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Inflammation is an important protective response mech-
anism that occurs against microbial invasion or injury. 
However, excessive inflammation may lead to cause of 
morbidity and mortality in diseases. The activated macro-
phages plays a vital role in inflammatory response by 
stimulation of lipopolysaccharide (LPS) and tumor ne-
crosis factor-α (TNF-α). This activation further damages 
the host by inducing certain pro-inflammatory mediators 
such as nitric oxide (NO), interleukin-1β (IL-1β), inter-
leukin-6 (IL-6), TNF-α, inducible nitrous oxide (iNOS) 
and cyclooxygenase (COX-2). Flavonoids are bioactive 
compounds with potential effects as anti-cancer, anti-in-
flammation, anti-viral and anti-bacterial activities. Poly-
methoxyflavones (PMFs) are unique to citrus plants which 
are of specific interest owing to their biological effects 
that includes lipoprotein metabolism and anti-inflammatory 
activity. Sinensetin is one of the PMFs having five me-
thoxy groups on the basic benzo-γ-pyrone skeleton with 
a carbonyl group at the C4 position. Sinensetin have been 
known for exerting various pharmacological activities in-
cluding anti-angiogenesis, anti-diabetic and anti-inflam-
matory activities. However, there are no studies focused 
on the anti-inflammatory effects of sinensetin on skeletal 
muscle cells. In the present study, we investigated the anti-
inflammatory effect of flavonoids isolated from Sinensetin 
on the production of pro-inflammatory mediators medi-
ated by nuclear factor-kappa B (NF-κB) by inhibition of 
signal transduction in LPS - induced L6 skeletal muscle 
cells.
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Introduction

근육에서의 천연물질을 이용하여 염증반응을 조절하는 

연구의 중요성이 높아지고 있다. 염증성 사이토카인(tumor 
necrosis factor-α [TNF-α], interleukin-6 [IL-6]) 및 염증 유

발 단백질(inducible nitrous oxide [iNOS], cyclooxygenase 
[COX-2])의 증가는 근육의 이화작용을 촉진시켜 근육량과 

근력의 감소 및 체내에 지방을 축적시켜 면역노화 현상을 

유발시킨다[1-3]. 근육질환에서 가장 중심이 되는 근육 기능 

감소는 염증으로 유발되거나 대사성(metabolic) 근육 질환으

로 발생된다. 근육질환에 따라 근력약화가 진행하는 정도, 
속도는 다르나 노화가 되어감에 따라 점차 심해진다[4]. 근

육감소와 염증발현 과정에서 나타나는 염증유발단백질은 근

육량과는 역상관관계를 나타내어 노화로 인한 근감소증에 

중요한 영향을 미친다[5]. 따라서 천연물질을 통한 골격근의 

염증발현 단백질을 확인하고, 신호전달기전에 대한 영향을 

알아보고자 한다.
플라보노이드는 다양한 물질 속에 포함되어 있으며, 특히 

식물의 물질대사 과정이나 식물의 조직에 존재한다. 폴리메

톡실레이티드 플라본스는 생물학적 효과로서 항염증, 항암, 
항산화, 항바이러스, 임파구 증식억제, 궤양 감소 등에 관여

하는 것으로 보고되고 있다[6]. 폴리메톡실레이티드 플라본

스(polymethoxylated flavones, PMFs)는 노빌레틴(nobiletin), 
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시넨세틴(sinensetin), 탄게레틴(tangeretin), 헤스페리딘(hes-
peridin)이 주요 활성 물질로서 그 중 시넨세틴은 면역조절

