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Abstract

Previous studies suggest that polyunsaturated fatty acids with long carbon chains such as eicosapentaenoic acid(EPA) and 

docosahexaenoic acid(DHA) have several health benefits. However metabolic consequences of these fatty acids themselves 

and their regulation of transcriptional activity involving glucose utilization are not well established. Thus, the purpose of 

this study was to investigate how EPA influx affects cellular lipid accumulation and gene expressions involving de novo 

lipogenesis in hepatocyte cultures. Compared to oleic acid treatment, EPA treatment showed remarkably decreased cellular 

TG conversion and accumulation, along with phospholipids at a lower extent. As expected, EPA increased mRNA expression 

involving fatty acid influx and lipid droplet formation, but did not affect mRNA expression involving glucose utilization. 

EPA increased transcriptional activity of PPAR-α and glucose responsive transcription factor when transcription factor 

binding protein was activated. Taken together, these data suggest that EPA decreases lipid accumulation through increases 

of the β-oxidation pathway without interruption of glucose utilization. 
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서 론   

근 당뇨, 비만 등 지  과  질병들에 한 

생 학  에 한 연 가 진행  에 지 사 

에 여하  사 (transcription factor)들  사

(transcription factor)과  에 한 연 가  진

행 고 다(Pawar 등 2002; Bu 등 2009). 지 사에 여하

 여러 사 들 에 도 PPAR gamma(PPAR-γ)  PPAR 

alpha(PPAR-α)  매우  알 진 사  PPAR-γ  

지 산  지   과 에   

 가시키고(Li X 등 2005), PPAR-α  지 산  베타

(β)-산 과 에 여하여 지 산  미토 드리아에  산

어 ATP 생에 여하  들   가시킨다

(Jay & Ren 2007). 또한  도  당  포 내에 

어 지 산   지  신생 (denovolipogenesis)과 에 

여하 , 알 진 사  carbohydrate responsive element 

binding protein(ChREBP), stearoyl CoA responsive element binding 

protein(SREBP), Liver X receptor(LXR) 등  (Repa 등 

2000; Xu 등 2001), 특  ChREBP가 결합하  ChoRE  포도

당 에 민감하게 하여 포 내에  에 지 용효

  것  알 다(Stoeckman 등 2004). 또한 특  

약 , 양 나 식 들  들 사  능
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에 해 도 많  보가 지고 다. 그 에 도 지  

 주체가  여러  지 산들  그 체  지

  경  에도 신 달 , 염 , 사

  등 다양한 생리  능  가지고 , 지  

에 여하  PPAR-γ, LXR-α  지 산 베타산 과

에 여하  PPAR-α 등  사 들에 직  결합하여 그 

 택 하  것  알 , 포 지 산  

단가 포  지 산  경우 주  지  에 여하  사

 시키고, 다가 포 지 산  경우 지 산 에 

여하  사   가시키  것  알 다

(Reap 등 2000; Xu 등 2001; Moris 등 2003; Pawar & Jump 

2003).

한편,  많  연 들  다가 포 지 산, 그 에

도 생  에 많  함  ω3 지 산 계열 포 지 산

 eicosapentaenoic acid(EPA)  docosahexaenoic acid(DHA)  

취가  스  감 ,  항상  지, 동맥경  

에 한 효과가 다고 보고하 다(Nam 1994; Kim 등 

1999). 또한 EPA, DHA  같  다가 포 지 산  취  

당뇨나 비만 등  원 질   지   지 산  합

도 감 시킴  슐린 민감  시키고, 신체 

 에 지 용   것  보고 었다(Choe 등 

1998; Pawar & Jump 2003). 근  통계 사  많

 역학연 에 하  당뇨나 비만과 같  사 질  

생  고지  취뿐만 아니라 과 , 고 과당 함 식 , 청량

료 등  당   식 취  가 과도 비  상 하

다(Shoham 등 2008; Nettleton 등 2009). 또한 단 식  과

다 취  지  신생 , 스  신생   지  

에 여하   도 가 하  것  

(Morris 등 2003), 들 단 식  주체가  포도당  

사  질   지  사에  , 사

들 사 에 한 상 용   것  사료 다. 그

러나 고 도  포도당  시 지   가   

  가  많  연 에  보고 었 나, 지  보

다  지  산 사경  시키  다가 포 지

산   들 지 산 체  사  에 포도당 용 

에  사  변   생 학  에 한 보

 하지 않다. 에 본 연 에  식  에   

다가 포 지 산  같  계열 ω3 지 산  DHA에 비해 

포 등에  NO 생 량  낮  것  보고 어(Mori 

등 2000), 에 사 드에 한 간  효과가 상  

 것  생각  EPA  택하여 간 포 내에  다가 

포  지 산  시 포 내에  지 산 체  사과  

찰하고, 지 합   포도당  지  에  

  사   찰  통해 EPA  포 내에  

지   억  효과에 한  규 하고  한다. 

