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ABSTRACT

Objectives : The effects of ethanol extract of Plantago asiatica L. were investgated on adipocyte differentiation, 

lipopogenesis, lipolysis and apoptosis using differnentiated 3T3-L1 adipocytes.

Methods : Plantago asiatica L. was extracted with ethanol (CCE). We carried on MTT assay for cell 

proliferation, Oil Red O staining for determination of cell differentiation and intracelluar adipogenesis. TUNEL 

staining assay for cell apoptosis, and Western blot analysis for measurement of pAMPK and pACC, C/EBPα, 

PPARγ protein expressions were performed.

Results : The addition of CCE up to 0.2 mg/ml into cell culture media showed no cytotoxicity. Treatment of 

0.2 mg/ml CCE significantly inhibited differentiation in 3T3-L1 preadipocytes. Lipid accumulation of the CCE 

treated cells was decreased compared with that of control. Induction of cell apoptosis was increased in CCE 

treated cells compared with that of control. AMPK and ACC levels of the cells with 0.2 mg/ml CCE were led to 

phosphorylation and also expressions of C/EBPα and PPARγ, as adipogenic transcription factors, were 

suppressed compared with those of control.

Conclusions : Taken together, these results provide evidence that CCE has a regulatory role in lipid metabolism 

that is related to differentiation into adipocytes,  adipogenesis and apoptosis.

Key words : Plantago asiatica L, differentation, adipogenesis, apoptosis, anti-obesity. 

서 론1)

비만(Obesity)은 비정상적인 체내 에너지대사 조절에 의한 

지방의 과다 축적으로 인한 현상으로 여러 대사성 질환의 주

요 병인으로 주목받고 있다1). 의학적인 측면에서 비만은 순환

기계질환, 암, 중풍 등과 같은 성인병의 발병률을 증가시키는

데 특히 동물성 지방의 과다 섭취로 인한 고혈압, 동맥경화, 

심근경색과 같은 질병2)의 증가가 두드러진다. 뿐만 아니라 외
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관상의 문제를 일으켜 심리적, 사회적으로 개인을 위축시킬 

뿐만 아니라 우울증, 수면 호흡장애 등 심각한 질환3-5)을 일

으키기도 한다. 이러한 비만 유발의 원인으로는 과도한 지방

세포의 분화 증가, 에너지 섭취와 소비간의 불균형, 서구화된 

식습관 및 유전적 요인6) 등이 있다. 세계보건기구(WHO)는 

비만으로 매년 260만 명이 사망하는 가운데 2015년 전세계 

비만인구가 15억 명으로 증가하여 심각한 건강문제를 양산할 

것이라고 보고7)하고 있다.

비만연구의 in vitro 세포 모델로 많이 사용되는 3T3-L1 

세포는 생쥐의 섬유모세포에서 유래된 전지방세포(preadipocyte)

로서 분화가 진행될수록 지방세포에서만 발현되는 다양한 전

사인자들에 의해 지방축적에 관여하는 효소들이 활성을 가지

게 되며, 그 결과 지방세포로써의 형태를 갖추게 되어 세포내 

지방을 축적한다. 이러한 지방세포형성(adipogenesis) 과정에

는 세포의 형태, 유전자 및 단백질의 발현, 호르몬 민감성의 

변화 등이 동반8-9)되며, 지방세포형성의 분자적인 기전에는 

peroxisome proliferator -activated receptor (PPARγ) 및 

cytidine -cytidine-adenosine-adenosine-thymidine 

(CCAAT)/enhancer binding proteins (C/EBPα, C/EBPβ, 

C/EBPδ) 등과 같은 지방합성 전사인자 등이 주요한 조절자

로서 관여10)하는 것으로 알려져 있다. C/EBPα와 PPARγ는 

분화 후기에 발현되어 지방세포에 특이적인 유전자의 발현을 

활성화시킴으로써 분화를 더욱 촉진시켜 분화과정을 완성11)시

키고, 성숙한 지방세포 생성을 위한 인슐린 감수성에 중요한 

역할을 담당한다12). 따라서 항비만 연구 영역 중의 하나인 전

지방세포의 분화감소, 지방합성 및 분해조절과 지방세포의 

apoptosis 유도 등 지방세포의 지방저장 조절에 관여하는 비

만 치료제의 개발을 위해 전 세계적으로 다양한 연구들이 수

행13-14)되고 있다. 그러나 시판되는 항비만 약물들 대부분이 

혈압 상승, 복통, 불안, 두통 등과 같은 심각한 부작용15-17)들

을 가지고 있어 안전성이 확보된 우수한 효능의 항비만 물질

의 개발이 절실히 요구되고 있다.

