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자란초에서 분리된 Luteolin 5-glucoside의 함량분석과 

신경세포 보호 활성
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Abstract − In the course of our continuing search for biologically active components from Korean medicinal plants, we isolated

the main compound, luteolin 5-glucoside from aqueous fraction of Ajuga spectabilis. The structure was elucidated by the basis

of 
1
H and 

13
C NMR and TOF ESI-MS data. Quantitative analysis of luteolin 5-glucoside was carried out on a XBridge C18

column (S-5 µm, 4.6×250 mm) with gradient elution composed of acetonitrile:water. The results exhibit that the average content

of main compound in A. spectabilis were 0.048%. Oxidative stress plays a major role Alzheimer’s disease (AD) and other neu-

rodogenerative disease. AD is major health problem and there is currently no clinically accepted treatment to cure or stop its

progression. Pretreatment with luteolin 5-glucoside markedly attenuated H
2
O

2
-induced cell viability loss in a dose-dependent

manner. Luteolin 5-glucoside also inhibited the formation of intracellular reactive oxygen species in SH-SY5Y. The results sug-

gest that luteolin 5-glucoside from A. spectabilis has protective effects against oxidative stress-induced cytotoxicity, which

might be a potential therapeutic compound for treating and/or preventing neurodegenerative disease implicated with oxidative

stress.
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알츠하이머는 기억 능력과 인지력이 상실되는 병으로, 퇴

행성 뇌 신경질환의 대부분을 차지하고 있으며 특히, 뇌 신

경세포 독성은 활성산소종이 세포내 증가함으로써 산화적

스트레스에 영향을 주는 것으로 알려져 있다.
1)

 활성산소종

(reactive oxygen species; ROS)는 세포가 에너지를 얻기 위

해 생성되는 것으로 과생성시 지방 산화, DNA 손상 및 합

성 억제 등을 유발시켜 세포의 큰 손상을 주게 된다.
2)

 산화

적 손상이 지속적으로 진행되며 퇴행성 뇌 질환을 일으키

는 주요한 원인으로 밝혀짐에 따라 폴리페놀, 플라보노이드

와 같이 항산화력이 강한 천연물질을 이용한 알츠하이머병

과 같은 질병을 예방하기 위한 연구가 진행되고 있다.
3)

 최

근 연구에서 quercetin이 알츠하이머 동물모델에서 GSH를

증가시키고 염증인자들은 감소시킴에 따라 알츠하이머의 치

료제로서 가능성을 나타냈으며,
4)

 고들빼기에서 분리된

flavonoid 유도체인 apigenin, luteolin, luteolin 7-glucoside,

luteolin 7-glucuronide의 신경보호 효과를 규명하였다. 그 중

luteolin은 H2O2에 의해 유도된 SH-SY5Y 세포에서의 생존

률을 높이고 ROS 생성을 낮춤으로써 분리된 물질 중 가장

높은 신경세포보호 효과를 나타내었다.
5)

 하지만, luteolin과

그 배당체에 관한 많은 연구가 이루어지고 있다. 최근 정
6)

등은 luteolin 5-glucoside가 RAW 264.7세포에서 항산화 및

항염증 효능을 가진다고 보고하였다. 따라서, 본 연구에서

는 자란초(Ajuga spectabilis)에서 분리된 지표성분 luteolin

5-glucoside의 신경세포의 산화적 손상에 대한 보호능을 평

가하기 위하여 H2O2에 의해 유도된 SH-SY5Y 세포의 사멸

에 대한 보호 효과를 측정하였다.
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재료 및 방법

실험재료 −본 실험에 사용한 자란초는 2013년 11월에 충

북 충주에서 채취하였으며, 목포대학교 한약자원학과 김휘

교수에게 의뢰하여 동정하여 사용하였다. 표본은 한약진흥

재단 한약재연구팀에 보관하였다.

기기 및 시약 −추출 및 분획용 시약, TLC 및 column용

시약 등은 특급시약을 사용하였다. Thin layer chromato-

graphy용 plate는 precoated silica gel 60 F254plate(layer

thickness 0.25 mm, 20×20 cm. Art. 5715, Merck)와 precoated

RP-18 F254Splate(layer thickness 0.25 mm, 20×20 cm. Art.

