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The term lipotoxicity has been used to describe how excess lipid accumulation leads to cellular dys-
function and death in non-adipose tissues, including skeletal muscle. While lipotoxicity has been
found in cultured skeletal muscle cells with high-fat feeding, the consequences of lipotoxicity in vivo
are still unknown, particularly in Type-I muscle, which is metabolically affected by lipotoxicity. The
aim of this study was to investigate the effects of a high-fat diet on changes in the morphology and
apoptotic protein expression of Type-I muscle loss in rats. The rats were fed either a high-fat diet or
a normal diet for six weeks, and then lipid accumulation, inflammation response, and nucleus infiltra-
tion were measured, and PARP protein expression was cleaved by Oil Red O staining, H & E staining,
and Western blot, respectively. Lipid accumulation, inflammation response, nucleus infiltration, and
cleaved PARP protein expression were significantly (p<0.05) higher in the high-fat diet group than
they were in the normal diet group. The weight of Type-I muscle tended to be lower in the high-fat
diet group compared to the normal diet group, but the difference was not statistically significant.
These results indicate that a high-fat diet triggers cell death in Type-I muscle via lipotoxicity, which
suggests that a high-fat diet may be associated with sarcopenia.
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서 론

근 감소증(Sarcopenia)은 원래 나이가 들어감에 따라 근육

량이 감소하는 현상으로 여겨져 왔으나[11], 근래에는 근육량

감소뿐만 아니라 근력과 근 기능 감소까지 모두 내포하는 것

으로 정의되고 있다[2]. 이에 대한 기전(mechanism)으로는 노

화, 동화 호르몬 감소, 염증성 사이토카인 증가, 단백질 합성과

분해 조절 장애, 근 신경 퇴화 증가, 부적절한 영양섭취, 운동

부족 등이 알려져 있다[2]. 최근에는 근육량 보다는 근육의 질

이 근 기능과 밀접한 관련이 있다고 보고되면서 근육 내 지방

축적이 근 감소증의 새로운 기전으로 주목 받고 있다[15]. 특

히, 비만과 근 감소증이 동시에 나타나는 근 감소형 비만

(Sarcopenic obesity)이 점차 증가하고 있기 때문에 근육 내

지방 축적이 비만환자의 근 감소증과 관련이 있을 것으로 예

측되고 있다[2].

과다한 지방이 근육 조직 내로 유입되면 중성지방 및 산화

되지 않은 지방산 대사산물인 long chain fatty acyl CoA

(LCAC)가 근육 내에 축적된다[7]. 이는 세포 내 활성산소

(oxygen free radical)의 증가와 신호 전달 체계의 이상을 가져

와 근 기능을 저해시킨다[1]. In vitro 실험에서 과다한 지방

공급은 근 세포의 세포사멸(apoptosis)을 증가시키는 것으로

확인되었다[13]. 또한, 근육 내 지방 유입의 증가를 촉진하도록

유전자를 이식한 동물(transgenic animal)에서는 근섬유 위축

과 근 질환이 증가되는 것으로 나타났다[8]. 이러한 결과는 지

질독성(lipotoxicity)이 근 감소증을 유발할 수 있음을 의미한

다. 그러나 비만과 같이 과다한 지방 섭취로 인한 생물학적

범위 내에서 나타나는 지질독성에 의한 근 감소 현상은 아직

까지 확인된 바 없다.

한편, 현재까지 근 감소증에 관련된 선행연구의 대부분은

Type II 근섬유를 이용하여 이루어졌다. 이는 아마도 노화가

근 감소증의 주요 원인으로 알려져 있고 이로 인한 근력 감소

가 Type II 근섬유에서 가장 두드러지게 나타나기 때문일 것이

다. 그러나 최근의 동물실험결과에 의하면 고지방식이에 의한

근육 세포 내 중성지방(intramyocellular triacylglycerol) 함량

이 Type I 근섬유에서는 증가하였으나 Type II 근섬유에서는

변화가 없는 것으로 나타났다[5]. 이러한 연구결과는 지질독성

에 의한 근 감소 현상은 Type I 근섬유에서도 일어날 수 있다

는 가능성을 시사한다.

