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쥐의 L6 골격근 배양세포에서 Lovastatin이 지방산 산화에 미치는 영향
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Abstract

Background: Recent clinical studies suggest that statins improve insulin resistance and glucose metabolism

in patients with metabolic syndrome and type 2 diabetes. To evaluate the possible mechanism of this action,

we measured free fatty acid oxidation in cultured L6 rat skeletal muscle cell line.

Methods: Cultured L6 myotubes were treated with or without lovastatin (1, 5, 20 μM) for 24 hours or 48

hours and palmitate oxidation was measured. We also measured protein concentration of the cells.

Results: Lovastain increased palmitate oxidation in dose and time dependent manner in L6 myotubes (24 hr;

1 μM 119.2 ± 11.9% of control, 5 μM 140.9 ± 8.1%, 20 μM 150 ± 5%, P = 0.05 vs control, respectively, 48 hr

1 μM 120.9 ± 14.5%, 5 μM 176.6 ± 28.2%, 20 μM 196.0 ± 19.9%, P < 0.01 vs control, respectively). However,

lovastatin decreased total cellular protein (24 hr: 1 μM 89.2 ± 6.1% of control, 5 μM 79.3 ± 7.6%, 20 μM 65.4

± 4.2%, P = 0.05 vs control, respectively, 48 hr: 1 μM 81.7 ± 5.1%, 5 μM 58.6 ± 11.9%, 20 μM 48.1 ± 6.9%,

P < 0.01 vs control, respectively).

Conclusion: Lovastatin increased skeletal muscle free fatty acid oxidation in L6 rat skeletal muscle cells. This

would be one of the mechanisms which lovastatin improves insulin resistance. (J Kor Diabetes Assoc

31:230~235, 2007)
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서 론

인슐린저항성은 대사성 증후군과 제2형 당뇨병환자의

주요한 병태생리로, 이런 환자에서 골격근은 말초 인슐린

저항성을 일으키는 주요 기관이다
1,2)
. 여러 가지 요인이 인

슐린저항성에 관여하나 혈액 내 유리 지방산(free fatty

acid)의 증가가 골격근에서 인슐린저항성을 유발하는데 중

요한 역할을 한다고 알려져 있다3). 혈중 고농도의 유리지

방산은 탄수화물의 산화를 감소시키고 당의 수송과 인산화

를 억제하며, 결국 당 합성을 저해한다
3)
. 골격근에서 지방

은 주로 산화를 통해 소실되는데, 실제로, 비만하거나 당뇨

병환자에서 정상인에 비해 유리지방산 산화가 감소되어 있

다고 알려져 있다
4-6)
.

최근에 여러 연구에서 혈액 내 유리 지방산뿐 아니라 골

격근 내 침착된 중성지방이 인슐린저항성과 관련되었다고

보고하였다
7,8)
. 그리고 혈중유리 지방산 및 골격 내 침착된

중성지방을 감소시키면 인슐린저항성이 개선된다
9-11)
.

Statin은 Hydroxymethylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA)

reductase 억제제로 대사성 증후군이나 제2형 당뇨병환자의

이상지혈증 치료에 쓰이는 약제다
12,13)
. 몇 몇 임상연구에서

statin이 지질 강하 효과 외에도 혈당을 감소시키고 인슐린

저항성을 개선시킨다고 보고하였다
10,13,14)

. 그러나 인슐린저

항성의 주 조직인 골격근에서 statin이 어떤 영향을 미치는

지에 대한 연구는 거의없는실정이다. 본연구는쥐 골격근

배양세포인 L6 골격근 세포를 이용하여 statin이 지방산의

산화에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.



김동림 외 3명 : 쥐의 L6 골격근 배양세포에서 Lovastatin이 지방산 산화에 미치는 영향

231

Fig. 1. Effects of lovastatin treatment on total cellular protein in cultured L6 cells. Fully differenciated myotubes were

treated with lovastatin (0, 1, 5, 20 μM) for 24 hrs (n = 3) or 48 hrs (n = 8). Results were expressed as percentage of

total concentration of protein in control cells for each individual set of cells. Data are mean ± SE. * P < 0.01 vs control

value.

