
51

대한한의학�방제학회지�제32권�제1호
Herbal�Formula�Science
2024;32(1):51~61.
pISSN�1229-1218,�eISSN�2288-5641��� ��������������������������������������������������������������������������������������������https://doi.org/10.14374/HFS.2024.32.1.51

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

        Original Article / 원저

   

연교의 항산화 효과 연구

김영은1, 김민진1, 배수진1, 박선빈1, 박선동1,*, 박광일2,*, 김영우1,*

1 동국대학교 한의과대학 방제학교실
2 경상대학교 수의과대학 생리학 실험실

Anti-oxidant� effect� of� forsythia� suspensa� on� cellular� damage�
in� the� chronic� disease�

Young-Eun Kim1, Min-Jin Kim1, Su-Jin Bae1, Seon Been Bak1, Sun-Dong Park1,*, 

Kwang-Il Park2,*, Young Woo Kim1,*

1 AI-Bio Convergence DDI Basic Research Laboratory (BRL), 

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

Gyeongsang National University

ABSTRACT

Objectives� :� This� study� induced� oxidative� stress� in� HepG2� cells� by� treating� them� with� AA+iron� and� investigated� the�

effects� of� forsythia� suspensa� extract� on� this� stress,� as� well� as� elucidated� the� molecular� mechanisms� underlying� its�

hepatoprotective� effects.

Methods� :� To� confirm� the� antioxidative� effects� of� FSE,� HepG2� cells� were� induced� with� AA+iron� to� induce� oxidative�

stress,� followed� by� MTT� assay.� Additionally,� the� effect� of� FSE� in� reducing� the� increased� ROS� levels� and� mitochondrial�

damage� induced� by� AA+iron� in� HepG2� cells� was� confirmed� using� FACS.� Furthermore,� western� blot� analysis� were�

conducted� to� investigate� the� molecular� mechanisms� underlying� the� hepatoprotective� effects� of� FSE.

Results� :� FSE� increased� the� decreased� cell� viability� induced� by� AA+iron.� Additionally,� FSE� normalized� the� expression� of�

apoptosis-related� proteins� induced� by� AA+iron.� The� elevated� ROS� levels� in� HepG2� cells� induced� by� AA+iron� were�

reduced� by� FSE,� and� the� increase� in� Rh123-negative� cells� induced� by� AA+iron� was� attenuated� by� FSE.� Moreover,� FSE�

activated� the� protein� expression� of� AMPK� and� its� related� phosphorylating� enzymes,� LKB1� and� ACC.� Furthermore,� FSE�

activated� YAP� and� its� upstream� phosphorylating� enzyme,� LATS1.
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Conclusions� :� These� results� demonstrate� that� FSE� has� an� inhibitory� effect� on� oxidative� stress� induced� by� AA+iron� and�

may� have� potential� hepatoprotective� effects.

Key� words� :� Forsythiae� suspensa,� AMPK,� YAP,� oxidative� stress,� ROS,�

Ⅰ. 서론1)

  Reactive oxygen species (ROS)는 생체 내 다양한 

생리학적, 생화학적 산화 과정에 의해 생성되며 hydrogen 

peroxide (H2O2), superoxide radical (O2-·), hydroxyl 

radical (OH·)등이 있다1). ROS는 세포 증식, 분화, 이동, 

면역반응, 세포 사멸 및 괴사에 중요한 역할을 하며 

정상적인 수준에서의 ROS는 적절한 세포 기능과 생존에 

필수적이다2,3,4). 하지만 ROS가 생체 내에서 과도하게 

생산되면 산화스트레스를 유발하여 세포가 정상적인 

기능을 못하게 하여 DNA 손상, 세포독성, 세포 자멸사 및 

암 생성 및 촉진 등을 유발할 수 있다5). 산화스트레스는 

과하게 생성된 ROS/reactive nitrogen species(RNS) 생성 

또는 항산화 작용의 감소로부터 발생한다6). 

