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ABSTRACT

Objectives : In this study, we investigated the synergistic protective effects of medicinal herbal mixture (HME) including 

Mori Ramulus (MR), Acanthopanacis Cortex (AC), Eucommiae Cortex (EC), and Black soybean (BS) in C2C12 cells, 

mouse myoblasts. 

Methods : Effects of HME on cell viability of C2C12 myoblasts were monitored by MTT assay. Anti-atrophic activity 

of HME was determined in myoblasts and myotubes under oxidative stress by H2O2. C2C12 myoblasts were differentiated 

into myotubes in a medium containing 2% horse serum for 6 days. After that, we measured that expression of MyoD 

and myogenine, the myogenic regulatory factors, to identify the mechanism of inhibiting muscle atophy after HME 

treatment. In addition, suppression of phosphorylation of Akt, FoxO3a and MARF-1, transcription factors of 

degradation proteins were analyzed via western blotting. 

Results : As a result of MTT, HME there was no show cytotoxicity up to a concentration of 1 mg/ml. The cytoprotective 

effects on oxidative stressed myoblast and myotube was better in HME extract than those of MR, AC, EU, and BS, 

respectively. HME treatment in Myotube induced by oxidative stress after H2O2 treatment increased Myo D, Myogenine 

activation, and Akt, FoxO3a phosphorylation and decreased expression of MuRF-1. As the results, HME has synergistic 

effects on protection against proteolysis of C2C12 myotubes through activation of the Akt signaling pathway under 

oxidative stress.

Conclusions : These results suggest that HME may also be useful as a preventing and treating material for skeletal 

muscle atrophy caused by age-related diseases.   1)
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Ⅰ. 서   론

근감소증은 골격근량, 근력 및 기능의 점진적인 손실을 특

징으로 하는 상태를 말하며, 신체 장애, 삶의 질 저하 및 노인 

사망의 주요 원인이다1,2). 건강한 성인의 경우 근육량은 신체의 

약 42%를 차지하고 있으며, 노인의 경우 약 27%로 크게 감소

한다3). 근감소증의 유병률은 연령에 따라 60세 이상에서 5%

에서 50%까지 다양하게 발병 한다4). 근감소증은 또한 낙상, 골

절, 신체 장애 및 사망 위험을 높일 뿐만 아니라 인슐린 저항성, 

당뇨병 및 심혈관 질환과 상관관계가 있다고 알려져 있다5-6). 

의료 기술의 발달로 기대 수명이 늘어남에 따라 전 세계적으로 

노인인구가 급격히 증가하고 있으며, 이에 삶의 질을 개선하고 

의료 비용을 절감하기 위한 근감소증 진단 도구 및 약물 개발에 

대한 관심이 급증하고 있다. 

산화 스트레스는 근감소증 발병의 주요 기전이며, 단백질 

분해 증가, 단백질 합성 감소, 미토콘드리아 기능 장애 및 세

포사멸과 관련이 있다7). 활성 산소종 (ROS)은 세포 대사의 

부산물로 생성되며, 낮은 수준의 ROS는 혈소판 유래 성장 인

자, 표피 성장 인자 및 인슐린과 같은 여러 신호 전달 성장 인

자를 활성화하는 데 필수적으로 작용하는 반면8-9), 과도한 

ROS의 생성은 세포 항상성, 구조 및 기능에 해로운 영향을 

미치고 산화 스트레스를 유발한다. 과산화수소 (H2O2)는 근

관의 위축과 손실을 유발하며, 외인성 산화제 처리로 사용되어 

고립된 골격근과 시험관 내 근관 모두에서 자유 라디칼 생성을 

촉진 한다10).

혼합물의 구성 한약재 4가지 중 하나인 상지 (桑枝, Mori 

Ramulus, MR)는 뽕나무 (Morus alba. L)의 가지인데 예로

부터 류머티즘 및 관절염, 혈압, 당뇨, 혈중 지질농도 조절에 

효과가 있는 것으로 알려져 있으며11), 동의보감에서는 서근활

락약으로 간경에 들어가 풍습비통, 사지구련, 관절불리에 사용

한다고 기술되어 있다12). 생리활성 연구로는 대장염 완화 효

능13), 항비만14), 항산화 활성 및 신경세포 보호 효능15) 등이 

보고되어 있다.

