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ABSTRACT

Objectives : The purpose of this study was to determine the anti-obesity effect and molecular mechanism of 

YY312, a herbal extract composed of Imperatae Rhizoma, Citri Unshius Pericarpium Immaturus, and Evodiae 

Fructus, on a high-fat diet-induced animal model and on 3T3-L1 cells. 

Methods : C57BL/6 mice were fed for 6 weeks with a normal diet or a high-fat diet (HFD). Then they orally 

administered daily with 300 mg/kg YY312 for next 10 weeks. Body weight and food consumption were recorded 

weekly and daily, respectively. Tissue weights, serum lipid, and glucose levels were analyzed at the end of the 

study. Additionally, the effects of YY312 on adipocyte differentiation in 3T3-L1 cells were examined. After 

differentiating 3T3-L1 cells were treated with YY312, Oil-red O staining, RT-PCR, and Western blotting were 

performed for lipid accumulation, mRNA expression of adipogenesis gene, and AMP-activated protein kinase 

(AMPK) phosphorylation, respectively. 

Results : YY312-administered mice showed a significant reduction of body weights and abdominal adipose tissue 

weights. YY312 also reduced the serum levels of triglycerides and total cholesterol, compared with the HFD group. 

Treatment with YY312 inhibited lipid accumulation and blocked expression of adipogenic transcription factors and 

lipogenesis genes, including peroxisome proliferator-activated receptor γ, CCAT/enhancer binding protein α and 

fatty acid synthase. YY312 increased AMPK phosphorylation in 3T3-L1 adipocytes.

Conclusions : This study showed that herbal extract YY312 has an anti-obesity effect in vitro and in vivo. 

Thus, YY312 could be developed as a supplement for reduction of body weight gain induced by an HFD.
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서 론 비만은 선진국과 개발도상국에서 건강을 위협하는 중요 질

병의 하나로 체내 지방의 축적량이 과다한 경우를 말한다1,2). 
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비만은 특히 고혈압, 심혈관질환, 당뇨병 같은 대사질환과 일

부 암 등의 유병율과 밀접한 상관관계가 있고 비만으로 야기

되는 재정적 부담과 인명적 손실은 막강하다3,4). 비만은 복잡

하고 다양한 요인들의 상호 복합적인 작용에 의해 발생하지만 

과다한 에너지 섭취와 부족한 신체활동 생활습관에 의한 낮은 

에너지 소비가 가장 큰 원인으로 제시되고 있다5,6). 따라서 

비만의 예방 및 치료를 위해서는 식이를 조절할 것을 권장해 

왔으나 단순한 열량섭취 제한은 체지방뿐만 아니라 체단백질

의 손실을 가져올 수 있으므로 효과적으로 비만을 예방 치료

할 수 있는 약물이나 음식에 관심이 집중되고 있다7).

비만 치료 약물의 타깃은 다양하며 만성비만 치료제로 임

상에서 사용되는 sibutramine(Reductil)은 세로토닌 재흡수 

억제제로 식욕을 감소시키며 orlistat(Xenical)는 소장에서 지

질분해를 억제하여 지방 흡수를 감소시키는 작용으로 항비만 

효과를 나타낸다8). 하지만 이러한 비만 치료제는 체중감소의 

효과에도 불구하고 부작용의 사례들이 보고되어 사용이 제한

되고 있다9). 특히, sibutramin은 심혈관질환 위험성 때문에 

미국, 유럽 및 국내에서 판매가 금지되었다. 따라서 독성이 

적으면서 체중감소에 효과적인 한약을 이용한 비만 치료 약물 

개발에 관심이 높아지고 있다10,11). 

고대 한의학 문헌에서는 비만이 肥, 肥胖, 肥人, 肉人, 肥

貴人 등으로 표현되어 왔다12). 비만의 원인에 대하여 고찰해 

보면 <皇帝內經素門>에 '數食甘味' '膏梁之疾'이라 하고, <皇帝

內經靈樞>에 '探於取與'라고 쓰여 있으며, 朱는 '氣虛生寒 寒生

濕', 劉는 '血實氣虛', 張은 '多氣虛之證 然肥人多濕多滯', 陳은 

'多痰乃 氣虛', 李는 '氣結而 肺盛肺金克肝木 故痰盛', 傳은 '痰

涎甚多 乃脾土之內病也'라 하였으니, 이것을 종합해 보면 비만

의 원인은 주로 氣虛, 濕, 痰이라는 것을 알 수 있다13). 따라

서 비위 기능의 실조로 인한 氣虛로 생성된 濕, 痰, 瘀 등의 

병리적 산물이 기부나 복막, 장부 등에 유체되어 생성된 비만

은 補氣健脾, 溫陽, 補血養陰, 祛濕利水, 淸積熱, 消導, 化痰, 

活血化瘀 방법으로 치료할 수 있다14).

