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ABSTRACT

Objective : The present study was conducted to investigate the effects of Chaenomelis Fructus (CF) on the regulation 

of biogenesis in C2C12 mouse skeletal muscle cells.

Methods : C2C12 myoblasts were differentiated into myotubes in 2% horse serum-containing medium for 5 days, and 

then treated with CF extract at different concentrations for 48 hr. The expression of muscle differentiation markers, 

myogenin and myosin heavy chain (MHC) and mitochondrial biogenesis-regulating factors, peroxisome proliferator- 

activated receptor gamma coactivator 1alpha (PGC1α), sirtuin1 (Sirt1), nuclear respiratory factor1 (NRF1) and 

transcription factor A, mitochondrial (TFAM), and the phosphorylation of AMP-activated protein kinase (AMPK) and 

acetyl-CoA carboxylase (ACC) were determined in C2C12 myotubes by reverse transcriptase (RT)-polymerase chain 

reaction (RT-PCR) and western blot, respectively. The cellular glucose levels and total ATP contents were measured 

by cellular glucose uptake and ATP assays, respectively.

Results : Treatment with CF extract (0.01, 0.02, and 0.05 ㎎/㎖) significantly increased the expression of MHC protein 

in C2C12 myotubes compared with non-treated cells. CF extract significantly increased the expression of PGC1α 

and TFAM in the myotubes. Also, CF extract significantly increased glucose uptake levels and ATP contents in the 

myotubes. 

Conclusion : CF extract can stimulate C2C12 myoblasts differentiation into myotubes and increase energy production 

through upregulation of the expression of mitochondrial biogenetic factors in C2C12 mouse skeletal muscle cell. This 

suggests that CF can help to improve skeletal muscle function with stimulation of the energy metabolism.
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Ⅰ. 서   론

골격근(skeletal muscle)은 우리 몸의 에너지 소비를 발생

시키는 생체에너지 조절기관이며, 골격근의 노화와 근육 기능 

상실은 각 종 신체 기능의 감소와 장애를 일으키고 사망의 위

험도를 증가시키는 것으로 알려져 있다1). 골격근육량 감소의 

결과로 나타나는 근감소증은 노화와 함께 나타나는 점진적인 

근육량 감소 상태이며, 최근 한국 사회의 고령화 현상에 따른 각 

종 노인 장애 증가와 더불어 비만이나 당뇨병과 같은 만성 대

사성 질환 발생과도 밀접하게 연관되는 것으로 알려지면서2,3) 

인슐린 저항성 조절과 생체 에너지대사 조절의 핵심 기관인 

골격근에 대한 연구와 관심이 더욱 증가하고 있다4-6). 근감소증 

연구는 골감소증이나 골다공증 연구에 비해 훨씬 늦게 시작되

었고 아직 근감소증의 정의나 표준화된 측정방법, 일치된 진

단기준 등이 확립되어 있지 않아서 향후 고령화에 따른 노인 

문제 증가에 대비한 새로운 치료법 및 예방법 개발을 위한 연

구가 절실히 필요한 실정이다7).

한의학에서 筋肉은 肌肉과 筋의 개념으로 설명하는데, 肌

肉은 근육 형태의 대부분을 차지하는 몸통 부위인 筋腹에 해

당하고, 筋은 근육의 작용을 만드는 힘줄과 근막에 해당한다고 

볼 수 있으며, 이는 서양의학에서의 연골, 힘줄, 인대 등을 통

칭하는 연부조직과 연골, 신경, 림프, 관절 주변을 모두 포함

한다고 할 수 있다8). 또한 한의학에서 肝主筋 이론으로부터 

肉은 脾胃에 속하므로9), 간의 기능을 향상시키는 약물은 근육

기능 저하를 개선시킬 수 있으며, 脾主肌肉 이론으로부터 비의 

기능이 기육을 주관하며, 비의 원활한 운행(脾主運化)을 통해 

기육에 영양이 풍부해져 근육기능을 향상시킬 수 있다고 본다9). 

따라서 본 연구에서는 간과 비의 기능을 조절하는 한약을 이용

하여 근육 기능 증진 효능을 검증하고자 하였다.

