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The objective of this research was to evaluate the inhibitory activities of phenolic compounds iso-
lated from Crataegi Fructus on α-amylase and α-glucosidase. The content of total phenolic com-
pounds of water extract from Crataegi Fructus was 22.5 mg/g. The inhibitory activity of the water
extract (200 µg/ml) from Crataegi Fructus on α-amylase and α-glucosidase was determined to be
100% and 82.6%, respectively. Isolation of inhibitory compounds was carried out on Sephadex LH-
20 and MCI-gel CHP-20 column chromatography using a gradient elution procedure of increasing
MeOH in H2O. The chemical structure of the inhibitory compound against α-amylase and α-glu-
cosidase was confirmed as chlorogenic acid by spectroscopic analysis of FAB-MS, NMR and IR
spectrum.
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서 론

최근 경제 성장과 평균 수명의 연장으로 현대인들의 질병과

고령화 사회에 따른 삶의 질에 대한 인식이 변하고 있으며, 그

에 따라 항균, 항산화, 항암 및 면역 강화 활성 등의 생리활성

을 갖는 천연물질에 대한 관심이 높아지고 있다.1) 식물에 존재

하는 생리활성 물질의 대부분은 페놀성 화합물이고 이들 페놀

성 화합물들은 플라보노이드류가 주를 이루고 단순한 페놀류,

페놀산, 페닐프로파노이드류, 페놀성 퀴논류들을 포함하는 것으

로 항세균, 항알레르기, 항산화, 항종양, 항암, 충치방지, 심장질

환 및 당뇨병 예방 등의 효과가 있는 것으로 보고 되고 있다.2)

1985년 세계보건기구의 분류에 따라 당뇨병은 인슐린 의존형,

인슐린 비의존형 및 인슐린 요구형 등 3가지로 나눌 수 있다.

박 등3)은 1995년 세브란스 병원의 통계자료에 따르면 우리나

라에서는 식생활 등 생활습관에 따라 인슐린 작용이 낮거나 분

비가 부족하여 발병하는 인슐린 비의존형 당뇨병 환자가 91.9%

이며 주로 40세 이후에 많이 발생하는 특징이 있다고 보고하

였다. 또한 역학적인 연구에 따르면 전통적인 생활방식을 고수

하는 지역의 주민에게서 인슐린 비의존형 당뇨병의 발생율이

낮고, 개발도상국에서 선진국으로 이민한 사람에게서 발생율이

현저히 증가하는 것으로 밝혀졌다.4) 우리나라 당뇨 환자의 대

부분인 인슐린 비의존형 당뇨병 치료약물에 대한 연구는 당의

소화 및 흡수를 제어할 목적으로 α-amylase 저해제에 대한 연

구가 진행되고 있다.5,6) α-Amylase는 탄수화물의 α-D-(1,4)-

glucan 결합을 분해하는 효소로서 사람, 동물, 미생물, 곤충 등

의 탄수화물 대사에 필수적인 효소이다. 그러나 당뇨, 비만, 과

혈당증 등 탄수화물과 관련된 질병 치료를 위한 식물에서 보고

된 α-amylase 저해제는 밀, 보리, 두류식물7-10) 등에서 유래한

것으로 당 단백질과 관련된 물질이 대부분이고, 일부 한약재와

미생물을 대상으로한 연구가11,12) 있을 뿐 식물 유래의 저해물

질에 대한보고는 미흡한 형편이며 당뇨병 예방적인 차원에서는

천연물을 이용한 항당뇨 식이의 개발은 전무한 실정이다.

본 연구에서는 한약재로 사용되어온 산사 추출물로부터

phenolic compound를 분리하여 α-amylase와 α-glucosidase 저

해 효과를 탐색하여 기능성 식품 소재개발의 기초 자료를 얻고

자 하였다.
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재료 및 방법

시약 및 실험장치. 분리한 물질의 화학구조 해석을 위해

Infrared Spectrum(Perkin-Elmer IR-1330, USA), Nuclear Magenetic

Resonance(Bruker AM-300, Japan), Spectropotometer(Unicam

UV-vis. Japan), Mass Spectrometer(Jeol JMS-PX 300, Japan),

Polarimeter(Jasco, DIP-370, Japan)이다. 물질 분리 정제를 위해

충진제 로써 Sephadex LH-20(Pharmacia, Co., Sweden), MCI

gel CHP 20(75~150 µm, Mitusbish Chemical Ind. Co., Ltd.,

Japan)을 사용하고, TLC plate(Silica gel with 254 nm, Fluorescent

indicator on polyester, Aldrich, Co., German)도 사용하였다.

