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Abstract Phytochemicals include plant-derived natural products

that promote and improve the human metabolism and physiological

activity, and there is a lot of research to find the value of the

molecules is in progress. Likewise, we obtained 288 fractions of

Capsicum annuum L. extract in less than 20 h using HPLC/SPE/

HPLC coupling experiment through Sepbox system, an effective

separation system to search for active substances in natural

resources and ensure efficacy and reliability. Therefore, this

experiment allowed rapid identification of biologically active

molecules from the extract compared to traditional separation

processes. Of the above fractions, eight fractions showed the α-

glucosidase inhibitory (AGI) activity and subsequent LC-MS

analysis revealed one of the active molecules as luteolin 7-O-

glucoside. In addition, we proved the increase in AGI activity

according to deglycosylation of flavonoid glycoside. Therefore,

this study suggests that the Sepbox system can quickly separate

and identify active components from plant extract, and is an

effective technique for finding new active substances.

Keywords α-glucosidase inhibitory activity · Capsicum annuum

L. · Deglycosylation · Sepbox system

서 론

약용 식물은 높은 약리 활성과 약한 독성을 가지는 특성으로

인해 오래전부터 치료를 위한 목적으로 사용되어 왔고[1],

Phytochemicals은 인간의 신진대사와 생리활성을 촉진하고 개선

하여 이에 대한 많은 연구결과가 보고되어 있다[2]. 치료제 개

발을 위한 선도물질로서 Phytochemical의 발견은 일반적으로

bioassay-guided fractionation의 수행으로 이루어지며[3], 용매추

출, 추출물 분획, 분획별 활성평가, 활성분획의 화합물 분리, 분

리한 화합물의 활성 점검 및 구조 동정으로 이루어진다[4,5].

그러나, 위와 같은 분리 방법은 긴 시간을 필요로 하며 용매

의 소모가 많고, 흡착된 샘플을 회수하기 어려운 경우가 빈번

하게 일어난다[6]. 이로 인해, 활성 화합물을 분리하는데 실패

하거나, 활성을 상실하는 것은 매우 흔하게 일어나며, 분리과정
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중 활성물질 변성, 미량성분의 비효율적 분리, 화합물간의 시너

지 효과로 의한 활성 등이 원인으로 파악된다[7,8]. 따라서, 생

물자원의 활성물질을 탐색하고 효능과 신뢰성을 보장하기 위한

더 나은 전략적 정제 기술이 요구되어 지고있다.

Sepbox system은 high-performance liquid chromatography

(HPLC)와 solid-phase extraction (SPE)의 자동화 조합을 기반

으로 생물자원에서 화합물을 분리하는 기술로[9], 빠른 화합물

분리와 높은 회수율 등의 장점을 가지고 있다 [10]. 또한, 미량

으로 존재하여 일반적으로 검출하기 힘든 화합물들을 빠르고 효

과적으로 검출 분리가 가능하여 전통적인 분리방법의 bioassay-

guided fractionation의 단점을 보완할 수 있다.

고추(Capsicum annuum L.)는 가지과에 속하는 식물로 주 생

산지는 남아메리카 열대 지역이나, 한국을 포함한 전세계에서

재배되고 있고[11], 여러해살이나무이지만 우리나라에서는 한해

살이풀처럼 재배되고있다[12-14]. 고추는 페놀 화합물, carotenoid,

ascorbic acid, tocopherol 및 capsaicin과 같은 다양한 생리 활

성 화합물을 포함하고 이러한 화합물은 주로 항산화제 역할을

하여 암, 심혈관 질환 및 신경 퇴행성 질환과 같은 일부 산화

스트레스 질병의 발생을 예방하고, 다양한 건강상의 이점을 제

공한다[15-18].

당뇨병은 고혈당을 특징으로 하는 대사성 질환으로, 비만과

관련되어 현대사회의 심각한 질병으로 인식되고 있다[19,20]. 당

뇨와 관련하여 α-glucosidase는 소화효소로서 탄수화물을 단당

류로 가수분해하는 작용을 한다. 따라서, α-glucosidase inhibitor

는 탄수화물 가수분해 저해를 통해 혈당 상승을 조절하고 당뇨

합병증의 예방에 사용되고 있어 관련 연구는 지속적으로 이루

어지고 있다[21,22].

