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ABSTRACT

Objectives : Daesiho-tang (DSHT) has been widely used in the treatment of cerebral infarct in traditional medicine. 

However, there was not report on the anti-obesity-related diseases efficacy of DSHT. In this study, we investigated 

the effects for the new formulation of DSHT, on the adipocyte differentiation cycle in 3T3-L1 cells.

Methods : 3T3-L1 cells were treated with DSHT (50, 100, 200 ㎍/㎖) during differentiation for 6 days. Also, the 

inhibitory effect of DSHT against 3T3-L1 adipogenesis was evaluated in various stage of adipogenesis such as early 

(0-2day), intermediate (2-4day), and terminal stage (4-6day). The accumulation of lipid droplets was determined by 

Oil Red O staining. and, the expressions of genes related to adipogenesis were measured by RT-PCR and Western 

blot analyses. 

Results : DSHT showed inhibitory activity on adipocyte differentiation at 3T3-L1 preadipocytes without affect cell 

toxicity as assessed by measuring fat accumulation and adipogenesis. In addition, DSHT significantly reduced the 

expression levels of several adipocyte marker genes including proliferator activated receptor-γ (PPAR-γ) and 

CCAAT/ enhancer-binding protein-α (C/EBP-α). Also, the anti-adipogenic effect of DSHT was strongly limited 

in the intermediate (2-4 day), terminal stage (4-6 day) of 3T3-L1 adipogenesis. In addition, the DSHT treatment 

down- regulated mRNA expression levels of PPAR-γ,, C/EBP-α in mature 3T3-L1 adipocytes.

Conclusions : These results suggest that, the ability of DSHT has inhibited overall adipogenesis and lipid accumulation 

in the 3T3-L1 cells. The new formulation of DSHT may be a promising medicine for the treatment of obesity and 

related metabolic disorders.
1)
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Ⅰ. 서   론

『傷寒論』에 처음으로 수록된 대시호탕(大柴胡湯)은 東醫寶

鑑 및 李濟馬의 저서인 四象草本卷, 東醫壽世保元 등 많은 한

방문헌에 기록되어 있다1). 본  處方은 小柴胡湯과 小承氣湯을 

加減하여 이루어진 것으로, “太陽病過經十餘 日 反二三日下之
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後四五日 柴胡證仍在者 先與小柴胡湯幅不止 心下急 懇懇微煩者 

爲未解也 與大柴胡湯 下之則愈”라 하여 처음 收載된 以後 少陽

陽明合病證에 主로 活用되어, 주로 寒熱成 질환에 널리 이용

된 처방이다2). 현대에 와서 大柴胡湯과 관련된 과학적 연구로 

진통, 해열 관련 질환 연구3)와 간보호4-6), 혈관 및 혈압 관련 

질환7-10)등에 미치는 영향에 대한 연구가 주로 이루어져 왔고, 

최근에는 비만 및 비만과 관련한 합병증에 대한 大柴胡湯의 

효능을 지질함량에 미치는 효과에 대한 연구로 이루어지고 있

다10-13). 하지만 대시호탕의 지방세포 분화조절에 관련하여 

분자 기전적으로는 연구된 바 없어 본 연구를 실시하였다.

오늘 날 세계 각국에서는 급속한 경제성장으로 서구화된 

생활방식에 따라 과잉 에너지 섭취 및 사용의 불균형을 초래

하여 비만이 급증하고 있다. 비만은 섭취 에너지양이 소비 에

너지양보다 많아서 남은 에너지가 체지방으로 조직에 침착되어 

외형상의 문제 뿐 아니라 각종 혈관질환과 지질이상증 등과 

같은 심각한 대사 장애 질환 등을 동반하고 있어 문제시 되고 

있다14). 특히 소아 및 청소년의 비만은 지방세포 비대성인 성

인기 비만과는 달리 지방세포 증식성으로 치료가 어렵고 성인 

비만으로의 강한 이행 관계를 가지고 있으며, 사춘기의 조기 

도래와 연관이 높아 성인기에 시작된 비만보다 적극적인 관리와 

예방 및 치료가 필요하며, 그 시점도 중요하다15-16). 현대사회

에서는 비만의 예방과 치료를 위한 연구가 많이 이루어지고 

있고, 이에 항비만 효과가 있는 안전성이 입증된 한약 및 한

약제제를 이용한 연구와 제품 개발의 관심도 집중되고 있다. 