木瓜(Chaenomelis Fructus, CF)는 장미과(Rosaceae)에 

속한 모과나무(Chaenomeles sinensis Koehne)와 명자 꽃

(C. lagenaria (Loisel) Koidz, C. speciosa (Sweet) Nakai)의 

성숙한 과실로 性味는 溫, 酸하고, 歸經은 肝, 脾로 氣血의 소

통을 도와주어 근육의 경직을 풀어주는 舒筋活絡의 효능과 위

장을 조화롭게 하여 습을 말리는 和胃化濕 효능이 있다9,10). 

모과는 濕痺로 인해 팔다리 근육에 경련이 일어나는 濕痺拘

攣, 허리와 무릎이 시리고 무거우며 통증이 있는 腰膝關節酸

重疼痛, 구토와 설사가 같이 나타나면서 쥐가 나는 吐瀉轉筋, 

오래된 濕이 열로 바뀌어 소변이 잘 통하지 않고 다리가 붓는 

脚氣水腫 등의 증상을 치료하는 데에 효과가 있는 것으로 알

려져 있다10). 또한 모과의 현대약리효능 연구로 고지방식이로 

비만이 유도된 마우스에서의 항비만 효과와 지방세포 조절11), 

항산화와 미백효과12,13), 항응혈 작용14), 주름개선15), 대식세포

에서의 항염증 효과16), 간세포에서 AMPK 활성화를 통한 당 대

사조절17) 및 carbachol 투여로 인해 항진된 흰쥐의 장운동 억제 

효과18) 외 모과추출물 구성성분에 대한 약리학적 문헌고찰19) 

등이 보고된 바 있다. 

본 연구에서는 모과의 舒筋活絡의 효능 특성이 근육기능에 

어떤 영향을 주는지 알아보기 위해 마우스 골격근 세포에 모

과추출물을 처리하여 근세포 분화 및 에너지대사 조절작용에 

대한 효과를 확인하였다.        

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료 

1) 약재

본 실험에 사용된 모과(Chaenomelis Fructus, CF)는 광

명당제약(울산, 한국)으로부터 표준약재를 구입한 뒤 동국대

학교 한의과대학 본초학교실에서 정선하여 추출물 제조에 사

용하였다. 

2) 시약 및 기기

본 실험에 사용된 시약으로는 Dulbecco Modified Eagle 

Medium (DMEM), penicillin/streptomycin (Corning, 

NY, USA), Fetal bovin serum (FBS), hores serum (HS) 

(Merck Millipore, Temecula, CA, USA), ATP colorimetric 

assay kit (BioVision, Miplitas, CA, USA), Anti-Sirt1, 

TFAM, NRF1, AMPK, phospho-AMPK, ACC, phospho- 

ACC(Cell singlaing, Danvers, MA, USA), Anti-MHC, 

GLUT4 (Santa Cruz, Dallas, MA, USA), Anti-PGC1α, 

radioimmunoprecipitation assay (RIPA: Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) 등이 있으며, 광학현미경

(LEICA, Wetzler, Germany), Microtiter plate reader 

(ASYS, Austria), 약재추출기(Daihan saientific, Korea), 

회전식감압농축기(Eyela Co., Ltd, Japan), 동결건조기(Ilshin 

Lab Co., Ltd, Korea), 자동감광장치(ChemiDoc; Biorad, 

USA) 등의 기기를 실험에 사용하였다. 

2. 방법

1) 모과추출물 제조

모과추출물(Chaenomelis Fructus, CF)은 모과 200 g에 

정수된 물 2L를 넣고 95℃에서 3시간동안 1차 추출한 후 같은 

비율로 2차 추출을 실시하였다. 추출물은 1호 와트만 거름종

이(Whatman paper filter No.1)로 거르고, 회전식 감압농축

기를 이용하여 농축한 후 동결건조기를 이용하여 건조시켰다. 

이때 수율은 25.6%였다. 모과추출물은 냉장보관하면서 실험 

직전 생리식염수에 적정 농도로 완전 용해시킨 후 세포실험을 

위한 약물(CF-W extract)로 사용하였다.

