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ABSTRACT

The Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens have been used for

acidemia and respiratory disease.

The roots of Peucedanum japonicum Thunberg have been used for

hypertension, diuresis, suppression and menorrhalgia.

In this Study, I performed measurment of antioxidative activity, Whitening

effect, anti-inflamatory activity and quantitive standardization from the Roots

of Miscanthus sinensis var. purpurascens and Peucedanum japonicum

Thunberg.

70% MeOH extracts of the Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens

and Peucedanum japonicum Thunberg was fractionated by n-Hexane,

Methylenchloride (MC), Ethyl acetate (EA) n-Butanol and Water, with five

fractions, scavenging activity of DPPH radicals, test of inhibition on

tyrosinase, test of inhibition on melanion synthesis by using B16F10

melanoma cell and test of inhbition on NO production by using 264.7 RAW

cell were screened to determine antioxidant activity, whitening activity and

anti-inflammatory activity. As a result, 70% MeOH extracts, MC and EA

fractions of the Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens showed to

have good qualified activities. And 70% MeOH extracts and EA fraction of

Peucedanum japonicum Thunberg showed to have good qualified activities.

Based on this result, components were isolated by activity guided

fractionation.

In MC fraction of the Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens, two

compounds were isolated and elucidated as Methyl 4-hydroxy cinnamate

(compound 1) and 4-hydroxybenzaldehyde (compound 2) by physicochemical

data spectroscopic methods.

In EA fraction of Peucedanum japonicum Thunberg, two compounds were
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4-(2-hydroxy-1-methoxyethyl)phenol (compound 3) and

7-hydroxy-6-(2,3-dihy droxy-3-methylbutyl)-2H-chromen-2one(Peucedanol,

compound 4) by physicochemical data spectroscopic methods.

To investigate the melanogenesis inhibitory effects of these compounds, the

melanin level and tyrosinase activity were examined in B16F10 melanoma cell.

Compound 1 inhibited both tyrosinase activity and melanin synthesis

compared with positive control arbutin.

Quantitative analysis methods were developed by HPLC. Validation for

verification of HPLC methods was carried out to check to specificity,

linearity, intra-day precision, inter-day precision and accuracy by ICH

guideline. At the same time, quantitative HPLC methods were established to

measure content of each standard compound on extracts.

These result suggest that methyl 4-hydroxycinnamate from he Roots of

Miscanthus sinensis var. purpurascens might be a potent inhibitor against

melanogenesis and these compounds could be further developed as skin

whitening cosmeceuticals.
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I. 서 론

지구 환경은 점점 악화되고 있으며 특히 오존층 파괴는 자외선 조사량의 증가를

초래하여 결국 인체 피부에 다양한 해를 끼치고 있다1). 뿐만 아니라 경제활동의

확대에 따른 개인 소득의 증가로 삶의 질 향상을 추구하게 되었고 야외 활동이

과거에 비해 급속도로 증가하여 기미, 주근깨 등 멜라닌 색소의 침착에 기인한

피부 흑화 현상이 증가하는 추세이다
2)

. 최근에는 아름다움의 중요한 기본이 되는

피부색에 대한 관심이 높아지고 있는데, 피부색은 멜라닌이나 카로틴과 같은 색

소 성분과 혈관 분포, 각질층의 두께 등에 의해서 결정되며 이중 가장 중요한 역

할을 하는 멜라닌 생성에 이상이 발생하면 기미나 주근깨 등과 같은 과색소 침

착증이 나타난다3). 피부의 색소 침착은 표피의 기저층에 있는 색소세포에 의해서

생성되는 멜라닌이 그 원인으로 멜라닌 생성을 억제하는 천연 식물유래 성분의

미백효과에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다.

색소침착에 의한 피부색의 변화는 과다한 자외선 노출, 공해, 스트레스, 흡연 등

의 다양한 원인에 의해 발생하며 주로 피부 조직 내 멜라닌 세포가 과다하게 형

성되어 발생한다. 피부의 광노화 및 공해가 피부에 미치는 영향에 대한 인식이

확산되면서 보습, 영양 공급 및 피부 미화 차원을 넘어 피부 주름 형성 완화 및

개선, 미백효과, 자외선 차단 효과 및 공해 물질에 대한 방어 등의 기능을 가지

는 기능성 화장료 제품에 대한 요구가 대두되고 있으며, 실제로 이러한 기능성

제품의 개발 및 출시가 점차 활성화 되고 있는 상황이다. 한국, 일본, 중국과 같

은 동양 여성들은 하얀 피부에 대한 선호 때문에 화장을 통한 피부색 및 색소

침착 개선에 대한 욕구가 상당히 높은 편이다. 최근의 산업사회의 가속화 및 전

반적인 문화 수준의 향상에 따라 화장료를 사용하고 있는 소비자들의 미에 대한

욕구는 더욱 증진되고 있는 실정이다4).

최근 생약을 비롯한 생약제제의 수요 증가와 함께 생약의 효능과 안전성 확립

을 위하여, 생약의 약효성분이나 특이성분을 지표물질로 한 정확한 정량분석에
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의한 품질평가법의 확립이 필수 사항으로 대두되고 있다5).

생약재의 품질관리 및 안전성 확보로 국민건강을 보호하기 위해서는 대한약전

이나 생약규격집에 등재된 의약품만이라도 정품으로서의 품질이 보증된 의약품

이 사용되어지는 것이 바람직하다. 하지만 시중에 유통되고 있는 대부분의 생약

은 중국에서 수입하여 사용하고 있는 실정이며, 중국의 경우 지역적으로나 시장

규모가 방대하여 정품 이외에 형태가 유사하거나 위약의 경우가 허다하다. 또한,

각 나라마다 약전이나 생약규격집에 등재된 의약품의 기원이 조금씩 다르게 설

정되어 생약명은 같지만 전혀 다른 품목이 유통될 수 있으며, 이로 인한 심각한

부작용이 우려된다. 이러한 문제점을 해결하기 위하여 약전이나 생약규격집에 설

정된 생약의 기준물질을 분리하고, 이것을 표준으로 하여 정량분석법에 의한 표

준화된 품질 규격의 설정이 중요하다.

2-1. 항산화

노화(senescence)란 태어나서 일정 기간 성숙한 단계가 피크에 달 한 후, 나이가

들면서 생리적, 물리적 기능이 점차 저하되는 과정을 말하며, 대부분 10대 후반

이나 20대 초반부터는 노화가 시작된다고 보는 것이 일반적이다. 따라서 노화방

지 화장품을 광의로 보면, 인간의 노화를 일시 중지시키거나 또는 지연시킬 수

있는 화장품을 뜻한다고 하겠다. 이와 같은 측면에서 노화방지 화장품 개발을 위

한 연구의 목표는 주로 표피세포의 분화재생, 세포외 기질(ECM) 응용과 활성산

소(ROS) 제어 분야이다6).

활성산소는 세포의 구성 성분들인 지질, 단백질, 당, DNA 등에 비선택적, 비가역

적으로 파괴작용을 함으로써 세포 노화를 촉진하고 있다. 생체 내에서 활성산소

종 (reactive oxygen species, ROS)은 자외선, 방사선, 화학반응, 대사 과정을 통

하여 생성되어 DNA 분절, 지질 과산화, 단백질의 비활성화 등을 통하여 암, 당

뇨병, 뇌졸중, 동맥경화, 심-혈관 질환, 신부전, 빈혈 등 광범위한 질병의 병태 생

리적 원인을 제공하고 노화를 촉진시키는 것으로 잘 알려져 있다.7-9) 질병의 발
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생과정에 관여하는 활성 산소 종으로는 superoxide anion, hydroxy radical,

hydrogen peroxide, singlet oxygen 등이 있다. 이들 활성산소는 생체 대사과정

에서 생성되어 세포막지방질을 과산화시키고 세포막투과성의 변화를 초래하여

DNA 손상을 유발시킨다고 보고되어 있으며, 이러한 활성산소 종들을 소거시킬

수 있는 역할을 할 수 있는 물질로서 페놀화합물, 카로티노이드, 유기산 및 스테

로이드성 알칼로이드 화합물 등이 연구되어 있다.10) 산업화로 인해 발생되는 다

양한 공해물질에 노출되는 것을 피할 수 없는 현대인의 환경조건에서는 각종 활

성산소 종이 체내에 축적될 기회가 많을 뿐 아니라, 생체 내 활성산소 종의 반응

은 생체조직의 노화나 악성종양을 비롯한 성인병 발병의 원인이 되고 있다. 항산

화 물질은 지방 및 지방을 함유한 식품의 산화를 억제해 줄 뿐만 아니라 생체

내에서 생성되는 활성산소 및 활성산소에 의해 유도되는 지질과산화 반응을 억

제하는 생리활성 물질로써 크게 각광을 받고 있다.11,12)

특히 우리 인체는 호흡작용을 통해 대기 중에 21%나 존재하는 산소를 전자수용

체로 하여 에너지를 획득하고 있다. 이러한 호흡작용을 통해 사용되는 산소의

1-3%가 활성산소로 전환되기 때문에 끊임없이 ROS의 공격을 받고 있다. 따라서

항산화 물질의 개발은 의약품뿐만이 아니라 항노화 화장품 소재로 유용하게 응

용될 것이다13).

2-2. 미백활성

멜라닌은 동․식물과 미생물계에 널리 존재하는 페놀류의 고분자 천연색소로 표

피 기저층에 존재하는 melanocyte 내의 melanosome에서 합성된다14). 멜라닌은

노란색과 빨간색을 나타내는 pheomelanin과 갈색과 검은색을 나타내는

eumelanin의 두 가지 종류로 체내에서 합성되며 피부, 머리카락, 눈동자 등에 분

포되어 있다15,16). 멜라닌은 tyrosinase (monophenol, dihydroxy-L-phenylalnine:

oxygen oxidoreductase, EC 1.14.18.1) 효소의 연속적 산화반응으로 생합성 되며,

tyrosinase는 멜라닌 생합성 과정의 key enzyme으로 넓은 범위의 페놀화합물을

기질로 이용하는 구리 함유효소이다17).

Tyrosine은 멜라닌 세포내에서 tyrosinase에 의해 DOPA, DOPAquinone으로 산
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화되며 DOPAchrome, 5,6-dihydroxyindole, indole-5,5-quinone이 되고, 그 후

indole-5,6-quinone으로 중합에 의해 melanin을 생성하는 것으로 알려져 있다

18,19). 종래 이 반응의 율속단계는 tyrosinase가 촉매하는 단계로서, 그 후의 반응

은 자동산화에 의해 진행된다고 생각되고 있다. Tyrosinase는 상기한 바와 같이

피부 멜라닌 생성에 있어서 매우 중요한 역할을 하고 있으며, melanosome내에서

tyrosine을 산화시켜 DOPA를 만드는 tyrosinase hydroxylase로, DOPA를 산화

시켜 DOPAquinone을 만드는 DOPA oxidase로서 작용하여 멜라닌 중합체를 합

성하는데 key enzyme으로 작용한다20). 따라서 tyrosinase의 활성 억제는 피부 내

에서의 멜라닌 중합체 생합성을 효과적으로 저해 할 수 있으므로, 피부 미백제개

발에 있어서 tyrosinase 활성 억제시험은 유용한 평가법으로 인정되고 있으며 광

범위하게 응용되고 있다.

약용식물로부터 미백활성 소재를 탐색하고자 하는 연구는 국내의 많은 연구자들

에 의해서 진행되고 있다. 그 결과 ellagic acid 및 flavonoid 계열의 화합물 이외

에도 cinnamaldehyde, p-hydroxybenzoic acid, p-anicic acid 등도 활성이 있음이

확인되고 있다21). 이들 화합물들은 tyrosinase 저해활성 뿐만 아니라 온화한 자외

선 흡수효과와 함께 항산화 활성 등이 강하여 종합적으로 미백활성을 나타낼 것

으로 판단된다. 천연 미백제 개발을 위해 최근까지 다양한 식물들이 연구되어 왔

는데 그 중 tyrosinase 저해활성이 있는 것으로 알려진 것으로는 상백피22), 오배

자23), 감초24), 녹차25), 석이26), 치자 열매27) 등이 보고되어있으며 일부는 제품에 사

용되고 있다. 또한 최근에는 백출 (Atractylodis rhizoma)로부터 selina란 물질을

분리하여 미백화장품 개발에 성공한 예가 있다.

2-3. 항염증

Nitric oxide (nitrogen monoxide, NO)는 매우 작고 지용성이 큰 자유 라디칼

기체로서 biological membrane barriers를 통해 근접한 세포의 intracellular

compartments에 급속히 확산되지만, 상대적으로 불안정하여 반감기가 2～5초 정

도로 매우 짧은 편이다. NO는 감염균이나 종양 세포의 증식을 억제하거나 죽이

는 등 주로 대식 세포의 활성화에 의해 매개되는 숙주의 방어 기작에 관여하고
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또한 신경계 및 순환계의 생리적 전달에 중요한 조절자로서 작용하고 있음이 밝

혀졌다28).

생체 내에서 일어나는 NO의 화학 반응은 peroxynitrite의 형성으로 라디칼 상

태의 NO가 superoxide (O2
-
)와 반응하여 peroxynitrite (ONOO

-
)를 형성하여 강

력한 산화제로 작용하거나
29)

, superoxide 또는 산소분자가 존재하지 않는 상황에

서 단백질의 cysteine 잔기와 반응하여 nitrosothiol 기를 형성하여 세포 내 효소

나 전사 조절인자들의 disulfide bridge의 형성과 해체를 변화시킴으로써 단백질

의 3차 구조에 영향을 미칠 수 있게 한다30). 간단한 화학구조인 NO가 세포내 신

호 조절인자로써 작용할 수 있는 이유 중 하나로는 이들이 강력한 라디칼로써

세포 내 다양한 화학반응을 유도 할 수 있다는 점이다. 그리고 이러한 화학 반응

들이 생물학적 기능과 밀접하게 맞물려 생물학적인 NO의 효과로 나타난다31).

