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ABSTRACT

Objectives : Jasminum officinale L. var. grandiflorum is used as a traditional or folk remedy in China to treat arthritis, 

hepatitis, duodenitis, conjunctivitis, gastritis, and diarrhea. In this study, we aimed to study the hepatocyte protective 

activity and molecular mechanism of Jasminum officinale L. var. grandiflorum aqueous extract (JGW) using HepG2 

hepatocyte cell lines.

Methods : HepG2 cells were pretreated with diverse concentrations of JGW, and then the cells were exposed to 

tert-butyl hydroperoxide (tBHP) for inducing oxidative stress. Hydrogen peroxide (H2O2) production, glutathione (GSH) 

concentration, mitochondrial membrane potential (MMP) and cell viability were measured to investigate 

hepato-protective effects of JGW. Phosphorylation of AMP-activated protein kinases (AMPK), acetyl coenzyme A 

carboxylase (ACC) and effects of compound C on cell viability were examined to observe the role of AMPK on 

JGW-mediated cytoprotection.

Results : Pretreatment with JGW (10-300 g/mL) significantly suppressed cytotoxicity induced by tBHP in a μ

concentration dependent manner and reduced the expression of cleaved PARP and cleaved caspase-3 proteins 

related to apoptosis in HepG2 cells. In addition, pretreatment with JGW significantly prevented the increase in H2O2 
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production, GSH depletion, and lower MMP induced by tBHP. Treatment with JGW (30 minutes of incubation and 

concentrations of 100 and 300 g/mL) increased the phosphorylation of AMPK and ACC and treatment with μ

compound C, a chemical inhibitor of AMPK, inhibited the cytoprotective effect of JGW.

Conclusions : Our results demonstrated that JGW may protect hepatocytes from oxidative stress via activation of AMPK.

Key-words : Jasminum officinale L. var. grandiflorum aqueous extract (JGW), AMP-activated protein kinase (AMPK), 

Oxidative stress, tert-butyl hydroperoxide (tBHP), HepG2 cells 

서론. Ⅰ
1)

산화적 스트레스는 조직과 세포의 손상을 유도하며 다  , 

양한 인간 질병을 야기하는 주요 원인이다1,2) 많은 양의 . 

은 막 인지질을 변형시킬 reactive oxygen species(ROS)

수 있으며 지방산 산화는 세포 신호 전달을 손상시킬 수 , 

있다 특히 오메가 지방산인 는 . , -6 arachidonic acid(AA)

염증에 관여하며 및 유도에 기여한다necrosis apoptosis 
2-4) 더욱이 와 철은 상승적으로 더 많은 를 생성. , AA ROS

하고 미토콘드리아 기능 장애 및 을 유발한다apoptosis
5,6) 또한 는 산화적 스. , tert-Butyl hydroperoxide (tBHP)

트레스를 유도하여 를 일으키는 주요한 지질 과apoptosis

산화물 유도체 중 하나이며 이 화합물이 세포에, HepG2 

서 활성산소종의 증가 미토콘드리아 막전위 저하 환원형 , , 

의 고갈을 통하여 를 유도할 glutathione (GSH) apoptosis

수 있음을 보고하였다7-10). 

에너지 상태의 세포 센서인 AMP-activated protein 

는 대사질환 치료를 위한 중요한 kinase (AMPK)

표적이며11) 산화적 스트레스에 반응하여 에너지 항상성, , 

세포사멸 및 세포 생존에 중요한 역할을 한다5,11) 또한 . 

는 과 인 AMPK catalytic -subunit regulatory subunitα

및 로 이루어진 이종 삼량 로 - -subunit complexβ γ

있는 인산화 효소 중 하나로 serine/threonine , 

의 이화작용을 통한 carbohydrate, protein, fat ATP 

생성을 촉진하고 생합성과 를 , fatty acid gluconeogenesis

포함한 소비 억제하여 세포 내 ATP pathway energy 

유지에 관여하는 효소이다homeostasis 12,13) 또한 . 

