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ABSTRACT

The Effects of Ethanol Extracts from Colocasia esculenta

and Eutrema japonicum on the Differentiation of

C2C12 Myotubes and 3T3-L1 Adipocytes

Lee Sumin

Advisor : Prof. Choi Ji-Young, Ph. D.

Department of Food and Nutrition,

Graduate School of Chosun University

Recently, the increase in chronic diseases has led to a rise in medical

expenses and income loss, resulting in a decrease in the quality of life. Among

these, muscle atrophy is gaining attention as its prevalence rate is increasing.

Muscles constitute a substantial proportion of the body's tissues and play a

crucial role in protein storage. An imbalance between protein synthesis and

breakdown in muscles, precipitated by pathological or physiological factors, can

lead to muscle atrophy. Another chronic disease, obesity has been a significant

public health issue worldwide, with a steadily increasing prevalence rate.

Obesity is a state defined by the overabundance of fat stored within the body,

which is primarily attributed to energy intake exceeding energy expenditure.

This condition is a major risk factor for dyslipidemia, type 2 diabetes, and

cardiovascular diseases, which can cause premature death and disability.

Colocasia esculenta(Taro) is a tropical tuber crop cultivated in various

regions, India, China, Korea, Japan, and other countries. The roots of Colocasia

esculenta have small starch granules, making them easy to digest, and they are

rich in minerals. Also the leaves of Colocasia esculenta are rich in minerals and

dietary fiber. Eutrema japonicum(Wasabi), originating from Japan, is presently

cultivated in diverse locations such as Taiwan, Korea, New Zealand, and other
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countries. The roots of Eutrema japonicum are particularly abundant in allyl

isothiocyanate, which is mainly responsible for its spicy taste and is used as a

spice. Additionally, allyl isothiocyanate has been studied for its potential

anticancer and antibacterial properties. However, it is noteworthy that the leaves

of Eutrema japonicum contain approximately half the amount of this compound

compared to the roots. Eutrema japonicum leaves have been studied for their

anti-inflammatory, antioxidant, and anti-obesity effects.

In this study, we investigated the preventive effects of taro and wasabi

leaves on dexamethasone (DEX)-induced muscle atrophy in C2C12 cells, as well

as their inhibitory effects on adipogenesis in 3T3-L1 cells. In this study, C2C12

cells were subjected to different treatment conditions: a control group (CON)

with no treatment, a DEX group treated with 10 μM of dexamethasone (DEX),

and groups treated with DEX along with extracts from Colocasia esculenta

roots (CRE), Colocasia esculenta leaves (CLE), or Eutrema japonicum leaves

(ELE) at varying concentrations(50, 100, 200 μg/mL). The results presented that

the groups treated with CRE, CLE, and ELE exhibited significantly larger

muscle fiber diameters compared with DEX group. Moreover, specific

concentrations of CRE, CLE, and ELE downregulated protein degradation factors

such as Atrogin-1 and MuRF1 by regulating Foxo3. Additionally, the treatment

with these extracts increased the phosphorylation of 4E-BP1 and P70S6K1,

promoting protein synthesis.

We treated 3T3-L1 cells into a non-differentiated group (Non-diff) without

inducing differentiation, a CON treated with a differentiation cocktail to induce

differentiation, and groups treated with the differentiation cocktail and CRE,

CLE, or ELE to examine the mechanisms regulating adipocyte differentiation.

The results showed that CRE, CLE, and ELE all activated AMPK. As a result,

the treatment with CRE, CLE, and ELE upregulated the phosphorylation of

HSL, leading to increased lipolysis, and CLE and ELE downregulated FAS,

inhibiting adipogenesis.

In conclusion, this study demonstrated that CRE, CLE, and ELE modulate

both muscle protein synthesis and breakdown, with potential implications for
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enhancing muscle function. Additionally, these extracts activate the AMPK

pathway, influencing adipogenesis and promoting lipolysis, thereby suggesting

potential anti-obesity effects. This research could serve as a basis data for

subsequent preclinical and clinical trials.
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제1장 서론

제1절 연구배경

1. 토란

토란(Colocasia esculenta)은 동남아시아가 원산지인 열대 덩이줄기 작물로 천남

성과(Araceae) 식물군 콜로카시아속(Colocasia)에 속하며 전 세계적으로 100속이

있다. 토란은 인도에서 시작되어 중국, 인도네시아를 넘어 한국, 일본, 하와이로 퍼

져 재배되고 있다[1]. 한의학 문서인 동의보감에 따르면 토란은 관절염 및 통풍, 고

혈압, 항암 등에 좋은 효능을 가진다고 보고되었다[2]. 토란은 다른 덩이줄기 작물

과 유사하게 단백질과 지방이 적고 탄수화물과 섬유질이 많다. 토란 구근은 70∼80%

가 전분으로 구성되어 있으며, 전분 알갱이가 작아 소화하기 쉽고 티아민, 리보플

라빈, 카로틴, 철(Fe), 인(P), 아연(Zn), 비타민 B6, 비타민C 같은 영양소가 풍부하

다[3]. 또한, 수분 함량이 높고 100 g 당 112 kcal로 에너지가 낮다. 한편 토란 잎은

구근에 비해 탄수화물 함량이 낮고 수분 함량이 높다. 또한, 단백질 함량 23%로 높

고 칼슘(Ca), 인(P), 철(Fe)과 같은 미네랄이 풍부하다. 토란잎의 높은 함량을 차지

하는 식이섬유는 장 활동을 활발히 하는데 유리하다[1]. 토란의 영양학적 특성을

활용하여 현재까지 항염증[2], 파킨슨병[4], 항비만[5]과 관련된 연구가 보고되고 있

으나 아직 연구가 미비하며, 특히 근육 조절과 관련된 토란의 효능검증 연구는 부

족한 상황이다.

2. 와사비

와사비(Eutrema japonicum)는 일본이 원산지인 십자화과(Brassicaceae)에 속하

는 식물로 주로 식용으로 뿌리가 사용된다. 와사비는 현재 대만, 한국, 이스라엘,

뉴질랜드, 브라질, 태국 등 여러 나라에서 재배되고 있다[6]. 대부분의 와사비는 알릴

이소티오시아네이트(allyl isothiocyanates)와 같은 이소티오시아네이트(isothiocyanates)를

포함하는 매운 성분을 함유하고 있어 주로 향신료나 조미료로 활용된다. 이소티오시아

네이트는 기존에 항암, 항균에 관하여 연구되었다[7, 8]. 와사비의 구근에서 이러한
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알릴 이소티오시아네이트의 함량이 높으며, 구근은 항암[9], 항염증[10], 혈소판 응

집 억제[11]에 관해 연구된 바 있다. 와사비의 잎은 구근에 비해 알릴 이소티오시

아네이트의 함량이 절반 정도이며 소비가 적어 버려지는 경우가 많다[12]. 와사비

의 잎에 대한 생체 활성 효과에 대해 항염증[13], 항산화 및 항비만[14]을 포함한

연구가 일부 보고되었지만 와사비 구근에 비해 와사비의 잎에 관한 효능검증 연구

는 미비하다.

3. 근감소증

근육은 인체에서 탄수화물 대사를 조절하고 에너지 균형을 유지하는 중요한 조

직으로 체중의 40%를 차지한다. 근육은 단백질을 저장하는 중요한 역할을 하며 암,

화상, 심부전 등과 같은 이화 작용이 일어나는 기간 동안 다른 기관에서 에너지 생

산에 사용될 수 있는 아미노산 공급원 역할을 한다[15]. 단백질 분해와 단백질 합

성의 균형이 정상적으로 이루어지지 않는다면 근위축증 또는 근감소증이 유발된다.

이러한 근감소증은 암, 패혈증, 당뇨병 등 수많은 병리 또는 질병이 없더라도 기아

나 노화, 장기간 근육 활동이 감소한다면 발생할 수 있다[16]. 근감소증 환자는 근

육이 감소함에 따라 근력, 유산소 능력, 에너지 대사 이상이 생기면서 이는 삶의

질을 저하한다[17]. 그러므로 근육을 건강하게 유지하는 것은 대사 장애를 예방하

고 건강한 삶을 유지할 수 있으며 필요하면 필수기관에 에너지를 공급하는 데 중

요하다. 한편 2017년 WHO(World Health Organization)에서는 근위축 관련 근감소

증에 대한 질병 코드를 제정하였고, 이에 따라 여러 임상시험이 이루어지고 있다.

하지만 현재까지 정식 승인된 치료제가 없는 실정이기 때문에 치료제 혹은 예방법

이 필요하다.

근감소증은 단백질 분해가 증가하거나 단백질 합성이 억제되어 발생한다. 먼저

근육 단백질 분해에 관여하는 유비퀴틴 프로테아좀 시스템(ubiquitin-proteasome

system)은 대부분의 이화 과정에서 근육위축을 유발한다. Ubiquitin-activating

enzyme(E1)과 Ubiquitin(Ub)이 결합하여 복합체를 만들고 ubiquitin-conjugating

enzyme(E2)과 결합하여 유비퀴틴화 단계에서 Ub-E2 복합체를 형성하고 단백질이

E3로 이동한다. 유비퀴틴화 된 단백질이 생성되어 proteasome에서 분해되어 poly

peptide로 분해 혹은 재활용된다. 이 과정에서 특정 기질의 유비퀴틴화를 결합하는
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단백질인 ubiquitin-E3 ligase를 암호화하는 주요 유전자가 ubiquitin-E3 ligase

muscle ring finger-1(MuRF1)와 F-box only protein 32(Atrogin-1)이다. MuRF1과

Atrogin-1의 활성화는 단백질의 분해를 촉진한다[18-20].

Insulin-like growth factor-1(IGF-1)/phosphatidylinositol 3-kinase(PI3K)/protein

kinase B(AKT)/mammalian target of rapamycin(mTOR) pathway는 단백질의 합성

을 조절하여 근육을 유지하는 기전 중 하나이다. IGF-1은 근육 성장과 재생에 주

된 요소로 IGF-1이 IGF-1 receptor에 결합하여 PI3K를 활성화하고 이는 AKT의

인산화를 활성화한다. 인산화된 AKT는 mTOR을 활성화하여 ribosomal protein s6

kinase b1(P70S6K1)과 eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein

1(4E-BP1)을 인산화시켜 결과적으로 단백질 합성을 촉진한다[21, 22].

