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Bojungchiseub-tang (BJCST) has been used in symptoms and signs of edema, dampness-phlegm, kidney failure,

and so on. BJCST is also expected to have strong anti-obesity activities. However, little is known about the

mechanisms of its inhibitory effects on adipocyte differentiation and adipogenesis. In the present study, we examined

the effects and mechanism of BJCST on transcription factors and adipogenic genes of 3T3-L1 preadipocytes to

understand its inhibitory effects on adipocyte differentiation and adipogenesis. Our results showed that BJCST

significantly inhibited differentiation and adipogenesis of 3T3-L1 preadipocytes in a dose-dependent manner. To

elucidate the mechanism of the effects of BJCST on lowering lipid content in 3T3-L1 adipocytes, we examined whether

BJCST modulate the expressions of transcription factors to induce adipogenesis and adipogenic genes related to

regulate accumulation of lipids. As a result, the expression of steroid regulatory element-binding protein (SREBP)1,

cytidine-cytidine-adenosine-adenosine-thymidine (CCAAT)/enhancer binding proteins α (C/EBPα), C/EBPβ, C/EBPδ,

and peroxisome proliferator-activated receptor γ (PPARγ) genes, which induce the adipose differentiation, liver X

receptor (LXR)α and fatty acid synthase (FAS) genes, which induce lipogenesis and adipose-specific aP2, Adipsin,

lipoprotein lipase (LPL), CD36, TGF-β, leptin and adiponectin genes, which compose fat formation were decreased.

BJCST also reduced the expression of acyl CoA oxidase (ACO) and uncoupling protein (UCP) genes related to lipid

oxidation. In conclusion, BJCST could regulate transcript factor related to induction of adipose differentiation and

inhibited the accumulation of lipids and expression of adipogenic genes.
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서 론

비만이란 단순히 과잉체중의 상태를 말하는 것이 아니라 대

사 장애로 인해 체내에 지방이 과잉 축적된 상태를 말한다. 즉

칼로리 섭취가 신체 활동과 성장에 필요한 에너지보다 초과되어

중성지방의 형태로 지방조직에 과잉 축적된 영향 불균형의 상태

를 비만증이라 한다1).

비만은 지방전구세포가 지방세포로 분화되는 정상적인 지방

세포의 이상발달이 일어난다. 지방세포로의 과잉분화와 지방세

포 내 지방의 축적은 지방세포의 수나 크기를 증가시키고 그에

따라 비만 증상이 더욱 심해지는 것으로 알려져 있다2,3).

지방세포는 전구지방세포의 증식과 분화과정을 통해 성숙되

어 형성되는데, 전구지방세포에서 형태학적으로나 생화학적으로

성숙된 지방세포로 분화되는 과정에는 인슐린 등을 포함한 호르

몬 자극과 지방세포 유전자의 조절부위에 중요한 전사인자가 활

성화되어야 한다4). 그러므로 지방전구세포의 유전자 조절과 이

와 관련된 전사인자의 활성을 조절하는 것이 비만의 조절에 중
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요하다고 할 수 있다.

서양의학에서는 비만과 제2형 당뇨와 같은 질환에 대한 약

물 치료 시 체지방의 감소를 목표로 Sibutramine, Orlistat,

Rimonabant 등이 사용되고 있으나, 불면증, 두통, 구강 건조, 변

비, 메스꺼움, 무른 변, 헛배 부름, 복부통증, 위염, 공황장애, 악

몽과 같은 다양한 부작용이 보고되었다
5,6)

.

한의학에서는 脾胃의 氣運이 虛하여 運化無力해져 濕痰이

발생하고, 이로 인한 水液代射失調가 비만의 한 원인이 될 수 있

다고 본다
7,8)

. 보중치습탕은 “通治水病, 補中行濕”
9)
하여 浮腫 치

료에 사용하는 처방으로 脾의 運化機能 실조로 발생한 부종과

함께 체중이 증가한 비만증에도 응용해 볼 수 있다.

임상에서 보중치습탕을 복용한 환자들에게 부종의 감소와

함께 체중감량의 효과가 나타났고, 이러한 약물의 효과가 지방전

구세포의 조절을 통한 비만조절과 관련이 있는지에 대한 검증의

필요가 있었다. 그러나 보중치습탕의 선행 연구로 김 등
10)

, 강 등
11), 김 등12)의 利水作用에 의한 腎不全 등 腎臟 기능에 미치는 영

향에 대한 연구와 조13)의 肝 및 腎臟의 손상에 미치는 영향에 관

한 연구가 있었지만 비만과 지방세포에 미치는 영향에 관련된

연구는 찾기 어려웠다.

