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HCl/ethanol로 유발한 급성 위염 마우스에서 PI3K/Akt/NF-κB 신호전달경로를 

통한 진피 열수 추출물의 보호 효과
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The protective effect of Citrus unshiu Peel water extract through PI3K/Akt/NF-κB 
signaling pathway in mice with HCl/ethanol-induced acute gastritis
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Abstract This study aimed to verify the effect of Citrus unshiu peel water extract (CUP) on a mouse model of acute
gastritis (AG) induced by HCl/ethanol. Several studies have found that CUP has anti-inflammatory effects. The AG model
was induced by oral administration of 150 mM HCl/60% ethanol (550 µL) to all groups except the control group. Also,
for drug treatment, sucralfate (10 mg/kg) and CUP (100 or 200 mg/kg) were orally administered for 90 minutes before
induction. The effect of CUP treatment was confirmed by gross gastric mucosal damage measurement, and the levels of
Glutamic Oxaloacetic Transaminase (GOT), Glutamic Pyruvic Transaminase (GPT), and myeloperoxidase were reduced as
well as the levels of oxidative stress biomarkers and their related proteins. In addition, the levels of inflammatory proteins,
mediators, and cytokines were significantly downregulated byPI3K/Akt signaling. Taken together, these results show that
CUP treatment alleviates AG by regulating PI3K/Akt signaling.
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서 론

위장관은 위와 내장을 포함하는 소화 기능 시스템의 일부로,
기계적 및 화학적인 작용을 통해 음식물을 영양소로 전환하고 이
를 체내의 세포에 전달하는 기능을 필수적으로 수행한다(Jeon 등,
2015). 이러한 위장관 질환은 소화·흡수와 관련된 기능 장애나 염
증, 염증, 스트레스 및 불규칙한 식습관 등에 의해 발병할 수 있
으며, 위염, 대장염 및 췌장염 등의 질병을 유발한다(Banks, 1998).
최근 전세계적으로 위장관 질환의 유병률이 급격히 증가하고 있
으며, 중국, 일본, 한국을 비롯한 동아시아에서도 증가하고 있는
추세이다. 건강보험심사평가원의 통계에 따르면, 국내 위염·십이
지장염 환자가 2018년에 약 530만명으로 집계되었다(Oh, 2020).
위장관 질환 중 하나인 위염은 흔한 상부위장관 질환으로, 약
물, 염증 등의 외부 자극에 의해서 위 점막이 손상된 상태를 일
컫는다(Xiang 등, 2004). 주로 약물과 염증 등으로 시작하여 병원
성 감염, 흡연, 음주 및 스트레스 등으로 인한 소화불량, 흉통, 복
부 팽만감의 증상을 나타내며, 중증으로 갈 수록 구토, 출혈, 메
스꺼움 등을 나타내기도 한다(Amirshahrokhi와 Khalili, 2015;

Rocco, 2014). 현재 위염과 위식도 역류질환을 포함한 위장관 질
환의 치료법으로는 양성자 펌프 억제제(proton-pump inhibitors,
PPIs), 제산제 및 H2 수용체 길항제(H2 receptor antagonist, H2RA)
등의 약물이 사용되고 있으나, 이러한 약물은 완치를 목표로 하
는 치료법이 아니며, 장기간 복용할 경우 부작용이 뒤따르는 것
으로 알려져 있다(Corleto 등, 2014; Forgacs와 Loganayagam,
2008; Lee 등, 2020). 따라서, 부작용을 최소화하며 위염을 비롯
한 위장관 질환의 증상을 효과적으로 완화할 수 있는 천연 치료
제의 개발을 위해 다양한 연구가 활발히 이루어지고 있는 추세
이다(Lee 등, 2011; Lee 등, 2022).
진피(Citrus unshiu Peel or Citrus reticulata)는 운향과

(Rutaceae)에 속한 상록 소교목인 귤나무(Citrus unshiu Markovich)
의 성숙한 과실의 과피이다(Mowat 등, 2016). 예로부터 천식, 구
토, 혈액순환 장애 및 소화불량을 치료하는 약재로 한국, 중국 및
일본을 비롯한 동아시아에서 널리 사용되어져 왔다(Šafranko 등,
2021). 진피에서 분리된 성분으로 narirutin, hesperidin 및 β-
carotene 등이 포함되며, 특히 주요 flavonoid 화합물인 hesperidin
을 다량 함유하고 있다(Lim 등, 2018). 진피의 여러 연구가 보고
되고 있으며, 항우울증, 항비만, 항바이러스, 항산화, 항당뇨 및
항염증에 대한 약리학적 효과가 있는 것으로 밝혀졌다(Kang 등,
2018; Kim 등, 2018; Oh 등, 2012; Suzuki 등, 2015). 또한,
Karthikeyan 등(2021)에 따르면, lipopolysaccharide (LPS)로 유도된
RAW 세포에서 항염증 및 항산화 효능을 나타낸다고 밝혔으며,
Nishi 등(2021)은 전신 염증 모델에서 nuclear factor-kappa B p65
(NF-κBp65)와 mitogen-activated protein kinase (MAPK) 경로의
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조절로 인해 염증 억제효과를 나타냈다고 보고하였다. 이처럼 진
피의 항염증 효과에 대한 여러 연구가 보고되어 있지만, 위장관
질환에 대한 기전은 명확하지 않다. 따라서, 진피의 여러 항염증
연구를 바탕으로 150 mM/60% ethanol로 유발한 급성 위염 동물
모델에서 진피 열수 추출물의 PI3K/Akt/NF-κB 신호 경로 조절을
통한 염증 완화 효과를 밝히고자 한다.