5423, Merck)를 사용하였으며, UV의 검색은 254와 365 nm

에 측정하였다. Column chromatography의 충진제는 YMC

gel ODS-A(50 μm)를 사용하였다. 단일 화합물의 구조를 규

명하기 위해 이용한 NMR(Nuclear magnetic resonance)

spectrum은 Varian 600 spectrometer(
1
H: 600 MHz, 

13
C:

150 MHz)를 사용하여 측정하였고, NMR 용매는 Sigma. Inc

(USA)의 DMSO-d6를 사용하였다. 세포 배양액인 Minimum

Essential medium(MEM)과 FBS, Streptomycin의 세포 배양

시약들은 Gibco(USA)에서 구입하여 사용하였고, 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium(MTS, CellTiter 96AQueous One

Solution Cell Proliferation Assay)는 promega(USA)에서,

H2O2, 2'7'-dichlorofluorescin diacetate(DCFH-DA)는 Sigma

(USA)에서 구입하여 사용하였다.

추출 및 분획 −자란초 전초 1.7 kg에 methanol을 가하여

3시간 동안 3회 환류냉각 추출 후 감압 농축하여 메탄올 추

출물 284 g을 얻었다. 이를 10% MeOH에 현탁시킨 후, n-

hexane, H2O 순으로 분획하고 각 분획물을 감압, 농축하여

n-hexane 분획물 40 g과 H2O 분획물 220 g을 얻었다. 

지표물질 분리 − H2O 분획물을 ODS gel(50 μm, YMC,

Japan) 500 g이 충진된 glass column(16 cm×80 cm)에 충진

시킨 후 water(in 0.02% formic acid)-ACN 혼합용매(90:10,

80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 0:100)를 전개용매로 하

여 open column chromatography를 진행하였으며, 1 L씩 받

아 TLC로 스크리닝하여 5개의 소분획물을 얻었다(ASW1-

5). 이 중 ASW4(15 g)을 소량의 증류수를 넣어 현탁시키고

ODS gel(20 μm, YMC, Japan) 250 g을 glass column(5 cm

×70 cm)에 충진시키고 water(in 0.02% formic acid)-ACN의

혼합용매(90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 0:100)

로 15 mL/min의 속도로 서서히 유출시켜 500 ml씩 받아

TLC 패턴을 확인하여 9개의 소분획으로 나누었다(ASW4-

1-9). 그 중 main compound가 함유된 ASW4-9(5 g)을 메탄

올에 녹인 다음 Sephadex LH-20(Sigma, Sweden) 200 g이

충진된 glass column(2.5 cm×70 cm)에 로딩시키고 MeOH로

전개하여 50 ml씩 20개를 받은 후 TLC data를 바탕으로 3

개의 소분획으로 나누었다(ASW4-9-3). 그리고 이 중 ASW4-

9-2에서 메탄올 소량을 넣어 재결정화를 유도하여 30 mg을

순수하게 분리하였다(Fig. 1). 

Luteolin 5-glucoside (1) Yellow powder; 
1
H NMR (600

MHz, DMSO-d6) δ 7.38 (1H, dd, J=8.5, 2.0 Hz, H-6'),

7.36 (1H, brs, H-2'), 6.88 (1H, d, J=8.0 Hz, H-5'), 6.79

(1H, d, J=2.0 Hz, H-8), 6.69 (1H, d, J=2.0 Hz, H-6), 6.55

(1H, s, H-3), 4.70 (1H, d, J=7.0 Hz, H-1''), 3.76 (1H, dd,

J=12.0, 2.0 Hz, H-6''a), 3.55 (1H, dd, J=11.5, 5.5 Hz, H-

6''b); 
13

C NMR (150 MHz, DMSO-d6) δ 176.9 (C-4),

162.7 (C-2), 161. 3(C-7), 158.6 (C-5), 158.3 (C-9), 149.2

(C-4'), 145.6 (C-3'), 121.4 (C-6'), 118.5 (C-1'), 115.9 (C-

5'), 113.0 (C-2'), 108.1 (C-10), 105.6 (C-3), 104.5 (C-1''),

104.4 (C-6), 98.2 (C-8), 77.5 (C-3''), 75.5 (C-5''), 73.6 (C-

2''), 69.6 (C-4''), 60.8 (C-6''); LC ESI IT-TOF MS: m/z

447 [M-H]
−
.

