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ABSTRACT

With a view of proper utilization of plants in Jeju island, we have studied

three plant species in order to develop functional cosmetic additives.

Dried samples were extracted with 70% ethanol and the crude extracts were

subjected to solvent fractionations. The active components from the selected

fractions were obtained by a series of chromatographic separations.

Phytochemical study of the 70% ethanol extract of Quercus glauca, Distylium

racemosum, Nymphaea teragona affored seven new compounds along with

thirty-three known compounds. The identification of the isolated compounds

were made using extensive 1D and 2D NMR, HR FAB-MS experiments.

We have examined the isolated compounds for the activities on tyrosinase

and elastase inhibition as well as DPPH radical scavenger.
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Ⅰ. 서 론

  2000년 7월 1일 시행된 화장품법 2조 1항에 따르면 “화장품은 인체를 대상으로

사용되는 것으로서 인체를 청결, 미화하여 매력을 더하고 용모를 밝게 변화시키

거나 피부 또는 모발의 건강을 유지 또는 증진하기 위하여 인체에 사용되는 물

품으로서 인체에 대한 작용이 경미한 것”으로 정의된다. 기능성화장품(functional

cosmetics)은 일반화장품에 비하여 생리활성이 강조된 화장품 또는 기능이 강조

된 화장품을 말한다. 2000년 7월부터 시행된 국내 화장품법에서는 “기능성화장품

은 미백에 도움을 주는 제품, 피부의 주름개선에 도움을 주는 제품 및 피부를 곱

게 태워주거나 자외선으로부터 피부를 보호하는 데 도움을 주는 제품”으로 정의

하고 있다. 기능성 화장품은 의약품과 화장품의 중간적인 성격의 제품으로 코스

메슈티컬(cosmeceutical), 코스메디컬(cosmedical) 또는 약용화장품으로도 불린다.

이 중 가장 일반적인 것은 코스메슈티칼로 미국 펜실바니아 의과대학 교수

Albert Klingman에 의하여 제안된 것이다.

천연 화장품 및 저자극 화장품은 향후 기능성 화장품을 포함한 모든 화장품

산업 전반으로 확장되어, 화장품 산업의 근간을 이루는 트렌드로 자리잡을 것으

로 예산된다. 이러한 천연 화장품 및 웰빙 화장품이 화장품 시장을 주도하고 효

능효과를 강조한 기능성 화장품의 중요성이 강조된다면, 앞으로의 천연물을

이용한 기능성 화장품의 개발은 산업적으로 매우 중요한 연구과제가 될 것이다.

미백화장품은 피부에 멜라닌 색소가 침착되는 것을 방지하여 기미, 주근깨

등의 생성을 억제함으로써 피부의 미백에 도움을 주는 기능을 가진 화장품, 피부

에 침착된 멜라닌 색소의 색을 엷게 하여 피부의 미백에 도움을 주는 화장품 및

피부의 표면을 깨끗이 할 수 있는 제품을 말한다. 미백화장품의 연구동향을

살펴보면, 멜라닌 생성의 주효소인 tyrosinase의 활성을 직접 조절하여 미백원료

를 개발하려는 데에 가장 많은 노력이 이루어졌다.
1)
최근에는 멜라닌 합성에

영향을 주는 물질인 다양한 신호전달 물질. 즉, 사이토카인(즉, endothelin)을

조절하거나 melanocyte 표면에 있는 수용체를 조절하여 외부신호를 차단함으로

써 melanogenesis를 억제하는 방향으로도 연구가 진행되고 있다.
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이름 특성 주성분
사용 또는 

제조회사
비고

알부틴

Tyrosinase 저해

(registered as functional 

cosmetic raw material by 

KFDA, 2%)

바이오랜드

(한국, 제조)
일괄고시

유용성 감초추출물

Tyrosinase 저해

(registered, 0.05%) glabridin

마루젠

(일본, 제조)

바이오랜드

(한국, 제조)

일괄고시

닥나무 추출물
Tyrosinase 저해

(registered, 2%)
Kazinol F

태평양

(한국, 제조/사용)
일괄고시

에칠아스코빌에텔
Tyrosinase 저해

(registered, 2%)

3-Ethoxy-Vit-C

(HX-01B)

국내장업사

(한국, 사용)
일괄고시

상지추출물 Tyrosinase 저해
oxyresveratrol

morusin

코리아나

(한국, 사용)

바이오랜드

(한국, 제조)

개별고시

L-Ascorbic 

acid-2-Glucoside
항산화제 AA-2G

히야시바라

(일본, 제조)
개별고시

Vitamic C 

magnesium 

phosphate

항산화제
국내장업사

(한국, 사용)
개별고시

Vitamic C 항산화제
한불, 코스맥스

(한국, 사용)
개별고시

Phytoclear EL-1
Suppress melanogenic 

enzymes

LG H&H

(한국, 제조/사용)
개별고시

Lucinol Tyrosinase 저해

Pola

(일본, 제조)

엔프라니

(한국, 사용)

개별고시

Coenzyme Q-10
콜라겐섬유 손상 방지

표피세포의 재생
ubiquinone

태평양

(한국, 사용)
개별고시

현재 국내에서 기능성화장품 원료의 유효성과 안전성은 한국식품의약품안전청

(KFDA)의 허가를 받아 고시되고 있다. 현재 KFDA의 미백제로서 고시를 얻은

성분은 다음과 같다.

Table 1. 기능성 미백제 고시 품목
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Figure 1. 기능성 미백제 활성성분 구조
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이름 특성 사용 또는 제조회사 비고

Retinol
세포분화 촉진

단백질합성 촉진
국내장업사(한국, 사용) 일괄고시

폴리에톡시레이트

레틴아마이드

세포분화 촉진

단백질합성 촉진
LG H&H(한국, 제조/사용) 일괄고시

우르솔릭엑시드 Elastase 저해 참존(한국, 사용) 개별고시

빈랑자 추출물 Elastase 저해
바이오랜드(한국, 제조)

코리아나(한국, 사용)
개별고시

L-Carnitine 단백질합성 촉진 한불(한국, 사용) 개별고시

카이네틴
섬유아세포 DNA 촉진

콜라겐합성 촉진
엔프라니(한국, 사용) 개별고시

작약 추출물
콜라겐합성 촉진

Elastase 저해
LG H&H(한국, 사용) 개별고시

하이드록시프릴린(HP) Elastase 저해 LG H&H(한국, 사용) 개별고시

인돌 아세트산 세포분화 촉진 코스맥스(한국, 사용) 개별고시

α-Tocopherol 항산화제 한국 콜마(한국, 사용) 개별고시

Oleanolic acid Elastase 저해 태평양(한국, 사용) 개별고시

Fructose 

1,6-diphosphate
항산화제 태평양(한국, 사용) 개별고시

아데노신

섬유아세포 DNA 촉진

단백질 합성 증가

세포기능 향상

한국화장품(한국, 사용) 개별고시

예덕나무 추출물
콜라겐합성 촉진

Elastase 저해
코리아나(한국, 사용) 개별고시

Tensolin-F MMP-1 저해 한불(한국, 제조/사용) 개별고시

주름개선 화장품이란 연령의 증가에 따라 발생하는 주름 완화와 관련되어

주름생성 예방 및 완화제품, 주름치유 제품 및 신개념 항노화제품으로 크게 구분

된다. 현재 주름개선 화장품 연구경향을 보면, 진피층의 콜라겐 및 엘라스틴

생성을 촉진시키거나 분해를 저해하는 물질의 개발에 많은 연구가 이루어지고

있다.
2)
현재, 국내에서 기능성 주름개선제로서 한국식약청(KFDA)에서 유효성과

안전성을 입증받아 사용허가를 얻은 고시품목은 다음과 같다.

Table 2. 기능성 주름 개선제 고시 품목
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Figure 2. 기능성 주름 개선제 활성성분 구조
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제주도는 한반도로부터 약 130 km 남쪽에 위치한 섬으로, 중앙에는 높이

1950 m의 한라산이 있으며, 지리적으로 한반도, 일본, 중국의 중앙부에 위치하여

있다. 저지대는 구로시오의 연향을 받아 연중 온화하며 고도의 변화에 따른 기온

변화가 뚜렷하다. 강수량은 많으나 비교적 건조하기 쉬운 지형과 토양을 갖고 있

다. 이러한 환경적 영향으로 국내에서는 특이하고 다양한 생물자원을 보유하고

있다. 제주도는 한라산을 중심으로 338종의 약용식물을 포함하여 총 2,100종의

자생식물이 서식하고 있으며, 타 지역과 다른 다양하고 특이한 분포형태를 유지

하고 있다. 이러한 식물상은 지리산 1,300여 분류군, 설악산 1,200여 분류군, 울릉

도 650 분류군에 비하여 국내에서는 가장 다양한 분포형태를 나타내고 있다.

본 연구에서는 제주도 내에 자생하고 있는 식물을 시료로 이용하여 추출물을

제조하고 화장품관련 활성 검색(tyrosinase 억제활성, elastase 억제활성, DPPH

라디칼 소거활성)을 실시하였다. 그 중에서 유효한 활성이 검색되었던 종가시

나무(잎), 조록나무(가지), 수련(뿌리)에 대하여 활성성분을 분리하여 그 구조를

동정하였다. 또한, 분리된 화합물에 대한 활성실험을 실시하여 천연 기능성 화장

품 소재로서의 활용 가능성을 검토하였다.
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Ⅱ. 시약 및 기기

  본 실험에서 시약은 시료의 추출, 용매분획 및 분리에 사용된 용매들은 Merk

CO., Junsei Co.의 제품을 사용하였다. Celite column chromatography에는

Celite(Celite 545, Celite Korea Ltd.)가 사용되었으며, normal-phase silica gel

column chromatography에는 Silica gel 60(0.063-0.200 mm, Merck Co.),

Silica gel 60(0.040-0.063 mm, Merck Co.), Silica gel(0.025-0.0020 mm, Sigma

Co.)이 사용되었고, reverse-phase silica gel column chromatography에는 Silica

gel 100(RP-18, 230-400 mesh, Merck Co.)와 YMC-gel(ODS-A, AA12S75,

S75 um, 12 nm, 500 g Sephadex LH-20(0.1 mm-0.025 mm)이 사용되었다. 분

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

aluminium sheet (Silicagel 60 F254, 2.0 mm, Merk Co.)와 precoated silica gel

aluminium sheet(RP-18 Silica gel F254, 2.0 mm, Merk Co.)를 사용하였다. TLC

상에서 분리된 물질들을 확인하기 위하여 UV/VIS lamp를 사용하거나 TLC

plate를 visualizing agent에 침적시킨 후 heat-gun을 이용하여 건조시켰다.

Visualizing agent로는 KMnO4 수용액 (3% KMnO4, 20% K2CO3, 0.25% NaOH),

1% anisaldehyde-MeOH, 2% FeCl3-MeOH를 필요에 따라 사용하였다.

구조분석에 이용된 NMR(Nuclear Magnetic Resonance)은 JNM-LA 400(FT

NMR system, JEOL Co.) 혹은 NMR(Bruker Co. 500MHz) 이용하였다. NMR

측정시 용매로는 NMR전용 Merck Co.에 CD3OD, D2O, CDCl3, DMSO-d6,

Pyridine-d6을 사용하였다. 분리 물질의 광학회절을 확인하기 위해 polarimeter는

Jasco P-1030을 사용하였고, MeOH과 H2O를 용매로 하여 측정하였다. 새로운

화합물에 대한 UV측정에는 Biochrom Co., LibraS22를 사용하였으며, 녹는점 측

정에 사용된 기기는 Fisher scientific Co.에 12-142T를 사용하였다. 분리된 화합

물의 질량분석을 위해서는 한국 기초과학지원연구소(서울센터)의 HR FAB-MS

를 사용하였다.
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Ⅲ. 연구과제 1 : ‘종가시나무 잎’의 유효성분 및 활성검색

1. 재료

 종가시나무(Quercus glauca Thunb.)는 제주 방언으로 가시낭이라 불리며,

쌍떡잎 식물 참나무목 참나무과의 상록교목으로 주로 한국(남쪽섬)ㆍ일본ㆍ중국

ㆍ히말라야 등지에 북사면에서는 해발 400 m, 남사면에서는 600 m이하의

난대림이나 계곡등에 분포하고 있으며, 특히 제주에서는 곶자왈에서 자생하고

있다. 높이는 15 m정도 이며 가지에 털이 없고, 나무껍질은 녹색 빛이 나는

회색이다. 잎은 어긋나고 넓은 타원형에서 달걀을 거꾸로 세운 모양의 타원형

이며, 표면에 윤기가 있고, 꽃은 4∼5월에 피며 암꽃이삭은 새가지 중앙부의

잎겨드랑이에서 위로 곧게 서고 2∼3개의 꽃이 달린다. 주로, 건축재ㆍ가구재ㆍ

기구재로 사용하며, 그릇이나 숯을 만드는 데 쓰인다. 그리고 열매는 견과로

10월에 익으며 란원형으로 길이 2 cm정도로 식용한다.

종가시나무 잎에 대해 현재 알려진 물질로는 triterpenes, alkanes, saponins,

gallates등이 있으며,
3-8)

이들에 대한 생리활성은 항상화 활성이 연구 보고된

바가 있다.

본 연구에서는 제주에서 자생하고 있는 종가시나무 잎에서 컬럼크로마토그래피

를 통하여 다른 활성물질을 탐색 및 분리ㆍ동정하고, 신물질로 분리된 한개의

lignan화합물에 대해 구조분석을 하였다.
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Figure 3. Picture of Quercus glauca Thub

Figure 4. Picture of Q. glauca leaves

Figure 5. Picture of Q. glauca fruit
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2. 실험방법

2-1. 시료의 추출 및 유효성분 분리

2-1-1. 종가시나무 잎의 70% EtOH 추출물 및 용매분획

제주도 한라수목원에서 자생하는 종가시나무를 채집하여 부위별로 세분시킨 후,

음지에서 풍건하여 분쇄한 건조분말 298.4 g을 70% EtOH 6 L에 침적하고 실온

에서 24시간동안 교반하여 침출시킨 시료를 감압여과 장치를 통해 여액을 취해

감압농축 하였으며, 분리된 잔사는 추출과정을 동일한 조건에서 2회 반복하였다.

이 과정을 통해 70% 에탄올 추출물 64.8 g을 얻었다. 감압농축된 70% 에탄올

추출물을 증류수 1 L에 현탁시키고, 분별 깔대기를 이용해 각각 1 L씩

n-hexane 층, ethyl acetate 층, n-butanol 층 및 H2O 층 4개의 용매분획층을

얻었다(Figure 6).

2-1-2. Celite column chromatography에 의한 분획과정

용매분획 하여 얻어진 EtOAc 분획층을 celite로 충진한 glass column을 이용

하여 분획을 하였다. 사용된 용출용매는 n-hexane, CH2Cl2, EtOAc, MeOH을 사

용하여 각각 4개의 분획을 얻었다(Figure 6).

2-1-3. EtOAc 분획물에서 compound 1-4 분리과정

2-1-2에서 얻어진 EtOAc 분획(3 g)을 분리하기 위해, 역상 silica gel을 충진

시켜 gradient 용매(H2O/MeOH)조건을 이용하여 8개의 분획층을 얻었고, 그중

RP-Fr-2을 Sephadex LH-20(CHCl3/MeOH = 1/1, 1/2) 조건을 사용하여 10개의

분획을 나누었고, 그 중 Fr-2-2에서 compound 1(46 mg)과 Fr-2-6에서

compound 2(41.5 mg)을 얻었다. RP-Fr-3을 Sephadex LH-20(CHCl3/MeOH =
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1/4)을 사용해 9개의 분획으로 나누었고, 그 중 Fr-3-3에서 compound 3

(16.2 mg)을 얻었다. RP-Fr-5은 60% MeOH에 현탁시킨 후 용매 분획하여

Et2O 층을 얻었고, 얻어진 Et2O 층을 Sephadex LH-20(CHCl3/MeOH = 2/1)을

사용해 10개 분획을 얻었다. 그 중 Fr-5-4을 순상 silica gel(CHCl3/MeOH =

2/1)을 사용해 Fr-5-4-2에서 compound 4(6.2 mg)을 얻었다(Figure 6).

