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In vitro anti-diabetic and anti-atherosclerotic effects of edible brown algae, Ecklonia stolonifera 

 

Hye Eun Moon 

 

Department of Food and Life science, The Graduate School,  

Pukyong National University 

 

Abstract 

 

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

Laminariaceae. It usually grows well in subtidal zones at 2-10 m depth and commonly 

distributed in the mid-Pacific coast around Korea and Japan. It is frequently consumed as a 

foodstuff, together with Undaria pinnatifida and Laminaria japonica. This brown alga has been 

also used as phlorotannin-rich raw materials and phlorotannins are secondary metabolites 

polymerizing phloroglucinol (1,3,5-trihydroxybenzene) through an ether, phenyl, or 1,4-

dibenzodioxin linkage. Phlorotannins were found to have a variety of  bioactivities, such as 

anti-diabetic complications, antioxidant, tyrosinase inhibitory, angiotensin-converting enzyme 

inhibitory, antimutagenic, nitrite-scavenging, algicidal, anti-inflammatory, nitrite-scavenging, 
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anti-skin aging, and anti-allergic. However, protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B) and α-

glucosidase inhibitory activities of phlorotannins isolated from E. stolonifera and their 

antioxidative effects on human low density lipoprotein (human LDL) have not been investigated 

yet. Increased PTP1B enzyme related insulin resistance and α-glucosidase that catalyze the final 

step in the digestive process of carbohydrates have been implicated in the pathogenesis of many 

diabetic complications containing atherosclerosis, cardiac dysfunction, retinopathy, and 

nephropathy. The diabetic patients have a higher risk of developing atherosclerotic diseases than 

non-diabetic. Oxidation of LDL has been represented as one of the main reason for 

atherosclerosis and has been reported that dietary antioxidants and free radical scavenger are 

able to prevent LDL oxidation which can reduce the risk of atherosclerosis in diabetes. The 

present work investigated the anti-diabetic and anti-atherosclerotic effects of the methanol 

(MeOH) extract and different solvent soluble fractions including dichloromethane (CH2Cl2), 

ethyl acetate (EtOAc), n-butanol (n-BuOH), and water (H2O) of the edible brown alga, E. 

stolonifera together with its isolated phlorotannins via the inhibition of α-glucosidase, protein 

tyrosine phosphatase 1B (PTP1B), the inhibition of human low density lipoprotein (LDL) 

oxidation and the conjugated diene formation in human LDL under in vitro conditions, 

respectively. The MeOH extract showed promising inhibitory activities of both PTP1B and α-

glucosidase, with IC50 values of 6.39 ± 0.18 μg/ml against PTP1B and 2.82 ± 0.63 μg/ml against 
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α-glucosidase, respectively. Among several fractions, the EtOAc fraction and n-BuOH fraction 

exhibited potential inhibitory activities in PTP1B with IC50 values of 0.26 ± 0.06 μg/ml and 0.23 

± 0.07 μg/ml and in human LDL oxidation with IC50 values of 3.04 ± 0.13 μg/ml and 4.54 ± 0.02 

μg/ml, respectively. On the other hand n-BuOH fraction showed weak α-glucosidase inhibitory 

activities with IC50 value of 4.59 ± 0.57 μg/ml than EtOAc fraction with IC50 value of 1.15 ± 

4.59 μg/ml. Since the EtOAc fraction showed significant inhibitory activities in PTP1B, α-

glucosidase, human LDL oxidation, it was selected for chromatographic separation of active 

compounds using silica gel, Sephadex LH-20, RP-18 column chromatographies to isolate six 

phlorotannins, phloroglucinol (1), dioxinodehydroeckol (2), eckol (3), phlorofurofucoeckol–A 

(4), dieckol (5), and 7-phloroeckol (6). Phlorotannins 3-6 were found as the potent and non-

competitive PTP1B inhibitors with respective Ki values of 2.86, 1.43, 1.22, and 2.90 µM and 

with IC50 values ranging from 0.56 to 2.64 µM. Phlorotannins 4-6 exhibited the most potent α-

glucosidase inhibitory activity with IC50 values ranging from 1.37 to 6.13 µM. Interestingly, 

phlorotannins 4 and 6 were non-competitive with Ki values of 0.45 and 0.56 µM, while 

phlorotannins 5 exhibited competitive inhibition with a Ki value of 0.27 µM against α-

glucosidase enzyme. Furthermore, phlorotannins 3-5 showed the strongest inhibitory activity 

against human LDL oxidation with IC50 value of 7.47 ± 0.05 μM, 4.34 ± 0.07 μM, 3.10 ± 0.24 

μM and significantly reduced the lag time (117.48 ± 0.15 min, 105.42 ± 0.59 min, 137.61 ± 0.39 
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min at concentration 10 μM) of conjugated diene formation, respectively. These results 

demonstrated that the MeOH extract and individual fractions of E. stolonifera as well as its 

isolated phlorotannins exhibited the potent anti-diabetic and anti-atherosclerotic effects via the 

inhibition of PTP1B, α-glucosidase, and human LDL oxidation, conjugated diene formation. 

Therefore, the extract and individual fractions of E. stolonifera as well as its isolated 

phlorotannins have anti-diabetic and anti-atherosclerotic effects in vitro conditions, which can be 

explored further for developing pharmaceutical drugs or functional foods to treat diabetes and 

atherosclerosis. 
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Ⅰ. 서론 

 

과거의 식생활과 만성질병의 관계는 주로 영양부족 또는 영양불균형에 기

인하는 것으로 생각되었고, 이러한 질병들은 저개발국가형의 질병들로만 여

겨졌다. 그러나 최근 20~30년 동안의 경제성장으로 인하여 문화양상의 변화

와 함께 우리의 식생활에도 큰 변화를 초래하였다 (고정삼 등, 2002). 특히 

식생활이 서구화로 변화되면서 고혈압, 당뇨병, 비만증, 고지혈증, 심혈관 질

환인 만성 질환들의 발병률이 증가되었고, 이로 인해 국민들의 관심이 고조

되고 있다. 그리고 이제는 선진국의 경우와 비슷한 형태의 만성질병들이 주

요 사망원인들로 꼽히게 되었다 (이규태, 1994). Heart Disease and Stroke 

Statistics 에 따르면 전 세계적으로 당뇨병의 발병률은 2000년도에는 2.8%였

으며 2030년도에는 4.4%로 증가할 것으로 예상하고 있으며, 또한 당뇨병에 

걸린 전체 환자의 수는 2000년에는 171 백만명이 였으며 2030년에는 366 백

만명이 당뇨병에 걸릴 것으로 추측하였다. 이중에서 제2형 당뇨병 (인슐린 

비의존성)이 90~95%를 차지한다 (Thomas et al., 2006). 제2형 당뇨병은 인슐린

의 분비량은 정상이나 세포 내에서 정상적인 기능을 하지 못하여 혈중 포도

당의 농도가 높아지는 특징을 지닌 대사적 증후군으로서 체내에 들어 온 당

을 충분히 흡수하지 못해 혈액에 축적되는 증상이 나타난다 (Suresh et al., 

2011). 인슐린은 혈액 속의 포도당의 양을 일정하게 유지시키고, 체내의 당과 

지방, 에너지의 대사 및 저장에 관여하는 중요한 호르몬이다 (Hong et al., 

2004). 인슐린의 기능 이상으로 고혈당 증세가 지속 될 경우 망막변증, 신장

변증, 그리고 신경변증과 같은 미세혈관 합병증과 관상동맥질환, 말초동맥질
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환, 그리고 뇌혈관 질환과 같은 대혈관 질환 합병증인 만성당뇨합병증을 야

기시킨다 (Wright et al., 2006). 

제2형 당뇨병 증상 중의 하나인 인슐린 저항성은 protein tyrosine 

phosphatase 1B (PTP1B) 효소와 관련이 있다. 많은 논문들에 따르면 PTP1B는 

인슐린의 세포 내 신호전달을 차단함으로써 인슐린 저항성을 유발한다고 증

명하였다 (Ahmad et al.,1997; Byon et al., 1998; Goldstein et al., 1998). 인슐린이 

세포막 상에 있는 인슐린 수용체 (insulin receptor, IR)의 α-subunit에 결합하면 

β-subunit의 세포내 영역에 있는 tyrosine phosphatase가 활성화되고 수용체에 

있는 tyrosine 잔기의 인산화가 일어난다. 이와 함께 IR substrates (IRS) 1-4도 

인산화 되어지면서 세포 내로 glucose 수송과 glycogen 합성과 같은 생물학적 

반응을 야기시키는 몇몇의 신호전달체계를 활성화시킨다 (Na et al., 2006; 

Bialy and Waldmann, 2005). Protein tyrosine phosphatases (PTPs)는 단백질의 

tyrosine 잔기를 탈인산화 시키고 인슐린 신호전달에 있어서 negative한 조절

자로 여겨지고 있다 (Johnson et al., 2002). PTP-α, leukocyte antigenrelated tyrosine 

phosphatase (LAR), and SH2-domain-containing phosphotyrosine phosphatase (SHP2)

와 같은 다양한 PTP 효소가 인슐린 신호를 조절하는데 이용되지만 그 중에

서 PTP1B 효소는 인슐린 신호전달을 조절하는 중요한 효소로 알려져 있다. 

PTP1B 효소는 활성화된 IR과 IRS protein과 반응하여 탈인산화를 일으킨다 

(Na et al., 2006; Asante-Appiah et al., 2003). 이 효소의 과발현이 인슐린 신호전

달체계를 억제하고 인슐린 민감성의 변화를 초래하여(Ahmad et al., 1997) 체

내로 당이 흡수되지 못하고 혈중 당 함량이 증가하게 된다 (Jeong et al., 2011). 

