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비타민나무 잎으로부터 항산화활성 관련 Flavonol Glycoside 분리
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ABSTRACT : The leaves of Hippophae rhamnoides were extracted with methanol and then further fractioned with hexane,

ethyl acetate, butanol and water in order to investigate biological activity. Two flavonol glycosides were isolated and identi-

fied from ethyl acetate soluble fraction, which showed the strongest antioxidant activity (RC50 = 4.33㎍/㎖). Isolated two

compounds have shown strong free radical scavenging activity. Especially, quercetin 3-O-glucoside (RC50 = 2.60㎍/㎖) was

more active than α-tocopherol (RC50 = 4.67㎍/㎖). Total phenol and flavonoid contents were the highest to 4.17 and

1.14㎎/㎖ in the ethyl acetate soluble fraction. In addition, ethyl acetate soluble fraction was shown to the strongest α-glu-

cosidase inhibitory activity (IC50 = 137.88㎍/㎖) among the fractions. The results suggest that leaves of H. rhamnoides could

be a potential source of natural antioxidant.
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서 언

Flavonoid는 항산화 특성을 가진 대표적인 polyphenol 화합

물로서 식물의 색과 풍미에 관여하며 병원체와 곤충들의 공격

에 대한 방어 기능 및 항암, 항바이러스, 항염, 항알러지 등의

활성을 나타낸다 (Deshner et al., 1991; Hwang, 2009; Lee

et al., 2006). Flavonoid는 화학구조에 따라서 flavonol,

flavone, flavanone, anthocyanidin, catechin, bioflavan 등으로

나뉘며, 이 중 flavonol은 특이적인 골격 diphenylpropane

(C6–C3–C6)의 C3 수소가 hydroxyl group로 치환된 형태로 자

연계에서 유리상태 (free state)로 존재하기도 하나 대개의 경

우 O- 나 C-glycoside의 형태로 존재한다 (Chen and Zuo,

2007). Flavonol glycoside계 화합물은 현재 100여종이 밝혀졌

으며 aglycone의 종류에 따라 quercetin, isorhamnetin 및

kaempferol 등의 glycoside로 분류할 수 있는데, 항산화 활성

이 있다고 알려진 이들 배당체의 경우 hydroxyl group의 수나

위치가 활성에 중요한 영향을 미치는 것으로 보고되었다

(Shim et al., 2005).

비타민나무(Hippophae rhamnoides)는 보리수과에 속하는 관

목으로서 ‘산자나무’, ‘갈매보리수나무’, ‘보리수아재비’ 등으로

불려지기도 하며 vitamin, flavonoid, amino acid, 미량원소

등 100여 종 이상의 풍부한 유효성분을 포함하고 있다. 최근

열매, 잎, 수피 등의 뛰어난 영양학적 가치와 생리활성을 활용

한 기능성 제품개발에 많은 관심이 집중되면서 전세계적으로

재배 면적이 점차 확대되어 가고 있다. 중국과 러시아 및 일

부 유럽국가에서는 열매와 오일을 이용하여 액상 형, 환약, 연

고 등 여러 형태의 의약품과 화장품이 개발하여 사용하고 있

으며 잼, 주스 등 열매를 활용한 다양한 제품이 출시되고 있
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다. 비타민 나무의 열매는 polyphenol, tocophenol, carotenoid

등 항산화 물질이 풍부하여 (Kim et al., 2009), 뛰어난 항산

화 효과를 나타내는 것으로 보고되었다. 열매로부터 추출된 오

일은 피부질환, 호흡기질환, 소화기계통 질환, 상처, 화상, 염

증치료에 효과가 뛰어난 것으로 알려져 있다 (Ge et al.,

1985; Xing et al., 2002; Xu et al., 1994; Yang et al.,

2000). 비타민나무의 잎은 항산화, 항미생물, 항바이러스, 항종

양 활성 등이 보고되어 있고 (Geetha et al., 2002; Tsybikava

et al., 1983), 관절염 유도 처리된 rat model에서 우수한 항염

증 활성을 나타내 관절염 치료제로의 개발 가능성이 제시되었

다 (Ganju et al., 2005). 이처럼 비타민나무를 이용한 연구가

활발히 진행 중에 있고 다양한 제품이 개발되고 있지만 대부

분은 열매와 오일에 한정되어 있으며, 잎에 대한 이화학적 성

분이나 유효성분의 자료는 부족한 실정이다. 

