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Abstract: Vibration is a mechanical cue that can be applied to adipose tissues for the purpose of treating obesity.

However, the exact correlation between vibration and other anti-adipogenic pathways, such as development of cyto-

skeleton and apoptosis, remains unknown. The objective of this study was to investigate the unknown anti-adipogenic

effects of vibration with varied frequencies on preadipocytes. 3T3-L1 preadipocytes were cultured in Dulbecco’s mod-

ified Eagle’s medium (DMEM) containing 5% calf serum at 37 oC with 5% CO2 in a humidified incubator. Vibration

was generated using Arduino Uno microcontroller and vibration motor module with 1 V DC, and applied to preadipocytes

for 3 days. Frequency conditions were set to 20, 55, and 90 Hz. Then, the expressions of p38 pathway, ROCK-1, α-actinin,

Bax, Bcl-2, caspase-9, 8, and 3 were analyzed with western blot. As a result, p38 pathway was inhibited in 55 and

90 Hz while ROCK-1 and α-actinin were expressed in 20 Hz. Caspase-3, a terminal apoptotic factor, was activated

in 20 Hz via extrinsic pathway rather than intrinsic pathway. Results suggest that various frequencies of vibration

can inhibit adipogenesis via different pathways which sheds light on future mechanotransduction applications of vibra-

tion for the treatment of obesity.

Key words: 3T3-L1 preadipocyte, Vibration, Mechanotransduction, Cytoskeleton, Apoptosis

I. 서 론

세포에 도달한 물리적 자극은 mechanotransduction을

통해 생화학적 신호로 전환되어 세포의 활성을 조절한다[1].

이 때, mechanotransduction은 물리적 수용체나 채널을

통한 신호 전달 경로(signaling pathway) 뿐만 아니라 세

포외골격을 통한 에너지의 직접적인 전달에 의해서도 이루

어진다[2]. 따라서 물리적 자극을 통한 조절은 화학적 자극에

비해 세포의 반응을 즉각적으로 유도할 수 있다는 장점이 있다.

Mechanotransduction에 관여하는 신호 전달 경로로

extracellular signal-regulated kinase (ERK), cyclooxygenase-

2(COX-2), SMAD family member 2(Smad2), 그리고 p38

mitogen-activated protein kinases (p38)이 있으며[3-5],

세포외골격을 통한 물리적 자극의 전달은 주로 integrin과

F-actin이 α-actinin으로 연결된 국소 접착(focal adhesion)에

의해 이루어진다[2]. 국소 접착의 발달은 세포의 분화를 조

절하는 것으로 알려져 있으며[6], rho-associated protein

kinase-1 (ROCK-1)에 의해 조절된다[7].

조직의 mechanotransduction을 유도하기 위한 물리적

자극으로는 크게 압축(compression), 인장(stretch), 그리고
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진동(vibration) 등이 있으며[3,5], 특히 진동 자극은 비침

습적일 뿐만 아니라 부상의 염려가 적기 때문에 in vivo 실

험에서도 활발히 연구 중에 있다[8]. 세포 및 조직에 진동을 부

여할 때 고려되는 주요 변수로 진폭, 진동 가속도, 그리고

주파수 등이 있다[9-12]. 진폭과 진동 가속도는 진동 모터에 가

해지는 힘의 세기를 의미하므로, 진동 모터의 입력 전압으로

대체되어 표현되기도 한다[9,10]. 주파수는 매질을 통해 힘

이 전달되는 횟수를 의미하며, 물리적 힘에 의한 세포막의

변형에 의해 mechanotransduction이 유도되므로 주파수는

mechanotransduction을 조절하는 주요 변수라 할 수 있

다[2,13].

