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Abstract − Reactive oxygen species(ROS) or free radicals are produced in the pathogenesis of human diseases including ath-

erosclerosis, diabetes, cancer, and aging. Antioxidants are associated with the prevention of ROS-induced tissue and cellular

damage in the various diseases. This study investigated the antioxidative activities of the methanol extract of Alisma plantago-

aquatica var. orientale and its main component under conditions of radical generation using allophycocyanin and ferric-thio-

cyanate assay. Alisol B 23-acetate as a main component was isolated from the methanol extract of Alisma plantago-aquatica

var. orientale. In results, the extract of Alisma plantago-aquatica var. orientale showed inhibitory activity on AAPH [2,2’-azo-

bis(2-amidinopropane)dihydrochloride]-induced protein oxidation. Also, the extract of Alisma plantago-aquatica var. orientale

and alisol B 23-acetate inhibited lipid peroxidation. These results indicate that Alisma plantago-aquatica var. orientale and

alisol B 23-acetate show promise as therapeutic agents for various damages involving free radical reactions.
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택사는 택사과(Alismataceae)에 속한 다년생 소택식물(沼

澤植物)인 질경이택사(Alisma plantago-aquatica var.

orientale SAMUELS)와 택사(Alisma canaliculatum ALL. BR.

et BOUCHE)의 괴경으로 2종류가 기록되어 있으나 한방에서

는 주로 질경이택사를 사용한다.
1)

 택사는 중국, 일본, 사할

린, 몽고 등의 늪이나 물속에서 야생하거나 재배되며 우리

나라에서는 전남지역이 전국 생산량의 90%를 재배 생산하

고 있다.
2)

 택사는 신농본초경 상품에 수재되어 있는 한약재

로서 동의보감에서는 성질은 차며 맛이 달고 짜며 독성이

없으며, 방광에 몰린 오줌을 잘 나가게 하며 방광의 열을 없

애는 것으로 수재되어 있다.
3,4)

 한의약학적으로 택사는 우리

몸의 불필요한 수분을 제거하여 부종을 없애주고 이뇨와 소

염작용이 뛰어난 생약으로서 alisol 유도체와 alismol,

alismoxide가 함유되어 있다.
5)

 택사에 대한 생리활성 연구로

는 CCl4로 유발시킨 간독성에 유효한 간보호작용,
6)
 고지혈

증 개선효과,
7)
 항보체작용,

8)
 항알러지작용,

9)
 당뇨 흰쥐의 혈

당강하와 중성지방 감소효과,
10)

 지방세포 분화 억제효과
11)

등이 보고되어져 있다.

생체내에서 자유라디칼 반응에 의해 생성되는 활성산소

종(reactive oxygen species; ROS)은 DNA 분절과 단백질의

불활성화 및 세포 생체막의 구성성분인 불포화지방산을 공

격하여 과산화 반응을 일으켜 생체기능을 저하시킴으로서

노화를 유발할 뿐만 아니라 류마티스성 관절염, 당뇨병, 심

장병, 동맥경화, 암 등과 같은 여러 질환의 원인으로 잘 알

려져 있다.
12)

 따라서 생체내 항산화 방어시스템을 증가시키

거나 활성산소종을 조절할 수 있는 합성 또는 천연 항산화

제 개발연구가 활발히 진행되고 있다.
13)

 그러나 합성 항산

화제의 변이원성 및 독성으로 인하여 보다 안전하고 우수

한 효능을 지닌 천연 항산화제 개발이 요구되면서 천연자

원 또는 약용식물로부터 유래하는 특정 성분의 항산화 활

성에 대한 연구들이 진행되고 있다.
14)
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본 연구에서는 allophycocyanin 형광단백질이 자유라디칼

에 의해 형광도의 반감기가 급속하게 감소되는 특성을 이

용한 실험법과 ferric-thiocyanate법을 이용하여 택사와 그 주

성분의 항산화 활성을 평가하였다.

재료 및 방법

실험 재료 − 본 실험에 사용한 질경이택사(Alisma

plantago-aquatica var. orientale SAMULES)는 순천시 해룡면

구상마을(2004. 4. 12)과 선월마을 (2004. 4. 13) 농가에서

구입하여 재료로 사용하였다.

