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Inhibitory activities of edible brown alga Laminaria japonica on glucose-mediated protein 

damage and rat lens aldose reductase 

 

You Kyung Son 

 

Department of Food and Life science, The Graduate School, 

Pukyong National University 

 

Abstract 

 

The sea tangle, Laminaria japonica Areschoung, is a brown alga, which belongs to the family 

Laminariaceae and is widely distributed throughout Korea, Japan, China and France. This alga has 

long been used as common seafood as well as traditional medicines to promote maternal health. 

Previously, it has been reported for several biological activities such as scavenging activity 

against free radicals, antimutagenic activity, down-regulation of blood glucose in diabetic rats, 

inhibitory effects on oxidative stress and xanthine oxidase activity in streptozotocin-induced 

diabetic rat liver and protective effects on high glucose-induced oxidative stress in human 

umbilical vein endothelial cells. However, inhibitory activities of L. japonica on advanced 

glycation end products (AGEs) formation and rat lens aldose reductase (RLAR) had not been 

investigated. Increased aldose reductase related polyol pathway and formation and accumulation 

of AGEs have been implicated in the onset of many diabetic complications, including 

atherosclerosis, cardiac dysfunction, retinopathy, neuropathy and nephropathy. In the present study, 

the effects of methanolic (MeOH) extract and its fractions including dichloromethane (CH2Cl2), 
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ethyl acetate (EtOAc), n-butanol (n-BuOH) and water (H2O) from L. japonica against diabetic 

complications via in vitro asaays, such as RLAR and AGEs formation inhibitory activities were 

evaluated. The MeOH extract showed promising inhibitory activities on both AGEs formation and 

RLAR, with IC50 value of 1,206.08 ± 21.29 μg/ml against AGEs formation and inhibition 

percentage of 27.44 ± 1.13% at 100 μg/ml against RLAR. Among several fractions, the EtOAc 

fraction manifested potent AGEs formation inhibitory activity with IC50 value of 150.32 ± 2.84 

μg/ml. Furthermore, the EtOAc fraction showed the highest inhibitory activity on RLAR, with 

inhibition percentage of 50.83 ± 0.12% at a concentration of 100 μg/ml. In addition, the CH2Cl2 

fraction exhibited noticeable inhibitory activity of AGEs formation with IC50 value of 167.65 ± 

1.76 μg/ml. The CH2Cl2 fraction also inhibitied the RLAR at a concentration of 100 μg/ml by 

30.24 ± 0.38%. Though the CH2Cl2 fraction was less active than EtOAc fraction in both RLAR 

and AGEs formation assays, it showed higher yield than EtOAc fraction. Therefore, the CH2Cl2 

fraction was selected for chromatographic separation of active compounds using silica gel, RP-18 

and Diaion HP-20 column chromatographies to yield two compounds 1 (pheophorbide a) and 2 

(pheophytin a). The chemical structures of both compounds were elucidated by 1D NMR (1H & 

13C-NMR), and confirmed by comparing with their published spectral data. Both 1 and 2 were 

isolated from L. japonica for the first time. The present study, the inhibitory effects of 1 and 2 

from L. japonica against AGEs formation and RLAR were measured. 1 exhibited potent inhibitory 

activities against both AGEs formation and RLAR, with IC50 values of 49.4 and 12.3 μM, 

respectively. On the other hand, 2 was found to be active against AGEs formation, with IC50 228.7 

μM. For the further elucidation of the structure-inhibitory activity relationship of porphyrin 
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derivatives, the inhibitory activities of commercially available four porphyrin derivatives and two 

active porphyrin derivatives isolated from L. japonica on both AGEs formation and RLAR were 

compared. Among the commercially available porphyrin derivatives, protoporphyrin IX exhibited 

moderate activity on RLAR, with the IC50 value of 55.5 mM, compared with 1 (12.31 mM) and 

quercetin (1.17 mM). On the other hand, hemin showed marginal inhibitory activity with on 

RLAR an IC50 value of 101.3 mM. In contrast, chlorophyll a and hematin showed no activity 

toward RLAR. In AGEs formation assays, not only 1 and 2 from L. japonica but also 

commercially available porphyrin derivatives have inhibitory effect on AGEs formation greater 

than positive control, aminoguanidin (IC50 735.7 mM). Protoporphyrin IX and chlorophyll a 

exhibited potent activity, evidencing the IC50 values of 42.1 and 69.5 mM, respectively. On the 

other hand, hemin and hematin showed marginal inhibitory activity with the IC50 values of 280.9 

and 299.14 mM, respectively. Taken together, 1 and protoporphyrin IX exhibited potent significant 

effects against both AGEs formation and RLAR, indicating that the presence of carboxyl group 

and the absence of phytyl group at the C-17 position of porphyrin derivatives seem to play key 

roles on the inhibitory effects of AGEs formation and RLAR. In order to determine the optimized 

extraction conditions of 1 and 2, L. japonica were extracted with different kinds of solvents such 

as MeOH, CH2Cl2 and acetone, and then quantitative analysis of 1 and 2 in the various extract of 

L. japonica was simultaneously performed using HPLC-UV detector system. The peaks of 1 and 2 

were revealed at approximately 16.00 and 45.85 min in the three extracts. The contents of 1 and 2 

in the MeOH extract were 0.3 and 2.24 mg/g extract, respectively. In the CH2Cl2 extract, content 

of compound 1 and 2 were 1.13 and 14.3 mg/g extract, respectively. The contents of 1 and 2 in 
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acetone extract were 3.15 and 42.93 mg/g extract, respectively. These results indicated that 

acetone is optimized extracting solvent for extraction of these active constituents.  

In the present study, these results demonstrated that the MeOH extract and its CH2Cl2 fraction as 

well as pheophorbide a and pheophytin a from L. japonica exhibited potent effects of anti-diabetic 

complications via inhibition of AGEs formation and RLAR, suggesting that L. japonica and 

pheophorbide a and pheophytin a from L. japonica might potential utilization of functional food 

resource to prevent for diabetic complications.
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Ⅰ. 서론 

 

당뇨병은 대표적인 만성 성인병의 하나로, 생활수준의 향상과 더불어 

식습관과 생활양식이 서구화되면서 당뇨병의 유병률 및 사망률이 꾸준히 

증가하고 있다 (김응진 등, 1998). 대한당뇨병학회 역학 TFT 와 건강보험심사 

평가원의 공동 연구에 따르면, 2003 년 우리나라의 성인 인구 중 약 286 만명 

인 약 5.92%가 당뇨병을 앓고 있으며, 2030 년에는 그 수가 급격히 증가하여 

545 만명(10.85%)에 육박할 것으로 예상하고 있다 (Task Force Team, 2007). 

또한, 우리나라의 당뇨병 환자의 사망률은 경제협력개발기구 (OECD) 국가 중 

최고 수준으로, 1990 년에 9.9%였던 당뇨병 환자의 사망률이 2008 년에는 

20.7%로 그 비율이 계속해서 증가하고 있는 추세이다 (Kim and Choi, 2008; 

보건복지가족부, 2009). 당뇨병은 그 자체로도 위험하나 지속적인 고혈당 

상태는 더욱 위험성을 지니는 당뇨병성 망막증, 당뇨성 신증, 당뇨성 

신경병증, 백내장 등의 미세혈관 합병증과 협심증, 심근경색, 심부전과 같은 

대혈관 합병증을 유발한다 (Seaquist et al., 1989). 이러한 당뇨합병증은 당뇨병 

환자의 사망률 증가 및 삶의 질 저하를 가져올 뿐만 아니라, 직·간접적인 

사회적 비용의 증가를 초래한다. 실제로, 우리나라의 3 차 의료기관에 내원한 

당뇨병환자의 1 년 평균 의료비용에 대해 조사한 결과, 합병증이 없는 

당뇨병군의 의료비용에 비해 미세혈관 합병증이 있는 경우 4.7 배, 대혈관 

합병증이 있는 경우 10.7 배, 두 가지 모두를 가지는 경우가 8.8 배 상승하는 

것으로 나타났다 (Hwang et al., 2008). 따라서, 당뇨합병증을 예방·치료함으로써 
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당뇨병 환자의 사망률 감소는 물론 환자 개인의 삶의 질 향상과 사회·경제적 

의료 비용의 감소를 기대할 수 있다.   

당뇨병에 있어서 고혈당이 합병증을 유발시키는 기전으로 polyol pathway 의 

이상 (Sato and Rifkin, 1989), 체내에서 고혈당과 단백질의 결합, 산화적 

스트레스 (Williamson et al., 1993), myoinositol 의 감소와 Na+, K+-ATPase 활성의 

감소 (Greene et al., 1987)등이 발표되었다. 그 중 polyol pathway 는 포도당 

대사경로의 하나로, 이는 포도당이 솔비톨을 거쳐 과당으로 변환되는 경로로 

두 개의 반응계로 구성되며, 2 종의 효소가 관여한다 (Gabbay and O'Sullivan, 

1968; Dvornik et al., 1973). 포도당은 에너지원으로 이용되는 중요한 물질로서 

정상인의 경우 세포 내에 흡수된 후에 대부분은 hexokinase 에 의하여 glucose-

6-phosphate 로 전환되어 해당계에서 대사되고, 불과 몇 % 만이 polyol 

pathway 를 거쳐 대사된다 (Collins and Corder, 1977). 그러나 당뇨병에 의해 

고혈당 상태가 되면 세포 내로의 포도당 흡수가 인슐린에 의존하지 않고 

세포 밖의 포도당 농도에 의존하므로 수정체, 망막, 각막, 말초신경, 혈관, 

신사구체, 적혈구 등과 같은 인슐린 비의존성 조직의 세포 내 포도당 농도는 

상승하게 되고, 이들 세포 내에 다량 존재하는 polyol pathway 의 필수효소인 

알도즈 환원효소에 의하여 포도당의 대사가 항진되어 솔비톨이 과잉생성 

된다 (Collins and Corder, 1977; Dvornik et al., 1973). 그 결과 솔비톨이 축적되는 

부위에 따라 발병 증상이 나타나는데, 당뇨성 백내장, 당뇨성 망막증, 당뇨성 

각막증, 당뇨성 신경증, 당뇨성 신증 등의 당뇨병 합병증을 일으키게 된다 

(Heath and Hamlett, 1976). 알도즈 환원효소에 의해 촉매되는 포도당에서 
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솔비톨로의 환원반응은 그 평형에서 역반응이 일어나지 않으며, sorbitol 