4. 비만

전 세계적으로 비만의 유병률은 지난 50년 동안 꾸준히 증가하여 약 3배 증가했

다. 이는 비만이 세계적으로 심각한 공중보건의 문제임을 나타낸다. 비만은 에너지

소비보다 에너지 섭취가 과잉되었을 때 발생하며, 이는 체내 저장 지방량을 증가시

킨다[23]. 비만은 서구화된 식습관과 앉아서 생활하는 행동이 증가에 의한 에너지

불균형 혹은 유전적 원인에 의해 유발된다[24]. 비만은 심혈관 질환, 당뇨병, 근골

격계 질환, 일부 암을 포함한 비전염성 질환과 밀접하게 관련되어 있으며 이는 사

망과 조기 장애의 주요 원인이다[23]. 비만과 관련하여 과거와 현재에도 많은 연구

가 되었지만 여전한 세계적으로 중요한 보건 문제로써 지속적인 연구가 필요하다.

지방 조직은 백색 지방 조직(white adipose tissue), 갈색 지방 조직(brown

adipose tissue) 두 가지로 분류된다. 백색 지방 조직에는 주로 에너지 생산을 하는

지방산이 지질 방울에서 tricylglycerol(TG) 형태로 저장되어 있으며, 에너지 항상

성, 인슐린 신호 전달 및 내분비 작용에 중요한 부위이다. 갈색 지방 조직은 미토

콘드리아의 작용을 통해 열을 발생시킨다[25]. 지방생성 혹은 지방분해는 여러 전

사인자 혹은 호르몬에 의해 조절된다.

지방생성(adipogenesis)은 지방 전구세포에서 activating protein-1(AP-1) 그룹이

활성화되고, 이후 peroxisome proliferator-activated receptor-γ(PPARγ)의 유도 및

발현으로 이어지며 작용한다. Sterol regulatory element-binding protein 1(SREBP1),
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CCAAT/enhancer-binding proteins(C/EBP) 그룹을 포함한 전사인자들이 지방세포

의 분화를 촉진하며 위의 주요인자들이 지방생성을 조절한다[25, 26].

지방분해는 단식이나 에너지 수요가 증가하면 저장되어 있는 TG가 대사되며 다른

조직들로 운반되어 사용된다. TG의 대사는 호르몬에 의해 조절되며 지방분해 효소가

활성화되어야 한다. TG을 diglycerol(DG) 및 free fatty acid(FFA)로 가수분해하는데

adipose triglyceride lipase(ATGL)가 이 과정을 촉매하며, hormone-sensitive

lipase(HSL)는 분해된 DG을 효율적으로 가수분해시킨다. 생성된 monoglycerol(MG)은

monoglyceride lipase(MGL)에 의해 가수분해되며 지방의 분해가 이루어진다[27-29].

한편 지방은 갈색 지방에서 열을 내어 에너지를 소비하기도 하는데 이는 미토콘

드리아 내막의 단백질인 uncoupling protein-1(UCP1)에 의해 이루어진다. UCP1은

peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-α(PGC1α), PR

domain containing 16(PRDM16), PPARγ, C/EBPβ,와 같은 전사인자와 상호작용하

며 thermogenesis를 유도한다[30].
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제2절 연구 목적

근감소증은 여러 질병의 합병증으로서 삶의 질 저하 등 심각한 문제를 야기한다.

하지만 예방법이나 치료제가 명확하지 않기 때문에 근감소증을 억제하기 위한 기

전 규명이 절실하다. 본 연구에서는 C2C12 근육세포를 dexamethasone(DEX)으로

근육위축을 유도하였다. DEX는 글루코코르티코이드계의 약물로서 글루코코르티코

이드는 ubiquitin-proteasome system를 활성화해 근육 단백질 분해를 가속하여 근

위축 및 근감소 연구에서 주로 사용된다[31]. C2C12 근육세포를 분화시켜 근육위축

을 유발한 세포에 토란 구근 추출물(CRE), 토란잎 추출물(CLE), 와사비잎 추출물

(ELE)을 농도별로 처리하여 근육세포분화, 단백질 합성과 단백질 분해에 관련된

메커니즘을 확인하고자 한다.

비만의 유병률은 1975년부터 약 4배 이상 증가하였으며 심각한 사회문제가 되었

다[32]. 비만의 연구는 활발히 진행되고 있으나 급속히 증가하는 유병률을 감소시

키지 못하고 있다[33]. 비만으로 인해 당뇨병, 담낭 질환, 고혈압, 심혈관 질환, 일부

암과의 관련이 밀접하다는 것이 연구된 바 있기 때문에 항비만의 연구가 계속되어

야 한다[34]. 본 연구에서는 3T3-L1 지방 전구세포를 분화시키기 위해 사용하는

DEX, 1-isobutyl-3-methylxanthine(IBMX), insulin을 포함한 호르몬 칵테일을 사

용하였다. 3T3-L1 지방 전구세포를 분화시켜 CRE, CLE 혹은 ELE를 처리하여 지

방세포의 분화와 합성에 관련된 메커니즘을 확인하고자 한다.

따라서 본 연구에서는 토란과 와사비의 근감소 예방 효능 및 지방분화 억제 효

능을 세포 수준에서 검증하여 활성화해 동물실험 및 인체 적용 시험의 기초자료를

확보하고자 한다. 또한, 이를 통해 최종적으로는 국내에서 재배하는 천연물인 토란

과 와사비 추출물을 활용하여 천연물을 이용한 근감소 및 비만 개선용 기능성 소

재를 발굴하여 개별인정형 건강기능식품을 개발하고자 한다.
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제2장 실험 재료 및 방법

제1절 실험 재료

1. 실험 재료

본 실험에 사용한 토란과 와사비는 전라남도 곡성군에서 제공받아 시료로 사용

하였다. 실험에 사용된 C2C12 myoblasts 3T3-L1 preadipocytes는 American type

culture collection에서 분양받았다. Dulbecco’s modified Eagle medium(DMEM),

10% Fetal Bovine Serum(FBS), 10% Bovine Serum(BCS)는 Gibco(Grand Island,

NY, USA)에서, 1% Penicillin/Streptomycin(P/S)은 Solbio(Suwon, Gyeonggi-do,

South Korea)에서 구매하였다. DEX, IBMX, insulin은 Sigma Chemical Co(St.

Louis, MO, USA)에서 구매하였다.
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2. 추출물 시료 제조

본 연구에 사용된 토란 구근 추출물(Colocasia esculenta roots extract, CRE), 토

란잎 추출물(Colocasia esculenta leaves extract, CLE)과 와사비잎 추출물

(Eutrema japonicum leaves extract, ELE)은 곡성군농업기술센터에서 제공받았다.

시료의 제조 과정은 다음과 같다. 토란 구근과 토란잎을 세척하여 절단하고 –8

0℃, 48시간 동결건조하였다. 동결건조된 시료를 분쇄기에서 분말화하여 분말 20 g

에 50% 에탄올을 20배수로 첨가한 후 초음파추출기로 추출하였다. 추출액은 3,000

rpm, 10분 원심분리 후 여과하였다. 추출액을 감압 농축 및 동결건조하여 시료를

제조하였다(Table 1). 시료는 dimethyl sulfoxide(DMSO)(Sigma Chemical Co,

USA)에 희석하여 본 연구에 사용하였다.
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Table 1. List of ethanol extracted powder from CRE, CLE, ELE

Name Part
Extraction
Solvent(g)

Powder
Weight(g)

Powder
Yield(%)

CRE Roots 20.00 3.33 16.67

CLE Leaves 20.00 3.98 19.93

ELE Leaves 20.00 2.03 10.16

CRE, Colocasia esculenta roots extract; CLE, Colocasia esculenta leaves extract; ELE,

Eutrema japonicum leaves extract.
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제2절 세포배양

1. C2C12 근육세포

C2C12 근육세포를 10% FBS(Gibco, USA), 1% P/S이 첨가된 DMEM(Gibco,

USA)를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건으로 배양하였다. 분화를 위해 6 well plate

에 2 × 105 cells/well의 밀도로 접종(seeding) 하였다. 48시간 배양 후(0일 차)

C2C12 세포를 2% HS(Gibco, USA), 1% P/S(Solbio, South Korea)이 첨가된

DMEM(Gibco, USA)으로 교체하여 분화를 유도하였다. 매 2일마다 분화 배지를 교

체해 주었고 분화 6일 차, 10 μM DEX(Sigma, USA)와 함께 추출물을 다양한 농

도(0, 50, 100, 200 μg/mL)로 12시간 동안 처리하였다(Figure 1).

그룹은 아무것도 처리하지 않고 분화시킨 CON 그룹, 분화시킨 세포에 10 μM

DEX을 처리한 DEX 그룹으로 설정하였다. 토란 구근 추출물 처리 그룹은 50 μ

g/mL 처리 그룹(CRE50), 100 μg/mL 처리 그룹(CRE100), 200 μg/mL 처리 그룹

(CRE200)으로 나누었다. 토란잎 추출물 처리 그룹은 50 μg/mL 처리 그룹(CLE50),

100 μg/mL 처리 그룹(CLE100), 200 μg/mL 처리 그룹(CLE200)으로 나누었다. 와

사비잎 추출물 처리 그룹은 50 μg/mL 처리 그룹(ELE50), 100 μg/mL 처리 그룹

(ELE100), 200 μg/mL 처리 그룹(ELE200)으로 나누었다.
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Figure 1. Process of C2C12 myoblasts differentiation
DEX, Dexamethasone; NP, Natural product
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2. 3T3-L1 지방세포

3T3-L1 지방세포 10% BCS(Gibco, USA), 1% P/S이 첨가된 DMEM(Gibco,

USA)을 사용하여 37℃, 5% CO2 조건으로 배양하였다. 분화를 위해 6 well plate에

8 × 104 cells/well 밀도로 접종(seeding) 하였다. 60시간 배양 후(0일 차), 10%

FBS(Gibco, USA), 1% P/S(Solbio, South Korea)가 첨가된 DMEM(Gibco, USA)에

1 μM DEX(Sigma, USA), 0.5 μM IBMX(Sigma, USA), 10 μL/mL insulin(Sigma,

USA) 분화 칵테일을 함유하는 배지로 교체하여 분화를 유도하였다. 48시간 배양

후, 10 μL/mL insulin(Sigma, USA)을 포함하는 배지로 교체하여 8일 동안 분화시

켰다. 매 2일 배지를 교체하였다. 지방세포 분화에 대한 추출물의 효과를 조사하기

위해, 0일 차에 추출물을 다양한 농도(0, 50, 100, 200 μg/mL)를 추가하여 배지와

함께 교체하였다(Figure 2).

