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Mammalian hyaluronidases (HAase, EC 3.2.1.35) are a family of enzymes that hydrolyse N-acetyl-D-
glucosamine (1-4) glycosidic bonds in hyaluronic acid, which is found in skin, cartilage, and the vitre-
ous body. Although HAase is generally present in an inactive form within subcellular lysosomes, it
is released in an active form in some types of inflammation and tissue injuries, thereby contributing
to the inflammatory response. The HAase inhibitory activity of 500 methanolic extracts of 500 species
from medicinal plants was screened using a Morgan microplate assay. The viscosity of the hyaluronic
acid was measured with an Ubbelohde viscometer. Three MeOH extracts inhibited more than 50% of
HAase activity at a concentration of 2 mg/ml. HAase inhibitory rates (%) of three species of medicinal
plant extracts, Styrax japonica, Deutzia coreana, and Osmanthus insularis were 57.28%, 53.50%, and
53.19%, respectively. The rate of HAase inhibition of the extracts was dose dependent. In the HAase
inhibitory assay using the Ubbelohde viscometer, the results were in good agreement with the results
from the Morgan assay. The results suggest that HAase inhibitory compounds extracted from the stem
of S. japonica, D. coreana, and O. insularis might be multifunctional and prevent the degradation of hya-
luronic acid and the induction of allergic reactions and inflammation.
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서 론

포유동물 hyaluronic acid (HA)는 소 눈의 초자체에서 최초

로 발견된 고분자 다당류로서 D-glucuronic acid와 N-acetyl-

D-glucosamine이 배당체 결합된 이당류(disaccharide units)

가 β-(1,4) 결합을 반복하는 직선상 구조를 갖고 있다[11, 20].

HA는 인체 안구의 유리체, 연골, 활막액, 태반, 피부 등에 존재

하며, 점액 다당류(mucopolysaccharide)의 형태로 세포 외 기

질(extracellular matrix)의 수분흡수 및 세포 간 유연성을 부여

하는 필수적인 역할을 한다[15, 21, 25]. HA는 구성당의 당쇄 

길이에 따라 조직 내에서 그 기능적 차이를 나타낸다. 즉, 고분

자 HA의 경우, 대식세포의 식작용(phagocytosis)을 억제하여 

항 염증반응을 나타내며, 고분자 HA가 분해된 저분자성 HA

분해산물의 경우 대식세포의 염증반응 촉진, 상처 치유에 관

여되는 collagen과 fibrosis를 증가시키는 원인 물질이 된다[9].

HA의 분해효소인 hyaluronidase (HAase)는 연쇄상 구균

에서 처음 발견된 효소로서, 세포간극의 구성성분인 HA를 분

해하여 약물의 확산을 용이하게 해주는 특징 때문에 주사제,

항바이러스제 등 피하주사 시 주로 사용된다[5, 13, 19]. HAase

는 HA를 가수분해하는 기작에 따라 포유류 형 HAase

(Mammalian type, EC 3.2.1.35, hyaluronoglucosaminidase),

거머리 형 HAase (Leeches type, EC 3.2.1.36, hyaluronoglu-

curonidase)와 박테리아 형 HAase (Bacterial type, EC 4.2.2.1,

hyaluronate lyase)로 구분된다. 특히 포유류 형 HAase는 인체 

내의 고환, 피부, 간, 태반 체액 등에 존재하여 HA의 구성성분

인 glucuronic acid와 glucosamine사이의 β-(1,4) 배당체 결합

을 가수분해하여 사당류(tetrasaccharide)를 생성하거나, 우리 

몸의 관절에 있는 활액 및 연골의 성분인 chondroitin, chon-

droitin-4-sulfate, chondroitin-6-sulfate을 가수분해하는 특징

이 있다[7, 19]. 이 효소는 류마티스 관절염 같은 염증 질환 

시 활성화 되어 혈관계 투과성 및 염증반응에 관여하기도 한

다[2, 8, 26, 29]. 또한 신생혈관 형성[31]과 암 전이[12]의 촉진

에 관여하고, 배아형성[1, 30] 등과 같은 발생과정과 정자의 

첨체 부분에 존재하여 수정 시 난자의 막인 난구세포를 분해

하는데 관련이 있어 불임과 연관되어 연구되고 있다[22, 23,

27].

