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<Abstract>

Mechanisms by Which Ginsenoside Rg3

Attenuates Triglyceride Accumulation

in 3T3-L1 Adipocytes

Hyun-A Ko

Department of Food science & Nurition Graduate School

JEJU NATIONAL UNIVERSITY

Supervised by professor Inhae Kang

Ginsenosides Rg3 has been reported to have extensive pharmacological activit

y such as anti-cancer, anti-inflammatory, anti-diabetic and anti-obesity.

However, the underlying mechanisms by which ginsenoside Rg3 attenuates

lipid accumulation in adipocytes is largely unknown.

To address this question, Rg3 were added to 3T3-L1 cells during adipocyte

differentiation. Rg3(60 µM) significantly attenuated adipogenesis by inhibiting

lipid accumulation in addition to reducing the level of adipogenic protein and

gene expression such as PPARg, aP2, and C/EBPα.

Strikingly, mitochondrial biogenesis and energy metabolism-related gene

expression (PGC1α, Nrf2, and SIRT1) were also significantly increased by

RG3 treatment.

We next investigated whether Rg3 attenuated lipid accumulation in mature

adipocytes. The presence of Rg3 caused a significant reduction in triglyceride

(TG) accumulation, as measured by Oil-red-O (ORO) staining. Fatty acid

(FA) oxidation was investigated via a radiolabeled-FA oxidation rate by

measuring the conversion of [3H]-oleic acid (OA) to [3H]-H2O was
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upregulated of by Rg3 in mature 3T3-L1 adipocytes. Furthermore, Rg3

enhanced the mitochondrial oxygen consumption rate (OCR), especially

maximal respiration, which measured by Seahore Flux analyzer in adipocytes.

Although Rg3 did not significantly increase the expression of browning

associated gene expression in Bt2-cAMP-mediated beige adipocyte, Rg3

prevented LPS-induced down-regulation of WAT browning in 3T3-L1

adipocytes which evidenced by increased UCP1 and PGC1α gene,

mitochondrial OCR, mitochondrial DNA transcription factor A (TFAM)

protein, mtDNA expression.

In summary, Rg3 was effective in reducing lipid accumulation in 3T3-L1

adipocytes through by the augmetation of mitochondrial activation and fatty

acid oxidation.
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Ⅰ. 서 론

1996년 세계보건기구가 ‘비만은 장기치료가 필요한 질병’으로 규정한 이래로

현재 21세기 인류가 극복해야 할 중요한 질병 중 하나로 생각되고 있다 [1].

비만이란 단순히 체중이 많이 나가는 것을 의미하기보다 ‘체내에 과다하게 많

은 양의 체지방이 쌓여있는 상태’를 말한다 [2]. 비만은 비만으로 그치는 것이

아니라 각종 질병의 원인이 될 수 있으며, 정신적인 질병까지 유발할 수 있다.

제2형 당뇨병, 이상지질혈증, 고혈압, 심혈관 질환 등 사망으로 이어질 수 있

는 각종 질병의 이환율을 높이기 때문이다 [3, 4]. 즉, 비만은 대사적 이상이

없더라도 비만 그 자체로 인해 합병증이 나타날 수 있다. 따라서 비만은 이환

율, 장애 발생률, 사망률을 유의하게 높일 뿐이 아니라 삶의 질까지도 저하시

킨다 [5]. 하지만, 여러 가지 보고들에 의하면 5~10% 정도의 체중감량만으로

도 비만과 관련된 질환, 증상 및 이로 인한 합병증을 임상적으로 크게 감소시

킬 수 있는 것으로 알려져 있으므로, 적극적으로 적절한 체중을 장기간 유지

하는 것이 매우 바람직하다 [6].

지방세포는 에너지 항상성 및 대사에서 중요한 역할을 한다 [7]. 지방세포의

변화 양상에 따른 비만은 증식형, 비대형, 혼합형으로 나눌 수 있다.

증식형은 분열로 인해 세포 수는 증가하지만 세포의 크기는 일정한 경우이

다. 아이들은 성장과 발달을 하기 때문에 세포의 증식이 잘 이루어진다 [8].

지방은 인체에 필요하기 때문에 적정한 시기에 분열을 할 필요가 있다. 하지

만, 과도한 칼로리의 섭취는 저장과 성장을 동시에 만족시키기 위해 크기가

커지는 거보다는 증식을 선택하게 된다 [9, 10].

비대형은 세포 수는 거의 변화가 없는데, 세포 자체의 크기만 증가하는 경우

이다. 지방세포는 일단 만들어지면 죽을 때까지 없어지지 않고 크기만 변화한

다 [11]. 성인 비만의 경우 대체로 비대형을 띄지만 체내 지방세포가 꽉 차서

더 이상 지방을 축적할 수 없을 경우에는 지방세포는 분열한다 [12].
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혼합형은 세포수가 분열에 의해 늘어나고 세포의 크기도 늘어나는 경우이

다. 성장기 비만이 성인비만으로 이어지는 경우가 대부분이지만, 소아의 경우

비대형보다는 증식형이 우세하고, 성인의 경우 증식형 보다 비대형으로 우세

하게 진행된다 [13].

지방조직의 성장은 크게 두 가지로, 첫째 지방크기가 증가되는 것과, 둘째

새로운 지방세포가 전구지방세포로부터 분화되는 것이다 [14]. 임상적으로 지

방을 줄이려는 노력이 쉽지 않는 까닭은 지방세포의 크기는 식사조절로 가능

하다고 알려져 왔지만 [15, 16], 새로운 전구지방세포가 지방세포로 분화되는

과정은 식사조절로 가능하지 않다.

전구지방세포가 형태학적으로나 생화학적으로 완벽히 성숙된 지방세포로 분

화될 때는 지방세포 유전자의 조절부위에 중요한 전사활성인자가 활성 되어야

한다. 이들 중 가장 잘 알려진 두 가지는 C/EBP과 PPAR이고 이들은 지방세

포 유전자조절부위와 상호작용으로 지방세포분화를 촉진시킨다. 이들 전사활

성인자의 역할은 지방축적과 관련된 효소의 유전자 발현을 활성화하고 음식섭

취와 같이 지방세포와 전구지방세포를 조절하는 분비단백질의 유전자 발현을

활성화 (example: leptin)하는 것이다 [17, 18].

홍삼은 인삼의 재배 적지에서 생산된 좋은 품질의 수삼을 엄선하여 껍질을

벗기지 않은 상태로 장시간 증기로 쪄서 건조시킨 담황갈색 또는 담적 갈색을

띠는 인삼이다[19].

진세노사이드는 인삼의 함유된 사포닌을 말하며, 인삼과 글리코시드의 합성

어로 인삼에서 추출한 글리코시드(배당체)라는 의미가 있다 [20-24]. 진세노사

이드는 탄소기본골격에 당분자가 결합된 배당체인 견고한 다당 구조이다 [25].

탄소기본골격은 소수성이 높은데 그런 골격에 친수성이 높은 당분자가 결합되

면 이것은 세포막지질에서의 용해도가 감소하여 체내 흡수율이 낮아지게 된

다. 예를 들어 진세노사이드의 성분 중에서 당분자가 4개가 결합된 Rb1의 체

내 흡수율은 1% 정도로 매우 낮다 [26-28]. 전체 홍삼에서 사포닌이 차지하는
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비중은 평균 1~3% 정도의 미량이며, 그 중에서 Rb1과 Rg1의 비중이 50%를

차지하고 있다. 그러나 인삼, 홍삼, 산삼에 함유된 RB1, RG1, RB2와 같은 성

분은 사람의 체내에 흡수율이 매우 낮으므로 Rg3, RH1, Compound-K와 같은

특이사포닌으로 변환이 되어야 흡수가 가능해 진다 [29-32].

그 중 암세포의 생성 및 전이를 억제하는 것은 물론 미토콘드리아 활성 증

가, 항 노화 등으로 가장 주목받는 생리활성 물질인 RG3는 인삼에서는 발견

이 어렵고 인삼을 가공한 홍삼이나 산삼에 함유량이 많은 것으로 알려져 있

다. 아직 RG3의 지방분화기전에 대한 연구는 부족한 실정이다 [33-42].

지방세포는 해부학적 위치, 형태학적 구조, 기능 및 조절에 따라 백색지방과

갈색지방으로 구별된다. 갈색지방은 붉은색의 철분이 존재하는 미토콘드리아

가 많은 지방이다. 미토콘드리아는 에너지와 열을 만드는 곳인데, 특이한 것은

일반 근육과 달리 갈색지방의 미토콘드리아에는 UCP1(Uncoupling protein1)

이라는 물질이 많은데 에너지 생산 대신 열을 생산하게 하는 일을 한다 [43].

2009년 미국 당뇨센터에서 성인에게도 기능적인 갈색 지방이 있다는 사실을

발견하였다. 그 이후 과학자들은 비만 및 2형 당뇨병 치료를 위해 갈색지방을

만들어 내는 방법을 찾는 연구에 주력하였다 [44-46].

운동 실시에 따라 이리신이라는 물질 등이 피하지방조직의 갈색화와 UCP1

의 발현을 촉갈색화가 촉진되는 것으로 알려져 있다 [47]. 백색지방의 갈색지

방화에 관여하는 물질 및 메카니즘은 계속 연구되고 있지만 아직 Rg3의 미토

콘드리아 활성 증가에 따른 갈색지방화 기전에 대한 연구는 부족한 실정이다.

Ginsenoside Rg3가 세포실험을 통해 지방전구세포에서 지방형성을 억제하고

그와 연관된 관련기전에 대한 연구를 함으로써 체중, 체지방 감소등 비만의

어떠한 영향을 주는지 비만의 영양관리 방안 모색을 위한 항비만 식품 개발의

데이터 베이스를 구축하고, Rg3 생리기능성에 대해서 구명 할 수 있을 것이

다. 비만을 치료 할 수 있는 천연화합물의 연구가 비만치료제로 사용될 수 있

을 지에 대한 근거 자료를 제시하고자 하였다.
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Ⅱ. 이론적 배경

1997년 WHO(세계보건기구)는 비만을 치료해야 할 ‘질병’으로 정의했다. 또

한, 최근에 와서는 비만을 21세기의 새로운 전염병으로 제시하였다 [1]. 비만

은 단순한 체중의 증가뿐만 아니라 체내 에너지 대사 이상 즉, ‘에너지의 과잉

축적 또는 에너지 소비의 감소’ 정의할 수 있다 [48, 49]. 이러한 에너지 대사

이상은 당뇨병, 고지혈증, 동맥경화, 심혈관 질환 및 암 등의 다양한 만성 질

환의 위험을 증가시키는 것으로 보고되었다 [48].