기기 및 시약 − 성분 분리를 위한 column chromatogra-

phy용 silica gel은 Kiesel gel 60(70~230 mesh, No. 7734,

Merck, Germany)과 Sephadex LH-20을 사용하였다. Thin

layer chromatography용 precoated plates는 Kiesel gel 60

F254(No. 5735, Merck, Germany), 확인은 UV(254 nm)와

50% H2SO4를 사용하였으며, NMR spectrum은 Avance 400

spectrometer(Bruker, Germany)를 이용하였다. 항산화 활성

측정용 시약인 allophycocyanin (Molecular Probes),

AAPH[2,2'-azobis(2-amidinopropane)dihydrochloride],

K2HPO4, KH2PO4, linoleic acid, FeCl2, BHT, ammonium

thiocyanate 등은 WAKO사(Osaka, Japan) 제품을 구입하여

사용하였다.

추출 및 분리 − 세절한 택사 7.76 kg을 MeOH로 환류냉

각하에서 4시간, 3회 반복 추출하여 1.3 kg의 추출물을 얻

었다. MeOH 추출물을 10% MeOH에 현탁한 후 CH2Cl2,

EtOAc, n-BuOH로 분획하여 CH2Cl2, 중간층(H2O와 CH2Cl2

의 사이의 불용물), EtOAc, n-BuOH 및 H2O의 분획물을 각

각 436 g, 66 g, 3 g, 61 g, 689 g을 얻었다. CH2Cl2 분획물

20 g을 CH2Cl2-MeOH-H2O 혼합용매로 점차 극성을 증가시

키며 silica gel column chromatography를 실시하여 5개의

소분획물(subfraction)로 나누었다. 이 중 subfraction A를

Sephadex LH-20 column chromatography(전개용매:

MeOH)를 이용하여 재컬럼을 실시하여 화합물 1을 순수하

게 분리하였다.

화합물 1 − 
1
H-NMR (CDCl3, 400 MHz) δ: 0.90, 0.94,

0.96, 0.97, 1.08, 1.24, 1.26, (3H each, s), 0.99 (3H, d,

J = 6.36 Hz), 1.64 (1H, d, J= 10.70 Hz, H-9), 2.00 (3H, s,

OAc), 2.49 (1H, dd, J=5.69, 13.20 Hz, Ha-12), 2.66 (1H,

d, J=8.52 Hz, H-24), 3.74 (1H, ddd, J=5.73, 10.72, 10.73

Hz, H-11), 4.54 (1H, ddd, J=2.71, 8.53, 10.64 Hz, H-23);
13

C-NMR (CDCl3, 100 MHz) d: 18.38 (C-26), 19.02 (C-

29), 19.06 (C-6), 19.09 (C-21), 20.18 (OCOCH3), 22.15

(C-18), 22.83 (C-30), 23.68 (C-27), 24.64 (C-19), 26.83

(C-20), 28.15 (C-16), 28.54 (C-28), 29.65 (C-15), 29.94

(C-1), 32.72 (C-22), 33.18 (C-7), 33.50 (C-12), 35.76 (C-

2), 35.93 (C-10), 39.72 (C-8), 45.94 (C-4), 47.48 (C-5),

48.98 (C-9), 56.03 (C-14), 57.45 (C-25), 64.07 (C-24),

69.21 (C-11), 70.52 (C-23), 133.16 (C-17), 137.12 (C-13),

169.03 (OCOCH3), 219.13 (C-3)

Allophycocyanin assay에 의한 항산화 효과 측정 −

Allophycocyanin 37.5 nM과 3 mM AAPH를 함유한 반응액

에 75 mM phosphate buffer(pH 7.0)로 녹인 시료를 첨가하

여 37에서 반응시킨다. 그 반응액을 0, 5, 10, 20, 30분마다

75 mM phosphate buffer(pH 7.0)에 희석시켜서 excitation

598 nm, emission 651 nm 조건에서 형광분광계로 형광도를

측정하였다.
15)

Ferric-Thiocyanate법에 의한 지질과산화 억제효과 측정

− Linoleic acid model system을 이용한 지질과산화 억제효

과는 2.5% linoleic acid 2 ml, 50 mM phosphate buffer(pH

7.4) 4 ml, 시료 (50, 10 µg/ml) 100 µl를 함유한 반응액을 40

에서 incubation 시켰다. 일정한 시간이 지난 후에 지질과산

화 정도를 ferric-thiocyanate법에 의해서 다음과 같이 측정

하였다.
16)

 반응액 100 µl에 75% EtOH 4.7 ml, 30%

NH4SCN 100 µl을 가한 다음 20 mM FeCl2 100 µl로 발색

시켜 반응에서 나타난 발색 정도를 UV-VIS spectrophoto-

meter를 사용하여 500 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성

대조물로는 합성 항산화제인 BHT를 이용하였다.

