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Abstract

Melania snail (Semisulcospira libertina) was traditionally used as the healthy food in Korea. It was generally known 
to improve liver function and heal a diabetes. The aim of this study was to elucidate the anti-diabetic mechanism 
of melanian snail hydrolysates treated with protamex (MPH) by investigating the inhibitory action on protein tyrosine 
phosphatase 1B (PTP1B), the improving effect on the insulin resistance in C2C12 myoblast and the protective 
effect for pancreatic beta-cell (INS-1) under the glucose toxicity. The melania snail hydrolysates treated with protamex 
(MPH), which showed the highest degree of hydrolysis (43%), and inhibited effectively PTP1B activity (IC50=15.42±1.1 
µg/mL), of which inhibitory effect was higher than usolic acid, positive control (IC50=16.65 µg/mL). MPH increased 
the glucose uptake in C2C12 myoblast treated with palmitic acid. In addition, MPH increased insulin mRNA expression 
level by over 160% with enhanced cell viability in INS-1 cell under the high glucose concentration (30 mM). 
These results suggest that MHP may improve the diabetic symptom by the inhibiting the PTP1B activity, increasing 
the glucose uptake in muscle cell and protecting the pancreatic beta-cell from glucose toxicity.
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서   론
1)

최근 풍요로운 식생활과 생활환경변화로 인한 운동부족 

등의 원인으로 다양한 만성 질환이 꾸준히 증가하고 있다

(1). 특히 당뇨병은 급성 및 만성 합병증뿐만 아니라 사망률

이 높아 전 세계 인류의 건강을 위협하고 있다(2). 세계보건

기구(WHO) 보고에 의하면, 2014년 현재 전 세계 성인 중 

당뇨병 환자는 4억 2천 2백만 명에 이르고 있으며, 이 중 

120만 명이 당뇨병으로 인해 목숨을 잃고 있다고 한다(3). 
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당뇨병은 체내 혈당을 일정하게 유지하게 하는 대사활동이 

정상적으로 이루어지지 않아 생기는 대사성 질환으로, 제 

1 형(Type 1)과 제 2 형(Type 2) 당뇨병의 두 종류로 나눌 

수 있다. 제 1 형 당뇨병은 전체 당뇨병의 약 10%를 차지하

고 있으며 췌장의 베타 세포의 문제로 인슐린을 제대로 

생산하지 못하여 발생한다. 제 2형 당뇨병은 인슐린이 정상

적으로 분비됨에도 불구하고 간, 근육 및 지방조직 등의 

말초 조직에서 인슐린의 활성 저하로 유도되는 인슐린 저항

성(insulin resistance)으로 인해 혈당 농도가 조절되지 않아 

발생하며 당뇨병 환자의 대부분을 차지하고 있다(4).

당뇨 치료제는 크게 인슐린 제제, 설폰우레아계, 티아졸

리딘디온계, 비구아니드계, 미글리티나이드계, DPP-IV저

해제 등이 있으며(5), 장기 복용 시 저혈당 유발, 설사, 복부

팽만감, 체중증가, 젖산혈중, 심장독성, 간 독성 등의 다양

한 부작용을 일으킬 뿐만 아니라 결국에는 인슐린 분비 
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기능을 하는 췌장의 베타세포를 비가역적으로 손상시켜 

결국 인슐린을 주사해야 되는 상태가 된다. 그러나 이러한 

인슐린 주사도 저혈당 유발 가능성이 매우 큰 문제점을 

지니고 있다(6,7). 따라서 장기 복용 시에도 췌장 베타세포 

보호 기능을 가지면서 저혈당 유발 없이 혈당 수치를 매우 

효과적으로 낮춤과 동시에 인슐린 저항성을 해결할 수 있는 

안전한 천연물 유래의 항당뇨 소재가 절실히 필요한 상황이

다. 지금까지 소개된 혈당 강하 활성을 가지는 천연물에는 

인삼열매, 알로에, 담쟁이 덩굴, 버섯 및 그 관련 소재 등이 

있다(8-11). 그러나 아직까지 당뇨환자의 증가율에 비해 천

연물 유래의 항당뇨 소재의 개발은 미약한 수준이다. 

다슬기(Semisulcospira libertina)는 하천이나 호수 등지에

서 흔히 볼 수 있는 고동류로서 손쉽게 채취할 수 있고, 

고단백질 건강식품으로 인식되어 있어 일찍이 우리나라에

서는 찜 또는 탕, 초무침 등으로 조리하여 식용되고 있다

(12). 동의보감 및 본초강목에서 기록된 바에 의하면 다슬기

는 예로부터 간염, 간경화, 지방간 등의 치료 및 개선에 

이용되어 왔으며, 특히 소변불통, 소갈증(당뇨) 등의 약용으

로 널리 이용되어 왔다(13,14). 다슬기에 대한 최근의 국내 

연구에는 간기능에 미치는 영향(14,15), 식품학적 성분 및 

품질특성(16), 다슬기류 5종의 항산화 활성(17), 국내산 7종 

다슬기 추출물의 생리활성 특성 비교(13) 등이 보고되어 

있다. 그러나 이러한 몇 가지 연구에서는 다슬기의 기초적

인 생리활성들만 보고되어 있을 뿐, 고문헌 등에서 언급되

고 있는 항당뇨(소갈증) 효능에 대한 과학적인 연구는 미비

한 상황이다. 앞서 본 연구팀은 고지방 식이로 당뇨를 유도

한 마우스에서 다슬기 가수분해물의 혈당강하, 간 및 신장 

보호 등 항당뇨 효과를 보고한 바 있다(18). 본 연구에서는 

다슬기 가수분해물이 나타내는 항당뇨 활성 기작을 확인하

기 위하여 췌장 베타세포 INS-1에서의 고농도 당독성에 

대한 보호효과와 C2C12 근육세포에서의 포도당 흡수 증진

효과를 검증하고자 하였다. 

