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Abstract

Resveratrol (RVT) and epigallocatechin gallate (EGCG) individually inhibit adipogenesis in 3T3-L1 adipocytes. The objective 

was to examine the possibility of interaction between RVT and EGCG, resulting in enhanced inhibition of adipogenesis 

in 3T3-L1 adipocytes. Preadipocytes were treated with RVT and EGCG individually at 6.25 or 25μM (RVT6.25 or RVT25) 

and 12.5 or 50μM (EGCG12.5 or EGCG50) and in combination (RVT6.25 + EGCG12.5 and RVT25 + EGCG50). RVT25 

as an individual compound decreased lipid accumulation in 3T3-L1 adipocytes by 24%, and RVT25 + EGCG50 further 

decreased lipid accumulation by 77%. In addition, exposure of 3T3-L1 adipocytes to RVT6.25 + EGCG12.5 and RVT25 

+ EGCG50 combinations resulted in an enhanced increase of adiponectin release and inhibition of leptin release. Quantitative 

analysis revealed that the combination of tested materials (RVT6.25 + EGCG12.5 and RVT25 + EGCG50) decreased the 

expression levels of C/EBPα, PPARγ2, and aP2. These results indicate that the combined treatments with RVT and EGCG 

produce synergistic effects on inhibiting adipogenesis in 3T3-L1 adipocytes. The overall results suggested that the combining 

RVT and EGCG might be more capable of exerting antiobesity effects than each individual compound by itself.  
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서 론   

비만   계  가장 빠  가  보  심각

한 공 보건   하나 , 우리나라에 도 2009 도에 

실시한 민건강 양 사에 하   비만 병  

략 31.3%  지난 10 간  5.3%가 가하 다(MHWFA & 

KCDC  2010). 특  내장지  비만  린 항 , 내당능

장애, 고 압, 그리고 상지질  등  키  주 한 

험  알  다(Nakamura 등 1994). 한편, 근 평균

 가에  삶  질에 한 식 변  어 운동

  식  에도 체  에 효과  능  원료, 

특  식  합 (phytochemical)에 한 심  아지고 

다. 식  합  체  건강에 한 생리  지

닌 식 래 합 , 식  해충 나 질병  신

 보 하거나 장  하  해 만들어내  다

(Perez-Vizcaino 등2006). 우리가 상식사  통해 취하고 

 식  합  폴리   주  항산   항암, 

항염  효능 등  알  나 (Surh 2002), 근 체   

 사질  개  등에 한 효능  새 게 주목 고 다. 

차  우리나라  비 한 아시아 지역에  리 비
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고  료  하나 , 차  생리 질  알 진 폴

리   주  킨  epicatechin(EC), epicatechin 

gallate(ECG), epigallocatechin(EGC), epigallocatechin gallate(EGCG) 

등  함 하고 다. EGCG  리 알 진 항산  효능뿐만 

아니라, 체    당 강하,  지질 도 감  등과 

같  사질  개 시키  것  알  다(Son 등 2005; 

Bose 등 2008). 또한, 마우스 래 지 포주(3T3-L1)에 EGCG

 100μM 상  처리했   지 산 산  진  아폽

토시스 도  통해 지   억 시 다(Lin 등 2005; 

Wu 등 2005).

심 계질  효과가 알 지  간 비량  

가하고  포도주  식  합  resveratrol(RVT)  

함 하고 다. Resveratrol  포도, , , 아 등 다

양한 식 에 재하 , 항산   항암, 항염  효능 등 다양

한 생리  지  약 뿐만 아니라, 능  원료

 주목 고  식  합 다(Jang 등 2001; Rayalam 

등2011).  같  능과 어 식  비만 마우스에게 9

주간 식 에 0.02～0.04% 도  resveratrol  함께 여한 결

과, 체   내장지 량  감 었고(Lagouge 등 2006), 3T3-L1 

포주에 25～100μM  resveratrol  처리한 결과, 지 포 

    억  통해 지   억 시킴

 보고 었다(Rayalam 등 2008). 

한편, Rayalam 등(2011)  resveratrol과 다  식  합

 합 사용  사질  개 에  효과  가  

  시사했다. 마우스  체 지 포주에 resveratrol

과 genistein  quercetin  합 처리한 결과, 지 포  

억 에 시 지 효과  나타낸 것  보고 었고(Park 등

2008), 폐경  랫트 모 에  resveratrol과 비타민 D  병용 

여가 체  가  효과  억 하  것  나타났다

(Lai 등2011). , 지   억 하  것  리 알

진 CLA(trans-10,cis-12 conjugated linoleic acid)  resveratrol과 

합 사용한 경우에  지   억 에 어 상승 용  나

타나지 않았다(Lasa 등 2011). 라 , 본 연 에  각  지

  억  효과가  보고 었고, 또 리 취 고 

 료  차  포도주  생리  질  EGCG  

resveratrol  병용 처리에  지   억  시 지 효과 

여  알아보고 , 비만  연 에  보편  사용

고  3T3-L1 지 포주  양하여, 들 합  처리에 

 변  하 다. 

