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Background and ObjectivesZZNaringenin and delphinidin are types of anthocyanidin, which 
are flavonoids and thus have anti-inflammatory property. Moderate consumption of natural 
dietary naringenin and delphinidin is believed to do anti-inflammatory action, but the action 
mechanism is unclear. Therefore, this study aimed to investigate the effects of naringenin and 
delphinidin on interleukin-1β (IL-1β)- and lipopolysaccharide (LPS)-induced MUC5AC and 
MUC5B expressions in airway epithelial cells.
Materials and MethodZZIn NCI-H292 cells and cultured nasal polyp epithelial cells, the effects 
of naringenin and delphinidin on IL-1β- and LPS-induced MUC5AC and MUC5B expressions 
were analyzed by real-time polymerase chain reaction and enzyme-linked immunosorbent assay.
ResultsZZDelphinidin attenuated IL-1β- and LPS-induced MUC5AC and MUC5B mRNA 
and glycoprotein expression in a dose-dependent pattern in NCI-H292 cells and in cultured na-
sal polyp epithelial cells. Naringenin partially attenuated IL-1β- and LPS-induced MUC5AC 
and MUC5B mRNA and glycoprotein expression at a high dose.
ConclusionZZThese results suggest that delphinidin attenuates MUC5AC and MUC5B expres-
sions in the airway epithelial cells. Between anthocyanidin and delphinidin, delphinidin exhib-
its greater potential as an ideal therapeutic agent for the control of mucus-hypersecretion in the 
treatment of airway inflammatory diseases.
	 Korean J Otorhinolaryngol-Head Neck Surg 2013;56:291-6
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서      론

점액(mucus)은 호흡기 상피 표면을 덮고 있는 물질로서 적

절한 습도를 유지해주고 윤활역할을 하며, 외부로부터 유입

되는 물질에 대한 방어 작용을 한다. 그러나 만성 염증성 호흡

기질환에서는 점액의 분비가 과도하게 일어나거나 그 성상이 

변화하여 병의 경과를 악화시킬 수 있어, 점액의 과다 분비를 

조절하는 것이 매우 중요하다.1) 점액의 성상을 결정하는 것은 

점액 내의 당단백인 점소(mucin)로 점액유전자에 의해 생성이 

조절된다. 호흡기에서 발현되는 중요한 점액유전자는 MUC2, 

MUC4, MUC5AC, MUC5B와 MUC8로 알려져 있다.2) 이 중

에서 분비형 점소(secretory mucin)인 MUC5AC 및 MUC5B

의 유전자 발현에 대해 이비인후과 영역에서 중요성이 부각되

고 있다.

사람의 코 점막 상피세포에서 점액의 분비를 증가시키고 점

액 유전자 발현을 증가시키는 여러 가지 물질이 존재한다. 그 
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중 interleukin-1β(IL-1β)는 대식세포와 내피세포에서 생산

되는 모노카인으로 T세포와 B세포, 섬유아세포의 증식, 프로

스타글란딘 E2의 생산, 류마티스성 관절염과 같은 여러 가지 

반응에 관계한다.3) Lipopolysaccharide(LPS)는 그람 음성 세

균의 외막 성분으로 인체 내에서 대식세포를 자극시켜 사이토

카인을 유도하여 여러 염증 반응을 일으킨다.3)

Anthocyanidin은 꽃이나 과일, 곡류의 적색, 청색, 자색을 

나타내는 flavonoid계의 수용성 색소로 그 종류가 다양하며 생

체 내에서의 역할도 광범위하다.4) 그 중 delphinidin과 narin-
genin은 일상생활에서 흔히 볼 수 있는 꽃이나 과일, 채소에 

다량으로 존재하고, 세포 내에서 항염증, 항산화, 세포자살 및 

면역시스템 조절 등의 작용에 관계하는 것으로 알려져 있다.5-9) 

그러나 염증반응에 의한 기도점액 과분비 과정에서 anthocy-
anidin이 점액유전자 발현에 어떤 영향을 미치는지에 대한 연

구는 아직까지 국내에 보고된 바가 없다.