Soluble starch는 Duksan사에서, α-glucosidase는 Fluka사에서

각각 구입하였다. 시료의 페놀 분리에 사용한 HPLC는 Waters

2690 separations Module과 2487 UV detector를 사용하였고

이동상으로서 acetonitrile은 J.T.Baker사의 HPLC급을 사용하였

고, 그 외 formic acid, folin-ciocalteu 시약, trichloroacetic

acid(TCA), Na2CO3 등은 특급시약을 사용하였다.

시료의 선정. 본 실험에서 사용한 산사는 2006년 3월 대구

약령시장에서 구입하여 40 mesh로 분쇄한 후 추출용 시료로 사

용하였다.

추출물의 조제. 시료 추출은 물 추출군의 경우 증류수 200

ml에 산사 1 g을 넣어 100 ml로 줄어들 때까지 가열한 후 냉각

하였고, 알코올 추출군으로 60% ethanol 100 ml에 산사 1 g을

넣어 각 추출군을 24시간 진탕 후 10,000 rpm에서 15분 동안

원심분리하여 각각의 상징액을 Whatman No. 1 여과지로 여과

한 다음 rotary vacuum evaporator에서 농축하여 추출물 시료를

얻었다.

Phenol 화합물 정량. 시료 1 ml에 95% ethanol 1 ml와 증류

수 5 ml를 첨가하고 1 N Folin-ciocalteu reagent 0.5 ml를 넣어

잘 섞어준 후 5분간 방치하고, Na2CO3 1 ml를 가한 후, 흡광도

725 nm에서 1시간 이내에 측정하였으며 gallic aicd를 이용한 검

량곡선으로부터 총 phenol 화합물의 양을 환산하였다.13)

α-Amylase 저해 활성 측정. α-amylase 저해 활성 측정은

agar diffusion method를 이용하여 측정하였다.14) plate는 5 g의

agar와 5 g의 soluble starch를 500 ml 증류수에 녹인후 121oC,

15분간 감압 살균하고 15 ml씩 분주하여 제조하였고, 대조구의

경우 0.8 µl의 증류수 0.2 µl의 효소(1000 Unit/ml)를 섞고 반응

구는 증류수 대신 산사 추출물을 효소와 섞어 plate에 놓인 disc

paper 위에 각각 분주하고 37oC에서 3일간 배양한 후 I2/KI(5

mM I2 in 3% KI) 5 ml를 가하여 15분간 발색 후 다음의 식

으로 효소 저해율을 구하였다.

저해율 (%) =

[(대조구의 면적 −반응구의 면적)/대조구의 면적]×100

α-Glucosidase 저해 활성 측정. α-glucosidase 저해 활성 측정

하기 위하여 Tibbot 등15)의 방법에 따라 반응 혼합액은 50 mM

sodium succinate buffer(pH 4.2)에 ρ-nitrophenol-α-D-glucopyranoside

(PNPG)를 용해시켜 1 mg/ml의 농도로 기질을 만들었다. 기질

1 ml와 효소액 0.1 ml를 혼합하고 대조구에는 증류수 0.1 ml, 반

응구에는 시료 0.1 ml을 넣어 37oC에서 30분간 반응시킨 후

1 N-NaOH 0.1 ml를 첨가하여 발색시켰다. 이때 생성된 ρ-

nitrophenol(PNP)은 400 nm에서 spectro-photometer를 이용하여

측정하였으며, 그 양은 표준물질 ρ-nitrophenol로부터 작성한 표

준곡선으로부터 구하여 다음의 식으로 저해율을 구하였다.

저해율 (%) =

[1 − (반응구의 PNP 생성량/대조구의 PNP 생성량)]×100

α-Amylase 및 α-glucosidase 저해활성 물질의 분리. 건조된

산사 5 kg에 물을 가하여 실온에서 24시간 추출한 후 원심분리

(5000 rpm, 30 min)하여 상징액과 침전물을 얻었고 같은 추출과

정을 3회 반복하였다. rotary evaporator로 농축여과한 농축액은

Fig. 1과 같이 Sephadex LH-20(5×45 cm) column에 loading

하고 H2O를 용출용매로 하여 I, II, III, IV로 분획하였다. 각

분획물은 농축한 다음 α-amylase와 α-glucosidase 저해활성을

측정하여 저해력이 높은 분획물을 선택하여 다시 Sephadex LH-

20(5×45 cm)와 MCI-gel을 이용하여 2차 분획을 하였다. 이 분

획물 들을 silical gel TLC plate(5.0×5.0 cm)로 benzen :

ethylfomate : formate(1 : 7 : 1, v/v/v)의 용매를 사용하여 전개한

다음, FeCl3/K3Fe(CN)6 발색시약을 분무한 후 70oC 부근에서

발색 시켜 phenol compound의 분리 정도를 확인 하였다.16)

