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In this study, we evaluated the antidiabetic effect of submerged culture of Ceriporia lacerata mycelium 
(CL01) on glucose uptake and the expression of mRNA and protein of major signal markers of insulin 
signaling pathway in 3T3-L1 adipocytes. After 3T3-L1 adipocytes were pre-treated by CL01 (0, 2, 10 
mg/ml) for 8 hours, followed with treatment of insulin, the glucose uptake levels significantly in-
creased by more 55.1%, 94.4% than negative control respectively (p<0.01, 0.001) in a dose-dependent 
manner. However, in case of CL01 pre-treatment without insulin, the glucose uptake did not increase 
compared with insulin-treated 3T3-L1. Also we demonstrated that the protein expression levels of pIR
β, pAkt, pPI3K and pAMPK and the mRNA expression levels of GLUT4 in adipocytes inducing in-
sulin resistance increased in CL01-treated group compared with negative control. These results dem-
onstrated that CL01 affected glucose metabolism and the protein and gene expression through insulin 
signaling pathway, and increased glucose uptake levels effectively. More than 90% of those who have 
suffered for type 2 diabetes are more likely to have from hyperinsulinemia, hypertension, obesity and 
etc. because of altered insulin signaling pathway. So, it is probably considered that intake of CL01 
may treat type 2 diabetes by normalization of insulin signaling pathway, and it will provide useful 
evidences regarding a mechanism for cure of type 2 diabetes.
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서   론

인체는 해당과정 및 당 신생 과정을 통해 체내 혈당을 일정

하게 유지하여 정상적인 대사 활동을 하게 되는데[1] 이러한 

과정이 정상적으로 이루어지지 않아 혈당조절이 제대로 유지

되지 않는 것을 당뇨라고 한다. 당뇨병은 원인에 따라 췌장 

베타세포가 인슐린을 생산하지 못해 발생하는 제 1형 당뇨병

과 인슐린이 상대적으로 부족하거나 인슐린 저항성이 커서 

인슐린이 제 기능을 하지 못하여 발생하는 제 2형 당뇨병으로 

분류할 수 있다[2, 6]. 현재 임상에서 이용되는 경구용 혈당 

강하제에는 알파 글루코시다제 저해제, 인슐린 분비를 촉진하

는 설포닐우레아계 약제, 인슐린 감수성을 촉진시키는 메트포

민 및 티아졸리디네디온계 약제 등이 있는데 이들 혈당 강하

제는 혈당 조절에만 초점이 맞춰져 있으며 저혈당, 간독성, 

체중증가, 젖산 축적 등의 부작용을 유발하기 때문에 이를 최

소화 하며 당뇨병을 근본적으로 치료할 수 있는 혈당 강하 

소재의 개발이 필요하다[10]. 세계적으로 당뇨병 치료에 효과

가 있을 것으로 보고된 천연물은 전세계적으로 약 400여 종 

이상으로 추정되며[12, 31] 국내에 지금까지 소개된 혈당 강하 

활성을 가지는 천연물에는 인삼열매[14], 알로에[9], 담쟁이덩

굴[5] 등 다양한 소재가 있고 큰느타리버섯[11], 표고버섯[25], 

잎새버섯[22] 등 버섯에서 추출한 다당체가 혈당 강하 효능을 

가진다는 연구가 다수 보고되고 있다.

Ceriporia lacaerata는 구멍장이버섯목(Polyporales) 유색고

약버섯과(Phanerochaetaceae) 버섯으로 목재의 셀룰로오스, 

헤미셀룰로오스, 리그닌 등을 분해하는 백색 부후균[16]으로 

2003년 일본에서 처음으로 발견되어[8] C. lacerata P2 균사체

의 크리스탈 바이올렛 제거[18], 프탈산디메틸의 생분해[20] 

등에 관한 연구가 보고되었다. 의약학적 연구로 C. lacerata 균

사체 배양액 추출물의 제1형 당뇨병 쥐에서의 항당뇨 효과

[13], C. lacerata 균사체 배양물의 제 2형 당뇨에서의 효과와 

세포 수준에서의 기전 연구[24], C. lacerata 균사체 배양물의 

제 2형 당뇨병 동물에서의 인슐린 신호 전달 상의 기전 연구
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[24]가 보고되었다. 

