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ABSTRACT

Objectives� :� Natural� products� containing� bioactive� compounds� with� high� antioxidant� activity� are� potentially� important�

sources� that� can� contribute� to� the� improvement� of� various� diseases.� Therefore,� the� aim� of� this� study� was� to�

investigate� phenolic� compounds� of� Cinnamomum� cassia� (C.� cassia)� ethanolic� extract� (CCEE).� And� then� we� evaluated�

the� antioxidant� effect.�

Methods� :� We� used� liquid� chromatography� with� tandem� mass� spectrometry� (LC-MS/MS)� to� identify� the� compounds� in�

CCEE.� LC-MS/MS� was� performed� in� positive� ion� mode� using� Shimadzu,� Nexera� HPLC� system� and� IDA� TOF� mass�

system.� Solvent� A� was� distilled� water� and� solvent� B� was� acetonitrile� as� mobile� phase.� The� analysis� was� performed� at�

a� flow� rate� of� 0.5� ml/min,� column� temperature� of� 35� ℃� and� wavelength� of� 284� nm.� The� antioxidant� effect� of�

CCEE� was� analyzed� using� DPPH� (2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl� free� radical)� and� ABTS� (2,2'-azino-bis�

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic� acid)).� In� addition,� total� phenolics� and� total� flavonoids� contents� were� measured� to�

determine� antioxidant� effects.

Results� :� Analysis� using� LC-MS/MS� identified� four� compounds:� Coumarin,� Trans-cinnamaldehyde,� Trans-cinnamic� acid,�

and� 2-Methoxycinnamaldehyde.� Free� radicals� decreased� in� a� concentration-dependent� manner� starting� from� 10� μg/ml�

of� CCEE,� and� decreased� to� a� level� similar� to� Ascorbic� acid� (AA)� from� a� concentration� of� 60� μg/ml� onwards.�
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Conclusions� :� Based� on� the� findings,� CCEE� exhibits� strong� antioxidant� activity� as� evidenced� by� the� presence� of�

Coumarin,� Trans-cinnamaldehyde,� Trans-cinnamic� acid,� and� 2-Methoxycinnamaldehyde.� Consequently,� this� study�

suggests� that� CCEE� can� serve� as� an� important� source� of� natural� antioxidants� and� can� be� efficiently� used� in� the�

management� of� oxidative� stress� diseases.�

Key�Words� :�Cinnamomum� cassia� (C.� cassia),� LC-MS/MS,� Antioxidant.

Ⅰ. 서론1)

  천연물은 복잡한 병태생리학적 상태를 개선하는 대체 

의학으로 사용되며, 항산화 기반 치료에 기여할 수 있

는 연구 대상이 되어왔다1). 산화 스트레스 (Oxidative 

stress)는 활성산소종(Reactive oxygen species; ROS) 

및 자유라디칼 (Free radical)의 생성과 항산화제에 의

한 보호 메커니즘 사이의 불균형으로 발생한다2). 반응

성이 높은 분자인 자유라디칼 및 ROS는 세포의 정상 

대사과정, 지속적인 환경 스트레스, 그리고 자외선 조사 

등에 의해 생성되며, 과산화수소 (H2O2), 슈퍼옥사이드 

음이온(O2-), 하이드록실 라디칼(OH-) 등 산소의 전자 

환원으로 발생한다3), 4). 생체 내에서 자유라디칼 및 

ROS의 과도한 생성은 조직 및 세포 수준에서 산화적 

변형을 일으켜 염증3), 5), 6), 당뇨7), 암2), 3), 노화8) 및 

자가면역질환9) 을 비롯한 여러 질환의 발병에 주요 원

인으로 작용한다. ROS는 세포 내 생체 분자와 직접 반

응하여 지질 과산화, DNA 분절화 및 세포 사멸을 유

발하며, 개체 수준에 잠재적인 악영향을 미친다10), 11). 

이처럼 유해한 라디칼로부터 생체를 보호하기 위해서는 

항산화 활성 강화 및 산화 환원 항상성 유지가 필수적

이며, 이러한 항산화 활성은 산화 환원 반응을 제어하

는 복잡한 체계로서 효소 항산화제와 비효소 항산화제

로부터 작동한다2), 4). 식물에서 유래한 페놀 화합물의 

생물학적 활성 (특히 항산화 효능)은 집중적으로 연구

되어왔으며, 이러한 자연 항산화 물질은 생체에서 자유

라디칼 혹은 ROS 제거제 역할을 할 수 있다12). 