이전 진동 자극 연구들은 뼈나 근육 등 근골격계 조직의

반응을 중심으로 분석되어 왔다[14]. 그러나 지방 세포 또

한 물리적 자극에 반응하는 세포라는 것이 발견되면서 지방

세포 및 조직을 대상으로 한 물리적 자극 연구가 이루어지

고 있으며, 특히 비만 치료와 접목하여 지방 조직의 지질 분

해를 촉진시키거나 형질을 변화시키기 위한 노력이 진행 중

이다[3,15]. 진동 자극이 지방 생성 억제와 백색 지방의 갈

변화 유도에 긍정적인 영향을 준다는 사실은 in vitro와 in vivo

실험을 통해서 어느 정도 연구가 이루어졌다[10,16,17]. 예를

들어, 3T3-L1 세포를 이용한 in vitro 연구에서는 20~30 Hz의

진동이 세포의 증식과 분화를 억제하였으며[10], 쥐를 이용

한 in vivo 연구에서는 각각 25, 32 Hz의 진동에서 백색

지방의 갈변화와[17] 운동 효과 모방을 통한 혈당 완화가 보

고되었다[16]. 

기존의 물리적 자극을 통한 지방 세포의 거동은 위에서

언급한 mechanotransduction 경로나 CCAAT-enhancer-

binding proteins (CEBPs)와 같은 지방 생성에 직접적으로

관여하는 인자들을 중심으로 분석하였다[8,10,11,18]. 그러나

지방 생성은 다양한 경로를 통하여 조절되며 실제 지방 조

직은 종류에 따라 특성, 위치, 분포가 다르므로, 지방 생성

억제를 위한 진동 자극의 효율을 높이기 위하여 관련된 다른

기전들을 다양한 주파수에 대해 규명하고 활용할 필요가 있

다. 예를 들어 지방 조직에 존재하는 미분화 세포들은 세포

외기질(extracellular matrix)의 강성(stiffness)이 높아질

수록, 국소 접착이 발달할수록 지방 생성이 억제되며, 물리

적 민감성(mechanosensitivity) 또한 향상되어 물리적 자

극의 영향을 크게 받는다[2,6,7].

세포 예정사(programmed cell death)의 일종인 apoptosis

또한 지방 생성을 억제하는데 기여할 수 있으며[19,20], 진

동과 지방 세포의 apoptosis 간의 관계는 아직 밝혀지지 않았

다. Apoptosis는 세포 괴사(necrosis)와는 구분되는 기전으로서,

불필요한 세포 및 조직을 안전하게 제거한다. Apoptosis 관련

인자로 내인성 경로를 조절하는 B-cell lymphoma 2 (Bcl-2),

Bcl-2-associated X protein (Bax), caspase-9과 외인성

경로를 조절하는 caspase-8, 그리고 최종 인자인 caspase-3이

있다. 내인성 경로는 미토콘드리아에 의해 조절되는 반면, 외인

성 경로는 세포막 수용체에 의해 조절된다[21].

본 연구에서는 진동 자극에 의한 지방전구세포의 지방 생성

억제 효과를 세포외골격과 apoptosis 인자의 발현을 통하여 분

석하였다. 기존의 연구들에서 다루었던 MAPK pathway인

p38과 함께, 세포외골격 인자인 ROCK-1, α-actinin, 그리고

apoptosis 인자인 Bax/Bcl-2 ratio와 caspase family 등

지방 세포의 진동 연구에서 아직 연구되지 않은 인자들의 발

현이 주파수에 따라 어떻게 변화하는지 분석하였다(그림 1).

II. 연구 방법

1. 세포 배양 및 진동 부여

세포는 mouse-derived 3T3-L1 지방전구세포(Korean Cell

Line Bank, Korea)를 사용하였으며, 계대 배양은 1 주일에 한

번, 포화도(confluence)가 80%일 때 실시하였다. 사용한 배

지는 Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM, Lonza,

USA)에 calf serum (CS, Gibco, USA) 5%, penicillin/

streptomycin (Lonza) 1%를 혼합하여 사용하였다. 세포 배

양에 사용된 모든 용액은 사용 전 water bath를 이용하여

37 oC로 맞춰 사용하였다. 세포 배양기는 온도 37 oC에 이

산화탄소 농도 5%로 고정하였다. 세포의 포화도가 80%일 때,

1 일에 1 시간씩 총 3 일간 진동 자극을 부여하였다. 

