
J Korean Soc Food Sci Nutr 한국식품영양과학회지

46(5), 552～561(2017) https://doi.org/10.3746/jkfn.2017.46.5.552

가시오갈피 물 추출물이 간세포에서 포도당 이용 대사에 미치는 영향
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ABSTRACT This study aimed to investigate glucose uptake mechanisms and metabolic mechanisms for absorbed 
glucose in HepG2 cells treated with Acanthopanax senticosus water extract (ASW). A colorimetric assay kit was used 
to measure polyphenol content, glucokinase (GK) activity, glucose uptake, glucose consumption in cell culture medium, 
and glycogen content. RT-PCR and western blotting were performed to examine changes in the expression levels 
of glucose transporter 2 (GLUT2), hepatocyte nuclear factor 1α (HNF-1α), phosphatidylinositol 3-kinase (PI3k), protein 
kinase B (Akt), phospho-AMP-activated protein kinase (AMPK), phosphoenolpyruvate carboxykinase, GK, and glycogen 
synthase kinase 3β (GSK3β). Increased glucose uptake upon ASW treatment was confirmed to result from increased 
expression of HNF-1α, which is one of the transcription factors acting on the GLUT2 promoter. From the measurements 
of GK activity, we observed that ASW had an effect on glucose phosphorylation, and we also confirmed that increased 
AMPK phosphorylation promoted glycolysis and suppressed gluconeogenesis. We confirmed that the increase in glyco-
gen upon ASW treatment was induced by activation of Akt by PI3k, followed by phosphorylation of GSK3β. This 
study demonstrates that ASW activates glucose metabolic mechanisms in liver cells and is therefore a potential candidate 
to alleviate diabetes.
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서   론

국내외적으로 유병률이 높은 당뇨병(diabetes mellitus)

은 만성적인 대사성 질환으로 운동 및 식이요법과 함께 약물

요법이 절대적으로 필요한 질환이다(1,2). 당뇨는 만성적인 

고혈당이 특징인 질환으로 췌장의 β세포에서 인슐린 분비 

부족이나 인슐린 수용체의 이상으로 인한 인슐린 저항성 증

가에 의해 유발된다(3). 당뇨병 관리의 최종목표는 이상적인 

혈당 수준을 지속해서 유지하고, 당뇨로 인해 발생하는 합병

증을 지연시키거나 예방하는 것이다(4). 당뇨병에 의한 합병

증으로는 신장 기능장애, 당뇨병성 망막변증, 동맥경화증 등

이 있으며 심각할 경우 생명에 위협을 받아 사망에 이르게 

된다(5). 당뇨병의 증세를 개선하기 위해 사용되는 약물요법 

중 경구용 혈당 강하제는 대부분 합성의약품으로 sulfony-

lurea, biguanide, voglibose, meglitinide, thiazolidine-

dione, acarbose가 있으나 장기간 약물 복용으로 인한 부작

용이 나타나고 있다(6). 따라서 최근에는 부작용을 줄이고 

항당뇨 효능이 있는 천연물을 이용한 연구가 활발히 진행되

고 있다(7). 가시오갈피(Acanthopanax senticosus)는 인

삼, 산삼과 함께 오가과에 속하는 낙엽관목으로 인삼과 유사

한 점이 많아 시베리아 인삼이라고도 불린다(8). 국내외적으

로 가시오갈피는 항면역(9), 항산화(10), 항염증(11), 항암

(12) 등 다양한 효능이 알려져 있으며, 이런 다양한 생리활성

은 eleutheroside, sesamin, syringin, isofraxidin 및 

chlorogenic acid, caffeic acid와 같은 페놀성 기능성 화합

물이 연관된 것으로 예측된다(11,13,14). 최근 가시오갈피

에 대한 항당뇨 연구로는 제2형 당뇨 동물모델에서 혈당 강

하, 인슐린 저항성 개선 및 혈중 당화혈색소 감소 효과(15), 

α-glucosidase 활성저해 효과(16), glucose transporter 
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(GLUT)의 유전자 발현 증가를 통한 혈중 포도당 조절 기능

(17), 그리고 지골피(Lycii cortex), 동충하초(Cordyceps 

militaris), 가시오갈피 복합추출물을 이용한 고포도당 조건

에서 당대사 관련 효소의 활성화(18)를 확인한 것들이 있다. 