재료 방법

1. 세포 배양

간 포  실험용 에  리  것  사용하 , collagenase 

주 (Klaunig 등 1981)  용하여 리 양하 다. 리

 간 포  0.5×106 cells/22-㎜ well  도  주하 , 

10% FBS, 50 IU/㎖ penicillin and 50 ㎎/㎖ streptomycin, 10 nM 

insulin  5.5 mM glucose가 함  M199(Gibco-BRL) 지에

 양하 다. 포  플 트(plate)에 주한 후 한 

48시간 후  100% 집   것  하고 실험  시

하 다. EPA  처리   연 헌에  포독  

나태내지 않  도  보고  500 μM  사용하 고(Perez- 

Martinez 등 2010; Sapiro 등 2009), EPA  산 처리시 

포  단 질량  포  차 가 없  하 다. 

지에  지 산  운  지 산 운 단 질  알 민(albumin)

에 하여 포내  달  므 (Elmadhoun 등 1998), 실험

 한 지 산 처리  산(oleic acid) 과 EPA 모  bovine 

serum albumin(BSA)과 3:1  비  합하여 실시 었 , 

지 산  처리하지 않  지  동량  BSA만  처리하여 

 하 다. 

2. 방사성 동 원소의 추

포에 처리한 지 산  사경  하  하여 0.5 

μCi  [1-14C] 사  동 원 가 착  EPA  산(oleic 

acids)  포에 처리해 주었다. 처  지에 사  동 원

가 착  지 산   상태에  포  수 한 후, 지질

   한 값   지 산 사 간  미하  

“external”  시하 고, 후 사  동 원 가  지

  차 에 걸쳐 PBS  척한 뒤 동 원 가 없  

지  갈아  후 6시간   양하여  시간 동안 생한 

포내  지  변  미  지 산  사  미하

 “internal”  시하 다. 포에 처리 당시, 순수 지에 

사  동 원 가 착  EPA  산  들어  

지에  검  사   지 1 ㎖ 당 110,000±750 dpm

 어 0.5 nmol 지  지 산 검  가능한 수

 하 다. 

3. Thin Layered Chromatography(TLC) 분석

포 내에   여러  지질  하  해 

사  동 원 가 착  지 산  처리가  포에  지질

 한 후 TLC  각  다  지질   하 다

(Bligh & Dyer 1959). 우  시간  지 산 처리시간  지
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난 후 포  0℃ 얼 에  PBS  척해 주고, 냉장보  

탄  가하여 포  수집하 다. 탄 에 수집  포

들  탄  피  2 에 해당하  클 포  가하여 

4℃에  24시간 동안 한 후 포 체  지질  하

고,  지질  질  주  하에  용매  시킨 후 

량  클 포 : 탄 (1:2)에 여  0.25-㎜ 실리  

에  크 마토그래피  실시하 다. TLC에  지질  

리  헥산:에틸에 :아 트산(80:20:1, v/v)  합용액에

 루어 , Sigma에  한 합 지질 마커  용

하여 각각 다  지질   동 하 다. TLC에  리  

지질들  드  염색하여 실리  에   

 후 해당하    어내어 동 원   

하 다. 

4. mRNA 발 분석

포내  체 RNA  Trizol 용액  용하여 사(In-

vitrogen)  시 에 라 리한 후,  루어지  

지  －80℃에 보 하 다. mRNA  quantitative 

PCR  용하여 었 , 우  포에  리  RNA

에 랜  헥사 (random hexamer)  용하여 first-strand cDNA

 합 하 다. 합  cDNA에 SYBR green PCR Master Mix 

(Invitrogen)  첨가한 후 실시간 PCR 량  하 , 

 폭  량  ABI Prism 7700 sequence detection system에

 루어 다. PCR 건  착 도(annealing temperature)

 60℃  하여 40  하 다. 각  검  해 사

용  Primer  Table 1에 나타내었다. PCR 결과   

폭 후 검 에 도달하  폭 수  차  용하

여 었고, mRNA  량에 어 포 수  실험도

 차  보 하  하여 RPL32   도에 한 상

  계산하 다. 