통계처리 − 모든 실험결과는 최소한 3회 이상 반복하여

평균치±표준오차로 표시하였고, 각 군과의 비교는 Dunnett’s

test를 이용하여 각각 
*
p<0.05인 경우를 유의성 있는 것으

로 판정하였다.

결과 및 고찰

택사의 MeOH 추출물에서 분리한 화합물 1의 
1
H-NMR

spectrum에서 δ 2.00(3H, s, OAc)와 
13

C-NMR에서

20.18(OCOCH3), 169.03(OCOCH3)에서 1몰의 acetyl기를 확

인하였다. 
1
H-NMR data에서 δ 0.90, 0.94, 0.96, 0.97, 0.99,

1.08, 1.24, 1.26에서 8개의 methyl기 signal을 관찰하였다.
13

C-NMR에서는 δ 219.13(C-3)에서 ketone기, δ 133.16(C-

17), 137.12(C-13)에서 C=C 존재를 알 수 있었다. 또한 δ

69.21(C-11)에서 hydroxyl기 그리고 δ 57.45(C-25)와

64.07(C-24)에서는 epoxy결합의 존재를 알 수 있었다. 이상

의 
1
H-NMR와 

13
C-NMR spectrum 결과에 의해 화합물 1은

alisol B 23-acetate로 결정하였으며, 문헌치와 비교하여 그

화학구조(Fig. 1)를 동정하였다.
5)

Allophycocyanin assay에 의한 항산화 효과를 관찰했다.

본 실험은 형광을 띠는 allophycocyanin 단백질이 free

radical에 의해 산화되는 정도에 따라 형광감도 반감기가 급

속하게 감소되어지는 특성을 이용하여 시료에 대한 free

radical의 소거능을 측정하는 실험방법이다.
17)

 Allophycocy-
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anin assay에서 free radical 유도물질로 이용되는 azo 화합