  계피 (Cinnamomum cassia; C. cassia)는 동양에서 

방부제 및 약용으로 오랫동안 사용되어왔다1). 계피는 

여러 생물학적 활성을 가지는 많은 화합물로 구성되어 

있으며, 다양한 건강 효능이 보고되고 있다. 계피의 약

리학적 특성은 폴리페놀 성분 및 휘발성 정유에서 비롯

된다1), 3). 분자 내 하나 이상의 phenolic hydroxyl 

group을 가지는 폴리페놀은 다양한 생리 활성을 나타낸

다14). 계피 껍질이나 벤조인에서 분리된 유기산인 

Cinnamic acid는 항종양15), 항균16) 및 항염17)과 같은 

유익한 약리작용을 가지므로 식품 및 의약품 산업에서 

널리 사용된다18). Trans-cinnamic acid도 항노화19), 항

균16), 항당뇨20) 및 항암 효과21)를 포함하여 다양하게 유

익한 효과를 발휘하는 것으로 알려져 있다. 계피의 정

유는 천연의 안전한 식물유래 소재로서 오랫동안 음식 

향신료와 전통 허브 재료로 사용되어왔다. 계피 정유는 

항염증 및 면역조절에도 효능을 나타낸다22). 이처럼 다

양한 효과를 나타내는 계피는 여러 합성 약물의 부작용

과 독성을 극복하고, 저렴하고 잠재적으로 유용한 천연

물 기반 의약품으로 개발될 가능성이 열려있다 13). 

  열수 추출된 C. cassia의 유효성분을 기반으로 항산

화 효과가 있음을 보여주는 연구결과가 있지만16), 에탄

올로 추출된 C. cassia의 항산화 효능에 관한 연구는 

제한적이다. 따라서 본 연구를 통해 각종 식품 및 약재

로 사용되고 있는 계피의 유효성분을 LC-MS/MS를 

통해 확인하였으며, 이를 기반으로 항산화 효능을 분석

하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. LC-MS/MS 분석조건

  LC-MS/MS는 Shimadzu, Nexera HPLC system 및 
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IDA TOF mass system을 이용하여 positive ion mode

에서 수행하였다. 컬럼은 Pronto SIL C18 

(150*4.6mm, 5μm, 120-5-C18 SH)(Bischoff 

chromatography, Leonberg, Germany)을 사용하였다. 

추출물은 70% 메탄올에 10000ppm으로 용해되었으며, 

0.45 μm filter를 통해 여과되었다. 자세한 분석조건은 

Table 1에 나타내었다.

Table. 1. LC-MS/MS Analysis Conditions for CCEE

Flow rate 0.5 ml/min

Inject volume 2 μl

Oven Temperature 35 ℃

Detector UV - Vis (284 nm)

Mobile phase

A Distilled water

B Acetonitrile

Gradient

Min A% B%

0 95 5

10 95 5

20 80 20

30 75 25

40 60 40

55 30 70

70 5 95

71 90 10

75 90 10

2. 총 페놀 함량 측정

  2 mg/ml의 계피 추출물 100 μL에 2N Folin’s 

phenol reagent 500 μL를 혼합하여 실온에서 3분간 

방치한 후 7.5% Na2CO3 400 μL를 혼합하고 96 well 

plate에 분주하였다. 다시 실온, 암실에서 1시간 반응시

킨 후에 microplate reader를 이용하여 750 nm에서 흡

광도를 측정하였다. 총 폴리페놀 함량은 gallic acid를 

표준물질로 이용하였다.

3. 총 플라보노이드 함량 측정

  2 mg/ml의 계피 추출물 100 μL에 80% EtOH 860  

μL, 10 % AlCl3 20 μL, 그리고 1M potassium 

acetate 20 μL를 첨가하고 96 well plate에 분주하였

다. 실온에서 40분간 방치한 후, microplate reader를 

이용하여 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 플라보

노이드 함량은 quercetin을 표준물질로 사용하여 검량선

을 그린 다음 계산되었다.

4. DPPH 측정방법

  DPPH 시약은 100 % 메탄올에 희석하여 517 nm에

서 흡광도 1.00 ± 0.10이 되는 DPPH 용액을 만들어 

사용하였고, 시료도 100 % 메탄올에 농도별로 희석하

여 사용하였다. DPPH 용액 100 μL와 시료 100 μL

를 혼합하여 37 ℃ 암실에서 30분간 반응시킨 후, 

microplate spectrophotometer를 사용하여 517 nm에서 

흡광도를 측정하여 Remaining DPPH free radical을 계

산하였다. 대조군은 시료 대신 100 % 메탄올을 사용하

였고, Remaining DPPH는 백분율(%)로 표시하였다. 양

성대조군으로 ascorbic acid (AA)를 사용하였다.