재료 및 방법

시료

본 실험에 사용한 진피는 옹기한약국(Daegu, Korea)에서 공급
받아 사용하였다. 진피 300 g을 열탕추출기(Daewoong Bio, DWT-
1800T, Hwaseong, Korea)를 이용하여 100oC에서 2시간 동안 10
배수의 증류수 3,000 mL로 추출하였다. 얻은 추출액을 여과한 후,
용매를 50oC의 감압 추출장치(Buchi B-480, Buchi Labortechnik
AG, Flawil, Switzerland)를 이용하여 농축하였다. 그 다음 동결 건
조기(LABCONCO, Kansas, MO, USA)로 완전 건조하여 수율
9.3%의 진피 파우더(CUP)를 얻었다. 이를 -80oC에서 냉동 보관
하였으며, 실험 직전 증류수에 녹여 실험에 사용하였다.

진피 열수 추출물의 narirutin과 hesperidin 분석

진피 열수 추출물(CUP, 0.5 mg)을 1 mL의 methanol에 용해시켰
으며, 용액을 원심분리(13,500 rpm, 3분)하여 상층액을 얻어 분석
을 진행하였다. C18 column (Phenomenex 2.6 µm C18 100Å,
2.1×100 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA)에 용액(1 μL)을
주입하였으며, 용매 시스템은 다음과 같다; 용매 A (deionized
water with 0.1% formic acid), 용매 B (100% acetonitrile with
0.1% formic acid); 용매 A: 용매 B=82:18→82:18 (1 min)→
75:25 (15 min)→0:100 (20 min)→0:100 (25 min)→82:18 (26 min)
→82:18 (32 min); 0.2 mL/min의 유속으로 진행하였다. Narirutin과
hesperidin의 peak는 머무른 시간과 UV 스펙트럼을 비교하여 산
출하였으며, CUP의 narirutin과 hesperidin의 정량은 peak 면적 측

정으로 수행되었다. 0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 및 40
µg/mL의 농도로 peak 면적을 반복(5회)하여 표준 검량선을 구하
였으며, narirutin과 hesperidin의 회귀계수(R2)는 각각 0.9999와
0.9992로 계산되었다. CUP 내의 narirutin과 hesperidin의 함량은
각각 12.210±0.311, 9.998±0.146 (mg/g, mean±SEM)으로 나타났
다(Fig. 1).

시약

본 실험에 사용된 ethanol은 Merck Millipore (Burlington, MA,
USA)로부터 구매하였고, L-(+)-ascorbic acid와 aluminium chloride
는 Thermo Fisher Scientific (Ward Hill, MA, USA)에서 구매하
였으며, potassium persulfate, potassium phosphate dibasic, 2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 7 mM 2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), quercetin, gallic
acid, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), Folin-Ciocalteu’s
phenol reagent, 1,1,3,3-tetramethoxypropane, 2-thiobarbituric acid

(TBARS), potassium phosphate monobasic 및 sodium hydroxide
은 Sigma-Aldrich Co. (St. Paul, MO, USA)에서 구입하여 사용하
였다. 2',7'-Dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA)는 Molecular
Probes (Eugene, OR, USA)에서 구매하였으며, potassium acetate과
sodium carbonate는 Daejung chemicals & metals Co., Ltd.
(Siheung, Korea)에서 구매하였다. 또한, phosphoric acid와
hydrochloric acid (HCl)는 Duksan company (Ansan, Korea)에서
구매하여 실험에 사용하였다. Ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), protease inhibitor mixture는 Wako Pure Chemical
Industries, Ltd. (Osaka, Japan)에서 구입하였다. 1차 항체 gp91-
phox (NOX2), p22phox, phosphoinositide 3-kinase p85α (PI3K),
phospho-inhibitor of nuclear factor kappa B alpha (p-IκBα),
inhibitor of nuclear factor kappa B alpha (IκBα), nuclear factor-
kappa B p65 (NF-κBp65), inducible nitric oxide synthase
(iNOS), cyclooxygenase-2 (Cox-2), tumor necrosis factor-alpha