과 항염증반응에 관여한다[7]. 또한 시넨세틴과 노빌레틴은 

적혈구의 응집 비율을 감소시키며, 시넨세틴과 헤스페리딘

은 질병 방어물질로서의 작용을 한다[8]. 배당체로 존재하는 

대부분의 플라보노이드 화합물은 5개의 메톡시 그룹(15-카
본, C6-C3-C6)에 속하고, C4 위치의 카보닐 그룹과 함께 하

는 구조로 두 개의 원자고리가 접합된 기본골격으로 구성되

어 있다[9]. 시넨세틴의 주요 화학적 구조는 H, H, OCH3로 

구성되어 있다[10].
염증 반응은 세균의 침입 또는 신체 손상으로 인한 보호 

기전으로 작용한다. 지나친 염증 반응은 질병의 병리적 기

전을 활성화시키고, 이환율이나 사망률의 원인이 되기도 한

다[11, 12]. 그 중 염증 반응으로 인한 면역노화의 주요 병

리학적 과정으로서 골격근의 근육량 감소와 근력의 감소가 

나타나며, 조직에 발생한 암, 근육에 발생한 암, 근육질환에

서의 근위축 그리고 패혈증의 병리적 변화에 의해서도 근육

의 감소가 나타난다[13, 14]. 근육량의 감소는 염증반응이 지

속될 때, 이상지질혈증, 당뇨, 림프구 증가, 관절염, 죽상동

맥경화증이 있을 때 근육단백질 분해가 가속화 된다[15].
근육세포막에 위치하고 있는 TLR4(toll like receptor)는 

병원체를 통한 기존의 면역반응을 유도함으로써 항염증의 

여러 단계들을 활성화 시키는 수용체이다[16]. 지방질다당류 

Lipopolysaccharide(LPS)는 급성 염증 반응을 촉진시켜 면역 

세포들을 활성화시킨다[17]. LPS는 그람음성균의 외막 복합

체에 위치하고 있으며, TLR4의 리간드(ligand)와 작용제(ago-
nist)로서 작용하여 TLR4가 조직 손상이나 감염에 대해 염

증반응을 인식한다[18].
TLR4의 하위신호기전으로 MyD88 유도를 통해 IκB를 

활성화시켜, IκB의 인산화로 인해 p65와 p50으로 구성되는 
NF-κB(nuclear factor κB)와 ERK, JNK, p38로 구성되는 
MAPK(mitogen-activated protein kinase)의 활성화를 유도한

다[19].
LPS에 의해서 분비되는 염증유발물질로서 대표적으로 

COX-2, inducible nitric oxide synthase(iNOS)가 있다[20].
3가지 화학적 성상으로 나타낼 수 있는 iNOS는 neuronal 

NOS, endothelial NOS, inducible NOS로 나눌 수 있으며, 
그 중 LPS나 사이토카인, 세균에 의해 발현되는 iNOS가 있

다[21, 22]. 그리고 정상 생체 기능에 작용하는 COX-1과 염

증반응 부위에서 발현되는 COX-2가 있다[23].
플라보노이드의 유용 성분들을 이용한 연구는 활발히 진

행되고 있으나, 폴리메톡실레이티드 플라본스의 시넨세틴에 

대한 연구는 아직 미미하며, 특히 골격근 세포에서의 연구

도 부족한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 시넨세틴이 LPS
로 유도된 L6 골격근 세포에서 염증 관련 단백질 발현 양상

을 확인함으로써 항염증 작용에 미치는 영향을 조사하였다.

Material and Methods

재료 및 시약

Skeletal muscle cell line인 L6 세포는 한국세포주은행

(Korean Cell Line Bank, Seoul Korea)으로부터 구입하였으

며, 세포배양에 사용한 Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
(DMEM)은 Gibco-BRL, Rockville, MD, USA에서 구입하였

고, fetal bovine serum(FBS), penicillin-streptomycin 등은 

Gibco(BRL Life Technologies, Grand Island, NY, USA)에
서 구입하였다. 시넨세틴은 MedChem Express(MedChem Ex-
press, New Jersey, USA)에서 구입하였다. LPS와 MTT(3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazoleum), β-actin 
antibody는 Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, USA)에서 

구입하였고, iNOS, COX-2, IκB, phospho-IκB, p65, phos-
pho-p65, β-actin은 Cell Signaling Technologies(Beverly, MA, 
USA)에서 구입하였다.

