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ABSTRACT

Dengropanax morfiferus (D), Broussonitia kazinoki (B), and Cudriania tricuspidata (E), a widely cultivated species in 

South Korea, has been used as traditional medicine to treat numerous diseases. In this study, we evaluated the 

antidiabetic effects in a various signaling mechanisms using mixed extract and major component contents were 

analyzed by HPLC in the combined extracts from Dengropanax morfiferus, Broussonitia kazinoki, and Cudriania 

tricuspidata (DBCE). DBCE inhibited α-glucosidase and α-amylase activation and showed potent antioxidant effects, 

which are evaluated using DPPH, ABTS, and SOD assay. Cytokines, which are released by inflammatory cells in 

pancreatic islets, are involved in the pathogenesis of type 1 diabetes mellitus. DBCE showed the protective effects 

in RINm5F cells against cytokines-induced damage by suppressing inducible nitric oxide (NO) synthase and COX-2 

expression and NO production. Insulin resistance is the primary characteristic of type 2 diabetes. Therefore, the 

regulatory effect of DBCE on glucose uptake and production are investigated in insulin-responsive human HepG2 

cells. DBCE stimulated glucose uptake, prevented Glut2 and phosphor-IRS1 downregulation induced by high glucose 

(HG, 30 mM). Moreover, DBCE pretreatment diminished glucose levels, PEPCK and G6Pase overexpression provoked 

by HG. These findings suggest that DBCE might be used for diabetes treatment through alpha-glucosidase or 
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alpha-amylase activity regulation, pancreatic beta cell protection, hepatic glucose sensitivity improvement. Cytokines, 

which are released by inflammatory cells’ infiltrations around the pancreatic islets, are involved in the pathogenesis 

of type 1 diabetes mellitus.

Key words : Antidiabetic effects, Broussonetia kazinoki, Cudrania tricuspidata, Dendropanax morbiferus, hyperglycemia.

Ⅰ. 서론1)

  당뇨병은 대사성 질환 중 하나로 인슐린 분비 감

소, 인슐린 내성 혹은 이들 두 가지 요인이 복합적으

로 작용하여 혈당이 증가하는 질병이다1). 당뇨병은 

신장, 심장을 포함한 다양한 장기에 합병증을 유발하

며 궁극적으로 삶의 질을 저하시킨다1-2). 당뇨는 제 

1형과 제 2형으로 나누며 90% 이상의 당뇨가 제 2형 

당뇨이다3). 제 1형 당뇨는 자가 면역반응에 의해 췌

장 베타 세포가 손상됨에 따라 인슐린 분비를 못함으

로 혈당이 상승한다. 제 1형 당뇨의 발병원인이 명확

이 밝혀지지 않았으나 현재까지는 유전적, 환경적 요

인에 의한 것으로 알려져 있다4). 제 2형 당뇨는 소아

나 청소년에 비해 성인에서 많이 발병하고 과도한 탄

수화물 및 당 섭취와 운동부족에 의한 체중증가 및 

비만과 매우 밀접한 관계가 있다5). 최근 연구에 따르

면 제 2형 당뇨 환자의 췌장에서 제 1형 당뇨와 유사

하게 면역세포 침착과 이로 인한 염증 매개 인자인 

tumor necrosis factor-α (TNF-α), interferon 

(IFN)-γ, interleukin-1β (IL-1β)이 분비되며,

inducible nitric oxide (iNOS), cyclooxygenase-2 

(COX-2) 발현이 증가됨으로 nitric oxide (NO)를 과

도하게 형성하여 췌장 β-세포를 파괴시킨다고 보고

되었다6-7). 이러한 배경에서 췌장 베타 세포의 손실

을 억제하기 위해 IL-1 수용체 억제제 등을 적용하

기도 하였으나 세포내 활성산소 생성유발 효소의 과

발현, 부작용, 독성 등의 문제로 인해 천연 소재에 

대한 수요가 증가하고 있다8).

  인슐린 저항성(insulin resistance)은 제 2형 당뇨

에서 주요한 병태생리적 요인 중 하나로 인슐린 민감

도 저하, 포도당 흡수 감소, 포도당 신생 증가가 주

요한 특징이다. 간 조직은 신체의 에너지 대사 조절

에 관여하는 중요한 기관이며, 지속적인 혈당 증가를 

유발하는 병태생리적 기전에서 간 조직 내 포도당 대

사 조절이 매우 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 

있다9-10). 

