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            초록
          
        

        
          This study investigated the anti-obesity effects of the ethanol extract of Cimicifuga heracleifolia Kom. (CHEE) and its molecular mechanisms using 3T3-L1 preadipocytes. The ethanol extract of Cimicifuga heracleifolia Kom. was prepared by extraction with 70% ethanol. 3T3-L1 preadipocytes were treated with CHEE, and the levels of lipid accumulation, protein expression of adipogenic transcription factors, and AMP-activated protein kinase (AMPK) phosphorylation were measured. Lipid accumulationdetermined by Oil Red O staining, western blotting, and real-time PCR. The Chemical components of CHEE were analyzed by ultra-performance liquid chromatography coupled with a diode array detector (UPLC-DAD). CHEE inhibited lipid accumulation in 3T3-L1 cells in a dose-dependent manner without showing cytotoxicity up to 200 μg/mL with approximately 45% reduction at 200 μg/mL (p<0.01). CHEE significantly decreased the protein and mRNA expression of peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARγ), CCAAT/enhancer-binding protein alpha (C/EBPα), CCAAT/enhancer-binding protein beta (C/EBPβ), and CCAAT/enhancer-binding protein delta (C/EBPδ). Additionally, CHEE treatment significantly increased phospho-AMPK levels, and UPLC analysis revealed that CHEE contained 18.25 mg/g of ferulic acid. This study demonstrated that CHEE suppresses 3T3-L1 preadipocyte differentiation by inhibiting the expression of PPARγ and C/EBPα through AMPK activation. These results suggest that the ethanol extract of Cimicifuga heracleifolia Kom. has potential for development as a therapeutic agent for obesity and metabolic diseases, mediated through AMPK-related signaling pathways. The anti-obesity activity of CHEE appears to result from multiple bioactive components working synergistically. Further study using AMPK inhibitors and component-specific analysis will be needed to elucidate the precise mechanism of action.
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      서 론
      비만은 에너지 섭취가 에너지 소비를 초과할 때 발생하는 전 세계적 건강문제로, 과도한 체중증가와 지방량 증가를 초래한다. 비만의 유병률은 전 세계적으로 계속 증가하고 있으며, 매년 약 280만 명이 비만 관련 질환으로 사망하고 있다(WHO 2025). 비만은 제2형 당뇨병, 동맥경화증, 고혈압 및 특정암을 포함한 다양한 대사이상 및 건강합병증과 관련이 있다(Thompson D & Wolf AM 2001; Rocha VZ & Libby P 2009; McCarthy MI 2010).

      지방세포 분화(adipogenesis)는 전지방세포(preadipocytes)가 성숙지방세포(mature adipocytes)로 분화되는 복잡한 과정으로, 전사인자 및 신호전달 경로에 의해 조절된다. 분화 단계에서 다양한 전사인자들인 CCAAT/enhancer-binding proteins(C/EBPs)가 발현되는데 초기 단계에서는 C/EBPβ와 C/EBPδ는 C/EBPα와 peroxisome proliferator-activated receptorγ(PPARγ)의 발현을 유도하며, 이들은 지방생성 및 지질축적과 관련된 유전자의 전사를 조절한다(Yeh WC 1995; Ahmad B 등 2020). 특히 PPARγ와 C/EBPα는 지방세포 분화의 핵심조절인자이며, 이들이 서로 협력하여 지방세포의 기능을 조절한다(Rosen ED 등 1999; 2002). 이러한 전사인자들은 협력하여 지방산합성효소(fatty acid synthase, FAS) 및 스테롤조절원소결합단백질-1c(sterol regulatory element-binding protein-1c, SREBP-1c)와 같은 지방세포 특이유전자의 발현을 촉진하며, 이는 지방세포 발달에 필수적이다(Morrison RF & Farmer SR 2000).

      AMPK는 세포에너지 항상성의 중추적 조절자로, 에너지 대사에서 중심적 역할을 한다(Carling D 2004). AMPK가 활성화되면 acetyl-CoA carboxylase(ACC)를 인산화하여 acetyl-CoA에서 malonyl-CoA로의 전환을 억제하고 지방산 합성을 감소시킨다(Ahmad B 등 2020). 최근 연구에 따르면 AMPK의 활성화는 특히 전지방세포 분화의 초기단계에서 C/EBPα와 PPARγ의 발현을 억제하여 지방생성을 저해한다(Pollard AE 2024). 따라서 AMPK는 비만 예방 및 치료를 위한 유망한 치료 표적이다(Hwang JT 등 2005; Ceddia RB 2013).