재료 방법

1. 3T3-L1 지방 구세포의 배양

실험에 사용한 3T3-L1(CL-173) 포  American Type Culture 

Collection에  하여 10% new born calf serum과 0.1% 

penicillin  streptomycin(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)

 포함  Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM, Gibco 

BRL) 양액  사용하여 37℃, 5% CO2  건에  양하

다. 3T3-L1 포주  70% confluent 상태에  48시간마다 

지  하  양하 다. 

2. 3T3-L1 지방 구세포의 분화유도 물질처리

3T3-L1 지 포가 6 well plate에  100% confluent해

지  2  간  양한 후에 10% fetal bovine serum(FBS), 1 

μM dexamethasone, 1 ㎍/㎖ 린, 0.5 mM 3-isobutyl-1- 

methylxanthine(IBMX)가 함  DMEM( 지)  하

여 2 간 양하 다, 그 후 1 ㎍/㎖ 린  포함  

지  하여 2 간 양하  지 포  도하

다. 실험 질  resveratrol(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, 

USA)  epigalocatechin gallate(Sigma Chemical Co. St. Louis, 

MO, USA)  2 마다 지 포  도 간 동안 양액

에 처리하 다. 각 실험 질  dimethyl sulfoxide(DMSO)에 

여 0.2 ㎛ 필  용하여 통과시킨 후에 사용하 다. 

3. Oil red O 염색 정량

지 포 내 지  량  하  해 Oil Red O 염색

 실시하 다. 시  10 째  날 지  

거하고 PBS  2  척한 후, 상 에  10% 포 말린  1

시간 동안 포  고 하고, Oil red O 용액(0.5 g oil red O/ 

100 ㎖ isopropanol)  가하여 30 간 염색시킨 후 3차 

 3～4  척한 후 미경(Olympus Corporation, Tokyo, Japan)

 용하여 포내 지  찰하 다. 100% isopropanol  

용하여 지   후 FLUOstar OPTIMA-microplate reader 

(BMG Labtech GmbH, Ortenberg, Germany)  용하여 490 

㎚에  도  하 다. 

4. 세포독성 평가(LDH 유리능 측정) 

산탈 효 (LDH) 리능  포막 상에 라 지

  LDH량  하여 포독  하  

 colorimetric cytotoxicity assay kit(Promega, CA, USA)  

용하 다. 3T3-L1 지 포주  각각 5×104 cells/㎖가 

도  24 well plate에 주하고, 다양한 도  실험 질(RVT

 EGCG)  처리하  양하 다. 48시간 양 후, 모든 

포 양상 액(culture supernatants)  취하여 실험시 지 

냉장보 하 다. 포 용해 (lysates)과 각 well에  얻  

양상 액  에  LDH 리능  하 다. LDH 리능

 다  공식에 해 계산하 다. 

% LDH release= 양상 액  LDH 도/( 양상 액  
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LDH 도+ 포용해  LDH 도) × 100

5. 아디포카인 분비량 측정

실험 질  처리하  시킨 3T3-L1 포  마지막 

48시간 동안 양한 포 양액  용하여 아 포  

 틴과 아 포 틴 단 질 도  각각 mouse leptin 

immunoassay kit(R&D Systems, Inc. Oxon, UK)  mouse adi-

ponectin/Acrp30 immunoassay kit(R&D Systems, Inc.)  용

하여 하 다. , 50 ㎕  포 양액  틴과 아 포

틴 항체가  96 well plate에 어  후, 항체   

항원  값  microplate reader  450 ㎚에  도  하

다. 

6. RNA 분리 확인

지 포 도 간 동안 실험 질  처리한 3T3-L1

포에 1 ㎖ Trizol reagent  고 균질 한 다 , 실 에

 5 간 한 후 12,000×g(4℃)에  10 간 원심 리하

다. 상 액에 200 ㎕ cholroform  가하여 3 간 시

킨 후, 원심 리하 다(12,000 ×g, 15 , 4℃). 상 액에 0.5 ㎖ 

isoamylalcohol  가한 후 15 간 상 에  하여 RNA  

시킨 후, 75% ethanol  사용하여 RNA  척하고, 

연건 시 다. RNase free water  0.1% DEPC에 RNA  

 후 spectrophometer(260/ 280 ㎚)  용하여 량하고, 1 ㎍

 RNA  1% agarose gel에 린 후 동하여 RNA  

degradation 상태  한 후, 에 사용할  지 －80℃

에 보 하 다.

