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Sarcopenia is the age-related loss of muscle mass and function. It is a natural part of aging and 
can lead to decreased mobility and increased frailty. The ubiquitin-proteasome pathway, which is 
involved in muscle protein degradation, is closely linked to sarcopenia. Germinated Rhynchosia nulubi-
lis hydrolysate (GRH) has been reported to have anti-inflammatory and antioxidant properties, but 
there have been no reports on its inhibitory effect on muscle reduction. However, no study has yet 
explored the relationship between GRH and muscle loss inhibition. In this study, we evaluated the 
effects of GRH on muscle atrophy inhibitory activity in dexamethasone (Dexa)-induced muscle atrophy 
C2C12 myotubes and mouse models. Moreover, we identified a molecular pathway underlying the 
effects of GRH on skeletal muscle. May Grunwald-Giemsa staining showed that the length and area 
of myotubes increased in the groups treated with GRH. In addition, the GRH-treated group significantly 
reduced the expression of muscle ring finger protein 1 and muscular atrophy F-box (MAFbx) in the 
Dexa-induced muscular atrophy C2C12 model. GRH also improved muscle strength in C57BL/6 mice 
with Dexa-induced muscle atrophy, resulting in prolonged running exhaustive time and increased grip 
strength. We found that muscle strengthening by GRH was correlated with a decreased expression 
of the MAFbx gene in mouse muscle tissue. In conclusion, GRH can attenuate Dexa-induced muscle 
atrophy by inhibiting the ubiquitin-proteasome pathway via downregulation of the MAFbx gene 
expression. 
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서 론

근육량은 나이가 들면서 점차 감소하기 시작한다. 특히 

근육량은 20~30세부터는 매년 1~2%씩, 60세 이후에는 

2~3%씩 감소해 나이가 들수록 근육량 감소가 심화된다

[28]. 노화로 인한 근육량의 감소는 근력, 보행속도, 균형

감각의 약화로 신체활동 수행능력이 저하되어 근감소증

(sarcopenia), 허약(frailty) 등의 노인성 질환으로 이어진다

[31]. 근감소증은 노화에 따라 근섬유가 지방으로 대체되

어 근골격계 근육의 크기와 질량이 감소하여 근력이 감소

하는 것이 특징이다. 동반 증상에는 노화 상관관계가 있

는 신체 기능 저하로 인한 질병이 포함된다[25]. 근감소증

의 병인 기전은 아직 명확하게 밝혀지지는 않았지만, 미
토콘드리아 기능 장애, 인슐린 저항성, 만성 염증, 산화 

스트레스 증가, 신경근 손상, 지방 조직 침윤 등이 근 감소

의 주요 원인으로 보고되었다[10, 13, 16, 17, 22, 23]. 또한 

많은 임상적 양상과 만성질환, 그리고 노화는 근육량의 

감소를 유발하며, 이 때 두 가지 중요한 E3 유비퀴틴 접합

효소(E3 ubiquitin ligase)인 muscle RING finger 1 (MuRF1)
과 muscle atrophy F-box (MAFbx)는 활성화되어 근 감소를 

유발한다[4, 5]. 따라서 이들 효소의 활성을 억제하여 근 

감소를 억제 시킬 수 있다[8]. 
나이가 들면서 근육량이 줄어든다는 것은 단백질 합성

이 줄어들었거나, 단백질 분해가 증가되었거나, 혹은 두 
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가지 모두를 의미한다[6, 18]. 노화와 동반된 단백질 동화 

호르몬의 변화, 염증이나 질병에서 기인한 이화 작용 자

극, 저조한 신체활동이나 불충분한 단백질 섭취와 같은 

영양 요인을 포함한 많은 대사 요인들이 이런 불균형의 

원인이 될 수 있다[6, 26]. 근감소증의 원인은 개인마다 

다르지만, 신체의 호르몬과 영양 요인은 근육 단백질 합

성과 분해를 조절할 수 있다[11]. 근육 단백질 합성은 주로 

기계적 자극과 아미노산 섭취에 의해 영향을 받는다[9]. 
특히 필수 아미노산의 섭취 및 흡수가 부족하여 근감소증

이 나타나는 비율이 매우 높으며, 필수 아미노산은 신호 

분자로 작용하여 근육 단백질 합성을 촉진한다[24]. 류신, 
이소류신 및 발린으로 구성된 분지 사슬 아미노산(bran-
ched chain amino acid, BCAA)은 근육 단백질을 구성하는 

