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Ginseng has been known to be highly effective for health as a traditional medicinal herb. Ginseng
berry, or fruit of ginseng, contains ginsenoside, saponin, polyphenol, polyacetylene, alkaloid, etc. as
the main compounds as does ginseng. The aim of this study is to evaluate any effect of ginseng berry
water extract (GBE) on diabetic-associated molecules, such as enzymes, which are responsible for the
glucose entry of the cells and the insulin receptor signaling molecules using HepG2 cells. Therefore,
two enzymes, α-amylase and α-glucosidase, were selected and assayed for their activities in the pres-
ence of GBE in vitro. These two enzymes are responsible for producing glucose from dietary starch.
Protein-tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) and Akt1 are key proteins in the insulin receptor signaling
pathway. These two intracellular signaling molecules were investigated for their expression levels in
HepG2 cells after insulin and GBE treatment. GBE, at concentrations up to 1,000 μg/ml, did not exert
any inhibitory effect on α-amylase and α-glucosidase. It was observed that the expression level of
PTP1B was increased by insulin and the 25 μg/ml GBE treatment enhanced the PTP1B level.
However, GBE at a concentration of 200 μg/ml reduced the expression level of PTP1B. In the case
of Akt1, the Akt1 level by insulin was decreased by GBE treatment. These data suggest that the water
extracts of ginseng berry have an influence on intracellular signaling by insulin.
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서 론

오래 전부터 우리나라 및 중국 등 아시아 전역에서 자양강

장제로 널리 알려진 한약재인 인삼에는 saponin, polyphenol,

polyacetylene, alkaloid, 다당체 등이 많이 포함되어 있어 항산

화 효과뿐만 아니라 항노화, 항염증, 면역증강, 혈압강하 등 

다양한 효능을 가지고 있는 것으로 알려져 있다. 뿐만 아니라 

한국인삼을 포함한 중국산, 미국산 인삼 등에서 항암 효과에 

대한 활발한 연구가 진행되어 왔으며, 추가적으로 항당뇨 효

과입증을 위한 연구가 현재 진행되고 있다[2, 4, 9]. 인삼의 항

당뇨 연구는 인삼 식이 동물을 이용하여 임상적 혈액지표 분

석을 통해 기능성을 확인하고 있으며, 정제된 gensenoside를 

식이하는 방법이 또한 사용되고 있다[15]. 보고된 연구에 따르

면 인삼열매에는 사포닌 함량이 인삼 뿌리보다 높기 때문에 

우수한 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다[14, 20].

인체는 해당과정 및 당 신생 과정을 통해 체내 혈당을 일정

하게 유지하여 정상적인 대사활동을 할 수 있게 한다[1]. 이러

한 과정이 정상적으로 이루어지지 않고 혈당조절이 제대로 

유지되지 않는 것을 당뇨라 한다. 당뇨는 신장 기능의 저하,

동맥경화, 망막 출혈로 인해 시력 저하, 말초신경병증 등 다양

한 합병증을 유발하기 때문에 더욱 위험한 질병으로 알려져 

있다[3, 5]. 당뇨는 원인에 따라 크게 insulin 의존성 당뇨인 

1형과 insulin 비 의존성 당뇨인 2형으로 나뉜다. 그 중에 전체 

당뇨의 90%에 해당하는 2형당뇨는 간, 근육, 지방조직에서 in-

sulin에 대한 저항성으로 인해 insulin 작용이 정상적으로 작

동하지 않아 고혈당이 지속되어 유발된다[19]. 또한, vitamin

A 수송 단백질인 retinol-binding protein 4의 혈액 내 증가가 

실험동물과 사람에게서 전신적인 인슐린 저항성을 유발하는 

요인이 될 수 있다는 보고는 당뇨병 유발이 다양한 원인에 

의해서 일어날 수 있음을 제시하고 있다[22]. β-cell에서 분비

된 insulin은 insulin receptor (IR)에 결합하여 insulin receptor

signaling (IRS) pathway를 통하여 포도당 생성을 억제시키고 

저장을 촉진한다[12, 13, 17]. Protein-tyrosine phosphatase 1B

(PTP1B)의 경우 IRS 경로에서 IR을 억제시켜 glucose 생성을 

촉진시킨다[10]. Akt1은 IRS pathway의 중요한 분자로서 세포 

- Note -
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내 포도당 조절에 관여한다[8]. 현재까지의 항당뇨 연구는 주