따라서 호흡기 상피세포인 비용상피세포와 NCI-H292 세포

에서 naringenin과 delphinidin이 MUC5AC 및 MUC5B 유전

자의 발현과 점액 단백 생성에 어떠한 영향을 미치는지 알아

보고자 이 연구를 시행하였다.

재료 및 방법

재  료

LPS와 naringenin 및 delphinidin은 Sigma(St. Louis, MO, 

USA)에서, IL-1β는 R&D system(Wiesbaden-Nordenstadt, 

Germany)에서, RPMI 1640 medium은 Invitrogen(Carlsbad, 

CA, USA), fetal bovine serum(FBS)는 Hyclone Laboratories 

(Logan, UT, USA)에서 구입하였다. MUC5AC(MS-145-P1) 

일차항체는 Neomarker(Fermont, CA, USA)에서 구입하였으

며, MUC5B(SC-23024) 일차항체, anti-rabbit or anti-mouse 

horseradish peroxidase(HRP)-conjugated 이차항체는 Santa 

Cruz Biotechnology(Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다.

세포 배양 및 처치

비용조직은 만성 비·부비동염 및 비용을 가진 10명의 환

자에서 내시경적 부비동 수술 과정에서 채취하였다. 천식과 

알레르기성 비염을 동반하지 않으며 최근 4주 동안 비·부비

동염의 급성 악화나 약물 투여를 하지 않은 경우를 대상으로 

하였다. 채취한 비용조직을 즉시 penicillin 100 U/mL, strep-
tomycin 100 µg/mL를 포함한 phosphate buffered saline 

(PBS)에 담아 4℃에서 30분간 넣어두었다. PBS로 세척 후 결

체조직을 제거하고, 비용상피가 위로 오도록 하여 조직배양

접시에 넣은 후 비용상피가 침수될 정도로 dispase(GIBCO, 

Grand Island, NY, USA)를 10 mL 정도 첨가한 후 95%의 

산소와 5%의 이산화탄소가 혼합된 환경의 배양기에서 37℃

의 온도로 1시간 30분 동안 배양하였다. 이후 15번 수술용 

칼로 비용의 상피 표면을 깨끗하게 긁어내어 PBS에 담은 후 

200 mesh에 걸러 내고 튜브에 담아 3000 rpm에서 5분간 원

심 분리하였다. 상층부의 PBS를 제거하고 Human Keratinocyte 

Growth Supplement(HKGS, Cascade Biologics, Portland, 

OR, USA, 5/500 mL of medium)가 첨가된 EpiLife Medium 

(Cascade Biologics, Portland, OR, USA) 6 mL를 넣은 후 24-

well plate에 1 mL씩 접종하였다. 현미경으로 세포의 양을 확

인한 후 2일마다 HKGS를 첨가한 EpiLife Medium으로 배지

를 교체하면서 세포가 70~80% 정도로 증식되면 실험에 사용

하였다.

사람 폐의 점액상피양 암 세포주(human pulmonary mu-
coepidermoid carcinoma cell line)인 NCI-H292 세포(Amer-
ican Type Culture Collection, Manassas, VA, USA)를 6-well 

plate에 1×106 cells/well의 농도로 접종한 후 2 mM L-gluta-
mine, 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL streptomycin과 10% 

FBS가 포함된 RPMI 1640 배지를 이용하여 95%의 산소와 5%

의 이산화탄소가 혼합된 배양기에서 37℃의 온도로 배양하였다. 

Anthocyanidin의 효과를 알아보기 위해서 배양된 비용상

피세포에는 100 µM 농도의 naringenin 및 delphinidin을, 

NCI-H292 세포에는 50 µM, 100 µM 농도의 naringenin 및 

delphinidin을 전처치 한 후 1시간 뒤에 10 ng/mL의 IL-1β, 

100 ng/mL의 LPS를 각각 투여하였다. 대조군은 동일한 시

간 동안 배지에서 비용상피세포와 NCI-H292 세포를 각각 

단독으로 배양하였다.

