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Zanthoxylum schinifolium Siebold et Zuccarini, which belongs to the Rutaceae family, has been widely 
used as a spice and medicinal herb in East Asian countries, such as Korea, China, and Japan. In 
this study, we investigated the anti-obesity mechanism of the methanol extract from the leaves of 
Z. schinifolium (MEZS). Using the 3T3-L1 pre-adipocyte model, our findings showed that MEZS 
significantly inhibited adipocyte differentiation and fat formation induced by adipocyte differentiation 
inducer in a dose-dependent manner. MEZS’ anti-obesity effects could be attributed to their ability 
to block the expression of adipogenic transcription factors, including peroxisome proliferator-activated 
receptor γ, CCAAT/enhancer binding protein α (C/EBPα), and C/EBPβ, and adipocyte-specific genes, 
such as adipocyte-specific lipid binding protein, leptin, and fatty acid synthase. MEZS also attenuated 
the activation of the phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K)/Akt pathway, and when the PI3K/Akt path-
way was artificially blocked, the inhibitory effect of MEZS on adipocyte differentiation and fat for-
mation was further enhanced. Furthermore, MEZS blocked the generation of reactive oxygen species 
in differentiated adipocytes, which was associated with the activation of the nuclear factor (eryth-
roid-derived 2)-like 2 (Nrf2) and induction of Nrf2 downstream proteins, such as heme oxygenase 
1 and NAD(P)H quinone oxidoreductase 1. Although analysis of the physiologically active substances 
contained in MEZS and validation in animal models are required, the results of this study suggest 
that the extract of Z. schinifolium leaves has excellent potential as a food or pharmaceutical material 
with anti-obesity effects.
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서 론

비만은 최근 당뇨병, 고지혈증, 심혈관 질환 등 다양한 

대사질환의 결정적인 위험인자로 작용하기 때문에 현대

사회의 가장 시급한 의료 이슈 중 하나로 인식되고 있다

[6, 35]. 비만을 극복하기 위해 에너지 소모 증가, 전구지방

세포(pre-adipocytes)의 분화(adipogenesis) 및 지방 생성의 

억제, 그리고, 지방 분해 및 지방 산화 자극을 포함한 다양

한 전략이 제안되고 있다. 이러한 전략 중 지방세포 분화

를 억제하여 지방세포 생성을 제어하는 것은 비만 치료에 

가장 유효한 접근 방식이다[7, 47]. 지방세포의 형성은 미

분화된 전구지방세포에서 성숙한 지방세포(mature adipo-
cyte)로 증식 및 분화하는 과정으로, 분화 초기에는 CCAAT/ 
enhancer binding proteins (C/EBPs)와 peroxisome prolifer-
ator-activated receptor γ (PPARγ)를 포함한 지방세포 생성 

전사 인자(adipogenic transcription factor)에 의해 엄격하게 

조절되며 이 유전자들의 활성은 지방 조직에서 지방세포

의 수와 지질 저장 용량을 결정하는 데 핵심적으로 관여

한다[9, 24]. 또한, 지방세포가 형성되면 백색 지방세포

(white adipocyte)에서 보이는 triglyceride 축적이 증가하며, 
지방세포로의 성숙에는 adipocyte-specific lipid binding pro-
tein (aP2), leptin, fatty acid synthase (FAS), acetyl-CoA car-
boxylase 및 hormone sensitive lipase와 같은 지방세포 특이

적 유전자(adipocyte-specific gene)의 발현 증가가 요구된다 
[16, 17, 37]. 아울러 phosphatidylinositide 3-kinase (PI3K)/ 
Akt와 mitogen-activated protein kinases (MAPKs)를 포함한 

세포 내 주요 신호계 또한 지방세포 생성 전사 인자의 활
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성 조절에 관여하는데, PI3K/Akt 신호계와 MAPKs 구성 

인자 중에서 extracellular signal regulated kinase (ERK) 경로

의 불활성화는 지방 생성의 억제와 관련이 있다[2, 5]. 반
면, 비만 환자의 지방 축적은 산화 스트레스로 유래된 re-
active oxygen species (ROS)의 증가를 동반하며, ROS의 