2-1-4. EtOAc 분획물에서 compound 12, 13 분리과정

2-1-2에서 얻어진 EtOAc 분획(3 g)을 순상 silica gel gradient 조건(Hex/

EtOAc→EtOAc/MeOH)을 사용해 7개의 분획물을 얻었고, 그 중 NP-Fr-1을

역상 silica gel gradient 조건(H2O/MeOH)을 사용하여 11개의 분획으로 나누었

다. 그 중 Fr-1-3을 순상 silica gel(Hex/EtOAc/MeOH = 10/10/2)을 사용해 8개

의 분획을 얻었고, Fr-1-3-2에서 compound 12(13.2 mg)을 얻었다. Fr-1-6은

순상 silica gel(CHCl3/MeOH = 5/1)을 사용해 3개의 분획으로 나눴으며, 그 중

Fr-1-6-3을 재결정시켜 compound 13(1 mg)을 얻었다(Figure 6).

2-1-5. n-butanol 분획물에서 compound 6-11 분리과정

2-1-2에서 얻어진 n-butanol 분획(10 g)을 순상 silica gel gradient 조건

(EtOAc/MeOH)을 사용해 11개의 분획물을 얻었다. 그 중 NP-Fr-7을 재결정

시켜 compound 6(81.4 mg)을 얻었다. NP-Fr-2은 순상 silica gel(Hex/EtOAc =

2/1)을 사용해 4개의 분획층으로 나누었고, 그 중 Fr-2-1에서 compound 7(10.2

mg)과 Fr-2-2에서 compound 8(4.4 mg)을 얻었다. Fr-2-4는 순상 silica gel

(Hex/EtOAc/MeOH = 1/20/1)을 사용하여 4개의 분획층으로 나누었고, Fr-2-4-1

에서 compound 9(3.2 mg)을 얻었다. NP-Fr-4은 순상 silica gel gradient 조건

(CH2Cl2/Me2CO)을 사용해 11개의 분획을 얻었고, 그중 Fr-4-4에서 compound

10(18.2 mg)을 얻었다. Fr-4-5은 순상 silica gel(CHCl3/MeOH = 2/1)을 사용해

6개의 분획을 얻었고, 그중 Fr-4-5-3을 순상 silica gel(EtOAc/MeOH = 3/1)을

사용해 compound 11(16.5 mg)을 얻었다(Figure 6).
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Dried Q. glauca leaves powder (298.4 g)

70% EtOH Ext. (64.8 g)

1) extraction with 70% EtOH

2) stirring for 24hr at room temp. 2 times

3) vacuum filteration

n-Hex Fr. n-BuOH Fr.
EtOAc Fr.

11.4g
H2O Fr.

1) suspended with H2O

Celite

Fr-3

16.7mg
Fr-4Fr-2

cpd. 6(81.4mg)

cpd. 7(10.2mg)

cpd. 8(4.4mg)

cpd. 9(3.2mg)

cpd. 10(18.2mg)

cpd. 11(16.5mg)
cpd. 12(13.2mg)

cpd. 13(1mg)
cpd. 1(46mg)

cpd. 2(41.5mg)

cpd. 3(16.2mg)

cpd. 4(6.2mg)

NP Silica gel (EtOAc/MeOH)(v/v), gradient

NP Silica gel

(EtOAc/MeOH)(v/v), gradient

Fr-1

RP Silica gel

(H2O/MeOH)(v/v), gradient

Figure 6. Isolation procedure of compounds from Q. glauca leaves
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2-2. 활성 검색

2-2-1. DPPH radical scavenging test

DPPH 라디칼 소거 활성 실험은 Blois방법
9,10)
을 응용하여 사용하였다. DPPH

(1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl)을 사용하였고, 사용된 용매는 70% EtOH을 사용

하였다.

실험방법은 sample 0.2 mL(1 ㎎/㎖, stock), 70% EtOH 0.8 mL, 0.2 mM DPPH

solution 0.5 mL을 넣고, 최종 부피가 1.5 mL로 맞춘다. 상온(25 ℃)에서 10분간

반응시킨 후, 525 nm에서 UV/VIS 분광광도계를 이용하여 흡광도를 측정하였다.

소거능력은 다음과 같은 식에 의해 %로 계산되었고, 각 시료의 RC50를 구하였

다. 이때 사용된 대조군으로는 녹차 추출물(1 ㎎/㎖, stock), Vitamin-C (1 ㎎/㎖,

stock)을 사용하였다.
11)

Scavenging effect(%) = [A0-(A-Ab)/A0 X 100]

A0 : 525 nm DPPH의 흡광도.

A : 520 nm DPPH와 시료반응액의 흡광도.

Ab : 525 nm 시료의 흡광도.
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DPPH radical scavenging test
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3. 결과

3-1. 에탄올 추출물과 각 용매분획들에 대한 DPPH radical scavenging test

종가시나무(잎)의 70% 에탄올 추출물과 각각의 용매분획물을 DPPH radical

scavenging test를 실시하였다. 실험을 위해, DPPH용액은 0.2 mM로 제조하였고,

sample을 70% EtOH를 이용해 1 ㎎/㎖로 제조하였다. 4개의 농도별(100 ㎍/㎖,

50 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖, 2 ㎍/㎖)로 DPPH용액과 sample 용액을 상온(25 ℃)에서

10분간 반응시켜, UV/VIS 흡광 광도계를 이용해 525 nm의 파장에서 흡광도를

측정하였다. 그 결과, 종가시나무잎의 70% 에탄올 추출물이 RC50 수치 46.9 ㎍/

㎖를 보였으며, 각각 분획물에 대한 항산화결과는 EtOAc 분획층(RC50 = 21.2 ㎍

/㎖), n-BuOH 분획층(RC50 = 21.9 ㎍/㎖), H2O 분획층(RC50 = 74.2 ㎍/㎖)으로

대조군으로 사용한 녹차추출물(RC50 = 8.45 ㎍/㎖)과 비교하였을때, 비슷한 수준

의 항산화 활성을 나타내는 것을 알 수 있었다(Figure 7).

Figure 7. Radical scavenging effect of 70% EtOH Ext. and solvent Fr. from Q. glauca leaves
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3-2. Compound 1의 분리 및 구조 확인

종가시나무(잎) 건조분말(298.4 g)을 70% EtOH로 추출한 후 n-hexane,

EtOAc, n-butanol을 사용하여 순차적으로 용매분획 하였다. 4개의 용매분획물을

가지고 항산화 실험결과 EtOAc층에서 가장 높은 활성을 나타내었고, 따라서

EtOAc층을 가지고 n-hexane, CH2Cl2, EtOAc, MeOH을 사용하여 celite column

chromatography로 분리하여 각각 4개의 분획을 얻었다(Figure 6). 이 중 celite

EtOAc 층을 가지고 gradient 조건(H2O/MeOH)을 사용하여 역상 silica gel

column chromatography로 분리한 결과 8개의 분획들을 얻을 수 있었다. 이 중

RP-Fr-2을 전개용매(CHCl3/MeOH = 1/1)를 사용하여 Sephadex LH-20 column

chromatography로 분획을 하였고, 각 분획들을 TLC로 확인하여 10개의 분획을

얻었다. 그 중 Fr-2-3에서 compound 1 (46 mg)을 얻었다(Table 3).

Table 3. Yield for extract and each solvent fraction from Q. glauca leaves

Ext. solvent Yield (%)

70% EtOH Ext. 21.7

n-hexane Fr. 5.8

EtOAc Fr . 17.5

n-butanol Fr. 18.8

H2O Fr. 62.9

Compound 1 0.07

화합물 1의 구조 확인은
1
H NMR,

13
C NMR, DEPT,

1
H-

1
H COSY, HMQC,

HMBC, HR FAB-MASS를 통하여 확인하였다.

1
H NMR을 통하여 확인 한 결과 δ 6.94(2H, d, J = 2.0), δ 6.83(2H, dd, J =

8.0, 2.0), δ 6.69(2H, d, J = 8.0)에서 나타나는 signal로 보아 방향족 고리의 수소

가 있음을 예상하였고, coupling constant를 통해 방향족 고리의 수소가 ortho,
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meta 위치에서 서로 coupling 하고 있음을 예상할 수 있었다. δ 3.98(1H, d, J =

14.0), δ 3.70-3.72(2H, m), δ 3.69(1H, m), δ 3.61(1H, dd, J = 11.5 , 4.4), δ 3.53

(1H, dd, J = 11.5 , 2.2), δ 3.38(1H, dd, J = 11.5 , 5.5)에서 나타나는 signal을

보아 sp
3
혼성구조에 전기음성도가 큰 산소원자가 붙어 있는 형태라는 것을 예상

하였고, δ 3.53(6H, s)에서 나타나는 signal을 보아 화합물 내에 2개의 methoxy

group이 있음을 예상하였다. δ 2.64(1H, m), δ 1.96(1H, m)에서 나타나는 signal

을 보아 sp
3
혼성에 의한 포화탄화수소임을 예상할 수 있었다(Figure 8).

13
C NMR을 통해서는 화합물 탄소의 총 개수가 20개 이상임을 예상하였다.

DEPT (45°, 90°, 135°)을 통해 δ 150-130사이에 나타나는 6개의 peak가 4° 탄소

임을 확인하였고, δ 122-112사이에 나타나는 6개의 peak와 δ 52.259, δ 45.151,

δ 44.069에서 나타나는 peak가 3차 탄소임을 확인하였다. δ 65-59 사이에 나타

나는 3개의 peak와 δ 56에서 나타나는 2개의 peak는 1차 탄소임을 확인하였다

(Figure 9).

또한 compound 1의 정확한 구조동정을 위해 2D NMR data를 분석하였다.

1
H-

1
H COSY NMR spectrum을 통해 각각 coupling하고 있는 수소를 확인하였

고(Figure 10), HMQC NMR spectrum에서 14개의 수소 피크가 각 예상탄소와

교차하고 있는것을 확인함으로써, 각각 수소가 연결된 탄소를 확인하였다(Figure

11). HMBC NMR spectrum을 통해 각 수소와 탄소간의 long-range coupling을

확인하였다(Figure 12). 이와 같이 NMR data를 분석하여(Table 4), compound 1

의 분자식이 C20H26O7임을 예상하였고, HR-FAB MASS 결과 [m/z = 378.1692

(M)
+
]를 통하여 분자량이 예상했던 분자량인 378.1679와 거의 흡사하게 일치함을

증명하였다(Figure 13).

각각의 기기분석 자료를 토대로 분자구조를 문헌 검색한 결과 compound 1은

현재 문헌상 알려져 있지 않은 신물질로 추정되었고, compound 1의 구조를 살펴

본바 seco-lignan 종류의 화합물임을 알수 있었다.
12,13)

이 화합물은 280.6 nm

에서 최고 흡광도를 가지고, 광학회절이 [α]20D = -11 (0.1%, MeOH), 녹는점은

122 ℃을 가짐을 기기분석을 통해 알 수 있었다(Table 5).
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Position

Compound 1

δc (mult)
a δH (int, mult, J in Hz) COSY (H→H) HMBC (H→C)

1 R 52.2 (d) 3.98 (1H, d, 14.0) H-2

C-2, C-3, C-6,

C-1', C-2', C-6'

C-1", C-2", C-6"

2 S 45.1 (d) 2.64 (1H, m) H-3, H-6 C-2, C-3, C-4, C-5

3 T 44.0 (d) 1.96 (1H, m) H-2, H-4, H-5 C-1, C-5, C-6

4 M 63.7 (d)
3.69 (1H, m)

3.61 (1H, dd, 11.5, 4.4)
H-3 C-2, C-3, C-5

5 O 59.8 (t) 3.70 - 3.72 (2H, m) H-3 C-3

6 N 60.3 (t)
3.53 (1H, dd, 11.5, 2.2)

3.38 (1H, dd, 11.5, 5.5)
H-2 C-2, C-3

1' E 137.9 (s) - - -

2' K 113.1 (d) 6.95 (1H, d, 2.0) - C-1', C-3', C-4', C-6'

3' C 145.9 (s) - - -

4' A 149.2 (s) - - -

5' I 116.4 (d) 6.70 (1H, d, 8.0) H-6' C-1', C-3', C-4

6' G 121.8 (d) 6.83 (1H, dd, 8.0, 2.0) H-5' C-2', C-4'

7' P 56.6 (q) 3.83 (3H, s) - C-4'

1" F 137.3 (s) - - -

2" L 112.9 (d) 6.94 (1H, d, 2.0) - C-1", C-3", C-4", C-6"

3" B 148.9 (s) - - -

4" D 145.8 (s) - - -

5" H 121.4 (d) 6.69 (1H, d, 8.0) H-6" C-1", C-3", C-4"

6" J 116.2 (d) 6.83 (1H, dd, 8.0, 2.0) H-5" C-2", C-4"

7" Q 56.5 (q) 3.82 (3H, s) - C-3"

Table 4. 1D and 2D NMR data of compound 1 from Q. glauca leaves

1
H NMR : 400 MHz in CD3OD,

13
C NMR : 100 MHz in CD3OD
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Figure 10. 1H-1H COSY NMR spectrum of compound 1 from Q. glauca leaves

Figure 11. HMQC NMR spectrum of compound 1 from Q. glauca leaves
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Figure 12. HMBC NMR spectrum of compound 1 from Q. glauca leaves

Table 5. Information of compound 1 from Q. glauca leaves

Appearance Dark brown amorphous powder

Chemical Formula C20H26O7

UV λ max (nm) 280.6

Melting Point 122 ℃

Molecular Weight 378.2

Optical Rotation [α]20D = -11 (0.1%, MeOH)
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O

OH
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1'

2'
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6'

Compound 2
(+)-catechin

O

OH

HO

OH

OH

OH

Compound 3
(-)-epicatechin

2

3
4

10

9

1'

2'

3'
4'

5'

6'

5

6

7

8

Position

Compound 2
14)

Compound 3
15)

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

2 82.9 4.54 (1H, d, J=7.6) 79.9 4.81(1H, s)

3 68.9 3.98 (1H, m) 67.5 4.17 (1H, m)

4 28.6
4a 2.84 (1H, dd, J=5.4, 16.0)

29.3
4a 2.86 (1H, dd, J=4.6, 16.7)

4b 2.51 (1H, dd, J=8.3, 16.0) 4b 2.73 (1H, dd, J=2.7, 16.7)

5 157.9 158.1

6 96.4 5.85 (1H, d, J=2.4) 96.0 5.92 (1H, d, J=2.4)

7 157.7 157.9

8 95.6 5.92 (1H, d, J=2.4) 96.5 5.94 (1H, d, J=2.4)

9 157.0 157.7

10 100.9 100.2

1' 132.3 132.4

2' 115.3 6.71 (1H, dd, J=1.9, 8.3) 115.3 6.81 (1H, dd, J=1.5, 8.2)

3' 116.3 6.76 (1H, d, J=8.0) 144.9 6.77 (1H, d, J=8.2)

4‘ 146.4 146.3

5‘ 144.5 116.3

6‘ 120.1 6.83 (1H, d, J=1.9) 119.5 6.98 (1H, d, J=1.7)

3-3. 종가시나무(잎)에서 11종에 다른 화합물 확인

Compound 1과 같이 column chromatography를 이용해 분리․정제된 11종에

대한 화합물 또한 1D, 2D NMR을 이용하여 화합물을 예측하였고, 문헌과 대조

하여 동정하였다(Table 6-10).

