자멸사를 막는 

기전을 확인하기 위해 10, 30, 100, 300 μg/ml의 

농도로 처리하고 immunoblot analysis를 실행한 결

과, p-LKB1의 발현이 농도의존적으로 증가함을 확

인할 수 있었다. 또한, HepG2와 LKB1이 결여된 

HeLa cell을 비교하여 MTT assay를 진행한 결과, 

세포자멸사 억제 작용이 LKB1에 의한 것임을 확인

하였다.
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  종합하면, LJE는 LKB1 활성화를 통해 AA+iron으로 

유도된 산화적 스트레스와 미토콘드리아 막전위 손상에 

대해 간세포를 보호하는 효과를 가진다는 것을 확인하

였다. 다만, 정확한 기전의 파악을 위해 후속적인 연구

가 필요할 것으로 보인다.
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