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ABSTRACT

Compound profile analysis of Dendropanax morbifera

leaf extracts using tandem mass spectrometer

Kyoun-In Lee

Advisor: Prof. Cheol-Hee Choi MD/PhD

Department of Biomedical Sciences

Graduate School of Chosun University

Compound profile is a kind of quantitative analysis method that uses a liquid

chromatograph (LC) equipped with an ultraviolet detector (UVD) to manage the

peak pattern of a chromatogram obtained as a result of analyzing a plant

extract. It has been used for the purpose of quality control of herbal medicines

for which index compounds have not been established. The information that can

be confirmed as a result of the compound profile is limited and is not suitable

for qualitative analysis. Additional information such as the molecular weight of

each peak can be obtained by using LC-mass spectrometer (MS) applied to the

compound profile analysis, and information that can be used to estimate the

molecular structure can be obtained through LC-MS/MS analysis.

About 20 kinds of active compounds present in Dendropanax morbifera

leaves, which are known to have various physiological activities, have been

reported through various studies. However, these compounds have not been

analyzed at the same time, and information on their compounds is still

insufficient compared to the number of compounds actually present in D.

morbifera leaves. In this study, the MS compound profile of the compounds

present in the leaf extract of D. morbifera was prepared using LC-MS to

compensate for the disadvantages of the compound profile using LC-UVD.

First, the online LC-DPPH radical scavenging activity was measured to

prepare the antioxidant activity compound profile present in the leaf extract of
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D. morbifera. Based on the retention time of the active compound peak

identified as the measurement result, LC-MS and MS/MS analysis were

performed. Qualitative analysis of the active peak was conducted through MS

data review of various literatures and standard compound analysis. Twelve

radical scavenging active compound peaks were identified as 5-O-caffeoylquinic

acid (neochlorogenic acid), 3-O-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid), 4-O-

caffeoylquinic acid (cryptochlorogenic acid), orientin, hesperidin, hyperoside,

rutin, isoquercitrin, azelaic acid, 3,5-dicaffeoylquinic acid (isochlorogenic acid A),

3,4-dicaffeoylquinic acid (isochlorogenic acid B), caffeic acid dimer.

In the MS compound profile analysis of the leaf extract of D. morbifera,

which was additionally conducted, 95 compounds were reviewed. The

compounds identified as having the highest number in the MS compound profile

were ones containing apigenin as an aglycone, and there were a total of 19

apigenin derivative compounds whose structures could be confirmed or

estimated. In addition, 6 caffeic acid derivatives, including caffeic acid and

chlorogenic acid, were identified, and 5 quercetin-related compounds, including

quercetin and its derivatives, were identified in the MS compound profile.

Flavonoids such as hesperidin and naringin and various phenolic acid structure

compounds were identified, and 8 types of hydroxy fatty acid structure

compounds were identified. In order to be used in the study of the activity of

D. morbifera leaves, the main physiological activity fields being studied for each

compound were additionally confirmed through literature review.

LC-MS/MS analysis conditions of multiple reaction monitoring (MRM) mode

were set for selective analysis of radical scavenging active compounds and MS

compound profile. As a result of MRM mode analysis of the compounds of the

leaf extract of D. morbifera, clear and precise results were obtained compared

to the general LC-UVD compound profile analysis. In a comparative analysis

with 11 leaf extracts of other plants, 28 compounds specifically identified in D.

morbifera leaf extract were identified.

In general, it is known that gas chromatograph (GC) analysis is more

advantageous than LC analysis for lipophilic compounds. In addition, using the
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library search tool of GC-MS has the advantage of being able to perform

qualitative analysis without standard compound analysis. As a result of the scan

mode analysis of GC-MS of the lipophilic extract of D. morbifera leaf, 20 peaks

were detected. MS spectra of each peak were identified by library search, and

17 compounds except for 3 peaks were identified. Dendropanoxide was identified

as the compound expected to have the highest content, and the contents of β-

amyrin and α-amyrin were also relatively high. There were a number of

triterpenoid-related compounds known to have various physiological activities,

and MRM analysis conditions of GC-MS/MS were set for the compounds.

Through this study, the existence of a number of active-related compounds

that had not been identified in studies related to D. morbifera leaves was

confirmed. In addition, the MS compound profile analysis method used in the

study is useful for studying plant extracts in which numerous compounds are

mixed, and the set MRM mode analysis conditions can also be used for

studying the compounds of other plant extracts.



1

제1장 황칠나무 잎 추출물의 radical 소거 활성 성분 분석

1.1 서론

1.1.1 황칠나무(Dendropanax morbifera Lev.)

황칠나무(Dendropanax morbifera Lev.)는 우리나라를 포함하여 동남아시아 등에

약 30여 종이 분포하고 있는 두릅나무과에 속하는 아열대성 상록활엽교목이며, 우

리나라에서는 기후가 비교적 온난한 전라남도와 경상남도의 해안 지역과 제주도

등에서 자생 및 재배되고 있다.1,2)

Figure 1-1. D. morbifera tree and leaves.

황칠나무와 관련하여 가장 빈번하게 연구되고 있는 부위인 잎의 생리활성으로서

여러 식물 소재에서 일반적으로 다뤄지고 있는 항산화 활성이 있으며,3-10) 암세포에

대한 증식 억제 등 항암 관련 활성을 가지는 것으로 보고 되고 있다.9,11-17) 인지장

애나 기억력 개선 등 뇌 기능 관련 활성과18-24) 뇌신경세포 보호 효과에 대한 보고

또한 꾸준히 이루어지고 있다.25-30) 다양한 형태의 항염증 활성과4,31-37) 항당뇨 관
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련 활성을 나타내는 것으로 확인 되었으며,1,38-41) 알코올 대사 및 숙취 해소와 함께

간 기능 관련 연구도 진행 되었다.6,10,42-48) 콜레스테롤 억제나 고지혈증 개선과 함께

50-54) 항혈전 및 고혈압 개선에 대한 효과,55,56) 그리고 심근세포 보호 활성을 나타내

는 것으로 보고되기도 하였다.57,58) 미백이나 보습 등 피부 관련 활성과7,59-61) 아토피

와 같은 피부질환 개선 효과가 있으며,62,63) 탈모방지 및 육모 관련 연구도 이루어졌

다.60,64) 또한 항균이나 면역 관련 활성과4,65-67) 항통풍 효과,68,69) 신장 보호 효과 연

구도 보고 되었다.70,71) 이 밖에도 항노화 활성이나3) 여성 갱년기 증상 개선,72) 항파

골세포 생성 및 골다공증 개선,73,74) 그리고 위암 등의 원인이 될 수 있는

Helicobacter pylori에 의한 위상피세포의 interleukin-8 및 혈관내피성장인자 생성

억제 효과49) 등이 알려져 있다. 이와 같이 다양한 생리활성을 나타내는 황칠나무

잎은 뿌리 및 줄기 부위와 함께 식품 원료로서 사용이 가능하여 관련된 기능성 제

품의 개발에 활용도가 높은 소재라고 할 수 있다.25)

1.1.2 항산화 활성

항산화 활성은 여러 가지 생리활성 중에서도 항균 활성이나 피부 미백, 항염증

활성 등 다양한 생리활성과 관련성이 높은 것으로 알려져 있으므로 다양한 천연물

관련 연구에서 기본적으로 다뤄지고 있다.75-78) 여러 항산화 활성 연구에는 활성산

소종(reactive oxygen species; ROS)의 제어에 대한 내용을 포함하고 있으며, 이러

한 ROS에는 hydroxyl radical, superoxide anion 등의 free radicals 들이 있다.

ROS의 작용으로 나타나는 다양한 결과물들은 피부노화나 염증반응, 암 등의 각종

질환을 일으키는 원인이 되기도 한다.79-81) ROS에 대응하기 위한 항산화제로서

butylated hydroxytoluene (BHT)나 butylated hydroxyanisole (BHA)와 같은 합성

항산화제가 식품첨가물 등으로 상업적으로 많이 사용되고 있으나 최근에는 식물

추출물과 같은 천연물로부터 항산화 활성을 가지는 소재를 찾기 위한 연구가 지속

적으로 이루어지고 있다.82,83)
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1.1.3 액체크로마토그래피 활용 radical 소거능 측정

항산화 활성을 측정하는 다양한 방법 중 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)

radical 소거능은 비교적 단시간에 측정이 가능하며, 비타민 C (ascorbic acid)와 같

은 대조군을 이용하여 결과의 비교가 용이한 장점을 가지고 있어서 식물 추출물

시료의 항산화 활성 측정에 가장 일반적으로 활용되고 있다.84-86) 일반적으로

spectrophotometer나 micro-plate reader와 같은 분광학적 장비를 이용하는 DPPH

radical 소거능 측정 실험법에서는 수십～수백 μM 농도의 DPPH radical 용액을 사

용하여 시료 용액과 일정 비율로 혼합하여 일정 시간 반응시킨 후 흡광도를 측정

하여 최종 소거능을 산출한다. 이때 시료가 추출물이나 분획물 등 여러 성분이 혼

합된 형태일 경우 특정 성분의 활성이라기보다는 다양한 성분의 병합적인 효과인

경우가 대부분이며, 활성을 가지는 성분의 함량이 낮을 경우 활성 자체가 미약하게

나타나게 됨으로써 활성 성분의 존재가 무시될 가능성도 있다.87)

한편, 액체크로마토그래프(liquid chromatograph; LC)를 이용하여 추출물의 성분

을 최대한 분리시킨 후 항산화 활성을 측정하기 위한 radical 용액과 반응시킬 수

있다면 분리된 물질의 개별적인 radical 소거 활성을 측정할 수 있게 된다. 특히,

DPPH radical과 같이 LC의 이동상으로 적용될 수 있는 methanol을 용매로 사용하

는 측정의 경우 다른 활성에 비해 비교적 용이하게 online LC-DPPH radical 소거

능 측정 시스템을 구축할 수 있다. 최근 들어 LC 분석 장비를 기반으로 한 시스템

을 실시간 물질 분리 및 항산화 활성 연구가 다양한 시료를 대상으로 국내외에서

진행되고 있다.87-89)

1.1.4 Radical 소거 활성 성분의 질량분석

일반적으로 식물 추출물 등 천연물 연구에 가장 많이 활용되는 분석 장비인 LC

는 분석 대상 성분의 표준품 확보가 필수적이며, 동일한 분석 조건 내에서 머무름

시간이나 peak 형태 등이 일치하는지가 정성분석의 기준이 된다. 그러나 식물 추출

물은 최소 수 백가지 이상의 성분이 혼합된 형태이므로 분석을 수행하기 전에 모
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든 성분에 대한 정성분석의 완료나 표준품의 확보는 현실적으로 불가능하다. 이러

한 부분을 보완할 수 있는 분석장비인 질량분석기(mass spectrometer; MS)는 일반

적인 LC 조건에서 분리된 미지의 성분에 대한 분자량이나 구조를 추정할 수 있는

data를 확보할 수 있으며, 이를 활용하여 식물 추출물 성분 연구에서 기초적인 정

성분석에 유용하게 활용될 수 있다.80) MS 장비 중에서도 Figure 1-2와 같이 triple

quadrupole 구조를 가지고 있으므로 tandem MS로 불리는 MS/MS는 일반적인

MS에서 수행될 수 있는 scan 및 selected ion monitoring (SIM) mode 분석과 함

께 특정한 모분자(precursor ion)로부터 생성되는 특정한 조각 이온(product ion)을

선택적으로 검출하는 multiple reaction monitoring (MRM) 또는 selected reaction

monitoring (SRM) mode 분석이 가능한 질량분석 장비이다.81)

Online LC-DPPH radical 소거능 측정 결과로 확인된 활성 성분 peak의 머무름

시간을 기준으로 DPPH radical 용액의 공급을 정지한 상태에서 동일한 LC 분리

조건을 적용한 MS 분석을 실시하면 각 활성 peak에 대한 분자량 정보를 확인할

수 있다. 확인된 모분자량을 기준으로 precursor ion을 고정한 후 MS/MS의

product ion scan 분석을 실시함으로써 해당 성분의 분자 구조를 추정할 수 있는

조각난 ion (fragment ion 또는 product ion)들을 검출한 data를 확보할 수 있다.

분석 결과로 얻은 모분자와 조각 ion들 정보와 함께 기존 연구들에서 확인된 성분

정보 등을 종합적으로 검토하여 기초적인 정성분석 결과를 도출할 수 있게 되며,

해당 성분들에 대한 선택적 분석을 위한 MRM 조건의 설정도 가능하다.

Figure 1-2. Scheme of general tandem mass spectrometer system.
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1.2 재료 및 방법

1.2.1 황칠나무 잎 추출물

Radical 소거능 측정을 위한 황칠나무 잎 추출물은 사전 연구를 통해 가장 항산

화 활성이 우수한 것으로 확인된 methanol 추출을 기준으로 제조하였다. 건조 후

blender를 사용하여 직경 3 mm 이하로 잘게 분쇄한 황칠나무 잎 50 g에 methanol

500 mL를 혼합한 후 180 rpm의 진탕기에서 3 일간 추출을 실시하였다. 추출액은

0.45 μm의 syringe filter로 여과하여 측정 및 분석용 시료로 사용하였다.

1.2.2 시약 및 표준품

분리 및 분석을 위한 이동상 용매는 LC grade의 water와 methanol을 사용하였

으며, 시료 추출은 99% methanol을 사용하였다. DPPH는 Sigma-Aldrich (St.

Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였으며, 분석 방법 적정성 검토 및 정성 분

석을 위한 표준품으로서 3-caffeoylquinic acid, 4-caffeoylquinic acid, 5-caffeoyl

quinic acid, rutin, 3,4-dicaffeoylquinic acid, 3,5-dicaffeoylquinic acid 등은

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입한 것을 사용하였다.

1.2.3 분석 기기

황칠나무 잎 추출물에 존재하는 항산화 활성 성분을 분석하기 위하여 LC-30A

(Shimadzu, Kyoto, Japan) 액체크로마토그래피와 연동된 LCMS-8050 (Shimadzu,

Kyoto, Japan) 삼중 사중극자 질량분석기(triple quadrupole mass spectrometer)를

사용하였다. Radical 용액을 공급하기 위해 추가로 LC-20AD pump (Shimadzu,

Kyoto, Japan)를 설치하여 시스템을 구성하였으며, 분리용 column으로는 Kinetex

C18 (2.1 mm × 150 mm, 2.6 μm, Phenomenex, Torrance, CA, USA)을 사용하였
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다. Radical 소거능 측정을 위한 검출기로서 SPD-10Avp (Shimadzu, Kyoto,

Japan)를 사용하였다.