대사증후군은 복부비만, 고혈압, 고혈당, 이상지질혈증등과 같은 대사성 질

환이 한 사람에게 복합적으로 나타나는 대사 장애이다. 즉, 제2형 당뇨병, 이

상지질혈증, 고혈압, 심혈관 질환 등이 비만으로 매개된 대사성 질환이다 [50].

국민건강영양조사 2017(Korea Centers for Disease Control and Prevention

2019) 결과에 따르면 우리나라의 비만 유병율은 남자42.4%, 여자 27.7%이다.

또한 당뇨병 유병률은 남자 12.4%, 여자 8.4%이며, 이상지질혈증 유병률은 남

자 20.0%, 여자 22.6%이다. 따라서 비만 인구의 증가는 전세계적인 문제로 대

두되고 있다. 그러므로, 비만을 예방하고 치료하기 위한 연구는 여전히 중요하

기 때문에 천연 물질 및 식품 소재. 식품 기능성에 대한 많은 연구가 진행되

고 있다 [51, 52].
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비만은 에너지의 섭취와 소비가 불균형을 이룰 때 지방세포가 분화를 하면서

세포수가 증가하는 Hyperplasia 또는 지방세포의 지방축적으로 세포의 크기가

증가하는 Hypertrophy 이 두가지의 메커니즘으로 인하여 유발된다 [53]. 또한,

비만은 세포 생물학적 수준에서 비만은 세포의 생물학적 수준에서 지방조직의

섬유아세포 형태로 존재하는 지방전구세포가 지방세포로 분화 증식하게 되고,

세포 내 지방구가 축적되어 성숙한 지방세포로 성장하는 특징을 갖게 된다

[54].

adipogenesis는 미분화된 지방 전구세포(Preadipocytes)가 완전히 분화된 성

숙한 지방세포(adipocytes)로 전환되는 과정을 말한다 [55]. 또한, 지방세포는

지질 대사 및 에너지 균형 조절에 중요한 역할을 하는 고도로 특화된 세포이

다. 지방전구세포가 형태학적으로나 생화학적으로 완벽히 성숙된 지방세포로

분화되는 과정에서는 다양한 전사 인자 및 지방세포의 특이적 유전자의 발현

증가를 동반한다 [56].

3T3-L1 지방세포는 지방전구세포 단계에서 여러 호르몬과 전사인자들이 작

용하여 분화되면서 생성되며, 세포 내 중성지방을 축적한다. 3T3-L1 지방전구

세포는 DEXA(dexamethasone), IBMX(3-isobuthyl-1-methylxanthine) 및

insulin을 함유한 MDI 호르몬 칵테일을 처리하면 지방세포 분화가 촉진된다.

지방조직의 분화는 다른 세포분화와는 다르게 여러 호르몬, 그리고 다양한 전

사인자들의 상호작용을 통해 이루어지게 된다 [57]. 지방전구세포에서 지방세

포로 분화가 되는 과정은 지방산과 prostaglandin과 같은 ligand가 PPARγ 

(Peroxisome proliferator activated receptor gamma)에 결합하고



- 6 -

glucocorticoids와 같은 호르몬이 C/EBPβ (CCAAT/Enhancer binding protein

beta)와 C/EBPδ, SREBP-1c (sterol regutory element binding protein) 에 작

용하게 되어 시작하게 된다 [58-60]. 그리고 각각의 전사 인자는 FAS (fatty

acid synthase), ACC (acetyl-CoA carboxylase)를 비롯하여 다양한 지질 대사

와 관련된 효소의 발현을 조절하고, 에너지 대사에 중요한 역할을 하는 것으

로 알려져 있다 [57, 61, 62].

3-1. PPARr, C/EBPa

PPARγ (Peroxisome proliferator activated receptor gamma), C/EBPα 

(CCAT-enhancer-binding protein α) 는 지방전구세포에서 지방세포로 분화가

되는 과정에서 활성화 된다 [63, 64]. 또한, PPARγ와 C/EBPα는 leptin과

adiponectin 등 지방합성 유전자들의 발현을 조절한다 [65]. 특정 ligand에 의

한 PPARγ와 C/EBPα의 발현을 억제함으로써 지방합성을 억제시켜 항비만 효

과를 유도 할 수 있다 [66].

3-2. aP2 (FABP4)

또한, 이러한 전사인자로 인한 adipose-specific 유전자인 aP2 (adipocyte

protein 2)의 발현이 유도된다 [67]. aP2 (adipocyte Protein 2)는 FABP4

(fatty acid binding protein 4) 라고 불리기도 하며 [68], 지방산의 운반체 단

백질로, 주로 지방세포와 대식세포에서 발현된다. aP2 (adipocyte Protein 2)

는 지방세포에서 가장 풍부한 단백질 중 하나이고, adipogenesis동안 PPARg

의 발현을 유도하게 된다 [69]. 이 단백질을 유전자 공학이나 약물로 억제하는

것은 심장병, 당뇨병, 천식, 비만, 지방간질환, 암등을 치료할 가능성이 있다고

알려져 있다 [68].
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3-3. nrf2

Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2)는 사람에게서 NFE2L2

유전자에 의해 코딩되는 전사인자 이다 [70]. 또한, Nrf2 전사활성 인자는

ARE(antioxidant response elements)와 결합하여 산화 스트레스 반응 유전자

의 발현을 조절한다 [71]. 그리고 항산화 반응 유전자의 기본 발현 조절을 통

해 세포 항상성을 유지한다 [72]. Nrf2와 다른 전사인자의 작용은 산화스트레

스에 대한 반응을 중재한다 [73]. 또한, Nrf2의 발현은 copd와 관련이 있다

[74]. 폐암 세포주에서 Nrf2 활성이 세포 증식 속도와 직접적으로 연관이 있으

며, siRNA에 의한 Nrf2 발현 억제는 항암 약물에 의한 세포 사멸을 증가시킨

다 [75]. Nrf2 활성이 AhR(aryl hydrocarbon receptor) 신호를 유도하고 지방

생성을 억제 할 수 있다고 보고되었다 [76].

3-4. SIRT1

세포 내 단백질인 sirtuin family의 7개의 단백질중 지방 세포내의 SirT1은

NAD ( nicotinamide adenosine dinucleotide) dependent deacetylas 이다 [77].

SirT1은 내분비 신호, 포도당 항상성, 노화 및 수명과 같은 많은 세포과정의

조절에 관여하는 핵 단백질이다. SirT1의 표적단백질은 p53, p300, Ku70,

forkhead (FoxO) transcription factors, PPARγ, PGC-1α등 이다. 또한, PPAR

γ와 PGC-1α의 탈 아세틸화는 간에서의 포도당생성/당분해 경로를 조절하고,

금식에 반응하여 백색 지방 세포에서의 지방을 조절한다 [78-84]. 또한, SirT1

은 지방산 β 산화를 감소시키며, SirT1의 과발현은 PPARα의 발현을 유도하

고 [85], 베타세포에서 UCP2(uncoupling protein 2)를 조절하여 인슐린 분비에

영향을 준다 [86].

3-5. PGC-1α

PGC-1α (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator

1-alpha)는 사람에게서 PPARGC1A 유전자에 코딩되는 단백질이다 [87].
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PGC-1α (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator

1-alpha)는 HAR20 (human accelerated region 20) 으로도 알려져 있다 [88].

또한, PGC-1α는 에너지 대사에 관여하는 유전자를 조절하는 전사보조인자

(transcriptional coactivato)이다. 이것은 미토콘드리아 생합성의 주된 조절인

자이다. 근육에서 PGC-1α라는 단백질이 생성될 경우, 백색지방이 갈색지방으

로 전환된다는 사실이 밝혀졌고, 이 단백질은 핵 수용체(nuclear receptor)인

PPAR-γ 와 상호작용하여 이 단백질과 다중 전사인자의 상호작용을 가능하게

한다 [89-91]. PGC-1α는 또한 혈압을 조절하고, 세포의 콜레스테롤 항상성을

조절하며, 비만을 일으키는데 관여할 수 있다. 뿐만 아니라 당(glucose) 대사

에 관여하는 유전자의 발현을 조절하는 것으로 알려져 있다 [92].

최근 연구에서는 PGC-1α가 근력운동으로 인해 β-aminoisobutyric acid 분

비를 일으킨다고 제안되었다. 백색지방에서의 β-aminoisobutyric acid의 효과

는 백색지방세포에서 갈색지방세포의 특이적 유전자의 발현을 증가시키고 in

vitro 및 in vivo에 간세포에서 β-산화를 증가 시킨다 [93].

3-6. UCP1

UCP1 (Uncoupling protein 1)은 주로 갈색지방조직 (BAT)에서 발현되는 미

토콘드리아 내부 막 수송 단백질이다. 또한, ATP 합성을 산화적 인산화로부

터 분리하여 열 에너지를 방출 시킨다. 그 결과 UCP1은 열 발생에 중요한 역

할을 한다 [94].

연구 결과에 따르면 mice에 피하지방세포에는 저농도의 UCP1 단백질을 발

현하는 베이지 지방세포가 함유되어 있다 [95]. UCP1과 관련한 연구들에서 비

만 및 제2형 당뇨병과 관련 있음을 알 수 있다 [96].

3-7. TFAM

TFAM (mitochondrial transcription factor A)은 HMG(high-mobility

group) 단백질의 구성원이다. TFAM은 mtDNA의 전사인자이며 대사에 필수
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적인 역할을 하는 핵단백질로서 [97], 대다수의 ATP 생산은 미토콘드리아 호

흡 연쇄에 의존하기 때문에 미토콘드리아 게놈(genome)의 유지는 정상적인

건강에 중요하다. TFAM은 mtDNA 와 결합하여 mtDNA 전사 개시,

packaging, 복제 기전을 조절하면서 mtDNA 사본의 수 조절 유지 및 ATP 생

산의 유지에 필수적인 역할을 한다 [98, 99].

