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ABSTRACT
Purpose: This study investigated the effects of water-soluble mulberry leaf extract (ME) on 
hepatic lipid accumulation in high-fat diet-fed rats via the regulation of hepatic microRNA 
(miR)-221/222 and inflammation.
Methods: Male Sprague-Dawley rats (4 weeks old) were randomly divided into 3 groups (n = 
7 each) and fed with 10 kcal% low-fat diet (LF), 45 kcal% high-fat diet (HF), or HF + 0.8% ME 
for 14 weeks. Lipid profiles and cytokine levels of the liver and serum were measured using 
commercial enzymatic colorimetric and enzyme-linked immunosorbent assay, respectively. 
The messenger RNA (mRNA) and miR levels in liver tissue were assayed by real-time 
quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction.
Results: Supplementation of ME reduces body weight and improves the liver and serum lipid 
profiles as compared to the HF group. The mRNA levels of hepatic peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma, sterol regulatory element binding protein-1c, fatty acid synthase, 
and fatty acid translocase, which are genes involved in lipid metabolism, were significantly 
downregulated in the ME group compared to the HF group. In contrast, the mRNA level of 
hepatic carnitine palmitoyl transferase-1 (involved in fatty acid oxidation) was upregulated 
by ME supplementation. Furthermore, administration of ME significantly downregulated 
the mRNA levels of inflammatory mediators such as hepatic tumor necrosis factor alpha 
(TNF-α), interleukin 6 (IL-6), monocyte chemoattractant protein-1, and inducible nitric oxide 
synthase. The serum levels of TNF-α, IL-6, and nitric oxide were also significantly reduced 
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in ME group compared to the HF group. Expression of hepatic miR-221 and miR-222, which 
increase in the inflammatory state of the liver, were also significantly inhibited in the ME 
group compared to the HF group.
Conclusion: These results indicate that ME has the potential to improve hepatic lipid 
accumulation in high-fat diet-fed rats via modulation of inflammatory mediators and hepatic 
miR-221/222 expressions.

Keywords: Morus; non-alcoholic fatty liver disease; microRNAs; inflammation;  
lipid metabolism

서론

비알코올성 지방간 질환 (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)은 세계적으로 가장 흔한 만
성 간 질환으로 비만 및 제2형 당뇨병과 밀접한 관련이 있다고 알려져 있으며 실제로 비만 및 

제2형 당뇨병 환자의 약 2/3가 지방간을 나타낸다 [1,2]. NAFLD는 지방이 비정상적으로 축적
되는 단순 지방증에서 지방간염, 간경변증에 이르기까지 질환의 범위가 광범위하다 [3]. 비
만은 간 내에 지방 합성과 유리지방산 (free fatty acid, FFA) 흡수가 증가하여 과도하게 지질이 

축적되는 NAFLD의 원인이 된다 [4]. 간에서 지방 생합성은 peroxisome proliferator-activated 

receptor-gamma (PPAR-γ), sterol regulatory element binding protein-1c (SREBP-1c)와 fatty acid 

synthase (FAS) 등이 관여하며, 간세포로의 FFA 흡수는 막수용체인 fatty acid translocase (FAT/

CD36)에 의해 촉진된다 [5-7]. 간세포 내 미토콘드리아 지방산 β-산화는 carnitine palmitoyl 

transferase-1 (CPT-1)에 의해 지방대사 균형을 유지한다 [8].

NAFLD는 간 지질 독성 및 산화 스트레스로 인한 간세포 손상을 유발할 수 있으며 이는 염
증 경로를 활성화할 수 있다 [9]. 염증상태에서 전염증성 사이토카인 tumor necrosis factor 

alpha (TNF-α)와 interleukin 6 (IL-6)는 간과 혈액에서 증가하는 반면 이들 사이토카인을 억
제하면 NAFLD를 개선시키는 것으로 나타났다 [10]. 또한, 간에서 TNF-α, IL-6와 monocyte 

chemoattractant protein-1 (MCP-1)의 증가는 비알콜성 지방간염 발병에 기여한다 [11]. 유도성 

산화질소 합성효소 (inducible nitric oxide synthase, iNOS)는 아미노산 L-arginine로부터 산화
질소 (nitric oxide, NO)를 생성하는 핵심 효소 중 하나로 염증 및 감염 상태에서 중요한 역할
을 한다 [12]. 특히 iNOS에 의해 생성되는 다량의 NO는 간 섬유증을 비롯한 많은 간 질환의 발
병에 관여한다 [13].