dehydrogenase 의 활성은 알도즈 환원효소의 활성보다 낮기 때문에 솔비톨에서 

과당으로의 변환량이 아주 적으므로 결과적으로 polyol pathway 의 항진은 

솔비톨의 축적을 야기한다 (Collins and Corder, 1977). 당알콜인 솔비톨은 

극성이 높아 세포막 외로 확산이 어렵기 때문에 세포 내에 축적되며, 이로 

인해 세포 내 삼투압을 상승시켜 수정체 내로 수분유입을 촉진하고 

결과적으로 세포의 팽화를 일으킨다 (Gabbay and O'Sullivan, 1968; Dvornik et al., 

1973). 이 팽화는 수정체 섬유세포의 투과성을 항진하고, Na+, Cl 의 유입과 K+, 

아미노산, 펩티드, ATP, myo-inositol 등의 유출을 일으킨다. 특히, Na+이나 K+ 

등의 전해질의 평형파괴에 의해 삼투압은 더 증가하고, 세포의 팽화를 

촉진하여 세포막은 정상을 유지할 수 없게 된다. 그와 동시에 세포 내 단백질 

변성이 증가하여 수정체의 혼탁을 야기하게 되는데, 이와 같이 수정체가 

혼탁해져 나타나는 백내장 증상을 당뇨성 합병증 진행과정의 한 지표로 

사용한다. 따라서 polyol pathway 의 주요효소인 알도즈 환원효소를 억제하는 

물질은 솔비톨의 생성과 축적을 억제함으로써 당뇨성 백내장의 발병을 

억제하는 것이 가능하다고 알려져 있다. 실제로, 많은 보고에 의하면, in vitro 

실험에서 알도즈 환원효소를 억제하는 성분이 당뇨성 백내장의 실험모델인 

galactosemic rats 에서 백내장의 형성을 억제하는 것으로 밝혀졌다 (Verma and 

Kinoshit, 1976; Parmar and Ghosh, 1979).  

당뇨병에서 합병증을 유발시키는 기전으로 polyol pathway 의 이상 이외에 

혈중의 과량의 당과 단백질과의 결합에 의한 단백질 glycation 이 있다. 
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정상상태에서 일어나는 환원당의 carbonyl group 과 단백질의 amino group 간의 

비효소적인 Millard 반응에 의해 Schiff base 가 형성되는데, 이 반응은 

가역적이며 수시간에 걸쳐 일어난다. 그러나 고혈당 상태가 지속되면 Schiff 

base 는 수일간에 거쳐 비가역적이며 더 안정한 구조인 초기당화산물 

(Amadori products)로 재배열 (rearrangement)된다. 이 후 그들은 결국 탈수, 축합, 

분열, 산화와 고리화 반응을 거쳐 더욱 재배열 (rearrangement)을 겪으면서 

매우 안정하며 비가역적인 화합물을 발생시키며 이를 최종당화산물 (advanced 

glycation end products, AGEs)이라 한다.  
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Fig. 1. Formation of advanced glycation endproducts 
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이렇게 형성된 최종당화산물은 혈당이 정상으로 회복된 이후에도 분해되지 

않고 수명이 다 할 때까지 혈청알부민 (serum albumin), 수정체 (lens crystalline), 

세포 외 세포간질의 collagen 과 같은 수명이 긴 단백질과 교차결합(cross-

link)하여 심각한 당뇨합병증 (e.g., Atherosclerosis, Retinopathy, Nephropathy)을 

유발하고 (Bucala et al., 1995), Alzheimer´s disease 나 Parkinson disease 와 같은 

신경 퇴화성 질환, 염증반응과도 관련되어 있는 것으로 밝혀졌다 (Grillo and 

Colombatto, 2008). 당뇨병 환자에게서 나타나는 동맥경화증은 증가된 혈당으로 

인해 생성된 최종당화산물이 LDL 과 교차 결합하여 혈관벽에 축적되고, 

대식세포나 내피세포 등의 수용체와의 결합을 통한 세포 활성화로 인해 

유발되는 것으로 보고되고 있으며 (Vlassara, 1997), 혈청과 조직에서의 

최종당화산물 수준의 증가는 심각한 신장기능의 손상을 야기하는 것으로 

밝혀졌다 (Makita et al., 1991). 또한, Smith 등 (Smith et al., 1996)은 Alzheimer´s 

disease 에서 최종당화산물은 amyloid β-peptide (Aβ)와 교차 결합하여 Aβ fibril 의 

형성에 기여하고, Aβ plaque 의 불용해성을 증가시킨다고 보고하였다. 

Alzheimer´s disease 환자의 뇌로부터 분리한 MAP-tau (microtubuli-associated 

protein tau)는 tubulin 결합부위가 당화되어 있으며, 당화된 MAP-tau 는 

microtubules 과의 결합이 억제됨으로써 신경전달분자의 수송에 문제를 

발생시킨다 (González et al., 1998; Ledesma et al., 1998). 더욱이, Mattson 등 

(Mattson et al., 1995)에 따르면 활성산소종 (ROS)은 이러한 당화과정에 

기여하며, Aβ 의 교차결합을 촉진시킨다고 한다. 최종당화산물은 특정 

세포수용체와 결합하여 작용하는데 이 중 가장 잘 알려진 것이 AGE 수용체 
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(RAGE)이다 (Neeper et al., 1992; Brett et al., 1993). AGE-RAGE 상호작용에 의해 

세포 내에서 p21ras 와 MAPK (mitogen-activated protein kinase)와 연관된 

전달경로가 증폭되어 NF-kB 의 활성화가 유도되고 이로 인해 proinflammatory 

factors 의 전사가 야기되어 염증반응이 일어난다 (Lander et al., 1997; Yan et al., 

1994). 현재까지 많은 화합물들의 항당화 효과에 대한 연구가 진행되고 

있으며, 알려진 최종당화산물 억제제로는 aspirin, aminoguanidine, 

phenacylthiazolium bromide 와 항산화제 등이 있다. 그 중 아미노구아니딘 

(aminoguanidine)은 Amadori product 와 결합하여 단백질과의 교차결합을 

억제한다고 알려져 있다 (Edelstein and Browmalee, 1992). 그러나 당뇨병성 신경 

장애 환자를 대상으로 한 임상 Ⅲ상 연구에서 독성이 나타나 개발이 

중단되었다 (Rahbar and Figarola, 2003). 이에 보다 안전하고 우수한 효능을 

지닌 천연물에서의 생리활성물질의 분리·정제에 많은 연구자들의 관심이 

집중되고 있다 (Corns, 2003; Tapsell et al., 2006). 

본 연구에서 사용된 갈조류인 다시마 (Laminaria japonica Areschoung, Sea 

tangle, Kombu)는 Laminariaceae 에 속하며, 한대·아한대의 연안에 분포하는 

한해성(寒海性) 식물로 한국, 일본, 중국, 프랑스 등지에 분포한다. 예부터 

식용으로 널리 이용되었으며, 한국에서는 임산부의 건강을 증진시키기 위한 

전통치료약으로 사용되었다. 한의학에서는 다시마를 곤포 (昆布)라고 칭하며, 

맛이 짜고 성질이 차고 독이 없는 것으로 알려져 있다. 동의보감 

(東醫寶鑑)에 따르면, 다시마는 12 가지의 수종을 치료하고, 소변을 잘 

내보내며 얼굴이 부은 것을 내리게 한다고 하였으며, 본초경소론에서는 
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‘곤포’라 하여 뭉친 것을 풀어주고 응어리진 것을 헤쳐주며, 체내에 형성된 

열 기운을 다스린다고 기록하고 있다. 또한, 고려도경 (高麗圖經)에서는 

귀천을 막론하고 모두가 즐기는 입맛 돋우는 음식으로 소개하고 있다. 이전의 

연구들에서 다시마의 메탄올 추출물의 free radicals 소거 활성효과 (Han et al., 

2002)와 항 돌연변이 활성 (Okai et al., 1993)이 밝혀졌으며, 당뇨병 쥐에서 

혈당을 낮추는 효과를 나타내는 것으로 보고되었다 (Lee et al., 1999). 그리고 

streptozotocin 으로 유도된 쥐의 간에서 산화적 스트레스와 xanthine oxidase 

활성에 대한 다시마 열수추출물의 예방효과 (Jin et al., 2004)와 고혈당으로 

유도된 산화적 스트레스에 대해 BuOH 분획물의 보호효과가 검증되었다 (Park 

et al., 2006). 또한, 다시마로부터 분리된 라미나린 (laminarine), 알긴산 (alginic 

acid), 후코이단 (fucoidan)은 다양한 생리활성을 지니는 것으로 알려져 있다.  

라미나린은 혈압조절 효과를 지니며 (Chiu and Fung, 1997), 알긴산은 

식품첨가물로 널리 이용되고 있으며 (Critchley, 1993), 장내에 존재하는 유해한 

미생물의 증식을 억제한다 (Hidaka et al., 1986). 또한, 혈중 콜레스테롤을 

저하시키며 (Kim et al., 2000), 혈당조절 작용을 하는 것으로 보고되었다 (Lee et 

al., 1996). 다당류인 후코이단은 혈액응고 억제활성 (Colliec et al., 1991; Nishino 

et al., 1989), 항 바이러스 효과 (Li et al., 1995), 항암효과 (Song et al., 2000; Shi et 

al., 2000), 면역조절 활성 (Wang et al., 1994; Wu et al., 2004), 항산화 효과 (Li et 

al., 2002), 혈중지질 강하작용 (Li et al., 1999; Li et al., 2001), 항보체 활성 

(Zvyagintseva et al., 2002), 위 보호작용 (Shibata et al., 2000), 신장질환과 

요로질환 완화 효과 (Liu et al., 2008; Zhang et al., 2005)등의 생리활성에 대한 
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다양한 연구들이 진행되어왔다. 이와 같이 다시마와 그로부터 분리된 

성분들의 다양한 생리활성에 대한 많은 연구들이 보고 되어 왔으며, 추출물과 

분획물 수준에서의 혈당 강하에 대한 연구가 발표된 바 있으나 다시마로부터 

분리된 생리활성성분의 lens aldose reductase 억제활성과 최종당화산물 

형성억제 활성의 검색을 통한 당뇨병과 당뇨합병증의 치료에 대해서는 

연구된 적이 없다. 