축적은 지방세포의 생성 초기 단계에서 지방세포 분화를 

자극하고 후기 단계에서 성숙을 촉진한다[14, 31]. 또한 

ROS의 축적은 근육과 지방에서 포도당 흡수를 차단하고 

췌장 세포에서 인슐린의 방출을 억제하여 당뇨병 환자에

게 심각한 위험 요소로 작용할 수 있다[11, 19]. 따라서 

PI3K/Akt 또는 MAPKs 신호계의 조절과 ROS 생성의 차단

은 지방세포 생성을 억제하는 치료적 접근법이 될 수 있

다. 전구지방세포에서 산화 스트레스 유발 기전은 다양하

지만, 최근 산화 스트레스 차단을 위한 표적으로 항산화 

전사 인자인 nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2)
의 역할에 관한 연구가 증가하고 있다[4, 44]. 예를 들어 

오미자(Schisandra chinensis Baill.) 열매의 한 생리활성 성

분(gomisin C)은 전구지방세포에서 Nrf2 신호 전달 경로를 

활성화함으로써 초기 지방 생성과 ROS 생성을 감소시켰

다[48]. 그리고, 망고(Mangifera indica L.)의 껍질과 씨앗 

추출물은 Nrf2와 그 표적인 heme oxygenase 1 (HO-1)과 

manganese superoxide dismutase의 발현 증가를 통한 ROS 
생성 억제하고 지방세포의 분화를 차단하였다[41, 42]. 현
재 임상적 치료에 널리 사용되고 있는 항비만 약물인 orli-
stat는 lipase의 작용을 억제하여 섭취된 음식의 지방 흡수

를 방지하지만, 위장관 장애를 유발할 수 있고[1, 46], 
phentermine-topiramate, liraglutide 및 semaglutide와 같은 

약물들도 선천적 장애, 췌장염, 복통 유발 등과 같은 부작

용을 가지고 있다[15, 33]. 따라서 최근 이러한 부작용을 

극복하면서 비만 치료에 우수한 잠재력을 가지는 다양한 

천연물의 효능에 관한 관심이 증대되고 있다[13, 21]. 그러

나 비만의 예방 및 치료 효능에 관한 병인학적 기전의 

확립이 여전히 부족하여 임상적 적용 가능성이 낮은 실정

이므로 이는 시급히 해결되어야 할 문제이다.
운향과(Rutaceae family)에 속하는 산초나무(Zanthoxy-

lum schinifolium Siebold et Zuccarini)는 한국을 포함한 동

아시아 국가에서 향신료 및 약재로 널리 사용되는 방향성 

식물(aromatic plant)의 일종이다[26, 43]. 전통적으로 이 식

물의 다양한 부위는 감기, 설사, 치통, 복통, 황달, 소화불

량 등과 같은 병리적 증상을 치료하기 위하여 처방되어 

왔다[43]. 그동안의 연구 결과에 의하면, 산초나무의 추출

물 또는 생리활성 성분들은 항균[28], 항산화[22, 29], 항염

증[8, 28, 38], 미백[28], 면역 증강[27], 신경세포 손상 차단

[45], 항혈소판 응집[10] 및 항종양[23, 30, 39, 40] 등을 

포함한 다양한 약리학적 활성이 있음을 알 수 있다. 산초

나무 추출물의 비만 억제 효과에 관한 선행 연구 중, Kim 
등[25]은 산초나무 종자에서 추출한 오일(seed oil)이 혈액 

내 지질 수치를 개선하고, 심혈관 질환과 죽상경화를 낮

추고, hormone-sensitive lipase (HSL)을 활성화하여 세포 

지질을 분해한다는 것을 보여주었다. 그리고 본 연구실의 

선행 결과에 의하면, 산초나무 잎의 에탄올 추출물(ethanol 
extract from the leaves of Z. schinifolium, EEZS)은 지방세포 