따라서, 본 연구는 임상적으로 기관지염, 천식, 과민성 장 증

후군, 소화성 궤양 등을 치료하는 처방인 대시호탕(大柴胡湯)을 

3T3-L1 세포를 이용하여 지방전구세포의 증식억제(초기분화). 

지방형성 억제(중기분화), 지방분해(후기분화) 등의 기전을 

확인하고, 유의한 결과를 얻었고, 이에 대한 연구 결과를 바탕

으로 건강보험용 혼합단미연조엑스제로 제형개발을 함으로써, 

이를 보고하고자 한다.     

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 한약재 및 첨가제

본 연구에 사용된 대시호탕 (DSHT) 및 방풍통성산 (BTS) 

처방 구성 약재들은 ㈜휴먼허브 (경북 경산, 한국)에서 구입

하였고, 연조엑스제 제형개발에 필요한 첨가제는 화성화공약

품상사(주)에서 구입하였다.

2) 세포실험 분석 시약

Fetal bovine serum (FBS), Dulbecco's modified eagle's 

medium (DMEM), Penicillin-streptomucin, Phosphate 

buffered saline (PBS)는 Hyclone사 (USA)제품을 구입하여 

사용하였다. 실험에 사용된 시약 중 3-Isobutyl-1- 

methylxanthine (IBMX), Dexamethasone (DEX), Oil red O 

시약들은 Sigma Aldrich사 (USA), Bovine calf serum (BCS), 

Insulin 시약은 Thermo Scientific사 (USA), PPAR-γ,, β- 

actin 1차 항체는 cell  signaling technology사 (USA)에서 

구입하였고, 2차 항체는 Santa Cruz사 (USA)에서 구입하였다.

3) 성분분석 시약 및 기기

표준물질인 baicalin, baicalein, naringin 및 paeoniflorin

은 Sigma-Aldrich (St. Louis. MO, USA), rhein은 Fluka 

(Buchs, Switzerland)에서 구입하였다. wogonin는 식품의

약품안전처에서 분양 받아 사용하였으며 각 표준물질의 순도는 

95% 이상이었다. 시료 전처리 및 HPLC 분석을 위한 methanol, 

acetonitrile는 J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA)에서 구

입하였으며 phosphoric acid는 Junsei (Tokyo, Japan)에서 

구입하여 사용하였다. 분석을 위한 HPLC는 Agilent 1260 

HPLC system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, 

USA)을 사용하였으며, 분석 data 처리에는 Agilent OpenLAB 

CDS Chem-Station (A.02. 08)을 이용하였다.

2. 방법

1) 처방 구성 및 추출방법

본 연구에 사용한 DSHT은 혼합제제로써 공정서 (대한민국 

한약(생약) 규격집, KHP)에 표기된 대시호탕의 개별 한약재 

1 ㎏을 정선하여 대한약전 제제총칙 엑스제의 제법에 따라 절도 

및 분말도에 따라 조절로 하고, 약탕기 (대웅약탕기, 서울, 한

국)로 정제수 10 배량을 가해 100℃에서 3시간 침출한 다음 

Whatman filter paper (No. 4)로 여과하고, 생약의 침출액을 

농축 (85℃이하, 감압농축)한 연조엑스를 얻은 것으로 KHP에 

따른 수율과 고형물 함량에 대비하여 혼합 용량을 설정하였다 

(표 1). 대조군으로 사용한 BTS는  복합제제로써 표 2와 같이 

한국의 공정서에 표기된 처방 약재를 각 구성 비율로 배합한 후 

약탕기 (대웅약탕기, 서울, 한국)로 10배의 정제수와 100℃

에서 3시간동안 추출한 후, Whatman filter paper (No. 4)로 

여과하고 감압동결건조기를 사용하여 분말을 얻었다 (수율  

BTS : 23.70%).

