
약학회지 제 54권 제 5호 398~402 (2010)
Yakhak Hoeji Vol. 54, No. 5

398

뽕나무에서 분리한 Steppogenin과 Oxyresveratrol의
효모 α-Glucosidase의 억제효과

진휘승*·남궁우*,**,#

*정산생명공학연구소, **고려대학교의과대학

(Received April 28, 2010; Revised September 27, 2010; October 2, 2010)

Inhibitory Effects of Steppogenin and Oxyresveratrol from Morus alba L.
against Yeast α-Glucosidase

Hwi Seung Chin* and Kung-Woo Nam*,**,#

*R&D Center, Jung San Bio Technology, Hwaseong 445-964, Korea

**Department of Neuroscience, College of Medicine, Korea University, Seoul 136-701, Korea

Abstract — α-Glucosidase inhibitor is a target in the treatment of type II diabetes through the mainly inhibition of glucose

levels after meals. In this study, we purified steppogenin and oxyresveratrol from the stem of Morus alba L. and examined

their inhibitory activity against yeast α-glucosidase. Steppogenin and oxyresveratrol were inhibited yeast α-glucosidase in

a dose dependent manner. The IC50 activities (50% inhibition) were 34.4 and 9.3 µM, respectively. The kinetic inhibition of

steppogenin showed noncompetitive inhibition (Km: 1.1×10-3M; Ki: 1×10-5M), meanwhile oxyresveratrol showed com-

petitive inhibition (Km: 4.3×10-3M; Ki: 3.4×10-6M) against yeast α-glucosidase. These results indicate that steppogenin

and oxyresveratrol are noncompetitive and competitive inhibitors, respectively, against yeast α-glucosidase.
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당뇨병의 치료제를 개발하기 위한 표적으로는 소화 및 흡수 억

제, 췌장에 작용하여 인슐린 분비 촉진, 간장에 작용하여 포도당

대사 조절, 인슐린 민감성 또는 인슐린 저항성 개선, 중추신경계

에 작용 등을 대상으로 연구가 이루어지고 있다.1) 이들 표적 중

에서 소화 및 흡수를 억제하는 물질은 식후에 급격히 증가하는

혈당의 수치를 낮추어주는 효과가 있기 때문에 당뇨 환자들이 식

후에 혈당이 급격히 상승하는 것을 막는데 이용된다.

α-Glucosidase는 탄수화물을 분해하는 첫 번째 단계의 효소로

탄수화물의 분해 속도를 결정하며 glycoprotein과 glycolipid의 생

합성에도 중요한 역할을 담당한다. 따라서 α-Glucosidase를 억

제시키게 되면 장에서 탄수화물의 소화와 흡수가 억제됨으로써,

결과적으로 음식의 섭취로 인한 혈당의 상승을 억제시킬 수 있

다.2-4)

이러한 작용의 α-Glucosidase 저해제는 주로 균 또는 식물에

서 유래한 소재로부터 개발되었으며 대표적인 화합물로

Actinoplanes sp. 속(genus)의 발효산물에서 분리한 acarbose를

들 수 있다.5) 이 외에도 뽕잎에 포함되어 있는 단당류 1-

deoxynojirimycin6)과 콩의 대표적인 isoflavone인 genistein7)이

식물에서 유래된 α-glucosidase 저해물질로 알려져 있다. 우리

그룹 또한 식물 추출물을 이용하여 α-glucosidase억제 소재를 검

색하던 중 뽕나무 줄기에서 이러한 효능이 있는 것을 알게 되었다.

뽕나무(Morus alba L.)는 뽕나무과(Morcaceae)에 속하며 높이

6~10 m까지 자란다. 전국에서 재식하며, 일본, 만주, 중국, 몽골

등 동아시아에 널리 분포한다. 잎을 상엽이라고 하며, 거풍, 청열,

명목의 효능이 있고, 풍온발열, 두통, 목적, 구갈을 치료한다. 뿌

리 껍질을 상백피라고 하며, 사폐평천, 해열, 진해, 행수소종의

효능이 있고, 폐열천해, 토혈, 수종, 황달, 각기, 빈뇨를 치료한다.8)

뽕나무에는 항산화 물질인 steppogenin, rutin, quercetin,

isoquercetin 같은 플라보노이드,9-11) 상백피에는 oxyresveratrol

은 tyrosinase 활성 억제, 항염증, 항산화 기능이 있는 것으로 알

려있으며,12-14) 또한 γ-aminobutyric acid 등의 기능성 물질이 함

유되어 있어 혈액 중 중성지방과 콜레스테롤 저하 작용, 동맥경
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화증 및 고지혈증 등의 치료에 효과가 있는 것으로도 알려져 있

다.15,16) 하지만 이러한 여러 가지 효능의 보고에도 불구하고 α-

glucosidase에 대한 활성보고는 아직 되어있지 않다. 우리는 뽕

나무줄기(상지)로부터 α-glucosidase에 대한 활성을 기초로

steppogenin과 oxyresveratrol을 분리하였다.