  황칠(Dendropanax morbifera Lev.)은 두릅나무과

에 속하는 한국의 특산종으로 난대림대 및 온대인 서

남부 해안지역과 도서지역에 제한적으로 자생한다. 

황칠나무 추출물이 streptozotocin에 의해 유도된 당

뇨 동물 모델에서 혈당개선 효능이 보고되었다11). 닥

나무(Broussonetia kazinoki)는 뽕나무과에 속하는 

낙엽활엽관목으로 한국, 대만, 일본 등에 널리 자생

하고 있다. 닥나무 추출물과 기능 성분에 의해 

insulin sensitivity 개선, 췌장 베타세포 보호 기전

을 통한 혈당 개선 효능이 다수 보고되었다12-14). 꾸

지뽕(Cudrania tricuspidata)은 뽕나무과에 속하는 

낙엽교목으로 한국, 일본, 중국 등지에 주로 분포하

고 있다. 최근 꾸지뽕 잎 추출물의 비만과 혈당 개선

에 효능이 보고된 바 있다14-15). 

  본 연구는 황칠, 닥나무, 꾸지뽕 복합 추출물의 탄

수화물 분해효소 억제, RINm5F cells에서 cytokines

에 의한 세포 보호기전, HepG2 cells에서 포도당 대

사 조절 기전 등을 분석하여 혈당개선을 위한 소재로

의 이용 가능성을 평가하였다.

 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 혼합 추출물 제조

  본 실험에 사용된 황칠(Dendropanax morbiferus, 

D), 닥나무(Broussonetia kazinoki, B), 꾸지

뽕(Cudrania tricuspidata, C) 은 전라남도 순천시 

동부생약 영농조합으로부터 제공받았다. 혼합 추출물

(DBCE)을 제조하기 위해 황칠(1.2 kg), 닥나무(1.2 kg),
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꾸지뽕(1.2 kg)을 칭량하여 70% 에탄올 36 L을 혼합

한 뒤 70℃에서 8시간 동안 추출 후 55 μm 백필터

로 여과하였다. 여액을 29 brix까지 농축한 뒤 55 μm

백필터로 2회 여과하였다. 여액은 분무 건조하여 분말 형

태로 회수하였다(124.5 g). 회수한 추출물(DBCE)은 

-20℃에서 보관하면서 사용하였다. 실험을 위해 추

출물은 DMSO (dimethyl sulfoxide)에 녹여서 사용

하였다. 

 

2. HPLC에 의한 주요성분 정량분석

  분석시료 조제를 위해 추출물 1 g을 70% 메탄올 

수용액을 추출용매로 하여 희석한 뒤 원심분리

(12,000 rpm, 15 min) 한 후 상층액을 취하여 0.2 μm 

PTFE syringe filter로 여과하여 분석시료로 사용하

였다. HPLC (Agilent 1200 series with MWD) 분석

을 위해 컬럼은 Shiseido CapCell PAK MGII C18 

(4.6×150 mm, 3 μm, Shiseido, Co., Ltd. Tokyo, 

Japan)을 사용하였고 시료 주입량은 15 μL, 검출 파

장은 254 ~ 320 nm에서 측정하였다. 이동상은 A 

용매(0.1% orthophosphoric acid in water)와 B 용

매(acetonitrile)을 사용하였고, 유속은 0.45 mL/min

로 하였다. 이동상의 농도구배 조건은 0 min-25% B,

4 min-25% B, 8 min-30% B, 12 min-35% B, 

16 min-45% B, 19 min-45% B, 22 min-70% B, 

27 min-70% B, 28 min-40% B, 30 min-25% B로 

하였다.

 

3. 세포배양

  본 연구에서는 American Tissue Culture Collection

(ATCC, Rockville, MD, USA)에서 구입한 췌장 베

타 세포주, RINm5F와 인체 간암세포주, HepG2를 

사용하였다. 각각의 세포 배양을 위해 10% fetal 

bovine serum (FBS, Gibco, USA), 100 U/mL 

penicillin, 100 mg/mL streptomycin 이 함유된 

RPMI 1640 (Gibco, USA)와 DMEM (Gibco, USA) 

배지를 사용하였다. 37℃, 5% CO2 환경에서 3 ~ 4일

간격으로 계대 배양하면서 유지시켰다. 