대상 및 방법

1. 세포 배양 및 약물 처리

L6 골격근 세포주는 American type culture Collection

(ATCC) 에서 구입하였다. L6 근원 세포를 10% FBS를 첨

가한골격근 증식배지(DMEM, Clonetics, San Diego, CA)

에서 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양시켰다. 배지는 매 48

시간마다 교환하였고, 7~10일 간격으로 계대 배양하였다.

세포가 약 80%의 포화상태에 도달하면 배지를 골격근세포

증식배지에서 2% FBS와 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL

streptomycin을 첨가한 α-MEM (Irvine Scientific, Irvin,

CA)로 교환하고 4일간 분화시켰다. 분화가 끝난 후

lovastatin (Sigma Chemical, St. Louis, MO)을 에탄올에

녹여 1, 5, 20 μM의 농도가 되도록 배지에 첨가하여 24시

간 또는 48시간 동안 배양하였다. Lovastatin이없는대조군

은 동량의 에탄올을 배지에 첨가하였다. 배지 내 에탄올의

최종 농도는 0.05%를 넘지 않도록 하였다.

2. 지방산 산화 측정

각각의 시간과 농도를 달리하여 lovastatin을 처리 후

[9,10- 3H] palmitate (New England Nuclear Life Science,

Boston, MA)를 이용하여 지방산 산화를 측정하였다. 배지

내의 총 palmitate 의 농도는 5 mM이 되도록 하였고 95%

O2와 5% CO2가 유지된 37℃ 배양기에서 3시간 동안 세포

를배양후배양액내
3
H2O를이용하여지방산 산화정도를

평가하였다. 배양액 100 μL를 채취해서 이온교환레진

(Bio-Rad, Richmond, CA)에통과시킨후 0.75 mL의물을

2회 통과시켰다. 산화된 지방산은 레진에 부착되지 않고 통

과하여
3
H2O 형태로나오는데, 이를 병에 수집후 10 mL의

scintillation 용액을 넣고 scintillation counter를 이용해 측

정하였다. 세포 내 지방산 산화값은 Bradford 방법으로 측

정한 세포 단백량으로 보정하였다15).

3. 약물 농도에 따른 세포의 단백 농도 측정

Palmitate 산화가 끝난 골격근 세포에서, lovastatin이 세

포 단백에 어떤 영향을 미치는지를 보기 위해 Bradford 방

법으로 단백질량을 측정하였다.

4. 약물 농도에 따른 세포수의 측정

약물에 의한 단백량의 변화가 골격근 세포의 viability에

는 어떤 영향을 주는지알아보고자, 6 well plate에 L6 골격

근 세포를 배양 후 lovastatin (0, 1, 20 μM) 처리를 하였다.

배양한 세포를 phosphate buffered saline (PBS)으로 세척하

고 각 well에 37℃로 데운 trypsin 500 μL를넣었다가 30초

후 흡입하였다. 골격근 세포를 37℃ 에서 5분간 다시 배양

하였다. 각 well에 200 μL의 PBS와 0.4% trypan blue 50 μL

를 섞은 후 hemacytometer에 떨어뜨려 광학 현미경을 이용

하여 100배 배율에서 세포수를 측정하였다.

5. 통계 분석

모든 수치는 평균 ± 표준오차로 표시하였다. 통계 분석

은 SPSS version 11.5 통계 패키지를 이용하였다. 대조군과

각 시간에서 약물 농도에 따른차이 및 같은 약물 농도에서

시간에 따른 차이는 Mann-Whitney U-test를 사용하였다. P

< 0.05 인 경우를 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.
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Fig. 2. Effects of lovastatin treatment on cell count in cultured L6 cells. Fully differenciated myotubes were treated with

lovastatin (0, 1, 20 μM) for 24 hrs or 48 hrs (n = 3). Cell counts were expressed as percentage of total number of control

cells for each individual set of cells. Data are mean ± SE.

Fig. 3. Effects of lovastatin treatment on palmitate oxidation activity in cultured L6 cells. Fully differenciated myotubes

were treated with lovastatin (0, 1, 5, 20 μM) for 24 hrs (n = 3) or 48 hrs (n = 8). Myotubes were incubated with
3
H-palmitate (5 mM final concentration) for 3 hr at 37℃. Products of oxidation were monitored as

3
H2O released to the

media. Results are mean ± SE. * P < 0.01 vs control value. †P <0.01 vs value in 24 hr.

