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순비기나무(Vitex rotundifolia)로부터 유래한 Penicillium sp. JVF17가 

생산하는 이차대사산물
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Secondary Metabolites Produced by Penicillium sp. JVF17 

Isolated from Vitex rotundifolia
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Abstract −An endophytic fungus, Penicillium sp. JVF17, was isolated from a leaf of Vitex rotundifolia in coastal area of Jeju

island. Chemical investigation of this fungal strain resulted in the isolation of four compounds, piceol (1), cyclo (L-Pro-L-Val)

(2), isochromophilone VI (3), and dicitrinin A (4). Their chemical structures were elucidated by comparison of their spectral

data such as NMR and ESIMS with reported literature values. 

Keywords − Vitex rotundifolia, Penicillium sp., Azaphilone

순비기나무(Vitex rotundifolia)는 마편초과(Verbenaceae)에

속하는 상록 관목으로서 한국, 중국, 일본 등의 염분이 높

은 바닷가 모래땅에서 서식하는 사구성 염생식물 중 하나

이다. 순비기나무의 열매는 ‘만형자(蔓荊子)’라고 하며 한방

에서는 강장, 진정, 진통, 소염작용이 있어 감기, 두통, 신경

통 및 다양한 염증과 알러지성 질환의 치료에 사용해 왔

다.
1-3)

 순비기나무로부터 flavonoid류, diterpene류, terpenoid

류 및 lignan류 등의 다양한 화학성분들이 분리되었으며, 이

들은 항산화, 항암, 항염증, 항알러지, 진정효과 등 다양한

생리활성을 나타내는 것으로 보고되어 왔다.
4-10)

 반면에, 순

비기나무로부터 분리된 내생균에 관하여 균주 동정은 물론

그들의 이차대사산물과 생리활성에 대한 연구는 거의 보고

된 바 없다.
11-14)

내생균(endophyte)는 식물의 조직 내에 살면서 기주 식물

(host plant)에 위해를 가하지 않은 미생물을 의미한다.
15)

 그

들은 기주식물의 내부 및 외부의 환경에 따라 식물의 생장,

외부 자극에 대한 저항성, 면역활성 등에 영향을 미치는 것

으로 알려져 있다.
16)

 그러나 국내에서는 기주식물과 내생균

의 상호작용에 대한 연구는 거의 보고된 바 없는 실정이며,

특히 염생식물과 내생균에 대한 연구 또한 거의 없다. 따라

서 본 연구에서는 염생식물 중 하나인 순비기나무로부터 분

리된 내생균이 생산하는 생리활성물질을 탐구하여, 기주식

물인 순비기나무와 그로부터 분리된 내생균간의 상호작용

에 대한 연구의 기초자료의 일환으로 실시하였다. 순비기나

무로부터 분리된 내생균 Penicillium sp. JVF17를 분리, 동

정 후 대량 배양을 하였고, 그 배양물을 유기용매로 추출하

여 그 추출물로부터 4종의 화합물을 분리하였다.

재료 및 방법

실험재료 −본 실험에 사용된 균주 Penicillum sp. JVF17

는 2017년 5월 제주도 해안에서 채취한 순비기나무의 잎으

로부터 분리된 균주를 사용하였다. 표본(JVF17)은 덕성여자

대학교 약학대학 생약학 실험실에 보관하고 있다.

시약 및 기기 − ESI-MS(electrospray ionization time-of-

flight mass spectrometry)는 Waters micromass ZQ mass

spectrometer로 측정하였다. NMR(Nuclear magnetic

resonance) spectrum은 Varian spectrometer(
1
H, 500 MHz;

13
C, 125 MHz)를 사용하여 측정하였고, tetramethylsilane

(TMS)을 내부표준물질로 하였으며 NMR chemical shift

value는 part per million(ppm; δ) 단위로 나타내었다.
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Preparative HPLC는 996 PDA detector가 장착된 Waters

Millipore 600시스템을 사용하였고, 칼럼은 Phenomenex

Luna 5 μm C18(2) column(250 mm×10 cm)을 사용하였다.

Column chromatography용 고정상은 Merck silica gel

(Kieselgel 60, 70-230 mesh)을 사용하였다. TLC(Thin-layer

chromatography) plate는 Merck silica gel 60 F254와 RP-

18 F254S를 사용하였고 결과 확인은 UV detector를 이용하

여 관찰하였고 10% aqueous H2SO4 시약을 이용한 발색을

병행하여 확인하였다.

