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ABSTRACT
Objective: This study investigated the effect of purified medical herb extracts such as Alisma canaliculatum and Polyporus

umbellatuson adipogenic differentiation of human bone marrow derived mesenchymal stromal stem cells (hBMSCs).

Methods: Two different medical herb were extracted using hot distilled water. The optimal concentration of extracts were fixed
at 100 ng/ml by means of cell viability and cytotoxic assay. To test the adipogenic differentiation ability of extracts, we induced
the adipogenesis of hBMSCs for 21 days. At day 5, the cell was harvested to check mRNA and protein expression level of
adipogenic related factors. The efficacy of lipid droplet formation was evaluated using the oil-red O staining method at days 21.

Results: Two different medical herb extracts have no toxicity on hBMSCs. And two different medical herb extracts
significantly decreased formation of lipid droplet compared with control groups in hBMSCs. The A. canaliculatum extract group
showed the lowest mRNA and protein expression level of adipossgenic related transcription factors. This data suggests that
extract of A. canaliculatum and P. umbellata decrease the adipogenic differentiation of hBMSCs.

Conclusions: Our findings indicate that water-extract of A. canaliculatum and P. umbellata will be useful therapeutic
reagents for prevention of obesity related disease such as diabetes, hyperlipidemia, coronary artery disease, and osteoporosis.
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Ⅰ. 서 론

사람 중간엽 줄기세포(Human bone marrow derived

mesenchymal stromal stem cells(hBMSCs))는 자

가재생능 뿐 아니라, 지방세포, 골아세포, 그리고

연골세포로 분화할 수 있는 잠재력이 있는 세포로

다양한 연구에 이용되고 있다1,2. 특히, 골아세포와

지방세포의 경우 생성 및 분화 불균형에 의해 골

다공증과 같은 노인성 질환이 유발될 수 있다3,4.

골다공증은 뼈의 강도 및 통합성이 감소되는 대표

적인 노인성 질환이다. 우리 몸의 뼈는 오래된 뼈

의 흡수와 재생의 과정이 반복되어 적당한 골량을

유지하게 되는데, 나이가 들면, 뼈가 흡수된 자리
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에 새로운 뼈의 재생 대신 지방세포가 채워지게

되므로 결국 뼈의 양과 질이 떨어지게 되는 골다

공증이 유발된다5,6. 골다공증으로 인한 고관절 골

절은 노년의 삶의 질을 떨어뜨릴 뿐 아니라, 수술

후 1년 후 사망률 또한 증가하는 추세로 노년기 심

각한 질환으로 대두되고 있다7,8. 골다공증 외에 연

골 및 골결손 관련질환들 역시 비만과 밀접한 관

련이 있고, 2000년대부터 세계보건기구는 대표 의

료 문제 중 하나로 비만을 지정하기도 하였다9-11.

따라서, 고령화 시대에 염려되는 질병의 예방을 위

해, 사람 중간엽 줄기세포의 지방세포 분화를 조절

할 수 있는 물질에 관한 연구는 필수적이다.

한약추출물은 이차대사산물이 풍부하게 함유되

어 있기 때문에 피부의 미백, 항산화, 항주름 등의

생리활성효과를 나타내는데12, 이전 본연구팀의 연

구에서 홍화씨 추출물이 마우스 골수유래 줄기세

포의 골아세포 분화를 촉진시킴을 확인하였고, 홍

화추출물은 마우스 골수유래 줄기세포의 골아세포

분화를 촉진시킴과 동시에 지방세포분화를 억제함을

보고하였다13,14. 현재 골다공증 치료제 시장에서는

비스포스포네이트 계열의 골흡수 억제제가 가장

많이 사용되고 있지만, 다양한 부작용이 유발되고

있어 사용에 한계가 있다15,16. 최근, 근골격계 질환

에 주로 쓰이는 한약재인 천수근(Harpagophytum

procumbens)의 항골다공증⋅항염증 효과 및 기작

이 학회에 보고되기도 하면서, 화합물의 부작용을

대체할 만한 천연물을 이용한 약물 개발 연구가

활발하다17.