이에 저자는 보중치습탕의 지방세포 증식과 지방세포에서

분비되는 물질과 그 분화 기전 조절에 대하여 살펴보기 위하여,

3T3-L1 전구지방세포를 이용하여 지방세포 분화억제, 지방세포

분화 관련 전사인자와 유전자 발현조절에 관한 효과를 실험하여

유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 재료

3T3-L1 mouse preadipocytes는 American Type Culture

Collection (ATCC, USA)에서 분양받아 사용하였고, Dulbecco's

Modified Eagle's Medium (DMEM), bovine calf serum (BCS),

fetal bovine serum (FBS), penicillin-streptomycin mixture 및

dimethylsulfoxide (DMSO)는 GibcoBRL (USA)로부터 구입하였

다. Insulin, isobutylmethylxanthine (IBMX), dexamethasone

(DEX), tetrazolium bromide salt (MTT), dimethylsulfoxide

(DMSO), bovine serum albumin (BSA)는 Sigma (USA)로부터

구입하였다.

2. 시료의 준비

보중치습탕(Bojungchiseup-tang, BJCST)은 『東醫寶鑑』7)에

의거하여 한 첩의 분량은 Table 1과 같이 하였다. 약재들은 입춘

제약 (김해, 한국)에서 규격품을 구입, 정선하여 5첩 분량인 346

g을 증류수로 水洗하여 1.5 ℓ의 증류수를 加하여 3시간 동안 가

열 추출하였다. 추출된 용액을 원심분리를 통하여 상청액을 분리

하고, 0.2 μm 여과지에서 여과하여 rotary evaporator로 200 ㎖가

되도록 減壓濃縮하였다. 실온에서 냉각시킨 뒤 감압필터를 사용,

냉동 건조하여 33.4 g의 추출물을 획득하였다. 추출물은 -20℃에

보관하였다가 실험직전 PBS에 희석하여 사용하였다(Table 1).

Table 1. The Composition of BJCST

H e rb a l n am e D rug  n am e P ro du ce  
R eg io n D o sage (g )

人蔘 G in sen g  R ad ix  A lb a Ko re a 2 0

白朮 A tra c ty lo d is  R h izom a  A lb a Ch in a 2 0

蒼朮 A tra c ty lod is  R h izo m a Ch in a 1 4

陳皮 C itr i U n sh ii P e r ic a rp ium Ko re a 1 4

白茯苓 H oe len Ch in a 1 4

麥門冬 L irio p is  Tu be r K o re a 1 4

木通 Akeb iae  C au lis K o re a 1 4

當歸 A ng e licae  G ig an t is  R ad ix K o re a 1 4

黃芩 Scu te lla r ia e  R ad ix C h in a 1 0

厚朴 M agn o lia e  C o rte x C h in a 6

升麻 C im ic ifug ae  R h izom a Ch in a 6

To ta l am ou n t(g ) 3 46

3. 세포배양 및 분화

지방세포의 분화에 관한 실험의 경우, 3T3-L1 전구지방세포

는 5% CO2, 37℃ 배양기에서 DMEM (10% FBS, 100 unit/ml of

penicillin G sodium, 100 μg/ml of streptomycin sulfate)으로 배

양하였다. 100% confluent 해졌을 때 0.5 mM IBMX, 1 μM DEX

와 1 μg/ml insulin의 분화유도물질(MDI)이 포함된 DMEM으로

교환하여 2~3일 동안 분화를 유도하였으며, 그 후 매 2일 마다 1

μg/ml insulin이 포함된 DMEM으로 교환하였다. 분화 8일 후 세

포는 분석을 위해 사용되었다. 실험군은 3T3-L1 전구지방세포에

분화유도를 하지 않은 미분화군, 3T3-L1 전구지방세포에 0.5

mM IBMX, 1 μM DEX와 1 μg/㎖ insulin을 처리하여 8일 동안

분화를 유도한 분화유도군(MDI), 3T3-L1 전구지방세포에 8일 동

안 분화 유도와 補中治濕湯 추출물을 각각 4 ㎎/㎖과 8 ㎎/㎖

의 농도로 처리한 군(BSCST)으로 나누었다(Fig. 1).

Fig. 1. The Experimental Scheme of Differentiation of 3T3-L1

Preadipocytes. The 2-day post-confluent 3T3-L1 preadipocytes were treated
with MDI (0.5 mM IBMX, 1 μM DEX and 1 μg/ml insulin) for 48 hrs. Cells were

then replaced with maintenance media containing 1 μg/ml insulin every 2 days for

8 days. To investigate effect of BJCST on adipogenesis, the differentiating 3T3-L1

cells were treated every 2 days with BJCST for 8 days.

4. MTT Assay

3T3-L1 전구지방세포에 대한 생존율에 미치는 補中治濕湯

의 영향을 알아보기 위하여 MTT assay를 시행하였다. 24 well

plate (Corning, USA)에 5 × 10
4

cells/well의 농도로 세포를

DMEM 배양액에 분주하여 24 시간동안 안정화시킨 후, BJCST를

농도별 (0, 1, 2, 4 및 8 ㎎/㎖)로 처리하여 48 시간동안 반응시켰
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다. 배양액을 제거한 후 5 ㎎/㎖의 MTT를 각 well에 넣고 잘 섞

어준 후 최대 4 시간 37℃ incubator에서 배양한 후 tetrazolium

bromide salt를 제거하고 각 well에 DMSO를 100 ㎕ 씩 분주하

여 생성된 formazan이 잘 녹을 수 있게 충분히 흔들어 모두 녹

인 후 ELISA (Molecular Devices, USA)를 사용하여 570 nm에서

흡광도를 측정하여 control에 대한 %비율을 구하였으며, 3회의

측정으로 그에 대한 평균값과 표준 편차를 구하였다.