지방조직에는 백색지방(WAT : White adipose tissue) 와 갈색지방(BAT:

brown adipose tissue)의 두 가지 종류가 있다 [43]. 에너지를 저장하는 역할

을 하는 백색지방은 허리살이나 뱃살의 주범으로 알려져 있고, 미관상으로나

건강상으로 해롭다고 알려져 있다 [100]. 그러나 갈색지방은 음식으로부터 얻

은 에너지를 백색지방으로 저장하는 대신에 열로 전환시켜 신체를 따듯하게

유지하는 역할을 한다 [43]. 다시 말해, 백색지방은 과잉의 에너지를 저장하고,

갈색지방은 에너지를 열로 방출하여 에너지를 생성시키고, 어린이들의 체온을

유지하는데도 도움을 준다고 알려져 있었다. 과거 신생아에게만 존재하는 것

으로 알려졌던 갈색지방이 [101] 최근 연구결과에서 성인에게서도 쇄골에서

갈색지방세포가 존재 할 수 있음이 보고되었다 [102].

어떠한 특정한 환경에 노출에 의해 백색지방 세포의 갈색지방화의 가능성

이 밝혀졌고, 이러한 연구 결과는 에너지 소비가 증가되고 체증증가가 억제되

는 것을 알 수 있다 [103]. 베이지색 지방세포 역시 갈색지방세포와 유사하게

에너지를 소비하는 UCP1을 발현하고 [104], BMP7, ANP, FGF2와 같은 다양

한 전사인자들에 의해서 베이지색 지방세포로 유도 될 수 있고, 근육에서의

inrisin, 간에서 FGF-21이 분비되어 미토콘드리아의 수 뿐만 아니라 미토콘드

리아 내의 특징적인 게놈인 mtDNA의 수가 증가되는 것으로 보고되었다 [95].

또한, 최근 여러 문헌에 적은 mt DNA 사본수가 비만, 심근경색증 및 암을 포

함한 다양한 질병과 관련되어 있다고 보고되었지만, 이에 대한 정확한 기전은
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밝혀지지 않았다 [105, 106].

인삼 (Panax ginseng C. A. Meyer)은 고려 인삼이라고도 하며 오갈피나무

과 (Araliaceae)의 인삼속(Panax)에 속하는 다년생 초본류로 아시아에서는 그

뿌리를 인삼(Ginseng radix)이라고 한다 [107-109]. 인삼은 수천 년 동안 동아

시아의 여러 질병을 예방하거나 치료하는데 사용되어 왔다 [110]. 또한 인삼은

가공방법에 따라 홍삼과 백삼으로 분류되어 진다 [111].

그 중에서 홍삼은 국내의 연구자들에 의해 많이 연구되어 왔으며, 진세노사

이드(ginsenoside)가 주요 기능성 화합물임은 알려져 있다 [112]. 홍삼(紅蔘,

영어: hongsam, Korean red ginseng)은 한약의 일종으로, 인삼 Panax

ginseng C. A. Meyer (두릅나무과 Araliaceae)을 고온, 고압의 증기로 찌고

말려서 만들어진다 [113]. 연구에 따르면, 홍삼은 백삼과 비교하여 상대적으로

약리활성이 우수한 것으로 보고되었다. 이는 열처리하는 동안 생성되는 홍삼

특유의 성분과 이들의 함량이 증가되는 것에 의한 것으로 보고되었다 [114].

홍삼은 증기로 찌는 과정에서 효소가 불활성화 되고 호화현상으로 조직이 견

고해져서 10년 이상 장기보관이 가능해진다 [115].이러한 가공 과정에 의해 인

삼에 있는 배당체로서 사포닌으로 통칭되는 화합물군인 진세노사이드와 산성

다당체 같은 기능성 물질들의 함량이 증가하거나 전환되어 Malto과 같은 인

체에 유익한 8가지의 새로운 성분들이 생성된다 [116]. 홍삼의 대표적인 약리

활성은 당뇨병, 면역기능강화, 항산화, 피로회복, 암 발생억제 등이 있다 [117.

118].
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진세노사이드(ginsenoside)는 천연 스테로이드 글리코사이드이자 트라이터펜

사포닌의 일종이다. 이계열의 화합물은 인삼 속에 속하는 식물 속에서 많이

발견되며, 인삼 화합물에 대한 약리학적 연구에서 주요 성분으로 지목되고 있

다 [116]. 진세노사이드는 구조에 따라 유형이 다양하고 함유 조성과 관능적

특성은 추출온도와 추출시간 등에 따라 변화 한다 [117-119]. 특히, 홍삼을 가

열하여 추출하면 가수분해 반응에 의해 화학성분의 구조적 변화가 일어나 진

세노사이드 Rg2, Rg3, Rh1 및 Rh2 등의 prosapogenine으로 생성 된다 [67,

121]. 진세노사이드(ginsenoside)는 많은 연구를 통해서 암세포증식의 억제

[122], 항산화 효과(Bae and Kim, 1998) [123], 항 고혈압 [124], 혈당 강화

[125], 기억력 증진 [126], 뇌혈류 증진 [127], 등 다양한 생리적 약리 효능이

밝혀지고 있다. 홍삼에 미량으로 존재하는 이러한 진세노사이드들은 기존에

인삼에 함유되어 있는 진세노사이드보다 치매예방, 면역증가, 항산화 등의 효

능에서 월등한 약리활성이 검증되어 이러한 사포닌 생성을 위한 연구에 관심

이 높아지고 있다 [128]. 이들 진세노사이드 중에서 홍삼의 증숙 과정에서 만

들어진 홍삼 특유의 성분으로 진세노사이드 Rg3는 효능이 상당히 높다 [40,

129]. Ginsenoside Rg3는 aglycone 20번 위치의 chiral 탄소에 의하여

20(S)-Rg3와 20(R)-Rg3로 분류된다. 또한, 진세노사이드 Rg3는 Rd, Rb1, 및

Rb2와 같은 PPD ginsenosides의 열처리에 의해 주로 생성 된다 [131].

최근의 연구에 따르면 진세노사이드 Rg3는 종양억제 및 항암전이, 항염증

제, 간 보호효과, 신경보호 작용, 면역효과, 혈관확장, 혈소판 응집억제 효과,

항당뇨 및 인슐린 분비 촉진과 같이 광범위한 약리학적 활성을 가지고 있다

[33-40]. 그러나, 최근 연구에서 여러 가지 생리활성 효과와 작용 기전에 대한

연구 결과들이 보고되고있고, 항비만 효과에 대한 보고도 있지만, Rg3의 항비

만 효과에 대한 연구, 그리고 Rg3의 미토콘드리아 활성 증가에 따른 갈색지방

화 기전에 대한 연구는 아직 부족한 실정이다 [41, 42].
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Ⅲ. 실험 재료 및 방법

모든 세포 배양과 관련된 물품은 SPL (Seoul, Korea)에서 구입하였다. 화학

물질 및 시약은 달리 명시되지 않는 한 Sigma Chemical Co (St. Louis, MO,

USA)에서 구입하였다.

Ginsenoside Rg3는 Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA)에서 구입하

였고, 농축 농도 (40mg/ml)로 DMSO에 용해하고, -20°c에 보관하였다. Fig.1

은 Ginsenoside Rg3의 화학분자구조를 보여준다. 본 연구에 사용된 RG는 6년

근 홍삼근을 분쇄하여 분말형태로 만든 홍삼분말로써 풍기인삼농협 (Seoul,

Korea)에서 구입하여 사용하였다.

2-1. 시료의 추출

RG 분말 10g을 3차증류수 100mL와 혼합하였다. 다음으로 감압여과

(Whatman, Maidstone, UK) 하여 출물을 얻은 후, 이를 동결 건조시켜 분말

추출물을 얻었다. 최종적으로, 샘플을 62.5mg/ml의 농도로 DMSO에 용해시키

고 시료로 사용되었다.
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Figure 1. Structures of ginsenosides Rg3.
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3-1. 이화학적 특성

1) TPC (Total polyphenol content)

RG 추출물의 총 폴리페놀 함량 (TPC)은 변형 된 Folin-Denis 방법 [132]을

통하여 측정하였다. 시료(10mg/mL, 5mg/mL) 10μl 및 1M Folin-ciocalteu

phenol reagent (sigma) 75 μl을 96-well plate에 각 well에 첨가한 후, 실온에

서 5분간 반응시켰다. 4% Na2CO3 용액을 반응물에 75ul 첨가하고, 1시간 동

안 반응시키고 알류미늄 호일과 상자를 사용하여 빛으로부터 보호하였다. 흡

광도는 분광 광도계 (Molecular Devices, San Jose, CA, USA)에 의해 실온에

서 720 nm에서 측정하였다. Gallic acid를 표준물질로 하였고, 표준곡선을 바

탕으로 추출물의 총 폴리페놀 함량을 측정하였다.

2) TFC (Total flavonoid content)

RG 추출물의 총 플라보노이드 함량 (TFC)은 변형 된 Moreno et al 방법

[133]을 통하여 측정하였다. 시료(10mg/mL, 5mg/mL) 20μl 및 증류수 100μl를

혼합하여 5% NaNO2(Sodium nitrite) 6μl를 첨가하고 혼합물을 실온에서 6분

간 반응시켰다. 그 후, 10% AlCl3(Aluminium chloride) 12 ul를 첨가하여 5분

간 실온에서 반응시킨 후에, 총 40μl 1M NaOH를 첨가하고 510nm에서 반응

물 흡광도를 측정 하였다. catechin을 표준물질로 하였고, 표준곡선을 바탕으

로 추출물의 총 플라보노이드 함량을 측정하였다.

3) 진세노사이드 성분 분석

RG 분말의 진세노사이드 Rg1, Re, Rh1, Rg2, Rb1, Rc, Rb2, Rg6, Rg3, Rh2

의 함량을 분석하였다. 성분은 증류수와 유기용매를 이용하여 시료에서 진세

노사이드 성분을 추출한 후 최대 흡수파장인 203nm에서 정량 분석을 하였다.

