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서 론   

골격근은 에너지 대사와 열생산의 주요 기관으로서, 미토

콘드리아가 가장 풍부하게 존재한다(Kwak HB 2015; Dong & 
Tsai 2023). 골격근에서 생체에너지 조절과 관련된 미토콘드

리아 기능 조절 인자는 다양하다(Ashcroft 등 2020; Lee & 
Kim 2021). 골격근 내에서 peroxisome proliferator-activated 
receptor gamma coactivator 1-alpha(PGC1α)는 세포 에너지 대

사의 주요 인자로 작용하여 지방산 산화를 조절하고 미토콘

드리아 생합성을 증가시킨다(Kim 등 2022). AMP-activated 
protein kinase(AMPK)도 세포 내 에너지 항상성을 유지하는 

효소로 작용하며, 근육 내에서 AMPK를 활성화하여 PGC1α 

발현을 직접적으로 증가시킨다(Irrcher 등 2008; Kim 등 

2016). 또한 미토콘드리아 생합성에 관련된 인자로 nuclear 
respiratory factor 1(NRF-1)과 mitochondrial transcription factor 
A(TFAM) 등이 있다(Kang 등 2019). 

미토콘드리아 생합성 증가는 근육 분화와도 밀접한 관련

이 있다(Porter 등 2011). 골격근 세포는 근육분화 과정을 통

해 미분화 상태의 근아세포(myoblast)에서 관 형태의 다핵세

포인 근관세포(myotube)로 성숙된다(Song MY 2015). 근육분

화는 myogenin과 myosin heavy chain(MHC)의 발현량이 증가

하는 것으로 알려져 있다(Yoon 등 2013; Kang 등 2019). 따라
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서 이들 유전자들의 발현량 측정을 통해 근육 분화도를 확인

할 수 있다. 이로써 골격근은 당 및 지방산 대사를 조절함으

로써 비만뿐만 아니라 근육량 감소를 나타내는 근감소증에

도 직접적으로 영향을 미쳐 골격근에 대한 연구와 관심이 더

욱 증가하고 있다.
토끼는 토끼과에 속하는 가축으로 우리나라에서는 삼국

시대부터 사육하였다. 우리나라의 농림축산식품부 통계자료

(MAFRA 2023)에 따르면 토끼 농장 1,540호에서 43,579마리

를 사육하고 있으며 매년 감소 추세를 나타내고 있다. 토끼

고기 생산량은 중국이 약 60%를 차지하여 가장 많이 생산하

고 있으며, 프랑스와 이탈리아 등 일부 유럽 국가들에서 다

양한 요리로 널리 사용된다. 토끼고기는 지방 함량이 적고 

불포화지방산과 비타민 B12, 미네랄 등이 풍부하다고 알려

져 있으며, 피부 미용뿐만 아니랄 두뇌 활동 증진과 노년층 

치매 예방에 도움을 줄 수 있다(Lee 등 2022). 또한, 예로부터 

동의보감이나 민간요법에서는 토끼고기를 고혈압, 당뇨, 동
맥경화 등 다양한 질병을 치료하고 예방하는 보양식으로 사

용되어왔다. 
하지만 토끼고기의 연구는 주로 육질특성, 사양방법에 따

른 지방산 조성, 위생 안전성, 영양성분 분석, 육가공품 개발 

등이 수행되었으나(Kouba 등 2008; Bianchi 등 2009; Cavani 
등 2009; Valenzuela 등 2011; Apata 등 2012), 토끼고기의 효

능에 대한 직접적인 연구는 부족한 실정이다. 본 연구진들은 

토끼고기의 소비 활성화를 위해 선행연구에서 3T3-L1 지방

세포에서 토끼고기 추출물이 항비만과 인슐린 조절 경로를 

활성화시켜 인슐린 저항성을 개선하는 효과를 확인하였다

(Bae 등 2023). 이에 본 연구에서는 토끼고기 추출물의 효능 

특성이 근육 기능에 미치는 영향을 조사하기 위해 C2C12 골
격근 세포 배양 모델을 사용하였다. 이 모델을 통해 토끼고

기 추출물의 처리가 근육세포의 분화 및 에너지대사 조절작

용에 미치는 효과를 확인하였다.

재료 및 방법

1. 토끼추출물 제조
토끼고기 추출물은 부직포 주머니에 토끼 200 g을 넣고 정

수된 물 200 mL로 120℃에서 12시간 동안 가열하였으며, 압
력은 30 psi를 유지하였다. 압력을 뺀 후, 토끼고기가 들어있

는 부직포 주머니를 압착시킨 후 토끼고기 추출물을 여과지

(Whatman paper filter No.1)로 거르고 동결건조하여 추출물을 

제조하였다. 이와 같이 토끼고기 추출물은 진액 추출 과정을 

약간 변형하여 제조하였다. 이 과정에서 수율은 36%였다. 