의 활성화는 산화적 스트레스에 의하여 손상된 AMPK

미토콘드리아의 재생과 신생에 관여하는 유전자들의 

발현을 증가시켜 산화적 스트레스로부터 세포를 

보호한다12-14) 특히 간은 동물의 주요 생체 기관 중 . , 

하나로 대표적으로 해독 작용을 하며 단백질을 , , 

합성하고 양분을 저장하며 쓸개즙 요소 등을 생성한다, , , . 

여러 가지 원인에 의하여 발생하는 산화적 스트레스는 간 

실질세포의 사멸과 이를 통한 염증세포 및 성상세포의 

활성화를 통하여 지방간 간염 간섬유화 간경화와 간암 , , , 

등 여러 가지 간질환을 일으키는 주요 원인이다15,16).

(Jasminum officinale L. var. grandiflorum 는 )

Jasminum 속 의 식물로 아시아와 thunb. (Oleaceae)

아프리카의 온대 및 아열대 지역에 널리 분포되어 

있다. Jasminum sambac, Jasminum polyanthum, 
Jasminum nudiflorum 및  Jasminum lang과 같은 많은 

Jasminum 식물의 꽃은 중국에서 관절염 간염 결막염, , , 

위염 및 설사 치료를 위한 전통 또는 민간 요법으로 

사용되었다 또한. , Jasminum officinale L. var. 

grandiflorum은 중국 남부에서 간염 및 십이지장염 

치료를 위한 민간 요법으로 사용되는 Jasminum 식물  

중 하나이다17) 더욱이 의 은 하고 . 性 平
하며 간염을 치료하고 또한 간경화의 간부위 , , 無毒

통증을 치료하며 흉협부위의 부적감 심위의 기통, , , 

하리복통을 치료한다 그 복용량은 을 . 2-3 한다煎服 18). 

현재까지 에 대한 연구로는 성분 분석연구19-22), 

항바이러스 효능에 대한 연구(HBV) 17) 세포유전학적 , 

활성 에 대한 연구23)만이 보고되어 있으며 소형화에 , 

대한 항산화 효능에 관한 분자적 기전에 대한 연구는 

전무한 실정이다 그러므로 본 연구에서는 . HepG2 

간세포에 지질 과산화물 유도체 중 하나인 를 tBHP

처리하여 산화적 스트레스를 통한 세포 독성을 
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유도하여, 열수 추출물 의 간세포 보호 (JGW)

활성 및 그 분자기전을 연구하고자 하였다.

재료 및 방법. Ⅱ

시약1. 

Anti-poly(ADP-ribose) polymerase (PARP), 

anti-caspase 3, anti-phospho-acetyl coenzyme A 

그리고 carboxylase (ACC), anti-phospho-AMPK 

가 결합된 차 항체는 horseradish peroxidase 2 Cell 

에서 Signaling Technology (Beverly, MA, USA)

구입하였다 와 항체는 . anti-ACC anti-AMPK Santa 

에서 Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)

구입하였다 및 는 . tBHP rhodamine123 Calbiochem 

에서 구입하였고(San Diego, CA, USA) , 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliu

m bromide (MTT), 2',7'-dichlorodihydrofluorescin 

항체와 다른 diacetate (HDCF-DA), anti- -actin β

시약들은 에서 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

구입하여 사용하였다.

추출물 제조2. 

는 한국유나이티드제약 연구소 (Seoul, 

로부터 제공받았으며 을 물 에 넣어 Korea) , 200 g 2.4 L

열수 추출하였다 열수 추출물 . (Jasminum 
officinale L. var. grandiflorum aqueous extract; 

을 JGW) 300 mm filter paper (Toyo Roshi Kaisha 

로 여과하고 여과액을 회전농축기 Ltd, Tokyo, Japan) , 

로 농축하고 그 농축액을 (EYELA, Tokyo, Japan) , 

에 Ultra-low temperature freezer (Operon, Korea)

동결한 후 동결건조기 로 , (LABCONCO, USA)

동결건조물을 수득하였다 수율 ( 11.55%). 