      전통의약식물에서 유래한 천연물이 잠재적 항비만 제제로 점증하는 관심을 받고 있다(Shaik Mohamed Sayed UF 등 2023). Cimicifuga heracleifolia Kom.은 전통한약에서 ‘승마(升麻)’로 불리며 항염증, 진통 및 해열 특성으로 사용되어 왔다(De Smet 2002; Jang JY 등 2008). 식물화학분석에 따르면 Cimicifuga 속 식물에서 약 348개의 화합물이 확인되었으며, 여기에는 triterpene saponins, phenylpropanoids, chromones 및 flavonoids가 포함된다(Zhang Q 등 2024). 이러한 생물 활성 성분들은 항염증, 항종양, 항산화 및 신경 보호 효과를 포함한 다양한 약리 활성을 나타내고 있다(He K 등 2006; Jang JY 등 2008).

      식물체에 존재하는 다양한 폴리페놀류는 특히 항비만 효과를 보유하며 AMPK 신호전달 경로를 통해 지방세포분화를 억제한다는 보고가 있다(Huang B 등 2011; Kim YH & Lee JS 2015; He L 등 2024). 여러 선행 연구에 따르면 폴리페놀류는 AMPK 신호전달 경로를 조절함으로써 지방세포 분화를 억제하고 우수한 항비만 효과를 나타내는 것으로 보고된 바 있다(Huang B 등 2011; Kim YH & Lee JS 2015; Zhao J 등 2024). 천연물 유래 화합물의 항비만 메커니즘과 관련하여, 특히 페룰산(ferulic acid)을 포함한 페놀 화합물들이 AMPK 활성화를 유도하여 지방 축적을 억제한다는 사실이 규명되었으며(de Melo TS 등 2017), 이러한 천연 화합물들은 비만 관리를 위한 다양한 분자적 대안을 제시하고 있다(Li M 등 2025). 또한 찔레꽃(Rosa multiflora) 등 다양한 식물 자원들이 AMPK 경로를 경유하여 항비만 활성을 나타낸다는 연구 결과가 축적되고 있다(Kim YH & Lee JS 2015). 그러나 Cimicifuga heracleifolia Kom.의 항비만 효과 및 지방세포 분화에 대한 작용 메커니즘은 거의 규명되지 않았다. 본 연구는 Cimicifuga heracleifolia Kom. 에탄올 추출물(CHEE)이 3T3-L1 전지방세포의 지방세포분화에 미치는 억제효과를 조사하며, AMPK 신호전달 경로와 PPARγ 및 C/EBPα와의 상호작용에 중점을 두었다. 본 연구에서는 CHEE가 AMPK 활성화를 통해 지방세포 분화를 억제하고, PPARγ와 C/EBPα의 발현을 감소시켜 궁극적으로 지질 축적을 감소시킬 것으로 사료된다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        
          1) 재료 및 시약
          실험의 주 재료인 Cimicifuga heracleifolia Kom.은 옴니허브(Daegu, Korea)에서 구입하였다. 대부분의 시약은 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으나, 3T3-L1 전지방세포주는 ATCC(Rockville, MD, USA)에서 구입하였다(CL-173). 세포실험에 관련된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM), fetal bovine serum(FBS), bovine calf serum(BCS), 페니실린은 LONZA Co.(Basel, Switzerland)에서 구입하였고, PCR에서 활용되는 lysis buffer는 iNtRON Biotech Co.(Daejeon, Korea)에서 구입하였다. Western blot에 활용되는 polyinylidene fluoride(PVDF) membrane과 chemiluminescence enhanced chemiluminescence(ECL) detection kit는 Amersham Pharmacia Biotech Co.(Piscataway, NJ, USA)에서 구입하였고, PCR과 Western blot에 활용되는 antibody의 경우 anti-PPARγ(sc-7273)와 anti-C/EBPα(sc-166258) 항체는 Santa Cruz Biotech. Inc.(CA, USA)에서 구입하였다. 마지막으로 rabbit anti-goat IgG와 rabbit anti-mouse IgG는 Enzo Co.(Farmingdale, NY, USA)에서 구입하였다.

