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            Background:
            This study aimed to evaluate the anti-adipogenic and lipid-modulating effects of tanshinone IIA (Tan IIA)-enriched Salvia miltiorrhiza extract (SM-CPE) prepared using cloud-point extraction (CPE), an eco-friendly method designed to enhance the yield of hydrophobic bioactive compounds.

          

          
            Methods and Results:
            High-performance liquid chromatography confirmed that SM-CPE contained approximately 35 times more Tan IIA than the conventional water extract (SMW). In 3T3-L1 preadipocytes, Tan IIA showed cytotoxicity at concentrations ≥ 5 μM, while SMW was non-cytotoxic up to 200 ㎍/㎖. In contrast, SM-CPE began to show cytotoxicity from 200 ㎍/㎖, likely due to the high concentration of Tan IIA. An adipogenesis assay revealed that SM-CPE inhibited lipid accumulation by 17.6% at 100 ㎍/㎖ and by 81.0% inhibition at 200 ㎍/㎖. In comparison, SMW showed relatively weak inhibition (19.9% at 200 ㎍/㎖), while Tan IIA exhibited a dose-dependent inhibition, reaching 64.4% at 20 μM. In a P-407-induced dyslipidemic mouse model, 14 days of oral administration of SM-CPE significantly reduced serum triglycerides by 54.2%, which was more than double that of SMW (23.9%) and similar to that of Tan IIA (65.6%). SM-CPE also lowered total cholesterol and low-density lipoprotein levels, whereas HDL levels increased slightly, although not statistically significant.

          

          
            Conclusions:
            SM-CPE demonstrated superior anti-adipogenic and lipid-lowering effects compared with SMW and Tan IIA, supporting its potential as a natural agent for treating obesity-related metabolic disorders, such as dyslipidemia. CPE offers a practical strategy for enhancing the functional efficacy of herbal extracts by concentrating lipophilic bioactive compounds such as Tan IIA.
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      서 언
      비만은 에너지 섭취가 소비를 초과할 때 발생하는 에너지 대사 불균형으로, 전 세계적으로 심각한 건강 문제로 대두되고 있다 (Shin and Yoon, 2017). 이러한 유병률 증가는 서구화된 식생활, 유전적 요인, 환경적 요소 등 복합적 원인에 기인하며, 국내에서도 비만 유병률이 지속적으로 상승하여 중대한 공중보건 문제로 간주된다 (WHO, 2023; KDCA, 2025). 비만은 단순한 체중 증가를 넘어 다양한 대사성 질환의 발병과 밀접하게 연관된 복합적인 질환으로, 병태생리학적으로는 지방 세포의 분화 및 기능 변화가 주요 기전으로 여겨지고 있다.

      지방세포는 과잉 에너지를 중성지방 (triglyceride, TG) 형태로 저장하며, 세포 분화를 통해 지방 축적 기능을 획득한다 (An et al., 2023). 이러한 지방세포의 과도한 형성 (hyperplasia)과 비대 (hypertrophy)는 인슐린 저항성, 심혈관계 질환, 염증 반응 등 다양한 대사질환의 발병에 기여한다. 특히 지방 조직에서 분비되는 adipokine인 leptin, adiponectin, 염증성 사이토카인 등의 불균형은 대사 항상성의 교란을 초래한다 (Alessi et al., 2003; Chen et al., 2013). 더불어 이상지질혈증은 비만과 밀접히 연관되며, 혈중 총 콜레스테롤 (total cholesterol, TC), TG, 저밀도 지단백 (low density lipoprotein, LDL)의 증가와 고밀도 지단백 (high density lipoprotein, HDL)의 감소는 심혈관 질환의 주요 위험 인자로 작용한다 (Addisu et al., 2023).

      현재 임상에 사용되는 항비만 약물은 식욕 억제제, 지방 흡수 억제제, glucagon like peptide-1 (GLP-1) 유사체 등을 통해 체중 감소를 유도하지만, 장기 복용 시 부작용과 내성 문제가 지속적으로 제기되고 있어 (Tak and Lee, 2021; Jung and Jung, 2022), 보다 안전하고 장기 복용이 가능한 천연물 기반 항비만 소재 개발에 대한 관심이 증가하고 있다. 천연물은 다양한 생리활성을 지니며 부작용이 비교적 적다는 점에서 대체 전략으로 주목받고 있으며, 항비만 효과 외에도 염증 조절, 지질 개선, 혈당 조절 등 대사 균형 회복에 다방면의 작용을 할 수 있어 유망한 연구 분야로 평가된다 (Ferrari, 2004).

      그러나 천연물의 실제 응용 가능성을 높이기 위해서는 표적 성분의 고효율 추출 및 정량적 확보, 그리고 이를 통한 표준화가 필수적이며, 이는 소재 개발의 품질관리 측면에서도 핵심 요소로 작용한다. 특히 기존의 유기용매 기반 추출법은 극성 및 독성을 지닌 유기용매를 다량 사용함으로써 환경적·인체적 유해성이 문제로 제기되고 있으며, 공정 복잡성과 비용 부담도 크다 (Chowdhury et al., 2010). 이러한 문제를 극복하기 위한 대안으로 cloud point extraction (CPE) 기술은 유기용매를 거의 사용하지 않으면서도 선택적으로 소수성 생리활성 물질을 추출할 수 있는 친환경 기술로 주목받고 있다.