분화에 핵심적으로 관여하는 전사 인자들의 발현 억제를 

통하여 지방세포의 분화와 세포 내 지질 축적을 억제하였

으며 이는 ERK 및 PI3K/Akt 신호계의 활성 억제와 연관성

이 있었다[12]. 또 다른 선행 연구에 의하면, 인간 방광암

세포에서 EEZS의 항암 활성은 ROS 생성 의존적 PI3K/Akt 
신호 전달 경로의 비활성화가 관여하였다[12]. 이는 정상

세포에서 산초나무 추출물이 ROS의 생성을 차단하여 항

산화 활성을 감소시키는 것[8, 29]과는 달리, 암세포에서

는 산화 스트레스를 유도하여 세포사멸을 유도하였음을 

보여주는 결과이다. 그러나 산초나무 추출물에 의한 비만 

억제 효능에 산화 스트레스 억제 효능과 PI3K/Akt와 같은 

세포 내 신호계가 어떤 역할을 하는지에 관한 자세히 연구

는 현재까지 이루어진 바 없다. 따라서 본 연구에서는 산

초나무 추출물의 항비만 활성에 대한 추가적인 작용 기전 

연구를 위하여 산초나무 잎의 메탄올 추출물(methanol ex-
tract from the leaves of Z. schinifolium, MEZS)에 의한 비만

세포 분화 억제 과정을 PI3K/Akt 신호계와 ROS의 역할을 

중심으로 조사하였다. 이를 위하여 지방세포 분화 모델로 

가장 널리 사용되는 3T3-L1 지방전구세포(pre-adipocytes)
를 사용하였으며, 지방세포로의 분화를 유도하기 위하여 

insulin, dexamethasone 및 isobuthylmethylxanthine (IMBX) 
등이 함유된 분화 유도제(MDI)를 사용하였다.

재료 및 방법

MEZS의 제조 및 처리

본 연구에 사용된 산초나무 잎은 ㈜대한생약(Imsil, 
Korea)에서 구입하였으며, MEZS를 제조하기 위하여 건조

된 잎을 잘게 잘라 분쇄 후 80 g을 1,500 mL 100% 메탄올

에 48시간 동안 침지시켰다. 이어서, 추출물을 여과지

(Whatman No. 4, Whatman International Ltd., Maidstone, 
UK)를 이용하여 이물질을 제거한 후, 회전 증발기(N- 
1000S-W, EYELA, Bohemia, NY, USA)로 농축하고, 동결 

건조하여 분말(MEZS)을 얻었으며, 실험에 사용하기 전까

지 –80℃에서 보관하였다. 세포에 처리하기 위하여 MEZS
를 dimethyl sulfoxide (DMSO; Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, MA, USA)에 용해하여 stock 용액(200 mg/mL)을 

제조하였고, 배양 배지로 적절한 농도로 희석한 후 세포

에 처리하였다.

세포 배양 및 지방세포 분화 유도

3T3-L1 지방전구세포는 American Type Culture Collec-
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tion (Manassas, VA, USA)에서 구입하였으며, 10% fetal 
bovine serum (FBS; WelGENE, Gyeongsan, Korea)과 1% 
penicillin-streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
이 함유된 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; 
WelGENE)를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였

다. 3T3-L1 지방전구세포를 지방세포로 분화시키기 위해

서는 선행 방법에 준하여[12], 배지를 adipogenic hormonal 
cocktail (MDI, Sigma-Aldrich)이 포함된 DMEM을 이틀간 

교체하면서 8일간 배양하였다.

세포 생존율 분석

MEZS가 3T3-L1 지방전구세포에 미치는 세포독성 여

부를 조사하기 위하여 3-(4,5-dimethylth-
iazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) 분석을 

실시하였다. 이를 위하여 MEZS가 있거나 없는 배지에서 

72시간 배양된 세포를 모아 0.5 mg/ml의 MTT 용액

(Sigma-Aldrich)에 상온에서 30분간 반응시켰다. 이어서 

형성된 formazan을 DMSO에 녹인 후, microplate reader 
(Dynatech Laboratories, Chantilly VA, USA)를 이용하여 

540 nm 파장에서 흡광도를 측정하여 대조군 대비 상대 비

율로 세포 생존율을 평가하였다.

Oil red-O 염색

지방세포 내 축적된 지질의 확인과 양을 정량적으로 

평가하기 위하여 oil red-O 용액을 실시하였다. 이를 위하

여 MEZS가 있거나 없는 조건에서 MDI가 함유된 배지에

서 8일간 분화된 세포를 phosphate-buffered saline (PBS)로 

수세 후, 10% formalin (Junsei Chemical Co., Ltd., Tokyo, 
Japan)으로 고정시켰다. 세포의 형태를 위상차 현미경(Carl 
Zeiss, Oberkochen, Germany)으로 관찰 후, 고정된 세포를 

건조시키고 상온에서 oil red-O 용액(0.35% oil red-O in 
100% aqueous 2-isopropanol; Thermo Fisher Scientific)으로 

지질 방울을 염색하였다. 20분 후, oil red-O 용액을 제거하

고 PBS 및 60% isopropanol (Sigma-Aldrich)로 세척하고 

위상차 현미경으로 염색 정도를 관찰하였다. 세포 내 형성

된 지질을 정량하기 위해 염색된 지질 방울을 4% Nonidet 
P-40 (NP-40, Sigma-Aldrich)이 포함된 isopropanol에 용해

시키고 microplate reader를 이용하여 500 nm에서 흡광도

를 측정하였다.

