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Deoxycholic Acid 유도 장세포 염증성 손상에 대한 어린감과 
성숙감 추출물들의 보호 효과 비교
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ABSTRACT Bile acids are endogenous metabolites that aid in the digestion and absorption of ingested fat and fat-solu-
ble vitamins. However, high concentrations of deoxycholic acid (DCA) in the colon are associated with high incidence 
of colorectal cancer. In the present study, the binding of persimmon extracts to DCA in order to decrease inflammatory 
stress induced by DCA in a small intestinal epithelial cell line, Caco-2, was investigated. Young and ripened persimmons 
were extracted with distilled water (DW), ethanol, and acidic ethanol. Further, DW extract residue was re-extracted 
with acidic ethanol. Of the obtained extracts, acidic ethanol extract of young persimmon showed the highest bile-acid 
binding capacity. Moreover, acidic ethanol extract of young persimmon significantly inhibited nitric oxide production 
in Caco-2 cells stimulated with DCA and prevented significant reduction of trans-epithelial electric resistance. Based 
on these results, acidic ethanol extract of young persimmon can be used as a functional ingredient to enhance gastro-
intestinal health.
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서   론

탄닌은 과일에 대부분 존재하고 있는 페놀성 대사물질로

서, 특히 어린감에는 고도로 축합된 형태로 다른 과일에 비

해 비교적 다량 함유되어 있다(1). 감의 탄닌 성분들은 섭취

하게 되면 거의 흡수되지 않고 장내 미생물에 의해 대장에서 

발효된다(1). 어린감의 탄닌은 강한 떫은맛을 나타내기 때문

에 탈삽과정을 거쳐 이용할 수 있는 반면, 성숙감의 경우 

가용성 탄닌이 과실 내에 생성된 acetaldehyde와 중합되어 

불용성의 고분자 물질로 변하기 때문에 떫은맛이 나지 않는

다(2). 감의 탄닌 성분은 기본구조가 catechin, galloca-

techin 등을 골격으로 한 proanthocyanidin polymer로 구

성된 축합형 탄닌으로 분류되는데(2,3), 항산화(4), 알코올

대사 촉진(5), 항미생물(6), 항돌연변이(7), 지질대사 개선

(8), 림프백혈병세포 성장 억제(9), 체온조절(10) 등의 효과

가 있는 것으로 알려지고 있다. 또한 감의 탄닌을 이용한 

중금속 제거 효과(11) 등도 연구되고 있어 기능성 소재로 

개발할 수 있는 가능성이 대두되고 있다(12). 

담즙산은 체내에서 십이지장으로 분비가 되어 지방과 지

용성 비타민의 소화와 흡수에 도움을 준다(13). 하지만 고농

도의 담즙산이 장에서 장기간 존재하게 되면 장내 세포층의 

투과성에 영향을 미치고 장세포의 손상을 유발한다고 알려

져 있다(14,15). 특히 고지방식이는 많은 담즙산을 분비하

게 하고 결과적으로 장세포층에 산화적 스트레스와 염증성 

스트레스를 유발하여 대장암 발병의 가능성을 높인다(16, 

17). 담즙산의 일종인 deoxycholic acid(DCA)는 소수성 담

즙산으로 체내에서 세포막을 교란시켜 지질의 분포와 물리

적 특성에 영향을 미치며 장세포의 산화적 스트레스를 유발

하고 장세포의 투과성을 증가시킨다고 보고되고 있다(18). 

감의 탄닌 성분은 담즙산과 결합하는 능력이 뛰어나 담즙

산의 재흡수를 방지하고 흡수되지 않은 상태로 분변으로 함

께 배출한다고 알려져 있다(1,2). 흡수되지 않은 감의 탄닌 

성분들은 고농도로 축적되고 장세포의 세포막을 교란시켜 

스트레스를 유발하는 담즙산 성분들과 상호 작용하여 이들 

성분들의 유해한 영향을 감소시킬 수 있을 거라 추정된다. 