따라서 본 연구에서는 고지방식이가 쥐의 Type I 근섬유의

지질 축적과 그에 따른 근 조직의 형태학적 변화, 그리고 세포

사멸에 미치는 영향에 대해서 알아보고자 한다.
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Table 1. Composition of normal and high-fat diet

Groups
Nutrition ND HFD

Protein (kcal %)

Carbohydrate (kcal %)

Fat (kcal %)

19.3

64.0

16.7

25

35

45

ND: Normal diet, containing 3.97 kcal/gm

HFD: High-fat diet containing 4.73 kcal/gm

재료 및 방법

실험동물 및 식이

실험동물은 체중 35~75 g 범위 내에 있는 Sprague-Dawley

종 수컷 14마리를 ㈜대한바이오링크(충청도, 한국)에서 분양

받아 부산대학교 동물실험실에서 사육하였다. 실험식이 시작

전 일반배합사료(Purina Co., Seoul, Korea)로 예비 사육한 후

평균체중이 유사하도록 무선배정방식(randomized complete

block design)에 의해 일반식이군(ND group) 7마리와 고지방

식이군(HFD group) 7마리로 나눈 후 Table 1과 같이 6주간

사육하였다. 실험기간 중 식이는 4℃에서 보관하였으며, 매일

일정 시간에 공급하여 자유로이 섭취하게 하였다. 사육실의

온도는 22±1℃, 상대습도는 50±10%를 유지하였다. 식이섭취

량과 체중은 6주간의 실험기간 동안 매주 일정한 시간에 반복

측정하였다. 식이효율(food efficiency ratio, FER)은 체중증가

량을 같은 기간 동안의 식이섭취량으로 나누어 계산하였다

혈액 및 장기의 적출

사육기간 완료 후 실험동물을 12시간 절식시키고 에틸에테

르(ethyl ether)로 마취시킨 다음 쥐의 하복부에서 경추부 이하

까지 피막을 벗겨낸 후에 심장대동맥에서 혈액을 채취하였으

며, 다시 하복부부터 횡격막까지를 절개한 후에 심장대동맥에

서 혈액을 채취하고 복부에서 지방조직을 적출한 다음 그 중

량을 측정하였다. 그 후 쥐의 양측 뒷다리에 있는 Type-I 근육

인 가자미근을 각각 채취하여 중량을 측정한 후에 하나는 4%

formaldehyde에 담가 보관하였으며, 또 다른 하나는 액체 질

소에 급속 냉각하여 -70℃에 냉동 보관하였다.

H&E 염색

핵의 침윤현상(nucleus infiltration)과 염증반응을 관찰하

기 위하여 H&E염색을 실시하였다. 포르말린으로 고정한 가자

미근 조직을 흐르는 물에 충분히 수세한 후 저농도에서 고농

도의 에탄올로 탈수시켰다. 자일렌으로 투명화 과정을 거친

후 파라핀으로 조직을 고정시키고 조직 절편기를 이용하여

4 μm 두께로 절편을 제작하였다. 이를 슬라이드에 부착한 후

자일렌과 에탄올을 이용하여 파라핀을 제거하였다. Hematox-

ylin으로 핵염색을 한 후 증류수 등을 이용하여 수세하였으며,

eosin을 이용하여 세포질을 염색하였다. 이후 슬라이드를 봉

입(mounting)하여 광학현미경을 이용하여 400X 배율에서 관

찰하였다.

Oil Red O 염색

가자미근의 세포 내의 지방 함량은 Oil Red O staining을

이용하여 측정하였다. 냉동 보관되었던 가지미근 조직을 이용

하여 슬라이드를 제작하였다. 실험에 쓰일 용액을 준비하기

위하여 100%의 propylene glycol (Sigma-aldrich, St. Louis,

USA) 500 ml에 Oil Red를 잘 섞은 다음 95~100℃까지 가열하

여 가루가 완전히 녹도록 한 후 25 μm의 여과지에 걸러 Oil

Red O 용액을 만들었고, propylene glycol을 증류수를 희석하

여 85%의 농도로 만들었다. 마지막으로 hematoxylin과 증류

수를 1 g/50 ml의 비율로 섞어 hematoxylin 용액을 만들었다.

