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ABSTRACT

Identification of Anti-inflammatory and Whitening Constituents from 

Litsea japonica seed

Soo-Kyung Yang

Department of Chemistry Graduate School

Jeju National University, Korea

Supervised by Professor Nam Ho Lee

 Litsea japonica, a evergreen plant growing in Jeju island, was 

investigated for anti-inflammatory and skin whitening activities. The dried 

L. japonica seeds were extracted for 72 hours with 100% methylene 

chloride. The obtained extract was successively partitioned into n-hexane 

(n-hex), methylene chloride (CH2Cl2), 20% MeOH layers. Repeated column 

chromatography on celite and normal-phase silica gel resulted in the 

isolation of seven compounds; glyceride (compound 1, 2, 3, 4), litsenolide 

B1 (compound 5), litsenolide A1 (compound 6), and litseakolide D2 

(compound 7). In anti-inflammatory screenings, extract and CH2Cl2 layer, 

compounds 5 and 6 inhibited nitric oxide production in LPS-stimulated 

RAW 264.7 cell. Moreover, on screening of skin whitening activities, the 

compounds 5 and 6 showed considerable inhibition on the production of 

melanin contents in the B16F10 melanoma cell without showing 

cytotoxicity. This study demonstrated the potential of Litsea japonica 

seed extract as the novel ingredients in functional cosmetics. 
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Ⅰ. 서론

최근 미(美)에 대한 관심이 높아지면서, 화장품 시장이 매년 급성장을 하고 있

으며, 이러한 시장 성장은 화장품 기술의 비약적 발전에 기반을 두고 있다. 미용

을 목적으로 하는 기존 접근도 확대되어가고 있고, 질병의 예방과 치료의 개념이

도입된 고기능성, 다기능성을 발휘하는 미백, 주름개선, 자외선 차단, 항염, 비만

등과 같은 기능성 화장품들 또한 최근 급속도로 성장하고 있다. 이러한 화장품

산업의 변화 발전에 맞추어 신소재와 신기술의 개발, 타 산업과 기술 융합을 통

한 새로운 개념의 화장품들이 지속적으로 시장에 나타나고 있다.1)

기능성 화장품은 막대한 시간과 자금이 투자되는 의약품보다 상대적으로 적은

비용과 시간을 투자하여 세계적으로 경쟁이 가능한 신제품 개발이 가능하고 시

장 성장성과 고부가가치 창출에도 상당히 긍정적인 첨단 미래형 산업으로 인식

되고 있다. 소비자들은 기능성화장품의 일시적 개선효과 보다는 가시적이고 지속

적인 효과를 요구하고 있으나, 현재까지 개발된 국내의 기능성화장품들은 이를

충분히 만족시켜주지 못하고 있다. 이는 식약청에서 고시한 기능성화장품 원료 p

종류가 많지 않아 차별성에 한계가 있고, 화학적인 원료의 부작용들이 보고되고

있기 때문이다. 이러한 문제점들을 극복하기 위하여 식물체 유래 천연물에서 기

능성 화장품의 원료를 탐색하는 연구가 활발히 이루어지고 있다.2)

염증(inflammation)은 상처나 감염, 또는 자가 면역 기전 등에 의해 나타나는

생체반응으로서, 염증반응에서는 미소혈관의 확장, 혈액성분의 조직 간극으로의

유출, 백혈구의 염증 부위로의 유주 및 조직의 변성과 섬유화 등이 연쇄적으로

일어나게 된다. 임상적으로는 발적, 발열, 종창, 동통, 기능 장애등의 다양한 증상

이 나타난다.3,4) 일단 자극이 가해지면 국소적으로 histamine, serotonine,

bradykinin, prostaglandins, hydroxyeicosatetraenoic acid(HETE), leukotriene과

같은 혈관 활성 물질이 유리되어 혈관 투과성이 증대되면서 염증을 유발한다. 그
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러나 지속적인 염증반응은 도리어 점막손상을 촉진하고, 그 결과 일부에서는 암

발생 등의 질환을 이끈다.5)

피부에서의 염증은 매우 다양한 의미를 가지는데, 아토피성, 여드름성, 광 민감

성 피부질환 그리고 민감성 피부질환의 생리학적 기본 기전은 염증 반응의 과정

을 거친다. 다양한 염증 현상에 의해 진피층을 파괴하는 효소인 hyaluronidase,

lypoxygenase 등의 발현이 증가하여 피부의 노화 및 주름 형성에 직접적으로 영

향을 준다. 면역과 염증에 관련된 여러 cytokine 중 IFN-γ, TNF-α, IL-6, IL-10

및 IL-2는 대식세포에서 생산되어 대표적인 염증성 cytokine으로 각종 염증질환

의 발생과 진행에 중요한 작용을 하는 것으로 보고되어있다.6)

대식세포(macrophage)는 동물 체내 모든 조직에 분포하여 인체 내에서 선천적

면역반응을 담당하는 면역세포로, 인체 면역체계에서 중요한 역할을 하는 백혈구

이다. 또한, 염증반응 시에는 nitric oxide(NO)와 cytokine을 생산하여 감염초기

에 생체방어에 중요한 역할을 한다.7,8)

Nitric oxide(NO)는 nitric oxide synthase(NOS)에 의해 생성이 조절 되는데, 포

유류에서 NOS는 물리화학적 성상에 따라 inducible NOS(iNOS), neuronal

NOS(nNOS), endothelial NOS(eNOS) 그리고 최근 밝혀진 mitochondrial

NOS(mNOS)등 4가지의 동종 효소로 분류된다. 이 중 iNOS에 의한 NO의 생성

이 절대적으로 중요한데, 대식세포가 lipopolysaccharide(LPS)나 interferon-γ

(IFN-γ)에 의해서 자극을 받으면 iNOS가 발현되어 NO가 과잉 생산 되면 혈관

투과성, 부종 등의 염증반응을 촉진시킬 뿐만 아니라 염증매개체의 생합성을 촉

진하여 염증을 심화 시키는 것으로 알려져 있다.9,10)