따라서, 본 연구에서는 Sepbox system을 이용하여 효과적으

로 추출물을 분리하고, bioassay-guide 법을 이용하여 빠르고 신

속하게 α-glucosidase inhibitor 활성을 가지는 물질을 탐색하고

자 연구를 수행하였다.

재료 및 방법

시료 및 추출

본 연구에 사용된 고추 잎은 (주)고추와 육종에서 고추잎분말로

수령하였으며, 70% ethanol과 혼합 후, 1시간 동안 sonication하

고 24시간 냉침하였다. 이후, paper filter로 여과하고 감압농축

하여 조추출물 CP1을 조제하여 실험에 사용하였다.

Sepbox chromatography separation

Sepbox 시스템은 HPLC와 SPE의 장점을 결합하고 HPLC/SPE/

HPLC 설정과 결합되어 2차원 분리가 가능한 기술이다. 본 연

구에서는 Sepbox 2D-250 시스템(Sepiatec GmbH, Berlin, Germany)

을 이용하여 고추 잎 추출물(CP1)을 분리하였으며, sepbox 분

획과정은 다음과 같다. C4 reverse-phase resin (Sepiatec) 0.8 g

에 추출물 0.25 g을 흡착시킨 후, C4 reverse-phase HPLC

column을 사용하여 12개의 분획으로 분리하였으며, 이후 분획

물은 12개의 SPE trap column으로 이동하게 되고, 각 SPE

column의 분획물은 C18 RP HPLC 컬럼에서 최종적으로 분리

된다. 이들은 UV (254 nm) 및 ELSD 검출기를 통해 분석되었

으며, 총 288개의 소분획(1~12T-1~24로 명명)을 확보하였다. 분

리 조건은 Table 1, 2에 나타내었다.

HPLC 및 LC-MS, UHPLC-HRMS analysis

HPLC 분석을 위해 Agilent 1200 HPLC/MS (Agilent Co., Santa

Clara, CA, USA) 장비를 사용하였으며, column은 Phenomenex

5 μm C18, 150×4.6 mm을 사용하였다. 분석조건은 0.05% FA

(formic acid)를 함유한 water와 acetonitrile을 사용하여, 0.7

mL/min의 유속, 10 μL의 시료를 주입하여 gradient 조건(ACN

10-100%)으로 30분 동안 분석하였다. UHPLC-HRMS 분석을

위해 Vanquish Flex UHPLC/Q-exactive Orbitrap MS (Thermo

Scientific, Waltham, MA, USA)를 사용하였고 0.3 mL/min 유

속으로 10분간 HPLC와 동일한 용매조건으로 분석하였다.

α-Glucosidase inhibitory activity assay

α-Glucosidase는 장의 말단에 존재하는 당분해효소로서 이들의

저해제는 탄수화물의 포도당으로 소화를 지연시킴으로써, 혈당

치를 감소시키는 역할을 한다. α-Glucosidase inhibitory activity

의 측정방법은 다음과 같다. 샘플 2 µL에 125 nM α-glucosidase

효소액(Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, USA) 40 µL, 200 mM

potassium phosphate buffer (pH 7.0) 38 µL를 혼합하여 37 oC

에서 10분간 배양한 후 2.5 mM p-nitrophenyl αD-glucopyranoside

(Sigma-Aldrich) 20 µL를 첨가하여 37 oC에서 20분 간 반응시켰

다. 이후, 0.2 M sodium carbonate (Sigma-Aldrich) 75 µL로

반응을 정지시켜 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. 저해활성은

다음과 같이 계산하였다.

