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Abstract

For the purpose of development of novel cosmeceutical materials from

native Jeju plants, this study was carried out to investigate the

antioxidative and elastase inhibitory constituents from ethanol extract and

of Callistemon lanceolatus. An antioxieative activity was examined by

measuring the radical scavenging effect on 1,1-diphenyl-2-picrylgydrazyl

(DPPH) radical. An elastase inhibition test was performed to isolate the

wrinkle-reducing ingredients.

Bioassay-guided investigation of the branch of Callistemon lanceolatus

led to the isolation of seven compounds such as betulinic acid, pyracrenic

acid, arjunolic acid, catechin, piceatannol, diolate compound and ursolic

acid-3-acetate. There structures was elucidated on the basis of spectral

studies as well as by comparison with literature data. Also diolate

compound identified by 1D NMR, 2D NMR, IR spectra and HR-FABMS.

Among them, arjunolic acid, catechin and ursolic acid-3-Ο-acetate were

isolated for the first time from C. lanceolatus branch. And diolate

compound was identified as a new compound. Betulinic acid, pyracrenic

acid, catechin, piceatannol and ursolic acid acetate showed the ealstase

inhibition activity and pyracrenic acid, catechin and piceatannol displayed

DPPH radical scavenging activity. Pyracrenic acid exhibited very strong

elastase inhibition activity with IC50 value of 3.0 g/mL. On the otherμ

hand, catechin displayed strong DPPH radical scavenging activity (RC50

4.4 g/mL) comparable to that of ascorbic acid (RCμ 50 4.2 g/mL).μ
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.Ⅰ

간 시간 에 라 생리 능 하 는 상 경험하게

다 하지만 든 사람 똑같 상 어가는 것 니다 다. . ,

사람에 비해 늙어 보 도 또는 어 보 도 하는 그것 개개 에

라 도가 차 나 문 다 러한 개개 생체 도.

단할 는 가 큰 지 가 는 것 피 다 라 사람(skin) .

들 얼 에 주 생 가 시 었 감지한다.
1)

란 월 러감에 라 신체 능 진 하(aging)

고 심하게 퇴 상 어나는 것 말한다 각 신체 에 피 는.

크게 나눌 다 첫째는 내 피 월 러감에 라2 .

피할 없는 상 말하 째는 피 햇,

빛에 지 어 생 는 피 상 말한다.2)

피 는 경에 항상 어 므 에 피 변 는 많

들 향에 한 것 라고 할 다 특.

과 통해 생 는 산 는 피 에 가 한 원(free radicals)

간주 고 다.

산 란 다 상 한 극 어 린 산(free radicals)

말한다 산 상 사과 에 도 생 질병 상태나. ,

트 는 과 생 다 특 피 는 주 에. ( UV-A)

어 어 산 만드는 학 들 계 해 어나고

다 또한 연 공해 균감염 등도 산 생 시킨다. , .

피 포 직 상 주도하는 것 산 에 가 큰

1O2과 ․ 다 결과 계 산 트 는 피 주 지OH .

질 단 질 탄 물 등 산 시 변질 래한다 또한 산, , DNA, .

들 직 단 질 해 시 탄 나타(MMPs)

내는 엘라 틴과 라겐 사슬 단 비 상 차 결합 등 피

들 상 시킨다 결 탄 감 주 살 특 지워지는 피. ,

가 가 다.3)
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라겐 다당 등과 함께 결합 직에 재하는 탄Elastin ,

주 그들 신 지 늘릴 어

주 본래 크 빠 게 돌 갈 는 특 갖고 는 단 질

다 또한 포 직에 탄 갖게 하는 단 질 다. elastin .
4,5)

는 해하는 단 질 해 뿐만 니라Elastase elastin elastin

역계 해하고 에 하는 미collagen, fibrinogen, factor ,

생물 한다 그리고 상 포 거하여 포 재생에 필 한 공간.

공하고 취한 식물 단 질 해하 도 한다 그러나 천연 해, . elastase

생산 감 하거나 합 비 상 가하여, elastase elastase

천연 해 사 균 지 과도한 단 해elastase elastase

피 과 해 어 피 탄 게 다elastin collagen .
6,7,8,9) 라

억 함 주 생 억 하 는 많 연 가 시도elastase

었다.

병 나무(Callistemon lanceolatus)는 도 과 에 하는 식물(Myrtaceae)

병 나무 보 등 가진다 원산지는 트 리 뉴사우, , . (

웨 내한 해 주 남 도 지 에 포하 도 라는) 2~10 m

다 단단한 가지고 는 연갈색 나고 어린 가지는. ,

갈색 난다 생하고 타원상 피 뻣뻣하 간 택.

다 는 도 폭 도 다 개 는 월. 8 cm 0.6~2 cm . 6

고 상 병 닦는 같 생하 색 핀다 상, .

는 도 다 게 눈에 보 는 것 는10 cm . , 2~2.5 cm

도 실 고 원통 다.

병 나무는 주에 상 나무 착 었다 식물 과 에 트라.

드10,11) 플라보 드, 12) 그리고 탄닌, ellagic acid 13) 리 보고 었

다.

본 연 에 는 병 나무 물에 리 합물들 DPPH radical

실시하여 항산 과 가지scavenging test Elastase inhibition test

주 억 과 가지는 천연물 리 동 하고 하 다.
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재료.Ⅱ

시1.