최근 HAase는 알레르기 반응유발, 염증유도 및 암 전이 등

과의 연관성이 있는 것이 보고된 바 있고[9, 10, 12], HAase의 

저해제(inhibitor)에 관한 연구를 통해 항 알레르기 약물, 항 

염증약물 및 다기능성 물질 개발이 시도되고 있다. 지금까지 

연구된 HAase inhibitor의 대표적인 물질로는 항 알레르기 및 

항염증 약물제인 tranilast, disodium cromoglycate (DSCG),

indomethacin, 및 aspirin 등이 있다. 그러나 이들 물질은 합성
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Fig. 1. Classification of 500 medicinal plants on the basis of parts

utilized.

된 항 염증약물로서 저해효과는 우수하나 여러 부작용이 있는 

것이 단점이다. 따라서 식물과 같은 천연물에서 새로운 HAase

의 저해제를 개발하고자 연구를 시도하였으나 아직 상용화 

될 정도로 우수한 저해제는 개발되지 않았다[10, 24]. 따라서 

본 연구는 국내에서 자생하는 500종의 천연물로부터 HAase

저해 활성이 있는 물질을 개발하고자, 천연물에서 methanol

(MeOH) 추출물을 얻고, 이를 이용하여 HAase 저해효과를 탐

색 및 선별하였다.

재료 및 방법

천연물의 추출물

본 실험에서 사용한 천연물 추출물 500종은 한국식물추출

물은행(KRIBB)에서 제공받아 사용하였다. 시료 500종 추출물

의 사용된 부위는 Fig. 1과 같이 주로 전초(265종, 53%), 줄기

(94종, 18%), 줄기껍질(32종, 6%)등이며 MeOH 추출물이다.

추출방법을 간기하면, 각 부위에 따라 분리하여 음건된 천연

물을 각 1 kg씩을 분쇄하여 MeOH을 3배 첨가하고 60oC 에서

3시간씩 3회 추출하였다. 수집된 추출액은 3M 여과지로 여과

한 후 농축기로 농축하였으며, 실험 시 dimethyl sulfoxide

(DMSO)에 녹인 후 0.1 M acetate buffer (pH 3.5)로 10 mg/ml

가 되도록 조제하였으며, DMSO의 농도는 최종 0.5%가 되도

록 하여 실험에 사용하였다.

기기 및 시약

HAase (Type I-S, from bovine testis), european pharmaco-

poeia reference standard hyaluronidase, calcium chloride,

cromolyn sodium salt는 Sigma-Aldrich, Chemical Co. (USA)

사의 제품을 사용하였고, sodium hyaluronate powder, potas-

sium tetraborate 등 그 외의 시약은 모두 특급을 사용하였다.

실험에 사용한 기기로는 ELISA reader (Fluostar OPTIMA,

BMG Labtech, Australia), water bath (BW- 10G, Jeio Tech,

Korea), 점도측정용 Ubbelohde viscometer는 Cannon사

(USA) 제품을 사용하였다.

1차 스크리닝을 통한 천연물 HAase 저해활성 측정

500종의 천연물 추출물에 대한 HAase 저해활성은 Morgan-

Elson assay 방법을 변형하여 사용하였다[18]. 정량원리는 HA

가 HAase에 의해 분해되어 생성된 N-acetylglucosamine의 정

량을 DMAB solution (p-dimethylaminobenzaldehyde 0.4 g,

acetic acid 35 ml, 10 N HCl 5 ml)으로 발색시킨 후, ELISA

reader를 이용하여 540 nm에서 비색 정량하였다. 정량법은 

0.1 M acetate buffer (pH 3.5)에 녹인 HAase (10 mg/ml) 6

μl를 천연물 시료 6 μl와 혼합시킨 후 37oC 항온수조에서 20분

간 반응 시켰다. 대조군은 천연물 시료 대신 acetate buffer를 

사용하였다. HAase를 활성화시키기 위해 혼합액에 12.5 mM

CaCl2 6 μl를 가한 후 37
o
C 항온수조에서 20분간 반응시켰다.

