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대두박 식용사포닌의 항산화 및 대장암세포 성장 억제효과
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Abstract

To develop soybean cake as a functional food material, the anti-oxidative and cytotoxic activities against human 
colon cancer cells of crude saponins isolated from 70% (v/v) ethanol extracts of cake were investigated. The Diaion 
HP-20 adsorption method was used for isolation of crude saponins, which were then eluted with 100% ethanol. 
The non-saponin fraction was removed by elution with H2O and 20% (v/v) ethanol. The results of thin layer 
chromatography (TLC) analysis confirmed that crude saponins were present in the 100% ethanol extract of soybean 
cake. The hydrogen-donating properties of saponins were more than 60% at a concentration of 1,000 μg/mL. 
malondialdehyde(MDA) production was 1,200 μmol MDA/g in mouse liver homogenate treated with crude saponins 
at the concentration of 1,000 μg/mL. This value was lower than that of the control, which was 3,700 μmol MDA/g. 
Saponins inhibited the growth of colon cancer cells in a dose- and time-dependent manner. Saponins also resulted 
in a decrease in the proportion of cells in the G1 phase of the cell cycle, whereas the cell proportion in G2/M 
phase was increased with 1,000 μg/mL saponins. Thus, we conclude that saponins may induce G2/M cell cycle 
arrest. 

Key words：soybean cake, saponins, antioxidation, cytotoxicity

서 론
1)

현대인들은 과도한 스트레스, 운동부족 및 불균형한 영

양섭취 등으로 암, 당뇨병, 고혈압, 심혈관질환 등 성인병

발병률이 증가하고 있다. 특히 이런 질병들은 식생활과 밀

접한 연관성을 갖고 있다는 것이 역학적으로 보고되면서

식품에 대한 건강과 안전성이 더욱 더 부각되고 있다(1).

최근에 이러한 질병들을 예방 및 치료하기 위하여 천연식물

들에서 안전성이 입증된 생리활성물질 탐색 및 이를 이용한

기능성 식품 및 의약품 개발 등에 관한 연구가 활발히 진행

되고 있다.

콩은 단백질 및 지방을 다량 함유하고 있는 작물로 영양
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학적으로 우수한 식량자원 뿐만 아니라, 사포닌, 식물성

스테롤, isoflavone류 등과 같은 생리활성물질들이 풍부하

게 함유되어 있다(2). 지금까지 콩의 생리활성 연구는 주로

isoflavone류에 관한 연구들이 진행되어 왔으며(3,4), 최근

식물에 함유되어 있는 사포닌들이 다양한 약리적 효과들을

나타내는 연구들이 보고됨에 따라 사포닌의 중요성이 증대

되고 있다(5). 콩에 함유되어 있는 사포닌은 과거에는 단순

히 단백분해 효소 저해제, 적혈구 응집소 같은 항 영양물질

로 인식되어 왔으나(6), 최근에 콩 사포닌은 혈중 콜레스테

롤 감소 효과(7), 항암효과(8,9) 및 면역증진효과(10) 등의

생리활성 밝혀짐에 따라 그 중요성이 재인식되고 있으며,

의약품 및 기능성식품원료 활용가능성이 시사되고 있다.

한편 콩기름 생산 시 부산물로 생산되는 탈지대두박은

대부분의 영양소가 잔존할 뿐만 아니라 isoflavone, saponin

등 생리활성물질들이 함유되어 있어 식품원료 뿐만 아니라
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기능성 식품의 원료로 활용할 가치가 있다고 보고되고 있다

(11,12). 하지만 이런 탈지대두박은 단지 10%만 식품으로

이용될 뿐 주로 사료용, 공업적인 원료로 이용되고 있는

실정이다. 또한 식물로부터 사포닌 분리방법은 주로 유기

용매인 부탄올법이 이용되어 왔으나, 부탄올법으로 추출한

조사포닌은 유기용매 독성과 낮은 순도 등으로 인해 기능성

식품및의약품원료로활용하기에부적합한것으로사료된다.

따라서 본 연구에서는 폐기되고 있는 대두박을 기능성

식품소재로 활용하기 위하여 대두박으로부터 식용 가능한

사포닌을 분리하여 항산화 효과 및 인체 대장암세포주의

성장에 대한 억제 효과를 조사하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에서 사용된 대두박은 (주)신동방유량에서 식용

유지를 추출하고 남은 대두박을 제공받아 사용하였다.