필수 아미노산의 1/3 이상을 차지하며 근육 단백질 합성

의 전구체이자 세포내 신호전달경로의 조절자 역할을 수

행한다[3]. 그 중 류신은 단백질 대사에 중요한 역할을 한

다[2]. 쥐 모델에서 BCAA 경구 투여는 단백질 합성을 증

가시키고[1], MuRF1 및 MAFbx 단백질 발현을 억제하여 

노화 관련 근 위축을 예방한다[15, 21].
발아 서목태는 항염증 및 항산화 특성이 있는 것으로 

밝혀진 전통적인 약용 식물이다. 그러나 근감소 억제 효

능에 대하여는 보고된 바가 없다. 본 연구에서는 발아 서

목태 가수분해물(Germinated Rhynchosia Nulubilis Hydro-
lysate, GRH)을 BCAA의 공급원으로 선정하여 GRH의 근

위축 억제 효과를 조사하였다. 근위축 억제 효능을 평가

하기 위하여 덱사메타손(dexamethasone, Dexa)으로 유도

된 근위축 세포 모델에서 근위축 억제 효과를 조사하였

다. 또한, 덱사메타손으로 유도된 근위축 마우스 모델에

서 근위축에 대한 GRH의 억제 효능을 평가하고, 그 기전

을 연구함으로써 근위축의 예방 및 치료 후보제로서의 

이용 가능성을 제시하고자 한다.

재료 및 방법

Germinated Rhynchosia Nulubilis Hydrolysate (GRH)

제조

동광종합물산(Seoul, Korea)에서 구입한 서목태를 약 4
시간가량 물에 불린 후 불량한 검체를 제거한 뒤 공기가 

통하도록 체반에 넣어 차광하고 온도는 25℃, 습도는 40~ 
60%의 환경에서 약 4~5시간 간격으로 수분을 공급해주면

서 48시간 동안 발아하였다. 발아가 끝난 서목태는 드라

이아이스와 함께 분쇄하여 100℃에서 30분간 살균한 뒤 

시료 중량의 2배수의 멸균수에 잘 섞어준 후 발아 서목태 

중량의 0.2% (v/w)가 되도록 단백질 가수분해 효소 Food 
Pro Alkaline Protease (Genencor Int. Bvba, Belgium)와 Pro-
mod 279 MDP (Biocatalysts Ltd., Wales, UK)를 처리하여 

50℃에서 5시간 동안 반응시킨 후 90℃에서 1시간 처리하

여 효소의 활성을 종료 시켰다. 이후 40~45℃의 저온에서 

건조한 시료는 중량의 5배수에 해당하는 50% 에탄올에서 

1시간 동안 초음파 추출하여 여과 후 진공회전증발농축

기(EYELA, JAPAN)를 이용하여 분말화 하여 세포 및 동

물실험 시료로 이용하였다.

아미노산 분석

발아 서목태의 아미노산 함량 분석을 위하여 Plant Total 
Protein Extraction Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, 
MA, USA)을 이용하여 단백질을 분리하였다. 발아 서목태 

분말시료 약 0.2 g을 정확히 취하여 1.5 ml 튜브에 넣고 

용해액 100 μl를 첨가하여 파쇄봉으로 분쇄하였다. Protein 
Extraction Filter Cartridge (ThermoFisher Scientific)를 이용

하여 ice에 5분 방치한 후 16,000 rpm에서 5분간 원심분리

하여 0.2 μm 여과 필터로 여과하였다. 샘플 간 총 단백질

량을 맞추기 위해 BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher 
Scientific)를 이용하여 단백질을 정량하였다. 아미노산 분

석은 Waters UPLC-Class Amino Acid Analysis Application 
Kit (Waters Corporation, Milford, MA, USA)를 사용하여 

발아콩의 구성 아미노산을 유도체화 시켜 분석하였다. 즉, 
여과된 유리 아미노산 시료 10 μl를 시험관 밑바닥에 취하

고 여기에 AccQ․Fluor Reagent Kit (Waters Corporation)의 

1 용액 70 μl를 넣어 혼합하였다. 여기에 미리 55℃에서 

반응시킨 2A 용액 20 μl를 넣어 재혼합하였고, 이를 실온

에서 1분간 방치한 후 55℃에서 10분간 유도체화 시킨 

다음 UPLC로 유리아미노산을 측정하였다. 분석에 사용

한 아미노산 표준물질은 Amino Acid Standard H (Thermo 
Fisher Scientific)이고, 칼럼은 AccQ Tag Ultra column (2.1× 
100 mm, 1.7 μm, Waters Corporation), 검출기는 Acquity 
UPLC PDA (260 nm, Waters Corporation)이고 분석온도는 

43℃이었다.

