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연방(蓮房)의 티로시나제 저해 활성을 보이는 성분분리
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Abstract − Nelnumbo nucifera Gaerth. (Nymphaeaceae) has been used in a korean traditional medicine to treat fever, sunstroke

and dizziness. The receptaculums of this plant were refluxed with MeOH, and then fractionated with organic solvents (CH
2
Cl

2
,

EtOAc and n-BuOH) to screen whitening activity using tyrosinase inhibitory activity. EtOAc (IC
50
, 45.23 µg/ml) fractions

showed a good tyrosinase inhibitory activity. Column chromatographic separation of CH
2
Cl

2 
and EtOAc fractions of Recep-

taculum nelumbinis led to the isolation 3 compounds. Their chemical structures were characterized as β-sitosterol (1), quercetin

3-O-β-D-galactopyranoside (2) and kaempferol 3-O-β-D-glucopyranoside (3) by comparison NMR spectral data and with those

in references, respectively. Isolated compounds 1 and 3 were firstly isolated from Receptaculums nelumbinis. Compounds 2

and 3 showed potent whitening activities.
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Tyrosinase inhibitory activity

Tyrosinase는 구리이온을 함유하는 metal protein이며, 이 효

소는 생체 내에서 monohydroxyphenol을 O-dihydroxyphenol

로 산화시키는 tyrosine oxidase로서의 기능과, O-dihydroxy-

phenol을 O-quinone으로 산화시키는 DOPA oxidase로서의

기능을 촉매한다.
1) 

멜라닌 생성 저해물질은 크게 두 가지 유형으로 분류하고

있다. 그 하나는 멜라닌 생성의 주효소인 tyrosinase 활성을

직접 저해하는 유형이고, 또 하나는 세포로부터 분리한

tyrosinase에 대해서는 직접적인 저해를 나타내지 않지만 생

성된 세포내에서 멜라닌 생성을 저해하는 유형이다. 따라서

피부 멜라닌 생성 저해제 개발은 tyrosinase 활성저해작용을

갖는 물질 또는 피부 melanoma cell에 직접 작용하여 멜라

닌 생성을 저해하는 물질의 개발에 초점이 맞추어지고 있다. 

현재까지 보고된 melanin 중합체 생합성 억제 미백제는

arbutin, kojic acid 등과 같은 tyrosinase 활성 저해제와 활성

산소종을 소거하는 ascorbic acid 및 유도체 coenzyme Q10

등이 미백효과가 있는 것으로 알려져 있다.
2)

연방(蓮房)은 연봉각(蓮蓬殼)이라고도 불리며, 수련과

(Nymphaeaceae) 식물인 연(Nelumbo nucifera G.)의 성숙한

꽃받침(花托)이다. 윗면에는 열매를 따 버린 후 남은 원형의

구멍이 있어 벌집 모양을 이루며 기부에는 꽃자루의 남은

기부가 있다. 질은 연하여 해면과 같고 향기가 없으며 맛은

떫다.
3)
 

국내 연재배 지역 중 전남은 주로 백련을 재배하고 있으

며, 재배면적은 2007년 기준 69ha이며 경남, 경북 다음으로

재배를 많이 하고 있다.
4)

동의보감(東醫寶鑑)에서 연은 ‘갈증을 멎게 하고 태반을

나오게 하며 버섯으로 인한 심독(毒)을 풀어 주고 혈창(血

脹)으로 배가 아픈 것을 치료한다.’고 기록되어 있다.
5) 
또한,

한의학에서 연의 종자를 연자(蓮子)라 하며 구리(久痢), 부

인붕루체하(婦人崩漏 下) 등의 치료에 사용하고, 근경인
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우절(藕節)은 토혈(吐血), 비출혈(鼻出血) 등의 치료에 각각

사용한다.
6)

연에서 분리된 생리활성 성분으로는 isoquercitrin, rutin,

kaempferol 등의 flavonoid와 nuciferine, nelumboside 등의

alkaloid, 식물호르몬인 dihydrophaseic acid 등이 있으며,
7-9)

인슐린 분비촉진, 항산화, 항비만 효과 등의 생리활성이 보

고되어있다.
11-15)

본 연구는 연방의 뷰티미용소재로서의 효능과 화합물의

조성에 관한 연구의 일환으로 티로시나제 저해활성을 측정

하였으며, silica gel, 및 Sephadex LH-20 column chromato-

graphy를 행하여 3종의 화합물을 분리한 후, NMR 분석을

통해 화학구조를 동정하였다.

