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Abstract

This study identified the formula of the antioxidant substance separated from the ethyl acetate and the butanol extract 

and tested the antioxidant properties with the electron donating ability(EDA). Each phase with the fractionated methanol 

extract from mulberry leaf was screened in advance for the antioxidant substance with EDA. As the result, activity appeared 

in the ethyl acetate and butanol phase and the antioxidant component was separated. As the consequence, 2 components 

from the ethyl acetate phase and 1 from the butanol phase were separated, among which the structures of the components 

from ethyl acetate were determined by wogonin and linarin, whereas the structure of the component from the butanol phase 

was determined by pectolinarin. In the screening of antioxidant activity by the scavenging effect of the DPPH radical, the 

wogonin and linarin components from ethyl acetate phase showed more powerful antioxidant property than the component 

from butanol. The results from this study indicate that the chemical compound separated from the ethyl acetate extract has 

more powerful antioxidant property than the one separated from the butanol extract. The components separated from the 

ethyl acetate extract were wogonin and linarin, which are flavonoids, whereas the component from butanol was pectolinarin. 

Therefore, this study suggested that the feasibility of mulberry leaf as a functional food additive and its value as a natural 

antioxidant is very high. 
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서 론   

뽕나무는 열대지방부터 온대지역에 걸쳐 널리 분포하는 

뽕나무과(Moracceae), 뽕나무속(Morus)에 속하는 식물이다(Jeong 

등 2002). 뽕잎은 본초강목(本草綱目)과 동의보감에 소갈증, 

뇌졸중 등에 효과가 있다고 기록되어 있으며, 최근 보고에 의

하면 당뇨병을 예방하며 치료될 수 있다고 알려져 있다(Kim 

등 2001). 또한 신농본초경(神農本草經)에는 뽕잎과 함께 뽕

나무 버섯과 뽕나무 뿌리 껍질인 상근백피(桑根白皮)가 약제

로 좋다고 소개되어 있다. 최근에는 술독을 제거하는 아스파

라긴산과 알라닌, 뇌 속의 피를 잘 돌게 하고 콜레스테롤을 

제거하며, 노인성 치매를 예방해 주는 세린과 타이로신이 상

당량 들어있다고 알려져 있다. 또한 뽕잎에는 각종 미네랄도 

많이 들어있어 칼슘은 양배추의 60배, 철분은 무의 160배, 섬

유질은 무말랭이나 고구마만큼 많아 마른 뽕잎 무게의 반 이

상이 섬유질이다(Lee 등 2002).

근래 잠상산물을 이용한 생물 신소재 개발에 대한 연구가 

활발히 진행됨에 따라, 주로 누에사육용 뽕잎 생산에만 이용

되던 뽕나무가 뽕잎과 뿌리의 생약재료로서의 이용, 오디의 

과실와 및 잼과 과실주의 재료로 이용되는 등 가공 분야로까
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지 확대되고 있다(Kim 등 2006). 특히 뽕잎은 차로도 이용되

고 있는데, 차는 덖음차와 발효차로 구분하며, 덖음 방법이나 

발효방법에 따라 품질의 차이가 있다. 뽕잎은 덖음차로 제조

되고 있으나, 발효차에 관한 연구도 진행되었다(Park 등 2008).

뽕잎의 항산화 효과에 관한 연구로는 뽕잎차의 항산화 특

성에 관한 연구(Park 등 2008; Kim 등 2007), 뽕잎과 오디의 

항산화능 분석(Kim HB 2005), 용매에 따른 뽕잎과 오디의 생

리활성 효과(Ju 등 2009), 뽕잎 추출물의 Helicobacter pylori에 

대한 항균활성과 항산화 효과(Cho 등 2007) 등이 있다. 이외

에도 뽕잎 추출물을 0.1～0.5% 농도로 linoleic acid에 첨가하

였을 때 항산화성에 관한 연구, 꾸지뽕나무의 폴리페놀화합

물 함량에 관한 연구(Cha 등 1999), 뽕잎의 혈당 강하 효과에 

관한 연구(Lee 등 1998; Kang 등 2006) 등이 있다. 최근에는 

뽕잎이 기능성 식품, 화장품, 의약품의 신소재로서 가능성을 

인정받고 있다. 천연 식품 소재에 함유된 항산화 활성물질을 

포함한 기능성 물질을 규명함으로써 보다 부가가치가 높은 

식품 소재 및 식품으로 제공할 수 있을 것으로 사료된다. 

