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Abstract

Identification of Anti-oxidative and Anti-inflammatory Constituents

from the Branches of Carpinus turczaninowii

HaNaKo

DepartmentofChemistry,GraduateSchool

JejuNationalUniversity,Korea

SupervisedbyProfessorNam HoLee

Inthisstudy,anti-oxidativeandanti-inflammatoryactivitieswereexamined

ontheextractfrom Carpinusturczaninowiibranchesandtheirbiologically

activeconstituentswereidentified.

Therepeatedcolumnchromatographyofethylacetate-solublelayerinthis

ethanolextractledtoisolationeightconstituentssuchas β-sitosterol(1),

daucosterol(2),betulinicacid(3),pyracrenicacid(4),carpinontriolB (5),

carpinontriolA (6),afzelin(7)andquercitrin(8).Thestructuresofthese

compoundswereidentifiedbyspectroscopicmethodsandbycomparingtheir

datatothoseintheliterature.Asfarasweknow,allofthecompounds

exceptquercitrin(8)wereisolatedforthefirsttimefrom thisplant.

Toinvestigatetheanti-oxidativeandanti-inflammatory activitiesofthe

compounds,DPPH radicalscavenging activity,ABTS
+
radicalscavenging

activityandnitricoxideproductioninhibitoryactivityinLPS-stimulatedRAW

264.7cellwereexamined.

Thetotalphenoliccontentsfortheextractand solventlayers(n-Hex,



- viii -

EtOAc,n-BuOH,water)wereestimatedas20.3,3.1,43.7,35.4and13.8mg

(GAE/100 mg)respectively.In addition,thetotalflavonoid contentswere

measuresas9.0,29.4,14.9and2.4mg(quercetin/100mg)respectivelyforthe

extractand EtOAc,n-BuOHandwaterfractions.

Fortheanti-oxidationtests,thecompounds4and8showedstrongDPPH

radicalscavenging activitieswith SC50 of55.2 and 62.4 μM respectively,

whoseactivitieswerecomparabletoapositivecontrolvitaminC(SC5043.5μ

M).In addition,compounds4,5,6 and 8 showed strong ABTS
+
radical

scavengingactivitieswithSC50 of34.1,42.145.8and29.6μM respectively,

showingcomparableactivitytovitaminC(SC5031.6μM).

Onthescreeningofanti-inflammatoryactivities,thecompounds5and6

showedtheconsiderableinhibitionontheproductionofnitricoxideforthe

RAW 264.7cellwithoutanycelltoxicity.

Basedontheseresults,C.turczaninowiibranchextractcouldbepotentially

applicable as anti-oxidant and anti-inflammatory agent in cosmeceutical

and/orpharmaceuticalingredient.
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Ⅰ.서론

최근 의학의 발달과 생활환경의 개선에 의해 인간의 수명이 크게 연장됨에 따

라 노화에 대한 관심이 높아지고,이와 함께 많은 노화관련 연구가 이루어지고

있지만 노화현상은 매우 복잡하여 한 가지 기전으로 설명하기는 어렵다.하지만

그 중에서도 현재 노화연구 분야에서 가장 주목을 받고 있는 것은 freeradical설

이다.Freeradical설에 따르면 생물은 나이에 따라 활성산소종(reactiveoxygen

species,ROS)에 의한 손상이 증가하는데,이들 ROS는 생체가 외부로부터의 방

사선,자외선 등의 노출,대기오염 물질,항생제의 남용과 더불어 체내의 생화학

적 반응에 의해 생성되며,여러 가지 문제를 야기한다고 알려져 있다.
1,2)

인체는 약 60조개의 세포로 이루어져 있으며,세포내 미토콘드리아에서 산소는

영양물질을 이용해서 에너지를 만드는 대사과정에 이용되며 약 2% 정도가 활성

산소로 변하게 된다.
3)
생성된 활성산소는 식세포의 세포막에서 방출되어 세포에

침입한 이물질을 제거하는 살균작용을 하여 병원체로부터 인체를 보호하게 된다.

그러나 현대 산업화사회에 따르는 각종 오염(환경오염,화학물질,자외선,혈액순

환장애,스트레스 등)으로 기인하여 인체의 자율처리능력 이상으로 발생되기도

한다.
4)
인체를 덮고 있는 최외부 기관인 피부는 여러 유해 환경과 접촉하고 있으

며,특히 산소와 항상 접촉하고 있다.또한,태양 자외선에 노출됨으로써 활성산

소종으로 유도된 광산화적 손상을 지속적으로 받고 있다.피부 항산화제 파괴,

지질 과산화 반응의 개시,단백질의 산화,DNA의 산화,결합조직 성분인 콜라겐

과 히아루론산 등의 사슬 절단 및 비정상적인 교차결합에 의한 주름생성,멜라닌

생성 과정 등에 활성산소종이 관여함으로써 피부노화를 가속화시킨다.
5)

일반적으로 활성산소종에는 O2
･-
(superoxide anion radical),･OH(hydroxyl

radical)등의 oxygenradical뿐만 아니라,H2O2(hydrogenperoxide),
1
O2(singlet

oxygen)과 같은 몇 종류의 비라디칼,그 외 생체성분과의 반응으로 유래된

ROO･,RO･,ROOH,HOCl등이 있다.이들은 광산화-환원 반응과 수종의 효소

반응을 포함하는 다양한 과정 내에서 생성될 수 있다(Figure1).
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Figure1.Oxidativeandanti-oxidativesystemsinthecells

생체 내에는 이들에 대한 방어 기구로서 superoxide dismutase,catalase,

peroxidase등의 항산화 효소와,vitamin,glutathione과 같은 항산화 물질이 존재

하여 활성산소에 대한 체내 항상성을 유지한다.그러나 나이가 들거나 면역력이

저하되어 있는 경우,생체 내 산화조절 시스템이 붕괴되어 세포는 산화적 공격을

적절히 방어하기가 어렵게 된다.따라서 이러한 경우 외부에서 항산화제를 보충

하여 항산화의 항상성을 유지케 하여 주어야 한다.
6)

항산화제는 크게 합성 항산화제와 천연 항산화제로 구분하는데,현재 널리 쓰

이고 있는 대표적인 합성 항산화제로는 BHA(butylated hydroxyanisole),

BHT(butylatedhydroxytoluene),TBHQ(tertiarybutylhydroquinone),PG(propyl

gallate)등이 있고,대표적인 천연 항산화제로는 tocopherol과 ascorbicacid,

carotenoids,flavonoids등이 있다(Figure2).BHA 및 BHT와 같은 합성 항산화

제는 뛰어난 효과와 경제성 때문에 폭넓게 사용되어 왔지만 발암성에 대한 의심

이 있고,체내 에너지 생산과 세포대사 및 호흡작용을 방해하며,독성이 강하다

는 문제점이 보고되어 사용이 제한적이다.이에 안전성이 확보된 천연 항산화제
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에 대한 관심이 고조되고 있다.한편,tocopherol과 같은 대부분의 천연 항산화제

는 안전하기는 하나 단독으로는 항산화 활성이 낮고 고가이어서 그 용도에 한계

가 있기 때문에 보다 안전하면서도 강한 항산화 활성을 가진 물질을 천연물로부

터 탐색하려는 연구가 활발히 전개되고 있다.
7,8)

