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서 론

비만은 에너지 대사의 불균형에 의해 지방조직에서 지방

의 합성량이 분해량보다 많아 체내에 체지방이 과다하게 축

적된 상태로 고에너지나 고지방을 함유한 음식의 섭취 및

운동 부족, 신경내분비 계통의 이상, 유전적인 요인 등에 의

해서 발생된다[5, 7]. 비만은 자체가 갖는 문제점 뿐만 아니

라 당뇨, 고혈압, 심혈관 관계 질환 및 암 등의 합병증을 유

발하기 때문에 세계보건기구(WHO)에서는 비만을 세계적인

영양문제로 다루어 건강을 해치는 단순 위험 인자가 아닌

치료해야 할 질병으로 인식하고 있다[32, 33]. 비만의 치료

방법으로는 식이요법 및 운동이 가장 적절한 방법이나 최

근에는 식욕억제제, 열 생산 촉진제, 흡수억제제 등이 이용

되고 있다[25, 29, 35]. 그 중에서 지질을 분해하는 lipase를

저해하여 지질의 소화 및 흡수를 저해하는 pancreatic lipase

저해제에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. Pancreatic

lipase는 식품을 섭취했을 때 지방인 triacylglycerol를 2-

monoacylglycerol과 fatty acid로 가수분해하는 효소이다.

일부의 2-monoacylglycerol과 fatty acid는 소장의 점막 세

포에서 흡수되어 에너지원과 인체 내 구성성분으로 사용되

며 대부분은 다시 triacylglycerol로 합성되어 체내의 지방

세포에 축적되어 비만을 유발한다[12]. 대표적인 pancreatic

lipase inhibitor는 Streptomyces toxitricini로부터 유래된

lipstatin의 유도체인 tetrahydrolipstatin(orlistat)로서 구
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조적으로 중성지방과 비슷하여 pancreatic lipase의 활성

부위와 공유결합을 형성하여 지질의 가수분해를 방해한다

[10, 13]. 섭취된 지방의 약 30%를 저해할 정도로 효능이 우

수한 것으로 알려져 있으나 orlistat는 위장장애, 과민증, 담

즙분비장애, 지용성 비타민 흡수억제 등의 부작용[18]을 지

니는 것으로 알려져 있어 최근에는 부작용이 없는 천연물

로부터 pancreatic lipase inhibitor를 개발하고자하는 연구

가 활발히 진행되고 있다. 주로 식물의 잎 및 뿌리의 주요

성분인 saponin 화합물, 항산화 작용이 뛰어난 polyphenol

화합물 및 terpene 화합물 등이 lipase 저해활성을 나타낸다

는 육상식물에 대한 연구가 주를 이루어왔으며 해양식물에

대한 연구는 미흡한 실정이다[3]. 해양식물인 해조류는 각종

미네랄과 비타민 및 섬유소, 단백질 등이 풍부하게 함유되어

있을 뿐만 아니라 고압, 저온, 저산소, 고염 등의 독특한 환

경 속에서 서식하기 때문에 육상생물과는 다른 대사계나 생

체방어계를 가지고 있는 것으로 알려져 있어 항암[26], 항돌

연변이[23], 항염증[16], 고지혈증 및 고혈압 예방[14, 27] 및

멜라닌 생성 억제[16] 등과 같은 다양한 생리활성을 갖는 물

질들을 함유하고 있다. 대황(Eisenia bicyclis)은 다시마목

(Laminariales) 미역과(Alariaceae)에 속하는 다년생 식물

로 주로 한국과 일본의 태평양 연안에서 널리 서식하고 있다.

대황은 다른 갈조류의 알긴산이나 fucoidan과 달리 함황당류

인 laminaran을 함유하고 있으며 주된 이차 대사산물인

phlorotannin derivatives은 antioxidant[6], antiallergic[34],

α-glucosidase inhibotor[30], anti-hypercholesterolemia[24]

및 anti-virus [36] 등 여러 가지 생리활성을 가지는 것으로

알려져 있어 새로운 기능성 소재로서 충분한 가치가 있다.

본 연구에서는 대황 에탄올 추출물이 가지는 lipase 저해 효

과를 측정하고 물질을 분리, 동정하여 이 화합물이 가지

는 pancreatic lipase 저해 타입을 확인하여 식품 산업에 천

연 기능성 소재로서의 응용 가능성에 대해 살펴보았다. 

