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Abstract

In this study, we　 investigated anti-oxidative, anti-inflammatory and

anti-bacterial constituents from Talipariti hamabo and Hydrocotyle japonica

Makino.

Five constituents were isolated from the extract of T. hamabo leaves; oleic

acid (1), isoquercetin (2), nicotiflorine (3), 3-(4-hydroxyphenyl) propionic　acid

(4), p-hydroxyphenethyl-trans-ferulate (5). The chemical structures of the

isolated compounds were elucidated based on the spectroscopic data including

NMR spectra, as well as comparison of the data to the literature values.

Upon the anti-oxidative studies with DPPH and ABTS+ radicals, potent

radical scavenging activities were observed in the ethyl acetate (EtOAc) and

n-Butanol (BuOH) fractions. T. hamabo leaves were in the anti-inflammatory

tests using lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW264.7 cells, the EtOAc

fraction inhibited the nitric oxide (NO) production without causing cell

toxicity, effectively. Moreover, the EtOAc fraction reduced pro-inflammatory

cytokines tumor necrosis factor (TNF)-α, interleukin (IL)-6 and prostaglandin

(PG) E2. Also, the EtOAc and n-BuOH fractions showed anti-bacterial

activities against Staphylococcus epidermidis.
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Fifteen constituents were isolated from the extract of T. hamabo branches; methyl

stearate（1)，oleic acid（2)，linolenic acid（3)，α-linolenic acid（4)，ethyl linolen

ate（5)，friedelin（6)，friedelinol（7)，glutinol（8)，3β-olean-12-en-3-ol（9)，

oleanolic-acid（10)，β-sitosterol（11)，p-hydroxyphenethyl-trans-ferulate（1

2)，caffeic acid（13), caffeic anhydride（14)，triumfettalarein (15). The chemical

structures of the isolated compounds were elucidated based on the spectroscopic

data including NMR spectra, as well as comparison of the data to the literature

values.

On the anti-oxidative studies with DPPH and ABTS+ radicals, potent radical

scavenging activities were observed in the EtOAc fractions. Also, for the

cellular　 protective effects on HaCaT keratinocytes damaged by H2O2,

compound 15 indicated protective effects against oxidative stress. T. hamabo

branches were in the anti-inflammatory tests using LPS stimulated RAW

264.7 cells, the n-hexane(Hex) and EtOAc fraction inhibited the NO

production without causing cell toxicity, effectively. Moreover, the EtOAc

fraction reduced pro-inflammatory cytokines TNF-α and compound 15 reduced

pro-inflammatory cytokines TNF-α, IL-6，1L-1β and PGE2.

Twenty constituents were isolated from the extract of H. japonica aerial

parts; (E)-phytol (1)，neophytadiene（2)，ethyl oleate（3)，1-monoolein（4)，

linolenic acid（5)，ethyl linoleate（6)，1-linoleoyl glycerol（7)，enthyl

linolenate(8)，1-linolenoyl glycero（9)，1,9-octadecadiene-4,6-diyn-3S-ol（1

0)，β-sitosterol（11)，capsidiol-3-acetate（12)，(-)-hinokinin（13)，

ch lo rophy l-11（1 4 )，(2S)-1–O-(9Z , 12Z-octadecadi enoyl )-3-O-β

-galactopyr-anosylglycerol(15)，(2S)-1–O-(7Z,10Z,13Z-hexadecatrienoyl)-3-O

-β-galacto-pyranosylglycerol(16)，isorhamnetin-3-O-β-D-glucopyranoside

（17)，quercetin-3-O-β-D-galactoside（18), quercetin 3-O-6’’-caffeoyl-β-D-

galactopyran-oside（19)，ｚizyflavoside（20).

Flavonoids compound 17, 18, 19, 20 in the anti-oxidative studies with DPPH

and ABTS+ radicals potent radical scavenging activities were observed. In the
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anti-inflammatory tests using LPS stimulated RAW 264.7 cells, the extract,

n-Hex，EtOAc and n-BuOH fraction inhibited the NO production without

causing cell toxicity, effectively. Moreover, the extract and n-Hex fraction

reduced pro-inflammatory cytokines TNF-α and 1L-1β. Compound 12,19

reduced pro-inflammatory cytokines TNF-α, IL-6, 1L-1β and PGE2.

Compound 15 reduced pro-inflammatory cytokines TNF-α, IL-6 and PGE2.

Compound 10 reduced pro-inflammatory cytokines TNF-α and IL-6. Also, the

EtOAc fractions showed anti-bacterial activities against Staphylococcus

epidermidis and Cutibacterium acnes.

Based on these results, it was suggested that the extract and isolated

compounds from T. hamabo and H. japonica could be potentially applicable as

natural source for pharmaceutical and/or cosmetic ingredients.
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I. 서론

최근 건강하고 여유로운 삶이 요구되고 있는 가운데 기능성 화장품에 대한 관

심이 더욱 높아지고 있다. 이에 따라 최근의 화장품은 단순한 미용의 개념에서

진화하여 질병의 예방과 치료의 개념이 도입된 고기능성, 다기능성을 지닌 미백,

주름개선, 자외선 차단용과 같은 기능성 화장품(cosmeceuticals)이 큰 비중을 차

지하고 있으며, 기능성 화장품 신소재의 개발도 활발하게 진행되고 있다.1 성별과

연령에 관계 없이 사람들은 건강하고 깨끗한 피부에 대한 관심이 높아지고 있으

며, 지속적인 경제의 성장으로 사람들의 생활수준이 향상되고, 인간의 수명 또한

연장됨에 따라 고령화 인구 비율이 증가하고 있어 초고령화 사회로의 진입을 앞

두고 있다. 노령인구의 증가로인해 노화와 관련된 다양한 질병의 발생이 또한 증

가하고 있으며, 이러한 질병의 발생은 노화에 의한 체내 항산화 시스템의 불균형

과 복잡한 관계가 있다.2 이에 따라 식물 등 천연물로부터 얻어지는 기능성 물질

들을 원료로 이용하려는 연구가 활발히 진행되고 있다.3 또한 이러한 요구에 대

응하여 천연물을 중심으로 한 미백효과, 노화억제 및 자외선 차단 기능 등 유용

한 소재에 대한 개발이 이루어지고 있다.4

1. 항산화

피부 노화의 대표적 원인 물질 중 하나인 활성산소종(reactive oxygen species,

ROS)은 대사과정에서도 생성될 수 있으며, 지속적인 자외선 노출로 인해 피부의

광산화적 손상을 유발시키기도 한다. 5,6 그 중 피부 노화는 내인성과 외인성 노

화의 두 가지 유형으로 나눌 수 있다. 내인성 노화는 인간의 지속적인 성장과 연

령의 점진적인 증가에 따른 자연적 및 유전적 요인에 의한 노화를 말하며, 외인

성 노화는 자외선 및 외부 자극 환경의 지속적인 노출로 인해 유발되며, 이러한

외부요인에 의한 노화는 피부 노화에 큰 영향을 미친다.7 외인성 노화의 요인인

각종 스트레스, 자외선 조사, 환경오염 물질, 체내 대사작용 등은 인체 내 프리라

디칼 생성을 촉진시키지만 체내 방어 시스템인 항산화 물질과 항산화 효소에 의

해 제거된다. 그러한 보호막이 파괴되면서 잔류한 프리라디칼은 노화를 촉진할
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뿐만 아니라 생체 조직에 손상을 줄 수 있다.8 Nitric oxide, superoxide 라디칼,

nitrogen dioxide, peroxyl, hydroxyl, hydroperoxy, alkoxyl 등과 같은 활성산소

종들은 인간의 대사과정에서 발생한 물질이지만 인체 내 세포에 손상을 유발하

여 노화와 관련된 질병의 주요 인자로 작용하고 있다.9 활성산소종은 많은 호기

성 세포 대사 과정에서 생성되며, 여기에는 지질, 단백질, DNA를 포함한 다양한

세포 내 표적과 반응하는 superoxide, 과산화수소 등이 포함된다.10 ROS는 정상

적인 호기성 대사 중에도 생성되지만, 산화적 스트레스 동안에도 증가하며, 이는

세포 사멸, 돌연변이, 염색체 이상, 암 발생 등을 초래할 수 있다.11 세포 내 ROS

의 농도는 항산화 효소의 영향을 받는데, 주요 항산화 효소 3가지는 superoxide

dismutase (SOD), catalase, 그리고 glutathione peroxidase (GPx)이다.12 SOD는

superoxide 라디칼을 과산화수소와 O2로 변환시키는 반면, catalase는 과산화수소

를 물과 O2로 변환시킨다.13 체내 활성산소는 catalase, superoxide dismutase 등

과 같은 항산화제에 의해 억제되어 활성산소로 인한 질병을 예방할 수 있다

14(Figure 1).

프리라디칼을 억제할 수 있는 외부천연 항산화제로는 비타민 C (L-ascorbic

acid)，비타민 E, β-carotene 등이 있다.15 대표적으로 많이 쓰이는 합성 항산화

제인 butylated hydroxyanisole (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT)은 경제

적이고 효과가 우수하다는 장점이 있지만, 안전성에 대한 논란이 있어 현재는 사

용량이 감소하는 추세이며, 이로 인해 천연물 유래 항산화제에 대한 연구가 지속

적으로 진행되고 있는 실정이다16(Figure 2).
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1) SOD: superoxide dismutase 2) GPx: glytathione peroxidase 3) Cat: Catalase

4) GSH: Glutathione 5) GSSG: L-Glutathione oxidized 6) GR: Glutathione reductase

Figure 1. Anti-oxidative system inside human body.

β-carotene α-tocopherol

L-ascorbic acid BHT BHA

Figure 2. Chemical structures of anti-oxidants.
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2. 항염

그람-음성균(gram-negative bacteria)의 세포 외막에 존재하는

lipopolysaccharide (LPS)는 내독소로 잘 알려져 있으며, 박테리아가 죽으면서 세

포 외막으로부터 방출되어 패혈증과 패혈증성 쇼크를 일으킨다. LPS는 RAW

264.7과 같은 단핵 식세포(macrophage 또는 monocyte)로부터 다양한 염증 반응

인자로 알려진 tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), IL-1β와

같은 염증 전구 사이토카인(pro-inflammatory cytokines)을 증가시키는 것으로

알려져 있다.17.18 특히 TNF-α, IL-1β는 inducible nitric oxide synthase (iNOS)

의 발현을 유도한다. iNOS는 평소에는 세포 내에 존재하지 않으나 일단 유도되

면 장시간 동안 다량의 산화질소(nitric oxide, NO)를 생성한다.19 일반적인 NO

형성은 박테리아를 죽이거나 종양을 제거시키는 중요한 역할을 하지만, 과도한

NO 형성은 염증을 유발시키게 되며 조직의 손상, 유전자 변이 및 신경 손상 등

을 유발한다.20

Cyclooxygenase (COX)는 arachidonic acid를 prostaglandins (PGs)로 전환시키

는 효소로써 COX-1과 COX-2로 분류된다.21 COX-1은 체내에서 혈소판의 형성,

위벽보호, 신장기능의 유지, 혈소판의 형성에 필요한 PGs의 합성 등 정상적인 생

체 기능에 작용하며, COX-2는 동물이나 인간의 염증 반응 부위에서 발견된다.

COX-2에 의한 PGs의 합성은 염증반응을 매개하는 것으로 여겨지고 있으며, 염

증매개물질이 PGE2를 형성시킨다. PGE2는 염증반응, 면역반응 및 혈관형성

(angiogenesis) 촉진 등 암 발생에도 깊이 관여하고 있는 것으로 알려져 있다.22,23

따라서, arachidonic acid로부터 PGs류를 합성하는데 관련된 효소인 COX-2는 염

증을 차단하는데 주된 목표가 되고 있다.

인체피부는 해부학적으로 외부와의 경계면에 위치하여 다양한 감염원들인 박테

리아, 곰팡이, 바이러스, 알레르기 유발 인자 및 자외선에 항상 노출되어 있다.

정상적인 경우, 인체 피부에서는 외부감염원을 제거하고 손상된 조직을 재생하여

치유의 작용을 하지만, 항원이 제거되지 않거나 과도하게 작용하게 되면 알러지

반응이나 아토피 피부염, 접촉성 피부염과 같은 만성염증 반응을 초래하게 된

다.24 구체적인 예로서 인체피부가 장기간 태양광선에 노출될 경우, 자외선은 활
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성산소종을 유발하게 된다. 또한 과량의 ROS 발생은 산화 환원 불균형 상태를

일으켜 표피와 진피를 구성하는 세포와 세포 사이의 기질, 혈관 등에서 염증을

유발하는 cytokine (TNF-α, IL-1β, IL-6) 및 효소(iNOS, COX-2), 그리고 이들

효소의 산물들인 PGE2, 산화질소(NO)등이 생성되어 만성 염증상태가 된다.25-27

따라서 항염증 효능 소재들은 피부 자극완화 효과가 필요한 화장품류와 더불어

여드름 및 아토피를 완화하는데 도움을 주는 화장품류에 자주 활용되고 있다. 이

러한 소재들은 화장품 배합시 피부 안전성 면에서 부작용이 없어야 한다. 한편,

최근에는 안전하고 효과가 우수한 천연물 유래의 자극완화 소재 및 화장품 개발

이 증가되고 있는 추세이다28（Figure 3).

Figure 3. Inflammation mechanism in macrophage cell.
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3. 항균

여드름은 면포, 구진, 낭종, 결절, 색소 침착 등 다양한 피부병변으로 얼굴, 등,

가슴에 호발하는 모낭 피지선의 만성 염증질환이다. 여드름의 발생시기는 사춘기

부터 성인기까지 발생 연령대가 다양해지고 있다. 여드름의 중증도가 심해질 경

우 수치심, 우울증, 대인기피증, 자신감 저하를 유발하고, 삶의 질을 낮추는 등

생활에 미치는 영향을 간과할 수 없다.29

여드름은 모낭-피지선에서 발생하는 피부질환으로, 피지선에서 피지 분비가 증

가하거나 피지선의 모공이 좁아지든지 막혀서 피지가 배출되지 못함에 따라 세

균이 증식하여 염증이 생기는 것이다. 사춘기 나이에 분비되기 시작하는 안드로

젠은 피지 분비를 촉진시키고, 표피의 과각화를 일으키며, 이로 인해 모낭이 막

힘에 따라 모낭내부가 Cutibacterium acnes를 비롯한 혐기성 세균이 잘 자랄 수

있는 환경이 된다.30,31 동시에 Staphylococcus epidermidis와 같은 세균들이 모낭

주위에서 여드름과 여드름 합병증을 일으키는데 역할을 한다.32 여드름 원인균인

C. acnes는 피부 내에 존재하는 상재균으로 정상상태에서는 피부면역 시스템에

의해 관용된다. 그러나 안드로젠의 과다 분비에 의한 피부지방 조성의 불균형 및

C. acnes의 증식으로 인하여 여드름과 같은 피부질환이 발생한다.33 호기성균인

S. epidermidis는 외모낭이나 모낭의 중간에서 성장하며, 원발성 피부질환 및 여

드름 증상의 속발성을 악화시키는 원인균이다. 이러한 C. acnes와 S.

epidermidis 등의 균들이 염증 반응을 유발하는데 주된 역할을 하게 되므로 염

증성 여드름의 치료에 항생제가 주로 사용되고 있다.

현재 여드름 치료제로 쓰이고 있는 약재로는 retinoid, benzoyl peroxide,

clindamycin, erythromycin, triclosan 등과 같이 화장품 응용이 부적합한 의료용

항생제나 화학 합성품들이 대부분이며, 이들은 피부자극, 간독성, 내성 발생 등의

부작용이 알려져 있다.34,35 따라서 여드름 피부에 효과적이고 피부에 안전하며 부

작용을 최소화 할 수 있는 천연 항균물질에 대한 관심이 급증하고 있는 추세이

며, 많은 연구자들이 이러한 여드름 치료제를 개발하려고 노력 중이다.36

따라서 본 연구에서는 제주도 자생 식물인 황근 잎, 가지 및 제주피막이 지상부

를 추출 하고 극성별 용매 분획물을 제조하여 항산화, 항염, 항균 활성을 확인하
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고 크로마토그래피, NMR 등을 이용해 유효 성분을 분리·동정하였다. 또한 분리

된 화합물의 효능 및 작용기전을 규명하여 화장품 또는 의약품, 식품분야의 천연

소재로써 응용 가능성을 알아보고자 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시약 및 기기

본 연구에서 시료의 추출, 용매 분획 및 활성 성분 분리에 사용된 용매들은

Merck, OCI 및 대정화금의 제품을 사용하였다. Vacuum liquid chromatography

(VLC)에는 silica gel (0.002-0.025 mm, Sigma Co.)을 사용하였고, gel filteration

chromatography (GFC)에는 SephadexTM LH-20 (0.1-0.025 mm, GE healthcare

Co.)을 사용하였다. 분리 과정에 사용된 thin layer chromatography (TLC)는

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

사용하였으며 TLC 상에서 분리된 물질들을 확인하기 위하여 UV lamp (254

nm)를 사용하거나 발색 시약에 침적시킨 후 heat gun을 사용하여 건조시켰다.

발색 시약으로는 KMnO4 수용액 (3% KMnO4, 20% K2CO3, 0.25% NaOH) 및

anisaldehyde (1% anisaldehyde-5% H2SO4)를 사용하였다.

화합물의 구조 분석을 위해 사용된 NMR (nuclear magnetic resonanace)

spectrometer는 JNM-ECX 400 (FT-NMR system, 400 MHz, JEOL Co.)을 이용

하였으며 NMR 측정 용매는 CIL (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.)의

NMR 전용 용매로 CDCl3, CD3OD, DMSO-d6, pyridine-d5를 사용하였다.
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2. 생리 활성 평가

1) 항산화

(1) 총 폴리페놀 함량 측정

총 폴리페놀 함량 측정은 Folin-Denis 방법37을 사용하여 실험하였다. 정량을 위

한 표준 검정 곡선(standard calibration curve)에는 gallic acid를 표준물질로

사용하였다. 농도별로 희석한 gallic acid 표준 용액과 시료를 100 μL씩 취한 후

증류수 900 μL를 가하여 total volume이 1 mL가 되도록 희석하였다. 그 다음,

Folin-Ciocalteu's phenol reagent 100 μL를 첨가하여 상온에서 3분 반응시키후

7%(w/v) Na2CO3 용액 200 μL를 첨가하여 혼합한 후 증류수 700 μL을 넣어

total volume이 2 mL가 되도록 희석하여 상온에서 1시간 동안 반응시켰다. 1시

간 반응 후 96 well plate에 옮기고 700 nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정한 값

을 표준 검정 곡선에 대입하여 시료 1 g 당 함유하고 있는 gallic acid의 양으로

환산하였다. 표준 검정 곡선의 r2값은 0.99 이상이었다(Figure 4).

Figure 4. Calibration curve of standard gallic acid for determination of total

phenolic contents.
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(2) 총 플라보노이드 함량 측정

총 플라보노이드 함량 측정은 Moreno 등의 방법38을 사용하여 실험하였다. 표준

검정 곡선(standard calibration curve)에는 quercetin을 표준물질로 사용하였다.

농도별로 희석한 시료 100　μL, 95% EtOH 300 μL, 10% AI(NO3)3 20 μL, 1 M

CH3COONa 20 μL, 증류수 560 μL 각각 첨가하여 1 mL가 되도록 혼합하였다.

상온에서 30분 동안 반응시킨후 96 well plate에 옮기고, microplate reader를 이

용하여 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료의 총 플라보노이드 함량은

quercetin의 농도에 따른 흡광도 값을 이용하여 작성된 표준 검정 곡선(standard

calibration curve)을 이용해 구하였으며 표준 검정 곡선의 r2값은 0.99 이상이었

다(Figure 5).

Figure 5. Calibration curve of standard quercetin for determination of total

flavonoid contents.
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(3) DPPH radical 소거 활성 측정

DPPH radical 소거 활성 실험 Blois의 방법39을 응용하여 실험하였다. DPPH

(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical을 합성한 단일전자, 안정적인 질소 중심

상자성 화합물이다. 라디칼 제거제가 존재할 때 DPPH 자유 라디칼은 전자 또는

수소 원자를 받아 안정한 DPPH-H 화합물을 형성한다. 그의 변색 정도는 수신

된 전자의 수와 정량적으로 관련이 있다. 보라색의 DPPH 라디칼이 항산화제와

반응하게 되면 라디칼이 소거되면서 노란색으로 변할 수 있다. DPPH 시약은

EtOH를 사용하여 0.2 mM로 희석한 다음 사용하였다. 96 well plate에 시료를

각각 20 μL씩 넣고 0.2 mM DPPH 용액을 180 μL씩 가하여 상온에서 15분 간

반응시켰다. 반응시킨 후, microplate reader를 사용하여 515 nm에서 흡광도를

측정하였다. 다음과 같은 식을 이용하여 라디칼 소거율을 %로 계산하였으며, 시

료가 라디칼을 50% 소거할 때의 농도(SC50)를 구하였다. 양성 대조군(positive

control)에는 BHT를 사용하였다.

Radical scavenging activity (%)   

  
× 

Abs control : 515 nm에서 DPPH의 흡광도

Abs sample: 515 nm에서 시료와 DPPH 반응액의 흡광도

Abs blank : 515 nm에서 시료 자체의 흡광도
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(4) ABTS+ radical 소거 활성 측정

ABTS [2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)] radical 소거 활

성 실험은 Re 등의 방법40을 응용하여 실험하였다. ABTS는 K2S2O8과 황산칼륨

에 의해 산화되어 청록색의 자유 라디칼 양이온 ABTS+을 생성 할 수 있다. 청

록색의 ABTS+는 항산화제에 의해 환원되어 무색의 ABTS가 된다. 이 실험은

흡광도가 감소하는 것을 측정하여 항산화 능력을 확인하는 실험이다. ABTS+

radical 소거 활성을 측정하기 위해 7.4 mM ABTS 용액과 2.5 mM potassium

persulfate를 1:1로 혼합하여 상온 및 암실에서 16시간 동안 반응시켜 ABTS+

radical을 형성시켰다. ABTS+ 용액은 700 nm에서 흡광도가 0.78±0.02가 되도록

ethanol로 희석하여 실험에 사용하였다. 실험은 96 well plate에 시료를 농도별로

각각 20 μL씩 가 한 후 희석한 ABTS+ 용액 180 μL을 첨가하여 상온에서 15 분

간 반응시켰다. 반응 시킨 후 microplate reader를 사용하여 700 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 시료가 라디칼을 50% 소거할 때의 농도(SC50)를 게산하였다. 양

성 대조군(positive control)에는 BHT를 사용하였다.

Radical scavenging activity (%)   

  
× 

Abs control : 700 nm에서 ABTS의 흡광도

Abs sample : 700 nm에서 시료와 ABTS 반응액의 흡광도

Abs blank : 700 nm에서 시료 자체의 흡광도
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(5) 세포 보호 효과

1） HaCaT 세포 배양

Immortalised human keratinocyte cell line인 HaCaT cell은 Korean Cell Line

Bank (KLCB)로부터 분양 받아 실험에 사용하였으며, 100 U/mL penicillin, 100

μg/mL streptomycin 및 10% fetal bovin serum (FBS)이 함유된

dulbecco’smodified eagle’s medium (DMEM) 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2

조건으로 배양하였고, 3일 에 한번 계대 배양하였다.

2) 과산화수소(H2O2)로 유도된 세포 손상에 대한 세포 보호 효과

HaCaT cell을 96 well plate에 1.0 × 104 cells/well로 분주하고 37℃, 5% CO2

조건 하에서 24시간 전배양하였다. 전배양시킨 cell의 배지를 제거하고 세포독성

평가로 결정된 농도의 과산화수소를 처리하여 배양하였다. 20분 후 과산화수소를

제거하고 dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS)로 2회 세척하였다.

FBS가 함유되지 않은 배지에 시료를 처리하고 24시간 배양한 후 MTT assay

로 세포생존율(%)을 계산하여 과산화수소로 유도된 세포 손상에

대한 세포 보호 효과를 확인하였다.

Cell viability (%) = (Abs sample /Abs control)× 100

Abs control : 시료를 첨가하지 않은 반응용액의 흡광도

Abs sample : 시료를 첨가한 반응용액의 흡광도
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2) 항염

(1) RAW 264.7 세포 배양

RAW 264.7 cell은 마우스 대식세포 (Murine macrophage cell line)인

American Type Cell Culture (ATCC)로부터 분양받았다. 100 U/mL penicillin

및 100 μg/mL streptomycin과 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco Inc., USA)

이 함유된 DMEM( Dulbecco's modified Eagle's medium, Gibco Inc., USA) 배

지를 사용하여 37℃, 5% CO2 조건하에서 배양하였고 2일에 한번 간격으로 계대

배양을 시행하였다.

(2) Nitric oxide (NO) 생성 억제 활성 측정

24 well plate에 RAW 264.7 cell을 2.0 × 105 cells/well로 분주한 후 37℃, 5%

CO2 조건하에서 18시간 배양하였다. 이후, cell을 100 ng/mL의 LPS가 포함된

배지로 교환한 후 sample을 농도별로 각각 처리하여 24시간 동안 배양하였다.

