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서론

비알콜성 지방간(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)

은 흔한 간 질환으로 병리학적 측면에서 알코올성 지방간

과 유사하지만, 알코올과 관련이 없이 간 조직 내 중성지

방(triglyceride)이 과도하게 축적된 경우를 말하며1), 단순 
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Objectives: Ephedrae herba (EH) and Coicis semen (CS) has been frequently prescribed 

for the treatment of obesity. However, effects of combinational extracts of these two 

herbs on non-alcoholic fatty liver disease are unknown. The aim of the present study was 

to investigate the effects of EH and CS on lipid accumulation and glucose absorption in 

free fatty acids (FFAs) or palmitic acid (PA)-treated HepG2 cells.

Methods: Five samples of EH and CS were extracted by combination ratios (S1=0:100, 

S2=25:75, S3=50:50, S4=75:25, S5=100:0). Oil Red O staining was used to measure lipid 

accumulation in FFAs-induced steatosis cells. Intracellular triglycerides and total choles-

terol levels were measured in FFAs-induced steatotic HepG2 cells. In PA-treated cells, 

intracellular 2-NBDG was detected using a fluorescence microplate reader and flow 

cytometry. Phosphorylation of key metabolism-related factors of AMP-activated protein 

kinase and acetyl-CoA carboxylase, expression of key lipid synthesis-related factors car-

nitine palmitoyltransferase 1 alpha (CPT1α), sterol regulatory element-binding protein 1 

(SREBP1), peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ) and CCAAT en-

hancer binding protein alpha (C/EBPα) were confirmed by western blot.

Results: Treatment of EH-CS combination in the FFAs-induced steatotic HepG2 cells 

significantly reduced lipid accumulation. As the relative ratio of Ephedrae herba in-

creased, the lipid-lowering effects of the combination were increased. However, S1 and 

S5 of Ephedrae herba and Coicis semen did not significantly reduce triglycerides and total 

cholesterol induced by FFAs. However, the combination of Ephedrae herba and Coicis se-

men restored glucose absorption in PA-induced HepG2 cells. Major makers of SREBP1, 

PPARγ, C/EBPα, and CPT1α expression tended to decrease with EH ratio.

Conclusions: The EH-CS combination has advantages over sole EH and CS extracts in 

improving lipid and glucose metabolism in liver steatosis models.
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지방간증(hepatic steatosis)부터 비알콜성 지방간염(non-al-

coholic steatohepatitis)에 이르기까지 광범위한 의미의 개

념으로 사용되고 있다2-4). 중성지방의 축적은 미토콘드리

아, 소포체 등의 세포내 소기관에서 대사 과정을 거치며 

산화적 스트레스를 유발하고, 만성적으로 간세포 괴사, 염

증 등을 동반하는 지방간염으로 발전할 수 있으며5-7), 장기

적으로 간 섬유화(hepatic fibrosis) 및 간암(liver cancer)로 

이어질 수 있다8). NAFLD은 비만, 당뇨병, 고지혈증, 고혈

압 등 대사증후군과 밀접한 연관성이 보고되고 있다9).

간 조직 내 에너지 상태를 유지하기 위한 주요 기전은 

AMP-activated protein kinase (AMPK)와 sterol regulatory 

element-binding proteins (SREBP)로 포도당 수송, 신생 및 

지방분해를 포함한 지질 대사의 중요한 조절자다10,11). 

AMPK의 활성화는 acetyl-CoA carboxylase (ACC)의 활성

화를 통해 carnitine palmitoyltransferase-1 (CPT-1)을 활성화

하여 미토콘드리아로 지방산 흡수 및 산화를 촉진한다12,13). 

SREBP의 활성은 유리지방산(free fatty acid, FFAs) 합성을 

촉진하고, 간 조직 내에서 에스터화로 인해 중성지방으로 

전환 및 축적되어 NAFLD을 유발한다14,15). Peroxisome pro-

liferator-activated receptor γ (PPARγ)는 지방 세포 분화, 지

방 생성 및 지질 대사 조절에 필수적인 역할로 인하여 

NAFLD의 치료전략으로 많은 관심이 기울여져 있다16,17). 

마황(Ephedrae herba, EH)은 동양문화권 뿐만이 아니라 

전 세계에서 교감신경 흥분물질로 수천 년간 사용되어왔다

18). 한의학에서는 감기, 관절통, 천식, 발열 등의 전통적인 

적응증 및 비만 치료제로 활용하고 있으며19), 비만 치료를 

위한 처방에서 높은 빈도로 빈번히 사용되는 약재이다20). 