표준용액 조제 −자란초로부터 정제한 지표물질 luteolin

5-glucoside를 2.07 mg를 정확히 취해 MeOH를 10 mL가하

여 stock solution을 조제하였고, 단계별(207, 103.5, 51.75,

25.88, 12.94 ppm)로 희석하여 사용하였다. 

검액 조제 −자란초를 분쇄하여 약 1.0 g을 정확히 칭량

하고, 용매별(MeOH, 50% MeOH, EtOH)로 각각 10 mL씩

첨가하여 30 분간 초음파 추출, 여과 후 사용하였다. 추출

조건(초음파 30분, 30분 2회, 60분과 환류 30분, 30분 2회,

60분 추출)에 따른 함량 분석은 동일한 방법으로 칭량 후

MeOH 10 mL를 첨가, 여과 후 검액으로 사용하였다. 

HPLC 분석 조건 −지표성분으로 분리된 luteolin 5-

glucoside을 Table II와 같이 조건 설정 후 함량분석을 실시

하였다. 

검량선 및 직선성(Linearity) −지표물질 luteolin 5-

glucoside의 농도에 따른 직선적인 측정값을 확인하기 위해

직선성을 검토하였다. 표준용액을 MeOH로 단계적(207,

103.5, 51.75, 25.88, 12.94 μg/mL)으로 희석하여 HPLC로

실험하였다. 검량선은 y=ax+b(y: peak 면적, x: 시료농도, a:

직선의 기울기, b: y절편)의 형태로 작성하였다. 

세포 배양 − Human Neuroblastoma cell line인 SH-SY5Y

Fig. 1. Chemical structures of compound 1.



Vol. 47, No. 3, 2016 213

는 한국세포주은행에서 구입하여 사용하였으며, Minimum

Essential medium(EMEM, ATCC, USA)에 10% Fetal

bovine serum(FBS), 100 U/ml streptomycin을 혼합한 배지

를 사용하여 37
o
C, 5% CO2 Incubator에 배양하였다. 

세포 독성 − 96 well plate에 5×104 cells/well의 SH-SY5Y

세포를 분주하고 3시간 동안 배양한 후 시료를 첨가하고 24

시간 동안 배양한 다음 10 μL의 MTT solution을 첨가한 후

CO2 배양기(37
o
C, 5% CO2)에서 3시간 더 배양시킨 후, 즉

시 490 nm서 흡광도의 변화를 측정하여 대조군에 대한 세

포 생존율을 백분율로 표시하였다. 

신경세포보호효과 −세포를 96-well plates에 5×104 cells/

well 농도로 100 μL 씩 분주한 뒤 24시간 동안 배양한 다음

시료를 처리하고 24시간 후 H2O2(최종농도 100 μM)를 첨

가하고 30분간 더 배양한 후 MTT assay로 세포의 생존율

을 측정하였다.

세포 내 ROS 측정 − 세포 내 ROS 측정은 2',7'-

dichlorofluoroescein diacetate(DCFH-DA)가 세포 내로 투과

된 후 아세틸기가 유리된 2',7'-dichlorofluoroescin(DCFH)의

형태에서 ROS와 반응하여 형광물질을 생성하는 성질을 이

용하였다. SH-SY5Y 세포를 96 well plate에 well당 약

8,000 cell이 되도록 접종하여 배양한 후 70-80% confluency

가 되었을 때 luteolin 5-glucoside을 PBS에 녹여 30분간 처

리하였다. 이를 걷어낸 후 10 μM DCFH-DA로 다시 40분

간 처리한 후 flow cytometer(Beckman Coulter, Inc., Brea,

CA, USA)로 측정하였다. 

결과 및 고찰

지표성분 구조 분석 −지표물질은 노란색 가루로 재결정

되었으며, TLC분석에서 Aninalehyde 발색 시약 분무 후 가

열시 노란반점을 나타내어 flavonoid로 추정하였다. ESI IT-

TOF MS spectra에서 분자량 447 [M-H]
−
을 확인하였고,

MSMS 분석에서 모핵인 luteolin 분자량 285 [M-H]
−
을 추

가로 확인하였다.
6)