현재까지 가시오갈피 추출물을 이용한 다양한 생리활성은 

보고되었지만 항당뇨 효능에 대한 작용메커니즘 구명에 대

한 연구는 미비하다. 최근에는 음식 섭취 후 증가한 혈당을 

해결하려는 방법으로 당류생성 억제(19) 및 생성된 당을 세

포 내로 빠르게 전달시켜 소비시키는 방법이 연구되고 있다

(20-22).

인체 기관 중 간은 섭취한 포도당을 소모하여 에너지로 

사용하거나 glycogen으로 전환 저장하는 작용을 주로 하며 

공복 시 인체가 필요로 하는 포도당을 공급하는 중요한 역할

을 한다(20). 식후 간세포는 GLUT2를 통해 주로 세포 내로 

포도당을 수송하고(21), 운반된 포도당은 포도당을 이용하

는 대사관련 효소들에 의해 소비된다(22). Glycolysis의 증

가는 glucokinase의 활성화에 의해 촉진될 수 있으며 이는 

간세포에서 에너지 생성 및 glycogen 전환으로 유도된다고 

알려져 있다(23). 

HepG2 세포는 Human hepatoma cell line으로 증식률

이 빠르고 hepatocyte의 기능을 모두 가지고 있는 세포로 

간 기능관련 대사 연구자가 매우 선호하는 세포이다. 최근 

HepG2 세포에 다양한 천연물을 처리하여 대사성 증후군에 

미치는 연구가 보고되고 있다(24-26).

이에 본 연구에서는 가시오갈피 물 추출물(ASW)을 이용

하여 HepG2 세포에서 포도당 수송 및 흡수와 관련된 기전 

그리고 glycogen 저장 기전 연구를 통해 혈당감소 기전에 

미치는 ASW의 영향을 예측하고 당뇨 예방 소재로서의 이용 

가능성을 제시하고자 한다.

재료 및 방법

재료 및 추출

실험에 이용된 가시오갈피는 (주)휴먼허브(Gyeongsan, 

Korea)에서 구매하여 사용하였다. 건조된 시료(30 g)는 정

선 후 분쇄기(FM-681C, Hanil Electric., Seoul, Korea)로 

완전히 분쇄한 후 10.7배의 증류수를 첨가한 다음 60°C 

shaking incubator(KMC 8480SF, VISION, Daejeon, 

Korea)에서 24시간 추출한 후 원심분리 하여 상층액을 취

하였다. 상층액을 syringe filter 0.45 μm로 여과한 후 동결

건조기(BD8512, Ilshin Lab. Co., Ltd., Yangju, Korea)로 

건조하여 얻어진 고형분은 재용해하여 다양한 농도로 제조

하여 실험에 이용하였으며 ASW로 명명하였다.

총폴리페놀 함량 측정

총폴리페놀 함량은 Folin-Ciocalteu’s phenol(Sigma- 

Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) 시약을 이용하여 측정하

였다. ASW 0.2 mL에 증류수 4.8 mL를 넣은 후 50% Folin- 

Ciocalteu’s phenol 0.5 mL를 넣어주고 혼합한 다음 3분간 

정치한 후 1 mL의 10% Na2CO3(Sigma-Aldrich Co.)를 첨

가한다. 혼합액을 1시간 동안 정치한 다음 UV/vis spec-

trophotometer(Optizen 2120UV plus, Mecasys Co., Ltd., 

Daejeon, Korea)를 사용하여 700 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 총폴리페놀 함량은 caffeic acid(Sigma-Aldrich Co.)

를 이용하여 검량선(R2=0.995)을 작성한 다음 caffeic acid 

equivalents(CAE)로 나타내었다.

Cell culture

HepG2 세포(hepatocellular carcinoma)는 한국세포주

은행(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 분양받

아 사용하였다. HepG2 세포는 10% fetal bovine serum 

(FBS, Welgene, Daegu, Korea)과 1% penicillin-strep-

tomycin(PEST, Welgene)이 첨가된 25 mM HEPES, 25 

mM NaHCO3, 90% minimum essential medium(MEM, 

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) 배지에서 37°C, 

5% CO2 조건에서 배양하였다.

Cell cytotoxicity assay

세포독성은 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-di-

phenyl-tetrazolium bromide(MTT, Sigma-Aldrich Co.) 