게다가 leptin의 신호전달에도 PTP1B에 의해서 감소되어 지는데 이것은 

leptin의 신호전달체계 (signaling cascades) 또한 이 효소에 의해서 조절되어 

진다는 것을 알려준다 (Johnson et al., 2002).  
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제2형 당뇨병에 관여하는 또 다른 효소로는 α-glucosidase가 있다. 이 효소

는 소장의 융모에 존재하고 이당류 또는 소당류를 탄수화물의 최종 소화흡

수 상태인 단당류로 가수분해하는 역할을 하는 소화효소이다. 이 효소가 증

가하게 되면 이당류나 소당류가 빠르게 포도당으로 분해되어 혈당량을 증가

시켜 고혈당 상태를 야기시킨다 (Caspary, 1987). 따라서 α-glucosidase 효소를 

억제시키는 억제제를 발견하는 것이 중요하다. α-Glucosidase 억제제의 기능은 

소장으로부터 탄수화물 흡수를 지연시키고, 식후 혈당량을 낮춰주는 효과

(Hui et al., 2011) 뿐만 아니라 제2형 당뇨병의 증상인 고혈당으로 인한 인슐

린의 분비를 지연시키는데 효과적이다 (Satho et al., 1978). 그러므로 PTP1B와 

α-glucosidase 효소 활성을 감소 시키는 억제제를 발견하는 것이 제 2형 당뇨

병 치료에 있어서 유용한 약물을 개발하는데 사용되어 질 수 있으며 

(Johnson et al., 2002; van de Laar et al., 2005) 또한 PTP1B 효소 활성을 저해시키

는 억제제는 비만 치료제를 개발하는데 사용되어 질 수 있다. (Asante-Appiah 

and Kennedy, 2003). 

당뇨병에 걸린 환자들의 65%는 심혈관계 질환 또는 뇌경색 등으로 인한 

사망률이 당뇨병에 걸리지 않은 환자들보다 2~4배 높으며, 전세계적으로 제2

형 당뇨병 환자의 주요 사망 원인은 심혈관계 질환으로 보고 있다. American 

heart association에 따르면 1997년에 당뇨병과 함께 심혈관계 질환을 가진 환

자수는 420 만명이였으나, 2005년에는 570 만명으로 약 36% 증가하여 당뇨

병과 함께 심혈관계 질환의 관계를 중요 시 하고 있다 (Veronique, 2011). 이

처럼 당뇨병이 있는 환자가 당뇨병이 없는 환자들보다 죽상동맥경화증

(atherosclerosis)과 심혈관계 (cardiovascular) 질환에 걸릴 위험이 훨씬 높다. 

당뇨병뿐만 아니라 동맥경화를 일으키는 많은 요인들 중 하나는 산화된 저

밀도 지단백 (low density lipoprotein, LDL)이며 이것은 초기 단계에서 동맥경
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화증의 유발 인자로 보고된 바 있다 (Joseph et al., 1991). LDL 입자는 혈중에

서 콜레스테롤을 운반하는 역할을 하며 대부분 콜레스테롤 에스터(cholesterol 

ester)와 중성지방으로 구성되어 있으며 lecithin, sphingomyelin과 lysolecithin으

로 구성된 단층의 phospholipid와 콜레스테롤 분자가 둘러싸고 있고, 하나의 

apolipoprotein B-100분자가 바깥 층에 존재한다 (김인주 등, 2003). LDL은 세포

막에 있는 수용체와 결합하여 세포내로 이동하고 리소좀에서 가수분해 되는

데, 수용체에 이상이 생기면 선천성 고콜레스테롤 혈증을 유발하게 된다 

(Lusis, 2000). 동맥경화증의 초기 단계는 LDL 입자가 동맥 벽에 축적되면서 

금속 이온에 의해 산화되거나 (Park et al., 2009), LDL이 동맥세포 표면에 있는 

소거 수용체 (scavenger receptors)를 이용하여 대식세포 (macrophase)와 혈관 

내피세 내로 흡수되면 monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)와 macrophage 

colonysti-mulated factor에 의해 산화되어 산화-LDL로 바뀐다. 게다가 산화된 

LDL은 monocyte를 자극시켜 세포표면에 부착하여 발현하게 된다 (Liao et al., 

1997). Monocyte는 세포내에 있는 콜레스테롤 함량에 따라 지질이 과량으로 

축적되면 대식세포로 유도되어 (Glass et al., 2001) 산화된 LDL이 수용체로 인

식하여 지질 과산화물 형성과 콜레스테롤 에스터의 축적을 야기시키며 그 

결과로 거품세포 (form cell)가 형성된다 (Frankln et al., 1999). 이러한 과정이 

일어나는 동안 일부 세포들은 사멸하게 되고 또 다른 세포들은 거품세포를 

형성하여 지방반 (fatty streak)이 동맥 주위에 쌓여 죽상동맥경화증을 일으킨

다 (Libby et al., 2002). 따라서 LDL의 산화를 억제시키는 억제제를 발견하는 

것이 중요하고 항동맥경화를 치료하는 약물을 개발하는데 유용하게 사용될 

수 있다. 

본 연구에서 사용된 곰피 (Ecklonia stolonifera OKAMURA)는 Ecklonia 속의 

대표적인 해조류이며, 한국과 일본 등지에 분포하는 다년생의 다시마과 
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(Laminariaceae) 에 속하는 갈조류이다. 곰피는 해안선을 따라 2~10 m 

수심에서 자라며, 미역 (Undaria pinnatifida), 다시마 (Laminaria japonica), 톳 

(Hizikia fusiformis), 그리고 모자반 (Sargassum fulvellum) 등과 함께 식용으로 

널리 이용하는 대표적인 해조류이다 (Hoppe et al., 1982). 곰피의 생리활성은 

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

2000), 섭식저해효과 (Taniguchi et al., 1991) 등이 알려져 있는데, 이와 같은 

생리활성은 곰피로부터 얻어지는 2차 대사산물인 phlorotannins 성분에 

기인하는 것으로 알려져 있다. Phlorotannins은 1,3,5-trihydroxybenzene 

(phloroglucinol)을 기본구성 단위로 하는 phloroglucinol 중합체 형태의 페놀성 

화합물이다 (Regan and Glomitza, 1986; Waterman and Mole, 1994). 곰피에서 

알려진 2차 대사산물로는 phloroglucinol (Lee et al., 1996a), eckol, dieckol (Kang 

et al., 2004a) 등을 포함하는 phlorotannins류 화합물 (Taniguchi et al., 1991), 

ecklonialactones (Kurata et al., 1989; 1993) 그리고 vanadium bromoperoxidase (Hara 

and Sakurai, 1998)가 있다. 

곰피에서 분리된 phlorotannins 화합물의 생리활성은 항산화 활성 (Lee et al., 

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

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

tyrosinanse 억제활성 (Kang et al., 2004b), 항피부노화 활성 (Kim et al., 2006; 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., 2003), 

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

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

(Sugiura et al., 2006), 저지지혈증 효과 (Yoon et al., 2008) 그리고 tacrine으로 

유도된 간세포 독성에 대한 간보호 활성 (Kim et al., 2005) 등이 연구되었으나, 
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phlorotannin 성분에 대한 PTP1B, α-glucosidase, LDL 산화 억제효과 및 

conjugated diene 측정에 대한 연구는 아직 보고되지 않았다. 

본 연구에서는 곰피 (Ecklonia stolonifera)의 100% MeOH 추출물과 계통적 

분석법에 따라 순차적으로 분획한 각각의 분획물들에 대한 PTP1B 억제활성

과 α-glucosidase 억제활성, 그리고 human LDL 산화 억제활성을 평가하였다. 

그 중에서 활성이 뛰어난 분획물을 선택하여 silica gel, Sephadex LH-20, RP-18 

column chromatography를 수행하여 생리활성 물질을 분리하였다. 분리한 화합

물에 대한 PTP1B 억제활성과 α-glucosidase 억제활성, human LDL 산화 억제활

성 뿐만 아니라 PTP1B와 α-glucosidase 억제활성에 대한 상관관계를 Dixon 

plot을 통하여 살펴보았으며, human LDL 산화 시 conjugated diene 형성을 측정

하였다. 본 연구는 곰피의 생리활성 성분인 phlorotannins이 PTP1B와 α-

glucosidase 그리고 human LDL 산화 시 형성되는 conjugated diene 형성 억제

효과를 통하여 살펴본 당뇨병과 동맥경화증의 치료∙예방 효과에 대한 최초의 

연구결과이다. 곰피와 곰피에서 분리된 phlorotannins 성분이 당뇨 합병증과 

동맥경화증을 치료하고 예방할 수 있는 기능성 식품으로 이용할 수 있는 가

능성을 제시하고자 하였다. 
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Ⅱ. 실험재료 및 방법 

1. 재료 

본 실험에서 사용된 곰피 (Ecklonia stolonifera)는 2000년 2월에 부산 기장

군 대변항에서 채집하여 강릉대학교 김형근 교수의 감정을 받았다. 그 표본

은 본 연구실에서 보관하고 있다. (No.20000228) 

 

2. 시약 및 기기 

 

2-1. 시약 

Colum packing materials은 Kieselgel 60 (Si gel, 70~230 mesh ASTM, Merck, Art. 

7734), Sephadex LH-20 (bead size 25~100 μm, Sigma, St. Louis, MO, USA), RP-18 

(LiChroprep® RP-18, 40~63 μm, Merck, Germany)를 사용하였으며, Thin layer 

chromatography는 Kieselgel 60 F254 plates (20 × 20 cm, 0.25 mm, precoated, Merck, 

Art. 5715)와 RP-18 F254s plates (5 × 10 cm, Merck, Art. 5685)를 사용하였다. 발색

시약은 50%  H2SO4을 사용하였으며 추출 및 column chromatography에는 1급 

시약을 사용하였다. NMR 측정에 사용된 용매는 dimethyl sulfoxide (DMSO)-d6 

(Cambridge Isotope Laboratories, deuterium degree 99.9%)이다. Yeast α-glucosidase, 

acarbose, p-nitrophenyl phosphate (pNPP), p-nitrophenyl α-D-glucopyranoside (pNPG), 

L-ascorbic acid, probucol, human low density lipoprotein (LDL), 그리고  

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)는  Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)

에서 구입하였다. Protein tyrosine phosphatase 1B (PTP1B, human recombinant)는 
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Biomol® International LP (Plymouth Meeting, PA, USA)에서 dithiothreitol (DTT)는 

Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)에서 구입하였고, 2-thiobarbituric acid 

(TBA)는 Tokyo Chemical Industry Co., LTD (Tokyo, Japan)에서 Trichloroacetic acid 

(TCA)는 Lancaster Synthesis (Morecambe, England), copper(II) sulfate (CuSO4)는 

Shinyo Pure Chemicals Co., LTD (Osaka, Japan)으로부터 각각 구입하였다. 

