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Abstract − Bioassay guided fractionation and isolation of the CH
2
Cl

2
 extract from the apical bud of Gardenia sootepensis

(Rubiaceae) led to the isolation of five known flavonoids (1-5). The structures of the compounds were determined by 1D and

2D NMR, and MS experiments, as well as by comparison of their data with published values. Compounds 1-5 were isolated

for the first time from this plant source. The isolated compounds were evaluated for their cancer chemopreventive potential

based on their ability to inhibit nitric oxide (NO) production. Among the isolates, compound 4 exhibited considerable NO inhib-

itory activity with an IC
50

 value of 13.8 µM.
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Gardenia(Rubiaceae) 속 식물은 현재 80여 종이 보고되었

고, 전세계 열대 지역에 분포 되어있다. 동남아에서는 G.

sootepensis을 포함하여 15 종이 알려져 있다.
1)

 Gardenia 종

들의 추출물은 항균,
2)

 항궤양,
3)

 진통,
4)

 이뇨,
4)

 고혈압,
4)

 유

충 제거 등의 활성들을 가지고 있으며,
5)

 이 식물에서는

cycloartane triterpenoid들이 주 성분들로 알려져 있다. 이들

화합물들은 암세포에 대한 독성 및 항 HIV-1 바이러스 활

성을 갖는 것으로 알려져 있으며,
6-10)

 최근에 들어 이들의

항염증 관련 연구가 진행되어 추가로 알려져 있다.
11)

 그러

나, 이 식물에서 cycloartane triterpenoid 화합물들을 제외한

다른 이차 대사산물들 및 이들의 활성 관련 연구는 아직까

지 보고되지 않고 있다.

약용으로 사용되고 있는 식물들에 대한 이차 대사산물 및

항 염증에 관한 연구에서 G. sootepensis 끝눈의 CH2Cl2 분

획이 LPS 처리에 의해 유도되는 RAW 264.7 세포에서 NO

생성을 억제하는 활성을 보였다. 본 연구에서 G. sootepensis

의 끝눈 부위에 대한 이화학적 연구를 통하여 5 종의

flavonoid 화합물들을 처음 분리하여 구조를 동정하였으며,

이들의 항 염증 활성을 측정 하였다. 

재료 및 방법

실험재료 −연구에 사용된 G. sootepensis는 2012년 6월

태국 북부의 치앙라이(Chiang Rai) 지역에서 채집되었으며,

Mae Fah Luang 대학교의 Surat Laphookhieo 교수에 의하

여 동정되었다. 시료들은 음건하여 세절 하였으며, 표본

(GS001)은 하와이 주립대학교 약학대학 장영기(Leng Chee

Chang) 교수의 표본실에 보관하였다. 

기기 및 시약 − UV 및 IR은 각각 Shimadzu PharmaSpec-

1700 UV-visible spectrophotometer 와 Bruker Tensor-27

spectrophotometer 모델을 사용하였다. 1D 및 2D NMR은

Bruker AVANCE(400 MHz) spectrometer를 사용하였다.

Mass spectra는 BioTOF II ESI mass spectrometer를 이용하

였다. TLC는 Merck precoated silica gel F254 plates를 사

용하였으며, RP TLC로는 RP-C18 F254s plates가 이용되었

다. UV light를 이용하여 254 nm와 365 nm 파장에서 1차적

으로 확인하고 10% sulfuric acid를 이용하여 발색 확인하
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였다. Column chromatography에 이용된 충진제는 silica gel

60(Merk Co., 70-230 mesh), RP-C18 silica gel(YMC GEL

ODS-A, 12 nm, S-75 µm)과 Sephadex LH-20(Pharmacia

Co.)가 이용되었다. Semi-preparative HPLC는 Beckman

Coulter Gold-168 system을 이용하였고, column으로는

Alltech reversed-phase Econosil C-18 column(10 µm, 10×

250 mm)을 사용하였다. 

추출 및 분리 − G. sootepensis(15.8 g)의 건조한 끝 눈 부

위를 CH2Cl2 용매로 2 L씩 3 회에 걸쳐 추출 및 여과하였

다. 추출 여과 액은 감압 농축기를 이용하여 농축액 10 g을

얻었다. CH2Cl2 추출물(9 g)은 silica gel column(230-400

mesh, 360 g), hexane-ethyl acetate(50:1~0:100)의 조건으로

분리를 진행하였고, 10개의 분획물(Fc1-Fc10)들을 얻었다.