Table 1. The contents and dosage of Daesihotang (DSHT).
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Table 2. The contents and dosage of Bangpungtong- sungsan 
(BTS).

2) 세포독성평가

DSHT의 3T3-L1 세포에 대한 독성정도를 알아보기 위하여 

3-[4,5-dimethylthiazolyl]-2,5-diphenyltetra zolium 

bromide (MTT) assay를 수행하였다. 먼저, 3T3-L1 세포 

(1X104 cell / 96well)을 Seeding 후, 24시간 뒤  100, 200, 

500, 1000, 2000 ㎍/㎖ 농도별로 처리하여 24시간 배양 후, 

MTT 시약을 첨가하여 2시간 동안 반응하고, 490 ㎚에서 흡

광도를 측정하였다. 세포독성 정도는 시료를 처리하지 않은 

대조군(CON)과 약물 처리군의 비율로 계산하였다.

 Cell viability (%)

= 100 × (treated sample)/(Non-treated sample (CON))

3) 3T3-L1 세포 배양 및 분화유도

3T3-L1 마우스유래 배아섬유아세포는 미국세포주은행 

(American Type Culture Collection;ATCC, CL-173TM)

에서 구입하여 사용하였으며, 세포는 10% BCS, 1% P/S을 

포함한 DMEM 배지로 37 ℃, 5% CO2 배양기 (MCO-15AC, 

SANYO, Japan)에서 배양하였다. 배양된 세포는 6-well 

plate에 seeding 후. 120% 이상 confluence 상태가 되면 배

양액을 분화유도 배양액 (0.5 mM IBMX, 2 µΜ DEX, 167 nM 

insulin (MDI) / 10% FBS)으로 바꾸고 3일간 배양한다. 2일 후 

167 nM insulin / 10% FBS 배지로 교환하며 성숙한 지방세포

(adipocytes)로 만들었다. 실험군 DSHT 및 대조군 BTS는 

농도별로 배지 교체시기마다 함께 처리하여 6일동안 처리하여 

분화유도 하였다. 그리고 표 4와 같이 6일간 분화유도하며 초

기분화, 중기분화, 말기분화 별로 구분하여 DSHT 및 대조군 

BTS을 200 ㎍/㎖의 농도로 167 nM insulin / 10% FBS 배

지와 함께 처리하였다.

초기
분화 

0Day 2Day 2Day 4Day 4Day 6Day 1차

MDI+

10% FBS+

DSHT/BTS

Insulin+10% FBS

Oil red O,

RNA

Sampling

중기
분화

0Day 2Day 2Day 4Day 4Day 6Day 2차

MDI+

10% FBS

Insulin+

10%FBS+

DSHT/BTS

Insulin+

10% FBS

Oil red O,

RNA

Sampling

말기
분화

0Day 2Day 2Day 4Day 4Day 6Day 3차

MDI+

10% FBS

Insulin+

10% FBS

Insulin+

10%FBS+

DSHT/BTS

Oil red O,

RNA

Sampling

4) 지방세포 분화 억제능 측정 (Oil Red O staining)

분화 완료된 6-well plate의 배지를 제거한 후 1×PBS로 

2회 씻어주었다. 10% formalin으로 2시간 이상 고정시킨 세

포를 40% isopropanol로 세척 후, 완전히 건조시켰다. 그 후, 

Oil Red O working solution으로 1시간 염색하였고 40% 

isopropanol로 3회 세척하였다. 염색된 세포는 사진촬영 후, 

100% iso propanol으로 염색된 Oil Red O solution을 녹여 

520 nm에서 흡광도를 측정 정량하였다.