세포 배양 및 덱사메타손-유도 근위축 세포 모델

마우스 C2C12 근아세포(myoblast)는 American Type 
Culture Collection (CRL-1772; Bethesda, MD, USA)에서 구

입하여 사용하였으며, 10% (v/v) Fetal Bovine Serum (FBS; 
Gibco, Carlsbad, CA, USA), 1% (v/v) penicillin–streptomy-
cin (Gibco)을 첨가한 DMEM 배지(Gibco)로 37℃, 5% CO2

가 유지되는 조건하에서 배양하였다. 배양된 세포는 3~4
일 간격으로 계대 배양하여 실험에 사용하였다. 덱사메타

손으로 유도된 근위축 C2C12 세포를 만들기 위해 다음과 

같이 처리하였다. 세포가 80% 찼을 때 성장 배지를 분화 

배지(2% horse serum을 함유한 DMEM)로 교체하였다. 분
화배지는 매 2일마다 교체하였으며 6일간 근관세포(my-
ocyte)로 분화를 유도하였다. 이후 1 μM 덱사메타손

(Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA)을 48시간 동안 

처리하여 근위축을 유도하였다.
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세포독성 시험

GRH 처리에 따른 C2C12 근아세포의 세포생존율을 측

정하기 위하여 Cell Counting Kit-8 (CCK-8; Dojindo, 
Kumamoto, Japan)을 사용하여 다음과 같이 측정하였다. 
24-well plate에 세포 농도 5×104 cells/well로 분주한 다음 

세포 부착을 위해 24시간 배양한 후 GRH를 적정 농도로 

처리하였다. 일정 시간 경과 후 CCK-8 반응액을 첨가하여 

1시간 반응시킨 후 microplate reader (VersaMax; Molecular 
Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 450 nm 흡광도

를 측정하고 세포생존율을 계산하였다.

May Grunwald-Giemsa 염색

덱사메타손을 처리한 근위축 유발 세포에서 세포핵과 

근섬유 구조를 명확히 보여주기 위해 May Grunwald와 

Giemsa 염색을 시행하였다. 분화된 근관 세포를 PBS로 

세척하고 100% 메탄올로 고정한 후 인산나트륨 완충액(1 
mM NaH2PO4·H2O, 1 mM Na2HPO4, pH 6.0)에 1:3 비율로 

희석한 May-Grunwald 염색액을 첨가하여 5분간 염색하고 

염색된 세포를 증류수로 수세하고 증류수에 1:10의 비율

로 희석한 Giemsa 염색액을 첨가하여 10분간 염색하였다. 
염색된 세포는 임의로 4개의 구획을 나누어 카메라가 장

착된 현미경으로 이미지를 얻었다(Eclipse 80i; Nikon, Tokyo, 
Japan). NIS Elements software (NIS-Elements Advanced 
Research, Melville, NY, USA)를 사용하여 각 구획의 세포

를 무작위로 선택하여 근관의 폭을 측정하였다.

RNA 분리 및 quantitative real-time PCR (qPCR)

근위축 조건에서 준비된 세포와 마우스 조직의 total 
RNA는 TRIzol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 

이용하여 분리하고 정량한 다음, 동일한 양의 total RNA는 

first-strand cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA)를 사용하여 cDNA로 전환되었다. 합성된 cDNA로

부터 MAFbx (Mm00499523_m1; Applied Biosystems Inc., 
Framingham, MA, USA)와 MuRF1 (Mm01185221_m1; App-
lied Biosystem Inc.) 유전자의 발현을 확인하기 위해 각 

유전자 특이적인 primer와 probe를 Applied Biosystems에
서 구입하였다. TaqMan® Gene Expression Master Mix 
(Applied Biosystem Inc.) 및 ViiA™ 7 Real-Time PCR Sys-
tem (Applied Biosystem Inc.)을 사용하여 qPCR을 수행하

였다. PCR은 95℃에서 10분 동안 초기 변성을 한 후, 95℃
에서 15초, 60℃에서 60초, 40 cycles 조건으로 qPCR을 수

행하였다. housekeeping gene인 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (Mm99999915; Applied Biosystem Inc.) 
mRNA 발현량으로 표준화 하였다.

웨스턴 블롯

근위축 조절 관련 유전자들의 발현을 단백질 수준에서 

비교하기 위하여 준비된 세포와 마우스 근육 조직을 차가

운 PBS 완충액으로 2회 수세 후, RIPA 완충액(10 mM 
Tris-Cl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton 
X-100, 1% sodium deoxycholate, 0.1% SDS)을 넣고 시료를 

용해시켰다. 다시 초음파 분쇄기를 이용하여 균질화 하였

다. 균질액은 4℃에서 13,000× g으로 15분간 원심분리 한 

후 상층액만 취한 단백질은 BCA Protein Assay Kit (Pierce, 
Rockford, IL, USA)를 이용하여 단백질을 정량하였다. 동
일한 양의 단백질은 4× laemmli sample buffer (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA)와 혼합하여 끓인 다음, 10% SDS poly-
acrylamide gel에서 전기영동을 실시하였다. 분리된 단백