Table 6. Isolated compound 2, 3 from Q. galuca leaves
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Compoun 4
kaempferol-3-O-β-D-(2"-trans-p-coumaryl)-rutinoside

Compoun 9
kaempferol-3-O-β-rutinoside

1''

2''

3''
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5''

6'' 1'''

2'''
3'''

4'''

5'''
6'''

1''''
2''''

3''''

4''''
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34
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7
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3'
4'

5'

6'

1''

2''

3''

5''

4'' 6'' 1'''

2'''
3'''

4'''

5'''
6'''

Position

Compound 416,17) Compound 918)

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

2 158.8 158.6

3 134.7 135.5

4 179.0 178.7

5 163.0 159.0

6 102.3 6.15 (1H, d, J=2.2) 102.6 6.26 (1H, d, J=2.0)

7 166.2 164.1 6.10 (1H, d, J=2.0)

8 94.8 6.34 (1H, d, J=2.2) 96.2

9 158.4 162.8

10 105.7 105.3

1' 122.8 122.8

2' 132.2 7.99 (1H, d, J=9.0) 132.4 8.05 (1H, d, J=9.0)

3' 116.2 6.90 (1H, d, J=7.9) 116.3 6.87 (1H, d, J=9.0)

4' 161.2 161.8

5' 116.2 6.90 (1H, d, J=7.9) 116.3 6.87 (1H, d, J=9.0)

6' 132.2 7.99 (1H, d, J=9.0) 132.4 8.05 (1H, d, J=9.0)

1" 100.7 5.56 (1H, d, J=8.0) 101.9 5.03 (1H, d, J=7.3)

Table 7. Isolated compound 4, 9 from Q. galuca leaves
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2" 76.2 6.34 (1H, t, J=8.0) 75.9

3.90-3.22 (6H, m)

3" 75.6

3.94-3.25 (5H, m)

78.1

4" 72.3 71.5

5" 77.4 77.4

6" 68.2 68.6

1"' 99.9 4.54 (1H, d, J=1.4) 98.4 4.51 (1H, d, J=1.7)

2"' 72.1

3.94-3.25 (4H, m)

72.2

3.90-3.22 (4H, m)

3"' 71.7 72.4

4"' 73.8 74.1

5"' 69.7 69.9

6"' 17.8 1.13 (3H, d, J=6.3) 18.0 1.14 (3H, d, J=6.1)

1"" 127.3

2"" 131.2 7.47 (1H, d, J=8.7)

3"" 116.4 6.82 (1H, d, J=8.5)

4"" 161.3

5"" 116.4 6.82 (1H, d, J=8.5)

6"" 131.2 7.47 (1H, d, J=8.7)

7"" 146.9 7.71 (1H, d, J=15.8)

8"" 114.6 6.39 (1H, d, J=15.8)

9"" 168.4
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2

OH

H3CO

OH

H3CO OCH3

Compound 5
eugenol

Compound 6
chavicol

1

3

4

5

6

7
8

9

5

4

3

2

1

6

7

8

9

10 10 11

Position

Compound 519-21) Compound 619-21)

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

1 145.9 149.3

2 149.0 115.7

3 116.2 6.73 (1H, d, J=1.9) 106.9 6.45 (1H, s)

4 133.0 132.3

5 122.1 6.60 (1H, dd, J=1.9, 8.0) 106.9 6.45 (1H, s)

6 113.4 6.70 (1H, d, J=8.0) 115.7

7 40.9 5.06-4.98 (2H, m) 41.3 5.08-4.99 (2H, m)

8 139.6 5.94 (1H, ddt, J=6.6, 10.2, 16.5) 139.4 5.94 (1H, ddt, J=6.2, 10.2, 16.3)

9 115.5 3.28 (2H, d, J=6.6) 106.9 3.28 (2H, m)

10 56.4 3.82 (3H, s) 56.8 3.81 (3H, s)

11 56.8 3.81 (3H, s)

Table 8. Isolated compound 5, 6 from Q. galuca leaves
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Position

Compound 7
19-21)

Compound 8
22-25)

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

1 146.5 104.2 4.25 (1H, d, J=7.8)

2 150.9 75.2

3.98-3.13 (6H, m)

3 118.4 6.83 (1H, d, J=1.9) 78.0

4 136.6 71.8

5 122.2 6.72 (1H, dd, J=1.9, 8.3) 78.2

6 114.3 7.08 (1H, d, J=8.3) 62.9

7 40.0 5.08-5.00 (2H, m) 66.3 3.16 (2H, dd, J=7.8, 13.0)

8 139.1 5.95 (1H, ddt, J=6.8, 10.0, 16.2) 15.5 1.23 (3H, t, J=7.0)

9 115.9

10 56.8 3.84 (3H, s)

1' 103.2 4.79 (1H, d, J=7.2)

2' 75.1

3.88-3.10 (6H, m)

3' 78.3

4' 71.5

5' 77.9

6' 62.6

5

4

3

2
1

6

7
8

9

10

2'

O

H 3CO

O

HO

HO

HO
HO

O

HO

HO

HO
HO O

1'

3'

4 '
5'

6'

1

2
3

4 5

6

7

8

Compound 7
eugenol-1-O-β-D-glucose

Compound 8
ethyl glucose

Table 9. Isolated compound 7, 8 from Q. galuca leaves
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Position

Compound 10
26-29)

Compound 11
30)

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in D2O+Acetone-d6

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

1 60.8 3.60 (2H, m) 27.7 1.62 (12H, m)

2 66.5 3.41 (1H, t, J=3.4) 71.8 3.44 (12H, m)

3 62.9 3.60 (1H, m)

4 64.2 4.79 (1H, t, J=3.4)

5 60.5 3.88 (1H, q, J=3.0)

6 25.3
6a 1.84 (1H, tt, J=4.3, 40.0, 14.0)

6b 1.67 (1H, m)

Table 10. Isolated compound 10-12 from Q. galuca leaves
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(+)-proto quercitol

Compound 11
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Compound 12
daucosterol

2

1
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DPPH radical scavenging test
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Vit-c

3-4. 종가시나무(잎)에서 분리된 화합물에 대한 항산화 실험결과

Column chromatography를 통하여 분리된 신규화합물외 11종에 대해 DPPH

라디칼 소거활성 실험을 통해 라디칼 소거 능력을 확인하였다. 그 결과

compound 1 의 RC50은 15.725 ㎍/㎖을 나타내었고, 그 외 화합물에 대한 항산화

활성은 다음 표에 나타내었다(Table 11). compound 1을 비롯하여 epi-catechin

(RC50 = 5.199 ㎍/㎖), catechin(RC50 = 8.124 ㎍/㎖), eugenol(RC50 = 18.026 ㎍/

㎖), chavicol(RC50 = 10.939 ㎍/㎖)은 대조군으로 사용한 녹차추출물(RC50 =

8.671 ㎍/㎖)과 비교하였을때, 좋은 라디칼 소거 활성을 보였다(Figure 14, Table

11).

Figure 14. Radical scavenging effect of the isolated compounds from Q. glauca leaves
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100 ㎍/㎖ 50 ㎍/㎖ 10 ㎍/㎖ 2 ㎍/㎖ RC50

N-1 81.301 70.554 46.542 N.A. 15.772

epi-catechin 100.00 95.266 90.560 23.304 5.137

catechin 89.431 95.958 62.569 34.136 6.429

kaempferol-3-O-β-D-

(2”-trans-p-coumaryl)-rutinoside
31.010 26.790 23.161 N.A. > 100

eugenol 79.791 74.018 44.018 N.A. 18.026

chavicol 88.037 84.527 49.177 N.A. 10.939

eugenol-1-O-β-D-glucose 54.355 41.109 20.527 N.A. 83.709

ethyl glucose 92.915 75.289 25.357 N.A. 29.835

kaempferol-3-O-β-D-rutinoside 72.706 41.109 17.892 N.A. 64.093

quercitol 23.577 14.550 13.172 N.A. > 100

15-crown-3 14.286 10.855 18.088 N.A. > 100

daucosterol 23.577 22.402 18.002 N.A. > 100

GreenTea Ext. 85.062 86.104 59.097 4.923 8.688

Table 11. Radical scavenging effect of the isolated compounds from Q. glauca leaves
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4. 결론

종가시나무(잎) 70% 에탄올 추출물을 n-hexane, EtOAc, n-butanol, H2O 층

으로 용매분획하고, 분획물에 대하여 항산화 실험결과 4개의 분획층에서 EtOAc

층이 가장 높은 활성을 보여(RC50 = 21.2 ㎍/㎖), celite column chromatography,

Sephadex LH-20 chromatography, 순상 silica gel chromatography, 역상

silica gel chromatography를 사용하여, 화합물들을 분리하였다. 분리된 화합물들

은 1D, 2D NMR 기기 data를 바탕으로 구조 동정을 하였고, 문헌들과 비교한

결과 epi-catechin, catechin, kaempferol-3-O-β-D-(2”-trans-p-coumaryl)-

rutinoside, eugenol, chavicol, eugenol-1-O-β-D-glucose, ethyl glucose,

kaempferol-3-O-β-D-rutinoside, (+)-proto-quercitol, 15-crown-3, daucosterol

로 동정하였고, 11종의 화합물을 순수하게 분리․정제하였음을 확인할 수 있었

다. 그 중 compound 1은 1D, 2D NMR, HR FAB-Mass data를 종합하여 문헌

검색한 결과 seco-lignan 계열의 신규화합물임을 알고, 보다 정확한 화합물정보

를 위해 UV/VIS spectrum, polarimeter data 등의 기기분석자료를 토대로 신물

질로 결론지었다.

Column chromatography를 통해 분리된 compound 1을 포함한 12종에 화합물

에 대해 DPPH radical scavenging test 결과 compound 1(RC50 = 15.725 ㎍/㎖),

epi-catechin(RC50 = 5.199 ㎍/㎖), catechin(RC50 = 8.124 ㎍/㎖), eugenol(RC50 =

18.026 ㎍/㎖), chavicol(RC50 = 10.939 ㎍/㎖)을 나타냄으로써, 높은 라디칼 소거

활성을 보였다. 따라서 본 연구의 실험결과를 토대로 종가시나무(잎)을 이용해

항산화제 개발 가능성에 기대를 엿볼 수 있었다.31-34)
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Ⅳ. 연구과제 2 : ‘조록나무 가지’의 유효성분 및 활성검색

1. 재료

조록나무(Distylium racemosum)는 쌍떡잎식물 장미목 조록나무과의 상록교목

으로 한국(제주, 완도)·일본에 산기슭 저지대에 주로 자생하고 있다. 높이 20 m,

둘레는 3 m에 달하며 어린 가지에 성상모(星狀毛:여러 갈래로 갈라져 별 모양의

털)가 있다가 없어지며, 잎에 커다란 벌레집이 많이 생기고, 그속에는 오배자충이

들어있어 제주 방언으로는 ‘조래기낭’, ‘조로기낭’이라 불리며, ‘영평 조록나무’라

하여 제주도기념물 21호로 지정되어있다. 꽃은 4월에 피며, 꽃잎은 없고 꽃받침

조각은 3-6개, 수술은 6-8개이며 암술은 1개이다. 열매는 9-10월에 결실하며

삭과(殼果)로 목질이고 겉에 털이 밀생하며 2개로 갈라져서 종자가 나온다.

심재(心材)는 검은 자홍색이며, 단단하여 울타리․정원수․공원수․독립수․

열식․실내조경․기구재․악기재․조각재로 사용되고 있으며, 목회즙은 도자기의

유액으로 사용하고 있으며, 현재까지 조록나무 가지에 대해서는 연구 보고된

바가 없다.

따라서, 본 연구에서는 제주에서 자생하고 있는 조록나무 가지에서 생리활성

물질을 탐색 및 분리ㆍ동정하고, 신물질로 분리된 화합물들에 대해 구조분석 및

활성실험으로 DPPH radical scavenging test, tyrosinase inhibition test, elastase

inhibition test를 실시 하였다.
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Figure 15. Picture of Distylium racemosum Siebold & Zucc

Figure 16. Picture of D. racemosum leaves

Figure 17. Picture of D. racemosum flower
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2. 실험방법

2-1. 시료의 추출 및 유효성분 분리

2-1-1. 조록나무 가지의 70% EtOH 추출물 및 용매분획

조록나무(가지)를 쇠절하여 굵게 간 분말 2500 g을 70% EtOH 25 L에 침적하

고, 실온에서 24시간동안 교반하여 침출시킨 시료를 감압여과 장치를 통해 여액

을 취해 감압농축 하였으며, 분리된 잔사는 추출과정을 동일한 조건에서 2회

반복하였다. 이 과정을 통해 70% 에탄올 추출물 273.2 g을 얻었다. 얻어진 70%

에탄올 추출물을 증류수 1 L에 현탁시키고 분별 깔대기를 이용해 각각 1 L씩

n-hexane 층, EtOAc 층, n-butanol 층 및 H2O 층 4개의 용매분획층을 얻었다

(Figure 18).

2-1-2. Celite column chromatography에 의한 분획과정

용매분획 하여 얻어진 EtOAc 분획층을 celite로 충진한 glass column을 이용하

여, 분획을 하였다. 사용된 용출용매는 n-hexane, CH2Cl2, CHCl3, Et2O, EtOAc,

Me2CO을 사용하여 각각 6개의 분획을 얻었다(Figure 18).

2-1-3. Celite Et2O 분획물에서 compound 1-13, 15-18 분리과정

2-1-2에서 얻어진 Et2O 분획(10 g)을 분리하기 위해 역상 silica gel을 충진

시켜 gradient 조건(H2O/MeOH)을 사용해 12개의 분획을 얻었고, RP-Fr-3을

순상 silica gel(CHCl3/MeOH = 2/1)을 사용하여 4개의 분획을 얻었고, Fr-3-1

에서 compound 1(10.1 mg)을 얻었고, Fr-3-2에서 Sephadex LH-20(CHCl3/

MeOH = 7/2)을 사용하여 compound 11(7.2 mg)과 compound 12(1.4 mg)을 얻

었다. Fr-3-4에서는 Sephadex LH-20(CHCl3/MeOH = 2/1)을 사용하여 5개의



- 35 -

분획을 얻었고, 그중 Fr-3-4-1을 재결정시켜 compound 2(12.4 mg)을 얻었으며,

Fr-3-4-3에서는 compound 3(60.7 mg)을 얻었다. RP-Fr-5을 순상 silica gel

(CHCl3/MeOH = 3/2)를 사용하여 4개로 분획하였고, Fr-5-1을 Sephadex LH-20

(CHCl3/MeOH = 3/1)을 사용하여 Fr-5-1-1에서 compound 4(9.2 mg),

compound 5(12.2 mg)을 얻었다. Fr-5-5는 순상 silica gel (CHCl3/MeOH =

13/10)을 사용하여 3개로 분획을 하였고, Fr-5-5-3을 Sephadex LH-20 (CHCl3/

MeOH = 3/1)을 하여 Fr-5-5-3-2에서 compound 7(1.4 mg), Fr-5-5-3-2에서

compound 15(1.5 mg)을 얻었다. RP-Fr-6은 순상 silica gel(CHCl3/MeOH =

2/1)을 사용하여 3개의 분획을 얻었고, Fr-6-1을 순상 silica gel(CHCl3/MeOH =

4/1)을 사용하여 Fr-6-1-1에서 compound 6(15.6 mg)을 얻었다. RP-Fr-8은

순상 silica gel(CHCl3/MeOH = 3/2)을 사용하여 3개의 분획물을 얻었고, Fr-8-2

을 순상 silica gel(CHCl3/MeOH = 3/1)을 사용하여 4개의 분획으로 나누었다.