 
1
H-NMR spectrum에서 δH 7.38(1H, dd,

J=8.5, 2.0 Hz, H-6'), 7.36(1H, brs, H-2'), 6.88(1H, d,

J=8.0 Hz, H-5')에서 flavonoid B-ring의 1,3,4-치환된 3개의

proton peak을 확인하였고, δH 6.79(1H, d, J=2.0 Hz, H-8),

6.69(1H, d, J=2.0 Hz, H-6)에서 A-ring의 meta coupling하

는 2개의 doublet peak, δH 6.55(1H, s, H-3)에서 C-ring의

single peak을 확인하였다. 추가적으로 당의 anomeric proton

δH 4.70(1H, d, J=7.0 Hz, H-1'')을 관찰하였다. 
13

C-NMR

spectrum에서 15개의 flavonoid 모핵 peak와 당의 carbon

peak[δC 104.5(C-1''), 77.5(C-3''), 75.5(C-5''), 73.6(C-2''),

69.6(C-4''), 60.8(C-6'')]이 관찰되었다. 당의 anomeric proton

의 coupling constant 값이 7.0으로 β형태로 확인하였다.
8)

Luteolin 7번 위치에 glucose가 결합되었을 때 
1
H-NMR

spectrum에서 δH 6.88(1H, d, J=1.8 Hz, H-8), 6.77(1H, d,

J=1.8 Hz, H-6) 그리고 
13

C-NMR spectrum에서 δC 99.5(C-

6), 94.7(C-8)의 데이터를 비교하여 5번 위치에 결합된 것을

확인하였다.
9)

 이상의 결과를 바탕으로 기존의 문헌과 비교

하여 luteolin 5-glucoside로 구조 결정하였다.
6)

 

함량분석 −자란초에서 분리한 luteolin 5-glucoside을 지

표성분으로 하여 HPLC 분석법을 확립하고자 하였다. Table

II와 같은 조건으로 진행하여 머무름 시간은 11.4 min에서

확인할 수 있었다(Fig. 2). 위의 분석법을 바탕으로 추출용

매에 따른 지표성분 함량 비교 시 MeOH 추출에서 가장 높

은 효율을 보였고(Table III), MeOH을 이용한 추출조건별

결과 환류 추출 30분 2회 반복에서 가장 높은 효율을 확인

하였다(Table IV). 지표물질의 표준용액을 1~200 μg/mL의

범위에서 검량선 상관계수(R
2
)은 1.000으로 높은 직선성을

나타내었다(Fig. 3). 이와 같은 방법으로 지표성분의 함량을

구하였고, 그 결과 자란초 MeOH 추출물에 0.048%의

luteolin 5-glucoside을 함유하였다(Table I). 

세포생존률 − Luteolin 5-glucoside의 세포독성을 나타내는

Table I. Calibration data for analysis of luteolin 5-glucoside

Compound

Regression equation

y=ax+b Contents

(mg/g)
R

2 LOD

(µg/mL)

LOQ

(µg/mL)
Slope(a) Intercept(b)

Luteolin-5-glucoside 15632.17 3317.25 0.48±0.00 1.0000 0.07 0.22

Table II. HPLC condition of luteolin 5-glucoside

Instrument HPLC (Shimadzu 20 AD)

Flow rate 1.0 mL/min

Injection volumn 10 µL

UV length 360 nm

Mobile solvent A : 0.1% formic acid in water

B : 0.1% formic acid in ACN

Mobile phase Time A (%) B (%)

0 87 13

30 77 23

Table III. The contents of luteolin 5-glucoside by extract

solvents 

Solvents

Content (%)

MeOH 50% MeOH EtOH

0.036 0.035 0.006
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농도를 알아보기 위해 MTS 분석법을 이용하여 세포생존

율을 측정하였다. MTS(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium)는

살아 있는 세포에 있는 Mitochondrial NADH-dehydrogenase

와 반응하여 tetrazolium salt를 환원시켜 색상을 갖은

formazan을 형성하여 살아있는 세포를 정량화 할 수 있다.

Luteolin 5-glucoside는 6.25, 12.5, 25 μM의 농도로 처리하

였을 때 모든 세포에서 세포독성이 나타나지 않았다(Fig. 4).

