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인슐린저항성 HepG2 세포에서 phillyrin의 포도당신생합성 개선효과
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Abstract − Type II diabetes mellitus (T2DM) is a chronic metabolic disease caused by insulin resistance, and abnormally ele-

vated hepatic gluconeogenesis is characterized. Phillyrin, one of the major active constituents of Forsythia suspense, is known

to possess the anti-inflammatory and anti-oxidant effects. However, the anti-diabetes mellitus effect of phillyrin and its molec-

ular mechanisms are unclear. The aim of the current study was to investigate the role of phillyrin on gluconeogenesis in insulin

resistant HepG2 cells. Phillyrin suppressed high glucose (HG)-induced glucose production. In addition, phillyrin reduced HG-

induced the expression of phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK) and glucose 6-phosphatase (G6Pase), major genes in

hepatic gluconeogenesis. Phillyrin treatment attenuated HG-induced nucleus protein levels of FOXO1 and HDAC5 and

increased the phosphorylation of Akt, AMPK, HDAC5, and FOXO1. The block of AMPK and Akt activity did not exert the

inhibitory effect of phillyrin on gluconeogenesis in insulin resistant HepG2. Taken together, these results suggest that phillyrin

inhibits gluconeogenesis of hepatocytes to improve glucose metabolism, through the regulation of LKB1/AMPK/HDAC5 and

PI3K/AKT/FOXO1 pathway. These results indicate that phillyrin may be useful in improving hepatic gluconeogenesis asso-

ciated with insulin resistant and T2DM.
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인슐린의 기능 및 분비 장애로 인한 혈중 포도당 농도의

조절이 제한되는 특징을 가진 제2형 당뇨(type 2 diabetes

mellitus)는 세계적인 만성 대사 질환문제로 인식되며 삶의

질을 저하시킨다.1) 인슐린 저항성(insulin resistance)은 인슐

린 민감도의 저하, 포도당 흡수 감소를 야기하며, 특히 혈

중 포도당 농도가 높음에도 불구하고 간세포에서의 포도당

신생합성(gluconeogenesis) 과정을 촉진시켜 고혈당증을 유

발한다.2) 간의 포도당신생합성 증가로 인한 고혈당증은 제

2형 당뇨의 초기 주요 병태생리학적 요인으로 보고되며, 궁

극적으로 췌장의 베타세포(β-cells)의 손상 및 세포 사멸

(apoptosis) 유도를 통해 혈중 포도당 농도를 지속적으로 높

게 유지하도록 함으로써 제2형 당뇨의 발병 및 진행을 촉

진시킨다.3) 따라서 인슐린 저항성에서 포도당신생합성의 억

제는 고혈당증 조절에서 매우 중요한 역할을 하며 제2형 당

뇨의 예방 및 개선에 필수적인 치료전략으로 제시되어 왔다.

인슐린 저항성은 Forkhead Box O1(FOXO1)의 전사활성을

증가시켜 포도당신생합성에서 핵심적인 역할을 하는 포도

당신생합성 효소인 phosphoenolpyruvate carboxykinase

(PEPCK)와 glucose-6-phosphatase(G6Pase)의 발현 유도를

통해 간세포에서의 포도당 생합성을 촉진시킨다.4) 인슐린

수용체 매개 신호전달경로는 포도당 대사 조절을 통해 혈

당 항상성 유지에 밀접하게 관여하며,5) 특히 인슐린 수용체에

의해 활성이 조절되는 phosphatidylinositol 3-kinase /protein

kinase B(PI3K/Akt)는 포도당신생합성 조절에서 주요 매개자

역할을 한다.6) 세포내 에너지 센서인 AMP-activated protein

kinase(AMPK)는 포도당 흡수(glucose uptake), 지방산 산화

(fatty acid oxidation), 포도당신생합성 등 생체내 다양한 대

사과정에 관여함으로써 인슐린 감수성 및 혈중 포도당 농

도의 항상성을 조절한다.7) 당뇨병 치료를 위해 사용되는 메

트포민(Metformin)은 세포내 AMPK의 활성을 증가시켜 포

도당신생합성 관련 효소의 발현을 억제시킴으로써 간에서의
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고혈당증을 개선시킨다고 보고되었다.8)

당개나리(Forsythia suspensa (Thunb.))는 오리(Oleaceae)과

식물로 노란 꽃과 열매를 피우며 한국, 중국, 일본에 걸쳐

동아시아 지역에 넓게 분포한다.9,10) 연교(連翹)는 당개나리의

열매로 전통적으로 한방에서 발열, 림프선염, 종기, 습진 등의

치료에 사용되었으며,11) 최근 연구에서 항알러지,12) 항산화13)

