
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2023-0036239

(43) 공개일자   2023년03월14일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     A23L 33/105 (2016.01)  A23K 10/30 (2016.01)

     A61K 36/42 (2006.01)  A61P 1/16 (2006.01)

(52) CPC특허분류

     A23L 33/105 (2016.08)

     A23K 10/30 (2016.05)
(21) 출원번호       10-2021-0118867

(22) 출원일자       2021년09월07일

     심사청구일자   2021년09월07일 

(71) 출원인

동아대학교 산학협력단

부산광역시 사하구 낙동대로550번길 37, 동아대학
교 내 (하단동)

(72) 발명자

김은경

부산광역시 강서구 명지오션시티11로 22, 116동
103호(명지동, 명지 두산위브 포세이돈)

범미기

부산광역시 사하구 낙동대로519번길 38-2, 202호
(하단동)

최영진

부산광역시 강서구 명지국제3로 97, 105동 2103
호(명지동, 삼정그린코아 더베스트)

(74) 대리인

위병갑

전체 청구항 수 : 총 11 항

(54) 발명의 명칭 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간의 예방 또는 치료용 조성물

(57) 요 약

본 발명은 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간의 예방, 개선 또는 치료의 효과가 있는 조

성물에 대해 제공하는 것으로 이는 건강기능성식품 또는 의약품 산업 전반에서 유용하게 사용될 수 있다.

대 표 도 - 도1

공개특허 10-2023-0036239

- 1 -

공개특허 10-2023-0036239



(52) CPC특허분류

     A61K 36/42 (2013.01)

     A61P 1/16 (2018.01)

     A23V 2002/00 (2013.01)

     A23V 2200/302 (2013.01)

     A23V 2200/322 (2013.01)

     A23V 2250/21 (2013.01)

     A23V 2300/14 (2013.01)

공개특허 10-2023-0036239

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 추출물은 물, C1 내지 C4의 알코올, 에틸아세테이트, 클로로포름 및 헥산 중에서 선택된 적어도 어느 하나의

용매로 추출된 것인, 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 지방간은 알코올성 지방간 또는 비알코올성 지방간인 것인, 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 건강기

능식품 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 항산화 효과가 있는 것인, 비만 또는 지방간 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 지질 축적을 억제시키는 것인, 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 6 

제1항에 있어서,

상기  조성물은  알라닌  아미노전이효소(ALT),  알칼리성  인산분해효소(ALP),  아스파르테이트  아미노  전이효소

(AST)를 증가시키는 것인, 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 7 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 혈액 내 혈청 콜레스테롤(TC), 중성지방(TG) 및 저밀도 지단백 콜레스테롤(LDL)을 감소시키고,

고밀도  지단백  콜레스테롤(HDL)을  증가시키는  것인,  비만  또는  지방간의  예방  또는  개선용  건강기능식품

조성물.

청구항 8 

제1항에 있어서,

상기 조성물은 지방 트리글리세리드 리파제(ATGL), 트리아실글리세롤 가수분해효소(TGH), 호르몬 민감성 리파제

(HSL), 카르니틴 팔미토일 트랜스퍼라제 1(CPT-1) 및 돼지 분리 단백질 3(UCP 3)의 활성을 증가시키는 것인, 비

만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 9 

제1항에 있어서,
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상기 조성물은 CCAAT/인핸서 결합 단백질(C/EBPα), 조절 인자 활성화 수용체 γ(PPAR-γ), 콜레스테롤 7α-하

이드록실라제(CYP7A1),  아실-CoA  합성  효소(ACS),  아세틸조효소A  카르복실라아제(ACC)  및  지방산  합성  효소

(FAS)의 활성을 감소시키는 것인, 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 10 

여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 사료 조성물.

청구항 11 

여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 지방간의 예방 또는 치료용 약학 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간 의 예방 또는 치료용 조성물에 대해 제공[0001]

하는 것으로 비만 또는 지방간의 관련 산업 전반에 유용하게 사용될 수 있으며 특히, 건강기능성식품 및 의약

산업에 응용될 수 있다.

배 경 기 술

여주(Momordica charantia)는 열대 아시아 원산이며 관상용으로 심어 기른다. 줄기는 덩굴손으로 물체를 감으며[0003]

잎은 5~7개로 크게 갈라진다. 덩굴손과 잎이 마주난다. 7~8월에 피는 꽃은 잎겨드랑이에서 하나씩 달리는데 노

란색이다. 열매가 특이한데, 길이 7~9 센티미터 정도 되는 길둥근 모양으로 조그만 혹 모양 돌기가 열매 가득

돋아 있으며 익으면 갈라져 붉은색 육질에 싸여 있는 씨가 드러난다. 여주에는 인슐린이 많이 포함되어 있어서

2형 당뇨병에 탁월한 효과가 있다. 그 밖에 항암효과, 피로해소, 기관지강화, 해역작용, 다이어트 등의 효과가

있는 것으로 알려져 있다.

한편, 비만은 대한 늘어나는 경각심과 비만의 원인을 이해하고 이에 대응하고자 하는 전 지구적 노력에도 불구[0004]

하고, 비만은 가속적으로 증가하는 추세에 있다(Mitchell  et  al.,  Implications  for  female  fertility  and

obesity. Reproduction. 2005;130:583-97). 지난 10년간 국내 고도비만 환자는 급격한 증가 추세다. 대한비만

학회에 따르면 국내 고도비만율은 2009년 3.5%에서 2018년 6.01%로 10년간 약 72%나 증가하였다. 이 정도 상승

세라면 2030년에는 국민 10명 중 1명이 고도비만으로 전망된다. 비만을 단순히 '살이 많이 찐 상태'라고 여기는

사람이 많다. 그러나 비만은 각종 질환을 유발하여 다양한 합병증을 유발할 수 있어 이에 대한 관리가 필요할

것이다.

또한, 비만과 더불어 지방간은 지방이 간에 침착된 정도가 간 무게의 5% 이상인 경우를 의미하는 것으로 지방[0005]

중에서 중성 지방(트리글리세라이드, TG)이 간세포에 축적된다. 지방간은 음식물 등을 통하여 섭취한 지방질을

원활하게 처리하지 못하면서 발생하는 것으로 분당 서울대 병원 임수 교수 연구진은 ‘지방간에서 생긴 염증이

악화되면 지방간염을 넘어 간경화, 간암 등 간 고유의 합병증뿐만 아니라 심혈관 질환 및 당뇨병과 같은 만성질

환으로 이어져 사망에 이를 수 있기 때문에 이러한 연결 고리를 끊는 것이 중요하다’라는 연구 결과를 발표한

바 있다.

따라서, 본 발명은 여주 잎 추출물의 비만 또는 지방간에 대한 개선 효과를 밝혀 이에 대한 조성물을 제공하여[0006]

비만 또는 지방간의 예방, 개선 또는 치료용으로 이용하는데 그 목적을 둔다.