Real-time polymerase chain reaction(PCR) 분석

합성된 cDNA 1 µL를 대상으로 LC Fast Start DNA Master 

SYBR Green kit(Roche Applied Science, Mannheim, Ger-
many)를 사용하여 real-time PCR을 이용한 점액 유전자 발

현 반응을 시행하였다. Real-time PCR은 최종량이 10 µL가 

되게 2.5 mM의 MgCl2와 최종 농도가 0.5 µM이 되게 primer

를 투여하였으며, 25 ng의 RNA 1 µL를 이용하여 실험을 수행

하였다. 정량적인 PCR은 Light-Cycler(Roche Applied Science, 

Mannheim, Germany)를 사용하여 95℃에서 10초간 변성(de-
naturation)과정을 거치고 60℃에서 5초간 결합(annealing)

반응을 시킨 후, 72℃에서 10초간 연장(extension)반응하였고, 

이러한 과정을 45회 반복하였다. 각 실험에서 증폭된 cDNA의 

유무를 확인하기 위하여 glyceraldehyde-3-phosphate dehy-
drogenase를 대조 유전자(internal control)로 사용하였으며, 

사용한 primer들의 염기서열은 Table 1과 같다. 증폭의 정확도
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는 변성곡선(melting curve, Roche Applied Science, Mannheim, 

Germany)을 사용하여 평가하였다. 

면역분석법(Immunoassay) 

MUC5AC 및 MUC5B의 점액 단백의 함량을 측정하기 위

해서 enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)법을 이

용하였다. 시료를 처리한 배양된 세포에서 lysis buffer[50 mM 

Tris·Cl(pH 7.5), 1 mM ethylene glycol tetraacetic acid, 1% 

Triton X-100, and 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride]로 

단백을 추출하여 정량하였다. 추출한 단백 100 µg을 96-well 

plate에 담고 40℃에서 건조될 때까지 방치한 후 plate를 PBS

로 3회 세척하였다. 비특이적 결합을 방지하기 위해 2% bovine 

serum albumin으로 실온에서 1시간 동안 차단한 후 PBS로 3

회 세척한 다음 0.05% Tween 20을 함유한 PBS에 1 : 200으

로 희석된 MUC5AC와 MUC5B 일차항체로 반응시켰다. 다시 

PBS로 3회 세척한 후 HRP-conjugated 이차항체를 0.05% 

Tween 20을 함유한 PBS에 1 : 5000으로 희석하여 각 well에 

첨가하였고, 1시간 후에 각 well을 PBS로 3회 세척하였다. 3,3’, 

5,5’-tetramethyl benzidine 용액으로 발색한 후, 2N-H2SO4

를 이용하여 중단시켰다. ELISA reader(EL800Ⓡ, BIO-TEK 

Instruments, Winooski, VT, USA)로 450 nm에서 흡광도를 

측정한 후 표준곡선을 이용하여 단백의 양을 정량하였다.

 

통  계 

통계 처리는 Windows용 SPSS version 10.0(SPSS Inc., Chi-
cago, IL, USA)을 사용하였다. 모든 실험은 p값이 0.05 미만인 
경우를 유의한 것으로 정하여 Student’s t-test를 이용하였다.

 

결      과

NCI-H292 세포와 비용상피세포에서 naringenin과 

delphinidin이 IL-1β에 의한 MUC5AC 발현에 미치는 영향

NCI-H292 세포에서 IL-1β로 유도된 MUC5AC의 mRNA 

발현과 점액단백의 생성량은 delphinidin을 투여한 군에서

는 통계학적으로 의미 있게 감소하였다. Naringenin의 경우에

는 고용량(100 µM)을 투여한 군에서는 감소하였으나, 저용량

(50 µM)을 투여한 군에서는 변화가 없었다(Fig. 1A and B). 

