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Abstract - The Wnt/β-catenin signaling pathway is mandatory in adipogenesis. In this study, we investigated the applicability 

of functional materials for the treatment of obesity by examining Wnt/β-catenin pathway reporter activity related to 

adipocyte differentiation inhibiting with korean native plant extracts. The luciferase activity of HEK 293-TOP cells 

increased the reporter activity approximately 152% and 130% by treatment with Sanguisorba officinalis and Thuja 

orientalis, respectively. Ricinus communis were represented about 90% higher activity, two samples(Rosa rugosa and 

Sophorae Flos) showed 80% higher activity than the control. Three samples of plant extracts (Zanthoxylum piperitum, 

Pueraria thunbergiana, Solanum nigrum) were about 70% higher activity compared with the non-treated control. 

Cytotoxicity of plant extracts was not detected in the rat neural stem cells. These results suggest that the selected eight plant 

extracts are safe compounds. Our findings indicate that Wnt/β-catenin pathway reporter activity could be used for high 

throughput screening system. In addition, the plant extracts selected as candidates for adipocyte differentiation inhibiting 

may be potential therapeutic agents for obesity, it will be exploring the possibility of developing an anti-obesity materials 

through further experiments with selected plant extracts. 
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서  언

지방세포는 몸 전체의 에너지 대사에 있어 에너지를 저장 

혹은 방출하는데 중요한 역할을 하는 세포로써 과도한 에너지

의 저장이 유발된 경우 비만과 당뇨, 아테롬성 동맥경화증

(atherosclerosis)등과 같은 질병의 원인이 되는 것으로 알려

져 있다((r((ec( et al., 2001). 특히, 비만은 전 세계 국가들

이 겪고 있는 심각한 건강 문제로 비만 인구는 오는 2025년에 

이르면 3억명 이상 될 것으로 예측하고 있으며 국내 비만 인구

도 갈수록 급증하고 있는 추세이다. 국내외적으로 비만치료와 

관련한 많은 연구가 진행되고 있지만 아직까지 그 효과가 미미

하며 두통, 변비, 설사 등의 다양한 부작용이 보고되고 있어, 

안정하게 치료효과를 증대시킬 수 있는 천연소재의 개발이 필

요하다. 최근 들어 Wnt/β-catenin 신호전달계가 지방세포의 

분화 억제에 관여한다는 것이 알려져 있으며(Kennell and 

MacDougald, 2005; Liu and (armer, 2004; Prestwich and 

MacDougald, 2007), 지방세포 분화에 관여하는 유전자의 발

현이 Wnt/β-catenin 신호전달계의 활성화에 의하여 저해된

다는 것이 밝혀졌다(Arango et al., 2005; Bennett et al., 

2004). 본 저자도 여뀌(Persicaria hydropiper)추출물이 Wnt/

β-catenin 신호전달계를 활성화 시켜서 항비만 효과가 있다

고 보고하였다(Lee et al., 2011). 이와 같이 항비만 효과를 위

한 지방세포 분화억제 관련 연구들이 있음에도 불구하고 Wnt/
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β-catenin 신호전달계를 타겟으로 하는 천연소재 약물의 스

크리닝에 대해서는 보고된 바가 없다. 

따라서 본 연구에서는 국내 자생식물 추출물중 비만관련 특

허가 없는 식물원료를 대상으로 Wnt/β-catenin 신호전달계 

조절에 관여하는 전사인자(transcription factor 4, Tcf4) 

(Sira(ov et al., 2012)반응을 루시퍼라제(luciferase)리포터 

시스템을 이용하여 지방세포의 분화억제 효과를 탐색함으로

써 기능성 소재를 확보하기 위한 기초자료로 활용하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료 

지방세포 분화 억제 활성 스크리닝을 위한 실험은 한국식물

추출물은행에서 분양받은 국내 자생식물 추출물 총 3,625종중 

비만관련 특허가 없는 186종을 대상으로 실시하였다. 추출조

건은 각 식물시료를 각 부위별로 정선, 세척 및 분쇄하여 100% 

메탄올을 첨가하고 용매추출장치(ASE300 Accelerated Solvent 

Extractor, Dionex Corporation, USA)를 이용하여 50℃, 

1500 psi에서 20분 동안 추출하였다(Ahn et al., 2015). 이후 

건조기(Modul spin 40, Biotron Corporation, Canada)에서 

40℃에서 24시간 동안 건조 후 냉동보관 하였으며 10% Dimethyl 

sulfoxide(DMSO, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)에 녹

여 0.22 ㎜ (Merc( millipore, (rance)로 필터 후 멸균 증류수

로 농도별 희석하여 실험하였다. 

