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Resistin is a recently described novel adipokine that has been 
suggested to play an important role in the development of insulin 
resistance and type 2 diabetes by inhibiting insulin receptor signaling 
in myocytes and adipocytes. In the present study, we evaluated the 
direct effect of resistin on insulin secretion in pancreatic beta-cells. 
After treatment with recombinant resistin for 30 min, changes in 
glucose uptake, intracellular ATP and calcium levels, and insulin 
secretion were measured in glucose-stimulated INS-1 cells. The 
number of insulin granules morphologically docked to the plasma 
membrane was measured using a total internal reflection fluorescence 
microscope. Resistin significantly inhibited glucose-stimulated insulin 
secretion in INS-1 cells. Although resistin had no effects on 
intracellular glucose uptake, ATP and calcium levels, it caused a 
significant decrease in the number of docked insulin granules. In 
addition, the expression of rab3A was decreased after treatment with 
resistin. These results suggest that resistin can inhibit insulin secretion 
through inhibition of insulin granule docking via downregulation of 
rab3A in pancreatic beta-cells. The present finding may also be an 
important mechanism of resistin for the development of type 2 
diabetes. 
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서 론

지방조직은 온도 변화와 외상으로부터 인체를 
보호하고 과도한 에너지를 축적하는 기능을 담당하는 
기관으로 알려져 있었다. 최근 지방세포가 다양한 
호르몬, 성장인자 및 사이토카인(cytok ine)들을 
분비하는 또 다른 내분비 기관인 것으로 알려졌다[1]. 
지방세포에서 분비되는 이러한 물질들을 아디포카인 
(adipokines)이라 하며, 인슐린 저항성, 제 2형 당뇨병 
및 비만의 다양한 합병증의 병인에 관여하는 것으로 
알 려 졌 다 [ 2 ] .  아 디 포 카 인 의  대 표 적 인  예 로 
adiponectin, leptin, tumor necrosis factor-alpha, 
visfatin, retinol-binding protein 4 그리고 resistin이 
있으며[1], 이들은 인슐린 민감성뿐만 아니라 췌장 
베타세포의 기능을 조절할 수 있는 것으로 알려져 
있다[3-6]. 

Resistin은 비만도에 따라 혈중 농도가 증가하는 
대표적인 아디포카인으로, 비만에 의한 인슐린 저항성 
증가에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다[7]. 
생쥐에서 resistin은 흰색 지방조직에 대부분 발현되어 
있으나, 비만 생쥐의 경우 혈중 resistin 농도도 상당히 
높다. 그러므로 resistin은 혈액 순환을 통해 타 조직과 
세포에 영향을 줄 수 있다. R e s i s t i n은 근육과 
흰색지방에서 인슐린 작용을 억제하여 포도당 흡수를 
저해함으로써 당뇨병 발생에 중요한 역할을 할 뿐만 
아니라[8-12], 시상하부, 심장 그리고 간에서도 중요한 
역할을 하는 것으로 알려져 있다[13-15].

하지만, resistin이 췌장 베타세포에 미치는 영향에 
대해서는 거의 알려진 바가 거의 없다. 외인성 
resistin이 인슐린 분비를 억제한다는 보고가 있지만 그 
기전에 대해서는 잘 알려져 있지 않다[16] .  본 
연구에서는 resistin이 췌장 베타세포의 기능에 미치는 
영향과 그 기전에 대해 알아보고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 재료

Fetal bovine serum (FBS)과 RPMI-1640 배지는 

Gibco (Car l sbad, CA, USA)에서 구입하였다. 
Resistin은 Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, 
USA)에서 구입하였고, 그 외 모든 화합물들은 Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다.

2. 세포 배양

Rat insulinoma INS-1 세포는 RPMI 1640 배지에 
10% FBS, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium 
pyruvate, 50 μM β-mercaptoethanol, 50 U/ml 
penicillin과 50 U/ml streptomycin을 첨가하여 5% 
CO2 및 37℃ 조건에서 배양하였다.