질을 nitrocellulose membrane으로 옮기고 나서 5% skim 
milk (Difco, Detroit, MI, USA)가 첨가된 Tris-buffered sal-
ine with 0.05% Tween 20 (TBST) 완충액으로 1시간 실온에

서 blocking 하였다. MAFbx (sc-166806; Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA, USA), MuRF1 (sc-398608; Santa 
Cruz Biotechnology)과 β-actin (A5441; Sigma, St Louis, MO, 
USA)에 대한 1차 항체를 5% skim milk가 포함된 TBST에 

희석하여 4℃에서 밤새 반응시켰다. TBST로 3회 세척 후, 
horseradish peroxidase (HRP)가 결합되어 있는 2차 항체와 

1시간 동안 실온에서 반응시켰다. 다시 TBST 완충액으로 

10분간 3회 세척한 후 Clarity Western ECL Substrate (Bio- 
Rad)로 1분간 반응시킨 뒤 ChemiDoc™ Touch Imaging 
System (Bio-Rad)을 사용하여 관찰하고 이미지를 획득하

였다.

덱사메타손-유도 근위축 마우스 모델

동물실험을 수행하기 위하여 경상국립대학교 동물실

험윤리위원회에서 승인(GNU-220519-M0047)을 받았으며, 
규정에 따라 동물실험에 관한 윤리 과정을 준수하여 연구

를 진행 하였다. 실험동물은 (주)코아텍(Seoul, Korea)에서 

구입한 6주령 수컷 C57BL/6 마우스를 사용하였다. 실험

동물은 온도 24±2℃, 상대습도 40~60%, 조도 150~300 lux, 
12시간 간격의 명암 주기 환경에서 1주일 간 적응시킨 

후 실험에 사용하였다. 적응 기간 동안 일반식이를 공급

하였으며 식수로 멸균수를 자유롭게 섭취하도록 하였다. 
실험동물 적응 기간 후 마우스는 정상군(Control), 대조군

(덱사메타손 처리군, Dexa), 실험군(덱사메타손+발아콩가

수분해물 처리군, Dexa+GRH) 세 그룹으로 나누었다. 근
위축 유도를 위해 매일 오전 10~11시 사이에 덱사메타손 

10 mg/kg을 3주간 매일 복강에 투여 하였다. GRH 투여군

은 덱사메타손 투여 1주일 전부터 실험 종료일까지 500 
mg/kg의 복용량으로 매일 1회 경구 투여하였다. 같은 기

간 동안 정상군과 대조군에는 생리식염수를 경구 투여하

였다. 체중은 덱사메타손 투여 전과 투여 후 7일, 14일, 
21일에 측정하였다. 
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조직학 분석

각 대조군과 실험군은 실험이 종료되는 날 안락사 시킨 

후 전경골근(tibialis anterior muscle)과 비복근(gastrocne-
mius muscle)을 적출하여 우측 전경골근과 비복근은 동결

절편용 포매제인 OCT compound (Lab-Tek; Miles Labor-
atories, Inc., Naperville, IL, USA)에 포매한 후 즉시 동결시

켰다. 냉동절편기(Leica CM 1950; Heidelberg, Germany)를 

이용하여 5 μm 두께로 절편한 동결절편 슬라이드 표본을 

제작하고, Alexa Fluor488 형광이 붙어있는 Wheat germ 
agglutinin (W11261; ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, 
USA) 항체를 1:500의 농도로 희석하고 4°C에서 밤새 염색

하고 형광현미경(Nikon Eclipse NI DSRi2; Nikon, Tokyo, 
Japan)을 사용하여 표본을 관찰하고 이미지를 얻었다. 섬
유 단면적(cross-sectional area, CSA)은 MyoVision v1.0으
로 측정하였다[27]. 

지구력 측정

지구력 측정은 이전 논문의 방법을 참조하여 다음과 

같이 실시하였다[12]. 마우스 러닝 테스트는 트레드밀

(Panlab, Barcelona, Spain)을 이용하여 속도, 지속 시간, 거
리를 측정하고, 소프트웨어(SeDaCom v2.0.02; Panlab, 
Barcelona, Spain)를 사용하여 조절하였다. 이 테스트에서 

적응 보행 속도는 10 cm/sec로 3분 동안 달리도록 설정하

였고, 75 cm/sec의 최대 속도에 도달하기까지 4분마다 4 
cm/sec로 증속하여 지칠 때까지 달리게 하였다. 적응 보행 

속도와 달리기 속도는 모든 군에 대해 동일하게 적용하였

고, 트레드밀의 각 레일 뒤에서 전기 자극(1.1 mA)을 주어 

강제로 달리게 하였다. 지칠 때까지 걸리는 시간(time to 
exhaustion)을 비교하여 각 개체의 운동능력을 평가하였

다. 지침(exhaustion)이 발생한 시각은 앞다리가 레일에 놓

이고 뒷다리는 3초 동안 전기 장치에 놓여있는 시간으로 

정의하였다.