또한 오가피 (五加皮, Acanthopanacis Cortex, AC)는 오

갈피나무 (Acanthopanax sessiliflorum Seeman)의 줄기 

껍질 또는 뿌리줄기로서, 거풍습강근골약으로 간 및 신경에 

들어가 발산, 구풍, 강근골하여 신경통, 중풍, 고혈압, 당뇨병, 

류마티스성 관절염 치료 등에 널리 사용되고 있다16). 생리활성 

연구로는 항산화 및 지질 개선17), 면역 및 항암18), 혈압강하

작용19) 등이 보고되어 있다.

그리고 두충 (杜仲, Eucommiae Cortex, EC)은 두충 

(Eucommia ulmoides Oliver)의 수피를 건조한 보양약으로 

간과 신을 보하여 강근골, 안태지혈 및 강혈압 효능이 있다고 

알려져 있다20). 또한 약리학적으로 항노화 및 항염21)작용과 

근위축22), 골다공증23) 등의 개선에 관한 연구가 보고되어 있다. 

마지막으로 검은콩인 흑두 (黑豆, Black soybean, BS)는 

한의학에서 전통적으로 골다공증 예방에 사용하였으며, 항염24), 

항산화25), 항비만26) 및 혈관기능개선27) 등의 효능이 보고되어 

있다. 

이에 본 연구에서는 한의학의 이론 중 장부론 (臟腑論)에 

근거하여 간 및 근육에 효능이 있는 9가지 한약재를 선정하여 

H2O2로 산화적 스트레스를 유도한 C2C12 myoblast에서 스

크리닝을 한 결과, 상지, 오가피, 두충 및 흑두가 제일 우수한 

효능을 보였다 (data not shown). 이에 상지 (MR), 오가피 

(AC), 두충 (EC), 흑두 (BS)를 혼합하여, 혼합 추출물 (HME, 

herbal mixture extract)를 제조하였으며, mouse 유래 

myoblast인 C2C12 세포에서 근위축 관련 단백질의 발현을 

중심으로 산화 스트레스에 의한 추출물의 세포 보호 효능을 

평가하였다.       

Ⅱ. 재료 및 실험 방법

1. 재료

1) 시료의 제조

본 실험에 사용한 MR, AC, EC, BS은 보현산 청정 약초 

영농 조합법인(영천, 대한민국)에서 국내산을 구입하여 추출

하였다. 단독 추출 시 MR은 500 g에 증류수 2 kg을 가하여 

110℃에서 1시간 추출하였으며, 동결건조하여 분말을 얻었으

며(수득율: 2.74%), AC는 200 g에 증류수 2 kg을 가하여 

110℃에서 4시간 추출하고 동결건조하여 분말을 얻었다(수득

율: 5.25%). 또한 EC는 껍질 200 g에 증류수 2 kg을 가하여 

110℃에서 4시간 추출하였으며, 동결건조 하여 분말을 얻었

으며(수득율: 5.4%), BS는 1 kg에 증류수 10 kg을 가하여 

24시간 불린 후 불린 콩을 부직포에 넣어 다시 증류수 10 kg을 

가한 뒤 110℃에 4시간 추출한 후 동결 건조하여 분말을 얻

었다(수득율: 18.44%). 각 단일 추출물은 3차 증류수에 100 

mg/ml 농도로 녹여 stock solution을 제조하였으며, 실험에 

사용 시 적정 농도로 배지에 희석하여 사용하였다. HME는 

MR 2 kg, AC, EC 및 BS 각 0.4 kg에 정제수 100 kg을 가

하여 110℃에서 4시간 추출하여 40℃까지 자연냉각하여 여

과시킨 후 동결건조하여 분말을 얻었다(수득율: 3.84%). 

HME의 배합 비율은 여러 배합비의 효능 실험을 통하여 최적의 

배합비를 선정하였으며 (data not shown), 추출조건은 단일 

추출물의 추출법과 동일하게 실시하였다. 이후 얻어진 분말은 

3차 증류수에 100 mg/ml 농도로 녹여 stock solution을 제조

하였으며, 실험에 사용 시 적정 농도로 배지에 희석하여 사용

하였다. 