1.2.4 Online LC-DPPH radical 소거능 측정 system

DPPH radical 용액 조제 시 기본적으로 methanol과 같은 알코올 용매를 사용하

는 특성을 반영하여 분석용 이동상은 0.1% formic acid (A)와 methanol (B)을 사

용하였으며, 유속은 0.25 mL/min으로 유지하였다. 이동상은 초기 5 분까지 2% B,

5 분에서 60 분까지 40% B가 되도록 하였고, 60 분에서 105 분까지 100% B가 되

도록 하여 111 분까지 유지한 후 다시 2% B로 낮춰서 120 분간 측정하였다. 시료

주입량은 10 μL, column oven은 40℃를 유지하였으며, column 분리 단계 이후에

DPPH radical 용액을 공급하기 위한 pump를 추가하였다. 전체적인 시스템의 구성

은 Figure 1-3과 같이 구성되었으며, column에서 분리된 시료액과 radical 용액이

혼합된 이후 radical 소거 반응을 위한 reaction tubing을 1 m 길이로 추가하였다.

DPPH radical 용액은 methanol에 50 μM 농도로 용해시킨 후 차광용기에 보관하면

서 사용하였으며, 유속은 0.15 mL/min으로 유지하면서 검출기 파장은 517 nm로

설정하였다. 소거 활성 성분과 radical 용액이 반응하여 흡광도가 낮아지는 DPPH

radical 소거 반응 특성을 반영하여 검출기의 극성(polarity)을 negative mode로 설

정하였다.

1.2.5 Radical 소거 활성 성분의 MS 분석

Figure 2-1에 제시한 측정 시스템 중 DPPH radical 용액의 공급을 정지한 상태

에서 동일한 LC 분리 조건을 적용하여 각 활성 peak 머무름 시간을 기준으로 질

량분석을 실시하였다. 활성 성분의 질량분석의 이온화 방식은 가장 일반적으로 사

용되고 있는 electro-spray ionization (ESI) mode를 사용하였다. Collision-induced

dissociation gas로서 99.999% argon을 270 kPa의 압력으로 공급하였으며,

nebulizing gas, drying gas, 그리고 heating gas는 각각 3 ℓ/min, 10 ℓ/min, 10
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ℓ/min의 유속으로 공급하였다. Interface와 desolvation line, 그리고 heat block 온

도는 각각 300℃, 250℃, 350℃로 설정하였으며, scan 범위는 100～1,000 m/z를 적

용하였다. Positive와 negative mode에서 total ion scan을 실시한 후 확인된 ion

spectrum을 바탕으로 모분자량을 검토하였다.

Precursor ion과 product ion 확인 분석 결과를 바탕으로 radical 소거 활성 성분

의 신속하고 정확한 분석을 위한 multiple reaction monitoring (MRM) mode 분석

에는 동일한 이동상과 유속을 적용하였으며, 초기 5분까지 2% B, 5 분에서 60 분

까지 40% B가 되도록 하였고, 60분에서 65분까지 100% B가 되도록 하여 71분까

지 유지한 후 다시 2% B로 낮춰서 80 분간 분석을 실시하였다. 시료 주입량은 1

㎕로 설정하였다.

Figure 1-3. Scheme of online LC-DPPH radical scavenging ability

measurement system.
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1.3 결과 및 고찰

1.3.1 Online LC-DPPH radical 소거능

황칠나무 잎 추출물을 대상으로 Figure 1-3과 같은 시스템을 활용한 online LC-

DPPH radical 소거능을 측정한 결과에서 Figure 1-4와 같이 다수의 radical 소거

활성 peak를 확인할 수 있었다. 본 연구에서 활용된 측정 시스템의 결과에서 peak

를 나타낸 것은 해당 머무름 시간에 radical 소거 활성을 가지는 성분이 분리되어

나왔음을 의미하며, peak의 면적이 클수록 radical 소거 활성이 상대적으로 강한 성

분이거나 함량이 높을 수 있음을 의미한다.

동일한 LC 분리조건을 적용하여 실시한 MS 분석에서 확인된 peak의 머무름 시

간과 Figure 1-4에 제시된 결과에서 DPPH radical 소거 활성을 나타낸 peak의 머

무름 시간을 대조하여 Table 1-1에 제시한 이온화 특성을 가지는 12 종의 활성 성

분을 확인하였다.
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[A]

[B]

[C]

Figure 1-4. LC-MS profiles and radical scavenging effects obtained from

D. morbifera leaf extracts. A; DPPH radical scavenging effect,

B; negative mode LC-MS scan profile, C; peak conformation of

active compounds.
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Table 1-1. Compound information of radical scavenging active peaks of

D. morbifera leaf extracts

Peaks
Retention

time (min)

positive mode

(m/z)

negative mode

(m/z)

a 12.75
355.1(+H)

377.1(+Na)
353.1(-H)

b 18.43
355.1(+H)

377.1(+Na)
353.1(-H)

c 18.72
355.1(+H)

377.1(+Na)
353.1(-H)

d 27.62 449.1(+H) 447.1(-H)

e 30.13
611.1(+H)

633.1(+Na)
609.1(-H)

f 30.67
465.1(+H)

487.1(+Na)
463.1(-H)

g 30.75
611.1(+H)

633.1(+Na)
609.1(-H)

h 31.29
465.1(+H)

487.1(+Na)
463.1(-H)

i 32.44 - 187.1(-H)

j 33.23
517.1(+H)

539.1(+Na)
515.1(-H)

k 35.37
517.1(+H)

539.1(+Na)
515.1(-H)

l 60.70
359.1(+H)

381.1(+Na)
357.1(-H)
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1.3.2 주요 활성 peak의 LC-MS/MS 분석 조건 설정

ESI 이온화 장치를 기반으로 하는 질량분석기에서는 Table 1-1에 제시한 것과

같이 positive mode에서 나타나는 모분자량 패턴인 [M+H]+, [M+Na]+와 negative

mode에서 나타나는 모분자의 형태 [M-H]-를 상호 대조하여 모분자량을 추정할 수

있게 된다. 일반적으로 열수나 에탄올 추출물처럼 다른 용매에 비해 극성도가 높은

식물 추출물 중에 존재하는 radical 소거 활성 성분은 phenolic acid 계열의 분자처

럼 구조 내에 hydroxyl group (-OH)을 포함하는 경우가 많아서 negative mode 질

량분석 결과에서 positive mode보다 단순한 모분자량 패턴을 가진다.75,90)

Table 1-1에 제시된 각 활성 peak의 모분자량을 정보를 기준으로 MS/MS의

product ion scan 분석을 실시하였다. 황칠나무 잎 추출물의 성분 profile 분석 조건

설정과 마찬가지로 확인된 모분자량을 기준으로 negative mode에서 precursor ion

을 고정한 후 MS/MS의 product ion scan 분석을 실시하였으며, 여러 fragment

ion들 중 특징적인 product ion과 감도가 우수한 collision energy 등 세부 조건을

검토한 후 성분별 MRM 분석 조건으로 설정하면 일반적인 LC 분석보다 신속하고

정밀도 등이 우수한 결과를 얻을 수 있다. Figure 1-4에 제시된 결과에서 DPPH

radical 소거 활성을 나타낸 peak의 머무름 시간과 LC-MS에서 확인된 peak의 머

무름 시간을 대조하여 확인된 각 peak의 분자량을 확인하기 위하여 검토한

positive 및 negative mode에서의 MS spectra를 Figure 1-5부터 Figure 1-16에 제

시하였다. 12종의 각 활성 성분 peak에 대한 감도 특성이 우수한 것으로 확인된

negative mode의 precursor ion에서 생성되는 product ion scan을 위한 MS/MS 분

석 결과를 추가로 제시하였다.
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활성 성분 peak a에 대해 negative mode에서 [M-H]- 형태로 볼 수 있는 353.1

m/z를 precursor ion으로 설정하여 실시한 MS/MS 분석에서 191, 179, 135 m/z 등

의 product ion이 생성된 것을 확인할 수 있다(Figure 1-5). 이와 같은 MS spectra

가 기존의 문헌을 참고하여 caffeoylquinic acid 계열의 성분에서 나타나는 전형적

인 형태임을 알 수 있었다.91)

활성 성분 peak b와 c에서도 ion들의 강도가 다르게 나타났지만, 전반적으로 활

성 성분 peak a와 유사한 양상의 product ion이 생성됨을 확인하였다(Figure 1-6,

1-7). Caffeoylquinic acid 계열에서 일반적으로 나타날 수 화학구조와 기존 문헌

등을 검토하여 세 가지 활성 성분 peak가 서로 다른 위치에 caffeoyl기를 포함하는

caffeoylquinic acid임을 추정하였으며, 해당 성분의 표준품을 확보한 후 분석 결과

를 검토한 결과, a, b, c peak가 각각 5-O-caffeoylquinic acid (neochlorogenic

acid), 3-O-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid), 4-O-caffeoylquinic acid

(cryptochlorogenic acid)임을 확인하였다.92,93) Chlorogenic acid로 대표되는

caffeoylquinic acid 성분들은 다양한 연구에서 항산화 활성과 함께 항염증 활성, 항

균 활성 등을 나타내는 것으로 보고되었다.91,92, 94-96)
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[A]

[B]

Figure 1-5. LC-MS/MS analysis results of the major active peak a.

A; positive (top) and negative (bottom) mode MS spectra, B;

MS/MS spectra of 353.1 m/z ([M-H]-).
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[A]

[B]

Figure 1-6. LC-MS/MS analysis results of the major active peak b.

A; positive (top) and negative (bottom) mode MS spectra, B;

MS/MS spectra of 353.1 m/z ([M-H]-).
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[A]

[B]

Figure 1-7. LC-MS/MS analysis results of the major active peak c.

A; positive (top) and negative (bottom) mode MS spectra, B;

MS/MS spectra of 353.1 m/z ([M-H]-).
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활성 성분 peak d에 대해 negative mode에서 [M-H]- 형태로 볼 수 있는 447.1

m/z를 precursor ion으로 설정하여 실시한 MS/MS 분석에서 357, 327 m/z 등의

product ion이 생성된 것을 확인할 수 있다(Figure 1-8). 이와 같은 결과는 기존 연

구 보고에서 밝힌 orientin 구조에서 나타나는 MS spectra 형태임을 알 수 있었

다.97) Orientin은 항산화 활성 외에도 항노화, 항바이러스 및 항균 활성, 항염증 활

성 등 다양한 생리활성을 나타내는 것으로 보고 되었다.98,99)

Peak e의 negative mode MS 분석 결과를 바탕으로 [M-H]- 형태로 볼 수 있는

609.1 m/z를 precursor ion으로 설정하였으며, MS/MS 분석에서 301, 300, 271 m/z

등의 product ion이 생성된 것을 확인하였다(Figure 1-9). 이와 같은 MS spectra는

분자 내에 quercetin 구조를 포함하는 hesperidin이나 rutin과 같은 flavonoid 화합

물에서 나타나는 전형적인 형태이며, 표준품을 대조 분석한 결과 hesperidin임을 확

인하였다.100) Hesperidin은 감귤류 식물에 풍부하게 함유된 것으로 보고되는 성분으

로서 항산화 활성, 항염증 활성, 항암 및 항당뇨 활성 등의 다양한 활성을 가지는

것으로 알려져 있는 성분이다.101)

Peak f의 [M-H]- 형태인 463.1 m/z를 precursor ion으로 설정하여 분석한

negative mode MS/MS 분석에서 301, 300, 271 m/z 등의 product ion이 생성된 것

을 확인할 수 있었다(Figure 1-10). 이는 분자 구조 내에 quercetin을 포함하는

flavonoid에서 나타나는 형태로서 hyperoside에서 나타나는 형태임을 확인하였

다.99,102) 다양한 식물에 존재하는 것으로 알려진 hyperoside는 항염증 활성, 항바이

러스 활성, 항통증 효과, 심혈관계 질환 개선 및 간보호 효과 등이 있는 것으로 알

려져 있다.103)
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[A]

[B]

Figure 1-8. LC-MS/MS analysis results of the major active peak d.

A; positive (top) and negative (bottom) mode MS spectra, B;

MS/MS spectra of 447.1 m/z ([M-H]-).
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[A]

[B]

Figure 1-9. LC-MS/MS analysis results of the major active peak e.

A; positive (top) and negative (bottom) mode MS spectra, B;

MS/MS spectra of 609.1 m/z ([M-H]-).
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[A]

[B]

Figure 1-10. LC-MS/MS analysis results of the major active peak f.

A; positive (top) and negative (bottom) mode MS spectra, B;

MS/MS spectra of 463.1 m/z ([M-H]-).



20

활성 성분 peak g에 대해 negative mode에서 [M-H]- 형태로 볼 수 있는 609.1

m/z를 precursor ion으로 설정하여 실시한 MS/MS 분석에서 301, 300, 271 m/z 등

의 product ion이 생성된 것을 확인하였다(Figure 1-11). 이와 같은 MS spectra는

분자 내에 quercetin 구조를 포함하는 rutin과 같은 flavonoid 화합물에서 나타나는

전형적인 형태이며, 표준품을 대조 분석한 결과 rutin임을 확인하였다.99) Rutin은

다양한 식물에 존재하는 flavonoid 성분으로서 항산화 활성, 항염증 활성, 항고혈압

및 뇌졸중 예방 효과, 콜레스테롤 저하 효과 등을 나타내는 것으로 알려져 있다.104)

Peak h에 대해 negative mode에서 [M-H]- 형태로 볼 수 있는 463.1 m/z를

precursor ion으로 설정하여 실시한 MS/MS 분석에서 301, 300, 271, 151 m/z 등의

product ion이 생성된 것으로 나타났다(Figure 1-12). 이는 quercetin에 당이 결합

된 구조의 flavonoid에서 나타나는 형태로서 isoquercitrin에서 나타나는 결과임을

확인하였으며, 표준품 대조 분석을 통해서 추가 확인을 실시하였다.102) Isoquercitrin

은 항산화 활성, 피부 미백 및 항주름 효과, 항균 활성 등을 나타내는 flavonoid 성

분으로 알려져 있다.105)

Peak i에 대해 negative mode에서 [M-H]- 형태로 볼 수 있는 187.1 m/z를

precursor ion으로 설정하여 실시한 MS/MS 분석에서 169, 125, 97 m/z 등의

product ion이 생성된 것으로 나타났다(Figure 1-13). 이와 같은 MS spectra는 항

염증 활성, 항균 활성, 피부 미백 관련 활성 등을 가지는 것으로 보고되고 있는

azelaic acid에서 나타나는 것임을 확인하였다.106,107)



21

[A]

[B]

Figure 1-11. LC-MS/MS analysis results of the major active peak g.

A; positive (top) and negative (bottom) mode MS spectra, B;

MS/MS spectra of 609.1 m/z ([M-H]-).
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[A]

[B]

Figure 1-12. LC-MS/MS analysis results of the major active peak h.

A; positive (top) and negative (bottom) mode MS spectra, B;

MS/MS spectra of 463.1 m/z ([M-H]-).
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[A]

[B]

Figure 1-13. LC-MS/MS analysis results of the major active peak I.