MicroRNA (miR)는 약 20–22개의 염기로 이루어진 RNA로 유전자 발현을 제어하는 전사 후 

조절 인자이며 miR이 간 질환에 관여한다는 것은 이미 보고되었다 [14,15]. miR-221은 간의 

종양 발생 과정에 관여하며 miR-221/222는 간 섬유화를 촉진시킨다 [14,15]. 반면 miR-221/222

을 인위적으로 억제시키면 간 지방증과 간 섬유화를 감소시킨다 [16]. 따라서 miR-221/222는 

NAFLD의 치료를 위한 잠재적인 바이오 마커로서 사용할 수 있다.

뽕나무 (Morus alba L.)는 한국을 비롯하여 일본 및 중국 등 동아시아를 중심으로 널리 

분포하고 있으며 뽕나무 잎 (mulberry leaf )은 오래 전부터 전통적인 약용식물로서 기침, 

발열, 인후통, 눈의 통증 및 현기증 치료제로 사용되어 왔다 [17]. 특히 뽕나무 잎은 caffeic 

acid, quercetin, chlorogenic acid 및 kaempferol과 같은 폴리페놀 성분을 풍부하게 함유하고 
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있으며 뽕나무 잎의 추출물은 항당뇨병, 항동맥경화, 항암, 항박테리아, 항산화 및 항염 

작용 등 다양한 생리활성 효과들이 알려져 있다 [18,19]. 최근 우리는 고콜레스테롤을 섭취한 

쥐에서 뽕나무 잎의 초고압 (high hydrostatic pressure) 추출물이 간의 miR-33 발현 및 AMP-

activated protein kinase (AMPK) 활성 조절을 통한 항 콜레스테롤 효과가 있음을 보고하였다 

[20]. 그러나 고지방식이를 섭취한 쥐에서 수용성 뽕나무 잎 추출물 (water-soluble mulberry 

leaf extract, ME)과 간의 miR-221/222 조절에 관한 연구는 아직까지 보고된 바 없다. 따라서, 

본 연구에서는 고지방식이를 급여한 쥐에서 ME의 간 지질 축적억제 효과를 조사하고 간과 

혈청에서 지질대사와 염증조절에 관여하는 매개 인자들과 miR-221/222 발현을 분석하였다.

연구방법

뽕나무 잎 추출물 준비
ME는 5월에 수확한 뽕나무 잎 (Sangju, Korea)을 사용하여 추출하였으며 이것은 한국식품연
구원 (Wanju, Korea)으로 부터 제공받았다. 뽕나무 잎은 분쇄한 다음 물과 혼합하여 50°C에서 

4시간 동안 환류 추출한 후 여과하여 얻은 추출액을 동결건조하여 사용하였다. ME에 포함된 

페놀성 화합물은 이전에 설명된 ultra-performance liquid chromatography (UPLC) 방법 [20]으
로 분석하였으며 값들은 시료 100 g당 mg으로 나타내었다.

실험동물 사육 및 식이
실험동물은 생후 3주령의 수컷 Sprague-Dawley 계열 쥐 (Doo Yeol Biotech, Seoul, Korea)를 일
정한 온도 (22 ± 2°C)와 습도 (55 ± 5%)가 유지되는 동물 사육실에서 1주일 동안 적응시켰다. 

실험동물들은 7마리씩 3개의 군으로 나누어 10 kcal% 저지방식이 (low-fat diet, LF), 45 kcal% 

고지방식이 (high-fat diet, HF), HF + 0.8% ME를 첨가한 식이를 조제하여 14주 동안 자유 급
식하게 하였으며 식이조성은 Table 1과 같다. 모든 실험 절차는 이화여자대학교 동물실험윤
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Table 1. Experimental diet composition (unit: g/kg diet)
Component LF HF ME
Casein 189.57 233.07 233.07
Sucrose 163.79 201.38 201.38
Maltodextrin 71.09 116.54 116.54
Corn starch 428.63 84.84 76.84
Cellulose 47.39 58.27 58.27
Soybean oil 23.70 29.13 29.13
Lard 18.96 206.85 206.85
Potassium citrate 15.64 19.23 19.23
Dicalcium phosphate 12.32 15.15 15.15
Mineral mix (AIN-93G) 9.48 11.65 11.65
Vitamin mix (AIN-93G) 9.48 11.65 11.65
Calcium carbonate 5.21 6.41 6.41
L-cystine 2.84 3.50 3.50
Choline bitartrate 1.90 2.33 2.33
Mulberry leaf extract (ME) - - 8.0
Total 1,000 1,000 1,000
Energy density (kcal/g) 3.6 4.6 4.6
Carbohydrates % (kcal) 70 35 35
Protein % (kcal) 20 20 20
Fat % (kcal) 10 45 45
Experimental diets were formulated based on D12450H (LF) and D12451 (HF) diet composition (research diets).
LF, 10 kcal% low-fat diet; HF, 45 kcal% high-fat diet; ME, HF + 0.8% water-soluble mulberry leaf extract.



