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블랙 초크베리가 HepG2세포에서 콜레스테롤 대사에 미치는 효과
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Effects of black chokeberry on cholesterol metabolism in HepG2 cells
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Abstract Black chokeberry (Aronia melanocarpa), a rich source of polyphenols, exerts hypocholesterolemic effects.
However, little is known about its effects on the regulation of the hepatic cholesterol metabolism and the underlying
mechanisms. In the present study, the effects of polyphenol-rich black chokeberry extract (CBE) on hepatic cholesterol
metabolism were investigated by measuring the expression of genes involved in the absorption, de novo synthesis, and
efflux of cholesterol in HepG2 cells. There was a significant reduction in the expression levels of genes involved in
cholesterol metabolism, the low-density lipoprotein receptor, 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase, and sterol
regulatory element-binding protein 2, in CBE-treated HepG2 cells. Meanwhile, CBE increased the expression levels of
genes involved in cholesterol and bile acid efflux. The expression levels of mitochondrial fatty acid oxidation genes
increased, whereas those of lipogenic genes decreased following CBE treatment. These data suggest that the consumption
of black chokeberry may be beneficial for the prevention of hypercholesterolemia.
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서 론

심혈관 질환(cardiovascular disease, CVD)은 전 세계 사망 원인

1위로, 우리나라에서도 암 다음으로 사망 원인 2위로 알려져 있

다(Virani 등, 2021). 심혈관 질환의 위험 인자로 비만 및 비만 유

래 이상 지질혈증, 당뇨병, 고혈압, 만성 저강도 염증(chronic low-

grade inflammation), 산화적 스트레스 등이 보고되고 있다. 특히

고콜레스테롤혈증, 고중성지방혈증 및 고지혈증을 포함한 이상

지질혈증은 심혈관질환의 주요 위험 인자로 간주한다(Nelson,

2013). 콜레스테롤 대사 및 항상성 조절 이상은 고콜레스테롤혈

증을 야기하며, 이는 동맥경화 및 심혈관 질환 위험을 증가시킨

다. 간과 소장의 상호 작용에 의해 유지되는 세포 내 콜레스테롤

대사 항상성은 1) 콜레스테롤 신생합성 2) 지단백질에 의한 운반

3) 수송체에 의한 흡수 4) 담즙산 전환 및 배출 기전에 의하여

조절된다(Millar와 Cuchel, 2018). 콜레스테롤은 인체 내 분해 효

소가 존재하지 않아서 완전히 분해되지 않으며, 인체 내에서 제

거되기 위해서 간에서 담즙산 형태로 배설되어 제거된다. 특히

고밀도 지단백질(high-density lipoprotein, HDL)을 중심으로 조절

되는 콜레스테롤 역수송(reverse cholesterol transport, RCT)은 체

내 콜레스테롤을 배출하는 유일한 경로로 알려져 있다. 즉, 콜레

스테롤의 체외 배출은 말초 조직의 콜레스테롤을 간으로 전달한

후, 대변 내 중성 스테롤 또는 담즙산으로 배설되는 것이다(Groen

등, 2014). 최근 간이 주요한 역할을 하는 담즙성 경로뿐만 아니

라 비담즙성 경로로 인하여 콜레스테롤이 배출되는 것이 밝혀졌

으나, 아직 정확한 기전이 알려져 있지 않다(Temel과 Brown,

2015). 콜레스테롤 배출에 있어 비담즙성 경로의 중요성이 대두

되고 있지만, 정상적인 대사 상황에서는 간을 매개로 하는 담즙

성 경로가 전체 콜레스테롤 배출의 2/3 이상을 차지하는 것으로

알려져 있다(Wang 등, 2017). 이에 혈중 콜레스테롤 저해 효과에

대한 연구는 대부분 간의 역할에 집중되고 있다.