그룹은 분화시키지 않은 Non-diff. 그룹, 추출물을 처리하지 않고 분화시킨 CON

그룹으로 설정하였다. 토란 구근 추출물 처리 그룹은 50 μg/mL 처리 그룹(CRE50),

100 μg/mL 처리 그룹(CRE100), 200 μg/mL 처리 그룹(CRE200)으로 나누었다. 토

란잎 추출물 처리 그룹은 50 μg/mL 처리 그룹(CLE50), 100 μg/mL 처리 그룹

(CLE100), 200 μg/mL 처리 그룹(CLE200)으로 나누었다. 와사비잎 추출물 처리 그

룹은 50 μg/mL 처리 그룹(ELE50), 100 μg/mL 처리 그룹(ELE100), 200 μg/mL 처

리 그룹(ELE200)으로 나누었다.
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Figure 2. Process of 3T3-L1 preadipocytes differentiation
FBS, Fetal Bovine Serum; DEX, Dexamethasone; IBMX, 1-isobutyl-3-methylxanthine; NP,

Natural product
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3. 세포 생존 및 독성 검사

추출물의 독성을 검증하기 위해 WST-8 cell viability assay(Biomax, Seoul,

South Korea)를 실시하였다. C2C12 근육세포와 3T3-L1 지방세포를 96 well plate

에 분주하여 37℃, 5% CO2 조건으로 배양하였다.

배양 24시간 후 추출물을 다양한 농도(0, 25, 50, 100, 200 μg/mL)로 처리한 뒤

각 plate를 24, 48시간 배양하여 WST-8 시약을 각 well에 10 μL 첨가하여 2시간

배양 후 흡광도 450 nm에서 측정하였다.
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제3절 형태학적 분석

1. Measurement of myotube diameter

C2C12 근육세포를 6 well plate에 동일한 방법으로 분화시킨 후 각 well에 토란

구근 추출물 200 μg/mL, 토란잎 추출물 200 μg/mL, 와사비잎 추출물 200 μg/mL

와 DEX를 12시간 동안 동시처리하였다. 근육세포의 근관은 현미경(Optika,

Ponteranica BG, Italy)을 사용하여 200배 확대하여 검사하고 분석하였다. 근관의

직경은 Image J software를 사용하여 하나의 근관을 3회 측정하고 well 당 5개의

사진에서 50개 이상의 근관을 측정하였다[35].
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2. Oil Red O staining

토란과 와사비 추출물이 3T3-L1 지방세포의 분화의 미치는 영향을 확인하기 위

해 Oil Red O staining을 통해 총 지질량을 조사하였다. 6 well plate에 8 × 104

cells/well 밀도로 접종(seeding)하여 배양 후 분화 8일 후에 수확하였다.

세포를 DPBS(Solbio, South Korea)로 세척 후 10% formalin(Sigma, USA)을 분

주하여 실온에서 1시간 동안 고정하였다. formalin(Sigma, USA) 제거 후 60%

isopropanol(Sigma, USA)로 세척 후 Oil Red O 시약으로 실온에서 10분 염색 후

증류수로 4번 세척하였다. 3T3-L1 지방세포의 lipid droplets를 현미경으로 촬영하

고 증류수 제거 후 건조하였다. 100% isoporpanol(Sigma, USA)으로 세포에 염색된

Oil Red O 염료를 용해시켜 520 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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제4절 분자 생물학적 분석

1. Real-Time qPCR

분화된 세포에 QIAzol Lysis Reagent(QIAZEN, Hilden, Germany)을 첨가하여

제조사의 protocol에 따라 총 RNA를 분리하였다. Real-time qPCR을 위해

TOPscript RT DryMIX(dT18)(Enzynomics, Daejeon, South Korea)를 사용하여

cDNA로 역전사하였다.

mRNA 발현을 확인하기 위해 TOPreal SYBR Green qPCR PreMIX(Enzynomics,

South Korea)와 CFX Connect Real time system을 이용하여 정량분석하였다.

mRNA 수준은 Gapdh을 사용하여 정규화하고 2-ΔΔCq method를 사용하여 계산하였

다. 유전자의 primer 염기서열은 Table 2, 3에 나타내었다.
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Table 2. Sequences of primers used in real-time qPCR for C2C12 cells

Gene name Sequence(5’-3’)

Fbxo32
Forward: ATG CAC ACT GGT GCA GAG AG
Reverse: TGT AAG CAC ACA GGC AGG TC

Trim63
Forward: ACC TGC TGG TGG AAA ACA TC
Reverse: CTT CGT GTT CCT TGC ACA TC

Mhc
Forward: CAC CTC CAC AGC ACA GAC AG
Reverse: ACC TTG GCC ATG TGA TTC TT

Myod
Forward: TGG GAT ATG GAG CTT CTA TCG C
Reverse: GGT GAG TCG AAA CAC GGA TCA T

Myog
Forward: CAA CCA GGA GGA GCG AGA CCT CCG
Reverse: AGG CGC TGT GGG ATA TGC ATT CAC T

Gapdh
Forward: TCC CAC TCT TCC ACC TTC GA
Reverse: CAG GAA ATG AGC TTG ACA AAG TTG

Fbxo32, F-Box Protein 32; Gapdh, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, Trim63,

Tripartite motif-containing 63; Mhc, Myosin heavy chain; Myod, Myoblast determination

protein 1; Myog, Myogenin.
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Table 3. Sequences of primers used in real-time qPCR for 3T3-L1 cells

Gene name Sequence(5’-3’)

Acc
Forward: GGA CAG ACT GAT CGC AGA GAA AG
Reverse: TGG AGA GCC CCA CAC ACA

Adipoq
Forward: GGT CTT CTT GGT CCT AAG GGT GAG
Reverse: GCG GCT TCT CCA GGC TCT C

Cebpα
Forward: TCG GTG CGT CTA AGAA TGA GG
Reverse: TCA AGG CAC ATT TTT GCT CC

Cpt1
Forward: ATC TGG ATG GCT ATG GTC AAG GTC
Reverse: GTG CTG TCA TGC GTT GGA ATG C

Fas
Forward: CGC TCC TCG CTT GTC GTC TG
Reverse: AGC CTT CCA TCT CCT GTC ATC ATC

Lipe
Forward: GGC TCA CAG TTA CCA TCT CAC C
Reverse: GAG TAC CTT GCT GTC CTG TCC

Pgc1α
Forward: AAC CAC ACC CAC AGG ATC AGA
Reverse: TCT TCG CTT TAT TGC TCC ATC A

Pnpla2
Forward: TCT ACT AAA GAC CCT GCC TG
Reverse: CAG ACA TTG GCC TGG ATG AG

Pparγ
Forward: CCT GAA CAT CGA GTG TCG AAT AT
Reverse: GGT CTT CTT CTG AAT CTT GCA GCT

Ucp1
Forward: GAG GTG TGG CAG TTC ATT G
Reverse: GGC TTG CAT TCT GAC CTT CA

Ucp3
Forward: TTT CTG CCA CTG GGA GCT T
Reverse: GGC CCT CTT CAG TTG CTC AT

Gapdh
Forward: CAC TCT TCC ACC TTC GAT GC
Reverse: CAC CAC CCT GTT GCT GTA G

Acc, Acetyl-CoA carboxylase; Adipoq, Adiponectin; Cebpα, CCAAT enhancer binding

protein alpha; Cpt1, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; Fas, Fatty acid synthase;

Gapdh, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; Lipe, Hormone sensitive lipase; Pgc1α,

Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha; Pnpla2, Patatin like

phospholipase domain containing 2; Pparγ, Peroxisome proliferator activated receptor

gamma; Ucp1, Uncoupling protein 1; Ucp3, Uncoupling protein 3.
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2. Western blot

분화된 세포에 Cell Lysis Buffer(Cell Signaling Technology, Beverly, MA,

USA)에 PhosSTOP EASY pack(Roche, Mannheim, Germany), c0mplete Tablets

Mini(Roche, Germany), phenyl methane sulfonyl fluoride(PMSF)(Sigma, USA) 첨

가하여 세포를 용해한 후, 4℃, 12,000 rpm, 20분 원심분리하여 상층액을 수집하였

다. 단백질의 농도는 Bradford Protein Assay를 사용하여 정량하였다.

SDS-polyacrylamide gel electrophoresos(PAGE)을 전기영동 하여 단백질을 크기

별로 분리하였다. 분리된 단백질을 PVDF membrane에 옮기고 실온에서 1시간 동

안 5% skim milk(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA)가 함유된 TBS with

Tween-20(TBST)(Biosolution, Suwon, South Korea) blocking 하였다. 이후

primary-antibody를 4℃, overnight incubation 한 뒤 TBST로 3번 세척하고 실온

에서 secondary-antibody를 1시간 부착하였다. TBST로 4번 세척한 뒤 membrane

을 촬영하였다. 촬영된 이미지는 Image J program Software로 측정, 분석하였다.

단백질 발현 수준은 α-tubulin 혹은 β-actin 통해 표준화되었다. 실험에 사용된

antibody는 Table 4, 5에 나타내었다.
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Table 4. Primary-antibodies used in western blotting for C2C12 cells

Antibody Dilution Source Cat.