단백질 분리 및 Western blot 분석

단백질 발현 분석을 위하여 세포를 PBS로 세척한 다음, 
40 mM Tris (pH 8.0), 120 mM NaCl, 0.5% NP-40, 0.1 mM 
sodium orthovanadate, 2 µg/ml leupeptin, 100 µg/ml phenyl-
methylsulfonyl fluoride (Sigma-Aldrich)를 함유한 용해 완

충액에서 20분 동안 세포를 용해시켰다. 상층액을 모아 

Bio-Rad 단백질 분석 키트(Bio-Rad Laboratories, Inc., Her-

cules, CA, USA)를 사용하여 단백질 농도를 측정한 후, 
sample buffer (Bio-Rad Laboratories, Inc.)와 혼합하여 95℃
에서 5분간 변성시켰다. 동일한 양의 단백질을 sodium do-
decyl sulphate-polyacrylamide gel에서 분리하고 nitrocellu-
lose membrane (Amersham Life Sciences, Arlington Heights, 
IL, USA)으로 옮겼다. 그 후, membrane을 5% non-fat milk 
용액으로 차단하고 4℃에서 검출 대상 단백질의 1차 항체

로 12시간 반응시키고, 실온에서 2차 항체로 1시간 더 반

응시킨 후 enhanced chemiluminescence detection system 
(Amersham Life Sciences)으로 단백질의 발현 정도를 분석

하였다. 본 연구에 사용된 1차 항체는 Santa Cruz Biotech-
nology, Inc. (Santa Cruz, CA, USA) 및 Cell Signaling Tech-
nology, Inc. (Danvers, MA, USA)에서 구입하였고, horse-
radish peroxidase-conjugated immunoglobulin G는 Santa Cruz 
Biotechnology, Inc.에서 구입하였다.

ROS 생성의 분석

MEZS가 있거나 없는 조건에서 분화가 유도된 3T3-L1 
세포에서 생성된 ROS의 양을 측정하기 위하여 2′,7′-di-
chlorofluorescin-diacetate (DCF-DA)를 사용하였다. 이를 

위하여 세포를 10 μM의 DCF-DA 용액(Sigma-Aldrich)에 

20분간 반응시키고, ROS가 존재할 때 변화되는 형광성 

DCF에 양성 반응을 나타내는 세포의 빈도를 유세포 분석

기(BD Biosciences, San Jose, CA, USA)를 사용하여 분석하

였다. 아울러 동일한 조건에서 DCF-DA에 염색된 세포의 

형광 강도를 형광 현미경(Carl Zeiss) 하에서 관찰하였다.

통계 분석

통계 분석에 의한 결과는 평균 ± 표준 편차(standard de-
viation, SD)로 제시하였다. 그룹 간 비교는 분산 분석을 

사용하여 이루어졌으며, 그룹 간의 유의성은 Duncan의 다

중 범위 검정을 사용하여 분석하였다. 통계 분석은 SPSS 
버전 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 사용하여 수행

하였으며, p<0.05는 통계적으로 유의한 차이를 나타내는 

것으로 간주하였다.