OCH3

OH
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OH

CH3
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OH

OH
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OH

HO
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HO
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Figure2.Chemicalstructuresofsomeanti-oxidants.
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염증반응은 상처나 감염,또는 자가 면역 기전 등에 의해 나타나는 생체반응으

로서,조직의 혈관확장에 의한 부종,발열,조직손상,세포증식 등을 특징으로 하

는 생체반응이다.
9)
염증을 일으키는 요인으로는 세균에 의한 것이 가장 많으며,

일단 자극이 가해지면 국소적으로 histamine, serotonine, bradykinin,

prostaglandin,hydroxyeicosatetraenoicacid(HETE),leukotriene과 같은 혈관 활

성 물질이 유리되어 혈관 투과성이 증대되면서 염증이 유발된다.그런데 지속적

인 염증반응은 도리어 점막손상을 촉진하고,그 결과 일부에서는 암 발생 등의

원인이 된다.
10)
이러한 반응은 주로 macrophage,neutrophil등의 선천면역을 담

당하는 세포가 생산하는 tumornecrosisfactor-α(TNF-α),interleukin-1(IL-1)

및 interleukin-6(IL-6)와 같은 염증성 cytokine 및 염증매개물질인 H2O2,

prostaglandinE2(PGE2)및 NO에 의하여 유도되는 것으로 보고되고 있다.
11)
내

독소로 잘 알려진 lipopolysaccharide(LPS)는 그람-음성균의 세포외막에 존재하

며,RAW 264.7과 같은 macrophage또는 monocyte에서 TNF-α,IL-1,IL-6와

같은 pro-inflammatorycytokine을 증가시키는 것으로 알려져 있다.이러한 염증

매개 물질의 형성은 phspholipase A2의 활성으로 인해 arachidonic acid가

prostaglandin으로 바뀌는 과정 및 NO 형성 과정으로 이어지게 된다.체내 염증

과정에서는 과량의 NO 및 PGE2 등의 염증인자가 inducible nitric oxide

synthase(iNOS)및 cyclooxygenase(COX-2)에 의해 형성된다.이 중 NO는 체

내 방어기능,신호전달기능,신경독성,혈관확장 등의 다양한 생리 기능을 가지고

있다.일반적인 NO의 형성은 박테리아를 죽이거나 종양을 제거시키는 중요한 역

할을 하지만,염증상태에서 iNOS에 의해 과잉 생성된 NO는 혈관 투과성,부종

등의 염증반응을 촉진시킬 뿐만 아니라 염증매개체의 생합성을 촉진하여 염증을

심화시키는 것으로 알려져 있다.
12)

소사나무(Carpinusturczaninowii)는 자작나무과(Betulaceae)식물로서 한국 특

산종으로 제주에서 자라며 낙엽 교목으로 작은 가지와 잎자루에 털이 밀생하고

턱잎은 선형이다.잎은 어긋나고 달걀모양이며 끝이 뾰족하거나 둔하고 밑은 둥

글다.잎 길이는 2～5cm로서 겹톱니가 있고 뒷면 맥 위에 털이 있다.꽃은 5월

에 피고 열매는 견과로 달걀모양이며 10월에 익는다.열매이삭은 길이 2～3cm
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이고 4～6개의 포가 달린다.포는 반달모양이고 끝이 둔하며 톱니가 있고 밑 부

분이 약간 열매를 둘러싼다.소견과는 달걀모양이며 길이 5mm 정도로서 지점

이 있다.

현재까지 소사나무에 관한 연구로는 식물분류학 분야에서 잎으로부터

flavonoid배당체
14)
가 분리 동정되어 보고되어 있다.

본 연구에서는 소사나무 가지 추출물 및 분획물의 다양한 생리활성을 검색하

고 유효성분을 분리하여 구조를 동정하였다.또한 분리된 화합물들의 항산화 및

항염 활성에 대한 연구를 진행하였다.
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Figure3.IsolatedflavanoneandflavonolglucosidesofC.turczaninowii.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.시약 및 기기

본 연구에서 시료의 추출,용매분획 및 분리에 사용된 용매들은 Merk,Junsei

의 제품을 사용하였다.Vacuum liquidchromatography(VLC)에는 silicagel(2-25

μm, Sigma Co.), normal-phased column chromatography(CC)에는 silica

gel(95-110 μm,Merk Co.)이 사용되었다.분리 과정에 사용된 thin-layer

chromatography(TLC)는 precoated silica gelaluminium sheet(Silica gel60

F254,2.0mm,MerkCo.)를 사용하였다.TLC상에서 분리된 물질들을 확인하기

위하여 UV lamp(254 nm)를 사용하거나,visualizing agent에 침적시킨 후

heat-gun을 이용하여 건조시켰다.Visualizing agent로는 KMnO4 수용액(3%

KMnO4,20% K2CO3,0.25% NaOH)및 1% anisaldehyde-MeOH를 필요에 따라

사용하였다.

분리된 화합물의 생리활성 연구를 위한 흡광도 측정에는 Sunrise
TM
(Tecan

Co.)와 Biochrom Libras22(cambridgeInc.,England)를 이용하였다.

구조분석에 이용된 NMR(nuclear magnetic resonance spectrometer)은

JNM-ECX 400(FT-NMR system,JEOL)을 이용하였으며,NMR 측정 용매는

CIL(CambridgeIsotopeLaboratories,Inc.)의 NMR 전용용매로 CD3OD,CDCl3,

C5D5N,DMSO-d6를 사용하였다.
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2.재료

실험에 사용된 소사나무 가지(시료번호 :308)는 2009년 12월에 제주 한라수목

원에서 채집하였다.채집한 소사나무 가지는 실온 및 음지에서 완전히 자연 건조

하였으며 분쇄하여 사용하였다.

Figure4.PictureofCarpinusturczaninowii
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3.추출,분획 및 분리

3-1.소사나무 가지의 추출 및 분획

건조된 소사나무 가지 707.0g을 분쇄한 후,이를 70% 에탄올 14L에 넣고 실

온에서 24시간 교반하였다.침출시킨 시료를 감압 여과 장치를 이용하여 여액만

취하였으며,이와 같은 방법으로 분리한 잔사에 대하여 동일한 조건으로 2회 더

반복 실시하였다.이렇게 여과하여 얻어진 여액은 40℃ 이하의 수욕 상에서 진공

농축기(rotaryvacuum evaporator)로 농축하여 70% 에탄올 추출물 89.0g을 얻

었다.이 중 추출물 31.1g을 증류수 2L에 현탁시키고,분별 깔때기를 이용해

극성순서에 따라 순차적으로 분획하여 n-hexanelayer(0.37g),ethylacetate

layer(4.1g),n-butanollayer(7.9g),waterlayer(18.3g)등 총 4개의 용매 분획

층을 얻었다(Scheme1).

Scheme 1. Procedureofextractionandsolventfractionfrom

C.turczaninowii 
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3-2.Ethylacetate분획의 활성 성분 분리

용매분획 후 얻어진 각 분획 층 중 ethylacetatelayer3.9g을 분획하기 위하

여 순상 silica gel로 충진한 glass column을 이용하여 vacuum liquid

chromatography(VLC)를 수행하였다.Hex/EtOAc(0～100%),EtOAc/MeOH(0～

100%)로 용매 극성을 2,5,10%씩 높이는 방법으로 각 300mL씩 용출하여 총

30개의 fraction을 얻었다(Fr.V1～V30)

VLC fraction들 중 Fr.V4(25% EtOAcinHex)82.4mg을 감압농축한 후

MeOH을 첨가하였을 때 녹지 않고 vial에 가라앉는 powder가 생성되었다.이를

MeOH을 이용해 재결정하여 compound1(13.3mg)을 얻었으며,같은 재결정법으

로 Fr.V8(45% EtOAcinHex)79.9mg에서 compound4(37.4mg)를 얻었다.