5. Oil Red O 염색 및 정량

세포내 지방구 생성을 확인하기 위하여 Oil red O 염색을

실시하였다. 배양된 세포는 phosphate-buffered saline(PBS)으로

세척한 후 3.7% formalin으로 10 분간 고정하고 deionized water

로 세척하여 Oil red O를 처리한 후 실온에서 30 분간 염색하였

다. 그 후 염색액을 제거하고 deionized water로 3회 세척하여

염색된 세포를 microscopic image (Olympus, Japan)로 관찰하였

다. 또한 정량을 위해 DMSO를 가하여 지방을 추출한 후

microplate reader (Molecular Devices, USA)를 사용하여 490

nm에서 흡광도를 측정하였다.

6. RNA 추출 및 RT-PCR

세포에 TRizol을 넣고 2분간 방치하였다가 세포를 떼어낸

후 chloroform을 넣고 10 초간 강하게 vortexing하고 4℃에서

14,000 rpm으로 15 분간 원심분리하였다. 원심분리 후, 상층액을

취하여 동량의 isopropanol을 혼합하여 흔들어준 후 실온에 10

분간 방치하였다. 그 후 4℃에서 14,000 rpm으로 10 분간 원심분

리하여 상층액을 제거하고 75% ethanol을 넣고 섞어준 후 4℃에

서 7,500 rpm으로 5 분간 원심분리하였다. RNA pellet은 10 분간

실온에서 건조시키고 DEPC (diethyl pyrocarbonate)-DW에 녹여

260 nm에서 흡광도를 측정하여 RNA 농도를 계산하였다. 각 1

mg의 RNA를 취하여 RT-PCR kit (Bioneer, Korea)를 사용하여

45℃에서 30 분, 94℃에서 5 분간 반응시킨 후 94℃에서 30 초간

denaturation시키고, 55-62℃에서 30 초간 annealing시킨 다음,

72℃에서 1 분간 extension시키는 cycle을 30-35 회 반복한 뒤, 마

지막 extension은 72℃에서 5 분간 PCR machine (GeneAmp,

PCR system 9700, USA)에서 수행하였다. 각 PCR products는

0.5×TBE buffer (45 mM Tris-borate, 1 mM EDTA)를 사용하여

2% agarose gel에 loading하여 100 V 조건에서 30 분간 전기영

동한 후 ethidium bromide 염색을 한 후 분석하였다. 각각의

primer는 Bioneer (Korea)에 의뢰하여 합성하였다(Table 2).

7. Protein 추출 및 Western blot

Cold PBS로 세척하여 수거한 세포에 protease cocktail을 첨

가한 RIPA lysis buffer (0.5 M Tris-HCl, pH 7.4, 1.5 M NaCl,

2.5% deoxylcholic acid, 10% NP-40, 10 mM EDTA)를 첨가하여

매 5 분간 vortex하여 얼음에 30 분간 방치하였다. 그 후 12,000

rpm, 4℃에서 20 분간 원심분리하여 상청액을 회수하여 단백질

양을 정량하였다. 각 lysate 50 ㎍을 취하여 SDS loading buffer

(100 mM Tris-HCl, pH 6.8, 20% glycerol, 200 mM β

-mercatoethanol, 10% SDS, 0.2% (w/v) bromophenol blue)와 섞

어 10% SDS(sodium dodecil sulfate)-polyacrylamide gel에

loading하여 150 V에서 1 시간 30 분 동안 전기영동하여 단백질

을 분리시켰다. 분리된 단백질을 PVDF (polyvinylidendifluoride)

membrane (Amersham, Little Chalfont, UK)에 1 시간 transfer

시킨 후 10% skim milk가 첨가된 TBST(tris-buffered saline

tween) buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1%

Tween20)로 실온에서 1 시간 blocking시킨 다음 1차 antibody

PPARγ와 C/EBPα (Cell Signaling Technology, Beuerly, MA,

USA)를 1:500~1:2,000 희석하여 첨가한 이후 반응시켰다. TBST

buffer로 3회 세척한 후 2차 antibody HRP-conjugated

secondary antibody (1 : 1000 dilution)를 1 시간 이상 반응시켰

다. TBST buffer로 3회 세척 후 ECL(enhanced

chemiluminescent) detection kit (Amersham, Little Chalfont,

UK)를 이용하여 X-ray film에 노출시켜 현상하였다.