일반적으로 혈중 콜레스테롤 및 중성지방을 저하하는 약물로

스타틴, PCSK9 억제제, 선택적 콜레스테롤 흡수 억제제, 피브레

이트 및 니아신 등이 처방되고 있으나, 설사, 변비, 메스꺼움, 구

토, 위경련, 근육통, 홍조, 피부 발진, 간 기능 이상 등 다양한 부

작용 또한 보고 되고 있다(Abel과 Feher, 2009; Kashani 등, 2008;

Simonson, 2018). 이에 천연물 또는 식품 유래 물질 중 콜레스테

롤 대사 조절 효과가 있는 물질에 대한 관심이 증가하고 있고,

특히 폴리페놀 함량이 높은 식품은 심혈관 질환에 대한 보호 효

과가 세포, 동물 및 인체 실험에서 보고되고 있다(Quinones 등,

2013; Tangney와 Rasmussen, 2013). 폴리페놀의 심혈관 질환 보

호 효과는 산화적 스트레스 및 염증에 대한 보호 효과 및 내피

세포와 이상 지질혈증 조절 효과에 의한 것으로 보고되고 있다

(Quinones 등, 2012; Zafra-Stone 등, 2007).

블랙 초크베리(black chokeberry)는 식용 또는 약용으로 북아메

리카 및 동유럽 지역에서 널리 이용되어 왔고, 우리나라에는 학

명인 아로니아(Aronia melanocarpa)로 더 많이 알려져 있다. 전
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세계적으로 블랙 초크베리의 생산량의 90% 이상이 폴란드에서

재배되고 있고, 우리나라에서도 수퍼 푸드 및 기능성 소재로 잘

알려져 소득 증대 농작물로 전국적으로 재배하고 있다. 블랙 초

크베리는 다량의 탄닌 함유에서 유래하는 떫은 맛으로 인하여 과

일 자체보다는 잼, 주스, 시럽, 파우더 형태 등의 가공 형태로 이

용되고 있다. 다른 베리류와 유사하게 블랙 초크베리는 폴리페

놀, 안토시아닌 등의 함량이 높으며, USDA 보고에 의하면 블랙

초크베리의 안토시아닌 함량은 다른 베리류와 비교시 최대 12배

로 베리 종류 중 가장 많이 함유하는 것으로 보고하였다. 블랙

초크베리의 심혈관 질환 예방 기능성은 세포, 동물 실험 및 임상

실험에서 항산화, 항염증 및 지질 저하 효과에 의한 것으로 보고

되고 있고, 이러한 기능성은 폴리페놀 함량에 기인 한 것으로 보

고되고 있다(Jurikova 등, 2017). 블랙 초크베리의 지질 저하 효과

에 대한 연구가 보고되었으나, 간 내 지질 및 콜레스테롤 대사

관련 기전 연구는 부족하다. 이전 연구에서 폴리페놀 함유 블랙

초크베리의 산화적 스트레스 및 염증 보호 효과와 콜레스테롤 대

사와 관련 비담즙성 경로인 TICE와 관련된 유전자 발현을 조절

하여 보호 효과를 나타내는 것을 보고하였다(Kim 등, 2013). 그

러나 블랙 초크베리의 고콜레스테롤혈증에 대한 보호 효과 및 관

련 기전 중 실질적으로 콜레스테롤 배출과 관련하여 콜레스테롤

대사 항상성에 관여하는 생합성, 지단백질 운반, 콜레스테롤 및

담즙산 관련 수송체 등 관련 기전을 살펴본 보고는 부족하다. 이

에 본 연구에서는 HepG2 세포에서 폴리페놀을 함유하는 블랙 초

크베리의 콜레스테롤 대사에 대한 효과를 콜레스테롤 생합성, 이

동, 배출과 관련된 유전자 발현을 측정함에 따라 살펴보았다.

재료 및 방법

실험재료 및 시약

블랙 초크베리 추출물(black chokeberry extract, CBE)은 15%

안토시아닌 함유하도록 표준화된 추출물로 Artemis International

(Fort Wayne, IN, USA)에서 제공 받아 실험에 사용하였다. 세포

배양과 관련된 시약은 Hyclone Laboratories Inc. (Logan, UT,

USA)에서 구매하였다.

