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후박 추출물의 지방세포 분화 억제 효능에 관한 연구
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요 약: 후박추출물은 중국 원산인 당후박에서 제조되며, 항산화 및 항염증 효과로 알려져 있다. 후박의 성분으로는 폴

레페놀인 honokiol 및 magnolol 등이 알려져 있다. 이 연구에서, 우리는 후박추출물이 triglyceride (TG)의 축척을 감소

시킴으로써 지방세포 분화를 억제한다는 표면적인 결과를 얻었다. 또한, 후박 추출물이 hormone sensitive lipase (HSL) 

단백질 수준을 증가시키고 adipocyte에 specific한 transcription factors로 peroxisome proliferator activated receptor 

(PPAR)-γ의 단백질과 mRNA 수준을 억제하였다. 결과적으로, 후박추출물이 항비만제로서 adipogenic transcription 

factor와 그들의 특이적인 유전자의 발현을 억제함으로써 지방세포 분화를 억제한다고 사료된다.

Abstract: Magnolia extract, prepared from the Chinese herb Magnolia officinalis, is known for its potent anti-oxida-

tive and anti-inflammatory effects. In this report, we showed that Magnolia extract inhibits adipocyte differentiation, 

as evidenced by reduced triglyceride (TG) accumulation. Also, Magnolia extract increased hormone sensitive lipase 

(HSL) protein level, and decreased the adipogenic transcription factor peroxisome proliferator activated receptor 

(PPAR)-γ protein and their corresponding mRNA. Our results suggest a potential apllication of Magnolia extract 

as anti-obesity agents inhibits adipocyte differentiation through the down-regulation of adipogenic transcription fac-

tors and other adipocyte-specific genes.

Keywords: Magnolia officinalis, 3T3-L1 cell, adipocytes differentiation, peroxisome proliferator activated receptor-γ, hor-

mone sensitive lipase

1. 서    론

1)

최근 비만이 세계 각국에서 증가추세에 있는 심각한 

보건문제로 인식되고 있으며 우리나라 역시 고도의 산업

성장과 세계화의 영향으로 식생활 패턴의 서구화 및 신

체 활동량 부족이 급속히 진행되어 비만 인구의 현저한 
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증가를 나타내고 있다. 또한 현재 우리나라의 주요 사망

원인이 되는 질환인 순환기계 질환, 암, 당뇨병 등도 비

만과 밀접한 관련이 있어 그 심각성이 더욱 고조되고 있

는 실정이다.

지방 조직(adipose tissue)은 에너지를 저장하는 기관

으로, 음식물 섭취 등으로 인해 과도하게 섭취된 에너지

를 이용하여 triglyceride (TG)를 형성한다. TG는 chylo-

microns과 very low-density lipoprotein (VLDL) 입자를 
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통해 이동하며 extracellular lipoprotein lipase에 의해 가

수분해 되어 glycerol과 free fatty acid (FFA)를 생성한

다. 또한 FFA는 지방세포(adipocytes)에 의해 fatty ac-

yl-CoA로 변환되어 glycerol-3-phosphate와 함께 세포 

내에 TG를 형성하는 과정으로 순환된다[1]. 이러한 지

방 조직은 정상 성인의 총 몸무게의 15 ~ 20 %를 차지

하며, 신체에 널리 분포되어 있다[2]. 3T3-L1 세포가 지

방세포로 분화되는 과정은 분화 유도인자들에 의해 일어

나는 현상으로 분화촉진인자(insulin, dexamethasone, 

1-methyl-3-isobutylxanthine, prostaglandin F2α 등)을 

첨가함으로써 세포분화를 유도할 수 있다. 반대로 분화

억제인자(actinomycin D, tumor necrosis factor-α, bro-

modeoxyuridine 등)을 첨가함으로써 분화를 억제할 수 있

다[3,4].

