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receptor� :� the� possibility� to� treat� the� chronic� diseases
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ABSTRACT

Objectives� :� Oxidative� damage� has� a� variety� of� mechanism� in� the� human� organs� including� brain� and� liver.� The� purpose�

of� this� study� is� to� examine� the� prevention� against� cellular� damage,� and� the� inhibitory� effect� on� lipogenesis� of� the�

water� extract� of� Eriobotrya� japonica� (EJE).�

Methods� :� The� effect� of� EJE� on� cell� viability� was� assessed� using� the� MTT� assay.� To� investigate� the� mechanism� of� EJE’s�

inhibition� of� lipogenesis,� we� analyzed� the� relevant� proteins� using� immunoblot� analysis.

Results� :� Induction� of� T0901317,� a� LXR� agonist,� significantly� increased� SREBP-1c� expression,� which� was� blocked� by� the�

pretreatment� of� EJE� in� the� dose-dependent� manners.� This� beneficial� herb� also� regulated� the� genes� related� with�

SREBP-1c� such� as� the� acetyl-CoA� carboxylase.�

Conclusion� :� These� results� suggested� that� EJE� might� have� a� possibility� of� the� treatment� of� chronic� diseases� as�

mediated� with� the� inhibition� of� LXRα/SREBP-1c� pathway.
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Ⅰ. Introduction1)

  간 질환은 간의 기능 장애, 약물, 독소, 음주 등의 다

양한 원인으로 인해 신체의 변화를 일으켜 여러 가지 

질환을 함께 일으킨다. 특히, 간 독성을 일으키는 약물

이나 독소에 의한 간 질환은 담즙 정체부터 시작해서 

악성종양의 발생에 이르기까지 다양한 질환으로 나타날 

수 있으며, 이들을 유형별로 구분하면 간세포 손상, 혈

관 손상, 간염 및 섬유화, 담즙 정체로 5가지 양상으로 

나타낼 수 있다1). 이 중에서 지방 간은 지방침윤에서 

시작해 지방간염 및 간경변증에 이르는 일련의 과정으

로 설명할 수 있으며, 최근 발생 기전과 예방 및 치료

에 관한 많은 연구가 진행되고 있다2). 

  지방간은 지방합성이 증가하거나 배출이 감소된 상태

를 말하며, 주로 비만, 음주, 인슐린 비의존성 당뇨병, 

고지혈증, 약물, 감염성 질환 등으로 인해 발병한다3). 

지방간은 크게 알코올성 지방간과 비알코올성 지방간으

로 나눌 수 있으며, 두 질환의 원인이 명확히 다른 만

큼 다양한 연구가 이루어지고 있다3). 알코올성 지방간

이 비알코올성 지방간에 비해 심혈관 대사성 증후군 및 

심혈관 질환과 같은 성인병에 노출된 가능성이 높다4)는 

연구 결과와 함께 이러한 결과는 오늘날 지방간이 단순

한 조직학적 이상으로 무시할 수 없으며, 오히려 현재 

진행되는 간 질환에 대한 중요한 발견이 될 수 있다는 

것을 시사한다5).

  유전자 발현조절 방법 중, 핵 수용체(nuclear receptor)에 

의한 조절방법은 스테로이드계 호르몬 작용의 핵심기전

으로, 다양한 유전자 발현을 조절한다6). 고아 핵 수용체

(orphan nuclear receptor)는 아직 리간드(ligand)가 밝

혀져 있지 않은 핵 수용체를 말하며, DNA 결합 부

위가 없는 변형된 형태이다6). 이것은 RAR, TR, 

ER, AR, GR, PPAR, LXR, CAR 등과 같은 다양한 

핵 수용체를 포함해 다양한 전사인자들과도 밀접한 연

관이 있으며7), 핵 수용체 그룹이 조절하는 주된 표적 

유전자들로는 콜레스테롤 대사 (CYP7A1, CYP8B1), 약

물대사 (CYP2A, 2B), 지질 대사 (FAS, apolipo- 

protein) 및 당 대사(PEPCK, G6Pase) 관련 유전자 등

이 있다6,7). 핵 수용체를 향한 관심은 지질 항상성을 제

어할 수 있는 잠재력을 가진 신약에 대한 치료 표적으

로 사용될 가능성이 있다.

  비파엽(Eriobotrya japonica, EJ)은 장미과에 속하는 

비파나무의 잎으로, 예로부터 민간요법으로 기관지염, 

부종, 진해, 거담, 이뇨, 갈증, 구토, 습진, 및 피부염 등

에 효능이 있다고 알려져있어 잎을 달여 마신다8). 비

파엽 추출물 중 높은 함량을 가진 Kaermpferol 및 

quercetin은 항산화 효과를 보였으며9), 비파엽과 관련된 

생리활성 연구로는 산화질소(Nitric oxide, NO) 생성 

억제 능력 측정을 통한 항염증 효과가 있으며10), 항암

효과11), 항바이러스효과12)에 대한 연구가 보고되었다. 

