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Cholinesterase and lens aldose reductase inhibitory activities of 

phlorotannins from Ecklonia stolonifera and their protective 

effects on tacrine-induced hepatotocixity and hyperlipidemic rat 
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Abstract 

 

Ecklonia stolonifera OKAMURA is a perennial brown alga, belonging to the family 

Laminariaceae. It is frequently used as a foodstuff, along with Laminaria japonica and 

Undaria pinnatifida. This alga was found to have antioxidant, antimutagenic acitivities 

and feeding-deterrent effect. The beneficial effects of E. stolonifera are thought to be due 

to its phlorotannin constituents. Phlorotannins, phenolic secondary metabolites of brown 

algae, are produced entirely by polymerization of phloroglucinol (1,3,5-

trihydroxybenzene). Recently, phlorotannins have been shown to have many positive 

physiological effects including potent feeding deterrent, nitrite-scavenging, antimutagenic, 

antioxidant, antidiabetic complication, tyrosinase inhibitory, angiotensin-converting 

enzyme inhibitory, algicidal, antiallergic, antiviral and anti-skin aging activities. However, 

cholinesterase and len aldose reductase inhibitory activities of phlorotannins from E. 

stolonifera and their protective effects on tacrine-induced hepatotocixity and 
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hyperlipidemic rat models had not been investigated. The bioactivities of the ethanolic 

extracts from Korean seaweeds were screened using in vitro assays, such as 

cholinesterase (acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase) and lens aldose reductase 

inhibitory activities, and hepatoprotective effect on tacrine-induced hepatototoxicity in 

Hep G2 cells. Among them, E. stolonifera exhibited promising inhibitory properties 

against cholinesterase and lens aldose reductase, as well as potent hepatoprotective effect. 

Moreover, the organic solvent-soluble fractions, such as n-hexane, dichloromethane 

(CH2Cl2), ethylacetate (EtOAc), n-butanol (n-BuOH), and H2O fractions derived from E. 

stolonifera, were evaluated via acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase, and lens 

aldose reductase inhibitory activities and tacrine-induced hepatoprotective activity. 

Among the five fractions tested, the EtOAc soluble fraction had noticeable inhibitory 

activity towards acetylcholinesterase and lens aldose reductase, and potent 

hepatoprotective acitivity. Conversely, the n-hexane fraction had profound inhibitory 

activity against butyrylcholinesterase. Bioassay-guided isolation of the active n-hexane 

and EtOAc soluble fractions, obtained from the ethanolic extract of E. stolonifera, 

resulted in the isolation of twelve compounds (1-12). These compounds have been 

identified by direct comparisons of their spectral data with the reported ones: two sterols 

[fucosterol (1) and 24-hydroperoxy 24-vinylcholesterol (2)] from the n-hexane fraction, 

and ten phlorotannins [phloroglucinol (3), dioxinodehydroeckol (4), eckol (5), 

phlorofucofuroeckol-A (6), dieckol (7), triphlorethol-B (8), 2-phloroeckol (9), 7-

phloroeckol (10), diphlorethol (11), and fucofuroeckol-A (12)] from the EtOAc fraction. 

Among these compounds, compounds 8-11 were isolated from E. stolonifera for the first 

time and compound 12 was first isolated as free form from natural sources, although 

hepta-acetate of compound 12 has been previously isolated from Eisenia arborea. The 

molecular structure of these compounds was elucidated by 1D (1H, 13C, DEPT) and 2D 

NMR (HMQC, HMBC) spectral data, and by comparison of their spectral data with those 

previously reported. The inhibitory activities of cholinesterase and lens aldose reductase 

of compounds 1-12, and the protective effect on tacrine-induced hepatotoxicity were also 

evaluated. Of the isolated compounds, compounds 4-7, 9, and 10 exhibited potent 

acetylcholinesterase inhibitory activities, with IC50 values of 42.66 ± 8.48, 20.56 ± 5.61, 
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4.89 ± 2.28, 17.11 ± 3.24, 38.13 ± 4.95, and 21.11 ± 4.16 μM, respectively. On the other 

hand, compound 2 showed marginal inhibitory activity, with an IC50 value of 389.10 ± 

2.29 μM. Conversely, compounds 1, 2, 4, and 6 exhibited moderate inhibitory activities 

against butyrylcholinesterse, with IC50 values of 421.72 ± 1.43, 176.46 ± 2.51, 230.27 ± 

3.52, and 136.71 ± 3.32 μM, respectively. However, compounds 3 and 8 showed no 

activity toward either acetylcholinesterase or butyrylcholinesterase. These results suggest 

that the degree of polymerization and closed-ring structure of phlorotannins may play key 

roles in the inhibitory potential of phlorotannins toward the cholinesterase (ChEs). The E. 

stolonifera-derived phlorotannins exhibited lens aldose reductase inhibitory activity with 

except of compounds 8, 11, and 12. The IC50 values of compounds 4 and 10 were 21.95 

and 8.51 mM, respectively, the most active in the lens aldose reductase assay. The IC50 

values of compounds 5 and 7 followed, at 54.68 and 42.39 mM, respectively. Compound 

6 exhibited marginal activity in the lens aldose reductase assay (IC50 125.45 mM). Among 

the isolated compounds, compounds 4 and 6 showed hepatoprotective activities with the 

EC50 values of 62.0 and 79.2 μg/ml, respectively on tacrine-induced cytotoxicity in 

human liver-derived Hep G2 cells. The hepatoprotective activity of compound 4 is 

comparable with that (EC50 = 50.0 μg/ml) of a positive control, silybin. However, 

compounds 3, 5, and 7 did not show any hepatoprotective activity.  

Because phlorotannins isolated from E. stolonifera showed potent activities in vitro 

assays, further experiment in vivo was conducted to clarify the bioactivity of E. 

stolonifera and their phlorotannins using the hyperlipidemic rat models. The 

hypolipidemic effects of E. stolonifera and its major phlorotannin constituents were 

investigated using the hyperlipidemic rats induced by poloxamer 407 and 

hypercholesterolemic rats fed a high cholesterol diet. The hyperlipidemic rats induced by 

poloxamer 407, a hydrophilic non-toxic surface active agent, had remarkably high serum 

levels of triglyceride (TG), total and low density lipoprotein cholesterol (TC and LDL-C), 

and significantly increased atherogenic index (A.I.), while they were significantly 

decreased by the administration of ethanolic extract or phlorotannins rich EtOAc and n-

BuOH fractions of E. stolonifera. In addition, high density lipoprotein cholesterol (HDL-
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C) level in serum was reduced in poloxamer 407-induced hyperlipidemic control rats. 

However, the oral administration of the EtOAc and n-BuOH fractions significantly 

increased the HDL-C level. In particular, the EtOAc fraction showed more potent 

hypolipidemic effect than the n-BuOH fraction. The hypolipidemic effects of compounds 

5 and 7, the main compounds isolated from active EtOAc fraction, were also investigated 

using hyperlipidemic and hypercholesterolemic rat models. The elevated TC, TG and 

LDL-C levels, and A.I. values in poloxamer 407-induced hyperlipidemic rats were 

significantly decreased after the oral administration of these compounds, while the level 

of HDL-C led to a significant increase. Moreover, the serum lipid levels, such as TC, TG 

and LDL-C, were elevated in high cholesterol diet fed rats, while lipid levels were 

significantly decreased in the rats administered by compound 7. Furthermore, A.I. value 

was lowered by administration of compound 7. However, compound 5 did not show any 

protective effect in hypercholesterolemic rats. In the present study, compound 7 exhibited 

stronger protective activities on hyperlipidemia than compound 5, which was indicated 

that the degree of polymerization of phlorotannins seem to play key roles in the serum 

lipid level lowering potential.  

 The effect of E. stolonifera and E. stolonifera-derived phlorotannins on the ChEs, lens 

aldose reductase, hepatoprotective, and hypolipidemic activities were assayed with in 

vitro and in vivo assay in the present study to demonstrate for a potential utilization of 

functional food resource to treat or protect for Alzheimer’s disease, diabetic 

complications, hepatotoxicity, and hyperlipidemia. 
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Ⅰ. 서론 

 

   최근 국민소득의 향상과 더불어 식습관이 육류 중심으로 변화되면서 비만, 

당뇨, 고혈압, 고지혈증, 심혈관 질환 등의 각종 질환의 증가와 노화 억제에 

대한 관심이 증가하는 추세이다. 이러한 질병에 대응하고자 건강식과 자연식

을 추구하는 웰빙식단이 인기를 누리게 되었고, 이와 더불어 해조류가 건강식

품으로 그 가치를 재평가받고 있다. 해조류를 식용하는 풍습은 세계 여러 나

라에서 흔히 볼 수 있으나, 많은 종류를 대량으로 상식하는 지역은 극동 및 

동남아 지역과 오스트레일리아, 뉴질랜드 및 하와이제도와 같은 태평양 연안

에 국한되고 있다 (이규태, 1994). 그 중 한국, 일본 및 중국 등지에서는 많은 

해조류를 이용하므로 국가적으로 중요한 식품 재료이다. 그러나 해조류는 사

람의 소화기에서 소화시킬 수 있는 효소가 존재하지 않기 때문에 영양적 가치

는 크지는 않지만, 무기질, 비타민 및 미량의 원소의 공급원으로 중요한 역할

을 한다고 알려져 있다 (유태종, 2000). 우리나라에서는 신석기 시대부터 오늘

날까지 여러 가지의 수산물과 더불어 해조류를 이용하고 있다 (이규태, 1994). 

해조류는 삼면이 바다인 우리나라에서는 아주 풍부한 자원으로서 오래 전부터 

식품으로서 뿐만 아니라 전통 의약으로 습진 (eczema), 담석증 (gallactone), 구

충제 (vermifuges), 만성 위염, 통풍, 암 그리고 신장 질환과 같은 광범위한 질

병을 치료하는 목적으로 사용해왔다 (Chapman and Champman, 1980; Hoppe and 

Lerving, 1982; Srivastava and Kulshreshtha, 1989). 우리 나라에서 서식하는 해조류

는 63과 178속 414종이며, 식용을 포함해 실제로 이용되고 있는 것은 60 여 

종이라고 알려져 있다. 하지만 최근 우리나라에서 이용되는 해조류가 격감하

여 식용 해조류도 30 여 종으로 급감하였는데, 그 중 김, 미역, 다시마, 파래, 

톳, 모자반, 청각, 곰피, 우뭇가사리 등 몇 종이 현재 식용으로 이용되고 있다 

(전남전략사업 기획단, 2004). 우리나라의 해조류 생산량은 기후, 해류 상황 및 

소비량에 따라 해마다 그 변동폭이 크게 나타나는데, 평균적으로 연간 약 50 
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만 톤 규모로 생산되어 중국, 일본에 이어 세계 3위의 생산국이며, 2003년 기

준으로 전체 수산물 생산량의 약 18.4% 수준으로서 어류 다음으로 큰 생산 

비중을 차지하고 있어 결코 무시할 수 없는 수산자원의 하나로 인식되고 있다 

(전남전략사업 기획단, 2004). 한국인의 해조류 소비량은 1995년 국민 1인당 

11.6 kg이고 자급률이 134% 였던 것을 기점으로 매년 소비량이 줄어들어 2000

년에는 5.0 kg (자급률 119%)에 머물렀다. 하지만 최근 전세계 해조류 생산량이 

급격히 증가하고 있는데, 지난 1970년대 연평균 생산량이 180 만 톤이던 것이 

2001년에는 800 만 톤이 생산되었다 (전남전략사업 기획단, 2004). 이는 해조류

가 단순가공 형태를 벗어나 다양한 산업분야에서 이용되고 있음을 짐작할 수 

있다. 최근에는 해조류로부터 기능성 소재를 분리하여 미용 및 의약용 개발에 

많은 연구가 이루어지고 있다. 1990년대 이후 일본과 우리나라를 중심으로 다

양한 제품이 개발되고 있는데 식용제품의 경우, 가수분해물을 이용한 천연조

미료, 해조면, 해조묵, 해조류 첨가 저열량 잼, 해조캔디, 해조올리고당, 해조호

상 요구르트, 해조음료, 해조차, 해조쌀, 해조류 첨가 저열량 베이커리, 다양한 

풍미의 조미김 등이 있으며, 해조류로부터 얻어지는 다양한 종류의 다당류를 

이용한 기능성 식품은 일종의 민간약으로서 면역강화, 당뇨 치료물질로 이용

되고 있어 건강보조식품 소재로서 고부가가치 창출과 소비확대를 위한 제품개

발을 위한 연구가 계속되고 있다 (한복려, 1991; 이규태, 1994; 유태종, 2000; 전

남전략사업 기획단, 2004).  

  Ecklonia 종의 대표적인 해조류인 곰피 (Ecklonia stolonifera OKAMURA)는 한

국과 일본 등지에 분포하는 다년생 다시마과 (Laminariceae)에 속하는 갈조류

로서 해안선을 따라서 2 10 m ∼ 수심에서 자라며, 다시마, 미역, 모자반, 톳 등

과 함께 식용으로 이용하는 대표적인 해조류이다 (Hoppe and Lerving, 1982). 곰

피는 항산화 활성 (Lee et al., 1996a), 항돌연변이 활성 (Lee et al., 1996b; Han et 

al., 2000), 섭식저해효과 (Taniguichi et al., 1991) 등의 생리활성이 알려져 있는데, 

이와 같은 생리활성은 곰피로부터 얻어지는 2차 대사산물인 phlorotannin 성분
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에 기인하는 것으로 알려져 있다. 곰피에서 알려진 2차 대사산물로는 

phloroglucinol (Lee et al., 1996a), eckol, dieckol (Kang et al., 2004a) 등을 포함하는 

phlorotannin류 화합물 (Taniguchi et al., 1991), ecklonialactones (Kurata et al., 1989; 

1993) 그리고 vanadium bromoperoxidase (Hara and Sakurai, 1998)가 분리·동정되었

다.  

해조류에는 2차 대사산물로서 phenyl과 phenoxy기를 가지는 phloroglucinol을 

기본단위로 하는 polyphenols인 phlorotannin 성분이 다량 함유되어 있다. 

Phlorotannin 화합물은 1,3,5-trihydroxybenzene (phloroglucinol)을 기본구성 단위로 

하는 phloroglucinol 중합체 형태의 페놀성 화합물로서 phloroglucinol unit의 결

합 방법이나 하나 혹은 그 이상의 추가적인 phloroglucinol unit의 존재에 따라 

종류가 달라지며, 해조류 중에 갈조류와 홍조류에 널리 분포한다 (Regan and 

Glombitza, 1986; Waterman and Mole, 1994; Arnold and Targett, 1998). 홍조류에 존재

하는 phloratannin 성분은 갈조류와 달리 Cl 혹은 Br과 같은 할로겐 원소가 결

합된 형태로 존재한다 (Regan and Glombitza 1986; Zhao et al., 2004; Fan et al., 

2003; Xu et al., 2003; Park et al., 2001; Choi et al., 2000; Kurihara et al., 1999a; 1999b; 

Wiemer et al., 1991). 갈조류 (Phaeophyceae)의 경우 phlorotannin류 화합물은 건조 

중량의 25%를 차지하며 (Targett et al., 1992; Van et al., 1999), 곰피와 감태가 속

해있는 Ecklonia 종과 대황 등이 속해 있는 Eisenia 종에 풍부한 이들 성분은 

세포벽을 구성하는 중요한 성분이다 (Regan and Jamieson, 1982; Waterman and 

Mole, 1994; Arnold and Targett, 1998). 이들 성분은 polyketide pathway라고 불리는 

acetate-malonate pathway를 통해서 생성되며, 이들 성분이 들어있는 소낭 즉, 

physodes (phenolic containing vesicles)는 자외선 과다한 조사에 대해 식물을 보호

하는 역할을 한다. Phlorotannin 성분은 초식동물에 대한 화학적 방어를 하고, 

방오물질로 작용하여 생태학적으로 중요한 역할을 한다 (Waterman and Mole, 

1994; Steinberg, 1988; Targett and Arnold, 1998; Arnold and Targett, 2000; Pavia and 

Toth, 2000a; Seiburth and Conover, 1965; Wikstrom and Pavia, 2004).  

Phlorotannin의 함량은 해조류가 서식하는 바다의 염분, 영양소, 빛의 이용가
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능성, 자외선 조사량 등의 환경적 요인에 의해 크게 영향을 받는 것으로 알려

져 있다 (Yates and Peckol, 1993; Peckol et al., 1996; Pavia et al., 1997; Pavia and Toth, 

2000b; Honkanen et al., 2002; Swanson and Druehl, 2002).  

Phlorotannin은 phloroglucinol unit 결합방법에 따라 크게 4가지로 분류할 수 

있다. 

첫번째, phloroglucinol unit 간에 ether 결합을 하는 경우이며, 대표적으로 

fuhlols과 phloroethols이 있다. 여러 종류의 fuhalols, phloroethols와 

hydroxyphlorethols은 갈조류인 Carpophyllum 종 (C. mascalocarpum, C. 

angustifolium) [Glombitza and Li, 1991; Glombitza and Schmidt, 1999; Li and Glombitza, 

1991]과 Sargassum 종 (S. spinuligerum, S. muticum) [Keusgen and Glombitza, 1995; 

Glombitza and Keusgen, 1995; Glombitza et al., 1978a]에서 뿐만 아니라 Halidrys 

siliquosa (Glombitza and Sattler, 1973)와 Laminaria ochroleuca (Glombitza et al., 

1976)에서 분리되었다.  

두번째, phloroglucinol unit 간에 phenyl 결합에 의해 형성된 화합물로서 fucols

이 있으며, 이들 화합물은 Himanthalia elongate (Glombitza et al., 1977), 

Plenrophycus gardneri (Glombitza and Knoss, 1992), Analipus japonicus, Fucus 

vesiculosus (Glombitza and Zieprath, 1989; Glombitza et al., 1975) 등의 해조류로부터 

분리되었다. 