추출물은 사용 때까지 에서 보관하였다 실험 -20 . ℃

직전 추출물을 물에 녹인 다음 0.22 m filter μ

로 여과 후 사용하였다(Millipore, USA) .

세포배양3. 

인체 유래 간 실질 세포주인 은 HepG2 cell

American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, 

에서 구입하였다 열처리된 MD, USA) . 10% fetal 

bovine serum (FBS, Gibco/BRL, Eggenstein, 

과 및 Germany) 100 units/mL penicillin 100 g/mL μ

을 혼합한 streptomycin (Gibco/BRL) Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM, Gibco/BRL) 

배지를 사용하여 37 , 5% CO℃ 2 조건이 유지되는  

배양기에서 을 배양하였다 은 HepG2 cell . Cell 100 mm 

에서 가 이상이 되도록 배양하였고dish confluence 80% , 

를 넘기지 않은 세포만 사용하였다20 passages .

세포생존율 측정4. 

로 세포 생존율을 측정하였다MTT assay . HepG2 

을 에 cell 24 well plate 2×105 의 농도로  cells/well 0.5 

을 분주한 뒤 시간 동안 배양하였고 이후 mL/well 24 , 

시간 을 고갈시킨 후 를 12 serum , JGW 10-300 

의 농도로 처리하고 시간 뒤에 g/mL , 1 150 M μ μ

를 처리하여 시간 배양하였다 여기에 tBHP 12 . MTT 

를 각 당 씩 처리하고 에서 0.5 mg/mL well 300 L 37μ ℃

시간 반응시켰다 배지를 조심스럽게 제거하고 2 . 

를 환원시켜 생성된 결정을 MTT formazan 

로 용해시킨 후dimethylsulfoxide (DMSO) , 570 

에서 nm microplate reader (Infinite M200 pro, Tecan, 

를 이용하여 흡광도를 M nnedorf, Switzerland)

측정하였다.

5. Immunoblot analysis

배양 및 약물 처리한 은 수거하여 HepG2 cell

로 회 세척하고phosphate buffered saline (PBS) 2 , 

radioimmnoprecipitation (RIPA) buffer (25 mM 

Tris-HCl pH 7.6, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% 

와 sodium deoxycholate, 0.1% SDS) Halt Protease 

and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo 

을 혼합한 를 Scientific, Rockford, IL, USA) lysis buffer

첨가하여 에서 분간 반응시킨 후, 4 30 , 15,000 ℃

에서 분간 원심분리하고 상층액을 취하여 전세포 ×g 10

추출액 을 제조하였다 전세포 (whole cell lysates) . 

추출액은 를 BCA protein assay kit (Thermo Scientific)

이용하여 단백질의 함량을 정량하였다 추출한 . 

단백질을 Laemli's sample buffer (Bio-Rad, Hercules, 

와 섞어 분간 끓인 후 의 CA, USA) 5 , 8-12%

상에서 전기영동하였다polyacrylamide gel . 

전기영동으로 분리된 단백질을 nitrocellulose 

으로 전이하고 항체의 비특이적 결합을 membrane , 

억제하기 위하여 로 시간 이상 5% skim milk 1

하였다 각각의 일차항체 blocking . (anti-PARP, anti- 
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caspase 3, anti-p-AMPK, anti-AMPK, anti-p-ACC, 

는 의 비율로 anti-ACC, anti- -actin) 1:1000β

반응시키고 이차항체는 의 비율로 반응시킨 후 1:5000

enhanced chemiluminesece detection reagent (GE 

를 Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, UK)

사용하여 관심 단백질의 발현 정도를 Amersham™ 

에서 Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences)

관찰하였다 발색 후 각 단백질의 발현을 정량하기 . 

위하여 프로그램 을 ImageJ (http://imagej.nih.gov/ij)

이용하여 를 실시하였다densitometric analysis .