(표1)



- 15 -

Table 1. Condition of LC/Mass for analysis of ginsenosides

항목 조건

주입량

검출기파장

칼럼 온도

이동상

유속

10 µL

203 nm

30°c

A : 증류수 B : 아세토니트릴

1.0 mL/분
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3-2. 세포 배양 및 지방세포 분화

실험에서 사용된 3T3-L1 지방전구세포는 American Type Culture

Collection (Manassas, VA, USA)에서 구입하였다. Dulbecco’s Modified

EaDCRT Media (DMEM, Gibco BRL)에 1% Penicilin/streptomycin (P/S)과

10% Fetal calf serum (FCS)를 첨가하여 37℃, 5% CO₂ 조건하에서 배양하

였다. 세포수의 증식에 따른 과밀도 현상을 막기 위하여 성장배지의 교환을

매 24-48시간마다 실시하였으며, 세포의 밀도가 약 80%일 때 계대 배양

(Subculture)을 실시하였다. Confluence 상태가 될 때까지 배양한 후에 분화시

키기 위하여 10% Fetal bovine serum(FBS, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

로 성장배지를 교환해 주었으며, 48시간이 지난 후 (day 0) 500μM IBMX, 1μ

M Dex, 2nM insulin (MDI)과 10% FBS가 첨가된 DMEM에서 추출물과 함

께 처치 후 48시간 동안 분화 유도를 하였다. 48시간이 지난 후(day 2), 2nM

insulin (MM)과 10% FBS가 첨가된 DMEM에서 추출물과 함께 처치 후 48시

간동안 배양하였으며, 원하는 분화 정도까지 24-48시간마다 배지를 교환하였

다. Lipogenesis 즉, 성숙한 지방세포에서 Rg3와 RG를 처치할 경우 48시간이

지난 후(day 2) 2nM insulin (MM)과 10% FBS가 첨가된 DMEM에서 성숙한

지방세포가 될 때까지 배양하였고, 성숙한 지방세포로 완성된 후 Rg3를 3일동

안 처치하였다. 배지는 24-48시간마다 교환하였다. HepG2는 Korean Cell Line

Bank(KCLB, Seoul, South Korea)에서 얻어졌다. Dulbecco’s Modified

EaDCRT Media (DMEM, Gibco BRL)에 1% Penicilin/streptomycin (P/S)과

10% Fetal bovine serum (FBS)를 첨가하여 37℃, 5% CO₂조건하에서 배양

하였고, Fatty Oxidation Rate용으로 사용하였다.

3-3. 세포 생존율 측정 (XTT assay)

Rg3와 RG가 3T3-L1의 세포 생존율에 미치는 영향을 확인하기 위해 XTT

Cell Viability assay (Cell signaling Technology, Beverly, MA, USA)를 수행

하였다. 3T3-L1 세포를 96well-plate에 100ul의 10% FCS와 함께 24시간동안

배양하였다. 그 후, 각 well마다 Rg3와(20,40,60 μM), RG를 (30,60,90,120,150

ug/ml) 농도별로 처치하여 24시간 동안 배양하였다.
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control group에는 FCS만 첨가하였다. 그 후, 배지를 fresh한 media로 농도

별로 교환해주고 각 well에 XTT detection solution을 50 µL 첨가하고 37도에

서 3시간 동안 배양한 후 분광 광도계 (Molecular Devices, San Jose, CA,

USA)에 의해 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

3-4. Oil Red O 염색에 의한 지방 축정량 측정

지방세포에서 지질 축적을 측정하기 위해 중성지방만 붉은색으로 염색하는

Oil Red O(ORO)로 염색법을 사용하였다. 세포를 96well-plate에 Rg3와

(10,20,40,60 μM), RG를 (30,60,90,120,150 ug/ml) 농도별로 처치하면서 분화시

켰다. 분화유도가 끝난 세포는 HBSS로 washing 하였고, 세포를 고정시키기

위해 10% Formaldehyde를 첨가하고 실온에서 1시간동안 고정시켰다. 그 후,

Formaldehyde를 제거하고 60% Isopropanol로 washing 한 후, 10% formalin

으로 실온에서 30분간 고정시킨 후에 Oil Red O working solution (sigma,

Oil Red O 0.7g을 200ml Isopropanol에 녹인 용액으로 증류수와 6:4 비율로

섞은 후 0.2μm으로 Filter한 용액)으로 10분간 염색하여 H2O로 4번 washing

하였다. 염색된 세포는 CKX41 도립 현미경 (Olympus, Melville, NY, USA)에

서 관찰하였으며, ORO 염색약을 100% Isopropanol로 추출하여 지질 축적량을

흡광도 500nm에서 측정하였다.

3-5. 유전자(mRNA) 발현 수준 확인

분화유도가 끝난 세포는 HBSS로 washing하여 Trizol(Invitrogen, Carlsbad,

CA, USA)을 사용하여 세포에서 RNA를 추출하였다. 그 후, RNA 농도는

NanoDrop (Nano-200 Micro-spectrophotometer, Hangzhou City, China)에 의

해 측정되었다. 1 µg의 RNA를 20 µL(iScript cDNA Synthesis kits, Bio-Rad,

CA, USA)의 부피로 cDNA synthesis을 하였다. 유전자 발현 수준은 Real

time PCR CFX96 ™ Real-Time PCR Detection System, Bio-Rad,CA,USA)

를 이용하여 분석하였다. Control은 36B4, RPLPO (Ribosomal Protein Lateral

Stalk Subunit P0) 또는 HPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyltransf-

erase)를 사용하였다. mRNA sequence 표2에 나타내었다.
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Table 2. Primersequences of the investigated genes in a RT-PCR

analysis

1) SIRT1: sirtuin 1

2) 36B4(RPLPO) : Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit P0

3) UCP-1 : Uncoupling protein – 1

4) PGC-1α : Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha

5) nrf2 : Nuclear respiratory factor 2

6) TFAM : mitochondrial transcription factor A

7) PPARγ : Peroxisome proliferator-activated receptor gamma

8) C/EBPα : CCAT-enhancer-binding protein α

9) aP2, FABP4 : fatty acid binding protein 4

10) HPRT : hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase

Primer Primer Sequences

SIRT1
Foward DNA –GG TAT CTA TGC TCG CCT TGC

Reverse DNA –AC ACA GAG ACG GCT GGA ACT

36B4

(RPLPO)

Foward DNA –GG ATC TGC TGC ATC TGC TTG

Reverse DNA –GG CGA CCT GGA AGT CCA ACT

UCP-1
Foward DNA –AG GCT TCC AGT ACC ATT AGG T

Reverse DNA –CT GAG TGA GGC AAA GCT GAT TT

PGC-1α
Foward DNA –CC CTG CCA TTG TTA AGA CC

Reverse DNA –TG CTG CTG TTC CTG TTT TC

Nrf2
Foward DNA –TG GAG AAC ATT GTC GAG CTG

Reverse DNA –CT GAG CCG CCT TTT CAG TAG

TFAM
Foward DNA –GT CCA TAG GCA CCG TAT TGC

Reverse DNA –CC CAT GCT GGA AAA ACA CTT

PPARγ
Foward DNA –GG CGA TCT TGA CAG GAA AGA C

Reverse DNA –CC CTT GAA AAA TTC GGA TGG

CEBPα
Foward DNA –GG TTT TGC TCT GAT TCT TGC C

Reverse DNA –CG AAA AAA CCC AAA CAT CCC

aP2
Foward DNA –AG CAT CAT AAC CCT AGA TGG CG

Reverse DNA –CA TAA CAC ATT CCA CCA CCA GC

HPRT
Foward DNA –TT GCT CGA GAT GTC ATG AAG GA

Reverse DNA –AG CAG GTC AGC AAA GAA CTT ATA GC
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3-6. 단백질 발현 수준 확인 (Western blot)

지방분화와 관련된 단백질의 발현 수준을 확인하기 위해 Western blot을 실

시하였다. 6well-plate에서 배양되어 분화된 세포를 HBSS로 Washing 해준

후, RIPA buffer(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) 및 Phosphatase in

hibitor(10x) 와 Protease inhibitor(100x)를 150µl 씩 첨가하고 scrapper를 이용

하여 1ml tube에 옮겨 담아 Ice에서 10분씩 3회에 걸쳐 균질화 하였다. 균질

화 과정 후 12,000 RPM, 4°C에서 원심 분리하여 상층액의 단백질을 얻었다.

단백질 농도를 정량하기 위해 BCA Protein Assay Kit(Thermo fisher scientif

ic, IL, USA)를 사용하였다. BSA standard와 추출된 단백질을 준비하여 96pla

te에 10ul씩 첨가했다. 그 후, BCA buffer (BCA reagent A와 B의 비율을 50:

1로 하여 혼합한 용액)를 200ul씩 첨가하여 실온에서 30분간 반응시켰다. 그

후, 562nm에서 흡광도를 측정하였다. 정량한 단백질은 –70°C에서 보관하였

다. 정량된 단백질 sample은 100°C에서 5분간 heateing block에서 가열하였다.

그 후, 10% SDS-PAGE를 사용하여 전기영동을 실시하여 단백질을 분자량에

따라 분리하였다. 단백질을 분리시킨 후, PVDF Transfer Membrane(sigma)

으로 Transfer 시켰다. Membrane은 5% blocking buffer(non-fat dry milk와

1X TBS-T을 1:20 비율로 혼합한 용액)로 실온에서 1시간 blocking 하였다.