재료 및 방법

실험재료 −실험에 사용한 연방은 2011년 8월 전남 무안

에서 직접 재배한 것을 구입 음건하여 사용 하였으며 표준

품(JKTM-2011-01)은 전라남도한방산업진흥원 표본실에 보

관 중이다.

시약 및 기기 −분리한 화합물의 NMR 분석은 Brucker사

의 AMX-400 spectrophotometer(Germany)를 사용하여 400

MHz(
1
H-NMR)와 100.5MHz(

13
C-NMR)에서 측정하였으며,

chemical shift는 내부표준물질로 TMS를 사용하여 측정하

였다. 그리고 column chromatography용 충진제로는 순상

silica gel 60(70-230 mesh, No. 7734, Merck, Germany) 및

Sephadex LH-20(25-100 µ, Sigma, U.S.A)을 사용하였다.

TLC plate는 Merck사의 Kiesel gel 60 F254 (No. 5735,

Germany)를 사용하였으며, 용매 및 기타 시약은 특급 또는

1급 시약을 사용하였다.

추출 및 분획 −음건 세절한 연방 4.5 kg을 MeOH에 3시

간 동안 3회 반복 환류냉각 열탕추출하여 얻은 용액을 여과

한 후, 감압농축기로 용매를 제거하여 추출물 765 g을 얻었

다. 이 MeOH 추출물에 10% MeOH을 가해 현탁시킨 후,

분액여두를 이용하여 CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH, H2O 순으

로 계통분획하고 각각 감압농축하여 CH2Cl2 분획물 237 g,

EtOAc 분획물 34 g, n-BuOH 분획물 53 g, H2O 분획물

352 g을 얻었다.

Tyrosinase 저해 활성 측정 Tyrosinase의 작용 결과 생성

되는 DOPA chrome을 비색법에 의해 측정하는 방법으로

tyrosinase 저해 활성을 측정하였다.
16) 

0.1M phosphate buffer

100 µl와 농도별 시료 액 50 µl를 혼합하여 5분간 실온에서

반응시켰다. 반응 액에 0.1M phosphate buffer에 용해시킨

tyrosinase(100 unit/ml) 50 µl와 1.5 mM tyrosine 50 µl를 혼

합하여 37
o
C에서 10분간 반응시켰다. 반응이 완료되면

490 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 시료액 대신 buffer 용

액을 사용한 blank의 흡광도를 기준으로 저해 활성을 산출

하였고, positive control로 kojic acid를 사용하였다. 티로시

나제 저해 활성은 흡광도가 50% 감소할 때 나타나는 시료

의 농도(IC50)로 표시하였으며, 다음의 계산식을 사용하였으

며 5회 반복 실험하여 데이터를 구하였다.

Inhibitory activity (%) = {1 − }×100

화합물 분리 −연방 CH2Cl2 분획물 30 g을 silica gel(70-

230 mesh, 450 g)이 충진된 column(5.0×79.0 cm)에 로딩시

키고 유출용매로CH2Cl2-MeOH-H2O 혼합용매(5:1:1, 25:8:5,

7:3:1, 65:35:10, 하층)를 사용하여 점차적으로 극성을 증가

시키면서 용출하여 TLC 패턴에 따라 5개의 subfraction으로

나누었다(NRM1~5). NRM2 fraction은 Sephadex LH-20을

충진한 column에 로딩시킨 후 acetone을 유출시켜 화합물

1을 단일물질로 분리하였다. 또한 연방 n-EtOAc 분획물 50 g

을 CH2Cl2와 CH2Cl2-MeOH-H2O 혼합용매(5:1:1, 25:8:5,

7:3:1, 65:35:10, 하층)로 용출하는 silica gel(70-230 mesh,

550 g) column(5×79.0 cm) chromatography를 하여 5개의

subfraction을 얻었으며(NRE1~5), subfraction 2(NRE2)를 용

출용매로 acetone을 사용한 Sephadex LH-20 column

chromatography를 실시하여 화합물 2를 순수하게 분리하였

다. NRE4 fraction에 대하여 acetone으로 용출한 Sephadex

LH-20 column chromatography를 실시하여 화합물 3을 단

일물질로 분리하였다.