물인 AAPH는 수용성 물질로서 한 분자가 분해되어 두 분

자의 radical이 발생하고 한 분자의 질소를 유리시킨다. 안

정적으로 지속적인 산화적 스트레스를 가할 수 있다는 장

점 때문에 peroxyl radical의 역학 조사에 많이 이용되고 있

다. Allophycocyanin assay의 결과, Fig. 2에 나타난 바와 같

이 택사 MeOH 추출물을 첨가하지 않은 대조군에서는

allophycocyanin 단백질의 형광감도가 AAPH에 의해 30분

부터 거의 형광을 나타내지 않을 정도로 감소되었다. 즉

AAPH로 인하여 free radical이 생성되었음을 간접적으로 말

해주고 있다. 택사 MeOH 추출물에 대한 항산화 효과는

AAPH 첨가로 인하여 5분후 대조군의 allophycocyanin 단

백질의 형광감도가 58%로 감소하는 반면에 택사 MeOH 추

출물 10 또는 50 µg/ml 첨가군에서는 각각 93%와 98%로

대조군에 비하여 낮은 감소를 나타냈다. 20분후에는 대조군

의 형광감도가 10% 이하로 감소되지만 택사 추출물 10 또

는 50 µg/m1을 첨가한 경우에는 각각 35%와 56%의 형광

감도를 나타냈다. 또한 30분 후 추출물은 대조군에 비교하

여 약 6배 또는 13배 정도 allophycocyanin 단백질 형광감

도의 감소를 억제시켰다(Fig. 2). 더불어 allophycocyanin 단

백질의 형광감도 반감기를 측정한 결과(Table I), 대조군에

서는 AAPH로부터 유리된 free radical의 영향으로 인하여

형광감도의 반감기가 6분으로 감소하였으나, 택사 MeOH

추출물 10 또는 50 µg/ml 첨가군에서는 14분(약 2배)과 24

분(약 4배)으로 형광감도의 반감기가 대조군에 비하여 추출

물의 농도 의존적으로 증가하였다. 이와 같은 실험결과는

택사 추출물이 free radical의 생성을 억제시킬 수 있는 항

산화작용 및 이에 따른 생리활성 물질을 함유하고 있음을

시사하고 있다. Ferric-Thiocyanate법에 의한 지질과산화 억

제효과를 관찰했다. Ferric-Thiocyanate법은 지방산 linoleic

acid의 산화에 의해 생성되어지는 지질과산화 물질인 peroxide

생성량을 측정하는 실험 방법이다. 이렇게 free radical 또는

ROS에 의해 생성되는 지질과산화 물질은 세포나 조직의 기

능에 손상을 일으키거나 생체막의 변성에도 관여하는 것으

로 알려져 있다.
18)

 Fig. 3의 결과를 보면, 대조군은 시간의

경과에 따라 지질과산화 정도가 급속히 진행되지만 택사 추

출물과 alisol B 23-acetate 성분의 첨가군에서는 대조군에

비하여 지질과산화 생성 물질이 감소되었다. 택사 MeOH

추출물 10 또는 50 µg/ml 첨가군에서는 대조군에 비하여 각

각 34.4%와 47.5%로 지질과산화 정도가 억제되었으며, 택

사 성분의 첨가군에서는 10 또는 50 µg/ml 농도에서 각각

Fig. 1. The structure of compound 1 isolated from the rhizome

of Alisma plantago-aquatica var. orientale

Fig. 2. Effect of Alisma plantago-aquatica var. orientale

MeOH extract on allophycocyanin assay. ◆, control; ■,
Alisma plantago-aquatica var. orientale MeOH extract 10 µg/

ml; ▲, Alisma plantago-aquatica var. orientale MeOH extract
50 µg/ml. Values are mean±S.E.

Table I. A halflife of fluorescence controlled by Alisma

plantago-aquatica var. orientale extract

Material t½(min)

10 µg/ml 13.64±0.88

50 µg/ml 23.58±1.06

Control  6.14±0.31

Fig. 3. Lipid peroxidation inhibitory effect of Alisma plantago-

aquatica var. orientale MeOH extract and alisol B 23-acetate.

BHT is a positive control. Values are mean±S.E.
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41.2%와 35.9%로 지질과산화 물질의 생성을 억제시켰다.

반면에 양성 대조물로 사용한 합성 항산화제인 BHT 성분

은 10 µg/ml 농도에서 택사 추출물과 성분의 지질과산화 생

성보다 약 2배정도 뚜렷하게 억제효과를 나타냈다. 이상의

항산화 실험 결과, 택사 MeOH 추출물과 주성분인 alisol B

23-acetate 성분이 합성 항산화제 BHT보다 지질과산화와

free radical 소거능은 낮게 나타났지만 택사의 소염작용에

기인한 염증성 신호 전달에 관련된 활성질소종(reactive

nitrogen species, RNS)에 대한 억제효과뿐만 아니라 택사의

생체내 항산화 활성을 평가하는데 기초적인 자료로 이용될

수 있을 것을 사료된다.

결 론

노화를 비롯한 다양한 성인병의 발생과 진행기전에 직간

접적인 영향을 미치는 활성산소를 제거 또는 저해시키는 천

연 항산화 소재를 개발하기 위한 연구의 일환으로 택사와

그 주성분의 항산화 활성을 평가하였다. 즉 택사 MeOH 추

출물의 CH2Cl2 분획물을 silica gel과 Sephadex LH-20

column chromatography에 의해 alisol B 23-acetate를 분리

하였다. 택사 MeOH 추출물과 주성분 alisol B 23-acetate 화

합물의 항산화 활성은 allophycocyanin assay와 ferric-

thiocyanate법을 이용하여 라디칼 소거능과 지질과산화 억제

효과로 평가하였다. Allophycocyanin assay 결과, 택사 추출

물 10 또는 50 µg/ml를 첨가한 그룹에서는 대조군에 비해

free radical에 의한 allophycocyanin 단백질의 형광감도가 약

2배 또는 4배 정도 억제되었다. 지질과산화 물질인 peroxide

생성량을 측정한 결과에서도 추출물과 성분은 10 또는 50 µg/

ml 농도에서 모두 대조군에 비해 통계적으로 유의하게

peroxide 생성량을 감소시키나 양성 대조물인 BHT 보다는

낮은 수치를 나타냈다.
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