5) 중합효소 연쇄반응법 (RT-PCR)에 따른 지방분화 

조절 유전자 측정

50, 100, 200 ㎍/㎖ 농도로 DSHT 및 BTS를 분화유도시

기별로 처리하며 배양한 3T3-L1 세포를 TRI-zol (Takara, 

Japan)를 이용하여 total RNA를 분리하였다. 분리된 total 

RNA는 1 ㎍로 정량하여 Oligo-dT, DEPC를 첨가한 완충 반

응액 (Maxime RT PreMix, intron, USA)을 넣어 45 ℃에서 

약 60분간 반응시킨 후 95 ℃에서 5분간 처리하여 cDNA를 

합성하였다. 이 template cDNA와 Taq polymerase 등이 포

함된 반응 혼합액 (WizPureTMFX-PCR 2X Master, Wizbio, 
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Korea)과 각각의 Primer sequuence인 5‘-ATT CTG GCC 

CAC CAA CTT CGG-3’ (Forward), 5‘-TGG AAG CCT 

GAT GCT TTA TCC CCA-3’ (Reverse); Peroxisome 

proliferator activated receptor-γ (PPAR-γ), 5‘-GCA 

ACG CCG CCT TTG GCT TT-3’ (Forward), 5’-AGT 

GCG CGA TCT GGA ACT GC-3’ (Reverse); CCAAT- 

enhancer-binding proteins-α (CEBP-α), 5‘-CAA CTC 

CCA CTC TTC CAC CT–3’ (Forward), 5’-CTT GCT CAG 

TGT CCT TGC TG–3’ (Reverse); Glyceraldehyde-3- 

phosphate dehydrogenase (GAPDH)로 PCR 증폭 후, 1.5% 

Agarose gel 전기영동으로 분석하였다.

6) Western Blotting에 따른 지방분화 조절 단백질 측정

50, 100, 200 ㎍/㎖ 농도로 DSHT 및 BTS를 처리하며 분화

유도하여 3일간 배양한 3T3-L1 세포를 1X PBS로 세척 후, 

Protease & Phosphatase Inhibitor Cocktail을 포함하는 

RIPA buffer (PIERCE, USA)로 균질화 하였다. 균질화된 

samples은 적정량의 단백질로 10% Sodium Dodecyl Sulfate 

(SDS)-PAGE에 분리한 후, PVDF membrane으로 단백질을 

전이시켰다. 그 후, 5% Skin milk를 처리하여 비특이적인 단

백질에 대한 blocking을 하였고, 1차 항체 (PPAR-γ, β- 

actin)를 4 ℃에서 Overnight 반응 시킨 후,  HRP가 중합된 

2차 항체를 반응시켰다. Immuno-positive bands는 enhanced 

chemiluminescent (ECL, Thermo Scientific, USA)에 의해 

감광시켜 cheiluminescent detection system을 이용하여 현

상하였다.

7) DSHT의 제형개발

연구에 사용된 DSHT은 혼합단미연조엑스제 (DSHT-SE)로 

제형개발하였고, 이에 필요한 첨가제는 식품공전 및 의약품 

첨가제 평가 가이드라인의 공정서에서 제시하는 품목으로 벤

조산나트륨은 보존제로, β-사이클로덱스트린은 포접제, 올리

고당 및 수크랄로스는 감미제, 구연산 및 구연산삼나트륨은 

산도제, 매실향은 착향제, CMC-Na는 점증제로서 각각의 역

할로 기준치를 넘지 않는 구성 비율로 혼합한 후 제조하였다 

(표 4). 

Table 4. The content and dosage of Daesiho-tang Soft extract 
(DSHT-SE).

8) 표준액의 조제

baicalin, baicalein, naringin, paeoni-florin, rhein 및 

wogonin 6종의 표준품을 methanol로 녹여 모두 1 ㎎/㎖의 

농도로 조제한 후 사용하기 전 희석하여 표준액으로 사용하였다.

9) 검액의 조제

DSHT 혼합단미연조엑스제 (DSHT-SE) 0.1회분을 정제수 

10 ㎖ 에 완전히 녹인 다음 동량의 메탄올을 첨가하여 2배 희석 

혼합 후 원심 분리한 상층액을 0.2 μm mambrane (Advantec 

Toyo Co, Japan)으로 여과하여 검액으로 사용하였다. 