측정6. Mitochondrial membrane potential (MMP) 

의 변화는 막 삼투 양이온 형광 인 MMP dye

로 염색 한 후 유세포 분석기를 이용 rhodamine123 , 

하여 분석하였다 약물을 처치한 을 . HepG2 cell 0.05 

으로 분 동안 염색한 후g/mL rhodamine123 30 , μ

을 처리하여 세포를 취하였고 를 첨가한 trypsin , 1% FBS

에 재부유하여PBS , flow cytometer (Accuri C6 Plus, ™ 

로 를 BD Biosciences, San Jose, CA, USA) MMP

측정하였다 각 분석은 한 샘플 당 개 세포의 . 10,000

형광을 기록하였다.

7. Hydrogen peroxide (H2O2 생성량 측정) production 

는 DCFH-DA cell-permeable non- fluorescent 

로서 세포 내에서 및 probe intracellular esterases 

H2O2에 의하여 2 7 -dihydrodichlorofluorescein ′ ′

로 전환되고 가 발생하는 곳에서 형광을 (DCF-H) , ROS

발하는 로 2 7 -dichlorofluorescein (DCF)′ ′

산화반응이 일어난다 약물 처치한 을 . HepG2 cell 10 

로 에서 분 동안 염색한 후M DCFH-DA 37 30 , μ ℃

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

방법으로 의 형광강도를 측정하여 DCF H2O2의 양을 

상대적으로 평가하였다 의 형광강도는 . DCF excitation 

와 로 (485 nm) emission (530 nm) microplate reader 

을 사용하여 측정하였다(Infinite M200 pro) .

함량 분석8. GSH 

약물 처치한 에 를 HepG2 cell metaphosphoric acid

첨가하여 용해한 후 GSH determination kit (Oxis 

로 환원된 International, Portland, OR, USA) GSH 

함량을 흡광도 에서 405 nm microplate reader (Infinite 

를 이용하여 분석하였다 측정된 흡광도는 M200 pro) . 

를 통한 단백질의 농도로 보정 BCA protein assay

하였다.

통계 분석9. 

평가의 분석 값들은 로 나타내었다 각 mean ± S.D. . 

처리군은 를 사용 one way analysis of variance

하였으며 사후검정은 등분산가정이 성립하였을 때에는 , 

를 사용하였고 등분산 가정이 Tukey HSD teat , 

성립하지 않았을 경우에는 를 사용하였다Dunnett test . 

통계적 유의성 검정은 P 또는 < 0.05 P  로 < 0.01

하였다.

실험 결과. Ⅲ

열수 추출물의 유도 에 대한 1. tBHP apoptosis

간세포 보호 효능

열수 추출물(JGW)의 세포 보호 효과를 

알아보기에 앞서 JGW의 세포독성 여부를 HepG2 

간세포에 의 를 시간 동안 3-300 g/mL JGW 12μ

처리한 다음 세포 생존율의 변화를 측정하였다, . MTT 

측정 결과 의 처리는 , 3-300 g/mL JGWμ control 

세포군의 세포 생존율과 비교하여 통계적으로 유의한 

변화가 일어나지 않았다 그러므로 는 (Fig. 1A). JGW

까지 간세포에 대한 독성이 300 g/mL HepG2 μ

없었음을 확인하였고 이후 모든 실험에서는 , 300 

이하 농도의 를 처리하여 의 산화적 g/mL JGW JGWμ

스트레스에 대한 세포 보호 효능을 조사하였다 가 . JGW

유도 세포 독성에 대한 보호 효과가 있는 지를 tBHP 

조사하기 위하여 를 전처리한 10-300 g/mL JGWμ

간세포에 를 시간 동안 HepG2 150 M tBHP 12μ

처리하였다 단독 처리군은 세포군과 . tBHP control 

비교하여 세포 생존율이 유의하게 감소되었다(P < 

0.01). 하지만 의 전처리는 , 10-300 g/mL JGW μ

농도의존적으로 에 의해 감소된 세포 생존율을 tBHP

증가시켰다(P 또한 가 에 < 0.01, Fig. 1B). , JGW tBHP

의하여 유도된 의 억제를 통하여 세포 보호 apoptosis

효과가 있는지 조사하기 위하여 관련 apoptosis 

단백질들의 발현 변화를 면역화학방법으로 분석하였다. 