기존의 GLUT4 발현 관련 인슐린 신호 전달 상의 기전 연구

는 동물 실험 단계에서만 보고되어 있어 동물 실험 단계에서 

누락된 바이오마커를 포함하여 세포 단계에서의 GLUT4 발현 

관련 인슐린 신호 전달 상의 기전을 세밀하게 규명하고자 추

가 실험을 진행하였다. C. lacerata 균사체 배양물이 세포 단계

에서 인슐린 신호 전달 상에서의 기전을 연구하기 위하여 C. 

lacerata 균사체 배양물을 농축 건조하여 3T3-L1 세포에서 포도

당 흡수, 인슐린 신호 전달 기전 상의 유관 단백질 및 mRNA 

발현을 분석하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

본 실험에 사용한 균주는 ㈜월드바이오텍(World Biotech 

Co., LTD., Sangju, Korea)에서 보유한 C. lacerata 균사체를 po-

tato dextrose agar (PDA, Difco. Co., Maryland, USA) 배지에 

접종하여 25℃에서 9일 배양하여 사용하였다. C. lacerata 균사

체를 Shin 등[24]의 방법을 이용하여 전분 4 g/l, 포도당 20 

g/l, 정제수 600 ml을 혼합하여 만든 액체 배지에서 pH 5, 

온도 23℃, 회전속도 300 rpm으로 10일 전배양하였다. 전배양

이 종료된 균사체 배양액을 설탕 12.5 g/l, 탈지대두분 2.5 g/l, 

전분 2.5 g/l, 소포제 0.125 g/l, 정제수 400 l를 혼합하여 만든 

액체 배지에 옮겨 pH 5, 온도 23℃, 공기주입량 1.0 kgf/㎠, 

회전 속도 100 rpm으로 9일 배양하였다. 배양한 C. lacerata 

균사체 배양물을 농축 건조 및 분쇄(CL01)하여 건조 중량을 

기준으로 각 실험군의 용량에 맞게 사용하였다. 

세포배양을 위한 Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(DMEM), trypsin-EDTA, penicillin (10,000 U/ml)/strepto-

mycin (10,000 μg/ml) (P/S), fetal bovine serum (FBS), calf 

serum, bovine serum albumin (BSA), phosphate buffered 

saline (PBS)은 Gibco BRL, Life Technologies (Paisley, Scot-

land)로부터 구입하여 사용하였고, GLUT4는 바이오니아 

(Daejeon, Korea)에서 구입하였고 그 외 시약은 Sigma Chemical 

Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다.

세포 배양 및 분화

인슐린 신호 전달계 연구를 위해 마우스 지방전구세포(3T3- 

L1 fibroblast cell)는 American Type Culture Collection 

(ATCC; Manassas, VA, USA)으로부터 분양 받아 사용하였다. 

3T3-L1 세포를 3×105 cell/well로 6 well plate에 분주하여 10% 

calf serum과 1% P/S를 첨가한 DMEM 배지에서 37℃, 5% 

CO2로 조정된 CO2 배양기에서 배양하였다. 세포가 100% con-

fluent 해졌을 때 분화 유도를 위해 0.5 mM 3-isobutyl-1- 

methylxantine, 1 μM 덱사메타손, 10 μg/ml 인슐린이 첨가된 

DMEM 배지로 교환한 후 2일간 배양하고 다시 10% FBS, 5 

μg/ml 인슐린이 첨가된 DMEM 배지로 2일간 배양하였다. 그 

후 10% FBS가 포함된 DMEM 배지에서 2일 간격으로 배지를 

교환하며 4일간 배양하였다[22]. 현미경으로 관찰하여 세포가 

분화된 것을 확인한 후 실험에 사용하였다.

2-deoxyglucose (2-DG) uptake 측정

분화된 세포를 포도당 흡수 측정[4]에 이용하였다. 분화된 

세포를 혈청을 첨가하지 않은 low-glucoe DMEM 배지에 

CL01을 각각 0, 2, 10 mg/ml의 농도로 녹여 8시간 배양한 

후, 2% BSA가 첨가된 Krebs-Ringer-Phosphate-HEPES (KRPH) 

buffer (20 mM HEPES, 5 mM KH2PO4, 1 mM MgSO4, 1 mM 

CaCl2, 136 mM NaCl, 4.7 mM KCl, pH 7.4)로 두 차례 세척하

여서 plate 안에 잔존하는 glucose를 제거하였다. 그 후 2% 

BSA와 1 μM insulin이 첨가된 KRPH buffer로 37℃에서 20분 

배양한 후 1 mM [3H]-2-deoxyglucose (1 μCi/ml)를 첨가하였

고, 대조군에는 insulin을 첨가하지 않고 진행하였다. 20분 후 

배지를 제거하고, 차가운 PBS를 가하여 반응을 정지시켰다. 