Fr.V5(30% EtOAc in Hex) 52.0 mg은 n-Hex을 이용한 재결정법으로

compound3(24.3mg)을 분리하였다(Scheme2).

Scheme2.Procedureofisolationofcompounds1,3,4from C.turczaninowii
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Fr.V13(70% EtOAcinHex)91.9mg은 CHCl3:EtOAC:MeOH=2:3:1의 용매조

건으로 순상 silicagel을 이용한 VLC를 수행하여 compound5(26.9mg)를 얻었

다.TLC를 수행하였을 때 같은 spot패턴을 나타내는 Fr.V17과 Fr.V18(90～

95% EtOAcinHex)을 합한 259.9mg을 CHCl3:EtOAc:MeOH=3:3:1의 용매조건

으로 순상 silicagelCC를 수행하여 compound6(36.0mg)을 분리하였다.Fr.

V19(100% EtOAc)163.7mg을 CHCl3:EtOAc:MeOH=3:2:1의 용매조건으로 순상

silicagel을 이용한 VLC를 수행한 후 얻어진 V19fr156.9mg을 같은 용매조건

으로 sephadexLH-20CC를 수행하여 compound7(6.1mg),compound8(8.9

mg)을 얻었다.Fr.V21(4% MeOH inEtOAc)205.1mg을 MeOH을 이용해 재

결정하여 compound2(8.1mg)를 분리하고,MeOH에 녹은 부분을 CHCl3:MeOH

=3:1의 조건으로 순상 silicagel을 이용한 VLC를 수행한 후 얻어진 V21fr1

108.4mg을 같은 용매 조건으로 sephadex LH-20CC를 수행하여 compound

8(10.2mg)을 분리하였다(Scheme3).

Scheme3.Procedureofisolationofcompounds2,5,6,7,8fromC.turczaninowii
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4.활성실험

4-1.항산화 활성 실험

4-1-1.총 폴리페놀 함량 측정

폴리페놀 화합물의 함량은 Folin-Denis법
15)
을 약간 변형하여 실시하였다.먼저

gallicacid표준용액을 사용하여 폴리페놀 화합물의 정량을 위한 표준곡선으로

이용하였다.표준곡선을 작성하기 위해 gallicacid1mg을 DMSO:EtOH=1:1용

액 1mL에 녹여 stocksolution을 제조하고,이를 0, 31.25,62.5,125,250및

500μg/mL가 되도록 묽혀 UV-Visiblespectrophotometer로 750nm에서 흡광도

를 측정하여 표준곡선을 작성하였다.각 시료들을 1mg/mL농도로 용매에 녹인

다음,이 용액 100 μL를 microtube에 취하고 증류수 900 μL를 가하여 total

volume이 1mL이 되도록 희석하였다.여기에 100μLFolin-ciocalteu'sphenol

reagent를 첨가하여 잘 혼합한 후 실온에 3분간 방치하였다.이 용액에 7%

Na2CO3용액 200μL를 가하여 혼합하고,증류수 700μL을 가하여 totalvolume

이 2mL이 되도록 희석하여 실온에서 1시간 방치한 뒤,상등액을 취하여 위와

동일한 방법으로 750nm에서 흡광도를 측정하고,폴리페놀 함량으로 환산하였

다.

4-1-2.총 플라보노이드 함량 측정

총 플라보노이드 함량은 Davis법
16)
을 변형하여 실시하였다.각 시료들을 1

mg/mL로 용매에 녹인 다음,microtube에 시료 용액 15μL와 ethyleneglycol

150μL를 첨가하여 혼합한 후 다시 0.1NNaOH15μL를 넣고 37℃ 항온조에서

1시간동안 반응 후 UV-Visiblespectrophotometer를 이용하여 420nm에서 흡광

도를 측정하였다.표준곡선은 quercetin을 이용하여 작성하고 이로부터 총 플라

보노이드 함량을 구하였다.
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4-1-3.DPPHradical소거 활성 실험

DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)radical소거 활성 실험은 시료의 free

radical소거 능력이나 수소 공여 능력을 평가하는 방법 중에 하나이다.대부분의

radical은 반응성이 커서 매우 불안정하지만,DPPH radical은 안정한 freeradical

을 가진 물질로써 515nm에서 강한 흡수를 나타내는 보라색의 화합물이다.하지

만 freeradical을 소거할 수 있는 항산화제로부터 수소를 공여 받아 2,2-diphenyl-

1-picrylhydrazine(DPPH-H)이 되면 노란색으로 변화되어 515nm에서의 흡광도

가 감소되므로,이러한 원리를 이용하여 시료의 항산화 활성을 측정할 수 있다

(Figure5).

N

N

NO2O2N

NO2

N

NH

NO2O2N

NO2

+    AH +    A

DPPHradical

(violet,515nm)

Diphenylpicrylhydrazine

(yellow)

Figure5.ScavengingoftheDPPHradicalbyananti-oxidant.

DPPH radical소거 활성 실험은 Blois방법
17)
을 응용하였고,실험방법은 다음

과 같다:96wellplate에 농도별로 희석한 sample용액 20μL(inEtOH)와 0.2

mM DPPH(inEtOH)용액 180 μL를 혼합하여 상온에서 10분간 반응시킨 후,

ELISAReader를 이용하여 515nm에서 흡광도를 측정하였다.
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라디칼 소거율(%)은 다음의 식에 의해 계산되었으며,각 시료의 소거활성 백

분율이 50% 일 때의 시료 농도(SC50)를 구하였다.대조군(positivecontrol)으로는

vitaminC를 사용하였다.

Acontrol:515nm에서 DPPH의 흡광도

Asample:515nm에서 sample과 DPPH반응액의 흡광도

Ablank :515nm에서 sample자체의 흡광도

4-1-4.ABTSradicalcation소거 활성 실험

ABTS[2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid)]radical소거 활

성 실험은 totalantioxidantactivity(TAC)의 측정방법 중의 한 가지로 무색의

환원된 ABTS가 산화되면 특징적인 청록색을 띄는 ABTS
+
radical이 형성되는

것을 이용한 방법이다.이 청록색의 ABTS
+
radical은 산화될 수 있는 물질과 반

응하면 본래의 무색 ABTS로 환원되고 그와 반응한 물질의 산화가 일어나게 되

어 흡광도의 감소가 일어나게 되면 항산화 능력을 측정할 수 있다(Figure6).

ABTSradicalcation소거 활성은 Re& Pellegrin등의 방법
18)
을 응용하였고,

실험방법은 다음과 같다:ABTSradicalcation을 만들기 위하여 7.0mM ABTS

(inD.W)용액과 2.45mM potassium persulfate(inD.W)용액을 1:1로 혼합하여

16시간동안 암소에서 반응시킨다.반응 시킨 ABTS용액과 ethanol을 1:60으로

희석하여 700nm에서 흡광도가 0.78±0.002가 되도록 조절하여 실험에 사용하였

다.

