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ABSTRACT
  Objectives : This study was designed to investigate the effect of a herbal preparation HJ01 consisting of 
Salicornia herbacea, Citri Reticulatae Pericarpium, Crataegi Fructus and Glycyrrhizae Radix on adipocyte 
differentiation in OP9 cells and on poloxamer 407(P-407)-induced hyperlipidemia in mice.
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  Methods : 1. MTT assay was used to evaluate the potential cytotoxicity of Salicornia herbacea, Citri 
Reticulatae Pericarpium, Crataegi Fructus, Glycyrrhizae Radix and HJ01, respectively. 2. Bone-marrow 
derived OP9 cells were treated with HJ01, and the alterations in fat storage in the cells were determined by 
the Oil red O assay. 3. The protein level of  CAAAT/enhancer binding protein alpha(C/EBPα), as a adipocyte 
differentiation marker, was examined using western blot analysis in differentiated OP6 cells. 4. Adult male 
C57BL6 mice received intraperitoneal injections of P407 to induce hyperlipidemia, simultaneously, were 
treated with HJ01 for 4 weeks. Then the cholesterol (TC), triglyceride (TG) and high-density 
lipoprotein-cholesterol (HDL-c) levels in sera and liver tissues were measured.
  Results : 1. The MTT assay exhibited that Salicornia herbacea, Citri Reticulatae Pericarpium, Crataegi 
Fructus, Glycyrrhizae Radix and HJ01 showed no significant cytotoxicity in tested dosages. 2. Ten days' 
treatment with HJ01 markedly inhibited the increases in fat storage in differentiated OP6 cells. 3. Four weeks' 
treatment with HJ01 down-regulated the protein level of  CAAAT/enhancer binding protein alpha(C/EBPα) but 
up-regulated the levels of adiponectin in differentiated OP9 cells. 5. HJ01 inhibited the accumulation of TC 
and TG in liver tissues and increased serum levels of TC in hyperlipidemic mice.
  Conclusions : These results suggest that HJ01 can in vitro  inhibit adipocyte differentiation and fat storage in 
OP6 cells, in vivo  improve the hyperlipidemia induced by P-407 in mice, which may be mediated by 
promoting glucose uptake and improving a lipid metabolite profile.

  Keyword : OP9 cells, HJ01, Poloxamer-407, Hyperlipidemia

Ⅰ. 서     론
*

최근 생활수준의 향상으로 위생환경이 개선되
고 식생활이 서구화하여 평균수명이 연장되었으
며, 질병의 양상 또한 선진국형으로 급격히 변
화되고 있으며 성인병이 오늘날 가장 큰 의학적 
과제로서 등장하게 되었다.

국내 3대 사망원인질환으로 암과 함께 뇌혈관 
질환과 심장 질환으로 꼽을 수 있으며 이중 총 
사망자의 20.8%가 뇌혈관 질환 및 심장질환으
로 인한 사망이라 한다1). 

고지혈증은 심혈관질환, 뇌혈관질환 및 말초
동맥질환의 선행원인으로 지질대사 이상으로 혈
청내 cholesterol과 중성지방을 운반하는 지방단백
이 증가하여 주요지질(cholesterol, triglyceride, 
phospholipid, free fat acid)의 혈관내 함량이 
현저하게 증가한 상태를 말하며2) 최근 연구들에 
의하면 총 콜레스테롤과 LDL콜레스테롤이 증가
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와 HDL 콜레스테롤의 감소가 심혈관의 중요한 
원인이며 이러한 심혈관질환의 위험도 증가는 
콜레스테롤 수치에 정해진 기준이 아니라 증가 
및 감소 정도에 따라 지속적이고 단계적으로 위
험도가 증가하는 것으로 알려졌다3). 

한의학에서는 高脂血症이라는 용어는 없으나, 
高脂血症의 증상이 頭暈, 心慌, 肢麻, 胸悶, 胸痛 
등으로 나타나므로 痰飮, 心悸, 眩暈, 頭痛, 胸
痞, 眞心痛, 中風 등의 범주에서 취급하고 있으며
4), 飮食失節, 運動不足, 七情損傷, 先天不足, 臟
腑의 機能失調 등이 원인으로 보고되고 있다고 
한다5). 고지혈증의 유병률이 증가되는 점을 고려
할 때 고지혈증의 적절한 예방과 치료를 필요로 
하며 특히 천연물로부터 질병을 예방 또는 억제
할 수 있는 생리활성 물질에 대한에 대한 연구가 
증대되어지면서 생리활성 물질의 보고로 알려진 
해양식물의 탐색에 관한 및 해조류로부터 질병을 
억제하거나 개선시킬 수 있는 소재를 찾으려는 
연구가 활발히 진행되고 있다6).  