그 후, TBST로 5분씩 3회에 걸쳐 Washing 해주고, 1차 anti를 1,000:1 비율

로 4°C에서 over night(12-24h) 해주었다. over night 후 TBST로 5분씩 3회

에 걸쳐 Washing 해주고, 2차 anti를 1,000:1 비율로 희석하여 실온에서 1시간

반응시켰다. 그 후 TBST로 5분씩 3회에 걸쳐 Washing 해주고, ChemiDoc(Bi

o-Rad, Hercules, CA, USA)을 사용하여 ECL(Western Lightning) 용액으로

부터의 화학 발광을 검출하였다. phospho-AMPK, AMPK, PPAR, UCP1, TF

AM 및 β-actin 항체는 Cell Signaling Technology에서 구입하였고, aP2 항체

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

3-7. Fatty Oxidation Rate Using [3H]-OA

Fatty Oxidation Rate는 A Moon et al., Olpin et al., Kang et al.에 의해 이

전에 발표된 방법을 통하여 측정하였다 [134-136]. 성숙한 3T3-L1 지방 세포
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와 인간의 간암세포주인 HepG2를 이용하여 방사능을 측정하였다. 실험 전날

에 DMEM으로 세포를 밤새 배양했다. 그 후 [3H]-OA (Perkin Elmer,

Norwalk, CT, USA; final concentration of 0.5 Ci/mL)를 BSA (sodium

oleate–bovine serum albumin) 복합체 400µM와 혼합 한 후 세포에 첨가하고

2시간동안 Incubate에서 배양하였다. 2시간 후에 [3H] 방사능 함유 배지를 수

확하고, 100% TCA (trichloroacetic acid) solution을 사용하여 침전시켰다.

침전 후, 알칼리성 상층액을 얻기 위해 6N NaOH를 최종 농도가 0.8-1.0N이

되도록 첨가하였다. 그 후에, 상층액을 Dowex ion-exchange resin (Acros

Organics, AC202971000, Geel, Belgium)로 채워진 컬럼을 통과시켜 [3H]-H2O

를 포획 하였다. 방사능은 MicroBeta Microplate counters (PerkinElmer,

Norwalk, CT, USA)에 의해 측정되었다.

3-8. Oxygen Consumption Rate (OCR) by Seahorse

미토콘드리아 호흡 활성을 측정하기 위해 XF24 extracellular flux analyzer

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)를 사용하여 3T3-L1 지방 세

포의 O2 농도를 측정 하였다. 3T3-L1 세포를 젤라틴 코팅이 된 seahorse

microplate (24-well)에 분화가 될 때까지 배양하였다. 그 후에 세포를 Well에

design에 맞게 Rg3(60ug/ml) 72시간동안, LPS를 48시간동안, cAMP를 12시간

동안 DMEM과 함께 배양해주었다. 미토콘드리아 Besal Respiration은 처치하

지 않은 세포에서 평가되었다. 그 후, ATP 회전율을 측정하기 위해

oligomycin (oligo, 2M)으로 세포를 처리했다.

Maximal Respiration은 전자 수송과 산화적 인산화의 화학적 결합체인

FCCP (carbonyl cyanide 4-trifluoromethoxy phenylhydrazone, 0.5 M)의 첨가

하여 평가되었다.

미토콘드리아 호흡은 antimycin A (1M)와 rotenone (1M) (A + R)의 조합

으로 차단되었다. OCR은 단백질 농도에 의해 표준화되고 pmol O2/min/µg 단

백질로 표시된 시간의 함수로서 세포 위의 미세 환경에서 매질의 O2 장력을

플로팅 함으로서 계산되었다.
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3-9. Immunostaining

세포를 24well-plate에서 커버 슬라이드 상에 배양하였다. 24well-plate에서

(day 0) MDI와 10% FBS가 첨가된 DMEM에서 Rg3를 함께 처치 후 48시간

동안 분화 유도를 하였다. 48 시간이 지난 후(day 2), MM과 10% FBS가 첨

가된 DMEM에서 Rg3와 함께 처치 후 48시간동안 배양하였으며, day 6 까지

24-48시간마다 배지를 교환하였다. 그 후(day 8) FBS-DMEM 및 Rg3와 함께

LPS 처치(100 ng/ml)를 해주었으며, 이틀 뒤에 cAMP 처치(0.5mM)를 해주고

7시간 후에 HBSS로 Washing 한 후 4% Fixative Solution (nvitrogen,

Carlsbad, CA, USA)을 2%로 희석하여 well당 300μl씩 첨가하였다. 그리고

parafilm으로 감고 –4°C에서 overnight 했다. 다음날, PBS로 Washing 한 후

에 Blocking을 해주었고, Primary antibody(HDAC9)로 37°C에서 배양해준 후

에 Secondary antibody(Goat anti-Mouse IgG)로 실온에서 1시간 배양하였다.

그 후, PBS로 Washing 해준 후에 DAPI solution을 첨가한 후에 cover glass

에 mounting solution을 첨가한 상태에서 세포를 옮겨 주었다. 그 후에 암실에

서 24시간 동안 건조 시켜 주었다.

이미지는 Laser Scanning Confocal Microscope (공촛점레이저현미경)를 사

용하여 촬영하였다.

3-10. 통계 분석

모든 시험결과는 평균표준오차(Standard Error : SE)로 나타내었고, 통계 분

석 통계 계산은 Tukey 또는 Bonferroni의 다중 비교테스트로 t-test와

ANOVA (일원 또는 이원 분산 분석)를 이용하여 수행되었다. 각 실험군의 분

석 항목별 통계의 유의성은 p<0.05 (GraphPad Prism Version 7.0, La Jolla,

CA, USA) 수준에서 검증하였다.
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Ⅳ. 연구 결과

1-1. 3T3-L1 세포에 대한 세포 생존 능력

홍삼(RG) 추출물의 세포 생존 능력을 알아보기 위해 3T3-L1 지방전구세포

를 사용하였다. 홍삼 추출물은 2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-

2H-tetrazolium-5-carbox anilide salt (XTT) 분석 전에 24시간 동안 배양되

었다. 그림 2에서 볼 수 있듯이, 홍삼추출물을 다른 양으로 투여 한 후에도 세

포 생존률이 크게 감소하지 않았다.
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Figure 2. Effects of RG on cell viability in 3T3-L1 pre-adipocytes.

The culture of 3T3-L1 were treated with 50-150 ug/ml of RG for 24h.

XTT reagent was added 3h before measurement of OD 450 nm. Data are

expressed as a percentage of the vehicle control (dimethyl sulfoxide

(DMSO)). n.s. represents no significance. Data are represented as the mean

SEM of three independent experiments. Values that do not share the same

superscript are significantly different, as determined by one-way ANOVA

(p < 0.05).



- 24 -

1-2. 홍삼(RG)의 3T3-L1 지방 세포에서 지방 생성 억제 효과

홍삼(RG) 추출물이 지방생성을 억제 할 수 있는지 알아보기 위해 3T3-L1

세포가 분화하는 동안 RG를 처치하였다. 이것은 8일 동안 진행되었다. RG를

처치(30,60,90,120 ug/ml)했을 때 현미경으로 관찰하였는데, 그림 3과 같이 지

방구(lipid droplet)가 감소하는 것을 볼 수 있었으며, ORO(Oil red O) 염색으

로 측정했을 때 TG(triglyceride)의 축적을 현저히 감소키는 것을 확인할 수

있었다. (그림 4)

다음으로 mRNA 발현 억제 효과는 qPCR(quantitative PCR) 에 의해 결정

되었다. RG를 처치했을 때, 특히 120 ug/ml 는 PPARγ (peroxisome

proliferator-activated receptor gamma), aP2,FABP4 (fatty acid binding

protein 4), C/EBPα (CCAT-enhancer-binding protein α)에서 지방 생성 유전

자 발현을 유의하게 억제하였다. (그림 5)
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Figure 3. TG accumulation in 96-well culture plates was visualized.

3T3-L1 cells were seeded and induced to differentiation in the presence of

DMSO (vehicle control), RG (30-120 ug/ml) for 8 days:
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Figure 4. extracted ORO staining was quantified (OD 500 nm).

3T3-L1 cells were seeded and induced to differentiation in the presence of

DMSO (vehicle control), RG (30-120 ug/ml) for 8 days: All values are

presented as the mean S.E.M. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;

**** p < 0.0001 compared with the vehicle control (DMSO treated cells)

by one-way ANOVA with Bonferroni’'s comparison test.
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Figure 5. adipogenic gene expression of PPARγ, aP2, C/EBP by

qPCR.

3T3-L1 cells were seeded and induced to differentiation in the presence of

DMSO (vehicle control), RG (30-120 ug/ml) for 8 days: All values are

presented as the mean S.E.M. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;

**** p < 0.0001 compared with the vehicle control (DMSO treated cells)

by one-way ANOVA with Bonferroni’'s comparison test.
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2-1. TPC (Total polyphenol content) & TFC (Total flavonoid

content) 측정

RG 추출물의 총 폴리페놀 함량은 2.36 mg Catechin/extract g이었고 총 플

라보노이드 함량은 15.36mg Gallic acid/extract g이었다 (표 3).
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Table 3. Total polyphenol, flavonoid contents of Red ginseng extract.

Total polyphenols, Flavonoids Contents Red ginseng extract

Total polyphenols (mg Gallic acid/extract g)

Total flavonoids (mg Catechin/extract g)

2.36 ± 0.01

15.36 ± 0.57
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2-2. 진세노사이드 성분 분석

홍삼(RG) 추출물의 진세노사이드 총 함량을 분석하였다. 진세노사이드 중

Rb1이 0.38 mg/ml로 가장 많이 함유되어 있었으며, Rg3(S)가 0.17 mg/ml로

두 번째로 많았다. (표4)
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Table 4. Ginsenosides Contents of Red ginseng Extracts
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3-1. 3T3-L1 세포에 대한 세포 생존 능력

Rg3의 세포 생존 능력을 조사하기위해 3T3-L1 지방전구세포를 사용하였다.

Rg3는 2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carbox

anilide salt (XTT) 분석 전에 24시간 동안 배양되었다. 그림 6에서 볼 수 있

듯이, Rg3를 다른 양으로 투여 한 후에도 세포 생존률이 크게 감소하지 않았

다.



- 33 -

Figure 6. Effects of RG on cell viability in 3T3-L1 pre-adipocytes.

The culture of 3T3-L1 were treated with 20-60 µM of Rg3 for 24h.

