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서 론   

포유동물에서 근육 단백질은 단식상태 또는 질병 중에 동

원되어 간 포도당 생성과 에너지 생산을 위한 아미노산 공급

원으로서 중요한 역할을 한다. 근육 위축(muscle atrophy)은 

장기간의 부동, 노화, 기아, glucocorticoid계 약물, 근골격계, 
신경계 기능 이상, 제2형 당뇨병과 같은 만성 질환을 포함한 

다양한 질환자에게서 발생할 수 있다. 근육 위축은 수축성 

단백질 합성 속도와 분해 속도 사이의 음의 균형으로 인해 

발생하는데 근육 단백질의 전반적인 분해 속도가 증가하면

서 근육량과 단백질 함량이 급속히 손실되는 특징을 갖는다

(Hasselgren 등 2005). 또한 기초대사량을 감소시켜 비만과 함

께 대사증후군을 촉진하는 악순환을 일으킨다. 무엇보다 근

육 위축은 일상 생활 활동 수행 능력 상실 등으로 인해 삶의 

질을 감소시키며 결과적으로 수명을 단축시킬 수 있다

(Rosenberg IH 1997; Faulkner 등 2007; Jeong 등 2017).
특히, 스트레스 호르몬으로 알려진 내인성 글루코코르티

코이드(glucocorticoids, GCs) 자극에 의해 발생된 근육 위축

은 유비퀴틴-프로테아좀 의존성 단백질 분해에 의해 발생하

며 근육 섬유의 직경 감소와 함께 근육량이 감소하는 것으로 
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Abstract

Skeletal muscle is an organ that regulates biological metabolic energy. Its dysfunction causes decline of body functions and 
disability, thus deteriorating the overall quality of life. Various materials are being developed with an anti-sarcolytic effect. However, 
anti-sarcolytic effect of Sinomenium acutum rhizomes extract (SAE) remains unclear. Therefore, this study aimed to investigate 
anti-muscle atrophy effects of SAE and its alkaloids, including sinomenine (SIN), magnoflorine (MF), acutumine (ACU), and 
N-ferultyramine (NFT) isolated from SAE, on dexamethasone (Dex)-induced myotubules. C2C12 myogenic cells differentiated for 
6 days were treated with 1 mM Dex for 24 hours. Induction of muscular atrophy was confirmed by a decrease in myogenin expression. 
We found that Dex increased expression levels of muscle-specific ubiquitin ligases MuRF1 and MAFbx/atrogin-1. However, mRNA 
and protein levels of these muscle-specific ubiquitin ligases were significantly reduced by cotreatment with SIN, MF, and NFT in 
myotubes. Glucose uptake reduced by Dex in myotubules were also restored by SIN, MF, and NFT treatments. These results suggest 
that SIN, MF, and NFT can reduce muscle wasting and enhance glucose uptake in Dex-treated myotubes, highlighting their potential 
as therapeutic agents to prevent muscle atrophy.
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알려져 있다(Hasselgren PO 1999; Sartori 등 2021). 대표적으

로 합성 GC 성분 중 하나인 덱사메타손(dexamethasone, Dex)
은 일반적으로 염증성 질환 및 자가면역 질환자에게 처방되

나 과도한 또는 지속적인 덱사메타손 처리는 인슐린 저항성

을 증가시켜 포도당 소비 및 이용을 억제하여 미토콘드리아 

기능 장애 및 근육 위축을 유발하는 것으로 보고된다(Kuo 등 

2013; Ochi 등 2015). 근위축 기작을 간단히 설명하면, 근위축 

신호는 골격근 세포로 유비퀴틴(ubiquitin) 부착을 증가시켜 

골격근 단백질 분해와 관련된 여러 신호단백질의 활성화를 유

도한다(Bonaldo & Sandri 2013). 이 과정에서 근위축 핵전사인

자로 알려진 muscle atrophy F-box(MAFbx/atrogin-1)와 muscle 
RING-finger protein-1(MuRF1)이 증가한다. MAFbx/atrogin-1은 
골격근의 비대(hypertrophy)와 단백질 합성과 관련된 MyoD
와 eIF3f와 같은 핵 내 전사인자의 분해를 촉진하여 근위축을 

