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Abstract The fruits of Panax ginseng were extracted with 80%

aqueous MeOH and the concentrates were partitioned into EtOAc,

n-BuOH, and H2O fractions. The repeated SiO2 and octadecyl

SiO2 column chromatographies for the EtOAc fraction led to

isolation of five ginsenosides. The chemical structures of these

compounds were determined as ginsenoside F1 (1), ginsenoside

F2 (2), ginsenoside F3 (3), ginsenoside Ia (4), notoginsenoside Fe

(5) based on spectroscopic analyses including nuclear magnetic

resonance, MS, and infrared. Compounds 2-5 were isolated for the

first time from the fruits of P. ginseng in this study. All isolated

compounds were evaluated for cytotoxic activities against human

cancer cell lines such as HCT-116, SK-OV-3, human cervix

adenocarcinoma (HeLa), HepG2, and SK-MEL-5. Among them

compounds 2, 4, and 5 showed significant cytotoxicity on cancer

cells. Compound 2 exhibited cytotoxicity on SK-MEL-5, HepG2,

and HeLa cells with IC50 values of 82.8, 86.8, and 78.3 µM,

respectively. Compound 4 showed cytotoxicity on HCT-116, SK-

MEL-5, SK-OV-3, HepG2, and HeLa cells with IC50 values of

24.5, 25.4, 26.3, 22.0, and 24.9 µM, respectively. Compound 5 did

on SK-MEL-5 cell with IC50 value of 81.7 µM. The cytotoxicity

of ginsenoside 2, 4, and 5 isolated from the fruits of Panax

ginseng showed strong inhibition effect against on cancer cells, all

of which have a glucopyranosyl moiety on C-3.

Keywords Cytotoxicity · Fruit · Ginsenoside · Human cancer

cells · Panax ginseng

서 론

우리나라의 인삼은 고려인삼 (Panax ginseng)이라 불리며, Gillis

의 연구[1]에 따르면 인삼은 두릅나무과 (Araliaceae)에 속하는

여러해살이 초본 식물이다. 인삼의 속명인 Panax는 모든 것을

뜻하는 ‘Pan’과 치료를 뜻하는 ‘Axos’로 이루어져있다. 속명으

로 알 수 있듯이 인삼은 뿌리가 주로 한방에서 이용되는 대표

적인 약용식물로 Li와 Li의 연구[2]에 따르면 예로부터 강장제,

피로회복제로 사용되었으며 항암, 항산화, Singh 등의 연구[3]에

서 면역 증진의 효능이 보고 되어있다. Choi의 연구[4]에서 인

삼은 주요성분인 ginsenoside를 비롯하여 다양한 종류의 이차대

사산물을 함유하고있다. 특히 인삼의 사포닌인 ginsenoside는

Kim 등의 연구[5]에서 항암, 항산화, 항고혈압, Kim 등의 연구
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[6]에서 항당뇨 등의 활성이 보고되었으며, Lee 등의 연구[7]에

서 현재까지 수십 여종 이상이 분리 및 보고되었다. 최근 Wang

등의[8] 인삼 열매 성분 함량 연구에 의하면, 인삼 열매가 뿌리

에 비해 사포닌 함량이 2배 이상 많은 것을 알 수 있다. 또한

Yahara 등의 연구[9]에 따르면 인삼 열매에는 뿌리에는 존재하

지 않는 ginsenoside가 함유되어 있다. Ginsenoside에는 주요

ginsenoside인 ginsenoside Rb1, Rb2, Re, Rg1 등과, 미량

ginsenoside인 ginsenoside F1, F2, compound K 등이 존재한

다. 그 중 미량 ginsenoside는 주요 ginsenoside 에 비해 흡수

율이 높고, Chae 등의 연구[10]에서 약리 활성이 좋다고 알려

져 있으며, ginsenoside F2는 Mai 등의 연구[11]에서 항암 활성

이 뛰어난 것으로 알려져 있다. 본 연구에서는 인삼 열매로부

터 미량 ginsenoside 를 분리 및 구조 동정 하고, 그들에 대한

항암 활성을 평가하고자 실험을 진행하였다.

재료 및 방법

실험재료

실험에서 사용한 인삼(P. ginseng)의 열매는 2013년 2월에 농촌

진흥청에서 제공받아 실험을 진행하였으며, 표본시료(KNPCL-

HP-201302)는 경희대학교 생명과학대학 천연물화학실에 보관되

어 있다.

시약 및 기기

Column chromatography (c.c.)용 silica gel (SiO2) resin은

Kiesel gel 60 (Merck, Darmstadt, Germany)을 octadecyl

SiO2 (ODS)은 Lichroprep RP-18 (40-60 μM, Merck)을 사용하

였다. Thin layer chromatography (TLC)는 Kiesel gel 60

F254와 RP-18 F254s (Merck)을 사용하였다. Nuclear magnetic

resonance (NMR) 스펙트럼은 400 MHz FT-NMR spectrometer

(Varian Inova AS-400, Palo Alto, CA, USA)를 사용하였고,

infrared (IR) spectrum은 Perkin model 599B (Perkin-Elmer,

Waltham, MA, USA)로 측정하였다. Fast atom bombardment

mass spectrometry (FAB/MS)는 JEOL JMS-700 (Tokyo, Japan)

을 사용하여 측정하였다. UV lamp는 Spectroline (Model

ENF-240 C/F, Spectronics Corporation, Westbury, NY, USA)

을 사용하였다. 세포독성 실험에서 사용한 배지 RPMI 1640와

Penicillin-Streptomycin은 GIBCOBRL, Life Technologies Inc.

(Grand Island, NY, USA)에서 구입하였다. Fetal bovine serum

(FBS)은 Hyclone (Logan, UT, USA) 제품을 사용하였고, 3-

[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)

와 dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Sigma (St, Louis, MO,

USA)에서 구입하였다.

