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ABSTRACT

Objective The purpose of this study is to investigate the effects of Ganoderma lucidum herba pharmacopuncture

(GHP) on the adipogenesis in 3T3-L1 preadipocytes.  

Methods 3T3-L1 preadipocytes were differentiated with adipogenic reagents by incubating for 2 days in the

absence or presence of GHP ranging from 1 and 2%. The effect of GHP on cell proliferation of 3T3-L1

preadipocytes was investigated using MTT assay. The effect of GHP on adipogenesis was examined by

Oil red O staining and measuring glycerol-3-phosphate dehydrogenase (GPDH) and intracellular

triglyceride(TG) content. 

Results Following results were obtained from the preadipocyte proliferation and adipocyte differentiation of

3T3-L1. We observed no effect of GHP on preadipocyte proliferation. GHP inhibited adipogenesis, the

activity of GPDH and accumulation of intracellular TG content. 

Conclusions These results suggest that GHP inhibit differentiation of preadipocyte.
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I.  서론

최근비만의빈도가급속히증가하는추세에있어그치

료와 예방에 대한 중요성이 크게 증가하고 있다. 비만은

당뇨병이나 동맥경화증 등 각종 대사성 질환의 유병률을

증가시키고 사망률을 증가시킬 뿐 아니라 사회적, 정신적

으로도 장애를 일으키는 원인인 것이 밝혀지면서 반드시

치료되어져야하는‘만성질환’이라는인식이확립되고있

다1-5).

세계보건기구(WHO)에 따르면, 현재 전 세계적으로

과체중혹은비만에해당되는사람들의숫자는 12 억명에

이르며 미국의 경우 2000년 현재 성인 인구의 약 65%가

과체중에 해당된다고 한다6-7). 또한 미국의 경우 매년 약

30만 명이 비만과 관련된 질환으로 사망한다고 보고되고
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있다8). 비만이여러가지질병에미치는영향은매우심각

하여전세계당뇨병환자의 80%, 심장질환의 21%가비

만이 원인인 것으로 알려져 있다. 이외에도 자궁암, 신장

암, 유방암등각종암도비만과직ㆍ간접적으로연관되어

있으며 비만이나 과체중의 경우 수면무호흡증, 골관절염,

담석증 등의 발병률도 정상인보다 높게 나타나는 것으로

알려져있다9). 

그러므로지방세포의증식과지방세포에서분비되는물

질들에 대한 이해와 그 생체 내 조절 메커니즘에 대한 규

명이비만및그로인한여러질병들을이해하고효과적인

치료제를개발할수있는밑거름이될것으로여겨지고있

고이에따라지방세포조절에대한연구가활발히진행되

고있다. 

橊芝는 불로초, 만년버섯 등으로 불리우며 甘苦微溫하

고《神農本草經》, 《本草綱目》등에그효능이기록되어있

는데, 强壯, 鎭靜, 鎭咳, 消腫, 驅瘀血의 효능을 가지고 있

으므로 虛槒, 神經衰弱, 心臟病, 動脈硬化症, 高血壓 등의

치료에 응용하였으며, 특히 관상동맥성 심질환의 치료에

응용하여혈액중지방을낮추는효과가임상보고되었다10).

영지를 응용한 비만 연구는 영지의 열수 추출액이 고지

방식이에의한흰쥐의혈장, 간및지방조직의지질함량과

분변 Steroids에 미치는 영향11), 영지가 알코올 섭취한 흰

쥐의 간기능 및 지질대사에 미치는 영향12) 등이 있으나 약

침에 대한 연구 성과가 미흡한 상태이다. 그러므로 본 연

구에서는영지약침이지방세포의분화에억제효과가있을

것으로기대되어이를살펴보고자 3T3- L1preadipocytes

를 이용하여 지방세포의 분화와 분해에 미치는 영향을 관

찰하였고 본 실험결과를 통해 영지약침이 비만 치료제로

사용될수있을지에대한근거자료를제시하고자하였다.

