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ABSTRACT

Objective : This study investigated the anti-diabetic effects of DM1, a herbal mixture with Atractylodis Rhizoma, 

Anemarrhenae Rhizoma, and Cinnamomi Cortex in high fat diet (HFD)-induced diabetic mice and the mechanism 

in C2C12 mouse skeletal muscle cells.

Methods : The C57B/6 mice were fed high fat for 12 weeks, and then administrated DM1 extract (500 ㎎/㎏, p.o.) for 

4 weeks. The changes of body weight, calorie and water intakes, fasting blood glucose levels and the serum levels of 

glucose, insulin, triglyceride, HDL-cholesterol, AST and ALT were measured in mice. The histological changes of liver 

and pancreas tissues were also observed by H&E stain. C2C12 myoblasts were differentiated into myotubes and then 

treated with DM1 extract (0.5, 1, and 2 ㎎/㎖) for 24 hr. The expression of myosin heavy chain (MHC), PGC1α, 

Sirt1 and NRF1, and the AMPK phosphorylation were determined in the myotubes by western blot, respectively. 

Results : The DM1 extract administration significantly decreased the calorie and water intakes, glucose, triglyceride, 

AST and ALT levels and increased insulin and HDL-cholesterol in HFD-induced diabetic mice. DM1 extract inhibited 

lipid accumulation in liver tissue and improved glucose tolerance. In C2C12 myotubes, DM1 treatment increased the 

expression of MHC, PGC1α, Sirt-1, NRF-1 and the AMPK phosphorylation. 

Conclusion : In our results indicate that DM1 can improve diabetic symptoms by decreasing the obesity, glucose 

tolerance and fatty liver in HFD-induced diabetic mice, and responsible mechanism is might be related with energy 

enhancement.
1)
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Ⅰ. 서   론 과체중과 비만은 체내 지방이 비정상적으로, 또는 과도하게 

축적되어 각종 질병을 야기하게 되는 질환이며, 유발 요인으로 
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과도한 지방을 포함한 고칼로리 음식의 섭취, 산업화와 도시

화에 따른 생활환경 변화로 인한 활동량의 감소 등을 들 수 있다. 

특히 비만은 심혈관계, 근골격계, 일부 암 등의 주된 위험요

소로 알려져 있으며,1) 특히 인슐린 저항성에 영향을 미치는 

주요 인자인 만큼 제2형 당뇨병과도 매우 밀접하게 연관된다.2)

제2형 당뇨병(type 2 diabetes mellitus, T2DM)은 신체

조직에서 인슐린 저항성이 발생하고 이를 체내에서 분비되는 

인슐린이 극복하지 못한 결과, 혈당 조절 능력을 상실하게 되

는 질환이다.2) 또한 비만과 제2형 당뇨병 발생은 체내 지질의 

이상 축적으로 인한 염증이 근육세포에서의 각종 대사기능을 

저하시킬 뿐만 아니라,3) 포도당 수용체인 glucose transporter 

(GLUT) 단백질과 인슐린 수용체의 기능을 억제하는 등 근육

기능을 저하시키는 요인으로 알려져 있다.4) 따라서 최근에는 

비만과 당뇨병의 합병증 치료에 있어 염증 제어와 대표적 인체 

에너지 소모기관인 근육의 대사기능 회복이 중요하다고 보고 

있다.

최근 한방에서의 비만 변증은 <한방비만변증설문지>의 肝鬱, 

脾虛, 氣虛, 陽虛, 痰飮, 瘀血 등을 사용하고 있으며 임상에서는 

痰飮, 瘀血, 脾虛, 食積, 濕痰, 氣虛 순으로 증상을 호소하고 

있음이 보고된 바 있다5). 또한 당뇨병은 消渴 및 그 전변증의 

증상과 유사한 것으로 보고 있고, 東醫寶鑑 <消渴門>에서 소

갈류의 원인을 각각 ‘熱氣上騰, 心虛受之’, ‘熱蓄於中, 脾虛受

之’, ‘熱伏於下, 腎虛受之’ 등으로, 장부가 허약한 가운데 체내에 

열이 있는 것으로 기재하고 있으며, 三消病症에서 특히 上消는 

肺에 속하고, 中消는 胃에 속하고, 下消는 腎에 속한다 하였

으므로6) 당뇨병 치료에 있어서 肺, 脾胃, 腎의 기능회복이 중

요함을 생각할 수 있다.

蒼朮(Atractylodes lancea, Atractylodis Rhizoma)은 性

味가 溫, 苦辛하고 脾, 胃, 肝,으로 들어가 燥濕健脾, 祛風散

寒하므로7) 濕과 痰飮에 의한 脾胃의 허약을 개선하고 明目하는 

효능이 있음이 알려져 있어 肝鬱, 氣虛, 脾虛, 陽虛, 痰飮 등에 

의한 증상을 개선할 것으로 기대할 수 있다. 知母(Anemarrhena 

asphodeloides, Anemarrhenae Rhizoma)는 성미가 寒, 苦甘

하고 肺, 腎, 胃로 들어가 淸熱瀉火, 生津潤燥, 潤腸通便하는 

효능을 지녀 肺熱燥咳, 骨蒸潮熱, 內熱消渴, 高熱煩渴 등에 

두루 사용하였으므로7) 臟腑의 熱을 제거할 것으로 기대할 수 

있다. 또한 肉桂(Cinnamomum cassia, Cinnamomi Cortex)

는 성미가 溫, 辛甘하고 腎, 脾, 膀胱으로 들어가 補元陽, 暖

脾胃, 除積冷, 通血脈하여 命門火衰, 虛陽浮越, 上熱下寒, 腰

膝冷痛, 經閉癥瘕 등을 치료하므로7) 脾虛, 陽虛, 瘀血 등의 

증상을 개선할 것으로 기대할 수 있다.

