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밀겨 유래의 3T3-L1 세포 지방생성 억제물질
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Abstract − As a part of our ongoing program on finding biologically active components from natural source we found three

known constituents from the EtOH extract of the wheat bran. The known compounds were identified as tachioside (1), pinellic

acid (2) and tryptophan (3). The structure and relative stereochemistry were determined from MS, 1D and extensive 2D NMR

techniques as well as by comparison of their data with the published values. All isolates were tested their inhibitory effects on

the adipogenesis in 3T3-L1 cells. The effect of compounds from wheat bran on 3T3-L1 adipocyte differentiation were measured

by Oil Red O staining. These results demonstrate that tachioside (1) and pinellic acid (2) decreased lipid content in 3T3-L1 adi-

pocytes by inhibiting lipogenesis. These compounds had shown antiobesity activities.

Key words − Wheat bran, adipogenesis, tachioside, pinellic acid, 3T3-L1 cells

밀은 경작 면적과 곡물 생산량에 있어서 전세계에서 매우

중요한 작물이다. 밀겨 (밀기울, wheat bran)은 밀의 제분과

정에서 발생하는 주요 부산물로서 상업적 가공과정에서 일

반적으로 약 14-19%가 생산되며, 유용한 토코페롤 및 토코

트리엔올, 카로티노이드, 폴리코사놀, 피토스테롤, 인지질이

함유되어 있다.
1-5)

 밀겨의 추출물과 화합물에서 항돌연변이

활성
6,7) 
단백질 당화 억제효과,

8)
 항암효과

9,10) 
등이 보고되어

있고, 밀겨의 성분으로는 feruloylated oligosaccharides,
7)

phenolic acids,
11)

 sterol ferulates, sterol, 5-alk(en)ylresor-

cinols,
12)

 lignans
13)

 등의 화합물이 보고되어 있다.

최근 우리나라에서도 서구 선진국과 같이 운동부족과 과

다한 열량 섭취 등으로 인하여 비만 인구가 급격히 증가하

고 있으며 이러한 비만 현상은 독립적으로 또는 다른 질병

과 관련하여 건강상의 많은 문제점을 일으킨다. 고도비만은

외형적인 문제뿐만 아니라 과다한 체중으로 인하여 심혈관

질환, 동맥경화, 호흡기 질환, 골관절염, 제2형 당뇨병, 고혈

압, 고지혈증 등과 같은 심각한 성인병의 발병률을 증가시

키며, 각종 암의 발생빈도를 증가시키므로 비만은 수명단축

의 중요한 지표가 될 수 있다.
14-18)

 이러한 비만과 관련된 질

병의 이해와 치료를 위하여 지방대사와 지방세포의 분화에

대한 연구가 활발히 진행되고 있다.
19-21)

지방세포는 지방전구세포로부터 분화하여 만들어지는데,

이러한 지방세포의 분화에는 PPARγ (peroxisome

proliferator-activated receptor γ), C/EBP family (CCAAT/

enhancer binding proteins; C/EBRα, C/EBRβ 및 C/EBRδ)

ADD1/SREBP1c (adipocyte determination differentiation

factor 1)/(sterolregulatory element binding protein 1c)라고

불리는 전사인자들이 중추적인 역할을 담당하고 있는 것으

로 알려져 있다.
22)

 이들 전사인자는 지방세포의 분화 과정

중 각기 다른 시점에서 발현이 유도되며 서로 상호작용을

통하여 여러 지방세포 특이 유전자들의 발현을 조절하고,

지방대사의 활성화와 지방세포 분화를 점진적으로 유도해

나간다.
23-25)

 따라서 지방전구세포의 지방세포로의 분화 억

제 및/또는 지방세포에서 지방 축적을 억제하는 활성을 갖

거나, PPARγ, C/EBRα, 및/또는 ADD1/SREBP1c의 발현을

억제하는 활성을 갖는 것은 비만 개선제로 활용될 수 있다.

