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ABSTRACT

Objectives：This study was undertaken to verify the modulation mechanism of Gyeongshingangjeehwan18 

(GGEx18) in ob/ob male mice.

Methods：Eight-week old mice (wild-type C57BL/6J and ob/ob) were used for all experiments. Wild-type 

C57BL/6J mice were used as lean control and obese ob/ob mice were randomly divided into 5 groups：obese 

control, GGEx15 (Ephedra sinica Stapf + Rheum palmatum L.), GGEx16 (Ephedra sinica Stapf + Laminaria 

japonica Aresch), GGEx17 (Rheum palmatum L. + Laminaria japonica Aresch), and GGEx18 (Ephedra sinica 

Stapf + Laminaria japonica Aresch + Rheum palmatum L.). After mice were treated with several kinds of GGEx 

for 11 weeks, the mRNA expression of peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) target genes and 

uncoupling protein (UCP) were measured. In addition, PPARα and PPARβ transactivation was examined in 

NMu2Li hepatocytes, C2C12 myocytes, and 3T3-L1 preadipocytes using transient transfection assays.

Results：1. Hepatic PPARα target genes, such as ACOX and VLCAD mRNA levels were significantly increased 

by GGEx18 compared with obese controls. In skeletal muscle, LCAD mRNA expression was stimulated by 

GGEx16, GGEx17, and GGEx18, whereas MCAD mRNA expression by GGEx17 and GGEx18.  PPARβ target 

LPL mRNA levels were also increased by GGEx16, GGEx17, and GGEx18 in skeletal muscle, but adipose LPL 

mRNA levels were decreased. In addition, GGEx18 upregulated UCP mRNA expression in skeletal muslce.

2. PPARα reporter gene expression was increased by GGEx18 in NMu2Li cells compared with vehicle. PPARα 

and PPARβ reporter activities were also increased by all GGEx treatments in C2C12 and 3T3-L1 cells.

Conclusions：These results suggest that GGEx can act as PPARα and PPARβ activators, and that GGEx may 

regulate obesity by stimulating PPARα, PPARβ, and UCP activity. Of the 4 compositions, GGEx18 seems to be 

most effective in improving obesity and lipid disorders.
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서  론

에너지대사의 불균형으로 에너지 섭취가 에너지 소비보다 

클 때 비만 질환은 발생하며, 비만은 체형의 변화를 가져와서 

미용에 부담을 줄 뿐만아니라, 고혈압, 당뇨, 심혈관 질환, 

암 등을 유발함으로써 인간의 건강을 위협하고 있다1). 

한의학에서는 비만의 원인을 濕, 痰, 瘀血, 氣滯 등의 원인

으로 발생한다고 인식하여, 식욕억제와 행동요법을 시행하는 

외에도, 주로 약물요법으로 行氣血, 祛痰, 活血祛瘀 등의 치

료법을 실시하여 임상에 활용하고 있다. 輕身降脂丸은 한방 

임상에서 비만 치료로 활용되고 있는 처방으로, 발한과 이뇨, 

진해거담의 효능을 가지고 있는 麻黃, 혈중지질대사 개선작

용, 고지혈증을 치료하고 淸熱化痰하는 효능을 지니고 있는 

昆布, 活血去瘀하고 通便하며 고지혈증에 효과가 있는 大黃으

로 이루어져 있으며, 이미 ob/ob 마우스에서 우수한 비만조

절효과가 있는 것으로 밝혀졌다2). 

따라서, 이번 연구에서는 輕身降脂丸의 비만조절 작용이 

어떠한 작용기전을 통하여 발휘되는 지를 밝혀 보고자, in 

vitro와 in vivo에서 대사조절과 관련된 peroxisome 

proliferator-activated receptors (PPARs)와 에너지 소모

와 관련된 uncoupling protein (UCP)의 분자생물학적 분석

을 실시하여, 유의한 결과를 얻었기에 보고하고자 하였다.

실험재료 및 연구방법

1. 실험재료

1) 실험동물
공시동물로서는 중앙실험동물 (Seoul, South Korea)에서 

공급한 8주령의 C57BL/6J mouse (lean control) 수컷 5마

리, ob/ob mouse 수컷 25마리를 사용하였다. 각 군 당 5마

리를 체중범위에 따른 무작위법에 의하여 군 분리를 실시하

고, 이를 실험에 사용하였다.

사육환경은 온도 21±2 ℃, 습도 55±5 %, 환기 횟수 

15~17 회/hour, 조도 150~300 lux, 그리고 조명은 12시간 

명암 (점등-06：00, 소등-18：00)으로 조정하여 실험 기간 

동안 일정하게 SPF (specific pathogen free) 상태로 유지하

였다. 고형사료 (Harlan, USA)와 물은 자유 급이와 급수를 

시켰다.

2) 실험약물
실험물질은 麻黃 + 大黃 (GGEx15), 麻黃 + 昆布 

(GGEx16), 大黃 + 昆布 (GGEx17)와 麻黃 + 昆布 + 大黃 

(GGEx18)을 사용하였고, 대조물질은 autoclaved water (멸

균수)를 사용하였다. 麻黃, 昆布와 大黃은 화림제약 (Busan, 

South Korea)에서 구입하고, 동의대학교 한의과대학 방제학

교실에서 정선한 뒤 분말하여 사용하였다. GGEx15, 

GGEx16, GGEx17과 GGEx18은 Table 1에 제시한 배합비

율에 맞추어 혼합한 뒤 각 500 g을 만들어 증류수 5,000 ㏄

를 붓고 95℃에서 22시간 동안 추출한 뒤에 이를 여과한 후 

Ilshin Programmable Freeze Dryer (Ilshin Lab Co., 

Ltd., South Korea)를 이용하여 동결 건조하였다. GGEx15

의 수율은 19.1%, GGEx16의 수율은 17.4%, GGEx17의 수

율은 23.4%, GGEx18의 수율은 24.2%을 각각 얻었다 

(Table 1).