진동 장치는 UNO R3 Arduino microcontroller와 진동

모터 모듈(Alink, Korea)로 설계하였다. 소스 코드는 Arduino

IDE 프로그램을 이용하여 입력하였으며, 펄스 폭 변조(PWM)

신호를 이용하여 모터의 주파수 및 DC 전압을 제어하였다.

진동 수 조건은 20, 55, 90 Hz로 설정하였으며, 진폭을 고

정하기 위해 피크 전압을 1 V로 설정하였다(그림 1). 주파수

및 진폭 조건은 지방세포 또는 그 전구체에 진동이 가해진

연구를 참조하여 결정하였다[9,10,12]. 진동 부여 실험은 통

계적 분석을 위해 서로 다른 세포들로 3 회 이상 반복하였다.

2. Western blot

진동 자극이 모두 종료된 3 일차 때 세포를 수확하여 단

백질을 추출한 뒤, BCA assay kit을 이용하여 단백질 농

도를 측정하였다. SDS-PAGE는 acrylamide/bis의 농도를

running gel 9%, stacking gel 5%로 설정하였으며, 80 V의

전압으로 2 시간 동안 전기 영동을 실시하였다. 전기영동 후,

100 V의 전압에서 50 분 동안 단백질을 PVDF membrane

으로 transfer한 후 shaker를 이용, membrane을 1 시간

동안 5% skim milk로 blocking 하였다. 그 후 membrane을

1차 항체에 하룻밤 동안, 2 차 항체에 1 시간 동안 배양하였다.

1차 항체는 BSA에 1:1000의 비율로 희석하여 사용하였으
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며, ROCK-1 (1:1000) (sc-17794, Santa Cruz Biotechnology,

USA), α-actinin (1:1000) (sc-17829, Santa Cruz Biotechnology),

p38 (1:1000) (sc-7972, Santa Cruz Biotechnology), p-p38

(1:1000) (sc-166182, Santa Cruz Biotechnology), Bax (1:1000)

(sc-7480, Santa Cruz Biotechnology), Bcl-2 (1:1000)

(sc-7382, Santa Cruz Biotechnology), caspase-9 (1:1000)

(9508, Cell Signaling Technology, USA), caspase-8 (1:1000)

(4927, Cell Signaling Technology), caspase-3 (1:1000)

(9662, Cell Signaling Technology), 그리고 GAPDH (1:1000)

(sc-25778, Santa Cruz Biotechnology) 등이 실험에 사용

되었다. 2차 항체는 5% skim milk에 1:5000의 비율로 희

석하여 사용하였다. 처리의 각 과정 사이에는 TBS-T 용액을

사용하여 10분씩 네 번, 총 40분 간 membrane을 shaker로

세척하였다.

3. 통계분석

감광하여 필름에 검출된 밴드는 Image J (National Institutes

of Health, USA) 프로그램을 이용하여 밴드의 밝기를 측정 후,

Graphpad Prism 5 (Graphpad Software, USA) 프로그

램을 이용하여 그래프를 산출한 후 one-way ANOVA를 수

행하였다. 결과 값은 평균 ± 표준오차(SEM)로 표현하였고, 사후

검정은 Tukey’s test를 사용하였다. 유의 수준은 0.05로 설

정하였다. 

III. 연구 결과

지방전구세포의 mechanotransduction 경로 중 하나인

p38 pathway가 진동 자극에 어떻게 반응하여 발현되는지

확인하였다(그림 2). 실험 결과, p-p38/p38 발현 비가 주파수가

그림 1. (a) Arduino microcontroller와 진동 모터 모듈을 이용하여 직접 제작한 진동 장치. DC 전압은 pulse-width modulation (PWM)

을 이용하여 1 V로 고정하였으며, 주파수는 1 초 당 진동 신호의 on/off 전환 횟수를 조절하여 설정하였다. (b) 진동 자극 실험의 모식도와 실험 과정.