세번째, phloroglucinol unit의 ether와 phenyl 결합이 혼합된 형태로서 

fucophlorethols이 있으며, Fucus vesiculosus, Cystoseira baccata, Analipus japonicus 

(Glombitza and Zieprath, 1989; Glombitza et al., 1975; 1978c), Laminaria ochreluca 

(Glombitza et al., 1978b), Cystoseira granulate (Glombitza et al., 1985) 등에서 분리되

었다. 

네번째, phloroglucinol unit가 dibenzo-[1,4] dioxin 결합에 의해 형성된 것으로 

eckol과 carmalol이 대표적인 화합물이다. 이들 화합물은 Eisenia bicyclis (Okada 

et al., 2004), Eisenia arborea (Glombitza and Gerstberger, 1985), Carpophyllum 

masculocarpum (Li and Glombitza, 1991), Ecklonia kurome (Fukuyama et al., 1989), 
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Ecklonia stolonifera (Kang et al., 2003a; 2004a) 등에서 분리되었다. 

이들 phlorotannin 화합물의 알려진 생리활성으로는 항산화 활성 (Lee et al., 

1996b; Kang et al., 2004a; 2005a; 2005b; 2007; Nakamura et al., 1996), 항돌연변이 활

성 (Lee et al., 1996a; Han et al., 2000), 섭식저해효과 (Taniguchi et al., 1991), 

tyrosinanse 억제활성 (Kang et al., 2004b), 항피부노화 활성 (Kim et al., 2006a; Joe 

et al., 2006; Bu et al., 2006), antiplasmin 효과 (Fukuyama et al., 1989), 항바이러스 

활성 (Ahn et al., 2004a; 2004b; 2006), 심혈관 보호 효과 (Kang et al., 2003b), 

glycosidase 억제활성 (Shibata et al., 2002a), 기억개선 효과 (Myoung et al., 2005), 

hyaluronidase 억제활성 (Shibata et al., 2002b; Bu et al., 2006) 그리고 항알레르기 

활성 (Sugiura et al., 2006) 등이 연구되었으나, phlorotannin 성분의 cholinesterase 

억제활성, lens aldose reductase 억제활성, tacrine으로 유도된 간세포 독성에 대한 

간보호 활성 그리고 고지혈증 흰쥐 모델에서의 저지지혈증 효과에 대한 연구

는 아직 보고되지 않았다. 

 

in vitro에서 cholinesterase 억제활성  

우리 사회의 고령화가 급속히 진행됨에 따라 알츠하이머병의 발생률과 유병

률이 크게 증가하고 있다. 노인성 치매로 알려진 알츠하이머병은 노인성 치매 

원인의 50~60%를 차지할 정도로 가장 흔한 질환이며, 대표적인 퇴행성 뇌질

환으로 점진적인 기억, 사고 및 행동장애를 나타낸다 (Alzheimer, 1907). 1907년

에 Alois Alzheimer가 처음 보고한 이후로 많은 연구가 이루어져 현재 새로운 

분자생물학적, 유전학적 사실이 밝혀지면서 알츠하이머병의 병태생리 및 발병

기전에 대해 밝혀지고 있다. 알츠하이머병에 대한 알려진 병인으로는 amyloid 

β peptide (Aβ)의 생성 및 침전, 신경섬유의 엉김 (neurofibrillary tangles, NFT) 그

리고 cholinesterase에 의한 콜린성 신경세포의 감소 등에 의한 뇌의 구조적 변

화 등이 있다 (Coyle et al., 1983). 알츠하이머병의 발병 원인 중 하나인 

acetylcholinesterase는 알츠하이머병 초기에 신경 전달 물질인 acetylcholine을 
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choline과 acetate로 분해시켜 콜린성 뉴런을 소실시키고, 콜린성 신경전달을 감

소시켜 알츠하이머병을 유발한다 (Fig. 1) [Greig et al., 2001]. Acetylcholinesterase

와 함께 알츠하이머병의 원인으로 알려진 butyrylcholinesterase는 정확한 기전은 

아직 밝혀지지 않았지만, 노인성 치매 환자의 뇌에서 다량으로 발견되며, 치매

를 유발하는 신경성 plaque를 형성하는데 작용하고, 알츠하이머병의 후기에 

acetylcholine의 분해를 담당하여 치매의 환자의 행동심리에 큰 영향을 주는 것

으로 알려져 있다 (Yu et al., 1999). 그러므로, 알츠하이머병 치료에서 

acetylcholinesterase와 butyrylcholinesterase를 균형적으로 억제하는 것은 더 큰 

치료 효과를 나타낼 수 있다고 알려져 있다 (Yu et al., 1999).  

알츠하이머병의 치료제로 많은 약물이 개발되고 있으나 현재까지 효과가 탁

월한 원인적 치료 약물은 아직 없는 실정이다. 다만 알츠하이머병의 주요 증

상인 대뇌 기저부 (basal forebrain)의 콜린성 신경의 손상에 의해 기인된 것이

라는 가설에 바탕을 둔 인지기능의 장애에 대해 acetylcholinesterase를 억제하여 

신경연접부 (synaptic cleft)에서 acetylcholine의 양을 증가시키는 약제들 즉, 

acetylcholinesterase 억제제가 가장 좋은 효과를 나타내고 있으며, 이들 

cholinesterase 억제제가 미국 FDA에서 승인을 받고 임상에서 널리 사용되고 

있다 (National Institute of Clinical Excellence, 2001; Lee, 2006). Acetylcholinesterase 

억제제는 알츠하이머병의 초기 및 중기 환자의 25~40% 범위에서 인지기능의 

호전을 보였으나, 고도의 치매의 경우 그 효과는 현저하게 감소되는 것으로 

알려져 있다 (National Institute of Clinical Excellence, 2001; Qizibash et al., 2002). 현

재까지 미국 FDA로부터 승인된 cholinesterase 억제제로는 tacrine (Cognex), 

donepezil (Aricept), rivastigmine (Exelon), galantamine (Reminyl) 등이 있다. 이들 약

제는 이론적으로 작용기전이 조금씩 다르나 이러한 차이가 실제 임상에서 치

료의 적응증이나 효과의 차이를 가져오는지는 분명치 않다. 또한 약제들간의 

비교연구가 거의 없어 효과에 대한 상대적인 우월성을 나타내기는 힘들지만 

비슷한 수준이라고 보고되고 있다 (National Institute of Clinical Excellence, 2001). 
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최근 연구에 의하면 cholinesterase 억제제를 장기간 사용할 경우 인지능력이나 

행동 증상을 완화시킬 뿐만 아니라 뇌신경세포 보호작용을 할 가능성이 제기

되고 있다 (Hashimoto et al., 2005; Krishnan, 2003). 하지만, 이들 약물을 복용했을

때, 공통적인 부작용으로 acetylcholine의 증가로 인한 오심, 설사, 식욕감퇴, 근

육경련 및 수면장애 등이 나타날 수 있으며, 간독성 및 위장관 질환을 유발하

거나 음식물 혹은 약물의 생화학적 이용에 장애를 일으키기 때문에 이들 약물

의 사용이 제한되고 있다 (Schulz, 2003; Small et al., 1997; Melzer, 1998).  

 그러므로, 천연물로부터 부작용이 없고 보다 안전한 cholinesterase 억제제에 

대한 연구가 많이 수행되고 있으며, 이전 연구에서 육상식물로부터 분리된 

cholinesterase 억제 성분으로는 alkaloids (Bruehlmann et al., 2004; Rahman et al., 

2001; 2002; 2004; Cláudia et al., 2005; Cho et al., 2003; 2006; Kim et al., 2004; Decker 

et al., 2004), farnesylacetone derivatives (Ryu et al., 2003), pyrazoline derivatives (Ucar 

et al., 2005), withanolides (Chounhary et al., 2004), terpenoids (Perry et al., 2000; 

Savelev et al., 2003; Yoo et al., 2005), shikimate derivates (Lee et al., 2004a), flavonoids 

(Orhan et al., 2003; Kang et al., 2001; Urbain et al., 2004; Ahmad et al., 2003; 

Bruehlmann et al., 2004), sterols (Ahmed et al., 2006) 등이 알려져 있으나, 해조류에

서 분리된 phlorotannin 성분에 대한 cholinesterase의 억제효과에 대해서는 아직 

보고되지 않았다.  
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Fig. 1. Mechanism of acetylcholinesterase (Greig et al., 2001). 
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in vitro에서 lens aldose reductase 억제활성 

당뇨병은 대표적인 성인병의 하나로, 생활수준의 향상과 더불어 생활양식이 

서구화되면서 점차로 환자 수가 증가하고 있다 (김응진 등, 1998). 당뇨병은 체

내 세포에서 포도당을 사용할 수 있는 능력에 장애가 생겨 혈당치가 증가하면

서, 과량의 당이 소변으로 배설되는 대사성 질환으로 (Abuja and Albertini, 2001), 

당뇨병 그 자체보다 합병증에 대한 위험성이 크기 때문에, 오늘날 당뇨병 치

료에서 가장 큰 목표는 당뇨성 합병증의 유발 혹은 진행을 억제하는 것이다. 

대표적인 합병증으로는 당뇨성 망막증, 당뇨성 신증, 당뇨성 신경병증이 있으

며, 특히, 당뇨성 망막증은 미세혈관의 합병증으로 당뇨병 환자에게 실명을 가

져오는 심각한 합병증이다 (Seaquist et al., 1989).  

당뇨병에서 고혈당이 합병증을 유발시키는 기전으로 고혈당에 의한 polyol 

pathway의 이상 (Sato and Rifkin, 1989), 산화적 스트레스 (Williamson et al., 1993), 

myoinositol의 감소와 Na+, K+-ATPase의 활성 감소 (Greene et al., 1987) 등이 보고

되었다. 정상상태에서는 glucose는 생명을 유지하기 위한 중요한 에너지원으로 

췌장 β 세포에서 분비되는 insulin에 의해 세포로 유입된 후, 대부분이 해당계

에서 대사되고, polyol pathway (Fig. 2)를 통하여 대사되는 양은 3%에 불과하다 

(Greene et al., 1987). 그러나 당뇨병에 의해 고혈당이 지속되면 신장세포, 신경

세포, 수정체, 망막세포와 적혈구 등은 glucose 유입이 insulin에 의존하지 않고 

확산에 의해 유입되어 이들 세포내의 glucose 농도는 자동적으로 상승하게 된

다 (Travis et al., 1974). 세포내에 유입된 고농도의 glucose에 의해 aldose 

reductase가 활성화되어 정상 상태의 약 2~4배의 glucose가 polyol pathway를 거

쳐 sorbitol과 fructose가 생성된다 (Malone et al., 1980). 생성된 sorbitol은 축적되

는 부위에 따라 발병증상이 나타나는데, 당뇨성 백내장, 당뇨성 망막증, 당뇨

성 각막증, 당뇨성 신경증, 당뇨성 신증과 같은 당뇨 합병증을 일으킨다 

(Heath and Hamlett, 1976).  

당 알코올인 sorbitol은 극성이 높아 세포막 외로 확산이 어렵기 때문에 
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sorbitol이 세포내에 축적되고, 축적된 sorbitol에 의해 세포내 삼투압을 증가시

켜, 수정체내로 수분유입을 촉진하여 세포의 팽화를 일으키며, 이 팽화는 수정

체 섬유세포의 투과성을 항진하고, Na+의 유입과 K+, 아미노산, 펩타이드, ATP, 

myo-inositol 등을 유출시킨다 (Gabbay and O’Sullivan, 1968). 이와 동시에 세포내 

단백질 변성이 진행되어 수정체가 혼탁하게 되는데, 이와 같은 수정체의 혼탁

으로 나타나는 백내장 증상을 당뇨성 진행과정의 한 지표로 사용한다 

(Dvornik et al., 1973).  

이론적으로 sorbitol을 생성하는 효소인 aldose reductase를 억제하는 것은 

sorbitol의 생성을 억제할 수 있다고 생각해왔으며, 실제로 많은 연구 보고에 

의하면, in vitro 실험에 있어서 aldose reductase를 억제하는 물질이 실험적 당뇨

성 백내장의 실험모델인 galactosemic rats에서 백내장의 형성이 억제될 수 있음

이 밝혀졌다 (Verma and Kinoshit, 1976; Parmar and Ghosh, 1979).  

현재 천연물로부터 aldose reductase 억제제에 대한 많은 연구가 진행되고 있

으며, 그 대표적인 성분으로는 육상식물로부터 분리된 flavonoids, phenol성 화

합물, terpenes 등이 알려져 있다 (Verma and Kinoshita, 1976; Kawanishi et al., 2003).    

비록, aldose reductase 억제제에 대한 많은 연구가 이루어지고 있지만, 해조류

와 해조류에서 분리된 phlorotannin 성분에 대한 aldose reductase 억제활성 대한 

연구는 아직 수행되지 않았다.  
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 Fig. 2. Mechanism of diabetic complication: polyol pathway (Kador et al., 1985). 
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in vitro에서 tacrine으로 유도된 간세포 독성으로부터 간보호 효과 

간은 소장관으로부터 흡수되는 유해한 물질 (endotoxins) 뿐만 아니라 대사 

생성물에 의한 독성으로 생체를 보호하는 기관으로서 간질환은 심각한 건강문

제로 인식되고 있다.  

신경전달물질인 acetylcholine을 분해하는 acetylcholinesterase의 억제제로서 사

용되는 tacrine (1,2,3,4-tetrahydro-9-aminoacridine hydrochloride)은 노인성 치매의 

대표적인 질환인 알츠하이머병의 치료를 위해 미국 FDA에서 처음으로 승인된 

약물이지만, 장기간 약물을 복용하면 복용환자의 30∼50%가 변형된 혈청 

glutamate pyruvate transaminase (GPT) 활성과 함께 가역적인 간독성을 나타내어 

치료용으로 사용하는 것이 제한되었다 (Watkins et al., 1994). Tacrine에 의해 유

발되는 간독성의 정확한 기전은 아직 밝혀지지 않았지만, Hep G2 cell이나 인간 

간세포에서 ROS의 생성을 촉진시켜 독성을 유발하는 것으로 알려져 있다 

(Fig. 3) [Osseni et al., 1999]. 간독성 유발 기전에 대한 많은 연구가 수행되고 있

지만, 항산화력과 간보호 활성간의 상관관계는 아직 정확하게 밝혀지지 않았

으며, 많은 연구에 의해 이들의 기전과 이들 두 활성간의 상관관계를 밝혀내

기 위해 노력하고 있다.  

본 연구에서는 인간 간암 세포종인 Hep G2 cell을 tacrine으로 유발된 간세포

독성에 대한 간보호 효과를 검색하는데 사용하였다. Hep G2 cell은 실제적으

로 쥐의 primary hepatocyte에서 잃기 쉬운 간세포의 특이적 세포 표면의 

receptor와 plasma 단백질의 합성과 분비기능을 보존하고 있으며, 쥐의 

primary hepatocyte와 같은 기능을 하는 것으로 알려져 있기 때문에 간독성 

실험에 많이 사용되고 있다 (Grant et al., 1988; Viau et al., 1993).  

간독성 유발 여부를 측정하기 위해 사용되는 방법으로 in vitro에서 Hep G2 

cell과 primary hepatocyte를 이용하고 tacrine 이외에 요로감염증의 예방과 치

료에 사용하는 nitrofurantoin {1-(5-nitro-2-furfurylideneanmino)-hydantoin} [An et 

al., 2005]과 palmitate (a long chain saturated fatty acid) [Song et al., 2007], D-
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galactosamine (D-GalN) [Ninomiya et al., 2007] 등을 이용하며, in vivo에서는 

carbon tetrachloride (CCl4) [Chen et al., 2006; Wong et al., 2000; Bodakhe and Ram, 

2007], 해열 진통제인 paracetamol과 acetaminophen (Uskokovic-Markovic et al., 

2007; Yapar et al., 2007), 결핵 치료제로 사용되는 isoniazid와 rifampicin 

(Adhvaryu et al., 2007; Santhosh et al., 2007), 담배연기에 함유되어 있는 성분 

중 하나인 dimethylnitrosamine (DMN) [Kim et al., 2007], 간독성 유발물질로 알

려진 thioacetamide (TAA) [Sehrawat et al., 2006], Aspergillus 종의 독소인 

aflatoxin-B1 (Naaz et al., 2007), 알코올의 주성분인 ethanol과 비소 (arsenic) 

[Donohue et al., 2007; Manna et al., 2007] 등을 이용하여 실험동물에게 간독성

을 유발하여 천연물로부터 분리된 화합물을 투여하여 그 효과를 확인하고 

있다.  

이들의 약물에 의해 유발되는 간독성의 기전은 아직 정확하게 밝혀지지는 

않았지만, 최근 연구에 의하면 이들 약물이 체내에 들어오면 간에 존재하는 

약물대사 반응 촉진제인 cytochrome P-450이 반응하여 친전자성 대사산물을 

생성하고, 그것은 glutathione과 결합하여 불활성화 된다 (Orecnius and 

Moldeus, 1984; Dahlin et al., 1984). 이 반응에서 생성되는 많은 대사산물은 세

포내에서 superoxide anion과 다른 free radical을 생성하게 되고 (Vries, 1984), 

이때 중간대사산물이 축적된다. 생성된 free radical을 소거하기 위해서 

glutathione은 소모되며, glutathione의 부족에 의해 소거되지 않거나 새로 생성

된 radical은 DNA, 단백질, 지질과 결합하여 지질 과산화를 유발하고, 간세

포를 괴사시켜 급성 간손상을 유발한다고 알려져 있다 (Mitchell et al., 1973; 

Recknagel et al., 1989; Janakat and Al-Merie, 2002; Weber et al., 2003).  