Table 1 1st Separation condition of Sepbox system

1st Separation Elution time (min) MeOH/water (%) Flow rate (mL/min)

C4 RP HPLC column
20×200 mm

 0-4 0/100 4

 4-7 0/100-2/98 4-5

7-10 2/98 5

10-14 2/98-15/85 5-6.5

14-44 15/85-90/10 6.5

44-50 90/10-100/0 6.5-5

50-65 100/0 5

*Water pump flow (mL/min): 0-16 min: 0, 16-18 min: 9, 18-22 min: 9, 22-26 min: 9-8, 26-30 min: 8-7, 30-40 min: 7-6, 40-43 min: 6-5, 43-55 min: 5-
3, 55-60 min: 3-0 
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Inhibition rate (%)

=[1−(Abssample−Absreference)/Abscontrol]×100,

Abssample: Absorbance of the sample

Absblank: Absorbance of the sample reference

Abscontrol: Absorbance of the control

산가수분해

본 연구에서 수행된 가수분해는 CP1 5 mg/mL (MeOH):water:

MeOH:3M HCl=2 mL:3 mL:5 mL:0 mL (control)/2 mL:2.7 mL

:5 mL:0.3 mL (Final HCl conc. 0.1M)/2 mL:1.5 mL:5 mL:1.5 mL

(Final HCl conc. 0.5M)/2 mL:0 mL:5 mL:3 mL (Final HCl

conc. 1M)로 각각 혼합 후, 60 oC에서 1, 3시간 동안 반응시켰

Table 2 2nd Separation condition of Sepbox system

2nd Separation Elution time Acetonitrile/water Flow rate (mL/min)

Trap 1
SPE1

Column 2.4a

0-4 min 5/95

3
4-48 min 5/95-15/85

48-53 min 15/85-45/55

53-65 min 45/55

Trap 2
SPE2

Column 2.4

0-4 min 9/91

3
4-48 min 9/91-24/76

48-53 min 24/76-48/52

53-65 min 48/52

Trap 3
SPE3

Column 2.4

0-48 min 13/87-33/67

348-53 min 33/67-59/41

53-65 min 59/41

Trap 4
SPE4

Column 2.4

0-48 min 14/86-37/63

348-53 min 37/63-63/37

53-65 min 63/37

Trap 5
SPE5

Column 2.4

0-48 min 19/81-43/57

348-53 min 43/57-67/33

53-65 min 67/33

Trap 6
SPE6

Column 2.5b

0-48 min 25/75-48/52

348-53 min 48/52-71/29

53-65 min 71/29

Trap 7
SPE13

Column 2.5

0-48 min 32/68-58/42

348-53 min 58/42-78/22

53-65 min 78/22

Trap 8
SPE14

Column 2.5

0-48 min 38/62-66/34

348-53 min 66/34-85/15

53-65 min 85/15

Trap 9
SPE15

Column 2.5

0-48 min 45/55-72/28

348-53 min 72/28-92/8

53-65 min 92/8

Trap 10
SPE16

Column 2.5

0-48 min 56/44-83/17

348-53 min 83/17-100/0

53-65 min 100/0

Trap 11
SPE17

Column 2.6c

0-48 min 60/40-87/13

348-53 min 87/13-100/0

53-65 min 100/0

Trap 12
SPE18

Column 2.6

0-48 min 67/33-95/5

348-53 min 95/5-100/0

53-65 min 100/0

A: Column 2.4: YMC-pack ODS-AQ HG, 250×10.0 mm, 10 µm
B: Column 2.5: Phenomenex Luna C18, 250×10.0 mm, 10 µm
C: Column 2.6: Phenomenex Luna C8, 250×10.0 mm, 10 µm
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다. 이후, 반응액은 1M NaOH로 중화하고 부탄올 분획 후 농

축하여 시료화하였다.

결 과

Sepbox chromatography 소분획 분석 및 α-glucosidase inhibition

activity

CP1 250 mg을 Sepbox chromatography를 이용하여 20시간 이

내에 288개의 소분획으로 분리하였으며, 일부 소분획물의 HPLC

크로마토그램은 Fig. 1에 나타내었다. Fig. 1에서 보이는 대로,

Sepbox system을 통해 CP1을 1-3개의 화합물을 포함한 소분획

으로 분리할 수 있었으며, 분리에 소모된 시간은 20시간 이내

였다. 소분획 중 단일물질 수준으로 분리가 된 것으로 예상되

는 시료를 LC-MS을 통해 분석한 결과, UV흡수스펙트럼과 분

자량 정보를 바탕으로 4T-10은 luteolin 7-O-(2''-O-apiosyl)