이에 본 연구는 비타민나무 잎 추출물의 생리활성을 검정하

여 항산화 활성이 있다고 알려진 flavonol glycoside를 분리함

으로써 비타민나무 잎의 항산화제로서의 활용에 기초 자료를

제공하고자 한다.

재료 및 방법

1. 실험재료

본 연구에 사용한 비타민나무 잎은 실온 음지에서 7일 동안

건조한 후 세절하였다. 이를 100% methanol에 침지하여 실온

에서 3일간 추출한 후 감압 농축하여 조추출물을 얻었다. 이

후 조추출물을 증류수에 현탁시켜 hexane, ethyl acetate, 수포

화 butanol을 이용하여 순차적으로 용매 분획하였다. 

2. 총 페놀 및 플라보노이드 함량

Total phenol 함량은 Folin-Ciocalteau 시약을 이용하여 측정

하였다 (Sato et al., 1996). 시료 100㎕에 Folin-Ciocalteau

시약 50㎕을 넣어 5분간 안정화 시킨 뒤 20% Na2CO3(w/v)

을 300㎕ 첨가하여 다시 15분간 안정화시킨 뒤 1㎖의 증류

수를 첨가하여 725㎚ 파장에서 흡광도를 측정 하고 gallic

acid를 이용하여 검량선을 작성하여 결과를 나타내었다. 

Total flavonoid 함량은 Moreno 등 (2000)의 방법을 변형하

여 각 농도 별 추출액 0.1㎖를 첨가 하여 80% 에탄올 0.4

㎖를 첨가하여 혼합한 후 10% aluminum nitrate 0.1㎖와

1M potassium acetate 0.1㎖ 그리고 80% ethanol 4.3㎖을

가하여 25℃에서 40분간 반응시킨 후 415㎚에서 흡광도를

측정하였다. Quercetin의 농도가 10, 25, 50, 100, 250, 500

㎍/㎖ 가 되도록 취하여 위와 동일한 방법으로 측정한 표준곡

선으로부터 산출하여 전체 추출물과 분획물의 total flavonoid

화합물 함량을 구하였다.

3. DPPH free radical 소거법에 의한 항산화 활성

Xiong 등 (1996)의 방법을 변형하여 측정하였다. 시험관에

4㎖의 methanol을 넣고 시료 화합물을 농도 별로 첨가한 다

음 0.15 mM DPPH 용액을 1㎖ 첨가하여 실온에서 30분간

반응 시킨 후 517㎚에서 흡광도를 측정하였다 (Hong et al.,

2007). 이 때 RC50 (㎍/㎖)은 시료를 첨가하지 않은 대조군의

값을 50% 감소시키는 화합물의 농도를 나타냈으며, 기존 항

산화제인 α-tocopherol, tert-butyl hydroxyanisole (BHA),

tert-butyl hydroxyl-toluene (BHT)과 비교 하였다.

4. α-Glucosidase 저해 활성

α-Glucosidase는 장내에 분비되는 다당류의 분해 효소로 식

후 혈중 당의 흡수를 결정하는 중요한 효소이나, 당뇨환자의

식후 고혈당 문제를 야기 시킨다. 이에 비타민나무 잎 추출물

과 분획물 50㎕를 0.15U/㎖ α-glucosidase 효소액 50㎕,

0.2M KPB (pH 7.0) 50㎕와 혼합하여 37℃에서 15분간

preincubation 한 후 3 mM pNPG (4-nitrophenyl-α-D-gluco

pyranoside) 100㎕를 가하여 37℃에서 10분간 반응시켰다.