슬라이드를 60분 동안 실온에서 건조시키고, 그때 10분간

얼음에 넣어뒀던 10% formaldehyde를 슬라이드의 조직 위에

떨어뜨려 고정시켰다. 고정이 끝난 후에는 즉시 증류수로 씻

어내고 다시 실온에서 건조시켰다. 100%의 propylene glycol

에 슬라이드를 2~5 분간 담가두어 Oil Red O 염색 시에 수분

이 함유되는 것을 피하도록 하였다. 60℃의 incubator에서 미

리 데워진 Oil Red O 용액에 1시간 동안 염색을 하였으며,

염색이 끝난 후 85% propylene glycol 용액에 5분간 담가두고

5분후 증류수로 슬라이드를 씻어낸 뒤 30초간 hematoxylin

용액으로 염색을 하였다. 바로 흐르는 수돗물에 1분간 hema-

toxylin 용액을 세척한 후 슬라이드를 증류수에 담다 두었다.

마지막으로 aqueous mounting medium (Dako, Carpinteria,

CA, USA)로 슬라이드에 cover glass를 고정시킨 후 현미경으

로 관찰하였다. 지질은 붉은색으로 염색되어 관찰되었으며,

붉은색으로 염색된 부분을 전체의 관찰 면적으로 나누어 정량

화 하였다.

단백질 추출 및 western blot

세포사멸이 얼마나 일어났는지 알아보기 위하여 쥐의 가자

미근에서 단백질을 추출하여 cleaved PARP (poly-ADP-ri-

bose polymerase)를 측정하였으며 이를 위하여 western blot

을 실시하였다.

실험에 쓰일 단백질은 PRO-PREPTM Protein Extraction

Solution (iNtRON Biotech, Seongnam, Gyeonggi-do, Korea)

를 이용하여 잘게 분쇄한 쥐의 가자미근 조직을 융해시킨 후

4℃에서 13,000 rpm으로 5분간 원심분리하여 상층액만 얻어

낸다. 상층액의 총 단백질량은 Bio-Rad Protein assay (Bio-

rad, Hercules, CA, USA)를 사용하여 정량화 하였다. 동량의

단백질을 12% SDS-poly acrylamide gel에서 전기영동 하였으

며, 전기 영동 후 gel의 단백질을 Nitrocellulose membrane

(PALL, Washington, NY, USA)으로 100 V에서 1시간 동안

전사시켰다. 전사시킨 membrane은 Tris-buffered saline with

0.05 Tween 20 (TBS-T)에 녹인 5%의 skim milk를 이용하여

blocking 시키고 1차항체인 anti-PARP rabbit polyclonal anti-
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Table 2. Body weight gain, food intake and FER in normal diet

and high-fat diet group for 6 weeks

Groups
Variables ND HFD

Initial weight (g)

Final weight (g)

Total weight gain (g)

Average weight gain (g/wk)

Food intake (g/wk)

FER

109.47±34.56

385.20±122.20

275.75±88.19

45.96±14.69

167.00±6.57

0.27

118.50±6.15

458.67±87.16***

341.45±66.44
***

57.18±3.00***

141.14±6.50***

0.40
***

ND: normal diet

HFD: high-fat diet

Values are mean ± standard deviation

FER (food efficiency ratio) = body weight gain/food intake
***

Significantly different compared to ND at p<0.001

A                     ND B                     HFD   

Fig. 1. Miroscope pictures of lipid accumulation in soleus muscles of rat with normal diet (ND, A) and high-fat diet (HFD, B)

detected by Oil Red O staining. Lipid accumulation is indicated by red spots, which was larger in HFD group.

body (1:1,000 dilution, 9542, cell signaling Technology)를

membrane에 적시고 4℃에서 10시간(overnight) 반응시켰다.

1차 항체의 반응이 끝난 후 TBS-T에 membrane을 10분간 3회

세척한 후 2차 항체인 anti-rabbit IgG antibody를 1시간 동안

반응시켰다. 2차 항체의 반응이 끝난 후에는 10분간 4회 세척

하였고, 암실에서 ECL 용액을 이용하여 감광하였다.