96wellplate에 농도별로 희석한 sample용액 20μL(inEtOH)와 ABTS용액

180μL를 혼합하여 15분간 암소에서 반응시킨 후,ELISAreader를 이용하여 700

nm에서 흡광도를 측정하였다.
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라디칼 소거율(%)은 다음의 식에 의해 계산되었으며,각 시료의 소거활성 백

분율이 50% 일 때의 시료 농도(SC50)를 구하였다.대조군(positivecontrol)으로는

vitaminC를 사용하였다.

Acontrol:700nm에서 ABTS의 흡광도

Asample:700nm에서 sample과 ABTS반응액의 흡광도

Ablank :700nm에서 sample자체의 흡광도

AH

A

N

S
N

N
S

N
HO3S

SO3H

N

S
N

N
S

N
HO3S

SO3H
H

ABTS
+
radical

(bluegreen,700nm)

ABTS
+

(colorless)

Figure6.ScavengingofABTS
+
radicalbyananti-oxidant.
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4-2.RAW 264.7cell을 이용한 항염 활성 실험

4-2-1.세포배양

마우스 대식세포 계열(Murinemacrophagecellline)인 RAW 264.7cell은 한국

세포주 은행(KCLB;Seoul,Korea)으로부터 분양 받아 1% antibiotic-antimycotic

과 10% fetal bovine serum(FBS)이 함유된 Dulbecco's Modified Eagle

Medium(DMEM,GIBCO,GrandIsland,NY,USA)배지를 사용하여 37℃,5%

CO2incubator조건에서 배양하였으며,3일 간격으로 계대 배양을 시행하였다.

4-2-2.Nitricoxide생성 억제 평가

24Wellplate에 RAW 264.7cell을 3×10
5
cells/mL로 분주하고 37℃,5% CO2

incubator조건하에서 18시간 배양한 후 실험에 사용하였다.전 배양시킨 cell을

1μg/mLLPS가 포함된 배지로 교환 후,sample을 농도별로 각각 첨가하여 24시

간 배양하였다. 생성된 NO의 양은 Greiss 시약(1% sulfanilamide,0.1%

naphtylethylenediaminein2.5% phosphoricacid)을 이용하여 세포배양액 중에

존재하는 NO2
-
의 형태로 측정하였다.세포배양 상등액 100 μL와 Griess시약

100μL를 혼합하여 96welllplate에서 10분 동안 반응시킨 후 540nm에서 흡광

도를 측정하였다.생성된 NO의 양은 sodium nitrite(NaNO2)를 이용하여 검정곡

선을 작성하여 비교하였다.

4-2-3.세포독성 평가

MTT[3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]assay

는 RAW 264.7cell을 24wellplate에 3×10
5
cells/mL로 분주하고 37℃,5% CO2

조건하에서 18시간 배양 후,1μg/mLLPS와 sample을 농도별로 각각 첨가하여
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24시간 배양하였다.24시간 배양 후,500μg/mL농도로 MTT를 첨가하여 37℃

에서 3시간 동안 반응시킨 후,상층액을 제거하였다.여기에 DMSO를 가하여 살

아있는 세포와 반응하여 생긴 formazan침전물을 용해시킨 다음,이를 96well

plate에 옮긴 후 570nm에서 흡광도를 측정하였다.Cellviability는 다음의 식에

의해 계산되었다.

Acontrol:570nm에서 용매와 LPS를 처리한 control의 흡광도

Asample:570nm에서 시료와 LPS를 처리한 sample의 흡광도

4-2-4.염증성 cytokineIL-6(interleukin-6)생성 억제 평가

24Wellplate에 RAW 264.7cell을 3×10
5
cells/mL로 분주하고 37℃,5% CO2

incubator조건하에서 18시간 배양한 후 1μg/mLLPS가 포함된 배지로 교환한

후 시료를 처리하여 24시간 배양하였다.24시간 배양 후 얻어진 상층액을 이용하

여 IL-6를 측정하였다.측정에는 mouseIL-6ELISA kit(BDbiosciences,USA)

를 이용하였다.
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Ⅲ.결과 및 고찰

1.화합물의 구조 결정

1-1.Compound1과 Compound2의 구조해석

Compound1은
1
H-NMR spectrum 분석 결과 δ 5.36(1H,d,J=5.2Hz)의

signal로부터 sp
2
혼성을 갖는 olefin구조의 proton을 예상하였고,δ 3.55(1H,m)

의 signal로부터 산소에 인접한 위치의 methineproton을 예상하였다.δ 2.37～

1.00에서 다수의 methylene과 methineprotonsignal을 확인하였고,δ 0.68(3H,

s),δ 1.01(3H,s),δ 1.01(3H,s)에서 2개의 singlet,δ 0.82(3H,d,J=7.1Hz),δ 

0.84(3H,d,J = 7.1Hz),δ 0.93(3H,d,J = 6.6Hz)에서 3개의 doublet,δ 

0.85(3H,t,J = 7.6,7.1Hz)에서 1개의 triplet으로 총 6개의 methylproton

signal을 확인하였다.
13
C-NMR spectrum 분석결과 탄소수가 29개이고 δ 20.0,

19.6,19.2,19.0,12.2,12.0에서 6개의 methylcarbon이 있는 것을 통해 sterol계

통의 화합물임을 예상하였다.δ 140.9,δ 121.9를 통하여
1
H-NMRspectrum에서

예상한 olefincarbon과,δ 72.0에서 산소에 인접한 methinecarbon을 확인하였다.

이를 바탕으로 compound1은 문헌
19)
과 비교하여 대부분의 식물에 함유되어 있

는 sterol인 β-sitosterol로 동정하였다(Figure7).

Compound2는
1
H와

13
CNMRdata를 분석한 결과,β-sitosterol과 유사한 경

향을 나타내었으며,δ 5.0～ 3.0의 signal을 통하여 당이 결합됐을 것이라 예상

하였다.당의 종류는
13
C-NMRspectrum에서 δ 103.0,78.9,78.5,75.8,72.1,63.3

에서 6개의 signal과
1
H-NMR spectrum에서 δ 5.07(1H,d,J = 7.6Hz)의

anomericproton의 couplingconstant를 통하여 β-D-glucopyranoside임을 예상

하였다.이를 바탕으로 compound 2는 문헌
20)
과 비교하여 sterol배당체인

sitosterol3-O-β-D-glucopyranoside즉,daucosterol로 동정하였다(Figure8).
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No.
Compound1 Compound2

δC δH(int,multi,JHz) δC δH(int,multi,JHz)

1 37.4 37.9

2 29.9 30.7

3 72.0 3.55(1H,m) 79.0 4.01(1H,m)

4 42.5 39.8

5 140.9 141.3

6 121.9 5.36(1H,d,5.2) 122.3 5.36(1H,brd,4.3)

7 32.1 32.6

8 31.8 32.5

9 50.3 50.8

10 36.7 37.3

11 21.3 21.7

12 39.9 40.4

13 42.5 42.9

14 56.9 57.2

15 24.5 24.9

16 28.4 29.0

17 56.2 56.7

18 12.0 0.68(3H,s) 12.4 0.67(3H,s)

19 20.0 1.01(3H,s) 19.6 0.95(3H,s)