Wnt/β-catenin 신호전달 활성측정

Wnt/β-catenin 신호전달계 조절을 확인할 수 있는 Tcf4 

response element-luciferase plasmid (pTOP(lash reporter 

유전자)(Sira(ov et al., 2012)를 염색체내에 가진 HEK 293 

cell line (HEK-TOP flash cell line)을 구축한 후, cells(3 x 

10
4
)을 96-well plate에 접종하고 10% 우태아 혈청(fetal 

(ovine serum: (BS, Gi(co, Carls(ad, CA, USA)을 포함하는 

Dul(ecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM)에서 하루 동안 

배양하였다. 리포터 세포주에 식물추출물을 다양한 농도로 처

리하여 luciferase 활성화 최적화 농도를 예비실험을 통하여 1 

㎍/㎖ 로 결정한 후, 세포에 각각 1 ㎍/㎖ 농도의 식물 추출물

을 처리하고, 24 시간 동안 배양한 후, total cell lysate를 well 

당 25 ㎕ 1Ⅹ reporter lysis (uffer (Promega, Madison, WI, 

USA)를 넣어 용출하였다. 대조군으로는 시료 미 처리군을 사

용하였으며 reporter activity는 well 당 25 ㎕의 luciferin 

(USB, Cleveland, OH, USA)을 넣은 후, Microplate Luminometer 

(BMG La(tech, Offen(urg, Germany)를 이용하여 측정하였다.

세포독성평가

스프라그-돌리(Sprague-Dawley, SD) 렛트(Koatech, Gyeonggi, 

South Korea)의 대뇌 피질에서 분리 된 신경줄기세포를 대상

으로 독성평가를 시행하였다(Meli et al., 2014). 분리된 세포

들은100 μM putrescine, 30 nM selenite, 20 nM progesterone, 

1.55 ㎎/㎖ D-(+)-glucose, 25 ㎍/㎖ insulin, 0.1 ㎍/㎖ apo- 

transferrin(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 0.5 mM 

Glutamax, 100 IU/㎖ penicillin, and 100 ㎍/㎖ streptomycin

이 포함된 N2 medium (DMEM:(12 (1:1)(Invitrogen, Carls(ad, 

CA, USA)에서 배양한 후, 15 ㎍/㎖ poly-L-ornithine 과 10 

㎍/㎖ fi(ronectin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)이 

코팅된 dish에 접종하였다. 신경관 결손(neural tu(e defect)

유도제로서 10 ㎍/ℓ ((G( ((asic (i(ro(last Growth (actor; 

Invitrogen, Carls(ad, CA, USA) 또는 valproic acid (VPA)이 

포함하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 이후 각 추출물

들의 독성을 평가하기 위하여 2×10
5
 cells/well 의 농도로 세

포를 6 well plate에 접종한 후, 각 식물추출물을 5 ㎍/㎖ 처리

하고 48시간동안 배양하였다. 결과는 신경줄기세포의 형상을 

Bright field microscopy (Olympus, To(yo, Japan) images로 

관찰하였다. 동물실험은 연세대학교 의과대학 실험동물윤리

위원회(The committee for the Care and Use of La(oratory 

Animals, Yonsei University College of Medicine)의 승인 하

에 수행하였다(IRB No. 09-013).

통계처리

모든 실험은 독립적으로 3회 반복 시행하고 실험결과는 평

균±표준편차로 표기하였으며, 통계적 유의성은 Student's 

t-test로 하였으며 p 값이 0.05 미만일 때 통계적으로 유의하

다고 판단하였다.

결과 및 고찰

식물추출물의 Wnt/β-catenin 신호전달 활성

Wnt/β-catenin 신호전달 활성을 측정하기 위하여 비만관

련 특허가 없는 186종을 대상으로 HEK 293-TOP세포의 

luciferase 활성을 측정한 결과, 총 8종의 식물추출물들[까마

중 전초; Solanum nigrum (whole plant), 칡 줄기; Pueraria 
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Fig. 1. Screening of 186 plant extracts using the Wnt reporter system. Effect of different plant extracts on the Wnt/β-catenin pathway 

reporter activity. H293 cells containing pTOPFlash reporter gene in its chromosome were cultured and treated with different plant 

extracts at 1 ㎍/㎖ concentration, and cellular extracts were prepared after 24 h as described in the Materials and Methods. No 

treatment group was used as a control. 

Fig. 2. Effect of 8 plant extracts on the Wnt/β-catenin pathway 

reporter activity. H293 cells containing pTOPFlash reporter 

gene in its chromosome were cultured and treated with 

different plant extracts at 1 ㎍/㎖ concentration, and cellular 

extracts were prepared after 24 h as described in the Materials 

and Methods. 1; Solanum nigrum (whole plant), 2; Pueraria 

thunbergiana (stem), 3; Ricinus communis (whole plant), 4; 

Rosa rugosa (stem), 5; Thuja orientalis (stem), 6; Sophorae 

Flos (whole plant), 7; Sanguisorba officinalis (whole plant), 8; 

Zanthoxylum piperitum (stem). No treatment group was used 

as a control. Values are presented as mean ± SD. Differences 

were considered statistically significant when *p< 0.05.