Nitric oxide synthase (NOS)는 물리화학적 성질에 따라 Type Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ등 3

종류의 동종 효소로 분류된다. 즉 Type Ⅰ (neuronal NOS, nNOS)과 Type Ⅲ

(endo- thelial NOS, eNOS)는 세포 속에 계속적으로 존재하기 때문에 지속적

NOS (con- stitutive NOS)로 분류되며, 상대적으로 일부 세포에서 LPS,

cytokines 및 박테리아 독소 같은 특수한 자극제들에 노출되는 경우에만 발현되

는 Type Ⅱ인 inducible NOS (iNOS)가 있다32).이러한 NOS에 의해 L-arginine

이 L-citrulline으로 전환되면서 NO가 형성된다.33) 자극에 의해 유도된 iNOS인

경우 오랜 기간 동안 다량의 NO를 생성하게 되고, 생성된 NO는 매우 작으면서

도 반응성이 있고 전기적으로 중성이기 때문에 합성된 곳에서 곧바로 확산되어

사방으로 퍼져 혈관 투과성, 부종 등의 염증반응을 촉진시킬 뿐만 아니라 염증매

개체의 생합성을 촉진하여 염증을 심화시키는 것으로 알려져 있다.34,35) 이처럼,

일반적인 NO의 형성은 박테리아를 죽이거나 종양을 제거시키는 중요한 역할을

하지만, 병리적인 원인에 의한 과도한 NO의 형성은 쇼크에 의한 혈관확장, 염증

반응으로 유발되는 조직손상, 돌연변이유발, 신경조직의 손상 등을 일으켜 생체

에 유해한 작용을 나타낸다.36) 그러므로 NO생성 저해제는 폐혈성 쇼크, 당뇨, 동

맥경화 등의 만성질환 치료제로의 가능성을 제시하고 있다. 따라서 이런 질병에

대한 치료제를 개발할 목적으로, 최근에는 천연물로부터 NO생성 저해제를 찾으

려는 연구가 많이 진행되고 있다.37)
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기능성분이라 함은 성분 자체가 기능성을 나타내고, 이러한 성분이 일정수준 이

상으로 함유된 원료가 기능성을 나타냄이 확인될 때 기능성분이라고 말할 수 있

다. 기능성분은 기능성 원료의 기능성을 일정하게 유지함을 확인할 수 있기 때문

에 표준화를 위하여 기능성분으로 설정하는 것은 매우 이상적인 것이라 할 수

있다. 그러나 천연물의 조성은 수많은 화학물질로 이루어져 있고 이러한 화학물

질 조성간의 유사성과 상호작용 등을 통해서 기능성을 보이는 경우가 있다. 이러

한 복잡한 화학조성물질인 천연물에서 기능성분을 탐색하고 단일물질로 분리하

는 것은 그리 쉬운 일은 아니기 때문에 지표성분으로 설정할 수 있다.

따라서 지표성분은 원재료를 대표하고 제조공정을 특징짓는 단일물질의 함량으

로 설정하는 경우도 있지만 때에 따라서는 확인시험, 분광광도계를 이용한 유사

물질들의 총 함량, 효소역가 시험 등으로 설정하기도 한다. 천연물에 함유된 기

능성분 또는 지표성분을 선택하는데 있어서는 다음과 같은 특징을 고려할 수 있

을 것이다.

○ 특이성 : 원재료 또는 제조방법에 따라 특이적으로 존재하는 물질이 차별적인

함량차이를 갖는 성분

○ 대표성 : 문헌조사 및 in vivo, in vitro 등의 실험을 통하여 추출물의 기능을

대표하는 성분 또는 추출물의 기능을 대표할 정도는 아니지만 추출물 중의 함

량차이나 존재 유․무 등에 따라 추출물의 기능에 관여하는 성분

○ 안정성 : 분리된 단일성분이 열, 빛, 습도 등의 일반적인 보관조건에서 안정성

이 높은 성분

○ 용이성 : 분리된 단일성분이 HPLC, GC, UV 등과 같은 범용 화된 분석기기

를 이용하는 방법, 상업적 표준물질의 사용가능 여부, 분석 비용 등을 고려하

여 쉽게 이용이 가능한 성분 38)
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본 연구는 제주도에서 자생하는 억새와 갯기름나물로부터 항산화 또는 미백활

성을 갖는 물질을 분리하고, 이들 유효성분의 생리활성을 검정하며, 유효성분지

표의 정량․정성 분석방법을 구축하고자 하였다.

- 억새뿌리의 경우 활성 물질의 분리나 활성에 대한 자료가 부족한 편이다. 그

러므로 억새로부터 활성을 갖는 물질을 분리하고자 하였으며, 여기서 분리한

물질의 구조분석하고, 이 물질이 항산화 혹은 미백활성에 있어 기능성분 또

는 지표성분으로서 활용할 수 있는지 확인하는 데 있다.

- 갯기름나물에 대한 연구는 활발히 진행되어 있는 편이나 미백활성에 대한 기

능성 연구는 부족한 편이다. 그러므로 갯기름나물의 미백활성을 실험하였으

며, 여기서 분리된 물질에 대해 구조분석을 하고, 이 물질이 항산화 또는 미

백활성에 있어 기능성분 또는 지표성분으로서 활용할 수 있는지 확인해 보

았다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1-1. 억새

억새(Miscanthus sinensis var. purpurascens)는 산과 들에서 자란다. 높이 1∼

2m로, 뿌리줄기는 모여 나고 굵으며 원기둥 모양이다. 잎은 줄 모양이며 길이 40

∼70cm, 나비 1∼2cm이다. 끝이 갈수록 뾰족해지고 가장자리는 까칠까칠하다.

맥은 여러 개인데, 가운데 맥은 희고 굵다. 밑동은 긴 잎집으로 되어 있으며 털

이 없거나 긴 털이 난다. 뒷면은 연한 녹색 또는 흰빛을 띠고 잎혀는 흰색 막질

(膜質:얇은 종이처럼 반투명한 상태)이며 길이 1∼2mm이다. 꽃은 9월에 줄기 끝

에 부채꼴이나 산방꽃차례로 달리며 작은 이삭이 촘촘히 달린다. 꽃차례 길이는

10∼30cm이고 가운데 축은 꽃차례 길이의 절반 정도이다. 길이 4.5∼6mm의 작

은 이삭은 노란빛을 띠며 바소 모양에 길고 짧은 자루로 된 것이 쌍으로 달린다.

밑동의 털은 연한 자줏빛을 띠고 길이 7∼12mm이다. 제1 포영(苞潁:작은 이삭

밑에 난 1쌍의 포)은 윗부분에 잔털이 나고 5∼7개의 맥이 있으며 제2 포영은 3

개의 맥이 있다. 끝이 2갈래로 갈라진 호영(護穎:화본과 식물 꽃의 맨 밑을 받치

고 있는 조각)에서 길이 8∼15mm의 까끄라기가 나온다. 내영(內穎:화본과 식물

의 꽃을 감싸는 포 중 안쪽에 있는 것)은 길이 약 1.5mm로서 작으며 수술은 3개

이다. 뿌리 망근이라고도 하며 약으로 쓰고 줄기와 잎은 가축사료나 지붕을 덮는

데 사용되었다. 한국(전지역)·일본·중국 등지에 분포한다.
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추출 실험에 사용한 억새는 2008년 5월 아라동 제주대학교 부근에서 채집하였다.

분석 실험에 사용한 억새는 2010년 10월 아라동 제주대학교 부근에서 채집하였

다. 채집한 억새는 뿌리만 분리하여 깨끗하게 세척 후 실온에서 완전히 자연 건

조 시켜 사용하였다(Figure 1).

Figure 1. Photograph of Roots of Miscanthus

sinensis var. purpurascens.
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1-2. 갯기름나물 (Peucedanum japonicum Thunberg)

갯기름나물 (Peucedanum japonicum Thunberg)은 미역방풍, 목단방풍, 산방풍,

목방풍, 식방풍 이라고 부르기도 하며, 잎은 나물로 먹고 뿌리는 약으로 쓰인다.

갯기름나물은 다년생 초본으로 높이 60 cm 정도로 자라며, 중, 남부 해안지대 산

지의 바위틈이나 풀밭에서 자생한다. 줄기는 곧게 자라고 끝부분에 짧은 털이 있

으나, 그 밖의 부분은 평활하며, 뿌리는 굵으나 목부분에 섬유가 있다. 잎은 어긋

나고 잎자루가 길지만 회록색으로서 백분을 칠한 것 같으며, 질은 두텁고 2-3회

깃모양의 겹잎이다. 작은 잎은 도란형으로서 두꺼우나 흔히 3개로 갈라지고 불규

칙하나 깊은 치아상의 톱니가 있으며 윗부분의 잎은 퇴화되나 엽초가 커지지 않

는다. 꽃은 6-8월 가지 끝과 줄기 끝에 겹산형화서로 10-20개의 작은 꽃자루 끝

에 20-30개씩 백색꽃이 달린다. 총포는 없으나 작은 총포는 5-10개로서 삼각형

또는 피침형이다. 열매는 타원형의 분과로써 잔털이 있으나, 뒷면의 능선이 실처

럼 가늘며 합생면에 8개의 유관이 있다39-41).

한편, Peucedanum japonicum의 성분 연구로는 Heta 등42)이 1968년에

peucedanol, hamaudol, bergaptan을 분리하였고, 1991년에는 Chang 등43)이

cytotoxic pyranocoumarin인 (+)-trans-khellactone와 (+)-trans-4'-acetyl-3'-

tigloylkhellactone를 분리하였다. 그 후, 1992년에 Yasumasa 등44)이 angular 타입

의 dihydropyranocoumarins인 peujaponisin과 (-)-visnadin 등을 분리보고 하였

으며, Chang 등45)이 cytotoxic pyranocoumarin인 (-)-cis-khellactone을 분리 동

정하였다. 1993년에 들어서는 Yasumasa 등46)이 angular 타입의 dihydropyrano

-coumarins인 peujaponisinol A and B를 분리하였고, 1994년에 Ikeshiro 등47)이

coumarin glycoside인 peujaponiside (peucedanol 7-O-β-D-apiofuranosyl(1→6)-

β-D-glucopyranoside)를 분리 보고하였다. 1996년 되어서는 Chen 등48)이

khellactone esters인 (-)-trans-3'-acetyl-4'-senecioylkhellactone, (+-)-cis-3‘-

acetyl-4'-tigloylkhellactone, (+-)-cis-4-tigloylkhellactone, (+)-trans-4'-tigloy

-khellactone을 분리 보고하였고, 1998년에 Hsiao 등49)이 3’4‘-diisovalerykhel

-lactone diester를 분리 동정하였다. 이 후 1999년에 Choi 등50)이 praeruptorin

A, xanthotoxin, psoralen, isopimpinellin을 분리 보고하였고, 2004년에 Masashi
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Hisamoto 등51)이 (3S)-O-D-glucopyranosyl-6-[3-oxo-(2S)-butenylidenyl]-

1,1,5-trimethylcyclohexan(5R)-ol과 phenylpropanoid glucosides인 3-(2-O-D-

glucopyranosyl-4-hydroxyphenyl)propanoic acid, methyl 3-(2-O-D-gluco

-pyranosyl-4-hydroxyphenyl)propanoate를 분리 보고하였으며, 2005년 Zheng 등

52)
이 coumarin 타입의 psoralen, scopoletin과 sterol인 daucosterol 그리고

aliphatic alcohol인 galactitol을 분리 동정하였다.

Peucedanum japonicum의 활성 연구로는 1991년 Takeuchi 등53)이 phenylcouma

-rin 성분의 Ca2+ blocker 작용과 papaverine 유사 활성에 대해 보고하였고, 1992

년 Jong 등 54)이 cis-khellactonediester의 혈액응고억제 활성을 보고하였으며,

1996년 Chen 등이 혈소판 응집 억제 효과에 대해서 보고하였다. 1998년 Aida 등

55)이 갯기름나물에서 분리한 khellactone의 항경련 작용 및 기관지 천식에 효과

가 있음을 발표하였고, 1999년 Huong 등56)이 coumarin 성분의 monoamine

oxidase의 억제 활성을, 2002년 Lee 등57)이 pyrocoumarin 성분의 nitric oxide와

cylic GMP pathway에 의해 매개되는 혈압강하 작용에 대해서 보고하였다. 2003

년 Hisamoto 등58)이 Peucedanum japonicum 잎의 항산화 활성 효과를 연구하였

고, 2004년 Lee 등59)이 coumarin 성분의 항당뇨 활성을, 2004년 Moorioka 등60)이

colon carcinogenesis의 예방효과를, 2005년 Zheng 등61)이 scopoletin의 항염 활성

에 대한 연구를 발표하였다.
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추출 실험에 사용한 갯기름나물은 2008년 7월 애월 해안도로에서 채집하였다. 분

석 실험에 사용한 갯기름 나물은 2010년 7월 애월 해안도로에서 채집하였다. 채

집한 갯기름나물 전초를 깨끗하게 세척 후 실온에서 완전히 자연 건조 시켜 사

용하였다(Figure 2).

Figure 2. Photograph of P eucedanum japonicum Thunberg.
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2-1. 추출 및 분리과정

본 실험에서 시료의 추출, 용매분획 및 분리에 사용된 용매들은 Merk Co.,

Fisher Co., Hyman Co.의 제품을 사용하였다. Normal-phase silica gel column

chromatography에는 Silica gel 60 (230-400mesh ASTM, Merck)이 사용되었고,

Sephadex column chromatography에는 Sephadex LH-20(0.1-0.025 nm)이 사용

되었다. 분리과정에서 사용된 TLC (Thin-Layer Chromatography)는 precoated

silica gel aluminium sheet (Silica gel 60 F254. 2.0 mm, Merck)를 사용하였다.

TLC 상에서 분리된 물질들을 확인하기 위하여 UV lamp를 사용하거나 TLC

plate를 visualizing agent에 침적시킨 후 heat gun을 이용하여 건조시켰다.

Visualizing agent로는 3% KMnO4, 20% K2CO3 및 0.25% NaOH를 혼합한 수용

액을 사용하였다. 구조분석에 이용되는 NMR (Nuclear Magnetic Resonance)은

JNM-LA 400 (FT NMR system, JEOL)을 이용하였다. NMR 측정시 용매로는

NMR 전용 Merck Co.의 CD3OD과 CDCl3를 사용하였다.

2-2. 세포배양 및 활성측정

항산화 활성 측정 시 사용한 1,1-diphenyl-2-picrilhydrazyl(DPPH)은 Sigma-A

ldrich사 (USA)에서 구입하여 사용하였다. Tyrosinase 억제활성 실험에서 쓰인

L-tyrosine은 Sigma-Aldrich(USA)사의 시약을 사용하였다.

마우스 대식세포주인 RAW 264.7 세포는 한국세포주은행(Korean Cell Line

Bank)으로부터 구입하였다. 세포는 10% fetal bovine serum(FBS)과 100

units/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin(GIBCO, USA)이 포함된

Dulbecco's Modified Eagle Medium(DMEM, GIBCO, USA)배지를 사용하여 37

℃, 5% CO2 항온기에서 배양하였다.

마우스 멜라노마 세포인 B16F10 세포는 10% fetal bovine serum(FBS)과 100

units/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin(GIBCO, USA)이 포함된
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Dulbecco's Modified Eagle Medium(DMEM, GIBCO, USA)배지를 사용하여 37

℃, 5% CO2 항온기에서 배양하였다.