자료처리

자료처리는 PASW version 18.0 통계 package를 이용하였

다. 그룹 간의 항목별 차이를 비교하기 위해 일원분산분석

(One-way ANOVA)를 실시하였으며, 사후검정은 Duncan

test를 실시하였다. 각 항목별 통계적 유의 수준은 α=0.05로

설정하였다.

결과 및 고찰

체중증가량, 식이섭취량 및 식이효율

6주간의 실험기간 동안의 총 체중증가량, 주당 평균체중증

가량, 식이섭취량 및 식이효율은 Table 2와 같다. 실험기간 동

안 고지방식이군은 일반식이군에 비해 총 체중 증가량, 주당

평균 체중 증가량, 주당 평균 체중 증가량이 유의하게 높았다.

그리고 주당 섭취한 식이량은 고지방식이군이 유의하게 낮았

으나, 식이효율은 고지방식이군이 일반식이군에 비해 유의하

게 높은 것으로 나타났다. 이러한 결과는 본 연구에서 사용된

고지방식이가 지방함량이 45%로 정상적인 식이에 비하여 높

기 때문에 정상식이와 같은 양을 섭취하더라도 열량이 높고,

과도한 지방의 섭취는 체중의 증가와 함께 중성지방의 형태로

지방조직에 과잉 축적되어 비만을 초래되었음을 의미한다[3,

9]. 또한, 이러한 결과는 고지방식이를 통하여 비만이 성공적

으로 유도되었다는 선행연구와 일치하며 본 연구에서 체중의

증가량과 식이효율이 모두 고지방식이군에서 높게 나타난 것

은 실험이 성공적으로 종료되었음을 의미한다[4].

고지방식이가 근 조직 내의 지질축적에 미치는 영향

지질은 Oil Red O staining을 이용하여 붉은색으로 염색하

였다. 광학현미경을 통해 관찰한 사진을 Fig. 1에 나타내었다.

Fig. 1에서 보는 바와 같이 지질은 Oil Red O staining에 의하

여 붉은색으로 염색된 것을 관찰할 수 있었으며, 고지방식이

군이 일반식이군에 비하여 유의하게 많은 분포로 나타났다.

이를 정량 분석한 결과 지질축적은 고지방식이군이 0.97±0.3

count/field로 일반식이군 0.29±0.09 count/field 보다 유의하

게(p<0.001) 높게 나타났다(Fig. 2).

이러한 결과는 고지방식이로 인하여 비만이 유도되었으며,

이에 따라 근세포 내의 지질함량 또한 증가하여 가자미근 조

직 내의 지질축적이 일어났음을 의미한다.

고지방 식이에 의한 근 조직 내 지질축적을 알아보기 위해

본 연구의 조직은 Type-I 근육인 가자미근 조직을 사용하였다.

현재까지 비만과 관련된 근육에 관한 연구는 대부분 속근인

Type-II 근섬유를 이용하여 이루어져왔다. 이는 아마도 비만

과 관련된 근 감소증 환자들에게서 주로 Type-II 근섬유와 관

련된 근력 감소가 나타내기 때문일 것이다[2]. 그러나 서근인

Type-I 근섬유는 대체적으로 혈액을 많이 포함하고 있고 신진
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Fig. 2. Quantitative analysis of lipid accumulation in soleus

muscle of rat with normal diet (ND) and high-fat diet

(HFD). For quantitative analysis, red-stained area was

divided by whole area. HFD group shows significantly

higher lipid accumulation than ND. *** p<0.001, HFD

vs. ND.

A                     ND B                     HFD

Fig. 3. Microscope picture of inflammation response in soleus muscle of rat with normal diet (ND, A) and high-fat diet (HFD,

B) detected by H&E staining. Inflammation responses are indicated by arrows, which were higher in HFD group.

 

Fig. 4. Quantitative analysis of inflammation response in soleus

muscle of rat with normal diet (ND) and high-fat diet

(HFD). HFD group shows significantly higher in-

flammation responses than ND. * p<0.05, HFD vs. ND.