 비만의 약물요법으로 지방의 소화흡수억제효과를 나타내

는 제니칼과 식욕억제를 나타내는 리덕틸 등이 FDA의 승
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인을 받아 시판되고 있지만
26)

 이러한 약물은 복부 팽만감이

나, 기름변, 변비, 구갈, 어지러움, 혈압상승 등의 부작용을

동반한다.
27)

 이와 같은 약물의 부작용들을 우려하여 최근에

는 천연식물로부터 체중조절에 효과적인 기능성소재들을 찾

아내고 이들의 작용기전을 밝히는 연구가 활발히 진행되고

있다.
28)

천연물을 활용한 항비만 소재 개발에 관한 결과를 살펴보

면 작용기전 별로 지방의 소화 및 흡수를 저해하는 물질로

서 flavonoids, 키토산 등이 있으며, 식욕억제에 관여하는 물

질로서 이눌린, hydroxycitric acid (HCA), Olibra 등의 있고,

치커리와 같은 식이섬유가 있다. 지질대사를 조절하는

conjugated linoleic acid (CLA), L-carnitine, 우유의 칼슘과

관련 단백질 등이 보고되어 있고, 열 발생을 유도하여 지방

축적을 억제하는 물질로서 녹차의 catechin, 고추의 capsaisin,

레티노익산 등이 있다. 생약재로는 오수유, 녹차, 지실, 양

하, 소나무잎, 결명자, 천궁, 괴화 등이 체중조절에 효과가

있다는 결과가 보고되었다.
29-32)

이에 본 연구에서는 부작용 없이 지방세포로의 분화억제

및 지방 축적 억제 활성을 갖는 우수한 천연소재를 개발하

기 위하여 밀의 부산물인 밀겨 추출물을 분획하여 생리활

성 화합물을 분리 정제 후 NMR, MS를 통하여 구조규명

하였고, in vitro에서 분리된 물질들의 항비만 효과를 확인

하고자 하였다.

 

재료 및 방법

실험재료 − 본 실험에 사용된 밀겨는 (주) 밀렉스바이오

텍으로부터 제공받았으며, 갈아서 0.5mm 체로 걸러진 것을

사용하였다. 표준품은 경기과학기술진흥원의 천연물신약연

구소 천연물연구실(G36)에 보관되어 있다. 

시약 및 기기 − 용매는 특급 및 1급시약을, column

chromatography용 silica gel은 Kiesel gel 60 (70~230

mesh, Merck, No. 7734), Diaion HP-20 (Mitsubishi

Chemical, Japan)을 사용하였다. TLC plate는 pre-coated

silica gel 60 F254 (0.25 mm, Merck), pre-coated silica gel

60 RP-18F254S (0.25 mm, Merck)를 각각 사용하였다. 발색

시약은 10% H2SO4을 사용하였으며 UV는 254와 365 nm

에서 확인하였다. NMR spectra는 Bruker 400 MHz NMR

spectrometer를, MS는 Thermo Finnigan TSQ Quantum

mass spectrometer를 각각 이용하여 측정하였다. 선광도는

Jasco P-2000 polarimeter를 각각 이용하여 측정하였다.

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), Fetal

Bbovine Serum (FBS), Trypsin-EDTA 및 Penicillin-

Streptomycin은 WelGene사 (Dae-gu, Korea)에서 구입하였으

며, Bovine Calf Serum (BCS), Invitrogen사 (Gaithersburg,

MD, USA)에서 구입하였다. Insulin, Oil Red O 염색 시약,

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma 사 (St. Louis, MO,

USA)에서 구입하여 사용하였고, Isobutyl methyl xanthine

(IBMX), Dexamethasone Calbiochem사 (Darmstadt, Germany)

에서 구입하여 사용하였다. 또한 Real-time PCR을 위해 사

용한 SYBR Green Takara사 (Shiga, Japan)에서 구입하여

실험하였다.

3T3-L1 세포배양과 분화 −실험에 사용한 3T3-L1 (CL-

173) 세포는 ATCC (American Type Culture Collection,

Manassas, VA, USA)로부터 구입하였고 마우스 전구지방세

포인 3T3-L1 세포는 10% BCS DMEM 배지를 넣고 37
o
C,

5% CO2의 조건에서 배양하였다. 3T3-L1 전구지방세포를

24 well plate에 5×10
4
/well의 세포수로 분주한 후 100%

confluency 시점이 되면 2일 동안 더 유지시켰다. 전구지방

세포는 MDI (0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX),

1 µM dexamethasone, 1 µg/mL insulin)를 포함하는 10%

FBS DMEM 배지로 지방세포 분화를 2일 동안 유도하였고,

배양 48 시간 후, 1 µg/mL insulin이 함유된 10% FBS

DMEM으로 2일 동안 배양하였다. 그 후 2일 마다 4일 동

안 10% FBS DMEM 배양액으로 교체하였다. 지방세포 분

화 유도 동안 밀겨 추출물 및 단일 화합물을 각 배양액에

처리하였고, 분화가 완성되는 시점인 8일째에 지방세포 분

화 정도를 관찰하였다.