 

4. 항산화 효능

  항산화 효능은 Arnao16)의 방법을 변형하여 측정하

였다. DPPH (α, α-diphenyl-β-picrylhydrazyl)에 

대한 수소공여능은 시료액 20 μL와 DPPH 용액 80 μL

를 96-well plate에 혼합하여 30분간 실온에 방치시

킨 후, 분광광도계(Multiskan Go, Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA)로 517 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 각 시료 추출물의 유리 라디칼 소거활성은 

시료를 첨가하지 않은 대조구의 흡광도를 50%로 환

원시키는데 필요한 시료의 농도인 IC50으로 나타내었

다. Ascorbic acid를 양성대조구로 사용하였다.

  ABTS[2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonate)]

라디칼 소거능은 Van den Berg등의 방법17)을 변형

하여 측정하였다. 7.4 mM ABTS 용액에 2.6 mM 

potassium persulfate를 혼합하여 암소에서 약 12시

간 반응시켜 생성된 ABTS∙-을 사용하였다. ABTS∙-

solution 285 μL를 취하여 각 농도별 시료 15 μL를 

혼합한 후 암소에서 30분간 반응시켜 734 nm에서 

흡광도를 측정하였으며 양성대조구는 Trolox®를 사용

하였다. 라디칼 소거능은 IC50 으로 나타내었다. 

SOD (superoxide dismutase) 유사 활성은 SOD 

assay kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

를 사용하여 측정하였으며 결과는 추출물 첨가구와 

무첨가구를 비교하여 IC50을 확인하였다.

 

6. α-Glucosidase 및 α-Amylase 저해활성 측정

α-Glucosidase 저해활성은 1 mM p-nitrophenyl-

α-D-glucopyranoside (pNPG)를 phosphate buffer

(pH 6.8)에 첨가한 후 시료를 넣고 그 혼합액에 α

-glucosidase (Sigma-Aldrich)를 첨가한 뒤 37℃에

서 15분간 반응시키고 0.1 M NaOH를 첨가하여 반응

을 종결시켜 반응 생성물인 p-nitrophenol을 분광광

도계(Multiskan Go, Thermo Scientific, Waltham,

MA, USA)로 405 nm에서 측정하여 α-glucosidase 

활성의 억제 정도를 측정하였다. 흡광도의 변화로부

터 효소 저해활성을 계산하였다. α-Amylase의 저해

활성은 시료와 α-amylase 효소를 혼합하여 37℃에

서 반응시킨 후 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) 용

액으로 반응을 정지시키고 540 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 흡광도의 변화로부터 효소 저해 활성을 계

산하였다.

Inhibition activity (%) = [1-(A/B)] ×100

A: 시료가 첨가된 시험구의 흡광도

B: 시료가 첨가되지 않은 대조구의 흡광도
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7. 세포생존율 측정

  세포생존율 측정을 위하여 96 well plate에 RINm5F

췌장 베타세포를 1.0 × 104 cells/well로 분주하고, 

24시간 동안 안정화시킨 뒤 두 그룹으로 나누어 

DBCE 추출물을 농도별로 첨가하여 1시간 동안 전 처

리한 뒤 한쪽 그룹에는 cytokines (5 ng/mL IL-1β,

10 ng/mL TNF-α, and 10 ng/mL IFN-γ)를 처리

하여 48시간 배양하였다. 48 시간 뒤 각 well당 MTS 

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethox

yphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium 

salt, Promega Co., Ltd. USA] 용액을 10 μL씩 넣

고 37˚C, 5% CO2 incubator에서 4시간 동안 반응

시킨 후, 450 nm에서 흡광도를 측정하여 대조구에 

대한 세포생존율을 백분율로 표시하였다. 