산화스트레스는 퇴행성 질환, 간 질환, 및 기타 만성 질환에 

중요한 역할을 하는데, 지질, 단백질 및 DNA 손상 등을 

유도한다7). 체내에는 ROS의 과도한 발생으로 인한 

산화스트레스를 방어하기 위한 다양한 항산화제가 

존재한다. 효소적 항산화제와 비효소적 항산화제가 있는데, 

효소적 항산화제에는 catalase, GSH-PX (glutathione 

peroxidate), heme oxygenase-1, peroxiredoxins 등이 

있고 비효소적 항산화제에는 glutatione, carotenoids, 

vitamin C 등이 있다8).  

  간은 철분 대사에 중요한 역할을 하고 철의 주요 

저장소이며 철분 저장체의 센서이다9). 철은 적혈구 생성과 

다중 세포 대사 기능에 필수적인 영양소이다10). 하지만 

철은 높은 수준에서 독성을 띠게 되어 간에서 생성되는 

체내 철분조절호르몬 (iron-regulatory hormone)에 의해 

조절된다11). 과도한 철의 축적은 간에서 철의 침착을 

유발하고 알코올성 간 질환, 비알코올성 지방간 질환, 

간경변, 간암 및 기타 간 질환을 유발한다12). AA 

(arachidonic acid)는 세포 구조의 기본 구성 요소이며 

발달, 성장, 세포 손상 및 손상이 심하거나 광범위할 때 

필요하다13). AA는 불포화 지방산의 산화를 촉매하며, 

AA의 산화에 의해 생성된 대사산물은 염증을 유발한다14). 

AA의 과도한 축적은 산화스트레스와 관련된 염증을 

유발하여 간질환의 발달과 진행에 관여한다15). 따라서, 

AA와 iron은 간세포에서 산화스트레스를 유발하여 항산화 

물질을 연구할 수 있는 좋은 모델로 알려져 있다16,17,18).

  연교 (forsythia suspensa, FS)는 중국, 일본 및 한국에서 

일반적으로 사용되는 전통 약재이다19). FS는 

polysaccharides, phenylethanoid glycosides, phenolic 

acids, flavonoids, lignans 등을 포함하는 풍부한 생리활성 

성분을 함유하고 항산화, 항균, 항종양, 해열 효과에 

사용된다19,20,21,22,23,24). FS는 이러한 다양한 효과가 있지만, 

간세포에서 AA+iron에 의해 유도된 산화스트레스 억제 

효과에 대한 연구는 부족하다. 따라서, 본 연구에서는 

간세포에서 AA+iron에 의해 유도되는 산화스트레스에 

대한 연교 추출물(forsythia suspensa extract, FSE)의 간 

보호 효과를 확인하고 관련 분자 기전 연구를 수행하였다.

Ⅱ. 실험 방법 및 재료

1. Materials

  Forsythiae suspensa는 열수 추출하여 filter paper로 1차 

여과한 후, 0.22 µm filter로 2차 여과하여 실험에 
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사용하였다. Anti-poly (ADP-ribose) polymerase 1 

(PARP), anti-capase3, anti-B-cell lymphoma-extra 

large (Bcl-XL), anti-phospho-acetyl-CoA carboxylase 

(ACC), anti-phospho-AMP-activated protein kinase 

(AMPK), anti-phospho-liver kinase B1 (LKB1), 

anti-phospho-yes-associated protein (YAP), 

anti-phospho-large tumor suppressor kinase 1 (LATS1) 

antibodies는 Cell Signalling Technology (Beverly, MA, 

USA)에서 구입하여 사용하였다. Horseradish 

peroxidase-conjugated goat anti-rabbit 과 anti-mouse 

IgG antibodies는 Enzo Life Sciences (East Farmingdale, 

New York, NY, USA)에서 구입하여 사용하였다.