(TNF-α), interleukin-6 (IL-6), β-actin 및 Histone은 Santa Cruz

Fig. 1. Analysis of narirutin and hesperidin in the Citrus unshiu Peel water extract. (A) Chemical structure of narirutin (B) Chemical
structure of hesperidin (C) The chromatogram of the CUP. CUP, Citrus unshiu Peel water extract. 
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Biotechnology (Dallas, TX, USA)에서 구매하였으며, phospho-
phosphoinositide 3-kinase p85/p55 (p-PI3K), Akt, phospho-Akt (p-

Akt) 항체는 Cell Signaling Technology, Inc. (Danvers, MN, USA)
에서 구매하였다. 또한, 2차 항체인 rabbit IgG antibody와 mouse
IgG antibody는 GeneTex, Inc. (Irvine, CA, USA)에서 구입하여 사
용하였다. Enhanced chemiluminescence (ECL) western blotting
detection reagents는 GE Healthcare (Chicago, IL, USA)에서 구매
하였고, 단백질 정량에 사용되는 pierce bicinchoninic acid (BCA)
protein assay kit는 Thermo Fisher Scientific (Ward Hill, MA,
USA)에서 구입하여 사용하였다.

Total polyphenol과 total flavonoid 측정

진피 열수 추출물(CUP)의 total polyphenol 함량(mg gallic acid
equivalents (GAE)/g)은 Rama 등(2013)의 Folin Ciocalteu’s 방법으
로 측정하였다. 100 μL의 CUP, 10% Folin-Ciocalteu’s phenol
reagent 500 μL, 7.5% sodium carbonate를 혼합하여 상온에서 차
광하여 30분 동안 반응시킨 후 microplate reader (Tecan, Infinite
M200 pro, Männedorf, ZRH, Switzerland)로 흡광도(765 nm)를 측
정한 뒤, 표준물질인 gallic acid을 이용하여 표준 검량선을 구하
고 total polyphenol 함량을 산출하였다.
진피 열수 추출물(CUP)의 total flavonoid 함량(mg quercetin

equivalents (QE)/g)은 Rama 등(2013)의 aluminum chloride 방법
에 의해 측정하였다. 1 M potassium acetate solution 20 µL, 560
µL 증류수, 100 μL의 CUP, 20 µL의 10% aluminum chloride
solution와 300 µL의 methanol을 혼합하여 상온에서 차광하여 30
분 동안 반응시킨 다음 흡광도(420 nm)를 측정하였다. 표준물질

인 quercetin으로 표준 검량선을 구하여 total flavonoid 함량을 산
출하였다.

DPPH 및 ABTS free radical 소거 활성 측정

진피 열수 추출물(CUP)의 항산화능 분석을 위해서 BLOIS
(1958)의 DPPH free radical 소거법을 활용하여 측정하였다. 농도
별로 희석한 CUP 용액 100 μL와 60 μM DPPH용액 100 μL을 혼
합하여 실온에서 차광하여30분 동안 반응시킨 다음 흡광도(540
nm)를 측정하였다. 본 실험에서 L-ascorbic acid는 양성대조군으로
사용하였으며, radical 소거 활성이 50% 저해된 농도의 값을 아
래의 식에 대입하여 계산한 값을 IC50으로 나타내었다.
진피 열수 추출물(CUP)의 항산화능을 평가하기 위해서 RE 등

(1999)의 ABTS radical 소거법을 활용하여 측정하였다. 7 mM
ABTS 시약과 2.4 mM potassium persulfate를 혼합하여 실온과 차
광의 조건에서 약 16시간 방치하여 ABTS+을 형성시켰다. 흡광도
415 nm에서 0.70±0.02의 측정값이 되도록 에탄올로 희석하여 사
용하였다. 5 μL의 CUP와 희석된 ABTS 용액 95 μL을 혼합하여
15분 동안 방치하고 흡광도(415 nm)를 측정하였다. 본 실험에서
L-ascorbic acid는 양성대조군으로 사용하였으며, radical 소거 활
성이 50% 저해된 농도의 값을 아래의 식에 대입하여 계산한 값
을 IC50으로 나타내었다.