XTT reagent was added 3h before measurement of OD 450 nm. Data are

expressed as a percentage of the vehicle control (dimethyl sulfoxide

(DMSO)). n.s. represents no significance. Data are represented as the mean

SEM of three independent experiments. Values that do not share the same

superscript are significantly different, as determined by one-way ANOVA

(p < 0.05).
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3-2. Rg3의 3T3-L1 지방 세포에서 지방 생성 억제 효과

Rg3가 지방생성을 억제 할 수 있는지 알아보기 위해 3T3-L1 세포가 분화

하는 동안 Rg3를 처치하였다. 이것은 8일 동안 진행되었다. (그림7) Rg3를 처

치(10,20,40,60 µM)했을 때 ORO(Oil red O) 염색으로 TG(triglyceride)의 축적

을 현저히 감소키는 것을 확인할 수 있었다. (그림 8A,8B)

다음으로 mRNA 발현 억제 효과는 qPCR(quantitative PCR) 에 의해 결정

되었으며, 단백질 발현은 Western blot에 의해 결정되었다. Rg3를 특히 60

µM으로 처치했을 때 PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor

gamma), aP2,FABP4 (fatty acid binding protein 4), C/EBPα 

(CCAT-enhancer-binding protein α)에서 지방 생성 유전자 발현을 유의하게

억제하였다. (그림 9) 단백질 발현에서 또한 60 µM에서 가장 많이 줄어드는

것으로 확인하였다. (그림 10) 이러한 결과를 바탕으로 나머지 실험에는 60

µM의 농도로 Rg3를 처치하여 세포 손상을 일으키지 않도록 했다.
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Figure 7. Rg3 inhibits adipogenesis in 3T3-L1 adipocytes.

(Experimental scheme)

3T3-L1 cells were seeded and induced to differentiation in the presence of

DMSO (vehicle control), Rg3 (10–60 µM) for 8 days: 3T3-L1 were seeded

on the second day before differentiation (d-2) and induced to differentiation

(d0, MDI: methyl isobutylxanthine, dexamethasone, and insulin). And then

induced differentiation into MM(insulin). Rg3(10-60 µM) was added to

3T3-L1 cells during differentiation; this was maintained for d8 ;
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Figure 8. Effect of Rg3 inhibits adipogenesis extracted on ORO

staining in 3T3-L1 adipocytes.

3T3-L1 cells were seeded and induced to differentiation in the presence of

DMSO (vehicle control), Rg3 (10–60 µM) for 8 days: (A) extracted ORO

staining was quantified (OD 500 nm); (B) representative images from five

separate experiments (magnified 10X). All values are presented as the

mean S.E.M. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001

compared with the vehicle control (DMSO treated cells) by one-way

ANOVA with Bonferroni’'s comparison test.
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Figure 9. Effect of Rg3 inhibits adipogenic gene expression of PPAR,

aP2, C/EBP by qPCR.

3T3-L1 cells were seeded and induced to differentiation in the presence of

DMSO (vehicle control), Rg3 (10–60 µM) for 8 days: All values are

presented as the mean S.E.M. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;

**** p < 0.0001 compared with the vehicle control (DMSO treated cells)

by one-way ANOVA with Bonferroni’'s comparison test.
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Figure 10. Effect of Rg3 inhibits adipogenic protein expressions of

Fas, PPARγ, aP2, β-actin by Western blot analysis.

3T3-L1 cells were seeded and induced to differentiation in the presence of

DMSO (vehicle control), Rg3 (10–60 µM) for 8 days: All values are

presented as the mean S.E.M. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;

**** p < 0.0001 compared with the vehicle control (DMSO treated cells)

by one-way ANOVA with Bonferroni’'s comparison test. .
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특히, adipogenesis 동안에 Rg3를 특히 60 μM으로 처치했을 때 PGC1α

(Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha),

Nrf2(Nuclear respiratory factor 2), SIRT1 (sirtuin 1)에서 mitochondrial

biogenesis [137-140] 와 에너지 대사와 연관이 있는 [141, 142] gene이 유의

하게 증가하는 것을 볼 수 있었다. (그림11)
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Figure 11. Effect of Rg3 inhibits adipogenic gene expression of PGC1

α, Nrf2, SIRT1 by qPCR

Rg3 associated with mitochondrial biogenesis and energy consumption.

All values are presented as the mean S.E.M. * p < 0.05; ** p < 0.01; ***

p < 0.001; **** p < 0.0001 compared with the vehicle control (DMSO

treated cells) by one-way ANOVA with Bonferroni’'s comparison test.
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Rg3가 성숙한 지방세포에서의 지방을 억제 할 수 있는지 알아보기 위해

3T3-L1 세포가 완전히 분화된 후에 Rg3 (60 µM)를 3일 동안 처치하였다.

(그림12) Rg3를 처치(60 µM)했을 때 ORO(Oil red O) 염색으로

TG(triglyceride)의 축적을 현저히 감소키는 것을 확인할 수 있었다. (그림

13A,13B)

다음으로 방사능 함유 배지를 사용하여 실제 지방산 산화율을 측정하여

Rg3가 처리된 세포에서 지방산 산화의 증가를 조사했다. 지방산 산화의 증가

는 3T3-L1 세포와 인간 간암세포인 HepG2를 통해 확인 하였다. 3T3-L1 세

포에서는 Rg3 (60 µM)에서 [³H]-OA의 [³H]-H2O로의 전환을 유의하게 증가

시켰다 (그림 14A). 또한, HepG2 에서는 OA+Rg3 처치에서 [³H]-OA의

[³H]-H2O 로의 전환을 유의하게 증가시켰다 (그림 14B).

Rg3의 미토콘드리아 대사와의 연관성을 확인하기 위해 미토콘드리아의 핵

심 매개 변수를 보여주는 표준 방법인 Seahorse에 의해 결정되었다. Rg3는

control에 비해 최대 호흡(Maximal respiration)을 유의하게 증가시켰다. (그림

15A,15B)
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Figure 12. Rg3 inhibits lipogenesis in 3T3-L1 adipocytes.

(Experimental scheme)

3T3-L1 were seeded on the second day before differentiation (d-2) and

induced to differentiation (d0, MDI: methyl isobutylxanthine,dexamethasone,

and insulin). Keep 3T3-L1 cells differentiated into fully differentiated

adipocytes until d7. Fully differentiated adipocytes (d7) were incubated with

Rg3 (60 µM) for three days.
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Figure 13. Effect of Rg3 inhibits lipogenesis extracted on ORO

staining in 3T3-L1 adipocytes.

3T3-L1 were seeded on the second day before differentiation (d-2) and

induced to differentiation (d0, MDI: methyl isobutylxanthine,dexamethasone,

and insulin). Keep 3T3-L1 cells differentiated into fully differentiated

adipocytes until d7. Fully differentiated adipocytes (d7) were incubated with

Rg3 (60 µM) for three days. ; (A) extracted ORO staining was quantified

(OD 500 nm); (B) representative images from five separate experiments

(magnified 10X). All values are presented as the mean S.E.M. * p < 0.05;

** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001 compared with the vehicle

control (DMSO treated cells) by one-way ANOVA with Bonferroni’'s

comparison test.
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Figure 14. Rg3 attenuates lipid accumulation in cultures of

adipocytes by upregulating fatty acid oxidation.

(A) Conversion of [3H]-OA into [3H]-H2O in 3T3-L1. (B) Conversion of

[3H]-OA into [3H]-H2O in HepG2. All values are presented as the mean

S.E.M. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001 compared

with the vehicle control (DMSO treated cells) by one-way ANOVA with

Bonferroni’'s comparison test.
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Figure 15. Rg3 attenuates lipid accumulation in cultures of

adipocytes by upregulating mitochondrial oxygen consumption.

(A,B) Oxygen consumption rate (OCR) in 3T3-L1 adipocytes treated with

Rg3 (red) as determined by Seahorse extracellular analyzer. All values are

presented as the mean S.E.M. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;

**** p < 0.0001 compared with the vehicle control (DMSO treated cells)

by one-way ANOVA with Bonferroni’'s comparison test.
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마지막으로, Rg3에서 갈색 지방 세포 형성의 증가에 관여 하는지를 조사 하

였다. 분화 된 3T3-L1 지방 세포를 Rg3 (60 µM)의 존재 또는 부재하에 베이

지색 지방 세포를 모방하기 위해 cAMP의 유사체인 Bt2-cAMP (dibutyryl

cyclic AMP)로 처리 하였다. 또한 LPS를 처치하여 염증을 유도하였다. (그림

16) 3T3-L1 지방 세포의 Bt2-cAMP와의 배양은 UCP1 (uncoupling protein

1) 유전자의 유의적으로 증가하지 않았으며, 하지만 Nrf2는 증가하는 것을 확

인 할 수 있었다 (그림17).

흥미로운 사실은, LPS를 처치하여 염증을 유도했을 때, Bt2-cAMP만 처치

된 지방세포와 비교하여 UCP1 (uncoupling protein 1) UCP1 수준이 감소된

것을 확인할 수 있었다. 또한, Rg3를 처치했을 때, Bt2-cAMP 처치된 지방세

포와 비교하여 훨씬 더 높은 수준에서 UCP1 수준을 유의하게 증가시켰다.

Rg3는 또한 PGC1α 유전자 발현을 유의하게 향상시켰다 (그림18). 이러한 결

과는 LPS를 처치하여 염증을 유도했을 때, Rg3의 처치가 Bt2-cAMP와 연결

하여 UCP1, PGC1α 발현 수준을 Bt2-cAMP 단독 처치에 의해 유발된 발현

수준 이상으로 증가 시킨다는 것을 보여 주었다.

위의 결과에 따른 미토콘드리아 대사와의 연관성을 조사하였다. cAMP를 모

두 처치해주었고, LPS를 처치한 Rg3에서 최대 호흡(Maximal respiration)을

훨씬 더 높은 수준으로 유의하게 증가시켰다 (그림 19).

단백질 발현에서는 Bt2-cAMP를 모두 처치해주고 LPS처치는 두 번째 줄부

터 해주었다. 그리고 Rg3의 처치 여부에 따라서 AMPK의 활성이 증가되는

것을 볼 수 있었다. 또한, UCP1, TFAM에서도 확인할 수 있었다. (그림 20)

또한, Immunostaning을 통해 Rg3와 mitocondria DNA 증가와의 연관성을 조

사하였다. Rg3를 처치했을 때, Bt2-cAMP만 처치된 지방세포와 Bt2-cAM와

LPS가 처치된 지방세포와 비교하여 mt DNA (Mitochondrial DNA)의 활성이

증가되는 것을 확인 할 수 있었다 (그림 21).
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Figure 16. Rg3 recovers LPS-induced inhibition of browning.