추출 및 분리

건조한 인삼의 열매 6.3 kg을 80% MeOH 수용액(30 L)으로 실

온에서 24시간씩 3회 반복 추출하였다. 얻어진 여액을 감압농

축하여 1.4 kg의 추출물을 얻었다. 얻어진 추출물은 H2O (3.0 L)

와 ethyl acetate (EtOAc, 3.0 L ×3), n-butyl alcohol (n-BuOH,

2.6 L ×3)로 분배 추출하였다. 각 층을 감압농축하여 EtOAc 분

획(PGE, 75.0 g), n-BuOH 분획(PGB, 470.0 g) 및 H2O 분획

(PGH, 855.0 g)을 얻었다. PGE (75.0 g)에 대하여 SiO2 c.c. (φ

14.0×16.0 cm, CHCl3-MeOH=30:1→CHCl3-MeOH-H2O=15:3:1,

각 60 L)를 실시하여, 총 24개의 분획(PGE-1-PGE-24)을 얻었다.

그 중에서 PGE-20 분획 [1.6 g, elution volume/total volume

(Ve/Vt) 0.62-0.69]에 대하여 SiO2 c.c. (φ3.5×12.0 cm, CHCl3-

MeOH−H2O=13:3:1, 3.0 L)를 실시하여, 총 16개의 분획(PGE-

20-1-PGE-20-16)을 얻었다. 이 중 PGE-20-7 분획(86.4 mg, Ve/

Vt 0.19-0.22)에 대하여 ODS c.c. (φ2.0×7.0 cm, MeOH-H2O=

2:1, 300 mL)를 실시하여, 총 9개의 분획(PGE-20-7-1−PGE-20-

7-9)을 얻었고, 화합물 1 (PGE-20-7-7, 59.6 mg, Ve/Vt 0.33-

0.61, ODS TLC Rf 0.5, MeOH-H2O=7:2)을 분리하였다. PGE-

20-11 분획(835.5 mg, Ve/Vt 0.48-0.69)에 대하여 ODS c.c. (φ

4.0×9.0 cm, MeOH-H2O=3:2→4:1, 각 2.5 L)를 실시하여, 총

18개의 분획(PGE-20-11-1−PGE-20-11-18)을 얻었고, 화합물 2

(PGE-20-11-16, 49.8 mg, Ve/Vt 0.86-0.90, ODS TLC Rf 0.4,

MeOH-H2O=6:1)을 분리하였다. PGE-20-11-11 분획 (84.0 mg,

Ve/Vt 0.28-0.43)에 대하여 ODS c.c. (φ3.0×5.0 cm, acetone-

H2O=2:3, 450 mL)를 실시하여, 총 10개의 분획(PGE-20-11-11-

1−PGE-20-11-11-10)을 얻었다. PGE-20-11-11-4 분획(54.0 mg,

Ve/Vt 0.34-0.48)에 대하여 SiO2 c.c. (φ1.5×8.0 cm, CHCl3-

MeOH-H2O=10:3:1, 800 mL)를 실시하여, 총 4개의 분획

(PGE-20-11-11-4-1−PGE-20-11-11-4-4)을 얻었고, 화합물 3

(PGE-20-11-11-4-2, 41.0 mg, Ve/Vt 0.43-0.69, SiO2 TLC Rf

0.5, CHCl3-MeOH-H2O=65:35:10)을 분리하였다. PGE-22 분획

(985.0 mg, Ve/Vt 0.80-0.89)에 대하여 SiO2 c.c. (φ3.0×12.0 cm,

CHCl3-MeOH-H2O=16:3:1, 2.2 L)를 실시하여, 총 18개의 분획

(PGE-22-1−PGE-22-18)을 얻었다. PGE-22-16 분획 (205.5 mg,

Ve/Vt 0.59-0.63)에 대하여 ODS c.c. (φ3.0×9.0 cm, MeOH-

H2O=2:5, 4.0 L)를 실시하여 총 20개의 분획 (PGE-22-16-1−

PGE-22-16-20)을 얻었고, 화합물 4 (PGE-22-16-4, 7.3 mg, Ve/

Vt 0.13-0.15, ODS TLC Rf 0.5, MeOH-H2O=1:2)와 화합물

5 (PGE-22-16-17, 39.7 mg, Ve/Vt 0.84-0.87, ODS TLC Rf

0.5, MeOH-H2O=1:1)를 얻었다.

화합물 1 (ginsenoside F1): 하얀색 가루 (MeOH); [α]25D +36.6
o

(c 1.12, MeOH); positive FAB/MS m/z 661.4 [M+Na]+; IR

(KBr, ν) 3398, 1660, 1380, 1080 cm−1; 1H-NMR (400 MHz,

C5D5N, δH) 5.22 (1H, dd, J =6.0, 6.0 Hz, H-24), 5.12 (1H,

d, J =7.6 Hz, H-1'), 4.41 (1H, br d, J =11.6 Hz, H-6'a), 4.35

(1H, m, H-6), 4.25 (1H, dd, J =11.6, 4.4 Hz, H-6'b), 4.16

(1H, m, H-3'), 4.14 (1H, m, H-12), 4.09 (1H, m, H-4'),

3.92 (1H, dd, J =8.4, 7.6 Hz, H-2'), 3.86 (1H, m, H-5'),

3.47 (1H, dd, J =10.8, 4.4 Hz, H-3), 2.49 (1H, m, H-17),

2.46 (1H, overlapped, H-23a), 2.32 (1H, overlapped, H-22a),

2.22 (1H, overlapped, H-23b), 2.05 (1H, overlapped, H-11a),

1.94 (1H, m, H-13), 1.91 (3H, s, H-28), 1.88 (1H, overlapped,

H-7a), 1.87 (1H, overlapped, H-2), 1.82 (1H, overlapped, H-

7b), 1.82 (1H, overlapped, H-16a), 1.78 (1H, overlapped, H-

22b), 1.70 (1H, overlapped, H-1a), 1.58 (1H, overlapped, H-

11b), 1.57 (1H, m, H-9), 1.57 (3H, s, H-26), 1.57 (3H, s,

H-27), 1.56 (3H, s, H-21), 1.50 (1H, overlapped, H-15a ),

1.39 (3H, s, H-29), 1.30 (1H, overlapped, H-16b), 1.17 (1H,
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d, J=10.0Hz, H-5), 1.06 (3H, s, H-18), 1.01 (1H, overlapped,