DPPH and ABTS radical scavenging activity( %)
=[1−(ODsample/ODcontrol)]×100

ODsample: Absorbance of sample
ODcontrol: Absorbance without sample

실험동물

본 실험은 대구한의대학교 동물 실험 윤리위원회(Institutional

Animal Care and Use Committee, IACUC)의 승인(DHU2021-
066)을 얻어 시행하였으며 동물관리 규정을 준수하였다. 본 실험
에 사용되는 동물은 DBL (Eumseong, Korea)에서 6주령의 ICR
mice (20-25 g 내외) 수컷을 구매하였으며, 물과 일반사료(조지방
5.0% 이상, 조섬유 5.0% 이하, 조단백질 18% 이상, 조단백질
8.0% 이하, 인 0.85% 이상, 칼륨 0.55% 이상, 나트륨 0.25% 이
상, 칼슘 1.0% 이상, 마그네슘 0.15% 이상, NIH-41, Zeigler
Bros, Inc., Gardners, PA, USA)를 자유롭게 공급하였다. 동물 사
육실은 온도(23±2oC), 습도(50±10%) 및 light/dark cycle (12/12 시
간)로 조절되며, 이러한 사육실에서 적응기를 1주일 동안 거친
후 본 실험에 투입되었다. 동물은 무작위로 각 군당 8마리씩 5
군으로 분리하였다; (1) 아무런 처치를 하지 않은 대조군(Control),
(2) 증류수를 경구투여한 유발군(Model), (3) sucralfate 10 mg/kg
투여군(SC), 진피 100 mg/kg 투여군(CUPL), 진피 200 mg/kg 투여
군(CUPH). 동물 실험 전 12시간 절식시켰으며, 물만 공급하였다.
대조군을 제외한 나머지 군은 각각 약물을 경구투여 해주었으며,
90분 후 급성 위염 유발을 위해 150 mM HCl/60% ethanol을 혼
합한 용액을 550 μL을 경구투여해주었다. 그런 다음, 90분 후,
isoflurane (Troikaa Pharmaceuticals Ltd., Gujarat, India)을 사용하
여 흡입 마취시킨 후 심장에서 채혈한 혈액을 냉장고속원심분리
기(GYROZEN Co. Ltd., LaboGene 1730R, Gimpo, Korea)를 이
용하여 원심 분리(4,000 rpm, 4oC, 10분)하였으며, 얻은 혈청과 실
험 동물에서 적출한 위 조직은 −80oC에서 냉동 보관하였다.

육안적인 위 점막 손상도 측정

위 점막의 손상도는 I-Solution lite (Innerview Co., Korea) 프로
그램을 사용하여 위 점막의 손상된 면적을 측정하였으며, 위 전
체 면적과 비교한 후 다음의 식을 이용하여 값을 산출하였다.

Gastric lesion area (%)
=injury area of stomach/total area of stomach×100

간 기능 지표 분석

혈청 내 glutamic oxaloacetic transaminase (GOT)와 glutamic
pyruvic transaminase (GPT)는 assay kit (Asanpharm Co., Ltd,
Seoul, Korea)의 프로토콜에 따라 측정하였다.

혈청 내 염증성 바이오마커 분석

혈청 내 myeloperoxidase (MPO)의 활성은 MPO colorimetric
activity assay kit (BioVision, CA, USA)의 프로토콜에 따라 측정
하였다.

혈청과 조직 내 산화적 스트레스 바이오 마커 분석

혈청 내 reactive oxygen species (ROS)의 수치는 Ali 등(1992)
의 방법에 따라 측정하였다. 1 mM EDTA-50 mM sodium
phosphate buffer (pH 7.4)와 혈청을 혼합한 후, 25 mM DCFH-
DA를 첨가한 후, UV-VIS 분광광도계(Infinite F200 pro, Tecan,
Switzerland)를 이용하여 emission 파장 535 nm와 excitation 파장
485 nm로 0분부터 30분까지 매 5분씩 측정한 값을 계산하였다.
조직 내 malondialdehyde (MDA) 수치는 Mihara 등(1978)의 방
법으로 측정하였으며, 조직 샘플과 1% phosphoric acid를 잘 혼
합시킨 후, 0.67% thiobarbituric acid를 첨가하여 가열시켰다(95oC,
45분). 그 후, butanol을 첨가하여 원심분리(3,000 rpm, 10분) 하여
상층액을 540 nm에서 흡광도 값을 측정하였다.
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위 조직 western blotting

위 조직의 세포질을 얻기 위해 protease inhibitor cocktail, 1.5
M sucrose, 0.1 M DTT, 2 mM MgCl2, 5 mM Tris-HCl (pH

7.5), 15 mM CaCl2 및 100 mM Tris-HCl (pH 7.4)을 첨가한
buffer A를 넣고 tissue grinder (Bio Spec Products, Bartlesville,
OK, USA)와 homogenizer Stirrer (DAIHAN Scientific Co., Ltd.,
HS-30E, Wonju, Korea)로 분쇄한 후 아이스 위에서 30분간 정치
시켰다. 그런 다음, NP-40 용액(10%)을 첨가하였으며, 원심분리
(12,000 rpm, 4oC, 2분)한 후 세포질을 포함하고 있는 상층액을 보
관하였다. 핵을 분리하기 위해 NP-40 용액(10%)이 첨가된 buffer
A (Washing buffer)로 2회 세척하고 100 μL의 buffer C (50 mM
KCl, 50 mM HEPES, 0.1 mM EDTA, 10% glycerol, 1 mM