 

2-2. 기기 

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

and 13C-NMR 100 MHz, JEOL, Japan)로 측정하였으며, 2D-NMR인 HMQC와 

HMBC는 pulsed field gradient를 사용하여 측정하였다. TLC상의 화합물 검색을 

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

Spectroline, USA)를 사용하였다. Protein tyrosine phosphatase 1B 억제활성, α-

glucosidase 억제활성, 그리고 human low density lipoprotein 산화 억제활성 측정

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

로 하였으며, Low density lipoprotein 산화에 대한 conjugated diene 형성에 대한 

흡광도는 UV/ Visible Spectrophotometer (Ultraspec® 2100 pro, Amersham 

Biosciences, USA)로 측정하였다. 

 

 

 

3. 실험방법 
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3-1. 추출 및 분획 

곰피 (Ecklonia stolonifera)의 엽상체를 동결건조 시킨 후 분말로 만든 시료 

500 g을 환류 냉각기를 부착한 집기병에 담은 후 3 L의 MeOH을 넣고, 70℃ 

수욕상에서 3시간씩 3번 추출하였다. 그리고 추출액을 여과한 후 rotary 

vacuum evaporator로 농축하여 116.6 g의 MeOH 추출물을 얻었다. MeOH 추출

물을 H2O:MeOH (9:1, v/v)로 녹여 분액깔때기에 넣고 동량의 CH2Cl2을 넣어 

분액깔때기를 흔든 다음 평형화를 시켰다. 이후 평형화된 하층의 CH2Cl2 가

용부를 모아 무수 황산 나트륨 (sodium sulfate, anhydrous)를 처리한 다음 여과

하여 농축한다. 위와 같은 방법으로 4회 더 반복하여 CH2Cl2 분획물 9.1 g을 

얻었다. 동일한 방법으로 EtOAc를 가하여 평형화된 상층의 EtOAc 가용부를 

모아 농축한 후 EtOAc 분획물 4.2 g을 얻었다. 또한 n-BuOH에 대해서도 동

일한 방법으로 시행하여 상층의 n-BuOH 분획물 16.6 g과 하층의 H2O 분획물 

86.6 g을 얻었다. 곰피의 MeOH 추출물 및 각 용매별 분획과정을 Scheme 1에 

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

3-2-1. EtOAc 분획물의 활성성분 분리 

곰피 (Ecklonia stolonifera)의 MeOH 추출물과 각각의 분획물들에 대하여 항

당뇨 합병증 생리활성 실험과 항동맥경화증 생리활성 실험을 한 결과 EtOAc 

분획물이 α-glucosidase 억제활성에서 가장 높은 활성을 보였고, protein 

tyrosine phosphatase 1B 억제활성과 저밀도 지단백 (LDL) 산화 억제활성에서

도 높은 활성을 나타내었다. 그리하여 EtOAc 분획물을 대상으로 silica gel, 

Sephadex LH-20, RP-18 column chromatography를 사용하여 활성성분을 분리하

였다. EtOAc 분획물 (4.2 g)을 EtOAc:MeOH (50:1 ~ 5:1)로 silica gel column 

chromatography를 하여 10개의 subfractions (F1 ~ F10)으로 나누었다. F2 (2.48 g)

을 RP-18 column chromatography (H2O ~100% MeOH, gradient)를 수행하여 11개

의 subfractions을 얻었다. F2-(FF1+FF2) (0.23 g)을 RP-18 (20% MeOH ~ 100% 

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

로 수행하여 화합물 1 (28 mg)을 얻었다. F2-(FF4+FF5) (0.11 g)을 반복적인 RP-

18 column chromatography (10% MeOH ~ 100% MeOH, gradient)와 Sephadex LH-

20 column chromatography (MeOH)로 정제하여 화합물 3 (44 mg)을 분리하였다. 

F2-(FF6+FF7) (0.72 g)을 반복적인 RP-18 column chromatography (10% MeOH ~ 

100% MeOH, gradient)와 Sephadex LH-20 column chromatography (MeOH)로 정제

하여 화합물 4 (18 mg)을 얻었다. 또한 F2-(FF8+FF9) (1.22 g)을 RP-18 column 

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

20 column chromatography (MeOH)로 정제하여 화합물 2 (7 mg), 5 (143 mg), 그

리고 6 (8 mg)을 분리하였다. 분리 과정은 Scheme 2에 나타내었고, 이들 화합

물들은 분광학적 기기분석에 의해 구조를 확인하였다. 
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Scheme 2. Isolation of compounds from the EtOAc fraction of Ecklonia stolonifera. 
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3-2-2. EtOAc 분획물에서 분리된 성분의 분광학적 성질 

Compound 1 (phloroglucinol). White powder; C6H6O3; IR νmax cm-1 3481, 1617, 

1499, 1419; EI-MS m/z (rel. int., %) 126 [M]+ (100); 1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 

5.78 (3H, s, H-2, 4, 6); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD) δ: 160.9 (C-1, 3, 5), 96.3 (C-2, 4, 

6).  

 

Compound 2 (dioxinodehydroeckol). Off-white powder; C18H10O9; Negative FAB-

MS m/z 369.0, Positive FAB-MS m/z 370.0, HR-FAB-MS m/z 370.0324 [M]+; IR νmax 

cm-1 3243, 1635, 1518, 1494, 1396, 1281, 1243, 1207, 1154, 1118, 1089, 1012, 810; 

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ: 9.77 (1-OH), 9.64 (9-OH), 9.60 (6-OH), 9.27 (3-

OH), 9.26 (11-OH), 6.10 (1H, s, H-7), 6.04 (1H, d, J=2.7 Hz, H-2), 6.01 (1H, d, J= 2.7 

Hz, H-10), 5.84 (1H, d, J=2.7 Hz, H-4), 5.82 (1H, d, J=2.7 Hz, H-12); 13C-NMR (100 

MHz, DMSO-d6) δ:153.3 (C-3), 153.0 (C-11), 146.1 (C-1), 146.0 (C-9), 142.1 (C-4a), 

141.7 (C-12a), 140.1 (C-6), 137.2 (C-7a), 131.6 (C-13b), 125.9 (C-5a), 122.7 (C-8a), 

122.5 (C-13a), 122.3 (C-14a), 98.8 (C-2, 10), 97.6 (C-7), 93.9 (C-4, 12).  

 

Compound 3 (eckol). Amorphous powder; C18H12O9; Positive FABMS m/z 372 [M]+; 

1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 6.13 (1H, s, H-3), 5.94 (2H, s, H-7, 9), 5.93 (3H, s, H-

2  ́4´, 6´); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD) δ: 162.4 (C-1´), 160.7 (C-3 ,́ 5´), 150.0 (C-8), 

147.7 (C-3), 147.6 (C-6), 144.7 (C-9a), 143.8 (C-1), 139.0 (C-4a), 126.1 (C-4), 125.3 

(C-5a), 125.1 (C-10a), 100.3 (C-7), 99.9 (C-2), 98.2 (C-4´), 96.3 (C-9), 95.9 (C-2 ,́ 6´). 
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Compound 4 (phlorofucofuroeckol-A). Amorphous powder; C30H18O14; Positive 

FABMS m/z 602 [M]+; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 6.63 (1H, s, H-7), 6.40 (1H, s, 

H-11), 6.26 (1H, s, H-2), 5.97 (2H, d, J=2.1 Hz, H-2″, 6″), 5.94 (1H, t, J=1.9 Hz, H-4 )́, 

5.92 (1H, t, J=2.0 Hz, H-4″), 5.88 (2H, d, J=2.1 Hz, H-2 ,́ 6´); 13C-NMR (100 MHz, 

CD3OD) δ: 162.7 (C-1″), 162.6 (C-1 )́, 161.0 (C-3 ,́ 5 )́, 161.0 (C-3″, 5″), 154.0 (C-7a), 

152.5 (C-10), 152.0 (C-8a), 149.1 (C-3), 149.0 (C-12), 146.7 (C-6), 144.7 (C-1), 139.2 

(C-4a), 136.2 (C-12c), 128.9 (C-5a), 125.9 (C-13a), 125.6 (C-4), 123.2 (C-9), 106.2 (C-

12a), 106.1 (C-12b), 100.8 (C-11), 100.2 (C-2), 98.6 (C-4´), 98.5 (C-4″), 97.0 (C-7), 

96.2 (C-2″, 6″), 96.2 (C-2 ,́ 6 )́. 

 

Compound 5 (dieckol). Amorphous powder; C36H22O18; Positive FABMS m/z 742 

[M]+; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 6.15 (1H, s, H-3″), 6.13 (1H, s, H-3), 6.09 (2H, s, 

H-2″, 6″), 6.06 (1H, d, J=2.9 Hz, H-8), 6.05 (1H, d, J=2.9 Hz, H-6″), 5.98 (1H, d, J=2.8 

Hz, H-6), 5.95 (1H, d, J=2.8 Hz, H-6), 5.92 (3H, s, H-2 ,́ 4 ,́ 6´); 13C-NMR (100 MHz, 

CD3OD) δ: 162.7 (C-1 )́, 161.0 (C-3 ,́ 5´), 158.6 (C-1′′′), 156.8 (C-7), 155.3 (C-7″), 

153.2 (C-3′′′, 5′′′), 148.1 (C-2″), 148.01 (C-2), 147.9 (C-9″), 147.7 (C-9), 145.1 (C-5a″), 

145.0 (C-5a), 144.2 (C-4″), 144.1 (C-4′′′), 139.4 (C-10a), 139.3 (C-10a″), 127.3 (C-4′′′), 

127.0 (C-9a), 126.5 (C-1), 126.4 (C-1″), 125.7 (C-9a″), 125.5 (C-4a″), 125.4 (C-4a), 

100.7 (C-8″), 100.6 (C-8), 100.3 (C-3), 100.2 (C-3″), 98.5 (C-4´), 97.0 (C-2′′′, 6′′′), 96.7 

(C-6″), 96.6 (C-6′), 96.2 (C-2 ,́ 6 )́. 