Diaion HP-20수지는 Mitsubishi Hasei사(Japan)제품을 구입

하였고, 주정(알콜농도 95%)은 대한발효주정(Korea)으로

부터 구입하였다.

대두박으로부터 Diaion HP-20 수지 흡착법에 의한 식용

조사포닌 분리

본 실험에 사용한 대두박 조사포닌은 Diaion HP-20 수지

흡착법을 이용하여 분리하였다. 즉 대두박에 70% 식용 에

탄올(주정)을 80℃에서 3시간 환류냉각을 3회 반복한 후

그 여액을 감압 농축한 시료에 물을 일정량 첨가하여 Diaion

HP-20 chromatography를 이용하여 물, 20% 에탄올 및 100%

에탄올을 사용하여 순차적으로 분획물을 회수하였다. 조사

포닌이 함유된 분획물을 확인하기 위하여 TLC 상에서 대두

사포닌 표준물질과 비교 분석하였다.

수소공여능

대두박 조사포닌의 대한 수소공여능은 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl(DPPH)의 환원성을 이용하여 528 nm에서

UV/Vis-spectrophotometer 로 항산화 효과를 측정하였다.

즉 대두박 조사포닌 1 mL와 DPPH 용액 3 mL를 5초 동안

voltex로 균일하게 혼합하여 흡광도를 측정하고, 대조군은

시료대신 에탄올 1 mL을 첨가하여 흡광도를 측정하였다(13).

수소공여능(%) = 1-
(시료첨가군의 흡광도)

× 100
(무첨가군의 흡광도)

흰쥐의 간 지질과산화 억제기능

흰쥐의 간을 적출하여 phosphate buffer (pH 7.4)로 균질화

한 다음 균질액에 H2O2(1 M)와 FeSO4(50 mM) 및 조사포닌

50 μL 를 가하여 total volume을 100 μL로 맞춘 다음 37℃에

서 1시간 배양한 후 생성된 thiobarbituric acid reactive

substances(TBARS) 함량을 측정하였다(14).

암세포 성장 억제 효과

본 실험에 사용한 대장암세포 SW480(human colon

carcinoma cell; KCLB 10228)은 한국 세포주은행으로부터

분양받아 10% FBS(fetal bovine serum)를 첨가한 RPMI

1640 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 계대

배양하면서 실험에 사용하였다.

Monolayer로 자란 암세포를 0.25% trypsin-EDTA 용액으

로 처리하여 single cell로 만든 후 최종 세포농도가 5×104

cells/mL 되도록 희석하여 48 well plate에 각 well당 450

μL씩 분주한 다음 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안

배양한 후, 최종 농도가 200, 400, 600, 800, 1,000 μg/mL이

되도록 대두박 조사포닌을 첨가하고 24, 48 및 72시간 배양

한 후 대장암세포의 성장 억제 효과를 SRB (Sulforhodamine

B) 방법에 의하여 측정하였다(15).

세포주기 변화량 측정

Monolayer로 배양한 세포주를 0.25% trypsin-EDTA용액

으로 처리하여 단일세포로 만든 후 배양액으로 최종농도가

1×10
6

cells/mL가 되도록 희석하여 6well plate에 seeding한

다음 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. 24시

간 후 각 well의 배양액을 제거한 후 대두박 조사포닌을

다양한 농도를 처리하여 48시간 더 배양시켰다. 배양이 종

료된 후 회수한 세포를 PBS로 2회 세척 후 상층액을 제거한

세포에 차가운 70% ethanol 첨가하여 4℃에서 하루 동안

방치하였다. 고정된 세포를 3회 세척하고 0.1 mg/mL RNase

를 처리하여 37℃ 30분 반응시켰다. 반응 종료 후 1 mg/mL

의 PI(propidium iodide) 용액으로 30분간 염색하였다. 염색

된 세포 현탁액은 flow cytometer (EPICS XL, Backman

Couter, USA)를 이용하여 세포주기를 분석하였다(16).

통계처리

실험결과는 평균(mean)±표준편차(SD)로 나타내었고,

Student t-test를 이용하여 통계처리한 후 p<0.05 수준에서

유의성을 검정하였다.