白茅根은 벼과(Gramineae)의 다년생 초본인 띠(Imperata 

cylindrica Beauvois var. koenigii Durand et Schinz ex 

A. Camus)의 뿌리줄기로, 甘, 寒의 性味로 心, 肺, 胃經에 

작용하여 淸熱하고 凉血生津하며 또한 膀胱經에 작용하여 利

尿와 동시에 導熱下行하는 약초로 알려져 있다15). 백모근 추

출물 혹은 백모근에서 분리된 생리활성물질은 신경보호, 간보

호 효과가 있는 것으로 보고되었다16-18). 靑皮는 운향과

(Rutaceae)의 귤나무(Citrus unshiu Markovich 또는 

Citrus reticulata Blanco)의 덜 익은 열매껍질로, 性味가 苦

辛, 溫하고 氣는 峻烈하여 沈降下行하므로 疏肝破氣, 散結消

堅, 止痛, 消積化滯하는 효능이 있다고 알려져 있다. 약리작

용으로는 소화촉진, 거담, 이담, 혈압상승, 장관평활근 억제, 

기관지수축 길항작용 등이 있다15). 또한, 청피 추출물은 항염

증, 항산화작용을 나타내는 것으로 보고되었다19-21). 吳茱萸는 

운향과(Rutaceae)의 오수유(吳茱萸) Evodia rutaecarpa 

Bentham, 석호(石虎) Evodia rutaecarpa Bentham var. 

officinalis Huang 또는 소모오수유(疎毛吳茱萸) Evodia 

rutaecarpa Bentham var. bodinieri Huang의 열매로, 苦, 

辛味로 辛散, 苦降하고 性이 大熱燥烈하여 疏肝下氣에 뛰어나 

溫中祛寒하고 降逆止嘔하며 疏肝解鬱, 行氣燥濕하는 약초로 

알려져 있다. 오수유는 건위·구충·해독 및 이뇨제로 사용하

며 진통, 강압, 기관지확장, 중추신경계흥분, 체온상승, 자궁

수축작용이 있으며15), 오수유 추출물은 신경보호, 위보호, 항

염증 효과가 있는 것으로 보고되었다22-24).

白茅根, 靑皮, 吳茱萸의 항비만 효과에 대해 이전에 연구된 

바로는 白茅根은 보고된 유사한 연구 결과가 없고, 靑皮의 생

리활성물질인 carotenoid β-cryptoxanthin의 복부 지방세

포 비대 억제를 통한 항비만 효과25) 및 吳茱萸의 주요 알칼로

이드인 evodiamine의 vanilloid receptor agonist 작용을 

통한 capsaicin과 유사한 항비만 효과26) 외 대사질환에 대한 

효과는 알려진 바가 거의 없다. 

본 연구에서는 비만유도 동물 모델과 3T3-L1 지방세포분

화 모델에서 白茅根, 靑皮, 吳茱萸 복합추출물인 YY312의 항

비만 효과를 조사하였다. 고지방식이를 투여하여 비만을 유도

하는 동물모델에서 YY312를 매일 경구 투여하여 체중 증가

에 미치는 효과를 조사하였다. 또한, YY312가 고지방식이 동

물모델의 지방 축적과 혈장 내 지방과 당에 미치는 효능을 조

사하고자 YY312를 경구 투여한 고지방식이 쥐의 체지방 축

적 및 혈장 내 중성지방(triglycerides), 콜레스테롤

(cholesterol), 혈당(blood glucose), HDL-콜레스테롤 양에 

미치는 영향을 조사하였다. 또한 YY312의 작용기전을 이해하

기 위해 3T3-L1 세포의 지방세포분화에 대한 효과와 마우스 

지방조직과 3T3-L1세포에서 AMP-activated protein 

kinase(AMPK) 활성에 미치는 영향을 조사하였다.

재료 및 방법

1. 재료

1) 약재
본 실험에서 사용한 시료(YY-312)는 유유 중앙연구소

(Suwon, Korea)에서 제조한 것을 제공받아 사용하였다. 白

茅根(중국), 靑皮(제주), 吳茱萸(중국) 각 약재를 각각 8배수

의 70% 에탄올에 넣고 4시간동안 2번 환류추출한 뒤 여과

(300 mesh) 하였다. 여과액을 혼합하고 감압농축, 동결 건조

하였고, 수득율은 각각 30%, 27%, 37%였고, 개별 추출분말

을 백모근 50%, 청피 20%, 오수유 30% 함량으로 혼합하여 

매 실험 시 용매(증류수)에 녹여 사용하였다.  

2) 시약
세포배양에 필요한 Dulbeco's modified Eagle's 

medium(DMEM), fetal calf serum(FCS), fetal bovine 

serum(FBS), penicillin-streptomycin(P/S)은 Life 

Technologies사(Grand Island, NY, USA)에서 구입하여 사

용하였다. 혈장내 중성지방, 총콜레스테롤, HDL-콜레스테롤, 

혈당은 효소반응을 이용하는 아산제약(Seoul, Korea) 키트를 

구입하여 사용하였다. Dimethyl sulfoxide(DMSO), MTT, 

3-isobutyl-1-methylxanthine(IBMX), Dexamethasone 

(DEX), insulin, Oil-red O 은 Sigma-Aldrich사(St. 

Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다. 

Phospho-AMPK(Thr172), Phospho-acetyl-CoA 

carboxylase(ACC)(Ser79), β-actin 항체는 Cell Signaling 

Technology사(Beverly, MA, USA)에서 구입하여 사용하였

으며, 실험에 사용된 모든 시약은 분석용 등급 이상으로 사용
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하였다.

2. 방법

1) 동물실험 사육 및 식이
실험동물은 20-25g의 6주령 C57BL/6 마우스를 중앙실험

동물(Seoul, Korea)에서 구입하여 동물실에서 자유로이 먹이

와 물을 섭취하게 하고 일주일 후에 다음과 같이 4군(군당 

10마리)으로 나누어 6주 동안 정상일반식이(Normal Diet, 

ND)와 45% 고지방식이(High-Fat Diet, HFD)를 주었다. 6

주 후 마우스를 무게에 따라 다시 sorting하여 HFD의 경우 

평균 36-37g이 되도록 케이지에 5마리씩 넣고 한 그룹에 케

이지 2개 (10마리씩)로 나누어 본 실험을 착수하였다. 