균주의 분리 및 배양 −본 실험에 사용한 균주 JVF17은

제주도 해안가에 자생하고 있는 순비기나무(V. rotundifolia)

의 잎에서 분리 하였으며, 분리된 균주는 ㈜Macrogen에 의

뢰하여 ITS sequencing을 통하여 Penicillum sp.로 규명하였

다(유사성 99%). 식물내부로부터 내생균을 분리하기 위하

여 7.5% H2O2, 70% ethanol과 멸균수로 수회 세척하여 식

물표면을 살균하였고, 살균된 식물 조직을 절단하였다. 절

단된 조직을 멸균수가 첨가된 e-tube에 넣고 vortexing한 후

ampicillin과 nalidixic acid가 첨가된 YME agar(500 mL 증

류수당 yeast 2 g, malt 5 g, dextrose 2 g, agar 9 g)배지에

도말하였다. 배지에 자라나오는 균주를 새로운 배지에 옮겨

25
o
C의 배양기에서 1주일 동안 배양한 후 충분히 자란 균

주를 대량배양에 사용하였고, 균주 표본은 20% glycerol에

넣어 질소 저장 탱크에서 보관하였다. 대량배양(500 mL×20

개)은 500 mL Erlenmeyer flask에 YME와 증류수를 넣어

autoclave로 멸균한 후, plate내에서 균주를 1.0×1.0 cm의 크

기로 잘라 접종하여 25
o
C에서 14일 동안 110 rpm으로 배

양하였다.

추출 및 분리 −배양액에 에틸아세테이트(EtOAc)를 가하

여 3회 반복하여 추출하였고, 추출물을 감압농축하여 1.2 g

의 추출물을 얻었다. 얻어진 추출물에 대하여 실리카 겔을

충진한 칼럼에 n-hexane과 acetone의 혼합 용매를 기울기

용리시켜, 총 12 개의 분획을 얻었다(Fr. 17A-17L). 얻어진

분획들 중 Fr. 17D에 대하여 C18으로 충진한 칼럼에 H2O와

acetonitrile의 혼합 용매를 사용한 preparative HPLC를 실시

하여 화합물 1(4.0 mg)을 얻었다. Fr. 17J에 대하여 C18으로

충진한 칼럼에 H2O와 acetonitrile의 혼합 용매를 사용한

preparative HPLC를 실시하여 화합물 2(1.5 mg)와 4(2.5 mg)

를 분리하였다. Fr. 17K에 대하여 실리카 겔을 충진한 칼럼

에 CHCl3와 MeOH의 혼합 용매를 기울기 용리시켜 화합물

3(2.3 mg)을 얻었다.

Piceol (1) − Yellow amorphous solid; 
1
H-NMR (500

MHz, CD3OD)
 
δ 7.89 (2H, d, J=8.5 Hz, H-3, 5), 6.84

(2H, d, J=8.5 Hz, H-2, 6), 2.52 (3H, s, 4-CH3); 
13

C-NMR

(200 MHz, CD3OD) δ 199.6 (COCH3), 164.1 (C-4), 132.3

(C-2 and C-6), 130.3 (C-1), 116.4 (C-3 and C-5), 26.4

(COCH3); (+) ESI-MS m/z 136.9 [M+H]
+
.

Cyclo(L-Pro-L-Val) (2) − White amorphous solid; [α]D
25

= -35 (c=0.03, MeOH); 
1
H-NMR (500 MHz, CD3OD) δ

4.21 (1H, br t, J=7.5 Hz, H-6), 4.04 (1H, t, J=2.0 Hz, H-

9), 3.57 (1H, m, H-3a), 3.50 (1H, m, H-3b), 2.49 (1H,

qd, J=7.0, 2.5 Hz, H-10), 2.32 (1H, m, H-5a), 2.03 (1H,

m, H-4a), 1.94 (2H, m, H-4a, 5b), 1.09 (3H, d, J=7.0

Hz), 0.94 (3H, d, J=7.0 Hz). 