재료 및 방법 

실험재료

본 연구에 사용된 다슬기(Semisulcospira libertina) 살은 

2015년도에 한국 내수면양식협회에서 제공받아 분쇄하여 

사용하였다. 단백질 분해 효소는 상업적으로 널리 사용되

는 alcalase와 protamex(Novozyme Nordisk, Bagsvaerd, 

Denmark)의 총 2 종의 효소를 구입하여 사용하였다. Protein- 

tyrosine phosphatase 1B(PTP1B, human, recombinant)는 

BIOMOL International LP(Plymouth Meeting, PA, USA)사

에서 구입하였다. 

다슬기의 영양성분 분석

다슬기의 일반성분 분석은 AOAC법에 따라 수행하였다

(19). 수분 분석은 상압가열건조법, 조회분은 건식회화법, 

조단백질은 Kjeldahl법 그리고 조지방은 soxhlet법으로 측

정하였다. 탄수화물은 100에서 수분, 조단백질, 조지방, 회

분을 뺀 값으로 결정하였다.

다슬기 효소가수분해물(MPH)의 제조

다슬기를 분쇄기로 균일하게 분쇄하고, 중량 대비 5배의 

0.1 M sodium phosphate buffer(pH 7.0)를 가한 후 50℃에서 

10분간 preincubation 시켰다. 효소 alcalase(A), protamex(P), 

alcalase+protamex(A+P)를 각각 2.4 AU/kg가 되도록 첨가

하고 50℃ shaking incubator에서, 0, 2, 4, 6, 8, 10시간동안 

각각 가수분해를 진행하였다. 이후 100℃에서 15분간 처리

하여 가수분해 반응을 종결하였으며, 식힌 후, 4,500 rpm에

서 10분간 원심분리한 상등액을 동결건조하여 실험에 사용

하였다. 

가수분해도 측정

다슬기의 추출조건별 가수분해도는 각 가수분해물에 

20% trichloroacetic acid(TCA)를 동량 첨가하여 원심분리

(2,370 ×g, 5 min)후 상층액을 취하여 Lowry assay(20)를 

이용한 10% TCA 가용성 단백질량을 측정하여 다음 식으로 

결정하였다.  

가수분해도(%)=
10% TCA가용성 단백질량

×100
총 단백질량

PTP1B 저해 활성

다슬기 효소가수분해물 6 μL, PTP1B 6 μL, 그리고 PTP1B 

buffer[50 mM citrate(pH 6.0), 0.1 M NaCl, 1 mM EDTA, 

1 mM dithiothreitol(DTT)] 40 μL 혼합물에, 기질인 2 mM 

p-nitrophenyl phosphate(p-NPP)를 100 μL 첨가하여, 35℃에

서 30분 간 반응한 후, 10 N NaOH 50 μL를 첨가하여 반응을 

종결시켰다. 생성된 p-nitrophenol의 농도는 microplate 

reader(Epoch, BioTek, Winooski, VT, USA)를 이용하여 405 

nm에서 흡광도를 측정하였으며, 음성 대조구는 DW, 양성 

대조구는 16.7 μg/mL의 ursolic acid(Sigma, USA)를 이용하

였다. 

C2C12 myoblast 배양 조건

C2C12 myoblast cell을 10% fetal bovine serum(FBS, 

Hyclone, Logan, UT, USA), 100 units/mL penicillin 및 100 

μ/mL streptomycin(Gibco, USA)이 첨가된 Dulbecco's 

modified Eagle's medium(DMEM, glucose(4.5 g/L), 

HyClone)에서 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 세포

가 약 70% 수준으로 배양되었을 때 2% horse serum, 100 

units/mL penicillin 및 100 μg/mL streptomycin이 첨가된 

DMEM 분화배지로 교환하여 tube formation을 유도하기 
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위해 4일 동안 37℃에서 5% CO2 조건으로 매일 새 배지로 

교환하면서 배양하였다.

C2C12 myoblast에서의 MPH의 세포독성(MTS assy)

세포독성은 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5(3-carboxymethonyphenol) 

-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium(MTS) assay를 사용하여 

평가하였다. 96-well plate에 1×10
4
 cells/well의 C2C12 

myoblast를 분주한 후 37℃, 5% CO2 incubator에서 24 h 

배양하였다. MPH를 농도별로 최종 1, 10, 100, 1,000 μg/mL

으로 처리하여 24 h 동안 재배양하였다. 배양 후 각 well 

당 20 μL의 MTS solution(CellTiter 96ⓇAQueous One 

Solution, G3850, Promega, Madison, WI, USA)을 첨가 후 

CO2 incubator에서 1 h 반응 뒤 Microplate Reader(Multiskan 

GO, Thermo Scientific, Finland)를 이용하여 490 nm에서 

측정하였다. 