선행기술문헌

특허문헌
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(특허문헌 0001) 대한민국 등록특허 제10-1561600호 [0008]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간의 예방, 개선 또는 치료용 조성물을 제공[0009]

하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기의 목적을 해결하기 위하여, 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선[0011]

용 건강기능식품 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 일 실시예에 있어서, 상기 추출물은 물, C1 내지 C4의 알코올, 에틸아세테이트, 클로로포름 및 헥산[0012]

중에서 선택된 적어도 어느 하나의 용매로 추출된 것일 수 있으나 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 일 실시예에 있어서, 상기 지방간은 알코올성 지방간 또는 비알코올성 지방간인 것일 수 있으나 이에[0013]

한정되는 것은 아니다.

본 발명의 일 실시예에 있어서, 상기 조성물은 항산화 효과가 있는 것일 수 있으나 이에 한정되는 것은 아니다.[0014]

본 발명의 일 실시예에 있어서, 상기 조성물은 지질 축적을 억제시키는 것일 수 있으나 이에 한정되는 것은 아[0015]

니다.

본 발명의 일 실시예에 있어서, 상기 조성물은 알라닌 아미노전이효소(ALT), 알칼리성 인산분해효소(ALP), 아스[0016]

파르테이트 아미노 전이효소(AST)를 증가시키는 것일 수 있으나 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 일 실시예에 있어서, 상기 조성물은 혈액 내 혈청 콜레스테롤(TC), 중성지방(TG) 및 저밀도 지단백[0017]

콜레스테롤(LDL)을 감소시키고, 고밀도 지단백 콜레스테롤(HDL)을 증가시키는 것일 수 있으나 이에 한정되는 것

은 아니다.

본 발명의 일 실시예에 있어서, 상기 조성물은 지방 트리글리세리드 리파제(ATGL), 트리아실글리세롤 가수분해[0018]

효소(TGH), 호르몬 민감성 리파제(HSL), 카르니틴 팔미토일 트랜스퍼라제 1(CPT-1) 및 돼지 분리 단백질 3(UCP

3)의 활성을 증가시키는 것일 수 있으나 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 일 실시예에 있어서, 상기 조성물은 CCAAT/인핸서 결합 단백질(C/EBPα), 조절 인자 활성화 수용체[0019]

γ(PPAR-γ), 콜레스테롤 7α-하이드록실라제(CYP7A1), 아실-CoA 합성 효소(ACS), 아세틸조효소A 카르복실라아

제(ACC) 및 지방산 합성 효소(FAS)의 활성을 감소시키는 것일 수 있으나 이에 한정되는 것은 아니다.

따라서, 본 발명은 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 사료 조성물[0020]

을 제공하는 것이다.

마지막으로, 본 발명은 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 지방간의 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제[0021]

공하는 것이다.

발명의 효과

본 발명은 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간의 예방, 개선 또는 치료의 효과가 있는[0023]

조성물에 대해 제공하는 것으로 건강기능성식품 또는 의약품 산업 전반에서 유용하게 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 (a) 실험에 사용된 여주의 4가지 부분 과육(MCF), 뿌리(MCR), 새싹(MCS) 및 잎(MCL)에 대한 사진, (b)[0025]
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3T3-L1 세포 분화 실험의 모식도 및 (c) 생체 내 연구 일정표에 대한 도이다.

도 2는 여주조성물의 항산화 및 항비만 효과에 대한 것으로 (a) DPPH 라디칼 소거 활성, (b) 환원력, (c) 지방

세포 사진 및 (d) 무처리군 대비 지방 축적 백분율을 나타낸 도이다.

도 3은 여주 잎의 (a) 물 추출물, (b) 에탄올 추출물 및 (c) 헥세인 추출물의 HPLC로 분석한 그래프를 나타낸

도이다.

도 4는 HFD 유발 마우스 여주 잎 물 추출물(MCLW) 처리군의 (a) 간 및 지방 세포 무게, (b) 생화학적 매개변수,

(c) 간 대사관련 인자, (d) 콜레스테롤 양 및 (e) 혈청의 렙틴 양을 측정하여 나타낸 도이다.

도 5는 HFD 유발 마우스의 식이별 (a) 방사선 사진, (b~c) 지방량 및 지방세포 크기 변화에 대한 현미경 사진

및 그래프를 나타낸 도이다.

도 6은 HFD 유발 마우스의 식이별 간을 조직학적 분석을 하여 나타낸 도이다.

도 7은 마우스 간에서 실시간 PCR(Real  time  PCR)로 mRNA  발현량을 측정한 것으로 (a) ATGL,  (b)  TGH,  (c)

HSL, (d) UCP3, (e) CPT-1, (f) C/EBP-α, (g) PPAR-γ, (h) FAS, (i) ACS 및 (j) CYP7A1를 각각 측정하여 나

타낸 도이다.

도 8은 마우스 샘플을 웨스턴 블롯(Western blot)하여 단백질량을 측정한 것으로 (a) 웨스턴 블롯한 사진, (b)

아디포넥틴(Adiponectin), (c) p-AMPK/AMPK, (d) C/EBPα, (e) PPAR-γ, (f) SREBP-1c 및 (g) FAS를 그래프로

나타낸 도이다.

도 9는 HFD 마우스 지방 대사 경로를 나타낸 모식도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물[0026]

에 대해 제공하는 것이다.

일 실시예로, 본 발명은 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 사료[0027]

조성물에 대해 제공하는 것이다.

일 실시예로, 본 발명은 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 지방간의 예방 또는 치료용 약학 조성물에 대[0028]

해 제공하는 것이다.

이하, 첨부된 도면을 참조하여 본 발명의 구현예로 본 발명을 상세히 설명하기로 한다. 다만, 하기 구현 예는[0030]

본 발명에 대한 예시로 제시되는 것으로, 당업자에게 주지 저명한 기술 또는 구성에 대한 구체적인 설명이 본

발명의 요지를 불필요하게 흐릴 수 있다고 판단되는 경우에는 그 상세한 설명을 생략할 수 있고, 이에 의해 본

발명이 제한되지는 않는다. 본 발명은 후술하는 특허 청구범위의 기재 및 그로부터 해석되는 균등 범주 내에서

다양한 변형 및 응용이 가능하다.

또한, 본 명세서에서 사용되는 용어(Terminology)들은 본 발명의 바람직한 실시 예를 적절히 표현하기 위해 사[0031]

용된 용어들로서, 이는 사용자, 운용자의 의도 또는 본 발명이 속하는 분야의 관례 등에 따라 달라질 수 있다.

따라서 본 용어들에 대한 정의는 본 명세서 전반에 걸친 내용을 토대로 내려져야 할 것이다. 명세서 전체에서,

어떤 부분이 어떤 구성요소를 “포함”한다고 할 때, 이는 특별히 반대되는 기재가 없는 한 다른 구성요소를 제

외하는 것이 아니라 다른 구성 요소를 더 포함할 수 있는 것을 의미한다.

본 명세서 전체에 걸쳐, 특정 물질의 농도를 나타내기 위하여 사용되는 '%'는 별도의 언급이 없는 경우, 고체/[0032]

고체는(w/w)%, 고체/액체는(w/v)%, 그리고 액체/액체는(v/v)%이다.