및 항염14) 효과를 나타낸다고 보고되었다. 당개나리에 존재

하는 활성성분인 phillyrin은 항염증 및 항산화 효과가 나타

나는 것으로 알려져 있다.15) 본 연구실에서는 고혈당 유도

HepG2 세포에서 phillyrin의 지질 축적 억제효과를 보고한

바 있다.16) 이러한 phillyrin 약리적인 활성에도 불구하고 제

2형 당뇨병과 관련한 phillyrin의 포도당신생합성에 대한 억제

효과 및 작용 기전 연구는 아직 보고된 바가 없다. 따라서

본 연구에서는 고농도의 포도당(High glucose, HG)으로 유

도된 인슐린 저항성 HepG2 세포에서 phillyrin의 포도당신

생합성에 대한 억제 효과 및 관련 작용 기전에 대한 영향을

평가하였다.

재료 및 방법

기기 및 시약 − Minimum Essential Media(MEM)과

FBS(Fetal bovine serum)는 Welgene Bioscience(Gyeongsan,

Korea)사에서 구입하였다. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide(MTT)와 Cytotoxicity Detection

Kit(LDH), Phillyrin(≥98% HPLC), Dorsomorphin(Compound

C; ≥95% HPLC), LY294002(≥98% HPLC)는 Sigma-

Aldrich(St. Louis, MO, USA)사에서 구입하여 사용하였다.

G6Pase, PEPCK, HDAC5, IRS-1, p-IRS-1(Ser307), Lamin

B1 및 β-actin에 대한 항체는 Santa Cruz Biotecnology(Santa

Cruz, CA, USA)에서 구입했다. p-HDAC5(Ser498), FOXO1,

p-FOXO1(Ser256), Akt, p-Akt(Ser473), LKB1, p-LKB1

(Ser428), AMPK, p-AMPK(Thr172)에 대한 항체 및 2차

항체(HRP-linked anti-rabbit IgG)는 Cell Signaling Technologies

(Danvers, MA, USA)에서 구입하였으며, enhanced

chemiluminescence(ECL) 용액은 Advansta Inc.(San Jose,

CA, USA)에서 구입하였다.

세포배양 및 인슐린저항성 모델 −인간 간세포 HepG2 세

포는 American Type Culture Collection(Bethesda, MD,

USA)에서 얻었다. 세포는 37℃, 5% CO2 조건의 배양기에서

MEM 배지에 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin을 첨

가한 배지를 사용하여 배양하였다. 인슐린저항성 모델은 Xia

등의 연구에서 보고한 방법을 참조하였다.17) 요약하면,

HepG2 세포가 80% 정도 찬 상태에서 50 mM 포도당이 함

유된 MEM 배지로 교환하여 24시간 동안 배양한 후 세포를

회수하기 전에 100 nM의 인슐린을 10분 동안 추가로 처리

하였다.

세포 독성 측정 −HepG2 세포에서 phillyrin의 세포 독성을

확인하기 위하여 MTT 측정 키트와 LDH 측정 키트를 이

용하여 세포의 생존율을 측정하였다. 37℃, 5% CO2 조건의

배양기에서 HepG2 세포를 48 well plate에서 배양 후

phillyrin을 농도 별로 희석하여 처리한 후 24시간 동안 배

양하였다. 이 후, 0.2 mg/ml 농도의 MTT 용액 500 μL씩

각 well에 분주하고 반응시킨 후 상층액을 제거하고, 100 μL

의 DMSO를 첨가하여 생성된 formazan 결정을 용해시켜

마이크로플레이트 분석기(BioTek Synergy HT microplate

reader, BioTek Instruments, winooski, vt)로 550 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 또한, 같은 조건으로 배양된 세포를 96

well plate에 50 μL씩 분주하고 LDH 측정 키트 혼합 용액

50 μL씩 분주하여 반응시킨 후, 마이크로플레이트 분석기로

490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Western blot 분석 − HepG2 세포를 60 mm dish에서 배

양하고 phillyrin을 농도 별로 처리한 후 phosphate-buffered

saline(PBS)를 이용하여 수집하였다. 세포는 CETi lysis

buffer(120 mM NaCl, 40 mM Tris pH 8, 0.1% NP40)를

얼음에서 30분 동안 용해하고 13,000 rpm에서 15분 동안

원심분리하여 상층액을 채취하였다. 채취한 상층액은 protein

assay kit(Pro-Measure, iNtRON Biotechnology, Seongnam,

Gyeonggi, Korea)을 사용하여 595 nm에서 단백질 농도를

정량하였다. 동일한 양의 단백질을 5분 끓이고 10% sodium

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-

PAGE)에 전기영동한 후, PVDF membrane(Amersham

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)으로 이동시켰다. Membrane

을 실온에서 약 1시간 동안 5% skim milk로 blocking하고

1차 항체를 4℃에서 overnight으로 반응시킨 후, 2차 항체를

상온에서 3시간동안 반응시켰다. 단백질은 ECL 용액으로

반응시키고 LAS-4000 mini(Fujifilm Life Science, Cambridge,

MA)을 이용하여 발현을 분석하였다.