환원 방법을 이용하여 측정하였다. HepG2 세포를 96-well 

plates에 1×104 cells/mL로 100 μL씩 분주하고 24시간 동

안 배양한 후 FBS와 항생제를 넣지 않은 배지에 ASW를 

다양한 농도별로 제조한 다음 세포에 처리하여 24시간 동안 

배양하였다. 24시간 후 배지를 제거하고 MTT 시약을 100 

μL(5 mg/mL) 넣고, 37°C에서 4시간 동안 배양한 후 상등액

을 제거하였다. 각 well에 형성된 formazan에 dimethyl sul-

foxide 100 μL를 첨가한 후 shaker를 이용하여 녹이고, 30

분 후 UV/vis spectrophotometer(Optizen 2120UV plus, 

Mecasys Co., Ltd.)를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 대조군(Control)의 흡광도 값과 비교하여 세포독

성을 관찰하였다. 

Glucose uptake 측정

ASW가 HepG2 세포에서 glucose uptake에 미치는 영향

은 glucose uptake colorimetric assay kit(Biovision, 

Milpitas, CA, USA)을 사용하여 실험하였다. 즉 HepG2 세

포를 96-well plates에 1×105 cells/mL로 분주한 다음 24

시간 동안 배양한 후 FBS가 없는 배지로 교체하여 24시간 

더 배양하였다. 배양된 세포는 2% BSA+KRPH(Krebs 

ringer phosphate HEPES)로 교체하였다. 40분 후 1 μM의 

insulin(Gibco, Grand Island, NY, USA)과 ASW(1.0 mg/ 

mL)를 처리하여 20분간 동안 더 배양한 다음 10 mM 2-de-

oxyglucose를 20분간 처리하였다. 세포에 assay buffer 8 

μL와 enzyme mix A 2 μL를 처리한 후 37°C에서 1시간 

동안 반응시킨 다음 extraction buffer를 이용해 세포 추출
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물을 회수하였다. 85°C에서 40분간 가열한 후 바로 냉각시

키고 neutralization buffer를 첨가하였다. 500 rpm에서 10

초간 원심분리 하고 상층액을 취하여 kit에 포함된 gluta-

thione reductase 20 μL, 5,5’-dithiobis(2-nitrobenzoic 

acid)(DTNB) 16 μL, recycling mix 2 μL를 각각의 well에 

첨가하여 40분 동안 반응시킨 후 microplate reader(EL 

808, BioTek, Winooski, VT, USA)를 사용하여 405 nm에

서 흡광도를 측정하였다.

Glucokinase(GK) activity assay

GK 활성은 hexokinase colorimetric assay kit(Abcam, 

Cambridge, MA, USA)을 사용하여 실험하였다. GK 활성

에 의해 생성된 glucose-6-phosphate(G6P)가 G6P de-

hydrogenase(G6PDH)와 반응할 때 nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate(NADP+)가 NADPH로 환원되는 

것을 이용하여 GK 활성도를 측정하였다. ASW(1.0 mg/mL)

를 다양한 시간별로 배양한 후 회수된 세포에서 단백질을 

추출하고 40 μg/50 μL의 단백질을 분주하였다. 전처리 후 

각 well당 assay buffer 34 μL, enzyme mix 2 μL, devel-

oper 2 μL, coenzyme 2 μL, hexokinase 10 μL를 처리한 

다음 microplate reader(EL808, BioTek)를 사용하여 450 

nm에서 3분 간격으로 흡광도를 측정하였다.

Total RNA 추출 및 cDNA 합성

6-well plates에 HepG2 세포를 1×106 cells/mL로 분주

한 후 24시간 동안 배양하고 ASW를 1.0 mg/mL 처리한 

다음 24시간 배양하였다. 각 well에 ASW가 함유된 배지를 

제거한 후 phosphate buffer saline(PBS) 용액으로 2회 

washing 하고 QIAzol lysis reagent(Qiagen, Hilden, 

Germany)를 1 mL씩 분주하여 세포를 lysis 하였다. 새 tube

로 옮긴 lysate는 chloroform 200 μL를 분주하여 15초간 

혼합하였다. 그 후 12,000×g에서 15분간 원심분리 하여 상

층액을 isopropanol 500 μL가 들어 있는 튜브에 옮겨 섞었

다. 다시 12,000×g 10분간 원심분리 하였고, 그 상층액을 

제거한 후 100% 에탄올과 0.1% diethyl pyrocarbonate 

water를 75:25로 섞어 만든 75% 에탄올을 각 튜브에 1 mL

씩 분주하여 12,000×g에서 5분간 원심분리 한 후 상층액을 

제거하고 실온에서 건조시켰다. Nuclease free water를 40 

μL씩 분주하여 녹인 후 total RNA 양을 정량하였다. First 

strand cDNA를 합성하기 위하여 AmfiRiert Platinum 

cDNA synthesis Master Mix(GenDEPOT, Barker, TX, 

USA)를 이용하였다. 추출한 RNA(2 μg)와 RNase free 

water로 9 μL를 맞추고 70°C에서 5분간 반응시킨 후 2× 

cDNA synthesis 완충용액 10 μL, cDNA synthesis en-

zyme mix 1 μL를 섞어 각 PCR tube에 더한 다음 25°C에서 

5분, 42°C에서 60분, 70°C에서 15분간 반응시켜 cDNA를 

합성하였다. 