MHC 1:1000 R&D system MAB4470

Myo D 1:500 Santa Cruz Biotechnology sc-377460

Myogenin 1:500 Santa Cruz Biotechnology sc-12732

p-4E-BP1 1:1000 Cell Signaling Technology 2855

4E-BP1 1:1000 Cell Signaling Technology 9644

p-P70S6K1 1:1000 Cell Signaling Technology 9205

P70S6K1 1:1000 Cell Signaling Technology 2708

p-FoxO3 1:500 Cell Signaling Technology 9465

FoxO3 1:500 Cell Signaling Technology 12829

Atrogin-1 1:500 Santa Cruz Biotechnology sc-166806

MuRF1 1:500 Santa Cruz Biotechnology sc-398608

alpha-tubulin 1:10000 Cell Signaling Technology 3873
MHC, Myosin heavy chain; Myo D, Myoblast determination; p-4E-BP1,

Phospho-Eukaryotic initiation factor 4E-binding protein 1; 4E-BP1, Eukaryotic initiation

factor 4E-binding protein 1; p-P70S6K1, Phospho-Ribosomal Protein S6 Kinase B1;

P70S6K1, Ribosomal Protein S6 Kinase B; p-FoxO3a, Phospho-Forkhead Box O3; FoxO3a,

Forkhead Box O3; Atrogin-1, F-box only protein 32; MuRF1, Muscle RING-finger
protein-1.
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Table 5. Primary-antibodies used in western blotting for 3T3-L1 cells

Antibody Dilution Source Cat.

p-AMPK 1:1000 Cell Signaling Technology 2535

AMPK 1:1000 Cell Signaling Technology 5832

p-HSL 1:1000 Cell Signaling Technology 4139

HSL 1:1000 Cell Signaling Technology 4107

FAS 1:1000 Cell Signaling Technology 3180

beta-actin 1:1000 Cell Signaling Technology 3700
p-AMPK, Phospho 5' AMP-activated protein kinase; AMPK, 5' AMP-activated protein

kinase; p-HSL, Phospho hormone-sensitive lipase; HSL, Hormone-sensitive lipase; FAS,

Fatty acid synthase.
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제5절 통계 분석

1. 통계 분석

모든 실험 결과의 분석은 GraphPad Prism(Version 9.0, GraphPad Software, La

Jolla, CA, USA)를 사용하였으며, Mean ± S.E.M(standard error of mean)으로 표

시하였다. 그룹 간 비교는 Student’s t-test와 one-way analysis of variance(ANOVA)

를 통해 상호간의 평균치를 검증하고, 모든 분석에서 P<0.05를 통계적으로 유의미

한 것으로 간주하였다.
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제3장 실험 결과

제1절 C2C12 근육세포에서 토란, 와사비 추출물이 미치는

영향

1. C2C12 근육세포에서 토란, 와사비 추출물의 세포독성 평가

본 실험에 사용한 토란 구근 추출물(CRE), 토란잎 추출물(CLE), 와사비잎 추출

물(ELE)이 C2C12 근육세포에 대한 세포독성을 확인하기위해 WST-8 assay를 진

행하였다. C2C12 근육세포에 CRE, CLE, ELE를 농도별(0, 25, 50, 100, 200 μ

g/mL)로 24, 48시간을 처리하였다. CRE, CLE, ELE를 처리하지 않은 대조군

(Control)을 기준으로 비교하여 CRE, CLE, ELE 모두 200 μg/mL농도까지 C2C12

세포 생존율에 유의적인 감소를 보이지 않았다(Figure 3). 따라서 이후 진행된 실

험에서는 독성이 없는 50, 100, 200 μg/mL 농도를 사용하였다.
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Figure 3. Cell viability of C2C12 cells treated CRE, CLE, ELE
Various concentrations(0, 25, 50, 100, 200 μg/mL) of (A) CRE, (B)

CLE, and (C) ELE were treated to C2C12 cells. and then cultured for

24 and 48 h. Data are presented mean ± standard error mean(n = 6).

CRE, Colocasia esculenta roots extract; CLE, Colocasia esculenta leaves

extract; ELE, Eutrema japonicum leaves extract.
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2. C2C12 근육세포에서 토란, 와사비 추출물이 근육분화에

미치는 영향

토란 구근 추출물(CRE), 토란잎 추출물(CLE), 와사비 추출물(ELE)이 C2C12 근

육세포의 분화에 미치는 영향을 확인하기 위해 이전과 동일한 방법으로 분화시킨

C2C12 세포를 6일째 되는 날 추출물과 DEX를 동시처리하여 12시간 후 현미경으

로 검사하였다.

C2C12 근육세포에 DEX를 처리했을 때 근관 직경이 줄어든 것을 확인할 수 있었

다(Figure 4A). 근관 직경을 측정한 결과 CON그룹에 비해 DEX그룹이 통계적으로

유의하게 감소하였다. 그리고 CRE200, CLE200, ELE200 처리 시 감소하였던 근관

직경이 유의적으로 증가했다(Figure 4B).
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Figure 4. Effect of CRE, CLE, ELE treatment on the morphology and

diameter of C2C12 myotubes
C2C12 cells were differentiated for 6 days and then co-treated with DEX and CRE, CLE,

ELE for 12 h, after which the myotubes were examined under a microscope. (A) The

morphology of C2C12 myotubes was examined at 200× magnification. (B) The diameter of

the myotubes was represented as an average value, measured from 50 myotubes per well.

Data are presented mean ± standard error mean. Statistical analysis was conducted using

unpaired Student’s t-test.: DEX vs. CON ; ***P<.001. (a, b) Means that do not have a

common letter are significantly different among the DEX treatment groups at a significance

level of P<.05, as determined by Duncan's multiple range test CON, control group; DEX,

dexamethasone treated group; CRE, Colocasia esculenta roots extract treated group; CLE,

Colocasia esculenta leaves extract treated group; ELE, Eutrema japonicum leaves extract

treated group.



- 27 -

3. 토란, 와사비 추출물 처리 시 C2C12 근육세포에서 mRNA

발현에 미치는 영향

토란 구근 추출물(CRE), 토란잎 추출물(CLE), 와사비 추출물(ELE)이 DEX로 유

발된 근육위축에서 효과를 조사하기 위해 C2C12 세포에 DEX(10 μM)와 CRE,

CLE, ELE(50, 100, 200 μg/mL)를 12시간 동시 처리하였다. 이후 분자생물학적인

조사를 위해 eal-Time qPCR 분석으로 근육분화의 대표 인자인 Mhc, Myod,

Myog와 근육 단백질 분해 인자 Trim63, Fbxo32를 확인하였다.

CRE 처리 시 CON 그룹 대비 DEX 그룹에서 Mhc 발현이 유의적으로 감소하지

는 않았지만, CRE50, CRE100, CRE200 그룹에서 DEX 그룹에 비해 유의적으로 증

가하였다. Myod 발현은 DEX 그룹이 CON 그룹 대비 유의적으로 감소하였고,

CRE를 처리한 모든 그룹에서 유의적으로 증가하였다. Myog 발현 역시 DEX 그룹

에서 CON 그룹 대비 유의적으로 감소하였고, CRE50, CRE100 그룹에서 유의적으

로 증가하고 CRE200 그룹에서는 증가하는 경향을 보였다(Figure 5). Trim63,

Fbxo32 발현은 CON 그룹에 비해 DEX 그룹이 유의하게 증가하였지만, CRE를 처

리하였을 때 DEX 그룹과 비교하여 변화를 보이지 않았다(Figure 6).
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Figure 5. Effect of CRE on mRNA expression of myogenic regulatory

factors in C2C12 cells
mRNA expression levels of Mhc, Myod, and Myog were determined by real-time qPCR and

all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error mean(n = 3).

Statistical analysis was conducted using unpaired Student’s t-test.: DEX vs. CON ; *P<.05,
***P<.001. (a, b) Means that do not have a common letter are significantly different among

the DEX treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's

multiple range test. CON, control group; DEX, dexamethasone treated group; CRE, Colocasia

esculenta roots extract treated group.

Figure 6. Effect of CRE on mRNA expression of protein degradation

regulatory factors in C2C12 cells
mRNA expression levels of Trim63 and Fbxo32 were determined by real-time qPCR, and all

data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error mean(n = 3).

Statistical analysis was conducted using unpaired Student’s t-test.: DEX vs. CON; **P<.01,
***P<.001. CON, control group; DEX, dexamethasone treated group; CRE, Colocasia esculenta

roots extract treated group.
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CLE 처리 시 Mhc 발현은 그룹 간의 차이를 보이지 않았고, Myod와 Myog 발

현은 CON 그룹에 비해 DEX 그룹은 감소하였지만 CLE 그룹과 DEX 그룹에서 차

이가 없었다(Figure 7). 한편 Trim63, Fbxo32 발현은 DEX 그룹이 CON 그룹에 비

해 유의적으로 증가하였고, CLE100 그룹이 DEX 그룹에 비해 유의적으로 감소하

였다. 그리고 CLE50, CLE200 그룹은 DEX 그룹에 비해 감소하는 경향을 보였다

(Figure 8).
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Figure 7. Effect of CLE on mRNA expression of myogenic regulatory

factors in C2C12 cells
mRNA expression levels of Mhc, Myod, and Myog were determined by real-time qPCR

qPCR, and all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error

mean(n = 3). Statistical analysis was conducted using unpaired Student’s t-test.: DEX vs.

CON ; *P<.05, **P<.01. CON, control group; DEX, dexamethasone treated group; CLE,

Colocasia esculenta leaves extract treated group.

Figure 8. Effect of CLE on mRNA expression of protein degradation

regulatory factors in C2C12 cells
mRNA expression levels of Trim63 and Fbxo32 were determined by real-time qPCR qPCR,

and all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error mean(n =

3). Statistical analysis was conducted using unpaired Student’s t-test.: DEX vs. CON;
***P<.001. (a, b) Means that do not have a common letter are significantly different among

the DEX treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's

multiple range test. CON, control group; DEX, dexamethasone treated group; CLE, Colocasia

esculenta leaves extract treated group.
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ELE 처리 시 Mhc 발현은 DEX 그룹과 비교했을 떄 ELE50, ELE200 그룹에서

는 증가하는 경향을 보였고, ELE100 그룹에서는 유의적으로 증가하였다. Myod 발

현은 DEX 그룹이 CON 그룹에 비해 유의적으로 감소하였으나 ELE 200 처리 그룹

에서 DEX 그룹에 비해 감소하였다(Figure 9). Myog 발현 역시 DEX 그룹이 CON

그룹에 비해 유의적으로 감소하였으며, DEX 그룹과 비교했을 때 ELE50 그룹은

증가하는 경향을, ELE100 그룹은 유의적으로 증가햐였다. Trim63. Fbxo32 발현은

CON 그룹에 비해 DEX 그룹이 유의적으로 증가하였고, ELE200 그룹에서 유의적

으로 감소하였다(Figure 10).

CRE는 근육분화유도 인자들의 발현을 증가시키고, CLE와 ELE는 근육 단백질

분해 인자들의 발현을 감소시켰음을 확인하였다.
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Figure 9. Effect of ELE on mRNA expression of myogenic regulatory

factors in C2C12 cells
mRNA expression levels of Mhc, Myod and Myog were determined by real-time qPCR qPCR,

and all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error mean(n = 3).

Statistical analysis was conducted using unpaired Student’s t-test.: DEX vs. CON; *P<.05,
**P<.01. (a, b) Means that do not have a common letter are significantly different among the DEX

treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple range test.

