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요 약. 인도네시아 Manado만의 Sulawesi에서 채집한 해면 Spongia sp.로부터 KB Cancer cell line에 

대하여 활성을 갖는 halenaquinone, epispongiatri이 및 aldisin을 분리하였다. 이들의 구조를 】H, 13C NMR, 
】H 13C(1 bond) Heteronuclear Multiple Quantum Coherence Spectroscopy(HMQC),1 'H 13C(2 and 3 bond) 

Heteronuclear Multiple Bond Correction Spectroscopy(HMBC),2 Electron Impact Mass Spectroscopy (El 
ms) 및 IR로 밝혔다.

ABSTRACT. The cytotoxic metabolites, against the KB cell line, halenaquinone, epispongiatriol and 
aldisin were is야ated from 나)e sponge Spongia sp. collected in September 1992, Manado Bay, Sulawesi 
in Indonesia. Their structures were elucidated by 】H, 13C NMR,13C(1 bond) Heteronuclear Multiple 
Quantum Coherence Spectroscopy (HMQC),1 13C(2 and 3 bond) Heteronuclear Multiple Bond Correlation 
Spectroscopy (HMBC),2 Electron Impact Mass Spectroscopy (El ms) and Infrared Spectroscopy (IR).

서 론

천연물 의약품 자원에 대한 연구가 주로 육상 생 

물에 치우쳐 왔지만 근래에는 해양자원으로부터 새 

로운 의약품 자원의 개발에 관심이 집중되고 있다. 

또한 새로운 질병들이 발생됨에 따라 이에 대한 치 

료제 개발이 절실히 요구되면서 해양생물로부터 항 

박테리아, 항바아러스, 항암효과를 갖는 화합물이 

발견되고 있어 해양생물에 대한 관심이 크게 고조 

되고 있다. 그 중 해면에는 생리활성이 선택적으로 

큰 화합물들이 다양하게 포함되어 있어 큰 관심의 

대상이 되고 있다. 한 예로써 Jaspamide은 해면 Jas- 

pis 종에서 발견된 성분으로 살균, 항생, 항암 등 매우 

특이한 생리작용이 있어 주목을 받고 있는 depsipe- 
ptide의 하나이다.3

본 연구에서는 인도네시아의 Manad。만 S비a- 
wesi에서 채집한 해면 Spongia sp의 디클로로메탄- 

이소프로필 알코올(1：1) 추출물로부터 생리활성이 

있는 물질을 분리해 그 구조를 밝히려 하였다. 이 

추출물을 in 血로 KB cancer cell line에 대해 

시험한 결과 활성(MIC, lmg/mL, 2+)을 갖게 되어 

연구를 하게 되었으며, 새로운 기법인 2D NMR 기 

술중의 하나인 HMBC를 이용하여 기존의 방법보다
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Akfsin (3)

간편하고도 정확하게 구조를 결정할 수 있었다.

실 험

NMR(500MHz) 및 13C NMR(125 MHz) 스펙 

트럼은 General Electric GN 500을 사용했으며, 용 

매로는 CDC130 7.2), DMSO-d6 (8 2.6), Pyridine-ds 

(8 8.7, 7.6, 7.2)를 사용했다.

Halenaquinone(l)<H| 대한 HMBC 조건
Sample 농도= 18 mg/CDCU 0.6 mL, 256 of 미。- 

cks X 2048 data matrix with 48 of scan per ti inc
rement, 5.0 delay period for long-range couplings, 
100° shifted sine bell squared filtering for h and 

4700 Hz line broadening for it.
EpispongiMri이(刀에 대한 HMBC 조건
Sample 농도=22 mg/DMS0-d6 0.5 mL, 256 of 

blocks X2048 data matrix with 112 of scan per 
h increment, 3.0 delay period for long-range coup
lings, 100° shifted sine bell squared filtering for 

h and 5300 Hz line broadening for it.
IR spectrometer는 Perkin-Elmer사의 Model 

1420을 사용했다. Mass spectra는 VG-70SE mag
netic sector mass spectrometer로부터 얻었으며, 

분리를 위한 HPLC로는 Water사의 Mod이 441을 

사용했으며, coiumn은 YMC-guardpack ODS-A, 30 

X10 mm LD・，S-5 mm, 120A, microsorb Si, 80- 
199-C5, G9 10041 및 Econosphere CN, 250 X 4.6 
mm, 5 micron을 사용했다. HPLC 사용전 정제를

