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RAW 264.7 세포에서 Metformin과 병행투여 시 상승효과를 
나타내는 한약재의 선별 연구
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Objectives: This study was performed to evaluate the effects of Metformin and Lonicerae Flos, 
Agrobacterium Rhizogenes, Coptidis Rhizoma, Atractylodis Rhizoma Alba, Houttuyniae Herba 
extracs combinations on hypoglycemia in RAW 264.7 cells. 
Methods: Expressions of Sirt1, p-adenosine monophosphate-activated kinase (p-AMPK), AMPK- 
alpha, peroxisome proliferator activated receptor (PPAR)-alpha, PPAR-gamma, X-box binding 
protein 1 (XBP-1), tumor necrosis factor (TNF)-alpha and interleukin (IL)-6 were analyzed by real 
time polymerase chain reaction and Western blotting analysis. 
Results: The level of gene expression of Sirt1, p-AMPK, AMPK-alpha, PPAR-alpha and XBP-1 in 
relation to that of beta-actin were increased or decreased significantly with the Metformin and 
Lonicerae Flos, Agrobacterium Rhizogenes extracts combination groups. The level of gene 
expression of TNF-alpha and IL-6 were increased significantly with the Metformin and 
Houttuyniae Herba, Coptidis Rhizoma extracts combination groups. 
Conclusions: Metformin and Lonicerae Flos, Agrobacterium Rhizogenes extracts combination 
groups showed synergistic hypoglycemic effects by increasing AMPK and PPAR gene expression 
in RAW 264.7 cells. 
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서  론

당뇨병은 인슐린의 절대적 또는 상대적 결핍 및 조직에

서의 인슐린 작용성 저하에 기인하는 고혈당과 이에 수반되

는 대사장애를 특징으로 하는 질환이다. 인류문명의 발달에 

따른 식이형태와 생활 양식의 변화로 인해 비만인구와 함께 

증가추세에 있는 제2형 당뇨병(type 2 diabetes mellitus)은 

인슐린의 분비가 절대적으로 부족한 제1형 당뇨병(type 1 

diabetes mellitus)과는 달리 인슐린 저항성이 주요한 병태

생리학적 특징이다. 인슐린 저항성은 유전적인 요인과 함께 

말초조직에서 인슐린 감수성을 감소시키는 식이형태나 비

만, 운동부족, 스트레스 등의 생활습관과 밀접한 관련이 있

다1). 인슐린 민감성의 감소는 비만과 매우 높은 연관성을 

가지며, 비만 상태에서의 염증 반응이 인슐린 민감성을 감

소시킨다는 연구들이 많이 보고되고 있다2). 

현재 제2형 당뇨병 치료제를 살펴보면 인슐린 분비능을 

증가시키는 sulfonlurea 계통의 약물이 있고, 인슐린 작용력

을 향상시키는 peroxisome proliferator activated receptor 

gamma (PPAR gamma) agonist인 pioglitazone과 rosiglita-

zone의 약물이 있으며 간에서 당신생 합성을 감소시키는 
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Metformin 계통의 물질도 있고 탄수화물의 소화흡수를 방

해하여 식후 혈당의 상승을 방지하는 acarbose 계통의 약물

도 있다3-5).

Metformin은 biguanide계 약물로 현재 제2형 당뇨병 환

자의 1차 약물요법으로 사용되고 있으며 특히 다른 경구용 

혈당강하제에 비해 저혈당 및 체중증가 등의 부작용이 적다

는 장점이 있다. 하지만 드물게 젖산증(lactic acidosis)을 유

발하는 것으로 보고되었고, 이로 인해 신질환, 간질환, 저산

소증, 심각한 감염, 알코올중독증 등이 동반된 경우에는 주

의해야 한다6). 

Metformin은 French lilac의 주요성분으로 1957년부터 

유럽에서 사용되어 왔고, 미국에서는 1994년부터 사용이 

허가되었으나, 작용점 및 작용기전에 근거하여 개발된 약물

이 아니며, 작용기전은 비교적 최근에 밝혀졌다. 이제까지 

알려진 대표적인 작용기전은 세포의 에너지 조절에 관여하

는 adenosine monophosphate-activated kinase (AMPK)

의 활성화를 유도하여 간에서 당 신생작용을 억제하고 근육 

및 간에서 지방산 산화를 촉진시키는 것으로 보고되었다6). 

최근 연구결과에 의하면 Metformin의 혈당저하작용에는 

AMPK의 인산화 상위 kinase인 LKB1이 필요한 것으로 밝

혀졌으며, LKB1에 의해 transcriptional co-activator인 

TORC2의 인산화를 통한 당신생 억제작용을 나타내는 것

으로 밝혀졌다.