(Experimental scheme)

xperimental scheme. Pre-treatment of the 3T3-L1 cell with Rg3 for 9d

during adipogenesis, Thereafter, treatment with LPS for 2d, followed by

Bt2-cAMP stimulation for 6h : 3T3-L1 were seeded on the second day

before differentiation (d-2) and induced to differentiation (d0, MDI: methyl

isobutylxanthine, dexamethasone, and insulin). And then induced

differentiation into MM(insulin). Rg3(10-60 µM) was added to 3T3-L1 cells

during differentiation; this was maintained for d9 ; and LPS was treated

for 2 days to induce inflammation ; followed by Bt2-cAMP stimulation for

6h.
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Figure 17. Effect of Rg3 of browning gene expression of UCP1, Nrf2,

by qPCR.

Relative expressions of UCP1 and Nrf2 by qPCR. Pre-treatment of the

3T3-L1 cell with PSE for 7d during adipogenesis, followed by Bt2-cAMP

stimulation for 6 h. All values are presented as the mean S.E.M. * p <

0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001 compared with the

vehicle control (DMSO treated cells) by one-way ANOVA with

Bonferroni’'s comparison test.
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Figure 18. Effect of Rg3 recovers LPS-induced inhibition of

browning gene expression of UCP1, PGC1α by qPCR.

Relative expressions of UCP1 and PGC1α by qPCR. Pre-treatment of the

3T3-L1 cell with Rg3 for 9d during adipogenesis, Thereafter, treatment

with LPS for 2d, followed by Bt2-cAMP stimulation for 6h. All values are

presented as the mean S.E.M. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;

**** p < 0.0001 compared with the vehicle control (DMSO treated cells)

by one-way ANOVA with Bonferroni’'s comparison test.
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Figure 19. Rg3 recovers LPS-induced inhibition of browning by

upregulating mitochondrial oxygen consumption.

Oxygen consumption rate (OCR) in 3T3-L1 adipocytes treated with cAMP

(black), cAMP+LPS (green), cAMP+LPS+Rg3 (red) as determined by

Seahorse extracellular analyzer. All values are presented as the mean

S.E.M. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001 compared

with the vehicle control (DMSO treated cells) by one-way ANOVA with

Bonferroni’'s comparison test.
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Figure 20. Effect of Rg3 inhibits adipogenic protein expressions of

pAMPKα, tAMPK, UCP1, TFAM, β-actin by Western blot analysis.

Relative protein expressions of phosphor-specific, or total antibodies

targeting AMPK, UCP1, TFAM, β-actinby Western blot analysis.

Pre-treatment of the 3T3-L1 cell with Rg3 for 9d during adipogenesis,

Thereafter, treatment with LPS for 2d, followed by Bt2-cAMP stimulation

for 6h. All values are presented as the mean S.E.M. * p < 0.05; ** p <

0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001 compared with the vehicle control

(DMSO treated cells) by one-way ANOVA with Bonferroni’'s comparison

test.



- 52 -

Figure 21. Rg3 recovers LPS-induced inhibition of Immunostaining

by seahorse.

Immunostaining of cAMP, cAMP+Rg3, cAMP+LPS, cAMP+LPS+Rg3 by

seahorse.
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Ⅴ. 고찰

인삼은 아시아에서 비만 관련 질병을 치료하기 위해 전통적으로 사용되어 왔

다 [110]. 인삼을 증기로 쪄서 건조시킨 홍삼[19]에는 진세노사이드가 주요 기

능성 화합물임이 알려져 있다 [111]. 진세노사이드가 많은 연구를 통해서 암,

심혈관계질환 및 제 2형 당뇨병등 다양한 생리적 약리효능이 밝혀지고 있다

[122-127]. 그 중 Rg3는 홍삼 특유의 성분으로 효능이 상당히 높다 [40,129].

Rg3는 건강을 증진시킬 수 있는 영양 특성을 가지고 있다.

여러 보고에서 진세노사이드 Rg3가 암세포의 생성 및 전이 억제, 미토콘드리

아 활성 증가, 지방세포의 분화 억제 등의 효과를 보여주었다 [33-40]. 항 비

만 효과에 대한 연구는 아직 부족한 상태이기 때문에 본 연구에서는 이를 규

명하고자 하였다.

따라서 먼저, 지방세포에서 홍삼의 지질 조절 특성을 조사하는 것이 적절하

다고 결정하였다. 그러하여 3T3-L1 지방 전구세포에서 세포의 독성을 평가하

였다. 데이터에서, 최대 150µg/ml 농도의 홍삼 추출물은 3T3-L1 세포에서 세

포 독성이 없음을 확인하였다 (그림2). 또한, ORO 데이터, adipogenic 유전자

및 단백질 데이터를 확인한 결과 지방 생성을 억제 시킴을 확인 할 수 있었

다. 이러한 결과를 바탕으로 홍삼의 총 폴리페놀함량과 총 플라보노이드함량

을 측정하였으며 (표3), 진세노사이드 성분을 분석하였다 (표4). 분석 결과

Rb1이 가장 많았으며, Rg3가 두 번째로 많았다. 하지만 진세노 사이드 Rb1이

체내 흡수율이 낮다는 문헌 검토 [26-32]를 토대로 Rg3의 지질 조절 특성을

조사하는 것이 적절하다고 결정하였다.

홍삼과 마찬가지로 세포독성을 평가하였다. 결과로 최대 60µM 농도의 Rg3는

3T3-L1 세포에서 세포독성이 없음을 확인하였다 (그림6). 다른 선행연구에서

또한 RG3의 처치가 몇몇 세포에서 세포 생존력에 영향을 미치지 않는 것으로

보인다고 제안했다. [27,33,143] 그리고 미성숙한 지방 세포에서 Rg3의 항 지

방 형성 특성을 조사했다. ORO 염색을 통해 지방구가 줄어들었음을 확인하였

으며, 특히, 60μM에서 유의적으로 감소하는 것을 확인 할 수 있었다. (그림 8)
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3T3-L1 세포가 adipogenesis 동안 Rg3가 지방 생성을 억제하는 것을 유전자

발현과 단백질 발현을 통해 유의적으로 감소함을 확인 할 수 있었고, 특히 60

μM의 농도에서 유의하게 감소함을 확인함으로써, Rg3 농도에 대한 문헌 검토

를 통해 나머지 실험에서는 60μM의 농도로 Rg3를 처치하여 세포 손상을 일

으키지 않도록 하였다.

본 연구와 일관되게, 다른 연구에서 또한 Rg3가 3T3-L1 세포의 지방생성을

유의하게 감소시킨다고 보고하였다 [144]. Rg3가 지방 생성을 억제할 수 있는

메커니즘 중 하나는 PPARγ 전사 활성의 억제이다. [42] PPARγ는 지방전구

세포에서 지방세포로 분화되는 과정에서 활성화 되며 PPARγ의 발현을 억제

함으로써 지방합성을 억제시켜 항비만 효과를 유도할 수 있다고 알려져 있다.

[63-66] 선행연구와 일치하여 본 연구는 PPARγ, aP2, C/EBP의 발현을 억제

함으로써 지방생성을 억제할 수 있음을 확인하였다 (그림9) 본 연구에서 항지

방 생성 조절에 대해 확인 했음에도 불구하고 이것이 동물과 인간에서도 긍정

적인 효과를 가질 수 있는지는 더 확인을 해보아야 할 것이다.

또한 흥미로운 사실은 에너지 대사와 mitochondrial biogenesis와 연관이 있

는 PGC1α, Nrf2, SIRT1이 유의하게 증가하는 것을 볼 수 있었다 (그림11).

에너지 대사와 미토콘드리아 활성을 확인하기 위해서는 추가적인 연구가 필요

할 것이라고 생각된다.

이러한 결과를 바탕으로 Rg3가 lipogenesis 동안에도 지방생성을 억제 할 수

있는지 궁금했고, 60μM의 Rg3의 농도는 지방 생성을 효과적으로 억제하였다

(그림13). Rg3는 지방세포에 직접 작용하여 지방 발현의 감소 및 기질 산화의

촉진과 일치하는 유전자 발현 및 관련 생화학적 매개 변수의 변화를 유발한

다. 이것은 방사능 함유 배지를 이용한 지방산 산화율 측정 (그림14), 그리고

Maximal OCR을 통해 확인할 수 있었다 (그림15).

Nrf2 전사인자는 산화 스트레스에 대한 방어에 관여하는 중요한 조절 인자이

다. 이전의 연구들에서 Nrf2가 체외에서 지방생성에 역할을 하고, 동물에서도

비만을 방지한다고 제안했다 [145]. 본 연구에서 또한 aipogenesis 동안에 Rg3

를 처치한 곳에서 유의하게 증가하는 것을 보았다 (그림11). 또한, 이전의 연

구에서 Nrf2 전사인자는 백색지방조직은 mitochondirogenesis 뿐만 아니라 호
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흡과 관련된 갈색 지방 조직 유전자 UCP1 발현을 증가 시켜준다고 제안했다

[146,147].

이러한 선행 연구를 바탕으로 FA 산화의 상향 조절과 Rg3의 백색 지방 세

포 미토콘드리아 호흡 기능의 변화가 베이지 지방 세포 형성의 증가에 관여

하는지를 조사하였다. 그러하여 본 연구에서 백색 지방세포의 베이지 지방세

포 형성의 Rg3가 영향을 미치는 것을 발견할 수 있었다.

Rg3가 Bt2-cAMP와의 단독 처치에서 갈색지방화와 연관이 있는 유전자 발

현에서 유의하게 증가하지 않았다 (그림17).

그러나 흥미로운 사실은 LPS를 처치하여 염증을 유도했을 때, Rg3의 처치가

Bt2-cAMP와 연결하여 UCP1, PGC1α 발현 수준을 Bt2-cAMP 단독 처치에

의해 유발된 발현 수준 이상으로 증가 시킨다는 것을 보여 주었다 (그림18).