A; positive (top) and negative (bottom) mode MS spectra, B;

MS/MS spectra of 187.1 m/z ([M-H]-).
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활성 성분 peak j에 대해 negative mode에서 [M-H]- 형태로 볼 수 있는 515.1

m/z를 precursor ion으로 설정하여 실시한 MS/MS 분석에서 353, 191, 179 m/z 등

의 product ion이 생성된 것을 확인하였다(Figure 1-14). 이와 같은 MS spectra는

caffeoyl group 2개와 quinic acid가 결합된 형태의 dicaffeoylquinic acid 구조에서

나타나는 형태임을 알 수 있었다.90)

Peak k의 MS/MS 분석 결과에서 peak j와 유사하게 negative mode의 515.1

m/z precursor ion으로부터 353, 179, 173 m/z 등의 product ion이 생성됨에 따라

dicaffeoyl quinic acid 구조임을 추정할 수 있었다(Figure 1-15). 기존 연구들을 검

토하여 활성 peak j, k가 각각 3,5-dicaffeoylquinic acid (isochlorogenic acid A)와

3,4-dicaffeoylquinic acid (isochlorogenic acid B)임을 확인하였으며, 표준품 대조분

석을 통하여 추가적인 확인을 실시하였다.108) 2종의 성분을 포함한 dicaffeoylquinic

acid 화합물들은 항산화 활성과 함께 신경보호 효과, 항염증 활성, 암세포 억제 효

과, 항당뇨 효과 등을 나타내는 것으로 보고 되었다.90,109)

Peak l에 대해 negative mode에서 [M-H]- 형태로 볼 수 있는 357.1 m/z를

precursor ion으로 설정하여 실시한 MS/MS 분석에서 179, 148, 135 m/z 등의

product ion이 생성된 것을 확인하였다(Figure 1-16). 이러한 ion 패턴은 2개의

caffeic acid 분자가 결합된 caffeic acid dimer에서 확인되는 것으로 보고되고 있으

며, phenolic acid인 caffeic acid의 유도체 특성으로 인해 항산화 활성을 나타내는

것으로 판단된다.110,111)
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[A]

[B]

Figure 1-14. LC-MS/MS analysis results of the major active peak j.

A; positive (top) and negative (bottom) mode MS spectra, B;

MS/MS spectra of 515.1 m/z ([M-H]-).
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[A]

[B]

Figure 1-15. LC-MS/MS analysis results of the major active peak k.

A; positive (top) and negative (bottom) mode MS spectra, B;

MS/MS spectra of 515.1 m/z ([M-H]-).
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[A]

[B]

Figure 1-16. LC-MS/MS analysis results of the major active peak l.

A; positive (top) and negative (bottom) mode MS spectra, B;

MS/MS spectra of 357.1 m/z ([M-H]-).
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1.3.3 LC-MS/MS 활용 radical 소거 활성 성분 분석

확인된 DPPH radical 소거 활성 성분의 선택적이고 비교 정량 분석이 가능하도

록 MS 및 MS/MS 질량분석 결과를 바탕으로 각 활성 성분에 대한 multiple

reaction monitoring (MRM) mode LC-MS/MS 분석 조건을 설정하였다. 조건 설

정의 과정은 Figure 1-17과 1-18에서 제시한 원리와 과정을 기준으로 진행하였으

며, 최종적으로 Table 1-2와 같이 DPPH radical 소거 활성 성분에 대한 MRM 조

건을 설정하였다.

설정된 MRM mode 분석 방법의 유용성을 확인하기 위해 황칠나무 잎 추출물에

대한 분석을 실시하였으며, 그 결과를 Figure 1-19에 제시하였다. Caffeic acid

dimer (peak l)의 머무름 시간을 기준으로 online LC-DPPH radical 소거 활성 측

정에 사용된 분석 방법보다 짧은 80 분간 실시한 분석에서도 각 활성 성분의 검출

이 정상적으로 이뤄졌으며, 머무름 시간이 겹치더라도 분석이 가능한 MRM mode

분석을 이용하면 분석 시간을 80 분 이하로 줄이더라도 황칠나무 잎에 존재하는

radical 소거 활성 성분 분석에 문제가 없을 것으로 판단된다. 또한 분석 대상 성분

을 제외한 성분에 대한 검출이 배제되므로 일반적인 LC 분석의 자외선

(ultraviolet; UV) 검출기를 적용한 chromatogram에 비해 간결하고 명확한 비교가

가능하였다.
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Figure 1-17. MRM condition setting process of MS/MS.
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[A] [B] [C]

[D]

Figure 1-18. Example of MRM condition setting process. A; precursor ion adjustment, B; product ion scan (MS/MS),

C; product ion adjustment, D; final MRM mode chromatogram.
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Table 1-2. MRM conditions of radical scavenging active compounds of D.

morbifera leaf extracts

Peaks
Retention

time (min)
Compounds

transition (m/z) ESI

polarityPrecursor Product

a 12.75 Neochlorogenic acid 353.1
191.1

179.0
-

b 18.43 Chlorogenic acid 353.1
179.2

191.0
-

c 18.72 Cryptochlorogenic acid 353.1
191.1

135.0
-

d 27.62 Orientin 447.1
327.1

357.0
-

e 30.13 Hesperidin 609.1
300.1

271.1
-

f 30.67 Hyperoside 463.1
300.0

271.0
-

g 30.75 Rutin 609.1
300.0

271.1
-

h 31.29 Isoquercitrin 463.1
300.1

271.1
-

i 32.44 Azelaic acid 187.1
125.0

169.1
-

j 33.23 Isochlorogenic acid A 515.1
353.1

271.0
-

k 35.37 Isochlorogenic acid B 515.1
353.1

179.1
-

l 60.70 Caffeic acid dimer 357.1
179.1

135.1
-
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Figure 1-19. MRM mode LC-MS/MS chromatogram of major active compounds of D. morbifera leaf extracts.

a; neochlorogenic acid, b; chlorogenic acid, c; cryptochlorogenic acid, d; orientin, e; hesperidin, f; hyperoside,

g; rutin, h; isoquercitrin, i; azelaic acid, j; isochlorogenic acid A, k; isochlorogenic acid B, l; caffeic acid

dimer.
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1.4 결론

황칠나무 잎 추출물에 존재하는 항산화 활성 성분의 탐색을 위하여 online LC-

DPPH radical 소거능 측정을 실시하였으며, 측정 결과로 확인된 활성 성분 peak의

머무름 시간을 기준으로 MS 및 MS2 분석을 실시하였다. 각종 문헌의 MS data와

표준품 대조 분석 등을 통해 활성 성분에 대한 기초적인 정성분석을 진행하였으며,

12종의 radical 소거 활성 성분 peak가 각각 5-O-caffeoylquinic acid (neo-

chlorogenic acid), 3-O-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid), 4-O-caffeoylquinic

acid (cryptochlorogenic acid), orientin, hesperidin, hyperoside, rutin, isoquercitrin,

azelaic acid, 3,5-dicaffeoylquinic acid (isochlorogenic acid A), 3,4-dicaffeoylquinic

acid (isochlorogenic acid B), caffeic acid dimer 등으로 확인되었다.

MS 분석 결과를 바탕으로 확인된 모분자량을 기준으로 negative mode에서

precursor ion을 고정한 후 MS/MS의 product ion scan 분석을 실시하였으며, 여러

fragment ion들 중 특징적인 product ion과 감도가 우수한 collision energy 등 세

부 조건을 검토한 후 성분별 MRM mode의 MS/MS 분석 조건으로 설정하였다. 설

정된 MRM mode 분석 방법의 유용성을 확인하기 위해 황칠나무 잎 추출물에 대

한 분석을 실시하였으며, Figure 1-19와 같이 설정된 분석 방법의 유용성을 확인하

였다. 이와 같은 online LC-DPPH radical 소거능 측정과 LC-MS/MS를 활용한 성

분 분석 방법은 황칠나무 잎 추출물 뿐만이 아니라 다른 식물 소재의 항산화 활성

관련 연구나 성분 분석에도 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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제2장 LC-MS/MS를 활용한 황칠나무 잎 추출물의

성분 profile 분석

2.1 서론

2.1.1 황칠나무 잎의 활성 성분

황칠나무 잎에 존재하는 것으로 알려진 성분 중 triterpenoid 구조를 가진

dendropanoxide가 가장 많은 연구 보고에서 다뤄지고 있다.1-6) 다음으로는

chlorogenic acid와 rutin으로 많은 연구에서 황칠나무 잎의 활성 성분 중 함량이

상대적으로 높은 것으로 기술하고 있다.7-13) 지용성 활성 성분으로는 β-sitosterol과

1,2,14) 1-tetradecanol,14-16) 그리고 (9z,16s)-16-hydroxy–9,17-octadeca-diene-12,14-

diynoic acid17-19) 등의 성분이 상대적으로 높은 빈도로 연구되어 왔다. Catechin,

hesperidin, quercetin, isoquercitrin, myricetin과 같은 flavonoid와7,9,12,20,21) ferulic

acid, caffeic acid, resveratrol과 같은 polyphenol 성분들이9,22) 활성에 기여하는 성

분으로 보고되고 있다. 이외에도 salicylic acid, α-amyrin, β-amyrin, stigmasterol,

friedelin, oleifolioside A 등의 성분들이 황칠나무 잎에 존재하는 것으로 알려져 있

다.1,2,7,12,23-26)

이와 같이 황칠나무 잎에 존재하는 활성 성분이 각종 연구보고를 통해 20여 종

이 다뤄져 왔지만 해당 성분들이 동시에 분석된 바는 없으며, 실제 황칠나무 잎에

존재하는 성분 수에 비하면 아직까지 성분에 대한 정보는 부족하다고 할 수 있다.

이는 특정 생리활성의 결과로부터 물질을 분리하여 활성을 재검증하고 구조를 동

정하는 전통적인 연구 과정으로 인해 목적하는 생리활성 성분만을 제한적으로 추

적하기 때문으로 판단된다.
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dendropanoxide

chlorogenic acid

rutin

β-sitosterol

tetradecanol

(9z,16s)-16-hydroxy-9,17-octadeca-diene-12,14-diynoic acid

Figure 2-1. Chemical structure of typical compounds present in leaves of

D. morbifera.
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2.1.2 성분 profile 분석의 활용

국내에서 다양하게 이용되고 있는 생약과 같은 식물 추출물에는 매우 다양한 화

합물들을 포함하고 있으며, 일반적으로 각 구성 성분 전체에 대한 화학적 구조 및

성질을 완전히 규명하는 것은 매우 어려운 것으로 받아들여지고 있다. 또한, 구성

성분 중 주요 활성 성분이 밝혀지고 그 성분과 활성 간의 상관관계가 어느 정도

나타나는 경우도 있지만 성분과 활성의 상관관계를 명확히 밝힐 수 없는 경우가

많다. 이러한 특성을 가지는 식물 추출물과 같은 천연물 분석 분야에서 활용되는

방법이 성분 profile 분석이며, 일반적으로 자외선 검출기(ultraviolet detector;

UVD)와 연동된 액체크로마토그래피(liquid chromatography; LC) 장비를 사용하여

분석 조건 등을 설정한다.27) 이러한 성분 profile 분석은 지표성분이나 유효성분을

특정하기 어려운 생약과 같은 천연물 시료의 분석이나 물질 분리 조건 설정 등을

위한 단계에서 유용하게 활용될 수 있다.

2.1.3 Tandem mass spectrometer

한편, 식물 추출물은 최소 수 백가지 이상의 성분이 혼합된 형태로서 분리 방법

을 최적화한다고 하더라도 추출물에 존재하는 모든 성분을 완벽하게 분리하는 것

은 일반적인 LC 시스템에서는 한계가 있다. 또한 성분마다 검출 특성 또한 다양하

여 가장 보편적으로 사용되는 자외선이나 형광 검출기, 굴절률 검출기 등으로 확인

이 어려운 경우가 빈번히 발생하게 되며, 분석에 필수적인 표준품을 사전에 모두

확보하기는 현실적으로는 어렵다. 이러한 부분을 보완할 수 있는 검출장비로서 활

용도가 높아지고 있는 질량분석기(mass spectrometer; MS)는 구성 성분이 다양하

여 일반적인 LC 조건에서 완벽한 분리가 쉽지 않고 미지의 성분에 대한 사전적인

표준품 확보가 어려운 식물 추출물 연구에서 기초적이며, 예비적인 정성분석의 도

구로서 유용하게 활용될 수 있다.28)

MS 장비 중에서도 정성 및 정량분석 목적으로 triple quadrupole 구조를 가지고

있어 tandem MS로도 불리우는 LC-MS/MS는 일반적인 LC-MS에서 수행될 수

있는 scan 및 selected ion monitoring (SIM) mode 분석과 함께 특정한 모분자
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(molecular ion 또는 precursor ion)로부터 생성되는 특정한 조각 이온(product ion)

을 선택적으로 검출하는 multiple reaction monitoring (MRM) 또는 selected

reaction monitoring (SRM) mode 분석이 가능한 질량분석 장비이다.30) MRM이나

SRM mode 분석을 수행하면 설정된 조건을 만족하는 product ion만을 검출하는

특성으로 인해 일반적인 LC 분석에서 나타나는 인접한 방해성분의 영향을 최소화

할 수 있으며, 머무름 시간(retention time)이 겹치는 성분에 대해서도 분석이 가능

하다.28,29)

이와 같은 특징을 가지고 있는 LC-MS/MS의 MRM mode의 분석 기술은 다양

한 유해물질의 동시다성분 분석에 이용되고 있으며, 분석 대상 성분의 표준품이 확

보된 경우 한번의 분석에 수백 종 이상의 성분을 동시에 분석하는 것도 가능하

다.30-33) 생약과 같은 식물 추출물 분석에 MS/MS를 활용한 연구로서 인삼류의 19

종 또는 26종의 ginsenoside 동시분석이나 부자와 인삼을 주원료로 하는 탕약 중에

함유된 ginsenoside류와 alkaloid류를 동시에 분석하는 연구 등이 있다.34-36)

이와 함께 다양한 천연물의 연구가 축적됨에 따라 각종 식물 성분에 대한 정보

가 비약적으로 증가되었으며, LC 기반의 활성성분 분리 시스템과 함께 MS와 같은

정성적인 기능이 강화된 분석 장비의 보급이 증가됨에 따라 표준품이 확보되지 않

는 경우에도 식물 추출물의 성분 분석을 사전적으로 수행하여 주요 성분의 활성을

역으로 추정하는 연구가 증가되고 있다.37-43)
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2.2 재료 및 방법

2.2.1 황칠나무 잎 추출물

성분 profile 분석을 위한 황칠나무 잎 추출물은 각종 연구 및 제품 개발 연구에

서 인체 적용이나 활성면에서 우수한 것으로 알려진 ethanol 추출을 기준으로 제조

하였다. 건조 후 blender를 사용하여 직경 3 mm 이하로 잘게 분쇄한 황칠나무 잎

50 g에 ethanol 500 mL를 혼합한 후 180 rpm의 진탕기에서 3일간 추출을 실시하

였다. 추출액은 0.45 μm의 syringe filter로 여과하여 분석용 시료로 사용하였다.