최근 지방 세포 내의 수많은 유전자들 및 단백질들의 

발현 변화에 대한 연구가 많이 진행되고 있으며 대표적

인 지방분화 촉진에 관여하는 전사인자들로 PPAR-γ

와 CCAAT-enhancer binding protein-α (C/EBP-α) 

등이 지방세포를 성숙하게 하고 지질대사에 관여하는 유

전자를 자극하여 지방 축적에 관여한다[5]. 3T3-L1 지방 

전구세포는 1-methyl-3-isobutyl-xanthine, dexametha-

sone과 insulin (MDI)을 처리하여 배양하면 G1에서 S기

로 진입하여 분화가 시작되는데 그 조절자로 retino-

blastoma protein (Rb)이 작용하여 C/EBPs에 결합된다. 

C/EBPs는 지방세포의 분화에 있어서 중요한 전사인자

로서 이량체를 형성할 수 있는 기능을 가진 leucine-zipper 

결합부위와 DNA 결합부위를 가지고 있다[11]. MDI를 

배지에 첨가하여 지방세포로의 분화를 유도시키면 4 h 

이내에 C/EBP-β와 C/EBP-α가 유도되어 hetero-

dimer를 이루게 되어 PPAR-γ와 C/EBP-α를 활성화

시켜 adipsine, adipocyte-specific fatty acid binding 

protein (aP2), leptin 등과 같은 지방 세포 특이 유전자

들을 활성화 시킨다[6-8].

후박(Magnolia officinalis)은 쌍떡잎식물에 속하여 미

나리아재비목 녹나무과의 상록 활엽수로 한국, 일본, 타

이완, 중국 남부에 서식한다. 예로부터 약용으로 줄기 및 

가지의 껍질이 천식과 위장병 치료에 사용되었으며 mag-

nolol, isomagnolol, honokiol, machiol과 같은 성분이 함유

되어 있다. 이 중 honokiol은 polyphenol에 속하는 물질로 

항우울, 혈전응고 저해, 신경 안정, 항균 효능을 나타내는 

유용한 물질로 이용되고 있다. 최근 honokiol이 다양한 

암세포의 mitochondrial permeability transition pore의 

induction과 cytochrome c release, caspase의 활성화를 

통해 세포 괴사가 유도하는 효능을 나타냄이 보고된 바 

있다[9]. 그러나 이러한 honokiol 및 이를 포함하는 후박 

추출물의 지방세포에 대한 연구는 거의 진행되어 있지 

않은 실정이다.

화장품 시장의 경우 well-being 열풍을 타고 화장품에 

첨가되는 유효성분을 식물성 원료 및 해양 원료에 이르

기까지 다양한 종류로 대체하고, 이에 대한 기능성 성분

에 대한 연구 개발이 활발히 이루어지고 있다. 이는 인체

에 무해하고 효능 성분을 보다 쉽게 인체에 적용이 가능

하다는 장점을 가지고 있어 소비자들에게 기능성 화장품

에 대한 관심은 나날이 증가하는 추세이다[10]. 따라서 

본 연구에서는 후박 추출물에 대한 것으로, 지방세포 내

의 지방 축적을 감소시켜 세포의 크기를 줄이거나 지방

세포에 분화에 관여하는 인자를 통해 지방 형성을 감소

시키는 효능에 대하여 확인하고, 이를 통해 보다 안전하

고 적은 비용으로 소비자에게 쉽게 접근이 가능한 천연

물을 찾고자 하였다.