따라서 본 연구에서는 여러 가지 약리 효과와 풍부한 아미

노산 등을 포함한 뽕잎을 용매별로 추출하여 각 추출물들의 

항산화성을 측정하고, 항산화 효과를 나타내는 성분을 분리 

동정하여 새로운 천연 항산화제로서의 가능성을 제시하고자 

하였다.

재료 및 방법

1. 실험재료

1) 뽕잎(Morus alba L.)

본 실험에 사용한 추출용 시료 뽕잎은 수원 잠사곤충연구

소에서 농약이 살포되지 않은 뽕잎을 직접 채취하여 사용하

였다.

뽕잎은 먼저 증류수로 2～3회 수세한 후 물기를 제거하고, 

직사광선의 조사를 받지 않는 연구실 내에서 건조시키고, 또 

건조된 뽕잎을 분쇄기(IKA All basic, IKA Korea Co., Ltd., 

Korea)에서 미세하게 분쇄하여 80 mesh의 체를 이용하여 추

출용 시료로 하였다. 뽕잎가루는 polyethylene bag을 이용하여 

냉장보관하면서 시료로 사용하였다.

2) 뽕잎의 각종 용매 추출물의 조제

뽕잎 분말 시료에 약 10배의 메탄올(MeOH)을 가하여 shaker 

(KMC-1205SL, Vision scientific Co., Ltd., Korea)로 5시간씩 3

회 추출하고, 이 여과액을 rotary vaccum evaporator(Buchi rotovapor 

R114 water bath B-480, Corvallis, Oregon, USA)에서 감압 농

축하여 메탄올 조추출물을 얻었다. 이 메탄올 조추출물은 Fig. 

Fig. 1. Scheme of extraction and solvent fractionation of 

MeOH extract from mulberry leaves. 

1에서 보는 바와 같이 20배의 증류수에 녹인 후 2,000 ㎖ 분

획여두에 넣은 다음 동량의 핵산을 넣어 잘 혼합시키고 물층

과 핵산층으로 분리하였으며, 이 과정을 3회 반복하였다. 물

층에 다시 클로로포름을 넣어 물층과 클로로포름층으로 분

리하였으며 3회 반복하였다. 나머지 에틸아세테이트, 부탄올

층도 위와 같은 방법(Woo WS 1997)으로 하여 각각의 추출물

을 얻었다.

2. 시약

추출 및 분획용 시약은 1급 용매를 사용하였고, TLC와 Column

용 시약 등은 특급시약을 사용하였다.

Column chromatography용 silicagel은 Kieselgel 60(Art.7734 

and 9385, Merck, Darmstadt, Germany)으로 70～230 and 230～

400 mesh를 사용하였고, molecular sieve column chromatography

용 packing material은  Sephadex LH-20(Pharmacia)을 사용하였다.

TLC(Thin layer chromatography)용 plate는 Kieselgel 60F254 

precoated plate(Art. 7552, Merck)를 사용하였으며, low pressure 

liquid chromatography(LPLC)용 column은 Lobar-A Lichroprep 

Si 60(Merck)column을 사용하였다. 발색시약으로는 10% H2SO4 

(in EtOH)와 anisaldehyde를 사용하였으며 UV로 254, 365 ㎚ 

detection을 병용하였다(Toshiko 등 1994).