 

Compound 6 (7-phloroeckol). Pale brown powder; C24H16O12; 
1H-NMR (400 MHz, 

DMSO-d6) δ: 5.72 (2H, d, J=2.0 Hz, H-2′, 6 )́, 5.79 (1H, d, J=3.1 Hz, H-6), 5.80 (1H, t, 

J=2.0 Hz, H-4′), 5.86 (2H, s, H-3″, 5″), 6.01 (1H, d, J=3.1 Hz, H-8), 6.14 (1H, s, H-3), 



 

15 

 

9.0 (1H, s, H-4″), 9.12 (4H, d, J=6.3 Hz, 3′, 5´-OH, 2″, 6″-OH), 9.20 (1H, s, 2-OH), 

9.40 (1H, s, 4-OH), 9.61 (1H, s, 9-OH); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δ: 160.3 (C-

1′), 158.8 (C-3′, 5′), 154.8 (C-4″), 154.5 (C-7), 151.2 (C-2″, 6″), 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-1″), 

122.2 (C-1), 98.9 (C-3), 98.3 (C-8), 96.2 (C-4′), 94.8 (C-3″, 5″), 93.6 (C-2′, 6′), 93.4 

(C-6). 
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Fig. 1. Chemical structures of the compounds 1-6 isolated from Ecklonia stolonifera. 
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3-3. 항당뇨 실험 

3-3-1. Protein tyrosine phosphatase 1B 억제활성 실험 

3-3-1-1. Protein tyrosine phosphatase 1B 억제활성에 대한 enzyme 실험 

Protein tyrosine phosphatase 1B (PTP 1B)의 억제 활성을 평가하는 방법은 Na 

등(2006)의 방법을 변형하여 실험하였다. PTP1B (human, recombinant) 효소는 

BIOMOL International LP로부터 구입하였다. 효소의 활성은 p-nitrophenyl 

phosphate (pNPP)을 기질로서 사용하여 측정하였다. 96 well microtiter plate에 반

응 혼합물의 총 부피를 100 µL로 한다. 먼저 여러 농도의 sample 10 µL와 효

소 10 µL, 그리고 PTP1B buffer [50 mM citrate buffer (pH 6.0), 0.1 M NaCl, 1 mM 

EDTA (ethylene diamine tetra acetic acid), 1 mM DTT (dithiothreitol)] 30 µL를 넣어 

35℃, 5~10분간 preincubation을 시킨다. 그리고 기질 (p-NPP) 50 µL를 첨가하

여 35℃, 20분간 incubation을 시킨 후 10 M NaOH를 10 µL를 넣어 반응을 종

결시킨다. 이후 microplate reader spectrophotometer (Molecular Devices, VERSA 

max, CA, USA)로 405 nm에서 흡광도를 측정하였으며 positive control로는 

ursolic acid를 사용하였다. PTP1B 억제 활성은 아래의 식을 이용하여 구한 후, 

IC50 값으로 환산하였다. 

 

Inhibition (%)  = 1 – (시료의 흡광도 – 대조군의 흡광도) / 표준흡광도 x 100 
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3-3-1-2. Protein tyrosine phosphatase 1B에 대한 저해활성 kinetic 실험 

PTP1B 효소의 저해활성에 대한 상관관계를 결정하기 위하여 다양한 

sample 농도 [phloroglucinol (100 µM, 50 µM), dioxinodehydroeckol (50 µM, 25 µM,  

10 µM), eckol (10 µM, 5 µM), phlorofurofucoeckol-A (25 µM, 10 µM), dieckol (5 µM, 

1 µM), 7-phloroeckol (10 µM, 5 µM)]와 기질인 p-nitrophenyl phosphate를 0.5 mM, 

1 mM 그리고 2 mM의 농도로 준비한다. 여러 가지 농도의 sample와 p-

nitrophenyl phosphate를 위와 동일한 방법으로 405 nm에서 흡광도를 측정한다. 

저해제의 inhibition constant (Ki)는 Dixon plot으로 구하였으며, x-축의 값은 -Ki

를 나타낸다. 
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Fig. 2. Mechanism of the protein tyrosine phosphatase 1B assay. 
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Sample (inhibitors) 10 µL + PTP1B enzyme 10 µL + PTP1B buffer 30 µL 

  

35℃ preincubation for 5~10 min 

 

Substrate (p-NPP) 50 µL 

  

                       

 35℃ incubation for 20 min 

  

                             

10 M NaOH 10 µL 

  

  

Measurement of absorbance at 405 nm 

 

 

Scheme 3. Measurement of protein tyrosine phosphatase 1B inhibitory activity. 
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3-3-2. α-Glucosidase 억제활성 실험 

3-3-2-1. α-Glucosidase 억제활성에 대한 enzyme 실험 

α-Glucosidase 효소의 억제활성을 측정하기 위해서 Li et al.(2005) 방법을 수

정하여 실시하였다. 각각의 well에 100 mM phosphate buffer (pH 6.8) 20 µL와 10% 

DMSO에 녹인 여러 농도의 sample 20 µL를 넣는다. 그리고 기질 사용된 100 

mM phosphate buffer (pH6.8)에 녹인 2.5 mM p-nitrophenyl α-D-glucopyranoside 

(pNPG) 20 µL 넣은 후, 효소인 0.2 unit/mL α-glucosidase를 10 mM phosphate 

buffer (pH6.8)에 녹여 20 µL를 넣는다. 37℃에서 15분 동안 incubation을 시킨 

후 반응을 종결시키기 위해 0.2 M sodium carbonate solution 80 µL를 넣는다. 이

후 405 nm 에서 microplate reader spectrophotometer (Molecular Devices, VERSA 

max, CA, USA)를 사용하여 흡광도를 측정하였으며 이 실험에서 acarbose는 

positive control로 사용되었다. α-glucosidase 억제활성은 아래의 식을 이용하여 

억제율을 구한 후, IC50 값으로 환산하였다. 

 

Inhibition (%) =  {1-(ASam – ASam-C) / ACont} x 100 

 

ASam   : 측정시료를 넣었을 때의 흡광도 

ASam-C  : 측정시료를 넣고 pNPG를 넣지 않았을 때의 흡광도 

ACont   : 측정시료를 넣지 않았을 때의 흡광도 

 



 

22 

 

3-3-2-2. α-Glucosidase에 대한 저해활성 kinetic 실험 

α-Glucosidase 효소의 저해활성에 대한 상관관계를 결정하기 위하여 다양한 

sample 농도 [phloroglucinol (500 µM, 250 µM, 200 µM, 100 µM), 

dioxinodehydroeckol (90 µM, 50 µM, 10 µM), eckol (30 µM, 10 µM, 5 µM), 

phlorofurofucoeckol-A (3 µM, 1 µM), dieckol (3 µM, 2 µM), 7-phloroeckol (10 µM, 5 

µM, 2.5 µM)]와 기질인 p-nitrophenyl α-D-glucopyranoside를 0.625 mM, 1.25 mM 

그리고 2.5 mM의 농도로 준비한다. 여러 가지 농도의 sample와 p-nitrophenyl 

α-D-glucopyranoside를 위와 동일한 방법으로 405 nm에서 흡광도를 측정한다. 

저해제의 inhibition constant (Ki)는 Dixon plot으로 구하였으며, x-축의 값은 -Ki

를 나타낸다. 
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100 mM phosphate buffer 20 µL + Sample 20 µL 

+ 2.5 mM pNPG 20 µL + α-glucosidase enzyme 20 µL 

 

37℃ incubation for 15 min 

 

0.2 M Na2CO3 80 µL 

 

Measurement of absorbance at 405 nm 

 

Scheme 4. Measurement of α-glucosidase inhibitory activity. 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Mechanism of the α-glucosidase assay. 
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3-4. 항동맥경화증 실험 

3-4-1. Human 저밀도 지단백 산화 억제활성 실험 

Human 저밀도 지단백 (Human low density lipoprotein, Human LDL) 산화 억제

효과를 측정하기 위해서 thiobarbituric acid (TBA)에 따른 malondialdehyde 

(MDA) 생성을 측정하는 방법은 Jeong et al. (2004)의 방법을 수정하여 실시하

였다. 최종 농도가 50 µg / mL가 되도록 human LDL을 10 mM phosphate 

buffered saline (PBS) buffer (pH 7.4)에 희석하였다. Human LDL 500 µL (50 µg / mL)

에 10 mM PBS buffer (pH 7.4)를 320 µL, 1 mM CuSO4 90 µL 및 MeOH extract, 각

각의  분획물과 화합물의 90 µL를 튜브에 넣어 37℃의 water bath 에서 4시간 

배양하였다. 이 때 생성된 지질 과산화의 생성물인 MDA의 양을 측정하기 

위해서 20% trichloroacetic acid (TCA)를 1 mL, 0.05 M NaOH에 녹인 0.67% TBA

를 1 mL 첨가하였다. 반응 혼합액을 90℃, 20분간 water bath에서 배양하고 차

갑게 냉각한 후 2000 rpm에서 10분간 원심분리 하였다. 상등액을 취하여 

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

534 nm에서 흡광도를 측정하였으며, human LDL 산화 억제율은 아래의 식을 

통하여 구한 후 IC50 값으로 환산하였다. 