따라서, 본 연구에서는 다시마의 100% MeOH 추출물과 이를 계통적 분획법

에 따라 분획하여 얻은 분획물들에 대한 lens aldose reductase 억제활성법, 최종

당화산물형성 억제활성법을 in vitro에서 수행하고, 이들 중 활성을 지닌 분획

물에 대해 silica gel, Diaion HP-20, RP-18 column chromatography를 수행하여 생리

활성물질을 분리 동정하였다. 이후, CH2Cl2 분획물로부터 분리한 화합물을 1H-

NMR, 13C-NMR등의 분광학적 분석을 통하여 pheophorbide a와 pheophytin a로 

동정하고, 이들의 lens aldose reductase 억제활성과 최종당화산물 형성억제 활성

을 측정하여 당뇨합병증의 치료·예방효과를 측정하였다. 또한, HPLC-UV 

detector system을 이용한 동시분석법을 통해 추출용매를 달리하여 얻은 각각의 

추출물 내의 pheophorbide a와 pheophytin a을 정량함으로써 최적의 추출조건을 

확립하고자 하였다. 본 연구는 다시마와 다시마로부터 처음으로 분리한 

porphyrin계 화합물의 lens aldose reductase 억제활성과 최종당화산물형성 억제

활성을 통해 검증된 당뇨합병증에 대한 예방·치료 효과에 대한 첫번째 보고로

써, 다시마가 당뇨와 당뇨합병증의 예방과 치료에 효과적인 기능성 식품으로 

이용될 수 있음을 제시하고자 하였다. 
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Fig. 2. Polyol pathway and AGEs formation in hyperglycemia. AR : aldose reductase; SDH : sorbitol dehydrogenase; CML : Nε-

carboxymethyllysine; CEL : Nε-carboxyethyllysine; MOLD : methylglyoxal-derived lysine dimer; GOLD : Glyoxal-derived 

lysine dimer.
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Ⅱ. 실험 방법 

 

1. 재료 

본 실험에서는 2009년 5월에 기장물산㈜를 통하여 기장 연근해에서 

채취하여 건조 발에 규격대로 넌 후 자연상태로 태양 건조한 다시마 

(Laminaria japonica)를 구입하였다. 표본은 본 연구실에 보관하고 있다. 

 

2. 시약 및 기기  

 

2-1. 시약 

Column packing material은 silica gel 60 (70~230 mesh, Merck, Darmstadt, 

Germany), Lichroprep® RP-18 (40~63 μm, Merck)과 Diaion HP-20 (250~850 μm, 

Sigma)을 사용하였다. Thin layer chromatography는 Kieselgel 60 F254 plate (0.25 mm, 

precoated Merck, Art. 5715)와 RP-18 F254s (Merck, Art. 5685)를 사용하였으며, 

발색시약은 50% H2SO4를 사용하였다. 추출 및 column chromatography는 1급 

시약을 사용하였다. NMR 측정 시 사용한 용매는 CDCl3 (Merck, deuterium 

degree 99.95%)이다.  

 Bovine serum albumin (BSA), aminoguanidine, D-(-)-fructose, D-(+)-glucose, β-

nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH), quercetin, DL-glyceraldehyde 

dimer, dimethyl sulfoxide (DMSO), chlorophyll a, protoporphyrin IX, hemin 과 

hematin은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고, sodium 
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azide는 Junsei Chemical Co. (Tokyo, Japan)에서 구입하였다. HPLC 분석용 

MeOH와 acetone은 각각 Merck KGaA (Darmstadt, Germany) 와 DUKSAN PURE 

CHEMICAL CO., LTD (Ansan, Korea)에서 구입하여 사용하였다. NaH2PO4, 

KH2PO4과 NaOH는 Yakuri Pure Chemicals Co., Ltd. (Osaka, Japan), Na2HPO4는 

Junsei Chemical Co., Ltd. (Tokyo, Japan)로부터 구입하였다.  

 

2-2. 기기  

1H-NMR과 13C-NMR은 JUN ECP-400 spectrometer (JEOL, Japan)로 각각 400 

MHz와 100 MHz에서 측정하였다. 최종당화산물 측정은 microplate fluorescence 

reader FLx800 (Bio-Tek instruments, Inc., Winooski, USA)로 하였으며, lens aldose 

reductase 억제활성에서의 흡광도는 UV spectrophotometer (Ultraspec® 2100 pro, 

Amersham Biosciences, USA)로 측정하였다. TLC상의 화합물은 장파장 (356 

nm)과 단파장 (254 nm)겸용 (Model ENT-240C, Spectroline, USA)를 사용하여 

검색하였다.  

 

3. 실험방법 

 

3-1. 추출 및 분획 

건조분말상태의 다시마 (Laminaria japonica) 5.5 kg을 환류 냉각기를 부착한 

집기병에 담은 후 4 L의 MeOH로 70ºC 수욕상에서 3시간씩 5회 추출하였다. 

그리고 추출액을 여과한 후 rotary vacuum evaporator로 농축하여 990.85 g의 
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MeOH 추출물을 얻었다. 그 후 MeOH 추출물을 H2O:MeOH (9:1, v/v)로 녹인 

다음 분액 깔대기에 붓고, 동량의 CH2Cl2를 넣어 분획하였다. 평형화된 

아래층의 CH2Cl2 가용부는 무수 망초 (sodium sulfate, anhydrous)를 처리한 후 

여과하여 농축하였다. 위와 같은 방법으로 4회 더 반복하여 CH2Cl2 분획물 

100.05 g을 얻었다. 동일한 방법으로 EtOAc를 가하여 상층의 EtOAc 가용부를 

모아 EtOAc 분획물 1.6 g을 얻었다. 또한 n-BuOH에 대해서도 동일한 

방법으로 시행하여 상층의 n-BuOH 분획물 36.52 g과 하층의 H2O 분획물 

515.02 g을 얻었다 (Scheme 1). 
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Laminaria japonica (5.5 Kg) 

 MeOH (70ºC reflux for 3 h. 4 L × 5 times) 

MeOH extract (990.85 g) 

 CH2Cl2: H2O:MeOH (10:9:1, v/v/v) 

   

CH2Cl2 fr. (100.05 g)          Aqueous layer 

 EtOAc 

   

EtOAc fr. (1.6 g)           Aqueous layer 

 n-BuOH 

   

n-BuOH fr. (36.52 g)        Aqueous layer (515.02 g) 

 

 

 

Scheme 1. Extraction and fractionation of Laminaria japonica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3-2. 화합물의 분리 

 

3-2-1. CH2Cl2 획분의 성분 분리 

 다시마 (Laminaria japonica)의 MeOH 추출물과 그 분획물들에 대하여 

최종당화산물 형성 억제활성법과 lens aldose reductase 억제활성실험법을 

시행한 결과, EtOAc 분획물이 가장 높은 활성을 보였고, 다음으로 CH2Cl2 

분획물이 높은 억제활성이 나타냈다. 그러나 CH2Cl2 분획물이 EtOAc 

분획물보다 다소 낮은 억제활성을 나타내지만, Scheme 1에서 볼 수 있듯이 

CH2Cl2 분획물이 EtOAc 분획물보다 수율이 높기 때문에 상대적으로 

활성성분이 다량 함유되어 있을 것으로 예상된다. 이에 CH2Cl2 분획물을 

대상으로 silica gel, Diaion HP-20, RP-18 column chromatography를 수행하여 활성 

성분을 분리하였다. CH2Cl2 분획물 (46 g)을 n-hexane:EtOAc (20:1 ~ 0:100)의 

용매로 silica gel column chromatography하여 18개의 subfractions  (F1 ~ F18)으로 

나누었다 (Scheme 2).  

 이들 subfractions으로 최종당화산물 억제활성을 검색해본 결과, F9, F10, F13, 

F14에서 높은 활성을 보였다. 이에 각각의 subfractions의 양을 고려하여 F9, 

F10을 column chromatography하였다. F9 (2.3 g)을 전개용매 EtOH, MeOH 과 

acetone으로 Diaion HP-20 column chromatography한 후 acetone subfraction (F9-4)을 

n-hexane:acetone (10:1 ~ acetone, gradient)으로 silicagel column chromatography하여 

10개의 subfractions (F9-4-1 ~ F9-4-10)을 얻었으며, compound 1 (pheophorbide a, 5 

mg)을 얻었다. 이 후 F9-4-3 subfraction을 Lichroprep® RP-18 (CH2Cl2:MeOH:H2O 
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=8:22:1)로 정제하여 compound 2 (pheophytin a, 95 mg)을 분리하였다. 동일한 

분리방법으로 F10 (1.9 g)에서도 pheophytin a (105 mg)를 얻었다. 
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 Diaion HP-20  Diaion HP-20

1 182 •••••• 9 10 ••••••

CH2Cl2 fr. (46 g)

1 2 3 4

103 4 ••••••21

 Silica gel

  n -hexane:EtOAc (20:1 → 0:100, gradient)

  Silica gel

Compound 1

(5 mg)

 RP-18

Compound 2

(95 mg)

1 2 3

 Silica gel

Compound 2

 Silica gel

(105 mg)

 Silica gel

 

 

 

Scheme 2. Isolation of compounds 1 and 2 from CH2Cl2 fraction of Laminaria japonica 
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3-2-2. CH2Cl2 분획물에서 분리된 성분의 분광학적 성질 

 화학적 이동 (Chemical shift)은 내부표준물질로 tetramethylsilane (TMS)을 

기준으로 하여 ppm단위로 나타내었다. 1H-NMR과 13C-NMR의 다중도 

(multiplicities)는 각각 s (singlet), d (doublet), dd (double doublet), ddd (double double 

doublet), brd (broad doublet), t (triplet) 그리고 m (multiplet), q (quartet)으로 

표시하였다.  