      CPE는 비이온성 계면활성제를 일정 농도 이상 물에 첨가한 용액을 가열하여 구름점 (cloud point) 이상에 도달하면, 계면활성제 분자가 자가 조립되어 미셀 (micel l e)을 형성하고, 용액이 두 개의 상 [계면활성제가 풍부한 상 (surfactant-rich phase)과 수용액 상 (surfactant-lean phase)]으로 분리되는 원리를 기반으로 한다 (Xie et al., 2010; Kori et al., 2021). 이 과정에서 소수성 생리활성 물질은 미셀의 소수성 중심부에 선택적으로 포획되어 계면활성제층으로 농축되고, 수용액 층과 쉽게 분리되어 효율적이고 선택적인 추출이 가능하다. 특히 이 기술은 유기용매를 거의 사용하지 않고도 추출과 동시에 전처리 및 농축이 가능하다는 점에서 고부가가치 약용작물 소재의 추출에 적합하다 (Giovanoudis et al., 2023).

      단삼 (Salvia miltiorrhiza)은 고대로부터 어혈 제거, 고지혈증, 협심증, 심혈관계 질환 등의 치료에 활용되어온 대표적인 약용작물로, 그 약리 효과는 salvianolic acid B, lithospermic acid, protocatechuic aldehyde 등과 같은 hydrophilic한 phenolic 화합물과 tanshinone IIA (Tan IIA), tanshinone I, cryptotanshinone, dihydrotanshinone I과 같은 hydrophobic한 tanshinone 계열 성분의 복합 작용에 기인한다 (Zhou et al., 2005; Guo et al., 2020).

      이 중 Tan IIA는 단삼의 대표적인 지용성 생리활성 물질로서, 강력한 항염증, 항산화, 항비만 및 지질 개선 효과가 보고되었으나, 낮은 극성으로 인해 일반적인 물 추출에서는 수율이 낮다 (Shi et al., 2004). 최근 CPE 기술을 활용하여 비이온성 계면활성제 l ecithin으로 추출한 결과, 기존 열수 추출 대비 약 35 배 이상의 Tan IIA 함량이 확보되었다는 보고가 있으며, 이를 통해 해당 기술의 적용 가능성이 제시되었다 (Shin et al., 2024).

      Tan IIA는 지방 생성 억제를 통해 항비만 및 심혈관계 질환 개선에 기여하는 것으로, peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR-γ)와 같은 지방세포 분화 관련 전사인자의 발현을 억제하고, 중성지방 축적과 지질대사를 조절하는 것으로 알려져 있다 (Jia et al., 2016; Zhong et al., 2021). 그러나 기존 연구 대부분은 유기용매 기반 추출물이나 정제된 개별 성분을 대상으로 수행되었으며, CPE 기반 추출물을 이용한 항비만 및 지질 개선 효과에 대한 전임상 수준의 평가는 부족하다.

      따라서 본 연구에서는 전통적인 물 추출법으로 얻은 단삼 물 추출물 (SMW)과 CPE 방법으로 추출한 단삼 추출물 (SM-CPE)의 Tan IIA 함량을 비교하고, 3T3-L1 지방전구세포 분화 및 지방 생성 억제 효과 (in vitro)와 poloxamer-407 (P-407) 유도 이상지질혈증 마우스 모델의 혈중 지질 개선 효과 (in vivo)를 평가하였다. 이를 통해 SM-CPE의 생리활성 증진 가능성과 CPE 기술 기반으로 한 항비만 기능성 천연물 소재로서의 활용 가능성을 검토하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시약
        Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)은 Hyclone Laboratories (Logan, UT, USA)에서 구입하였다. Bovine calf serum (BCS)와 phosphate buffer saline (PBS), insulin은 Welgene (Daegu, Korea)에서, fetal bovine serum (FBS)과 penicillin/streptomycin (P/S)은 각각 GenDEPOT (Katy, TX, USA)과 Gibco (Grand Island, NY, USA)에서 구입하여 사용하였다. 10% formalin 용액은 Tech & Innovation (Chuncheon, Korea)에서, tanshinone IIA, dexamethasone, 3-isobutyl-1-methylxanthine powder, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), Oil red O, isopropanol, dimethylsulfoxide (DMSO), poloxamer-407 (P-407), fenofibrate 및 기타 시약은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.

      

      
        2. 단삼 물 추출물 (SMW)과 Tan IIA 고함유 단삼 추출물 (SM-CPE)의 제조
        단삼 (S. miltiorrhiza) 지하부는 충청북도 2022년 4월에 음성군 소이면에서 수확하여 농촌진흥청 국립원예특작과학원 약용작물과로부터 제공받았다. 수확된 원료는 60℃에서 열풍 건조한 후 분쇄하여 추출에 사용하였다.

        단삼 물 추출물 (SMW)은 단삼 분말 1 g에 증류수 20 ㎖를 첨가한 후 초음파 처리기 (120 V, 60 ㎐, UCP-20, JeioTech, Daejeon, Korea)를 이용해 실온에서 30 분간 초음파 처리를 수행하였다. 이후 여과지 (No. 6, Whatman International Ltd., Maidstone, England)로 여과하여 침전물을 제거하고 상등액을 회수하였다.

