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Ⅰ. 국문요약

연구배경: 세포 노화는 세포의 표현형이 변하고, 세포 주기가 정지하는 상태를 말한

다. 세포의 노화는 많은 원인들에 의해 발생하고 다양한 노화와 관련된 질병의 유발

에 관여한다. 간세포의 노화는 간 기능을 떨어지게 하여 재생능력 감소, 간세포 암종

의 발생을 증가 시킨다. 본 연구에서는 헤이즐넛의 향기 성분인 필버톤이 마우스 간

세포(AML12)에서 독소루비신(Doxorubicin), 과산화수소(H2O2)로 유도된 노화를 억제 

할 수 있는지 알아본다. 헤이즐넛의 성분인 필버톤의 항비만 및 항염증 효과에 대해

서는 알려져 있으나, 필버톤의 항노화 효과에 관해서는 알려진 바가 없다.

연구목적: 본 연구에서는 파이토케미컬 중 하나인 필버톤이 항노화 물질로서 마우

스의 간세포에서 과산화수소(H2O2), 독소루비신(Doxorubicin)에 의해 유도된 노화에 

미치는 영향을 조사하였다. 

연구방법: AML12 (mouse hepatocyte)를 10% FBS (Fetal Bovine serum), 1% 

penicillin-streptomycin을 포함한 DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)으

로 12well plate에 4X10^5/well로 배양 한 후 37℃, 5% CO2인 incubator에서 48h

동안 증식 시킨다. 48h 증식이 끝난 AML12 (mouse hepatocyte) 에 필버톤 25µM, 

50µM, 100µM의 농도로 24시간 treat 한 후 H2O2를 750µM로 1h동안 처리, Doxoru

bicin을 2µM로 6h 동안 처리하는 것으로 노화를 유도한다. 또한 마우스 간세포주 A

ML12에서 노화세포를 생성하여 실험을 진행한다. DNA가 손상을 입었을 때, DNA수

선 단백질 활성화 및 세포주기의 정지와 관련된 유전자와 단백질의 발현 수준을 RT-

qPCR과 western blot으로 확인한다.

연구 결과: AML12(mouse hepatocyte)에 필버톤을 처리 했을 때 종양억제유전자

인 p53을 통해 필버톤이 노화에 효과가 있는지 protein level과 RNA level을 통해 

확인하였고, 용량 의존적으로 독소루비신(Doxorubicin)과 과산화수소(H2O2)로 인해 

증가된 단백질 발현을 감소시키는 것을 확인하였지만 RNA 수준에서는 볼 수 없는 것

으로 보아, mRNA의 감소 없이도 단백질의 농도가 감소할 수 있으며 이는 mRNA가 

변하지 않아도 단백질이 분해되거나 다른 과정에 의해 감소될 수 있음을 나타낸다. R
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NA 수준에서 필버톤 처리에 따른 유의한 변화가 관찰되지 않는 것을 보았을 때 필버

톤이 노화 유발 물질에 의한 p53 RNA 발현을 직접적으로 조절하지 않는다는 것을 

나타낸다. 하지만 p53의 downstream인 p21의 gene expression을 확인한 결과, 독

소루비신(Doxorubicin)과 과산화수소(H2O2)로 인해 증가된 유전자의 발현을 감소시키

는 것을 확인하였다.

결론: 종합하자면, AML12(mouse hepatocyte)에서 필버톤의 처리는 독소루비신(D

oxorubicin), 과산화수소(H2O2)로 인해 증가한 노화를 억제하는 효과가 있으며, 필버

톤이 노화관련 전사인자인 p53과 p21을 조절한다는 것을 발견하였고 노화와 관련된 

분자 기작을 규명하는데 새로운 방향을 제시하며 노화의 발현을 조절하는 새로운 분

자기능을 제시 할 수 있을 것으로 사료된다. 
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Ⅱ. 서론

1. 노화의 영향 

1.1 노화와 질병 

노화는 시간이 흘러감에 따라 생물의 신체적 기능이 퇴화하는 현상으로 개체 수

준에서 세포 수준 크게는 분자 수준까지 적용할 수 있다. 또한 시간의 흐름에 따른 

변화로 인해 외부 자극에 대한 반응이 감소되고, 항상성을 유지할 수 있는 능력이 떨

어져 외부 스트레스에 약해지고, 질병에 대한 감수성이 증가되어 만성적인 질환으로 

이어질 가능성이 증가하는 변화의 과정으로 정의할 수 있다. 베이비붐 세대의 고령 

인구 편입으로 인한 고령 인구 급증으로 현재 우리나라의 고령 인구가 17.5%로 집계

되었다. 또한 고령 인구의 증가로 인하여 우리나라는 2025년에 고령인구 20.6%의 초 

고령 사회로 진입 할 것으로 예상된다. 노인 인구의 수가 증가한다는 것은 만성 퇴행

성 질환의 유병률이 높아진다는 것을 말한다. 이러한 고령인구의 증가와 더불어, 고령 

인구의 84% 이상이 1개 이상의 노인성 질환을 가지고 있는 것으로 나타날 정도로 노

인성 질환의 발병률도 크게 증가하고 있는 것으로 나타났다. 최근 연구 결과에 따르

면 나이가 들어감에 따라 체내의 노화된 세포 양은 증가하고 증가된 노화 세포가 직

접적으로 노인성 질환과 관련이 있다고 보고되어진다(Campisi et al 2020). 인간이 

노화함에 따라 정상 세포는 암세포로 전환될 가능성이 높아진다(Wang et al 2018). 

세포는 암세포로의 전환을 방지하기 위해 스스로 자발적으로 노화 세포로 변화하는 

경향이 있다. 그러나 노화된 세포가 누적되면 다양한 염증을 유발하고, 이는 노인성 

질환의 원인이 될 수 있다(Collado et al 2007). 세포는 노화함에 따라 기능을 덜 하

게 된다. 세포분열이 멈춘 상태가 영구적으로 지속되는 단계를 세포의 노화로 정하며, 

이는 노화의 기작으로서 암, 동맥경화, 퇴행성관절염과 같은 노화에 따르는 질병들을 

유발하는 원인으로 조명되고 있다(Collado et al 2007). 세포가 노화되면 세포 수준

에서 분화와 증식이 감소해 특정 분자들의 구조가 변화하고, 일련의 반응 경로가 변

화한다. 그러면 세포와 분자 수준을 뛰어넘어 해부학적, 생리학적으로도 불가피한 변

화가 발생하게 된다. 또한 장기 및 기관의 항상성이 저하되며, 이로 인해 외부 스트

레스나 질병, 사망에 대한 감수성이 급격하게 증가한다. 
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1.2 노화와 간

노화가 진행되어도 건강한 간을 지닌 경우 간의 기능은 잘 유지가 되는 것으로 

알려져 있다. 실제로 고령의 환자에게서 혈청 Alanine aminotransferase(ALT), Asp

artate aminotransferase(AST), Alkaline phosphatase(ALP), Bilirubin 등의 간기

능 검사는 대부분 정상 범위에 있다. 하지만 노화의 진행에 따라 간의 크기가 축소되

며, 간으로 향하는 혈액 유입량이 30~40% 이상 감소한다고 보고되고 있다(Igarashi 

et al 2022). 또한 노화된 간은 식습관, 술, 담배, 좋지 않은 영양상태 등에 의해서 

손상을 쉽게 받으며 노화된 간은 갈색으로 변하며 위축되어 크기가 20-40%까지 감소

한다(Ferreira et al 2018). 간 용량의 축소는 노화로 인한 간으로의 혈류량 감소에 

기인하며, 65세 이상에서는 40세 이하 대비 혈류량이 약 35% 이상 감소한다(Zhu et 

al 2021). 일반적으로 나이가 들면서 간세포 내의 이차 용해소체, 잔체, 리포푸신에 의

한 조밀체의 축적이 증가해 간세포에서 차지하는 상대적 부피가 증가한다(Ogrodnik 

et al 2017). 이처럼 조밀체의 축적이 늘어남에 따라 세포 내 소체나 세포 구성 성분

의 대사가 올바르게 진행되지 않아 간세포 내에서 여러 대사 과정에 문제가 발생할 

수 있다(Wang et al 2018). 따라서 신체의 노화가 진행됨에 따라 간의 기능은 감소

하게 된다. 또한 간세포의 노화는 간 기능을 떨어지게 하여 재생능력 감소 및 간세포 

암종의 발생을 증가 시킨다.