 

Inhibition (%) = {1-(ASam – ACont) / AStd} x 100 

ASam: 측정시료를 넣었을 때의 흡광도 

ACont: 측정시료를 넣고 CuSO4를 넣지 않았을 때의 흡광도 

AStd: 측정시료를 넣지 않았을 때의 흡광도 
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Fig. 4. Mechanism of the human low density lipoprotein oxidation assay. 
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LDL (50 µg / mL) 500 µL + 1 mM CuSO4 90 µL 

+ sample 90 µL + 10 mM PBS buffer 320 µL 

 

Heating 37℃ in water bath, 4 h 

 

20% TCA 1 mL 

 

0.67% TBA 1 mL 

 

Heating 95℃ in water bath, 20 min 

 

Cooling and centrifugation 2000 rpm for 10 min 

 

Measurement of absorbance at 534 nm 

 

Scheme 5. Measurement of human low density lipoprotein oxidation inhibitory activity. 
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3-4-2. Human 저밀도 지단백 산화에 대한 conjugated diene 측정 실험 

지방질 산화물을 측정하기 위하여 지질 산화도를 Esterbauer (1989)의 

conjugated dienes 측정 방법을 사용하였다. Human LDL의 최종 농도가 50 

µg/mL이 되도록 10 mM phosphate buffered saline (PBS) buffer (pH 7.4)에 희석하

였다. 최종 부피가 3 mL이 되도록 human LDL (50 µg/mL)과 10 µM의 CuSO4 

그리고 농도별의 화합물을 석영 큐벳에 넣는다. 이 반응혼합액에 대한 

conjugated diene을 측정하기 위하여 4시간 동안 20분마다 UV/ Visible 

Spectrophotometer (Ultraspec® 2100 pro, Amersham Biosciences, USA)을 사용하여 

234 nm에서 흡광도를 측정하였으며 온도는 37℃를 유지하였다. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

28 

 

Ⅲ. 결과 및 고찰 

1. 항당뇨 실험 

1-1. PTP1B 억제활성과 α-glucosidase 억제활성 

1-1-1. MeOH 추출물과 각 분획물들의 PTP1B 억제활성과 α-glucosidase 억제

활성 

곰피 (Ecklonia stolonifear)의 MeOH 추출물과 MeOH 추출물을 계통적 용매 

분획하여 얻은 CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH 분획물과 H2O 층에 대한 PTP1B 억제

활성과 α-glucosidase 억제활성을 측정하여 각각 50% PTP1B와 α-glucosidase 

억제활성을 나타내는 IC50 값 (μg/ml)으로 나타내었으며, 그 결과는 Table 1에 

나타내었다. 

곰피의 MeOH 추출물은 PTP1B와 α-glucosidase 억제활성에서 IC50 값이 

6.39 ± 0.18 μg/ml과 2.82 ± 0.63 μg/ml로 나타났다. 곰피의 MeOH 추출물로부터 

얻은 각각의 분획물들에 대한 PTP1B 억제활성은 n-BuOH 분획물 (IC50 = 0.23 

± 0.07 μg/ml) > EtOAc 분획물 (IC50 = 0.26 ± 0.06 μg/ml) > CH2Cl2 분획물 (IC50 = 

0.91 ± 0.98 μg/ml) > H2O 분획물 (IC50 = 3.97 ± 0.44 μg/ml)의 순으로 나타났다. 

MeOH 추출물과 각각의 분획물들 중에서 n-BuOH와 EtOAc 분획물이 다른 

분획물들에 비해 높은 PTP1B 억제활성을 나타내었으며, 대조군으로 사용된 

ursolic acid (IC50 = 3.37 ± 0.13 μg/ml)보다 높은 억제활성을 나타내었다. 이들 결

과에서 PTP1B 억제활성을 가지는 MeOH 추출물에 대한 각 분획물들 중 

EtOAc와 n-BuOH 분획물이 비교적 높은 PTP1B 억제활성을 나타내는 것으로 

보아 PTP1B 억제 활성물질은 이 두 분획물에 존재하며, 다소 극성을 가진 

물질임을 유추할 수 있다. 
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곰피의 MeOH 추출물과 분획물들의 α-glucosidase 억제활성을 측정하기 위

해서 사용된 대조약물로는 α-glucosidase 억제제로 알려져 있는 acarbose (Hui 

et al., 2011; Lin et al., 2011; Lekshmi et al., 2011)을 사용하였다. α-Glucosidase 억

제활성 실험에서 곰피의 EtOAc 분획물은 IC50 값이 1.15 ± 0.03 μg/ml로 가장 

높은 활성을 나타내었다. 다음으로는 CH2Cl2 분획물 (IC50 = 1.46 ± 0.11 μg/ml) 

> MeOH 추출물 (IC50 = 2.82  ± 0.63 μg/ml) > n-BuOH 분획물 (IC50 = 4.59 ± 0.57 

μg/ml) > H2O 분획물 (IC50 = 163.63 ± 5.17 μg/ml)의 순으로 나타났다. H2O 분획

물을 제외한 MeOH 추출물과 분획물들은 대조군인 acarbose의 IC50 값인 

101.52 ± 3.82 μg/ml보다 훨씬 높은 α-glucosidase 억제활성을 나타내었다. 이 

결과에서는 α-glucosidase 억제활성을 가지는 MeOH 추출물에 대한 각 분획물

들 중 높은 활성을 나타낸 EtOAc 분획물이 α-glucosidase 억제 활성물질이 다

량 함유되어 있다고 생각할 수 있다. 

따라서 이러한 결과를 바탕으로 PTP1B와 α-glucosidase의 억제활성이 모두 

높은 EtOAc 분획물에 이들의 활성을 나타내는 성분이 다량 존재하고 있을 

것으로 추측할 수 있었다. 따라서 본 연구에서는 곰피의 EtOAc 분획물에서 

그 생리활성성분을 분리하고자 하였다.  
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Table 1. Inhibitory effects of MeOH extract and its fractions obtained from Ecklonia 

stolonifera on protein tyrosine phosphatase 1B and α-glucosidase activity 

samples 

PTP1Ba α-glucosidasea 

IC50 (μg/ml) IC50 (μg/ml) 

Mean ± S.E.M. Mean ± S.E.M. 

MeOH extract 6.39 ± 0.18 2.82 ± 0.63 

CH2Cl2 fraction 0.91 ± 0.98 1.46 ± 0.11 

EtOAc fraction 0.26 ± 0.06  1.15 ± 0.03 

n-BuOH fraction 0.23 ± 0.07 4.59 ± 0.57 

H2O fraction 3.97 ± 0.44 163.63 ± 5.17 

Ursolic acidb 3.37 ± 0.13  

Acarbosec   101.52 ± 3.82 

PTP1B : protein tyrosine phosphatase 1B.                                                 

aThe 50% inhibitory concentration (IC50) values were determined by regression analyses and 
expressed as mean ± S.E.M of triplicate experiments. bUrsolic acid was used as a positive 
control on the PTP1B inhibitory activity. cAcarbose was used as a positive control on the α-
glucosidase inhibitory activity. 
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1-1-2. 분리된 phlorotannin 화합물들의 PTP1B 억제활성과 저해활성의 상관관

계 

곰피의 EtOAc 분획물로부터 분리된 phlorotannins 화합물들을 대상으로 

PTP1B 억제활성을 평가하고, 그 결과를 Table 2에 나타내었다. 그리고 PTP1B 

효소에 대한 저해제와 기질과의 상관관계를 Dixon plot을 통하여 알아보았으

며, 각각의 화합물에 대한 Dixon plot은 Fig. 5 - 10에 나타내었다.  

평가된 phlorotannins 화합물 중에서 화합물 4 (phlorofucofuroeckol-A)가 가장 

높은 억제활성을 나타내었으며, IC50 값으로는 0.56 ± 0.10 μM 이다. 다음으로

는 화합물 5 (dieckol, 1.18 ± 0.02 μM) > 화합물 6 (7-phloroeckol, 2.09 ± 0.09 μM) 

> 화합물 3 (eckol, 2.64 ± 0.04 μM) > 화합물 2 (dioxinodehydroeckol, 29.97 ± 4.52 

μM) > 화합물 1 (phloroglucinol, 55.48 ± 1.85 μM) 순으로 나타났다. 화합물 3 - 6

은 대조군으로 사용된 ursolic acid (10.82 ± 0.32 μM)보다 훨씬 높은 억제활성을 

보였으나, 화합물 1, 2는 대조군보다는 낮은 활성을 보였다.  

PTP1B 효소에 대한 저해제와 기질과의 상관관계를 Dixon plot으로 분석하

였으며, 화합물 1은 무경쟁적 저해제로 나타났다 (Fig.5). 무경쟁적 저해제 (I)

는 가역적 저해반응이며, 효소 (E)-기질 (S) 복합체에 결합하여 불활성 ESI 

복합체를 형성한다. 즉 무경쟁적 저해제는 유리 효소에는 결합하지 않는다. 

따라서 기질농도가 증가하여도 저해활성에는 영향을 받지 않는다 (Segel, 

1976). 화합물 2 - 6의 Ki 값은 각각 16.76, 2.86, 1.43, 1.22, 그리고 2.90 μM이다. 

Fig. 6-10에 따르면, 화합물 2 - 6을 Dixon plot로 분석한 결과, 비경쟁적 저해

제로 나타났다. Dixon plot에서 비경쟁적 저해제의 그래프는 각각의 기질 농

도별 그래프 선이 X축에서 서로 교차하는 곳을 가지며, 이 교차점은 저해상

수 (inhibition constant, Ki)를 의미한다. 비경쟁적 저해제는 효소의 기질 결합부
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위와 다른 곳에 결합하여 효소와 기질의 결합에 영향을 주지 않으며, 기질 

또한 효소와 저해제의 결합부위가 아닌 다른 곳에 결합하여 영향을 주지 않

는다. 기질 (S)과 저해제 (I)는 가역적 저해반응이며, 독립적으로 그리고 무작

위적으로 다른 부위에 결합한다. 다시 말하면, 저해제는 효소 (E) 또는 효소-

기질 복합체 (ES)와 결합하고, 기질은 효소 (E) 또는 효소-저해제 복합체 (EI)

와 결합한다 (Segel, 1976).  

따라서 화합물 2 - 6는 PTP1B 효소와 기질인 p-nitrophenyl phosphate (pNPP)

의 결합에 영향을 주지 않고, PTP1B 효소 또는 PTP1B - pNPP의 복합체에 결

합한다는 것을 알 수 있다. 화합물에 대한 Ki 값은 IC50와 비교할 수 있으며, 

기질에 대한 결합상수 (binding constant)인 Km 과의 상대적인 저해제 효과를 

비교할 수 있다. 이 parameter는 특히 효소 촉매반응에 있어서 강력한 치료제

로서의 저해제 값을 측정하는데 중요하고 유용하게 쓰인다. 일반적으로 Ki 

값이 낮으면 낮을수록 결합력이 더 강하여 저해제로서 더 효과적이다. 그러

나 화합물 4의 경우 기질의 존재에 따라서 Ki 값이 3배정도 높게 측정되었

다. 

