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Abstract Bioactivity-guided fractionation of EtOH extract of

the dried fruits of Amomum tsao-ko led to isolation of three

compounds (1-3). Their structures were elucidated by spectroscopic

methods (MS, 1D and 2D-NMR) and comparison with literature

values, as naringenin-5-O-methyl ether (1), helichrysetin (2), and

cardamomin (3). Compound 2 was obtained from the genus

Amomum for the first time. Among them, compounds 2 and 3

inhibited on the release of β-hexosaminidase from RBL-2H3 cells,

with 99.1 and 21.3% at the concentration of 50 μM, respectively.

Keywords Amomum tsao-ko · β-hexosaminidase · Flavonoid ·

RBL-2H3

서 론

초과(草果, Amomum tsao-ko)는 생강과에 속하고 예로부터 향신

료, 조미료, 그리고 중국 전통 의학으로 사용되어 왔으며[1,2] 따

뜻하고 매운 성질의 초과는 전통적으로 소화불량, 위장병, 거담,

말라리아, 메스꺼움, 구토, 설사 그리고 복통 등에 사용해 왔다[3-

5]. 이 식물에 대한 성분 연구로는 terpenoids, phenolic compounds,

flavonoids, carbaldehydes, sterols, diaryheptanoids, benzaldehyde

및 cycloterpenals 등이 보고되어 있으며[6-11], 이들 성분중에서

He 등[12]은 diarylheptanoids계열 amomutsaokols A-K에서 α-

glucosidase 억제 활성(He 등 2020)과, Kim 등[13]은 pyrano-

flavanone과 pyranochalcone 계열 화합물로부터 강력한 nitric

oxide 생성 억제 활성을 보고하였다. 또한, 초과의 생리활성 연

구로는 항염, 항산화, 항진균 및 항비만 효능 등이 알려져 있다

[1,11,14-16]. IgE가 관여하여 일어나는 제 1형 과민반응은

allergy 또는 아토피 반응으로 불리우며, 아토피 질환, 천식,

allergy성 비염 등을 포함하는 가장 흔한 만성 면역계 질환이다

[17]. 비만세포는 대부분의 allergy 질환에 중요한 역할을 하는 세

포로 알려져 있으며, 항원과 항체의 결합을 통하여 활성화되며

세포의 과립 내에 저장되어 있던 히스타민, 염증촉진 사이토카

인과 케모카인, 류코트리엔, 그리고 프로스타글란딘과 같은 allergy

유발물질을 분비한다[18]. 따라서, allergy 유발물질의 탈과립 억

제를 통한 비만세포 활성화 조절은 allergy 반응의 약물 개발에

중요한 자료로 활용될 수 있을 것이다[19]. Allergy 질환의 예방을

위한 기존에 연구된 천연물 소재로는 충울자(Leonurus sibiricus) 추

출물[20], 검정콩 껍질 유래 안토시아닌[21], 곰솔(Pinus thunbergii)

로부터 분리한 neolignane 등[22]이 보고되었다. 본 연구에서는

초과(草果)의 성분 및 효능에 대한 연구를 수행하였으며 에탄올

추출물로부터 분리 정제된 화합물의 RBL-2H3 세포로부터 탈과

립 억제 활성을 확인하였기에 그 결과를 보고하고자 한다.
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재료 및 방법

실험 재료

실험에 사용한 초과(草果)는 2012년 2월 서울 경동시장에서 구

입하여 교신저자인 오좌섭 교수로부터 형태학적 평가를 통하여

동정 받은 후 사용하였으며, 표본(G47)은 (재)경기도경제과학진

흥원 천연물연구팀 표본실에 보관하고 있다.