따라서 본 연구에서는 탄닌을 많이 함유하고 있는 감 추출물
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들이 담즙산 성분 중 하나인 DCA와 결합할 수 있는지를 

확인하고, DCA로 인한 장세포의 손상을 유의하게 감소시켜

줄 수 있는지를 조사하였다. 이를 위해 어린감과 성숙감 각

각을 탄닌 성분이 다량 함유되도록 추출하고 이들 추출물을 

이용하여 탄닌 함량, 담즙산과의 결합능력, 장세포에서의 

nitric oxide(NO) 생성 억제능, 장세포 간극의 변화에 대한 

영향을 확인하였다.

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용한 시약인 DCA, gallic acid, Folin- 

Ciocalteu phenol reagent, salfanilamide, naphthylethyl-

enediamine은 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA), 

dimethyl sulfoxide(DMSO), ethyl alcohol, methyl alco-

hol은 덕산약품(Ansan, Korea), polyvinyl polypyrroli-

done(PVPP)은 Fluka(Neu-Ulm, Germany), sodium car-

bonate는 Junsei Chemical Co.(Tokyo, Japan), sodium 

nitrite와 phosphoric acid는 대정약품(Namyangju, Korea)

에서 각각 구입하여 사용하였다.

추출물의 제조

어린감과 성숙감의 열풍건조 분말은 농촌진흥청(Jeonju, 

Korea)으로부터 제공받아 실험에 사용하였다. 어린감과 성

숙감 분말은 물, 70% 에탄올, 1% 염산이 포함된 70% 에탄

올로 추출하고, 물로 추출한 후의 잔사 또한 1% 염산이 포함

된 70% 에탄올로 추출하였다. 각각의 추출물은 회전감압농

축기(EYELA, Tokyo, Japan)로 농축한 다음 동결건조기

(Ilshinbiobase, Gyeonggi-do, Korea)로 건조하여 사용하

였다. 건조된 감 추출물은 최종 농도가 500 µg/mL가 되도록 

phosphate-buffered saline(PBS)에 녹여 사용하였다. 

탄닌 함량 측정

감의 탄닌 함량은 Rakic 등(19)의 방법을 변형하여 정량

하였다. 전체 페놀과 비탄닌성 전체 페놀, 수용성 페놀과 비

탄닌성 수용성 페놀로 구분하여 페놀 화합물을 정량하였다. 

전체 페놀은 추출 분말 0.25 g을 80% 메탄올 8 mL로 24시

간 교반 추출한 추출물을, 수용성 페놀은 추출 분말 0.25 g을 

초순수 8 mL로 24시간 교반 추출한 추출물을 분석에 이용

하였다. 비탄닌성 전체 페놀은 상기 80% 메탄올 추출물을, 

비탄닌성 수용성 페놀은 상기 초순수 추출물을 이용하여 일

정량의 PVPP를 첨가하여 교반, 혼합하고 40°C에서 15분간 

반응시킨 후 원심분리 한 상등액을 실험에 이용하였다. 각각

의 추출물 및 상등액의 페놀 함량은 Folin-Ciocalteu 방법

(20,21)을 변형하여 분석하였다. Gallic acid를 이용하여 표

준검량 곡선을 작성하였고 함량 계산에 이용하였다. 탄닌성 

페놀은 전체 페놀에서 비탄닌성 페놀의 값을, 수용성 탄닌성 

페놀은 수용성 페놀에서 비탄닌성 수용성 페놀의 값을 각각 

감한 값으로 하였다. 전체 탄닌의 함량은 탄닌성 페놀과 수

용성 탄닌성 페놀의 함량을 더한 값으로 하였다. 

In vitro bile acid-binding assay

DCA는 200 mM로 DMSO에 녹여 만들고 PBS로 희석하

여 사용하였다. 1%(w/v)의 추출물은 125 µM의 DCA 용액

과 37°C에서 10분간 진탕하면서 반응시켰다. 원심분리 후

에 상등액의 DCA의 농도는 bile acid-kit(BioAssay Sys-

tems, Hayward, CA, USA)을 이용하여 측정하였다. 125 

µM DCA의 함량 결과에서 각 추출물 상등액의 결과 값을 

감한 값을 이용하여 bile acid-binding(%)을 측정하였다. 