세포를 용해시키기 위해 1% Triton X-100을 첨가한 10 mM 

Tris-HCl (pH 8.1)를 이용하여 세포를 모으고 95℃에서 15분 

가온한 후, 4℃, 17,800× g에서 15분 원심 분리하였다. 상등액

을 취하여 10 mM Tris-HCl (pH 8.1) 용액으로 20배 희석하여 

Liquid scintillation counter (Tri-Carb 2900TR, PerkinElmer, 

CT, USA)로 radioactivity를 측정하였다. 

Western blot analysis

분화된 세포에 인슐린 저항성을 유도하여 인슐린 신호 전달 

관련 단백질 발현 정도를 측정하였다. 분화된 세포를 혈청을 

첨가하지 않은 low-glucose DMEM 배지에서 24시간 배양하

여 기아 상태로 만든 후 10% FBS가 첨가된 low-glucose 

DMEM 배지에서 36시간 배양하였다. 1% FBS, 1% BSA가 첨

가된 low-glucose DMEM 배지에 CL01을 각각 0, 0.2, 2 mg/ 

ml의 농도로 녹여 3 시간 처리하고 100 nM 인슐린을 첨가하여 

30분 배양하였다. 차가운 PBS로 2회 세척한 후 lysis buffer 

이용하여 단백질을 분리하였다. 분리한 단백질은 BCA법을 이

용하여 정량하였다[19]. 단백질을 SDS-PAGE를 수행하여 전

기 영동하고 0.2 μM Trans-Blot Turbo mini PVDF transfer 

pack (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)를 이용하여 단백

질을 전이하였다. 비특이적 단백질은 0.1% Tween 20과 5% 

BSA를 함유한 Tri-buffered saline (TBS)에 1시간 반응시켜 

blocking 하였다. 일차 항체 IR-β, pIR-β, PI3K, pPI3K, Akt. 

pAkt가 각각 첨가된 용액에서 1시간 30분, 이차 항체가 첨가

된 용액에서 1시간 30분 반응시켜 chemiluminescence (Amer-

chanm Biosciences Inc., Piscataway, NJ, USA)으로 단백질 발

현을 분석하였다[17]. 
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Fig. 1. Effects of CL01 on glucose uptake in 3T3-L1 adipocytes 

in the absence or presence of insulin. Data are expressed 

as mean ± SE, (n=3). The results were statistically ana-

lyzed by one-way ANOVA method. 
†Significantly dif-

ferent from group of absence of insulin (p<0.05). *,**Sig-

nificantly different from group of presence of insulin 

without CL01 (p<0.05, 0.01). 

RT-PCR

단백질 측정 세포와 동일하게 세포에 인슐린 저항성을 유도

하고 시료를 처리하여 RT-PCR을 이용해 GLUT4 mRNA 발현

을 측정하였다. 시료를 처리한 세포를 차가운 PBS로 2회 세척

한 후 1 ml Trizol을 이용하여 total RNA를 분리하였다[26]. 

추출한 RNA 2 μg는 High Capacity RNA-to-cDNA reverse 

transcriptase Kit를 이용하여 매뉴얼에 따라 cDNA를 합성하

였고 세포 내 포도당 수송에 특이적인 GLUT4 mRNA 발현량

을 측정하기 위해 합성된 cDNA로 RT-PCR을 수행하였다. 

mRNA 발현은 5‘-CTGTAACTTCATTGTCGGCATGG-3', 5’ 

-AGGCAGCTGAGATCTGGTCAAAC-3' GLUT4 primer와 

5'-GTATGATCCACTCACGGCA-3', 5'-GGTCTCGCTCCTG-

GAAGAGG-3' GAPDG primer에 100 μM SYBER® premix Ex 

Taq (Takara biotechnology Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 첨가하

여 94℃에서 45초, 57℃에서 30초, 72℃에서 45초의 간격으로 

40회 반복하여 형광 유전자 증폭기(Termal Cycler Dice Real 

Time System, Takara, biotechnology Co., Ltd., Tokyo, Japan)

를 이용하여 증폭하였다.