활성 검색을 확인하기 위한 ELISA reader는 Multiskan EX (355-01R-09,

Thermo Electron Co.)를 사용하였다.

2-3. 표준화

표준화에 사용된 용매는 Fisher Co.에 HPLC 급 Methanol을 사용하였다. 샘플

제조시 사용된 Filter는 PVDF Syringe filter (13 mm, 0.45 μm, Whatman)를 사

용하였다. HPLC (High Performance Liquid Chromatograph)는 Waters 2690 XE

(M996 PhotoDiiode Array detector, Waters Co.)를 이용하였다. 측정시 컬럼은

Shimadzu사의 SHIM-PACK (VP-005, 150 × 4.6 mm)을 사용하였다.

3-1. 억새뿌리의 추출 및 성분 분리

3-1-1. 시료의 추출 및 성분 분리

제주시 아라동에서 자생하는 억새뿌리를 채집한 후 시료를 음지에서 음건하여

분쇄 추출하였다. 추출은 건조무게의 20배량의 80%(v/v) 메탄올에 침지하였고, 3

개월 방치 후 상층액을 취한 다음 잔사에 20배량의 용매를 넣어 재추출하였다.

추출된 용매는 whatman 여과지 (No.2)를 이용하여 여과 하고, 여과액은 감압 농

축기를 이용하여 40℃에서 농축하였다. 감압 농축된 80% 메탄올 추출물을 증류

수 1 L에 현탁시키고, 분별깔대기를 이용해 각각 1 L 씩 n-Hexane 층,

Dichloromethane (MC) 층, Ethyl acetate (EtOAc) 층, n-Butanol (n-BuOH) 층

및 물 층 5개의 용매분획층을 얻었다(Figure 3).
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Figure. 3 Procedure of extraction and various fraction from Roots of

Miscanthus sinensis var. purpurascens.
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3-1-2. Normal-phase column chromatography에 의한 분리과정

용매 분획하여 얻어진 각 분획 층들 중에서 Dichloromethane 분획층(932 mg)을

normal-phase column chromatography에서 MC/MeOH (14/1)의 전개용매로 전

개시켜 7개의 분획층을 얻었다.

3-1-3. compound 1의 분리과정

2-2에서 얻어진 분획 중 Fr. 2 (72.6 mg)를 Sephadex LH-20에서 MC/MeOH

(7/3)의 전개용매로 전개시켜 4개의 분획층을 얻었고, 그 중 Fr. 2-3에서

Compound 1(11.5 mg)을 얻었다.

3-1-4. compound 2의 분리과정

2-2에서 얻어진 분획 중 Fr. 3 (100.0 mg)을 Sephadex LH-20에서 MC/MeOH

(7/3)의 전개용매로 전개시켜 3개의 분획층을 얻었고, 그 중 Fr. 3-3에서

Compound 2(2.1 mg)를 얻었다(Figure 4).
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Figure 4. Isolation of the compound 1 and compound 2 from Root of

Miscanthus sinensis var. purpurascens.
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3-2. 갯기름나물의 추출 및 성분 분리

3-2-1. 추출 및 용매분획

통풍이 잘되는 곳에서 음건된 시료를 세절 분쇄하여 추출하였다. 추출은 건조무

게의 20배량의 80%(v/v) 메탄올에 침지하였고, 3개월 방치 후 상층액을 취한 다

음 잔사에 20배량의 용매를 넣어 재추출하였다. 추출된 용매는 whatman 여과지

(No.2)를 이용하여 여과하고, 여과액은 감압 농축기를 이용하여 40℃에서 농축하

였다. 감압 농축된 80% 메탄올 추출물을 증류수 1 L에 현탁시키고, 분별깔대기

를 이용해 각각 1 L 씩 n-Hexane 층, Dichloromethane (MC) 층, Ethyl acetate

(EtOAc) 층, n-Butanol (n-BuOH) 층 및 물 층 5개의 용매분획층을 얻었다

(Figure 5).
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Figure 5. Procedure of extraction and various fraction

from P eucedanum japonicum Thunberg.
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3-2-2. Normal-phase column chromatography에 의한 분리과정

용매 분획하여 얻어진 각 분획 층들 중에서 Ethyl acetate 분획층 (1.266 g)을

normal-phase column chromatography에서 MC/MeOH/H2O (11/2/0.1)의 전개용

매로 전개시켜 10개의 분획층을 얻었다. 이 중 Fr. 2를 다시 nomal-phase C.C에

서 MC/EtOAc/MeOH (12/6/1.5)의 전개용매로 전개시켜 6개의 분획을 얻었다.

3-2-3. compound 3의 분리과정

2-2에서 얻어진 분획 중 Fr. 2-2 (24.6 mg)를 Sephadex LH-20에서 MC/MeOH

(6/4)의 전개용매로 전개시켜 5개의 분획층을 얻었고, 그 중 Fr. 2-2-4에서

Compound 3(4.0 mg)을 얻었다.

3-2-4. compound 4의 분리과정

2-2에서 얻어진 분획 중 Fr. 2-4 (40.7 mg)를 Sephadex LH-20에서 MC/MeOH

(6/4)의 전개용매로 전개시켜 6개의 분획층을 얻었고, 그 중 Fr. 2-4-5에서

Compound 4(4.1 mg)를 얻었다(Figure 6).
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Figure. 6. Isolation of the compound 3 and compound 4

from P eucedanum japonicum Thunberg.
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4-1. DPPH radical scavenging test

DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)는 화합물 내 질소 중심의 라디칼 전자의

비편재화에 의해 안정화된 구조의 라디칼로 존재한다. 이러한 DPPH는 517 nm

에서 최대 흡수를 나타내며, 환원되면 517 nm에서 흡수가 없어진다. 따라서

DPPH의 환원정도는 환원제의 환원력에 달려있다고 할 수 있다.

DPPH 에 의한 자유라디칼 소거활성은 Yoshida et al. (1989)등의 방법을 변형하

여 실시하였다62). 각 추출물의 DPPH radical 소거 활성 측정은 methanol에 녹

인 여러 농도의 시료 각각을 96well plate에 100 ㎕씩 분주하고 0.4 mM DPPH

용액을 동량 첨가하여 실온에서 10분간 방치한 후 520 nm에서 흡광도를 측정하

여 DPPH의 환원에 의한 흡광도의 감소를 측정하였다. 이 때 DPPH 라디칼 소거

활성은 다음 식에 따라 계산하였으며, 라디칼 소거활성 정도가 50% 감소할 때

시료의 농도를 나타내는 RC50값으로 효과를 표시하였다. 이 때 사용된 대조군으

로는 Ascorbic acid (Vitamin C)를 사용하였다.

DPPH Inhibition Rate (%) = [A-(B-C)/A]×100

A : absorbance of not adding samples

B : absorbance of adding samples

C : absorbance of samples

4-2. Tyrosinase inhibition test

Tyrosinase는 인체 내의 멜라닌 생합성 경로에서 가장 중요한 초기 속도 결정

단계에 관여하는 효소로서 이 효소의 활성억제 효과 정도를 in vitro에서 확인함

으로써 미백 성분의 함유 정도를 검색할 수 있다63,64).

Tyrosine에서 멜라닌을 형성하는 일련의 산화 반응에서 Tyrosinase는 처음

Tyrosine이 dopa로 산화되는 과정과 다음 단계인 dopa가 dopaquinone으로 산화
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되는 두 단계의 반응을 촉진한다. 효소의 활성도 측정은 Tyrosinase inhibition

test는 DOPA chrome법65)을 응용하여 기질인 L-tyrosine이 Tyrosinase에 의해

갈변 생성물인 DOPAchrome으로 변환하는 것을 490 nm에서 측정하였다.

0.1 M Phosphate buffer(pH6.5) 240 μL와 시료액 20 μL 그리고 25 μL의

tyrosinase (EC 1.14.18.1) 10 μL (1700 units/mL)를 순서대로 넣는다. 이 용액에

30 μL의 L-Tyrosine 수용액(1.5 mM)을 넣고 37 ℃에서 70분 동안 반응시킨다.

그리고 이것을 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. Tyrosinase 저해활성은

Tyrosinase의 활성을 50% 감소시키는 데 필요한 시료의 농도 (inhibition

concentration, IC50, μg/mL)로 표시하였다. 이 때 사용된 대조군으로는 Arbutin을

사용하였다.

Tyrosinase Inhibition rate(%) = [ (C-D)-(A-B)]/(C-D) × 100

A : Abs of experimental group

B : Abs of blank of experimental group

C : Abs of control group

D : Abs of blank of control group

4-3. Melanin 생합성 저해율 측정

B16 세포는 DMEM 배지를 사용하여 24 well plate에 1×105 cells/mL로

seeding 하고나서 24시간 후 시료를 처리 및 α-MSH(0.2 mM)의 농도로 처리하

여 37 ℃, 5 % CO2 항온기에서 3일간 배양하였다.

3일 후 배지를 제거하고 PBS로 세척 후, 세포를 수확하여 1 N NaOH를 첨가하

여 세포를 완전히 녹인 후 450 nm에서 ELISA reader로 측정하여 대조군과 비교

하였다.
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4-4. MTT assay에 의한 세포 생존율 측정

B16 세포를 DMEM 배지를 이용하여 24 well plate에 1.5×105 cells/mL로

seeding한 후, 시료를 처리하여 37 ℃, 5% CO2 항온기에서 하루 동안 배양하였

다. 다음 날부터 시료가 들어있는 새 배지로 3일간 매일 교환하고 하루 동안 더

배양한 후, plate의 배지를 제거한 다음에 MTT(40 mg/mL) 시약을 처리(0.1

mg)하여 형성된 formazan을 DMSO에 녹인 후 540 nm에서 ELISA로 측정하여

대조군과 비교하였다. 흡광도는 MTT가 세포에 의해 환원된 양을 나타내며 각

well에 존재하는 생존 세포수와 비례하며 다음과 같이 나타낸다.

(mean optical density in test well)/(mean optical density in control well)×100

4-5. Nitric Oxide 저해 활성 측정

RAW 264.7 세포에서 LPS에 의해 생성된 NO의 양은 Griess 시약으로 측정하

였다. RAW 264.7 세포를 DMEM 배지를 이용하여 1.5×105 cells/mL로 조절한

후 24well에 접종하고, 실험물질과 LPS(1 μg/mL)를 함유한 새로운 배지를 동시

에 처리하여 24시간 배양하였다. 생성된 NO의 양은 Griess 시약을 이용하여 세

포배양액 중에 존재하는 NO2-의 형태로 측정하였다. 세포배양 상징액 100 μL와

Griess 시약[1%(w/v) sulfanilamide, 0.1%(w/v) naphtylethylene -diamine in

2.5%(v/v) phosphoric acid] 100 μL를 혼합하여 96 well plates에서 10분 동안 반

응시킨 후 ELISA reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 그 값

을 sodium nitrite (NaNO2)를 표준으로 하여 비교하였다.
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5-1. 표준액과 검액의 제조

5-1-1. HPLC 분석을 위한 표준액의 제조

각각의 표준품을 MeOH 이나 50% MeOH에 녹여 농도를 1.0 mg/ml로 만들었

다. 이 용액을 단계적으로 희석하여 농도가 각각 12.5, 25, 50, 100, 200 μg/ml 가

되도록 시료를 만들고, 15초간 vortexing 한 후 0.45 μm membrane filter로 여과

하여 사용하였다.

5-1-2. 검액 제조

검체는 각각의 시료를 80% MeOH 용액에 50 mg/ml, 30 mg/ml의 농도로 녹이

고, 15초간 vortexing 한 후 0.45 μm membrane filter로 여과하여 검액으로 하였

다.

5-2. HPLC 분석

5-2-1. 억새뿌리의 분석 조건

억새뿌리는 지표물질을 Methyl 4-hydroxy cinnamate로 선정하여 분석조건을 검

토하였다. 컬럼은 Shimadzu사의 SHIM-PACK (VP-005, 150 × 4.6 mm)을 사용

하였고, 검출기는 UV 311.9 nm, 이동상으로는 5% 초산이 첨가된 메탄올과 물을,

유속은 1 mL/min를 사용하여 실험하였다.
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5-2-2. 갯기름나물의 분석 조건

갯기름 나물은 지표물질을 Peucedanol로 선정하여 분석 조건을 검토하였다. 컬

럼은 Shimadzu사의 SHIM-PACK (VP-005, 150 × 4.6 mm)을 사용하였고, 검출

기는 UV 311.9 nm, 이동상으로는 5% 초산이 첨가된 메탄올과 물을, 유속은 1

ml/min를 사용하여 실험하였다.

5-3. 분석 방법의 검증 (Validation)

HPLC 분석법이 어느 정도의 신뢰도와 재현성을 갖는지 검증하기 위해서 ICH

(International Conference on Harmonization)가이드라인에 의한 분석법을 수행하

였다66).

5-3-1. 특이성 (Specificity)

불순물, 분해산물, 기질물과 같이 예상할 수 없는 구성성분의 존재 하에서 분석

물질을 확실하게 분석하는 능력으로, 다른 물질과의 간섭 없이 성분이 분리되는

것에 의해 특이성을 확인하였다.

5-3-2. 직선성 (Linearity)

각 표준액에 대하여 확립된 HPLC 조건에 의하여 5개의 농도 (12.5, 25, 50, 100,

200 μg/ml) 별로 피크 면적 비를 구하여 표준품 농도 (X축)와 피크 면적비 (Y

축)에 대한 검량선을 작성하였고, 검량선으로부터 직선성의 상관계수를 구하여

확인하였다.
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5-3-3. 일내 정밀도 (Intra-day Precision)

일정농도의 표준액의 일내 변동을 알아보기 위해 설정한 5가지 농도를 5개씩

반복하여 측정한 결과를 피크면적비의 변이계수(%)로 검토하였다.

5-3-4. 일간 정밀도 (Inter-day Precision)

일정농도의 표준액의 일간 변동을 알아보기 위해 설정한 5가지 농도를 하루에

1회씩 3일간 반복하여 측정한 결과를 피크면적비의 변이계수(%)로 검토하였다.

5-3-5. 정확성 (Accuracy)

표준액 3개 농도를 각 3회 주입하여 얻은 결과를 검량선에 대입하여 얻은 결과

와 참값의 오차정도(회수율, %)로서 정확성을 평가하였다.

회수율 (Recovery, %) = 측정농도/이론농도 × 100

5-4. 분리된 성분의 최적 추출 조건 확립 및 표준화된 전처리 방법 확립

분석 방법의 검증을 통하여 확립된 HPLC 조건에 의해 각각의 검액을 분석하여

검량선에 대비하여 각각의 함량을 산출한다.