3. 인슐린 분비측정

I N S-1  세포에서 인슐린 분비량은 효소면역 
분석법(Mercodia, Uppsala, Sweden)을 이용하여 
측정하였다. INS-1 세포를 35-mm tissue culture 
dish에 1 × 106 세포 수/dish의 농도로 배양한 후, 2 
mM 포도당을 포함한 Krebs-Ringer phosphate-
HEPES 용액 [KRPH 용액: 10 mM phosphate buffer, 
pH 7.4; 1 mM MgSO4, 1 mM CaCl2, 136 mM NaCl, 
4.7 mM KCl, 0.2% bovine serum albumin and 10 
mM HEPES, pH 7.6]에 30분간 resist in과 함께 
노출시켰다. 다시 INS-1 세포를 16.7 mM 포도당을 
포함한 KRPH용액에 30분간 노출시켰다. 30분 후, 
세포 배양액을 거둔 후 1000 rpm 조건에서 5분간 
원심분리를 하였다. 원심분리 후,  상층액을 모아 
-20℃에 보관하였다. 

4. 세포 내 2-deoxy-[3H]-포도당 흡수량 측정

INS-1 세포를 35-mm tissue culture dish에 1 × 106 
세포 수/dish의 농도로 배양한 후 2 mM 포도당을 포함한 
KRPH 용액에 30분간 resistin과 함께 노출시켰다. 이후 
2-deoxy-[3H] 포도당(0.1 mM, 0.5 μCi/ml; PerkinElmer 
Life and Analytical Science, Waltham, MA, USA)을 
세포에 노출시켰다. 10분 후, 0.2 M NaOH를 이용하여 
세포를 용해하고 scintillation counter를 이용하여 세포 
내 포도당 흡수량을 측정하였다. 



100 계명의대학술지 제34권 2호 2015

5. 세포 내 ATP 농도 측정 

INS-1 세포 내 ATP 농도 측정은 luciferase assay 
(Invi t rogen, Car lsbad, CA, USA)를 이용하여 
측정하였다. INS-1 세포를 35-mm tissue culture 
dish에 1 × 106 세포 수/dish의 농도로 배양한 후, 2 
mM 포도당을 포함한 KRPH 용액에 2시간 동안 
노출시켰다. 다시 INS-1 세포를 16.7 mM 포도당을 
포함한 KRPH용액에 30분간 노출시킨 후 세포를 
용해하여 세포 내 ATP 농도를 측정하였다. ATP 
농도는 단백질 정량을 통해 표준화하였다. 

 

6. 세포 내 칼슘 농도([Ca2+]i) 측정

[Ca2+]i 변화는 confocal laser microscope (LSM 5 
EXCITER; Carl Zeiss, Jena, Germany)를 이용하여 
측정하였다. 칼슘을 측정하기 위해 exci ta t ion과 
e m i s s i o n 파장은 각각 488 n m와 516 n m로 
설정하였다. 형광 이미지는 3초 간격으로 모아 LSM5 
software (Carl Zeiss)를 이용하여 분석하였다. 세포에 
포도당 처리를 위해 1 ml/min 유속과 37℃ 조건의 
flow system을 구축하였다. INS-1 세포를 칼슘 민감성 
염색약인 fluo-4/acetoxymethyl es ter (3 μM; 
Molecular Probes, Eugene, OR, USA)와 2 mM 
포도당을 포함한 KRPH 용액에 30분간 노출시켰다. 
이후 세포를 20분간 염색약이 없는 KRPH 용액에 
노출시켜 fluo-4/ acetoxymethyl ester의 esterase 
cleavage가 발생될 수 있도록 하였다. [Ca2+]i 측정값의 
안정화를 확인한 후, 세포에 5분간 16.7 mM의 
포도당을 처리하였다. 결과값은 초기 형광 밝기 
값(F0)을 기준으로 하여 형광 밝기 값의 변화를 
그래프로 표현하였다. 

7. Total Internal Reflection Fluorescence Micro-

scopy (TIRFM)를 이용한 분석

인슐린-GFP가 발현된 INS-1 세포를 10 mg/ml 
laminin (Sigma-Aldrich)이 코팅된 high-refractive-
index glass coverslip (Olympus, Tokyo, Japan)에 1 
× 105 세포 수/dish의 농도로 배양한 후, 2 mM 

포 도 당 을  포 함 한  K R P H  용 액 에  2 시 간  동 안 
노출시켰다. 다시 INS-1 세포를 16.7 mM 포도당을 
포함한 KRPH용액에 30분간 노출시키면서 TIRFM 
(ix70; Olympus)을 이용하여 세포막에 결합한 인슐린 
과립의 수와 인슐린 과립의 분비양상을 측정하였다. 
세포막에서 200 nm 거리 내에 있는 과립의 수를 
단위면적당 과립의 수로 환산하여 분석하였다. 