H-1b), 0.98 (3H, s, H-19), 0.95 (1H, overlapped, H-15b),

0.94 (3H, s, H-30); 13C-NMR (100 MHz, C5D5N, δC) 130.8

(C-25), 125.8 (C-24), 98.1 (C-1'), 83.2 (C-20), 78.4 (C-3),

78.4 (C-3'), 78.0 (C-5'), 75.0 (C-2'), 71.6 (C-4'), 70.1 (C-

12), 67.7 (C-6), 62.8 (C-6'), 61.7 (C-5), 51.6 (C-17), 51.3

(C-14), 49.8 (C-9), 49.1 (C-13), 47.4 (C-7), 41.1 (C-8),

40.2 (C-4), 39.3 (C-1), 39.3 (C-10), 36.0 (C-22), 31.9 (C-

28), 30.8 (C-11), 30.7 (C-15), 28.0 (C-2), 26.5 (C-16), 25.6

(C-26), 23.1 (C-23), 22.3 (C-21), 17.7 (C-27), 17.5 (C-30),

17.3 (C-18), 17.3 (C-19), 16.4 (C-29).

화합물 2 (ginsenoside F2): 하얀색 가루 (MeOH); [α]25D +29.6
o

(c 1.01, MeOH); positive FAB/MS m/z 807.5 [M+Na]+; IR

(KBr, ν) 3410, 1657, 1355, 1080 cm−1; 1H-NMR (400 MHz,

C5D5N, δH) 5.24 (1H,dd, J =6.8, 6.4 Hz, H-24), 5.20 (1H,

d, J =7.6 Hz, H-1''), 4.95 (1H, d, J =7.6 Hz, H-1'), 4.54

(1H, dd, J =11.2, 2.4 Hz, H-6''a), 4.44 (1H, dd, J =11.6, 2.4

Hz, H-6'a), 4.35 (1H, dd, J =11.2, 4.8 Hz, H-6''b), 4.28

(1H, dd, J =11.6, 5.6 Hz, H-6'b), 4.20 (1H, m, H-3'), 4.19

(1H, m, H-3''), 4.18 (1H, m, H-4''), 4.15 (1H, m, H-12),

4.13 (1H, m, H-4'), 4.03 (1H, m, H-2''), 3.98 (1H, m, H-

2'), 3.95 (1H, m, H-5''), 3.88 (1H, m, H-5'), 3.36 (1H, dd,

J =11.6, 4.0 Hz, H-3), 2.54 (1H, m, H-17), 2.48 (1H,

overlapped, H-23a), 2.35 (1H, overlapped, H-22a), 2.24 (1H,

overlapped, H-24b), 1.98 (1H, overlapped, H-11a), 1.97 (1H,

m, H-13), 1.87 (1H, overlapped, H-2b), 1.84 (1H, overlapped,

H-16a), 1.80 (1H, overlapped, H-22b), 1.61 (3H, s, H-21),

1.60 (1H, overlapped, H-1a), 1.60 (3H, s, H-26), 1.60 (3H,

s, H-27), 1.59 (1H, overlapped, H-11b), 1.53 (1H, overlapped,

H-6a), 1.50 (1H, overlapped, H-7a), 1.50 (1H, overlapped,

H-15a), 1.42 (1H, overlapped, H-6b), 1.42 (1H, m, H-9),

1.38 (1H, overlapped, H-16b), 1.29 (3H, s, H-28), 1.20

(1H, overlapped, H-7b), 1.03 (1H, overlapped, H-15b), 0.99

(3H, s, H-29), 0.97 (3H, s, H-18), 0.96 (3H, s, H-30), 0.82

(3H, s, H-19), 0.82 (1H, overlapped, H-1b), 0.75 (1H, d,

J =11.6 Hz, H-5); 13C-NMR (100 MHz, C5D5N, δC) 130.8

(C-25), 125.9 (C-24), 106.8 (C-1'), 98.4 (C-1''), 88.7 (C-3),

83.2 (C-20), 79.1 (C-3''), 78.6 (C-3'), 78.2 (C-5''), 78.1 (C-

5'), 75.7 (C-2''), 75.0 (C-2'), 71.9 (C-4''), 71.6 (C-4'), 63.0

(C-6''), 62.8 (C-6'), 56.4 (C-5), 50.1 (C-9), 49.4 (C-13),

40.0 (C-8), 39.6 (C-4), 39.2 (C-1), 36.9 (C-10), 36.1 (C-

22), 35.1 (C-7), 30.9 (C-15), 30.7 (C-11), 28.1 (C-28), 26.7

(C-2), 26.6 (C-16), 25.6 (C-26), 23.1 (C-23), 22.3 (C-21),

18.4 (C-6), 17.7 (C-27), 17.3 (C-30), 16.7 (C-29), 16.2 (C-

18), 15.9 (C-19), 15.6 (C-17), 15.4 (C-14).