0.1M Na2CO3 750㎕로 반응을 정지시킨 후, 분광광도계를 이

용하여 405㎚에서 흡광도를 측정하였다. 대조구로는 acarbose

를 사용하였으며, α-glucosidase의 IC50을 계산하였다.

5. Column chromatography법에 의한 활성물질 분리

비타민나무 잎 추출물로부터 얻은 용매 분획물 중 DPPH

free radical 소거법에 따른 항산화 활성을 지표로 활성물질을

분리·정제하였다. 높은 항산화 활성을 나타낸 ethyl acetate 분

획물 23.7g을 methanol로 용해시킨 후, silica gel이 충전된

glass column (ϕ 6 × 60㎝)을 이용하여 chloroform, methanol

의 혼합용매로 전개하여 5개의 소획분을 얻었다. 이 중 강한

활성을 나타내며 수율이 높은 소분획 3을 대상으로 2차 open

column chromatography를 실시하였다. Octadecyl silica gel

(ODS)을 glass column (ϕ 1.5 × 60㎝)에 충진하고 gradient

system을 이용하여 20% methanol에서 80% methanol까지 전

개하여 compound 1, 2 (55, 20㎎)를 분리하였다. 상기의 방

법으로 분리된 화합물은 1H-NMR, 13C-NMR, MS, IR, UV/

VIS, 등의 기기분석을 통하여 화학적 구조를 밝혔다. 

Compound 1; Pale yellow powder; MS m/z : 449 [M + H]+;

IR : γmax (KBr, ㎝−1) 3291 (OH), 1515, 1456 (aromatic

C=C); UV : λmax (MeOH, ㎚) : 254; 1H-NMR (400㎒,

DMSO-d6) : δ : 7.71 (1H, d, J = 1.89㎐, H-2'), 7.58 (1H, d,

J = 8.43, 1.89 ㎐, H-6'), 6.87 (1H, dd, J = 8.43㎐, H-5'),

6.19 (1H, d, J = 1.77㎐, H-8), 6.19 (1H, d, J = 1.77㎐,

H-6), 5.25 (1H, d, J = 7.47㎐, anomeric H).; 13C-NMR

(100㎒, DMSO-d6) : δ : 170.50 (C-4), 166.17 (C-7), 163.07

(C-5), 159.02 (C-9), 158.49 (C-2), 149.89 (C-4'), 145.94
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(C-3'), 135.64 (C-3), 122.23 (C-6'), 123.09 (C-1'), 117.58

(C-5'), 116.03 (C-2'), 105.68 (C-10), 104.34 (C-1"), 99.95

(C-6), 94.77 (C-8), 78.42 (C-5"), 78.14 (C-3"), 75.76 (C-

2"), 71.23 (C-4"), 62.57 (C-6").

Compound 2; Yellow liquid; MS m/z : 462 [M]+; IR :

γmax (KBr, ㎝−1) 3267 (OH), 1706 (-COO−), 1512, 1445

(aromatic C=C) ; 1H-NMR (400㎒, MeOH-d6) : δ : 7.95

(1H, d, J = 1.27㎐, H-2'), 7.61 (1H, dd, J = 8.39, 1.27㎐,

H-6'), 6.93 (1H, d, J = 8.93㎐, H-5'), 6.42 (1H, br s, H-

8), 6.22 (1H, br s, H-6), 5.42 (1H, d, J = 7.12㎐, aromatic

H), 3.97 (3H, s, -OCH3). 
13C-NMR (100㎒, MeOH-d6) : δ :

177.79 (C-4), 165.11 (C-7), 161.70 (C-5), 158.63 (C-9),

158.54 (C-2), 150.89 (C-4'), 148.43 (C-3'), 135.32 (C-3),

123.83 (C-6'), 123.13 (C-1'), 116.02 (C-5'), 114.38(C-2'),

105.67 (C-10), 103.67 (C-1"), 100.06 (C-6), 94.95 (C-8),

78.57 (C-5"), 78.10 (C-3"), 75.94 (C-2"), 71.51 (C-4"),

62.55 (C-6"), 56.78 (-OCH3).