이처럼 비파엽은 다양한 약리적인 효과를 가지고 있어 

염증이나 종양 등의 치료에 주로 사용된다8). 특히, 비파

엽 추출물은 지방분해효소인 lipase의 분비를 촉진하여, 

HFD 마우스에 지방분해 효과가 있다고 보고 되었으며
13), 간 손상 방지에 효과가 있는 것으로 알려져있다
8-13). 

  본 연구는 비파엽 추출물이 생리활성 성분과 화합물

이 다량 함유되어 있어 새로운 기능성 소재로의 개발 

잠재성이 높다고 판단하여 비파엽 추출물의 간 손상 방

지 효과에 중점을 두고, 지방 생성에 대한 억제 효과를 

세포실험으로 살펴보고자 한다.

Ⅱ. Metrials and Methods

1. Reagents

  Cell Signalling Technology (Beverly, MA, USA)에서 

anti-phospho-LKB1, anti-phospho-AMPKa, anti- 

phospho-acetyl-CoA carboxylase (ACC)와 HRP- 

conjugated anti-rabbit IgG, HRP-conjugated anti-mouse 

IgG antibodies를 구입하였다. anti-β-actin는 Santa 

Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)에서 

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

tetrazolium bromide (MTT)는 Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA)에서 구매하였다. Dimethyl sulfoxide 

(DMSO)는 Junsei Chemical (Tokyo, Japan)에서 구입
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하였다.

2. Preparation of Eriobotrya japonica water extracts 

(EJE) 

  Eriobotrya japonica는 열수 추출한 후, 추출물을 거

즈로 1차 여과한 후, 0.22 μm filter로 2차 여과하여 

사용하였다.

3. Cell culture

  인간 유래 간 실질 세포주인 HepG2 cell과 Huh7 

cell은 American Type Culture Collection (ATCC, 

Rockville, MD)에서 구입하였으며, Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM) 또는 RPMI 1640에 10% 

fetal bovine serum (FBS), 100 unit/mL penicillin 및 

100 μg/mL streptomycin (P/S) 을 혼합한 배지를 사

용하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 

HepG2 cell과 huh7 cell은 100 mm culture dish에 

80% confluency에 도달하도록 배양하였다 14).

4. MTT assay

  HepG2 cell은 48 well plate에 5 × 104 cell/well 로 

분주한 뒤, 24시간 후에 FBS가 없는 배지로 교환하여 

4-6시간 동안 배양하였다. Eriobotrya japonica 의 최

종농도(0, 3, 10, 30, 100, 300 μg/ml)로 분주하고 24

시간 동안 incubation을 진행하였다. 배지를 제거하고 

생성된 formazan crystals을 dimethyl sulfoxied (DMSO)에 

녹여 ELISA microplate reader instrument를 사용해 

570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 

control cell에 대한 백분율로 나타내었다14).

5. Immunoblot analysis 

  HepG2 cell과 Huh7 cell을 6 well plate에 8×105 

cells/well로 분주한 다음 24시간 후에 FBS가 없는 배지

로 교환하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 12시간 동

안 배양하였다. 시간별 (0, 10’, 30’, 1h, 3h, 6h)로 비

파엽을 300 μg/mL 농도로 처치하였으며, 단백질의 발

현량을 평가하기 위하여 Chemi-luminescence Bioimaging 

program을 이용하여 Quantification analysis를 실시하

였다14).

6. Statistical analysis

  실험 결과는 mean ± SD로 나타내었으며, 통계 분석을 

위해 t-test를 사용하여 통계적 유의성을 나타내었다14).

Ⅲ. Results

1. The effects of EJE on HepG2 cell viability.

  EJE의 처치가 세포생존율에 미치는 영향을 확인하기 

위해 MTT assay를 진행하였다. EJE의 농도를 각각 3, 

10, 30, 100, 300 μg/mL로 24시간 처리한 결과, 대조

군과 비교하였을 때 EJE 처리군이 통계적으로 유의한 

차이가 없음을 확인하였다 (Fig. 1). 이 결과는 EJE는 

각 농도에서 세포 독성을 나타내지 않는다는 것을 알 

수 있다.

Fig. 1. Cell viability was assessed by the MTT assay. 

HepG2 cells were treated with EJE (3, 10, 

30, 100 and 300 μg/mL) for 24h. There was 

no significant difference between the control 

group and the EJE treatment group. (N.S; 

not significant)

2. Evaluation of T090-induced SREBP-1c activation 

by EJE.