진행시키며, MuRF1은 골격근을 구성하는 troponin I, myosin 
heavy chain, myosin binding protein C 그리고 myosin light 
chain의 반감기를 감소시키는 것으로 알려져 있다(Clarke 등 

2007; Cohen 등 2009; Csibi 등 2010). 따라서 MAFbx/atrogin-1
과 MuRF-1은 근위축의 가장 중요한 마커로 인식되고 있으며 

근감소증의 기전과 약물 효능평가 연구에 있어서 Dex 유도 

근위축 동물 모델, 세포모델 등을 이용한 근육 위축의 개선

은 임상 적용 확대에 큰 의미를 지닌다고 평가한다(Won HS 
1991; Bodine 등 2001; Bodine & Baehr 2014). 

방기(Sinomenium acutum)는 새모래 덩굴과(Menispermaceae)
에 속하는 낙엽덩굴식물이며 줄기 및 뿌리를 약전에 사용되

는 것으로 보고된다(Lee 등 2013). 방기는 민간요법으로 신경

통, 광범위한 관절염(arthritis) 등의 증상으로 나타나는 부종

(arthredema), 관절 수종(hydrarthrosis) 등을 치료하는데 사용

되어 왔다(Yamasaki H 1976). 동의보감에서는 안면신경마비, 
손발통증, 원활한 배변활동, 수종, 풍종, 각기를 낫게 한다고 

기재되어 있다. 또한 최근 연구 결과에서는 항과민성 작용 

및 항염증 작용(Liu 등 1996; Kim 등 2000) 과 혈당조절 및 

고지혈증(Ghee & Lee 2005), 항암 및 면역기능(Kim 등 2004; 
Lee H 2004) 등의 효과가 보고되었다. 알려진 방기의 주요 

성분으로는 sinomenine, magnoflorine, acutumine, sinacutine, 
N-ferultyramine 등의 alkaloid와 lignan 성분인 syringaresinol 등
이 알려져 있으며(Zhao 등 2005), 최근 방기 뿌리 50% 에탄올 

추출물 및 그 단일 성분 7종의 항근육위축 효과가 보고되었

으나(Jung 등 2023) 근관 직경만을 측정한 결과로 기전은 알

려지지 않았다. 이처럼 방기는 다양한 약리작용을 가지는 기

능성 물질이지만 그 단일 성분에 대한 근위축 관련 기전 및 

포도당 소비 경로를 조절하여 근육 위축을 억제할 수 있는지 

등에 대한 연구는 부족하다. 따라서 본 연구는 근육 위축 세

포모델을 이용하여 방기 뿌리 추출물과 언급된 알칼로이드 

성분 4종의 근위축 조절 활성을 검증하고 포도당 소비측정

을 통해 근육 위축을 예방할 수 있는 치료제로서의 잠재력을 

확인하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 재료
Dexamethasone는Sigma-aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 

3-(4,5-Dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT)
는 Duchefa(Haarlem, Netherlands) 제품을 구입하였다. Fetal 
bovine serum(FBS)는 Gibco(Paisley, UK)에서 구입하였고, 
Dulbecco Modified Eagle Medium(DMEM), horse serum(HS), 
Penicillin/streptomycin, Trypsin-EDTA와 Dulbecco’s phosphate- 
buffered saline(DPBS)는 WELGENE(Daegu, Korea)으로부터 

구입하였다. 항체로 사용된 anti-myogenin, anti-a-tubulin은 Cell 
Signaling Technology(Beverly, MA, USA)에서, anti-MAFbx 
(F-9)은 Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA)에서, 
horseradish peroxidase(HRP)-conjugated secondary antibodies 
(anti-rabbit, anti-mouse)는 PeproTech(Seoul, Korea)에서 구입하

였다. 

2. 방기 추출물 및 그 단일 성분 4종 획득
본 실험에 사용된 방기 추출물(Sinomenium acutum rhizome, 

SAE) 및 이의 분획물로부터 획득한 알칼로이드 성분의 

Sinomenine(SIN, C19H23NO4), Magnoflorine(MF, C20H24NO4), 
Acutumine(ACU, C19H24ClNO6), N-trans-feruloyltyramine(NTF, 
C18H19NO4)은 한양대학교 약학대학 김철영 교수님 실험실로

부터 제공받았다. SAE 시료는 100 mg/mL의 농도로, SIN, 
MF, ACU, NFT는 1.0 mM 농도로 DMSO에 용해하였으며 시
료 처리 시에는 DMSO의 최종 농도가 0.1%(v/v) 미만이 되도

록 첨가하였다. 