화합물 3 (ginsenoside F3): 하얀색 가루 (MeOH); [α]25D +26.5
o

(c 0.98, MeOH); positive FAB/MS m/z 793.5 [M+Na]+;

infrared spectroscopy (IR) (KBr, ν) 3469, 1655, 1462, 1076

cm−1; 1H-NMR (400 MHz, C5D5N, δH) 5.29 (1H, dd,

J =6.4, 5.6 Hz, H-24), 5.05 (1H, d, J =8.0 Hz, H-1'), 4.93

(1H, d, J =7.6 Hz, H-1''), 4.61 (1H, br d, J =10.8 Hz, H-

6'a), 4.39 (1H, m, H-3''), 4.37 (1H, m, H-6), 4.32 (1H, m,

H-2''), 4.26 (1H, d, J =11.6 Hz, H-5''a), 4.19 (1H, m, H-

6'b), 4.16 (1H, m, H-4''), 4.11 (1H, m, H-12), 4.08 (1H,

m, H-3'), 3.99 (1H, m, H-4'), 3.97 (1H, m, H-5'), 3.84

(1H, dd, J =8.0, 8.0 Hz, H-2'), 3.74 (1H, br d, J =11.6 Hz,

H-5''b) 3.46 (1H, dd, J =11.2, 5.2 Hz, H-3), 2.51 (1H,

overlapped, H-23a) 2.49 (1H, m, H-17), 2.33 (1H, overlapped,

H-23b) 2.31 (1H, overlapped, H-22a), 2.04 (1H, overlapped,

H-11a), 1.95 (1H, m, H-13), 1.91 (3H, s, H-28), 1.88 (1H,

overlapped, H-7a), 1.82 (1H, overlapped, H-2), 1.82 (1H,

overlapped, H-7b), 1.80 (1H, overlapped, H-16a), 1.78 (1H,

overlapped, H-22b), 1.68 (1H, overlapped, H-1a), 1.63 (3H,

s, H-27), 1.60 (3H, s, H-21), 1.58 (3H, s, H-26), 1.49 (1H,

m, H-9), 1.47 (1H, overlapped, H-11b), 1.45 (1H, overlapped,

H-15a), 1.38 (3H, s, H-29), 1.34 (1H, overlapped, H-16b),

1.16 (1H, d, J =10.0 Hz, H-5), 1.06 (3H, s, H-18), 0.98

(1H, overlapped, H-1b), 0.97 (3H, s, H-19), 0.96 (1H,

overlapped, H-15b), 0.92 (3H, s, H-30); 13C-NMR (100

MHz, C5D5N, δC) 131.0 (C-25), 125.8 (C-24), 104.4 (C-1''),

98.0 (C-1'), 83.4 (C-20), 79.0 (C-3'), 78.4 (C-3), 76.5 (C-

5'), 74.8 (C-2'), 73.9 (C-3''), 72.0 (C-4'), 71.7 (C-2''), 70.1

(C-12), 69.1 (C-4''), 68.3 (C-6'), 67.6 (C-6), 65.3 (C-5''),

61.6 (C-5), 51.6 (C-17), 51.2 (C-14), 49.8 (C-9), 49.0 (C-

13), 47.4 (C-7), 41.4 (C-8), 40.2 (C-4), 39.3 (C-1), 39.3

(C-10), 36.1 (C-22), 31.8 (C-28), 30.6 (C-11), 30.6 (C-15),

28.0 (C-2), 26.6 (C-16), 25.7 (C-26), 23.1 (C-23), 22.2 (C-

21), 17.8 (C-27), 17.5 (C-30), 17.3 (C-18), 17.3 (C-19),

16.4 (C-29).

화합물 4 (ginsenoside Ia): 하얀색 가루 (MeOH); positive

FAB/MS m/z 823.5 [M+Na]+; IR (KBr, ν) 3401, 1649,

1462, 1076 cm−1; 1H-NMR (400 MHz, C5D5N, δH) 5.23

(1H, dd, J =6.4, 6.8 Hz, H-24), 5.12 (1H, d, J =7.6 Hz, H-

1''), 4.93 (1H, d, J =7.6 Hz, H-1'), 4.53 (1H, overlapped,

H-6''a), 4.42 (1H, dd, J =11.2, 2.4 Hz, H-6'a), 4.29 (1H, m,

H-6), 4.28 (1H, overlapped, H-3''), 4.25 (1H, dd, J =11.2,

5.6 Hz, H-6'b), 4.24 (1H, overlapped, H-4''), 4.21 (1H, m,

H-3'), 4.14 (1H, m, H-12), 4.12 (1H, m, H-4'), 4.11 (1H,

overlapped, H-6''b), 4.08 (1H, overlapped, H-2''), 3.97 (1H,

m, H-2'), 3.87 (1H, overlapped, H-5''), 3.83 (1H, m, H-5'),

3.42 (1H, dd, J =4.4, 10.8 Hz, H-3), 2.48 (1H, m, H-17),

2.47 (1H, overlapped, H-23a), 2.31 (1H, overlapped, H-22a),

2.24 (1H, overlapped, H-23b), 2.06 (1H, overlapped, H-11a),

2.00 (3H, s, H-28), 1.95 (1H, m, H-13), 1.88 (1H, overlapped,

H-7a), 1.87 (2H, overlapped, H-2), 1.85 (1H, overlapped, H-

7b), 1.83 (1H, overlapped, H-16a), 1.75 (1H, overlapped, H-

22b), 1.71 (1H, overlapped, H-1a), 1.58 (1H, overlapped, H-

11b), 1.57 (1H, m, H-9), 1.57 (3H, s, H-21), 1.57 (3H, s,

H-26), 1.57 (3H, s, H-27), 1.51 (1H, overlapped, H-15a),

1.36 (3H, s, H-29), 1.34 (1H, overlapped, H-16b), 1.20

(1H, d, J =10.0 Hz, H-5), 1.06 (3H, s, H-18), 1.01 (1H,
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overlapped, H-1b), 0.96 (3H, s, H-30), 0.91 (3H, s, H-19);
13C-NMR (100 MHz, C5D5N, δC) 130.8 (C-25), 125.8 (C-

24), 107.1 (C-1''), 98.1 (C-1'), 88.8 (C-3), 83.2 (C-20), 78.2

(C-3''), 78.6 (C-3'), 78.2 (C-5'), 78.1 (C-5''), 75.8 (C-2'),

75.0 (C-2''), 71.9 (C-4'), 71.6 (C-4''), 70.1 (C-12), 67.5 (C-

6), 63.1 (C-6'), 62.8 (C-6''), 61.7 (C-5), 51.5 (C-17), 51.3

(C-14), 49.7 (C-9), 49.1 (C-13), 47.4 (C-7), 41.1 (C-8),

40.4 (C-4), 39.1 (C-1), 38.8 (C-10), 36.0 (C-22), 31.3 (C-

28), 30.8 (C-11), 30.7 (C-15), 26.5 (C-16), 26.5 (C-2), 25.6

(C-26), 23.1 (C-23), 22.3 (C-21), 17.7 (C-27), 17.5 (C-18),

17.4 (C-19), 17.3 (C-30), 16.9 (C-29).