제2형 당뇨병 발생의 중요한 인자인 비만과 인슐린 저항

성에 염증반응이 밀접하게 연관되어 있음이 밝혀짐에 따라 

향후 염증관련 연구가 제2형 당뇨병을 비롯한 대사증후군

의 병인 규명에 중요한 기여를 할 것으로 생각된다. 현재까

지 Metformin의 염증관련 연구는 소수의 논문이 발표되어 

있으며, 대부분 심순환계 작용과 연관하여 혈관내피세포

(endothelial cell)를 중심으로 염증반응을 억제한다는 결과

가 보고되었다. 예를 들면 Metformin은 endothelial cell에

서 AMPK 활성화를 통해 nuclear factor kappa B 활성을 억

제하며, endometriotic stromal cell에서 interleukin (IL)-8 

및 aromatase 활성을 억제하는 것으로 보고되었다7). 따라서 

Metformin의 macrophage에서의 항염증 기전을 규명하면 

염증반응의 제어가 어떻게 인슐린 저항성 개선 및 혈당강하 

작용에 연계되는지를 좀 더 직접적으로 규명할 수 있을 것

으로 기대된다.

최근 양약과 한약의 병용을 통하여 약효 상승과 부작용 

감소를 얻으려는 시도가 늘어나고 있으나 아직까지 많이 이

뤄지지 않았다. 그 중에는 쥐에게 Metformin과 대황을 병

용투여했을 때 항산화 효과가 증가한 연구8), 쥐에게 Met-

formin과 황금을 병용투여했을 때 췌장의 인슐린 분비 능

력이 개선되고 혈중 중성지방, 콜레스테롤이 유의하게 감소

한 연구 등이 있다9). 하지만 양약과 한약의 병용이 AMPK 

활성화에 영향을 주는지에 대한 연구는 찾아보기 힘들었다. 

AMPK 활성화에 대한 상승작용이 밝혀진다면, 복용 중인 

Metformin의 양을 감량하여 Metformin의 부작용을 최소

화할 수 있을 것이다. 

본 연구에서는 백출, 어성초, 금은화, 황금, 황련 추출물을 

Metformin과 함께 RAW 264.7 세포에 처리하여, quan-

titative real time-polymerase chain reaction (qRT-PCR)

을 통해 AMPK, PPAR-alpha, PPAR-gamma, IL-6, tumor 

necrosis factor (TNF)-alpha, X-box binding protein 1 

(XBP-1)을 관찰하였다. 또한 Western blot을 통하여 Sirt1 

and p-AMPK protein level 등을 관찰하였다. 상기 실험을 

통해 각각의 군에서 Metformin과 한약재의 상호 연관성에 

대하여 알아보고자 하였으며, 나아가 Metformin과 병용 투

약하여 부작용 감소 및 약효 상승을 시켜주는 한약물 개발 

가능성을 보고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 실험재료

Macrophage cell line인 RAW 264.7 세포는 한국 세포

주 은행(KCLB, Seoul, Korea)에서 분주받아 사용하였고, 세

포배양은 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)

에 10% fetal bovine serum (FBS)과 2 mML-glutamine, 

100 U/ml penicillin, and 100 lg/ml streptomycin이 함유

된 배지를 사용하였다. CO2 incubator 37oC, 5% CO2 - 

95% O2 조건하에서 배양하였다. 실험에 사용된 백출, 어성

초, 금은화, 황금, 황련 추출물(water 100%, ethanol 30%)

은 동국대학교 약학대학에서 제공받아 사용하였다.

각각의 세포를 정상군(이하 N), Metformin 처리군(이하 

M), 백출 추출물(ethanol 30%) 처리군(이하 BCE), 백출 

추출물(water 100%) 처리군(이하 BCW), 어성초 추출물
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Table 1. The Primer Sequence Used for Real-Time Polymerase Chain Reaction

Genus specific primers 　Direction Sequence Annealing temperature (oC)

Beta-actin

XBP-1

AMPK alpha1

PPAR-alpha

PPAR-gamma

TNF-alpha

IL-6

F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
R

5’-GCAAGTGCTTCTAGGCGGAC-3’
5’-AAGAAAGGGTGTAAAACGCAGC-3’
5’-TGGCCGGGTCTGCTGAGTCCG-3’
5’-GTCCATGGGAAGATGTTCTGG-3’
5’-AAGCCGACCCAATGACATCA-3’
5’-CTTCCTTCGTACACGCAAAT- 3’
5’-GCCTGTCTGTCGGGATGT-3’
5-GGCTTCGTGGATTCTCTTG-3’
5’-GCCCTTTGGTGACTTTATGGA-3’
5’-GCAGCAGGTTGTCTTGGATG-3’
5’-GAACTGGCAGAAGAGGCACT-3’
5’-AGGGTCTGGGCCATAGAACT-3’
5’-AGTTGCCTTCTTGGGACTGA-3’
5’-CAGAATTGCCATTGCACAAC-3’

52
　

51 

49 

50 

51 

52 

49 

XBP-1: X-box binding protein, AMPK: adenosine monophosphate–activated kinase, PPAR: peroxisome proliferator activated receptor, TNF: tumor
necrosis factor, IL: interleukin.