시료 매 리에 사 매들, Merck Jusei

사 하 다 에는. Vacuum liquid chromatography(VLC) silic gel(0.0020-0.025

에는mm, Sigma), normal-phase silica gel column chromatography silica gel

사 었다60(0.040-0.063 mm, Merck) . Sephadex column

에는 사 하 다 또한chromatography Sephadex LH-20(0.1-0.025 mm) .™

는 에prep-HPLC(preparative Liquid Chromatography) Waters Alliance 2695

column Sunfile
TM 착하여 사 하 다 리 과 에 사10 ×250 mm .

는TLC(Thin layer chromatography) precoated silica gel aluminium

sheet(Silicagel 60 F254 사 하 다 상에, 2.0 mm, Merck) . TLC spot

사 하거나 에 시킨 후UV lamp(254 nm) , visualizing agent heat

하여 건 시 다 는gun . Visualizing agent 3% KMnO4, 20% K2CO3

합한 사 하 다0.25% NaOH .

미 주 개 항산 검색에 사, , UV/Vis spectrometry

는 사 사 하 다biochrom Libra S22 UV .

에 NMR(Nuclear Magnetic Resonance) JNM-LA

400(FT-NMR system, JEOL) Bruker ultrashield Plus 500(Bruker) ,

하 다 매는IR IR prestige-21(Shimadzu) . NMR CIL NMR

매 CD3OD, CDCl3, Pyridin-d5 사 하 다.
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재료2.

실험에 사 한 병 나무는 월에 채집하 시료 동 채집2008 1

하 주 한라 원에 루어 다 채집한 병 나무는 실 에.

연 건 시킨 후 과 가지 리하 그 가지 만 쇄하여 사, ,

하 다(Figure 1).

Figure 1. Photograph of Callistemon lanceolatus
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리3. ,

병 나무 가지3-1.

건 병 나무 가지 에 하여 실 에1.5 kg 70% ethanol 30 L , 3

동 시 다 시킨 시료 감 여과 하여 여 만 취하.

같 리한 사에 하여 동 한 건 복, 2

실시하 다 여과하여 얻어진 여 상에. 40 rotary vacuum℃

하여 물 얻었다evaporator 70% ethanol 67.2 g .

얻어진 물70% ethanol H2 에 탁 시키고 극 에 라 차O 1 L

하여 n-hexane, ethyl acetate, n- 얻었butanol, water fraction

다(scheme 1).

Scheme1. Procedure of solvent fractionations from C. lanceolatus branch
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한 리3-2. VLC

매 후 얻어진 각 들 에 차EtOAc (3 g) 1 VLC(10 5ⅹ

에 사 하여 각cm, silica gel, 20~40 mash) Hexane EtOAc MeOH ,→ →

매 합비 감하여 극 는 한5%

사 하 다 결과 개 얻었다stepwise . 21 .

또한 차 차 에2 , 3 VLC(10 5 cm, silica-gel, 20~40 mash) Hexaneⅹ →

사 하여 각 매 합비 감하여 마찬가지 각EtOAc MeOH ,→

각 개 개 얻었다14 , 8 .

3-3. Compound 1 리과

차 에 진1 VLC Fr.4(250 mg) normal phase silica gel glass

에 개 매column (CHCl3 사 하여 개 얻었고/MeOH=12/1) 4 fraction ,

가지고 진 에Fr.4-2(114 mg) normal phase silica gel glass column

개 매 개시 개 얻었 그(Hexane/EtOAc=2/1) 3 fraction ,

에Fr.4-2-2 compound 1 얻었다(25 mg) .

3-4. Compound 2 리과

에 얻 진Fr.5(713.7 mg) normal phase silica gel glass

에column CHCl3 건 하여 취/MeOH=15/1(gradient) loading TLC

하여 개 얻었다 얻5 fraction . Fr.5-2(407 mg) Sephadex

진 에LH-20 glass column CHCl3 개 건/MeOH=10/1

하여 개 얻었 같loading 7 fraction , Fr.5-2-se5(66.8 mg)

에Sephadex LH-20 CHCl3 건 매 사 하여 개/MeOH=3/1 3

얻었다 그fraction . Fr.5-2-se5-s1 prep-HPLC(ACN/H2O=80/20)

하여 compound 2 얻었다(7.4 mg) (scheme 2).
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3-5. Compound 3-5 리과

차 에 얻 물 진2 VLC Fr.6'( 48 mg) Sephadex LH-20

에glass column CHCl3 매 건 하여 개/MeOH=10:1 loading 5

얻 었 그 에fraction Fr.6'-2 compound 3 얻었(8.3 mg)

다 마찬가지 차 에 얻 물. 2 VLC Fr.5'(149.5 mg) normal phase

진 에 개 매silica gel glass column (CHCl3 사 하여/MeOH=4/1)

개 얻었다 그 에 각각7 fraction . Fr.5'-6 Fr.5'-4 compound 4(14.4

mg) 5 얻었다(7.3 mg) .

3-6. Compound 6과 7 리과

차 에 얻 개 에 가지고3 VLC 8 fraction V.4 normal silica gel C.C

하여 개 물 얻었고 그 첫 째 에6 , subfraction vnp-1

compound 6 얻었다(52 mg) .