분리된 성분의 최적 추출 조건 확립 및 표준화된 전처리 방법을 확립하기 위하

여 각각 식물들의 지표성분에 대하여 확립된 HPLC 분석 조건을 사용하여 표준

액 및 검액을 각각 5회씩 분석한 후, 검량선에 대비하여 원료들의 지표성분의 함

량을 산출하였다.
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5-4-1. 검체의 추출

각각의 채집된 식물을 음지에서 음건하여 분쇄한 건조분말을 각각의 용매에 침

적하고 실온에서 1시간동안 교반하여 침출시켜 추출하였다. 추출된 용매는

whatman 여과지 (No.2)를 이용하여 여과하고, 여과액은 감압 농축기를 이용하여

40℃에서 농축하였다.

5-4-2. 추출 용매에 따른 지표성분의 정량

추출 용매에 따른 지표성분의 함량 변화를 확인해 보기 위하여, 추출용매로 가장

많이 사용되는 Acetone, Methanol, Ethanol을 이용해 추출하였고 이에 따른 수득

률 및 지표성분의 함량을 산출하였다.

5-4-3. 추출 용매의 조성에 따른 지표성분의 정량

추출 용매의 조성에 따른 지표성분의 함량 변화를 확인해 보기 위하여, 3.1에서

실험한 용매들 중 지표성분의 함량이 가장 높은 용매를 이용하여 10∼100% 까

지 용매의 조성을 변화시켜 추출한 후, 수득률 및 지표성분의 함량을 산출하였

다.

5-4-4. 추출시간에 따른 지표성분의 정량

추출 시간에 따른 지표성분의 함량 변화를 확인해 보기 위하여, 1, 3, 6, 24, 48

시간마다 추출한 후, 수득률 및 지표성분의 함량을 산출하였다.

6-1. 표준화된 분석 방법의 적용
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분석 방법의 검증을 통하여 확립된 HPLC 조건에 의해 각각의 추출액을 분석하

여 검량선에 대비하여 각각의 함량을 산출하였다.

분리된 성분들에 대한 표준화된 분석 방법을 적용하기 위해 각각 식물들의 지

표성분에 대하여 확립된 HPLC 분석 조건을 사용하여 표준액 및 검액을 각각 5

회씩 분석한 후, 검량선에 대비하여 원료들의 지표성분의 함량을 산출하였다.

6-1-1. 시료의 추출

각각의 채집된 식물을 음지에서 음건하여 분쇄한 건조분말을 각각의 용매에 침

적하고 실온에서 1시간동안 교반하여 침출시켜 추출하였다. 추출된 용매는

whatman 여과지 (No.2)를 이용하여 여과하고, 여과액은 감압 농축기를 이용하여

40℃에서 농축하였다.

6-1-2. 추출물의 분석

각각의 추출물을 80% MeOH 용액에 50 mg/mL의 농도로 녹이고, 15초간

vortexing 한 후 0.45 μm membrane filter로 여과하여 각각의 분석 방법에 맞춰

분석하였다.

6-2. 최적 추출 조건의 확립

6-2-1. 추출 용매에 따른 지표성분의 정량

추출 용매에 따른 지표성분의 함량 변화를 확인해 보기 위하여, 추출 용매로 가

장 많이 사용되는 Acetone, Methanol, Ethanol을 이용해 추출하였고 이에 따른

수득률 및 지표성분의 함량을 산출하였다.
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6-2-2. 추출 용매의 조성에 따른 지표성분의 정량

추출 용매의 조성에 따른 지표성분의 함량 변화를 확인 해 보기 위하여, 5-2-1

에서 실험한 용매들 중 지표성분의 함량이 가장 높은 용매를 이용하여 10∼

100% 까지 용매의 조성을 변화시켜 추출한 후, 수득률 및 지표성분의 함량을 산

출하였다.

6-2-3. 추출 시간에 따른 지표성분의 정량

추출 시간에 따른 지표성분의 함량 변화를 확인해 보기 위하여, 1, 3, 6, 24, 48

시간마다 추출한 후, 수득률 및 지표성분의 함량을 산출하였다.

6-3. 표준화된 전처리 방법 및 분석 방법을 이용한 시료의 분석

6-3-1. 추출물 중 Peucedanol의 정량

앞에서 확립된 전처리 방법 및 분석 방법을 이용하여 갯기름나물의 지상부, 꽃,

뿌리를 부위별로 추출해 Peucedanol 성분을 정량 하였다. 검체는 각각의 시료를

80% MeOH 용액에 50 mg/ml의 농도로 녹이고, 15초간 vortexing 한 후 0.45 μ

m membrane filter로 여과하여 검액으로 하였다. 또한, 미나리과에 속하는 식물

인 구릿대(Angelica dahurica)를 같은 방법으로 추출하여 Peucedanol 성분에 대

한 정량을 실시하였다.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1-1. 억새뿌리에서 분리된 화합물의 구조 결정

1-1-1. Compound 1의 구조해석

Compound 1의 구조를 확인하기 위해
1
H,

13
C NMR, DEPT, HMQC, HMBC를

통하여 확인하였다.

1H NMR을 통하여 확인한 결과 δ 7.4 (1H, d, J=8.7)과 δ 6.7 (1H, d, J=8.7)에

서 나타나는 signal로 보아 방향족 고리의 수소가 있음을 예상하였고, coupling

constant를 통해 방향족 고리의 수소가 para 위치에 커플링 하고 있다고 예측하

였으며, δ 7.6 (1H, d J=15.9)과 δ 7.6 (1H, d J=15.9)의 coupling constant는

trans olefin을 가지고 있음을 예상할 수 있었다. δ 3.6 (3H, s)의 수소는

methoxy기가 존재하고 있음을 예측할 수 있었다.

13C NMR을 통해서는 탄소의 총 개수가 7개 이상임을 예상 하였다. DEPT

(135°)를 통해 2차 탄소는 없고, 3개의 peak가 4차 탄소임을 확인하였고, 2차탄소

는 없고 5개의 3차 혹은 1차 탄소를 확인할 수 있었다. HMQC의 결과와 비교하

여 δ 131.3과 δ 117.0의 탄소와 결합하고 있는 수소가 방향족 고리의 수소와 일

치하고 있음을 통해 이 두 피크는 para coupling 하고 있는 방향족 고리의 탄소

일 것이라고 예측할 수 있었다. 그리고 δ169.9에서 Carbonyl기의 탄소가 있다고

예상하였고, δ 146.7과 δ 115.0은 1H NMR에서 예측한 olefin의 탄소가 Carbonyl

기에 결합하고 있을 것이라고 예측할 수 있었다.

마지막으로 HMBC 데이터를 통해 위에서 예측했던 olefin 탄소와 Carbonyl기 탄

소의 위치를 확인하였고, 문헌에서 제시된 데이터67)와 비교한 결과 Compound 1

은 Methyl 4-hydroxy cinnamate로 동정되었다.



- 32 -

HO

O

O

1
2

3

4

5

6

7

8

9 10

Figure 7. Methyl 4-hydroxy cinnamate

Table 1. NMR spectroscopic data for Compound 1 (in CD3OD).

Position

Compound 1

δ13C Dept
δ1H (int, mult, J in

Hz)
HMBC

1 127.2 C C-3, C-8

2 131.3 CH 7.4 (1H, d, J=8.7) C-4

3 117.0 CH 6.7 (1H, d, J=8.7) C-1

4 161.5 C C-2

5 117.0 CH 6.7 (1H, d, J=8.7)

6 131.3 CH 7.4 (1H, d, J=8.7)

7 146.7 CH 7.6 (1H, d, J=15.9) C-2, C-9

8 115.0 CH 6.3 (1H, d, J=15.9) C-1

9 169.9 C C-7, C-10

10 49.4 CH3 3.6 (3H, s) C-9
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1H NMR : 400 MHz in CD3OD

Figure 8. 1H-NMR spectrum of compound 1 from Root of Miscanthus sinensis var. purpurascens.



- 34 -

13C NMR : 100 MHz in CD3OD

Figure 9. 13C NMR and DEPT spectrum of compound 1 from Root of Miscanthus sinensis var. purpurascens.
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Figure 10. HMQC spectrum of compound 1 from Root of Miscanthus sinensis var. purpurascens.
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Figure 11. HMBC spectrum of compound 1 from Root of Miscanthus sinensis var. purpurascens.
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1-1-2. Compound 2의 구조해석

Compound 2의 구조를 확인하기 위해 1H, 13C NMR, DEPT, HMQC, HMBC를

통하여 확인하였다.

1
H NMR을 통하여 확인한 결과 δ 7.7 (2H, d, J=8.0)와 δ 6.9 (2H, d, J=8.2)에

서 나타나는 signal로 보아 방향족 고리의 수소가 있음을 예상하였고, coupling

constant를 통해 방향족 고리의 수소가 para 위치에 커플링하고 있다고 예측 할

수 있다. δ 9.75 (1H, s)로 보아 Carbonyl기에 인접한 수소일 것이라고 예측하였

다.

13C NMR을 통해서는 탄소의 총 개수가 5개 이상임을 예상하였다. DEPT(135°)

를 통해 2개의 peak가 4차 탄소임을 확인할 수 있었고 2차 탄소는 없고, 나머지

는 1차 혹은 3차 탄소임을 알 수 있었다. δ 192.0 위치의 peak로 보아 Carbonyl

기의 탄소임을 예측하였으며, δ 164.5 위치의 4차 탄소는 para 커플링하고 있는

위치 중 한 위치는 -OH기가 결합되어 있을 것이라고 예측할 수 있었다.

이상의 결과들을 HMBC 데이터로 조합하고, 문헌에서 제시한 데이터68)와 비교한

결과 Compound 2는 4-hydroxybenzaldehyde으로 동정되었다.
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Figure 12. 4-hydroxybenzaldehyde

Table 2. NMR spectroscopic data for Compound 2 (in CD3OD).

Position

Compound 2

δ13C Dept
δ1H (int, mult, J in

Hz)
HMBC(H→C)

1 129.4 C

2 132.6 CH 7.7 (1H, d, J=8.0) C-4, C-7

3 116.1 CH 6.9 (1H, d, J=8.2) C-7

4 164.5 C

5 116.1 CH 6.9 (1H, d, J=8.2) C-7

6 132.6 CH 7.7 (1H, d, J=8.0) C-4, C-7

7 192.0 CH 9.75 (1H, s) C-1
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1H NMR : 400 MHz in CD3OD

Figure 13. 1H-NMR spectrum of compound 2 from Root of Miscanthus sinensis var. purpurascens.
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13C NMR : 100 MHz in CD3OD

Figure 14. 13C NMR and DEPT spectrum of compound 2 from Root of Miscanthus sinensis var. purpurascens.
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Figure 15. HMQC spectrum of compound 2 from Root of Miscanthus sinensis var. purpurascens.
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Figure 16. HMBC spectrum of compound 2 from Root of Miscanthus sinensis var. purpurascens.
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1-2. 갯기름나물에서 분리된 화합물의 구조 결정

1-2-1. Compound 3의 구조해석

Compound 3의 구조를 확인하기 위해
1
H,

13
C NMR, DEPT, HMQC, HMBC를

통하여 확인하였다.

1H NMR을 통하여 확인한 결과 δ 7.1 (1H, d, J=8.2)과 δ 6.7 (1H, d, J=8.4)에

서 나타나는 signal로 보아 방향족 고리의 수소가 있음을 예상하였고, coupling

constant를 통해 방향족 고리의 수소가 para 위치에 커플링하고 있다는 것을 예

측할 수 있었다. δ 3.1 (1H, s)의 peak를 통해 methoxy기가 존재할 것이라고 예

상하였고, 13C data와 HMQC data를 비교하여 methoxy기의 존재를 확인하였다.

13C NMR을 통해서는 탄소의 총 개수가 6개 이상임을 예상하였다. DEPT

(135°)를 통해 2차 탄소 1개와 2개의 4차 탄소를 확인하였고, 나머지는 3차 혹은

1차 탄소임을 확인 할 수 있었다.

HMBC data를 이용하여 methoxy기의 위치와 CH2의 위치를 확인하고 이러한

위치의 확인을 통하여 para 위치의 다른 탄소는 δ 158.5의 값을 가지는 것을 통

해 hydroxy기가 연결되어 있다고 예측할 수 있었다.

이상의 기기분석과 문헌에서 제시한 데이터69)와 비교한 결과 Compound 3은

4-(2-hydroxy-1- methoxyethyl)phenol으로 동정되었다.
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Figure 17. 4-(2-hydroxy-1-methoxyethyl)phenol

Table 3. NMR spectroscopic data for Compound 3 (in CD3OD).

Position
Compound 3

δ13C Dept δ1H (int, mult, J in Hz) HMBC

1 158.5 C

2 116.3 CH 6.7 (1H, d, J=8.4)

3 129.4 CH 7.1 (1H, d, J=8.2) C-7

4 131.0 C

5 129.4 CH 7.1 (1H, d, 8.2) C-7

6 116.3 CH 6.7 (1H, d, 8.4)

7 86.1 CH 4.1 (1H, m ) C-3, C-5, C-8, C-9

8 67.9 CH2

3.6 (1H, m)

3.3 (1H, m )
C-7

9 56.9 CH3 3.1 (3H, s) C-7
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1H NMR : 400 MHz in CD3OD

Figure 18. 1H-NMR spectrum of compound 3 from P eucedanum japonicum Thunberg.
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13C NMR : 100 MHz in CD3OD

Figure 19. 13C NMR and DEPT spectrum of compound 3 from P eucedanum japonicum Thunberg.
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Figure 20. HMQC spectrum of compound 3 from P eucedanum japonicum Thunberg.
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Figure 21. HMBC spectrum of compound 3 from Peucedanum japonicum Thunberg.
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1-2-2. Compound 4의 구조해석

Compound 4의 구조를 확인하기 위해 1H, 13C NMR, DEPT, HMQC, HMBC를

통하여 확인하였다.

1
H NMR을 통하여 확인한 결과 δ 7.4 (1H, s)과 δ 6.7 (1H, s)에서 나타나는

signal로 보아 방향족 고리의 수소가 있음을 예상하였고, δ 6.2 (1H, d, J=9.5)과

δ 7.8 (1H, d, J=9.4)의 peak는 coumarin핵의 olefinic protone일 것이라고 예측을

할 수 있었다. δ 1.26 (3H, s)과 δ 1.25 (3H, s)의 signal은 germinal methyl의

proton으로 예측되어 방향족의 위치가 치환되어 있는 terpenoid coumarin이라고

추정할 수 있었다.

13C NMR을 통해서는 탄소의 총 개수가 14개 이상임을 예상하였다. DEPT

(135°)를 통해 2차 탄소 1개와 6개의 4차 탄소를 확인하였고, 나머지는 3차 혹은

1차 탄소임을 확인할 수 있었다. 특히 앞의 proton data에서 확인한 바와 같이 δ 

25.8 ppm과 δ 25.3에서 germinal methyl의 carbon을 확인할 수 있었다.