화합물 1(β-sitosterol) - 50% H2SO4에서 적자색으로 발

색함. 
1
H-NMR(CDCl3, 400 MHz) δ 5.36(1H, d, J=5.2Hz,

H-6), 3.53(1H, m, H-3), 2.29(2H, d, J=8.4Hz, H-4),

2.01(2H, t, J=6.6Hz, H-12), 1.02(3H, s, H-19), 0.94(3H, d,

J=6.5Hz, H-21), 0.85(3H, d, J=6.5Hz, H-26), 0.81(3H, t,

J=5.5Hz, H-29), 0.70(3H, s, H-18); 
13
C-NMR(CDCl3, 100.5

MHz) δ 140.6(C-5), 121.7(C-6), 71.8(C-3), 56.8(C-14),

56.0(C-17), 50.2(C-9), 45.9(C-24), 42.3(C-13), 42.2(C-4),

39.8(C-12), 37.2(C-1), 36.5(C-10), 36.1(C-20), 33.9(C-22),

31.9(C-7&8), 31.7(C-2), 29.1(C-25), 28.2(C-16), 26.1(C-

28), 24.3(C-15), 23.1(C-23), 21.0(C-11), 19.7(C-26),

19.3(C-27), 19.05(C-19), 18.8(C-21), 12.0(C-18), 11.9(C-

29).

화합물 2(quercetin 3-O-β-D-galactopyranoside) −
1
H-NMR(400 MHz, DMSO-d

6
) δ: 7.64(1H, dd, J=2.1 &

8.2 Hz, H-6'), 7.51(1H, d, J=2.1 Hz, H-2'), 6.82(1H, d,

J=8.2 Hz, H-5'), 6.39(1H, d, J=2.01 Hz, H-8), 6.21(1H, d,

J=2.01 Hz, H-6), 5.35(1H, d, J=7.68 Hz, H-1"); 
13
C-

NMR(100.5 MHz, DMSO-d
6
) δ: 177.3(C-4), 164.2(C-7),

161.2(C-5), 156.0(C-9), 156.0(C-2), 148.2(C-4'), 144.5(C-3'),

133.2(C-3), 121.7(C-1'), 121.1(C-6'), 115.7(C-5'), 115.3(C-2'),

103.9(C-10), 101.8(C-1"), 98.7(C-6), 93.4(C-8), 75.7(C-5"),

시료첨가군의 흡광도
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73.3(C-3"), 71.2(C-2"), 67.6(C-4"), 60.2(C-6").

화합물 3(kaempferol 3-O-β-D-glucopyranoside) −
1
H-

NMR(400 MHz, DMSO-d
6
) δ: 8.03(2H, d, J=8.7 Hz, H-

2', 6'), 6.88(2H, d, J=8.7 Hz, H-3', 5'), 6.42(1H, d, J=2.0

Hz, H-8), 6.20 (1H, d, J=2.0 Hz, H-6), 5.53(1H, d, J=7.1

Hz, H-1"); 
13
C-NMR(100.5 MHz, DMSO-d

6
) δ: 177.5(C-4),

164.4(C-7), 160.8(C-5), 159.7(C-4'), 156.4(C-2, 9), 133.5(C-

3), 130.9(C-2', 6'), 120.8(C-1'), 115.1 (C-3', 5'), 103.8(C-

10), 100.7(C-1"), 98.8(C-6), 93.5(C-8), 77.5(C-5"), 76.4

(C-3"), 74.1(C-2"), 69.8(C-4"), 60.8(C-6").