그 중 함초(鹹草, Salicornia herbacea)는 명
아주과(Chenopodiaceae)에 속하는 일년생 초본
으로 퉁퉁하고 마디마디 튀어나온 풀이라 하여
‘퉁퉁마디’라고도 한다7). 전체가 다육질이고 녹색
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인데 가을이 되면 붉은색으로 변하며, 줄기는 직립
하고 마디마다 양쪽으로 퉁퉁한 가지가 갈라지기
도 하며, 높이는 10~30cm의 크기로 자란다. 우리
나라 서해안이나 울릉도 등지에 분포하여 염분의 
농도가 높은 갯벌에서 생육하여 삼투압을 견디기 
위해 식물체 내에 다량의 염분을 축적하고 있어 매
우 즙이 많고 소금으로 가득하며, 50%의 높은 식
이섬유가 함유되어 있어 미역이나 김 등의 다른 해
조류에 비해 2배 이상 함유하고 있으며 Na, Ca, K 
및 Mg 등의 천연미네랄, 필수아미노산 및 필수지
방산이 풍부하여 예로부터 신장병, 간염, 변비, 숙
변 및 위장병 치료제로 널리 이용되어 왔다8)9). 최
근 함초에 관한 연구가 활발히 이루어지고 있으며 
주요 연구결과로는 고지방식이에서 고혈당과 고지
혈증 예방효과, 항산화작용, 미백효과 등이 연구된 
바 있다10)-14). 

또한 이미 선행연구를 통해 확인된 in vitro 
HMG-CoA reductase 저해활성을 보인 황금, 후
박, 행인, 황련, 적작약, 목단피, 당귀, 죽여, 계
지, 산사와 DPPH소거활성을 보인 황금, 황련, 적
작약, 건강, 목단피, 당귀, 죽여, 산사, 계지 등 한
약재 중에서 비만억제 작용이 있는 진피, 산사, 감
초를 선택하여 배합하고 본 연구에 사용하였다. 

진피(陳皮, Citri Reticulatae Pericarpium)는 성
숙한 감귤 과실의 껍질로 예로부터 한약재로 사용되
어 왔으며, 대한약전에는 주요 플라보노이드 성분인 
hesperidin의 함유량이 4%이상으로 천연 바이오플
라보노이드와 베타카로틴 등의 유용한 생리활성물
질이 풍부하여 항산화작용, 고지혈증 억제작용15)16), 
충치예방효과, 항균작용 등과 고혈압 예방, 혈중 
LDL-콜레스테롤 감소작용 및 순환계질환의 예방 
및 개선효과 등이 있는 것으로 보고되었다17)18). 

산사(山楂, Crataegi Fructus)는 장미과에 속
한 낙엽교목인 Crataegus pinnatifida BGE. 
var. typica SCHNEIDER.) 및 동속 근연식물의 
열매를 건조한 것으로, 관상동맥의 혈류량을 증가
시키고 심근의 산소 소모량을 감소시키며, 심근허
혈, 산소결핍에 대한 보호 작용이 있다. 그리고 
관상동맥의 혈류량을 증가시키는 동시에 심근의 
산소 소모량과 산소 이용률을 감소시킨다. 또한, 

혈청 내 총 콜레스테롤과 β-지질단백질의 수치를 
낮춘다. LDL-C 및 VLDL-C도 낮춘다. 또한 콜
레스테롤과 콜레스테롤 에스테르의 동맥침착을 
용량의존적으로 감소시킨다. 산사는 LCAT(lecithine 
cholesterol acyl transferase)를 활성화시켜 유
리 콜레스테롤이 쉽게 침착할 수 없게 하여 죽상
동맥경화를 예방할 수 있다. 산사의 죽상동맥경화
증을 치료하는 성분은 우루솔산(ursolic acid)이
다19)20). 이러한 산사는 소화불량, 고지혈증, 고혈
압, 심근경색, 습성이질, 장염, 간염, 황달, 폐경, 
산후자궁회복부전 등에 사용할 수 있으며, 인삼을 
복용하고 맞지 않는 경우에도 산사로 풀어줄 수 
있다고 밝혀져 있다.

감초(甘草, Glycyrrhizae Radix)는 콩과의 다년
생 초본으로, 한방에서 모든 약재와 조화를 이루면
서 효능을 증가시킬 뿐만 아니라 완화, 진통약으로 
각종 동통 및 급박 증상을 완화하는데 내복용 또는 
외용으로 사용되고, 그 자체가 독의 중화 작용과 
같은 약성이 있다. 식물의 뿌리 및 근경에 트리터
펜(triterpene)계 사포닌(saponin), 글리시리진
(glycyrrhizin)이 함유되어 있어 약물 중독, 음식
물 중독, 체내 대사물의 중독뿐만 아니라 세균독소
에 대한 모든 해독작용을 가지며, 항이뇨작용 및 
갑상선피질호르몬양의 조절 작용이 있다. 감초는 
항염증과 항알레르기 반응 작용을 보이며, 아세틸
콜린에 대해 길항하는 작용을 나타내며, 아드레날
린의 강심작용을 증강시키는 효과가 있다21).