Table 1. NMR data for halenaquinone at 500 MHz in 
CDCI3

Position NMR 13C NMR HMBC

1 8.28(1H, s) 149.26 2,7
2 122.50
3 190.91
4 3.07~2.99(lH, m) 36.40 23,5,6

2.86~2.83(1H, m)
5 2.89~2.87(1H, m) 33.36 2,3,4,6,7,19,20

2.32~2.25(1H, m)
6 36.70
7 147.41
8 144.90
9 170.24

10 137.21
11 906(1H, s) 127.42 9,13,17,19
12 130.80
13 183.48
14 7.08(lH, s) 139.44 13
15 7.07(lH, s) 138.72 16
16 184.32
17 133.78
18 8.27(1H, s) 123.75 10,12,16,17,19
19 153.96
20 L69(3H, s) 30.73 5,6,7,19

위 한 Bond Elut로는 Varian Ci8 1210-2028, Si 1210- 
2037을 사용했으며, TLC는 Merck RP-Cl8 F254 S와 

Sigma T-6270 Lot 21H0126을 사용하였고, UV 
lamp, vanillin 용액 및 진한 황산 spray 등으로 확 

인했다. 모든 유기 용매와 초자는 증류, 건조하여 

사용했으며, 시약은 GR급을 사용했다.

Halenaquinone( 1). El ms, M/z, 332(M+), 304 
(M+-C0), 278(M+-CO-H2O); IR(KBr) vmax 3150- 
3000, 1710, 1676, 1668, 1615, 1470, 1320 cm1;
및 13C NMR 자료는 Table 1 참조.

Epispongiatriol(2). El ms, m/z(%), 348(M*, 8), 
317(M+-CH2OH, 28), 300(14), 299(M+ CH3OH-H2 
O, 7), 287(33), 285(14), 270(26), 269(100), 227(11), 
161(22), 147(66), 135(54), 133(49), 91(45), 69(53); 
IR(KBr) Vmax 3425, 2930, 1718, 1035, 887 cm1;】H 

및 13C NMR 자료는 Table 2 참조
Aldisin(3). El ms m/z(%), 164(M+, 28), 136(M+- 

C2H4, 9), 107(M+-CH2NHCO, 15), 93(M+-C3H5NO,
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Position TH NMR 13C NMR HMBC

Table 2. NMR data for epispongiatri이 at 500 MHz tn 
pyridine-d5

1 2.70(lH, dj=12.3 Hz) 54.17 2,3,9,20
2.15(1H, d,•片 12.3 Hz)

2 210.47
3 4.35(1H, s) 84.34 2,4,18,19
4 49.52
5 1.75(1H, ddj= 12,3, 55.93 1,3,4,6,7,9,10

23 Hz) 18,19,20
6 2.03(lH, m) 19.81 5,7,8,10

1.86(1H, m)
7 2.83(lH,tJ=3.0 Hz) 35.68 5,6,8,14,17

L35(1H, m)
8 40.88
9 1.55(1H, ddj=12.4, 56.62 840,1244

1.5 Hz) 17,20
10 40.05
11 1.7O(1H, s) 18.32 8,9,10,12,13

L53(1H, m)
12 2.72(1H, ddj= 12.3 20.75 11,13,14,16

4.7 Hz)
2.49(1H, m)

13 120.53
14 131.49
15 7.55(1H, brs) 138.62 13J4
16 73O(1H, d,/=1.5 Hz) 137.22 13,14
17 4.12(1H, dJ=10.5 Hz) 62.22 7,8,14

3.73(1H, dJ=10.5Hz)
18 L60(3H, s) 24.12 3,4,5,19
19 4.08(lH, d,J=ll,3 Hz) 64.29 2,4,5,18

3.77(lH,dJ=lL3Hz)
20 1.1K3H, s) 、 17.73 1,9,10

s: singlet, d: doublet, dd: doublet of doublet, t: triplet, 
brs: broad singlet, m: multiplet.