리위원회 (Institutional Animal Care and Use Committee, IACUC)의 승인을 받아 수행하였다 

(IACUC No. 17-057).

혈액과 간의 지질 지표 분석
혈청의 중성지방 (triglyceride, TG), 총 콜레스테롤 (total cholesterol, TC)과 HDL-콜레스테롤 

(high-density lipoprotein-cholesterol, HDL-C) 농도는 효소비색법을 이용한 상업용 분석 kit 

(Embiel, Gunpo, Korea)를 이용하여 분석하였다. LDL-콜레스테롤 (low-density lipoprotein-

cholesterol, LDL-C) 농도는 Friedewald의 공식을 이용하여 구하였다 [21]. 혈청 유리지방산 

(FFA) 농도는 상업용 분석 kit (Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan)의 제조회사 지침에 따라 

분석하였다. 간의 총 지질은 시료 0.5g을 chloroform:methanol (2:1, v/v) 혼합용매로 사용하여 

Bligh와 Dyer의 방법에 따라 추출하였다 [22]. 간의 TG와 TC 함량은 추출한 간 지질에서 

효소비색법을 이용한 상업용 분석 kit (Embiel)를 이용하여 분석하였다.

효소면역분석 및 산화질소 측정
혈청 TNF-α와 IL-6 농도는 효소면역분석 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit 

(BioLegend, San Diego, CA, USA)를 사용하여 제조사의 지침에 따라 분석하였다. 혈청 

산화질소 (NO) 생성은 Griess reagent kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 

사용하여 분석하였다. 각각의 흡광도는 Varioskan plate reader (Thermo Fisher Scientific)를 

이용하여 측정하였다.

Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)
간 조직의 총 RNA는 RiboEx 시약 (GeneAll Biotechnology, Seoul, Korea)을 사용하여 

추출하였고 분리한 RNA는 Nano drop 1000 (Thermo Fisher Scientific)을 이용하여 정량하였다. 

Messenger RNA (mRNA) 수준은 M-MLV reverse transcriptase (Bioneer, Daejeon, Korea)를 

사용하여 complementary DNA (cDNA)를 합성한 후 2X SYBR Green PCR Master Mix (Bioneer)

를 이용하여 증폭시킨다음 측정하였다. RT-qPCR 증폭은 Rotor-Gene Q (QIAGEN, Hilden, 

Germany)에서 수행하였다. 사용된 primers의 염기서열은 Table 2와 같다. mRNA 발현에 대한 

상대적인 정량은 β-actin으로 표준화하고 delta-delta Ct 방법을 이용하여 분석하였다 [23].

miR 수준을 분석하기위해 miRNA cDNA는 miRNA cDNA Synthesis Kit with Poly (A) 

Polymerase Tailing (ABM Inc., Richmond, BC, Canada)을 사용하여 합성하였다. qRT-PCR 

증폭은 EvaGreen miRNA Master Mix (ABM Inc.)를 혼합한 후 Rotor-Gene Q (QIAGEN)에서 

수행하였다. miR 발현은 miR-221/222 및 RNU6의 specific primers (ABM Inc.)를 사용하여 

정량 하였다. miR-221/222 발현 수준은 RNU6 snRNA로 표준화하고 delta-delta Ct 방법을 

사용하여 분석하였다 [24].

통계 분석
본 연구의 실험결과들은 SPSS 25.0 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA)을 이용하여 분석하
였다. 실험군의 평균 (mean)과 표준오차 (SEM)로 나타내었고 실험군 간 (LF, HF, ME)의 유의
미한 차이는 일원배치 분산분석 (1-way analysis of variance)을 한 후 Tukey’s multiple range test

에 의하여 p < 0.05 수준에서 유의성을 검증하였다. ME의 플라보놀 함량은 3회 반복 측정한 

평균값과 표준편차로 나타내었다.
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결과

페놀성 화합물 함량
ME의 페놀성 화합물은 UPLC 방법으로 분석하였으며 (Fig. 1) 정량 분석 결과는 Table 3과 

같다. ME로부터 발견된 플라보놀은 quercetin 3-O-rutinoside (rutin), quercetin 3-O-glucoside 

(isoquercitrin), quercetin 3-O-(6''-O-malonyl) glucoside, kaempferol 3-O-rutinoside (nicotiflorin), 

quercetin 3-O-(2''-O-malonyl) glucoside (morkotin), kaempferol 3-O-glucoside (astragalin), and 

kaempferol 3-O-(6''-O-malonyl) glucoside 등을 포함하고 있으며 총 플라보놀 함량은 42.98 ± 

1.05 mg/100 g으로 나타났다.
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Table 2. Primers used for qRT-PCR
Name GeneBank No. Primer sequence (5′-3′)
β-actin NM_0311440 F: GGCACCACACTTTCTACAAT