세포 배양 및 처리

인체 간세포인 HepG2 세포는 American Type Culture Collec-

tion (ATCC, Manassas, VA, USA)에서 구매하여, DMEM 배지에

100 U/mL의 penicillin, 100 μg/mL의 streptomycin, 1X vitamin 및

10% fetal bovine serum을 추가한 배지를 이용하여 배양하였다.

HepG2 세포는 37oC, 5% CO
2
 인큐베이터에서 세포의 passage가

10 passage가 넘지 않도록 조절하며 배양하였다. 실험은 세포 성

장률이 90%일 때 실험을 진행 하였고, HepG2 세포에 블랙 초크

베리 추출물 50 μg/mL 또는 100 μg/mL을 24시간 처리하여 실험

을 진행하였다.

Quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR)

간세포 내 유전자 발현 변화를 측정하기 위하여 qRT-PCR 분

석을 실행하였다. CBE를 처리한 HepG2 세포 내 총 RNA는

Trizol Reagent (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)를 이용하

여 추출한 후 RNA 농도는 Cytation 1 (BioTek, Winooski, VT,

USA)를 이용하여 측정하였다. cDNA는 역전사에 의하여 세포에

서 추출된 RNA를 이용하여 MMLV reverse transcriptase (Promega,

Madison, WI, USA)로 합성하였다. qRT-PCR 분석은 SYBR green

및 CFX 96 Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad,

Hercules, CA, USA)을 사용하였다. 유전자 발현 분석은 glyceral-

dehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)에 정상화(normaliza-

tion)시킨 상대적인 수치를 비교하여 분석 하였다.

Western blot analysis

블랙 초크베리에 의한 콜레스테롤 대사 관련 단백질 발현의 변

화를 측정하기 위하여 CBE를 처리한 HepG2 세포 내 단백질은

lysis buffer를 이용하여 추출하였다. 추출한 세포 단백질은 Pierce

BCA protein assay kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,

USA)를 이용하여 정량 하였다. 단백질은 4-16%의 SDS-polyacryl-

amide gel에서 전기 영동을 통하여 분리한 후 PVDF membrane

으로 transfer하였다. 이후 membrane은 1시간 동안 5% skim milk

로 blocking한 후 콜레스테롤 대사 관련 단백질 1차 항체를 4oC

에서 overnight하여 반응 시켰다. 그 후 해당 하는 2차 항체와 상

온에서 1시간 반응 시킨 후 enhanced chemiluminescence (ECL)

solution을 이용하여 Chemidoc (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)으로

단백질 발현을 확인하였다. 관련 항체는 Abcam (Cambridge, MA,

USA)에서 구매하였다.

통계처리

GraphPad Prism 7.01 software를 이용하여 통계 처리 및 결과

분석을 하였고, 결과는 각 mean±SEM로 나타내었다. 실험군간 비

교는 일원분산분석(one-way ANOVA)로 분석한 후 Newman-Kuel

post hoc test로 p<0.05 수준에서 검증하였다.