대사가 활발한 근육이므로 지방 축적이 더 많이 일어날 수

있다. 실제로 최근에 발표된 연구에 의하면 쥐를 이용한 Type

I 근섬유와 Type II 근섬유에서의 지질축적을 비교해본 결과

근세포 내로의 IMTG (intramyocellular triacylglycerol) 함량

이 고지방식이에 의하여 Type I 근섬유에서는 증가가 일어났

으나, Type II 근섬유에서는 그러한 변화가 나타나지 않았다

[5]. 이러한 결과는 Type-I 근육인 가자미근에서 고지방 식이에

의한 지질 축적을 확인한 본 연구의 결과를 뒷받침하고 있다.

지질축적이 염증반응과 핵의 침윤현상에 미치는 영향

H&E staining을 통하여 가자미근 세포에서 염증반응과 핵

의 침윤현상을 관찰하였다. 염증반응은 Fig. 3B과 같이 형태학

적으로 일정한 형태가 없이 근섬유 다발 사이에 핵들이 많이

모여 있는 특징을 나타낸다. 이를 정량분석 한 결과 염증반응

은 고지방식이군이 0.24±0.15 count/field로 일반식이군 0.05±

0.05 count/field 보다 유의하게(p<0.05) 높게 나타났다(Fig. 4).

핵의 침윤현상은 근섬유다발 속에 죽은 세포 또는 감염된

세포를 처리하기 위해 대식세포(macrophage)가 침입하여 이

를 처리하기 위한 현상으로 Fig. 5B와 같이 형태학적으로 근

다발 사이에 하나의 점으로 관찰된다. Fig. 6에 나타난 바와

같이 핵의 침윤현상에 대한 정량분석 결과, 고지방식이군

(0.30±0.12 count/field)이 일반식이군(0.18±0.06 count/field)

보다 유의하게(p<0.001) 높게 나타났다.   

이와 같이 염증반응과 핵의 침윤현상 모두 고지방식이군이

일반식이군에 비하여 높게 나타났다는 사실은 고지방식이로

인해 세포사멸과 관련된 염증반응과 핵의 침윤현상이 증가되

어 세포사멸이 증가 되었다는 것을 보여준다. 이러한 염증반

응의 증가는 고지방식이가 근육조직에서 염증반응을 유도한

다는 사실을 의미하며, 핵의 침윤 현상의 증가는 비만에 의하

여 근세포에서 세포사멸 또는 세포의 괴사가 활발하게 일어나

이를 처리하기 위하여 동시에 증가된 것으로 사료된다.

지질축적이 세포사멸 관련 단백질 발현에 미치는 영향

세포사멸을 관찰하기 위하여 Western blot을 통하여 세포

사멸이 증가되었다는 것을 나타내는 지표인 cleaved PARP
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A                     ND B                     HFD

Fig. 5. Microscope picture of nucleus infiltration in soleus muscle of rat with normal diet (ND, A) and high-fat diet (HFD, B) detected

by H&E staining. Nucleus infiltration is indicated by arrow, which is higher in HFD group.

Fig. 7. The results of western blot for cleaved PARP in soleus

muscle of rat with normal diet (ND) and high-fat diet

(HFD). A and B indicate ND group. C, D, and E indicate

HFD group.

 

Fig. 8. Quantitative analysis of cleaved PARP expression in sol-

eus muscle of rat with normal diet (ND) and high-fat

diet (HFD). HFD group shows significantly higher

cleaved PARP expression than ND. *** p<0.001, HFD vs.

ND.

  

Fig. 6. Quantitative analysis of nucleus infiltration in soleus mus-

cle of rat with normal diet (ND) and high-fat diet (HFD).

HFD group shows significantly higher nucleus infiltra-

tion than ND. *** p<0.001, HFD vs. ND.

단백질의 발현량을 측정하여 어떠한 변화가 나타났는지 알아

보고자 하였다.

Fig. 7에 Western blot 이미지를 나타내었으며, 이미지를 정

량 분석한 결과 고지방식이군(133.33±18.58 density value

AVG%)이 일반식이군(70.00±7.07 density value AVG%)에 비

해 유의하게(p<0.05) 높게 나타나는 것을 알 수 있었다(Fig.