HMBC data를 통하여 탄소와 수소의 위치를 확인할 수 있었고, HMBC data를

통해 각각의 위치를 결정할 수 있었다.

문헌에서 제시한 데이터70)와 비교한 결과 Compound 4는 Peucedanol

(7-hydroxy -6-(2,3-dihydroxy-3-methylbutyl)-2H-chromen-2one)으로 동정되

었다.
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Figure 22. 7-hydroxy-6-(2,3-dihydroxy-3-methylbutyl)-2H-chromen-2one

Table 4. NMR spectroscopic data for Compound 4 (in CD3OD).

Position
Compound 4

δ13C Dept δ1H (int, mult, J in Hz)

2 164.1 C

3 113.0 CH 6.2 (1H, d, J=9.5)

4 146.4 CH 7.8 (1H, d, J=9.4)

5 131.7 CH 7.4 (1H, s)

6 126.7 C

7 161.5 C

8 103.2 CH 6.7 (1H, s)

9 155.9 C

10 112.2 C

11 33.5 CH2
3.1 (1H, dd, J=1.5, 14.1)

2.5 (1H, dd, J=10.4, 14.1)

12 79.3 CH 3.6 (1H, dd, J=1.5, 10.4)

13 74.0 C

14 25.8 CH3 1.26 (3H, s)

15 25.2 CH3 1.25 (3H, s)
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1H NMR : 400 MHz in CD3OD

Figure 23.
1
H-NMR spectrum of compound 4 from P eucedanum japonicum Thunberg.
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13C NMR : 100 MHz in CD3OD

Figure 24. 13C NMR and DEPT spectrum of compound 4 from P eucedanum japonicum Thunberg.
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Figure 25. HMQC spectrum of compound 4 from P eucedanum japonicum Thunberg.
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Figure 26. HMBC spectrum of compound 4 from Peucedanum japonicum Thunberg.
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2-1. 항산화 실험 결과

2-1-1. 억새뿌리 추출물의 DPPH 라디칼 소거활성 결과

억새뿌리 80% Methanol 추출물과 각각의 용매분획물에 대한 DPPH 라디칼 소

거활성 결과를 확인해 본 결과, Vitamin C (RC50 = 3.2 μg/mL)와 비교하여, 추

출물은 152.6 μg/mL로 낮은 값을 나타내는 데 반해 MC 분획층과 EA 분획층은

각각 52.2 μg/mL과 31.6 μg/mL로 높은 수준의 항산화 활성을 나타내는 것을 알

수 있었다(Table 5, Figure 27).

Table 5. DPPH radical scavenging effects (RC50) of several extracts

from Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens.

Vitmin C Extract n-Hexane MC EA n-BuOH

RC50 3.2 152.6 N/D 52.2 31.6 74.6

S.D 1.2 3.2 N/D 0.2 0.4 1.4

RC50 values were calculated from regression lines using different

concentrations in triplicate experiments. N/D means not detectable.
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Figure 27. DPPH radical scavenging effects of several extracts from

Root of Miscanthus sinensis var. purpurascens. The data

expressed as means ± S.D. of three determinations.

2-1-2. 억새뿌리에서 분리된 물질의 DPPH 라디칼 소거활성 결과

억새 뿌리에서 분리된 물질인 Com1 (Methyl 4-hydroxy cinnamate)과 Com2

(4-Hydroxybenzaldehyde)의 DPPH 라디칼 소거활성 결과를 확인해 본 결과,

Vitamin C (RC50 = 3.2 μg/mL)와 비교하여, 두 물질 모두 RC50값이 500 μg/mL

보다 높은 수치로 확인되었다(Figure 28).
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Figure 28. DPPH radical scavenging effects of compound 1 and 2 from

Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens. The data

expressed as means ± S.D. of three determinations.

2-1-3. 갯기름나물 추출물의 DPPH 라디칼 소거활성 결과

갯기름나물 80% Methanol 추출물과 각각의 용매분획물에 대한 DPPH 라디칼

소거 활성 결과를 확인 해 본 결과, Vitamin C (RC50 = 5.1 μg/mL)와 비교하여,

추출물은 435.5 μg/mL로 낮은 값을 나타내는 데 반해 EA 분획층은 37.0 μg/mL

으로 좋은 활성을 나타냈으며, n-BuOH 분획층도 113.2 μg/mL으로 추출물에 비

해서는 높은 활성을 나타내는 것을 알 수 있었다(Table 6, Figure 29).
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Table 6. DPPH radical scavenging effects (RC50) of several extracts

from P eucedanum japonicum Thunberg.

Vitmin C Extract n-Hexane MC EA n-BuOH

RC50 5.1 435.5 N/D N/D 37.0 113.2

S.D 0.0 3.2 - - 1.0 0.9

RC50 values were calculated from regression lines using different

concentrations in triplicate experiments. N/D means not detectable.

Figure 29. DPPH radical scavenging effects of several extracts

from Peucedanum japonicum Thunberg. The data expressed as

means ± S.D. of three determinations.
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2-1-4. 갯기름나물에서 분리된 물질의 DPPH 라디칼 소거활성 결과

갯기름나물에서 분리된 물질인 Com3 (4-(2-hydroxy-1-methoxyethyl)phenol)과

Com4 (Peucedanol)의 DPPH 라디칼 소거활성 결과를 확인해 본 결과, Vitamin

C (RC50 = 5.1 μg/mL)와 비교하여, 두 물질 모두 RC50값이 500 μg/mL보다 높은

수치로 확인되었다(Figure 30).

Figure 30. DPPH radical scavenging effects of compound 3 and 4 from

P eucedanum japonicum Thunberg. The data expressed as means

± S.D. of three determinations.
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2-2. Tyrosinase 저해활성 결과

2-2-1. 억새뿌리 추출물의 Tyrosinase 저해활성 결과

억새뿌리 80% Methanol 추출물과 각각의 용매분획물에 대한 Tyrosinase 저해

활성 결과를 확인해 본 결과, Arbutin (IC50 = 8.9 μg/mL)과 비교하여, 추출물은

90.0 μg/mL의 활성을 나타냈으며, MC 분획층과 EA 분획층은 각각 36.2 μg/mL

와 31.5 μg/mL로 높은 수준의 Tyrosinase 저해활성을 나타내는 것을 알 수 있었

다(Table 7, Figure 31).

Table 7. Tyrosinase inhibitory activity (IC50) of several extracts from

Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens.

Arbutin Extract n-Hexane MC EA n-BuOH

IC50 8.9 90.0 N/D 36.2 31.5 119.9

S.D 0.2 5.1 - 2.2 5.9 21.1

IC50 values were calculated from regression lines using different

concentrations in triplicate experiments. N/D means not detectable.
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Figure 31. Tyrosinase inhibitory activity of several extracts from Roots

of Miscanthus sinensis var. purpurascens. The data expressed

as means ± S.D. of three determinations.

2-2-2. 억새뿌리에서 분리된 물질의 Tyrosinase 저해활성 결과

억새뿌리에서 분리된 물질인 Com1 (Methyl 4-hydroxy cinnamate)과 Com2

(4-Hydroxybenzaldehyde)의 Tyrosinase 저해활성 결과를 확인해 본 결과,

Arbutin (IC50 = 8.9 μg/mL)과 비교하여, IC50 값이 각각 39.9 μg/mL와 21.1 μ

g/mL로 높은 수준의 Tyrosinase 저해활성을 나타내는 것을 알 수 있었다.

(Table 8, Figure 32).
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Table 8. Tyrosinase inhibitory activity (IC50) of compound 1 and 2 from

Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens.

Arbutin Com1 Com2

IC50 8.9 39.9 21.1

S.D 0.2 0.6 1.6

IC50 values were calculated from regression lines using different

concentrations in triplicate experiments.

Figure 32. Tyrosinase inhibitory activity of compound 1 and 2 from

Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens. The data

expressed as means ± S.D. of three determinations.
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2-2-3. 갯기름나물 추출물의 Tyrosinase 저해활성 결과

갯기름나물 80% Methanol 추출물과 각각의 용매분획물에 대한 Tyrosinase 저

해활성 결과를 확인해 본 결과, Arbutin (IC50 = 8.9 μg/mL)과 비교하여, 추출물

은 90.3 μg/mL의 활성을 타나냈으며, EA 분획층은 59.1 μg/mL로 높은 수준의

Tyrosinase 저해활성을 나타내는 것을 알 수 있었다(Table 9, Figure 33).

Table 9. Tyrosinase inhibitory activity (IC50) of several extracts from

P eucedanum japonicum Thunberg

Arbutin Extract n-Hexane MC EA n-BuOH

IC50 8.9 90.3 N/D N/D 59.1 172.0

S.D 0.2 4.4 - - 2.3 10.1

IC50 values were calculated from regression lines using different

concentrations in triplicate experiments. N/D means not detectable.
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Figure 33. Tyrosinase inhibitory activity of several extracts from

P eucedanum japonicum Thunberg. The data expressed as means

± S.D. of three determinations.

2-2-4. 갯기름나물에서 분리된 물질의 Tyrosinase 저해활성 결과

갯기름나물에서 분리된 물질인 Com3 (4-(2-hydroxy-1-methoxyethyl)phenol)과

Com4 (Peucedanol)의 Tyrosinase 저해활성 결과를 확인해 본 결과, Arbutin

(IC50 = 8.9 μg/mL)과 비교하여, 두 물질 모두 IC50값이 200 μg/mL보다 높은 수

치로 확인되었다(Figure 34).
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Figure 34. Tyrosinase inhibitory activity of compound 3 and 4 from

P eucedanum japonicum Thunberg. The data expressed as means

± S.D. of three determinations.

2-3. Melanin 생합성 저해율 측정 결과

2-3-1. 억새뿌리 추출물의 Melanin 생합성 저해율 측정 결과

억새뿌리 80% Methanol 추출물과 MC 분획물에 대한 Melanin 생합성 저해율

결과를 확인해 본 결과, MC 분획층의 멜라닌 생성량이 저농도로 갈수록 생성

량이 크게 증가하기는 했지만 100 μg/mL의 농도에서 56.9%로 Arbutin의 69.3%

보다 적게 생성되고 있음을 확인할 수 있었다(Table 10, Figure 35).
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Table 10. Inhibitory activity of melanin synthesis of several extracts

from Root of Miscanthus sinensis var. purpurascens.

Concentration

(μg/mL)

Relative Melanin Amount (%)

Arbutin Extract MC

25 94.8 126.9 106.5

50 74.9 119.2 107.5

100 69.3 111.7 56.9

200 67.3 96.6 29.4

The data expressed as means ± S.D. of three determinations.

Figure 35. Inhibitory activity of melanin synthesis of several extracts

from Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens. B16F10

cells were cultured for 96 h inducing melanogenesis. When 24

passed, fresh media and samples were exchanged only on the first

day and cultured for the 3 days. Results were means ± S.D. from 3

separate experiments.
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2-3-2. 억새뿌리에서 분리된 물질의 Melanin 생합성 저해율 측정 결과

억새뿌리에서 분리된 물질인 Com1 (Methyl 4-hydroxy cinnamate)과 Com2

(4-Hydroxybenzaldehyde)의 Melanin 생합성 저해율을 확인해 본 결과, 100 μ

g/mL 의 농도에서 Arbutin은 69.3%인데 반해, Com1인 Methyl 4-hydroxy

cinnamate는 49.1%로 확인 되었으며, 농도별로 확인해 본 결과 모든 농도에서

Methyl 4-hydroxy cinnamate가 Arbutin 보다 Melanin 합성을 더 저해하는 것으

로 확인 되었다(Table 11, Figure36).

Table 11. Inhibitory activity of melanin synthesis of compound 1 and 2

from Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens.

Concentration

(μg/mL)

Relative Melanin Amount (%)

Arbutin Com1 Com2

25 94.8 73.5 124.6

50 74.9 59.7 120.6

100 69.3 49.1 116.2

200 67.3 37.7 115.6

The data expressed as means ± S.D. of three determinations.
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Figure 36. Inhibitory activity of melanin synthesis of compound 1 and 2

from Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens. B16F10

cells were cultured for 96 h inducing melanogenesis. When 24

passed, fresh media and samples were exchanged only on the first

day and cultured for the 3 days. Results were means ± S.D. from 3

separate experiments.

2-3-3. 갯기름나물 추출물의 Melanin 생합성 저해율 측정 결과

갯기름나물 80% Methanol 추출물과 EA 분획물에 대한 Melanin 생합성 저해

율을 확인 해 본 결과, 100 μg/mL 의 농도에서 Arbutin은 69.3%인데 반해,

80% Methanol 추출물과 EA 분획물은 각각 68.6%와 36.1%로 멜라닌 생성량이

모든 농도에서 Arbutin과 비슷하거나 Arbutin 보다 더 적게 생성되는 것으로 확

인되었다(Table 12, Figure 37).
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Table 12. Inhibitory activity of melanin synthesis of several extracts

from P eucedanum japonicum Thunberg.

Concentration

(μg/mL)

Relative Melanin Amount (%)

Arbutin Extract EA

25 94.8 89.9 70.6

50 74.9 87.4 49.8

100 69.3 68.6 36.1

200 67.3 45.2 27.6

The data expressed as means ± S.D. of three determinations.

Figure 37. Inhibitory activity of melanin synthesis of several extracts

from Peucedanum japonicum Thunberg. B16F10 cells were

cultured for 96 h inducing melanogenesis. When 24 passed, fresh

media and samples were exchanged only on the first day and

cultured for the 3 days. Results were means ± S.D. from 3

separate experiments.



- 70 -

2-3-4. 갯기름나물에서 분리된 물질의 Melanin 생합성 저해율 측정 결과

갯기름나물에서 분리된 물질인 Com3 (4-(2-hydroxy-1-methoxyethyl)phenol)과

Com4 (Peucedanol)에 대한 Melanin 생합성 저해율을 확인해 본 결과, 100 μ

g/mL 의 농도에서 Arbutin은 69.3%인데 반해, com3인 4-(2-hydroxy-1-

methoxyethyl)phenol 이 98.8%로 나타나는 것으로 확인되었다(Table 13, Figure

38).

Table 13. Inhibitory activity of melanin synthesis of compound 3 and 4

from P eucedanum japonicum Thunberg.

Concentration

(μg/mL)

Relative Melanin Amount (%)

Arbutin Com3 Com4

25 94.8 114.3 121.2

50 74.9 111.0 119.7

100 69.3 98.8 116.4

200 67.3 76.6 114.6

The data expressed as means ± S.D. of three determinations.
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Figure 38. Inhibitory activity of melanin synthesis of compound 3 and 4

from Peucedanum japonicum Thunberg. B16F10 cells were

cultured for 96 h inducing melanogenesis. When 24 passed, fresh

media and samples were exchanged only on the first day and

cultured for the 3 days. Results were means ± S.D. from 3

separate experiments.