로 α- glucosidase와 α-amylase 효소활성의 억제에 초점을 맞

추었으며, 이들 효소의 억제물질 중 잘 알려진 대표적인 성분

으로는 acarbose와 voglibose 등이 보고 되었다[21]. 하지만 

인슐린 저항성에 대한 이러한 acarbose와 같은 당뇨치료제들

은 설사 및 복부팽만감등의 부작용이 보고되고 있어 안정성 

등의 이유로 사용이 제한되고 있는 실정이다. 최근의 연구는 

좀더 안정적인 PTP1B억제를 target으로 한 연구가 진행되고 

있다[11]. 인삼열매를 이용한 항당뇨에 대한 연구는 현재 몇몇 

연구가 보고되어 있으나 아직까지는 활발하지 못하다. 본 연

구는 인삼열매의 추출물이 당뇨와 관련된 효소와 인슐린 신호

전달물질에 어떤 영향을 주는가에 대한 결과를 보고하고자 

한다.

재료 및 방법

시약 및 추출물의 제조

세포배양을 위한 Dulbecco's Modified Eagle’s Medium

(DMEM), trypsin-EDTA, penicillin (10,000 U/ml)/strepto-

mycin (10,000 μg/ml)/amphotericin (2,500 μg/ml), fetal bo-

vine serum (FBS) 시약은 Gibco BRL, Life Technologies

(Paisley, Scotland)로부터 구입하였다. HepG2 cell line은 

ATCC (American Type Culture Collection, USA)로부터 구입

하였고, α-amylase, α-glucosidase, MTT reagent, agarose 등의 

시약은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)로부터 구입

하였다.

인삼열매 추출물을 제조하기 위해 한국인삼열매공사(대전

광역시)에서 구매한 4-5년생 생(生)인삼 열매에서 분리한 종자

를 60℃에서 24시간 건조 한 후 총량에 대하여 10배의 물을 

가하여 75℃에서 9시간 동안 열수 추출한 다음 여과하였다.

여과한 추출액(Ginseng berry extract, GBE)을 동결건조 과정

을 거쳐 파우더로 생산하여 물에 일정한 농도로 희석하여 실

험에 사용하였다.

GBE에 함유된 Gensenoside 분석

GBE 내에 함유된 ginsenoside는 C18 column (Interstil

ODS-2, 150×4.6 mm, 5 μm, GL Science Inc.)을 사용하였고,

acetonitrile 용매로 18~50% gradient와 1 ml/min flow rate

조건에서 Waters사의 Alliance HPLC (Milford, MA, USA)로 

분석하였다. 표준 ginsenoside는 Sigma Chemical Co.에서 구

입하였다.

세포배양과 MTT assay

HepG2 세포는 5% CO2 및 37℃에서 95% 이상의 습도를 

유지한 배양기에서 10% fetal bovine serum, 2 mM glutamine

과 100 μg/ml penicillin-streptomycin을 포함하는 DMEM 배

지에서 배양하였다. HepG2 세포에 대한 GBE의 세포독성을 

Hansen, et al [7]의 방법에 따라 MTT (3-(4,5-dimethyl-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide)를 이용하여 측정하였다.

α-Amylase 저해 활성

시료의 α-amylase 저해활성은 환원당 분석법을 응용하여 

효소원으로 돼지 유래 amylase를 사용하였고, 기질로서 0.5%

starch를 이용하여 효소활성을 측정하였다. 간단히 설명하면,

1.8 U/ml 효소액 50 μl, 농도 별 시료 50 μl, 0.5% starch 100

μl, potassium phosphate buffer (pH6.8) 50 μl와 혼합하여 37

℃에서 20분간 incubation한 후 48 mM DNS 발색시약

(3,5-dinitrosalicylic acid and 30% sodium potassium tarta-

rate in 0.5M NaOH) 250 μl를 넣고 100℃에서 10분간 끓여 

발색 시킨 후 충분히 냉각시켰다. 이 반응액에 3배량의 물을 

가하고 잘 교반한 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 

활성 비교를 위하여 α-amylase 저해제로 알려진 acarbose를 

사용하였다. 효소활성의 억제율은 다음 식에 의하여 산출하였

다.

