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Abstract — Several 8-cycloalkoxychrysin analogs were synthesized from 6-benzyloxy-5,8-dihydroxyflavone and cycloal-

kanols in 2 steps and we evaluated their inhibitory activities against NO production from LPS-induced RAW 264.7 cells.

Among tested analogs, two analogs with cyclopentyl substructure (796 and 798) showed strong inhibitory activity against

NO production.

Keywords □ chrysin, 8-cycloalkoxychrysin, anti-inflammatory, nitric oxide (NO)

크리신(5,7-dihydroxyflavone: Fig. 1)은 항산화, 항염증 작용

등 광범위한 생리활성을 나타내는 천연 플라보노이드이다.1-4) 크

리신의 항염증 작용기전은 PPAR-γ 수용체의 효능제로 작용하여

중요한 염증 전구효소인 사이클로옥시겐네이즈-2(COX-2) 및 체

내에서 유도되는 일산화질소 합성효소(iNOS)의 기능을 억제하

기 때문으로 알려져 있다.5) 지난 몇 년간 본 실험실에서는 크리

신 A-환의 구조적 변환에 따른 항염증 작용의 변화를 탐색한 결

과 A-환의 6번, 8번 위치의 구조적 변환은 항염증 생리활성에 큰

영향을 미치는 연구결과를 얻었다.6-12) 크리신 A-환의 8번 치환

기의 물리화학적 및 입체적 영향이 특히 항염증 작용에 중요하

다는 연구결과는 천연물로서 크리신의 8번 위치에 메톡시기를

갖는 우고닌 및 관련 합성화합물의 항염증 활성(프로스타글란딘

E2 생성억제력)을 비교한 아래 그림의 연구결과를 비교하면 알

수 있다(Fig. 1). 즉, 플라본의 8번 탄소에 산소가 결합된 알콕시

치환기를 갖는 화합물(OMe>OEt) 과 할로겐이 결합된 화합물

의 활성이 우수한 결과(Cl=Br>I)를 보였다.10) 그러나, 플라본의

8번 탄소에 탄소가 연결된 형태는 활성이 크게 저하(Me=vinyl=

allyl=Ph)되었고,6) 전자흡인 성질의 관능기가 치환된 경우에는

극히 낮은 활성을(SO2R=CO2R>NO2) 보였다.9,10) 그러나 피리

딜기 치환화합물은 니트로젠 위치에 따라 다른 활성을(4-Py>3-

Py) 나타내었다.12) 또한 입체적으로 큰 치환기(SMe, 4-Py)가 치

환된 화합물도 활성을 보이는 점을 보면 전자적 영향이 입체적

영향에 비해 활성에 더 중요한 것으로 사료된다.10,12)

염증발현의 주요 매개물질의 하나인 프로스타글란딘 E2 생성

을 억제하는 천연물 유도체 연구는 다수가 발표되었다. 본 연구

에서는 또 다른 염증발현 매개물질인 일산화질소(NO)의 생성을

억제하는 천연물 유도체 개발을 목적으로 천연 항염증 화합물

인 크리신의 8번 위치에 물리화학적 성질이 다른 치환기를 도

입하고, 이들 화합물의 일산화산소(NO)의 생성 억제력에 미치

는 영향을 고찰하였다. 크리신 8번 위치에 비교적 입체적으로

부피가 큰 고리형 알콕시 치환기를 도입하고 이들의 일산화질

소 생성억제력을 평가하여 환성 알콕시 치환기가 일산화질소
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(NO) 생성억제력에 미치는 영향을 탐색하기 위하여 본 실험에

착수하였다.