마황은 ephedrine, norephedrine, pseudoephedrine, norpseu-

doephedrine 등의 알칼로이드를 포함하고 있으며, ephedrine

은 지방세포에서 SREBP1, PPARγ 및 enhancer binding pro-

tein alpha (C/EBPα)와 같은 지방 생성 전사인자를 조절하

여 지방 축적을 감소시키는 것으로 알려져 있고21), 교감

신경을 자극하여 식욕을 저하시키고, 콜레스테롤 흡수 저

해, 갈색 지방조직에서 열 발생을 촉진하여 에너지 소비 

활성 등의 작용으로 체지방과 혈중 지질을 감소시키는 것

으로 알려져 있다22). 그러나 마황의 일일 기준이상으로 

과다 복용 시 교감신경 자극으로 심계항진, 고혈압, 두통, 

과잉 행동, 불안, 위장 과민증 및 불면증 등과 같은 부작

용으로 인하여 다른 한약재와 병용하여 부작용을 줄이는 

것이 중요하다23).

한의학에서 의이인(Coicis semen, CS)도 비만과 당뇨병 

치료에 높은 빈도로 사용이 되고 있는데24), 혈중 지질 감

소, 항산화 효과, 혈당 조절 등의 효과가 보고되었다25). 

Stigmasterol, sitosterol, coixol 등 비만에 효과적인 활성성

분을 함유하고 있으며26), 분화된 3T3-L1 세포를 이용한 

연구에서 마황 추출물과 coixol의 처리는 glucocorticoid 

receptor에 전사 결합 활성 억제를 통하여 세포 내 지질 

축적을 감소시키고27), 고지방식이를 통해 비알콜성 지방

간이 유도된 쥐를 이용한 연구에서 stigmasterol 및 sitos-

terol은 간 내 지방 생성을 감소시켜 비만과 관련된 염증

을 억제하는 효과가 보고되었다28,29).

한의학에서는 약초의 상호작용이라는 개념을 처방에 

활용해 왔다30). 한약재 조합은 추출 과정에서 상호작용하

여 추출물의 약리학적 특성과 안전성에 영향을 미칠 수 

있으며31), 질병이나 증후군을 치료하기 위한 중요한 전략

으로 간주되어 왔다. 본 연구자들은 이전 연구에서 마황

과 의이인 성분과 타겟의 상관관계를 네트워크 약리학으

로 분석하였고27,32), 추출물을 지방전구세포에 처리하여 

지방세포 분화와 지질 생합성에 미치는 효능과 기전을 확

인하였다27). 하지만 추출물의 비율에 따른 효능과 기전의 

차이가 나타나는 이유에 대한 설명이 부족하였으며 대사

질환의 주요한 병태인 지방간에서 효능이 확인되지 않았

다. 이에, 본 연구는 비만 치료에 높은 빈도로 사용되고 

있는 마황과 의이인 단일 혹은 복합추출물의 특성을 분석

하고 FFAs 혹은 palmitic acid (PA)로 유도된 지방간 모델

에 미치는 효과를 평가하였다.

재료 및 방법

1. 마황 의이인 조합 추출물의 준비

본 연구에 사용된 마황과 의이인 추출물은 허브마을

(충청북도, 한국)으로부터 구매하여 사용하였다. 마황과 

의이인은 5가지 비율의 조합 S1-S5 (0:100, 25:75, 50:50, 

75:25, 100:0)으로 추출하여 연구에 사용하였다. 마황 및 

의이인 100 g을 95 ℃의 1 L의 물에서 1시간 동안 열수추

출 하였다. 상등액을 8 μm-pore-size whatman filter paper를 

사용하여 여과하고, 감압농축기(Buchi, Switzerland)에서 

농축한 다음 동결건조기를 통해 건조하여 회수하였다. 분

말화 된 추출물은 건조물의 수율을 측정한 후 -20 ℃에 보

관하면서 본 실험에 사용하였다. 세포 실험 시 Dulbecco's 
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phosphate buffered saline (DPBS)에 녹인 후 0.22 μm sy-

ringe 필터로 여과하여 사용하였다.

또한 각 혼합 추출물(S1-S5)과 함께 단독 추출물의 혼

합물(I-S2, I-S3, I-S4)을 동일한 농도로 녹인 각 추출물의 

pH를 측정하고 이들 샘플의 high-performance liquid chro-

matography (HPLC) profile 분석을 실시하였다.