2. 세포 배양 및 근육 분화
미분화상태의 근아세포인 C2C12 세포(CRL-1772TM, ATCC, 

Manassas, VA, USA)는 10% fetal bovine serum(FBS; Hyclone, 
UT, USA) 및 1% penicillin-streptomycin(P/S; Hyclone)이 함유

된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM; Welgene, 
Daegu, Korea)으로 배양하였다. 약 85~95%의 세포가 성장하

였을 때 2% Horse serum(Hyclone)이 함유된 배지로 매일 1회

씩 총 6일간 교체하였다. 이를 통해 미분화상태의 근아세포

(myoblasts)를 근관세포(myotubes)로 분화시켜주었으며, 분화 

2일부터 토끼고기추출물(10, 50, 100, 200 μg/mL)을 처리하였

다. 근관의 너비는 무작위로 선택된 섹션에서 ImageJ 소프트

웨어를 사용하여 측정하였다.

3. 세포독성 평가
C2C12 세포에서 토끼고기 추출물 처리에 의한 세포 생존 

능력을 측정하기 위해 EZ-CyTox(Daeil Lab Service, Seoul, 
Korea)를 사용하였다. C2C12 세포(2×104 cells/well)를 96-well 
culture plate에 seeding하고, 37℃, 5% CO2 조건으로 배양하였

다. 토끼고기 추출물을 10, 50, 100, 200 μg/mL의 농도로 24시

간 동안 처리하였다. 그 후 각 well 당 EZ-Cytox solution을 10 
μL씩 넣고 1시간 동안 배양한 후, microplate reader를 사용하

여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포독성 정도는 대조

군에서의 100% 생존도를 기준으로 상대적인 세포생존도를 

계산하였다. 

4. Quantitative real-time polymerase chain reaction 
(qRT-PCR)

C2C12 세포를 수거하여 3,000 rpm에서 5분간 원심분리한 

후 TRIzol(Sigma-Aldrich, MO, USA) 용액을 사용하여 total 
RNA를 분리하였다. 분리된 RNA에 iScript cDNA synthesis 
kit(Bio-Rad, CA, USA)를 이용하여 25℃에서 5분, 46℃에서 

20분, 95℃에서 1분의 조건으로 반응시켜 cDNA를 합성하였

다. 합성된 cDNA는 SsoAdvanced universal SYBR Green 
supermix(Bio-Rad)를 혼합하여 에너지대사 관련 유전자인 

PGC1α, SIRT1, NRF1, TFAM 그리고 근육분화 관련 유전자

인 myogenin, MHC의 발현에 대한 토끼고기 추출물의 조절 

효과를 확인하기 위해 qRT-PCR을 수행하였다.

5. Western blot
C2C12 세포에서 발현되는 근육분화(myogenin, MHC), 에

너지대사(PGC-1α, Sirt1, NRF1, TFAM), 에너지 항상성 유지

(ACC, AMPK)와 관련된 단백질에 대한 토끼고기 추출물의 

조절 효과를 확인하기 위해 western blot을 수행하였다. 즉, 
C2C12 세포를 수거하여 3,000 rpm에서 5분간 원심분리 한 후 
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RIPA buffer(50 mM Tri-HCl, 150 mM sodium chloride, 1% 
NP-40, 0.1% sodium dodecyl sulfate(SDS), a protease inhibitor 
cocktail, 50 mM sodium fluorde, and 0.2M sodium orthovandate)
를 넣고 4℃, 13,000 rpm에서 20분 동안 원심분리하였다. 상
등액을 수집하여 Bradford’s assay 용액(Bio-Rad)을 사용하여 

단백질의 농도를 측정하고, 20 μg 단백질을 10~12% SDS- 
polyacrylamide gel electrophoresis를 사용하여 분리하였다. 이
를 nitrocellulose membrane에 transfer한 후, 5% skim milk로 

blocking하였다. Blocking된 membrane에 각각의 1차 항체를 

첨가하여 4℃에서 하룻밤 반응시킨 후, 1X PBST buffer로 세

척하고, HRP-conjugated 2차 항체로 실온에서 40분간 반응시

켰다. 이후 enhanced chemiluminescence(ECL) 용액(Advansta 
Inc., CA, USA)으로 기질 반응을 수행하고 X-ray film에 감광하

였다. 각 단백질의 밴드는 Image J program(NIH, USA)을 이용

하여 β-actin의 발현 정도와 비교한 발현 비율로 계산하였다. 

