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Abstract — In an ongoing investigation into anti-inflammatory compounds from natural products, the CH2Cl2 soluble frac-

tion of Patrinia scabiosaefolia F. (Valerianaceae) was found to inhibit IL-6 production in TNF-α stimulated MG-63 cell line.

By means of a bioassay-directed chromatographic separation technique, lappaol E (1), and nortrachelogenin (2) were iso-

lated. These compounds have been isolated from this plant for the first time. Compounds 1~2 showed potent antioxidative

activity using NBT superoxide scavenging assay. Moreover, compound 1 decreased IL-6 production in TNF-α stimulated

MG-63 cell line.
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마타리(Patrinia scabiosaefolia F.)는 마타리과에 속하는 여러해

살이풀로서 개화기는 7월~8월이고 우리나라, 일본, 타이완, 중

국, 시베리아 동부 등지에 분포하며 산이나 들에서 자란다.1-3) 성

분은 전초의 경우 주로 정유가 함유되어 있고 뿌리와 근경에는

다량의 정유성분, iridoid, saponin, coumarin이 함유되어 있다.4-12)

본 연구에서는 마타리의 정유성분에 기인하는 진정 최면작용 이

외의 생리활성에 대한 탐색을 위해 마타리 뿌리의 MeOH 추출

물 및 용매분획에 의해 얻어진 CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH 및

H2O 분획에 대해 NBT assay를 통한 항산화 활성, MG-63 세포

주를 이용한 TNF-α에 의해 유도된 IL-6 유리 저해활성을 검색

하였다. 그 결과 마타리 뿌리로부터 얻은 CH2Cl2 분획이 항산화

활성 및 IL-6 저해활성을 가진 것으로 나타났고, 이를 바탕으로

CH2Cl2 분획에 대한 활성-지향 정제를 실시하였다. IL(interleukin)-

6는 cytokine 일종의 단백질 그룹으로 일부는 림프구 계통의 세

포가 성장하여 면역조정 역할을 하며 조혈작용을 조절한다. 대

부분의 cytokine은 표적세포의 세포표면 수용기를 통하여 작용

하고 호르몬과 유사하며 항세포 증식 작용, 항미생물 작용, 항종

양 작용 등이 있어 감염, 염증, 자가면역 질환, 종양치료제로 사

용되고 있다.13,14) 세포는 TNF-α에 의해서 상해를 받게 되고 이

때 IL-6가 세포 밖으로 방출되게 되는데 본 실험에서는 MG-63

세포를 이용하여 마타리 뿌리로부터 분리한 화합물들이 IL-6의

유리에 어떠한 영향을 미치는 가와 NBT assay를 통한 항산화

활성을 검토하였기에 이에 보고하고자 한다.

실험방법

실험재료

본 실험에 사용한 마타리(Patrinia scabiosaefolia F.)뿌리는 조

선대 약초원에서 채집하여 정확히 감정한 후 사용하였고 자료의

일부는 표준품(CU-958)으로 조선대학교 약학대학 표본실에 보

관하고 있다.

시약 및 기기

융점측정기는 Fisher Scientific(Model 307N0043, Canada)를

사용하였고 선광도는 AUTOPOL IV automatic polarimeter

(Rudolph Research Flangers, NJ 07836)를 사용하였으며, IR
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스펙트럼은 JASCO FT/IR-300E(JASCO Co., Japan)를 사용하였

다. 1H-NMR과 13C-NMR는 VARIAN Unity Inova 500 및

JEOL JNM-LA 300을 사용하였다. 분취용 column chromato-

graphy의 packing material로는 Kieselgel 60(230-400 mesh,

ASTM, Art. 7734, Merck), Kieselgel 60(40~60 µm, Art.