차전초(車前草, Plantago asiatica)는 질경이과(Plantaginaceae)

에 속하는 다년생 초본으로 전세계에 3속 300종이 분포하고 

있으며 '질경이'라고도 불린다. 전국에 야생하며 일본, 사할린, 

중국, 동시베리아, 말레지아 등에 분포하며 풀밭이나 길가 또

는 빈터 등에서 흔히 자란다. 예로부터 거담, 항균, 진해 작

용 등의 약리작용 때문에 민간요법의 약재로 많이 사용되어 

왔으며 호흡중추에 작용해서 기침을 멈추고 기관 내의 점막, 

소화액의 분비를 촉진시키고 천식, 위장병, 이뇨, 설사, 심장병 

등 다양한 생리활성을 가지고 있음이 알려져 있다18-20). 차전초

의 성분으로는 aucubin, disaccharide Ⅰ-Ⅳ, plantagnin, 

plantenolic acid, adenine, choline 등이 보고되고 있으며, 

렛드에서 차전초 추출물 단회와 14일, 90일 반복투여 시험을 

한 결과, 일반 독성 및 유전독성에 대한 안전성이 확보되어 

있다21,22).

따라서 본 연구에서는 비만 치료와 관련하여 천연물로부터 

지방세포분화억제, 지방생성과 축적억제 및 apoptosis 유도 

활성을 가지는 항비만제를 개발하고자 차전초 에탄올 추출물

을 대상으로 생쥐 전지방세포인 3T3-L1 preadipocyte를 이

용하여 지방세포로 분화 시 지방축적과 이에 관여하는 효소들

의 활성을 측정하여 항비만 효과를 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재 및 추출방법
본 실험에 사용된 차전초는 믿음당 건재상(서울)으로부터 

전초를 구입하여 대구한의대 본초학교실에서 감별, 엄선하였

으며 증류수로 깨끗하게 세척한 후 이물질을 제거하고 실험에 

사용하였다. 차전초의 건조 약재 600 g에 10배의 95% 에탄

올을 가하고 상온에서 2시간 침지시킨 후, 거즈로 1회 거르

고 여과지(Whatman, 1440-320)로 여과하였다. 수거한 여

과액을 rotary evaporator (N-1110V, EYELA, Japan)로 

감압 농축한 후 동결 건조하여 8.6%의 수득율을 갖는 건조물

을 얻었으며, 이를 실험에 사용하였다. 

2) 시약 및 기기
3-isobutyl–1-methylxanthine (IBMX), Dexametasone 

(DEX), 3-[4,5-dimethyl thiazolyl]-2,5-diphenyltetrazolium 

bro mide (MTT), dimethylsulfoxide (DM SO), insulin, 

fenofibrate, Oil-red O 시약은 Sigma Aldrich사(USA)에서 

구입하였으며, high-glucose Dulbeco's modified Eagle's 

medium (DMEM), bovine calf serum (BCS), fetal bovine 

serum (FBS), penicillin/streptomycin (P/S), Dulbecco's 

phosphate-buffered saline (DPBS), ele ctrochemiluminescence 

(ECL)은 Thermo Scientific사(USA)에서 구입하였다.

AMP-activated protein kinase (AMPK), pAMPK, acetyl 

CoA carboxylase (ACC), pACC 항체는 cell signaling 

technology사(USA)에서 구입하였고, PPAR γ, C/EBPα, β

-actin 1차 항체 및 2차 항체는 Santa Cruz사(USA)에서 구

입하였다. Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane은 

MILLIPORE사(USA)에서 구입하였다. 양성대조군으로 쓰인 

rosiglitazone (Rosi)은 Enzo사 (USA)에서 구입하였으며, 그 

외 언급하지 않은 모든 시약들은 분석용 등급 이상으로 구입

하여 본 실험에 사용하였다. 