화합물 5 (notoginsenoside Fe): 하얀색 가루 (MeOH); positive

FAB/MS m/z 939.5 [M+Na]+; IR (KBr, ν) 3401, 1649,

1462, 1076 cm−1; 1H-NMR (400 MHz, C5D5N, δH) 5.59

(1H, br s, H-1'''), 5.24 (1H,dd, J =6.8, 6.4 Hz, H-24), 5.06

(1H, d, J =7.6 Hz, H-1''), 4.87 (1H, d, J =7.6 Hz, H-1'),

4.78 (1H, m, H-2'''), 4.72 (1H, m, H-3'''), 4.68 (1H, m, H-

4'''), 4.59 (1H, br d, H-6''a), 4.28 (1H, dd, J =11.6, 5.6 Hz,

H-6'b), 4.25 (1H, dd, J =12.0, 2.4 Hz, H-5'''a), 4.23 (1H,

m, H-5'''b), 4.20 (1H, m, H-3'), 4.19 (1H, m, H-3''), 4.18

(1H, m, H-4''), 4.15 (1H, m, H-12), 4.13 (1H, m, H-4'),

4.03 (1H, m, H-2''), 4.00 (1H, m, H-6''b), 3.98 (1H, m, H-

2'), 3.95 (1H, m, H-5''), 3.88 (1H, m, H-5'), 3.36 (1H, dd,

J =11.6, 4.0 Hz, H-3), 2.54 (1H, m, H-17), 2.48 (1H,

overlapped, H-23a), 2.35 (1H, overlapped, H-22a), 2.24 (1H,

overlapped, H-24b), 1.98 (1H, overlapped, H-11a), 1.97 (1H,

m, H-13), 1.87 (1H, overlapped, H-2b), 1.84 (1H, overlapped,

H-16a), 1.80 (1H, overlapped, H-22b), 1.61 (3H, s, H-21),

1.60 (1H, overlapped, H-1a), 1.60 (3H, s, H-26), 1.60 (3H,

s, H-27), 1.59 (1H, overlapped, H-11b), 1.53 (1H, overlapped,

H-6a), 1.50 (1H, overlapped, H-7a), 1.50 (1H, overlapped,

H-15a), 1.42 (1H, overlapped, H-6b), 1.42 (1H, m, H-9),

1.38 (1H, overlapped, H-16b), 1.29 (3H, s, H-28), 1.20

(1H, overlapped, H-7b), 1.03 (1H, overlapped, H-15b), 0.99

(3H, s, H-29), 0.97 (3H, s, H-18), 0.96 (3H, s, H-30), 0.82

(3H, s, H-19), 0.82 (1H, overlapped, H-1b), 0.75 (1H, d,

J =11.6 Hz, H-5); 13C-NMR (100 MHz, C5D5N, δC) 130.9

(C-25), 125.9 (C-24), 110.0 (C-1'''), 106.8 (C-1'), 97.9 (C-

1''), 88.8 (C-3), 86.1 (C-4'''), 83.1 (C-2'''), 83.1 (C-20), 79.1

(C-3'), 78.8 (C-3'''), 78.8 (C-3''), 78.2 (C-5'), 76.4 (C-5''),

75.7 (C-2'), 74.9 (C-2''), 72.0 (C-4'), 71.9 (C-4''), 70.2 (C-

12), 68.4 (C-6''), 63.1 (C-6'), 62.6 (C-5'''), 56.4 (C-5), 51.6

(C-17), 51.4 (C-14), 50.1 (C-9), 49.4 (C-13), 39.9 (C-8),

39.6 (C-4), 39.2 (C-1), 36.9 (C-10), 36.1 (C-22), 35.1 (C-

7), 30.7 (C-15), 30.7 (C-11), 28.1 (C-28), 26.7 (C-2), 26.6

(C-16), 25.7 (C-26), 23.1 (C-23), 22.3 (C-21), 18.4 (C-6),

17.8 (C-27), 17.3 (C-30), 16.7 (C-29), 16.2 (C-18), 15.9 (C-

19).

세포배양

대장암(human colon adenocarcinoma; HCT-116), 난소암(human

ovarian adenocarcinoma; SK-OV-3), 자궁암(human cervix adeno-

carcinoma; HeLa), 간암(human hepatoma; HepG2) 및 피부암

(human melanoma; SK-MEL-5)은 한국 세포주 은행 (KCLB,

Seoul, Korea)에서 제공받았다. 세포독성 측정을 위한 세포주는

10% FBS와 1% penicillin-streptomycin이 첨가된 RPMI 1640

배지를 사용하여, 5% CO2, 37
oC 조건에서 배양하였다.

세포독성

인삼 열매로부터 분리한 화합물들의 세포독성 실험은 Skehan

등의 연구[12] MTT colorimetric assay 방법으로 진행하였다.

배양된 cell에 RPMI-1640 배지와 분리한 다섯 종의 ginsenoside를

각각 6.25, 12.5, 25.0, 50.0, 75.0, 및 100.0 μM의 농도 별로

잘 혼합하여 seeding 하였으며, cell수를 1×104 cells/mL로 조정

하였다. 준비한 cell을 plate에 100 μL씩 첨가하고 12시간 배양

하였다. 배양 후 각 cell에 50μL의 MTT [5mg/mL in phosphate

buffered saline] 시약을 첨가하여 37oC에서 다시 2시간 동안 배

양하였다. 배양이 종료된 후, 배지를 제거하고 100 μL의 DMSO

를 첨가하여 용해시켰다. Cell plate reader (Bio-Rad Co.,

Westbury, NY, USA)로 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포

증식 억제효과는 다음과 같이 계산하였다.