차 차 에 얻 과 가지고 하1 2 VLC Fr.3 Fr.3' normal silica gel C.C

여 개 물 얻었고 그 째 물 해도 차 에 해 개5 , 3 2

나누었다 에 지 는 에fraction . Hexane v1,2-n3-nhs

compound 7 얻었다(16.2 mg) .
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Callistemon lanceolatus branch 70% ethanol extract(67.2 g)

Fractionation

Ethyl acetate fraction(3 g)

VLC, Hex EtOAc MeOH→ →

Fr.1 … Fr.4 Fr.5 Fr.21…

250 mg 713.7 mg

Normal Silica gel C.C Normal Silica gel C.C

(CHCl3/MeOH=12/1) (CHCl3/MeOH=15/1)

Normal Silica gel C.C Sephdex LH-20

(CHCl3/MeOH=12/1) (CHCl3/MeOH=10/1)

Fr.4-2-2 Sephadex LH-20

25 mg (CHCl3/MeOH=3/1)

Compound 1

prep-HPLC

(ACN/H2O=80/20)

Fr.5-2-se5-s1-h1

7.4 mg

Compound 2

Scheme 2. Isolation procedure for compounds 1, 2 from C. lanceolatus

branch
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Ethyl acetate fraction(3 g)

VLC, Hex EtOAc MeOH→ →

Fr.1' Fr.5' Fr.6' Fr.14… …

Normal Silica gel C.C Sephadex LH-20

(CHCl3/MeOH=4/1) (CHCl3/MeOH=10/1)

Fr.6'-2

8.3 mg

compound 3

Fr.5'-4 Fr.5'-6

14.4 mg 7.3 mg

compound 5 compound 4

Ethyl acetate fraction(2 g)

VLC, Hex EtOAc MeOH→ →

V.1 V.2 V.3 V.4 V.5 V.6 V.7 V.8

Normal Silica gel C.C

(CHCl3 100%, CHCl3 /MeOH=20/1, 15/1, 5/1, 3/1 )

vnp-1

52 mg

compound 6

Scheme 3. Isolation procedure for compounds 3-6 from C. lanceolatus

branch
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Fr.3 + Fr.3'

Silica gel C.C with 171 mg

Hex/EtOAc=4/1

v1,2-n1 v1,2-n2 v1,2-n3 v1,2-n4 v1,2-n5

according to solubility

v1,2-n3-nhs v1,2-n3-hs

16.2 mg

compound 7

Scheme 4. Isolation procedure for compound 7 from C. lanceolatus branch
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검색4.

4-1. DPPH radical scavenging test

거 하게 쓰 는 간단한1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazy(DPPH)

항산 검색 특 과 항산 에phenol aromatic amines

많 사 하는 다 염료 신 가지. diphenylpicrylhydrazine

고 는 문에 에 강한 띠 보 다 그러나525 nm .

과 같 나 공해 주는 공여체 하게 공phenol

여체 나 생 하게 다 띠도 사라지hydrogen radical .

고 한 가 다 또한 공여 는 비가역 결합하 그 에 비. ,

하여 진보라색 색 어지게 고 도도 감 하게 므DPPH ,

색 란색 변하는 것 도 감 함 radical

거 다.

라 거 실험DPPH Blois 14) 하여 다 과 같 실행하

다.

시료 도 매 하여 다1 mg/mL 70% ethanol . DPPH

시 도 여 가지고 만든다0.3 mM .

만들4.7 mL 0.3 mM 1.2 mL, DMSO 0.5 mL, 100% EtOH 3 mL

어 도가 에 도 맞 어 사 하 다 맞춰진0.94 0.97 . DPPH

에 도가 각각0.54 mL 100 g/mL, 50 g/mL, 25 g/mL, 12.5 g/mL,μ μ μ μ

도 한 시료 첨가하여 상 에 간6.25 g/mL 0.06 mL 10μ

시킨 후 사 하여 에 도 하여UV/Vis spectrometer 525 nm

라 거 한다 거 시료 도(%) . 50%

(RC50 계산하 다 사 는 사 하 다) . vitamin C .
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B - C
Scavenging effect (%) = 1 - × 100

A

도A : DPPH

시료 도B : DPPH

시료 체 도C :

DPPH radical (violet, 525 nm)

Diphenylpicrylhydrazine Phenoxy

(yellow) (radical)

Figure 2. Scavenging of the DPPH radical by phenol
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4-2. Elastase inhibition test

는Elastase inhibition test James
15) 하여 사 하 다 는. Buffer 0.2

사 하 고 사 질M Tris-HCl buffer (pH 8.0) ,

N-succinyl-Ala-Ala-Ala-p 사 하 다-nitroanilide .

실험 buffer(pH 8.9), sample(10 mg/mL, stock), N-succinyl-Ala-

Ala-Ala-p-nitroanilide(4 mM), porcine pancreatic elastase(PPE)(100 μ

각각 비 고 에 간 시킨 후g/mL, stock) 84:1:10:1 25 15℃

에 도계 하여 도 하 다 시료는410 nm UV/Vis . 100

도 각각 하g/mL, 50 g/mL, 25 g/mL, 12.5 g/mL. 6.25 g/mLμ μ μ μ μ

다 해능 다 과 같 식에 해 계산 었고 각 시료. % , IC50

값 하 다 사 는 사 하 다. oleanolic acid .