        

        
          2) Cimicifuga heracleifolia Kom. 추출물의 제조
          Cimicifuga heracleifolia Kom. 100 g을 70% 에탄올 및 증류수로 각각 80℃와 100℃에서 2시간 동안 mantle-reflux 추출기를 사용하여 추출하였다. 이후 여과한 용매를 감압 농축하여 분말 형태의 에탄올 추출물(CHEE)과 증류수 추출물(CHDW)을 얻었다. 각 용매는 회전 진공 농축기(EYELA, Tyoko, Japan)에서 60℃에서 농축하였으며, —70℃에서 급속냉동 후 동결건조기(FDU-8608, Operon, Kimpo, Korea)를 통하여 건조를 진행하였다. 최종적으로 Cimicifuga heracleifolia 추출물 분말을 dimethyl sulfoxide(DMSO)에 용해하여 실험에 사용하였다.

        

        
          3) UPLC 분석
          Ultra-performance liquid chromatography coupled with diode array detector(UPLC) (ACQUITY UPLC I-Class PLUS, Waters Corp., Milford, USA) 시스템은 vacuum degasser, quaternary pump, automatic sample injection system으로 구성되었다. 크로마토그래피 분리는 ACQUITY UPLC BEH C18(2.1 × 50 mm, 1.7 μm, Waters Corp., Milford, USA) 칼럼을 사용하여 수행하였으며, photodiode array detector를 320 nm에서 설정하였다. 칼럼 오븐 온도는 35℃, 주입량은 1 μL였다. 이동상은 0.1% formic acid in distilled water(A)와 acetonitrile(B)를 사용하여 0.30 mL/min의 유량으로 용리하였으며 세부 내용은 Table 1에 표기하였다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              UPLC conditions for the analysis of Cimicifuga heracleifolia Kom. extract
            
            

          

          
            
              	Column
              	ACQUITY UPLC Ⓡ BEH C18
(2.1 × 50 mm, 1.7 μm, Waters Corp)
            

            
              	Detection wavelength
              	320 nm (photodiode array detector)
            

            
              	Column temp (℃)
              	35℃
            

            
              	Flow rate
              	0.3 mL/min
            

            
              	Injection volume
              	1 μL
            

            
              	Mobile phase A
              	0.1% formic acid in distilled water
            

            
              	Mobile phase B
              	Acetonitrile (ACN)
            

            
              	Time program
              	Time
              	Elute A
              	Elute B
            

            
              	0
              	85
              	15
            

            
              	5
              	75
              	25
            

            
              	10
              	60
              	40
            

            
              	30
              	45
              	55
            

          

          

        

        
          4) 세포 생존도 검사
          3T3-L1 preadipocytes(5 × 103 cells/well)를 96-well plate에 분주하고 24시간 동안 안정화하였다. 이후 CH 추출물을 8, 40, 200 μg/mL의 농도로 처리하였으며, 8일간의 분화 유도 기간 동안 2일마다 시료가 포함된 신선한 배지로 교체하였다. 실험 종료일(day 8)에 배지를 제거하고 PBS에 용해된 MTT solution(5 mg/mL stock)을 serum-free 배지에 희석하여 최종 농도가 250 μg/mL가 되도록 각 well에 100 μL씩 첨가하였다. 37℃, 5% CO2 배양기 내에서 4시간 동안 반응시켜 formazan 형성을 유도한 후, 상층액을 완전히 제거하였다. 생성된 formazan 결정을 용해하기 위해 150 μL의 DMSO를 첨가하고 10분간 교반하였다. 최종 흡광도는 microplate reader(VersaMax, Molecular Device, Califonia, USA)를 사용하여 540 nm에서 측정하였으며, 세포 생존도는 시료를 처리하지 않은 대조군에 대한 상대적인 백분율(%)로 산출하였다.