Oil-Red O 염색 − 8일 동안 분화 후에 배지를 제거한 뒤

10% formadehyde 용액으로 세포를 고정하였다. 상온에서

30분 동안 고정한 뒤 용액을 제거하고 PBS로 2번 세척하고

70% 알코올로 2번 세척한 후 Oil Red O 용액을 이용하여

염색하였다. 염색된 세포는 현미경 관찰 후 isoproply alchol

에 4% NP-40가 첨가된 용액을 이용하여 용해 한 후 510 nm

에서 흡광도를 측정하였다.

추출 및 분리정제 − 밀 (Triticum aestivum L.)의 도정 부

산물인 밀겨 1.7 kg에 에탄올을 가하고 24시간 3회 냉침 추

출 하였다. 추출액을 여과한 후에 여액을 감압농축기를 이

용하여 에탄올 추출물 110 g (6.5%)을 얻었으며, 추출물을

증류수에 현탁시킨 후 CH2Cl2로 용매 분획한 후 물층에 대

해서 다시 부탄올로 용매 분획하였다. 이들 분획물 중에서

항비만 활성을 나타낸 부탄올층 (G36W, 10 g)을 감압상태

에서 증발시켜 부탄올 추출물을 얻었고, 추출물에 대하여

물-메탄올 이동상 (물, 20, 40, 60, 80, 100% 메탄올)으로

Diaion HP-20 column chromatography를 실시하여 6개의 소

분획으로 나누었다 (G36W-18-1~6). 분획 G36W-18-2 (110

mg)에 대하여 silica gel C.C. (10 × 25)를 이동상 CHCl3 :

MeOH : H2O (20 : 4 : 1, 10 : 3 : 1, 6 : 3 : 1. 6 : 4 : 1)

로 시행하여 11 개의 분획 (G36W-20-1~11)으로 나누었고,

이렇게 얻은 소분획 G36W-20-5와 G36W-20-8로부터 화합

물 1 (10.5 mg)과 3 (14.2 mg)을 각각 분리하였고, 분획

G36W-18-5 (420 mg)에 대하여 CH2Cl2와 물로 분획 후
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CH2Cl2 층을 재결정화를 진행하여 화합물 2 (21.2 mg)를 분

리하였다.

화합물 1 − Colourless needles; [α]D

25 
-18.3

o
 (c 0.1,

CH3OH); ESI-MS (positive mode) m/z 325.35 [M + Na]
+
,

627.35 [2M + Na]
+
; (negative mode) m/z 301.79 [M - H]

−

,

603.20 [2M - H]
−

, 
1
H-NMR (DMSO-d

6
, 400 MHz) δ 6.69

(1H, d, J = 2.8 Hz, H-2), 6.66 (1H, d, J = 8.8 Hz, H-5),

6.46 (1H, dd, J = 8.8, 2.8 Hz, H-6), 4.67 (1H, d, J = 7.6

Hz, H-1'), 3.73 (3H, s, 3-OCH3), 3.71 (1H, dd, J = 11.6,

4.8 Hz, H-6'), 3.44 (1H, dd, J = 11.6, 6.0 Hz, H-6'), 3.10-

3.45 (4H, m, H-2', 3', 4', 5'); 
13

C-NMR (DMSO-d
6
, 100

MHz) δ 151.2 (C-4), 148.2 (C-3), 141.7 (C-1), 115.6 (C-

6), 108.3 (C-5), 102.8 (C-2), 102.1 (C-1'), 77.5 (C-3'),

77.2 (C-5'), 73.7 (C-2'), 70.4 (C-4'), 61.3 (C-6'), 55.9

(OCH3). 

화합물 2 − White solid; [α]D

25 
–35.5º (c 0.15, CH3OH);

ESI-MS (positive mode) m/z 353.85 [M + Na]
+
, 683.42

[2M + Na]
+
; (negative mode) m/z 329.72 [M - H]

−

,

659.83 [2M - H]
-
; 