한약은 君臣佐使의 개념에 따라 여러 약재를 조합하는 것

으로 그 효능을 크게 할 수 있으며, 비만증의 병기는 痰飮, 脾

虛, 氣虛, 陽虛 등이고5) 소갈증은 그 병기가 脾腎의 虛와 陽

明燥熱의 太過에 있으므로8) 비만에서 소갈로의 전변을 억제

하기 위해서는 燥濕建脾하는 약재를 君으로 하여 脾虛를 막고, 

淸熱瀉火를 臣으로 하여 陽明燥熱을 瀉하며, 補陽暖脾를 佐使로 

하여 脾腎陽虛를 개선하면 치료효과를 거둘 수 있을 것으로 

기대할 수 있다. 따라서 본 연구에서는 燥濕建脾하는 창출과 

淸熱瀉火, 生津潤燥하는 지모 및 補元陽, 暖脾胃하는 육계를 

조합하여 복합추출물을 제조하고, 고지방식이로 비만에 의한 

제2형 당뇨병이 발생한 마우스 모델에서의 당뇨증상 개선 및 

근육대사 조절작용을 평가하여 그 효과를 확인하였다.        

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

본 실험에 사용된 창출, 지모, 육계는 광명당제약(울산, 한국)

으로부터 규격약재를 구입한 뒤 동국대학교 한의과대학 본초

학교실에서 정선하여 추출물 제조에 사용하였다. 

2) 시약 및 기기

본 실험에 사용된 시약으로는 Dulbecco Modified Eagle 

Medium(DMEM), penicillin/streptomycin(P/S, Corning, 

NY, USA), Fetal bovine serum(FBS), horse serum(HS) 

(Merck Millipore, Temecula, CA, USA), Anti-Sirt1, TFAM, 

NRF1, AMPK, phospho-AMPK, ACC, phospho-ACC(Cell 

singlaing, Danvers, MA, USA), Anti-MHC(Santa Cruz, 

Dallas, MA, USA), Anti-PGC1α 등이 있으며, 사용된 기

기로는 약재추출기(Daihan scientific, Korea), 회전식감압

농축기(Eyela Co., Ltd, Japan), 동결건조기(Ilshin Lab Co., 

Ltd, Korea), 혈당측정기(Accu-Check, Roche Diabetes Care 

GmbH, Mannheim, Germany), 자동혈액분석기(Automatic 

clinical biochemistry analyser, FDC7000i, Fujifilm Co, 

Tokyo, Japan), 자동감광장치(ChemiDoc., Biorad, USA), 

광학현미경(LEICA, Wetzler, Germany), Microtiter plate 

reader(ASYS, Austria) 등의 기기를 실험에 사용하였다. 

2. 방법

1) 추출물 제조

창출, 지모, 육계는 표1의 조성에 따라 혼합하여 용기에 넣고 

정수된 물 1.6L와 함께 95℃에서 3시간동안 1차 추출한 후 

같은 비율로 2차 추출을 실시하였다. 추출물은 1호 와트만 거

름종이(Whatman paper filter No.1)로 거르고, 회전식 감압

농축기를 이용하여 농축한 후 동결건조기를 이용하여 건조시

켰다. 이때 수율은 42.15%였다. 혼합추출물(DM1)은 냉장보

관하면서 실험 직전 생리식염수에 적정 농도로 완전 용해시킨 

후 동물실험 및 세포실험을 위한 약물로 사용하였다.

약재명 학명 (Scientific name) 생약명 (Latin name) 비율 (g) 수율 (%)

창출 Atractylodes lancea Atractylodis Rhizoma 80

42.15지모 Anemarrhena asphodeloides Anemarrhenae Rhizoma 40

육계 Cinnamomum cassia Cinnamomi Cortex 40

Table 1. Composition of DM1
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2) 당뇨병 동물모델 제작

수컷 5주령 C57BL/6계 마우스(18-19 g)를 ㈜코아텍

(Pyeongtaek, Korea)로부터 구입하여 1주일 간 순화시킨 후 

당뇨병 동물모델 제작에 사용하였다. 모든 실험기간 동안 12

시간 낮과 12시간 밤의 주기와 23±2℃ 온도, 50±10 % 습

도가 유지되는 사육시설에서 정수된 물을 급수하였다. 당뇨병 

모델을 유발하는 동안 정상군은 일반 고형사료(3.1 kcal 14% 

protein; Teklad, Envigo, WI, USA)를 공급하였고, 당뇨병 

유발군은 고지방사료(5.24 kcal 60% fat, 30% carbohydrate; 

Teklad, Envigo)를 16주 간 섭식시켰다. 모든 실험동물의 관리 

및 처치는 식약처 동물보호법 13조 규정 및 동국대학교 동물

실험윤리위원회로부터 심의(IACUC-2019-3)를 받아 사용하

였다.

정상군을 제외한 모든 실험군에 고지방식이(high fat diet, 

HFD)를 급여한 후 10% 이상 몸무게 증가가 일어난 개체들을 

선별하여 당뇨병 유발 대조군(HFD), 대조군에 DM1 추출물을 

500 ㎎/㎏/body weight (b.w.)를 투여한 약물군(DM1) 및 

항당뇨약인 Metformin을 500 ㎎/㎏ 용량으로 투여한 양성

대조군(Met)으로 나누고, 각 군 당 5마리씩 배치하였다. 약물 

투여군은 고지방식이 급여를 12주 간 실시한 후 4주 동안 고

지방식이를 유지하면서 매일 1회씩 정해진 시간에 경구 투여

하였다.