2.2.2 시약 및 표준품

분리 및 분석을 위한 이동상 용매는 LC grade의 water와 methanol을 사용하였

으며, 시료 추출은 95% ethanol을 사용하였다. 분석 방법 적정성 검토 및 정성 분

석을 위한 표준품으로서 3-caffeoylquinic acid, 4-caffeoylquinic acid, 5-

caffeoylquinic acid, 3,4-dicaffeoylquinic acid, 3,5-dicaffeoylquinic acid, caffeic

acid, hesperidin, quercetin, rutin 등은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서

구입한 것을 사용하였다.

2.2.3 분석 기기

질량분석기를 활용한 황칠나무 잎 추출물의 성분 profile 분석을 위해서 LC-30A

(Shimadzu, Kyoto, Japan) 액체크로마토그래프와 연동된 LCMS-8050 (Shimadzu,

Kyoto, Japan) 삼중사중극자 질량분석기(triple quadrupole mass spectrometer)를

사용하였으며, 일반적인 LC-UVD를 적용한 성분 profile 비교 분석을 위한 검출기

로서 SPD-10Avp (Shimadzu, Kyoto, Japan)를 사용하였다. 분리용 column으로는

Kinetex C18 (2.1 mm × 150 mm, 2.6 μm, Phenomenex, Torrance, CA, USA)을 사
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용하였다.

2.2.4 성분 profile 분석

분석용 이동상은 0.1% formic acid (A)와 methanol (B)을 사용하였으며, 유속은

0.2 mL/min으로 유지하였다. 이동상은 초기 5 분까지 5% B, 5 분에서 40 분까지

40% B, 40 분에서 50 분까지 70% B, 50 분에서 65 분까지 77% B, 65 분에서 68

분까지 84% B, 68 분에서 98 분까지 100% B가 되도록 하여 110분까지 유지한 후

다시 5% B로 낮춰서 120 분간 분석을 실시하였다. 시료 주입량은 2 μL, column

oven은 40℃를 유지하였으며, 성분의 질량분석의 이온화 방식은 가장 일반적으로

사용되고 있는 electro-spray ionization (ESI) mode를 사용하였다. Collision-

induced dissociation gas로서 99.999% argon을 270 kPa의 압력으로 공급하였으며,

nebulizing gas, drying gas, 그리고 heating gas는 각각 3 ℓ/min, 10 ℓ/min, 10

ℓ/min의 유속으로 공급하였다. Interface와 desolvation line, 그리고 heat block 온

도는 각각 300℃, 250℃, 350℃로 설정하였으며, scan 범위는 100～1,000 m/z를 적

용하였다. Positive와 negative mode에서 total ion scan을 실시한 후 확인된 ion

spectrum을 바탕으로 모분자량을 검토하였다.

황칠나무 잎 추출물의 radical 소거 활성 성분 분석 조건 설정과 마찬가지로 확

인된 모분자량을 기준으로 precursor ion을 고정한 후 MS/MS의 product ion scan

분석을 실시하였으며, 여러 fragment ion들 중 특징적인 product ion과 감도가 우

수한 collision energy 등 세부 조건을 검토한 후 성분별 MRM mode 분석 조건으

로 설정하였다.
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2.3 결과 및 고찰

2.3.1 LC-UVD를 활용한 일반 성분 profile 분석 결과

성분 프로파일(profile) 분석법은 대한민국약전에 등록되어있는 분석방법으로서

주로 지표성분이 설정되지 못한 생약 또는 한약재의 품질관리 등을 목적으로 이용

되고 있으며, UVD와 연동된 LC를 사용하여 특정 성분의 분석이 아닌 추출물 시료

의 분석 결과로 얻어진 크로마토그램 상의 peak 패턴을 일정하게 관리하도록 하는

일종의 정량 분석법이다. 이러한 성분 profile은 포함된 성분의 특성 상 UV 흡광성

이 없는 성분이거나 미량 성분의 경우 무시될 수 있으며, 단순한 크로마토그램의

패턴의 일관성만을 확인할 수 있으므로 성분을 정성적으로 분석하는 방법으로 적

합하지 않다.

Figure 1-4에 제시한 LC-UVD 분석 결과와 같이 본 연구의 분석 대상인 황칠나

무 잎 추출물도 일반적인 식물 추출물과 마찬가지로 수 많은 성분이 혼합되어 있

는 것을 확인할 수 있었다. 다양한 파장별 성분 profile 분석 data 중 성분 peak의

다양성과 감도 등을 검토한 후 Figure 1-5와 같이 280 nm에서의 분석 결과를 바

탕으로 성분 peak의 면적을 산출하였으며, Table 1-2에 제시된 바와 같이 178 종

의 peak를 확인하였다.

한편, 일반적인 LC-UVD 분석에서는 정성 및 정량 분석의 기준이 되는 표준품을

동일한 분석 조건에서 분석함으로써 유효한 결과임을 확인할 수 있다. 그러나 표준

품과의 대조 분석이 없는 성분 profile 분석은 Table 1-2와 같이 각 성분 peak의

머무름 시간(retention time)과 peak area 등만 확인할 수 있으므로 성분 peak의 패

턴 확인 외에는 정성적인 분석으로서 활용하기 어렵다.
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[A]

[B]

Figure 2-2. UV detector chromatogram of D. morbifera leaf extracts. A; 260～360 nm (overlapping mode), B; 280 nm.
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Table 2-1. Compound profile peak data of LC-UVD chromatogram of D.

morbifera leaf extracts

Peaks
Retention
time (min)

Peak area Area % Peaks
Retention
time (min)

Peak area Area %

1 1.93 1,315,898 3.51 31 22.19 207,156 0.55

2 2.90 590,823 1.57 32 23.05 56,535 0.15

3 3.70 121,777 0.32 33 23.47 46,322 0.12

4 4.13 244,942 0.65 34 24.42 129,229 0.34

5 4.78 116,140 0.31 35 24.85 519,319 1.38

6 5.51 32,000 0.09 36 26.35 47,285 0.13

7 5.73 32,657 0.09 37 26.58 144,833 0.39

8 6.31 45,065 0.12 38 27.34 57,468 0.15

9 6.93 211,632 0.56 39 27.62 347,408 0.93

10 7.94 166,611 0.44 40 28.30 204,736 0.55

11 8.85 30,377 0.08 41 29.99 639,640 1.71

12 9.22 22,593 0.06 42 30.64 795,380 2.12

13 11.21 102,960 0.27 43 31.40 706,612 1.88

14 12.20 44,414 0.12 44 32.03 114,996 0.31

15 12.85 66,691 0.18 45 32.47 50,852 0.14

16 13.19 78,121 0.21 46 32.90 266,173 0.71

17 13.87 22,743 0.06 47 33.32 75,671 0.20

18 14.24 80,426 0.21 48 34.04 232,112 0.62

19 14.54 31,700 0.08 49 34.33 481,892 1.28

20 15.09 79,243 0.21 50 34.84 186,833 0.50

21 15.43 21,041 0.06 51 35.28 59,651 0.16

22 15.83 274,849 0.73 52 35.47 176,730 0.47

23 17.36 31,515 0.08 53 35.97 209,941 0.56

24 18.30 542,784 1.45 54 36.15 371,726 0.99

25 18.68 184,089 0.49 55 36.73 668,530 1.78

26 19.36 268,903 0.72 56 37.75 164,729 0.44

27 20.01 38,084 0.10 57 38.38 30,381 0.08

28 20.51 124,651 0.33 58 39.20 233,014 0.62

29 20.76 552,628 1.47 59 40.00 31,222 0.08

30 21.35 33,987 0.09 60 40.57 33,326 0.09
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Table 2-1. Continued

Peaks
Retention
time (min)

Peak area Area % Peaks
Retention
time (min)

Peak area Area %

61 40.97 151,592 0.40 93 53.10 91,340 0.24

62 41.24 191,788 0.51 94 53.31 488,503 1.30

63 41.72 78,384 0.21 95 53.85 1,376,293 3.67

64 42.21 31,379 0.08 96 54.22 177,837 0.47

65 42.66 40,104 0.11 97 54.67 208,598 0.56

66 42.81 30,084 0.08 98 54.88 1,153,073 3.07

67 43.29 74,083 0.20 99 55.48 47,016 0.13

68 44.10 142,657 0.38 100 55.89 397,633 1.06

69 44.83 83,307 0.22 101 56.29 137,153 0.37

70 45.46 104,960 0.28 102 56.91 178,577 0.48

71 45.72 38,986 0.10 103 57.73 228,319 0.61

72 46.01 173,782 0.46 104 58.22 47,927 0.13

73 46.62 74,515 0.20 105 58.50 95,709 0.26

74 46.76 59,165 0.16 106 58.80 91,609 0.24

75 47.02 98,328 0.26 107 59.45 24,509 0.07

76 47.21 73,247 0.20 108 60.08 46,828 0.12

77 47.44 26,562 0.07 109 60.55 51,583 0.14

78 47.70 165,032 0.44 110 60.92 191,990 0.51

79 48.17 63,248 0.17 111 61.55 272,045 0.73

80 48.48 211,190 0.56 112 62.25 52,458 0.14

81 49.04 85,998 0.23 113 64.87 308,427 0.82

82 49.27 129,966 0.35 114 65.28 345,642 0.92

83 49.63 134,655 0.36 115 66.95 46,860 0.12

84 50.09 53,234 0.14 116 68.01 45,077 0.12

85 50.35 185,821 0.50 117 68.80 157,812 0.42

86 50.93 1,919,645 5.12 118 70.22 427,624 1.14

87 51.37 194,916 0.52 119 70.65 201,684 0.54

88 51.76 942,962 2.51 120 71.17 197,816 0.53

89 52.06 146,315 0.39 121 71.42 119,432 0.32

90 52.21 113,869 0.30 122 71.84 202,761 0.54

91 52.48 396,533 1.06 123 72.53 306,655 0.82

92 52.97 182,330 0.49 124 73.33 1,195,305 3.19
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Table 2-1. Continued

Peaks
Retention
time (min)

Peak area Area % Peaks
Retention
time (min)

Peak area Area %

125 73.65 144,015 0.38 152 90.68 24,963 0.07

126 73.87 181,967 0.49 153 91.31 31,578 0.08

127 74.21 354,702 0.95 154 91.60 30,104 0.08

128 75.05 403,421 1.08 155 91.98 27,478 0.07

129 75.64 201,896 0.54 156 92.88 34,827 0.09

130 76.46 62,426 0.17 157 93.33 33,529 0.09

131 76.63 102,983 0.27 158 93.75 40,897 0.11

132 77.54 688,849 1.84 159 94.12 24,826 0.07

133 77.86 492,742 1.31 160 97.11 47,613 0.13

134 78.53 318,835 0.85 161 97.52 66,514 0.18

135 79.48 319,561 0.85 162 98.55 54,819 0.15

136 79.99 78,929 0.21 163 101.36 29,619 0.08

137 80.59 206,218 0.55 164 101.88 76,396 0.20

138 81.55 36,418 0.10 165 104.18 203,126 0.54

139 82.03 94,072 0.25 166 105.05 60,583 0.16

140 83.15 1,468,718 3.92 167 105.83 159,525 0.43

141 83.47 270,449 0.72 168 108.88 164,663 0.44

142 84.18 323,716 0.86 169 109.31 25,331 0.07

143 84.99 256,894 0.68 170 109.72 30,971 0.08

144 86.21 85,788 0.23 171 110.10 21,721 0.06

145 86.66 82,167 0.22 172 110.72 22,899 0.06

146 87.46 779,551 2.08 173 112.13 31,321 0.08

147 88.25 47,737 0.13 174 112.56 72,346 0.19

148 88.89 50,606 0.13 175 112.92 291,041 0.78

149 89.71 60,047 0.16 176 113.23 516,577 1.38

150 89.87 34,110 0.09 177 114.57 71,541 0.19

151 90.19 31,949 0.09 178 115.40 29,782 0.08

amount 37,515,134 100
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2.3.2 질량분석기를 활용한 profile 분석 대상 성분 확인

최근 식물 추출물과 같이 최소 수 백가지 이상의 성분이 혼재되어 있는 분석 및

연구에서 MS의 활용도가 높아지고 있다. 이는 MS가 분자량이나 분자 구조를 추

정할 수 있는 ion spectrum을 제공하므로 일반적인 LC나 기체크로마토그래프(gas

chromatograph; GC) 분석에서 필수적으로 요구되는 표준품이 없이도 일정 수준의

정성 분석이 가능하기 때문이다.

LC-MS의 가장 일반적인 이온화 장치로 알려진 ESI 장치로 이온화시킨 후 황칠

나무 잎 추출물을 분석한 결과에서 Figure 1-5와 같이 total ion chromatogram

(TIC)을 얻을 수 있었다. 이온화되는 극성(polarity)에 따라 positive mode와

negative mode의 두 가지 data를 확인하였으며, LC-UVD를 활용한 성분 profile

분석 결과에서 확인된 주요 peak의 머무름 시간을 기준으로 질량분석 결과를 우선

검토하였다. 또한 LC-UVD 분석 결과에서는 peak가 약하거나 없었던 머무름 시간

에 확인된 MS peak에 대해서도 추가적으로 검토를 실시하였다.

ESI 이온화 장치를 기반으로 하는 LC-MS에서는 일반적으로 positive mode에서

나타나는 모분자량 패턴인 [M+H]+, [M+Na]+와 negative mode에서 나타나는 모분

자의 형태인 [M-H]-를 상호 대조하여 모분자량을 추정할 수 있게 된다.28,29) 본 연

구에서는 두 가지 극성 중 감도가 우수한 극성 mode를 중심으로 MS/MS 분석을

실시하였으며, 성분 특성에 따라서 positive 또는 negative mode에서만 모분자 ion

형태를 나타내는 경우에도 해당 극성 mode에서 MS/MS 분석을 진행하였다.
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[A]

[B]

Figure 2-3. ESI mode total ion chromatogram of D. morbifera leaf extracts. A; positive mode, B; negative mode.
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Figure 2-4에 머무름 시간 36.5 ～ 37 분 위치에 나타난 MS peak의 모분자량

검토 과정 예시를 제시하였다. Positive mode spectra를 보면 [M+H]+와 [M+Na]+의

형태로 볼 수 있는 611.1과 633.1 m/z 가 존재함을 확인하였고, negative mode

spectra에서는 [M-H]-로 볼 수 있는 609.1 m/z 가 명확하게 확인되었다.