DTT, 0.3 mM NaCl, 0.1 mM PMSF)를 첨가해 재부유 시킨 다음
10분마다 vortex를 3회 반복하였다. 그리고 원심 분리(12,000 rpm,
4oC, 10분)한 후 핵을 포함한 상층액을 얻어 −80oC에서 각각 냉
동 보관하였다. 위 조직 세포질의 NOX2, p22phox, p-PI3K, PI3K,
p-Akt, Akt, p-IκBα, IκBα, iNOS, Cox-2, TNF-α, IL-6 및 β-
actin과 핵의 NFκBp65와 Histone 단백질 발현을 측정하기 위하여
8-12 μg의 단백질을 8-15% SDS-polyacrylamide gel을 이용하여 전
기영동 후 단백질을 nitrocellulose membrane으로 이동시켰다.
Membrane에 각각의 1차 antibody (1:1000)를 처리하여 overnight
(4oC) 시킨 다음 PBS-T로 6분마다 5회 세척하고, 각 밴드의 1차
antibody에 적절한 2차 antibody (1:3000)를 사용하여 상온에서 2
시간 반응시킨 후, PBS-T로 6분 간격으로 5회 세척하였다. 그리
고 membrane을 enhanced chemiluminescence (ECL) 용액에 노출
시킨 후, Sensi-Q2000 Chemidoc (Lugen Sci Co. Ltd., Seoul,
Korea)에 감광시켜 단백질 발현을 확인하였다. 각각의 band 정량
은 ATTO Densitograph Software (ATTO Corporation, Tokyo,
Japan) 프로그램을 사용하였으며, 단백질 수준은 대조군의 단백질
수준으로 나눈 후 상대적 비로 나타냈다.

통계분석

실험 수치는 mean±SEM (in vitro), mean±SD (in vivo)로 나타
냈다. 각 자료의 통계적 유의성은 SPSS (Version 25.0, IBM, NY,
USA)로 one-way analysis of variance (ANOVA) test를 실시하여
least significant difference (LSD) test로 검증하였고, 대조군과 유
발군, 유발군과 약물 투여군 사이에 유의성은 p<0.05, p<0.01와
p<0.001 수준에서 유의성이 있다고 판정하여 나타냈다.

결과 및 고찰

Total polyphenol과 total flavonoid 함량

CUP의 total polyphenol와 total flavonoid 함량 측정 결과는 다
음과 같다. Total polyphenol 함량은 42.25±3.10 mg gallic acid
equivalents (GAE)/g, total flavonoid 함량은 15.58±0.08 mg quercetin
equivalent (QE)/g으로 나타났다(Table 1).

DPPH와 ABTS free radical 소거능 분석

DPPH와 ABTS radical 소거능을 측정한 결과는 다음과 같다.
양성대조물질로 사용한 L-(+)-ascorbic acid의 IC50값은 1.13±0.04
μg/mL로 나타났고, CUP의 IC50값은 94.44±0.44 μg/mL로 나타났
다(Fig. 2A). ABTS radical 소거능을 측정한 결과, 양성대조물질
로 사용한 L-(+)-ascorbic acid의 IC50값은 2.98±0.44 μg/mL로 나타
났고, CUP의 IC50값은 107.47±1.00 μg/mL로 나타났다(Fig. 2B).

육안적인 위 점막 손상도 분석

육안적인 위 점막 손상도를 측정한 결과는 다음과 같다. 유발
군(34.81±0.14)은 대조군(0.88±1.79)과 비교하여 위 점막의 출혈
및 점막의 결손을 유의적으로 나타냈다(p<0.001). 반면에 SC군
(10.72±1.64), CUPL군(15.52±1.72) 및 CUPH군(13.17±2.05)은 유발
군에 비해 위 점막의 출혈 및 점막의 결손이 유의하게 감소하였

Table 1. Total polyphenol and total flavonoid concents of Citrus unshiu Peel water extract

Sample name Total polyphenol
(mg gallic acid equivalents (GAE)/g)

Total flavonoid
(mg naringin equivalent (QE)/g)

CUP1) 42.25±3.10 15.58±0.08
1)CUP, Citrus unshiu Peel water extract; GAE, gallic acid; QE, quercetin.
All values are expressed as mean ± SEM of three replications

Fig. 2. Scavenging activity (IC50) of Citrus unshiu Peel water extract on DPPH and ABTS free radical. CUP, Citrus unshiu Peel water
extract. All values are expressed as mean±SEM of three replications.
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다(p<0.001) (Fig. 3).