Quantitative real-time PCR 분석 − HepG2 세포를 6

well plate에서 배양하고 phillyrin을 농도 별로 처리한 후

RNAiso reagent(Takara, Japan)을 이용하여 RNA을 수집하고

추출하였다. 추출된 RNA는 Nanodrop 기기를 사용하여 농도

및 순도를 측정하고 reverse transcription system을 사용하여

cDNA를 합성하였다. Applied biosystems사의 7500 Real

Time PCR system을 이용하여 Real-time PCR을 수행하였

다. Housekeeping gene으로는 GAPDH를 사용하였고 각 유전

자의 mRNA 수준은 GAPDH와 비교하여 정규화되었다. 사

용된 각 프라이머의 sequence는 다음과 같다. GAPDH forward

primer: 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAA-3’, GAPDH

reverse primer: 5’-CTTCCCGTTCTCAGCCATGTA-3’, G6Pase

forward primer: 5’-GCTGTGATTGGAGACTGGCTCA-3’,

G6Pase reverse primer: 5’-GTCCAGTCTCACAGGTTACAGG-

3’, PEPCK forward primer: 5’-CATTGCCTGGATGAAGTTTCACG-
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3’, PEPCK reverse primer: 5’-GGGTTGGTCTTCACTGAAGTCC-

3’.

포도당 생성 측정 − HepG2 세포를 12 well plate에서 배

양한 후 FBS free MEM으로 배지를 교체한 후 phillyrin을

농도 별로 처리하여 배양하여 HepG2 세포에서 phillyrin의

포도당신생합성에 대한 영향을 조사하였다. 그 후 포도당이

없는 MEM 배지에 20 nM sodium lactate, 2 mM sodium

pyruvate를 첨가한 배지로 교체하여 세포배양기에서 3시간

동안 배양한 다음 배지를 회수하여 포도당 측정 키트

(Biovision, Milpitas, CA, USA)를 이용하여 570 nm에서 흡

광도를 측정하였다.

통계처리 −통계는 GraphPad InStat@Version 3.06(GraphPad

Software Inc, CA, USA)을 이용하여 분석하였다. 결과의 통

계적 유의성은 one-way ANOVA 분석을 시행하였고, Tukey-

Kramer test를 사용하여 평가하였으며, 유의성은 p<0.01 수

준에서 검정하였다. 통계적인 분석을 위해 본 연구는 3회

이상 반복 수행하여 얻어진 시험결과는 평균치와 표준편차로

표시하였다.

결과 및 고찰

인슐린 저항성은 생체내 인슐린 감수성이 정상보다 저하

되어 있는 상태로, 비만 및 고지방식이로 인한 내당능장애

로부터 야기되고 혈당의 상승과 함께 제2형 당뇨병의 진행

을 촉진시킨다.18) 본 연구에서는 phillyrin이 HG로 유도된

인슐린 저항성 HepG2세포에서 포도당신생합성에 미치는

영향 및 작용 기전에 대한 영향을 평가하였다. 먼저, HepG2

세포에서 phillyrin의 세포 독성에 대한 영향을 조사하기 위

해 MTT 및 LDH 분석을 실시한 결과, phillyrin 1-50 μM

농도에서 세포 생존율 및 세포 독성에 대한 영향은 나타나지

않았다(Fig. 1B, 1C). 따라서 이후 실험은 독성이 나타나지

않은 10-30 μM 농도에서 실시하였다.