Fig. 1. (a) Custom-designed vibration device comprising Arduino microcontroller and vibration motor module. DC voltage

was set to 1 V for amplitude fixation by modulating duty ratio of pulse-width modulation (PWM). Frequency was set by

adjusting the number of on/off switching of the vibration signal per second. (b) Schematic diagram of vibration experiment

on preadipocytes and its procedure.
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증가함에 따라 감소하였는데, 대조군과 대비하여 20 Hz에

서는 큰 변화가 없었던 반면, 55 Hz에서 약 20%, 90 Hz에서

40% 발현이 감소하였다.

다음으로 세포외골격의 진동 자극에 의한 발현 여부를 확

인하기 위하여 ROCK-1과 α-actinin의 발현을 분석하였다

(그림 3). 실험 결과, ROCK-1의 발현은 대조군 대비 20 Hz

에서 70%, 55 Hz에서 30% 증가한 반면 90 Hz에서는 40%

감소하였다. α-actinin 또한 20 Hz에서 ROCK-1과 일치하는

결과를 보였는데, 대조군 대비 20 Hz에서 90% 증가하였다.

단, 55 Hz와 90 Hz에서는 뚜렷한 변화를 보이지 않았다. 

마지막으로, 지방전구세포의 apoptosis 관련 인자들의 발

현이 진동 자극의 영향을 받는지 확인하였다(그림 4). 그 결과

Bax/Bcl-2 발현비는 대조군에 비해 90 Hz에서 30% 감소

하였다. 그러나 cleaved caspase-9의 발현 비율은 주파수

조건이 높아짐에 따라 증가하여, 20, 55 Hz에서 40%, 90 Hz에

서 70% 증가하였다. Cleaved caspase-8의 발현 비율은 20 Hz

에서 약 70% 증가하였으며, 이와 유사하게 cleaved caspase-

3의 발현 비율은 20 Hz에서 50% 증가하였다.

IV. 고찰 및 결론

주파수, 진폭, 진동가속도, 그리고 지속시간은 세포나 조

직에 적용되는 진동 연구에서 고려해야 할 주요 변수들이다.

지방세포 또는 그 전구체를 사용한 선행 연구에서, 일반적

그림 2. 진동을 3T3-L1 세포에 20, 55, 그리고 90 Hz로 1 일에 1

시간씩 총 3 일간 부여한 뒤 western blot으로 측정한 p38 pathway

의 활성. (a) western blot 밴드, (b) p38 대비 p-p38의 발현 비율

변화. (n=3, **p<0.01 vs control)

Fig. 2. The expression of p38 pathway in 3T3-L1 after vibration

with frequencies of 20, 55, and 90 Hz. (a) Bands of western

blot analysis, (b) Measured expression of p-p38 compared to

p38. (n=3, **p<0.01 vs control)

그림 3. 진동을 3T3-L1 세포에 20, 55, 그리고 90 Hz로 1 일에 1 시간씩 총 3 일간 부여한 뒤 western blot으로 측정한 세포외골격 단백

질의 활성. (a) western blot 밴드, (b) ROCK-1과 α-actinin의 발현 변화. (n=3, *p<0.05, **p<0.01, vs control, #p<0.05, ##p<0.01

vs 20 Hz, &p<0.05 vs 55 Hz)

Fig. 3. The expression of cytoskeletal proteins in 3T3-L1 after vibration with frequencies of 20, 55, and 90 Hz. (a) Bands of

western blot analysis, (b) Measured expression of ROCK-1 and α-actinin. (n=3, *p<0.05, **p<0.01 vs control, #p<0.05,
##
p<0.01 vs 20 Hz, &p<0.05 vs 55 Hz)
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으로 진동의 지속시간이 증가함에 따라 기대 효과 또한 비

례하게 증가하였다[16-18]. 그러나 주파수와 진폭 등을 포

함한 다른 변수는 기대 효과와 비례하지 않았으며, 특히 적

용된 세포의 종류에 따라서 진동의 효과는 다르게 나타났다.