분획물 Fc4(2 g)는 sephadex LH-20 gel column과 이동상으

로 H2O-MeOH(30:70~0:100) 용매를 사용하여 6개의 소분

획(Fc4L1-Fc4L6)들을 얻었다. 화합물 4(35 mg)와 5(82 mg)

는 CHCl3 용매를 이용하여 각각의 소분획 Fc4L2와 Fc4L3

로부터 재결정에 의하여 얻어졌다. 화합물 2(275 mg)는 소

분획 Fc4L6로부터 silica gel column과 hexane-ethyl acetate

(50:1 to 1:1) 용매를 사용하여 정제하였다. 분획물 Fc6(1.5 g)

은 silica gel column(φ 7 cm; 230-400 mesh, 250 g)과 이동

상 용매, hexane-ethyl acetate(99:1~1:1)를 이용하여 8개의

소분획(Fc6s1-Fc6s8)들을 얻었다. 소분획 Fc6s3은 다시

sephadex LH-20 gel column과 이동상 용매, H2O-MeOH

(50:50~0:100)를 사용하여 5개의 소분획(Fc6s3.1-Fc6s3.5)들

을 얻었고, 소분획 Fc6s3.4는 semi-prep. HPLC를 이용하여

Econosil C-18 column(10 µm, 10×250 mm) 및 MeOH-H2O/

0.1% acetic acid = 90:10~100:0의 용매 조건에서 화합물

1(3 mg, tR 78 min)과 3(2.5 mg, tR 81 min)을 분리하였다. 

Demethoxycentaureidin (1) −Yellow amorphous powder,

UV (MeOH) λmax (log ε) 278 (4.0), 331 (3.7) nm; IR

νmax (KBr) 3323, 1656 cm
-1

; LCMS m/z 331 [M + H]
+
;

1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δH 13.03 (1H, s, 5-OH),

7.54 (1H, dd, J=8.8, 2.4 Hz, H-6′), 7.42 (1H, d, J=2.4

Hz, H-5′), 7.09 (1H, d, J=8.8 Hz, H-2′), 6.75 (1H, s, H-

8), 6.58 (1H, s, H-3), 3.86 (3H, s, 4′-OCH3), 3.75 (3H, s,

6-OCH3); 
13

C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δC 182.2 (C-

4), 163.9 (C-2), 157.9 (C-7), 152.8 (C-8a), 152.6 (C-5),

151.3 (C-4′), 147.1 (C-3′), 131.7 (C-6), 123.1 (C-1′), 118.8

(C-6′), 113.1 (C-2′), 104.5 (C-4a), 104.1 (C-3), 103.1 (C-

5′), 94.4 (C-8), 60.4 (4′-OCH3), 56.1 (6-OCH3). 

5,7,2′,5′-Tetrahydroxy-6,3′,4′-trimethoxyflavone (2) −

Yellow amorphous powder, UV (MeOH) λmax (log ε) 268

(4.1), 320 (3.8) nm; IR νmax (KBr) 3323, 1656 cm
-1

;

LCMS m/z 377 [M + H]
+
; 

1
H-NMR (400 MHz, DMSO-

d6) δH 13.03 (1H, s, 5-OH), 10.77 (1H, s, 7-OH), 9.55

(1H, s, 2′-OH), 9.22 (1H, s, 5′-OH), 7.12 (1H, s, H-6′),

7.04 (1H, s, H-3), 6.51 (1H, s, H-8), 3.87 (3H, s, 4′-

OCH3), 3.78 (3H, s, 3′-OCH3), 3.76 (3H, s, 6-OCH3); 
13

C-

NMR (100 MHz, DMSO-d6) δC 182.6 (C-4), 161.5 (C-2),

157.8 (C-7), 153.1 (C-5), 152.9 (C-8a), 145.1 (C-4′),

144.0 (C-5′), 143.7 (C-2′), 142.2 (C-3′), 131.7 (C-6), 112.5

(C-1′), 109.3 (C-6′), 108.5 (C-3), 104.5 (C-4a), 94.4 (C-8),

61.4 (3′-OCH3), 60.7 (4′-OCH3), 60.4 (6-OCH3). 