결과 및 고찰

MeOH 추출물과 분획물의 티로시나제 활성 억제능 −연

방의 MeOH 추출물과 분획물(CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH)을

대상으로 티로시나제 활성 억제능을 이용한 미백효능을 검

색하였다(Table I). 실험결과, MeOH 추출물의 IC50 값이

50.43 µg/ml로서 티로시나제 활성 억제능을 보였으며, 분획

물인 CH2Cl2 분획물은 100 µg/m 이상, EtOAc 분획물은

45.23 µg/ml 그리고 n-BuOH 분획물은 200 µg/ml 으로

EtOAc 분획물에서 가장 우수한 티로시나제 활성 억제능을

보였다. 티로시나제 억제능이 높은 EtOAC 분획물과 CH2Cl2

분획물을 대상으로 silica gel 및 Sephadex LH-20을 충진제

로 사용한 column chromatography를 실시하여 3종의 화합

물을 단일물질로 분리하였다.

분리한 화합물의 구조동정 −NRM2 fraction에서 분리된

화합물 1은 TLC에 전개하고 50% H2SO4 발색 시 자주색으

로 발색되었다. 
1
H-NMR spectrum에서 δ 5.36의 signal로부

터 1개의 olefinic methine기를 확인하였으며, δ 3.53의

signal로부터 oxygenated methine기를 확인하였다.

그리고, δ 2.29~1.02 signal로부터 다수의 methylene 과

methine proton 을 확인하였으며, δ 1.02(3H, s), 0.70(3H, s)

에서 2개의 siglet, δ 0.94(3H, d, J=6.5Hz), δ 0.85(3H, d,

J=6.5Hz)에서 2개의 doublet 그리고 δ 0.81(3H, t, J=5.5Hz)

에서 1개의 triplet proton signal을 확인하였다. 
13
C-NMR spectrum에서 탄소수가 29개이고 methyl carbon

이 6개 관측된 점으로부터 sterol 화합물인 것을 확인하였다.

그리고 δ 140.6, 121.7의 signal로부터 이중결합이 존재하는

것을 확인 하였다. δ71.8로부터 oxygenated methine carbon

임을 확인하였으며, δ 21.0, 19.7, 19.3, 19.05, 18.8, 12.0,

11.9에서 6개의 methyl carbon을 확인하였다. 따라서 화합

물 1은 문헌치
17)
와 비교해서 β-sitosterol로 동정하였다.

NRE2 fraction에서 분리된 화합물 2는 50% H2SO4을 이

용한 정성반응에서 양성을 나타내었다. 그리고 
1
H-NMR

spectrum에서 flavonoid의 전형적인 peak로 δ 7.64(1H, dd,

J=2.1 & 8.2 Hz, H-6'), δ 7.51(1H, d, J=2.1 Hz, H-2'), δ

6.82(1H, d, J=8.2 Hz, H-5')에서 B-ring의 ortho, meta

coupling하는 3개의 proton peak가 관측되었고, δ 6.39(1H,

d, J=2.01 Hz, H-6)과 δ 6.21(1H, d, J=2.01 Hz, H-8)에서

A-ring의 meta coupling하는 proton peak가 관측되었다. 또

한 δ 5.35(1H, d, J=7.68 Hz, H-1")에서 β-form인 당의

anomeric proton에 의한 doublet peak가 관측되어 배당체 화

합물임을 알 수 있었다. 
13
C-NMR spectrum에서 1 mole의 당

은 galactose[101.8(C-1"), 75.7(C-5"), 73.3(C-3"), 71.2(C-2"),

67.6(C-4"), 60.2(C-6")}]
10)
임을 확인하였다. 따라서 화합물 2

는 문헌치
18)
와 비교해서 quercetin 3-O-β-D-galactopyranoside

(hyperoside)로 동정하였다.

화합물 3은 50% H2SO4을 이용한 정성반응에서 양성을

나타내었다. 그리고 
1
H-NMR spectrum에서 화합물 2와 마

찬가지로 flavonoid의 전형적인 peak로 δ 8.03(2H, d, J=8.7

Hz, H-2', 6'), δ 6.88(2H, d, J=8.7 Hz, H-3', 5')에서 B-ring

의 ortho coupling하는 2개의 proton peak가 관측되었고, δ

6.42(1H, d, J=2.0 Hz, H-8)과 δ 6.20(1H, d, J=2.0 Hz, H-

6)에서 A-ring의 meta coupling하는 proton peak가 관측되었

다. 또한, δ 5.53(1H, d, J=7.1 Hz, H-1")에서 β-form인 당

의 anomeric proton에 의한 doublet peak가 관측되어 배당

체 화합물임을 알 수 있었다. 
13
C-NMR spectrum에서 1

mole의 당은 glucose [100.7(C-1"), 77.5(C-5"), 76.4(C-3"),

74.1(C-2"), 69.8(C-4"), 60.8(C-6")}]
10)
임을 확인하였다. 따

라서 화합물 3은 문헌치
19)
와 비교해서 kaempferol 3-O-β-D-

glucopyranoside(astragalin)로 동정하였다.