시약 및 기기

비선광도는 JASCO P-2000 polarimeter (Tokyo, Japan)를 사용

하여 측정하였다. Nuclear magnetic resonance (NMR)은

Bruker Ascend III 700 (700 MHz, cryoprobe) spectrometer

(Bruker BioSpin GmbH., Rheinstetten, Germany)를 이용하여

측정하였으며, Electrospray ionization (ESI) mass는 LTQ

Orbitrap XL mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific

Inc., MA, Waltham, USA)를 사용하였다. TLC plate는 Merck

의 Kiesel gel 60 F254 (0.25 mm, Darmstadt, Germany) 또는

RP-18254S (0.25 mm)를 사용하였다. 컬럼 충진제는 실리카겔 60

(70-230 Mesh, Merck KGaA), 실리카겔 60 (230-400 Mesh,

Merck KGaA), ODS-A (12 nm S-75μm, YMC GEL), SephadexTM

LH-20 (GE Healthcare, IL, Chicago, USA)를 사용하였다. 발

색시약으로는 10% vanillin/H2SO4 (in EtOH) 시약을 사용하였

으며, UV의 검색은 254와 365 nm에서 확인하였다. 추출, 분획

및 컬럼 크로마토그래피에 사용한 모든 용매는 1급 시약을 사

용하였다. 물은 초순수제조장치(CascadaTM RO water, Pall

Corporation, NY, Port Washington, USA)를 이용하여 3차 증

류수를 사용하였다.

추출 및 분리

건조분말 초과(草果) 5 kg에 80% 에탄올 (2×30 L)를 가하여 24

시간동안 냉침 추출하였다. 그 후 추출물을 여과하여 농축기

(Rotavapor R-250, Büchi Labortechnik GmbH, Flawil, Switzerland)

로 40 oC에서 감압농축 하여 EtOH 추출물 219 g을 확보하였다.

농축된 시료에 대하여 증류수 500 mL을 가하여 현탁시키고 상

법에 따라 동량의 methylene chloride (CH2Cl2), ethyl acetate

(EtOAc) 및 n-BuOH 순으로 용매 분획한 후 농축시켜 CH2Cl2

가용성 분획 66 g, EtOAc 가용성 분획 18 g, 및 n-BuOH 가용

성 분획 50 g을 얻었다. CH2Cl2 가용물을 다시 n-hexane에 현

탁시키고 50% (32 g), 70% (8 g), 90% MeOH (12 g), 및 n-

hexane (10 g) 순으로 각각 분획하였다. 항알러지 효과가 있는

70% MeOH 가용물에 대하여 CHCl3-MeOH혼합용매를 이동상

(1:0→1:1, v/v, 2 L)으로 하여 silica gel (70-230 Mesh, Merck,

Germany)을 이용한 컬럼 크로마토그래피(ø8×30 cm)를 수행하

여 7개의 소분획(G47-70M-1-7)으로 나누었다. G47-70M-4 소분

획물(1.1 g)에 대하여 MeOH와 증류수 혼합용매를 이동상

(20:80→100:0, v/v, 500 mL)으로 하여 역상 ODS-A (12 nm S-

75 μm, YMC GEL)을 이용한 VLC (vacuum liquid chromatography,

ø16×6 cm)를 수행하여 6개의 소분획(G47-70M-4-1-6)을 얻었다.

G47-70M-4-4 (150 mg)에 대하여 CHCl3-MeOH 혼합용매를 이

동상(20:1→6:1, v/v, 200 mL)으로 하여 silica gel (230-400

Mesh, Merck, Germany)을 이용한 컬럼 크로마토그래피(ø1.5×

25 cm)를 수행하여 화합물 1 (3.2 mg)을 분리하였다. 소분획

G47-70M-4-3 (600 mg)에 대하여 CHCl3-MeOH (1:1, v/v, 2 L)

혼합용매를 이동상으로 하여 SephadexTM LH-20을 이용한 컬럼

크로마토그래피(ø4×150 cm)를 수행하여 화합물 2 (5.7 mg)와 3

(7.3 mg)을 각각 분리 정제하였다.

화합물 1 (naringenin-5-O-methyl ether): White amorphous powder;

 ‒17.2 (c 0.1, CH2Cl2); UV (CH3OH) λmax nm (log

ε): 226 (4.12), 283 (3.93), 323sh (3.25); 1H NMR (DMSO-

d6, 700 MHz): δ 7.29 (2H, d, J =8.5 Hz, H-2', 6'), 6.77

(2H, d, J =8.8 Hz, H-3', 5'), 6.05 (1H, d, J =2.1 Hz, H-6),

5.95 (1H, d, J =2.1 Hz, H-8), 5.33 (1H, dd, J =12.6, 2.8

Hz, H-2), 3.73 (3H, s, OCH3), 2.99 (1H, dd, J =16.8, 12.6

Hz, Ha-3), 2.48 (1H, dd, J =16.8, 2.8 Hz, Hb-3); 13C NMR

(DMSO-d6, 175 MHz): δ 188.2 (C-4), 164.8 (C-7), 164.7

(C-9), 162.7 (C-5), 158.0 (C-4'), 129.8 (C-1'), 128.6 (C-2',

6'), 115.6 (C-3', 5'), 104.9 (C-10), 96.1 (C-8), 93.7 (C-6),

78.5 (C-2), 56.1 (OCH3), 45.2 (C-3); ESIMS (negative ion

mode) m/z 285 [M-H]–.