간보호 활성에 대한 많은 연구에서 천연물로부터 sesquiterpenes계 (Oh et 

al., 2002a), coumarins계 (Oh et al., 2002b), diarylheptanoids계 (Cho et al., 2001), 

phenol성 화합물 (An et al., 2005; 2006; Oh et al., 2004) 그리고 polysaccharides 

(Chen et al., 2006) 등이 tacrine으로 유발된 간세포 독성에 대하여 간보호 효
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과를 나타낸다고 알려져 있지만, 해조류에서 분리된 phlorotannin류 화합물의 

간독성에 대한 간보호 효과에 대해서는 아직까지 보고된 바는 없다.  
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Fig. 3. Mechanism of tacrine-induced hepatotoxicity (Osseni et al., 1999). 
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in vivo 실험에서 고지혈증 모델 흰쥐에 대한 보호효과 

선행연구에 따르면 phlorotannin 성분은 심혈관계 질환과 관련이 있는 

ONOO- 소거활성과 angiotensin-converting enzyme 억제효과를 나타내는 것으로 

알려져 있다 (Jung et al., 2006). 이러한 결과를 바탕으로 대표적인 심혈관 질환

인 아테롬성동맥경화증과 아주 밀접한 관련이 있는 고지혈증에서의 

phlorotannin 성분의 고지혈증 억제효과를 고지혈증 동물모델을 이용한 in vivo

에서 연구하고자 하였다. 

고지혈증은 총 콜레스테롤, low density lipoprotein (LDL) 콜레스테롤, 중성지질, 

인지질, 유리지방산과 같은 혈청 지질에서 하나 혹은 그 이상이 비정상적으로 

상승하는 것으로, 아테롬성동맥경화증, 심근경색, 심장발작과 같은 심혈관 질

환 발병에 주요 위험 인자로 알려져 있다 (Talbert, 1997; Wald and Law, 1995). 이

것은 과도한 양의 지방섭취와 부적절한 형태의 지질 섭취에 의한 것으로 체내

에 과다한 지방의 축적으로 인해 고지혈증이 유발된다 (Oliveros et al., 2003).  

콜레스테롤은 인체의 기능을 정상적으로 유지시키는데 필수적인 구성성분으

로 세포의 생성과 부신피질 호르몬 등과 같은 호르몬 합성의 원료가 되며, 담

즙을 만드는데 이용되므로 인체에는 반드시 필요한 영양소이다 (Libby et al., 

2000; Berliner and Heinecks, 1996). 그러나, 콜레스테롤의 과도한 섭취는 콜레스

테롤을 혈관내에 축적시키고, 혈중 고콜레스테롤 상태에서 산화적 스트레스가 

촉진되는데, 이 때 항산화 효소의 양과 활성은 충분하지 않기 때문에 생체내 

free radicals을 제거하는 항산화 방어계 (antioxidative defense system)에 불균형을 

가져오게 되어, 심혈관계 질환을 유발하는데 중요한 병인으로 작용한다고 보

고되고 있다 (Levy, 1981; Lee et al., 2003; Yokozawa et al., 2006).  

고지혈증의 병태모델은 크게 내인성 모델과 외인성 모델로 나누어진다. 내

인성 고지혈증 병태모델은 fructose 투여 및 Triton WR-1339와 poloxamer 407 투

여에 의한 동물모델이 있으며, 외인성 병태모델은 고콜레스테롤 식이에 의해 

유발되는 고콜레스테롤혈증 모델이 있다 (Ham et al., 2005). 내인성 고지혈증 
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모델에서 사용되는 poloxamer 407은 친수성의 무독성 계면활성제로 세포막 투

과성, 혈관 폐색, 약물 전달계의 작용과 같은 특이적인 기전을 가진 것으로 알

려져 있다 (Schmolka, 1991; Johnston and Palmer, 1997; Cogger et al., 2003; Yasuda et 

al., 2005; Raymond et al., 2004; Ricci et al., 2005; Sanna et al., 2004). 이 약물을 실험

동물에게 복강투여하면 24시간 내에 지방조직에서 유리 지방산이 생성되며 

(Nash et al., 1996), lipoprotein lipase의 작용을 방해하는 중성지질의 분해속도를 

감소시키고 (Johnson and Palmer, 1993; Wout et al., 1992), 혈액내의 총 콜레스테롤

과 중성지질이 증가되는데 이는 간에서의 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA 

reductase의 활성을 자극시켜 고지혈증을 유발하게 된다 [Wout et al., 1992]. 외

인성 고지혈증의 병태모델은 흰쥐에게 콜레스테롤 식이를 먹이면 소장에서 소

화·흡수된 chylomicron (중성지질 90%)이 증가하게 되고, 증가된 chylomicron은 

lipoprotein lipase의 작용에 의해 가수분해가 일어나 70∼90%의 중성지방이 제

거되면 잔여 지단백의 형태로 간으로 순환하게 된다. 이때 지속적인 고콜레스

테롤 식이 섭취에 의해 잔여 지단백이 증가하면 간에서 very low density 

lipoprotein (VLDL)의 방출량이 증가하게 된다. 이 과정에서 lipoprotein lipase가 

감소하여 중성지질이 증가하게 되고, LDL 콜레스테롤 수용체가 감소하여 LDL 

콜레스테롤이 증가하게 된다. 이러한 지질성분이 증가하게 되면 이들을 운반

하는 high density lipoprotein (HDL) 콜레스테롤이 소모되어 그 양이 감소하게 되

면서 고지혈증이 유발된다 [Jain et al., 2007]. 

고지혈증으로 증가된 혈중 콜레스테롤을 저하시키는 방법으로는 저 콜레스

테롤 식이 외에 콜레스테롤 저하 약물을 복용하는 방법이 있다고 알려져 있다. 

혈중 콜레스테롤 농도를 저하시키는 약물로는 lovastatin, simvastatin, pravastatin-

Na 그리고 atorvastatin과 같은 statin계 화합물이 있으며, 이들 화합물은 간에서 

콜레스테롤과 중성지질을 생합성하는 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme-A 

reductase (HMG-CoA reductase) 작용을 억제하여, 상승된 콜레스테롤과 중성지질

을 저하시켜 고지혈증 치료제로 이용되고 있다 (Pazzucconi et al., 1995). 그러나 
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합성 HMG-CoA reductase 억제제는 혼합형 고지혈증에서 혈중 중성지질을 저하

시키는 효과가 둔화되고, 두통, 설사, 복통, 경련과 같은 부작용을 유발하는 것

으로 알려졌다 (McKenney, 2001; Erkelens et al., 1988). 이러한 합성제제의 부작용 

때문에 최근에 혈청지질의 농도를 낮추기 위하여 천연물을 이용한 식이요법이

나 한방, 민간요법을 이용하여 혈중 LDL 콜레스테롤 함량을 낮춤으로써 심혈

관계 질환으로 이환될 위험을 저하시킬 뿐만 아니라 동맥경화증의 예방이나 

치료를 가능하게 할 수 있는 많은 연구가 진행되고 있으며, 대표적으로 식이

섬유 (Yamada et al., 2003), 식물성 sterols (Nigon et al., 2001), 약초 추출물 (Oh et 

al., 2002c; Megalli et al., 2005; Ren et al., 1994) 그리고 효모 (Elwood et al., 1982) 

등이 알려져 있다. 이 외에 해조류에 대한 항고지혈증 활성이 알려져 있지만, 

단지 Caulerpa racemosa, Colpomenia sinuosa, Iyengaris stellata, Solieria robusta, 

Spatoglossum asperum (Ara et al., 2002), 톳 (Hisikia fusiforme) [Amano et al., 2005], 

파래 (Enteromorpha linza), 홑파래 (Monostroma nitidum) [Ren et al., 1994]와 매생

이 (Capsosiphon fulvesecens) [Lee et al., 2006]의 추출물과 carrageenan, agar, 

laminarian (Kim et al., 2006b), alginate (Kimura et al., 1996), fucoidan, 

glucuronoxylorhamnan (Wang and Yang, 1997) 등과 같은 polysaccharides와 fiber 성

분에 그치고 있다. 그러나, 곰피와 곰피의 생리활성 성분인 phlorotannin의 고

지혈증 억제효과에 대해서는 아직 연구된 바가 없다.  

 

 본 연구에서는 곰피와 곰피의 생리활성 성분인 phlorotannin에 대한 알츠하

이머병, 당뇨성 합병증, tacrine으로 유도된 간세포 독성 그리고 고지혈증에 대

한 억제효과를 cholinesterase 억제활성법, lens aldose reductase 억제활성법, 간보

호 활성법 그리고 고지혈증 억제활성법을 in vitro와 in vivo에서 수행하여 곰피

와 곰피에서 분리된 phlorotannin 성분이 알츠하이머병, 당뇨성 합병증, 간보호 

뿐만 아니라 고지혈증을 치료하고 예방할 수 있는 기능성 식품 소재로서 가능

성을 확인하고자 하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 실험 방법 

 

1. 재료 

 본 실험에 사용한 곰피는 2000년 2월에 부산 기장군 대변항에서 채집하여 강

릉대학교 김형근 교수의 감정을 받았으며, 그 표본은 본 연구실에 보관하고 

있다. (No.20000228). 생리활성 검색에 사용된 구멍갈파래, 톳, 다시마, 참모자

반, 지충이, 괭생이모자반, 뜸부기, 미역, 모자반 종, 돌가사리, 부채살, 진두발, 

개도박, 서실, 김, 감태, 우뭇가사리, 매생이, 잎파래, 파래, 청각, 볏붉은잎, 패, 

갈래곰보, 불등가사리, 꼬시래기, 산호말, 보라우무 등은 2004년 1월에 부산 청

사포에서 채집하여 부경대학교 손철현 교수의 감정을 받았으며, 그 표본은 본 

연구실에 보관하고 있다 (No. 20040130-1~29). 

 

2. 시약 및 기기 

 

2-1. 시약 

 Column packing materials은 Kieselgel 60 (Si gel, 70-230 mesh ASTM, Merck, Art. 

7734), Sephadex LH-20 (bead side 25–100 μm, Sigma), RP-18 (LiChroprep® RP-18, 40–

63 μm, Merck)을 사용하였으며, TLC plate는 Kieselgel 60 F254 (0.25 mm, precoated, 

Merck, Art. 5715)과 RP 18 F254s (Merck, Art. 5685)를 사용하였으며, spray reagent는 

50% H2SO4를 사용하였다. 그리고 추출 및 column chromatography에는 1급 시약

을 사용하였다. NMR 측정에 사용한 용매는 DMSO-d6 (Cambridge Isotope 

Laboratories, deuterium degree 99.9%)이다. RPMI 1640 medium, trypsin-ethylene 

diaminetetraacetic acid (EDTA), antibiotics는 Gibco Laboratories (Grand Island, NY), 

fetal bovine serum (FBS)는 Hyclone Laboratories (Logan, UT), 96 well과 조직 배양

용 dish는 Nunc, Inc. (North Aurora, IL)에서 구입하였으며, tacrine, silybin, 3′-(4, 5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), electric-eel 

acetylcholinesterase (EC 3. 1. 1. 7), horse-serum butyrylcholinesterase (EC 3. 1. 1. 8), 
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acetylthiocholine iodide, butyrylthiocholine chloride, 5, 5′-dithiobis [2-nitrobenzoic acid] 

(DTNB), eserine, berberine, poloxamer 407, DL-glyceraldehyde, β-nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate (NADPH), quercetin은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, 

USA)에서 구입하였고, NaH2PO4, KH2PO4, NaOH은 Yakuri Pure Chemicals Co., Ltd. 

(Osaka, Japan), Na2HPO4는 Junsei Chemical Co., Ltd. (Tokyo, Japan) 에서 구입하였

다. Lovastatin은 유한양행으로부터 제공받았으며, 중성지질, 총 콜레스테롤, 

LDL과 HDL 콜레스테롤 측정용 kit 시약은 Shinyang Chemical Co. Ltd. (Korea)에

서 구입하였다.  

 

2-2. 실험 동물  

4 주령의 120 g의 수컷 Sprague-Dawley (SD)계 쥐는 Samtaco Bio Korea Ltd. 

(Korea)에서 구입하였다. 

 

2-3. 기기 

 1H-와 13C-NMR은 JEOL JNM-ECP 400 spectrometer (1H-NMR 400 MHz, 13C-NMR 

100 MHz, JEOL, Japan)를 사용하여 측정하였으며, 2D-NMR인 HMQC, HMBC는 

pulsed field gradient를 사용하여 측정하였다. TLC상의 화합물 검색을 위해 장파

장 (365 nm)과 단파장 (245 nm) 겸용 UV lamp (Model ENF-240C, Spectroline, 

USA)를 사용하였다. 

간보호 효과에서 간세포 생존률과 cholinesterase 억제 활성에서의 흡광도 측

정은 microplate reader spectrophotometer VERSA max (Molecular Devices, CA, USA)

로 측정하였고, 고지혈증 억제활성에서 중성지질, 총 콜레스테롤, LDL과 HDL 

콜레스테롤 측정에서의 흡광도와 lens aldose reductase 억제활성에서의 흡광도는 

UV spectrophotometer (Ultraspec® 2100 pro, Amersham Biosciences, USA)로 측정하였

다. 
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3. 실험방법 

 

3-1. 추출 및 분획 

 생리활성 검색에 사용한 해조류는 건조중량 100 g을 분쇄한 후, 1 L의 ethanol

을 넣고 수욕상에서 3 시간 추출하였다. 그리고 추출액은 여과하여 rotary 

vacuum evaporator를 사용하여 농축하였다 (40℃). 위와 같은 방법으로 다시 2

회 더 반복하여 각각의 해조류 ethanol 추출물을 얻었다. 각각의 ethanol 추출

물은 cholinesterase 억제활성법, lens aldose reductase 억제활성법 그리고 간보호 

활성법을 이용하여 그 효과를 측정하였다. 검색한 해조류 중 가장 큰 효과를 

나타낸 곰피를 이용하여 이들 생리활성에서 효능을 나타내는 활성성분을 분리

하고자 하였다.  

곰피 (Ecklonia stolonifera)의 ethanol 추출 및 각 용매별 분획과정은 Scheme 1

에 나타났다. 곰피 엽상체를 동결건조 후 분말로 만든 시료 3 kg을 환류 냉각

기를 부착한 집기병에 담은 후 5 L의 ethanol을 넣고, 수욕상에서 3 시간 추출

하였다. 그리고 추출액은 여과하여 rotary vacuum evaporator를 사용하여 농축하

였다 (40℃). 위와 같은 방법으로 다시 2회 더 반복하여 총 670 g의 ethanol 추

출물을 얻었다. 추출물을 H2O:ethanol (9:1, v/v)의 혼합용매로 녹인 후, 분액 깔

대기에 부어, 동량의 n-hexane을 넣어 분액 깔대기를 흔든 다음 평형화시켰다. 

이후 위층의 n-hexane 가용부를 모아 무수 황산 나트륨 (sodium sulfate, 

anhydrous)으로 처리한 다음 여과하여 농축하였다. 이와 같은 방법으로 4회 더 

반복하여 n-hexane 분획물 91.9 g을 얻었다. 동일한 방법으로 CH2Cl2를 H2O층

에 가하여 하층의 CH2Cl2 가용부를 모아 CH2Cl2 획분 10.2 g을 얻었다. H2O층

에 EtOAc를 가하여 상층의 EtOAc 가용부를 모아 EtOAc 분획물 58.7 g을 얻었

다. 또한 n-BuOH에 대해서도 동일한 방법으로 시행하여 상층의 n-BuOH 획분 

84.8 g과 하층의 H2O 획분 424.4 g을 얻었다.  
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Ecklonia stolonifera (3 kg) 

 EtOH (90℃ reflux for 3 hr. 5 L × 3 times) 

Ethanolic extract (670 g) 

 n-Hexane: H2O: EtOH (10: 9: 1) 

   

       n-Hexane fr. (91.9 g)      H2O layer 

 CH2Cl2  

   

                CH2Cl2 fr. (10.2 g)           H2O layer 

 EtOAc 

   

EtOAc fr. (58.7 g)       H2O layer 

 n-BuOH 

   

                              n-BuOH fr. (84.8 g)          H2O fr. (424.4 g) 

 

 

Scheme 1. Extraction and fractionation procedure of Ecklonia stolonifera. 
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3-2. 활성성분 분리 

  곰피의 ethanol 추출물과 각 분획물에 대하여 acetylcholinesterase 억제활성, 

lens aldose reductase 억제활성 및 간보호 활성에서 EtOAc 분획물은 가장 높은 

활성이 나타났으며, butyrylcholinesterase 억제활성에서는 분획물들 중에서 n-

hexane 분획물이 가장 큰 억제활성이 나타났다. 이에 n-hexane 분획물과 EtOAc 

분획물을 대상으로 silica gel, Sephadex LH-20, RP-18 column chromatography를 수

행하여 활성성분을 분리하였으며, 그 과정을 Scheme 2와 3에 나타내었다.  

 

3-2-1. n-Hexane 획분의 활성성분 분리 

곰피의 분획물들 중 butyrylcholinesterase 억제활성이 가장 뛰어난 n-hexane 

분획물 (91.9 g)을 CH2Cl2:MeOH (20:1, 10:1, 10:3)로 silica gel column 

chromatography를 수행하여 13개의 subfractions (HF1~ HF13)으로 나누었다. HF3

과 HF4를 합한 후, CH2Cl2과 MeOH로 재결정하여 compound 1 (300 mg)을 얻었

다. HF5 (1.64 g)을 n-hexane:EtOAc (5:1)로 silica gel column chromatography하여 

compound 2 (50 mg)를 얻을 수 있었다. 