재료 및 방법

재료

대황(Eisenia bicyclis)는 동해안에서 채취하여 담수로 깨

끗이 세척한 후 동결건조 하여 분쇄기(DA282-2, Deasung

atron, Seoul, Korea)로 잘게 분쇄시킨 뒤 -20oC에서 저장하

면서 실험에 사용하였다.

추출

분말상태의 시료에 10배량의 에탄올을 가하여 실온에서

24시간 동안 진탕 추출하였다. 추출물은 원심분리기(UNION

32R, Hanil Co., Incheon, Korea)로 3000 rpm에서 10분간

원심분리한 후 상층액만 취하였다. 잔사는 이와 동일한 방법

으로 2회 반복 추출하였다. 이를 여과지(Advantec 5A, Toyo

Roshi Kaisha, Tokyo, Japan)로 여과한 후 rotary evap-

orator(RE200, Yamato Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 감

압 농축하고 37oC에서 건조하였다. 이를 -20oC에서 보관하

며 실험에 사용하였다. 대황 에탄올 추출물을 10배량의 증

류수에 현탁한 후, 동량의 n-hexane을 가하여 180 rpm으로

2시간동안 shaker(Dongwon Science Co., Busan, Korea)에

서 교반하였다. 이를 정치시켜 상층액을 취하고 여과, 감압

농축하여 n-hexane층을 얻었다. 같은 방법으로 수층을

chloroform, ethyl acetate, butanol로 용매분획한 다음, 농축

하여 각각 분획물을 얻었으며 최종적으로 물 분획물을 얻었

다(Fig. 1).

Lipase inhibitor 분리

대황 에탄올 추출물의 ethyl acetate 분획물을 ethyl

Fig. 1. Solvent fractionation of Eisenia bicyclis ethanol extract.
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acetate에서 methanol로 용매계를 단계적으로 극성을 높여

가며 slica gel column chromatography를 실시하여 분획물

을 얻었다. 활성화된 slica gel(230-400 mesh, Merck Co.,

Germany) 50 g에 ethyl acetate를 가하여 slurry로 만들고

glass column(5065 mm, 120 ml)에 충진한 후 이를 3배의

ethyl acetate로 세척하였다. 대황 ethyl acetate 분획물 1 g

을 methanol로 농도가 500 mg/ml이 되도록 녹이고 3000

rpm에서 10분간 원심분리한 후 상층액을 취하여 column에

loading하였다. Ethyl acetate와 methanol을 용매로 하여

(10:0→9:1→8:2→7:3→6:4→5:5→4:6→3:7→2:8→1:9→0:10)

순차적으로 100 ml씩 분획하여 22개의 분획물을 얻었다(Fig.

1). Slica gel column chromatography를 이용하여 분리된

EA1 획분을 희석하고 0.45 µm membrane filter로 여과한

후 20 µl을 취하여 Table 1과 같은 조건으로 HPLC를 실시하

였다. HPLC로 분리한 분획을 LC/ESI-MS(Nanospace SI-2,

Shiseido, Tokyo, Japan)에서 C18 column(LUNA 5

micron-C-18, 1501 mm, Phenomenex, Torrance, Canada)

을 이용하여 분자량을 측정하였으며 결과는 LCQ Deca XP

mass spectrometer(Thermo finnigan San Jose, CA, USA)

로부터 얻었다. NMR 측정의 경우, 1H spectra는 JNM-

ECP400(500 MHz, JEOL Co., Tokyo, Japan), 13C spectra

는 Avance II 900(900 MHz, Bruker, Karlsruhe, Germany)

spectrometer를 각각 이용하여 측정하였다. 

Pancreatic lipase 저해 활성

Lipase 저해활성 측정은 Kim 등[20]의 방법을 사용하여 측

정하였다. Porcine pancreatic lipase(triacylglycerol acyl-

hydrolase, EC 3.1.1.3, Sigma Chemical Co., St. Louis,

MO, USA) 0.3 mg에 10 mM MOPS(3-[N-morpholino]

propanesulfonic acid)와 1 mM EDTA(pH 6.8)를 포함하는

buffer를 30 µl를 넣고, Tris buffer(100 mM Tris-HCl,

5 mM CaCl2, pH 7.0)를 850 µl 첨가하여 enzyme buffer를

준비하였다. Enzyme buffer에 시료 100 µl를 첨가하여 37oC

에서 15분간 반응시켰다. 반응 후 10 mM p-nitrophenyl

butyrate(Sigma Chemical Co.) 20 µl를 첨가하여 다시 37oC

에서 15분간 반응시켰다. p-Nitrophenyl butyrate가 p-

nitrophenol로 가수분해된 정도를 UV/visible spectro-

photometer(GENESYS 10 UV, Rochester, NY, USA)로

400 nm에서 흡광도를 측정하였다. Lipase 저해활성(%)은 다

음과 같이 계산하였다.