8. Western blot 분석

INS-1 세포 균질액을 SDS-PAGE에 투입하고 항 
rab3A 항체(Abcam, Cambridge, UK)와 항 beta-actin 
항체(Sigma-Aldrich)를 이용하여 immunoblot을 
시행하였다. Western blot 단백질 밴드는 horseradish 
peroxidase가 결합된 2차 항체(Abcam)와 화학발광 
시약(Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK)을 
이용하여 검출하였다.

9. 통계학적 분석

결과는 mean ± SEM으로 표현하였고, SPSS 
version 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 을 
이용하여 통계학적 분석을 하였다. Area under the 
curve (AUC)는 Microcal Origin software version 9.1 
(Northampton, MA, USA)을 이용하여 분석하였다. 두 
그룹 간의 비교는 Student’s two-tai led t-test를 
이용하였고, 두 그룹 이상의 비교는 Bonferroni 
수정을 가한 A N O VA를 이용하여 분석하였다. 
통계학적 유의성은 p < 0.05으로 설정하였다.

결 과

1.  Resistin의 포도당 자극성 인슐린 분비 (glucose-

stimulated insulin secretion, GSIS) 억제효과 

INS-1 췌장 베타세포에서 resistin이 GSIS에 미치는 
영향에 대해 조사하였다. Resistin을 30분간 전 처리한 
후 포도당을 2 mM 또는 16.7 mM의 농도로 처리하여 
인슐린 분비반응을 관찰하였다. Resistin은 INS-1 
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세포에서 농도 의존적으로 GSIS를 억제하였다(Fig. 1). 
저농도 포도당 자극 시 resist in은 인슐린 분비를 
감소시키는 경향을 보였으나 유의한 차이는 없었다. 
Resistin 농도 1, 10 그리고 100 nM에서 유의한 GSIS 
억제효능을 확인하였고, 본 실험에서는 resistin 10 nM 
농도를 이용하여 모든 실험을 진행하기로 결정하였다. 
Resistin에 의한 세포 내 포도당 흡수량(Fig. 2A)과 ATP 
농도(Fig. 2B)의 변화는 관찰되지 않았다. 또한, 포도당 
자극에 의한 [Ca2+]i 변화에도 resistin은 아무런 영향을 
주지 않았다(Fig. 3A&B). 이러한 결과들을 통해 
resistin은 췌장 베타 세포에서 인슐린 분비 기전 중 
포도당 흡수, ATP 생성 그리고 [Ca2+]i 증가 기전과는 
관계없이 인슐린 분비를 억제하는 것으로 생각된다. 
Resistin의 이러한 인슐린 분비억제 효능은 인슐린 분비 
기전 중 마지막 과정인 인슐린 분비과립의 세포막 
결합과정에 관여할 것으로 예상하였다.

2.  Resistin의 rab3A 저해를 통한 인슐린 분비 

과립의 세포막 결합 억제 효과 

Resistin이 인슐린 분비 기전 중 인슐린 분비과립의 

Fig. 1. Effect of resistin on glucose-stimulated insulin secretion in INS-1 cells. Dose-
dependent effect of resistin on GSIS levels. The values represent the mean ± SEM, n = 
5. *p < 0.05 and **p < 0.01 vs cells treated with 16.7 mM glucose alone.

Fig. 2. Effects of resistin on cellular glucose 
uptake and ATP levels in INS-1 cells. Cells were 
stimulated with 10 nM resistin for 30 min, 
followed by 16.7 mM glucose for 10 min. Cellular 
glucose (A) and ATP (B) levels were measured in 
INS-1 cell lysates. The values represent the mean 
± SEM, n = 5.

A

B
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세포막 결합과정에 관여하는지를 확인하기 위해 
TIRFM을 이용하여 인슐린 과립의 분비양상과 세포막 
결합(docking) 정도를 확인하였다. 인슐린-GFP가 
발현된 INS-1 세포에 resistin을 30분간 전 처리한 후 
인슐린 과립의 분비양상을 관찰하였을 때(F i g. 
4A&B), 대조군에 비해 1단계 인슐린 분비반응이 
유의하게 감소하였다. 2단계 인슐린 분비반응은 
resistin에 의해 감소하는 경향을 보였지만 유의한 
변화는 없었다(Fig. 4C). 이를 통해 resistin은 1단계 
인슐린 분비과정에 관여하는 것으로 생각할 수 있다. 
다음으로 resistin이 인슐린 분비과립의 세포막 결합에 
미치는 영향을 알아보기 위해 TIRFM를 이용하여 
세포막에서 200 nm 거리 내에 있으면서 형태학적으로 