2. 노화의 생물학적 원인  

2.1 유전적 인자

우리나라 평균수명은 지속적으로 증가되었지만 인간의 최대수명은 크게 변화가 

없다는 것으로 보았을 때 인간의 수명이 유전적인 요인보다 외부적인 요인에 많이 의

존한다는 것을 보여준다. 노화에 대한 유전적인 영향은 15~25%이고, 75~85%는 생활

습관이나 환경에 의해 달라지는 것으로 알려지고 있다(Shin et al 2018). 즉, 노화에 

영향을 미치는 주요 요인은 유전보다는 식습관, 운동, 환경 조건 등 생활 요소들이며, 

적절한 노력과 실천으로 생물학적 연령을 실제 연령보다 젊게 유지하는 것이 가능하

다는 것이다. 어떤 생활습관이나 환경이 항노화에 더 유효한가 에 대해서는 더 많은 

연구가 필요한 것으로 보인다. 
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2.2 텔로미어

텔로미어는 진핵생물 염색체 양쪽 말단에 위치한 특수한 입자로, 이 말단의 DNA

는 특정한 염기서열이 여러 번 반복되는 특수한 패턴을 가지고 있다. 이 구조는 염색

체 끝의 DNA가 떨어지거나 서로 달라붙는 것을 방지한다. 텔로미어가 짧아지는 대표

적인 이유는 세포 분열 과정에서 발생한다. 세포가 분열할 때 텔로미어가 짧아지기 

시작하는데 이는 노화와 밀접한 관계가 있다(Shin et al 2018). 텔로미어가 일정 수

준 이상으로 단축되면 세포는 더 이상 분열할 수 없게 되어 결국 세포가 사멸하게 된

다. 스트레스나 불규칙적인 생활습관, 약물 남용, 충분하지 않은 수면 등이 텔로미어 

단축을 가속화 시킬 수 있다(Shin et al 2018). 텔로미어가 지속적으로 단축된다는 

것은 결국 세포노화의 주된 원인이며, 이로 인해 노화 관련 질병에 걸릴 위험이 높아

진다는 것을 의미한다. 연구에 따르면 텔로미어의 길이 자체가 아니라 텔로미어의 짧

아지는 속도가 노화 속도와 밀접한 관련이 있다(Shin et al 2018). 텔로미어는 mitoti

c clock 이라 하는데, 이는 세포가 분열하면 텔로미어 길이가 감소하므로, 텔로미어

의 길이를 측정함으로써 세포의 나이를 추정하고 수명을 예측할 수 있기 때문이다. 

세포들이 분열하며 텔로미어가 짧아지게 되면 세포의 기능이 저하되어 뇌 세포나 근

육 세포 등 거의 분열하지 않는 세포에게도 영향을 끼친다. 예를 들어 혈관 세포, 섬

유조직 세포, 거대포식세포, 그리고 뉴런을 지지하고 영양을 공급하는 미세아교세포와 

같은 세포들이 노화 과정에서 기능 저하를 겪게 되면, 이러한 변화는 뇌세포나 근육

세포에 손상을 입히게 된다. 텔로미어의 단축을 완전히 방지할 수 있는 확실한 방법

은 없지만, 생활 방식을 조절함으로써 이 과정을 늦출 수 있는 방법은 있다. 과일, 채

소, 씨앗, 견과류와 같은 자연 식품이 풍부한 식단은 항산화제, 엽산, 비타민D와 같은 

특정 영양소가 있기 때문에 도움이 된다. 연구에 따르면 규칙적인 신체활동은 텔로미

어 길이에 긍정적인 영향을 미치며, 규칙적으로 운동하는 사람들은 그렇지 않은 사람

들보다 더 긴 텔로미어를 가지는 경향이 있다고 나타났다(Shin et al 2018). 만성 스

트레스 또한 텔로미어 단축과 관련이 있으므로 스트레스 관리도 중요한 부분이다. 또

한 수면을 하는 동안 아교세포가 림프액이 들어갈 수 있는 공간을 만들어 뇌의 청소

를 도와주기 때문에 충분한 숙면이 필요하다. 

2.3 산화스트레스

인체에서 발생하는 활성산소는 적절한 위치, 시간, 적절한 양에서 생성될 때 긍정
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적인 영향을 미치며, 동시에 우리 신체의 방어 기전은 활성산소에 의한 독성을 해소

할 수 있다. 우리 몸은 체내 활성산소의 양을 자체적으로 조절하는데, 심한 운동 등

으로 인해 활성산소의 생성이 빠르게 증가하거나, 활성산소를 제거하는 기능이 약해

지면 다양한 질병이 활성산소에 의해 유발될 수 있다. 이에 따른 활성산소의 부작용

을 산화스트레스라 말한다. 활성산소가 과하게 생성되어 계속되는 산화스트레스는 세

포의 유전자에 영향을 주어 손상을 일으키며, 면역체계를 약화시키고 여러 질병을 유

발하며 노화를 가속화시킬 수 있다(Hohn et al 2017). 그러므로 에너지 대사과정에

서 계속 생성되는 활성산소로 인한 세포 손상과 이로 인한 노화를 방지하는 효과적인 

방어 시스템은 중요한 역할을 할 것으로 기대된다(Jing et al 2022). 활성산소를 효과

적으로 제거하기 위해 여러 항산화 효소와 항산화 물질인 vitamin C, E, 요산 등이 

중요한 역할을 하게 된다. 연구에 따르면 세포 내 산화 스트레스 생성을 조절하는 유

전자의 발현을 억제한 동물모델에서는 수명이 30% 연장되었으며, 노화 관련 질환인 

죽상 동맥경화 및 혈관내피세포 기능 억제와 같은 문제가 감소한 것으로 나타났다  

(Hohn et al 2017).

2.4 미토콘드리아 

세포내 소기관인 미토콘드리아는 자신의 유전체를 보유하고 있고, 미토콘드리아 

유전체에서 만들어지는 전자전달연쇄 단위체들은 미토콘드리아에서 생성되는 에너지, 

즉 ATP의 합성에 중요한 역할을 담당하고 있다. 세포에서 사용되는 중요한 에너지원

인 ATP의 80% 이상은 미토콘드리아에 의하여 생산되며, 미토콘드리아 유전체(mtDN

A)의 변이로 인해 미토콘드리아의 에너지 생산이 저하되면 다양한 질병이 발생할 수 

있다. 질병의 예로는 미토콘드리아 유전병, 당뇨, 노인성 치매, 심장질환 등이 있다. 

모든 미토콘드리아 유전체 변이는 궁극적으로 전자 전달연쇄의 기능 저하와 그 결과

로 세포내의 에너지 합성 감소를 유발하여 증상이 발생하게 된다. 에너지 감소는 세

포의 사멸을 유발하며, 세포의 사멸로 인한 신체 기능의 저하와 이상은 질병과 노화

의 주요 원인이다. 질병과 노화는 궁극적으로 미토콘드리아 전자 전달 연쇄 기능의 

저하와 이로 인한 에너지 합성 감소, 그리고 세포 사멸의 증가로 인한 생리적 변화로 

발생하는 현상이다. 또한 활성산소에 의한 미토콘드리아 유전체 변이의 축적과 미토

콘드리아의 점진적인 에너지 생산능력의 감소는 노화과정에서의 중요한 기작이다.
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3. 노화 유발 물질과 관련 신호

3.1 독소루비신(Doxorubicin)

독소루비신은 암 치료에 사용되는 화학요법 약물이다. 이는 세계보건기구(WHO)

의 필수 의약품 목록에 포함되어 있다. 일반적인 부작용으로는 탈모, 골수억제, 발진, 

구강 염증 등이 있으며 심각한 부작용으로는 아나팔락시스, 주사 부위 조직의 손상, 

방사선 회상, 심장 손상 등이 포함될 수 있다. 독소루비신은 안트라사이클린 및 항종

양 항생제 계열의 약물에 속한다. 이는 세포분열에 필요한 DNA의 기능을 방해함으로

써 부분적으로 작용하며, 세포의 DNA를 손상시켜 암세포 분열을 근본적으로 차단해 

죽게 만드는 항암제이다. 암세포의 DNA를 손상시켜 사멸하는 치료에 사용하며 암을 

치료하려는 시도들은 DNA의 손상을 유발하고 암세포와 정상적인 세포의 노화를 촉

진하는 결과를 가져온다. 세포의 세포노화환경을 생성하고자 사용된 독소루비신은 대

표적인 anti-cancer drug로 DNA의 염기서열에 직접적으로 삽입되어 α-helix구조의 

변형을 일으켜 DNA damage를 일으킨다고 알려져 있다(Song et al 2019). Doxoru

bicin은 농도에 따라 세포의 노화를 일으키거나 세포의 사멸을 일으킬 수 있다. 