3. 근관세포(myotube)로의 분화와 근육 위축 유도
근육 C2C12 근아세포주(myoblasts)는 American Type Culture 

Collection(ATCC) (CRL-1772; Manassas, VA, USA)에서 구입

하였으며 10% FBS 및 1% penicillin streptomycin를 함유한 고

농도 포도당 DMEM으로 구성된 성장배지(GM)에서 48시간 

배양하였다. C2C12 근아세포(myotube) 분화 유도를 위해 

2.0×105 cell의 농도로 6 well에 분주하고 GM 배지로 24시간 

배양 후 2% 말 혈청(horse serum)을 함유하는 DMEM으로 구

성된 분화배지(DM)로 24시간마다 배지를 교환하면서 분화 

유도(myotube)를 시킨 후 실험에 이용하였다. 분화 과정에서 

나타나는 형태 변화는 매일 현미경(Nikon, Tokyo, Japan)을 

통해 관찰하였으며 시간별 반응 후 세포내 단백질을 추출하
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여 마이오젠으로 분화정도를 확인하였다. 6일간 C2C12 
myotube로의 분화과정을 거친 후 근위축 유도를 위하여 Dex
를 10 mM 농도로 DMSO에 용해시킨 후 무혈청배지(serum- 
free media)에 1 μM의 농도가 되도록 희석하여 넣은 후 24시

간 동안 처리하였다. 방기 시료에 대한 항근육 위축

(anti-atrophy) 효과를 관찰하기 위하여 제시한 농도의 방기 

시료를 1 mM Dex와 함께 동시 처리하였다.

4. 세포독성평가
C2C12 myoblast에 대한 시료의 독성 정도를 확인하기 위

하여 96 well plate에 1.0×104 cells/well의 농도로 분주한 후 24
시간 하였다. SAE은 30, 100, 300, 1,000 mg/mL를 처리하고 

4종의 알칼로이드 단일 성분인 SIN, MF, ACU, NFT은 1, 10, 
100, 1,000 nM의 농도로 성장배지에 희석한 후 처리하였다. 
그리고 Dex의 C2C12 myoblast에서 유발하는 성장억제 정도

를 확인하기 위하여 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10 mM의 농도로 처리

하였다. 24시간 반응 후 배지를 모두 제거하고 1.0 mg/mL 
MTT 시약을 각 well에 100 mL씩 처리하여 2시간 동안 CO2 
incubator에서 배양하였다. MTT 제거한 후 well에 2-propanol
을 100 mL씩 처리하였으며 용출된 formazan을 용해시키기 

위해 실온에서 10분간 교반시킨 후 microplate reader(Tecan, 
San Jose, CA, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 세포생존율은 대조군에 대한 백분율로 나타내었다.

5. 근위축 유전자 발현 분석
근위축이 유도된 C2C12 myotube 세포를 수거한 후 total 

RNA 추출을 위해 Trizol Reagent(Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA)를 이용하여 분리하고 정량하였다. 추출된 동일한 양의 

RNA는 PrimescriptTM 1’st strand cDNA synthesis kit(Takara Bio 
Inc., Shiga, Japan)로 cDNA를 합성하였으며 SYBR Premix Ex 
Taq II, ROX plus(Takara Bio Inc., Shiga, Japan와 반응시켜 

ABI real-time PCR system from applied biosystem Inc.(Forster 
City, CA)을 이용하여 MURF1, MAFbx 유전자의 발현 패턴을 

분석하였다. Real time PCR 수행조건은 90℃에서 10분, 95℃
에서 15초, 60℃에서 60초로 총 40주기로 수행하였다. 각 유전

자의 전사 수준은 내부 대조군으로 사용된 cyclophilin의 전사 

수준으로 정량 표준화하였다. Oligonuclotide primer sequence는 
다음과 같다. MURF1 은 5'-TGTCTGGAGGTCGTTTCCG-3' 
(forward)와 5'-GTGCCGGTCCATGATCAC TT-3'(reverse); MAFbx
는 5'-ATGCACACTGGTGCAGAGA-3'(forward)와 5'-TGTAAGC 
ACACAGGCAGGTC-3'(reverse); Cyclophilin은 5'-TGGAGAGC 
ACCAAGACAGACA-3'(forward)와 5'-TGCCGGAGTCGACAA 
TGAT-3'(reverse)이다.