2. Cell culture

  실험에 사용한 HepG2, Huh7 세포는 American Type 

Culture Collection (ATCC, Rockville, MD)에서 

구입하였다. HepG2 세포는 10% fetal bovine serum 

(FBS)와 100 unit/mL penicillin 및 100 μg/mL 

streptomycin (P/S)을 첨가한 Dulbecco’s modifiedEagle’s 

medium (DMEM)을 사용하였고 Huh7 세포는 10% 

FBS와 100 unit/mL penicillin 및 100 μg/mL 

streptomycin (P/S)을 첨가한 Roswell Park Memorial 

Institute 1640 Medium (RPMI)를 사용하여 37℃, 5% 

CO₂의 incubator에서 배양하였다.

3. MTT assay

  HepG2 세포를 48 well pate에 분주하였다. HepG2 

세포는 FBS가 없는 배지로 6시간 동안 배양한 후, FSE 

(1–30 μg/ml), AA (10 μM)를 12시간 동안 처리하였다. 

그 후, iron (5 μM)을 2시간 동안 처리하였다. 그리고 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT)를 1시간 동안 처리한 후에 생성된 

formazan crystal을 dimethyl sulfoxied (DMSO)에 녹여 

microplate reader로 흡광도를 측정하였다. 

4. Measurement of ROS production 

  HepG2 세포를 96 well plate에 분주하여 FSE (30 

μg/ml)와 AA (10 μM)를 12시간 동안 처리한 후에 iron 

(5 μM)을 1시간 동안 처리하였다. 그 후, 

2′,7′-dichlorofluorescin-diacetate (DCF-DA) (10 

μM)을 1시간 동안 처리하여 형광을 측정하였다.

5. Flow cytometric analysis 

  유세포분석기를 사용하여 mitochondrial membrane 

potential을 측정을 측정하였다. HepG2 세포에 FSE (30 

μg/ml)와 AA (10 μM)를 12시간 동안 처리한 후에 iron 

(5 μM)을 1시간 동안 처리하였다. 그 후, rhodamine 123 

(Rh 123)을 세포에 1시간 동안 처리하였다. 

6. Western blot anaylsis

  HepG2 세포와 Huh7 세포를 6 well plate에 분주하여 

FBS가 없는 배지로 12시간 동안 배양하였다. FSE (30 

μg/ml)를 시간별 (0, 10’, 30’, 1h, 3h, 6h)로 처리하여 

단백질을 추출하였다. 추출한 단백질은 단백질을 정량하여 

SDS-PAGE로 전기영동하였다. Enhanced 

chemiluminescence (ECL) solution을 이용하여 단백질 

발현을 확인하였다. 

7. Statistical analysis

  실험 결과는 mean±S.D. 값으로 나타냈으며, t-test를 

사용하여 통계적 유의성을 확인하였다. 

Ⅲ. 결과

1. FSE가 AA+iron 유도 세포독성에 미치는 영향 

  HepG2 세포에서 AA+iron을 유도한 세포독성에 대한 

FSE의 영향을 MTT assay로 확인하였다. HepG2 세포에 

AA+iron을 유도하여 FSE를 농도별로 처리하여 

세포생존률을 측정하였다. AA+iron을 처리한 군은 

대조군과 비교하였을 때 세포생존률이 감소하였다. 하지만 

FSE 3 μg/ml부터 농도가 증가할수록 AA+iron에 의해 

감소한 세포생존률이 증가하였다(Fig. 1A). 따라서, 이후 

실험에서는 FSE 30 μg/ml의 농도로 실험을 수행했다. 

Apoptosis에 대한 FSE의 효과를 western blot analysis를 

수행하여 apoptosis 관련 단백질 발현을 확인하였다. 

HepG2 세포에 AA+iron 처리하여 단백질 발현이 

감소하였고 FSE는 이를 정상화하였다(Fig. 1B). 
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Fig 1. Effect of FSE on cytotoxicity. (A)　Cell viability were measured through the MTT assay. HepG2 cells were 

induced with AA+iron and treated with FSE (1, 3, 10, 30 µg/mL). The data were presented as the mean ± 

SD from three independent experiments (**p < 0.01 vs. control group; #p <0.05 vs. AA+iron-treated group). 

