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서   론

비만은 지질 변화로 인해 과도한 체지방이 지방세포로 

축적된 상태를 말하며, 전 세계적으로 비만 환자의 급증

과 더불어 유병률도 꾸준히 증가하고 있다. 특히, 비만은 

비만 자체로도 심각한 문제가 되지만, 비만은 제2형 당뇨, 

심혈관 질환 및 특정 유형의 암과 같은 다양한 대사 장애

와 관련된 주요 위험인자로 알려지면서 비만 예방 및 치

료의 필요성이 대두되고 있다(1,2). 

Adipogenesis는 세포형태 변화, 호르몬 변화, 유전자 

및 단백질 발현 변화가 일어나는 복합적인 과정이다. 3T3- 

L1 세포는 지방전구세포로서 다양한 호르몬 및 perox-

isome proliferator-activated receptor γ(PPARγ), cy-

tidine-cytidine-adinosine-adenosine-thymidine 

(CCAAT)/enhancer binding proteins(C/EBPs), sterol 

regulatory element binding proteins(SREBPs) 등과 

같은 지방분화 전사인자에 의해 성숙한 지방구로 분화되

면서 세포 내 triglyceride(TG) 축적에 관여하는 다양한 

유전자와 효소 활성이 증가된다(3,4). 따라서 이러한 전

사인자의 억제는 지방 축적 억제에서 중요한 기전이 될 

수 있다.

메밀(Buckwheat)은 쌍자엽식물의 마디풀과에 속하며, 

서늘한 기후와 척박한 땅에서 단기간 생육하는 식물로 

세계 곳곳에서 재배되고 있으며, 우리나라에서는 막국수, 

메밀부침과 메밀묵 등의 주원료로 소비되었으나, 경제성

장에 따라 식생활이 서구화되면서 증가하는 각종 성인병

의 예방과 치료에 메밀이 효과가 있다는 연구결과와 함께 

메밀의 소비도 증가하고 있다(5). 

메밀에 관한 연구로는 발아 메밀, 메일 새싹, 메밀 껍질 

등의 추출물의 항산화, 항염증, 항고지혈증(6-8), 항당뇨

(9,10) 등에 관한 연구가 보고되어 있으나, 아직까지 메밀 

에탄올 추출물의 지방세포 분화 억제 활성이나 지방세포 

분화 조절에 관여하는 유전자 발현 및 작용 메커니즘에 

관한 연구는 보고되어 있지 않다. 따라서 본 연구에서는 

메밀 에탄올 추출물을 이용하여 3T3-L1 지방세포 분화 

억제 활성 및 지방분화와 관련 있는 유전자들의 조절에 

어떤 영향을 미치는지를 평가하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 연구에 사용된 메밀 에탄올 추출물(buckwheat 

ethanol extract; BEE)은 제주 유용생물자원추출물은행

(Jeju Bio-Resource Extract Bank, Jeju, Korea)에서 

구입하여 사용하였다. Dulbecco’s modified Eagle me-

dium(DMEM), fetal bovine serum(FBS), penicillin–

streptomycin(PS), bovine serum(BS)은 GIBCO/Life 

Technologies Inc.(Rockville, MD, USA)에서 구입하였

다. Oil Red O(ORO), 3-isobutyl-1-methylxanthine 

(IBMX), dexamethasone, insulin, 3-(4,5-dimethylth-

iazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT), 

chloroform, formaldehyde, Dimethyl sulfoxide(DMSO), 

isopropanol은 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)

에서 구입하여 사용하였으며, 3T3-L1 전지방세포는 ATCC 

(Manassas, VA, USA)에서 분양받아 사용하였다.

메밀 추출물의 세포독성

메밀 추출물의 세포독성 및 적정처리농도를 결정하기 

위하여 MTT assay를 실시하였다. 즉, 3T3-L1 세포를 

1×104 cells/well로 microplate에 분주하고 메밀 에탄올 

추출물을 농도별(50, 100, 200 μg/mL)로 가하여 37°C, 

5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 배양 후 

MTT 용액으로 세포를 염색시킨 후 formazan은 DMSO

로 용해시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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지방세포 분화유도

Pre-adipocytes를 adipocytes로 분화시키기 위하여 

10% BS와 1% PS가 포함된 배지를 사용하여 confluent 

상태까지 배양하였다. Confluent 상태에서 10% FBS 및 

1% PS가 포함된 분화배지를 사용하여 2일간 더 배양한 

후 10 μg/mL insulin, 0.1 μM dexamethasone 및 0.5 

mM IBMX(MDI)가 포함된 분화배지로 교환하여 2일간 

배양하였으며, 그 후 2일마다 10 μg/mL insulin이 포함된 

분화배지로 교환하였다. 또한, 3T3-L1의 분화억제 정도

를 확인하기 위하여 MDI 및 insulin이 포함된 분화배지로 

교환할 때 100 μg/mL 메밀 에탄올 추출물을 처리하였다.