          
            
              
                	
                  
                    
                      
                        
                          세포 생존율
                          
                            
                              %
                            
                          
                          =
                          
                            
                              시료처리군의 흡광도
                               
                              /
                               
                              대조군의 평균 흡광도
                            
                          
                           
                          ×
                           
                          100
                        
                      
                    
                  
                
                	
              

            

          

        

        
          5) 3T3-L1 전지방세포의 배양 및 분화
          3T3-L1 전지방 세포는 DMEM(2 mM L-glutamine, 1% penicillin-streptomycin, 10% FBS)에 배양하였고, 37℃, 5% CO₂ 습윤 배양기(Thermo 311 Co2 incubator, Thermo, Waltham, USA)에서 유지하였다. 지방세포 분화를 위해 3T3-L1 전지방 세포를 48-well plate 또는 10 cm dish에 접종한 후 위와 같은 조건에서 배양하였다. Confluency 도달 2일 후(0일)를 기준으로, 세포를 분화 배지(1 μM insulin, 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine(IBMX), 5 μM dexamethasone in DMEM+10% FBS+1% penicillin)에서 2일간 배양하였다. 그 후 배지를 insulin이 함유된 배지(DMEM+10% FBS+1% penicillin)로 교체하여 2일간 더 배양하였다. 4일 후 배지를 DMEM으로 교체하였으며, 8일째 지질 축적 및 세포 생존도와 Oil Red O 염색을 측정하였다.

        

        
          6) Oil Red O 염색
          지방 축적 정도를 측정하기 위해 분화가 완료된 8일차 세포의 배지를 제거하고 PBS로 2회 세척하였고, 세포는 10% Formalin을 사용하여 상온에서 1시간 동안 고정하였다. Oil Red O working solution은 0.5% ORO stock solution(in isopropanol)과 증류수를 3:2 비율(v/v)로 혼합한 뒤 20분간 상온에서 방치하였으며, 사용 직전 0.45 μm syringe filter(Lab co, Gwangju, Korea)로 여과하여 불용성 침전물을 제거하였다. 고정된 세포를 60% isopropanol로 1회 세척 하여 수분을 제거한 뒤, 준비된 ORO working solution을 분주하여 상온에서 30분간 염색하였다. 염색 후 비특이적으로 결합한 염료를 제거하기 위해 증류수로 3회 반복 세척하였으며, 세포에 축적된 ORO를 100% isopropanol 200 μL를 가하여 10분간 용해시킨 뒤, microplate reader를 사용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 지질 축적률은 시료를 처리하지 않은 대조군(control)의 흡광도를 100%로 하여 상대적인 값으로 계산하였다.
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          7) Western Blot 분석
          CH 추출물이 3T3-L1 지방세포 내 주요 단백질 발현에 미치는 영향을 확인하기 위해 다음과 같이 Western blot을 수행하였다. 세포를 차가운 PBS로 2회 세척하여 잔여 배지를 제거한 후, 단백질 가수분해 효소 저해제(protease inhibitor)와 인산화 저해제(phosphatase inhibitor)가 포함된 lysis buffer(iNtRON Biotech, Seongnam, Korea)를 첨가하였다. 얼음 위에서 30분간 반응시켜 세포를 완전히 균질화한 뒤, 4℃에서 17,000 rpm으로 10분간 원심분리하여 불용성 단백질을 제외한 상층액만을 회수하였다. 단백질 농도는 Bio-Rad protein assay reagent(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용한 Bradford 법으로 정량하였으며, bovine serum albumin(BSA)을 표준물질로 사용하였다.

          정량된 단백질 25 μg에 5X Laemmli sample buffer를 혼합하고 95℃에서 5분간 가열하여 단백질을 변성시켰다. 이를 12% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE) gel에 loading하여 전기영동으로 크기별로 분리한 후, wet transfer 방식을 통해 PVDF membrane으로 2시간 동안 전이시켰다. 비특이적 반응을 차단하기 위해 5% skim milk가 포함된 TBST(Tris-buffered saline with 0.1% Tween 20) 용액에서 상온에서 2시간 동안 blocking 과정을 거쳤다.