2-4. MTT assay에 의한 세포 생존율 측정 결과

2-4-1. 억새뿌리 추출물과 분리된 물질의 세포 생존율 측정 결과

Melanin 생합성 저해율 측정 결과와 함께 이들 melanoma 세포에 대한 억새뿌

리 추출물 및 분리된 물질의 독성을 확인해 보기 위하여 B16세포에 시료를 처리

한 후 MTT를 이용해 MTT가 세포에 의해 환원된 양을 확인해 보았다. Arbutin

과 비교하여 보았을 때 추출물 및 분리된 물질들은 Arbutin의 세포 생존률과 비

슷하거나 더 높은 것으로 확인되었다(Figure 39).
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Figure 39. Cell viability using B16F10 melanoma of several extracts,

compound 1 and 2 from Roots of Miscanthus sinensis var.

purpurascens. Cytotoxicity was determined by MTT. Results

were means ± S.D. from 3 separate experiments.

2-4-2. 갯기름나물 추출물과 분리된 물질의 세포 생존율 측정 결과

Melanin 생합성 저해율 측정 결과와 함께 이들 melanoma 세포에 대한 갯기름

나물 추출물 및 분리된 물질의 독성을 확인 해 보기 위하여 B16세포에 샘플을

처리 한 후 MTT를 이용해 MTT가 세포에 의해 환원된 양을 확인 해 보았다.

Arbutin과 비교하여 보았을 때 추출물 및 분리된 물질들은 Arbutin의 세포 생존

률과 비슷하거나 더 높은 것으로 확인되었다(Figure 40).
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Figure 40. Cell viability using B16F10 melanoma of several extracts,

compound 3 and 4 from P eucedanum japonicum Thunberg.

Cytotoxicity was determined by MTT. Results were means ± S.D.

from 3 separate experiments.

2-5. Nitric Oxide 저해활성 측정 결과

2-5-1. 억새뿌리 추출물과 분리된 물질의 Nitric Oxide 저해활성 측정 결과

억새뿌리 80% Methanol 추출물과 MC 분획물 그리고 억새뿌리에서 분리된

Com1 (Methyl 4-hydroxy cinnamate)과 Com2 (4-Hydroxybenzaldehyde)에 대

한 Nitric oxide(NO) 저해 활성을 확인해 본 결과 50 μg/mL의 농도에서 80%

Methanol 추출물과 Com 2(4-Hydroxybenzaldehyde)에서 각각 2.8%와 22.5%로

매우 좋은 저해활성을 나타내는 것으로 확인되었다(Figure 41).
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Figure 41 The Inhibitory effects of several extracts, compound 1 and 2

from Root of Miscanthus sinensis var. purpurascens on NO

production in RAW264.7 cells. One group of RAW 264.7 cells

(1.0 × 105 cells/mL) were stimulated with LPS (1 μg/mL), while

several other RAW 264.7 cells were stimulated with LPS plus the

indicated samples for 24 h. The data were represented by means

± S.D. in triplicate experiments.

2-5-2. 갯기름나물 추출물과 분리된 물질의 Nitric Oxide 저해활성 측정 결과

갯기름나물 80% Methanol 추출물과 EA 분획물 그리고 갯기름나물에서 분리된

Com3 (4-(2-hydroxy-1-methoxyethyl)phenol)과 Com4 (Peucedanol)에 대한

Nitric oxide(NO) 저해활성을 확인해 본 결과 50 μg/mL의 농도에서 LPS를 처리

한 대조군에 비해 전체적으로 활성이 좋게 나왔으며, 특히, 80% Methanol 추출

물에서 25.4%, 그리고 Com3 (4-(2-hydroxy-1-methoxyethyl)phenol)과 Com4

(Peucedanol)에서 각각 35.3%와 13.5%로 매우 좋은저해 활성을 나타내는 것으로

확인되었다(Figure 42).
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Figure 42 The Inhibitory effects of several extracts, compound 3 and 4

from P eucedanum japonicum Thunberg on NO production in

RAW264.7 cells. One group of RAW 264.7 cells (1.0 × 105

cells/mL) were stimulated with LPS (1 μg/mL), while several

other RAW 264.7 cells were stimulated with LPS plus the

indicated samples for 24 h. The data were represented by means

± S.D. in triplicate experiments.
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3-1. HPLC 분석 조건

검액 및 표준액의 분석을 위하여 SHIM-PACK (VP-005, 150 × 4.6) 컬럼과,

UV 310. nm 파장, 5% 초산이 첨가된 메탄올과 물의 이동상, 1 ml/min의 유속에

서 억새뿌리의 지표성분인 Methyl 4-hydroxy cinnamate의 분석 조건을 검토한

결과를 표에 나타내었다. 이 조건은 추출물에서 다른 피크의 간섭없이 지표성분

의 피크가 분리되어 분리능이 우수한 것으로 판단되었다(Table 14).

Table 14. Operating conditions of HPLC for determination of Methyl

4-hydroxy cinnamate.

Gradient

profile

Time

(min)

Flow

(ml/min)

Mobile Phase

A (Water) B (Methanol)

0:00 1.0 55 45

18:00 1.0 55 45

20:00 1.0 0 100

30:00 1.0 0 100

3-2. 분석법의 검증 (validation)

Methyl 4-hydroxy cinnamate를 지표성분으로 하여 검증하여 본 연구에서 사용

한 HPLC의 정확도를 검증하였다.

3-2-1. 특이성

Table 14에 확립된 HPLC 조건으로 분석한 지표물질과 추출물의 크로마토그램은

Figure 43과 같았다. Methyl 4-hydroxy cinnamate의 피크유지시간은 12.3분대이
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고, 추출물에서도 12.4분대로 Methyl 4-hydroxy cinnamate가 다른 성분들과 명

확히 분리되었고 다른 물질과의 간섭이 없음을 확인하였다.

Figure 43. HPLC chromatogram of Methyl 4-hydroxy cinnamate, Roots

of Miscanthus sinensis var. purpurascens extract.
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3-2-2. 직선성

지표물질인 Methyl 4-hydroxy cinnamate의 농도를 12.5, 25, 50, 100, 200 μ

g/ml 로 제조한 후 농도별로 보정된 HPLC 조건으로 분석을 실시하고자

Calibration을 실시하였다. 그 결과 x축은 농도, y축은 피크면적으로 검량선을 작

성하였는데, 직선성(r2)이 0.999991인 상관관계를 나타내어 분석의 신뢰성을 확보

할 수 있었다(Figure 44 ).

Fig 44. Calibration curve of Methyl 4-hydroxy cinnamate.
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3-2-3. 일내정밀도 (Intra-day precision)

12.5, 25, 50, 100 μg/ml 농도의 표준액을 5회 측정하여 피크의 면적을 구하고,

Figure 44에 나타난 검량선을 이용하여 원래의 농도로 환산하였다. 이로부터 구

한 일내 정밀도는 0.36∼1.81%로 양호하였으며 Table 15에 나타내었다.

Table 15. Concentration of Methyl 4-hydroxy cinnamate analyzed in 5

different concentrations for intra-day precision.

Measurements
Concentration (μg/ml)

12.5 25 50 100 200

1 11.6 24.0 48.3 100.0 200.4

2 11.7 23.9 49.2 98.7 199.1

3 11.6 23.9 48.7 100.0 200.1

4 11.2 24.0 48.5 99.1 200.0

5 11.7 23.8 48.5 97.4 198.4

Mean 11.6 23.9 48.6 99.0 199.6

S.D 0.21 0.10 0.36 1.08 0.86

Intra-day

precision(%)
1.81 0.36 0.75 1.09 0.43
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3-2-4. 일간정밀도 (Inter-day precision)

일내정밀도를 측정한 동일한 농도의 표준액을 1일 1회 3일간 반복 측정하여 농

도에 따른 피크의 면적을 구하고, Figure 44에 나타난 검량선을 이용하여 원래의

농도로 환산하였다. 이로부터 구한 일간정밀도는 0.37∼0.76%로 양호하였으며

Table 16에 나타내었다.

Table 16. Concentration of Methyl 4-hydroxy cinnamate analyzed in 5

different concentrations for inter-day precision.

Measurements
Concentration (μg/ml)

12.5 25 50 100 200

1st day 11.7 23.9 49.2 98.7 199.1

2nd day 11.5 23.8 48.7 98.2 198.6

3rd day 11.6 24.0 48.5 99.1 200.0

Mean 11.6 23.9 48.8 98.7 199.3

S.D 0.07 0.12 0.37 0.43 0.74

Inter-day

precision(%)
0.59 0.52 0.76 0.43 0.37
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3-2-5. 정확도

12.5, 50, 200 μg/ml의 농도의 표준액을 각각 3회 측정하여 Figure 44에 나타난

검량선을 이용하여 원래의 농도로 환산하였다. 이로부터 구한 정확도의 평균은

각각의 농도에서 92.8∼99.6%로 양호하였으며, Table 17에 나타내었다.

Table 17. Calculated concentration of Methyl 4-hydroxy cinnamate

analyzed in 3 different concentrations for accuracy.

Measurements
Concentration (μg/ml)

12.5 50 200

1 11.7 49.2 199.1

2 11.5 48.7 198.6

3 11.6 48.5 200.0

Mean 11.6 48.8 199.3

Accuarcy(%) 92.8 97.6 99.6
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4-1. HPLC 분석 조건

추출액 및 표준액은 UV 311.9 nm 파장, 5% 초산이 첨가된 메탄올과 물의 이동

상, 1 ml/min의 유속에서 갯기름나물의 지표성분인 Peucedanol (7-hydroxy-

6-(2,3-dihydroxy-3-methylbutyl)-2H-chromen-2one)을 분석하였으며, 분석 조건

을 검토한 결과를 표에 나타내었다. 이 조건은 추출물에서 다른 피크의 간섭없이

지표성분의 피크가 분리되어 분리능이 우수한 것으로 판단되었다(Table 18).

Table 18. Operating conditions of HPLC for determination of

Peucedanol.

Gradient

profile

Time

(min)

Flow

(ml/min)

Mobile Phase

A (Water) B (Methanol)

0:00 1.0 70 30

10:00 1.0 70 30

20:00 1.0 50 50

30:00 1.0 0 100

40:00 1.0 0 100

4-2 분석법의 검증 (Validation)

Peucedanol을 지표성분으로 하여 검증하였다.

4-2-1. 특이성

Table 18에 확립된 HPLC 조건으로 분석한 지표물질과 추출물의 크로마토그램은

Figure 45 와 같았다. Peucedanol의 피크유지시간은 19.6분대이고, 추출물에서도

19.8분대로 Peucedanol이 다른 성분들과 명확히 분리되었고 다른 물질과의 간섭

이 없음이 확인되었다.
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Figure 45. HPLC chromatogram of Peucedanol, P eucedanum japonicum

Thunberg extract.
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4-2-2. 직선성

지표물질인 Peucedanol의 농도를 12.5, 25, 50, 100, 200 μg/ml로 제조한 후 농

도별로 보정된 HPLC 조건으로 실시하고자 Calibrations을 실시하였다. 그 결과

x축은 농도, y축은 피크면적으로 검량선을 작성하였는데, 직선성(r
2
)이 0.99997인

상관관계를 나타내어 분석의 신뢰성을 확보할 수 있었다. (Figure 46)

Fig 46. Calibration curve of Peucedanol.
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4-2-3. 일내정밀도 (Intra-day precision)

12.5, 25, 50, 100 μg/ml 농도의 표준액을 5회 측정하여 피크의 면적을 구하고,

Figure 46에 나타난 검량선을 이용하여 원래의 농도로 환산하였다. 이로부터 구

한 일내 정밀도는 0.31∼0.80%로 양호하였으며 Table 19에 나타내었다.

Table 19. Concentration of Peucedanol analyzed in 5 different

concentrations for intra-day precision.

Measurements
Concentration (μg/ml)

12.5 25 50 100 200

1 12.2 24.9 50.5 101.3 199.1

2 12.2 24.7 50.6 100.8 197.3

3 12.1 24.4 50.4 100.3 197.3

4 12.1 24.7 50.4 100.9 198.1

5 12.1 24.5 50.2 100.4 198.8

Mean 12.2 24.6 50.4 100.7 198.1

S.D 0.05 0.20 0.15 0.40 0.83

Intra-day

precision(%)
0.38 0.80 0.31 0.40 0.42
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4-2-4. 일간정밀도 (Inter-day precision)

일내정밀도를 측정한 동일한 농도의 표준액을 1일 1회 3일간 반복 측정하여 농

도에 따른 피크의 면적을 구하고, Figure 46에 나타난 검량선을 이용하여 원래의

농도로 환산하였다. 이로부터 구한 일간정밀도는 0.09∼0.89%로 양호하였으며

Table 20에 나타내었다.

Table 20. Concentration of Peucedanol analyzed in 5 different

concentrations for inter-day precision.

Measurements
Concentration (μg/ml)

12.5 25 50 100 200

1st day 12.2 24.5 50.4 101.4 199.9

2nd day 12.4 24.8 50.2 100.6 199.5

3rd day 12.2 24.8 50.1 100.7 199.6

Mean 12.3 24.7 50.2 100.9 199.7

S.D 0.11 0.17 0.13 0.43 0.17

Inter-day

precision(%)
0.89 0.70 0.27 0.43 0.09
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4-2-5. 정확도

12.5, 50, 200 μg/ml의 농도의 표준액을 각각 3회 측정하여 Figure 46에 나타난

검량선을 이용하여 원래의 농도로 환산하였다. 이로부터 구한 정확도의 평균은

각각의 농도에서 98.1∼100.4%로 양호하였으며, Table 21에 나타내었다.

Table 21. Calculated concentration of Peucedanol analyzed in 3 different

concentrations for accuracy.

Measurements
Concentration (μg/ml)

12.5 50 200

1 12.2 50.4 199.9

2 12.4 50.2 199.5

3 12.2 50.1 199.6

Mean 12.3 50.2 199.7

Accuarcy(%) 98.1 100.4 99.8
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5-1. 억새뿌리 중 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분의 분석 방법 적용

5-1-1. 추출용매 종류별 지표성분의 분석

추출용매의 종류에 따른 추출효율을 측정하기 위해 2010년 10월 억새뿌리를 다

시 채집하여 건조한 후 MeOH, EtOH 및 Acetone으로 추출하였다. 그 결과 이전

에 추출물에서 확인되었던 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분이 나타나지 않았

다(Figure 47).
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Figure 47. Chromatogram of several solvent extracts from Roots of

Miscanthus sinensis var. purpurascens.