시간 동안의 처리는 세포군과 12 tBHP control 

비교하여 및 cleaved PARP cleaved caspase-3 

단백질의 발현을 통계적으로 유의미하게 증가시켰다(P 
하지만 전처리는 에 의하여 < 0.01). , JGW tBHP
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증가된 및 단백질의 cleaved PARP cleaved caspase-3 

발현을 현저히 감소시켰다(P < 0.01, Fig. 1C, D, E). 

또한 의 단독 처리는 , 300 g/mL JGW control μ

세포군과 비교하여 및 cleaved PARP cleaved caspase-3 

단백질들의 발현에 차이가 없었다(Fig. 1D, E). 

A)

B)

C)
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D)

E)

Fig 1. JGW suppressed tBHP-induced apoptosis in HepG2 cells. (A) Effect of JGW on viability of HepG2 cells. 

To examine cytotoxicity of JGW, HepG2 cells were treated with 3-300 g/mL of JGW for 12 h. μ

Relative cell viability was determined by MTT assay. (B) Effect of JGW on tBHP- induced cytotoxicity. 

HepG2 cells were pre-treated with 10-300 g/mL of JGW for 1 h and subsequently exposed to 150 μ

M of tBHP for 12 h. (C) Effect of JGW on tBHP-induced apoptosis. Cells were treated with JGW μ

and tBHP. Expression of apoptosis-related proteins was determined by immunoblot analysis. Equal 

protein loading was verified by -actin immunoblotting. (D, E) Densitometric analysis. Scanning β

densitometry was conducted to compare changes on cleaved PARP and cleaved caspase-3 expression. 

Results represent mean ± S.D. of three separated experiments (significant vs untreated control cells, **P 

< 0.01; significant vs tBHP-treated cells, ##P < 0.01).
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2. 열수 추출물의 유도 산화적 스트레스에 tBHP 

대한 제어 효능

가 산화적 스트레스의 제어를 통해 유도 JGW tBHP 

에 대한 보호 기능을 갖고 있는지를 조사하기 apoptosis

위해 먼저 전처리JGW 에 의한 세포 내 H2O2 생성의 

변화를 관찰하였다 세포에서 시간 동안의 . HepG2 12

처치는 tBHP H2O2 생성이 세포군과 비교하여  control 

유의미하게 증가되었다(P 하지만< 0.01). , 100, 300 

의 g/mLμ JGW 전처리는  H2O2 생성을 처리 JGW 

농도에 의존적으로 유의미하게 제어하였으며(P < 0.01), 

세포에 의 단독 처리는 HepG2 300 g/mL JGWμ

세포군과 control 비교하여 H2O2 생성에 변화가 

없었다(Fig. 2A). 또한 시간 동안의 처리는 , 12 tBHP 

세포 내 환원형 함량을 세포군과 GSH control 

비교하여 유의미하게 감소시켰으며(P 과 < 0.01), 100

의 전처리는 에 의하여 감소된 300 g/mL JGW tBHPμ

환원형 를 각각 유의미하게 증가시켰다GSH (P < 0.05 

for 100 g/mL; μ P < 0.01 for 300 g/mL, Fig. 2B) μ

더욱이 의 단독 처리에 의한 환원형 300 g/mL JGWμ

함량의 비율은 세포군과 비교하여 GSH control 

유의미한 변화는 나타나지 않았다. 

세포에 시간 동안의 처리는 HepG2 12 tBHP 

미토콘드리아 막전위의 저하를 나타내는 낮은 

형광 강도를 가지는 세포의 비율rhodamine123 (R1 

을 세포군과 비교하여 유의미하게 fraction) control 

증가시켰으며(P 과 의 < 0.01), 100 300 g/mL JGW μ

전처리는 의 세포 비율을 유의미하게 R1 fraction

감소시켰다(P 의 < 0.01, Fig. 2C). 300 g/mL JGWμ

단독 처리에 의한 의 비율은 R1 fraction control 

세포군과 비교하여 유의미한 변화가 나타나지 않았다. 