반응이 끝난 후 0.1 M acetate buffer (pH 3.5)에 녹인 기질용액 

hyaluronate (6 mg/ml) 12 μl를 반응액에 첨가하여 37
o
C 항온

수조에서 40분간 반응시켰다. 기질-효소 반응 정지를 위해 0.4

N NaOH 6 μl와 0.4 M potassium tetraborate 6 μl를 반응액에 

가하여 100
o
C 에서 3분간 반응시킨 후, 상온에서 완전히 냉각

시켰다. 기질-효소 혼합액에 발색제인 DMAB solution 180 μl

를 가한 후 ELISA reader를 이용하여 540 nm에서 OD값을 

측정하였다. 저해활성은 다음 식을 사용하여 계산하였다.

Hyaluronidase Inhibition (%) =
ODc-ODs

× 100
ODc

ODc 는 540 nm에서의 대조군의 흡광도, ODs는 540 nm에

서의 시료용액의 흡광도 이며, 각 실험은 3회 반복하여 평균값

을 계산하였다.

2차 스크리닝을 통한 천연물 농도 별 HAase 저해활성 실험

1차 스크리닝을 통해 50% 이상의 HAase 저해율(%)을 보인 

천연물 3종을 선별하여 농도 별 저해활성을 확인하였다. 즉,

0.1 M acetate buffer (pH 3.5)로 각 천연물시료를 0, 0.25, 0.5,

1, 2 mg/ml의 농도로 희석한 뒤 HAase 저해활성을 측정하여 

농도 별 저해율을 계산하였다. 양성대조군인 항알레르기 약물

인 DSCG를 동일 농도(0, 0.25, 0.5, 1, 2 mg/ml)로 하여 HAase

저해율 변화를 비교 분석하였으며, 효소활성 저해율을 산출하

여 IC₅₀ 값으로 평가하였다. 이때 IC₅₀은 효소 활성을 50%

저해하는 농도이다.

우베로데 점도계(Ubbelohde viscometer)를 이용한

HAase 저해 활성 측정

1차 스크리닝을 통해 50% 이상의 저해율을 보인 천연물 

3종을 European Pharmacopoeia 7.0에 명시된 Ubbelohde

viscometer방법[4]으로 HAase 저해활성을 측정하였다. 유럽

약전(European Pharmarcopoeia) 기준 HAase (1113.17
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Fig. 2. Structure of Ubbelohde viscometer for measuring vis-

cosity (lengths in mm). Symbol : (A) tube A, (B) tube

B, (C) tube C, (D) bulb, (E, F) marking line; to measure

the efflux time, allow the liquid sample to flow freely

down past mark E, measuring the time for the meniscus

to pass from mark E to mark F.

IU/mg)을 희석액[Gelatin hydrolysate enzymatic 0.7%, 1 M

PBS (pH 6.4) 500 ml, 증류수 500 ml]으로 희석한 후 0.66

IU/ml의 농도로 조성하였다. 실험군에는 66 IU/ml의 농도로 

희석한 HAase 1 ml와 희석액에 녹인 천연물 시료(10 mg/ml)

2 ml를 증류수 97 ml를 혼합하여 HAase solution을 제조하였

다. 기질액은 hyaluronate 0.5 g에 증류수 100 ml 혼합 한 후 

12시간 동안 4oC에서 교반하였고, 점도측정은 점도계를 37oC

항온수조 내에 설치하여 측정하였다. 점도측정 방법은 기질액 

5 ml와 PBS (pH 6.4) 7.5 ml, HAase solution 2.5 ml를 혼합한 

뒤 Fig. 2의 A 부분으로 시료를 넣었다. 그 후 A, B 부분을 

공기가 통하지 않도록 막은 뒤 C 부분을 석션(suction)하여 

D부분 까지 시료 혼합액에 정치하도록 하였다. A, B 부분을 

다시 공기가 통하게 하여 혼합액이 흐르도록 한 뒤 E부분에서 

F부분까지 시료가 흐르는 시간을 6회 반복 측정하였다. 즉,

점액성분을 가진 당 복합체인 HA를 기질로 천연물시료와 

HAase의 혼합액과 반응시켜 glucuronic acid와 glucosamine

사이의 β- (1,4) 당 결합을 가수분해하는 효소반응에 의해 점도

계 내에서 혼합액이 흐르는 시간(t)의 변화와 점성도(η)의 기울

기변화를 계산하여 시료의 활성을 다음 식으로 계산하였다.