 

8. RINm5F cells에서 산화질소(nitric oxide, NO) 

소거능 측정

  산화질소 생성에 대한 DBCE의 효능을 분석하기 

위해 RINm5F cells을 6-well plates (5 × 105 cells/well)

에 분주하고, DCBE을 농도별(1, 10, 20, 40, 80, 100 μg/mL)

로 전처리한 뒤 1시간 뒤에 cytokines를 처리한 후 

24시간 동안 배양하였다. 96 well plate에 각 실험군

의 배지 100 μL와 Griess reagent (1% sulfanilamide,

0.1% N-(1-naphtyl)-ethylene diamine dihydrochloride

in 2.5% phosphoric acid solution)를 동량으로 주

입한 후 10분간 실온에서 반응시키고 540 nm에서 

시료의 흡광도를 측정하였다. Nitrite양은 동일한 조건

에서 NaNO2 농도를 측정한 표준곡선에서 계산하였다.

 

9. Insulin resistance HepG2 cells에서 glucose 

uptake 분석

  Glucose uptake는 Liu18)의 방법을 변형하여 측정하였

다. HepG2 cells을 96-well plates (1 × 104 cells/well)에 

분주하고, DBCE 추출물을 농도별로 처리하여 24시

간 동안 배양한 뒤 30 mM glucose 조건에서 24시간 

추가 배양하였다. 대조구는 5.5 mM glucose 조건에

서 동일하게 배양하였다. 24시간 뒤 100 nM insulin

을 추가하여 10분간 반응시키고 50 μM 2-NBDG 

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

-2-deoxy-D-glucose]를 30분간 처리 후 fluorescence

microplate reader (SPECTRA MAX GEMINI EM, 

Molecular Devices, USA)로 분석(Ex485nm, Em528 nm)하

였다.

 

10. HepG2 cells에서 glucose production 분석

  HepG2 cells에서 glucose production 분석은 

HepG2 cells을 24-well plates (1 × 105 cells/well)에 

분주하고, DBCE 추출물을 농도별로 처리하여 24시

간 동안 배양한 뒤 30 mM glucose 조건에서 24시간 

추가 배양하였다. 대조구는 5.5 mM glucose 조건에

서 동일하게 배양하였다. 24시간 뒤 100 nM insulin

을 추가하여 10분간 반응시키고 배지를 회수하여 

glucose production assay kit (Abcam, UK)를 사용하

여 glucose 함량을 분석하였다. 측정 결과는 whole-cell

lysates의 단백질 함량 기준으로 normalization 하였다.

 

11. Western blot에 의한 단백질 발현의 분석

  단백질 발현 분석을 위해 세포를 ice-cold RIPA 

buffer (10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.1% NP-40, 

0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM 

sodium orthovanadate, 120 mM sodium chloride, 

1 mM phenylmethylsulfonyl floride, 10 μg/mL 

leupeptin, 1 μg/mL aprotonin)을 첨가하여 30분간 

lysis시킨 후 12,000 rpm에서 10분간 원심 분리하였

다. 단백질 농도는 BCA Protein Assay Kit (Pierce 

biotechnology, Rockford, IL, USA)를 사용하여 정

량 하였다. 50 μg의 lysate를 8-12% SDS-PAGE로 

분리하여, 이를 PVDF membrane (Bio-Rad Lab., 

Hercules, CA, USA)에 transfer하였다. 항체와 단백

질 간의 비 특이적인 결합을 차단하기 위하여 

blocking buffer (5% skim milk in TBST)로 1시간 

동안 blocking 후 일차 항체[anti-iNOS, anti-COX-2,

anti-Glut2, anti-phospho-IRS1, anti-PEPCK, 

anti-G6Pase (1:2,500), anti-β-actin (1:5,000), 

SantaCruz Biotechnology, Inc. USA]를 TBST 용액

에서 희석하여 4℃에서 overnight 반응시킨 후, 이차

항체 (anti-mouse IgG or anti-rabbit IgG linked 

with horseradish peroxidase, Cell Signaling 

Technology, Inc. USA)를 실온에서 2시간 동안 반

응하였다. 그리고 enhanced chemiluminescence 

(ECL, GE Healthcare Life Science, USA) 용액과 

반응시킨 후 Amersham Imager 600QC (GE 

Healthcare, USA)으로 단백질 발현을 확인하였다.
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12. 통계처리

  상기의 모든 실험 결과는 3회 이상 반복 실험하였

으며 모든 실험값은 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 

통계적 분석은 SigmaPlot program (v10.0, San Jose,

CA, USA)를 이용하였고, 유의성 검정은 ANOVA 

(one-way analysis of variance) 및 Student’s 

t-test를 이용하여 P <0.05 수준에서 검증하였다.

