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갈근에서 분리한 화합물의 α-glucosidase와 α-amylase 활성 저해 효과
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ABSTRACT : Compounds of isolated from roots extract of Pueraria thunbergiana were tested their inhibitory effects on α-

glucosidase and α-amylase. Inhibitory activity of methylene chloride (MC) fraction and ethyl acetate (EA) fraction against

α-glucosidase showed more than 60% at a concentration of 500㎍/㎖. Among the nine compounds tested on α-glucosidase,

biochanin A, (−)-tuberosin and calycosin from MC fraction and daidzein from EA fraction were stronger inhibitors than

acarbose (IC50 = 530㎍/㎖), and their IC50 were 9, 144, 328 and 20㎍/㎖, respectively. Biochanin A and (−)-tuberosin also

inhibited α-amylase activity as like as acarbose IC50 = 20.5 ㎍/㎖), and their IC50 were 22 and 348㎍/㎖, respectively.

Although daidzein was already known α-glucosidase inhibitory effects, it was newly evaluated that biochanin A and (−)-

tuberosin inhibited α-glucosidase as well as α-amylase, and that calycosin did α-glucosidase. 
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서 언

당뇨병은 우리나라에서 급격히 증가하고 있는 질환 중의 하

나로 최근에는 당뇨병과 그로 인한 합병증의 발병율이 급격하

게 증가하고 있는 추세이다. 당뇨병은 인슐린 등의 호르몬 불

균형으로 생리적 대사 조절기능에 이상이 발생하여 고혈당 증

세가 나타나고 증상이 지속되면서 심혈관계 등에서 심각한 합

병증을 유발시키는 질병이다 (Choi et al., 2008). 당뇨병의

치료 방법에는 크게 두 가지로 인슐린을 투여하여 치료하는

방법 (1형 당뇨병)과 경구 혈당 강하제를 복용하여 혈당을 조

절하는 방법 (2형 당뇨병)으로 나눌 수 있으며 (Kim et al.,

2007), 우리나라에서 대부분의 당뇨병 환자는 2형 당뇨병을 앓

고 있다. 

2형 당뇨병의 치료방법인 경구 혈당 강하제는 당 분해에 관

여하는 효소들을 저해하는 물질을 이용한 것으로, 당의 분해

에 관여하는 효소 중에서 α-glucosidase와 α-amlyase가 중요

한 역할을 하는 것으로 알려지고 있으며 (Lee et al., 2008a),

전자는 이당류를 단당류로, 후자는 다당류를 단당류로 분해한

다. 이러한 당 효소의 저해제는 당의 분해를 억제하여 결국엔

복합 탄수화물의 흡수를 억제하므로 소장 전체에 포도당이 흡

수되도록 하여 식후 혈당 상승이 완만해지는 장점이 있다. 현

재 당 효소의 저해제로 α-glucosidase 저해제인 acarbose,

voglibose 등이 사용되고 있지만 이들은 부작용으로 복부팽만,

설사 등 위장 관련 증상이 나타나고 있다. 따라서 이런 문제

점을 해결하기 위하여 새로운 α-amlyase와 α-glucosidase 저

해 물질을 찾아낼 필요가 있다. 

갈근 (葛根, Pueraria thunbergiana)은 콩과의 여러해살이

낙엽 덩굴식물인 칡의 뿌리로 예부터 발열이나 두통 등의 증

상에 사용되어 왔다 (Ahn., 1998). 주요 성분으로는 irisolidone,

genistein, daidzein, biochanin A 등의 isoflavonoid 계열의

화합물과 quercetin 등의 flavonoid 계열 화합물이 보고되어

있다 (Kubo et al., 1975; Kurihara et al., 1975). 특히

flavonoid 계열의 화합물들은 관상 동맥 확장 작용, 동맥 경련

을 막아주며 물에 달인 물은 혈압 강하작용을, 알코올 추출물

은 해열작용을 가진다고 보고되어 있다 (Ahn., 1998). 갈근에

대해서 다양한 실험이 이루어 지고 있으며 특히 갈근에서 분

†Corresponding author: (Phone) +82-42-860-7027 (E-mail) kshong@krict.re.kr
Received 2009 August 9 / Revised 2009 October 12 / Accepted 2009 October 19



박지희·백목련·이병회·연규환·유시용·김영섭·박상언·홍경식

358

리된 화합물 중 puerariafuran, coumestrol, daidzein, genistein

은 당뇨 합병증 유발 원인 중의 하나인 최종 당화 산물의 생

성을 억제하는 효과가 있으며 (Kim et al., 2007), 당뇨병에

효과가 있다고 보고된 생약제 혼합 조성물에 갈근이 포함되어

있다 (Kim et al., 1992; Kim et al., 2004; Lee et al.,

2008b).