결과 및 고찰

블랙 초크베리의 간세포 내 콜레스테롤 흡수 및 합성에 미치

는 영향

CBE의 간 내 콜레스테롤 대사 조절 효과를 살펴보기 위해

HepG2 세포에서 콜레스테롤 생합성과 지단백질 흡수에 관련된

유전자의 mRNA 발현을 측정하였다. HDL 관련 콜레스테롤을 선

택적으로 흡수하는 지단백질 수용체인 scavenger receptor class

type I (SR-B1)은 혈중에서 콜레스테롤 제거를 통하여 콜레스테

롤 역수송에 중요한 역할을 한다(Shen 등, 2018). 간 내 콜레스

테롤 유출하는 운반체 ATP-binding cassette transporter A1

(ABCA1)은 신생 HDL 합성에 중요한 역할을 한다(Chung 등,

2010). CBE를 처리한 HepG2 세포는 대조군과 비교하여 SR-B1

발현이 농도의존적 및 유의적으로 증가하였다. ABCA1 발현은

100 μg/mL 농도에서 유의적으로 증가하였다(Fig. 1). 이러한 결과

는 폴리페놀 함유 천연 유래 물질이 간에서 HDL 콜레스테롤 대

사에 주요한 역할을 하는 SR-B1 및 ABCA1의 발현을 증가하는

것과 일치하는 것으로 나타났다. 특히 HepG2 세포 및 마우스 간

에서 쿼세틴(quercetin)은 SR-B1 발현을 증가시켰고, 와인 농축액

은 ABCA1 발현을 증가 시킨 것으로 나타났다(Lee 등, 2013; Ren

등, 2018). 간 내 low-density lipoprotein (LDL) receptor (LDLR)

과 LDLR-related protein 1 (LRP1)은 혈액 내 콜레스테롤이 풍부

한 apoE를 함유하는 지단백질 제거에 중요한 역할을 한다. HMG-

CoA reductase (HMGR)는 HMG-CoA를 mevalonate로 변환시키는

효소로 간 세포 내 콜레스테롤 합성 속도를 조절하는 효소이다

(Goldstein과 Brown, 1990). 현재 이상 지질혈증 및 고지혈증에 광

범위하게 사용되는 스타틴은 HMGR을 억제하여 혈중 지질을 낮

춘다(Simonson, 2018). 본 연구에서 CBE를 처리한 HepG2 세포

에서 콜레스테롤 흡수 및 합성에 관여하는 유전자인 LDLR 및

HMGR의 발현이 농도의존적 및 유의적으로 감소하였다. 그러나
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LDLR family 중 LRP1의 발현은 CBE에 의해 변화를 나타내지

않았다. CBE가 콜레스테롤 흡수 및 생합성 관련 유전자 발현을

조절함에 따라, 이러한 mRNA 발현 조절이 전사 조절에 의한 것

인 지 살펴보기 위하여 콜레스테롤 대사 전사 인자를 측정하였

다. 콜레스테롤 대사의 주요 조절 전사 인자인 sterol regulatory

element-binding protein 2 (SREBP2)는 세포 내 콜레스테롤 필요

에 의하여 콜레스테롤 생합성 및 흡수를 하는 HMGR 및 LDLR

의 발현을 조절하여 콜레스테롤 대사를 조절한다(Madison, 2016).

SREBP2는 SREBP cleavage activating protein (SCAP)과 insulin-

induced gene (INSIG)에 의하여 조절된다. 활성화 되지 않은

SREBP2 전구체는 SCAP과 INSIG와 결합하여 소포체에 존재한

다. 세포 내 콜레스테롤이 결핍되면, 구조 변화를 발생한 SCAP

은 INSIG 및 SREBP2 결합에서 분리된다. 분리된 INSIG 및

SREBP2 복합체는 골지체로 이동한 후 S1P 및 S2P 프로테아제

에 의해서 절단되고, 활성화된 SREBP2는 핵으로 이동하여 콜레

스테롤 합성 및 흡수에 관련된 유전자 발현을 전사한다(Brown과

Goldstein, 1998; Sato, 2010). CBE 처리는 SREBP2 발현을 유의

적 및 농도의존적으로 감소시킨 것으로 나타나, CBE의 콜레스테

롤 흡수 및 생합성 관련 유전자 조절 효과는 SREBP2에 의한 전

사 조절에 의한 것으로 나타났다. 폴리페놀이 풍부한 천연 유래

물질은 본 연구 결과와 유사하게 콜레스테롤 흡수 및 생합성에

관련된 유전자 발현을 조절하는 것으로 보고되었다. 폴리페놀 일

종인 루테올린(luteolin)은 HepG2 세포에서 HMGR과 SREBP2 발

현을 감소시켰다(Wong 등, 2015). 안토시아닌 함유 라스베리 또

한 HMGR 및 LDLR 조절을 통하여 이상 지질혈증을 감소시킨

것으로 보고되었다(Tu 등, 2019). 단백질 발현의 경우 mRNA 발

현 결과와 유사하게, CBE를 처리한 HepG2 세포에서 SR-B1 및

ABCA1 단백질은 현저하게 증가한 반면, HMGR 및 LDLR,

SREBP2의 단백질 발현은 감소하였다(Fig. 2). 폴리페놀 함량이

높은 블랙 초크베리의 콜레스테롤 저하 효과는 간에서 콜레스테

롤 흡수 및 생합성에 관여하는 유전자 발현을 조절함에 의한 것

으로 사료된다.