 

Compound 1 (Pheophorbide a): a Dark green amorphous solid. 1H-NMR (CDCl3, 

400 MHz): δ 9.42 (s, 10-H), 9.25 (s, 5-H), 8.53 (s, 20-H), 7.90 (dd, J=18, 12 Hz, 31-H), 

6.13 (d, J=11 Hz, 32-H), 6.23 (s, 132-H), 4.19 (brd, J=8 Hz, 17-H), 4.43 (q, J=9 Hz, 18-

H), 3.63 (q, J=9 Hz, 81-CH2), 3.55 (s, 121-Me), 3.34 (s, 21-Me), 3.13 (s, 71-Me), 3.85 (s, 

132-CO2Me), 2.58 (m, 171-CH2), 2.24 (m, 172-CH2), 1.63 (t, J=8 Hz, 82-Me), 1.81 (d, J=7 

Hz, 181-Me), 0.00 (NH). 13C-NMR (CDCl3, 100 MHz): 11.1 (C-71), 12.0 (C-21), 12.0 (C-

121), 17.3 (C-82), 19.3 (C-81), 23.0 (C-181), 29.5 (C-172), 30.7 (C-171), 50.0 (C-18), 50.9 

(C-17), 52.8 (C-132, CO2Me), 64.6 (C-132), 93.0 (C-20), 97.4 (C-5), 104.3 (C-10), 105.0 

(C-15), 122.7 (C-32), 128.8 (C-13), 128.9 (C-31), 128.9 (C-12), 131.8 (C-2), 136.0 (C-3), 

136.2 (C-7), 136.4 (C-4), 137.8 (C-11), 142.0 (C-1), 145.1 (C-8), 149.5 (C-9), 150.8 (C-

14), 155.5 (C-6), 161.0 (C-16), 169.6 (C-132, CO2), 172.0 (C-19), 177.8 (C-172, CO2), 

189.6 (C-131) (Chee et al., 2005). 
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Compound 2 (Pheophytin a): a Dark green amorphous solid. 1H-NMR (CDCl3, 400 

MHz): δ 9.34 (s, 10-H), 9.16 (s, 5-H), 8.52 (s, 20-H), 7.82 (dd, J=18, 11.6 Hz, 31-H), 

6.19 (dd, J=11.6, 1.6 Hz, 32-CH2), 6.28 (s, 132-H), 4.23 (brd, J=9 Hz, 17-H), 4.49 (q, J=8 

Hz, 18-H), 3.49 (q, J=9 Hz, 81-CH2), 3.90 (s, 121-Me), 3.33 (s, 21-Me), 3.04 (s, 71-Me), 

3.64 (s, 132-OMe), 2.50~2.64 (m, 171-C), 2.21~2.36 (m, 172-C), 1.49 (t, J=8 Hz, 82-Me), 

1.82 (d, J=8 Hz, 181-Me). Phytyl group: 5.16 (t, J=6.5 Hz, P2-H), 4.44 (dd, J=12.9, 6.5 

Hz, P1-H), 1.88 (m, P4-C), 1.59 (s, P17-Me), 0.9~1.3 (m, P5~P14-C), 0.85 (m, P18, P19-

CH3), 0.79 (P16, P20-CH3). 
13C-NMR (CDCl3, 100 MHz): 11.0 (C-71), 12.0 (C-21), 12.0 

(C-121), 16.3 (C-P17), 17.3 (C-82), 19.2 (C-81), 22.6 (C-P20), 22.7 (C-P16), 23.1 (C-181), 

24.4 (C-P15), 24.7 (C-P9), 24.9 (C-P5), 27.9 (C-P13), 29.8 (C-172), 31.2 (C-17 1), 32.6 

(C-P11), 32.7 (C-P7), 36.6 (C-P14), 37.2 (C-P12), 37.3 (C-P10), 37.3 (C-P8), 39.3 (C-

P6). 39.8 (C-P4) 50.1 (C-18), 51.1 (C-17), 52.8 (C-132, OMe), 61.5 (C-P1), 64.7 (C-132), 

93.0 (C-20), 97.3 (C-5), 104.2 (C-10), 105.2 (C-15), 117.7 (C-P2), 122.6 (C-32), 128.8 

(C-13), 128.8 (C-31), 128.9 (C-12), 131.8 (C-2), , 135.9 (C-7), 136.0 (C-3), 136.3 (C-4), 

137.8 (C-11), 141.9 (C-1), 142.8 (C-P3), 145.0 (C-8), 150.8 (C-9), 149.6 (C-14), 155.4 

(C-6), 161.2 (C-16), 172.9 (C-132, OH), 172.1 (C-19), 172.9 (C-172, CO2), 189.6 (C-131). 

(Lawson et al., 1989, Hargus et al., 2007, Wanga et al., 2009, Sobolev et al., 2005, 

Egorova-Zachernyuk et al., 1997). 
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Fig. 3. Structures of the compounds 1 and 2 isolated from Laminaria japonica 
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3-3. 항당뇨 합병증 실험 

 

3-3-1. 최종당화산물 형성 억제활성 실험 

최종당화산물 형성 억제활성은 Vinson and Howard (1996)의 방법을 변형하여 

실험하였다. 0.2 M glucose, 0.2 M fructose 와 bacteria의 성장을 막기 위한 0.02% 

sodium azide를 50 mM sodium phosphate buffer에 녹인 후, 10 mg/mL bovine serum 

albumin을 첨가한다. AGE reaction solution 950 μL과 10% DMSO에 녹인 여러 

농도의 sample 50 μL를 섞은 후, 37ºC에서 7일간 incubation한다. 이후 

spectrofluorometric detector (FLx800 microplate fluorescence reader, Bio-Tek 

Instrument, Inc., Winooski, USA)를 이용하여 350 nm (excitation wavelengths)와 450 

nm (emission wavelengths)에서 반응생성물의 fluorescence intensity를 측정하였다 

(Scheme 3). Positive control로는 aminguanidine hydrochloride을 사용하였으며, 

AGEs 형성 억제율은 아래의 식을 통하여 구한 후, 선회귀방정식을 이용하여 

통계처리 하였다.  

 

% 억제율 = 1 - (시료의 흡광도-대조군의 흡광도) / 표준흡광도 × 100 
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Reaction solution preparation 

0.2 M glucose + 0.2 M fructose + 0.02% sodium azide + BSA 

↓ 

Reaction solution 950 μL + Sample 50 μL 

↓ 

Incubation 37ºC, 7 days 

↓ 

Measurement at 

Excitation wavelength at 350 nm 

Emission wavelength at 450 nm 

 

 

 

 

Scheme 3. Assay of AGE formation inhibitory activity 
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3-3-2. Lens aldose reductase 억제 활성 실험 

Lens aldose reductase 억제활성을 측정하기 위한 효소원의 조제는 Hayman과 

Kinoshita (1965)의 방법을 수정하여 실시하였다. 흰쥐의 수정체를 적출하고 

수정체 1개당 0.5 mL의 phosphate buffer을 가하여 균질화한다. 이를 4ºC, 10,000 

rpm으로 20분간 원심 분리한 후 그 상등액을 취하여 사용한다. 반응 buffer인 

potassium phosphate buffer (pH 7.0) 620 μL, 효소원 90 μL, NADPH(1.6 mM) 90 μL, 

DMSO에 녹인 MeOH extract, 각각의 fractions과 compounds 9 μL, 기질로는 90 

μL의 DL-glyceraldehyde를 큐벳에 넣어 UV spectrophotometer (Ultrospec® 2100 pro, 

Amersham Biosciences, USA)을 이용하여 340 nm에서 NADPH 흡광도의 

감소율을 측정하였다. 대조군은 시료대신 DMSO를 첨가하여 측정하며, 

저해율은 다음의 식으로 구하였다 (Scheme 4). 

 

측정값 = {(0분 흡광도 – 4분 흡광도) / 4 (측정시간)} × 100 

Inhibition (%) = {1- (Acont – Asam) / ACont} × 100 

A Sam: 측정시료를 넣었을 때의 측정값 

A Cont: 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 나

타낸 값으로 log-dose 억제 curve로부터 계산하였다. 
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Rat lens homogenization in sodium phosphate buffer (pH 6.2) 

↓ 

Centrification at 10,000 rpm and 4ºC for 20 min 

↓ 

Supernatant (enzyme preparation) 

↓ 

Sample 9 μL + enzyme 90 μL 

↓ 

NADPH 90 μL 

↓ 

DL-glyceraldehyde 90 μL 

↓ 

Potassium phosphate buffer 620 μL 

↓ 

Measurement at 340 nm, Duration 4 min, perion 30 s 

 

 

 

Scheme 4. Assay of rat lens aldose reductase inhibitory activity 
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3-4. HPLC 분석 

 

3-4-1. 표준용액 제조 및 검량곡선 

Pheophorbide a와 pheophytin a를 정확히 칭량하고 HPLC 분석용 acetone를 

가하여 1 mg/ml이 되도록 조제한 후, 실험에 알맞은 농도로 희석하였다. 

Pheophorbide a는 31.25 μg/ml ~ 1.95 μg/ml의 농도범위에서, pheophytin a는 125.0 

μg/ml ~ 7.8 μg/ml의 농도범위에서 각각 검량곡선을 작성하였다.  

 

3-4-2. 시료 준비 

분말 형태의 다시마를 0.1 g씩 취하여 10 mL의 acetone과 MeOH 그리고 

CH2Cl2을 첨가한 다음 초음파세척기에서 30분간 추출하였다. 이를 4ºC에서 

3시간 동안 방치한 후, 원심분리기를 이용하여 2500 rpm에서 5분간 

원심분리하고 그 상층액을 분리하였다. 위와 같은 방법으로 2회 반복하여 

얻은 상층액을 4ºC에서 12시간 방치한 후, 용매는 농축기를 이용하여 

제거하고 HPLC 분석용 acetone으로 녹여 실험하였다. 

 

3-4-3. HPLC 분석 조건 

 본 연구에서는 PU-1580 intelligent HPLC pump, LG-2580-04 quaternary gradient 

unit, UV/Vis detector, PG-1580-54 4-line degasser 그리고 CO-1560 intelligent column 

thermostat로 구성된 JASCO HPLC system을 이용하여 HPLC 분석을 수행하였다. 