21), 84(100); IR(KBr), 3420, 3255, 1660, 1645, 
1630, 1450 cm-1;NMR(DMS0-d6) 8 6.96(H-2, 

d, J=2.4Hz), 6.54(H-3, d, _/=2.4Hz), 2.68(2H-5, 
m), 334(2H-6, m), 12.14(NH-1, s), 8.30(NH-7, t, 
J=4.1 Hz); 13C NMR(DMSO-d6) 19432(04), 162.17 

(08), 123.53(C-8a), 122.33(C-3a)f 12216(02), 
109.49(C-3), 43.49(06), 36.52(C-5).
채집과 추츨

시료는 1992년 9월 인도네시아의 Manado만 Su・ 
lawesi에서 채집된 젖은(fresh) 해면 Spongia sp. 450 
g을 사용했다. 깨끗한 플라스틱 자루에 젖은 해면을 
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넣고 3일 동안 냉동시킨 후, 이들을 성글게 자르고 

4일 동안 냉동 건조시켰다. 건조된 해면을 잘게 부순 

후 깨끗한 유리병에 담고, 디클로로메탄-이소프로필 

알코올Q : 1)에 2일간 담가 놓았다, 2일 후 시료로 

부터 디클로로메탄-이소프로필 알코올Q：l) 추출액 

을 Buchner funn이을 이용하여 여과한 다음, rotary 

evaporator로 용매를 제거하였다. 건조된 추출물에 

대해 EtOAc : m-Hexane : MeOH : HQ=7 ： 4 ： 4 ： 3 

을 이용한 solvent partitioning을 실시하였으며, 분 

액깔대기로 유기층과 물층을 분리하였다. 물층을 감 

압하에서 rotary evaporator■로 용매를 제거하여 920 

mg의 추출물을 얻었다.

HPL어* 이용한 Halenaquinone( 1), Epispongiat- 
riol(2) 및 Aldisin(3)의 분리. 위에서 얻은 물층 추 

출물(920 mg)을 RP-Cig flash column chromatogra- 
phy하여 MeOH : H20(l ： 1) 분획과 MeOH : EtOAc 

(1: 1) 분획을 얻었다. 이 중 MeOH : H20(l: 1) 분획 

(lOOmg)을 EtOAc : m-Hexane=2.0 : 3.0 용매로 Si 
column을 사용하여 HPLC를 수행하였다. RI 검출 

기의 감쇠기, 32X; UV 감도와 파장길이, 2.0, 254nm; 

용매 흐름 속도, 2.0 mL/min; chart 속도, 12 cm/hr; 
머무른 시간 加： 9.8min에서 화합물⑴ (18mg)과 

/r2： lL8min에서 혼합물＜45mg)이 얻어졌다. 이 혼 

합물(45 mg)을 MeOH : H2O=5 : 2 용매와 함께 역 

상-喝 column을 사용하여 반복해서 HPLC를 수행 

하였다; RI 검출기의 감쇠기, 64X; UV 감도와 파 

장길이, 2.0, 254 nm; 용매 흐름 속도, L8mL/min; 

아iart 속도, 12cm/hr; 머무른 시간 如 9.5min에서 

화합물＜2) (22 mg)을 얻었다. MeOH : EtOAc(l: 1) 

분획(120 mg)을 EtOAc: CH3CN(3 :1) 용매로 CN 
column!- 사용하여 HPLC를 수행하였다. RI 검출 

기의 감쇠기, 32X; UV 감도와 파장길이, 2.0, 254 nm; 

용매 흐름 속도, 1.8 mL/min; 사iart 속도 15 cm/hr; 
머무른 시간 为： 10.8min에서 혼합물 60mg이 얻어 

졌다. 이 혼합물(60 mg)을 MeOH : 压0=1:1 용매 

로 역상-Ci8 c이umii을 사용하여 반복적인 HPLC를 

수행하였다. RI 검출기의 감쇠기, 16X; UV 감도와 

파장길이, 2.0, 254 nm; 용매 흐름 속도 2.0 mL/min; 
사iart 속도, 12 cm/hr; 머무른 시간 収 10.0 min에서 

화합물(3) (28 mg)을 얻었다(S湖。me 1).
이를 】H, 13C NMR, HMQC, HMBC, El ms 및
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sponge

(2-30)

sotvenl petitioning with 
EtOAc^i-hffxanezMeOHflxO

(7:4：4 히

Lower phase Upper phase
(920mg)

I RP-Cu flash column chromatography

IOC mg

Halenaquinone 
(1&ng)

45<ng

MeOH:EtOAc
> (1：1)

120mg

hplc by CN column 
whh EtOAc^H,CN 
(3：1)

60mg

hplcby RP-C|| 
column with 
电。:MK써 (1：［)h어c by RP-C^g 

column with 
MeOH:H2O(52)

EpisponJM 허 
(22mg)

Aldi sin 
(28mg)2

Scheme 1.