화합물 2 (helichrysetin): Yellow amorphous powder; UV

(CH3OH) λmax nm (log ε): 364 (4.13); 1H NMR (DMSO-d6,

700 MHz): δ 13.94 (1H, s, 2'-OH), 10.61 (1H, s, 4'-OH),

10.09 (1H, s, 4-OH), 7.67 (1H, d, J =15.4 Hz, H-α), 7.63

(1H, d, J =15.4 Hz, H-β), 7.57 (2H, dd, J =8.4 Hz, H-2,

6), 6.84 (2H, dd, J =8.4 Hz, H-3, 5), 6.01 (1H, d, J =2.1

Hz, H-5'), 5.91 (1H, d, J =2.1 Hz, H-3'), 3.88 (3H, s,

OCH3); 
13C NMR (DMSO-d6, 175 MHz): δ 191.7 (C=O),

166.3 (C-2'), 164.6 (C-4'), 162.5 (C-6'), 159.9 (C-4), 142.7

(C-β), 130.4 (C-2, 6), 125.9 (C-1), 123.7 (C-α), 115.9 (C-3,

5), 105.0 (C-1'), 95.8 (C-3'), 91.6 (C-5'), 55.9 (OCH3);

ESIMS (negative ion mode) m/z 285 [M-H]–.

화합물 3 (cardamomin): Yellow amorphous powder; UV

(CH3OH) λmax nm (log ε): 343 (4.25); 1H NMR (DMSO-d6,

700 MHz): δ 13.72 (1H, s, 2'-OH), 10.61 (1H, s, 4'-OH),

7.83 (1H, d, J =16.1 Hz, H-α), 7.72 (2H, dd, J =7.7, 1.4

Hz, H-2, 6), 7.66 (1H, d, J =16.1 Hz, H-β), 7.46 (3H,

overlapped, H-3, 4, 5), 6.03 (1H, d, J =2.1 Hz, H-5'), 5.93

(1H, d, J =2.1 Hz, H-3'), 3.89 (3H, s, OCH3); 
13C NMR

(DMSO-d6, 175 MHz): δ 191.7 (C=O), 166.2 (C-2'), 165.0

(C-4'), 162.7 (C-6'), 141.7 (C-β), 134.9 (C-1), 130.3 (C-4),

129.0 (C-3, 5), 128.3 (C-2, 6), 127.5 (C-α), 105.1 (C-1'),

95.8 (C-3'), 91.7 (C-5'), 56.0 (OCH3); ESIMS (negative ion

mode) m/z 269 [M-H]–.

RBL-2H3 세포배양 및 탈과립화 측정

Rat basophilic leukemia 셀 라인인 RBL-2H3 세포주를 15%

FBS, 100 unit/mL의 페니실린과 스트렙토마이신을 포함하는

MEM 배지와 37 oC, 5% CO2 조건에서 24 well plate에

2×105 cells/well로 분주한 후 24시간 배양하였다. 상등액을 제거

후 25 ng/mL anti-DNP IgE가 포함된 MEM 배지를 넣고 4시

간 배양 후 PIPES buffer 500 μL로 두 번 세척하고 4 mM

MgCl2, 5.6 mM glucose, 0.1% BSA를 포함시킨 PIPES buffer

를 180 μL 넣고 10분 동안 배양하였다. 전 배양 후 실시예의
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D
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시료를 25, 50, 100 µg/mL의 농도로 20분간 처리 후 50 ng/mL

DNP-BSA 20분간 반응시켰다. Ice에서 10분 방치하여 반응을

종결시킨 후 상등액을 30 μL씩 96 웰 플레이트에 넣고, 1 mM

P-니트로페닐-아세틸-β-D-글루코사미니드를 30 μL 넣은 후 37
oC에서 1시간 반응시켰다. stop solution (0.1 M NaHCO3, 0.1 M

Na2CO3)을 넣고 반응을 종결시킨 후 405 nm 파장대에서

ELISA 리더로 흡광도를 측정하였다.