RT-PCR

GLUT2의 mRNA 발현은 PCR로 확인하였다. 실험에 사

용한 GLUT2와 내부표준 유전자인 β-actin의 primer se-

quence는 GAT GAA CTG CCC ACA ATC TC(forward), 

CTG ATG AAA AGT GCC AAG TG(reverse), ACA GGA 

AGT CCC TTG CCA TC(forward), AGG GAG ACC AAA 

AGC CTT CA(reverse)이다. PCR tube에 Go Tag Green 

Master(Promega, Madison, WI, USA) 10 μL, forward 

primer(15 μM)와 reverse primer(15 μM)를 각각 0.5 μL, 

nuclease free water 8 μL, 합성한 first-stand cDNA 1 

μL를 첨가하여 잘 섞은 후 PCR을 실행하였으며, GLUT2 

PCR 조건은 94°C에서 5분(1 cycle), 94°C에서 30초, 59°C

에서 30초 그리고 72°C에서 30초(26 cycle), 72°C에서 5

분(1 cycle)이었다. 18S PCR 조건은 94°C에서 5분(1 cy-

cle), 94°C에서 30초, 55°C에서 30초 그리고 72°C에서 30

초(18 cycle), 72°C에서 5분(1 cycle)이었다. PCR 산물은 

0.002% ethidium bromide가 첨가한 1.2% agarose gel에

서 30분간 전기영동 후 UV광으로 확인하였다. 밴드의 강도

는 image J(National Institutes of Health, Bethesda, MD, 

USA) 소프트웨어를 이용하여 분석 정량하였다.

Western blot analysis

HepG2 세포를 1×106 cells/mL로 6-well plates에 분주

하여 24시간 동안 배양한 후 ASW 1.0 mg/mL를 처리하여 

24시간 동안 더 배양한 다음 lysis buffer(10 mM Tris- 

HCl, pH 7.4, 0.1 M EDTA, 10 mM NaCl, 0.5% Triton 

X-100, protease inhibitor cocktail)를 이용하여 4°C에서 

용해시켰다. Cell extract를 원심분리(14,000 rpm, 10 min, 

4°C) 하여 얻은 단백질량은 Bradford assay법으로 정량하

였다. 동일 양의 단백질(30 μg)과 β-mercaptoethanol을 포

함한 sample buffer를 1:1로 혼합한 후 100°C에서 3분간 

가열하였다. 준비된 단백질 샘플들은 Bio-Rad minigel 

system을 이용하여 SDS-polyacrylamide gel에서 전기영

동 후 polyvinylidene fluoride membrane(0.45 μm, PVDF 

transfer membrane, Thermo, Rockford, IL, USA)으로 단

백질을 전이시켰다. Membrane은 0.1% Tween 20과 5% 

skim milk를 함유한 tris-buffered saline(TBS)에 1시간 

동안 blocking 하였다. 그 후 HNF-1α(5,000:1), GLUT2 

(5,000:1), pAMPK(1,000:1), PEPCK(1,000:1), GK(1,000 

:1), GAPDH(5,000:1)(Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA), pPI3K(1,000:1), PI3K(1,000:1), pAkt 

(1,000:1), Akt(1,000:1), pGSK-3β(1,000:1)(Cell Sig-

naling Technology, Danvers, MA, USA) 1차 antibody가 

첨가된 buffer에서 1시간 동안 반응한 후 TBS-T(TBS 

containing 0.1% Tween-20)로 5분간 3차례에 걸쳐 세척

하였다. 세척한 membrane은 2차 anti-rabbit IgG con-

jugates horseradish peroxidase antibody(Santa Cruz 

Biotechnology)가 첨가된 buffer에 넣고 상온에서 1시간 
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Table 1. Extraction efficiency of Acanthopanax senticosus water extract (ASW) and total polyphenol content

Sample
Extraction efficiency Total polyphenol

(CAE mg/g)Sample weight (g) Moisture content (%) Extract weight (g) Yield (%)
ASW 30.0 9.91±0.19 2.06±0.07 6.87±0.23 88.62±1.94
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Fig. 1. Concentration-dependent effects of Acanthopanax senti-
cosus water extract (ASW) on HepG2 cell growth. Cell viability
was analyzed using MTT assay. Data were expressed as mean
values±standard deviation, derived from three independent ex-
periments. The different letters denote significant differences be-
tween groups at P<0.05 by one-way ANOVA supplemented 
with SPSS.