2) 시약

C2C12 세포 배양을 위해 사용된 배지는 FBS (fetal 

bovine serum) 및 Dulbecco's modified Eagle's medium 

(DMEM)을 사용하고 Hyclone (Logan, UT, USA)에서 제품을 

구입하였다. 세포 분화를 유도하기 위한 HS (horse serum) 

또한 Hyclone에서 구입하였다. 세포 독성 측정 시약인 MTT 

(thiazoly blue tetrazolium bromid) 및 H2O2는 Sigma 

Aldrich (St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였다. 또한 

dimethyl sulfoxide (DMSO)는 덕산약품 (안산, 경기도, 한국) 

제품을 사용하였으며, western blot 분석 시 사용된 lysis 

buffer는 Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입

하였다. 항체인 MyoD, Myogenin 및 β-actin은 Santa-Cruz 
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Biotechnology (CA, USA)에서 구입하였으며, FoxO3a, 

p-FoxO3a, Akt, p-Akt은 Cell Signaling Technology 

(Beverly, MA)에서 구입하여 사용하였다. 

2. 방법

1) 세포 배양 및 분화유도

본 실험에 사용된 마우스 유래 근육세포인 C2C12 cell 

(CRL-1772)은 ATCC (USA)에서 분양받아 사용하였으며, 

배양 배지는 10% FBS와 1% penicillin을 첨가한 DMEM 배

지를 배양액으로 37℃ incubator (Thermo Fisher Scientific, 

Cleveland, OH, BB15)에서 배양하였으며, myotube로 분화 

시 10%의 FBS 대신 2% HS로 변경하여 37℃, 5% CO2 조건

에서 6일간 배양하였다.

2) 세포 독성 평가

C2C12 myoblast에서 HME의 세포 생존능 평가는 MTT 

시약을 이용하여 측정하였다. C2C12 세포를 96-well plate

에 1×105 cells/well로 분주하여 24시간 배양 후 각 추출물 

0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 및 1 mg/ml 농도로 24시간 동안 단

독 처리 조건에서 배양하였다. 배양이 끝난 후 500 μg/ml 농

도로 MTT 용액을 각 well에 처리하여 37℃, 4시간 반응시켜 

형성된 formazan을 DMSO로 용해시켜 ELISA microplate 

reader (Thermo Fisher Scientific, Cleveland, OH, Multiskan 

skyhigh spectrophotometer)로 570 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 

3) H2O2 처리에 따른 산화 스트레스에 의한 세포 손상 

보호능 측정

H2O2처리에 따른 산화적 스트레스에 의한 HME의 세포 손

상 보호 효과를 확인하기 위하여 MTT assay를 이용하였다. 

세포 배양용 6-well plate에 해당 세포를 1×106 cells/well로 

분주하고 48시간 동안 안정화 시킨 후 적정 농도의 각각의 추

출물을 2시간 전 처리한 후 H2O2를 처리하였다. 24시간 배양 

후, MTT 시약을 1 mg/ml 농도로 희석하여 처리한 후 37℃

에서 4시간 반응시켜 형성된 formazan을 DMSO로 용해시켜 

ELISA microplate reader로 570 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 