(ethanol 30%) 처리군(이하 USE), 어성초 추출물(water 

100%) 처리군(이하 USW), 금은화 추출물(ethanol 30%) 

처리군(이하 GUE), 금은화 추출물(water 100%) 처리군(이

하 GUW), 황금 추출물(ethanol 30%) 처리군(이하 HGE), 

황금 추출물(water 100%) 처리군(이하 HGW), 황련 추출

물(ethanol 30%) 처리군(이하 HLE), 황련 추출물(water 

100%) 처리군(이하 HLW), Metformin+백출 추출물(ethanol 

30%) 처리군(이하 M+BCE), Metformin+백출 추출물(water 

100%) 처리군(이하 M+BCW), Metformin+어성초 추출물

(ethanol 30%) 처리군(이하 M+USE), Metformin+어성초 

추출물(water 100%) 처리군(이하 M+USW), Metformin+

금은화 추출물(ethanol 30%) 처리군(이하 M+GUE), 

Metformin+금은화 추출물(water 100%) 처리군(이하 M+ 

GUW), Metformin+황금 추출물(ethanol 30%) 처리군(이

하 M+HGE), Metformin+황금 추출물(water 100%) 처리

군(이하 M+HGW), Metformin+황련 추출물(ethanol 30%) 

처리군(이하 M+HLE), Metformin+황련 추출물(water 

100%) 처리군(이하 M+HLW)의 22군으로 만들었다. 이후 

각각의 세포 군에 24시간 동안 100 μg/ml 약물처리를 하

고, 1 mM Metfornmin을 처리했다. 

2. 세포배양

RAW 264.7 cell은 DMEM에 10% FBS와 2 mML- 

glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 lg/ml strep-

tomycin이 함유된 배양액을 사용하여 37oC, 5% CO2, 

90% humidity의 조건하에서 배양되었다. 배양된 세포는 

2~3일에 한 번씩 배양액을 바꾸어 주면서 배양하여 세포분

화가 최대에 도달하였을 때 phosphate buffered saline 

(PBS)으로 세포를 세척한 후 trypsin-EDTA 용액으로 부착

된 세포를 분리한 뒤 원심 분리하여 세포를 모은 다음 세포

와 배지를 잘 혼합하여 계대 배양하여 사용하였다. 

3. Determination of tissue gene expression of 

RAW 264.7 cell by qRT-PCR

Total RNA는 Trisure (Bioline, USA)를 사용하여 

protocol에 따라 분리 정제하였다. 1 μg의 total RNA를 

cDNA synthesis kit (SprintTM RT Complete Oligo- (dT)18; 

Clontech, MountainView, CA, USA)를 이용하여 pro-

tocol에 따라 역전사 반응을 수행하여 first strand cDNA를 

얻었다. RT-PCR 샘플은 Light Cycler-Fast Start DNA 

Master SYBR Green (Roche Applied Science, Indianapolis, 

ID, USA)을 이용하여 최종 반응 용량을 20 μl로 하여 

LightCycler instrument (Roche Applied Science)에서 진

행하였다. Primer 종류 및 서열은 Table 1에 표시한 바와 

같다. PCR amplification은 C/EBPα에서 95oC에서 10분 

동안 prior incubation 후, 45 cycle의 amplification (95oC

에서 10초간 denaturation, 52oC에서 10초간 annealing, 

72oC에서 15초간 extension) 하였고 beta-actin에서는 

95oC에서 10분 동안 prior incubation 후, 35 cycle의 

amplification (95oC에서 10초간 denaturation, 52oC에서 10
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Fig. 1. Differential effects of extract 
on Metformin-induced SirT1 and 
p-adenosine monophosphate–acti-
vated kinase (p-AMPK) expression 
in RAW 264.7 cells. lysates were 
analyzed using western blotting. N: 
normal, M: Metformin, A: Atracty-
lodis Rhizoma Alba 30% EtOH ex-
tract, B: Lonicerae Flos 30% EtOH 
extract, C: Houttuyniae Herba 30% 
EtOH Extract, D: Agrobacterium 
Rhizogenes 30% EtOH Extract, E: 
Coptidis Rhizoma 30% EtOH Extract.

초간 annealing, 72oC에서 15초간 extension) 하였다. 데이터

는 LightCycler Software (Roche Diagnostics, Penzberg, 

Germany)로 분석하였다. 각각의 분석에서 cDNA 대신 물

을 음성 대조군으로 사용하여 발생가능한 primer-dimer 형

성을 체크하였다. 유전자의 전사레벨은 beta-actin을 기준

으로 삼아 2-ΔCt (목표한 유전자의 threshold 값−
beta-actin의 threshold 값)를 구하는 방식으로 계산되었

고, 유전자의 발현량은 differentiation media만 처리한 대

조군을 1.0으로 간주하여 상대적인 값을 측정하였다.

4. Western blot analysis

Cell lysate preparation을 위해 처리된 세포를 150 mM 

NaCl (PBS)이 포함된 10 mM phosphate buffer (pH 7.4) 

용액으로 세척한 후, 0.1% sodium dodesyl sulfate (SDS) 

and 10 mM β-mercaptoethanol이 포함된 PBS 용액에 넣

고 용해시켰다. 세포를 수거하여 8% SDS-polyacryla-

mide gels에 넣은 후, protein band를 semi-dry blotter 

(MilliBlot-SDE system; Millipore, Bedford, MA, USA)

를 사용하여 nitrocellulose membranes (Schleicher and 

Schull, Dassel, Germany) 위에 떨어뜨렸다. 그리고 mem-

brane을 0.1% tween-20 (Tris-buffered saline [TBS]-T)

이 포함된 10 mM TBS (pH 7.2)으로 1회 세척한 후, 3% 

무지분유가 첨가된 TBS (pH 7.2)에 넣고 상온에서 1시간 

동안 blocking 시켰다. Anti-Sirt1 antibody, anti-p-AMPK 

antibody, anti-AMPK antibody (Cell Signaling Tech-

nology, Danvers, MA, USA) 혹은 anti-beta actin 

antibody와 반응하였다. 2시간 동안 incubation한 후, 

horseradish peroxidase-conjugated goat anti-Rabbit 

immunoglobulin G (Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA) (diluted 1：1,000)을 2차 항체로 하여 배

양하였다. 그 후 chemiluminescence solution (Amersham 

Corp., Newark, NJ, USA)으로 처리하여 image reader 

(LAS-3000; Fuji Photo Film, Tokyo, Japan)로 분석하였다. 