10) HPLC 분석조건

Agilent 1200 HPLC system을 사용하였고, 컬럼은 YMC- 

Triart C18 (5 ㎛, 4.6mm I.d.×250 ㎜, YMC Co., Kyoto, 

Japan)을 사용하였다. 유속은 1.0 ㎖/min으로 하였으며 시

료는 10 ㎕를 주입하였다. 이동상은 0.05% phosphoric acid을 

포함하는 water (A)와 0.05% phosphoric acid을 포함하는 

acetonitrile (B)을 표 5과 같이 흘려주었으며 검출파장은 

230 ㎚로 하였다.

Time (min) Solvent A (%)a) Solvent B (%)b)

0 85 15

45 70 30

50 65 35

55 45 55

60 50 50

65 0 100

a) 0.05% phosphoric acid in water
b) 0.05% phosphoric acid in acetonitrile

Table 5. Solvent gradient condition for HPLC Analysis

3. 통계분석

실험결과의 통계 처리는 SPSS package를 이용하였으며, 

실험에 대한 측정값은 mean±SEM로 표시하였고 분석에 대한 

유의성은 one-way ANOVA를 실시, 분석결과에 대한 p < 0.05, 

p < 0.01의 수준에서 LSD 다중검정법으로 사후검정을 실시

하여 각 처리구간의 평균치에 대한 유의성을 분석하였다.

Ⅲ. 결   과

1. 3T3-L1 지방전구세포에 대한 DSHT의 세포
독성

DSHT 처리에 의한 T3- L1 지방전구세포의 세포독성 검

사를 위해서 DSHT과 대조군인 BTS을 농도별로 처리하여 24

시간 배양한 후 MTT assay를 수행하였다 (Fig 1). 3T3-L1 

지방전구세포에 대한 세포독성은 DSHT 및 BTS을 처리하지 

않고 배양한 대조군 (CON)의 세포생존율 100%를 기준으로 

DSHT에서 250 ㎍/㎖ 농도까지 유의한 세포독성이 나타나지 

않았다. 따라서, 본 연구는 안전한 200 ㎍/㎖ 이하의 농도 범

위에서 수행하였다.
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Fig 1. Effect of Daesiho-tang(DSHT) on the viability of 3T3-L1 cells. 
Cells were treated with indicated concentrations of DSHT for 24 h.
The values of independent experiments are expressed as means 
± SEM (n=3).

2. DSHT이 지방세포분화에 미치는 영향

3T3-L1 지방전구세포에 DSHT 및 BTS를 처리하며 6일 

동안 분화를 유도한 후 Oil red O 염색을 통하여 지방세포 분화 

정도를 측정한 결과, 분화를 유도한 지방세포 (MDI)에서는 

지방전구세포 (Control)에 비해 유의적인 지방 분화를 나타내

었다. 이에 비하여, 지방분화를 유도하며 DSHT을 함께 처리한 

세포는 100, 200 ㎍/㎖의 농도에서 농도 의존적으로 23.54± 

1.36 %, 81.41± 2.20 %의 감소율로 대조군 BTS의 21.27± 

2.86%, 26.76± 1.86%의 감소율에 비해 유의적인 지방분화 

억제경향을 나타내었다 (Fig 2). 

    

Fig 2. Effect of Daesiho-tang(DSHT) on lipid accumulation during the differentiation of 3T3-L1 preadipocytes. 
The intracellular lipid accumulation was evaluated by Oil Red O staining. The values of independent experiments are expressed as means 
± SEM (n=6). *P < 0.05, **P < 0.01 vs MDI. (Control : Preadipocytes, MDI : Adipocytes) 

3. DSHT이 지방세포 분화 조절인자에 미치는 

영향

DSHT의 항비만 효과에 대한 분화 조절인자에 미치는 영향을 

조사하기 위해 DSHT 및 양성대조군 BTS을 처리하여 분화를 

유도한 3T3-L1세포에서 지방 생성의 주요 전사인자인 CEBP- 

α와 PPAR-γ의 유전자 및 단백질 발현을 측정하였다.