6. 포도당 소비 측정
6일간 C2C12 myotube로의 분화과정을 거친 후 근위축 유

도를 위하여 Dex를 10 mM 농도로 DMSO에 용해시킨 후 무

혈청배지(serum-free media)에 1 μM의 농도가 되도록 희석하

여 넣은 후 24시간 동안 처리하였다. 방기 시료에 대한 항근

육 위축(anti-atrophy) 효과는 1 mM Dex와 함께 동시 처리하

였다. 근위축 유도된 세포에서 배지 내 소비된 포도당 정도

를 확인하기 위해 반응 종료 후 배지를 수거한 후 포도당 분

석kit(Asan Pharmaceutical Co., Seoul, Korea)를 사용하여 측정

하였다. 실험 시료와 포도당 표준용액을 20 mL씩 취하고 효

소시약 3.0 mL와 함께 37℃에 5분간 반응시킨 후 500 nm에

서 흡광도를 측정하였다. 포도당 표준곡선을 이용하여 정량

하고 무세포 배지의 포도당 농도에서 처리된 시료의 포도당 

농도를 감하여 소비량을 측정하였다.

7. 단백질 발현의 측정
세포를 차가운 DPBS로 3회 수세 후 수거된 세포는 

protease inhibitor cocktail(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO. 
USA)과 phenyl methane sulfonyl fluoride(Sigma)가 첨가된 

mammalian protein extraction buffer (Sigma)로 추출한 후 4℃
에서 12,000 rpm으로 20분 동안 원심분리하여 상층액을 수거

하였다. 추출된 단백질 함량은 Protein assay dye reagent 
concentrate(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)을 이용하

였으며 동량의 단백질을 SDS-PAGE에 전개하고 nitrocellulose 
membrane(Amersharm, GE Healthcare Life science, Germany)에 

옮긴 후 항원/항체 반응을 실시한 후 ELC(Millipore, USA)로 

화학발광을 유도하였으며 ATTO WSE-6200 LuminoGraph 
II(ATTO Corporation, Japan)으로 감지하고 Image 소프트웨어

(C.S. analyzer 4, ATTO Corporation, Japan)를 이용하여 정량분

석하였다. 

8. 통계처리
상기의 모든 실험 결과는 3회 이상 반복 실험하였으며 모

든 실험값은 mean±standard deviation(SD)로 나타내었다. 통계 

분석은 SPSS 20.0 소프트웨어(IBM SPSS ver. 20.0.0 for 
Windows; IBM Co., Armonk, NY, USA)를 사용하였다. 그룹 

간 차이의 유의성은 LSD comparisons tests로 분석되었으며 

통계학적 유의성은 p<0.05로 설정하였다.

결과 및 고찰

1. 근관세포로의 분화조건 확립및 덱사메타손(Dex) 처
리에 의한 세포 생존율 변화

근육세포는 근아세포(myoblast)에서 근관세포(myotube)로 
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myogenesis 과정을 통해 분화한다. 근육세포는 MyoD, myogenic 
regulatory factors(MRFs), MHC 등과 같은 조절인자의 발현량

이 증가에 의해 분화되며, 분화 초기에 증가하는 MyoD는 세

포 주기 조절하고 세포 증식을 억제하면서 분화를 촉진하고, 
분화 후기에 myogenin(MyoG)은 근관의 형성을 유도하고 세

포 중기를 중지시키며, 미오신 구성 단백질 중 하나인 MHC
와 같은 유도 인자들과 함께 발현이 증가하는 것으로 알려져 

있다(Hasty 등 1993; Ferri 등 2009; Jeong 등 2011; Bentzinger 
등 2012). 근위축 세포모델의 구축을 위하여 C2C12 세포를 