  HepG2 세포에서 T090 유도로 인한 SREBP-1c 활성

화가 유의하게 증가한다는 이전 보고서와 일치하는지 

확인하기 위해 Immunoblot assay를 진행하였다. 본 결

과는 T090 유도로 인해 지방 생성 마커인 SREBP-1c 

의 활성화가 유의하게 증가함을 보여주었다. 그러나 비

파엽 추출물 처리는 T090에 의해 유도된 SREBP-1c 

단백질의 상향조절을 농도 의존적인 억제를 확인하였다 

(Fig. 2A and B). 이러한 결과는 비파엽 추출물은 간세

포에서 T090-induced SREBP-1c 매개 지방 생성 유전
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자의 유도를 억제할 수 있음을 보여주었다. 

Fig. 2. Inhibition of T090-induced SREBP-1c activation 

by Eriobotrya japonica in HepG2 cells. (A) 

Immunoblotting for SREBP-1c. HepG2 cells 

were starvation 6h, and pre-treated with 

Eriobotrya japonica for 1h, and then further 

treatment with 10μM T090 for 12h. (B) 

Relative level of SREBP-1c. The data 

represent the means ± S.D. of replicate 

experiments at least three times. Significance 

of statistical differences between each treatment 

group and the vehicle-treated control group 

(***, p < 0.001) and T090-treated control 

group (#, p < 0.05) were verified.

3. AMPK-SREBP-1c signaling pathway in HepG2 

cell.

  AMPK가 간에서 세포 에너지 상태와 지방산 β 산

화 조절에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다. 이전 연

구에 따르면 AMPK 활성화는 지방 생성을 조절하고 산

화 스트레스로부터 세포보호 효과가 있는 것으로 보고

되고 있다. 따라서 본 연구에서는 HepG2 세포에서 

AMPK 매개 신호 경로에 대한 비파엽 추출물의 효과를 

확인하기 위해 Immunoblot assay를 진행하였다. EJE를 

300μg/mL으로 처리한 결과, 3h, 6h에서 p-AMPK와 

p-ACC의 활성화가 유도되었다는 것을 확인하였다 

(Fig. 3). 이 결과는 이전 연구와 일치하게 AMPK 활성

화가 LKB1에 의해 유도되고 다운스트림인 ACC가 뒤

따르는 것으로 확인하였다. 

Fig. 3. AMPK activation by EJE in HepG2 cells. 

Immunoblot analysis for p-AMPK, p-ACC 

and p-LKB1. HepG2 cells were starvation 

6h, and treated with 300μg/ml EJE for the 

indicated times.

4. Evaluation of T090-induced SREBP-1c activation 

and AMPK-SREBP-1c signaling pathway by EJE 

in Huh7 cells.

  Huh7 cells은 HepG2 cell과 유사한 인간 간세포 유

래 암종 세포주로, T090 유도로 인한 SREBP-1c 활성

화가 유의하게 증가하는지 확인하기 위해 Immunoblot 

assay를 진행하였다. 본 연구에서 Huh7 cells에서 T090

의 유도로 인해 지방 생성 마커인 SREBP-1c 의 활성

화가 유의하게 증가하였으며, EJE 처리로 인해 농도 의

존적으로 억제되었다 (Fig. 4).
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Fig. 4. (A)Inhibition of T090-induced SREBP-1c activation 

by EJE in Huh7 cells. Immunoblotting for 

SREBP-1c. Huh7 cells were starvation 6h, 

and pre-treated with EJE for 1h, and then 

further treatment with 10μM T090 for 12h. 

(B)p-AMPK activation by EJE in Huh7 cells. 

Immunoblot analysis for p-AMPK, p-ACC 

and p-LKB1. HepG2 cells were treated with 

300μg/ml EJE for the indicated times. 

5. Mechanism of the regulation of SREBP-1c by 

EJE.

  본 연구에서 도출된 결과를 바탕으로 도식화하였다. 

T090의 유도는 지방산 조절자인 LXR 매개 SREBP-1c 

생성을 증가하였으며, 비파엽은 AMPK의 활성화를 매

개하여 SREBP-1c의 상향조절을 억제하였다 (Fig. 5).

Fig. 5. Schematic diagram for the EJE’s inhibition of 

SREBP-1c. 

