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국 문 초 록

침향 (Aquilariamalaccensis)은 팥꽃나무과 (Thymelaeaceae)의

침향나무에 수지가 침착된 것으로,주로 동남아시아와 중국 및 뉴기

니에 분포하고 있다.특유의 냄새 때문에 전통적으로 향료나 향기를

이용한 치료에 사용되어왔으며 복용 시에는 천식이나 구토,복통에

효과가 있다.

본 연구에서는 침향 (Aquilariamalaccensis)의 성분 구조를 동정

하고 활성을 측정하였다.침향 메탄올 추출물을 순차적인 용매 추출

을 통해 분획을 나눈 후 다양한 chromatography기법으로 6종의

2-(2-phenylethyl)chromone유도체를 분리하였다.

분리한 성분들의 구조는 각종 spectroscopy를 통해 동정한 결과

① 6-Hydroxy-2-[2-(4-methoxyphenyl)ethyl]-4H-chromen-4-one,

② 2-(2-phenylethyl)chromone,③ 2-[2-(4-methoxyphenyl)ethyl]

chromone, ④ 6-methoxy-2-(2-phenylethyl) chromone, ⑤

6-methoxy-2-[2-(3-methoxyphenyl) ethyl] chromone, ⑥

2-(4-hydroxyphenyl)-6,7-dimetoxy-4H-chromen-4-one으로 확인

하였다. 그중 ⑥ 2-(4-hydroxyphenyl)-6,

7-dimetoxy-4H-chromen-4-one은 보고되지 않은 신물질로 사료된

다.

분리한 성분들의 tyrosinase억제 활성을 측정한 결과 6개의 물질

의 IC50를 신물질,①,②,③,④,⑤ 순서대로 2.03,1.35,1.39,1.15,

1.01, 0.56 (mM) 로 확인할 수 있었고

6-methoxy-2-[2-(3-methoxyphenyl) ethyl] chromone 가 IC50이

0.56mM로 다른 성분들에 비해 강한 tyrosinase억제제였다.
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주요어 :침향 (Aquilariamalaccensis),크로몬 (chromone),타이로시

나제 억제 활성 (tyrosinaseinhibitoryactivity)

학 번 :2011-21713
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Ⅰ.서론

침향 (Aquilariamalaccensis)는 팥꽃나무과 (Thymelaeaceae)에 속

하는 상록교목에 수지가 발생하면서 침착된 수간목을 말한다.한의학

에서는 진정·건위·통기 작용이 있으며 소화불량·식욕부진·구토·기관지

천식·조루·정력 부족 등에 효과가 있다고 한다.지금까지 밝혀진 침향

의 성분은 130여 가지로 sesquiterpenes와 2-(2-phenylethyl)-4H

-chromen-4-onederivatives, aromatics, triterpenes으로 알

려졌다.근래에는 이러한 침향의 성분과 관련된 여러 활성이 밝혀졌

는데, 대표적으로 methicillin-resistant Staphylococcus aureus

(MRSA)에 대한 항균 효과와 humanbloodhaemolysate에서의 항산

화 효과,humangastriccancercellline(SGC-7901)에 대한 항종양

효과,항알러지,미백 효과가 있다.[1,2].

본 연구에서는 여러 크로마토그래피와 스펙트로스코피를 이용하여

침향의 물질을 탐색하고 동정한 후 미백 활성을 확인하고자 하였다.
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Ⅱ.실험

1.시험 재료,시약 및 기기

1-1.시험 재료

침향 (Aquilariamalaccensis)은 라오스에서 수집하였다.

1-2.시약

추출,용매 분획 및 silicagelcolumn chromatography를 위해

MeOH (Duksan,Korea),Hexane(Duksan,Korea),Ethylacetate

(Duksan,Korea),Ether(Duksan,Korea)및 n-BuOH (Duksan,

Korea)등은 특급으로 사용하였다.Silicagel은 Kielselgel60,merck,

Art,9385(Darmstadt,Germany)를 사용하였다.Semi-prepHPLC에

사용할 ACN (Duksan,Korea),H₂O (Duksan,Korea)은 HPLC

grade로 구입하였다.NMR 용매로 CambridgeIsotopeLaboratories,

Inc.(Andover,MA,U.S.A)사의 CDCl₃를 사용하였다.
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1-3.실험 기구 및 기기

본 실험에서 사용한 기기는 다음과 같다.