70% Acetone Extract

70% Methanol Extract

70% Ethanol Extract
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5-1-2. 억새지상부의 지표성분 분석

억새뿌리에서 확인 되지 않은 Methyl 4-hydroxy cinnamate성분이 억새의 지상

부에 존재하는지를 확인해 보기 위하여 억새지상부를 70% Methanol로 추출하여

분석해 보았다. 그 결과, 억새 지상부에서도 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분

은 나타나지 않았다(Figure 48).

Figure 48. Chromatogram from top parts of Miscanthus sinensis var.

purpurascens.

5-1-3. 억새뿌리에서 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분의 정량

억새뿌리를 70% Methanol 로 5일간 추출해서 분석해 본 결과 Methyl

4-hydroxy cinnamate 성분 피크가 나타나는 것을 확인할 수 있었고, 이에 따라

억새뿌리의 성분 분리 시 이용했던 추출물과 5일간 추출한 추출물 중 Methyl

4-hydroxy cinnamate에 대한 정량을 해 보았다. 그 결과 5일간 추출한 추출물에

7.5 μg/ml의 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분이 확인되었다. 3개월 동안 추출

한 추출물 (69.3 μg/ml) 보다는 적은 양이지만 억새뿌리에 Methyl 4-hydroxy

cinnamate 가 존재한다는 것을 확인할 수 있었다. 그러나 성분 분리 시 이용했던

추출물의 경우 원물의 채집 시기가 5월이었고, 분석 시 이용했던 추출물은 원물



- 91 -

의 채집시기가 10월이기 때문에 정확한 성분 비교가 되지는 않으므로, 같은 시기

에 채집하여 분석해야 할 것으로 생각된다. 또한 추출 시간에 따라 성분이 변하

여 함량에 차이가 생기는 것인지에 대한 연구도 필요할 것으로 보인다(Table 22,

Figure 49).

Table 22. Extraction efficiency of Roots of Miscanthus sinensis var.

purpurascens by extraction times.

Extract
Concetration

Mean S.D
CV

(%)1st 2nd 3rd 4th 5th

Extract

(3 month)
67.8 69.5 70.2 69.6 69.5 69.3 0.9 1.29

Extract

(5 day)
7.4 7.5 7.4 7.4 7.7 7.5 0.1 1.98

Figure 49. Extraction efficiency of Roots of Miscanthus sinensis var.

purpurascens by extraction times. The data expressed as

means ± S.D. of five determinations.
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5-2. 갯기름나물 중 Peucedanol의 최적 추출 조건의 확립

5-2-1. 추출용매에 따른 지표성분의 정량

추출용매의 종류에 따른 추출효율을 측정하기 위해 MeOH, EtOH 및 Acetone

으로 추출하였고, 물질의 분석법 검증 시 사용되었던 방법을 이용하여, 5회 반복

측정하였다. 억새뿌리 추출용매에 따른 추출물의 수득률을 확인해 본 결과

Acetone 추출물이 가장 높게 나타나는 것이 확인되었다(Table 23, Figure 50).

추출물 중 Peucedanol의 함량을 확인해 본 결과 Acetone 추출물에서 138.8 μ

g/mL로 가장 추출 효율이 높은 것을 알 수 있었다(Table 23, Figure 51).

Table 23. Extraction efficiency of P eucedanum japonicum Thunberg by

extraction solvents.

No.

Solvent (50 mg/ml)

80% Acetone 80% Methanol 80% Ethanol

1st 142.9 127.4 123.2

2nd 142.1 131.3 124.5

3rd 138.2 130.4 119.4

4th 137.5 129.7 123.1

5th 133.6 132.0 124.5

Mean 138.8 130.1 122.9

S.D 3.8 3.8 2.1

CV(%) 2.73 2.73 1.69

Yield(%) 19.12 15.01 15.07
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Figure 50. Extraction yield efficiency of P eucedanum japonicum

Thunberg by extraction solvents.

Figure 51. Extraction concentration efficiency of P eucedanum

japonicum Thunberg by extraction solvents. The data

expressed as means ± S.D. of five determinations.
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5-2-2. 추출용매의 조성에 따른 지표성분의 정량

용매별 추출 결과에 따라 수득률 및 성분함량이 가장 높았던 아세톤과 가장 낮

았던 에탄올에 대해서 용매의 농도에 따른 성분의 함량을 비교해 보기 위해 물

질의 분석법 검증 시 사용되었던 방법을 이용하여, 5회 반복 측정하였다. 그 결

과 아세톤 추출물은 70%와 90% 조건에서 각각 145.0 μg/mL와 147.6 μg/mL 로

높게 나오는 것을 알 수 있었으며, 수득률과 비교하여 70% 아세톤 추출물로 추

출했을 때 가장 높게 추출되는 것을 알 수 있었다(Table 24, Figure 52, 53). 에

탄올 추출물의 경우 30% 조건에서 138.9 μg/mL으로 가장 높게 추출되었다

(Table 25, Figure 54, 55). 그러나 수득률과 비교하였을 때, 갯기름나물 중

Peucedanol을 가장 효율적으로 추출할 수 있는 방법은 70% 아세톤의 조성이라

고 판단되었다.

Table 24. Extraction efficiency of P eucedanum japonicum Thunberg by

extraction Acetone percentage.

%Ace

tone

Concetration
Mean S.D

CV

(%)

Yield

(%)1st 2nd 3rd 4th 5th

10% 99.3 99.3 98.7 98.9 98.4 98.9 0.4 0.40 20.74 

20% 122.4 113.6 116.5 117.5 116.6 117.3 3.2 2.72 17.75 

30% 102.4 103.6 103.5 102.9 103.6 103.2 0.6 0.54 19.71 

40% 123.7 116.1 121.2 117.4 121.9 120.0 3.2 2.65 20.05 

50% 126.9 125.8 124.6 125.2 123.1 125.1 1.4 1.13 19.12 

60% 132.7 125.9 128.5 133.0 123.0 128.6 4.3 3.37 17.85 

70% 145.6 144.6 145.7 144.6 144.5 145.0 0.6 0.41 15.93 

80% 142.9 142.1 138.2 137.5 133.6 138.8 3.8 2.73 15.65 

90% 149.2 146.6 150.6 144.7 147.3 147.6 2.3 1.55 12.25 

100% 104.5 94.5 101.7 98.2 104.6 100.7 4.3 4.31 2.10 
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Figure 52. Extraction concentration efficiency of P eucedanum

japonicum Thunberg by extraction Acetone percentage.

The data expressed as means ± S.D. of five determinations.

Figure 53. Extraction yield dfficiency of P eucedanum japonicum

Thunberg by extraction Acetone percentage.
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Table 25. Extraction efficiency of P eucedanum japonicum Thunberg by

extraction Ethanol percentage.

%Eth

anol

Concetration (μg/ml)
Mean S.D

CV

(%)

Yield

(%)1st 2nd 3rd 4th 5th

10% 81.5 80.8 79.5 77.9 78.6 79.7 1.5 1.87 20.25 

20% 101.7 103.2 101.2 103.1 101.7 102.2 0.9 0.89 20.29 

30% 138.4 139.4 137.9 137.8 140.7 138.9 1.2 0.87 13.60 

40% 106.3 105.8 107.0 101.0 101.7 104.4 2.8 2.66 18.19 

50% 108.9 106.0 106.8 107.3 109.0 107.6 1.3 1.22 16.93 

60% 105.6 104.3 103.7 105.9 110.1 105.9 2.5 2.39 18.41 

70% 124.6 125.2 126.1 123.4 121.6 124.2 1.7 1.39 15.07 

80% 123.2 124.5 119.4 123.1 124.5 122.9 2.1 1.69 13.14 

90% 118.4 116.7 120.0 119.1 117.6 118.3 1.3 1.08 2.31 

100% 117.6 121.2 120.6 122.3 123.3 121.0 2.2 1.79 8.17 
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Figure 54. Extraction concentration efficiency of P eucedanum

japonicum Thunberg by extraction Ethanol percentage.

The data expressed as means ± S.D. of five determinations.

Figure 55. Extraction yield efficiency of P eucedanum japonicum

Thunberg by extraction Ethanol percentage.
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5-2-3. 추출시간에 따른 지표성분의 정량

추출시간에 따른 갯기름나물 중 Peucedanol 성분의 함량을 비교해 보았다. 용매

조성별 실험 결과, 함량이 가장 높았던 70% Acetone 의 조성으로 시간을 다르게

하여 추출하였다. 1, 3, 6, 24, 48시간 마다 추출하였으며, 성분의 함량을 비교해

보기 위해 물질의 분석법 검증 시 사용되었던 방법을 이용하여, 5회 반복 측정하

였다. 그 결과 수득률에 있어서는 24시간 추출했을 때 가장 좋은 것으로 나타났

으나, Peucedanol 성분의 함량은 1시간 추출 시 가장 좋게 나타났다. 추출시간을

길게 줄수록 추출의 수율은 좋아지지만, 추출물 중 Peucedanol의 함량은 오히려

감소하는 것으로 보아 갯기름나물 중 Peucedanol 성분의 함량을 가장 높게 얻기

위해서는 1시간 추출하는 것이 적당하다고 판단되었다(Table 26, Figure 56, 57

).

Table 26. Extraction efficiency of P eucedanum japonicum Thunberg by

extraction times.

Time
Concetration (μg/ml)

Mean S.D
CV

(%)

Yield

(%)1st 2nd 3rd 4th 5th

1hr 145.6 144.6 145.7 144.6 144.5 145.0 0.6 0.41 15.93 

3hr 140.3 135.8 136.3 139.2 139.5 138.2 2.0 1.47 16.31 

6hr 127.5 118.2 122.7 125.9 126.0 124.1 3.7 2.99 20.33  

24hr 83.8 88.3 87.4 89.3 89.9 87.7 2.4 2.75 17.72

48hr 79.5 77.2 74.5 72.8 75.0 75.8 2.6 3.43 18.69
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Figure 56. Extraction concentration efficiency of P eucedanum

japonicum Thunberg by extraction times. The data

expressed as means ± S.D. of five determinations.

Figure 57. Extraction yield efficiency of P eucedanum japonicum

Thunberg by extraction times.
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5-3. 표준화된 전처리 방법 및 분석 방법을 이용한 시료의 분석

5-3-1. 표준화된 전처리 방법 및 분석 방법을 이용한 Peucedanol의 정량

앞에서 연구된 최적 추출조건 및 분석방법을 이용하여 갯기름나물의 뿌리, 지상

부, 꽃에 대한 Peucedanol 성분의 정량 결과, 갯기름나물의 꽃에서 574.0 μg/mL

로 가장 높은 함량을 나타내는 것이 확인되었다. 뿌리에서도 341.2 μg/mL으로

지상부에서 함유하고 있는 145.0 μg/mL보다 높은 함량을 나타내고 있음이 확인

되었다. 그리고 갯기름나물과 같은 미나리과에 속하는 구릿대의 Peucedanol 성분

을 정량해 본 결과, 45.6 μg/mL로 갯기름나물보다 매우 낮은 함량을 가지고 있

는 것이 확인되었다(Table 27, Figure 58, 59).

Table 27. Extraction efficiency of P eucedanum japonicum Thunberg by

extraction parts and concentration of Angelica dahurica

extracts

Measurements

Concentration (μg/ml)

root part top part flower part
Angelica

dahurica

1st 338.1 145.6 567.3 44.1

2nd 338.1 144.6 571.7 44.8

3rd 334.0 145.7 569.3 51.8

4th 350.1 144.6 574.9 42.5

5th 346.0 144.5 587.0 45.0

Mean 341.2 145.0 574.0 45.6

S.D 6.6 0.6 7.8 3.6

Inter-day

precision (%)
1.93 0.41 1.35 7.85

Yield (%) 16.09 15.93 25.01 16.50
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Figure 58. Extraction concentration efficiency of P eucedanum

japonicum Thunberg by extraction parts and

concentration of Angelica dahurica extracts. The data

expressed as means ± S.D. of five determinations.
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Figure 59. Extraction yield efficiency of P eucedanum japonicum

Thunberg by extraction parts and concentration of

Angelica dahurica extracts.
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기능성 원료에 있어 가장 중요한 부분은 개발하고자 하는 원료로부터 기능성분

또는 지표성분을 찾아내고 이들의 기준규격을 설정하는 것이다. 추출물의 효능이

추출물로부터 분리된 기능성분의 효능에 의존한다면 이들의 함량을 기준으로 하

여 표준화된 추출물을 제조하여 제품개발 및 품질관리를 위해 이상적인 경우이

다. 그러나 소수의 단일성분에 의존하지 않고, 다수의 성분 또는 이들 성분들의

복합적인 작용에 의해 효능을 나타내는 경우에는 추출물을 대표할 수 있는 성분

의 선정이 필요하다.

이에 따라, 억새뿌리에서 분리하여 표준화 조건을 검색한 Methyl 4-hydroxy

cinnamate 성분과 갯기름나물에서 분리하여 표준화 조건을 검색한 Peucedanol

성분이 항산화와 미백에 있어 기능성분 혹은 지표성분으로서의 선정이 가능한지,

활성검색 결과와 비교하여 확인해 보았다.

6-1. 억새뿌리 중 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분의 기능성 분류

6-1-1. 항산화 효과와 Methyl 4-hydroxy cinnamate의 기능성 연구

Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분이 억새뿌리 추출물에서 항산화 활성에 있어

서 기능성분 혹은 지표성분으로서의 선정이 가능한지 알아보기 위하여 추출물과

분획물 그리고 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분의 항산화 활성을 Vitamin C

의 활성과 비교해 보았다. 그 결과 MC 분획의 활성은 RC50 값이 52.2 μg/mL로

비교적 높은 억제활성을 갖고 있지만, Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분은 500

μg/mL의 농도에서도 20%로 매우 낮은 억제 활성을 갖고 있어서 이 물질을 기

능성분으로 선정할 수는 없다고 생각되어진다.

지표성분으로서의 가능성을 확인해 보기 위해 앞서 표준화에서 확인한 바와 같

이 3개월 동안 추출하여 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분을 포함하고 있는 추

출물과 1시간 추출하여 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분을 포함하고 있지 않

은 추출물의 활성을 비교해 보았다. 그 결과 성분을 포함하고 있는 추출물과 포
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함하지 않는 추출물의 RC50 값은 각각 152.6 μg/mL과 104.7 μg/mL으로 성분을

함유하지 않은 추출물의 항산화 활성이 오히려 높음이 확인되었다. 이상의 결과

로 Methyl 4-hydroxy cinnamate성분은 항산화 활성의 지표성분으로서도 선정될

수 없음이 확인되었다(Figure 60, 61).

Figure 60. DPPH radical scavenging effects of several extracts from

Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens. The data

expressed as means ± S.D. of three determinations.
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Figure 61. DPPH radical scavenging effects of several extracts from

Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens by

extraction times. The data expressed as means ± S.D. of three

determinations.