악력 측정

모든 실험동물은 실험 종료 전 날 악력을 측정하였다. 
악력 측정은 이전 논문을 참조하여 실시하였다[7]. 악력은 

Bioseb Grip Strength Test (BIO-GS3; BIOScience and 
Experimental Biology, Florida, USA)를 이용하여 그램 단위

로 측정하였다. 스테인리스 스틸 T-bar를 게이지에 부착

하여 사용하였다. 실험동물의 양측 전지로 실험 도구의 

T-bar를 잡게 하고, 그립이 해제될 때까지 꼬리를 일정한 

속도(2 cm/초)로 잡아당겨 악력 세기를 측정하였다. 각 동

물에 대한 5개의 측정값을 얻은 후 평균값을 계산하였다.

통계분석

GraphPad Prism (버전 5.01; GraphPad Software, San 
Diego, CA, USA)을 통계 분석에 사용하였다. 세포 실험 

데이터는 평균±표준편차로 표시하였고 동물 실험 데이터

는 평균±표준에러로 표시하였다. 그룹 간 차이를 분석하

기 위해 one-way ANOVA를 통해 통계적 유의성을 5% 수
준에서 분석하였고, 사후검정으로 Mann-Whitney test를 

수행하였다.

결과 및 고찰

GRH의 총 아미노산 분석

서목태의 발아와 효소 처리에 따른 아미노산 조성의 

변화는 자동 아미노산 분석기를 사용하여 분석하였다. 발
아하지 않은 일반 서목태의 총 아미노산 함량은 단백질 

20 μg 기준으로 할 때 235 pmol로 발아 후 효소처리까지 

끝낸 시료는 1,032 pmol로 4배 이상 증가하였으며 특히 

근감소증과 관련하여 주요 역할을 하는 BCAA (이소류신, 
류신, 발린)의 경우 무처리군 2.8 pmol에 비해 295 pmol로 

100배 이상 함량이 증가하였다(Table 1). 이전 연구에서 

근위축 유발 C2C12 세포에서 BCAA 처리는 MuRF-1 및 

Atrogin-1의 발현을 감소시켰다[15]. 또한, BCAA 투여는 

덱사메타손 유도 근위축 마우스 모델의 가자미근에서 덱

사메타손 유도 MAFbx의 발현을 감소시켰다[30]. BCAA
는 골격근에서 단백질 합성에 필수적이며, BCAA 중에서 

류신은 골격근에서 단백질 합성을 자극하는데 특히 중요

하다[1]. 따라서 GRH에 풍부한 BCAA가 근위축을 억제하

는 활성 성분으로 작용할 수 있을 것이다.

GRH가 덱사메타손으로 유도된 C2C12 근관세포의 근위축

에 미치는 영향

GRH의 근위축 억제 효능을 연구하기 위해, 먼저 GRH
의 적정 농도 범위를 알아보고자 C2C12 근아세포에 GRH
를 농도별로 처리하여 세포 생존율을 측정하였다. GRH를 

50-500 μg/ml 범위의 다양한 농도로 24시간 동안 처리하였

을 때, C2C12 근아세포의 생존율에는 영향을 미치지 않았

다(Fig. 1A, Fig. 1B). 이후의 실험에서는 GRH를 최대 500 
μg/ml까지 사용하여 연구를 진행하였다.

다음으로 덱사메타손(Dexa)으로 근위축이 유도된 C2C12 
근관세포에서 GRH의 근위축 억제 효능을 평가하기 위해 

GRH를 Dexa와 함께 48시간 동안 동시에 처리한 후, C2C12 
근관세포를 May Grunwald와 Giemsa 염색을 수행하고 근

관 직경의 변화를 측정하였다. Dexa 단독 처리군에 비해 

Dexa와 GRH가 동시에 처리된 근관세포의 근관 직경은 

유의하게 증가하였다(Fig. 1C, Fig. 1D). 이러한 결과는 

GRH 처리가 덱사메타손에 의해 유도된 근위축을 억제함

을 보여준다.