NO 생성능 억제

배양액 내의 NO 함량 측정은 nitrite를 NO 생산의 지표로 

이용한 Griess 반응을 이용하여 실시하였다. 세포를 96 

well plate에 1×105 cell/mL 농도로 200 µL씩 분주한 다음 

이틀에 한 번 배지를 교체해주면서 2주를 배양하였다. 2주 

후 추출물을 최종 500 µg/mL가 되도록 처리했다. 24시간 

후 최종 0.4 mM이 되도록 DCA를 처리한 뒤 6시간 배양하

였다. 추출물의 상층액을 100 µL씩 새로운 plate에 옮겨 

Griess reagent를 동량 가하고 CO2 인큐베이터에서 10분

간 배양시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 

Griess reagent는 5% phosphoric acid와 1% sulfanila-

mide의 혼합용액, 0.1% naphthylethylenediamine 용액을 

동량으로 혼합하여 사용하였다. Sodium nitrite를 이용하여 

표준검량 곡선을 작성하였고 함량 계산에 이용하였다. 

Trans-Epithelial Electric Resistance(TEER)

세포를 transwell plate의 insert plate에 1×105 cell/mL 

농도로 2 mL씩 분주한 다음 2주간 배양하였다. 2주 후에 

배지를 serum-free 배지로 교체하고 추출물과 DCA를 동

시에 처리한 후 Millicell_ERS system(Millipore, Bedford, 

MA, USA)을 사용하여 TEER을 측정하였다. 추출물과 DCA

를 처리하기 직전에 0시간, 처리한 후로부터 0.5, 1, 3, 6, 

12, 24, 48시간 때 TEER을 측정하였다. 측정된 TEER 값과 

plate의 면적을 이용하여 결과 값을 계산하였다. 

Ω cm2=(sample－blank)×the area of 

effective membrane diameter

통계처리

측정된 결과는 SPSS program(18.0, SPSS Inc., Chica-

go, IL, USA)을 이용하여 일원배치분산분석을 실시한 후 

유의적 차이가 있는 경우 다중비교분석법인 Duncan's mul-

tiple range test를 활용하여 유의수준 P<0.05에서 비교하

였다. NO와 TEER은 Dunnett's multiple range test를 활용

하여 유의수준 P<0.05에서 DCA-treated control과 비교

하고 *로 표시하였다.
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Fig. 1. Tannin content of young and ripened persimmon. Tannin 
content was determined using insoluble polyvinyl-polypyrrolidone, 
which bind tannins. Values are means of three replicates and 
different letters above the bars mean significant differences us-
ing ANOVA followed by Duncan's multiple range test (P<0.05). 
YP, young persimmon; RP, ripened persimmon.
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Fig. 2. Bile acid-binding ability. Affinity of sample (1% w/v) 
for deoxycholic acid (125 µM) was analysed using a bile acid 
kit. Values are means of three replicates and different letters 
above the bars mean significant differences using ANOVA fol-
lowed by Duncan's multiple range test (P<0.05). YP, young per-
simmon; RP, ripened persimmon.

결과 및 고찰

추출물의 제조와 탄닌 함량

감의 탄닌 분획을 제조하는 방법으로는 산성으로 제조한 

메탄올을 이용하여 추출하거나 물에 추출되지 않는 잔사를 

산성 메탄올로 추출하는 방법이 개발되어 왔다(13,22). 하

지만 식품소재로 직접 상용화되기 위해서는 추출용매를 메

탄올이 아닌 물이나 주정으로만 사용해야 하므로 본 연구에

서는 물, 에탄올, 산성 에탄올을 이용하여 어린감과 성숙감

을 각각 추출하고, 물에 추출되지 않는 잔사를 산성 에탄올

로 재추출한 분획도 함께 제조하여 탄닌 함량을 비교하였다. 

감의 물 또는 에탄올 추출물의 탄닌 함량을 분석한 결과는 

Fig. 1과 같다. 물 추출물보다는 에탄올 추출이, 에탄올 추출

물보다는 산성 에탄올 추출물이 더 높은 탄닌 함량을 보였

다. 어린감과 성숙감 모두 산성 에탄올 추출물에서 1,714.24 

±23.33 mg/g과 745.92±20.24 mg/g으로 가장 높은 함량

을 보였다. 전체적으로는 어린감의 탄닌 함량이 성숙감에 

비해 유의적으로 높은 것을 알 수 있었다. 반면 성숙감과 

어린감 모두 물에 추출되지 않는 잔사를 산성 에탄올로 재추

출한 분획에서는 다른 추출물에 비해 탄닌 함량이 높지 않음

을 확인할 수 있었다.