YY312를 정수된 물에 녹여 300 mg/kg 용량으로 매일 일정

한 시간에 경구로 10 주간 투여하며 마우스의 체중변화와 섭

취량을 관찰하였다. 양성대조군으로 사용하는 sibutramine은 

5 mg/kg 용량으로 YY312처럼 경구투여하였다. 정상식이와 

45% 고지방식이는 피드랩(Hanam, Korea)에서 구입하였다. 

정상식이 AIN-93G는 10% 지방 칼로리를 포함하며 고지방

식이는 45% 지방 칼로리를 포함하였다. 식이의 탄수화물 급

원으로는 옥수수전분, 단백질 급원으로는 casein, 지방 급원

으로는 라드 및 대두유를 사용하였다. 무기질과 비타민은 

AIN-93G diet 구성에 따라 혼합한 것을 식이에 섞었다. 체

중은 주 1회 2시간 절식 후 같은 시각에 측정하였으며, 식이

섭취량은 매일 일정시간에 측정한 후 급여량에서 잔량을 감하

여 계산하였다. 실험기간동안 음수는 멸균 정제수를 자유롭게 

섭취하도록 하였고 YY312와 sibutramine은 매일 같은 시간

에 경구투여하였다. 동물실의 온도는 24 ± 2℃, 습도는 55 

± 5%를 유지하였으며 매일 광주기와 암 주기를 12 시간이 

되도록 조절하였다. 실험기간 동안 매일 일정시간에 식이 잔

량을 측정하여 일일 식이섭취량을 산정하였으며, 체중은 1 주

일에 두 번씩 일정한 시간에 측정하였다. 실험 프로토콜은 경

희대학교 동물실험윤리 위원회에 승인을 받고 진행하였다.   

2) 시료채취 및 혈액지표 분석
10주간의 실험기간이 종료된 동물들은 밤 동안(12시간) 절

식 후 에테르를 흡입시켜 마취시킨 후 희생하였다. 실험동물

의 각 장기조직은 채혈 후 즉시 적출하여 phosphate 

buffered saline(PBS) 용액으로 세척한 후 표면의 습기를 제

거하고 무게를 측정하였다. 무게측정 후 -80℃ deep 

freezer에 보관하여 차후 분석실험에 사용하였다. 혈액 지표 

분석을 위하여 쥐의 안와정맥에서 채취한 전혈을 1,500 rpm

에서 30분간 원심분리하여 혈청을 분리하였다. 아산 셋트 중

성지방, 포도당(혈당), 총콜레스테롤, HDL-콜레스테롤을 구

입하여 ELISA reader로 측정하였다.

3) 세포배양
(1)  3T3-L1 세포 배양 및 분화유도

3T3-L1 preadipocytes를 10% calf serum과 1%(v/v) 

P/S을 함유한 DMEM을 사용하여 37℃, 5% CO2에서 배양하

였다. 세포가 100% confluent한 2일 후, 10% FBS과 0.5 

mM IBMX, 1 µM DEX, 10 µg/mL insulin을 혼합한 분화

유도 DMEM으로 교환하여 분화유도를 시작하였다. 분화유도 

2일 후, 배지를 insulin(10 µg/mL)이 포함된 DMEM 으로 

교환하였고, 이후 2일 동안 매일 10% FBS/DMEM 배지로 

교환하여 주었다. 8일후에 분화가 거의 완성되었다. YY312는 

처음 분화유도 DMEM을 교환할 때 세포에 첨가하였고 2일에 

한 번씩 세포에 처리하였다.  

(2) Oil-red O staining

YY312가 3T3-L1 지방세포의 분화에 미치는 영향을 조사

하기 위해 Oil-red O staining을 수행하였다. 세포배양 및 

분화유도 중에 따라 YY312를 다른 농도(0, 50, 100 µg/mL)

로 처리하였다. 8일 후 배양액을 제거하고 PBS용액으로 2회 

세척한 뒤 10% formalin을 넣고 1시간동안 상온에서 세포를 

고정시켰다. 세포를 PBS로 두 번 세척한 뒤에 지방구를 

0.6% Oil-red O 용액으로 염색하였다. 염색 후 60% 

isopropanol과 증류수로 세척하고 염색된 지방구를 역전사 

현미경으로 사진을 찍었다.

(3) 세포 생존율 측정

96 well plate에 3T3-L1 preadipocytes 5x103 

cells/well로 분주하고 48 시간 후, YY312 10, 50, 100, 

200 µg/mL 농도별로 24 시간 동안 처리하였다. 1 mg/mL

의 MTT를 처리하여 3 시간 배양 후, DMSO를 이용해 용해

시켜 spectrophotometer로 570 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 세포 생존율을 대조군에 대한 백분율로 표시하였다.