BSA-Conjugated Palmitate 제조

인슐린 저항성을 유도하기 위해 BSA-conjugated palmitate 

(PA)를 제조하였다. Free fatty acid로는 palmitate(Sigma 

Co.)를 사용하였다. Palmitate를 70℃ 0.1 M NaOH에 용해시

킨 다음, 55℃에서 10% BSA(FFA-free BSA, Sigma Co.)과 

10분간 반응시켜 복합체를 형성시키고, 최종 농도 5 mM로 

조정하여 냉동 보관하고, 실험에 사용하기 1일 전에 희석하

여 사용하였다.

C2C12 myoblast에서 포도당 흡수(glucose uptake) 

측정  

인슐린 저항성이 유도된 환경에서 다슬기 가수분해물에 

의한 근육세포 C2C12 myoblast의 glucose 흡수에 미치는 

영향을 확인하고자, 세포 내로 유입되는 포도당 흡수량을 

측정하였다. 96-well plate에 C2C12 myoblast를 5×10
3
 

cells/well의 농도로 분주하고, 4일간 분화배지로 분화유도 

후 BSA-conjugated palmitate(1 mM PA; sigma)를 16시간 

동안 처리하여 인슐린 저항성을 유도하였고, serum free 

DMEM에서 2시간 동안 배양하였다. 이후 다슬기 가수분해

물을 농도별(10, 100, 1,000 μg/mL)로 3시간 동안 처리한 

다음, 100 nM insulin을 10분 동안 처리하였다. 마지막으로 

50 μM fluorescent 2-N-(7-nitrobenz-2-oxa 1,3-diazol-4yl) 

amino-2-deoxy-D-glucose(2-NBDG; Invitrogen, USA)를 첨

가하여 15분 동안 uptake를 유도하고, 상등액을 96-well 

plate에 옮긴 후 형광 분석기를 통해 측정하였다. 형광강도

는 excitation 485 nm, emission 525 nm하에서 측정하였다.

PTP1B의 mRNA 발현량 측정 

PTP1B mRNA의 발현량을 C2C12 myoblast에서 RT-PCR

을 이용하여 평가하였다. 4일간 분화된 세포에서 BSA- 

conjugated PA를 16시간 동안 처리한 후 MPH를 농도별(10, 

100, 1,000 μg/mL) 또는 100 nM insulin으로 처리하여 3시간 

동안 배양하였다. 배양 후 total RNA extraction kit(Doctor 

Protein, Seoul, Korea)를 이용하여 tRNA를 분리하였고, 

ImProm-ⅡTM Reverse Transcription System(Promega, 

USA)을 이용하여 cDNA를 합성하였다. PTP1B의 primer 

서열은 5'-CCT ACC TGG CTG TCA TCG-3'(F), 5'-CCA 

CCA TCC GTC TCC TAA C-3'(R)을 사용하였고, β-actin은 

5'-TGA CCG AGC GTG GCT ACA GC-3'(F), 5'-ACC GCR 

CAT TGC CGA TAG TG-3'(R)를 사용하였다. Dr. Taq-HOT 

Master Mix 2X with Dye(Doctor Protein) 10 μL, template 

cDNA < 500 ng, 10 pM primer를 이용하여 PCR을 실행하였

으며, 95℃에서 5분 preincubation하고, 95℃, 45초, 57℃, 

1분 30초, 72℃, 45초의 조건으로 30 cycle 반응, 72℃, 5 

분으로 반응을 종료하였다. RT-PCR 산물은 2% agarose 

gel에서 전기 영동하여 측정하였으며, mRNA 발현 수준을 

비교하기 위해 β-actin과의 상대적인 비율을 확인하였다.  

췌장베타세포 INS-1 세포배양 조건

췌장 베타세포주인 INS-1 cell은 10% fetal bovin 

serum(FBS), 100 units/mL Penicillin 및 100 μg/mL 

streptomycin(Gibco), 50 mM 2-mercaptoethanol이 첨가된 

RPMI 1640 medium(Welgene, Gyeongsan, Korea)에서 37℃, 

5% CO2 조건으로 배양하였으며 표준 농도 포도당(CG, 

control glucose)은 11.1 mM로, 고농도 포도당(HG, high 

glucose)은 30 mM로 하였다.

췌장베타세포 INS-1 세포독성 평가(MTS assay)  

고농도 포도당의 세포에 대한 독성을 확인하기 위하여, 

INS-1 세포를 96-well plat에 well당 6×103 cells을 분주하고 

표준 농도 포도당(CG)의 배지에서 24시간 배양한 후 각각 

표준농도(CG)와 고농도 포도당(HG) 배지에서 0, 24, 48, 

72, 96시간 배양하였다. 또한 다슬기 효소가수분해물이 고

농도 포도당에 의한 세포독성에 미치는 영향을 알아보기 

위해, CG 배지에서 24시간 배양한 후 HG 배지를 처리하여 

72시간 배양하고, 다슬기 가수분해물을 농도별(1, 10, 100, 

1,000 μg/mL)로 24시간 동안 처리하여 총 96시간을 배양하

였다. 배양 후 20 μL의 MTS solution을 첨가하여 1시간 

반응 후, Microplate Reader(Epoch, BioTek, USA)를 이용하

여 490 nm 흡광도에서 측정하였다. 