2. 방법

1) 3T3-L1 세포 배양 및 분화유도
3T3-L1 마우스유래 배아섬유아세포는 미국세포주은행

(American Type Culture Collection; ATCC, CL-173TM)

에서 구입하여 사용하였으며, 세포는 10% BCS, 1% P/S을 

포함한 DMEM 배지를 처리하여 37℃, 5% CO2 배양기

(MCO-15AC, SANYO, Japan)에서 배양시킨 후 배양액을 

분화유도 배양액 (0.5 mM IBMX, 2 µΜ DEX, 167 nM 

insulin / 10% FBS)으로 바꾸고 2일간 배양한다. 2일 후 

167 nM insulin / 10% FBS 배지로 교환하며 성숙한 지방세

포(adipocytes)로 만들었다. 차전초 추출물(CCE)은 배지 교

체시기마다 함께 처리하였다.

2) 세포독성 검사
CCE가 3T3-L1 세포독성에 미치는 영향을 알아보기 위하
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여 5 X 104 cells/ml의 세포에 CCE 각 농도 (0~1 mg/ml)

별로 처리하여 MTT 검정법을 이용하여 측정하였다. ELISA 

reader (Tekan, Austria, Switzerland) 540 nm에서 흡광

도를 측정하였으며. 모두 3개 well의 평균값을 이용하여 평가

하였다.

3) TUNEL 염색
Apoptosis 양성세포를 관찰하기 위해 TUNEL assay kit 

(11684795910, Roche, Manheim, Germany)을 이용하여 

TUNEL 염색을 실시하였다. 세포를 4 chamber slide에 배

양하여 분화시키고 분화 마지막에 시료 0.05 mg/ml, 0.2 

mg/ml CCE를 각각 24시간 처리하였으며 양성대조약물로 

0.5mM rosiglitazone (R2408, Sigma-Aldrich, USA)을 처

리하였다. 분화가 끝난 세포를 D-PBS (SH30028.03, Thermo, 

USA)로 세척한 후 4% paraformaldehyde로 실온에서 1시간 

고정한 후 D-PBS로 세척한 다음에 3% H2O2로 봉쇄(blocking)

를 실시한 후 투과성 용액을 첨가하여 처리한 후 TUNEL 

assay kit (11684795910, Roche, Germany)을 50 µl 첨가

하여 37℃ 암실에서 1시간 반응시키고 DAB solution으로 염

색하여 CCE 처리세포에서 세포사멸 정도를 현미경으로 관찰

하였다.

4) Oil-red O 염색
3T3-L1 세포에서 지방세포 분화 및 지방 생성에 CCE가 

미치는 영향을 알아보기 위하여 Oil Red-O 염색 실험을 수

행하였다. 세포분화 중에 CCE를 각각 다른 농도(0.05, 0.1, 

0.15, 0.2 mg/mL)로 이틀에 한번 씩 배지를 교환하며 처리

하였다. 10일 후 세포배양액 제거 후 D-PBS로 세척하고  

pH 7.2 Cacodylate buffer로 4℃에서 세포를 고정, 증류수

로 세척하여 지방구를 Oil-red O 염색시약으로 염색한 다음 

40% Isopropyl alcohol로 세척한 후 현미경(CK2, Olympus, 

Japan)으로 관찰하였다. 염색된 지방세포의 지방함량 측정을 

위해 건조시킨 후, 100% isopropyl alcohol로 지방을 추출하

여 510 nm 파장에서 분광광도계(Lambda UV/VIS, Perkin 

Elmer, USA)로 흡광도를 측정한 다음, 처리군의 지방량을 

대조세포에 대한 %로 표시하였다.