Table 1. The composition of GGEx

GGEx 한약명 Ingredient Ratio (%) Yield (%)

GGEx15
麻黃 Ephedra sinica Stapf. 40

19.1
大黃 Rheum palmatum L. 60

GGEx16
麻黃 Ephedra sinica Stapf. 40

17.4
昆布 Laminaria japonica Aresch 60

GGEx17
大黃 Rheum palmatum L. 40

23.4
昆布 Laminaria japonica Aresch 60

GGEx18

麻黃 Ephedra sinica Stapf. 40

24.2昆布 Laminaria japonica Aresch 40

大黃 Rheum palmatum L. 20

3) 실험군 및 투여방법
군당 5마리 수컷을 공시하였으며, GGEx15, GGEx16, 

GGEx17과 GGEx18은 각각 1200㎎/㎏의 용량으로 11주간 

사료에 혼합하여 투여하였다 (Table 2).

Table 2. Experimental groups

Group Number Sex

 Lean control 5 male

 Ob/Ob

 obese mice

control 5 male

GGEx15 5 male

GGEx16 5 male

GGEx17 5 male

GGEx18 5 male

2. 연구방법

1) Target gene 발현분석
a. Total RNA 분리

Total RNA는 Trizol (Invitrogen, USA)을 사용하여 간, 

지방과 근육조직으로부터 추출하며, 간단히 설명하면 다음과 

같다. Total RNA을 추출하기 위해서 Trizol 1 ml에 조직 

100 mg을 넣고 homogenizer를 이용하여 20초 동안 조직을 

갈며, 균질화된 용액을 상온에서 5분간 방치하였다. 여기에 

chloroform (Sigma, USA) 200 ㎕를 첨가한 후에 

chloroform이 전체적으로 잘 섞이도록 15초 동안 혼합하며, 

상온에서 3분간 방치한 후 원심분리 (13,000 rpm, 4℃, 15

분) 하였다. 원심분리 된 용액에서 맑은 상층액 만을 새로운 

튜브에 분리하고 여기에 동량의 isopropanol (Sigma, USA)

을 첨가하여 상온에서 10분간 방치한 후 원심분리 (13,000 

rpm, 4℃, 10분) 하였다. 원심분리로 튜브 바닥에 형성된 

RNA pellet에 70% ethanol 1 ml을 첨가하여 2회 세척하였

으며 (4,500 rpm, 4℃, 5분), RNA pellet이 완전히 건조되

면 0.01% DEPC로 처리된 증류수를 150 ㎕ 첨가하여 RNA 

pellet을 용해시켰다.

b. cDNA 준비

이 연구에 사용된 cDNA는 다음과 같다 (Table 3).
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Table 3. cDNA used for Northern blot analysis

c. Northern hybridization

분리된 RNA 10 ㎍을 0.22 M formaldehyde-1.2% 

agarose gel에서 전기영동한 후 gel blotter를 이용한 

down-load capillary 방법에 의해 20 X SSC (3 M NaCl, 

0.3 M Sodium citrate · 2H2O, pH 7.0)에 적신 Nytran 

membrane (Schleicher & Schuell,  Germany)으로 RNA를 

이동시켰다. Membrane에 이동된 RNA는 UV-crosslinker 

(1.5 J/cm2, 4분)를 사용하여 membrane에 고정시킨 후 비

특이결합을 막기위해 prehybridization용액과 반응시켰다. 

Membrane과 여러 종류의 cDNA probe를 Northern 

hybridization 시키며, SSC용액으로 세척하였다. Probe가 

결합된 membrane을 phosphorImager screen에 노출시키

고, Molecular Dynamic Storm 860 PhosphorImager 

System (Molecular Dynamics, USA)을 사용하여 image를 

영상화 하였다. 이 실험에 사용된 cDNA probe들은 

Ready-to-Go DNA Labeling kit (Amersham-Pharmacia 

Biotech, USA)를 사용하여 random-primer 방식으로 32P를 

표지하였으며, mRNA signal의 강도는 ImageQuant image 

analysis software (Molecular Dynamics, USA)를 사용하

여 측정하였다.

d. Reverse transcription-polymerase chain reaction

Reverse transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR)을 이용하여 mRNA의 양을 측정하였다. 

Complementary DNA는 total RNA 2 ㎍과 reverse 

primer 0.5 ㎍을 혼합하여 최종 양 14 ㎕를 준비하여 75℃

에서 15분 동안 열처리 (heating)한 후, 5분 동안 얼음 속에 

보관하였다. 여기에 5X M-MLV reaction buffer, 10 mM 

dNTP mixture, 200 units M-MLV RT (Promega, USA)

를 첨가하여 최종 양이 25 ㎕가 되게 한 후, 42℃에서 1시간 

동안 반응시켰다. RT reaction 5 ㎕에 10X reaction buffer 

(Mg2+포함), 10mM dNTP, 5 unites Taq polymerase 

(Solgent, Korea), 그리고 10 μM primer를 첨가하여 최종 

50㎕가 되게 한 후, PTC-100TM Programmable Thermal 

Controller (MJ Research, USA)를 이용하여 PCR을 실시하

였다. Table 4는 RT-PCR에 사용된 primer와 product size

이다.

Table 4. PCR primers and conditions used for RT-PCR

2) Reporter gene 발현분석
a. Cell culture

간세포주인 NMu2Li 세포, 골격근세포주인 C2C12 세포와 

지방전구세포주인 3T3-L1 세포를 사용하였다 (Table 5). 모

든 세포주는 10% fetal bovine serum (Gibco-Brl,  USA), 

penicillin G (100U ml-1), streptomycin sulfate (100 ㎍

ml-1), amphotericin B (0.25 ㎍ml-1), 그리고 

2-mercaptoethanol (50 ㎛)이 포함되어 있는 DMEM 배지

에서 배양하며, 37℃ 온도와 5% CO2가 공급되는 습윤한 조

건을 유지시킨 후, transfection 24 시간 전에 6-well 

tissue culture plate에 well 당 2.7 X 105개의 세포수로 

seeding 하였다.