세포 배양법

Skeletal muscle cell line인 L6 세포는 한국세포주은행

(Korean Cell Line Bank, Seoul Korea)으로부터 구입하였으

며, 10% FBS와 100 uint/mL penicillin-stretomycin(GIBCO 
Inc, New York, NY, USA)이 포함된 DMEM(GIBCO Inc, 
NY, USA) 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 항온기에서 배

양하였다.

세포 생존율 측정

세포증식과 독성을 측정하기 위해 MTT assay를 실시하

였다. L6 세포를 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin이 

포함된 배지를 사용하여 48well plate에 5 × 104 cells/well로 

분주하고, 37℃, 5% CO2 항온기에서 24시간 동안 배양하였

다. 배양한 L6 세포는 동일한 새 배지로 교체한 후 LPS(2 μg/ 
mL)로 1시간 전 처리 후, 시넨세틴을 0, 5, 15 μM의 다양한 

농도로 처리하여 24시간 배양하였다. 24시간 후 5 mg/mL의 

MTT 용액 50 μL를 각 well에 넣고 incubator에 3시간 동안 

배양하였다. 배양이 끝난 후 상등액을 제거하고 각 well에 

500 μL의 DMSO(dimethyl sulfoxide)를 첨가하여 10분 동안 

Shaker에 돌린 후 550 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Western blot analysis

L6 세포가 5 × 105 cells/well의 농도가 되게 60 mm plate
에 분주하고, 37℃, 5% CO2 항온기에서 24시간 동안 배양

하였다. 배양한 L6 세포는 동일한 새 배지로 교체한 후 

LPS(2 μg/mL)로 1시간 전 처리 후, 시넨세틴을 0, 5, 15 μM
의 다양한 농도로 처리하여 24시간 배양하였다. 시료 처리가 

완료된 세포를 2회 1 × PBS로 세척한 후 1 mL의 1 × PBS
를 첨가하여 스크래퍼로 세포를 모아준 후 1.5 mL Conical 
tube로 옮겨주었다. 4℃에서 2,000 × g으로 5분간 원심 분리



Sinensetin regulates age-related sarcopenia 3

Fig. 1. Effect of cell viability in LPS-induced L6 skeletal muscle cells. L6 skeletal muscle cells were incubated with the indicated 
concentrations of sinensetin in the absence or presence of LPS (2 μg/mL) for 24 h. The L6 cell viability was assayed using MTT. 
Results represent the mean ± S.D. of three independent experiments. **p<0.01 vs. control group, ***p<0.001 vs. control group. LPS, 
lipopolysaccharide; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazoleum; DMSO, dimethyl sulfoxide.

한 후 상등액을 완벽히 제거하고, 셀만 획득하였다. RIPA 
buffer(iNtRON Biotechnology, Korea)를 50 μL 첨가, 충분

한 피펫팅을 한 뒤 ice에서 30분–1시간 동안 용해시킨 후 

4℃에서 9,500 × g으로 10분간 원심 분리하여 세포막 성분 등

을 제거하였다. 단백질 농도는 PierceTM BCA assay(Thermo 
Fisher Scientific, Rockford, IL 61101, USA)를 사용하여 정

량하였다. 4℃에서 9,500 × g으로 10분간 원심 분리한 상등

액을 이용하여 단백질을 정량하였다. Total cell lysate(단
백질 20 μg)를 8%, 10% running gel과 4.5% stacking gel을 

이용하여 gradient sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 
gel electrophoresis(SDS-PAGE)로 크기에 따라 단백질을 분

리한 후, polyvinylidene fluoride(PVDF) membrane에 이동시

켰다. 단백질이 이동된 membrane은 5% non-fat skim milk 
solution 또는 BSA solution으로 blocking하였다. 측정하고

자 하는 1차 항체를(iNOS 1:1,000, COX-2 1:1,000, I-κB 
1:1,000, phospho-IκB 1:1,000, p65 1:1,000, phospho-p65 
1:1,000, β-actin 1:10,000) 각각 첨가하여 skim milk 혹은 

BSA solution에 희석하여 24시간 반응시킨 후, Tris-Buffered 
Saline and Tween 20(TBS-T) 용액으로 5회 세척하였다. 계
속하여 2차 항체(anti-rabbit, anti- mouse, anti-goat)를 3시간 