5) Western blot 분석
CCE는 이틀에 한번 씩 3회 처리 후, 적정양의 단백질을 

10% Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)-PAGE에서 분리한 

후, PVDF membrane으로 200 mA에서 2시간 동안 전이시

켰다. 단백질 전이된 membrane을 5% skim milk를 처리하

여 비특이적인 단백질에 대한 blocking을 실시하고, 적절한 

1차 항체 (pAMPK, AMPK, pACC, ACC, PPARγ, C/EBP

α, β-actin)를 4℃에서 하룻밤 처리하였다. TBS-T로 세척한 

후, 1시간 동안 상온에서 2차 항체와 반응시킨 후 세척하고, 

ECL 시약을 처리하여 X-ray film에 감광시켜 타겟 단백질 

발현량을 관찰하였다.

6) 통계학적 검정
통계처리(Student's t-test)는 GraphPad Prism 5 program 

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)을 사용하

였고, 대조세포에 대한 유의성 검증은 p<0.05 수준에서 실시

하였다.

결 과

1. 차전초 에탄올 추출물(CCE)이 세포생존율에 

미치는 영향

CCE가 세포에 미치는 독성 영향을 알아보기 위해 3T3-L1 

세포에 0~1 mg/ml 농도의 CCE를 각각 처리하고 MTT 분

석법을 이용하여 세포생존율을 측정하였다. 그 결과, 95% 에

탄올만 처리된 대조군에 비해CCE의 처리농도에 의존적으로 

지방세포의 생존율이 감소하는 것으로 관찰되었다. 본 실험에 

사용된 0.2 mg/ml 농도에서는 세포성장에 유의적 영향을 나타

내지 않아 이후 실험들을 이 농도범위에서 진행하였다(Fig. 1).

Fig. 1. Effects of CCE on cell viabilities in 3T3-L1 cells. Control 
was treated with 95% ethanol. Data represent the mean ± S.E. of 
triplicate determinations from three separate experiments.

2. 차전초 에탄올 추출물(CCE)의 3T3-L1 지방

세포에서 TUNEL 염색에 대한 효과

DMSO만으로 처리된 대조군에서는 apoptotic cell이 관찰

되지 않았으나, 양성대조약물인 0.5 mM rosiglitazone 처리

군과 CCE군에서 세포사멸 양성반응이 많이 관찰되는 것으로 

보아 지방세포 사멸이 유도되는 것을 관찰하였다(Fig. 2).

Fig. 2. Induction of apoptosis by CCE treatment in 3T3-L1 
adipocytes. To investigate the morphological of change of TUNEL-positive 
apoptotic body formation, the cells were treated with 0.05 and 0.2 
mg/ml CCE for 24 hours and stained with DAB solution. Stained 
apoptotic cells were then observed under light microscope. 
Magnification, X200.
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3. 차전초 에탄올 추출물(CCE)이 3T3-L1 세포

의 지방축적에 미치는 영향 

CCE 처리가 지방축적의 정도에 미치는 영향을 조사하기 

위해서 Oil-red O 염색법으로 세포 내 지방구의 크기를 관

찰한 결과, CCE 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 mg/ml의 농도 모두

에서 대조세포에 비해 유의적으로 지방축적 감소를 나타냈다. 

즉, 각 처리농도에서 86.5%, 85%, 80.7%, 71.7%로 농도의

존적으로 지방축적이 억제되었으며 0.2 mg/ml 농도에서 양

성대조군인 fenofibrate의 20.2% 억제율보다 8.1% 높은 

28.3%의 억제율을 보였다(Fig. 3).

Fig. 3. Effects of CCE on lipid accumulation in 3T3-L1 cells. 
3T3-L1 cells were treated with various doses (0.05, 0.1, 0.15 
and 0.2 mg/ml) of CCE ethanol extract every other day for 6 
days. Control was treated with 95% ethanol. Images of 
representative cells captured with a microscope (A), Bars were 
quantified by the lipid accumulation using spectrophotometer (B). 
Data represent the mean ± S.E. of triplicate determinations from 
three separate experiments. *, p<0.05 vs CON

 

4. 차전초 에탄올 추출물(CCE)이 3T3-L1 지방

세포에서 AMPK, ACC단백질 발현에 미치는 영향

CCE 처리가 3T3-L1세포에서 비만관련 지표인 AMPK, 

ACC의 발현에 미치는 영향을 확인하기 위해 western blot을 

수행하였다. 그 결과, 3T3-L1 지방세포가 분화하는 동안 처

리한  CCE는 대조세포에 비하여 세포 내의 에너지 상태와 관

련 있는 AMPK 인산화 뿐 만 아니라 지방 생성 및 지방산 산

화와 유관한 ACC 인산화를 유의적으로 증가시켰다(Fig. 4).