배양시킨 후, 생성된 NO의 양을 측정하기 위해 96 well plate에 세포 상등액 100

μL와 Griess시약 (1% sulfanilamide, 0.1% naphthylethylenediamine in 2.5%

phosphoric acid) 100 μL를 혼합하여 10분간 반응시킨 후 540 nm에서 흡광도를

측정하였다. 생성된 NO의 양은 세포 배양액 중에 존재하는 NO2
-의 형태로 측정

하였다. Sodiumnitrite (NaNO2)을 사용하여 표준 검정 곡선(standard curve)을

작성하여 정량하였다. 표준 검정곡선의 r2 값은 0.99 이상이었으며 양성대조군

(positive control)으로는 2-amino-4-picoline (5 μM)을 사용하였다.

(3) PGE2 및 전염증성 cytokine 생성 억제 활성 측정

ELISA(Enzyme-linked immunosorbent assay)를 사용하여 TNF-α, IL-6, IL-1

β 및 PGE2의 생성량을 측정하였다. RAW264.7 세포(2×105 cell/well)를 18시간

동안 배양한 다음 세포를 LPS(1 μg/mL) 및 농도별 샘플을 처리하여 24시간 동
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안 배양하였다. 그 후, 상등액을 취하고 ELISA kit (TNF-α (BD Biosciences),

IL-6 (invitrogen, USA), PGE2 (R&D Systems, USA), IL-1β (R&D Systems,

USA)를 사용하여 정량하였다. 표준 검정곡선의 r2 값은 0.99 이상이었다.

(4) 세포 독성 평가(MTT assay)

세포독성 평가는 MTT(3-(4,5-dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium

bromide) assay를 이용하였다. 24 well plate에 RAW 264.7 cell을 2.0 × 105

cells/well로 분주하고 37℃, 5% CO2 조건하에서 18시간 전배양하였다. 배양 시

킨 cell을 100 ng/mL의 LPS가 포함된 배지로 교환한 후 sample을 농도별로 각

각 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 이후 500 μg/mL의 농도로 MTT 시약을

첨가하여 37℃, 5% CO2 조건하에서 3시간 동안 반응시킨 후 상등액을 제거하였

다. 여기에 DMSO를 가하여 살아있는 세포와 반응하여 생긴 formazan 침전물을

용해시킨 후 96 well plate 옮긴 다음 microplate reader를 이용하여 570 nm에서

흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 다음과 같은 식에 의해 %로 계산되었다.

Cell viability (%) =Abscontrol

Abssample
×

Abs control : 시료를 첨가하지 않은 반응 용액의 흡광도

Abs sample : 시료 반응 용액의 흡광도
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3) 항균

(1) 균주배양

피부 상재균인 Staphylococcus epidermidis ( CCARM3709, CCARM 3710,

CCARM 3711) 와 여드름균인 Cutibacterium acnes (CCARM 0081, 9009, 9010,

9089)는 항생제 내성 균주은행(Culture Collection of Antimicrobial Resistant

Microbes)으로부터 분양받아 사용하였다. S. epidermidis는 배양 배지를 TSB

(tryptic soy broth)로 사용하여고 37℃ Incubator에서 호기성 조건으로 24시간

마다 계대 배양하였다. C. acnes는 배양 배지를 GAM (gifu anaerobic medium)

으로 하여, 37℃ Incubator에서 혐기 상태로 48시간 마다 계대 배양하였다.

(2) Paper disc diffusion method

시료의 항균 활성을 측정하기 위해 paper disc diffusion 법을 실시하여 각 균주에

대한 생육 저지환을 확인하였다. S. epidermidis (CCARM 3709, 3710, 3711)의

균수를 조절하여 0.8% agar를 포함하는 소프트 배지에 넣고 1.5% agar를 포함하

는 고체 배지 위에 붓는다. 배지가 굳으면 시료 용액을 포함하는 직경 8 mm

paper disc를 올리고 37℃에서 24시간 배양한 후 형성된 생육 저지환의 크기를

측정하였다. C. acnes (CCARM 0081, 9009, 9010, 9089)는 위와 같은 방법으로

실시하고 37℃에서 48시간 혐기 배양한 후 형성된 생육 저지환의 크기를 측정하

였다.

S. epidermidis는 1.5 × 106 그리고 C. acnes는 5.0 × 107 CFU/mL로 균수를 맞

추었으며, 양성 대조군으로는 erythromycin을 사용하였다.

(3) MIC (minimum inhibitory concentration)

최소 억제 농도 (MIC)는 미생물의 성장을 막는 항생물질의 최소 농도로 미생물

에 대한 MIC 값이 낮을수록 시료 물질은 그 미생물에 대한 감수성이 높다고　
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할 수 있다. MIC 측정은 액체 배지 희석법을 변형하여 사용하였다. 96 well

plate에 two-fold-dilution 법으로 시료의 농도를 두 배씩 묽힌 배지 100 μL와　

2.0 × 105 CFU/mL로 조절한 균 100 μL를 넣어주었다. S. epidermidis는 37℃에

서 24시간 배양하였으며, C. acnes는 37℃에서 48시간 혐기 조건하에서 배양하여

균의 증식이 나타나지 않는 최소 농도를 확인하였다.

(4) MBC　(minimum bactericidal concentration)

MIC는 균의 최소 억제 농도로서 균이 모두 사멸했음을 의미하는 것이 아니므

로 균의 최소 사멸 농도 (MBC)를 확인하기 위해 MIC 값 이상의 시료 배양액을　

고체 배지에 획선 도말하여 배양한 후 colony의 형성 여부를 확인하여 균이 전

혀　자라지 않은 농도를 MBC 값으로 하였다. MIC를 진행한 96 well plate에서

loop를　사용해 시료 배양액을 찍어내어 1.5% agar를 포함하는 고체배지에 도말

한 후 S. epidermidis는 37℃에서 24시간 배양하였으며, C. acnes는 37℃에서 48

시간 혐기조건 하에서 배양하여 colony가 형성되지 않는 최소 농도를 확인하였

다.

3. 통계 처리

　본 연구에서 진행한 모든 실험은 동일 조건　하에서 3회 반복 실시하였다．

모든　실험　결과는　평균（mean）± 표준편차（standard deviation)로　표시하

였다．모든 통계 분석은 Excel software (version 2020, Microsoft Corp., Washin

gton,　USA)를 사용하여 student's t-test를 실시하여 평가하였다. 대조군과 실

험군 사이의 통계적 검정 후 p 값이 0.05 이하인 경우를 통계적으로 의미 있다고

판단하였다. *p < 0.05; **p < 0.01
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Ⅲ. 연구 1 : 황근 잎 추출물의 항염, 항산화 및 항균 활성 성분

연구

1. 재료

황근(Talipariti hamabo)은 아욱과(Malvaceae) 식물인 주로 중국, 한국, 일본에

분포한다. 아욱과에 속하는 황근의 학명을 한국의 식물도감이나 국가표준식물목

록에서는 대부분 “Hibiscus hamabo Siebold & Zucc.”을 정명으로 하고 있다. 그

러나 이후 일본의 식물분류학자 Nakai는 속명을 ‘Hibiscus’에서 ‘Pariti’로 변경하

여 “Pariti hamabo (Siebold & Zucc.) Nakai(1936)”으로 이명 처리하였다. 최근

APG III의 계통학적 분류체계에서 미국의 식물학자 Fryxell, Paul Arnold는 속명

‘Pariti’를 다시 ‘Talipariti’로 변경하여 “Talipariti hamabo (Siebold & Zucc.)

Fryxell(2001)”로 이명 처리하였다. 41,43

황근은 해안가에 나는 낙엽관목으로 높이 1 m 내외이고 식물체에 황외색 성모

(여러 갈래로 갈라져 별 모양의 털)가 밀생한다. 잎은 어긋나고 달걀을 거꾸로

세운 모양의 원형이며 가장자리에 잔 톱니가 있다. 꽃은 7∼8월에 피고 가지 끝

의 잎겨드랑이에 달리며 황색이고 안쪽 밑부분은 검은 홍색이다. 작은 포는 8∼

10개가 중앙부까지 합쳐지고 꽃받침 조각과 꽃잎은 5개씩이다. 수술은 많고 수술

대가 합생한다. 암술대는 5개이고 암술머리는 검은 홍색이다. 열매는 삭과(蒴果)

로 8∼9월에 결실하며 달걀 모양으로 뾰족하고 잔털이 있으며 5개로 갈라진다.

약용은 주로 전초 흑은 뿌리를 사용한다. 약용효과는 주로 살충, 해독, 해열,이뇨

적용 등의 효능이 있다.42

황근 잎은 호생하며 편원형 또는 도란상 원형이고 급한 예두이며 원저 또는 아

심장저이고 두꺼우며 길이 3~6 cm, 너비 3~7 cm 로서 표면에 털이 약간 있고

뒷면에 회백색 밀모가 있으며 가장자리에는 둔거치가 있다. 엽병은 길이 8~ 20

mm이고 탁엽은 길이 10 mm정도 로서 빨리 떨어진다.43

한국에서는 제주도의 용암 해안지역 염습지 주변에 자라며, 전라남도 해남, 고흥,

완도 등의 남해안 섬지역 표고 50 m 이하의 하구 또는 해안가의 자갈층 진흙이

나 모래땅에서 아주 드물게 자라는데 주로 다육성 식물이나 덩굴성 식물과 같이
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어우러져 산다. 44,45

현재까지 보고된 황근 관련문헌 중, 황근속(또는 무궁화속) 아욱과 식물 추출물

에 대한 분리된 화합물 및 항산화, 함염 및 미백활성등 관한 연구가 있지만, 황

근에 대한 분리된 산물이나 효능관련 연구는 보고되지 않았다. 따라서 본 연구는

황근 잎 추출물의 활성 성분을 분리, 구조 동정하여, 항산화, 항염 및 항균 효능

연구를 진행 하였다.

본 연구에 사용한 황근 잎은 2020년 12월에 제주시 한림읍 상대리에서 채집하

였다(시료번호:504). 채집한 황근 잎은 40℃에서 건조시킨후 분쇄하여 사용하였다

（Figure 6).

Figure 6. Picture of Talipariti hamabo leaves.
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2. 황근 잎의 추출, 분획 및 활성 성분 분리

1) 시료의 추출 및 분획

건조 및 분쇄된 황근잎 1 kg을 70% 에탄올 20 L에 넣고 상온에서 24시간 교반

하였다. 침출시킨 시료를 감압 여과 장치 및 filter paper를 이용하여 추출액을 여

과하였으며, 이와 같은 방법으로 분리한 잔사에 대하여 동일한 조건으로 1회 더

반복 실시하였다. 얻어진 추출물 여액은 40℃ 이하의 수욕상에서 회전 진공 농축

기(rotary vacuum evaporator)로 농축하여 70% 에탄올 추출물은 233.2 g을 얻었

다. 얻어진 70% 에탄올 추출물을 150 g을 증류수 1 L에 현탁시키후, 분액 깔때

기를 아용하여 극성 순서에 따라 순차적으로 분획하여 n-hexane(n-Hex), ethyl

acetate(EtOAc), n-butanol(n-BuOH), water(H2O) fraction을 얻었다(Figure 7).

Figure 7. Extraction and solvent fraction of T.hamabo leaves.
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2) Ethyl acetate 분획물의 활성 성분 분리

(1) VLC에 의한 분리과정

Ethyl acetate 분획물 5.0 g을 무게를 달후 극성 크기별로 나누기 위해 순상

silica gel을 충진한 glass column을 이용하여 vacuum liquid chromatography

(VLC)를 진행하였다. 용매의 극성은 5%씩 n-Hex:EtOAc (0-100%),

EtOAc:MeOH (5-50%)가 될 때 까지 높였으며 그 후 100% MeOH를 300 mL씩

용출하여 총 32개의 fraction을 얻었다(Fr. V1-32).

VLC fraction중 Fr. V9 (82 mg)를 감압 농축한 후에 단일 compound 1을 얻었

다.

Fr. V18-19 (200 mg)는 용매조건 CHCl3:MeOH=15:1으로 Sephadex LH-20 col

-umn chromatography를 이용하여 compound 5 (31 mg)를 얻고 V20-21 (220

mg)은 용매조건 CHCl3:MeOH=5:1으로 Sephadex LH-20 column chromatograph

y를 이용하여 compound 5 (63.4 mg)를 얻었다.

Fr. V22-23 (160.2 mg)은 용매조건 CHCl3:MeOH=5:1으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 4 (10.9 mg)를 얻었다.

Fr. V24 (794 mg)는 용매조건 CHCl3:MeOH=3:1으로 Sephadex LH-20 column

chromatography를 이용하여 compound 2와 compound 4가 혼합(41 mg)된 형태

로 분리하였다.

Fr. V26 (743 mg)은 은 용매조건 CHCl3:MeOH=1.5:1으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 3 (111 mg)을 얻었다(Figure 8).
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Figure 8. Isolation of compounds from T.hamabo leaves.
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3. 분리 된 화합물의 구조 분석

1) Compound 1의 구조 동정

Compound 1은 13C NMR spectrum에서 18개 카본 피크를 관찰되었으며 δC

178.1피크를 통해 carbonyl group을 가지고 있음을 확인하였고 δC 130.8, 131.0피

크 및 δH 5.32(2H) 피크를 통하여 이중결합을 1개 가지고 있을 것으로 예상하였

다. δH 0.86 (3H, t, 6.9) 및 δC 14.6 피크를 통해 methyl group이 있음을 예상하

였다. 이를 바탕으로 이중결합이 1개 있는 불포화 지방산을 예상하며 문헌46,47을

확인한 결과, Compound 1은 oleic acid로 확인되었다(Figure 9-11, Table 1).

Compound 1

Figure 9. Chemical structure of compound 1.
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Table 1. 1H and 13C NMR data of compound 1 (400 and 100 MHz,

chlorofrom-d).

Compound 1

No. δH（ int., multi., J Hz ) δC

1 178.1

2 2.3 (2H, t, 7.6） 33.9

3 1.61 (2H, m) 25.0

4 1.29 (2H, m) 29.6

5 1.29 (2H, m) 29.5

6 1.29 (2H, m) 29.4

7 1.29 (2H, m) 29.9

8 1.99 (2H, m) 27.4

9 5.32（1H, m) 130.0

10 5.32（1H, m) 130.2

11 1.99 (2H, m) 27.4

12 1.29 (2H, m) 30.0

13 1.29 (2H, m) 29.7

14 1.29 (2H, m) 29.8

15 1.29 (2H, m) 29.7

16 1.29 (2H, m) 32.1

17 1.29 (2H, m) 22.9

18 0.86 (3H, t, 6.9) 14.3
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Figure 10. 1H-NMR spectrum of compound 1 in chlorofrom-d.

Figure 11. 13C-NMR spectrum of compound 1 in chlorofrom-d.
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2) Compound 2의 구조 동정

Compound 2는 13C NMR spectrum에서 총 21개 카본 피크를 관찰되었으여 δH

NMR 데이터를 통해 2개 aromatic ring 구조를 가지고 있음을 예상하였다. 그리

고 13C NMR에서 당은 카본피크를 제외한 15개의 카본피크로　부터　flavonoid

골격 화합물을 예상하였다. 1H NMR spectrum에서 δH 6.20 (1H, d, J = 2.3

Hz) 및 6.39 (1H, d, J = 2.3 Hz) 피크의 coupling constant 값을 통해 서로

meta-coupling을 하고 있는 aromatic ring이 있음을 예상하였다. δH 7.71 (1H, d,

J = 2.3 Hz), 6.87 (1H, d, J = 8.7 Hz) 및 7.59 (1H, dd, J = 8.7, 2.3 Hz) 피크의

coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-coupling 및 meta-coupling을 하고

있는 aromatic ring이 있음을 예상하였다. 나머지 δH 5.26 (1H, d, J = 7.3 Hz)

피크는　aromatic proton으로 coupling constant 값과 δC 62.7-104.4의 6개 카본

피크를 통해 β—from의 glucopyranoside를 예상하였다. 이를 바탕으로 문헌48 비

교하여 compound 2는 isoquercetin (3-O-β-D-glucopyranoside)로 확인되었다

(Figure 12-14, Table 2).

Compound 2

Figure 12 . Chemical structure of compound 2.
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Table 2. 1H and 13C NMR data of compound 2 (400 and 100 MHz,

methanol-d4).

Compound 2

No. δH （ int., multi., J Hz ) δC

2
·

158.6

3 133.6

4 179.6

5 163.2

6 6.20（1H, d, 2.3) 100.0

7 166.1

8 6.39 (1H, d, 2.3) 94.8

9 157.6

10 105.8

1' 123.3

2' 7.71 (1H, d, 2.3) 117.7

3' 146.1

4' 150.0

5' 6.87 (1H, d, 8.7) 116.4

6' 7.59 (1H, dd, 8.7, 2.3) 123.2

1" 5.26 (1H, d, 7.3) 104.4

2" 3.49 (1H, d, 8.7) 75.9

3" 3.48 (1H, d, 9.2) 78.3

4" 3.42 (1H, d, 9.2) 71.3

5" 3.22 (1H, m) 78.5

6"
3.70 (1H, dd, 10.5, 6.8)

62.7
3.57(1H, dd, 14.7, 5.5)
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Figure 13. 1H-NMR spectrum of compound 2 in methanol-d4.

Figure 14. 13C-NMR spectrum of compound 2 in methanol-d4.
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3) Compound 3의 구조 동정

Compound 3은 13C NMR spectrum에서 총 27개 카본 피크를 관찰되었으여 δH

NMR 데이터를 통해 2개 aromatic ring 구조를 가지고 있음을 예상하였다. 그리

고 13C NMR에서 당은 카본피크를 제외한 15개의 카본피크로　부터　flavonoid

골격은 있는 화합물을 예상하였다. 1H NMR spectrum에서 δH 6.21 (1H, d, J =

1.8 Hz) 및 6.41 (1H, d, J = 1.8 Hz)피크의 coupling constant 값을 통해 서로

meta-coupling을 하고 있는 aromatic ring이 있음을 예상되었다. δH 8.07 (2H, d,

J = 8.7 Hz), 6.89 (2H, d, J = 8.7 Hz)피크의 coupling constant 값을 통하여 서

로 ortho-coupling 을 하고 있는 대칭구조의 aromatic ring을 예상되었다 나머지

δH 5.13 (1H, d, J = 7.8 Hz) 피크에 및 δH 4.52 (1H, d, J = 0.9 Hz) 그리고 δC

17.9-104.6의 12개 카본피크를 종합해서 해당하는 당을 coupling constant 및

anomeric proton를 통하여 α—from 및 β—from의 rutinoside를 예상하였다. 이를

바탕으로 문헌49 비교하여 compound 3는 kaempferol-3-O-rutinoside로 확인되었

다(Figure 15-17, Table 3).

Compound 3

Figure 15. Chemical structure of compound 3.
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Table 3. 1H and 13C NMR data of compound 3 (400 and 100 MHz,

methanol-d4).

Compound 3

No. δH (int., multi., J Hz) δC

2 158.7

3 135.6

4 179.6

5 163.2

6 6.21 (1H, d, 1.8) 100.0

7 166.2

8 6.41 (1H, d, 1.8) 95.0

9 159.5

10 105.8

1' 122.9

2' 8.07 (1H, d, 8.7) 132.5

3' 6.89 (1H, d, 8.7) 116.3

4' 161.7

5' 6.89 (1H, d, 8.7) 116.3

6' 8.07 (1H, d, 8.7) 132.5

1" 5.12（1H. d, 7.8) 104.7

2" 3.35-3.63 (1H, sugar H) 75.9

3" 3.35-3.63 (1H, sugar H) 77.3

4" 3.35-3.63 (1H, sugar H) 71.6

5" 3.35-3.63 (1H, sugar H) 78.3

6" 3.35-3.63 (1H, sugar H) 68.7

1"' 4.52 (1H, d, 0.9) 102.6

2"' 3.30-3.63 (1H, sugar H) 72.2

3"' 3.30-3.63 (1H, sugar H) 72.4

4"' 3.30-3.63 (1H, sugar H) 74.0

5"' 3.30-3.63 (1H, sugar H) 69.9

6"' 1.12 (3H , d, 5.9) 17.1
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Figure 16. 1H-NMR spectrum of compound 3 in methanol-d4.

Figure 17. 13C-NMR spectrum of compound 3 in methanol-d4.
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4) Compound 4의 구조 동정

Compound 4은 1H NMR spectrum에서 δH 6.75 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.14 (1H,

d, J = 8.7 Hz) 및 δH 6.75 (1H, d, J = 8.7 Hz), 7.14 (1H, d, J = 8.7 Hz) 피크

의 coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-coupling 을 하고 있는 대칭구조의

aromatic ring이 예상되었다. δH 3.07（2H, t, J = 9.2 Hz)피크는 deshielding된

것으로 anisotropic이 때문에 화학적 이동이 높아진 benzyl 위치 methylene

group를 예상하였다.

13C NMR spectrum에서 δC 177.0 시그널을 통해 카본닐기를 예상하였다. 이를

바탕으로 문헌과50 비교하여 compound 4는 3-(4-Hydroxyphenyl)propionic acid 

로 확인되었다(Figure 18-20, Table 4).

Compound 4

Figure 18. Chemical structure of compound 4.
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Table 4. 1H and 13C NMR data of compound 4 (400 and 100 MHz,

methanol-d4).

Compound 4

No. δH (int., multi., J Hz) δC

1 133.6

2 6.75 (1H, d, 8.7) 116.4

3 7.17（1H, d, 8.7) 129.0

4 157.6

5 7.17（1H, d, 8.7) 129.0

6 6.75 (1H, d, 8.7) 116.4

7 3.07 (2H, t, 9.2) 44.3

8 3.35 (2H, t, 9.2) 50.9

9 177.0
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Figure 19. 1H-NMR spectrum of compound 4 in methanol-d4.

Figure 20. 13C-NMR spectrum of compound 4 in methanol-d4.
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5) Compound 5의 구조 동정

Compound 5는 1H NMR spectrum에서 δH 7.41 (1H, d, J = 15.6 Hz), δH 6.40

(1H, d, J = 15.6 Hz) 피크의 chemical shift 값과 coupling constant 값은 통하여

trans form의 이중 결합이 있음을 예상하였다. 또한 δH 7.11 (1H, d, J = 1.8 Hz)

,δH 6.79 (1H, d, J = 8.2 Hz) 그리고 δH 7.02 (1H, dd, J = 8.2, 1.8 Hz) 피크의

coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-coupling 및 meta-coupling을 하고

있는 aromatic ring이 있음을 예상하였다. δH 7.04(2H, d, J = 8.7 Hz), 6.71 (2H,

d, J = 8.7 Hz)피크의 coupling constant 값과 chemical shift 값을 통하여 서로

ortho-coupling 하고 있는 대칭구조의 aromatic ring을 예상하였다. δH 3.88 (3H,

s)피크는 integral 보아 methoxy group이 있음을 예상하였다. δH 3.46（2H, t, J

= 7.3 Hz)피크는 deshielding된 것으로 보아 산소가 인접한 methylene group

proton를 예상하였다. 13C NMR spectrum에서 대칭구조를 보함하여 총 18개의

carbon 피크가 관찰을 되었다. 그중에 δC 169.3 시그널을 통해 carbonyl group를

예상하였다. 또한 δC 56.5시그널을 통해 methoxy group를 예상하였다. 이를 바탕

으로 문헌51비교하여 compound 5는 p-Hydroxyphenethyl trans-ferulate로 확인

되었다(Figure 21-23, Table 5).

Compound 5

Figure 21. Chemical structure of compound 5.
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Table 5. 1H and 13C NMR data of compound 5 (400 and 100 MHz,

methanol-d4).

Compound 5

No. δH (int., multi., J Hz) δC

1 128.4

2 7.11 (1H, d, 1.8) 111.6

3 149.4

4 149.9

5 6.79 (1H, d, 8.2) 116.6

6 7.02 (1H, dd, 8.2, 1.8) 123.4

7 7.41 (1H, d, 15.6) 142.2

8 6.40 (1H, d, 15.6) 118.8

9 169.3

1' 131.2

2' 7.04 (1H, d, 8.7) 130.9

3' 6.71 (1H, d, 8.7) 116.4

4' 157.1

5' 6.71 (1H, d, 8.7) 116.4

6' 7.04 (1H, d, 8.7) 130.9

1" 3.46 (2H, t, 7.3) 42.7

2" 2.75 (2H, t, 7.3) 35.9

-OCH3 3.88 (3H, s) 56.5
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Figure 22. 1H-NMR spectrum of compound 5 in methanol-d4.

Figure 23. 13C-NMR spectrum of compound 5 in methanol-d4.
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4. 황근 잎 추출물 및 분획물의 활성 실험 결과

1) 추출물 및 분획물의 항산화 활성 실험 결과

(1) 총 폴리페놀 함량

총 폴리페놀 함량 측정은 gallic acid로 표준물질을 이용하여 황근 잎의 추출물

및 분획물에서 총 폴리페놀에 함유한 함량을 측정하였다. 황근 잎 추출물 및 분

획물의 총 폴리페놀 함량은 시료 1 g 당 함유하고 있는 gallic acid의 양(GAE;

gallicacid equivalent)으로 환산하여 나타내었다. 실험 결과, EtOAc 분획물이

111.6±0.8 mg/g GAE, n-BuOH 분획물이 135.8±1.5 mg/g GAE로 높은 폴리페놀

함량을 나타내었다(Figure 24).