9385, Merck), LiChroprep RP-18(40~63 µm, L610400 138,

Merck)을 사용하였다. Thin layer chromatography용 plate는

precoated silica gel 60 F254 plate(layer thickness 0.25 mm,

20*20 cm, Art. 5715, Merck)를 사용하였으며 추출 및 컬럼 크

로마토그라피용 용매는 1급 시약을 기타 시약은 1급 또는 특급

을 각각 사용하였으며 발색 시약으로는 10% H2SO4를 사용하였다.

추출 및 분리

음건한 마타리(Patrinia scabiosaefolia F.)뿌리 1 kg을 MeOH

9 l로 80oC에서 3시간 동안 3회에 걸쳐 진탕하면서 추출한 후 여

과, 감압 농축하여 151.1 g의 MeOH extract를 얻었다. 이를 증

류수로 현탁하고 CH2Cl2, EtOAc, n-butanol 순서로 분획하였다.

항산화 활성을 나타낸 CH2Cl2 분획 10 g을 실리카젤을 이용하여

컬럼 크로마토그라피를 실시하였다. 용매는 hexane : acetone=

10 : 1을 이용하여 용출시키고 각각의 분획들을 TLC pattern에

따라 유사한 것들을 합쳐 16개의 sub-fraction을 얻었다. Sub-fr.

D14에 대해서 실리카젤을 이용하여 hexane : actone=5 : 1의 용

매조건에서 컬럼 크로마토그라피를 실시한 후 RP-18을 이용하

여 MeOH : H2O=2 : 1 용매조건에서 column chromatography를

실시하여 화합물 1(10 mg)을 얻었다. 화합물 1은 UV 254 nm에

서 흡수가 있었으며 10% 황산용액에서 옅은 붉은 빛으로 발색

된 후 노란색으로 변화 발색되었다. Sub-fr. D15에 대해서 실리

카젤을 이용하여 Chloroform : MeOH=50 : 1의 용매조건에서 컬

럼 크로마토그라피를 실시한 후 RP-18을 이용하여 MeOH : H2O

=2 : 1을 용매로 하여 화합물 2(10 mg)를 얻었다. 화합물 2는 UV

254 nm에서 흡수가 있었으며 10% 황산용액에서 옅은 노란색으

로 발색되었다.