Resultant protein band의 강도는 densitometry로 측정하

였고, 단백질의 정량은 beta-actin을 참고로 하여 분석하였다.

5. 통계처리

각각의 군별로 4번의 결과 측정을 하였으며, 실험결과는 

평균값±표준오차(mean±standard error)로 표시하였고 

SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이용한 one- 

way ANOVA로 각 실험군 간의 통계적 분석을 시행하였

다. 실험의 통계적 유의성은 P값이 0.05 이하인 경우에 유

의한 것으로 보았다.

결  과

1. Effect of the Metformin induced expression in 

RAW 264.7 cells of Sirt1 and p-AMPK by extracts

Metformin과 백출, 금은화, 어성초, 황금, 황련 추출물들

의 병용이 Sirt1과 p-AMPK의 발현에 영향을 주는지 확인하

기 위하여 백출, 금은화, 어성초, 황금, 황련 추출물(ethanol 

30%)을 처리한 RAW 264.7 세포들과 Metformin+백출, 

금은화, 어성초, 황금, 황련 추출물(ethanol 30%)을 처리한 

RAW 264.7 세포들을 western blot 방법으로 관찰하였다. 

Metformin과 백출, 금은화, 어성초, 황금, 황련 추출물

(ethanol 30%)을 함께 처리한 RAW 264.7 세포들에서 
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Fig. 3. The level of gene expression 
of peroxisome proliferator activated 
receptor (PPAR)-alpha in relation to 
that of beta-actin in RAW 264.7 cells.
N: normal, M: Metformin, E: ethanol 
30%, W: water 100%, BC: Atracty-
lodis Rhizoma Alba, US: Houttuyniae
Herba, GU: Lonicerae Flos, HG: Agro-
bacterium Rhizogenes, HL: Coptidis
Rhizoma. *Significantly different from
M (P＜0.05). ‡Significantly different 
from M (P＜0.001).

Fig. 2. The level of gene expression 
of adenosine monophosphate- 
activated kinase (AMPK)-alpha in 
Relation to that of beta-actin in 
RAW 264.7 cells. N: normal, M, 
Metformin: E, ethanol 30%. W: water
100%, BC: Atractylodis Rhizoma 
Alba, US: Houttuyniae Herba, GU: 
Lonicerae Flos, HG: Agrobacterium
Rhizogenes, HL: Coptidis Rhizoma. 
*Significantly different from M (P＜
0.05). ‡Significantly different from 
M (P＜0.001). 

Metformin을 함께 처리하지 않은 RAW 264.7 세포들

에 비해 Sirt1과 p-AMPK의 발현이 증가하였다. 특히 

Metformin과 금은화 추출물(ethanol 30%)을 함께 처리한 

RAW 264.7 세포에서 Sirt1과 p-AMPK의 발현이 증가한 

것을 확인할 수 있었다(Fig. 1). 

2. The level of gene expression of AMPK-alpha 

in relation to that of beta-actin

N군은 0.80, M군은 0.76으로 측정되었다(Fig. 2). M+ 

USE군은 0.84, M+GUE군은 2.70, M+HGW군은 4.50으

로 측정되었다. M+USE, M+GUE, M+HGW 3개군은 M

군과 비교 시 통계적으로 유의하게 AMPK-alpha 유전자의 

발현정도가 증가하였다(M+USE; P＜0.05) (M+GUE, M+ 

HGW; P＜0.001). 특히 M+HGW군이 가장 많이 증가한 

것을 확인할 수 있다. 

3. The level of gene expression of PPAR-alpha 

in relation to that of beta-actin

N군은 1.01, M군은 0.68로 측정되었다(Fig. 3). M+USE

군은 2.29, M+USW군은 1.59, M+HGW군은 3.38, M+ 

HLE군은 1.57로 측정되었다. M+USE, M+USW, M+HGW 

3개군은 M군과 비교 시 통계적으로 유의하게 PPAR-alpha 

유전자의 발현정도가 증가하였다(M+USW, M+HLE; 

P＜0.05) (M+USE, M+HGW; P＜0.001). 특히 M+HGW

군이 가장 많이 증가하였다. 

4. The level of gene expression of PPAR-gamma 

in relation to that of beta-actin

N군은 1.03, M군은 0.83으로 측정되었다(Fig. 4). M+ 

USE군은 0.94, M+GUW군은 0.90, M+HLE군은 1.05로 

측정되었다. M+USE, M+GUW, M+HLE 3개군은 M군과 
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Fig. 4. The level of gene expression 
of peroxisome proliferator activated 
receptor (PPAR)-gamma in relation 
to that of beta-actin in RAW 264.7 
cells. N: normal, M: Metformin, E: 
ethanol 30%, W: water 100%, BC: 
Atractylodis Rhizoma Alba, US: 
Houttuyniae Herba, GU: Lonicerae 
Flos, HG: Agrobacterium Rhizogenes,
HL: Coptidis Rhizoma.