Figure 24. Total polyphenol contents of extract and solvent fractions from

T.hamabo leaves. The data represent the mean ± SD of triplicate experiments.
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(2) 총 플라보노이드 함량

총 플라보노이드 함량 측정은 quercetin을 표준물질로 이용하여 황근 잎 추출물

및 분획물 총 플라보노이드에 함유한 함랑을 측정하였다. 황근 잎 추출물 및 분

획물의 총 플라보노이드 함량은 시료 1 g 당 함유하고 있는 quercetin의 양(QE;

quercetinequivalent)으로 환산하여 나타내었다. 실험 결과, EtOAc 분획물이

95.6±2.3 mg/g QE로 분획물 중 가장 높은 플라보노이드 함량을 나타내었다

(Figure 25).

Figure 25. Total flavonoid contents of extract and solvent fractions from

T.hamabo leaves. The data represent the mean ± SD of triplicate experiments.
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(3) DPPH radical 소거 활성

황근 잎의 추출물 및 분획물에 대한 DPPH radical 소거 활성을 측정하였다. 시

료는 6.25-400 μg/mL의 농도로 진행하였으며 각각에 대한 SC50 값을 계산하였

다. 실험 결과는 extract, n-Hex, EtOAc, n-BuOH, H2O 분획물에서 extract,

n-Hex, H2O 분획물을 제외한 EtOAc, n-BuOH분획물의 SC50 값이 각각 73.9,

44.3 μg/mL로, 대조군인 BHT (SC50 = 76.6 μg/mL)보다 우수한 DPPH radical

소거 활성을 나타내었다(Figure 26, Table 6).

Figure 26. DPPH radical scavenging activities of extract and solvent fractions

from T.hamabo leaves. The data are expressed as a percentage of controland

represent the mean ± SD of triplicate experiments.

Table 6. SC50 values of DPPH radical scavenging activities of extract and　

solvent fractions from T.hamabo leaves.

Extract n-Hex EtOAc n-BuOH H2O BHT
SC50

(μg/mL)
148.1 138.0 73.9 44.3 260.1 76.6
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(4) ABTS+ radical 소거 활성

황근 잎의 추출물 및 분획물에 대한 ABTS+ radical 소거 활성을 측정하였다.

시료는 6.25 - 100 μg/mL의 농도로 진행하였으며 각각에 대한 SC50 값을 계산하

였다. 실험 결과는 extract, n-Hex, EtOAc, n-BuOH, H2O 분획물에서 EtOAc 분

획물의 SC50 값이 44.1 μg/mL로 우수한 ABTS+ radical 소거 활성을 나타내었다

(Figure 27, Tabel 7).

Figure 27. ABTS+ radical scavenging activities of extract and solvent

fractions from T.hamabo leaves. The data are expressed as a percentage of

control and represent the mean ± SD of triplicate experiments.

Table 7. SC50 values of ABTS+ radical scavenging activities of extract and

solvent fractions from T.hamabo leaves.

Extract n-Hex EtOAc n-BuOH H2O BHT

SC50

(μg/mL)
>100 >100 44.1 82.4 >100 18.8
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2) 항염

(1) Nitric oxide (NO) 생성 억제 활성

황근 잎 추출물 및 용매 분획물의 항염 활성을 측정하기 위해 RAW 264.7 cell

을 이용하여 nitric oxide 생성 억제 활성 및 세포 독성(MTT assay)을 확인하였

다. 70% EtOH 추출물 및 각 용매 분획물을 100 μg/mL의 농도로 실험을 진행하

였다. 그 결과, n-Hex 및 EtOAc 분획물에서 nitric oxide 생성억제 활성을 보였

다. 이에 따라 추가　실험을　진행하였다．그 결과, 추출물 농도는 200, 300, 400

μg/mL로 하여 EtOAc 분획물의 25, 50, 100, 200 μg/mL로 추가 실험 을 진행한

결과, 황근 잎 추출물 및 EtOAc 분획물은 세포 독성 없이 nitric oxide 생성을

농도 의존적으로 억제하였다. 그중 EtOAc 분획물 IC50 값은 77.1 μg/mL으로 확

인되었다(Figure 28-29).

Figure 28. Effects of extract and solvent fractions from T.hamabo leaves on

NO production and cell viability in LPS-induced RAW 264.7 cells. The data

represent the mean ±SD of triplicate experiments. Values are the mean SEM

of triplicate experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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(A)

(B)

Figure 29. Effects of Extract(A) and EtOAc(B) fraction from T.hamabo leaves

on NO production and cell viability in LPS-induced RAW 264.7 cells. The

data represent the mean ± SD of triplicate experiments. Values are the mean

SEM of triplicate experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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(2) PGE2 및 전염증성 cytokine 생성 억제 활성

황근 잎 EtOAc 분획물의 추가적인 항염 활성 기전을 연구하기 위해 RAW

264.7 cell을 이용하여 전염증성 cytokines IL-6, TNF-α, 및 PGE2 억제 활성을

측정하였다. 세포 독성이 나타나지 않은 농도 25, 50, 100, 200 μg/mL를 이용하

여 실험을 진행하였다. 그 결과, 황근 잎 EtOAc 분획물이 IL-6, TNF-α, 및

PGE2 생성을 효과적으로 억제 시키는 것을 확인할 수 있었다(Figure 30).

(A)
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(B)

(C)

Figure 30. Effects of EtOAc from Talipariti hamabo leaves on TNF-α(A),

IL-6 (B) and PGE2 (C) production in LPS-induced RAW 264.7 cells. The data

are represent the mean ± SD of triplicate experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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3) 항균

(1) Paper disc diffusion method

황근 잎 추출물 및 분획물의 항균 활성을 측정하기 위해 피부 상재균인

Staphylococcus epidermidis (CCARM 3709, 3710, 3711) 3종과 여드름균인

Cutibacterium acnes (CCARM 0081, 9009, 9010, 9089) 4종을 사용하였고

positive control은 erythromycin을 사용하여 Paper disc diffusion method로

clear zone을 확인하였다. 측정한 실험 결과, S. epidermidis균은 n-BuOH 분획

물은 S. epidermidis 3종에 대한 생육억제 활성을 나타내는 것을 확인하였으며,

EtOAc 분획물은 S.epidermidis (CCARM 3710)을 제외한 모든 균주에 대해 생

육억제 활성을 나타내었다．그리고　황근 잎 추출물 및 분획물은 여드름균에 대

한 생육억제 활성이 없는 것으로 확인되었다(Table 8)．
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Table 8. Anti-bacterial activities of extract and solvent fractions from

T.hamabo leaves.

1)Concentration of sample: 4 mg

2)Concentration of positive control: 40 µg

3)N.A.: No activity

Bacterial
density
(1.5x106

CFU/mL)

Clear zone (mm)1)

S.epidermidis
CCARM CCARM CCARM
3709 3710 3711

Extract N.A.3) N.A. N.A.

n-Hex N.A. N.A. N.A.

EtOAc 11.5 N.A. 9

n-BuOH 12 9 11

H2O N.A. N.A. N.A.

Erythromycin2) 33.5 N.A. 30
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2) MIC 및 MBC

Paper disc diffusion법을 통하여 균주에 대한 생육억제 활성을 나타내는 추출물

및 용매 분획물에 대한 추가적으로 최소 억제 농도 (minimum inhibitory

concentration, MIC) 및 최소 사균 농도 (minimum bactericidal concentration,

MBC)를 측정하였다. 실험 사용한 시료는 10 mg/mL를 two-fold-dilution법으로

농도를 두 배씩 희석하면서 실시 하였다.

실험 결과는 균주 S. epidermidis 경우 EtOAc 분획물에서 실험한 모든 균주의

MIC를 확인하였고, 각각 MIC 값 이상의 시료 배양액을 이용해서 MBC를 확인

하였다. 실험 결과는 EtOAc 분획물에서 S. epidermidis 3종에 대한 MBC 값을

모두 확인할 수 있었다. n-BuOH 분획물의 경우 CCARM 3710를 균주에서 MBC

값을 확인할 수 있었다(Table 9).

Table 9. MIC and MBC values of T.hamabo leaves on S.epidermidis.

Unit: μg/mL

S.epidermidis

CCARM3709 CCARM3710 CCARM3711

MIC MBC MIC MBC MIC MBC

Extract 2000 >4000 4000 >4000 4000 >4000

n-Hex Fr. 4000 >4000 4000 >4000 4000 >4000

EtOAc Fr. 1000 4000 2000 4000 1000 4000

n-BuOH Fr. 4000 >4000 4000 4000 1000 >4000

H2O Fr. 4000 >4000 4000 >4000 2000 >4000



- 49 -

5. 요약 및 결론

본 연구에서는 황근 잎 추출물의 화장품 및　의약품 소재로써의 가능성을 확인

하기 위해 다양한 생리 활성 실험과 성분 연구를 진행하였다.

황근 잎 70% EtOH 추출물을 용매의 극성에 따라 순차적으로 분획하여 n-Hex,

EtOAc, n-BuOH 및 H2O 분획물을 얻었다. 이　중 EtOAc 분획물은 VLC 및

Sephadex LH-20 column chromatography를 수행하여 단일 물질을 분리하였다.

분리한 단일 물질은 1H 및 13C NMR을 이용하여 화합물의 구조를 예상한 후 문

헌과 비교하여 총 5개의 화합물을 동정하였다.

분리한 화합물은 oleic acid (1), isoquercetin (2), nicotiflorine (3),

3-(4-hydroxyphenyl)propionic acid (4), p-hydroxyphenethyl-trans-ferulate (5).

로 확인되었다.

황근 잎의 항산화 실험 결과, EtOAc, n-BuOH 분획물의 총 폴리페놀 및 플라

보노이드함량이 각각 111.6±0.8 mg/g, 35.8±1.5 mg/g GAE 및 95.6±2.3 mg/g

QE로 확인되었으며, DPPH radical 소거 활성 실험에서 EtOAc 및　n-BuOH 분

획물은 대조군인 BHT보다 우수하거나 유사한 radical 소거 활성을 나타내었다.

또한　보고된　Compound 1－5는 문헌52,53,54,55을 통해 항산화 효능이 있음을 확

인하였다.

항염 활성 실험 결과, EtOAc 분획물이 효과적인 NO 생성 억제 활성을 나타내

었고, EtOAc 분획물은 TNF-α, IL-6　및 PGE2의 생성을 효과적으로 억제하는

것으로 확인되었다. Compound 1, 2, 3, 5는 cytokine 생성 억제 및 항염 관련 단

백질 발현 저해를 통해 NO 생성을 억제하는 것으로 문헌55,56,57,58을 통해 확인하

였다.

항균 활성을 확인하기　 위해 피부 상재균인 Staphylococcus epidermidis
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(CCARM 3709, 3710, 3711)를 이용하여 한천 확산법(paper disc diffusion

method)을 통한 생육저지환(clear zone), 최소 억제 농도(minimum inhibitory

concentration, MIC) 및 최소 사멸 농도(minimum bactericidal concentration,

MBC)를 측정하였다. 그 결과, 황근잎 EtOAc 및　 n-BuOH 분획물은 S.

epidermidis에 대한 우수한 항균활성을 나타내었다. 또한　분리된　화합물　1－3

의 항균활성은 문헌,59,60,61을 통해 확인하였다.

　황근 잎에서 분리 된 화합물의　효능이　대한　문헌조사결과，Compound 1은　

항산화，항염，항균，항종양, 항암 활성62,63이　보고되어　있으며. Compound 2는

항산화，항염，항균，항당뇨　및 항암 활성64,65이　알려져있다. Compound 3은

항산화，항염，항균，α-glucosidase억제 및 anti-hyaluronidase활성66,67이　보고되어　

있으며，Compound 4는　항산화，항증식 및 항지질 과산화 활성68,69이　알려져있

다. 또한　Compound 5는 항산화，항염，α-glucosidase억제 및 항 AGEs 활성70,71

이　보고되어　있다. (Table 10).

이상의 연구 결과를 바탕으로 황근 잎은 항산화, 항염 및 항균 활성을 갖는 기

능성 화장품 및 의약품 관련 천연 소재로서 개발 가능할 것이라 사료된다.
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Table 10. Activities of isolated compounds from T. hamabo leaves.

NO. Compound structure activities

1 Oleic acid

anti-oxidant activity52

anti-inflammatory

activity56

anti-bacterial activity59

anti-tumor activity62

anti-cancer activity63

2 Isoquercetin

anti-oxidant activity54

anti-inflammatory

activity57

anti-bacterial activity60

anti-diabetic activity64

anti-tumor activity65

3 Kaempferol-3-O
-rutinoside

anti-oxidant activity54

anti-inflammatory

activity58

anti-bacterial activity61

α-glucosidase inhibitory

activity66

anti-hyaluronidase

activities67

4 3-(4-Hydroxyphenyl)
propionic Acid 

anti-oxidant activity53

anti-proliferative activity
68

anti-Lipid Peroxidation

activity69

5 p-Hydroxyphenethyl-
trans-ferulate

anti-oxidant activity55

anti-inflammatory

activity55

anti-AGEs activity70

α-glucosidase inhibitory

activity71
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Ⅳ. 연구 2 : 황근 가지 추출물의 항염, 항산화 활성 성분 연구

1. 재료

황근 (Talipariti hamabo )는 아욱과 (Malvaceae) 식물인 주로 중국, 한국,일본

의 분포한다. 해안 염분 토양에서 잘 자라고 있다. 빛을 좋아하고 단기 침수, 고

온 및 저온(-10℃)에 강하다. 토양에 대한 강한 적응력, 산성 및 알칼리성 토양

모두 잘 자랄 수 있다. 진흙 코팅(pH 값 8.0, 염도 약 1.5%), 언덕과 산(pH 값

5.5) 및 해변의 내부에서 자랄 수 있으며 염수 알칼리 및 해수 침수에 매우 강하

고 주요 줄기가 간헐적으로 약 1미터 동안 조수에 잠기고 여전히 정상적으로 자

라고 꽃이 피고 열매를 맺는다. 분포지역은 동경 121°49′00″-122°15′05″, 북

위 29°56′37″-30°14′52″이다(Figure 31).72

생태 환경에서 해변 히비스커스는 염분 및 알칼리에 매우 강하고 간헐적인 홍

수 및 파도 튀김에 강하며 불모지에 강하며 뿌리 시스템이 잘 발달되어있어 강

한 바람 저항과 파도 제거 특성을 가지고 있다. 파도가 튀고 방파제를 덮는 것을

크게 줄였으며 연못과 제방의 방풍 보호를 위한 개척 수종과 물과 토양 보전 산

림 수종으로 사용할 수 있다.73

현재까지 보고된 황근 관련문헌 중, 황근속(또는 무궁화속) 아욱과 식물 추출물

에 대한 분리된 화합물 및 항산화, 함염 및 미백활성등 관한 연구가 있지만, 황

근에 대한 분리된 산물이나 효능관련 연구는 보고되지 않았다. 따라서 본 연구는

황근 가지 추출물의 활성 성분을 분리, 구조 동정하여, 항산화, 항염 및 항균 효

능 연구를 진행 하였다.

본 연구에 사용한 황근 가지는 2020년 12월에 제주시 한림읍 상대리에서 채집

하였다(시료번호:505). 채집한 황근 가지은 40℃에서 건조시킨후 분쇄하여 사용하

였다（Figure 31).
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Figure 31. Picture of Talipariti hamabo branches.
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2. 황근 가지의 추출, 분획 및 활성 성분 분리

1) 시료의 추출 및 분획

건조 및 분쇄된 황근 가지 1.35 kg을 70% 에탄올 20 L에 넣고 상온에서 24시

간 교반하였다. 침출시킨 시료를 감압 여과 장치 및 filter paper를 이용하여 추출

액을 여과하였으며, 이와 같은 방법으로 분리한 잔사에 대하여 동일한 조건으로

1회 더 반복 실시하였다. 얻어진 추출물 여액은 40℃ 이하의 수욕상에서 회전 진

공 농축기(rotary vacuum evaporator)로 농축하여 70% 에탄올 추출물 131.1 g을

얻었다. 얻어진 70% 에탄올 추출물 120 g을 증류수 1 L 에 현탁시킨후, 분액 깔

때기를 이용하여 극성 순서에 따라 순차적으로 분획하여 n-hexane, ethyl

acetate, n-butanol, water fraction을 얻었다.(Figure 32).

Figure 32. Extraction and solvent fraction of T.hamabo branches.
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2) Ethyl acetate 분획물의 대한 활성 성분 분리

(1) VLC에 의한 분리과정

Ethyl acetate 분획물 4.5 g을 극성 크기별로 나누기 위해 순상 silica gel을 충

진한 glass column을 이용하여 vacuum liquid chromatography (VLC)를 진행하

였다. 용매의 극성은 5%씩 n-Hex:EtOAc (0-100%), EtOAc:MeOH (5-50%)가

될 때까지 높였으며 그 후 100% MeOH를 300 mL씩 용출하여 총 24개의

fraction을 얻었다(Fr. V1-24).

Fr. V4 (95 mg)는 용매조건 n-Hex:EtOAc=20:1으로 silica gel column

chromatography를 이용하여 compound 5 (45.4 mg）와 compound 6 (27.7 mg）

를 얻었다.

Fr. V5 (111.5 mg)는 바이엘병 밑에 결정부분(39.5mg)을 감압 농축한후에

powder를 얻은후 compound 6와 compound 7가 혼합(39.5mg)된 형태로 얻었고

용매조건 n-Hex:EtOAc=10:1으로 silica gel column chromatography를 이용하여

compound 8 (30.3 mg), compound 9 (54.9 mg)를 얻었다. 그리고 V9-11 (68.6

mg)은 용매조건 n-Hex:EtOAc=2:1으로 silica gel column chromatography를 이

용하여 compound 7 (4.6 mg)을 얻었다.

Fr. V6-7 (246.8 mg)은 용매조건 n-Hex:EtOAc=4:1으로 silica gel column

chromatography를 이용하여 compound 9 (38.6 mg)，compound 2 (94.4 mg)를

얻었다.

Fr. V8 (86.9 mg)은 용매조건 n-Hex:EtOAc=4:1으로 silica gel column

chromatography를 이용하여 compound 4 (35.5 mg), compound 3 (12 mg),

compound 10 (10.9 mg), compound 11 (12.9 mg)를 얻었다.

Fr. V12-14 (178.4 mg)은 용매조건 CHCl3:MeOH=17:1 으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 1 (20.1 mg)를 얻었다.

Fr. V15-21 (306.1 mg)은 용매조건 CHCl3:MeOH=15:1 으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 12 (43.5 mg)를 얻었다.
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Fr. V22-23 (180.2 mg)은 용매조건 CHCl3:MeOH=8:1 으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 13와 compound 14가 혼합(16.2

mg)된 형태로 분리하였다.

Fr. V24 (438.5 mg)는 용매조건 CHCl3:MeOH=7:1 으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 15 (55.9 mg)를 얻었다. (Figure

33).

Figure 33. Isolation of compounds from T.hamabo branches.
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3. 분리 된 화합물의 구조 분석

1) Compounds 1－5의 구조 동정

Compound 4는 1H NMR spectrum을 통해 δH 5.34 (6H, m, overlap) 피크는

olefin methine proton으로 예상하였다. δH 2.78 (2H, t, J = 5.9 Hz), δH 2.78

(2H, t, J = 5.9 Hz), δH 2.03 (2H, m) 피크는 일반적으로 aliphatic proton에 비해

desheiding을 때문에 chemical shift 값은 높아진 것으로 allylic methyl group으

로 예상하였다. δH 0.95 (3H, t, J = 7.3 Hz)피크는 methyl group이 있음을 예상

하였다. 13C NMR spectrum에서 총 18개 카본 피크를 관찰되었으여, 그중에서 δ

C 179.1시그널을 통해 carboxy group를 가지고 있음을 확인하였고 또한 10개의

aliphatic 카본을 확인하였다. δC 132.2, 127.3, 128.3, 128.1, 127.9, 130.4의 시그널

을 통해서 3개의 이중결합 구조 가지고 있음을 확인하였다. 이를 바탕으로 문헌

76통해 compound 4은 α-linolenic acid로 확인되었다(Figure 34, 41, 42, Table

11).

Compound 5 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 compound 4 와 비

교하여 거의 비슷한 형태구조를 나타나였다. 1H NMR spectrum을 통해 δH

5.32- 5.35 (6H, m, overlap) 피크는 olefin methine proton으로 예상하였다. δH

0.95 (3H, t, J = 7.6 Hz) δH 4.1 (2H, q, J = 14.4 Hz)피크는 ester group를 직접

연결한 ethyl group를 예상하였고 δH 0.95 (3H, t, J = 7.6 Hz)피크는 methyl

group이 있음을 예상하였다. 13C NMR spectrum에서 총 20개 카본 피크를 관찰

되었으여, 그중에서 δC 174.1시그널을 통해 carbonyl group를 가지고 있음을 확

인하였고 또한 13개의 aliphatic 카본을 확인하였다. δC 127.3, 127.9, 128.1, 128.2,

128.4, 128.5의 시그널을 통해서 3개의 이중결합 구조 가지고 있음 확인하였다.

이를 바탕으로 문헌77통해compound 5은 ethyl linolenate로 확인되었다(Figure

34, 43, 44, Table 11).

Compound 3은 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 compound 4 와 비

교하면 거의 비슷한 형태구조를 나타나였다. 13C NMR spectrum에서 총 18개 카



- 58 -

본 피크를 관찰되었으여 , 그중에서 δC 130.4, 127.7, 130.2, 128.3의 시그널을 통

해서 2개의 이중결합 구조 가지고 있음 확인하였다. 이를 바탕으로 문헌75통해

compound 3은 linolenic acid로 확인되었다(Figure34, 39 40, Table 11).

Compound 1은 1H NMR spectrum을 통해 δH 0.86 (3H, t, J = 6.9 Hz)피크는

methyl group이 있음을 예상하였다. δH 3.64 (3H, s) 피크는 ｍethoxy group의

피크를 예상하였다. 13C NMR spectrum에서 총 18개 카본 피크가 관찰되었으며,

그중에서 δC 174.6시그널을 통해 Ester group를 가지고 있음을 확인하였고 또한

17개의 aliphatic 카본을 확인하였다. 이를 바탕으로 문헌74통해 compound 1은 ｍ

ethyl stearate로 확인되었다(Figure 34-36, Table 11).

Compound 2는 13C NMR spectrum에서 18개 카본 피크를 관찰되었으여 δC

178.1피크를 통해 carbonyl group를 가지고 있음 카본 피크를 확인하였고 δC

130.8, 131피크 및 δH 5.32 (2H) 피크를 통하여 이중결합을 1개 가지고 있을 것으

로 예상하였다. δH 0.86 (3H) 및 δC 14.6 피크를 통해 methyl group이 있음을 예

상하였다. 이를 바탕으로 문헌46,47이중결합이 1개 있는 불포화 지방산 골격을 가

지고 있음을 구조를 예상하였다. compound 2은 oleic acid로 확인되었다(Figure

34, 37, 38, Table 11).



- 59 -

Compound 1

Compound 2

Compound 3

Compound 4

Compound 5

Figure 34. Chemical structure of compounds 1-5.
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Table 11. 1H and 13C NMR data of compounds 1－5 (400 and 100 MHz, chlorofrom-d)
Compound 1 Compound 2 Compound 3 Compound 4 Compound 5

No. δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC

1 174.6 178.1 179.7 179.1 174.1

2 2.28 (2H, t, 7.6) 34.3 2.31 (2H, t, 7.6) 33.9 2.32 (2H, t, 7.6) 34.2 2.32 (2H, t, 7.6) 34.1 2.26（2H, t, 7.6） 34.6

3 1.25 (2H, m) 25.2 1.61 (2H, m) 25.0 1.62 (2H, t, 7.1) 27.4 1.61 (2H, m) 27.4 22.8

4 1.25 (2H, m) 29.1 1.29 (2H, m) 29.6 1.29 (2H, m) 29.6 1.29 (2H, m) 29.4 27.4

5 1.25 (2H, m) 29.2 1.29 (2H, m) 29.5 1.29 (2H, m) 29.5 1.29 (2H, m) 29.3 1.26-1.28（10H, m) 25.7

6 1.25 (2H, m) 29.5 1.29 (2H, m) 29.4 1.29 (2H, m) 29.9 1.29 (2H, m) 29.9 25.8

7 1.25 (2H, m) 29.6 1.29 (2H, m) 29.9 1.29 (2H, m) 29.8 1.29 (2H, m) 29.5 25.2

8 1.25 (2H, m) 29.7 1.98-2.09 (2H, m) 27.4 2.02 ( 2H, t, 3.4) 25.8 2.01 (2H, m) 25.8 2.77 (2H, m) 29.3

9 1.25 (2H, m) 29.8 5.28-5.38（1H, m) 130.0 5.35 (1H, m) 130.4 5.34 (1H, m) 132.2 5.32-5.35 (1H, m) 127.3

10 1.25 (2H, m) 29.9 5.28-5.38（1H, m) 130.2 5.35 (1H, m) 127.7 5.34 (1H, m) 127.3 5.32-5.35 (1H, m) 127.9

11 1.25 (2H, m) 29.9 1.98-2.09 (2H, m) 27.4 2.75 (2H, t, 6.6) 24.9 2.78 (2H, t, 5.9) 24.9 2.77 (2H, m) 29.3

12 1.25 (2H, m) 29.9 1.29 (2H, m) 30.0 5.35 (1H, m) 130.2 5.34 (1H, m) 128.3 5.32-5.35 (1H, m) 128.1

13 1.25 (2H, m) 29.9 1.29 (2H, m) 29.7 5.35 1H, m) 128.3 5.34 (1H, m) 128.1 5.32-5.35 (1H, m) 128.2

14 1.25 (2H, m) 29.9 1.29 (2H, m) 29.8 2.02 (2H, t, 3.4) 32.1 2.78 (2H, t, 5.9) 25.7 2.77 (2H, m) 29.6

15 1.25 (2H, m) 29.4 1.29 (2H, m) 29.7 1.29 (2H, m) 29.3 5.34 (1H, m) 127.9 5.32-5.35 (1H, m) 128.4

16 1.25 (2H, m) 32.1 1.29 (2H, m) 32.1 1.29 (2H, m) 29.2 5.34 (1H, m) 130.4 5.32-5.35 (1H, m) 128.5

17 2.04 (2H, m) 22.9 1.29 (2H, m) 22.9 1.29 (2H, m) 22.9 2.03 (2H, m) 20.0 2.77 (2H, m) 29.8

18 0.86 (3H, t, 6.9) 14.3 0.86 (3H, t, 6.9) 14.3 0.85 (3H, t, 4.6) 14.3 0.95 (3H, t, 7.3) 14.3 0.95（3H, t, 7.6） 14.3

1’ 1.23 (3H, t, 7.1) 14.5

2’ 4.1 (2H, q, 14.4) 60.4

OCH3 3.64 (3H, s) 51.7
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Figure 35. 1H-NMR spectrum of compound 1 in chlorofrom-d.