그러므로 상기 결과는 가 에 의하여 증가된 JGW tBHP

산화적 스트레스를 제어하여 간세포 보호 효과가 

있음을 나타낸다.

A)

     

B)
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C)

Fig. 2. JGW prevented tBHP-induced oxidative stress. (A) H2O2 production, (B) reduced GSH contents, and (C) 

mitochondrial membrane potentials were determined after HepG2 cells had been treated with JGW and 

tBHP. Cellular population showing low rhodamine123 intensities (R1 fraction) was presented as 

percentage of the total cell analyzed (C). Data represent mean ± S.D. of three separated experiments 

(significant vs untreated control cells, **P < 0.01; significant vs tBHP-treated cells, #P < 0.05, ##P < 0.01).

열수 추출물의 활성화를 통한 간세포 3. AMPK 

보호 효과

가 산화적 스트레스로부터 간세포를 보호하는 JGW

과정에 의 활성화가 관여하는지 관찰하기 위하AMPK

여 세포에 의 를 처리하여HepG2 300 g/mL JGW , μ

처리 시간에 따른 의 인산화를 조사한 JGW AMPK

결과 처리 시간 후, JGW 0.25, 0.5, 1, 3, 6 , AMPK

의 인산화는 분에서 세포군과 비교하여 30 control 

의 인산화가 가장 많이 증가하였으며 유의미AMPK , 

한 결과를 도출하였고(P 분 이후에는 감 < 0.01), 30

소하는 경향을 나타내었다 또한 의 인산화도 비. ACC

슷한 결과를 나타내었다(P < 0.01 for 0.5 h, Fig. 3A, 
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또한 산화적 스트레스로부터 간세포를 보호하는 B). , 

과정에서 최적의 농도를 관찰하기 위하여 JGW 10, 

의 농도로 분동안 처리한 결30, 100, 300 g/mL 30μ

과 의 인산화는 의 농도에, AMPK 100, 300 g/mLμ

서 세포군과 비교하여 의 인산화가 증control AMPK

가하였고 유의미한 결과를 얻었다, (P < 0.05 for 100 

g/mL; μ P < 0.01 for 300 g/mL, Fig. 3C & D). μ

또한 의 인산화도 비슷한 양상을 나타내었다, ACC (P 
< 0.05 for 30 g/mL; μ P < 0.01 for 100 & 300 μ

더 나아가 에 의한 g/mL, Fig. 3C & D). JGW

인산화가 의 간세포 보호에 관여하는지 AMPK JGW

알아보기 위하여 의 화학적 억제제인 AMPK

를 전처리한 후 와 compound C , 300 g/mL JGWμ

를 처리하여 세포 생존율의 변화를 조사한 결과tBHP , 

유도 세포 독성에 대한 의 세포 보호 효tBHP JGW

능이 전처리에 의하여 유의미하게 억제compound C 

됨을 확인하였다(P 그러므로 상기의 < 0.01, Fig. 3E). 

결과들은 가 의 활성화를 통하여 산화적 JGW AMPK

스트레스로부터 간세포를 보호할 수 있음을 시사한다.

A)

  

C)

B)
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D)

E)

Fig. 3. JGW protected HepG2 cells from oxidative stress through AMPK activation. (A) AMPK and ACC 

phosphorylation by JGW. Whole cell lysates prepared from HepG2 cells that had been incubated 

with 300 g/mL of JGW for 0.25-6 h were immunoblotted for phosphorylated AMPK and ACC. μ

(B) Relative band intensity of phosphorylated AMPK and ACC was quantified by scanning 
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densitometry. (C) AMPK and ACC phosphorylation by JGW. Whole cell lysates prepared from 

HepG2 cells that had been incubated with 10, 30, 100, 300 g/mL of JGW for 0.5 h were μ

immunoblotted for phosphorylated AMPK and ACC. (D) Relative band intensity of phosphorylated 

AMPK and ACC was quantified by scanning densitometry. (E) Role of AMPK on JGW-mediated 

cytoprotection. HepG2 cells were pre-treated with 10 M compound C for 1 h and subsequently μ

exposed to JGW and tBHP. Relative cell viability was determined by MTT assay. Results represent 

mean ± S.D. of three separated experiments (significant vs untreated control cells, *P < 0.05, **P < 

0.01; significant vs tBHP-treated cells, ##P < 0.01).