6. ATP assay
C2C12 세포에서 ATP colorimetric assay kit(Abcam, MA, 

USA)를 사용하여 측정하였다. 분화된 C2C12 세포를 수집한 

후, 110 μL의 ATP assay buffer를 넣고 원심분리하여 상층액

을 96 well plate에 50 μL씩 분주하였다. ATP assay buffer, 
ATP Probe, ATP converter, Developer를 혼합한 용액을 96 
well plate에 각각 50 μL씩 분주하고 상온에서 빛을 차단시킨 

상태에서 30분 동안 반응시킨 후 570 nm의 파장으로 측정하

였다. ATP의 농도는 ATP standard를 이용하여 계산하였다. 

7. 통계 분석
Statistical Package for the Social Science(SPSS V28, SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA)을 사용하여 통계 분석을 수행하였다. 

Student’s t-test를 사용하였고, 통계적으로 유의한 차이를 확

인하기 위해 p-value가 0.05 이하인 경우를 인정하였다. 

결과 및 고찰

1. 세포독성
C2C12 myoblasts와 myotubes에서 토끼고기 추출물의 독성

을 평가하기 위해 cell viability를 측정하였다. 결과적으로, 세
포만 배양한 경우의 세포생존율을 100%로 설정하였을 때 토

끼고기 추출물의 10, 50, 100, 200 μg/mL 농도 처리에서 

myoblasts의 경우 각각 100.47±6.49, 98.74±2.9, 100.29±4.6, 
101.99±2.51로 측정되었고(Fig. 1A), myotubes의 경우 각각 

100.7±3.06, 100.4±0.13, 100.27±0.26, 100.7±2.9로 측정되었다

(Fig. 1B). 따라서 토끼고기 추출물을 처리한 결과 모든 농도

에서 유의한 변화가 나타나지 않았음을 확인하였다. 이는 해

당 농도 범위에서 토끼고기 추출물이 세포에 미치는 독성이 

낮거나 없음을 시사할 수 있다. 

2. 근육분화에 대한 효과
C2C12 세포에서 토끼고기 추출물이 근육 분화에 미치는 

영향을 조사하기 위해 근육 분화 마커인 myogenin과 MHC의 

mRNA와 단백질 발현을 각각 qRT- PCR과 western blot 방법

으로 분석하였다. 실험 결과에 따르면 토끼고기 추출물을 처

리한 세포에서 myogenin과 MHC mRNA 발현이 농도 의존적

으로 증가(p<0.05, p<0.01, p<0.001)하였다. 또한, 단백질의 발

현도 200 μg/mL 토끼고기 추출물을 처리한 세포에서 대조군

보다 myogenin 발현은 약 1.9배(p<0.001), MHC 발현은 약 

3.73배(p<0.001)로 가장 높았다(Fig. 2A). 이러한 결과는 토끼

고기 추출물이 근 분화 단백질의 발현을 증가시킴으로써 근

(A) (B)

Fig. 1. Effects of rabbit meat extract on cell viability in C2C12 myoblasts (A), and differentiated C2C12 myotubes (B). 
Cells were treated with rabbit meat extract at 10, 50, 100 and 200 μg/mL for 24 h. Data represents mean±S.D. of three 
independent experiments.
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육 분화를 촉진할 수 있는 것으로 나타났다. 본 연구에서는 

C2C12 세포에서 말고기 추출물의 처리 농도를 참고하여 10 
μg/mL로 시작하였으며(Lee 등 2024), 추가적으로 500, 1,000 
μg/mL를 처리한 결과, 200 μg/mL 처리군과 유사한 수준의 근