(B)　Western blot analysis was performed to examine the expression of apoptosis-related proteins. HepG2 cells 

were treated with AA and FSE (30 μg/ml) for 12h, followed by a 1h iron treatment.

2. FSE가 ROS 발생 및 Mitochondrial Dysfunction에 

미치는 영향

  AA+iron에 의해 유도된 산화스트레스에 대한 FSE의 

보호효과를 확인하였다. DCF-DA를 사용하여 세포 내 

ROS 발생 수준을 확인하였다. HepG2 세포에 AA+iron을 

처리하여 ROS 수준이 증가하였지만 FSE는 AA+iron에 

의해 증가된 ROS 수준을 감소시켰다(Fig. 2A). 다음, 

HepG2 세포에 AA+iron에 의해 유도된 mitochondrial 

dysfunction을 FACS를 사용하여 확인한 결과이다. 

AA+iron을 처리 군은 대조군과 비교하여 Rh123 negative 

세포의 비율이 증가하였다. 하지만, FSE를 처리하여 이를 

감소시켰다(Fig. 2B). 
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Fig 2. Effect of FSE on ROS generation and mitochondrial dysfunction. (A) The level of intracellular ROS generation 

was assessed using the DCF-DA assay. HepG2 cells were treated with AA and FSE (30 µg/mL) for 12 h, followed 

by a 2 h iron treatment. Subsequently, the cells were stained with DCF-DA (30 µM) for 1 h. (B) Mitochondrial 

dysfunction within the cells was measured by staining with Rh123. HepG2 cells were treated with AA and FSE 

(30 µg/mL) for 12 h, followed by a 2 h iron treatment. The data were presented as the mean ± SD from three 

independent experiments (**p < 0.01 vs. control group; ##p < 0.01 vs. AA+iron-treated group).

3. FSE가 AMPK 활성에 미치는 영향 

  HepG2, Huh7 세포에서 FSE가 AMPK 활성에 미치는 

영향을 확인하기 위해 western blot analysis를 수행한 

결과이다. HepG2 세포에 FSE 30μg/ml을 시간 

의존적으로 처리한 결과, AMPK의 인산화는 1시간에서 

가장 증가하였다. AMPK 상위 인산화 효소인 LKB1과 

하위 인산화 효소인 ACC 모두 인산화되었다(Fig. 3A). 

또한, Huh7 세포에도 FSE 30μg/ml을 시간 의존적으로 

처리하였다. 그 결과, AMPK가 인산화되었고 LKB1과 

ACC 모두 인산화되는 것을 확인했다(Fig. 3B). 
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Fig 3. Effects of FSE on AMPK activation. (A) Western blotting for the AMPK signaling pathway. HepG2 cells were 

treated with FSE (30 μg/ml) at different time points (10', 30', 1h, 3h, 6h). The data are presented as the mean 

± SD from three independent experiments (*p < 0.05, **p < 0.01 vs. the control group). (B) Huh7 cells were 

treated with FSE (30 μg/ml) at different time points (10', 30', 1h, 3h, 6h).
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4. FSE가 YAP 활성에 미치는 영향

  또한, FSE의 YAP 신호 전달 경로에 대한 영향을 

확인하였습니다. HepG2, Huh7 세포에 FSE 30μg/ml을 

시간 의존적으로 처리하여 western blot analysis를 

수행하였습니다. 그 결과, HepG2, Huh7에서 YAP 활성을 

증가시켰다. 또한, YAP 상위 인산화 효소인 LATS1의 

발현을 증가시켰다(Fig. 4A,B). 