모든 실험 종료 후 실험동물을 12시간 절식시킨 후 의료용 

산소 30%, 아산화질소 70% 혼합 이소플루란(isoflurane)을 

흡입시켜 마취하여 복대 정맥으로부터 혈액을 수집하였으며, 

희생시켜 간과 췌장 조직을 분리하였다.

3) 생리현상 변화 측정

당뇨병 발생에 따른 생리현상 변화를 관찰하기 위해 약물 

투여 1주째 및 16주째에 체중 변화를 측정하였다. 섭식량 변화

(food intake)를 측정하기 위해 매 주 모든 동물에게 일정한 

양의 사료를 제공하고 남은 잔여량을 측정하였으며, 실험 기간 

동안 섭취한 총열량(calorie intake, Kcal)을 계산하였다. 음

수량(water intake) 변화는 모든 동물에게 일정한 양의 물을 

공급한 후 남은 잔여량을 측정함으로써 계산하였다. 

4) 혈액지표 변화 측정

혈당 변화를 확인하기 위해 약물 투여기간 동안 매주 1회 

꼬리정맥으로부터 혈액을 채취, 혈당측정기(Accu-Check, 

Roche Diabetes Care GmbH, Mannheim, Germany)를 이용

하여 혈당을 측정하였으며, 실험 종료일 전날 12시간 공복 후 

경구포도당부하검사(Oral glucose test, OGTT)를 실시하여 

내당능장애 발생 정도를 측정하였다. 

실험 종료 후 수집한 혈액으로부터 혈청을 분리하여 포도당

(glucose), 인슐린(insulin), 총 콜레스테롤(total cholesterol), 

중성지방(triglyceride), HDL-콜레스테롤 및 간 손상지표인 

AST와 ALT의 농도를 자동혈액분석기(Automatic clinical 

biochemistry analyser) 및 enzyme- linked immunosorbant 

assay(ELISA) kit를 이용하여 측정하였으며 , 각 마커의 표

준용액을 이용한 standard curve를 통해 농도를 계산하였다.

5) 조직병리 변화 관찰

실험 종료 후 간(Liver)과 췌장(pancreas) 조직을 분리하여 

4% paraformaldehyde 용액에서 24시간 이상 고정시킨 후 

10∼30% sucrose 용액으로 가라앉히고, 자동조직과정 처리

기를 통해 탈수, 투명, 침투화 하였다. 이를 파라핀으로 포매한 

후 조직절편기(microtome)를 이용하여 4∼6 um 두께 절편

으로 제작하였다. 조직절편을 슬라이드에 부착시킨 후 각 조

직의 H&E 염색을 위하여 xylene으로 먼저 포매된 파라핀을 

제거하고, hematoxylin 용액으로 6분간 염색, 이를 0.1∼1% 

HCl이 각각 포함된 75% alcohol로 수세한 후 eosin 용액으로 

3분 간 대조 염색을 실시하였다. 염색된 슬라이드는 95∼

100% 알코올로 탈수와 투명과정을 거친 후 permount로 봉

입하고 구조적 변화를 광학현미경으로 관찰하였다.

6) 세포배양

실험에 사용된 세포는 마우스의 골격근세포주(mouse skeletal 

muscle cell line)로 미분화상태의 근아세포인 C2C12 세포를 

ATCC사(CRL-1772™, Manassas, VA, USA)로부터 구입

하여 사용하였으며, 10% FBS와 1% penicillin/streptomycin 

(P/S)이 함유된 DMEM을 배양액으로 하여 37℃, 5% CO2의 

조건에서 배양하였다. 약 85~95%의 세포가 성장하였을 때 

2% Horse serum(HS)와 1% P/S이 함유된 DMEM을 매일 1회

씩 총 5일간 교체함으로써 미분화상태의 근아세포(myoblasts) 

를 근관세포(myotubes)로 분화시켜주었으며, 분화 4일과 5일

차에 DM1 복합추출물을 0.5, 1, 2 ㎎/㎖ 또는 대조약물로서 

항당뇨약인 메트포민(Metformin)을 2.5 mM/㎖ 처리하였다.

7) 세포독성평가

C2C12 세포에서 DM1 복합추출물의 독성 농도를 평가하기 

위해 MTT assay를 수행하였다. 즉, C2C12 myoblasts 

(2×104 cells/well)를 96-well culture plate에 분주하여 

37℃, 5% CO2 조건으로 하루 동안 배양한 후 DM1 복합추출

물을 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 3 ㎎/㎖의 농도로 처리하여 24시간 

배양하였다. 여기에 각 well 당 MTT 용액을 10 ㎕ 씩 넣어 2

시간 동안 배양하면서 환원반응을 유도하였다. 이후 발색정도를 

microplate reader를 이용하여 550 ㎚에서 흡광도를 측정하

였으며, 세포독성정도는 세포만 배양한 대조군에서의 100% 

생존도를 기준으로 상대적인 세포생존도(cell viability)를 계

산하였다. 