α-Amylase 저해활성(%)=(1−(시료처리군의 흡광도/대조

군의 흡광도))×100

α-Glucosidase 저해 활성

α-Glucosidase 저해활성은 nitrophenol 분석법을 응용하여 

측정하였다. 0.2 U/ml 돼지 유래 α-glucosidase 효소액 50 μl,

12 mM p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside 100 μl, 농도 별 

시료 50 μl 및 0.1 M potassium phosphate buffer (pH6.8) 50

μl와 혼합하여 37oC에서 20분간 incubation한 후 0.1 M NaOH

100 μl를 가하여 반응을 정지시키고 405 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 이때 활성 비교를 위하여 acarbose를 사용하였다.

효소활성의 억제율은 다음 식에 의하여 산출하였다.

α-Glucosidase 저해활성(%)=(1−(시료처리군의 흡광도/대

조군의흡광도))×100

Western blot analysis

10 nM 인슐린 또는 10 nM 인슐린과 GBE 농도 별 시료를 

처리한 HepG2 세포에 세포용해 완충용액(50 mM Tris–HCl,

pH 7.5, 0.4% Nonidet P-40, 120 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2,

2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 80 μg/ml leupeptin,

3 mM NaF and 1 mM DTT)을 첨가하여 4℃에서 30 분 동안 

처리하였다. 10 μl의 세포 용해액(단백질 함량 200 μg)을 10%

acrylamide gel에서 전기영동 후 단백질을 전기적으로 nitro-

cellulose membrane으로 전이 시켰다. 그 다음 10% skim milk

를 nitrocellulose membrane에 전처리하고 목적 단백질에 대

한 1차 항체 anti-PTP1B, anti-Akt1, anti-beta-actin (Santa

Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, USA)을 처리한 다음,

2차 항체 처리 후, chemiluminescent ECL kit (Amersham
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Fig. 1. HPLC elution profile of GBE and standard ginsenosides.

GBE was analyzed by HPLC and ginsenosides in GBE

were identified by comparing retention times of each

standard ginsenosides. A and B show HPLC elution pro-

file of standard ginsenosides and C shows HPLC elution

profile of GBE. Amounts of identified ginsenosides, Rd

and Rg3, in GBE dried mass were estimated with stand-

ard curves of standard Rd and Rg3.

Pharmacia Biotech, Piscataway, USA)를 사용하여 목적 단백

질을 검출하였다. Western blot의 각 band는 LAS3000

®image analyzer (Fuji film Life Science, Tokyo, Japan)를 이

용하여 관찰하였다.

통계처리

각 실험은 3회 반복실험을 통하여 얻은 결과를 각각의 시료

농도에 대해 평균±표준편차로 나타내었다. 각 시료 농도군에 

대한 유의검정은 대조군과 비교하여 Student’s t test 한 후 

통계적 유의성을 얻었다.