4) Western blot 분석

C2C12 myotube에서 HME의 근감소 및 근손상 회복 작용

점을 규명하기 위해 단백질 분석을 수행하였다. 60 mm dish

에 2.5×106 cells/well으로 분주한 cell을 80% 되게 배양한 후 

6일간 분화한 뒤 lysis buffer (20 uM Tris pH 7.2, 20 mM 

Sucrose, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 10 mM KCI, 1.5 mM 

MgCl2, 5 ug/ml pepstatin A, 10 ug/ml leupeptin, 2 ug/ml 

aprotinin)와 protease inhibitor을 첨가하여 세포를 용해시

켰다. 그 후 세포를 분쇄하여 13,000 rpm, 4℃에서 30분간 

원심분리한 뒤 상층액을 취한 후 Bradford 법을 이용하여 단백

질량을 정량하였다. 정량된 단백질 25 ug의 동일한 양의 단백

질을 변성시키고 12% SDS-PAGE에서 전기영동으로 단백질을 

분리한 후, PVDF membrane으로 이동시킨 뒤 membrane을 

TBST로 용해한 5% BSA로 1시간 동안 blocking을 실시하였

다. 연이어 MyoD, Myogenin (1:1000, dilution), FoxO3a, 

p-FoxO3a, Akt, p-Akt (1:1000, dilution)및 β-actin 

(1:3000, dilution)의 항체들을 각각 처리하여 overnight 동안 

4℃에서 반응시켰다. TBST로 세척한 후 1차 항체에 알맞은 

2차 항체로 실온에서 1시간 동안 처리하여 다시 TBST 세척 후 

ECL detection 시약 (super signal west pico plus 

chemiluminescent substrate, Thermo Fisher Scientific, 

Cleveland, OH)으로 처리 후 Chemidoc system (UVITEC 

cambridge, Massachusetts, USA, alllance)을 이용해 western 

band를 확인하였으며, image J 프로그램을 사용하여 정량하

였다. 

5) 통계 처리

본 연구의 모든 실험 결과는 SPSS statistics 27을 이용하여 

산출되었다. 각 군 간의 평균차이에 대한 유의성 검정은 

one-way analysis of variance (ANOVA)를 실시하였다. 군 

간의 차이는 Ducan’s multiple range test에 P < 0.05 이상의 

수준에서 사후 검정을 실시하였으며, mean±SD로 표시하였다.

Ⅲ. 결   과

1. HME가 C2C12 myoblast의 세포 독성에

미치는 영향

C2C12 myoblast에서 HME가 세포 독성에 미치는 영향을 

알아보기 위해 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 및 1 mg/ml 

농도 별로 처리한 결과 1 mg/ml 농도까지 세포 독성은 나타

나지 않았다. 따라서 HME농도를 1 mg/ml 농도 이하로 선정

하여 실험하였다 (Figure 1).

Figure 1. Effect of HME on cell viability in C2C12 myoblasts.
Cell were treated with the various concentrations of HME for 24h.
The Results are values are mean±S.D.(n=3), Different letters 
indicated a significant difference by Duncan’s multiple range test 
at p<0.05.
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2. HME가 H2O2로 산화스트레스 유도된 C2C12 myoblast의 세포 보호에 미치는 영향

C2C12 myoblast에서 HME 0.1, 0.2 및 0.4 mg/ml 농도로 

처리 시 각 78.43±4.97, 78.11±1.81 및 92.75±16.66% 로 

세포 생존율이 증가함으로써, H2O2 처리 시 감소된 세포 생존

율이 HME 처리로 농도 의존적 증가를 보였다 (Figure 2-a). 

또한 0.1 mg/ml 농도에서 MR, EC, AC, BS 단일 추출물과 

HME 0.1 mg/ml농도에서 세포 보호능 비교 결과 HME에서 

제일 우수한 세포보호능이 나타났으므로, 각 추출물들의 시너지 

효과가 있는 것으로 사료된다 (Figure 2-b).

Figure 2. Cell protective effects of HME on H2O2-induced in C2C12 myoblasts.
(a) : Protective effects of HME in C2C12 myoblast against H2O2-induced cytotoxicity.
(b) : Comparison of the cytoprotective effect of candidate substances in H2O2-induced C2C12 myoblast. The Results are values are mean±

S.D.(n=3), Different letters indicated a significant difference by Duncan’s multiple range test at p<0.05.  

3. H2O2로 산화스트레스 유도된 C2C12 myotube에서 HME가 세포 보호효과에 미치는 영향 

C2C12 myotube에서의 실험 결과, H2O2 1.8 mM 농도에서 

대조군에 비해 65.98±2.16%의 생존률로 측정되었고, HME 

0.1, 0.2 및 0.4 mg/ml 농도로 처리 시 각 127.46±16.90, 

103.48±2.09 및 99.67±3.05%로 H2O2 단독 처리하였을 때 

감소된 생존률이 HME 처리 시 비록 농도 의존적이지 않으나 

산화적 스트레스에 의한 생존율 저하를 억제한다는 것을 확인

하였다 (Figure 3-a). 또한 0.1 mg/ml 농도에서 MR, AC, 

EC, BS 단일 추출물과 HME의 효력 비교 결과, HME에서 

제일 우수한 세포 보호능이 나타났으므로, 각 추출물들의 시

너지 효과가 있음이 확인되었다 (Figure 3-b).