R: AGGTCTCAAACATGATCTGG
CPT1 NM_031559 F: TCGGCAGACCTATTTTGCAC

R: ATTTGGCGTAGCTGTCGATG
FAS NM_017332 F: GCAGCAGCATGATGTAGCAC

R: AGTTGCACACCACAAGGTCA
FAT/CD36 NM_031561 F: CCTGTGAGTTGGCAAGAAGC

R: TCGGCAGACCTATTTTGCAC
IL-6 NM_012589 F: ATAGTCCTTCCTACCCCAAC

R: TGCCGAGTAGACCTCATAGT
iNOS NM_012611 F: TCCTGCCACCTTGGAGTTCA

R: TGGTCACCTCCAGCACAAGA
MCP-1 NM_031530 F: ACTCACCTGCTGCTACTCAT

R: CTACAGCTTCTTTGGGACAC
PPAR-γ NM_001145366 F: TGTGGGGATAAAGCATCAGG

R: CAAGGCACTTCTGAAACCGA
SREBP-1c AF286470 F: AGGAGGCCATCTTGTTGCTT

R: GTTTTGACCCTTAGGGCAGC
TNF-α NM_012675 F: CCCCTTTATCGTCTACTCCT

R: ACTACTTCAGCGTCTCGTGT
qRT-PCR, quantitative real-time polymerase chain reaction; CPT1, carnitine palmitoyl transferase 1; FAS, fatty 
acid synthase; FAT/CD36, fatty acid translocase; IL-6, interleukin-6; iNOS, inducible nitric oxide synthase; MCP-1, 
monocyte chemoattractant protein 1; PPAR-γ, peroxisome proliferator-activated receptor-gamma; SREBP-1c, 
sterol regulatory element binding protein-1c; TNF-α, tumor necrosis factor alpha.
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Fig. 1. UPLC chromatogram of flavonols found from ME. 
Peak 1, quercetin 3-O-rutinoside (rutin); Peak 2, quercetin 3-O-glucoside (isoquercitrin); Peak 3, quercetin 3-O-(6''-O-malonyl) glucoside; Peak 4, kaempferol 
3-O-rutinoside (nicotiflorin); Peak 5, quercetin 3-O-(2''-O-malonyl) glucoside (morkotin), kaempferol 3-O-glucoside (astragalin); Peak 6, kaempferol 3-O-(6''-O-
malonyl) glucoside. 
ISTD, internal standard; UPLC, ultra-performance liquid chromatography; ME, water-soluble mulberry leaf extract.



체중 변화, 식이 및 에너지 섭취량
LF, HF 및 ME 식이를 14주간 섭취한 실험동물의 체중 변화, 식이 및 에너지 섭취량 등은 Table 4

와 같다. 체중 증가와 부고환 지방 무게는 LF 군에 비해 HF 군에서 각각 1.25배와 1.69배 유의
적으로 증가하였으며 ME 군에서는 HF 군에 비해 각각 11.0%와 25.2% 유의적으로 줄었다. 식
이 섭취량은 LF 군에 비해 HF 군과 ME 군에서 유의적으로 낮았으며, 에너지 섭취량은 LF 군
에 비해 HF 군과 ME 군에서 유의적으로 높았다. 반면 에너지 효율과 간 무게는 실험군 간에 

유의적인 차이가 없었다.

혈청과 간의 지질 농도
실험군간 혈청과 간의 지질 농도는 Table 5와 같다. HF 군은 LF 군에 비해 혈청의 TC 및 LDL-C 

농도가 유의적으로 높았으며 TG 농도는 통계적 유의성이 없었으나 증가하는 경향을 나타내
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Table 4. Effects of ME on body weight and food intake
Variable LF HF ME
Initial body weight (g) 57.41 ± 14.74 57.01 ± 7.29 58.38 ± 2.76
Final body weight (g) 468.68 ± 14.74c 573.41 ± 7.29a 520.98 ± 11.48b