3.2 과산화수소(H2O2)

과산화수소는 hygrogen peroxide로 미토콘드리아나 다른 세포 구조에서 형성되

는 중요한 활성산소(Reactive oxygen species, ROS)이다. 활성산소는 세포 내에서 

자연적으로 생성되는 화학적인 분자들로 생명을 유지하려는 호흡의 과정에서 자연스

럽게 만들어진다. 호흡을 통해서 우리 몸에 들어온 산소는 몸에서 세포로 운반되어 

에너지를 만드는데 사용된다. 세포 내 소기관인 미토콘드리아에서는 산소를 이용해 

에너지를 발생시키고 그 속에서 활성산소라는 부산물도 만들어 낸다. 이렇게 생성되

는 활성산소는 처음에는 세포의 기능을 방해하는 정도이지만 지속적으로 많아지게 되

면 세포를 산화시켜 세포막을 공격하고 구조를 파괴하여 손상시킨다. 이로 인해 세포 

기능의 저하가 심화되고 각종 질병이 발생되며 노화가 촉진된다. 일부는 세포 내에서 

중요한 신호전달과 대사과정에 참여하지만 지나치게 생성되거나 불균형한 양으로 존

재할 경우 세포의 손상을 초래한다. 즉, 과산화수소는 세포 내 활성산소를 증가시켜 

산화스트레스를 유발하고 DNA 손상을 일으킨다(Zhu et al 2021). 이때 DNA의 손상

이 제대로 복구되지 않게 되면 세포는 조기 노화를 일으키게 된다(Park et al 2017). 
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따라서 과산화수소는 세포 노화의 기전과 항노화물질의 연구에서 노화유발 물질로서 

이용된다(Park et al 2017). 또한 세포는 단백질과 지방질에 관여하는 세포막으로 싸

여 있는데 활성산소가 세포막의 지방질 성분을 공격해 말론알데히드라는 과산화지질

을 생성시키기 때문에 이로 인해 노화가 촉진된다.

3.3 p53 signaling

p53은 리-프라우메니증후군(Li-Fraumeni syndrome)을 유발하는 유전자로, 비

유전성 종양에서도 빈번하게 돌연변이를 일으키며 종양 억제 유전자로써 알려져 있

다. 또한 세포 주기 조절과 세포 생존에 관여하는 중요한 단백질로, 세포 손상이나 

이상 상태를 감지하고 세포의 자기파괴를 유도하여 종양의 형성을 예방한다(Sun et 

al 2018). 이러한 기능으로 인해 p53 단백질은 종양 억제자로 알려져 있다. 노화와 

관련하여 p53의 역할은 여러 가지 방면으로 연구되고 있다. 첫 번째, 노화는 주로 세

포 내 DNA 손상의 축적과 관련이 있다. p53은 세포 내의 DNA 손상을 감지하고 이

에 대응하여 세포 주기를 일시적으로 멈추거나, 손상된 DNA를 복구하거나, 불가능한 

경우 세포의 자기파괴를 유도한다(Zhao et al 2023). 이러한 기능으로 p53은 세포의 

항상성을 유지하고 노화를 방지하는 데 중요한 역할을 한다. 두 번째, p53은 세포 주

기를 조절하는 여러 단백질과 상호 작용하여 세포 분열과 성장을 조절한다(Wang et 

al 2023). 이 과정에서 p53의 기능이 저하되면 세포 주기의 불균형과 이에 따른 노화

가 발생할 수 있다. 세 번째, p53은 세포가 노화 상태로 진입하게 하는 염려 구간에 

관여한다. 세포가 G1 단계에서 S 단계(이중 가닥 DNA 복제)로 넘어가기 위해서는 염

려 구간(checkpoint)을 통과해야 한다. 염려 구간은 세포 주기의 각 단계에서 세포가 

올바르게 진행되고 있는지 확인하고 필요한 조치를 취할 수 있는 시기를 나타내며, 

세포가 분열을 멈추고 세포외 기질에 분비되는 세포외 기질 소성 효소를 통해 주변 

환경에 영향을 미치는 상태를 가리킨다. p53은 이 염려 구간의 형성에 관여함으로써 

노화를 유도할 수 있다(Wang et al 2023). 또한 p53은 세포에서 DNA 손상을 감지

하면 염려 구간에서 세포 주기를 일시적으로 멈추게 하고, 손상된 DNA를 수리하거나 

세포 자체의 프로그램된 세포사(apoptosis)를 시작하여 세포의 노화나 비정상적인 성

장을 예방한다. 따라서 p53의 기능은 세포 주기의 올바른 진행과 세포의 노화, 암 발

생 예방 등에 중요한 역할을 한다. 네 번째, p53의 핵-세포 외 위치 조절은 세포 노

화에도 영향을 미칠 수 있다. p53이 세포의 핵에서 세포 외로 이동함으로써 특정 유
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전자의 발현이 조절되고, 이는 노화 과정에 영향을 줄 수 있다. 이처럼 p53의 다양한 

기능들이 세포 노화와 관련하여 연구되고 있으며(Wang et al 2023, Nishizawa et a

l 2016), p53의 정상적인 기능 유지 또는 복구를 통해 노화를 지연시키거나 관리하는 

전략들이 연구 분야로 활발히 탐구되고 있다.

3.4 p21 signaling

p21은 암 억제 단백질로써 CDKN1A 유전자로 암호화되어 있다. p21 신호전달 

경로는 세포주기 조절과 세포 증식에 중요한 역할을 하는 단백질이다. 이 단백질은 

주로 세포주기의 G1/S 전이 단계에서 작용하여 세포의 증식을 제어한다. 세포주기의 

다양한 단계에서 활성화되는 p21은 세포주기의 정상적인 진행을 조절하고, 세포가 이

상 증식하거나 변이한 경우에는 세포주기를 멈추게 함으로써 세포의 비정상적인 증식

을 방지한다. 이러한 p21 신호전달 경로는 세포의 생존, 성장, 및 세포주기 조절과 

관련된 여러 신호 분자와 상호작용하며 복잡한 네트워크를 형성한다. 이러한 복잡한 

신호전달 네트워크를 통해 p21은 세포주기의 여러 단계에서 조절을 받아 세포의 증

식과 생존을 조절한다. 또한 p21 신호전달 경로가 세포주기의 비정상적인 조절과 암 

세포의 증식과 관련된 다양한 질병에서 중요한 역할을 한다는 것이 점차 밝혀지고 있

다(Zhang et al 2021). 따라서 p21 신호전달 경로에 대한 깊은 이해는 암 및 다양한 

세포증식 관련 질환에 대한 새로운 치료 전략과 표적치료 개발에 중요한 기여를 할 

것으로 기대된다. 정상적인 상황에서, p21은 세포주기를 조절하고 세포가 이상 증식

하지 않도록 방지한다. p21은 세포주기를 멈추게 함으로써 세포의 비정상적인 증식을 

억제하고 세포사멸 (apoptosis)을 촉진할 수 있다. 이러한 기능들은 p21이 세포 내에

서 다양한 신호 분자와 상호작용하여 활성화되고, 세포주기의 여러 단계에서 조절을 

받기 때문에 가능하다. p21은 세포주기의 다양한 조절 기작에 연결되어 있어, 이를 

통해 세포의 정상적인 성장과 분열이 유지된다. 그리고 이러한 기능들은 암 세포에서

의 이상 증식을 억제하고 종양 성장을 제어함으로써 항암 치료 전략의 중요한 표적이 

될 수 있다. 따라서 p21의 역할과 기능에 대한 깊은 이해는 암 및 기타 세포증식 관

련 질환에 대한 치료 전략의 개발과 이해를 높일 수 있다. 염려 구간에서 세포는 DN

A 손상이나 다른 비정상적인 상황을 감지하고, 세포 주기를 일시적으로 멈추어 이러

한 문제를 해결하도록 하는데 p21은 염려 구간에서 세포 주기를 조절하고, 세포가 안

정되고 올바르게 기능하도록 도와준다. 또한 p21은 세포의 DNA 손상을 감지하면 p5
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3과 협력하여 세포 주기를 일시적으로 멈추게 함으로써 세포가 손상된 DNA를 수리

하거나 프로그램된 세포사(programmed cell death)인 세포의 자살을 시작함으로써 

세포의 노화나 비정상적인 성장을 예방한다.