결과 및 고찰

1. Flavonol glycoside 구조 해석

Compound 1은 IR 흡수 spectrum이 페놀성 화합물의 특징

을 보이며 1H-NMR에서 meta coupling하는 두 개의 proton

[δ 6.19 (1H each, d, J = 1.77㎐]과 ABX system의 coupling

[δ 7.71 (1H, d, J = 1.89㎐, H-2'), δ 6.87 (1H, d, J =

8.43㎐, H-5'), δ 7.58 (1H, d, J = 8.43, 1.89㎐, H-6')]은 식

물체에 널리 분포되어 있는 flavonoid aglycon인 quercetin의

전형으로 보여졌다. 또한 13C-NMR에서 78.42, 78.14, 75.76,

71.23, 62.57 등에서 나타나는 signal들로부터 결합된 당은

glucose임을 알 수 있었다. 이상의 결과와 문헌 (Rösch et al.,

2003)을 비교하여 화합물 1을 quercetin 3-O-glucoside로 동정

하였다.

Compound 2는 IR 흡수 spectrum이 페놀성 화합물의 특징

을 보이며 1H-NMR에서 meta coupling하는 두 개의 proton

[δ 6.20 (1H each, d, J = 1.77㎐]과 ABX system의 coupling

[δ 7.95 (1H, d, J = 1.89㎐, H-2'), δ 6.93 (1H, d, J =

8.43㎐, H-5'), δ 7.61 (1H, d, J = 8.43, 1.89㎐, H-6')] 또

한 flavonoid aglycon인 quercetin로 보여졌다. 그리고 13C-

NMR에서 78.78, 78.02, 74.04, 71.09, 62.35 등에서 나타나

Table 1. DPPH free radical scavenging activity of H. rhamnoides

leaves.

Sample RC50 (㎍/㎖)‡ 

Methanol extract 10.00±0.00†

Hexane fraction 65.67±0.58

Ethyl acetate fraction 54.33±0.12

Butanol fraction 58.27±0.23

Water fraction 12.87±0.23

Compound 1 52.60±0.00

Compound 2 19.47±0.09

BHA§ 56.00±1.16

BHT¶ 90.67±1.15

α-Tocopherol 54.67±1.15
†Each value is mean±standard derivation of triplicate tests.
‡RC50 : Amount required for 50% reduction of DPPH after 30 min. 
§
tert-Butyl hydroxyanisole ¶tert-Butyl hydroxytoluene

Table 2. α-Glucosidase inhibition effect of extract and fractions from

H. rhamnoides leaves.

Sample IC50 (㎍/㎖)

Methanol extract 240.25±2.15*

Hexane fraction 203.23±1.57

Ethyl acetate fraction 137.88±5.73

Butanol fraction 191.96±7.62

Water fraction 781.00±58.91

Compound 1 >1000

Compound 2 739.73±26.57

Acarbose 550.01±0.00

*Each value is mean±standard derivation of the triplicate test.

Fig. 1. Total phenol (A) and flavonoid (B) contents of the extract
and fractions from H. rhamnoides leaves. 
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는 signal로부터 결합된 당은 glucose임을 알 수 있었다. 이상

의 결과와 문헌 (Rösch et al., 2003)을 비교하여 화합물 2를

isorhamnetin 3-O-glucoside로 동정하였다. 

식물 내 quercetin은 당과 결합되어 있으며, 특히 β-

glycoside형태로 이들 quercetin glycoside는 sugar moiety의

영향을 받는다. 식품 내 quercetin의 중요형태인 quercetin-4'-

glucoside는 섭취된 양의 52%가 흡수되어 생체 이용성이 높은

것으로 알려져 있다 (Hollman et al., 1995).