Table 2. The Primers for RT-PCR

Ta rg e t
gen e

O lig on u c lo t id e  
seq uen ce s

(5 ' to  3 ' d ire c tio n ) 

Ta rg e t
g ene

O ligo nu c lo tid e  
sequ en ce s

(5 ' to  3 ' d ire c t io n ) 

SR EB P
-1

F A G C T C A A A G A C C T G G T G G
T G

A d ip s in
F C T G C T G G A C G A G C A G T G G

R T C A T G C C C T C C A T A G A C A
C A R G A T G A C A C T C G G G T A T A G

A C G C

C /EBP
β

F G T T T C G G G A G T T G A T G C A
A T C

LP L
F G G C C A G A T T C A T C A A C T G

G A T

R A A C A A C C C C G C A G G A A C
A T R G C T C C A A G G C T G T A C C C T

A A G

C /EBP
δ

F G A T C T G C A C G G C C T G T T G
T A

CD 36
F T T G T A C C T A T A C T G T G G C T

A A A T G A G A

R C T C C A C T G C C C A C C T G T C
A R C T T G T G T T T T T G A A C A T T T

C T G C T T

PPAR γ
F C G C T G A T G C A C T G C C T A T

G A
TG F -β

F A T G G A G C T G G T G A A A C G G
A A

R T G C G A G T G G T C T T C C A T C
A C R A C T G C T T C C C G A A T G T C T G

A

C /EBP
α

F G T G T G C A C G T C T A T G C T A
A A C C A Ad ipo n

e c tin

F G G A G A T G C A G G T C T T C T T
G G T

R G C C G T T A G T G A A G A G T C T
C A G T T T G R T C C T G A T A C T G G T C G T A G

G T G A A

LXRα
F A G G A G T G T C G A C T T C G C A

A A
Lep tin

F C C A A A A C C C T C A T C A A G A
C C A

R C T C T T C T T G C C G C T T C A G T
T T R C T C A A A G C C A C C A C C T C T

G T

FA S
F T G G T G G G T T T G G T G A A T T

G T C
AC O

F C G C C A G T C T G A A A T C A A G
A G A

R G C T T G T C C T G C T C T A A C T G
G A A G T R A C T T C C T T G C T C T T C C T G T

G

aP 2
F C C A A T G A G C A A G T G G C A A

G A
U PC2

F A A C A G T T C T A C A C C A A G G
G C

R G A T G C C A G G C T C C A G G A T
A G R A G C A T G G T A A G G G C A C A G

T G

G A PD
H

F C C A C A G T C C A T G C C A T C A
C

R T T C A C C A C C C T G T T G C T G T
A

8. 통계분석

통계분석은 SPSS 12K for Windows 통계 프로그램 패키지

를 사용하여 평균치 ± 표준편차로 나타내었고 유의수준은 p

<0.05로 하였다. 각 실험군 간의 통계학적 분석은 One

way-ANOVA와 Dunnett's Multiple Comparison Test 검정을 실

시하였다.
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결 과

1. 지방세포 분화억제 효과

1) 지방전구세포 증식에 미치는 영향

3T3-L1 전구지방세포에 0, 1, 2, 4 및 8 ㎎/㎖의 補中治濕湯

을 48시간동안 처리하여 지방전구세포 증식에 미치는 영향에

대해 조사한 결과, 아무런 처리를 하지 않은 대조군에 비하여 1,

2, 4, 및 8 ㎎/㎖의 補中治濕湯을 처리한 군에서 각각

112.10±6.97, 120.90±20.33, 123.90±16.51, 119.00±36.69%의 비율을

나타내어 補中治濕湯의 농도에 따라 세포의 증식이 저해되지 않

았음을 확인할 수 있었다(Fig. 2).

Fig. 2. Effects of BJCST on the Cell Viability in 3T3-L1 Cells. 3T3-L1
preadipocytes were treated with the indicated concentrations of BJCST for 48 hrs.

Cell viability was evaluated using a colorimetric assay based on MTT assay. Values

are means ± SD of three independent experiments.

Fig. 3. Effects of BJCST on the Microscopic Morphological Changes

of 3T3-L1. Preadipocytes Differentiation. The 2-day post-confluent 3T3-L1
preadipocytes(day 0) were treated with MDI (0.5 mM IBMX, 1 μM DEX and 1 μg/ml

insulin) for 48 hrs in the absence or presence of indicated concentrations of

BJCST. Cells were then replaced with maintenance media containing 1 μg/ml

insulin and BJCST for every 2 days. Accumulated lipid droplets in adipocytes were

observed 4 days and 8 days after the initiation of differentiation and morphological

changes associated with adipogenesis were photographed using Inverted

Microscope (Carl Zeiss, Germany).

2) 지방세포의 형태학적 변화에 미치는 영향

100% 가득 찬 3T3-L1을 2일 동안 분화를 유도하고 분화 양

상을 현미경으로 관찰하여 세포 형태의 변화를 관찰한 결과, 전

구지방세포의 세포밀도가 100% confluent된 세포형태는 길게 뻗

은 섬유아세포의 형태를 보여주었으나, 지방세포로 분화 유도한

4일과 8일째 세포의 형태는 시간이 지남에 따라 세포 모양이 둥

그러지고 세포질 내 지방구들이 점차 많이 형성됨을 현미경으로

관찰할 수 있었다. 반면 BJCST군은 농도에 의존적으로 세포내

지방구의 생성이 억제되는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 3).