4. 식이인자

4.1 식이인자의 기능

필버톤(Filbertone)은 헤이즐넛에서 나는 향을 구성하는 천연 화합물 중의 하나

로, 이러한 화합물은 식물의 특정 부분에서 추출되거나 합성될 수 있다. 식물에서 나

오는 이러한 화합물들은 식이인자로서 중요한 역할을 할 수 있다. 식이인자(dietary f

actors)는 우리 식단에 포함된 다양한 성분들로 인해 건강과 질병 발생에 영향을 미

치는 인자들을 의미한다. 이러한 식이인자들은 영양소, 비영양소 성분, 그리고 식품의 

생리적 효과에 기인한다. 식이인자들은 우리 몸의 기능과 대사에 직접적인 영향을 미

칠 뿐만 아니라 여러 가지 식물성 화합물들이 음식의 맛과 향을 형성하며, 때로는 건

강에도 긍정적인 영향을 미칠 수 있다. 필버톤은 음식의 향을 향상시키는 데 사용될 

수 있으며, 이는 음식의 맛과 향을 증진시켜 식욕을 증가시키고 식사 경험을 향상시

킬 수 있다. 식물성 화합물들은 종종 항산화 물질을 포함하여 건강에 도움을 주는데 

기여할 수 있다. 항산화 물질은 세포 손상을 예방하고 염증을 감소시키는데 도움을 

주며, 이는 만성 질환의 예방과 관리 차원에서 도움을 줄 수 있다. 따라서 식물성 화

합물들이 우리 식단에 다양하게 포함되면 건강에 이로울 수 있다. 하지만 필버톤이나 

다른 화합물을 섭취할 때는 적절한 양과 방법을 유지하는 것이 중요하다. 과도한 섭

취는 부작용을 일으킬 수 있으며, 알레르기 반응을 일으킬 수도 있다. 따라서 식물성 

화합물을 섭취할 때에는 식품의 안전성과 적절한 양을 고려하는 것이 중요하다. 올바

른 식이인자의 섭취는 영양 균형을 유지하고 만성 질병을 예방하는 데 도움이 될 수 

있다. 
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4.2 필버톤의 효능 

필버톤(FIlbertone)은 헤이즐넛의 주된 향미 화합물로, 구조식은 C8H14O이며, 분

자량은 126.2g/mol 이다. 이는 물에는 잘 녹지 않고 기름에 녹는 특성을 가지고 있

다. 향수 제조에 사용되며 식품에 사용하기에 일반적으로 안전하다고 인정되는 물질

로 (GRAS)로 지정되어 있다. 맛과 향을 내기 위한 목적으로써 천연비누의 재료로 익

숙한 물질이지만, 필버톤에서 항비만 및 대사성질환의 개선 용도로서의 기술을 발견

해 특허로 등록하며 그 기능이 재발견되었다. 필버톤은 섭취 시 체내 발열을 유도하

여 에너지 소비를 촉진함으로써, 현재 판매 중인 비만치료제 시부트라민과 당뇨치료

제 메트포르민보다 당뇨, 비만, 이상지질혈증, 지방간 및 인슐린 저항성 증후군의 예

방 또는 치료 효과가 더 탁월하다고 보고된다(Wang et al 2020). 필버톤은 체중과 

내장지방을 감소시키고, 혈중 지질농도를 낮추며, 혈중 간 기능 지표를 개선하고, 혈

당을 감소시키며, 대사성 염증 반응을 억제함으로써 궁극적으로 비만, 당뇨, 이상지질

혈증, 지방간 및 인슐린 저항성 증후군으로 구성된 대사 질환의 예방 또는 치료에 도

움을 준다고 보고되어진다(Moon et al 2019, Mutsnaini et al 2021). 이처럼 필버톤

은 비만과 대사 질환의 개선에는 도움을 줄 수 있는 것이 알려져 있으나(Kim et al 2

023), 항노화 효과에 관하여서는 알려져 있지 않다. 본 연구에서는, 필버톤이 마우스

의 간세포 AML12에서 독소루비신과 과산화수소에 의해 유도된 노화에 대해 항노화

물질로의 효과가 있음을 시사한다.
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Ⅲ. 재료 및 방법

1. 세포 배양

마우스 간세포인 AML12를 10% FBS (WELGENE, S101-07, Korea, Fetal Bovi

ne serum)와 1% P/S (WELGENE, LS202-02, Korea, penicilin-streptomycin)이 

포함된 DMEM (WELGENE, LM001-05, Korea, Dulbecco's Modified Eagle Mediu

m)을 사용하여 37℃, 5% CO2 조건의 인큐베이터에서 배양하였고, 3-5 일마다 계대 

배양하면서 유지한다. 세포가 80-90% 자랐을 때 100mm dish에 있는 배지를 suctio

n해주고 DPBS (WELGENE, LB001-02, Korea)로 2번 washing 한다. Washing 후 

100mm dish에 T.E (WELGENE, LS015-01, Korea, Trypsin-EDTA) 3ml를 분주한

다. T.E 분주 후 37℃, 5% CO2 조건의 인큐베이터에 5분간 둠으로써 바닥에 부착된 

세포를 분리한다. 분리된 세포에 배지를 추가하여 15ml tube에 넣어주고 1000rpm으

로 3분간 원심분리 한다. 그 후 pellet을 resuspension 해준 후 spectrophotometer

를 이용하여 cell을 counting해 세포를 계대배양 한다.

2. 마우스 간 세포주 AML12로부터 노화 세포 생성 

Protocol to Generate Senescent Cells from the Mouse Hepatic Cell Line 

AML12 to Study Hepatic Aging (Cell Press)을 사용하여 노화 세포를 생성한다. 

세포배양용 100mm dish에 AML12를 1.0*10^6 cells/well로 분주하고 24시간 배양

시킨다. 24시간 배양시킨 후 cell이 약 50%-60% 자란 것을 확인하고, 1mM H2O2 (J

unsei, 23150-0350, Japan)를 1시간 동안 처리하는 것으로 산화스트레스를 유발한

다. 1mM H2O2를 처리한 시점이 산화스트레스를 주게 되는 day1이다. H2O2 1시간 

처리 후에는 23시간의 회복시간을 가진다. 이어서 day2부터 day6까지 매일 같은 시

간에 750μM H2O2를 1시간 동안 처리하고 23시간 동안 회복 기간을 가진다. day7 

일 때가 노화세포의 Stop point이다. 이 시점에서 세포를 배양하여 하고자 하는 실험

을 진행한다.

3. 세포 독성도 측정 (MTT assay)

세포배양용 48well plate에 AML12를 0.4*10^5 cells/well로 분주하고 24시간 

배양시킨다. 24시간 배양시킨 후 세포가 50%정도 자랐을 때 필버톤 (SIGMA, W3761
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08) 25μM, 50μM, 100μM을 처리 하고 48시간 동안 반응시킨다. 48시간 동안 반응이 

완료된 후 세포가 100% 자란 상태일 때 MTT assay를 진행한다. 48시간 동안 반응

이 완료된 후 배지를 제거하고 각 well에 5mg/ml 농도의 MTT (Thermo SCIENTIF

IC, L11939.03, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide)

용액을 250μl씩 처리하여 1시간 동안 CO2 incubator에서 반응시킨다. MTT 시약이 

들어있는 상층액의 배지를 제거한 후 각 well에 DMSO (SAMCHUN, 000D1137, Kor

ea)를 200μl씩 넣어 15분동안 트위스터에 둠으로써 반응과정 동안 생성된 세포 내의 

포르마잔을 녹인다. 이후 Microplate reader(BioTeck)를 사용하여 570nm에서 흡광

도를 측정한다.

4. 노화 세포 염색 (Senescence-associated β-Galactosidase Staining)

Senescence-associated β-Galactosidase Staining은 Senescence β-Galactos

idase Staining Kit (Cell signaling, #9860)를 사용한다. 12well plate에 AML12 no

rmal cell과 AML12로부터 생성한 노화세포가 Stop point일 때 4*10^5 cells/well로 

분주하고 48시간 배양시킨다. 48시간 배양시킨 후 세포가 100% 자랐을 때 노화세포

에 필버톤 (SIGMA, W376108) 100μM을 처리 하고 24시간 동안 반응시킨다. 반응이 

끝난 후 plate에 있는 media를 suction하고, 1X PBS (ELPIS BIOTECH, EBA-110

5)로 1번 washing한다. Kit에 포함되어 있는 10X Fixative Solution (Cell signalin

g, #11674)을 1X로 만들어 500µl/well 로 분주한다. 그 후 10-15min 간 room tem

perature에서 cell을 고정시킨다. Cell을 고정시킨 후 1X PBS (ELPIS BIOTECH, EB

A-1105)로 2번 washing한다. β-Galactosidase Staining Solution (930µl 1X Stain

ing Solution #11675, 10µl 100X Solution A #11676, 10µl 100X Solution B #11

677, 50µl 20mg/ml X-gal #11678 stock solution)을 500µl/well 로 분주한다. β-

Galactosidase Staining Solution을 분주한 후 증발을 방지하기 위해 plate를 파라

필름으로 밀봉하여 37℃, no CO2 조건의 인큐베이터에서 overnight한다. Overnight 

후 현미경으로 cell이 염색된 정도를 확인한다. 