3. 실험 방법

1) 항산화성 물질의 분리 동정

뽕나무 잎의 메탄올 추출물을 분획한 각 용매층을 미리 DPPH

법으로 항산화 물질을 screening한 결과, 에틸아세테이트층과 

부탄올층에서 활성을 보여준 항산화 성분을 분리 동정하였

다. 
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Fig. 2와 3에서 보는 바와 같이 에틸아세테이트와 부탄올 

분획을 silica gel column chromatography 및 sephadex LH-20을 

사용한 molecular sieve column chromatography와 RP16 resin을 

사용한 ion exchange chromatography 등을 반복 실시하여 화

합물들을 단리하였다.

에틸아세테이트 분획 3.4 g을 CHCl3:MeOH=(9:1～8:2) 비

율의 gradient solvent system으로 Fig. 2와 같은 순서로 silica 

gel column chromatography를 실시하여 4개의 subfraction으로 

분획하였다. 부탄올 분획 2.6 g은 Fig. 3과 같은 순서로 Sephadex 

LH-20(only MeOH)에서 용출시켜 분자량 크기순으로 4개의 

subfraction으로 분획하였다. 

(1) EtOAc 분획으로부터의 Morus EtOAc-1(MO-EA-1)의

분리

Fraction 2, 3, 4분획은 비슷한 TLC chromatogram 양상을 나

타내어 합하여 Sephadex LH-20(only MeOH)에서 용출하고 2

개의 subfraction을 얻었으며, 이중 subfr. 2을 먼저 Sephadex 

LH-20(only MeOH)에서 용출시키고, CHCl3:MeOH=(4:1) 비율

로 silica gel column chromatography를 실시하여, 약간의 불순

물이 함유되어 있는 것을 MeOH로 －4℃에서 재결정하였다

(Markham KR 1982).

(2) EtOAc 분획으로부터의 Morus EtOAc-2(MO-EA-2)의

분리

Fraction 2, 3, 4분획이 비슷한 TLC chromatogram 양상을 나

타내어 합하여, Sephadex LH-20(only MeOH)에서 용출하여 2

개의 subfraction을 얻었으며, 이중 subfr. 1을 CHCl3:MeOH= 

(9:1) 비율로 silica gel column chromatography를 실시하고, 다

시 MeOH:Water=(1:1) 비율로 RP18 column chromatography를 

실시하여 MO-EA 2를 분리하였다.

(3) BuOH 분획으로부터의 MO-BU-1의 분리

Fraction 1을 MeOH:Water=(1:1～3:2) 비율로 RP18 column 

chromatography를 실시하였다. 

2) DPPH에 의한 항산화 활성 검색

DPPH assay는 Dietz 등(2005)의 실험방법을 참고하였다. 각 

분획 및 단일 성분 3 ㎎을 취해 메탄올로 25 ㎖로 정용한 후 

각각의 농도를 480 ㎍/4 ㎖, 320 ㎍/4 ㎖, 160 ㎍/4 ㎖, 80 ㎍/4 

㎖, 40 ㎍/4 ㎖, 20 μg/4 ㎖, 10 ㎍/4 ㎖로 희석한 용액 4 ㎖와 

메탄올로서 1.5×10－4M/㎖ 농도가 되게 한 DPPH(1,1-diphenyl- 

2-picrylhydrazyl) 용액 1 ㎖씩을 vortex로 균일하게 혼합한 다

음 실온에서 30분간 방치한 후 520 ㎚에서 optical density(O.D.)

를 측정하였다. 항산화 효과는 DPPH을 기준으로 100에 대한 

Fig. 2. Scheme of procedure of subfraction from EtOAc 

fraction of mulberry leaves.

Fig. 3. Scheme of procedure of subfraction from BuOH 

fraction of mulberry leaves.
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50% 흡광도 감소를 나타내는 검체의 농도(EC50)로 표시하였

다(Chang & Noh 2000). 