 

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 혼합 추출물의 HPLC에 의한 주요성분 정량 분석

  본 실험에 사용한 황칠, 닥나무, 꾸지뽕 혼합 추출

물은 동부생약영농조합에서 제공받았다. 본 추출물의 

각 소재의 주요 성분으로 알려진 물질 중에서 황칠 

소재의 기능 성분으로 chlorogenic acid와 rutin을 

선정하였고, 닥나무 소재 기능 성분으로 chlorogenic 

acid와 marmesin을 선정하였다(Fig. 1A). 꾸지뽕 소

재는 nicotiflorine, kaempferol 및 apigenin을 선정

하였다. 추출물의 HPLC chromatogram과 각각의 지

표성분을 Fig. 1B에 표시하였다. 각 지표성분의 함량

을 분석한 결과는 Table 1와 같았다. 각 성분의 함량

은 chlorogenic acid (28.06 ± 1.39 μg/mg), 

kaempferol (13.74 ± 1.33 μg/mg), rutin (6.44 ± 

0.04 μg/mg), apigenin (0.28 ± 0.01 μg/mg), 

nicotiflorine (0.16 ± 0.00 μg/mg) marmesin 

(0.06 ± 0.00 μg/mg) 순으로 높게 분석되었다. 

Phenolic acids 및 flavonoids는 항산화와 항염증은 

물론 항당뇨 효능은 다수 보고되었다. 황칠과 닥나무

의 주성분 중 하나인 chlorogenic acid는 다양한 소

재에 함유되어 있는 성분으로 glucose와 lipid 

metabolism을 조절을 통하여 혈당조절에 관여하는 

것으로 보고되었다19). 꾸지뽕 소재의 주요 성분으로 

선정한 kaempferol은 혈당조절 이외에 다양한 기능

성이 보고되었으며 혈당 조절과 관련한 기전은 α

-glucosidase 활성 억제20), 췌장 베타 세포 보호, 

glucose metabolism 조절21) 등에 효능이 있음이 밝

혀졌다. 

 

2. DBCE의 항산화 효과

  고혈당은 다양한 신호전달 경로를 통해 ROS

(reactive oxygen species) 생성을 증가시키고 이로 

인해 산화적 스트레스가 증가한다. 당뇨병 환자와 당

뇨병 동물 모델의 혈액에서 superoxide dismutase, 

catalase, glutathione 등이 감소한다고 보고되어 있

다22). 이러한 배경에 의해 DBCE의 항산화 활성을 분

석하였다. 항산화 활성을 평가하는 방법으로 여러 가

지가 존재하나 모든 라디칼의 생성원인이나 복잡한 

생물계에서의 항산화 활성을 설명할 수 없기 때문에 

본 연구에서는 라디칼 소거능을 DPPH, ABTS, SOD 

activity를 이용하여 확인하였다(Table 2). DPPH 라

디칼을 50% 저하시키는 IC50을 측정한 결과 DBCE는 

0.016 ± 0.006 μg/mL에서 소거 효능을 나타냈다. 

DBCE가 양성대조구인 ascorbic acid의 IC50인 0.032 

± 0.001 μg/mL 보다 효과적인 것으로 확인되었다. 

ABTS radical은 0.0792 ± 0.004 μg/mL에서 50% 

소거능을 나타내었다. ABTS radical 소거 활성은 

Trolox®를 양성 대조구로 사용하였으며 Trolox®의 

IC50은 0.010 ± 0.001 μg/mL로 확인되었다. DBCE

의 SOD유사활성은 0.092 ± 0.003 μg/mL에서 효능

이 확인되었다.

 

3. DBCE의 탄수화물 분해 효소 활성 억제 효과

  DBCE의 탄수화물 분해효소 저해활성은 α

-glucosidase와 α-amylase을 대상으로 분석하였다. α

-Glucosidase와 α-amylase는 탄수화물 소화에 관여

하는 중요한 효소로서 섭취된 다당류는 α-amylase

에 의해서 이당류로 분해되고, 분해된 이당류는 α

-glucosidase에 의해 단당류로 분해되어 흡수된다. 