In vitro bile acid-binding assay

많은 천연물질의 혈중 지질 수준의 저하 작용은 담즙산과 

결합하는 물질의 능력에 기인한다(23). Matsumoto 등(13)

은 고지방식이를 섭취시킨 rat에게 건조된 어린감(Dio-

spyros kaki)을 식이의 2% 또는 5%로 섭취시킨 결과 분변

으로의 담즙산의 배출이 유의적으로 증가하였고, 지방간과 

혈중 콜레스테롤 수준은 유의적으로 감소하였다고 보고하

였다. 본 연구에서는 어린감 및 성숙감 각각의 추출물들이 

DCA와의 결합능을 확인한 결과 어린감 추출물들이 전반적

으로 높은 bile acid 결합능을 보였고, 이들 추출물 중에서는 

산성 에탄올 추출물과 물 추출물 잔사의 산성 에탄올 추출물

이 유사한 담즙산 결합능을 보임을 확인하였다(Fig. 2). 산

성 에탄올 추출물은 탄닌 함량과 DCA 결합능 모두 가장 

높은 결과를 보였으나 물 추출물 잔사의 산성 에탄올 추출물

은 낮은 탄닌 함량에도 불구하고 높은 DCA 결합능을 보였

다. 일반적으로 감에는 플라보노이드, 탄닌 등의 화합물 이

외에 수용성 및 불용성 식이섬유도 존재한다. 감의 콜레스테

롤 저하 효과를 확인한 Gorinstein 등(8)의 연구와 Matsu-

moto 등(13)의 연구에서 어린감 분말은 성숙감과 비교했을 

때 탄닌 함량과 불용성 식이섬유의 함량이 유의적으로 높은 

것을 확인하여, 이로 인한 콜레스테롤 저하 효과가 있을 거

라 고찰한 바 있다. 따라서 물 추출물 잔사에는 담즙산과 

결합능이 높은 불용성 식이섬유 등과 같은 비탄닌성 물질들

이 함유되어 있을 것으로 추정되었다. 

NO 생성 억제능

NO는 정상적인 상태에서는 nitric oxide synthase(NOS)

에 의하여 L-arginine으로부터 생성되어 체내 방어기능, 신

호전달, 혈관확장 등의 다양한 기능을 수행하나 NO의 생성

량이 정상 이상으로 지속적으로 상승되어 산소와 결합한 

peroxynitrite(ONOO-)가 생성되면 세포와 조직에 산화적 

손상을 주게 된다(24,25). Caco-2 cell line에 DCA를 처리

하면 과도한 염증의 유발로 NO의 생성량이 유의적으로 증

가하는 것을 볼 수 있다고 알려져 있다(18). 어린감과 성숙

감을 미리 Caco-2 cell line에 처리한 후 DCA를 처리한 

결과 산성 에탄올 추출물을 미리 처리한 군에서 DCA 처리 

대조군에 비해 유의적으로 NO 생성량이 낮았음을 확인할 

수 있었다(Fig. 3). Fig. 3에서 보이는 바와 같이 탄닌 함량이 

가장 많고 bile acid-binding(%)도 높은 산성 에탄올 추출물

에서 DCA에 유도된 염증반응인 NO의 생성이 약 50% 정도

로 유의하게 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 반면 성숙감

의 산성 에탄올 추출물은 비교적 높은 탄닌 함량에도 불구하
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Fig. 3. Nitric oxide (NO) production by 6 h incubation in Caco-2 
cells stimulated with deoxycholic acid (DCA). Cells were seeded 
in 96-well plate at 1.0×105 cells/mL. Sample was pre-incubated 
for 24 h. After DCA (0.4 mM) was treated for 6 h. NO pro-
duction was quantified using Griess reagent. Values are means 
of three replicates and statistical difference was compared to 
DCA-treated control group using ANOVA followed by Dunnet's 
multiple range test (*P<0.05). YP, young persimmon; RP, rip-
ened persimmon.
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Fig. 4. Deoxycholic acid (DCA) induced transepithelial elec-
trical resistance (TEER) decrement and increased paracellular 
permeability. Cells were seeded in trans-well plate at 1.0×105

cells/mL. Each persimmons extracts at 500 µg/mL and DCA 
(0.4 mM) were treated simultaneously for 48 h. Values are 
means of three replicates and statistical difference was com-
pared to DCA-treated control group using ANOVA followed 
by Dunnet's multiple range test (*P<0.05). YP, young persim-
mon; RP, ripened persimmon. 