 DPPH Remaining (%) = (시료첨가구 OD × 100)/

비첨가구 OD

5. ABTS 측정방법

  7.4 mM ABTS와 2.6 mM potassium persulfate를 

증류수에 희석하여 1:1로 혼합하고 실온, 암실에서 
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16-24시간 동안 반응시켜 ABTS+ 라디칼을 제조하였

다. 이후 734 nm에서 흡광도 값이 0.7 ± 0.02가 나오

도록 증류수로 희석하였다. 96 well plate에 희석한 

ABTS+ 용액 100 μL와 시료 100 μL를 혼합하여 즉

시 microplate spectrometer를 사용하여 734 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 대조군은 시료 대신 증류수를 사

용하였고, Remaining ABTS는 백분율(%)로 표시하였

다. 양성대조군으로 ascorbic acid (AA)를 사용하였다.

 ABTS Remaining (%) = (시료첨가구 OD × 100)/비

첨가구 OD

6. 통계 처리

  항산화 효능의 실험값은 평균 ± 표준오차 (mean ± 

SEM)로 나타내었다. 통계적 유의성 검정은 Ordinary 

one-way ANOVA, Tukey test를 진행하였으며, 

P<0.05 수준에서 검증하였다.

Ⅲ. 결과

1. 계피 (CCEE)의 HPLC와 질량 분석

  Cinnamomum cassia (C. cassia) ethanolic extract 

(CCEE)를 구성하는 화합물을 정성 평가하기 위하여 

LC-MS/MS 분석을 하였다. LC-MS/MS 분석 결과, 4

개의 활성 peak가 식별되었다. 그리고 머무름 시간을 

기준으로 284 nm 조건에서 positive ion mode를 통해 

각 활성 peak의 질량 분석하였으며, 각각 Coumarin 

(C9H6O2), Trans-cinnamic acid (C9H8O2), 

Trans-cinnamaldehyde (C9H8O), 그리고 

2-Methoxycinnamaldehyde (C10H10O2)로 확인되었다 

(Fig. 1). 

Fig. 1. The HPLC chromatogram and Chemical structure of the phytochemical compounds in CCEE. The x 

axis represents retention time, and mAU on the y axis represents absorbance units at detector. Four 

active peaks were identified by HPLC analysis at a wavelength of 284 nm.

 

  Table 2에서는 38.730분(1), 42.596분(2), 45.924분

(3), 48.767분(4)의 Retention time (Rt) 값을 표현하였

고, 문헌 데이터를 기반으로 질량 분석 데이터에 대하

여 정리하였다. 본 연구는 CCEE를 구성하고 있는 화합

물을 규명하는 것에 그 목표를 맞추었으며, 

LC-MS/MS 분석을 통해 얻은 활성 peak와 질량 패턴

을 기반으로 문헌 데이터를 참고하여 확인하였다.
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Table. 2. The LC-MS/MS data of the compounds in CCEE.

No
Class of active 

compound
Compound

Rt*

(min)
Chemical
formula

[M+H]+ MS/MS
Molecular
structure

1 phenylpropanoid Coumarin23) 38.730 C9H6O2 147 103, 91

2 phenylpropanoid Trans-cinnamic acid24) 42.596 C9H8O2 149 131

3 phenylpropanoid Trans-cinnamaldehyde24) 45.924 C9H8O 133
115, 

105, 55

4 phenylpropanoid
2-Methoxycinnamaldehyde25, 

26) 48.767 C10H10O2 163
135, 
107

* RT: Retention time

2. 계피 (CCEE)의 Fragmentation 패턴 분석

  양이온 모드의 ms1 spectrum에서 첫 번째 화합물은 

m/z 147에서 [M+H]+ peak를 나타냈다. ms2 spectrum

에서 이온 조각은 103, 91 등의 m/z 값을 가졌다. 양

이온 모드에서 coumarin의 가능한 단편화 경로는 Fig. 