3) 지방세포내 중성지방 생성에 미치는 영향

Oil red O를 이용하여 세포 염색을 시행하여 지방세포의 형

태를 관찰하고 세포내 중성지방의 양을 정량하였다. 관찰한 결

과, 분화군에 비해 4 ㎎/㎖과 8 ㎎/㎖의 BJCST군에서 지방세포

내 지방구의 형성이 억제되어 있는 것으로 관찰되었다. 또한 지

방세포 내 염색된 중성지방의 양을 정량한 결과, 미분화군의 흡

광도는 0.05±0.01로 나타났으며, 분화군에서의 흡광도는1.20±0.15

로 나타났다. 4 ㎎/㎖과 8 ㎎/㎖ BJCST군의 흡광도는 각각

0.61±0.21와 0.32±0.06으로 지방생성을 유의하게 억제하였다

(p<0.05)(Fig. 4).

Fig. 4. Effects of BJCST on the Adipogenesis and Lipid

Accumulation of 3T3-L1. Adipocytes. The 2-day post-confluent 3T3-L1
preadipocytes (day 0) were differentiated into adipocytes in the absence or

presence of indicated concentrations of BJCST. Adipocytes were stained with Oil

red O to determine the degree of adipocyte differentiation. Stained intracellular lipid

was solubilized in isopropanol and absorbance was measured to evaluated lipid

content. Values are means ± SD # p<0.05 vs. undifferented cells, * p<0.05 vs.

control. (A) Undifferented cells, (B) Control was treated with MDI to induce

differentiation, (C and D) MDI and 4 ㎎/㎖ and 8 ㎎/㎖ of BJCST were treated.

2. 지방세포 분화 관련 전사인자 및 유전자 발현 조절 효과

1) 지방분화 초기 전사인자 발현에 미치는 영향

SREBP-1, C/EBPβ, C/EBPδ, C/EBPα와 PPARγ의 발현 양

상을 살펴보면 SREBP-1, C/EBPβ, C/EBPδ, C/EBPα와 PPARγ 

mRNA는 분화군은 미분화군에 비하여 발현이 증가하였고,

BJCST군은 분화군에 비해 농도 의존적으로 발현 감소를 보였다

(Fig. 5).

2) 지방합성 유전자 발현에 미치는 영향

LXRα와 FAS의 발현 양상을 살펴보면 LXRα와 FAS mRNA

는 분화군은 미분화군에 비하여 발현이 증가하였고 BJCST군은

분화군에 비해 농도 의존적으로 발현 감소를 보였다(Fig. 5).

3) 지방세포 특이적 유전자 발현에 미치는 영향

aP2, Adipsin, LPL, CD36, TGF-β, Leptin, 그리고
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Adiponectin의 발현 양상을 살펴보면 aP2, Adipsin, LPL, CD36,

TGF-β, Leptin, 그리고 Adiponectin mRNA의 경우 분화군은 미

분화군에 비하여 발현이 증가하였고 BJCST군은 분화군에 비해

농도 의존적으로 발현 감소를 보였다(Fig. 7).

4) 지방산화 관련 유전자의 발현에 미치는 영향

ACO와 UCP-2 mRNA의 경우 미분화군에 비해 분화군에서

발현 증가를 보였으며, BJCST군에서 분화군에 비해 발현 감소를

보였다(Fig. 8).

Fig. 5. Effects of BJCST on the Expression of SREBP-1, C/EBPβ,

C/EBPδ, C/EBPα, and PPARγ in mRNA Level. The 2-day post-confluent
3T3-L1 preadipocytes (day 0) were differentiated into adipocytes in the absence or

presence of indicated concentrations of BJCST for 8 days. The mRNA levels were

determined by RT-PCR as described in ‛Material and Methods’.

Fig. 6. Effects of BJCST on the Expression of LXRα and FAS in

mRNA Level. The 2-day post-confluent 3T3-L1 preadipocytes (day 0) were
differentiated into adipocytes in the absence or presence of indicated

concentrations of BJCST for 8 days. The mRNA levels were determined by RT-PCR

as described in ‛Material and Methods’.

3. 지방세포 분화 전사인자 C/EBPα와 PPARγ의 발현에 미치는

영향

지방세포 분화관련 주요 조절 전사인자인 C/EBPα와 PPAR

γ의 활성화에 미치는 영향을 알아보기 위하여 전구지방세포의

분화자극 8일 후 C/EBPα와 PPARγ 의 단백질 발현을 관찰하였

다. PPARγ 단백질 발현은 분화군이 미분화군에 비하여 발현 증

가를 보였고, BJCST군은 분화군에 비해 농도 의존적으로 발현

감소를 보였으며, C/EBPα 단백질 발현은 분화군이 미분화군에

비하여 발현 증가를 보였고 BJCST군은 분화군에 비해 농도 의존

적으로 발현 감소를 보였다(Fig. 9).