Ⅳ. Discussion

  간 X 수용체 (Liver X Recepter, LXR)는 ligand 결

합 시 표적 유전자의 발현을 자극하는 핵 수용체 중 하

나로서15), 이화작용과 수송을 통해 세포 내에 콜레스테

롤, 지방산 및 포도당 항상성을 조절하는 유전자 산물

의 전사를 조절한다16). LXR은 레티노이드 X 수용체

(Retinoid X Receptor, RXR)와 함께 이종이량체를 형

성하며, LXRα와 LXRβ로 나눌 수 있다15). LXRα의 

발현은 주로 간, 신장, 대식세포, 소장, 비장 및 지방 

조직과 같은 지질 대사에서 중요한 역할을 하며17), 

LXRβ는 모든 조직에서 발현된다18). 지방산 합성 효소 

및 스테롤 조절 결합 단백질과 유사한 LXRα의 발현

은 리간드인 T090의 유도로 활성화되어 세포 내 지질 

축적을 담당하는 SREBP-1c의 발현을 증가시킨다19). 특

히, 간에서 LXR 매개 간 지방 생성을 담당하는 메커니

즘은 다양한 동물실험을 통해 Sterol Regulatory 

element binding protein-1c (SREBP-1c)의 발현의 증

가로 나타난다고 알려져있다16). 본 연구는 T090 유도로 

인한 SREBP-1c의 상향조절이 유의하게 증가하였으며, 

비파엽 추출물을 긴 시간 처치한 경우 유의하게 감소함

을 보였다. 

  SREBP-1c는 지질 합성을 조절하는 전사인자로, 지방

산 생합성에 관여하는 유전자의 전사를 제어하여 포도

당, 콜레스테롤과 지방산 대사 사이의 독특한 상호작용

을 나타낸다19). 특히, SREBP-1c는 간에서 인슐린 신호

를 변환하여 신호절달이 SREBP-1c의 발현을 증가시켜 

간세포에 의한 지방산 합성을 증가시킨다는 것을 나타

낸다20). 이와 같이 hepatocyte에서 LXR 매개 SREBP-1c

의 발현을 억제한다는 연구가 보고되었으며21), SREBP-1c과 

관련된 지방 생성 유전자의 메커니즘에 대해 꾸준히 연

구되고 있다22). 본 연구에서 T090의 유도로 인한 지방 

생성 유전자(SREBP-1c)의 발현의 증가를 확인하기 위

해 hepatocyte (HepG2, Huh7)에 immunoblot assay를 

진행하였다. EJE를 농도별로 처치하였을 때 300μg/mL

에서 SREBP-1c의 수준 감소로 보아 농도 의존적으로 

SREBP-1c의 발현의 억제를 확인하였다. 

  AMPK(AMP-activatd protein kinase)는 AMP/ATP

의 비율에 따라 생체 내에서 반응하여 그 활성이 조절

되는 인산화 효소로 에너지 대사 과정에 중요한 역할을 

하는 세포 에너지 센서로 알려져 있다23). 선행 연구에
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서 AMPK는 생체 내의 에너지 인식 및 성장조절과 당

과 지방의 대사를 조절하는 데에 중요한 역할을 하여
24), 이러한 에너지 센서의 이상은 비만과 당뇨와 같은 

대사성 질환을 포함한 심혈관계 질환, 암 발생과 연관

성이 높다는 연구 결과가 나타난다25). AMPK의 활성은 

주로 에너지 대사 조절과 밀접하게 연관되어있는 표적 

장기(간, 근육, 지방)에 효과적이다23). 

  LKB1(Liver Kinase B1)은 AMPK의 활성화보다 선행

되는 kinase로 알려져있어 LKB1/AMPK 신호전달경로

라고도 하며, 세포 대사를 성장조절 및 새로운 신호전

달 경로와 관련된 연구에서 중요하게 쓰인다27). LKB1

과 AMPK는 함께 환경 변화에 대한 반응으로 세포 성

장을 조절하며, 특히 AMPK의 활성이 이미 사용 중인 

약물로 표적화될 수 있다는 사실로 인해 잠재적으로 암 

치료를 위한 새로운 표적 및 약물을 식별하는데 LKB1/ 

AMPK 신호전달경로가 사용되기도 한다27). LKB1의 활

성은 인산화를 통한 구조적 변화와 같은 효소 활성에 

직접적인 영향을 주는 경우 또는 단백질을 상이한 세포 

내 구획으로 표적화하는 경우에 조절된다27). 

  본 연구는 비파엽 추출물이 LKB1/AMPK Pathway에 

영향을 미치는지 확인하기 위해 immunoblot assay를 

진행하였다. Hepatocyte에 비파엽 추출물을 시간별(10’, 

30‘, 1h, 3h, 6h)로 처치한 결과 인산화된 LKB1에 의

해 AMPK 활성화가 유도되었으며, 이후 하위 인자인 

ACC가 뒤따르는 것으로 확인하였다.

Ⅴ. Conclusion

  본 논문에서 T090의 유도로 지방산 조절자인 LXR 

매개 SREBP-1c 증가를 확인하였으며, EJE는 AMPK의 

활성화를 매개하여 SREBP-1c의 상향조절을 억제하여 

SREBP-1c를 억제할 수 있음을 나타내었다. 이러한 결

과는 EJE가 LXRα/SREBP-1c 경로의 억제를 통해 지

방간에 보호 효과를 시사한다.
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