분석에 사용된 column은 ODS Hypersil, (5 μm 4.6 mm I.D. × 250 mm)으로 flow 
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rate 0.8 ml/min에서 진행하였다. HPLC 분석 시 측정 파장은 410 nm에서 측정하

였으며, solvent system 구성은 (A) methanol:0.5 M ammonium acetate (80:20), (B) 

methanol:acetone (70:30)이며, gradient는 100% A에서 시작하여 5분간 linear flow

로 75% A:25% B로 진행 후, 5분간 linear flow로 50% A:50% B까지 진행한다. 이 

후, 5분간 linear flow로 25% A:75% B로 진행하고 20분간 linear flow로 100% B까

지 진행한다. 그리고 isocratic flow로 10분간 진행한 후, 5분간 linear flow로 

100% A까지 진행한다. 시료는 20 μL를 주입한다. 
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Table 1. HPLC analytical condition of pheophorbide a and phoephytin a 

Column ODS Hypersil, (5 μm 4.6 mm I.D. × 250 mm) 

Flow rate 0.8 ml/min 

Detector 410 nm 

Injection vol. 20 μl 

Mobile phase 
(A) methanol:0.5 M ammonium acetate (80:20) 

(B) methanol:acetone (70:30) 

Time (min) A (%) B (%) 

Initial 100 0 

5 75 25 

10 50 50 

15 25 75 

35 0 100 

45 0 100 

50 100 0 

Gradient program 

60 100 0 
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Ⅲ. 결과 및 고찰  

 

1. 다시마 CH2Cl2 분획물에서 분리된 화합물의 구조결정 

 다시마 (Laminaria japonica)의 분획물 중 최종당화산물 형성 억제활성과 lens 

aldose reductase 억제활성이 높으면서도 수율이 높은 CH2Cl2 분획물에서 column 

chromatography를 통하여 2종의 화합물을 분리·정제 하였으며 1D NMR (1H-

NMR, 13C-NMR)의 분광학적 방법을 사용하여 분석하였다. 이들 화합물은 

다시마에서는 처음 분리된 화합물이다. 

 

Compound 1 (pheophorbide a)는 암녹색의 비결정성 고체로 분리되었으며, 

용매는 CDCl3로 1H-NMR (Fig. 4)과 13C-NMR (Fig. 5) spectrum을 측정하고 그 

data를 문헌치 (Chee et al., 2005)와 비교하여 pheophorbide a임을 확인하였다. 이 

화합물은 Scutellaria barbata, Ficus macrocarpa 등으로부터 분리되었으며, 

항산화 활성 (Hsu et al., 2005)과 간암세포에 대한 광역학적 치료효과 (Tang et 

al., 2006)를 가지는 것으로 보고 되었다. 또한, 피부암의 일종인 색소성 흑생종 

(Lim et al., 2004), 결장암 (Hajri et al., 2002)과 췌장암 세포 (Hajri et al., 1999)등의 

성장을 억제하는 것으로 알려져 있으며, ICR 마우스의 피부에서 항암효과와 

항 염증효과를 지니는 것으로 밝혀졌다 (Nakamura et al., 1996). 

 

Compound 2 (pheophytin a)는 암녹색의 비결정성 고체로 분리되었으며, 

용매는 CDCl3를 사용하여 1H-NMR (Fig. 6)과 13C-NMR (Fig. 7) spectrum을 
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측정하였다. 그 결과, 문헌치 (Lawson et al., 1989; Hargus et al., 2007; Wanga et 

al., 2009; Sobolev et al., 2005; Egorova-Zachernyuk et al., 1997)의 spectrum과 

일치하여 pheophytin a로 동정하였다. 이 화합물은 Lonicera hypoglauca, 

Sargassum fulvellum, Enteromorpha prolifera 등으로부터 분리되었으며, 항 C형 

간염효과 (Wanga et al., 2009)와 PC12 cells의 분화를 증폭시킴으로써 

알츠하이머 질환과 같은 신경퇴행성 질환에 대한 효과 (Ina et al., 2007), 

항산화 효과가 알려져 있다 (Higashi-Okai et al., 2001). 또한, 12-O-

tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)로 유도한 생쥐 포식세포에서 초과산화물 

음이온 (O2-)의 생성을 억제하고, 생쥐 귀에서 부종과 같은 염증반응에 대해 

강력한 억제효과를 가지는 것으로 밝혀졌다 (Okai and Higashi-Okai, 1997). 
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Fig. 4. 1H-NMR spectrum of compound 1 in CDCl3 

 

Fig. 5. 13C-NMR spectrum of compound 1 in CDCl3 
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Table 2. 1H- and 13C-NMR spectral data of compound 1 in CDCl3 

 

Positions 1Hδ 13Cδ 

1  142.0 
2  131.8 

21 3.34 (s) 12.0 

3  136.0 

31 7.90 (dd, J=18,12) 128.9 

32-H 6.13 (d, J=11) 122.7 

4  136.4 

5 9.25(s) 97.4 

6  155.5 

7  136.2 

71 3.13 (s) 11.1 

8  145.1 

81 3.63 (q, J=9) 19.3 

82 1.63(t, J=8) 17.3 

9  149.5 

10 9.42 (s) 104.3 

11  137.8 

12  128.9 

121 3.55 (s) 12.0 

13  128..8 

131  189.6 

132-CO2Me 3.85 (s) 52.8 

132-OH  169.6 

132 -H 6.23 (s) 64.6 

14  150.8 

15  105.0 

16  161.0 

17 4.19(brd, J=8) 50.9 

171 2.58, 2.60 (m) 30.7 

172 2.24, 2.28 (m) 29.5 

172-CO2  177.8 

18 4.43 (q, J=9) 50.0 

181 1.81 (d, J=7) 23.0 

19  172.0 

20 8.53(s) 93.0 
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Fig. 6. 1H-NMR spectrum of compound 2 in CDCl3 

 

Fig. 7. 13C-NMR spectrum of compound 2 in CDCl3 
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Table 3. 1H- and 13C-NMR spectral data of compound 2 in CDCl3 

Positions 1Hδ 13Cδ Positions 1Hδ 13Cδ 

1  141.9 4.44  61.5 

2  131.8 

p1 

(dd, J=12.9 6.5)  

21-Me 3.33 (s) 12.0 p2-H 5.16 (t, J=6.5) 117.7 

3  136.0 P3  142.8 

31-H 7.82  128.8 P4 1.88 (m) 39.8 

 (dd, J=18, 11.6)  P5 0.9-1.3 (m) 24.9 

32 6.19 122.6 P6 0.9-1.3 (m) 39.3 

 (dd, J=11.6, 1.6)  P7  32.7 

4  136.3 P8 0.9-1.3 (m) 37.3 

5-H 9.16(s) 97.3 P9 0.9-1.3 (m) 24.7 

6  155.4 P10 0.9-1.3 (m) 37.3 

7  135.9 P11  32.6 

71-Me 3.04 (s) 11.0 P12 0.9-1.3 (m) 37.2 

8  145.0 P13 0.9-1.3 (m) 27.9 

81 3.49 (q, J=9) 19.2 P14 0.9-1.3 (m) 36.6 

82-Me 1.49 (t, J=8) 17.3 P15  24.4 

9  150.8 P16  22.7 

10-H 9.34 (s) 104.2 P17 1.59 (s) 16.3 

11  137.8 P18  16.3 

12  128.9 P19  16.3 

121-Me 3.90 (s) 12.0 P20  22.6 

13  128.8    

131  189.6    

132-OH  172.9    

132 -H 6.28 (s) 64.7    

132-OMe 3.64 (s) 52.8    

14  149.6    

15  105.2    

16  161.2    

17-H 4.23 (brd, J=9) 51.1    

171 2.50-2.64 (m) 31.2    

172 2.21-2.36 (m) 29.8    

172-CO2  172.9    

18-H 4.49 (q, J=8) 50.1    

181-Me 1.82(d, J=7.2) 23.1    

19  172.1    

20-H 8.52 (s) 93.0    
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2. 생리활성실험 

 

2-1. 항당뇨 합병증 실험 

 

2-1-1. MeOH 추출물과 각 분획물들의 최종당화산물 형성 억제활성과 lens 

aldose reductase 억제활성 

다시마의 MeOH 추출물과 MeOH 추출물을 계통적 용매 분획하여 얻은 

CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH 분획물과 H2O층의 최종당화산물 억제 활성과 lens 

aldose reductase 억제활성을 측정하여 그 결과를 Table 4에 나타내었다.  

최종당화산물 억제활성법의 대조약물로는 aminoguanidine을 사용하였으며, 

활성을 검색한 결과 다시마의 MeOH 추출물과 분획물들의 IC50 값은 EtOAc 

분획물 (IC50 150.32 μg/ml) > CH2Cl2 분획물 (IC50 167.65 μg/ml) > MeOH 추출물 

(IC50 1,206.08 μg/ml) > n-BuOH 분획물 (> IC50 1,600 μg/ml) > H2O 분획물 (> IC50 

1,600 μg/ml)의 순으로 나타났다. MeOH 추출물과 각 분획물들의 최종당화 

산물 형성 억제활성 실험에서 n-BuOH 분획물과 H2O층은 1,600 μg/ml 이상 

에서도 전혀 효과가 나타나지 않았다. 대조군인 aminoguanidine (IC50 86.77 

μg/ml)보다는 다소 낮은 최종당화산물 형성 억제활성을 나타내었으나, MeOH 

추출물과 각 분획물 들 중에서 EtOAc 분획물이 가장 높은 활성을 보이고, 

다음으로 CH2Cl2 분획물이 높은 활성을 나타내었다.  

 다시마의 MeOH 추출물과 분획물들의 lens aldose reductase 억제활성을 

측정하기 위해 대조약물로는 aldose reductase 억제제로 알려져 있는 quercetin 
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(Varma et al., 1975; Varma et al., 1977; Leuenberger, 1978)을 사용하였다. 다시마의 

MeOH 추출물과 그로부터 얻은 분획물들의 lens aldose reductase 억제활성은 

100.0 μg/ml의 농도에서 EtOAc 분획물 (50.83 ± 0.12%) > n-BuOH 분획물 (31.85 

± 1.01%) > CH2Cl2 분획물 (30.24 ± 0.36%) > MeOH 추출물 (27.44 ± 1.13%) > 

H2O 분획물 (19.11 ± 1.34%)의 순으로 나타났다. 이들은 대조군인 quercetin 

(1.0 μg/ml의 농도에서 65.89 ± 0.95%)보다는 낮은 활성을 나타내었으나, 그 

중에서 EtOAc 분획물이 가장 높은 활성을 나타내었다. 그 다음으로 n-BuOH 

분획물과 CH2Cl2 분획물이 높은 억제활성을 나타내었다  

이들 결과를 종합해 보면, EtOAc 분획물이 두 실험계에서 가장 강력한 

억제활성을 지니고 다음으로 CH2Cl2 분획물이 효과적인 것을 알 수 있었다 

(Fig. 8). 그러나 수율 면을 고려해볼 때, CH2Cl2 분획물이 EtOAc 분획물의 

63배 가량 높기 때문에 CH2Cl2 분획물에 최종당화산물 형성과 lens aldose 

reductase 활성을 억제할 수 있는 성분이 다량 존재하고 있을 것으로 기대할 

수 있었다. 따라서 본 연구에서는 CH2Cl2 분획물에서 그 생리활성성분을 

분리하고자 하였다.  
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Table 4. In vitro activities of methanolic extract and its fractions from L. japonica on 

RLAR and AGEs formation 

 RLARa AGEb 

Samples Inhibition (%) IC50 (μg/ml) 

 Mean ± S.E.M. Mean ± S.E.M. 