육 분화 마커 발현이 측정되었다. 따라서 200 μg/mL까지 처

리하여 분석을 수행하였다. 본 연구에서는 토끼고기 추출물

이 골격근 분화에 미치는 영향을 조사하기 위해 현미경을 통

해 형태적인 변화를 관찰하였다. 실험 결과 myotube의 너비

가 토끼고기 추출물을 처리하지 않은 세포보다 토끼고기 추

출물을 처리한 세포에서 증가(p<0.05)하는 경향을 보였다

(Fig. 2B 및 Fig. 2C). 근육분화는 myogenin, MyoD, MHC 발현

량을 증가시켜 근육분화를 증가시킨다고 보고하고 있다

(Miller JB 1990; Je 등 2019). 그러므로 본 결과를 통해 토끼고

기 추출물은 근육분화 증진과 관련이 있다는 것을 확인할 수 

있었다. 농촌진흥청의 제10판 국가표준식품성분표에 따르면 

토끼고기는 소고기보다 20배, 돼지고기보다 2.6배 높은 알파- 

리놀렌산(alpha-linolenic acid) 함량을 지니고 있다(RDA, 
2022). 알파-리놀렌산은 C2C12 세포의 근육 분화 과정에서 

근분화 유전자 마커인 myogenin의 발현을 증가시킨다(Zhou 
등 2022). 또한 토끼고기는 소고기와 돼지고기보다 더 많은 

칼슘과 칼륨을 함유하고 있다(Iseki 등 2021; Sinha 등 2022). 
비록 토끼고기 추출물에서 근육 분화를 촉진하는 특정 물질

은 아직 밝혀지지 않았으나, 토끼고기는 근육 분화에 유익한 

성분들이 많이 포함하고 있다. 따라서 향후 토끼고기의 유효

성분을 탐색하여 근육 분화를 유도할 수 있는 기능성 물질을 

발굴할 필요가 있다.

3. 골격근 세포에서 에너지대사에 대한 효과
골격근 세포는 myoblasts에서 myotubes로 분화되는 과정에

서 미토콘드리아 활성이 증가하면서 미토콘드리아가 근육 

분화의 조절에 기여한다고 알려져 있다(Porter 등 2011). 
C2C12 세포에 토끼고기 추출물의 에너지대사 조절효과를 

(A) (B)

(C)

Fig. 2. Effects of rabbit meat extract on myocyte differentiation in C2C12 cells Myogenin and MHC mRNA (A) and protein 
(B) levels were determined by qRT-PCR and western blotting, respectively. The cells were stained using the May-Grunwald 
and Giemsa staining methods on day 4. Measurement of myotube widths based on images (C). Data represents mean±S.D. 
of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 vs. non-treated differentiated cells.
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확인하기 위해 미토콘드리아 매개 에너지대사 조절인자들인 

PGC-1α, Sirt1, NRF1, TFAM의 mRNA 및 단백질 발현을 

qRT-PCR 방법과 western blot 방법으로 조사하였다. 그 결과, 
PGC1α, Sirt1, NTF1, TFAM의 mRNA와 단백질 발현이 모두 

대조구에 비해 토끼고기 추출물 처리에 의해 농도 의존적으

로 증가(p<0.05, p<0.01, p<0.001) 하였다(Fig. 3). PGC-1α는 미

토콘드리아 생합성을 촉진시키고(Halling & Pilegaard 2020), 
NRF1은 미토콘드리아에서의 산화적 인산화 과정의 조절인

자이며(Kiyama 등 2018), TFAM은 미토콘드리아 복제 및 전

사를 조절하는 미토콘드리아 DNA의 프로모터에서 작용하

는 전사인자이다(Kang 등 2018). PGC-1α는 NRF-1 및 TFAM
을 활성화시켜 미토콘드리아 증식과 DNA의 전사를 촉진하

여 미토콘드리아 생합성을 증가시키는 것으로 알려져 있다

(Chen 등 2022). 본 연구에서는 토끼고기 추출물에 의해 

NRF1과 TFAM의 발현이 증가함을 확인하였는데, 이를 통해 

토끼고기 추출물이 골격근 내 미토콘드리아 생합성에 영향

을 줄 수 있을 것으로 예상된다. 기존 문헌에서 지방세포의 

미토콘드리아 합성 증가에 대한 긍정적 효과를 보고하고 있

지만(Bae 등 2023), 토끼고기 추출물이 골격근 세포에서의 미

토콘드리아에 미치는 영향에 대해 직접적으로 연구된 바는 

없다. 따라서 본 연구에서는 토끼고기 추출물이 C2C12 세포

에서 근육분화와 미토콘드리아 합성에 미치는 효과를 확인

하였다. 이에 동물 모델을 활용한 추가 연구를 통해 토끼고

기 추출물의 항비만 효능, 에너지 대사 조절 및 미토콘드리

아 기능 조절 효과를 보다 구체적으로 평가할 필요가 있다. 