Cell viability (%)

 =[OD(compound)−OD(Blank)/OD(Control)−OD(Blank)]×100

결과 및 고찰

화합물 1은 positive FAB/MS에서 m/z 661.4 [M+Na]+의 분자

이온 peak가 관측되어 분자량을 638로 결정하였다. IR 스펙트

럼으로부터 수산기(3398 cm−1)와 이중결합(1660 cm−1)이 있는 것

으로 확인되었다. 1H-NMR 스펙트럼에서8개의 methyl proton

signal [δH 1.91 (3H, s, H-28), 1.57 (3H, s, H-26), 1.57

(3H, s, H-27), 1.56 (3H, s, H-21), 1.39 (3H, s, H-29), 1.06

(3H, s, H-18), 0.98 (3H, s, H-19), 0.94 (3H, s, H-30)]로부

터 화합물 1의 aglycone이 4개의 환을 가지는 tetracyclic triterpene,

즉 dammarane 골격임을 예상하였다. Shen 등의 연구[13]에서

일반적으로 28번 proton signal은 δH 1.30에서 관측되는데, 해당

화합물의 경우 δH 1.91까지 저자장으로 이동하는 것을 알 수 있

었다. 따라서, 이 화합물이 protopanaxatriol (PPT)-type인 것을

예상하였다. 또한 한 개의 olefin methine proton signal [δH

5.22 (1H, dd, J =6.0, 6.0 Hz, H-24)]과, 세개의 oxygenated

methine proton signal [δH 4.35 (1H, m, H-6), 4.14 (1H, m,

H-12), 3.47 (1H, dd, J =10.8, 4.4 Hz, H-3)]을 관측하였으며,

1개의 hemiacetal proton signal [äH 5.12 (1H, d, J =7.6 Hz,

H-1')]과 4개의 oxygenated methine proton signal [δH 4.16

(1H, m, H-3'), 4.09 (1H, m, H-4'), 3.92 (1H, dd, J =8.4,

7.6 Hz, H-2'), 3.86 (1H, m, H-5')]과 1개의 oxygenated

methylene proton signal [δH 4.41 (1H, br d, J =11.6 Hz, H-

6'a), 4.25 (1H, dd, J =11.6, 4.4 Hz, H-6'b)]로부터 한 개의

육탄당이 존재함을 알 수 있었다. Anomer proton signal의 결

합 정수(J =7.6 Hz)로부터 당의 1번과 2번 수소가 서로 axial-

axial 형태를 이루는 것을 알 수 있었으며, 이를 통해 이 화합
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물이 PPT-type dammarane triterpene monoglycoside임을 예상

하였다. 13C-NMR 스펙트럼에서 당 유래 signal을 제외한 총 카

본 수는 30개로 1H-NMR에서 예상한 triterpenoid임이 확인되었

다. 이때 당으로부터 유래한 1개의 hemiacetal δC 98.1 (C-1'),

4개의 oxygenated methine [δC 78.4 (C-3'), 78.0 (C-5'), 75.0

(C-2'), 71.6 (C-4')], 1개의 oxygenated methylene δC 62.8 (C-

6') carbon signal결과와 구성당의 1H-NMR 및 HSQC를 종합분

석하여 이 당이 β-glucopyranose임을 확인하였다. 한 개의

olefin quaternary carbon signal δC 130.8 (C-25), 한 개의

olefin methine carbon signal δC 125.8 (C-24), 한 개의

oxygenated quaternary carbon signal δC 83.2 (C-20), 3개의

oxygenated methine carbon signal [δC 78.4 (C-3), 70.1 (C-

12), 67.7 (C-6)], 4개의 quaternary carbon signal [δC 51.3

(C-14), 41.1 (C-8), 40.2 (C-4), 39.3 (C-10)], 4개의 methine

carbon signal [δC 61.7 (C-5), 51.6 (C-17), 49.8 (C-9), 49.1

(C-13)], 8개의 methylene carbon signal [δC 47.4 (C-7), 39.3

(C-1), 36.0 (C-22), 30.8 (C-11), 30.7(C-15), 28.0 (C-2), 26.5

(C-16), 23.1 (C-23)], 8개의 methyl carbon signal [δC 31.9

(C-28), 25.6 (C-26), 22.3 (C-21), 17.7 (C-27), 17.5 (C-30),

17.3 (C-18), 17.3 (C-19), 16.4 (C-29)]을 관측하여, Wu 등의

연구 [14]에서 보고된 문헌 값과 비교하여 PPT-type임을 확인하

였다. 또한 Peng 등의 연구[15]에서 C-20의 carbon signal은 대

개 72.9 ppm에서 관측되나, δC 83.2까지 저자장으로 이동한 것

으로 보아 β-D-glucopyranose가 C-20의 수산기와 결합하여

glycosidation shift가 일어난 것임을 알 수 있었다. gHMBC 스

펙트럼에서 glucopyranose의 anomer proton signal δH 5.12

(H-1')이 aglycone의 oxygenated quaternary carbon signal δC

83.2 (C-20)과 cross peak를 보여 glucopyranose가 20번 수산기

에 결합하는 것을 확인하였다. 두개의 methyl proton signal [δH

1.57 (3H, s, H-26), 1.57 (3H, s, H-27)]이 olefin methine

carbon signal δH 5.22 (1H, dd, J =6.0, 6.0 Hz, H-24)과

cross peak가 확인되어 이중결합의 결합 위치를 결정하였다. 위

결과를 종합하여, 화합물 1을 Su 등 [16]이 보고한 문헌과 비

교 분석한 결과, ginsenoside F1으로 구조 동정하였다.