2. 재료 및 실험

 

2.1. 기기 및 시약

세포 실험에 사용한 시약은 3-(4,5-dimethylthiazol- 

2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT)와 Oil 

red-O, serum triglyceride detection kit, 3-isobutyl- 

1-methylxanthine, dexamethasone crystalline, insulin 

from bovine pancreas, DL-isoproterenol hydrochloride 

(Sigma, USA)를 사용하였고, 실험에 사용된 세포주는 

3T3-L1 (mouse embryonic fibroblast cell line)을 미국 

세포주은행(American Type Culture Collection: ATCC, 

USA)에서 분양 받아 사용하였다. 세포 배양을 위해 

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), bovine 

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

biotics (penicillin 100 units/mL, streptomycin 100 

units/mL)은 HyClone (Thermo, USA)제품을 구입하여 

실험에 사용하였다. Hormone sensitive lipase (HSL), 

peroxisome proliferator-ctivated receptor-γ (PPAR-γ), 

β-actin에 대한 항체 및 2차 항체(Santa Cruz Biotech-

nology, USA)를 사용하였다. 실험에 사용한 primer는 

lipoprotein lipase (LPL), PPAR-α, PPAR-γ, leptin으

로 Genotech (Korea)에서 구입하였다. Transcriptor 

First Strand cDNA synthesis kit (Roche, Germany)와 

High Fidelity PCR Master (Roche, Germany)를 사용하

여 유전자 발현 정도를 확인하였으며, TG accumulation 
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rate를 측정하기 위하여 UV/vis-spectrophotometer 

(SHANGHAI instruments Inc., UNICO, China)와 

EILSA reader (PerkinElmer, VICTOR3, USA)를 사용

하였다.

 

2.2. 후박의 유효성분 추출

건조된 후박 200 g을 분쇄하여 분말화한 후, 증류수 3 

L를 첨가하여 3 h 동안 100 ℃에서 추출하였다. 추출이 

완료된 후, 부직포를 이용하여 1차 여과를 수행하고 

4,500 rpm에서 60 min 동안 원심분리 하였다. 상층액을 

회수하여 1 µm 크기의 여과지를 이용하여 감압 여과 하였

다. 회수한 여과액을 감압 농축하여 파우더 4 g을 얻었다.

 

2.3. 세포 배양

실험에 사용된 세포는 Human keratinocyte (HaCaT)

과 지방 전구세포인 3T3-L1을 사용하였으며 HaCaT 세

포의 경우에는 10 % FBS, penicillin (100 units/mL), 

stryptomycin (100 units/mL)이 첨가된 DMEM 배지로 

5 % CO2, 37 ℃에서 배양하였으며 3T3-L1 세포는 10 % 

bovine calf serum, penicillin (100 units/mL), strepto-

mycin (100 units/mL)이 첨가된 DMEM으로 5 % CO2, 

37 ℃에서 배양하였다. 3T3-L1의 지방세포로의 분화는 

100 µM 3-isobutyl-1-methyl-xanthine, 250 nM dex-

amethasone, 3.3 µM D-biotin, 1 % bovine serum albu-

min (BSA), 10 µg/mL insulin solution from bovine 

pancreas (MDI)와 10 % FBS를 함유한 배지로 유도하였

으며, 10 % FBS와 10 µg/mL insulin을 함유한 DMEM 

배지로 교체하여 주면서 분화 정도를 관찰하였다.

2.4. 후박 추출물의 세포 생존율 평가

MTT 정량은 Mosmann[11]의 방법을 변형하여 실시하

였다. 실험에 사용된 세포로는 HaCaT 세포와 지방 전구

세포인 3T3-L1을 이용하였다. HaCaT 세포와 3T3-L1을 

1 × 104 cells/well의 농도로 준비한 96-well plates에 후박 

추출물을 농도별로 투여하여 CO2배양기에서 24 h 동안 

배양하였다. MTT 용액(5 mg/mL)을 첨가하고 4 h 후 배

양액을 제거하고 100 µL acid-isopropanol (0.04 N HCl in 

isopropanol)를 첨가한 후 570 nm에서 ELISA reader 

(VICTOR3, PerkinElmer, USA)로 흡광을 측정하였다.