HPLC

Pump:321pump(Gilson,Middleton,U.S.A)

Waters616pump(Waters,Massachusetts,USA)

Column:Gemini5μ C18

(250mm ×4.6mm ID,5μm,Phenomenex)

Detector:UV/VIS-155(Gilson,Middleton,U.S.A)

Waters996photodiodearraydetector

(Waters,Massachusetts,USA)

Micro-platereader:MolecularDevicesVersamax

(Sunyvale,U.S.A)

UVspectrophotometer:Evolution60

(Thermoscientific,Massachusetts,U.S.A)

NMRspectrometer:BrukerAMX500spectrometer(500MHz)

Massspectrometer:microTOF-Qmassspectrometer

(BrukerDaltonicsInc.,Bremen,Germany)

SQ300MSdetector

(Perkinelmer,California,U.S.A)
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2.침향의 분획 및 성분 분리

2-1.추출 및 분획

절단한 침향 9kg을 MeOH로 3시간 동안 3회 환류 추출한 뒤 추

출물을 감압 농축하였다.그 후 잔사를 H2O에 현탁시킨 후,Hexane

과 Ethylacetate,n-BuOH순으로 순차적으로 용매 추출하여 Hexane

층과 Ethylacetate층,n-BuOH,H2O층을 제조하였다.그리고 H2O로

현탁한 농축액을 Ether,n-BuOH순으로도 용매 추출 하여 Ether층과

n-BuOH층,H2O층을 제조하였다.

Ethylacetate(51.5g)층을 silicagel을 사용하여 silicagelcolumn

chromatography(CHCl3:MeOH =200:1→ 10:1)를 시행하여

5개의 소분획을 얻고 세 번째 소분획 (4.27g)을 silicagelcolumn

chromatography(Hexane:Ethylacetate:Isopropylalcohol=300:

100:1→ 300:300:1)를 통해 5개의 소분획을 얻었다.

Ether (30g) 층을 silicagel을 사용하여 silicagel column

chromatography(Hexane:Ethylacetate=40:1→ 1:1)를 시행

하여 14개의 소분획을 얻었다.
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2-2.침향으로부터 단일 성분 분리

2-2-1.Compound6(New)의 분리

Fraction EA-3-5를 대상으로 silicagelcolumn chromatography

(CHCl3:Isopropylalcohol=30:1→ 10:1)를 시행하여 얻었다.

2-2-2.Compound1의 분리

FractionEA-3-3을 대상으로 semi-prepHPLC [Gilson321pump,

GilsonUV/VIS-155(203nm),SolventA :Water,SolventB:ACN,

Isocratic,B40%,4mL/min]를 시행하여 compound1을 분리 정제 하

였다.

2-2-3.Compound2의 분리

FractionE11을 대상으로 semi-prepHPLC [Waters616pump,

Waters996PDA (203nm),SolventA :Water,SolventB :ACN,

Isocratic,B40%,4mL/min]를 시행하여 compound2를 분리 정제 하

였다.

2-2-4.Compound3의 분리

FractionE11을 대상으로 semi-prepHPLC [Waters616pump,

Waters996PDA (203nm),SolventA :Water,SolventB :ACN,

Isocratic,B40%,4mL/min]를 시행하여 compound3을 분리 정제 하

였다.
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2-2-5.Compound4의 분리

FractionE11을 대상으로 semi-prepHPLC [Waters616pump,

Waters996PDA (203nm),SolventA :Water,SolventB :ACN,

Isocratic,B40%,4mL/min]를 시행하여 compound4를 분리 정제 하

였다.