기존의 약리효과에 시너지 효과를 더하기 위하
여 이들 모두를 포함하는 추출물을 이용하여 in 
vitro에서는 OP9 stroma cell를 통하여 지방세포
분화로 인한 억제효과22)23)와 lipid metabolism24)

의 가능성을 확인하고 in vivo에서는 외인성 고중
성지방혈증인 Poloxamer-40725)-28)로 유발한 동
물모델에 투여하여 고지혈증에 대한 영향을 관찰
하고자 하였다. 이에 유의미한 효과가 관찰되었기
에 보고하고자 한다. 

Ⅱ. 재료 및 방법
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1. 실험재료  
1) 시약
Adiponectin는 Cell signaling Technology, 

Inc.(Massachusettes, U.S.A.)로부터 구입하였으며, 
PPARγ와 C/EBPα는 Santa Cruz Biotechnology
에서 구입하였다. 고지혈증 유발을 위한 동물모델
에는 Sigma에서 구입한 poloxamer-407을 사용
하였다. 혈중 지질함량 변화를 측정하기 위하여 
Total-cholesterol 함량 변화를 측정하기 위하여 
Richmond 등의 효소법에 의하여 조제된 아산제약 
kit(AM 202-K, Asan)를 사용하였으며, Triglyceride 
함량은 McGowan 등의 방법에 준하여 조제된 아
산제약 kit(AM 157S-K, Asan)를 구입하였다. 
High density lipoprotein(HDL)-cholesterol 함
량은 Noma등의 효소법에 의하여 조제된 아산제약 
kit(AM203-K, Asan)를 구입하였다.

2)한약재
실험에 사용한 함초(鹹草: Salicornia herbacea 

(SH))는 전북 군산시 옥구읍에 위치한 두루식품
의 재배품을 입수하였으며, 진피 (陳皮: Citri 
Reticulatae Pericarpium(CP), 원산지: 한국), 
감초 (甘草: Glycyrrhizac Radix(GR), 원산지: 
중국)는 경북 경찬에 위치한 ㈜옴니허브에서 구
입하였으며, 산사 (山楂: CrataegI Fructus(CF), 
원산지: 중국, 북경)는 경북 경산에 위치한 ㈜휴
먼허브에서 구입하였다. 

3)동물실험
실험동물은 male C57BL6 (7week) mice를 ㈜

오리엔트 바이오로부터 제공받아 일주일 동안 온
도 24.5±2℃, 습도 50±5%로 조절되는 동물실에
서 물과 식이를 자유롭게 섭취할 수 있는 환경에
서 1주일 동안 적응기를 거쳤다.

고지혈증을 유발하지 않은 normal group과 
고지혈증을 유발하는 control group 그리고 고지
혈증을 유발과 동시에 함초단독, 타사제품, HJ01 
0.5배군, HJ01 1배군, HJ01 2배군을 투여하는 
총 7그룹으로 나눠 각 그룹 당 12마리씩 실험군
을 만들었으며 각각의 시료는 1일 2회 경구투여로 

4주간 실험을 수행하였다. 고지혈증을 유발하는 
물질로는 poloxamer-407을 선택하였으며, 
0.5g/kg의 용량으로 1회/3일 복강투여하였다.

4주 동안 체중변화와 식이변화를 1회/week 
측정하였으며, 최종일에 실험동물을 하루 절식시
킨 후 심장채혈을 한 후 15℃에서 20분간 방치한 
후 3000rpm에서 15분간 원심분리기를 이용하여 
serum을 분리하였으며, 분석 전까지 –70℃에 보
관하였다. 본 실험에 사용되는 간조직은 적출하
여 질소탱크에 분석 전까지 보관하였다.

2. 실험방법
1) 한약재 추출 및 제조
실험에 사용될 함초 단독, 함초와 그 외 배합

된 배합물과 positive control로 현재 유한바이오
텍에서 판매되고 있는 함초와 폴리덱스트로스 추
출물을 파우더로 만들기 위해 각 무게의 15배의 
3차 증류수에 30분 동안 냉침한 후에  Heating 
mantle(Glas-Col, Terre Haute, IN, USA)을 이용
하여 40℃에서 2시간 동안 환류추출하였다. 얻어
진 추출액을 Advantec No.2 110mm filterpaper
로 여과한 후 여액을 감압농축기 (Rotavapor 
R-124, Buchi, Switzerland)로 60℃에서 감압
농축한 후 동결건조기(Bondiro, IlShin Freeze 
Dryer, KOREA)로 건조하여 최종적으로 파우더 
형태로 각각의 실험약물을 얻었다(Table 1.). 완
성된 시료는 실험에 사용하기 전까지 -15℃ 냉동
고에 보관하였으며, 사용하기 전 3차 증류수로 
용해 후 사용하였다.