Body weight gain (g/14 wks) 411.82 ± 15.15c 517.41 ± 8.41a 460.29 ± 12.11b

Food intake (g/day) 22.32 ± 0.54b 20.07 ± 0.34a 19.77 ± 0.38a

Energy intake (kcal/day) 80.34 ± 1.96b 96.67 ± 1.63a 90.96 ± 1.77a

Energy efficiency (g body weight gained/kcal consumed) 0.052 ± 0.001 0.055 ± 0.001 0.052 ± 0.001
Liver weight (g/100 g of body weight) 2.65 ± 0.06 2.75 ± 0.02 2.59 ± 0.05
Epidydimal adipose tissue weight (g/100 g of body weight) 2.21 ± 0.15c 3.73 ± 0.12a 2.79 ± 0.05b

Values are expressed as mean ± SEM (n = 7).
LF, 10 kcal% low-fat diet; HF, 45 kcal% high-fat diet; ME, HF + 0.8% water-soluble mulberry leaf extract.
Different letters indicate statistically significant differences at p < 0.05.

Table 5. Effects of ME on lipid profiles in the serum and liver
Metabolite LF HF ME
Serum lipids

TG (mmoL/L) 0.97 ± 0.13ab 1.26 ± 0.13a 0.72 ± 0.05b

TC (mmoL/L) 3.60 ± 0.07b 3.88 ± 0.03a 3.56 ± 0.07b

HDL-C (mmoL/L) 2.53 ± 0.07ab 2.45 ± 0.05b 2.73 ± 0.08a

LDL-C (mmoL/L) 0.57 ± 0.08b 0.84 ± 0.05a 0.51 ± 0.13b

FFA (mEq/L) 0.38 ± 0.03ab 0.45 ± 0.07a 0.24 ± 0.03b

Liver lipids
Total lipid (mg/g liver) 48.95 ± 0.82b 76.81 ± 2.80a 55.69 ± 1.59b

TG (µmoL/g) 20.51 ± 1.89b 36.83 ± 1.92a 22.94 ± 1.84b

TC (µmoL/g) 4.93 ± 0.62b 9.27 ± 0.14a 5.44 ± 0.37b

Values are expressed as mean ± SEM (n = 7).
FFA, free fatty acid; HDL-C, high-density lipoprotein-cholesterol; LDL-C, low-density lipoprotein-cholesterol; TC, 
total cholesterol; TG, triglyceride. LF, 10 kcal% low-fat diet; HF, 45 kcal% high-fat diet; ME, HF + 0.8% water-
soluble mulberry leaf extract.
Different letters indicate statistically significant differences at p < 0.05.

Table 3. Phenolic compounds identified in ME
Compound mg/100 g dried sample
Quercetin 3-O-rutinoside (rutin) 9.16 ± 0.42
Quercetin 3-O-glucoside (isoquercitrin) 9.54 ± 0.62
Quercetin 3-O-(6''-O-malonyl) glucoside 5.00 ± 0.31
Kaempferol 3-O-rutinoside (nicotiflorin) 3.88 ± 0.19
Quercetin 3-O-(2''-O-malonyl) glucoside (morkotin),  
Kaempferol 3-O-glucoside (astragalin)

13.50 ± 0.64

Kaempferol 3-O-(6''-O-malonyl) glucoside 1.75 ± 0.07
Total flavonols 42.98 ± 1.51
Data are expressed as mean ± standard deviation of 3 replicates.
ME, water-soluble mulberry leaf extract.



었다. ME 군의 혈청 TG, TC 및 LDL-C 농도는 HF 군에 비해 각각 42.8%, 8.4% 및 39.3% 유의적
으로 낮았으며, 이에 반해 HDL-C 농도는 1.11배 유의적으로 높았다. 혈청 유리지방산 농도는 

HF 군에 비해 ME 군에서 46.5% 유의적으로 낮았다. 간의 총 지질, TG 및 TC 함량은 HF 군이 

LF 군에 비해 각각 1.57배, 1.80배 및 1.88배 유의적으로 현저히 증가하는 것으로 나타났으며 

ME 군은 HF 군에 비해 각각 27.5%, 37.7% 및 41.3% 유의적으로 감소하였다.

지질대사에 관여하는 유전자 발현
ME의 간 지질 축적 억제 효과가 간 내 지방합성, 유리지방산 흡수 및 지방산 산화에 관여하
는 유전자 발현 변화에 영향을 미치는지 조사하였다. 지방합성에 관여하는 유전자인 PPAR-γ, 

SREBP-1c와 FAS의 mRNA 수준은 LF 군에 비해 HF 군에서 각각 1.79배, 1.73배와 2.73배 상향 조
절되었으며 ME 군에서는 HF 군에 비해 각각 40.7%, 42.4% 및 42.3% 유의적으로 하향 조절
되었다 (Fig. 2). 간세포로의 유리지방산 흡수에 관여하는 FAT/CD36의 mRNA 수준은 LF 군에 

비해 HF 군에서 1.81배 상향 조절되었으며 ME 군에서는 HF 군에 비해 37.0% 유의적으로 하
향 조절되었다 (Fig. 2). 반면에 지방산 산화에 관여하는 CPT1의 mRNA 수준은 LF 군에 비해 

HF 군에서 24.5% 하향 조절되었으며 ME 군에서는 HF 군에 비해 1.39배 유의적으로 상향 조
절되었다 (Fig. 2).