이 두 물질은 공통적으로 tyrosinase와 cycloxygenase 억제에

대한 보고가 되어 있으며 특히 oxyresveratrol은 항산화작용은

물론 신경보호작용,17) 항염증(anti-inflammatory effect) 등이 보

고되어 있지만 α-glucosidase에 대한 활성은 연구되어 있지 않다.

본 연구는 상지에서 분리한 steppogenin과 oxyresveratrol을

이용하여 효모 α-glucosidase의 활성에 미치는 영향과 저해 기

작에 대하여 연구하였다.

실험방법

실험재료

본 실험에 사용된 뽕나무의 어린 가지(상지)는 2009년 2월 경

동시장에서 대량으로 구입하여 수세 후 음건, 분쇄하여 사용하였

다. 증거시료는 정산생명공학연구소의 시료보관소에 [증거번호:

상지(K1027/JS)]에 보관하였다.

상지의 용매 추출 및 항균활성 물질의 분리

구입 한 상지 중 5 kg을 수세·건조하여 EtOH로 3회 추출하

여 여과하고 감압농축하여 EtOH 추출물 203 g을 얻었다. 메탄

올 추출물은 증류수(2 l)를 이용하여 현탁시키고 n-Hexane,

chloroform, ethyl acetate를 가하여 순차 분획하여 chloroform

분획물 12 g, ethyl acetate 분획물 32 g을 얻어 활성물질의 분리

에 이용하였다.

Chloroform 분획 12 g을 chloroform : methanol=100 : 1에서

메탄올 단독까지 gradient용매로 silica-gel(Kiesel gel 60(70~

230 and 230-~400 mesh, ASTM Art. 7734 and 9385, Merck)

column chromatography(C.C)를 실시하여 11개의 분획(F1~F11)

으로 나누었으며, 그 중 F5~F7 분획(3.5 g)을 합쳐 MeOH-

methylene chloride(1 : 1) 용매를 이용, Sephadex LH-20(packing

물질: Sephadex LH-20(Amersham Biosciences) C.C를 실시하

여 활성 분획물(F59) 298 mg을 획득하였다. F59는 40% 함수 메

탄올에서 100% MeOH을 유출 용매로 하여 단계적으로 RP

Lobar-A C.C를 실시하여 48 mg의 F593을 획득하였으며, F593

을 n-hexane/ethyl acetate(1/1)을 유출용매로 하는 silica-gel C.C

를 실시하여 백색분말의 최종 화합물 compound 1(7.5 mg)을 분

리하였다(Fig. 1).

Ethyl acetate 분획물 28g을 n-hexane/ethyl acetate(3/2에서

0/1까지의 gradient)의 유출용매로 silica gel C.C를 실시하여 8

개의 분획(F1~F8)으로 나누었다. 이중 F5분획(13.2 g)을

sephadex LH-20 C.C(CH2Cl2/MeOH=1/1)를 실시하여 com-

pound 2(10.2 g)을 단리하였다(Fig. 1). 분리된 화합물은 1H 및
13C-NMR은 Varian Unity Inova 500NB spectrometer, LC-MS

는 Agilent 1100LC/MSD trap classic을 사용하여 동정하였다.

Compound 1 −White powder, LC/ESI/MS(m/z): 287[M-H]-,
1H-NMR: (500 MHz, MeOH-d

4
) δ: 7.25(1H, d, J=8.30 Hz, H-

6'), 6.35(1H, dd, J=8.30 Hz, 2.44Hz, H-5'), 6.34(1H, d, J=

2.44 Hz, H-3'). 5.93(1H, s, H-8), 5.90(1H, s, H-6), 5.62(1H,

dd, J=13.18 Hz, 2.93 Hz, H-2), 3.08(1H, dd, J=13.18 Hz,

17.09 Hz, H-3)ax., 2.72(1H, dd, J=17.09 Hz, 2.93 Hz, H-3)eq.,
13C-NMR: (125 MHz, MeOH-d

4
) δ: 197.3(C-4), 167.1(C-7),

164.3(C-5), 164.2(C-9), 158.5(C-2'), 155.6(C-4'), 127.6(C-6'),

116.7(C-1'), 106.6(C-5'), 102.2(C-3'), 102.1(C-10), 95.7(C-6),

94.9(C-8), 74.8(C-2), 41.9(C-3).