2) OP9 세포주의 배양 
함초 단독, 함초와 그 외 배합된 배합물과 

positive control 추출물이 지방세포 대사에 미
치는 영향을 알아보기 위하여 mouse 유래 OP9 
세포를 사용하였다. Mouse 유래 OP9 세포는 열
에 비활성된 20% Fetal Bovine Serum(Gibco), 
100U/ml Penicillin-Streptomycin이 포함된 
Alpha Minium Essential Medium (Gibco)을 
사용하여 성장시켰으며, 사용된 α-MEM에는 
ribonucleosides와 deoxyribonucleosides가 함유
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되지 않는 배양액을 사용하였다. 배양의 조건은 
5% CO2와 95%의 공기를 포함하는 가습 조건하
에서 37℃ 온도를 유지하여 배양하였다.

3) MTT 분석
OP9 세포의 생존율은 여러 농도의 추출물 

처리하여 24시간 배양 후 밀집세포의 미토콘드
리아 탈수소 효소에 의해 자주빛 formazan 생
성물로 변하는 MTT환원을 바탕으로 MTT 분석
법으로 측정했다. 요약하면, 지수성장을 하는 
세포들은 20% FBS를 함유한 α-MEM 배지에서 
3×104cells/well의 밀도로 현탁하여 96well plate
에 이식하고 24시간 배양 후 여러 가지 농도로 
약물을 처리하였다. 24시간 동안 노출시킨 후 
세포에 100㎕의 MTT용액을 넣어 4시간 동안 
37℃를 유지하는 배양기에 배양하였다. 반응이 
끝난 후 MTT희석액을 조심스럽게 제거하고 각 
well에 100㎕의 DMSO를 첨가하여 15-20분간 
plate shaker로 흔들어 준 후 ELISA reader를 
사용하여 540nm에서 흡광도를 측정하여 분석
하였다.

4) 지방세포 분화 유도
1×106cells/well에 OP9 세포를 2일 동안 20% 

FBS, 2mM L-glutamine, 100U/ml Penicillin- 
Streptomycin이 포함된 α-MEM 배지에서 배양
한 후 분화를 유도하였다. 분화유도는 10% FBS
가 포함된 α-MEM 배지에 1㎍/㎖ insulin, 1μM 
dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-methylxanthine
이 포함된 배양액에 2일 동안 배양한 후 10%　
FBS가 포함된 α-MEM 배지에 1㎍/㎖ insulin 
포함되어 있는 배양액에 2일 동안 배양한 후 
10%　 FBS가 포함된 α-MEM 배지에 3일 동안 
배양을 하여 분화를 유도하였다.

5) pH 측정
각 추출물들이 지방세포의 pH 변화에 미치

는 영향을 분석하기 위하여 미분화시킨 배양액
과 10%　FBS가 포함된 α-MEM 배지에 1㎍/㎖ 
insulin, 1μM dexamethasone, 0.5 mM 3- 

isobutyl-methylxanthine이 포함된 배양액에 2일 
동안 분화시킨 후 10%　FBS가 포함된 α-MEM 배
지에 1㎍/㎖ insulin 포함되어 있는 배양액에 2일 
동안 분화를 유도한 배양액을 모아 pH meter를 
이용하여 세포 밖의 pH변화를 측정하였다.

6) Oil red O staining 
1×106 cells/well의 OP9 세포를 6cm dish에 

이식한 후 분화를 유도하며 동시에 각 추출물의 
최종농도가 100㎍/㎖이 되게 하여 처리한다. 7
일 동안의 분화를 유도한 후 10% formalin으로 
20분 동안 고정시키고 1×PBS로 3번 세척한 후 
1ml의 Oil red O solution(Sigma, O0625)를 첨가
하여 60분 동안 염색시키고 1×PBS를 이용하여 
3번 세척한다. 세척 후 건조한 다음 isopropanol
로 지방을 염색한 Oil red O solution를 추출하
여 ELISA reader로 500nm 파장에서 흡광도를 
측정하였다. 