택사(Alisma canaliculatum)는 택사과(Alismataceae)

에 속하는 여러 해 살이 식물로 A. canaliculatum

의 덩이줄기를 건조한 것으로 간을 보호하는 작용

이 있는 것으로 알려져 있다18. 택사 열수 추출물이

고지방식이 유도 비만 생쥐에 미치는 영향을 알아

본 연구에서, 체중 감량, 혈중 고지혈증 관련 인자

및 지방조직의 감소를 통해 항비만 효능의 기능이

있음을 보고하였다19. 저령(Polyporus umbellatus)

은 이뇨제, 종양치료 및 신장질환치료 약물로 사용

되어 왔으며, 저령의 생리 활성 효능은 다당체에

의한다는 여러 보고가 있으며, β-glucan과 같은 저

령 다당체는 사람의 폐암, 위암과 자궁경부암 등을

치료하는 항종양효능을 갖는다고 보고되었다20,21.

한편 저령 다당체가 동물실험에서 유발된 암에 대

하여도 항종양효능이 보고되었으며22,23, 대식세포의

기능을 증가시켜 면역효능을 증가시킨다는 보고도

있다24-26. 간세포에 대하여는 저령 다당체가 만성

간염치료 효능이 있으며27, 간암 치료시에 사용하는

mitomycin C의 작용을 증강시킨다는 보고가 있다28.

이외에 모발의 성장을 촉진 시킨다는 보고도 있다29,30.

하지만, 택사와 저령의 사람 중간엽 줄기세포의 지

방세포분화에 대한 연구는 미흡한 상태다.

따라서 본 연구는 임상에서 함께 사용되어지는

택사와 저령 열수추출물이 사람 골수유래 중간엽

줄기세포의 지방세포 분화에 미치는 영향을 알아

보고 효능을 검증함으로써, 기존 비만관련 질환치

료제를 대체할 만한 새로운 천연물 약물개발의 기

초 자료를 제공하고자 한다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 천연물 열수추출물

세명대학교 부속 제천한방병원에서 구입한 택사

와 저령을 이용하여 연구를 진행하였다. 열수추출물

은 95 ℃에서 150 분간 물과 함께 끓인 뒤, Whatman

종이로 걸렀다. 걸러진 추출액은 55 ℃에서 농축시

킨 후, 동결 건조 시켰다.

2. hBMSCs세포의 배양 및 지방분화 유도

실험에 사용된 hBMSCs는 Lonza(Lonza, Walkersville,

MD, USA)에서 구입하였다. hBMSCs는 기본 배양

액(10% 우태 혈청, 1% antibiotic-antimycotic, 5

mM L-glutamine용액이 첨가된 Dulbeco's Modified

Eagle's Medium(DMEM, Gibco, Carlsbad, CA)으

로 2일에 한 번씩 갈아주며 5% CO2, 37 ℃ 인큐베

이터에서 배양 하였다. 1차 배양된 hBMSCs를
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1.5×105 cells/well로 6 well 배양 용기에 첨가하여

하룻밤 안정화 시킨 후, 5 ug/mL insulin, 1 mM

dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl -1-methylxanthine,

그리고, 200 mM indomethacin(Sigma, St. Louis,

MO)이 포함된 지방분화 유도배지를 2일에 한번

씩 새로이 교체 해 주며 21일 동안 분화를 유도하

였다.

3. 세포 독성 측정

hBMSCs 세포에 대한 열수추출물의 독성은 세

포에 추출물을 0~500 ng/ml의 농도로 처리하여 48

시간 동안 키우고, 대조군으로는 멸균수를 처리하였

으며, 세포의 생존력을 EZ-CYTOX kit(Daeillab,

Seoul, Korea)로 측정하였다. 구체적으로, 세포를

4×104 cells/well 수로 48 well plate에 분주 후 12

시간 동안 배양하고, 열수추출물을 각각 다양한 농

도(0~500 ng/ml)로 첨가하여 36시간 동안 더 배양

하였다. 전체 48시간 배양 후, 배양된 세포에 40 μl

EZ-CYTOX를 넣고 37 ℃에서 4시간 동안 반응시

켰다. 흡광도는 microplate reader에서 450 nm 흡광

도 값을 측정하였고, 대조군의 흡광도에 대한 백분

율로 세포의 생존력을 나타내었다.