인슐린 mRNA 발현량 비교

고농도 포도당 노출시간에 따른 인슐린의 mRNA 발현량 

차이를 측정하기 위하여  INS-1 세포를 6-well plate에 well 

당 1.2×105 cells이 되도록 분주하고 CG배지에서 24시간 

배양한 후 HG배지를 처리한 다음 0, 24, 48, 72, 96시간 

배양하였다. 또한 다슬기 가수분해물이 고농도 포도당 독

성 하에서 인슐린 발현에 미치는 영향을 확인하기 위해, 
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CG 배지에서 24시간 배양 후 HG 배지를 처리하여 72시간 

배양하고, 다슬기 가수분해물을 농도별(1, 10, 100, 1,000 

μg/mL)로 처리하여 24시간 동안 처리하여 총 96시간을 배

양하였다. 

배양 후 Total RNA extraction kit(DOCTOR PROTEIN, 

Korea)를 이용하여 tRNA를 분리하였고, ImProm-ⅡTM 

Reverse Transcription System(Promega, USA)을 이용하여 

cDNA를 합성하였다. 인슐린의 primer는 5'-CTA CAA TCA 

TAG ACC ATC AG-3'(F), 5'-TCC AGT TGT GGC ACT 

TGC-3'(R)를 사용하였으며, GAPDH는 5'-ACC ACA GTC 

CAT GCC ATC AC-3'(F), 5'-TCC ACC ACC CTG TTG 

CTG TA-3'(R)를 각각 사용하였다. PCR 반응은 94℃, 5분 

Preincubation 후, 94℃, 30초, 46℃, 30초, 72℃, 30초의 순서

로 30 cycle 반응 후, 72℃, 5분으로 반응을 종결하였다. 

인슐린의 mRNA 발현량은 GAPDH 발현량의 상대적인 비

율로 표시하였다.  

통계처리

실험결과는 SPSS 9.0(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)프로

그램을 이용하여 실시하였다. 평균±SD로 표시하였고 각 

샘플간의 통계적 유의성은 INS-1에서의 고농도 당에서의 

세포수와 인슐린발현에 대한 결과는 t-test를 실시하였으며, 

그 외 다 군간의 유의성은 one-way ANOVA를 실시하였고, 

다 군간의 차이는 p<0.05수준에서 Duncan’s multiple test로 

검증하였다.

결과 및 고찰

일반성분 분석

다슬기의 일반성분 분석결과를 Table 1에 나타내었다. 

수분 78.6%, 총당 17.2%, 조단백 12%, 조지방 1.3% 및 조회

분 3.9%를 나타났으며, 열량이 76.1 kcal, 콜레스테롤 70.9 

mg/100 g, 나트륨 79.1 mg/100 g의 함량을 나타내었다. 건조

Table 1. Proximate composition of melania snail (Semisulcospira 
libertina)

Components Composition 
(%, wet basis)

Composition 
(%, dry basis)

Moisture (%) 78.6

Carbohydrate (%) 17.2 19.2

Crude Protein (%) 12 56

Crude Fat (%) 1.3 6

Trans fat (%) 0

Cholesterol (mg/100 g) 70.9

Ash (%) 3.97 18.7

Sodium (mg/100 g) 79.1

중량으로 환산하면 조단백 56%, 조지방 6%, 총당 19.2%, 

조회분 18.7% 등으로 나타났다.  

Kim 등의 연구(11)에서는 다슬기 건조중량으로 조단백

질 60.74%, 조지방 7.1%, 회분 14.3%이며, 탈지우유보다 

높은 무기질의 함량을 함유하고 있어 Ca, Cu, Fe 급원의 

하나로 영양학적 가치가 있다고 보고하였다. Shim 등(21)은 

곳체 다슬기의 분석 결과, 수분 80.7%, 지방 1.6%, 단백질 

10.6%, 회분 2.9%이라고 보고하였으며, Lim 등의 보고(16)

에서도 한국산 7종 다슬기의 수분은 71-81%, 조회분은 

1.9-6.4%, 조지방은 0.4-1.6%, 단백질은 11.6-16.9%의 함량

범위를 나타내어 본 연구 결과와 비슷한 결과를 나타내었

다. 

가수분해 시간에 따른 가수분해도 비교

단백질은 20여 가지의 아미노산의 조합으로 구성되어 

있으며, 각각 그 기능과 특성이 다르다. 따라서 산이나 알칼

리 혹은 효소 처리에 의해 다양한 조성의 펩타이드로 구성

된 가수분해물을 제조할 수 있으며, 이러한 가수분해물은 

원 단백질에 비해 더욱 다양한 기능성을 나타내고 있다. 

그러나 산이나 알카리에 의한 화학적 처리는 유해물질의 

생성과 필수아미노산의 손실 등의 문제점이 야기되고 있으

므로, 효소에 의한 부분 가수분해를 통해 새로운 기능성을 

발견하고 향상시키려는 연구가 많이 시도되고 있다(22,23).

본 연구에서도 다슬기 생물학적 기능성을 높이기 위해 

효소 가수분해를 실시하였으며, 그 가수분해 정도를 Fig. 