glucoside (L7AG), 4T-11은 luteolin 7-O-glucoside (L7G), 4T-

13은 apigenin 7-O-(2''-O-apiosyl)glucoside (A7AG), 4T-07은

luteolin 7-O-(2''-O-apiosyl-O-6''-malonyl)glucoside (L7AMG),

5T-09는 apigenin 7-O-glucoside (A7G), 3T-11은 apigenin 7-

O-(2''-O-apiosyl-O-6''-malonyl)glucoside (A7AMG)으로 추정되었

다(Table 3).

이후 각 소분획물의 α-glucosidase inhibitory (AGI) activity

를 측정하기 위해 농축 후, 각각을 DMSO에 용해시켰다. AGI

활성 결과, 3T-13 (23.13±7.61%), 4T-11 (44.20±5.55%), 4T-18

(25.26±5.76%), 4T-19 (24.17±7.01%), 5T-13 (37.94±9.16%),

5T-14 (61.25±2.16%), 8T-2 (67.03±5.90%), 9T-2 (31.99±10.26%)

로 총 8개의 소분획물이 AGI activity를 가지는 것으로 나타났

다(Fig. 2). 상기 소분획의 활성물질을 조사하기 위해 LC-MS

분석을 수행하였다.

활성 분획물의 LC-MS 분석

활성을 나타낸 소분획을 LC-MS를 통해 분석하였으며 그 결과,

3T-13과 4T-11에서 분자량 448 Da의 luteolin 7-O-glucoside

(L7G)가 확인되었고 AGI 활성을 나타낸 추가분획 4T-18,19,

5T-13,14에서는 283 Da과 313 Da의 분자량, 8T-02, 9T-02에서

Fig. 1 HPLC chromatogram of CP1 sepbox subfractions The molecular weight of the main component is indicated in parentheses

Table 3 UHPLC-HRMS analysis results of luteolin and apigenin glycosides contained in CP1

Retention time 
[min]

Peak Mass
Molecular
Formula

Delta
[ppm]

Theoretical 
mass

Corresponding molecule

3.66
(11.84)*

581.1519 C26H29O15 3.03 581.1501 luteolin 7-O-(2''-O-apiosyl)glucoside

3.75
(12.27)*

449.1097 C21H21O11 4.17 449.1078 luteolin 7-O-glucoside

3.99
(12.75)*

565.1570 C26H29O14 3.29 565.1552 apigenin 7-O-(2''-O-apiosyl)glucoside

3.40
(12.80)

667.1517 C29H31O18 1.77 667.1505 luteolin 7-O-(2''-O-apiosyl-O-6''-malonyl)glucoside

4.13
(13.30)*

433.1145 C21H21O10 3.57 433.1129 apigenin 7-O-glucoside

4.32
(13.83)*

651.1580 C29H31O17 3.75 651.1556 apigenin 7-O-(2''-O-apiosyl-O-6''-malonyl)glucoside

*HPLC retention time
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660/1085/1101/923 Da의 분자량이 검출되었다. 이를 통해 CP1

에서 AGI 활성을 나타내는 7개 이상의 활성물질이 예상되었고,

이들 중 하나는 L7G임을 알 수 있었다. 그 외 화합물은 미량

성분으로 구조 규명을 위하여 현재 추가 연구 중이다. L7G는

luteolin의 배당체로 A7G와 함께 AGI 활성을 나타낸다고 보고

되어 있다[23,24]. 그러나 본 연구의 A7G를 포함한 소분획에서

는 활성이 나타나지 않았는데 이는 CP1에서 L7G의 함유량에

비해 A7G의 함유량이 9배 가량 낮기 때문으로 추정된다(Fig. 5).