20 36.3 36.8

21 19.0 0.93(3H,d,6.6) 19.4 1.00(3H,d,6.4)

22 34.1 34.6

23 26.2 26.8

24 46.0 46.5

25 29.3 29.9

26 19.6 0.84(3H,d,7.1) 20.4 0.92(1H,d,7.8)

27 19.2 0.82(3H,d,7.1) 19.8 0.90(1H,d,8.4)

28 23.2 23.8

29 12.2 0.85(3H,t,7.6,7.1) 12.6 0.88(1H,d,7.6)

1' 103.0 5.07(1H,d,7.6)

2' 75.8 4.60-3.61(sugarH)

3' 78.9

4' 72.1

5' 78.5

6' 　 　 63.3 　

Table1.
1
H and

13
C NMR dataofcompounds1and2(100and400

MHz,CDCl3andC5D5N)
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Figure9.
1
H-NMRspectrum ofcompound1inCDCl3

Figure10.
13
C-NMRspectrum ofcompound1inCDCl3
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Figure11.
1
H-NMRspectrum ofcompound2inC5D5N

Figure12.
13
C-NMRspectrum ofcompound2inC5D5N
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1-2.Compound3과 Compound4의 구조해석

Compound 3는
13
C-NMR spectrum에서 30개의 carbon signal과

1
H-NMR

spectrum에서 6개의 methylgroup의 단일 피크를 포함하여 넓은 범위의

aliphaticsignal을 바탕으로 triterpene으로 예측하였다.

13
C-NMRspectrum에서 δ 180.2는 carboxylicacid,δ 152.1과 δ 110.3의 signal

은 vinylcarbon(4차 carbon인 δ 152.1,CH2인 δ 110.3)임을 알 수 있었고,δ 79.8

의 signal은 산소에 인접한 위치의 methine의 특성 피크로 예상 할 수 있었다.

이들을 바탕으로 compound3는 betulinicacid로 예상하였으며,문헌
21)
과 비교하

여 동정하였다(Figure13).

Compound4는
1
H와

13
C NMR data를 관찰한 결과,betulinicacid유도체로

예상되며
1
H-NMRspectrum에서 δ 4.47(1H,m)의 signal로 보아 aromaticester

가 3번 탄소에 결합된 것으로 예상되었다.

1
H-NMR에서 δ 6.22(1H,d,J=15.9Hz)와 δ 7.43(1H,d,J=15.9Hz)의

signal은 coupling constant 값을 통하여 trans-olefin 구조로 예상되며, δ 

6.74(1H,d,J=8.2Hz),δ 6.98(1H,dd,J=8.2,2.0Hz),δ 7.03(1H,d,J=2.0

Hz)의 signal은 서로 ortho-및 meta-coupling을 하고 있는 1,3,4번 위치가 치

환된 aromaticring으로 예상하였고 두 부분구조가 연결되어있는 caffeate로 확인

되었다.이를 바탕으로 compound 4를 문헌
22)
과 비교하여 betulinicacid 3β

-O-caffeate즉,pyracrenicacid로 동정하였다(Figure14).
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No.
Compound3 Compound4

δC δH(int,multi,JHz) δC δH(int,multi,JHz)

1 40.1 40.3

2 28.2 23.5

3 79.8 3.01(1H,t) 79.7 4.47(1H,m)

4 39.8 37.6

5 57.0 54.7

6 19.6 17.8

7 33.5 33.7

8 40.2 42.0

9 52.1 49.7

10 38.3 36.3

11 22.2 20.5

12 27.0 25.1

13 38.5 2.29(1H,m) 37.8

14 42.1 46.6

15 31.0 29.2

16 31.8 2.23(1H,m) 31.7

17 57.6 55.4

18 50.6 48.6

19 43.7 3.01(1H,m) 48.5 2.95(1H,m)

20 152.1 150.3

21 30.9 30.1

22 35.7 36.7

23 28.8 0.99(3H,s) 27.7 0.81(3H,s)

24 16.3 0.85(3H,s) 15.7 0.87(3H,s)

25 16.9 0.74(3H,s) 16.5 0.83(3H,s)

26 16.8 0.94(3H,s) 15.9 0.88(3H,s)

27 15.2 0.95(3H,s) 14.3 0.95(3H,s)

28 180.2 177.2

29 110.3 4.58(1H,s),4.69(1H,s) 109.6 4.56(1H,s),4.69(1H,d,2.1)

30 19.7 1.68(3H,s) 18.9 1.65(3H,s)

1' 166.3

2' 115.7 6.22(1H,d,15.9)

3' 145.6 7.43(1H,d,15.9)

1” 125.5

2” 114.8 7.03(1H,d,2.0)

3” 144.8

4” 148.3

5” 114.4 6.74(1H,d,8.2)

6” 　 121.3 6.98(1H,dd,8.2,2.0)

Table2.
1
H and

13
CNMRdataofcompounds3and4(100and400MHz,

CD3ODandDMSO-d6)
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Figure15.
1
H-NMRspectrum ofcompound3inCD3OD

Figure16.
13
C-NMRspectrum ofcompound3inCD3OD
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Figure17.
1
H-NMRspectrum ofcompound4inDMSO-d6

Figure18.
13
C-NMRspectrum ofcompound4inDMSO-d6
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1-3.Compound5와 Compound6의 구조해석

Compound5는
1
H-NMR spectrum 분석 결과,δ 7.04(1H,dd,J=8.2,2.0

Hz),δ 6.98(1H,dd,J=8.2,1.7Hz),δ 6.79(1H,d,J=8.2Hz),δ 6.75(1H,d,

J=8.2Hz),δ 6.63(1H,s),δ 6.32(1H,s)의 signal은 sp
2
혼성을 갖는 proton들로

이들의 couplingconstant를 통하여 proton들 간의 ortho-,meta-coupling을 하고

있는 2개의 aromaticring이 있음을 예상하였다.또한 δ 4.70(1H,dd,J=11.7,

4.4Hz),δ 4.20(1H,d,J=10.1Hz),δ 3.86(1H,d,J=10.3Hz)의 signal은 전

기음성도 큰 산소에 인접한 proton들로 예상할 수 있었다.

13
C-NMRspectrum과 DEPT 분석 결과,탄소수가 19개이고 그 중 4차 탄소가

7개,3차 탄소가 9개,2차 탄소가 3개 있음을 확인하였다.δ 215.7의 signal은

carboxylcarbon으로 예상되며,δ 152.8～ 117.0의 signal은
1
H-NMR data에서

예상하였던 aromaticring의 carbon들로 이 중 δ 152.8과 δ 152.0의 signal은 전

기음성도가 큰 hydroxylgroup이 결합되어 있을 것으로 예상하였다.또한 δ 

78.7,δ 69.8,δ 68.6의 signal도 전기음성도가 큰 산소가 결합되어 있는 methine

carbon임을 확인하였다.

1
H과

13
CNMRdata를 비교한 결과,두 개의 aromaticring에 aliphaticchain

이 결합되어 있는 구조인 diarylheptanoid계열의 화합물로서,HMBC spectrum

에서 aromaticring의 δ 6.63(1H,s)의 protonsignal이 또 다른 aromaticring의

carbon인 δ 126.6과 연결 관계가 나타나는 것으로 보아 고리 형태의 diaryl

heptanoid화합물로 예상되었다.이러한 결과를 바탕으로 문헌
23)
과 비교한 결과

compound5는 carpinontriolB로 동정하였다(Figure19).