결과 및 고찰

1. 뽕잎 중 항산화 물질의 분리 동정 및 구조 확인

1) MO-EA-1 ; Wogonin 

MO-EA-1은 황색의 무정형 고체물질로 에틸아세테이트 4.2 

g 중 50 ㎎이었으며, 측정 조건은 다음과 같았다. 융점은 198～

201℃이고, Mg/HCl, Zn/HCl test와 FeCl3 solution에 양성반응

을 나타내었으며, 249 ㎚, 278 ㎚, 320 ㎚의 UV 흡수 spectrum

과 비교하여 shift reagent에 의한 UV 흡수 spectrum이 sodium 

methoxide(CH3ONa)에 의하여는 band Ⅰ의 흡수 peak가 장파

장으로 이동하였고, AlCl3과 AlCl3+HCl에 의하여는 band Ⅰ,

Ⅱ의 흡수 peak가 장파장으로 이동하였으며, NaOAc와 NaOAc 

+ H3BO3에 의하여는 band Ⅰ, Ⅱ의 흡수 peak가 장파장으로 

이동한 것으로 나타나, 이 화합물을 flavone계 화합물로 추정

하였다(Goudard 등 1978; Nagaki 등 1971).

이 화합물의 1H-NMR spectrum data에서 보는 것과 같이 δ

3.95에서 methoxy peak가 관찰되었으며, δ6.81과 6.31에 나

타나는 두 개의 singlet peak는 A ring의 proton으로, δ6.81은 

H-3으로, δ6.31은 H-6으로 추정할 수 있었으며, δ8.06와 7.60

에 나타나는 multiplet peak는 ortho, meta coupling을 하는 B 

ring의 proton으로, δ8.06은 H-2'와 H-6'로, δ7.18은 H-3', H-4'

와 H-5'로 추정할 수 있었다. 또한 positive FAB-mass spectrum

에서 [M]
+
의 peak가 m/z 284로 확인되었다. 이상의 결과, 뽕잎

의 성분은 wogonin, wogonoside 등 여러 성분이 존재하는데, 

기존 문헌 data(Takido 등 1975; Goudard 등 1978)와 비교하여 

본 결과, MO-EA-1의 성분은 5,7-dihydroxy-8-methoxy-2-phenyl- 

4H-one 즉 wogonin인 것으로 그 구조가 확인되었으며, 구조

식은 Fig. 4～6과 같다.

2) MO-EA-2 ; Linarin

MO-EA-2는 미황색의 무정형 고체물질로 에틸아세테이트 

추출물 4.2 g 중 18 ㎎을 얻었다. 측정조건은 다음과 같았다.

융점은 273～275℃이고, Mg/HCl, Zn/HCl test와 FeCl3 

solution에 대하여 양성반응을 나타내었으며, 286 ㎚, 326 ㎚

의 UV 흡수 spectrum과 비교한 shift reagent에 의한 UV 흡수 

spectrum은 NaOMe에 의하여 band Ⅰ의 흡수 peak가 장파장

으로 이동하였고, AlCl3와 AlCl3+HCl에 의하여는 band Ⅰ,Ⅱ

의 흡수 peak가 장파장으로 이동하는 것으로 나타나, 이 화합

물을 flavone계 화합물로 추정하였다(Karen 등 1991). 

이 화합물의 1H-NMR spectrum data에 의하면 δ3.93에서 

Fig. 4. Mass spectrum of MO-EA-1.

Fig. 5. Proton NMR spectrum of MO-EA-1.

Fig. 6. Structure of wogonin.

methoxy peak가 관찰되었으며, δ5.24와 δ4.82에서 2 M의 당

에 의한 anomeric proton peak가 나타나는데, 이중 δ5.24는 

coupling constant가 J=7.5Hz인 doublet peak로 당이 β결합을 

하고 있음을 추정할 수 있었다. 그리고 δ1.27에서는 coupling 
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Fig. 7. Mass spectrum of MO-EA-2

  

Fig. 8. Proton NMR spectrum of MO-EA-2.