Table 5. Cell lines used for transient transfection assays

b. Transient transfection assay

모든 transfection의 경우 well 당 각각 200 ng의 

plasmid가 사용되고, lipofectamine (Life technologies, 

USA)을 사용하여 제조사의 지시에 따라 transfection하였다. 

반응 6시간 후 신선한 배지 (1ml)를 첨가하고, 해당 화학물

인 GGEx를 처리하며, 처리한지 24시간 후 배지를 제거하고 

배양한 세포를 수확하였다.

Luciferase와 β-galactosidase 활성은 kit (Promega, 

USA)를 사용하여 제조사의 지시에 따라서 측정하며, 간략히 

설명하면 다음과 같다. β-galactosidase와 luciferase 분석

에 사용되는 시약들은 냉동실에서 꺼내어 녹인 후 내용물이 

잘 섞이도록 흔들어 사용하였다. 6-well의 세포들은 배지를 

제거한 후 PBS를 이용해서 2회 세척하며, 각각의 plate에 1 

X reporter lysis buffer (300 ㎕)를 넣고 상온에서 15분간 

방치해서 세포를 용해시켰다. 세포가 완전히 용해되면 plate

로부터 세포들을 모으며, 완전히 용해된 세포를 원심분리 

(12,000 rpm, 4℃, 5분)하여 용해성 단백질을 포함한 상층

액을 분리하였다. Luciferase 활성은 luciferase assay 

system을 이용하여 분석하며, luciferase를 포함한 상등액 

(20 ㎕)과 substrate (30 ㎕)를 혼합하여 luminometer로 측

정하였다. Luciferase 활성을 보정하기 위해 β

-galactosidase 활성을 조사하였다 (Promega's β

-galactosidase enzyme assay system). 96 well plate에 

분리된 상층액과 2 X assay buffer를 20 ㎕씩 동량으로 분

주하여 37℃에서 1시간 반응시킨 후, 반응색이 노랗게 변하

면 1 M sodium carbonate (50 ㎕)를 넣고 반응을 정지시켜 

spectrophotometer (405 nm)로 흡광도를 측정하였다.
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3)통계분석
모든 값은 mean ± standard deviation (SD)으로 표시하

며, OriginLab Version 7.5 (OriginLab Corporation, MA, 

USA)의 ANOVA one way, SigmaPlot 2001 (SPSS, USA)

의 unpaired, student's t-test를 이용하여 통계적 유의성을 

검증하였다.

실험결과

1. GGEx 비만 조절의 in vivo 분자생물학적 분석

1) GGEx에 의한 간의 PPARα 표적유전자 발현
GGEx에 의한 비만억제 효과가 간의 PPARα 표적유전자

의 발현 때문인지를 알아보기 위하여 PPARα의 표적으로서 

peroxisome에서 지방산의 β-산화에 관여하는 효소인 

acyl-CoA oxidase (ACOX)와 3-ketoacyl-CoA thiolase 

(thiolase)와 간의 mitochondria에서 작용하는 very long 

chain (VLCAD), long chain (LCAD), medium chain 

(MCAD)와 short chain acyl-CoA dehydrogenase (SCAD) 

mRNA 수준을 측정하였다. ob/ob 대조군과 비교하여 

GGEx18 처리에 의한 간의 ACOX mRNA 발현 (p<0.05)과 

VLCAD mRNA 수준 (p<0.01)이 통계적으로 유의하게 증가

하였다 (Figs. 1 and 2).

Fig. 1. Modulation of liver peroxisomal PPARα target gene 
expression by GGEx in ob/ob mice. Wild-type C57BL/6J and 
ob/ob mice received a chow diet or the same chow diet 
supplemented with GGEx for 11 weeks. RNA was extracted from 
the liver, and mRNA levels of peroxisomal PPARα target enzymes 
and β-actin were measured as described in Materials and 
Methods. All values are expressed as mean ± SD of R.D.U. 
(relative density units) using β-actin as a reference. * p<0.05 
significantly different from obese control group. LC, lean control；
OC, obese control.

Fig. 2. Modulation of liver mitochondrial PPARα target gene 
expression by GGEx in ob/ob mice. Wild-type C57BL/6  and 
ob/ob mice received a chow diet or the same chow diet 
supplemented with GGEx or reductil for 11 weeks. RNA was 
extracted from the liver, and mRNA levels of mitochondrial PPAR
α target enzymes and β-actin were measured as described in 
Materials and Methods. All values are expressed as mean ± SD 
of R.D.U. (relative density units) using β-actin as a reference. * 
p<0.01 significantly different from obese control group. LC, lean 
control；OC, obese control.

2) GGEx에 의한 골격근의 PPARα와 PPARβ 표적

유전자 발현
GGEx가 골격근에서 지방산 산화와 triglyceride 

metabolism에 관련된 PPARα와 PPARβ의 작용을 조절함

으로써 비만을 억제하는지 조사하고자 이들 표적유전자의 발

현을 조사하였다. 미토콘드리아에서 fatty acid-β 

oxidation을 촉진하는 PPARα의 표적유전자인 LCAD 

mRNA의 경우 GGEx16, GGEx17과 GGEx18 처리에 의해, 

MCAD mRNA 발현은 GGEx17과 GGEx18에 의하여 통계적

으로 유의하게 증가되었다 (p<0.05) (Fig. 3). PPARβ의 표

적유전자인 lipoprotein lipase (LPL) mRNA 농도 역시 

GGEx16, GGEx17, GGEx18에 의하여 크게 증가되었다 

(p<0.05) (Fig. 4).