제2형 당뇨병을 유발하는 인슐린 저항성은 간에서 비정

상적으로 포도당신생합성을 증가시켜 고혈당증을 유도한다.19)

G6Pase와 PEPCK는 포도당신생합성에서 중요한 역할을 하는

효소로, 본 연구결과에서 phillyrin은 HG로 유도된 G6Pase

및 PEPCK의 mRNA와 단백질 발현을 효과적으로 감소시

켰으며(Fig. 2A-C), HG 유도 인슐린저항성 HepG2 세포에

서 유의하게 포도당 생산을 억제하였다(Fig. 2D). FOXO1은

간에서 인산화 및 아세틸화를 통해 핵내 이동 및 전사활성

이 조절되며,20) G6Pase 및 PEPCK 유전자 프로모터에 직접

적으로 결합하여 유전자 발현을 증가시킴으로써 포도당신

생합성에 밀접하게 관여한다.21) 본 연구결과에서 phillyrin의

처리는 HG로 유도된 FOXO1 및 HDAC5의 핵 내 수준을

감소시켰으며(Fig. 3A), HG로 감소된 HDAC5 및 FOXO1의

인산화를 현저하게 증가시켰다(Fig. 3B). FOXO1 및 HDAC5

Fig. 1. Effects of phillyrin on the cell viability and cytotoxicity of HepG2 cells. Cells were treated with 1-50 µM phillyrin for 24 h.

(A) Chemical structure of phillyrin. (B) Cell viability and (C) cytotoxicity were measured by MTT and LDH assay.
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의 인산화는 이들의 핵내 이동을 억제하는 것으로 알려져

있다.22-24) 또한, HDAC5를 비롯한 Class IIa histone deacetylases

(HDACs)는 FOXO1의 탈아세틸화를 통해 전사활성을 유도

함으로써 간의 포도당신생합성을 증가시킴이 보고되었다.24,25)

본 연구 결과들은 phillyrin이 FOXO1의 핵내 수준을 감소

시키고 G6Pase 및 PEPCK의 발현을 억제하여 HG로 유도

된 인슐린저항성 HepG2에서 포도당신생합성을 억제할 수

있으며, HDAC5에 의한 FOXO1의 탈아세틸화가 기여할 수

있음을 시사한다. 

FOXO1의 전사활성은 PI3K/Akt 및 AMPK 신호경로에

Fig. 2. Effect of phillyrin on the G6Pase and PEPCK expression, and glucose production in insulin resistant HepG2 cells. Cells

were seeded and cultured in MEM medium to about 80% confluence. After overnight serum starvation, cells were incubated in

serum-free MEM for 24 h without or with 10-30 µM phillyrin in the absence or presence of high glucose. (A, B) PCR image

showing mRNA expression of G6Pase and PEPCK, (C) western blot image showing G6Pase and PEPCK proteins, (D) glucose pro-

duction. The data shown are the means of three independent experiments. *Significantly different from control at P < 0.01. #Sig-

nificantly different from high glucose-treated cells at P < 0.01.

Fig. 3. Effect of phillyrin on the nucleus protein level and phosphorylation of FOXO1 and HDAC5 in insulin resistant HepG2 cells.

Cells were seeded and cultured in MEM medium to about 80% confluence. After overnight serum starvation, cells were incubated

in serum-free MEM for 1 h without or with 10-30 µM phillyrin in the absence or presence of high glucose. (A) Western blot image

showing HDAC5 and FOXO1 nucleus proteins levels, and (B) the phosphorylation of HDAC5 and FOXO1.
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의해 조절된다.26,27) FOXO1의 상위 조절자인 Akt는 간 및

골격근의 글리코겐 침착, 지방 생성 자극 및 지방 분해 억

제, 간에서의 포도당 생성 억제와 같은 인슐린의 많은 대사

작용과 관련이 있다.28,29) 본 연구결과에서 phillyrin은 HG로

유도된 HepG2세포에서 IRS-1의 Ser307 인산화는 억제시켰

으나, Akt 인산화를 유의적으로 증가시켰다(Fig. 4A). 또한,

PI3K/Akt 억제제인 LY294002의 처리는 phillyrin에 의해 증

가된 FOXO1의 인산화를 억제하였으며, phillyrin에 의해 감

소된 G6Pase, PEPCK의 유전자 발현과 포도당신생합성을

증가시켰다(Fig. 4C 및 Fig. 5A, 5C). HG는 인슐린 수용체

기질 1(IRS1)의 Ser307 인산화를 유도하여 IRS1의 기능을

억제시키고 인슐린 저항성을 야기하는 것으로 알려져 있다.30)