(C - D)
Elastase inhibition (%) = 1 - × 100

(A - B)

신 고 첨가하여 한 후 도A : sample solvent

신 고 첨가하지 상태 한 후 도B : sample solvent

첨가하여 한 후 도C : sample

지 상태 한 후 도D : sample

포4-3

식 포 계열 포는 한(Murine macrophage cell line) RAW 264.7

포주 행 (KCLB; Seoul, Korea) penicillin-streptomycin

과 함 지100 units/mL 10% fetal bovine serum (FBS) DMEM

사 하여(GIBCO, Grand Island, NY, USA) 37 , 5% CO℃ 2 항 에

하 에 한 계 시행하 다, 3 .
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생 억 평가4-3-1 Nitric oxide

포 가 첨가 지 하여RAW 264.7 10% FBS DMEM 1.5×10
5

한 후 에 하고 물 시료cells/mL 24 well plate , LPS (1 μ

동시에 처리하여 시간 하 다 생 시g/mL) 24 . NO Griess

[1% (w/v) sulfanilamide, 0.1% (w/v) naphylethylenediamine in 2.5% (v/v)

하여 포 에 재하는phosphoric acid] NO2
- 태 하

다 포 상등 시 합하여. 100 L Griess 100 L 96 wellμ μ

에 동 시킨 후 에 도 하 다 생plates 10 540 nm .

NO sodium nitrite (NaNO2 비 하 다) standard .

포독 평가4-3-2 (LDH assay)

포RAW 264.7 (1.5×105 지에 물 시료cells/mL) DMEM LPS

동시 처리하여 시간 한 후 지 얻어 에(1 g/mL) 24 3,000 rpmμ

간 원심 리 하 다 는5 . LDH (lactate dehydrogenase) assay

하여 했non-radioactive cytotoxicity assay kit (Promega) , 96

에 원심 리하여 얻 지well plate 50 L reconstituted substrateμ

고 실 에 시킨 후mix 50 L , 30 50 L stop solutionμ μ

후 microplate reader (Bio-TEK Instruments Inc., Vermont, WI, USA)

사 하여 에 도 하 다 각 시료 에 한 평균 도 값490 nm .

하 도 값과 비 하여 포독, (LDH control, 1:5000)

평가하 다.
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결과 고찰.Ⅲ

병 나무 가지에 리 합물 결1. .

1-1. Compound 1, 2 해

Compound 1
13 에 개 피크C-NMR spectrum 30 carbon

1H-NMR

에 개 틸 단 피크 포함하여spectrum 6 aliphatic

탕 하 다signal triterpene (figure 5, 6).

13 과 에 는C DEPT-NMR spectrum 178.9 carboxylic acid, 150.4δ δ

비닐 탄 각각 차탄109.0 signal 4 CH2 었고, 78.3δ

산 에 한 특 피크 할 었다signal methine .

compound 1 하 문헌betulinic acid 16)과 비 하여 하

다(figure 3).

Compound 2 사한 결과 도체NMR data betulinic acid

1 에 보 가H-NMR spectrum 4.55(1H, m) signal aromatic ester 3δ

탄 에 결합 것 상 었다(figure 7, 8).

1 에H-NMR 6.24(d,δ J =15.8 Hz) 7.52(d,δ J 결합= 15.8 Hz)

트랜 핀 피크 함께 6.78(d,δ J = 8.0 Hz), 6.94(dd,δ J = 8.0, 2.0

그리고Hz) 7.03(d,δ J 보 에 개가= 2.0 Hz) 1, 3, 4 3

상하 고 하 다 라caffeate . compound 2 문헌17)과

비 하여 동 하 다betulinic acid 3 - -caffeate , pyracrenic acidβ Ο

(figure 4).
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Figure 3. Chemical structure of compound 1
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Figure 4. Chemical structure of compound 2
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Table 1. NMR spectroscopic data
a for compounds 1 and 2 (400 MHz

CD3OD and CDCl3)

a 1H, 13C NMR spectra were recorded in CD3OD and CDCl3 solution at 400 and 100 MHz,

respectively.

No.
compound 1 compound 2

δH (int, multi, J Hz) δc (ppm) δH (int, multi, J Hz) δc (ppm)

1 38.4 39.6

2 26.5 24.8

3 2.96(1H, t, 7.8, 8.3) 78.3 4.55 (1H, m) 82.3

4 38.4 39.1

5 55.0 56.9

6 17.9 19.3

7 34.0 35.5

8 40.3 41.9

9 50.2 51.9

10 36.8 38.1

11 20.5 22.1

12 25.2 26.8

13 37.9 39.6

14 42.1 43.6

15 30.2 30.8

16 31.9 33.3

17 55.9 57.5

18 48.8 50.4

19 2.83 (1H, m) 46.7 3.03 (1H, m) 48.4

20 150.4 152.0

21 29.3 31.7

22 36.8 38.3

23 0.55 (3H, s) 27.4 0.89 (3H, s) 28.5

24 0.75 (3H, s) 14.9 0.95 (3H, s) 16.6

25 0.63 (3H, s) 15.6 0.92 (3H, s) 17.1

26 0.76 (3H,s) 15.4 0.99 (3H, s) 16.7

27 0.78 (3H, s) 14.2 1.03 (3H, s) 15.1

28 178.9 180.2

29 4.53, 4.39(1H, s) 109.0 4.71, 4.60 (1H, d, 1.7) 110.2

30 1.49 (3H, s) 18.8 1.70 (3H, s) 19.5

1' 115.6

2' 7.03 (1H, d, 2.0) 146.6

3' 149.4

4' 115.1

5' 6.78 (1H, d, 8.0) 122.9

6' 6.95 (1H, dd, 8.0,2.0) 127.7

7' 7.53 (1H, d, 15.8) 146.8

8' 6.25 (1H, d, 15.8) 116.5

9' 169.2
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Figure 5. 1H-NMR spectrum of compound 1 in CDCl3