Compound6은
1
H와

13
CNMRdata을 관찰한 결과,compound5와 유사한 구

조를 가지고 있을 것이라 예상하였으며,aliphaticchain의 hydroxylgroup의 위

치만 달라졌을 것이라 예측할 수 있었다.

1
H-

1
H COSY spectrum에서 δ 4.02-3.99(2H,m)의 signal은 각 각 δ 2.84(1H,

dd,J=14.8,8.3Hz),δ 2.93(1H,dd,J=15.9,3.1Hz)및 δ 2.71(1H,dd,J=

18.6,8.5 Hz),δ 3.70(1H,d,J = 18.3Hz)와 연결되어 있음을 확인하였다.

HMBC spectrum에서는 δ 4.39(1H,dd,J=6.6,2.0Hz)의 signal이 carbonyl
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carbon인 δ 218.8의 signal과 연결되어 있음을 확인하였다.그러므로 aliphatic

chain의 hydroxylgroup은 compound5와는 달리 C-8,C-9,C-12로 예상되며,

이러한 결과를 바탕으로 compound6은 문헌
23)
과 비교하여 carpinontriolA로 동

정하였다(Figure20).

CarpinontriolA와 B는 까치박달나무(Carpinuscordata)로부터 분리되어 신규

화합물로 보고된 바 있다.
23)

12

3 17

5 15

1819

7 13

119

OH HO

OHO OH OH

Figure19.Chemicalstructureofcompound5

OH HO

O
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3 17

5 15

1819

7 13

119

HO OH

OH

Figure20.Chemicalstructureofcompound6
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No.
Compound5 Compound6

δC δH(int,multi,JHz) δC δH(int,multi,JHz)

1 126.6 128.1

2 127.6 127.4

3 152.8 153.2

4 117.0 6.75(1H,d,8.2) 117.4 6.75(1H,d,8.2)

5 130.8 6.98(1H,dd,8.2,1.7) 130.9 7.01(1H,dd,8.2,2.3)

6 130.7 130.5

7 37.1 2.87(1H,dd,15.5,12.1) 39.5 2.84(1H,dd,14.8,8.3)

3.03(1H,dd,16.0,4.4) 2.93(1H,dd,15.9,3.1)

8 68.6 4.70(1H,dd,11.7,4.4) 69.3 4.02-3.99(m)

9 69.8 3.86(1H,d,10.3) 73.7 4.02-3.99(m)

10 78.7 4.20(1H,d,10.1) 46.9 2.71(1H,dd,18.6,8.5)

3.70(1H,d,18.3)

11 215.7 218.8

12 37.6 2.92(1H,m) 78.2 4.39(1H,dd,6.6,2.0)

3.49(1H,ddd,20.0,12.6,1.7)

13 25.3 2.81(1H,m) 39.5 2.82(1H,dd,15.2,6.5)

3.11(1H,dd,17.1,12.8) 3.48(1H,d,15.6)

14 131.4 129.8

15 129.6 7.04(1H,dd,8.2,2.0) 131.6 6.95(1H,dd,8.2,2.4)

16 117.0 6.79(1H,d,8.2) 117.0 6.73(1H,d,8.0)

17 152.0 153.4

18 135.2 6.32(1H,brs) 135.2 6.51(1H,d,2.3)

19 135.0 6.63(1H,brs) 135.7 6.60(1H,d,2.3)

Table3.
1
H and

13
CNMRdataofcompounds5and6(100and400MHz,

CD3OD)
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Figure22.
13
C-NMRspectrum ofcompound5inCD3OD

Figure21.
1
H-NMRspectrum ofcompound5inCD3OD
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Figure23.DEPT-135spectrum ofcompound5inCD3OD 

Figure24.
1
H-

1
HCOSYspectrum ofcompound5inCD3OD
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Figure25.HMQCspectrum ofcompound5inCD3OD

Figure26.HMBCspectrum ofcompound5inCD3OD
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Figure28.
13
C-NMRspectrum ofcompound6inCD3OD

Figure27.
1
H-NMRspectrum ofcompound6inCD3OD
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Figure29.DEPT-135spectrum ofcompound6inCD3OD

Figure30.1H-1HCOSYspectrum ofcompound6inCD3OD
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Figure31.HMQCspectrum ofcompound6inCD3OD

Figure32.HMBCspectrum ofcompound6inCD3OD
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1-4.Compound7과 Compound8의 구조해석

Compound7의
1
H-NMRspectrum 분석 결과,δ 6.92(2H,d,J=9.0Hz)와 δ 

7.78(2H,d,J = 9.0Hz)의 signal은 aromaticring의 proton으로 적분 값과

couplingconstant값을 통하여 ortho-coupling을 하는 대칭구조임을 예상할 수

있었고,δ 6.18(1H,d,J=2.1Hz)과 δ 6.35(1H,d,J=2.1Hz)의 signal은

couplingconstant값을 통하여 meta-coupling을 하는 sp
2
proton으로 예상하였

다.또한 δ 5.36(1H,d,J=1.6Hz)및 δ 4.21～ 4.06부근의 복잡한 signal로부

터 당이 하나 치환된 구조임을 알 수 있었는데,δ 0.91(3H,d,J=6.0Hz)에서

doublet으로 나타나는 특징적인 methylproton peak를 통하여 치환된 당이

rhamnose인 것으로 예상하였다.
13
C-NMR spectrum 분석결과,19개 이상의

carbon signal과 δ 158.6(C-2),136.2(C-3),179.5(C-4)의 carbon peak로부터

flavone3-ol의 골격임을 알 수 있었으며,
24)1
H과

13
CNMRdata를 비교한 결과

aglycone은 kaempferol이며 3번 위치에 rhamnose가 치환되어 있는 것으로 예상

하였다.치환된 당의 signal은 δ 103.5,73.2,72.1,72.0,17.7이며 anomericproton

의 coupling constant 값(J = 1.6 Hz)을 통하여 문헌
25)
과 비교하여 α

-L-rhamnopyranoside임을 확인하였다. 이를 바탕으로 compound 7은

kaempferol3-O-α-L-rhamnopyranoside즉,afzelin으로 동정하였고 문헌
26)
과 일

치함을 확인하였다(Figure33).

Compound8의
1
H과

13
CNMRdata를 비교한 결과,compound7과 비슷한 경

향을 보이는 것으로 보아 이 역시 rhamnose가 치환된 flavonoid로 예상하였다.