 

3-2-2. EtOAc 획분의 활성성분 분리 

Acetylcholinesterase와 lens aldose reductase 억제활성 그리고 간보호 활성에서 

가장 효과가 뛰어난 EtOAc 분획물 (58.7 g)을 EtOAc:MeOH (50:1 ~ 5:1)로 silica 

gel column chromatography를 수행하여 10개의 subfractions (EF1 ~ EF10)으로 나누

었다. EF2 (34.8 g)을 RP-18 column chromatography (H2O ~ 100% MeOH, gradient)하

여 11개의 subfractions을 얻었다. EF2-(1+2) (3.3 g)를 RP-18 (20% MeOH ~ 100% 

MeOH, gradient)과 반복적인 Sephadex LH-20 column chromatography (MeOH)를 하

여 compounds 3 (400 mg), 8 (100 mg), 11 (8 mg)을 분리하였다. EF2-5 (1.5 g)을 반복

적인 RP-18 column chromatography (10% MeOH ~ 100% MeOH, gradient)와 

Sephadex LH-20 column chromatography (MeOH)로 정제하여 compound 5 (600 mg)
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를 얻었다. EF2-(6+7) (10.0 g)을 RP-18 column chromatography (10% MeOH ~ 100% 

MeOH, gradient)와 Sephadex LH-20 column chromatography (MeOH)로 정제하여 

compounds 6 (250 mg)과 9 (9 mg)를 얻었다. 또한 EF2-(8~10) (17.1 g)을 RP-18 

column chromatography (H2O ~ 100% MeOH, gradient)와 반복적인 Sephadex LH-20 

column chromatography (MeOH)로 정제하여 compounds 4 (17 mg), 7 (2 g), 9 (26 mg), 

12 (7 mg)를 얻었다.  
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n-Hexane fr. (91.9 g) 

 Silica gel (CH2Cl2:MeOH=20:1, 10:1 and 10:3) 

           

   1    2     3+4                 5 (1.64 g)   6    7    8   9   10   11  12  13   

                Recrystalization       Silica gel 

                 (CH2Cl2 and MeOH)       

 

        Filtrate    Compound 1 (300 mg) 

 

Compound 2 (50 mg) 

 

 

 

Scheme 2. Isolation of compounds 1 and 2 from the n-hexane fraction of Ecklonia 

stolonifera. 
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EtOAc fr. (58. 7 g) 

 Silica gel (EtOAc:MeOH=50:1 ~ 5:1) 

         

 1     2 (34.8 g)    3       4       5       6       7       8       9      10 

 RP-18 (H2O ~ 100% MeOH, gradient) 

      

   1+2 (3.3 g)    3    4    5 (1.5 g)        6+7 (10.0 g)   8 ~ 10 (17.1 g)  11 

      RP-18                        RP-18                 RP-18             RP-18 

        Sephadex LH-20                Sephadex LH-20        Sephadex LH-20     Sephadex LH-20 

 

 

Compound 3 (400 mg)    Compound 5 (600 mg)  Compound 6 (250 mg)   Compound 4 (17 mg) 

Compound 8 (100 mg)                          Compound 9 (9 mg)     Compound 7 (2 g) 

Compound 11 (7 mg)                                                  Compound 9 (26 mg) 

                                                                    Compound 12 (7 mg) 

 

 

 

 

Scheme 3. Isolation of compounds 3-12 from the EtOAc fraction of Ecklonia  

stolonifera. 
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3-3. 곰피에서 분리된 화합물 1-12의 분광학적 성질 

 

Compound 1 (fucosterol) 

 : The compound was identified by TLC with an authentic sample. 

 

Compound 2 (24-hydroperoxy 24-vinylcholesterol) 

: The compound was identified by TLC with an authentic sample. 

 

Compound 3 (phloroglucinol)  

: The compound was identified by TLC with an authentic sample. 

 

 Compound 4 (dioxinodehydroeckol) 

: The compound was identified by TLC with an authentic sample. 

 

 Compound 5 (eckol)  

: The compound was identified by TLC with an authentic sample. 

 

Compound 6 (phlorofucofuroeckol-A)  

: The compound was identified by TLC with an authentic sample. 

 

Compound 7 (dieckol)  

: The compound was identified by TLC with an authentic sample. 

 

Compound 8 (triphlorethol-B): Pale brown powder, C18H14O9. 
1H-NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 5.94 (1H, d, J=2.7 Hz, H-3), 5.84 (2H, s, H-3², 5²), 5.82 (2H, d J=1.9 Hz, 

H-2', 6'), 5.80 (1H, d, J=1.9 Hz, H-4'), 5.52 (1H, d, J=2.7 Hz, H-5). 13C-NMR (100 MHz, 

DMSO-d6) δ: 160.7 (C-1'), 158.7 (C-3', 5'), 154.6 (C-4²), 154.3 (C-4), 153.1 (C-6), 151.1 

(C-2, 2², 6²), 123.3 (C-1), 122.3 (C-1²), 96.2 (C-3), 95.7 (C-4'), 94.8 (C-3², 5²), 94.1 (C-

2', 6'), 92.8 (C-5). [Fukuyama et al., 1989] 
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Compound 9 (2-phloroeckol): Pale brown powder, C24H16O12. 
1H-NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 5.96 (1H, d, J=2.3 Hz, H-8), 5.86 (2H, d, J=2.0 Hz, H-2', 6'), 5.84 (2H, s, 

H-3², 5²), 5.84 (1H, d, J=1.9 Hz, H-4'), 5.82 (1H, d, J=2.7 Hz, H-6), 5.80 (1H, s, H-3). 

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 160.7 (C-1'), 159.2 (C-3', 5'), 155.1 (C-4²), 153.5 (C-

7), 151.6 (C-2², 6²), 148.1 (C-2), 146.5 (C-9), 142.9 (C-5a), 142.0 (C-4), 137.5 (C-10a), 

124.7 (C-4a), 123.0 (C-1, 9a), 122.4 (C-1²), 99.1 (C-7), 96.8 (C-4'), 96.4 (C-3), 95.3 (C-

3², 5²), 94.5 (C-2', 6'), 94.3 (C-6). [Fukuyama et al., 1985] 

 

 Compound 10 (7-phloroeckol): Pale brown powder, C24H16O12. 
1H-NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 9.61 (1H, s, 9-OH), 9.40 (1H, s, 4-OH), 9.20 (1H, s, 2-OH), 9.12 (4H, d, 

J=6.3 Hz, 3', 5'-OH, 2², 6²-OH), 9.00 (1H, s, H-4²), 6.14 (1H, s, H-3), 6.01 (1H, d, J=3.1 

Hz, H-8), 5.86 (2H, s, H-3², 5²), 5.80 (1H, t, J=2.0 Hz, H-4'), 5.79 (1H, d, J=3.1 Hz, H-6), 

5.72 (2H, d, J=2.0 Hz, H-2', 6'). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 160.3 (C-1'), 158.8 

(C-3', 5'), 154.8 (C-4²), 154.5 (C-7), 151.2 (C-2², 6²), 146.0 (C-9), 145.9 (C-2), 142.3 (C-

5a), 141.8 (C-4), 137.1 (C-10a), 123.9 (C-9a), 123.1 (C-4a), 122.5 (C-1²), 122.2 (C-1), 

98.9 (C-3), 98.3 (C-8), 96.2 (C-4'), 94.8 (C-3², 5²), 93.6 (C-2', 6'), 93.4 (C-6). [Okada et 

al., 2004] 

 

Compound 11 (diphlorethol): Pale brown powder, C12H10O6.
1H-NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 9.05 (2H, s, 3', 5'-OH), 9.01 (2H, s, 2, 6-OH), 8.94 (1H, s, 4-OH), 5.84 (2H, 

s, H-3, 5), 5.76 (1H, t, J=2.0 Hz, H-4'), 5.66 (2H, d, J=1.8 Hz, H-2', 6'). 13C-NMR (100 

MHz, DMSO-d6) δ: 160.7 (C-1'), 158.6 (C-3', 5'), 154.5 (C-2, 6), 151.2 (C-4), 122.6 (C-1), 

95.6 (C-4'), 94.8 (C-3, 5), 93.7 (C-2', 6') .[Fukuyama et al., 1989] 

 

Compound 12 (fucofuroeckol-A): Pale brown powder, C24H14O11. 
1H-NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 10.05 (1H, s, 14-OH), 9.88 (1H, s, 4-OH), 9.76 (1H, s, 10-OH), 9.44 (1H, s, 

2-OH), 9.18 (2H, s, 3', 5'-OH), 8.22 (1H, s, 8-OH), 6.71 (1H, s, H-13), 6.47 (1H, d, J=1.1 

Hz, H-11), 6.29 (1H, s, H-3), 6.25 (1H, d, J=1.5 Hz, H-9), 5.83 (1H, s, H-4'), 5.76 (2H, d, 

J=1.5 Hz, H-2', 6'). 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 160.7 (C-1'), 158.8 (C-3', 
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5'),158.3 (C-11a), 157.6 (C-10), 150.5 (C-12a), 150.2 (C-8), 146.9 (C-2), 144.4 (C-14), 

142.0 (C-4), 136.8 (C-15a), 133.6 (C-5a), 126.1 (C-14a), 122.6 (C-4a), 122.4 (C-1), 103.1 

(C-6), 102.4 (C-7), 98.2 (C-3), 98.0 (C-9), 96.3 (C-4'), 94.6 (C-13), 93.7 (C-2', 6'), 90.5 

(C-11). 
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    Fig. 4. Structures of the compounds 1 and 2 isolated from Ecklonia stolonifera. 
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Fig. 5. Structures of the compounds 3-7 isolated from Ecklonia. stolonifera. 
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Fig. 6. Structures of the compounds 8-12 first isolated from Ecklonia stolonifera. 
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3-4. 생리활성 실험 

 

3-4-1. in vitro 실험 

 

3-4-1-1. Cholinesterase 억제활성 실험 

 Cholinesterase 억제활성은 Ellman et al. (1961)의 방법을 약간 변형하여 측정하

였다. Acetylthiocholine과 butyrylthiocholine을 기질로 이용하는 acetylcholinesterase

와 butyrylcholinesterase의 억제활성을 측정하였다. 100 mM sodium phosphate 

buffer (pH 8.0) 140 μl, 시료 20 μl와 acetylcholinesterase (0.36 U) 혹은 

butyrylcholinesterase (0.36 U) 20 μl를 각각 96 well microplate에 넣고 실온에서 15

분간 배양한 후에 10 μl의 DTNB [5, 5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)]와 기질인 

acetylthiocholine 혹은 butyrylthiochoine 10 μl를 넣어 최종적으로 반응액이 200 μl

이 되도록 96 well plate에 넣는다. 이때, DTNB와 기질인 acetylthiocholine 혹은 

butyrylthiocholine을 넣어야 효소반응이 시작되고, acetylthiocholine 혹은 

butyrylthiocholine이 효소적 가수분해에 의해 생성되는 thiocholine과 DTNB가 

반응하여 생성되는 노란색의 5-thio-2-nitrobenzoate anion (Fig. 7)을 microplate 

reader VERSA max (Molecular Devices, CA, USA)로 412 nm에서 15분간 측정하였

다.  

Cholinesterase 억제 %는 다음의 방정식으로 구하였다.  

  

Inhibition (%) = {1– (ASam – ACont) / Astd} × 100 

 

ASam: 측정시료를 넣었을 때의 흡광도 

ACont: 측정시료를 넣고 효소를 넣지 않았을 때의 흡광도 

AStd: 측정시료를 넣지 않았을 때의 흡광도 

 

각각의 측정시료의 cholinesterase 억제활성을 IC50 value로 나타내었다. 이는 기
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질인 acetylthiocholine과 butyrylthiocholine의 가수분해를 50% 억제하는 농도를 

μg/ml 혹은 μM로 나타낸 값으로 log-dose 억제 curve로부터 계산하였다. 
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Fig. 7. Mechanism of the cholinesterase assay (Ellman et al., 1961). 
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140 μl Sodium phosphate buffer (pH 8.0) + 20 μl enzyme + 20 μl test sample 

 

Incubation at room temperature for 15 min 

 

Addition 10 μl DTNB 

 

Addition 10 μl acetylthiocholine or butyrylthiocholine 

 

Measurement of absorbance at 412 nm for 15 min 

 

 

Scheme 4. Measurement of cholinesterase inhibitory activity. 
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3-4-1-2. Lens aldose reductase 억제활성 실험  

Lens aldose reductase 억제활성을 측정하기 위한 효소원의 조제는 Hayman과 

Kinoshita (1965)가 발표한 방법을 변형하여 사용하였다. 흰쥐의 안구에서 

수정체를 적출하고, 그 습중량에 따라 일정량 [수정체 1개당 sodium phosphate 

buffer (pH 6.2) 0.5 ml 첨가]의 sodium phosphate buffer (pH 6.2)를 가하여 균질화 

하였다. 이를 4℃에서 10,000 g로 20분간 원심 분리한 후, 그 상등액을 취하여 

효소원으로 사용하였다. 1.5 ml 석영 큐벳에 potassium phosphate buffer (pH 7.0) 

621 μl, 효소 90 μl, 조효소인 NADPH (1.6 mM) 90 μl, DMSO에 녹인 측정시료 9 

μl를 넣고, 마지막으로 기질인 DL-glyceraldehyde (50 mM)를 90 μl를 넣어 총 

반응액이 900 μl가 되도록 하여 340 nm에서 4분간 spectrophotometer를 측정하여 

NADPH의 감소율을 측정하였다 (Fig. 8). 

 

Lens aldose reductase 억제 %는 다음의 방정식으로 구하였다.  

             

            측정값 = {(0분 흡광도 – 4분 흡광도) / 4 (측정시간)} × 10,000 

Inhibition (%) = {1– (ACont – ASam) / ACont} × 100 

 

ASam: 측정시료를 넣었을 때의 측정값 

ACont: 측정시료를 넣지 않았을 때의 측정값 

 

각각의 측정시료의 lens aldose reductase 억제활성을 IC50 value로 나타내었다. 

이는 조효소인 NADPH의 감소를 50% 억제하는 농도를 μg/ml 혹은 μM로 나타

낸 값으로 log-dose 억제 curve로부터 계산하였다. 
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Fig. 8. Mechanism of the lens aldose reductase assay (Hayman and Kinoshita,1965). 
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Rat lens homogenization in sodium phosphate buffer (pH 6.2) 

 

Centrification at 10,000 g and 4℃ for 20 min 

 

Supernatant (enzyme preparation) 

 

621 μl potassium phosphate buffer (pH 7.0) + 90 μl enzyme + 90 μl NADPH 

+ 9 μl test sample 

 

90 μl DL-glyceraldehyde 

 

Measurement of absorbance at 340 nm for 4 min 

 

 

Scheme 5. Measurement of lens aldose reductase inhibitory activity. 
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3-4-1-3. 간보호 활성 실험 

 Tacrine으로 유도한 간세포 독성 실험은 Song et al. (2001)의 방법을 약간 변

형하여 수행하였다. American Type Culture Collection으로부터 인간의 간암 세포

종인 Hep G2 cell을 구입하여 10% heat-inactivated FBS, penicillin G (100 IU/ml)와 

streptomycin (100 μg/ml)이 첨가된 RPMI 배지에 well당 2×105개의 세포를 넣고, 

37℃의 CO2 incubator에서 배양한다. MTT법 (Fig. 9)을 이용하여 세포독성을 측

정하였는데, 1.2 mM의 tacrine을 넣거나 혹은 넣지 않은 배지에 2시간 동안 세

포를 배양하고, 3개의 다른 농도 (추출물 혹은 분획물: 100, 200, 300 μg/ml, 화합

물: 10, 50, 100 μg/ml)의 시료를 넣고, 세포 생존율을 570 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 각각의 측정시료의 tacrine으로 유도된 간세포 독성에 대한 보호 효과

는 50% 세포 생존율 농도인 EC50 value로 나타내었다. 이는 tacrine으로 유도된 

각각의 control 대한 50% 세포 생존율 농도를 μg/ml 혹은 μM로 나타낸 값으로 

concentration-inhibition curve로 얻었다. 

 

간세포 독성에 대한 세포 생존율은 다음의 방정식으로 구하였다.  

  

세포 생존율 (%) = (ACont – ASam) × 100 

 

ASam: 측정시료를 넣었을 때의 흡광도 

ACont: 측정시료를 넣지 않았을 때의 흡광도 
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Fig. 9. Mechanism of the MTT assay (Mosmann, 1983). 
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Hep G2 cells (2 × 105 cell/well) incubation at 37℃ for 24 h 

 

Cell incubation at 37℃ for 2 h in medium including 1.2 mM tacrine 

 

Addition 100 μl/well of combined MTT solution 

 

Incubation at 37℃ for 4 h 

 

Measurement of absorbance at 570 nm 

 

 

Scheme 6. Measurement of hepatoprotective activity. 
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3-4-2. in vivo 실험 

 

3-4-2-1. 고지혈증 억제활성 실험 

 

3-4-2-1-1. 실험동물 

 실험동물은 4 주령의 120 ~ 130 g의 수컷 Sprague-Dawley (SD)계 쥐를 

Samtaco Bio Korea Ltd. (Korea)로부터 구입하였다. 실험동물은 온도 (22 ± 2℃), 

상대습도 (50 ± 10%)와 light:dark cycle이 12시간 간격이 되도록 조절되는 동물 

사육실에서 10일에서 14일간 정상사료와 물은 자유롭게 섭취하도록 하면서 

예비 사육하였으며, 실험동물이 체중이 200 ± 5 g이 되면 본 실험을 실시하였다. 

 

3-4-2-1-2. Poloxamer 407로 유발한 고지혈증 모델 흰쥐 

체중이 200 ± 5 g 정도되는 예비 사육한 실험동물을 7 마리씩 측정시료 수에 

맞게 군을 나눈다. 실험동물을 6시간 절식시킨 후, poloxamer 407을 400 mg/kg

의 농도로 1회 복강투여하고 2시간 후에 식염수에 녹인 측정시료를 용량별로 

1일 1회, 3일간 경구투여하였다.  