Isochromophilone VI (3) − Red amorphous solid; 
1
H-

NMR (500 MHz, CD3OD) δ 8.17 (1H, s, H-1), 7.19 (1H,

s, H-4), 7.11 (1H, d, J=15.5 Hz, H-10), 6.57 (1H, d,

J=15.5 Hz, H-9), 5.78 (1H, d, J=10.0 Hz, H-12), 4.25

(2H, q, J=4.5 Hz, H2-1′), 3.74 (2H, t, J=5.0 Hz, H2-2′),

2.55 (1H, m, H-13), 2.12 (3H, s, 7-OCOCH3), 1.92 (3H,

d, J=1.0 Hz, H3-17), 1.51 (3H, s, 7-CH3), 1.47 (1H, m,

H-14a), 1.37 (1H, m, H-14b), 1.04 (3H, d, J=6.5 Hz, H3-

16), 0.90 (3H, t, J=7.5 Hz, H3-15); 
13

C-NMR (125 MHz,

CD3OD) δ 195.2 (C-8), 185.6 (C-6), 171.7 (7-OCOCH3),

152.1 (C-3), 148.9 (C-12), 148.5 (C-5), 146.6 (C-10),

144.7 (C-1), 134.0 (C-11), 117.4 (C-9), 116.4 (C-8a),

112.8 (C-4), 101.3 (C-4a), 86.3 (C-7), 61.2 (C-2′), 57.6

(C-1′), 36.4 (C-13), 31.3 (C-14), 24.0 (7-CH3), 20.8 (C-

16), 20.3 (7-OCOCH3), 12.9 (C-17), 12.6 (C-15); (+)ESI-

MS m/z 456.1 [M+Na]
+
, 434.2 [M+H]

+
.

Dicitrinin A (4) − Red amorphous solid; 
1
H-NMR (500

MHz, CD3OD) δ 6.29 (1H, s, H-7), 5.20 (1H, qd, J=7.0,

1.0 Hz, H-3), 4.64 (1H, ddd, J=15.0, 6.5, 4.0 Hz, H-2′),

3.34 (1H, dd, J=7.0, 4.0 Hz, H-4), 3.27 (1H, dd, J=7.0,

0.5 Hz, H-3′), 2.25 (3H, s, 4′-CH3), 2.12 (3H, s, 5-CH3),

1.42 (3H, d, J=6.5 Hz, 3-CH3), 1.39 (3H, d, J=6.5 Hz, 2′-

CH3), 1.35 (3H, d, J=7.0 Hz, 3′-CH3), 1.34 (3H, d, J=7.0

Hz, 4-CH3); 
13

C-NMR (125 MHz, CD3OD) δ 185.7 (C-6),

161.6 (C-1), 160.5 (C-8), 149.7 (C-5′), 142.5 (C-3a′),

139.2 (C-7a′), 135.1 (C-4a), 131.6 (C-5), 119.0 (C-4′),

111.6 (C-6′), 102.8 (C-7), 100.9 (C-8a), 89.5 (C-2′), 84.6

(C-3), 46.0 (C-3′), 36.1 (C-4), 21.2 (2′-CH3), 19.6 (3′-

CH3), 19.4 (4-CH3), 18.9 (3-CH3), 12.0 (4′-CH3), 11.0 (5-

CH3); (+)ESI-MS m/z 381.0 [M+H]
+
.

결과 및 고찰

순비기나무의 잎 조직으로부터 분리한 균주 중 하나인

Penicillium sp. JVF17를 대량배양하여 EtOAc로 추출한 다

음, 그 추출물에 대하여 여러 단계의 크로마토그래피를 실

시하여 4종의 이차대사산물을 분리하였다(Fig. 1). 

화합물 1은 노랑색의 무정형 고체로 분리되었다. 이 화합

물의 
1
H-NMR spectrum에서, δH 7.89 및 6.83에서 각각
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doublet(J=8.5 Hz, 각 2H)으로 나타나는 aromatic signal을

통하여 benzene ring에 ortho coupling하고 있는 1,4-

disubstituted benzene ring의 존재를 확인할 수 있었고, δH

2.52에서 aromatic ring에 직접 치환된 하나의 methyl기의

존재를 확인할 수 있었다. 이 화합물의 
13

C-NMR spectrum

에서 1,4-disubstituted benzene ring의 중복된 탄소 시그널을

포함하여 8개의 탄소를 확인할 수 있었고, 특히 δC 164.1에

서 산화된 벤젠링의 탄소를 확인하여 이 화합물이 4-hydroxy

acetophenone 즉 piceol임을 확인할 수 있었다. (+)ESI-MS

에서 m/z 136.9에서 [M+H]
+
의 ion peak을 확인하여, 이상

의 데이터를 문헌과 비교하여 이 화합물을 piceol로 동정하

였다.
17)

 