반응시키고, 다시 TBS-T 용액으로 5회 세척하였다. Mem-
brane에 ECL detection kit의 시약 Ⅰ과 Ⅱ를 1:1로 섞은 후

에 혼합액을 도포하고, ECL detection system(Bio-Rad Labo-
ratory, Hercules, CA, USA)을 이용하여 iNOS, COX-2 및 I
κB, NF-κB의 phosphorylation을 관찰하였다. 각 단백질 밴

드의 강도는 ImageJ(http://rsb.info.nih.gov)을 사용하여 수치

화 하였다.

통계분석

모든 실험의 값은 3회 실시 후 평균값을 기초로 하였으며, 
평균 ± 표준편차(mean ± S.D.)로 표시하였다. 각 통계학적 

비교분석은 GraphPad PRISM statistical package(GraphPad 

PRISM statistical package(ver 2.00), GraphPad software inc., 
USA)를 이용하였고, p<0.05일 경우 유의한 것으로 판정하

였다.

Results

세포독성분석

본 연구에 앞서 skeletal muscle cell인 L6 세포에 시넨세

틴이 독성을 나타내는지 알아보기 위해 Cell viability assay
를 수행하였다. 세포증식과 독성을 측정하기 위해 3-(3,4- 
dimethyl-thiazolyl-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide(MTT) 
assay를 실시하였다. L6 세포를 10% FBS와 1% P/S가 포함

된 배지를 사용하여 48 well plate에 5 × 104 cells/well로 분

주하고, 37℃, 5% CO2 항온기에서 24시간 동안 배양하였다. 
배양한 L6 세포는 동일한 새 배지로 교체한 후 시넨세틴을 

0, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25, 50 μM의 다양한 농도로 처리하

여 24시간 배양하였다. MTT assay에 의한 세포생존율 측

정법에서는 50 μM의 농도를 처리하였을 때, 세포생존율이 

50% 미만으로 급격하게 감소하는 것을 확인할 수 있었다

(Fig. 1). 같은 방법으로 2 μg LPS를 1시간 전처리 후, 시넨

세틴을 0, 1, 2.5, 5, 10, 15, 20, 25, 50 μM의 다양한 농도로 

처리하여 24시간 배양하였다. 그 결과, 모든 농도에서 세포 

생존율이 80% 이상으로 확인되었다(Fig. 1). 따라서 5, 15 
μM 농도의 시넨세틴과 2 μg 농도의 LPS를 추후 실험에

서 진행하였다. Fig. 1에서 각각의 수치는 평균 ± 표준편차

(mean ± S.D.)로 표시했으며, p<0.05일 경우 유의한 것으로 

판정하였다.

iNOS, COX-2 발현에 미치는 시넨세틴의 효과

iNOS와 COX-2는 염증 매개물질인 NO를 생성하는데 중

요한 역할을 하는 효소이다. iNOS와 COX-2 단백질의 발현

억제와 항염증효과 간의 상관관계를 조사하기 위하여 Western 
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Fig. 2. Inhibition effects of sinensetin on the expression of iNOS and COX-2 in LPS-stimulated L6 skeletal muscle cells. L6 cells 
were pretreated with LPS (2 μg/mL) for 1 h and incubated with 5, 15 μM sinensetin for 24 h. The protein (iNOS and COX-2) 
expression were identified by SDS-PAGE and quantified using ImageJ software. Results represent the mean ± S.D. of three 
independent experiments. #p<0.05 vs. control group, **p<0.01 vs. LPS group. iNOS, inducible nitrous oxide; COX-2, cyclooxygenase; 
LPS, lipopolysaccharide.

blot을 수행하였다. L6 세포에 LPS를 처리하였을 때 iNOS
와 COX-2 단백질의 발현이 증가되었고, 5, 15 μM 농도의 

시넨세틴 처리에 의해 두 단백질의 발현이 모두 감소하였다

(Fig. 2). 이러한 결과를 통해 시넨세틴에 의해 염증 매개물

인 iNOS와 COX-2의 발현을 유의한 수준에서 억제시킴을 

확인하였고, 동시에 항염증의 효과가 있음을 시사한다. Fig. 
2에서 각각의 수치는 평균 ± 표준편차(mean ± S.D.)로 표시

했으며, p<0.05일 경우 유의한 것으로 판정하였다.