화합물 2는 positive FAB-MS에서 m/z 807.5 [M+Na]+의 분

자이온 peak가 관측되어 분자량을 784로 결정하였다. IR 스펙

트럼으로부터 수산기(3410 cm−1)와 이중결 (1657 cm−1)이 있는

것으로 확인되었다. 화합물 1과의 분자량 차이가 146인 것으로

보아 수산기가 하나 빠지고 육탄당이 하나 더 존재함을 예상하

였다. NMR 데이터는 추가된 육탄당을 제외한 나머지 signal들

이 화합물 1과 매우 유사한 값을 가지는 것을 확인하였다. 다

만 NMR 스펙트럼에서 화합물 1과 비교하여 oxygenated

methine signal이 사라지고 methylene signal [δH 1.53 (1H,

H-6a), 1.42 (1H, H-6b); δC 18.4 (C-6)]이 관측됨에 따라 이

화합물의 aglycone이 protopanaxadiol (PPD)-type인 것을 예상

하였다. 13C-NMR 스펙트럼에서 당으로부터 유래한 1개의

hemiacetal carbon signal äC 98.4 (C-1''), 4개의 oxygenated

methine [δC 79.1 (C-3''), 78.2 (C-5''), 75.7 (C-2''), 71.9 (C-

4'')], 1개의 oxygenated methylene δC 63.0 (C-6'') carbon

signal이 추가로 관측됨에 따라, 이 당이 β-glucopyranose임을

확인하였다. 또한 Peng 등의 연구[15]에서 C-3 signal은 대개

78.5 ppm에서 관측되나, δC 88.7까지 저자장으로 이동한 것으

로 보아 β-D-glucopyranose가 C-3에 위치할 것으로 예상되었고,

gHMBC 스펙트럼에서 glucopyranose의 anomer proton signal

δH 5.20 (H-1'')이 aglycone의 oxygenated methine carbon

signal δC 88.7 (C-3)과 cross peak를 보여 glucopyranose가 3

번 수산기에 결합하는 것을 다시 한번 확인하였다. 위 결과를

종합하여 화합물 2를 Yang 등 [17]이 보고한 ginsenoside F2로

구조 동정하였다.

화합물 3은 positive FAB/MS 에서 m/z 793.5 [M+Na]+의

분자이온 peak가 관측되어 분자량을 770으로 결정하였다. IR 스

펙트럼으로부터 수산기(3469 cm−1)와 이중결합(1655 cm−1)이 있

는 것으로 확인되었다. 화합물 1과의 분자량 차이가 132인 것

으로 보아 오탄당이 하나 더 존재함을 예상하였다. NMR 데이

터는 추가된 오탄당을 제외한 나머지 signal들이 화합물 1과 매

우 유사한 값을 가지는 것을 확인하였다. 13C-NMR 스펙트럼에

서 당으로부터 유래한 1개의 hemiacetal carbon signal δC

104.4 (C-1''), 3개의 oxygenated methine [δC 73.9 (C-3''),

71.7 (C-2''), 69.1 (C-4'')], 1개의 oxygenated methylene δC

65.3 (C-5'') carbon signal이 추가로 관측됨에 따라, 추가로 결

합한 당이 α-arabinopyranose임을 확인하였다. 또한 Seo 등의

연구[18]에서 C-6' carbon signal은 대개 62.5 ppm에서 관측되나,

δC 68.3까지 저자장으로 이동한 것으로 보아 α-L-arabinopyranose

가 C-6'의 수산기와 결합하여 glycosidation shift가 일어난 것임

을 알 수 있었다. gHMBC 스펙트럼에서 arabinopyranose의

anomer proton signal δH 4.93 (H-1'')이 glucopyranose의 oxygenated

methylene carbon signal δC 68.3 (C-6')과 cross peak를 보여

arabinopyranose가 6'번 수산기에 결합하는 것을 다시 한번 확

인하였다. 위 결과를 종합하여 화합물 3을 ginsenoside F3 로

구조 동정 하였고, Li 등의 연구[19]에서 보고된 문헌 값과 비

Fig. 1 Chemical structures of ginsenosides 1-5 from the fruits of Panax

ginseng
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교하였다.

화합물 4는 positive FAB/MS에서 m/z 823.5 [M+Na]+의 분

자이온 peak가 관측되어 분자량을 800으로 결정하였다. IR 스

펙트럼으로부터 수산기(3401 cm−1)와 이중결합(1649 cm−1)이 있

는 것으로 확인되었다. 화합물 1과의 분자량 차이가 162인 것

으로 보아 육탄당이 하나 더 존재함을 예상하였다. NMR 데이

터는 추가된 육탄당을 제외한 나머지 signal들이 화합물 1과 유

사한 값을 가지는 것을 확인하였다. 13C-NMR 스펙트럼에서 당

으로부터 유래한1개의 hemiacetal carbon signal δC 107.1 (C-

1''), 4개의 oxygenated methine [δC 78.2 (C-3''), 78.1 (C-5''),

75.0 (C-2''), 71.6 (C-4'')], 1개의 oxygenated methylene δC

62.8 (C-6'') carbon signal이 추가로 관측됨에 따라, 추가로 결

합한 당이 β-glucopyranose임을 확인하였다. 또한 Peng 등의 연

구[15]에서 C-3, C-20의 carbon signal은 대개 78.5, 72.9 ppm

에서 관측되나, δC 88.8, 83.2까지 저자장으로 이동한 것으로 보

아 β-D-glucopyranose가 각각 C-3과 C-20의 수산기에 결합하여

glycosidation shift가 일어난 것임을 알 수 있었다. gHMBC 스

펙트럼에서 glucopyranose의 anomer proton signal δH 5.12, d,

J =7.8 Hz, (H-1'')이 aglycone의 oxygenated methylene carbon

signal δC 90.8 (C-3)과 cross peak를 보여 glucopyranose가 3

번 수산기에 결합하는 것을 다시 한번 확인하였다. 위 결과를

종합하여 화합물 4를 ginsenoside Ia로 구조 동정 하였고, Dou

등의 연구[20]에서 보고된 문헌 값과 비교하였다.