본 발명의 이점 및 특징, 그리고 그것들을 달성하는 방법은 상세하게 후술되어 있는 실시예 또는 실험예들을 참[0033]

조하면 명확해질 것이다. 

본 발명은 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물[0035]

에 대해 제공하는 것이다.
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본 발명의 식품 조성물은 유효성분인 추출물을 함유하는 것 외에 통상의 식품 조성물과 같이 여러 가지 향미제[0036]

또는 천연 탄수화물 등을 추가 성분으로서 함유할 수 있다.

상술한 천연 탄수화물의 예는 모노사카라이드, 예를 들어, 포도당, 과당 등; 디사카라이드, 예를 들어 말토스,[0037]

슈크로스 등; 및 폴리사카라이드, 예를 들어 덱스트린, 시클로덱스트린 등과 같은 통상적인 당, 및 자일리톨,

소르비톨, 에리트리톨 등의 당알콜이다. 상술한 향미제는 천연 향미제(타우마틴), 스테비아 추출물(예를 들어,

레바우디오시드 A, 글리시르히진 등) 및 합성 향미제(사카린, 아스파르탐 등)를 유리하게 사용할 수 있다. 본

발명의 식품 조성물은 상기 약학적 조성물과 동일한 방식으로 제제화되어 기능성 식품으로 이용하거나, 각종 식

품에 첨가할 수 있다. 본 발명의 조성물을 첨가할 수 있는 식품으로는 예를 들어, 음료류, 육류, 초코렛, 식품

류, 과자류, 피자, 라면, 기타 면류, 껌류, 사탕류, 아이스크림류, 알코올 음료류, 비타민 복합제 및 건강보조

식품류 등이 있다.

또한, 상기 식품 조성물은 유효성분인 추출물 외에 여러 가지 영양제, 비타민, 광물(전해질), 합성 풍미제 및[0038]

천연  풍미제  등의  풍미제,  착색제  및  중진제(치즈,  초콜릿  등),  펙트산  및  그의  염,  알긴산  및  그의  염,

유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알콜, 탄산음료에 사용되는 탄산화

제 등을 함유할 수 있다. 그밖에 본 발명의 식품 조성물은 천연 과일 주스 및 과일 주스 음료 및 야채 음료의

제조를 위한 과육을 함유할 수 있다.

본 발명의 기능성 식품 조성물은, 정제, 캅셀, 분말, 과립, 액상, 환 등의 형태로 제조 및 가공될 수 있다. 본[0039]

발명에서 '건강기능성 식품 조성물'이라 함은 건강기능식품에 관한 법률 제6727호에 따른 인체에 유용한 기능성

을 가진 원료나 성분을 사용하여 제조 및 가공한 식품을 말하며, 인체의 구조 및 기능에 대하여 영양소를 조절

하거나 생리학적 작용 등과 같은 보건용도에 유용한 효과를 얻을 목적으로 섭취하는 것을 의미한다. 

본 발명의 건강기능식품은 통상의 식품 첨가물을 포함할 수 있으며, 식품 첨가물로서의 적합 여부는 다른 규정[0040]

이 없는 한, 식품의약품안전처에 승인된 식품 첨가물 공전의 총칙 및 일반시험법 등에 따라 해당 품목에 관한

규격 및 기준에 의하여 판정한다. 상기 '식품 첨가물 공전'에 수재된 품목으로는 예를 들어, 케톤류, 글리신,

구연산칼슘, 니코틴산, 계피산 등의 화학적 합성물; 감색소, 감초추출물, 결정셀룰로오스, 고량색소, 구아검 등

의 천연첨가물; L-글루타민산나트륨 제제, 면류첨가알칼리제, 보존료 제제, 타르색소제제 등의 혼합제제류 등을

들 수 있다. 예를 들어, 정제 형태의 건강기능식품은 본 발명의 유효성분을 부형제, 결합제, 붕해제 및 다른 첨

가제와 혼합한 혼합물을 통상의 방법으로 과립화한 다음, 활택제 등을 넣어 압축성형하거나, 상기 혼합물을 직

접 압축 성형할 수 있다. 또한 상기 정제 형태의 건강기능식품은 필요에 따라 교미제 등을 함유할 수도 있다.

캅셀 형태의 건강기능식품 중 경질 캅셀제는 통상의 경질 캅셀에 본 발명의 유효성분을 부형제 등의 첨가제와

혼합한 혼합물을 충진하여 제조할 수 있으며, 연질 캅셀제는 본 발명의 유효성분을 부형제 등의 첨가제와 혼합

한 혼합물을 젤라틴과 같은 캅셀기제에 충진하여 제조할 수 있다. 상기 연질 캅셀제는 필요에 따라 글리세린 또

는 소르비톨 등의 가소제, 착색제, 보존제 등을 함유할 수 있다. 환 형태의 건강기능식품은 본 발명의 유효성분

과 부형제, 결합제, 붕해제 등을 혼합한 혼합물을 기존에 공지된 방법으로 성형하여 조제할 수 있으며, 필요에

따라 백당이나 다른 제피제로 제피할 수 있으며, 또는 전분, 탈크와 같은 물질로 표면을 코팅할 수도 있다. 과

립 형태의 건강기능식품은 본 발명의 유효성분의 부형제, 결합제, 붕해제 등을 혼합한 혼합물을 기존에 공지된

방법으로 입상으로 제조할 수 있으며, 필요에 따라 착향제, 교미제 등을 함유할 수 있다.

본 발명은 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 비만 또는 지방간의 예방 또는 개선용 사료 조성물에 대해[0042]

제공하는 것이다.

본 발명의 사료 조성물은 기존의 항생제를 대체하고 유해한 식품 병원성균의 생장을 억제하는 바, 동물체의 건[0043]

강상태를 양호하게 하고, 가축의 증체량과 육질을 개선시키며, 산유량 및 면역력을 증가시키는 효과를 기대할

수 있다. 본 발명의 사료 조성물은 발효사료, 배합사료, 펠렛 형태 및 사일레지 등의 형태로 제조될 수 있다.

상기 발효사료는 본 발명의 펩타이드 이외의 여러 가지 미생물군 또는 효소들을 첨가함으로서 유기물을 발효시

켜 제조할 수 있으며, 배합사료는 여러 종류의 일반사료와 본 발명의 펩타이드를 혼합하여 제조할 수 있다. 펠

렛 형태의 사료는 상기 배합사료 등을 펠렛기에서 열과 압력을 가하여 제조할 수 있으며, 사일레지는 청예사료

를 본 발명에 따른 미생물로 발효시킴으로써 제조할 수 있다. 습식발효사료는 음식물 쓰레기 등과 같은 유기물

을 수집 및 운반하여 살균과정과 수분조절을 위한 부형제를 일정비율로 혼합한 후, 발효에 적당한 온도에서 24

시간 이상 발효하여, 수분함량이 약 70%로 포함되도록 조절하여 제조할 수 있다. 발효건조사료는 습식 발효 사
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료를 건조과정을 추가로 거쳐 수분함량이 30% 내지 40% 정도 함유되도록 조절하여 제조할 수 있다.