2. HPLC-DAD-UV 분석

5가지 혼합 추출물과 3가지의 단독 추출물의 혼합물은 

5 mg/ml의 농도로 증류수에 희석 후 여과하여 Agilent 

Eclipse XDB-C18 chromatographic column (150×4.6 mm, 5 

μm pore size)을 이용한 HPLC system (Agilent 1260 in-

finity HPLC, Agilent, CA, USA)을 사용하여 분석을 수행

하였다. HPLC 이동상은 A, B 용액계의 농도 gradient를 

적용하여 분석하였다. 이동상 A 용액은 pure water (HPLC 

grade)에 0.05% formic acid를 첨가한 수용액이었고, B 용

액은 100% acetonitrile을 사용하였으며 모든 용매는 사용 

전 필터로 여과 후 사용하였다. 칼럼의 유속은 1.0 ml/min

이었으며 분석 시간은 0분에서 5분까지 이동상 A를 95%, 

5분에서 25분까지 50%, 25분에서 45분까지 0%, 45분에서 

50분까지 95%, 50분에서 55분까지 95%로 용리하였고, 시

료 주입은 2 ㎕를 주입하고, 칼럼의 온도는 25 ℃ 설정하

고, UV detector는 275 nm 파장으로 설정하였다.

3. 세포주의 계대 및 배양

인간 간암 세포주(human hepatocellular carcinoma cell 

line)인 HepG2 세포는 한국세포주 은행(Korea cell line bank, 

Seoul, Korea)에서 분양 받아 사용하였다. HepG2 세포는 1% 

penicillin-streptomycin과 10% fetal bovine serum (FBS)를 첨

가한 Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) 배지를 

사용하여 37 ℃, 5% CO2 인큐베이터에서 배양하였다.

4. 세포 독성 측정

세포 독성 평가는 Ez-Cytox kit (Daeil Lab, Seoul, Korea)

을 사용하여 제조사가 권장하는 방법에 따라 측정하였다. 

HepG2 세포를 96 well cell culture plate에 FBS를 함유한 

DMEM 배지를 이용하여 최종농도가 4×104 cells/well가 되

도록 분주하여 37 ℃, 5% CO2 인큐베이터에서 24시간 배

양하고, 추출물을 25, 50, 100, 250, 500, 1000 μg/ml 농도

로 처리하여 24시간 배양하였다. 이후, EZ-Cytox 시약 10 

μl를 넣고 1시간 동안 배양한 다음 microplate spectropho-

tometer (VersaMax, Molecular Devices, CA, USA) 장비로 

450 nm 파장에서 흡광도를 측정하여 결과를 확인하였다.

5. Oil Red O 염색

HepG2 세포에서 추출물의 지질 축적 억제 효과를 분

석하기 위해 Oil Red O reagent (Thermo Fisher Scientific, 

Rockford, USA)을 이용한 염색법을 사용하였다. HepG2 

세포를 최종농도 4×105 cells/well로 6 well cell culture 

plate에 분주하여 24시간 배양하고, 배지를 1% bovine se-

rum albumin (BSA)을 함유한 serum-free DMEM 배지로 

갈아준 후 추출물을 50 μg/ml 농도로 1 mM FFAs (0.66 

mM oleic acid+0.33 mM PA)과 함께 처리하여 48시간 동

안 배양하였다. 세포를 DPBS로 세척한 후 5% formalin 

용액으로 30분간 고정하고, DPBS로 3회 세척하고, 60% 

isopropanol로 세척한 후 건조하였다. 미리 준비한 Oil Red 

O 염색 시약으로 세포 내 지질을 15분간 염색하고 세척 

및 건조시킨 후, 현미경을 통해 관찰하여 이미지를 획득

하였고, 100% isopropanol을 사용하여 지질에 염색된 염

료를 용해한 후 520 nm 파장에서 흡광도를 측정하여 결

과를 확인하였다.

6. 중성지방 및 총콜레스테롤 측정

HepG2 세포에서 추출물이 세포 내 콜레스테롤에 미치

는 효과를 분석하기 위해 아산제약 triglyceride 및 total 

cholesterol kit를 구입하여 사용하였다. 세포를 최종농도 

4×105 cells/well로 6 well cell culture plate에 분주하여 24시

간 배양하고, 배지를 1% BSA을 함유한 serum-free DMEM 

배지에 결합한 1 mM FFAs에 24시간 동안 배양하고, 추

출물은 50 μg/ml 농도로 48시간 동안 처리하였다. Folch 

방법에 따라 2:1 비율의 chloroform, methanol 300 ul을 각 

well에 첨가하여 수확하고, 12,000 rpm에서 10분 동안 원

심분리하여 상층액을 분리하고, 클로로포름 층을 새로운 

tube에 옮긴 후 실온에서 건조하였다. 건조된 지질 추출

물을 50 μl isopropanol에 재용해시킨 후, triglyceride/total 

cholesterol assay kit로 제조사가 권장하는 표준 실험법에 

따라 측정하였다.