고찰. Ⅳ

(Jasminum officinale L. var. grandiflorum 는 )

중국에서 관절염 간염 십이지장염 결막염 위염 및 , , , , 

설사 치료를 위한 전통 또는 민간 요법으로 

사용된다17) 또한 의 은 하고 하며. , , 性 平 無毒
간염을 치료하고 간경화의 간 부위 통증을 치료하며, , 

흉협 부위의 부적감 심위의 기통 하리복통을 , , 

치료한다18) 하지만 항산화 효능에 관련된. ,  분자적 

기전에 대한 연구는 거의 없는 실정이다 그러므로 본 . 

연구에서는 간세포주를 이용하여HepG2  열수 

추출물 의 간세포 보호 활성 및 그 분자기전을 (JGW)

연구하고자 하였다.

과산화 유기화합물인 는 세포주에서 tBHP HepG2 

활성산소종의 증가 환원형 의 고갈 및 , GSH

미토콘드리아 막전위 저하를 통하여 를 apoptosis

유도할 수 있다8-10) 본 연구의 결과. , 세포에서 HepG2 

시간 동안의 처리는 12 tBHP H2O2 생성이  control 

세포군과 비교하여 유의미하게 증가되었다 (Fig. 1B). 

하지만, 의 100, 300 g/mLμ JGW 전처리는  H2O2 
생성을 처리 농도에 의존적으로 유의미하게 JGW 

제어하였다 또한 처리는 세포 내 (Fig. 2A). , tBHP 

환원형 함량을 세포군과 비교하여 GSH control 

유의미하게 감소시켰으며 과 의 , 100 300 g/mL JGW μ

전처리는 에 의하여 감소된 환원형 를 각각 tBHP GSH

유의미하게 증가시켰다  더 나아가 (Fig. 2B). HepG2 

세포에 시간 동안의 처리는 미토콘드리아 12 tBHP 

막전위의 저하를 나타내는 낮은 형광 rhodamine123 

강도를 가지는 세포의 을 세포군과 R1 fraction control 

비교하여 유의미하게 증가시켰으며 과 , 100 300 

의 전처리는 의 세포 비율을 g/mL JGW R1 fractionμ

유의미하게 감소시켰다 이를 종합적으로 (Fig. 2C). 

고려해 보면 가 에 의하여 증가된 산화적 , JGW tBHP

스트레스를 제어하여 간세포를 보호하는 효능이 있음을 

시사한다 한편 에 의하여 및 . , tBHP cleaved PARP 

단백질이 유의미하게 증가하였다cleaved caspase-3 . 

이는 가 의 활성화로 tBHP intrinsic pathway

apoptosis를 유도함을 의미한다 하지만. , JGW 

전처리 는 에 의하여 증가된 (100 & 300 g/mL) tBHPμ

및 단백질의 발현을 cleaved PARP cleaved caspase-3 

유의미하게 감소시켰다 이는 (Fig. 1C, D and E). 

가 의 불활성화로 를 JGW intrinsic pathway apoptosis

제어함을 시사한다 세포에 의 . HepG2 10-300 g/mLμ

JGW 전처리는 에 의한 세포 사멸을 농도  tBHP

의존적으로 유의미하게 억제하였으며 더불어 가 , JGW

에 의하여 유도되는 산화적 스트레스 tBHP

활성산소종의 증가 환원형 의 고갈 미토콘드리아 ( , GSH , 

막전위 저하 의 억제를 통하여 를 제어할 수 ) apoptosis

있음을 제시한다 상기 실험을 통하여 의 . JGW

항산화능을 in vitro 수준에서 증명하였다 추후. , 

의 주요 활성 의 항산화 효능 실험과 JGW compounds

in vivo 동물실험 등의 후속 연구가 요구된다 . 