4. Real-time PCR을 이용한 유전자 발현 분석

hBMSCs를(1.5×105/well(6well 기준)) DMEM 기

본 배지에서 12시간 이상 안정화 시킨 뒤, 각 추출

물 100 ng/ml과 함께 5일간 지방분화 배지에서 분

화 유도하였다. 이때, 대조군으로는 멸균수를 처리

하였다. 추출물과 지방분화 배지는 이틀에 한 번씩

새로이 교체해 주었다. RNA는 지방분화 유도된

세포로부터 RNeasy Mini Kit(QIAGENE, Hilden,

Germany)를 사용하여 추출하였고, 역전사 중합효

소인 ominiscript RT Kit(QIAGENE)를 이용하여

37 ℃에서 90분, 95 ℃에서 5분 조건으로 cDNA를

합성하였다. 합성된 cDNA 100 ng을 주형으로 사

용하여 2x qPCRBIO SyGreen Mix Hi-Rox(PCR

Biosystems, London, UK)를 이용한 real-time PCR

을 수행하였고, 유전자 발현양은 house keeping 유

전자인 GAPDH에 대비한 CT값을 계산하여 산출

하였다.

5. Western Blot을 이용한 단백질 발현 분석

hBMSCs를(1.5×105/well(6well 기준)) DMEM

기본 배지에서 12시간 이상 안정화 시킨 뒤, 각 추

출물 100 ng/ml과 함께 5일간 지방분화 배지에서

분화 유도하였다. 이때, 대조군으로는 멸균수를 처

리하였다. 추출물과 지방분화배지는 이틀에 한 번

씩 새로이 교체해 주었다. 단백질은 지방분화 유도

된 세포를 1X Lysis 용액을 이용하여 추출하였고,

Bio-Rad protein assay kit(Hercules, CA, USA)를

사용하여 정량하였다. 각 25 ug의 단백질은 10%

SDS-PAGE gel에서 120V로 2시간 30분간 전기영

동 하였으며, 전기영동으로 분리된 단백질은 70V

로 90분 동안 저온실에서 membrane으로 옮겼다.

Blocking은 5% non-fat skim milk solution으로 실

온에서 1시간 실시하였고, 일차항체는 1% non-fat

skim milk solution에 1:1000으로 저온실에서 18시간

이상 반응시켰다. 일차 항체와 결합된 membrane을

Tris-Buffered Saline and 0.05% Tween 20(TBS-T)

용액으로 10분씩 3회 세척하고, 이차항체를 1%

non-fat skim milk solution에 1:5000 비율로 희석

하여 실온에서 1시간 반응시켰다. TBS-T 용액으

로 10분씩 3회 세척함으로써 비특이적으로 결합된

항체를 세척하였고, ECL detection kit를 이용하여

단백질 밴드를 확인하였다. 단백질 발현은 house

keeping 단백질인 GAPDH에 대비하여 비교 평가

하였다.

6. Oil-red O 염색과 탈색

hBMSCs를(1.5×105/well(6well 기준)) DMEM

기본 배지에서 12시간 이상 안정화 시킨 뒤, 각 추

출물 100 ng/ml과 함께 21일간 지방세포분화 배지

에서 지방분화 유도하였다. 역시, 대조군으로는 멸

균수를 처리하였다. 21일간 분화 유도된 세포를
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phosphate buffered saline(PBS)로 두 차례 세척하

고, 10% 포르말린 용액으로 30분간 실온에서 고정

하였다. 고정된 세포를 증류수로 2회 세척, 60%

isopropanol 용액으로 5분간 반응시킨 뒤, 0.3%

Oil-red O 용액으로 60분간 염색하였다. 다시 증류

수로 1회 세척하여 비특이적으로 염색된 부분을

제거하여 건조시킨 후, 위상차 현미경을 이용하여

관찰하였다. 탈색은 100%(w/v) isopropanol 용액

으로 실온에서 30분간 염색된 지방구를 용해하였

고, 상층액을 96 well microplate에 옮긴 후, 흡광도

500 nm에서 값을 측정하였다.

7. 통계 분석

모든 데이터는 3번 반복한 실험값을 이용 하였

으며, 평균치±표준 편차로 표시했다. 각 군 간의

유의성 평가는 ANOVA & post-hot 분석을 이용

하였고, p<.05를 유의한 값으로 평가하였다.