화합물 1

Yellowish oil, [α]D
20=-26.56o(C, 1.0 in CHCl3); IR Vmax

(KBr)cm-1: 3430, 1760, 1600, 850, 810; 1H-NMR(500 MHz,

CD3OD) δ: 6.40(1H, d, J=2.0 Hz, H-2), 6.88(1H, d, J=8.0

Hz, H-5), 6.49(1H, dd, J=8.0, 2.0 Hz, H-6), 2.53(1H, dd, J=

7.0, 2.0 Hz, H-7), 2.59(1H, dd, J=13.5, 7.0 Hz, H-7), 2.44

(1H, m, H-8), 6.59(1H, d, J=2.0 Hz, H-2'), 6.61(1H, d, J=8.0

Hz, H-5'), 6.80(1H, dd, J=8.0, 2.0 Hz, H-6'), 2.85(1H, dd,

J=14.0, 7.0 Hz, H-7'), 2.93(1H, dd, J=14.0, 5.0 Hz, H-7'),

2.56(1H, m, H-8'), 3.88(1H, d, J=2.0 Hz, H-9'), 4.23(1H, dd,

J=9.0, 7.5 Hz, H-9'), 6.78(1H, d, J＝2.0 Hz, H-2"), 6.78(1H, d,

J=8.0 Hz, H-5"), 6.82(1H, dd, J=8.0, 2.0 Hz, H-6"), 4.73(1H,

d, J=4.5 Hz, H-7"), 3.08(1H, dd, J=6.5, 4.5 Hz, H-8"), 3.86

(1H, d, J=3.5 Hz H-9"), 4.13(1H, dd, J=9.5, 7.0 Hz, H-9"),

3.82(3-OCH3), 3.81(3'-OCH3), 3.90(3"-OCH3); 
13C-NMR(125

MHz, CD3OD) δ: 129.8(C-1), 110.9(C-2), 146.7(C-3), 144.4

(C-4), 114.1(C-5), 121.3(C-6), 38.3(C-7), 41.0(C-8), 178.7(C-

9), 129.5(C-1'), 122.1(C-2'), 146.6(C-3'), 144.5(C-4'), 111.5(C-

5'), 114.4(C-6'), 34.6(C-7'), 46.6(C-8'), 71.3(C-9'), 132.9(C-1"),

108.6(C-2"), 145.2(C-3"), 146.7(C-4"), 114.3(C-5"), 118.4(C-6"),

85.9(C-7"), 54.2(C-8"), 71.7(C-9") 55.8(3-OCH3), 55.8(3'-

OCH3), 55.9(3"-OCH3).

화합물 2

Yellowish oil, [α]D
25=-29.3o(C, 1.1 in CHCl3); IR Vmax(KBr)

cm-1: 3430, 1760; 1H-NMR(500 MHz, CD3OD) δ: 6.69(1H, d,

J=2.0 Hz, H-2), 6.84(1H, d, J=8.0 Hz, H-5), 6.62(1H, dd, J=

8.0, 2.0 Hz, H-6), 2.52(1H, m, H-7), 2.92(1H, dd, J=8.5, 2.5

Hz, H-7), 2.50(1H, m, H-8), 3.98(1H, dd, J=15.0, 8.0 Hz, H-

9), 4.02(1H, dd, J=15.0, 8.0 Hz, H-9), 6.60(1H, d, J=2.0 Hz,

H-2'), 6.82(1H, d, J=8.0 Hz, H-5'), 6.63(1H, dd, J=8.0, 2.0

Hz, H-6'), 2.91(1H, d, J=14.0 Hz, H-7'), 3.08(1H, d, J=14.0

Hz, H-7'), 3.85(3-OCH3), 3.84(3'-OCH3); 
13C-NMR(125 MHz,

CD3OD) δ: 130.3(C-1), 112.7(C-2), 146.6(C-3), 145.0(C-4),

114.5(C-5), 123.1(C-6), 31.6(C-7), 43.8(C-8), 70.1(C-9), 126.0

(C-1'), 111.5(C-2'), 146.6(C-3'), 144.3(C-4'), 114.5(C-5'), 121.5

(C-6'), 42.1(C-7'), 76.4(C-8'), 178.4(C-9'), 56.0(3-OCH3), 55.9

(3'-OCH3).

NBT superoxide scavenging assay

NBT superoxide scavenging assay는 조금 수정된 방법을 사

용하였다.15) 15 mM Na2EDTA(50 mM KH2PO4/KOH pH 7.4

in D.W.) 용액 20 µl, 0.6 mM NBT 용액 50 µl, 50 mM KOH에

녹인 3 mM hydroxanthine 30 µl를 취한 다음 일정농도로 녹인

시료 100 µl를 첨가한다. 여기에 xanthine oxidase(1 unit in 10

ml buffer)용액 50 µl를 넣은 후 25oC incubator 안에서 30분 동

안 반응을 시킨 다음 570 nm에서 microplate reader를 통해 흡

광도를 측정하였다. 시료를 녹였던 5% DMSO in buffer 용액을

control로 하였으며 실험의 표준물질로는 allopurinol을 사용하였

다. 항산화 활성(%)은 control에 대한 상대적인 퍼센트 즉 [(rate

of control-rate of sample reaction)/rate of control]*100으로 표

시하였다.