그중 Fr-8-2-3을 Sephadex LH-20(CHCl3/MeOH = 4/1)을 사용하여 Fr-8-2-3-1

에서 compound 13(4.6 mg)을 얻었고, Fr-8-2-4를 Sephadex LH-20(CHCl3/

MeOH = 3/1)사용하여 Fr-8-2-4-2에서 compound 14(12.2 mg)을 얻었다. RP-

Fr-9은 순상 silica gel(CHCl3/MeOH = 4/1)로 정제 후 재결정법을 통해

compound 6(63.9 mg)을 얻었다. Fr-10은 Sephadex LH-20(CHCl3/MeOH =

8/1)을 사용해 Fr-10-1에서 compound 17(9.6 mg), Fr-10-2에선 compound 18

(4.9 mg)을 얻었다. Fr-12은 재결정법을 통해 compound 10(15.2 mg)을 얻었다

(Figure 18).

2-1-4. Celite EtOAc 분획물에서 compound 8, 14, 19, 20 분리과정

2-1-2에서 얻어진 EtOAc 분획(2.8 g)을 분리하기 위해 역상 silica gel을 충진

시켜 gradient 조건(H2O/MeOH)을 사용하여 15개의 분획을 얻었고, 그중 RP-Fr

-5은 Sephadex LH-20 gradient 조건 (CHCl3/MeOH/H2O)을 사용해 7개의 분획

을 얻었다. Fr-5-1을 Sephadex LH-20(CHCl3/MeOH = 4/1)을 사용하여 3개의

분획을 얻었고, Fr-5-1-2을 순상 silica gel(Hex/EtOAc/MeOH = 10/5/8)을 사용

해 Fr-5-1-2-2에서 compound 19(4.4 mg)을 얻었다. Fr-5-3는 Sephadex LH-
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1) extraction with 70% EtOH

2) stirring for 24hr at room temp, 2 times

3) vacuum filteration

1) suspended with H2O

Dried Distylium racemosum branch powder (298.4 g)

70% EtOH Ext. (273.2 g)

n-Hex Fr. n-BuOH Fr.
EtOAc Fr.

44.6 g
H2O Fr.

celite

Fr-3

16.7mg
Fr-4Fr-2Fr-1

NP Silica gel

(EtOAc/MeOH)(v/v), gradient

Fr-5 Fr-6

Fr-1

16.7mg

Fr-10

16.7mg

Fr-12

16.7mg

Fr-9

16.7mg

Fr-3

16.7mg

Fr-5

16.7mg

Fr-6

16.7mg

Fr-8

16.7mg
… … …

RP Silica gel (H2O/MeOH)(v/v), gradient

cpd. 6(15.6mg)

cpd. 9(15.6mg)

cpd. 13(63.9mg)

cpd. 16(63.9mg)

cpd. 1(10.1mg)

cpd. 2(12.4mg)

cpd. 3(60.7mg)

cpd. 11(1.4mg)

cpd. 12(7.2mg)

cpd. 4(9.21mg)

cpd. 5(12.2mg)

cpd. 7(12mg)

cpd. 15(1mg)

Fr-1 Fr-2

cpd. 17

(9.6mg)

cpd. 18

(4.9mg)

Sephadex LH-20

(CHCl3/MeOH)=(8/1)

cpd. 10

(15.2mg)

cpd. 8(5mg)

cpd. 14(20.7mg)

cpd. 19(4.4mg)

cpd. 10(11.2mg)

20(CHCl3/MeOH = 5/2)을 사용하여 3개의 분획을 얻었고, 그중 Fr-5-3-1에서

compound 20(11.2 mg)을 얻었다. RP-Fr-7은 다시 역상 silica gel을 충진 시켜

gradient 조건(H2O/MeOH)을 사용해 9개의 분획을 얻었으며, Fr-7-2을 역상

silica gel, 20% MeOH을 사용하여 4개의 분획을 얻었고, 그 중 Fr-7-2-3에서

compound 14(20.7 mg)을 얻었다. Fr-7-9은 순상 silica gel (CHCl3/MeOH =

Figure 18. Isolation procedure of compounds from D. racemosum branch
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3/1)을 사용하여 3개의 분획을 얻었고, 그중 Fr-7-9-1을 Sephadex LH-20

(CHCl3/MeOH = 4/1)을 사용하여 Fr-7-9-1-2에서 compound 8(5 mg)을 얻었다

(Figure 18).

2-2. 활성 검색

2-2-1. DPPH radical scavenging test

DPPH 라디칼 소거 활성 실험은 Blois방법을
9,10)
응용하여 사용하였고, 실험방법

은 sample 0.2 mL(1 ㎎/㎖, stock), 70% EtOH 0.8 mL, 0.2 mM DPPH solution

0.5 mL을 넣고, 상온(25 ℃)에서 10분간 반응시킨 후, 525 nm에서 UV/VIS 분광

광도계를 이용하여 흡광도를 측정하였으며, 소거능력은 다음과 같은 식에 의해

%로 계산되었고, 각 시료의 RC50를 구하였다. 이때 사용된 대조군으로는 녹차

추출물(1 ㎎/㎖, stock), Vitamin-C(1 ㎎/㎖, stock)을 사용하였다.
11)

Scavenging effect(%) = [A0-(A-Ab)/A0X100]

A0 : 525 nm DPPH의 흡광도

A : 520 nm DPPH와 시료반응액의 흡광도

Ab : 525 nm 시료의 흡광도

2-2-2. Tyrosinase inhibition test

Tyrosinase inhibition test는 DOPA chrome법
35)
을 응용하여 사용하였다. Buffer

는
.
0.1 M postassium phosphate buffer(pH 6.8)을 사용하였고, 사용된 기질로써

L-tyrosine(L-3[Hydroxyphenyl]alanine)을 사용하였다.

실험방법은 buffer 1.0 mL, sample 0.9 mL(20 ㎎/㎖, stock), L-tyrosine(0.3 ㎎/

㎖L, substrate) 1 mL, mushroom tyrosinase(1250 units/㎖, Enzyme) 0.1 mL을

넣고, 37 ℃에서 10분간 반응시킨 후, 480 nm에서 UV/VIS 분광광도계를 이용하
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(A-B)-(C-D)

(A-B)
X 100Tyrosinase inhibition (%) =

(A-B)-(C-D)

(A-B)
X 100Elstase inhibition (%) =

여 흡광도를 측정하였다. 효소 저해능력은 다음과 같은 식에 의해 %로 계산되었

고, 각 시료의 IC50을 구하였다. 이때 사용된 대조군으로는 arbutin(20 ㎎/㎖,

stock), kojic acid(20 ㎎/㎖, stock)을 사용하였다.
36)

A : sample 대신 solvent를 넣고 효소를 첨가하여 반응한 후의 흡광도

A : sample 대신 solvent를 넣고 효소를 첨가하지 않은 상태로 반응한 후의 흡광도

C : 효소를 첨가하여 반응한 후의 sample의 흡광도

D : 효소를 넣지 않은 상태로 반응한 후의 sample의 흡광도

2-2-3. Elastase inhibition test

Elastase inhibition test는 James법37)을 응용하여 사용하였다. Buffer는 0.2 M

Tris-HCl buffer(pH 8.9)를 사용하였고, 사용된 기질은 N-succinyl-Ala-Ala-Ala

-p-nitroanilide를 사용하였다.

실험은 buffer 84(pH 8.0), sample 1(10 ㎎/㎖, stock), N-succinyl-Ala-Ala-Ala

-p-nitroanilide 10(4 mM, substrate), elastase 1(100 ㎍/㎖, Enzyme) 비율로

섞고, 25 ℃에서 15분간 반응시킨 후 410 nm에서 UV/VIS 분광광도계를 이용

하여 흡광도를 측정하였다. 효소 저해능력은 다음과 같은 식에 의해 %로 계산되

었고, 각 시료의 IC50을 구하였다. 이때 사용된 대조군으로는 oleanolic acid(10 ㎎

/㎖, stock), 빈랑자추출물(10 ㎎/㎖, stock)을 사용하였다.
36)

A : sample 대신 solvent를 넣고 효소를 첨가하여 반응한 후의 흡광도

B : sample 대신 solvent를 넣고 효소를 첨가하지 않은 상태로 반응한 후의 흡광도

C : 효소를 첨가하여 반응한 후의 sample의 흡광도

D : 효소를 넣지 않은 상태로 반응한 후의 sample의 흡광도
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DPPH radical scavengign test
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3. 결과

3-1. 에탄올 추출물과 각 용매분획들에 대한 활성 실험결과

3-1-1. 항산화 실험결과

조록나무(가지)의 70% 에탄올 추출물과 각각의 용매분획물에 대한 DPPH

radical scavenging test 실험 결과, 조록나무 가지의 70% 에탄올 추출물은 RC50

수치 18.384 ㎍/㎖을 보였으며, 각각 분획물에 대한 항산화결과는 EtOAc 분획층

(RC50 = 5.644 ㎍/㎖), n-BuOH 분획층(RC50 = 6.979 ㎍/㎖), H2O 분획층(RC50 =

14.413 ㎍/㎖)으로 n-Hex 분획층을 제외한 전 분획층에서 70% 에탄올 추출물에

보다 더 높은 항산화 결과를 나타내었고, 대조군으로 사용한 녹차추출물(RC50 =

8.66 ㎍/㎖)과 Vitamin-C(RC50 = 5.00 ㎍/㎖)과 비교하였을때도, 더 우수한

항산화 활성결과를 나타내었다(Figure 19).

Figure 19. Radical scavenging effect of 70% EtOH Ext. and solvent Fr. from D. racemosum

branch
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Tyrosinase inhibition test
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3-1-2. Tyrosinase 저해 활성 실험결과

조록나무(가지)의 70% 에탄올 추출물과 각각의 용매분획물에 대한 tyrosinase

저해 실험결과, 조록나무 가지의 70% 에탄올 추출물은 IC50 수치 35.23 ㎍/㎖을

보였으며, 각각 분획물에 대한 tyrosinase 저해 실험결과는 EtOAc 분획층(IC50 =

27.13 ㎍/㎖), n-BuOH 분획층(IC50 = 29.60 ㎍/㎖), H2O 분획층(IC50 = 47.13㎍/

㎖)을 나타내었고, EtOAc 분획층과 n-BuOH 분획층은 70% 에탄올 추출물 보다

더 높은 효소활성을 저해하는 결과를 나타내었다. 또한 대조군으로 사용한

arbutin(IC50 = 48.78㎍/㎖)과 kojic acid(IC50 = 36.224 ㎍/㎖)과 비교하였을때도,

더 높게 효소활성을 저해하는결과를 나타내었다(Figure 20).

Figure 20. Tyrosinase inhibition effect of 70% EtOH Ext. and solvent Fr. from D. racemosum

branch

3-1-3. Elastase 저해 활성 실험결과

조록나무(가지)의 70% 에탄올 추출물과 각각의 용매분획물에 대한 elastase

저해 실험결과, 조록나무 가지의 70% 에탄올 추출물은 IC50 수치 33.95㎍/㎖을
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보였으며, 각각 분획물에 대한 elastase 저해 실험결과는 EtOAc 분획층(IC50 =

40.21㎍/㎖), n-BuOH 분획층(IC50 = 37.68㎍/㎖)을 나타내었다. 대조군으로 사용

한 oleanolic acid(IC50 = 9.69㎍/㎖)와 빈랑자 추출물(IC50 = 25.54㎍/㎖)과 비교

하였을때도, 우수한 효소 활성저해 결과를 나타냄을 알 수 있었다(Figure 21).

Figure 21. Elastase inhibition effect of 70% EtOH Ext. and solvent Fr. from D. racemosum

branch

3-2. Compound 16의 분리 및 구조 확인

조록나무(가지) 건조분말(2.5 kg)을 70% EtOH로 추출한 후 얻어진 70% 에탄올

추출물을 가지고, n-hexane, EtOAc, n-butanol을 사용하여 순차적으로 각각

n-hexane 층, EtOAc 층, n-butanol 층 및 H2O 층으로 용매분획 하였다. 4개의

용매분획을 항산화 실험과 tyrosinase inhibition test, elastase inhibition test

결과 EtOAc 분획층에서 가장 높은 활성을 나타내어, EtOAc 분획층을 가지고

n-hexane, CH2Cl2, CHCl3, Et2O, EtOAc, Me2CO을 사용하여 celite column

chromatography로 분리하여 각각 6개의 분획을 얻었다(Figure 18). 이 중 celite

Et2O 층을 가지고, 역상 silica gel을 충진 시켜 gradient 조건(H2O/ MeOH)을
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사용하여 12개의 분획을 얻었고, 그중 RP-Fr-9을 전개용매(CHCl3/MeOH = 4/1),

순상 silica gel를 이용해 정제 후 재결정법을 통해 compound 16(63.9 mg)을

얻었다(Figure 18, Table 12).

Table 12. Yield for extract and each solvent fraction from D. racemosum branch

Ext. solvent Yield (%)

70% EtOH Ext. 10.9

n-hexane Fr. 6.4

EtOAc Fr. 16.3

n-butanol Fr. 25.6

H2O Fr. 51.5

Compound 16 0.003

화합물 1의 구조 확인은
1
H-NMR,

13
C-NMR, DEPT,

1
H-

1
H COSY, HMQC,

HMBC, HR-FAB MASS를 통하여 확인하였다.

1
H-NMR을 통하여 확인 한 결과 δ 11.830(1H, s)과 δ 11.357(1H, s)에서 나타나

는 signal로 보아 화합물내에 -OH기가 있음을 예상하였고, δ 7.71(1H, d, J = 8.

0)과 δ 7.68(1H, d, J = 8.0)에서 나타나는 signal로 보아 방향족 고리의 수소가

있음을 예상하였고, coupling constant를 통해 방향족 고리의 수소가 ortho 위치

에서 서로 coupling 하고 있음을 예상할수 있었다. δ 7.17(1H, s) signal을 보아

방향족 고리에 인접한 수소 없이 혼자 방향족 고리에 연결되어 있는 수소가

있을것이라고 예상할 수 있었고, δ 4.12(3H, s)와 δ 4.10(3H, s)의 signal을 보아

화합물내에 methoxy group이 존재하고 있음을 예상하였다. δ 2.98(3H, s)에서

나타나는 signal을 보아 화합물내에 methoxy group이 있음을 예상할 수 있었다

(Figure 22).

13
C NMR을 통해서는 화합물 탄소의 총 개수가 15개 이상임을 예상하였다.

DEPT (45°, 90°, 135°)을 통해 δ 152-117 사이에 나타나는 9개의 peak가 4차

탄소임을 확인하였고, δ 116.1-107.5 사이에 나타나는 3개의 peak가 tertiary 탄소

임을 확인하였다. δ 61.4-61.3에서 나타나는 2개의 peak와 δ 22.4에서 나타나는
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1개의 peak는 primary형태의 탄소임을 확인하였다(Figure 23).

또한 compound 16의 정확한 구조동정을 위해 2D NMR data를 분석하였다.