(4) Western Blotting

세포를 ice-cold PBS로 2회 세척 후 0.25% 

Trypsin-EDTA로 세포를 분리하여 원심분리(13,200 rpm, 2 

min, 4℃)한 뒤 상층액인 지방층을 제거하였다. 침전물을 

ice-cold PBS로 2회 세척 후 Protein lysis buffer(50 mM 

Tris-HCl pH 7.5, TritonX-100, 150 mM NaCl 0.5%, 1% 

Nonidet P-4O. 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS)를 

처리하여 4℃에서 용해시킨 후 원심분리(14,000 rpm, 10 

min, 4℃) 하여 단백질을 분리하였다. 단백질 정량은 표준용액

과 Bio-Rad protein kit(Hercules, CA USA)를 이용하여 

Bradford법으로 정량 하였다. SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis(10-12%)를 이용하여 각 샘플 당 50 µg씩 

loading하여 단백질을 분리한 후 nitrocellulose membrane으

로 단백질을 전이하였다. 그 후, buffer에 5% skim milk(PBS 

containing 0.5% Tween 20)를 용해한 TBST용액으로 1시간 

동안 blocking 을 하였고 1차 항체와 4°C에서 overnight 반

응시킨 후, membrane을 HRP가 중합된 2차 항체에 60분간 

반응시켰고, enhanced chemiluminiscent(ECL, 

Amersham-pharmacia Biotech, UK)를 이용해 발색한 후 

X-ray 필름에 감광시켜 chemiluminescent detection 

system을 이용하여 현상하였다.

(5) RT-PCR

3T3-L1 지방세포에서 Trizol 시약(Sigma)을 이용하여 총 

RNA를 추출하였다. RT-PCR 키트(Bioneer Corp, Korea)

를 사용하여 1 µg RNA를 역전사로 cDNA를 만들었다. PCR

을 위한 primer sequence는 다음과 같다: peroxisome 

proliferator-activated receptor γ(PPARγ), forward 
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5'-TTG CTG AAC GTG AAG CCC AT-3' and reverse  

5'-GTC CTT GTA GAT CTC CTG GA-3'; 

CCAT/enhancer binding protein α(C/EBPα), forward 

5'-GAA CAG CAA CGA GTA CCG GGT A-3' and 

reverse 5'-CCA TGG CCT TGA CCA AGG GAG-3'; 

fatty acid synthase(FAS), forward 5'-TGC TCC CAG 

CTG CAG GC-3' and reverse 5'-GCC CGG TAG CTC 

TGG GTG TA-3'; GAPDH, forward 5'-TCC ACC ACC 

CTG TTG CTG TA-3' and reverse 5'-ACC ACA GTC 

CAT GCC ATG CCA TCA C-3'. PCR 생성물은 ethidium 

bromide 염색 후에 1.5% agarose gel 전기영동으로 분석하

였다. 

3. 통계처리

모든 측정값은 mean±Standard Error of the 

Mean(SEM)으로 표시하였다. 본 연구의 통계처리는 SPSS 

12.0 프로그램을 사용하였으며, 각 실험군 간의 유의적 차이

는 one-way ANOVA를 실시하여 검증하였으며 다군간의 차

이는 p<0.05수준에서 Duncan's multiple range test를 이

용하여 평가하였다.  

결 과

1. YY312가 체중변화에 미치는 영향

고지방식이로 6주간 비만을 유도한 후에 고지방식이를 공

급하면서 마우스에 YY312(300 mg/kg) 또는 양성대조군 

sibutramine(5mg/kg)을 경구투여하고 체중증가에 미치는 영

향을 1주 간격으로 측정하여 Fig. 1에 나타내었다. YY312 

투여전 체중은 실험군 간에 큰 차이가 없었다. YY312 투여 

후 마우스의 체중이 2주까지 일시적으로 감소하는 현상을 보

였는데 이는 경구투여에 의한 마우스의 스트레스 때문으로 사

료되었다. 10주째 체중을 군간 비교해보면 YY312 투여군은 

고지방식이 대조군에 비해 체중이 10.7% 감소하였다(Fig. 

1A). 양성대조군 약물인 sibutramine(5 mg/kg) 투여군은 

고지방식이 대조군에 비해 체중이 10.6% 감소하였다. 따라서 

본 실험 결과 YY312는 양성대조군처럼 체중억제에 우수한 

효능을 가진 것으로 나타났다. 하루식이 섭취량에서는 정상식

이에 비해 고지방식이 마우스의 경우 식이 섭취량이 적었으나 

YY312 투여군의 경우 고지방식이 대조군에 비해 차이가 없

었다(Fig. 1B). 양성대조군 sibutramine 투여의 경우 초기에 

음식물 섭취가 감소하였으나, 고지방식이 대조군 및 YY312 

투여군과 유의한 차이가 나타나지 않았다. 

2. YY312의 조직무게에 미치는 영향 분석 

YY312 투여 10주후 마우스의 복부지방과 간 무게를 측정

하여 Fig. 2에 나타내었다. 정상식이군에 비해 고지방식이 대

조군의 경우 복부지방이 유의하게 증가하였고(p<0.05) 간의 

무게도 정상식이에 비해 고지방식이 대조군이 유의하게 증가

하였다(p<0.05). 지방조직의 경우 고지방식이군에 반해 

YY312를 투여한 군과 sibutramine을 

Fig. 1. Effects of YY312 on body weight in the diet-induced 
obesity. (A) Changes in body weight consuming ND, HFD or HFD 
with sample 300 mg/kg YY312 or 5 mg/kg sibutramine(SIB) 
during 10 week period.  (B) Food intake per mouse per day was 
measured. Data are shown as mean±SEM(n=10). *p<0.05 
compared with the ND groups, #p<0.05 as compared with the 
HFD groups.

투여한 군에서 복부지방이 각각 25.0%와 21.9% 유의하게 감

소하였다(Fig. 2A). 간조직의 경우 YY312와 sibutramine 

투여군에서 고지방식이 대조군에 비해 감소하는 경향이 나타

났으나 통계적으로 유의하지 않았다(Fig. 2B).