2-2-6.Compound5의 분리

Fraction E13을 대상으로 semi-prep HPLC [Gilson 321pump,

GilsonUV/VIS-155(203nm),SolventA :Water,SolventB:ACN,

Isocratic,B40%,4mL/min]를 시행하여 compound5를 분리 정제 하

였다.
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3.구조 분석

분리한 화합물을 CDCl3에 녹인 후 5mm NMR tube에 넣고,

500 MHz Bruker AMX 500 spetrometer (Bruker,Rheinstetten,

Germany) NMR 과 600 MHz Bruker AMX 600 spetrometer

(Bruker,Rheinstetten,Germany)NMR을 이용하여 ¹H,13C,COSY,

HSQC,HMBC-NMRspetrum 을 얻고 분석하였다.

massspectrometry를 ESI-MS로 측정하였으며 compound6

은 HR-ESI-MS로 측정하였다.
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4.미백 활성

미백 활성은 다음과 같은 과정을 거쳐 측정하였다[2].미백 활성의

기전은 fig.3에 기재하였다.1/15M 80µL potassium phosphate

buffer(pH 6.8)과 potassium phosphatebuffer에 L-tyrosine을 0.1

mg/mL농도로 만든 용액 40µL,5% DMSO 에 녹인 샘플 용액 40

µL,potassium phosphatebuffer에 녹인 mushroom tyrosinase40

µL(60units/mL)를 96-wellmicroplate에 순차적으로 가하였다.모

든 과정은 icebath에서 진행되었다.Positivecontrol로 arbutin을 사

용하였다.샘플 처리 직후와 37℃ incubator에 30분 동안 보관한 후

의 475nm 에서의 흡광도를 ELISA platereader를 사용하여 측정하

였다.미백 활성을 나타내는 tyrosinase저해율의 계산은 다음과 같다.

Tyrosinaseinhibition(%)=[1-(Asample_a-Asample_b)/(Acontrol_a-

Acontrol_b)]×100

Acontrol_a:30분 후 blank흡광도

Acontrol_b :blank흡광도

Asample_a :30분 후 sample흡광도

Asample_b:sample흡광도



9

Fig.1.Theprincipleofmelaninbio-synthesis
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Scheme1.ExtractionandfractionationofAM ①
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Scheme2.ExtractionandfractionationofAM ②
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Ⅲ.결과 및 고찰

1.성분의 구조 분석

1-1.Compound6의 구조

신물질 compound6는 노란색분말 화합물로 positivemode의 MS

spectrum 에서 m/z327.1215[M+H]⁺ 임을 확인하였다.13C-NMR 과

1H-NMR,HSQC,COSY,HMBC spectrum 결과로부터 특징적인

aromaticring,O-methyl,methylene,hydroxylgroup을 확인하였으며

2-(4-hydroxyphenyl)-6,7-dimetoxy-4H-chromen-4-one으로 동정

하였다.

1-2.Compound1의 구조

Compound 1 은 노란색분말 화합물로 positive mode의 MS

spectrum 에서 m/z 297[M+H]⁺ 임을 확인하였다. 13C-NMR 과

1H-NMR spectrum 결과로부터 크로몬 화합물인 것을 확인하였으며

문헌과 비교하여 6-Hydroxy-2-[2-(4-methoxyphenyl)ethyl]-4H-

chromen-4-one으로 동정하였다[5].

1-3.Compound2의 구조

Compound2는 분말 화합물로 positivemode의 MSspectrum 에

서 m/z251[M+H]⁺ 임을 확인하였다.13C-NMR과 1H-NMRpectrum

결과로부터 크로몬 화합물인 것을 확인하였으며 문헌과 비교하여

2-(2-phenylethyl)chromone으로 동정하였다[6,7].
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1-4.Compound3의 구조

Compound3는 분말 화합물로 positivemode의 MSspectrum 에

서 m/z 281[M+H]⁺ 임을 확인하였다. 13C-NMR 과 1H-NMR

spectrum 결과로부터 크로몬 화합물인 것을 확인하였으며 문헌과 비

교하여 2-[2-(4-methoxyphenyl)ethyl]chromone으로 동정하였다[8].