MeOH extract 27.44 ± 1.13 1206.08 ± 21.29 

CH2Cl2 fraction 30.24 ± 0.36 167.65 ± 1.76 

EtOAc fraction 50.83 ± 0.12 150.32 ± 2.84 

n-BuOH fraction 31.85 ± 1.01 >1600 

H2O fraction 19.11 ± 1.34 >1600 

Quercetinc 65.89 ± 0.95  

Aminoguanidined  86.77 ± 0.62 

RLAR: rat lens aldose reductase; AGE: advanced glycation end products. 

aLens aldose reductase was determined at a concentration of 100.0 μg/ml for the methanolic 

extract and its fractions obtained from the methanolic extract of L. japonica dissolved in DMSO. 

bThe 50% inhibition concentration (μg/ml) were calculated from the log dose inhibition curve and 

expressed as the mean ± S.E.M. of triplicate experiments. cQuercetin (1.0 μg/ml) was used as a 

positive control in the RLAR assay. dAminoguanidine was used as a positive control in the AGE 

assay. 
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Fig. 8. In vitro activities of methanolic extract and its fractions from L. japonica on 

RLAR and AGEs formation  

RLAR: rat lens aldose reductase; AGE: advanced glycation end products. RLAR and AGEs 

formation were determined at a concentration of 100.0 μg/ml and 200.0 μg/ml, respectively. 
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2-1-2. 분리된 화합물들의 최종당화산물 형성 억제활성과 lens aldose reductase 

억제활성 

다시마의 CH2Cl2 분획물을 대상으로 silica gel, Diaion HP-20, RP-18 column 

chromatography 를 수행하여 2종의 porphyrin계 화합물인 pheophorbide a (1), 

pheophytin a (2)를 분리하였으며, 이들을 대상으로 최종당화산물 형성 

억제활성과 lens aldose reductase 억제활성을 평가하였다 (Table 5). 최종당화산물 

형성 억제활성 실험은 in vtro에서 glucose, fructose와 같은 당과 BSA간의 

당화반응에 의해 형성된 형광성을 지닌 최종당화산물의 측정을 통해 

이루어졌다. 다시마에서 분리된 pheophorbide a 와 pheophytin a는 대조군인 

aminoguanidin보다 강력한 억제활성이 나타났으며, pheophorbide a의 IC50 값은 

42.06 ± 1.03 μM로 양성 대조군인 aminoguanidin (735.65 ± 6.71 μM)보다 약 

15배정도 높은 활성을 보였다. pheophytin a의 228.71 ± 0.07 μM로 양성 

대조군인 aminoguanidin보다는 3배정도 강한 활성을 나타냈다.  

고혈당 상태에서 생성된 free radicals에 의해 발생하는 당의 자동산화는 

최종당화산물의 형성을 증폭시키는 것으로 알려져 있다 (Wolff et al., 1991). 

이전 연구에 따르면, in vitro에서 glucose와 albumin으로 부터의 최종당화산물의 

형성은 albumin의 지질 일부분에 대한 free radicals의 작용에 기인한 것으로 

밝혀졌다 (Le Guen et al., 1992). 실제로, 강력한 항산화제로 알려진 vitamin E (α-

tocopherol)가 항 당화물질로 작용한다는 연구가 발표된 바 있으며 (Ceriello et 

al., 1988), 천연 dipeptied인 carnosine은 뇌와 근육에 있어 주요한 항산화제로서 

이 또한 당과 단백질의 결합을 억제하는 것으로 알려져 있다 (Boldyrev, 1990). 
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따라서, 이러한 항산화 활성을 지닌 생리활성물질들이 고혈당 상태에서 

생성된 free radicals를 소거함으로써 최종당화산물의 형성을 억제한다고 볼 수 

있다. Matsushita와 Iwami에 따르면, chlorophyll과 그 유도체의 기본적인 구조인 

porphyrin ring은 10개 이상의 이중결합을 포함하고 있으며, 이 구조가 

chlorophyll과 그 유도체가 지니는 항산화 활성에 중요한 역할을 하고 있음을 

제시하였다 (Matsushita and Iwami, 1965). 또한, 선행연구에서 porphyrin계 

화합물의 DPPH, ROS와 같은 free radicals을 소거하는 항산화 활성이 

보고되었다 (Endo et al., 1985; Hsu et al., 2005). 따라서, 다시마로부터 분리된 

porphyrin계 화합물은 지속적인 고혈당 상태에 의한 산화적 스트레스를 

억제함으로써 강력한 최종당화산물형성 억제활성을 나타낸다고 사료될 수 

있다. 또한, pheophorbide a가 pheophytin a보다 강력한 최종당화산물 형성 

억제활성을 나타내는데, 이는 phytyl group의 부재와 함께 C-172위치의 carboxyl 

group의 존재가 최종당화산물 형성의 억제활성에 중요한 역할을 한다는 것을 

알 수 있다.  

반면, lens aldose reductase 실험에서는 오직 pheophorbide a만이 억제활성을 

나타내었다. 본 실험은 rat의 수정제를 균질화하여 효소로 사용하고 DL-

glyceraldehyde를 기질로 하여 수행하였다. 양성 대조군인 quercetin (1.17 ± 0.17 

μM)과 비교하였을 때, pheophorbide a는 IC50 값이 12.31 ± 1.19 μM로 비교적 

높은 활성을 나타내었다. 반면에 pheophytin a는 억제활성을 나타내지 않았다. 

만성 고혈당 상태에서 증가된 oxidative stress는 ROS를 생성시킨다. ROS의 

생성으로 인해 toxic aldehyes의 생성이 증가하고, 생성된 toxic aldehydes는 
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aldose reductase를 활성화시킨다. 이로 인해 정상상태의 약 2-4배의 glucose가 

polyol pathway를 거쳐 sorbitol과 fructose로 전환된다 (Travis et al., 1974; Malone 

et al., 1980; Williamson et al., 1993; Maccari et al., 2005; Lee et al., 2005). 선행연구에 

따르면, flavonoid와 phlorotannin의 aldose reductase 활성의 억제는 강력한 

항산화력에 기인한 것이라고 알려져 왔다 (Costantino et al., 1999; Lim et al., 

2001; Kawanishi et al., 2003). 그러나, pheophorbide a는 강력한 lens aldose reductase 

억제활성을 보이나 pheophytin a는 그렇지 못한 것을 보아, phorphyrin계 

화합물의 lens aldose reductase 억제활성은 phorphyrin ring에 포함된 이중결합에 

의한 항산화 활성에 기인한 것이 아니라 C-172위치의 carboxyl group의 존재에 

의한 것으로 생각된다.  

이러한 결과들을 종합해보면, 다시마와 그로부터 분리된 pheophorbide a 와 

pheophytin a는 당뇨병성 합병증을 예방하고 치료할 수 있는 기능성 식품으로

서의 이용이 가능할 것으로 기대된다. 
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Table 5. In vitro activities of pheophorbide a and pheophytin a from L. japonica on 

RLAR and AGEs formation 

 RLARa AGEb 

Compounds IC50 (μM) IC50 (μM) 

 Mean ± S.E.M. Mean ± S.E.M. 

Pheophorbide a 12.31 ± 1.19 49.43 ± 1.32 

Pheophytin a   - 228.71 ± 0.07 

Quercetinc 1.17 ± 0.17  

Aminoguanidind  735.65 ± 6.71 

RLAR: rat lens aldose reductase; AGE: advanced glycation end products.  

aThe concentration that caused 50% inhibition (IC50) is given as the mean ± S.E.M. of duplicate 

experiments. bThe 50% inhibition concentration (μg/ml) were calculated from the log dose 

inhibition curve and expressed as the mean ± S.E.M. of triplicate experiments. cQuercetin was 

used as a reference compound on lens aldose reductase inhibitory activity. dAminoguanidine was 

used as a reference compound on AGE formation inhibitory activity. 
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2-1-3. Phorphyrin계 화합물들의 최종당화산물 형성 억제활성과 lens aldose 

reductase 억제활성 

다시마 (Laminaria japonica)로부터 분리한 porphyrin계 화합물 (pheophorbide a, 

pheophytin a)이 최종당화산물 형성 억제활성과 lens aldose reductase에 대한 

억제활성을 지님을 확인한 후, porphyrin계 화합물들의 활성과 구조간의 

상관관계를 규명하기 위하여 Sigma에서 4종의 porphyrin계 화합물 (Fig 9)을 

구매하여 실험을 수행하였다.  

Sigma에서 구입한 porphyrin계 화합물의 최종당화산물 형성 억제활성 

실험결과는 Table 6에 나타내었다. 구입한 porphyrin계 화합물들은 양성 

대조군인 aminoguanidin보다 강력한 억제활성이 나타났다. 다시마로부터 

분리한 pheophorbide a 와 pheophytin a의 억제활성과 비교해 보았을 때, 이들의 

억제활성 정도는 protoporphyrin IX > pheophorbide a > chlorophyll a >> pheophytin a 

> hemin > hematin 순으로 측정되었다. Protoporphyrin IX의 IC50 값이 49.43 ± 1.32 

μM로 대조군인 aminoguanidin (735.65 ± 6.71 μM)의 약 17배 정도로 가장 

강력한 억제활성을 나타내었으며, 그 다음으로 chlorophyll a가 69.45 ± 1.94 

μM로 aminoguanidin보다 10배 정도 강한 활성을 보였다. 그리고 hemin과 

hematin의 IC50값이 각각 280.92 ± 1.83, 299.14 ± 2.04 μM로 다소 낮은 활성을 

보였으나, aminoguanidin에 비해 약 3배정도 활성이 강하게 나타났다.  