1
H-NMRspectrum에서 δ 6.14(1H,d,J=2.1Hz)와 δ 6.30(1H,d,J=2.1Hz)

의 signal은 couplingconstant값을 통하여 meta-coupling을 하는 sp
2
proton으

로 예상하였으며,δ 6.89(1H,d,J=8.2Hz),δ 7.27(1H,dd,J=8.2,2.1Hz)및

δ 7.31(1H,d,J = 2.1Hz)의 signal은 aromaticring의 proton으로 coupling

constant값을 통하여 각 각 ortho-및 meta-coupling하는 것으로 나타났으며

flavonoidB-ring의 3’,4’번 위치가 치환되어 있는 것을 알 수 있었다.이를 바탕

으로 문헌
27)
과 비교하여 compound8은 quercetin3-O-α-L-rhamnopyranoside

즉,quercitrin으로 동정하였다(Figure34).
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No.
Compound7 Compound8

δC δH(int,multi,JHz) δC δH(int,multi,JHz)

2 158.6 158.8

3 136.2 136.2

4 179.5 179.6

5 163.2 159.2

6 100.1 6.18(1H,d,2.1) 100.6 6.14(1H,d,2.1)

7 166.7 168.0

8 94.9 6.35(1H,d,2.1) 95.3 6.30(1H,d,2.1)

9 159.2 163.3

10 105.7 105.5

1' 122.6 123.1

2' 131.9 7.75(1H,d,9.0) 117.0 7.31(1H,d,2.1)

3' 116.5 6.92(1H,d,9.0) 146.7

4' 161.6 150.1

5' 116.5 6.92(1H,d,9.0) 116.5 6.89(1H,d,8.2)

6' 131.9 7.75(1H,d,9.0) 123.0 7.27(1H,dd,8.2,2.1)

1" 103.5 5.36(1H,d,1.6) 103.7 5.32(1H,d,1.4)

2" 71.9 4.21-4.06(sugarH) 72.2 4.19-3.28(sugarH)

3" 72.0 72.3

4" 73.2 73.4

5" 72.1 72.1

6" 17.7 0.91(3H,d,6.0) 17.8 0.92(3H,d,6.2)

Table4.
1
H and

13
CNMRdataofcompounds7and8(100and400MHz,

CD3OD)
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Figure35.
1
H-NMRspectrum ofcompound7inCD3OD

Figure36.
13
C-NMRspectrum ofcompound7inCD3OD
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Figure37.
1
H-NMRspectrum ofcompound8inCD3OD

Figure38.13C-NMRspectrum ofcompound8inCD3OD
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2.항산화 활성 실험 결과

2-1.총 폴리페놀 함량 측정

폴리페놀계 화합물은 식물계에 널리 분포되어 있는 2차 대사물의 하나로 다양

한 구조와 분자량을 가지며 한 분자 내에 2개 이상의 phenolichydroxyl기를 가

지기 때문에 단백질 및 기타 거대 분자들과 결합을 하는 성질을 가지며 항암 및

항산화 효과와 같은 다양한 생리활성 기능을 가지는 것으로 알려져 있다.
28)

Gallicacid표준용액을 사용한 검정곡선(Figure39)을 작성하여 소사나무 가지

70% 에탄올 추출물 및 분획물의 총 폴리페놀 함량을 측정하였으며,추출물 및

분획물의 중량 100mg당 함유하고 있는 gallicacid의 양(GAE;Gallicacid

equivalents)으로 환산하여 나타내었다.실험 결과,추출물에서 20.3mgGAE/100

mg,분획물 중 EtOAc및 n-BuOH layer에서 각각 43.7,35.4mgGAE/100mg

으로 비교적 높은 폴리페놀 함량을 나타내었다(Figure40).이는 다른 항산화 실

험결과와도 관련이 있을 것이라 예상되었다.

Figure39.Calibrationcurveforquantificationoftotalphenoliccompounds.
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Figure40.Totalpolyphenoliccompoundsofextractandsolventlayers.

2-2.총 플라보노이드 함량 측정

플라보노이드는 페닐기 2개가 C3사슬을 매개하여 결합한 C6-C3-C6형 탄소골격

구조로 되어 있으며,이것이 여러 당류와 에테르(ether)결합을 통해 배당체

(glycosides)의 형태로 존재하는 경우가 많다.넓은 의미의 플라보노이드는 안토

크산틴류(anthoxanthins)와 안토시아닌류(anthocyanins), 카테킨류(catechins)를

포함하지만,좁은 의미에서는 안토크산틴류만을 말한다.항균･항암･항바이러스･

항알레르기 및 항염증 활성을 지니며,독성은 거의 나타나지 않는 것으로 보고되

고 있다.

Quercetin표준용액을 사용한 검정곡선(Figure41)을 작성하여 소사나무 가지

70% 에탄올 추출물 및 분획물의 총 플라보노이드 함량을 측정하였으며,추출물

및 분획물의 중량 100mg당 함유하고 있는 quercetin의 양으로 환산하여 나타

내었다.실험결과 n-Hex layer에서는 측정되지 않았으며,분획물 중 EtOAc

layer에서 29.4mgquercetin/100mg으로 가장 높은 플라보노이드 함량을 나타

내었다(Figure42).
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Figure41.Calibrationcurveforquantificationoftotalflavonoids.

Figure42.Totalflavonoidsofextractandsolventlayers.
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2-3.DPPHradical소거 활성

2-3-1.추출물 및 분획물의 DPPHradical소거 활성

소사나무 가지 70% 에탄올 추출물 및 분획물의 DPPHradical소거 활성을 측

정하였다.그 중 100μg/mL에서 활성이 없었던 n-Hexlayer를 제외하고,추출물

과 나머지 분획물에 대하여 3.13,6.25,12.5,25,50,100μg/mL의 농도로 실험을

실시하여 SC50값을 계산하였다(Figure43-44).

Figure43.DPPHradicalscavengingactivitiesofextractandsolventlayers.

그 결과,추출물에서 28.8 μg/mL,EtOAc및 n-BuOH layer에서 각각 13.7,

15.6μg/mL로 대조군인 vitaminC(10.3μg/mL)만큼의 좋은 DPPH radical소거

활성을 나타내었다.
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Compound
No.

Compoundname SC50(μM)

1 β-sitosterol >500

2 daucosterol >500

3 betulinicacid >500

4 pyracrenicacid 55.2

5 carpinontriolB 244.3

6 carpinontriolA >500

7 afzelin >500

8 quercitrin 62.4

Positive
control

vitaminC 43.5

Table 5.SC50 values ofDPPH radicalscavenging activities ofisolated

compounds.

Figure44.SC50valuesofDPPHradicalscavengingactivitiesofextractand

solventlayers.

2-3-2.분리된 화합물의 DPPHradical소거 활성

소사나무 가지로부터 분리된 화합물의 DPPH radical소거 활성을 측정하였다.

각각의 화합물에 대하여 25,50,100,300,500 μM의 농도로 실험을 진행하여

SC50값을 계산하였다(Table5).
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그 결과 compound4,8의 SC50값이 각각 55.2,62.4μM로 대조군인 vitamin

C(43.5μM)와 유사한 값으로 이들 화합물들이 우수한 radical소거 활성 능력을

가짐을 확인할 수 있었다.

Figure45.DPPHradicalscavengingactivitiesofcompounds4,5,8

andvitaminC.

2-4.ABTSradicalcation소거 활성

2-4-1.추출물 및 분획물의 ABTSradicalcation소거 활성

소사나무 가지 70% 에탄올 추출물 및 분획물의 ABTSradicalcation소거 활

성을 측정하였다.그 중 100μg/mL에서 활성이 없었던 n-Hexlayer를 제외하고,

추출물과 나머지 분획물에 대하여 3.13,6.26,12.5,25,50,100μg/mL의 농도로

실험을 실시하여 SC50 값을 계산하였다.그 결과,추출물에서 10.7 μg/mL,
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EtOAc및 n-BuOHlayer에서 각각 4.5,6.7μg/mL로 대조군인 vitaminC(11.6μ

g/mL)보다 더 좋은 ABTS radicalcation 소거 활성을 나타내었다(Figure

46-47).