NO와 함께 대표적인 염증인자인 PGE2는 발열과 통증에 주로 작용하는 매개체

로서 면역반응과 염증반응에 관여한다. COX는 COX-1, COX-2와 같이 두 종류

의 이성효소로 존재하며 서로 다른 유전자로부터 생성된다. COX-1은 거의 모든

조직에 내재적으로 존재하며, PG를 생성하여 생리적 기능을 유지시킨다. COX-2

는 정상적인 상태에서는 발현되지 않고 LPS 또는 interleukin-1(IL-1)의 자극을

통해 발현된다. 발현된 COX-2는 염증매개체인 PGE2를 생성하여 결과적으로 지
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속적인 염증반응을 일으킨다.11)

사람의 피부색은 환경, 인종, 성별 등의 요인과 표피에 존재하는 멜라닌 색소,

피하조직에 있는 카로틴 및 혈관 속에 함유된 산화-환원된 헤모글로빈 양과 멜

라닌이 분해된 멜라노이드 등 여러 가지 요인에 의해 결정되지만 이 중 가장 중

요한 역할을 하는 것은 멜라닌으로 함량, 분포 등에 따라 색이 결정된다.12-14) 멜

라닌은 피부에서 발생하는 활성산소나 프리라디칼(free-radical)을 제거하고, 자외

선의 투과를 막아 피부의 내부를 보호한다.15) 멜라닌은 피부표피층의 멜라노사이

트(melanocyte)라는 멜라닌형성세포 내의 멜라노좀(melanosome)에서 합성되는

데, 타이로신(tyrosine)을 전구물질로 tyrosinase 효소에 의해 산화되어

DOPA(3,4-dihydroxy-phenylalanine) 또는 DOPA quinone으로 산화되어 중합반

응에 의해 최종적으로 멜라닌이 생합성 된다.16)

멜라닌이 과생산 되면 기미, 주근깨, 점, 검버섯 등의 색소침착이 일어나 피부노

화 및 손상을 초래하며 피부암의 유발에도 관여하는 것으로 알려져 있다.17)

피부에서 색소의 침착방지는 여러 가지 관점으로 연구되고 있으며 그 중 멜라닌

(melanin) 세포에 멜라닌의 합성을 명령하는 tyrosinase를 효과적으로 저해하는

생리활성 물질을 탐색하는 실험이 미백효과를 찾아내는데 있어 유용한 연구 방

법으로 평가받고 있다.18)

현재 알려져 있는 tyrosinase를 저해하는 물질로는 천연물에서 얻어진 quercetin,

glabridin, L-mimosine, kojic acid 등이 있으며, 합성 화합물 또는 천연물 화합물

의 유도체인 captopril, topolone, geranyl gallate 등이 있다.19 )기존 화장품 분야

에서는 미백성분 으로서, kojic acid, arbutin 등과 같은 tyrosinase 효소 활성을

억제하는 물질과 hydroquinone, vitamin C가 사용되어 왔다.20) 그러나, 이런 물질

들은 불안정하여 분해나 착색, 이취, 효과의 불분명 및 안전성 문제 등으로 사용

이 제한되고 있는 실정이다. 따라서 기존 미백제가 갖고 있는 여러 단점을 극복

하고자 최근에는 피부에 안전한 천연물을 이용한 미백성분 개발에 많은 연구가
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진행되고 있다.21)

까마귀쪽나무(Litsea japonica)는 녹나무과에 속하며, 한국의 제주도를 비롯한 일

본 남부지방에 자생하고 있는 상록활엽소교목이다. 까마귀쪽나무(Litsea

japonica)는 주로 해안가에 분포하고 있으며 바람이 많이 부는 제주도 해안가 등

지에서는 방풍목으로 흔히 볼 수 있다. 잎은 녹색의 좁은 타원형이고 뒷면은 미

세한 털이 빽빽이 자란다. 원뿔 모양의 꽃은 황백색이고 잎겨드랑이에서 자라며

자웅이 가화로 암나무와 수나무가 구분된다. 7월~10월 사이에 꽃이 피면 다음해

10월에 짙은 자주색 열매가 익지만 지역과 기후에 따라 6월경부터 익기도 한

다.22) 까마귀쪽 나무의 화학적 구성에 대한 기존의 연구에서, 여러 종류의

essential oils, fatty acids, lactones, alkaloids 및 terpenoids가 발견되었다고 보고

된 바가 있다.23,24) Lactones이 종류로 알려진 hamabiwalactone A,

hamabiwalactone B, akolactone B, litsealactone A 및 litsealactone B가 분리되

었다.25) 또한, 잎으로부터 분리된 flavonoids 성분인 epicatechin, afzelin,

quercitrin 및 tiliroside 의 anti-complement activity를 조사한 결과, tiliroside가

complement system에 대해 가장 강력한 억제작용을 나타냄이 보고되었다.26) 이

처럼 까마귀쪽나무는 여러 성분이 분리되고 효능이 확인되었다. 그러나 까마귀쪽

나무 열매의 과육은 총 비중의 40% 정도에 그치며 나머지를 이루고 있는 종자

에 대한 연구는 거의 이루어진바 없다.27)

본 연구에서는 까마귀쪽나무 종자의 화장품 원료로서의 특성을 알아보기 위하여

항염 및 미백 효과와 관련된 실험을 실시하였다. 그리고 종자에 함유된 활성성분

을 분리하고 동정하였다. 궁극적으로 화장품 원료로서의 이용 가능성을 확인하고

자 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시약 및 기기

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

제품을 사용하였다. Celite column chromatography에는 celite(4.0 darcy, 세라이

트 코리아 주식회사)가 사용되었다. VLC(Vacuum Liquid Chromatography)에는

순상 silica gel(2-25 μm, Sigma Co.)이 사용되었고, 순상 silica gel column

chromatography에는 silica gel(0.063-0.200 mm, Merck Co.)이 사용되었다. 분리

과정에서 사용된 TLC(Thin Layer Chromatography)는 precoated silica gel

aluminium sheet (Silica gel 60 F254, 2.0 mm, Merk Co.)를 사용하였다. TLC상

에서 분리된 물질들을 확인하기 위하여 UV/Vis Lamp를 사용하거나 TLC plate

를 visualizing agent에 침적시킨 후 heat-gun을 이용하여 건조시켰다.