5. 단백질 정량

 처리가 끝난 AML12 cell plate를 ice에 놓고 1XPBS (ELPIS BIOTECH, EBA-1

105)로 2번 washing한다. RIPA buffer (0.5M Tris-HCl, pH 7.4, 1.5M NaCl, 2.5% 
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deoxycholic acid, 10% NP-40, 10mM EDTA, protease inhibitor, phosphatase i

nhibitor, Thermo SCIENTIFIC, 89900) 200µl를 각 well에 분주 한 뒤 scraper를 

사용하여 샘플을 모아 E-tube에 넣어준다. 그 후 sonicator (SONICS, vibra cell)를 

사용하여 2sec씩 3번 분쇄하여 단백질을 추출한다. Albumin standard(2mg/ml)를 

serial dilution하여 E-tube에 2mg/ml, 1mg/ml, 0.5mg/ml, 0.25mg/ml, 0.125mg

/ml으로 만들어준다. BCA protein reagent A (Thermo SCIENTIFIC, #23228)와 B

CA protein reagent B (Thermo SCIENTIFIC, #1859078)를 50:1로 mix 해준다. 9

6well plate에 mix한 BCA reagent를 각 well당 200μl씩 넣어준다. 분주한 BCA rea

gent에 Albumin standard와 protein sample을 1μl씩 넣어 duplicate해준다. 이때 

Blank에는 BCA reagent 외에 아무것도 넣지 않고, 농도 0에는 dH2O 1μl를 넣어준

다. 각 well에 Albumin standard와 protein sample을 모두 분주 한 후 초록색에서 

보라색으로 색의 변화가 나타날 때까지 약 30분 기다려준다. 이후 Microplate reade

r(BioTeck)를 사용하여 562nm에서 흡광도를 측정한다. BSA standard 단백질의 양

(x축)과 측정된 흡광도(y축)를 활용해 샘플의 농도를 계산한다. 그 후 4X sample bu

ffer(0.5M Tris-HCl pH 6.8, 8% SDS (BIO-RAD, 161-0302), 0.4% BPB, 40% glyc

erol, dH2O)와 dH2O를 사용하여 1μg/μl의 prtotein sample을 만들어준다. Heat bl

ock을 95℃로 설정한 후 sample을 10min간 heating 한다. 단백질 20µg를 9% gel

에 50V로 20min, 100V로 100min 전기영동 한다. 그 후 100V로 90min동안 nitroc

ellulose membrane에 transfer 한다. Transfer가 끝난 후 5% skim milk in 0.1% 

T-TBS (Difco, 232100)를 사용해 1시간 blocking 하는 과정을 거친다. 0.1% T-TB

S에 1차 항체를 희석시켜 4℃에서 overnight한 후 incubation 하고, HRP 결합을 

가진 2차 항체를 5% skim milk in 0.1% T-TBS 용액에 10000:1의 비율로 희석시켜 

상온에서 1시간 incubation 한다. 반응이 끝난 후 15분씩 3회 0.1% T-TBS로 wash

ing한다. p53 antibody (Cell signaling, 2524S, 1:4000)를 사용하여 p53 발현을 확

인하였으며, 단백질 양을 β-actin (Proteintech, 1:10000)을 사용하여 보정한다. ECL 

(WESTAR ANTARES, CYANAGEN) 용액은 membrane에 약 1분간 반응시킨 후, W

estern Blot & Chemi Imaging (Vilber, FUSION Solo S)을 사용하여 단백질 양을 

분석한다.
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6. RNA 분리와 정량 

처리가 끝난 AML12 cell plate의 각 well을 1XPBS (ELPIS BIOTECH, EBA-110

5)용액으로 2번 washing 해준다. 각 well에 TRIzol reagent (Takara Bio Inc, #910

9) 1000µl를 넣어 cell membrane 이 완전하게 녹을때까지 pipetting 한다. Cell me

mbrane이 완전하게 녹은 TRIzol reagent를 E-tube에 넣어 준 후 chloroform (SI

GMA, C2432) 200µl를 첨가한다. 이때 chloroform과 TRIzol reagent의 비율은 1:5

로 맞추어 넣어준다. 이후 chloroform 200µl을 넣은 sample을 30초 15초 15초 간

격으로 voltexing한다. Voltexing한 sample은 2-3분간 ice에 두었다가 4℃ centrifu

ge에 12000rpm으로 10min간 원심분리 한다. 이 과정이 끝나고 나면 층 분리가 된 

것을 확인할 수 있다. Centrifuge후 분리된 상층의 RNA층을 따서 새로운 E-tube에 

옮겨준다. RNA와 동량의 Isopropanol (SAMCHUN, 000P2083) 을 넣고 inverting 

해준 후 –20℃에 overnight 한다. 그 후 sample을 4℃ centrifuge에 12000rpm으

로 20min간 원심분리 한다. 이후 가라앉은 pellet에 주의하며 상층액을 제거한다. 상

층액을 제거한 후 70% EtOH 1ml를 넣어준 후 tapping하여 pellet을 떨어뜨려준다. 

pellet을 떨어뜨린 후 4℃ centrifuge에 12000rpm으로 5min간 돌려 원심분리 한다. 

Pellet이 떨어지지 않게끔 주의하며 70% EtOH을 완전하게 제거한 후 잔여 EtOH이 

날아가도록 E-tube 뚜껑을 열어두고 5-10min dry 시켜준다. Dry 후 pellet이 완전

히 투명해지면 pellet의 양에 따라 20-30µl의 Rnase free water (SolBio, WAT001)

를 넣어준다. 58℃로 설정한 Heat block에 sample을 3min 에 1번씩 총 3번에 걸쳐 

tapping하여 완전하게 녹여준다. RNA를 완전히 녹여주는 과정이 끝나고 나면 ice에 

sample을 5-10min 둔 후 농도를 측정한다. Biochrom BioDrop µLITE Micro-volu

me Spectrophotometer을 사용하여 단위를 ng/µl로 설정하고 Rnase free water 

(SolBio, WAT001)로 blank를 한번 측정해준 후 sample들의 농도를 차례로 측정한

다.

7. cDNA 합성 

RNA isolation을 진행한 후 Real time-PCR을 진행하기 위하여 cDNA를 합성한

다. 한 sample 당 10X MMLV buffer (Promega, Madison, #B201) 2.5µl, 10mM 

dNTP (Promega, Madison, U151B) 1.5µl, Rnase inhibitor (Promega, Madison, 

#2313A) 1µl, Random primer (150ng/µl, Promega, Madison, C118A) 2µl, MML
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V RT Enzyme (Promega, Madison, RT001S) 1µl를 넣어준다. 이때 RNA의 농도는 

2µg으로 하며, total volume은 25µl으로 하여 나머지 volume은 Rnase free water 

(SolBio, WAT001)로 맞춰준다. 그 후 voltexing과 spin down하는 과정을 거친다. T

aKaRa PCR Thermal Cycler DiceⓇ 을 사용하여 37℃에서 1hr, 72℃에서 10min, 

그 후 4℃로 유지하는 과정을 통해 cDNA를 합성한다.

8. Real time-PCR

합성된 cDNA를 주형가닥으로 2X Ex Taq (TaKaRa Bio Inc, #RR820A) 11µl, 

Rnase free water (SolBio, WAT001) 8µl 및 Rplp0, Trp53, CDKN1A primer (Bio

nics, Korea) 2µl를 첨가한 후 voltexing과 spin down 하는 과정을 거쳐 duplicate 

한다. Real-time PCR 기기 (Takara Bio inc, Japan)를 사용하여 95℃ 30sec 1cycl

e (Hold), 95℃ 5sec / 58℃ 10sec / 72℃ 20sec 40cycle (3 Step PCR), 95℃ 15

sec / 60℃ 30sec / 95℃ 15sec (Dissociation)하는 과정을 거쳐 증폭시킨다. 그 후 

Real-Time System TP800 software (Takara)를 이용하여 결과를 분석한다. 각 시

료의 유전자 발현 양은 Rplp0(36b4)의 발현 양으로 보정한다. 

Table1. Primer list for RT-qPCR

Gene 
name

species
Forward 

Primer sequence 
(5' to 3')

Reverse 
Primer sequence 

(5' to 3')

Rplp0 Mouse GATGAGAGCCATGACGACCAGA TGTGTACCACACCACCCAGGA

Trp53 Mouse CTCCGAAGACTGGATGACTG ACAGATCGTCCATGCAGTGAG

CDKN1A Mouse TGTCTTGCACTCTGGTGTCTG CAATCTGCGCTTGGAGTGAT



- 17 -

9. 통계처리

본 연구에서 실험은 3번 이상 반복하여 수행했다. 실험 분석 결과는 GraphPad 

Prism5 software를 활용하여 mean ± SD로 나타내었다. 실험군과의 비교는 one-w

ay ANOVA (analysis of variance)를 사용하여 통계적으로 처리하였다. 결과의 유의

성은 Tukey (compare all pairs of columns)를 이용하여 확인하였으며, 유의성 수

준은 # p<0.001, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 로 표시하였다. 유의하지 않은 결

과는 NS (Not Significant)로 나타내었다.