본 발명의 사료 조성물은 종래 사료에 첨가되는 성분을 더 포함할 수 있다. 이러한 사료에 첨가되는 성분의 일[0044]

예로서 곡류분말, 고기분말, 및 두류 등을 포함할 수 있다. 상기에서 곡류분말은 쌀가루, 밀가루, 보리가루, 및

옥수수가루 중에서 선택된 1종 이상을 사용할 수 있다. 상기에서 고기분말은 닭고기, 소고기, 돼지고기, 및 타

조고기 중에서 선택된 어느 하나 이상을 분말화한 고기분말을 사용할 수 있다. 상기에서 두류는 대두, 강낭콩,

완두콩, 및 검정콩 중에서 선택된 1종 이상을 사용할 수 있다.

본 발명의 사료 조성물은 상기에서 언급한 종래 사료에 첨가되는 성분인 곡류분말, 고기분말, 및 두류 이외에도[0045]

사료의 영양성을 증대시키기 위해 영양제, 및 무기물 중에서 선택된 어느 하나 이상을 첨가할 수 있으며, 사료

품질의 저하를 막기 위해 항곰팡이제, 항산화제, 항응고제, 유화제, 및 결착제 중에서 선택된 1종 이상을 포함

할 수 있다.

본 발명은 여주 잎 추출물을 유효성분으로 포함하는 지방간의 예방 또는 치료용 약학 조성물에 대해 제공하는[0047]

것이다.

본 발명의 약학 조성물에는 유효성분 이외에 보조제(Adjuvant)를 추가로 포함할 수 있다. 상기 보조제는 당해[0048]

기술분야에 알려진 것이라면 어느 것이나 제한 없이 사용할 수 있으나, 예를 들어 프로인트(Freund)의 완전 보

조제 또는 불완전 보조제를 더 포함하여 그 면역성을 증가시킬 수 있다. 

본 발명에 따른 약학 조성물은 유효성분을 약학적으로 허용된 담체에 혼입시킨 형태로 제조될 수 있다. 여기서,[0049]

약학적으로 허용된 담체는 제약 분야에서 통상 사용되는 담체, 부형제 및 희석제를 포함한다. 본 발명의 약학

조성물에 이용할 수 있는 약학적으로 허용된 담체는 이들로 제한되는 것은 아니지만, 락토스, 덱스트로스, 수크

로스, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페

이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로스, 메틸 셀룰로스, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히

드록시벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테아레이트 및 광물유를 들 수 있다.

본 발명의 약학 조성물은 각각 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀전, 시럽, 에어로[0050]

졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 또는 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용될 수 있다.

제제화할 경우에는 통상 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형[0051]

제를 사용하여 조제될 수 있다. 경구투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되

며,  그러한  고형  제제는  유효성분에  적어도  하나  이상의  부형제,  예를  들면  전분,  칼슘  카르보네이트,

수크로스, 락토오스, 젤라틴 등을 섞어 조제될 수 있다. 또한, 단순한 부형제 이외에 마그네슘 스테아레이트,

탈크 같은 윤활제들도 사용될 수 있다. 경구투여를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이

해당되는데, 일반적으로 사용되는 희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감

미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수용성용제, 현탁

제, 유제, 동결건조 제제 및 좌제가 포함된다. 비수용성용제, 현탁제로는 프로필렌 글리콜, 폴리에틸렌 글리콜,

올리브유와 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로

는 위텝솔(Witepsol), 트윈(Tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글리세로젤라틴 등이 사용될 수 있다.

본 발명에 따른 약학 조성물은 개체에 다양한 경로로 투여될 수 있다. 투여의 모든 방식이 예상될 수 있는데,[0052]

예를 들면 경구, 정맥, 근육, 피하, 복강내 주사에 의해 투여될 수 있다.

본 발명에 따른 약학 조성물의 투여량은 개체의 연령, 체중, 성별, 신체 상태 등을 고려하여 선택된다. 상기 약[0053]

학 조성물 중 포함되는 유효성분의 농도는 대상에 따라 다양하게 선택할 수 있음은 자명하며, 바람직하게는 약

학 조성물에 0.01~5,000 ㎍/ml의 농도로 포함되는 것이다. 그 농도가 0.01 ㎍/ml 미만일 경우에는 약학 활성이

나타나지 않을 수 있고, 5,000 ㎍/ml를 초과할 경우에는 인체에 독성을 나타낼 수 있다.

상기 약학 조성물은 다양한 경구 또는 비경구 투여 형태로 제형화될 수 있다.[0054]

경구 투여용 제형으로는 예를 들면 정제, 환제, 경질, 연질 캅셀제, 액제, 현탁제, 유화제, 시럽제, 과립제 등[0055]

이 있는데, 이들 제형은 유효성분 이외에 희석제(예: 락토즈, 덱스트로즈, 수크로즈, 만니톨, 솔비톨, 셀룰로즈

및/또는 글리신), 활택제(예: 실리카, 탈크, 스테아르산 및 그의 마그네슘 또는 칼슘염 및/또는 폴리에틸렌 글

리콜)를 추가로 포함할 수 있다. 또한, 상기 정제는 마그네슘 알루미늄 실리케이트, 전분 페이스트, 젤라틴, 트

라가칸스, 메틸셀룰로즈, 나트륨 카복시메틸셀룰로즈 및/또는 폴리비닐피롤리딘과 같은 결합제를 함유할 수 있
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으며, 경우에 따라 전분, 한천, 알긴산 또는 그의 나트륨 염과 같은 붕해제 또는 비등 혼합물 및/또는 흡수제,

착색제, 향미제 및 감미제를 함유할 수 있다. 상기 제형은 통상적인 혼합, 과립화 또는 코팅 방법에 의해 제조

될 수 있다.

또한, 비경구 투여용 제형의 대표적인 것은 주사용 제제이며, 주사용 제제의 용매로서 물, 링거액, 등장성 생리[0056]

식염수 또는 현탁액을 들 수 있다. 상기 주사용 제제의 멸균 고정 오일은 용매 또는 현탁 매질로서 사용할 수

있으며 모노-, 디-글리세라이드를 포함하여 어떠한 무자극성 고정오일도 이러한 목적으로 사용될 수 있다.

또한, 상기 주사용 제제는 올레산과 같은 지방산을 사용할 수 있다.[0057]

이하, 본 발명의 실시예를 첨부된 도면을 참고하여 보다 상세하게 설명하도록 한다. 그러나, 하기의 실시예는[0058]

본 발명의 내용을 구체화하기 위한 것일 뿐, 이에 의해 본 발명이 한정되는 것은 아닐 것이다.

이하, 본 발명을 실시예 또는 실험예들에 의해 상세히 설명하기로 한다. 그러나 이들 실시예 또는 실험예들은[0060]

본 발명을 구체적으로 설명하기 위한 것으로서, 본 발명의 범위가 이들 실시 예에 한정되는 것은 아니다.