Fig 4. Effects of FSE on YAP activation. (A) Western blotting for the YAP signaling pathway. HepG2 cells were treated 

with FSE (30 μg/ml) at different time points (10', 30', 1h, 3h, 6h). The data are presented as the mean ± SD 

from three independent experiments (*p < 0.05, **p < 0.01 vs. the control group). (B) Huh7 cells were treated 

with FSE (30 μg/ml) at different time points (10', 30', 1h, 3h, 6h).
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Ⅳ. 토론

  자유 라디칼은 짝을 이루지 않은 전자를 가진 원자 또는 

분자로, 일반적으로 불안정하고 반응성이 높다23). 활성 

산소에는 ROS와 RNS가 있다. ROS에는 superoxide 

anion (O2
•-), hydroxyl radical (•OH), alkoxyl radical 

(RO•) and peroxyl radical (ROO•), and 

oxygen-centered non-radicals, such as hydrogen 

peroxide (H2O2) and singlet oxygen (1O2)이 있다25). 

이들은 지질 과산화, DNA 손상, 단백질 및 중요한 

분자들을 산화시켜 손상을 유발할 수 있지만, 일정 수준의 

ROS와 RNS는 중요한 생리적 기능을 수행한다25). 

  간은 포도당 항상성, 생체 외 대사, 해독 등 체내 대사 

조절에 필수적인 역할을 한다26). 간이 제대로 기능하고 

항상성을 유지하기 위해 특정 크기를 유지해야한다27). 

그러므로 간은 기능을 손상시키거나 간경변, 암 등 

간질환을 유발할 수 있는 노화, 형질전환 또는 손상된 

간세포를 제거해야한다27). 활성 라디칼의 생산 증가와 

간세포에서의 항산화 방어 감소로 인해 다양한 간 기능 

장애로 이어져 산화스트레스의 진행을 촉진한다28). 

산화스트레스는 ROS와 ROS의 과도한 생성으로 인해 

항산화 방어 시스템이 손상되었을 때 발생한다28). ROS, 

RNS 또는 GSH (glutathione)를 고갈시키는 제제 등에 

의해 간세포에서 세포 사멸 및 괴사를 유도하며, 세포 

사멸로 인하여 간 독성을 유발할 수 있다29). 또한, 

산화스트레스로 인한 노화는 섬유화 반응을 증가시키고 

비알코올 지방간 질환 및 알코올성 간 질환을 포함한 

다양한 간 질환을 발생시킨다30). 따라서, 본 연구에서 

산화스트레스로 인한 간세포 손상을 억제하는지 확인하기 

위해 DCF-DA assay, flow cytometric analysis와 ROS 

생산을 측정하였다. 그 결과, tBHP로 인한 간세포 사멸은 

세포에 FSE를 처리함으로써 감소시켰다. 

  미토콘드리아는 adenosine triphosphate (ATP)와 

열로서 에너지를 생성하고 세포자멸사 신호 전달 경로에 

관여한다31). 또한, 지방 대사와 요소 순환, 아미노산과 철의 

대사 등에 필요하다. 미토콘드리아 외막에서 생성된 

대부분의 전자는 cytochrome C 산화 효소로 이동하여 

양성자 및 산소와 반응하여 물을 형성한다32). 하지만, 이들 

중 일부는 산소와 직접 반응하여 superoxide anion 

(O2
.–)을 형성하고 radical hydrogen peroxide (H2O2)를 

형성한다32). ROS나 자유라디칼은 미토콘드리아에서 

산화적 인산화에 관여하는 여러 생체 에너지 반응의 

손상을 손상시켜 미토콘드리아 기능장애를 일으킨다33). 

미토콘드리아 기능 장애는 거의 모든 병리학적, 

독성학적으로 원인 중 하나이며, 저혈당, 비알코올성 

간부전, 노화 등을 유발한다31). 