결과 및 고찰

대두박으로부터 분리한 조사포닌의 확인

대두박으로부터 분리한 조사포닌의 순도 및 사포닌이

함유되어 있는 분획물을 확인하기 위하여 대두사포닌 표준

물질과 대두박으로부터 분리한 조사포닌을 TLC에서 비교

해 본 결과는 Fig. 1과 같다. 즉 대두박 70% 에탄올 추출물에
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는 육안으로 확인하기 힘든 많은 물질이 있음을 확인 할

수 있었으며, Diaion HP-20 흡착 수지에 물, 20% 주정 및

100% 주정으로 순차적으로 분획하였을 때 물과 20% 주정

에서는 TLC상 사포닌 이외의 단백질 및 당 물질 등의 다른

물질들이 함유되어 있음을 알 수 있었으며, 100% 주정에는

대두사포닌 표준물질과 비슷한 물질들이 함유되어 있으며,

전개 양상이 비슷하여 사포닌들이 함유되어 있음을 확인

할 수 있었다(Fig. 1).
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-
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IIII
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100% EtOH
elution
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-
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ⅠⅠ

IIII
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Water 
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Fig. 1. TLC patterns of each fraction of a 70% ethanol extract of

soybean cake.

A1: glc-glc-glcUA-A-ara-glc, A2: gal-glcUA-A-ara-glc, Ⅰ: rha-gal-gluUA-B, Ⅱ:
rha-ara-glcUA-B,Ⅲ: gal-glcUA-B.

Kim등(17)은 홍삼추출물을 Diaion HP-20수지에 흡착시

킨 후 주정을 농도별로 용출한 후 사포닌 성분을 TLC로

분석한 결과 주정 25%미만의 농도에서는 사포닌이 용출되

지 않았으며, 주정 농도가 높아짐에 따라 사포닌의 함량이

증가한다고 보고하였다.

따라서 본 연구 결과에서도 물, 20% 주정에서는 사포닌

외의 물질들만이 용출되었으며, 100% 주정 분획물에서 사

포닌들이 함유되어 있음을 확인하였다. 앞으로 Diaion

HP-20 흡착 수지를 이용하여 식물로부터 식용사포닌을 분

리하여 기능성 식품 원료로 활용 가능성이 있을 것으로

사료된다.

대두박 사포닌의 항산화 효과

대두박 조사포닌에 대한 항산화 활성을 측정한 결과는

Table 1과 Fig. 2와 같다. 즉 대두박 조사포닌을 1, 10, 100

및 1,000 μg/mL로 처리하여 수소 공여능을 측정한 결과

농도 의존적으로 항산화 효과를 나타내었으며, 고농도

1,000 μg/mL 에서 합성항산화제인 BHT 보다는 그 효과

가 낮았지만 50% 이상의 항산화 효과가 나타내었다.

(Table 1).

Table 1. Hydrongen－donating activities of soybean cake saponins

(%)

Sample
Concentration (μg/mL)

1 10 100 1,000

BHT 93.23±2.04

Soybean cake
saponin 6.37±1.27 18.15±1.46 24.28±1.58 61.33±2.08

Data values were expressed as mean ± SD of triplicate determinations.

한편 흰쥐의 liver homogenate에 대두박 조사포닌을 1,

10, 100 및 1,000 μg/mL의 농도로 처리하여 산화의 결과로

생성되는 TBARS 함량을 측정한 결과 100 μg/mL의 농도에

서 그 생성량이 억제되었으며 1,000 μg/mL 농도에서는 대

조구의 3700 μmol MDA/g liver에 비하여 1200 μmol MDA/g

liver 생성이 측정되어 대두박 조사포닌 고농도에서 항산화

효과가 있었음을 알 수 있었다(Fig. 2).

Kao 등(18)은 대두박으로부터 생리활성 물질들을 분리

하여 항산화 효과를 측정한 결과 대두박 사포닌 분획물에서

항산화 효과를 나타내었다고 보고하였다. 본 연구 결과에

서도 대두박 조사포닌이 항산화 효과를 나타내었으나, 고

농도에서만 그 효과를 나타내었다.

따라서 대두박 조사포닌에는 사포닌외의 물질들이 함유

되어 있기때문에 사포닌만을 분리 정제하여 항산화효과를

조사하면 더 낮은 농도에서도 그 효과를 나타낼 가능성

있으므로 대두박 조사포닌이 앞으로 천연 항산화물질 소재

로서 활용 가능성이 있을 것으로 생각된다.

Fig. 2. Effect of soybean cake saponins on TBARS of mouse liver
homogenate. Data values were expressed as mean ± SD of triplicate
determinations. Significant differences were compared with control
at *p<0.05 by Student t-test.