<준비예 1> 시료 준비 및 추출물 제조[0062]

신선한 여주 과일, 뿌리, 줄기 및 잎(Shandong, China, 도 1a)을 실온(RT)에서 2주 동안 그늘에서 공기 건조시[0063]

킨 후 샘플을 분쇄하여 분말로 만들었다. 분말 샘플은 추출 전에 실온에서 보관하였다. 이후 상기 분말을 여러

가지 용매(증류수, 70% 에탄올 및 95% 헥산)를 이용하여 추출물을 제조하였다. 추출 효율을 위해 과일, 뿌리,

줄기 및 잎의 분말 100 g을 1L 용매가 들어 있는 2L 표준 플라스크(각 식물 부분에 대해 다른 용매를 사용하는

3개의 다른 플라스크)에 별도로 담갔다. 담근 식물 분말을 포함하는 플라스크를 면 마개와 알루미늄 호일로 밀

봉하고 실온에서 1시간(증류수), 2시간(70% 에탄올) 및 6시간(95% 헥산) 동안 진탕기에 두었다. 최대 추출을 위

해 이 과정을 3회 반복하였다. 3회 반복 추출후 추출물을 회전 증발기를 이용하여 60℃에서 농축한 후 여과하고

5일 동안 동결건조하였다.

<준비예 2> 실험동물 조건[0065]

4주령 C57BL/6 수컷 마우스를 나라바이오 동물센터(나라바이오텍, 서울, 한국)에서 구입하여 실험시설에서 1주[0066]

일 동안 적응시킨 후, 아스펜 칩이 부착된 투명 플라스틱 케이지 내부에 4마리씩 그룹으로 수용하였다. 깨끗한

병원균이 없는 조건에서 표준 마우스 차우 식이(Chow diet)와 별도의 처리가 되지 않은 수돗물을 공급하였다.

동물 환경은 20 내지 21℃에서 12시간의 암기를 두며, 40 내지 45%의 상대 습도로 적절하게 제어되었다. 모든

실험은 건국대학교 동물병원 동물관리위원회의 승인을 받았으며, 본 발명에 관련한 실험(KU17089)은 사용된 동

물의 수와 고통을 최소화하도록 설계하였다.

<실시예 1> 여주의 부위 및 용매별 항산화 활성 분석[0068]

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) 라디칼 소거 활성 및 환원력은 Blois와 Oyaizu가 보고한 절차에 따라 여[0069]

주의 12가지 다른 추출물의 시험관 내 항산화 활성을 측정하기 위해 수행되었다.

비만은 과도한 산화 스트레스와 관련이 있다. 따라서, 여주의 다양한 추출물의 항산화 활성을 조사하였다. DPPH[0070]

라디칼 소거 활성과 환원력 분석을 통해 항산화 활성을 평가하였다. 도 2a 및 b에 나타난 바와 같이 여주 잎 물

추출물(MCLW)과 여주 잎 에탄올 추출물(MCLE)의 항산화 활성은 다른 추출물보다 유의하게 높았다. 

<실시예 2> 여주의 부위 및 용매별 지질 축적 측정[0072]

한국 세포주 은행(서울, 한국)에서 얻은 3T3-L1 세포를 37℃에서 10% 열 불활성화 소태아혈청(FBS) 및 1% 페니[0073]

실린/스트렙토마이신(P/S)이 포함된 DMEM 배지에서 5% 가습된 CO2의 대기 조건에서 배양되었다. 분화를 유도하

기 위해, 2일 후 합류 지방전구세포(0일 지정)를 호르몬 혼합물 분화 배지, 0.5 mM IBMX, 1 μM 덱사메손 및 5

μg/mL 인슐린에서 2일 동안 배양하였다. 그런 다음 세포를 1% P/S, 10% FBS 및 5 ㎍/mL 인슐린을 함유하는
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DMEM에서 추가로 2일 동안 배양하였다. 그 후 배양액을 1% P/S, 10% FBS가 포함된 DMEM으로 2일간 교체한 후,

지방세포가 세포내 지질 방울을 획득하는 Day 8까지 2일마다 배지를 교체하였다. 여주 잎 물 추출물(MCLW)(1

mg/mL) 및 여주 잎 에탄올 추출물(MCLE)(1 mg/mL)을 0일부터 6일까지 2일마다 4회 투여하였다. 대조군 세포는

여주 추출물 없이 동일한 배지 조성으로 구성되었다. 지방 축적에 대한 추출물의 영향은 3T3-L1 지방전구세포에

서 분화된 지질 방울의 크기와 관련된다.

채혈 후 전신스캐너(InAlyzer dual X-ray absorptiometry, Medikors, 경기도, 한국)를 이용하여 이중에너지 X[0074]

선 흡수계측법(DXA) 측정을 수행하였다. 간은 파라핀과 냉동 절편을 위해 두 조각으로 나누었다. 간 및 부고환

지방 조직을 조직학적 검사를 위해 절개하고 10% 중성 포르말린으로 완충한 다음 파라핀에 포매하였다. 파라핀

절편 4 μm에 Hematoxylin과 Eosin(H&E)으로 염색하였다. 샘플을 현미경으로 200×에서 이미지화하였다. 동결

절편(OCT 화합물이 있는 10 μm)을 사용하여 오일레드 O 염색을 통해 지질 축적량을 확인하였다. 슬라이스를

200×에서 현미경으로 이미지화하고 지방 세포의 크기를 기록하였다.

오일 레드(Oil-Red) O는 동결된 부분의 중성 트리글리세리드와 지질 및 파라핀 부분의 일부 지단백질을 염색하[0075]

는데 사용되는 리소크롬디아 조염료이다. 상기에 설명된 대로 3T3-L1 세포를 12웰 플레이트(12-well plate)에서

배양하여 8일 동안 지방세포 분화를 유도하였다. 오일레드 O 세포 지질 지수는 8일째에 생리 식염수로 세포를

헹구고 10% 포름알데히드 용액으로 고정하고 실온에서 오일레드 O 용액 200 mL당 이소프로필 알콜(Isopropyl

alcohol) 0.7 g을 사용해 RT로 60분간 반응시켰다. 지질 방울을 염색한 후 증류수로 헹구고 건조하여 염색 용액

을 제거하였다. 3T3-L1 지방세포의 지질 방울이 현미경으로 관찰하였다. 마지막으로 세포에 남아있는 얼룩을 이

소프로판올로 용출시키고 마이크로플레이트 리더를 이용하여 520 nm에서 흡광도를 측정하였다.