10. 시약 리스트

FBS (S101-07, Korea, Fetal Bovine serum), P/S (LS202-02, Korea, penicil

in-streptomycin), DMEM (LM001-05, Korea, Dulbecco's Modified Eagle Mediu

m), DPBS (LB001-02, Korea), T.E (LS015-01, Korea, Trypsin-EDTA)는 WELGE

NE에서 구매하였다. H2O2 (23150-0350, Japan)는 Junsei에서 구매하였다. 5-Methyl

-2-hepten-4-one (W376108), Chloroform (C2432)는 SIGMA에서 구매하였다. Thi

azolyl blue tetrazolium bromide (L11939.03), RIPA buffer (89900), BCA protei

n reagent A (#23228), BCA protein reagent B (#1859078)는 Thermo SCIENTIF

IC에서 구매하였다. DMSO (000D1137, Dimethyl sulfoxide), Isopropanol (000P20

83)는 SAMCHUN에서 구매하였다. PBS (EBA-1105)는 ELPIS BIOTECH에서 구매하

였다. SDS (161-0302)는 BIO-RAD에서 구매하였다. Skim milk (232100)는 Difco에

서 구매하였다. p53 (2524S), Senescence β-Galactosidase Staining Kit (#9860) 

는 Cell signaling에서 구매하였다. β-actin 은 Proteintech에서 구매하였다. ECL은 

WESTAR ANTARES, CYANAGEN에서 구매하였다. TRizol (#9109), 2X Ex Taq (#

RR820A)는 TaKaRa Bio에서 구매하였다. 10X MMLV RT buffer (#B201), 10mM d

NTP (U151B), Rnase inhibitor (#2313A), Random primer (C118A), MMLV RT E

nzyme (RT001S)는 Promega에서 구매하였다. Rnase free water (WAT001)는 Sol

Bio에서 구매하였다. 
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Ⅳ. 결과

1. 필버톤의 AML12 간세포에서의 세포독성

필버톤을 25μM, 50μM 및 100μM 농도로 48시간 동안 처리한 후 MTT assay를 

통해 세포 독성을 확인했다. 결과적으로 AML12 세포에서는 필버톤 처리에 따른 세포 

독성이 관찰되지 않았으며, 그래프에 나타난 모든 처리 그룹에서 세포 생존율이 실험

군과 유사하게 나타났다(Figure 1). 이러한 결과는 필버톤이 AML12 세포에 대해 선

택적이고 안전하게 작용한다는 것을 시사한다. 따라서 필버톤은 세포 독성을 유발하

지 않으면서도 특정 세포 주에서 안전하게 사용될 수 있음을 제시하고 있다. 또한 필

버톤이 AML12 세포에 대해 안전하게 작용하며, 세포의 생존율에 부정적인 영향을 미

치지 않음을 보여준다. AML12 세포에서 필버톤 처리는 세포에 미치는 부정적인 영향

이 없거나 미미하며, 필버톤의 농도 변화에 따라 세포 생존율에 유의한 차이가 나타

나지 않았다. 

2. AML12 간세포에서 독소루비신의 노화 유발 
독소루비신의 처리가 AML12 세포에서 노화 관련 유전자인 p53의 발현에 영향을 

주는 시점을 확인하기 위해, 독소루비신의 다양한 농도 및 처리 시간에 따른 p53 단

백질의 발현 양을 조사하였다. AML12 세포에 독소루비신 1μM, 2μM 농도로 6시간, 

24시간 처리하여 p53 단백질의 발현을 확인하였다(Figure 2A). 6시간 처리한 그룹에

서 독소루비신을 2μM로 처리하였을 때 p53의 발현이 유의하게 증가했다(Figure 2B, 

left). 또한 24시간 처리한 그룹에서도 독소루비신을 2μM로 처리하였을 때 p53의 발

현이 유의하게 증가했다(Figure 2B, right). 특히, 2μM 독소루비신을 6시간 처리한 

경우에는 24시간 처리한 것보다 더 높은 발현 양을 관찰하였다. 따라서 6시간 보다 

더 적은 시간을 처리했을 때의 p53의 발현 양을 조사해 보았다. AML12 세포에 독소

루비신 1μM, 2μM 농도로 1시간, 2시간, 4시간, 6시간 처리하여 p53 단백질의 발현

을 확인하였다(Figure 2C). 1μM 독소루비신을 6시간 처리하였을 때 p53의 발현이 

유의하게 증가했다(Figure 2D, left). 또한 2μM 독소루비신을 6시간 처리하였을 때 p

53의 발현이 더 유의하게 증가했다(Figure 2D, right). 이를 통해 독소루비신 2μM을 

6시간 처리하는 것으로 시점을 설정하였다. 
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3. AML12 간세포에서 H2O2의 노화 유발 
H2O2의 처리가 AML12 세포에서 노화 관련 유전자인 p53의 발현에 영향을 주는 

시점을 확인하기 위해, H2O2의 처리 시간에 따른 p53 단백질의 발현 양을 조사하였

다. AML12 세포에 H2O2 750μM 농도로 15분, 30분, 45분, 60분 처리하여 p53 단백

질의 발현을 확인하였다(Figure 3A). H2O2 750μM을 1시간 처리한 그룹에서 p53의 

발현이 유의하게 증가했다(Figure 3B). AML12 세포에 H2O2 750μM 농도로 1시간, 2

시간, 4시간, 6시간 처리하여 p53 단백질의 발현을 확인하였다(Figure 3C). H2O2 75

0μM을 1시간 처리한 그룹에서 p53의 발현이 유의하게 증가했다(Figure 3D). 이를 

통해 H2O2 750μM을 1시간 처리하는 것으로 시점을 설정하였다. 

4. AML12로부터 생성된 노화 세포에서의 노화 유발

AML12로부터 생성된 노화세포에서 노화가 일어났는지 확인하기 위해 Senescen

ce-associated β-galactosidase (β-gal) staining을 통해 확인하였다. AML12로부터 

생성된 노화세포에서 진해졌던 염색의 강도가 Filbertone을 처리하였을 때 AML12 

정상세포와 유사하게 감소하는 것을 확인하였다(Figure 4A). 또한 정상세포와 노화세

포를 비교하였을 때 노화가 유의하게 증가하는 것을 확인하였고, 노화세포에 필버톤

을 처리하였을 때 유의적으로 감소하는 것을 확인하였다(Figure 4B). 이를 통해 AML

12세포로부터 생성된 노화세포가 노화되었다는 것을 확인하였고, 필버톤에 의해 노화

의 정도가 억제되는 것을 확인하였다. 

5. 필버톤이 노화로 유도된 AML12에서 p53의 단백질 발현에 미치는 영향 

필버톤의 처리가 노화로 유도된 AML12 세포에서 노화 관련 유전자인 p53의 발

현에 미치는 영향을 확인하기 위해 p53 단백질의 발현 양을 조사하였다. AML12 세

포에 필버톤 25μM, 50μM, 100μM 농도로 24시간 처리한 후 독소루비신 2μM 6시간

(Figure 5A), 과산화수소 750μM 1시간동안 처리하여 p53 단백질의 발현을 확인하였

다(Figure 5B). 결과적으로 독소루비신만 처리한 그룹에 비해 필버톤을 함께 처리하

였을 때 p53의 발현이 유의하게 감소하는 것을 확인하였다(Figure 5A). 또한, 과산화

수소만 처리한 그룹에 비해 필버톤을 함께 처리하였을 때 p53의 발현이 유의적으로 

감소하는 경향을 보이는 것으로 확인하였다(Figure 5B). 이러한 결과는 필버톤의 처

리에 의해 독소루비신과 과산화수소에 의해 증가되었던 노화가 억제 되었다는 것을 
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나타낸다. 이는 필버톤이 노화를 유발하는 환경에서 p53 발현을 억제하는 것을 시사

한다.

6. 필버톤이 AML12로부터 생성된 노화 세포에서 p53의 단백질 발현에 미치는     

     영향

AML12 정상 세포에서 노화세포를 만들어, 정상세포와 노화세포에 같은 농도의 

필버톤을 24시간 처리하였다. 정상세포의 대조군보다 노화세포의 대조군에서 p53 발

현이 증가하는 것으로 보아 노화가 유도되었다는 것을 확인하였다. 정상세포와 노화

세포에서 대조군에 비해 필버톤을 처리하였을 때 p53 발현이 감소하는 것을 볼 수 

있다. 이러한 결과는 필버톤이 노화를 유발하는 환경에서 p53 발현을 억제하는 것을 

시사한다(Figure 6).

7. 필버톤이 노화로 유도된 AML12에서 p53의 유전자 발현에 미치는 영향 

필버톤의 처리가 노화로 유도된 AML12 세포에서 노화 관련 유전자인 p53의 발

현에 미치는 영향을 확인하기 위해 p53 mRNA의 발현 양을 조사하였다. AML12 세

포에 필버톤을 25μM, 50μM, 100μM 농도로 24시간 동안 처리한 후 독소루비신 2μM

을 6시간(Figure 7A) 및 과산화수소 750μM을 1시간 동안 처리하여 p53의 mRNA 

발현을 확인했다(Figure 7B). 결과적으로 독소루비신과 필버톤을 처리한 그룹에서는 

p53의 mRNA 발현에 영향을 미치지 않았다(Figure 7A). 또한, 과산화수소와 필버톤

을 처리한 그룹에서도 p53의 mRNA 발현에 유의한 영향을 미치지 않았다(Figure 7

B). 더불어 정상 세포에서 노화세포를 만들어 정상세포와 노화세포에 같은 농도의 필

버톤을 24시간 처리한 후 p53의 mRNA 발현을 확인하였을 때에도 유의한 영향을 미

치지 않는 것을 확인할 수 있다(Figure 7C). 즉, 필버톤은 노화로 유도된 AML12 세

포에서 p53의 mRNA 발현에 유의미한 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다. 