PTP1B 효소의 활성부위 (His214-Arg221)에 기질인 tyrosine이 결합한다. 게

다가 높은 전하를 띄는 PTP1B catalytic site인 WDP loop (Thr 177-Pro185)와 이

차적 aryl phosphate-binding site에 tyrosine의 phenyl ring이 결합함으로써 활성부

위로 전환된다 (Koren and Fantus, 2007; Comeau et al., 2010). 앞에서 설명한 바

와 같이 곰피로부터 분리된 phlorotannins에는 일반적으로 phloroglucinol 중합

체가 존재한다. Phloroglucinol은 trihydroxylated phenolic nucleus이기 때문에 이

중체와 중합체인 phlorotannins은 ether, phenyl, 그리고 1,4-dibenzodioxin 결합으

로 인하여 많은 hydroxyl 기와 aromatic 고리를 가진다.  

PTP1B 억제활성 결과에 따르면, 화합물 4, 5가 PTP1B의 저해활성에 있어
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서 가장 높은 활성을 나타냈다. 이 결과는 비교적 큰 분자량을 가지고 많은 

hydroxyl 기를 가진 phlorotannins이 PTP1B 억제활성에 중요한 역할을 할 것

이라고 유추할 수 있다.  
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Table 2. Protein tyrosine phosphatase 1B inhibitory activity of phlorotannins isolated 

from Ecklonia stolonifera 

Compound IC50 (μM)a Inhibition typeb 

Phloroglucinol (1) 55.48 ± 1.85 uncompetitive 

Dioxinodehydroeckol (2) 29.97 ± 4.52 non-competitive 

Eckol (3) 2.64 ± 0.04 non-competitive 

Phlorofucofuroeckol-A (4) 0.56 ± 0.10 non-competitive 

Dieckol (5) 1.18 ± 0.02 non-competitive 

7-Phlorocekol (6) 2.09 ± 0.09 non-competitive 

Ursolic acidc 10.82 ± 0.32  

aThe 50% inhibitory concentration (IC50) values were determined by regression analyses and 

expressed as mean ± S.E.M of triplicate experiments. bInhibition type was determined by 

interpretation of the Dixon plot. cUrsolic acid was used as a positive control on the PTP1B 

inhibitory activity.  
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Fig. 5. Dixon plot for inhibition of phloroglucinol on protein tyrosine phosphatase 1B in 

the presence of different concentrations of substrate: 0.5 mM (●); 1 mM (○); and 2 

mM (▼). 
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Fig. 6. Dixon plot for inhibition of dioxinodehydroeckol on protein tyrosine 

phosphatase 1B in the presence of different concentrations of substrate: 0.5 mM (●); 1 

mM (○); and 2 mM (▼). The inhibitory constant of the compound was determined as 

Ki = 16.76 μM. 
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Fig. 7. Dixon plot for inhibition of eckol on protein tyrosine phosphatase 1B in the 

presence of different concentrations of substrate: 0.5 mM (●); 1 mM (○); and 2 mM 

(▼). The inhibitory constant of the compound was determined as Ki = 2.86 μM. 
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Fig. 8. Dixon plot for inhibition of phlorofucofuroeckol-A on protein tyrosine 

phosphatase 1B in the presence of different concentrations of substrate: 0.5 mM (●); 1 

mM (○); and 2 mM (▼). The inhibitory constant of the compound was determined as 

Ki = 1.43 μM. 
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Fig. 9. Dixon plot for inhibition of dieckol on protein tyrosine phosphatase 1B in the 

presence of different concentrations of substrate: 0.5 mM (●); 1 mM (○); and 2 mM 

(▼). The inhibitory constant of the compound was determined as Ki = 1.22 μM. 
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Fig. 10. Dixon plot for inhibition of 7-phloroeckol on protein tyrosine phosphatase 1B 

in the presence of different concentrations of substrate: 0.5 mM (●); 1 mM (○); and 2 

mM (▼). The inhibitory constant of the compound was determined as Ki = 2.90 μM. 
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1-2-2. 분리된 화합물들의 α-glucosidase 억제활성과 저해활성의 상관관계 

효소와 저해제의 저해활성 상관관계를 알아보기 위해 사용된 Dixon plot는 

효소-저해제 복합체에 대한 효소억제와 inhibitor constant (Ki)의 저해형태 [저

해제 농도에 따른 1/enzyme velocity (1/V)의 plot]를 알아보기 위한 graphical 방

법이며, 쉽게 효소와 저해제의 관계를 알아볼 수 있다. 경쟁적 저해제일 경

우, 1/V이 1/Vmax이면 x축의 값은 Ki 값을 의미하고 반대로 비경쟁적 저해제일 

경우, 1/V가 0일 때 x축의 값이 Ki 값을 나타낸다 (Cornish-Bowden, 1974; 

Dixon, 1953). 

곰피의 EtOAc 분획물로부터 분리된 phlorotannins 화합물들을 대상으로 α-

glucosidase 억제활성을 측정하고, 그 결과를 Table 3에 나타내었다. 그리고 

Dixon plot을 이용하여 α-glucosidase 효소에 대한 저해제와 기질과의 상관관

계를 분석하였으며, 각각의 화합물에 대한 결과는 Fig. 11-16에 나타내었다.  

측정된 화합물들의 억제활성은 화합물 4 > 화합물 5 > 화합물 6 > 화합물 3 > 

화합물 2 > 화합물 1 순으로 나타났다. 가장 강력한 억제효과를 보인 화합물 

4 (1.37 ± 0.05 μM)의 IC50 값은 대조군으로 사용된 acarbose (157.25 ± 5.92 μM)

의 IC50 값보다 무려 114배나 높은 억제활성을 나타내었음을 확인할 수 있었

다. 화합물 1, 2, 3, 5, 6의 IC50 값은 각각 141.18 ± 13.1, 34.60 ± 1.95, 22.78 ± 2.15, 

1.61 ± 0.08, 6.13 ± 0.30 μM로 나타났다. 평가된 화합물 중 화합물 4-6이 α-

glucosidase의 억제활성에 대해 높은 활성을 띠었기 때문에 이 결과를 바탕으

로 phlorotannin의 분자크기와 hydroxyl 기의 수가 α-glucosidase의 억제활성에 

영향을 미칠 것이라는 기대를 할 수 있다. 

α-Glucosidase의 저해 상관관계에 있어서 화합물 1, 3, 5는 PTP1B의 저해 상

관관계와는 다른 저해형태를 나타내었다. Fig. 11을 보면, 화합물 1의 Ki 값은 
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170.16 μM로 혼합형 저해제로 나타났다. 혼합형 저해제는 비경쟁적 저해형태

와 경쟁적 저해형태가 혼합되어 있는 것을 말한다. 혼합형 저해제의 경우 효

소나 효소-기질 복합체에 모두 결합하지만 기질이 결합하는 활성자리와 다

른 곳에 결합한다. 따라서 기질의 결합비율을 감소시키고 동시에 전환속도를 

감소시킬 수 있다 (Segel, 1976; Abdulaziz, 1996). 

Fig. 13과 15를 보면, 화합물 3와 화합물 5는 경쟁적 저해제로 나타났으며, 

Ki 값은 각각 15.48 μM와 0.27 μM이였다. 경쟁적 저해제는 기질이 효소와 결

합하는 것을 막는 물질로서, 그 효소에 대해서는 같은 결합부위를 가지기 때

문에 기질과 저해제는 경쟁관계를 가지고 상호배타적이다. 경쟁적 저해제는 

기질과 구조적 유사성을 가지는 물질이거나 또 다른 그 효소의 기질이거나 

그 반응 생성물일 것으로 생각되고 있다. 이 저해제와 기질은 같은 부위에 

결합하기 때문에 상호배타적이다 (Segel, 1976). 화합물 2, 4, 그리고 6의 Ki 값

은 51.80 μM, 15.48 μM, 그리고 5.67 μM로 각각 나타났으며, PTP1B의 저해상

관관계와 같은 형태인 비경쟁적 저해제로 분석되어졌고, 그 결과는 Fig. 12, 

14 그리고 16에 나타내었다. 
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Table 3. α-Glucosidase inhibitory activities of phlorotannins isolated from Ecklonia 

stolonifera 

Compound  IC50 (μM)a Inhibition typeb 

Phloroglucinol (1) 141.18 ± 13.1 mixed type 

Dioxinodehydroeckol (2) 34.60 ± 1.95 non-competitive 

Eckol (3) 22.78 ± 2.15 competitive 

Phlorofucofuroeckol-A (4) 1.37 ± 0.05 non-competitive 

Dieckol (5) 1.61 ± 0.08 competitive 

7-Phlorocekol (6) 6.13   ± 0.30 non-competitive 

Acarbosec 157.25 ± 5.92  

aThe 50% inhibitory concentration (IC50) values were determined by regression analyses and 
expressed as mean ± S.E.M of triplicate experiments. bInhibition type was determined by 

interpretation of the Dixon plot. cAcarbose was used as a positive control on the α-glucosidase 

inhibitory activity.  
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Fig. 11. Dixon plot for inhibition of phlroglucinol on α-glucosidase in the presence of 

different concentrations of substrate: 0.625 mM (●); 1.25 mM (○); and 2.5 mM (▼). 

The inhibitory constant of the compound was determined as Ki = 170.16 μM. 

 

 

 

 



 

45 

 

 

 

 

 

Fig. 12. Dixon plot for inhibition of dioxinodehydroeckol on α-glucosidase in the 

presence of different concentrations of substrate: 0.625 mM (●); 1.25 mM (○); and 

2.5 mM (▼). The inhibitory constant of the compound was determined as Ki  = 51.8 

μM. 
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Fig. 13. Dixon plot for inhibition of eckol on α-glucosidase in the presence of different 

concentrations of substrate: 0.625 mM (●); 1.25 mM (○); and 2.5 mM (▼). The 

inhibitory constant of the compound was determined as Ki = 15.48 μM. 
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Fig. 14. Dixon plot for inhibition of phlorofucofuroeckol-A on α-glucosidase in the 

presence of different concentrations of substrate: 0.625 mM (●); 1.25 mM (○); and 2.5 

mM (▼). The inhibitory constant of the compound was determined as Ki = 0.45 μM. 
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Fig. 15. Dixon plot for inhibition of dieckol on α-glucosidase in the presence of 

different concentrations of substrate: 0.625 mM (●); 1.25 mM (○); and 2.5 mM (▼). 