7. Western blot 

HepG2 세포에서 EH-CS에 의한 지질대사와 관련된 단
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백질의 발현 수준을 비교하기 위해 western blot을 실시하

였다. 세포를 100 mm cell culture plate에 분주하여 24시간 

배양하고, 1% BSA을 함유한 serum-free DMEM 배지로 교

환한 후에 추출물을 50 μg/ml 농도로 1 mM FFAs와 함께 

처리하여 24시간 동안 배양하였다. 처리가 완료된 세포를 

DPBS로 세척하고 protease and phosphatase inhibitor cock-

tail (GenDEPOT, Barker, TX, USA)을 첨가한 RIPA buffer 

(Thermo Fisher Scientific)을 이용하여 단백질을 용출시킨 

후에 BCA kit (Thermo Fisher Scientific)을 이용하여 단백

질 정량을 수행하였다. 동량의 단백질(30 μg)을 10% SDS- 

PAGE gel을 이용하여 크기 별로 분리한 후 polyvinylidene 

difluoride membrane에 전이하였다. 이후 Tween 20을 0.1% 

함유한 tris-buffered saline (TBS-T)로 3회 세척하고, 5% 

BSA에 1시간 동안 blocking하였다. 1차 항체를 1:500~1,000

의 비율로 3% BSA에 희석하여 membrane에 처리하여 4 

℃에서 밤새 반응시킨 후 TBS-T를 이용하여 10분간 3회 

세척을 하였다. 2차 항체는 1:2,000~4,000의 비율로 1% 

BSA에 희석하여 사용하였고, 2시간동안 반응시키고 3회 

세척하였다. ECL buffer (Super Signal West Pico, Thermo 

Fisher Scientific)을 처리하고 Fusion Solo (Vilber lourmat, 

Collegien, France) 이용하여 단백질 발현을 확인하였다. 1

차 항체 P-AMPK, AMPK, P-ACC, CPT1α, SREBP1, 

PPARγ, C/EBPα는 Cell Signaling Technology (Berkeley, 

CA, USA) 제품을 사용하였고, β-actin 및 2차 항체는 

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) 제품을 

사용하였다.

8. 당 흡수능 측정 실험

HepG2 세포에서 2-NBDG 시약을 이용하여 직접적인 

세포 내로의 포도당 흡수를 측정하였다. 세포를 96 well 

black plate (Greiner, Austria)에 FBS를 함유한 DMEM 배

지를 이용하여 최종농도가 1×104 cells/well가 되도록 분주

하여 24시간 배양하고, 배지를 PA 250 μM을 함유한 se-

rum-free DMEM 배지로 갈아준 후 24시간 배양한 후 5가

지 추출물을 50 μg/ml 농도로 처리하여 24시간 동안 배양

하였다. 상등액을 제거하고 DPBS을 이용하여 2회 세척하

고 2-NBDG (100 μg/ml)가 포함된 glucose-free DMEM 배

지로 교체 후 37 ℃에서 30분간 인큐베이터에서 배양하

고, DPBS로 세척한 후 fluorescence microplate reader 

(Spectra Gemini, Molecular Devices, CA, USA)를 이용하

여 Ex/Em=485/545 nm 파장에서 형광 광도를 측정하여 

결과를 확인하였다.

9. 형광 유세포 분석

2-NBDG 시약을 처리한 HepG2 세포를 유세포 분석기를 

이용하여 포도당 흡수 정도가 높은 세포의 비율을 측정하

였다. 세포를 cell culture plate에 FBS를 함유한 DMEM 배

지에서 최종 농도가 1×104 cells/well가 되도록 분주하여 

24시간 배양하고, 배지를 PA 250 μM을 함유한 serum-free 

DMEM 배지로 갈아준 후 24시간 배양한 후 5가지 추출

물을 50 μg/ml 농도로 동시에 처리하여 24시간 동안 배양

하였다. 상등액을 제거하고 DPBS를 이용하여 2회 세척하

고 2-NBDG (100 μg/ml)가 포함된 glucose-free DMEM 배

지로 교체 후 37 ℃에서 30분간 인큐베이터에서 배양하

고, DPBS로 세척하여 2-NBDG 흡수 반응을 중단하였다. 

세포를 trypsin으로 탈락시킨 뒤 유세포 분석을 위해 4 °C

에서 유지하였다. 각 측정에 대해 CytoFLEX Flow cy-

tometer (BeckmanCoulter, IN, USA) 유세포 분석기를 사용

하여 10,000개의 단일 세포 이벤트에서 데이터를 수집하

였다.

10. 통계처리

실험의 모든 데이터는 평균값과 표준편차 값의 차이

(mean±deviation)로 나타내었고, GraphPad Prism version 

5.0 (La Jolla, CA, USA)를 이용하여 각 군별 결과의 유의

성을 one-way analysis of variance에 의해 판단하였으며 P

값이 0.05 미만일 경우를 기준으로 통계적으로 유의하다

고 판단하였다.