Figure 36. 13C-NMR spectrum of compound 1 in chlorofrom-d.
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Figure 37. 1H-NMR spectrum of compound 2 in chlorofrom-d.

Figure 38. 13C-NMR spectrum of compound 2 in chlorofrom-d.
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Figure 39. 1H-NMR spectrum of compound 3 in chlorofrom-d.

Figure 40. 13C-NMR spectrum of compound 3 in chlorofrom-d.
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Figure 41. 1H-NMR spectrum of compound 4 in chlorofrom-d.

Figure 42. 13C-NMR spectrum of compound 4 in chlorofrom-d.
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Figure 43. 1H-NMR spectrum of compound 5 in chlorofrom-d.

Figure 44. 13C-NMR spectrum of compound 5 in chlorofrom-d.
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1) Compounds 6, 7의 구조 동정

Compound 6은 13C NMR spectrum에서 총 30개의 carbon피크가 있는 것이 확

인되었고 δC 213.5의 피크는 carbonyl grop를 예상하였다. 1H NMR spectrum에

서 δH 0.86 (3H, s), 0.7 (3H, s), 0.85 (3H, s), 0.98 (3H, s), 1.02 (3H, s), 1.16

(3H, s), 0.97 (3H, s), 0.93 (3H, s), chemical shift 값 및 integral로 보아 8개의

methyl group을 확인하여 1H NMR spectrum 및 13C NMR spectrum를 종합하여

triterpene구조로 예상하였다. 이를 바탕으로 문헌78비교하여 compound 6은

friedelin로 확인되었다(Figure 45-47, Table 12).

Compound 7은 1H NMR spectrum 및 13C NMR spectrum를 비교한 결과을

보면 compound 1를 같은 triterpene구조를 예상하였다. δC 72.9의 피크는

deshielding된 으로 보아 산소가 인접한 sp3임을 예상하였다. 이를 바탕으로 문헌

78비교하여 compound 7은 friedelinol로 확인되었다(Figure 45, 48, 49, Table 12).

Compound 6 Compound 7

Figure 45. Chemical structure of compounds 6.7.
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Table 12. 1H and 13C NMR data of compounds 6, 7 (400 and 100 MHz,

chlorofrom-d).

Compound 6 Compound 7
No. δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC

1 1.97（1H, m) 22.5 1.69（1H, m) 15.9
1.75（1H, m) 1.45（1H, m)

2
2.39 (1H, dd, 13.7, 2.3)

41.7
1.98（1H, m)

36.3
2.31 (1H, dd, 6.9, 5.9) 1.56（1H, m)

3 213.5 3.72（1H, d, 12.3) 72.9
4 2.26 (1H, q, 6.9) 58.4 1.23（1H, m) 49.3
5 42.4 38.0

6 41.5
1.74 1H, m) 41.9
0.98（1H, m)

7 18.4
1.42（1H, m)

17.7
1.39（1H, m)

8 53.3 1.28（1H, m) 53.4
9 37.6 37.3
10 59.6 0.93（1H, m) 61.5

11 35.8 1.45（1H, m) 35.5
1.24（1H, m)

12 30.7
1.34（1H, m)

30.21.33（1H, m)
13 39.9 39.9
14 38.5 38.5

15 32.9 1.55（1H, m) 32.5
1.31（1H, m)

16 36.2
1.46（1H, m)

35.81.16（1H, m)
17 30.2 29.9
18 43.0 1.56（1H, dd,12.4, 5.1) 43.0

19 35.5 1.37（1H, m) 35.2
1.23（1H, m)

20 28.4 28.4

21 32.6 1.49（1H, m) 32.9
1.28（1H, m)

22 39.5
0.94（1H, m)

39.51.49（1H, m)
23 0.86 (3H, s) 7.1 0.93 (3H, s) 11.8
24 0.70 (3H, s) 14.9 0.86 (3H, s) 16.6
25 0.85 (3H, s) 18.2 0.94 (3H, s) 18.4
26 0.98 (3H, s) 20.5 0.98 (3H, s) 20.3
27 1.02 (3H, s) 18.9 1.03 (3H, s) 18.9
28 1.16 (3H, s) 32.3 1.16 (3H, s) 32.3
29 0.97 (3H, s) 32.0 0.96 (3H, s) 35.2
30 0.93 (3H, s) 35.2 0.97 (3H, s) 31.9
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Figure 46. 1H-NMR spectrum of compound 6 in chlorofrom-d.

Figure 47. 13C-NMR spectrum of compound 6 in chlorofrom-d.
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Figure 48. 1H-NMR spectrum of compound 7 in chlorofrom-d.

Figure 49. 13C-NMR spectrum of compound 7 in chlorofrom-d.
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3) Compounds 8－10의 구조 동정

Compound 8은 1H NMR spectrum에서 δH 1.07 (3H, s), 1.15 (3H, s), 0.83

(3H, s), 0.98 (3H, s), 0.96 (3H, s), 1.12 (3H, s), 1.02 (3H, s), 0.91 (3H, s),

chemical shift 값 및 integral로 보아 8개의 methyl group을 예상하였다. δH 5.61

(1H, d, J = 5.9 Hz ) 피크는 sp2혼소 탄소 시그널으로 이중결합 구조를 예상하

였다. 13C NMR spectrum에서 총 30개의 carbon피크가 있는 것은 확인되었고 δC

76.6의 시그널은 산소가 인접한 위치의 methine carbon를 예상하였다. 3차 카본

δC 122.3, 4차 카본 δC 141.8는 olefin group을 확인하였다. 1H NMR spectrum 및

13C NMR spectrum를 종합하여 triterpene구조으로 예상하였다. 이를 바탕으로

문헌79 비교하여 compound 8은 glutinol로 확인되었다(Figure 50-52, Table 13).

Compound 9는 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 compound 7 와

비교하여 거의 비슷한 형태구조를 나타나였다. compound 8은 1H NMR

spectrum에서 δH 0.80(3H, s), 0.97 (3H, s), 0.92 (3H, s), 0.94(3H, s), 1.11 (3H,

s), 0.85 (3H, s), 0.88 (3H, s), 0.86 (3H, s), chemical shift 값 및 integral로 보

아 8개의 methyl group을 예상하였다. δH 5.16 (1H, t, J = 3.7 Hz ) 피크는 sp2

혼소 탄소 시그널으로 이중결합 구조를 예상하였다. 13C NMR spectrum에서 총

30개의 carbon피크가 있는 것은 확인되었고 δC 79.2의 시그널은 산소가 인접한

위치의 methine carbon를 예상하였다. 3차 카본 δC 122.9, 4차 카본 δC 145.4는

olefin group를 확인하였다. 1H NMR spectrum 및 13C NMR spectrum를 종합하

여 triterpene구조으로 예상하였다. 이를 바탕으로 문헌80 비교하여 compound 9는

3β-olean-12-en-3-ol로 확인되었다(Figure 50, 53, 54, Table 13).

Compound 10은 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 compound 8 와

비교하여 거의 비슷한 형태구조를 나타나였다. compound 9는 1H NMR

spectrum에서 δH 0.95 (3H, s), 0.87 (3H, s), 0.73 (3H, s), 0.90 (3H, s), 1.11

(3H, s), 0.75 (3H, s), 0.87 (3H, s), chemical shift 값 및 integral은 보아 7개의

methyl group을 예상하였다. 13C NMR spectrum에서 총 30개의 carbon피크가

있는 것은 확인되었고 δC 183.9 시그널은 carboxy group를 예상하였다. 1H NMR

spectrum 및 13C NMR spectrum를 종합하여 triterpene구조으로 예상하였다. 이
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를 바탕으로 문헌81 비교하여 compound 10은 Oleanolic acid로 확인되었다

(Figure 50, 55, 56, Table 13).

Compound 8 Compound 9

Compound 10

Figure 50. Chemical structure of compounds 8-10.
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Table 13. 1H and 13C NMR data of compounds 8－10 (400 and 100 MHz,

chlorofrom-d).

Compound 8 Compound 9 Compound 10

No. δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC

1
1.55（1H, m)

23.8
1.6（2H, m)

38.8 38.6
1.48（1H, m)

2
1.84（1H, m)

18.4
1.59（2H, m)

27.3 28.2
1.68（1H, m)

3 3.45（1H, t, 2.8) 76.6 3.22 (1H, dd, 11.2, 4.6) 79.2 3.19 (1H, dd, 11.0 4.6) 79.3

4 39.5 38.9 39.5
5 141.8 0.77（1H, s) 55.4 55.4

6 5.61（1H, d, 5.9) 122.3 18.6 18.5

7
1.95（1H, m)

28.0 32.8 33.2
1.84（1H, m)

8 1.53（1H, m) 43.2 39.9 38.9
9 35.0 1.54（1H, m) 47.8 47.8
10 2.03（1H, m) 49.9 37.1 37.2

11
1.50（1H, m)

34.8
1.87（2H, m)

23.7 23.1
1.38（1H, m)

12 1.33（2H, m) 30.6 5.16 (1H, t, 3.7) 121.9 5.25 (1H, t, 3.7) 122.8
13 38.0 145.4 143.7
14 41.0 41.9 41.8

15
1.48（1H, m)

32.3
1.97（2H, m)

26.4 27.9
1.33（1H, m)

16
1.53（1H, m)

36.2
1.75（2H, m)

26.2 23.6
1.36（1H, m)

17 30.3 32.7 46.7

18 1.58（1H, m) 47.6 1.55（1H, m) 47.4 2.79 (1H, dd, 13.3, 4.6) 41.2

19
1.55（1H, m)

35.3
1.67（2H, m)

47.0 46.0
0.93（1H, m)

20 28.5 37.3 30.7
21 1.41（1H, m)

33.2 34.9 34.0
1.26（1H, m)

22 1.58（1H, m)
39.1 37.3 32.6

0.93（1H, m)
23 1.07 (3H, s) 29.0 0.80 (3H, s) 15.7 0.95 (3H, s) 28.2
24 1.15 (3H, s) 25.6 0.97 (3H, s) 28.3 0.87 (3H, s) 15.5
25 0.83 (3H, s) 16.4 0.92 (3H, s) 15.8 0.73 (3H, s) 14.3
26 0.98 (3H, s) 18.6 0.94 (3H, s) 17.0 0.90 (3H, s) 15.8
27 0.96 (3H, s) 19.8 1.11 (3H, s) 25.9 1.11 (3H, s) 26.1
28 1.12 (3H, s) 32.6 0.85 (3H, s) 28.6 183.9
29 1.02 (3H, s) 34.7 0.88 (3H, s) 33.6 0.75 (3H, s) 32.8
30 0.91 (3H, s) 32.2 0.86 (3H, s) 23.9 0.87 (3H, s) 23.7
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Figure 51. 1H-NMR spectrum of compound 8 in chlorofrom-d.

Figure 52. 13C-NMR spectrum of compound 8 in chlorofrom-d.
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Figure 53. 1H-NMR spectrum of compound 9 in chlorofrom-d.

Figure 54. 13C-NMR spectrum of compound 9 in chlorofrom-d.
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Figure 55. 1H-NMR spectrum of compound 10 in chlorofrom-d.

Figure 56. 13C-NMR spectrum of compound 10 in chlorofrom-d.
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4) Compound 11의 구조 동정

Compound 11은 1H NMR spectrum에서 δH 0.66 (3H, s), 0.99 (3H, s), 0.91

(3H, d, J = 6.4 Hz), 0.81 (3H, d, J = 6.9 Hz), 0.79 (3H, d, J = 6.9 Hz), 0.83

(3H, t, J = 7.8 Hz) chemical shift 값 및 integral로 보아 6개의 methyl group을

예상하였다. δH 5.34 (1H, d, J = 5.5 Hz) 피크는 sp2혼소 탄소 시그널으로 이중

결합 구조를 예상하였다. δH 3.50 (1H, m) 의 시그널은 산소가 인접해 있는 sp3

혼성한 methine proton를 예상하였다. 13C NMR spectrum에서 총 29개의 carbon

피크가 있는 것은 확인되었고 δC 11.9, 19.8, 18.9, 19.4, 19.0, 12.2의 시그널을

methyl 카본으로 이를 통해 sterol 계열의 화합물로 예상하였다. 3차 카본 δC

121.7, 4차 카본 δC 140.7은 olefin group 확인하였다. 1H NMR spectrum 및 13C

NMR spectrum를 종합하여 이를 바탕으로 문헌79 비교하여 compound 11은 β

-sitosterol로 확인되었다(Figure 57-59, Table 14).

Compound 11

Figure 57. Chemical structure of compound 11.
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Table 14. 1H and 13C NMR data of compound 11 (400 and 100 MHz,

chlorofrom-d).

Compound 11

No. δH (int., multi., J Hz) δC

1 37.2
2 29.7
3 3.52（1H, m) 71.8
4 42.3
5 140.7
6 5.34 (1H, d, 5.5) 121.7
7 31.9
8 31.6
9 50.1
10 36.4
11 21.1
12 39.7
13 42.3
14 56.7
15 24.3
16 28.9
17 56.0
18 0.66 (3H, s) 11.9
19 0.99 (3H, s) 19.8
20 36.1
21 0.91 (3H, d, 6.4) 18.9
22 34.3
23 26.0
24 45.8
25 29.4
26 0.81 (3H, d, 6.9) 19.4
27 0.79 (3H, d, 6.9) 19.0
28 22.7
29 0.83 (3H, t, 7.8) 12.2
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Figure 58. 1H-NMR spectrum of compound 11 in chlorofrom-d.

Figure 59. 13C-NMR spectrum of compound 11 in chlorofrom-d.
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5) Compound 12의 구조 동정

Compound 12는 환근잎에서 분리된 compound 5은 같은 화합물인 이를 바탕으

로 문헌51 비교하여 compound 12는 p-Hydroxyphenethyl trans-ferulate로 확인

되었다(Figure60-62, Table 15).

Compound 12

Figure 60. Chemical structure of compound 12 .
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Table 15. 1H and 13C NMR data of compound 12 (400 and 100 MHz,

methanol-d4).

Compound 12

No. δH (int., multi., J Hz) δC

1 128.4

2 7.11 (1H, d, 1.8) 111.6

3 149.4

4 149.9

5 6.79 (1H, d, 8.2) 116.6

6 7.02 (1H, dd, 8.2, 1.8) 123.4

7 7.41 (1H, d, 15.6) 142.2

8 6.40 (1H, d, 15.6) 118.8

9 169.3

1' 131.2

2' 7.04 (1H, d, 8.7) 130.9

3' 6.71 (1H, d, 8.7) 116.4

4' 157.1

5' 6.71 (1H, d, 8.7) 116.4

6' 7.04 (1H, d, 8.7) 130.9

1" 3.46 (2H, t, 7.3) 42.7

2" 2.75 (2H, t, 7.3) 35.9

-OCH3 3.88 (3H, s) 56.5
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Figure 61. 1H-NMR spectrum of compound 12 in methanol-d4.

Figure 62. 13C-NMR spectrum of compound 12 in methanol-d4.
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6) Compounds 13. 14의 구조 동정

Compound 13은 1H NMR spectrum에서 δH 6.19 (1H, d, J = 16.0 Hz), δH 7.53

(1H, d, J = 16.0 Hz) 피크의 chemical shift 값과 coupling constant 값은 통하여

trans form의 이중 결합이 있음을 예상하였다. 또한 δH 7.03 (1H, d, J = 1.8 Hz)

,δH 6.78 (1H, d, J = 8.2 Hz) 그리고 δH 6.93 (1H, dd, J = 8.2 ,1.8 Hz) 피크의

coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-coupling 및 meta-coupling을 하고

있는 aromatic ring이 있음을 예상하였다. 13C NMR spectrum에서 총 9개의

carbon 피크가 관찰을 되었다. 그중에 δC 169.3 시그널을 통해 carboxy group를

예상하였다. 이를 바탕으로 문헌82과 비교하여 compound 13은 caffeic acid로 확

인되었다(Figure 63-65, Table 16).

Compound 14는 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 compound 13 와

비교하여 거의 비슷한 형태구조를 나타나였다. compound 14는 1H NMR

spectrum에서 δH 7.50 (1H, d, J = 16.0 Hz), δH 6.63 (1H, d, J = 16.0 Hz) 피크

의 chemical shift 값과 coupling constant 값은 통하여 trans form의 이중 결합

이 있음을 예상하였다. 또한 δH 7.02 (1H, d, J = 2.3 Hz), δH 6.93 (1H, dd, J =

8.2, 2.3 Hz) 그리고 δH 6.92 (1H, d, J =8.2 Hz) 피크의 coupling constant 값을

통하여 서로 ortho-coupling 및 meta-coupling을 하고 있는 aromatic ring이 있

음을 예상하였다. 두개 대칭구정을 예상하였다. 13C NMR spectrum에서 총 18개

의 carbon 피크가 관찰을 되었다. 그중에 두개 δC 169.4 시그널을 통해 carboxy

group를 확인하였고 anhudride계열의 화합물로 예상하였다. 이를 바탕으로 문헌

83과 비교하여 compound 14는 caffeic anhydride로 확인되었다(Figure 63, 66, 67,

Table 16).
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Compound 13

Compound 14

Figure 63. Chemical structure of compounds 13, 14.
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Table 16. 1H and 13C NMR data of compounds 13, 14 (400 and 100 MHz,

methanol-d4).

Compound 13 Compound 14

No. δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC

1 169.3 128.3

2 6.19 (1H, d, 16.0) 115.2 7.02 (1H, d, 2.3) 115.2

3 7.53 (1H, d, 16.0) 147.1 147.1

4 128.2 149.7

5 7.03 (1H, d, 1.8) 115.2 6.92 (1H, d, 8.2) 116.4

6 147.0 6.93 (1H, dd, 8.2, 2.3) 123.1

7 149.9 7.50 (1H, d, 16.0) 146.9

8 6.78 (1H, d, 8.2) 116.8 6.22 (1H, d, 16.0) 116.4

9 6.93 (1H, dd, 8.2, 1.8) 123.1 169.4

1' 128.3

2' 7.02 (1H, d, 2.3) 115.2

3' 147.1

4' 149.7

5' 6.92 (1H, d, 8.2) 116.4

6' 6.93 (1H, dd, 8.2, 2.3) 123.1

7' 7.50 (1H, d, 16.0) 146.9

8' 6.63 (1H, d, 16.0) 116.4

9' 169.4
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Figure 64. 1H-NMR spectrum of compound 13 in methanol-d4.

Figure 65. 13C-NMR spectrum of compound 13 in methanol-d4.
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Figure 66. 1H NMR spectrum of compound 14 in methanol-d4.

Figure 67. 13C NMR spectrum of compound 14 in methanol-d4.
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7) Compound 15의 구조 동정

Compound 15는 1H NMR spectrum에서 δH 8.45 (2H, d, J = 8.7 Hz), δH 7.16

(2H, d, J = 8.7 Hz) 피크의 coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-coupling

하고 있는 대칭 구조의 aromatic ring proton를 예상하였다. 13C NMR spectrum

에서 δC 179.2 시그널을 통해 carbonyl group 를 예상하였다. δC 104.6 시그널을

통해 1H NMR spectrum를 종합하며 scutellarein의 aglycone 구조를 직접 연결하

는 것으로 예상하였다. 또한 1H NMR spectrum에서 δH 7.85 (1H, d, J = 16.0

Hz) ,δH 6.51 (1H, d, J = 16.0 Hz) trans form의 이중 결합이 있음을 예상하였

다. 그리고 δH 7.51 (2H, d, J = 8.6 Hz), δH 7.13 (2H, d, J = 8.6 Hz) 피크의

coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-coupling 하고 있는 대칭 구조의

aromatic ring proton를 예상하였다. 13C NMR spectrum에서 δC 161.8 시그널을

통해 oxhydryl group 를 예상하였다. δC 167.8 시그널을 통해 carboxy group 를

예상하였으며, 1H NMR spectrum 및 13C NMR spectrum를 종합하여 이

p-coumaroyl의 aglycone구조를 직접 연결하는 것으로 예상하였다. δH 6.26 (1H,

d, J = 7.8 Hz) 피크의 anomeric proton 피크를 예상하였고 1H NMR spectrum

및 13C NMR spectrum를 종합하며 β–galactopyranose를 예상하였다. 그중에

anomeric proton는 scutellarein를 연결관게를 확인하였고 β–galactopyranose는

p-coumaroyl group으로 연결관게를 확인하였다. 이를 바탕으로 문헌84과비교하여

compound 15는 triumfettalarein로 확인되었다 (Figure 68-70, Table 17).
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Compound 15

Figure 68. Chemical structure of compound 15.
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Table 17. 1H and 13C NMR data of compound 15 (400 and 100 MHz,

pyridine-d5).

Compound 15
No. δH (int., multi., J Hz) δC

2 162.2
3 6.70 （1H, s) 100.4
4 179.2
4a 105.7
5 157.8
6 135.5
7 166.5
8 6.70 （1H, s) 95.1
8a 163.2
1' 122.4

2', 6' 8.45 (2H, d, 8.7) 132.3
3', 5' 7.16 (2H, d, 8.7) 116.5
4' 158.3
1'' 6.26（1H，d, 7.8) 104.6
2'' 4.40 (1H, m, overlapped) 76.5
3'' 4.20 (1H, m) 71.7
4'' 4.40 (1H, t, 3.7) 78.7
5'' 4.20 (1H, m) 76.5
6a'' 4.85 (1H, dd, 11.7, 5.5) 64.7
6b'' 5.01 (1H, d, 11.5)
1''' 126.6

2''', 6''' 7.51 (2H, d, 8.6) 131.2
3''', 5''' 7.13 (2H, d, 8.6) 117.2

4''' 161.8
7''' 7.85 (1H, d, 16.0) 145.6
8''' 6.51 (1H, d, 16.0) 115.4
9''' 167.8
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Figure 69. 1H NMR spectrum of compound 15 in pyridine-d5.

Figure 70. 13C NMR spectrum of compound 15 in pyridine-d5.
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4. 황근 가지 추출물 및 분획물의 활성 실험 결과

1) 추출물 및 분획물의 항산화 활성 실험 결과

(1) 총 폴리페놀 함량

총 폴리페놀 함량 측정은 gallic acid로 표준물질을 이용하여 황근 가지의 추출

물 및 분획물의 총 폴리페놀에 측정하였다. 총 폴리페놀 함량은 시료 1 g 당 함

유하고 있는 gallic acid의 양(GAE; gallicacid equivalent)으로 환산하여 나타내었

다. 실험 결과, EtOAc 분획물이 43.7±2.3 mg/g GAE로 높은 폴리페놀 함량을 나

타내었다(Figure 71).

Figure 71. Total polyphenol contents of extract and solvent fractions from

T.hamabo branches. The data represent the mean ± SD of triplicate

experiments.
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(2) 총 플라보노이드 함량

플라보노이드 함량 측정은 quercetin으로 표준물질을 이용하여 황근 가지 추

출물 및 분획물의 총 플라보노이드 함랑을 측정하였다. 황근 가지 추출물 및 분

획물의 총 플라보노이드 함량은 시료 1 g 당 함유하고 있는 quercetin의 양(QE;

quercetinequivalent)으로 환산하여 나타내었다. 실험 결과, EtOAc 분획물이

23.3±1.5 mg/g QE로 분획물 중 가장 높은 플라보노이드 함량을 나타내었다

(Figure 72).

Figure 72. Total flavonoid contents of extract and solvent fractions from

T.hamabo branches. The data represent the mean ± SD of triplicate

experiments.
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(3) DPPH radical 소거 활성

황근 가지 추출물 및 분획물의 DPPH radical 소거 활성을 측정하였다. 시료는

50 - 800 μg/mL의 농도로 진행하였으며 각각에 대한 SC50 값을 계산하였다. 실

험 결과, EtOAc 분획물의 SC50 값이 232.8 μg/mL로 우수한 DPPH radical 소거

활성을 나타내었다(Figure 73, Table 18).