 

3-4-2-1-3. 고콜레스테롤 식이로 유발한 고콜레스테롤혈증 모델 흰쥐 

실험동물의 혈중 콜레스테롤을 수치를 증가시키기 위한 고콜레스테롤 식이 

제조는 일반사료에 (crude carbohydrate 48.3% (wt/wt), crude protein 23.5%, crude fat 

5.9%, crude ash 5.9%, crude fiber 3.9% [Sam #31, Samtako Inc.]), cholic acid, 

콜레스테롤과 olive oil을 950:5:20:25의 비율로 혼합하여 조제하였으며, 조제한 

식이는 고형으로 만들어 60℃에서 열풍 건조하여 냉동 보관하면서 공급하였다 

(Ro et al., 1994). 모든 실험동물에 고콜레스테롤 식이를 7일간 자유롭게 

섭취하도록 하였다. 고콜레스테롤혈증 유발여부를 확인하기 위하여, 쥐의 

미정맥으로부터 혈액을 채취하여, cholesterol assay kit (Cholestezyme-V)로 총 

콜레스테롤 농도를 측정하였다. 유발이 확인된 쥐는 유발 정도에 따라 
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7마리씩 군을 나누어 식염수에 녹인 측정시료를 1일 1회, 3일간 경구투여 

하였다.  

 

3-4-2-1-4. 혈액채취 

실험동물에 측정시료의 마지막 경구투여 후, 12시간 절식시킨다. Ethyl ether로 

마취시켜 단두하여 혈액을 채취한다. 채취한 혈액은 실온에서 30분간 방치한 

후, 4℃에서 3000 g의 속도로 10분간 원심분리하여 상층액인 혈청을 분리하였

다. 혈청은 -70℃의 deep freezer에 바로 넣어 보관하였다.  

 

3-4-2-1-5. 생화학 활성실험 

Poloxamer 407과 고콜레스테롤 식이로 유발된 고지혈증과 고콜레스테롤혈증 

쥐의 혈청 지질성분 (중성지질, 총 콜레스테롤, HDL 콜레스테롤)을 Shinyang 

Chemical Co. Ltd. (Korea)에서 구입한 kits 시약을 이용하여 enzymatic colormetric 

방법에 따라 측정하였다. 

 

3-4-2-1-5-1. 총 콜레스테롤 농도 측정 

총 콜레스테롤 (total cholesterol, TC) 농도는 정량용 kit시약 (Cholestezyme-

V)으로 측정하였다. 혈청 0.02 ml에 조제한 반응시약을 3 ml씩 첨가하여 vortex 

mixer로 혼합하고 37℃의 water bath에서 5분간 반응시켜 505 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 콜레스테롤 표준용액을 이용하여 위의 방법과 동일하게 발색시켜 

흡광도를 측정한 후, 시료의 흡광도 값을 다음 식에 대입하여 혈청의 

콜레스테롤 농도를 구하였다.  

 

Total cholesterol (mg/dl)= (검체의 흡광도 / 표준액의 흡광도) × 300 

 

3-4-2-1-5-2. 중성지질 농도 측정 

혈청의 중성지질 (triglyceride, TG) 농도는 triglyceride kit 시약 (Triglyzyme-
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V)으로 측정하였다. 실험방법은 총 콜레스테롤 측정법과 동일하고, 중성지질 

표준용액을 이용하여 위의 방법과 동일하게 발색시켜 505 nm에서 흡광도를 

측정한 후, 시료의 흡광도 값을 다음 식에 대입하여 혈청의 중성지방 농도를 

계산하였다. 

 

Triglyceride (mg/dl) = (검체의 흡광도 / 표준액의 흡광도) × 300 

 

3-4-2-1-5-3. HDL 콜레스테롤 농도 측정 

혈청의 HDL 콜레스테롤 (HDL cholesterol, HDL-C) 농도는 정량용 HDL 

콜레스테롤 kit (HDL-C555)로 측정하였다. 실험방법은 분리한 혈청 0.2 ml에 

분리시약 0.2 ml을 넣어 잘 혼합하여 10분간 실온에 방치한 후, 4℃에서 3000 

g에서 10분간 원심분리한 후, 상층액을 50 μl 취하여 조제한 반응시약 3 

ml씩을 첨가하여 만들고, 표준액은 콜레스테롤 측정법과 동일한 방법으로 

만들어 vortex mixer로 혼합한다. 혼합액은 37℃의 water bath에서 5분간 

반응시켜 60분 이내에 파장 555 nm에서 흡광도를 측정하고, 시료의 흡광도 

값을 다음 식을 이용하여 HDL 콜레스테롤 농도를 구하였다. 

 

HDL cholesterol (mg/dl) = (검체의 흡광도 / 표준액의 흡광도) × 50 × 2 

 

3-4-2-1-5-4. LDL 콜레스테롤 농도와 동맥경화지수 (A.I.) 

LDL 콜레스테롤 (LDL cholesterol, LDL-C) 수치와 동맥경화지수 (atherogenic 

index, A.I.)는 위의 방법으로 측정한 TG, TC, HDL-C 값을 이용하여 다음의 방

정식으로 그 값을 구하였다 (Kim et al., 2001; Choi et al., 1991).  

LDL-C = TC – HDL-C – 1/5 TG 

  A.I. = (TC – HDL-C) / HDL-C  
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3-4-2-1-6. 통계처리 

모든 측정결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었고, 유의성은 Student’s t-test 

(Systat In., Evaston,Ⅲ., U.S.A)로 검증하였으며, 유의수준은 p < 0.05, p < 0.01, p < 

0.001로 나타내었다. 
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. Ⅲ 결과 및 고찰 

 

1. 곰피에서 분리된 화합물의 구조 결정 

 

1-1. n-Hexane 획분에서 분리된 화합물의 구조 결정  

곰피 ethanol 추출물과 분획물 중 butyrylcholinesterase 억제활성이 가장 높은 

n-hexane 가용성 분획물을 silica gel column chromatography와 재결정을 통하여 

두 개의 기지 compounds 1과 2 (Fig. 4)를 분리하였다. 

 

 Compound 1 (fucosterol)은 흰색의 무정형의 결정으로 분리되었으며, 표준품과 

비교 TLC하여 fucosterol임을 확인하였다. 이 화합물은 Turbinaria ornate, 

Sargassum carpophyllum, Pelvetia siliquosa 등의 해조류로부터 분리되었으며, 

항당뇨 활성 (Lee et al., 2004b), 항산화 활성 (Lee et al., 2003), 암세포 종에 대한 

세포독성 효과 (Tang et al., 2002), angiotensin-converting enzyme 억제효과 

(Hagiwara et al., 1986)가 알려져 있다. 

 

 Compound 2 (24-hydroperoxy 24-vinylcholesterol)는 흰색의 무정형의 결정으로 

분리되었으며, 표준품과 비교 TLC하여 24-hydroperoxy 24-vinylcholesterol임을 

확인하였다. 이 화합물은 Turbinaria ornate와 Sargassum carpophyllum 등의 

해조류로부터 분리되었으며, 암세포 종에 대한 세포독성 효과 (Sheu et al., 

1997; Tang et al., 2002)가 알려져 있다. 
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1-2. EtOAc 획분에서 분리된 화합물의 구조 결정 

  곰피 ethanol 추출물과 분획물들 중 acetylcholinesterase와 lens aldose reductase 

억제활성과 간보호 활성에서 가장 효과가 뛰어난 EtOAc 가용성 분획물을 

silica gel, Sephadex LH-20, RP-18 column chromatography를 이용하여 10개의 

compounds 3-12 (Fig. 5 and 6)를 분리하였다. 이들의 구조는 1H과 13C-NMR 등의 

분광학적 data와 문헌치를 비교하여 구조를 결정하였으며, 분리된 화합물 중 

compounds 8-11는 다른 갈조류에서 보고된 바 있으나, 곰피에서는 처음으로 

보고되는 성분이며, compound 12는 Eisenia arborea에서 acetylation된 hepta-acetate 

상태로 분리되었으나, free형은 천연물에서는 처음으로 분리한 화합물이다.  

 

Compound 3 (phloroglucinol)은 무색의 침상형의 결정으로 분리되었으며, 

표준품과 비교 TLC하여 phloroglucinol임을 확인하였다. 이 화합물은 ROS 

생성억제 (Kang et al., 2004a), DPPH 소거활성 (Kang et al., 2003a), peroxinitrite 

소거활성 (Chung et al., 2000; Jung et al., 2006), tyrosinase 억제활성 (Kang et al., 

2004b), 뿐만 아니라 피부 진피에 존재하고, 피부의 탄력을 유지하게 하는 

elastin을 분해하는 elastase 억제활성 및 염증과 관련있는 hyaluronidase 

억제효과 (Bu et al., 2006) 등이 알려져 있다. 

 

Compound 4 (dioxinodehydroeckol)는 연한 회색의 무정형 분말로 

분리되었으며, 표준품과 비교 TLC하여 dioxinodehydroeckol임을 확인하였다. 이 

화합물은 DPPH와 ONOO- 소거활성이 알려져 있다 (Kang et al., 2003a; Jung et al., 

2006). 

 

Compound 5 (eckol)는 연한 갈색의 분말로 분리되었으며, 표준품과 비교 

TLC하여 eckol임을 확인하였다. 이 화합물은 DPPH와 ONOO-와 같은 radical 

소거활성 (Kang et al., 2003a; Jung et al., 2006), 산화적 손상으로 유도되는 폐의 

섬유모세포에서 세포 손상억제 (Kang et al., 2005a), 자외선 조사에 의한 
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collagen의 분해와 인간의 진피 섬유 모세포에서 합성되는 피부연결조직을 

손상시키는 matrix metalloproteinase를 억제하며 (Joe et al., 2006), anti-plasmin 

효과 (Fukuyama et al., 1985)가 알려져 있으며, 뿐만 아니라 당뇨병과 당뇨 

합병증의 지표인 α-amylase와 glycation의 생성을 억제하는 것으로 알려져 있다 

(Okada et al., 2004). 

 

Compound 6 (phlorofucofuroeckol-A)은 연한 갈색의 분말로 분리되었으며, 

표준품과 비교 TLC하여 phlorofucofuroeckol-A임을 확인하였다. 이 화합물은 

DPPH와 ONOO- 소거활성이 알려져 있다 (Kang et al., 2003a; Jung et al., 2006). 

 

Compound 7 (dieckol)은 연한 갈색의 분말로 분리되었으며, 표준품과 비교 

TLC하여 dieckol임을 확인하였다. 이 화합물은 radical 소거활성 (Kang et al., 

2003a; Jung et al., 2006)과 α-amylase와 glycation 생성 억제활성이 알려져 있다 

(Okada et al., 2004). 

 

Compound 8 (triphlorethol-B)은 연한 갈색의 분말로 분리되었으며, 용매 

DMSO-d6로 1H-NMR (Fig. 10)과 13C-NMR (Fig. 11) spectrum을 측정하여 그 data

를 문헌치와 비교하였다 (Fukuyama et al., 1989). 1H-NMR spectrum에서 7개의 

aromatic 수소 [δ: 5.94 (1H, d, J=2.7 Hz), 5.84 (2H, s), 5.82 (2H, d J=1.9 Hz), 5.80 (1H, 

d, J=1.9 Hz), 5.52 (1H, d, J=2.7 Hz)]와 13C-NMR spectrum에서 치환되지 않은 7개

의 탄소와 11개의 산소를 가진 aromatic 탄소의 존재로 3개의 phloroglucinol 

unit로 구성된 화합물임을 알 수 있었으며, eckol의 구조와는 달리 C-5와 C-2²

사이에 aryl-ether 결합이 없는 opened-chain 구조를 형성하는 화합물로서 

triphlorethol-B로 구조결정 하였다. 이 화합물은 Ecklonia kurome로부터 분리되었

으나 곰피에서는 처음 분리된 화합물이다 (Fukuyama et al., 1989). 이 화합물은 

ONOO- 소거활성 (Jung et al., 2006)과 H2O2로 유도된 세포 손상에 대한 보호효

과와 폐의 섬유모세포 보호효과 (Kang et al., 2005b) 그리고 이온화 조사에 대한 
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보호효과 (Kang et al., 2006) 등이 알려져 있다. 

 

Compound 9 (2-phloroeckol)는 연한 갈색의 분말로 분리되었으며, 용매 

DMSO-d6로 1H-NMR (Fig. 13)과 13C-NMR (Fig. 14) spectrum을 측정하여 그 data

를 문헌치와 비교하였다 (Fukuyama et al., 1985). 1H-NMR spectrum에서 δ 5.86 (2H, 

d, J=2.0 Hz)과 5.84 (1H, d, J=1.9 Hz)에서 AB2 system, δ 5.96 (1H, d, J=2.3 Hz)과 

5.82 (1H, d, J=2.7 Hz)에서 AB system, δ 5.84 (2H, s)와 5.80 (1H, s)에서의 2개의 

singlet은 8개의 aromatic 수소의 특징을 나타내는 proton signals이 나타났고, 13C-

NMR spectrum에서 8개의 치환되지 않은 탄소와 16개의 산소를 가지는 

aromatic 탄소를 나타내므로 4개의 phlroglucinol unit가 존재함을 알 수 있었다. 

Proton과 carobon의 더 정확한 assignment를 위해서 HMQC (Fig. 15)와 HMBC 

(Fig. 16) 실험을 수행하였다. 이들 결과로부터 eckol의 골격에 추가적인 

phloroglucinol unit의 정확한 위치는 C-2임을 알 수 있었다. 분광학적 data와 문

헌치를 비교하여 이 화합물을 2-phloroeckol로 구조를 동정하였으며, 이 화합물

은 Ecklonia kurome로부터 분리된 바 있으나, 곰피에서는 처음 분리된 화합물이

다 (Fukuyama et al., 1985). 

 

 Compound 10 (7-phloroeckol)은 연한 갈색의 분말로 분리되었으며, 용매 

DMSO-d6로 1H-NMR (Fig. 17)과 13C-NMR (Fig. 18) spectrum을 측정하여 그 

data를 문헌치와 비교하였다 (Okada et al., 2004). 1H-NMR spectrum에서 δ 5.72 (2H, 

d, J=2.0 Hz)와 5.80 (1H, t, J=2.0 Hz)에서 AB2 system, δ 5.79 (1H, d, J=3.1 Hz)와 

6.01 (1H, d, J=3.1 Hz)에서 AB system, δ 5.86 (2H, s)과 6.14 (1H, s)에서의 두개의 

singlet 뿐만 아니라 δ 9.00 (1H, s), 9.12 (4H, d, J=6.3 Hz), 9.20 (1H, s), 9.40 (1H, s), 

9.61 (1H, s)에서 8개의 페놀성 -OH proton에 상응하는 proton signals이 나타났고, 

13C-NMR spectrum에서 8개의 치환되지 않은 탄소와 16개의 산소를 가지는 

aromatic 탄소가 나타나므로 4개의 phlroglucinol units가 존재함을 알 수 있었다. 
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분광학적 data와 문헌치를 비교하여 이 화합물을 7-phloroeckol로 구조를 

동정하였다. 이 화합물은 Eisenia bicyclis로부터 분리된 바 있으나, 곰피에서는 

처음 분리된 화합물이며, α-amylase와 glycation 생성 억제활성이 알려져 있다 

(Okada et al., 2004). 

 

 Compound 11 (diphlorethol)은 연한 갈색의 분말로 분리되었으며, 용매 

DMSO-d6로 1H-NMR (Fig. 19)과 13C-NMR (Fig. 20) spectrum을 측정하여 그 data

를 문헌치와 비교하였다 (Fukuyama et al., 1989). 1H-NMR spectrum에서 δ 5.76 (1H, 

t, J=2.0 Hz)과 5.66 (2H, d, J=1.8 Hz)에서 AB2 system, 5.84 (2H, s)에서의 한개의 

singlet, 뿐만 아니라 δ 9.05 (2H, s), 9.01 (2H, s), 8.94 (1H, s)에서 5개의 페놀성 -

OH proton에 상응하는 proton signals이 나타났다. 13C-NMR spectrum에서 5개의 

치환되지 않은 탄소와 7개의 산소를 가지는 aromatic 탄소가 존재함으로 2개의 

phlroglucinol units가 존재함을 알 수 있었다. HMBC (Fig. 21)를 측정하여 정확한 

phloroglucinol unit의 결합위치를 확인하였고, 분광학적 data와 문헌치를 비교하

여 이 화합물을 diphlorethol로 구조를 동정하였다. 이 화합물은 곰피에서는 처

음 분리된 화합물이다 (Fukuyama et al., 1989). 

 

Compound 12 (fucofuroeckol-A)는 연한 갈색의 분말로 분리되었으며, 용매 

DMSO-d6로 1H-NMR (Fig. 22), 13C-NMR (Fig. 23)과 HMQC (Fig. 24), HMBC (Fig. 

25) spectrum을 측정하여 그 data를 문헌치와 비교하였다 (Fukuyama et al., 1990). 

1H-NMR spectrum은 AB2 system signals인 [δ 6.71 (1H, s)과 6.47 (1H, d, J=1.10 Hz)]

와 [δ 6.25 (1H, d, J=1.46 Hz)와 5.76 (2H, d, J=1.46 Hz)]이 set를 이루고, 2개의 

singlet [δ 6.29 (1H, s), 5.83 (1H, s)]과 8개의 phenolic hydroxyl signals (δ 10.05, 9.88, 

9.76, 9.44, 9.18, 8.22)이 나타났고, 13C-NMR spectrum에서는 7개의 methine, 15개의 

산소를 가지는 탄소, 2개의 4급 탄소 (δ 103.1, 102.4)로 구성된 24개의 aromatic 

탄소를 가진다. 이들 spectra data를 통해서 이 화합물은 4개의 phloroglucinol 

units로 구성된 eckol-type phlorotannin임을 알 수 있었다. 4개의 phloroglucinol 
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units에서 A ring은 다른 units와 ether 결합을 하고 있으며, ether와 aryl-aryl 결합

으로 구성되어 있는 다른 남아있는 units의 구조를 알기 위해서 eckol과 비교

하였다. Eckol 구조에서 A와 B rings에 해당하는 carbon signals (C-1, 2, 3, 4, 4a, 

10a, 1', 2', 3', 4', 5', 6')과 이 화합물의 A와 B rings의 carbon signals은 일치하므로, 

한 개의 dibenzo-1,4-dioxin 골격을 가지고 있음을 알 수 있었다. 이 화합물의 C 

ring은 eckol의 C ring과 일치하지 않는데, 그것은 C ring에 한 개의 4급 탄소 (δ 

103.1)가 존재하기 때문이다. 이 4급 탄소는 dibenzo-1,4-dioxin의 왼쪽 side ring

에 속하는 것으로 나타났다. 게다가 추가되는 phloroglucinol unit D는 unit C와 

aryl-aryl 결합을 통해서 연결되어 있으며, 이때 units C와 D 사이에 H2O가 빠지

면서 furan ring을 형성하게 된다. 분광학적 data와 문헌치를 비교하여 이 화합

물을 fucofuroeckol-A로 구조를 동정하였다. 이 화합물은 Eisenia arborea에서 

actylation에 의한 hepta-acetate형으로는 분리가 되었지만, free형은 천연물에서는 

처음 분리되었다 (Glombitza and Gerstberger, 1985). 
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Fig. 10. 1H-NMR spectrum of compound 8 in DMSO-d6. 