1에 나타내었다. alcalase, protamex, alcalase+protamex의 3 

종류 조건에 의한 다슬기 가수분해도는 거의 비슷한 패턴으

로 시간에 따라 증가하였다. 약 4시간까지 급격한 증가 이후 

10시간 까지 계속적인 증가양상을 보였다. 이 중 protamex

에 의한 가수분해도가 가장 높았으며, 10시간 가수분해 후 

약 43%의 가수분해도를 나타내었다. 

Fig. 1. Degree of hydrolysis of melania snail hydrolysates treated 
with three types of enzyme (A, alcalase; P, protamex; A+P, 
alcalase+protamex) at different hydrolysis times. 
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PTP1B inhibition 활성 평가 

현재까지의 항당뇨 소재에 대한 연구는 주로 α

-glucosidase와 α-amylase 효소활성 억제, AMP-activated 

protein kinase(AMPK) 활성화, peroxisome proliferator- 

activated receptor gamma(PPAR-γ)수용체 활성화, glucagon- 

like peptide-1(GLP-1) agonist 등에 초점을 맞추어 개발되었

지만, 위장장애, 간독성, 구토, 설사 및 복부팽만감 등의 

부작용이 보고되고 있어 사용이 제한되고 있다(24). 최근에

는 protein-tyrosine phosphatase 1B(PTP1B) 저해를 target으

로 한 연구가 진행되고 있다(25).  

식후 섭취된 탄수화물은 α-glucosidase와 같은 탄수화물 

분해효소에 의해 분해되어 혈당으로 흡수되고, 혈액이 고

농도 포도당 상태가 되면, 췌장의 베타세포는 인슐린을 분

비하게 된다. 분비된 인슐린은 인슐린 반응 조직인 근육, 

지방세포, 간 등으로 이동하여 간에서는 포도당 합성을 저

해시키고, 근육 및 지방세포에서는 포도당 흡수를 촉진하

여 혈중 포도당 농도를 조절하는 역할을 수행하고 있다. 

인슐린 반응 조직에서의 포도당 흡수기작은 인슐린 신호전

달기작으로 설명될 수 있다. 췌장에서 분비된 insulin이 인

슐린 수용체(insulin receptor, IR)와 결합하면 인슐린 신호전

달기작을 활성화되고, 이어서 인슐린 수용체 기질 1(insulin 

receptor substrates-1, IRS-1)의 타이로신 잔기의 인산화가 

진행된다. 인산화된 IRS-1은 Phosphoinositide 3-kinase(PI3K)

와 반응하여 PI3K의 활성을 유도하고 Phosphatidylinositol 

3,4,5-triphosphate(PIP3)를 생성한다. 이어서 PIP3는 

Phosphoinositide-dependent kinase 1(PDK1) 등의 protein 

kinases들을 활성화시키고. 이들 kinase들이 일련의 인산화

를 진행하면서 Akt를 활성화시킨다. 활성화된 Akt는 

glucose transporter 4(GLUT4)를 증가시키고 세포막 쪽으로 

GLUT4 전이를 유도한다(GLUT4 translocation). 포도당 수

용체인 GLUT4는 혈중 포도당을 세포내로 흡수(glucose 

uptake)하여 혈중 포도당 농도를 조절하게 한다(26-29). 

PTP1B는 이러한 인슐린 신호전달기작에서 IR 및 IRS-1의  

타이로신 잔기의 인산화반응을 방해하여 인슐린의 신호전

달 기전을 방해하고, 궁극적으로 제 2형 당뇨병을 유발시키

는 효소로 알려져 있다(30-32). PTP1B 유전자가 제거된 

PTP1B 넉아웃(knock-out) 동물모델 실험에서, 근육세포나 

간세포들이 인슐린에 민감하게 반응하며 2형 당뇨병이 유

발되지 않았다는 보고가 있었으며(33), 바나듐염(vanadium 

salts)과 같은 PTP1B 저해제들이 항당뇨 효과를 보이는 결

과도 보고된 바 있다(34). 

본 연구에서는 PTP1B 저해를 타겟으로 하여 각 효소 

가수분해물(1,000 μg/mL)의 가수분해 시간에 따른 PTP1B 

억제 활성을 비교하였다(Fig. 2). 가수분해 2시간 이내에 

모든 효소가수분해물의 PTP1B 저해활성이 급격히 증가하

였으며, 이후 10시간까지 완만히 증가하여 약 100%의 저해

활성을 나타내었다. 최종 10시간 후 각 가수분해물의 

PTP1B 저해 활성을 IC50 값으로 비교한 결과를 Table 2에 

나타내었다. 양성대조군으로는 이미 PTP1B 저해제로 알려

져 있는 ursolic acid를 사용하였다. Protamex를 이용한 다슬

기 가수분해물(MPH)의 경우, IC50 값이 15.42±1.1 μg/mL을 

나타내어 양성대조군 ursolic acid의 16.7 μg/mL 보다 높은 

정도의 저해활성을 나타내어 매우 높은 PTP1B 저해제로서

의 가능성을 보였다. 이후 MPH를 이용하여 세포에서의 

항당뇨 활성을 확인하였다. 

Fig. 2. PTP1B inhibitory activities of the melania snail hydrolysates 
(1,000 μg/mL) treated with three types of enzyme (A, alcalase; P, 
protamex; A+P, alcalase+protamex) at different hydrolysis times. 