2) 세포배양

실험에 사용된 세포는 마우스의 골격근세포주(mouse 

skeletal muscle cell line)로 미분화상태의 근아세포인 

C2C12 세포를 ATCC사(CRL-1772™, Manassas, VA, 

USA)로부터 구입하여 사용하였으며, 10% FBS와 1% P/S이 

함유된 DMEM을 배양액으로 하여 37℃, 5% CO2의 조건에서 

배양하였다. 약 85~95%의 세포가 성장하였을 때 2% HS와 

1% P/S이 함유된 DMEM을 매일 1회씩 총 5일간 교체함으로써 

미분화상태의 근아세포(myoblasts)를 근관세포(myotubes)로 

분화시켜주었으며, 분화 4일과 5일차에 모과추출물(0.01, 

0.02, 0.05 ㎎/㎖) 또는 대조약물로사 항당뇨약인 메트포민

(Metformin, 2.5 mM/㎖)을 처리하였다.
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3) 세포독성평가

C2C12 세포에서 모과추출물의 독성 농도를 평가하기 위해 

WST-1 assay를 수행하였다. 즉, C2C12 myoblasts(2×104 

cells/well)를 96-well culture plate에 분주하여 37℃, 5% 

CO2 조건으로 하루 동안 배양한 후 모과추출물을 0.02, 

0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1 ㎎/㎖의 농도로 처리하여 24시간 배

양하였다. 여기에 각 well 당 WST-1 용액을 10 ㎕ 씩 넣어 

2시간 동안 배양하면서 환원반응을 유도하였다. 이후 발색정

도를 microplate reader를 이용하여 420 ㎚에서 흡광도를 

측정하였으며, 세포독성정도는 세포만 배양한 대조군에서의 

100% 생존도를 기준으로 상대적인 세포생존도(cell viability)

를 계산하였다. 

4) Revers Transcriptase(RT)-PCR

C2C12 세포에서 발현되는 에너지대사(PGC1α, Sirt1, 

NRF1, TFAM)의 유전자에 대한 모과추출물의 조절 효과를 

확인하기 위해 RT-PCR을 수행하였다. 즉, C2C12 세포를 

60 ㎜ culture dish에서 하룻밤 배양한 다음 약 85~95%의 

세포가 성장하였을 때 2% HS와 1% P/S이 함유된 DMEM을 

매일 1회씩 총 5일간 교체함으로써 미분화상태의 근아세포를 

근관세포로 분화시켜주었으며 분화 4일과 5일차에 서로 다른 

농도의 모과추출물(0.01, 0.02, 0.05 ㎎/㎖) 및 대조약물인 

Metformin(2.5 mM/㎖)을 처리해주었다. 각 세포를 수거하여 

3,000 rpm에서 5분간 원심분리 한 후 TRIzol 용액을 이용하여 

total RNA를 분리하였다. 분리된 RNA의 농도를 Nanodrop

을 이용하여 정량한 후 total RNA(5 ㎍)에 5×RT buffer, 

oligo-(dT) primer, dNTP mixture, PromegaTM M-MLV 

reverse transcriptase를 넣고 25℃에서 10분, 42℃에서 60분, 

70℃에서 15분의 조건으로 반응시켜 cDNA를 합성하였다. 

PCR 수행을 위해 합성된 cDNA 1 ㎕에 각 타겟 유전자에 대한 

primers(Table 1) 및 10x PCR buffer(10 mM Tris-HCl, 

pH8.3, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100), 2 mM dNTP, 

1U Taq polymerase를 혼합한 후 94℃에서 2분 조건에서 1 

cycle, 94℃에서 30초, 55∼63℃에서 30초, 72℃에서 60초 

조건에서 30 cycles; 72℃에서 5분 조건에서 1 cycle을 수행 

하였다. 최종 PCR 반응물은 EtBr을 포함하는 1% agarose 

gel을 이용하여 100V, 30분간 전기 영동한 후 자동감광장치

(Bio-Rad ChemiDoc)를 이용하여 확인하였다. 각 PCR 반응

물의 밴드를 Image J program(NIH, USA)을 이용하여 

GAPDH의 발현 정도와 비교한 발현 비율로 계산하여 

histogram으로 나타내었다.