암세포주 성장 억제 효과

대두박 조사포닌을 다양한 농도로 대장암세포주

(SW480)에 처리하여 24, 48 및 72시간 동안 배양한 후 암세

포 증식 억제능을 측정한 결과는 Fig. 3과 같다. 즉 대두박
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조사포닌은 대조군에 비하여 시간 및 농도에 의존적으로

암세포의 증식을 억제하였으며, 특히 대두박 조사포닌을

72시간 배양 시 1,000 μg/mL 농도에서 대장암세포의 성장

억제율이 40% 이상으로 나타났다(Fig. 3). Xiao 등(19)은

대두사포닌(SS-Ⅱ)을 자궁암세포(HeLa)에 50, 100, 200,

400 및 800 μg/mL 농도로 처리하여 2일, 4일 및 6일 동안

배양하여 암세포 성장을 측정한 결과 농도 및 시간 의존적

으로 그 성장을 억제하였으며, 특히 농도 200, 400 μg/mL에

서 자궁암세포의 사멸을 apoptosis에 의해 유도된다고 보고

하였다.

따라서 본 연구 결과에서는 대두박 조사포닌이 대장암세

포주(SW480)의 사멸을 농도 및 시간 의존적으로 억제하였

으나, 그 사멸이 apoptosis에 의해서 유도 되는지를 확인하

지 못하였으므로, 추후 대두박 사포닌의 암세포 사멸 기전

에 대한 연구들이 진행되어야 할 것으로 생각된다.

Fig. 3. Cell growth inhibition effects in SW480 cells treated with
soybean cake saponins for 24, 48 and 72 h using the SRB assay.

Data values were expressed as mean ± SD of triplicate determinations. Significant
differences were compared with control at *p<0.05 by Student t-test.

Fig. 4. Cell cycle distributions in the SW480 cells treated with
soybean cake saponins for 72 h.

Data values were expressed as mean ± SD of triplicate determinations. Significant
differences were compared with control at *p<0.05 by Student t-test.

대두사포닌 처리에 의한 암세포의 주기 변화량 측정

대두박 조사포닌이 대장암세포(SW480) 주기에 어떤 영

향을 미치는 조사하기 위하여 대두박 조사포닌을 200 및

1,000 μg/mL 농도로 처리하여 72 시간 반응시킨 후 flow

cytometer를 통하여 세포주기 변화량을 측정하였다(Fig. 3).

대두박 조사포닌을 처리하지않은 대조군은 G1, S 및 G2/M

phase이 각각 79.1, 8.6 및 11.3%를 나타내었으며, 대두박

조사포닌을 1,000 μg/mL의 농도로 처리한 군에서는 67.5,

13.4 및 19.1%를 나타내어 G1 phase의 비율은 감소한 반면

에, G2/M phase의 비율은 증가하였다. 따라서 대두박 조사

포닌은 암세포주기 중 G2/M phase를 arrest하는 것을 추측

할 수 있었다.

요 약

본 연구는 폐기되고 있는 대두박을 기능성 식품 원료로

이용하기 위하여 대두박 70%에탄올 추출물로부터 Diaion

HP-20 흡착수지를 이용하여 조사포닌을 분리 한 후 이들에

대한 항산화 효과 및 대장암세포 성장 억제효과를 조사하였

다. Diaion HP-20 흡착 수지를 이용하여 분획한 물, 20%

및 100% 주정 분획물을 TLC상 확인한 결과 100% 주정

분획물에서 조사포닌들이 함유되어 있음을 확인 할 수 있었

다. 대두박 조사포닌은 1,000 μg/mL 고농도에서 60% 이상

의 수소 공여능을 나타내었다. 또한 대두박 조사포닌이

1,000 μg/mL의 농도로 처리된 흰쥐의 간 균질물에서 MDA

의 생성량이 대조군의 3700 μmol MDA/g liver에 비하여

1200 μmol MDA/g liver로 낮게 나타내어 대두박 조사포닌

은 고농도에서 항산화 효과가 있음을 알 수 있다. 대두박

조사포닌은 인체 대장암(SW480)세포의 성장을 농도 및 시

간 의존적으로 억제하였으며, 대두박 조사포닌 1,000 μ

g/mL의 농도로 처리군에서는 G1 phase의 비율은 감소한

반면 G2/M phase의 비율은 증가하여 G2/M phase를 억제하

는 것을 추측할 수 있었다.
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