결과 및 고찰

GBE에 함유된 Gensenoside, Rd와 Rg3

당뇨병은 insulin 분비에 이상이 생기거나 insulin에 대한 

저항성으로 인하여 체내혈당조절이 제대로 되지 않는 질병을 

말한다. 보통 정상수준에서보다 높은 혈당이 지속되며 소변으

로 당 배출이 일어난다. 당뇨병환자가 증가하고 있는 가운데 

최근 현대인들의 식생활이 서구화로 되면서 비만으로 인한 

당뇨환자들 또한 증가하는 추세이다. 인삼의 항당뇨 기능은 

여러 논문에서 효능이 있음을 보고 하고 있으며, 인삼이 함유

하고 있는 gensenoside Rb1, Rg1, Re, Rg3, Rh2 등에 기인 한다

고 보고 되었다[15]. 그러나 인삼의 열매 역시 인삼과 같은 동

일한 기능을 가지고 있는지에 대해서는 상대적으로 연구가 

적다. 최근 인삼 열매의 항당뇨 연구에서 in vivo 인슐린의 농

도 등이 향상되는 결과가 나타났으나 표적분자에 대한 결과는 

없었다[16]. 본 연구는 인삼 열매의 기능성을 당뇨와 관련된 

세포 외 및 내 분자에 어떤 영향을 미치는 가를 in vitro 모델에

서 조사하였다. 본 연구에서 인산 열매의 추출은 물을 사용하

였다. 열수 추출물(GBE) 내에 함유된 gensenoside를 HPLC로 

분석하였을 때 Rd와 Rg3가 존재하는 것을 확인하였고, Rd의 

함유량이 월등히 높게 나타났다(Fig. 1). 이런 Rd와 Rg3의 양

적인 차이 결과는 앞서 보고된 것과 유사하였으나, 다른 종류

의 gensenoside는 검출되지 않은 것은 추출용매가 물이어서 

70% 에탄올 추출에서 검출되는 gensenoside profile과는 차이

가 있었다[16].

α-Amylase와 α-Glucosidase 활성에 대한 GBE의 저해

효과

인체는 음식을 섭취하게 될 경우 소화과정을 통하여 포도당 

흡수를 하게 된다. 이러한 과정에서 α-amylase와 α-glucosi-

dase 효소가 촉매역할을 한다. α-amylase는 구강 내의 타액에 

포함되어 있는 소화효소로서 녹말 등의 glucan을 분해하는 

효소이며[19], α-glucosidase는 소장의 내벽에서 분비되는 효

소로서 소장에서의 탄수화물 및 포도당의 분해를 도와 체내 

당 흡수를 용이하게 한다. 본 연구에서는 이러한 역할을 하는 

α-glucosidase와 α-amylase 효소 활성에 대한 GBE의 저해효

과를 조사하기 위해 α-amylase와 α-glucosidase 활성저해 실

험을 실시하였다. Fig. 2에서 보는 바와 같이 GBE는 양성대조

군인 acarbose와 비교하여 α-amylase와 α-glucosidase 모두에

서 효소활성 저해효과가 없는 것으로 나타났다.

세포성장에 대한 GBE의 영향

간(Liver)은 췌장에서 분비된 인슐린의 중요한 표적 장기로

서 인슐린에 의해 혈액 내 포도당을 흡수하여 glycogen으로 

저장을 한다. 따라서, 간 유래 세포인 HepG2를 이용하여 GBE

의 인슐린 신호전달의 영향을 알아보기 위해 우선적으로 

HepG2 cell에 대한 GBE의 세포독성을 MTT assay로 조사하였

다. Fig. 3A에서 보는 바와 같이 GBE는 대조군과 비교하였을 



Journal of Life Science 2014, Vol. 24. No. 9 1009

    A                                                  B

Fig. 2. Effect of GBE on α-amlyase and α-glucosidase activity. GBE was added to α-amlyase (A) and α-glucosidase (B) at the indicated

concentrations and activities of each enzyme was measured as described in Materials and Methods. Acarbose at 10 μg/ml

was used as a positive control. Data are given as means of values ± SD from three independent experiments. **p<0.01 versus

blank.

A

B C

Fig. 3. Effect of GBE on viability of HepG2 cells and protein expressions of PTP1B and Akt1 in HepG2 cells. The cells were treated

with GBE at 25, 50, 100 and 200 μg/ml. Cell viability was determined by MTT assay after 24 hr (A). Western blot analysis

of cell lysates was performed using anti-PTP1B antibody (B) and anti-Akt1 antibody (C) as indicated. Data are given as

means of values ± SD from three independent experiments. *p<0.05 versus insuline, ***p<0.001 versus blank.

때 200 μg/ml 농도까지 어떠한 독성도 나타나지 않았으며, 오

히려 GBE에 의해 세포성장이 다소 증가하는 것으로 나타났다.

HepG2 세포에서 Insulin Signaling 관련된 단백질의 발

현에 대한 GBE의 효과

당뇨병은 1형과 2형으로 구분되며 전체 당뇨병의 90%를 

차지하고 있는 2형 당뇨병의 경우 insulin저항성에 의한 당뇨

병으로 알려져 있다. β-cell에서 insulin이 분비되면 insulin re-

ceptor (IR)에 결합하여 insulin receptor signaling (IRS)을 통

해 gluconeogenesis를 억제하여 식사 후 증가한 혈당을 조절

할 수 있게 한다[12]. 당뇨병 유발 기전에 있어 PTP1B는 IR를 

억제하여 glucose 합성을 증가시켜 체내 혈당을 높이는 작용
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을 한다[24]. 한편 PTP1B를 억제한 쥐에서 insulin 감소 및 체