비용상피세포에서 IL-1β로 유도된 MUC5AC의 mRNA 발

Table 1. Primers used for polymerase chain reaction amplification

Gene Primer sequence
MUC5AC Forward: ATC ACC GAA GGC TGC TTC TGT C

Reverse: GTT GAT GCT GCA CAC TGT CCA A
MUC5B Forward: CAC ATC CAC CCT TCC AAC

Reverse: GGC TCA TTG TCG CTG
GAPDH Forward: CCT CCA AGG AGT AAG ACC CC

Reverse: AGG GGT CTA CAT GGC AAC TG
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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Fig. 1. The effects of naringenin and delphinidin on IL-1β-induced 
MUC5AC expression. In NCI-H292 cells, real-time PCR showed 
attenuation of IL-1β-induced MUC5AC mRNA expression by pre-
treatment with naringenin (100 µM) and delphinidin (50 µM and 
100 µM)(A). ELISA showed that naringenin (100 µM) and delph-
inidin (50 µM and 100 µM) decreased IL-1β-induced MUC5AC 
glycoprotein level (B). In cultured nasal polyp epithelial cells, real-
time PCR showed attenuation of IL-1β-induced MUC5AC mRNA 
expression only by pretreatment with delphinidin (100 µM)(C). Im-
ages are representative of three separate experiments performed 
in triplicate. Bars indicate the mean±SD of three independent ex-
periments performed in triplicate. *p<0.05 compared with zero val-
ue, **p<0.05 compared with IL-1β only. IL-1β: interleukin-1β, PCR: 
polymerase chain reaction, ELISA: enzyme-linked immunosorbent 
assay.
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현은 delphinidin을 투여한 군에서 통계학적으로 의미 있게 

감소하였으나, naringenin을 투여한 군에서는 변화가 없었다

(Fig. 1C).

NCI-H292 세포와 비용상피세포에서 naringenin과 

delphinidin이 IL-1β에 의한 MUC5B 발현에 미치는 영향

NCI-H292 세포에서 IL-1β로 유도된 MUC5B의 mRNA 발

현은 naringenin과 delphinidin을 투여한 군에서 통계학적으

로 의미 있게 모두 감소하였으며 delphinidin을 투여한 군에

서 보다 효과적으로 감소된 소견을 보였다(Fig. 2A). NCI-H292 

세포에서 IL-1β로 유도된 MUC5B 점액 단백의 생성량은 nar-
ingenin과 delphinidin을 투여한 군에서 통계학적으로 의미 

있게 모두 감소하였다(Fig. 2B). 비용상피세포에서 IL-1β로 

유도된 MUC5B의 mRNA 발현은 naringenin과 delphinidin

을 투여한 군에서 통계학적으로 의미 있게 모두 감소하였으며 

delphinidin을 투여한 군에서 보다 효과적으로 감소된 소견을 

보였다(Fig. 2C). 

NCI-H292 세포와 비용상피세포에서 naringenin과 

delphinidin이 LPS에 의한 MUC5AC 발현에 미치는 영향

NCI-H292 세포에서 LPS로 유도된 MUC5AC의 mRNA 

발현과 점액 단백의 생성량은 naringenin과 delphinidin을 투

여한 군에서는 통계학적으로 의미 있게 모두 감소하였다(Fig. 

3A and B). 비용상피세포에서 LPS로 유도된 MUC5AC의 

mRNA 발현은 naringenin과 delphinidin을 투여한 군에서 모

두 감소하였다(Fig. 3C).