이들 효소에 의한 탄수화물의 흡수는 식후 혈당을 급

격하게 상승시킨다. 이들 효소의 억제제는 탄수화물 

소화와 포도당의 흡수를 억제하므로 당뇨 치료제 개

발을 위한 주요한 타깃이다23). 현재 많은 저해제들이 

의약품으로 개발되었으나 위장 관련 부작용으로 인해 

대체 자원이 지속적으로 요구된다. DBCE의 α

-glucosidase와 α-amylase 활성 저해 효과를 측정한 

결과는 Table 3에 나타낸 바와 같다. 농도별로 저해 

활성을 측정한 후 50% 저해 농도를 환산한 결과 α

-glucosidase, 0.016 ± 0.010 mg/mL와 a-amylase, 

0.079 ± 0.004 μg/mL로 나타났으며 α-glucosidase

는 acarbose의 1.398 ± 0.329 μg/mL 보다 우수한 활

성을 보였다. α-Glucosidase 저해 활성에 대한 효과가 

α-amylase 저해활성 보다 우수한 것으로 확인되었

다. 탄수화물 분해효소 저해 활성 대한 효능을 복합 

추출물인 DBCE와 단일 추출물인 황칠 추출물
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(Dendropanax morbiferus, DE), 닥나무 추출물

(Broussonetia kazinoki, BE), 꾸지뽕 추출물

(Cudrania tricuspidata, CE)과 비교하였을 때 각 추

출물 처리 농도 0.1 mg/mL에서 α-glucosidase 활

성 억제 효능은 48.72 ± 0.40, 50.53 ± 1.45, 

48.69 ± 2.29, 47.93 ± 1.66%로 분석되었고, α

-amlyase 활성 억제 효능은 각각 16.57 ± 0.91, 

19.49 ± 1.15, 17.76 ± 2.26, 17.26 ± 1.65%로 확

인되었다. 복합 추출물은 단독 추출물과 유사한 탄수

화물 분해 효소 활성 억제 효능을 보였으며 통계적으

로 유의한 차이는 확인되지 않았다. 

 

4. DBCE의 RINm5F 세포에서 cytokines에 의한 세

포독성 억제 효과

  당뇨병에 의한 췌장 베타세포의 손상은 염증성 

cytokines인 IL-1β, TNF-α, INF-γ에 의해 유발된

다. DBCE를 단독으로 처리한 군의 세포생존율은 

500 μg/mL의 농도까지 대조구에 비하여 유의한 변

화를 나타내지 않아 시료 자체의 독성은 없는 것을 

확인할 수 있었다(Fig. 2A). DBCE의 췌장 베타세포 

보호능을 평가하기 위해 DBCE를 RINm5F 세포에 농

도별로 전처리 한 뒤 cytokines를 처리하고 48시간 

동안 배양하였다. 세포생존율은 MTS assay를 이용하

여 측정함으로써 세포생존율에 미치는 DBCE의 효능

을 판단하였다. 그 결과 cytokines를 처리한 군에서

는 세포 생존율이 아무것도 처리하지 않은 대조구에 

비해서 33.9% 수준으로 감소하였고 DBCE를 전처리

한 결과 20 μg/mL 이상의 농도에서 cytokines 단독

으로 처리한 군에 비해 유의하게 세포 생존율의 감소

가 억제되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2B). DBCE

의 췌장 베타세포의 염증성 cytokines에 의한 세포 

생존율 감소에 대한 효과를 단일 추출물과 비교한 결

과 복합 추출물인 DBCE가 각 단일 추출물에 비해 

우수한 효능을 보이는 것을 확인할 수 있었다(Fig 

2C). 이러한 결과를 바탕으로 복합 추출물의 항당뇨 

효능 기전을 추가적으로 분석하였다.