염증 조절에 관여하는 매개 인자
염증 조절에 관여하는 매개인자인 TNF-α, IL-6, MCP-1, iNOS 및 NO가 ME에 의해 영향을 미치
는지 알아보기 위해 간의 유전자 발현 수준과 혈청 농도를 조사하였다. 간에서 TNF-α, IL-6, 

MCP-1과 iNOS의 mRNA 수준은 HF 군에 비해 ME 군에서 각각 37.2%, 45.9%. 45.7%와 39.8% 

유의적으로 하향 조절되었다 (Fig. 3A). 혈청의 TNF-α와 IL-6 농도는 HF 군에 비해 ME 군에서 

각각 30.6%와 25.8% 유의적으로 낮았다 (Fig. 3B). 혈청 NO 농도 또한 HF 군에 비해 ME 군에
서 47.3% 유의적으로 낮았다 (Fig. 3C).
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Fig. 2. Effects of ME on hepatic fatty acid metabolism-related gene expression. 
The mRNA level was analyzed using RT-qPCR and normalized to β-actin. Data are presented as the fold change 
compared to the HF group. Serum FFA concentration was measured using a commercial kit. Values are expressed 
as mean ± SEM (n = 7). 
mRNA, messenger RNA; RT-qPCR, real-time quantitative polymerase chain reaction; CPT-1, carnitine palmitoyl 
transferase-1; FAT/CD36, fatty acid translocase; FAS, fatty acid synthase; PPAR-γ, peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma; SREBP-1c, sterol regulatory element binding protein-1c; LF, 10 kcal% low-fat diet; HF, 
45 kcal% high-fat diet; ME, HF + 0.8% water-soluble mulberry leaf extract. 
Different letters indicate statistically significant differences at p < 0.05.



miR-221/222 발현
ME에 의한 miRs 조절 기전을 확인하기 위해 간의 염증 상태에서 증가하는 miR-221과 miR-

222의 발현 변화를 조사하였다. 간의 miR-221과 miR-222 발현 수준은 LF 군에 비해 HF 군에서 

각각 2.17배와 1.61배 현저히 증가하였으며 ME 군에서는 HF 군에 비해 각각 26.0% 및 20.7% 

유의적으로 억제되었다 (Fig. 4).

고찰

본 연구에서는 고지방식이를 섭취한 쥐에서 ME가 간 지질 축적, 염증 매개체와 간의 miR-

221/222 조절에 영향을 미치는지에 대해 조사하였다. 본 연구에서 HF 식이를 14주간 섭취한 

쥐의 몸무게는 LF 식이를 섭취한 쥐에 비해 현저히 증가하였으며 ME 식이를 섭취한 쥐에서 
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Fig. 3. Effects of ME on the regulation of inflammation mediators in serum and liver. 
(A) The mRNA levels of TNF-α and IL-6 were measured by RT-qPCR and normalized to β-actin. Data are presented as 
the fold change compared to the HF group. (B) The serum levels of TNF-α and IL-6 were analyzed by ELISA kit. (C) 
Serum NO concentration was measured using the Greiss reaction. Values are expressed as mean ± SEM (n = 7). 
mRNA, messenger RNA; RT-qPCR, real-time quantitative polymerase chain reaction; ELISA, enzyme-linked 
immunosorbent assay; IL-6, interleukin 6; MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1; NO, nitric oxide; iNOS, 
inducible nitric oxide synthase; TNF-α, tumor necrosis factor alpha; LF, 10 kcal% low-fat diet; HF, 45 kcal% high-
fat diet; ME, HF + 0.8% water-soluble mulberry leaf extract. 
Different letters indicate statistically significant differences at p < 0.05.