8. 필버톤이 노화로 유도된 AML12에서 p21의 유전자 발현에 미치는 영향

필버톤의 처리가 노화로 유도된 AML12 세포에서 노화 관련 유전자인 p21의 발

현에 미치는 영향을 확인하기 위해 p21 gene expression을 조사하였다. AML12 세

포에 필버톤을 25μM, 50μM, 100μM 농도로 24시간 동안 처리한 후 독소루비신 1μM

을 6시간(Figure 8A) 및 과산화수소 750μM을 1시간 동안 처리하여 p21의 gene ex
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pression을 확인했다(Figure 8B). 결과적으로 독소루비신만 처리한 그룹에 비해 필버

톤을 함께 처리하였을 때 p21의 gene expression이 감소하는 것을 확인하였다(Figu

re 8A). 더불어, 과산화수소만 처리한 그룹에서도 필버톤을 함께 처리하였을 때 p21

의 gene expression이 감소하는 경향을 보였다(Figure 8B). 더불어 정상 세포에서 

노화세포를 만들어 정상세포와 노화세포에 같은 농도의 필버톤을 24시간 처리한 후 

p21의 gene expression을 확인하였을 때에도 필버톤에 의해 p21의 gene expressio

n이 감소하는 것을 확인하였다(Figure 8C). 이는 필버톤이 노화를 유발하는 조건에서 

p21 gene expression을 억제하는 것을 나타내며, 필버톤이 독소루비신과 과산화수

소에 의해 증가되었던 노화를 감소시킴으로써 노화를 억제하는 경향이 있다는 것을 

시사한다.
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Figure1. Cytotoxicity of Filbertone in AML12 hepatocytes 

Graph of MTT assay results after a 48hour treatment of AML12 cells with fi
lbertone at concentrations of 25µM, 50µM, and 100µM. The cell viability is e
xpressed as % cell viability in comparison to a positive control (n=4). The d
ata represent mean±SD. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared with contr
ol by one-way ANOVA with Tukey’s multiple-comparisons post hoc test.
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Figure2. Doxorubicin induces senescence in AML12 hepatocytes

(A) Western blot analysis of senescence-related protein. (B) When treated wi
th 1µM and 2µM doxorubicin for 6 hours, the protein levels were assessed 
(left). When treated with 1µM and 2µM doxorubicin for 24 hours, the protei
n levels were assessed (right). (C) Western blot analysis of senescence-relat
ed protein. (D) When treated to 1µM doxorubicin for 1,2,4,6 hours, protein l
evels were assessed (left). When treated to 2µM doxorubicin for 1,2,4,6 hour
s, protein levels were assessed (right) (n=3). Protein levels were normalized 
to β-actin. The data represent mean±SD. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 co
mpared with control by one-way ANOVA with Tukey’s multiple-comparisons 
post hoc test.
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Figure3. H2O2 induces senescence in AML12 hepatocytes

(A) Western blot analysis of senescence-related protein. (B) When treated wi
th 750µM H2O2 for 15,30,45,60 min, the protein levels were assessed. (C) We
stern blot analysis of senescence-related protein. (D) When treated with 750
µM H2O2 for 1,2,4,6 hours, the protein levels were assessed (n=3). Protein le
vels were normalized to β-actin. The data represent mean±SD. *p<0.05, **p
<0.01, ***p<0.001 compared with control by one-way ANOVA with Tukey’s 
multiple-comparisons post hoc test.
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Figure4. Senescence-associated β-galactosidase (β-gal) staining of senescent 
cells derived from AML12 hepatocytes

(A) Representative morphologies of senescence-associated β-galactosidase (β
-gal) stained (bluish-green color) AML12 with normal cell, senescent cells w
ere induced in AML12 cells and then treated with filbertone for 24 hours (s
cale bar=100μm). (B) Numbers of SA-β-gal positive cells (n=3). The data rep
resent mean±SD. # p<0.001 vs. normal, and ***p<0.001 vs. senescent + F10
0 by one-way ANOVA with Tukey’s multiple-comparisons post hoc test.
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Figure5. The protein level of p53 is inhibited by filbertone in senescence-in
duced AML12 hepatocytes

(A) After 24h of filbertone at concentrations of 25µM, 50µM, and 100µM pre
-treated on AML12 cells and then treated to doxorubicin 2µM for 6hours an
d (B) hydrogen peroxide 750µM for 1hours (n=5). Protein levels were normal
ized to β-actin. The data represent mean±SD. # p<0.001 vs. negative contr
ol, and ***p<0.001 vs. positive control by one-way ANOVA with Tukey’s mu
ltiple-comparisons post hoc test.
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Figure6. The protein level of p53 is inhibited by filbertone in senescent 
cells derived from AML12 hepatocytes

Senescent cells were induced in AML12 cells and then treated with filberton
e for 24 hours to assess the expression of p53 protein (n=3). Protein levels 
were normalized to β-actin. The data represent mean±SD. *p<0.05, **p<0.0
1, ***p<0.001 compared with control by one-way ANOVA with Tukey’s multi
ple-comparisons post hoc test.
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Figure7. The mRNA level of Trp53 (p53) is no effect by filbertone in senesc
ence-induced AML12 hepatocytes and AML12-derived senescent cells

(A) After 24h of filbertone at concentrations of 25µM, 50µM, and 100µM pre
-treated on AML12 cells and then treated to doxorubicin 2µM for 6hours an
d (B) hydrogen peroxide 750µM for 1hours to assess the expression of p53 
mRNA. (C) Senescent cells were induced in AML12 cells and then treated wi
th filbertone for 24 hours to assess the expression of p53 mRNA (n=3). mR
NA levels were normalized to Rplp0 (36b4). The data represent mean±SD. *
p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 compared with control by one-way ANOVA wit
h Tukey’s multiple-comparisons post hoc test.
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Figure8. The mRNA level of CDKN1A (p21) is inhibited by filbertone in sene
scence-induced AML12 hepatocytes and AML12-derived senescent cells

(A) After 24h of filbertone at concentrations of 25µM, 50µM, and 100µM pre
-treated on AML12 cells and then treated to doxorubicin 1µM for 6hours an
d (B) hydrogen peroxide 750µM for 1hours to assess the expression of CDK
N1A mRNA. (C) Senescent cells were induced in AML12 cells and then treat
ed with filbertone for 24 hours to assess the expression of p21 mRNA (n=
3). mRNA levels were normalized to Rplp0 (36b4). The data represent mean
±SD. # p<0.001 vs. negative control, and *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. 
positive control by one-way ANOVA with Tukey’s multiple-comparisons post 
hoc test.
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Ⅴ. 고찰

헤이즐넛의 항비만 및 항염증 효과에 대해서는 알려져 있으나, 헤이즐넛의 성분

인 필버톤의 항노화 효과에 관해서는 알려진 바가 없다. 따라서 본 연구에서는 마우

스의 간세포 (mouse liver cell, AML12)를 연구대상으로 하여 AML12의 노화를 억

제할 수 있는 항노화 물질로서 필버톤의 효과에 관해 알아보고자 했다. 본격적인 연

구를 진행하기에 앞서 AML12 간세포에 필버톤을 24시간 동안 처리하였고, 노화에 

대한 필버톤의 효과를 밝히기 위하여 필버톤 처리 후에 노화유발물질인 독소루비신과 

과산화수소를 처리하였다. 독소루비신과 과산화수소의 경우 여러 시간대로 처리해본 

후, p53 발현이 가장 많이 일어나는 시점으로 설정하였다. 