Figure 3. Cell protective effects of HME on H2O2-induced in C2C12 myotubes.
(a) : Protective effects of HME in C2C12 myotube against H2O2-induced cytotoxicity.
(b) : Comparison of the cytoprotective effect of candidate substances in H2O2-induced C2C12 myotube. The Results are values are mean± 

S.D.(n=3), Different letters indicated a significant difference by Duncan’s multiple range test at p<0.05.  

4. H2O2로 산화스트레스 유도된 C2C12 myotube에서 HME가 근분화 관련인자에 미치는 영향 

C2C12 myotube에서의 실험 결과, H2O2 1.8 mM 농도에서 

대조군에 비해 65.98±2.16%의 생존률로 측정되었고, HME 

0.1, 0.2 및 0.4 mg/ml 농도로 처리 시 각 127.46±16.90, 

103.48±2.09 및 99.67±3.05%로 H2O2 단독 처리하였을 때 

감소된 생존률이 HME 처리 시 비록 농도 의존적이지 않으나 

산화적 스트레스에 의한 생존율 저하를 억제한다는 것을 확인

하였다 (Figure 3-a). 또한 0.1 mg/ml 농도에서 MR, AC, 

EC, BS 단일 추출물과 HME의 효력 비교 결과, HME에서 제

일 우수한 세포 보호능이 나타났으므로, 각 추출물들의 시너지 

효과가 있음이 확인되었다 (Figure 3-b).
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Figure 4. Effects of HME on the protein expression levels of myogenin and MyoD in H2O2-induced C2C12 myotubes.
(a) : The relative expression of myogenin/β-actin was quantified by densitometry analyses.
(b) : The relative expression of myoD/β-actin was quantified by densitometry analyses. The Results are values are mean±S.D.(n=3), 

Different letters indicated a significant difference by Duncan’s multiple range test at p<0.05.  

5. H2O2로 산화스트레스 유도된 C2C12 myotube에서 HME가 근위축 관련인자에 미치는 영향

H2O2로 산화스트레스 유도된 C2C12 myotube에서 HME 

처리가 근위축 관련 인자에 미치는 영향을 확인하기 위해 Akt, 

p-Akt, p-FoxO3a, FoxO3a 및 MuRF-1 단백질 발현을 확인

하였다. 근육 형성과 재생에 관여하는 중요한 동화작용 체계인 

insulin-like growth factor 1/PI3K/Akt 신호전달경로를 확

인하기 위해 Akt 발현량 분석 결과, H2O2 처리 시 Akt의 발현

량이 유의적으로 감소 되었으며, HME 처리 시 H2O2 처리군에 

비해 유의적으로 증가한 것을 확인하였다 (Figure 5-a). 또한 

근위축 과정에서 MuRF-1의 전사 활성 증가는 FoxO3a의 활

성화 증가에 의하여 이루어지기 때문에, H2O2 처리에 따른 

FoxO3a 발현의 변화를 조사한 결과, H2O2 처리 시 FoxO3a의 

인산화가 감소되었음을 확인하였으며, HME 처리 시 H2O2 

처리에 비해 유의적으로 FoxO3a의 인산화를 증가시킨 것을 

확인하였다 (Figure 5-b). MuRF-1 발현을 조사한 결과, H2O2 

처리 시 MuRF-1의 발현을 유의적으로 증가시켰으며, HME 

처리에 의해 각 농도에서 유의적으로 발현량을 감소시켰다 

(Figure 5-c). 

      

   

Figure 5. Effects of HME on the protein expression levels of MuRF-1, p-FoxO3a and p-Akt in H2O2-induced C2C12 myotubes.
(a) : The relative expression of p-Akt/Akt was quantified by densitometry analyses.
(b) : The relative expression of p-FoxO3a/FoxO3a was quantified by densitometry analyses.
(c) : The relative expression of MuRF-1/β-actin was quantified by densitometry analyses. The Results are values are mean±S.D.(n=3),

Different letters indicated a significant difference by Duncan’s multiple range test at p<0.05.  
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Ⅳ. 고   찰