Figure 73. DPPH radical scavenging activities of extract and solvent fractions

from T.hamabo branches. The data are expressed as a percentage of

controland represent the mean ± SD of triplicate experiments.

Table 18. SC50 values of DPPH radical scavenging activities of extract and

solvent fractions from T.hamabo branches.

Extract n-Hex EtOAc n-BuOH H2O BHT
SC50

(μg/mL)
>800 >800 232.8 >800 >800 66.1
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(4) ABTS+ radical 소거 활성

황근 가지 추출물 및 분획물의 ABTS+ radical 소거 활성을 측정하였다. 시료는

6.25–400 μg/mL의 농도로 진행하였으며 각각에 대한 SC50값을 계산하였다. 실

험 결과, EtOAc 분획물의 SC50 값이 48.6 μg/mL로 우수한 ABTS+ radical 소거

활성을 나타내었다(Figure 74, Tabel 19).

Figure 74. ABTS+ radical scavenging activities of extract and solvent

fractions from T.hamabo branches. The data are expressed as a percentage

of control and represent the mean ± SD of triplicate experiments.

Table 19. SC50 values of ABTS+ radical scavenging activities of extract and

solvent fractions from T.hamabo branches.

Extract n-Hex EtOAc n-BuOH H2O BHT

SC50

(μg/mL)
>200 >200 48.6 >200 >200 17.1
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2）항염

(1) Nitric oxide (NO) 생성 억제 활성

황근 기지 추출물 및 용매 분획물의 항염 활성을 측정하기 위해 RAW 264.7

cell을 이용하여 nitric oxide 생성 억제 활성 및 세포 독성(MTT assay)을 확인

하였다. 70% EtOH 추출물 및 각 용매 분획물을 100 μg/mL의 농도로 실험을 진

행하였다. 그 결과, n-Hex 및 EtOAc 분획물에서 nitric oxide 생성 억제 활성이

보였으나, n-Hex 분획물 및 EtOAc 분획물에서는 세포 독성이 나타났다. 이에

추가적인 농도에서 실험을 진행하였다. 실험 결과, 황근 가지 n-Hex 분획물 및

EtOAc 분획물은 100 μg/mL의 농도이하에서 세포 독성 없이 nitric oxide 생성을

농도 의존적으로 억제하였다. n-Hex 분획물 IC50 값은 36.9 μg/mL, EtOAc 분획

물 IC50 값은 27.0 μg/mL로 확인되었다(Figure 75-76).

Figure 75. Effects of extract and solvent fractions from T.hamabo branches

on NO production and cell viability in LPS-induced RAW 264.7 cells. The

data represent the mean ± SD of triplicate experiments. Values are the mean

SEM of triplicate experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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(A)

(B)

Figure 76. Effect of n-Hex (A) and EtOAc (B) fraction from T.hamabo

branches on NO production and cell viability in LPS-induced RAW 264.7

cells. The data represent the mean ±SD of triplicate experiments. Values are

the mean SEM of triplicate experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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(2) 전염증성 cytokine (TNF-α) 생성 억제 활성

황근 가지 EtOAc 분획물의 추가적인 항염 활성 기전을 연구하기 위해RAW

264.7 cell을 이용하여 PGE2 및 전염증성 cytokines 억제 활성을 측정하였다. 세

포 독성이 나타나지 않은 농도 6.25, 12.5, 25, 50 μg/mL를 이용하여 실험을 진행

하였다. 그 결과, 황근 가지 EtOAc 분획물은 TNF-α 생성을 효과적으로 억제 시

키는 것을 확인할 수 있었다(Figure 77).

Figure 77. Effect of EtOAc fraction from T.hamabo branches on TNF-α 

production in LPS-induced RAW 264.7 cells. The data are represent the mean

± SD of triplicate experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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5. 분리된 화합물의 활성 실험 결과

1) 세포 보호 효과

(1) 세포 독성 평가 (MTT assay)

HaCaT 세포를 이용하여 과산화수소(H202)로 유도된 세포 손상에 대한 세포 보

호 효과를 확인하였다. 먼저, 실험에 사용될 시료의 농도를 정하기 위해 HaCaT

세포에 대한 세포 독성을 확인하였다. 그 결과, compound 15는 2.5, 5, 10 μM의

농도에서 세포 생존율이 모두 90%이상으로 나타났다. 따라서 본 실험에서 사용

될 시료의 농도는 세포독성을 나타내지 않은 농도인 2.5, 5, 10 μM로 설정하였다

(Figure 78).

Figure 78. Cell protective effects of compound 15 from T.hamabo branches.

HaCaT cells were treated with different concentration of samples and then

cell toxicity was determined by MTT assay. The data represent the mean ±

SD of triplicate experiments.
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(2) 과산화수소 (H2O2)로 유도된 세포 손상에 대한 세포 보호 효과

H2O2로 유도된 세포 손상에 대한 세포 보호 효과를 확인하기전에 실험에 사

용될 H202의 농도를 정하기 위해 H2O2 농도에 따른 HaCaT cell의 세포 생존율

을 확인하였다. 그 결과, 8 mM의 농도에서 세포 생존율이 61.8%로 확인되었다

(Figure 79). 따라서 본 실험에서는 8 mM의 H2O2를 처리하여 손상된 세포에

2.5, 5, 10 μM의 compound 15를 처리하였다. 그 결과, compound 15는

2.5, 5, 10 μM의 농도에서 각각 80.6, 85.3, 86.4%의 세포 생존율이 확인되었으며,

compound 15는 H2O2로 유도된 세포 손상에 대하여 각각 20.2, 25.1, 25.2%의 세

포 보호 효과가 있음을 확인하였다. (Figure 79).

(A)
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(B)

Figure 79. (A) Cell viability on HaCaT cells damaged by H2O2. (B) Cell

protective effects of compound 15 from T.hamabo branches on HaCaT cells

damaged by H2O2. HaCaT cells were treated with different concentration of

sample for 24 h after being exposed to oxidative stress. The data represent

the mean ± SD of triplicate experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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2) 항염

(1) Nitric oxide (NO) 생성 억제 활성

분리된 화합물 15의 항염 활성을 측정하기 위해 RAW264.7 cell을 이용하여

nitric oxide 생성 억제 활성 및 세포 독성(MTT assay)을 확인하였다. 화합물은

25, 50, 100, 200, 400 μM 농도로 실험을 진행하였다. 그 결과, 화합물 15는 세포

독성 없이 nitric oxide 생성을 농도 의존적으로 억제하였다. 화합물 15의 IC50 값

은 97.8 μM 로 확인되었다(Figure 80).

Figure 80. Effects of isolated compound 15 from T.hamabo branches on NO

production and cell viability in LPS-induced RAW 264.7 cells. The data

represent the mean ± SD of triplicate experiments. Values are the mean SEM

of triplicate experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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(2) PGE2 및 전염증성 cytokine 생성 억제 활성

황근 가지 분리된 화합물 15의 추가적인 항염 활성 기전을 연구하기 위해

RAW 264.7 cell을 이용하여 전염증성 cytokines IL-6, TNF-α, IL-1β 및 PGE2

억제 활성을 측정하였다. 세포 독성이 나타나지 않은 농도 25, 50, 100, 200, 400

μM를 이용하여 실험을 진행하였다. 그 결과, 화합물 15는 TNF-α, 1L-6, IL-1β 

및 PGE2 생성을 효과적으로 억제 시키는 것으로 확인되었다(Figure 81).

(A)
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(B)

(C)
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(D)

Figure 81. Effects of isolated compound 15 from T.hamabo branches on TNF-

α (A), IL-6 (B), 1L-1β (C), PGE2 (D) and production in LPS-induced RAW

264.7 cells. The data are represent the mean ± SD of triplicate experiments.

*p < 0.05; **p < 0.01.
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6. 요약 및 결론

본 연구에서는 황근 가지 추출물의 화장품 및　의약품 소재 개발 가능성을 판

단하기 위해 다양한 생리 활성 실험과 성분 연구를 진행하였다.

황근 가지 70% EtOH 추출물을 용매의 극성에 따라 순차적으로 분획하여

n-Hex, EtOAx, n-BuOH 및 H2O 분획물을 얻었다. 이중 EtOAc 분획물은 VLC

및 Sephadex LH-20 column chromatography를 수행하여 단일 물질을 분리하였

다. 분리한 단일 물질은 1H 및 13C NMR을 이용하여 화합물의 구조를 예상한 후

문헌과 비교하여 총 15개의 화합물을 동정하였다.

분리한 화합물은 methyl stearate（1)，oleic acid（2), linolenic acid（3)，α

-linolenic acid（4)，ethyl linolenate (5)，friedelin（6)，friedlinol（7)，glutinol

(8), 3β-olean-12-en-3-ol（9)，oleanolic acid（10)，β-sitosterol（11)，

p-hydroxyphenethyl trans-ferulate（12)，caffeic acid（13)，caffeic anhydride

(14), triumfettalarein (15)로 확인되었다.

황근 가지의 항산화 실험 결과, EtOAc 분획물의 총 폴리페놀 및 플라보노이드

함량이 각각 43.7±2.3 mg/g GAE 및 23.3±1.5 mg/g QE로 나타났으며, DPPH 및

ABTS+ radical 소거 활성 실험에서 EtOAc 분획물은 각각 232.8, 48.6 μg/mL로

나타내었다. 분리된 화합물중 friedelin（7)，oleanolic acid（10)，β-sitosterol

(11)，p-hydroxyphenethyl trans-ferulate（12)，caffeic acid（13)가 우수한

radical 소거 활성을 나타내는 것으로 문헌85,86,87,88,89에 보고되어있다. 또한 n-Hex

및 EtOAc 분획물의 항염 활성을 측정 하였으며, 그 결과 NO 저해능 IC50 값이

각각 36.9 μg/mL 및 27.0 μg/mL로 확인되었고, 특히 EtOAc 분획물을 전염증성

cytokine인 TNF-α의 생성을 효과적으로 억제시켰다. EtOAc 분획물에서 분리된

화합물중 linolenic acid（3), α-linolenic acid（4), ethyl linolenate (5), friedelin

(6), friedelinol（7), 3β-olean-12-en-3-ol（9), oleanolic acid（10),

p-hydroxyphenethyl trans-ferulate（12)의 항염 활성은 문헌90,91,92,93,94,95.96,97에 보
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고 되어 있다. 

그 밖의 황근 가지에서 분리된 화합물의 알려진 활성으로는 Compound 3의 항

염, 항말라리아 , 증식 방지등의 활성90,98,99이 있으며, Compound 4는 항염, 항종

양 활성90,100이 보고 되어 있다. Compound 5는 항염, α-glucosidase 억제, α

-amylase 억제, 멜라닌 생성 억제활성92,101,102이 보고 되어 있으며. Compound 6을

항상화, 항염, 항고지혈증, 항궤양성, 지사제등의 효능85,93,103,104,105이 알려져 있다.

또한 Compound 7은 항염, 항혈관신생, 세포독성, 항균 등의 활성94,106,107,108이 있

으며, Compound 8은 진통제, prolyl endopeptidase 억제 활성109,110이 알려져 있고,

Compound 9는 항염, 항균 및 항진균, 항우울제 활성95,111,112등이 보고되어 있다.

Compound 10은 항산화, 항염, 항 당뇨, 항균, 항바이러스제, 항암 및 구충제, 항

종양 활성86,96,113,114,115,116,117,118이 알려져 있고, Compound 11은 항산화, 저콜레스테

롤혈증, 항균, 혈관 신생, 면역 조절 등의 활성87,119,120,121,122이 보고되어 있다.

Compound 13은 항산화, 항 B형 간염 바이러스, 항염 및 항응고 활성89,123,124이

있으며, Compound 14는 항 HBV 활성125이 문헌에 보고되어 있다(Table 20).

특히, EtOAc 분획물에서 분리된 compound 15는 지금까지 활성에 대한 연구가

보고되지 안았으며, 본 연구에서는 compound 15에 대한 항염 및 항산화 실험을

진행하였다. 그 결과, compound 15는 효과적인 NO 생성 억제 활성을 농도 의존

적으로 나타내었고 전염증성 cytokine인 TNF-α, IL-6, 1L-1β 및 PGE2의 생성

을 효과적으로 억제하는 것으로 확인되었다. 또한 HaCaT 세포에서 과산화수소

(H2O2)로 유도된 세포 손상에 대한 세포 보호 효과를 확인한 결과, 세포 독성을

나타내지 않은 2-10 μM의 농도에서 세포 보호 효과를 나타내는 것으로 확인되

었다.

이상의 연구 결과를 바탕으로 항근 가지는 항산화, 항염 활성을 갖는 기능성

화장품 및 의약품 관련 천연 소재로서 개발 가능할 것이라 사료된다.
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Table 20. Activities of isolated compounds from T.hamabo branches.
NO. Compound structure activities
1 Methyl Stearate

3 Linoleic acid

anti-inflammatory activity90

anti-malarial activity98

anti-proliferative Activity99

4 α-linolenic acid

anti-inflammatory activity91

anti-tumor activity100

5 Ethyl linolenate

anti-inflammatory activity92

α-glucosidase inhibitory

activity101

α-amylase inhibitory activity101

melanogenesis inhibitory

activity102

6 Friedelin

anti-oxidant activity85

anti-inflammatory activity93

hypolipidemic activity103

anti-ulcerogenic activity104

anti-diarrhoeal activity105

7 Friedelinol

anti-inflammatory activity94

anti-angiogenic activity106

cytotoxic activity107

anti-microbial activity108

8 Glutinol
analgesic activity109

prolyl endopeptidase
inhibition activity110

9 3β-olean-12-en-3-ol

anti-inflammatory activity95

anti-bacterial and anti-fungal

activities activity111

anti-depressant activity112

10 Oleanolic acid

anti-oxidant activity86

anti-inflammatory activity96

anti-diabetogenic activity113

anti-microbial activity114

anti-viral activity115

anti-cancer activity116

anti-parasitic activity 117
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anti-tumor activity118

11 β-sitosterol

anti-oxidant activity87

hypocholesterolemic activity 119

anti-microbial activity120

angiogenic activity121

immunoregulatory activity122

13 Caffeic acid

anti-oxidant activity89

anti-hepatitis B virus

activity123

anti-inflammatory and

anti-coagulatory activity124

14 Caffeic anhydride
anti-HBV activity125

15 Triumfettalarein

anti-oxidant activity

anti-inflammatory activity
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V. 연구 3 : 제주피막이 지상부 추출물의 항산화, 항염 및 항균

활성 성분 연구

1. 재료

제주피막이 (Hydrocotyle japonica Makino)는 산형과 (Apiaceae) 식물로 주로

한국에 분포한다.

제주피막이는 제주도의 나무그늘에서 자리는 다년초로서 전체가 녹색이며 원줄

기가 지상으로 뻗으면서 마디에서 뿌리가 내리고 가지끋이 굵으며 땅속에서 월

동하고 가지가 서지 않는다. 잎은 호생하고 원형이며 지름 5~20 mm로서 5-7개

로 중앙까지 갈라지며 가장자리에 톱니가 있고 엽병은 길이 7~20 mm이며 낙엽

은 지름1.2 mm정도 로서 얇은 막질이다. 꽃은 6~9월에 피고 백색이며 액생하는

화경 끝에 달리고 화경은 엽병과 길이가 거의 비슷하며 소화경이 없다.

제주피막이는 두메피막이풀이라고도 한다. 그늘진 곳에서 자란다. 줄기 전체가

땅위로 뻗으며 마디에서 뿌리를 낸다. 가지는 서지 않고 땅속에서 겨울을 지낸

다. 잎은 어긋나고 둥글며 지름 5∼20 mm이다. 밑부분은 넓게 벌어지고 5∼7갈

래로 갈라지며 가장자리에 톱니가 있다. 잎자루는 길이 7∼20 mm이고 턱잎은

막질(膜質:얇은 종이처럼 반투명한 것)이다.126

꽃은 양성화로서 6∼9월에 흰색으로 피는데, 잎겨드랑이에서 꽃대가 나와 그 끝

에 달린다. 작은꽃대는 없고 꽃대는 잎자루와 비슷한 길이이다. 꽃잎은 5개로서

밋밋하고 끝부분이 좁아 뾰족해진다. 수술은 5개이고 씨방은 하위(下位), 암술대

는 실 모양이다. 열매는 분열과로서 납작하고 둥글며 2∼4개씩 달린다. 잎은 한

방이나 민간에서 지혈제로 쓴다. 한국(제주)에 분포한다.127

현재까지 보고된 제주피막이 관련문헌 중, 제주피막이 산형과 식물 추출물에 대

한 분리된 화합물 및 항산화, 항염 및 미백활성에 대한 연구가 있으나, 제주피막

이에 대한 유효성분 및 효능관련 연구는 보고되어 았자 않다. 따라서 본 연구는

제주피막이 추출물의 활성 성분을 분리, 구조 동정하여, 항산화, 항염 및 항균 효

능 연구를 진행 하였다.
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본 연구에 사용한 제주피막이는 6월 제주시 한경면 용수리에서 채집하였다(시

료번호 506). 채집한 제주피막이는 먼저 40℃에서 건조시킨후 분쇄하여 사용하였

다(Figure 82).

Figure 82. Picture of Hydrocotyle japonica.
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2. 제주피막이 지상부의 추출, 분획 및 활성 성분 분리

1) 시료의 추출 및 분획

건조 및 분쇄된 제주피막이 0.3 kg을 70% 에탄올 6 L에 넣고 상온에서 24시간

교반하였다. 침출시킨 시료를 감압 여과 장치 및 300 mm filter paper를 이용하

여 추출액을 여과하였으며, 이와 같은 방법으로 분리한 잔사에 대하여 동일한 조

건으로 1회 더 반복 실시하였다. 얻어진 추출물 여액은 40℃ 이하의 수욕상에서

회전 진공 농축기(rotary vacuum evaporator)로 농축하여 70% 에탄올 추출물은

94 g을 얻었다. 얻어진 70% 에탄올 추출물 15 g을 증류수 1 L 에 현탁시키후,

분액 깔때기를 이용하여 극성 순서에 따라 순차적으로 분획하여 n-hexane, ethyl

acetate, n-butanol, water fraction을 얻었다.(Figure 83).

Figure 83. Extraction and solvent fraction of H. japonica aerial parts.
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2) n-Hexane 분획물의 활성 성분 분리

(1) VLC에 의한 분리과정

n-hexane 분획물 5.1 g을 극성 크기별로 나누기 위해 순상 silica gel을 충진한

glass column을 이용하여 vacuum liquid chromatography (VLC)를 진행하였다.

용매의 극성은 5%씩 n-Hex:EtOAc (0-100%), EtOAc:MeOH (5-50%)가 될 때

까지 높였으며 그 후 100% MeOH를 300 mL씩 용출하여 총 21개의 fraction을

얻었다(Fr. V1-21).

VLC fraction 중 Fr. V2 (70.1 mg)는 감압 농축한 후에 단일 화합물2를 얻었

다. 그리고 Fr. V17 (51.8 mg)은 감압 농축한 후에 혼합된 형태의 compound 4,

5, 9를 얻었다.

Fr. V4-5 (141.5 mg)는 용매조건 n-Hex:EtOAc=15:1으로 silica gel column

chromatography를 이용하여compound 8 (23.8 mg), compound 6 (23.8 mg）및

compound 1 (34.4 mg)를 얻고 Fr.V6 (217.0 mg)은 같은 용매조건를 이용하여

compound 3 (12.5 mg) 및 compound 10 (83.7 mg)를 얻었다.

Fr. V8 (191.2 mg)은 용매조건 n-Hex:EtOAc=6.5:1으로 silica gel column

chromatography를 이용하여 compound 11 (11.4 mg)를 얻었다.

Fr. V9 (212.6 mg)는 용매조건 CHCl3:MeOH=80:1으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 1 (12.0 mg）및 compound

13(17 mg)을 얻고 Fr.V10 (157.1 mg)은 같은 용매조건를 이용하여compound 1

(13.8 mg) 및 compound 12 (17.1 mg)를 얻었다. 세 컴파운드를 합쳐서 제주피막

이 에서 compound 1 총 60.2 mg를 얻었다.

Fr. V11 (139.7 mg)은 용매조건 CHCl3:MeOH=50:1으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 14 (12.0 mg)를 얻었다.

Fr. V12 (111.0 mg)는 용매조건 CHCl3:MeOH=45:1으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 5 (21.6 mg）및 compound 14

(14.4 mg)를 얻었다. 두 컴파운드를 합쳐서 제주피막이에서 compound 14 총

24.4 mg를 얻었다.
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Fr. V14-15 (128.8 mg)의 용매조건 CHCl3:MeOH=40:1으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 7 (2.4 mg)를 얻었다.

Fr. V18-20 (129.3 mg)의 용매조건 CHCl3:MeOH=40:1으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 6 (25.7 mg)를 얻었다(Figure

84).

Figure 84. n-Hex isolation of compounds from H. japonica aerial parts.
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3) Ethyl acetate 분획물의 활성 성분 분리

(1) VLC에 의한 분리과정

EtOAc 분획물 5 g을 극성 크기별로 나누기 위해 순상 silica gel을 충진한

glass column을 이용하여 vacuum liquid chromatography (VLC)를 진행하였다.

용매의 극성은 5%씩 n-Hex:EtOAc (0-100%)가 될 때 까지 높였으며 그 후

100% MeOH를 300 mL씩 용출하여 총 35개의 fraction을 얻었다(Fr. V1-21).

Fr. V24 (558.6 mg)는 용매조건 CHCl3:MeOH=4:1으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 15 (41.6 mg), compound 16 (33

mg）및 compound 19 (29.5 mg), compound 20 (10.4 mg)를 얻었다.

Fr. V25 (761.2 mg)는 용매조건 CHCl3:MeOH=4:1으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 17 (27.5 mg)를 얻었다.

Fr. V26 (554.6 mg)은 용매조건 CHCl3:MeOH=4:1으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 18 (55.6 mg)를 얻었다.

Fr. V33 (124.5 mg)은 용매조건 CHCl3:MeOH=4:1으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 18 (22.8 mg)를 얻었다.

Fr. V34 (415.9 mg)는 용매조건 CHCl3:MeOH=2:1으로 Sephadex LH-20

column chromatography를 이용하여 compound 16 (16.1 mg)를 얻었다(Figure

85).
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Figure 85. EtOAc isolation of compounds from H. japonica aerial parts.
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3. 분리 된 화합물의 구조 분석

1) Compounds 1, 2의 구조 동정

Compound 1은 1H NMR spectrum에서 δH 0.85 (3H, d, J = 6.4 Hz), 1.66 (3H,

d, J = 5.0 Hz), 0.83 (3H, d, J = 2.3 Hz), 0.82 (3H, d, J = 3.2 Hz), 0.85 (3H,

d, J = 6.4 Hz) chemical shift 값 및 integral로 보아 5개의 methyl group을 예

상하였다. δH 5.39 (1H, dt, J = 7.3, 1.4 Hz)피크는 sp2혼소 탄소 시그널으로 이

중결합 구조를 예상하였다. 4.13 (2H, d, J = 7.3 Hz) 피크와 δC 59.6피크에 통해

전기음성도가 큰 산소가 붙어있는 sp3혼성 carbon이 있는 것으로 예상하였다.

13C NMR spectrum에서 총 20개의 carbon피크가 있는 것은 확인되었고 δC

140.6, 123.2의 시그널은 이중결합 피크를 예상하였다. 1H NMR spectrum 및 13C

NMR spectrum를 종합하여 diterpenes구조으로 예상하였다. 이를 바탕으로 문헌

128과 비교하여 compound 1은 (E) - phytol로 확인되었다(Figure 86-88, Table

21).

Compound 2는 1H NMR spectrum에서 δH 0.82 (3H, d, J = 6.4 Hz), 0.86 (3H,

d, J = 6.4 Hz), 0.86 (3H, d, J = 6.4 Hz), 0.84 (3H, d, J = 5.5 Hz), chemical

shift값 및 integral로 보아 4개의 methyl group을 예상하였다. δH 5.04 (1H, dd,

J = 11.0, 4.0 Hz ), 5.21 (1H, dd, J = 17.4, 4.0 Hz) 및 6.38 (1H, dd, J = 17.4,

11.0 Hz) 피크는 sp2혼소 탄소 시그널으로 allyl proton를 예상하였다. 4.98(1H,

br s), 4.97 (1H, br s) 피크는 sp2혼소 탄소 시그널으로 이중결합 구조를 예상하

였다. 13C NMR spectrum에서 총 20개의 carbon피크가 있는 것은 확인되었고 δC

113.2, 115.6, 139.3, 146.8의 시그널은 이중결합 피크를 예상하였다. 1H NMR

spectrum 및 13C NMR spectrum를 종합하여 diterpenes구조으로 예상하였다. 이

를 바탕으로 문헌129과 비교하여 compound 2는 neophytadiene로 확인되었다

(Figure 86, 89, 90, Table 21).
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Compound 1

Compound 2

Figure 86. Chemical structure of compounds 1, 2.
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Table 21. 1H and 13C NMR data of compounds 1, 2 (400 and 100 MHz,

chlorofrom-d).