HMQC NMR spectrum에서 6개의 수소 피크가 각 예상탄소와 정확하게 교차함

을 확인하였다(Figure 24). HMBC NMR spectrum을 통해 각 수소와 탄소간의

long-range coupling을 확인 하였다(Figure 25). 또한 NOESY NMR spectrum을

통하여, 입체구조상 서로 가까이하고 있는 수소를 확인함으로 보다 더 정확한

구조를 예상할 수 있었다(Figure 26). 이와 같이 NMR data를 분석하여

(Table 13), compound 16의 분자식이 C15H14O5임을 예상하였고, HR FAB

-MASS 결과 [m/z = 274.1 (M)
+
]를 통하여 분자량이 예상했던 분자량인 274.083

와 거의 흡사하게 일치함을 증명하였다(Figure 27).

각각의 기기분석 자료를 토대로 compound 16의 분자구조를 문헌 검색한 결과

이 화합물은 현재 문헌상 알려져 있지 않은 신물질로 추정되었고, compound 16

의 구조를 살펴본바 dibenzofuran 종류의 화합물임을 알 수 있었다.
12,13)

이 화합

물은 290.4 nm에서 최고 흡광도를 가지며, 녹는점은 178-182 ℃을 가짐을 기기

분석을 통해 알 수 있었다(Table 13).
38,39)
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position

compound 16

(S-1)

δc (mult)
a δH

(int, mult, J in Hz)

HMBC

(H→C)

NOESY

(H→H)

1 E 140 - - -

2 D 145 - - -

3 K 114 δ 7.68 (1H, d, J = 8.8) C-1 -

4 L 106 δ 7.71 (1H, d, J = 8.8) - -

4a A 149 - - -

5a C 148 - - -

6 F 130 - - -

7 B 149 - - -

8 J 114 δ 7.17 (1H, s) - H-12

9 G 127 - -

9a I 115 - - -

9b H 118 - - -

10 N 60 δ 4.11 (3H, s) C-1 H-12

11 M 60 δ 4.12 (3H, s) C-6

12 O 21 δ 2.96 (3H, s) C-8, C-9 H-8, H-10

O

HO
OCH3

OCH3

OH

CH3

12

3

4
4a

9b 9a

5a 6

11

7

89

1210

Table 13. 1D and 2D NMR data of compound 16 from D. racemosum branch

1
H-NMR : 400 MHz in Pyridine-d6,

13
C-NMR : 100 MHz in Pyridine-d6
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Figure 24. HMQC NMR spectrum of compound 16 from D. racemosum branch

Figure 25. HMBC NMR spectrum of compound 16 from D. racemosum branch
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Figure 26. NOESY NMR spectrum of compound 16 from D. racemosum branch

Table 14. Information of compound 16 from D. racemosum branch

Appearance white amorphous powder

Chemical Formula C15H14O5

UV λ max (nm) 290.4

Melting Point 178-182 ℃

Molecular Weight 274.1
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R1 R2 R3 R4

S-1 OH OCH3 OH H

S-2 OCH3 OCH3 OH H

S-3 OH H CH3 OH

S-4 glucose H CH3 OH

3-3. 조록나무(가지)에서 S-1과 같은 종류에 3종에 화합물 확인

S-1과 같이 column chromatography를 이용해 분리․정제된 compound 17, 18,

19 화합물 또한 1D, 2D NMR, HR FAB-MASS을 이용하여 화합물을 예측한 결

과, S-1과 같은 dibenzofuran계열에 신규화합물임을 기기분석 및 문헌검색을

통해 동정하였다(Table 15-19).
38,39)

Table 15. Structure of same series three new compounds (compound 17, 18, 19) from

D. racemosum branch
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Position

Compound 17

(S-2)

δc (mult)
a δH

(int, mult, J in Hz)

HMBC

(H→C)

NOESY

(H→H)

1 E 142

2 D 147

3 K 116 δ 7.15 (1H, d, J = 8.8) C-1, C-4a H-13, H-12

4 L 107 δ 6.96 (1H, d, J = 8.8) C-2, C-3, C-4a, C-9b

4a A 152

5a C 151

6 F 134

7 B 152

8 J 116 δ 6.82 (1H, s) C-6, C-7, C-13, C-9a

9 G 129

9a H 119

9b I 119

10 N 61.6 δ 3.91 (3H, s) C-1 H-13

11 M 61.7 δ 3.98 (3H, s) C-6

12 O 57.4 δ 3.92 (3H, s) C-7 H-3

13 P 22.2 δ 2.85 (3H, s) C-9, C-8, C-9a H-3, H-10

O

HO
OCH3

OCH3

OCH3

CH3

12

3

4
4a

9b 9a

5a
6

11

7

8
9

12

10 13

Table 16. Information of compound 17 from D. racemosum branch

1H NMR : 500 MHz in CD3OD,
13C NMR : 125 MHz in CD3OD



- 52 -

Position

Compound 18

(S-3)

δc (mult)
a δH

(int, mult, J in Hz)

HMBC

(H→C)

NOESY

(H→H)

1 G 123 δ 7.58 (1H, s) C-4a, C-3, C-10 H-10, H-12

2 H 121

3 B 155

4 L 98 δ 6.94 (1H, s)

4a A 157

5a C 149

6 E 132

7 D 148

8 K 114 δ 6.60 (1H, s) C-6, C-9a

9 F 127

9a I 118

9b J 118

10 O 16 δ 2.30 (3H, s) C-2, C-3 H-1

11 M 61 δ 4.03 (1H, s) C-6

12 N 19 δ 3.25 (3H, s) C-8, C-9, C-9a H-1

O

H3C

OCH3

OH

H3C

HO

1
2

3

4
4a

9b 9a

5a 6

11

7

89

12

10

Table 17. Information of compound 18 from D. racemosum branch

1
H NMR : 400 MHz in CD3OD,

13
C NMR : 100 MHz in CD3OD
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Position

Compound 19

(S-4)

δc (mult)
a δH

(int, mult, J in Hz)

HMBC

(H→C)

NOESY

(H→H)

1 G 123 δ 7.65 (1H, s) C-4a, C-3 H-2CH3, H-9

2 H 122

3 B 156

4 M 98 δ 6.91 (1H, s) C-4a

4a A 157

5a C 49

6 E 134

7 D 148

8 K 115 δ 7.03 (1H, s) C-7, C-6 H-9, H-1'

9 F 127 H-1, H-8

9a I 121

9b J 117

1' L 102 δ 4.96 (1H, d, J = 7.3) H-8

2' P 75

δ 3.05 - 3.37

(6H, m)

3' N 178

4' Q 71

5' O 78 C-1

6' R 62

10 U 16 δ 2.85 (3H, s) C-1, C-2, C-3 H-1

11 S 62 C-6

12 T 19 C-8, C-9, C-9a

O

H3C

OCH3

O

H3C

HO

O

OH

OH

OH
HO

1
2

3

4 4a

9b 9a

5a 6

11

7

89

12
10

1'

2'

3'

4'

6'

5'

Table 18. Information of compound 19 from D. racemosum branch

1H NMR : 400 MHz in CD3OD,
13C NMR : 100 MHz in CD3OD
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Table 19. Information of compound 17, 18, 19 from D. racemosum branch

Name
Compound 17

(S-2)

Compound 18

(S-3)

Compound 19

(S-4)

Structure

O

HO

OCH3

OCH3

CH3OCH3

O

H3C

OCH3

OHHO

H3C

O

H3C

OCH3

O

H3C

HO

O

OH

OH

OH

HO

Series dibenzofuran dibenzofuran dibenzofuran

Appearance white amorphous powder white amorphous powder
light yellow

amorphous powder

Chemical

Formula
C16H16O5 C15H14O4 C21H24O9

UV

λ max

(nm)

289.5 296.4 289.3

Molecular

Weight
288 258 420

Optical

Rotation
- -

[α]20D = -16

(0.021%, MeOH)
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OO

CH3

OH3C

H3C CH3

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12 13

14

Position

Compound 13

(V-1)

δc (mult)
a δH

(int, mult, J in Hz)

HMBC

(H→C)

COSY

(H→H)

1 B 167 - -

2 F 127 δ 5.91 (1H, t, J=1.2, 1.2) C-3 -

3 H 81 - - -

4 I 51
δ 2.56 (1H, d, J=16.8)

δ 2.19 (1H, d, J=16.8)
C-3, C-6,C-12 -

5 J 43 - - -

6 A 201 - - -

3-4. 조록나무(가지)에서 2종에 다른 새로운 화합물 확인

Column chromatography를 이용해 분리․정제된 compound 13, 15 화합물 또한

1D, 2D NMR, HR FAB-MASS을 이용하여 화합물을 동정하였고, 문헌검색한

결과 신규화합물임을 기기분석 및 문헌검색을 통해 알 수 있었다(Figure 28-29,

Table 20-21).

Table 20. Information of compound 13 from D. racemosum branch
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7 G 121 δ 5.76 (1H, s) C-9, C-14 -

8 C 148 - - -

9 E 129 δ 7.75 (1H, d, J=16.0) C-3, C-14 H-10

10 D 138 δ 6.20 (1H, d, J=16.0) C-3, C-8 H-9

11 N 19 δ 1.93 (3H, d, J=1.4) C-1, C-2, C-3- -

12 K 23 δ 1.02 (3H, s) C-3, C-4, C-5, C-13 H-13

13 L 24 δ 1.06 (3H, s) C-4, C-5, C-12 H-12

14 M 21 δ 2.01 (3H, d, J=1.2) C-7, C-8, C-9 -

OO

CH3

OH3C

H3C CH3

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
HMBC

COSY

11

12 13

14

1
H NMR : 400 MHz in CD3OD

13
C NMR : 100 MHz in CD3OD

Figure 28. HMBC, COSY NMR spectrum of compound 13 from D. racemosum branch
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OH

HO

HO

OH

O
O

HOHO

HO

O

1 2 3

4 5

6

78

1"2"3"

4" 5"

6"

1'

2'

3'

4'

5'

6'

Position

Compound 15

(Z-1)

δc (mult)
a δH

(int, mult, J in Hz)

HMBC

(H→C)

COSY

(H→H)

1 M 72
δ 3.95-3.92 (1H, m)

δ 3.74-3.69 (1H, m)
C-1" H-2

2 P 36 δ 2.87-2.77 (2H, m) C-4, C-8 H-1

3 F 130 - - -

4 D' 131 δ 7.00 (1H, d, J=8.5) C-2, C-6 -

5 G' 116 δ 6.67 (1H, d, J=8.5) - -

6 B 156 - - -

7 G 116 δ 6.67 (1H, d, J=8.5) C-3 H-8

8 E 131 δ 7.00 (1H, d, J=8.5) C-2, C-6 H-7

1' A 168 - - -

2' H 110 δ 7.11 (1H, s) C-1', C-4', C-3' -

3' C 146 - - -

4' D 140 - -

5' C' 146 - - -

Table 21. Information of compound 15 from D. racemosum branch
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6' H' 110 δ 7.11 (1H, s) - -

1" I 104 δ 4.35 (1H, d, J=7.5) C-1 H-2"

2" L 75 δ 3.23 (1H, dd, J=7.5, 7.5) H-1"

3" J 77

δ 3.46-3.38 (2H, m)

- -

4" N 71 C5", C-6" -

5" K 75
δ 3.57

(1H, ddd, J=9.0, 6.0, 2.0)
- H-6"

6" O 64
δ 4.53 (1H, dd, J=12.0, 2.0)

δ 4.45 (1H, dd, J=12.0, 6.0) 2.0)
C-1' H-5"

OH

HO

HO

OH

O
O

HOHO

HO

O

1 2 3

4 5

6

7
8

1'

2'
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Figure 29. HMBC, COSY NMR spectrum of compound 15 from D. racemosum branch
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Position

Compound 314,15,40-44)

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

2 78.9 4.97 (1H, s)

3 70.2 5.53 (1H, m)

4 27.1

4a 2.98 (1H, dd, J=4.6, 17.0)

4b 2.84 (1H, dd, J=2.4, 17.0)

5 158.1

6 96.8 5.96 (1H, d, J=2.2)

7 158.1

8 96.1 5.96 (1H, d, J=2.2)

9 157.5

3-5. 조록나무(가지)에서 14종에 다른 화합물 확인

Column chromatography를 이용해 분리․정제된 14종에 대한 화합물 또한 1D,

2D NMR을 이용하여 화합물을 예측하였고, 문헌과 대조하여 동정하였다

(Table 22-26).

Table 22. Isolated compound 1, 3, 5 from D. racemosum branch

1'

2'
3'

4'

5'
6'

1''
2''

3''

4''

5''

6''

3

10

9

5

7

8

4

2

6
O

OH

HO

OH

OH

OH

O

O

O

HO
OH

OH

OH

OH

OH

OH

HO

O

OH

HO

OH

OH

OH

Compound 1
(+)-catechin

Compound 3
EGCG

(epi gallo catechin gallate)

Compound 5
(-)epi catechin

7''
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10 99.7

1' 131.1

2' 110.5 6.95 (1H, s)

3' 146.9

4' 134.0

5' 146.9

6' 110.5 6.95 (1H, s)

1" 121.8

2" 107.1 6.50 (1H, s)

3" 146.5

4" 140.1

5" 146.5

6" 107.1 6.50 (1H, s)

7" 167.9
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3

5

7

4

2 6

OH

OH

OH

HO

HO OH

O
Compound 2
gallic acid

Compound 4
tyrosol

1
1

2

3

4

5

6

7
8

Compound 6
ethyl gallte

Compound 7
methyl gallate

OH

O

HO OH

O

OH

O

HO OH

O

1
1

2 2

3 3

4 4
5 5

66

7
7

8

89

Position

Compound 645-49) Compound 745-49)

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

1 121.8 121.2

2 110.1 7.03 (1H, s) 110.3 7.03 (1H, s)

3 146.6 146.8

4 139.8 133.0

5 146.6 146.8

6 110.1 7.03 (1H, s) 110.3 7.03 (1H, s)

7 168.6 169.3

8 61.8 4.27 (2H, q, J=7.0) 52.6 3.84 (3H, s)

9 14.7 1.34 (3H, t, J=7.0)

Position

Compound 2
45-50)

Compound 4
51)

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in pyridine-d5

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

1 120.2 131.0

2 110.9 7.50 (1H, s) 146.6 7.02 (1H, d, J=8.5)

3 148.0 116.2 6.69 (1H, d, J=8.5)

4 140.8 168.7

5 148.0 116.2 6.69 (1H, d, J=8.5)

6 110.9 7.50 (1H, s) 146.6 7.02 (1H, d, J=8.5)

7 170.0 39.5 2.71 (2H, t, 6.69 J=7.0)

8 64.7 3.67 (2H, t, 6.69 J=7.3)

Table 23. Isolated compound 2, 4, 6, 7 from D. racemosum branch
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Position

Compound 8
52)

Compound 9
52)

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

2 146.9 150.1

3 135.9 136.5

4 176.0 179.9

5 156.3 158.9

6 98.3 6.18 (1H, d, J=1.9) 103.9 6.33 (1H, d, J=1.9)

7 164.0 166.6

8 93.5 6.40 (1H, d, J=1.9) 100.2 6.17 (1H, d, J=1.9)

9 160.9 163.5

10 103.1 106.1

1' 122.1 123.3

2' 120.1 6.99 (1H, dd, J=3.4, 8.8) 123.2 7.30 (1H, dd, J=2.2, 8.2)

3' 115.7 7.91 (1H, d, J=8.8) 117.2 6.90 (1H, d, J=8.2)

4' 147.8 159.6

5' 145.2 146.8

6' 115.2 6.63 (1H, d, J=3.4) 116.7 7.33 (1H, d, J=2.2)

1" 95.1 5.34 (1H, d, J=1.6)

2" 72.4

3.76-3.34 (3H, m)3" 72.3

4" 73.6

5" 72.2 4.22 (1H, q, J=1.7)