1
H-NMR (CDCl3/CD3OD, 400 MHz) δ

5.73 (1H, dd, J = 15.6, 6.0 Hz, H-10), 5.65 (1H, dd, J =

15.6, 6.4 Hz, H-11), 4.06 (1H, dd, J = 12.4, 6.5 Hz, H-

9), 3.89 (1H, t, J = 6.4 Hz, H-12), 3.41 (1H, m, H-13),

2.28 (2H, t, J = 7.6 Hz, H-2), 1.61 (2H, m, H-3), 1.52

(2H, m, H-8a, 14a), 1.32 (16H, m, H-4, 5, 6, 7, 8b, 14b,

15, 16, 17), 0.89 (3H, t, J = 7.0 Hz, H-18); 
1
H-NMR

(pyridine-d
5
, 400 MHz) δ 6.42 (1H, dd, J = 15.6, 5.6

Hz), 6.35 (1H, dd, J = 5.6, 5.2 Hz), 4.53 (2H, m), 3.96

(1H, m), 2.51 (2H, t, J = 7.4 Hz), 1.81 (7H, m), 1.58

(3H, m), 1.33 (10H, m), 0.83 (3H, t, J = 6.8 Hz); 
13

C-

NMR (pyridine-d
5
, 100M Hz) δ 177.0, 137.6, 131.8, 77.2,

76.2, 72.8, 39.4, 35.8, 34.5, 33.3, 30.9, 30.7, 30.5, 27.2,

27.0, 26.6, 23.9, 15.2.

화합물 3 − White solid; ESI-MS (positive mode) m/z

205.22 [M + H]
+
; (negative mode) m/z 203.74 [M - H]

−

;
1
H-NMR (DMSO-d

6
, 400M Hz) δ 11.04 (1H, s, NH),

7.57 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-4), 7.35 (1H, d, J = 8.0 Hz,

H-7), 7.25 (1H, brs, H-2), 7.06 (1H, t, J = 7.5 Hz, H-6),

6.97 (1H, t, J = 7.5 Hz, H-5), 3.50 (1H, dd, J = 8.4, 4.0

Hz, H-9), 3.32 (1H, dd, J = 15.2, 4.0 Hz, H-8a), 3.01

(1H, dd, J = 15.2, 8.8 Hz, H-8b); 
13

C-NMR (DMSO-d
6
,

100 MHz) δ 171.1, 136.8, 127.7, 124.6, 121.3, 118.8,

118.7, 111.8, 109.9, 55.2, 27.5.

 

결과 및 고찰

밀겨의 부탄올 분획물은 3T3-L1 cell을 지방세포로 유도

하여도 cell내 지방축적이 억제되는 항비만 활성을 나타내

므로 (Fig. 2) 활성성분을 규명하기 위하여 물질분리를 진행

하였다. 물질분리는 silica gel 및 Diaion HP-20 column

chromatography를 이용하였으며, 그 결과 3 종의 화합물을

분리할 수 있었다. 

화합물 1은 무색의 침상결정 (colourless needles)의 형태

로서 ESI-MS (m/z 325.35 [M + Na]
+
, 301.79 [M - H]

−

)로

부터 분자량은 302 amu로 확인하였고, 분자식 C13H18O8임

을 알 수 있었으며, 불포화도는 5로 나타났다. 
1
H-NMR에

서 1,2,4-trisubstituted aromatic proton [δH 6.69 (1H, d, J

= 2.8 Hz), 6.66 (1H, d, J = 8.8 Hz), 6.46 (1H, dd, J =

8.8, 2.8 Hz)]이 관찰되었으며 하나의 methoxy 기에 기인하

는 signal [δH 3.73 (3H, s)]과 glucose의 anomeric proton

이 δH 4.67 (1H, d, J = 7.6 Hz)에서 확인되었다. 
13

C-NMR

에서는 총 13개의 carbon signal을 확인하였으며, 6개의 벤

젠고리에 기인하는 signal 외에 6 개의 당에 기인하는 signal

[δC 102.1 (C-1'), 77.5 (C-3'), 77.2 (C-5'), 73.7 (C-2'), 70.4

(C-4'), 61.3 (C-6')]과 methoxy기의 signal을 δC 55.9에서 확

인하였다. 이상의 분광학적 데이터와 불포화도로부터 화합물

1은 methoxyhydroquinone에 glucose가 결합되어 있는 화합물

로 추정하였고, 물리화학적 성상과 문헌을
33)

 비교 검토하여

tachioside (methoxy-hydroquinone-4-β-D-glucopyranoside)로

결정하였다 (Fig. 1).

화합물 2는 흰색의 고체상 (white solid)으로 분리되었으

며, ESI-MS (m/z 353.85 [M + Na]
+
, 329.72 [M - H]

-
)로부

터 분자량은 330 amu로 확인하였고, 분자식 C18H34O5임을

알 수 있었으며, 불포화도는 2로 나타났다. 
1
H-과

13
C-NMR

에서는 3개의 oxygenated methine proton이 δH 4.06 (1H,

dd, J = 12.4, 6.5 Hz, H-9), 3.89 (1H, t, J = 6.4 Hz, H-

12), 3.41 (1H, m, H-13)에서 각각 나타나고 있으며, 하나의

trans 이중결합 [δH 5.73 (1H, dd, J = 15.6, 6.0 Hz; δC

131.8), 5.65 (1H, dd, J = 15.6, 6.4 Hz; δC 137.6)]에 기인

하는 signal을 확인하였으며, δC 177.0으로부터 carboxyl

Fig. 1. Structures of compounds 1-3 form wheat bran.
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carbon signal을 나타내므로 화합물 2는 3 개의 hydroxy기