Phenol compound의 물리 및 화학적 성질. 분리된 물질의

용해점은 시료 1 mg을 취하여 미량융점 측정 장치를 이용하여

측정하였으며, [α]D는 시료 5 mg을 Me2O 및 MeOH에 용해하

여 polarimeter로 측정하였다. IR spectrum은 할로겐화 알칼리

정제법을 이용하였으며, NMR spectrum은 순수 정제물 10 mg

을 측정 용매 DMSO에 용해시키고 TMS를 기준 물질로 하여

PMR(250 MHz)로 측정하였다. 또한 Mass Spectrum 측정은 고

체 시료 1 mg을 감압상태(10−4~10−6 mmHg)에서 negative ion

FAB-mass spectrum을 이용하여 화학적 분석법에 의해 측정하

였다. 이때 측정 용매로서는 thioglycerol을 사용하였으며 측정

조건에서 emitter 전류는 22~28 eV이며, 이온원의 가속가압이

6~7 kV에서 질량분석을 하였다. 원소 분석은 분석 시료 1 mg

을 취해 48시간 감압 건조하여 완전히 수분을 제거하고 자동

원소분석기로 시료에 함유된 C 및 H의 양을 분석하였으며, O

는 분자량을 기준으로 계산치에 의해 환산하였다.17)

Fig. 1. Purification of phenolic compound from Crateagi Fructus

by Sephadex LH-20 column chromatography.
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결과 및 고찰

페놀성 화합물의 함량. 페놀성 화합물은 식물계에 널리 본포

되어 있는 2차 대사산물의 하나로서 다양한 구조와 분자량을

가지며, phenolic hydroxyl기를 가지고 있기 때문에 단백질 등

의 거대분자들과 쉽게 결합하는 특성이 있으며, 항산화, 항미생

물 활성효과 등의 생리활성 기능을 나타낸다.18) 본 연구에서 페

놀성 화합물의 함량을 조사한 결과, Table 1과 같이 물 추출물

에서 22.5 mg/g, 에탄올 추출물에서 19.2 mg/g의 페놀 함량을

나타내었다. 김 등19)이 메탄올 추출물에서 녹차(10.9 mg/g), 상

황버섯(17.9 mg/g), 인진호(6.7 mg/g)의 페놀성 화합물을 함유한

다고 보고한 것과 비교하면, 산사 추출물의 페놀화합물 함량이

비교적 높음을 알 수 있었다.

α-Amylase 저해효과. 탄수화물 대사 작용에 필수적인 효소

인 α-amylase에 대하여 산사로부터 phenol성 물질함유 추출물

별로 비교하였다. 그 결과 Table 2와 같이 α-amylase에 대한

저해 효과는 물과 에탄올 추출물(200 µg/ml)에서 모두 100%의

저해율을 나타내었다. 김 등20)은 조록나무 잎 부분에 2차 대사

산물로서 안토시아닌, proantocyanidins 등과 같은 phenol성 물

질을 병원균이나 해충으로부터 자신을 보호하기 위해 다량 함

유하고 있기 때문에 α-amylase 저해활성 효과가 있다고 하였으

며, α-amylase에 대한 비교적 높은 저해효과를 나타낸 산사 추

출물속의 phenol성 물질이 α-amylase 저해 활성을 나타내는 것

으로 추측된다.

α-Glucosidase 저해효과. 산사 추출물을 효모기원의 α-

glucosidase 활성저해 효과를 측정한 결과, Table 3과 같이 물

추출물(200 µg/ml)에서 82.6%의 저해율을 나타내었으며, 에탄올

추출물(200 µg/ml)에서는 12%로 물 추출물보다 낮은 저해율을

나타내었다. Mitsunage 등21)은 일본잎갈나무 및 아카시아나무

수피로부터 분리한 proanthocyanidin(PA)이 치아 우식증의 원인

이 되고 있는 GTase 효소 활성을 억제하는 것을 보고하였으며,

이 등22)은 PA가 탄수화물과 관련한 효소의 일부 기능을 억제

하고 있다고 보고하고 기존의 식물 유래의 α-amylase 억제물질

은 대부분 단백질과 관련된 물질이나 PA는 phenol 계통의 물

질로 α-amylase 및 α-glucosidase의 활성을 저해한다고 보고하

였다. 이와 같이 산사 추출물의 phenol성 물질도 이러한 탄수

화물 분해 효소의 활성을 억제하는 것으로 판단된다.