화합물 2은 흰색의 무정형 고체로 분리되었다. 이 화합물

의 
1
H-NMR spectrum에서 δH 4.21(1H, br t, J=7.5 Hz) 및

4.04(1H, t, J=2.0 Hz)에서 두 개의 아미노산의 알파 proton

을 확인하여 이 화합물이 diketopiperazine임을 추정할 수 있

었다. δH 3.57 및 3.50(each 1H, m)에서 특징적으로 나타나

는 질소에 이웃한 methylene proton들로 proline이 존재함을

알 수 있었다. 또한 δH 1.09 및 0.94(each 3H, d, J=7.0 Hz)

에서 두 개의 secondary methyl기의 존재를 확인하여, 이 화

합물이 leucine 또는 valine이 존재하고 있음을 예상할 수 있

었다. 그러나, proline의 methylene signal이외에는 다른

methylene은 나타나지 않았기에, 이 화합물이 proline과

valine으로 구성된 diketopiperazine임을 알 수 있었다. 이 화

합물의 경우, 아미노산의 stereocenter의 배치에 따라 4가지

의 isomer가 존재할 수 있으며, proton signal의 chemical

shift, splitting pattern 및 선광도값을 비교하여 이 화합물이

L-Proline과 L-Valine으로 구성된 cyclo(L-Pro-L-Val)임을 확인

할 수 있었다.
18-21)

화합물 3은 붉은 색의 무정형 색소 물질로 분리되었다.

이 화합물의 
1
H-NMR spectrum에서 δH 8.17 및 7.19에서

singlet으로 나타나는 aromatic 또는 olefinic proton들을 확

인하였고, 
13

C-NMR spectrum에서 δC 185.6과 195.2에서 나

타나는 두 개의 ketone group의 존재를 확인하여 이 화합물

이 미생물 색소로 잘 알려진 azaphilone 계열의 물질임을 추

정할 수 있었다. 이 외에도 δH 7.11 및 6.57에서 doublet

(J=15.5 Hz)로 나타나는 두 개의 olefinic proton들도 확인할

수 있었고, δH 1.51(s), 1.04(d, J=6.5 Hz), 1.92(d, J=1.0

Hz), 0.90(t, J=7.5 Hz) 및 2.12(s)에서 5개의 methyl기를 확

인할 수 있었다. 또한, 
13

C-NMR spectrum에서 2개의 ketone

의 탄소, 1개의 ester 탄소, 10개의 olefinic 탄소를 포함하여

총 23개의 탄소를 확인할 수 있었다. 이 화합물의 
1
H-

1
H

Fig. 1. Chemical structures of compounds 1-4.

Fig. 2. Key HMBC and COSY correlations for compounds 3 and 4.
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COSY spectrum을 해석하여, N-CH2-CH2-O spin system

의 존재와 C11(C17)-C12-C13(C16)-C14-C15에 해당하는

C(CH3)-CH-CH(CH3)-CH2-CH3의 spin system의 존재를 확

인할 수 있었다. 이러한 spin system과 관능기의 위치는

HMBC correlation을 해석하여 결정할 수 있었다. δH 6.57에

서 나타난 olefinic proton과 C-11(δC 134.0)과의 HMBC

correlation으로 앞서 언급한 C(CH3)-CH-CH(CH3)-CH2-CH3

이 trans 배위에 있는 C9-C10과의 연결을 확인하여, C-9에

서 C-15까지 이어지는 long chain의 존재를 확인할 수 있었

다. 이 long chain과 azaphiolone 모체의 연결은 δH 6.57에

서 나타나는 olefinic proton과 C-4(δC 112.8)과의 HMBC

correlation으로, azaphilone 모체의 3번 위치에 long chain이

결합하고 있음을 확인할 수 있었다. 또한 δH 1.51에서 singlet

으로 나타나는 methyl기는 C-6(δC 185.6)과 C-8(δC 195.2)

의 ketone의 carbon과의 HMBC correlation을 통하여 7번

위치에 결합하고 있음을 확인할 수 있었다. 이 화합물의

(+)ESI-MS spectrum에서 m/z 434.2 및 456.1에서 각각

[M+H]
+
 및 [M+Na]

+
에 해당하는 pseudomolecular ion peak

을 확인할 수 있었고, 특히 [M+2]
+
로 나타나는 동위원소의

패턴으로 하나의 chloride가 결합하고 있음을 유추할 수 있

었다. 이상의 데이터를 문헌과 비교하여, 이 화합물을

Penicillium sp., Diaporthe sp., Hypocrella sp. 등의 균주에

서 분리, 보고된 바 있는 isochromophilone VI로 동정하였

다.
22-25)

화합물 4는 붉은 색의 무정형 색소 물질로 분리되었다.