 

5. DBCE의 RINm5F 세포에서 cytokines에 의한 산

화질소 합성 및 iNOS와 COX-2 발현에 미치는 

영향

  Cytokines에 의한 췌장 베타세포의 염증기전은 세

포내 iNOS, COX-2의 과발현에 의해 세포 내 NO의 

생성을 증가시킨다24). NO는 췌장 베타세포 내 미토

콘드리아 대사 이상과 단백질 변이를 유도하여 세포 

독성을 유발하는 것으로 알려졌다25). DBCE의 cytokines

에 의한 NO 생성 조절 효능을 평가하기 위해

RINm5F 세포에 DBCE를 농도별로 1시간 동안 전 처

리한 후 cytokines를 처리하여 24시간 동안 배양하

였다. 먼저 수용액에서 안정된 상태로 존재하는 nitrite

levels를 Griess reaction을 활용하여 측정하였고 

NO를 발생시키는 유전자로 알려진 iNOS와 COX-2

의 단백질 발현을 관찰하기 위하여 western blot을 

시행하였다. 대조구에 비하여 cytokines를 처리한 군의 

NO생성량과 iNOS와 COX-2 단백질 양은 유의하게 증

가하였으나 DBCE를 전처리하였을 때 40 μg/mL 이상

에서 농도 의존적으로 cytokines에 의한 NO 생성과 

iNOS 및 COX-2의 단백질 발현을 유의하게 감소시

켰다(Fig. 3). 

 

6. DBCE의 insulin resistance HepG2 세포에서 

glucose uptake와 production에 미치는 영향

  간 조직은 gluconeogenesis와 glycogenolysis에 

의해 혈액 내 혈당 조절에 주요한 역할을 하는 것으

로 알려져 있다. 하지만 high glucose (HG) 의한 간

세포에서의 insulin resistance는 insulin signaling

의 이상을 유도하고 간 조직 내 glucose 흡수를 저하

시킨다26). HepG2 cells은 glucose 대사 기전이 정상 

간세포와 유사27) 하여 glucose metabolism과 insulin

resistance에서 DBCE의 효능 분석을 위해 사용하였

다. HepG2 cells에 DBCE를 HG (30 mM)에서 24시

간 처리 후 insulin (100 nM)에 의한 glucose 

uptake를 비교하였다. Fig. 4A에서 나타난 바와 같

이 low glucose (LG, 5.5 mM) 보다 HG 조건에서 

insulin에 의한 glucose uptake 수준이 유의하게 감

소하였고, DBCE에 의해 농도 의존적으로 glucose 

uptake의 증가를 확인할 수 있었다. 또한 세포 내 

glucose 농도 조절에 관여하는 transporter인 Glut2 

protein expression과 insulin signaling에 관여하는 

IRS-1의 phosphorylation이 DBCE에 의해 증가되었

다(Fig. 4B). Insulin resistance 상태의 간세포에서

는 phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK)와

glucose-6-phosphate (G6Pase)가 활성화되어

gluconeogenesis를 촉진시킨다10). HepG2 cells에 

DBCE는 농도 의존적으로 glucose의 production을 
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감소시켰고 PEPCK와 G6Pase의 overexpression을 

억제하였다(Fig. 5). Metformin (Met)은 양성대조구

로 사용하였으며 DBCE가 Met와 유사하거나 보다 우

수한 효능을 보이는 것을 확인할 수 있었다. 이러한 

결과로 미루어 DBCE는 HG에 의한 인슐린 저항성을 

조절하여 혈당 증가를 억제하는 것이라고 추측할 수 

있다. 

 

Ⅳ 결론

  상기의 결과를 종합하여 황칠, 닥나무, 꾸지뽕 복

합 추출물은 탄수화물 분해효소인 α-glucosidase, 

α-amylase 활성을 억제하고, cytokines에 의한 세

포 생존율을 증가시키며 iNOS와 COX-2의 발현 억

제를 통해 NO 생성을 40 μg/mL 이상부터 유의하게 

억제하였다. 또한 HepG2에서 고혈당에 의한 glucose 

uptake와 Glut2 expression, IRS-1 phosphorylation의

조절과 PEPCK와 G6Pase에 활성에 의한 glucose 

production을 조절하였다. DBCE는 당뇨와 관련된 

다양한 기전 제어를 통해 혈당 상승과 인슐린 저항성

을 조절하며 향후 당뇨 예방에 유익한 효과를 기대할 

수 있다.
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Figure Legends

 