Figure 6. 13C-NMR spectrum of compound 1 in CDCl3
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Figure 7. 1H-NMR spectrum of compound 2 in CD3OD

Figure 8. 13C-NMR spectrum of compound 2 in CD3OD
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1-2. Compound 3 해

Compound 3
13 에 개 탄 피크C-NMR spectrum 30

1H-NMR

에 개 틸 단 피크 포함하여 탕spectrum 6 aliphatic signal

하 다triterpene (Figure 10, 11).

13 과 에C DEPT-NMR spectrum 181.8 signal carboxylic acidδ

었 탄 과 는 각각 차탄, olefin signal 144.1 121.4 4δ δ

는 산 에 한 그리고CH 68.0, 78.5 methines, 67.6δ δ δ

에 특 피크 었다 문헌methylene .
18)과 비 하여

compound 3 하2 ,23-dihydroxyoleanolic acid , arjunolic acidα

다(figure 9).

HO
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8
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COOH
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29 30

H

H

CH2OH

H

HO

Figure 9. Chemical structure of compound 3



- 21 -

Table 2. NMR spectroscopic data
a for compounds 3 (400 MHz CD3OD)

a 1H, 13C NMR spectra were recorded in CD3OD solution at 400 and 100 MHz,

respectively.

No.
compound 3

δH (int, multi, J Hz) δc (ppm)

1 45.8

2 3.50 (1H, d, 5.8) 68.0

3 3.68 (1H, m) 78.5

4 42.3

5 47.8

6 17.8

7 32.5

8 38.9

9 47.3

10 37.6

11 22.7

12 5.23 (1H, m) 121.4

13 144.1

14 41.5

15 29.3

16 27.3

17 46.3

18 2.84 (1H, dd, 3.7, 10.0) 41.1

19 45.7

20 30.5

21 33.6

22 31.8

23 67.6

24 1.00 (3H, s) 12.5

25 0.92 (3H, s) 16.5

26 0.88 (3H, s) 16.4

27 1.14 (3H, s) 25.5

28 181.8

29 0.71 (3H, s) 32.7

30 0.80 (3H, s) 23.1
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Figure 10. 1H-NMR spectrum of compound 3 in CD3OD

Figure 11. 13C-NMR spectrum of compound 3 in CD3OD
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1-3. Compound 4 해

Compound 4 하 해
1H,

13 하 다C NMR (Figure 9,

10.).
13 에 역 과C-NMR spectrum 100~160 carbon signalδ

1H-NMR

에 에 에 해spectrum 5.85~ 6.84 signal aromatic ringδ

었 개 가 었다 또한(Figure. 13, 14), 1 methylene . δ

6.84(d, J = 2.0 Hz), 6.77(d,δ J = 8.1 Hz), 6.71(dd,δ J = 8.1, 2.0 Hz),

5.92(d, J = 2.4 Hz), 5.85(d, J 에 커플링 상 값 보 개는= 2.4 Hz) 2

ortho 개는coupling, 3 meta 하는 것 었coupling ,
13C

개 탄 가지고 는 것 보 는spectrum 15

었다 들flavonoid .
1H,

13 문헌C-NMR data
19)과 비 한 결과

compound 4는 었다catechin (figure 12).
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Figure 12. Chemical structure of compound 4
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Table 3. NMR spectroscopic data
a for compounds 4 (400 MHz CD3OD)

a 1H, 13C NMR spectra were recorded in CD3OD solution at 400 and 100 MHz,

respectively.

No.
compound 4

δH (int, multi, J Hz) δc (ppm)

2 4.56 (1H, d, 8.0) 83.0

3 3.97 (1H, ddd, 7.8, 7.8, 5.4) 69.0

4 2.85 (1H, dd, 16.0, 5.4) 28.7

2.50 (1H, dd, 16.0, 8.0)

5 157.7

6 5.85 (1H, d, 2.4) 96.4

7 157.1

8 5.92 (1H, d, 2.4) 95.7

9 158.0

10 101.0

1' 132.4

2' 6.84 (1H, d, 2.0) 115.4

3' 146.4

4' 146.4

5' 6.77 (1H, d, 8.1) 116.2

6' 6.71 (1H, dd, 8.1, 2.0) 120.2
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Figure 13. 1H-NMR spectrum of compound 4 in CD3OD

Figure 14. 13C-NMR spectrum of compound 4 in CD3OD
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1-4. Compound 5 해