와 한 개의 trans 이중결합이 존재하는 탄소 18개로 구성된

mono-unsaturated long chain fatty acid 구조임을 추정할 수

있었다. 또한, COSY로부터 CH2-CH(OH)-CH(OH)-CH=CH-

CH(OH)-CH2-의 부분 구조를 확인하였다. 이상의 결과를 종

합하여 문헌과
34)

 비교 검토한 결과 화합물 2의 화학구조는

pinellic acid (9S,12S,13S-trihydroxy-10(E)-octadecenoic acid)

로 결정하였다 (Fig. 1).

화합물 3은 흰색의 고체상 (white solid)으로 분리되었으

며, ESI-MS (m/z 205.22 [M + H]
+
, m/z 203.74 [M - H]

-
)

로부터 분자량은 204 amu로 확인하였고, 분자식 C11H12N2O2

임을 알 수 있었으며, 불포화도는 7로 나타났다. 
1
H-NMR

에서 aromatic proton [δH 7.57 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-4),

7.35 (1H, d, J = 8.0 Hz, H-7), 7.06 (1H, t, J = 7.5 Hz,

H-6), 6.97 (1H, t, J = 7.5 Hz, H-5)], methine proton [δH

3.50 (1H, dd, J = 8.4, 4.0 Hz, H-9)] signal이 확인 되었으

며, NH proton [δH 11.04 (1H, s, NH)] 에 해당하는 signal

이 확인되었다. 
13

C-NMR에서는 총 11개의 carbon signal을

확인하였으며, 6개의 벤젠고리에 기인하는 signal 외에 1개

의 methine carbon [δC 55.2 (C-9)], 1개의 methylene

carbon [δC 27.5 (C-8)]에 기인하는 signal을 확인하였으며,

δC 171.1로부터 carboxyl carbon signal을 나타내므로 이상의

분광학적 데이터와 불포화도로부터 화합물 3은 물리화학적

성상과 문헌을
35)

 비교 검토하여 tryptophan으로 결정하였다

(Fig. 1).

분리된 화합물에 대하여 3T3-L1 cell의 지방생성 억제능

을 측정하였고, 실험한 결과는 Fig. 3과 4에 나타내었다. 화

합물 1과 2 그리고 그 화합물들이 유래한 밀겨 추출물이 모

두 농도 의존적으로 전구지방세포가 지방세포로의 분화 억

제 활성을 가짐을 알 수 있었으며, tachioside (1)의 보고된

생리활성으로는 항산화 활성이 연구되었으며
33,36)

, pinellic

acid (2)는 비강 독감 백신의 adujvant 효과와
37)

 항알러지

활성이
38)

 보고되었을 뿐 항비만 활성에 대한 연구결과는

없음을 확인하였다. 이상의 결과로 볼 때, 밀겨 유래 단일

성분들 또는 이들 성분이 함유된 밀겨 추출물을 이용하여

앞으로 항비만 활성을 직접적으로 평가할 수 있는 일련의

표준 실험을 통하여 천연물의약이나 기능성식품 소재로의

개발에 관한 연구가 이루어질 필요가 있는 것으로 판단되

었다.

Fig. 2. Effect of G36W on triglyceride accumulation in 3T3-L1 adipocytes. (A) 3T3-L1 cells were induced to differentiate in the

absence or in the presence of G36W (25, 50, 100 µg/ml) for 8 day and then the stained lipid contents were quantified by measuring

absorbance. (B) Lipid contents were measured by Oil Red O staining.
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Fig. 3. Effect of compound 1 on triglyceride accumulation in 3T3-L1 adipocytes. (A) 3T3-L1 cells were induced to differentiate in

the absence or in the presence of compound 1 (300, 450, 600 µM) for 8 day and then the stained lipid contents were quantified by

measuring absorbance. (B) Lipid contents were measured by Oil Red O staining.

Fig. 4. Effect of compound 2 on triglyceride accumulation in 3T3-L1 adipocytes. (A) 3T3-L1 cells were induced to differentiate in

the absence or in the presence of compound 2 (300, 450, 600 µM) for 8 day and then the stained lipid contents were quantified by

measuring absorbance. (B) Lipid contents were measured by Oil Red O staining.
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