Compound 2 − Colorless plates(in MeOH), LC/ESI/MS

(m/z): 245[M+H]+, 1H-NMR: (500 MHz, MeOH-d
4
) δ: 7.33

(1H, d, J=8.8 Hz, H-6), 7.28(1H, d, J=16.1 Hz, H-a), 6.82

(1H, d, J=16.1 Hz, H-ß), 6.45(1H, d, J=2.0 Hz, H-2'), 6.45

(1H, d, J=2.0 Hz, H-6'), 6.32(1H, d, 2.44 Hz, H-5), 6.31(1H,

d, J=2.44 Hz, H-3) 6.15(1H, t, J=2.0 Hz, H-4'), 13C-NMR:

(125 MHz, MeOH-d
4
) δ: 158.4(C-3'), 158.4(C-5'), 158.0(C-4),

156.1(C-2), 141.0(C-1'), 127.2(C-6), 125.3(C-ß), 123.6(C-a),

116.7(C-1), 107.2(C-5), 104.5(C-2'), 104.5(C-6'), 102.4(C-3),

101.1(C-4').

Yeast α-glucosidase의 활성 측정

효모 기원의 5.7 unit α-glucosidase(Sigma, Mo, U.S.A)와 최

종농도 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µM이 되도록 희석한 steppogenin

과 oxyresveratrol을 0.2 mM sodium phosphate buffer(pH 6.8)

에 넣고 37oC에서 10분간 반응시킨 후, 0.1 mM ρ-nitrophenyl

Fig. 1 − The structure of compound 1 and 2 from Morus alba L.
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α-D-glucopyranoside를 첨가하여, 37oC에서 20분간 반응 후

0.1 M Na2CO3를 첨가하여 반응을 종결시켰다. ELISA reader

(Model 550, Bio-Rad)를 이용하여 405 nm에서 흡광도를 측정하

여 활성도를 측정하였으며 대조군(control)으로는 DMSO를 사용

하였다.

효소의 활성저해에 대한 반응 기작

Steppogenin과 oxyresveratrol 처리에 따른 α-glucosidase의

저해 활성 기작을 알아보기 위해서 기질 및 steppogenin과

oxyresveratrol을 농도별로 처리하여 농도와 시간에 따른 Km 및

Ki 값을 계산하였고, 또한 Line weaver-burk plot으로부터 저해

활성 기작을 구하였다.

실험결과 및 고찰

상지의 EtOH 추출물로 부터의 분리된 화합물의 구조 동정

Compound 1는 백색 분말로 LC/ESI/MS 및 NMR 스펙트럼

data로부터 분자식을 C15H12O6로 추정하였다. LC/ESI 스펙트럼

에서 buffer 조건이 염기성이 강하여 분자이온 peak가 m/z

287[M-H]-에서 관찰되었다. 1H-NMR spectrum에서 δ 5.62 ppm

에서의 double doublet(J=13.1 Hz, 2.9 Hz)은 C-2의 proton을

나타나고, δ 2.72 ppm에서 double doublet(J=17.1 Hz, 2.9 Hz)으

로 C-3의 equatorial proton을 보여주고, δ 3.08 ppm에서 double

doublet(J=13.18 Hz, 17.1 Hz)은 C-3의 axial proton을 나타낸다.

δ 5.90 ppm과 δ 5.93 ppm에서 doublet은 H-6과 H-8의 meta

coupling을 나타낸다. δ 6.34 ppm(J=8.3 Hz, 2.44 Hz)과 δ 7.25

ppm(J=8.3 Hz)은 ortho coupling을 보여준다. 13C-NMR spec-

trum에서는 aromatic ring에서 기인하는 chemical shift를 나타

내었고, carbonyl의 C-4는 δ 197.3 ppm에서 확인하였다. 이상의

기기분석 결과와 문헌17,18)과의 비교로 compound 1는 steppogenin

(5,7,2',4'-tetrahydroxyflavanone)으로 동정하였다(Fig. 1).