감식초 유래 폴리페놀은 인슐린 저항성 모델에서 IRS1의

Ser307 인산화를 억제시키고 IP3K/Akt 신호경로를 활성화

하여 간세포의 포도당 소비와 포도당신생합성을 개선시킨

다고 보고되었다.17) PI3K/Akt 신호경로는 FOXO1의 인산화를

증가시켜 FOXO1의 전사활성을 억제함으로써 G6Pase 및

PEPCK의 발현 감소를 통해 포도당신생합성을 억제하는 것

으로 알려져 있다.31) 또한, FOXO1의 전사활성은 Class IIa

HDAC에 의한 탈아세틸화에 의해서 조절되며,25) Class IIa

HDAC의 한 종류인 HDAC5는 AMPK에 의해 인산화되어

세포질에서 핵내 이동이 억제됨으로써 FOXO1의 전사활성을

감소시키고 포도당신생합성관련 유전자의 발현을 억제함이

보고되었다.24,32) 본 연구에서 HG로 감소된 LKB1 및 AMPK

인산화가 phillyrin에 의해 증가됨을 확인하였다(Fig. 4B). 또한,

AMPK 억제제인 Dorsomorphin(Compound C)의 처리는

phillyrin에 의해 증가되었던 HDAC5의 인산화가 억제되었

으며, phillyrin의 G6Pase 및 PEPCK mRNA 발현 억제 효

과가 상쇄되었다(Fig. 4D 및 Fig. 5B). 그리고 AMPK 억제

제인 Dorsomorphin의 처리는 phillyrin의 포도당신생합성 억

제효과를 저해하였다(Fig. 5C). Baicalin은 PI3K/Akt 및

AMPK신호전달 경로를 통하여 G6Pase 및 PEPCK 발현을

억제함으로써 인슐린 저항성 HepG2 세포 모델에서 포도당

신생합성 개선 효능이 보고되었다.33) 또한, Spirulina 해조류

추출물인 C-Phycocyanin는 Akt 및 AMPK 신호경로를 활

성화하여 FOXO1의 전사활성을 억제함으로써 포도당신생

합성 효소들의 발현을 감소시켜 인슐린저항성 모델에서 포

도당의 소비 및 생산을 개선시켰다.34) 따라서 본 연구 결과

는 Akt 및 AMPK 신호경로가 phillyrin이 FOXO1의 전사

활성을 억제하여 인슐린 저항성 모델에서 포도당신생합성을

개선시키는데 있어서 매우 중요하다는 것을 의미한다.

Fig. 4. Effect of phillyrin on Akt and AMPK phosphorylation in insulin resistant HepG2 cells. Cells were seeded and cultured in

MEM medium to about 80% confluence. (A, B) After overnight serum starvation, cells were incubated in serum-free MEM for 1 h

without or with 10-30 µM phillyrin in the absence or presence of high glucose. IRS-1, Akt, LKB1 and AMPK phosphorylation

were measured by western blotting. (C, D) Cells were pre-treated with LY204002 10 µM or Dorsomorphin 10 µM for 1 h, and then

were incubated in serum-free MEM for 1 h without or with 30 µM phillyrin in the absence or presence of high glucose. FOXO1

phosphorylation and HDAC5 phosphorylation were measured by western blotting.



150 Kor. J. Pharmacogn.

결 론

본 연구에서는 인슐린 저항성 HepG2 세포에서 phillyrin의

포도당신생합성에 대한 개선 효과를 조사하였다. Phillyrin은

PEPCK 및 G6Pase 발현을 감소시켰으며, HG 로 유도된 포

도당신생합성을 억제하였다. Phillyrin은 Akt 인산화 증가를

통해 FOXO1의 인산화를 유도하여 핵내 이동 및 전사활성을

억제함으로써, PEPCK 및 G6Pase 발현을 감소시켰다. 또한,

phillyrin에 의해 활성화된 AMPK는 HDAC5의 인산화 증가

및 핵내 이동을 억제하여, PEPCK 및 G6Pase 발현을 감소

시켰다. 이러한 결과들은 phillyrin이 인슐린 저항성으로 인

한 포도당신생합성을 억제하여 고혈당증을 개선시킬 수 있

음을 의미하며, 인슐린 저항성 관련 질환의 예방 및 치료의

잠재적인 약물 타겟 후보가 될 수 있을 것으로 사료된다.

Fig. 5. Effect of phillyrin on the expression of G6Pase and PEPCK mRNA, and glucose production through Akt and AMPK sig-

naling pathway in insulin resistant HepG2 cells. Cells were seeded and cultured in MEM medium to about 80% confluence. After

overnight serum starvation, cells were pre-treated with 10 µM LY294002 or 10 µM Dorsomorphin for 1 h, and then were incubated

in serum-free MEM for 24 h without or with 30 µM phillyrin in the absence or presence of high glucose. (A, B) PCR image show-

ing mRNA expression of G6Pase and PEPCK, (C) glucose production. *Significantly different from control at P < 0.01. #Signifi-

cantly different from high glucose-treated cells at P < 0.01. $Significantly different from phillyrin-treated cells at P < 0.01.
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