동안 반응한 후 TBS-T로 5분 단위로 3차례에 걸쳐 세척하

였다. Enhanced chemiluminescence method를 이용하여 

x-ray 필름에 감광시킨 후 그 밴드의 강도는 image J 소프

트웨어를 이용하여 분석 정량하였다.

Glycogen contents 측정

HepG2 세포에 1 mg/mL 농도로 ASW를 처리하고 24시

간 배양하였다. 24시간 후 배양액을 제거하고 PBS로 세척

한 다음 200 μL 멸균증류수를 이용하여 저온에서 균질기 

및 피펫으로 세포를 균질하였다. 100°C에서 10분간 가열하

여 샘플 내 효소들을 실활시킨 뒤 4°C, 18,000×g에서 10분

간 원심분리 하여 상층액을 실험에 사용하였다. Bradford 

assay 방법을 통해 단백질을 정량하고 glycogen assay kit 

(Abcam, Cambridge, UK)을 이용하여 세포 내 glycogen 

함량을 측정하였다. Glycogen standard와 세포 추출액 50 

μL를 96-well에 분주하고 hydrolysis buffer 50 μL, hy-

drolysis enzyme 2 μL를 더하였다. 실온에서 30분간 반응

시킨 후 reaction mix(development buffer 46 μL, devel-

opment enzyme mix 2 μL, oxiRed probe 2 μL) 50 μL를 

모든 well에 분주하고 빛을 차단하고 실온에서 30분간 반응

시킨 다음 microplate reader(EL808, BioTek)를 사용하여 

570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

통계분석

모든 실험 결과는 3회 이상 반복하여 평균(mean)±표준

편차(standard deviation, SD)로 나타내었다. 통계분석에 

의한 유의성(P<0.05) 검증은 SPSS(Statistical Package 

for Social Sciences) program의 one-way ANOVA test

로 집단 비교분석을 하고 독립 실험군 간 유의성은 t-test를 

통해 검증하였다.

결과 및 고찰

물 추출물 수율 및 총폴리페놀 함량

ASW의 물 추출 수율 및 총폴리페놀 함량은 Table 1과 

같았으며, ASW는 3회 반복 추출하여 얻은 평균수율이 약 

6.87±0.23%였다. 총폴리페놀 함량은 약 88.62±1.94 CAE　

mg/g이었다. 과일 엽채류에 다량 함유된 flavonoids, an-

thocyanins, tannins, catechins, isoflavones, lignans, 

resveratrols 등을 총칭하여 폴리페놀 화합물이라 하며

(27), 인체 내 항산화, 항균, 항암 등 다양한 생리 활성이 

보고되고 있다(28,29). 폴리페놀의 함량이 높으면 항산화력

이 높다는 상관관계(27)를 바탕으로 ASW 또한 강한 항산화 

작용을 나타낼 것으로 예측된다.

세포독성

MTT assay 방법을 이용하여 HepG2 세포에서 ASW 

0.1, 0.2, 0.5, 1.0 mg/mL의 세포독성을 측정한 결과는 Fig. 

1과 같다. ASW 처리농도에서 대조군과 비교한 결과 변화가 

없거나 증가하였으며, 최고 농도인 1.0 mg/mL에서도 유의

한 세포사멸은 관찰되지 않아 세포독성이 없다고 판단하였

다. 이러한 결과를 바탕으로 HepG2 세포를 이용한 실험에

서 ASW 처리농도는 세포 생존율에 영향을 주지 않은 1.0 

mg/mL로 결정하였다.

ASW가 glucose uptake에 미치는 영향

Glucose uptake 측정은 glucose와 구조적으로 유사한 

2-deoxyglucose(2-DG)의 세포 내 축적량을 측정하는 원

리로 실험 결과는 Fig. 2와 같다. HepG2 세포에 ASW 1.0 

mg/mL를 24시간 처리하여 측정한 결과 대조군과 비교하였

을 때 약 1.25배 유의적인 glucose uptake 증가를 보였지만 

인슐린을 처리한 군(약 3.26배)보다는 낮은 glucose up-

take를 나타내었다. 세포 내 glucose uptake 증가 결과로 

ASW 처리가 glucose의 세포 내 유입에 유의한 효과가 있는 

것을 유추할 수 있었다.