          일차 항체인 PPARγ, C/EBPα, FAS, phospho-AMPK 및 β-actin은 TBST에 1:2,000 비율로 희석하여 4℃에서 하룻밤(overnight) 동안 반응시켰다. 이후 TBST로 10분씩 3회 반복 세척하여 비특이적으로 결합한 항체를 제거하고, 5% skim milk가 포함된 TBST에 1:5,000으로 희석된 HRP-conjugated secondary antibody(goat anti-mouse IgG 또는 goat anti-rabbit IgG)를 가하여 상온에서 1시간 동안 반응시켰다. 다시 TBST로 3회 세척한 membrane은 ECL reagent(ELPIS)로 반응시킨 뒤, 이미징시스템(Fluor Cheme E image analysis system, Cell biosciences, California, USA)을 사용하여 밴드 신호를 검출하였다. 최종적으로 각 단백질의 발현량은 내부 대조군인 β-actin을 기준으로 정규화한 뒤 상대적인 수치로 분석하였다.

        

        
          8) RNA 추출 및 Real-Time PCR
          CH 추출물이 3T3-L1 지방세포 내 주요 유전자의 mRNA 발현 수준에 미치는 영향을 분석하기 위해 Real-time PCR을 수행하였다. 먼저, 분화가 완료된 세포로부터 QIAzol lysis reagent(QIAZEN Sciences, Maryland, USA)를 사용하여 제조사의 지시에 따라 total RNA를 추출하였다. 추출된 RNA의 순도와 농도는 microplate reader를 사용하여 측정하였으며, 정량된 total RNA를 power cDNA synthesis kit(iNtRON Biotechnology, Seoul, Korea)를 사용하여 first-strand cDNA 합성을 위한 주형으로 사용하였다. 이후 합성된 cDNA를 바탕으로 지방세포 분화 및 지질 대사 관련 주요 인자인 PPARγ, C/EBPα, FAS, SREBP-1c 유전자의 발현량을 분석하였다. 분석에 사용된 각 유전자별 프라이머 염기서열은 Table 2에 상세히 제시하였다. Real-time PCR 반응은 SYBR Green Power Master Mix(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)와 Step One Plus Real-Time PCR System(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)을 사용하여 수행하였다. 반응 조건은 제조사의 프로토콜에 따라 수행되었으며, 각 유전자의 상대적인 발현량은 내부 표준 유전자인 GAPDH를 대조군으로 하여 2-ΔΔct 방법을 통해 산출하였다. 모든 데이터는 시료를 처리하지 않은 대조군에 대한 상대적인 배수(fold change)로 나타내어 분석의 객관성을 확보하였다.

          
            Table 2. 
				
            

            
              PCR primers
            
            

          

          
            
              
                	Primer sequences
              

            
            
              	PPARγ
              	5′-TTTCAAGGGTGCCAGTTTC-3′ (Forward)
5′-TTATTCATCAGGGAGGCCAG-3′ (Reverse)
            

            
              	C/EBPα
              	5′-GCCGAGATAAAGCCAAACAA-3′ (Forward)
5′-CGTAAATGGGGATTTGGTCA-3′ (Reverse)
            

            
              	FAS
              	5′-TGGTGGGTTTGGTGAATTGTC-3′ (Forward)
5′-GCTTGTCCTGCTCTAACTGGAAGT-3′ (Reverse)
            

            
              	SREBP-1c
              	5′-TGATGTGGAACACAGCAAGG-3′ (Forward)
5′-GGCTGTGGTGACTCTTAGTGATAA-3′ (Reverse)
            

            
              	GAPDH
              	5′-AACTTTGGCATTGTGGAAGG-3′ (Forward)
5′-GGATGCAGGGATGATGTTCT-3′ (Reverse)
            

          

          

        

        
          9) 통계 분석
          본 연구의 모든 실험 결과는 3회 이상의 독립적인 반복 실험을 통해 얻어졌으며, 측정값은 평균 표준편차(mean±S.D.)로 표시하였며, 각 실험 결과에 대한 통계 분석은 SPSS(Statistical Package for the Social Sciences, ver. 20.0, IBM, Armonk, NY, USA) 프로그램을 사용하여 수행하였다.

          대조군과 각 실험군 간의 통계적 유의성 및 두 그룹 간의 평균 차이는 Student’s t-test를 통해 검증하였으며, 통계적 유의성은 p-value가 0.5 미만(* p<0.05) 또는 0.01 미만(** p<0.01)인 경우를 기준으로 판정하여 분석의 신뢰도를 확보하였다.