Primer name Acession No. Sequences (5‘ → 3’)

PGC1α
Forward XM 006503779.3 CAC CAA ACC CAC AGA AAA CAG

Reverse XM 006503779.3 GGG TCA GAG GAA GAG ATA AAG TTG

Sirt1
Forward NM 001159589.2 GAT CCT TCA GTG TCA TGG TT

Reverse NM 001159589.2 GAA GAC AAT CTC TGG CTT CA

NRF1
Forward XM 017321445.1 AGG GCG GTG AAA TGA CCA TC

Reverse XM 017321445.1 CGG CAG CTT CAC TGT TGA GG

TFAM
Forward XM 017313918.1 GGG TAT GGA GAA GGA GGC CC

Reverse XM 017313918.1 TCC CTG AGC CGA ATC ATC CT

GAPDH
Forward XM_017321385.1 CAG CCT CGT CCC GTA GAC A

Reverse XM_017321385.1 CGC TCC TGG AAG ATG GTG AT

Table 1. Specific primers for PCR

5) Western Blot

C2C12 세포에서 발현되는 근육분화(Myogenin, MHC), 

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

유지(ACC, AMPK)의 단백질에 대한 모과추출물의 조절 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 함유된 DMEM을 

매일 1회씩 총 5일간 교체함으로써 미분화상태의 근아세포를 

근관세포로 분화시켜주었으며 분화 4일과 5일차에 서로 다른 

농도의 모과추출물(0.01, 0.02, 0.05 ㎎/㎖) 및 대조약물인 

Metformin(2.5 mM/㎖)을 처리해주었다. 각 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 희석한 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 
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용액으로 염색하고 자동감광장치(Bio-Rad ChemiDoc)를 이용

해서 단백질의 발현 정도를 확인하였다. 각 단백질의 밴드를 

Image J program(NIH, USA)을 이용하여 β-actin의 발현 

정도와 비교한 발현 비율로 계산하여 histogram으로 나타내

었다.

6) 면역세포화학염색(Immunocytochemistry, ICC)

C2C12 세포에서 근육분화에 대한 모과의 효과를 확인하기 

위해 면역세포화학염색(ICC)을 수행하였다. 즉, C2C12 세포를 

Thermanox plastic cover slips(Nunc™, Thermo Fisher 

Scientific)에 분주하여 5일간 근관세포로 분화하였다. 분화 4,5

일차에 모과추출물 및 Metformin을 각각 처리하여 배양하였

다. 각 세포를 1×PBS로 세척한 후, 4% paraformaldehyde 

용액을 넣어 10분 고정시켰다. 고정된 세포에 0.1% Triton 

X-100이 포함된 1×PBS(PBS-T)를 이용하여 20분간 반응

시키고 5% BSA 용액에서 30분간 반응시켰다. 이를 다시 1× 

PBS로 3회 세척한 후 MHC antibody(Santa Cruz)와 함께 

4℃에서 하룻밤 반응시켰다. 반응이 끝난 세포는 1×PBS로 

3회 세척한 후 Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG와 함께 

1시간 실온에서 반응시키고 DAPI 용액이 포함된 mounting 

용액을 이용하여 봉입한 후 형광현미경(Leica DM2500)으로 

관찰하였다.

7) Glucose Assay

C2C12 세포에서 소비된 glucose의 농도를 확인하기 위하여 

glucose uptake cell-based assay kit (Cayman Chemical 

Co., Ann Arbor, MI, USA)를 이용하여 측정하였다. 96 well 

plate에서 5일간 분화가 끝난 C2C12 세포에 100 g/㎖의 

2-[N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl) amino]- 

2-deoxy-D-glucose (NBDG)가 포함되어있는 glucose-fee 

medium에 4시간 반응시킨 후 cell-based assay buffer를 

각각 200 ㎕씩 분주하고 485/650 파장으로 측정하였다.

8) ATP Assay

C2C12 세포에서 생성된 ATP의 총량을 확인하기 위하여 

ATP colorimetric assay kit (BioVision)을 이용하여 측정하

였다. 5일간 분화가 끝난 C2C12 세포를 수거하여 100 ㎕의 

ATP assay buffer를 넣은 후 homogenizer를 이용하여 마쇄

한 뒤 96 well plate에 각각 50 ㎕씩 분주하였다. ATP Assay 

buffer, ATP Probe, ATP Converter, Developer를 혼합한 

용액을 96 well plate 각각 50 ㎕씩 분주하고 상온에서 호일에 

싸고 빛을 차단시킨 후 30분간 반응시킨 후 570 ㎚의 파장으로 

측정하였으며, ATP의 농도는 키트에 동봉된 ATP standard

를 이용하여 uM의 농도로 계산하여 환산하였다.