MG-63 세포에서 IL-6의 저해활성16,17)

세포주는 10% FBS가 포함된 DMEM 배지를 사용하여 37oC,
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5% CO2 incubator에서 culture dish에 증식한 후 하루 동안 배

양하고 배지를 교체하였다. 여기에 TNF-α와 세포독성이 없는 농

도의 시료를 처리한 후 37oC incubator에서 배양한 후 24시간과

48시간 뒤 각각 70 µl씩 배지를 채취하여 냉동 보관하였다. 96

well plate에 1차 antibody 100 µl(anti-human IL-6, 2 µl/ml in

0.1 M NaHCO3)을 넣은 후 4oC에서 overnight하여 1차 antibody

가 96 well plate에 부착되도록 하였다. 결합되지 않은 1차

antibody를 씻어 내기 위해 washing solution (0.05% Tween 20

in PBS 100 µl로 3번 씻어낸 후 blocking solution(3% BSA in

PBS) 200 µl를 처리하고 실온에서 2시간 동안 방치한 후 washing

solution 200 µl로 2번 씻어냈다. 위에서 24시간 후와 48시간 후

에 채취한 배양액 50 µl와 blocking solution 50 µl를 넣어 실온

에서 4시간 또는 4oC에서 overnight 하여 1차 antibody와 결합

하도록 하였다. 100 µl washing solution으로 4번 세척한 후

100 µl의 2차 antibody (biotin conjugated rat anti-human IL-6

1 µg/ml in blocking sol.)를 첨가하여 45분 동안 결합시킨 뒤 결

합되지 않은 2차 antibody를 100 µl의 washing solution으로 6번

세척하여 씻어냈다. 100 µl streptavidin HRP(sol. 0.1% BSA,

0.05% Tween in tris buffered saline pH 7.3)를 첨가하여 20분

동안 결합시킨 뒤 washing solution으로 6번 세척하였다. TMB

(Tetra Methyl Benzidine) 100 µl를 넣어 발색시킨 즉시 micro

plate reader를 사용하여 450 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

IL-6의 저해활성은 Inhibition(%)=(A-B)/A×100[Where A is

the IL-6 concentration when the TNF-α only was treated,

and B is the IL-6 concentration when the compounds were

treated] 로 하였다.

실험결과 및 고찰

화합물 1은 황색 오일상 물질로 [α]D
20는 -26.56로 측정되었고,

IR spectrum 에 나타난 3430 cm-1의 흡수피크로 OH 피크를,

1760 cm-1의 흡수피크로 γ-lactone기가 존재함을 확인하였다. 1H-

NMR spectrum에서 δ6.40~6.89에 특징적인 3개의 1,3,4-

trisubstituted aromatic ring에 기인하는 9개의 proton 피크가

δ3.81, 3.82, 3.90에 각각 3개의 methoxyl 피크가 관찰되었다.

δ3.88(1H, d, J=2.0 Hz, H-9'), δ3.08(1H, dd, J=6.5, 4.5 Hz,

H-8"), 4.73(1H, d, J=4.5 Hz, H-7")에 oxygenated proton이 관

찰되었고 δ2.53, 2.59, 2.85, 2.93에 methylene proton이 관찰되

어 이 화합물은 butyrolactone 형태의 sesquilignan으로 추측

되었다. 한편 13C-NMR spectrum에서 δ178.7에 C-9의 카르보닐

기가 δ71.3, 71.7에 C-9, C-9"에 기인하는 oxygen bearing

methylene carbon 피크가 관찰되었고 δ129.8, 110.9, 146.7,

144.4, 114.1, 121.3, 129.5, 122.1, 146.6, 144.5, 111.5, 114.4,

132.9, 108.6, 145.2, 146.7, 114.3, 118.4에서 3개의 aromatic

ring에 기인하는 피크가 관찰되었다. 또한 δ38.3, 34.6에 C-7,C-

7'에 기인하는 methylene carbon 피크가 관찰되었다. δ85.8에 C-

7"에 기인하는 oxymethine carbon 피크가 관찰되었으며, δ41.0,

46.6, 54.2에 C-8, C-8', C-8''에 기인하는 methine carbon 피크

가 관찰되었다. 이상의 분광학적인 결과 및 문헌상에 나타난 data

와의 비교를 통해 화합물 1은 butyrolactone sesquilignan인

lappaol E로 동정하였으며,18-22) 마타리 뿌리로부터 처음으로 분

리된 화합물이다.