Fig. 2.  Effects of YY312 on organ weight in male C57BL/6 mice 
fed with ND, HFD, HFD+YY312(300 mg/kg), and HFD+SIB(5 
mg/kg). (A) Adipose tissues, (B) Liver. Data are shown as 
mean±SEM(n=10). *p<0.05 compared with the ND groups, #p<0.05 
compared with the HFD groups.

3. YY312가 혈중 지질 및 혈당에 미치는 효과

 YY312가 고지방식이로 유도된 비만 쥐의 혈중 지질과 혈

당에 미치는 영향을 조사하기 위해, YY312 투여 10주 후 마

우스를 밤 동안 (12시간) 절식하고 마우스의 혈액을 채취하였

다. 마우스의 혈액을 원심 분리하여 혈청을 모으고 중성지방, 

혈당, 콜레스테롤 양을 분석하여 Fig. 3에 나타내었다. 중성

지방의 경우 고지방식이 대조군은 정상식이군보다 유의하게 

증가하였고(p<0.05), YY312 투여군은 고지방식이 대조군에 

비해 19.0% 감소하였다(Fig. 3A). 양성대조군인 

sibutramine 투여군의 경우 고지방식이 대조군에 비해 

17.5% 감소하였다. 따라서 고지방식이 대조군과 비교하여 

YY312와 sibutramine이 중성지방 억제효과를 유의하게 나

타냄을 보여준다 (p<0.05). 총콜레스테롤의 경우 고지방식이 

대조군은 정상식이군에 비해 유의하게 증가한 반면(p<0.05), 

YY312 투여군은 고지방식이 대조군에 비해 콜레스테롤이 

21.4% 감소하였다(Fig. 3B). Sibutramine 투여군은 고지방

식이 대조군에 비해 19.3%의 감소효과가 나타났다. HDL-콜

레스테롤의 경우는 정상식이에 비해 고지방식이 대조군의 감
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소하였으며, 고지방식이 대조군에 비해 YY312 투여군은 

18.8% 증가하였다(Fig. 3C). Sibutramine 처리군의 HDL-

콜레스테롤은 고지방식이 대조군에 비해 18.5% 증가하였다. 

혈당의 경우, 고지방식이 대조군은 정상식이군에 비해 유의하

게 증가하였고(p<0.05) 시료 YY312 투여군과 sibutramine 

투여군 모두 고지방식이 대조군과 비교하여 혈당 감소효과가 

나타나지 않았다(Fig. 3D). 

Fig. 3. Effects of YY312 on triglycerides, total cholesterol, 
HDL-cholesterol, and blood glucose in male C57BL/6 mice fed 
with ND, HFD, HFD+YY312(300 mg/kg), and HFD+SIB(5 mg/kg). 
Data are shown as mean±SEM(n=10). *p<0.05 compared with the 
ND groups, #p<0.05 as compared with the HFD groups.

4. YY312의 지방조직에서 AMPK 활성 증가 효과

YY312의 항비만 효과에 대한 작용기전을 조사하기 위해 

실험 동물군에서 AMPK 활성화 정도를 조사하였다. 실험 종

료 후 쥐의 지방조직에서 Western blotting으로 AMPK 

Fig. 4. Effects of YY312 and sibutramine on AMPK phosphorylation 
in fat tissues of male C57BL/6 mice fed with ND, HFD, 
HFD+YY312(300 mg/kg), and HFD+SIB(5 mg/kg). (A) Mice tissues 
were homogenized and equal amount proteins were separated by 
SDS-PAGE and phospho-AMPK(P-AMPK) and β-actin levels 
were analyzed by Western Blot. (B) The relative band intensity 
was determined by densitometry and was normalized to β-actin. 
Data are shown as mean±SEM(n=10). *p<0.05 compared with the 
ND groups, #p<0.05 compared with the HFD groups. 

활성화(인산화)를 분석하였다. 정상식이군에 비해 고지방식이 

대조군의 경우 AMPK 인산화가 감소되었고 YY312를 경구 

투여한 쥐는 고지방식이 대조군에 비해 AMPK 활성이 회복

됨이 관찰되었다(Fig. 4).  

5. YY312의 지방세포분화 억제 효과

YY312의 항비만 효과에 대한 기전을 규명하고자 3T3-L1 

지방전구세포에 YY312를 0, 50, 100, 200 µg/mL로 처리하

여 24시간 동안 세포 생존율을 측정하였다(Fig. 5A). 조사한 

농도에서 세포 독성이 나타나지 않았고, 낮은 농도(0-100 

µg/mL)에서 YY312의 지방세포분화에 미치는 효과를 조사하

였다. 3T3-L1 지방전구세포에 YY312를 각각 농도(0, 50, 

100 µg/mL) 별로 처리하여 8일 후에 Oil-red O staining을 

이용하여 지방분화 억제 효과를 측정하였다. 대조군에 비해 

50, 100 µg/mL 농도에서 지방 droplet 크기가 크게 감소하

여 효과적으로 지방분화를 억제함을 보여주었다(Fig. 5B). 지

방세포분화 억제 효과의 기전을 조사하기 위해 지방세포 분화 

동안에 YY312를 각각의 농도(0, 10, 50, 및 100 µg/mL)로 

처리하고 8일 째에 지방세포분화 조절 전사인자 PPARγ와 

C/EBPα와 지방산 합성 효소인 FAS mRNA 발현을 확인하

였다. 이들 유전자의 발현은 낮은 농도(10 µg/mL) YY312에

서 크게 변화하지 않았고 50, 100 µg/mL YY312에서 대조군

에 비해 크게 감소하였다(Fig. 5C). 이로 미루어 보아 YY312

는 지방세포분화 조절 유전자 발현을 감소시켜 지방세포분화를 

억제함을 알 수 있었다. 다음으로 YY312가 지방세포분화 동

안에 AMPK 활성에 미치는 영향을 조사하였다. AMPK 활성

은 AMPK와 기질단백질 ACC 인산화 정도로 확인한다. 