Table 1. Primer sequences used for qRT-PCR analysis

Gene Forward primer Reverse primer

FAS AGG ATG TCA ACA AGC CCA AG ACA GAG GAG AAG GCC ACA AA

Perillipin2 CTC TCG GCA GGA TCA AAG AC CGT AGC CGA CGA TTC TCT TC

ACC-α ATT GTG GCT CAA ACT GCA GGT GCC AAT CCA CTC GAA GAC CA

ALBP GAC CTG GAA ACT CGT CTC CA CAT GAC ACA TTC CAC CAC CA

CD36 GGC TGT GTT TGG AGG CAT TCT CAA AAA CTG GGT GAA AAC GGG

SREBP-1C GGA GCC ATG GAT TGC ACA TT AGA AGA GAA GCT CTC AGG AG

ChREBP CGG GAC ATG TTT GAT GAC TAT AAT AAA GGT CGG ATG AGG ATG

PPAR-γ ½ CGA GAA GGA GAA GCT GTT GG TCA GCG GGA AGG ACT TTA TG

PPAR-α TAC AAC CGG GAA GAC TTT GC TGC AGA GAA GAT GCT GAT GG

PPAR-γ2 CAA GAA GCG GCG GGG AA GCT CAT GTG ACC GGA GAG ATT T

RPL32 AAA CTG GCG GAA ACC CAG AG GCA GCA CTT CCA GCT CCT TG

5. 사인자 활성분석

사    각  다  사 에 필 한 

(responsive element)  염 열  삽  plasmid 

DNA  포에 transfection하여 에 착  luciferase  

 하여 루어 다. 모든 plasmid DNA  transfection

 DNA  포에 nucleofector kit(Lonza, Switzerland)  용

하여 electroporation에 하여 실시 었다. 포에 DNA가 삽

 후 48시간 후에 EPA  BSA  포에 처리해 주었고, 

6시간 후에 luciferase assay kit  용하여 포에 삽  

사  에 비 하  리 루시 라 (firefly luciferase)

  하 , transfection 차  보 하  

하여 사   포에 transfection할 당시 renilla 

luciferase(pRL-SV40, Promega)  20 ng씩 0.5×106 포에 trans-

fection  동시에 실시하여 내 보   사용하 다. 각 

사   상  luciferase 단 (Relative luciferase 

Unit: RLU)  시하 다.

6. 통계분석

실험  means ± S.E.  시 었 , 결과  

수  Student t test  용하여 p<0.05 수 에  검 었

다. 

결과 고찰

1. EPA의 유입으로 인한 지방 사산물의 추 찰

식  에  찰   ω-3계열 지 산  EPA  

간 포 내에  사과  살피  하여 C14동 원 가 

착  EPA  포에 처리한 후 처 에 생  지질 사

( 지 , 지질, 리지 산)  도  하고, 들 

지질 사  생  도  C14동 원 가 착  산
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Table 2. Percent(%) composition of cellular lipids in [1-14C] fatty acids incorporation

PL DG Fatty acids TG CE

EPA 21.70±0.10 7.17±0.14 4.34±0.42 65.83±0.41 0.96±0.10

Oleic acids 23.19±0.20 9.99±0.45 3.68±0.17 62.37±0.61 0.78±0.15

PL: phospholipids, DG: diacyglycerol, TG: triacylglycerol, CE: cholesteryl ester.

 처리한 포  비 하 다. 포에 지 산  처리한 직후, 

포 에   지 산  한 지  사산 들  

생 량  체 비  지  62～65%, 지질 21～23%, 

스  에스  0.8～0.9% 등  큰 차  보 지 않았

다(Table 2). 그러나 포 내  미  지 산들  사

가 루어지  시 (Chase)에  EPA 처리  한 포  경우, 

지   66% 감 (p<0.001)하 고, 지질  22% 

감 하 다(p<0.05)(Fig. 1). 그러나 산 처리  한 포  

경우 포 내에 미 재하고  산   도

가 감 하  경향  보 나, 통계  하지 않았

, 지질량  변 도  차 가 없었다. EPA  

산 모  포 내 리지 산  재하  비  감 하

다.  지 산  내에 결합  많  EPA가 포 내 

지  비  훨씬 다   연 (Pawar & Jump 2003)

도 하 , 미 포 내에  지 산  여러 사경

 용 에 어 도 EPA가 산보다  신 하게 

  a.                          b.