Compound 1 (quercetin 3-O-glucoside)은 차, 토마토, 사과

등에 흔히 함유되어 있으며, 생체이용성은 quercetin-4'-

glucoside와 거의 비슷하며 다른 quercetin glucoside보다 빠르

게 흡수되는 것으로 보고되었다 (Hollman and Buysman,

1996). 또한 qurcetin glucoside의 50% 정도는 소장에서 흡수

되어 간이나 다른 장기에서 isorhamnetin 등으로 대사 된다고

알려져 있다 (Margreet el al., 2000). 

2. 총 페놀 및 플라보노이드 함량

Gallic acid를 표준용액으로 하여 작성한 검량선으로부터 비

타민나무 잎 추출물의 total phenol함량을 계산하였다. 그 결과

ethyl acetate 분획 (4.17㎎ GAE/㎖)에서 가장 높은 함량을

보였고, 다음으로 methanol 추출물 (1.19㎎ GAE/㎖),

butanol (0.97㎎ GAE/㎖), 물 (0.69㎎ GAE/㎖), hexane

(0.28㎎ GAE/㎖) 분획물 순으로 나타났다. Total flavonoid

함량 측정결과 ethyl acetate 분획물에서 1.14㎎ QE/㎖로 가

장 높은 함량을 나타냈다. 식물계에 널리 분포되어 있는 페놀

성 물질은 다양한 구조와 분자량을 가지며, 항산화, 항균, 항

암 등의 다양한 생리활성을 나타낸다 (Oh et al., 2010). 또한

세포벽, 다당류, 리그닌 등과 에스테르 결합되어 있거나 중합

체로 존재하며, 수산기를 통한 수소 공여와 페놀 고리구조의

공명 안정화에 의해 항산화 능력을 나타낸다고 보고되었다

(Hermann et al., 1989; Yusof et al., 1990). Flavonoid는
1O2, O2

−와 결합하여 안정한 complex를 형성하여 지질과산화

에 대한 항산화 효과가 있는 것으로 밝혀져 있다 (Choi et

al., 2009). 비타민나무 잎의 ethyl acetate 분획물에는

phenolic compound 및 flavonoid가 존재하여 항산화 활성을

나타냄을 알 수 있었다.