대상으로 근아세포에서 근관세포로의 최적의 분화조건을 

MyoD 전사 인자 계열의 구성원인 MyoG으로 확인하였다. 
C2C12 근아세포를 대상으로 성장배지(GM)를 이용하여 

80~90% confluent한 상태로 배양한 다음 새로운 분화 배지 

(DM)로 매일 교환한 결과, 분화 유도 1일째부터 MyoG의 유

의미한 발현의 증가(p<0.05)가 나타났으며, 분화 3일째부터 

MyoG의 변화는 4.7배 이상(p<0.001)의 증가를 보였고 분화 

8일째까지 MoyG의 발현은 유지되는 것으로 나타났다(Fig. 
1A). 근관세포로 분화하는 과정에서 증가하는 MyoG의 발현

과 분화조건에 관련된 기존 연구결과 등을 참고하여 분화 6
일이 최적의 실험조건임을 확인하였다(He 등 2023; Jung 등 

2023). 근위축 유도를 위해 사용한 Dex이 C2C12 근관세포 독

성에 어떠한 영향을 미치는지 확인하기 위하여 MTT assay를 

이용하여 성장 억제 정도를 확인하였다. Fig. 1B에 제시된 바

와 같이 0.5, 1.0, 5.0, 10, 100 mM의 농도로 Dex를 24시간 처

리하였을 경우 >10 μM Dex 농도(p<0.001)에서 생존율 및 성

장 억제가 나타났다. 6일간 분화된 C2C12 근관세포(DM)에 

독성이 없는 1 mM Dex로 처리(DM+Dex) 후 MyoG으로 확인

한 결과 대조군에 비해 25.5%(p<0.001 vs. DM)의 발현이 억

제되었으며 이를 통해 정상적인 근분화 유도가 저해되었음

을 확인할 수 있었다(Fig. 1C). 근 위축 연구에 사용된 Dex같

은 약물의 처리는 기본적으로 세포독성이 없는 조건에서 근

위축을 유발해야 하는 것으로 보고된다(Park 등 2017). 따라

서 우리는 6일간 분화된 세포에 생존율 및 성장에 큰 영향을 

미치지 않는 농도인 1 mM Dex의 24시간 처리를 실험 조건으

로 설정하여 실험을 진행하였다.

2. 근위축유도근관세포에서방기추출물과그단일성분
처리에 의한 세포 생존율 변화

C2C12 myoblasts에 대한 SAE 및 단일 성분 4종 SIN, MF, 
ACU, NFT의 세포독성을 확인하기 위해 시료를 제시한 농도

별로 24시간 동안 처리하고 MTT assay를 통해 세포독성을 

평가하였다. Bae 등(1992)의 연구결과에 따르면 생쥐 백혈구

세포인 L1210에 방기 메탄올 추출물을 처리한 결과, 다른 40
여개의 한약재 추출물과 비교하여 세포독성이 없거나 미약

하다고 발표하였다. 본 실험에서는 SAE를 30, 100, 300, 1,000 
mg/mL의 농도로 24시간 동안 처리한 결과, 30, 100 mg/mL의 

농도에서는 독성을 보이지 않았으나 300 mg/mL(p<0.001), 
1,000 mg/mL(p<0.001)에서는 세포독성을 나타났다. 단일 성

분인 SIN(p<0.001), MF(p<0.001), ACU(p<0.001), NFT(p<0.05)
는 1,000 nM 농도에서 모두 독성을 보이며 MF(p<0.001)의 경

우 100 nM에서도 독성을 보였다. 따라서 세포독성이 나타나

지 않은 농도를 사용하여 Dex-유도 근위축 세포모델에서 방

Fig. 1. Establishment of conditions for differentiation of C2C12 myoblasts into myotubes and induction of muscle atrophy 
by treatment with dexamethasone. (A) Myogenin (MyoG) protein was compared over time to determine the timing of 
induction of differentiation. (B) Effects of dexamethasone (Dex) on the cell growth in C2C12 myotubes. (C) C2C12 myotubes 
were treated with 1 μM Dex for 24h, MyoG levels were examined by Western blot analysis. Alpha-tubulin was used as 
an internal standard. The results are presented as the mean±S.D. of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, and 
***p<0.001 vs. the corresponding control group.
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기 시료 처리에 따른 C2C12 myotubes의 세포보호효과를 측

정하였다(Fig. 2A). 1 mM Dex와 함께 SAE를 처리한 결과 30 
mg/mL의 농도에서 미미하지만 8% (p<0.05)의 세포 증식효과

를 보였으며 4개의 단일 성분 중에 MF는 1 nM과 10 nM의 

농도에서 각각 15%(p<0.01), 17% (p<0.001)로 세포생존율을 

증가시켰고 NFT는 1 nM, 10 nM, 100 nM의 농도에서 각각 

10%(p<0.05), 20%(p<0.001), 22% (p<0.001)로 Dex 처리된 

C2C12 근관 세포의 세포 생존력을 유의하게 증가시켰다 

(Fig. 2B).