        단삼 CPE 추출물 (SM-CPE)은 Shin 등 (2024)의 방법을 일부 변형하여 제조하였다. 단삼 분말 1 g에 3% lecithin 용액 (w/v) 20 ㎖을 혼합하고, 실온에서 40 분간 초음파 처리 (120V, 60Hz, UCP-20, JeioTech, Daejeon, Korea)를 실시하였다. 이후 2% (w/v) NaCl을 첨가하고, 1 M citric acid로 pH를 6.0으로 조정하였다. 30 분간 평형 반응 후, 3,500 rpm에서 15 분간 원심분리하여 수용액 층 (aqueous phase)를 제거하고, 계면활성제가 포함된 상 (surfactant-rich phase)를 분리·획득하였다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Schematic representation of the cloud point extraction (CPE) process for preparing tanshinone IIA-enriched S. miltiorrhiza extract.
            The CPE procedure was conducted using 1 g of S. miltiorrhiza powder and 3% (w/v) lecithin solution. The sample underwent ultrasonic extraction (40 min, 25 ± 2℃), followed by NaCl and citric acid treatment to adjust the ionic strength and pH (pH 6.0). Upon heating in a water bath (30 min, 40℃), micellar self-assembly facilitated the selective entrapment of nonpolar analytes (e.g., tanshinone IIA). After centrifugation (3,500 rpm, 15 min), the surfactant-rich phase containing hydrophobic components was separated from the aqueous phase.

          
          

          

        

        제조된 SMW 및 SM-CPE 시료는 동결건조기 (TFD5503, IlsinBioBase, Dongducheon, Korea)로 분말화한 뒤, –20℃에 보관하여 실험에 사용하였다.

      

      
        3. HPLC 분석 조건
        Tan IIA의 정량 분석은 Chen 등 (2012)의 방법을 일부 수정하여 HPLC (Shimadzu LC-20AT system, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)로 수행하였다. 각 추출물은 10 ㎎/㎖의 농도로 준비하였으며 시료 및 표준품을 각각 10 ㎕ 주입하였고 유속은 1.0 ㎖/min으로 설정하였다.

        이동상은 0.8% acetic acid를 포함한 water (A)와 0.8% acetic acid를 포함한 acetonitrile (B)로 구성되었으며 gradient elution 조건을 적용하였다 [gradient 조건 : 0분 – 40분 (A : B = 98 : 2) → 40분 – 60분 (A : B = 54 : 46) → 60분 – 70분 (A : B = 34 : 66) → 70분 – 71분 (A : B = 10 : 90) → 71분 – 80분 (A : B = 10 : 90)].

        Column은 ODS-AM (250 ㎜ × 4.6 ㎜, 5 ㎛, YMC Co., Ltd., Kyoto, Japan)을 사용하였고, 검출 파장은 280 ㎚로 설정하였다. 표준물질의 검량선은 0.5 ㎍/㎖ - 200 ㎍/㎖ 범위에서 작성하였다.

      

      
        4. 세포주 및 세포배양 조건
        3T3-L1 전지방세포주는 American Type Culture Collection (Rockville, MD, USA)으로부터 분양받아 사용하였다. 세포는 DMEM에 10% BCS, 100 U/㎖ penicillin, 100 ㎍/㎖ streptomycin을 첨가한 배지에서 37℃, 5% CO2 조건의 CO2 배양기 (Forma Direct Heat CO2 Incubator, Thermo Fisher Scientific, Madison, WI, USA)에서 배양하였다.

      

      
        5. 세포 생존율 측정 (MTT assay)
        3T3-L1 전지방세포를 96-well plate에 well당 1 × 104 cells로 분주하고, Tan IIA 및 각 추출물 (SMW, SM-CPE)을 처리하여 24 시간 동안 배양하였다. 이후 5 ㎎/㎖의 MTT 용액을 첨가하여 3 - 4 시간 반응시킨 뒤, 상등액을 제거하고 생성된 formazan 결정체를 DMSO 200 ㎕에 용해하였다. 흡광도는 microplate reader (VICTOR X3, PerkinElmer, Waltham, MA, USA)로 540 ㎚에서 측정하였으며, 세포 생존율은 대조군 대비 백분율로 계산하였다.

      

      
        6. 3T3-L1 지방세포 분화 유도
        3T3-L1 세포를 12-well plate에 well 당 2 × 105 cells로 분주하고 confluent 상태에 도달할 때까지 2 일 간격으로 배지를 교환하며 배양하였다. 분화를 유도하기 위해 DMEM에 10% FBS, 1% P/S, 1 μM dexamethasone, 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), 5 ㎍/㎖ insulin을 포함한 분화유도 배지로 교체하고 Tan IIA, SMW, SM-CPE를 각각 처리하였다.

        분화 유도 2 일 차부터는 DMEM에 10% FBS, 1% P/S, 5 ㎍/㎖ insulin을 포함한 유지배지로 교체하고 2 일 간격으로 총 6 일간 배양하였다.

      

      
        7. Oil red O 염색
        분화가 완료된 세포를 PBS로 세척한 뒤, 10% formalin 용액 1 ㎖로 실온에서 25 분간 고정하였다. 고정 후 isopropanol에 용해한 0.5% Oil red O 용액 1 ㎖를 첨가하여 35 분간 염색하였다. 염색 후 증류수로 세척·건조한 뒤 현미경으로 관찰하였으며, 염색된 Oil red O는 isopropanol로 용출하여, microplate reader (VICTOR X3, PerkinElmer, Waltham, MA, USA)를 이용해 510 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        8. 실험동물
        7주령의 수컷 ICR 마우스를 오리엔트바이오사 (Orient Co., Seongnam, Korea)에서 구입하여 1 주간 일반 사료를 급여하면서 환경 적응시킨 후 실험에 사용하였다. 사육 조건은 온도 23 ± 2℃, 상대습도 50 ± 4%, 광주기 12 시간 (09:00 – 21:00)으로 유지하였다. 모든 동물실험은 강원대학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받아 수행하였다 (승인번호 : KW-211029-1).