Ⅲ. 결 과

택사와 저령의 열수 추출물은 각각 택사와 저령

분말 10 g으로부터 96.0 mg/ml, 96.8 mg/ml을 얻었

으며, 세포 독성은 추출물의 처리 농도를 0~500

ng/ml 범위로 시행하였다. 그 결과 택사와 저령 열

수추출물의 모두 모든 농도에서 85% 이상의 세포

생존율을 나타내어 hBMSCs에 대한 세포독성이

없음을 확인하였고, 택사 500 ng/ml의 경우 오히려

세포의 성장을 촉진 시키는 효과도 있었다. 저농도

에서 고농도까지 세포독성 테스트를 하였을 때, 두

물질 모두100 ng/ml에서 100%에 가장 가까운 결

과가 나왔고, 이런 결과를 토대로 이후 모든 실험

에 이용된 택사와 저령 열수추출물의 농도는 정확

한 분화능을 테스트하기 위해 100 ng/ml로 정하였

다(Fig. 1).

Fig. 1. Cytotoxic effect of purified medical herb
water extracts on hBMSC cells.

Each experiment was performed in triplicate (n=3).
All error bars indicate±SEM. P<0.05 was considered
statistically significant. *, P<0.05. OD 450 nm,
optical density at 450 nm. n.s, no significance.

택사와 저령 열수추출물 각각이 지방세포 분화

에 미치는 영향을 알아보기 위해 그룹을 대조군,

택사 열수추출물, 저령 열수추출물의 세 그룹으로

분류하고, 각각의 추출물을 대조군과 함께 분화 첫

날부터 21 일간 지방분화유도 배지에 첨가하여 21

일 뒤, 각 그룹에서 형성된 lipid droplet을 oil-red

O 염색을 통해 측정하였다. 그 결과, 택사와 저령

열수추출물을 처리한 군의 lipid droplet 형성능이

대조군에 비해 25% 미만으로 현저히 감소함을 확

인하였다(Fig. 2).
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Fig. 2. Reduced adipogenic differentiation in medical herb water extracts treated group.

(A) Oil Red O staining was performed at day 21 of adipogenesis in hBMSCs. All extracts were treated 100 ng/ml
concentrations. (B) Quantification of Oil Red O staining. Quantification was performed in triplicate (n=3). All
data represent mean±s.e.m. P<0.05 was considered statistically significant. ***, P<0.001. OD 500 nm, optical
density at 500 nm. n.s, no significance. A. can, Alisma canaliculatum. P. umb, Polyporus umbellatus.

택사와 저령 열수추출물에 의해 감소된 지방세

포 분화능을 토대로, 각각 추출물이 지방세포 분화

관련 유전자들의 mRNA 발현에 미치는 영향을

real time PCR을 통해 확인하였다. 그 결과, 택사

열수추출물을 처리한 군에서 지방세포분화 전사인

자인 PPAR-γ, C/EBP-α 및 lipid droplet 형성 관

련 유전자인 Adiponectin과 Leptin의 mRNA 발현

이 가장 낮음을 확인하였고, 저령 열수추출물을 처

리한 그룹의 지방세포 분화 관련 유전자들의 mRNA

발현 역시 대조군에 비해 C/EBP-a를 제외하고는

현저히 감소됨을 확인하였다. 이러한 결과는 앞선

oil-red O 염색의 결과와도 일치하였다(Fig. 3).

Fig. 3. Reduced mRNA expression level of adipogenic
related genes in medical herb water extracts

treated group.

Relative mRNA levels of adipogenesis-related genes
such as PPAR-γ, C/EBP-α, ADIPONECTIN,
and LEPTIN in hBMSCs by RT-PCR were
analyzed at day 5 after adipogenesis. All extracts
were treated 100 ng/ml concentrations. All mRNA
levels were normalized with GAPDH. Each experiment
was performed in triplicate (n=3). All data represent
mean±s.e.m. P<0.05 was considered statistically
significant. *, P<0.05, **, P<0.01 ***, P<0.001. n.s,
no significance.