통계처리

모든 실험 결과는 평균값과 표준오차로 나타냈다. SPSS 

(Statistical Package for Social Science, version 19.0, SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA)를 이용하여 one-way analysis of variance 

(ANOVA)로 유의성을 확인하였으며, 음성대조군과 CL01 처

리군 간의 비교를 실시하여 p<0.05인 경우 통계학적으로 유의

하다고 판정하였다.

결과 및 고찰

3T3-L1 세포에서 CL01이 포도당 흡수에 미치는 영향

3T3-L1 세포에서 CL01 처리에 따른 포도당 흡수 정도를 

측정하였다(Fig. 1), 분화된 3T3-L1 세포에 인슐린을 처리하지 

않고 CL01을 각각 0, 2, 10 mg/ml로 처리하였을 때 포도당 

흡수가 거의 증가하지 않았고, 인슐린만 처리하였을 때 포도

당 흡수가 약 26.2%로 유의적으로 증가하였으며(p<0.05), 인슐

린을 처리한 세포에 CL01을 각각 2, 10 mg/ml로 처리했을 

때 인슐린만 처리하고 CL01을 처리하지 않은 군에 비해 각각 

55.1%, 94.4%로 농도 의존적이며 유의적으로 증가하였다

(p<0.01, 0.001). 

3T3-L1 세포에서의 포도당 흡수는 인슐린에 의한 신호전달 

과정을 통해 이루어지기 때문에 포도당 흡수 증가는 인슐린의 

작용과 밀접한 관계를 나타낸다. 세포에 작용하는 인슐린 양

이 증가하거나 인슐린 저항성이 감소되어 포도당 흡수 효과가 

증가되게 되는데[21] 이 실험에서 CL01을 인슐린과 병용 처리

한 경우 포도당 흡수 정도가 증가하였지만 CL01을 단독으로 

처리하였을 경우 포도당 흡수가 증가하지 않은 것으로 보아 

CL01이 인슐린 저항성을 감소시키는 것으로 판단된다. CL01

에 의한 포도당 흡수 메커니즘을 확인하기 위하여 인슐린 신

호 전달 과정에 관여하는 단백질 및 mRNA 발현을 추가로 

측정하였다. 

CL01이 인슐린 신호 전달 관련 단백질 및 mRNA 발현에 

미치는 영향

CL01이 3T3-L1 세포에서 인슐린 신호 전달 관련 단백질 

및 mRNA 발현에 미치는 영향을 확인하기 위해 시험 물질을 

농도별로 처리한 분화 3T3-L1 세포를 채취하여 인슐린 신호 

전달에 관여하는 유관 단백질 및 mRNA 발현을 측정하였다. 

Western blot으로 3T3-L1 세포에서의 단백질을 측정한 결과를 

단백질에 대한 인산화 단백질의 상대적인 수치로 나타내었다

(Fig. 2, Fig. 3). 세포에 인슐린을 처리했을 때 이미 알려진 대로 

IRβ, Akt. PI3K, AMPK 단백질의 인산화가 증가하였다. 인슐

린을 처리한 세포에 CL01 2 mg/ml을 처리하였을 때 인슐린

만 처리한 세포에 비해 IR, AMPK 단백질이 유의적(p<0.05)으

로 인산화 되었고, Akt, PI3K 단백질은 CL01 저농도 및 고농도

에서 유의적(p<0.05, 0.01)으로 인산화 되었음을 알 수 있었다. 

측정한 모든 단백질은 CL01 시료의 농도 의존적으로 발현이 

증가되었다. 또한 RT-PCR로 GLUT4 mRNA 발현을 측정한 

결과(Fig. 4), 세포에 인슐린을 처리하였을 때 GLUT4 mRNA 

발현이 유의적(p<0.001)으로 증가하였고, 인슐린을 처리한 세

포에 CL01을 농도별로 처리하였을 때 농도 의존적이고 고농

도에서 유의적(p<0.01, 0.001)으로 발현이 증가하였다. 