5,7,3′-Trihydroxy-6,4′,5′-trimethoxyflavone (3) − Yellow

amorphous powder, UV (MeOH) λmax (log ε) 279 (4.1),

330 (3.6) nm; IR νmax (KBr) 3229, 2934, 1651 cm
-1

;

LCMS m/z 361 [M + H]
+
; 

1
H-NMR (400 MHz, DMSO-

d6) δH 12.97 (1H, s, 5-OH), 7.14 (1H, d, J=2.1 Hz, H-2′),

7.12 (1H, d, J=2.1 Hz, H-6′), 6.86 (1H, s, H-3), 6.57 (1H,

s, H-8), 3.88 (3H, s, 5′-OCH3), 3.76 (3H, s, 6-OCH3),

3.75 (3H, s, 4′-OCH3); 
13

C-NMR (100 MHz, DMSO-d6)

δC 182.6 (C-4), 163.6 (C-2), 157.8 (C-7), 153.9 (C-5′),

153.2 (C-5), 152.8 (C-8a), 151.3 (C-3′), 140.0 (C-4′),

131.8 (C-6), 126.3 (C-1′), 108.1 (C-2′), 104.6 (C-3), 104.6

(C-4a), 102.5 (C-6′), 94.7 (C-8), 60.5 (4′-OCH3), 60.3 (6-

OCH3), 56.5 (5′-OCH3). 

Umuhengerin (4) − Yellow amorphous powder, UV

(MeOH) λmax (log ε) 278 (4.0), 331 (3.7) nm; IR νmax

(KBr) 3323, 2291, 1656, 1591 cm
-1

; LCMS m/z 389 [M

+ H]
+
; 

1
H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δH 12.83 (1H, s,

5-OH), 7.39 (2H, s, H-2′/H-6′), 7.16 (1H, s, H-3), 7.03

(1H, s, H-8), 3.96 (3H, s, 7-OCH3), 3.92 (6H, s, 3′-OCH3/

5′-OCH3), 3.76 (3H, s, 4-OCH3), 3.75 (3H, s, 6-OCH3);
13

C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) δC 182.8 (C-4), 163.7

(C-2), 159.2 (C-7), 153.7 (C-3′/C-5′), 153.2 (C-8a), 152.4

(C-5), 141.3 (C-4′), 132.4 (C-6), 126.3 (C-1′), 105.7 (C-

4a), 105.2 (C-3), 104.6 (C-2′/C-6′), 92.3 (C-8), 60.7 (4′-

OCH3), 60.5 (6-OCH3), 57.0 (7-OCH3), 56.8 (3′-OCH3/5′-

OCH3).

5,7,2′,5′-Tetrahydroxy-6,3′,4′-trimethoxyflavone (5) −

Yellow amorphous powder, UV (MeOH) λmax (log ε) 279

(4.0), 329 (3.5) nm; IR νmax (KBr) 3325, 2289, 1654,

1591 cm
-1

; LCMS m/z 391 [M + H]
+
; 

1
H-NMR (400

MHz, DMSO-d6) δH 12.89 (1H, s, 5-OH), 7.20 (1H, s, H-

6′), 7.11 (1H, s, H-3), 6.82 (1H, s, H-8), 3.93 (3H, s, 7-

OCH3), 3.87 (3H, s, 4′-OCH3), 3.79 (3H, s, 3′-OCH3),

3.74 (3H, s, 6-OCH3); 
13

C-NMR (100 MHz, DMSO-d6)

δC 182.0 (C-4), 161.9 (C-2), 159.3 (C-7), 153.2 (C-5),

152.4 (C-8a), 145.3 (C-4′), 144.8 (C-5′), 144.2 (C-2′),

142.2 (C-3′), 132.0 (C-6), 112.5 (C-1′), 109.6 (C-6′), 108.8

(C-3), 105.5 (C-4a), 91.7 (C-8), 61.4 (3′-OCH3), 60.8 (4′-
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OCH3), 60.5 (6-OCH3), 56.9 (7-OCH3). 