Compound 2는 무색 결정으로 LC/ESI/MS 및 NMR 스펙트럼

data로부터 분자식을 C14H12O4로 추정하였다. LC/ESI 스펙트럼

에서 bufffer 조건이 산성이 강하여 분자이온 peak가 m/z

245[M+H]+에서 관찰되었다. 1H-NMR spectrum에서 δ 7.28

ppm과 δ 6.82 ppm에서의 doublet(J=16.1 Hz)은 olefinic proton

으로 trans결합을 하고 있는 H-7과 H-8로 확인하였고,

δ 6.32 ppm(J=8.8 Hz, 2.44 Hz)의 H-5가 δ 7.33 ppm(J=8.8 Hz)

의 H-6와 ortho coupling을 하고, δ 6.31 ppm(J=2.44 Hz)의 H-

3와 meta coupling을 하고 있다. δ 6.15 ppm(J=2.0 Hz)의 H-4'

는 δ 6.45 ppm의 H-2'(J=2.0 Hz), H-6'(J=2.0 Hz)와 각각 meta

coupling을 하고 있는 것을 확인하였다. 13C-NMR spectrum에서

는 δ 104.5 ppm에서 C2', C6', δ 158.4 ppm에서 C3', C5'을 확인

할 수 있었다. 이상의 기기분석 결과와 문헌(19~21)과의 비교로

compound 2는 2-oxyresveratrol(2,4,3',5'-tetrahydroxystilbene)

으로 동정하였다(Fig. 1).

α-Glucosidase 활성 저해

상지에서 분리한 steppogenin과 oxyresveratrol에 의한 α-

glucosidase의 활성 억제를 측정하기 위해서 최종 농도 0.01, 0.1,

1, 10, 100 µM로 처리한 결과를 Fig. 2에 나타내었다. Step-

pogenin은 0.01, 0.1, 1, 10, 100 µM로 처리시 α-glucosidase의

활성을 각각 6, 6, 6, 18, 72%, oxyresveratrol은 6, 7, 13, 62,

81% 활성이 억제되었다. 이 등22) 연구 결과에서 1-deoxy-

nojirimycin의 IC50이 18 µM인 것으로 보고 하였으며, 본 연구

결과 steppogenin과 oxyresveratrol은 각각 34.3과 9.3 µM인 것

으로 측정(Table I)되어, oxyresveratrol은 1-deoxynojirimycin 보

Fig. 2 − The inhibitory activities of steppogenin (A) and oxyresveratrol

(B) against yeast α-glucosidase. Data are expressed as

mean±SD of at least three independent experiments. *,

p<0.05 **, p<0.01 compared with control.

Table I − IC50 values of steppogenin and oxyresveratrol on α-

glucosisase against α-glucosidase from yeast

IC50 (µM)

Steppogenin 34.3

Oxyresveratrol 09.3
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다 높은 저해 활성을 나타내었다.

α-Glucosidase에 대한 저해 kinetics

Steppogenin과 oxyresveratrol 처리에 따른 a-glucosidase의 저

해 활성을 규명하고자 실험을 진행한 결과를 Fig. 3과 Table II

에 나타내었다. Steppogenin의 저해 기작은 비경쟁적 저해 기작

을 나타내었고, oxyresveratrol은 경쟁적 저해 기작을 나타내었

다. 또한 steppogenin과 oxyresveratrol의 Km 값은 각각 1.1×

10-3과 4.3×10-3M이었고, Ki 값은 각각 1×10-5과 3.4×10-6M로

나타났다.

결 론

상지(Morus alba)로부터 α-glucosidase활성을 억제하는 2가지

물질인 steppogenin과 oxyresveratrol을 분리였다. 2가지 물질을

대상으로 여러 농도(0.01, 0.1, 1, 10, 100 µM)에 대하여 효모 유

래의 α-glucosidase의 활성을 50% 억제하는 농도(IC50)를 구하

였다. 그 결과steppogenin과 oxyresveratrol의 IC50은 각각 34.3

과 9.3 µM인 것으로 측정되었다. α-Glucosidase에 대한 저해 유

형은 steppogenin의 경우 비경쟁적 저해로 나타났으며 oxy-

resveratrol은 경쟁적 저해 기작을 나타내었다. Steppogenin과

oxyresveratrol의 α-glucosidase에 대한 Km 값은 각각 1.1×10-3

과 4.3×10-3M로 측정이 되었으며, 이때의 Ki 값은 1×10-5과

3.4×10-6M로 측정되었다. 따라서 상지로부터 분리한 steppogenin

과 oxyresveratrol은 효모유래 α-glucosidase를 각각 비경쟁적,

경쟁적으로 억제하는 화합물이다.
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