Fig. 5. The level of gene expression 
of X-box binding protein (XBP-1) in 
relation to that of beta- actin in RAW 
264.7 cells. N: normal, M: Metfo-
rmin, E: ethanol 30%, W: water 
100%, BC: Atractylodis Rhizoma 
Alba, US: Houttuyniae Herba, GU: 
Lonicerae Flos, HG: Agrobacterium
Rhizogenes, HL: Coptidis Rhizoma.
*Significantly different from M (P＜
0.05). ‡Significantly different from 
M (P＜0.001).

비교 시 통계적인 유의성은 없었으나, PPAR-gamma 유전

자의 발현 정도가 증가하였다. 

5. The level of gene expression of XBP-1 in 

relation to that of beta-actin

N군은 1.00, M군은 1.01로 측정되었다(Fig. 5). M+BCE

군은 0.42, M+BCW군은 0.42, M+USE군은 0.32, M+USW

군은 0.40, M+GUE군은 0.41, M+GUW군은 0.53, M+HGE

군은 0.38, M+HGW군은 0.05, M+HLE군은 0.18, M+HLW

군은 0.39로 측정되었다. Metformin과 함께 추출물을 처리한 

모든 군에서 M군과 비교 시 통계적으로 유의하게 XBP-1 유

전자의 발현정도가 감소하였다(M+GUW; P＜0.05) (M+ 

BCE, M+BCW, M+USE, M+USW, M+GUE, M+HGE, 

M+HGW, M+HLE, M+HLW; P＜0.001). 특히 M+ 

HGW군이 가장 많이 감소하였다. 

6. The level of gene expression of TNF-alpha in 

relation to that of beta-actin

N군은 1.01, M군은 1.34로 측정되었다(Fig. 6). M+BCW

군은 1.40, M+HGE군은 1.30으로 측정되어 M군과 비슷

한 수치를 유지하였다. M+GUE군은 0.66, M+GUW군은 

0.97, M+HGW군은 0.13으로 측정되어 통계적으로 유의

성은 나타나지 않았지만, M군과 비교 시 감소하는 경향을 

보였다. 하지만 M+USE군은 4.55, M+USW군은 6.39, 

M+HLW군은 7.73으로 측정되었다. M+USE, M+USW, 

M+HLW 3개군은 M군과 비교 시 통계적으로 유의하게 

TNF-alpha 유전자의 발현정도가 증가하였다(M+USE; P

＜0.01) (M+USW, M+HLW; P＜0.001). M+BCE군은 

3.28, M+HLE군은 4.16으로 측정되어 통계적으로 유의성

은 나타나지 않았지만, M군과 비교 시 증가하는 경향을 보

였다. 
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Fig. 6. The level of gene expression 
of tumor necrosis factor (TNF)-alpha 
in relation to that of beta-actin in 
RAW 264.7 cells. N: normal, M: 
Metformin, E: ethanol 30%, W: water
100%, BC: Atractylodis Rhizoma 
Alba, US: Houttuyniae Herba, GU: 
Lonicerae Flos, HG: Agrobacterium 
Rhizogenes, HL: Coptidis Rhizoma. 
†Significantly different from M (P
＜0.01). ‡Significantly different from 
M (P＜0.001).

Fig. 7. The level of gene expression 
of interleukin (IL)-6 in relation to 
that of beta-actin in RAW 264.7 
cells. N: normal, M: Metformin, E: 
ethanol 30%, W: water 100%, BC: 
Atractylodis Rhizoma Alba, US: 
Houttuyniae Herba, GU: Lonicerae 
Flos, HG: Agrobacterium Rhizogenes,
HL: Coptidis Rhizoma. †Significantly 
different from M (P＜0.01). ‡Signi-
ficantly different from M (P＜0.001).

7. The level of gene expression of IL-6 in relation 

to that of beta-actin

N군은 1.11, M군은 1.91로 측정되었다(Fig. 7). M+BCE

군은 0.41, M+BCW군은 0.22, M+GUE군은 0.59, M+GUW

군은 0.35, M+HGE군은 0.12, M+HGW군은 0.74로 측정

되었다. M군과 비교 시 통계적으로 유의성이 나타나진 않았

으나 모두 IL-6 유전자의 발현정도가 감소하였다. 하지만 

M+USE군은 2.90, M+USW군은 6.46, M+HLE군은 10.65, 

M+HLW군은 22.96으로 측정되었다. M+USW, M+HLE, 

M+HLW 3개군은 M군과 비교 시 통계적으로 유의하게 

IL-6 유전자의 발현정도가 증가하였다(M+USW; P＜0.01) 

(M+HLE, M+HLW; P＜0.001). M+USE군은 M군과 비

교 시 통계적으로 유의성이 나타나지 않았으나 IL-6 유전

자의 발현정도가 증가하였다. 