결 과

1. L6 골격근 배양 세포에서 Lovastatin이 세포 내 단

백질 농도에 미치는 영향

L6 골격근 배양 세포에서 lovastatin은 농도 및 시간에

비례하여 세포의 총 단백량을 감소시켰다(24 hr, n = 3; 1

μM 89.2 ± 6.1% of control, 5 μM 79.3 ± 7.6%, 20 μM

65.4 ± 4.2%, P = 0.05 vs control, respectively, 48 hr, n

= 8, 1 μM 81.7 ± 5.1%, 5 μM 58.6 ± 11.9%, 20 μM 48.1

± 6.9%, P < 0.01 vs control, respectively) (Fig. 1). 따라

서 첫 세 검체는 24시간과 48시간 동안 약물 처리하였으나

그 외검체는 48시간 동안만 약물을 처리 후실험을진행하

였다.

2. Lovastatin이 L6 골격근배양세포수에미치는영향

각 약물의 농도에서 L6 골격근 배양 세포수를 측정하였

다(n = 3). 세포 단백량과 비슷하게 lovastatin 처리 후 농도

및 시간에 비례하여세포수가 감소하는경향을보였으나 통

계적인 유의성은 보이지 않았다(24 hr: control 4.5 ± 1.5 ×

10
5
cells/mL, 1 μM 86.7 ± 2.4% of control, 20 μM 73.8

± 5.9%, 48 hr: 1 μM 80.2 ± 6.2%, 20 μM 52.4 ± 3.1%,

P = ns) (Fig. 2).
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3. L6 골격근배양 세포에서 Lovastatin이 Palmitate

의 산화에 미치는 영향

Lovastatin 처리하지 않은 대조군에서 palmitate의 산화

값은 30.4 ± 3.2 nmol/mg protein/3hr이었다. 각 개체에서

lovastatin에 의한 상대적 산화량은 약물 처리하지 않은 대

조군의 변화에 대한 퍼센트로 나타내었다. Lovastatin을 처

리 후 palmitate의 산화는 약물 농도가 증가할수록 지방산

산화도 증가하는 경향을 보였다(24 hr: 1 μM 119.2 ± 11.9

%, 5 μM 140.9 ± 8.1%, 20 μM 150 ± 5%, P = 0.05 vs

control, respectively, 48 hr: 1 μM 120.9 ± 14.5%, 5 μM

176.6 ± 28.2%, 20 μM 196.0 ± 19.9%, P < 0.01 vs

control, respectively) (Fig. 3). 이런 반응은 24시간군과 48

시간군 모두에서 비슷하였으나 24시간군에서는 개체수가

적어서인지 통계적인 차이를 보이지 않았으나 48시간 약물

처리군에서는 1 μM 농도부터대조군에비해유의하게지방

산산화가증가하였다. 같은약물농도에서 48시간 lovastatin

처리 시 24시간 처리군에 비해 1, 5 μM에서는지방산 산화

가 증가하는경향을보였으나 통계적인유의성을 보이지 않

은 반면, 20 μM 처리 시에는 48시간군에서 24시간군에 비

해 통계적으로 유의하게 증가하였다(P < 0.01).

고 찰

인슐린저항성이 제2형 당뇨병과 대사성 증후군의 주요

병태 생리이며, 이런 환자에서 혈중 중성지방, 유리 지방산,

LDL-콜레스테롤의 증가 및 HDL-콜레스테롤의 감소 등 이

상지혈증이 흔히 동반된다
1,16)
. 따라서 제2형 당뇨병이나 대

사성 증후군에서 지질 강하제가 흔히 투여된다
12)
. 그 중에

서도이미여러임상연구에서효과가 입증되고 LDL-콜레스

테롤 저하효과가 탁월한 HMG-CoA reductase 억제제인

statin이 가장 많이 쓰이고 있다17).

최근 몇몇 임상 연구에서 statin이 콜레스테롤 저하효과

외에도혈당을 감소시키고인슐린저항성을 개선시킨다고 보

고되었다
10,12-14)

. 이런 효과는 statin이혈중 중성지방 농도를

낮추어고지혈증상태에서인슐린저항성을 일으키는 상태를

개선함에 따른 현상으로 생각된다
10,13)
. 골격근은 지방산을

주 에너지원으로 이용하는 기관으로, 이전 연구에서 비만이

나 제2형 당뇨병환자의 골격근 세포에서 지방산 산화가 감

소되어 있고 운동이나 thiazolidinedione 같은 약물 투여 후

지방산산화가 증가되면 인슐린저항성도호전됨을보고하였

다
4,5,11,18)

.