6-1-2. Tyrosinase 저해활성과 Methyl 4-hydroxy cinnamte의 기능성 연구

Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분이 억새뿌리 추출물에서 미백활성에 있어서

기능성분 혹은 지표성분으로서의 선정이 가능한지 알아보기 위하여 추출물과 분

획물 그리고 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분의 Tyrosinase 저해활성을 통하

여 Arbutin (IC50 = 8.9 μg/mL)의 활성과 비교해 보았다.

Tyrosinase 활성을 확인 해 본 결과 MC 분획과 Methyl 4-hydroxy cinnamate

성분의 IC50 값이 각각 36.2 μg/mL와 39.9 μg/m로 높은 억제활성을 갖고 있어서

Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분이 기능성 물질로서 가능성이 있다고 판단되

었다. 이에 따라 이 성분의 존재 여부에 따라 활성에도 차이가 있는지 알아보기

위하여 앞서 표준화에서 확인한 바와 같이 3개월 동안 추출하여 Methyl
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4-hydroxy cinnamate 성분을 포함하고 있는 추출물과 1시간 추출하여 Methyl

4-hydroxy cinnamate 성분을 포함하고 있지 않은 추출물의 활성을 비교해 보았

다. 그 결과 성분을 포함하고 있는 추출물의 IC50 값은 90.0 μg/mL으로 비교적

높은 활성을 갖고 있는 것과 비교하여 성분을 포함하지 않는 추출물의 경우는

IC50값이 200 μg/mL보다 높음이 확인되었다. 이에 따라 Methyl 4-hydroxy

cinnamate 성분은 억새뿌리의 Tyrosinase 효소활성의 기능성분으로 가능성이 있

다고 생각되어진다(Figure 62, 63).

Figure 62. Tyrosinase inhibitory activity of several extracts from Roots

of Miscanthus sinensis var. purpurascens. The data expressed

as means ± S.D. of three determinations.
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Figure 63. Tyrosinase inhibitory activity of several extracts from Roots

of Miscanthus sinensis var. purpurascens by extraction

times. The data expressed as means ± S.D. of three

determinations.

6-1-3. Melanin 생합성 저해율과 Methyl 4-hydroxy cinnamate의 기능성 연구

Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분이 억새뿌리 추출물에서 미백활성에 있어서

기능성분 혹은 지표성분으로서의 선정이 가능한지 알아보기 위하여 추출물과 분

획물 그리고 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분의 Melanin 생합성 저해활성을

통하여 Arbutin의 활성과 비교해 보았다.

Melanin 생합성 저해활성을 확인해 본 결과 100 μg/mL의 농도에서 MC 분획과

Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분의 Melanin 생합성 저해율이 각각 56.9%와

49.1%로 Arbutin의 69.3%보다 더 좋은 활성을 갖는 것으로 나타났다. 이에 따라
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Melanin 생합성 저해활성에 있어서도 Methyl 4-hydroxy cinnamate성분이 기능

성 물질로서 가능성이 있다고 판단되었다. 이에 따라 이 성분의 존재 여부에 따

라 활성에도 차이가 있는지 알아보기 위하여 앞서 표준화에서 확인한 바와 같이

3개월 동안 추출하여 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분을 포함하고 있는 추출

물과 1시간 추출하여 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분을 포함하고 있지 않은

추출물의 활성을 비교해 보았다. 그 결과 100 μg/mL의 농도에서 성분을 포함하

고 있는 추출물과 포함하지 않는 추출물의 활성이 각각 111.7%와 115.4%로 나타

났다. 이상의 결과를 종합해 보면 Tyrosinase 억제활성과 Melanin 생합성 저해

활성의 결과에 의해 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분은 억새뿌리의 미백활성

의 기능성분 혹은 지표성분으로 가능성이 있다고 생각되어진다(Figure 64, 65)

Figure 64. Inhibitory activity of melanin synthesis of several extracts

from Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens. The

data expressed as means ± S.D. of three determinations.
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Figure 65. Inhibitory activity of melanin synthesis of several extracts

from Roots of Miscanthus sinensis var. purpurascens by

extraction times. The data expressed as means ± S.D. of three

determinations.

6-2. 갯기름나물 중 Peucedanol 성분의 기능성 분류

6-2-1. 항산화 효과와 Peucedanol의 기능성 연구

Peucedanol 성분이 갯기름나물 추출물에서 항산화 활성에 있어서 기능성분 혹

은 지표성분으로서의 선정이 가능한지 알아보기 위하여 추출물과 분획물 그리고

Peucedanol 성분의 항산화 활성을 Vitamin C (RC50 = 5.1 μg/mL)의 활성과 비

교해 보았다. 그 결과 EA 분획의 활성은 RC50 값이 37.0 μg/mL로 비교적 높은

억제활성을 갖고 있지만, Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분은 500 μg/mL의

농도에서도 27.7%로 매우 낮은 억제활성을 갖고 있어서 이 물질을 기능성분으로

선정할 수는 없다고 생각되어진다.
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지표성분으로서의 가능성을 확인해 보기 위해 앞서 표준화의 결과에서

Peucedanol 성분의 함량이 높은 70% Acetone 추출물(145 μg/mL)과 성분의 함

량이 낮은 10% Acetone 추출물(98.9 μg/mL) 의 항산화 활성을 비교해 보았다.

그 결과 70% Acetone 추출물의 RC50 값은 276.7 μg/mL으로 10% Acetone 추출

물의 472.5 μg/mL보다 활성이 좋은 것으로 나타났다. 이상의 결과로 갯기름나물

추출물 중의 Peucedanol 성분은 항산화 활성의 지표성분으로서 가능성이 있음이

확인되었다(Figure 66, 67).

Figure 66. DPPH radical scavenging effects of several extracts from

Peucedanum japonicum Thunberg. The data expressed as

means ± S.D. of three determinations.
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Figure 67. DPPH radical scavenging effects of several extracts from

Peucedanum japonicum Thunberg by peucedanol

concentration. The data expressed as means ± S.D. of three

determinations.

6-2-2.Tyrosinase 저해활성과 Peucedanol의 기능성 연구

Peucedanol 성분이 갯기름나물 추출물에서 미백활성에 있어서 기능성분 혹은

지표성분으로서의 선정이 가능한지 알아보기 위하여 추출물과 분획물 그리고

Peucedanol 성분의 Tyrosinase 저해활성을 통하여 Arbutin (IC50 = 8.9 μg/mL)

의 활성과 비교해 보았다. 그 결과 EA 분획의 활성은 IC50 값이 59.1 μg/mL로

비교적 높은 억제활성을 갖고 있지만, Peucedanol 성분은 200 μg/mL의 농도에

서도 17.4%로 매우 낮은 억제활성을 갖고 있어서 이 물질을 기능성분으로 선정

할 수는 없다고 생각되어진다.

지표성분으로서의 가능성을 확인해 보기 위해 앞서 표준화의 결과에서

Peucedanol 성분의 함량이 높은 70% Acetone 추출물(145 μg/mL)과 성분의 함

량이 낮은 10% Acetone 추출물(98.9 μg/mL) 의 Tyrosinase 억제활성을 비교해
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보았다. 그 결과 70% Acetone 추출물의 IC50 값은 29.7 μg/mL으로 10% Acetone

추출물이 200 μg/mL농도에서도 43.7%의 억제효과를 나타내는 것과 비교해서 활

성이 좋은 것으로 확인되었다. 이상의 결과로 갯기름나물 추출물 중의

Peucedanol 성분은 단일 물질만으로는 Tyrosinase 효소활성의 기능성분으로 사

용할 수는 없지만 지표성분으로서 가능성이 있음이 확인되었다(Figure 68, 69).

Figure 68. Tyrosinase inhibitory activity of several extracts from

Peucedanum japonicum Thunberg. The data expressed as

means ± S.D. of three determinations.
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Figure 69. Tyrosinase inhibitory activity of several extracts from

P eucedanum japonicum Thunberg by peucedanol

concentration. The data expressed as means ± S.D. of three

determinations.

6-2-3. Melanin 생합성 저해율과 Peucedanol의 기능성 연구

Peucedanol 성분이 갯기름나물 추출물에서 미백활성에 있어서 기능성분 혹은

지표성분으로서의 선정이 가능한지 알아보기 위하여 추출물과 분획물 그리고

Peucedanol 성분의 Melanin 생합성 저해활성을 통하여 Arbutin의 활성과 비교해

보았다.

Melanin 생합성 저해활성을 확인해 본 결과 100 μg/mL의 농도에서 Arbutin의

69.3%와 비교하였을 대 EA 분획은 36.1%로 Arbutin 보다 더 좋은 활성을 나타

냈지만, Peucedanol 성분의 경우는 116.4%로 매우 낮은 억제활성을 나타내고 있

음을 확인하였다. 이 결과는 Tyrosinase의 결과와 마찬가지로 Peucedanol 성분이

기능성 성분으로는 적합하지 않으나 지표성분으로서의 가능성을 갖고 있다고 생
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각되어진다.

이에 따라 지표성분으로서의 가능성을 확인해 보기 위해 앞서 표준화의 결과에

서 Peucedanol 성분의 함량이 높은 70% Acetone 추출물(145 μg/mL)과 성분의

함량이 낮은 10% Acetone 추출물(98.9 μg/mL) 의 활성을 비교해 보았다. 그 결

과 100 μg/mL의 70% Acetone 추출물과 10% Acetone 추출물의 억제효과는 각

각 68.6%와 110.4%로 70% Acetone 추출물의 억제활성이 더 높은 것으로 나타

났다. 이상의 결과를 종합해 보면 Tyrosinase 억제활성과 Melanin 생합성 저해

활성의 결과에 의해 Peucedanol 성분은 갯기름나물 미백활성의 기능성분으로는

가능성이 없지만 지표성분으로 가능성이 있다고 확인되었다(Figure 70, 71).

Figure 70. Inhibitory activity of melanin synthesis of several extracts

from P eucedanum japonicum Thunberg. The data expressed

as means ± S.D. of three determinations.
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Figure 71. Inhibitory activity of melanin synthesis of several extracts

from P eucedanum japonicum Thunberg by peucedanol

concentration. The data expressed as means ± S.D. of three

determinations.
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Ⅳ. 요약 및 결론

제주도내에 자생하고 있는 억새뿌리와 갯기름나물을 이용해 기능성 물질을 분

리하고, 분리된 물질을 이용하여 표준화를 진행하였다.

1) 억새뿌리를 이용하여 기능성 물질인 Methyl 4-hydroxy cinnamate과

4-Hydroxybenzaldehyde를 분리하였다. 이 두 물질은 억새에서는 아직 보고되

지 않은 물질로 항산화에서는 활성이 나타나지 않았지만 Tyrosinase 억제활

성에서는 arbutin (IC50 = 8.9 μg/mL)과 비교해 각각 39.9 μg/mL와 21.1 μ

g/mL로 arbutin 보다는 낮지만 좋은 활성을 나타내는 것으로 확인되었다. 또

한, Melanin 생합성 저해효과를 확인해 본 결과 100 μg/mL의 농도에서

arbutin은 69.3%의 저해율을 갖는 것과 비교해 두 물질은 각각 49.1%와

116.2%를 나타냄으로써 Methyl 4-hydroxy cinnamate는 arbutin 보다 더 좋

은 활성을 갖는 것으로 확인되었다.

2) 갯기름나물을 이용하여 기능성 물질인 4-(2-hydroxy-1-methoxyethyl)phenol

과 Peucedanol (7-hydroxy-6-(2,3- dihydroxy-3-methylbutyl)-2H-chromen

-2one) 을 분리하였다. Peucedanol은 갯기름나물의 대표적인 물질로 이미 여

러 차례 보고된 물질이고, 4-(2-hydroxy-1-methoxyethyl)phenol는 갯기름나

물에서는 처음 분리된 물질로 확인되었다. 갯기름나물의 활성에 대해서는 많

이 보고가 되어져 있기는 하지만 미백활성에 대해서는 보고가 되어 있지 않

았다. 이에 따라 미백활성에 대한 갯기름나물의 활성을 확인해 본 결과 갯기

름나물은 미백활성을 갖는 것으로 확인되었다. Tyrosinase 저해활성의 경우

arbutin (IC50 = 8.9 μg/mL)과 비교해 추출물과 EA 분획층은 각각 90.3 과

59.1 로 높은 수준의 저해활성을 나타내는 것으로 확인되었다. Melanin 생합

성 저해효과를 확인 해 본 결과 100 μg/mL의 농도에서 arbutin은 69.3%의 저

해율을 갖는 것과 비교해 추출물과 EA 분획물에서는 각각 68.6%와 36.1%로

Arbutin 보다 더 좋은 활성을 나타내는 것으로 확인되었다. 그러나 분리된 물
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질들은 활성이 거의 나타나지는 않았다.

3) 억새뿌리 중 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분을 이용해 표준화를 진행 하

였으며, 이에 따라 분석의 최적 조건을 확립하였다. 그러나 추출시간에 따라

Methyl 4-hydroxy cinnamate성분이 나타나는 것으로 확인되어 이 부분에 대

해서는 좀 더 연구를 진행해야 할 것으로 판단되어진다. 표준화 결과와 활성

결과를 이용하여 Methyl 4-hydroxy cinnamate 성분이 억새뿌리의 지표물질

혹은 기능성 물질로서 사용 가능성이 있는지 확인해 본 결과, 항산화에서는

지표물질로, 미백활성에서는 기능성 또는 지표물질로 가능성이 있음이 확인되

었다.

4) 갯기름나물 중 Peucedanol 성분을 이용해 표준화를 진행하였으며, 이에 따라

분석의 최적 조건을 확립하였다. 이렇게 확립된 분석조건을 이용하여 용매별,

시간별 최적 추출 조건을 확립하여 갯기름나물 중 Peucedanol의 최적 추출

조건 및 분석 조건이 확립되어졌다. 표준화 결과와 활성 결과를 이용하여

Peucedanol 성분이 갯기름나물의 지표물질 혹은 기능성 물질로서 사용 가능

성이 있는지 확인해 본 결과, 미백활성의 지표물질로 가능성이 있음이 확인되

었다.

5) 갯기름나물의 부위별 추출물 중 Peucedanol의 성분 함량 확인 결과, 갯기름

나물의 꽃에서 함량이 매우 높게 나타남이 확인되었고, 이에 따라 갯기름나물

의 꽃을 이용한 화장품 개발의 가능성도 있음이 확인되었다. 또한, 갯기름나물

과 구릿대 추출물 중 Peucedanol 성분의 함량을 확인함으로써, Peucedanol 성

분이 갯기름나물의 유사 종을 확인하는데 지표로 이용될 수 있을 것이라 생각

되어진다.
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