Visualizing agent로는 1% anisaldehyde(H2SO4/Acetic acid/MeOH=1/2/17의 비율

로 혼합한 후 200:1의 비율로 anisaldehyde 혼합)을 사용하였다. 구조 분석에 이

용된 NMR(Nuclear Magnetic Resonance)은 AVANCE Ⅲ 500(FT-NMR

System, Bruker)을 이용하였다. NMR 측정시 용매로는 Merk의 NMR 전용용매

로서, CDCl3을 사용하였다. LC-MS(Liquid chromatography-tandem mass

spectrometry)는 Thermo Scientific을 이용하였고, 컬럼은 Hypersil Gold(2.1 mm

× 50 mm, 1.8 µm, C18)을 사용하였다.
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2. 재료

본 연구에 사용된 시료는 서귀포시 해안가 일대에서 2014년 6~7월에 채집한 까

마귀쪽나무 열매를 과육과 종자로 분리하여 동결건조 시킨 후 , 분쇄하여 사용하

였다.

Figure 1. Picture of L. japonica
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3. 추출, 분획 및 분리

3-1. 까마귀쪽나무 종자의 추출 및 용매분획

까마귀쪽나무 종자를 동결건조 시켜 잘게 분쇄하여 얻은 시료 1 kg을 100%

methylene chloride 20 L에 침적하고 실온에서 72시간 교반하여 침출시킨 시료를

감압여과 장치를 통해 여액을 취했다. 이 과정에서 남은 잔사는 다시 100%

CH2Cl2 (methylene chloride)를 이용해 동일한 조건으로 2회 반복 추출하였다. 감

압여과 장치를 통해 추출된 여액을 감압 농축하여 까마귀쪽나무 종자의 100%

CH2Cl2 추출물 총 167 g을 얻었다. 이 중 135 g을 20% MeOH에 현탁시키고, 분

별 깔대기를 이용해 분획을 실시하였는데, 각 용매마다 1L씩 3번 반복 실시하여

n-hexane층, CH2Cl2층, 20% MeOH층 총 3개의 용매분획층을 얻었다(Figure 2).

3-2. Methylene chloride fraction의 활성성분 분리

3-2-1. Celite Column에 의한 분획과정

용매분획 하여 얻어진 CH2Cl2 분획층 4.50 g을 Celite Column을 n-hexane 용

매로 시행하여 n-hexane 층 3.2 g을 얻었다(Figure 2).



- 8 -

3-2-2. Compounds 1, 2, 3, 4 분리과정

Celite CC에서 얻어진 n-hexane fraction 3.2 g을 이용하여 감압 액체 크로마

토그래피(VLC)를 실시하였다. 사용된 용출액은 n-Hex/CH2Cl2(0~100%),

CH2Cl2/EtOAc(0~100%), EtOAc/MeOH(0～100%) gradient 용매(300 mL) 조건을

이용하였다. 이 과정에서 총 20개의 분획물을 얻었다. 얻어진 20개의 분획물 중

분획물 V 6(386.5 mg)을 n-Hex/EtOAc/MeOH = 10/1/0.1의 용매조건으로 순상

Figure 2. Scheme of fractionation process about extract



- 9 -

silica gel CC을 수행하여 compound 1(11.3 mg), compound 2(11.6 mg),

compound 3(65.8 mg)을 얻었다.

그리고 분획물 V 8(348.7 mg)을 n-Hex/EtOAc/MeOH = 6/1/0.1의 용매조건으로

순상 silica gel CC을 수행하여 compound 4(256.2 mg)을 얻었다(Figure 3).

3-2-3. Compound 5, 6, 7 분리과정

감압 액체 크로마토그래피(VLC)에서 얻어진 20개의 fraction 중 V 13(110.4

mg)을 n-Hex/EtOAc/MeOH= 2.5/1/0.1의 용매조건으론 순상 silica gel CC을 수

Figure 3. Diagram of isolation process of compounds 1, 2, 3, 4

from L. japonica
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행하여 compound 5(0.6 mg), compound 6(35.3 mg)을 얻었다.

그리고 V 14(479.0 mg)을 n-Hex/EtOAc/MeOH= 7/3/0.1의 용매조건으로 순상

silica gel CC을 수행하여 compound 7(140.1 mg)을 얻었다(Figure 4).

Compound 5, 6, 7은 LC-MS를 실시하였다. LC-MS의 샘플은 에탄올에 100

ppm, 20 ppm으로 희석하여 0.2 µm 실린지필터로 여과하여 준비하였다. LC의 분

석조건은 표 1과 같고 MS의 분석조건은 ESI positive로 이온화 하였으며 spray

voltage는 5kV, capillary 온도는 275 ℃, collision energy는 35 eV로 설정하였으

며 컬럼은 Hypersil Gold을 사용하였다.

Figure 4. Diagram of isolation process of compound 5, 6, 7 from L. japonica
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4. 활성실험

4-1. RAW 264.7 cell을 이용한 항염 활성 실험

4-1-1. 세포배양

한국 세포주 은행(Korean Cell Line Bank)으로부터 구입한 murine

macrophage cell line인 RAW 264.7 cell은 10% FBS(fetal bovine serum)과 1%

penicillin-streptomycin(Gibco, USA)을 포함하는 DMEM (dulbecco’s modified

eagle medium) high glucose medium 배지를 사용하여 37℃, 5% CO₂조건에서

배양하였고 3일에 한 번씩 계대배양을 실시하였다.

4-1-2. Nitric oxide 생성 억제 평가

RAW 264.7 cell을 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.8×10⁵ 
cells/mL로 24 well plate에 넣고 18시간 배양하였다. 그다음 시료와 LPS(1

µg/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양하였다. 세포배양 상등액 100 µL와 Griess

시약 100 µL를 96 well plate에서 혼합하여 10분 동안 반응시킨 후 540 nm에서

흡광도를 측정하였다. 생성된 NO의 양은 Griess 시약 [1% (w/v) sulfanilamide,

Time

(min)

A%

(0.1% formic acid/H2O)

B%

(MeOH)
Flow rate (µL/min)

0 50 50 200

1 50 50 200

2 30 70 200

5 0 100 200

7 0 100 200

8 50 50 200

12 50 50 200

Table 1. LC 분석 조건 
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0.1% (w/v) naphylethylendiamine in 2.5% (v/v) phosphoric acid]을 이용하여

세포배양액 중에 존재하는 NO2
-의 형태로 측정하였고 sodium nitrite(NaNO2)를

standard로 사용하였다.