3. DPPH free radical 소거법에 의한 항산화 활성

DPPH를 이용한 전자 공여능 측정법은 식물 추출물의 항산

화 활성을 간단히 측정할 수 있는 동시에 실제 항산화 작용과

도 연관성이 매우 높아 많이 이용되고 있다 (Jun et al.,

2001). DPPH는 전자 또는 수소를 받으면 517㎚ 부근에서

흡광도가 감소하며, 이러한 DPPH free radical을 환원시키거나

상쇄시키는 능력이 크면 활성산소를 비롯한 다른 radical에 대

하여 소거 활성을 기대할 수 있다 (Kim et al., 2010). 비타

민나무 잎 추출물 및 분획물에 대한 항산화 활성은 DPPH

free radical을 50% 억제하는데 필요한 시료의 농도 (RC50)로

나타냈다. Ethyl acetate 분획물에서 RC50 값이 4.33㎍/㎖로

가장 높은 활성을 보였는데 이는 합성 항산화제인 BHA

(RC50 = 6㎍/㎖)와 천연 항산화제 α-tocopherol (RC50 = 4.67

㎍/㎖)과 비교해 볼 때 더욱 강한 활성을 나타냄을 확인 할

수 있었다. 또한 methanol 추출물과 butanol 분획물에서도 각

각 10과 8.27㎍/㎖의 RC50 값을 나타내며 강한 항산화 활성

을 나타내는 것을 알 수 있었다. 정 등 (2010)은 비타민나무

뿌리와 줄기의 ethyl acetate 분획물이 각각 1.5와 1.0㎍/㎖의

RC50 값을 나타내며 높은 radical 소거활성을 나타냈으며, 높은

활성은 ethyl acetate 분획물에 존재하는 다량의 polyphenolic

constituent에 의한 것이라 보고하였다. 이는 total phenol 함량

이 높을수록 DPPH radical 소거활성이 높게 나타난 본 연구

결과와 일치하는 것이다. 산화 활성이 가장 높았던 ethyl

acetate 분획물을 대상으로 분리한 compound 1 (quercetin 3-

O-glucoside)의 경우 단일화됨에 따라 더 높은 활성을 나타내

는 것을 확인 할 수 있었다 (RC50 = 2.6㎍/㎖). 반면에 com-

pound 2 (Isorhamnetin 3-O-glucoside)는 19.47㎍/㎖의 RC50

값을 나타내며 ethyl acetate 분획물 (RC50 = 4.33㎍/㎖)보다

낮은 활성을 보였다. 일반적으로 flavonoid의 항산화 활성은

diphenylpropane에서 phenolic hydroxyl group의 위치에 영향

Fig. 2. Chemical structure of compounds 1, 2 from H. rham-

noides leaves. (A) Compound 1: quercetin 3-O-
glucoside. (B) Compound 2: isorhamnetin 3-O-glucoside.
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을 받는 것으로 알려져 있다 (Moon et al., 2001). 조 등

(2008)은 Camellia japonica 잎으로부터 분리한 14개 phenolic

compound와 flavonoid를 대상으로 DPPH radical 소거활성을

검정한 결과 monohydroxy phenyl group을 가진 화합물에

비해 catechol moiety를 가진 화합물의 활성이 훨씬 더 높

게 나타났다고 보고하였다. 이는 flavonol의 기본골격에서 B

ring에 catechol moiety를 가진 compound 1 (quercetin 3-O-

glucoside)의 DPPH free radical 소거 활성이 compound 2

(isorhamnetin 3-O-glucoside)보다 높게 나타난 본 연구 결과와

일치한다. 

4. α-Glucosidase 저해 활성

α-Glucosidase는 소장의 brush-border membrane에 존재하는

소화 효소다. 이들은 이당류나 다당류를 탄수화물이 소화 흡

수되기 위한 상태인 단당류로 가수분해하는 역할을 한다. α-

Glucosidase 저해제는 탄수화물 식이 후 혈당 상승을 억제하

는데 (Caspary, 1978), 활성 억제 정도를 IC50 (㎍/㎖) 값으로

나타낸 결과 α-glucosidase에 대해 ethyl acetate 분획물 의

저해 활성이 137.88 ± 5.73㎍/㎖로 가장 높게 측정되었으며,

그 다음으로 butanol (191.96 ± 7.62㎍/㎖), hexane (203.23 ±

1.57㎍/㎖), methanol 추출물 (240.25 ± 2.15㎍/㎖), 물 분획

물 (781.00 ± 58.91㎍/㎖) 순으로 활성 억제를 나타내었다. 이

결과로 볼 때 안개나무 가지 추출물의 ethyl acetate 분획물이

5㎎/㎖의 농도에서 95.8%의 높은 억제활성을 나타냈다는 보

고 (Cha et al., 2009)와 같이 비타민나무 잎에 함유된 α-

glucosidase 저해활성 성분들이 주로 ethyl acetate 분획물에

집중되어 있을 것이라 예측할 수 있었다. 그러나 ethyl acetate

분획물에서 분리한 화합물을 이용하여 α-glucosidase에 대한

저해활성을 검토한 결과 compound 1의 경우 고농도 (1000

㎍/㎖)에서도 저해효과가 나타나지 않았으며, compound 2는

739.73㎍/㎖의 농도에서 저해효과가 나타났다. 이는 ethyl

acetate 분획물에서 분리된 두 개의 화합물 외에 α-glucosidase

저해활성을 나타내는 성분이 존재할 것으로 생각할 수 있으

며, 이에 ethyl acetate 분획물에 대한 심도 있는 연구가 필요

할 것이다. 
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