7) Western blot analysis
OP9세포의 분화가 끝난 후 Scraper를 이용

하여 세포를 모은다. 모아진 세포는  잔류물질을 
제거하기 위하여 1×PBS를 사용하여 2-3번 세
척한다. Radio Immuno Precipitation Assay 
lysis Buffer(RIPA lysis Buffer, 1% Nonidet 
P-40, 1% Sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 
0.15M NaCl, 0.01M Sodium phosphate pH7.2, 
2mM EDTA)로 세포를 용해시킨 후 Sonic 
&Materials INC에서 구입한 Ultrasonic Processor 
(VC-130PB)로 분쇄 후 12000rpm에서 20분 
동안 원심분리하여 상등액을 취하여 –70℃에 보
관하였다. 각 시료를  Bradford 방법에 따라 정량
하고 9% SDS-PAGE에 전기영동하여 단백질을 
분리한 다음 Transfer Buffer을 이용해 
PVDF-membrane에 분리된 단백질을 전사시켰
다. 비 특이반응을 제거하기 위해서 5% 비지방  
skim milk가 함유된 T-TBS(Blocking Buffer)로 
room temperature에서 1시간 동안 충분히 흔들면
서 방치하였다. 반응이 끝난 후 Blocking buffer
에 1:1000으로 희석된 1차 항체를 넣고 4°C에서 
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반응시켰다. 반응 후 T-TBS로 7분 간격으로 3
번 세척하고 blocking buffer에 1:5000으로 희석
한 2차 항체를 넣고 상온에서 1시간 동안 반응을 
시켰다. TBS-T로 10분 간격으로 3번 세척한 후 
ECL kit를 사용하여 발색을 시켜 단백질의 발현
정도를 확인하였다.

8) 혈청, 조직분리 및 효소원의 조제
시료 투여가 끝난 실험동물을 주사기를 이용

하여 심장으로부터 혈액을 채취하여 상온에서 30
분간 방치한 후 원심분리기를 이용하여 4℃, 
3,000 rpm에서 10분간 원심분리시켜 혈청을 얻
었다. 얻어진 혈청은 분석하기 전까지 –70℃ 
deep freezer에 보관하였다.

9) Liver로부터 Total Lipid 추출
적출된 간조직은 Folch et al.(1957) 방법에 

의해서 Total lipid 추출하였다. Total lipid 추출
하기 위해서 질소 탱크에 보관되어 있는 간조직
을 ice에서 해동시킨 후 chloroform과 methanol
을 2:1로 준비되어 있는 용액을 조직 샘플 1g당 
20ml을 넣어 균질기로 균질화시킨 후 실온에서 
15-20분 동안 orbital shaker에 놓아둔다. 10분 
동안 원심분리를 하여 liquid 층만 남겨두고 다른 
층은 피펫을 이용하여 버린 후 남아있는 Liquid 
층에 0.2배의 0.9% NaCl solution으로 세척을 
한 후 2000rpm에서 원심분리한다. 원심분리 후 
남아있는 chloroform과 methanol의 잔류를 없
애기 위해 건조시킨 후 methanol와 water를 
1:1비율로 섞인 용액으로 지질을 녹여 Total- 
cholesterol, Triglyceride, High density lipoprotein 
(HDL) - cholesterol를 측정하였다.

10) 지질함량의 측정
Total-cholesterol은 Richmond 등의 효소법에 

의하여 조제된 아산제약 kit (AM 202-K, Asan)
를 사용하여 실험하였다. Triglyceride 함량은
McGowan 등의 방법에 준하여 조재된 아산제약 kit 
(AM 157S-K, Asan)를 사용하여 실험하였으며 
High density lipoprotein(HDL)-cholesterol 함량

은 Noma등의 효소법에 의하여 조제된 아산제약 kit 
(AM203-K, Asan)를 사용하여 실험하였다. 

11) 통계 분석
결과는 평균값 ± 표준편차로 표현하였다. 통

계 분석은 Student's t-test와 One-way ANOVA
를 이용하였다. 

Ⅲ. 결과 및 고찰
1. 선호도조사

함초의 약리적 효능을 보존한 상태에서 선행
연구로 인해 in vitro HMG-CoA reductase 저
해활성과 DPPH소거활성을 가지는 한약재들을 
선택하여 함초와 배합하여 선호도 조사를 수행
하였다.

2012년 4월 30일 시행된 선호도조사에서 함
초단독과 진피와 함초, 산사와 함초, 감초와 함
초 각 한약재를 1:1의 비율로 배합하여 90℃, 
100ml의 물에 3분 동안 우려낸 후 거름망으로 
걸러 비교분석한 결과 함초 단독보다는 진피와 
함초, 산사와 함초, 감초와 함초 배합이 만족스
러운 결과를 얻었다. 