이러한 결과로 비추어 볼 때, porphyrin계 화합물의 최종당화산물 형성억제 

활성은 carboxyl group의 존재와 porphyrin ring내에 존재하는 금속이온에 의한 

항산화력과 같은 복합적인 요인에 의해 나타나는 것임을 알 수 있다. 



 

 
42 

최종당화산물 형성억제 활성이 큰 화합물 pheophorbide a와 protoporphyrin IX는 

모두 carboxyl group을 구조 내에 지니고 있는 반면, chlorophyll a와 pheophytin 

a는 C-172 위치에 carboxyl group이 아닌 phytyl group를 가지면서 급격히 

활성이 떨어지는 것을 볼 수 있다. pheophytin a는 chlorophyll a의 porphyrin 

ring구조 내의 Mg2+이온이 탈락된 형태로 chlorophyll a보다 더욱 낮은 

억제활성을 나타내었다. Endo 등 (Endo et al., 1985)은 chlorophyll과 그 

유도체들이 기본적으로 포함하는 porphyrin ring 구조 자체도 free radicals 생성 

억제에 매우 중요한 역할을 하지만, chlorophyll의 porphyrin ring내의 마그네슘 

이온의 존재로 인한 킬레이트 반응에 의해 더욱 강력한 항산화 활성을 

나타낸다고 보고하였다. 따라서, porphyrin ring구조 내에 존재하는 금속이온의 

킬레이트 반응에 의해 free radicals이 소거되면서 최종당화산물의 억제활성에 

기여함을 알 수 있다.  

Lens aldose reductase에 대한 억제활성 실험에서는 protoporphyrin IX와 hemin이 

억제활성을 나타냈다. 이들의 IC50 값은 각각 55.45 ± 1.54, 101.33 ± 2.61 μM로, 

양성 대조군인 quercetin (1.17 ± 0.17 μM)과 다시마로부터 분리된 pheophorbide a 

(12.31 ± 1.19 μM)와 비교하였을 때, protoporphyrin IX는 중간 정도의 활성을 보

였고, hemin는 미미한 억제활성을 지니는 것으로 나타났다. 또한, chlorophyll a 

와 hematin은 lens aldose reductase에 대해 억제활성을 나타내지 않았고 앞서 

pheophytin a도 억제 활성을 보이지 않았다. 종합해 보면, porphyrin계 화합물의 

lens aldose reductase 억제활성은 이들 화합물이 기본적으로 포함하는 porphyrin 

ring 구조 내의 이중결합에 의한 항산화력 때문에 나타나는 것이 아니라, C-
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172 위치의 phytyl group의 부재와 동시에 carboxyl group의 존재가 lens aldose 

reductase 억제활성에 중요한 역할을 하는 것으로 사료된다. 
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Fig. 9. Sructures of isolated pheophorbide a and pheophytin a from L. japonica and 

porphyrin derivatives used in this study. 
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Table 6. In vitro inhibitory activities of commercially available porphyrin derivatives on 

RLAR and AGE formation 

 RLARa AGEb 

Compounds IC50 (μM) IC50 (μM) 

 Mean ± S.E.M. Mean ± S.E.M. 

Chlorophyll a - 69.45 ± 1.94 

Protoporphyrin IX 55.45 ± 1.54 42.06 ± 1.03 

Hemin 101.33 ± 2.61 280.92 ± 1.83 

Hematin - 299.14 ± 2.04 

Quercetinc 1.17 ± 0.17  

Aminoguanidind  735.65 ± 6.71 

RLAR: rat lens aldose reductase; AGE: advanced glycation end products.  

aThe concentration that caused 50% inhibition (IC50) is given as the mean ±S.E.M. of duplicate 

experiments. bThe 50% inhibition concentration (μg/ml) were calculated from the log dose 

inhibition curve and expressed as the mean ± S.E.M. of triplicate experiments. cQuercetin was 

used as a reference compound on lens aldose reductase inhibitory activity. dAminoguanidine was 

used as a reference compound on AGE formation inhibitory activity. 
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3. 다시마 추출물로부터의 compound 1과 2의 정량분석 

 

3-1. 다시마로부터 분리된 화합물의 검량곡선 검토 

다시마로부터 분리된 compound 1 (pheophorbide a)와 2 (pheophytin a)를 HPLC 분

석용 acetone에 녹여 Table 1에 나타난 조건에 따라 HPCL를 실시하였다. 각 농

도와 그에 따른 peak의 넓이로부터 검량곡선을 작성하고 이를 validation 정량

분석에 사용하였다. HPLC 분석 결과, compound 1와 2는 각각 16.00 min과 45.85 

min의 retention time을 나타내었다. compound 1은 31.25 μg/ml ~ 1.95 μg/ml의 농

도범위에서 R2 = 0.9970의 직선성을 나타내었으며, compound 2는 125.0 μg/ml ~ 

7.8 μg/ml의 농도범위에서 R2 = 0.9999의 직선성을 나타내어 분석에 적합함을 

알 수 있었다 (Fig. 10). 
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Fig. 10. Calibration curves of pheophorbide a (A) and pheophytin a (B) from L. japonica 
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3-2. 다시마 추출물의 pheophorbide a와 pheophytin a의 정량분석 

 다시마로부터 분리된 compound 1 (pheophorbide a)와 2 (pheophytin a)의 최적의 

추출조건을 검토하기 위하여, MeOH와 CH2Cl2 그리고 acetone으로 추출하여 

얻은 각 추출물들의 compound 1과 2의 함유량을 측정하였다 (Fig. 11)  

HPLC 동시분석 결과, 모든 추출물에서 16.00 min과 45.85 min에 compound 1

과 2의 peak가 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 이들 화합물의 검량곡선을 

이용하여 각 추출물 내의 함유량을 검토해 본 결과, MeOH 추출물에서 

compound 1 함유량은 0.31 mg/g, compound 2 의 함량은 2.24 mg/g으로 나타났다. 

다음으로 CH2Cl2 추출물에서는 compound 1과 2의 함유량이 각각 1.13, 13.74 

mg/g로 나타났으며, acetone 추출물에서는 각각 3.15, 42.59 mg/g으로 나타났다.                     

종합해보면, 다시마를 acetone으로 추출하였을 때의 compound 1과 2의 함유량

이 MeOH로 추출하였을 때의 함량보다 각각 10배와 20배씩 높게 나타나는 것

을 확인할 수 있었다 (Table 7 and Fig. 12). 따라서, compound 1와 2의 최적의 추

출용매 조건은 acetone으로, 이를 이용한 추출법으로 생리활성물질의 함량이 

높은 기능성식품의 생산을 기대할 수 있다. 
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Fig. 11. HPLC chromatograms of MeOH (A), CH2Cl2 (B) and acetone (C) extract from L. 

japonica. A: MeOH extract; B: CH2Cl2 extract; C: Acetone extract. Peak 1 (Rt: 16.00 

min, pheophorbide a); peak 2 (Rt: 45.85 min, pheophytin a).  
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Table 7. Contents of the pheophorbide a and pheophytin a in the MeOH, CH2Cl2 and 

acetone extract of L. japonica 

Retention time Contents (mg/g of extract) 
Compounds 

(min) MeOH CH2Cl2 Acetone 

Pheophorbide a 16.00 0.31 1.13 3.15 

Pheophytin a 45.85 2.24 14.3 42.93 
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Fig. 12. Contents of the pheophorbide a and pheophytin a in the MeOH, CH2Cl2 and 

acetone extract of L. japonica. 
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Ⅳ. 요약 및 결론 

 

당뇨성 합병증의 병태는 다양하며, 고혈당에 의한 것으로서 말초신경장애, 

망막증, 신증, 백내장, 각막증 등이 있으며, 그 기전으로 polyol pathway 이상과 

혈중의 과량의 당과 단백질의 반응에 의한 최종당화산물의 형성을 들 수 

있다. Polyol pathway는 포도당 대사경로의 하나로 포도당은 aldose reductase에 

의하여 sorbitol로 전환된다. 정상상태에서의 aldose reductase는 포도당에 대한 

기질친화성은 매우 낮아 sorbitol을 거의 생성하지 않지만, 당뇨병 상태에서는 

수정체, 말초신경, 망막과 같은 인슐린 비감수성의 조직에서의 포도당 농도가 

상승하면 위의 경로에 의하여 과량의 sorbitol을 생성하게 되며, 이러한 각 

조직에서의 sorbitol의 축적이 당뇨성 백내장, 말초신경장애, 당뇨성 망막증 

등의 원인으로 알려져 있다.  

또한 만성의 고혈당 상태에서 환원당의 carbonyl group이나 ketone group과 

단백질의 amino group간의 반응에 의해 생성된 비가역적인 최종당화산물 

(advanced glycation end products, AGEs)은 분해되지 않고 수명이 다 할 때 까지 

혈청알부민 (serum albumin), 수정체 (lens crystalline), 세포 외 세포간질의 

collagen과 같은 수명이 긴 단백질과 교차결합 (cross-link)하여 심각한 

당뇨합병증과 알츠하이머 질환 그리고 염증반응을 유발한다 (Bucala et al., 

1995; Grillo and Colombatto, 2008). 그리하여 백내장 등의 당뇨성 합병증 예방 

및 치료제로서 aldose reductase 및 최종당화산물 생성 억제제가 주목을 받고 

있으며, 이들 몇몇 억제제가 동물실험 및 임상시험에서 당뇨성 합병증을 
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개선함이 보고되는 등 합성물질뿐만 아니라 천연물질로부터 aldose reductase 

및 최종당화산물 생성 억제성분을 규명하려는 활발한 연구가 이루어지고 

있다. Jang 등에 의해 Erigeron annuus로부터 분리된 phenolic compounds의 

aldose reductase와 최종당화산물의 억제 활성이 밝혀졌으며 (Jang et al., 2008), 

많은 연구들을 통해 favonoids의 aldose reductase 억제 활성 (Varma et al., 1977; 

Enomoto et al., 2004; Lee et al., 2005)과 최종당화산물 억제 활성 (Wu and Yen, 

2005; Urios et al. 2007)이 보고된 바 있다. 또한, 갈조류인 Ecklonia 

stolonifera로부터 분리된 phlorotannins (Jung et al., 2008)이 aldose reductase와 

최종당화산물에 대한 억제 활성을 나타내는 것으로 알려져 있다 (Jang et al., 

2008).  그러나 아직까지 식용 갈조류인 다시마와 그로부터 분리한 화합물의 

aldose reductase와 최종당화산물 형성의 억제활성에 대한 연구는 이루어진 바 

없다. 따라서, 본 연구에서 다시마의 MeOH 추출물과 각 분획물들의 aldose 

reductase 억제활성과 최종당화산물 형성의 억제활성을 검색하고, 활성을 지닌 

분획물로부터 활성성분을 분리·동정하고, 이들 화합물의 구조와 활성간의 

상관 관계를 규명하였다. 