고  찰

백출의 성분은 atractylol을 주성분으로 하는 정유성분과 

atractylone, vitamin A 등을 함유한다10). 백출에 관한 약리

적인 연구로는 보비위하는 작용으로 공복감지연효과에 대

한 보고가 있고11), 백출을 함유하는 처방인 五苓散, 茵蔯五
苓散 등에서 이뇨작용과 신부전보호작용을 보고한 바가있

다12). 또한 백출의 추출물이 streptozotocin에 의한 췌장과 

신장조직의 손상을 줄이고 이상 지질대사를 억제함으로써 

당뇨병 개선효과가 있다는 보고가 있다13). 

어성초에 관한 연구로는 인체의 T, B세포에 미치는 영향14), 

항균활성 작용15) 및 면역기능에 미치는 영향16), 고지혈증17) 

등에 관한 실험적 연구가 보고되었다. 또한 비만세포에 어

성초 추출물을 처리하였을 때 염증성 매개물질에 대한 억제 

효과를 기대할 수 있다는 보고가 있다18). 
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금은화의 성분 중 tannin이 급성장염 및 해독효과를 나타

내는 유효성분으로 밝혀져 있고19), 해열탕의 항염증 작용에 

대한 연구에서 lipopolysaccharide (LPS)로 유도된 NO의 

생성, iNOS, COX-2 및 cytokine에 미치는 영향에서 항염

작용의 유의성을 보고한 바 있다20).

황금에는 활성성분으로 baicalein, biacalin, chrysin, 

oroxylin-A, wogonin 및 wogonoside 등과 같은 30여 종 

이상의 flavonoid가 함유되어 있으며, 항염증, 항당뇨, 항

균, 항알레르기, 항바이러스, 항고혈압 및 항산화 등과 같은 

많은 약리학 및 생물학적 활성을 가지는 것으로 알려져 있

다21-24).

황련의 임상작용을 살펴보면 장이나 위에 쌓여서 일어나

는 설사나 위열로 인한 구토에 유효하며 해열과 해독 작용

이 뛰어난 것으로 알려져 있다. 강한 항균작용을 하는 것으

로 알려진 성분은 berberine인데 이는 위장내의 세균과 진

균 및 대장 내의 감염에 대하여 항균력이 강하여 위염과 위

장 및 대장 내 발효를 개선하고 소화관에 정체된 내용물에 

대장균이 작용하여 gas를 생성하는 것을 방지하는 것으로 

알려져 있다. 또한 berberine 유도체를 이용하여 콜레스테

롤대사 조절기능이 행해져 온 것으로 알려져 있다25).

본 연구에서는 항지질 및 항염증 등의 효과가 있는 상기

의 백출, 어성초, 금은화, 황금, 황련 추출물을 Metformin

과 병용하였을 때, 혈당 조절 및 염증 조절에 어떠한 효과를 

나타낼 것인지에 대한 여부를 in vivo 실험을 통해 알아보

고자 하였다. 

Metformin은 신체의 다양한 기관에 작용하여 항당뇨 

효능을 나타내며, 생체 내의 에너지 항상성을 조절하는 주

요한 효소인 AMPK를 주요 목표로 하여 나타난다26). 

AMPK는 serine/threonine kinase의 일원으로 세포 내 에

너지 상태를 감지하는 ‘에너지 센서’로 알려져 있는 효소이

다. AMPK는 세포 내 에너지가 부족한 상황(adenosine 

triphosphate [ATP]에 비해 AMP가 증가하는 상황)에서 활

성화되어 정상 에너지 균형을 회복시키기 위해 ATP를 소비

하는 과정(지방산, 콜레스테롤 등의 합성을 억제하고 반대

로 ATP를 생산하는 과정), 즉 지방산 산화, 해당과정을 활

성화시킨다27). AMPK는 지방세포로부터 분비되는 렙틴

(leptin)과 아디포넥틴(adiponectin)의 세포 내 신호전달 물

질로서도 잘 알려져 있다28). Acetyl-CoA carboxylase 

(ACC)는 지방대사가 증가할 경우에 생성되는 효소 물질 가

운데 하나이다. AMPK는 지방산 합성에서 ACC 등 핵심 

효소를 억제함으로써 ATP의 추가적 사용을 억제한다29).

Metformin과 한약재 추출물들을 병용하였을 때의 혈당 

조절 효과를 조사하기 위해 Western blot 방법을 사용하여 

관찰하였다. Metformin과 한약재 추출물들을 함께 처리한 

군에서, 처리하지 않은 군들에 비해 Sirt1과 p-AMPK의 발

현이 증가하였다. 특히 M+GUE군에서 Sirt1과 p-AMPK

의 발현이 증가한 것을 확인할 수 있었다. 

RT-PCR을 통해 AMPK-alpha 유전자의 발현 정도를 

측정하였을 때, M+USE군, M+GUE군, M+HGW군은 통

계적인 유의성을 나타내었다(P＜0.05) (P＜0.001). 위의 3

개군 중에서, M+HGW군이 가장 발현 정도가 높게 나타났

다. 이는 Metformin과 어성초 추출물(ethanol 30%), 금은

화 추출물(ethanol 30%), 황금 추출물(water 100%)의 병

용이 인슐린 저항성을 감소시키고 고혈당을 개선하는데 

Metformin을 단독 사용한 것보다 나은 효과를 나타낸다고 

볼 수 있다. 