 

Fig. 4. Effects of CCE on AMPK and ACC phosphorylations in 
3T3-L1 cells. 3T3-L1 cells were treated with 0.2 mg/ml of CCE 
every other day for 6 days. Control was treated with 95% 
ethanol. Data represent the mean ± S.E. of triplicate determinations 
from three separate experiments. *, p<0.05 vs CON

5. 차전초 에탄올 추출물(CCE)이 3T3-L1 지방

세포에서 PPARγ, C/EBPα 단백질 발현에 미치는 

영향

CCE가 지방세포분화에 결정적 역할을 하는 중요한 전사인

자인 PPARγ, C/EBPα의 단백질 발현량에 미치는 영향을 확

인해보기 위해서 western blot을 수행한 결과, PPARγ, 

C/EBPα 모두 CCE이 대조세포에 비하여 단백질 발현량이 유

의적으로 감소되는 것을 확인하였다(Fig. 5).

  

Fig. 5. Effects of CCE on PPARγ and C/EBPα protein expressions 
in 3T3-L1 cells. 3T3-L1 cells were treated with 0.2 mg/ml of 
CCE every other day for 6 days. Control was treated with 95% 
ethanol. Data represent the mean ± S.E. of triplicate determinations 
from three separate experiments. *, p<0.05 vs CON

고 찰

서양의학에서는 비만을 치료하기 위해 행동수정요법, 운동

요법, 식이요법, 수술요법, 약물치료요법 등의 방법을 실시하

고 있다23,24). 반면에 한의학에서 비만의 원인을 濕, 痰, 瘀

血, 氣滯 등의 원인으로 발생한다고 여기고 있으며 식이요법

과 행동요법 외에 주로 行氣血, 祛痰, 活血祛瘀와 같은 약물

요법으로 치료하고 있다25). 車前草는 위액분비와 위장관 운동

조절작용, 항염작용, 항종양작용 등이 입증되었으며 혈당저하

작용과 간 손상 회복에 유의한 효능이 있다고 보고되어져 있

다26). 최근 천연물을 소재로 한 항비만 치료제에 대한 연구가
27) 활발히진행되고 있으며 차전초는 3T3-L1 지방세포에서 

지방의 분화 및 축적억제에 대한 연구가 보고되지 않았으므로 
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본 실험을 통한 연구결과는 항비만치료제 개발 가능성을 시사

한다고 할 수 있다.

본 연구에서는 3T3-L1 세포를 생체 외에서 지방세포로 

분화시키는 과정에 CCE를 첨가하여 분화억제를 통한 항비만 

효과를 확인하고자 하였다.

TUNEL 염색을 통한 지방세포의 apoptotic cell 분석결과 

대조세포에 비하여 0.2 mg/ml CCE 처리농도에서 TUNEL 

염색에 양성으로 보이는 DNA 파괴가 상당히 많이 관찰되었

으며, 추출물은 농도 증가에 따라 apoptosis 유도 효과를 보

였다. 따라서 CCE가 지방세포 자멸사에 효과가 있는 것으로 

보인다.

3T3-L1 전지방세포가 지방세포로의 분화과정에 나타나는 

지방구 생성이 CCE처리에 의하여 억제되는지 확인하기 위해

서 Oil Red O 염색 전후로 구분하여 지방구 생성정도를 위

상차 현미경으로 관찰한 결과, CCE 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 

mg/ml의 처리 농도 모두에서 대조세포에 유의적으로 지방축

적 감소를 나타내었다. 지단백 지방분해효소의 활성도를 증가

시키는 고지혈증 환자 치료를 위한 보조제28,29)로 알려진 

fenofibrate 처리세포보다 0.2 mg/ml CCE 농도에서 8.1% 

높은 억제율을 나타내어 고지혈증 치료제인 양성대조약물과 

유사한 중성지방축적 억제를 나타내었다.