Sephadex LH-20에 의한 phenolic compound의 분리 및 정

량. 산사의 α-amylase 및 α-glucosidase 억제물질을 정제하기

위하여 Sephadex LH-20 column을 사용하여 분획한 결과 Fig.

1과 같이 4개의 분획을 얻었다. 각 분획물의 페놀 함량을 측정

한 결과, Table 4와 같이 fraction I과 IV에서 115.2 µg/ml,

228.8 µg/ml로 분획 물 중 높은 페놀 함량을 나타내었다. 각 분

획물 200 µg/ml의 농도로 α-amylase와 α-glucosidase 저해활성

을 측정한 결과 Table 5와 같이 fraction IV에서 α-amylase 저

해활성은 95.7%, 그리고 α-glucosidase 저해활성은 92.6%로 분

획물 중 가장 높은 저해활성을 나타내었다. Fraction I은 α-

amylase 저해활성이 78.4%, fraction II는 80.6%, fraction III는

65.8%의 저해효과를 나타냈으나 α-glucosidase에 대한 저해활성

은 각각 20.9%, 27.8%, 37.1%로 비교적 낮은 저해효과를 나타

내었다. Hulme과 Johnes는23) phenol성 물질을 함유한 식물 추

출물을 분리할 경우 특정 분획물 내의 효소저해가 높았다고 보

Table 1. Content of total phenol in water and 60% ethanol

extracts from Crateagi Fructus

Contents of Phenol (mg/g)

Water extracts 60% Ethanol extracts

22.5±0.35 19.2±0.20

Each value represents the mean±SD (n = 6).

Table 2. Inhibition of extracts from Crateagi Fructus on α-amylase activity

Fraction Number
Water extract 60% Ethanol extract

clear zone (cm2) Inhibition (%) clear zone (cm2) Inhibition (%)

Control 12.2 - 12.2 -

Crateagi Fructus 0 100.0±0.00 0 100.0±0.00

Each value represents the mean±SD (n = 6).
Concentration of sample was 200 µg/ml.

Table 3. Inhibition of extracts from Crateagi Fructus on α-glucosidase activity

Fraction Number
Water extract 60% Ethanol extract

PNP (µg/ml) Inhibition (%) PNP (µg/ml) Inhibition (%)

Control 35.4 - 35.4 -

Crateagi Fructus 6.1 82.6±1.25 31.2 12.0±0.68

Each value represents the mean±SD (n = 6).
Concentration of sample was 200 µg/ml.

Table 4. Concetration of phenolic compound of fraction from

Sephadex LH-20 column chromatography

Fraction number Phenol concentration (µg/ml)

I 115.20±0.14

II 008.64±1.02

III 003.84±0.39

IV 228.80±0.54

Each value represents the mean±SD (n = 6).
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고하였고, Cho 등24)은 Sephadex를 이용해 polyphenol 류를 분