세포막에 결합된 과립의 수를 측정하였다(Fig. 5A). 
포도당 자극 없이 res i s t in을 30분간 처리한 후 
세포막에 결합된 인슐린 과립의 수를 측정하였을 때, 
resistin을 처리하기 전에 비해 세포막에 결합된 인슐린 
과립의 수가 유의하게 감소하였다(Fig. 5B). 또한, 
인슐린 과립의 세포막 결합에 중요한 역할을 하는 
것으로 알려진 rab3A 단백질의 발현양이 resistin에 
의해 확연하게 감소하였다(Fig. 5C).

고 찰

본 연구에서는 resistin이 인슐린 분비를 억제하는 

Fig. 3. Effect of resistin on glucose-stimulated [Ca2+]i increase in INS-1 cells. Cells were stimulated with 10 nM 
resistin for 30 min, followed by 16.7 mM glucose for 5 min. (A) Representative data from five independent 
experiments are shown. Solid line, control; dotted line, resistin. (b) The area under the curve (AUC) is depicted as the 
percentage of the values in the presence of 16.7 mM glucose alone. The values represent the mean ± SEM, n = 5.
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효능을 rat insulinoma INS-1 세포에서 확인하였고, 그 
기전으로 re s i s t i n인 인슐린 분비과립의 세포막 
결합(docking)에 중요한 역할을 하는 rab3A 단백질의 
발현을 억제함으로써 인슐린 분비를 저해함을 
증명하였다(Fig. 6). 

Resistin은 근육세포와 지방세포에서 세포 내 포도당 
흡수를 저해함으로써 당뇨병 발생에 중요한 역할을 
하는 것으로 알려져 있다[9,11]. 췌장 베타세포에서도 
세포 내 포도당 흡수율의 변화는 인슐린 분비에 중요한 
인자이다[17]. 본 연구에서 resistin은 췌장 베타세포의 

포도당 흡수율에는 아무런 영향을 주지 못하였고, 이를 
통해 췌장 베타세포에서 resistin은 포도당 운반체와 
포도당 흡수율 결정에 중요한 역할을 하는 glucokinase 
활성에 아무런 영향을 주지 못할 것으로 예상하였다.

췌장 베타세포는 식후 고혈당에 반응하여 인슐린을 
분비한다. 고농도의 포도당은 베타 세포 내로 흡수되어 
세포 내 ATP 농도를 증가시키고, 생성된 ATP는 세포막 
ATP-sensitive potassium channel에 결합하여 세포막의 
탈분극을 유발한다. 이러한 탈분극은 베타 세포의 전압 
의존성 칼슘 통로를 활성화시켜 세포 내 칼슘농도를 

Fig. 4. Effect of resistin on the insulin secretion phase in INS-1 cells. Cells were infected with adenovirus 
carrying the insulin-GFP fusion protein. The cells were preincubated in 2 mM glucose buffer with or without 10 
nM resistin for 30 min. At 30 sec after acquisition of the image, the cells were stimulated with 16.7 mM glucose 
for 20 min. The histogram of the fusion events at 30-sec intervals in a cell-surface area of 200 μm2 was 
generated (A, B). The data are representative of four independent experiments. (C) The sum of the fusion events 
in each phases induced by glucose stimulation is presented. The values represent the mean ± SEM, n = 4. *p < 
0.05 vs control values. 
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증가시키고 이를 통해 세포 내 인슐린 과립의 분비를 
유발한다[17].  본 연구에서는 인슐린 분비량을 
결정하는 중요한 인자인 세포 내 ATP 농도와 칼슘 농도 
변화에 resistin이 미치는 영향을 조사하였다. Resistin은 
베타세포 내 ATP 농도와 칼슘 농도 변화에 아무런 
영향을 주지 못하였다.