CON, control group; DEX, dexamethasone treated group; ELE, Eutrema japonicum leaves extract

treated group.

Figure 10. Effect of ELE on mRNA expression of protein degradation

regulatory factors in C2C12 cells
mRNA expression levels of Trim63 and Fbxo32 were determined by real-time qPCR qPCR, and all

data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error mean(n = 3). Statistical

analysis was conducted using unpaired Student’s t-test.: DEX vs. CON; ***P<.001. (a-c) Means

that do not have a common letter are significantly different among the DEX treatment groups at a

significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple range test CON, control group;

DEX, dexamethasone treated group; ELE, Eutrema japonicum leaves extract treated group.
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4. 토란, 와사비 추출물 처리 시 C2C12 근육세포에서 단백질

발현에 미치는 영향

토란 구근 추출물(CRE), 토란잎 추출물(CLE), 와사비 추출물(ELE)이 DEX로 유

발된 근감소증에서의 영향에 대한 메커니즘을 조사하기 위해 western blot을 수행

하여 단백질 발현을 확인하였다. 실험은 mRNA 발현에서 주로 효과를 보였던 100,

200 μg/mL 처리 그룹으로 진행하였다.

CRE 처리 시 근육분화 인자인 MHC 발현은 CON 그룹에 비해 감소하지는 않았

지만, CRE100과 CRE200 그룹에서 DEX 그룹 대비 유의적으로 증가하였고,

Myogenin와 Myo D의 발현은 그룹 간의 차이를 보이지 않았다(Figure 11B). 근육

단백질 합성 인자인 4E-BP1과 P70S6K1을 확인한 결과, p-4E-BP1/4E-BP1 발현

은 DEX 그룹에서 CON 그룹에 비해 감소하지 않았지만 CRE100과 CRE200 그룹

에서 DEX 그룹에 비해 유의적으로 증가하였다. p-P70S6K1/P70S6K1 발현은 역시

DEX 그룹에서 CON 그룹에 비해 감소하지 않았지만, CRE200 그룹에서 DEX 그룹

보다 증가하는 경향을 보였고, CRE100 그룹에서 유의적으로 증가하였다(Figure

12B). 한편 FoxO3의 인산화가 CON 그룹에 비해 DEX 그룹이 감소하지 않았지만

CRE100 그룹에서 DEX 그룹에 비해 유의적으로 증가하였다(Figure 13B). 이에 따

라 하위 기전인 Atrogin-1 발현은 CON 그룹에 비해 DEX 그룹이 유의적으로 증

가하였고 CRE 처리 시 모든 그룹에서 유의적으로 감소하였다. MuRF1 발현은

CON 그룹에 비해 DEX 그룹이 감소하지는 않았지만, CRE100과 CRE200 그룹에서

유의적으로 감소하였다(Figure 13C). CREE100 그룹에서 FoxO3의 인산화가 증가

함에 따라 하위 기전인 MuRF1과 Atrogin-1의 발현이 감소하였고, CRE 처리 시

4E-BP1과 P70S6K1은 상향조절되었다.
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Figure 11. Effect of CRE on protein expression of myogenic regulatory

factors in C2C12 cells
(A) The expression of protein was performed using western blot. (B) The expression level of

MHC, Myogenin and Myo D proteins were normalized to α-tubulin. Data are presented mean

± standard error mean(n = 3). (a, b) Means that do not have a common letter are

significantly different among the DEX treatment groups at a significance level of P<.05, as

determined by Duncan's multiple range test. CON, control group; DEX, dexamethasone

treated group; CRE, Colocasia esculenta roots extract treated group.
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Figure 12. Effect of CRE on protein expression of protein synthesis

regulatory factors in C2C12 cells
(A) The expression of protein was performed using western blot. (B) The ratios of

p-4E-BP1 to 4E-BP1 and p-P70S6K1 to P70S6K1 proteins were indicated. Data are

presented mean ± standard error mean(n = 3). (a, b) Means that do not have a common

letter are significantly different among the DEX treatment groups at a significance level of

P<.05, as determined by Duncan's multiple range test. CON, control group; DEX,

dexamethasone treated group; CRE, Colocasia esculenta roots extract treated group.



- 36 -

Figure 13. Effect of CRE on protein expression of protein degradation

regulatory factors in C2C12 cells
(A) The expression of protein was performed using western blot. (B, C) The expression level

of Atrogin-1 and MuRF1 proteins were normalized to α-tubulin and the ratio p-FoxO3 to

FoxO3 protein was indicated. Data are presented mean ± standard error mean(n = 3).

Statistical analysis was conducted using unpaired Student’s t-test.: DEX vs. CON ; **P<.01.

(a-c) Means that do not have a common letter are significantly different among the DEX

treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple range

test. CON, control group; DEX, dexamethasone treated group; CRE, Colocasia esculenta roots

extract treated group. 
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CLE 처리 시 근육분화 인자인 MHC 발현은 CON 그룹에 비해 DEX 그룹에서

감소를 보이지 않았지만 CLE200 그룹에서 DEX 그룹에 비해 유의적으로 증가하였

다(Figure 14B). 또한 4E-BP1과 P70S6K1을 확인한 결과, p-4E-BP1/4E-BP1 발현

은 DEX 그룹에서 CON 그룹에 비해 감소하는 경향(P = 0.55)을 보였고 CLE200

그룹에서 DEX 그룹에 비해 유의적으로 증가하였다. p-P70S6K1/P70S6K1 발현은

DEX 그룹에서 CON 그룹에 비해 유의적으로 감소하였고 CLE200 그룹에서 DEX

그룹보다 유의적으로 증가하였다(Figure 14C). 한편, 근육단백질 분해 인자인

p-FoxO3/FoxO3, MuRF1, Atrogin-1의 발현을 확인한 결과, FoxO3의 인산화가

DEX 그룹 대비 CLE200 그룹에서 유의하게 증가하였다(Figure 15B). MuRF1 발현

은 CON 그룹에 비해 DEX 그룹에서 증가하지 않았다. 하지만 CLE를 처리한

CLE100, CLE200 그룹에서 DEX 그룹보다 유의적으로 감소하였다. Atorgin-1 발현

은 DEX 그룹에서 CON 그룹에 비해 유의적으로 증가하였으며 CLE200 그룹에서

DEX 그룹과 비교하여 유의적으로 감소하였다(Figure 15C). CLE200 그룹에서

FoxO3의 인산화가 증가함에 따라 하위 기전인 MuRF1과 Atrogin-1의 발현이 감

소하고, 4E-BP1과 P70S6K1이 상향조절되었다.
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Figure 14. Effect of CLE on protein expression of myogenic and protein

synthesis regulatory factors in C2C12 cells
(A) The expression of protein was performed using western blot. (B, C) The expression level

of MHC protein was normalized to α-tubuli and the ratios of p-4E-BP1 to 4E-BP and

p-P70S6K1 to P70S6K1 proteins were also indicated. Data are presented mean ± standard

error mean(n = 3). Statistical analysis was conducted using unpaired Student’s t-test.: DEX

vs. CON ; *P<.05. (a, b) Means that do not have a common letter are significantly different

among the DEX treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by

Duncan's multiple range test. CON, control group; DEX, dexamethasone treated group; CLE,

Colocasia esculenta leaves extract. 
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Figure 15. Effect of CLE on protein expression of protein degradation

regulatory factors in C2C12 cells
(A) The expression of protein was performed using western blot. (B, C) The expression level

of Atrogin-1 and MuRF1 proteins were normalized to α-tubulin and the ratio p-FoxO3 to

FoxO3 protein was indicated. Data are presented mean ± standard error mean(n = 3).

Statistical analysis was conducted using unpaired Student’s t-test.: DEX vs. CON ; **P<.01.

(a-c) Means that do not have a common letter are significantly different among the DEX

treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple range

test. CON, control group; DEX, dexamethasone treated group; CLE, Colocasia esculenta

leaves extract. 
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ELE 처리 시 MHC 발현은 CON 그룹에 비해 DEX 그룹에서 감소를 보이지 않

았지만 ELE100 그룹에서 DEX 그룹에 비해 증가하는 경향을, ELE200 그룹에서 유

의적으로 증가하였다(Figure 16B). 근육단백질 합성 인자인 p-4E-BP1/4E-BP1와

p-P70S6K1/P70S6K1발현은 DEX 그룹에서 CON 그룹에 비해 감소하지 않았지만,

ELE100과 ELE200 그룹 모두에서 유의적으로 증가하였다(Figure 16C). 반면

FoxO3의 인산화가 CON 그룹에 비해 DEX 그룹에서 유의적으로 감소하였고,

ELE100 그룹에서 증가하는 경향을 보였고, ELE200 그룹에서 유의적으로 증가하였

다(Figure 17B). 이에 따라 MuRF1, Atrogin-1의 발현 확인 결과, MuRF1와

Atrogin-1 발현은 CON 그룹에 비해 DEX 그룹에서 유의적으로 증가하였고, ELE

를 처리한 ELE100, ELE200 그룹에서 DEX 그룹보다 유의적으로 감소하였다

(Figure 17C). ELE100과 ELE200 그룹에서 FoxO3의 인산화가 증가함에 따라 하위

기전인 MuRF1과 Atrogin-1의 발현이 감소하였고, 또한 4E-BP1과 P70S6K1은 상

향조절되었다.
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Figure 16. Effect of ELE on protein expression of myogenic and protein

synthesis regulatory factors in C2C12 cells
(A) The expression of protein was performed using western blot. (B, C) The expression level

of MHC protein was normalized to α-tubulin. The ratios of p-4E-BP1 to 4E-BP1 and

p-P70S6K1 to P70S6K1 proteins were also indicated. Data are presented mean ± standard

error mean(n = 3). Statistical analysis was conducted using unpaired Student’s t-test.: DEX

vs. CON; *P<.05, **P<.01, ***P<.001. (a, b) Means that do not have a common letter are

significantly different among the DEX treatment groups at a significance level of P<.05, as

determined by Duncan's multiple range test. CON, control group; DEX, dexamethasone

treated group; ELE, Eutrema japonicum leaves extract.
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Figure 17. Effect of ELE on protein expression of protein degradation

regulatory factors in C2C12 cells
(A) The expression of protein was performed using western blot. (B, C) The expression level

of Atrogin-1 and MuRF1 proteins were normalized to α-tubulin and the ratio p-FoxO3 to

FoxO3 protein was indicated. Data are presented mean ± standard error mean(n = 3).