9) 통계분석

실험결과는 GraphPad Prism 5.0 분석프로그램(GraphPad 

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

타내었고 유의성을 one-way ANOVA와 Tukey’s test를 통해 

검정하여 95% confidence interval 이상인 경우를 유의성 있

는 것으로 판정하였다.

Ⅲ. 결   과

1. 세포독성에 대한 영향

C2C12 myoblasts에서 모과추출물에 의한 독성정도를 평

가하기 위해 WST-1 assay를 수행하였다. 그 결과, 세포만 

배양한 경우의 세포생존율(cell viability)을 100%로 하였을 

때 모과추출물 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1 ㎎/㎖ 처리 농도

에서 각각 100.51±0.18%, 99.81±0.08%, 101.84±0.08%, 

100.33±0.07%, 87.50±0.27%, 58.50±0.54%로 측정되

었다. 따라서 이후 실험에서는 독성이 없는 0.05, 0.1, 0.2 

㎎/㎖ 농도 범위에서 실험을 수행하였다(Fig. 1).
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Fig. 1. Effect of CF-W extract on cell viability in C2C12 myoblasts.
Cells were treated with CF-W extract at 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 
and 1 ㎎/㎖ for 24 hr. Cell viability was measured by WST-1 assay.
Data represents mean±SD of three independent experiments. 
*p < 0.05 and ***p < 0.001 vs. non-treated cells.

2. 근육분화에 대한 효과

C2C12 myotubes에서 모과추출물(CF-W extract)의 근

육분화에 대한 조절효과를 확인하기 위해 근육분화 마커인 

Myogenin과 MHC 단백질 발현을 western blot 방법과 면역

세포화학염색법을 이용하여 확인하였다.

먼저, myogenin의 발현은 모과추출물을 처리하지 않은 세

포에 비해 모과추출물을 처리한 후 농도에 의존적으로 증가하

였으며, 대조약물인 metformin 처리군에서도 유의적인(p <

0.001) myogenin 발현 감소효과를 나타내었다(Fig. 2A). 

MHC의 발현에서는 모과추출물 처리에 의해 유의적인(p <

0.05) 증가를 나타내었으며, metformin 처리군에서는 오히려 

유의적인(p < 0.001) 감소가 관찰되었다(Fig. 2B). 또한 면역

세포화학염색을 통한 MHC 발현 관찰에서도 모과추출물을 

0.02, 0.05 ㎎/㎖ 처리하였을 때 처리하지 않은 세포에 발현의 

증가와 myotube의 길이와 굵기가 모두 증가하는 것을 확인

하였다(Fig. 2C). 따라서 모과추출물은 근 분화단백질인 MHC 

의 발현을 유의적으로 증가시킴으로써 근 분화를 촉진할 수 

있는 것으로 나타났다.
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Fig. 2. Effects of CF-W extract on the expression of myogenin and MHC in C2C12 myotubes. Cells were treated with CF-W extract (0.01,
0.02 and 0.05 ㎎/㎖) or metformin (2.5 mM/㎖) for 48 hr. The expressions of Myogenin (A) and MHC (B) protein were detected by western
blotting. All data were presented as the means±SD of three independent experiments. M, metformin-treated cells. *p < 0.05, **p < 0.01 
and ***p < 0.001 vs. non-treated cells. (C) the cells were stained with anti-MHC antibody and DAPI and then observed the expression 
of MHC by fluorescence microscopy (original magnification=x200). Green, MHC-positive cells; and blue, DAPI-positive nuclei.

3. 에너지 대사에 대한 효과

C2C12 세포에서 모과추출물(CF-W extract)의 에너지대사 

조절효과를 확인해보기 위해 미토콘드리아-매개 에너지대사 

조절인자들인 PGC1α, Sirt1, NRF1, TFAM의 단백질 및 유

전자 발현을 각각 RT-PCR 방법과 western blot 방법으로 

확인하였다.

그 결과, PGC1α의 발현은 유전자와 단백질 발현 모두 정

상군에 비해 모과추출물 처리에 의해 농도 의존적으로 증가하

였으며, 특히 단백질 발현은 모과추출물 0.02, 0.05 ㎎/㎖ 농

도에서 정상군에 비해 유의적인(p < 0.05) 증가를 나타내었다. 

대조약물인 metformin 처리군에서도 정상군에 비해 PGC1α 

단백질의 유의적인 발현 증가(p < 0.05)를 관찰하였다(Fig. 