3. 근위축유도근관세포에서방기추출물과그단일성분
에 의한 근위축 관련 유전자 및 단백질 발현

Bodine 등(2001)은 부동화, 신경 제거, 뒷다리 부하 해제, 
덱사메타손 치료 및 Interleukin-1 유도 cachexia 등의 다양한 

위축 조건에서 유사하게 변형되는 유전자로 2가지 새로운 

근육 특이적 E3 ubiquitin ligases MuRF1(Trim63)과 MAFbx 
(FBX032) 유전자를 주목했으며 두 유전자는 모두 휴식 골격

근에서 비교적 낮은 수준으로 발현되어 있다가 근위축유도 

조건에서 증가하는 것으로 보고했다(Gomes 등 2001). MuRF1
과 MAFbx에 대한 다양한 위축 조건에서 두 유전자의 mRNA 
발현 리가제의 단백질 번역 또는 분해 속도에 대한 이해 및 

다른 단백질과 교차 반응하지 않는 선택적 항체의 가용성 등

에 대한 데이터 부족의 문제점을 가지고 있지만 두 유전자의 

발현 조절이 근위축 관련 약물 개발의 표적이 될 수 있다는 

가능성을 열어준 중요한 발견이라 할 수 있다(Bodine 등 

2001). 따라서 우리는 Dex를 처리한 근관 세포의 근위축 유

전자 발현에 방기추출물이 미치는 영향을 알아보기 위하여 

MURF1, MAFbx/atrogin-1의 유전자 및 MAFbx 단백질 발현수

준을 측정하였다. Fig. 3에 제시된 바와 같이 Dex를 단독으로 

처리한 세포는 대조군(CON) 세포에 비해 MuRF1의 mRNA 
발현은 2.7배(p<0.001), MAFbx/atrogin-1의 발현은 3.0배(p< 
0.001)로 유의하게 증가함을 확인하였다. 그리고 Dex 처리로 

증가한 MuRF1의 mRNA 수준은 30 μg/mL SAE 처리에 의해 

41.2%(p<0.01), 알칼로이드 성분인 SIN, MF, NFT의 10 nM 처
리에 의해서는 각각 47.1%(p<0.001), 41.2%(p<0.01), 52.9% 
(p<0.001) 감소됨을 알 수 있었다. 또한 MAFbx/ atrogin-1 
mRNA의 발현은 SAE 처리에 의해서 40.0%(p<0.01), SIN과 

MF는 50.0%(p<0.001), NFT는 35.0%(p<0.01)로 유의미한 감

소를 보였다. ACU를 처리시 두 유전자 발현이 감소하는 경

향을 보였으나 통계적 유의차는 나타나지 않았다. 또한, 
MAFbx의 단백질 발현 변화를 관찰한 결과(Fig. 4), MAFbx/ 
atrogin-1 mRNA 결과와 동일하게 SAE 처리 군에서 MAFbx
의 단백질 발현량은 Dex 처리군과 비교하여 감소(p<0.05)하
였고, SIN(p<0.01), MF(p<0.01), NFT(p<0.01)의 처리군에서도 

MAFbx의 단백질 발현은 감소하였다. 이상의 결과를 살펴볼 

때 방기 추출물과 그 알칼로이드 성분인 SIN, MF, NFT가 Dex 
처리에 의하여 유발된 근위축을 억제한다는 것을 알 수 있으

며 유비퀴틴-프로테아좀(ubiquitin-proteasome) 경로의 차단에 

중요한 역할을 하는 것으로 생각된다. 