결과 및 고찰

MEZS에 의한 3T3-L1 세포의 지방세포 분화 및 지방 생성

억제

MEZS가 비만세포 분화 과정을 억제할 수 있는지를 조

사하기 위한 조건의 설정을 위하여 MEZS가 미분화된 

3T3-L1 세포의 생존율에 미치는 먼저 영향을 조사하였다. 
이를 위하여 다양한 농도의 MEZS가 함유된 배지에서 배

양한 세포를 대상으로 MTT 분석을 통하여 세포 생존력을 

평가하였다. Fig. 1A의 결과에 의하면, 500 µg/ml 이하의 

MEZS가 함유된 배지에서 배양된 3T3-L1 세포에서 세포 
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Fig. 1. MEZS suppresses adipogenesis and lipid content in 3T3-L1 adipocytes. (A) 3T3-L1 cells were cultured in media containing 
various concentrations of MEZS for 72 hr, and cell viability was measured using the MTT assay. (B and C) Differentiation 
of confluent 3T3-L1 cells was initiated using MDI and maintained in DMEM medium, containing 10% FBS in the absence 
or presence of different concentrations of MEZS. After culturing for 8 days, cells were observed for morphology under 
a phase contrast microscope (B), and fixed and stained with oil red-O, and the formation of lipid droplets was visualized 
under a phase contrast microscope (C). (D) The triglyceride contents of cells were determined by oil red-O staining 
following treatment in the absence or presence of different concentrations of MEZS. Subsequent to dissolving the trigly-
ceride in isopropanol, the triglyceride contents were measured at 500 nm using a microplate reader. The data are expressed 
as the mean ± SD of three independent experiments (*p<0.05, vs. undifferentiated control; #p<0.05, vs. differentiated con-
trol). 

생존율은 대조군 대비 유의적인 억제 효과가 관찰되지 

않았지만, 600 µg/ml의 MEZS가 처리된 조건에서 배양된 

세포에서는 유의적인 세포 생존율 감소 현상이 나타났다. 
따라서 MEZS가 3T3-L1 세포에서 분회 및 지방 생성을 

억제하는지를 평가하기 위한 MEZS의 농도는 500 µg/ml 
이하로 설정하였다.  

미분화된 섬유아세포와 유사한 지방전구세포에서 지

방세포의 분화 과정은 지질 축적에 의한 지질 방울의 형

성이 특징이기 때문에, 이는 지방세포로의 대표적인 분화

의 마커로 사용된다[9, 21]. 3T3-L1 지방전구세포는 MDI
가 처리된 조건에서 전형적인 지방세포로 분화되기 때문

에 지방형성 관련 연구에 가장 광범위하게 사용되는 모델

이다[18, 36]. 본 연구에서도 잘 확립된 이 모델을 사용하

였으며, MDI를 이용한 선행 방법에 준하여 3T3-L1 지방

전구세포를 지방세포로 분화시키면서, 이 과정을 MEZS
가 억제할 수 있는지를 조사하였다. 이를 위하여 3T3-L1 

세포를 MDI가 있는 상태에서 다양한 농도의 MEZS 또는 

MDI만 단독 처리하여 8일 동안 배양하였다. Fig. 1B 및 

C에 나타낸 3T3-L1 세포의 형태 변화에서 알 수 있듯이, 
대조군 세포에 비하여 MDI 처리로 분화가 유도된 세포에

서 지질 방울(lipid droplet)의 과도한 축적을 볼 수 있었으

며, oil red-O 염색을 통하여 분화된 지방세포에서 trigly-
ceride의 함량 매우 증가하였음을 알 수 있었다(Fig. 1C 
및 1D). 그러나 MEZS의 처리 농도가 증가할수록 세포 

내 지질 방울의 형성과 triglyceride 함량이 처리 농도 의존

적으로 현저하게 감소하였다. 이러한 결과는 MEZS가 

3T3-L1 지방전구세포에서 지방세포로의 분화를 억제하

였음을 의미하며, 이는 MEZS의 세포독성에 의한 것은 아

니었음을 알 수 있다.

3T3-L1 세포에서 지방세포 분화 및 지방형성 조절 인자의

발현과 PI3K/Akt 신호의 활성에 미치는 MEZS의 영향
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Fig. 2. Effects of MEZS on protein expression levels of adipogenic transcription factors and adipocyte-specific proteins in differ-
entiated 3T3-L1 cells and on phosphorylation of PI3K and Akt in the early stage of differentiation. (A and B) The 
post-confluent 3T3-L1 cells were differentiated in the absence or presence of different concentrations of MEZS for 8 
days following initiation with MDI. (C) 3T3-L1 cells were treated with MDI in the presence or absence of 500 µg/ml 
MEZS for the indicated times. (A‒C) The protein expressions of adipogenic transcription factors, adipocyte-specific proteins 
and PI3K/Akt signaling pathway were analyzed with Western blotting. Equal loading of proteins was verified by immuno-
blotting for β-actin