GRH가 근위축 관련 유전자 발현에 미치는 영향

GRH가 Dexa로 인한 근위축에 영향을 미치는지 알아보
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Table 1. Composition of amino acids and branched-chain amino acid (BCAAs) in Germinated Rhynchosia Volubilison (GRH) 
Hydrolysate

Amino acids
Extraction conditions

Germination 0 day Germination 2 day Germination 2 day + 
enzymatic hydrolysis

Alanine
Arginine
Aspartic acid
Cysteine
Glutamic acid
Glycine
Histidine
Isoleucine
Leucine
Lysine
Methionine
Phenylalanine
Proline
Serine
Threonine
Tyrosine
Valine

 22.4±1.5
155.3±12.7
  6.3±0.5
  0.3±0.0
 17.1±1.9
  4.9±0.1
 10.6±0.2
  0.9±0.1
  0.3±0.0
  2.3±0.0
  0.9±0.0
  1.6±0.1
  1.3±0.0
  6.5±0.4
  1.6±0.0
  1.8±0.0
  1.6±0.0

 38.4±2.6
148.7±18.9
 20.5±1.4
  0.6±0.2
 37.7±11.5
 15.7±3.9
 16.8±0.6
  5.5±0.4
  6.7±0.5
  8.7±0.5
  2.5±0.0
  6.5±0.1
  7.5±0.8
 20.5±0.0
 10.1±0.8
  6.1±0.6
  9.5±1.0

  79.2±3.2
  26.3±2.4
  14.0±0.9
  23.5±4.1
 102.0±8.9
  40.3±2.8
  61.0±4.1
  60.9±2.7
 140.3±6.0
   5.3±1.6
  55.7±3.9
 142.0±7.8
  20.9±1.2
  73.7±4.9
  21.1±3.6
  71.6±2.7
  94.4±5.7

Total amino acids
Total BCAAs

235.6±5.6
  2.8±0.1

362.2±27.9 
 21.7±1.9

1032.0±30.1
 295.6±14.4

Total BCAAs is the sum of isoleucine, leucine, and valine. Data are represented as mean ± standard deviation (n=3). pmol/20 
mg extracted weight of GRH.

기 위해 C2C12 근관세포에 GRH와 Dexa를 48시간 동안 

동시 처리한 후, 근위축의 바이오마커인 MAFbx와 MuRF1
의 mRNA 수준을 분석하였다. GRH에 의한 MAFbx와 

MuRF1의 mRNA 발현 변화를 qPCR을 수행하여 덱사메타

손 유도 근위축 세포에서 측정하였다. MAFbx와 MuRF1
의 mRNA 발현은 정상군에 비해 Dexa군(Dexa만 처리된 

C2C12 근관세포)에서 유의하게 증가하였다. 반대로 GRH
와 Dexa가 동시에 처리된 C2C12 근관세포에서 MAFbx와 

MuRF1의 mRNA 발현이 Dexa 단독 처리된 근관세포보다 

유의하게 감소하였다(Fig. 2A). MAFbx mRNA의 경우 

GRH 농도 의존적으로 발현이 감소됨을 확인하였다(Fig. 
2A, left panel). 

다음으로 동일한 조건으로 약물을 처리한 근관세포에

서 MAFbx와 MuRF1의 단백질 발현을 웨스턴 블롯으로 

측정하였다. MAFbx와 MuRF1의 단백질 발현은 Dexa를 

처리한 근관세포에서  각각 2.3배(p<0.01), 1.7배 증가되었

으나 MuRF1의 경우 유의성을 보이지 않았다. 한편 GRH
를 Dexa와 동시에 처리한 근관세포에서는 MAFbx (p< 
0.05)의 발현이 유의하게 감소하였다(Fig 2B). 그러나 

MuRF1은 감소하는 경향을 보였으나 유의성은 없었다

(Fig 2B). 이러한 결과는 GRH가 Dexa 유도 근위축 근관세

포 모델에서 근위축에 관여하는 유전자 및 단백질의 발현

을 유의하게 감소시킨다는 것을 시사한다. 이러한 현상은 

근위축을 억제하기 위해 유비퀴틴-프로테아좀 경로의 차

단이 중요한 역할을 할 것이라 사료된다.

GRH가 덱사메타손으로 유도된 마우스 근위축에 미치는

영향

근위축을 특징으로 하는 많은 병리학적 상태(패혈증, 
악액질, 기아, 대사성 산증, 및 심각한 인슐린 감소증 등)
는 혈액 내 글루코코르티코이드 수준의 증가와 관련이 있

으며 이러한 호르몬은 근위축을 유발한다[19]. 덱사메타

손에 의해 유도된 근위축 모델은 고정, 신경차단, 및 불용

성 근위축 모델과 다르게 이형 근섬유를 감소시키는 사람

의 근감소증(sarcopenia)과 유사한 속근(fast-twitch muscle 
fiber)에서 지근(slow-twitch muscle fiber)으로의 근섬유 전