7. Real-time PCR(Quantitative assay)

1 ㎍ RNA  SuperscriptTM III kit(Invitrogen)  용하여 

cDNA  합 하 고, Real-time PCR  실시하여, 특   

량  하 다. 합  cDNA 시료 1 ㎍에 각각 

 특  primer  LightCycler DNA Master SYBR Green I 상

Table 1. DNA sequence of primers used in real-time PCR 

Gene PCR Primer sequences
Product 

size (bps)

C/EBPα
Sense ACTCCTCCTTTTCCTACCG

79
Antisence AGGAAGCAGGAATCCTCCAA

PPARγ2
Sense CATCCAAGACAACCTGCTGC

122
Antisence TGTGACGATCTGCCTGAGGT

aP2
Sense AGCATCATAACCCTAGATGG

128
Antisence GAAGTCACGCCTTTCATAAC

GAPDH
Sense GGAGATTGTTGCCATCAACG

85
Antisence TTTGCCGTGAGTGGAGTCAT

업용 kit(Roche molecular biochemical, UK)  첨가하고, Lightcycler 

Real-time PCR (Roche molecular biochemical, UK)  용

하여 폭시킨 후 량 software  사용하여 하 다. PCR 

건  95℃ 10 , 40cycle  [95℃(10 ), 55℃(5 ), 72℃(30

)], 72℃ 10 었다. Real time PCR  통해 폭  산  

comparative cycle threshold(Ct)  용하여 량하 , 

각 시료  housekeeping  glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase(GAPDH)  internal control  사용하여 보 하

다. PCR  해 사용  각  primer  Table 1에 

시 었다.

8. 통계 분석

모든 료  통계  SPSS 12.0(Chicago, IL, USA)  사

용하여 실시하여 평균  편차  하 다.  

mean±SEM  시하 고, 실험  간   차  

산 (Analysis of Variance, ANOVA)  Duncan's multiple 

range test  사용하여 p<0.05 에   검 하 다. 

결과 고찰

1. 지방구 생성에 미치는 향

RVT  EGCG  각각 지 포  억  효과가 알 지

만,   합  합(combination) 시 지 포   지

  억 능  상승효과(synergy effect)에 한 연  진

행  가 없다. 라 , 본 연  지 포에 RVT  EGCG

 함께 합 처리했   지 포   지   억  

효과가 각 합  단독처리 했  시보다  상승  지에 

해 알아보고  하 다. 

RVT과 EGCG 합 처리시 지   억  효과  한 

실험 결과  Fig. 1A, B에 시 었다.  합  합에 

 지   억  동  상승 효과  찰하  하여, 각 

합  도  행연 들(Wu 등 2005; Moon 등 2007; Park 

등 2008; Rayalam 등 2008)  보고한 것  참고  3T3-L1 cell

에 포독  없 , 각 합  지   억 능  

찰   도(RVT 25μM  EGCG 50μM)   도보다 

낮  도(RVT 6.25μM  EGCG 12.5μM)  택하여 실

험에 사용하 다. RVT  3T3-L1 포에 25～200μM 도  

처리시 도  지 포  억 하 ,  도 

하  RVT  지 포  억  효과  보 지 않았다(Park 

등 2008; Rayalam 등 2008). EGCG  3T3-L1 포에 50～100μM

 처리시 도  지 포  억 하 고, 10 

μM 도에  지 포 효과가 없었 , 100μM 

상  도에  아폽토시스가 도 었다(Wu 등 2005; Moon 

등 2007).  같  결과   합 (RVT  EGCG)  포 
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Fig. 1. Effect of RVT and EGCG on adipocyte morphology, and lipid accumulation. (A) Ten days after the initiation 

of differentiation, visualization of lipid accumulation by oil red O staining and high magnification (200×) of cells was 

conducted. (B) Cells were harvested and the lipid accumulation was measured through a spectrophotometer. (C) Cytotoxicity 

was expressed as % LDH release. The values shown represent the mean±SEM of triplicate determinations from three 

independent wells. Values with different superscript letters are significantly different at p<.05 by ANOVA followed by 

Duncan's multiple range test.