 

1. 다시마의 메탄올 추출물과 그로부터 얻어진 CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH 

분획물과 H2O층에 대한 최종당화산물 형성 억제활성과 lens aldose reductase 

억제활성을 in vitro 실험을 통하여 검색하였다. 추출물과 분획물 중 EtOAc 

분획물이 가장 강력한 최종당화산물 억제활성과 lens aldose reductase 

억제활성을 나타냈고, 그 다음으로 CH2Cl2 분획물이 높은 활성을 나타내었다. 
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그러나 CH2Cl2 분획물의 수율이 EtOAc 분획물의 수율보다 63배 가량 

높으므로 활성을 나타내는 성분이 다량 함유되어 있을 것으로 예상하였다. 

 

2. 최종당화산물 형성억제 활성과 lens aldose reductase 억제활성이 높고 

수율이 높은 CH2Cl2 분획물을 대상으로 silica gel, Diaion HP-20, RP-18 column 

chromatography를 수행하여 활성 성분을 분리하였다. 분리된 화합물의 구조는 

1D NMR (1H-NMR, 13C-NMR)의 분광학적 방법을 이용하여 측정하였으며, 

각각의 문헌치와 비교하여 pheophorbide a (1), pheophytin a (2)임을 확인하였다. 

이들 화합물은 다시마에서는 처음으로 분리된 화합물이다. 이전의 연구들에서 

pheophorbide a의 항산화 활성 (Hsu et al., 2005), 간암세포에 대한 광역학적 

치료효과 (Tang et al., 2006), 피부암의 일종인 색소성 흑생종 (Lim et al., 2004), 

결장암 (Hajri et al., 2002), 췌장암 세포 (Hajri et al., 1999)등의 성장 억제 효과를 

지니는 것으로 알려졌으며, ICR 마우스의 피부에서 항암효과와 항 염증효과를 

지니는 것으로 밝혀졌다 (Nakamura et al., 1996). Pheophytin a는 항 C형 

간염효과 (Wanga et al., 2009), 항산화 효과 (Higashi-Okai et al., 2001)를 지니며, 

PC12 cells의 분화를 증폭시킴으로써 알츠하이머 질환과 같은 신경퇴행성 

질환에 대한 치료효과를 나타내는 것으로 보고되었다 (Ina et al., 2007). 또한, 

12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)로 유도한 생쥐 포식세포에서 

초과산화물 음이온 (O2-)의 생성을 억제하고, 생쥐 귀에서 부종과 같은 

염증반응에 대해 강력한 억제효과를 가지는 것으로 밝혀졌다 (Okai and 

Higashi-Okai, 1997). 그러나, lens aldose reductase와 최종당화산물 형성에 대한 
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억제효과에 대해서는 연구된 바 없다. 따라서, 본 연구에서는 pheophorbide a 

(1)와 pheophytin a (2)의 lens aldose reductase와 최종당화산물 형성에 대한 

억제효과를 평가하였다. 

  

3. 다시마로부터 분리된 pheophorbide a 와 pheophytin a의 최종당화산물 

억제활성과 lens aldose reductase 억제활성을 측정하였다. 최종당화산물형성 

억제활성 실험에서, 다시마에서 분리된 pheophorbide a 와 pheophytin a는 

대조군인 aminoguanidin보다 강력한 억제활성이 나타났으며, pheophorbide a의 

IC50 값은 42.06 ± 1.03 μM로 양성 대조군인 aminoguanidin (735.65 ± 6.71 μM)보다 

약 15배정도 높은 활성을 보였다. pheophytin a의 228.71 ± 0.07 μM로 양성 

대조군인 aminoguanidin보다는 3배정도 강한 활성을 나타냈다. 이에 

추가적으로 몇 가지의 porphyrin계 화합물의 최종당화산물 억제활성을 함께 

검토하여 활성과 구조간의 상관관계를 규명하였다. 모든 화합물들이 대조군인 

aminoguanidin보다 강력한 억제활성이 나타났으며, protoporphyrin IX > 

pheophorbide a > chlorophyll a >> pheophytin a > hemin > hematin 순으로 

억제활성이 측정되었다. protoporphyrin IX, chlorophyll a, hemin과 hematin의 IC50 

값이 각각 49.43 ± 1.32, 69.45 ± 1.94, 280.92 ± 1.83, 299.14 ± 2.04 μM로 대조군인 

aminoguanidin (735.65 ± 6.71 μM)의 약 17배와 10배 그리고 3배정도의 가장 

강력한 억제활성을 나타내었다. Pheophorbide a와 pheophytin a는 chlorophyll a의 

분해산물로, pheophorbide a는 Mg2+와 phytol이 제거된 형태이고 pheophytin a는 

Mg2+만이 제거된 형태이다. 이는 phytol의 부재와 함께 C-172위치의 carboxyl 
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group의 존재가 최종당화산물의 억제 활성에 중요한 역할을 한다는 것을 알 

수 있으며, porphyrin ring구조 내에 금속이온의 존재가 최종당화산물의 

억제활성에 기여하는 것으로 여겨진다. 

 

4. Lens aldose reductase 실험에서는 오직 pheophorbide a만이 억제활성을 

나타내었다. 양성 대조군인 quercetin (1.17 ± 0.17 μM)과 비교하였을 때, 

pheophorbide a는 IC50 값이 12.31 ± 1.19 μM로 비교적 높은 활성을 나타낸 

반면에 pheophytin a는 억제활성을 나타내지 않았다. 만성 고혈당 상태에서 

증가된 ROS의 생성으로 인해 toxic aldehyes의 생성이 증가하고, 생성된 toxic 

aldehydes는 aldose reductase를 활성화시킨다. 선행연구에 따르면, flavonoid와 

phlorotannin의 aldose reductase 활성의 억제는 강력한 항산화력에 기인한 

것이라고 알려져 왔다 (Costantino et al., 1999; Lim et al., 2001; Kawanishi et al., 

2003). 추가적으로 몇 가지의 porphyrin계 화합물의 lens aldose reductase을 함께 

검토해 본 결과, protoporphyrin IX와 hemin의 IC50 값은 각각 55.45 ± 1.54, 101.33 

± 2.61 μM로 나타났다. 또한, chlorophyll a 와 hematin은 lens aldose reductase에 

대해 억제활성을 나타나지 않았다. 종합해 보면, porphyrin계 화합물의 lens 

aldose reductase 억제활성은 이들 화합물이 기본적으로 포함하는 porphyrin 

ring구조 내의 이중결합에 의한 항산화력 때문에 나타나는 것이 아니라, C-172 

위치의 phytyl group의 부재와 동시에 carboxyl group의 존재가 lens aldose 

reductase 억제활성에 중요한 역할을 하는 것으로 사료된다.  

5. 다시마를 MeOH와 CH2Cl2 그리고 acetone으로 추출하여 얻은 각 
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추출물들의 pheophorbide a와 pheophytin a의 함유량을 측정하였다. HPLC 

동시분석 결과, 모든 추출물에서 16.00 min과 45.85 min에 pheophorbide a와 

pheophytin a의 peak가 나타났으며, MeOH 추출물의 pheophorbide a와 pheophytin 

a의 함유량은 각각 0.31, 2.24 mg/g이며, CH2Cl2 추출물은 1.13, 13.74 mg/g으로 

나타났다. 또한, acetone 추출물에서는 3.15, 42.59 mg/g의 함유량을 보여, 이들 

추출물 중 acetone 추출물이 가장 높은 햠유량을 지니는 것으로 나타나 

최적의 추출용매임을 알 수 있다.  

 

식용 갈조류인 다시마의 항산화 활성 (Han et al., 2002), 항 돌연변이 활성 

(Okai et al., 1993), 혈당강하 효과 (Lee et al., 1999)등이 이전의 연구들을 통해 

밝혀졌으며, 다시마로부터 분리된 라미나린 (laminarine)의 혈압조절 효과 

(Chiu and Fung, 1997), 알긴산 (alginic acid)의 장내 유해미생물의 증식억제 효과 

(Hidaka et al., 1986)와 혈중 콜레스테롤 저하 (Kim et al., 2000), 혈당조절 작용 

(Lee et al., 1996)이 보고되었다. 또한, 다당류인 후코이단은 혈액응고 억제활성 

(Colliec et al., 1991; Nishino et al., 1989), 항 바이러스 효과 (Li et al., 1995), 항암

효과 (Song et al., 2000; Shi et al., 2000), 면역조절 활성 (Wang et al., 1994; Wu et 

al., 2004), 항산화 효과 (Li et al., 2002), 혈중지질 강하작용 (Li et al., 1999; Li et 

al., 2001), 항보체 활성 (Zvyagintseva et al., 2002), 위 보호작용 (Shibata et al., 

2000), 신장질환과 요로질환 완화 효과 (Liu et al., 2008; Zhang et al., 2005)등의 

생리활성이 나타났다. 이와 같이 다시마와 그로부터 분리해낸 성분의 다양한 

생리활성에 대한 많은 연구들이 보고 되어 왔으나, 다시마와 다시마로부터 처
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음으로 분리해낸 porphyrin계 화합물의 lens aldose reductase 억제활성과 최종당

화산물형성의 억제활성에 대한 검증은 본 연구가 처음이며, 위와 같은 결과들

을 미루어 보아 다시마와 porphyrin계 화합물의 당뇨합병증의 예방과 치료에 

효과적인 천연의약품으로서의 역할을 기대할 수 있다. 
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