  

  c.                          d.

   

  e.                          f.

  

Fig. 1. Change of lipid metabolism by EPA. *p<0.05 

when compared with controls.

용  것  보 다. 또한 여러 보고들에 하  지 산들

 베타 산 과  진  시, 포 에   지

산  직  산 과  거  비 보다 단 포 내에 여러 

태  지  었다가 리  지 산들  용

   것  알 지고 어(Kanaley 등 2009), EPA도 

포  직후 산 과  거 보다  지   

 후 사가 루어진 것  생각 다. 

2. EPA가 지질 운반, 장 지방 신생성에 여하는

유 자 발 에 미치는 향

사  동 원   실험에 , 산  경우 포내  

지 나 지질  에 큰 변  보 지 않았  

에 EPA만  택하여 EPA가 지  나 지  신생

에 여하   에 미  향  찰하 다. EPA 

 처리  CD36  mRNA  3  상 가시 , 

perilipin2  도 4  가  가시 다(Fig. 2a～c). 그러

나 ALBP   EPA에 해 변  보 지 않았다. CD36

 fatty acid translocase  알  , 지 산  포 내 

 시 운 체  통  역할  하  단 질  알  

어 주  포 내  시  가하  

(Chabowski 등 2007), ADRP  경우 지  에만 특

  지  지  태  포 내에 

  지 (Lipid droplet) 주  포장하  역할  하여 지

 안에 생  지  다  리 아  등에 한 해

 차단하  역할  하  것  알  다(Sapiro 등 2009). 

ALBP(adipocyte lipid binding protein) 또한 지 산  운 하  

역할  하지만, 지 포에 특  단 질  알  

므 (Reese-Wagoner 등 1999), 간 포에  큰 변  보

지 않  것  사료 다. 들 지     

들  변  포에 과량  지 산   결과  보 , 

사  동 원  사실험에  EPA에 한 지  

감 가 지 산  감 가 아닌 포내  사 변 에 한 

것  시사한다. 또한 포도당  지 산  하  여

하  효  fatty acid synthase(FAS), acetyl-CoA carboxylase-α 

(ACC-α)  포도당  용에 여하  사  ChREBP

  EPA 처리에 해  변  나타내지 않았

다(Fig. 2d～f). 포 내에 지 산   경우 주  포도당
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 a.                          b.

  

 c.                          d.

  

 e.                          f.

  

Fig. 2. Effect of EPA on gene expression involving lipid 

synthesis and accumulation. *p<0.05 when compared with 

controls.

 지 산   지  신생  과  감 하  경향  

어 포도당  용효  감 할 수 (Robbez Masson 

등 2008; Fedor & Kelly 2009),  비만 동 실험 모   

상에  비만 들  슐린 항 나 당뇨 등  

할 수  원   수 다(McGill 등 2011). 그러나 본 

연 에  당 신생에 여하  들   변 가 없

 것  보아 EPA  지  신생  과  변  없  지

  도만 택  감 시키  것  보 다. 

3. EPA가지방축 산화 련 사인자들의활성과

발 에 미치는 향

EPA가 지   지질   감 었 나, 지

 신생  과    변  시키지 않았  에, 

지  , 지  신생 에 여하  사  과 또한 

지  사  수  또 다  경  지  산 과 에 여

하  도  알아보  하여 지  산 과  하  것

 알 진(Pawar & Jump 2002) PPAR-α  사  

하 다. 사   PPAR responsive element(PPRE)

가  DNA plasmid  포에 주 하여 포내  사

들  PPRE에 결합하  도  찰하 다. EPA  처리  지

산  처리하지 않  포  비 하여 PPAR  100  

상(p<0.001) 가시 나 mRNA 에  향  미 지 

 a.                           b.

 c.                           d.

Fig. 3. Transcriptional activity and gene expression of 

PPAR-α and PPAR-γ by EPA. *p<0.05 when compared 

with controls.