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 3T3-L1 전지방세포에 대한 CHDW와 CHEE의 세포 생존
        MTT assay를 통해 CHDW와 CHEE의 세포독성을 평가한 결과, 200 μg/mL까지의 추출물 농도에서 전지방세포의 생존도에 유의한 세포독성이 관찰되지 않았다. 따라서 모든 후속 실험에서 8∼200 μg/mL의 농도범위를 사용하였다. 이는 CHEE가 세포 독성 없이 지방세포 분화 억제 효과가 있음을 의미한다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Effect of extracts from Cimicifuga heracleifolia Kom. on cell viability in preadipocytes.
            1) NS: Non-significant between groups as determined by Duncan’s multiple range test.2) MDI: 3-Isobutyl-1-methylxanthine, dexamethasone, insulin mix (control).3) EGCG: Epigallocatechin-3-gallate (positive control).4) CHDW: Cimicifuga heracleifolia Kom. distilled water extract.5) CHEE: Cimicifuga heracleifolia Kom. ethanol extract.

          
          

          

        

      

      
        2. CHDW와 CHEE의 3T3-L1 전지방세포의 지질 축적에 미치는 영향
        Oil Red O 염색을 통해 지질축적을 측정한 결과, CHEE 처리는 CHDW 처리보다 훨씬 더 강력한 항비만 효과를 나타냈다. CHEE 200 μg/mL 처리 시 지질 축적이 약 45% 감소하였으나, CHDW 200 μg/mL 처리 시에는 유의한 억제 효과가 관찰되지 않았다. 이는 에탄올 추출물(CHEE)에 높은 농도의 ferulic acid(18.25 mg/g) 및 기타 극성 활성 성분(triterpene saponins 등)이 더 높은 농도로 함유되어 있으며, 이들 성분의 AMPK 활성화 능력이 CHEE의 항비만 효과의 주된 원동력임을 시사한다(Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of Cimicifuga heracleifolia Kom. extracts on lipid accumulation in 3T3-L1 adipocytes.
            1) MDI: 3-Isobutyl-1-methylxanthine, dexamethasone, insulin mix (control)2) EGCG: Epigallocatechin-3-gallate (positive control)3) CHDW: Cimicifuga heracleifolia Kom. distilled water extracts.4) CHEE: Cimicifuga heracleifolia Kom. ethanol extracts.5) Statistical differences among groups were determined by Duncan’s multiple range test (** p<0.01, *** p<0.001 vs control).

          
          

          

        

        따라서 본 연구의 이후 실험(western blot, real-time PCR)은 모두 CHEE를 사용하여 수행하였다.

      

      
        3. CHEE의 화학 성분 분석
        UPLC-DAD를 사용하여 CHEE의 화학 성분을 분석한 결과, ferulic acid는 약 3.90분의 retention time에서 확인되었으며, 18.25 mg/g 함유된 것으로 측정되었다. ferulic acid는 Cimicifuga 속 식물의 주요 마커 화합물이라고 볼 수는 없다. 하지만 지방 축적과 관련된 선행 연구에서 AMPK 신호전달을 직접 활성화하고 항비만 효과를 나타내는 것이 입증되었다(de Melo TS 등 2017; DiNicolantonio JJ 등 2022; Wu H 등 2024). 본 연구에서 CHEE에 함유된 ferulic acid(18.25 mg/g)를 정량한 것은, CHEE의 AMPK 활성화 능력을 평가하기 위한 지표로서의 의미가 있다. 다만, CHEE의 항비만 효과가 ferulic acid 단일 성분에만 기인한다고 보기는 어렵다. Cimicifuga heracleifolia Kom.에는 약 348개의 화합물이 함유되어 있으며, 특히 triterpene saponins과 cimigenol glycosides가 핵심 생리활성 성분으로 알려져 있다(Zhang Q 등 2024). 따라서 CHEE의 항비만 활성은 ferulic acid, triterpene saponins, cimigenol glycosides 등 다양한 활성 성분들의 상승작용을 통해 나타날 가능성이 높다(Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            UPLC chromatograms of the ferulic acid standard (A) and Cimicifuga heracleifolia Kom. extract (CHEE) (B).
          