이를 바탕으로 진피, 함초, 산사비율이 3: 2: 
1인 배합과 진피, 함초, 산사, 감초비율이 3: 2: 
1: 0.5인 배합에 대한 평가를 함초단독 추출물
과 20대에서 선호도를 비교분석한 결과 진피, 
함초, 산사비율이 3: 2: 1인 배합은 19.23%, 진
피, 함초, 산사, 감초비율이 3: 2: 1: 0.5인 배합
은 61.54%로 높은 만족도를 얻었으며, 남성보다
는 여성이 더 선호하는 경향이 있었다. 이에 진
피, 함초, 산사, 감초비율이 3: 2: 1: 0.5인 배합
물을 HJ01이라 하였으며, HJ01이 지방세포 분
화와 고지혈증 mouse 모델에서 어떠한 영향을 
미치는지 확인하였다. 본 연구에 사용된 한약재
의 수율은 Table 1에 나타나 있다.
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Table 1. Extraction Yield of Medicinal Herbs Used in This Study

Latin Name Korean Name Medicinal capacity(g) Dry powder(g) Yied(%)

Citri Reticulatae Pericarpium 진피(陳皮) 100 35.48 35.48

Crataegi Fructus 산사(山楂) 20 8.41 42

Glycyrrhizae Radix 감초(甘草) 100 21.95 21.95

Salicornia herbacea 함초(鹹草) 200 35.64 17.82

- HJ01 214 60.5 28.27

*Abbreviation: Citri Reticulatae Pericarpium: CP, Crataegi Fructus: CF, Glycyrrhizae Radix: GR, Salicornia herbacea: SH

Fig. 1. Effect of water extractions on cell viability in OP9 cells. Cells were treated with various concentration of water extractions. The 
cell viability was evaluated by MTT assay as described in materials and methods. Values are mean ± SD of duplicate.

2. HJ01과 함초, 진피, 산사, 감초추출물이 세포 
생존율에 미치는 영향
HJ01과 함초, 진피, 산사, 감초 단독이 세포생

존율을 미치는 영향을 확인하기 위하여 각 추출물
의 농도가 50, 100, 200, 400, 600㎍/㎖로 처리하

여 MTT assay를 수행한 결과, 어떠한 추출물도 
처리되지 않은 대조군의 세포생존율을 100%로 
나타냈을 때 함초와 감초의 경우는 농도의존적으
로 생존율이 감소되었으나 진피와 산사의 경우 생
존율이 더 높은 결과로 proliferation이 일어났음
을 확인할 수 있었다. HJ01의 경우 농도의존적인 
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A                                                                                                                       B

Fig. 2. Effect of extractions on fat accumulation in OP9 cells adipocyte differentiation. Cells were incubated with 100㎍/㎖ 
concentration of each extractions. For OP9 cells differentiation into adipocyte, Cells were cultured in α-MEM medium containing 1㎍/
㎖ insulin, 1μM dexamethasone and 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine for 2 days, and then in α-MEM medium containing 1㎍/㎖ 
insulin for 2 days. After then α-MEM medium for 3days. N: Negative control, C: Positive control, SH: Salicornia herbacea, CP: Citri 
Reticulatae Pericarpium, CF: Crataegi Fructus, GR: Glycyrrhizae Radix. The Oil red O stain were accomplished as described in 
materials and methods. Values are mean ± SD of duplicates. Significance; * indicates significance for the difference between normal 
and control group(* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001). # indicates significance for the difference between control and extraction treatment 
group(# p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001).

Fig. 3. Extracellular pH transition on adipocyte differentiation.

경향성은 보이지 않으나 각 농도에 의해 세포생존
율에는 영향을 미치지 않았다. 각 추출물의 100㎍
/㎖ 농도에서 함초, HJ01의 생존율은 각각 
93.8%, 96% 세포생존율로 추출물에 대한 독성은 
없는 것으로 확인하였으며 100㎍/㎖ 농도로 다음 
실험을 계획하였다(Fig. 1). 

3. HJ01과 함초, 진피, 산사, 감초추출물이 지방
세포 분화에 미치는 영향
HJ01, 함초, 진피, 산사, 감초 추출물이 지방세

포 분화에 미치는 영향을 확인하기 위하여 OP9 세
포에 최종농도가 100㎍/㎖로 처리하여 세포내 축
적된 지방 (lipid droplet)을 관찰하고 그 양을 측
정하였다.

10일 동안 분화를 유도함과 동시에 각 추출물
을 처리한 후 Oil red O staining을 하여 분석한 
결과, 분화를 유도하지 않는 negative control군
보다 분화를 유도한 positive control군에서 lipid 
droplet이 현저하게 증가되어 분화가 유도되었음
을 확인하였으며(Fig. 2A) 분화를 유도한 후 HJ01, 
함초, 진피, 산사, 감초추출물을 처리 한 경우 산사
와 감초를 제외하고는 lipid droplet의 생성이 감소
됨을 확인하였다. 이에 Oil red O staining된 세포
를 Isopropanol로 유리시켜 optical density를 측정
한 결과 분화를 유도하지 않는 negative control군
과 분화를 유도한 positive control군에서 

negative control군의 지방축적이 100%일 때 분
화가 유도된 positive control은 120%로 분화가 유
도되었으며 함초의 경우는 101%, HJ01은 
99.3%까지 억제 되었으나 유의성 있는 결과는 
얻지 못하였다(Fig. 2B). 