Compound 1 Compound 2

No. δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC

1 4.13 (2H, d, 7.3) 59.6 5.04 (1H, dd, 11.0, 4.0)
5.21 (1H, dd, 17.4, 4.0)

113.2

2 5.39 (1H, dt, 7.3, 1.4) 123.2 6.38 (1H, dd, 17.4, 11.0)
139.3

3 140.6 146.8

4 1.97 (2H, t, 8.2) 39.6 2.16 (2H, m) 31.8

5 25.3 1.55 (2H, m) 25.8

6 36.9 1.24 (1H, m) 1.33 (1H, m) 37.2

7 32.9 1.40 (2H, m) 32.9

8 37.6 1.24 (2H, m) 37.5

9 24.7 1.24 (1H, m), 1.22 (1H, m) 24.7

10 37.6 1.24 (2H, m) 37.6

11 33.0 1.40 (1H, m) 32.9

12 37.5 1.24 (2H, m) 37.6

13 25.0 1.20 (1H, m), 1.30 (1H, m) 24.7

14 40.1 1.24 (2H, s) 29.9

15 1.50 (1H, sept, 6.4) 28.2 1.53 (1H, m) 28.2

16 0.85 (3H, d, 6.4) 22.8 0.82 (3H, d, 6.4) 19.9

17 1.66 (3H, br s, 5.0) 22.9 4.98 (1H, br s), 4.97 (1H, br s) 115.6

18 0.83 (3H, d, 2.3) 19.9 0.86 (3H, d, 6.4) 22.9

19 0.82 (2H, d, 3.2) 20.0 0.86 (3H, d. 6.4) 22.8

20 0.85 (3H, d, 6.4) 16.4 0.84 (3H,d, 5.5) 19.9
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Figure 87. 1H-NMR spectrum of compound 1 in chlorofrom-d.

Figure 88. 13C-NMR spectrum of compound 1 in chlorofrom-d.
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Figure 89. 1H-NMR spectrum of compound 2 in chlorofrom-d.

Figure 90. 13C-NMR spectrum of compound 2 in chlorofrom-d.
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2) Compounds 3，6, 8의 구조 동정

Compound 8은 1H NMR spectrum 및 13C NMR spectrum을 통해 δH 5.27-5.39

(6H, m, overlap) 및 δC 132.2, 127.3, 128.5, 128.2, 127.9, 130.4의 시그널을 통해서

3개의 이중결합 구조를 가지고 있음을 확인하였다. δH 4.10 (2H, q, J = 7.3 Hz),

0.86 (3H, m) 피크 및 δC 174.1, 14.5, 60.4피크는 ester group를 직접 연결한

ethyl group를 예상하였다. δH 0.86 (3H, m) 피크는 methyl group이 있음을 예상

하였다. 13C NMR spectrum에서 총 20개 카본 피크가 관찰되었으여 이를 바탕으

로 문헌132과 비교하여 compound 8는 ethyl linolenate로 확인되었다(Figure 91,

96, 97, Table 22).

Compound 6은 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 compound 2 비교

보고 거의 비슷한 형태구조를 나타나였다. 13C NMR spectrum에서 총 20개 카본

피크를 관찰되었으여 , 그중에서 δC 130.5, 130.4, 127.9, 128.1의 시그널을 통해서

2개의 이중결합 구조 가지고 있음을 확인하였다. 이를 바탕으로 문헌132통해

compound 6 은 ethyl linoleate 로 확인되었다(Figure 91, 94, 95, Table 22).

Compound 3은 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 compound 6 및

compound 8 비교보고 거의 비슷한 형태구조를 나타나였다. 13C NMR spectrum

에서 총 20개 카본 피크를 관찰되었으여, 그중에서 δC 130.2, 128.0의 시그널을

통해서 1개의 이중결합 구조 가지고 있음 확인하였다. 이를 바탕으로 문헌130,131통

해 compound 3은 ethyl oleate로 확인되었다(Figure 91-93, Table 22).
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Compound 3

Compound 6

Compound 8

Figure 91. Chemical structure of compounds 3, 6, 8.
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Table 22. 1H and 13C NMR data of compounds 3, 6, 8 (400 and 100 MHz,

chlorofrom-d).

Compound 3 Compound 6 Compound 8

No. δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC

1 173.9 174.1 174.1

2 2.26 (2H, t, 7.3) 34.4 2.27 (2H, t, 7.3) 34.6 2.26 (2H, t, 7.6) 34.6

3 1.56~1.65 (2H, m) 27.2 1.56~1.60 (2H, m) 25.2 1.56~1.60 (2H, m) 27.4

4 1.23 (2H, m) 29.2 1.23 (2H, m) 29.3 1.23 (2H, m) 29.3

5 1.23 (2H, m) 29.1 1.23 (2H, m) 29.4 1.23 (2H, m) 29.4

6 1.23 (2H, m) 29.3 1.23 (2H, m) 29.5 1.23 (2H, m) 29.8

7 1.23 (2H, m) 29.7 1.23 (2H, m) 29.6 1.23 (2H, m) 29.9

8 2.0~2.01 (2H, m) 27.2 1.99~2.07 (2H, m) 27.4 1.99~2.01 (2H, m) 25.8

9 5.30~5.37 (1H, m) 130.2 5.27~5.39 (1H, m) 130.5 5.27~5.39 (1H, m) 132.2

10 5.30~5.37 (1H, m) 128.0 5.27~5.39 (1H, m) 130.4 5.27~5.39 (1H, m) 127.3

11 2.0~2.01 (2H, m) 25.6 2.75 (1H, t, 7.1) 25.8 2.78 (2H, t, 12.4) 25.1

12 1.23 (2H, m) 29.7 5.27~5.39 (1H, m) 127.9 5.27~5.39 (1H, m) 128.5

13 1.23 (2H, m) 29.6 5.27~5.39 (1H, m) 128.1 5.27~5.39 (1H, m) 128.2

14 1.23 (2H, m) 29.4 2.78 (2H, t, 6.2) 27.4 2.78 (2H, t, 12.4) 25.7

15 1.23 (2H, m) 29.3 1.60 (2H, m) 29.4 5.27~5.39 (1H, m) 127.9

16 1.23 (2H, m) 29.4 1.30 (2H, m) 30.4 5.27~5.39 (1H, m) 130.4

17 1.23 (2H, m) 22.7 1.30 (2H, m) 22.8 1.99~2.01 (2H, m) 22.9

18 0.86 (3H, m) 14.1 0.87 (3H, m) 14.5 0.86 (3H, m) 14.2

1' 4.10 (2H, q. 7.3) 60.1 4.10 (2H, q. 7.3) 60.4 4.10 (2H, q. 7.3) 60.4

2' 0.86 (3H, m) 14.2 1.25 (3H, m) 14.3 0.86 (3H, m) 14.5
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Figure 92. 1H-NMR spectrum of compound 3 in chlorofrom-d.

Figure 93. 13C-NMR spectrum of compound 3 in chlorofrom-d.
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Figure 94. 1H-NMR spectrum of compound 6 in chlorofrom-d.

Figure 95. 13C-NMR spectrum of compound 6 in chlorofrom-d.



- 126 -

Figure 96. 1H-NMR spectrum of compound 8 in chlorofrom-d.

Figure 97. 13C-NMR spectrum of compound 8 in chlorofrom-d.



- 127 -

3) Compounds 4, 5, 7, 9의 구조 동정

Compound 5는 1H NMR spectrum을 통해 δH 5.33 (4H, m, overlap) 피크는

olefin methine proton으로 예상하였다. δH 2.75 (2H, t, J = 6.9 Hz), δH 2.26

(2H, t, J = 7.3 Hz), δH 2.01 (2H, m) 피크는 일반적으로 aliphatic proton에 비해

desheiding을 때문에 chemical shift 값은 높아진 것으로 allylic methyl group으

로 예상하였다. δH 0.86 (3H, m)피크는 methyl group이 있음을 예상하였다. 13C

NMR spectrum에서 총 18개 카본 피크가 관찰되었으여, 그중에서 δC 179.4 시그

널을 통해 carboxy group를 가지고 있음을 확인하였고 δC 130.4, 130.2, 128.3,

128.1의 시그널을 통해서 2개의 이중결합 구조 가지고 있음을 확인하였다. 이를

바탕으로 문헌134통해 compound 5은 linolenic acid로 확인되었다(Figure 98, 101,

102, Table 23).

Compound 7은 1H NMR spectrum 및 13C NMR spectrum을 통해 13C NMR

spectrum에서 총 21개 카본 피크가 관찰되었으여 δC 174.5 시그널을 통해

carbonyl group를 가지고 있음을 예상하였고 δC 130.0, 128.3, 128.1, 130.2의 시그

널을 통해서 2개의 이중결합 구조 가지고 있음을 예상하였다. δH 4.13 (1H, dd, J

= 11.5, 5.9 Hz), 4.19 (1H, dd, J = 11.5, 3.2 Hz), 3.92 (1H, m), 3.68 (1H, dd, J

= 11.5, 3.7 Hz), 3.60 (1H, dd, J = 11.5, 5.9 Hz) 및 δC 65.3, 70.5, 63.4 피크는 전

기음성도가 큰 산소가 붙어있는 sp3혼성 carbon이 있는 것으로 예상하였다. δH

0.82 (3H, t, J = 5.5 Hz) 피크는 methyl group이 있음을 예상하였다. 이를 바탕

으로 문헌.135과 비교하여 compound 7는 1-linoleoyl glycerol로 확인되었다

(Figure 98, 103, 104, Table 23).

Compound 9는 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 compound 10 과

비교하면 거의 비슷한 형태구조를 나타나였다. 13C NMR spectrum에서 총 21개

카본 피크를 관찰되었으여, 그중에서 δC 130.2, 127.9, 128.2, 130.0, 128.0, 130.2의

시그널을 통해서 3개의 이중결합 구조 가지고 있음을 확인하였다. 이를 바탕으로

문헌135통해 compound 9은 1-linolenoyl glycerol로 확인되었다(Figure 98, 105,

106, Table 23).

Compound 4은 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 compound 7과 비
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교하면 거의 비슷한 형태구조를 나타나였다. 13C NMR spectrum에서 총 21개 카

본 피크가 관찰되었으여, 그중에서 δC 130.4, 130.2의 시그널을 통해서 1개의 이

중결합 구조 가지고 있음을 확인하였다. 이를 바탕으로 문헌133통해 compound 4

은 1-monoolein로 확인되었다(Figure 98-100, Table 23).

Compound 4

Compound 5

Compound 7

Compound 9

Figure 98. Chemical structure of compounds 4, 5, 7, 9.
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Table 23. 1H and 13C NMR data of compounds 4, 5, 7, 9 (400 and 100 MHz, chlorofrom-d).

Compound 4 Compound 5 Compound 7 Compound 9

No. δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC

1 174.3 180.3 174.5 174.3
2 2.33 (2H, m) 34.1 2.33 (2H, m) 34.3 2.31 (2H, t, 7.6) 34.5 2.33 (2H, m) 34.1
3 1.60 (2H, m) 25.6 2.03 (2H, m) 25.7 1.60 (2H, m) 25.1 1.60 (2H, m) 25.6
4 1.23 (2H, s) 29.6 1.23 (2H, m) 29.4 1.2-1.34 (2H, m) 29.9 1.23 (2H, s) 29.1
5 1.23 (2H, s) 29.6 1.23 (2H, m) 29.3 1.2-1.34 (2H, m) 29.8 1.23 (2H, s) 29.3
6 1.23 (2H, s) 29.8 1.23 (2H, m) 29.6 1.2-1.34 (2H, m) 29.7 1.23 (2H, s) 29.7
7 1.23 (2H, s) 29.9 1.23 (2H, m) 29.9 1.2-1.34 (2H, m) 29.6 1.23 (2H, s) 29.7
8 1.99~2.01(2H, m) 27.2 2.01 (2H, m) 27.4 2.01 (2H, m) 27.4 2.03 (2H, t, 6.9) 27.1
9 5.30~5.37 (1H, m) 130.4 5.33 (1H, m) 130.4 5.30-5.38 (1H, m) 130.0 5.27~5.37 (1H, m) 130.2
10 5.30~5.37 (1H, m) 130.2 5.33 (1H, m) 128.1 5.30-5.38 (1H, m) 128.3 5.27~5.37 (1H, m) 127.9
11 1.99~2.01 (2H, m) 25.6 2.75 (2H, t, 6.9) 24.9 2.75 (2H, t, 6.6) 25.8 2.78 (2H, m) 25.6
12 1.23 (2H, s) 29.9 5.33 (1H, m) 130.2 5.30-5.38 (1H, m) 128.1 5.27~5.37 (1H, m) 128.2
13 1.23 (2H, s) 29.6 5.33 (1H, m) 128.3 5.30-5.38 (1H, m) 130.2 5.27~5.37 (1H, m) 130.0

14 1.23 (2H, s) 29.8 2.26 (2H, t, 7.3) 27.4 2.76 (2H, t, 7.1) 27.4 2.78 (2H, m) 25.6

15 1.23 (2H, s) 29.5 1.60 (2H, S) 29.8 1.2-1.34 (2H, m) 29.2 5.27~5.37 (1H, m) 128.0
16 1.23 (2H, s) 31.9 1.3 (2H, m) 31.7 1.2-1.34 (2H, m) 32.1 5.27~5.37 (1H, m) 130.2
17 1.23 (2H, s) 22.8 2.01 (2H, m) 22.8 1.2-1.34 (2H, m) 22.7 2.03（2H, t, 6.9) 20.5
18 0.86 (3H,m) 14.1 0.86 (3H, m) 14.3 0.82 (3H,t, 5.5) 14.3 0.95 (3H, m) 14.1

1'
4.15 (1H, dd, 11.5, 5.9)
4.10 (1H, dd, 11.5, 3.2) 65.1 2.01 (2H, m) 22.8

4.13 (1H, dd, 11.5, 5.9)
4.19 (1H, dd, 11.5, 3.2) 65.3

4.15 (1H, dd, 11.5, 5.9)
4.10 (1H, dd, 11.5, 3.2) 65.1

2' 3.91 (1H, m) 70.3 2.01 (2H, m) 22.8 3.92 (1H, m) 70.5 3.91 (1H, m) 70.3

3' 3.69 (1H, dd, 11.5, 3.7)
3.66 (1H, dd, 11.5, 5.9)

63.3 0.86 (3H, m) 14.3 3.68 (1H, dd, 11.5, 3.7)
3.60 (1H, dd, 11.5, 5.9)

63.4 3.69 (1H, dd, 11.5, 3.7)
3.66 (1H, dd, 11.5, 5.9)

63.3
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Figure 99. 1H-NMR spectrum of compound 4 in chlorofrom-d.

Figure 100. 13C-NMR spectrum of compound 4 in chlorofrom-d.
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Figure 101. 1H-NMR spectrum of compound 5 in chlorofrom-d.

Figure 102. 13C-NMR spectrum of compound 5 in chlorofrom-d.
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Figure 103. 1H-NMR spectrum of compound 7 in chlorofrom-d.

Figure 104. 13C-NMR spectrum of compound 7 in chlorofrom-d.
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Figure 105. 1H-NMR spectrum of compound 9 in chlorofrom-d.

Figure 106. 13C-NMR spectrum of compound 9 in chlorofrom-d.
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4) Compound 10의 구조 동정

Compound 10은 1H NMR spectrum 및 13C NMR spectrum을 통해 13C NMR

spectrum에서 총 18개 카본 피크가 관찰되었으여 δC 117.2, 136.4, 122.1, 133.2의

시그널 및 δH 5.46 (1H, dd, J = 16.9, 4.0 Hz), 5.23 (1H, dd, J = 10.1, 4.0 Hz),

5.94 (1H, ddd, J = 16.9, 10.1, 5.5 Hz ), 5.35 (1H, m), 5.46 (1H, m)피크를 통해

서 2개의 이중결합 구조 가지고 있음을 예상하였다. δC 64.2, 71.5, 74.4, 80.5의

시그널은 sp3혼성 carbon 피크통해서 2개의 삼중결합 구조를 가지고 있음을 예

상하였다. δH 4.89 (1H, d, J =5.5 Hz) 및 δC 63.7피크는 전기음성도가 큰 산소가

붙어있는 sp3혼성 carbon이 있는 것으로 예상하였다. δH 0.87 (3H, t, J = 6.9

Hz) 및 δC 14.3피크는 methyl group이 있음을 예상하였다. 이를 바탕으로 문헌136

과 비교하여 compound 10은 1,9-Octadecadiene-4,6-diyn-3S-ol로 확인되었다

(Figure 107-109, Table 24).

Compound 10

Figure 107. Chemical structure of compound 10.
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Table 24. 1H and 13C NMR data of compound 10 (400 and 100 MHz,

chlorofrom-d).

Compound 10

No. δH (int., multi., J Hz) δC

1 5.46 (1H, dd, 16.9, 4.0)

5.23 (1H, dd, 10.1, 4.0)
117.3

2 5.94 (1H, ddd, 16.9, 10.1, 5.5) 136.4

3 4.89 (1H, d, 5.5) 63.7

4 74.4

5 71.5

6 64.2

7 80.5

8 3.02 (2H, d, 6.9) 17.9

9 5.35 (1H, m) 122.1

10 5.46 (1H, m) 133.3

11 2.01 (2H, q, 6.9) 27.4

12 1.25 (2H, m) 29.9

13 1.25 (2H, m) 29.5

14 1.35 (2H, m) 29.4

15 1.25 (2H, m) 29.4

16 1.25 (2H, m) 32.0

17 1.25 (2H, m) 22.9

18 0.87 (3H, t, 6.9) 14.3
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Figure 108. 1H-NMR spectrum of compound 10 in chlorofrom-d.

Figure 109. 13C-NMR spectrum of compound 10 in chlorofrom-d.
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5) Compound 11의 구조 동정

Compound 11은 1H NMR spectrum에서 δH 0.67 (3H, s), 0.99 (3H, s), 0.93

(3H, d, J = 6.4 Hz), 0.82 (3H, d, J = 6.9 Hz), 0.78 (3H, d, J = 6.9 Hz), 0.83

(3H, t, J = 7.8 Hz) chemical shift 값 및 integral로 보아 6개의 methyl group을

예상하였다. δH 5.33 (1H, d, J = 5.5 Hz) 피크는 sp2혼소 탄소 시그널으로 이중

결합 구조를 예상하였다. δH 3.50 (1H, m) 의 시그널은 산소가 인접해 있는 sp3

혼성한 methine proton를 예상하였다. 13C NMR spectrum에서 총 29개의 carbon

피크가 있는 것은 확인되었고 δC 19.6, 12.2, 19.2, 19.1, 19.6, 12.5의 시그널을

methyl 카본으로 이를 통해 sterol 계열의 화합물로 예상하였다. 3차 카본 δC

121.9, 4차 카본 δC 140.9는 olefin group을 확인하였다. 1H NMR spectrum 및

13C NMR spectrum를 종합하여 이를 바탕으로 문헌137과 비교하여 compound 11

은 β-sitosterol로 확인되었다(Figure 110-112 , Table 25).

Compound 11

Figure 110. Chemical structure of compound 11.
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Table 25. 1H and 13C NMR data of compound 11 (400 and 100 MHz,

chlorofrom-d).

Compound 11

No. δH (int., multi., J Hz) δC

1 37.5

2 29.7

3 3.50（1H, m) 72.0

4 42.4

5 140.9

6 5.33 (1H, d, 5.5) 121.9

7 31.9

8 31.7

9 50.4

10 36.7

11 21.3

12 39.9

13 42.6

14 57.0

15 24.6

16 29.1

17 56.1

18 0.67 (3H, s) 12.3

19 0.99 (3H, s) 19.6

20 36.7

21 0.93 (3H, d, 6.4) 19.2

22 34.3

23 25.6

24 46.0

25 29.4

26 0.82 (3H, d, 6.9) 19.6

27 0.78 (3H, d, 6.9) 19.1

28 22.8

29 0.83 (3H, t, 7.8) 12.5
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Figure 111. 1H-NMR spectrum of compound 11 in chlorofrom-d.

Figure 112. 13C-NMR spectrum of compound 11 in chlorofrom-d.
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6) Compound 12의 구조 동정

Compound 12는 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 통해 13C NMR

spectrum에서 총 17개 카본 피크가 관찰되었으여 δC 109.1, 129.4, 140.1, 149.4의

시그널 및 δH 5.93 (1H, dd, J = 6.9, 1.8 Hz), 4.66-4.70 (each, 1H, d, J = 1.4

Hz) 피크 통해서 2개의 이중결합 구조 가지고 있음을 예상하였다. 그중 δC

109.1, 149.4의 시그널은 propenyl group 구조 가지고 있음을 예상하였다. δH 2.07

(3H, s), 1.71 (3H, s), 1.40 (3H, s), 0.85 (3H, d, J = 7.3 Hz) 및 δC 32.2, 21.6,

21.2, 10.2피크는 4개 methyl group이 있음을 예상하였다. δC 170.6의 시그널은

sp2혼성 carbon 피크로 carbonyl group를 가지고 있음을 예상하였다. δC 74.8 시

그널 및 δH 4.36 (1H, t, J =3.2 Hz) 피크는 전기음성도가 큰 산소가 붙어있는

sp3혼성 carbon이 있는 것으로 예상하였다. 이를 바탕으로 문헌138과 비교하여

compound 12는 capsidiol 3-acetate로 확인되었다 (Figure 113-115 , Table 26).

Compound 12

Figure 113. Chemical structure of compound 12.
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Table 26. 1H and 13C NMR data of compound 12 (400 and 100 MHz,

chlorofrom-d).

Compound 12

No. δH (int., multi., J Hz) δC

1 4.36 (1H, t, 3.2) 74.8

2 33.2

3 5.62 (1H, dt, 12.8 ,4.6) 69.6

4 44.6

5 39.3

6 44.8

7 40.3

8 30.5

9 5.93 (1H, dd, 6.9, 1.8) 129.4

10 140.1

11 0.85 (3H, d, 7.3) 10.2

12 1.40 (3H, s) 32.2

13 149.5

14 4.66-4.70 (each, 1H, d, 1.4) 109.1

15 1.71 (3H, s) 21.6

1' 170.6

2' 2.07 (3H, s) 21.2
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Figure 114. 1H-NMR spectrum of compound 12 in chlorofrom-d.

Figure 115. 13C-NMR spectrum of compound 12 in chlorofrom-d.
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7) Compound 13의 구조 동정

Compound 13은 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 통해 1H NMR

spectrum에서 δH 6.44 (1H, d, J = 1.8 Hz), 6.71 (1H, d, J = 7.8 Hz), 6.58 (1H,

dd, J = 7.8, 1.8 Hz) 및 6.61(1H, d, J = 1.8 Hz), 6.68 (1H, d, J = 8.2 Hz), 6.44

(1H, dd, J = 8.2, 1.8 Hz) 피크의 coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-

coupling 및 meta-coupling 하고 있는 2개 aromatic ring proton를 예상하였고

δH 5.92 (4H, m)피크는 deshielding된 것으로 보아 전기음성도가 결합한

methylene proton 2개로 예상하였다. 또한 δH 4.10 (1H, dd, J = 6.9, 2.3 Hz ),

3.84(1H, dd, J = 8.0, 2.3 Hz )피크는 산소에 인접한 위치의 methylene proton를

예상하였다. 13C NMR spectrum에서 총 19개의 carbon피크가 있는 것은 확인되

었고 δC 178.6의 시그널은 lactone group인 carbon로 예상하였다. δC 101.2피크

는 deshielding된 것으로 보아 1H NMR spectrum 같이 보면 전기음성도가 큰 산

소가 2개가 결합한 methylene carbon(-OCH2O-)로 예상하였다. 또한 δC 71.9피크

는 deshielding된 것으로 보아 전기음성도가 큰 산소가 결합한 sp3혼성 탄소로

예상하였다. 1H NMR spectrum 및 13C NMR spectrum를 종합하여

dibenzyltyrolactones–type lignans 구조으로 예상하였다. 이를 바탕으로 문헌139

과 비교하여 compound 13은 (-)-hinokinin로 확인되었다(Figure 116-118, Table

27).

Compound 13

Figure 116. Chemical structure of compound 13.
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Table 27. 1H and 13C NMR data of compound 13 (400 and 100 MHz,

chlorofrom-d).

Compound 13

No. δH (int., multi., J Hz) δC

1 131.8

2 6.44 (1H, d, 1.8) 108.5

148.1

4 146.6

5 6.71 (1H, d, 7.8) 108.6

6 6.58 (1H, dd, 7.8, 1.8) 121.9

7
2.96 (1H, dd, 13.9, 5.0)

2.82 (1H, dd, 13.9, 5.0)
35.1

8 2.40-2.54 (1H, m) 46.7

9 178.6

1' 131.5

2' 6.61 (1H, d, 1.8) 109.7

3' 148.1

4' 146.6

5' 6.68 (1H, d, 8.2) 109.0

6' 6.44 (1H, dd, 8.2, 1.8) 122.5

7' 2.56-2.58 (1H, m), 2.40-2.54 (1H, m) 38.5

8' 2.40-2.54 (1H, m) 41.4

9'
4.10 (1H, dd, 6.9, 2.3)

3.84 (1H, dd, 8.0, 2.3)
71.3

2-OCH2O 5.92 (4H, m) 101.2
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Figure 117. 1H-NMR spectrum of compound 13 in chlorofrom-d.