이를 유발하는 것으로 알려져 있다[27]. 본 연구에서는 이

를 토대로 행해진 선행 연구를 참조하여 덱사메타손 유도 

근위축 마우스 모델을 만들어 GRH의 근위축 억제 효능을 

조사하였다[20]. 적응 기간 동안 그룹 간의 체중에는 큰 

차이가 없었다(Fig. 3A). Dexa를 3주간 투여 후 비교하였

을 때, Dexa 군은 정상군에 비해 유의한 차이로 체중이 

적게 나타났다(Fig. 3A). Dexa+GRH 군의 체중이 일부 회

복되는 경향을 보였으나 Dexa 군에 대하여 유의한 감소를 
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A B
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Fig. 1. GRH attenuates Dexa-induced muscle atrophy in C2C12 myotubes. (A, B) C2C12 cells were cultured in a medium 
with various concentrations (50, 100, 250, 500, and 1,000 μg/ml) of GRH for 24 hr. Cell viability was measured by 
a CCK-8 assay. The viability of the control (untreated cells) was set to 100%. Viability as a percentage of that of 
control cells is shown. Bars represent the mean ± S.D. (n=4). *p<0.05 vs. control. (C) May-Grunwald and Giemsa staining. 
The cells were incubated with 250 and 500 μg/ml GRH for 48 hr in the presence or absence of 1 μM dexamethasone 
(Dexa) for 48 hr. The scale bar represents 10 μm. (D) Quantification of myotube widths from May-Grunwald and Giemsa 
stained images. Data shown are mean ± S.D. (n=100). **p<0.01 vs. untreated control, ##p<0.01, ###p<0.001 vs. Dexa.

A

B

Fig. 2. GRH suppresses the expression of MAFbx and MuRF1. C2C12 myotubes were treated with GRH (250 and 500 μg/ml) 
in the presence or absence of 1 μM Dexa for 48 hr. (A) MAFbx and MuRF1 mRNA levels were analyzed by quantitative PCR. 
GAPDH was used as a control. Data are shown as mean ± S.D. (n=4). ***p<0.001 vs. control, ##p<0.01, ###p<0.001 vs. Dexa. 
(B) The expression of MAFbx and MuRF1 protein in C2C12 myotubes was estimated by Western blot analysis. β-actin 
was used as a control for protein loading. Data are shown as mean ± S.D. (n=3). **p<0.01 vs. control, #p<0.05 vs. Dexa.
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Fig. 3. GRH prevents Dexa-induced muscle atrophy in mice. (A) Body weight. (B) Muscle weight of GA and TA. **p<0.01, 
***p<0.001, vs. Control. #p<0.05, ##p<0.01 vs. Dexa. (C) Representative immunofluorescent staining of myofiber cross-sec-
tion of GA and TA. A microscope with a 20× objective was used to capture the images. The scale bar represents 100 
μm. (D) Quantification of myofiber size by cross-sectional area (CSA) measurements for GA and TA muscle. Data are 
shown as mean ± S.E. (n=9). GA, gastrocnemius muscles; TA, tibialis anterior.

나타내지는 않았다. 다음으로, 뒷발 근육인 비복근과 전

경골근을 절단하고 무게를 측정하였다. 결과적으로 Dexa 
처리군에서 이들 근육의 무게가 감소하였다(Fig. 3B). 그
러나 Dexa + GRH 군에서는 Dexa 군에 비해 이들 근육의 

무게가 유의하게 증가되었다(Fig. 3B). 일반적으로 근감소

증은 근섬유 수 및 크기 감소와 관련된 근육량의 손실을 

초래한다. 따라서 근섬유의 형태학적 변화에 대한 조직학

적 특성을 평가하기 위해 근위축 마우스 모델의 비복근과 

전경골근의 근섬유에 대한 면역형광염색을 시행하였다. 
이들 근육 모두에서 근섬유 단면의 크기는 Dexa 군에서 

감소하고 GRH를 경구 투여한 군에서 회복되었다(Fig. 
3C). 비복근과 전경골근의 근섬유 단면 크기 정량화에서 

Dexa 군의 총 근섬유 위축은 정상군에 비해 근섬유 두께

가 감소하였다. GRH 투여군의 근섬유 두께는 Dexa 만을 

투여한 대조군에 비해 증가하였다(Fig. 3D).
다음으로 트레드밀과 악력 측정기를 사용하여 근위축 

마우스 모델에서 근육의 기능을 평가하였다. 덱사메타손 

유도 근위축 마우스 모델로 시행한 트레드밀 운동 시 지

칠 때까지 걸리는 시간(time to exhaustion)을 비교한 실험

에서, 정상군은 95.2±5.66분을 기록한 반면, Dexa 대조군

은 73.2±2.19분, Dexa + GRH 군에서는 79.4±1.50분을 기록

하여 Dexa 대조군과 유의한 차이를 보였다(Fig. 4A). 동일

한 마우스로 시행한 악력 측정에서 정상군 116.4±2.19 g에 

비해 Dexa 처리군 94.5±3.10 g으로 악력이 감소하였다

(Fig. 4B). 반면에, GRH 투여군에서 악력이 108.7±1.85 g으
로 Dexa 처리군과 비교하여 유의한 차이를 보여주어 덱사

메타손에 의해 유도된 근위축 모델의 근 기능 감소가 

GRH 복용에 의하여 회복되었음을 알 수 있었다(Fig. 4B).
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A B