혈청 내 간기능 지표 분석

GOT와 GPT 효소는 간 기능의 지표 분석으로 주로 분석되며
이들은 간 내 생성되는 대사에 필요한 효소이다. 주로 간세포에
존재하며 여러 요인으로 인해 간에 무리가 가해질 시 간세포가
파괴되면서 효소가 혈중으로 유리되며, 이러한 효소의 수치가 정
상 간보다 증가하게 되면서 간의 기능 이상을 간접적으로 확인
할 수 있다(Rahmouni 등, 2019). 따라서 GOT 및 GPT 수치의 증
가가 간 기능 장애 및 조직 손상과 직접적인 관련이 있음을 축

적된 연구를 통해 확인할 수 있다(Huang 등, 2006; Tsai 등,
2020). 따라서 본 연구에서는 HCl/ethanol, sucralfate 및 CUP에 의
한 간 손상이 관찰되는지 확인하고자 하였다. 혈청 내 간기능 지
표인 GOT와 GPT (IU/L) 측정 결과는 다음과 같다. GOT의 수치
는 대조군에 비하여 유발군에서 약 2.5배 유의성 있게 증가하였
고(p<0.001), 유발군과 비교하여 SC군(p<0.001)은 40%, CUPL군
(p<0.01)은 28% 및 CUPH군(p<0.001)은 32%로 모두 유의성 있게
감소하였음을 확인하였다. GPT의 수치는 대조군에 비하여 유발
군에서 1.39배가량 유의성 있게 증가하였으나(p<0.001), 반면에
SC군은 19% (p<0.05), CUPL군은 13% (p<0.05) 및 CUPH군은

Fig. 3. Effects of CUP on gross gastric mucosal damage. Control, normal mice; Model, HCl/ethanol-induced mice; SC, HCl/ethanol-induced
with sucralfate 10 mg/kg body weight mice; CUPL, HCl/ethanol-induced with Citrus unshiu Peel water extract 200 mg/kg body weight mice.
CUPH, HCl/ethanol-induced with Citrus unshiu Peel water extract 200 mg/kg body weight mice. All data are expressed as means±SD (n=8
mice). Significance: ###p<0.001 vs. Control, ***p<0.001 vs. Model.

Fig. 4. Levels of ROS level in serum and MDA level in tissue. (A) Reactive oxygen species (ROS) level in serum (B) malondialdehyde
(MDA) level in tissue. Control, normal mice; Model, HCl/ethanol-induced mice; SC, HCl/ethanol-induced with sucralfate 10 mg/kg body
weight mice; CUPL, HCl/ethanol-induced with Citrus unshiu Peel water extract 200 mg/kg body weight mice. CUPH, HCl/ethanol-induced
with Citrus unshiu Peel water extract 200 mg/kg body weight mice. All data are expressed as means±SD (n=8 mice). Significance: ###p < 0.001
vs. Control, *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001 vs. Model.
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20% (p<0.001) 모두 유의성 있게 감소하였다(Table 2). 이러한 결
과는 sucralfate와 CUP가 급성 위염 동물 모델에서 간 손상을 일
으키지 않았을 뿐만 아니라 HCl/ethanol 유발로 인해 증가된 GOT
와 GPT의 수치를 완화함을 나타낸다.

염증 바이오 마커 분석

Myeloperoxidase (MPO)는 호중구나 단핵구에 존재하며, 세포
및 미생물 사멸에 관여하는 반응성 종의 형성을 촉매함으로써 염
증 반응에 필수적인 역할을 한다(Davies 등, 2008). 또한, 염증으
로 인한 조직 손상을 촉진하고 폐 질환, 신장 손상, 당뇨병 및
패혈증과 같은 여러 질병의 발병기전에 기여한다(Galijasevic, 2019).
이에 본 연구에서 혈청 내 염증 바이오 마커인 MPO 수치를 측
정하였으며 결과는 다음과 같다. 대조군과 비교하여 유발군에서
2배 정도 유의성 있게 증가하였으나(p<0.01), 반면에 DSS 유발로

인해 증가한 MPO 수치가 CUPL군에서 12% 가량 감소하였으며,
SC군(p<0.01)과 CUPH군(p<0.05)에서는 약 30% 이상 유의성 있
게 감소하였다(Table 2).

혈청과 조직 내 산화적 스트레스 바이오 마커 분석

높은 산화적 스트레스(oxidative stress)는 세포 기능과 혈관 신
생을 손상시키며, 활성산소(reactive oxygen species, ROS)의 생성
과 분해의 불균형으로 인해 과다하게 집적된 상태를 일컫는다.
NADPH oxidase복합체의 일부인 NADPH oxidase 2 (NOX2)는
ROS의 주요 공급원으로서 생성을 담당하고 혈관 신생에도 중요
한 역할을 한다(Oh 등, 2001). NADPH oxidase에 의해 생성되는
ROS는 산소를 중심으로 하는 유리기지만 각 조직의 세포에서 발
생하며 강한 활성을 지닌 산소를 일컫는다. 과다하게 생성된 ROS
는 인체의 세포를 구성하고 있는 DNA, 단백질 및 지질 등과 반
응하게 되며 이들은 변형 및 기능 이상을 초래하게 된다. 또한,
ROS가 세포막을 공격할 시 불포화지방산을 산화시켜 과산화지
질을 형성하게 된다(Ji, 1995). 이에 본 연구에서 혈청 내 ROS 수
치, 조직 내 MDA 수치, 산화적 스트레스 관련 단백질인 NOX2
와 p22phox을 분석하였으며 혈청 내 ROS와 조직 내 MDA의 수
치를 측정한 결과는 다음과 같다. 혈청 내 ROS는 대조군과 비
교하여 유발군에서 2배가량 유의성 있게 증가하였으나(p<0.001),
SC군은 18% (p<0.001), CUPL군은 7% (p<0.05), CUPH군은
12% (p<0.01) 정도 유의성 있게 감소하였다(Fig. 4A). 조직 내
MDA는 대조군과 비교하여 유발군에서 77% 정도 유의성 있게
증가하였으나(p<0.001), 유발군 대비 SC군, CUPL군, CUPH군은
각각 30% (p<0.001), 14% (p<0.01), 18% (p<0.001) 정도 유의성
있게 감소하였다(Fig. 4B).
또한, 위 조직 내 산화적 스트레스 관련 단백질인 NOX2와