ATP생성경로와 소비경로를 조절하면서 세포 내 에너지 항

상성을 유지시키는데 핵심적인 역할을 함으로써 포도당섭취 

및 지방산 산화 증가, 간에서의 지방 합성 및 포도당 신생억

제 및 췌장에서의 인슐린 분비를 조절하는 중요한 매개인자로 

작용30,31)하는 AMP-activated protein kinase (AMPK)의 

인산화 수준을 western blot을 통하여 관찰한 결과, 0.2 

mg/ml CCE처리 세포가 대조약물 및 양성대조약물(Rosiglitazone) 

처리 세포에 비해 유의적으로 AMPK 인산화 활성 증가를 보

였다. AMPK의 활성화는 지방산 합성과 콜레스테롤 합성을 

조절하는 acetyl-CoA carboxylase (ACC)를 인산화시킴으로

서 ACC효소를 불활성화시킨다32). 또한, 본 실험에서 양성대

조군으로 쓰인 Rosiglitazone은 PPARγ 수용체와 결합하여 

인슐린 저항성을 일으켜 혈중지질을 증가시키는 부작용을 가

지고 있다. 따라서 본 실험에서 대조약물 및 양성대조약물 처

리세포에 비해 CCE 처리세포에서 ACC의 인산화가 유의하게 

증가함으로써 지방세포에서의 지방합성이 억제되는 것을 확인

하였다.

지방조직 및 지방세포에서 adipogenesis 조절에 관여하는 

핵심전사인자인 PPARγ, C/EBPα의 발현량을 분석한 결과, 

0.2 mg/ml CCE 처리세포에서 대조약물 및 양성대조약물 처

리 세포에 비해 위의 인자들이 유의적으로 감소하는 것으로 

보아 CCE는 지방세포에서 지방분화 및 지방축적 억제활성에 

관여하는 것으로 보인다.

이상의 결과로부터 CCE는 3T3-L1 전지방세포에서 지방

세포로 분화되는 과정에 지방세포 분화 및 지방합성 억제와 

같은 항비만 효과에 유의적인 영향을 미치는 것으로 확인되어 

항비만 치료제로서의 개발 가능성을 보여준다.

결 론

본 연구에서 지방세포 3T3-L1에서 차전초 에탄올 추출물

(CCE)의 지방생성 및 지방분화 억제에 미치는 영향을 관찰하

여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. CCE는 0 ~ 1 mg/ml 처리농도에서 3T3-L1 세포생존

율은 감소하나 실험에 사용한 0.2 mg/ml 처리농도에

서 독성을  나타내지 않는 것으로 보인다.

2. TUNEL 염색결과 대조세포에 비하여CCE는 농도의존적

으로 세포사멸 양성반응을 보이는 것으로 보아, 지방세

포 사멸을 유도하여 지방세포 분화억제효과를 보였다.

3. CCE의 Oil-red O 염색결과 0.2 mg/ml의 농도에서 

대조세포에 비하여 28.3%의 지방축적 억제 효과를 보

였다.

4. CCE는 3T3-L1 지방세포에서 대조세포에 비하여 에너

지 항상성을 조절하는 AMPK/ACC의 인산화수준을 증

가시켰다.

5. CCE는 3T3-L1 지방세포에서 대조세포에 비하여 지방

생성의 관여에 가장 중요한 역할을 하는 전사인자인 

PPARγ, C/EBPα의 발현량을 감소시켰다.

이상의 결과에서 차전초의 에탄올 추출물은 3T3-L1 지방

세포에서 지방세포사멸 유도를 보이며, 지방세포 분화 과정에

서 지방축적 및 지방 억제효과에 유의적인 결과를 보였기에 

천연 항비만 치료제 소재로 사용될 수 있을 것으로 사료된다.
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