재료 및 방법

본 실험에 사용한 시약은 시판품을 사용하였고, 추출 및 컬럼

용 용매는 국내 시약사로부터 구매한 특급용매를 별도의 정제과

정을 거치지 않고 그대로 사용하였으며, 무수용매는 HPLC 등급

의 해당 용매를 구입 후 별도의 건조 및 증류과정을 거쳐 얻어

진 순수한 물질을 반응에 이용하였다. 1H-NMR은 Bruker Avance

300을 사용하여 측정하였으며 내부표준 물질로 tetramethylsilane

(TMS)을 사용하였으며 질량분석(LRMS)은 AB SCIEX API

3200을 사용하여 측정하였다. 분석용 박층 크로마토그라피(TLC)

는 Merck 제품인 실리카 젤 60F254를 사용하였고, 일반 컬럼 크

로마토그라피는 Merck 제품인 Kieselgel 60(70-200 Mesh)를,

플래시 컬럼 크로마토그라피는 Merck 제품인 Kieselgel 60(230-

400 Mesh)를 사용하였다.

생리활성의 비교를 위하여 대조물질로서 사용하는 크리신은

Aldrich-Korea Chemical Co.에서 구매한 제품을 재결정 후 사용

하였으며, lipopolysaccaride(LPS)는 Sigma Chemical Co.에서 구

매하였고, DMEM(Dulbecco’s modified Eagle’s medium)과

FBS(fetal bovine serum)를 포함한 기타 cell culture 시약들은

Gibco(California, USA)에서 구매하여 사용하였다.

고리형 알콕시 치환 크리신 유도체(796~803)의 합성

상용의 고리형 알킬 알콜(1.0 당량)을 무수 디클로로메탄에 용

해하고 트리에틸아민(1.5 당량)을 가하여 0~5oC로 냉각 후, 반

응액에 메탄설포닐 클로라이드(1.2 당량)를 서서히 적하하고 실

온에서 3시간 교반하였다. 박층 크로마토그라피로 반응종료 동

정 후, 반응액에 디클로로메탄과 포화 식염수를 가하여 추출하

고 분리된 유기층을 무수 황산마그네슘을 가하여 건조시켰다. 감

압-농축 하여 얻어진 조화합물은 별도의 정제과정을 거치지 않

고 다음반응에 사용하였다.

얻어진 고리형 알킬알콜의 메탄설포닐 유도체(1.3 당량)를 무

수 톨루엔에 녹인 후, 기지의 합성방법에 의해 제조된 7-벤질옥

시-5,8-디히드록시플라본(1.0 당량)과,10) 탄산칼륨(3.0 당량)을 가

하고 24시간 가열-환류 시켰다. 반응액에 초산 에틸 에스테르를

가한 후 포화 식염수로 세척하고 무수 황산마그네슘으로 건조 후

여과하여 여액을 감압-농축하고 생성된 조화합물을 별도의 정제

과정을 거치지 않고 다음 반응에 그대로 이용하였다.

고리형 알콕시가 도입된 플라본 중간체의 조화합물을 메탄올

에 용해하고 10% 팔라듐(10% 몰당량)을 가한 후, 수소를 포화

시킨 반응기에서 5시간 실온-교반하였다. 반응액을 여과 후 감압-

농축하여 얻어지는 조화합물을 컬럼크로마토그라피(클로로포름 :

메탄올=200 : 1) 조건에서 분리-정제하여 목적의 8-고리형 알콕

시 치환 크리신 유도체(796~803)를 31%~76% 수율로(2 단계)

8종 합성하였다(Fig. 2). 한편, 사이크로헥실메톡시 중간체의 탈

벤질반응은 탈벤질 유도체 800과 탈벤질 및 플라본환의 이중결

합이 환원된 유도체 802를 생성하였다.

8-(Cyclopentyloxy)-5,7-dihydroxy-2-phenyl-4H-chromen-

4-one (796)
1H-NMR(300 MHz, CDCl3): δ 12.5(s, 1H), 7.94(m, 2H),

7.56(m, 3H), 6.68(s, 1H), 6.45(s, 1H), 6.32(s, 1H), 4.95(m,

1H), 1.84(m, 6H), 1.71(m, 2H). LRMS m/z calcd for C20H18O5

338.4 observed [M]+ 339.0.

Scheme 1 − Synthetic procedure and conditions of 8-cycloalkoxychrysin analogs (796~803).