p22phox 단백질의 발현을 측정한 결과는 다음과 같다. NOX2와
p22phox의 경우, 대조군에 비해 유발군에서 각각 55, 66% 유의성
있게 증가하였다(p<0.001). 반면에 유발군과 비교하여 CUPL군은
14% 정도 유의성 있게 감소하였으며(NOX2, p<0.05; p22phox,

Table 2. Effect of CUP on liver function indicator analysis and

inflammatory biomarker analysis

GOT1) (IU/L) GPT2) (IU/L) MPO3) (mU/mL)

Control4) 12.69±1.36 5.37±0.13 099.90±13.56

Model5) 44.79±1.80### 7.49±0.42### 196.66±9.19##

SC6) 26.70±1.02*** 6.07±0.14** 119.02±7.92**

CUPL7) 32.12±1.80** 6.55±0.40 173.20±14.41

CUPH8) 30.19±2.29*** 5.98±0.24** 136.83±19.13*
1)GOT, glutamic oxaloacetic transaminase; 2)GPT, glutamate pyruvate
transaminase; 3)MPO, myeloperoxidase; 4)Control, normal mice;
5)Model, HCl/ethanol-induced mice; 6)SC, HCl/ethanol-induced with
sucralfate 10 mg/kg body weight mice; 7)CUPL, HCl/ethanol-induced
with Citrus unshiu Peel water extract 100 mg/kg body weight mice.
8)CUPH, HCl/ethanol-induced with Citrus unshiu Peel water extract
200 mg/kg body weight mice. All data are expressed as means±SD
(n=8 mice). Significance: ##p<0.01 and ###p<0.001 vs. Control,
*p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001 vs. Model.

Fig. 5. Effect of CUP on NADPH-related proteins expression. (A) NADPH oxidase 2 (NOX2) (B) p22phox. Control, normal mice; Model,
HCl/ethanol-induced mice; SC, HCl/ethanol-induced with sucralfate 10 mg/kg body weight mice; CUPL, HCl/ethanol-induced with Citrus
unshiu Peel water extract 200 mg/kg body weight mice. CUPH, HCl/ethanol-induced with Citrus unshiu Peel water extract 200 mg/kg body
weight mice. All data are expressed as means±SD (n=8 mice). Significance: ###p<0.001 vs. Control, *p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001 vs.
Model.
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p<0.01), SC군(NOX2, p<0.01; p22phox, p<0.001)과 CUPH군
(p<0.001)은 21% 이상 유의성 있게 감소하였다(Fig. 5).

위 조직의 PI3K/Akt 신호 전달 경로를 통한 NF-κBp65 발현

PI3K/Akt 신호 전달 경로는 생존, 증식, 분화 및 세포사멸과 같
은 여러 세포 과정과 연관되어 있으며, Nakanishi 등(2014)에 따
르면, PI3K/Akt의 활성화가 ROS 생성에 의해 매개되는 경로의
핵심적인 역할을 한다고 보고하였다. 또한, Sokolova 등(2014)은
Helicobacter pylori에 의한 위염의 발달 과정에서 PI3K/Akt 신호
전달 경로가 활성화된다고 보고하였으며, 이외에도 PI3K/Akt 신
호 전달 경로를 조절하여 위염을 개선시키는 연구가 활발히 진
행되고 있다(Tong 등, 2021; Zhao 등, 2008). 또한, PI3K/Akt 신
호 전달 경로는 염증 반응을 일으키는 IκBα의 인산화와 NF-κBp65
를 조절하는 것으로 알려져 있다(Liu 등, 2020). 위 조직 내 p-
PI3K, p-Akt, p-IκBα, NF-κBp65의 단백질 발현을 측정한 결과는
다음과 같다. p-PI3K의 단백질은 대조군과 비교하여 유발군에서
51%가량 유의성 있게 증가하였으나(p<0.001), 반면에 유발군과
비교하여 SC군, CUPL군, CUPH군은 대조군의 수준까지 유의성
있게 감소하였다(p<0.001). p-Akt의 경우, 대조군과 비교하여 유
발군에서 2배가량 유의성 있게 증가하였다(p<0.001). 반면 유발군
과 비교하여 SC군, CUPL군, CUPH군에서 각각 47, 39, 41% 정
도 유의성 있게 감소하였다(p<0.001). 또한, p-IκBα의 경우, 대조
군과 비교하여 유발군에서 42%가량 유의성 있게 증가하였으나
(p<0.001), 유발군과 비교하여 SC군, CUPL군, CUPH군은 대조군
의 수준까지 유의성 있게 감소하였다(p<0.01). NF-κBp65의 경우,
대조군과 비교하여 유발군에서 33% 정도 유의성 있게 증가하였
다(p<0.01). 반면에 유발군과 비교하여 CUPL군은 16%가량 유의
성 있게 감소하였으며(p<0.05), SC군과 CUPH군의 경우, 대조군
의 수준까지 유의성 있게 감소함을 나타냈다(p<0.01).