Statistical analysis was conducted using unpaired Student’s t-test.: DEX vs. CON ; *P<.05,
**P<.01. (a-c) Means that do not have a common letter are significantly different among the

DEX treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple

range test. CON, control group; DEX, dexamethasone treated group; ELE, Eutrema japonicum

leaves extract.
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제2절 3T3-L1 지방세포에서 토란, 와사비 추출물이 미치는

영향

1. 3T3-L1 지방세포에서 토란, 와사비 추출물의 세포독성 평가

본 실험에 사용한 토란 구근 추출물(CRE), 토란잎 추출물(CLE), 와사비잎 추출

물(ELE)이 3T3-L1 지방세포에 대한 세포독성을 확인하기위해 WST-8 assay를 진

행했다. 3T3-L1 지방세포에 CRE, CLE, ELE를 농도별(0, 25, 50, 100, 200 μg/mL)

로 24시간, 48시간 동안 처리하였다. CRE, CLE, ELE를 처리하지 않은 대조군

(Control)을 기준으로 비교하였을 때, CRE, CLE, ELE 모두 200 μg/mL농도까지

3T3-L1 지방세포 생존율에 유의적인 감소를 보이지 않았다(Figure 18). 이후 진행

된 실험에 200 μg/mL까지의 농도를 사용하였다.
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Figure 18. Cell viability of 3T3-L1 cells treated CRE,

CLE, ELE
Various concentrations(0, 25, 50, 100, 200 μg/mL) of (A) CRE, (B) CLE,

and (C) ELE were treated to 3T3-L1 cells, and then cultured for 24 and

48 h. Data are presented mean ± standard error mean(n = 6). CRE,

Colocasia esculenta roots extract; CLE, Colocasia esculenta leaves extract;
ELE, Eutrema japonicum leaves extract.
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2. 토란, 와사비 추출물 처리 시 3T3-L1 지방세포에서 지방생성

억제에 미치는 영향

토란구근 추출물, 토란잎 추출물, 와사비 추출물이 지방세포 분화에 대한 억제

효과를 조사하기 위해 3T3-L1 세포에 지방 분화 유도 호르몬을 첨가한 배지로 분

화시켰다. CRE, CLE, ELE를 농도별로 동시에 처리하고, 8일 동안 분화시켜 Oil

Red O 염색을 통해 총 지질 축적량을 측정하였다.

분화시키지 않은 Non-diff. 그룹과 비교했을 때 CON 그룹의 총 지질 축적량이

증가하였으며 분화가 정상적으로 진행된 것을 확인하였다. CON 그룹의 총 지질

축적량을 기준으로 하였을 때, CON 그룹에 비해 CRE50 그룹은 약 21%, CRE200

그룹에서 약 19% 감소하였고 통계적으로 감소하는 경향을 보였다. CRE100 그룹에

서는 약 29% 감소하고, CON 그룹에 비해 유의적으로 감소하였다. CLE를 처리한

그룹에서는 CLE50 그룹 약 39%, CLE100 그룹 약 38%, CLE200 그룹 약 42%

CON 그룹에 비해 감소하였고 통계적으로 모두 유의적으로 감소하였다. ELE를 처

리한 그룹 역시, ELE50 그룹 약 39%, ELE100 그룹 약 40%, ELE200 그룹 약

42% CON 그룹에 비해 감소하였고 통계적으로 모두 유의적으로 감소하였다

(Figure 19B). CRE는 농도별로 차이를 보이지만, CRE, CLE, ELE 모두 지질의 축

적을 억제하여 지방 생성을 억제하는 효과에 가능성을 보였다.
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Figure 19. Effect of CRE, CLE, ELE on lipid accumulation in 3T3-L1

cells
(A) The morphology of lipid accumulation observed under a microscope(200× magnification). (B)

Lipid accumulation levels of CRE, CLE, ELE in 3T3-L1 cells were assessed using Oil Red O

staining. The fully differentiated Non-diff. group was set as the standard at 100%. Data are
presented mean ± standard error mean. Statistical analysis was conducted using unpaired

Student’s t-test.: Non-diff. vs. CON; ***P<.001. (a-c) Means that do not have a common letter are
significantly different among the CON treatment groups at a significance level of P<.05, as
determined by Duncan's multiple range test. Non-diff., Non-differentiated group; CON, 1 μM DEX,

0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group; CRE, Colocasia esculenta roots extract treated
group; CLE, Colocasia esculenta leaves extract treated group; ELE, Eutrema japonicum leaves
extract treated group.
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3. 토란, 와사비 추출물 처리 시 3T3-L1 지방세포에서 mRNA

발현에 미치는 영향

토란 구근 추출물(CRE), 토란잎 추출물(CLE), 와사비 추출물(ELE)이 지방세포

분화에 대한 영향을 조사하기 위해 3T3-L1 전지방세포에 DEX, IBMX, insulin의

혼합 칵테일과 함께 각 well에 CRE, CLE, ELE(50, 100, 200 μg/mL)를 처리하여

분화시켰다. 이후 분자생물학적인 조사를 위해 real-time qPCR 분석으로 지방생성

인자와 지방분해인자들을 확인하였다.

CRE 처리 시 mRNA 발현 수준을 확인하였다. 먼저 지방세포 분화 초기에 발현

되는 주요인자인 Cebpα, Pparγ의 발현을 조사하였다. Cebpα 발현은 그룹간에 차

이를 보이지 않았고, Pparγ 발현은 분화시킨 CON 그룹과 비교했을 때 CRE50,

CRE100, CRE200의 그룹에서 모두 유의적으로 감소하였다. 지방세포 분화를 유도

하는 Fas와 Acc의 발현은 그룹간의 차이를 보이지 않았다(Figure 20). 지방조직에

서 분비되는 Adiponectin의 유전자인 Adipoq 발현은 CON 그룹에 비해 CRE를 처

리한 모든 그룹에서 유의적으로 증가하였다. 지방산의 산화에 관여하는 Cpt1은 그

룹간 차이를 보이지 않았다. TG의 분해를 유도하는 지방분해인자인 Pnpla2 발현

이 CON 그룹과 비교했을 때 CRE를 처리한 모든 그룹에서 유의적으로 증가하였

고, Lipe 발현은 CON 그룹에 비해 CRE200 그룹은 증가하는 경향을, CRE50,

CRE100 그룹에서는 유의적으로 증가하였다(Figure 21). 열발생에 관여하는 인자인

Ucp1, Ucp3, Pgc1α 발현을 확인하였다. Ucp1 발현은 그룹간의 차이를 보이지 않

았고, Ucp3 발현은 CON 그룹과 비교했을 때 CRE200 그룹에서 유의적으로 증가

하였다. Pgc1α 발현은 CON 그룹대비 CRE50, CRE100 그룹에서 유의적인 증가를

보였다(Figure 22).
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Figure 20. Effect of CRE on mRNA expression of adipogenesis regulatory

factors in 3T3-L1 cells
mRNA expression levels of Cebpα, Pparγ, Fas and Acc were determined by real-time qPCR

qPCR, and all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error

mean(n = 3). (a, b) Means that do not have a common letter are significantly different among

the CON treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple

range test. CON, 1 μM DEX, 0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group; CRE,

Colocasia esculenta roots extract treated group.

Figure 21. Effect of CRE on mRNA expression of adiponectin and fat

breakdown regulatory factors in 3T3-L1 cells
mRNA expression levels of Adipoq, Cpt1, Pnpla2 and Lipe were determined by real-time

qPCR qPCR, and all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard

error mean(n = 3). (a-c) Means that do not have a common letter are significantly different

among the CON treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's

multiple range test. CON, 1 μM DEX, 0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group;

CRE, Colocasia esculenta roots extract treated group.
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Figure 22. Effect of CRE on mRNA expression of thermogenesis

regulatory factors in 3T3-L1 cells
mRNA expression levels of Ucp1,Ucp3 and Pgc1α were determined by real-time qPCR

qPCR, and all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error

mean(n = 3). (a-c) Means that do not have a common letter are significantly different among

the CON treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple

range test. CON, 1 μM DEX, 0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group; CRE,

Colocasia esculenta roots extract treated group.
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CLE처리 시 mRNA 발현 수준을 확인하였다. 지방생성 관련 인자인 Cebpα 발현

은 그룹간의 차이를 보이지 않았고, Pparγ 발현은 CON그룹과 비교했을 때

CLE100 그룹은 감소하는 경향을 보였고, CLE50 과 CLE200 그룹은 유의적으로 감

소하였다. Fas 발현은 CON 그룹에 비해 CLE50 그룹에서 증가하였고, CLE100 그

룹에서 증가하는 경향을 보였다. Acc 발현은 CON 그룹과 비교하여 CLE 100 그룹

에서 유의적으로 증가하였고 CLE50, CLE200 그룹에서 증가하는 경향을 보였다

(Figure 23). 다음 Adipoq 발현 확인 결과 CON 그룹보다 CLE100과 CLE200 그룹

에서 증가하는 경향을 보였고, CLE50 그룹에서 유의적으로 증가하였다. 지방분해

관련 인자 확인 결과 Cpt1, Pnpla2, Lipe 발현은 CON 그룹에 비해 CLE50,

CLE100, CLE200 모든 그룹에서 유의적으로 증가하였다(Figure 24). 열발생 관련

인자인 Ucp1와 Ucp3 발현은 그룹간에 차이를 보이지 않았고, Pgc1α 발현은 CON

그룹보다 CLE를 처리한 모든 그룹에서 유의적으로 증가하였다(Figure 25).
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Figure 23. Effect of CLE on mRNA expression of adipogenesis regulatory

factors in 3T3-L1 cells 
mRNA expression levels of Cebpα, Pparγ, Fas and Acc were determined by real-time qPCR,

and all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error mean(n =

3). (a-c) Means that do not have a common letter are significantly different among the CON

treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple range test.

CON, 1 μM DEX, 0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group; CLE, Colocasia

esculenta leaves extract treated group.

Figure 24. Effect of CLE on mRNA expression of adiponectin and fat

breakdown regulatory factors in 3T3-L1 cells
mRNA expression levels of Adipoq, Cpt1, Pnpla2 and Lipe were determined by real-time

qPCR, and all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error

mean(n = 3). (a-c) Means that do not have a common letter are significantly different among

the CON treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple

range test. CON, 1 μM DEX, 0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group; CLE,

Colocasia esculenta leaves extract treated group.