2a에서 볼 수 있다. 양이온 모드의 ms1 spectrum에서 

두 번째 화합물은 m/z 149에서 [M+H]+ peak를 나타

냈다. ms2 spectrum에서 131 등의 m/z 값의 이온 조각

이 생성됨을 확인하였다. 양이온 모드에서 

trans-cinnamic acid의 가능한 단편화 경로는 Fig. 2b

에서 볼 수 있다. ms1 spectrum에서 세 번째 화합물은 

m/z 133에서 [M+H]+ peak를 나타냈다. 그리고 MS2 

spectrum에서 115, 105, 55 등의 이온이 생성됨을 보

였다. 양이온 모드에서 trans-cinnamaldehyde의 가능한 

단편화 경로는 Fig. 2c에서 확인할 수 있다. 양이온 모

드의 ms1 spectrum에서 네 번째 화합물은 m/z 163에

서 [M+H]+ peak를 나타냈다. ms2 spectrum에서 이온 

조각은 135, 107 등의 m/z 값을 가졌다. 양이온 모드

에서 2-methoxycinnamaldehyde의 가능한 단편화 경로

는 Fig. 2d에서 볼 수 있다.
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Fig. 2. The mass spectrum of four bioactive compounds. The product ion spectrum and proposed fragmentation 

of Coumarin (a), Trans-cinnamic acid (b), Trans-cinnamaldehyde (c), and 2-Methoxycinnamaldehyde 

(d) in positive ion mode.
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3. DPPH 및 ABTS 잔여 radical 양 측정

  CCEE의 항산화 효과를 평가하기 위하여 남아있는 

DPPH 및 ABTS+ radical 양을 측정하였으며, 결과는 

Fig. 3에 나타냈다. DPPH 측정 결과, CCEE는 10 μ

g/ml에서부터 유의미한 항산화 효과가 나타나기 시작했

다. 그리고 CCEE는 60 μg/ml부터 양성 대조군인 

Ascorbic acid (AA; 100 μg/ml)와 유사한 수준으로 

항산화 효과가 나타났다 (Fig. 3a). ABTS+ 측정 결과, 

CCEE는 10 μg/ml에서부터 유의미한 항산화 효과가 

나타나기 시작했다. 그러나 CCEE의 전 농도에서 AA 

(100 μg/ml))의 항산화 효과에는 미치지 못하였다 

(Fig. 3b).

Fig. 3. Effect on antioxidants of CCEE according to remaining ABTS cation radicals and DPPH radicals (%) 

The antioxidant efficacy of CCEE via the DPPH (a) and ABTS (b) assay was measured. Data are 

expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical evaluation was carried out by 

Ordinary one-way (ANOVA followed by Tukey’s test). Statistical significance is expressed as *P<0.05, 

**P<0.01, ***P<0.001.

  

  CCEE의 총 페놀 및 총 플라보이드 함량은 Table 3

에 나타내었다. CCEE의 총 페놀 함량은 99.34 ± 7.11 

mgGAE/g이었으며, 총 플라보이드 함량은 18.86 ± 

1.71 mgQE/g이었다.

Table. 3. Contents of total phenol and flavonoid in CCEE

Sample
Total phenol contents

(mgGAE*/g)
Total flavonoid contents

(mgQE*/g)

CCEE 99.34 ± 7.11 18.86 ± 1.71

The value is given as mean ± SD.

*GAE: gallic acid equivalents, QE: quercetin equivalent
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Ⅳ. 고찰

  본 연구에서는 계피 에탄올 추출물 (Cinnamomum 

cassia ethanolic extract; CCEE)의 유효성분을 

LC-MS/MS 분석법으로 확인하였다. 그리고 유효성분

을 기반으로 하여 DPPH 라디칼 소거능, ABTS+ 라디

칼 소거능, 그리고 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함

량을 정량하여 항산화 효능 평가를 하였다. 

 천연소재 추출물은 건강에 유익한 효과와 탁월한 치료 

효과로 인하여 한의학 및 현대 의학에서 일반적으로 사

용되고 있다12). 페놀 화합물이 풍부한 식품의 섭취는 

항산화, 항균 및 항염 효과를 포함한 건강에 유익한 생

물학적 효과를 나타낸다고 알려져 있다27). 식물에는 천

연 활성을 띠는 페놀 화합물이 풍부하므로 최근 식물 

유래 페놀과 플라보노이드의 여러 질병 개선 효과에 관

한 연구가 진행되고 있다28). 특히 계피는 오랫동안 전

통적인 약재로 사용되어왔다29).