그 결과, 지방전구세포 (Control)에 비해 분화를 유도한 지방

세포 (MDI)의 경우 CEBP-α와 PPAR-γ의 유전자 및 단백질 

발현이 유의적으로 증가 하였으나, DSHT 100, 200 ㎍/㎖ 

을 처리한 군에서의 CEBP-α의 유전자 발현이 대조군 BTS 

200 ㎍/㎖의 72.96±0.008%의 감소율에 비해 80.99± 

0.006%, 66.45±0.0001%로 유의적인 감소를 나타내었으며, 

PPAR-γ의 유전자 및 단백질 발현에서 BTS 200 ㎍/㎖는 각

각 57.31±6.92%, 47.81±8.91%로 DSHT은 50, 100, 200 

㎍/㎖을 처리한 군에서 PPAR-γ의 유전자 발현 60.03± 

0.73%, 78.66±1.39%, 65.84±0.71%의 감소율과 단백질 

발현 3.15±7.07%, 78.71±6.42%, 89.07± 7.58%으로 농도 

의존적으로 유의적인 감소 결과를 보였다(Fig 3).

5. 분화 시기별 DSHT 처리에 따른 지방세포

분화에 미치는 영향

3T3-L1 지방세포 분화모델을 이용하여 DSHT 및 BTS의 

3T3-L1 분화시기별로 분화 억제능을 확인하고자 하였다. 그 

결과, 6일간 분화를 유도한 지방세포 (MDI)에서는 지방전구

세포 (Control)에 비해 유의적인 지방 분화를 나타냄에 비하여, 

지방분화를 유도하며 DSHT  200 ㎍/㎖을 함께 처리한 세포는 

초기분화 (증식억제, 0-2day), 중기분화 (지방형성 억제, 2- 

4day), 후기분화 (지방분해, 4-6day)별로 29.69± 1.07%, 

33.23±0.27%, 37.44±3.08%의 감소율로써 DSHT은 초기, 

중기, 후기 모든 분화시기에서 지방분화를 감소함을 나타내었고, 

대조군 BTS 200 ㎍/㎖는 후기분화에서만 26.15±0.63%로 

유의적인 지방분화 억제경향을 나타내었다 (Fig 4).  
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Fig 3. Effect of Daesiho-tang(DSHT) on the expression of C/EBP-
α and PPAR-γ mRNA and protein in 3T3-L1 adipocytes. 
The cells were treated with DSHT and BTS at different concentrations
for During 8 days on differentiation. The values of independent 
experiments are expressed as means ± SEM (n=3). *P<0.05, 
**P<0.01 vs MDI. (Control : Preadipocytes, MDI : Adipocytes)  

Fig 4. Effect of Daesiho-tang(DSHT) according to the treatment 
of 3T3-L1 adipogenesis early (0-2 day), middle (2-4 day), and 
late fat production (4-6 days). 
The intracellular lipid accumulation was evaluated by Oil Red O 
staining. The values of independent experiments are expressed 
as means ± SEM (n=4). *P<0.05, **P<0.01 vs MDI. (Control : 
Preadipocytes, MDI : Adipocytes) 

6. 분화시기별 DSHT 처리에 따른 지방세포 분화 

조절인자에 미치는 영향

DSHT의 분화시기별로 분화 조절인자에 미치는 영향을 조

사하기 위해 DSHT 및 양성대조군 BTS을 분화시기별로 지방

세포에 처리하여 지방 생성의 주요 전사인자인 CEBP-α와 

PPAR-γ의 유전자 발현을 측정하였다. 그 결과, DSHT  200 

㎍/㎖을 함께 처리한 세포는 중기분화 (지방형성 억제, 2- 

4day), 후기분화 (지방분해, 4-6day)에서 CEBP-α 50.21± 

14.14%, 73.88± 7.07%의 감소율과 PPAR-γ 43.68±7.07%, 

47.45±4.24%의 유의적인 감소 경향을 나타내었으며, 대조군 

BTS 200 ㎍/㎖는 후기분화에서만 CEBP-α 21.49±7.07 %, 

PPAR-γ 23.67±4.24%의 감소 경향을 나타내었다 (Fig 5). 
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Fig 5. Effect of Daesiho-tang(DSHT) according to the treatment 
of 3T3-L1 adipogenesis early (0-2 day), middle (2-4 day), and 
late fat production (4-6 days). 
The mRNA expression levels of transcription factors such as 
C/EBP-α and PPAR-γ was examined by RT-PCR. The values of
independent experiments are expressed as means ± SEM (n=3).
*P < 0.05, **P < 0.01 vs MDI. (Control : Preadipocytes, MDI : 
Adipocytes) 