          

          

        

      

      
        4. CHEE의 3T3-L1 세포에서 지방생성 관련 전사인자의 단백질 발현에 미치는 영향
        3T3-L1 지방세포 분화 과정에서 CHEE가 지방생성 조절 메커니즘에 미치는 영향을 검토하기 위해, 핵심 전사인자 및 AMPK의 단백질 발현 수준을 Western blot으로 분석하였다.

        먼저 지방세포 분화의 중추적인 역할을 하는 전사인자의 변화를 관찰한 결과, CHEE 처리는 PPARγ, C/EBPα, C/EBPβ, C/EBPδ 및 FAS의 단백질 발현을 농도 의존적으로 유의하게 감소시켰다. 특히, 지방세포 분화 후기 단계에서 지질 축적을 직접 담당하는 효소인 FAS의 발현은 CHEE 200 μg/mL 처리 시 대조군 대비 약 58% 감소하며 강력한 지방생성억제 효과를 나타냈다. 일반적으로 지방세포 분화 초기 단계에서 C/EBPβ와 C/EBPδ가 C/EBPα의 발현을 유도하고, 이는 다시 PPARγ를 활성화하여 지방생성 유전자의 발현을 촉진한다(Yeh WC 등 1995; Rosen ED 등 1999; 2002). 본 연구에서 CHEE는 초기(C/EBPβ, δ)와 후기(PPARγ, C/EBPα) 전사인자를 모두 억제하였으며, 특히 마스터 조절자인 PPARγ와 C/EBPα의 감소가 두드러졌다. 이는 CHEE가 분화 경로의 핵심 단계들을 효과적으로 차단함을 시사한다.

        이러한 전사인자 억제의 상위 신호 전달 경로를 확인하기 위해 AMPK의 인산화 수준을 측정한 결과, CHEE 처리는 phospho-AMPK(p-AMPK) 수준을 농도 의존적으로 유의하게 증가시켰다. 특히 CHEE 200 μg/mL 농도에서 p-AMPK 발현이 가장 현저하게 증가하였다. 에너지 센서로 작용하는 AMPK의 활성화는 세포 내 에너지 항상성을 유지하며 지방산 합성을 억제하는 핵심 기전으로 알려져 있다(Carling D 2004; Pollard AE 2024). 선행 연구에 따르면, 활성화된 AMPK는 지방세포 분화 초기 단계에서 C/EBPα와 PPARγ의 발현을 직접적으로 억제하여 지방 생성을 차단할 수 있다(Hwang JT 등 2005; Gormand A 등 2011). 이러한 결과를 토대로 CHEE는 AMPK 활성화를 유도함으로써 PPARγ와 C/EBPα 등 핵심 전사인자의 발현을 억제하고, 결과적으로 FAS와 같은 지질 축적 효소를 감소시켜 지방세포 분화를 저해하는 것으로 판단된다. 이는 AMPK 활성을 통해 항비만 효과를 나타내는 천연물 유래 성분들의 작용 기전과 일맥상통하는 결과이다(Huang B 등 2011; He L 등 2024) (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effects of Cimicifuga heracleifolia Kom. ethanol extracts (CHEE) on protein expression of adipogenic transcription factors in 3T3-L1 cells.
            1) Protein expression levels of (A) PPARγ, (B) C/EBPα, (C) C/EBPβ, (D) C/EBPδ, (E) FAS, and (F) p-AMPK were determined by western blot analysis.2) Actin was used as a loading control.3) Values are expressed as a percentage of the MDI-induced control.4) MDI: 3-Isobutyl-1-methylxanthine, dexamethasone, insulin mix (control)5) EGCG: Epigallocatechin-3-gallate (positive control)6) Statistical differences among groups were determined by Duncan’s multiple range test (** p<0.01, *** p<0.001 vs control).

          
          

          

        

      

      
        5. CHEE의 3T3-L1 세포에서 지방생성 관련 유전자 발현에 미치는 영향
        Real-time PCR을 통해 지방생성 관련 유전자의 mRNA 발현수준을 측정한 결과, CHEE 처리는 용량의존적으로 PPARγ, C/EBPα, FAS 및 SREBP-1c의 mRNA 발현을 감소시켰다. 특히 CHEE 200 μg/mL 처리 시 PPARγ와 C/EBPα의 mRNA 발현은 대조군 대비 유의하게 감소하였으며, FAS와 SREBP-1c의 mRNA 발현 또한 유의하게 감소하였다.