택사와 저령 열수추출물이 hBMSCs의 지방세포

lipid droplet 형성을 감소시킨 결과가 분화기간동

안 전사인자인 PPAR-γ와 C/EBP-α의 단백질 발

현에 영향을 미친것인지 확인하기 위해, western

blot analysis를 이용하여 PPAR-γ와 C/EBP-α의

단백질 발현 레벨을 확인하였다. 그 결과, 택사와 저

령 열수추출물이 hBMSCs의 PPAR-γ와 C/EBP-α

의 mRNA 발현을 감소시킨 결과와 마찬가지로, 지

방분화 대표 전사인자들의 단백질 발현 레벨 또한

대조군에 비해 현저히 감소함을 확인하였다(Fig. 4).

이러한 결과는 택사와 저령 열수추출물이 hBMSCs

의 지방세포 분화를 억제하는 효과가 있음을 검증

하는 결과이다.
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Fig. 4. Reduced protein expression of adipogenic
related proteins in medical herb water
extracts treated group.

All extracts were treated 100 ng/ml concentrations.
Western blot analysis was performed at day 5
of adipogenesis in control and medical herb water
extracts treated hBMSCs. GAPDH was used as
control and all experiment was performed in
triplicate (n=3). Con, control. A. can, Alisma
canaliculatum. P. umb, Polyporus umbellatus.

Ⅳ. 고 찰

비만은 21세기 신종전염병으로 까지 불리며 만

병의 근원으로 고령화 사회에서 대두되고 있는 질

환이다11. 비만은 당뇨병, 고혈압, 지방간, 관상동맥

질환(협심증, 심근경색증), 골다공증, 골관절염, 월

경이상 및 암 등 다양한 합병증을 유발하고 특히,

인종과 성별, 나이에 상관없이 지속적으로 증가하

고 있어 인류의 건강을 위협하는 반드시 치료되어

야 할 질병으로 간주된다31. 비만의 원인이 크게 원

발성과 이차성 비만으로 나뉜다. 쉽게 말하자면,

에너지의 섭취와 소모의 불균형으로 인한 원발성

비만과, 질환이나 약물 또는 유전적 질환으로 인한

이차성 비만을 의미한다32. 하지만, 두 종류 모두

그 발생 원인과 기전이 확실히 규명되지 않아 적

절한 치료제가 없는 실정이며, 국내외 제약업체들

의 비만치료제 개발이 고조되고 있다. 비록, 현재

까지 밝혀진 비만의 원인인 지방의 소화 및 흡수

를 억제하는 Orlistat 제제와 식욕을 억제해 음식물 섭

취를 줄이고 에너지 소비를 증가시키는 Sibutramine

제제가 시장을 점령하고 있으나, 일시적인 효과 및

구토, 피부발진과 같은 부작용 또한 문제시 되고

있다33,34. 따라서, 합성 의약품에 비해 부작용 및 독

성이 적은 천연물로부터 항비만 효과를 나타내는

요소 및 이들의 작용기전에 대한 연구들이 활발히

진행 중이다. 특히, 우리나라의 경우, 한의약 관련

시장이 활발한 상태이므로 외국에 비해 천연물 유래

항비만 치료제의 개발에 유리하다고 할 수 있다.

특허청에 따른 천연물 유래 항비만 치료제는 식

물추출물, 광물 및 동물, 미생물 추출물의 순으로

식물 추출물이 우위에 있으며, 작용기전별로는 지

방 흡수 억제제, 지방세포분화 억제제, 호르몬 조

절제, 열대사 촉진제 그리고 식욕억제제의 순으로

나열 할 수 있다. 따라서, 본 연구에서 검증한 택사

와 저령과 같은 식물 추출물에 의한 지방세포분화

억제효과는 항비만 치료제 개발 분야에서 핵심 부

분임을 알 수 있다. 또한, 비만으로 인해 유발되는

심각한 질병중의 하나로 골다공증을 들 수 있다.

골다공증은 노령인구에서 고관절 골절이라는 생명

의 위협을 주는 심각한 질병을 야기하는 질환이다35.