4-1-3. 전염증성 cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6) 생성 억제 활성 측정

RAW 264.7 cell을 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.8×10⁵ 
cells/mL로 24 well plate에 넣고 18시간 배양하였다. 이후 배지를 제거하고 10배

농도 (1 mg/mL)로 조제된 시료 50 µL와 LPS (1 µg/mL)을 함유한 450 µL의 배

지를 동시에 처리하여 24시간 배양하였다. 24시간 후 배양 배지를 원심분리

(1,2000 rpm, 3 min)하여 얻어진 상층액의 전염증성 cytokine 생성 함량을 측정

하였다. 모든 시료는 정량 전까지 냉동보관 (-20℃) 하였다. 전염증성 cytokine은

mouse enzyme-linked immnunosorbent assay (ELISA) kit (R&D System Inc.,

Minneapoils, MN, USA)를 이용하여 정량하였으며 standard에 대한 표준곡선의

r2 값은 0.99 이상이었다.

4-1-4. 세포 독성 및 증식률 측정

4-1-4-1. LDH 분석

10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 RAW 264.7 cell을 24 well plate

에 1.8×10⁵ cells/mL로 넣고 18시간 배양 후 시료와 LPS (1 µg/mL)를 동시에

처리하여 24시간 배양하였다. 이후 배양 배지를 3,000 rpm에서 5분간 원심분리

하였다. Lactate dehydrogenase (LDH) assay는 non-radioactive cytotoxicity

assay kit(Promega, WL, USA)를 이용하여 측정하였으며, 96 well plate에 원심

분리하여 얻은 배양배지 50 µL와 reconstituted substrate mix 50 µL를 넣고, 실

온에서 30분 반응시킨 후 50 µL의 stop solution을 넣고 microplate

reader(Bid-TEK)를 사용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 시료 군에

대한 평균 흡광도 값을 구하였으며, 대조군의 흡광도 값과 비교하여 세포독성을
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평가하였다.

4-1-4-1. MTT 분석

RAW 264.7 cell을 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1.8×10⁵ 
cells/mL로 96 well plate에 넣고 24시간 배양 후 시료를 처리하고 24시간 배양

하였다. 이후 MTT용액 50 µL를 첨가하여 4시간 동안 반응시켰다. 배양배지를

완전히 제거하고 dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma)를 200 µL를 가하여 침전물

을 완전히 용해시킨 후, microplate reader를 사용하여 540 nm 흡광도를 측정하

였다. 각 시료 군에 대한 평균 흡광도 값을 구하였으며, 대조군의 흡광도 값과

비교하여 세포생장률을 평가하였다.

4-2. B16F10 melanoma melanin cell을 이용한 미백 활성 실험

4-2-1. 세포배양

Mouse melanoma 세포인 B16F10 세포는 American Type Culture

Collection(ATCC, Rockville, MD, USA)으로부터 분양 받아 1%

penicillin-streptomycin(Gibco, USA)와 10% fetal bovine serum(FBS)이 함유된

Dulbecco’s Modifiled Eagle Medium(DMEM) 배지(GIBCO, Grand Island, N:Y,

USA)를 사용하여 37℃, 5% CO₂항온기에서 배양하였으며, 4일에 한번씩 계대

배양을 시행하였다.

4-2-2. 멜라닌 합성 저해율 측정

B16F10 세포를 10% FBS가 첨가된 DMEM 배지를 이용하여 1×10⁵ cells/mL
로 조절한 후 6 well plate에 접종하고, 18시간 배양 후 시료를 멜라닌 형성 자극

제인 α-MSH (200 nM)와 동시에 처리하여 3일간 배양하였다. 3일 후 plate의 배

지를 제거하고 PBS를 이용하여 2번 세척하였다. 세척된 세포를 수확하여 1 N
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NaOH를 첨가하여 세포를 완전히 녹인 후 405 nm에서 흡광도를 측정하였다.

4-2-3. 세포 내 tyrosinase 생성 저해율 측정

B16F10 세포를 6 well plate에 1×10⁵ cells/mL로 접종하고, 18시간 배양 후 시

료와 α-MSH (200 nM)를 동시에 처리하여 3일간 배양하였다. 3일 후 plate의

배지를 제거 후 PBS를 이용하여 2번 세척하였고, 1% Triton x-100을 500 µL넣

고 cell scraper로 세포를 수거하였다. 수거한 세포는 –70 ℃에서 급속 냉동시킨

후 해동시켰으며 이와 같은 방법을 3번 반복하여 세포막을 파괴하였다. 15000

rpm에서 15분간 원심분리 한 후 상층액을 취하여 10 mM L-DOPA 0.2 mL와

0.1 M phosphate buffer(pH 6.8) 0.2 mL를 첨가하여 37 ℃에서 1시간 동안 반응

시켰으며 475 nm에서 흡광도를 측정하였다.

4-2-4. 세포 독성 평가

까마귀쪽나무 종자의 CH2Cl2 분획물과 분리한 화합물들이 B16F10 세포의 생

존률에 미치는 영향을 알아보기 위하여 MTT assay를 이용하여 세포독성을 평

가하였다. B16F10 세포 2×10⁴cells/mL를 96 well plate에 접종하고, 18시간 배

양 후 시료를 처리하여 3일 동안 37℃, 5% CO₂조건으로 배양하였다. 여기에

phosphate buffer saline(PBS) 2 mg/mL의 농도로 제조한 MTT 용액 200 µL를

첨가하고 동일한 배양 조건으로 4기간을 배양하였다. plate의 배양액을 제거하고

각 well에 DMSO 200 µL를 가하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1.화합물의 구조 동정

1-1. Compound 1, 2, 3, 4의 구조 동정

Compound 1, 2, 3, 4의 1H NMR과 13C NMR spectrum을 보면 전형적인

glyceride의 피크가 보인다.