Fig. 1 − Structures and bioactivities of reported chrysin analogs.
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8-(Cyclopentylmethoxy)-5,7-dihydroxy-2-phenyl-4H-

chromen-4-one (797)
1H-NMR(300 MHz, CDCl3): δ 12.53(s, 1H), 7.88(m, 2H),

7.56(m, 3H), 6.67(s, 1H), 6.45(s, 1H), 6.31(s, 1H), 4.04(d,

2H), 2.44(m, 1H), 1.91(m, 2H), 1.66(m, 4H), 1.42(m, 2H).

LRMS m/z calcd for C21H20O5 352.4 observed [M]+ 352.8.

8-(2-Cyclopentylethoxy)-5,7-dihydroxy-2-phenyl-4H-

chromen-4-one (798)
1H-NMR(300 MHz, CDCl3): δ 12.53(s, 1H), 7.95(m, 2H),

7.55(m, 3H), 6.68(s, 1H), 6.49(s, 1H), 6.45(s, 1H), 4.18(t,

2H), 1.90(m, 5H), 1.61(m, 4H), 1.20(m, 2H). LRMS m/z

calcd for C22H22O5 366.4 observed [M+H]+ 367.7.

8-(Cyclohexyloxy)-5,7-dihydroxy-2-phenyl-4H-chromen-

4-one (799)
1H-NMR(300 MHz, CDCl3): δ 12.50(s, 1H), 7.89(m, 2H),

7.56(m, 3H), 6.68(s, 1H), 6.45(s, 1H), 6.31(s, 1H), 4.22(m,

1H), 2.13(m, 2H), 1.84(m, 2H), 1.59(m, 2H), 1.29(m, 4H).

LRMS m/z calcd for C21H20O5 352.4 observed [M]+ 352.6.

8-(Cyclohexylmethoxy)-5,7-dihydroxy-2-phenyl-4H-

chromen-4-one (800)
1H-NMR(300 MHz, CDCl3): δ 12.51(s, 1H), 7.90(m, 2H),

7.56(m, 3H), 6.67(s, 1H), 6.45(s, 1H), 6.32(s, 1H), 3.93(d,

2H), 1.86(m, 6H), 1.27(m, 5H). LRMS m/z calcd for C22H22O5

366.4 observed [M+H]+ 367.4.

8-(2-Cyclohexylethoxy)-5,7-dihydroxy-2-phenyl-4H-

chromen-4-one (801)
1H-NMR(300 MHz, CDCl3): δ 12.52(s, 1H), 7.89(m, 2H),

7.55(m, 3H), 6.68(s, 1H), 6.45(s, 1H), 6.36(s, 1H), 4.20(t,

2H), 1.75(m, 6H), 1.51(m, 1H), 1.25(m, 4H), 1.01(m, 2H).

LRMS m/z calcd for C23H24O5 380.4 observed [M+H]+

381.1.

8-(Cyclohexylmethoxy)-5,7-dihydroxy-2-phenylchromen-

4-one (802)
1H-NMR(300 MHz, CDCl3): δ 12.55(s, 1H), 7.94(m, 2H),

7.55(m, 3H), 6.68(s, 1H), 6.47(s, 1H), 6.45(s, 1H), 4.19(t,

2H), 1.63(m, 10H), 1.26(m, 3H). LRMS m/z calcd for

C22H24O5 368.4 observed [M+H]+ 369.0.

8-(2-Cycloheptylethoxy)-5,7-dihydroxy-2-phenyl-4H-

chromen-4-one (803)
1H-NMR(300 MHz, CDCl3): δ 12.55(s, 1H), 7.94(m, 2H),

7.55(m, 3H), 6.68(s, 1H), 6.47(s, 1H), 6.45(s, 1H), 4.19(t,

2H), 1.63(m, 12H), 1.26(m, 3H). LRMS m/z calcd for

C24H26O5 394.5 observed [M+H]+ 395.7.