4. 근위축유도근관세포에서방기추출물과그단일성분
처리에 의한 포도당 흡수능 변화

Glucoscorticoids(GCs) 성분의 약물처리는 다양한 조직과 

세포에서 포도당 소비에 매우 복잡한 영향을 미치며 근세포 

위축유발과 함께 포도당 소비를 억제하는 것으로 보고된다

(Gwag 등 2013; Kuo 등 2013; Jiang 등 2019). 따라서 Dex 처
리가 근육 내 포도당 소비를 감소시키는지 확인한 결과, 
C2C12 근관세포에서 1 mM Dex 처리는 대조군에 비해 포도

당 소비를 약 33%(p<0.001) 감소시켰다. 반면 Dex 처리군과 

Fig. 2. Cytotoxicity evaluation of Sinomenium acutum 
extract (SAE) and its alkaloid components in C2C12 
myoblasts and heir cytoprotective effect in Dex-treated 
C2C12 myotubes. (A) C2C12 myoblasts were treated with 
3, 30, 100, and 300 μg/mL SAE and four alkaloid 
components at concentrations of 1, 10, 100, and 1,000 nM 
for 24h (B) C2C12 myotubes were co-treated with 1 μM 
Dex containing 3, 30, and 100 μg/mL SAE or 1, 10, and 
100 nM of four alkaloid components for 24h. Cell viability 
were determined by MTT assay. The results are presented 
as the mean±S.D. of three independent experiments. 
*p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001 vs. the control (CON) 
group or 1 mM Dex treated only group. SAE, Sinomenium 
acutum extract; SIN, Sinomenine; MF, Magnoflorine; ACU, 
Acutumine; NFT, N-trans-feruloyltyramine.
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비교시, 30 μg/mL SAE의 처리는 포도당 소비를 54.5% 증가

시켰고 10 nM 농도의 SIN, MF, ACU, NFT 처리 시, 포도당 

소비를 유의적으로 증가시킴을 확인할 수 있었다(Fig. 5). 골
격근은 체질량의 40% 이상을 차지하며 대사 항상성에 중추

적인 역할을 한다(Defronzo RA 2009). 특히, 근육은 체내 포

도당을 80% 소비하는 대표적 기관으로 부동성, 노화, 약물을 

포함한 수많은 요인에 의해 근육이 감소하면 몸속 포도당이 

온전히 소비되지 않고 남아돌아 당뇨발생 위험을 높이게 된

다(Mokdad 등 2001; Fielding 등 2011). 근육 내 포도당 수송은 

5'-모노포스페이트 활성화 단백질 키나제(AMPK)에 의해 매

개되며 AMP의 활성화는 글로코오즈 수송체(GLUT4)의 세포

질로부터 세포막으로의 이동을 증가시킴으로써 세포 내 포도

당 소비를 조절한다. 그리고 인슐린 수용체 매개 PI3K/Akt 경
로도 GLUT4 발현 조절에 참여하는 것으로 보고된다

(Kurth-Kraczek 등 1999; Richter & Hargreaves 2013). SIN은 

EGF/Nrf2/HO-1 축을 활성화하여 세포사멸을 억제하고 췌장 

베타 세포의 염증 상태와 산화 스트레스를 개선하여 제2형 

당뇨를 치료할 수 있다고 보고되었으며(Chen 등 2023) 관절

염 및 골다공증에 대한 예방 효과가 보고되어 있다(Xu 등 

2018; Zhang 등 2019). 근위축 관련 연구에 있어서는 SIN, 
MF, ACU이 Dex로 유도된 조건에서 근관직경을 각각 9.3%, 
13.8%, 11.3% 개선한다는 연구 결과가 있다(Jung 등 2023). 
특히 제2형 당뇨 마우스 모델을 이용하여 당뇨병성 근위축

에 대한 효과를 연구한 결과, MF가 공복혈당 수치 감소와 함

께 근위축과 관련된 요소들인 골격근량, 근관 직경, 혈청 크

레아틴 키나아제(CK) 수치, 유비퀴틴-프로테아좀 E3-리가제 

Fig. 3. Effects of SAE and its alkaloids on the expression of atrophy-associated genes in Dex-induced C2C12 myotube. 
The gene expression of ubiquitin E3 ligases (A) MuRF1and (B) MAFbx/atrogin-1 were detected using qRT-PCR following 
co-treatment with 1 μM Dex and experimental samples. The relative expression of genes was quantified by cyclophilin. The 
respective concentrations of the samples are as follows. SAE was used at 30 mg/mL, and each of the four alkaloid components 
was used at 10 nM. Data are expressed as the mean±S.D. (n=3); **p<0.01 and ***p<0.001 compared to the CON; ##p<0.01 
and ###p<0.001 compared to the Dex treated only. CON, control; Dex, dexamethasone; MAFbx, muscle atrophy F-box; 
MuRF1, muscle Ring finger 1.