건강한 골격근은 미토콘드리아 대사 과정을 통해 적당한 수

준의 활성산소 (ROS)를 지속적으로 생성하여 근육세포 증식 및 

분화, 미토콘드리아 기능, 칼슘 신호 전달 및 포도당 흡수를 

조절하는 등의 전반적인 세포 기능에 영향을 미친다28-30). 그

러나 근육세포에서 과도한 ROS 생성은 피로를 유발하고 세포

에 대한 산화적 손상을 증가시켜 근수축 기능에 영향을 줄 수 

있으며, 이는 근이영양증 및 근감소증 등 질병의 발병 원인으로 

알려져 있다31). 따라서 항산화제를 적용하여 ROS 유발 산화

스트레스를 억제함으로써 산화 환원 시스템을 조절하는 것은 

근육 기능을 보존하기 위한 유망한 접근법으로 간주되고 있다. 

이에 본 연구에서는 근육에 효능이 있다고 알려진 한약재인 

MR, AC, EC 및 BS가 포함된 HME가 H2O2로 산화스트레스 

유도된 C2C12 세포에서 근세포 보호 효능 및 근위축 예방 효

과를 확인하기 위해 실험을 진행하였다. 

마우스 유래 근육세포인 C2C12 세포에서 H2O2로 유도 시킨 

산화스트레스 모델은 미토콘드리아의 기능적 손상을 유도하여 

근모세포 손상을 유발할 수 있기에 다양한 산화스트레스에 대한 

시험관 내 모델로 널리 사용되고 있다32). H2O2는 DNA 손상을 

활성화하고 C2C12 근아세포에서 ROS 생성을 유도함으로써 

세포자멸사를 유도한다는 것이 보고되어 있다33). 본 연구에서도 

마찬가지로 C2C12 myoblast 및 myotube에서 H2O2 처리 시 

세포 생존율 저하을 유발한 것을 확인하였다. 그러나 HME 전

처리 시 myoblast 및 myotube 모두에서 H2O2에 의해 유도된 

세포 생존율 저하를 억제 및 회복시키는 것으로 확인되었다. 

골격근 분화는 MyoD, Myf5, myogenin, MRF4 등의 근육 

조절 인자(MRF)로 알려진 전사 인자 계열에 의해 조절된다34). 

MyoD는 증식하는 myoblast에서 발현되어 세포 주기 조절 및 

근모세포 분화 유도를 촉진한다고 보고되어 있으며, myogenin 

은 분화 후기에 관여하여 근관 형성을 유도한다고 알려져 있

다35-36). 따라서 본 연구에서 H2O2로 유발된 C2C12 세포 손상

모델에서 HME가 근세포 분화인자에 미치는 영향을 알아보기 

위해 myogenin 및 MyoD 단백질 발현여부를 확인하였다. 그 

결과, figure 4.에 나타난 바와 같이 myoblast에서 myotube에 

비해 myogenin 및 MyoD 단백질 발현이 감소되었음을 확인

하였으며, H2O2 단독처리군에 비해 HME 전처리군에서 단백질 

증가를 확인하였다. 

골격근에서 단백질 합성은 근육 형성과 재생에 관여하는 

중요한 동화작용 체계인 insulin-like growth factor 1/PI3K/ 

Akt 신호전달경로를 통하여 단백질 합성이 촉진되며, Akt는 

serine/threonine kinase로 Akt1/PKBα, Akt2/PKBβ, 및 

Akt3/PKBγ 세가지 아형이 밝혀져 있으며 모두 골격근에서 

발현된다37). 근육에서 IGF-1, 인슐린, 기타 성장인자조절, 

근육 수축에 의한 근세포 포도당 수송 및 글리코겐 합성, 근육 

비대 조절은 주로 Akt에 의해 매개된다38-40). 따라서 Akt 활

성화는 골격근에서 단백질 분해 및 단백질 합성과 직접적으로 

연관된다41). 즉, Akt에 의해 이들이 인산화되면 불활성화되어 

핵 밖의 세포질로 이동하게 되고, Akt의 활성화가 감소되면, 

FOXO가 핵에서 활성화되어 atrogin-1과 MuRF-1의 발현을 

증가시켜 단백질을 분해한다. Akt 발현량 분석 결과, H2O2 

처리 시 Akt의 발현량이 유의적으로 감소되었으며, 혼합추출물 

처리 시 H2O2 처리군에 비해 유의적으로 증가한 것을 확인하

였다 (Figure 5-a). 