4. 지방세포 분화로 추출물이 세포 밖 pH변화에 
미치는 영향
지방세포 분화를 유도하여 HJ01, 함초, 진피, 산

사, 감초 추출물이 세포 밖의 pH에 미치는 영향을 
확인하기 위하여 분화를 유도하지 않고 추출물을 
처리한 군과 분화 유도와 동시에 추출물을 처리한 
군의 배양액을 모아 pH meter를 이용하여 세포 밖
의 pH변화를 측정하였다. 그 결과 지방세포 분화에 
있어서 세포 밖의 pH 변화에는 영향을 미치지 않
는 것으로 확인하였다(Fig. 3).
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Fig. 4. Effect of water extractions on protein expression in OP9 cell. (A) Level of protein expression in OP9 cell by western analysis. 
(B) Quantitative analysis by Image J Program. Significance; * indicates significance for the difference between normal and control 
group(* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001). # indicates significance for the difference between control and extraction treatment group(#

p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001). Error bars indicate SDs; n=3.

5. HJ01이 Adipocyte differentiation, glucose 
uptake, lipid accumulation에 미치는 영향

HJ01, 함초, 진피, 산사, 감초 추출물이 지방세
포 분화를 유도하는 데에 있어서  transcription 
factor 중 하나인 PPARγ (peroxisome proliferator- 
activated receptor γ)활성화로 인해 일어나는 
adipocyte differentiation, glucose uptake, lipid 
accumulation 중 direct target을 찾기 위하여 
western blot analysis를 통하여 분석하였다. 
Adipocyte differentiation marker로는 C/EBPα
(CCAAT/enhancer binding protein), STAT1, 
STAT 5A, STAT 5B 등이 이에 속하며, glucose 
uptake marker로는 GLUT4, IRS-1/2, adiponectin 
등이 포함되며, lipid accumulation marker로 
ap2, PEPCK, Leptin 등이 포함된다. PPARγ는 
함초단독에 비하여 HJ01에서 감소하는 효과를 
보였으며 이에 따른 adipocyte differentiation를 
거치는 C/EBPα 또한 감소함을 보였다. Glucose 
uptake에 관여하는 adiponectin은 PPARγ, C/ 
EBPα와는 반대로 HJ01에서 증가함을 보였다. 
이들의 결과 HJ01은 세포 내의 glucose를 uptake
를 하면서 지방분화를 감소시킴을 확인 할 수 있었
다(Fig. 4).

6. P-407로 고지혈증을 유발한 동물모델에서 지

질함량 변화 측정
HJ01이 함초 단독보다 지방세포 분화를 억제

한다는 결과를 바탕으로 mouse에 외인성 고중성
지방혈증인 P-407로 고지혈증 모델을 만들어 
혈중과 liver조직에서의 지질 함량지방을 측정하
기 위하여 다음과 같은 실험을 수행하였다.

7주령된 Male C57BL7 mice에 Poloxamer-407
로 4주 동안 3일에 1회 복강주사하여 고지혈증
을 임의적으로 유발하고 동시에 함초단독과 비
교실험을 위한 타사제품과 HJ01 0.5배군, HJ01 
1배군, HJ01 2배군을 1일 2회 경구투여(Table 
2.)하였다. 최종일에 절식을 한 후 심장채혈로 
혈액을 채취하여 혈청을 분리하고 간조직을 적출
하여 Folch et al.(1957)에 의한 방법에 따라 지질
을 분리하여 혈청과 지질로부터 Total-cholesterol, 
Triglyceride, High density lipoprotein(HDL) 
-cholesterol를 분석하였다.

혈청에서의 지질 함량 변화를 확인한 결과 대
조군에 비해 P-407로 고지혈증을 유발시킨 그
룹에서 total-cholesterol, triglyceride, HDL- 
cholesterol의 수치가 유의성 있게 증가함을 보여 
고지혈증 모델이 만들어졌음을 확인하였으며, 
추출물에 대한 효과를 관찰하기 위하여 고지혈증
을 유발시킨 그룹과 고지혈증을 유발시킴과 동시에 
약물을 투여한 그룹을 비교하였다. 그 결과 HJ01
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Name Dose(g/kg/day)

HJ01 (×0.5) 0.1

HJ01 (×1) 0.2

HJ01 (×2) 0.43

Salicornia herbacea 0.67

Other product 0.56

The mice were orally administrated HJ01 various 
concentration, Sllicornia herbacea and other product.