2.5. 후박 추출물의 지방 축적 억제 효능 평가

세포 내에 형성되는 지방의 축적 정도를 평가하는 방

법으로 Oil-red-O 염색을 수행하였다. 3T3-L1을 1 × 105 

cells/well의 농도로 준비하여 농도 별로 후박 추출물을 

처리하고 24 h 동안 배양하였다. PBS로 각 well을 세척

하고 4 % paraformaldehyde를 1 mL씩 넣어 5 min 동안 

정치한 후, 제거하고 4 % paraformaldehyde를 1 mL씩 

첨가하여 1 h 동안 실온에서 정치하였다. Paraformalde-

hyde를 제거하고 60 % isopropanol을 첨가하여 세척한 

후, 각 well이 완전히 마를 때까지 실온에 방치하였다. 건

조된 각 well에 Oil-red-O working solution을 1 mL씩 넣

고 1 h 동안 염색한 후, 증류수로 4회 반복하여 세척하였

다. 세척한 well이 완전히 마른 후에 100 % isopropanol

을 2 mL씩 넣어 염색된 시약을 용출시켜 500 nm에서 흡

광을 측정하여 지방 축적 정도를 평가하였다.

2.6. 후박 추출물의 세포 내 TG Contents 측정

3T3-L1 cell을 회수하여 1 % Triton X-100 이 함유된 

PBS를 넣어 용해시켜 준비하고 TG의 농도는 GPO-tin-

der를 이용한 serum triglyceride detection kit를 이용하

여 측정 하였다. 우선 TG reagent에 10 mL의 증류수를 

넣고, free glycerol reagent에 40 mL의 증류수를 각각 넣

어주어 reconstitute reagents를 만든 후 0.8 mL의 free 

glycerol reagent에 각각 10 µL water (blank), 10 µL 

glycerol standard (2.5 mg/mL standard), 10 µL sample

을 넣고 37 ℃에서 5 min 동안 반응시키고 540 nm에서 

초기 흡광(IA)을 측정하였다. 그 후 0.2 mL의 TG re-

agent에 각각 10 µL water (blank), 10 µL glycerol 

standard (2.5 mg/mL standard), 10 µL sample을 넣고 

37 ℃에서 5 min 동안 반응시키고 540 nm에서 최종 흡

광(FA)을 측정하였다. TG의 양을 glycerol 정량 곡선을 

이용하여 계산하였다.

2.7. Western Blot Analysis

시료는 24 h 동안 처리한 3T3-L1 세포를 RIPA buffer 

(0.5 % sodium deoxycholate, 0.1 % SDS, 1 % NP-40, 

1 mM PMSF)로 용해하고 원심분리 하였다. 회수한 상

층액을 12 % SDS-PAGE를 이용하여 전기영동하고 이

를 nitrocellulose membrane으로 옮겼다. 이를 5 % skim 

milk가 함유된 Tris 완충용액에서 PPAR-γ(sc-7273), 

HSL (sc-74489), β-actin (sc-1615) 항체와 각각 반응

시킨 후 2차 HRP-항체를 가하고 WEST-ZOL Western 

blotting detection system (chemiluminescence reagernt, 

Intron. Korea)을 사용하여 Kodak X-ray film에 감광시

킨 후 현상하였다
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Figure 1. Cytotoxic effects of Magnolia officinalis extract on 

the 3T3-L1 and HaCaT cells.

Figure 2. Magnolia officinalis extract inhibits lipid accumu-

lation of 3T3-L1 cells.