HepG2 세포 내 포도당 유입 관련 mRNA와 protein 발현

인간 간의 주요 glucose transporter(GLUT) family 유

전자 중 발현 비율이 약 67.4%로 가장 높은 것으로 GLUT2
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Fig. 2. HepG2 cells were incubated for 20 min in a KRPH buffer
containing insulin (1 μM) and ASW (1 mg/mL). The 2-deoxy-
glucose assay was performed 20 min later, as detailed in “Methods”.
Data were expressed as mean values±standard deviation, derived
from three independent experiments. The different letters denote
significant differences between groups at P<0.05 by one-way
ANOVA supplemented with SPSS.
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Fig. 3. Measurement of GLUT2 mRNA and GLUT2, HNF-1α pro-
tein expression. HepG2 cells were incubated with Acanthopanax 
senticosus water extract (ASW, 1.0 mg/mL) for 24 h. (A) Effect 
of ASW on GLUT2 mRNA expression in HepG2 cells. (B) Effect 
of ASW treatmnt on GLUT2 protein expression in HepG2 cells. 
(C) Effect of ASW treatment on HNF-1α protein expression in 
HepG2 cells. Data were expressed as mean values±standard devia-
tion, derived from three independent experiments and comparisons 
of data were carried out using t-test (n=3), as appropriate. ***P< 
0.001 compared control.

가 알려져 있다(30). GLUT2는 다른 GLUTs와는 다르게 

인슐린의 영향을 받지 않고 포도당에 의해 GLUT2의 발현

이 유도된다고 보고되고 있다(30). 따라서 ASW가 GLUT2

의 발현에 미치는 영향을 검증하기 위해 HepG2 세포에서 

GLUT2의 mRNA와 protein 발현 및 이를 조절한다고 알려

진 hepatocyte nuclear factors(HNF-1α)(31)의 protein 

발현을 확인하였다. ASW 1.0 mg/mL를 24시간 처리한 후 

GLUT2 mRNA(Fig. 3A)와 protein(Fig. 3B) 발현을 각각 

측정한 결과, 무처리군 대비 mRNA 발현은 약 2.2배, pro-

tein 양은 약 1.63배로 유의하게 발현이 증가하였다. GLUT2

의 transcription factor로 알려진 HNF-1α의 protein 발현

을 확인한 결과, Fig. 3C와 같이 무처리군 대비 약 2.4배 

유의하게 발현이 증가하였다. 이를 통해 ASW 처리가 HepG2 

세포에서 GLUT2 mRNA 발현을 증가시켰고 증가한 mRNA

가 안정적으로 단백질 합성에 영향을 주었음을 확인하였다. 

이는 인슐린 비의존적인 상황에서 ASW가 GLUT2에 의한 

배양배지 내 glucose의 HepG2 세포 내로의 유입을 유도할 

수 있음을 의미한다. GLUT2의 발현이 ASW 처리에 의해 

어떻게 조절되는지 명확히 확인하기 위해 GLUT2의 tran-

scription factor인 HNF-1α, CCAAT/enhancer binding 

protein beta(C/EBPβ)와 GLUT2 promotor의 binding as-

say 및 C/EBPβ의 발현 변화에 대한 추가 연구가 진행되어

야 하지만, Kang 등(26)이 보고한 청미래덩굴 잎 추출물이 

HepG2 세포에서 HNF-1α 발현유도를 통한 GLUT2의 증

가로 glucose uptake가 증가하였다는 연구 결과 및 GLUT2 

transcription factor의 발현 조절기전에 대한 다수의 연구 

결과(32,33)를 통해 HNF-1α에 의한 GLUT2 mRNA의 증
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Fig. 4. Measurement of glucokinase activity of Acanthopanax
senticosus water extract (ASW, 1.0 mg/mL) in HepG2 cell. 
HepG2 cells were incubated with ASW (1.0 mg/mL) for 24 h.
Data were expressed as mean values±standard deviation, derived
from three independent experiments. The different letters denote
significant differences between groups at P<0.05 by one-way
ANOVA supplemented with SPSS.
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Fig. 5. Measurement of glycolysis related enzymes protein expres-
sion. HepG2 cells were incubated with Acanthopanax senticosus
water extract (ASW, 1.0 mg/mL) for 24 h. (A) Effect of ASW on 
pAMPK protein expression in HepG2 cells. (B) Effect of ASW 
on GK protein expression in HepG2 cells. (C) Effect of ASW on 
PEPCK protein expression in HepG2 cells. Data were expressed 
as mean values±standard deviation, derived from three independent 
experiments and comparisons of data were carried out using t-test 
(n=3), as appropriate. *P<0.05, ***P<0.001 compared control.