thunbergiana (stem), 피마자 전초; Ricinus communis (whole 

plant), 해당화 줄기; Rosa rugosa (stem), 측백나무 줄기; Thuja 

orientalis (stem), 괴화 전초; Sophorae Flos (whole plant), 

지유 전초; Sanguisorba officinalis (whole plant), 초피나무 

줄기; Zanthoxylum piperitum (stem)]가 무 처리한 대조군에 

비해 상대적인 리포터 활성이 70% 이상으로 측정되어 1차 선

별하였다((ig. 1). 선별된 70%이상 활성을 나타낸 8종을 대상

으로 상대적인 리포터 활성 재검증한 결과는 (ig. 2에 보는 바

와 같이, 무 처리 대조군에 비하여 추출물에 따라 70-150% 더 

높은 활성을 나타내고 있었으며 지유(전초), 측백나무(줄기)가 

각각 152%, 130%로 가장 높은 활성을 나타내었다. 피마자(전

초)는 약 90%대의 활성을, 해당화(줄기), 괴화(전초)의 경우는 

약 80%, 초피나무(줄기), 칡(줄기), 까마중(전초)은 약 70%대

의 더 높은 활성을 나타내었다. 무 처리한 대조군에 비해 100% 

넘는 좋은 활성을 보인 2가지 식물추출물 시료 중 하나인 측백

나무는 항 스트레스 효과(Seo et al., 2015)와 꽃 추출물에 대

한 항염 효과(Tursun et al., 2016)가 보고되었으며, 가장 좋은 

활성을 나타낸 지유의 경우는 항염(Yang et al., 2015) 및 항균

(Chen et al., 2015)효과에 대한 보고와 함께 특히, 최근에 연

구에서 50% 에탄올 추출물의 경우 항비만 효과가 있는 것으로 

보고(Jung et al., 2016)되고 있어 본 연구의 추출방법(100% 

메탄올)과 차이가 있을지라도 동일한 우수한 물질로 판단된

다. 따라서 본 연구에 제시한 Wnt/β-catenin 신호전달 활성 

측정방법이 향후 High throughput screening 기반기술로 활

용될 수 있을 것으로 전망한다. 

식물추출물의 세포독성 

신경줄기 세포는 최근 후보물질에 대한 독성실험에 이용되

고 있다(Meli et al., 2014). 본 연구에서는 Wnt/β-catenin 신

호전달 활성이 우수한 것으로 선별된 8종에 대하여 쥐 신경줄
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Fig. 3. Morphology of rat neuronal stem cells after treatment of 8 plant extracts. Bright field microscopy images of rat neuronal stem 

cells. The cells were treated with 8 plant extracts at 5 ㎍/㎖ concentration for 48 h in the presence of 10 ㎍/ℓ bFGF. 1; Solanum 

nigrum (whole plant), 2; Pueraria thunbergiana (stem), 3; Ricinus communis (whole plant), 4; Rosa rugosa (stem), 5; Thuja 

orientalis (stem), 6; Sophorae Flos (whole plant), 7; Sanguisorba officinalis (whole plant), 8; Zanthoxylum piperitum (stem). 

기세포 독성 시험결과를 (ig. 3에 나타내었다. 10 ㎍/ℓ ((G(

으로 신경관 결손(neural tu(e defect)을 유도한 후, luciferase 

활성화 최적화 농도(1 ㎍/㎖)을 비롯하여 여러 농도에서 측정

하였으며 선별된 8종을 최대 5 ㎍/㎖ 까지 처리하고 관찰한 결

과 신경줄기 세포에 대한 어떠한 독성도 보이지 않았다. 이 결

과는 본 연구에서 지방세포 분화 억제활성 후보로 선별된 식물

추출물들이 안전한 것으로 사료되며 향후 비만치료를 위한 기

능성물질 개발에 활용될 수 있을 것으로 기대된다. 

적  요

본 연구에서 국내 자생식물 추출물중 비만관련 특허가 없는 

식물원료를 대상으로 지방세포의 분화억제 효과를 Wnt/β

-catenin 신호전달계 활성측정방법으로 탐색하여 비만치료를 

위한 기능성소재 응용가능성을 검토하였다. HEK 293-TOP세

포의 luciferase 리포터 상대적인 활성은 무 처리 대조군에 비

하여 지유(전초), 측백나무(줄기)가 각각 152%, 130%로 높은 

활성을 나타내었으며, 피마자(전초)는 약 90%대의 활성을, 해

당화(줄기), 괴화(전초)의 경우는 약 80%, 초피나무(줄기), 칡

(줄기), 까마중(전초)은 약 70%대의 높은 활성을 나타내었다. 

또한, 신경줄기 세포에 대한 어떠한 독성도 보이지 않음으로

써 안전한 물질인 것으로 사료되었다. 이 결과는 Wnt/β

-catenin 신호전달 활성 측정방법이 향후 High throughput 

screening 기반기술로 활용될 수 있을 것으로 판단되며, 지방

세포 분화 억제활성 후보로 선별된 식물추출물들에 대한 추가

적인 실험을 통하여 항비만 소재 개발 응용 가능성을 타진할 

것이다. 
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