Data are representative of three independent experiments as mean±SE.

Table 2. IC50 value on PTP1B inhibition activity of melania snail 
hydrolysates treated by several enzymes

Sample IC50 (μg/mL)

Ursolic acid (positive control) 16.7

Melania snail
hydrolysates

A1) 36.32±1.22)

P 15.42±1.1

A+P 50.45±1.1
1)A, alcalase; P, protamex: A+P, alcalase+protamex.
2)
Date are representative of three independent experiments as mean±SE.

C2C12 myoblast에서 MPH의 포도당 흡수(glucose 

uptake) 증진효과

인슐린은 포도당과 지방의 대사를 조절하는 주요 호르몬

이다. 식후 분비된 인슐린은 인슐린 반응 조직인 근육, 지방

세포, 간 등으로 이동하여 간에서는 포도당 합성을 저해시

키고, 근육 및 지방세포에서는 포도당 흡수를 촉진하여 혈

중 포도당 농도를 조절하는 역할을 수행하고 있다(35). 그러

나 고혈당에서 정상적으로 인슐린이 분비되어도 인슐린 

반응 세포들이 이러한 인슐린을 이용할 수 없거나, 인슐린

과 IR이 결합하여도 다음 단계의 인슐린 신호전달과정이 

진행되지 않아 혈당 조절작용이 저하된 상태가 나타나게 

되면, 이러한 상태를 인슐린 저항성이라고 한다. 인슐린 
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저항성의 원인에 대해서 여러 가지 기전이 보고되고 있으

며, 이중 특히 혈중에서 증가된 과량의 유리지방산(free 

fatty acid)은 포도당 운반을 억제하여 인슐린 활성을 저하시

켜 인슐린 저항성을 유도하는 것으로 알려져 있다

(33,36,37). 

MPH가 인슐린 저항성을 개선하여, 포도당 흡수를 증가 

시키는지를 확인하기 위해, 인슐린 반응세포인 mouse 유래 

근육세포 C2C12 myoblast에 BSA-conjugated palmitate(PA)

를 18시간동안 처리하고 MPH를 농도별로 3시간 처리하여 

포도당 흡수량을 측정하였다. 우선 근육세포 C2C12 

myoblast에 대한 다슬기 가수분해물(MPH)의 세포독성을 

확인하기 위하여, 1, 10, 100, 1,000 μg/mL의 MPH 처리에 

의한 cell viability를 MTS assay를 이용하여 측정하였다. 

그 결과, 모든 농도에서 어떠한 세포독성도 보이지 않았으

며, 오히려 MPH에 의한 세포성장이 농도 의존적으로 증가

하는 것으로 나타났다(Fig. 3). 이는 다슬기 가수분해물이 

단백질 가수분해물임을 감안할 때 영양성분으로 작용되었

을 것으로 사료된다. 

Fig. 3. Effects of the melania snail hydrolysates treated with 
protamex (MPH) on the cell viability of C2C12 myoblast. 

The C2C12 myoblast were treated with the indicated concentration of MPH for 24 
h. The cell viability was assessed by MTS assay. Data are representative of three 
independent experiments as mean±SE.

인슐린 저항상태인 인슐린 활성저하 환경을 확인하기 

위하여, 2% horse serum 첨가에 의해 유도된 분화 4일차의 

C2C12 myoblast에 100 nM 인슐린 단독처리와 1 mM PA 

처리 후 인슐린을 각각 처리하였다. 분화된 C2C12 myoblast

에서 인슐린 처리에 의한 포도당 흡수가 증가하였으며, 이

는 인슐린에 의한 포도당 흡수능의 일반적인 현상이다. 또

한 PA 처리 후 인슐린 처리에 의해 다시 포도당 흡수는 

약 32% 수준으로 감소하여 인슐린 활성저하 환경이 유도되

었음을 확인할 수 있었다. 다음으로 인슐린 활성 저하 환경

에서 MPH의 농도별(10, 100, 1,000 μg/mL) 처리에 의해 

인슐린 단독 처리군에 비해 포도당 흡수가 약 149%, 191%, 

199%로 농도 의존적으로 증가하였으며, 특히 100, 1,000 

μg/mL에서 PA 처리 후 인슐린 처리군에 비해 약 6배 이상의 

포도당 흡수가 증가하였다(Fig. 4). 이상의 결과에서 다슬기 

가수분해물 MPH는 PA, 지방산 독성에 의해 유도된 인슐린 

저항성 환경에서 근육세포의 인슐린 민감성을 회복시켜 

glucose uptake를 증가시키고 인슐린 저항성을 개선하는 

것으로 판단되었다.

Fig. 4. Effect of melania snail hydrolysates treated with protamex 
(MPH) on glucose uptake in C2C12 myoblast. 

C2C12 cell were treated with palmitic acid (1 mM) for 16 h. Before harvesting, the 
cells were incubated in the serum free DMEM for 2 h and then treated with samples 
(10-1,000 μg/mL) for 3 h. Data are representative of three independent experiments 
as mean±SE. a, b, c, and d mean they are significantly different groups at p=0.05.