이것은 또한 최대 호흡을 유의하게 증가 시켜 산소 소비율에도 관여한다는 것

을 알 수 있다 (그림19).

마지막으로 Rg3의 처치 여부에 따라서 AMPK, UCP1, TFAM의 활성이 증

가되는 것을 볼 수 있었다 (그림20). TFAM은 미토콘드리아 전사인자라고 알

려져 있으며, mt DNA에 대한 몇 가지 기능을 수행하고 TFAM과 mt DNA

사이의 상호작용은 미토콘드리아 생합성의 조절에 참여한다고 알려져 있다

[97-99]. 이러한 선행 연구를 바탕으로 Rg3와 mitocondria DNA 증가와의 연

관성을 Immunostaning을 통해 조사하였다. Rg3를 처치했을 때, mt DNA

(Mitochondrial DNA)의 활성이 증가되는 것을 확인 할 수 있었다. 특히,

Bt2-cAMP의 단독 투여보다 Rg3를 처치했을 때 증가하는 것을 확인 할 수

있으며, LPS로 염증을 유도했을 때는 감소하고, 다시 Rg3를 처치하니 확연히

증가하는 것을 확인 할 수 있었다 (그림21).

이러한 결과는 Rg3가 LPS로 유도된 갈색지방화와 Mitochondrial DNA 억제

를 회복시켜주는데 효과적이었다는 것을 확인 할 수 있었다.

Rg3가 Bt2-cAMP와의 단독 투여에서 Nrf2가 유의하게 증가한 것 (그림17)

에 대해서는 더 연구가 필요할 것이며, Rg3의 존재 또는 부재하에서 대사 활

동을 측정함으로써 비만 치료의 가능성을 조사하기 위해 더 많은 연구가 필요

할 것으로 생각되어 진다.
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결과적으로, Rg3가 TG 축적을 감소시키고 지방산 산화를 증가시키는데 효과

적이며, 미토콘드리아 활성을 증가시켜주며, 궁긍적으로 에너지 대사를 조절할

수 있음을 보여주었다. 또한, 직접적으로 갈색지방화을 증가시켜 주진 못했지

만, LPS를 유도하여 갈색지방화를 감소를 역전시키는 것을 확인함으로써,

Rg3가 풍부한 식품을 섭취하면 미토콘드리아 기능의 활성화를 통해 비만과

대사성 합병증을 완화하고 예방하는 데 도움이 될 수 있을 것이라고 생각된

다.
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Ⅵ. 요약 및 결론

1. 홍삼(RG) 추출물의 총 폴리페놀함량과 플라보노이드함량은 2.36mg/g과

15.36mg/g으로 나타났다.

2. 홍삼(RG) 추출물의 진세노사이드 총 함량은 Rb1 0.38 mg/ml로 가장 많이

함유되어 있으며, Rg3(S)가 0.17 mg/ml로 두번째로 많았다.

3. 홍삼(RG) 추출물의 3T3-L1 세포 분화 억제 효과

(1) 3T3-L1 세포에 대한 세포 생존 능력 : 홍삼 추출물은 3T3-L1 세포에 대

한 독성을 나타내지 않았다.

(2) 홍삼(RG) 추출물의 3T3-L1 세포에서 지방생성 억제 효과 : 홍삼 추출물

을 3T3-L1 세포가 분화하는 동안 처치하였을 때, Oil Red O, qPCR.을 통해

지방구(Lipid droplet)가 유의하게 감소함을 확인 할 수 있었다.

4. Rg3의 3T3-L1 세포 분화 억제 효과

(1) 3T3-L1 세포에 대한 세포 생존 능력 : Rg3는 3T3-L1 세포에 대한 독성

을 나타내지 않았다.

(2) Rg3의 3T3-L1 세포에서 지방생성 억제 효과 : Rg3를 3T3-L1 세포가

분화하는 동안 처치하였을 때, Oil Red O, qPCR. Western blot을 통해 지방구

(Lipid droplet)가 특히 60μM 농도에서 유의하게 감소함을 확인 할 수 있었다.

이러한 결과를 바탕으로 나머지 실험에서는 60μM 농도로 Rg3를 처치하여 세

포 손상을 일으키지 않도록 했다.

5. Rg3의 지방산 산화 및 미토콘드리아 산소 소비의 상향 조절로 인한 지방

세포의 지방생성 억제효과

(1) Rg3의 3T3-L1 세포에서 지방생성 억제 효과 : Rg3를 성숙한 3T3-L1
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세포에서 3일동안 처치하였을 때, Oil Red O를 통해 지방구(Lipid droplet)가

특히 60μM 농도에서 유의하게 감소함을 확인 할 수 있었다.

(2) Rg3가 처리된 세포에서 지방산 산화율 측정 : 방사능 함유배지를 사용하

여 실제 지방산 산화율을 측정하였다. 3T3-L1 세포에서 Rg3 60μM로 처치했

을 때 유의하게 증가하였다. 또한, HepG2에서 OA+Rg3 로 처치했을 때 유의

하게 증가하였다.

(3) Rg3가 처리된 세포에서 Mitochondrial oxygen consumption 측정: Rg3와

미토콘드리아 대사와의 연관성을 확인하였다. Rg3는 control에 비해 최대 호

흡 (Maximal respiration)을 유의하게 증가시켰다.

6. Rg3의 LPS로 유도된 갈색지방화와 mt DNA 억제 회복 효과

(1) Rg3의 3T3-L1 세포에서 갈색지방화 효과 : qpcr을 통해 Rg3의 처치가

cAMP와 연결하여 UCP1, PGC1α 발현 수준을 Bt2-cAMP 단독 처치에 의해

유발된 발현 수준 이상으로 증가 시킨다는 것을 보여 주었다. Western blot을

통해서 Rg3의 처치 여부에 따라서 AMPK, UCP1, TFAM에서 유의하게 증가

하는 것을 확인 할 수 있었다.

(2) Rg3의 미토콘드리아 대사와의 연관성 : cAMP를 모두 처치해주었고, LPS

를 처치한 Rg3에서 최대 호흡(Maximal respiration)을 훨씬 더 높은 수준으로

유의하게 증가시켰다(seahorse). 또한 Immunostaining을 통해 처치된 지방세

포와 Bt2-cAM와 LPS가 처치된 지방세포와 비교하여 mt DNA

(Mitochondrial DNA)의 활성이 증가되는 것을 확인 할 수 있었다.

결론적으로, Rg3는 adipogenesis를 억제시켜주었으며, lipogenesis 또한 억제

시켜주었다. 이러한 사실은 지방산 산화와 미토콘드리아 활성 증가를 통해 확

인하였고, UCP1 발현, 미토콘드리아 활성, TFAM 단백질 발현, mt DNA 증

가를 통해 Rg3가 LPS로 유도된 갈색지방화 억제를 회복시켜줌을 확인하였다.
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<국문 초록>

Ginsenoside Rg3의

지방형성 억제 효과 및 관련기전 연구

高 賢 娥

濟州大學校 大學院 食品營養學科

指導敎授 姜 仁 慧

진세노사이드 Rg3는 항암, 항염증, 항당뇨, 항비만등 광범위한 약리학적 활성

을 가지는 것으로 보고되었다. 그러나, 진세노사이드 Rg3의 항비만 효과에 대

한 연구, 그리고 Rg3의 미토콘드리아 활성 증가에 따른 갈색지방화 기전에 대

한 연구는 아직 부족한 실정이다. 그래서 우리는 이러한 문제를 해결하기 위

해 진세노사이드 Rg3를 지방 세포 분화과정에서 3T3-L1 세포에 처치하였다.

Rg3(60 µM)는 지질 축적을 억제하여 지방생성 단백질의 수준을 감소시키고,

PPAR, aP2, C/EBP의 활성화로 유전자 발현을 감소시킴으로써 지방 생성을

상당히 감소시켰다. 또한, mitochondrial biogenesis 와 에너지 대사와 연관이

있는 PGC1α, Nrf2, SIRT1에서 유전자 발현을 유의하게 증가시켰다. 다음으로,

Rg3가 성숙한 지방세포에서의 지방 생성을 억제 할 수 있는지 조사했다. Rg3

가 지질 축적을 현저히 감소시키는 것을 ORO를 확인할 수 있었고, 반면, 방

사능 함유 배지를 사용하여 [³H]-OA의 [³H]-H2O로의 전환율을 측정하여 성

숙한 3T3-L1 지방 세포에서 Rg3에 의한 지방산 산화의 상향 조절을 확인하

였다. 인간 간암 세포주 HepG2 세포에서도 같은 결과를 확인하였다. 또한,

Rg3는 지방 세포에서 미토콘드리아 산소 소비율 (OCR), 특히 최대 호흡을 향

상시켰다.

마지막으로, Rg3의 LPS로 유도된 갈색지방화와 mt DNA 억제 회복 효과를
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조사했다. Rg3가 Bt2-cAMP와의 배양에서 갈색지방화와 연관이 있는 유전자

발현에서 유의하게 증가하지 않았다. 그러나 흥미로운 사실은 LPS를 처치하

여 염증을 유도했을 때, Rg3의 처치가 Bt2-cAMP와 연결하여 UCP1, PGC1α 

발현 수준을 Bt2-cAMP 단독 처치에 의해 유발된 발현 수준 이상으로 증가

시킨다는 것을 보여 주었다. 또한, LPS를 처치한 Rg3는 지방세포에서 미토콘

드리아 산소 소비율 (OCR), 특히 최대 호흡을 유의하게 향상시켰다. 단백질

발현에서는 Rg3의 처치 여부에 따라서 AMPK, UCP1, TFAM의 활성이 증가

되는 것을 볼 수 있었다. 이러한 결과에 따른 Rg3와 mitocondria DNA 증가

와의 연관성을 Immunostaning을 통해 조사하였다. Rg3를 처치했을 때, mt

DNA (Mitochondrial DNA)의 활성이 증가되는 것을 확인 할 수 있었다.

결론적으로, Rg3는 지방산 산화 증가 및 미토콘드리아 활성 증가를 통한 지

방세포 형성 억제에 효과적이다.
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