결과

1. 마황과 의이인 비율에 따른 추출물 수율과 특성 비교

마황과 의이인 비율에 따른 5가지 열수 추출물의 수율

은 S4, S3, S5, S2, S1 순으로 높게 나타났다(Fig. 1A). S1

의 수율은 4.5%, S5의 수율은 8.9%인데 반해 S4의 수율은 

11.1%로 마황 단독 추출물(S5)에 비해 수율이 높게 측정

되었다. 

또한 각 비율의 혼합 추출물과 개별 추출물의 혼합 샘

플의 pH를 측정 및 비교하였을 때, 의이인의 단독 추출물

의 pH는 6.32로 가장 높았고, 마황의 비율이 높아짐에 따



유가람 외: 마황 의이인 조합 비알콜성 지방간

www.jkomor.org 5

라 pH가 의존적으로 감소하는 결과를 나타내었다(Fig. 

1B). 한편, 마황과 의이인 개별 추출물의 혼합 샘플(I-S2, 

I-S3, I-S4)에서는 같은 마황-의이인 비율의 혼합 추출물에 

비해 pH 결과가 높게 나타난 결과를 확인하였다(Fig. 1B). 

2. 마황과 의이인 혼합 추출물과 개별 추출물의 혼합 샘플의 

HPLC 프로파일 분석

마황과 의이인 혼합 추출물(S1-S5)과 개별 추출물의 혼

합(I-S2, I-S3, I-S4)의 동일 조건 HPLC 분석 결과는 Fig. 

2A와 같이 나타났다. 소수의 의이인 유래 물질 peak (RT: 

4.038, 20.039)와 다수의 마황 유래 물질 peak (RT 12~20 

min 사이에 검출)를 확인할 수 있었다. 

이 때, 마황 유래 물질의 peak area는 마황의 비율 증가

(S1에서 S5로 갈수록)에 따라 증가하였으나, 그 증가 폭

은 줄어들어 S4와 S5에서 특히 큰 차이가 나지 않았다

(Fig. 2). 또한 동일한 마황-의이인 비율별 추출물에서, 혼

합 추출물과 개별 추출물의 혼합 샘플끼리(S2와 I-S2, S3

와 I-S3, S4와 I-S4) peak area를 세밀하게 비교하였을 때, 

혼합 추출물에 비해, 개별 추출물의 혼합 샘플에서 peak 

area가 낮게 나타나는 일정한 현상을 확인할 수 있었다

(Fig. 2). Fig. 2에서 대표적으로 제시한 물질 peak 6종 이

외에도 구분이 가능한 다른 peak area의 분석 시에도 유사

한 결과를 확인하였다. 

3. 마황과 의이인 추출물이 HepG2 세포생존율에 미치는 

영향

세포 독성 시험 결과, 의이인의 비율이 높은 추출물에

서 상대적으로 세포 독성이 낮은 것을 확인하였고, S5 샘

플(마황 100%)의 100 μg/ml 농도 처리는 세포생존율을 

82%로 급격하게 감소시켰다. 반면에 S1 처리는 1000 μ

g/ml의 고농도에서도 88%의 높은 세포생존율을 보였다. 

따라서 본 세포실험에서 수행할 시료의 농도를 모든 추출

물에서 세포독성이 나타나지 않는 50 μg/ml 농도로 설정

하여 연구를 진행하였다(Fig. 3A).

4. 마황과 의이인 복합 추출물이 지방간 모델의 세포 지질 

축적에 미치는 영향

FFAs를 처리한 세포는 처리하지 않은 세포에 비해 약 

30% 증가한 지질 축적을 확인하였다(Fig. 3B, C). 마황의 

비율이 높아질수록 세포 내 지질 축적이 감소되었고, 50 

μg/ml 농도의 S5 처리는 지질 축적을 23% 감소시켰다. 결

과적으로 의이인 단독 추출물인 S1을 제외하고 지질의 

유의미한 감소를 확인하였다. 

5. 마황과 의이인 추출물이 triglyceride 및 total choles-

terol에 미치는 영향

FFAs을 처리한 세포는 세포 내 triglyceride 및 total cho-

lesterol 축적이 유의미하게 증가하였다. 한편 S3, S4를 처

리한 그룹에서 대조군에 비해 triglyceride의 유의한 감소

를 보였고(Fig. 4A), total cholesterol은 S1 처리에서 가장 

낮았으나, 대조군에 비해 유의미한 감소는 관찰되지 않았

다(Fig. 4B). 