잘 알려진 바와 같이, 지방세포 분화는 지방세포 생성 

전사 인자와 지방세포 특이 유전자의 발현 증가를 동반한

다. 그중, C/EBP와 PPARγ과 같은 전사 인자는 지방세포 

분화 및 지질 저장, 그리고 지방세포의 표현형을 생성하

거나 유지하는 데 관련된 유전자의 활성을 위한 핵심 조

절자로서 작용한다. 특히, 지방세포의 분화 동안 PPARγ 
및 C/EBPα의 발현 수준을 매개하는 것으로 알려진 C/EBP
β는 지방전구세포가 분화 배지에 노출된 후 유도되는 첫 

번째 전사 인자로서 분화 과정의 개시에 필수적이다[9, 
24]. 따라서 MEZS에 의한 지방세포 분화의 억제에 이들

의 발현 변화가 관여하는지를 조사하였다. Fig. 2A에 나타

낸 결과에서 알 수 있듯이, 예상대로 MDI에 의한 분화가 

유도된 3T3-L1 세포에서 이들 단백질의 발현은 매우 증가

되었다. 그리고 지방세포 분화의 최종 단계에서 지질 대

사에 관여하는 aP2, leptin 및 FAS의 발현[16, 17, 37] 또한 

MDI에 의해 분화가 완전히 이루어진 세포에서 높게 발현

되었다. 그러나 MEZS가 존재하는 조건에서 MEZS 농도 

의존적으로 이들의 발현 수준은 점차 감소되었고, 이러한 

변화는 지방세포의 분화 및 지방세포 생성의 억제에 직접 

기여하였음을 알 수 있다. 

세포 내 신호계 중에서 ERK와 함께 PI3K/Akt 경로의 

활성화는 지방세포 분화의 상위 조절자로서 지방세포 형

성에 필수적으로 관여한다. 많은 선행 연구에서 이들이 

활성화되면 지방세포 형성 초기에 PPARγ와 C/EBP의 발

현 수준을 조절하는 인자들이 활성화되어 지방세포의 분

화 유도가 촉진된다는 것이 입증되었으며, 반면에 이들 경

로의 억제는 지방세포 형성을 억제하였다[2, 5]. 따라서 본 
연구에서는 PPARγ와 C/EBP의 상류 신호 전달 경로에 미

치는 MEZS의 영향을 평가하기 위해 PI3K/Akt 경로의 활

성 변화를 조사하였다. 이를 위하여 3T3-L1 세포를 MEZS
가 있거나 없는 상태에서 MDI와 배양하여 시간의 경과에 

따른 PI3K와 Akt의 발현 변화를 조사하였다. 본 연구의 

결과에 의하면, DMI에 노출된 3T3-L1 세포에서 DMI 처리 

시간의 증가에 따라 PI3K와 PI3K의 하류 인자인 Akt의 

전체 단백질 발현에는 큰 변화가 없었지만, 그들의 인산

화(p-PI3K 및 p-Akt)는 DMI 처리 초기에 증가하였다. 이는 

DMI에 의한 3T3-L1 지방전구세포의 지방세포로의 분화

에 PI3K/Akt 경로의 활성화가 관여하고 있음을 의미한다

(Fig. 2B). 그러나 MEZS는 처리 시간 의존적 방식으로 그

들의 인산화를 억제하였다. 
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Fig. 3. Role of PI3K/Akt signaling in MEZS-induced 
reduction of lipid content in 3T3-L1 adipo-
cytes. Differentiation of confluent 3T3-L1 cells 
was initiated using MDI and maintained in 
DMEM medium, containing 10% FBS in the 
absence or presence of 500 µg/ml MEZS 
and 10 µM LY294002. (A and B) After cul-
turing for 8 days, cells were observed for 
morphology under a phase contrast micro-
scope (A), and fixed and stained with oil 
red-O, and the formation of lipid droplets 
was visualized under a phase contrast micro-
scope (B). (C) The triglyceride contents of 
cells were determined by oil red-O staining. 
The data are expressed as the mean ± SD of 
three independent experiments (*p<0.05, vs. 
undifferentiated control; #p<0.05, vs. differ-
entiated control). 