7. 개발제형 DSHT-SE의 HPLC 동시분석

개발제형 DSHT-SE의 품질관리를 위해, 구성 한약재 중 

황금의 baicalin, baicalein, wogonin, 작약의  paeoniflorin, 

지실의 naringin  및 대황의 rhein에 대한 동시분석을 진행

하였다. 그 결과, 65분 이내에 모두 분리 되었으며, 이는 230 

㎚에서 검출되었다. 각 성분의 peak의 etention time과 UV 

흡수 파장을 비교하여 6종의 지표성분을 확인하였고, 지표성분 

paeoniflorin은 12.4분, naringin은 24.4분, baicalin은 

34.5분, baicalein은 55.9분, rhein 및 wogonin은 61.4, 

61.8분에서 각각 검출되었다 (Fig 6).

지표성분 및 대시호탕 성분프로파일 피크

Baicalein
(황금)

Wogonin
(황금)

Baicalin
(황금)

Paeoniflorin
(작약)

Naringin
(지실)

Rhein
(대황)

Fig 6. HPLC chromatogram of standard mixture (A) and Daesiho- 
tang(DSHT) (B) Paeoniflorin (1), Naringin (2), Baicalin (3), Baicalein 
(4),  Rhein (5) and Wogonin (6).

Ⅳ. 고   찰 

비만은 인체의 섭취열량이 증가하고, 소모열량이 감소하여 

생기는 대사의 불균형으로 과도한 지방 축적이 유발되는데, 

이는 지방세포의 크기, 수의 증가에 의해 나타난다. 지방은 

인체의 필수적인 구성성분으로, 중요한 열량원이며, 체내 중요 
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물질의 전구체이기도 하지만, 체지방이 필요 이상으로 축적되면 

비만이 되고 이로 인해 당뇨병, 심혈관계질환 등의 질병발생 

위험이 높아진다고 알려져 있다19). 따라서 지방세포는 단순한 

에너지의 저장기관이 아니라 여러 가지 호르몬을 분비하는 내

분비기관이기도 하며, 인체 대사에서 대단히 능동적으로 작용

하는 장기라는 것이 일반적으로 받아들여지는 사실이다. 섭취한 

영양소는 중성지방의 형태로 지방 조직에 축적되며, 비만은 

지방세포의 비대 (Hypertrophy)와 과형성(Hyperplasia)으로 

초래된다20). 이러한 비만을 예방 및 치료를 위해서는 에너지 

흡수를 최소화하고 에너지 사용을 증대시키는 것으로, 지방세포 

연구는 지방 축적을 감소시키고 지방세포의 수를 줄이는 것이 

핵심이다.

지방세포분화(Adipogenesis)는 지방전구세포가 지방세포로 

분화되는 과정을 말하며, 지방세포 분화 초기에 발현되는 전

사인자인 CCAAT/enhancer-binding protein (CEBP)과 

peroxisome proliferator-activated receptor(PPAR)의 발현 

등이 에너지 대사 조절 지표로  fatty acid synthase (FAS), 

fatty acid binding protein 2(aP2), leptin, adiponectin 

등과 같은 지방세포내 특이적 유전자의 발현을 통해 중성지방

구의 수 및 크기를 증가시킨다17-19).