Fig. 3. Modulation of muscle mitochondrial PPARα target gene 
expression by GGEx in ob/ob mice. Wild-type C57BL/6J and 
ob/ob mice received a chow diet or the same chow diet 
supplemented with GGEx for 11 weeks. RNA was extracted from 
the muscle, and mRNA levels of mitochondrial PPARα target 
enzymes and β-actin were measured as described in Materials 
and Methods. All values are expressed as mean ± SD of R.D.U. 
(relative density units) using β-actin as a reference. * p<0.05 
significantly different from obese control group. LC, lean control；
OC, obese control.

Fig. 4. Modulation of muscle PPARβ target gene expression by 
GGEx in ob/ob mice. Wild-type C57BL/6 and ob/ob mice 
received a chow diet or the same chow diet supplemented with 
GGEx for 11 weeks. RNA was extracted from the muscle, and 
mRNA levels of LPL (lipoprotein lipase) and β-actin were 
measured as described in Materials and Methods. All values are 
expressed as mean ± SD of R.D.U. (relative density units) using 
β-actin as a reference. * p<0.05 significantly different from obese 
control group. LC, lean control；OC, obese control.
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3) GGEx에 의한 지방조직의 PPARγ 표적유전자 발현
지방전구세포 (preadipocyte)는 지방세포 (adipocyte)로 분

화함에 따라 지방세포의 표지유전자 (marker gene)들을 발현
하며, 비만이 진행됨에 따라 지방세포 표지유전자들의 발현이 
증가하게 된다. 따라서 지방세포의 크기를 감소시킨 GGEx의 
결과를 기초로, GGEx가 생식기주변의 지방조직에서 지방세포
의 표지유전자인 fatty acid transport protein (aP2)와 LPL 
발현을 낮출 수 있는지 조사하였다. GGEx 처리에 의하여 
aP2 mRNA 수준에는 큰 영향을 나타내지 않았으나 LPL 
mRNA은 GGEx16 (p<0.01), GGEx17 (p<0.05), GGEx18 
(p<0.01) 수준을 크게 감소시켰다 (p<0.01) (Fig. 5).

Fig. 5. Modulation of PPARγ target gene expression by GGEx in 
epididymal adipose tissue of ob/ob mice. Wild-type C57BL/6J 
and od/ob mice received a chow diet or the same chow diet 
supplemented with GGEx for 11 weeks. RNA was extracted from 
the epididymal adipose tissue, and mRNA levels of PPARγ 
target enzymes and β-actin were measured as described in 
Materials and Methods. All values are expressed as mean ± SD 
of R.D.U. (relative density units) using β-actin as a reference. * 
p<0.05, ** p<0.01 significantly different from obese control group. 
LC, lean control；OC, obese control.

4) GGEx에 의한 UCP 유전자 발현
Uncoupling protein (UCP)은 에너지소비를 촉진함으로써 

비만을 억제하는 것으로 알려져 있으므로 GGEx에 의한 비만
억제가 UCP에 의해 조절되는지 조사하였다. UCP에는 3종류
가 있어 다양한 작용을 나타내는데 UCP1은 갈색지방조직, 
UCP2는 간과 백색지방조직, 그리고 UCP3는 골격근에서 주
로 발현되어 작용을 나타내므로 이들 기관에서 GGEx에 의한 
이들 유전자들의 mRNA 발현을 측정하였다. GGEx 처리는 
간과 지방조직의 UCP2 유전자발현에 변화를 나타내지 않았
으나 (Figs. 6 and 7), GGEx18은 골격근의 UCP3 mRNA 
발현을 통계적으로 유의하게 증가시킴으로써 골격근 UCP3 
조절을 통해 비만을 조절할 수 있을 것으로 생각된다 
(p<0.05) (Fig. 8).

Fig. 6. Modulation of liver UCP2 gene expression by GGEx in of 
ob/ob mice. Wild-type C57BL/6J and ob/ob mice received a 
chow diet or the same chow diet supplemented with GGEx for 11 
weeks. RNA was extracted from the liver and mRNA levels of 
UCP2 and β-actin were measured as described in Materials and 
Methods. All values are expressed as mean ± SD of R.D.U. 
(relative density units) using β-actin as a reference. LC, lean 
control； OC, obese control.

Fig. 7. Modulation of adipose UCP2 gene expression by GGEx in 
of ob/ob mice. Wild-type C57BL/6J and ob/ob mice received a 
chow diet or the same chow diet supplemented with GGEx for 11 
weeks. RNA was extracted from epididymal fat and mRNA levels 
of UCP2 and β-actin were measured as described in Materials 
and Methods. All values are expressed as mean ± SD of R.D.U. 
(relative density units) using β-actin as a reference. LC, lean 
control；OC, obese control.

Fig. 8. Modulation of muscle UCP3 gene expression by GGEx in 
of ob/ob mice. Wild-type C57BL/6J and ob/ob mice received a 
chow diet or the same chow diet supplemented with GGEx for 11 
weeks. RNA was extracted from the muscle and mRNA levels of 
UCP3 and β-actin were measured as described in Materials and 
Methods. All values are expressed as mean ± SD of R.D.U. 
(relative density units) using β-actin as a reference. * p<0.05 
significantly different from obese control group. LC, lean control；
OC, obese control.

2. GGEx 비만조절의 in vitro 분자생물학적 분석

1) 간세포에서 GGEx에 의한 PPARα reporter 유전자 발현
간세포주인 NMu2Li 세포에 PPARα와 RXRα 

expression construct 그리고 쥐 ACOX 유전자의 PPRE 

luciferase reporter construct (PPRE3-tk-luc)를 

transfection 시킨 후  PPARα reporter 유전자발현을 측정

하였다. 간에서의 in vivo ACOX 발현에 미치는 효과와 유사

하게, vehicle 만을 처리한 PPARα 대조군과 비교하여 

GGEx18 처리군에서 PPARα reporter 유전자발현을 통계적

으로 유의하게 증가되었다 (p<0.05) (Fig. 9).