8) Western Blot

C2C12 세포에서 발현되는 근육분화(Myogenin, MHC), 

에너지대사(PGC1α, Sirt1, NRF1, TFAM), 에너지 항상성 

유지(ACC, AMPK)의 단백질에 대한 DM1 복합추출물의 조

절 효과를 확인하기 위해 western blot을 수행하였다. 즉, 

C2C12 세포를 60 ㎜ culture dish에서 하룻밤 배양한 다음 

약 85~95%의 세포가 성장하였을 때 2% HS와 1% P/S이 함

유된 DMEM을 매일 1회씩 총 5일간 교체함으로써 미분화상

태의 근아세포를 근관세포로 분화시켜주었으며 분화 4일과 5

일차에 서로 다른 농도의 DM1 복합추출물(0.5, 1, 2 ㎎/㎖) 

및 대조약물인 Metformin(2.5mM/ml)을 처리해주었다. 각 
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세포를 수거하여 3,000 rpm에서 5분간 원심분리 한 후 

RIPA buffer를 넣고 homogenizer를 이용하여 마쇄한 후 

4℃, 14,000rpm에서 20분 동안 원심 분리하였다. 상청액을 

수집하여 Bradford’s assay 용액으로 단백질의 농도를 측정한 

후 30 ㎍ 단백질을 SDS-PAGE 분리하였다. 이를 nitrocellulose 

membrane에 transfer한 후 5% skim milk에 담겨 상온에서 

3시간 동안 blocking 하였다. 여기에 5% skim milk에 희석

한 각 단백질의 1차 항체와 4℃에서 하룻밤 반응시켰으며, 

1x TBST buffer(Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20, 

pH 7.5)를 이용하여 15분씩 3회 세척한 후 HRP- 

conjugated 2차 항체와 실온에서 3시간 반응시켰다. 이를 다시 

1x TBST로 3회 세척한 후 ECL 용액으로 염색하고 자동감광

장치(Bio-Rad ChemiDoc)를 이용해서 단백질의 발현 정도

를 확인하였다. 각 단백질의 밴드를 Image J program(NIH, 

USA)을 이용하여 β-actin의 발현 정도와 비교한 발현 비율

로 계산하여 histogram으로 나타내었다.

9) 통계분석

실험결과는 GraphPad Prism 5.0 분석프로그램(GraphPad 

Software, La Jolla, CA, USA)을 이용해 histogram으로 나

타내었고 유의성을 one-way ANOVA와 Turkey’s test를 통

해 검정하여 95% confidence interval 이상인 경우를 유의성 

있는 것으로 판정하였다.

Ⅲ. 결   과

1. 당뇨병 동물모델에서의 개선 효과

1) 생리변화에 대한 효과

DM1이 체중과 칼로리 변화 및 수분 섭취에 미치는 영향을 

확인한 결과, 체중변화에서는 정상군에 비해 고지방식이를 

16주 실시한 당뇨병 유발 대조군(HFD)에서 유의한(p < 0.001) 

체중 증가가 관찰되었으며, 4주 간 DM1을 투여한 군(DM1 

500 ㎎/㎏)에서는 대조군에 비해 유의한 감소가 관찰되지 않

았고, 대조약물인 메트포민 투여군(Met 500 ㎎/㎏)에서는 유

의한(p < 0.001) 체중 감소가 확인되었다(Fig. 1A). 칼로리 

섭취량(calories intake) 변화에서는 정상군에 비해 당뇨병 

유발 대조군에서 유의적인(p < 0.01) 증가가 나타났고, 이는 

DM1(p < 0.05)과 메트포민(p < 0.001) 투여에 의해 감소하는 

것으로 나타났다(Fig. 1B). 또한 수분 섭취량(water intake) 

변화에서는 대조군에서 정상군 대비 유의적인(p < 0.001) 감

소가 관찰되었고, 대조군에서의 수분 섭취량 감소는 DM1(p <

0.05)과 메트포민(p < 0.01) 투여에 의해 유의적으로 증가하

였다(Fig. 1C). 따라서 고지방식이로 당뇨병이 유발된 마우스에 

DM1의 투여는 비만에 의한 칼로리 증가를 감소시키고, 수분 

섭취 증가 변화를 개선시킬 수 있는 것으로 나타났다.

Fig. 1. Effects of DM1 extract on the physiological changes in HFD-induced diabetic mice.
Mice were HFD for 12 weeks and then administrated DM1 extract at 500 ㎎/㎏ or metformin at 500 ㎎/㎏ for 4 weeks. (A) the body weight
was measured in mice once a week. (B) Calorie intake and (C) water intake were measured in mice at 16 week. Data were presented as
mean±SD (n=5 per a group). *p < 0.05. **p < 0.01, and ***p < 0.001 vs. normal (a) or diabetic control group (b).

2) 혈당변화에 대한 효과

고지방식이 유도 당뇨병 마우스에서 DM1의 혈당 증가 변

화에 대한 효과를 확인하기 위하여 공복혈당검사 및 경구당부하

검사(OGTT)를 실시하였다. 먼저 공복혈당검사(fasting blood 

glucose, FBG)에서는 정상군에 비해 당뇨병 유발 대조군에

서 유의적으로(p < 0.001) 증가하였으며, 이러한 증가는 DM1 

및 메트포민 투여에 의해 감소하였으나 유의성은 관찰되지 않

았다(Fig. 2A). 그러나 OGTT에서는 대조군에 비해 DM1 투여 

15분(p < 0.01), 30분(p < 0.001), 60분(p < 0.01)에 유의적인 

혈당 감소가 관찰되어(Fig. 2B) DM1의 투여가 내당능장애를 

개선시키는 효과가 있는 것으로 나타났다.
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Fig. 2. Effects of DM1 extract on the change of blood glucose in 
HFD-induced diabetic mice.
Mice were HFD for 12 weeks and then administrated DM1 extract
at 500 ㎎/㎏ or metformin at 500 ㎎/㎏ for 4 weeks. (A) the levels 
of fasting blood glucose were measured in whole blood of mice 
once a week during administration for 4 weeks. (B) the oral glucose 
tolerance test (OGTT) was performed in mice at 16 week Data 
were presented as mean±SD (n=5 per a group). **p < 0.01, and 
***p < 0.001 vs. normal (a) or diabetic control group (b).