이러한 결과를 바탕으로 해당 MS peak의 모분자량을 610으로 판단할 수 있게

되며, 이후 positive나 negative mode에서 [M+H]+나 [[M-H]-로 확인된 611.1과

609.1 m/z를 precursor ion으로 설정한 후 제1장 Figure 1-17의 과정과 같이

MS/MS 분석에 해당하는 product ion scan을 실시함으로써 추가적인 분자구조 정

보를 얻을 수 있게 된다.

Scan mode의 TIC에서 상대적으로 MS peak 크기가 크면서 모분자량 확인이 용

이한 peak들을 중심으로 상기의 과정을 수행하였으며, Table 2-2와 같이 95종의

peak에 대한 MS profile data를 확보하였다. 각각의 MS data는 표준품(standard;

STD)이 확보된 성분에 대해서는 대조 분석을 통하여 성분 동정을 완료하였으며,

표준품이 확보되지 못한 성분에 대해서는 각종 연구 문헌 및 database를 활용하여

성분 동정을 실시하였다.
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[A]

[B]

[C]

Figure 2-4. Scan data review for molecular weight determination. A; total

ion chromatogram(partially enlarged), B; positive mode MS spectra,

C; negative mode MS spectra.



64

Table 2-2. Assignment of identified compounds in LC-MS/MS chromatograms of D. morbifera leaf extracts

Peaks Compound name
Retention

time (min)

[M-H]-

(m/z)

[M+H]+

(m/z)

MS2

References
Polarity Product ions (m/z)

1 Quinic acid 1.74 191.1 - - 127, 93, 87 44

2 Guanosine 3.89 282.1 284.1 + 152, 135, 110 45

3 Dihydroxybenzoyl hexoside 7.50 315.1 - - 153, 152, 108 46

4 Neochlorogenic acid 11.99 353.1 - - 191, 179, 135 STD1)

5 (unidentified) 12.00 - 443.0 + 317, 149, 123

6 (unidentified) 12.75 491.2 - - 191, 149, 119, 89

7 (unidentified) 13.73 477.2 - - 431, 293, 233, 125

8 (unidentified) 13.94 447.1 - - 152, 108

9 4-Hydroxybenzoic acid glucoside 15.68 299.1 - - 137, 93 47

10 Caffeoyl diglucoside 17.05 503.1 - - 341, 179, 135 48

11 (unidentified) 17.26 457.2 - - 411, 279, 161, 101

12 Coumaroyl glucoside 18.15 325.1 - - 163, 119 49

13 Caffeic acid 18.48 179.1 181.1 - 135, 134, 107, 89 STD

14 (unidentified) 18.42 431.2 - - 299, 191, 149, 119, 59

15 (unidentified) 18.64 473.2 - - 179, 135

1) STD; standard analysis.
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Table 2-2. Continued

Peaks Compound name
Retention

time (min)

[M-H]-

(m/z)

[M+H]+

(m/z)

MS2

References
Polarity Product ions (m/z)

16 Chlorogenic acid 19.22 353.1 355.1 - 191, 127, 85 STD1)

17 Cryptochlorogenic acid 19.48 353.1 - - 191, 179, 173, 135 STD

18 Feruloyl glucoside 22.09 355.2 - - 193, 178, 149, 134 49

19 Benzyl alcohol hexose pentose 1 22.27 401.1 - - 269, 161, 101 50

20 Benzyl alcohol hexose pentose 2 22.60 401.1 - - 269, 161, 131, 113 50

21 (unidentified) 23.22 431.2 - - 321, 179, 119, 89

22 (unidentified) 23.70 563.3 - - 517, 311, 293, 221, 149

23 Roseoside 23.96 385.2 - - 223, 205, 161, 153 52, 53

24 Citroside A 24.25 385.2 - - 223, 205, 161, 153 53

25 5-p-Coumaroylquinic acid 24.36 337.1 339.1 - 191, 119, 93 44, 64

26 p-Coumaric acid 24.73 163.1 165.1 - 119, 117, 93, 65 STD

27 (unidentified) 24.73 431.2 - - 225, 179, 161, 119, 89

28 (unidentified) 25.16 431.2 - - 385, 367, 327, 315, 161

29 (unidentified) 25.22 563.3 - - 517, 293, 233, 205, 149

30 (unidentified) 26.04 461.2 - - 415, 269, 161, 101
1) STD; standard analysis.
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Table 2-2. Continued

Peaks Compound name
Retention

time (min)

[M-H]-

(m/z)

[M+H]+

(m/z)

MS2

References
Polarity Product ions (m/z)

31 (unidentified) 26.19 563.3 - - 517, 499, 459, 447, 315

32 (unidentified) 26.57 427.2 - - 381, 249, 161, 101

33 5-Feruloylquinic acid 26.81 367.1 - - 191, 134, 93 54, 64

34 4-p-Coumaroylquinic acid 27.23 337.1 - - 191, 127, 85 44, 64

35 Naringenin hexoside 27.40 433.1 - - 271 51

36 Vicenin 2 27.60 593.1 595.1 - 503, 473, 383, 353, 297 55, 56

37 (unidentified) 28.89 431.2 - - 225, 179, 119, 89

38 (unidentified) 29.84 439.2 - - 393, 191, 149, 131

39 Vicenin 1 29.90 563.1 565.1 - 503, 473, 443, 383, 353 55, 56

40 Piceatannol 3-glucoside 30.03 405.2 407.2 - 243, 225, 199, 183, 139 73

41 Isoorientin 30.58 447.1 449.1 - 357, 327, 299, 285 45

42 Isoschaftoside 30.57 563.1 565.1 - 503, 473, 443, 383, 353 55, 63

43 Schaftoside 31.43 563.1 565.1 - 473, 443, 383, 353 55, 56, 63

44 Orientin 31.60 447.1 449.1 - 357, 327, 299, 285 56, 63

45 (unidentified) 32.58 463.2 - - 417, 255, 161, 45
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Table 2-2. Continued

Peaks Compound name
Retention

time (min)

[M-H]-

(m/z)

[M+H]+

(m/z)

MS2

References
Polarity Product ions (m/z)

46 Vitexin 32.90 431.1 433.1 - 341, 311, 283 45, 63

47 Vicenin 3 33.34 563.1 565.1 - 473, 443, 383, 353 55, 56

48 Vitexin 2"-O-rhamnoside 33.79 577.2 579.2 - 413, 311, 293 45

49 Apigenin hexosyl pentoside 1 34.08 563.1 565.1 - 473, 443, 383, 353, 293 57

50 Apigenin hexosyl pentoside 2 34.37 563.1 565.1 - 473, 443, 383, 353, 325 57

51 Apigenin 6,8-di-pentoside 1 34.88 533.2 535.2 - 473, 443, 383, 353, 325 57

52 Isovitexin 35.28 431.1 433.1 - 341, 311, 283 45, 63

53 Apigenin 6,8-di-pentoside 2 35.52 533.2 535.2 - 473, 443, 383, 353, 297 57

54 Apigenin hexosyl pentoside 3 35.63 563.1 565.1 - 473, 443, 383, 353, 297 57

55 Isoquercitrin 35.94 463.1 465.1 - 301, 300, 271, 255 STD1)

56 Isochlorogenic acid A 35.98 515.1 - - 353, 191, 179, 135 STD

57 Isovitexin 2"-O-rhamnoside 36.02 577.2 579.2 - 457, 413, 341, 323, 293 45

58 Vitexin 2"-O-xyloside 36.05 563.1 565.1 - 443, 413, 383, 341, 311 55

59 Hesperidin 36.21 609.1 611.1 - 301, 300, 271 58

60 Naringin 36.44 579.1 - - 459, 271, 151 STD

1) STD; standard analysis.
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Table 2-2. Continued

Peaks Compound name
Retention

time (min)

[M-H]-

(m/z)

[M+H]+

(m/z)

MS2

References
Polarity Product ions (m/z)

61 Hyperoside 36.68 463.1 465.1 - 301, 300, 271 59, 60

62 Rutin 36.90 609.1 611.1 - 301, 300, 271, 255 STD1)

63 Apigenin 6,8-di-pentoside 3 36.96 533.2 535.2 - 473, 443, 383, 353, 325 57

64 Apigenin 6,8-di-pentoside 4 37.81 533.2 535.2 - 473, 443, 383, 353, 325 57

65 Azelaic acid 38.35 187.1 - - 125, 123, 97 61, 62

66 Quercetin 3-arabinoside 38.41 433.1 - - 301, 300, 271, 255 65

67 Apigenin 6,8-di-pentoside 5 39.25 533.2 535.2 - 473, 443, 383, 353, 325 57

68 Isochlorogenic acid B 39.95 515.1 - - 353, 191, 179, 173, 135 STD

69 Rhoifolin 40.89 577.2 579.2 - 269 63

70 Nicotiflorin 41.03 593.2 595.1 - 285, 284, 255, 227 65

71 (unidentified) 41.84 243.1 - - 199, 183, 181, 139, 59

72 Matairesinol 43.38 357.1 359.1 + 341, 137, 122, 103, 94 66

73 Dihydroactinidiolide 44.40 - 181.1 + 163, 135, 117, 107, 85 63

74 Quercetin 45.21 301.1 - - 179, 151, 121, 107 STD

75 Caffeic acid dimer 50.85 357.1 359.1 - 179, 148, 135 67, 68

1) STD; standard analysis.
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Table 2-2. Continued

Peaks Compound name
Retention

time (min)

[M-H]-

(m/z)

[M+H]+

(m/z)

MS2

References
Polarity Product ions (m/z)

76 Trihydroxy-hexadecanoic acid 50.90 303.1 - - 285, 247, 205, 133, 125 LMSD1)

77 Hydroxy-hexadecanedioic acid 51.72 301.2 303.2 - 283, 257, 167, 149, 133 LMSD, FooDB2)

78 Dihydroxy-hydroperoxy-octadecenoic acid 53.83 345.2 - - 327, 303, 285, 175, 133 LMSD

79 Hydroxy-docosahexaenoic acid 54.90 343.2 345.2 - 325, 301, 283, 173, 149 LMSD, 69

80 Dihydroxy-hexadecanoic acid 55.15 287.1 289.2 - 269, 231, 225, 189, 187 LMSD, 75

81 10,17-Octadecadiene-12,14-diyne-1,9,16-triol 56.30 289.2 291.2 - 271, 231, 227, 189, 187 70

82 Hydroxy-octadecatrienoic acid 58.92 293.1 - - 275, 183, 171, 121 LMSD, 69, 75

83 Hydroxy-octadecadiene-12,14-diynoic acid 60.67 287.2 289.2 - 269, 243, 231, 213, 189 LMSD, 78

84 (unidentified) 64.14 617.4 - - 319, 297, 279, 183

85 (unidentified) 69.02 577.3 - - 299, 165, 149

86 Tamarixetin 3,7-di-rhamnoside 1 73.94 - 609.2 + 591, 559, 531 71, 72

87 (unidentified) 74.31 649.3 651.3 + 633, 573, 545, 517, 487

88 Tamarixetin 3,7-di-rhamnoside 1 75.10 - 609.2 + 591, 559, 531, 515, 485 71, 72

89 (unidentified) 75.16 557.3 - - 287, 269, 243, 231, 189

90 (unidentified) 78.61 - 593.2 + 533, 505, 461, 433

1) LMSD; lipidmaps structure database (https://lipidmaps.org), 2) FooDB; compound database(https://foodb.ca).
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Table 2-2. Continued

Peaks Compound name
Retention

time (min)

[M-H]-

(m/z)

[M+H]+

(m/z)

MS2

References
Polarity Product ions (m/z)

91 Dendropanoxide 89.38 - 409.4* + 285, 229, 215, 203, 177 74

92 Lupeol 90.48 - 409.4* + 271, 259, 203, 137, 109 STD1)

93 β-Amyrin 91.88 - 409.4* + 285, 271, 259, 231, 177 76,77

94 α-Amyrin 92.66 - 409.4* + 285, 271, 259, 231, 137 STD

95 β-Sitosterol 93.44 - 397.4* + 287, 175, 161, 147, 135 STD

*M-H2O+H

1) STD; standard analysis.
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황칠나무 잎 추출물의 MS profile 분석 결과에서 가장 많은 수를 가진 것으로 확

인된 성분은 apigenin을 aglycone으로 포함하는 성분들이었으며, 구조가 확인되거

나 추정 가능한 apigenin 유도체 성분은 총 19종이었다. Apigenin은 다양한 식물에

서 발견되는 flavonoid 성분이며, 낮은 독성과 다양한 생리활성을 나타내는

4',5,7-trihydroxy flavone 구조를 가진다(Figure 2-5). 여러 연구에서 항산화, 항염

증, 면역 관련 활성 등이 보고되고 있으며, Alzheimer나 Parkinson 질환 관련 활성

을 나타내는 것으로 알려져 있다.79,80) 또한 항균이나 다양한 항암 활성 관련 효과

도 보고되고 있으며, 이러한 활성들이 apigenin 뿐만 아니라 여러 형태의 유도체에

서도 나타나는 것으로 보고되고 있다.81-84)

개별 성분에 대한 연구에서 vitexin (peak 46)이나 isovitexin (peak 52)은 항산

화, 항암, 항염증, 신경보호 효과 등 다양한 생리활성과 함께 당뇨 질환 개선 효과

도 나타내는 것으로 보고되고 있으며,85,86,95) schaftoside (peak 43)는 항염증 및 면

역조절 효과, 뇌혈관 질환 개선, SARS-CoV-2 virus에 대한 효과 등이 연구되었

다.87-89) Isoschaftoside (peak 42) 역시 항염증 관련 활성과 함께 비알콜성 지방간

질환 개선 효과가 보고되고 있으며,90,91) vicenin 2 (peak 36)는 항산화 및 항염증

활성과 항생제 내성세균에 대한 항균활성 등의 효과를 나타내는 것으로 알려져 있

다.92-94) Vicenin 1 (peak 39)과 vicenin 3 (peak 47)은 각각 당뇨 관련 증상과 골관

절염 치료에 도움을 줄 수 있을 것으로 보고되고 있다.95,96)
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Apigenin
Peak 36

Vicenin 2 (apigenin 6,8-di-glucoside)

Peak 39

Vicenin 1 (apigenin

6-xyloside-8-glucoside)

Peak 42

Isoschaftoside (apigenin

6-arabinoside-8-glucoside)

Peak 43

Schaftoside (apigenin

6-glucoside-8-arabinoside)

Peak 46

Vitexin (apigenin 8-glucoside)

Figure 2-5. Structures of apigenin derivatives.
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Peak 47

Vicenin 3 (apigenin

6-glucoside-8-xyloside)

Peak 48

Vitexin 2"-O-rhamnoside

Peak 52

Isovitexin (apigenin 6-glucoside) Peak 57

Isovitexin 2"-O-rhamnoside

Peak 58

Vitexin 2"-O-xyloside

Peak 69

Rhoifolin (apigenin

7-neohesperidoside)

Figure 2-5. Continued.
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이와 같이 다양한 생리활성을 나타내는 apigenin 관련 성분이 황칠나무 잎 추출

물에서 확인된 연구는 지금까지 없었으며, 19종에 이를 만큼 다양한 apigenin 유도

체가 황칠나무 잎에서 발견된 결과는 황칠나무를 대상으로 하는 다양한 연구의 기

초 자료로서 활용될 수 있을 것이다.