최근 resist in은 췌장 베타 세포주인 RINm5F 
세포에서 인슐린 분비를 억제한다고 보고된 바 있다 
[16]. 하지만 그 기전에 대해서는 자세히 알려져 있지 
않다. 본 연구에서는 resistin이 rab3A 억제를 통해 
인슐린 분비를 저해함을 최초로 증명하였다. 인슐린 
분비 과립은 세포질에서 세포막으로 targeting 과정을 
통해 이동하고 docking, priming 그리고 fusion 과정을 

통해 세포막에 결합하여 분비된다[18]. Rab3는 rab 
family의 small G 단백으로 분비과립의 targeting과 
docking 과정에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 
있고, 특히 rab3A와 rab3A-연관 단백질들은 칼슘 
의존적 과립분비의 docking에 중요한 역할을 하는 
것으로 알려져 있다[19-21]. Rab3A 발현 및 활성에 
영향을 미치는 것으로 알려진 물질로는 heregulin beta-
1[22], alpha-synuclein[23], rabconnectin-3[24], growth 
inhibitory factor[25], rabin3[26] 등이 알려져 있으나, 
췌장 베타세포에서 rab3A 발현 및 활성에 영향을 
미치는 물질은 아직까지 알려진 바가 없다. 본 연구에서 
resist in이 rab3A의 발현을 억제함으로써 인슐린 
분비과립의 세포막 결합을 저해하고 이를 통해 인슐린 

Fig. 5. Effect of resistin on the number of membrane-docked insulin granules in INS-1 cells. Cells were infected 
with adenovirus carrying the insulin-GFP fusion protein. The cells were preincubated in 2 mM glucose buffer with 
or without 10 nM resistin for 30 min. (A) Representative data from four independent experiments are shown. 
Scale bar, 10 μm. (B) The number of docked granules was measured in a cell-surface area of 200 μm2. The values 
represent the mean ± SEM, n = 4. **p < 0.01 vs control values. White bars, 2 mM glucose. (C) The expression of 
rab3A was detected by Western blot analysis of whole cell lysates.

A

B C
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분비를 저해함을 처음으로 밝혔다. 
인체에서는 동물 실험에서와는 달리 지방세포에서 

res i s t in의 발현이 낮고 오히려 대식세포와 같은 
면 역 세 포 들 에  발 현 이  많 이  되 어  있 는  것 으 로 
알려져[27], 인체에서의 resistin의 역할은 마우스에서의 
역할과 다를 수도 있다. 하지만 인체 resistin 유전자의 
polymorphism이 인슐린 저항성과 깊은 연관성이 있는 
것으로 알려져 있으며[28], 비만 또는 당뇨병 환자의 
혈중 resistin 농도가 증가되어 있어[29-30], resistin이 
인간의 인슐린 저항성 및 당뇨병 발생에도 중요한 
역할을 할 것으로 생각된다. 

간, 근육, 지방세포, 심장 그리고 시상하부 등 다양한 
장기에 대한 resistin의 다양한 효능이 알려져있지만, 
아직까지 세포막의 resistin 수용체에 대해서는 알려진 
바가 없다. 본 연구에서도 췌장 베타세포의 resistin 
수용체에 대해서는 알아보지 못하였고 앞으로 추가적인 

연구가 필요하겠다. 또한, resistin을 췌장 베타세포에 
장기간 처리하였을 때 세포 증식 및 생존에 미치는 
영향에 대해서도 추가적인 연구가 필요하겠다. 본 
연구를 통해 resistin이 비만에 의한 인슐린 저항성 증가 
뿐만 아니라 췌장 베타세포의 기능을 저해함으로써 제 
2형 당뇨의 발생에 중요한 역할을 함을 증명하였다. 제 
2형 당뇨의 병인인 resistin의 중요성과 그 기전을 
밝힘으로써 resistin을 이용한 새로운 당뇨병 치료제 
개발에 도움이 될 수 있겠다.

요 약

체중 증가 시 지방세포에서 분비가 증가되는 아디포카 
인인 resistin은 간, 근육 그리고 지방세포에서 인슐린 
저항성 증가에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 본 

Fig. 6. Proposed mechanism to explain the effect of resistin on insulin secretion in pancreatic beta-cells. KATP: 
ATP-sensitive potassium channel, Mito: mitochondria, ΔΨ: membrane depolarization, VDCC: voltage-dependent 
calcium channel.
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연구에서는 resistin이 췌장 베타세포에 미치는 영향에 
대해 조사해보았고, 그 결과 re s i s t i n은 인슐린 
분비과립의 세포막 결합에 중요한 역할을 하는 
rab3A를 억제함으로써 인슐린 분비과립의 세포막 
결합을 저해하고 최종적인 인슐린 분비를 억제함을 
증명하였다. 
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