지방전구세포 3T3-L1에 대한 여주 잎 물 추출물(MCLW) 및 여주 잎 에탄올 추출물(MCLE)의 세포독성을 조사하였[0076]

다. 여주 잎 물 추출물(MCLW)와 여주 잎 에탄올 추출물(MCLE)가 3T3-L1에 세포독성 효과가 없다는 것을 발견하

였다. 여주 잎 물 추출물(MCLW)와 여주 잎 에탄올 추출물(MCLE)의 지방전구세포에서 지방세포로의 분화에 대한

항지방성을 확인하기 위해 3T3-LI 지방전구세포에 여주 잎 물 추출물(MCLW)와 여주 잎 에탄올 추출물(MCLE)를 8

일(0일부터 8일) 동안 처리하였다. 최적의 분화 조건에서 배양된 여주 잎 물 추출물(MCLW) 및 여주 잎 에탄올

추출물(MCLE) 처리된 세포의 현미경 검사는 세포내 지질 축적의 상당한 감소를 나타냈다. 3T3-L1 지방세포의 지

방 생성에 대한 여주 잎 물 추출물(MCLW) 및 여주 잎 에탄올 추출물(MCLE)의 억제 효과는 Oil-Red O 염색으로

측정되었다(도 2c). 유도 후 8일째에 3T3-L1 세포에서 오일 방울이 관찰되었으며, 세포는 트리글리세리드 축적

을 입증하기 위해 친유성 Oil-Red O로 고도로 염색되었다(도 2c). 대조적으로, 오일레드 O의 염색 정도는 여주

잎 물 추출물(MCLW) 또는 여주 잎 에탄올 추출물(MCLE)의 처리로 감소하여 여주 잎 물 추출물(MCLW) 또는 여주

잎 에탄올 추출물(MCLE)가 지질 축적을 감소시켰음을 나타낸다(도 2c, d). 테스트한 여주 잎 물 추출물(MCLW)

및 여주 잎 에탄올 추출물(MCLE) 샘플 중에서 여주 잎 물 추출물(MCLW)가 가장 높은 항지방 생성 잠재력이 있는

것으로 확인되었다. 따라서, 여주 잎 물 추출물(MCLW)가 3T3-L1 세포의 지방세포로의 분화를 차단되는 것임을

알 수 있다.

<실시예 3> 용매별 추출물의 생리활성[0078]

Vion UPLC™ 시스템(Vion, Waters, Milford, MA, USA)이 사용되었고 LC 조건은 Acquity UPLC BEH C18 컬럼(2.1[0079]

×100 mm, 1.7 μm; Waters, Milford, MA, USA)에서 9분 이내에 최적화되었다. 온도는 55℃로 설정하였다. 유

속은 0.35 mL/분으로 설정되었다. 이동상은 0.1% 포름산이 포함된 물(FA)에 0.1% 아세토니트릴(ACN)을 첨가하여

사용하였다. 분광계는 음의 모드에서 전자분무 이온화(ESI)와 함께 사용되었다. MS 작동 조건은 모세관 전압

2.5 kV, Sample cone 20 V, 이온 소스 온도(Ion source temperature) 200℃, 탈용매 온도 400℃, Cone gas 30

L/h, 탈 용매 가스 900 L/h, 스캔 시간 0.2초, 스캔 범위 50 내지 1500 m/z, 충돌 에너지 램프 10 내지 30

eV(50  내지  1000m/z)으로  사용하였다.  MarkerLynx  소프트웨어(Waters,  Milford,  MA,  USA)는  UPLC-Q-TOF

MS(Waters, Milford, MA, USA)로 분석된 MS 데이터 세트를 수집하였고, 정규화 및 정렬에 사용하였다. 스펙트럼

은 모두 내부 표준(Terfenadine[M + H] 및 Zidovudine[M - H])으로 표준화시켰다. 인간 대사체 데이터베이스

(HMDB)(www.hmdb.ca),  METLIN  데이터베이스(Metlin.scripps.edu),  Chemspider(www.chemspider.com)의  문헌을

참조하여 대사산물을 식별하였다. 분석의 신뢰도를 위해 각각 세 번씩 수행하였다.

다양한 여주 추출물의 화학 성분을 UPLC-Q-TOF MS를 사용하여 분석하였다. 추출물을 사용하여 이온 흐름 크로마[0080]

토그램을 나타낸 것이 도 3이다. 각 추출물의 화합물, 주로 플라보노이드, 트리테르펜 및 페놀산을 측정하여 그

결과를 표 1에 나타냈다. 여주 잎 물 추출물(MCLW)을 분석한 결과가 도 3a이다. 용매의 극성이 증가함에 따라
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추출물의 총 플라보노이드와 총 페놀의 함량이 증가하는 것으로 나타났다. 특히, 여주 잎 물 추출물(MCLW, 표

1)는 여주 잎 에탄올 추출물(MCLE, 표 2) 및 여주 잎 헥세인 추출물(MCLH, 표 3)보다 훨씬 높은 농도로 히드로

페룰산, Kaempferol 3-glucuronide 및 (±)-30,40-methylenedioxy-5,7-dimethylepicatechin을 함유하는 것으로

나타났다(도 3, 표 1).

표 1

피크[0082]

(Peak)

정체시간

(Retention
Time)

MCLW 종류 검출 질량

(m/z)

이온 단편

(m/z)

1 0.68 Hydroferulic acid 195.08 165, 133

2 0.91 N-(1-deoxy-1-fructosyl)leucine 292.14 274

3 1.06 Chlorogenic acid 353.08 323, 191, 129

4 1.37 Abscisic acid 263.13 188, 144

5 1.43 Hyperforin 535.37 257, 243

6 1.70 Rosmaricine 344.09 150

7 1.85 Biotin 243.08 200, 156

8 2.18 N-[2-hydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)ethyl]c
innamide

282.12 150, 133

9 2.73 Kaempferol 7-arabinoside 417.16 357, 215, 135

10 2.91 Alpha, alpha-trehalose 341.14 135, 119

11 3.19 Kaempferol 3-glucuronide 461.14 399, 285

12 3.36 Orientin 7,30-dimethyl ether 475.16 445, 299

13 3.53 Momordicinin 437.26 421, 409, 205

14 3.67 5-(6-hydroxy-3,7-dimethyl-2,7-octadieny
loxy)-7-methoxycoumarin

343.26 327, 301

15 3.76 Phytolacca saponin G 663.47 645, 601, 501

16 4.06 Phytolacca saponin G 663.47 645,631,485

17 4.21 (±)-3’,4’
-methylenedioxy-5,7-dimethylepicatechin

329.28 229

18 4.34 Myrianthic acid 503.41 487, 485

19 4.73 Momordicine III 647.47 485, 99

20 4.93 Goyaglycoside b 647.47 485

21 4.96 5beta,19-epoxy-19-methoxycucurbita-6,23
(E)-diene-3beta,25-diol

485.40 469, 455

22 5.20 Momordicin I 471.42 99

23 5.48 5beta,19-Epoxy-19-methoxycucurbita-6,23
(E)-diene-3beta,25-diol

485.40 455, 325

24 5.54 Madasiatic acid 487.42 471

25 5.69 Vernolic acid 295.27 277, 195, 99

또한, 하기 표 2에서 나타낸 것과 같이 트리테르페노이드 사포닌(Momordicinin, Momordicine III, Momordicin[0084]

I, Momordicoside F1, Momordicin II, Momordicoside K, Momordicoside F2 및 Momoridin B)은 주로 여주 잎

에탄올 추출물(MCLE)에 집중되어 있었다.