6" 18.0 0.94 (3H, q, J=6.0)

Table 24. Isolated compound 8-10 from D. racemosum branch
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Position

Compound 11
40-44)

Compound 12
40-44)

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

2 79.9 4.75 (1H, s) 83.0 4.53 (1H, d, J=7.0)

3 67.6 3.98 (1H, m) 68.9 3.97 (1H, m)

4 29.2
4a 2.74 (1H, dd, J=3.2, 16.6)

28.4
4a 2.82 (1H, dd, J=5.3, 16.1)

4b 2.51 (1H, dd, J=7.8, 16.6) 4b 2.51 (1H, dd, J=7.8, 16.1)

5 158.0 157.9

6 96.4 5.94 (1H, d, J=2.4) 96.4 5.92 (1H, d, J=2.2)

7 157.7 157.7

8 95.9 5.22 (1H, d, J=2.4) 95.6 5.86 (1H, d, J=2.2)

9 157.4 156.9

10 100.2 100.8

1' 131.6 131.7

2' 107.0 6.52 (1H, s) 107.3 6.40 (1H, s)

3' 146.7 147.0

4' 133.6 134.1

5' 146.7 147.0

6' 107.0 6.52 (1H, s) 107.3 6.40 (1H, s)

35

7

4

2

6

8

Compound 11
epi gallo catechin

9 O

OH

HO

OH

OH
O

OH

HO

OH

OH

OH

2'

3'

4'

5'
6'

10

2'

2

1'

3'
4'

5'

6'

3
45

10
6

7

8
9

Compound 12
gallo catechin

1'

OH

OH

OH

Table 25. Isolated compound 11, 12 from D. racemosum branch
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Compound 14
TGG (1,2,3,6-tenta-O-galloyl-β-D-glucose)

Compound 20
tiliroside

1''

2''
3''

5''

4''

6''

1'''

2'''

3'''

4'''
5'''

6'''

7'''

8'''
9'''

2

4
5

1'

2'

3'

4'
5'

6'

6 10

7

8
9

12
3

4
5

6

1'

2'

3'
4'

5'

6'

7'

1''

2"

3"
4"

5"

6"

7"
1"'

2"'3"'

4"'

5"'
6"'

7"'

1"''2"''

3"''

4"''
5"''

6"''

7"''

Position

Compound 14
45,53-57)

Position

Compound 20
58-60)

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in D2O

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

1 94.0 6.10 (1H, d, J=8.0) 2 158.9

2 72.5

5.60-3.93 (6H, m)

3 135.5

3 76.7 4 179.5

4 69.8 5 163.2

5 76.6 6 100.0 6.28 (1H, d, J=2.2)

6 64.1 7 166.0

1' 121.8 8 95.7 6.11 (1H, d, J=2.2)

2' 111.3 7.14 (1H, s) 9 159.0

3' 145.9 10 105.0

4' 139.8 1' 123.2

5' 145.9 2' 132.5 8.00 (1H, d, J=8.0)

6' 111.3 7.14 (1H, s) 3' 116.4 6.81 (1H, d, J=9.0)

7' 169.9 4' 161.9

1" 121.4 5' 116.4 6.81 (1H, d, J=9.0)

2" 111.0 7.02 (1H, s) 6' 132.5 8.00 (1H, d, J=8.0)

3" 145.8 1" 104.6 5.20 (1H, d, J=8.0)

4" 139.7 2" 76.2
4.31-3.32 (6H, m)

5" 145.8 3" 78.4

Table 26. Isolated compound 14, 20 from D. racemosum branch
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6" 111.0 7.02 (1H, s) 4" 72.2

7" 168.6 5" 76.1

1"' 120.9 6" 64.6

2"' 111.0 6.95 (1H, s) 1"' 127.4

3"' 145.7 2"' 131.5 7.33 (1H, d, J=7.5)

4"' 139.7 3"' 117.2 6.80 (1H, d, J=9.0)

5"' 145.7 4"' 161.6

6"' 111.0 6.95 (1H, s) 5"' 117.2 6.80 (1H, d, J=9.0)

7"' 168.1 6"' 131.5 7.33 (1H, d, J=7.5)

1"" 117.9 7"' 146.9 6.08 (1H, d, J=16.0)

2"" 111.0 6.79 (1H, s) 8"' 114.9 7.41 (1H, d, J=16.0)

3"" 145.7 9"' 169.2

4"" 139.7

5"" 145.7

6"" 111.0 6.79 (1H, s)

7"" 167.1
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DPPH radical scavenging test
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3-6. 조록나무(가지)에서 분리된 화합물에 대한 활성실험 결과

3-6-1. 조록나무(가지)에서 분리된 화합물에 대한 항산화 실험결과

Column chromatography를 통하여 분리된 신규화합물 6종외 14종에 대한

DPPH 라디칼 소거 능력을 확인하였다. 그 결과 compound 16은 대조군과 비교

했을때, 다소 낮은 라디칼소거반응을 보였고(10 ㎍/㎖ = 15.358), 그 외 화합물에

대한 항산화 활성은 다음 표에 나타내었다(Table 27). 조록나무에서 분리된 화합

물 중 catechin(RC50 = 6.2897 ㎍/㎖), gallic acid(RC50 = 83.9514 ㎍/㎖), EGCG

(RC50 = 4.5851 ㎍/㎖), tyrosol(RC50 = 4.7368 ㎍/㎖), epi-catechin(RC50 = 7.2495

㎍/㎖), ethyl gallate(RC50 = 3.7882 ㎍/㎖), methyl gallate(RC50 = 2.9098 ㎍/㎖),

epi-gallo catechin(RC50 = 6.2711 ㎍/㎖), gallo catechin(RC50 = 6.7403 ㎍/㎖),

TGG(RC50 = 5.7844 ㎍/㎖)는 대조군으로 사용한 녹차추출물(RC50 = 8.653 ㎍/㎖)

과 강력 항산화제로 알려진 Vitamin-C(RC50 = 5.003㎍/㎖)와 비교하였을때도,

더 우수한 라디칼 소거 활성을 보였다(Figure 30, Table 27).

Figure 30. Radical scavenging effect of the isolated compounds from D. racemosum branch
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Name 100 ㎍/㎖ 50 ㎍/㎖ 10 ㎍/㎖ 2 ㎍/㎖ RC50

catechin 92.157 88.301 63.812 34.136 6.289

gallic acid 96.950 96.288 93.897 35.777 3.951

EGCG 94.553 93.701 89.615 31.182 4.585

tyrosol 91.721 89.989 89.079 29.540 4.736

epi-catechin 91.068 92.913 64.133 23.304 7.249

ethyl gallate 94.771 92.801 93.897 37.527 3.788

methyl gallate 93.900 93.363 94.433 44.311 2.909

quercertin 66.993 42.520 18.522 3.812 65.34

quercitrin 92.157 92.801 41.542 8.042 16.60

lupeol 10.24 6.949 6.852 N.A. > 100

epi-gallo catechin 94.771 94.038 72.377 24.726 6.271

gallo catechin 95.098 94.713 67.773 24.070 6.740

V-1 18.088 7.631 7.622 N.A. > 100

TGG 95.752 95.163 75.482 27.133 5.784

Z-1 72.235 62.642 37.998 7.538 29.46

S-1 43.894 32.802 15.358 N.A. > 100

S-2 26.843 19.818 9.443 N.A. > 100

S-3 47.696 42.141 14.676 N.A. > 100

S-4 23.387 20.046 11.718 N.A. > 100

tiliroside 76.797 36.333 14.989 3.025 66.81

Green Tea Ext. 85.062 86.104 59.097 4.923 8.653

Vit-C 97.234 95.640 82.216 30.744 5.003

Table 27. Radical scavenging effect of the isolated compounds from D. racemosum branch
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Tyrosinase inhibition test
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3-6-2. 조록나무(가지)에서 분리된 화합물 대한 tyrosinase inhibition test

Tyrosinase inhibition test 실험결과 compound 16의 대조군과 비교했을때,

tyrosinase 저해활성은 낮았고(50 ㎍/㎖ = 22.419), 그 외 화합물에 대한

tyrosinase 저해활성 자료는 다음 표에 나타내었다(Figure 31, Table 28).

Figure 31. Tyrosinase inhibition effect of the isolated compounds from D. racemosum branch

조록나무에서 분리된 화합물 중 EGCG(IC50 = 30.20857 ㎍/㎖), methyl gallate

(IC50 = 40.5668 ㎍/㎖), quercitrin(IC50 = 37.7594 ㎍/㎖), epi-gallo catechin(IC50

= 87.3019 ㎍/㎖), gallo catechin(IC50 = 44.8038 ㎍/㎖)은 대조군으로 사용한

arbutin(IC50 = 48.778 ㎍/㎖)과 kojic acid(IC50 = 36.224 ㎍/㎖)와 비교하였을때도,

더 우수한 tyrosinase 저해 활성을 보였고, S-3(IC50 = 76.363 ㎍/㎖), S-4 (IC50 =

122.11 ㎍/㎖), TGG(IC50 = 181.76 ㎍/㎖), tiliroside(IC50 = 83.129 ㎍/㎖)는 대조

군 보다 높은 저해 활성을 보이지 못했으나, tyrosinase 저해 활성이 있음을

알 수 있었다(Figure 31, Table 28).
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Name 300 ㎍/㎖ 100 ㎍/㎖ 50 ㎍/㎖ 10 ㎍/㎖ IC50

catechin -828.570 -248.880 -148.204 N.A. > 300

gallic acid -67.391 -25.680 -12.575 N.A. > 300

EGCG 93.168 90.332 82.335 16.345 30.208

tyrosol 26.224 18.429 13.174 N.A. > 300

epi-catechin -472.360 -217.825 -100.000 N.A. > 300

ethyl gallate 30.124 29.607 25.749 N.A. > 300

methyl gallate 81.677 74.018 61.677 12.396 40.566

quercertin 40.062 34.743 26.347 N.A. > 300

quercitrin 84.472 76.737 66.766 13.382 37.759

lupeol 18.323 25.378 19.461 N.A. > 300

epi-gallo catechin 57.143 53.172 40.719 N.A. 87.301

gallo catechin 72.050 66.767 55.689 10.994 4.803

V-1 -1.954 3.514 14.749 N.A. > 300

TGG 60.248 42.900 33.832 N.A. 181.760

Z-1 9.446 -12.141 -4.130 N.A. > 300

S-1 38.436 25.879 22.419 N.A. > 300

S-2 0.977 0.319 13.569 N.A. > 300

S-3 74.919 57.508 41.593 N.A. 76.363

S-4 58.958 48.882 35.398 N.A. 122.11

tiliroside 63.043 54.985 40.120 N.A. 83.129

arbutin 89.130 68.580 51.198 10.260 48.778

kojic acid 100 72.81 69.162 13.519 36.224

Table. 28 Tyrosinase inhibition effect of the isolated compounds from D. racemosum branch
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Elastase inhibition test
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3-6-3. 조록나무(가지)에서 분리된 화합물에 대한 elastase inhibition test

Elastase inhibition test 실험결과 compound 16의 IC50은 97.428 ㎍/㎖을 나타내

었고, 그 외 화합물에 대한 elastase 저해활성은 다음 표에 나타내었다(Figure

32, Table 29).

Figure 32. Elastase inhibition effect of the isolated compounds from D. racemosum branch

조록나무에서 분리된 화합물 중 S-3(IC50 = 7.705 ㎍/㎖)은 대조군으로 사용한

oleanolic acid(IC50 = 9.7435 ㎍/㎖)와 빈랑자 추출물(IC50 = 25.4032 ㎍/㎖)을 비

교하였을때, 더 우수한 elastase 저해활성을 보였으며, lupeol(IC50 = 72.1824 ㎍/

㎖)은 우수한 elastase 저해활성을 보이지 못했으나, elastase 저해 활성이 있음을

알 수 있었다(Figure 32, Table 29).
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Name 100 ㎍/㎖ 50 ㎍/㎖ 10 ㎍/㎖ IC50

catechin 2.867 0.181 -6.818 > 100

gallic acid -4.839 -6.510 3.977 > 100

EGCG 17.384 10.669 -3.598 > 100

tyrosol 10.573 10.488 -22.083 > 100

epi-catechin -0.179 1.989 -6.818 > 100

ethyl gallate 16.487 4.159 -6.629 > 100

methyl gallate 13.441 1.266 -1.136 > 100

quercertin 3.405 1.627 -5.682 > 100

quercitrin 7.885 2.351 -6.629 > 100

lupeol 55.914 45.570 12.121 72.1824

epi-gallo catechin 1.613 5.787 -2.083 > 100

gallo catechin 6.452 4.159 -1.136 > 100

V-1 -12.479 -0.896 -0.450 > 100

TGG 22.760 13.562 -0.379 > 100

Z-1 -5.983 6.716 2.102 > 100

S-1 50.769 35.672 7.508 97.428

S-2 27.692 26.418 6.456 > 100

S-3 68.376 67.910 64.865 7.705

S-4 -22.906 -3.433 -0.450 > 100

tiliroside 7.706 3.978 -5.114 > 100

oleanolic acid 72.401 65.099 51.705 9.7435

Bin Ext. 72.939 70.344 37.121 25.403

Table 29. Elastase inhibition effect of the isolated compounds from D. racemosum branch
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4. 결론

조록나무(가지) 70% 에탄올 추출물을 n-hexane, EtOAc, n-butanol, H2O층으로

용매분획하고, 분획물에 대하여 항산화 실험, tyrosinase inhibition test,

elastase inhibition test 결과 n-hexane 분획층을 제외한 나머지 분획층에서

대조군과 비교했을때, 좋은 활성을 나타내었고, 분획층 중 세 개의 활성실험

에서 가장 높은 활성을 보였던 EtOAc 분획층을 가지고, celite column

chromatography, Sephadex LH-20 chromatography, 순상 silica gel

chromatography, 역상 silica gel chromatography를 사용하여 화합물들을

분리하였다. 분리된 화합물들은 1D, 2D NMR 기기로 확인하고 문헌들과 비교한

결과 catechin, gallic acid, EGCG(epi-gallo catechin gallate), tyrosol, epi-

catechin, ethyl gallate, methyl gallate, quercertin, quercitrin, epi-gallo catechin,

gallo catechin, lupeol, TGG(1,2,3,6-tetra-O-galloyl-β-D-glucose), tiliroside로

동정하였고, 14종의 화합물을 순수하게 분리․정제하였음을 확인할 수 있었다.