다음은 MEZS에 의하여 비활성화된 PI3K/Akt 경로가 

지방세포로의 분화 억제에 직접 관여하였는지를 조사하

였다. 이를 위하여 3T3-L1 세포에 MEZS가 있거나 없는 

상태에서 MDI를 처리하기 1시간 전에 PI3K 특이적 억제

제인 LY294002를 처리한 후, 지방세포로의 분화 유도가 

억제되는지를 관찰하였다. Fig. 3의 결과에서 알 수 있듯

이, MDI에 의하여 유도된 지질 방울의 형성과 triglyceride
의 함량이 LY294002 단독 처리군에 의해서도 다소 억제

되었지만, MEZS와 동시에 처리된 세포에서는 더욱 억제

되었다. 이러한 결과는 MEZS에 의한 지방세포 분화 억제

가 PI3K/Akt 신호 전달 경로의 비활성화와 직접적인 관련

이 있음을 의미하며, 이 신호 경로가 MEZS에 의한 항비만 

효능을 위한 지방형성 전사 인자 조절의 상류 인자로서 

작용할 가능성이 높음을 시사한다.

분화된 3T3-L1 세포에서 ROS 생성과 Nrf2 신호계에 미치

는 MEZS의 영향

한편, 산화 스트레스를 유도하는 과도한 ROS의 생성은 

지방의 축적 또는 비만 및 당뇨병을 포함한 대사 장애 

유발의 조건에 밀접하게 관련된 것으로 알려져 있다[14, 
31]. 특히, 지방전구세포에서 지방세포로 분화하는 동안 

ROS는 PPARγ의 활성을 증가시키고 분화의 초기 단계를 

자극하는 것으로 보고된 바 있다[20, 32]. 이러한 ROS 축
적은 지방세포의 분화 동안 미토콘드리아 생합성 및 대사 

활성의 증가와 관련이 있는 것으로 보인다[3, 34]. 따라서 

본 연구에서는 MEZS에 의한 지방세포 분화 억제가 ROS 
생성 조절과 관련성이 있는지를 확인하기 위해 세포 내 

ROS 수준을 DCF-DA를 사용하여 분석하였다. 유세포 분

석 결과에 의하면, 미분화된 세포에 비해 분화된 3T3-L1 
세포에서 ROS 생성의 증가를 의미하는 DCF 양성 반응 

세포의 빈도가 크게 상승하였으며(Fig. 4A 및 B), 형광 현

미경 분석에서도 ROS 생성 지표인 녹색 형광이 강하게 

발현되었다(Fig. 4C). 이는 ROS의 생성이 지방세포의 분

화에 따라 증가하였음을 나타낸다. 그러나 증가한 ROS는 

MEZS 처리 농도 의존적으로 감소되었으며, 이는 MEZS
가 지방세포 분화 과정에서 항산화 분자의 조절을 통해 

ROS 생성을 억제하는 데 관여하였음을 의미한다. 
이어서 MEZS에 의한 ROS 생성은 차단이 Nrf2 신호계

의 활성과 연관성이 있는지를 조사하기 위하여 Nrf2 신호

계와 연관된 인자들의 발현 변화를 조사하였다. 잘 알려

진 바와 같이, 세포 항산화 반응의 주요 조절자인 Nrf2는 

생리적인 조건에서 Nrf2의 억제제인 kelch-like ECH-asso-
ciated protein 1 (Keap1)과 비활성 복합체를 형성하며 ubiq-
uitin-proteasome 시스템에 의하여 분해된다[4, 44]. 그러나 

산화 스트레스 조건이나 Nrf2 활성제가 존재하는 경우, 
Nrf2는 Keap1과 분리되고 Keap1의 분해 증가가 동반된다. 
이어서 Nrf2는 핵으로 이동하여 전사 인자로서 하류 유전