3T3-L1을 이용한 연구에서는 1 g 이하의 약한 가속도를 갖는

아음속 진동을 주파수 별로 세포에 부여하였을 때, 20과 30 Hz

의 주파수는 세포의 증식을 억제하고 지방 생성을 촉진한 반면,

40과 45 Hz의 주파수에서는 해당 효과가 나타나지 않았다[10].

또한, 지방전구세포가 아닌 골수줄기세포(bone marrow stem

cell)를 사용한 연구에서는 40 Hz의 아음속 진동이 지방 생성을

그림 4. 진동을 3T3-L1 세포에 20, 55, 그리고 90 Hz로 1 일에 1 시간씩 총 3 일간 부여한 뒤 western blot으로 측정한 apoptosis 관련

인자들의 활성. (a) western blot 밴드, (b) Bcl-2 대비 Bax의 발현 비율의 변화와 caspase family의 pro form 대비 cleaved form의 발

현 비율 변화. (n=3, *p<0.05, **p<0.01 vs control) 

Fig. 4. The expression of apoptotic pathways in 3T3-L1 after vibration with frequencies of 20, 55, and 90 Hz. (a) Bands of

western blot analysis, (b) Measured relative expression of Bax/Bcl-2, caspase-9, caspase-8, and caspase-3. (n=3, *p<0.05,

**p<0.01 vs control)
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촉진하였다[11]. 지방줄기세포(adipose stem cell)를 사용한

연구에서는 진동의 가속도가 1 g 이상, 주파수가 50, 100 Hz

일 때, 지방 생성을 억제함과 동시에 골생성(osteogenesis)을

촉진하였다[18].

주파수나 진폭에 대한 지방세포의 반응 연구는 최종적으로

진동이 인체 모델에 적용될 것을 고려하면 매우 중요하다.

진동은 매질을 통과하면서 감쇠가 일어나 주파수와 진폭이

감소한다는 특징이 있으며, 이를 in vivo에 적용할 때, 지

방 조직이 신체의 심부에 가까울수록 주파수의 초기 조건보다

낮은 주파수가 적용된다[5,22]. 예를 들어 외부에서 진동을

가해줄 때, 피하 지방 조직(subcutaneous adipose tissue)은 외

부의 진동과 거의 같은 조건의 자극을 받지만, 내장 지방 조

직(visceral adipose tissue)은 진동이 발생하는 지점에서

떨어져 있기 때문에 초기 주파수보다 낮은 주파수의 영향을

받는다. 실제로 운동을 통한 갈변화 유도에서, 피하 지방 조

직과 내장 지방 조직의 결과가 다르게 나타나는 것으로 알

려져 있다[23]. 따라서 in vitro 실험을 통해 진동의 주파수, 진

폭과 지방세포 간의 상관관계를 밝힌다면 in vivo와 같이

복잡한 환경에서 진동의 영향을 조절하거나 해석할 때 유용

할 것이다.

본 실험에서는 진동에 의한 mechanotransduction 경로의

변화를 확인하기 위하여 p38의 발현을 분석하였다. 일반적

으로, ERK, COX-2, 그리고 Smad2 등의 인자들은 지방세포

내에서 물리적 자극에 의하여 활성화되어 지방 생성을 억제

하는 것으로 알려져 있다[3-5]. 그러나 p38은 다른 인자들

과는 달리 물리적 자극 중 하나인 진동에 의해 억제되었다.

p38 pathway는 mitogen-activated protein kinase의 일

종으로, 여러 종류의 세포 내에서 세포 분화를 조절하며, 지

방세포[8], 중간엽 줄기세포(mesenchymal stem cell)[12],

그리고 골수줄기세포에서[11] 지방 생성에 관여하는 것으로

알려져 있다. 따라서 본 결과는 p38 pathway 또한 진동 자극이

지방전구세포의 지방 생성을 억제하는 mechanotransduction

경로 중 하나임을 의미한다. 그러나 골수줄기세포를 이용한

진동 실험에서는 p38이 오히려 활성화되어 지방 생성을 촉

진하였다. 이를 통해 진동에 의한 지방 생성의 억제는 여러

경로를 통하여 이루어질 뿐만 아니라 세포의 종류에 따라

그 반응이 달라진다는 것을 알 수 있다[11]. 