H
2
O

2
로 유도된 산화적 스트레스 상태에서 Luteolin 5-

Glucoside 신경세포보호효과 −알츠하이머는 기억 능력과

인지능력이 상실되는 임상특성을 가지고 있는 퇴행성 뇌신

경 질환으로써 산화적 스트레스에 의한 뇌 신경세포의 사

멸에 의해 발생되며, 천연 항산화 소재인 플라보노이드, 폴

리페놀 등은 산화적 스트레스로부터 신경세포 보호 효과가

뛰어난 것으로 보고되고 있다.
9)

 

MTS법을 이용하여 luteolin 5-glucoside의 H2O2에 의해 유

도된 산화적 스트레스 상태에서 SH-SY5Y 세포주에 대한

신경세포 보호효과에 대한 결과는 Fig. 5에 나타내었다. 아

무것도 처리하지 않은 control군에 비해 H2O2만을 처리한

군에서는 72%의 생존율을 나타내었고, luteolin 5-glucoside

처리시 농도의존적으로 세포 생존율이 증가하는 것으로 나

타났다. 이들 결과로부터 luteolin 5-glucoside 신경모세포종

의 산화적 손상에 대한 세포 보호 효과를 갖고 있는 것으

로 확인되었다.

Fig. 2. HPLC chromatogram of luteolin 5-glucoside (A) and Ajuga spectabilis (B).

Table IV. The contents of luteolin 5-glucoside by extraction time and methods 

Extraction method Sonication Reflux

Time (min) 30 30*2 60 30 30*2 60

Content (%)

0.031 0.031 0.035 0.042 0.04s9 0.048

0.031 0.034 0.030 0.038 0.047 0.042

0.032 0.032 0.036 0.043 0.048 0.041

SD 0.032 0.032 0.034 0.041 0.048 0.044

Average 0.001 0.002 0.003 0.003 0.001 0.004

Fig. 3. Calibration curve of luteolin 5-glucoside.
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다음으로, DCFH-DA는 세포내로 비교적 자유롭게 투과

되지만 세포내 esterase에 의해 DCFH로 전환되어진다. 전

환된 DCFH는 세포 투과성이 낮아 세포 내에 축적되며 세

포내 ROS로 존재할 경우 이와 반응하여 형광물질로 전환

된다. Fig. 6은 luteolin 5-glucoside를 먼저 처리한 후 유세

포 분석을 통하여 세포내 ROS 함량을 측정한 결과를 나타

내었다. luteolin 5-glucoside를 처리한 모든 군에서 H2O2만

처리한 군에 비해 농도의존적으로 ROS함량이 유의적으로

감소하였다. 정
6)

 등은 Raw 264.7세포에서 luteolin 5-

glucoside가 ROS생성을 억제한다고 보고하였으며, 본 연구

에서도 luteolin 5-glucoside가 ROS 생성을 농도의존적으로

감소시켰다.

권
11)

 등의 보고에 따르면 luteolin이 SH-SY5Y세포에서

H2O2로 유도한 세포독성을 억제하여 세포생존율을 높이고

MAPKs의 활성을 억제함에 따라 신경세포보호작용이 있다

고 발표하였다. 또한, luteolin은 Nrf2의 활성을 조절하여

ROS 생성을 억제하여 항산화활성을 증가시켜 세포보호 효

과가 있다고 보고 된 바 있다.
12) 
본 연구에서도 luteolin의 배

당체인 luteolin 5-glucoside가 세포사멸을 억제하고 세포 내

ROS 생성을 감소시킴에 따라 ROS에 의해 발생하는 뇌세

포 사멸에 대해 보호작용의 역할을 할 것으로 사료되며, 향

후 luteolin 5-glucoside의 구체적인 기전연구가 진행되어야

할 것이다.

결 론

자란초의 전초로부터 지표성분인 luteolin 5-glucoside (1)

를 컬럼크로마토그래피법을 이용하여 분리하였고, 
1
H, 

13
C

Fig. 4. Effect of luteolin 5-glucoside on cell viability in SH-

SY5Y cells. 

Fig. 5. Effect of luteolin 5-glucoside on hydrogen perxide-

mediated cytotoxicity in SH-SY5Y cells. 

Fig. 6. Effect of luteolin 5-glucoside on hydrogen peroxide-

mediated ROS induction in SH-SY5Y cells. 
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NMR과 TOF-ESI MS를 이용하여 구조동정 하였다. 분리된

지표성분을 이용하여 자란초의 분석법을 확립하여 MeOH

환류 30분 2회 반복 추출 시 0.048%으로 가장 많은 양을

함유하는 것으로 검출되었다. 지표성분의 luteolin 5-glucoside

가 H2O2에 의해 유도되는 산화적 스트레스 상태에서 ROS

생성을 억제시키고, 세포생존률을 증가시킴에 따라 신경세

포 손상을 억제하거나 보호효과가 있는 것으로 사료된다.
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