      

      
        9. 이상지질혈증 유발
        P-407은 Johnston (2004) 및 Johnston과 Palmer (1993)의 방법에 따라 사용하였다. P-407을 생리식염수에 용해하여 300 ㎎/㎏ 농도로 조제한 뒤, 4℃에서 overnight 보관하였다. 이상지질혈증 유도는 실험 종료 24 시간 전에 단회 복강 주사(intraperitoneal injection)로 수행하였다.

      

      
        10. 실험군 분리 및 투여
        실험동물은 무작위로 6 개 군 (n = 5 / group)으로 구분하였다. 물과 일반 사료를 공급한 정상대조군 (vehicle only), P-407 투여에 의한 이상지질혈증 유도군, P-407 + SMW (200 ㎎/㎏, p.o.) 투여군, P-407 + SM-CPE (200 ㎎/㎏ p.o.) 투여군, P-407 + Tan IIA (10 ㎎/㎏, i.p.) 투여군, P-407 + fenofibrate (3.3 ㎎/㎏, p.o.) 투여군. SMW, SM-CPE 및 양성대조군으로 사용한 fenofibrate는 14 일간 경구투여하였고, Tan IIA는 동일 기간 동안 복강 투여하였다. P-407은 실험 종료 24 시간 전에 300 ㎎/㎏을 단회 복강 투여하였다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Mice experimental protocol schedule.
            Mice received administration of SMW and SM-CPE (200 ㎎/㎏, p.o.) or fenofibrate (3.3 ㎎/㎏, p.o.) or Tan IIA (3.3 ㎎/㎏, i.p.) for 14 days. P-407 (300 ㎎/㎏, i.p.) was administeresd 24 hours before killing mice. SMW; S. miltiorrhizae water extract, SM-CPE; S. miltiorrhiza cloud point extract, Tan IIA; tanshinone IIA, P-407; poloxamer-407.

          
          

          

        

      

      
        11. 체중 및 비장 무게 측정
        체중은 전자저울 (BT 224S, Sartorius, FRA)로 매주 측정하였다. 실험 종료 후 마우스를 희생하고 비장을 절제하여 0.9% 멸균 생리식염수로 세척한 뒤 여과지로 수분을 제거하고 무게를 측정하였다. 비장 무게는 체중 (g)에 대한 상대값(% of body weight)으로 계산하였다.

      

      
        12. 혈액학적 분석 방법
        실험 종료 후 마우스를 경추 탈골로 희생시킨 뒤 심장에서 약 1 ㎖의 혈액을 채취하였다. 혈액은 4℃에서 8,000 rpm으로 15 분간 원심분리 (1730R, BMS, Seoul, Korea)하여 혈청을 분리하였다. 총콜레스테롤 (total cholesterol)은 cholesterol reagent (Bayer, Whippany, NJ, USA), 중성지방 (triglyceride)은 triglycerides reagent (Bayer, Whippany, NJ, USA), HDL은 direct HDL cholesterol kit (Bayer, Whippany, NJ, USA), LDL은 direct LDL chol esterol kit (Bayer, Whippany, NJ, USA)를 이용하여 측정하였다. 혈청 내 농도는 ㎎/㎗ 단위로 표시하였다.

      

      
        13. 통계분석
        실험 결과는 4 회 이상 반복한 값을 평균 ± 표준편차 (mean ± SD)로 표시하였다. 통계분석은 SPSS 26.0 (Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 사용하였으며 one-way analysis of variance (ANOVA) 후 Tukey HSD 다중분석법 및 t-test를 사용하여 각 처리의 유의성을 판단하였다 (*p < 0.05).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 단삼 2종 추출물의 tanshinone IIA 함량
        Tan IIA의 정량 분석을 위해 HPLC를 이용한 측정 결과, 표준물질의 검출 피크는 약 76.77분의 retention time에서 단일 peak로 확인되었다 (Fig. 3A). 검량선은 y = 149538x – 62759로 작성되었으며, 결정계수 (R²)는 0.9995로 매우 우수한 직선성과 정량 정확성을 나타내어, 본 분석법의 신뢰성을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Comparative HPLC chromatograms of S. miltiorrhiza water extract (SMW) and cloud point extract (SM-CPE) showing the quantification of tanshinone IIA.
            (A); Chromatogram of tanshinone IIA standards chemical (100 ㎍/㎖), (B); chromatogram of the SMW, (C); chromatogram of the SM-CPE. SMW; Salvia miltiorrhiza water extract, SM-CPE; Salvia miltiorrhiza cloud point extract, HPLC; high-performance liquid chromatography.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of Tan IIA and two extracts of SM on the lipid accumulation of 3T3-L1 adipocytes.
            (A); Cell viability following Tan IIA treatment was assessed by MTT assay. (B); After treatment with MDI medium and Tan IIA for 24 hours, cell viability was assessed by MTT assay. (C-D); Cell viability following SMW or SM-CPE treatment was assessed by MTT assay.

          
          

          

        

        추출물 내 Tan IIA 함량을 비교한 결과, 열수 추출법으로 제조된 단삼 물 추출물 (SMW)에서는 0.220 ± 0.005 ㎎/g의 Tan IIA가 함유되어 있었으며, CPE 방식으로 제조된 단삼 추출물 (SM-CPE)에서는 7.710 ± 0.268 ㎎/g이 검출되었다. 이는 SM-CPE의 Tan IIA의 함량이 SMW 대비 약 35.05 배 높음을 의미하며, CPE 기술이 단삼 내 지용성 유효성분의 수득률을 현저히 향상시킬 수 있음을 보여준다 (Fig. 3 and Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Comparison of tanshinone IIA content between S. miltiorrhiza water extract (SMW) and cloud point extract (SM-CPE).
          