블랙 초크베리의 간세포 내 콜레스테롤 유출

다음으로 블랙 초크베리가 HepG2 세포에서 실질적으로 콜레

스테롤 유출에 담당하는 유전자에 미치는 영향을 측정하였다.

ABCG5/G8은 담즙으로 콜레스테롤 분비에 필수적인 역할을 하

고, 간 Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1)은 담즙에서 간으로 콜

레스테롤을 재흡수한다(Dikkers와 Tietge, 2010; Jia 등, 2011).

CBE를 처리한 HepG2 세포에서 ABCG5/G8의 발현은 유의적으

로 증가한 반면, NPC1L1의 발현은 농도의존적 및 유의적으로 감

소하였다(Fig. 3A). 이러한 결과는 폴리페놀 함량이 높은 커피 아

라비카 펄프 추출물이 HepG2 세포에서 ABCG5/G8 조절을 통하

여 콜레스테롤 유출 증가시킨 결과와 유사한 것으로 나타났다

(Ontawong 등, 2021). Cholesterol 7α-hydroxylase (CYP7A1)은 콜

레스테롤을 담즙으로 전환하고, ABCB11은 담즙을 간에서 담관

으로 배출하여 담즙산 분비 대사에 관여한다(Chiang, 2004). 담즙

분비에 관여하는 유전자의 경우 CBE를 100 μg/mL 처리한 HepG2

세포에서 CYP7A1 및 ABCB11의 mRNA 발현이 유의적으로 증

가하였다(Fig. 3A). 이는 폴리페놀이 담즙 합성 및 분비 조절을

통하여 콜레스테롤 대사에 관여한다는 결과와 일치한다(Chambers

등, 2019). 콜레스테롤 및 담즙 유출에 관여하는 단백질의 경우,

CBE에 의하여 콜레스테롤 분비를 위한 운반체인 ABCG8의 단

백질은 증가한 반면, 재흡수와 관련된 NPC1L1 단백질은 감소하

Fig. 1. Effects of CBE on the expressions of genes involved in cholesterol absorption and biosynthesis in HepG2 cells. Data are expressed
as relative expressions to control. Bars with different letters are significantly different (p< .05). Values are means±SEM; n=6. CBE, polyphenol-
rich chokeberry extract; SR-B1, scavenger receptor class type I; ABCA1, ATP-binding cassette transporter A1; LDLR, low-density lipoprotein
receptor; LRP1, LDLR-related protein 1; HMGR, HMG-CoA reductase; SREBP2, sterol regulatory element-binding protein 2

Fig. 2. Effects of CBE on the protein levels involved in

cholesterol absorption and biosynthesis in HepG2 cells. The
representative images of the western blot is shown. β-actin was used
as a loading control.CBE, polyphenol-rich chokeberry extract; SR-
B1, scavenger receptor class type I; ABCA1, ATP-binding cassette
transporter A1; LDLR, low-density lipoprotein receptor; LRP1,
LDLR-related protein 1; HMGR, HMG-CoA reductase; SREBP2,
sterol regulatory element-binding protein 2



블랙 초크베리의 콜레스테롤 조절 효과 401

였다. 담즙 분비와 관련된 ABCB11 단백질 발현도 CBE에 의하

여 증가하였다(Fig. 3B). 이러한 결과는 CBE의 콜레스테롤 저하

효과가 간 내 콜레스테롤을 담즙 전환 및 유출에 관련된 유전자

조절을 통한 것으로 사료된다.