IκB 발현에 미치는 시넨세틴의 효과

염증 반응에 있어서 NF-κB는 iNOS와 COX-2의 발현을 조

절하는 것으로 알려져 있다. 따라서 시넨세틴이 NF-κB의 발

현에 미치는 영향을 조사하기 위하여 Western blot을 수행하

였다. L6 세포에 LPS를 처리하였을 때 IκB와 phospho-IκB, 
p65와 phospho-p65 단백질의 발현이 증가되었고, 5, 15 μM 
농도의 시넨세틴처리에 의해 발현을 유의적으로 억제시켰다

(Fig. 3). 따라서 이러한 결과를 통해 시넨세틴이 L6 세포에

서 LPS에 의해 활성화 되는 NF-κB signaling을 억제할 수 

있음을 시사한다. Fig. 3에서 각각의 수치는 평균 ± 표준편차

(mean ± S.D.)로 표시했으며, p<0.05일 경우 유의한 것으로 

판정하였다.

Discussion

동물에서 균체 내 독소(endotoxin) 즉 LPS로 인해 근육 

조직 내에서 대사성 변화가 나타나고, 이러한 변화로서 근육

단백질 결합이 감소되며, 근육단백질 분해가 증가됨을 보인

다[24]. LPS 유발된 쥐의 근육에서 염증을 일으키는 사이토

카인 유발 효소와 iNOS의 감소는 근육의 염증에 대한 저항

성을 나타낸다[25].
NOS는 산화질소를 생성하여 병리학적 작용들을 나타내

고, 특히 iNOS는 혈관내피세포, 대식세포를 포함한 다양한 

조직에서 LPS에 의해 다량의 산화질소를 생성하여 염증작

용 등의 유해작용을 나타내는 것으로 보고되었다[26]. 폴리

페놀이 함유된 배초향은 iNOS 발현을 억제하여 산화질소 

생성을 억제하였고, 염증매개인자의 발현의 억제됨을 보고

하였다[27]. 본 연구의 시넨세틴이 iNOS 활성을 감소하여 

염증반응에 대한 억제 효과가 나타났으며, 시넨세틴이 골격

근의 항염증 물질로서의 가능성을 보여준다고 할 수 있다.
다양한 신호전달체계를 통해 염증유발물질 중 cytokine

이나 COX-2와 같은 물질들을 유도하여 염증반응 및 알레르

기 반응 등 여러 질병을 유발하게 된다[28]. 플라보노이드

가 함유된 사과 과피 추출물에 의해 체내 항상성 유지와 관

련된 효소인 COX-1은 고농도에서만 저해효과를 나타내어 거
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Fig. 3. Inhibition effects of sinensetin on the expression of NF-κB signaling pathway in LPS-stimulated L6 skeletal muscle cells. L6 
cells were pretreated with LPS (2 μg/mL) for 1 h and incubated with 5, 15 μM sinensetin for 24 h. The protein (p65, phospho-p65, 
I-κB, phospho-IκB) expression were identified by SDS-PAGE and quantified using ImageJ software. Results represent the mean ± 
S.D. of three independent experiments (*p<0.05).  #p<0.05 vs. control group, ###p<0.001 vs. control group, **p<0.01 vs. LPS group, 
LPS, lipopolysaccharide.