          

        

        
          
            
              	Compound
              	Contents (㎍/㎎·EX)
            

            
              	SMW1)
              	SM-CPE2)
            

          
          
            	Tanshinone IIA
            	0.220±0.005*
            	7.710±0.268
          

        

        
          
            1)SMW; Salvia miltiorrhiza water extract, 2)SM-CPE; Salvia miltiorrhiza cloud point extract. Data are mean ± SD (n = 3). P values were calculated by t-test (*p < 0.01).
          

        

        

        이러한 결과는 CPE 기술이 소수성 생리활성 물질의 선택적 농축 및 추출에 효과적이라는 기존 보고 (Shin et al., 2024)와 일치하며, 친환경적 추출법을 통해 기능성 천연물의 유효성분 함량을 크게 증진시킬 수 있는 가능성을 시사한다.

      

      
        2. Tanshinone IIA의 세포독성 평가
        3T3-L1 전지방세포에서 Tan IIA의 세포독성을 평가하기 위하여 MTT assay를 실시하였다. Tan IIA 단독 처리와 Tan IIA와 MDI 배지 (3-isobutyl-methylxanthine, dexamethasone, insulin) 병용 처리 조건 모두에서 2.5 μM 이하 농도에서는 유의한 세포독성이 나타나지 않았다. 그러나 Tan IIA 5 μM 이상 처리 시 분화 전·후, 모두에서 세포 생존율이 각각 78.35%와 70.61%로 유의하게 감소하여 세포독성을 나타내었다 (Fig. 3A-B).

        Tan IIA의 독성 농도로 확인된 5 μM (약 1.47 ㎍/㎖)의 농도는 786-O 인간 신장암 세포주에서 Tan IIA를 세포 생존율이 50% 저해되는 최대 농도 (IC50) 값이 2 ㎍/㎖ (6.8 μM)로 보고된 결과 (Wei et al., 2012)와 유사하였으며 이는 Tan IIA의 세포 독성이 농도 의존적임을 뒷받침함과 동시에 본 연구에서 제시된 독성 범위가 기존 다른 문헌에서 제시된 농도 범위 안에 위치한다는 점에서 타당성을 확인할 수 있었다.

        한편, MDI 배지만 단독 처리한 경우 세포 생존율에는 변화가 없었고, MDI 배지 + Tan IIA 병용 처리군에서도 Tan IIA 단독 처리와 유사한 독성 반응이 나타났다. 이에 따라, 지방세포 분화 조절 실험에서는 세포 생존율이 90% 이상 유지되는 2.5 μM 이하의 농도를 Tan IIA의 적정 처리 농도로 설정하였다. (Fig. 3B).

      

      
        3. SMW 및 SM-CPE의 세포독성 평가
        MTT assay 결과, SMW는 200 ㎍/㎖까지는 세포 생존율이 90% 이상으로 독성을 나타내지 않았으나, 400 ㎍/㎖ 이상에서 유의한 감소가 나타나 1,000 ㎍/㎖ 에서는 47.88%까지 세포 생존율이 감소하였다 (Fig. 3C).

        SM-CPE의 경우 100 ㎍/㎖까지는 독성이 없었으나, 200 ㎍/㎖에서 세포 생존율이 54.62%로 급감하였고, 1,000 ㎍/㎖에서는 19.03%로 매우 낮은 생존율을 나타내었다 (Fig. 3D). 동일 농도에서 SM-CPE가 SMW보다 2 배 이상 강한 세포독성을 나타내었다.

        Tan IIA의 분자량 (294.3 g/mol)을 기준으로 환산하면, 독성이 확인된 5 μM는 약 1.47 ㎍/㎖에 해당되고 SMW와 SM-CPE 내에 포함된 Tan IIA 함량을 고려하면, SMW 400 ㎍/㎖에는 약 0.044 ㎍/㎖, SM-CPE 200 ㎍/㎖에는 약 1.78 ㎍/㎖의 Tan IIA가 포함되어 있어, SM-CPE의 세포독성이 주로 고함량 Tan IIA에 기인함을 시사한다.

        SM-CPE 내 포함된 계면활성제 성분인 l ecithin의 독성 가능성은 낮았다. Kosmerl 등 (2021)의 보고에 따르면, 3T3-L1 세포에서 대두·우유 유래 l ecithin은 최대 0.5 ㎎/㎖까지 80% 이상, 1.5 ㎎/㎖에서도 55% - 72%의 생존율을 유지한다고 보고하였으며, 본 실험에서 사용된 lecithin 농도는 이보다 낮았다.

        SMW와 SM-CPE의 지방세포 분화 억제 실험에는 두 시료 모두 200 ㎍/㎖ 이하의 농도를 비독성 농도 범위로 설정하였다.