Fig. 9. Carbon NMR spectrum of MO-EA-2.

Fig. 10. Structure of linarin.

constant가 J=6.0Hz인 rhamnosyl CH3 peak가 관찰되었다. 또한 

δ6.90과 6.63에 나타나는 coupling constant가 J=2.0Hz인 2개

의 doublet peak는 meta coupling을 하는 A ring의 proton으로, 

δ6.90은 H-8로, δ6.63은 H-6으로 추정할 수 있었으며, δ8.10

과 7.22에 나타나는 coupling constant가 각각 J=9.0, 8.5Hz인 

2개의 doublet peak는 ortho coupling을 하는 B ring의 proton으

로, δ8.10은 H-2'와 H-6'로, δ7.22은 H-3'와 H-5'로 추정할 

수 있었다. 그리고 δ6.91에서 나타나는 coupling constant가 J= 

6.0Hz인 doublet peak는 C ring의 H-3로 추정할 수 있었다. 또

한 positive FAB-mass spectrum에서 [M+CH]
+
의 peak가 m/z 

605로 확인되었다. 
13

C-NMR spectrum data와 TLC를 이용한 산가수분해 실험

에 의해서 배당체에 결합된 당질은 glucose와 rhamnose임을 확

인하였다. 이상의 결과를 기존 문헌 data(Lee 등 1994; Do 등 1991)

에 비교하여 본 결과, MO-EA-2의 성분은 배당체인 acacetin-7-O-

β-rutinoside 즉 linarin인 것으로 그 구조를 확인하였다.

3) MO-BU-1 ; Pectolinarin

MO-BU-1은 미황색의 무정형 고체물질로 부탄올 추출물 

2.6 g 중 18 ㎎이었으며, 이들의 측정 조건은 다음과 같았다. 

융점은 250～253℃이고, Mg/HCl, Zn/HCl test와 FeCl3 solution

에 대하여 양성반응을 나타내었으며, 275 ㎚, 326 ㎚의 UV 

흡수 spectrum과 비교한 shift reagent에 의한 UV 흡수 spec-

trum은 NaOMe에 의한 예는 band Ⅰ의 흡수 peak가 장파장으

로 이동하였고, AlCl3과 AlCl3+HCl에 의하여는 band Ⅰ,Ⅱ의 

흡수 peak가 장파장으로 이동하였으며, NaOAc와 NaOAc + 

H3BO3에 의하여는 band Ⅰ,Ⅱ의 흡수 peak가 장파장으로 이

동한 것으로 나타나, 이 화합물을 flavone계 화합물로 추정하

였다(Markham 1982).  

이 화합물의 
1
H-NMR spectrum data에 의하면 δ3.93과 3.91에

서 두 개의 methoxy peak가 관찰되었으며, δ5.17와 δ4.49에서 

2 M의 당에 의한 anomeric proton peak가 나타났는데, 이중 δ

5.17은 coupling constant가 J=7.5Hz인 doublet peak로 당이 β결

합을 하고 있음을 추정할 수 있었다. 그리고 δ1.16에서는 

coupling constant가 J=6.0Hz인 rhamnosyl CH3 peak가 관찰되었

고, δ6.98과 6.79에 나타나는 두 개의 singlet peak는 A ring의 

proton으로, δ6.98은 H-8로, δ6.79은 H-3으로 추정할 수 있었으

며, δ8.05와 7.18에 나타나는 coupling constant가 J=9.0Hz인 2개

의 doublet peak는 ortho coupling을 하는 B ring의 proton으로, δ

8.05은 H-2'와 H-6'로, δ7.18은 H-3'와 H-5'로 추정할 수 있었다. 