3A,E). Sirt1(Fig. 3B,F)과 NRF1(Fig. 3C,G)의 발현은 유

전자와 단백질 발현이 모두 모과추출물 처리에 의해 증가하였

으며, metformin의 처리는 정상군과 비교하여 발현 변화가 

관찰되지 않았다. 단백질 발현은 정상군에 비해 모과추출물 

농도에 따라 모두 증가하였으나 유의적이지 않았다. 또한 

TFAM의 발현은 정상군에 비해 모과추출물 투여에 의해 증가하

였으며, 유전자와 단백질 발현 모두 모과추출물 0.05 ㎎/㎖ 

농도에서 정상군에 비해 유의적인 증가(p < 0.05)를 나타내었

다.  Metformin 처리군은 정상군과 비교하여 별 차이가 없는 

것으로 나타났다(Fig. 3D,H). 

Fig. 3. Effects of CF-W extract on the expression of biogenesis-regulating factors in C2C12 myotubes. Cells were treated with CF-W (0.01,
0.02, and 0.05 ㎎/㎖) or metformin (2.5 mM/㎖) for 48 hr. The expression of PGC1α (A,E), Sirt1 (B,F), NRF1 (C,G), and TFAM (D,H) mRNA
(A-D) and protein (E-H) were analyzed by RT-PCR and western blotting, respectively. All data were presented as the means±SD of three
independent experiments. M, metformin-treated cells. *p < 0.05 vs. non-treated cells.
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4. AMPK/ACC signaling pathway에 대한 효과

C2C12 myotubes에서 모과추출물의 에너지대사 조절기전을 

확인해보기 위해 에너지항상성 조절 효소인 AMPK와 ACC의 

인산화 발현을 western blot 방법으로 측정하였다.

그 결과, ACC 인산화 단백질(p-ACC)의 발현은 정상군에 

비해 모과추출물 처리농도에 의존적으로 증가하였으며, 

metformin 처리군에서도 정상군에 비해 증가하는 것으로 나

타났다(Fig. 4A). 또한 AMPK 인산화 단백질(p-AMPK)의 

발현은 정상군에 비해 모과추출물 처리 농도에 의존적으로 증가

하였으며, metformin 처리군에서는 유의적인 증가(p < 0.01) 

를 나타내었다(Fig. 4B).

Fig. 4. Effects of CF-W extract on the phosphorylation of ACC and AMPK in C2C12 myotubes. Cells were treated with CF-W (0.01, 0.02,
and 0.05 ㎎/㎖) or metformin (2.5 mM/㎖) for 48 hr. The expressions of ACC (A) and AMPK (B) were analyzed by western blotting. All data 
were presented as the means±SD of three independent experiments. M, metformin-treated cells. **p < 0.01 vs. non-treated cells.

5. 에너지 생산에 대한 효과

C2C12 myotubes에서 모과추출물의 당소모 촉진 및 에너

지합성 증가 효과를 확인하기 위해 세포 내 glucose의 농도와 

ATP의 농도를 측정하였다.

그 결과, 세포 내 glucose의 농도는 모과추출물 0.01 ㎎/㎖ 

(p < 0.01), 0.02 ㎎/㎖ (p < 0.001), 0.05 ㎎/㎖ (p < 0.01) 

처리 농도에서 정상군에 비해 모두 유의적으로 증가하였으며, 

metformin처리군에서도 유의적으로 증가(p < 0.001)를 나타

내었다(Fig. 5A). ATP의 농도에서도 정상군에 비해 모과추출물 

0.02 ㎎/㎖ (p < 0.05), 0.05 ㎎/㎖ (p < 0.05) 및 metformin 

(p < 0.01) 처리에 의해 유의적으로 증가하는 것으로 나타났

다(Fig. 5B).

Fig. 5. Effects of CF-W extract on the levels of glucose and ATP in C2C12 myotubes. Cells were treated with CF-W (0.01, 0.02, and 0.05 
㎎/㎖) or metformin (2.5 mM/㎖) for 48 hr. (A) The cellular levels of glucose were measured by a glucose uptake assay. (B) The contents
of ATP were measured by an ATP assay. All data were presented as the means±SD of three independent experiments. M, metformin- 
treated cells. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001vs. non-treated cells.