골격근에서 단백질 분해는 ubiquitin-proteasome 경로의 

활성화를 통해 이루어지며 ubiquitin-proteasome 경로는 

ubiquitin-activating enzymes (E1), ubiquitin-conjugating 

enzymes (E2) 및 ubiquitin ligases (E3)라는 효소들이 매개

하여 표적 단백질과 ubiquitin의 공유결합을 유발시킴으로서 

단백질 분해 개시를 유도한다42). 특히 골격근에서 특이적으로 

발현되는 E3 ligase인 MAFbx/atrogin-1 및 MuRF-1은 근

위축을 유발하는 다양한 조건에서 증가하여 세포주기를 억제

하며, 근육 특이적인 유전자 발현을 증가시킨다43). 따라서 

MuRF-1 발현을 조사한 결과, H2O2 처리 시 MuRF-1의 발

현을 유의적으로 증가시켰으며, HME 처리에 의해 각 농도에

서 유의적으로 발현량을 감소시켰다. 또한 근위축 과정에서 

MuRF-1의 전사 활성 증가는 FoxO3a의 인산화 증가에 의하여 

이루어지기 때문에44), H2O2 처리에 따른 FoxO3a 발현의 변

화를 조사한 결과, H2O2 처리 시 FoxO3a의 인산화가 감소되

었음을 확인하였다 (Figure 5-b). 또한 HME 처리 시 H2O2 

처리군에 비해 유의적으로 FoxO3a의 인산화가 증가한 것을 

확인하였다. 따라서 H2O2에 의해 근위축이 유발된 C2C12세포

에서 HME처리는 Akt 및 FoxO3a 인산화를 통해, MuRF-1 

발현을 억제시킴으로써, 근위축 보호 효능을 나타내는 것으로 

사료 된다.

Ⅴ. 결   론

본 연구에서는 HME 처리가 H2O2로 산화스트레스 유도된 

C2C12 세포에서 산화스트레스에 대한 근세포 보호 효능 및 

근위축 예방 효과를 확인하기 위해 실험을 진행하였으며, 다

음과 같은 결론을 얻었다.

1. C2C12 myoblast에서 HME 처리 시 세포 독성은 1 mg/ 

ml 농도까지 나타나지 않았으며, H2O2로 산화스트레스 

유도된 C2C12 myoblast에서 HME 처리시 농도 의존

적으로 세포 보호 효능이 나타났다. 

2. H2O2로 산화스트레스 유도된 C2C12 myotube에서 

HME 처리시 농도 의존적으로 세포 보호 효능이 나타

나지 않았으나, 산화적 스트레스에 의한 생존율 저하를 

억제한다는 것을 확인하였다.

3. C2C12 myoblast 및 myotube 모두에서 단일 추출물 

처리군 보다 HME 처리에서 산화적 스트레스에 의한 

세포 보호 효능이 더 우수하게 나타났으므로, 각 추출물

의 시너지 효능이 있는 것으로 사료된다. 

4. H2O2로 산화스트레스 유도된 C2C12 myotube에서 HME 

처리가 근분화 인자인 myogenin 및 myoD의 발현량이 

H2O2 단독 처리군에 비해 유의적으로 증가하였다. 
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5. H2O2로 산화스트레스 유도된 C2C12 myotube에서 HME 

처리가 근육 재생 또는 근위축 관련 인자인 Akt, p-Akt, 

p-FoxO3a, FoxO3a 및 MuRF-1 단백질 발현 확인 

결과, HME 처리 시 H2O2 단독 처리군에 비해 p-Akt 및 

p-FoxO3a 발현을 유의적으로 증가시켰으며, MuRF-1 

발현은 유의적으로 억제시켰다. 

따라서 H2O2에 의해 근위축이 유발된 C2C12세포에서 HME 

처리는 Akt 및 FoxO3a의 인산화를 통해 MuRF-1 발현을 

억제하여 단백질 분해를 억제시킴으로써, 근위축 보호 효능을 

나타내는 것으로 사료 된다. 
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