MPH의 PTP1B mRNA 발현 억제 효과

비만, 당뇨, 이상지질혈증, 고혈압 환자에서 혈중 유리지

방산의 농도가 증가되면 protein kinase C isoforms(PKCs), 

nuclear factor-кB kinase(NF-Kβ), C-Jun N-terminal kinase 

(JNK), p38 MAP kinase등과 같은 다양한 serine/threonine 

kinase 활성화되며, 특히 PTP1B의 활성을 유도하여, IRS-1

의 tyrosine 잔기의 인산화를 저해시키고, serine 잔기의 인

산화를 활성화하여, 체내 인슐린 신호 전달을 억제하고 인

슐린 저항성을 유발한다고 보고되었다(38).  

C2C12 myoblast에서 유리 지방산에 의해 유발된 인슐린 

저항성과 관련하여 PTP1B의 유전자 발현에 대한 MPH의 

효과를 조사하기 위하여 분화 4일차의 C2C12 myoblast에 

1 mM의 PA와 100 nM의 insulin, MPH를 농도별(10, 100, 

1,000 μg/mL)로 처리한 후, RT-PCR을 통해 PTP1B의 

mRNA 발현량 변화를 비교하였다. 무처리군인 대조군에 

비해 인슐린 처리군에서는 PTP1B 유전자 발현량이 약 61% 

감소하였고, 이로서 인슐린 신호전달기작이 활성화 됨을 

확인할 수 있었다. PA처리 후 인슐린 처리군에서는 PTP1B 

유전자 발현량이 약 87%로 증가하였다. 추가적으로 MPH

을 처리한 경우, 유의적 차이는 확보되지 않았지만 각 농도

에서 83%, 75%, 77% 수준으로 PTP1B 유전자 발현량을 

다소 감소시키는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5). 
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고지방식이나, 고혈당 등에 의해 유도된 인슐린저항성은 

주로 PTP1B의 발현의 증가와 관련이 되어 있는 것으로 

보고되고 있으며(39-41), PTP1B 발현의 저해로 근육세포에

서 PA로 유도된 인슐린 저항성을 개선시켰다는 보고도 있

다(42) Nieto-Vasquez 등에 의하면, immortalized PTP1B 

deficient myocytes에서 인슐린 관련 포도당 유입이 증가됨

을 보고한 바 있으며(43), Delibegovic 등은 muscle-specific 

PTP1B deletion mice에서 고지방식이 후에 포도당 유입 및 

인슐린 신호전달이 개선되었다고 보고하였다(44). 

본 연구 결과에서는 PTP1B mRNA의 발현량이 확연한 

차이로 감소되지는 않았다. 그러나 인슐린 신호전달과정의 

최종단계에서 MPH에 의해 포도당 흡수량이 크게 증가하

였고, PTP1B 저해활성도 매우 높았다는 결과를 근거로 

MHP는 아마도 유전자 수준에서의 발현억제보다도 PTP1B

Fig. 5. Effects of melania snail hydrolysates treated with protamex 
(MPH) on the PTP1B mRNA expression in C2C12 myoblast. 

The mRNA expression levels of PTP1B were measured by RT-PCR and calculated 
with the ratio of PTP1B/β-actin. Data are representative of three independent experiments 
as mean±SE. a, b, and c mean they are significantly different groups at p=0.05.

Fig. 6. Effects of the high glucose concentration on the INS-1 cell viability (A) and on insulin mRNA expression (B). 

The mRNA level of insulin was determined by RT-PCR and calculated with the ratio of insulin/GAPDH. Data are representative of three independent experiments as mean±SE 
(*, p<0.05; **, p<0.01). 

가 단백질로 합성된 후 효소 활성을 저해하는 기작으로 

작용하였을 것으로 사료된다. 

췌장 베타세포에서 고농도 당독성에 대한 보호 효과  

포도당은 인체에서 일차적인 에너지원이자, 췌장 베타세

포의 주요 조절자이기도 하다. 췌장의 베타세포의 주요기

능은 혈액의 포도당 농도가 증가하면 인슐린을 분비하여 

혈당을 정상범위로 유지하는 데 있다. 그러나 고농도 혈당

에 장기간 노출되게 되면 췌장 베타세포는 혈당조절의 장애

가 발생하고 결국 파괴된다. 이를 당독성(glucose toxicity)

이라고 하며, 인슐린 유전자 발현의 감소 및 인슐린 합성이 

저해되어 궁극적으로 제 2형 당뇨의 주요한 2차적 병인이 

되고 있다(45). 

고농도의 당독성에서 췌장의 베타세포에 대한 MPH의 

보호 효과를 확인하기 위해 췌장 베타세포인 INS-1세포를 

이용하여 고농도 포도당에서의 MPH에 의한 인슐린 mRNA

의 발현량을 비교하였다. 우선 고농도의 포도당에 장시간 

노출될 때, 당독성이 유발되는 최적 노출시간을 결정하기 

위해, 정상 포도당(control glucose(CG): 11.1 mM), 고농도 

포도당(high glucose(HG): 30 mM)배지에서 24, 48, 72, 96시

간별로 배양한 후 세포 생존률과 인슐린의 mRNA 발현량을 

확인하였다. CG에서는 시간이 지남에 따라 INS-1 세포의 

생존율 및 인슐린 mRNA의 발현량은 변화가 없었다. 그러

나 HG에서는 고농도 포도당 노출시간이 증가함에 따라 

세포 생존율은 감소하여, 96시간 후 약 75%로 감소되었다

(Fig. 6A). 또한 인슐린 mRNA 발현량도 고농도 포도당 노출

시간 48시간 후 약 80%로 감소하였고, 96시간 후 약 67%로 

최저값을 나타내었다(Fig. 6B). 따라서 96시간 고농도 포도

당 처리에 의해 당독성이 유도됨을 확인할 수 있었다.