분리한 화합물의 티로시나제 활성 억제능 −분리한 3종

화합물을 대상으로 티로시나제 활성 억제능을 이용한 미백

효과를 검색하였다(Table II). 실험결과, 화합물 1(β-sitosterol)

은 IC50 값이 300 µg/ml 이상이었으며, 화합물 2(hyperoside)

은 15.67 µg/ml, 화합물 3(astragalin)은 21.22 µg/ml로서 화

합물 2와 3은 우수한 티로시나제 활성을 억제하는 성분으

로 확인하였다.

분리한 3종 화합물은 자연계에 널리 분포하는 화합물로

이들 화합물에 대한 많은 연구결과가 보고되어 있다. β-

sitosterol은 택사(Nasturtium officinale), 이엽우피소(Cynan-

chum auriculatum), 숙지황, 비타민나무(Hippophae rham-

Table I. Tyrosinase inhibitory activity of MeOH extract and

its fractions of the Receptaculum Nelumbinis

Sample IC50 (µg/ml)
a)

MeOH ext. 50.43±3.6

CH2Cl2 fr. 120±14.0

EtOAc fr. 45.23±2.1

n-BuOH fr. 210±16.3
a)
Concentration giving a 50% decrease of tyrosinase inhibitory
activity. Mean±S.E. (n=5)
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noides L.) 등에서 분리되었으며
20-22)

 hyperoside는 삼지구엽

초(Epimedium koreanum), 어수리(Heracleum moellendorffii),

층층나무(Cornus controversa) 등에서 분리 되었으며, 항산

화 효과와 혈관신생 억제 효과가 보고되었다.
23-25)
또한,

Astragalin은 산마늘(Allium victorialis) 두충나무(Eucommia

ulmoides), 자원(Aster tataricu), 병꽃나무(Weigela subsessilis)

등에서 분리되었으며 소염활성, 면역조절효과 등이 보고되

었다.
26-29)

결 론

연은 오래전부터 의약품과 식품 소재로서 널리 이용되고

있다. 연잎은 백련차 또는 연잎차라 하여 시판되고 있다. 또

한 연근은 식용소재로서 조림이나 과자류로 개발되어 각광

을 받고 있다. 그러나 연방은 거의 사용이 전무하며 연 재

배 후 연자를 제거한 부산물로서 그 사용방안에 대한 연구

는 전혀 없었다. 그래서 연방을 화장품 소재로서 개발하기

위한 지표물질탐색과 효능을 규명하기 위해 먼저 MeOH 추

출물과 유기용매 분획물을 대상으로 티로시나제 활성 억제

능을 이용한 미백 효능을 검색한 결과 CH2Cl2 분획물과

EtOAc 분획물이 우수한 효과를 나타내었다.

티로시나제 활성 억제능을 보인 CH2Cl2 분획물과 EtOAc

분획물을 silica gel 및 Sephadex LH-20 column chromato-

graphy를 반복하여 3종 화합물을 단일물질로 분리하였다.

분리한 3종 화합물은 NMR 분석을 통해 β-sitosterol(1),

hyperoside(2) 및 astragalin(3) 으로 구조동정하였으며, β-

sitosterol 및 astragalin은 연방에서 처음 분리된 화합물이다.

그리고 분리한 3종 화합물을 대상으로 티로시나제 활성

억제능을 검색한 결과, hyperoside(2) 및 astragalin(3)가 우

수한 미백활성을 나타냈으며, 화장품 소재 개발을 위하여

향후 화합물의 멜라닌 생합성 억제능과 TRP-1, 2 유전자 발

현 억제능 등의 연구가 필요하다 하겠다.
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