Fig. 9. Regulation of PPARα reporter gene expression by GGEx 
in NMu2Li liver cells. Cells were transiently transfected with 
expression plasmids for PPARα, a luciferase reporter gene 
construct containing 3 copies of the PPRE from the rat acyl-CoA 
oxidase gene and β-galactosidase gene. Cells were treated with 
several kinds of GGEx at the initial time of culture. Following 
incubation for 24 h, cells were harvested, lysed and were 
subsequently assayed for luciferase and β-galactosidase 
activities. All values are expressed as the mean ± SD of relative 
luciferase units/β-galactosidase activity. Experiments were 
performed at least three times. * p<0.05 significantly different from 
PPARα-only.
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2) 근육세포에서 GGEx에 의한 PPARα와 PPARβ 

reporter 유전자 발현
근육세포주인 C2C12 세포에 PPARα와 RXRα 

expression construct 그리고 쥐 ACOX 유전자의 PPRE 

luciferase reporter construct (PPRE3-tk-luc)를 

transfection 시킨 후  PPARα reporter 유전자발현을 측정

하였다. Vehicle을 처리한 PPARα 대조군에 비하여 

GGEx15 (p<0.05), GGEx16 (p<0.05), GGEx17 (p<0.01), 

GGEx18 (p<0.05)은 PPARα reporter 유전자 활성을 크게 

증가시켰다 (Fig. 10).

근육세포주에 PPARβ와 RXRα expression construct 

및 luciferase reporter construct (PPRE3-tk-luc)를 

transfection 시킨 후  PPARβ reporter gene 발현을 측정

하였다. PPARα reporter 유전자 발현에 대한 효과와 유사

하게 vehicle를 처리한 PPARβ 대조군에 비하여 GGEx15 

(p<0.05), GGEx16 (p<0.05), GGEx17 (p<0.05), GGEx18 

(p<0.01) 모두에 의하여 통계적으로 유의하게 증가되었다 

(Fig. 11).

Fig. 10. Regulation of PPARα reporter gene expression by GGEx 
in C2C12 muscle cells. Cells were transiently transfected with 
expression plasmids for PPARα, a luciferase reporter gene 
construct containing 3 copies of the PPRE from the rat acyl-CoA 
oxidase gene and β-galactosidase gene. Cells were treated with 
several kinds of GGEx at the initial time of culture. Following 
incubation for 24 h, cells were harvested, lysed and were 
subsequently assayed for luciferase and β-galactosidase 
activities. All values are expressed as the mean ± SD of relative 
luciferase units/β-galactosidase activity. Experiments were 
performed at least three times. * p<0.05, * p<0.01 significantly 
different from PPARα-only.

Fig. 11. Regulation of PPARβ reporter gene expression by GGEx 
in C2C12 muscle cells. Cells were transiently transfected with 
expression plasmids for PPARβ, a luciferase reporter gene 
construct containing 3 copies of the PPRE from the rat acyl-CoA 
oxidase gene and β-galactosidase gene. Cells were treated with 
several kinds of GGEx at the initial time of culture. Following 
incubation for 24 h, cells were harvested, lysed and were 
subsequently assayed for luciferase and β-galactosidase 
activities. All values are expressed as the mean ± SD of relative 
luciferase units/β-galactosidase activity. Experiments were 
performed at least three times. * p<0.05 significantly different from 
PPARβ-only.

3) 지방전구세포에서 GGEx에 의한 PPARα와 PPAR

β reporter 유전자 발현
지방전구세포주인 3T3-L1 세포에 PPARα와 RXRα 

expression construct 그리고 쥐 ACOX 유전자의 PPRE 

luciferase reporter construct (PPRE3-tk-luc)를 

transfection 시킨 후  PPARα reporter 유전자발현을 측정

하였다. Vehicle를 처리한 PPARα 대조군에 비하여 

GGEx15 (p<0.01), GGEx16 (p<0.01), GGEx17 (p<0.05), 

GGEx18 (p<0.01) 은 PPARα reporter 유전자 활성을 크게 

증가시켰다 (p<0.01) (Fig. 12).

지방전구세포주에 PPARβ와 RXRα expression 

construct 및 luciferase reporter construct (PPRE3 

-tk-luc)를 transfection 시킨 후 PPARβ reporter gene 

발현을 측정하였다. Vehicle를 처리한 PPARβ 대조군에 비

하여 GGEx15, GGEx16, GGEx17, GGEx18 모두에 의하여 

PPARβ reporter gene 발현이 통계적으로 유의하게 증가되

었다 (p<0.01) (Fig. 13).

Fig. 12. Regulation of PPARα reporter gene expression by GGEx 
in 3T3-L1 preadipocytes. Cells were transiently transfected with 
expression plasmids for PPARα, a luciferase reporter gene 
construct containing 3 copies of the PPRE from the rat acyl-CoA 
oxidase gene and β-galactosidase gene. Cells were treated with 
several kinds of GGEx at the initial time of culture. Following 
incubation for 24 h, cells were harvested, lysed and were 
subsequently assayed for luciferase and β-galactosidase 
activities. All values are expressed as the mean ± SD of relative 
luciferase units/β-galactosidase activity. Experiments were 
performed at least three times. * p<0.05, ** p<0.01 significantly 
different from PPARα-only.