 

 

 Fig. 11. 13C-NMR spectrum of compound 8 in DMSO-d6. 
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Fig. 12. HMBC spectrum of compound 8 in DMSO-d6. 
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 Fig. 13. 1H-NMR spectrum of compound 9 in DMSO-d6. 

 

 

Fig. 14. 13C-NMR spectrum of compound 9 in DMSO-d6. 
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Fig. 15. HMQC spectrum of compound 9 in DMSO-d6. 

 

 

Fig. 16. HMBC spectrum of compound 9 in DMSO-d6. 
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Fig. 17. 1H-NMR spectrum of compound 10 in DMSO-d6. 

 

 

Fig. 18. 13C-NMR spectrum of compound 10 in DMSO-d6. 
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Fig. 19. 1H-NMR spectrum of compound 11 in DMSO-d6. 

 

 

Fig. 20. 13C-NMR spectrum of compound 11 in DMSO-d6. 
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Fig. 21. HMBC spectrum of compound 11 in DMSO-d6. 
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Fig. 22. 1H-NMR spectrum of compound 12 in DMSO-d6. 

 

 

Fig. 23. 13C-NMR spectrum of compound 12 in DMSO-d6. 
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Fig. 24. HMQC spectrum of compound 12 in DMSO-d6. 

 

 

Fig. 25. HMBC spectrum of compound 12 in DMSO-d6. 
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Table 1. 1H- and 13C-NMR spectral data of compound 12 in DMSO-d6 

Position 

1H-NMR 

δ (m, J in Hz) 

13C-NMR 

2 9.44 (1H, s) 146.9 

3 6.29 (1H, s) 98.2 

4 9.88 (1H, s) 142.0 

4a  122.6 

5a  133.6 

6  103.1 

7  102.4 

8 8.22 (1H, s) 150.2 

9 6.25 (1H, d, J=1.5 Hz) 98.0 

10 9.76 (1H, s) 157.6 

11 6.47 (1H, d, J=1.1 Hz) 90.5 

11a  158.3 

12a  150.5 

13 6.71 (1H, s) 94.6 

14 10.05 (1H, s) 144.4 

14a  126.1 

15a  136.8 

1'  160.7 

2', 6' 5.76 (2H, d, J=1.5 Hz) 93.7 

3', 5' 9.18 (2H, s) 158.8 

4' 5.83 (1H, s) 96.3 

Assignment based on HMQC, HMBC experiments 
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2. 생리활성 실험 

 

2-1. in vitro 실험 

 

2-1-1. 해조류 ethanol 추출물의 cholinesterase와 lens aldose reductase 억제활성 

및 간보호 활성 검색 

알츠하이머병, 당뇨성 합병증 그리고 tacrine으로 유도된 간독성으로부터 간

보호에 대한 효과를 채집한 각종 해조류 ethanol 추출물을 이용하여 

cholinesterase 억제활성, lens aldose reductase 억제활성, tacrine으로 유도된 간세포 

독성에 대한 간세포 보호활성을 검색하였으며, 그 결과를 Table 2에 나타내었

다.  

Cholinesterase 억제활성에서 100.0 μg/ml의 농도로 해조류 추출물의 활성을 

검색하였으며, 이들 해조류 추출물 중에 Ecklonia 종에 속하는 곰피와 감태의 

ethanol 추출물은 acetylcholinesterase와 butyrylcholinesterase를 각각 45.95 ± 

3.10%와 30.90 ± 4.20% 그리고 21.28 ± 2.21%와 13.14 ± 2.24%로 cholinesterase 

억제활성이 나타났다. 특히, 곰피는 감태보다 더 강력한 cholinesterase 

억제활성을 나타내었는데, 이는 이들 해조류의 활성성분의 조성차이 때문에 

나타나는 것으로 생각된다. 선행연구에서 비틀대 모자반의 butyrylcholinesterase 

억제활성이 보고되었다 (Ryu et al., 2003). 그러나 본 연구에서 Sargassum 종인 

뜸부기, 괭생이 모자반, 지충이의 ethanol 추출물에 대한 cholinesterase 

억제활성을 측정하였지만, 어떠한 효과도 나타나지 않았는데, 이는 종 사이의 

성분의 차이에 의한 것으로 생각된다.  

Lens aldose reductase 억제활성은 50.0 μg/ml의 농도에서 해조류 추출물의 

활성을 검색하였으며, 이들 해조류 추출물 중에 곰피와 감태는 lens aldose 

reductase를 57.16%, 52.55%씩 각각 억제하여 유사한 lens aldose reductase 

억제활성이 나타났으나, 곰피가 더 높은 억제활성이 나타난 곰피는 검색한 
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해조류 추출물 중에서 가장 높은 lens aldose reductase 억제활성이 나타났다.  

Tacrine으로 유도한 간독성에 대한 간세포 보호활성을 측정하기 위해 

해조류의 ethanol 추출물에 대한 간보호 활성을 검색하였다. 검색한 이들 

해조류 추출물 중에서 곰피를 제외한 다른 해조류 추출물은 IC50 값이 300 

μg/ml 이상으로 낮은 간보호 활성이 나타났으나, 곰피 추출물은 IC50 값이 

198.1 μg/ml로 검색한 해조류 중 유일하게 간보호 활성을 나타났다. 

그러므로, 해조류 추출물 검색에서 가장 높은 cholinesterase와 lens aldose 

reductase 억제활성 그리고 간보호 활성을 나타낸 곰피 ethanol 추출물을 

이용하여 이들 생리활성을 나타내는 활성성분을 분리하고자 하였다. 
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Table 2. in vitro activities of ethanolic extract of Korean seaplant 

AChEa BChEa RLARb HPc 
Inhibition (%) Inhibition (%) Inhibition (%) EC 50 (μg/ml) Seaplant 

Mean ± SEM Mean ± SEM   
Capsosiphon fulvescens -6.23 ± 1.63 13.55 ± 4.25 48.87 - 

Ulva pertusa -2.35 ± 1.49 -16.99 ± 1.45 - >300 

Enteromorpha linza -14.12 ± 6.66 -12.93 ± 1.11 - >300 

Enteromorpha prolifera -16.38 ± 4.15 -10.91 ± 0.86 - - 

Codium fragile -6.61 ± 6.80 -25.23 ± 3.09 - >300 

Undaria pinnatifida -1.80 ± 5.47 4.59 ± 0.27 - >300 

Pelvetia siliquosa 1.77 ± 5.31 22.10 ± 0.29 35.43 >300 

Sargassum fulvellum 2.75 ± 2.53 -10.80 ± 0.30 - >300 

Sargassum horneri -16.12 ± 1.38 -23.91 ± 0.78 - >300 

Sargassum thunbergii 8.38 ± 1.01 -18.69 ± 2.12 - >300 

Ishige okamurae -21.94 ± 6.56 -12.63 ± 1.50 - - 

Ecklonia cava 21.28 ± 2.21 13.14 ± 2.24 52.55 - 

Ecklonia stolonifera 45.97 ± 3.10 30.90 ± 4.20 57.16 198.1 

Laminaria japonica -5.51 ± 6.99 4.02 ± 4.89 - >300 

Hizikia fusiforme  -   -  24.9 >300 

Ahnfeltiopsis flabelliformis -10.12 ± 0.62 5.46 ± 4.39 - >300 

Callophyllis japonica -5.91 ± 1.98 -13.15 ± 1.37 - - 

Chondracanthus tenellus -18.90 ± 1.19 -2.20 ± 3.21 15.45 >300 

Chondrus ocellatus 7.19 ± 4.31 -33.22 ± 2.00 - >300 

Chondrus pinnulatus 7.74 ± 4.25 -21.46 ± 1.91 - >300 

Meristotheca papulosa -18.78 ± 0.71 -17.60 ± 2.04 - - 

Gloiopeltis furcata -6.09 ± 3.05 -15.89 ± 2.28 - - 

Gelidium amansii 9.94 ± 3.09 23.55 ± 0.76 - - 

Gracilaria verrucosa 8.35 ± 1.44 6.65 ± 4.35 - - 

Corallina officinalis 4.23 ± 1.77 -16.50 ± 1.28 - - 

Chondria crassicaulis -3.13 ± 4.67 -29.30 ± 4.17 39.98 >300 

Symphyocladia latiuscula -2.81 ± 1.26 -35.43 ± 1.29 - - 

Porphyra tenera -6.00 ± 3.97 15.83 ± 2.89 - >300- 

Eserine 55.09 ± 1.11 33.47 ± 5.55   

Quercetin       82.53  

Silybind        50.0 

 

AChE: acetylcholinesterase, BChE: butyrylcholinesterase, RLAR: rat lens aldose reductase, HP: hepatoprotection 

aCholinesterase were determined at a concentration of 100.0 μg/ml for the ethanol extracts and 0.0064 μg/ml for eserine as 

a reference compound. bLens aldose reductase was determined at a concentration of 50.0 μg/ml for the ethanol extracts and 

10 μg/ml for quercetin as a reference compound. cHepatoprotective activity was expressed as the mean of 50% effective 

concentrations of triplicate determinations, obtained by interpolation of concentration-inhibition curve. dSilybin is used a 

positive control on hepatoprotective acitivity.  
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2-1-2. 곰피의 ethanol 추출물과 각 분획물들의 cholinesterase와 lens aldose 

reductase 억제활성 및 간보호 활성  

검색한 해조류에서 가장 높은 활성을 나타낸 곰피의 ethanol 추출물과 

ethanol 추출물을 계통적 용매 분획하여 얻은 n-hexane, CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH 

획분과 H2O 층에 대한 cholinesterase와 lens aldose reductase 억제활성과 간보호 

활성을 측정하였으며, 그 결과를 Table 3에 나타내었다.  

곰피의 ethanol 추출물은 acetylcholinesterase과 butyrylcholinesterase 

억제활성에서 IC50 값이 108.11 ± 2.35 μg/ml과 161.54 ± 4.20 μg/ml로 나타났다. 

곰피의 ethanol 추출물로부터 얻은 분획물의 acetylcholinesterase 억제활성은 

EtOAc 분획물 (IC50 = 26.46 ± 4.76 μg/ml) > CH2Cl2 분획물 (IC50 = 71.52 ± 5.46 

μg/ml) > n-BuOH 분획물 (IC50 = 82.15 ± 3.23 μg/ml)의 순으로 나타났으며, 

분획물 중에서 EtOAc 분획물이 가장 강력한 acetylcholinesterase 억제활성이 

나타났다. 반면에, butyrylcholinesterase 억제활성에서는 n-hexane 분획물 (IC50 = 

68.40 ± 4.03 μg/ml)과 CH2Cl2 분획물 (IC50 = 71.01 ± 3.58 μg/ml)이 강한 활성이 

나타났고, EtOAc 분획물과 n-BuOH 분획물은 IC50 값이 각각 173.50 ± 5.04 

μg/ml과 258.80 ± 4.03 μg/ml로 낮은 butyrylcholinesterase 억제활성이 나타났다. 

그러나, 분획물들 중에서 H2O 분획물은 어떠한 cholinesterase 억제활성도 

나타나지 않았다. 이들 결과에서 acetylcholinesterase 억제활성에서는 다소 높은 

극성을 가진 EtOAc 분획물이 가장 큰 활성이 나타났고, butyrylcholinesterase 

에서는 비극성의 n-hexane 분획물이 가장 큰 억제활성을 나타나는 것으로 

보아 EtOAc와 n-hexane 분획물의 활성은 활성성분이 EtOAc 분획물에 풍부한 

phlorotannin 성분과 n-hexane 분획물에 풍부한 sterol 성분임을 추측할 수 

있었다. 

 곰피 분획물의 lens aldose reductase 억제활성은 10.0 μg/ml의 농도 에서 EtOAc 

분획물 (26.63 ± 1.02%) > H2O 분획물 (20.67 ± 0.55%) > CH2Cl2 분획물 (19.98 ± 

0.67%) > n-hexane 분획물 (18.49 ± 0.62%) > n-BuOH 분획물 (17.98 ± 1.22%)의 



  67 

순으로 나타났다. 분획물들 중에서 EtOAc 분획물이 가장 강력한 lens aldose 

reductase 억제활성이 나타났다. 이 결과로부터 당뇨성 합병증의 지표로 알려진 

곰피의 lens aldose reductase의 억제효과는 EtOAc 분획물에 풍부한 phlorotannin 

성분에 의해서 나타나는 것으로 추측할 수 있었다. 

간보호 활성에서는 곰피의 분획물들 중에서 EtOAc 분획물은 EC50 값이 

195.2 μg/ml로 가장 높은 간보호 활성이 나타났고, EtOAc 분획물을 제외한 

나머지 분획물에서는 어떠한 간보호 활성도 나타나지 않았다. 이 결과로부터 

tacrine으로 유도된 간세포 독성에 대한 간보호 효과는 곰피의 EtOAc 분획물에 

풍부한 phlorotannin 성분에 의해서 나타나는 것으로 추측할 수 있었다. 

따라서 butyrylcholinesterase 억제활성에서 높은 활성을 나타낸 n-hexane 

분획물과 acetylcholinesterase와 lens aldose reductase 억제활성과 간보호 활성에서 

가장 높은 활성을 나타낸 EtOAc 분획물에 이들 활성을 나타내는 활성성분이 

존재할 것으로 생각된다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  68 

Table 3. in vitro activities of the ethanolic extract and its fractions obtained from 

the ethanolic extract of Ecklonia stolonifera 

AChE BChE RLARb HPc 

IC 50 (μg/ml) IC 50 (μg/ml) Inhibition (%) EC 50 (μg/ml) 
Samples 

Mean ± SEM Mean ± SEM Mean ± SEM  

Ethanolic extract 108.11 ± 2.35 161.54 ± 4.20 57.16 ± 0.35 198.1 

n-Hexane fraction >300  68.40 ± 4.03 18.49 ± 0.62 >300 

CH2Cl2 fraction 71.52 ± 5.46  71.10 ± 3.54 19.98 ± 0.67 >300 

EtOAc fraction 26.49 ± 4.76 173.50 ± 5.04 26.63 ± 1.02 195.2 

n-BuOH fraction 82.51 ± 3.23 258.80 ± 4.03 17.98 ± 1.22 >300 

H2O fraction >300 >300 20.67 ± 0.55 >300 

Eserinea 0.004 ± 0.001    0.02 ± 0.004   

Quercetin     50.0 

Silybind   75.62 ± 0.18  

AChE: acetylcholinesterase, BChE: butyrylcholinesterase, RLAR: rat lens aldose reductase, HP: hepatoprotection 

aEserine is used a positive control on cholinesterase inhibitory activity. bLens aldose reductase was determined at a 

concentration of 10.0 μg/ml for the ethanol extract and its fractions obtained from the ethanolic extract of E. stolonifera 

and 10.0 μg/ml for quercetin as a reference compound. cHepatoprotective activity was expressed as the mean of 50% 

effective concentrations of triplicate determinations, obtained by interpolation of concentration-inhibition curve. dSilybin is 

used a positive control on hepatoprotective activity.  
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2-1-3. 분리된 화합물의 cholinesterase와 lens aldose reductase 억제활성 및 

 간보호 활성 

Butyrylcholinesterase 억제활성이 가장 높게 나타난 곰피 n-hexane 분획물과 

acetylcholinesterase와 lens aldose reductase 억제활성과 간보호 활성에서 가장 

높은 활성을 나타낸 EtOAc 분획물을 대상으로 silica gel, Sephadex LH-20 

그리고 RP-18 column chromatography를 수행하여, 이들 활성을 나타내는 성분을 

분리, 정제하였다. 곰피의 n-hexane 분획물에서 2종의 sterol 화합물 (1 and 2)과 

EtOAc 분획물에서 10종의 phlorotannin 화합물 (3-12)을 분리하였으며, 분리된 

화합물을 대상으로 cholinesterase와 lens aldose reductase 억제활성과 간보호 

활성을 평가하였으며, 그 결과를 Table 4에 나타내었다.  

곰피의 분획물들 중 butyrylcholinesterase 억제활성에서 가장 높은 활성을 나

타낸 n-hexane 분획물과 acetylcholinesterase 억제활성을 나타낸 EtOAc 분획물로

부터 반복적인 column chromatography를 수행하여, n-hexane 분획물로부터 sterol 

성분을 EtOAc 분획물로부터 phlorotannin 성분을 분리하였으며, 이들 화합물의 

cholinesterase 억제활성을 측정하였다.  