않았다(Fig. 3a～b).  PPAR 사  생량에 상 없

 사  만  가시킨 결과  단 다. 또한 같

 responsive element  사용하지만, PPAR-α  

 지닌(Zhang 등 2006) PPAR-γ   결과, EPA  

PPAR-γ   2.5 (p<0.001) 도 가시 , PPAR-

γ mRNA 도 가시 다(Fig. 3c,d).  PPAR-γ  

사  가뿐만 아니라 사  생 량도 많아진 것에 

한 것  사  에 어  EPA가 PPAR-γ

보다 PPAR-α에  특  것  보 다. 또한 PPAR-γ

 사  지 산 체에 해 도 지만 ω3 지 산

 주  사산  여러 태  프 스타 란 (prostaglandins)

에 해 도  므 (Figueras 등 2011), EPA가 지  신

생   사    에 미  효과가 EPA가 

아닌 프 스타 란 에 한  수 다. 그러나 EPA  

같  계열 ω3 지 산  DHA에 비해 포 등에  

NO생 량  낮  것  보고 었고(Mori 등 2000), EPA 처

리시 프 스타 란 에 한  상   PPAR-

α    많  가한 것  보아 본 연  실험

건에  결과들  EPA에 한 직  향 라고 사료

다. 

4. EPA가 인슐린 신호 달 포도당이용 효율에 여

하는 사인자의 활성에 미치는 향

 결과들  합해 보  EPA가 지  

 비  감 하고, 지  산   사   가

시 나, 포내  지  신생 에 여하  들  변

 없었 므  EPA에 한 포도당  용효  감 할 수 

 우 가 다. 그래  EPA가 포도당  지  
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 a.                          b.

Fig. 4. Change of transcriptional activity of ChREBP by 

EPA. *p<0.05 when compared with controls. #p<0.05 when 

compared with EPA controls.

 여하  사  에 미  향  하  

해 본 연 에  Stearoyl CoA responsive element(SRE)  

Carbohydrate responsive element(ChoRE)가 포 내에  사

에 해  도  하 다. SREBP  주   

가 , 주  스  사에 여하  것  알

 , SREBP 1-a  스  신생  과  하

고, SREBP1-c  스 사보다  주  지  신생  과

에  많  향  미 (Repa 등 2000; Xu 등 2001), 포도

당 도보다  슐린 신 달에 해 직  향  많

  사  알  다. ChREBP  포도당에 해 

직   사 , L-pyruvate kinase, pho-

sphoenolpyruvate carboxykinase등 포도당  용  수  에

지 사에 여하  들   한다(Stoeckman 

등 2004). 사    결과, EPA  SREBP1-c가 

 지 않  상태    상태 모 에  SRE  

 차  보 지 않았다(Fig. 4a). 그러나 포도당 용에 직

 향  주  ChoRE   EPA 처리에 해 26.8% 감

하 다. 그러나 ChREBP가   상태에  지 산  

없  BSA 처리 과 차  보 지 않아(Fig. 4b), EPA가 포

도당 용에  사   체  감 시키지만, 

포도당  다  질 등에 해 사 가 미  

 건에   상  사 에 향  미 지 않 므

 포도당 용과   에 큰 향  주지 않  

것  보 다.  EPA가 지   감 시키  효과가 

라도 포도당 용 효  해하지 않  결과  사료

, EPA가 다  여러 동 , 상실험에  보고  에 지 사  

향상, 동맥경  , 심장병  효능  하 도 

슐린 항 , 포도당 내  가, 당뇨 등  용   

었  상(Mori 등 1997; Figueras 등 2011)   

할 수  결과 다.

결론 요약

 연 에  EPA  지   감 , 동 실험에  지

산  β-산 과  가시키  것  알 나, 사

 수 에  연 가 미 하 다. 본 연  EPA  사

과  에 생하     사  변  살펴 

그 생 학  에 해 규 하 , 특  본 연 에

 사  동 원  용하여 직  하  식  

실  지  사  과  모니 할 수 었다.  

연 들에 하  지   과  억 하  합 들  포

도당  지 산   과 지 감 시킴  포도

당 용  하에 한 포 내 에 지 결핍  순 계 

에 고 도  재하게 어 슐린 항 나 당뇨  

할 수  험  다. 본 연 에  EPA  EPA 체

가 지   사경  감 시 나, 고 도

 포도당에 해  것  알 진 ChREBP  

 하에  ChoRE   복시킴  지  경

 억   수  포도당 용 감  하  

 향  주  것  보 다. 또한 지 산  β-산

과  사산    포도당  직  처리에 한 

  변 에 한 연 가  필 할 것  보 다. 

본 연 에  찰  EPA에 하  들  비만, 당뇨, 

암 등 여러 질병과 에 도 한 역할  하므 , 향후 다  

능  식 들  질병에 한 효능평가에 어  식

에 해 직  향   질 도 용한 연

상   것  생각 다. 
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