II.  실험재료 및 방법

1. 재료

3T3-L1 mouse preadipocytes는 American Type

Culture Collection(ATCC, USA)에서 분양받아 사용

하였고, Dulbecco’s Modified Eagle Media(DMEM),

bovine calf serum(BCS), fetal bovine serum(FBS),

penicillin-streptomycin mixture및DMSO는은GibcoBRL

(USA)로부터구입하였다.Tetrazoliumbromide salt(MTT)

및 dimethylsulfoxide(DMSO)는Amresco(USA)로부

터 구입하였다. Insulin, isobutylmethylxanthine

(IBMX), dexamethasone(DEX), bovine serum

albumin(BSA) 등 세포분화 유도에 사용된 시약들은

Sigma(USA)로부터구입하였다.glycerol-3-phosphate

dehydrogenase(GPDH) kit(TAKARA, Japan ), TG

determination kit(Asan Pharm Co., Ltd., Korea) 

2. 영지약침

(Ganoderma lucidum herba pharmacopuncture,

이하 GHP)의 준비

橊芝는자연산야생橊芝(Korea)를사용하였다. 300 g

을 증류수로 水洗하여 1 L의 25% ethanol을 加하여 10

시간 동안 실온에서 추출하였다. 추출된 용액을 원심분리

를통하여상청액을분리하고, 0.2 μm 여과지에서여과하

여 rotary  evaporator로 200 mL가 되도록 減壓濃縮하

였다. 실온에서 냉각시킨 뒤 감압필터를 사용하여 불순물

을 제거하고 고압멸균하여 -20℃에 보관하였다가 실험직

전 DMSO에희석하여사용하였다. 최종 DMSO의농도

는 0.01%가되도록조절하였다.

3. 세포배양 및 분화

3T3-L1 Preadipocytes는 5% CO2, 37℃ 배양기에

서 DMEM(10% FBS, 100 unit /mL of penicillin G

sodium, 100 μg/mL of streptomycin sulfate) 배양하

였다. 100% confluent 해졌을 때 0.5 mM IBMX, 1 μ
M DEX와 1 μg/mL insulin의 분화유도물질이 포함된

DMEM으로교환하여 2일동안분화를유도하였으며, 그

후매 2일마다 1 μg/mL insulin이포함된 DMEM으로

교환하였다. 분화 10 일 후 세포는 분석을 위해 사용되었

다. 3T3-L1 Preadipocytes에 0.5 mM IBMX, 1 μM

DEX와 1 μg/mL insulin을 처리하여분화를 유도한 것

을 대조군으로, 대조군에 영지약침을 분화유도 2일 동안

처리한것을시험군으로하였다.

4. MTT assay

96 well plate(Corning, USA)에 1×104 cells/well



의 농도로 세포를 DMEM 배양액에 분주하여 24시간동

안 안정화시킨 후, GHP를 농도별(0%, 1% 및 2%)로 처

리하여 24 및 48시간동안 반응시켰다. 배양액을 제거 한

후 5 μg/mL의 MTT를각 well에넣고잘섞어준후최

대 4시간 37℃ incubator에서 배양한 후 tetrazolium

bromide salt를 제거하고 각 well에 DMSO를 200 μL

씩 분주하여 생성된 formazin이 잘 녹을 수 있게 충분히

흔들어모두녹인후ELISA(Molecular Devices, USA)

를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 3회의

측정으로그에대한평균값과표준오차를구하였다. 세포

증식률은대조군에대한세포증식률로나타내었다. 

Cell proliferation(%) = OD540nm(GHP)/ 

OD540nm(control)×100

5. Oil red O 염색 및 정량

세포내지방구생성을확인하기위하여 Oil red O 염색

을 실시하였다. 배양된 세포는 phosphate-buffered

saline(PBS)로세척한후 3.7% formalin으로 10분간고

정하고 deionized water로 세척하여 Oil red O를 처리

한후실온에서 30분간염색하였다. 그후 염색액을제거

하고 deionized water로 3회 세척하여 염색된 세포를

microscopic image(Olympus, Tokyo, Japan)로 관찰

하였다. 또한 정량을 위해 DMSO를 가하여 지방을 추출

한 후 ELISA(Molecular Devices, USA)를 사용하여

510 nm에서흡광도를측정하였다.