Fig. 13. Regulation of PPARβ reporter gene expression by GGEx 
in 3T3-L1 preadipocytes. Cells were transiently transfected with 
expression plasmids for PPARβ, a luciferase reporter gene 
construct containing 3 copies of the PPRE from the rat acyl-CoA 
oxidase gene and β-galactosidase gene. Cells were treated with 
several kinds of GGEx at the initial time of culture. Following 
incubation for 24 h, cells were harvested, lysed and were 
subsequently assayed for luciferase and β-galactosidase 
activities. All values are expressed as the mean ± SD of relative 
luciferase units/β-galactosidase activity. Experiments were 
performed at least three times. * p<0.05 significantly different from 
PPARβ-only.
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고  찰

PPARα는 간과 근육에서 지방산 산화를 통해 에너지 저

장을 줄이는 기능을 맡고 있고, PPARγ는 간과 지방에서 

lipogenesis에 관여하여 지질을 저장하고 특히 지방에서는 

adipogenesis, adipokine production에 관여하며 근육에서

는 전신의 인슐린 민감도 조절에 있어 중추적 기능을 담당하

는 것으로 보인다. PPARδ는 지방과 근육에서 지방산 산화

와 energy uncoupling을 통하여 에너지 저장을 줄이게 된다
3). 설치류와 인간에서 PPARα는 신장, 심장, 골격근과 갈색

지방조직 등 대사적 활성을 보이는 여러 조직에서 발현된다
4,5). 특히 체내에서 PPARα의 발현은 간세포에서 가장 활발

하게 일어나며 지방대사 조절과 관련되어 광범위한 연구가 진

행되고 있다. PPARα를 활성시키는 대표적인 리간드로 

Wy14643과 linoleic acid가 알려져 있으며, 이 밖에도 지방

대사 저해제로 작용하는 hypolipidemic fibrate 등 구조적으

로 다양한 지방대사물의 변형체를 포함하는 compound들이 

PPARα에 결합한다고 보고되었다6). PPARα의 표적 유전자

의 대부분은 지방산의 세포내 유입과 지방대사물의 산화를 조

절하는 중요한 효소들이다. PPARα는 간에서 지방산의 분해

를 통해 에너지 저장을 줄이는 기능을 담당하는 반면, PPAR

γ는 지방조직에서 지방산의 저장을 촉진시키는 기능을 담당

한다. PPARγ는 지방조직에서 다량으로 발현하여, 지방세포

의 분화과정 중 초기단계에 그 발현이 증가된다. 

지방세포 분화기전 연구에 있어 연구결과를 종합하여 보면 

C/EBPα와 더불어 PPARγ는 지방전구세포에서 지방세포로

의 분화에 있어 가장 핵심적인 기능을 담당한다7)고 알려져 

있다. PPARα와 유사하게 높은 농도의 지방산들에 의해 

PPARγ도 활성화되지만, 생체내에서 합성되는 PPARγ의 리

간드로는 prostaglandin 15-deoxy-Δ12,14prostaglandin J2

가 있다. 이들에 비하여 높은 친화력을 갖는 PPARγ의 리간

드로는 최근 당뇨병 치료제로 사용되는 합성물질인 

thiazolidinediones (TZDs) 계열의 화합물이 있다. 따라서 

PPARγ의 활성화로 지방세포의 분화를 유도하며, 이 외에도 

인슐린민감도 조절에 있어 중추적 기능을 담당하는 것으로 보

인다. PPARγ의 표적 유전자로는 lipoprotein lipase8), 

adipocyte fatty acid binding protein (A-FABP 혹은 

aP2)9), PEPCK10) 및 fatty acid transport protein (FATP)

와 CD3611) 등이 있다. 이들 표적 유전자들은 PPARα의 표

적 유전자가 대부분 지방산 분해를 관장하고 있는 것과는 달

리 대부분 체내 지방대사물의 합성에 관여하는 lipogenic 

enzyme 들이다.

PPARδ로 알려진 PPARβ는 현재까지 거의 모든 조직에

서 발현되는 것으로 보고되었으며 포화지방산과 불포화지방산 

모두 PPARβ를 어느 정도 수준으로 활성화시킬 수 있는 리

간드로 보고되었다12). PPARβ의 합성 리간드인 GW501516

은 reverse cholesterol의 이동을 유발하며 비만을 보이는 실

험 원숭이에서 혈중 지단백과 중성지방 수치를 낮추는 역할을 

한다13). 특히 비만모델에서 PPARβ의 활성에 의한 

HDL-cholesterol 수치상승은 PPARα의 리간드로 알려진 

fibrate에 의한 상승효과보다 훨씬 높게 나타났다. PPARβ에 

관한 최근의 다수연구에서 PPARβ는 태반형성, 비만, 결장

암, 당뇨 등과의 연관성이 보고되고 있다13).

설치류에서 UCP1에 의한 갈색지방세포의 thermogenesis

는 에너지균형을 이루기 위한 에너지 소비의 중요한 부분을 

차지한다. 비만인 실험쥐의 갈색지방조직에서 교감신경의 활

성이 감소14)되어 있으며 이들에 leptin을 주입하면 갈색지방

조직의 교감신경 활성을 증가시키고 UCP1의 발현을 증가시

킨다. 이는 leptin 발현이 감소되는 공복시 갈색지방조직의 

교감신경의 활성 및 UCP1의 발현이 저하됨을 의미한다15,16). 

갈색지방조직을 제거한 실험 생쥐에서 비만이 유발되기 때문

에 체중 조절에 갈색지방조직이 중요한 기능을 하는 것을 알 

수 있다. 이와 대조적으로 UCP1 null mice의 경우, 비만하

지는 않았으나 추위에 노출시켰을 때 체온 저하가 관찰되었

다. 이와 같은 결과는 UCP1이 직접적으로 체중 조절을 담당

하는 지에 대한 의문을 남긴다. 그러나 UCP1 이외의 다른 

UCP 단백질이 UCP1의 체중 조절 효과를 대신할 가능성은 

여전히 남아 있다17). 또한 백색지방세포에 UCP1을 과다 발

현시키면 고지방식이 섭취에 의한 비만유도가 감소되었다는 

보고18) 등은 UCP1에 의한 에너지 소비가 비만의 예방 및 억

제에 유효하다는 증거를 제시한다.