Nitric Oxide(NO)생성 억제 활성 측정
12)

− LPS 처리에

의해 유도되는 RAW 264.7 세포에서 NO 생성이 각 시료에

의해 억제되는 것을 측정하기 위해 배양된 세포를 4×10
5

cells/well 수준으로 24 well plate에 1 ml씩 배양한 다음 24

시간 동안 배양하고, 24시간 후 medium을 제거한 후

RPMI1640으로 희석된 각 농도 별 시료 처리 후 LPS(1 µg/

ml)를 처리하여 24시간 후 세포에서 medium으로 분비되어

나온 NO의 양을 Griess 시약[0.1%(w/v) N-(1-naphathyl)-

ethylenediamine and 1%(w/v) sulfanilamide in 5%(v/v)

phosphoric acid]을 사용하여 반응하였다. 반응 후 ELISA

microplate reader(Bio Rad Laboratories Inc., California,

USA)를 사용하여 540 nm에서 측정하였다. L-N
G
-monomethyl

arginine citrate(L-NMMA)는 비교 대조군으로 사용되었다

(IC50 25.1 μM).

결과 및 고찰

G. sootepensis의 CH2Cl2 추출물을 실리카 및 C-18 젤 칼

럼 크로마토그래피로 분획한 후 재결정법 및 분취용 HPLC

를 실시하여 총 5 종의 대사산물들을 분리하였다(Fig. 1). 

화합물 1은 밝은 노랑색의 가루 형태로 얻어졌으며, LC-

MS spectrum에서 m/z 331 [M + H]
+
의 ion peak를 확인하

였다. UV spectrum은 331과 278 nm에서 각각 double bond

과 carbonyl group에 해당하는 흡수 밴드를 보였다. IR

spectrum은 1656 cm
-1
에서 conjugated C=O group과 3323

cm
-1
에서 hydroxyl group의 특징적인 흡수 피크를 나타내었

다. 화합물 1의 
13

C NMR spectrum은 두 개의 methoxy

carbon들을 포함하여 17개의 carbon signal들을 나타내었다.

UV 및 
1
H과 

13
C NMR spectra를 토대로 화합물 1은 flavone

의 구조로 확인하였다.
13)

 화합물 1의 
1
H NMR spectrum은

δH 13.03에서 C=O group과의 수소결합으로 인하여 저 자

장 영역으로 이동된 hydroxyl group proton과 δH 6.75 (H-

8)와 6.58 (H-3)에서 두 개의 aromatic singlet proton들을 나

타내었으며, 이들의 상관관계는 HMBC 실험에서 확인되었

다(Fig. 2). 추가적으로 δH 7.42 (1H, d, J=2.4 Hz, H-2′),

7.09 (1H, d, J=8.8 Hz, H-5′), 7.54 (1H, dd, J=8.8, 2.4

Hz, H-6′)에서 화학적 이동값들은 ABX-type의 aromatic

system proton들을 의미하였다. HMBC 실험은 hydroxy

proton (δH 13.03)과 C-5 (δC 151.4)/C-6 (δC 131.7)/C-4a

(δC 104.4)의 correlation들과 methoxy proton (δH 3.75)과

C-6의 correlation을 확인 함으로써 A-ring의 C-6에 methoxy

group이 치환되어 있다는 것을 알 수 있었으며, H-6′ (δH

7.54)/OCH3 (δH 3.86) 와 C-4′과의 HMBC correlation을 확

인함으로써 나머지 하나의 methoxy group (δH 3.86)이 B-

ring의 C-4′ 위치에 치환되어 있음을 확인하였다. 따라서, 화

합물 1번은 위의 물리 화학적 실험 및 문헌 값과의 비교에

의하여 demethoxycentaureidin 구조로 동정하였다.
14)