AMPK 활성은 지방세포분화와 지방축적의 중요한 전사인자인 

PPARγ와 C/EBPα의 조절자로 알려져 있다25). 낮은 농도 

10 µg/mL YY312에서 AMPK 활성은 크게 증가하지 않았고 

50, 100 µg/mL YY312에서 대조군에 비해 크게 증가하였다

(Fig. 5D). AMPK 기질단백질 ACC 인산화도 AMPK 인산화

와 비슷하게 증가하였다. 

고 찰

고대 한의학 문헌에서는 비만이 肥, 肥胖, 肥人, 肉人, 肥

貴人 등으로 표현되어 왔는데12), 비만의 원인은 주로 氣虛, 

濕, 痰이라고 할 수 있다13). 비만의 병리기전을 氣虛, 濕, 痰

과 연결 지어 살펴보면 세 가지로 요약해 볼 수 있다. 첫째, 

膏梁厚味한 음식을 과식하거나 영양이 過乘되면 痰濕을 형성

하거나 비위의 運化기능이 실조된다. 둘째, 活動過少(久臥久

坐)하면 氣虛 혹 氣鬱하게 되고 氣虛氣鬱은 運化 및 轉輸기능

이 저하되어 濕痰을 형성하게 된다. 셋째, 內傷七情은 肝脾氣

鬱結을 야기하게 되고 肝脾氣鬱結은 비위의 運化 및 升降기능

에 영향을 미쳐 濕痰이 생하게 한다27). 비만은 상기한 濕, 

痰, 瘀 같은 병리적 산물이 기부나 복막, 장부 등에 유체되는 

것이다. 따라서, 補氣, 健脾, 祛濕利水, 消導, 化痰 작용을 갖

는 한약을 치료제로 사용하였으며, 실제 항비만 효과가 있는 

한약재로 人蔘28), 黃連29), 苦瓜30), 枸杞子31), 側柏葉32), 木香
33), 小茴香34) 등이 연구된 바가 있다.
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Fig.  

5. Effects of YY312 on cell viability, adipogenic differentiation, and 
AMPK activation in 3T3-L1 cells. (A) 3T3-L1 preadipocytes were 
incubated with various concentrations(0-200 µg/mL) of YY312 for 
24 h and cell viability was measured by MTT. (B-D) Differentiating 
3T3-L1 cells were treated with YY312 as indicated for 8 days in 
adipocyte differentiation induction media. (B) 3T3-L1 adipocytes 
were stained with Oil-red O at day 8 and microscopically 
analyzed. (C). Total RNAs from 3T3-L1 adipocytes were extracted 
at day 8 and PPARγ, C/EBPα, FAS, and GAPDH mRNA levels 
were analyzed by RT-PCR. (D) 3T3-L1 adipocytes were lysed 
and cell lysates were analyzed for P-AMPK 
Thr172(P-AMPK(T172)), phospho-ACC Ser79(P-ACC(S79)), and 
β-actin by Western blotting. All bands were normalized to the 
level of GAPDH(C) or β-actin(D) in each lane and the fold band 
intensity was written under each band.

본 연구에서는 고지방식이에 의해 비만이 유도된 마우스에

서 白茅根, 靑皮, 吳茱萸 복합추출물인 YY312의 항비만 효과

를 조사하였다. 또한 YY312의 작용기전을 이해하기 위해 

3T3-L1 지방세포분화에 대한 효과와 YY312의 지방분화 조

절 유전자발현과 AMPK 활성에 대한 효과를 조사하였다. 

세포수준에서 비만은 지방조직에서 섬유아 지방전구세포

(preadipocytes)의 지방세포(adipocytes) 분화에 의한 지방세

포 수와 크기의 증가가 원인으로 작용한다. 지방조직은 단순

한 에너지 저장고가 아니라, 내분비 기관으로서 각종 단백질 

호르몬들을 분비하여 지방대사와 당대사를 포함한 체내 에너

지 대사를 조절하는데 중요한 역할을 한다35). 마우스의 섬유

아세포에서 유래된 3T3-L1 지방전구세포는 in vitro에서 지

방세포로 분화되는 특징을 가지기 때문에 지방세포의 성질을 

연구하는데 흔히 사용된다36). 3T3-L1 세포의 분화는 in 

vivo에서 일어나는 지방분화 과정과 유사한 형태를 보인다37). 

지방전구세포는 인슐린 자극에 의해 지방세포로 분화가 시작

하며 지방세포 분화가 유도되는 동안 C/EBP family, PPAR

γ, sterol regulatory element binding proteins 1c 등의 

전사인자들의 발현과 전사활성이 증가하게 되어 지방세포 분

화를 유도하는 것으로 알려져 있다37,38). 지방세포 분화를 억

제하는 효능 여부는 항비만 효과를 측정하는데 흔하게 사용되

는 방법의 한가지이다.