포도당을 세포 내로 이동시키는 인슐린 신호 전달 경로는 

크게 두 가지로 보고 되어있는데[3] 하나는 포도당이 체내에 

유입되어 인슐린이 분비되면 세포막의 인슐린 수용체(IR)와 

결합하여 세포 내 tyrosine kinase, insulin receptor substrate 

1, 2 (IRS1, IRS2), phosphotidylinositol 3-kinase (PI3K), phos-
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A

B

C

Fig. 2. Effects of CL01 on pIRβ, pAkt, pPI3K protein expression 

on insulin signaling pathway in 3T3-L1 adipocytes in the 

absence and presence of insulin. A: expression of pIRβ

/IRβ, B: expression of pAkt/Akt, C: pPI3K/PI3K. Data 

are expressed as mean ± SE, (n=3). The results were stat-

istically analyzed by one-way ANOVA method. 
††, †††

Significantly different from group of absence of insulin 

(p<0.01, 0.001). *,**,***Significantly different from group 

of presence of insulin without CL01 (p<0.05, 0.01, 0.001). 

Fig. 3. Effects of CL01 on pAMPK protein expression on insulin 

signaling pathway in 3T3-L1 adipocytes in the absence 

and presence of insulin. Data are expressed as mean ± 

SE, (n=3). The results were statistically analyzed by 

one-way ANOVA method. *Significantly different from 

group of presence of insulin without CL01 (p<0.05). 

Fig. 4. Effects of CL01 on GLUT4 mRNA expression in 3T3-L1 

adipocytes in the absence and presence of insulin. Data 

are expressed as mean ± SE, (n=3). The results were stat-

istically analyzed by one-way ANOVA method. 
†††

Significantly different from group of absence of insulin 

(p<0.001). **,***Significantly different from group of 

presence of insulin without CL01 (p<0.01, 0.001). 

phatidylinositol 3,4,5-trisphosphate, Akt를 순차적으로 인산

화 시켜서 GLUT4 발현을 유도하여 혈당을 조절하는 경로이

고[7, 27, 28, 30], 두 번째는 독립적으로 adenosine mono-

phosphate activated protein kinase (AMPK)가 인산화 되어 

지방산 산화를 촉진시키고 GLUT4 발현을 유도하여 당 흡수

를 촉진시키는 경로이다[15, 29]. 본 연구에서 CL01의 섭취를 

통해 지방 세포에서 인슐린 전달 경로의 IR-β, PI3K, Akt 단백

질을 인산화에 도움을 주고 그에 따라 GLUT4를 증가시키는 

것을 알 수 있었고, 추가적으로 AMPK의 인산화로 인한 

GLUT4 증가 또한 확인할 수 있었다. C. lacerata 균사체 배양물

이 제 2형 당뇨 동물에서의 인슐린 신호 전달 경로에 관여하는 

단백질 및 mRNA 발현을 증가시키고 그에 따라 인슐린 저항

성 회복 및 혈당 강하에 영향을 미친다는 최근 연구[23]의 기초 

증거로 활용할 수 있을 것이다.
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초록：Ceriporia lacerata 균사체 배양물이 3T3-L1 세포에서 인슐린 신호 전달에 미치는 영향

신은지1*․김지은2․박용만1․윤성균1․장병철3․이삼빈2․김병천4

(1㈜퓨젠바이오농업회사법인, 2계명대학교 식품가공학과, 3계명대학교 의과대학, 4㈜월드바이오텍)

본 연구에서는 선행 연구에서 항당뇨 효능이 확인된 Ceriporia lacerata 균사체 배양물 건조물(CL01)을 3T3-L1 

세포에 인슐린과 병용 혹은 단독 처리하여 CL01이 세포 단계에서 인슐린 신호 전달에 미치는 영향을 분석하였다. 

분화된 3T3-L1 세포에서 포도당 흡수 정도를 측정한 결과, 인슐린과 CL01을 병용 처리한 군에서 농도 의존적으로 

유의적으로 포도당 흡수 정도가 증가하였고, 인슐린 부재 상태에서 CL01을 처리하였을 때는 포도당 흡수 작용이 

거의 일어나지 않았음을 확인하였다. 또한 분화된 세포에서 인슐린 신호 전달 관련 단백질 및 mRNA 발현을 측정

한 결과, IRβ, Akt, PI3K, AMPK 단백질의 인산화가 진행되었고, GLUT4 mRNA 발현이 증가하였음을 알 수 있었

다. 이들 결과를 통해 CL01이 당 대사 및 인슐린 신호 전달에 관여하는 유관 단백질 및 유전자 발현에 영향을 

미치며 이에 따라 세포 내로 포도당 흡수를 증가시키는 것을 확인하였다. 
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