IR 스펙트럼으로 확인하였다. Halenaquinone 10 
mg/mL, Epispongiatriol 1 mg/mL 및 Aldisin 50 
mg/mL은 KB cancer celF에 대해 각각 2*(25%), 
2+(25%), 3+(75%)의 활성을 갖고 있었다.

결과 및 고찰

인도네시아의 Manado만 Sulawesi에서 채집한 해 

면을 시료로 사용하였다. 젖은 해면을 냉동 건조한 

다음 용매 EtOAc : m-hexane : MeOH : H2O=7 :4 : 
4 : 3을 사용하여 solvent partitioning-!- 하였다. 유 

기층과 물충을 분리하여, 물층 추출물은 RP-Ci8 
flash column chromatography# 수행하여 2개의 

fraction을 얻었는데, 이중 MeOH : H2O(1:1) 분획을 

Si column을 사용하여 HPLC로 분리한 결과 화합물 

(1)과 혼합물이 얻어졌다. 이 혼합물을 역상-C】8 co- 
lumri을 이용한 반복적인 HPLC로 분리 정제하여 

화합물(2)를 얻었다. 또 다른 MeOH : EtOAc(l: 1) 
분획을 CN c이umn 과 역상-(沫 column으로 반복 

적인 HPLC를 수행하여 화합물(3)을 얻었다. KB ca
ncer cell line에 대해 활성을 갖는 화합물(D, (2), 
및 ⑶을 】H, 13C NMR, HMQC, HMBC, El ms 및 

IR로 분석하여 각각의 화합물이 halenoquinone(l), 

epispongiatriol(2) 및 aldisin(3)임을 확인하였다.

1983년 D. M. Roll56 등은 Okinawan 해안에서 

채집한 Xestospongia exigua 해면으로부터 halena- 
quinone-g- 분리하였으며 이것은 antimicrobial 활성 

을 갖고 있다.

Halenaquinone(l)의 'H NMR 스펙트럼; aromatic 

C-11 양성자(8 9.06,1H, singlet), 카르보닐기와 con- 

jugated된 퓨란 고리의 양성자(8 8.28, 1H, singlet), 
메틸기의 양성자＜8 1.69, 3H, 6-CH3, singlet), 메틸렌 

양성자들에 기인하는 signals [8 3.07~2.99(lH, m), 

2.89〜2.87(1H, m), 2.86~2.83(1H, m), 2.32-2.25(1 
H, m)]; 13C NMR 스펙트럼, 카르보닐기의 탄소(6 
190.91, 184.32, 183.48, 170.24), 퓨란 고리의 탄소(6 
149.26, 147.41, 144.90, 122.50), aromatic과 conjuga
tion^ 이중결합의 탄소(6 153.96, 139.44, 138.72, 

137.21, 133.78, 130.80, 127.42, 123.75), 메틸렌 탄소 

(8 36.40, 33.36), 메틸기의 탄소(6 30.73)이다(7、沥血 

1). 이상의 값은 문헌치7와 일치하였다.

D. M. RolF과 H. Nakamura6 등은 13C NMR 데 

이타 중 탄소T0과 19의 값을 각각 8 154.1 과 136.3 

으로 보고하였는데, 이는 2 및 3결합의 C-H long 

range coupling 관계를 나타내는 HMBC로부터 수 

소-5(6 2.89-2.87, 2.32〜2.25)와 20(5 1.69)이 탄소- 

10(8 137.21)과는 상관관계가 없었으며, 탄소-19(6 
153.96)와는 상관관계가 있는 것으로 보아 위의 보 

고가 잘못되었음을 추정할 수 있었다.

각각의 탄소위치와 탄소-탄소 연결을 통한 hale- 

naquinone(l)의 구조를 HMBC 스펙트럼으로 확인 

하였는데, 퓨란 고리의 C-1 양성자는 탄소-2 및 7과 

상관관계를 갖고 있으며, 메틸렌 C-4와 C-5 양성 

자는 각각 탄소-2,3,5,6와 탄소-2,3,4,6,7,19,20, aro

matic C-11 와 CT8의 양성자는 탄소-9,13,17,19와 

탄소-10,12,16,17,19, conjugated된 이중결합의 C-14 
와 C-15의 양성자는 각각 탄소-13와 탄소-16, 메틸 

기의 양성자는 탄소-5,6,7,19와 상관관계를 나타냈고， 

그 구체적인 NMR 자료는 Table 1에 나타냈다.