Fig. 1. Characteristics of EH-CS extracts by different combination ratios. (A) The extraction yields of combination extracts of 
different EH-CS ratios. (B) pH measurements of water-eluted EH-CS extracts. I-S2, I-S3, I-S4 indicates that the samples were 
prepared by mixing sole EH extract and CS extract after their extraction process with same EH-CS ratios for comparison. EH: 
Ephedrae herba, CS: Coicis semen, I-S: mixed sample of individual extracts.
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6. 마황과 의이인 추출물이 포도당 흡수에 미치는 영향

형광 마이크로플레이트 형광 값 분석 및 형광 유세포 

분석을 이용한 연구결과에서 PA로 유도된 세포는 처리되

지 않은 대조군 세포에 비해 각 18% 및 19%의 당 흡수의 

감소를 나타내었다. 먼저 형광 강도를 이용한 분석에서 

S2, S3, S4 처리에서 유의미한 당흡수능의 증가 효능을 관

찰하였고, S2 처리군은 PA 유도군과 비교하여 약 33% 유

의미하게 증가하였다(Fig. 5A). 형광 유세포 분석에서는 

일정 기준의 형광 강도를 넘은 세포의 비율을 카운트하였

는데, S1 처리군을 제외한 모든 처리군에서 당 흡수 세포 

비율의 유의미한 증가를 보였는데, S3 처리군은 PA 유도

군과 비교하여 약 45%로 가장 높은 증가를 보였으며 S2 

처리군은 약 34% 증가시키는 것을 확인하였다(Fig. 5B).

7. 마황과 의이인 추출물의 지질 대사와 관련한 신호에 미치

는 영향

마황과 의이인이 지질 대사와 관련된 단백질 발현을 조

절하는지 확인하기 위해 대사 관련 핵심인자인 AMPK와 

ACC의 인산화와 지방 합성과 관련된 CPT1α, SREBP1, 

PPARγ 및 C/EBPα 발현을 western blot으로 분석하였다. 

Fig. 2. HPLC profile and peak analysis of EH-CS extracts. (A) HPLC analysis of all EH-CS extracts by different ratios. (B) Results 
of some peak areas of EH-derived compound peaks. (C) Bar chart of peak area results for comparison. I-S2, I-S3, I-S4 indicates 
that the samples were prepared by mixing sole EH extract and CS extract after their extraction process with same EH-CS ratios for 
comparison. HPLC: high-performance liquid chromatography, EH: Ephedrae herba, CS: Coicis semen, I-S: mixed sample of individual 
extracts.
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Fig. 3. Effects of EH-CS combination on HepG2 cells. (A) Effect of EH-CS combinations on HepG2 cell viability. HepG2 cells were 
incubated with different concentration of 5 ratios of EH-CS extracts (0-1,000 μg/ml) for 24 h. (B) Effect of EH-CS combinations on 
lipid accumulation in FFAs-treated HepG2 cells determined with Oil Red O staining. HepG2 cells were co-treated with FFAs (1 mM) 
and EH-CS extracts for 48 h. Results are the means±SDs of three independent experiments. (C) Microscopic images of ORO-stained 
HepG2 cells by treatment EH-CS extracts (x200). EH: Ephedrae herba, CS: Coicis semen, FFAs: free fatty acids, SD: standard 
deviation, ORO: Oil-Red O, NC: negative control, IND: FFAs-induced control. **P<0.01 vs. FFAs-untreated controls and ††P<0.01 vs. 
FFAs-treated control.

Fig. 4. Effects of EH-CS combinations on intracellular TG and TC contents. (A) Relative TG contents, (B) relative TC contents in 
HepG2 cells. Intracellular TG and TC contents were measured as described in Materials and Methods. HepG2 cells were co-treated 
with FFAs (1 mM) and EH-CS extracts for 48 h. Results are the means±SDs of three independent experiments. EH: Ephedrae 
herba, CS: Coicis semen, TG: triglycerides, TC: total cholesterol, FFAs: free fatty acids, SD: standard deviation. ***P<0.001 vs. 
FFAs-untreated controls and †P<0.05, ††P<0.01 vs FFAs-treated control.
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FFAs를 처리한 그룹에서 P-AMPK의 발현이 감소하였으

며, S2 처리군에서 P-AMPK와 함께 P-ACC의 발현이 증

가하였다. 반면, S3와 S4 처리군에서 S2 처리군보다 높은 

P-ACC의 발현을 확인하였다. 마황의 비율이 높은 처리군

에서 CPT1α의 발현이 증가하는 것을 관찰하였으며, 지질 

생합성과 관련된 SREBP1, PPARγ 및 C/EBPα에서도 마황

의 비율이 높은 샘플의 처리군에서 더욱 높은 발현 감소

를 확인하였다(Fig. 6). 