Oil Red O staining

지방전구세포 분화 시에 형성된 지방의 함량을 확인하

기 위하여 분화 8일째 Oil Red O 염색을 실시하였다. 대

조군(control)과 메밀 추출물이 처리된 3T3-L1 세포의 

배지를 제거하고 PBS로 세척한 다음 4% formaldehyde 

용액으로 30분간 고정하였다. Formaldehyde 용액 제거 

후 60% isopropanol을 이용하여 세포를 세척한 다음 

Oil-Red-O solution을 처리하여 30분간 상온에서 염색

한 후, 증류수로 수세하고 현미경을 이용하여 관찰하였

다. 이후 100% isopropanol을 처리하여 세포 지방구에 

염색된 Oil-Red-O solution 염색액을 용출하여 510 nm

에서 흡광도를 측정하였다.

Reverse transcriptase polymerase chain reaction 

(RT-PCR)에 의한 mRNA 분석

지방 축적 관련 유전자 발현에 메밀 에탄올 추출물이 

어떤 영향을 미치는지 확인하기 위하여 real time PCR을 

실시하였다. 세포를 PBS로 세척하고 RNeasy kit를 이용

하여 total RNA를 추출하였다. 추출된 RNA를 정량한 후, 

RNA 500 ng과 reverse transcription system kit를 이

용하여 cDNA를 합성하였고, real-time reaction은 SYBR 

Green PCR master mix로 real-time thermal cycler 

Qiagen rotorgene Q를 이용하여 cDNA를 증폭하였다. 

모든 결과는 housekeeping 유전자인 glyceraldehyde- 

3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)를 internal con-

trol로 사용하여 보정하였으며, 실험에 사용한 primer는 

Table 1에 나타내었다. 

Statistical analysis

모든 실험 결과는 SPSS ver. 12.0(SPSS Inc., Chica-

go, IL, USA) 통계 프로그램을 이용하여 평균(mean)±표

준편차(SD)로 나타냈다. 각 실험군의 분석 항목별 통계의 

유의성은 Student t-test를 이용하여 P＜0.05 수준에서 

검증하였다.

결과 및 고찰

메밀 추출물의 세포독성

메밀 에탄올 추출물이 3T3-L1 지방전구세포에서 세

포독성을 나타내는지 알아보기 위하여 MTT assay를 통

하여 세포 생존율을 분석하였다. 50, 100, 그리고 200 μg/ 

mL의 메밀 에탄올 추출물을 24시간 동안 처리한 결과, 

메밀 추출물을 처리하지 않은 대조군(CTRL)의 세포 생

존율(100%)과 비교하여 각각 97.12%, 95.78%, 그리고 

81.18%의 세포 생존율을 보였다(Fig. 1). 메밀 에탄올 추

출물 50과 100 μg/mL 농도에서는 소재에 의한 세포 사

멸이 나타나지 않음을 확인하였으나, 200 μg/mL 농도로 

처리 시 81.18%로 세포 생존하는 것을 확인함에 따라 이

후 실험에서는 메밀 에탄올 추출물 농도를 100 μg/mL로 

정하여 실험을 진행하였다.

3T3-L1세포에서 메밀 추출물의 adipogenesis 억제 활성 

메밀 에탄올 추출물의 3T3-L1 지방전구세포의 지방

세포 분화 및 TG 축적에 미치는 영향을 확인하기 위하여 

메밀 에탄올 추출물을 100 μg/mL로 처리한 후 지방전구

세포에서 성숙지방세포로 분화를 유도하였다. 분화를 유

도한 후 Oil Red O 염색 전후로 구분하여 지방구 생성 

정도를 현미경으로 관찰하였다. Oil Red O 염색 결과, 

Fig. 1. Effects of buckwheat ethanol extract (BEE) on cell 
viability in 3T3-L1 cells. 3T3-L1 cells were treated with 
various concentrations (50, 100 and 200 μg/mL) of BEE 
for 24 h. Cell viability was measured by MTT assay. Data 
are expressed as the mean±SD of 3 replicates. Statistical 
significance is indicated *P<0.05. 