본 연구팀에서는 여러 가지 식물체 추출물들의 α-gluco-

sidase 저해 활성과 α-amlyase 저해 활성을 탐색한 결과, 식물

체의 조추출물 보다 분획물, 혹은 분리된 화합물에서 활성이

좋은 것을 확인하였고 그 중 갈근의 methanol 추출물이 당뇨

병 치료제 중 대표적인 α-glucosidase 저해제인 acarbose가 나

타내는 활성의 약 40%를 나타냄에 따라, 갈근 추출물의 분획

물이나 분획물로부터 분리된 물질들이 두 가지 당뇨 관련 효

소에 대한 활성이 있을 것이라고 판단되었다. 따라서 본 실험

은 갈근의 용매 분획물과 이로부터 분리된 물질들의 α-

glucosidase와 α-amylase에 대한 저해 활성을 확인하고자 하

였다.

재료 및 방법

1. 실험재료 

본 실험에 사용된 갈근은 2006년 10월 시중 건재상에서 구

입하였으며 표품은 한국화학연구원 (KR0035-2006)에 보관되

어 있다. 본 연구에서는 갈근의 methanol (MeOH) 추출물과

본 연구팀에서 기 확보한 (Baek et al., 2009) 용매 분획물

및 이로부터 각종 chromatography를 통하여 분리정제 후 구

조가 동정된 10종의 천연화합물 (Fig. 1)을 사용하였고 대조약

제인 acarbose는 Sigma사에서 구입하여 이용하였다.

2. α-Glucosidase inhibition assay 

α-Glucosidase inhibition assay 방법은 Watanabe et al.

(1997)의 방법을 이용하였으며 효소는 효모로부터 얻어진

α-glucosidase (Sigma, USA)를, 기질은 p-nitrophenyl-α-D-

glucopyranoside (Fluka chemica, Germany)를 사용하였다. α-

Glucosidase는 0.2% BSA와 0.02% NaN3가 포함된 100 mM

sodium phosphate buffer (pH 7.0)에 0.7 U/㎖가 되도록 녹여

서 효소 용액으로 사용하였으며, p-nitrophenyl-α-D-glucopy-

ranoside는 100 mM sodium phosphate buffer (pH 7.0)에

5 mM이 되도록 녹여서 기질 용액으로 사용하였다. DMSO에

녹인 시료를 microplate에 10㎕씩 처리하고, 무처리구에는

DMSO를 10㎕씩 처리하였다. 시료를 처리한 microplate에 효

소 용액을 50㎕씩 첨가하여 섞어 주고 5분 동안 실온에서 전

반응시킨 후에 microplate reader (BIO-RAD, USA)로 405

㎚에서 흡광도를 측정하였다. 측정 후 기질 용액을 50㎕씩

Fig. 1. Structures of isolated compounds from root of Pueraria thunbergiana. (1) lupeol (2) β-sitosterol (3) biochanin A (4) (−)-tuberosin
(5) calycosin (6) daidzein (7) puerarin (8) daidzin (9) (+)-puerol-B2-O-β-glucopyranoside (10) formononetin-7-O-β-glucopy-
ranoside.
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첨가하고 5분 동안 실온에서 반응시킨 후에 405㎚에서 흡광

도를 측정하였다. 기질 첨가 후 변화된 흡광도의 차이를 무처

리구와 비교하여 저해율을 계산하였다. 실험은 3반복으로 수

행하였다.

3. α-Amylase inhibition assay

α-Amylase inhibition assay 방법은 Gowri et al. (2007)의

방법을 변형하여 이용하였다. 효소로는 돼지 췌장으로부터 얻

어진 α-amylase (Sigma, USA)를 1 U/㎖ (in 20 mM sodium

phosphate buffer, 6.7 mM NaCl, pH 6.9)로 조제하였으며, 기

질은 0.5% starch (in 20 mM sodium phosphate buffer, pH

6.9)를 사용하였다. DMSO로 조제한 시료 10㎕ (최종농도의

20배)에 α-amylase 용액 90㎕를 첨가하고 6분 동안 전반응

시킨 뒤에 기질 용액을 100㎕ 첨가하고 다시 6분 동안 반응

시켰다. 반응 후에 바로 DNS 용액 (40 mM 3,5-dinitro-

salicylic acid, 400 mM NaOH, 1 M K-Na tartrate) 100㎕

를 가하여 반응을 정지시키고 80~100℃에서 약 10분간 발색

시킨 뒤 충분히 냉각시켰다. 이때 각 blank에는 효소 용액 첨

가 후 기질을 넣기 전에 DNS 용액을 먼저 넣어주었다.