Fig. 7. Effects of BJCST on the Expression of aP2, Adipsin, LPL,

CD36, TGF-β, Leptin and Adiponectin in mRNA Level. The 2-day
post-confluent 3T3-L1 preadipocytes (day 0) were differentiated into adipocytes in

the absence or presence of indicated concentrations of BJCST for 8 days. The

mRNA levels were determined by RT-PCR as described in ‛Material and Methods’.

Fig. 8. Effects of BJCST on the Expression of ACO and UCP-2 in

mRNA Level. The 2-day post-confluent 3T3-L1 preadipocytes (day 0) were
differentiated into adipocytes in the absence or presence of indicated

concentrations of BJCST for 8 days. The mRNA levels were determined by RT-PCR

as described in ‛Material and Methods’.

Fig. 9. Effects of BJCST on the Expression of C/EBPα and PPARγ  

in Protein Level. The 2-day post-confluent 3T3-L1 preadipocytes (day 0) were
differentiated into adipocytes in the absence or presence of indicated

concentrations of BJCST for 8 days. The protein levels were determined by western

blotting as described in ‛Material and Methods’.
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고 찰

전 세계적으로 급증하고 있는 비만 인구와 그로 인한 대사

성 질환의 발병률은 심각한 보건문제로 떠오르고 있다. 최근

WHO의 보고14)에 의하면 약 10억의 인구가 과체중이며, 그 중

한국인은 서구인에 비해 BMI(체질량지수)를 기준으로 한 비만도

는 낮지만 당뇨, 대사질환 발병률은 상대적으로 높은 수준으로

나타나 비만 및 대사질환의 관심이 높아지고 있다.

비만은 단순한 과잉체중과는 달리 체내 지방의 과잉축적이

며 이러한 비만에는 지방세포의 수에 변화 없이 세포가 비후되

는 세포 비대형 비만(hypertrophic obesity)과 지방 세포의 수와

크기가 증가한 세포 과다 증식 및 세포 비대형 비만

(hyperplastic-hypertrophic obesity) 등이 있어, 비만은 지방세포

의 이상과 밀접하게 관련되어 있는 것으로 알려져 있다15).

한의학에서는 비만을 肥, 肥胖, 肥人, 肉人, 肥貴人 등으로

표현하고 있으며, 그 원인에 대하여《黃帝內經》에서는 過食肥

甘膏粱厚味, 久臥, 久坐, 少勞, 素稟之體 및 外感濕邪와 內傷七情

등으로 인한 氣滯, 痰濁, 水濕, 瘀血 등이 비만을 유발한다고

기록되어 있다16,17). 비만의 기본적 생리는 脾胃의 기능실조로 氣

虛를 초래하고 氣虛하면 不能運行으로 인하여 濕, 痰, 瘀 등의 병

리적 산물을 만들어내어 각종 질환을 유발시킨다고 볼 수 있는

데16,17), 근본적으로는 臟腑의 氣運이 虛하여 運化無力해져 濕痰

이 발생함과 동시에 水液代射失調가 유발된 것이 비만의 원인이

된다고 하였다
7,8)

.

補中治濕湯은 왕20)의《醫林集要》에 최초로 수록된 방제로

“水腫由脾虛濕勝凝閉 滲潰水道妄行 故通身面目手足皆浮面腫”

이라는 한의학적인 浮腫의 발생기전에 입각하여 脾의 기능을 도

움으로써 浮腫을 해소시키는 효능을 가지며19),《東醫寶鑑》9)에

서도 “治腫脹大法, 宜補中行濕利小便 以人蔘白朮爲君 , 蒼朮陳皮

茯笭爲臣, 黃芩麥門冬爲使, 以制肝木, 少加厚朴, 以消腹脹, 氣不

運 加 木通, 氣下陷, 加 升麻”하여 浮腫을 치료한다고 기록되어

있다. 따라서 비만이 脾의 운화기능 실조로 인한 수액대사 장애

가 원인인 경우, 비만치료에 보중치습탕을 응용해 볼 수 있으며,

또한 처방내용 중 白朮20), 蒼朮21), 陳皮22), 茯笭23), 黃芩24), 麥門冬
25) 등이 비만과 지방세포분화, 지질대사에 영향을 미친다는 연

구결과도 보고되고 있어 비만치료에 補中治濕湯의 투여가 의미

있음을 보여주고 있다.

이를 바탕으로 저자는 임상에서 中焦가 虛하고 水濕으로 유

발된 비만환자에게 보중치습탕을 복용하게 하여 양호한 체중감

량 효과를 얻었고, 補中治濕湯이 비만이나 지방세포에 미치는 영

향에 관한 선행 기전연구나 실험적 연구를 확인하였으나 찾지

못하였다. 이에 저자는 脾의 水濕代謝를 도와 中焦를 補하여 濕

을 조절하고 배출하는 보중치습탕이 실험적으로 비만에 어떠한

효과가 있는지 알아보고자 3T3-L1 전구지방세포를 이용하여 지

방세포의 증식과 분화에 미치는 영향에 대해 연구하였다.