Table 2. Treatment Group 

     

Fig. 5. Mouse weight(%) and Food intake (%) change in 
hyperlipidemia model. Body weight and food intake was 
measured once a week for four weeks. n=12

      

Fig. 6. Total-cholesterol, Triglyceride, High density lipoprotein (HDL) - cholesterol transition in the serum of hyperlipidemia model. * 
indicates significance for the difference between normal and control group(* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001). # indicates significance for 
the difference between control and drug orally administrated group(# p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001). Error bars indicate SDs; n=12

      

 Fig. 7. Total-cholesterol, Triglyceride, High density lipoprotein (HDL) - cholesterol transition in the liver tissue of hyperlipidemia model. 
* indicates significance for the difference between normal and control group(* p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001). # indicates significance 
for the difference between control and drug orally administrated group(# p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001). Error bars indicate SDs; n=12

를 투여한 그룹의 혈중 total-cholesterol의 함량
이 유의성 있게 증가되었고, HJ01의 농도가 증가
함에 따라 total-cholesterol의 함량이 유의성 있
게 감소하는 결과를 확인할 수 있었다. 혈중 
HDL-cholesterol의 함량은 혈중  total-cholesterol
과 같은 경향성을 보이나 HJ01 1배군을 투여한 
그룹에서 유의성 있었다. 하지만 혈중 Triglyceride
의 함량변화는 확인하지 못하였다 (Fig. 6).  

간 조직에서의 지질함량변화를 측정한 결과 P- 

407로 고지혈증을 유발한 그룹의 total-cholesterol 

함량은 대조군과 비교하여 차이가 없었으나 
triglyceride, HDL-cholesterol의 함량은 유의성 
있게 증가하였는데 고지혈증을 유발한 후 HJ01

을 투여하였을 때 total-cholesterol은 1배군과 
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2배군에서 유의성 있게 감소되는 것을 확인할 수 
있었으며 HDL-cholesterol의 경우 0.5배군, 1배
군, 2배군에서 유의성 있게 감소함을 확인할 수 있
었다. Triglyceride 함량은 단독으로 함초만 투여
한 경우 변화가 없었으며 타사제품이 유의성 있게 
높이는 결과를 보였으나 HJ01을 투여한 경우에는 
유의성 있는 결과는 확인하지 못하였지만 
Triglyceride 함량을 낮추는 경향성은 보였다 
(Fig. 7). 

또한 4주간의 몸무게 변화와 사료 손실양을 분
석해 본 결과 4주에는 몸무게가 증가함을 확인할 
수 있었으나 그룹별로 차이는 없었으며, 일반먹이 
섭취에 따른 변화에서는 첫주에 비하여 섭취량은 
감소하였으나 4주차에서는 함초단독과 HJ01 0.5
배군에서 대조군에 비해 감소됨을 확인하였다 
(Fig. 5). 

이상의 결과 HJ01은 고지혈증에서 간조직의 
콜레스테롤과 Triglyceride 축적을 억제하며 혈
중으로 콜레스테롤이 분비되어 체내에서 사용될 
수 있도록 하는 것으로 생각된다.

Ⅳ. 결     론
고지혈증에 상용할 수 있는 한약추출물을 개

발할 목적으로 군산지역의 특산물인 함초와 선
행연구를 통하여 약리효과가 입증된 진피, 산사, 
감초를 배합하여 가장 선호도가 높았던 함초, 진
피, 산사, 감초를 2: 3: 1: 0.5의 비율을 택하여 
효능을 검증하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

OP9 stroma cell에서 지방세포 분화유도와 지
방축적에 대한 효능시험 결과 함초 단독보다는 HJ01
에서 분화 유도가 억제됨을 확인하였으며, 지방세
포분화와 관련된 trnanscription factor인 PPARγ
는 HJ01처리군에서 down-regulation하였으며, 
glucose uptake에 관여하는 adiponectin은 HJ01처
리하였을 때 up-regulation함을 보였다.  

P-407로 고지혈증을 유발시킨 mouse에 HJ01
투여하였을 때 간조직의 콜레스테롤과 Triglyceride 
축적을 억제함을 확인하였으며 이는 혈중으로 

콜레스테롤이 분비되어 체내에서 사용될 수 있
도록 하는 것으로 생각할 수 있다. 

이상의 결과로 HJ01은 지방세포에 대해서는 
지방세포로의 분화를 억제하며 이 때 세포의 glucose 
uptake를 촉진시키는 것으로 생각되므로 이를 토
대로 후속연구가 필요할 것으로 사료되며 여성들
의 비만예방 목적으로 활용가능성이 있다. 
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