4. 골격근 세포에서 토끼고기 추출물의 AMPK/ACC 
signaling pathway에 대한 효과

AMPK는 골격근에서 지방산 대사에 중요한 역할을 하며, 
미토콘드리아 내 ATP 생산을 증가시키는 작용을 한다(Das 
등 2012). 이에 토끼고기 추출물의 에너지대사 증진 효과에 

AMPK의 관련성을 평가하기 위하여 AMPK 및 p-AMPK 단백

질 발현량을 측정하였다. 그 결과, AMPK 인산화 단백질

(p-AMPK)의 발현은 대조군에 비해 토끼고기 추출물 처리 농

도에 따라 증가(p<0.01, p<0.001)하는 경향을 보였다(Fig. 4A). 
AMPK의 활성화는 지질합성에 관여하는 유전자인 ACC가 

인산화 및 불활성화를 유발한다. 이에 phospho-ACC(pACC)
의 단백질 발현량을 측정하여 토끼고기 추출물의 AMPK 활
성 경로를 명확히 하고자 하였다. 실험 결과, 토끼고기 추출물 

처리로 인해 ACC의 인산화가 증가(p<0.05, p<0.01, p<0.001) 
하였으며(Fig. 4B), 이는 AMPK의 활성화 결과와도 일치하는 

내용이었다. 따라서 토끼고기 추출물이 골격근 내에서 

(A) (B)

Fig. 3. Effects of rabbit meat extract on the biogenesis-regulating factors in C2C12 myotubes. The expression of PGC1α, 
Sirt1, NRF1, and TFAM mRNA (A) and protein (B) were analyzed by qRT-PCR and western blotting, respectively. Data 
represents mean±S.D. of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 vs. non-treated differentiated cells.
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AMPK 활성화에 영향을 줄 수 있음을 확인하였다. AMPK는 

인산화를 통해 PGC-1α 활성화에 직접적으로 기여한다. 
PGC-1α의 발현을 통해 미토콘드리아 관련 유전자들의 발현

을 증가시키는 것으로 보고된 바, 본 연구 결과와 일치하였

다(Halling & Pilegaard 2020; Chen 등 2022). 

5. 골격근 세포에서 ATP 생산에 대한 효과
골격근 세포는 미토콘드리아가 풍부하여 ATP 생산에 중

요한 역할을 하는 조직이다(Lee & Kim 2021; Akiyama 등 

2022). ATP의 원료는 포도당과 지방산이며, 골격근 내 미토

콘드리아 기능 이상으로 포도당과 지방산의 대사가 저하되

면서 인슐린 저항성이 발생하고, 미토콘드리아의 에너지 발

생이 감소하는 것으로 알려져 있다(Brand 등 2013). 
C2C12 mytubes에서 토끼고기 추출물의 에너지 합성 증가

를 확인하기 위하여 세포 내 ATP 농도를 측정하였다. 그 결

과, 세포 내 ATP의 농도는 토끼고기 추출물 처리구에서 대조

구에 비해 유의적으로 증가(p<0.01)하는 것으로 나타났다

(Fig. 5). 또한, 양성 대조군으로 AMPK 활성제로서 미토콘드

리아 생합성 조절을 하는 metformin 처리군에서도 대조군에 

비해 증가(p<0.01)하는 것으로 나타났다. 

요약 및 결론

본 연구는 토끼고기 추출물이 골격근 세포에 미치는 영향

을 조사하였다. 세포독성을 평가한 결과, 토끼고기 추출물이 

세포 생존율에 영향을 미치지 않았다. 또한, 근육분화에 대

한 효과로는 myogenin과 MHC의 발현이 증가하였으며, 에너

지대사에 대한 효과로는 AMPK 및 p-AMPK 단백질 발현이 

증가하였으며, 에너지 생산에 대한 효과로는 세포 내 ATP 농
도가 증가하였다. 이를 통해, 토끼고기 추출물이 세포독성을 

유발하지 않으면서 근육 분화와 에너지 대사를 촉진할 수 있

음을 확인하였다. 특히, PGC1α 및 AMPK 신호 경로의 활성화

를 통해 미토콘드리아 생합성과 ATP 생산이 증가함을 알 수 

있었다. 이러한 결과는 토끼고기 추출물이 근육 기능 향상 및 

에너지 대사 조절에 유용하게 사용될 가능성을 시사한다. 

(A) (B)

Fig. 4. Effects of rabbit meat extract on the phosphorylation of AMPK and ACC in C2C12 myotubes. The expression 
of protein level were determined by western blotting. Data represents mean±S.D. of three independent experiments. *p<0.05, 
**p<0.01 and ***p<0.001 vs. non-treated differentiated cells.

Fig. 5. Effects of rabbit meat extract on the levels of 
ATP in C2C12 myotubes. Data represents mean±S.D. of 
three independent experiments. **p<0.01 vs. non-treated 
differentiated cells. M: metformin treatment (2.5 mM/mL).
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