PPAR-alpha는 간조직에서 주로 발현되며 liver와 muscle

에서 peroxisomal & mitochondrial β-oxidation과 fatty 

acid uptake 등을 통해 중성지방의 분해에 관여하는 당·지

질 대사를 조절한다. 최근에는 식욕을 억제하여 포만감을 

일으켜 체중 감소를 유도한다는 보고가 있어 비만 치료제 

로서 가능성이 제기되고 있다. PPAR-alpha의 활성은 

lipoprotein lipase를 통해 triglyceride의 level을 낮춘다30,31). 

본 실험에서 PPAR-alpha 유전자의 발현정도를 측정하

였을 때, M+USE군, M+USW군, M+HGW군, M+HLE군

은 통계적인 유의성을 나타내었다(P＜0.05) (P＜0.001). 위

의 4개군 중에서, M+HGW군이 가장 발현 정도가 높게 나타

났다. 이는 Metformin과 어성초 추출물(ethanol 30%, water 

100%), 황금 추출물(water 100%), 황련 추출물(ethanol 

30%)의 병용이 PPAR-alpha 유전자 발현정도 증가에 어느 

정도 의미가 있다고 생각된다. 

PPAR-gamma는 지방세포의 전사조절분자 중의 하나이

다. 이는 지방세포의 분화 및 지방합성과 저장에 관여하는 

효소들의 발현을 조절하는 역할을 하는데 지방대사뿐만 아

니라 대사증후군, 염증반응 그리고 동맥경화증에 있어서 여

러 가지 유전자의 발현을 조절하는 역할을 한다고 알려져 
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있다32). 또한 말초 조직에서 인슐린 민감도를 항진시키는데 

있어서 중요한 기능을 담당하는 것으로 예상되는데 PPAR- 

gamma 작용제 주입 시에 단백뇨의 감소, 혈압 강하 효과 

및 혈중 지질 대사에 영향을 준다는 점과 당뇨병 치료제 중 

thiazolidinedione 계열에 속하는 pioglitazone이 PPAR- 

gamma 작용제로서 인슐린 저항성을 개선시켜 혈당을 조절

한다는 보고가 이를 뒷받침해주고 있다33). 본 실험에서 

PPAR-gamma 유전자의 발현정도를 측정하였을 때, M+ 

USE군, M+GUW군, M+HLE군에서 증가하였으나 통계적

인 유의성은 볼 수 없었다. 

소포체 스트레스가 제2형 당뇨병의 발병에 중요한 역할

을 한다는 보고들이 있으며 이는 췌장의 베타세포의 사멸뿐 

아니라 인슐린 저항성에도 영향을 준다고 알려져 있다. 소

포체 스트레스 발생 시 이를 없애는 데 관여하는 것이 

XBP-1으로 보고되었다34). 

본 실험에서 XBP-1 유전자의 발현정도를 측정하였을 

때, Metformin과 약물 추출물을 병용한 모든 군에서 통계

적으로 유의하게 감소하였다(P＜0.05) (P＜0.001). 특히 

M+HGW군에서 XBP-1 유전자의 발현정도가 가장 많이 

감소하였다. 이는 소포체 스트레스가 발생 시 제거를 위해 

XBP-1이 작용을 함으로, XBP-1 유전자의 발현정도 감소

는 소포체 스트레스의 감소를 의미한다고 볼 수 있다. 

Metformin과 약물 추출물들의 병용이 소포체 스트레스 감

소 및 예방에 의의가 있는 것으로 해석할 수 있다. 

사이토카인이란 다양한 자극에 의한 반응으로 면역세포나 

다른 다양한 세포로부터 분비되는 낮은 분자량의 조절 단백 

또는 당단백이다. 그 중에는 M1 대식세포가 분비하는 염증

성 사이토카인(IL-1 β, IL-6, TNF-alpha)과 M2 대식세포

와 관련된 항염증성 사이토카인(IL-4, IL-10)이 있는데, 염

증성 사이토카인은 다른 면역세포들을 활성화시켜 염증 반

응을 증가시키는 반면, 항염증성 사이토카인은 과도한 염증 

반응을 억제하고 항상성을 유지하는 역할을 한다. M1 대식

세포와 M2 대식세포는 각각 염증성 사이토카인과 항염증

성 사이토카인의 길항작용을 통해 면역 균형을 유지한다35). 

TNF-alpha는 활성화된 M1 대식세포에 의해 생성되어 

미생물의 감염으로부터 숙주를 보호하며, 염증 반응을 활성

화시키는 역할을 한다. 그러나 TNF-alpha가 장기적으로 

분비될 경우 만성적인 감염에 대해 패혈증으로 인한 쇼크 

반응을 나타내며, 류마티스 관절염 등의 만성 염증 질환 등

을 발생시킨다36). TNF-alpha는 염증에서뿐만 아니라, 대

사 질환에도 영향을 미치는 중요한 사이토카인이다. 

TNF-alpha는 비만 상태인 설치류의 지방 조직에서 그 발

현이 매우 증가된 상태로 존재한다는 것이 보고되었으며37), 

증가한 TNF-alpha는 비만 상태에서의 염증 반응에 아주 

중요한 매개체로 작용하며, 인슐린 민감성을 감소시킨다38). 