- 52 -

Figure 25. Effect of CLE on mRNA expression of thermogenesis

regulatory factors in 3T3-L1 cells
mRNA expression levels of Ucp1,Ucp3 and Pgc1α were determined by real-time qPCR, and

all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error mean(n = 3).

(a-c) Means that do not have a common letter are significantly different among the CON

treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple range test.

CON, 1 μM DEX, 0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group; CLE, Colocasia

esculenta leaves extract treated group.
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ELE 처리 시 mRNA 발현 수준을 확인하였다. 지방생성 관련 인자인 Cebpα 발

현은 그룹간의 차이를 보이지 않았고, Pparγ 발현은 CON그룹과 비교했을 때 ELE

를 처리한 모든 그룹에서 유의적으로 감소하였다. Fas 발현은 그룹간 차이가 없었

고, Acc 발현은 CON 그룹과 비교하여 CLE를 처리한 모든 그룹에서 유의적으로

증가하였다(Figure 26). 다음 Adipoq 발현은 CON 그룹에 비해 ELE50 과 ELE100

그룹에서 유의적으로 증가하였고, ELE200 그룹에서는 유의적으로 감소하였다. 지

방분해 관련 인자에서 Cpt1 발현은 CON 그룹에 비해 ELE200 그룹에서 유의적으

로 증가하였고, Pnpla2 발현은 CON 그룹보다 ELE를 처리한 모든 그룹에서 유의

적으로 증가하였다. Lipe 발현은 ELE50 그룹에서는 CON 그룹과 비교했을 때 증

가하는 경향을, ELE100과 ELE200 그룹에서 유의적으로 증가하였다(Figure 27). 열

을 발생하는데 관련 인자인 Ucp1 발현은 그룹간의 차이가 없었지만, Ucp3발현은

CON 그룹에 비해 ELE100과 ELE200 그룹에서는 증가하는 경향을, ELE50 그룹에

서는 유의적인 증가를 보였다. Pgc1α 발현은 ELE200 그룹에서 CON 그룹에 비해

유의적으로 증가하였다(Figure 28).
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Figure 26. Effect of ELE on mRNA expression of adipogenesis regulatory

factors in 3T3-L1 cells 
mRNA expression levels of Cebpα, Pparγ, Fas and Acc were determined by real-time qPCR,

and all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error mean(n =

3). (a-c) Means that do not have a common letter are significantly different among the CON

treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple range test.

CON, 1 μM DEX, 0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group; ELE, Eutrema

japonicum leaves extract treated group.

Figure 27. Effect of ELE on mRNA expression of adiponectin and fat

breakdown regulatory factors in 3T3-L1 cells
mRNA expression levels of Adipoq, Cpt1, Pnpla2 and Lipe were determined by real-time

qPCR, and all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error

mean(n = 3). (a-c) Means that do not have a common letter are significantly different among

the CON treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple

range test. CON, 1 μM DEX, 0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group; ELE,

Eutrema japonicum leaves extract treated group.
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Figure 28. Effect of ELE on mRNA expression of thermogenesis

regulatory factors in 3T3-L1 cells
mRNA expression levels of Ucp1,Ucp3 and Pgc1α were determined by real-time qPCR, and

all data were normalized to Gapdh. Data are presented mean ± standard error mean(n = 3).

(a, b) Means that do not have a common letter are significantly different among the CON

treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple range test.

CON, 1 μM DEX, 0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group; ELE, Eutrema

japonicum leaves extract treated group.
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4. 토란, 와사비 추출물 처리 시 3T3-L1 지방세포에서 단백질

발현에 미치는 영향

토란 구근 추출물(CRE), 토란잎 추출물(CLE), 와사비 추출물(ELE)이 지방세포

분화에 대한 영향에 대한 매커니즘을 조사하기 위해 western blot을 수행하여 단

백질 발현을 확인하였다.

CRE 처리 시 지방의 대사를 조절하는 중요한 인자인 AMPK의 인산화가

CRE100, CRE200 그룹에서 CON 그룹에 비해 유의적으로 증가했다(Figure 29B).

반면 지방산의 합성을 촉진하는 FAS의 발현은 그룹간의 차이를 보이지 않았다

(Figure 29C). 트리글리세롤을 분해하는 lipolysis를 조절하는 HSL의 인산화는

CON 그룹에 비해 CRE를 처리한 모든 그룹에서 유의적으로 증가하였다(Figure

29D).

CLE 처리 시 AMPK의 인산화가 CLE50 그룹에서는 증가하는 경향을 보였고,

CLE100, CLE200 그룹에서 유의적으로 증가하였다(Figure 30B). FAS의 발현은

CLE를 처리한 모든 그룹에서 유의적으로 감소하였다(Figure 30C). 반면 HSL의 인

산화는 CLE를 처리한 모든 그룹에서 유의적으로 증가하였다(Figure 30D).

ELE 처리 시 AMPK의 인산화가 ELE200 그룹에서 CON 그룹에 비해 유의적으

로 증가하였다(Figure 31B). 반면 FAS의 발현은 ELE 처리한 모든 그룹에서 유의

적으로 감소하였고(Figure 31C), HSL의 인산화는 ELE50, ELE100 그룹에서 유의

적으로 증가하였다(Figure 31D).
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Figure 29. Effect of CRE on protein expression in 3T3-L1 cells
(A) The expression of protein was performed using western blot. The ratios of (B)

p-AMPK/AMPK and (D) p-HSL/HSL were indicated and the expression level of (C) FAS

protein were normalized to β-actin. Data are presented mean ± standard error mean(n = 3).

(a, b) Means that do not have a common letter are significantly different among the CON

treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple range test.

CON, 1 μM DEX, 0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group; CRE, Colocasia

esculenta roots extract treated group.
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Figure 30. Effect of CLE on protein expression in 3T3-L1 cells
(A) The expression of protein was performed using western blot. The ratios of (B)

p-AMPK/AMPK and (D) p-HSL/HSL were indicated and the expression level of (C) FAS

protein were normalized to β-actin. Data are presented mean ± standard error mean(n = 3).

(a, b) Means that do not have a common letter are significantly different among the CON

treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple range test.

CON, 1 μM DEX, 0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group; CLE, Colocasia

esculenta leaves extract treated group.
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Figure 31. Effect of ELE on protein expression in 3T3-L1 cells
(A) The expression of protein was performed using western blot. The ratios of (B)

p-AMPK/AMPK and (D) p-HSL/HSL were indicated and the expression level of (C) FAS

protein were normalized to β-actin. Data are presented mean ± standard error mean(n = 3).

(a, b) Means that do not have a common letter are significantly different among the CON

treatment groups at a significance level of P<.05, as determined by Duncan's multiple range test.

CON, 1 μM DEX, 0.5 μM IBMX and 10 μL/mL insulin treated group; ELE, Eutrema

japonicum leaves extract treated group.
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제4장 고찰 및 결론

근감소증은 근육 단백질의 분해와 합성의 불균형으로 근육량이 감소되면서 유발

된다. 근감소증은 생리학적 혹은 병리학적 이유로 발병될 수 있으며 최근 2017년

WHO에서 근감소증 과련 코드까지 제정되며 심각성이 증가되었다[16]. 하지만 근

감소증의 예방 및 치료제가 없는 바 근감소증 관련 연구가 필요하다.

글루코코르티코이드는 여러 의학적 치료제로 사용되는 약물이며 또한 패혈증, 악

액질, 기아 등의 상태에서 방출되는 내분비 호르몬이다. 하지만 글루코코르티코이

드는 골격근 위축 혹은 감소를 일으킬 수 있다[36]. 글루코코르티코이드계 약물 중

하나인 Dexamethasone(DEX)은 다발성 경화증, 알레르기, 뇌부종, 염증 및 쇼크,

천식 등의 치료제로서 사용되고 있지만, DEX가 근감소 및 근육위축을 유발한다는

것은 잘 알려져 있으며 실험에서 근육위축을 유발하는데 사용된다[37, 38].

본 연구에 사용된 토란과 와사비잎은 선행연구에서 항염증 효과를 보인 바 있다

[2, 13]. 근감소증을 유도하는 병리학적 질병들의 원인은 대부분 염증과 관련이 있

으며, 이는 근감소증과 염증이 밀접하게 관련되어 있음을 시사한다[39]. 이에 본 연

구에서는 토란 구근, 토란잎 그리고 와사비잎의 주정 추출물이 C2C12 세포에서의

근감소증 예방 효과를 확인하기 위해 관련 효능 및 메커니즘을 분석하였다.

근육위축와 관련된 연구에서 DEX 처리 시 C2C12 세포의 근관이 감소되는 것으

로 나타났다[40, 41]. 본 연구에서 역시 C2C12 세포에 DEX를 투여했을 때, 근관이

유의하게 감소하였고, CRE, CLE, ELE를 200 ㎍/㎖으로 처리한 그룹에서는 근관의

직경이 DEX 그룹보다 유의적으로 크게 나타났다(Figure 4). 이는 DEX가 근육위축

을 유발하였고 DEX와 추출물을 함께 처리한 그룹에서는 근육위축이 개선된 것으

로 판단된다.

여러 연구에서 DEX가 분화된 근관에서 FoxO 계열을 조절하여 근육 특이적

ubiquitin-E3 ligase인 Atrogin-1 및 MuRF1의 발현을 증가시켜 C2C12 근관의 근

육위축을 유도한다고 밝혀져 있다[42]. 반면 Myod 계열(Myod, Myogenin, Myf5

and MRF4)인 myogenic 조절 인자는 C2C12 세포에서 골격근 형성 및 분화를 활

성화하며, Myo D와 Myf5는 분화 초기 단계에서 Myogenin과 MRF4는 후기 분화

와 근관형성을 담당한다[43, 44]. 또한 이전 연구에서 IGF-1/AKT/mTOR pathway

를 통해 MHC의 발현이 조절되고, mTOR의 활성화가 4E-BP1과 P70S6K1의 인산
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화를 조절하여 단백질 합성을 조절한다는 사실이 입증되었다[45].