분리된 화합물 중 dioxinodehydroeckol (4), eckol (5), phlorofucofuroeckol-A (6), 

dieckol (7), 2-phloroeckol (8)과 7-phloroeckol (9)은 IC50 값이 42.66 ± 8.48, 20.56 ± 

5.61, 4.89 ± 2.24, 17.11 ± 3.24, 38.13 ± 4.95와 21.11 ± 4.16 μM로 강력한 

acetylcholinesterase 억제활성을 나타내었으며, 24-hydroperoxy 24-vinylcholesterol 

(2)은 acetylcholinesterase 억제활성에서 IC50 값이 389.10 ± 2.29 μM로 낮은 

활성이 나타났다. 반면에 fucosterol (1), 24-hydroperoxy 24-vinylcholesterol (2), 

dioxinodehydroeckol (4)과 phlorofucofuroeckol-A (6)은 IC50 값이 421.72 ± 1.43, 

176.46 ± 2.51, 230. 27 ± 3.52, 136.71 ± 3.32 μM로 다소 낮은 butyrylcholinesterase 

억제활성이 나타났다. 그러나, phloroglucinol (3)과 triphlorethol-B (8)는 

cholinesterase 억제활성이 나타나지 않았다. Eckol (5), dieckol (7), 2-phloroeckol 

(8)과 7-phloroeckol (9)은 acetylcholinesterase에 대해 선택적으로 농도 의존적인 
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억제활성을 나타낸 반면에 dioxinodehydroeckol (4)과 phlorofucofuroeckol-A (6)는 

acetylcholinesterase와 butyrylcholinesterase 모두에서 강한 억제활성이 나타났다. 

이들 결과로부터 phloroglucinol과 같은 monomer와 opened-chain trimer인 

triphlorethol-B와 같은 구조는 cholinesterase 억제활성을 나타내지 않는다는 

것을 알 수 있었다. 그러므로, phlorotannin 구조에서 phloroglucinol의 중합도와 

closed-ring의 구조는 cholinesterase 억제활성에 중요한 역할을 하는 것으로 

생각된다.  

알츠하이머병의 발병 원인 중 하나인 acetylcholinesterase는 기질특이성을 

가진 효소로서 신경 스냅스에서 신경전달물질인 acetylcholine을 choline과 

acetate로 분해시켜 콜린성 뉴런을 소실시키고, 콜린성 신경전달을 감소시켜 

알츠하이머병을 유발한다 (Greig et al., 2001). Acetylcholinesterase와 함께 

알츠하이머병의 원인으로 알려진 butyrylcholinesterase는 plasma와 조직에 

존재하며, 기질 비특이적 효소로 알려져 있다 (Silman and Sussman, 2005). 이 

효소의 정확한 기전은 아직 밝혀지지 않았지만, 노인성 치매 환자의 뇌에서 

다량으로 발견되며, 치매를 유발하는 신경성 plaque를 형성하는데 작용하고, 

알츠하이머병의 후기에 acetylcholine의 분해를 담당하여 치매의 환자의 

행동심리에 큰 영향을 주는 것으로 알려져 있다 (Soreq and Seidman, 2001; Mack 

and Robitzki, 2000; Rakinczay and Brimijoin, 1988). Cholinesterase 억제제는 

알츠하이머병 형태의 치매 환자에게 가장 큰 치료효과를 나타내는 약물로서 

기억력과 집중력과 같은 인식능력과 행동장애에 효과를 나타낸다고 알려져 

있다 (Giacobini, 2004). Acetylcholinesterase 억제제는 알츠하이머병 환자의 

뇌에서 acetylcholine의 농도를 증가시켜, 콜린성 신경전달물질을 증가시켜 

인식능력을 증가시키고, butyrylcholinesterase 억제제는 치매환자의 뇌에서 

증가된 신경성 plaque를 감소시키는 역할을 하는 것으로 알려져 있어 

(Giacobini, 2004; Yu et al., 1999), acetylcholinesterase와 butyrylcholinesterase을 

균형적으로 억제하는 것은 알츠하이머병 치료에 있어서 더 큰 효과를 나타낼 
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수 있다 (Yu et al., 1999). 따라서 곰피와 곰피에서 분리된 phlorotannin 성분은 

acetylcholinesterase와 butyrylcholinesterase를 동시에 억제함으로써 알츠하이머 

병을 효과적으로 예방할 수 있는 가능성이 있다고 사료된다. 

곰피의 분획물들 중에서 가장 높은 lens aldose reductase 억제활성을 나타낸 

EtOAc 분획물로부터 얻은 phlorotannin 화합물에 대한 lens aldose reductase 

억제활성에서 triphlorethol-B (8), diphlorethol (11), fucofuroeckol-A (12)를 제외한 

나머지 phlorotannin 화합물은 lens aldose reductase 억제활성이 나타났다. 

dioxinodehydroeckol (4)과 7-phloroeckol (10)은 IC50 값이 21.95와 27.54 μM로 

가장 높은 lens aldose reductase 억제활성이 나타났고, eckol (5)과 dieckol (7)의 

IC50 값이 54.68과 42.49 μM로 그 다음으로 높은 억제활성이 나타났다. 그러나 

phlorofucofuroeckol-A (6)과 2-phloroeckol (9)의 IC50 값이 125.45와 99.62 μM로 

다소 낮은 활성이 나타났다.  

당뇨병으로 인해 혈중에 고혈당이 지속되면서 나타나는 대표적인 

합병증으로 당뇨성 망막증, 당뇨성 신증, 당뇨성 신경병증이 있으며, 이들 중 

당뇨성 망막증은 미세혈관의 합병증으로 당뇨병 환자에게 실명을 가져오는 

심각한 합병증이다 (Seaquist et al., 1989). 당뇨성 합병증에서 aldose reductase 

작용에 대한 관련성에 관한 근거는 고혈당이 합병증을 유발시키는 기전으로 

고혈당에 의한산화적 스트레스의 증가와 polyol pathway의 이상에 기인하는 

것으로 알려져 있다 (Lim et al., 2006). 고혈당이 지속되면 세포내에 유입된 

고농도의 glucose에 의해 polyol pathway의 핵심효소인 aldose reductase가 활성화 

되어 정상 상태의 약 2~4배의 glucose가 polyol pathway를 거쳐 sorbitol과 

fructose가 생성되며 (Travis et al., 1974; Malone et al., 1980), 생성된 sorbitol은 

축적되는 부위에 따라 발병증상이 나타난다 (Heath and Hamlett, 1976). 그러므로, 

sorbitol 생성을 억제하는 aldose reductase 억제제가 당뇨성 합병증의 발병을 

억제하게 되는 것이다. 선행연구에 따르면, 곰피로부터 분리된 phlorotannin 

성분은 강력한 활성산소종 (ROS) 억제활성을 나타내는 것으로 알려져 있다 
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(Kang et al., 2004a). 이 결과로부터 고혈당으로 활성화되는 aldose reductase를 

억제하는 능력은 phlorotannin 성분이 가지고 있는 강력한 항산화력에 의해 

나타나는 것으로 보인다. 

곰피의 분획물들 중에서 가장 큰 간보호 활성을 나타낸 EtOAc 

분획물로부터 분리된 phlorotannin 화합물 중에 dioxinodehydroeckol (4)과 

phlorofucofuroeckol-A (6)는 tacrine으로 유도된 인간 간암 세포종인 Hep G2 

cell에서의 세포독성에 대한 50% 세포생존율 농도인 EC50 값이 62.0과 79.2 

μg/ml로 강력한 간보호 활성이 나타났다. 특히, dioxinodehydroeckol (4)은 대조 

화합물인 silybin (EC50= 50.0 μg/ml)과 비교할 만한 강력한 간보호 효과를 

나타났다.  

Tacrine은 약물대사과정에서 세포내의 glutathione 농도를 변화시켜, 세포내에 

활성산소종 (ROS)을 생성하고, 그것으로 인해 간세포의 지질 과산화를 

유발하여 간세포에 독성을 일으키는 것으로 알려져 있다 (Osseni et al., 1999). 

이것은 항산화 효과를 가지는 화합물이 tacrine으로 유발된 간세포 

독성으로부터 간세포를 보호할 수 있음을 의미한다. Kang 등은 (2004) 

곰피로부터 분리된 phlorotannin 화합물의 ROS 생성을 억제한다고 보고하였다 

(Kang et al., 2004a). 이는 phlorotannin 화합물이 강력하게 ROS 생성을 억제하여 

tacrine으로 유도된 간세포 독성에 대한 간세포 보호효과에 중요하게 작용하는 

것으로 보인다.  

 이러한 결과로부터 phlorotannin 성분이 알츠하이머병, 당뇨성 합병증, 

간독성을 예방하고 치료할 수 있는 기능성 식품 소재로서의 가능성이 있음을 

제시하였다. 
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Table 4. in vitro activities of compounds isolated from Ecklonia stolonifera 

AChE BChE RLAR HPd 

IC50 (μM) IC50 (μM) IC50 (μM) EC 50 (μg/ml) Compounds 

Mean ± SEM Mean ± SEM Mean ± SEM  

1 >500 421.72 ± 1.43 - e - e 

2 389.1 ± 2.29 176.46 ± 2.51 - e - e 

3 >500 >500   72.54 ± 0.36 >100 

4 42.66 ± 8.48 230.27 ± 3.52   21.95 ± 1.40     62.5 

5 20.56 ± 5.61 >500   54.68 ± 0.99 >100 

6  4.89 ± 2.28 136.71 ± 3.33 125.45 ± 1.09     79.2 

7 17.11 ± 3.24 >500   42.39 ± 1.99 >100 

8 >500 >500 >300 - e 

9 38.13 ± 4.95 >500   99.62 ± 2.27 - e 

10 21.11 ± 4.16 >500    8.51 ± 1.99 - e 

11 - e - e - e - e 

12 - e - e - e - e 

Eserinea 0.02 ± 0.002 0.06 ± 0.02   

Tacrinea 0.06 ± 0.004  0.001 ± 0.0001   

Berberinea 0.06 ± 0.001  1.29 ± 0.007   

Quercetinb     2.54 ± 1.99  

Silybinc       50.0 

AChE: acetylcholinesterase, BChE: butyrylcholinesterase, HP: hepatoprotection, RLAR: lens aldose reductase 

aEserine, tacrine and berberine were used a positive control on cholinesterase inhibitory activity. bQuercetin was used as a 

reference compound on lens aldose reductase inhibitory activity. cSilybin was used a positive control on hepatoprotective 

acitivity. dHepatoprotective activity was expressed as the mean of 50% effective concentrations of triplicate determinations, 

obtained by interpolation of concentration-inhibition curve. e No detected compounds. 
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2-2. in vivo 실험 

 

2-2-1. 곰피의 추출물 및 극성 분획물의 고지혈증 억제활성 

본 연구에서는 흰쥐에게 poloxamer 407을 투여하여 고지혈증 동물모델을 

만들었으며, 고지혈증이 유발된 흰쥐를 이용하여 곰피의 ethanol 추출물 및 

phlorotannin 화합물이 함유되어 있는 다소 극성이 높은 분획물들 즉, EtOAc 

분획물, n-BuOH 분획물과 H2O 분획물을 투여하여 저지혈증 효과를 

측정하였으며, 그 결과를 Table 5에 나타내었다.  

Poloxamer 407을 복강투여한 고지혈증 유발군을 정상군과 비교하였을 때, 

중성지질, 총 콜레스테롤, low density lipoprotein (LDL) 콜레스테콜 수치가 

현저하게 증가하였으며, 동맥경화지수인 A.I. 값도 유의적으로 증가하여, 

고지혈증이 유발되었음을 확인하였다. 고지혈증이 유발된 실험동물에 체중 

kg당 125와 250 mg의 곰피 ethanol 추출물을 1일 1회, 3일간 경구투여 하였다. 

그 결과, 총 콜레스테롤 수치는 15.6%와 20.0%, LDL 콜레스테롤 수치는 

26.2%와 34.6% 감소하였으며, 동맥경화지수는 26.1%와 39.1% 감소하였다. 

이들 결과로부터 곰피 ethanol 추출물은 poloxamer 407로 유발된 고지혈증이 

유발된 흰쥐에서 저지혈증 효과가 나타났다. 곰피의 저지혈증 효과를 좀 더 

구체적으로 확인하기 위해서 phlorotannin 화합물이 풍부한 곰피의 극성 

분획물을 이용하여 고지혈증 억제활성을 측정하였다. Poloxamer 407로 

고지혈증이 유발된 흰쥐에 EtOAc 분획물, n-BuOH 분획물과 H2O 분획물을 

체중 kg당 100 mg을 각각 경구투여하였다. 그 결과, EtOAc 분획물 투여군과 n-

BuOH 분획물 투여군에서 고지혈증 유발군과 비교하였을 때, 총 콜레스테롤 

수치가 24.2%와 24.3%, 중성지질 수치가 21.1%와 22.6%, LDL 콜레스테롤 

수치가 43.0%와 40.9%로 유의적으로 감소하였고, high density lipoprotein (HDL) 

콜레스테롤 수치는 39.9%와 31.1%로 유의적인 증가를 보였다. 이들 

결과로부터 얻어진 동맥경화지수는 고지혈증 유발군과 비교하여 각각 
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52.2%와 50.0% 감소하였다. 이들 결과에서 EtOAc 분획물 투여군은 n-BuOH 

분획물 투여군과 거의 유사한 결과를 보였지만, 좀 더 강한 고지혈증 

억제활성이 나타났다. 그러나 H2O 분획물은 어떠한 저지혈증 효과도 나타내지 

않았다.  

이들 결과로부터 곰피의 강력한 저지혈증 효과는 2차 대사산물인 

phlorotannin 성분에 의해서 나타나는 것으로 추측할 수 있었다. 
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Table 5. Effect of the EtOH extract and its polor fractrions on serum levels in poloxamer 407 induced hyperlipidemic ratsa 

aTC: total cholesterol, TG: triglyceride, HDL-C: HDL-cholesterol, LDL-C: LDL-cholesterol, A.I.: atherogenic index. 

Values are mean ± S.E.M. for seven rats. Figures in parentheses are percentage of the control value. bp < 0.05, cp < 0.01, dp < 0.001 vs. control group. 

Treatments 
Dose 

(mg/kg bw) 

TC 

(mg/dl) 

TG 

(mg/dl) 

HDL-C 

(mg/dl) 

LDL-C 

(mg/dl) 
A.I. 

Control  275.9 ± 10.1 293.1 ± 15.3 48.9 ± 2.9 168.3 ± 12.8 4.6 ± 0.5 

  (100.0) (100.0) (100.0) (100.0) (100.0) 

EtOH extract 125 232.8 ± 11.8b 261.4 ± 17.8 52.0 ± 1.9 124.2 ± 8.0 c 3.4 ± 0.2 c 

  (84.4) (89.2) (106.3) (73.8) (73.9) 

 250 220. 7 ± 10.5c 259.7 ± 10.4 58.7 ± 4.5 110.0 ± 7.1 d 2.8 ± 0.2 d 

  (80.0) (88.6) (120.0) (65.4) (60.9) 

EtOAc fraction 100 209.0 ± 5.7d 231.3 ± 10.7 b 68.4 ± 3.4 d 96.0 ± 5.1 d 2.2 ± 0.1 d 

  (75.8) (78.9) (139.9) (57.0) (47.8) 

n-BuOH fraction 100 208.9 ± 14.2 d 226.8 ± 18.9 b 64.1 ± 2.3 c 99.5 ± 10.3 d 2.3 ± 0.2 d 

  (75.7) (77.4) (131.1) (59.1) (50.0) 

H2O fraction 100 248.8 ± 7.5 291.1 ± 12.9 49.3 ± 4.3 143.5 ± 5.7 b 4.3 ± 0.5 

  (90.2) (99.3) (100.9) (85.3) (93.5) 

Lovastatin  50 183.9 ± 13.1 d 193.0 ± 17.0 d 72.3 ± 4.2 d 70.3 ± 9.5 d 1.5 ± 0.1 d 

  (66.7) (65.8) (147.9) (41.8) (21.7) 
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2-2-2. 곰피로 분리된 화합물의 고지혈증 억제활성 

Poloxamer 407로 고지혈증이 유발된 흰쥐에서 가장 높은 저지혈증 활성을 

나타낸 EtOAc 분획물로부터 다량 분리된 곰피의 주성분인 eckol (5)과 dieckol 

(7)을 poloxamer 407로 유발된 고지혈증 흰쥐에 경구투여하여 고지혈증 억제활

성을 측정하였으며, 그 결과를 Table 6에 나타내었다.  

Poloxamer 407로 고지혈증이 유발된 유발군은 혈청 중성지질, 총 콜레스테롤, 

LDL 콜레스테롤 수치와 동맥경화지수가 현저하게 증가하였다. 고지혈증이 유

발된 흰쥐에 eckol (5)과 dieckol (7)을 체중 kg 당 10 mg과 20 mg씩 각각 1일 1

회, 3일간 경구투여하였다. Eckol 10 mg을 투여한 군에서 혈청 총 콜레스테롤 

(16.8%)과 LDL 콜레스테롤 (34.6%) 수치와 동맥경화지수 (36.6%)가 유의적으

로 감소하였고, 20 mg을 투여한 군에서는 혈청 중성지질 (27.2%), 총 콜레스테

롤 (38.6%), LDL 콜레스테롤 (56.6%) 수치와 동맥경화지수 (49.0%)가 농도 의

존적으로 유의적인 감소가 나타났다. Dieckol을 10 mg과 20 mg을 투여한 군에

서는 혈청 중성지질 (15.5%와 31.0%), 총 콜레스테롤 (25.5%와 43.4%), LDL 콜

레스테롤 (51.0%와 75.5%) 수치와, 동맥경화지수 (58.2%와 72.6%)가 농도 의존

적으로 유의적인 감소가 나타났으며, 뿐만 아니라 혈청 HDL 콜레스테롤 

(31.1%와 35.4%) 수치가 현저하게 증가하였다. 이들 결과는 eckol (5)과 dieckol 

(7)이 poloxamer 407로 유발된 고지혈증 실험동물 모델에서 혈청 지질 성분의 

조절에 의해서 고지혈증 억제효과가 있음이 나타났으며, 또한, 고지혈증 치료

제로 알려진 HMG-CoA reductase 억제제인 lovastatin을 체중 kg 당 25 mg과 50 

mg을 경구투여한 동물군과 비교할만한 효과가 나타남으로써 곰피에서 분리된 

phlorotannin 성분이 합성 statin계 약물을 대체할 수 있는 강한 고지혈증 억제

효과를 나타내는 약물로 이용할 수 있는 가능성을 제시하였다.  