Lipase 저해활성(%) = [1 − (B-C)/A] × 100

A: 시료를 첨가하지 않은 흡광도

B: 시료를 첨가한 흡광도

C: 효소를 첨가하지 않은 흡광도

Lipase 저해 타입

Lipase에 대한 저해 기작을 알아보기 위해 기질의 농도를

5, 10, 20 mM(Stock concentration)로 달리하였으며 시료의

농도를 0, 0.4 및 0.6 mM(Stock concentration, 몰 농도는

LC/ESI-MS를 통해 얻은 분자량을 이용하여 계산)로 하여 위

의 실험방법으로 실험을 진행 한 후 Lineweaver-Burk plot

을 이용하여 분석하였다.

통계 처리

각 실험에 대한 유의차 검정은 SAS software(SAS

Institute Inc., Cary, NC, USA)에서 프로그램 된 general

linear procedures, least square 평균값을 분산분석 한 후

p < 0.05 수준에서 Duncan's multiple range test법에 따라

분석하였다.

결과 및 고찰

E. bicyclis 에탄올 추출물의 lipase 저해 활성

활성물질을 분리하기 위하여 대황 에탄올 추출물을 n-

hexane, chloroform, ethyl acetate, butanol 및 water의 극

성차를 이용하여 순차적 분획하였다. 그 중 ethyl acetate 층

이 1, 2.5 및 5 mg/ml 농도에서 각각 38.35%, 58.54%

및 65.91%로 1.31 mg/ml의 IC50 값을 보여 높은 lipase 저

해활성을 보였다(Table 2). Ethyl acetate 분획을 silica-gel

column chromatography를 이용하여 분리하여 22개의 sub-

fraction을 얻었다. 22개 sub-fraction의 lipase 저해활성을

측정한 결과, EA1, 2 에탄올-fraction 이 높은 lipase 저해활

성을 나타내었으며 그 중 EA1 sub-fraction이 2.5 mg/ml에

서 82.55%로 0.54 mg/ml의 IC50 값을 보여 가장 높은 lipase

저해활성을 나타냈다. 갈조류인 Ascophyllum nodosum [2]

와 Ecklonia cava [21]의 에탄올 추출물로부터 분리한 ethyl

acetate 분획 역시 에탄올보다 높은 lipase 저해활성을 나타

내었고 이를 silica-gel column chromatography를 실시한

결과, crude ethyl acetate 분획보다 활성이 높음을 확인하

Table 1. Operating conditions of HPLC for analysis of
lipase inhibitor compounds from Eisenia bicyclis.

Instrument Glison 321 pump 

Column µBondapak C18(3.9300 mm), 125 A, 10 µm

Solvent Eluted from 20% ACN to 50% ACN

for 10 min

Injection Volume 20 µl

Flow rate 1.3 ml/min

Detector Glison UV/VIS 151
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여 본 연구와 유사한 결과를 나타내었다. 따라서 ethyl

acetate 분획의 EA1 sub-fraction이 잠재적인 lipase 저해 물

질을 포함하고 있을 것으로 사료되어진다. Bitou 등[4]은 해

조류의 ethyl acetate 분획은 tannin과 같은 polyphenol의

함량이 높다고 하였으며 이는 효소단백질과 강하게 결합하

여 효소의 활성을 저해한다고 보고하였다. Moon 등[30]은 대

황 ethyl acetate 분획이 높은 protein tyrosine phosphatase

1B 저해활성을 가지며 α-glucosidase 저해활성도 나타낸다

고 하였으며 이는 대황이 가지는 phlorotannin 유래 물질인

것으로 밝혀졌다. 이를 통해 대황의 EA1 sub-fraction이 나

타내는 lipase 저해활성은 갈조류 유래의 phlorotannin

derivatives 또는 ethyl acetate에 용출이 잘되는 소수성 물

질일 것으로 사료된다. 