유의적으로 줄었다. ME는 혈청 TG, TC 및 LDL-C 농도를 유의적으로 감소시킨 반면 HDL-C 

농도는 유의적으로 증가시켰다. 간의 총 지질, TG와 TC 함량 또한 ME에 의해 유의적으로 감
소되었다. Oh 등 [25]은 뽕나무 잎의 에탄올 추출물이 비만 쥐의 체중증가 억제와 간 지질 축
적 억제 효과를 나타낸다고 보고하였다. 뽕나무의 잎과 열매의 복합물은 고지방식이를 섭취
한 쥐의 몸무게와 혈장 TG 농도를 감소시켰으며 최근에는 뽕나무 잎의 다당류가 비만 예방 

효과가 있다고 보고하였다 [26,27]. 이와 비슷하게 본 연구 결과들은 ME가 혈청 지질지표들
을 개선하고 간 지질 축적억제를 통한 항비만 효과를 나타내고 있다.

PPAR-γ와 SREBP-1c는 간 내 지방 생합성 조절에서 중추적인 역할을 하는 전사인자이다 [5,6]. 

SREBP-1c는 FAS 유전자 발현을 자극하여 간의 지방생합성을 유도한다 [6]. 체내 과도한 FFA

는 간 내 지방축적의 원인이 되며 FAT/CD36은 순환하는 FFA를 간세포로 이동시키는 역할을 

한다 [7]. 간 내 FFA 유입이 증가하게 되면 CPT-1에 의해 지방산 β-산화를 촉진시킨다 [8]. 이
전 연구에서, 뽕나무 잎의 에탄올 추출물은 3T3-L1 지방세포의 지방 축적을 낮추고 PPAR-γ와 

FAS의 단백질 수준을 억제한다고 보고하였다 [28]. 최근에는 뽕나무 잎 열수 추출물이 3T3-L1 

지방세포에서 PPAR-γ, SREBP-1c와 FAS 유전자 발현을 감소시키고 지질축적을 억제한다고 보
고하였다 [29]. 수용성 뽕나무 잎 추출물은 에탄올 식이 유발 알코올성 지방간 쥐의 간에서 

SREBP-1/2 유전자 발현 억제와 함께 간 지질 축적을 개선하였다 [30]. 뽕나무 잎으로부터 분
리된 화합물은 HepG2 간세포에서 TG 축적을 억제하고 AMPK 인산화 활성과 CPT-1을 상향 조
절하였다 [31]. 뽕나무 잎의 다당류는 고당/고지방 식이를 섭취한 제2형 당뇨병 쥐의 혈액에
서 FFA, TG 및 LDL-C 수준이 감소하는 것으로 나타났다 [32]. 본 연구결과는 ME가 고지방 식
이를 섭취한 쥐의 혈청 FFA 농도를 낮추고 간에서 PPAR-γ, SREBP-1c, FAS 및 FAT/CD36 유전자 

발현을 하향 조절하고 CPT-1는 상향 조절하는 것으로 나타났다. 이 결과들은 ME가 간의 지방
합성과 지방산 유입을 저해하고 지방산 β-산화를 촉진한다는 것을 시사한다.

간 내 과도한 지질 축적은 지질독성과 산화 스트레스에 의해 간세포 손상이 발생하고 간세포 

사멸과 이에 따른 일련의 염증 반응으로 인한 간 섬유화가 진행된다 [9-13]. 다양한 병인으로 

인한 간 손상은 iNOS의 유도를 통해 다량의 NO를 생성하고 전염증성 사이토카인 TNF-α, IL-6
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Fig. 4. Effects of ME on hepatic miR-221/222 expression. 
The miR level was analyzed using RT-qPCR and normalized to RNU6 snRNA. Values are expressed as the fold 
change compared to the HF group (mean ± SEM, n = 7). 
miR, microRNA; RT-qPCR, real-time quantitative polymerase chain reaction; LF, 10 kcal% low-fat diet; HF, 45 
kcal% high-fat diet; ME, HF + 0.8% water-soluble mulberry leaf extract. 
Different letters indicate statistically significant differences at p < 0.05.



와 MCP-1는 염증 유발 경로를 통해 NAFLD의 진행과정에 관여한다 [10-13]. 실제 iNOS 유전자
를 결실한 쥐에서 6주간 고콜레스테롤 식이를 공급한 결과 간 섬유화가 개선되고 간의 TNF-α 

유전자 발현이 현저히 감소되었다 [33]. 뽕나무 잎의 열수 추출물은 에탄올을 먹인 쥐의 간 염
증 반응에서 백혈구 침윤을 저해하고 TNF-α, IL-6 및 iNOS의 단백질 발현 증가를 억제하였다 