한편, 기존 문헌 대조를 통해 Figure 2-5와 같이 vitexin 등 11종의 apigenin 유

도체에 대한 구조 확인을 수행하였지만, apigenin에 hexose와 pentose가 각각 1분

자씩 결합된 형태로 추정되는 peak 49, 50, 54와 apigenin에 pentose가 2분자 결합

된 형태로 추정되는 peak 51, 53, 63, 64, 67 등 8종에 대한 구조 확인은 추가적인

연구가 필요할 것으로 판단된다(Figure 2-6).
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Peaks R1 R2

49, 50, 54

(Apigenin hexosyl pentoside)

glucose

pentose

(arabinose, ribose,

xylose)

pentose

(arabinose, ribose,

xylose)

glucose

51, 53, 63, 64, 67

(Apigenin 6,8-di-pentoside)

pentose

(arabinose, ribose,

xylose)

pentose

(arabinose, ribose,

xylose)

Figure 2-6. Estimable structures of unidentified apigenin derivatives.
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DPPH radical 소거 활성 성분에 대한 분석을 수행하였던 제1장의 내용에서 확인

된 12종의 활성 성분에는 chlorogenic acid 등 6종의 caffeic acid 유도체들이 포함

되어 있었는데, MS profile 분석에서도 이들 6종의 성분들과 caffeic acid (peak 13)

가 확인되었다(Figure 2-7). Caffeic acid 1분자와 quinic acid가 결합된 형태인 3종

의 caffeoylquinic acid (peak 4, 16, 17)는 여러 연구를 통하여 뛰어난 항산화 활성

과 함께 항염증 관련 활성 등을 나타내는 것으로 알려져 있다.97-100) Caffeic acid 2

분자와 quinic acid가 결합된 형태인 2종의 dicaffeoylquinic acid (peak 56, 68) 역

시 항산화 활성을 가지는 성분이며, α-glucosidase 저해 효과를 나타내는 것으로

보고되는 성분이다.101,102)

한편, quercetin과 이를 기본구조로 하는 유도체들도 확인되었는데, DPPH radical

소거 활성 성분으로 확인되었던 isoquercitrin, hyperoside, rutin 등 3종을 포함하여

총 5종의 quercetin 관련 성분이 MS profile에서 확인되었다(Figure 2-8).

Quercetin (peak 74)은 전형적인 flavonoid 성분으로서 항산화, 항염증, 항바이러스

활성 등 다양한 생리활성을 나타내는 것으로 알려져 있다.103) Isoquercitrin (peak

55)은 항산화 활성, 피부 미백 및 항주름 효과, 항균 활성 등을 나타내는 성분이

며,104) hyperoside (peak 61)는 항염증 활성, 항바이러스 활성, 항통증 효과, 심혈관

계 질환 개선 및 간보호 효과 등이 있는 것으로 보고되고 있다.105) 또한 rutin

(peak 74)은 항산화 활성, 항염증 활성, 항고혈압 및 뇌졸중 예방 효과, 콜레스테롤

저하 효과 등을 나타내는 성분이다.106)
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Peak 4

Neochlorogenic acid (5-caffeoylquinic acid)

Peak 13

Caffeic acid Peak 16

Chlorogenic acid

(3-caffeoylquinic acid)

Peak 17

Cryptochlorogenic acid

(4-caffeoylquinic acid)

Peak 56

Isochlorogenic acid A

(3,5-dicaffeoylquinic acid)

Peak 68

Isochlorogenic acid B

(3,4-dicaffeoylquinic acid)

Peak 75

Caffeic acid dimer

Figure 2-7. Structures of caffeic acid derivatives.
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Peak 55

Isoquercitrin (quercetin-3-glucoside)

Peak 61

Hyperoside (quercetin-3-galactoside) Peak 62

Rutin (quercetin rutinoside)

Peak 66

Quercetin 3-arabinoside

Peak 74

Quercetin

Figure 2-8. Structures of quercetin derivatives.
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그 밖의 flavonoid 성분으로서 Figure 2-9와 같은 성분들이 확인되었다. Luteolin

구조에 glucose가 결합된 형태인 orientin (peak 44)은 항생제 내성세균에 대한 항

균활성, 항염증 활성, 항암 활성 등을 나타내는 것으로 보고되고 있으며,94,109,110) 동

일한 구조를 가지는 isoorientin (peak 41)은 항염증 활성과 함께 혈압이나 인지장

애 관련 질환 등에 효과를 가지는 것으로 알려져 있다.109,111,112)

Hesperidin (peak 59)은 항산화 활성, 항균 활성, 항염증 활성, 항암 관련 활성 등

을 나타내는 성분이며,113,114) naringin (peak 60)은 hesperidin과 마찬가지로 항산화

활성 등 다양한 활성과 함께 Alzheimer와 Parkinson 질환 관련 활성도 가지는 것

으로 보고되고 있다.114,115) Nicotiflorin (peak 70)은 항생제 내성세균에 대한 항균활

성이나 당뇨 관련 활성 등이 연구되고 있는 성분이다.94,95)
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Peak 41

Isoorientin (luteolin 6-glucoside)

Peak 44

Orientin (luteolin 8-glucoside)

Peak 59

Hesperidin (hesperitin 7-rutinoside)

Peak 60

Naringin (naringenin

7-neohesperidoside)

Peak 70

Nicotiflorin (kaempferol 3-rutinoside)

Peak 86, 88

Tamarixetin 3,7-di-rhamnoside

Figure 2-9. Structures of other flavonoids.
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황칠나무와 관련된 다양한 연구에서 다뤄졌었던 dendropanoxide를 포함한

triterpenoid 계열의 성분 5종이 MS profile에서 확인되었다(Figure 2-10). 상대적으

로 지용성이 강한 이들 성분들은 분석 후반부에 해당하는 80 분 이후에 머무름 시

간을 형성하였다.

Dendropanoxide (peak 91)는 여러 연구를 통하여 파골세포 생성 억제 효과, 암세

포에 대한 세포독성, 간 섬유화 개선 효과, 신장 손상 보호 효과, 항당뇨 활성 등의

활성을 가지는 것으로 보고되는 성분이다.1-6) α-Amyrin (peak 94)과 β-amyrin

(peak 93)은 항염증 효과, 간이나 위와 같은 소화기관 보호 효과, 고지혈증이나 고

혈당 억제 효과 등을 나타내는 성분으로 알려져 있다.107) Lupeol (peak 92)에 대한

연구에서는 항염증, 항균 활성 등과 함께 뇌신경보호 효과, 항암 효과 등이 제시되

어 왔다.108) β-Sitosterol (peak 95)은 dendropanoxide와 유사한 활성 연구가 수행되

었으며,1,2) 피부 미백 및 탈모 억제 효과와 전립선 비대증 관련 효과에 대한 보고가

있었다.14,116)
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Peak 91

Dendropanoxide

Peak 92

Lupeol

Peak 93

β-Amyrin

Peak 94

α-Amyrin

Peak 95

β-Sitosterol

Figure 2-10. Structures of triterpenoids.
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p-Coumaric acid (peak 26)는 항산화 활성이 높은 phenolic acid 성분으로서 항

균활성, 항염증 활성, 항당뇨 및 항암 활성 등 다양한 생리활성을 나타내는 성분으

로 알려져 있다.117,118) 분자 구조 내에 coumaric acid 구조를 포함하고 있는

4-p-coumaroylquinic acid (peak 34) 와 5-p-coumaroylquinic acid (peak 25)는 여

러 연구에서 항산화 활성이나 항바이러스 관련 활성 등이 있는 것으로 보고되고

있다.119,120)

Roseoside (peak 23)는 항산화 활성, melanin 합성 저해를 통한 피부 미백 관련

활성, 고혈압 억제 효과와 관련된 보고가 있었다.121,122) Roseoside와 유사한 구조를

가지는 sesquiterpenoid 성분인 citroside A (peak 24)는 항염증 활성과 관련된 여

러 연구가 수행되었다.123,124)

Matairesinol (peak 72)은 다양한 항산화 활성과 함께 췌장암 관련 항암 보조 효

과를 나타내는 것으로 보고되는 성분이며,125,126) azelaic acid (peak 65)는 다양한 세

균에 대한 항균활성, 항염증 관련 활성, 피부 미백 관련 활성 등을 나타내는 것으

로 알려진 성분이다.127)
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Peak 1

Quinic acid Peak 2

Guanosine

Peak 9

4-Hydroxybenzoic acid glucoside
Peak 23

Roseoside

Peak 24

Citroside A

Peak 25

5-p-Coumaroylquinic acid

Figure 2-11. Structures of other identified compounds.
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Peak 26

p-Coumaric acid Peak 33

5-Feruloylquinic acid

Peak 34

4-p-Coumaroylquinic acid
Peak 40

Piceatannol 3-glucoside

Peak 65

Azelaic acid

Peak 72

Matairesinol

Peak 73

Dihydroactinidiolide

Figure 2-11. Continued.
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Caffeic acid나 coumaric acid와 같은 phenolic acid 구조를 포함하는 성분으로서

dihydroxybenzoyl hexoside (peak 3), caffeoyl diglucoside (peak 10), coumaroyl

glucoside (peak 12), feruloyl glucoside (peak 18), benzyl alcohol hexose pentose

(peak 19, 20) 등의 성분들이 MS profile 분석 결과에서 검토되었으며, 해당 성분들

에 대한 정확한 구조를 확인하기 위해서 추가적인 연구가 이루어질 필요가 있다.

또한, 분자 구조에 이중결합 (C=C)이나 삼중결합 (C≡C)을 포함하고 hydroxy

(-OH) 기를 하나 이상 가지고 있는 hydroxy-fatty acid 계열로 추정되는 성분이 8

종을 확인하였다. 관련 연구 문헌과 lipid 성분 관련 database를 참조하여

trihydroxy-hexadecanoic acid (peak 76), hydroxy-hexadecanedioic acid (peak 77),

dihydroxy-hydroperoxy-octadecenoic acid (peak 78), hydroxy-docosahexaenoic acid

(peak 79), dihydroxy-hexadecanoic acid (peak 80), 10,17-octadecadiene-12,14-

diyne-1,9,16-triol (peak 81), hydroxy-octadecatrienoic acid (peak 82), hydroxy-

octadecadiene-12,14-diynoic acid (peak 83) 등의 성분 추정 결과를 도출하였다. 이

들 성분 중 10,17-octadecadiene-12,14-diyne-1,9,16-triol (peak 81)은 melanin 생성

을 억제함으로써 피부 미백 효과를 나타내는 것으로 보고되고 있으며,70) hydroxy-

octadecadiene-12,14-diynoic acid (peak 83)는 항보체(anti-complementary) 활성을

나타내는 성분으로 밝혀졌다.78)
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2.3.3 LC-MS/MS MRM mode 성분 profile 분석 조건 설정

LC-MS/MS는 모분자량으로부터 확인되는 precursor ion과 이로부터 생성되는

product ion 조건을 조합한 MRM mode의 분석을 수행할 수 있다. 이와 같은 선택

적 검출 방법은 식물 추출물과 같이 최소 수 백가지 이상의 성분이 혼재되어 있는

분석에서 인접 성분의 방해를 최소화할 수 있으며, 머무름 시간이 겹치는 성분까지

도 구분하여 분석이 가능하다. 결과적으로 일반적인 LC-UVD 장비의 성분 profile

분석 결과에 비해, 정성 분석과 시료 간 비교 정량 분석에서 활용도가 높은 분석

결과를 얻을 수 있다.

LC-MS 및 MS/MS 분석 결과에서 검토된 Table 2-2의 MS profile 자료를 바탕

으로 각 peak의 성분별 MRM mode 분석 조건을 설정하였다. 설정 과정은 제1장의

Figrue 1-18에 제시한 radical 소거 활성 성분의 MRM mode 분석 조건 설정과 동

일한 절차를 거쳤으며, peak 또는 성분별로 감도가 우수한 극성(polarity)을 기준으

로 설정하였다.

이러한 검토 및 설정 과정의 적용이 가능한 MS peak들에 대한 MRM 분석 조건

검토 결과를 Table 2-3에 제시하였다. 성분 특성으로 인한 예외적인 경우를 제외

하고 각 peak 또는 성분별로 3가지의 MRM transition 조건을 기본적으로 설정하

여 보다 정확한 정성 분석의 도구로 활용하고자 하였다.
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Table 2-3. MRM conditions for compound profile analysis of D. morbifera

leaf extracts

Peaks
Retention

time (min)

ESI

Polarity

Precursor

ion (m/z)

Product ion (m/z)

1 2 3

1 1.74 - 191.1 85.1 111.1 93.1

2 3.89 + 284.1 152.1 135.1 110.1

3 7.50 - 315.1 108.0 152.0 153.0

4 11.99 - 353.1 191.1 179.1 135.1

5 12.00 + 443.1 317.1 149.1 -

6 12.75 - 491.2 89.1 149.1 59.1

7 13.73 - 477.2 431.2 293.2 233.1

8 13.94 - 447.1 152.1 108.0 109.2

9 15.68 - 299.1 137.0 93.0 -

10 17.05 - 503.1 179.2 135.1 341.1

11 17.26 - 457.2 411.3 279.3 101.1

12 18.15 - 325.1 119.0 163.1 -

13 18.48 - 431.2 89.1 149.1 119.1

14 18.42 - 179.1 135.1 107.1 -

15 18.64 - 473.2 179.2 135.1 -

16 19.22 - 353.1 191.1 85.1 127.1

17 19.48 - 353.1 173.1 135.1 179.1

18 22.09 - 355.2 193.1 134.1 178.1

19 22.27 - 447.2 401.2 269.2 161.1

20 22.60 - 447.1 401.1 269.1 161.1

21 23.22 - 431.2 179.2 119.1 89.1

22 23.70 - 563.2 311.1 149.1 89.0

23 23.96 - 431.2 385.2 161.1 153.1

24 24.25 - 431.2 385.2 161.1 153.1

25 24.36 - 337.1 191.2 93.0 119.1
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Table 2-3. Continued

Peaks
Retention

time (min)

ESI

Polarity

Precursor

ion (m/z)

Product ion (m/z)