인간의 경우 성인에서 갈색지방조직은 거의 존재하지 않지

만 갈색지방조직에 다량 분포하여 UCP1의 활성과 전사를 유

도하는 주요 자극 (noradrenaline)의 수용체인 β

3-adrenergic receptor가 그 기능을 담당하고 있으며 다수 

보고에서 비만 및 체중 감소와 BAT 및 β3-adrenergic 

receptor의 유전적 다형성과의 관계가 보고되고 있다19). 이에 

대한 agonists를 만성적으로 처리한 결과 갈색지방의 양이 

증가되었다는 보고와 백색지방조직 사이에 갈색지방세포가 다

수 확산되어 있다는 보고20)들 때문에 에너지 균형에 중요한 

역할을 하는 BAT 및 UCP system이 비만치료의 새로운 표

적으로 대두되고 있다.

UCP2는 거의 대부분의 조직에서 발현되며 고지방식이를 

한 실험쥐의 백색지방에서 발현이 증가된다21). UCP3는 주요

하게 골격근과 갈색지방조직에서 발현된다. Yeast와 

mammalian cell에서 수행된 UCP2와 3의 기능적 연구에 의

하면 이러한 이형체 역시 uncoupler로 기능한다고 규명되었

다. Human UCP2와 3을 yeast에서 발현시켰을 때 이들은 

thermogenesis를 유발하였으며 또한 UCP3 null mice 골격

근의 미토콘드리아에서 state 4 respiratory rate이 낮아져 

있고 높은 proton conductance를 보임을 관찰하여 UCP3 

역시 uncoupling을 지니는 것으로 보인다22). 골격근은 체중

의 40%를 차지하며 개개인의 대사률 차이의 많은 부분이 골

격근의 에너지 소비에 의해 유발된다. 또한 adrenaline의 주

입시 골격근의 에너지 소비가 증가하며, 골격근은 기본적인 

에너지 요구량 및 수축시 요구되는 에너지가 많은 조직으로, 

이에 요구되는 에너지가 UCP2와 3에 의해 제공된다23). 다른 

조직에서는 ATP 이용가능성을 조절함으로써 세포의 항상성을 

조절한다. 일례로 췌장세포에서는 ATP에 의해 인슐린 분비가 

조절되며 이에 UCP2가 관여하여 UCP2가 과다 발현된 경우 

인슐린 분비가 감소하였음이 보고되었다24).

최근 UCP 유전자와 비만에 관련된 연구에 의하면 인간과 

실험쥐의 UCP2 유전자는 고인슐린혈증, 고혈당, 당뇨와 연관

된 위치에 자리하고 있으며 UCP2 유전자 다형성과 에너지 

소비, 대사효율, 지방산화, 지방의 분포 등과 연관되어 있다

고 보고25)되기도 한다. 고지방식이를 섭취한 UCP2와 UCP3 
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과다 발현 실험동물에서 에너지 산화율이 증가되기도 하였다. 

UCP1 null mice의 BAT에서 UCP2의 발현이 유도되었고 이

는 cold-sensitive하며 비만이 유도되지 않았다는 연구결과26)

로 사람에서 비만을 치료하기 위한 표적으로 주목할 만하다.

UCP2는 인슐린 분비에 있어서 음성 조절자로서 작용하는 

것으로 알려져 있기 때문에 UCP2가 고인슐린증, 고혈당, 당

뇨병 등과 관련이 되어 있다는 것을 알 수 있다. 특히 UCP1 

null mice에서 UCP2의 발현이 증가되어 있어 이들의 또 다

른 기능을 밝혀야 할 것으로 여겨진다. 근육에서 UCP3가 과

다 발현된 실험용 생쥐가 정상에 비해 몸무게가 24% 감소되

었다는 연구결과를 통해 UCP3가 비만과 관련되어 있음을 알 

수 있다.

GGEx에 의한 비만조절 효과가 간의 PPARα 표적유전자

의 발현 때문인지를 조사한 결과, 비만 대조군과 비교하여 

GGEx18 처리에 의한 간의 ACOX mRNA 발현 (p<0.05)과 

VLCAD mRNA 수준 (p<0.01)이 통계적으로 유의하게 증가

하였다. 이런 결과는 GGEx18이 간의 지방산 β-산화를 촉

진한다는 것을 보여준다.

GGEx가 골격근에서 지방산 산화와 triglyceride 

metabolism에 관련된 PPARα와 PPARβ의 작용을 조절함

으로써 비만을 조절하는지 조사한 결과, 미토콘드리아에서 

fatty acid-β oxidation을 촉진하는 PPARα의 표적유전자

인 LCAD mRNA의 발현은 GGEx16, GGEx17과 GGEx18

에 의해, MCAD mRNA 발현은 GGEx17과 GGEx18에 의하

여 통계적으로 유의하게 증가되었다 (p<0.05). PPARβ의 표

적유전자인 lipoprotein lipase (LPL) mRNA 농도 역시 

GGEx16, GGEx17과 GGEx18에 의하여 크게 증가되었다 

(p<0.05). 이러한 결과는 GGEx가 골격근에서 PPARα를 통

해 지방산 β-산화를 증가시키고,  PPARβ를 통해 

triglyceride 농도를 낮춤으로써 비만을 억제할 수 있음을 시

사한다.

지방세포의 크기를 감소시킨 GGEx의 결과를 기초로, 

GGEx가 생식기주변의 지방조직에서 지방세포의 표지유전자

인 fatty acid transport protein (aP2)와 LPL 발현을 낮출 

수 있는지 조사한 결과, GGEx 처리에 의하여 aP2 mRNA 

수준에는 큰 영향을 나타내지 않았으나 LPL mRNA은 

GGEx16 (p<0.01), GGEx17 (p<0.05)와 GGEx18 (p<0.01) 

수준을 크게 감소시켰다(p<0.01).