중증가, 포도당 증가에 대한 저항성을 보이는 연구결과도 보

고 되고 있다[6, 18]. 이렇듯 최근에는 PTP1B를 target으로 한 

당뇨치료제들이 개발 중에 있으며 PTP1B의 억제를 통한 항당

뇨 효과를 입증하는 연구가 활발히 진행되고 있다[23]. Akt1은 

인슐린 반응과 생육인자 반응에 모두 관여하는 신호전달의 

교차점 분자로서 기능성 및 중요성이 복잡한 분자이다[8]. 본 

연구에서는 인슐린 신호전달에 중요한 이들 PTP1B와 Akt1의 

단백질 발현 수준을 조사하기 위하여 Western blot을 수행하

였다. Fig. 3에서 나타내는 바와 같이 25 μg/ml 저농도에서는 

인슐린의 작용 PTP1B의 발현을 증가시켰으나, 고농도인 200

μg/ml에서는 인슐린의 작용을 억제하여 PTP1B의 발현이 감

소한 것으로 나타났다(Fig. 3B). 비록 in vitro 실험의 한계는 

있지만 PTP1B의 발현에 GBE가 영향을 준다는 것을 확인하였

다. Akt1는 IR를 통한 신호전달 경로의 중간 분자로서 인슐린

에 의한 신호전달에 아주 중요한 분자이다. 실험에 사용된 

HepG2 세포에 인슐린을 24시간 처리하였을 때 Akt1 단백질

발현은 약 11% 증가하였으나 GBE와 함께 처리한 경우에는 

Akt1 단백질발현은 저농도의 GBE에 의해서도 감소하는 것으

로 나타났다(Fig. 3C). 이러한 데이터는 GBE가 α-amylase와 

α-glucosidase 효소를 억제하지 못하지만 인슐린에 의한 신호

전달과정에 영향을 미친다는 것을 알 수 있었다. 본 연구에서 

사용한 시료에는 Rd와 Rg3가 함유되어 있지만 HPLC 분석에

서 C18 column에 부착되지 않고 통과한 여러 물질을 함유하

고 있어(Fig. 1C), 이 실험에서 나타난 PTP1B와 Akt1의 변화가 

어떤 물질에 의해서 인지는 밝히지는 못하였다. 그러나, 에탄

올과 같은 유기용매 추출이 아닌 열수 추출된 인삼열매 시료

가 인슐린에 의한 신호전달과정에 영향을 준다는 것이 의미가 

있다고 생각된다.
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인삼은 건강에 효과적인 약초라고 알려져 왔다. 인삼의 열매인 진생베리는 인삼의 주성분과 비슷한 ginseno-

side, saponin, polyphenol, polyacetylene, alkaloid 등의 성분을 포함한다. 본 연구의 목적은 인삼과 같이 진생베

리 열수 추출물(Ginseng berry water extract, GBE)이 당뇨와 연관된 세포 외 효소와 인슐린 신호전달 경로에 있는 

분자의 발현에 어떤 효과를 가지고 있는지를 조사하였다. α-Amylase와 α-glucosidase는 섭취한 다당분자를 분해

하여 포도당을 생성함으로 항당뇨 약물개발의 표적 효소이다. GBE에 의한 두 효소의 활성 억제능을 in vitro에서 

측정하였으나 최고 1,000 μg/ml 농도에서도 효소활성 억제능이 나타나지 않았다. 인슐린 신호전달 경로의 영향을 

확인하기 위해서 HepG2 세포에서 GBE에 의한 인슐린 신호전달 경로의 주요 단백질인 protein-tyrosine phospha-

tase 1B (PTP1B)와 Akt1의 발현수준 변화를 Western blot 방법으로 조사하였다. 이때 인슐린에 의한 이들 분자의 

변화에 GBE가 영향을 주는 것으로 나타났다. PTP1B는 인슐린에 의해 증가된 발현량이 저농도의 GBE이 의해 더

욱 증가하였으나, 200 μg/ml 농도의 GBE에 의해서는 다소 감소하는 것으로 나타났다. 또한, Akt1도 인슐린에 의

해 증가된 발현량이 GBE 농도에 따라 감소하는 것으로 나타났다.
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