화합물 2번은 밝은 노랑색 가루로 얻어졌다. LC-MS

spectrum은 m/z 377 [M + H]
+
에서 ion peak를 보였다. 화

합물 2번의 
1
H NMR spectrum은 δH 3.75 (3H, s, 6-OMe),

3.78 (3H, s, 3′-OMe)와 3.87 (3H, s, 4′-OMe)에서 3개의

methoxy signal들과 저 자장 영역의 δH 13.03 (5-OH), 10.77

(7-OH), 9.55 (2′-OH), 9.22 (5′-OH)에서 4개의 hydroxy

proton signal들을 보였으며, δH 7.04 (1H, s, H-3), 6.50

(1H, s, H-8), 7.12 (1H, s, H-6′)에서 각각 singlet으로 나타

나는 aromatic signal들을 확인하였다. 
13

C 및 DEPT NMR

실험은 δC 60.3 (6-OMe), 61.4 (3′-OMe), 60.7 (4′-OMe)에

서 3 개의 methoxy signal들과 δC 108.5 (C-3), 94.4 (C-8),

109.3 (C-6′)에서 3 개의 protonated aromatic carbon들, [δC

161.5 (C-2), 157.8 (C-7), 153.1 (C-5), 152.9 (C-8a), 145.1

(C-4′), 144.0 (C-5′), 143.7 (C-2′), 142.2 (C-3′), 131.7 (C-

6)]에서 9개의 oxygenated quaternary aromatic carbon들, 이

들보다 비교적 고자장의 방향족 영역 δC 112.5 (C-1′) 와

104.5 (C-4a)에서 나타나는 2개의 4차 aromatic carbon들, 그

리고 δC 182.6 (C-4)에서 한 개의 carbonyl carbon을 보였

다. HMBC 실험에서 5-OH/6-OCH3 proton들과 C-6, 2′-

OH/3′-OMe proton들과 C-3′ 그리고 H-6′/5′-OH/4′-OMe 과

C-4′ 사이의 correlation들은 Fig. 2에 보여지는 것처럼 -OH

와 -OCH3 group들의 치환된 위치를 제시하였다. 추가적인

HMBC 와 NOESY 실험들은 Fig. 2에 나타내었다. 따라서,

화합물 2의 구조는 G. carinata 식물로부터 분리된 5,7,2′,5′-

tetrahydroxy-6,3′,4′-trimethoxyflavone과 일치하였다.
15) 

화합물 3의 UV, IR, and NMR spectra는 2번의 data들과

유사한 값들을 보였으나, 3은 B-ring의 δH 7.14 (1H, d,

J=2.1 Hz, H-2′)와 7.12 (1H, d, J=2.1 Hz, H-6′)에서 2개의

aromatic doublet proton들과 δH 6.57 (1H, s, H-8)에서 하나

Fig. 1. Structures of compounds 1-5 isolated from Gardenia

sootepensis.
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의 singlet aromatic proton 그리고 δH 3.88 (3H, s, H-5′)에

서 하나의 methoxy proton과 같이 2와는 다른 pattern의

signal들을 보였다. HMBC NMR 실험에서 H-8 (δH 6.57)

와 C-4/C-4a/C-6/C-7/C-8a; H-2′ (δH 7.14)/H-6′ (δH 7.12)

와 C-1′/C-4′/C-2들 사이의 correlation들은 화합물 3의 구조

가 Artemisia reptans
16)

 식물에서 분리된 5,7,3′-trihydroxy-

6,4′,5′-trimethoxyflavone라는 것을 의미하였다.

화합물 4의 구조는 LC-MS의 m/z 389 [M + H]
+
에서

molecular ion peak를 보였다. 4번의 NMR spectrum은 3번

의 그것들과 매우 유사 하였지만 C-7와 C-3′ 위치에 2개의

methoxy group들이 추가적으로 치환된 형태를 보였다. 
1
H

NMR spectrum의 화학적 이동값 δH 7.39 (2H, s, H-2′/H-6′)

와 δH 3.92 (6H, s, H-3′&H-5′)에서 각각 두 개의 동등한

aromatic proton들과 methoxy proton들이 발견된 것으로 보

아 B-ring은 대칭적인 구조를 가지고 있음을 알 수 있었다.