처리 도  하  한 비실험에 도 동 하게 나타

났  에(data not shown),  합  합 효과  찰

하  해 각 합  지 포  억  효과  나타내  

도  각 합  단독 처리시에  지 포  억

 효과  나타내지 않  도  택하여 실험에 사용하

다.  

3T3-L1 포에 각 합  에 시  도  각각 단독 

처리한 결과, RVT 25μM  처리한 경우에 만 지   억

 효과(24.4% 감 , p<0.05)가 찰 었다. 하지만, RVT 25 

μM과 EGCG 50μM  합 처리하  경우, 에 비해 

지   76.6% 감 었다. , RVT25 포 사용(24.4% 

감 )과 EGCG50 포 사용(16.7% 감 )  지   감

효과   합산한 41.1%(24.4+16.7%) 감  효과보다 

1.9   것 ,   합  합 시 지   억 에 

한 동  상승 효과가  것  사료 다. 한편, RVT  

EGCG  본 실험에 사용  도 하에  포독  나타내

지 않았다(Fig. 1C). 

2. 렙틴 아디포넥틴 분비능에 미치는 향

본 연 에  RVT  EGCG가 지 포 과 에  
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틴과 아 포 틴 비에 미  향  사하 , 

에 한 비  나타냈고, 그 결과  Fig. 2, 3과 같다. 

RVT  6.25μM  25μM 도에  틴  감 효과가 나타

나지 않았 , EGCG  50μM 도에  23%  

감 효과가 나타났다. , RVT 6.25μM과 EGCG 12.5μM

 합하거나 RVT 25μM과 EGCG 50μM  합 처리하

 경우, 틴 도  에 비해 각각 48%, 75% 

 감 하 다. 한편, 아 포 틴 도  경우 RVT  EGCG

 각각 처리하   변 가 없었 나, RVT 6.25μM과 

EGCG 12.5 μM  합하거나 RVT 25μM과 EGCG 50μM  

합 처리하  경우에  에 비해 각각 49%, 78% 

 가하 다. 라 , RVT  EGCG  합하여 처

리할 경우 지 포에  비  틴  아 포 틴 에 

시 지 효과  키  것  사료 다.  

지 직  사 토 , 모 , 몬 사  등  

포함한   가지  아 포  비함  식 , 

당 사 , 압  역 능  하  내 비  

식 고 다(Wozniak 등 2009).   비만  사 후

과 하여 에 지 사  하   아 포

 틴(leptin)과 아 포 틴(adiponectin)  알  다. 장

간 고지  식  취했  경우 내장지 직 가  

해 틴  많  만들어지  에 액 내 틴 도가 게 

나타난다(Cottrell & Mercer 2012). 틴  뇌하 체에  

틴 용체  결합하여 식  감 시킴  에 지 장고 

역할  하  말 직에  뇌  신  달하여 에 지 항상

  당 사, 역  능 등  한다(Ahima & Flier 

2000; Zhang & Chen 2008). 그리고, 식  가시키고 에 지 

사  감 시키  신경 달 질  펩타 드 Y(neuropeptide 

Y)  상 용  한다(Alegre Vde 등 2010). 또한, 고 틴

(hyperleptinemia)  심  질  가시키  것  알

 다(Karbowska & Kochan 2012). 

아 포 틴   도  비만  사 후  에  

상 에 비해 낮 , 내장지 량 과  상 계  나

타낸다(Arita 등 1999). 아 포 틴 (hypoadiponectinaemia)

 동맥경   2  당뇨  킨다고 알  다(Bastard 

등 2006). 특 , 본  상  한 실험결과에   아

포 틴 도가 4.0 ㎍/㎖ 하   체내 지 량 가  고

지 , 고 압 등  사 후  많  나타났다(Pyrzak 등 

2010).  , 에 아 포 틴 도가  고지

  당뇨, 염  감 시키  효과가 어  사 후

 진단하  마커  사용 도 한다(Trujillo & Scherer 2005). 

한편, 근 식  비만 마우스 모  상  한 연 에  

RVT가 갈라닌  지 포  신 달체계(galanin-mediated 

adipogenesis signaling cascade)  함  내장지 직

Fig. 2. Effects of RVT and EGCG on leptin release in 

3T3-L1 adipocytes. After treatment of various doses of RVT 

and EGCG for 24 hr, leptin level in the culture supernatant 

was measured using mouse leptin immunoassay kit. Values 

are expressed as mean±SEM (n=3). Values with different 

superscript letters are significantly different at p<.05 by ANOVA 

followed by Duncan's multiple range test.