96시간의 장기간 고농도 포도당 독성이 유도된 환경에서 

다슬기 가수분해물 MPH에 의한 췌장 베타세포의 보호효
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과를 확인하기 위하여, HG에서 72시간 동안 배양한 INS-1

세포에 MPH를 농도별(1, 10, 100, 1,000 μg /mL)로 24시간 

처리하여 총 96시간 배양하여, 세포생존율과 인슐린 

mRNA 발현량을 비교하였다. 고농도 당독성이 유도된 HG

에서 MPH 처리 농도가 증가함에 따라 세포 생존율은 100% 

가까이 회복됨을 확인할 수 있었으며, 1,000 μg/mL 농도에

서는 약 200% 생존율을 보여 세포 증식인자로서의 작용을 

나타냄을 알 수 있었다(Fig. 7A). 또한 인슐린 mRNA 발현량

에 있어서는 1-100 μg /mL농도 사이에서는 92%, 125%, 

160% 증가하여 MPH 농도 의존적으로 인슐린 발현이 증가

함을 확인할 수 있었다(Fig. 7B). 따라서 고농도 포도당독성 

하에서, 다슬기 가수분해물 MPH는 췌장의 베타세포를 보

호하고, 인슐린 유전자 발현을 정상화시키는 것을 확인할 

수 있었다. 

이상의 결과에서 다슬기 가수분해물 MPH는 PTP1B 활

성을 저해함으로써 인슐린 신호전달 기작을 활성화하고, 

인슐린 저항성 환경에서 포도당 흡수를 증진시켜 인슐린저

항성을 개선하였다. 또한 MPH는 고농도 포도당에 의해 

유도되는 당독성 환경에서 췌장 베타세포를 보호하고 베타

세포에서 인슐린 mRNA 발현량을 정상화할 수 있다는 것을 

확인할 수 있었다. 이러한 연구 결과는 다슬기 가수분해물

이 인슐린 저항성을 개선하면서 장기복용 시에 췌장의 베타

세포 보호기능을 가지는 항당뇨 소재로서 개발될 수 있는 

기초적 자료가 될 것이다.

Fig. 7. Effects of melania snail hydrolysates treated with protamex (MPH) on the INS-1 cell viability (A) and on the insulin mRNA 
expression level in glucotoxic conditions (B) INS-1 cell were treated with high glucose (30 mM) for 72 h and then sample (1-1,000 μg/mL) 
for 24 h. 

The mRNA level of insulin was measured by RT-PCR and calculated with the ratio of insulin/GAPDH. Data are representative of three independent experiments as mean±SE. 
a, b, c, d and * mean they are significantly different groups at p=0.05.

요   약

다슬기는 예로부터 간염, 간경화, 지방간 등의 치료 및 

개선에 이용되어 왔으며, 특히 소변불통, 소갈증(당뇨) 등의 

약용으로 이용되어 왔다. 본 연구에서는 이러한 다슬기를 

대상으로 항당뇨에 대한 효능을 과학적으로 검증하고 그 

기작을 규명하고자 하였다. 먼저 다슬기의 생물학적 기능

성을 높이기 위해 효소 가수분해를 실시하였으며, protamex

에 의한 가수분해도는 10시간 후 약 43% 수준을 나타내었

다. PTP1B는 인슐린 신호전달기전에서 IRS-1의 인산화를 

방해하여 인슐린 민감성을 저해시키는 효소이다. protamex

를 이용한 다슬기 가수분해물(MPH)의 PTP1B에 대한 저해

활성은 15.42±1.1 μg/mL의 IC50 값을 나타내어 양성대조군 

ursolic acid의 16.7 μg/mL 보다 높은 저해활성을 보이면서 

강한 항당뇨 활성 소재로서의 가능성을 보였다. 이에 따라 

유리지방산을 이용하여 C2C12 myoblast에서 인슐린 저항

성을 유도하고, MPH에 의한 포도당 흡수 정도를 확인하였

다. 그 결과, 1 mM PA 처리에 의해 약 32% 수준으로 떨어진 

포도당 흡수율은 MPH 처리에 의해 약 199% 수준으로 증가

하였다. 또한 장기간 고농도의 포도당(30 mM)에 의해 유도

된 당독성 조건에서 MPH는 췌장의 베타세포 INS-1 세포의 

생존율을 증가시키고, 대조군에 비해 약 160% 인슐린 

mRNA 발현량을 증가시켰다. 이러한 결과에서 MPH는 

PTP1B 활성을 저해함으로써 인슐린 신호전달 기작을 활성

화하고, 인슐린저항성 환경에서 포도당 흡수를 증진시켜 

인슐린저항성을 개선하며, 나아가 고농도 포도당에 의해 

유도되는 당독성환경에서 췌장 베타세포를 보호하고 인슐

린 mRNA발현량을 정상화할 수 있다는 것을 확인할 수 

있었다. 
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