Compound 5
13 에 개 었고C-NMR spectrum 11 signal ,

그 가 다 에 비해 큰 것 보 탄159.6, 105.8 peak peakδ δ

개가 재함 상할 었다 에 보2 . 1H-NMR spectrum 6.97 (d,δ J

= 2.0 Hz), 6.83 (dd,δ J = 8.0, 2.0 Hz), 6.75 (d,δ J = 8.0 Hz), 6.43 (d,δ

J 들 값 보= 2.0 Hz) coupling constant meta 커플링과 ortho 커플링

하고 6.89 (d,δ J = 16.0 Hz), 6.76 (d,δ J = 16.0

값 보 는 에Hz) coupling constant vinyl protons trans 태

재하고 상할 었다 합해 볼 합물(figure 16,17).

trans 골격 가짐 할 었고 문헌-stilbene ,
20)과 비 한 결과

동 하 다piceatannol (figure 15).
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Figure 15. Chemical structure of compound 5
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Table 4. NMR spectroscopic data
a for compounds 5 (400 MHz CD3OD)

a 1H, 13C NMR spectra were recorded in CD3OD solution at 400 and 100 MHz,

respectively.

No.
compound 5

δH (int, multi, J Hz) δc (ppm)

1 141.3

2 6.43 (1H, d, 2.0) 105.8

3 159.6

4 6.16 (1H, t, 2.0) 102.6

5 159.6

6 6.43 (1H, d, 2.0) 105.8

7 6.76 (1H, d, 16.0) 127.7

8 6.89 (1H, d, 16.0) 129.7

1' 131.1

2' 6.97 (1H, d, 2.0) 116.4

3' 146.5

4' 146.5

5' 6.75 (1H, d, 8.0) 113.8

6' 6.83 (1H, dd, 8.0, 2.0) 120.2
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Figure 16. 1H-NMR spectrum of compound 5 in CD3OD

Figure 17. 13C-NMR spectrum of compound 5 in CD3OD
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1-5. Compound 6 해

Compound 6 하 해 과1D, 2D-NMR (figure 18,19,20,21),

하 다 결과 식IR HR-FABMS(positive) . C41H77O4N ,

m/z 647.5846(calcd m/z 보 다 또한647.5853) . [M+H-C2H5]
+

fragmentation m/z 었다 에619.57 . IR spectrum 1737.8 cm
-1

강한 피크 보 가 상 할 었다ester .
13 과C

에 차 탄 개 틸DEPT-NMR spectrum carbonyl, olefin, 4 2 ,

탄 포함하여 개 탄 가 하 다 또한methylene 22 . Mass

통해 었다spectroscopic data amino group .

1 에 에 특 피H-NMR spectrum 5.53, 2.44, 2.14, 1.72, 0.91δ δ δ δ δ

크들 나타났 통해 재하는 것 상할, HMBC oleic acid

었다 또한 과 공 하는 탄 들 에. 28.0 allylic (C-8',C-11') upfieldδ

나타나는 것 보 탄olefin 9' cis 열 할 었다.

보Oleic acid carbonyl signal compound 6 carbonyl shielding

것과 보 결합 통해 연결 어 상할, IR spectrum ester

다. 13 에 피크 하 하나 차 탄 포C-NMR spectrum oleic acid 4

함한 개 찰 다4 signal . 1 에 하나 과H-NMR spectrum methylene

리 에 해당하는 보 는ethyl group signal 1 비는 리H ethyl

비보다 큰 것 할 었다 또한group 2 . singlet methylene

도 리 과 비 하 도 크게 보 다 는signal ethyl signal 2 . oleic acid

개가 에 연결 어 상할 었다 들2 ethyl . data

근거 각각 결합 통해 하 다 합HMBC (figure 22).

물 계열 신규 합물 동 하 다Dioleate .
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Table 5. NMR spectroscopic data
a for compounds 6 (500 MHz

pyridine-d5)

a 1H, 13C NMR spectra were recorded in pyridine-d5 solution at 500 and 125 MHz,

respectively. Assignments were based upon HMQC, HMBC experiments.

No
compound 6

δH (int, multi, J Hz) δc (ppm) HMBC (H C)→

1 & 3 4.37 (4H, s) 64.5 C-2, C-4, C-1', C-1"

2 41.7

4 1.60 (2H, q, 7.5) 24.0 C-1, C-4

5 0.99 (3H, t, 7.5) 8.1 C-2, C-4

1' & 1" 173.7

2' & 2" 2.44 (4H, t, 7.5) 34.7 C-1', C-1"

3' & 3" 1.72 (4H, dd, 7.5) 25.7 C-1, C-1"

4' & 4" 1.29-1.37 (4H, m) 30.3

5' & 5" 1.29-1.37 (4H, m) 29.9

6' & 6" 1.29-1.37 (4H, m) 30.4

7' & 7" 1.38-1.45 (4H, m) 30.0

8' & 8" 2.14 (4H, m) 28.0

9' & 9" 5.53 (2H, m) 130.6 C-7', C-8', C-7", C-8"

10' & 10" 5.53(2H, m) 130.7 C-11', C-12', C-11", C-12"

11' & 11" 2.14 (4H, m) 28.0

12' & 12" 1.38-1.45 (4H, m) 30.0

13' & 13" 1.29-1.37 (4H, m) 30.6

14' & 14" 1.29-1.37 (4H, m) 29.8

15' & 15" 1.29-1.37 (4H, m) 29.8

16' & 16" 1.29-1.37 (4H, m) 32.6

17' & 17" 1.29-1.37 (4H, m) 23.4

18' & 18" 0.91 (6H, t, 7.5) 14.8 C-16', C-17', C-16", C-17"
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Figure 19. 1H-NMR spectrum of compound 6 in pyridine-d5

Figure 20. 13C-NMR and 135° DEPT spectrum of compound 6 in pyridine-d5
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Figure 21. COSY and HMQC spectrum of compound 6 in pyridine-d5
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Figure 22. HMBC spectrum of compound 6 in pyridine-d5

O

O

H2N O

O

Figure 23. Key HMBC correlations in the compound 6
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1-6. Compound 7 해

Compound 7 하 해
1H

13 하 다C-NMR .