3) 혈액지표 변화에 대한 효과

고지방식이 유도 당뇨병 마우스에서 DM1의 혈액지표 변화에 

미치는 효과를 확인하기 위해 혈청으로부터 포도당(glucose), 

인슐린(insulin), 중성지방(triglyceride), 고밀도 지질단백질

(HDL-cholesterol) 및 간 손상지표인 아스파테이트 아미노

전이효소(aspartate amino- transferase, AST), 알라닌 아

미노전이효소(alanine amino- transferse, ALT) 수치를 측

정하였다. 그 결과, 정상군에 비해 당뇨병 유발 대조군에서 

포도당, 인슐린, 증성지방, 고밀도 지질단백질, AST 및 ALT의 

유의적인(p < 0.001) 증가가 관찰되었다(Fig. 3). 이러한 혈액

지표들의 변화는 DM1 투여에 의해 유의적인 혈당 감소(p < 0.01, 

Fig. 3A), 중성지방 감소(p < 0.01, Fig. 3C) 및 AST(p < 0.01, 

Fig. 3E), ALT(p<0.05, Fig. 3F)의 감소 및 인슐린 분비 증가

(p < 0.05, Fig. 3B)와 고밀도 지질단백질 수치의 증가(p < 0.05, 

Fig. 3D)를 유도하였다. 또한 메트포민 투여군에서도 유의적인 

혈당감소, 인슐린 감소, AST와 ALT의 감소를 나타내었다. 

따라서 고지방식이로 당뇨병이 유발된 마우스에 DM1의 투여는 

혈당과 중성지방 증가를 감소시키고 인슐린과 고밀도 지질단

백질 분비를 증가시킴으로써 혈당장애를 개선시킬 수 있으며 

간 손상을 감소시킬 수 있는 것으로 나타났다. 

Fig. 3. Effects of DM1 extract on the change of serological markers in HFD-induced diabetic mice.
Mice were HFD for 12 weeks and then administrated DM1 extract at 500 ㎎/㎏ or metformin at 500 ㎎/㎏ for 4 weeks. The levels of glucose
(A), insulin (B), triglyceride (C), HDL-cholesterol (D), AST (E), and ALT (F) were measured in the sera of mice at 16 week. Data were presented
as mean±SD (n=5 per a group). *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 vs. normal (a) or diabetic control group (b).

4) 간과 췌장 조직의 구조적 변화에 대한 효과

고지방식이 유도 당뇨병 마우스에서 DM1이 당뇨병으로 인한 

간과 췌장 조직 손상을 개선시킬 수 있는지 확인하기 위하여 

각 조직을 분리한 후 H&E 염색을 실시하였다. 결과, 정상군에 

비해 대조군의 간에서 많은 지방 축적(lipid droplets)이 관찰

되었으며 이는 DM1과 메트포민 투여에 의해 감소되는 것을 
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관찰하였다(Fig. 4A). 또한 췌장조직에서는 정상군에 비해 대

조군에서 랑게르한스섬의 크기가 증가하는 것으로 관찰되었고, 

DM1의 투여는 대조군과 유사한 형태를 나타내었으며 메트포

민의 투여는 다소 감소시키는 것으로 나타났다(Fig. 4B). 이

러한 결과는 혈청 내 인슐린 분비 변화(FIg. 3B)에서의 결과와 

유사한 것을 알 수 있었다. 따라서 고지방식이로 당뇨병이 유

발된 마우스에 DM1의 투여는 지방간 변화를 개선시키고, 췌

장 랑게르한스섬에서의 인슐린 분비를 자극할 수 있는 것으로 

나타났다. 

Fig. 4. Effects of DM1 extract on the histological change of liver and pancreas in HFD-induced diabetic mice. Mice were HFD for 12 weeks
and then administrated DM1 extract at 500 ㎎/㎏ or metformin at 500 ㎎/㎏ for 4 weeks. The histological changes of liver (A) and pancreas
(B) were observed under microscope after H&E staining (x200). Arrows present Langerhans' islets (B).

2. 근육세포에서의 조절 기전

1) 세포독성에 대한 영향

마우스의 골격근세포인 C2C12 myoblasts에서 DM1 복합

추출물에 의한 독성정도를 평가하기 위해 MTT assay를 수행

하였다. 그 결과 DM1 복합추출물을 2 ㎎/㎖ 농도까지 처리

하였을 때 세포생존도의 감소가 관찰되지 않았으며, 3 ㎎/㎖ 

농도 처리군에서 무처리군에 비해 유의적인(p < 0.01) 세포생

존도 감소가 관찰되었다(Fig. 5). 따라서 이후 실험에서는 독

성이 없는 농도범위(0.5, 1, 2 ㎎/㎖)에서 수행하였다(Fig. 5).

Fig. 5. Effect of DM1 extract on cell viability in C2C12 myoblasts. 
Cells were treated with DM1 extract at 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 and 3 
㎎/㎖ for 24 hr. Cell viability was measured by MTT assay. Data 
represents mean±SD of three independent experiments. **p <
0.01 vs. non-treated cells.