Sample Inhibition (%) Sample Inhibition (%)

Control - Acarbose 55.40±7.61

3T-13 23.13±7.61 4T-18 25.26±5.76

4T-11 44.20±5.55 4T-19 24.17±7.01

Fig. 2 α-glucosidase inhibition activity of CP1 sepbox subfractions (1T~4T fraction)

Sample (20 µg/mL) AGI activity (%)

Control 0

Acarbose (500 µM) 58.85±2.26

Luteolin 78.21±2.55

L7G 18.32±0.58

4T-9 (L7AG) 0.18±2.47

3T-5 (L7AMG) -3.10±18.44

Apigenin 92.87±19.37

A7G 16.55±5.06

4T-11 (A7AG) -8.82±11.71

Fig. 3 AGI activity comparison result of luteolin, apigenin, and its glycosides
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또한, 각기 다른 소분획에서 같은 화합물이 검출되는 것은

Sepbox system의 1차 분리 중 물질이 완벽하게 나누어져 SPE

에 trapping이 될 수 없기 때문에 같은 화합물이 다른 trap에서

적절한 용매 조건일 때 용출되어 나와 생긴 결과로 판단된다.

추가적으로, 고추잎 추출물에 포함되어 있는 luteolin과

apigenin의 배당체인 L7G, L7AG, L7AMG, A7G, A7AG,

A7AMG이 포함된 각각의 소분획별 AGI 활성을 비교한 결과,

당의 개수가 증가함에 따라 AGI활성이 감소하는 경향을 확인

할 수 있었다. 이와 같은 현상의 상관관계를 명확히 하기 위해

추가적인 연구를 수행하였다.

Luteolin과 apigenin 배당체들의 α-glucosidase inhibition activity

Luteolin, apigenin, L7G, L7AG, L7AMG, A7G, A7AG, A7AMG

를 각각 20 µg/mL의 농도로 하여 AGI activity를 측정한 결과,

luteolin (78.21±2.55%) > L7G (18.32±0.58%) > L7AG (0.18±

2.47%) > L7AMG (−3.10±18.44) 순으로 활성이 감소하였으며,

apigenin (92.87±19.37) > A7G (16.55±5.06) > A7AG (-8.82±

11.71)으로 apigenin 또한 동일한 결과를 보였다(Fig. 3).

위 결과를 바탕으로 본 연구자들은 CP1에 포함된 luteolin과

apigenin의 배당체를 deglycosylation 시킬 경우, 추출물의 AGI

활성이 증가할 것임을 가정하였고, 이를 증명하기위해 CP1에

보유중인 해양미생물을 이용하여 생물전환을 실시하였으나 당

의 가수분해 산물을 확인하지는 못하였고(data not shown) 추가

적으로 염산(HCl)을 처리하여 산가수분해를 진행하였다. 탈당화

(deglycosylation)에 따른 활성 변화를 조사한 결과, CP1 0.5

mg/mL (61.61±2.53%)에 비해 0.5M HCl을 통해 탈당화 시료

(CP1-0.5M AH)는 93.16±1.21%로 AGI 활성이 약 32% 증가

하였으며, 1M HCl을 통해 탈당화 시료(CP1-1M AG)는 100.65±

2.24%로 약 39% 증가하였다(Fig. 4).

또한, 가수분해 반응시료를 HPLC를 통해 분석한 결과, CP1

내에 존재하던 L7AG 및 A7AG가 L7G와 A7G로 탈당화된 것

을 확인하였다(Fig. 5). 위의 결과를 통해 탈당화에 의해 α-

glucosidase inhibition 활성이 증가한다는 것을 확인하였다.

고 찰

본 연구에서 활용한 Sepbox 시스템은 천연물을 거의 순수한 화

합물이나 몇 가지 물질의 혼합물로 신속하게 분리하는 시스템

이며, 4개의 HPLC 컬럼, 12개의 SPE용 컬럼, 광 산란 검출기

및 UV 검출기가 결합되어 있다. 이러한 HPLC/SPE/HPLC

coupling system을 통해 20시간 이내에 288개의 CP1 소분획물

을 획득할 수 있었으며, UHPLC-HRMS를 통해 luteolin과

apigenin의 배당체인 L7G, L7AG, L7AMG와 A7G, A7AG,

A7AMG등을 확인하였다. CP1은 지표물질이 뚜렷하여 상대적

으로 함유량이 낮은 물질을 분석하기가 어려우나, Sepbox

system을 이용하여 미량물질들을 빠르고 효과적으로 분리 및 분

석할 수 있었다. 이와 같은 Sepbox system은 천연물 분리 연구

에 적용되어 높은 활용성을 나타낼 것이라 사료된다.