는 산화 스트레스에 반응하여 세포 생존AMPK , 

에너지 항상성 및 세포사멸에 중요한 역할을 한다5,11). 

조절 역할은 

5-a mino im ida zo l e -4-ca rboxa mi d e-1- - 

를 포함한 활성화제에 의한 D-ribofuranoside AMPK 

세포 생존력의 증가로 입증된다24) 또한 는 세포 . , AMPK

에너지 상태를 감지하고 대사 경로를 조절하는 마스터 

조절자이다11) 간에서 활성화된 는 의 . AMPK ACC

인산화를 통해 지방산 산화를 촉진하고 스테롤 , 

조절요소 결합 발현의 감소를 통해 protrein-1c 

중성지방 축적을 억제한다11,25) 가 산화적 . JGW

스트레스로부터 간세포를 보호하는 과정에 의 AMPK

활성화가 관여하는지를 조사한 결과 의 , AMPK

인산화는 분에서 세포군과 비교하여 30 control 
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의 인산화가 가장 많이 증가하였으며 유의미한 AMPK , 

결과를 도출하였고 분 이후에는 감소하는 경향을 , 30

나타내었다 또한 의 인산화도 비슷한 결과를 . ACC

나타내었다 또한 산화적 (Fig. 3A and B). , 

스트레스로부터 간세포를 보호하는 과정에서 최적의 

농도를 관찰하기 위하여 각각 분동안 실험을 JGW 30

한 결과 의 인산화는 의 , AMPK 100, 300 g/mLμ

농도에서 세포군과 비교하여 의 control AMPK

인산화가 증가하였고 유의미한 결과를 얻었다 또한, , 

ACC의 인산화도 비슷한 양상을 나타내었다 (Fig. 3C 

이는 와 의 인산화가 분 동안의 and D). AMPK ACC 30

배양에서 그리고 의 농도에서 JGW 300 g/mL JGW μ

최적 상태임을 제시한다 더 나아가 에 의한 . JGW

인산화가 의 간세포 보호에 관여하는지 AMPK JGW

알아보기 위하여 의 화학적 억제제인 AMPK compound 

를 전처리한 후 와 를 C , 300 g/mL JGW tBHPμ

처리하여 세포 생존율의 변화를 조사한 결과, tBHP 

유도 세포 독성에 대한 의 세포 보호 효능이 JGW

전처리에 의하여 유의미하게 억제됨을 compound C 

확인하였다 그러므로 상기의 결과들은 (Fig. 3E). 

가 의 활성화를 통하여 산화적 JGW AMPK

스트레스로부터 간세포를 보호할 수 있음을 시사한다. 

결론. Ⅴ

산화적 스트레스에 대한 열수 추출물(JGW 의 )

간세포 보호 효능 실험을 통해 다음과 같은 (HepG2) 

결론을 얻었다.

1. 세포에 의 전처리는 HepG2 10-300 g/mL JGWμ

에 의해 유도된 세포독성을 농도 의존적으로 tBHP

억제하였으며 와 관련된 및 , apoptosis cleaved PARP 

단백질의 발현을 억제하였다cleaved caspase-3 . 

2. 세포에 HepG2 JGW의 전처리는 에 tBHP 의해 

유도된 H2O2 생성 증가, 환원형 고갈 및 GSH 

미토콘드리아 막 전위 저하를 제어하였다.

세포에서 처리 분 배양 및 3. HepG2 JGW (30 100, 300 

의 농도 에 와 의 인산화를 g/mL ) AMPK ACCμ

증가시켰으며 화학적 억제제인 , AMPK compound 

의 처리는 의 세포 보호 효능을 억제하였다C JGW .
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