고찰

본 연구에서는 한의학 비만 처방에 높은 빈도로 사용되

어온 두 약재를 5가지 비율별 조합으로 추출하여, HepG2 

세포를 이용한 NAFLD모델에서 지질 축적과 포도당 흡

수에 미치는 영향을 평가하였으며, 추출물의 분석을 통해 

마황과 의이인의 복합추출물 활용으로 인한 이점이 있는

지 확인하고자 하였다. 이미 앞서 수행된 마황 의이인 조

합과 감비환 처방의 연구 결과들과 종합하여 분석할 때, 

본 in vitro 연구 결과는 마황-의이인 조합이 갖는 당 흡수

능 및 지질 축적에 대한 역방향의 연구 결과로 그 중요도

와 임상적 재현성이 기대된다.

NAFLD는 비만, 고지질혈증, 제2형 당뇨병을 비롯한 

여러 인슐린 저항성 질환과 밀접하게 관련이 있다33). 세

포 내 과다한 중성지방 수준은 산화적 스트레스를 일으켜 

인슐린 신호 전달을 억제하여 인슐린 저항성을 유도한다

34). PA를 처리한 HepG2 세포에서 낮아진 포도당 흡수능

은 의이인이 포함된 S2, S3 처리에서 유의하게 회복되는 

것을 확인하였다. 인슐린 저항성과 관련하여 추가적인 분

자적 기전 및 효능연구가 필요하나, 마황과 의이인을 함

께 사용함으로써 인슐린 저항성을 개선할 수 있을 것으로 

보인다.

지방간이 유도된 HepG2 세포에서 AMPK, ACC, CPT1

α, SREBP1, PPARγ 및 C/EBPα 단백질 발현에 미치는 영

향을 확인하여 복합 추출물과 단독 추출물의 성능을 비교

하였다. S2에서 AMPK와 ACC의 인산화가 증가한 결과

를 확인하여, 이전의 지방전구세포를 사용한 연구 결과

(S3, S5에서 유의미한 AMPK 인산화)와는 차이가 있음을 

확인하였다. 한편 마황의 비율이 높아질수록 PPARγ, 

SREBP1 및 C/EBPα의 단백질 발현이 감소하였다. 이 결

과는 앞선 연구의 real-time quantitative PCR을 통한 지방

생합성 마커의 유전자 발현 연구결과(SREBF1, PPARγ 

gene 발현이 S5에서 가장 억제)와 동일하였다32). 마황 단

독 추출물(S5)에 비해 상대적으로 부족함에도 불구하고, 

마황-의이인 혼합 추출물은 여러 지질 생합성 마커의 억

제에서 뛰어난 효능을 나타내었다. 특히 에너지 대사의 

핵심 조절 인자인 인산화 AMPK의 정도는 S3에서 S5와 

비슷한 정도로 활성화된 것을 확인할 수 있었다. 이로써 

수많은 AMPK의 하위 시그널의 조절을 통해 마황-의이인 

1:1 조합 추출물(S3)이 다른 샘플에 비해 상대적으로 뛰

어날 가능성이 있다.

Fig. 5. Effects of EH-CS combinations on intracellular glucose uptake in PA-induced HepG2 cells. (A) Glucose uptake assay using 
2-NBDG fluorescence, (B) flow cytometric analysis of 2-NBDG positive cells. HepG2 cells were co-treated with PA (250 μM) and 
EH-CS extracts for 24 h. Results are the means±SDs of three independent experiments. EH: Ephedrae herba, CS: Coicis semen, 
PA: palmitic acid, SD: standard deviation. ***P<0.001 vs. PA-untreated controls and †P<0.05, ††P<0.01 vs. PA-treated control.
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한편 세포 내 triglyceride는 S4 처리에서 가장 큰 감소

를 보였는데, 이는 지질생합성 마커들이 S5에서 가장 뚜

렷한 감소를 보인 결과와 그에 앞선 Oil Red O 염색결과 

상 마황의 비율에 의존적으로 중성지방이 감소한 결과와 

완전히 일치하지는 않았다. 이는 이전 연구의 결과와 유

사한데, 이전 연구에서는 마황 고비율의 샘플이 지방전구

세포의 독성범위 이내의 농도에서 염증성 사이토카인의 

분비를 증가시키는 것과 연관을 지어 해석하였다32). 당 

흡수능을 확인하기 위한 두 다른 실험 방식에서 도출된, 

동일 샘플의 농도별 효능의 불일치에 대해서는 flow cy-

tometry 분석의 positive event cell의 낮은 cutoff 기준 등 

실험의 세부 조건과 아직 밝혀지지 않은 의이인의 기전이 

영향을 미쳤을 수 있다. 