  AMPK는 가장 중요한 조절인자 중 하나이며 간, 

지방조직, 골격근, 뇌 등 많은 장기 및 조직에서 

발현된다34). AMPK는 α-, β- 및 γ-subunit(123)으로 

구성된 heterotrimer이다35). AMPK는 주로 adenosine 

monophosphate (AMP)/ATP 비율의 증가에 의해 

활성화되며, ATP를 생성하는 이화과정을 활성화하여 

에너지 항상성을 회복시키는 작용을 하고 동시에 ATP를 

소비하는 과정을 억제한다36). 또한, AMPK는 

serine/threonine 단백질의 kinase로서 세포 에너지 

스트레스의 센서 역할을 한다37). AMPK의 상위 인산화 

효소인 LKB1은 Thr172를 인산화하고 촉매하고 AMPK의 

에너지 상태를 감지하는 메커니즘에 관여하여 지속적으로 

활성화된 상태를 유지한다38). AMPK의 하위 인사화 

효소인 ACC는 간에서 지방산의 합성과 산화를 

조절한다39). 따라서, 본 연구에서 FSE가 AMPK 상위 

인산화 효소인 LKB1을 인산화 시켜  AMPK를 

활성화시켰고, AMPK 하위 인산화 효소인 ACC도 

인산화된 것을 확인하였다. 

  Hippo/YAP 신호전달 경로는 세포 증식, 분화, 

세포사멸사를 조절하여 내부 환경의 장기 크기 및 

항상성을 유지한다40). 또한 간에서 초기 발생 및 발달, 간 

크기 조절 및 재생, 종양 억제 등의 기능을 한다27). YAP은 

스트레스 센서로서 손상된 간세포를 제거하고 손상된 

간세포에서 YAP 활성화로 인하여 간동정맥으로 이동하여 

세포 사멸사를 일으킨다41). 포유류에서 핵심적인 Hippo 

경로는 크게 serine/threonine kinase가 있는데 mammalian 

Sterile 20-related 1과 2 kinases (MST1과 MST2; 

orthologs of Drosophila Hippo [Hpo])와 Large tumor 

suppressor 1과 2 kinases (LATS1과 LATS2; orthologs of 

Drosophila Warts [Wts])로 구성된다42). YAP/TAZ를 

조절하는 중심 메커니즘은 LATS1/LATS2 kinase와 같은 

상위 인산화 효소에 의한 인산화를 통하여 세포 내 국소화 

및 단백질 안정성에 영향을 미친다42). 본 연구에서는 

FSE가 YAP의 상위 인산화 효소인 LATS1을 인산화시켜 

YAP을 활성화 시켰다. 따라서, FSE는 YAP을 
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활성화함으로써 간 보호에 대한 분자 기전을 확인하였다. 

Ⅴ. 결론

  본 연구에서는 AA+iron에 의해 유도되는 

산화스트레스에 대한 FSE의 간 보호 효과를 확인하고 관련 

분자 기전 연구를 수행하였다. HepG2 세포를 이용하여 

AA+iron에 의해 유도되는 산화스트레스에 대한 FSE의 

세포 생존율을 MTT assay를 통해 확인하였다. 또한, 

apoptosis 관련 단백질을 western blot analysis를 

수행하였다. 그리고 AA+iron을 HepG2 세포에 유도하여 

ROS 생산과 미토콘드리아 손상에 대한 FSE의 효과에 대한 

실험을 수행하였다. 그리고 AMPK signaling pathway와 

YAP signaling pathway에 대한 FSE의 영향을 확인하기 

위해 western blot analysis를 수행하였다.

  그 결과, FSE는 AA+iron에 의해 유도하여 감소한 

세포생존율을 증가시켰다. 또한, AA+iron에 의해 유도된 

apoptosis 관련 단백질 발현을 FSE는 정상화시켰다. 

HepG2에 AA+iron을 유도한 군에서 증가된 ROS 수준은 

FSE가 감소시켰으며 AA+iron에 의해 증가된 Rh123 

negative 세포는 FSE가 감소시켰다. 그리고 FSE는 

AMPK와 그 관련 인산화 효소인 LKB1과 ACC의 단백질 

발현을 활성화하였다. 또한, YAP과 그 상위 인산화 효소인 

LATS1을 활성화하였다. 따라서, FSE는 AA+iron에 의해 

유도된 산화스트레스를 억제하였고 간 보호와 관련된 그 

분자 기전을 확인하여 간 보호 효과에 대한 가능성을 

확인하였다. 
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