Figure46.ABTS
+
radicalscavengingactivitiesofextractandsolventlayers. 

Figure47.SC50valuesofABTS
+
radicalscavengingactivities

ofextractandsolventlayers.
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Compound
No.

Compoundname SC50(μM)

1 β-sitosterol >100

2 daucosterol >100

3 betulinicacid >100

4 pyracrenicacid 34.1

5 carpinontriolB 42.1

6 carpinontriolA 45.8

7 afzelin >100

8 quercitrin 29.6

Positive
control vitaminC 31.6

Table6.SC50 valuesofABTS
+
radicalscavenging activitiesofisolated

compounds.

2-4-2.분리된 화합물의 ABTSradicalcation소거 활성

소사나무 가지로부터 분리된 화합물의 ABTSradicalcation소거활성을 측정

하였다.각각의 화합물에 대하여 12.5,25,50,100μM의 농도로 실험을 진행하여

SC50값을 계산하였다(Table6).

Figure48.ABTS
+
radicalscavengingactivitiesofcompounds4,5,6,8

andvitamincC.
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Figure49.NOproductioninhibitoryactivitiesandcytotoxicitiesof

extractandsolventlayers.

그 결과 compound4,5,6,8의 SC50값이 각각 34.1,42.1,45.8,29.6μM로 대

조군인 vitaminC(31.6μM)와 유사한 값으로 이들 화합물들이 우수한 radical소

거 활성 능력을 가짐을 확인할 수 있었다.

3.항염 활성 실험 결과

3-1.추출물 및 분획물의 nitricoxide생성 억제 및 세포 독성 평가

RAW 264.7cell을 이용하여 소사나무 가지 70% 에탄올 추출물 및 분획물에

대한 nitricoxide(NO)생성 억제 및 세포독성을 측정하였다.우선 sample100

μg/mL의 농도로 실험을 진행하여 활성이 있는지 확인하였다.그 결과 LPS와 용

매만을 처리한 LPS(+)와 NO 생성량을 비교하였을 때,70% 에탄올 추출물에서

는 14.6μM로 43.1%가 감소하였으며 EtOAc및 n-BuOH layer에서 각각 4.3μ

M,16.2μM로 83.4%,36.7%가 감소하는 것을 확인하였다.n-Hexlayer의 경우

에는 cell에 대해 독성이 있었다(Figure49).
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위 결과를 바탕으로 100 μg/mL 농도에서 세포독성은 없으며 활성이 있던

sample들에 대해 25,50,100,200μg/mL의 농도로 실험을 더 진행하였다.

Figure50.NOproductioninhibitoryactivitiesandcytotoxicitiesof

extract,EtOAclayerandn-BuOHlayer.
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그 결과 70% 에탄올 추출물과 n-BuOH layer는 200μg/mL의 농도에서 세포

독성 없이 NO 생성량을 더 많이 감소시키는 것을 확인하였고,EtOAclayer의

경우 200μg/mL의 농도에서 약간의 세포독성을 나타내었지만 70% 에탄올 추출

물과 n-BuOH layer에 비해 더 좋은 NO생성 억제 활성을 보이는 것을 확인하

였다(Figure50).

3-2.Compound5,6의 Nitricoxide생성 억제 및 세포 독성 평가

분리된 화합물 중 문헌
29-33)
과 비교하여 아직 항염 활성 및 세포독성에 대해 알

려지지 않은 compound5,6에 대하여 nitricoxide(NO)생성 억제 및 세포독성

을 측정하였다(Figure51).

Figure51.NOproductioninhibitoryactivitiesandcytotoxicitiesof

compounds5and6. 
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실험 결과,LPS와 용매만을 처리한 LPS(+)와 NO 생성량을 비교하였을 때,

compound5,6모두 세포 독성이 없었으며 농도 의존적으로 NO생성을 억제하

는 것을 확인할 수 있었다.

3-3염증성 cytokineIL-6생성 억제 평가

염증성 cytokine으로 알려진 IL-6는 초기 염증 반응 진행에 중요하게 작용한

다.분리된 화합물 중 compound5,6의 IL-6양을 측정한 결과, LPS와 용매만

을 처리한 LPS(+)와 비교하였을 때 농도 의존적으로 IL-6생성이 억제되는 것을

확인할 수 있었다(Figure52).

Figure52.InhibitionofLPS-inducedsecretionofpro-inflammatory

cytokineIL-6bycompounds5and6.
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Ⅳ.요약 및 결론

제주에 자생하고 있는 소사나무(Carpinusturczaninowii)가지 추출물 및 분획

물의 다양한 생리활성을 검색하고,화합물을 분리･동정하였다.또한 분리된 화합

물들의 항산화 및 항염 활성에 대한 천연 소재로서의 이용 가능성을 알아보고자

본 연구를 진행하게 되었다.

소사나무 70% 에탄올 추출물을 용매의 극성순서에 따라 순차적으로 분획하여

n-hexane,ethylacetate,n-butanol,waterlayer를 얻었다.이들 중 ethylacetate

분획물에 대해 vacuum liquid chromatography(VLC), 순상 silica gel

chromatography,sephadexLH-20chromatography를 수행하여 화합물을 분리하

였다.분리된 화합물의 구조는 1D,2D NMR을 이용하여 확인하였고,문헌과 비

교하여 총 8개의 화합물을 분리･동정하였다.

분리된 화합물은 β-sitosterol (1), daucosterol (2), betulinic acid (3),

pyracrenic acid (4),carpinontriolB (5),carpinontriolA (6),afzelin (7),

quercitrin(8)으로 확인되었다.

항산화 활성 검색에서 추출물 및 분획물에 대한 총 폴리페놀 함량과 플라보노

이드 함량 측정 실험 결과,ethylacetatelayer에서 시료 100mg당 총 폴리페놀

(43.7mgGAE/100mg)및 플라보노이드(29.4mgquercetin/100mg)함량이 가

장 높았다.DPPH radical및 ABTSradicalcation소거활성 실험에서는 추출물,

ethylacetate및 n-butanollayer에서 좋은 소거 활성을 보였다.

분리된 화합물의 DPPH radical소거 활성 실험에서는 compound4,8의 SC50

값이 각각 55.2μM,62.4μM로 대조군인 vitaminC(43.5μM)와 유사한 활성이

있음을 확인하였다. 그리고 ABTS radical cation 소거 활성 실험에서는

compound4,5,6,8의 SC50값이 각각 34.1μM,42.1μM,45.8μM,29.6μM로

대조군인 vitaminC에 비해 좋은 활성을 나타내었다.

항염 활성 검색에서 추출물 및 분획물에 대한 RAW 264.7cell을 이용한 NO

생성 억제 실험에서는 추출물,ethylacetate,n-butanollayer에서 세포독성 없이
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NO 생성을 억제하는 것을 확인하였다.분리된 화합물의 항염 실험에서는

compound5,6이 세포 독성 없이 NO 생성을 억제하는 것을 확인할 수 있었으

며 염증성 cytokine인 IL-6역시 농도 의존적으로 감소되는 것을 확인할 수 있었

다.

이상의 연구 결과를 바탕으로 소사나무 가지를 이용한 천연 항산화제 및 항염

소재로서의 개발 가능성을 확인할 수 있었다.
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