또한 Positive FAB-Mass spectrum에서 [M-O2]
+
의 peak가 

m/z 606으로 확인되었고, TLC를 이용한 산가수분해 실험 결

과, 배당체에 결합된 당질은 glucose와 rhamnose임을 확인하

였다. 이상의 결과를 기존 문헌 data(Ishida 등 1987)와 비교
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Fig. 11. Mass spectrum of MO-BU-1.

Fig. 12. Proton NMR spectrum of MO-BU-1.

Fig. 13. Structures of pectolinarin.

하여 MO-BU-1은 배당체인 pectolinarigenin-7-O-β-rutinoside 

즉 pectolinarin인 것으로 그 구조를 확인하였다. 

2. 뽕잎 추출물의 항산화 효과

뽕잎의 각 용매별 추출물의 항산화 효과를 DPPH radical 소

거효과에 의한 항산화 활성을 검색한 결과는 Table 1과 같았

다. 전자공여능 측정에 사용된 DPPH는 안정한 자유라디칼로

Table 1. Antioxidative effects of flavonoid compound 

from  Morus alba L. extracts by 1,1-diphenyl-2-p1cryhydrazyl

(DPPH) method

Samples EC50
1)(㎍/㎖)

MeOH extract 231.5±0.12

Hexane fraction 480.0±0.15

Chloroform fraction 480.0±0.15

Ethylacetate fraction  63.9±0.01

Butanol fraction  98.7±0.02

MO-EA-1  12.5±0.02

MO-EA-2  38.5±0.01

MO-BU-1  73.3±0.02

L-ascobic acid   9.6±0.01
1)

 The values indicate 50% decrease of DPPH radical and are the 

means of triplicate data.

서 그것의 비공유전자로 인해 517 ㎚ 부근에서 흡광도가 감

소하며, 각 추출물에서 이러한 라디칼을 환원시키거나 상쇄

시키는 능력이 크면 높은 항산화 활성 및 활성산소를 비롯한 

다른 라디칼에 대하여 소거 활성을 기대할 수 있다(Kim 등 

2010). 측정 결과, MO-BU-1 층의 성분보다 MO-EA-1, MO-EA-2 

층의 두 가지 성분이 강력한 항산화 작용을 나타내었다. 뽕잎

으로부터 분리된 3종의 플라보노이드 성분은 항산화 활성이 

있는 것으로 나타났다.

요약 및 결론

본 연구에서는 에틸아세테이트와 부탄올 추출물에서 항산

화물질을 분리하여 구조식을 밝혔으며, 전자공여능으로 항산

화성을 검증하였다. 뽕잎의 메탄올 추출물을 분획한 각 용매

층을 미리 전자공여능으로 항산화 물질을 screening한 결과, 

에틸아세테이트층과 부탄올층에서 활성이 나타나 항산화 성

분을 분리하였다. 그 결과, 에틸아세테이트층에서 두 가지, 부

탄올층에서 1가지의 성분을 분리하였는데, 에틸아세테이트

층 중의 성분은 wogonin과 linarin으로 구조를 결정하였으며, 

부탄올층의 성분은 pectolinarin으로 그 구조를 결정하였다.

DPPH radical 소거 효과에 의한 항산화 활성 검색에서 부

탄올층의 성분보다 에틸아세테이트층의 wogonin과 linarin 두 

가지 성분이 강력한 항산화 작용을 나타내었다.

본 실험의 결과를 종합하여 볼 때 추출물 중 에틸아세테이

트 추출물에서 분리해낸 화합물이 부탄올 추출물에서 분리

해낸 성분보다 강력한 항산화성을 나타내었다. 에틸아세테이

트 추출물 중에서 분리해낸 성분은 flavonoid인 wogonin과 

linarin이었고, 부탄올층의 성분은 pectolinarin이었다.

따라서 뽕잎의 기능성 식품첨가물로써의 가능성과 천연 
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항산화제로서의 가치가 매우 높게 나타났다.
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