2.8. RNA 분리 및 RT-PCR

RNA의 추출은 acid guanidinium-phenolchloroform 

(AGPC) 법에 의한 total RNA 추출시약(RNAiso Plus, 

TaKaRa, Japan)을 사용하였다. cDNA 합성은 Tran-

scriptor First Strand cDNA synthesis kit를 이용하여 

cDNA를 합성하였으며, High Fidelity PCR Master와 제

작된 primer를 사용하여 PCR을 수행하였다. cDNA 합성

은 1 µg의 total RNA로 50 ℃에서 1 h, 85 ℃에서 5 min 

동안 가열시킴으로써 반응을 중지시켰다. PCR 증폭은 

94 ℃에서 50 s 동안 denaturation 시키고 55 ℃, 50 s 동

안 annealing, 72 ℃에서 50 s 동안 extension시켰다. 이를 

30회 반복 하였으며 final extension은 72 ℃, 5 min 동안 

수행하였으며 증폭된 결과물은 2 % agarose gel에서 전

기영동 하여 유전자 발현을 chemiluminescent detection 

system (ChemiDoc XRS system, Bio-Rad Laboratories, 

USA)로 확인하였다. Leptin, PPAR-α, lipoprotein li-

pase (LPL)의 oligonucleotide 서열은 leptin: sense; 

5'-GGAATTCAGAAAATGTGCTGGAG-3', antisense; 
5'-GGAATTCTCAGCATTCAGGGCTAAC-3', PPARα: 

sense; 5'-CCTGTCTGTCGGGATGTCACACAATGC-3', 
antisense; 5'-GCAACTTCTCAATGTAGCCTATGTTT- 

3', LPL: sense; 5'-GGCCGCAGCAGACGCAGGAAGAG 

ATTT-3', antisense; 5'-AAGAAGGAGTAGGT TTT 

ATTTGTGGAA-3' GAPDH: sense; 5'-AAATTCA 

ACGGCACAGTCAA-3', antisense; 5'-GTCTTCTGG
GTGG CAGTGAT-3'이다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 후박 추출물의 세포 생존율 평가

HaCaT세포와 3T3-L1 세포에 후박 추출물을 농도별

로 처리한 후, 농도 증가에 따른 세포 생존율에 미치는 

영향을 측정하였다. 그 결과 HaCaT 세포의 경우에는 최

고 시료 처리 농도인 200 µg/mL에서 약 75 %의 세포 생

존율은 보였으며, 3T3-L1 세포의 경우에는 최고 시료 처

리 농도인 200 µg/mL에서도 92.2 %의 세포 생존율을 

나타내었다. HaCaT 세포와 3T3-L1 세포에 10 ~ 100 

µg/mL의 시료를 처리하였을 때, 세포 생존율에 큰 영향

을 미치지 않음을 확인하였다(Figure 1).

3.2. 후박 추출물의 지방 축적 억제 효능 평가

지방 전구 세포에 MDI를 처리하여 분화를 유도하여 

지방세포로 전환된 3T3-L1에 후박 열수 추출물을 농도

별로 처리한 후 세포 내에 형성된 lipid droplet의 양을 간

접적으로 측정하였다. Oil-Red-O 시약은 fat-soluble dye

로, 지방 세포로 분화된 3T3-L1 세포에 세포의 생존율에 

거의 영향을 미치지 않는 농도인 50, 100 µg/mL을 처리

하여 세포 내에 형성된 lipids와 neutral TG를 Oil-Red-O 

시약으로 염색하고 isopropanol로 회수한 후 흡광으로 확

인한 결과, 후박 추출물 50 µg/mL에서 76 %, 100 µg/mL

에서 78 %의 세포 내 지방 축적 억제 효능을 나타내었다

(Figure 2). 이는 분화를 유도한 3T3-L1 세포에 후박 추

출물을 처리하였을 때, 처리하지 않은 지방세포에 비해 

lipid droplet의 크기가 작은 형태로 분산되어 존재하는 

것을 현미경 상으로 관찰 할 수 있다(Figure 3).
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Figure 3. Magnolia officinalis extract reduces size of intracellular lipid droplet. A: control, B: Magnolia officinalis extract 100 µg/mL.

Figure 4. Magnolia officinalis extract inhibits intracellular 

TG contents of 3T3-L1 cells.