그 중 compound 16은 1D, 2D NMR, HR FAB-Mass data를 종합하여 문헌

검색한 결과 dibenzofuran 계열의 신규화합물임을 알고, 보다 정확한 화합물정보

를 위해 UV/VIS spectrum, polarimeter data 등의 기기 분석자료를 토대로

신물질로 결론지었다. 그 외에도 compound 17, 18, 19에서도 같은 dibenzofuran

계열의 신규물질 3종이 분리되었음을 동정하였고, compound 13에서는

polyketide 계열, compound 15에서는 phenethyl glycoside 계열의 또 다른 신규

물질 2종을 기기 분석자료 및 문헌검색을 통해 동정 하였다. Column

chromatography를 통해 분리된 신규물질 6종을 포함한 20종에 화합물에 대해

DPPH radical scavengign test, tyrosinase inhibition test, elastase inhinition

test 결과 항산화 실험에서는 분리된 화합물이 대조군과 비교하였을때, 대부분의

화합물에서 뛰어난 라디칼소거 활성이 있음을 알았고, tyrosinase inhibition test

결과 methyl gallate(IC50 = 40.566 ㎍/㎖), quercitrin(IC50 = 37.759 ㎍/㎖), gallo

catechin(IC50 = 55.8034 ㎍/㎖)은 대조군으로 사용한 arbutin(IC50 = 48.778 ㎍/㎖)

이나 kojic acid(IC50 = 36.224 ㎍/㎖)와 비교했을때 거의 비슷한 tyrosinase 저해
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활성을 나타내는 것을 실험을 통해 확인하였고, EGCG(IC50 = 30.2095 ㎍/㎖)는

대조군보다 높은 tyrosinase 저해활성을 나타냄을 알 수 있었다. elastase

inhibition test 결과 S-3(IC50 = 7.705 ㎍/㎖)은 대조군으로 사용한 oleanolic acid

(IC50 = 9.7435 ㎍/㎖)와 빈랑자 추출물(IC50 = 25.403 ㎍/㎖)과 비교했을때도, 더

높은 elastase 저해활성을 보였으며, S-1(IC50 = 97.428 ㎍/㎖), lupeol(IC50 = 72.1

824 ㎍/㎖)에서는 낮은수치지만, elastase 저해활성이 있음을 알수 있었다. 따라서

본 연구의 실험결과를 토대로 조록나무(가지)를 이용해 항산화제 개발, 미백소재

및 주름개선 소재로 개발 가능성을 엿볼 수 있었다.31-34)
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Ⅴ. 연구과제 3 : ‘수련 뿌리’의 유효성분 및 활성검색

1. 재료

 수련(Nymphaea tetragona Georgi var.)은 쌍떡잎식물 미나리아재비목 수련과

수련속 식물로써, 한국(중부 이남)·일본·중국·인도·시베리아 동부등에 분포되어

있고, 여러해살이 수중식물로 굵고 짧은 땅속줄기에서 많은 잎자루가 자라서 물

위에서 잎을 편다. 잎몸은 질이 뚜꺼운 달걀 모양 원형이고 밑부분은 화살밑처럼

깊게 갈라지고, 앞면은 녹색이고 윤기가 있으며, 뒷면은 자줏빛이고 질이 두껍다.

꽃은 긴 꽃자루 끝에 1개씩 달리며 흰색이다. 꽃은 5-9월에 피며, 꽃받침 4개, 꽃

잎은 8-15개이며 정오경에 피었다가 저녁 때 오므라들며 3-4일간 되풀이한다.

수련속에는 온대성 종류와 열대성 종류로 나뉘고, 40종 내외의 기본종과 많은 인

공잡종 이 있으며 모두 수련으로 통한다. 한방에선 수련이라 하며 더위 먹은 데

사용하거나 소아경풍, 불면증 등에 사용하며, 민간요법으로는 꽃을 지혈제, 강장

제로 쓰고 서양에선 위장약 성분으로 추출해 쓰기도 한다.

수련 뿌리에 대해 보고된 화합물로는 amino acids, alkaroid가 있고,
61)
이들에

대한 생리활성 연구는 보고된 바가 없다.

따라서, 본연구에서는 수련 뿌리에서 컬럼크로마토그래피를 통하여 분리ㆍ동정

하고, 기능성화장품소재개발에 맞춰 DPPH radical scavenging test, tyrosinase

inhibition test, elastase inhibition test을 살펴보았다.
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Figure 33. Picture of Nymphaea tetragona Georgi var

Figure 34. Picture of N. teragona flower

Figure 35. Picture of N. teragona root
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2. 실험방법

2-1. 시료의 추출 및 유효성분 분리

2-1-1. 수련 뿌리에서 70% EtOH 추출물 및 용매분획

마른 수련 뿌리를 쇠절하여 굵게 간 분말 2500 kg을 70% EtOH에 침적하고

실온에서 24시간동안 교반하여 침출시킨 시료를 감압여과 장치를 통해 여액을

취해 감압농축 하였으며, 분리된 잔사는 추출과정을 동일한 조건에서 2회 반복하

였다. 이 과정을 통해 70% 에탄올 추출물 250 g을 얻었다. 70% 에탄올 추출물

57.6 g을 증류수 1 L에 현탁시키고 분별 깔대기를 이용해 각각 1 L씩 n-hexane

층, EtOAc 층, n-butanol 층 및 H2O 층 4개의 용매분획층을 얻었다(Figure 36).

2-1-2. Celite column chromatography에 의한 분획과정

용매분획 하여 얻어진 EtOAc 분획층을 celite로 충진한 glass column을 이용하

여 분획을 하였다. 사용된 용출용매는 CH2Cl2, Et2O, EtOAc, Me2CO을 사용하여

각각 4개의 분획을 얻었다(Figure 36).

2-1-3. Celite Et2O 분획물에서 compound 1-8 분리과정

2-1-2에서 얻어진 Et2O 분획층(9 g)을 분리하기 위해 순상 silica gel gradient

조건(Hex/EtOAc→EtOAc/MeOH)을 사용하여 6개로 분획하였고, 그중 NP-Fr-2

에서 compound 1(86.2 mg)과 NP-Fr-3에서 compound 2(143 mg)을 얻었다. NP

-Fr-5은 Amberlite XAD-16 gradient 조건(H2O/MeOH)을 사용해 5개의 분획을

얻었고, Fr-5-2을 Sephadex LH-20 gradient 조건(H2O/MeOH)을 사용해 Fr-5-2

-1에서 compound 3(33.1 mg), Fr-5-2-2에서 compound 6(42.3 mg), Fr-5-2-4에
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1) extraction with 70% EtOH

2) stirring for 24hr at room temp, 2 times

3) vacuum filteration

1) suspended with H2O

2) used 57.6 g of sample

Dried Nymphaea teragona root powder (2.5 kg)

70% EtOH Ext. (250 g)

Hex Fr. n-BuOH Fr.EtOAc Fr. 18 g H2O Fr.

celite

Fr-2Fr-1 Fr-3 Fr-4

Fr-6

16.7mg
Fr-2 Fr-3

Fr-5

6.2g
…

Amberlite XAD-16

(H2O/MeOH),gradient

cpd. 1

86.2 mg

cpd. 2

143 mg

Fr-1
Fr-2

3.4g

Fr-3

1.4g
Fr-5

Sephadex LH-20

(H2O/MeOH),gradient)

Fr-1 Fr-2
Fr-5

1.19g
Fr-6

cpd. 3

33.1mg

cpd. 6

42.3mg

Fr-1 Fr-7

cpd. 7

15.3mg

cpd. 4

163mg

RP-18 Silica gel

(H2O/MeOH),gradient

Sephadex LH-20

(H2O/EtOH),gradient)

cpd. 5

8.9mg

recrystallization

…

…Fr-4

cpd. 8

182mg

Fr-1

28mg

…

서 compound 8(182 mg)을 얻었다. Fr-5-2-5는 Sephadex LH-20 gradient(H2O/

EtOH)를 사용하여 7개의 분획 중 Fr-5-2-5-7에서 compound 7(15.3 mg)을 얻

었다. Fr-5-3에서는 compound 4(163 mg)을 얻었다(Figure 36).

Figure 36. Isolation procedure of compounds from N. teragona root
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2-2. 활성 검색

2-2-1. DPPH radical scavenging test

DPPH 라디칼 소거 활성 실험은 Blois방법
9,10)
을 응용하여 사용하였고, 실험방법

은 종가시나무(잎)과 조록나무(가지)에서 행하였던 방법과 동일하다.
11)

2-2-2. Tyrosinase inhibition test

Tyrosinase inhibition test는 DOPA chrome법
35)
을 응용하여 사용하였고, 실험

방법은 조록나무(가지)에서 행하였던 방법과 동일하다.
36)
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DPPH radical scavenging test
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3. 결과

3-1. 에탄올 추출물과 각 용매분획들에 대한 활성 실험결과.

3-1-1. 항산화 실험결과.

수련(뿌리)의 70% 에탄올 추출물과 각각의 용매분획물에 대한 DPPH radical

scavenging test 실험 결과, 수련뿌리의 70% 에탄올 추출물은 RC50 수치 5.79 ㎍

/㎖을 보였으며, 각각 분획물에 대한 항산화결과는 n-Hex 분획층(RC50 = 68.6 ㎍

/㎖), EtOAc 분획층(RC50 = 22.21 ㎍/㎖), n-BuOH 분획층(RC50 = 24.34 ㎍/㎖),

H2O 분획층(RC50 = 19.87 ㎍/㎖)으로 70% 에탄올 추출물에 대한 항산화 결과는

대조군으로 사용한 녹차추출물(RC50 = 8.66 ㎍/㎖)과 Vitamin-C(RC50 = 5.00 ㎍/

㎖)과 비교하여도 뛰어난 항산화 활성결과를 나타내었다. 또한, 각각 분획물에

대한 활성정도는 추출물에 비해 낮아졌지만 대조군과 비교했을때, 높은 수준의

항산화 활성을 나타내는 것을 알 수 있었다(Figure 37).

Figure 37. Radical scavenging effect of 70% EtOH Ext. and solvent Fr. from N. teragona root
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Tyrosinase inhibition test
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3-1-2. Tyrosinase 억제 실험결과

수련(뿌리)의 70% 에탄올 추출물과 각각의 용매분획물에 대한 tyrosinase 저해

실험결과, 수련뿌리의 70% 에탄올 추출물은 IC50 = 112.8 ㎍/㎖을 보였으며, 각각

분획물에 대한 tyrosinase 저해 실험결과는 EtOAc 분획층이 IC50 수치 88.01 ㎍/

㎖을 보였고, n-Hex, n-BuOH, H2O 분획층에서는 농도 내 IC50에 tyrosinase를

저해하지 못하였다. 하지만, 70% 에탄올 추출물과 EtOAc 분획층에 대한

tyrosinase 저해 정도는 대조군으로 사용한 arbutin(IC50 = 49.02 ㎍/㎖)과 kojic

acid(IC50 = 36.15 ㎍/㎖)와 비교하여 높은 tyrosinase 억제를 보임을 알수 있었다

(Figure 38).

Figure 38. Tyrosinase inhibition effect of 70% EtOH Ext. and solvent Fr. from N. teragona

root

3-2. Compound 6의 분리 및 구조 확인

수련(뿌리) 건조분말(2.5 kg)을 70% EtOH로 추출한 후 n-hexane, EtOAc,

n-butanol을 사용하여 순차적으로 각각 n-hexane 층, EtOAc 층, n-butanol 층
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및 H2O 층으로 용매분획 하였다. 4개의 용매분획을 가지고 항산화 실험,

tyrosinase inhibition test 결과 EtOAc 분획층에서 가장 높은 활성을 나타내어

EtOAc 분획층을 가지고 CH2Cl2, Et2O, EtOAc, Me2CO을 사용하여 celite column

chromatography로 분리하여 각각 4개의 분획을 얻었다(Figure 36). 이 중 celite

Et2O 층을 가지고 순상 silica gel gradient 조건(Hex/EtOAc→EtOAc/MeOH)을

사용해 6개로 분획하였고, 그 중 NP-Fr-5을 Amberlite XAD-16 gradient(H2O/

MeOH)를 사용해 5개의 분획을 얻었다. Amberlite 분획중 Fr-5-2을 Sephadex

LH-20 gradient(H2O/MeOH)를 사용하여 Fr-5-2-2에서 compound 6(42.3 mg)를

얻었다(Tabel 30).

Table 30. Yield for extract and each solvent fraction from N. tetragona root

Ext. solvent Yield(%)

70% EtOH Ext. 12.5

n-hexane Fr. 1.33

EtOAc Fr. 90.0

n-butanol Fr. 3.91

H2O Fr. 0.02

Compound 6 0.73

Compound 6의 구조 확인은
1
H NMR,

13
C NMR spectrum data와 문헌대조를

통하여 확인하였다.
1
H NMR을 통하여 확인 한 결과 δ 7.051(2H, s)에서 galloyl

기에 의한 2H 분의 singlet signal과 δ 6.69(1H, s), δ 6.65(1H, s)에서 각각 1H

분의 HHDP기에 의한 singlet signal이 나타나는 것을 보아 화합물내에 각각 한

개의 galloyl기와 HHDP기가 존재하는 것을 예상할 수 있었고, δ 6.36(1H, d, J=

1.96)에서 나타나는 signal과 함께 δ 4.98 - 3.97(6H, m)로 보아 화합물내에

glucose가 α form으로 결합하고 있음을 예상할 수 있었다.
13
C NMR을 통해서는

화합물 탄소의 총 개수가 25개 이상임을 예상하였다. 당으로부터 기인하는

singal δ 76.4, 71.8, 69.6, 65.2, 62.6로 glucose의 C-2, C-3, C-4, C-5, C-6 5개

의 signal과 δ 95.1 에서 glucose의 C-1 signal이 관찰되어 한개의 glucose가
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Compound 6

(400 MHz, CD3OD)

Reference 1
43)

(300 MHz, Acetone-d6 + D2O )

Reference 2
44)

(300 MHz, DMSO-d6+D2O)

Position
δc

(mult)a

δH

(int, mult,, J in

Hz)

δc (mult)
a

δH

(int, mult,J in

Hz)

δc

(mult)a
δH

(int, mult,,J in Hz)

1 120.7 - 120.61 - 118.7 -

2 111.1 7.05 (1H, s) 110.34 7.14 (2H, s) 109.0 7.03 (2H, s)

3 146.5 - 145.74 - 145.6 -

4 140.5 - 140.09 - 139.0 -

5 146.5 - 145.74 - 145.6 -

결합되어 있는 것을 예상할 수 있고, glucose의 C-1 signal이 일반적인 배당체로

존재하는 glucose의 ppm값과 비교하여 약 δ 10 ppm정도 upfield shift함을 미루

어보아 glucose C-1에 다른 치환기가 결합해있음을 예상하였다. 또한, δ 146.5와

δ 111.1에 signal의 적분값이 다른 signal의 2배이상인 것을 미루어보아 화합물

내에대칭탄소가 2개 이상임을 예상하였고, δ 170.2, 168.6, 166.8에서 ester

(-COO-)기에 의한 3개의 signal을 관찰할 수 있었다. 이상의 기기분석 자료를

토대로 문헌 data를 비교한 결과 compound 6은 ellagictannin계열의 분자식

C27H22O18, M.P. 212 ℃를 갖는 corilagin으로 확인 동정하였다.
65-68)

Table 31. 1D NMR data of compound 6 with data of two reference
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6 111.1 7.05 (1H, s) 110.92 7.14 (2H, s) 109.0 7.03 (2H, s)

7 166.8 - 166.46 - 164.9 -

G-1 95.1
6.36

(1H, d, J=2.0)
94.66

6.39

(1H, d, J=2.7)
92.2

6.20

(1H, d, J=2.3)

G-2 69.6

4.98 - 3.97

(6H, m)

69.12

4.01 - 4.85

(6H, m)

71.7

3.88

(1H, dd, J=7.3,

2.3)

G-3 65.2 71.39 77.7
4.58

(1H, br s)

G-4 71.8 62.30 64.0
4.22

(1H, br s)

G-5 76.4 75.50 76.4
4.35

(1H, t, J=7.3)

G-6 62.6 64.58 62.2

4.25

(1H, dd, J=11.2, 6.2)

3.95

(1H, dd, J=11.2, 6.2)

H-1 116.8 - 117.1 - 123.9 -

H-2 125.6 - 125.6 - 106.9 -

H-3 108.4 6.68 (1H, s) 108.1 6.73 (1H, s) 143.9 6.58 (1H, s)

H-4 145.5 - 145.3 - 135.6 -

H-5 137.8 - 136.9 - 144.9 -

H-6 145.8 - 145.2 - 115.8 -

H-7 170.2 - 169.4 - 167.3 -

H-1' 117.4 - 116.2 - 123.0 -

H-2' 125.6 - 125.5 - 106.1 -

H-3' 110.3 6.65 (1H, s) 108.1 6.86 (1H, s) 144.2 6.49 (1H, s)

H-4' 145.4 - 145.3 - 135.4 -

H-5' 138.4 - 130.6 - 144.8 -

H-6' 146.2 - 145.2 - 115.6 -

H-7' 168.7 - 168.1 - 166.8 -

1
H NMR : 400 MHz in CD3OD,

13
C NMR : 100 MHz in CD3OD
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3-3. 수련(뿌리)에서 7종에 다른 화합물 확인

Compound 6과 같이 column chromatography를 이용해 분리․정제된 7종에 대

한 화합물 또한 1D, 2D NMR을 이용하여 화합물을 예측하였고, 문헌과 대조하

여 동정하였다(Table 32-33).