Fig. 1. HPLC profiles of mixed extract of Dendropanax morbiferus, Broussonetia kazinoki, and 
Cudrania tricuspidata (DBCE). (A) The structure of compounds 1-6. (B) The HPLC 

chromatograms of DBCE.  
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Fig. 2. Effects of DBCE on cytokines-induced decrease of viability in RINm5F cells. (A) Cytotoxicity 

of DBCE was determined by MTS assay after 48 h. (B) The RINm5F cells (1×104) were 

pretreated with indicated concentrations of DBCE for 1 h, and then treated with cytokines 

(TNF-α 10 ng/mL, IFN-γ 10 ng/mL, and IL-1β 5 ng/mL) for 48 h. (C) The RINm5F cells 

were pretreated with 100 mg/mL of DBCE, DE, BE, and CE for 1 h, and then treated with 

cytokines (TNF-α 10 ng/mL, IFN-γ 10 ng/mL, and IL-1β 5 ng/mL) for 48 h. Cell viability 

was determined by MTS assay. Each value are means ± SD from three independent 

experiments and normalized to percentage of control.
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Fig. 3. Inhibitory effects of DBCE on cytokines-induced nitric oxide production and iNOS or COX2 

overexpression. RINm5F cells were pretreated with indicated concentrations of DBCE for 1 h, 

and then followed by cytokines for 24 h. (A) NO production was determined in culture 

supernatant using Griess reagent. (B) Expression of iNOS and COX-2 were determined by 

Western blotting. Equal amounts of total protein were resolved by SDS-PAGE. (C) 

Quantification of the target protein bands relative to β-actin. Each value are means ± SD 

from three independent experiments.
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Fig. 4. Protective effects of DBCE on the decreased glucose uptake, Glut2, and phosphorylated IRS1 

levels by 30 mM glucose in HepG2 cells. HepG2 cells were incubated with indicated 

concentrations of DBCE for 24 h were exposed to 30 mM glucose for additional 24 h and 

then treated with 100 nM insulin and then followed by cytokines for 24 h. (A) Glucose 

uptake expressed as relative fluorescence unit (RFU). (B) Expression of Glut2 and p-IRS1 

were determined by Western blotting. Equal amounts of total protein were resolved by 

SDS-PAGE. Metformin (Met) used as a positive control. Each value are means ± SD from 

three independent experiments. 
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Fig. 5. Effects of DBCE on glucose production and PEPCK and G6Pase overexpression and Glut2, and 

phosphorylated IRS1 levels by 30 mM glucose in HepG2 cells. HepG2 cells were incubated 

with indicated concentrations of DBCE for 24 h were exposed to 30 mM glucose for additional 

24 h and then treated with 100 nM insulin and then followed by cytokines for 24 h. (A) 

Glucose production was expressed as glucose content (mg) which was normalized by total 

protein content (mg). (B) Expression of PEPCK and G6Pase was determined by Western 

blotting. Equal amounts of total protein were resolved by SDS-PAGE. Metformin (Met) used 

as a positive control. Each value are means ± SD from three independent experiments. 
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Table 1. The contents of six flavonoids (μg/mg) in DBCE

Flavonoids Content (μg/mg)

Chlorogenic acid 28.06 ± 1.39

Rutin 6.44 ± 0.40

Marmesin 0.06 ± 0.00

Nicotiflorine 0.16 ± 0.00

Apigenin 0.28 ± 0.01

Kaempferol 13.71 ± 1.33

Each value represents mean ± SD (n=3)

 

Table 2. DPPH and ABTS radical scavenging and SOD activity of DBCE

Sample DPPH (IC50
*) ABTS (IC50

*) SOD (IC50
*)

DBCE 0.016 ± 0.006** 0.079 ± 0.004** 0.092 ± 0.003**

Ascorbic acid*** 0.032 ± 0.001** - -

Trolox*** - 0.010 ± 0.001** -

*IC50 value in the concentration (μg/mL) of sample required for 50% inhibition
**Each value represents mean ± SD (n=3)
***Ascorbic acid and Trolox are used as positive controls

 

 

Table 3. Effect of DBCE on α-glucosidase and α-amylase activity inhibition (AGI and AAI)

Sample AGI (IC50
*) AAI (IC50

*)

DBCE 0.016 ± 0.010** 0.079 ± 0.004**

Acarbose 1.398 ± 0.329** -

*IC50 value in the concentration (μg/mL) of sample required for 50% inhibition
**Each value represents mean ± SD (n=3)
***Acarbose is used as a positive control