13 에 개 본 피크C-NMR spectrum 32
1 에H-NMR spectrum δ

틸1.08(3H, s), 0.96(3H, s), 0.87(6H, s), 0.85(6H, s), 0.75(3H, s) δ

에 사 탕 계통 합물0.8 2.2 aliphatic signal triterpenoidδ

것 상하 다(figure 25,26).

13 과 에C DEPT-NMR spectrum 183.8 signal carboxylic acidδ

었 보 가 에 결합 어 것171.1 signal ester 3δ

할 었다 또한 과 보 탄 가. 125.7 137.9 signal olefinδ δ

것 상하 다.
1 에H-NMR spectrum 2.05(3H, s) signalδ

에 어 는 틸 할 었다 들ester . 1H,13C-NMR data

합해 보 에 가 결합 어 는 합물 상하ursolic acid ester

문헌21,22,23)과 비 하여 동 하 다ursolic acid-3-acetate (figure

24).

O
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Figure 24. Isolated compound 7 from C. lanceolatus
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Table 6. NMR spectroscopic data
a for compounds 7 (400 MHz CDCl3)

a 1H, 13C NMR spectra were recorded in pyridine-d5 solution at 400 and 100 MHz,

respectively.

No
compound 7

δH (int, multi, J Hz) δc (ppm)

1 38.3

2 23.6

3 4.50 (1H, t, 8.0) 80.9

4 37.7

5 55.3

6 18.1

7 32.8

8 39.5

9 47.4

10 36.9

11 23.3

12 5.24 (1H, m) 125.7

13 137.9

14 41.9

15 28.1

16 24.0

17 47.9

18 2.18 (1H, d, 11.5) 52.5

19 39.0

20 38.8

21 30.6

22 36.7

23 0.85 (3H, s) 28.0

24 0.85 (3H, s) 16.7

25 0.96 (3H, s) 15.5

26 0.75 (3H, s) 17.0

27 1.08 (3H, s) 23.5

28 183.8

29 0.87 (3H, s) 17.1

30 0.87 (3H, s) 21.2

1' 171.1

2' 2.05 (3H, s) 21.3
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Figure 25. 1H-NMR spectrum of compound 7 in CDCl3

Figure 26. 13C-NMR spectrum of compound 7 in CDCl3
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2. DPPH radical scavenging test

는 질 심 그 체가 매우 한 라 합물DPPH ,

시료에 하여 원 어 라 거 특 보라색 없어지 525

에 보 사라지게 다 본 실험에 는 도별nm . DPPH

거 하여radical RC50 값 하 다. RC50 값

미한다.

병 나무 가지 물 결과2-1.

병 나무 가지 물 물 가지고70% ethanol DPPH radical

거 검색하 다 시료 도가 물. 100 g/mL 83.6%,μ

hexane fraction 13.9%, ethyl acetate fraction 84.4%, butanol fraction

거 보84.5%, water fraction 83.1% (Figure 27) RC50

하 해 도별 거50 g/mL, 25 g/mL, 12.5 g/mL, 6.25 g/mLμ μ μ μ

실시하 다 그 결과 물 경우. RC50값 17.0 g/mL, EtOAc fr.μ

비타민19.4 g/mL, BuOH fr. 8.1 g/mL, water fr. 14.1 g/mLμ μ μ

보다 지 나 들 역시 거 보 할C radical

었다(Figure 28).

Figure 27. DPPH radical scavenging activities for extracts
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Figure 28. RC50 value of DPPH radical scavenging activities for extracts

병 나무 가지 리 합물 결과2-2.

에 리Ethyl acetate compounds 1-7 거DPPH radical

검색하 다. Compound 1과 3, 6, 7 가지고 지 것

었고, compounds 2 4, 5는 시료 도가 각각100 g/mL 78.1%,μ

거능 가지는 것 하 다 들80.1 %, 71.2% (Figure 29).

RC50 하 해 도50 g/mL, 25 g/mL, 12.5 g/mL, 6.25 g/mLμ μ μ μ

별 거 실시하 다 그 결과. compound 2는 RC50값 13.1 g/mL,μ

compound 5는 RC50값 물 보다 거14.5 g/mL ethyl acetateμ

능 가짐 었다 또한(Figure 30). compound 4 경우 비

타민 사한C RC50값 우 한 거 가짐4.4 g/mL radicalμ

하 다.
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Figure 29. DPPH radical scavenging activities for compounds 1-7

Figure 30. RC50 value of DPPH radical scavenging activities for isolated

compounds from C. lanceolatus
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3. Elastase inhibition test

피 직 탄 지하는 가 결합 여하는 가 해하는elastin

통해 생 는elastase p 도-nitroaniline

하여 항주 과에 하여 평가 하 다 본 실험에 는 도별. elastase

억 하여 IC50 값 하 다.