8). Cleaved PARP의 발현은 세포의 괴사를 일으키고 세포사

멸 과정이 진행되고 있다는 직접적인 지표로 알려져 있기 때

문에[12], 이러한 결과는 지질축적이 염증반응, 핵의 침윤현상

과 더불어 세포사멸 관련 단백질 발현을 자극하여 근세포 사

멸을 가져올 수 있다는 가능성을 제시한다고 볼 수 있다.

상대 근무게의 변화

근세포 중 Type I 섬유들은 Type II 섬유들에 비해 비교적

높은 유산소적 능력을 가진 반면 낮은 무산소 능력을 가지고

있으므로, 에너지 기질 측면에서 중성지방(TG)의 저장량이

Type II 섬유들에 비해 높으며 또한 산화작용 효소들의 활성도

도 Type II 섬유들에 비해 높다[14]. 이는 비만으로 인한 지방

의 증가는 Type II 섬유에 비해 Type I 섬유에 축적이 잘 일어

난다는 것을 의미한다. 이러한 이유로 노화과정 중에서 섬유

들의 위축(atrophy) 정도가 비교적 크고, 동시에 산화능력 감

소 역시 큰 것으로 알려진 Type II 섬유와는 기질적으로 차이

를 나타내는 Type I 섬유 조직인 쥐의 가자미근이 지방 축적에

따른 세포사멸과 근 감소의 변화를 알아보는데 더욱 적합할

수 있다[10]. 따라서, 본 연구에서는 비만에 의한 가자미근 세
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포 내 지질의 축적이 근육의 세포사멸을 통하여 근 감소가

일어나는가를 알아보았다. 그러나 비만유도 후 고지방식이군

(0.35±0.01 mg/g)의 상대 근 무게는 일반식이군(0.42±0.06

mg/g)에 비해서 다소 낮게 나타났지만 통계적으로 유의한 차

이가 없었다. 이러한 결과는 고지방식이에 의해 체중이 증가

하고 비만이 유발되어 지방조직이 증가된다 할지라도 근육조

직의 감소와 같은 극적인 상황까지는 일어나지 않는다는 것을

의미한다. 그러나 본 연구에서 고지방식이에 의한 가자미근

세포 내 지질축적과 근육의 세포사멸 기전의 활성화가 확인되

었기 때문에 비만의 정도가 심하고 비만이 장기화 된다면 근

감소가 일어날 수 있는 가능성은 여전히 존재한다고 생각한

다. 이와 관련하여 지속적인 고지방식이에 따른 근 섬유 특이

적 근 감소뿐만 아니라 근 기능 변화에 대한 추가적인 연구가

진행 중에 있다.
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초록：고지방식이가 쥐의 Type-I 근육손실에 미치는 영향
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‘지질독성’이라는 용어는 근육과 같은 지방세포가 아닌 조직에서 여분의 지질 축적이 어떻게 세포의 기능저하

와 괴사를 유도하는지를 설명하는데 사용되어 왔다. 고지방을 투여한 근세포 배양에서 지질독성이 확인된 바는

있지만, 생체 내 시험에서, 특히 지질독성에 의해 대사적으로 영향을 받는 Type-I 근육에서 이러한 결과가 확인된

바는 없다. 이 연구의 목적은 고지방식이가 쥐의 Type-I 근육의 형태학적 변화와 세포사멸 단백질 발현에 어떠한

영향을 미치는지를 밝히는 것이다. 이를 위해 6주간 고지방식이와 일반식이를 섭취한 쥐의 Type-I 근육 내 지질축

적, 염증반응, 핵 침윤현상, cleaved PARP 단백질 발현을 각각 Oil Red O staining, H & E staining, Western blot

을 이용하여 비교 분석하였다. 6주 후 고지방식이 집단에서 지질축적, 염증반응, 핵 침윤현상, cleaved PARP 단백

질 발현이 일반식이 집단에서 유의하게 증가하였다. Type-I 근육량은 일반식이 집단에 비해서 고지방식이 집단에

서 낮은 경향을 보였으나 통계적으로 유의하지는 않았다. 이러한 결과는 고지방 식이가 지질독성에 의해 Type-I

근육의 세포괴사를 유도한다는 것을 의미하며, 이는 고지방 섭취가 직접적으로 근 감소증과 관련이 있음을 시사

한다.