이는 Fig. 2에서 보여지는 것처럼 HMBC 와 NOESY NMR

실험에서 확인 되었다. 따라서, 화합물 4의 구조는 Lantana

trifolia 식물에서 분리된 umuhengerin의 구조로 동정 되었

다.
17)

화합물 5은 분광학적 분석 및 문헌 값과의 비교에 의하여

5,7,2′,5′-tetrahydroxy-6,3′,4′-trimethoxyflavone으로 확인되었

다.
15)

항 염증 관련 활성 screening 연구에서 G. sootepensis의

끝눈 부분의 CH2Cl2 추출물이 LPS 처리에 의해 유도되는

RAW 264.7 세포에서 NO 생성을 98%로 저해하는 것으로

나타났다. 또한, 이로부터 분리된 이차 대사산물들의 NO 생

성 억제 활성을 측정한 결과 Table I에서 보여지는 것처럼

화합물 2번은 IC50 39.3 μM로 중간 정도의 활성을 보인 반

면 화합물 4번은 IC50 13.8 μM로 양성 대조군으로 사용된

L-N
G
-monomethyl arginine citrate(L-NMMA)(IC50 25.1 μM)

에 비하여 더 강한 활성을 보이는 것으로 나타났다. 나머지

화합물들은 활성이 없는 것으로 나타났다. 분리된 flavonoid

유도체들의 항 염증 활성은 본 연구에서 처음으로 밝혀졌다. 

결 론

G. sootepensis 식물의 끝눈 부위에 대한 CH2Cl2 추출물로

부터 이차 대사산물들의 분리 연구를 실시한 결과 5개의

Fig. 2. Important 
1
H-

13
C HMBC and NOESY correlations for 1-4.

Table I. Inhibition effect of compounds 1-5 against the NO

production in LPS-stimulated RAW 264.7 cells

Compounds
Nitrite assay

%inhib.
a

%surv.
b

IC
50

 (μM)

CH
2
Cl

2
 extract 98.0±1.6 62.5±2.4

1 10.2±1.1 99.8±0.6 nd
d

2 61.0±2.0 78.5±1.3 39.3±3.0 

3 38.1±3.1 95.9±1.2 nd
d

4 79.6±0.7 61.4±0.5 13.8±0.4

5 25.1±2.2 98.6±1.7 nd
d

L-NMMA
c

25.1±2.3
a
% inhibition of NO production at 50 µM.
b
% survival at concentration of 50 µM. 
c
positive control for NO. 
d
nd, not determined.
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flavonoid 화합물들을 얻었다. 이들 화합물들은 각각

demethoxycentaureidin(1) 5,7,2′,5′-tetrahydroxy-6,3′,4′-trimet-

hoxyflavone(2), 5,7,3′-trihydroxy-6,4′,5′-trimethoxyflavone(3),

umuhengerin(4) 및 5,7,2′,5′-tetrahydroxy-6,3′,4′-trimethoxy-

flavone(5)로 동정 되었으며, 분리된 화합물들 모두 G.

sootepensis에서 처음 보고되었다. 특히, 화합물 4번은 화합

물 2번과 함께 G. sootepensis 식물의 끝눈 부위의 주성분들

로 분리되었으며, 50 μM의 처리 농도에서 약간의 세포 독

성을 보였으나, 양성의 항 염증 활성을 나타내었다. 그러나,

나머지 주성분으로 분리된 화합물 5번은 활성을 보이지 않

았다. 자연에는 수많은 종류의 flavonoid 유도체들이 존재하

는데, 특히, flavonoid 화합물들의 항 염증 연구와 관련하여

kaempferol 및 glycosylated kaempferol 유도체들,
18,19)

quercetin 및 이 화합물의 glycosylated 유도체들과
20)

 Helmin-

thostachys zeylanica로부터 분리된 neougonin
21)
과 같이 일

부 prenylated flavonoid 구조들은 강한 항 염증 효과를 갖

는 것으로 알려져 있다. 한편, flavonoid 구조에 methoxy

group이 치환된 유도체들에서는 비교적 약한 nitric oxide 활

성이 알려져 있으나,
22)

 본 연구의 결과에서는 OCH3 작용기

가 다수 치환 되어 있는 화합물 4의 구조에서 NO 생성 억

제 활성이 비교적 강하게 나타나는 것을 알 수 있었다. 따

라서 추가적으로 flavonoid 화합물들에 대한 다양한 유도체

및 세밀한 활성 연구들이 필요할 것으로 생각되며, 앞으로

항 염증과 관련된 화학 및 생물학적 연구 분야에 기여할 것

으로 사료된다.
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