Table 1. 지방 축적 관련 유전자 Primer
Primer Sequence

GAPDH
F
R

5'-GTATGACTCCACTCACGGCAAA-3'
5'-GGTGTGGCTCCTGGAAGATG-3'

PPARγ
F
R

5'-CGCTGATGCACTGCCTATGA-3'
5'-AGAGGTCCACAGAGCTGATTCC-3'

C/EBPα
F
R

5'-AGGTGCTGGAGTTGACCAGT-3'
5'-CAGCCTAGAGATCCAGCGAC-3'

Fas
F
R

5'-CTGAGATCCCAGCACTTCTTGA-3'
5'-GCCTCCGAAGCCAAATGAG-3'

aP2 
F
R

5'-CATGGCCAAGCCCAACAT-3'
5'-CGCCCAGTTTGAAGGAAATC-3'
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지방세포 분화를 유도한 대조군(control)에서는 다량의 

지방이 축적되었음을 관찰할 수 있었으며, 메밀 에탄올 

추출물 처리 시 3T3-L1 세포의 지방세포 분화를 억제함

을 확인하였다(Fig. 2A). 염색을 통한 중성지방 축적 억제

를 확인한 후 계속적으로 축적된 중성지방의 정량적 분석

평가를 실시한 결과, 염색결과와 동일한 경향의 결과로서 

control군에서 normal군 대비 중성지방이 8.2배 증가하

는 것을 확인하였고, 메밀 추출물 처리 시 중성지방 축적

이 유의적으로 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 2B).

메밀 추출물의 지방 축적 관련 유전자 발현 억제 효과

메밀 추출물에 의한 지방 축적 억제 효과가 어떠한 작

용기전에 의해 유도되는지 확인하기 위해 지방 축적 관련 

유전자 PPARγ, C/EBPα, Fas 그리고 aP2 유전자 발현량

을 측정하였다. 그 결과, 지방 축적 관련 유전자 모두 메밀 

에탄올 추출물 처리 시 발현이 유의적으로 감소하는 것을 

확인할 수 있었다(Fig. 3). 

지방전구세포에서 지방세포로 분화되는 과정에는 여

러 종류의 adipogenic factor들이 관여하고 지방세포 특

이적 유전자들의 발현이 유도된다고 알려져 있으며, 그중

에서도 중추적인 역할을 담당하고 있는 전사인자로는 

PPARγ와 C/EBPα가 있다(11,12). 또한, PPARs가 지방

산 합성, 이동, 저장과 에너지 소비와 관련된 유전자의 전

사를 매개하는데 이와 관련된 adipogenic marker로 Fas, 

aP2 등이 있으며, Fas는 지방을 생성하는 효소로써 중성

지방을 합성하고 세포질에 저장하는 역할을 한다고 알려

져 있다(13,14). 지방세포 분화 마지막 단계에 발현되는 

유전자로 알려진 aP2는 지방산 합성, 이동, 저장 및 에너

(A)

(B)

Fig. 2. Effect of buckwheat ethanol extract (BEE) on adi-
pocytes differentiation in 3T3-L1 cells. (A) Lipid accumu-
lation was measured by Oil Red O staining. (B) Post-con-
fluent 3T3-L1 cells treated with 100 μg/mL of BEE during 
adipocyte differentiated for 8 days and then the stained 
lipid accumulation content was quantified by measuring 
absorbance. Data are expressed as the mean±SD of 3 
replicates. Statistical significance is indicated *P<0.05. 

Fig. 3. Effects of buckwheat ethanol extract (BEE) on expresssion of adipogenic genes in 3T3-L1 cells. Post-confluent 
3T3-L1 cells treated with 100 μg/mL of BEE during adipocyte differentiated for 8 day. PPARγ, C/EBPα, Fas and aP2, 
mRNA expression were evaluated by the quantitative real-time PCR. Data are expressed as the mean±SD of 3 replicates. 
Statistical significance is indicated *P<0.05. 
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지 소비에 관여하는 것으로 보고되고 있다(15). 

이상의 결과를 살펴볼 때, 메밀 추출물은 지방전구세포

에서 분화를 유도하는 전사인자인 PPARγ 및 C/EBPα의 

발현을 억제함으로써 adipogenic marker인 Fas, aP2의 

발현을 억제시키고, 이들 유전자 발현 감소가 지방구 생

성을 감소시켜 지방세포로의 분화를 억제시킬 수 있을 

것으로 추정된다. 따라서 메밀 추출물은 3T3-L1 지방세

포의 분화와 성장, 지방축적을 억제하며 lipid 생성에 관

여하는 유전자 발현 억제효과를 나타내므로 향후 항비만 

기능성 소재로서의 활용이 가능할 것이라고 생각한다. 
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