본 연구에서 CRE 처리 시 mRNA 발현 수준에서 Mhc의 발현이 CRE 처리 그룹

에서 DEX그룹에 비해 유의적으로 증가하였다. 또한 Myod와 Myogenin은 CRE 처

리 시 증가하였다(Figure 5). 반면 근육 단백질 분해를 조절하는 Trim63과 Fbxo32

의 발현은 DEX 그룹이 CON 그룹에 비해 유의적으로 증가하였지만, CRE 처리 그

룹과는 차이를 보이지 않았다(Figure 6). 단백질 발현 수준에서는 Myo D와

Myogenin의 발현이 그룹 간의 차이를 보이지 않았다(Figure 11). 이는 유전자 발

현 수준이 여러 이유에 의해 단백질 발현까지 이어지지 않았거나 혹은 Myo D와

Myogenin은 근관분화 초기에 발현이 상향조절 되는 인자이므로 발현이 증가하지

않았음을 추측할 수 있다[44, 46]. 이에 반해 MHC, 4E-BP1과 P70S6K1의 인산화

는 CRE 처리 그룹이 DEX 그룹에 비해 증가하였다(Figure 11, 12). FoxO3의 인산

화가 CRE100 그룹에서 유의적으로 증가하였고, 이에 따라 Atrogin-1, MuRF1의

단백질 발현 수준은 CRE 처리 시 DEX 그룹에 비해 감소하였다(Figure 13).

CLE 처리 시 mRNA 발현 수준에서 Trim63과 Fbxo32의 발현은 CON 그룹에

비해 DEX 그룹에서 유의적으로 증가하였고, CLE 처리시 감소하였다(Figure 8). 단

백질 발현에서 역시 CLE 처리 시 Atrogin-1과 MuRF1의 발현이 감소하였다.

FoxO3의 인산화는 CLE200 처리 시 증가하였다(Figure 15). 역시 Foxo3에 의해

Atrogin-1과 MuRF1의 발현이 조절되었다. 4E-BP1과 P70S6K1의 인산화가 DEX

에서 감소하고 CLE200 처리 시 증가하였다(Figure 14).

ELE 처리 시 ELE200 그룹에서 Trim63과 Fbxo32의 mRNA 발현이 DEX 그룹

에 비해 유의적으로 감소했다(Figure 10). Atrogin-1과 MuRF1의 단백질 발현이

CON 그룹에 비해 DEX 그룹이 유의적으로 증가하고, ELE의 처리 시 감소하였다.

이는 상위기전의 FoxO3의 인산화가 증가함으로써 Atrogin-1과 MuRF1의 발현이

조절되었음을 확인하였다(Figure 17). 또한 Mhc의 mRNA 발현이 ELE 처리 시 증

가하였고, 단백질 발현 역시 상향조절 되었다(Figure 9, Figure 16). 4E-BP1,

P70S6K1의 인산화가 DEX 그룹에 비해 ELE 처리 시 증가하였다(Figure 16).

mRNA와 단백질 발현을 확인한 결과, CRE, CLE, ELE의 일부농도에서 C2C12

세포에서 FoxO3의 인산화를 증가시켜 Atrogin-1과 MuRF1의 발현을 조절하여 단

백질 분해를 억제하고, 4E-BP1과 P70S6K1의 인산화를 증가시켜 단백질 합성을 증

가시켜 DEX 유발 근육위축을 예방시켰음을 시사한다.

본 연구를 통해 토란 구근과 잎, 그리고 와사비 추출물이 각각 근육세포의 분화,



- 62 -

단백질 분해와 합성에 미치는 영향을 확인했다. 그러나 본 연구에 한계점은 단백질

합성의 상위기전에 대한 연구가 필요하다는 것이다. 또한 단백질 분해를 촉진하는

다른 자가포식 시스템과 같은 경로에 대한 연구가 필요하다. 하지만 CRE, CLE,

ELE가 근육 단백질 분해에서 중요한 UPS 경로를 조절한다는 점과 단백질 합성의

하위 기전을 상향조절 시켜 근육 건강 유지 및 근육위축 방지에 활용될 수 있는

가능성을 제시했다는 점에서 중요한 연구 결과로 해석될 수 있다.

비만은 제2형 당뇨병, 이상지질혈증, 고혈압, 심장질환의 주요 위험요소이며 이는

수명을 단축시킬 위험이 있다. 비만 관련 의료비 증가에 의한 소득의 손실 역시 문

제이다[47]. 비만 치료제의 장기 치료 시 효능과 안전성에 대한 끊임없는 논란이

있다. 이에 천연물의 화학물질이 지방의 분화를 억제하는 생물학적 활성을 갖는 잠

재적인 물질로서 꾸준한 연구가 진행되고 있다[48, 49]. 지방조직은 지방세포의 비

대 또는 새로운 지방세포 형성으로 지방량이 증가하며 이는 비만과 밀접하게 관련

된다. 따라서 지방세포가 증식하는 매커니즘을 파악하는 것은 중요하다[50]. 이에

따라 토란 구근, 토란잎 그리고 와사비잎의 주정 추출물이 3T3-L1 지방세포의 분

화를 억제하는 항비만 효과에 대한 가능성을 입증하기 위해 본 연구를 수행하였다.

지질 축적량을 확인한 결과 CRE, CLE, ELE를 처리 시 모든 그룹에서 CON 그

룹 대비 감소한 결과를 보였다(Figure 19). 이는 선행연구와 동일하게 CRE, CLE,

ELE가 지질축적을 감소시켜 지방세포 분화동안 지방생성이 억제되었음을 확인할

수 있다[51]. 지질축적의 감소는 지방생성 억제 혹은 지질분해 촉진에 의해 조절될

수 있으며, 비만 연구 시 이와 관련 매커니즘의 확인이 필요하다. 지방생성은

PPARγ 및 C/EBPα과 같은 여러 전사인자에 의해 조절된다. 특히 PPARγ는 고지

방식에 의해 유도된 지방세포 분화 및 비대를 유도하고 인슐린 저항성을 발생시킨

다고 확인되었다[52]. 또한 PPARγ, C/EBPα는 FAS, ACC, aP2 및 LPL과 같은 지

방 조직에서 지방합성에 관여하는 전사인자를 조절한다. FAS와 ACC는 지방산을

합성하는데 중요한 역할을 한다[53]. SREBP1c가 증가되면 FAS, ACC와 같은 유전

자들이 활성화되며, SREBP1c는 AMPK에 의해 발현이 억제된다. AMPK의 활성화

는 간, 지방 조직, 근육 등 다양한 조직의 경로에서 유전자의 인산화 및 조절에 관

여한다. 또한 AMPK는 지방분해를 조절하기도 하는데 AMPK의 인산화 증가는

ACC를 비활성화 하고 CPT1 활성화시킴으로써 β-oxidation을 촉진한다[50, 54]. 지

방분해에서 TG가 분해되는 과정은 비만을 감소시키는데 중요하다. ATGL, HSL,
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MGL의 발현 증가는 지방세포에서 TG를 분해하여 유리지방산과 글리세롤로 가수

분해시킨다[55].

본 연구에서 CRE 처리 시 lipolysis를 조절하는 Pnpla2와 Lipe의 유전자 발현이

CON 그룹에 비해 증가하였고 단백질 발현도 증가하였으며(Figure 21, 29). 또한

AMPK의 인산화도 증가되었다. 하지만 FAS의 발현에서는 유의적인 차이를 보이

지 않았다(Figure 29). 이를 통해 CRE는 주로 지방분해 촉진을 통해 지방형성을

억제하는 것으로 판단된다.

CLE 처리 시 CPT1, Pnpla2와 Lipe의 mRNA 발현이 증가하였다(Figure 24). 또

한 단백질 발현에서도 AMPK와 HSL의 인산화가 증가하였다. 반면 FAS의 발현은

감소하였다(Figure 30). 이를 통해 CLE가 AMPK를 활성화시켜 지방분해를 촉진하

고 지방합성을 억제하는 것으로 나타났다. .

ELE 처리 시 ELE 200 μg/mL을 처리한 그룹에서 CPT1의 mRNA가 증가하였

고, Pnpla2와 Lipe의 mRNA가 증가하였다. 단백질 발현은 50 μg/mL과 100 μg/mL

그룹에서 HSL의 인산화가 증가하였다. AMPK는 ELE 100μg/mL와 ELE 200μ

g/mL 그룹에서 활성화되었으며, FAS의 발현은 ELE 처리 시 감소하였다. 이를 통

해 ELE의 일부 농도에서 지방분해가 증가하고 지방생성이 억제된 것을 확인하였다.

mRNA와 단백질 발현을 확인한 결과, 토란 구근, 토란잎 그리고 와사비잎의 추

출물이 3T3-L1에서 TG를 분해하는 HSL의 인산화를 증가시켜 지방분해를 증가시

켰으며, 특히 토란잎과 와사비잎은 지방산을 합성하는 FAS의 발현을 감소시켜 지

방합성을 억제시켰다. 또한 세 가지 추출물 모두 AMPK를 활성화시키는 것으로

나타났다. 선행연구에서 AMPK와 HSL의 상관관계를 밝혔으며 부분적으로 조절될

수 있음을 확인했다[54]. 그러나 AMPK가 활성화됨에 따른 다양한 하위 기전들에

대한 추가연구를 통해 매커니즘 규명이 필요하다. 그럼에도 불구하고 세 가지 추출

물이 에너지 대사 및 지질대사에서 핵심적인 역할을 하는 AMPK를 활성화시켰고,

지방생성 억제 및 지방분해 증가를 통해 항비만 기능성 소재로서의 가능성을 제시

하였다.

본 연구는 국내에서 재배하는 천연물인 토란과 와사비를 활용하여 근감소 및 비

만 개선을 위한 소재를 발굴하고자 하였다. 세 가지 천연물의 특정 농도에서 근육

세포의 단백질 합성 증가와 단백질 분해 감소를 확인하였다. 또한 토란잎과 와사비

잎 추출물은 지방생성을 억제하고, 토란 구근, 토란잎과 와사비잎의 추출물이 지방

분해를 증가시키는 것으로 나타나 이들 추출의 근감소 개선 및 비만 개선 효능을



- 64 -

확인할 수 있었다. 결론적으로 본 연구를 통해 도출된 결과는 향후 동물실험 및 임

상 시험의 기초자료로 활용될 수 있으며 근감소 예방과 항비만의 기능성 소재로서

의 가능성을 제시한다. 그러나 본 연구는 세포실험을 통해 얻어진 결과이므로, 토

란 구근, 토란잎, 그리고 와사비잎 추출물의 실제 효능과 안전성을 확인하기 위해

서는 추가적인 실험이 요구된다.
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