Microplate에 반응물을 50㎕씩 2반복으로 넣고 증류수

100㎕를 가하여 충분히 섞어준 뒤 microplate reader (BIO-

RAD, USA)로 540㎚에서 흡광도를 측정하여 각 blank와의

차이를 구한 후 시료액 대신에 DMSO를 10㎕ 넣어준 무처

리구의 경우와 비교하여 저해율을 계산하였으며, 실험은 3반

복으로 수행하였다.

결과 및 고찰

갈근 MeOH 추출물 (500㎍/㎖)의 α-glucosidase에 대한

저해활성은 약 20% 정도로 acarbose가 나타내는 활성의 약

40%를 나타내었다. 갈근 추출물은 증류수로 현탁 후

methylene chloride (MC), ethyl acetate (EA), butanol

(BuOH)을 이용하여 순차적으로 분획되었다. 갈근 추출물의

4가지 분획물에 대하여 동일한 농도 (500㎍/㎖)에서 α-

glucosidase와 α-amlyase에 대한 저해 활성을 살펴 본 결과,

MC분획물과 EA분획물은 α-glucosidase에 대하여 약

60~70%의 저해활성을 나타내어 조추출물보다 활성이 증가

하였고 BuOH분획물과 물층에서는 거의 활성을 나타내지 않

았다. 따라서 활성물질이 MC분획물과 EA분획물에 존재함을

알 수 있었으며 용매분획만으로도 acarbose (약 50%)보다

높은 활성을 얻을 수 있었다. 한편 α-amylase에 대하여는

EA분획물에서 약 20% 저해하여 조추출물의 경우보다 다소

증가하였고 MC분획물에서는 조추출물과 유사하였으며 다른

분획물에서는 활성을 인정할 수 없어 EA층과 BuOH층에서

α-glucosidase와 α-amylase에 대하여 동시에 저해활성을 나

타낸 사철쑥의 경우 (Lee and Kim, 2007)와는 다른 양상이

었다 (Fig. 2).

MC분획물과 EA분획물의 농도를 달리하여 α-glucosidase에

대한 저해활성을 평가한 결과 Fig. 3과 같이 MC분획물은 기

울기가 상대적으로 낮고 EA분획물은 기울기가 높은 농도의존

적인 반응을 나타내었다. MC 분획물과 EA 분획물의 α-

glucosidase 효소의 50% 저해농도는 각각 214, 225㎍/㎖로

분획물 상태에서도 기존의 당뇨병치료에 사용되고 있는

acarbose의 534㎍/㎖에 비하여 2배 이상 활성이 강한 것으로

나타났다. 

갈근에서 분리된 10개의 화합물중 lupeol, β-sitosterol,

biochanin A, (−)-tuberosin, calycosin 등 5개 화합물은 MC

분획물로부터 분리된 것이며, daidzein, puerarin, daidzin, (+)-

Fig. 2. Enzyme inhibitory activity of MeOH extracts of Pueraria
thunbergiana and their solvent fractions at the concen-
tration of 500㎍/㎖. Each value represents the mean±
S.D. of three replicates.

Fig. 3. α-Glucosidase inhibitory activity of MC layer and EA layer
from Pueraria thunbergiana MeOH extract. Each value
represents the mean±S.D. of three replicates.
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puerol-B2-O-β-glucopyranoside, formononetin-7-O-β-glucopy-

ranoside 등 5개 화합물은 EA분획물로부터 분리된 것이다. 이

들의 α-glucosidase에 대한 저해 활성을 500㎍/㎖ 농도에서

평가한 결과 Fig. 4와 같이 biochanin A, (−)-tuberosin,

daidzein 등은 70% 이상, calycosin은 약 60%의 억제활성을

나타내었으며, 그 다음으로는 formononetin-7-O-β-glucopy-

ranoside, puerarin, lupeol의 순이었다. Kim et al. (2000)은

21개의 flavonoide 화합물에 대하여 α-glucosidase 억제활성을

조사한 결과 luteolin, amantoflavone, luteolin 7-O-glucoside,

daidzein, genistein 등의 순서로 활성이 높다고 보고하였는데

daidzein의 경우 본 연구의 결과와 유사한 정도의 활성을 나타

내었다.

활성이 높게 나타난 biochanin A, (−)-tuberosin, calycosin,

daidzein 등의 4개 화합물을 여러 농도로 처리한 후 α-

glucosidase에 대한 억제활성을 acarbose와 비교한 결과 Fig.