또한 혈중 중성 지질 농도를 증가시키며 유리지방산 생성을 

증가시키는 등 지질 대사에도 영향을 미치는 것으로 알려져 

있으며, IL-6 생성을 유도하여 IL-6와 함께 스캐빈저 수용

체(SR-A, Lox-1)의 발현을 증가시켰다는 보고도 있다39). 

본 실험에서 TNF-alpha 유전자의 발현정도를 측정하였

을 때, M+GUE군, M+GUW군, M+HGW군은 통계적인 

유의성은 나타나지 않았지만 감소하는 경향을 보였다. 하지만 

M+BCE군, M+USE군, M+USW군, M+HLW군, M+HLE군

은 증가하는 경향을 나타내었다. 특히 M+USE군, M+USW

군, M+HLW군은 통계적으로 유의하게 TNF-alpha 유전

자의 발현정도가 증가하였다(P＜0.01) (P＜0.001). 이는 

Metformin과 어성초 추출물, 황련 추출물의 병용 시 염증 

작용에 유의해야 한다는 것을 시사한다. 

본 실험에서 IL-6 유전자의 발현정도를 측정하였을 때, 

M+BCE군, M+BCW군, M+GUE군, M+GUW군, M+HGE

군, M+HGW군은 통계적인 유의성은 나타나지 않았지만 

감소하는 경향을 보였다. 하지만 M+USE군, M+USW군, 

M+HLE군, M+HLW군은 증가하는 경향을 나타내었다. 

특히 M+USW군, M+HLE군, M+HLW군은 통계적으로 

유의하게 IL-6 유전자의 발현정도가 증가하였다(P＜0.01) 

(P＜0.001). 이는 Metformin과 어성초 추출물, 황련 추출물

의 병용 시 염증 작용에 유의해야 한다는 것으로 볼 수 있다. 

이번 실험을 종합하면, Metformin과 금은화, 황금 추출물

의 병용이 Sirt1, p-AMPK, AMPK-alpha, PPAR-alpha, 

PPAR-gamma, XBP-1 유전자의 발현정도를 유의성 있게 

각각 증가, 감소시키는 것을 관찰할 수 있었다. 그리고 금은

화는 ethanol 30%로, 황금은 water 100%로 추출하였을 경

우에 좋은 결과를 나타내었다. 하지만 Metformin과 어성

초, 황련 추출물의 병용 시 TNF-alpha, IL-6 유전자의 발

현정도가 유의성 있게 증가하였다. 따라서 이번 연구에서는 

in vivo 모델을 통해 Metformin과 금은화, 황금 추출물의 
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병용이 Metformin 단독 사용 시보다 좀 더 혈당 조절 및 염

증 억제 효과가 있다는 것을 알 수 있었다. 또한 Metformin

과 어성초, 황금 추출물의 병용 시 염증 작용에 대한 주의가 

필요할 것으로 사료된다. 약동학적인 추가적인 연구가 필요

하겠지만, 만성적인 염증상태의 지속은 인슐린 저항성을 유

도하여 좋지 않은 영향을 미칠 수 있다40). 추후 Metformin

과 한약 추출물들의 병용 사용 시의 약리학적인 기전뿐만 

아니라 인슐린, 염증 조절 작용에 관여하는 다양한 반응 경

로에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다. 지속

적인 연구 시에 Metformin과 병용사용하여 약효를 증가시

키고 부작용을 감소시키는 치료 약물의 개발 가능성이 있을 

것으로 생각된다. 

결  론

Metformin과 백출, 어성초, 금은화, 황금, 황련 추출물

(ethanol 30%, water 100%)을 함께 처리하여 Sirt1, 

p-AMPK, AMPK-alpha, PPAR-alpha, PPAR-gamma, 

XBP-1, TNF-alpha, IL-6 유전자의 발현정도에 미치는 

영향에 대해 다음과 같은 결론을 얻었다. 

1. Metformin과 금은화, 황금 추출물의 병용은 Western 

blot, RT-PCR 분석 시, Sirt1, p-AMPK, AMPK-alpha, 

PPAR-alpha 유전자의 발현정도가 유의성 있는 증가를 나

타냈다. 

2. Metformin과 금은화, 황금 추출물의 병용은 Western 

blot, RT-PCR 분석 시, XBP-1 유전자의 발현정도가 유의

성 있는 감소를 나타냈다. 

3. Metformin과 어성초, 황련 추출물의 병용은 RT-PCR 

분석 시, TNF-alpha, IL-6 유전자의 발현정도가 유의성 

있게 증가하여, 주의가 필요할 것으로 생각된다.  

4. 금은화는 ethanol 30% 추출물이, 황금은 water 100% 

추출물이 Metformin과 함께 사용하였을 때 효과가 좋은 것

으로 관찰되었다. 

5. Metformin과 금은화, 황금 추출물의 병용은 Metformin 

단독 사용 시보다 혈당 조절 및 염증 조절 작용 효과가 유의

하게 나타났으며, 추후 지속적인 연구를 하여 Metformin과 

병용시 약효를 증가시키고 부작용을 감소시키는 치료 약물

로 개발 가능성이 있을 것으로 생각된다. 
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