Lipase inhibitor의 분리

높은 lipase 저해활성을 보인 EA1 sub-fraction으로부터

유효물질을 분리하기 위하여 HPLC를 실시하였다. 분석을

통해 8개의 주요 peak를 분리하였으며 각 peak의 lipase 저

해활성을 측정한 결과는 Table 3과 같다. 5, 7 및 8 fraction

이 0.5 mg/ml에서 각각 66.85%, 62.77% 및 61.93%의 높

은 lipase 저해활성을 보였으며 그 중 fraction 5의 IC50 값

이 0.37 mg/ml으로 EA1 분획보다 높은 lipase 저해활성을

보였다(Table 4). 그러나 positive control인 orlistat(IC50 =

0.1 µg/ml)보다는 낮은 저해활성을 나타내었다. 높은 저해활

성을 보인 fraction 5에 대해 LC/ESI-MS와 NMR를 실시하

여 구조를 구명하였다. LC/ESI-MS(negative mode, [M-H]+

at m/z 741.1)에 의한 분자 조성은 C36H22O18로 나타났다.
1H-NMR spectrum은 δ6.14 (1H,s), 6.12 (1H, s), 6.07

(2H, s), 6.06 (1H, d), 6.03 (1H, d), 5.97 (1H, d), 5.94

(1H, d), 5.91 (3H, m)의 signal을 나타내었고 반면 13C-

NMR은 δ162.03, 160.30, 157.96, 156.15, 154.68, 152.55,

147.50, 147.45, 147.28, 147.06, 144.45, 144.29, 143.56,

143.46, 138.79, 138.62, 126.61, 126.34, 125.80, 125.74,

125.02, 124.78, 124.72, 100.01, 99.89, 99.63, 99.53,

97.80, 96.36, 95.98, 95.90, 95.50 signal을 나타내었다. 이

러한 결과를 통해 fraction 5의 구조는 dieckol로 확인하였다

(Fig. 2). Dieckol은 대표적인 phlorotannin 화합물로서

phloroglucinol을 기본구성단위로 하는 폴리페놀 화합물이며

Table 2. Lipase inhibitory activity of solvent extraction fractions from Eisenia bicyclis ethanol extract.

Yield (%)
Inhibitory activity (%) IC50

(mg/ml)5 mg/ml 2.5 mg/ml 1 mg/ml

Ethyl acetate 8.41 65.91 ± 2.52 58.54 ± 1.73 38.35 ± 2.41 1.31 ± 0.09

Ethanol 18.95 43.48 ± 2.35 27.58 ± 0.55 24.89 ± 0.99 5.76 ± 0.31

Orlistat 100.00 ± 0.23 99.23 ± 0.85 96.39 ± 1.18 0.0001 ± 0.00

Table 3. Lipase inhibitory activity of HPLC fractions of
EA1 isolated from ethyl acetate fraction of Eisenia bicyclis
ethanol extract.

Yield (%) Inhibitory activity

fraction 1 7.00 25.14 ± 3.85

fraction 2 10.00 20.84 ± 3.31

fraction 3 5.00 31.64 ± 1.99

fraction 4 11.00 37.68 ± 2.65

fraction 5 5.00 66.85 ± 2.52

fraction 6 3.00 51.50 ± 0.11

fraction 7 4.00 62.77 ± 1.71

fraction 8 4.00 61.93 ± 2.36

EA1 14.43 46.06 ± 3.97

*Concentration : 0.5 mg/ml

Table 4. Lipase inhibitory activity of fraction 5 from ethyl
acetate fraction of Eisenia bicyclis ethanol extracts by
HPLC.

Inhibitory activity IC50

(mg/ml)0.5 mg/ml 0.1 mg/ml

Fraction 5 66.85 ± 2.52 20.26 ± 1.58 0.37 ± 0.00

EA1 46.60 ± 2.96 19.34 ± 2.10 0.54 ± 0.04

Fig. 2. Structure of dieckol isolated from Eisenia bicyclis
ethanol extract.
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자연계에서 해양식물, 특히 갈조류에서 발견되고 있다. 해조

류 유래 phlorotannin은 항산화[19, 31], 심혈관 질환 보호

[15], 항바이러스[1] 및 tyrosinase 저해활성[19] 등 다양한 기

능성을 가지고 있는 것으로 알려져 있다. Polyphenol 화합

물은 단백질과 착물을 이루는 친화력이 뛰어난 것으로 알려

져 있어 이 물질의 hydroxyl group과 효소의 결합부위가 수

소 및 이온결합을 통해 효소와 강한 복합체를 형성함으로써

효소들과 비선택적 침전반응을 통하여 효소의 활성을 저해

한 것으로 사료되어진다[9, 28].