위 조직의 염증성 매개인자 및 전염증성 사이토카인의 발현

NF-κBp65는 IκBα와 결합하여 불활성 상태로 존재하다가 PI3K/
Akt의 신호에 의해 IκBα의 인산화가 이루어져 NF-κBp65 또한 활
성화되고 핵으로 유도된 NF-κBp65는 전사 조절에 핵심적인 역
할을 담당하며 염증성 매개인자와 전염증성 사이토카인의 발현
을 유도하여 염증 반응을 촉진하게 된다(Liu 등, 2020; Lee 등,
2021). 위 조직 내 염증성 매개인자인 iNOS, COX-2와 전염증성
사이토카인인 TNF-α, IL-6의 단백질 발현을 측정한 결과는 다음
과 같다. iNOS는 대조군과 비교하여 유발군에서 약 73% 가량
유의성 있게 증가하였으나(p<0.001), 유발군과 비교하여 SC군은
31% (p<0.001), CUPL군은 16% (p<0.01), CUPH군은 28%
(p<0.001) 정도 유의성 있게 감소하였다. COX-2의 경우, 대조군
과 비교하여 유발군에서 69% 유의성 있게 증가하였으며(p<0.001),
유발군과 비교하여 SC군과 CUPH군은 약 20%가량 유의성 있게
감소하였다(p<0.01). TNF-α는 대조군과 비교하여 유발군에서 72%
정도 유의성 있게 증가하였으나(p<0.001), 유발군과 비교하여 SC
군과 CUPH군은 약 17% 정도 유의성 있게 감소하였다(p<0.01).
IL-6의 경우, 대조군과 비교하여 유발군에서 약 2배가량 유의성
있게 증가하였다(p<0.001). 반면에, 유발군과 비교하여 SC군은
19% (p<0.01), CUPL군은 10%, CUPH군은 25% (p<0.001) 정도
로 감소하였으며, CUPL군은 제외하고 모두 유의성을 나타냈다.

요 약

본 연구에서는 우선 진피 열수 추출물의 in vitro 항산화능을
평가하기 위해 total polyphenol, total flavonoid 함량, DPPH 및
ABTS radical 소거능을 분석한 후, 150 mM/60% ethanol로 유발
한 급성 위염 동물 실험을 진행하여 급성 위염 완화 효과를 검
증하였다. 약물투여군의 혈청 내 ROS와 MPO 수준, 조직 내

Fig. 6. Effect of CUP on PI3K/Akt/NF-κB proteins expression. (A) p-PI3K (B) p-Akt (C) p-IκBα (D) NF-κBp65. Control, normal mice;
Model, HCl/ethanol-induced mice; SC, HCl/ethanol-induced with sucralfate 10 mg/kg body weight mice; CUPL, HCl/ethanol-induced with
Citrus unshiu Peel water extract 100 mg/kg body weight mice; CUPH, HCl/ethanol-induced with Citrus unshiu Peel water extract 200 mg/kg
body weight mice. All data are expressed as means±SD (n=8 mice). Significance: ###p<0.001 vs. Control, **p<0.01, and ***p<0.001 vs. Model.
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MDA 수준의 유의성 있는 감소를 확인하였으며, western blot을
통해 NOX2와 p22phox를 포함한 산화적 스트레스 관련 단백질을
억제하였고, PI3K/Akt/NF-κB 신호 전달 경로를 통한 염증성 단
백질의 현저한 감소를 확인하였다. 따라서 이러한 결과는 진피
열수 추출물이 급성 위염에 대한 완화 효과를 나타냈으며, 위염
및 천연 치료제의 후보 소재로서 가능성이 있다고 판단된다. 또
한, 향후 만성 위염, 위암과 같은 위장 질환에 관한 추가 연구에
서 진피 열수 추출물의 활용 가능성을 시사한다.
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