2) 근육 분화 및 미토콘드리아-매개 에너지대사 조절

단백질 발현에 대한 효과

골격근세포에서 DM1 복합추출물의 근 분화유도 효과를 확

인하기 위해 C2C12 myoblasts를 myotubes로 분화시킨 후 

성숙한 근육세포에서 발현되는 MyHC 단백질의 발현을 western 

blot 방법으로 확인하였다. 그 결과, MyHC의 발현은 DM1 

복합추출물을 처리하지 않은 세포에 비해 DM1 복합추출물 

0.5 ㎎/㎖(p<0.05), 1 ㎎/㎖(p<0.05), 2 ㎎/㎖(p<0.01) 처

리에 의해 유의적인 발현 증가를 나타내었다(Fig. 6A). 한편, 

미토콘드리아-매개 에너지대사 조절 단백질인 PGC1α, 

Sirt-1, NRF-1의 발현에서는 DM1 복합추출물 처리 농도에 

의존적으로 이들의 발현이 증가하였으며, 대조약물인 메트포민 

처리군에서도 이들 단백질의 발현 증가가 관찰되었다(Fig. 6B). 

또한 에너지대사 조절 신호전달분자인 AMPK의 인산화 발현 

변화에서도 DM1 복합추출물의 처리는 약물을 처리하지 않은 

군에 비해 인산화 발현이 증가하는 것으로 나타났다(Fig. 6C). 

따라서 DM1 복합추출물은 근육세포에서 근 분화를 촉진할 

수 있으며, 미토콘드리아-매개 에너지조절 단백질들의 발현 

증가를 유도함으로서 근육 기능 증진에 도움을 줄 수 있는 것

으로 나타났다.
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Fig. 6. Effects of DM1 extract on the expression of MyHC, PGC1α, Sirt-1 and NRF-1 and the AMPK phosphorylation in C2C12 myotubes.
Cells were treated with DM1 (0.5, 1, and 2 ㎎/㎖) or metformin (2.5 mM/㎖) for 24 hr. The expressions of MyHC (A), PGC1α, Sirt-1 and 
NRF-1 (B), and the phosphorylation of AMPK (C) were determined by western blotting, respectively. All data were presented as the means
±SD of three independent experiments. M, metformin-treated cells. *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. non-treated cells.

Ⅳ. 고   찰

제2형 당뇨병은 일반적으로 인체 조직에서 인슐린 저항성이 

유발되는 가운데 췌장의 베타세포에서 인슐린 분비가 감소할 때 

발생된다고 알려져 있으며 비만과 연관성이 높은 것으로 보고 

있다2). 따라서 비만에서 당뇨병으로 이어지는 병리기전의 차

단은 당뇨 예방과 치료에 있어 중요한 목표가 되고 있다. 특히 

비만 환자에서의 과도한 지방 유입은 각종 조직(세포)에서의 

미토콘드리아 과활성화와 이에 의한 활성산소종(ROS) 증가를 

통한 미토콘드리아 기능 저하 및 세포 염증, AMPK 수준 감소 

등을 통해 인슐린 저항성으로 이어지게 된다9). 그러므로 산화

스트레스와 염증 감소, 조직에서의 대사기능 회복을 통한 인

슐린 저항성 개선이 비만에서 당뇨병으로 이환되는 것을 억제

하는 중요 방법이 될 수 있다. 현재 비만의 가장 중요한 원인

으로 제시하고 있는 포화지방의 과도한 섭취는 췌장 랑게르한

스 섬에서의 지방 축적으로 인한 독성 작용을 나타내고10), 베타

세포 손상은 당뇨병 이환에 결정적인 요소로 작용할 수 있다11). 

한의학에서 현대의 고지방 섭식과 과량의 식이방식은 食積에 

해당한다고 볼 수 있으며, 식적은 비를 손상하게 된다(食積傷

脾)12). 현대 당뇨병에 대해서는 東醫寶鑑 消渴門에서는 다양

한 소갈 병증으로 설명하고 있으며, 소갈에는 上消, 中消, 下

消의 3가지 유형이 있어 각각 ‘上消者, 舌上赤裂, 大渴引飮, 

膈消是也.’, ‘中消者, 善食而瘦, 自汗, 大便硬, 小便數. 所謂癉
成爲消中者, 是也.’, ‘下消者, 煩燥引飮, 耳輪焦乾, 小便如膏, 

腿膝枯細, 所謂焦煩水易虧者, 是也’라 하여 구분하고 있다. 

한편 소갈의 치료 방법에 있어서는 ‘養肺降火生血爲主’, ‘肺爲

五藏華蓋, 若下有煖氣蒸則肺潤... 火力者, 腰腎强盛, 常須煖

補腎氣’라 하여, 補肺, 淸熱, 生血, 補腎陽을 중요시하고 있다6). 

한편 [黃帝內經 素問 氣厥論]에서 나타나는 熱病의 전변과정은 

‘脾移熱於肝則爲驚衄, 肝移熱於心則死, 心移熱於肺傳爲鬲消, 

肺移熱於腎傳爲柔痓, 腎移熱於脾傳爲虛腸澼, 死不可治’라 하여 

脾, 肝, 心, 肺, 腎의 순서를 따른다고 하였다13). 이와 같이 한

의학에서 소갈은 열병의 범주로 열병의 시작이 脾에서 시작하

므로 그 치료에는 반드시 補脾가 포함되어야 함을 생각해 볼 

수 있다.