Fig. 4. GRH ameliorates Dexa-induced mus-
cle dysfunction in mice. (A) Forced 
running time. (B) Grip strength. **p< 
0.01, ***p<0.001 compared to the un-
treated control. #p<0.05, ##p<0.01 
compared to the Dexa treated control.

A

B

Fig. 5. GRH inhibits muscle atrophy in Dexa-induced atrophy mice by reducing the expressions of MuRF-1 and MAFbx. 
Representative images of the Western blot analyses for MuRF1 and MAFbx in gastrocnemius muscles (A) and tibialis 
anterior muscles (B). Right panel shows the quantification of the indicated proteins. Data shown are mean ± S.D. (n=3). 
**p<0.01 vs. control, #p<0.05, ##p<0.01 vs. Dexa.

GRH가 덱사메타손으로 유도된 근위축 마우스에서 근위축

관련 유전자 발현에 미치는 영향

골격근의 모든 이화작용 경로는 MuRF1과 MAFbx의 상

향 조절을 유도[14]하기 때문에 MuRF1과 MAFbx의 발현 

변화를 평가하여 GRH가 Dexa 유도 근위축 마우스의 근

육 감소에 미치는 효과를 조사하였다. 모델 마우스의 비

복근과 전경골근에서 GRH 처리에 따른 MAFbx와 MuRF1 
단백질 발현 변화를 확인하였다. 조사된 두 종류의 근육

에서 MAFbx 단백질 발현은 Dexa 처리군에서 증가하고 

Dexa + GRH 군에서 감소하였다. 하지만 MuRF1 단백질의 

발현은 비복근에서 감소하였지만 전경골근에서는 변화

가 없었다(Fig. 5).   
본 연구의 결과는 GRH 가수분해물을 사용한 치료가 

C2C12 세포와 C57BL/6 마우스 모두에서 덱사메타손으로 

유발된 근위축을 상당히 약화시켰음을 보여주었다. 결론

적으로, GRH가 in vitro 및 in vivo 근위축 모델 모두에서 

MAFbx의 발현을 억제함으로써 Dexa에 의해 유발된 근위

축을 보호하는 효능을 가진다는 것을 입증하였다. 향후 

근감소증을 가진 환자를 대상으로 GRH의 안전성과 효능

을 평가하기 위한 임상연구로 이어진다면 건강기능식품 

및 건강보충제 등의 개발에 주요 소재로 활용될 수 있을 

것이다.
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초록：발아 서목태 가수분해물의 근위축 억제 효과
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스테로이드 유발 근위축은 장기간 코르티코스테로이드 요법의 일반적인 부작용이며 근육량과 기능의 

현저한 감소로 이어질 수 있다. 발아된 Rhynchosia Nulubilis (GRH)는 항염증 및 항산화 특성이 있는 것으로 

밝혀진 전통적인 약용 식물이다. 그러나 근 감소 억제 효능에 대하여는 보고된 바가 없다. 본 연구에서는 

덱사메타손에 의해 유도된 근위축 C2C12 근관세포 모델과 마우스 모델에서 근위축 억제 활성에 대한 GRH
의 영향을 평가하였다. 또한 골격근에 대한 GRH 효과의 기본이 되는 분자 경로를 확인하였다. May 
Grunwald-Giemsa 염색을 통한 근관 세포 염색 결과는 GRH 처리군에서 근관의 길이와 면적이 증가함을 

보여주었다. 또한, muscle ring-finger protein-1 (MuRF-1)와 muscle atrophy F-box (MAFbx) 발현이 GRH 처리

군에서 유의하게 감소하였다. 더욱이 덱사메타손에 의해 유도된 근위축 C57BL/6 마우스에서 트레드밀을 

사용한 지구력 측정과 악력측정기를 이용한 악력 측정을 통한 근육 기능을 평가한 결과 GRH를 경구 투여

한 마우스의 근육 기능이 향상되었다. 또한 이러한 결과는 근육 조직에서 GRH에 의한 MAFbx의 발현 

억제를 통해 일어남을 확인하였다. 결론적으로 GRH는 MAFbx 발현을 억제하여 유비퀴틴-프로테아좀 경로

를 차단함으로써 덱사메타손에 의해 유발된 근위축을 개선할 수 있을 것이다.
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