Lipase inhibitor의 저해 타입

효소는 활성부위에 기질이 가역적으로 결합하여 반응을 일

으키는 기질특이성을 가진다. 저해제는 효소가 작용하기 위

한 활성부위에 결합하여 반응을 저해하며 저해제를 통해 효

소의 특이성, 효소의 활성 부위나 결합 부위에 저해제와의

결합특성을 예측할 수 있다[8]. Dieckol의 lipase 저해 타입

을 설명하기 위하여 다른 기질 농도(5, 10, 20 mM)와 저해

제 농도(0, 0.4, 0.6 mM)에서 Lineweaver-Burk plots를 이

용하여 실시하였다. 그 결과(Fig. 3), Lipase에 대한 dieckol

의 저해 kinetic은 non-competitive 저해제로 나타났다

(Vmax = 2 µM/min, Km = 0.2 mM, Ki = 0.04 mM). Non-

competitive 저해제는 효소와 기질의 결합을 방해하지는 않

지만 반응속도에 영향을 줌으로써 활성을 저해하는 타입이

다. 저해제가 활성부위가 아닌 다른 자리에 결합함으로써 효

소활성부위의 구조를 변형시켜 기질은 효소의 활성부위에

결합 할 수는 있으나 정상적으로 작용하지는 못하게 된다.

따라서 저해제와 기질이 동시에 효소와 결합하는 것으로 효

소기질복합체가 저해제와 결합할 수도 있고 혹은 저해제가

효소와 결합된 상태에서 기질과도 결합이 가능한 형태의 저

해제이다. 감태로부터 분리한 dieckol이 tyrosinase저해활성

에 대해 저해 기작으로 비경쟁적 저해타입을 가지는 것으로

밝혀졌으며[17], α-glucosidase에 대한 저해 기작 역시 비경

쟁적 저해타입을 나타내 본 연구와 유사한 결과를 보였다[28].

식물이나 해양 조류로부터 분리된 tannin, phlorotannin과

같은 polyphenol 화합물은 complex의 형태로 다양한 단백질

과 연관되어 있는 것으로 알려져 있는데 phlorotannin

derivative의 hydroxyl group은 inhibitory activity을 촉진

시키는데 중요한 역할을 한다. 예를 들어 catechol로부터 유

도된 o-quinone은 단백질의 amino acid와 thiol group과 공

유결합을 하게 된다. 따라서 phlorotannin인 dieckol은 효소

의 특이 부위에 결합을 함으로써 ESI복합체를 형성하여 효

소의 활성을 저해하여 반응속도를 저하시킨 것으로 사료되

어진다[22, 28]. 대황으로부터 분리한 phloroglucinol 유도체

가 lipase 저해활성을 가진다고 보고되었으나[11], 저해기작

에 대한 연구는 아직 진행되지 않았다. 따라서 대황으로부터

lipase 저해활성을 가진 dieckol 화합물의 분리 및 저해기작

확인은 그 가치가 높을 것으로 판단된다.

요 약

대황 ethyl acetate 분획은 IC50 값이 1.31 mg/ml으로 에

탄올 추출물보다 높은 lipase 저해활성을 나타내었다. Silica-

gel column chromatography를 이용하여 ethyl acetate 분

획으로부터 얻은 sub-fraction 중 EA1 fraction이 IC50 값

0.54 mg/ml로 가장 높은 저해활성을 보였으며 더 나아가

HPLC를 이용하여 8개의 sub-fraction으로 분리하였다.

HPLC fraction 중 fraction 5가 IC50 값 0.37 mg/ml로 높은

lipase 저해활성을 보였다. 이 fraction 5는 분자량 741.1로

C36H22O18 화합물인 phlorotannin derivative dieckol로 확

인되었으며 lipase에 대해 비경쟁적 저해타입을 나타내었다.

이상의 결과로, 대황 에탄올 추출물로부터 분리한 dieckol의

lipase 저해 활성 및 저해 타입 확인을 통해 식품 산업에 항

비만 소재로서 응용할 수 있을 것으로 사료되어진다. 
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