El ms 스펙트럼으로부터 분자이온이 332임을 알 

수 있었고, 이를 IR로 확인하였는데 여기에 대한 

데이타는 다음과 같다; aromatic C-H stretching 
진동수 3150~3000cm-1, aliphatic C-H streching 
진동수 2930, 2890 cm1, carbonyl의 C = O은 1710, 
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1676, 1668 cm-1, aromatic C=C 진동수 1615 cm—' 
그리고 1470, 1320cm 】에서 나타났다. 이상의 값은 

문헌치5와 일치하였다.

1982년 J. F. Marwood8 등은 해면에서 얻은 fu- 
rano-diterpene 계의 spongiatriol을 쥐에 대해 활성 

실험을 한 결과 혈압 강하와 설사의 활성을 보였으며, 

또한 심장혈관과 위장에 미치는 영향에 대해 보고 

하였다. Epispongiatriol(2)의 'H NMR 스펙트럼; 

퓨란 고리의 2개 양성자［8 7.55(1H, brs), 7.3O(1H, 
d,/=L5Hz)］, 퓨란 고리에 근접한 메틸렌의 2개 

양성자［8 2.72(1H, dd, 12.3, 4.7), 2.4%1H, m)l 

hydroxyl기를 갖는 탄소-19의 두 개 양성자(8 4.08, 

3.77, both 1H), 2개의 메틸기 양성자0 L60, 1.11, 
both 3H, s), 탄소-17의 2개 양^자는 2개의 doublet 
(6 4.12, 3.73, both 1H, J= 10.5 Hz), 그리고 03의 

양성자(8 435, 1H, s)의 결과로 보아 탄소 3의 양 

성자가 a임을 알 수 있었다. 13C NMR 스펙트럼; 

카르보닐기의 탄소(8 210.47), 3,4 위치가 치환된 퓨 

란 고리의 탄소-13,14(8 131.49, 120.53), hydroxyl 
기가 치환된 2개의 탄소(8 64.29, 62.22), "hydro- 

xyl기를 갖는 탄소-3(6 84.34), 2개의 메틸 탄소(8 
24.12, 17.73)이다(丁沥血 2). 이상의 값은 문헌치‘와 

일치하였다.

이 구조는 HMBC 스펙트럼으로 확인하였는데 

이것으로부터 탄소-3의。-양성자는 탄소-2,4,18,19와 

상관관계가 있으며, hydroxyl 기가 치환된 탄소T7과 

19의 메틸렌 양성자는 각각 탄소-7,8,14와 탄소-3,4, 

5,18, 퓨란 고리의 탄소T6 양성자와 퓨란 고리에 

근접한 탄소-12의 메틸렌 양성자는 탄소-13,14과 

탄소-11,13,14,16, 2개의 메틸기 탄소-18과 20의 양 

성자는 탄소-3,4,5,19와 탄소-1,9,10과 상관관계를 

나타냈고 이것의 구체적인 NMR data는 &枷 2에 

나타냈다.

El ms 스펙트럼로부터 분자 이온이 348이었음을 

알 수 있었고 CH2OH기와 玮0가 fragmentation된 

peak도 볼 수 있었다. 이를 IR로 확인하였는데, 여 
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기 에 대한 data는 다음과 같다; carbonyl C = 0, 1718 

cm-1, hydroxyl의 OH, 3425 cm-1, aliphatic C-H st- 
reching 진동수 2930 cm1.

Aldisin(3)의 NMR 스펙트럼은 exchangeable 
한 양성자［8 12.4(1H, s), 83O(1H, t,/=4.1 Hz)l py

rrol 양성자인 2개의 doublet(8 6.96, 2~H, 6.54, 3-H, 
/=2.4Hz); 13C NMR 스펙트럼, conjugati이!된 케톤 

과 아미드의 탄소(8 194.32, 162.17), pyrrol ring의 

탄소(6 123.53, 122.33, 122.16, 109.49)이다. 이것의 

구체적인 데이타는 실험부분에 나타냈고 문헌치'。와 

일치하였다. 또한 El ms 스펙트럼으로부터 분자량이 

164임을 확인하였다.
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