비만과 골감소에 대해 지금까지는 서로 베타적이

었지만, 최근 들어 근육, 뼈, 지방 사이의 복잡한

관계를 규명하는 다양한 연구들에 의해, 각조직을

형성하는 세포의 분화단계에서 나오는 사이토카인

및 다양한 분화 전사인자들의 메카니즘이 밝혀지

고 있다. 또한 이들 인자들이 중간엽 줄기세포의

분화단계에서 다른 조직의 여러 세포와 이화/동화

과정에 어떠한 경로로 영향을 주는지에 대한 추가

적인 연구들도 활발하고, 특히, 지방세포와 골아세

포의 균형을 담당하는 전사인자의 분자적 메카니

즘이 속속 규명되고 있다. 임상에서는 이미 복부비

만에 의해 낮아진 골밀도에 대한 보고는 다수이며,

지방세포로부터 분비되는 나쁜 염증 물질 또한 골

밀도를 저하시키는 주된 원인임이 보고된다36.

현존하는 골다공증 치료제는 파골세포의 기능을

저해하는 작용기전에 기반을 둔 약제들이며, 조골

세포의 기능을 향상시키는 비스포스포네이트 계열
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의 약제에 의한 부작용으로, 뚜렷한 약제는 없는

실정이다37,38. 따라서, 또 하나의 주요세포인 지방세

포의 분화를 조절할 수 있는 새로운 물질의 발굴

및 비만치료제로의 개발에 대한 연구는 반드시 필

요한 실정이다. 지방세포의 분화는 전구세포에서

성숙한 지방세포로 되는 과정을 거치며, 이때 지방

분화 조절 전사인자인 PPARγ와 C/EBPα의 발현

이 핵심 역할을 한다. PPARγ는 지방분화전기간에

발현하며, 분화상태를 유지하는 필수요소이며, C/EBPα

의 경우에는 지방세포분화의 PPARγ의 발현을 촉

진시켜 초기 및 말기과정에 전반적으로 작용한다

고 알려져 있다13.

택사와 저령은 한국과 중국에서 흔히 사용되는

한약재이며, 시중에서 구하기 용이하다. 택사는 성

질이 차고 맛이 달며 방광의 열을 없애고 소변의

방출을 용이하게 한다고 보고된다39. 또한, 동물실

험에서 체중, 총지방량, 중성지방, LDL, 및 총콜레

스테롤량 등을 줄인다고 보고되며, 고지방식으로

인해 유발된 비만에 대한 항비만 효과를 보였다19.

저령은 심신치료 및 간장의 기운을 돋우는 성질로

인해 인삼이나 감초보다 더 많이 사용되어지는 약재

이다40. 기존 연구에서 택사 열수 추출물이 고지방식

이 유도 비만 생쥐에 미치는 영향을 알아본 연구에

서, 체중 감량, 혈중 고지혈증 관련 인자 및 지방조

직의 감소를 통해 항비만 효능의 기능이 있음을 보

고되었으며18. 이에 임상에서 利水, 利尿 등으로 함께

자주 사용되어지는 택사와 저령 열수추출물이 사람

골수유래 중간엽 줄기세포의 지방세포 분화에 미치

는 영향을 알아보고 효능을 검증함으로써, 기존 비

만관련 질환치료제를 대체할만한 새로운 천연물 약

물개발의 기초 자료를 될 수 있을 것으로 사료된다.

V. 결 론

본 연구에서 택사와 저령 열수추출물이 hBMSCs

세포의 지방분화에 미치는 영향을 알아본 결과, 열

수추출물에 의해 지방세포의 lipid droplet 형성이

현저히 억제됨을 확인하였으며, 지방세포 분화과정

에서 핵심 전사인자인 PPARγ, C/EBPα의 mRNA

및 단백질 발현 역시 억제됨을 확인하였다. 택사와

저령 열수추출물은 PPARγ와 C/EBPα의 발현을

현저히 억제함으로써 lipid droplet 형성 관련 유전

자인 Adiponectin 뿐 아니라 Leptin의 mRNA 발현

을 감소시켰다.

종합해 보면, 택사와 저령이 사람 중간엽 줄기세

포의 지방세포 분화를 현저히 억제하는 결과를 토

대로 세포의 지방분화를 억제할 수 있는 천연물의

개발은 한의학계 및 식품영양학계에서 비만관련

질환을 타겟으로 신약과 식품보조제의 개발을 위

한 기초 연구 및 임상적용을 위한 자료로 제공 될

수 있을 것으로 기대된다.
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