본 연구에서는 12주의 고지방 식이를 통해 비만형 당뇨병을 

유발시킨 마우스에 창출, 지모, 육계를 혼합, 추출한 복합약

물(DM1)을 4주 간 투여하여 DM1의 항당뇨 효과 및 약리기

전을 확인하였다. 본 연구에서 DM1은 섭식에 의한 칼로리와 

음수량의 증가, 혈당과 당 내성 증가를 감소시켰으며, 혈액지

표에서 포도당과 중성지방 수치를 낮추고, 인슐린 및 고밀도 

지질단백질의 분비를 증가시킴으로써 혈당조절 효과를 나타

내었다. 또한 H&E 염색을 통한 간과 췌장 조직의 구조적 변화 

관찰에서 DM1 투여는 간 조직에서의 지방방울(lipid droplet) 

축적 감소를 통한 지방간 형성 억제효과를 확인할 수 있었으며, 

췌장 조직에서는 랑게르한스섬의 크기가 정상군에 비해 16주 간 

고지방식이를 실시한 대조군에서 증가하며 이는 대조약물인 

메트포민 투여에 의해 감소하는 것을 확인하였다. 특히 DM1 

투여군의 랑게르한스섬 크기는 대조군과 큰 차이가 관찰되지 

않았는데 이는 혈청 내 인슐린 수치가 정상군에 비해 대조군

에서 크게 증가하였고, DM1 투여에 의해 대조군 대비 유의적인 

증가를 나타낸 결과와 일치한다. 비만은 내당능장애를 발생시
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키며 흔히 인슐린 저항성이 동반하는데 이는 췌장 베타세포에

서의 인슐린 분비능의 보상적 증가를 유도함으로써 혈당을 조

절하게 된다. 그러나 이러한 조절작용에도 인슐린 저항성을 

극복할 수 없는 시점이 되면 혈당 상승과 함께 제2형 당뇨병이 

발생하게 된다. 따라서 DM1은 고지방식이로 내당능장애가 

발생함에 따라 요구되는 인슐린의 보상적 증가를 촉진함으로써 

인슐린 저항성 개선을 통해 정상적 혈당유지에 도움을 줄 수 

있으며, 이는 DM1이 현재 치료제로 사용되고 있는 췌장 베타

세포에 직접 작용하는 설폰요소계(sulfonylurea) 혈당강하제들

(glibenclimide, gloclazide)과 유사한 효과를 나타낼 수 있음을 

의미하지만 이에 대한 약리기전 연구는 좀 더 구체적으로 이

루어져야 할 것으로 사료된다. 

본 근육세포실험에서는 DM1이 근세포 분화마커인 MyHC의 

발현을 증가시킴으로써 근분화를 촉진할 수 있음을 확인하였고, 

근육 내 에너지대사를 조절하는 미토콘드리아-매개 조절단백

질인 PGC1α, Sirt-1, NRF-1 및 AMPK 발현 증가를 통해 

당대사를 촉진함으로써 인슐린 저항성을 개선시킬 수 있음을 

확인하였다. 그러나 DM1의 구체적 에너지대사 조절작용 확

인을 위해서는 근육세포에서의 다양한 근 분화조절인자들

(myoogenic regulatory factors, MRFs)인 Myogenin, 

MyoD, Myf5, MRF4 등에 대한 조절 작용과 미토콘드리아-

매개 에너지조절인자들(mitochondrial biogenesis markers) 

인 PGC1α, Sirt-1, NRF-1, TFAM 등의 단백질 발현 변화 외 

실제적 에너지 양(ATP)의 증가와 포도당 수송체들(glucose 

transporters)의 발현 변화 등에 대한 추가 연구가 더 필요할 

것으로 보아진다. 그러나 본 연구를 통해 DM1이 당뇨병 유발 

시 동반될 수 있는 근육량 감소나 기능 저하에서 근 분화를 촉

진시키거나 에너지대사 증진을 통한 인슐린 저항성 개선에 도

움을 주어 비만이나 당뇨병성 근감소증 예방에 도움을 줄 수 

있을 것으로 기대한다.