고 NO 생성량을 억제시키지 못하고 오히려 통계적인 유의

는 없으나 증가시키는 경향을 보였다. 성숙감의 산성 에탄올 

추출물의 탄닌 함량은 어린감과 비교하였을 때 어린감 에탄

올 추출물과 유의한 함량을 보였으며, 낮은 탄닌 농도에서는 

NO 생성을 억제하는 효과를 보이지 않는 것으로 판단된다. 

향후 연구에서는 어린감 또는 성숙감에서 탄닌만을 정제하

여 염증반응을 억제하는 작용기전에 관한 연구가 추가 진행

되어야 할 것으로 판단된다.

TEER

간극(tight junctions, TJs)은 장 표피에 걸쳐 분자의 확산

을 제한하는 주요 구조이다. 장벽의 기능이 약해지면 항원 

또는 미생물의 통과가 발생할 수 있다. 이는 패혈증, 음식 

알레르기, 신생아 괴사성 장염(necrotizing enterocolitis) 

등과 같은 질병의 발생 원인이 된다(26-28). 본 연구에서는 

어린감과 성숙감 추출물들을 이용하여 DCA에 의한 Caco- 

2 cell line의 TEER 감소를 억제할 수 있는지를 확인하였다

(Fig. 4). 어린감과 성숙감 추출물들과 DCA 처리 후 12시간 

후부터 TEER 값의 유의적 차이가 보이기 시작해서 48시간

이 경과하였을 때에는 DCA 처리군에서 저항값이 53.3% 유

의하게 감소함을 확인할 수 있었다. 반면 어린감과 성숙감 

추출물들의 탄닌 함량, bile-acid binding 능력, NO 생성 

억제능을 비교한 결과 가장 뛰어난 활성을 보인 어린감의 

산성 에탄올 추출물을 DCA와 함께 처리한 군에서는 DCA 

처리군과는 유의하게 높은 저항값을 유지함을 확인할 수 있

었다. 어린감의 다른 추출물들과 성숙감 추출물들은 48시간 

경과하여도 DCA에 의해 손상된 세포 간극이 회복되지 않음

이 확인되었다. 따라서 본 결과를 통해 어린감 산성 에탄올 

추출물은 DCA에 의해 손상된 장세포의 간극을 유의하게 

막아 단단한 장세포 결합을 유지하는 데 도움을 줄 수 있음

을 확인할 수 있었다. 

요   약

본 연구에서는 어린감과 성숙감의 탄닌 함량 및 담즙산과의 

결합능력을 비교 조사하였다. 또한 사람의 장내 세포인 

Caco-2 cell에 어린감과 성숙감 추출물을 처리한 후 고농도

의 DCA로 자극시켜 생성되는 NO의 수준과 TEER의 차이

를 확인하였다. 탄닌 함량과 담즙산의 결합능력은 성숙감에 

비해 어린감에서 유의적으로 높은 것으로 나타났으며 어린

감 산성 에탄올 추출물에서 유의적으로 가장 높은 탄닌 함량 

및 담즙산 결합능력을 보였다. NO 생성 억제능으로 확인한 

염증반응에서도 어린감 산성 에탄올 추출물이 유의적으로 

가장 높은 효과를 보였으며 DCA에 의해 유도된 장세포 간

극의 느슨함을 유의하게 막아줄 수 있음이 확인되었다. 본 

연구 결과를 토대로 어린감의 산성 에탄올 추출물은 고지방

식사를 통해 고농도로 축적되는 담즙산에 의해 형성된 유해

한 장내 환경을 건강하게 유지시켜줄 수 있는 기능성 소재로 

개발할 가능성이 있음이 확인되었다.
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