블랙 초크베리의 간세포 내 지방산 대사에 미치는 영향

이상 지질혈증과 지방산 대사 조절은 밀접하게 관련되어 있으

므로, 지방산 대사에 미치는 CBE의 효과를 살펴보기 위하여 지

방산 산화 및 합성에 관련된 유전자 발현을 측정하였다. Carnitine

palmitoyltransferase 1 (CPT-1) 및 acyl-coenzyme A oxidase (ACOX)

는 각각 미토콘드리아와 퍼옥시좀 내 지방산 산화에 관여하는 효

소이다. CBE를 100 μg/mL 처리한 HepG2 세포에서 CPT-1 발현

은 유의적으로 증가하였으나, ACOX 발현 변화는 나타나지 않았

다(Fig. 4A). 지방산 생합성에 관련된 주요 효소인 acetyl-coenzyme

A carboxylases (ACC), fatty acid synthase (FAS), stearoyl-CoA

desaturase1 (SCD-1)과 지방산 합성 전사 인자인 SREBP1c의 발

현을 측정한 결과, CBE는 지방산 합성 속도를 조절해 주는 ACC

와 전사 인자인 SREBP1c의 발현을 100 μg/mL 농도에서 유의적

으로 감소시킨 것으로 나타났다(Fig. 4B). 이러한 결과는 다양한

천연물에서 추출된 폴리페놀이 지방산 합성을 저해시키고, 지방

산 산화를 증가시켜 심혈관계 질환 예방 효과를 나타낸다는 결

과들과 유사하다(Quinones 등, 2012; Quinones 등, 2013; Zafra-

Stone 등, 2007).

요 약

본 연구에서는 폴리페놀 함유 블랙 초크베리가 콜레스테롤 대

사에 미치는 영향을 HepG2 세포에서 콜레스테롤 대사 관련 유

전자 발현을 측정함에 따라 조사하였다. 블랙 초크베리는 콜레스

테롤 대사와 관련하여 콜레스테롤 흡수, 생합성, 유출과 관련된

유전자 발현을 조절하는 것으로 나타났다. 이는 블랙 초크베리의

혈중 콜레스테롤 저하 효과가 콜레스테롤 및 담즙 대사 관련 유

전자 발현을 조절함에 의한 것으로 사료된다. 추후 블랙 초크베

리 내 어떠한 생리활성물질이 콜레스테롤 대사 유전자 발현을 조

절하여 이러한 효과를 나타내는 지에 대한 연구가 필요하며, 블

랙 초크베리의 콜레스테롤 저하 효과를 동물 및 임상에서 기전

연구를 진행하여 천연 유래 기능성 소재로서의 블랙 초크베리의

중요성을 검증할 필요가 있을 것으로 사료된다.

Fig. 3. Effects of CBE on the cholesterol efflux-related genes in HepG2 cells. (A) mRNA expressions in CBE-treated HepG2 cells. Data are
expressed as relative expressions to control. Bars with different letters are significantly different (p< .05). Values are means±SEM; n=6. (B)
Western blot images in CBE-treated HepG2 cells. CBE, polyphenol-rich chokeberry extract; ABCG5/G8, ATP-binding cassette transporter G5/
G8; NPC1L1, Niemann-Pick C1-Like 1; CYP7A1, Cholesterol 7α-hydroxylase; ABCB11, ATP-binding cassette transporter B11; ABCB4,
ATP-binding cassette transporter B4

Fig. 4. Effects of CBE on the expressions of genes involved in fatty acid metabolism in HepG2 cells. (A) mRNA expression for fatty acid
oxidation in CBE-treated HepG2 cells. (B) expression of lipogenic genes in CBE-treated HepG2 cells. Data are expressed as relative expressions
to control. Bars with different letters are significantly different (p< .05). Values are means±SEM; n=6. CBE, polyphenol-rich chokeberry extract;
CPT-1, Carnitine palmitoyltransferase 1; ACOX, acyl-coenzyme A oxidase; ACC, acetyl-coenzyme A carboxylases; FAS, fatty acid synthase;
SCD-1, Stearoyl-CoA desaturase1; SREBP1c, sterol regulatory element-binding protein 1
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