가는 예측 가능한 것으로 판단된다.

ASW가 glucokinase(GK) 활성에 미치는 영향

HepG2 세포에 ASW 1 mg/mL를 0, 2, 6, 12, 24시간 

처리한 후 GK의 활성을 측정한 결과 Fig. 4에서 보는 바와 

같이 시간 의존적으로 활성이 증가하였다. ASW 처리 후 12, 

24시간에서 무처리군 대비 약 1.3배, 1.5배 유의한 수준으

로 활성이 증가하였다. GK는 세포에서 포도당 대사에 첫 

번째로 관여하는 매우 중요한 조절 효소로써 세포 내로 유입

된 포도당의 이용 속도를 증가시키는 효소로 알려져 있다

(34). 2형 당뇨 환자의 간 조직에서 당 이용률이 감소하는 

것은 GK 활성과 연관성이 높은 것으로 보고되어 있다(35). 

당뇨병과 GK의 활성 연관성에 대한 연구는 녹차 추출물

(22), 청미래덩굴 잎 물 추출물(26)과 polydatin(36) 등 다

수 보고된 상황이다. ASW 또한 GK 활성 유도를 통해 당뇨 

개선 가능성이 기대되는 천연소재로 판단된다.

ASW가 간세포 내 AMPK에 의한 포도당 이용 대사에 미치는 

영향

AMP-activated protein kinase(AMPK)는 세포의 대사

과정 중 ATP와 ADP를 에너지원으로 사용하여 AMP 생성을 

통한 에너지 항상성 유지에 중요한 역할을 한다고 알려져 

있다(37,38). AMPK는 serine/threonine kinase이고 포도

당 및 지질대사의 조절 인자로 당뇨와 비만에 중요한 조절 

작용을 한다고 알려져 있으며(39-41), 172 threonine(Thr 

172)의 인산화를 통해 활성화되는 것으로 보고되어 있다

(42). HepG2 세포에 ASW(1 mg/mL)를 24시간 처리한 후 
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Fig. 6. Measurement of glucose storage related enzymes protein expression and glycogen contents. HepG2 cells were incubated 
with Acanthopanax senticosus water extract (ASW, 1.0 mg/mL) for 24 h. (A) Effect of ASW on PI3k protein expression in HepG2 
cells. (B) Effect of ASW on Akt protein expression in HepG2 cells. (C) Effect of ASW on GSK-3β protein expression in HepG2 
cells. (D) Effect of ASW treatment on glycogen contents in HepG2 cells. Data were expressed as mean values±standard deviation, 
derived from three independent experiments and comparisons of data were carried out using t-test (n=3), as appropriate. ***P<0.001 
compared control.

pAMPKα(Thr172), GK, phosphoenolpyruvate carbox-

ykinase(PEPCK) protein 발현을 측정하였다(Fig. 5A-C). 

실험 결과 무처리군과 비교하여 pAMPKα(Thr172)는 약 

2.14배, GK는 1.19배 증가하였으며, PEPCK는 약 0.65배 

감소하였다. AMPK는 간에서 포도당 homeostasis를 유지

하기 위해 gluconeogenic gene의 발현 억제 및 포도당 재생

성을 억제하는 것으로 알려져 있다(43). 최근의 연구에서는 

당 이용대사를 증가시킬 수 있는 AMPK 활성 물질에 대한 

다양한 연구가 보고되고 있다(44-46). HepG2 세포에서 ASW 

처리에 의해 인산화되어 활성화된 AMPK의 증가로 gly-

colysis 관련 효소인 GK는 활성화되었으며 gluconeogene-

sis에 관계있는 PEPCK는 감소되었다. 이는 ASW가 포도당 

이용은 증가시키는 반면 포도당 재생성 과정은 억제하여 간 

조직에서 포도당 이용대사를 촉진할 수 있음을 보여준다.

ASW가 glycogen 저장에 미치는 영향

Oosterveer와 Schoonjans(34)는 인산화된 포도당이 에

너지 대사에 사용되거나 glycogen이나 지방으로 합성되어 

저장된다고 보고하였다. 따라서 ASW에 의해 인산화된 포도

당이 glycogen으로 전환 저장되는 기전을 확인하였다. 