Fig. 3. Effects of RVT and EGCG on adiponectin release 

in 3T3-L1 adipocytes. After treatment of various doses of 

RVT and EGCG for 24 hr, adiponectin level in the culture 

supernatant was measured using mouse adiponectin/Acrp30 

immunoassay kit. Values are expressed as mean±SEM (n=3). 

Values with different superscript letters are significantly diffe-

rent at p<.05 by ANOVA followed by Duncan's multiple 

range test.

 지 포  억 시 다(Kim 등 2011). 라 , 본 연

에  RVT  EGCG  합 사용  지 포  억

하고,  해 내장지 량   진단 마커  틴

과 아 포 틴  비량에 향  미쳤  것  상 다. 

3. 지방세포 분화 련 유 자의 mRNA 발 비교

시료  지 포에 한  억 능  하  해 지

포 (adipogenesis)   mRNA 량  

사하 고, 결과  Fig. 4  같다. C/EBPα   

한 결과, RVT 6.25μM과 EGCG 12.5μM  합하거나 

RVT 25μM과 EGCG 50μM  합하여 처리하  경우에

만 에 비해 각각 25%, 45%  감 하 다. 
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Fig. 4. Effects of RVT and EGCG on gene expressions of C/EBPα, PPARγ2, and aP2 in 3T3-L1 adipocytes. The amount 

of mRNA was measured by quantitative real-time PCR. Values are expressed as mean±SEM (n=3). Values with different 

superscript letters are significantly different at p<.05 by ANOVA followed by Duncan's multiple range test.

, PPARγ2   한 결과, EGCG  50μM 

도에  27%  감 효과가 나타났 , RVT 6.25

μM과 EGCG 12.5μM  합하거나 RVT 25μM과 EGCG 

50μM  합 처리하  경우, 에 비해 각각 49%, 61% 

 감 하 다. 한편, aP2   한 

결과, EGCG  50μM 도에  25%  감 효과가 

나타났 , RVT 6.25μM과 EGCG 12.5μM  합하거나 

RVT 25μM과 EGCG 50μM  합 처리하  경우, 

에 비해 각각 58%, 80%  감 하 다. 

지 포 란 지 포에  지 포  하  

과 , 여러 가지  지 포   사

들(adipogenic transcription factor)  여하게 다(Tang & 
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Lane 2012). 특 , 지 포에 도 질  처리하  

C/EBPβ  C/EBPδ    에 가하  , 

C/EBPα  PPARγ   후 에  진 어 지

포가  키게 다(Tang & Lane 2012). 게 

 포  지   한 포  크  가  같  

태학  특징  나타내 , aP2  같  지 포 특  

  가시킴  지 포  특징  가진다(Tang 

& Lane 2012). 라  본 연 에  도  린, 

dexamethasone  IBMX  처리하여  하  경우, 

C/EBPα, PPARγ2  aP2   하게 가하  것

 나타났 , 러한 도 과 에  RVT  EGCG  

각각  처리하  경우 C/EBPα, PPARγ2  aP2  

에  큰 향  미 지 못하  것  나타났다. 그러나, RVT

 EGCG  합하여 처리한 경우에  C/EBPα, PPARγ2  

aP2  mRNA  하게 감 하  하 다. 

상  결과  살펴볼  3T3-L1 지 포에  RVT  

EGCG  합 처리  사  C/EBPα, PPARγ2  aP2

  억 함  지   감 시킴  지

포   억 시킬   것  사료 다.

요약 결론

근 비만  사 후  격  가함에 라 식용식

 비 한 다양한 능  재 탐색에 한 연 들  

하게 진행 고 다. 본 연 에  항비만 재  알 진 

RVT  EGCG 각각  효과보다 합하  경우  시 지 

효과  알아보고  하 다. 3T3-L1 지 포에 RVT  EGCG

 처리했   포독  나타나지 않았고, 지 포 내 지

 함량   감 하 다. 그리고, 3T3-L1 지

포에 RVT 6.25μM 과 EGCG 12.5μM  합하거나 RVT 25 

μM과 EGCG 50μM  합하여 처리하  경우, 틴 

도   감 하 고, 아 포 틴 도  

 가하 다. 또한, 지 포    C/EBPα, 

PPARγ2  aP2   한 결과, RVT 6.25μM

과 EGCG 12.5μM  합하거나, RVT 25μM과 EGCG 50μM

 합하여 처리하  경우에 모   감 하

다. 결  RVT  EGCG가 각각 처리하  보다 

합하여 처리하   시 지 효과  해 C/EBPα, PPARγ2 

 aP2 mRNA  감 시  지 포  억 함

 항비만 효과  나타냄  보여주고 다. 
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