마황-의이인 비율별 추출물을 이용한 연구에서, 위에서 

언급하여 비교한 바와 같이 시험 모델의 세포 종류(지방

간 모델, 분화 지방 세포)에 따라서 또는 약리 활성의 종

류(지질 생합성 또는 당흡수능)에 따라서 결과가 상이하

게 나타났다. 이는 마황-의이인 추출물의 제형 연구에서, 

두 약재 간 비율 선택에 더욱 신중해야 하는 것을 의미한

다. 특히, 지질 생합성 억제와 체중 감소만을 목적으로 처

방에서 마황의 처방 내 비율을 증가시키는 것이 환자의 

다른 대사 기전에 미치는 영향도 고려되어야 할 것으로 

생각된다. 특히 두 약재의 배합이 동일 효능의 단순 합이 

아니라 다른 효과와 기전 상의 단계적 결합으로 해석될 

가능성이 있다. 이러한 활성을 확인하기 위해서 in vivo에

서 비율별 추출물의 투여 후 다양한 기전의 마커와 효능

을 확인하는 연구가 필요하다. 

마황에 포함된 ephedrine은 과다 복용 시 간에 손상을 

초래할 수 있다고 알려져 있고35,36), 간 조직 내 면역세포

를 활성화하여 interleukin-8, macrophage colony-stimulat-

ing factor와 같은 염증성 사이토카인을 증가시킨다는 보

고가 있다37). 임상사례에 관한 연구문헌에서는 마황을 장

기간 사용하거나, 다른 약물과 함께 사용하는 경우에 독

성과 관련성이 증가한다는 보고가 있다38). 실제로 의이인

의 비율보다 마황의 비율이 높은 추출물에서 HepG2 세포

의 낮은 세포생존율을 보였다. 반대로, 의이인과 혼합된 

추출물은 같은 농도에서 마황 단독 추출물과 비슷한 효능

을 내면서도 낮은 세포독성을 나타내므로, 50 μg/ml 이상

의 높은 농도의 추출물 처리 시 더욱 뛰어난 효능을 나타

낼 수 있을 것으로 예상된다. 

천연물을 이용한 연구에서 추출 시 용매, 온도, pH 등

의 조건에 따라 추출물의 수율 및 성분은 다르게 나타날 

수 있다39). 마황과 의이인을 동시에 구성약재로 가지는 

여러 항비만 처방의 구성에서 의이인의 비율이 높음이 보

고되기도 하였다32). 마황과 의이인의 비율별 추출물의 수

율과 pH, HPLC peak area에 대한 결과를 종합 고려해 볼 

때, 마황과 의이인의 복합추출방식은 마황의 성분 용출을 

용이하게 하고, 이를 통해 저함량의 마황이 포함된 처방

에서 부작용 없이 충분한 효능을 나타내는 것으로 추정해 

보았다. 

본 연구는 항비만 효능으로 임상적 근거를 가진 마황

과 의이인 조합을 in vitro 지방간 모델 실험과 천연물 분

석 기법을 통해 연구하였다. 이상과 같이 마황-의이인의 

조합 추출물은 지방간 모델에서 마황 단독 추출물에 비해 

세포 독성은 낮고 효능이 유사하거나 뛰어난 효과를 보이

므로 추가적인 연구를 통하여 마황과 의이인 조합이 대사

Fig. 6. Effects of EH-CS combinations on adipogenesis-related
proteins in FFAs-treated HepG2 cells. The phosphorylation 
levels of AMPK and ACC and SREBP1, PPARγ, C/EBPα and 
CPT1α protein expression levels in FFAs-treated HepG2 cells 
were immunoblotted and analyzed. HepG2 cells were treated 
with FFAs (1 mM) for 24 h and followed by treatment of EH-
CS extracts for 48 h before protein extraction. EH: Ephedrae 
herba, CS: Coicis semen, FFAs: free fatty acids, AMPK: AMP-
activated protein kinase, ACC: acetyl-CoA carboxylase, SREBP1:
sterol regulatory element-binding protein 1, PPARγ: peroxisome
proliferator-activated receptor gamma, C/EBPα: CCAAT enhancer
binding protein alpha, CPT1α: carnitine palmitoyltransferase 1 
alpha.
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질환에서 효율적인 처방 활용이 가능할 것으로 생각된다. 

결론

비만 처방에 높은 빈도로 사용되는 마황과 의이인 조

합 추출물이 비알콜성 지방간에 미치는 영향을 평가하였

다. 본 연구결과에 따르면 마황과 의이인 조합 추출물은 

마황 단독 추출물에 비해 수율이 높고, 마황의 강력한 지

질 축적 억제 효과를 유지하고 당 흡수능을 더욱 증가시

키되 세포독성을 낮추어 활용성을 높일 수 있는 것으로 

보인다. 마황과 의이인 조합 추출물이 단독 추출물에 비

해 뛰어난 효능과 안전성을 나타낼 수 있으므로 이에 대

한 추가 연구가 필요하다. 
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