1 2 3

26 24.73 - 163.1 119.1 93.1 117.1

27 24.73 - 431.2 179.3 89.1 45.0

28 25.16 - 431.2 385.2 431.2 315.1

29 25.22 - 563.3 517.2 149.1 205.2

30 26.04 - 461.2 415.2 269.2 161.1

31 26.19 - 563.3 517.2 499.2 447.2

32 26.57 - 427.2 381.2 249.2 101.1

33 26.81 - 367.1 191.2 134.1 93.1

34 27.23 - 337.1 191.2 85.0 93.0

35 27.40 - 479.3 433.2 271.3 99.1

36 27.60 - 593.2 353.1 383.1 473.1

37 28.89 - 431.2 179.1 225.2 119.1

38 29.84 - 439.2 393.3 149.1 89.1

39 29.90 - 563.1 503.1 473.1 353.1

40 30.03 - 405.2 243.2 183.2 139.2

41 30.58 - 447.1 327.1 357.1 133.1

42 30.57 - 563.1 353.1 383.1 297.1

43 31.43 - 563.1 473.1 443.1 353.1

44 31.60 - 447.1 327.1 357.1 133.1

45 32.58 - 463.2 417.3 161.2 45.1

46 32.90 - 431.2 311.1 283.1 117.1

47 33.34 - 563.1 473.1 443.1 383.1

48 33.79 - 577.2 413.1 293.1 311.1

49 34.08 - 563.1 473.1 443.1 353.1

50 34.37 - 563.1 473.1 443.1 353.1
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Table 2-3. Continued

Peaks
Retention

time (min)

ESI

Polarity

Precursor

ion (m/z)

Product ion (m/z)

1 2 3

51 34.88 - 533.2 443.1 353.1 383.1

52 35.28 - 431.1 341.1 311.1 283.1

53 35.52 - 533.2 443.1 353.1 383.1

54 35.63 - 563.1 473.1 443.1 353.1

55 35.94 - 463.1 300.1 301.2 271.1

56 35.98 - 515.1 353.1 191.1 179.1

57 36.02 - 577.2 413.1 293.1 457.1

58 36.05 - 563.1 413.1 341.1 293.1

59 36.21 - 609.1 300.1 301.1 271.1

60 36.44 - 579.1 271.2 151.1 459.1

61 36.68 - 463.1 300.0 271.0 301.0

62 36.90 - 609.1 300.1 301.1 271.1

63 36.97 - 533.2 443.1 353.1 383.1

64 37.81 - 533.2 443.1 353.1 383.1

65 38.35 - 187.2 125.0 97.1 123.0

66 38.41 - 433.1 300.1 301.1 271.1

67 39.25 - 533.2 443.1 353.1 383.1

68 39.95 - 515.1 353.1 173.1 179.1

69 40.89 - 577.2 269.1 - -

70 41.03 - 593.2 285.1 255.1 227.1

71 41.84 - 243.2 183.2 139.2 181.3

72 43.38 + 359.1 137.1 341.1 122.1

73 44.40 + 181.2 163.2 135.2 -

74 45.21 - 300.9 151.0 179.1 107.1

75 50.85 - 357.1 135.0 342.1 179.1
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Table 2-3. Continued

Peaks
Retention

time (min)

ESI

Polarity

Precursor

ion (m/z)

Product ion (m/z)

1 2 3

76 50.90 - 303.1 133.1 285.1 205.1

77 51.72 - 301.2 167.1 283.2 133.0

78 53.83 - 345.2 303.2 59.0 285.2

79 54.90 - 343.2 301.2 173.1 325.2

80 55.15 - 287.2 231.2 225.2 269.2

81 56.30 - 289.2 271.2 231.2 227.2

82 58.92 - 293.1 275.1 171.1 121.1

83 60.67 - 287.2 189.2 231.2 243.2

84 64.14 - 617.5 297.4 183.3 223.3

85 69.02 - 577.3 299.1 165.1 -

86 73.94 + 609.2 591.3 559.3 531.3

87 74.31 + 651.3 633.3 573.3 487.2

88 75.10 + 609.3 591.2 531.2 559.2

89 75.16 - 557.3 287.2 189.1 231.2

90 78.61 + 593.2 533.2 460.2 461.2

91 89.38 + 409.4 137.2 231.2 271.3

92 90.48 + 409.4 137.2 109.1 259.3

93 91.88 + 409.4 137.2 231.2 271.3

94 92.66 + 409.4 137.2 231.2 271.3

95 93.44 + 397.4 161.2 135.1 147.2
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설정이 완료된 MRM 조건을 적용하여 황칠나무 잎 추출물을 분석한 결과

Figure 2-12 (B)와 같이 MRM mode MS profile을 확인할 수 있었다. 또한 성분

profile 분석에서 일반적으로 사용되고 있는 검출기인 UVD를 적용하여 동일한 분

리 조건에서 수행한 LC-UVD 비교 분석 결과를 Figure 2-12 (A)에 추가로 제시하

였다.

LC-UVD 분석 결과에 비하여 명확해진 peak들을 MRM mode MS profile

chromatogram에서 확인할 수 있었으며, 또한 머무름 시간이 유사하거나 중복이 되

는 성분들의 분석이 가능한 MRM mode의 분석 특성으로 인해 95종의 MS profile

peak의 개별적인 확인이 가능하였다. 이와 같은 특성으로 인해 LC-UVD에서는 단

일 peak로 나타난 경우라도 MS profile에서는 2～4개의 성분이 유사한 머무름 시

간에 겹쳐져 있는 경우가 있음을 확인하였다.
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[A]

[B]

Figure 2-12. Comparison of results by compound profile analysis method of D. morbifera leaf extracts.

A; LC-UVD 280 nm, B; LC-MS/MS MRM mode.
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2.3.4 LC-MS/MS 활용 성분 profile 비교 분석 결과

설정된 MRM mode MS profile 분석 조건의 유용성을 검토하기 위해 국내에서

자생 또는 재배되고 있는 식물의 잎 추출물을 제조하여 비교 분석을 실시하였다.

황칠나무(Dendropanax morbifera; A) 잎 추출물과 동일한 추출 조건을 적용하여

커피나무(Coffea arabica; B), 뽕나무(Morus alba: C), 감나무(Diospyros kaki; D),

대나무(Bambusa bambos; E), 포포나무(Asimina triloba; F), 헛개나무(Hovenia

dulcis; G), 드릅나무(Aralia elata; H), 음나무(Kalopanax septemlobus; I), 무환자

나무(Sapindus mukorossi; J), 산사나무(Crataegus pinnatifida; K), 꾸지뽕나무

(Maclura tricuspidata; L) 등 11종의 식물 잎 추출물을 분석하였다.

각 추출물별 MRM mode LC-MS/MS chromatogram을 Figure 2-13과 같이 확

인할 수 있었으며, 황칠나무 잎 추출물의 MS profile의 일부 성분들이 각각의 추출

물에서 검출되었다. 각 MS profile 성분을 비교하기 위하여 황칠나무 잎 추출물의

성분별 peak area를 기준으로 환산한 상대 함량 산출 결과를 Table 2-4에 제시하

였다.
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[A]

[B]

[C]

Figure 2-13. Comparison of LC-MS/MS MRM mode analysis results of

plant leaf extracts. A; Dendropanax morbifera, B; Coffea

arabica, C; Morus alba.
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[D]

[E]

[F]

Figure 2-13. Continued. D; Diospyros kaki, E; Bambusa bambos, F; Asimina

triloba.
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[G]

[H]

[I]

Figure 2-13. Continued. G; Hovenia dulcis, H; Aralia elata, I; Kalopanax

septemlobus.
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[J]

[K]

[L]

Figure 2-13. Continued. J; Sapindus mukorossi, K; Crataegus pinnatifida, L;

Maclura tricuspidata.
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Table 2-4에 제시한 바와 같이 다른 식물의 잎 추출물(B ～ L) 분석 결과에서

황칠나무 잎 추출물(A)에서 확인된 각 성분의 peak 면적 대비 1% 이하 수준으로

나타나 황칠나무 잎 추출물 특이적 성분으로 판단할 수 있는 성분으로서 naringin

hexoside (peak 35), piceatannol 3-glucoside (peak 40), vicenin 3 (peak 47),

apigenin hexosyl pentoside 1 (peak 49), apigenin hexosyl pentoside 3 (peak 54),

isovitexin 2"-O-rhamnoside (peak 57), vitexin 2"-O-xyloside (peak 58), naringin

(peak 60), apigenin 6,8-di-pentoside 3 (peak 63), caffeic acid dimer (peak 75) 등

10종의 phenolic acid 유도체와 flavonoid 성분들이 확인되었다.

또한 trihydroxy-hexadecanoic acid (peak 76), hydroxy-hexadecanedioic acid

(peak 77), dihydroxy-hydroperoxy-octadecenoic acid (peak 78), hydroxy-docosa

hexaenoic acid (peak 79), dihydroxy-hexadecanoic acid (peak 80), 10,17-octa

decadiene-12,14-diyne-1,9,16-triol (peak 81) 등 6종의 hydroxy fatty acid 계열의

성분이 황칠나무 잎 추출물에서 특이적으로 검출되는 것으로 확인되었다. 한편, 황

칠나무 잎 추출물의 특이적 성분이지만 본 연구의 MS profile 설정 단계에서 성분

에 대한 정성 분석이 이루어지지 못한 peak 6, 7, 11, 15, 28, 30, 31, 45, 71, 83, 84,

89 등 12종은 추가적인 연구를 통하여 동정이 필요한 성분으로 확인되었다.

황칠나무 잎 추출물을 포함하여 6종 이상의 추출물에서 5% 이상의 상대적인

peak 면적을 나타낸 성분으로는 quinic acid (peak 1), neochlorogenic acid (peak

4), coumaroyl glucoside (peak 12), chlorogenic acid (peak 16), cryptochlorogenic

acid (peak 17), benzyl alcohol hexose pentose 2 (peak 21), 5-p-coumaroylquinic

acid (peak 25), 5-feruloylquinic acid (peak 33), 4-p-coumaroylquinic acid (peak

34), hyperoside (peak 61), isochlorogenic acid B (peak 68), nicotiflorin (peak 70),

β-sitosterol (peak 95) 등 14종으로 나타났다. 이들 성분의 경우 본 연구에서 설정

한 분석방법을 해당 식물 추출물의 연구에 활용할 수 있을 것으로 판단된다.
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Table 2-4. Comparative analysis of MRM mode LC-MS profile of plant leaf extracts

Peaks　
Plant leaf extracts1)

A B C D E F G H I J K L

1 100 25.202) 9.51 3.57 0.50 6.22 0.59 24.33 21.57 0.12 8.95 6.97

2 100 　-3) -　 -　 -　 7.70 -　 -　 -　 -　 -　 -　

3 100 0.02 1.41 0.08 0.35 1.19 0.75 0.05 0.09 0.44 0.34 1.29

4 100 225.84 125.73 0.87 15.98 452.47 31.75 78.57 26.94 　- 4.94 40.08

5 100 -　 -　 1.51 　- 0.77 -　 0.38 -　 　- -　 　-

6 100 -　 -　 -　 　- 0.15 　- 　- 　- 　- 　- 　-

7 100 0.32 　- 　- 　- 0.23 　- 　- 　- 　- 　- -　

8 100 0.15 　- 　- 0.76 1.03 　- 　- 0.32 　- 0.54 　-

9 100 1.38 0.90 1.20 0.51 0.96 0.06 7.53 18.96 0.65 0.30 1.90

10 100 0.79 　- 　- 　- 　- 　- 　- 1.12 　- 　- 　-

11 100 0.14 0.07 0.98 　- 0.50 　- 0.17 0.28 0.07 　- 　-

12 100 19.18 4.37 14.06 0.20 0.79 5.22 11.32 1.37 8.93 10.91 4.78

13 100 29.24 　- 9.85 　- 3.15 　- 3.11 　- 0.74 　- 　-

14 100 4.99 4.15 1.65 　- 7.19 0.93 1.92 1.67 　- 1.93 　-

15 100 0.67 　- 0.05 -　 　- 　- 0.18 0.13 -　 　- 　-

16 100 594.07 274.46 3.17 2.98 61.14 9.90 397.71 296.04 0.10 57.07 34.87

17 100 710.64 1,454.36 16.19 30.15 769.06 53.63 208.55 71.84 0.11 18.71 183.21

18 100 1.03 0.14 0.22 0.40 1.90 0.64 0.59 　- 2.05 0.92 0.13

19 100 2.06 0.72 2.97 0.02 16.99 0.03 8.92 10.70 6.38 0.08 0.28

20 100 0.36 0.04 0.11 　- -　 0.22 -　 8.46 0.62 0.83 　-
1) A, Dendropanax morbifera; B, Coffea arabica; C, Morus alba; D, Diospyros kaki; E, Bambusa bambos; F, Asimina triloba; G, Hovenia

dulcis; H; Aralia elata; I, Kalopanax septemlobus; J, Sapindus mukorossi; K, Crataegus pinnatifida; L, Maclura tricuspidata. 2) Values are

expressed as percentages for each compound based on peak area of D. morbifera leaf extract (A). 3) Not detected.
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Table 2-4. Continued

Peaks　
Plant leaf extracts1)

A B C D E F G H I J K L

21 100 0.092) 1.80 1.33 0.09 13.78 9.05 16.10 6.29 5.27 1.24 1.96

22 100 　-3) 0.14 1.14 　- 0.06 -　 0.02 -　 0.55 -　 　-

23 100 0.51 0.40 3.47 20.23 68.27 0.28 4.34 1.41 13.81 　- 0.68

24 100 0.39 1.36 0.04 0.45 13.47 2.33 11.44 0.77 0.11 47.92 4.73

25 100 47.78 14.39 1.70 0.18 2.98 3.59 37.92 16.71 0.04 133.84 27.45

26 100 8.17 2.60 22.54 1.27 2.06 0.52 0.43 0.16 0.61 5.71 0.40

27 100 0.10 0.04 0.01 0.02 0.64 0.02 　- 0.15 0.03 0.30 2.37

28 100 　- - -　 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　-

29 100 7.16 1.20 5.31 0.05 0.17 0.01 0.03 0.02 0.57 1.01 0.04

30 100 0.43 0.04 0.48 　- 　- 0.01 0.04 0.03 　- 0.17 0.14

31 100 　- -　 -　 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　-

32 100 0.21 0.13 0.82 　- 2.67 　- 0.38 0.22 0.57 0.70 0.02

33 100 271.59 3.28 　- 3.10 7.71 0.25 40.54 9.91 　- 5.31 6.59

34 100 41.53 16.27 1.02 0.20 1.08 3.24 58.35 18.30 　- 126.15 18.65

35 100 0.13 0.04 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　-

36 100 11.52 0.04 　- 0.29 0.03 0.18 　- 　- 0.39 1.86 10.20

37 100 　- 　- 　- 　- 3.37 　- 　- 　- -　 11.61 0.95

38 100 0.57 0.13 1.88 　- 2.32 0.09 5.27 5.51 3.29 2.47 0.04

39 100 0.08 　- 　- 0.15 -　 　- -　 　- 0.03 　- 2.48

40 100 0.09 0.02 0.01 0.00 0.01 　- 0.22 0.01 0.00 　- 　-
1) A, Dendropanax morbifera; B, Coffea arabica; C, Morus alba; D, Diospyros kaki; E, Bambusa bambos; F, Asimina triloba; G, Hovenia

dulcis; H; Aralia elata; I, Kalopanax septemlobus; J, Sapindus mukorossi; K, Crataegus pinnatifida; L, Maclura tricuspidata. 2) Values are

expressed as percentages for each compound based on peak area of D. morbifera leaf extract (A). 3) Not detected.
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Table 2-4. Continued