1H NMR spectrum을 보면 δ 5.2에서 δ 5.5를 통해 –CH=CH- 불포화지방산의

올레핀 수소가 있음을 예상 할 수 있다. 그리고 δ 4.1에서 4.3을 보면 glycerol 골

격이 있음을 알 수 있다. δ 1.25와 δ 0.88피크를 보면 methylene의 중간 chain과

methyl group이 있음을 알 수 있다.

13C NMR spectrum을 보면 δ 173.4 (Compound 3)을 통해 카보닐기가 있음을

알 수 있다. δ 10에서 δ 35 사이의 피크를 통해 지방족 탄소가 있음을 알 수 있

고 δ 60에서 72 사이의 피크를 보면 backbone 카본임을 알 수 있다.

1H NMR과 13C NMR를 토대로 문헌28)을 조사한 결과 compounds 1, 2, 3, 4는

glyceride류 임을 알 수 있다.
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Figure 5. 1H NMR spectrum of isolated compound 1

Figure 6. 13C NMR spectrum of isolated compound 1
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Figure 7. 1H NMR spectrum of isolated compound 2
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Figure 9. 13C NMR spectrum of isolated compound 3

Figure 8. 1H NMR spectrum of isolated compound 3
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Figure 10. 1H NMR spectrum of isolated compound 4

Figure 11. 13C NMR spectrum of isolated compound 4
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1-2 Compound 5의 구조 동정

Compound 5는 무색의 오일상의 물질로 분자량을 알기 위해 LC-MS를 실시하

였다. LC-MS로 분석한 결과 5.6 분대에 피크가 나왔고, MS/MS를 통해 149.09,

204.76, 215.18, 261.06 m/z에서 딸이온이 나왔으며, 279.14의 분자량을 확인하였

다. 구조 동정을 하기 위해 1H-NMR spectrum을 분석한 결과, δ 1.25-1.496(14H,

m)의 signal을 통해 약 열 두 개의 사슬형의 methylene 수소 피크가 있음을 예

상하였다. δ 6.52는 deshielding 된 것으로 보아 전기음성도가 큰 원소가 인접한

exocyclic double bond라고 예상하였다.

13C-NMR spectrum 분석결과, δ 168.2을 통해 카보닐기가 있음을 예상하였다. δ 

28.6-29.5(t)을 통해 사슬형 피크가 있음을 확인하였다.

그리고 1H-NMR 상에서 δ 2.17(td, J = 7.5, 2.5)와 δ 1.92(J = 2.5)의 coupling

constant를 통해 두 피크가 서로 coupling 한다는 것을 예상 할 수 있었다.

13C-NMR을 통해 화합물이 17개 이상의 탄소로 이루어졌음을 예상하였고,

DEPT- 135를 통해 4차 탄소 3개, CH 4개, CH2 9개, CH3 1개로 이루어졌음을

확인하였다.

13C-NMR 상에서 δ 68.2 의 CH 탄소 피크와 δ 85.0 위치의 4차 탄소 피크와 δ 

18.6에 보이는 삼중결합의 α 위치의 탄소 피크를 확인하여 compound 5가

litsenolide의 기본적인 골격인 αβ-unsaturated ϒ-lactone의 형태는 유지하고

terminal 부분이 –CH≡CH로 변형된 형태라는 것을 예상하였다,

1H-NMR, 13C-NMR, DEPT-135를 통해 예상한 부분 구조의 정확한 구조 동정을

확인하기 위해 2D NMR을 분석하였다. HMQC를 통해 탄소에 직접 연결되어 있

는 수소를, HMBC를 통해서 각 탄소에 대해 long-range 결합을 하고 있는 수소

를 확인하였다. COSY를 통해서는 인접한 수소에 대한 정보를 확인하였다. 각각

의 기기분석 data를 기본으로 하여 문헌29)을 검색한 결과 compound 5는

litsenolide B1 임을 확인하였다.
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Figure 12. LC-MS spectrum of isolated compound 5

A: PDA chromatograph (200~600 nm)

B: Full mass IC (sort by m/z= 279.0)

C: m/z= 279.0 MS2 TIC

D: C의 mass spectrum (RT= 6.08)

E: B의 mass spectrum (RT= 5.64)
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Figure 13. 1H-NMR spectrum of isolated compound 5

Figure 14. 13C-NMR spectrum of isolated compound 5



- 23 -

Figure 15. DEPT-135 spectrum of isolated compound 5

Figure 16. HSQC spectrum of isolated compound 5
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Figure 17. COSY spectrum of isolated compound 5
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Position

Compound 5

(1H NMR : 500 MHz in CDCl3, 
13C NMR : 125 MHz in CDCl3)

δC δH (int, mult, J in Hz)

1 168.2 -

2 129.0 -

3 75.8
4.33(2H, qd, J = 6.5, 3.5)

4 81.4

5 19.36 1.37(3H, d, J = 6.5)

6 149.4 6.53(H, td, J = 7.5, 1.0)

7 27.9 2.78(2H, m)

8-14 28.6-29.5 1.23-1.56(14H, m)

15 18.6 2.15(2H, td, J = 7.0, 2.5)

16 85.0 -

17 68.2 1.92(H, t, J = 2.5)

Table 2. 1H NMR, 13C NMR chemical shifts of compound 5

Figure 18. HMBC spectrum of isolated compound 5
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1-3. Compound 7의 구조 동정

Compound 7을 구조 동정 하기 위하여 LC-MS, 1H-NMR, 3C-NMR spectrum

을 분석하였다. LC-MS에서 7.3분대에 피크가 나오고. MS/MS를 통해 174.9,

250.9 m/z에서 딸이온이 나왔다. 최종적으로 분자량이 309.16임을 확인하였다.

1H-NMR, 13C-NMR spectrum을 보면 전체적인 NMR spectrum이 compound 5

인 litsenolide B1 과 흡사한 형태를 보였다.