AMPK는 대사의 핵심 스위치 단백질로 에너지 결핍 조건

에서 활성화된 AMPK는 에너지가 소모되는 합성반응은 억제

하고 에너지를 생성하는 반응은 증가시켜 세포의 에너지 항상

성을 유지하는 역할을 한다39,40). 활성화된 AMPK는 ACC와 

HMG-CoA reductase 활성을 억제하여 지방산과 콜레스테롤 

합성을 억제하고 지방산 산화를 촉진하므로 비만 등 대사질환 

치료제 개발의 주요 타깃 단백질이다41). 

본 연구에서 고지방식이에 의해 에너지 균형의 조절이 무

너져 마우스의 체중이 증가하였다. 그러나, YY312를 경구투

여 받은 마우스는 고지방식이 대조군에 비해 체중증가가 유의

하게 감소하였다. YY312에 의한 체중감소의 정도는 양성대조

군인 sibutramine 투여군과 비슷하게 나타나 YY312가 체중

감소에 효과적임을 보여주었다. 실험동물의 장기와 지방조직 

무게를 측정한 결과, 실험군간의 비장, 신장, 고환 등에 무게

에는 큰 차이가 없었다. 대조군에 비해 YY312를 투여한 실

험군에서 복부지방조직 무게가 sibutramine을 처리한 군과 

비슷한 정도로 유의하게 감소하였다. 따라서 YY312의 체중감

소 효과는 복부지방조직 무게 감소에 기인할 것으로 추측할 

수 있었다. YY312가 혈청의 지질 함량에 미치는 영향을 알

아보기 위하여 혈장의 지질함량을 측정한 결과, 혈청지질의 

중성지방, 총콜레스테롤 함량 모두 고지방식이 대조군에 비해 

낮았으며, HDL-콜레스테롤 함량은 높게 나타났다. 지방축적

으로 나타나는 비만에 의한 2차적인 합병증인 고지혈증, 고콜

레스테롤증은 임상적으로도 문제시 되고 있으며, 특히 콜레스

테롤양은 조절되지 않으면 동맥경화를 포함한 심혈관계 질환

을 유발한다. 따라서 YY312는 고지방식이에 의해 비만이 유

도된 마우스의 혈중 지질을 양호하게 변화시켜 고지혈증, 고

콜레스테롤증을 막아주는 효과가 있음을 추측할 수 있다.

당뇨와 비만 등 대사질환 치료제 개발의 중요한 타깃 유전

자인 AMPK는 지방산과 콜레스테롤 합성을 억제하고 지방산 

산화를 증가시킨다39,41). 고지방식이에 의해 비만이 유도된 마

우스는 정상식이군에 비해 AMPK 활성이 감소되었고 YY312 

투여군의 경우 AMPK 활성이 정상식이처럼 회복되었다. 

YY312와는 달리 sibutramine 투여군은 AMPK 활성은 정상

식이군에 비해 회복되는 정도가 적어 sibutramine의 항비만 

작용에는 AMPK 이외에 다른 요소들이 작용할 것으로 추측

할 수 있었다. AMPK는 운동, 저산소, 포도당 결핍과 같이 

에너지가 부족한 스트레스 조건에서 세포내 ATP양이 감소하

고 AMP양이 증가하는 조건에서 활성화되는 것으로 알려진 

단백질이다39). 하지만 최근에서 에너지 결핍 외에 외부 자극

조건에서 세포내 칼슘농도의 증가에 따라 AMPK 활성이 증

가하는 기전도 밝혀졌다40). 따라서 YY312의 작용기전을 이

해하기 위해서는 YY312가 AMPK 활성을 증가시키는데 에너

지 결핍 또는 세포내 칼슘 증가 중 어떤 경로에 의한 것인지

에 대한 추가 연구가 필요한 것으로 사료된다.

마우스의 섬유아세포에서 유래된 지방전구세포 3T3-L1은 

in vitro에서 분화유도물질(insulin, dexamethasone 및 

3-isobutyl-1-methylxanthine)을 첨가하였을 때 지방세포

로 전환된다. 지방세포 분화동안 지방조직에 특징적인 유전자

들의 발현을 조절하는 전사인자들(C/EBPs, PPARγ 등)의 

발현이 증가되며, 3T3-L1 분화는 in vivo에서 일어나는 지

방분화 과정과 유사한 형태를 보인다37). 핵호르몬 수용체 

PPARγ는 지방세포분화의 master regulator 전사인자이며, 

C/EBPα는 지방세포의 최종분화(terminal differentiation)
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를 유도하는데 중요한 역할을 하는 전사인자이다38). YY312

는 3T3-L1 지방세포분화를 효과적으로 억제하였으며 PPAR

γ와 C/EBPα 발현을 억제하였다. 따라서 지방세포분화 억

제가 YY312의 항비만 효과의 주요 작용기전임을 추측할 수 

있다. 흥미롭게도 지방세포 분화 중에 YY312 처리는 AMPK 

활성을 증가시킴이 관찰되었다. 이전의 많은 보고들에서 

AMPK 활성은 지방세포분화 동안에 PPARγ과 C/EBPα 발

현을 억제하며 지방세포분화를 억제하는 것으로 알려져 있다
42-46). 따라서 YY312에 함유된 복합 조성물이 AMPK 활성을 

증가시키고 C/EBPα와 PPARγ 발현을 억제함으로써 지방

세포분화 및 지방조직을 감소시켜 체중감소를 유도한 것으로 

사료된다. 또한 지방세포분화 억제 효과 이외에도 지방조직에

서 YY312에 의해 활성화된 AMPK는 지방산 산화를 촉진하

여 항비만 효과를 나타낼 수도 있을 것으로 생각되며 이러한 

가능성에 대한 더 많은 기전 연구도 필요한 것으로 사료된다. 