6. Glycerol-3-phosphate dehydrogenase(GPDH)

activity

세포는 PBS로 3번세척한후 lysis buffer를첨가하여

4℃에서 30초간 sonication 한 후 원심분리(10,000

rpm, 20 min, 4℃)하여 상청액을 분리하였다. 상청액내

의 GPDH 활성은 Wise와 Green의 방법13)에 따라 340

nm에서의 흡광도 변화를 측정하였다. GPDH 활성은

units /min/mg protein으로 표시하며, 1 unit 활성은 분

당 1 mmol의 NADH 산화와 동등한 값을 나타낸다. 단

백질 함량은 BSA를 표준시약으로 사용하여 Bradford

방법14)에따라측정하였다

7. Triglyceride(TG) 정량

세포내 TG의 정량은 TG determination kit(Asan

Pharm Co., Ltd., Korea)를 사용하여 효소법으로 실시

하였다. 세포는 PBS로 3번 세척한 후 lysis buffer(1%

Triton X-100 in PBS)를 첨가하여 4℃에서 30초간

sonication 한 후 원심분리(10,000 rpm, 20 min, 4℃)

하여 상청액을 분리하였다. 상청액 20 μL에 3 mL의 효

소용액을첨가하여 37℃에서 10분동안반응시킨후 550

nm에서 흡광도를 측정하였다. 단백질 함량은 BSA를 표

준시약으로사용하여 Bradford 방법14)에따라측정하였다

8. 통계분석

통계분석은 SPSS 12.0K for Windows 통계 프로그

램패키지를사용하여평균치±표준오차로나타내었고유

의수준은 P<0.05로 하였다. 각 실험군 간의 통계학적 분

석은 one way-ANOVA와 Scheffe test 검정을 실시하

였다. 

III.  실험결과

1. Cell proliferation에 미치는 영향

영지약침의 세포증식에 대한 영향을 알아보기 위해

3T3-L1 preadipocytes에 1과 2 %의 영지약침을 24시

간과 48시간동안처리하였다. 그결과 1% 영지약침 24시

간 처리는 112.4±6.9%, 48시간 처리는 114.1±6.5%

의 세포증식을 나타내었으며, 2% 영지약침 24시간 처리

는 116.8±4.5%, 48 시간 처리는 121.0±5.6% 의 세포

증식을 나타내어 영지약침의 농도와 처리시간에 따라 대

조군에 비해 세포의 증식이 저해되지 않았음을 확인할 수

있었다. 이와같은결과로 2%까지의영지약침이 3T3-L1

preadipocytes에 독성을 나타내지 않음을 알 수 있었다

(Fig.1).  

2. 지방세포의 분화에 미치는 영향

3T3-L1 Preadipocytes를배양하여분화를유도한결
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과 배양 10일째에 성숙된 지방세포(adipocytes)가 형성

됨을 알 수 있었다. 지방세포의 형성을 확인하기 위하여

Oil red O를 이용하여 세포 염색을 시행하여 지방세포의

형태를 현미경으로 관찰하고 지방세포의 양을 정량하였

다. Oil red O로 염색된 세포를 관찰한 결과 대조군에 비

해영지약침 1%와 2%의농도에서지방세포의형성이억

제되어있는것으로관찰되었다. 또한지방세포의양을정

량한 결과 분화를 유도하지 않은 3T3- L1세포에서 흡광

도는 0.47±0.02로 나타났으며, 대조군에서 흡광도는

2.22±0.02로나타났다. 영지약침의첨가농도에따른흡

광도는 1%농도에서 2.00±0.04 과 2% 농도에서 1.96±

0.02으로지방분화를유의하게억제하였다(Fig. 2). 