The inhibitory constant of the compound was determined as Ki = 0.27 μM. 
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Fig. 16. Dixon plot for inhibition of 7-phloroeckol on α-glucosidase in the presence of 

different concentrations of substrate: 0.625 mM (●); 1.25 mM (○); and 2.5 mM (▼). 

The inhibitory constant of the compound was determined as Ki = 5.67 μM. 
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2. 항동맥경화증 실험 

2-1. MeOH 추출물과 각 분획물들의 human 저밀도 지단백 산화 억제활성 

저밀도 지단백 (human low density lipoprotein, human LDL)의 입자는 

endothelial border을 통해서 이동되며 arterial subendothelial space로 들어간다. 

하지만 LDL이 필요이상으로 존재하거나 다른 요인에 의해 LDL이 산화적 

변형을 일으키면 혈장에서 순환하기 보다는 subendothelium 안에서 변화하기 

쉬운 상태로 전환된다. 또한 혈관의 내피세포와 대식세포에 있는 monocyte 

chemotatic protein-1과 colony stimulating factor에 의해 산화되면 대식세포에 

의해 포집되어져 거품세포를 형성한다. 이와 같은 LDL의 이상대사는 동맥경

화와 깊은 관련이 있다 (Park et al., 1997; Park et al., 2009; Libby, 2002). 따라서 

LDL 산화 정도를 알아보기 위해서 thiobarbituric acid reactive substances 

(TBARS) 방법을 이용하여 평가하였다. TBARS는 지질과산화 과정에 의해서 

생성되는 물질인 malonaldehyde (MAD)를 thiobarbituric acid (TBA)와 반응시켜 

측정하는 방법이다 (Esterbauer et al., 1989). 

Human LDL의 산화방지에 대한 효과 연구들 중에서 추출물로는 양파 추출

물 (Munday et al., 1999), 생열귀나무 (Rosa davurica) 추출물 (Sa et al., 2004), 그

리고 곰취(Ligularia fischeri) 추출물 (Jeong et al., 2009)의 높은 항산화 효능이 

입증되어 동맥경화를 예방하는데 효과가 있음이 보고되었다. 그리고 분리된 

화합물로는 갈근의 puerarin 성분 (Park et al., 1997), 천속단 (Dispacus asper)의 

dicaffeoyl quinic aicd 성분 (Hung et al., 2006), 봄의 꼬리과 (Previs ensifovmis)의 

caffeic acid 성분 (Wei et al., 2007)들의 human LDL 산화 억제활성 효능이 보고

되었다. 그러나 식용갈조류인 곰피에서는 human LDL 산화억제에 대한 연구

가 보고된 바 없기에 선택하여 실험을 수행하였다. 
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곰피의 MeOH 추출물과 MeOH 추출물을 계통적 용매 분획하여 얻은 

CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH 분획물과 H2O 층에 대한 human LDL 산화 억제활성

을 평가하기 위하여 TBARS 방법으로 실험하였으며, 그 결과는 Table 4에 나

타내었다. 

곰피의 MeOH 추출물은 human LDL 산화 억제활성에 대한 IC50 값이 5.66 

± 0.05 μg/ml로 나타났다. 곰피의 MeOH 추출물로부터 얻은 각각의 분획물들

에 대한 human LDL 산화 억제활성은 EtOAc 분획물이 가장 효과가 좋게 나

타났으며, IC50 값은 3.04 ± 0.13 μg/ml이다. 다음으로는 CH2Cl2 분획물과 n-

BuOH 분획물의 IC50 값은 각각 4.58 ± 0.09 μg/ml과 4.54 ± 0.02 μg/ml로 서로 

유사한 억제활성을 나타내었으며, MeOH 추출물의 IC50 값은 5.66 ± 0.05 μg/ml

이다. MeOH 추출물과 각 분획물들의 human LDL 산화 억제활성 실험에서 

H2O 분획물은 30 μg/ml 이상에서도 전혀 효과가 나타나지 않았다. 이 실험에

서 대조군으로는 ascorbic acid와 probucol이 사용되었다. 항산화제로 알려진 

ascorbic acid (Esterbauer et al., 1998)의 IC50 값은 2.59 ± 0.01 μg/ml이며,  고지혈

증 치료제이자 항산화 기능이 있는 probucol (Joseph et al., 1991)의 IC50 값은 

4.69 ± 0.52 μg/ml로 나타났다.  

곰피의 EtOAc 분획물에서 LDL 산화 억제에 대한 활성이 높게 나타났으므

로 이 분획물에는 다량의 활성성분이 함유되어 있을 것이라 생각된다.  
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Table 4. Anti-atherosclerosis activity of the MeOH extract and its different fractions 

from Ecklonia stolonifera on Cu2+-induced human low density lipoprotein oxidation  

samples 

LDL oxidation 

IC50 (μg/ml)a 

Mean ± S.E.M. 

MeOH extract 5.66 ± 0.05 

CH2Cl2 fraction 4.58 ± 0.09 

EtOAc fraction 3.04 ± 0.13 

n-BuOH fraction 4.54 ± 0.02 

H2O fraction > 30 

Ascorbic acidb 2.59 ± 0.01 

Probucolb 4.69 ± 0.52 

LDL : low density lipoprotein. 

aThe 50% inhibitory concentration (IC50) values were determined by regression analyses and 
expressed as mean ± S.E.M of triplicate experiments. bAscorbic acid and probucol were used as 
a positive control on the human LDL oxidation inhibitory activity.  
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Fig. 17. Anti-atherosclerosis activity of the MeOH extract and its fractions from 

Ecklonia stolonifera on Cu2+-induced human low density lipoprotein oxidation.  

ME = Metanol Extract, HF = Hexane Fraction, CF = CH2Cl2 Fraction, EF = Ethylacetate 

Fraction, BF = n-Butanol Fraction, HF = Water Fraction, AA = L-Ascorbic acid, PB : Probucol. 
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2-2. 분리된 화합물들의 human 저밀도 지단백 산화 억제활성 

곰피의 EtOAc 분획물로부터 분리된 phlorotannins 화합물들을 대상으로 

human LDL 산화 억제활성을 측정하여 그 결과를 Table 5에 나타내었다. 

분리된 화합물들 중에서 화합물 5가 가장 강력한 산화 억제활성을 나타내

었으며, IC50 값으로는 3.10 ± 0.24 μM이다. 다음으로는 화합물 4 (IC50 = 4.34 ± 

0.07 μM) > 화합물 3 (IC50 = 7.47 ± 0.05 μM) > 화합물 6 (IC50 = 9.07 ± 0.79 μM) > 

화합물 2 (IC50 = 16.57 ± 1.16 μM) > 화합물 1 (IC50 = 87.30 ± 5.71 μM) 순으로 확

인할 수 있었다. 이 실험에서 대조군으로 사용된 ascorbic acid와 probucol의 

IC50 값은 각각 14.70 ± 0.05 μM와 9.07 ± 1.01 μM로 나타났다. 화합물 3과 4는 

대조군들과 비교하였을 때 훨씬 높은 산화 억제효과를 나타내는 것을 확인

할 수 있었으며 이것은 phlorotannins 화합물 중에서 비교적 분자량이 크고 

hydroxyl 기를 많이 가지고 있는 화합물일 경우 human LDL에 대한 높은 산

화억제효과를 나타내는 것으로 생각된다.  
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Table 5. Anti-atherosclerosis activity of the isolated compounds from Ecklonia 

stolonifera on Cu2+-induced human low density lipoprotein oxidation 

Compound 

LDL oxidation 

IC50 (μM)a 

Mean ± S.E.M. 

Phloroglucinol (1) 87.30 ± 5.71 

Dioxinodehydroeckol (2) 16.57 ± 1.16 

Eckol (3)  7.47 ± 0.05 

Phlorofucofuroeckol (4)  4.34 ± 0.07 

Dieckol (5)  3.10 ± 0.24 

7-Phloroeckol (6)  9.83 ± 0.79 

Ascorbic acidb 14.70 ± 0.05 

Probucolb  9.07 ± 1.01 

LDL : low density lipoprotein. 

aThe 50% inhibitory concentration (IC50) values were determined by regression analyses and 
expressed as mean ± S.E.M of triplicate experiments. bAscorbic acid and probucol were used as 
a positive control on the human LDL oxidation inhibitory activity.  
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2-3. 분리된 화합물들의 저밀도 지단백 산화에 대한 conjugated diene 측정 

분리된 화합물 중에서 human LDL 산화 억제에 대한 실험을 바탕으로 가

장 억제활성이 뛰어난 화합물인 화합물 3, 4, 그리고 5를 선택하여 LDL 산화

에 대한 conjugated diene을 측정하였으며, 그 결과를 Fig. 18과 Table 6에 나타

내었다. 따라서 lag phase time이 연장되면 될수록 LDL의 항산화력이 증가됨

을 알 수 있다. 

Fig. 18과 Table 6에서 알 수 있듯이, 화합물 5가 conjugated diene을 형성하

는 시간을 오랫동안 지연시켰으며, 1 μM 농도에서 lag phase time은 101.79 ± 

0.04 min, 5 μM 농도에서는 116.08 ± 2.54 min, 그리고 10 μM 농도에서는 136.61 

± 0.39 min으로 평가된 화합물들 중에서 가장 지연효과가 있었다. 다음으로는 

화합물 3이 1 μM 농도에서 54.54 ± 0.79 min, 5 μM 농도에서  97.65 ± 2.64 min, 

10 μM 농도에서 117.48 ± 0.15 min을 나타내었다. 화합물 4는 1 μM 농도에서 

59.14 ± 1.37 min, 5 μM 농도에서 93.66 ± 2.56 min, 10 μM 농도에서 105.42 ± 0.59 

min을 나타내었다. 1 μM 농도에서는 화합물 3이 화합물 4보다 lag phase time

이 빨랐지만, 농도가 증가할수록 화합물 4보다 화합물 3이 comjugated diene

의 lag phase time 훨씬 더 지연되었다.  