화합물 2는 황색오일상 물질로 [α]D
25는 -29.3로 측정되었다.

IR spectrum에서 3430 cm-1의 흡수피크로 OH 피크를, 1760 cm-1

의 흡수피크로 γ-lactone기가 존재함을 확인하였다. 1H-NMR

spectrum에는 δ6.60~6.84에서 특징적인 2개의 1,3,4-trisub-

stituted aromatic ring 에 기인하는 6개의 proton 피크가 관찰되

었고 또한 δ3.84, 3.85에서 methoxyl기에 기인하는 피크가 관찰

되었다. δ2.52~3.08에 H-7, H-7'에 기인하는 methylene 피크가

관찰되었고 δ3.98(1H, dd, J=15.0, 8.0 Hz), 4.02(1H, dd, J=

15.0, 8.0 Hz)에 H-9에 기인하는 oxygen bearing methylene 피크

가 관찰되었으며 δ2.50에 H-8'에 기인하는 methine 피크가 관찰

되었다. 13C-NMR spectrum에서 δ178.4에 C-9에 기인하는 카르

보닐기가 관찰되었고 δ130.3, 112.7, 146.6, 145.0, 114.5, 123.1,

126.0, 111.5, 146.6, 144.3,114.5, 121.5에 2개의 aromatic ring

에 기인하는 피크가 나타났으며, δ55.8, 55.9에 methoxyl기에 기

인하는 피크가 관찰되었다. 한편 δ31.6, 42.1에 C-7, C-7'에 기인

Table I − Antioxidative activity of compounds 1~2 isolated from P.

scabiosaefolia

Compunds EC50 (µg/ml)

Lappaol E (1)
Nortrachelogenin (2)
Allopurinol

10.70
13.10
01.70

*Used as a positive control

Fig. 1 − Chemical structure of compounds 1~2 isolated from P.

scabiosaefolia.
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하는 methylene carbon 피크가 관찰되었고 δ70.1에 C-9에 기인

하는 oxygen bearing methylene carbon 피크가 관찰되었으며

δ76.4에 C-8'에 기인하는 피크가 δ43.0에 C-8에 기인하는 피크

가 각각 관찰되었다. 이상의 결과 및 문헌상의 data와의 비교를

통해 화합물 2는 dibenzylbutyrolactone 인 nortrachelogenin으

로 동정하였으며,23-27) 마타리 뿌리로부터 처음으로 분리된 화합

물이다.

화합물 1~2에 대해 NBT superoxide scavenging assay를 이

용한 항산화활성을 검색한 결과 화합물 1~2의 EC50는 각각 10.7,

13.1 µg/ml로 강한 활성을 나타냈으며 이는 aromatic ring및 화

합물에 존재하는 OH기가 활성발현에 중요한 역할을 하는 것으

로 추정된다.28)

또한 화합물 1~2에 대해 MG-63 세포에서 IL-6의 유리(%)를

검토한 결과 화합물 1~2의 IL-6의 유리(%)는 각각 66.1±2.5,

18.7±8.3로 나타나 화합물 1은 MG-63 세포로부터 IL-6의 유리

를 현저히 감소시키는 것으로 관찰되었다.

결 론

마타리 뿌리로부터 얻은 메틸렌크로라이드 분획에 대한 컬럼

크로마토그라피를 실시하여 화합물 1(lappaol E), 2(nortra-

chelogenin)를 분리하여 구조를 규명하였고 이 화합물은 마타리

로부터는 처음으로 분리된 화합물이었다. 활성검색결과 화합물

1~2는 강한 항산화활성을 나타냈고 화합물 1은 TNF-α로 유도

한 MG-63 세포에서 IL-6 분비 저해활성을 나타냈다.
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