표 2

피크[0086]

(Peak)

정체시간

(Retention
Time)

MCLE 종류 검출 질량

(m/z)

이온 단편

(m/z)

1 0.83 Isorhamnetin 7-rhamnoside 461.13 357, 285, 283

2 0.98 Diosmetin 7-glucuroside 475.15 445, 299, 243

3 1.48 6-hydroxyluteolin 7,3’

,4’-trimethyl ether

343.25 327, 283, 243
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4 1.58 Apigenin 6-C-arabinosyl-8-C-glucoside 695.49 663, 519

5 1.69 Luteolin 285.08 269, 135

6 1.87 Ent-epiafzelechin(2a->7,4a->8)epiafzele
chin 3-(4-hydroxybenzoic acid)

663.46 645

7 2.13 3,3’,5-trihydroxy-4
’-methoxy-6,7-methylenedioxyflavone

3-glucuronide

519.40 501, 343, 327

8 2.33 Apigenin 269.07 227, 151, 117

9 2.41 5-hydroxy-7,3’,4
’-trimethoxy-8-methylisoflavone

5-neohesperidoside

649.48 631, 487

10 2.46 Diosmetin 299.06 284, 256

11 2.81 5,7-dihydroxy-8,4’-dimethoxyisoflavone 329.27 229, 139

12 3.04 Phytolaccoside E 825.57 617, 487

13 3.36 5beta,19-Epoxy-19-methoxycucurbita-6,23
(E)-diene-3beta,25-diol

485.39 455

14 3.80 Goyaglycoside b 647.46 631, 485, 455

15 3.89 Momordicoside F1 631.47 469

16 4.05 Goyaglycoside c 661.45 645, 631, 499

17 4.14 Momordicin II 633.45 615, 471, 455

18 4.34 Momordicine III 647.46 617, 485

19 4.45 Momordicoside K 647.46 617

20 4.61 Dihydroxystearic acid 315.29 297

21 4.76 Momordicoside F2 617.45 527, 455

22 4.90 Momoridin B 631.47 469, 455

23 5.33 Nonadecanoic acid 297.28 279

24 6.21 1,17-heptadecanediol 271.26 225

25 6.82 Retinoic acid 299.30 253, 99

하기 표 3은 여주 잎 헥세인 추출물(MCLH)의 생리활성 결과이다.[0088]

표 3

피크[0090]

(Peak)

정체시간

(Retention
Time)

MCLH 종류 검출 질량

(m/z)

이온 단편

(m/z)

1 1.17 Biotin 243.15 225, 199

2 1.48 Biotin 243.15 225, 197

3 1.97 Cetyl alcohol 241.13 197, 127, 125,
99

4 2.81 5,7-dihydroxy-8,4’-dimethoxyisoflavone 329.27 229

5 3.36 3,3’,4’,5,6,8-hexamethoxyflavone 401.23 375, 329, 313,
209

6 3.96 5,7-dihydroxy-3’,4’-dimethoxy-5
’-prenylflavanone

383.22 353, 311

7 4.04 2’,3,4
’,5-tetrahydroxy-4-prenylstilbene

311.26 293, 265

8 4.18 Cycloheterophyllin 501.38 461, 311

9 4.46 Medicarpin 3-O-(6’-malonylglucoside) 517.38 499, 487, 471,
311

10 4.66 Limocitrin 3-rhamnoside 491.40 475, 371, 313

11 4.98 Phytal 293.24 277, 263

12 5.36 Vernolic acid 295.26 279

13 5.86 Madasiatic acid 487.40 471, 425

14 5.99 5beta,19-epoxy-19-methoxycucurbita-6,23
(E)-diene-3beta,25-diol

485.38 455, 427, 423
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15 6.23 5beta,19-epoxy-19-methoxycucurbita-6,23
(E)-diene-3beta,26-diol

485.38 455

16 6.54 Myrianthic acid 503.40 487

<실시예 4> 혈액 분석[0092]

케이지에서 순응을 시작한 1주일 후, 여주 잎 추출물의 효과를 확인하기 위하여 마우스를 무작위로 두 그룹으로[0093]

나누었다. 해당 두 그룹은 정상 식이(대조군, 10% 지방, 70% 탄수화물, 20% 단백질, 총 3.85 kcal/g; D12450B,

Research Diets Inc., New Brunswick, NJ, USA, n=10) 및 고지방식이(HFD, 60% 지방, 20% 탄수화물, 20% 단백

질, 총 5.24 kcal/g; D12492, Research Diets Inc., New Brunswick, NJ, 미국, n=30) 2가지 군이다. 마우스의

음식 섭취량을 매일 기록하였고, 체중은 일주일에 한 번 평가하였다.

8주 후, 체중이 대조군보다 20% 더 높은 마우스를 선택하여 무작위로 세 그룹(n=8)으로 나누어 처리하였다. 4주[0094]

동안 처리된 3가지 군은 0.9% 식염수 처리된 고지방식이 섭식 마우스, 고지방식이 및 여주 잎 물 추출물(MCLW)

이 혼합된 경구 투여량 200 mg/kg/d의 마우스 및 고지방식이+오르리스타트(Orlistat)가 혼합된 경구 투여량 60

mg/kg/d의 마우스로 분류된다. 대조군(n=8) 마우스는 정상 식이로 전환하고 4주 동안 비히클(Vehicle)을 처리하

였다. 오르리스타트(Orlistat)는 양성 대조군으로 사용되었다. 마우스는 12주 후 하루 동안 금식시킨 후 다음

실험에 사용하였다(도 1c). 추가 분석을 위해 혈액 샘플을 수집하였다.

심장 천자를 사용하여 혈액 샘플을 수집하고, 혈청을 원심분리(20분 동안 3000 rpm)로 분리하고 추가 분석이 있[0095]

을 때까지 -80℃에서 보관하였다. 자동 분석기(Abaxis VETSVAN VS2 Chemistry Analyzer, Union City, CA, US

A)를 사용하여 혈중 요소 질소(BUN), 알라닌 아미노전이효소(ALT), 알칼리성 인산분해효소(ALP), 아스파르테이

트 아미노 전이효소(AST) 및 혈청 알부민(ALB). 혈청 총콜레스테롤(TC), 저밀도 지단백 콜레스테롤(LDL), 고밀

도 지단백 콜레스테롤(HDL), 중성지방(TG)을 측정하기 위해 급속혈중지질분석기(OSANG Healthcare Lipid Pro,

안양, 대한민국)를 사용하였다. 혈청 렙틴은 ELISA 렙틴 키트(Merck, Darmstadt, Germany)를 사용하여 정량화하

였다. 

고지방식이 섭이시 정상 식단에 비해 지방과 체중 증가되었다(도 4a). 대조군에 비해 간 중량 증가 및 백색 지[0096]

방 조직(내장, 피하 및 부고환)은 고지방식이로 인한 지방량의 발달을 확인하였다. 여주 잎 물 추출물(MCLW) 또

는 오르리스타트(Orlistat) 처리한 군의 경우 백색 지방 조직의 무게를 상당히 감소시켰다(도 4b). 또한, 여주

잎 물 추출물(MCLW)가 생화학적 매개변수에 미치는 영향을 확인하기 위해 혈액 생화학적 분석을 수행하였다. 생

화학적 분석에서 고지방식이 섭이군은 대조군보다 알라닌 아미노전이효소(ALT), 아스파르테이트 아미노 전이효

소(AST), 알칼리성 인산분해효소(ALP), 혈중 요소 질소(BUN), 혈청 총콜레스테롤(TC), 중성지방(TG) 및 저밀도

지단백 콜레스테롤(LDL)이 유의하게 더 높은 것으로 나타났다(도 4c, d).