  CCEE에는 다량의 총 페놀 및 플라보노이드 화합물

이 포함되어 있었다 (Table 2). 본 연구에서는 CCEE의 

LC-MS/MS 분석을 수행하여 4개의 페놀성 화합물 (C

oumarin, Trans-cinnamic acid, Trans-cinnamaldehyd

e 및 2-Methoxycinnamaldehyde)을 확인하였다 (Fig. 

1). Coumarin은 비 플라보노이드성 폴리페놀로서 방향

성 파이토케미컬 화합물에 속한다30). Coumarin 및 이

들의 유도체는 항염증31), 항응고32), 항암33) 및 항산화34) 

등 광범위한 생리학적 활성 및 여러 질병의 치료에서 

다양한 효능을 나타낸다. 이러한 광범위한 생물학적 효

과는 coumarin 염기 구조에서 다양한 치환 패턴이 가

능하기 때문으로 알려져 있다34). Trans-cinnamic acid

는 식물의 천연 유기산으로서 이전 연구에서 항산화16), 

항균16), 그리고 항암21) 등의 여러 생물학적 활성을 가

짐을 보여주었다. 특히 페놀 하이드록실기를 포함하는 

유도체는 강력한 항산화 효과를 가졌다16). Trans- cinn

amaldehyde는 계피 정유의 주성분이며 비교적 독성이 

낮은 물질로 항산화35), 항암36), 그리고 항염증37) 활성을 

보인다. C. cassia의 활성 성분 중 하나인 2-methoxyci

nnamaldehyde도 항암38), 항산화39), 그리고 항염증39) 등

의 면역 조절능을 가지고 있다는 것이 입증된 바 있다. 

이처럼 LC-MS/MS 분석을 통해 CCEE의 여러 활성 

성분이 확인되었으며, 이를 기반으로 CCEE가 항산화 

효과에 기여하는 바를 확인하기 위해서 항산화 효능 평

가를 하였다.

  ABTS 및 DPPH 항산화 효능 평가는 유용하고 널리 

사용되는 라디칼 소거능 분석법이며 식품, 화장품 및 

제약 분야에서 물질의 라디칼 소거능 평가에 주로 사용

되고 있다12). 본 연구에서 CCEE의 항산화 효능은 

DPPH 및 ABTS 분석법에서 10 μg/ml에서부터 유의

미한 항산화 효과가 나타나기 시작했으며, 60 μg/ml부

터 양성 대조군인 Ascorbic acid 수준으로 라디칼 소거

능을 나타내었다. 계피의 잎, 싹, 껍질에서 유래한 추출

물은 다른 연구에서도 높은 항산화 활성을 나타냄을 보

여주었다1), 29). 이는 계피의 풍부한 활성 페놀 함량으로 

페놀 화합물이 계피의 항산화 능력을 담당하는 것으로 

추정된다. 이처럼 CCEE는 강한 항산화 효과를 보여주

었으며, 추후 CCEE의 강력한 항산화 효과를 기반으로 

한 산화 스트레스를 억제 및 개선할 수 있는 능력을 in 

vitro 혹은 in vivo에서 평가해야 할 것으로 사료된다. 

Ⅴ. 결론

  본 연구에서는 LC-MS/MS 법을 통해 CCEE의 유효

성분을 확인하였다. 그리고 항산화 효능 평가를 위해 

총 페놀 및 플라보노이드 함량을 측정하였으며, DPPH 

및 ABTS assay를 통해 라디칼 소거능을 분석하였다. 

결과에 따른 결론은 다음과 같다.

1. CCEE는 유효성분으로 Coumarin, Trans-cinnamic 

acid, Trans-cinnamaldehyde, 그리고 2- Methoxyci

nnamaldehyde를 가진다.

2. CCEE의 총 페놀 함량은 99.34 ± 7.11 mgGAE/g이

었으며, 총 플라보이드 함량은 18.86 ± 1.71 

mgQE/g이었다.

3. DPPH 및 ABTS 분석 결과, 10 μg/ml의 CCEE에

서 우수한 항산화 효능을 보이기 시작하였다.

  이러한 결론을 통해 CCEE가 함유하는 Coumarin, 

Trans-cinnamic acid, Trans-cinnamaldehyde 및 

2-Methoxycinnamaldehyde 뿐만 아니라 페놀 및 플라

보노이드에 의하여 높은 항산화 효능을 가짐을 보여주

었다. 따라서 계피는 자연 항산화제로서 중요한 공급원

이며 여러 산화적 스트레스 관련 질병을 개선할 수 있

음을 시사한다.
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