Sepbox을 통해 얻은 소분획물들의 AGI activity 측정을 통해

활성을 확인하였다. 이들 소분획 중, 하나는 448의 분자량을 가

지는 L7G을 주로 함유한 것으로 확인되었다. AGI 활성을 나

타낸 L7G는 이미 보고된 연구결과[23]와 동일하며 Sepbox를

통해 물질이 효과적으로 분리되었음을 시사한다. 더 나아가,

L7G와 마찬가지로 apigenin의 배당체인 A7G도 AGI 활성이 보

고되어 있는데[24], 본 연구의 A7G를 포함한 소분획에서는 활

성이 나타나지 않았다. 이는 CP1에서 L7G의 함유량에 비해

A7G의 함유량이 1/9 정도로 낮기 때문으로 추정된다. 나머지

활성분획의 함유성분 규명을 위한 추가적인 연구를 수행 중이다.

또한, 우리는 Sepbox 소분획별 AGI 활성을 비교하던 중,

Sample AGI activity (%)

Control 0

Acarbose 50.49±0.93

CP1 61.61±2.53

CP1-0.5M AH 93.16±1.21

CP1-1M AH 100.65±2.24

Fig. 4 Results of changes in AGI activity following deglycosylation of glycosides
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활성 증가를 발견하였으며, 이들의 상관관계를 증명하기 위해

luteolin 및 apigenin과 이들의 배당체들의 AGI활성을 비교하였

다. 그 결과, 탈당화에 의해 AGI 활성이 증가함을 발견하였다.

또한, 산가수분해에 의한 배당체의 함량을 낮춘 CP1 산물의

AGI 활성도 동일한 패턴으로 증가하였으며, 이를 통해 탈당화

에 의해 AGI 활성이 증가함을 확인하였다. 비록 luteolin과

apigenin의 AGI 활성이 이미 알려져 있으나 고추잎에는 대부분

배당체로 분포하고 있기 때문에 가수분해를 통하여 활성을 증

진시킬 수 있을 것으로 생각하며 그 외 식물에 다양하게 존재

하는 폴리페놀 배당체를 가수분해시에 기능성 향상을 기대할 수

있을 것으로 예상한다.

이와 같은 현상은 탈당화반응에 의한 분자 크기와 극성의 감

소, 그리고 평면 구조화 등이 원인일 수 있으며, 이로 인해 화

합물과 α-glucosidase 사이의 결합 상호작용이 증가[25]하여 야

기된 결과로 판단된다.

본 연구결과는 Sepbox 시스템이 식물추출물에서 활성 성분

을 신속하게 분리하고 식별할 수 있으며, 새로운 활성 물질을

찾는데 효과적인 기술임을 시사한다.

초 록

식물 유래 화합물은 다양한 생리활성과 구조 다양성으로 많은

연구자에게 관심을 받고 있으나 화합물 분리는 많은 시간 소요,

과량의 유기용매 소모와 분리과정 중의 활성성분의 유실 등의

어려움을 겪게 된다. 이러한 점을 극복하기 위하여 HPLC/SPE/

HPLC를 결합한 Sepbox 분리시스템을 이용하여 고추잎 추출물

에서 288개 분획물을 획득하였고 이 중에서 alpha-glucosidase

저해효능을 가지는 화합물인 luteolin 7-O-glucoside를 효과적으

로 확인할 수 있었다. 또한 고추잎에 풍부한 플라보노이드 다

당체를 가수분해함에 따라 해당 활성이 증가함을 검증하였다.

그러므로 본 연구결과는 Sepbox 시스템이 생리활성 평가와 결

합할 경우 식물 내 유용물질 탐색에 효과적임을 보여주었다.

Keywords α-glucosidase 저해활성 · Capsicum annuum L. ·

HPLC/SPE/HPLC 자동화시스템
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