1H-NMR spectrum 에서 δ 5.80(ddt, J = 17.0, 10.5, 6.5)과 δ 4.98(ddt, J = 17.0,

10.5, 2.0), δ 4.91(ddt, J =1 0.5, 2.0, 1.5)의 coupling constant를 보아 서로

coupling 하는 것을 알 수 있다. 그리고 δ 5.82(ddt, J = 17.0, 10.5, 6.5)과 δ 

4.98(ddt, J = 17.0, 10.5, 2.0)을 보아 이중결합이 terminal 부분에 있다는 것을 추

정하였다. 또한, δ 6.96을 보아 exocyclic double bond에서 관찰되는 signal이라고

할 수 있다.

13C-NMR spectrum에서 화합물의 탄소가 17개 이상임을 예상하였다. 그리고 δ 
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Figure 19. Chemical structure of compound 5
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170.0을 통해 카보닐로 예상되며 그 값이 shielding 된 것으로 보아 ester 형태의

카보닐기 일 것으로 예상하였다.

1H-NMR, 13C-NMR spectrum을 분석하고 LC-MS의 정보를 바탕으로 문헌을

찾아 본 결과 compound 7이 litseakolide D2 임을 확인하였다.

Figure 20. LC-MS spectrum of isolated compound 7

A: PDA chromatograph (200~600 nm)

B: MS2 IC (sort by m/z= 326.0)

C: MS3 TIC (m/z= 279.0)

D: C의 mass spectrum (RT= 7.35)

E: B의 mass spectrum (RT= 7.31)
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Figure 21. 1H NMR spectrum of isolated compound 7

Figure 22. 13C NMR spectrum of isolated compound 7
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Figure 23. DEPT-135 spectrum of isolated compound 7
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Position

Compound 7

(1H NMR : 500 MHz in CDCl3, 
13C NMR : 125 MHz in CDCl3)

δC δH (int, mult, J in Hz)

1 170.0 -

2 129.4 -

3 75.7 4.5(br.s)

4 82.9 4.48(qd, J = 6.5, 2.0)

5 19.8 1.35(d, J = 6.5)

6 148.9 6.9(td, J = 8.5, 1.5)

7 29.8 2.32-2.42(m)

8 28.6 1.49-1.55(m)

9-16 29.1-29.6 1.25(br.s)

17 33.9 1.98-2.02(m)

18 139.3 5.82(ddt, J = 17.0, 10.5, 6.5)

19 114.3 4.98(ddt, J = 17.0, 3.5, 2.0)

4.91(ddt, J = 10.5, 2.0, 1.5)

OH 1.99(br.s)

Table 3. 1H NMR, 13C NMR chemical shifts of compound 7
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Figure 24. Chemical structure of compound 7



- 31 -

1-4. Compound 6의 구조 동정

Compound 6을 구조 동정 하기 위하여 LC-MS, 1H-NMR, 13C-NMR spectrum

을 분석하였다. LC-MS에서 6.6 분대에 피크가 나오고 MS/MS를 통해 165.1,

217.27, 263.17 m/z에서 딸이온이 나왔다. 최종적으로 분자량이 281.18임을 확인

하였다. 1H-NMR, 13C-NMR spectrum을 보면 전체적인 NMR spectrum이

Compound 5 와 Compound 7과 매우 흡사한 형태를 보였다.

1H-NMR spectrum을 보면 δ 6.52을 보아 sp2 혼성을 하고 있는 프로톤으로 예

상하였고, δ 4.33의 피크로 보아 sp3 혼성 함수이나 전기음성도가 큰 치환기가

옆에 있어 deshielding 된 것으로 보인다. δ 2.76 으로 보아 알릴기가 있음을 예

상하였고, δ 1.22-1.24를 통해 탄화수소가 사슬형으로 있음을 예상하였다.

3C-NMR spectrum을 보면 δ 168.6을 보면 카보닐로 예상되며 그 값이

shielding 된 것으로 보아 ester 형태의 카보닐 일 것으로 예상하였다. δ 149.5와

δ 139.3 의 signal을 통해 sp2 혼성을 하고 있는 카본으로 올레핀 구조의 카본

signal 임을 예상하였다.

LC-MS, 1H-NMR, 3C-NMR spectrum과 앞서 구조 동정한 compound의 정보와

문헌30)을 비교하여 compound 6은 litsenolide A1임을 확인하였다.
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Figure 25. LC-MS spectrum of isolated compound 6

A: PDA chromatograph (200~600 nm)

B: Full mass IC (sort by m/z= 281.0)

C: m/z= 281.0 MS2 TIC

D: C의 mass spectrum (RT= 6.64)

E: B의 mass spectrum (RT= 6.65)
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Figure 26. 1H NMR spectrum of isolated compound 6

Figure 27. 13C NMR spectrum of isolated compound 6
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Position

Compound 6

(1H NMR : 500 MHz in CDCl3, 
13C NMR : 125 MHz in CDCl3)

δC δH (int, mult, J in Hz)

1 168.6 -

2 128.9 -

3 75.8
4.32(br)

4 81.5

5 19.8 1.35(d, J = 6.5)

6 149.5 6.52(td, J = 8.0, 1.0)

7 29.6 2.76-2.64(m)

8 28.0 1.43(m)

9-14 29.6-29.0 1.22-1.24(12H)

15 33.9 2.02(2H, q)

16 139.3 5.81(ddt, J = 17.0,10.5, 6.5)

17 114.2 4.98(ddt, J = 12.5, 2.0)

4.90(ddt, J = 10.0, 1.0)

OH 1.99(br.s)

Table 3. 1H NMR, 13C NMR chemical shifts of compound 6
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Figure 28. Chemical structure of compound 6
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2. 항염 활성 실험 결과

2-1. 까마귀쪽나무 종자 추출물의 NO 생성 억제 활성 측정

  LPS로 유도된 Raw 264.7 cell에서 L. japonica seed CH2Cl2 추출물의 NO 생성

저해능을 확인하기 위하여 추출물 (5, 10, 20 µg/mL)과 LPS (1 µg/mL)를 동시

에 처리하고 24시간 동안 배양하였다. NO의 양은 Griess 시약을 사용하여 세포

배양액 중에 존재하는 NO2
-의 형태로 측정하였다. L. japonica seed CH2Cl2 추출

물의 NO 생성 억제 활성을 측정한 결과, LPS 단독 처리군은 NO의 생성을 유도

하였으며, 위와 같은 농도의 샘플을 같이 처리하였을 때, CH2Cl2 추출물을 처리

한 실험군은 농도가 증가함에 따라 NO의 생성 억제 활성을 보이는 것을 확인

하였다(Figure 29).