3.3. 후박 추출물의 세포 내 TG Contents 측정

지방 세포로 분화가 유도된 3T3-L1 세포 내에 생성된 

TG contents 측정은 효소학적 측정법을 이용하였으며, 

세포 내에 존재하는 lipoprotein lipase의 작용에 의하여 

TG가 glycerol과 FFA로 분해되게 된다. 분해된 glycerol

을 glycerol kinase (GK)와 glycerol phosphate oxidase 

(GPO), peroxidase 등의 효소 반응에 의해 최종적으로 

생성된 quinoneimine dye를 흡광으로 확인하는 방법으

로 후박 열수 추출물을 농도별로 처리하여 세포 내에 형

성된 TG contents를 측정한 결과, 후박 열수 추출물의 

농도가 증가함에 따라 세포 내의 TG contents 수준이 감

소하는 양상을 보였으며, 최고 시료 처리 농도인 100 

µg/mL에서 control 대비 약 35 %의 TG contents 감소

를 나타내었다(Figure 3).

3.4. PPAR-γ/HSL 단백질 발현 저해 효과

지방 세포로 분화가 유도된 3T3-L1 세포에서 지방 분

화 촉진에 관여하는 요인으로 PPAR-γ와 HSL, C/EBP- 

α 등을 들 수 있다. 세포 내 TG contents의 감소와 지방 

축적 억제 효능 평가 결과로 후박 열수 추출물은 세포 내 

지방 생성을 억제하거나, 지방 세포로의 분화를 억제할 

것으로 사료되어 관련된 단백질 발현과의 연관성을 확인

하였다. 후박 열수 추출물을 농도별로 처리하여 PPAR- 

γ와 HSL의 단백질 발현을 확인한 결과, 후박 추출물의 

농도가 증가함에 따라 HSL의 단백질 발현이 control과 

대비하여 8배 증가하였으며, PPAR-γ의 경우에는, 후박 

열수 추출물을 100 µg/mL 처리한 세포에서 PPAR-γ 단

백질의 발현이 89 % 감소되는 결과를 나타냈다(Figure 4).

3.5. Leptin/PPAR-α/Lipoprotein Lipase mRNA 발현 저

해 효과

후박 열수 추출물이 지방세포 분화에 관여하는 유전자

의 발현에 미치는 영향을 확인하기 위하여 RT-PCR을 

수행하였다. 실험 결과 지방 세포로의 분화에 관여하는 

유전자인 PPAR-α와 leptin, LPL의 발현이 분화 전의 

지방 전구세포에 대비하여 발현이 증가하는 것으로 나타

났으며, 후박 열수 추출물을 100 µg/mL로 처리한 세포

에서는 분화 전의 지방 전구세포에서의 발현과 유사한 

수준으로 나타나, 후박 열수 추출물을 처리하면 지방세

포로의 분화와 관여된 유전자의 발현이 억제되어 지방 

생성이 감소하는 것으로 사료된다(Figure 5).

4. 결    론

이와 같은 결과에서 후박 추출물의 3T3-L1 세포에 대
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Figure 5. Effects of Magnolia officinalis extract on expression of HSL and PPAR-γ in 3T3-L1 cells. HSL: hormone sensitive 

lipase, PPAR-γ: peroxisome proliferator activated receptor-γ.

(A)

  

(B)

(C)

Figure 6. Effects of Magonalia officinalis extract on mRNA expression of LPL, leptin and PPAR-α in 3T3-L1 cells. A: mRNA 

expression level, B: preadipocyte, C: mature adipocyte.

한 효능은 지방 세포로의 분화에 관여된 유전자의 발현

을 억제하여 분화를 억제하며, 분화가 일어나 세포 내에 

생성되는 지방을 HSL 발현의 증가를 가져와 지방의 분

해를 촉진하는 효능을 나타내는 것으로 판단된다. 따라

서 후박 추출물의 지방 생성 억제 효능을 이용하여 새로

운 천연 소재로의 개발이 가능할 것으로 사료된다.
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