화합물 5는 positive FAB/MS 에서 m/z 939.5 [M+Na]+의

분자이온 peak가 관측되어 분자량을 917로 결정하였다. IR 스

펙트럼으로부터 수산기(3401 cm−1)와 이중결합(1649 cm−1)이 있

는 것으로 확인되었다. 화합물 2와의 분자량 차이가 133인 것

으로 보아 오탄당이 하나 더 존재함을 예상하였다. NMR 데이

터는 추가된 오탄당을 제외한 나머지 signal들이 화합물 2와 유

사한 값을 가지는 것을 확인하였다. 13C-NMR 스펙트럼에서 당

으로부터 유래한 1개의 hemiacetal carbon δC 110.0 (C-1'''), 3

개의 oxygenated methine [δC 86.1 (C-4'''), 83.1 (C-2'''), 78.8

(C-3''')], 1개의 oxygenated methylene δC 62.6 (C-5''') carbon

signal이 추가로 관측됨에 따라, 추가로 결합한 당이 α-

arabinofuranose임을 확인하였다. 또한 Seo 등의 연구[18]에서

C-6'' carbon signal은 대개 62.5 ppm에서 관측되나, δC 68.4까

지 저자장으로 이동한 것으로 보아 α-L-arabinofuranose가 C-6''

에 위치함을 예상하였고, gHMBC 스펙트럼에서 arabinofuranose

의 anomer proton signal δH 5.59 (H-1''')이 β-glucopyranose의

oxygenated methylene carbon signal δC 68.4 (C-6'')과 cross

peak를 보여 arabinofuranose가 6''번 수산기에 결합하는 것을 다

시 한번 확인하였다. 위 결과를 종합하여 화합물 5는 Wang 등

[21]이 보고한, notoginsenoside Fe로 구조결정하였다. 그러나, 화

합물 2-5는 인삼열매에서는 이번에 처음 분리 보고되었다.

인삼 열매로부터 분리한 5종의 화합물을 5종의 인체 암세포

주(HCT-116, SK-OV-3, HeLa, HepG2, SK-MEL-5)에 처리하

여 세포독성을 측정하였다(Fig. 2). Ginsenoside F2는 SK-MEL-

5 (82.8 μM), HepG2 (86.8 μM), HeLa (78.3 μM) 농도에서 각

암세포주의 세포 생존율이 50% 이하로 감소하였다. Ginsenoside

Ia는 HCT-116 (24.5 μM), SK-MEL-5 (25.4μM), SK-OV-3 (26.3

μM), HepG2 (22.0 μM), HeLa (24.9 μM) 농도에서 각 암세포

주의 세포 생존율이 50% 이하로 감소하였다. Notoginsenoside

Fe는 SK-MEL-5: 81.7 μM 농도에서 각 암세포주의 세포 생존

율이 50% 이하로 감소하였다. 위 결과에 따르면 ginsenoside Ia

는 5종의 모든 인체 암세포주에 대해 세포독성이 있었으며,

ginsenoside F2는 피부암, 간암 및 자궁암에, notoginsenoside

Fe는 피부암에 대한 세포독성이 나타났다. 화합물 2, 4, 5의 구

조 모두 3번 수산기에 glucopyranose가 결합 되어있는 것을 확

Fig. 2 The cytotoxicity of ginsenosides 1-5 isolated from the fruits of Panax ginseng against. HCT-116, SK-OV-3, HeLa, HepG2, SK-MEL-5 cancer

cell lines. A: ginsenoside F1, B: ginsenoside F2, C: ginsenoside F3, D: ginsenoside Ia, E: notoginsenoside Fe
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인하였고, 위 결과에 따라 3번 수산기에 당이 결합되면 인체 암

세포주에 대해 세포독성이 나타나는 것을 알 수 있었다. 실험

을 통해 인삼 열매로부터 분리한 5종의 ginsenoside가 인체 암

세포주에 대해 세포독성을 저해시키는 것을 확인하였다.

초 록

인삼(Panax. ginseng) 열매를 80% MeOH 수용액으로 3회 반

복 추출한 뒤, 감압 농축한 추출물을 EtOAc, n-BuOH과 H2O

층으로 계통 분획을 실시하였다. EtOAc분획에 대하여 SiO2 및

ODS column chromatography를 반복실시하여 5종의 ginsenoside

화합물을 분리 및 정제하였다. NMR, IR, FAB/MS 데이터를

해석하여, 각각 ginsenoside F1 (1), ginsenoside F2 (2),

ginsenpside F3 (3), ginsenoside Ia (4) 및 notoginsenoside Fe

(5)로 구조 동정 하였다. 화합물 2-5는 인삼열매에서는 이번에

처음 분리 보고되었다. 분리한 5종의 화합물을 인체 암세포주

(HCT-116, SK-OV-3, HeLa, HepG2, SK-MEL-5)에 처리하여

세포독성을 측정하였다. 이 중 화합물 2, 4, 및 5가 인체 암세

포주에 대해 세포독성을 저해시키는 것을 알 수 있었다. 화합

물 2는 SK-MEL-5, HepG2, HeLa세포에서 IC50값이 82.8,

86.8, 78.3 μM로 확인되었다. 화합물 4는 HCT-116, SK-MEL-

5, SK-OV-3, HepG2, HeLa 세포에서 IC50 값이 24.5, 25.4,

26.3, 22.0, 24.9 μM로 확인되었다. 화합물 5는 SK-MEL-5 세

포에서 IC50 값이 81.7 μM로 확인되었다. 인삼 열매에서 분리

한 화합물2, 4, 및 5가 암세포주에 대해 강한 세포독성을 나타

내는 것을 확인하였으며, 이 화합물들은 공통적으로 3번 수산

기에 glucopyranose를 가지고 있음을 확인하였다.
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