Figure 118. 13C-NMR spectrum of compound 13 in chlorofrom-d.
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8) Compound 14의 구조 동정

Compound 14는 1H NMR spectrum 분석 통해 δH 1.8 피크 이하에 나타난 피크

는 sp3혼성을 갖는 methyl group의 proton로 예상되며, δH 3~4 피크에 나타난

signal들은 마찬가지로 sp3 혼성을 갖는 methyl group의 proton로 예상되는데,

이는 일반적으로 1.5 피크에 나타나는 signal보다 그 값이 약간 deshielded된 영

역에서 나타난 것으로 보아 F, I, N, S 등과 같은 원자가 이웃해 있을 것이라 예

상하였다. 또한, 6피크 부근에 나타난 signal들은 vinyl group의 proton일 것이라

예상되며, 8~9.5 피크 부근에서 나타나는signal은 4개의 pyrrole group을 고리형

태로 문헌과 비교하여 결합하는 부분의 양성자들이 링 전류효과로 나타나는 피

크로 확인되었다. 이를 바탕으로 문헌140,141과 비교하여 compound 14는

chlorophyl-11로 확인되었다(Figure 119-121, Table 28).

Compound 14

Figure 119. Chemical structure of compound 14.
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Table 28. 1H and 13C NMR data of compound 14 (400 and 100 MHz,

chlorofrom-d).

Compound 14

No. δH (int., multi., J Hz) δC

21 3.65 (1H, s)

31

32 6.24 (1H, d, 2.3)

32 6.13 (1H, d, 2.8)

5

71 3.38 (1H, s)

81

82 1.65 (1H, d, 2.8)

10

121 3.87 (1H, s)

132

133

134

171

172

173

18

181

20



- 148 -

Figure 120. 1H-NMR spectrum of compound 14 in chlorofrom-d.

Figure 121. 13C-NMR spectrum of compound 14 in chlorofrom-d.
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9) Compounds 15. 16의 구조 동정

Compound 16은 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 통해 13C NMR

spectrum에서 총 25개 카본 피크가 관찰되었으여 δC 175.1 시그널을 통해

carbonyl group를 가지고 있음을 예상하였고 δC 128.4, 129.0, 129.3, 129.4, 131.1,

132.9의 시그널을 통해서 3개의 이중결합 구조 가지고 있음을 예상하였다. δC

68.8, 70.2, 71.9시그널 및 δH 3.65 (1H, dd, J = 10.1, 3.7 Hz), 3.90 (1H, dd, J =

5.5, 3.7 Hz), 3.93 (1H, m), 4.24 (1H, dd, J = 12.4, 6.9 Hz), 4.44 (1H, dd, J =

12.4, 2.8 Hz)피크는 전기음성도가 큰 산소가 붙어있는 sp3혼성 carbon이 있는 것

으로 예상하였다. δC 63.0–105.5의 6개 카본피크를 종합해서 β—form의

glucopyranoside를 예상하였다. δH 0.97 (3H, t, J = 7.6 Hz) 피크는 methyl

group이 있음을 예상하였다. 이를 바탕으로 문헌142과 비교하여 compound 16는

(2S)-1–O-(7Z,10Z,13Z-hexadecatrienoyl)-3-O-β-galactopyranosylglycerol로 확

인되었다 (Figure 122-124, Table 29).

Compound 15는 1H NMR spectrum및 13C NMR spectrum을 compound 16 과

비교하여 거의 비슷한 형태구조를 나타나였다. 13C NMR spectrum에서 총 25개

카본 피크가 관찰되었으여, 그중에서 δC 129.2, 129.4, 131.0, 131.1의 시그널을 통

해서 2개의 이중결합 구조 가지고 있음 확인하였다. 이를 바탕으로 문헌142통해

co-mpound 15은 (2S)-1–O-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-3-O-β-galactopyranosyl

gl-ycerol로 확인되었다 (Figure 122, 125, 126, Table 29).
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Compound 15

Compound 16

Figure 122. Chemical structure of compounds 15, 16.
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Table 29. 1H and 13C NMR data of compounds 1５，1６ (400 and 100 MHz,

methanol-d4).

Compound 15 Compound 16

No. δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC

1
4.24 (1H, dd, 12.4, 6.9)
4.31 (1H, dd, 12.4, 7.7)

67.9
4.24 (1H, dd, 12.4, 6.9)
4.44 (1H, dd, 12.4, 2.8)

68.9

2 3.93 (1H, m) 70.4 3.93 (1H, m) 70.4

3
3.65 (1H, dd, 10.1, 3.7)
3.90 (1H, dd, 5.5, 3.7)

71.6
3.65 (1H, dd, 10.1, 3.7)
3.90 (1H, dd, 5.5, 3.7)

71.9

1' 4.43 (1H, d, 6.9) 105.5 4.24 (1H, d, 6.9) 105.5

2' 3.53 (1H, dd, 5.5, 2.3) 72.5 3.53 (1H, dd, 5.5, 2.3) 72.5

3' 3.50 (1H, dd, 6.9, 5.5) 74.7 3.50 (1H, dd, 6.9, 3.5) 74.9

4' 3.82 (1H, dd, 5.5, 3.9) 71.6 3.82 (1H, dd, 5.5, 3.9) 71.6

5' 3.52 (1H, m) 76.9 3.51 (1H, m) 76.9

6' 3.73 (1H, dd, 10.1, 2.8)
3.77 (1H, dd, 4.4, 3.9) 63.0 3.71 (1H, dd, 10.1, 2.8)

3.76 (1H, dd, 4.4, 3.9) 63.0

1'' 175.1 175.1
2'' 2.32 (2H, t, 7.3) 35.3 2.35 (2H, t, 7.3) 33.3
3'' 1.61 (2H, m) 26.2 1.61 (2H, m) 26.2
4'' 1.28-1.38 (2H, m) 30.5 1.33 (2H, m) 30.5
5'' 1.28-1.38 (2H, m) 30.6 1.33 (2H, m) 30.7
6'' 1.28-1.38 (2H, m) 30.4 2.09 (2H, m) 28.3
7'' 1.28-1.38 (2H, m) 30.4 5.23-5.41 (1H, m) 128.4
8'' 2.07 (2H, m) 28.4 5.23-5.41 (1H, m) 129.0
9'' 5.23-5.41 (1H, m) 131.1 2.81 (2H, t, 5.6) 26.7
10'' 5.23-5.41 (1H, m) 131.0 5.23-5.41 (1H, m) 129.3
11'' 2.81 (2H, br t, 5.9) 26.6 5.23-5.41 (1H, m) 129.4
12'' 5.23-5.41 (1H, m) 129.4 2.81 (2H, t, 5.6) 26.6
13'' 5.23-5.41 (1H, m) 129.2 5.23-5.41 (1H, m) 131.2
14'' 2.07 (2H, m) 28.4 5.23-5.41 (1H, m) 132.9
15'' 1.28-1.38 (2H, m) 31.0 2.09 (2H, m) 21.7
16'' 1.28-1.38 (2H, m) 32.9 0.97（3H, t, 7.6) 14.9
17'' 1.28-1.38 (2H, m) 23.9
18'' 0.90（3H, t, 6.9) 14.7
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Figure 123. 1H-NMR spectrum of compound 15 in methanol-d4.

Figure 124. 13C-NMR spectrum of compound 15 in methanol-d4.
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Figure 125. 1H-NMR spectrum of compound 16 in methanol-d4.

Figure 126. 13C-NMR spectrum of compound 16 in methanol-d4.
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10) Compounds 17, 18의 구조 동정

Compound 17은 13C NMR spectrum에서 총 22개 카본 피크가 관찰되었으여 δH

NMR데이터를 종합하여 2개 aromatic ring구조를 가지고 있음을 예상하였다. 그

리고 13C NMR에서 당을 제외하고 15개의 카본피크가 관찰된 것을 보아

flavonoid 골격 화합물을 예상하였다. 1H NMR spectrum에서 δH 6.20 (1H, d, J

= 1.8 Hz) 및 6.40 (1H, d, J = 1.8 Hz) 피크의 coupling constant 값을 통해 서

로 meta-coupling을 하고 있는 aromatic ring이 있음을 예상하였다. δH 7.92 (1H,

d, J = 1.8 Hz), 7.57 (1H, brd, J = 8.7 Hz) 및 6.90(1H, d, J = 8.7 Hz) 피크의

coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-coupling 및 meta-coupling을 하고

있는 aromatic ring이 있음을 예상하였다. 나머지 δH 5.40 (1H, d, J = 7.8 Hz)

피크에 coupling constant 값을 통하여 β—anomeric proton를 예상하고 δC

62.3-103.7의 6개 카본피크를 종합해서 β—form의 glucopyranoside를 예상하였

다. δC 179.6의 시그널은 sp2혼성 carbon 피크로 carbonyl group를 가지고 있음을

예상하였다. δH 3.94 (3H, s) 및 δC 57.1피크는 1개 methoxy가 있음을 예상하였

다. 이를 바탕으로 문헌143과 비교하여 compound 17은 isorhamnetin3-O-β

-D-glucopyranoside로 확인되었다(Figure 127-129, Table 30).

Compound 18은 13C NMR spectrum에서 총 21개 카본 피크가 관찰되었으여 δH

NMR데이터를 종합보아 2개 aromatic ring구조를 가지고 있음을 예상하였다. 그

리고 13C NMR에서 당을 제외한 15개의 카본피크가 관찰된 것을 보아 flavonoid

골격 화합물을 예상하였다. 1H NMR spectrum에서 δH 6.20 (1H, d, J = 1.8 Hz)

및 6.41 (1H, d, J = 1.8 Hz) 피크의 coupling constant 값을 통해 서로

meta-coupling을 하고 있는 aromatic ring이 있음을 예상하였다. δH 7.67 (1H,

dd, J = 8.7, 2.3 Hz), 7.53 (1H, d, J = 2.3 Hz) 및 6.82 (1H, d, J = 8.7 Hz) 피

크의 coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-coupling 및 meta-coupling을

하고 있는 aromatic ring이 있음을 예상하였다. 나머지 δH 5.37 (1H, d, J = 7.8

Hz) 피크에 coupling constant 값을 통하여 β—anomeric proton를 예상하고 δC

60.1-101.8의 6개 카본피크를 종합해서 β—from의 galactoside를 예상하였다. δC

177.5의 시그널은 sp2혼성 carbon 피크로 carbonyl group를 가지고 있음을 예상
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하였다. 이를 바탕으로 문헌144과 비교하여 compound 18은 quercetin-3-O-β

-D-galactoside로 확인되었다(Figure 127, 130, 131, Table 30).

Compound 17 Compound 18

Figure 127. Chemical structure of compounds 17, 18.
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Table 30. 1H and 13C NMR data of compounds 17, 18 (400 and 100 MHz,

methanol-d4 and Dimethyl sulfoxide-d6).

Compound 17 Compound 18

No. δH (int., multi., J Hz) δC δH (int., multi., J Hz) δC

2 158.8 156.3

3 135.5 133.5
4 179.6 177.5
5 163.2 161.2

6 6.20（1H, d, 1.8) 99.9 6.20（1H, d, 1.8) 98.7

7 166.1 164.1

8 6.40 (1H, d, 1.8) 94.9 6.41 (1H, d, 1.8) 93.5

9 158.6 156.2
10 105.6 103.9
1' 123.1 121.1

2' 7.92 (1H, d, 1.8) 114.5 7.53 (1H, d, 2.3) 115.9

3' 148.5 144.8
4' 150.9 148.5
5' 6.90 (1H, d, 8.7) 116.0 6.82 (1H, d, 8.7) 115.2

6' 7.57 (1H, brd, 8.7) 123.7 7.67 (1H, dd, 8.7, 2.3) 122.0

1" 5.40 (1H, d, 7.8) 103.7 5.37 (1H, d, 7.8) 101.8

2" 3.47 (1H, m) 75.1 3.31-3.65 (1H, m) 71.2

3" 3.47 (1H, m) 77.4 3.31-3.65 (1H, m) 73.2

4" 3.29 (1H, m) 71.4 3.31-3.65 (1H, m) 67.9

5" 3.27 (1H, m) 78.2 3.31-3.65 (2H, m) 75.8

6" 3.74 (1H, dd, 11.2, 1.4)
3.57 (1H, dd, 11.2, 3.2) 62.3 3.31-3.65 (1H, m) 60.1

OCH3 3.94 (3H, s) 57.1
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Figure 128. 1H-NMR spectrum of compound 17 in methanol-d4.

Figure 129. 13C-NMR spectrum of compound 17 in methanol-d4.
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Figure 130. 1H-NMR spectrum of compound 18 in Dimethyl sulfoxide-d6.

Figure 131. 13C-NMR spectrum of compound 18 in Dimethyl sulfoxide-d6.
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11) Compound 19의 구조 동정

Compound 19는 1H NMR spectrum에서 δH 6.17 (１H, d, J = 1.8 Hz) 및 6.37

(１H, d, J = 1.8 Hz)피크의 coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-

coupling 하고 있는 aromatic ring proton를 예상하였다. 그리고 δH 7.80 (１H, d,

J = 1.8 Hz),　6.82 (１H, d, J = 8.2 Hz), 7.56 (１H, dｄ, J = 8.2, 1.8 Hz) 및　

δH 6.93 (１H, d, J = 1.8 Hz)，6.82 (１H, d, J = 8.2 Hz), 6.82 (１H, dｄ, J =

8.2, 1.8 Hz)피크의 coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-coupling 및

meta-coupling을 하고 있는 ２개　aromatic ring이 있음을 예상하였다. δH 7.3

(１H, d, J =16.0 Hz) 및６.02 (１H, d, J = 16.0 Hz)　trans from의 이중 결합이

있음을 예상하였다. δH 5.11（１H, d, J = 7.8 Hz) 피크에 coupling constant 값

을 통하여 β—anomeric proton를 예상하였다. 13C NMR spectrum에서 총 30개

카본 피크가 관찰되었으여 그중 δC 179.５ 및 δC 169.0 시그널을 통해 carbonyl

group를 예상하였다. δC 64.3-105.7의 6개 카본피크를 종합해서 β—form의

galactopyranoside를 예상하였다. 이를 바탕으로 문헌145과 비교하여 compound

19는 quercetin 3-O-6’’-caffeoyl-β-D- galactopyranoside로 확인되었다 (Figure

132-134, Table 31).

Compound 19

Figure 132. Chemical structure of compound 19.
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Table 31. 1H and 13C NMR data of compound 19 (400 and 100 MHz,

methanol-d4).

Compound 19

No. δH (int., multi., J Hz) δC

2 158.8
3 135.8
4 179.5
5 163.0
6 6.17（1H，d, 1.8) 100.6
7 167.4
8 6.37（1H，d, 1.8) 95.3
9 158.7
10 105.3
1' 123.1
2' 7.80 (1H, d, 1.8) 117.9
3' 146.0
4' 150.1
5' 6.82（1H，d, 8.2) 116.3
6' 7.56 (1H, dd, 8.2, 1.8) 123.3
1'' 5.11 (1H, d, 7.8) 105.7
2'' 3.75-3.87 (1H, m) 73.2
3'' 3.60 (1H, dd, 9.9, 5.9) 75.1
4'' 3.75-3.87 (1H, m) 70.5
5'' 3.75-3.87 (1H, m) 75.1

6''
4.18 (1H, dd, 11.5, 4.6)

4.30 (1H, dd, 10.5, 7.8)
64.3

1''' 127.8
2''' 6.93 (1H, d, 1.8) 115.3
3''' 146.9
4''' 147.2
5''' 6.82 (1H, d, 8.2) 116.6
6''' 6.82 (1H, dd, 8.2, 1.8) 123.3
7''' 7.32 (1H, d, 16.0) 147.2
8''' 6.02 (1H, d, 16.0) 115.3
9''' 169.0
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Figure 133. 1H-NMR spectrum of compound 19 in methanol-d4.

Figure 134. 13C-NMR spectrum of compound 19 in methanol-d4.
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12) Compound 20의 구조 동정

Compound 20은 1H NMR spectrum에서 δH 6.17 (2H, br s) 및 6.36 (2H, br s)

피크의 coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-coupling 하고 있는 aromatic

ring proton를 예상하였다. 그리고 δH 7.71 (１H, d, J =1.8 Hz),　7.85 (１H, d, J

= 1.8 Hz), 6.86 (2H, d, J = 8.2 Hz), 7.57 (１H, dｄ, J = 8.2, 1.8 Hz)피크의

coupling constant 값을 통하여 서로 ortho-coupling 및 meta-coupling을 하고

있는 aromatic ring이 있음을 예상하였다. δH 5.22（１H, d, J = 7.3 Hz), 5.14

（１H, d, J =７.8 Hz) 피크에 coupling constant 값을 통하여 β—anomeric

proton를 예상하였다. 13C NMR spectrum에서 총 42개 카본 피크가 관찰되었으

여　그중 δC 179.５ 및 179.4 시그널을 통해 carbonyl group를 예상하였다.　δC

62.0–105.5의 12개 카본피크를 종합해서 β—form의 glucopyranoside를 예상하였

다. 이를 바탕으로 문헌146과비교하여 compound 20은 zizyflavoside B로 확인되

었다(Figure 135-137, Table 32).

Compound 20

Figure 135. Chemical structure of compound 20.
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Table 32. 1H and 13C NMR data of compound 20 (400 and 100 MHz,

methanol-d4).

Compound 20

No. δH (int., multi., J Hz) δC

2, 2" · 158.7, 158.5
3, 3" 135.9, 135.7
4, 4" 179.5, 179.4
5, 5" 163.1, 163.0
6, 6" 6.17（2H, br s) 100.4, 100.4
7, 7'' 167.2, 167.1
8, 8'' 6.36 (2H, br s) 95.1, 95.1
9, 9'' 158.7, 158.5
10, 10'' 105.6, 105.5
1', 1" 123.3, 123.1
2', 2'" 7.71 (1H, d, 1.8), 7.85 (1H, d, 1.8) 116.2, 116.1
3', 3"' 146.0, 145.9
4', 4"' 150.1, 150.0
5', 5"' 6.86 (2H, d, 8.2) 117.9, 117.6
6', 6"' 7.57 (2H, dd, 8.2, 1.8) 123.0, 122.9

1"'', 1"''' 5.22 ( 1H, d, 7.3), 5.14 ( 1H, d, 7.8) 104.5, 105.5
2"'', 2"''' 3.42-3.44 (2H, m) 73.2, 75.2
3"''. 3"''' 3.47 (1H, m) , 3.48 (1H, m) 78.5, 78.2
4"'', 4"''' 3.81 (1H,d, 4.9), 3.83 (1H, d, 4.6) 71.3, 70.1
5"'', 5"''' 3.57-3.58 (2H, m) 77.3, 75.2
6"'', 6"''' 3.64 (1H, d, 6.4), 3.72 (2H, dd, 11.9, 1.8) 62.6, 62.0
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Figure 136. 1H-NMR spectrum of compound 20 in methanol-d4.

Figure 137. 13C-NMR spectrum of compound 20 in methanol-d4.
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4. 제주피막이 지상부의 추출물 및 분획물의 활성 실험 결과

1) 추출물 및 분획물의 항산화 활성 실험 결과

(1) 총 폴리페놀 함량

총 폴리페놀 함량 측정은 gallic acid로 표준물질을 이용하여 제주 피막이 추출

물 및 분획물에서 총 폴리페놀에 함유한 함량을 측정하였다. 제주 피막이 추출물

및 분획물의 총 폴리페놀 함량은 시료 1 g 당 함유하고 있는 gallic acid의 양

(GAE; gallicacid equivalent)으로 환산하여 나타내었다. 실험 결과, EtOAc 분획

물은 97.0±1.5 mg/g GAE로 높은 폴리페놀 함량을 나타내었다(Figure 138).

Figure 138. Total polyphenol contents of extract and solvent fractions from

H. japonica aerial parts. The data represent the mean ± SD of triplicate

experiments.
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(2) 총 플라보노이드 함량

총 플라보노이드 함량 측정은 quercetin을 표준물질로 이용하여 제주 피막이 추

출물 및 분획물 총 플라보노이드에 함유한 함랑을 측정하였다. 제주피막이 추출

물 및 분획물의 총 플라보노이드 함량은 시료 1 g 당 함유하고 있는 quercetin의

양(QE; quercetinequivalent)으로 환산하여 나타내었다. 실험 결과, EtOAc 분획물

이 189.1±2.3 mg/g QE로 분획물 중 가장 높은 플라보노이드 함량을 나타내었다

(Figure 139).

Figure 139. Total flavonoid contents of extract and solvent fractions from H.

japonica aerial parts. The data represent the mean ± SD of triplicate

experiments.
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(3) DPPH radical 소거 활성

제주피막이 및 분획물의 DPPH radical 소거 활성을 측정하였다. 시료는 25-400

μg/mL의 농도로 진행하였으며 각각에 대한 SC50 값을 계산하였다. 실험 결과,

EtOAc분획물을 SC50 값이 232.8 μg/mL는 우수한 DPPH radical소거 활성을 나

타내었다(Figure 140, Table 33).

Figure 140. DPPH radical scavenging activities of extract and solvent

fractions from H. japonica aerial parts. The data are expressed as a

percentage of controland represent the mean ± SD of triplicate experiments.

Table 33. SC50 values of DPPH radical scavenging activities of extract and

solvent fractions from H. japonica aerial parts.

Extract n-Hex EtOAc n-BuOH H2O BHT

SC50

(μg/mL)
>800 >800 232.8 >800 >800 66.1
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(4) ABTS+ radical 소거 활성

제주피막이 추출물 및 분획물의 ABTS+ radical 소거 활성을 측정하였다. 시료

는 6.25–200 μg/mL의 농도로 진행하였으며 각각에 대한 SC50 값을 계산하였다.

실험 결과, EtOAc분획물의 SC50 값이 48.6 μg/mL로 우수한 ABTS+ radical 소거

활성을 나타내었다(Figure 141, Tabel 34).

Figure 141. ABTS+ radical scavenging activities of extract and solvent

fractions from H. japonica aerial parts. The data are expressed as a

percentage of control and represent the mean ± SD of triplicate experiments.

Table 34. SC50 values of ABTS+ radical scavenging activities of extract and

solvent fractions from H. japonica aerial parts.

Extract n-Hex EtOAc n-BuOH H2O BHT

SC50

(μg/mL)
>200 >200 48.6 >200 >200 17.1
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2）항염

(1) Nitric oxide (NO) 생성 억제 활성

제주피막이 추출물 및 용매 분획물의 항염 활성을 측정하기 위해 RAW 264.7

cell을 이용하여 nitric oxide 생성 억제 활성 및 세포 독성(MTT assay)을 확인

하였다. 70% EtOH 추출물 및 용매 분획물을 100 μg/mL의 농도로 실험을 진행

하였다. 그 결과, 추출물 및 용매 분획물에서 nitric oxide 생성억제 활성을 보였

지만, 추출물 및 n-Hex 분획물에서 세포 독성이 나타났다. 이에 따라 추출물 및

용매분획물의 세포 독성 없는 농도로 하여 추가 실험을 진행하였다. 그 결과, 제

주피막이 추출물 및 n-Hex, EtOAc, n-BuOH등 용매 분획물은 세포 독성 없이

nitric oxide 생성을 농도 의존적으로 억제하였다. 그중 추출물 IC50 값은 40.9 μ

g/mL, n-Hex 분획물 IC50 값은 3.4 μg/mL 및 EtOAc 분획물 IC50값은 48.3 μ

g/mL, n-BuOH 분획물 IC50값은 98.6 μg/mL로 확인되었다(Figure 142-143).

Figure 142. Effects of extract and solvent fractions from H. japonica aerial

partson NO production and cell viability in LPS-induced RAW 264.7 cells.

The data represent the mean ±SD of triplicate experiments. Values are the

mean SEM of triplicate experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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(A)

(B)
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(C)

(D)

Figure 143. Effect of Extract (A), n-Hex (B), EtOAc (C) and n-BuOH (D)

fraction from H. japonica aerial parts on NO production and cell viability in

LPS-induced RAW 264.7 cells. The data represent the mean ±SD of

triplicate experiments. Values are the mean SEM of triplicate experiments. *p

< 0.05; **p < 0.01.
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(2) PGE2 및 전염증성 cytokine 생성 억제 활성

제주피막이 지상부는 추출물 및 n-Hex, EtOAc, n-BuOH 등 용매 분획물의

추가적인 항염 활성 기전을 연구하기 위해 RAW 264.7 cell을 이용하여 전염증성

cytokines TNF-α, IL-6, 1L-1β 및 PGE2 억제 활성을 측정하였다. 그 중 추출

물이 세포 독성이 나타나지 않은 농도 12.5, 25, 50, 100 μg/mL를 이용하여 실험

을 진행한 결과 cytokines TNF-α, 1L-1β 생성을 효과적으로 억제 시키는 것을

확인할 수 있었다. n-Hex용매 분획물이 세포 독성이 나타나지 않은 농도 1, 2,

4, 6 μg/mL를 이용하여 실험을 진행한 결과 cytokines TNF-α, 1L-1β 생성을

효과적으로 억제 시키는 것을 확인할 수 있었다(Figure 144-145).

(A)
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(B)

Figure 144. Effects of Extract from H. japonica aerial parts on TNF-α (A)

and 1L-1β (B) production in LPS-induced RAW 264.7 cells. The data are

represent the mean ± SD of triplicate experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.