DM1의 구성약물 중 창출은 전통적으로 燥濕健脾, 祛風散

寒하는 효과가 있다고 알려져 있으며7), 최근 현대약리 연구를 

통해 항암작용, 무산소증에 대한 보호효과, 니코틴성 아세틸

콜린 수용체(nicotinic acetylcholine receptor) 억제 효과, 

항고혈압 작용, 콜라겐 유도 경로에 대한 항혈소판 효과, 위 

비움 억제 및 소장 운동 증가 효과, 위염 억제작용, 항염증, 

살균, 해열 효과 등 다양하게 보고되고 있다14). 특히 주요 성분 

중 하나인 stigmasterol은 근육과 백색지방 세포에서 GLUT4

의 발현을 증가시키고, KK-Ay 비만형 당뇨병 마우스에서 인

슐린 저항성과 경구 당 부하 억제, 공복혈당 및 혈중 중성지질, 

콜레스테롤 수치를 감소시키는 것이 확인되어 당뇨병 치료에 

효과적인 성분으로 알려져 있다15,16). 이 외에 β-Eudesmol은 

위 장관에서의 도파민 D2 및 5-HT3 수용체 억제를 통한 위

장관 운동 조절효과17) 및 atractylenolide III 성분과 함께 뇌

에서 5-HT2A 수용체 억제를 통한 뇌신경보호효과가 보고된 

바 있다18). 이러한 창출의 다양한 효과는 지방간 생성과 염증

억제 및 갈색지방에서의 에너지생성 증가, 지방합성 억제 및 

adiponectin 분비 증가 등 다양한 약리작용을 통해 항비만, 

항당뇨 효과를 나타낼 수 있음을 의미한다19). 지모는 전통적

으로 淸熱瀉火, 生津潤燥, 潤腸通便하는 효능을 지닌 약물로 

알려져 있으며7), 최근 연구에서 항염증16,21,22-24), 인슐린 저

항성 개선23,25,26), 인슐린 분비 촉진27), 간에서의 당대사 활성

화 및 지방 생성 억제28), 당뇨병성 안구병증 억제29), 당뇨병성 

혈관손상 억제30), 항혈소판, 항혈전31) 및 뇌경색에서의 신경

보호32), 파골세포 분화억제33), 항우울34) 효과 등 다양하게 보

고되고 있다. 또한 지모의 항염증과 항당뇨 효과는 NF-κB 

경로16,21,22,24,25,33)과 p38 MAPK16,21,25), PI3K/AKT 신호전

달경로 억제22,24) 및 AMPK 활성화23,30) 작용과 연관되는 것

으로 알려져 있고, 특히 AMPK의 활성화는 일반적으로 

NF-kB와 p38 MAPK의 경로 억제로 이어지므로35) 지모의 

주된 약리작용은 AMPK 활성화에 있는 것으로 보아지며 이는 

근육세포에서의 Sirt-1/PGC1a 경로 활성화로 연결되어 생체 

에너지대사 증진을 통한 인슐린 저항성 개선과 항당뇨 효과를 

나타낼 것으로 보아진다. 최근 연구에서는 지모추출물의 인슐린 

분비 촉진 효과가 pertussis toxin(PTX)-sensitive Gi-protein 

또는 Ge-protein과 관련되어 있으며27), 항우울증 효과는 뇌 

조직에서의 monoamine oxidase(MAO) 활성 저해와 관련이 

있다고 보고되고 있다34). 한편 육계(C.cassia)는 전통적으로 

補元陽, 暖脾胃, 除積冷, 通血脈하는 효능을 가진 것으로 알

려져 있고7), 근래에는 항암, 항염증, 진통, 항비만 및 항당뇨, 

항균 및 항바이러스, 심혈관 보호, 화학적 조직손상 억제, 신경 

보호, 면역 조절, tyrosinase 억제, xanthine 억제, 성기능 

보호 등 광범위한 효과가 보고되고 있다36). 특히 항암 효과 

측면에서는 insulin-like growth factor-1 경로 차단에 의

한 PI3K/Akt 경로 활성 억제 및 MMP-2 발현 억제37)과 세

포 내 Ca2+ 농도 상승에 의한 세포자멸사 유도 등이 보고되

었고38), TNF-a, IL-1 등과 관련된 관절 염증 억제 효과가 

보고되고 있으며36,39), NF-kB 경로 억제에 의한 골관절염 억

제40), 동맥경화 억제41) 및 신경염증 억제42,43), 췌장세포 보호
44) 등도 보고된 바 있다. 또한 육계 추출물은 지방 세포의 분

화과정에서 갈색 지방의 분화를 촉진시키고45), AMPK 경로를 

통해 지방 및 근육 조직의 에너지 대사를 활성화시키는 것으로 

조사되었다45,46). 한편 육계는 육계추출물의 5-HT1A 수용체 

자극47,48) 및 세로토닌 재흡수49)를 통한 항우울효과와 INS-1 

베타세포에서의 인슐린 분비 촉진을 통한 제2형 당뇨병 개선

효과50)이 보고되었으며, 혈소판 응집 억제 효과51)이 보고되었

다. 이러한 DM1 구성약물의 효능연구들을 바탕으로 DM1의 

항당뇨 효과를 유추해볼 수 있으며, 본 연구를 통해 장기간의 

고지방식이로 비만과 당뇨병이 유발된 마우스에서의 혈당조

절과 인슐린 저항성 개선 효능 및 근 기능조절작용을 확인하

였다. 따라서 DM1은 비만으로부터 당뇨로의 이환을 억제하

는 약물로 활용되어질 수 있을 것으로 보인다.

Ⅴ. 결   론

본 연구에서는 고지방식이 유도 비만형 당뇨병 마우스에 

창출 · 지모 · 육계 혼합추출물(DM1)의 당뇨증상개선 및 C2C12 

근세포에서의 조절기전을 확인하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 당뇨병 마우스에서 4주 간 DM1 500 ㎎/㎏을 투여하였을 

때 비만에 의한 칼로리 섭취 증가를 유의적으로 감소시

키고, 음수량 감소를 유의적으로 증가시켰다.
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2. 당뇨병 마우스에서 DM1의 투여는 경구당부하검사에서 

내당능장애 발생을 유의적으로 감소시켰으며, 혈장 내 

포도당, 중성지방, AST, ALT 수치를 유의적으로 감소

시키고, 인슐린, 고밀도 지질단백 수치를 유의적으로 증

가시켰다.

3. 당뇨병 마우스에서 DM1의 투여는 간 조직에서 지방방울 

증가를 통한 지방간 형성을 억제하였다.

4. C2C12 myotubes에서 DM1 0.5, 1, 2 ㎎/㎖ 처리은 

근분화단백질인 MyHC의 발현을 농도 의존적으로 증가

시켰으며, 미토콘드리아-매개 에너지생합성 조절단백

질인 PGC1α, Sirt-1, NRF-1 및 인산화 AMPK의 발

현을 증가시켰다.

본 결과로부터 창출·지모·육계 혼합추출물은 비만으로 인해 

발생하는 내당능장애, 인슐린 저항성 및 당뇨증상을 개선시킬 

수 있으며, 이는 근육세포에서의 에너지생성기전 조절과 연관

이 있음을 알 수 있었다.
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