Figure 29. Inhibitory effect of nitric oxide production on Extract in RAW

264.7 cells
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2-2. 까마귀쪽나무 종자 CH2Cl2 layer의 NO 생성 억제 활성 측정

 LPS 로 유도된 Raw 264.7 cell에서 L. japonica seed CH2Cl2 분획물의 NO 생

성 저해능을 확인하기 위하여 CH2Cl2 분획물 (5, 10, 20 µg/mL)와 LPS (1

µg/mL)를 동시에 처리하고 24시간 동안 배양하였다. NO의 양은 Griess 시약을

사용하여 세포 배양액 중에 존재하는 NO2
-의 형태로 측정하였다. L. japonica

seed CH2Cl2 분획물의 NO 생성 억제 활성을 측정한 결과, LPS 단독 처리군은

NO의 생성을 유도하였으며, 위와 같은 농도의 샘플을 같이 처리하였을 때,

CH2Cl2 분획물을 처리한 실험군은 농도가 증가함에 따라 NO의 생성 억제 활성

을 보이는 것을 확인 하였다(Figure 30).

Figure 30. Inhibitory effect of nitric oxide production on CH2Cl2 layer in RAW

264.7 cells
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2-3. Compound 5의 NO 생성 억제 활성 측정

 LPS 로 유도된 Raw 264.7 cell에서 L. japonica seed에서 분리된 compound 5

의 NO 생성 저해능을 확인하기 위하여 compound 5 (5, 10, 20 µg/mL)와 LPS

(1 µg/mL)를 동시에 처리하고 24시간 동안 배양하였다. NO의 양은 Griess 시약

을 사용하여 세포 배양액 중에 존재하는 NO2
-의 형태로 측정하였다. Compound

5의 NO 생성 억제 활성을 측정한 결과, LPS 단독 처리군은 NO의 생성을 유도

하였으며, 위와 같은 농도의 샘플을 같이 처리하였을 때, compound 5를 처리한

실험군은 농도가 증가함에 따라 NO의 생성 억제 활성을 보이는 것을 확인하였

다(Figure 31).

Figure 31. Inhibitory effect of nitric oxide production on compound 5 in RAW

264.7 cells

2-4. Compound 6의 NO 생성 억제 활성 측정

 LPS 로 유도된 Raw 264.7 cell에서 L. japonica seed에서 분리된 compound 6의

NO 생성 저해능을 확인하기 위하여 compound 6 (5, 10, 20 µg/mL)와 LPS (1

µg/mL)를 동시에 처리하고 24시간 동안 배양하였다. NO의 양은 Griess 시약을

사용하여 세포 배양액 중에 존재하는 NO2
-의 형태로 측정하였다. Compound 6의
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NO 생성 억제 활성을 측정한 결과, LPS 단독 처리군은 NO의 생성을 유도하였

으며, 위와 같은 농도의 샘플을 같이 처리하였을 때, compound 6을 처리한 실험

군은 농도가 증가함에 따라 NO의 생성 억제 활성을 보이는 것을 확인하였다

(Figure 32).

Figure 32. Inhibitory effect of nitric oxide production on Compound 6 in

RAW 264.7 cells

2-5. 까마귀쪽나무 종자 추출, 분획 및 분리 물질의 세포 생존율 측정

  RAW 264.7 cell에 Extract, CH2Cl2 layer, compounds 5, 6 (5, 10, 20 µg/mL)

Sample을 처리하여 24시간 배양한 후 MTT분석을 통해서 세포 생존율을 확인하

였다. Extract, CH2Cl2 layer, compounds 5, 6는 5, 10, 20 µg/mL의 농도에서 87 ̴
100%의 생존율을 보여 세포 독성을 나타내지 않음을 확인하였다(Figure 33).
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Figure 33. Cytotoxicity of L. japonica on the viability of RAW 264.7 cells

2-6. 까마귀쪽나무 종자 추출물과 CH2Cl2 layer의 염증성 cytokine 생성 억제

평가

RAW 264.7 cell에서 까마귀쪽나무 종자 추출물 및 CH2Cl2 layer가 염증성

cytokine인 TNF-α, IL-6, IL-1β의 발현에 미치는 영향을 ELISA kit를 이용하여

조사하였다. RAW 264.7 cell 에 LPS (1 µg/mL)와 추출물 및 CH2Cl2 layer를 5,

10, 20 µg/mL의 농도로 처리하여 TNF-α, IL-6, IL-1β의 생성 억제 활성을 확인

한 결과 농도 의존적으로 억제함을 확인하였다(Figure 34-36).
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Figure 35. Inhibition of cytokine TNF-α of extract, CH2Cl2 layer

Figure 34. Inhibition of cytokine IL-6 of extract, CH2Cl2 layer

Figure 36. Inhibition of cytokine IL_1β of extract, CH2Cl2 layer
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2-7. Compounds 5, 6의 염증성 cytokine 생성 억제 평가

RAW 264.7 cell에서 compounds 5, 6이 염증성 cytokine인 TNF-α, IL-6,

IL-1β의 발현에 미치는 영향을 ELISA kit를 이용하여 조사하였다. RAW 264.7

cell 에 LPS (1 µg/mL)와 compounds 5, 6를 5, 10, 20 µg/mL의 농도로 처리하

여 TNF-α, IL-6, IL-1β의 생성 억제 활성을 확인한 결과 농도 의존적으로 억제

함을 확인하였다(Figure 37-39).