Ⅳ. 고   찰

모과는 溫, 酸한 性味를 가진 약재로 舒筋活絡, 和胃化濕하는 

효능으로 濕痺拘攣, 腰膝關節酸重疼痛, 吐瀉轉筋, 脚氣水腫 

등의 증상을 치료하는 데에 사용하는 것으로 알려져 있다10). 

최근 모과추출물의 지방세포 분화 억제 및 고지방식이-유도 

비만 마우스에서의 항비만 효과11), 미백효과12,13), 항응고 효

과14), 항산화, 미백, 주름개선을 통한 피부기능 조절효과15), 

대식세포에서 염증 사이토카인 분비 억제를 통한 항염증 효과16), 

사람의 간세포에서의 AMPK 인산화 촉진을 통한 대사조절효

과17), carbachol 투여로 인해 항진된 흰쥐의 장운동 억제 효

과18) 및 모과추출물과 구성성분에 대한 약리학적 문헌고찰19) 

등 다양한 보고가 이루어졌다. 그러나 모과추출물의 근육에 

대한 조절효과는 보고된 바 없다. 따라서 본 연구에서는 한의

학의 간주근, 비주기육 이론과 모과의 舒筋活絡 효능 및 간과 

비로 입하는 귀경 특성을 활용하여 골격근세포에서의 근 분화

조절 및 에너지대사 조절효과를 확인하였다.

골격근은 인체 기관 중 미토콘드리아를 가장 풍부하게 가
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지고 있는 조직이며, 체내 에너지대사 항상성 조절 뿐 아니라 

열 생산을 조절하는 핵심기관이다. 따라서 당과 지방 대사 조

절을 통한 비만과 제2형 당뇨병 등 만성 대사성질환 치료의 

중요한 표적기관이 되고 있다6,20-22). 또한 근육 내 산화물질, 

지방, 염증성 사이토카인 등이 축적되면 지방산 산화력 감소, 

단백질의 이화, 동화작용 불균형, 염증 및 인슐린 저항성 유발 

등을 통해 기능손상을 유발하게 되고, 이는 위성세포(satellite 

cell)나 근육아세포(myoblast)의 분화, 증식, 성장 과정에 영

향을 미치게 되어 결국 근육량 감소로 인한 각종 장애를 초래

하게 된다23,24). 따라서 근세포의 분화, 증식, 성장을 유효하

게 조절하는 것은 근 기능 감소를 예방하는데 좋은 방법이 될 

수 있다.

근세포는 미분화 상태의 위성세포나 근육아세포에서 성숙한 

근관세포(myotube)로 분화하게 되며25,26) 근 분화(myogenesis) 

과정에서 MyoD, Myf5, myogenin, MRF4와 같은 근 분화

유도인자들(myogenic regulatory factors, MRFs)의 발현 

변화와 미오신(myosin) 구성 단백질의 일종인 MHC의 발현 

증가를 동반하게 된다27-29). 본 연구에서는 대표적인 근분화 

유도 단백질인 myogenin과 MHC의 발현을 확인하였으며, 

모과추출물의 처리는 농도에 의존적으로 이들의 발현을 증가

시킴을 확인하였다. 특히 MHC의 발현은 모과추출물에 의해 

유의적으로 증가하고 면역조직화학염색을 통한 형태관찰에서도 

모과추출물 처리 후 길고 굵은 근관의 형성이 잘 이루어지는 

것을 확인하였다. 이러한 결과는 모과추출물이 근세포 분화를 

촉진하는데 도움을 줄 수 있음을 의미한다. 한편, 대조약물로 

활용한 메트포민은 MHC 발현 변화에 영향을 주지 않았으며 

이는 AMPK activator인 메트포민이 에너지대사 증진 효과는 

있으나 근분화에는 효과가 없음을 의미한다. 