여주 잎 물 추출물(MCLW) 또는 오르리스타트(Orlistat) 군에서는 고지방식이 그룹과 비교하여 혈중 요소 질소[0097]

(BUN),  알라닌 아미노전이효소(ALT), 아스파르테이트 아미노 전이효소(AST) 및 알칼리성 인산분해효소(ALP)는

크게 감소하는 것으로 나타났다(도 4c). 여주 잎 물 추출물(MCLW)과 오르리스타트(Orlistat)군은 고지방식이군

에 비해 혈청 총콜레스테롤(TC), 저밀도 지단백 콜레스테롤(LDL) 및 중성지방(TG)의 혈청 수준이 유의하게 감소

(도 4d), 여주 잎 물 추출물(MCLW) 또는 오르리스타트(Orlistat) 그룹의 고밀도 지단백 콜레스테롤(HDL) 수준은

고지방식이군과 비교하여 증가한 것으로 나타났다. 더욱이, 여주 잎 물 추출물(MCLW)과 오르리스타트(Orlista

t)군의 렙틴 농도는 고지방식이군에 비해 매우 유의한 감소를 보여주었다(도 4e).  지질 및 렙틴은 혈장 아디포

카인의 발현과 밀접하게 연관되어 에너지 섭취 조절을 하는 것으로 확인되었다. 상기의 결과에 따르면, 혈청 렙

틴이 지방 조직의 감소에 중요한 역할을 함을 시사한다.

체지방량에  대한  여주  잎  물  추출물(MCLW)의  효과는  방사선  흡수  계측법(DXA,  Dual-energy  X-ray[0098]

absorptiometry)로 계산되었다. 4주 동안의 여주 잎 물 추출물(MCLW) 보충시 고지방식이에 의해 유도된 비만 마

우스에서 지방량과 평균 지방 세포 면적을 유의하게 감소시켰다(p<0.01)(도 5). 또한, 여주 잎 물 추출물(MCL

W)의 섭이시 감소된 지방량을 확인하기 위하여 오일레드 O 염색 및 H&E 염색으로 간의 조직학적 분석을 수행하

였다. 항비만 및 간 보호 효과가 예측된 후, 연구 결과는 간에서 지질 축적이 고지방식이군에서 유의하게 증가

한 것으로 나타났다(도 6). 반대로, 여주 잎 물 추출물(MCLW) 또는 오르리스타트(Orlistat) 보충은 여주 잎 물

추출물(MCLW) 또는 오르리스타트(Orlistat) 그룹에서 간의 지방 세포 영역을 유의하게 감소시켰다(도 6).
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<실시예 4> 지방 대사 경로에 대한 여주 잎 물 추출물(MCLW)의 효과[0100]

지방조직(부고환, 피하, 내장, 견갑골)의 무게를 측정하고 부고환 지방과 간을 채취하여 액체 질소에 동결시킨[0101]

다음 추가 검사를 위해 -80℃에서 보존하였다. 조직학적 분석을 위해 부고환 지방과 간 조직의 절편을 10% 포름

알데히드로 고정하였다. 총 RNA는 마우스 간 및 부고환 지방 조직에서 수집하여 qPCR을 수행하였다. PCR 반응은

AccuPower
®
 PCR PreMix(Bioneer, Chungwon, Korea)와 Veriti™ 96-Well Thermal Cycler(Applied Biosystems,

Foster City, CA, USA)를 사용하여 수행하였다. 본 연구에 사용된 프라이머는 이노텍(대전, 한국)에서 합성하였

다(표 4). GAPDH는 qPCR에서 내부 참조로 선택되었으며 유전자 발현의 상대적 정량화는 2
-△△Ct

 방법으로 결정되

었다.

표 4

[0103]

냉동 마우스 간 및 부고환 지방 조직을 액체 질소에서 균질화하였다. 웨스턴 블롯 분석을 위해 1% PI를 함유하[0105]

는 RIPA 용해 완충액에서 조직을 용해시켰다. 세포 용해물을 얼음 위에서 1시간 동안 배양하고 균질물을 13,000

rpm에서 20분 동안 4℃에서 원심분리하였다. 웨스턴 블로팅은 앞서 설명한 대로 수행되었다.

아데닐산 활성화 단백질 키나제 K(AMPK, Adenylate-activated protein kinase K), 지방 트리글리세리드 리파제[0106]

(ATGL),  트리아실글리세롤 가수분해효소(TGH),  호르몬 민감성 리파제(HSL),  카르니틴 팔미토일 트랜스퍼라제

I(CPT-I) 및 돼지 분리 단백질 3(UCP3)의 mRNA 및 단백질 수준을 측정하였다. 여주 잎 물 추출물(MCLW)는 지방

트리글리세리드 리파제(ATGL), 트리아실글리세롤 가수분해효소(TGH), 호르몬 민감성 리파제(HSL), 돼지 분리 단

백질 3(UCP3) 및 카르니틴 팔미토일 트랜스퍼라제 I(CPT-I) mRNA 수준(도 7a~e)과 고지방식이+여주 잎 물 추출
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물(MCLW)에서 아디포넥틴 및 아데닐산 활성화 단백질 키나제 K(AMPK) 단백질 수준으로 표시된 것처럼 지방산 대

사 mRNA와 단백질 수준을 증가시켰다(도 8a~c).

또한, 여주 잎 물 추출물(MCLW) 보충시 지방 생성 효소 및 조절 인자 활성화 수용체 γ(PPARγ), 콜레스테롤 7[0107]

α-하이드록실라제(CYP7A1), 아실-CoA 합성 효소(ACS), 아세틸조효소A 카르복실라아제(ACC) 및 지방산 합성 효

소(FAS)에 대해 mRNA 및 단백질 농도를 측정하여 항비만 효과에 대해 분석하였다. 여주 잎 물 추출물(MCLW) 처

리는 CCAAT/인핸서 결합 단백질(C/EBPα), 조절 인자 활성화 수용체 γ(PPARγ), 지방산 합성 효소(FAS), 아실-

CoA 합성 효소(ACS) 및 콜레스테롤 7α-하이드록실라제(CYP7A1)(도 7f~j)의 mRNA 수준과 CCAAT/인핸서 결합 단

백질(C/EBPα), 스테롤 조절 요소 결합 단백질-1c(SREBP-1c), 조절 인자 활성화 수용체 γ(PPARγ), 지방산 합

성 효소(FAS)와 관련된 단백질 농도가 감소하는 것으로 나타났다(도 8). 여주 잎 물 추출물(MCLW) 그룹은 아데

닐산 활성화 단백질 키나제 K(AMPK) 경로에서 주요 분자의 발현 수준이 더 높았다(도 8).

도면

도면1
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도면2

도면3
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도면4

도면5
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도면6

도면7a
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도면7b

도면7c

도면7d
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도면7e

도면7f

도면7g
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도면7h

도면7i

도면7j
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도면8a

도면8b
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도면8c

도면8d

도면8e
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도면8f

도면8g

도면8h
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도면9
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