이 화합물의 (+)ESI-MS spectrum에서 m/z 381.0에서

[M+H]
+
에 해당하는 pseudomolecular ion peak을 확인할 수

있었다. 또한, 이를 바탕으로 carbon chemical shifts와

proton resonance의 적분값을 종합하여, 이 화합물의 분자식

은 C23H24O5으로, 불포화도는 12임을 알 수 있었다. 이 화

합물의 
1
H-

1
H COSY spectrum을 측정하여 이 화합물이 두

개의 독립된 CH3-CH(O)-CH-CH3 spin system을 가지고 있

는 것으로 확인할 수 있었다. 이 화합물의 spin system 및

관능기의 위치는 HMBC correlation을 해석하여 결정할 수

있었다. δH 6.29의 sp
2
 proton이 C-5(δC 131.6) 및 C-8a(δC

100.9)과의 HMBC correlation, δH 2.12에서 나타난

sp
2
carbon에 결합된 methyl proton이 C-6(δC 185.7)의

ketone carbon, C-4a(δC 135.1)의 sp
2 

carbon과의 HMBC

correlation, δH 1.34의 secondary methyl이 C-4a(δC 135.1)

의 sp
2 

carbon와 HMBC correlation한다는 것으로, 이 화합

물이 azaphilone 골격을 가지고 있음을 확인할 수 있었다.

나머지 spin system에서 δH 2.25에서 나타나는 sp
2
 carbon에

바로 결합한 methyl proton과 δH 1.35에서 나타나는

secondary methyl proton이 공통적으로 C-3a'(δC 142.5)의

sp
2
 carbon과 HMBC correlation하는 것으로 또 하나의

azaphilone 골격의 존재를 확인하였으며, 이 화합물이

azaphilone골격을 가지는 두 분자가 결합한 dimer 화합물임

을 알 수 있었다. 이상의 data를 문헌과 비교하여 이 화합물

이 Penicillium citrinum 과 P. notatum에서 분리, 보고된 바

있는 dicitrinin A 임을 알 수 있었다.
26-28)

Azaphilone계 화합물은 곰팡이균이 생산하는 대표적인

polyketide계열의 색소 성분으로, Aspergillus, Penicillium,

Chaetomium, Talaromyces, Pestalotiopsis, Phomopsis,

Monascus 등의 다양한 종이 생성하는 이차대사산물로 알려

져 있다. Azaphilone계 화합물들은 항균, 항바이러스, 항염

작용뿐만 아니라, gp120-CD4 binding 억제, Grb2-SH2

interaction억제 등의 다양한 활성이 보고되고 있는데, 이는

azaphilone이 아미노산이나 단백질의 아미노 그룹과 반응하

여 vinylogous γ pyridone을 형성하기 때문인 것으로 알려

져 있다. 특히, isochromophilone VI(3)은 암세포 (MCF-7,

SGC-7901, SW1116, A549, A375, B16F10, HeLa, Hep-

3B, MDA-MB-231 cell line)에 대한 cytotoxicity 및 성장 억

제 효과, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus

aureus, Vibrio costicola, Candida albicans, Aspergillus

fumigates에 대한 항균 효과, cholesteryl ester transfer

protein 억제 효과가 있음이 보고되어졌고,
22-25)

 dicitrinin A(4)

는 DPPH-scavenging assay를 통해 항산화 효과, 암세포

(P388과 BEL-7402 cell line)에 대한 cytotoxicity, Candida

albicans, C. neoformans, Aspergillus fumigatus, A. niger에

대한 항진균 효과 등에 대한 생리 활성 효과가 보고되어 있

다.
26-29)

결 론

순비기나무로부터 분리된 내생균인 Penicillim sp.의 유기

용매 추출물로부터 2종의 azaphilone계 화합물, 1종의

diketopiperazine 계 화합물 및 1종의 phenol계 화합물을 분

리하였다. 분리된 화합물들은 spectral data를 바탕으로 각각

piceol(1), cyclo(L-Pro-L-Val)(2), isochromophilone VI(3) 및

dicitrinin A(4)로 동정하였다. 분리된 화합물들이 알려진 물

질이긴 하지만, 그 생리활성에 관하여는 연구된 바가 많지

않기에, azaphilone계 화합물들의 생리활성을 추가적으로 연

구할 필요가 있다고 사료된다. 
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