본 연구에서는 세포 노화의 중요한 인자로 알려진 p53에 주목하였다. 연구 결과, 

필버톤 처리는 p53 단백질 수준을 감소시킴으로써 노화 유발 물질로 인한 p53 단백

질 발현을 억제함을 확인하였다. 이러한 결과는 필버톤이 세포 노화를 억제하는 효과

를 나타낸다. p53 단백질은 세포 주기 조절, 세포 사멸, DNA 손상 등에 관여하는 주

요 단백질로, 이러한 단백질 수준의 감소는 세포 노화의 지연과 관련이 있을 것으로 

시사된다. 그러나 흥미로운 점은 필버톤 처리에 따른 p53 RNA 수준에서는 유의한 

변화가 관찰되지 않았다는 것이다. 이러한 결과는 필버톤이 노화 유발 물질에 의한 p

53 RNA 발현을 직접적으로 조절하지 않는다는 것을 나타낸다. 필버톤의 항노화 효과

가 주로 p53 단백질 수준에서 나타나며, 이는 세포 노화 억제에 있어서 필버톤의 영

향이 주로 단백질 수준에서 일어나는 것으로 추론된다. p53의 activity가 protein을 

조절하지만 protein의 변화가 gene expression과는 관련이 없다는 것을 알 수 있다. 

p53이 노화에 의해 증가한 것을 확인했기 때문에 downstream에도 영향을 줄 것으

로 보고 downstream인 p21의 gene expression을 확인해보았다. 필버톤의 처리에 

의해 p21의 gene expression 수준은 감소하는 경향을 보였다. 그 결과 p53 protein

이 감소하는 것과 동일하게 downstream인 p21의 gene expression이 감소한 것을 

확인하였다. 이러한 결과는 세포 내에서의 유전자 발현과 단백질 수준 간의 복잡한 

상호작용을 보여주며, 이를 이해하는 것은 세포의 상태 및 병리학적 과정에 대한 깊

은 통찰을 제공할 수 있을 것으로 기대되며 이와 관련된 정확한 분자 기작은 더 깊은 

연구가 필요할 것으로 보인다.
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p21과 p53은 세포주기 조절과 세포 증식을 조절하는데 핵심적인 역할을 하는 단

백질이다. 두 단백질 간의 관계는 매우 밀접하며 복잡하다. 일반적으로, p53은 p21의 

발현을 촉진함으로써 세포 주기를 조절한다. p21은 세포 주기의 여러 단계에서 p53

의 조절 하에 있는 유전자로, p53에 의해 활성화될 때 p21을 증가시켜 세포 주기를 

중단시킨다. 이는 세포가 이상 증식하거나 세포 내에 DNA 손상이 발생한 경우에 세

포 주기를 일시적으로 멈추어 세포가 DNA 손상을 복구하거나, 필요한 경우에는 세포 

사멸 (apoptosis)로 이끈다. 이러한 p21과 p53의 상호작용은 세포의 정상적인 성장과 

복잡한 신호전달 네트워크에서 중요한 역할을 하며, 세포 주기의 이상 증식을 방지하

고 세포의 생존과 죽음을 균형 있게 조절한다. 

본 연구 결과에서는 필버톤이 노화 유발 물질로 인한 세포 노화를 억제하는데 있

어서 중요한 역할을 할 수 있음을 보여준다. p53, p21 단백질은 세포의 건강과 생존

에 관련된 핵심적인 인자이며, 필버톤이 이를 조절함으로써 노화를 지연시킬 수 있는 

가능성이 제기된다. 이러한 발견은 노화 관련 질병의 예방 및 치료에 새로운 전략을 

모색하는데 기여할 수 있을 뿐만 아니라 노화와 관련된 분자 기작을 규명하는데 새로

운 방향을 제시한다. 향후 연구에서는 필버톤이 세포 노화를 어떻게 억제하고, 이와 

관련된 신호전달 경로 및 유전자 발현을 어떻게 조절하는지에 대한 더 깊이 있는 연

구가 필요할 것으로 보이며 세포 노화와 관련된 기본적인 이해를 확장시키고, 노화 

관련 질병에 대한 새로운 치료법을 개발하는 데 기여할 것으로 기대된다. 

더불어 필버톤의 세포 노화를 억제하는 효과를 입증함으로써, 필버톤이 항노화 

물질로서 노화 관련 질병의 예방과 치료에 활용될 수 있는 가능성이 제시된다. 또한 

세포 노화 연구 분야에 새로운 시각을 제공하며, 필버톤이 세포 노화와 관련된 중요

한 단백질 조절 메커니즘을 가진 성분임을 시사한다. 향후 필버톤의 노화와 관련된 

다양한 질병이나 질병의 치료 및 예방에 대한 잠재적인 활용 가능성에 대하여서는 더 

연구될 필요가 있으며, 미래의 임상 연구 및 신약 개발에 기초를 제공하며, 노화 관

련 질병에 대한 효과적인 치료법을 개발하는 데 기여할 수 있을 것으로 기대된다.

본 연구의 한계점은 첫 번째, in vitro 실험만을 수행하여 얻은 결과를 기반으로 

하고 있다는 것이다. 이로 인해 세포 외 환경에서의 결과를 반영할 수 있는 능력이 
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제한되어 있다. 향후 연구에서는 in vivo 실험을 추가적으로 수행하여 더 신뢰할 수 

있는 결과를 얻을 필요가 있다. 두 번째, senescence pathway의 일부로 p53과 p21

에 중점을 두고 있다. 그러나 이러한 경로는 더 넓은 맥락에서 상호작용하므로 다른 

관련된 유전자와 단백질들에 대한 연구도 필요하다. 세 번째, p53의 경우 protein과 

RNA level을 모두 확인하였지만 protein level이 감소하고 RNA level이 감소하는 

것에 대한 추가적인 실험이 필요하다. RNA 보다 protein이 더 빨리 분해되는 경우 

RNA level은 변하지 않고 protein level이 감소할 수 있으며, protein이 cell 내에서 

수명이 짧아서 protein은 계속 감소하지만 RNA는 일정한 경우가 존재할 수 있다. 또

한 protein은 translation후에도 다양한 modification 거칠 수 있다. 그렇기 때문에 

protein이 변형되어 활성이 감소하면서 RNA level은 그대로 일 수 있다. 따라서 연

구의 신뢰성을 강화하기 위해 추가적인 실험과 연구가 필요할 것으로 보인다.

마우스 세포에서 노화에 대한 개선은 인간의 노화에서도 긍정적인 영향을 미칠 

수 있는 가능성을 시사한다. 간세포의 노화는 간 기능을 떨어지게 하여 재생능력 감

소, 간세포 암종의 발생을 증가 시킨다. 노화된 세포에서의 부정적인 기능을 억제시키

는 것은 다양한 질환과 노화에 효과를 나타낼 것이라고 기대된다. 노화와 질병 간의 

관련성이 높기 때문에 노화 과정을 제어할 수 있는 항노화 물질에 대한 연구의 필요

성이 더욱 부각되고 있다. 이러한 연구는 노화 관련 질병에 대한 효과적인 치료법을 

개발하는 데 기여할 것으로 기대되며, 잠재적으로는 노화와 관련된 질병의 예방에도 

기여할 수 있을 것이다. 또한 필버톤이 세포 노화와 관련된 기본적인 이해를 확장시

키고, 노화 관련 질병에 대한 새로운 치료법을 개발하는 데 기여할 수 있을 것으로 

보인다.
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Ⅵ. 결론

Figure9. Filbertone may suppress senescence in AML12 hepatocytes
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Ⅶ. 영문 요약

Aging, a phenomenon where biological functions decline over time, can 

be observed at individual, cellular, and even molecular levels. Recent 

research indicates that as organisms age, the number of senescent cells in 

the body increases, and these senescent cells are directly related to 

age-related diseases in the elderly. South Korea is currently transitioning 

into a super-aged society where half of the population is elderly. With the 

growing elderly population, there is a heightened interest in aging, leading 

to extensive research aimed at finding ways to delay this process. 

Filbertone, a natural compound found in hazelnuts and responsible for 

their aroma, has been reported to have preventive and therapeutic effects 

against obesity, diabetes, dyslipidemia, fatty liver, and insulin resistance 

syndrome. However, little research has been conducted on the antioxidant 

effects of filbertone. Therefore, this study investigates whether filbertone 

can inhibit aging induced by H2O2 and Doxorubicin in mouse liver cells. 

The results revealed a decrease in the protein levels of p53, which is 

involved in cell cycle control and apoptosis induction, upon filbertone 

treatment. These findings indicate that filbertone inhibits cellular 

senescence by suppressing the increased expression of p53 protein induced 

by aging-related agents. In contrast, significant changes were not observed 

at the p53 RNA level following filbertone treatment. This suggests that 

filbertone's antioxidant effects primarily manifest at the protein level, 

focusing on the impact on protein levels. However, it was observed that the 

RNA levels of p21, a key player in cell cycle regulation and cell 

proliferation, decreased upon treatment with filbertone. These discoveries 

contribute to exploring new strategies for the prevention and treatment of 

age-related diseases and provide a novel direction for unraveling the 

molecular mechanisms associated with aging.
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Ⅸ. 약어 표

BPB Bromophenol blue
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimethyl sulfoxide
DNA Deoxyribo nucleic acid
Doxo Doxorubicin
FBS Fetal Bovine serum

GRAS generally recognized as safe
H2O2 Hydrogen peroxide
RNA Ribonucleic Acid
ROS reactive oxygen species
PBS phosphate-buffered saline
P/S penicilin-streptomycin
p53 TP53, tumor protein p53
p21 CDKN1A, cyclin dependent kinase inhibitor 1A
SDS sodium dodecyl sulfate
T.E Trypsin-EDTA
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단단하게 해주었고, 결국 감사의 글을 쓰는 이 시간을 가능하게 해주었습니다. 2년간
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