ηr = (k x t2) / 0.6915

k = 점도계 상수(mm2/s2)

t2 = 용액의 유출 시간(초)

0.6915 = 37
o
C 에서 buffer solution의 운동 점도(mm

2
/s)

다음 식으로 Specific activity (IU/mg)를 계산하였다.

Specific activity (IU/mg)=

기준 HAase의 평균 기울기
×

기준 HAase의 양
× A

천연물 시료액의 평균 기울기 천연물 시료액의 양

A = 유럽약전 기준 HAase activity (IU/mg)

결과 및 고찰

천연물의 HAase 저해 활성(1차 스크리닝)

현재 HAase의 기능 가운데 염증반응, 암 전이의 촉진과 관

련된 연구가 보고됨에 따라[10, 12], 이를 저해하는 HAase in-

hibitor의 소재 탐색에 많은 연구가 이루어지고 있다. 본 연구

에서 우선 천연물 500종 가운데 HAase저해 활성이 우수한 

50종의 천연물을 선별한 결과, Table 1과 같다. 그 가운데 

HAase 저해활성이 가장 우수한 천연물 3종은 때죽나무

(Styrax japonica) 줄기 57.28%, 매화말발도리(Deutzia coreana)

줄기 53.50%, 박달목서(Osmanthus insularis) 줄기 53.19% 순으

로 억제 효과를 보였다. 시험에 사용된 추출물의 기원은 줄기 

추출물이 다른 부위 보다 HAase 저해 효과가 크게 나타났다.

이 같이 식물 부위 별 HAase 저해활성의 차이는 Dhananjaya

[6]등이 인디카망기페라(Mangifera indica)의 줄기껍질의 메탄

올 추출물이 HAase에 강력한 저해활성 효과가 있다고 보고한

바 있고, Tarannum [28] 등이 앵무새 나무(Butea monosperma)

의 줄기껍질 에탄올 추출물에서 HAase 저해효과가 우수하다

고 보고한 바 있어, 우리의 연구결과와 유사하였다.

천연물 농도 별 HAase 저해활성(2차 스크리닝)

1차 스크리닝을 통해 선별된 때죽나무, 매화말발도리, 박달

목서 추출물들을 0, 0.25, 0.5, 1, 2 mg/ml의 농도로 조성하여 

농도 별 HAase 저해활성을 확인하였다(Table 2, Fig. 3). 때죽

나무, 매화말발도리의 추출물은 2 mg/ml의 농도에서 양성 대

조군인 DSCG과 유사한 저해율을 보였다. 천연물 2 mg/ml

이하의 농도에서는 모든 천연물이 양성 대조군보다 낮은 저해

활성을 보였으며, 모든 시료에서 농도 의존적으로 HAase 저

해활성이 증가하였다. 이들 추출물에 의한 HAase 저해율을 

IC₅₀값으로 계산한 결과, Table 3과 같이 때죽나무 추출물 1.67

mg/ml, 매화말발도리 1.57 mg/ml, 박달목서 추출물 은 2.01

mg/ml에서 각각 IC₅₀값을 나타내었다. 양성대조군으로 사용

된 DSCG의 IC₅₀값은 0.22 mg/ml으로 때죽나무 추출물의 IC₅
₀값보다 7.59배 높은 억제효과를 보였다. HAase는 신체 내 상

해 시 활성화되어 염증반응을 유발하고, 혈관 결합조직을 분

해하여 암 전이를 촉진하는 효소로 알려져 있다[9, 12]. 따라서 

때죽나무, 매화말발도리의 추출물들은 HAase 저해를 통해 염

증유발 및 암 전이를 저해할 수 있다. 이와 유사한 연구로는 

Lee 등[16]은 때죽나무 줄기와 잎에서 분리 된 성분이 항염증 

활성을 가지고 있다고 보고한 바 있고, Kwon 등[14]은 때죽나



Journal of Life Science 2014, Vol. 24. No. 5 501

Table 1. Hyaluronidase inhibitory rate (%) of 50 plant extracts (2 mg/ml) selected from five hundred different medicinal herbs
(primary screening)

Scientific name Part used
Hyaluronidase inhibitory rate (%)

on medicinal plant extracts (2 mg/ml)