고리형 알콕시 치환 크리신 유도체(796~803)에 대한 억제능

의 측정

크리신 유도체의 NO 생성억제능 측정은 LPS로 처리한 RAW

264.7 cells을 사용하였으며, 이미 발표된 논문에 사용되었던 방

법으로 측정하였다.13) 크리신 유도체의 NO 생성 억제능을 측정

Fig. 2 − Structures of synthesized 8-cycloalkoxychrysin analogs (796~803).
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한 결과(Fig. 3) 및 세포독성에 관한 결과(Fig. 4)를 다음에 나타

내었다.

실험결과 및 고찰

고리형 알콕시기가 8번 위치에 치환된 크리신 유도체는 구매

한 고리형성 알킬 알콜로부터 얻어진 메실 에스테르 화합물과 기

지의 방법으로 제조한 7-벤질옥시-5,8-디히드록시플라본과의 축

합반응 및 연속된 수소화 분해반응을 거쳐 제조하였다. 합성된

유도체들의 항염증 활성은 LPS에 의해 활성화된 RAW 264.7

cells을 이용한 NO 생성억제능을 측정하여 평가하였다. 유도체

중 시료 796을 제외한 나머지 물질은 일반적으로 고농도(20 μM,

40 μM)에서 세포독성을 나타내었다. 유도체 796은 20%(5 mM),

30%(10 μM), 52%(20 μM), 74%(40 μM)의 매우 우수한 NO 생

성억제능을 나타내었으나 40 μM 농도에서 약간의 세포독성을

보였다. 시료 798은 저농도(5 μM, 10 μM)에서 각각 27%, 35%

의 NO 생성억제능을 보여 시료 796에 비해 우수하였으나, 고농

도에서 세포독성을 나타내었다. 일반적으로 고리와 알콕시 산소

와의 연결 알킬 사슬기의 길이가 동일할 경우 고리의 크기가 클

수록 활성은 감소하는 경향이 관찰되었다(796>799, 797>800,

798>801>803). 동일 크기의 고리일 경우 알킬 사슬의 길이(2

개>0개>1개)가 활성에 미치는 경향이 관찰되었다(798>796>

797, 801>799>800). 또한 플라본환의 이중결합이 환원되어 플

라반 화합물로 전환된 경우 활성이 증가하는 경향이 관찰되었다

(802>800). 실험에서 관찰된 고리형 알콕시크리신 유도체 중에

서 오각 고리형 모양을 갖는 알콕시 치환기를 8번 위치 갖는 크

리신유도체의 활성은 이미 논문에 발표된 크리신의 NO 생성억

제능(8.9%, 10 μM)과12) 비교하여 매우 우수한 것으로 판명되었다.

결 론

크리신 구조의 8번 위치에 고리형 알콕시기를 도입한 유도체

의 NO 생성억제능을 검증한 결과, 세포독성을 나타내는 화합물

800 이외의 7개의 유도체는 세포독성을 보이지 않는 최고농도

(10 μM)에서 15~27%의 생성억제능을 보였는데, 이는 선행 논

문에서12) 크리신이 8.9% NO 생성억제능을 갖는 데이터와 비교

해 우수한 결과를 보였다. 특히, 유도체 796은 세포독성을 전혀

보이지 않는 최고농도(20 μM)에서 52%의 매우 강력한 NO 생

성억제력을 나타내었다. 이 결과는 크리신의 8번 위치에 전자적/

입체적으로 환경이 상이한 치환기를 도입하면 NO 생성억제능을

크게 변화 시킬 수 있음을 암시한다. 즉, 본 연구결과는 보다 개

선된 생리활성을 갖는 크리신 유도체의 개발을 위한 기초자료로

서 플라본 구조 중 플라본 환의 8번 위치 구조변환이 중요함을

시사한다.
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Fig. 3 − Inhibitory activity of NO production by 8-cycloalkoxychrysin analogs. Data represents arithmetic mean of triplicate experiments. %

Inhibition=100×[1−NO
 

of LPS with the chrysin analogs treated group−NO
 

of the basal)/NO
 

of LPS treated group−NO
 

of the basal)].

Note: Most compounds tested showed cytotoxicity at high doses (20 mM, 40 mM) on RAW cells by MTT bioassay.

Fig. 4 − MTT bioassay results of selected 8-cycloalkoxychrisin

analogs.
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