Uncoupling protein (UCP)은 에너지소비를 촉진함으로써 

비만을 조절하는 것으로 알려져 있으므로 GGEx에 의한 비만

조절이 UCP에 의해 조절되는지 조사한 결과, GGEx 처리는 

간과 지방조직의 UCP2 유전자발현에 변화를 나타내지 않았

으나, GGEx18은 골격근의 UCP3 mRNA 발현을 통계적으로 

유의하게 증가시킴으로써 골격근 UCP3 조절을 통해 비만을 

조절할 수 있을 것으로 생각된다(p<0.05).

이상의 결과로 보아 GGEx18은 간과 골격근의 PPARα, 

골격근의 PPARα와 PPARβ 활성화를 통해 지방산 산화를 

촉진하고, 골격근의 UCP 발현 증가를 통해 에너지소비를 촉

진함으로써 비만을 억제 할 수 있을 것으로 생각된다.

간세포주인 NMu2Li 세포에서 GGEx에 의한 PPARα 

reporter 유전자 발현을 조사한 결과, GGEx 처리는 간에서

의 in vivo ACOX 발현에 미치는 효과와 유사하게, vehicle 

만을 처리한 PPARα 대조군과 비교하여 GGEx18 처리군에

서 PPARα reporter 유전자발현이 통계적으로 유의하게 증

가되었다 (p<0.05)

근육세포주인 C2C12 세포에서 GGEx에 의한 PPARα와 

PPARβ reporter 유전자 발현을 조사한 결과, vehicle을 처

리한 PPARα 대조군에 비하여 GGEx15 (p<0.05), GGEx16 

(p<0.05), GGEx17 (p<0.01)과 GGEx18 (p<0.05)은 PPAR

α reporter 유전자 활성을 크게 증가시켰다. PPARα 

reporter 유전자 발현에 대한 효과와 유사하게 vehicle를 처

리한 PPARβ 대조군에 비하여 GGEx15 (p<0.05), GGEx16 

(p<0.05), GGEx17 (p<0.05)과 GGEx18 (p<0.01) 모두에 

의하여 PPARβ reporter 유전자 활성이 통계적으로 유의하

게 증가되었다.

지방전구세포주인 3T3-L1 세포에서 GGEx에 의한 PPAR

α와 PPARβ reporter 유전자 발현을 조사한 결과, vehicle

을 처리한 PPARα 대조군에 비하여 GGEx15 (p<0.01), 

GGEx16 (p<0.01), GGEx17 (p<0.05)과 GGEx18 (p<0.01)

은 PPARα reporter 유전자 활성을 크게 증가시켰으며 

(p<0.01), vehicle을 처리한 PPARβ 대조군에 비하여 

GGEx15, GGEx16, GGEx17과 GGEx18 모두에 의하여 

PPARβ reporter gene 발현이 통계적으로 유의하게 증가되

었다 (p<0.01).

이러한 결과들로 미루어 볼 때, GGEx는 PPARα와 

PPARβ ligand 혹은 activator로 작용할 수 있음을 시사하

며, 간 조직, 근육조직 및 지방조직에서 GGEx에 의한 PPAR

α와 PPARβ transactivation을 촉진시킴으로써 비만이 조

절될 수 있음을 시사한다. 특히 4종류의 배합 중 GGEx18이 

가장 효과적인 것으로 보인다.

결  론

수컷 ob/ob 마우스 비만모델을 이용하여 GGEx15 (麻黃 + 

大黃), GGEx16 (麻黃 + 昆布), GGEx17 (大黃 + 昆布)와 

GGEx18 (麻黃 + 昆布 + 大黃)의 투여에 의한 in vivo와 in 

vitro에서 분자생물학적인 분석을 하여 다음의 결론을 얻었다.

1. In vivo에서 비만 대조군과 비교하여 GGEx18 처리에 의

한 간의 ACOX mRNA 발현과 VLCAD mRNA 수준이 통

계적으로 유의하게 증가하였고, 미토콘드리아에서 fatty 

acid-β oxidation을 촉진하는 PPARα의 표적유전자인 

LCAD mRNA 발현은 GGEx16, GGEx17과 GGEx18에 

의해, MCAD mRNA 발현은 GGEx17과 GGEx18에 의하

여 통계적으로 유의하게 증가되었다. PPARβ의 표적유전

자인 lipoprotein lipase (LPL) mRNA 농도 역시 

GGEx16, GGEx17과 GGEx18에 의하여 크게 증가되었

다. GGEx 처리에 의하여 aP2 mRNA 수준에는 큰 영향

을 나타내지 않았으나 LPL mRNA은 GGEx16, GGEx17

과 GGEx18의 수준을 크게 감소시켰다. GGEx 처리는 간

과 지방조직의 UCP2 유전자발현에 변화를 나타내지 않았

으나, GGEx18은 골격근의 UCP3 mRNA 발현을 통계적

으로 유의하게 증가시켰다.

2. In vitro에서, 간세포주인 NMu2Li 세포에서 vehicle 만을 
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처리한 PPARα 대조군과 비교하여 GGEx18 처리에서 

PPARα reporter 유전자발현이 통계적으로 유의하게 증가

되었고, 근육세포주인 C2C12 세포와 지방전구세포주인 

3T3-L1 세포에서 vehicle을 처리한 PPARα 대조군과 

PPARβ 대조군에 비하여 GGEx15, GGEx16, GGEx17과 

GGEx18에서는 PPARα reporter 유전자와 PPARβ 

reporter 유전자의 발현이 통계적으로 유의하게 증가되었다.

결론적으로 위의 결과들은 GGEx가 PPARα와 PPARβ 

ligand 혹은 activator로 작용할 수 있음을 시사하며, 간조

직, 근육조직 및 지방조직에서 GGEx에 의한 PPARα와 

PPARβ activity를 촉진시킴으로써 비만이 조절될 수 있음을 

시사한다. 특히 4종류의 배합 중 GGEx18이 가장 효과적인 

것으로 보인다.
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