또한 YY312는 혈장의 지질함량에는 양호한 효과를 나타냈으

나, 혈당에는 효과가 없었다. 따라서 YY312의 지방세포분화

억제와 지질대사 조절이 항비만효과의 주요한 작용기전으로 

생각되며 YY312가 혈당 조절에 효과가 없는 사실을 이해하

기 위한 기전 연구도 필요한 것으로 사료된다.

白茅根은 대사질환에 관한 효과에 대해서는 알려진 것이 

거의 없으나, 본초학적으로 같은 배속인 凉血止血藥에 속하는 

側柏葉 추출물이 체내에서 지방 분해를 촉진시키고 지방의 저

장을 감소시켜 비만을 개선시켜 줄 수 있다는 연구 결과가 보

도된 바 있다32). 또한 白茅根은 甘하면서도 膩하지 않고, 寒

性이 胃氣를 阻碍하지 않으며, 利尿작용을 하되 傷陰하지 않

으므로 化濕, 利水하는 효능으로 항비만 효과를 보인 것으로 

사료된다15). 靑皮는 본초학적으로 理氣藥에 속하며, 같은 배

속인 木香 추출물도 항비만 활성 효과가 보고된 바 있다33). 

靑皮는 祛痰, 利膽하고 散結消滯하는 효능이 강하여 食積氣滯

證을 主治하고, 또한 破氣散結하는 효능이 있어 氣滯血瘀로 

인한 癥瘕積聚 등의 병증을 치료하는데 적용되며15), 靑皮의 

생리활성물질인 carotenoid β-cryptoxanthin의 항비만 효

과가 보고된 바 있어25), 항비만 효과를 보인 것으로 사료된

다. 吳茱萸는 溫裏藥에 속하며 동 배속인 小茴香의 항비만 효

과가 보고된 바 있다34). 吳茱萸는 肝, 脾, 胃, 腎經에 작용하

며 大熱燥烈하여 疏肝下氣에 뛰어나 疏肝解鬱, 行氣燥濕하는 

작용이 있고15), 주요 알칼로이드인 evodiamine의 capsaicin

과 유사한 항비만 효과가 보고된 바 있어26), 항비만 효과를 

보인 것으로 사료된다. 

본 연구에서는 白茅根, 靑皮, 吳茱萸의 개별 추출분말을 白

茅根 50%, 靑皮 20%, 吳茱萸 30% 함량으로 혼합하였는데, 

吳茱萸는 苦, 辛味로 辛散, 苦降하고 性이 大熱燥烈하며 行氣

燥濕하는 작용이 강하여15), YY312의 君藥이라고 볼 수 있다. 

그리고 靑皮는 吳茱萸 보다 그 配伍量이 적고 性味가 苦辛, 

溫하고 氣는 峻烈하여 疏肝破氣, 散結消堅, 止痛, 消積化滯하

는 작용이 있으니15), YY312의 臣藥으로써 적용되었다. 마지

막으로 YY312에서 白茅根은 吳茱萸, 靑皮와는 다르게 그 性

이 寒하니 君藥의 성미와 상반되면서도 같이 응용하여 치료 

작용을 일으키는 反佐藥이라고 볼 수 있다. 다만 白茅根은 작

용이 완화하므로 용량을 많이 사용하여야 하기 때문에 吳茱

萸, 靑皮 보다 많은 양이 배오되었다15).

상기한 바와 같이 YY312에 배오된 白茅根, 吳茱萸, 靑皮

는 개별 약물로서도 항비만 효과가 기대되는 약물들이며, 또

한 더불어 配伍되었을 때 그 효과가 더욱 뛰어날 것으로 예상

되어, YY312의 고지방식이에 의해 유도된 비만 쥐와 

3T3-L1 지방세포에 대한 연구를 수행하였고, YY312의 항비

만 효과를 확인하였다.

결 론

본 연구에서는 YY312의 고지방식이에 의해 유도된 비만 

쥐에서 항비만 효과와 3T3-L1 지방세포분화 억제 효과에 대

한 연구를 수행하였고 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. YY312는 고지방식이에 의한 비만치료 가능성 동물실험

에서 고지방식이 대조군에 비해 유의하게 체중을 억제하

였고, 혈청 내 중성지방과, 총콜레스테롤 양을 낮추고 

HDL-콜레스테롤 양은 증가시키는 효과를 보였다.

2. YY312는 3T3-L1 지방세포 분화를 효과적으로 억제하

였고 지방세포분화 전사인자 PPARγ와 C/EBPα 및 

지방산 합성효소 FAS 유전자 발현을 억제하였다.

3. YY312를 경구투여한 고지방식이 마우스는 정상식이군

처럼 AMPK 활성이 회복되었고 3T3-L1 지방세포분화 

동안에 YY312가 AMPK 인산화를 증가시키는 것이 관

찰되었다. 

이상의 결과에서 YY312는 고지방식이에 의해 유도된 비만 

마우스모델에서 항비만 효과와 3T3-L1 지방세포분화 억제 

효과를 나타내었으며, YY312에 의한 AMPK 활성화와 PPAR

γ와 C/EBPα 발현 억제가 항비만 효과의 주요 작용기전일 

것으로 사료된다.
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