      

      
        4. Tanshinone IIA와 단삼 추출물의 3T3-L1 세포 지방분화 억제 효과
        Oil Red O 염색 결과, MDI 배지를 처리한 양성 대조군은 무처리군 대비 지방 축적량이 약 3.95 배 증가하였다. Tan IIA는 0.1 μM부터 유의하게 지방세포 분화를 억제하였고, 2.5 μM에서는 약 50.73%, 20 μM에서 최대 64.36%의 분화 억제 효과를 나타냈다 (Fig. 4A-B).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Inhibitory effects of Tan IIA and Salvia miltiorrhiza extracts on lipid accumulation during 3T3-L1 adipocyte differentiation.
            (A); Representative Oil Red O staining images showing lipid droplet accumulation in 3T3-L1 cells treated with varying concentrations of Tan IIA (0 - 20 μM) during MDI-induced differentiation. (B); Quantification of Oil Red O retention in panel (A). (C); Representative Oil Red O staining images of 3T3-L1 cells treated with either S. miltiorrhiza water extract (SMW) or cloud point extract (SM-CPE) at indicated concentrations (50 ㎍/㎖ - 200 ㎍/㎖). (D); Quantitative analysis of panel (C). Data are presented as the mean ± SD (n = 5). Statistical significance was analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey’s HSD test. Bars with different letters indicate significant differences (*p < 0.05). Tan IIA; tanshinone IIA, CON; untreated control, MDI; differentiation cocktail (500 μM IBMX, 1 μM dexamethasone, 5 ㎍/㎖ insulin)

          
          

          

        

        SM-CPE와 SMW의 비교 실험 결과, 두 추출물 모두 지방 세포 분화를 유의하게 억제하였으나 억제 효과의 정도에는 명확한 차이가 나타내었다 (Fig. 4C-D). SM-CPE는 50, 100, 200 ㎍/㎖ 농도에서 각각 8.17%, 17.57%, 81.02%의 지방세포 분화 억제 효과를 보였고, SMW는 동일 농도에서 각각 10.50%, 12.22%, 19.90%의 완만한 억제 효과를 나타내었다 (Fig. 4C-D). SM-CPE의 200 ㎍/㎖에서 나타난 강력한 억제 효과는 MTT assay에서 세포독성이 나타난 농도임을 고려하였을 때 (Fig. 3D), 일부 세포독성 영향이 포함되었을 가능성이 있으나, 고함량 Tan IIA에 의한 직접적 효과도 크다고 판단된다.

        이러한 결과는 Tan IIA의 농도 의존적인 특성에 기인한 작용 기전과 관련이 있을 것으로 생각된다. Tan IIA는 세포 내로 쉽게 유입되는 지용성 물질로, parathyroid hormone-related protein (PTHrP) 활성화와 mitogen-activated protein kinases (MAPK) 경로 조절을 통해 (Chan et al., 2011), 지방세포 분화의 핵심 전사인자인 peroxisome proliferator-activated receptor-γ (PPAR-γ)와 CCAAT/enhancer binding protein alpha (C/EBP-α)의 발현을 억제함으로써 지방세포 형성을 저해하는 것으로 알려져 있다 (Wu et al., 2012). 특히 고농도 Tan IIA는 MAPK 경로를 직접 억제하여 전사인자 활성을 강하게 저해함으로써, 지방 분화를 뚜렷하게 억제할 수 있다 (Park et al., 2017).

        SMW는 salvianolic acid B (Sal B), salvianolic acid A (Sal A) 등의 수용성 페놀 화합물 성분에 의해 저농도에서는 일부 지방 분화 억제 효과를 나타낸 것으로 확인되는 바, 이러한 결과는 Sal B는 3T3-L1 세포에서 100 μM 농도에서 약 20%의 분화 억제 효과를 보였으며 (Kwon and Jang, 2022), Sal A 또한 고지방 식이 마우스 모델에서 지방 축적 저해 및 간 보호 효과를 나타낸다고 보고한 결과 (Ding et al., 2016)에서도 확인된다. 그러나 이러한 수용성 성분은 농도 증가에 따른 억제 효과의 향상이 크지 않기 때문에, 고농도에서의 효과 차이는 주로 Tan IIA의 함량 차이에 기인한다고 해석된다.

      

      
        5. P-407 유도 이상지질혈증 마우스의 체중 및 비장 무게 변화
        이상지질혈증은 단순한 체중 증가에 국한되지 않고, 다양한 전신성 대사질환과 면역계의 기능 이상을 유발할 수 있는 주요 위험 요인으로 알려져 있다. 특히 중성지방 (TG) 및 저밀도 지단백 (LDL)의 과도한 증가는 동맥경화성 플라크 형성에 기여하며, 관상동맥질환 및 뇌졸중과 같은 심혈관계 합병증의 발병 위험을 높인다 (Fuster, 2016; Carr et al., 2019).

        또한, 지질대사의 교란은 면역계에도 영향을 미치는 것으로 알려져 있어, 지방산과 콜레스테롤 수치의 급격한 증가는 비장(spleen)과 같은 면역기관의 기능 변화와 비대 등을 유발할 수 있으며, 콜레스테롤 수치의 상승은 신장 기능 저하와도 관련이 있는 것으로 보고되고 있다 (Scarpioni et al., 2012; Provenzano et al., 2019).

        Poloxamer-407 (P-407)로 유도된 이상지질혈증 마우스 모델에서 14 일간의 SMW, SM-CPE 및 Tan IIA 투여 후 체중 변화와 주요 면역 장기인 비장의 무게를 측정한 결과 (Tabl e 2), 양성 대조군인 fenofibrate 처리군에서만 체중이 유의하게 감소한 반면, SMW, SM-CPE 및 Tan IIA 투여군에서는 체중 감소 효과가 통계적으로 유의한 수준으로 관찰되지 않았다 (*p < 0.05).

        이러한 결과는 고콜레스테롤혈증 및 이상지질혈증의 치료제로 fenofibrate를 주성분으로 하는 LIPIDIL™을 생쥐에 복강 투여한 결과 체중이 감소하였으며 이는 fenofibrate가 PPAR-α를 활성화하여 지방 산화를 촉진하고, 지방 축적을 억제하는 작용기전을 가지고 있기 때문이라는 보고와 유사하였으나 (Carmona et al., 2005), 고지방 식이 모델에서 Tan IIA가 PPAR-γ에 대한 길항작용을 통해 지방 축적을 억제하고, 음식 섭취량을 변화시키지 않으면서 체중을 감소시킨다고 보고 (Gong et al., 2008)와 단삼 추출물이 장기간 고지방 식이를 한 마우스의 체중 감소를 유도하였다고 보고 (Ai et al., 2022)와는 상이하였다.