Phosphatidylinositol 3-kinase(PI3k)는 세포 내에서 다양

한 기전에 작용이 가능한 신호단백질로써 G protein-cou-

pled receptors(GPCR) 또는 insulin receptor(IR)에 의해 

자극된다고 알려져 있고(45,47), cell growth, proliferation, 

differentiation, motility, survival 및 intracellular traf-

ficking과 연관된다(47). PI3k가 protein kinase B(Akt)를 

자극하게 되면 Akt에 의해 glycogen synthase kinase 3β

(GSK3β)가 인산화되면서 활성화되어 glycogen synthase 

(GS)의 활성을 증가시키기 때문에 glycogen 저장이 유도된

다(48). GS는 GSK-3, AMPK, Akt 및 casein kinase 2 

(CK2)에 의해 직접 영향을 받는다고 알려져 있다(49). HepG2 

세포에 ASW(1.0 mg/mL)를 24시간 처리 후 PI3k, Akt, 

GSK-3β의 단백질 발현을 측정하였다(Fig. 6A-C). 실험 결

과 pPI3k(Tyr458), pAkt(Ser47), pGSK-3β 단백질 발현
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은 무처리군과 비교하여 약 5.5, 1.65, 3.75배 유의하게 발

현이 증가하였다. 세포 내 glycogen 함량 측정 결과(Fig. 

6D) 무처리군에 비해 유의하게 약 237.1% 증가하였다. 간

세포에 glucose가 유입되면 insulin independent 상황에서 

glucose가 glycogen으로 전환되어 저장될 수 있다는 연구 

결과(49)를 바탕으로 ASW가 GS의 활성에 미치는 직접적인 

연구 결과는 확보하지는 못하였으나 PI3k-Akt-GSK3β로 

이어지는 활성화 단계를 확인함으로써 ASW에 의한 glu-

cose의 glycogen 전환 및 저장 기전을 유추할 수 있었다.

오갈피나무의 유효성분으로 seamin, savinin 및 lignan 

배당체인 acanthoside A, B, C, D와 chiisanoside poly-

acetylene, β-sitosterol, stigmasterol, campesterol이 알

려져 있다(50). Ligand 배당체 중 chiisanoside와 acan-

thoside D는 탄수화물 및 지방 대사 등 생체기능조절에 영

향을 주는 주요 성분으로 알려져 있다(51-55). Chiisano-

side는 혈당저하작용, 항암효과, 면역기능 증진(51,52), 

acanthoside D는 간기능 개선, 면역기능 증진 및 콜레스테

롤 수치 저하 등에 효능이 있는 것으로 알려져 있다(53-55). 

따라서 종합적으로 판단할 경우 배당체들이 포도당 수송 및 

흡수와 관련된 주요 활성물질로 예측되며, 향후 가시오갈피

의 주요 성분 중 어떠한 물질이 작용할 것인지 추가 연구가 

진행되어야 할 것이다.

요   약

본 연구에서는 가시오갈피 물 추출물(ASW)를 이용하여 아

직 시도된 바가 없는 HepG2 세포 내 포도당 유입과정 및 

glucokinase(GK) 활성을 통한 포도당 이용대사 실험을 수

행하였다. 포도당의 세포 내 유입은 GLUT2의 transcrip-

tion factor들 중 하나인 HNF-1α의 활성화로 GLUT2의 유

전자 발현이 증가하여 이루어지는 것을 확인하였다. GK 활

성 측정 결과 ASW가 GK를 활성화하여 포도당의 인산화에 

영향을 주는 것을 확인하였고 AMP-activated protein 

kinase의 인산화 증가로 glycolysis에 관여하는 효소인 GK

의 단백질 발현은 증가하고, gluconeogenesis에 관여하는 

phosphoenolpyruvate carboxykinase의 단백질 발현은 

감소하는 것을 확인하였다. 그리고 인산화된 포도당이 gly-

cogen으로 전환 저장되는 메커니즘을 pPI3k-pAkt-pGSK- 

3β의 단계별 단백질 발현을 확인함으로써 검증하였으며, 

glycogen 함량 측정을 통해 확인하였다. 본 연구를 통해 

ASW가 다양한 메커니즘에 작용하여 당뇨의 예방 및 개선에 

활용할 수 있는 잠재적 소재임을 확인하였고, 이는 ASW가 

천연 기능성 소재로서의 개발가치가 높음을 시사한다.
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