NCI-H292 세포와 비용상피세포에서 naringenin과 

delphinidin이 LPS에 의한 MUC5B 발현에 미치는 영향

NCI-H292 세포에서 LPS로 유도된 MUC5B의 mRNA 발

현과 점액단백의 생성량은 delphinidin을 투여한 군에서는 통

계학적으로 의미 있게 감소하였다. Naringenin의 경우에는 고

용량(100 µM)을 투여한 군에서는 감소하였으나, 저용량(50 

µM)을 투여한 군에서는 변화가 없었다(Fig. 4A and B). 비용

상피세포에서 LPS로 유도된 MUC5B의 mRNA 발현은 nar-
ingenin과 delphinidin을 투여한 군에서 통계학적으로 의미 

있게 모두 감소하였으며 delphinidin을 투여한 군에서 보다 효

과적으로 감소된 소견을 보였다(Fig. 4C). 

고      찰

주요 anthocyanidin인 delphinidin은 분자식은 C15H11O7이

고, 배당체(glycoside)로서 히야신스(Hyacinthus orientalis)

의 청색 꽃과 사프란(Crocus sativus)의 꽃, 가지(Solanum mel-
ongena)의 껍질, 석류, 여러 가지 종류의 베리(berries) 및 포도

Fig. 2. The effects of naringenin and delphinidin on IL-1β-induced 
MUC5B expression. In NCI-H292 cells, real-time PCR showed at-
tenuation of IL-1β-induced MUC5B mRNA expression by pretreat-
ment with naringenin and delphinidin in all concentrations (A). ELI-
SA showed that naringenin and delphinidin significantly decreased 
IL-1β-induced MUC5B glycoprotein level in all concentrations (B). 
In cultured nasal polyp epithelial cells, real-time PCR showed atten-
uation of IL-1β-induced MUC5B mRNA expression by pretreatment 
with naringenin (100 µM) and delphinidin (100 µM)(C). Images are 
representative of three separate experiments performed in tripli-
cate. Bars indicate the mean±SD of three independent experi-
ments performed in triplicate. *p<0.05 compared with zero value, 
**p<0.05 compared with IL-1β only. IL-1β: interleukin-1β, PCR: poly-
merase chain reaction, ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay.
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와 같은 과일, 토마토, 당근, 적자색의 고구마, 적상추와 적양

파와 같은 채소의 색소로 존재한다.5-7) Delphinidin의 생물학

적 기능은 항산화작용, 항염증작용과 혈관생성억제 등으로 

다양하게 보고되고 있으며,5-13) 최근 연구에서는 인간혈관 내

피세포주에 delphinidin을 투여하여 tumor necrosis factor-α

에 의해 유도된 intracellular adhesion molecule-1과 vascular 

adhesion molecule-1의 발현을 억제시켜 항염증작용으로 동
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Fig. 3. The effects of naringenin and delphinidin on LPS-induced 
MUC5AC expression. In NCI-H292 cells, real-time PCR showed at-
tenuation of LPS-induced MUC5AC mRNA expression by pretreat-
ment with naringenin and delphinidin in all concentrations (A). ELI-
SA showed that naringenin and delphinidin significantly decreased 
LPS-induced MUC5AC glycoprotein level in all concentrations (B). 
In cultured nasal polyp epithelial cells, real-time PCR showed atten-
uation of LPS-induced MUC5AC mRNA expression by pretreatment 
with naringenin (100 µM) and delphinidin (100 µM)(C). Images are 
representative of three separate experiments performed in tripli-
cate. Bars indicate the mean±SD of three independent experiments 
performed in triplicate. *p<0.05 compared with zero value, **p<0.05 
compared with LPS only. LPS: lipopolysaccharide, ELISA: enzyme-
linked immunosorbent assay, PCR: polymerase chain reaction.