CEBP-α는 백색지방조직과 갈색지방조직에서 발현되는 지

방세포분화 전사인자로써, C/EBPβ와 C/EBPδ는 지방세포 

분화과정의 초기단계에 발현이 증가되어 PPARγ의 발현을 

유도하며 PPARγ의 발현증가는 C/EBPα의 지방세포 분화후

기의 발현을 유도하며 지방세포 증식과 인슐린 민감도 항진에 

관여한다20-21). 그리고 PPAR는 peroxisome proliferator를 

ligand로 하는 핵 호르몬 수용체(nucler hormone receptor)로 

에너지와 지방 대사를 조절하는 주요전사인자이다. PPAR-α

는 주로 지방의 이화작용(catabolism)을 촉진하고, PPAR-γ

는 지방조직에서 주로 발현되어 지방세포의 분화(adipogenesis)

를 촉진하여 크기가 큰 지방세포의 수를 줄이는 역할을 한다. 

또한 PPARγ는 지방조직과 근육에서 UCP를 통해 지방산의 

산화를 촉진한다. PARγ는 지방세포에서 아디포넥틴의 분비를 

증가시켜 AMPK를 활성화시킴으로써 에너지 대사 조절에 관여

한다22-23).

이와 같은 배경으로 본 연구에서는 3T3-L1 지방세포 분화

모델을 이용하여 대시호탕(DSHT)의 adipogenesis 억제효능 

기전을 확인하고자 하였다. 실험은 지방세포 분화 억제능 및 

지방세포 분화전사인자 CEBP-α와 PPAR-γ의 발현에 어떠한 

영향을 미치는지 유전자 및 단백질 발현량을 확인하였을 뿐만 

아니라, 지방세포의 분화시기별로 분화초기, 분화중기, 분화

후기로 나누어 대시호탕이 어떠한 영향을 미치는지 확인하였다. 

그 결과, 대시호탕(DSHT)이 지방세포의 지방축적 및 지방분

화를 농도 의존적으로 억제하여 200 ㎍/㎖의 농도에서 가장 

유의적으로 억제하는 것을 확인하였고 (Fig 2), 단순한 지방

축적 및 분화의 억제뿐 만이 아니라, 분화전사인자인 

C/EBP-α, PPAR-γ 또한 대조군인 BTS 200 ㎍/㎖보다 유

의적으로 감소하는 것을 나타내었다 (Fig 3). 이와 같은 결과와 

더불어 대시호탕(DSHT) 200 ug/mL은 adi-pogenesis의 분화 

초기와 중기, 후기 과정 중 지방형성 억제(중기분화)와 특히 

지방분해(후기분화)에 유의적으로 억제 효능을 나타내었다 

(Fig 4,5). 이상의 결과들로, 대시호탕 (DSHT)은 유의적으로 

지방형성 및 분해의 항비만 효과를 지닌 소재로서 개발될 수 

있는 가능성을 보여주는 결과로 과학적 근거를 제시하고, 대시

호탕 혼합단미연조엑스제의 제형으로 개발함으로써 다양하고, 

우수한 품질 한약제제 제공에 기여할 것으로 사료되어진다. 

Ⅴ. 결   론

본 연구에서는 대시호탕의 anti-adipogenesis효능을 검증

하여 다음과 같은 결론을 얻었다. 또한, 최초로 건강보험용 

대시호탕 혼합단미 연조엑스제의 새로운 제형을 개발하였다.

1. DSHT은 3T3-L1 지방전구세포에서 500 ㎍/㎖ 이하의 

농도에서는 세포독성이 나타나지 않았다.

2. DSHT은 대조군인 BTS에 비해 지방전구세포 분화가 

농도 의존적으로 유의하게 억제됨을 Oil Red O 염색으로 

확인하였다.

3. DSHT은 대조군인 BTS에 비해 지방분화전사인자인 

CEBP-α 및 PPAR-γ가 농도 의존적으로 유의하게 억

제됨을 유전자 및 단백질 발현량으로 확인하였다.

4. DSHT은 대조군인 BTS에 비해 지방 분화 및 지방분화

전사인자인 CEBP-α 및 PPAR-γ가 지방형성 억제(중기

분화)와 특히 지방분해(후기분화)에 유의하게 억제됨을 

확인하였다.

따라서 대시호탕은 항비만 활성에도 유의한 효능이 있으며, 

향후 복용이 편리한 건강보험용 한약제제 제품으로 개발함으

로서 우수성 및 품질향상을 확보할 수 있을 것으로 기대된다. 
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