자들의 전사활성을 촉진시키지만, 핵으로 전이되기 위해

서는 인산화가 이루어져야 한다[4, 44]. 본 연구의 결과에 

의하면, MDI가 단독 처리되어 분화된 3T3-L1 세포에서는 

Nrf2의 발현이 다소 증가하였지만, Nrf2가 활성화되었음

을 의미하는 인산화된 Nrf2 (p-Nrf2)의 발현은 미분화된 

3T3-L1 세포와 비교하여 유의적인 차이점이 없었다. 그리

고 Keap1의 발현과 대표적인 Nrf2 하류 항산화 효소인 



Journal of Life Science 2024, Vol. 34. No. 10 719

A

B  C

 D

Fig. 4. Effect of MEZS on ROS production and Nrf2 signaling pathway during the adipogenesis of 3T3-L1 cells. (A) Cells 
were stained with DCF-DA and ROS levels were measured via flow cytometry. (B) The frequency of DCF-positive 
cells in each treatment group was represented as a bar graph. The data are expressed as the mean ± SD of three independent 
experiments (*p<0.05, vs. undifferentiated control; #p<0.05, vs. differentiated control). (C) Representative fluorescence 
images showing ROS production through fluorescence microscopy observation were presented. (D) The protein expressions 
of Nrf2 signaling pathway were analyzed with Western blotting. Equal loading of proteins was verified by immunoblotting 
for β-actin.

Fig. 5. Summary of the mechanisms involved in inhibition of adipogenesis and lipogenesis by MEZS in 3T3-L1 pre-adipocytes.

HO-1과 NAD(P)H quinone oxidoreductase 1 (NQO1)의 발

현 수준도 미분화 및 분화된 3T3-L1 세포에서 유사하였

다. 그러나 MEZS 단독 처리된 미분화된 3T3-L1 세포에서 

Keap1의 발현이 대조군 세포에 비하여 다소 감소되면서, 
Nrf2, p-Nrf2, HO-1 및 NQO1의 발현도 어느 정도 증가되

었다. 반면, MEZS로 인한 MDI 유도 3T3-L1 세포의 지방

세포 분화 억제의 경향성과 유사하게 MEZS의 처리 농도

가 증가할수록 Nrf2와 p-Nrf2의 발현은 증가하여 MEZS가 

Nrf2 활성제로 작용할 가능성이 있음을 보여주었다. 그리

고 Keap1의 발현은 감소하면서, HO-1과 NQO1의 발현 또

한 증가하였다. 비록 Nrf2의 상위 조절자의 탐색이 요구되

지만, 이는 Keap1과의 해리에 의한 전사 인자로서 Nrf2 
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신호계의 활성화에 의한 결과이며, Nrf2 신호계의 활성화

가 ROS의 생성 억제에 최소한 관여하였음을 시사한다.
본 연구에서는 산초나무 잎의 메탄올 추출물(MEZS)에 

의한 지방세포 분화 억제 효능을 이전 연구에서 밝힌 에

탄올 추출물(EEZS)에 의한 항비만 효과[12]를 토대로 수

행하였다. EEZS에서 나타난 결과와 유사하게, MEZS에 

의한 지방세포 분화 차단은 지방세포 생성 전사 인자의 

발현 억제와 연관성이 있었으며, 추가로 aP2, leptin 및 

FAS와 같은 지방세포 특이적 유전자 발현을 MEZS가 감

소시켜 지방세포 분화의 최종 단계와 지방의 형성을 억제

하였음을 밝혔다. 이들의 발현은 아마도 EEZS에 의해서

도 억제될 수 있을 것이다. 또한 PI3K/Akt 신호계의 불활

성도 EEZS 처리에 의해 유도되었지만, MEZS 처리에 의

한 이 신호계의 억제가 지방세포 분화와 지방형성을 직접

적으로 억제하였음을 제시하였다. 아울러, 본 연구에서는 

지방세포 분화 과정에서 산화 스트레스가 유도되었지만, 
MEZS가 이를 감소시켰음을 제시하였고, MEZS의 항산화 

활성이 Nrf2 신호계의 활성과 연관되었음을 제시하였다

(Fig. 5). 그러나 지방세포가 분화된 산화적 조건에서는 

왜 Nrf2가 비활성 상태로 유지되었는지, 그리고, MEZS에 

의해 활성화된 Nrf2에 의하여 증가된 항산화 효소인 HO-1
과 NQO1이 ROS 소거 작용과 미토콘드리아 항상성 변화

가 어떤 역할을 하였는지는 추가로 밝혀야 할 부분이다. 
나아가 MEZS에 함유된 생리활성 물질의 탐색과 동물 모

델에서 산초나무 추출물의 항비만 활성도 추후 검증되어

야 할 것이다. 본 연구의 결과는 이러한 추가 연구를 위한 

선행 자료로 활용될 것이며, 이를 통하여 항비만 식·의약 

소재로서 산초나무 유효성분의 활용 가능성에 대한 근거 

도출이 이루어질 것이다.
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