결과 및 고찰

초과(草果)로부터 얻은 80% 에탄올 추출물에 대하여 통상적인

방법으로 분획하여 CH2Cl2, EtOAc 및 n-BuOH 분획물을 제조

하였다. 이 중 CH2Cl2, 분획물에 대하여 n-hexane과 50, 70,

90% MeOH로 분획 하였고, 70% MeOH 가용 분획물에 대하

여 실리카겔, ODS, Sephadex LH-20 컬럼 크로마토그래피를 이

용하여 3종의 화합물을 분리, 정제하였다. 분리한 화합물은

1D-, 2D-NMR 및 MS 등의 기기분석 및 문헌과의 비교를 통

하여 그 구조를 규명하였다(Fig. 1).

화합물 1은 흰색 무정형 분말로서 226, 283, 323sh nm의

UV 흡수극대치와 NMR 및 ESI-MS spectral data로부터 분자량

286 (m/z 285 [M-H]–)의 flavanone 화합물로 추정하였다

[23,24]. 1H-NMR 스펙트럼의 δH 7.29 (2H, d, J =8.5 Hz) 및

6.77 (2H, d, J =8.5 Hz)에서 flavanone B-ring의 ρ-disubstituted

benzene ring에 의한 signal이 관찰되었고, δH 6.05 (1H)와

5.95 (1H)에서 H-6 및 H-8 proton이 커플링 상수 J =2.1 Hz의

doublet으로 각각 나타났다. δH 5.33 (1H, dd, J =12.6, 2.8

Hz), 2.99 (dd, J =16.8, 12.6 Hz), 및 2.48 (dd, J =16.8, 2.8

Hz)에서 flavanone 유도체임을 알 수 있는 C-ring의 H-2, Ha-3,

Hb-3 proton signal과, δH 3.73 (3H, s)에서 한 개의 methoxy

그룹을 각각 확인하였다. 13C-NMR와 DEPT 스펙트럼에서 ρ-

disubstituted benzene ring의 중복된 탄소(δC 128.6과 115.6)와

δC 56.1의 methoxy 그룹을 포함하여 총 16개의 신호를 확인하

였으며, HMBC 스펙트럼으로부터 methoxy 그룹의 수소(δH

3.87)가 C-5 (δC 163.2)와 correlation 하는 것을 통해 methoxy

그룹은 C-5 위치에 결합하고 있음을 결정하였다. 또한, C-2 위

치의 stereochemistry는 H-2와 H-3 proton의 커플링 상수와 비

선광도 측정치 (  ‒17.2)를 문헌(  ‒14.0)과 비교하여

S-form임을 알 수 있었으며, 이상의 결과를 문헌과의 비교로 화

합물 1은 naringenin-5-O-methyl ether로 구조를 규명하였다[25].

화합물 2는 황색 무정형 분말로 분리, 정제되었으며, negative

이온 모드의 ESI-MS에서 285 [M-H]–의 이온 피크를 관찰하여

분자량은 286으로 확인하였다. UV spectrum에서 흡수극대파장

(λmax)이 364 nm에서 나타나 chalcone 계열에 속하는 것으로 예

상되었다[26,27]. 1H-NMR 스펙트럼에서 chalcone 골격의 C-α

와 C-β 위치에 해당하는 한 쌍의 trans olefinic 수소를 δH

7.67 (1H, d, J =15.4 Hz, H-α)와 7.63 (1H, d, J =15.4 Hz,

H-β)에서 확인하였고, ρ-disubstituted benzene ring의 수소 δH

7.57 (2H, d, J =9.1 Hz, H-2, 6)과 6.85 (2H, d, J =9.1 Hz,

H-3, 5)를 관찰하였다. 또한, meta-coupling을 하고 있는

aromatic doublet 수소를 δH 6.03 (1H, d, J =2.1 Hz, H-5')과

5.93 (1H, d, J =2.1 Hz, H-3')에서, 한 개의 hydrogen-bonded

hydroxy group [δH 13.94 (s)]과 methoxy 그룹 [δH 3.87 (3H, s)]

을 확인하였다. 13C-NMR와 DEPT 스펙트럼에서 ρ-disubstituted

benzene ring의 중복된 탄소를 포함하여 총 16개의 신호를 확

인하였으며, 그 중 1개분에 해당하는 탄소를 포함하여 chalcone

골격에 methoxy 그룹 1개가 결합하고 있는 구조로 유추하였다.