본 실험에서 사용한 3T3-L1 세포주는 분화된 3T3-L1

adipocytes가 in vivo adipocytes의 생화학적 형태학적 성질들과

사실상 동일하다는 보고
26)
에 따라 지방 대사를 연구하는데 적절

하다고 판단되어 3T3-L1 전구지방세포를 분화시켜 사용하였다.

세포수준에서 비만은 지방조직에서 섬유아 지방전구세포

(preadipocytes)의 지방세포(adipocytes) 분화에 의한 지방세포

수와 크기의 증가가 원인으로 작용한다. 지방조직은 단순한 에너

지의 저장고가 아니라, 내분비 기관으로서 각종 단백질 호르몬들

을 분비하여 지방대사와 당대사를 포함한 체내에너지 대사를 조

절하는데 중요한 역할을 한다27). 따라서 지방세포의 증식, 지방

세포에서 분비되는 물질과 생체 내 분화 조절 기전에 대한 이해

가 비만 및 여러 합병증을 효과적으로 치료할 수 있을 것으로 생

각된다.

실험은 지방세포 분화억제, 지방세포 분화 관련 전사인자와

유전자 발현조절 및 지방세포 분화관련 신호전달경로의 활성 조

절에 관한 실험으로 크게 세가지 방법으로 나누어 진행하였다.

보중치습탕의 농도 설정은 MTT법을 사용하여 세포증식반

응을 관찰하여 결정하였다. 3T3-L1 전구지방세포에 48시간동안

1, 2, 4, 8 mg/ml 농도별로 처리 후 관찰한 결과 모든 농도에서

전구지방세포의 생존률에 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다

(Fig. 2). 이결과로부터 BJCST 4와 8 mg/ml 농도에서 세포에 독

성반응이 없는 것으로 판단하여 실험에 사용하였다.

전구지방세포의 분화과정에서 형태학적 변화를 관찰한 결

과, 전구지방세포의 세포밀도가 100% confluent된 세포형태는

길게 뻗은 섬유아세포의 형태를 보여주었으나, 분화 유도 후 4일

과 8일째 세포의 형태는 시간이 지남에 따라 세포 모양이 둥글어

지고 세포질 내 지방구들이 점차 많이 형성되었으나, BJCST군은

농도에 비례하여 세포내 지방구의 생성이 억제되는 것을 관찰할

수 있었다(Fig. 3).

분화된 지방세포 내 중성지방 생성에 대한 영향을 관찰하기

위해 Oil red O를 이용하여 염색을 시행하여 지방세포의 형태를

관찰하고 세포내 중성지방의 양을 관찰한 결과 분화군에 비해 4

㎎/㎖와 8 ㎎/㎖의 BJCST군에서 지방세포의 형성이 억제되어

있는 것으로 관찰되었다(Fig. 4). 이러한 결과를 통해 보중치습탕

이 지방세포 분화를 억제하는 효과가 있음을 알 수 있었다.

지방세포의 분화는 confluence, hormonal induction, growth

arrest, mitotic clonal expansion, terminal differentiation의 4가

지 단계로 진행되며 이 단계들은 유기적인 전사인자의 cascade

반응에 의해 조절된다. 지방세포 분화를 조절하는 전사인자에는

PPARs, C/EBPs 그리고 SREBP family 등이 있으며28-31), 분화가

시작되면 insulin, dexamethasone 등과 같은 hormonal

induction에 의해 분화 초기에 C/EBPβ가 발현되고, C/EBPβ가

활성화되어 이후 분화 후기에는 지방세포 분화의 핵심적인 전사

인자인 C/EBPα와 PPARγ의 발현이 유도된다32-34). 분화초기

hormonal induction에 의해 발현되는 C/EBPβ와 C/EBPδ는

clonal expansion을 유발할 뿐만 아니라 C/EBPα와 PPARγ의 발

현을 활성화시키는 역할도 알려져 있다. 또한 C/EBPβ가 제거된

마우스에서 지방세포가 형성되지 않았다는 연구에 의하면 지방

세포의 형성에서 C/EBPβ의 중요성을 확인할 수 있다35).

SREBP1은 전구지방세포 분화초기에 매우 빠르게 유도되어

PPARγ와 함께 지방세포 분화를 촉진시키는 역할을 하며 지방대
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사에 관련된 많은 유전자의 발현을 증가시킴으로써 지방대사를

촉진한다36,37). C/EBPα는 여러 지방조직 특이성 유전자들이 발현

되기 전에 증가하여 에너지 항상성을 조절하며
38)

PPARγ의 발현

을 유도하는데39), PPARγ는 adipogenesis의 주요 조절자로써

Leptin, FAS 및 aP2 등의 adipogenic gene들의 발현을 조절하고,

지방분화에 관여하여 지방대사 관여 유전자들의 발현을 조절하

는 것으로 알려져 있다40).