Table 32. Isolated compound 1-5 from N. tetragona root
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1' 121.4 7 159.1

2' 110.7 7.14 (1H, s) 1' 112.3

3' 146.7 2' 136.3

4' 140.8 3' 139.9

5' 146.7 4' 148.1

6' 110.7 7.14 (1H, s) 5' 110.0 7.45 (1H, s)

7' 167.4 6' 107.2

1" 121.0 7' 159.1

2" 110.6 7.02 (1H, s)

3" 146.6

4" 140.7

5" 146.6

6" 110.6 7.02 (1H, s)

7" 168.6

1"' 120.3

2"' 110.5 6.95 (1H, s)

3"' 146.6

4"' 140.4

5"' 146.6

6"' 110.5 6.95 (1H, s)

7"' 167.1

1"" 120.1

2"" 110.4

3"" 146.5 6.79 (1H, s)

4"" 140.3

5"" 146.5

6"" 110.4

7"" 167.0

1""' 120.1

2""' 110.3

3""' 146.4

4""' 140.1 6.79 (1H, s)

5""' 146.4

6""' 110.3

7""' 166.4
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TGG (1,2,3,6-tenta-O-galloyl-β-D-glucose)

12
3

4
5

6

1'

2'

3'
4'

5'

6'

7'

1''

2"

3"
4"

5"

6"

7"
1"'

2"'3"'

4"'
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6"'
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1"''2"''

3"''
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Compound 8
geraniin

Position

Compound 8
63,64,66)

1A 2B

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

δc

100 MHz

δH (int, mult, J in Hz)

400 MHz in CD3OD

1a 108.3 6.21 (1H, s) 108.2 6.21 (1H, s)

2a 70.9 5.59 (1H, br, s) 70.3 5.58 (1H, br, s)

3a 64.7 5.56 (1H, br, s) 64.5 5.55 (1H, br, s)

4a 67.3 5.46 (1H, br, s) 66.6 5.45 (1H, br, s)

5a 73.7 5.20 (m) 73.5 5.20 (m)

6a 63.1
5.46 (1H, t, J=10.0)

64.0
4.79 (2H, t, J=10.0)

4.40 (1H, dd, J=8.0, 10.0) 4.30 (1H, dd, J=8.0, 10.0)

1b 125.7 125.5

2b 111.0 7.24 (2H, s) 111.2 7.21 (2H, s)

3b 146.6 146.6

4b 130.2 129.5

5b 146.6 146.6

6b 111.0 7.24 (2H, s) 111.2 7.21 (2H, s)

7b 167.6 167.2

1c 119.3 119.1

2c 114.1 115.1

Table 33. Isolated compound 7, 8 from N. tetragona root
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3c 110.5 148.5

4c 138.8 138.9

5c 145.4 145.7

6c 114.1 7.10 (2H, s) 114.1 7.08 (2H, s)

7c 166.5 166.5

1d 124.4 124.4

2d 116.3 115.6

3d 145.7 145.7

4d 125.7 125.7

5d 146.6 146.6

6d 114.1 6.90 (2H, s) 114.4 6.86 (2H, s)

7d 166.3 166.3

1e 150.4 150.4

2e 42.3 5.43 (1H, br, s) 52.7 5.43 (1H, br, s)

3e 92.8 110.5

4e 98.2 92.8

5e 192.3 195.2

6e 130.2 6.57 (2H, s) 125.5 6.55 (2H, s)

7e 166.1 166.1

1f 125.7 125.5

2f 117.7 117.2

3f 145.7 145.4

4f 125.5 125.5

5f 146.3 146.2

6f 115.3 6.63 (2H, s) 114.7 6.63 (2H, s)

7f 165.7 165.7
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DPPH radical scavenging test
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3-4. 수련(뿌리)에서 분리된 화합물에 대한 활성실험 결과

3-4-1. 수련(뿌리)에서 분리된 화합물에 대한 항산화 실험결과

Column chromatography를 통하여 분리된 corilagin외 7종에 대해 DPPH 라디

칼 소거활성 실험을 하여 라디칼 소거 능력을 확인하였다. 그 결과 compound 6

의 RC50은 4.1 ㎍/㎖을 나타내었다. 대조군으로 사용한 녹차추출물(RC50 = 8.671

㎍/㎖)과 Vit-C(RC50 = 4.97 ㎍/㎖)비교하였을때, compound 6이 더 우수한 라디

칼 소거 활성을 보였다. 그 외 화합물에 대한 항산화 활성은 다음 표에 나타내었

다(Table 34). Corilagin을 비롯하여 분리된 7종의 화합물들 gallic acid(RC50 =

3.907 ㎍/㎖), ethyl gallate(RC50 = 3.757 ㎍/㎖), methyl gallate(RC50 = 2.973 ㎍

/㎖), PGG(RC50 = 4.493 ㎍/㎖), TGG(RC50 = 4.778 ㎍/㎖), ellagic acid(RC50 =

7.465 ㎍/㎖), geraniin(RC50 = 3.92 ㎍/㎖) 또한 대조군과 비슷한 활성을 갖거나

더 높은 좋은 라디칼 소거 활성을 보였다(Figure 41).

Figure 41. Radical scavenging effect of the isolated compounds from N. teragona root
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100 ㎍/㎖ 50 ㎍/㎖ 10 ㎍/㎖ 2 ㎍/㎖ RC50

gallic acid 96.841 96.175 95.289 35.777 3.907

ethyl gallate 94.553 94.038 93.255 37.527 3.757

methyl gallate 94.989 93.026 92.291 44.311 2.973

corilagin 94.553 94.263 93.148 34.792 4.10

PGG 93.137 90.664 88.223 32.604 4.493

TGG 93.791 93.251 93.148 27.133 4.778

ellagic acid 90.741 89.426 67.131 13.830 7.465

geraniin 94.553 94.826 89.615 37.418 3.920

GreenTea Ext. 85.062 86.104 59.097 4.923 8.669

Vit-C 97.234 95.640 82.216 30.744 4.979

Table 34. Radical scavenging effect of the isolated compounds from N. tetragona root
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Tyrosinase inhibition test
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3-4-2. 수련(뿌리)에서 분리된 화합물에 대한 tyrosinase inhibition 실험결과

Compound 6외 7종에 대해 tyrosinase inhibition 실험을 하여 tyrosinase 저해

능력을 확인하였다. 그 결과 corilagin의 IC50은 300 ㎍/㎖이상에서 나타내어

tyrosinase 저해능력은 떨어지는 것을 알 수 있었고, 그 외 화합물에 대한

tyrosinase inhibition은 다음 표에 나타내었다(Table 35). 그 중 PGG(1,2,3,4,6-

penta-O-galloyl-β-D-glucose)는 IC50 = 94.227 ㎍/㎖, TGG(1,2,3,6-tetra-O-

galloyl-β-D-glucose)는 IC50 = 65 ㎍/㎖로 대조군으로 사용한 arbutin(IC50 =

49.02 ㎍/㎖)과 kojic acid(IC50 = 36.15 ㎍/㎖)과 비교했을때, 더 높은 tyroinase

inhibition 결과를 얻지는 못했지만, 비교적 높은 저해 활성을 나타내는 것을

실험을 통해 알 수 있었다(Figure 42).

Figure 42. Tyrosinase effect of the isolated compounds from N. teragona root



- 93 -

300 ㎍/㎖ 100 ㎍/㎖ 50 ㎍/㎖ IC50

gallic acid 20.380 11.559 13.625 > 300

ethyl gallate 61.685 41.935 25.545 181.15

methyl gallate 62.500 38.978 29.563 193.55

corilagin 46.467 23.656 14.653 > 300

PGG 88.859 52.688 29.563 94.227

TGG 91.304 68.817 40.874 65.000

ellagic acid 15.978 12.366 9.254 > 300

geraniin 40.489 22.312 14.396 > 300

Arbutin 89.130 68.58 51.198 49.022

Kojic acid 100.000 72.810 69.162 36.158

Table 35. Tyrosinase inhibition effect of the isolated compounds from N. tetragona root
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4. 결론

수련(뿌리) 70% 에탄올 추출물을 n-hexane, EtOAc, n-butanol, H2O 층으로

용매분획하고, 분획물에 대하여 항산화 실험결과 4개의 분획층에서 EtOAc

분획층이 가장 높은 활성을 보여(RC50 = 22.21 ㎍/㎖), celite column

chromatography, Sephadex LH-20 chromatography, Amberlite XAD-16, 역상

silica gel chromatography를 사용하여 화합물을 분리하였다. 분리된 화합물들은

1D, 2D NMR 기기로 확인하고 문헌들과 비교한 결과 gallic acid, ethyl gallate,

methyl gallate, corilagin, PGG(1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-β-D-glucose), TGG

(1,2,3,6-tetra-O-galloyl-β-D-glucose), ellagic acid, geraniin 8종의 화합물을

순수하게 분리․정제하였음을 확인할 수 있었다.

Column chromatography를 통해 분리된 compound 6을 포함한 8종에 화합물에

대해 DPPH radical scavengign test 결과 compound 6을 비롯하여 분리된 7종의

화합물에서 대조군과 비슷한 활성을 갖거나 더 높은 좋은 라디칼 소거 활성을

보였고{gallic acid(RC50 = 3.907 ㎍/㎖), ethyl gallate(RC50 = 3.757 ㎍/㎖),

methyl gallate(RC50 = 2.973 ㎍/㎖), PGG(RC50 = 4.493 ㎍/㎖), TGG(RC50 =

4.778 ㎍/㎖), ellagic acid(RC50 = 7.465 ㎍/㎖), geraniin(RC50 = 3.92 ㎍/㎖)},

tyrosinase inhibition 실험에서는 PGG(IC50 = 94.227 ㎍/㎖)와 TGG(IC50 = 65 ㎍

/㎖)가 대조군으로 사용한 arbutin(IC50 = 49.02 ㎍/㎖)과 kojic acid(IC50 = 36.1

5 ㎍/㎖)와 비교 해봤을때도, 비교적 높은 tyrosinase저해 활성을 나타내는 것

알 수 있었다. 따라서 본 연구의 실험결과를 토대로 수련 (뿌리)를 이용해 항산

화제 및 미백관련 소재 개발 가능성을 엿볼 수 있었다.31-34,67-79)
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Ⅵ. 결 론

제주도내에 자생하고 있는 식물을 이용해 기능성 화장품 소재개발을 위해

여러종에 지상식물에 대한 활성검색을 하였다. 그 중 미백, 주름개선, 항산화

효과 실험에서 활성이 좋았던 종가시나무(잎), 조록나무(가지), 수련(뿌리)에 대한

분리 및 화합물 구조동정을 하였고, 분리된 화합물에 대한 활성실험을 실시하여

천연 기능성 화장품소재의 활용여부 및 개발 가능성을 제시하고자 본 연구를

하였다.

각각 세 개의 식물은 건조 후 분쇄하여 70% EtOH을 가지고 추출한 뒤 용매

분획 후 EtOAc 분획층에 대해 celite column chromatography, RP silica gel

column chromatography, NP silica gel column chromatography, Sephadex

LH-20, Amberlite XAD-16 column chromatography등을 사용하여 분리를 하였

다. 분리한 분획들을 1D, 2D NMR 기기로 확인하였고, 문헌들과 비교한 결과

종가시나무(잎) 12종, 조록나무(가지) 20종, 수련(뿌리) 8종을 순수 ․정제 되었음

을 확인할 수 있었다.

또한 1D, 2D NMR 및 HR FAB-Mass, UV/VIS spectrum 등 여러 기기분석을

통하여 구조를 확인하였고, 문헌검색 결과 종가시나무(잎)에서 1종, 조록나무

(가지)에서 6종에 화합물이 현재 보고된 바 없는 신물질로 결론지었다. Column

chromatography를 통하여 분리된 화합물들은 DPPH radical scavenging test,

tyrosinase inhibition test, elastase inhibition test 결과 대부분의 화합물이

DPPH 라디칼 소거활성이 대조군과 비교했을때 우수한 활성을 가지고 있음을

알 수 있었고, 분리된 화합물 중 몇 종은 tyrosinase inhibition 또한 우수한 활성

을 가지고 있음을 알 수 있었다.

본 연구의 실험결과를 토대로 청정지역인 제주도에서 자생하고 있는 육상식물

을 이용해 기능성 화장품 소개 개발 가능성을 기대해 볼 수 있었다.
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셨던 강창희 교수님, 주관적인 생각인데도 관심을 갖고 대해주신 이선주 교수님,

볼때마다 항상 따뜻한 조언을 주신 김원형 교수님께 감사의 인사 올립니다.

잠자는 시간을 제외한 나머지 시간을 함께 보내며, 좋은 일, 힘든일 함께 하고,

기댈 수 있는 어깨가 되어준 실험실 식구들. 종석 선생님, 진석 선생님, 태헌 선

생님, 정미 선생님, 미연, 주희, 성환, 정은, 형민, 하나, 은경언니, 미정언니 지금

은 가까이 없어도, 볼 때마다 조언과 힘이 되주셨던 홍철 선생님, 지영 선생님,

영민 언니, Dr. Nasim, Neaz, 화학과에 계신 모든 선생님들, 대학원 생활을 함께

한 선배님과 후배들, 동기들에게도 감사드립니다.
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저 때문에 맘고생 많이 하시고도 구부러진 어깨에 고운 날개 달아주시고,

제 기능을 못하고, 등에서 떨어질 때면 수천번 수만번 전보다 더 크고 좋은 날개

를 달아주셨던 부모님. 모두들 아니라고 했을때 훨훨 하늘을 날아다닐꺼라는

굳은 믿음과 사랑으로, 지켜주셔서 정말 감사 드립니다. 그리고, 하늘에서 저를

밝은 길로만 인도해주신 외할아버지, 아가페 사랑을 몸소 보여주신 외할머니,

또 다른 인생선배이자 나의 역할 모델이 되어준 큰오빠, 큰언니, 작은오빠, 작은

언니, 삼촌, 숙모, 이모, 이모부 모두 존경하고 사랑합니다.

늦게까지 일하느라 힘들어도 내 일이라면, 한 걸음에 달려와 준 병욱오빠,

수경이. 힘들어 포기하고 싶을때 쓰러지지 않도록 가장 가까운 곳에서 든든한 버

팀목이 되어주고, 지쳐서 쉬고싶을때 그루터기가 되어준 나의 소울메이트들.

고맙습니다.

이 모든 것, 당신들의 도움이 있었기에, 결실을 맺을 수 있었다는 것을 깊이 간

직하겠습니다. 저는 이제 제 앞에 닫혀있던 문을 박차고 나가려합니다. 항상

정직 하게 자존감을 지키며 최선을 다하는 모습으로 생활하도록 노력하는 모습

지켜봐주세요.

고맙습니다.

사랑합니다.

2007년 12월

고 려 경 올림
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