(A)
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(B)

（C)

Figure 145. Effects of isolated from H. japonica aerial parts on TNF-α (A)

and 1L-1β (B) production in LPS-induced RAW 264.7 cells. The data are

represent the mean ± SD of triplicate experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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4) 항균

(1) Paper disc diffusion method

제주피막이 추출물 및 분획물의 항균 활성을 측정하기 위해 피부 상재균인

Staphylococcus epidermidis (CCARM 3709, 3710, 3711) 총3종과 여드름균인

Cutibacterium acnes (CCARM 0081, 9009, 9010, 9089) 4종을 사용하였고

positive control은 erythromycin을 사용하여 실험했다. 측정한 실험 결과, 제주피

막이는 S.epidermidis균 및 C.acnes균대상으로 EtOAc 분획물이 모든 균주에 대

한 생육억제 활성을 나타내는 것을 확인하였다(Table 35).
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Table 35. Anti-bacterial activities of extract and solvent fractions from H.

japonica aerial parts.

1)Concentration of sample: 4 mg

2)Concentration of positive control: 40 µg

3)N.A.: No activity

Bacterial
density
(1.5x106

CFU/mL)

Clear zone (mm)1)

S.epidermidis
CCARM CCARM CCARM
3709 3710 3711

Extract N.A.3) N.A. N.A.

n-Hex N.A. N.A. N.A.

EtOAc 10 10. 10

n-BuOH N.A. N.A. N.A.

H2O N.A. N.A. N.A.

Erythromycin2) 33.5 N.A. 30

Bacterial
density
(1x108

CFU/mL)

Clear zone (mm)1)

C.acens
CCARM CCARM CCARM CCARM
0081 9010 9089 9009

Extract N.A.3) N.A. N.A. N.A.

n-Hex N.A. N.A. N.A. N.A.

EtOAc 10 10. 10 10.5

n-BuOH N.A. N.A. N.A. N.A.

H2O N.A. N.A. N.A. N.A.
Erythromyci

n2) 45 N.A. 40 N.A.
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2) MIC 및 MBC

Paper disc diffusion법을 통하여 균주에 대한 생육억제 활성을 나타내는 제주피

막이 추출물 및 용매 분획물에 대한 추가적으로 최소 억제 농도 (minimum

inhibitory concentration, MIC) 및 최소 사멸 농도 (minimum bactericidal

concentration, MBC)를 측정하였다. 실험 사용한 시료는 10 mg/mL를

two-fold-dilution법으로 농도를 두 배씩 희석하면서 실시 하였다.

실험 결과는 균주 S. epidermidis 경우 n-Hex 및 EtOAc 분획물에서 실험한 모

든 균주의 MIC를 확인하였고, 각각 MIC값 이상의 시료 배양액을 이용해서

MBC를 확인하였다. EtOAc 분획물의 경우 CCARM 3709 및 CCARM 3711를 균

주에서 MBC 값을 확인할 수 있었다. 균주 C. acnes는 extract, n-Hex 및

EtOAc 분획물에서 실험한 모든 균주의 MIC를 확인하였고, 각각 MIC 값 이상의

시료 배양액을 이용해서 MBC를 확인하였다. EtOAc 분획물의 경우 CCARM

9009를 균주에서 MBC 값을 확인할 수 있었다(Table 36).
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Table 36. MIC and MBC values of H. japonica aerial parts on S.epidermidis

and c.acens.

Unit: μg/mL

Unit: μg/mL

S.epidermidis

CCARM3709 CCARM3710 CCARM3711

MIC MBC MIC MBC MIC MBC

Extract 10000 >10000 10000 >10000 10000 >10000

n-Hex Fr. 5000 >10000 5000 >10000 5000 >10000

EtOAc Fr. 2500 10000 2500 >10000 2500 10000

n-BuOH Fr. >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000

H2O Fr. >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000

C.acens

CCARM 0081 CCARM 9010 CCARM 9089 CCARM 9009

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

Extract 5000 >10000 10000 >10000 5000 >10000 2500 >10000

n-Hex Fr. 1250 >10000 2500 >10000 1250 >10000 625 >10000

EtOAc Fr. 5000 >10000 10000 >10000 5000 >10000 5000 2500

n-BuOH F. >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000 >10000

H2O Fr. >10000 >10000 10000 >10000 >10000 >10000 10000 >10000
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5. 분리된 화합물의 활성 실험 결과

1）항산화

(1) DPPH radical 소거 활성

제주피막이 EtOAc분획물에서 분리된 화합물의 DPPH radical 소거 활성을 측정

하였다. 각 화합물은 31.25-500 μM의 농도로 진행하였으며 각각에 대한 SC50 값

을 계산하였다. 실험 결과는 EtOAc분획물에서 분리된 화합물은 대조군보다 더

우수한 DPPH radical 소거 활성이 있음을 확인하였다.(Figure 146, Table 37).

Figure 146. DPPH radical scavenging activities of isolates 17-20 from H.

japonica aerial parts. The data are expressed as a percentage of controland

represent the mean ± SD of triplicate experiments.
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Table 37. SC50 values of DPPH radical scavenging activities of isolates 17-20

from H. japonica aerial parts.

Compound No. Compound name SC50 (μM)

17 isorhamnetin 3-O-β-D-glucopyranoside 162.2
18 quercetin-3-O-β-D-galactoside 78.8

19
Quercetin 3-O- 6’’ -caffeoyl -β-D-

galactopyranoside
33.9

20 Zizyflavoside B 113.5

Positive control BHT 362.4
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(２) ABTS+ radical 소거 활성

제주피막이 EtOAc분획물에서 분리된 화합물의 ABTS+ radical 소거 활성을 측

정하였다. 각 화합물은 31.25-500 μM의 농도로 실험을 진행하였으며 각각에 대

한 SC50 값을 계산하였다. 실험 결과, 모든 화합물은 우수한 ABTS+ radical 소거

활성을 보였으며 그중 compound 18은 대조군과 비슷한 ABTS+ radical 소거 활

성이 있음을 확인하였다.(Figure 147, Table 38).

Figure 147. ABTS+ radical scavenging activities of isolates 17-20 from H.

japonica aerial parts. The data are expressed as a percentage of controland

represent the mean ± SD of triplicate experiments.
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Table 38. SC50 values of ABTS+ radical scavenging activities of isolates

17-20 from H. japonica aerial parts.

Compound No. Compound name SC50 (μM)

17 isorhamnetin 3-O-β-D-glucopyranoside 49.9
18 quercetin-3-O-β-D-galactoside 32.4

19
Quercetin 3-O- 6’’ -caffeoyl -β-D-

galactopyranoside
69.6

20 Zizyflavoside B 79

Positive control BHT 32.4
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2) 항염

(1) Nitric oxide (NO) 생성 억제 활성

n-Hex 분획물에서 분리된 화합물 compound 10, 12 및 EtOAc 분획물에서 분

리된 화합물 compound 16, 19 의 항염 활성을 측정하기 위해 RAW 264.7 cell

을 이용하여 nitric oxide 생성 억제 활성 및 세포 독성(MTT assay)을 확인하였

다. compound 10은 2.5, 5, 10, 20 μM, compound 12는 6.25, 12.5, 25, 50 μM,

compound 16 및 compound 19는 50, 25, 100, 200, 400 μM 농도로 실험을 진행

하였다. 그 결과, 화합물10, 12, 16, 19는 세포 독성이 없이 nitric oxide 생성을

농도 의존적으로 억제하였다. IC50 값은 각각 11.8, 10.9，84.4 , 122.6μM 로 확인

되었다(Figure 148).

(A)



- 184 -

(B)

(C)
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(D)

Figure 148. Effects of isolated Compound 10 (A), Compound 12 (B),

Compound 16 (C) Compound 19 (D) from H. japonica aerial parts on NO

production and cell viability in LPS-induced RAW 264.7 cells. The data

represent the mean ±SD of triplicate experiments. Values are the mean SEM

of triplicate experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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(2) PGE2 및 전염증성 cytokine 생성 억제 활성

제주　피막이　지상부에서　분리된 화합물 compound 10, 12，16, 19의 추가적

인 항염 활성 기전을 연구하기 위해 RAW 264.7 cell을 이용하여 전염증성

cytokines IL-6, TNF-α, IL-1β 및 PGE2 억제 활성을 측정하였다. 그중

compound 10는 세포 독성이 나타내지 않은 농도 2.5, 50, 10, 20 μM를 이용하여

실험을 진행한 결과 cytokines TNF-α, 1L-6생성을 효과적으로 억제 시키는 것

을 확인할 수 있었다. Compound 12는 세포 독성이 나타나지 않은 농도 6.25,

12.5, 25, 50 μM를 이용하여 실험을 진행한 결과 cytokines TNF-α, 1L-6, IL-1β 

및 PGE2생성을 효과적으로 억제 시키는 것을 확인할 수 있었다. Compound 15

및 19는 세포 독성이 나타나지 않은 농도 50, 100 , 200, 400 μM를 이용하여 실

험을 진행한 결과 compound 15는 cytokines TNF-α, 1L-6 및 PGE2생성을 효과

적으로 억제 시키는 것을 확인할 수 있고 compound 19는 cytokines TNF-α,

1L-6, IL-1β 및 PGE2생성을 효과적으로 억제 시키는 것을 확인할 수 있었다

(Figure 149-152).
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(A)

(B)

Figure 149. Effects of isolated compound 10 from of H. japonica aerial parts

on TNF-α (A), IL-6 (B) production in LPS-induced RAW 264.7 cells. The

data are represent the mean ± SD of triplicate experiments. *p < 0.05; **p <

0.01.
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(A)

(B)
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(C)

(D)

Figure 150. Effects of isolated compound 12 from of H. japonica aerial parts

on TNF-α (A), IL-6 (B), PGE2 (C) and L-1β (D) production in LPS-induced

RAW 264.7 cells. The data are represent the mean ± SD of triplicate

experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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(A)

(B)
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(C)

Figure 151. Effects of isolated compound 15 from of H. japonica aerial parts

on TNF-α (A), IL-6 (B), PGE2 (C) production in LPS-induced RAW 264.7

cells. The data are represent the mean ± SD of triplicate experiments. *p <

0.05; **p < 0.01.
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(A)

(B)
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(C)

(D)

Figure 152. Effects of isolated compound 19 from of H. japonica aerial parts

on TNF-α (A), IL-6 (B), PGE2 (C) and IL-1β (D) production in LPS-induced

RAW 264.7 cells. The data are represent the mean ± SD of triplicate

experiments. *p < 0.05; **p < 0.01.
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6. 요약 및 결론

　본 연구에서는 제주피막이 추출물의 화장품 및 의약품 소재 개발 가능성을 판

단하기 위해 다양한 생리 활성 실험과 성분 연구를 진행하였다.

제주피막이 지상부의 70% EtOH 추출물을 용매의 극성에 따라 순차적으로 분

획하여 n-Hex, EtOAc, n-BuOH 및 H2O 분획물을 얻었다. 이중 n-Hex, EtOAc

분획물은 VLC 및 Sephadex LH-20 column chromatography를 수행하여 단일

물질을 분리하였다. 분리한 단일 물질은 1H 및 13C NMR을 이용하여 화합물의

구조를 예상한 후 문헌과 비교하여 총 20개의 화합물을 동정하였다.

분리된 화합물은 (E)-phytol (1)，neophytadiene（2)，ethyl oleate（3)，

1-monoolein（4)，linolenic acid（5)，ethyl linoleate（6)，1-linoleoyl glycerol

( 7 ) ， e n t h y l l i n o l e n a t e ( 8 ) ， 1 - l i n o l e n o y l g l y c e r o （ 9 ) ，

1,9-octadecadiene-4,6-diyn-3S-ol（10)，β-sitosterol（11)，capsidiol-3-acetate

( 1 2 ) ， ( - ) - h i n o k i n i n （ 1 3 ) ， c h l o r o p h y l - 1 1 （ 1 4 ) ， ( 2 S ) - 1–

O-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-3-O-β-galactopyr-anosylglycerol（15)，(2S)-1–

O-(7Z,10Z,13Z-hexadecatrienoyl)-3-O-β-galacto-pyranosylglycerol(16)，

isorhamnetin-3-O-β-D-glucopyranoside（17)，quercetin-3-O-β-D-galactoside

(18), quercetin 3-O-6’’-caffeoyl-β-D-galactopyran-oside（19)，Zizyflavoside

(20)로 확인 되었다.

제주피막이 지상부의 항산화 실험 결과, EtOAc 분획물의 총 폴리페놀 및 플라

보노이드 함량이 각각 97.0±1.5 mg/g GAE 및 95.6±2.3 mg/g QE로 나타났으며,

DPPH 및 ABTS+ radical 소거 활성 실험에서 n-Hex 및 EtOAc 분획물은 우수

한 라디칼 소거 활성을 나타내었다. n-Hex 분획물에서 분리된 compound 1, 2,

5, 17 및 EtOAc 분획물에서 분리된 compound 18은 문헌147,148,149,150을 통해 우수

한 항산화 효능이 있음을 확인하였다. 그리고 추가적으로 플라보노이드 화합물인

17-20의 DPPH 및 ABTS+ radical소거 활성을 측정하였으며, 그결과 compound
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17-20은 대조군보다 우수한 DPPH radical소거 활성이 있음을 확인하였다.

Compound19는 대조군과 비슷한 ABTS+ radical소거 활성이 있음을 확인하였다.

항염 활성 실험 결과, extract 및 n-Hex, EtOAc, n-BuOH등 용매 분획물은 강

한 NO 저해 활성을 나타내었으며, IC50 값은 각각 40.9 μg/mL, 3.4 μg/mL, 48.3

μg/mL, 98.6 μg/mL로 확인되었다. 그중에 compound 2, 5. 6, 7, 9, 16, 17 항염

할성은 문헌151,152,153,154,155,156,157에보고되어 있다. 또한 n-Hex분획물에서 분리된

compound 10, 12 및 EtOAc 분획물에서 분리된 compound 15, 19는 지금까지

보고되지 안았으며, 본 연구에서 compound 10, 12. 15. 19에 대한 항염실험을

진행하였다. 그 결과, compound 10, 12. 15. 19에 효과적인 NO 생성 억제 활성

을 농도 의존적으로 나타내었고 그중 compound 12, 19 전염증성 cytokine인

TNF-α, IL-6, 1L-1β 및 PGE2의 생성을 효과적으로 억제하는 것으로 확인되었

다. 그리고 compound 15 cytokine인 TNF-α, IL-6, PGE2 및 compound 10

cytokine인 TNF-α, IL-6의 생성을 효과적으로 억제하는 것으로 확인되었다.

항균 활성을 확인하기 위해 피부 상재균인 Staphylococcus epidermidis

(CCARM 3709, 3710, 3711) 및 여드름균인 Cutibacterium acnes(CCARM 0081,

9009, 9010)를 이용하여 한천 확산법(paper disc diffusion method)을 통한 생육

저지환(clear zone), 최소 억제 농도(minimum inhibitory concentration, MIC) 및

최소 사멸 농도(minimum bactericidal concentration, MBC)를 측정하였다. 그 결

과, 제주 피막이 지상부 EtOAc분획물은 S. epidermidis 및 C. acnes에 대한 우

수한 항균 활성을 나타내었다. 또한 분리되 화합물 2. 4. 5. 17, 18은 항염 할성

은 문헌158,159,160,161,162을 통해 확인하였다.

제주피막이 지상부에서 분리 된 화합물의 효능이 대한 문헌조사결과,

Compound 1은 항상화, 항미코박테리아 및 항경련, 항염, 항결핵등 활성147,163,164,165,166

이 보고 되어있으며, Compound 2는 항상화, 항염, 항균 및 살충, α-glucosidase 억

제등의 활성150,153,160,169,170이 알려져 있다. Compound 3은 살비, 방충 및 산란 억제등

활성169보고 되어있으며 Compound 4는 항균, 리파아제활성159,170이 알려져있다.
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Compound 6은 항염, 항균 및 항촉매, 미백, 항당뇨활성152,160,171,172,173이 알려져 있고,

Compound 7, 9는 항염 활성154,155이 보고 되어 있다. Compound　13은 항염，

GABA 수송 단백질 활성，진통 및 항증식， 세포독성등의 효능174,175,176,177,178이 알려져

있고, Compound 16은 항염 활성156이 보고 되어 있다. Compound 17은 항염, 항

균, 항 지방 생성, α-glucosidase 억제, 지사등 활성150,157,161,179,180,181이 있으며,

Compound 18은 항산화, 항균, α-glucosidase 억제, 항종양, 항우울등 활성

162,182,183,184,185이 알려져 있다. Compound 20은 세포독성 활성186이 보고 되어 있

다.(Table 39).

화합물 10은 불포화 지방 알코올 화합물로 이 화합물은 본 연구를 통해 우수한

NO 생성억제 및 TNF-α, IL-6의 생성을 저해시키는 활성을 가짐을 확인하였다.

화합물 10과 유사한 화합물인 팔카린디올(falcarindiol)의 활성을 문헌 연구를 통

해 비교했다. 결과, 팔카린디올은 화합물 10보다 8번 위치에 히드록실기가 하나

더 많으며 항염 활성 및 TNF-α, IL-6, 1L-1β억제 효과가 있다.187 팔카린디올은

히드록실기으로 인해 전 염증 인자에 대한 나은 활성을 가지고 있다고 추측된다.

또한 화합물 12는 세스퀴테르펜화합물로 NO, TNF-α, IL-6, 1L-1β 및 PGE2의

생성을 효과적으로 억제하는 효과 았으을 실험을 통해 확인하였다. 화합물 12와

유사한 화합물인 캡사이신（capsaicin)의 활성을 비교하면, 문헌188,189 연구를 통해

화합물 12는 캡사이신보다 aliphatic group이 하나 더 있고, 캡사이신은 항염 활

성을 가지며, TNF-α및 PGE2에 대한 억제 효과를 있다. 화합물 12는 aliphatic

group의 영향으로 인해 캡사이신에 비해 항염 활성 및 전 염증 인자 억제 활성

이 더 우수한 것으로 추측된다.

화합물 15는 지방산 배당체 화합물로 본 연구를 통해 우수한 항염 활성을 가지

고 있음이 확인되었다. 화합물 15와 유사한 화합물 16의 활성을 비교하면 문헌

연구를 통해 화합물 16이 화합물 15보다 항염 활성이 우수함을 알 수 있다.156

화합물 15와 16의 구조를 비교하면 화합물 16에는 이중 결합이 하나 더 있다.

화합물 15는 이중결합 2개의 오메가 6 화합물이며, 화합물 16은 이중결합 3개의
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오메가 3 화합물이다. 오메가 3은 오메가 6보다 활성더 좋아서 화합물 16 이의

영향으로 항염 활성이 더 높은 것으로 추측된다.

　이상의 연구 결과를 바탕으로 제주피막이 지상부는 항산화, 항염 및 항균 활성

을 갖는 기능성 화장품 또는 의약품 관련 천연 소재로써 개발 가능할 것이라 사

료된다.
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Table 39. Activities of isolated compounds from H. japonica aerial parts.

NO. Compound structure activities

1 (E)-phytol

anti-oxidant activity147

anti-mycobacterial

activity163

anti-spasmodic activity164

anti-inflammatory

activity165

antitubercular activity166

2 Neophytadiene

anti-oxidant activity148

anti-inflammatory

activity151

anti-bacterial activity158

larvicidal activity167

α-glucosidase inhibition

activity168

3 Ethyl oleate

acaricidal, repellent, and

oviposition-deterrent

activities 169

4 1-Monoolein anti-bacterial activity159

lipase activity170

6 Ethyl linoleatel

anti-inflammatory

activity152

anti-bacterial activity160

anti-catalytic activity171

tyrosinase activity172

antidiabetic activity173

7 1-Linolenoyl Glycerol

anti-inflammatory

activity154

9 1-Linoleoyl Glycerol

anti-inflammatory

activity155

10 1,9-Octadecadiene-4,6-
diyn-3S-ol anti-inflammatory activity
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12 Capsidiol 3-acetate anti-inflammatory activity

13 (-)-Hinokinin

anti-inflammatory

activity174

GABA transporter

activity175

analgesic activity176

anti-proliferative activity177

cytotoxic activity178

14 Chlorophyl-11

15
(2S)-1–O-(9Z,12Z-oct
adecadienoyl)-3-O-β-
galactopyranosylglycer

ol

anti-inflammatory activity

16

(2S)-1–O-(7Z,10Z,13Z
-hexadecatrienoyl)-3-
O-β-galactopyranosyl
glycerol

anti-inflammatory

activity156

17
Isorhamnetin

3-O-β-D-glucopyrano
side

anti-oxidant activity 150

anti-bacterial activity161

anti-inflammatory

activity157

anti-adipogenic activity179

α-glucosidase inhibitory

activity180

anti-diarrhoeal activity181

18 Quercetin-3-O-β-D-g
alactoside

anti-bacterial activity162

α-Glucosidase inhibitory182

anti-oxidative activity183

anti-tumor activity184

anti-depressant activity185
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19
Quercetin 3-O- 6’’
-caffeoyl -β-D-
galactopyranoside

anti-oxidant activity

anti-inflammatory activity

20 Zizyflavoside B

cytotoxic activity186
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Ⅴ. 최종 결론 및 고찰

본 연구는 화장품 및 의약품 관련 천연물 유래 소재 개발에 대한 연구를 황근

잎, 가지 및 제주피막이 지상부 추출물과 용매 분획물에서 유효 성분을 분리, 동

정하고 항산화, 항염 및 항균 효능을 확인하였다.

황근 잎 EtOAc 분획물에서 총 5개의 화합물을 분리하였다. 분리된 화합물은 oleic

acid (1), isoquercetin (2), nicotiflorine (3), 3-(4-hydroxyphenyl)propionic acid (4),

p-hydroxyphenethyl-trans-ferulate (5)로 확인 되었다. 황근 잎에서 분리된 화합물

중 isoquercetin, nicotiflorine은 플라보노이드 화합물로 우수한 radical 소거 활성을

나타낸다는 것으로 많은 문헌190,191에 보고되어있다. 또한, oleic acid, isoquercetin,

nicotiflorine, p-hydroxyphenethyl-trans-ferulate은 항염 활성이 있는 것으로 알려져

있다.192,193,194,195

S. epidermidis에 대한 항균 활성 실험 결과, 황근 잎 EtOAc 및 n-BuOH 분획

물이 우수한 항균활성을 나타내었다.

황근 가지 EtOAc 분획물에서는 총 15개의 compound를 분리하였다. 분리한 화합

물은 methyl stearate（1)，oleic acid（2)，linolenic acid（3)，α-linolenic acid

（4)，ethyl linolenate（5)，friedelin（6)，friedelinol（7)，glutinol（8)，3β

-o lean-12-en-3-ol（9 )，oleano l i c-ac id（1 0 )，β-s i tos tero l（1 1 )，

p-hydroxyphenethyl-trans-ferulate（12)，caffeic acid（13), caffeic anhydride

（14)，triumfettalarein (15)로 확인 되었다.

분리 된 화합물 중 활성이 보고 되지 않은 compound 15은 HaCaT 세포를 통

해 2.5, 5, 10 μM의 농도에서 세포 보호 효과를 나타내는 것으로 확인되었다.

또한 compound 15는 효과적인 NO 생성 억제 활성을 농도 의존적으로 나타내었

고, 전염증성 cytokine인 TNF-α, IL-6, 1L-1β, 및 PGE2의 생성을 효과적으로 억
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제하는 것으로 확인되었다.

제주피막이 지상부의 n-Hex 및 EtOAc 분획물에서 총 20개의 compound를 분

리하였다. 분리된 화합물은 (E)-phytol (1)，neophytadiene（2)，ethyl oleate（

3)，1-monoolein（4)，linolenic acid（5)，ethyl linoleate（6)，1-linoleoyl glycer

ol（7)，enthyl linolenate(8)，1-linolenoyl glycero（9)，1,9-octadecadiene-4,6-di

yn-3S-ol（10)，β-sitosterol（11)，capsidiol-3-acetate（12)，(-)-hinokinin（1

3)，chlorophyl-11（14)，(2S)-1–O-(9Z,12Z-octadecadienoyl)-3-O-β-galactopy

r-anosylglycerol（15)，(2S)-1–O-(7Z,10Z,13Z-hexadecatrienoyl)-3-O-β-galact

o-pyranosylglycerol(16)，isorhamnetin-3-O-β-D-glucopyranoside（17)，querce

tin-3-O-β-D-galactoside（18), quercetin 3-O-6’’-caffeoyl-β-D-galactopyran-o

side（19)，zizyflavoside（20)로 확인되었다.

제주피막이 지상부의 n-Hex 및 EtOAc 분획물에서 분리된 플라보노이드 화합

물은 우수한 radical 소거 활성을 있음이 보고되어있다. 활성이 보고 되지 않은

compound 10, 12, 15 및 19는 효과적인 NO 생성 억제 활성을 농도 의존적으로

나타내는 것으로 확인되었고 compound 12, 19는 전염증성 cytokine인 TNF-α,

IL-6, 1L-1β 및 PGE2의 생성을 효과적으로 억제하는 것으로 확인되었다. 그리고

compound 15는 전염증성 cytokine인 TNF-α, IL-6 및 PGE2의 생성을 저해시키

고 compound 10은 TNF-α 및 IL-6의 생성을 효과적으로 억제하는 것으로 확인

되었다.

또한 S. epidermidis 및 C. acnes에 대한 항균 활성 실험 결과, 제주피막이

EtOAc 분획물은 모든 균주에 대해 우수한 활성을 나타내었다.

이상의 연구 결과를 바탕으로 황근 잎, 가지 및 제주피막이 지상부는 항산화,

항염 및 항균 활성을 갖는 기능성 화장품 또는 의약품 관련 천연 소재로서 개발

가능할 것이라 사료된다.
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