        본 연구의 SMW, SM-CPE 및 Tan IIA 투여군에서 유의한 체중 감소 효과가 관찰되지 않은 것은 고지방 식이 모델과 P-407 유도 모델 간의 대사적 차이에서 기인하는 것으로 판단된다.

        Johnston (2004)의 연구에 따르면 P-407 유도 모델은 LPL (lipoprotein lipase)과 hepatic lipase를 억제하여 단기간에 고지혈증을 유발하는 특징이 있다. 고지방 식이 모델은 장기적인 지방 축적을 통해 대사에 영향을 미치지만 P-407 유도 모델은 단기적인 혈중 지질 급등 및 lipase 억제를 유도하는 급성 모델로, 지방 조직 내 축적 변화보다는 혈중 지질 수치에 대한 영향이 크기 때문에 Tan IIA나 단삼 추출물이 체중 감소에 미치는 효과는 제한되었을 가능성이 있다.

        비장 무게 측정을 체중 (g)에 대한 상대값으로 계산한 결과에서도 SMW, SM-CPE, Tan IIA 투여군 간의 spleen/BW 값은 실험군 간 다소 차이를 보였으나, 통계 분석 결과 모든 그룹 간 통계적으로 유의한 차이는 관찰되지 않았다 (*p < 0.05, Table 2). 일부 선행 연구에서는 P-407을 복강 투여한 후 비장의 무게 증가가 보고되었으나 (Goncharova et al., 2015), 본 연구에서는 동일한 처리 수준임에도 불구하고 통계적으로 유의한 비대 또는 위축은 확인되지 않았다. 이는 P-407에 의한 면역기관 영향이 실험 조건 (투여 횟수, 관찰 기간 등)에 따라 상이하게 나타날 수 있음을 나타내며, 향후 다기관 및 장기 평가를 통한 조직학적 분석이 필요함을 나타낸다고 하겠다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effects Tanshinone IIA, SMW, and SM-CPE on body weight change and relative spleen weight in P-407-induced dyslipidemic mice.
          
          

        

        
          
            
              	Group
              	Body weight (BW)
              	BW gain
              	Spleen index
            

            
              	Initial BW (g)
              	Final BW (g)
              	g/14 days
              	% of BW
            

          
          
            	CON1)
            	33.5±0.9
            	38.5±0.2
            	5.0±1.2ab
            	0.16±0.007
          

          
            	P-4072)
            	34.1±0.2
            	40.1±2.6
            	6.0±2.4a
            	0.12±0.051
          

          
            	SMW3) (200 ㎎/㎏)
            	33.8±0.3
            	39.1±2.8
            	5.2±2.7ab
            	0.13±0.016
          

          
            	SM-CPE4) (200 ㎎/㎏)
            	34.1±1.0
            	37.5±1.3
            	3.4±1.2ab
            	0.21±0.134
          

          
            	Tan IIA5) (10 ㎎/㎏)
            	35.9±2.7
            	37.7±1.4
            	1.8±0.3ab
            	0.12±0.019
          

          
            	Fenofibrate (3.3 ㎎/㎏)
            	40.7±0.5
            	40.9±0.6
            	0.2±0.1b
            	0.10±0.022
          

        

        
          
            1)CON; untreated control, 2)P-407; poloxamer-407, 3)SMW; Salvia miltiorrhiza water extract, 4)SM-CPE; Salvia miltiorrhiza cloud point extract, 5)Tan IIA; tanshinone IIA. Different superscript letters within a column indicate significant differences (*p < 0.05) based on one-way ANOVA followed by Tukey’s HSD test.
          

        

        

      

      
        7. SM-CPE와 SMW 및 Tan IIA의 혈중 지질 프로파일 변화
        지방세포 분화 (adipogenesis)를 억제하는 생리활성은 체내 지방 축적을 감소시킬 뿐 아니라, 전신적 지질대사 (lipid metabolism)에 긍정적 영향을 미쳐 총콜레스테롤 (TC), 중성지방 (TG), 저밀도 지단백 (LDL)의 감소 및 고밀도 지단백 (HDL)의 증가로 이어질 수 있다 (Jia et al., 2016).

        P-407 유도 이상지질혈증 동물 모델에서 SM-CPE와 SMW 및 Tan IIA의 혈중 지질 지표 개선 효과를 확인한 결과 Fig. 5에 제시하였다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effects of tanshinone IIA, SMW, and SM-CPE on serum lipid profiles in P-407-induced dyslipidemic mice.
            (A); Triglycerides levels, (B); low-density lipoprotein (LDL) levels, (C); total cholesterol levels, (D): high-density lipoprotein (HDL) levels. Data represent serum lipid levels after 14 days of oral administration of SMW (200 ㎎/㎏), SM-CPE (200 ㎎/㎏), or tanshinone IIA (10 ㎎/㎏) in mice with dyslipidemia induced by intraperitoneal injection of P-407 (300 ㎎/㎏). Fenofibrate (3.3 ㎎/㎏, p.o.) was used as a positive control. Results are expressed as mean ± SD (n = 5). Statistical significance was determined using one-way ANOVA followed by Tukey’s HSD test. Columns with different superscript letters (a–d) are significantly different (*p < 0.05). CON; untreated control, Veh; vehicle control (P-407 only), SMW; S. miltiorrhiza water extract, SM-CPE; S. miltiorrhiza cloud point extract, Tan IIA; Tanshinone IIA, Feno; fenofibrate; P-407; Poloxamer-407, TG; triglyceride, TC; total cholesterol, HDL; high-density lipoprotein, LDL; low-density lipoprotein.