 이에 콜레스테롤 조절에서 더 유용한 효능을 가지는 고지혈증 치료제를 

평가하기 위한 방법으로 실험동물에 고콜레스테롤 식이를 이용하여 

고콜레스테롤혈증을 유발하여 그 효과를 측정하였다 (Yokozawa et al., 2002).  
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곰피에 다량 함유된 eckol (5)과 dieckol (7)을 고콜레스테롤 식이로 유발된 

고콜레스테롤혈증 동물모델을 이용하여 고콜레스테롤 억제효과를 측정하였고, 

그 결과를 Table 7에 나타내었다.  

고콜레스테롤혈증을 유발하기 위해서 Ro 등 (1994)의 방법을 이용하여 

고콜레스테롤 식이를 만들어 흰쥐에게 일주일간 먹인 후, 미정맥 채혈하여 총 

콜레스테롤 수치를 확인하여 고콜레스테롤혈증 유발 여부를 확인하였다. 

고콜레스테롤 식이를 먹인 고콜레스테롤혈증 유발군은 정상식이를 먹인 

정상군과 비교하여 중성지질, 총 콜레스테롤, LDL 콜레스테롤 수치와 

동맥경화지수가 현저하게 증가하였고, HDL 콜레스테롤 수치는 급격하게 

감소하였다. 고콜레스테롤혈증 유발군에 체중 kg 당 20 mg의 eckol과 dieckol을 

각각 1일 1회, 3일간 경구투여하였다. Dieckol을 투여한 동물군에서는 혈청 

중성지질 (18.9%), 총 콜레스테롤 (16.4%), LDL 콜레스테롤 (21.9%) 수치와 

동매경화지수 (26.8%)가 유의적으로 감소했지만, HDL 콜레스테롤 수치는 

유의적으로 증가되지 않았다. 그러나 eckol을 투여한 실험군에서는 혈청 

지질성분에 유의적인 변화가 나타나지 않았다. 대조군으로 사용한 lovastatin은 

poloxamer 407로 유발된 고지혈증 실험동물 모델에서는 유의적인 효과가 

나타났으나, 고콜레스테롤 식이로부터 유발된 고콜레스테롤혈증 유발군에서는 

유의적인 효과를 나타나지 않았다.  

이러한 결과로부터 dieckol은 고지혈증과 고콜레스테롤혈증 모델 흰쥐에서 

혈청 지질성분의 조절에서 eckol 보다 훨씬 더 강력한 저지혈증 효과를 

나타나는 것으로 보아 phlorotannin 화합물에서 중합도가 큰 화합물이 더 강한 

고지혈증 및 고콜레스테롤혈증 억제활성을 나타나는 것을 알 수 있었다.  

이와 같은 dieckol의 강한 고지혈증 억제효과는 dieckol이 가지고 있는 

강력한 항산화력과 그로 인한 LDL 콜레스테롤 과산화를 억제하는 효과 있기 

때문에 나타나는 것으로 사료된다 (Kang et al., 2003a; 2003b; 2004a; Jung et al., 

2006).     
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 고지혈증과 고콜레스테롤혈증은 관상동맥 질환과 아테롬성동맥경화증을 

발병시키는 위험인자로 잘 알려져 있다. 고지혈증과 고콜레스테롤혈증으로 증

가된 혈중 지질성분의 농도를 저하시키는 것은 아테롬성동맥경화증과 그와 관

련된 심장질환의 예방과 치료에 도움이 될 수 있다고 알려져 있다 (McKenney, 

2001).  

해조류에 대한 저지혈증 효과는 Caulerpa racemosa, Colpomenia sinuosa, 

Iyengaris stellata, Solieria robusta, Spatoglossum asperum (Ara et al., 2002), 톳 

(Hisikia fusiforme) [Amano et al., 2005], 파래 (Enteromorpha linza), 홑파래 

(Monostroma nitidum) [Ren et al., 1994]와 매생이 (Capsosiphon fulvesecens) [Lee et 

al., 2006]의 추출물에서 알려져 있으며, 해조류의 대표적인 활성성분으로 

carrageenan, agar, laminarian (Kim et al., 2006b), alginate (Kimura et al., 1996), 

fucoidan, glucuronoxylorhamnan (Wang and Yang, 1997) 등과 같은 polysaccharides 

성분이 알려져 있다. 이들 성분은 지질대사에 직접적으로 관여하는 것이 

아니라 단지 장에서 지질성분의 흡수를 억제하여 저지혈증 효과를 나타내는 

것으로 알려져 있다 (Michanek, 1979). 그러나 곰피에서 분리된 phlorotannin 

성분은 lipoprotein 대사과정에 작용하여 아테롬성동맥경화증의 위험인자인 

LDL 콜레스테롤을 저하시키고, 고지혈증에 의해 혈관에서 생성되는 

활성산소종 (ROS)과 ONOO- 생성을 억제함으로써 LDL 콜레스테롤의 과산화를 

억제하여 아테롬성동맥경화증을 예방할 수 있다고 사료된다. 

.  
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Table 6. Effect of eckol and dieckol isolated from Ecklonia stolonifera on serum levels in poloxamer 407 induced  

hyperlipidemic ratsa 

aTC: total cholesterol, TG: triglyceride, HDL-C: HDL-cholesterol, LDL-C: LDL-cholesterol, A.I.: atherogenic index. Values are mean±S.E.M. for seven rats.  
Figures in parentheses are percentage of the control value. bp < 0.05, cp < 0.01, dp < 0.001 vs. control group. ep < 0.05, fp < 0.01 vs. normal group. 

Treatments 
Dose 

(mg/kg bw) 
TC 

(mg/dl) 
TG 

(mg/dl) 
HDL-C 
(mg/dl) 

LDL-C 
(mg/dl) 

A.I. 

Normal  88.9 ± 10.0 77.5 ± 4.1 46.0 ± 7.9 30.5 ± 5.7 0.93 ± 0.2 

Hyperlipidemic rats 

Control  255.6 ± 8.7f 240.2 ± 14.0f 59.9 ± 5.6 145.1 ± 10.4 3.47 ± 0.4f 

  (100.0) (100.0) (100.0) (100.0) (100.0) 

Eckol 10 212.7 ± 14.4b,f 213.3 ± 17.9f 58.9 ± 4.5 94.9 ± 17.9c,f 2.20 ± 0.4c,f 

  (83.2) (88.8) (98.3) (65.4) (63.4) 

 20 157.0 ± 9.7c,f 174.9 ± 14.6c,f 66.2 ± 5.2 b,e 63.1 ± 10.1d 1.77 ± 0.3d 

  (61.4) (72.8) (110.5) (43.5) (51.0) 

Dieckol 10 190.4 ± 10.8c,f 203.0 ± 9.7f 78.7 ± 3.4d,f 71.1 ± 9.6d,e 1.45 ± 0.2d 

  (74.5) (84.5) (131.4) (49.0) (41.8) 

 20 144.7 ± 8.9c,f 165.7 ± 10.7c,f 81.4 ± 4.7d,f 35.5 ± 9.7d 0.95 ± 0.2d 

  (56.6) (69.0) (135.4) (24.5) (27.4) 

Lovastatin 25 216.5 ± 17.4b,f 221.5 ± 18.2f 70.1 ± 5.9c,f 101.2 ± 10.0b,f 2.18 ± 0.2c,f 

  (84.7) (92.2) (117.0) (69.7) (62.8) 

 50 155.3 ± 14.1c,f 170.1 ± 15.8c,f 77.5 ± 8.7d,f 49.0 ± 17.7d 1.14 ± 0.3d 

  (60.8) (70.8) (129.4) (33.8) (32.9) 
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Table 7. Effect of dieckol isolated from E. stolonifera on serum levels in rats fed a high cholesterol dieta
 

 aTC: total cholesterol, TG: triglyceride, HDL-C: HDL-cholesterol, LDL-C: LDL-cholesterol, A.I.: atherogenic index. Values are mean ± S.E.M. for seven rats. 
      Figures in parentheses are percentage of the control value. bp < 0.05, cp < 0.01 vs. control group. dp < 0.01, ep < 0.001 vs. normal group. 
 

 

 

 

Treatments 
Dose 

(mg/kg bw) 
TC 

(mg/dl) 
TG 

(mg/dl) 
HDL-C 
(mg/dl) 

LDL-C 
(mg/dl) 

A.I. 

Normal  110.0 ± 4.5 118.4 ± 6.9 49.6 ± 4.3 37.0 ± 15.1 1.31 ± 0.2 

Hyperlipidemic rats 

Control  239.9 ± 13.2e 271.1 ± 14.3e 25.1 ± 3.0d 160.6 ± 12.1e 7.55 ± 0.7e 

  (100.0) (100.0) (100.0) (100.0) (100.0) 

Eckol 20 226.3 ± 13.9e 256.7 ± 7.1,e 25.6 ± 3.7d 146.8 ± 14.8e 7.14 ± 1.1e 

  (94.3) (94.7) (102.2) (97.7) (94.6) 

Dieckol 20 200.7 ± 5.9b,e 219.8 ± 5.5c,e 30.2 ± 2.4d 125.4 ± 5.3b,e 5.53 ± 0.4b,e 

  (83.6) (81.1) (120.3) (78.1) (73.2) 

Lovastatin 25 237.2 ± 20.0e 242.9 ± 14.8e 25.2 ± 4.1d 157.3 ± 21.4e 7.03 ± 1.3e 

  (97.6) (89.6) (100.4) (97.9) (93.1) 

 50 227.9 ± 10.4e 225.8 ± 6.5c,e 29.1 ± 2.8d 151.8 ± 12.3e 6.76 ± 0.9e 

  (95.0) (83.3) (115.9) (94.5) (89.5) 
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Ⅳ. 요약 및 결론 

 

 곰피는 다시마과의 다년생 갈조류로서 한국의 동부와 남부해안에 분포하며, 

다시마와 미역과 함께 식용으로 이용된다. 곰피는 항산화, 항돌연변이 활성과 

섭식저해 효과를 나타내며, 이러한 유용한 효과는 phlorotannin 성분에 의한 

것으로 알려져 있다. Phlorotannin 성분은 갈조류의 페놀성 2 차 대사산물로 

phloroglucinol (1,3,5-trihydrobezene)의 중합체로 구성되어 있으며, Ecklonia 종과 

Eisenia 종의 생리활성 성분으로 다양한 생리활성이 알려져 있다. 수종의 

해조류 추출물 중 in vitro 실험에서 가장 효과가 뛰어난 곰피로부터 

phlorotannin 성분을 분리하였고, 분리된 phlorotannin 성분에 대한 알츠하이머병, 

당뇨성 합병증, tacrine 으로 유도된 간세포 독성 그리고 고지혈증에 대한 

억제효과를 cholinesterase 와 lens aldose reductase 억제활성법, 간보호 활성법 

그리고 고지혈증 억제활성법을 in vitro 와 in vivo 실험을 수행하여 이들 성분의 

생리활성을 검색하였다.  

 

1. 우리나라에 자생하는 해조류의 에탄올 추출물의 cholinesterase 

(acetylcholinesterase와 butyrylcholinesterase)와 lens aldose reductase 억제활성 

및 Hep G2 cell에서 타크린으로 유도된 간세포 독성에 대한 간보호 효과

를 in vitro 실험을 통하여 검색하였다. 검색한 해조류 중 곰피는 

cholinesterase와 lens aldose reductase에 대한 강한 억제활성 뿐만 아니라 

강력한 간보호 활성이 나타났다. 곰피 에탄올 추출물로부터 얻어진 n-

hexane, CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH 분획물과 H2O층의 다섯 개의 분획물 중 

EtOAc 분획물은 강한 acetylcholinesterase 및 lens aldose reductase 억제활성

과 강력한 간보호 활성이 나타났으며, n-hexane 분획물은 강한 

butyrylcholineserase 억제활성이 나타났다. 
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2. Bioassay-guided 분리법에 따라 활성을 나타낸 n-hexane 분획물과 EtOAc 

분획물에서 column chromatography를 이용하여 12개의 화합물 (1-12)을 분

리하였다. n-Hexane 분획물에서 분리된 두 개의 sterols [fucosterol (1) and 

24-hydroperoxy 24-vinylcholesterol (2)]과 EtOAc 분획물에서 분리된 10개의 

phlorotannins [phloroglucinol (3), dioxinodehydroeckol (4), eckol (5), 

phlorofucofuroeckol-A (6), dieckol (7), triphlorethol-B (8), 2-phloroeckol (9), 7-

phloroeckol (10), diphlorethol (11), fucofuroeckol-A (12)]은 문헌치와 직접적인 

비교를 통해 구조를 동정하였다. 분리된 화합물 중 화합물 8-11은 곰피

에서는 처음으로 분리된 화합물이며, 화합물 12는 이전에 Eisenia arborea

에서 acetylation에 의한 hepta-acetate의 형태로 분리되었으나, free형은 천

연에서는 처음으로 분리되었다. 이들 화합물의 구조는 1D (1H, 13C, DEPT)

와 2D NMR (HMQC, HMBC)의 분광학적 data을 측정하여 문헌치와 비교

하여 결정하였다.  

 

3. 곰피로부터 분리된 12개 화합물의 cholinesterase와 lens aldose reductase 억

제활성과 타크린으로 유도된 간세포독성에 대한 보호효과를 측정하였다. 

분리된 화합물 중 화합물 4-7, 9와 10은 IC50 값이 각각 42.66 ± 8.48, 20.56 

± 5.61, 4.89 ± 2.28, 17.11 ± 3.24, 38.13 ± 4.95, 21.11 ± 4.16 μM로 강력한 

acetylcholinesterase 억제활성이 나타났으나, 화합물 2는 IC50 값이 389.10 ± 

2.29 μM로 낮은 억제활성이 나타났으며, 화합물 1, 2, 4와 6은 IC50 값이 

각각 421.72 ± 1.43, 176.46 ± 2.51, 230.27 ± 3.52, 136.71 ± 3.32 μM로 다소 낮

은 butyrylcholinesterase 억제활성이 나타났다. 그러나 화합물 3과 8은 

acetylcholinesterase 혹은 butyrylcholinesterase에서 어떠한 억제효과도 나타

나지 않았다. 이들 결과로부터 cholinesterase 억제활성에서 phloratannin의 

중합도와 closed-ring 구조는 중요한 역할을 하는 것으로 나타났다.  

 

4. Lens aldose reductase 억제활성에서 화합물 8, 11과 12를 제외한 나머지 
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phlorotannin 화합물은 lens aldose reductase 억제활성이 나타났다. 화합물 4

와 10은 IC50 값이 21.95과 8.51 mM로 가장 강력한 lens aldose reductase 억

제활성이 나타났고, 화합물 5와 7은 IC50 값이 54.68과 42.39 mM로 그 다

음으로 높은 억제활성이 나타났으며, 화합물 6은 IC50 값이 125.45 mM로 

다소 낮은 억제활성이 나타났다.  

 

5. 분리된 화합물 중 화합물 4와 6은 인간 간에서 유래한 Hep G2 cell에서 

타크린으로 유도된 간세포 독성에서 EC50 값이 62.0과 79.2 μg/ml로 간보

호 활성이 나타났다. 화합물 4는 대조 화합물인 silybin (EC50 = 50.0 μg/ml)

과 비교할만한 높은 활성이 나타났으나, 화합물 3, 5와 7은 어떠한 간보

호 효과도 나타나지 않았다.  

 

6. 곰피와 곰피에서 분리된 주요 phlorotannin 성분의 저지혈증 효과는 

poloxamer 407로 고지혈증이 유발된 흰쥐와 고콜레스테롤 식이를 먹인 

고콜레스테롤혈증 흰쥐를 이용하여 연구하였다. 친수성의 무독성 계면활

성제인 poloxamer 407로 고지혈증이 유발된 흰쥐의 혈청에서 중성지질, 

총 콜레스테롤, LDL 콜레스테롤 농도와 동맥경화지수가 유의적으로 증가

되었으나, 곰피의 에탄올 추출물과 phlorotannin 성분이 풍부한 곰피의 

EtOAc 분획물과 n-BuOH 분획물을 경구투여한 결과, 이들의 혈청 지질

성분이 유의적으로 감소하였다. 혈청 HDL 콜레스테롤은 poloxamer 407로 

유발된 고지혈증 흰쥐에서 감소하였으나, EtOAc 분획물 투여군과 n-

BuOH 분획물 투여군은 혈청 HDL 콜레스테롤 수치가 유의적으로 증가

하였다. 특히, EtOAc 분획물 투여군은 n-BuOH 분획물 투여군 보다 더 

강력한 저지혈증 효과가 나타났다.  

 

7. Poloxamer 407로 유발된 고지혈증 흰쥐의 혈청에서 증가된 총 콜레스테

롤, 중성지질, LDL 콜레스테롤 수치와 동맥경화지수는 eckol (5)과 dieckol 
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(7)을 경구투여한 후에 유의적으로 감소되었으며, HDL 콜레스테롤은 유

의적으로 증가하였다. 콜레스테롤 식이를 먹인 고콜레스테롤혈증 흰쥐의 

혈청에서 총 콜레스테롤, 중성지질과 LDL 콜레스테롤과 같은 혈청 지질 

농도는 증가하였으나, 화합물 7의 경구투여에 의해 이들 지질 성분은 유

의적으로 감소하였으며, 동맥경화지수도 감소하였다. 그러나, 화합물 5는 

고콜레스테롤혈증 흰쥐에서 어떠한 지질 농도 감소효과도 나타나지 않

았다. 이에, 화합물 7은 화합물 5 보다 더 강한 저지혈증 효과가 나타났

으며, 그것은 phlorotannin의 중합도가 혈청 지질 농도를 저하시키는 능력

에 중요한 역할을 하는 것으로 사료된다. 

  

이들 결과로부터 곰피와 곰피에서 분리된 phlorotannin 성분이 알츠하이머병, 

당뇨성 합병증, 간보호 뿐만 아니라 고지혈증을 치료하고 예방할 수 있는 가

능성을 가진 기능성 식품 소재로서 가치가 있다는 것을 증명하고자 하였다.  
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