본 연구는 쥐 골격근 배양세포인 L6 골격근 세포를 이용

하여 statin이 지방산의 산화에 미치는 영향을 알아보고자

하였다.

본 연구에서 lovastatin은 L6 골격근 배양세포에서 지방

산 산화를 증가시켰다. Palmitate의 산화는 lovastatin 1 μM

농도부터 대조군에 비해 증가하는 경향을 보였고, 약물 농

도가 증가할수록지방산산화도증가하여 5~20 μM 에서 최

대 효과를 나타내었다. 이는 골격근에서 loavastatin이 콜레

스테롤 생성을 최대로 억제하는 농도와 비슷하다
19,20)
. 이런

반응은 24시간과 48시간군 모두에서 비슷하였고, lovastatin

20 μM 처리 시 48시간군에서 24시간군에 비해 통계적으로

유의하게 증가하였다. 본 연구는 기질 농도가 일정하게 유

지된다면 statin이 직접 골격근에서 지방산 산화를 증가 시

킬수 있음을시사한다. 이전연구에서 statin이간에서 지방

산 산화를 증가시킴이 보고되었다
21)
. 따라서 statin의 인슐

린저항성 개선 효과는 지방산 산화를 촉진시킴으로써, 조직

내 중성지방축적을줄여인슐린에 대한반응성을 향상시킴

에 기인한다고 볼 수 있다.

본 연구의 L6 골격근 배양 세포에서 lovastatin이 농도

및 시간에 비례하여 세포의 총 단백량을 감소시켰다. Statin

복용 시 근병증이 발생한 예가 보고 되었고, 전의 연구에서

골격근 세포나 심근 세포 배양에서 statin이 농도에 비례하

여 세포 단백을 감소시켰다고 보고하였다
19,22,23)

. 이러한 독

성은 statin의 종류에 따라 다르나 이전의 연구와 유사한 결

과를보여 statin이골격근세포에 전반적으로 독성을 일으켜

세포 단백을 감소시킴을 보였다. 본 연구에서 lovastatin 처

리 후 단백량이 감소하여 이로 인해 단위 단백량당 상대적

으로 지방산 산화가 증가되었을 가능성을 생각할 수 있다.

그러나 저자의 또 다른 연구에서 statin-유발 근병증이 발생

한 환자군과근병증이 없었던 대조군에서 골격근 조직을 얻

어 세포를 배양 후 양 군에 lovastatin을 처리하였다. 양 군

에서 약물 처리 후 동일하게 단백량이 감소하였으나, 대조

군에서는 지방산산화가 증가한 반면 statin-유발 근병증 환

자군의 골격근 배양세포에서는 지방산 산화가 증가하지 않

거나 오히려 감소하는 경향을 보였다(unpublished data). 물

론 쥐의 골격근 세포와 사람의 골격근 세포가 대상이 달라

같다고는 할 수 없으나 statin-유발 근병증의 연구결과를 고

려할 때, 본 연구에서 지방산 산화가 단순히 단백량 감소에

의한 결과라고는 생각하지 않는다.

최근의 한 연구에서 친지성 스타틴인 cerivastatin, fluva-

statin, atorvastatin 또는 simvastatin 등이 고농도에서 세포

의 apoptosis와 미토콘드리아에 독성을 나타냄을 보고하였

다
24)
. 그러나 본연구에서 lovastatin 20 μM이고농도이긴하

나 실제로 단백량의 감소는 1 μM의 저농도부터 감소하였

고, 더군다나 Kaufmann 등의 연구에서는약물 농도에 비례

하여지방산산화가감소하였으나 본 연구에서는 지방산 산

화가 증가하였다
24)
. 또한 pravastatin이 친수성으로 미토콘

드리아에는거의 독성이없는 것으로 나타났으나 실제임상

에서는 친지성, 친수성 stain 약물 간의 근병증 발생률은 비

슷하다고 알려져 있다25). 본 연구에서 lovastatin이 쥐의 골
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격근 세포에서 지방산 산화를 증가시켰는데 다른 종류의

statin은 포함하지 않아 이 현상이 일반적인 statin의 효과인

지는 알 수 없다. 다른 종류의 statin을 처리하여 비교 연구

가 도움이 되리라 생각된다.