Styrax japonica
Deutzia coreana
Osmanthus insularis
Gleditsia japonica
Euonymus pauciflorus
Geranium knuthii
Syringa reticulata
Daphniphyllum macropodum
Salix rorida
Amaranthus mangostanus
Dendranthema zawadskii
Spiraea chinensis
Lonicera praeflorens
Thalictrum minus
Cleyera japonica
Quercus dentata
Hierochloe odorata
Synurus excelsus
Lobelia sessilifolia
Valeriana officinalis
Pseudostellaria coreana
Stachys riederi
Ranunculus cantoniensis
Artemisia capillaries
Cornus kousa
Rhamnus koraiensis
Chenopodium ficifolium
Campanula punctata
Juncus papillosus
Lonicera vidalii
Prunella vulgaris
Jeffersonia dubia
Hibiscus hamabo
Artemisia selengensis
Hydrangea petiolaris
Liriope platyphylla
Hemerocallis fulva
Imperata cylindrical
Ostericum koreanum
Vitis coignetiae
Boehmeria nivea
Themeda triandra
Salvia plebeian
Trichosanthes kirilowii
Senecio vulgaris
Zoysia japonica
Hieracium coreanum
Paulownia coreana
Pseudixus japonicas
Disporum ovale

Stem

Stem

Stem-bark

Stem-bark

Stem

Aerial

Stem

Stem

Stem

Whole

Whole

Stem

Stem

Whole

Stem-bark

Stem

whole

Whole

Seed

Stem, radix

Whole

Whole

Whole

Whole

Stem-heartwood

Stem

Whole

Whole

Whole

Stem

Whole

Whole

Stem-bark

Whole

Leaf

Whole

Whole

Leaf

Whole

Stem

Whole

Whole

Whole

Leaf, stem

Whole

Whole

Whole

Leaf, stem

Whole

Whole

57.28

53.50

53.19

49.79

49.21

47.17

46.86

46.25

45.74

44.82

44.21

43.60

40.74

40.02

38.80

37.27

36.86

36.14

35.22

34.71

34.51

34.30

34.20

33.90

32.57

32.36

31.45

29.40

29.40

29.30

28.38

28.08

26.34

25.83

23.68

23.28

22.97

20.83

18.68

18.37

17.86

16.33

16.13

11.94

11.33

10.51

7.86

4.39

3.16

-

Symbol; - : no effect
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Table 3. Inhibitory effect [IC50 (mg/ml)] on hyaluronidase activ-

ity of three plant extracts and DSCG

Samples IC50 (mg/ml)

Styrax japonica methanol extract

Deutzia coreana methanol extract

Osmanthus insularis methanol extract

Disodium cromoglycate (DSCG)

1.66

1.57

2.01

0.21

Table 2. Hyaluronidase inhibitory rate (%) on concentration (mg/ml) of three plant extracts selected from fifty medicinal herbs

(secondary screening)

Scientific name Part used
Hyaluronidase inhibitory rate (%) on concentration (mg/ml)

0.25 0.5 1 2

Styrax japonica
Deutzia coreana
Osmanthus insularis

Stem

Stem

Stem-bark

22.26±1.32

25.69±2.11

12.09±1.96

24.28±2.37

29.72±1.10

14.68±2.44

31.03±2.03

37.29±2.27

23.96±1.86

57.53±1.48

57.42±1.78

50.19±1.17

Data represent the means ± SD of three independent experiments performed in triplicate.

A B

C

Fig. 3. Concentration-dependent inhibitory effect of three herb ex-

tracts selected by the second screening on hyaluronidase.

Data represent the means ± SD of three independent experi-

ments performed in triplicate. Symbol : DSCG (-●-), A:

Styrax japonica (-○-), B : Osmanthus insularis (-○-), C: Deutzia
coreana (-○-).

무로부터 분리한 styraxlignolide F를 인간 폐암세포에 적용 

시 항암효과가 있는 것으로 보고하였다. 따라서 HAase 저해

활성이 가장 우수한 때죽나무는 항염증, 암 전이의 저해제로

서 추가적인 연구가 필요하다. 본 연구 결과 HAase 저해효과

가 있는 것으로 처음 알려진 매화말발도리, 박달목서, 주엽나

무 추출물에 대한 식물화학적 성분과 효능분석은 지속적으로 

연구가 요구된다.