3. GPDH activity에 미치는 영향

영지약침이 3T3- L1 preadipocytes에서 지방세포

(adipocytes)로의분화에미치는영향을알아보기위하여

GPDH 활성을 측정하였다. 그 결과 분화를 유도하지 않

은 3T3- L1세포에서 GPDH활성은 0.04±0.00 units/

min/mg protein으로나타났으며, 대조군에서 GPDH활

성은 0.47±0.01 units/min/mg protein으로나타났다.

영지약침의 첨가 농도에 따른 GPDH 활성은 1% 농도에

서 0.35±0.02 units/min/mg protein과 2% 농도에서

0.31±0.02 units/min/mg protein으로 지방합성을 유

의하게억제하였다(Fig. 3). 

4. TG 함량에 미치는 영향

영지약침이 3T3- L1 지방세포내 TG 축적에미치는영

향을알아보기위하여 TG 함량을측정하였다. 그결과분

화를 유도하지 않은 3T3-L1 preadipocytes에서 TG 함

량은 45.7±13.3 ㎍/ mg protein으로 나타났으며, 대조

군에서 TG 함량은 437.7±52.2 μg/mg protein으로 나

타났다. 영지약침의첨가농도에따른 TG 함량은 1%농도

에서 41.7±17.4 μg/mg protein과 2% 농도에서 52.3±

23.4 μg/mg protein으로 세포내 중성지방의 측적을 유

의하게억제하였다(Fig. 4). 

IV.  고찰

비만은 열량의 섭취와 소비의 불균형으로 발생되는 대

사성질환이며, 지방조직의증가상태로정의된다15). 과거

에지방세포는단순히열량을과다섭취했을때잉여에너

지를 triglyceride의 형태로 저장하는 기관으로 인식되어

왔으나 최근에는 지방조직이 지방을 저장하여 필요에 따

라 다른 기관에 에너지를 공급하는 역할을 담당하고 있을

뿐만 아니라 내분비 역할을 담당하여 체내의 에너지 항상

성을조절하는데중요한역할을하는것으로보고되었다16).

따라서지방세포의증식과지방세포에서분비되는물질들

에 대한 이해와 그 생체 내 조절 메커니즘에 대한 규명이

비만및그로인한여러질병들을이해하고효과적인치료

제를 개발할 수 있는 밑거름이 될 것으로 여겨지고 있고

이에 따라 지방세포 조절에 대한 연구가 활발히 진행되고

있다. 

최근 비만과 관련한 연구17-23)가 활발히 진행되고 있으

며, 비만에 관한 약침연구로는 창출 및 의이인 약침24), 황

금약침25), 산사약침21),  나복자약침22), 웅담과 우황약침23)등

다양한 약침의 비만이나 지방세포 분화에 대한 연구가 보

고되어있다. 

橊芝는혈장콜레스테롤과인지질수치를저하시켜동맥

벽의 동맥경화증을 방지하는 것으로 알려져 있으며 심근

수축력과수축기용량을증가시키고심기능을개선시키는

것으로알려져있다26). 그러나임상에서항콜레스테롤제로

널리 응용되고 있으나, 아직까지 유효성이나 약리기전이

밝혀져 있지 않다. 영지와 관련한 연구는 영지의 열수 추

출액이고지방식이에의한흰쥐의혈장, 간및지방조직의

지질함량과 분변 Steroids에 미치는 영향11), 영지가 알코

올 섭취한 흰쥐의 간기능 및 지질대사에 미치는 영향12) 등

이있으나약침에대한연구성과가미흡한상태이다. 그러

므로 본 연구에서는 영지약침이 지방세포의 분화에 억제

효과가 있을 것으로 기대되어 이를 살펴보고자 3T3- L1

preadipocytes를 이용하여 지방세포의 분화와 분해에 미

치는영향을관찰하였다.