Statin이어떤기전으로유리지방산산화를증가시키는지

에대해서는 연구가되어야할부분이다. 혈액 내유리지방

산이미토콘드리아를통한지방산산화과정중세포내로의

유입 증가, carnitine palmitoyltranferase-1 (CPT-1)을 통한

미토콘드리아 내로의 유입 증가, 또는 미토콘드리아내 산화

에 관련된 효소 활성화 중 어느 경로에 의한 것인지를 밝히

는 후속 연구가 필요하리라 생각된다
6,26)
. 또한 유리 지방산

에 의해 유발된 인슐린저항성이 insulin receptor substrate-1

(IRS-1) tyrosine 인산화와 IRS-1-관련 phosphatidylinositol

(PI)3-kinase 활성화의 장애와 관련되었다고 알려져 있어

statin이 인슐린 신호전달 체계를 활성화 시켰을 가능성도

고려해야 할 것이다27).

본 연구의 제한점으로는 L6 골격근 배양 세포가 균일하

여 복잡한 생체내의 반응과 일치하지 않을 수도 있다. 사람

에서의 연구가 필요하리라 생각된다. 그럼에도 불구하고 제

2형당뇨병환자의 골격근에서지방산 산화 증가가인슐린저

항성을 호전시켰다는 연구와 관련하여 statin이 골격근에서

지방산 산화의 증가를 통해 인슐린저항성 개선에 도움을 줄

것으로 기대한다
18,19)
.

요약하면, 본 연구에서 L6 골격근 배양세포에서

lovastatin이 유리 지방산 산화를 증가시킴을 알 수 있었다.

이는 lovastatin에 의한 지방산 산화의 증가가 골격근에 침

착된 중성지방 농도를 감소시키고, 결국은 당 대사에서 인

슐린저항성을 호전시킬 가능성을 시사한다.

요 약

연구배경: Statin이 혈당을 감소시키고 인슐린저항성을

개선시킨다고 보고되었다. 본 연구는 statin이 인슐린저항성

의 주 조직인 골격근에서 지방산의 산화에 어떤 영향을 미

치는지를 알아보고자 하였다.

방법: 쥐 골격근 세포인 L6 골격근세포를 배양하여 분화

후 lovastatin (0, 1, 5, 20 μM)을 배지에 첨가하고 24시간

또는 48시간 후, [9,10-
3
H] palmitate를 이용하여 지방산 산

화를 측정하였다. 또한 각 약물 농도에 따른 세포 단백량을

측정하였다.

결과: Lovastatin을처리후 palmitate의 산화는 lovastatin

1 μM 농도부터 대조군에 비해 유의하게 증가하였고, 약물

농도가 증가할수록 지방산 산화도 증가하였다(24 hr, 1 μM

119.2 ± 11.9% of control, 5 μM 140.9 ± 8.1%, 20 μM

150 ± 5%, P = 0.05 vs control, respectively 48 hr, 1 μM

120.9 ± 14.5%, 5 μM 176.6 ± 28.2%, 20 μM 196.0 ±

19.9 %, P < 0.01 vs control, respectively). 이런반응은 24

시간군과 48시간군 모두에서 비슷하였고, lovastatin 20 μM

처리 시 48시간군에서 24시간군에 비해 통계적으로 유의하

게 증가하였다(P < 0.01). L6 골격근 배양 세포에서

lovastatin은 농도 및 시간에 비례하여 세포의 총 단백량을

감소시켰다(24 hr: 1 μM 89.2 ± 6.1% of control, 5 μM

79.3 ± 7.6%, 20 μM 65.4 ± 4.2%, P = 0.05 vs control,

respectively, 48 hr: 1 μM 81.7 ± 5.1%, 5 μM 58.6 ±

11.9.2%, 20 μM 48.1 ± 6.9%, P < 0.01 vs control,

respectively).

결론: Lovastatin은 쥐의 L6 골격근 배양 세포에서 지방

산 산화를 증가시켰다. 골격근 세포에서의 지방산 산화의

증가가 lovastatin이 인슐린저항성을 호전시키는 하나의 기

전일 가능성을 시사한다.
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