[30,34]. 뽕나무 잎의 다당류는 고당/고지방 식이를 섭취한 당뇨 유발 쥐의 혈액에서 TNF-α와 

IL-6 농도를 낮추었다 [32]. 고지방식이 유도 지방간 쥐 모델에서 뽕나무 발효 잎은 간의 염증
성 매개체 TNF-α, IL-6, 및 iNOS의 유전자 발현을 억제하였다 [35]. 뽕나무 잎은 db/db 당뇨 쥐
의 지방조직에서 TNF-α와 MCP-1 발현을 억제하였다 [36]. 본 연구에서 ME는 고지방식이로 

증가된 간의 TNF-α, IL-6, MCP-1 및 iNOS 유전자 발현을 억제시켰으며 혈청의 TNF-α, IL-6 및 

NO 농도 또한 낮추었다. 따라서 ME는 간과 혈청의 염증 매개체 조절을 통해 염증반응 개선
에 유익한 효과를 보여주고 있다.

miR는 세포의 분화, 발달 그리고 항상성을 조절하는 짧은 non-coding RNA로써 특정 유전자
의 발현을 조절하며 암을 비롯한 여러 질병에 관여하는 중요한 생체 내 조절인자이다 [14]. 특
히, miR-221/222는 간 지방증과 간 섬유화의 진행과정에서 간질환 발병에 영향을 미치는 것
으로 보고되었다 [15,16]. miR-221/222가 제거된 비알콜성 지방간염 쥐의 간에서 IL-1β, TNF-α
와 IL-6의 유전자 발현은 현저히 낮아지는 것으로 나타났다 [16]. TNF-α는 대식세포의 miR-

221/222의 발현을 촉진시키고 간 성상세포에서 nuclear factor-κB 억제는 TNF-α에 의해 자극
된 miR-222 유도를 억제하였다 [15,37]. 간암세포에서 종양억제 유전자인 phosphatase and 

tensin homolog와 tissue inhibitor of metalloproteinases 3는 miR-221/222에 의해 억제되었다 

[38]. 그러나, 아직까지 식물 유래 추출물에 의한 간의 miR-221/222 조절 기전에 대한 연구는 

보고되지 않았다. 본 연구는 간 질환에 밀접한 연관이 있는 miR-221/222가 ME에 의해 조절되
는지 확인하기 위해 수행되었다. 본 연구결과에서 간의 miR-221/222의 발현은 LF 섭취 군보
다 HF 섭취군에서 현저히 증가하였고 반면 ME 섭취군에서 유의하게 감소하였다. 이 결과는 

ME의 간 지질 축적억제 효과가 miR-221/222 발현 억제와 관련 있음을 시사하며 본 연구에서 

처음으로 보고한다.

결론적으로 본 연구 결과를 종합하면 ME는 고지방식이를 섭취한 쥐의 간 지질 축적을 억
제하고 간과 혈청의 지질대사와 염증 반응에 관여하는 조절인자들을 개선하고 간의 miR-

221/222 발현을 억제하는 것으로 나타났다. 이 결과들은 ME가 NAFLD을 개선하는데 유익한 

효과가 있음을 시사하고 있다.

요약

본 연구에서는 ME가 고지방식이를 섭취한 쥐에서 간의 miRs와 염증 조절을 통해 간 지질 축
적 억제에 영향을 미치는지 조사하였다. 4주령 수컷 Sprague-Dawley 쥐는 3 그룹 (n = 7)으로 

나누어 14주 동안 10 kcal% 저지방 식이 (LF), 45 kcal% 고지방 식이 (HF) 또는 HF + 0.8% ME를 

공급하였다. ME의 공급은 체중 증가를 줄이고 혈청 지질 수준을 개선하였으며 간 지질 축적
을 억제하였다. 간의 지방 대사에 관여하는 유전자인 PPAR-γ, SREBP-1c, FAS 및 FAT/CD36의 

mRNA 수준은 HF 군에 비해 ME 군에서 유의하게 하향 조절되었다. 반면, 지방산 산화에 관여
하는 CPT-1의 mRNA 수준은 HF 군에 비해 ME 군에서 유의하게 상향 조절되었다. ME는 간의 
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염증 매개에 관여하는 TNF-α, IL-6, MCP-1 및 iNOS의 mRNA 수준을 하향 조절하였으며 혈청
의 TNF-α, IL-6 및 NO 농도 또한 유의하게 낮추었다. 비알콜성 지방간의 염증상태에서 증가
하는 miR-221과 miR-222의 발현은 HF 군에 비해 ME 군에서 유의하게 억제되었다. 본 연구의 

결과들은 ME의 간 지질 축적 억제 효과가 지질대사와 염증 조절에 관여하는 조절 인자의 개
선 및 간의 miR-221/222 발현 억제와 관련 있음을 시사한다. 따라서, ME는 NAFLD을 개선하는 

천연물 소재로서 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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