5와 같이 농도의존적인 반응을 나타내었다. 50% 저해농도를

환산한 결과 biochanin A는 9㎍/㎖, (−)-tuberosin은 144

㎍/㎖, calycosin은 328㎍/㎖ 그리고 daidzein은 20㎍/㎖으

로 나타나 acarbose의 534㎍/㎖에 비하여 α-glucosidase에

대한 억제활성이 각각 약 60배, 3.7배, 1.6배, 27배 강한 것으

로 나타났다. Biochanin A는 항염증 작용에 관한 연구가 보고

되어 있고 (Lee et al., 1994), 지방대사와 관련하여 당뇨병에

효능을 지닌다고 알려져 있지만 (Garg et al., 2008), α-

glucosidase에 대한 저해활성이 우수하며, (−)-tuberosin과

calycosin 역시 acarbose보다 동등 이상의 저해활성을 나타낸

다는 결과는 본 연구를 통하여 처음으로 보고되는 것이다.

한편 10개 화합물의 α-amylase에 대한 저해활성을 500

㎍/㎖의 농도에서 비교한 결과 Fig. 6과 같이 biochanin A와

(−)-tuberosin이 각각 약 88%와 80%의 높은 억제효과를 나타

내었으며 그 다음으로 calycosin이 45%이었고 기타 화합물은

이보다 활성이 미약하였다. 특히 α-glucosidase에 대하여 다른

화합물들 보다 비교적 높은 저해 활성을 보였던 daidzein의

α-amlyase에 대한 저해 활성은 약 33%로 biochanin A, (−)-

tuberosin에 비하여 매우 낮았다.

활성이 높았던 biochanin A와 (−)-tuberosin을 여러 농도로

처리한 후 α-amylase에 대한 억제활성을 acarbose와 비교한

결과 Fig. 7과 같이 농도의존적인 반응을 나타내었다. 각 화합

물의 50% 저해농도를 환산한 결과 biochanin A는 22㎍/㎖

로 acarbose의 20.5㎍/㎖와 비슷한 수준이었으며 (−)-tuberosin

Fig. 4. α-Glucosidase inhibitory activity of compounds isolated
from Pueraria thunbergiana (1. lupeol, 2. β-sitosterol, 3.
biochanin A, 4. (−)-tuberosin, 5. calycosin, 6. daidzein, 7.
puerarin, 8. daidzin, 9. (+)-puerol-B2-O-β-glucopyrano-
side, 10. formononetin-7-O-β-glucopyranoside). Each value
represents the mean±S.D. of three replicates.

Fig. 5. α-Glucosidase inhibitory activity of biochanin A, (−)-
tuberosin, daidzein, calycosin and acarbose. Each value
represents the mean±S.D. of three replicates.

Fig. 6. α-Amylase inhibitory activity of compounds isolated from
Pueraria thunbergiana (1. lupeol, 2. β-sitosterol, 3.
biochanin A, 4. (−)-tuberosin, 5. calycosin, 6. daidzein, 7.
puerarin, 8. daidzin, 9. (+)-puerol-B2-O-β-glucopyrano-
side, 10. formononetin-7-O-β-glucopyranoside). Each value
represents the mean±S.D. of three replicates.
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은 348㎍/㎖로 이들보다 활성이 낮은 것으로 나타났다.

Bhandari et al. (2008)은 네팔에서 Pakhanbhed (Bergenia

ciliata, Haw.)라고 불리우는 약용 식물로부터 α-glucosidase와

α-amlyase의 활성을 저해하는 flavonoid계열의 화합물 (−)-3-

O-galloylepicatechin과 (−)3-O-galloylcatechin을 분리하였으나

이 화합물들의 활성은 acarbose보다 낮았다고 하였으며, Kim et

al. (2000)은 21종류의 flavonoid 계열 화합물에 대한 연구에서

luteolin, kaempferol-3-O-[6"-O-(3-hydroxy-3-methylglutaroyl)

glucoside], 그리고 luteolin 7-O-glucoside의 억제활성이 가장

높았고 그 다음으로 astragalin, hyperin, rhoifolin, lonicerin,

daidzein 등도 다소 활성이 있었으며 50% 저해농도로 비교한

luteolin의 활성은 acarbose의 약 1/10 수준이었다고 하였다.

Biochanin A와 (−)-tuberosin이 α-amlyase에 대하여 저해 활성

을 나타낸다는 결과는 본 연구에서 처음으로 보고되는 것이다.

이상의 결과로부터 갈근에서 분리된 여러 가지 단일 물질들

중에서 특히 biochanin A와 (−)-tuberosin은 α-glucosidase 및

α-amlyase의 활성을 동시에 억제하며, calycosin는 주로 α-

glucosidase의 활성을 억제하는 것을 알 수 있었으며 이들 단

일성분들을 직접 또는 이들 성분이 함유된 MC 분획물을 이

용하여 앞으로 항당뇨활성을 직접적으로 평가할 수 있는 일

련의 표준 실험을 통하여 천연물의약이나 기능성식품 소재로

의 개발에 관한 연구가 이루어질 필요가 있는 것으로 판단되

었다. 
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