        본 연구의 결과들을 종합하여 봤을 때 다음과 같은 메커니즘을 전달한다. CHEE는 AMPK를 활성화하고, 활성화된 AMPK는 지방세포 분화의 초기 단계 전사인자인 C/EBPα와 PPARγ의 발현을 억제하며, 이는 궁극적으로 FAS와 SREBP-1c의 발현감소 및 지질 축적 억제로 이어진다(Rosen ED 등 1999; 2002; Ahmad B 등 2020; Pollard AE 2024).

        이러한 AMPK 신호전달 경로를 통한 항비만 메커니즘은 최근의 천연물 연구에서도 강조되고 있으며(He L 등 2024; Li M 등 2025), 페룰산과 같은 폴리페놀류의 항비만 활성과도 일치한다(de Melo TS 등 2017; He L 등 2024). 나아가 본 연구의 결과는 비만 관리를 위한 천연소재의 적용 가능성을 시사하며, 승마의 과학적 검증을 통해 임상적 활용 가치를 재입증하는 것으로 볼 수 있다(Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effects of Cimicifuga heracleifolia Kom. ehanol extracts (CHEE) on the relative mRNA expression in 3T3-L1 adipocytes.
            1) mRNA levels of (A) PPARγ, (B) C/EBPα, (C) FAS, and (D) SREBP-1c were determined by real-time PCR.2) MDI: 3-Isobutyl-1-methylxanthine, dexamethasone, insulin mix (control)3) EGCG: Epigallocatechin-3-gallate (positive control)4) Statistical differences among groups were determined by Duncan’s multiple range test (** p<0.01, *** p<0.001 vs control).

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      결 론
      본 연구는 승마(Cimicifuga heracleifolia Kom.) 에탄올 추출물(CHEE)의 항비만 기전을 규명하기 위해 진행되었다. 특히 페룰산(ferulic acid)이 AMPK 활성을 유도하고 AMPK는 지방 축적을 억제한다는 선행 연구 결과에 근거하여 페룰산을 CHEE의 지표 물질로 선정하고 연구를 설계하였다. 그 결과, CHEE는 세포 독성 없이 지방 축적률을 대조군 대비 약 45% 유의하게 억제하였으며, 이는 선행 연구 보고와 일치하며, CHEE가 AMPK의 인산화를 촉진함으로써 지방세포 분화를 효과적으로 조절함을 확인할 수 있었다.

      구체적으로 CHEE는 분화 초기의 C/EBPβ, C/EBPδ를 억제하여 지질 축적의 핵심 전사인자인 PPARγ, C/EBPα의 단백질 및 mRNA 발현을 농도 의존적으로 억제하였으며, 지질 합성 효소인 FAS와 SREBP-1c의 발현을 하향 조절하여 지질 축적을 차단하였다.

      이러한 성과는 CHEE가 페룰산을 포함한 활성 성분들을 통해 AMPK 신호전달 경로를 활성화하고 지방 생성을 억제하는 천연 기능성 소재로서의 가능성을 보여준다. 하지만, 본 연구는 페룰산 외에 승마의 또 다른 주요 활성 성분들에 대한 개별적인 정량 분석이나 효능 평가를 수행하지 못했다는 점, 그리고 AMPK 억제제를 통한 직접적인 인과관계 검증까지는 나아가지 못했다는 한계가 있다고 볼 수 있다.

      따라서 향후 연구에서는 승마의 triterpene saponins 및 cimigenol glycosides에 대한 정량 분석과 각 개별 성분의 AMPK 활성화 능력을 평가할 필요가 있으며, 더불어 AMPK inhibitor를 이용한 억제 실험을 통해 신호전달 경로의 명확한 인과관계를 확립함으로써, 승마 추출물을 체중 관리 및 대사 질환 예방을 위한 소재로 개발하기 위한 심도 있는 보완 연구가 수행되어야 할 것으로 사료된다.
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