HMBC 스펙트럼에서 methoxy 그룹이 C-6'에 correlation (δH

3.87/δC 163.2) 하는 것을 통해 C-6'번 위치에 결합한 methoxy

그룹을 확인하였으며(Fig. 2), 이를 참고문헌과 비교하여 화합물
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Fig. 1 Chemical structures of compounds 1-3 identified from the fruits of A. tsao-ko

Fig. 2 Selected 1H-1H COSY and HMBC correlation of compounds 2 and 3
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2를 helichrysetin (2',4,4'-trihydroxy-6'-methoxy chalcone)으로

규명하였다[28]. 이는 Amomum속 식물로부터 처음 분리, 보고

되는 화합물이다.

화합물 3은 황색 무정형 분말로 분리되었으며, negative 이온

모드의 ESI-MS에서 269 [M-H]–의 이온 피크를 관찰하여 분자

량은 270으로 확인하였다. UV spectrum에서 흡수극대파장

(λmax)이 343 nm에서 나타나 화합물 3 역시 chalcone 계열에 속

하는 것으로 예상되었다[26,27]. 화합물 3의 1H 및 13C-NMR 스

펙트럼은 화합물 2와 유사하였다. 그러나 화합물 2와 달리

mono-substituted benzene ring에 기인하는 수소 δH 7.72 (2H,

dd, J =7.7, 1.4 Hz, H-2, 6)와 7.45 (3H, overlapped, H-3, 4,

5)의 관찰과 ESI-MS에서도 amu 16의 차이로 화합물 2의 B 환

에서 hydroxy 그룹이 결여된 화합물로 추정하였다. HMBC 스

펙트럼에서 methoxy 그룹의 signal이 C-6'에 correlation (δH

3.88/δC 163.2)하는 것을 확인하였고(Fig. 2), 참고문헌[29]과 비

교하여 화합물 3은 cardamomin (2',4'-dihydroxy-6'-methoxy

chalcone)으로 동정하였으며 이 식물에서 처음 분리, 보고되는

화합물이다. 초과 추출물에서 분리된 화합물 3종을 이용하여 항

알러지 효능을 확인하기 위해 RBL-2H3 세포로부터 β-

hexosaminidase assay를 수행한 결과 naringenin-5-O-methyl

ether (1)은 탈과립화 억제 효과가 없었고 helichrysetin (2)와

cardamomin (3) 처리군에서는 β-hexosaminidase 억제 효과가

있는 것으로 나타났다(Fig. 3). Table S1에서 보는 바와 같이

helichrysetin (2)는 100 mM에서 99.7%이고 cardamomin (3)은

29.7%의 탈과립 억제 효과를 보였다. 이들 화합물 3종은

flavonoid 계열의 화합물로 그 중에서도 화합물 1은 flavanone

골격을 함유하며, 화합물 2와 3은 chalcone 골격으로 차이를 보

이며 탈과립화 억제 효과는 chalcone 골격 화합물이 활성을 나

타내었으나, 구조-효능 상관 관계를 규명하기에는 더 많은 화합

물이 필요하다고 사료된다.

초 록

전통생약으로서 다양한 효능과 향신료, 조미료로서 사용되어온

초과(草果)의 항알레르기 성분연구를 위해 80% 에탄올 추출물

중 CH2Cl2, 분획으로부터 3 종의 flavonoid를 단리하였으며, 이

들의 물리화학적 성상과 분광분석 데이터로부터 구조를 확인한

결과 naringenin-5-O-methyl ether (1), helichrysetin (2) 및 cardamomin

(3)로 각각 동정하였다. 이들 화합물 중 화합물 2는 Amomum

속으로부터 처음 규명되었고, 화합물 3은 이 식물에서 처음 보

고되는 화합물이다. 또한 화합물 2와 3은 RBL-2H3 세포로부터

β-hexosaminidase assay를 수행한 결과 탈과립 억제효과를 나타

내었다. 따라서 초과의 chalcone 성분은 탈과립 억제효능을 통

하여 알러지 질환에 유용할 것으로 사료된다.

Keywords 초과 · Amomum tsao-ko · β-hexosaminidase · Flavonoid

· RBL-2H3
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