지방세포 분화 초기에 조절 작용하는 전사인자의 발현 양상

을 관찰한 결과 補中治濕湯은 분화 8일째 SREBP-1, C/EBPβ,

C/EBPδ, C/EBPα와 PPARγ mRNA의 발현 증가를 감소시켰다

(Fig. 5). 이러한 전사인자들의 발현양상은 補中治濕湯이 지방세

포의 분화과정에서 지질 생성에 미치는 영향과 일치하여 분화

관련 전사인자들의 발현을 조절하여 지방합성을 조절하고 있음

을 알 수 있다.

지방합성에 관련된 유전자의 발현에 대한 영향을 살펴보기

위해 지방합성에 핵심역할을 하는 핵수용체로 지방생성과 축적

에 관여하는 LXRα과 지방산 합성효소인 FAS의 발현 양상을 관

찰한 결과 보중치습탕은 분화 8일째 LXRα mRNA와 FAS

mRNA의 발현 증가를 감소시켰다(Fig. 6).

C/EBPα와 PPARγ의 활성화로 인해 실질적인 지방세포의

표현형을 결정하는 adipose-specific 유전자인 aP2, Adiponectin,

LPL과 같은 terminal marker들의 발현이 유도된다. 이러한 전사

인자들의 조절을 통해 지방세포분화가 진행되며 그 결과로 중성

지방의 lipid droplet이 세포질에 나타나게 되어 점점 커지고 합

쳐져 지방세포 분화가 완료된다32-34). 이러한 지방세포 특이적 유

전자의 발현에 미치는 영향에 대해 살펴보기 위해 aP2, Adipsin,

LPL, CD36, TGF-β, Leptin 그리고 Adiponectin의 발현 양상을

관찰한 결과 보중치습탕은 분화 8일째 aP2, Adipsin, LPL, CD36,

TGF-β, 그리고 Adiponectin mRNA의 발현을 감소시켰다(Fig. 7).

3T3-L1 지방세포에서 발현되어 지방산화를 조절한다고 알려

진 유전자의 발현에 미치는 영향을 알아보기 위하여 지방산화

효소인 ACO와 에너지 소비 단백질인 UCP-2의 발현 정도를 관

찰한 결과 보중치습탕은 분화 8 일째 ACO와 UCP-2 mRNA의

발현을 감소시켰다(Fig. 8). UCP-2는 거의 모든 조직과 세포에

존재하며 미토콘드리아 내막에 존재하는 주로 근육이나 갈색지

방조직과 같은 열을 발생하는 조직에 많이 발현되는 단백질로써

섭취된 에너지원을 저장하지 않고 열로 발산하는 역할을 한다41).

따라서 ACO와 UCP-2 mRNA의 발현의 감소는 보중치습탕이

지방산화를 통해 에너지 소비를 증가시키고 열을 발산하는 효과

는 없는 것으로 생각된다.

지방세포 분화관련 주요 조절 전사인자인 PPARγ와 C/EBP

α의 활성화에 미치는 영향을 알아보기 위하여 분화자극 8 일 후

PPARγ와 C/EBPα 단백질 발현을 관찰한 결과 BJCST군에서는

PPARγ와 C/EBPα 단백질 발현이 감소되었다(Fig. 9). PPARγ와

C/EBPα는 지방세포 분화에 핵심적인 전사인자로 단백질 발현의

감소는 지방 세포 분화를 감소시킨 것을 보여준다.

본 연구결과를 종합해 볼 때 보중치습탕이 지방세포분화와

생성을 유의하게 억제하는 것으로 나타났는데, 이는 한의학적 원

리에 의한 水濕代謝의 조절뿐 아니라 이로 인해 비만환자의 치료

가능성을 보여주는 것으로 향후 임상연구를 통하여 적절한 투여

량 및 투여방법에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

결 론

보중치습탕이 3T3-L1 세포에서 지방세포 분화기전에 미치는

영향을 관찰한 결과 다음과 같았다.

보중치습탕은 농도에 따라 지방분화와 중성지방의 축적을

유의하게 억제하였다. 보중치습탕은 지방분화 전사인자인

SREBP1, C/EBPβ, C/EBPδ, C/EBPα와 PPARγ mRNA의 발현

을 억제하였다. 보중치습탕은 지방합성에 관여하는 LXRα와 FAS

mRNA와 지방특이 단백질인 aP2, Adipsin, LPL, CD36, TGF-β,

Leptin과 Adiponectin mRNA의 발현을 억제하였다. 보중치습탕

은 지방세포의 산화를 유도하는 ACO와 UCP-2 mRNA의 발현

을 증가시키지 않았다. 보중치습탕은 지방세포 분화관련 주요 조

절 전사인자인 PPARγ와 C/EBPα의 활성화를 억제하였다.
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