PGC1α는 근육 내 에너지대사를 조절하는 중요한 인자로 

지방산 산화를 조절하고 미토콘드리아의 생합성 증진을 통해 

에너지양을 증가시키게 된다30,31). 또한 PGC1α는 NRF1, 

TFAM, Sirt1 등과 같은 미토콘드리아의 증식과 에너지 항상

성 조절 및 호흡작용에 영향을 주는 전사인자들을 활성화시키

는 것으로 알려져 있다32-34). 본 연구에서는 근세포에서 모과

추출물에 의한 에너지 증가작용을 확인하기 위해 PGC1α, 

Sirt1, NRF1, TFAM의 유전자 및 단백질의 발현 변화를 확

인하였으며 이들 조절인자들의 발현이 모과추출물 처리에 의

해 증가되는 것을 확인하였다. 특히 PGC1α와 TFAM의 발현

이 모과추출물 처리 농도에 의존적으로 증가하였으며 정상군 

대비 유의적인 증가를 나타내었다. 이러한 결과는 모과추출물이 

근세포에서의 에너지대사 조절인자들의 발현 조절을 통해 미

토콘드리아의 에너지합성 작용을 촉진할 수 있음을 의미한다.

AMPK는 세포 내 에너지의 항상성을 유지하는 센서 역할을 

하는 중요한 신호전달효소로 인체는 AMPK와 ATP의 비율에 

따라 세포 내 에너지 상태를 감지함으로써 당, 지질, 단백질 

대사를 조절하게 된다. 도한 AMPK는 PGC1α, Sirt1, 

NRF1, TFAM 등과 같은 에너지대사 조절인자들의 발현 증가를 

유도하여 당 분해와 소모를 촉진시키고, 지방산 산화작용을 

촉진함으로써 최종 세포 내 ATP의 합성을 증진시키게 된다. 

따라서 주요 에너지 항상성 유지 기관인 골격근에서의 AMPK 

활성화 전략은 지방산 산화와 당 흡수 촉진을 통한 인슐린 저

항성 개선 및 혈당조절 효과를 통한 비만과 당뇨병의 치료 표

적이 되고 있다35,36). 한편 ACC는 지방산 대사 조절효소로 

AMPK 활성화에 의해 인산화되어 지질합성에 관여하게 된다
37,38). 본 연구에서 모과추출물은 C2C12 myotubes에서 

AMPK와 ACC의 인산화를 증가시켰으며 이는 모과추출물이 

근육 내 당과 지방산 대사를 증진시킴으로써 에너지 항상성 

조절에 효과가 있음을 의미한다. 또한 본 연구에서는 근세포 내 

생성되는 에너지의 양적 변화를 확인한 결과 모과추출물 처리 

후 세포 내 glucose uptake 능력이 증가되고, ATP 생산량이 

증가하는 것을 확인하였다. 이는 모과추출물이 근세포에서 실

질적 에너지생산 증가에 도움을 줄 수 있음을 의미한다.

결론적으로 모과추출물은 C2C12 근세포에서 근 분화를 촉

진시키고, PGC1α, Sirt1, NRF1, TFAM 등의 미토콘드리아

-매개 에너지대사 조절인자들의 발현 증가와 AMPK/ACC 

signaling pathway 활성화를 통해 당 소모 촉진 및 에너지 

생산에 도움을 줄 수 있는 것으로 나타났으며, 이는 비만이나 

당뇨병과 같은 대사성 질환 발생에 따른 근육기능 저하나 근

감소증 발생에 긍정적인 효과를 줄 수 있음을 의미한다. 향후 

모과추출물의 근감소증 예방 및 치료용 소재로서의 유효성 확

보를 위해서 근감소증 세포모델 및 동물모델에서의 효능 연구가 

더 필요할 것으로 사료된다. 

Ⅴ. 결   론

본 연구에서는 C2C12 골격근세포에서 모과추출물(CF-W 

extract)의 근분화 및 에너지대사 조절에 대한 효과를 확인하여 

다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 모과추출물은 C2C12 myotubes에서 myogenin과 MHC

의 단백질 발현을 증가시켰다.

2. 모과추출물은 C2C12 myotubes에서 미토콘드리아-매개 

에너지합성 조절인자들인 PGC1α, Sirt-1, NRF-1, 

TFAM의 유전자와 단백질 발현을 증가시켰다.

3. 모과추출물은 C2C12 myotubes에서 ACC와 AMPK의 

인산화를 증가시켰다. 

4. 모과추출물은 C2C12 myotubes에서 glucose의 소모와 

ATP의 합성을 증가시켰다.

이상의 결과로부터 모과추출물은 골격근세포에서 근분화 

및 에너지대사 조절인자들의 발현을 증진시킴으로써 당 소모 

촉진과 에너지 생성 증가를 통해 근육 기능 증진에 도움을 줄 

수 있을 것으로 기대되었다. 
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