획하면 phenol 류내 수산기의 수에 따라 분획되기 때문에

phenol류의 분리가 가능하다고 보고하였으며, 본 실험의 산사

추출물의 분획에서도 특정 분획물(fraction IV)에서 높은 효소저

해가 확인되어 Hulme과 Johnes의 보고와 유사하였다.23) 1차 분

획물을 Sephadex LH-20 dextran gel과 구조적 이성체 phenol

류 분리가 용이한 MCI-gel을 이용하여 nomal phase type인

EtOH→H2O와 reverse phase type인 H2O→MeOH로 유기용

매의 농도를 증가 시키며 용출 하였다. 그 결과, Fig. 2와 같이

4종류(comp. A~comp. D)의 화합물들을 분리하였는데, Table 6

과 같이 분리된 모든 화합물에서 α-amylase에 대한 저해 활성

이 20% 이상으로 나타났으며, 특히 comp. C에서 97.6%로 가

장 높은 저해 활성을 나타냈다. 또한 α-glucosidase에 대한 저

해 활성을 측정한 결과 comp. C가 97.7%로 가장 높은 저해활

성을 나타내었다. α-Amylase 및 α-glucosidase에 대한 저해 활

성이 가장 우수한 comp. C의 구조를 분석한 결과, melting

point가 208oC이고 비선광도는  −35.2o(c = 2.8, MeOH),

IR spectrum에서는 3450 cm−1에서 OH기, 1710 cm−1에서 카복실

기(COO)의 signal이 각각 관찰되었고, negative FAB-ms

spectrum에서 m/z 354[M]−를 확인하였다(Table 7). 시료 1 mg

을 취해 48시간 감압 건조하여 완전히 수분을 제거하고 자동

원소분석기로 시료에 함유된 C 및 H의 양을 분석하여 O는 분

자량을 기준으로 계산치에 의해 환산한 결과, C16H18O9 : C =

54.24%, H = 5.12%, O = 40.64%로 나타났다. 1H-NMR spectrum

에서 δ 1.98(2H, br d, H-5), 2.15(2H, m, H-6), 3.52(1H, br

dd, J = 2.9 and 8.3 Hz, H-4), 3.91(1H, br s, H-5), 5.08(1H,

br d, H-3) 등의 quinic acid 구조에 유래한 signal들이 관찰되

었고, caffeoyl moiety는 6.15(1H, d, J = 15.8 Hz, H-8'), 6.77

(1H, d, J = 8.2 Hz, H-5'), 6.98(1H, dd, J = 1.7 and 8.2 Hz,

H-6'), 7.03(1H, d, J = 1.7 Hz, H-2'), 7.42(1H, d, J = 15.8 Hz,

α[ ]
D
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Fig. 2. A procedure for isolation of phenolic compound from

Crateagi Fructus.

Table 6. Inhibitory activities of phenolic compounds by MCI-gel CHP-20 on α-amylase and α-glucosidase

Compound
α-amylase α-glucosidase

glucose (µg/ml) Inhibition (%) PNP (µg/ml) Inhibition (%)

Control 320.8 - 3.56 -

A 239.6 25.3±0.24 2.25 15.3±2.65

B 222.6 30.6±0.77 2.72 23.6±0.74

C 7.7 97.6±1.36 0.08 97.7±0.37

D 228.7 28.7±2.04 2.56 28.2±1.24

Each value represents the mean±SD (n = 6).
Concentration of sample was 200 µg/ml.

Fig. 3. Thin layer chromatography of compounds from Crateagi

Fructus.

Table 5. Inhibitory activities of phenolic compounds fraction from Sephadex LH-20 on α-amylase and α-glucosidase

Fraction Number
α-amylase α-glucosidase

glucose (μg/ml) Inhibition (%) PNP (μg/ml) Inhibition (%)

Control 320.8 3.56

I 69.3 78.4 ± 0.24 2.81 20.9 ± 0.12

II 62.2 80.6 ± 0.84 2.57 27.8 ± 0.99

III 109.7 65.8 ± 0.25 2.24 37.1 ± 0.37

IV 13.8 95.7 ± 0.74 0.26 92.6 ± 0.44

Each value represents the mean±SD (n = 6).
Concentration of sample was 200 µg/ml.
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H-7') 등의 signal들이 관찰되어 Jin 등25)이 보고한 결과와 일치

하였기 때문에 compound C는 Fig. 4와 같은 구조를 가진

chlorogenic acid로 동정하였다.

초 록

산사 추출물로부터 α-amylase, α-glucosidase 저해활성을 탐

색하고 Sephadex LH-20(5×45 cm)와 MCI-gel CHP-20를 이용

하여 저해활성 물질을 정제하고 구조분석을 하였다. 산사 추출

물의 페놀화합물의 함량은 물 추출물에서 22.5 mg/g, 60%

ethanol 추출물에서 19.2 mg/g으로 나타났으며, 산사 물 추출물

(200 µg/ml)에서 α-amylase, α-glucosidase 저해활성이 각각

100%와 82.6%로 나타났으나, 60% ethanol 추출물(200 µg/ml)

에서는 α-glucosidase 저해활성이 12%로 낮은 저해활성을 나타

내어 산사 물 추출물을 Sephadex LH-20를 이용하여 분획한 결

과 I, II, III, IV의 4가지 분획물을 획득하고 다시 Sephadex

LH-20과 MCI-gel을 이용하여 nomal phase type인 EtOH→

H2O와 reverse phase type인 H2O→MeOH로 유기용매의 농도

를 증가 시키며 용출하여 A, B, C, D의 compounds를 얻었다.

4가지 compound 중 compound C(200 µg/ml)가 α-amylase, α-

glucosidase 저해활성이 각각 97.6%, 97.7%로 가장 높게 나타

났으며, FAB-MS, NMR과 IR spectrum을 분석한 결과

chlorogenic acid로 동정되었다.

Key words: α-Amylase, α-glucosidase, Crataegi Fructus,

Sephadex LH-20, MCI-gel CHP-20
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