의 영향을 주지 않았으며, 염증 반응에 효과적 완화를 위한 

COX-2는 모든 농도에서 활성이 억제됨을 보였다[29, 30]. 
근육에서 LPS 증가로 인해 TLR-4 매커니즘이 활성화 되

고, 이를 통해 iNOS, COX-2, TNF-α 등 사이토카인 인자를 

증가시킨다[31]. 플라보노이드가 포함된 포도가지 추출물 

처리 시 iNOS, COX-2 단백질 발현 억제를 통해 산화질소

(nitric oxide, NO) 및 프로스타글란딘 E2(prostaglandin E2)
의 생성억제로 이어져 염증반응을 제어하는데 효과적이었다

[32]. 본 연구에서도 LPS에 의해 유도된 골격근세포에서 염

증 유발 인자인 iNOS, COX-2 단백질 발현을 효과적으로 억

제시켜 시넨세틴이 근육염증 감소에 효과적임을 확인하였다.
NF-κB는 항염증 기전에서 주요한 인자로서 만성 염증 

질환의 염증 반응을 변형시키는데 매우 중요한 작용을 한

다. 유도성 전사 인자로서 모든 세포에서 발현되는 NF-κB
는 염증 반응이 일어날 때 세포의 신호전달기전에서 발생되

는 대표적인 물질로서 세포의 외부자극에 대한 방어 작용과 

면역세포의 활성화를 일으켜 염증 반응과 관련된 다양한 유

전자 발현을 조절하는 것으로 알려져 있다[33-35].
IκB(inhibitor of κB)의 인산화(phosphorylation)와 분해

(degradation)가 전사요소인 NF-κB의 활성화를 유도한다[36]. 

NF-κB가 활성화 되면 I-κB가 분해되면서 NF-κB가 핵 내로 
이동하여 COX-2, iNOS 등의 전사를 유도한다[37]. NF-κB 
p65의 인산화와 전사 활성으로 핵으로 전좌(이동, translo-
cation)가 일어난다[38]. NF-κB의 p65는 LPS 처리한 경우 

증가하였으며, 플라보노이드 처리시 농도 의존적으로 발현

이 감소하여 NF-κB의 활성화를 감소시켜 함염증 효과를 확

인하였다[35].
L6 세포에서 H2O2로 유도된 산화적 스트레스가 NF-κB 

핵으로의 전사이동뿐만 아니라, TNF-α를 활성화시키고, 이

를 플라보노이드가 내부의 산화방지 매커니즘을 통해 TNF-
α와 NF-κB의 핵으로의 이동이 감소함을 보였다[39, 40]. 본 

연구에서 NF-κB의 subunit인 p65 감소로 인해 시넨세틴이 

NF-κB의 감소 및 COX-2, iNOS 전사를 억제하여 항염증 

반응에 효과적임을 유추할 수 있었다.
현재 시넨세틴으로 골격근세포에서 항염증 효과를 조사

한 연구가 거의 없으며, 본 연구결과, 시넨세틴이 COX-2, Inos 
활성을 저해하여 염증을 억제함으로써 항염증을 이룰 수 있

음을 확인하였다. 향후 시넨세틴을 이용한 골격근세포의 항

염 활성 및 항염을 통한 근감소증 효과에 대한 추가 연구가 

필요할 것으로 사료된다.
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Conclusion

본 연구는 시넨세틴이 L6 세포에 LPS로 유도된 염증 반

응에 미치는 영향에 대하여 연구를 수행하였다. 시넨세틴을 

L6 세포에 2 μg 농도의 LPS와 함께 0, 5, 15 μM의 농도로 

처리하여 세포를 배양한 후, 실험을 진행하였다. 그 결과, L6 
세포에서 LPS에 의해 유도된 iNOS, COX-2의 단백질이 유

의하게 억제되었으며, iNOS와 COX-2의 발현 조절 인자인 

NF-κB 또한 현저히 억제되었다. 현재 시넨세틴으로 항염증 

효과를 연구한 논문이 거의 없고, 낮은 농도에서 시넨세틴

의 항염증 효과가 탁월한 점을 보았을 때, 시넨세틴은 뛰어

난 항염증 효과를 가진 단일물질이라고 사료된다. 따라서 

위의 결과는 시넨세틴이 골격근 세포에서 항염증 효과뿐만 

아니라, 항염을 통한 근감소증을 치료하는 효과에 대한 추

가 연구가 기대된다.
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