측정된 화합물들은 대조군으로 사용된 probucol (1 μM = 55.60 ± 2.47 min , 5 

μM 74.48 ± 1.82 min, 10 μM = 91.07 ± 7.16 min)보다 conjugated diene 형성을 훨씬 

더 지연시키는 것을 알 수 있었다.  
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Fig. 18. Dose-response effect of compounds on Cu2+-induced oxidation of human low 

density lipoprotein, as measured as kinetic of conjugated dienes formation. LDL (50 μg 

protein /ml) was incubated with 1.5 mM of CuSO4 in the absence (control) or presence 

of test  compounds. Conjugated diene formation was determined by measuring the 

absorbance at 234 nm every 20 min for 4h. The results show the inhibitory effect on 

conjugated diene formation in the presence of different concentrations of eckol (A), 

phlorofurofucoeckol-A (B), dieckol (C) and probucol (D). * indicates statistically 

significant difference from control group (p < 0.05). 
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Table 6. The effect of compounds on lag phase time for conjugated diene formation in 

human low density lipoprotein 

All the values are expressed as Mean ± SEM of duplicate experiments. 

a Lag phase time was determined to be the intercept of the slopes for the lag and propagation 
phases. bProbucol was used as a positive control on conjugated diene formation of the human 
LDL oxidation.  
 

 

 

 

 

 

 

Lag phase time (min)a 

Test compound 
1 µM 5 µM 10 µM 

Control (10% DMSO) 51.28 ± 1.39 

Eckol (3) 54.54 ± 0.79 97.65 ± 2.64 117.48 ± 0.15 

Phlorofurofucoeckol (4) 59.14 ± 1.37 93.66 ± 2.56 105.42 ± 0.59 

Dieckol (5) 101.79 ± 0.04 116.08 ± 2.54 137.61 ± 0.39 

Probucolb  55.6 ± 2.47  74.48 ± 1.82  91.07 ± 7.16 



 

60 

 

Ⅳ. 요약 및 결론 

최근 급속한 경제발전과 산업화로 인해 소득수준이 향상되면서, 서구적인 

생활 습관과 더불어 고단백질, 고지방질, 그리고 고탄수화물 식품 섭취 및 

운동부족 등의 복합적인 작용으로 인해 당뇨병 환자는 급속히 증가하고 있

으며, 특히 말초신경장애, 망막증, 신증, 동맥경화 등과 같은 당뇨 합병증으

로 인한 사망률이 급속도로 증가하고 있다. 이에 따라 당뇨병과 그 합병증에 

대한 연구가 활발히 이루어 지고 있는 가운데 PTP1B 및 α-glucosidase 활성 

억제제가 당뇨병 예방 및 치료제로서 주목을 받고 있다. 또한 당뇨합병증으

로 유발될 수 있는 동맥경화는 LDL 산화를 억제하는 저해제에 대한 연구가 

되어져오고 있다. PTP1B, α-glucosidase, 그리고 LDL 산화 억제제들은 합성물

질뿐만 아니라 천연물질로부터 그 억제성분을 규명하려는 활발한 연구가 이

루어지고 있다. 이에 본 연구에서는 곰피와 그로부터 분리한 화합물에 대한 

당뇨병과 동맥경화증에 대한 억제효과를 PTP1B 와 α-glucosidase 억제활성법 

및 저해 상관관계, LDL 산화억제 활성법 및 conjugated diene 측정을 in vitro 

실험에서 수행하여 이들 성분의 생리활성을 검색하였다. 

 

1.  곰피의 MeOH 추출물뿐만 아니라 CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH 그리고 H2O 분

획물에 대한 PTP1B 억제활성과 α-glucosidase 억제활성, LDL 산화 억제활성, 

그리고 conjugated diene 측정을 in vitro 실험을 통하여 검색하였다. 추출물과 

분획물들 중 EtOAc 분획물이 in vitro에서 수행된 모든 실험에서 높은 억제활

성을 나타내었다. 따라서 EtOAc 분획물에 이러한 활성을 나타내는 성분들이 

다량 함유되어 있을 것이라 예상하였다.  
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2.  PTP1B, α-glucosidase, 그리고 LDL 산화 억제활성에 대해 높은 활성을 나

타낸 EtOAc 분획물을 대상으로 silica gel, Sephadex LH-20, RP-18 column 

chromatography를 수행하여 활성 성분을 분리하였다. 1D NMR (1H-NMR, 13C-

NMR)의 분광학적 방법을 이용하여 분리된 화합물들을 측정하였으며, 화합

물들의 구조는 각각의 문헌치와 비교하여 phloroglucinol (1), 

dioxinodehydroeckol (2), eckol (3), phlorofucofuroeckol-A (4), dieckol (5), 7-

phloroeckol (6)임을 확인하였다. 이들 화합물은 phlorotannins으로서 1,3,5-

trihydroxybenzene (phloroglucinol)을 기본 구성단위로 하는 phloroglucinol 중합

체 형태의 페놀성 화합물이다 (Regan and Glomitza, 1986; Waterman and Mole, 

1994). 곰피에서 분리된 phlorotannins 화합물의 생리활성은 항산화 활성 (Lee 

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

변이 활성 (Lee et al., 1996a; Han et al., 2000), 섭식저해효과 (Taniguchi et al., 

1991), tyrosinanse 억제활성 (Kang et al., 2004b), 그리고 항피부노화 활성 (Kim 

et al., 2006; Joe et al., 2006; Bu et al., 2006) 등이 연구되었지만, 그러나 PTP1B, 

α-glucosidase, LDL 산화 억제효과 및 conjugated diene 형성에 대해서는 연구된 

바 없다. 따라서 본 연구에서는 곰피로부터 분리된 phlorotannins 화합물의 

LDL 산화억제효과 및 conjugated diene 형성에 대한 측정 및 PTP1B, 그리고 

α-glucosidase 억제효과를 평가하였다.  

 

3.  PTP1B는 인슐린 감수성이 높은 간과 근육, 그리고 지방세포에서 동정되

어져 왔고, endoplasmic reticulum의 cytoplasmic 표면에 위치하고 있다 (Tonks 

NK, 2003). 이 효소는 인슐린과의 반응 초기에 인산화된 인슐린 수용체와 인

슐린 수용체 기질을 탈인산화시키는 인슐린 negative regulator이다 (Lee, 2007). 
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이에 따라 PTP1B를 억제하는 것은 인슐린 저항성을 완하시킴으로서 제2형 

당뇨병을 치료하는 약물로 사용될 수 있음을 나타낸다. 그리하여 곰피로부터 

분리된 phlorotannins 화합물들에 대한 PTP1B 억제활성 및 저해 상관관계를 

평가하였다. 화합물 3-6는 강력한 PTP1B 억제활성 나타내었으며, IC50 값은 

2.64 ± 0.04 μM, 0.56 ± 0.10 μM, 1.18 ± 0.02 μM, 2.09 ± 0.09 μM로 나타났으며, 화

합물 1-2의 IC50 값은 55.48 ± 1.85 μM, 29.94 ± 4.52 μM이며, 대조군으로 사용된 

ursolic acid (10.82 ± 0.32 μM)보다 낮은 억제활성을 나타내었다. 또한 PTP1B 

저해 상관관계를 살펴보면, 화합물 1은 무경쟁적 저해제이고, 나머지 화합물 

2-6은 모두 비경쟁적 저해제로 나타났다. 

 

4.  식후 혈당의 조절에 관여하는 효소로 알려진 α-glucosidase의 억제활성에

대해 곰피로부터 분리된 phlorotannins 화합물로 측정하였다. 그 결과 화합

물 4-6은 α-glucosidase에 대해 강력한 억제제이다. 이들의 IC50 값은 각각 

1.37 ± 0.05 μM, 1.61 ± 0.08 μM, 6.13 ± 0.30 μM로 나타났다. 다음으로는 화합

물 2와 3이 높은 억제활성을 나타내었으며 IC50 값으로는 34.60 ± 1.95 μM, 

22.78 ± 2.15 μM이었다. 화합물 1의 IC50 값은 141.18 ± 13.1 μM이며, 이는 대

조군인 acarbose (157.25 ± 5.92 μM)와 비슷한 억제활성을 보였다. α-

Glucosidase의 저해 상관관계를 분석한 결과 화합물 1은 혼합형 저해제로, 

화합물 2, 4, 6은 비경쟁적 저해제로, 화합물 3와 6을 경쟁적 저해제로 밝혀

졌다. 몇몇의 화합물들은 PTP1B 저해와 다른 상관관계 구조를 가졌다.  
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5.  지질 산화에 의해 생성하는 MDA를 TBA와 반응시켜 알아보는 TBARS 

법을 이용하여 LDL 산화 억제활성 살펴보았다. 이 실험에서 화합물 3, 4 그

리고 5가 가장 높은 활성을 나타내었으며, IC50 값으로는 7.47 ± 0.05 μM, 4.34 

± 0.07 μM, 3.10 ± 0.24 μM이다. 화합물 2와 6의 IC50 값은 16.57 ± 1.16 μM, 9.83 

± 0.79 μM이다. 반면에 화합물 1의 IC50 값은 87.30 ± 5.71 μM 이며, 이는 대조

군으로 사용된 ascorbic acid (14.70 ± 0.05 μM)와 probucol (9.07 ± 1.01 μM)의 IC50 

값보다 각각 6배, 9배 낮은 활성을 나타내었다. LDL 산화 억제에서 높은 활

성을 나타낸 화합물 3-5를 conjugated diene 형성에 대한 실험을 하였다. 그 

결과 화합물 5가 conjugated diene의 형성을 가장 오랫동안 지연 시켰으며 lag 

phase time은 1 μM 농도에서 101.79 ± 0.04 min, 5 μM 농도에서 116.08 ± 2.54 

min, 그리고 10 μM 농도에서 137.61 ± 0.39 min을 나타내었다. 

 

이들 결과로부터 곰피 MeOH 추출물과 분획물, 그리고 분획물로부터 분리

된 phlorotannin 성분이 PTP1B와 α-glucosidase를 억제함으로써 당뇨병 억제활

성을 가지고, LDL 산화 억제 및 conjugated diene 형성을 지연 시킴으로써 동

맥경화 억제활성을 가진다고 할 수 있다. 따라서 곰피 추출물과 분리된 

phlorotannin 성분이 당뇨병 및 동맥경화증을 치료하고 예방할 수 있는 가능

성을 가진 기능성 식품 소재로서 가치가 있다는 것을 증명 하였다.  
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