병 나무 가지 물 결과3-1.

병 나무 가지 물 물 가지고70% etahnol elastase

억 실험 실시하 다 시료 도가 물 경우. 100 g/mL 67.6%,μ

ethyl acetate fraction 81.8%, butanol fraction 63.9% oleanolic

비 하여 사한 보 었다 들acid 74.0% (Figure 31).

IC50값 하 해 50 g/mL, 25 g/mL, 12.5 g/mL, 6.25 g/mLμ μ μ μ

도별 해 하 다 물. IC50값 20.2 g/mL, EtOAc fr. 11.7μ

할 었고g/mL, BuOH fr. 40.9 g/mL (figure 32),μ μ

oleanolic acid IC50값 에 미 지는 나 억 과 보3.0

었다.

Figure 31. Elastase inhibition activities for extracts
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Figure 32. IC50 value of Elastase inhibition activities for extracts

병 나무 가지 리 합물 결과3-2.

물에 리Ethyl acetate compounds 1-7 억 실ealstase

험 실시하 다. Compound 3과 6 하고 억 과 가짐

었다 시료 도가. 100 g/mL Compoundμ 1과 4, 5, 7 각각

보73.9%, 80.0%, 71.1%, 65.3% (Figure. 33) IC50값 각각 21.6 μ

하 다g/mL, 20.2 g/mL, 15.6 g/mL, 17.3 g/mL (Figure. 34).μ μ μ

Compound 2 경우 도가 100 g/mL 65.5% oleanolicμ

보다는 낮 보 나acid 74.0% , IC50 계산해본 결과 IC50값 3.0

같 해 가짐 었다g/mL oleanolic acid .μ
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Figure 33. Elastase inhibition activities for compound 1-7

Figure 34. IC50 value of Elastase inhibition activities for isolated

compounds from C. lanceolatus
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4. NO & MTT assay

생 에 한Nitric oxide(NO) compound 6 과 하 하여

포에RAW 264.7 LPS(1 g/mL) compoundμ 6 도별 처리하 다 생.

시 하여 포 에 재하는NO Griss NO2
-

태 하 다 그 결과 포 독 나타나지 고 생 억 과. , NO

는 나타나지 다.

Figure 35. Effects of isolated compound 6 from C.lanceolatus on the

production of nitric oxide in LPS-stimulated RAW 264.7 cells.
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결.Ⅳ

병 나무 가지 생리 리 동 하고 생리 검색 통,․

해 무 보고 본 연 하 다.․

병 나무 가지 물 매 극 가시키는 계통 에 해70%

n-hexane, ethyl acetate, n 매 하여 물-butanol, water

얻었다 들 거 과 해 보. DPPH radical elastase

다 물 보다 에 하여ethyl acetate vacuum liquid

chromatography(VLC), sephadex LH-20, normal silica gel column

실시하여 리 들chromatography, prep-HPLC 1D, 2D NMR

통하여 하 고 문헌들과 비 한 결과IR HR-FABMS betulinic

acid, pyracrenic acid, arjunolic acid, piceatannol, catechin, ursolic acid

새 운 합물 포함하여 개 합물 얻었3-acetate Dioleate 1 7

다.

식물 생리 보고 거 실험과DPPH radical elastase

해 실험 물과 물 리 합물에 하여 각각 실시하 다.

거 결과 보 물 물 경우 헥산DPPH radical

하고 라 거 보 다 물( RC50 = 17.0 g/mL, EtOAcμ

fr. RC50 = 19.4 g/mL, BuOH fr. RCμ 50 =8.1 g/mL, Water fr. RCμ 50 = 14.1

리g/mL). betulinic acid, arjunolic acid, Diolete compound, ursolicμ

경우는 라 거 보 지acid 3-acetate , pyracrenic

acid(RC50 = 13.1 g/mL), piceatannol(RCμ 50 라= 14.0 g/mL)μ

거 갖는 것 었 과 보다는 낮 보

었다 또한. catechin(RC50 비타민= 4.4 g/mL)μ

C(RC50 비슷한 가짐 었다= 4.2 g/mL) .μ

해 실험 결과 보 물 물 경우 물Elastase (IC50

과= 20.2 g/mL) , EtOAc fr.(ICμ 50 = 11.7 g/mL), BuOH fr. (ICμ 50 = 40.9 μ

에 해 보 었다 리g/mL) . arjunolic acid diolate

는 해 보 지compound , betulinic acid(IC50 = 21.6 g/mL),μ
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catechin(IC50 = 20.2 g/mL), piceatannol(ICμ 50 = 15.6 g/mL), ursolic acidμ

3-acetate(IC50 는 해 가짐 할 었다= 17.3 g/mL) .μ

Pyracrenic acid(IC50 경우= 3.0 g/mL) oleanolic acid(ICμ 50 = 3.0

같 가짐 하 다g/mL) .μ

상 생리 검색 결과 는 거 능 뿐만pyracrenic acid DPPH raidcal

니라 강한 해 보 는 것 었 과, elastase , catechin

또한 거능 과 해 다 가지는piceatannol DPPH radical elastase

것 었다 물에 거능 과 해. DPPH radical elastase

보 는 것 식물에 들어 는 들에 해 나타나는 결과

할 었다 라 본 연 실험결과 병 나무 가지 해.

항산 항 주 재 개 가능 할 었다.
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