우베로데 점도계(Ubbelohde viscometer)를 이용한

HAase 저해활성 측정

2차 검색결과 HAase 저해율이 50% 이상을 보인 때죽나무,

매화말발도리, 박달목서 추출물을 우베로데 점도계(Ubbe-

lohde viscometer)를 이용한 HAase 저해활성 측정법으로 확

인 실험한 결과 Fig. 4와 같다. 효소액 HAase는 유럽약전 기준 

효소 활성 수치인 0.667 IU/ml로 조제하고, 여기에 양성대조

군인 DSCG와 천연물 추출물(0.2 mg/ml)을 처치하였을 때,

DSCG 처치군에서는 음성 대조군(미처치군) 보다 38.1% 활성

이 저해되었고, 때죽나무 추출물은 34.8% 저해, 매화말발도리 

추출물은 34.8% 저해 및 박달목서 추출물은 5.1%의 효소활성

이 각각 저해되었다. 따라서 2차 선발된 천연물을 대상으로 
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Fig. 4. Determing hyaluronidase inhibitory rate (%) of three herb

extracts by Ubbelohde viscometer. Data represent the

means ± SD of three independent experiments performed

in triplicate.

HAase 저해효과를 점도측정 법으로 확인한 결과, 때죽나무,

매화말발도리, 박달목서 순으로 저해효과를 보여 1차, 2차 스

크리닝 결과와 유의성 있는 연구결과를 보였다.   

최근 HAase는 인체 염증 시 고분자 HA의 β-(1,4) 결합을 

가수분해하여 생성된 저분자 분해산물들이 염증유발에 관여

하는 것으로 보고되고 있다[3, 10]. 따라서 HAase 저해활성은 

염증 발현인자와 밀접한 관련이 있다[9]. 이에 따른 연구로,

Yun 등[32]이 때죽나무 줄기에서 얻은 MeOH추출물이 염증

관여인자인 cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible nitric oxide

synthase (iNOS), interleukin-2 (IL-2)를 발현시키며 ex-

tracellular signal-regulated kinase (ERK), c-Jun amino-termi-

nal kinase (JNK), glycoprotein을 저해하여 항 염증반응 유도

를 보고 한 바 있으며, Lee 등[17]이 때죽나무 줄기껍질 추출물

을 마우스 간 세포주인 BNL CL. 2 cell에 처리하여 염증관여인

자인 cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible nitric oxide syn-

thase (iNOS), interleukin-1β (IL-1β)를 RT-PCR과 Western

blot을 통하여 발현량을 확인하여 항염증 효과를 보고하였다.

결과적으로, 때죽나무 추출물은 HAase를 저해하여 HA 가수

분해를 차단하며, 저분자 분해산물에 의한 염증유발을 억제하

는 것으로 판단된다. 이상과 같이 HAase 억제효과를 나타내

는 천연물 추출물을 바탕으로 효능 물질의 분리와 구조에 관

한 연구는 향후 성형외과 분야에서 주입된 필러(filler)의 분해 

방지, 항 염증제, 알레르기 저해제를 포함한 다기능성 물질로 

개발이 기대된다.
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초록：천연물로부터 히알루로니다아제 저해제 검색

황선구․양안나․김수정․김민기․김성수․오현정․이정대․이은주․남궁우․한만덕*

(순천향대학교 자연과학대학 생명과학과)

HAase는 신체의 연골, 피부, 눈의 초자체 등에 포함된 고분자 다당류의 HA를 분해하는 효소로서 상처나 염증 

질환 시 활성화되어 염증, 알레르기 유발과 관련된 효소이다. 본 연구는 500종 식물에서 각 종당 한 식물체로부터 

한 천연물의 메탄올 추출물(500추출물)을 이용하여 생물학적으로 기능이 다양하고 산업적으로 활용 가능성이 많

은 HAase 저해제를 검색하였다. 그 결과 HAase 저해효과가 가장 우수한 천연물 추출물은 때죽나무 줄기 추출물 

57.28%, 매화말발도리 줄기 추출물 53.50%의 저해효과를 나타내었다. 이 같은 추출물들의 농도 별 저해효과를 확

인한 결과 농도 의존적으로 저해율이 증가하였다. 이 같은 결과로 볼 때 때죽나무, 매화말발도리 추출물은 HAase
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