          
          

          

        

        P-407을 투여군은 정상 대조군 대비 혈중 TG는 97.33%, LDL은 97.64%, TC는 60.05% 증가하였으며, HDL은 48.82% 이 수준으로 감소하여 급성 이상지질혈증 모델이 성공적으로 유도되었음을 확인하였다. 14 일간 SMW, SM-CPE, Tan IIA를 각각 투여한 결과, TG는 양성 대조군인 fenofibrate의 경우, P-407 유도군 대비 69.43%의 감소 효과를 보였으며, Tan IIA (65.61%), SM-CPE (54.22%), SMW (23.86%) 순으로 감소하였다 (Fig. 5A). Fenofibrate와 Tan IIA의 TG 저하 효과는 유사한 수준이었고, SM-CPE 역시 Tan IIA와 통계적으로 유사한 억제 효과를 나타내어 SM-CPE 처리에 의해 유도되는 TG 값의 감소가 Tan IIA의 효과가 반영되었음을 확인할 수 있었으며 이러한 효과는 SMW (23.86%)에 비해 약 2배 이상 강한 효과를 나타냄을 확인하였다 (p< 0.05),

        LDL 수치 또한 SMW, SM-CPE, Tan IIA 모두에서 P-407 유도군 대비 유의하게 감소했으며, 세 그룹 간 통계적 유의성은 없었으나 전반적으로 개선 경향이 일관되게 관찰되었다 (Fig. 5B). TC 수치 역시 SMW은 24.94%, SM-CPE의 경우 21.63%, Tan IIA은 18.83% 감소로, 모든 처리군에서 지질 수치가 안정적으로 개선됨을 확인하였다 (Fig. 5C).

        한편, P-407에 의해 약 48.82% 감소한 HDL 농도는 Tan IIA을 처리한 경우 50.63%까지 회복되어 fenofibrate보다 우수한 HDL 증가 효과를 나타내었으나 (*p < 0.05), SMW와 SM-CPE 투여군에서도 HDL 수치가 회복되는 경향은 보였으나 통계적으로 유의한 수준은 아니었다 (Fig. 5D). 이는 Tan IIA가 HDL 회복과 관련된 작용 기전을 갖고 있음을 시사한다.

        이러한 SM-CPE의 우수한 지질 개선 효과는 SM-CPE에 고함유된 Tan IIA의 다중 생리활성 기전에 의한 것으로 해석된다. Tan IIA는 ApoE 결핍 마우스 모델에서 Omentin-1/ABCA1 경로를 통해 콜레스테롤 배출을 촉진하고, miR-33a/SREBP-2/Pcsk9 경로를 조절하여 간 내 지방 축적을 억제함으로써 지질 프로파일을 개선하는 것으로 보고된 바 있고 (Jia et al., 2016; Tan et al., 2019). 이러한 기전은 Tan IIA가 지질 대사 조절에 있어 중요한 성분임을 뜻한다.

        또한, SM-CPE가 특히 TG 수치를 유의미하게 감소시킨 효과는 Tan IIA의 지질 대사 조절 작용과 함께 추출 공정에 사용된 lecithin 역시 지질대사 개선에 기여했을 가능성이 있는 것으로 생각된다. 레시틴은 인지질의 일종으로 세포막의 주요 구성 성분이며, 지질 대사와 밀접한 관련이 있는 바, 특히 대두 유래 lecithin은 간 보호, 콜레스테롤 저하, 지질 흡수 조절 효과가 보고되어 있으며 (Scholfield, 1981; Onaolapo et al., 2024), Yang 등 (2007)의 연구에 따르면, 대두 lecithin 섭취가 고지방 식이를 한 쥐에서 TG와 TC 수치를 유의미하게 감소시키며, 간 내 지질 배출을 촉진하는 것으로 나타났으며 Mourad 등 (2010)은 고콜레스테롤 환자에게 대두 lecithin 캡슐 1 개 (500 ㎎)을 투여한 결과 TC는 각각 40.66%와 42.00%, LDL은 각각 42.05%와 56.15% 감소했다고 보고한 바 있다. 이러한 기전적 시너지 작용은 SM-CPE가 단일 성분보다 복합 효과를 나타내는 기반이 될 수 있음을 나타낸다고 하겠다.

        이상의 연구 결과는 SMW, SM-CPE, 그리고 Tan IIA가 모두 지질 프로파일 개선에 긍정적인 영향을 미친다는 점을 보여준다. 특히, Tan IIA 함량을 높인 SM-CPE는 혈중 TG 및 LDL 수치를 효과적으로 조절할 가능성을 제시하며, 분리 정제된 단일 물질인 Tan IIA과 유사하거나 더 우수한 효능을 나타내었다. 이는 CPE 기술이 Tan IIA와 같은 지용성 생리활성 성분의 수득률을 크게 높임으로써, 기능성 성분의 농축과 생리활성 증진이라는 두 가지 측면에서 효과적인 전략임을 시사한다고 하겠다. 또한 CPE 기술은 향후 천연물 기반 기능성 소재 개발에서 유효성분의 효능을 극대화할 수 있는 효과적인 추출 전략으로 활용될 수 있음을 나타낸다.
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