Fig. 4. Effects of SAE and its alkaloids on MAFbx 
protein expression in Dex-induced C2C12 myotube. The 
MAFbx protein level in Dex-induced C2C12 myotubes was 
estimated by western blot analysis using antibodies against 
MAFbx. α-Tubulin was used as a control for protein loading. 
The respective concentrations of the samples are as follows. 
SAE was used at 30 mg/mL, and each of the four alkaloid 
components was used at 10 nM. Data are expressed as the 
mean±S.D. (n=3); **p<0.01 compared to the CON; #p<0.05 
and ##p<0.01 compared to the Dex treated only. CON, 
control; Dex, dexamethasone; MAFbx, muscle atrophy 
F-box.
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관련 유전자의 발현 등을 조절했으며 무엇보다 양성대조군

으로 사용된 메트포르민보다 Akt의 인산화를 더 효율적으로 

증가시키는 결과를 보였다(Yadav 등 2021). 이처럼 근위축증

과 관련하여 방기의 단일 성분에 대한 구체적 연구는 MF외

에는 부족한 상태이다. 본 연구에서는 근단백질 분해에 관여

하는 ubiquitin- proteasome pathway와 관련된 대표지표인 

MuRF1, MAFbx/ atrogin-1의 유전자 및 단백질 발현량이 Dex
를 처리시 증가하였음을 확인하였고 SAE 및 그 알칼로이드 

성분인 SIN, MF, NFT 처리에 의해 하향 조절됨으로써 근위

축 신호전달체계에 관여하고 있음을 예상할 수 있다. 따라서 

근육단백질 분해에 관여하는 ubiquitin E3 ligases 신호전달 경

로의 상위 유전자인 SMAD2/3, FOXO1 유전자에 대한 발현분

석이 추가적으로 필요할 것으로 사료된다. 또한 Fig. 3B의 배

지 내 포도당 소비 결과를 통해 방기 성분의 항근위축 효과

가 포도당 대사 메커니즘과 관련된 AMPK와PI3K/Akt 활성화

의 연관성 또한 확인할 필요가 있다. 본 연구를 통해 논문에

서 보고된 MF의 당뇨병성 근위축 억제효과처럼 SIN, NFT 성
분도 근위축증 억제효과의 선행연구로서 잠재적 가치가 있

음을 시사하는 바이다.

요약 및 결론

우리나라의 경우 65세 이상의 인구가 20% 이상인 초고령 

사회(super-aged society)를 눈앞에 두고 있어 대사성 질환과 

함께 근위축에 대해 많은 관심을 기울이고 있다. 골격근 위

축증은 복잡한 분자 신호 전달 체계를 가지며 가장 대표적인 

신호전달물질로는 E3 ubiquitin ligases인 MuRF1과 MAFbx/ 
atrogin-1이 있다. 따라서 이러한 단백질 분해 경로를 조절하

는 효소들의 활성을 억제하는 소재의 발굴은 매우 중요하다. 
본 실험은 Dex로 유도된 근위축에 대한 SAE 및 그 알칼로이

드 성분인 SIN, MF, ACU, NFT의 항근위축 효과를 확인하고

자 하였다. 그 결과 SAE를 포함하여 SIN, MF, NFT는 Dex 
처리에 의해 증가된 세포 내 MuRF1와 MAFbx/atrogin-1 유전

자 및 단백질 발현의 하향 조절에 기여했으며 근위축으로 감

소된 근육 내의 포도당 흡수를 회복시킴으로써 당뇨병성 근

위축의 예방 및 치료에 효과적일수 있음을 알 수 있었다(Fig. 
6). SAE 및 그 단일 성분인 SIN, MF, NFT의 항위축 관련 메커

니즘과 함께 in vivo의 검증 등 추가적인 연구를 통해 새로운 

기능성 식품 소재로써 검증이 필요할 것으로 사료된다.
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