1-5.Compound4의 구조

Compound4는 분말 화합물로 positivemode의 MSspectrum 에

서 m/z281[M]⁺ 임을 확인하였다.13C-NMR 과 1H-NMR spectrum

결과로부터 크로몬 화합물인 것을 확인하였으며 문헌과 비교하여

6-methoxy-2-(2-phenylethyl)chromone으로 동정하였다[9,10].

1-6.Compound5의 구조

Compound5는 분말 화합물로 positivemode의 MSspectrum 에

서 m/z311[M]⁺ 임을 확인하였다.13C-NMR 과 1H-NMR spectrum

결과로부터 크로몬 화합물인 것을 확인하였으며 문헌과 비교하여

6-methoxy-2-[2-(3-methoxyphenyl)ethyl]chromone으로 동정하였

다[9,10].



14

R1 R2 R3 R4

Compound1 OH H H OMe

Compound2 H H H H

Compound3 H H H OMe

Compound4 OMe H H H

Compound5 OMe H OMe H

Compound6 OMe OMe H OH

Fig.2.HMBCcorrelationofcompound6

Fig.3.Structureofcompounds
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2.미백 활성

침향으로부터 분리하여 구조가 확인된 각 성분의 미백 활성을 측

정하였다.600uM 농도에서 각 성분의 미백 활성을 비교할 수 있었으

며 compound 5 (6-methoxy-2-[2-(3-methoxyphenyl)ethyl]

chromone)가 상대적으로 강한 tyrosinase억제제였다.그리고 각 성

분의 IC50을 확인할 수 있었다.Compound1,2,3,4,5의 IC50는

2.03,1.35,1.39,1.15,1.01,0.56mM 이었다.

Fig.4.Inhibitionofisolatedcompounds(600uM,n=3)
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Ⅳ.결론

침향으로부터 6종의 2-(2-phenylethyl)chromone유도체를 분리

하였으며, 각 성분은 spectroscopy 를 통해

6-Hydroxy-2-[2-(4-methoxyphenyl)ethyl]-4H-chromen-4-one,

2-(2-phenylethyl) chromone, 2-[2-(4-methoxyphenyl) ethyl]

chromone, 6-methoxy-2-(2-phenylethyl) chromone,

6-methoxy-2-[2-(3-methoxyphenyl) ethyl] chromone,

2-(4-hydroxyphenyl)-6,7-dimetoxy-4H-chromen-4-one으로 동정

하였다. 그중 2-(4-hydroxyphenyl)-6,

7-dimetoxy-4H-chromen-4-one신물질로 사료된다.

각 성분의 미백 활성을 측정한 결과

6-methoxy-2-[2-(3-methoxyphenyl)ethyl]chromone이 6종 물질

중에 가장 강한 tyrosinase억제제였다.
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Fig.5.Chromatogram ofcompound1

Fig.6.Chromatogram ofcompound2,3and4
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Fig.7.Chromatogram ofcompound5
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Position comp.6(New) Comp.1 Comp.2

2 168.1 172.2 168.4

3 109.5 110.6 110.2

4 177.8 181.4 178.2

5 104.4 109.5 125.7

6 154.4 157.2 125.0

7 152.6 125.3 133.5

8 99.5 121.3 117.8

9 147.5 152.9 156.5

10 116.8 125.9 123.7

1’ 131.2 134.0 139.7

2’ 129.3 131.2 128.3

3’ 115.5 115.8 128.6

4’ 154.8 160.6 126.5

5’ 115.5 115.8 128.6

6’ 129.3 131.2 128.3

7’ 32.2 38.1 33.0

8’ 36.3 34.0 36.1

6-OMe 56.4

7-OMe 56.3

4’-OMe 56.4

Table1.13C-NMRspectraldataofcompound6,compound1

andcompound2
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Position Comp.3 Comp.4 Comp.5