Fig. 4. The effects of naringenin and delphinidin on LPS-induced 
MUC5B expression. In NCI-H292 cells, real-time PCR showed 
significant attenuation of LPS-induced MUC5B mRNA expression 
by pretreatment with naringenin (100 µM) and delphinidin (50 µM 
and 100 µM)(A). ELISA showed that naringenin (100 µM) and del-
phinidin (50 µM and 100 µM) decreased LPS-induced MUC5B 
glycoprotein level (B). In cultured nasal polyp epithelial cells, real-
time PCR showed attenuation of LPS-induced MUC5B mRNA 
expression by pretreatment with naringenin (100 µM) and delph-
inidin (100 µM)(C). Images are representative of three separate 
experiments performed in triplicate. Bars indicate the mean±SD of 
three independent experiments performed in triplicate. *p<0.05 
compared with zero value, **p<0.05 compared with LPS only. LPS: 
lipopolysaccharide, PCR: polymerase chain reaction, ELISA: en-
zyme-linked immunosorbent assay.
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맥의 경화작용을 저지시킬 수 있다고 보고되었다.14) 또한 del-
phinidin이 세포자살의 기전에 관여하여 전립선암이나 대장

암에서 항암효과도 있다고 보고되었다.10) 

Naringenin은 delphinidin과 함께 주요 anthocyanidin으로 

분자식은 C15H12O5이고, 플라보노이드의 일종인 플라바논(fla-
vanone) 무배당체로서 포도와 오렌지, 유자 등의 감귤류에 많

이 들어 있으며 항산화 효과가 매우 크고, 항염증, 지방감소, 

탄수화물 대사 증진, 면역시스템 조절 등에 효과가 있다.9,11-13) 

최근 보고된 연구에서는 naringenin이 대식세포에서의 nuclear 

factor-kappa B에 대한 억제작용을 통해 알레르기성 질환의 

치료제로 가능성이 알려져 있다.9) 하지만 naringenin과 del-
phinidin이 호흡기 상피세포의 점액분비에 어떠한 영향을 미

치는지에 대한 연구는 아직까지 국내에 보고된 바가 없었다.

이 연구에서는 최근까지 보고된 연구에서 가장 많이 사용된 

50 µM 또는 100 µM 농도의 naringenin과 delphinidin을 투

여하여,5,6,9,14) NCI-H292 세포에서는 IL-1β와 LPS로 유도된 

MUC5AC와 MUC5B의 유전자 발현 및 단백생성이 delphin-
idin에 의해 억제되었고, 배양된 비용상피세포에서도 유사한 

양상으로 delphinidin에 의해 IL-1β와 LPS로 유도된 MUC5AC

와 MUC5B의 유전자 발현이 억제되었다. 특히 delphinidin은 

IL-1β와 LPS로 유도된 MUC5AC보다 MUC5B의 유전자 발

현 및 단백생성에 대하여 더욱 강한 억제효과를 보였다. 따라

서 delphinidin은 호흡기 상피세포에서 염증반응으로 유도된 

MUC5AC와 MUC5B의 유전자의 발현 증가에 대한 억제효

과가 있다고 생각된다. 하지만 naringenin의 경우에는 IL-1β

와 LPS로 유도된 MUC5AC와 MUC5B의 유전자 발현 및 단

백생성이 naringenin의 농도에 따라 억제되지 않는 양상이 관

찰되었다. 따라서 anthocyanidin 중 delphinidin이 naringenin

보다 항염증작용이 더 강하여 IL-1β와 LPS에 의한 점액 유전

자 발현 및 점액 단백질 생성 억제에 더 효과적인 것으로 생

각된다. 또한 이 연구를 토대로 생체 내 호흡기 상피세포에서 점

액 분비 조절에 관여하는 anthrocyanidin의 작용기전에 대한 

연구와 함께 anthrocyanidin의 상용 복용량에 의한 혈중농도

로 호흡기 상피세포에서 점액 분비 억제가 일어나는지에 대한 

연구가 진행되어야 할 것으로 생각된다.

이상의 연구 결과로 보아 호흡기 상피세포에서 anthrocyan-
idin이 점액의 과분비를 억제하는 작용이 있으므로, 이와 관련

된 작용기전에 대한 연구와 in vivo 연구를 진행한다면 점액
의 과분비를 억제할 수 있는 새로운 약제의 개발에 도움이 될 

것이다.
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