Figure 37. Inhibition of cytokine TNF-α of compounds 5, 6

Figure 38. Inhibition of cytokine IL-6 of compounds 5, 6
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3. 미백 활성 실험 결과

3-1. Compounds 5, 6의 세포내 tyrosinase 저해 활성 평가

까마귀쪽나무 종자에서 분리된 compounds 5, 6가 멜라닌 합성에 주요한 조절

적 작용을 하는 효소인 tyrosinase에 미치는 영향을 확인하기 위해 B16F10 cell

에 α-MSH와 compounds 5, 6을 동시에 처리하여 세포 내 tyrosinase 활성을 확

인하였다.

Compounds 5, 6의 세포 내 tyrosinase 저해 활성을 측정한 결과, α-MSH 단독

처리군은 tyrosinase의 생성을 유도하였으며, 위와 같은 농도의 샘플을 같이 처

리하였을 때, compounds 5, 6을 처리한 실험군은 농도가 증가함에 따라

tyrosinase를 저해 하는 것을 확인하였다(Figure 40).

Figure 39. Inhibition of cytokine IL-1β of compounds 5, 6
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3-2. Compounds 5, 6의 멜라닌 생성 억제 효과 평가

Compounds 5, 6의 멜라닌 생성 억제 효과를 조사하기 위해 B16F10 cell에서 α

-MSH가 멜라닌 형성을 유발하는 것으로 알려져 있으므로 B16F10 cell에 α

-MSH와 compounds 5, 6을 동시에 처리하여 멜라닌 생성 억제 효과를 확인하였

다. compounds 5, 6의 멜라닌 생성 억제 활성을 측정한 결과, α-MSH 단독 처

리군은 melanin의 생성을 유도하였으며, 위와 같은 농도의 샘플을 같이 처리하였

을 때, Compound 5, 6을 처리한 실험군은 농도가 증가함에 따라 melanin의 생성

을 저해 하는 것을 확인하였다(Figure 41).

Figure 40. Intracellular tyrosinase inhibition of Compounds 5, 6
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3-3. 세포 생존율 측정

 B16F10 cell에 extract, CH2Cl2 layer, compound 5, 6 (5, 10, 20 µg/mL)의

Sample을 처리하여 24시간 배양한 후 MTT분석을 통해서 세포 생존율을 확인하

였다. Extract, CH2Cl2 layer, compounds 5, 6는 5, 10, 20 µg/mL의 농도에서

90% 이상의 생존율을 보여 세포 독성을 나타내지 않음을 확인하였다(Figure

42).

Figure 41. Melanin contents of compounds 5, 6
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Figure 42. Cytotoxities of extract, CH2Cl2 layer and compounds 5, 6 in B16F10

murine melanoma cell
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Ⅳ. 요약 및 결론

제주도에 자생하는 식물을 이용하여 소재 개발 가능성을 알아보고자 본 연구를

수행하였다. 소재개발에 대한 연구는 제주 자생식물 중 까마귀쪽나무 종자를 이

용하여 화합물을 분리하고, 분리된 화합물에 대해 기능성화장품으로 활용 가능한

생리활성인 미백과 항염에 대한 검색을 하는 것으로 진행되었다.

까마귀쪽나무 종자의 100% methylene chloride 추출물을 n-hexane층, CH2Cl2

층, 20% MeOH층으로 용매분획하고, CH2Cl2 분획층을 가지고 celite column

chromatography, VLC(Vacuume Liquid Chromatography), 순상 silica gel

chromatography를 사용하여 화합물들을 분리하였다. 분리된 화합물의 구조는

1D, 2D NMR과 LC-MS을 이용하여 확인하였고, 그 자료를 토대로 문헌과 비교

한 결과, glyceride류, litsenolide B1, litsenolide A1, litseakolide D2로 확인되었다.

추출물과 분획물, litsenolide B1, litsenolide A1 의 항염 활성 실험 결과는 NO의

생성량을 비교하여 측정하였는데, 추출물과 분획물, litsenolide B1, litsenolide A1

에서 용매만을 처리한 LPS(+)와 비교하였을 때 의존적으로 NO의 생성량을 저해

시키는 것을 확인 할 수 있었다. 세포 독성 평가로는 LDH와 MTT를 실시하였

는데 모두 독성이 없는 것으로 나타났다. 또한, cytokine 측정 실험에서도 TNF-

α, IL-1β, IL-6의 양을 농도 의존적으로 저해시켰다.

추출물과 분획물 litsenolide B1, litsenolide A1의 미백 활성 실험 결과는

melanin 생성량을 비교하여 측정하였다. 용매만을 처리한 α-MSH(+)와 비교하였

을 때 단일 화합물인 litsenolide B1, litsenolide A1에서는 농도 의존적으로 cell

thyrosinase와 melanin contents의 양이 농도 의존적으로 감소되는 것을 알 수

있다. 세포 독성 평가로는 MTT를 실시하였는데 모두 세포 독성이 없음을 확인

하였다.

본 연구의 실험결과를 바탕으로 까마귀쪽나무 종자를 이용한 항염 및 미백 활

성을 갖는 화장품 소재로서의 개발 가능성을 확인 할 수 있었다.
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던 인철 오빠 감사합니다. 많이 마음 써주셨던 연구소 식구들 대주쌤, 창식쌤, 경

후오빠, 대경오빠, 우철오빠, 시택오빠, 선아언니 감사합니다. 선배로서 언니로서

많은 조언 해주었던 지현언니, 유미언니, 소현언니, 아림언니께 고마운 마음을 전

합니다.

떨어져 있지만 항상 옆에 있는 것 같은 친구들 수진, 승희, 승혜. 많이 고맙고

보고 싶다는 말 전하고 싶습니다.

옆에서 묵묵히 응원해 주고 힘든 내색 하지 않던 명석 오빠 고맙습니다. 어머님

아버님, 바쁘다는 핑계로 자주 찾아뵙지 못했는데 이해해주셔서 감사합니다. 갑

자기 철든 것 같은 우리 언니, 저를 많이 아껴주는 우리 형부, 착한 동생 봉준이

에게도 감사의 말 전합니다. 마지막으로 엄마, 아빠! 부모님의 사랑과 걱정 덕분

에 이만큼 할 수 있었습니다. 사랑하고 감사합니다. 사랑하는 부모님께 이 논문

을 바치고 싶습니다.
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