3T3- L1 Preadipocytes에서 영지약침의 세포증식에

미치는 영향을 관찰하기 위하여 1%와 2%의 영치약침 농

도를 24h과 48h동안처리한후 MTT assay를실시하였

다. 

그결과영지약침의농도와처리시간에따라 control에

비해 세포의 증식이 저해되지 않았음을 확인할 수 있었으

며, 이와 같은 결과로 2%까지의 영지약침이 3T3 - L1



preadipocytes에 독성을 나타내지 않음을 알 수 있었다

(Fig.1).  

3T3- L1 Preadipocytes에서 성숙된 지방세포로의 분

화를유도하여 Oil red O 염색을실시하여지방세포의형

성을 확인하였으며, 3T3- L1 preadipocytes에서 지방세

포로 분화 유도되는 과정에서 1%와 2% 영치약침 농도를

처리한 후 농도별로 지방세포의 분화에 미치는 영향을 관

찰하였다. 그결과 control 에비해영지약침 1%와 2%의

농도에서 지방세포의 형성이 억제되어 있는 것으로 관찰

되었고 지방세포의 양을 정량한 결과 영지약침의 첨가 농

도에따른지방분화억제가유의하게관찰되었다(Fig. 2). 

GPDH는 지방세포의 형성에 관여하여 중성지방의 합

성에 중요한 효소로 영지약침이 3T3-L1 preadipocytes

에서 성숙된 지방세포로의 분화에 미치는 영향을 알아보

기위하여 GPDH 활성을측정하였다. 그결과 control 에

비해 영지약침 1%와 2%의 농도에서 지방합성을 유의하

게억제하는것으로관찰되었다(Fig. 3). 

영지약침이 3T3- L1 지방세포내 TG 축적에미치는영

향을 알아보기 위하여 TG 함량을 측정하였다. 그 결과

control 에 비해 영지약침 1%와 2%의 농도에서 세포내

중성지방의축적을유의하게억제하는것으로관찰되었다

(Fig. 4). 

이상의 결과를 바탕으로 영지약침이 GPDH 활성의 억

제를 통하여 지방세포 분화억제효과를 나타내는 것으로

추정되고세포내지방축적에억제효과를보여비만치료에

유효할것으로사료된다. 
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Fig. 1.Effect of GHP on 3T3-L1 preadipocytes proliferation.

Preconfluent 3T3-L1 preadipocytes were treated

with 1 and 2% GHP for 24 and 48 hours. Cells treated

with 0.01% DMSO were used as controls. 3T3-L1

preadipocytes proliferation was measured by MTT

assay method.

Fig. 3.Effect of GHP on GPDH activity in 3T3-L1 adipocytes.

Two-day postconfluent 3T3-L1 preadipocytes(day 0)

were treated with 1 and 2% GHP for 2 days. Cells

treated with 0.01% DMSO were used as controls.

The assay were performed on fully differentiated

adipocytes(day 10). Values are means SD.

*p 0.05 vs. control.

Fig. 4.Effect of GHP on intracellular TG contents in 3T3-L1

adipocytes.

Two-day postconfluent 3T3-L1 preadipocytes(day 0)

were treated with 1 and 2% GHP for 2 days. Cells

treated with 0.01% DMSO were used as controls.

The assay were performed on fully differentiated

adipocytes(day 10). Values are means SD. 

*p 0.05 vs. control.

Fig. 2. Effect of GHP on Oil red O stained material in 

3T3-L1 adipocytes.
Two-day postconfluent 3T3-L1 preadipocytes(day 0)
were treated with 1 and 2% GHP for 2 days. Cells
treated with 0.01% DMSO were used as controls.
The assay were performed on fully differentiated
adipocytes(day 10). Intracellular lipid was stained
with Oil red O. Values are means±SD. 
*p 0.05 vs. control.

A:Undifferentiated cell X 20
B:Differentiated cell was treated with 0.01% DMSO
C:Differentiated cell was treated with 1% GL 
D:Differentiated cell was treated with 2% GL 