2 168.5 168.2 168.1

3 110.3 109.5 109.5

4 178.2 178.1 178.1

5 124.9 104.9 104.8

6 125.7 156.8 156.8

7 133.5 123.5 123.4

8 117.8 119.2 119.2

9 156.5 151.3 151.3

10 123.8 124.3 124.3

1’ 131.7 139.7 141.3

2’ 129.2 128.3 114.1

3’ 114.1 128.6 159.8

4’ 158.3 126.5 111.7

5’ 114.1 128.6 129.6

6’ 129.2 128.3 120.6

7’ 32.1 33.0 33.0

8’ 36.4 36.1 35.9

6-OMe 55.9 55.9

3’-OMe 55.1

4’-OMe 55.3

Table2.13C-NMRspectraldataofCompound3,4andcompound

5
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Fig.8.1H-NMRspectrum ofcompound6
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Fig.9.13C-NMRspectrum ofcompound6
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Fig.10.HSQCspectrum ofcompound6
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Fig.11.COSYspectrum ofcompound6
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Fig.12.HMBCspectrum ofcompound6
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Fig.13.1H-NMRspectrum ofcompound1
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Fig.14.13C-NMRspectrum ofcompound1
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Fig.15.1H-NMRspectrum ofcompound2
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Fig.16.13C-NMRspectrum ofcompound2
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Fig.17.1H-NMRspectrum ofcompound3
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Fig.18.13C-NMRspectrum ofcompound3
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Fig.19.1H-NMRspectrum ofcompound4
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Fig.20.13C-NMRspectrum ofcompound4
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Fig.21.1H-NMRspectrum ofcompound5
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Fig.22.13C-NMRspectrum ofcompound5
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Fig.23.UVspectrum ofBlankandArbutinbeforeandafterthe

incubation
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Abstract

Isolationof2-(2-phenylethyl)chromone

derivativesfrom aquilariamalaccensisand

theirtyrosinaseinhibitoryactivity

TaeRyongKim

DepartmentofPharmacy,PharmaceuticalAnaysis

TheGraduateSchool

SeoulNationalUniverity

Aquilariamalaccensisisaspecies ofplantin theThymelaeaceae

family and known as a resin-suffusedheartwood.Itismainly

distributed in Southeast Asia,China and New Guinea.Since

Aquilariamalaccensis hasadistinctiveodor,ithasbeenusedas

traditionalspicesortreatments.Itisalsoeffectiveintreatmentsof

asthma,emesis or abdominalpain when it is administered

internally.

In this study,the structures of components in Aquilaria

malaccensiswereidentifiedandtheactivitiesofeach compound

weremeasured.Throughsequentialsolventextractions,fractionsof

Aquilaria malaccensis-methanolextractcould beobtained.After

that,6 species of 2-(2-phenylethyl) chrome derivatives were

isolatedfrom thefractionsbyvariouschromatographicmethods.

Asaresultofidentificationprocessbyassortedspectroscopy,
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thestructuresofeachisolatedcompoundwereconfirmedas ①

6-Hydroxy-2-[2-(4-methoxyphenyl)ethyl]-4H-chromen-4-one, ②

2-(2-phenylethyl) chromone, ③ 2-[2-(4-methoxyphenyl) ethyl]

chromone, ④ 6-methoxy-2-(2-phenylethyl) chromone, ⑤

6-methoxy-2-[2-(3-methoxyphenyl) ethyl] chromone, ⑥

2-(4-hydroxyphenyl)-6, 7-dimetoxy-4H-chromen-4-one. Among

them,⑥ 2-(4-hydroxyphenyl)-6,7-dimetoxy-4H-chromen-4-one

wasconsideredasanew compoundthathasnotbeendiscovered

yet.

The results of measuring tyrosinase inhibitory activities

establishedIC50of6compounds.TheobtainedIC50valueswere

2.03,1.35,1.39,1.15,1.01,0.56 (mM) in the order of new

compound,①,②,③,④ and⑤.Withinthesevalues,duetoits

IC50 value of 0.56mM, it can be seen that

6-methoxy-2-[2-(3-methoxyphenyl) ethyl] chromone can be

consideredasthestrongesttyrosinaseinhibitorcomparedtothe

others.

Keywords:Aquilariamalaccensis,Chromone,Tyrosinaseinhibitory

activity

StudentID:2011-21713
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