ROCK-1과 α-actinin은 20, 55 Hz의 상대적으로 낮은

주파수에서 발현이 증가하였다. ROCK-1은 국소 접착을 제

공하기 위해 세포외골격의 형성을 조절하는 것으로 알려져 있

으며, 이는 지방 생성을 억제하는 역할을 한다[7]. α-actinin은

국소 접착을 구성하는 integrin과 F-actin 사이를 연결하며, 세

포외기질에서 핵까지 물리적 자극을 전달하는데 기여한다

[7,24]. p38의 결과와 선행 연구들은 높은 주파수에서 지방

세포의 지방 생성이 억제된 것으로 나타났으나[10,18], 국소 접

착의 역할을 고려해보았을 때, 낮은 주파수를 부여함으로써 지방

생성 억제와 지방 조직의 물리적 민감성(mechanosensitivity)

향상을 기대할 수 있다. 이는 낮은 주파수의 진동을 장기간

부여함으로써 지방 세포 및 조직의 물리적 특성을 조절하여

물리적 자극의 지방 생성 억제 효과를 향상시킬 수 있음을

의미한다. 최근 비만 치료 연구 동향은 갈변화 연구와 같이

조직의 변형을 통해 근본적인 체질을 개선하려는 방향으로

이루어지고 있으므로[25], 진동을 통한 지방 조직의 물리적

민감성(mechanosensitivity) 변화를 in vivo 모델에서 분

석한다면 새로운 비만 치료 방법을 제안할 수 있을 것이다.

Apoptosis 관련 인자들 또한 진동에 영향을 받았다. 미토

콘드리아를 통한 내인성 apoptosis의 활성화를 나타내는

Bax/Bcl-2 발현비는 진동에 의하여 감소한 반면, cleaved

caspase-9의 발현 비율은 증가하여, 결과가 서로 일치하지

않았다. 외인성 apoptosis의 활성화를 나타내는 caspase-8과

apoptosis의 최종 인자인 caspase-3의 cleavage 비율은 진

동에 의하여 증가하였으며, 그 양상이 동일하게 나타났다.

이는 진동이 외인성 경로를 통해 지방전구세포의 apoptosis를

유발한 것으로 볼 수 있다[21]. 선행 연구에 따르면, apoptosis는

지방 생성 억제나 지방 조직의 갈변화와 연관이 있으며, 비만

치료의 방법 중 하나로 고려되고 있다[19,20]. 앞에서 언급

한 세포외골격 인자의 결과와 비교해 보았을 때, 낮은 주파

수의 진동은 기존에 알려진 것과는 다른 경로를 통하여 지방

생성 억제에 기여하는 것으로 사료된다.

결론적으로, 높은 주파수 조건에서는 지방전구세포의 p38

pathway가 억제되었고, 낮은 주파수 조건에서는 세포외골

격의 발달과 외인성 apoptosis 인자의 발현이 유도되었다

그림 5. 주파수 조건에 따른 진동의 지방생성 억제 경로를 나타낸 모식도

Fig. 5. Schematic diagram of pathways for anti-adipogenesis induced by varied frequency vibration
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(그림 5). 이 결과는 다양한 주파수 조건의 진동이 여러 경

로를 통해 지방전구세포의 지방 생성 억제를 유도할 수 있

으며, 원하는 기전을 위하여 주파수를 조절할 수 있음을 의

미한다. 인체 모델에 대한 진동의 지방 생성 억제 효과를 조

절하고 분석하기 위하여, 더욱 다양한 조건의 in vitro 실

험이 진행되어야 한다.
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