Peaks　
Plant leaf extracts1)

A B C D E F G H I J K L

41 100 　-3) 　- 　- 12.772) 　- 　- 　- 　- 　- 3.09 　-

42 100 0.07 0.03 0.01 0.80 0.00 　- 　- 0.00 0.40 0.72 2.54

43 100 0.06 0.02 　- 1.34 　- 　- 　- 　- 0.42 0.63 0.99

44 100 0.09 0.03 0.01 12.46 　- 0.05 　- 　- 0.01 2.94 　-

45 100 0.16 0.09 0.04 0.02 　- 0.02 0.09 　- 0.03 　- 　-

46 100 0.28 0.05 0.02 0.57 0.02 0.01 0.00 0.00 0.04 16.76 0.50

47 100 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 0.18 　-

48 100 0.04 　- 　- 　- 　- 　- 　- 0.01 　- 341.27 　-

49 100 0.08 0.07 　- 0.77 0.03 　- 　- 　- 0.23 0.14 　-

50 100 0.08 0.04 　- 0.22 　- 　- 　- 　- 0.03 0.02 1.19

51 100 0.11 0.03 0.03 1.03 　- 　- 　- 　- 　- 0.04 1.06

52 100 0.64 0.10 0.06 18.18 0.04 0.06 0.02 0.01 0.13 12.14 0.90

53 100 0.09 　- 　- 11.59 0.02 　- 　- 　- 　- 0.08 1.05

54 100 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　-

55 100 　- 　- 115.69 0.05 　- 0.75 1.47 9.11 　- 174.02 3.51

56 100 300.80 1.78 0.10 0.06 0.04 0.05 264.94 44.23 0.05 0.02 0.31

57 100 0.10 0.04 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 0.02

58 100 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　-

59 100 0.18 　- 0.94 　- 　- 0.87 0.09 7.52 　- 12.94 1.70

60 100 0.12 0.03 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 0.04
1) A, Dendropanax morbifera; B, Coffea arabica; C, Morus alba; D, Diospyros kaki; E, Bambusa bambos; F, Asimina triloba; G, Hovenia

dulcis; H; Aralia elata; I, Kalopanax septemlobus; J, Sapindus mukorossi; K, Crataegus pinnatifida; L, Maclura tricuspidata. 2) Values are

expressed as percentages for each compound based on peak area of D. morbifera leaf extract (A). 3) Not detected.
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Table 2-4. Continued

Peaks　
Plant leaf extracts1)

A B C D E F G H I J K L

61 100 20.802) 120.88 309.38 0.78 85.09 1.51 0.98 16.59 11.73 144.96 28.24

62 100 2.53 38.87 1.59 1.42 124.79 1.88 　-3) 0.60 103.60 1.83 4.89

63 100 0.26 　- 　- 0.66 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　-

64 100 0.12 0.05 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 1.15

65 100 5.46 4.94 4.87 5.37 5.58 4.67 4.83 5.48 4.69 4.23 4.86

66 100 0.05 　- 526.81 0.14 2.08 0.53 1.85 15.55 0.92 39.60 1.37

67 100 0.08 0.02 　- 0.28 　- 　- 　- 　- 　- 0.02 1.19

68 100 1,253.84 27.26 0.76 0.81 0.72 0.94 256.09 51.52 0.36 0.27 12.49

69 100 0.12 0.04 0.04 0.02 　- 0.06 0.02 0.01 0.11 　- 　-

70 100 0.52 37.69 11.69 4.08 43.21 19.34 0.01 0.26 314.27 1.47 11.08

71 100 0.09 0.04 0.04 0.03 0.13 0.01 0.01 　- 0.05 0.02 0.01

72 100 0.03 0.03 0.02 0.01 0.02 0.01 0.02 45.10 0.03 0.02 0.02

73 100 2.06 0.55 0.71 0.80 8.85 0.33 0.77 1.63 1.77 1.26 0.57

74 100 0.48 　- 609.50 1.01 0.34 　- 0.35 5.52 0.19 　- 2.05

75 100 0.09 0.05 0.02 0.02 　- 0.01 0.01 　- 　- 　- 0.02

76 100 0.07 0.06 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01

77 100 0.05 0.03 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.00 0.01 0.00

78 100 0.07 0.07 0.02 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

79 100 0.09 0.04 0.02 0.01 0.01 0.01 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00

80 100 0.12 0.10 0.03 0.02 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
1) A, Dendropanax morbifera; B, Coffea arabica; C, Morus alba; D, Diospyros kaki; E, Bambusa bambos; F, Asimina triloba; G, Hovenia

dulcis; H; Aralia elata; I, Kalopanax septemlobus; J, Sapindus mukorossi; K, Crataegus pinnatifida; L, Maclura tricuspidata. 2) Values are

expressed as percentages for each compound based on peak area of D. morbifera leaf extract (A). 3) Not detected.
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Table 2-4. Continued

Peaks　
Plant leaf extracts1)

A B C D E F G H I J K L

81 100 0.062) 0.04 0.01 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 　-3) 0.00

82 100 19.92 2.77 2.98 3.92 12.71 0.94 0.25 0.30 0.72 0.80 2.56

83 100 0.04 0.02 0.01 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 　- 　-

84 100 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　-

85 100 13.09 　- 　- 11.12 31.70 　- 0.26 　- 0.36 　- 0.10

86 100 1.20 0.17 0.65 0.07 0.63 0.02 0.04 0.08 2.45 0.76 0.04

87 100 0.33 0.32 0.31 0.02 0.13 0.00 0.08 0.16 1.19 0.35 0.01

88 100 2.25 0.32 1.33 0.17 1.37 0.04 0.09 0.19 5.59 1.85 0.11

89 100 0.13 0.05 0.03 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　- 　-

90 100 12.39 6.82 20.97 2.53 0.13 1.02 2.89 2.41 48.70 9.78 0.75

91 100 2.10 　- 　- 　- 0.43 0.98 2.05 0.28 　- 2.74 　-

92 100 　- 6.16 1.17 16.50 　- 1.93 　- 0.39 21.19 1.56 20.45

93 100 　- 0.49 1.33 1.21 　- 5.05 　- 6.58 2.09 1.15 1.04

94 100 　- 3.51 4.57 3.19 　- 　- 　- 4.86 7.18 24.52 1.55

95 100 25.68 37.41 34.34 6.52 10.25 8.36 0.15 1.12 10.16 20.40 9.73
1) A, Dendropanax morbifera; B, Coffea arabica; C, Morus alba; D, Diospyros kaki; E, Bambusa bambos; F, Asimina triloba; G, Hovenia

dulcis; H; Aralia elata; I, Kalopanax septemlobus; J, Sapindus mukorossi; K, Crataegus pinnatifida; L, Maclura tricuspidata. 2) Values are

expressed as percentages for each compound based on peak area of D. morbifera leaf extract (A). 3) Not detected.
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2.4 결론

황칠나무 잎에 존재하는 활성 성분이 각종 연구 보고를 통해 20여 종이 다뤄져

왔지만 동시에 해당 성분들이 분석된 바는 없으며, 실제 황칠나무 잎에 존재하는

성분 수에 비하면 현재까지 성분에 대한 정보는 부족한 실정이다. 본 연구에서는

기존의 UVD를 적용한 LC 성분 profile의 단점을 보완할 수 있도록 분자량이나 분

자 구조에 대한 정보를 얻을 수 있는 LC-MS/MS를 활용하여 다양한 황칠나무 잎

추출물 성분의 MS profile을 작성하고자 하였다.

황칠나무 잎 추출물의 MS profile 분석 결과로 확인된 95종의 peak에서 가장 많

은 수를 가진 것으로 확인된 성분은 apigenin을 aglycone으로 포함하는 성분들이었

으며, 구조가 확인되거나 추정 가능한 apigenin 유도체 성분은 총 19종이었다. 또한

caffeic acid와 chlorogenic acid 등 6종의 caffeic acid 유도체들이 포함되어 있었으

며, quercetin과 이를 기본구조로 하는 유도체 등 총 5종의 quercetin 관련 성분이

MS profile에서 확인되었다. 이 밖에도 hesperidin이나 naringin 등과 같은

flavonoid와 다양한 phenolic acid 계열의 성분들이 확인되었으며, 기타의 성분으로

8종의 hydroxy fatty acid 계열의 성분이 확인되었다. 황칠나무 잎의 활성 연구나

개별 성분의 활성 관련 검토에 활용될 수 있도록 각 성분들에 대한 문헌 검토를

통해 성분별로 다뤄지고 있는 주요 생리활성 분야를 추가로 확인하였다.

황칠나무 잎 추출물의 성분에 대한 MRM mode 분석 조건을 적용하여 분석한

결과에서 기존의 성분 profile 분석에 비하여 명확하고 정밀한 결과를 얻을 수 있었

으며, 다른 식물의 잎 추출물 11종과 비교 분석한 결과에서 황칠나무 잎 추출물에

서 특이적으로 확인되는 성분 28종을 확인하였다. 이와 같은 MS profile 분석 방법

은 다양한 성분이 혼재되어 있는 식물 추출물의 일반적인 LC-UVD 분석에서 나타

날 수 인접 성분 간의 방해 문제나 UV 흡광성 문제 등을 극복하는 방안이 될 수

있으며, 설정된 MRM mode 분석 조건은 다른 식물 추출물의 성분 연구에도 활용

될 수 있을 것이다.
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제3장 GC-MS/MS를 활용한 황칠나무 잎 추출물의

지용성 성분 분석

3.1 서론

3.1.1 지용성 성분의 특성 및 분석

식물 중에 존재하는 지용성 성분은 hydro-carbon 뿐만이 아니라 지방산 등 지질

계열의 성분과 terpenoid와 같은 화합물 등이 해당하며, 물이나 주정과 같은 용매에

는 제한적으로 추출되는 특성을 가진다. 다만 주정과 같은 알코올류에는 물과 같이

극단적으로 극성이 강한 용매에 비해 상대적으로 지용성 성분이 높게 추출되기도

한다. 이러한 지용성 성분들은 일반적으로 성분 분석에 사용되는 액체크로마토그래

프(liquid chromatograph; LC) 장비에서 분석이 이루어지는 성분도 있지만 기체크

로마토그래프(gas chromatograph; GC) 장비로 분석하는 것이 용이한 경우가 많다.

Figure 3-1에 나타낸 것과 같이 GC 기반의 질량분석기(mass spectrometer; MS)의

분석 대상 성분은 LC 기반의 분석 대상 성분에 비해 분자량(molecular weight;

MW)이 상대적으로 작으며(MW 600 이하), 휘발성(volatile)과 함께 고온에서 열안

정성을 가지는 성분이어야 한다. 다만 trimethylsilyl 유도체화 등의 전처리 방법을

활용하여 GC에서 분석이 어려운 수용성 성분의 분석을 수행할 수도 있다.1,2)

황칠나무의 지용성 성분에 대한 GC 기반의 분석 연구로는 상록활엽수의 정유성

분에 대한 연구와 황칠나무 잎, 가지 및 수액의 휘발성 성분에 대한 분석, 그리고

전통 칠 유래의 성분에 대한 연구 등에서 일부 다뤄졌었지만 LC 기반의 분석장비

에서 수행된 것이 비해 적은 상황이다.3-5)
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Figure 3-1. Analytical compounds for LC-MS and GC-MS.



125

3.1.2 기체크로마토그래피-질량분석기의 활용

기체크로마토그래프-질량분석기(gas chromatograph mass spectrometer; GC-

MS)를 활용한 분석은 전 세계적으로 통용되는 성분별 library를 활용할 수 있기

때문에 미지의 성분에 대한 정성 분석에 있어서 큰 이점을 제공한다.2,6)

Triple quadrupole 구조를 기반으로 하는 범용의 GC-MS/MS는 기존의 GC-MS

에서 수행될 수 있는 scan 및 selected ion monitoring (SIM) mode 분석 뿐 만이

아니라 특정 precursor ion으로부터 생성되는 product ion을 선택적으로 추적하여

검출하는 multiple reaction monitoring (MRM) mode 분석이 가능한 질량분석 장비

로서, 81) 유사한 원리가 적용된 LC-MS/MS에 비해 초기 도입 비용 및 운용 기술

적인 면에서 유리한 것이 일반적이다. 기존에는 GC-MS/MS의 scan data가 일반

GC-MS에 비해 library와 대조하는데 다소 어려운 문제가 일부 있었으나 기술의

발달로 인해 scan data의 library 검색에서도 큰 차이를 나타내지 않게 되었다.

한편, GC-MS/MS의 MRM mode 분석 역시 LC-MS/MS와 마찬가지로 설정된

조건을 만족하는 product ion만을 검출하는 특성으로 인해 일반적인 GC 분석에서

나타날 수 있는 인접한 방해성분의 영향을 적게 받으며, 머무름 시간이 겹치는 성

분에 대한 분석도 가능하게 된다.
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3.2 재료 및 방법

3.2.1 황칠나무 잎 지용성 추출물

황칠나무 잎에 존재하는 지용성 성분을 분석하기 위한 추출물은 n-hexane을 용

매로 하여 제조하였다. 건조 후 blender를 사용하여 직경 3 mm 이하로 잘게 분쇄

한 황칠나무 잎 50 g에 n-hexane 500 mL를 혼합한 후 180 rpm의 진탕기에서 5

일간 추출을 실시하였다. 추출액은 0.2 μm의 syringe filter로 여과하여 분석용 시료

로 사용하였다.

3.2.2 시약 및 표준품

분리 및 분석을 위한 이동상 기체는 99.999% 순도를 사용하였으며, 시료 추출은

n-hexane을 사용하였다. 분석 방법 적정성 검토 및 정성 분석을 위한 표준품으로

서 α-amyrin, β-sitosterol, stigmasterol 등은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

USA)에서 구입한 것을 사용하였다.

3.2.3 분석 기기

황칠나무 잎 추출물의 지용성 성분 분석을 위한 GC-MS/MS는 TQ-8040

(Shimadzu, Kyoto, Japan)을 활용하였다. 성분 분리를 위한 column은 DB-5MS

(0.25 mm × 30 m, 0.25μm thickness)를 사용하였으며, 이동상 gas는 He을 1.17

mL/min의 유속으로 설정하여 분석을 실시하였다. Injection port 온도는 250℃로

설정하였으며, split (10:1) mode로 1 μL의 시료를 injection 하였다. Column oven

은 150℃에서 3분간 유지한 후 300℃까지 분당 3℃씩 승온하여 7분간 유지하였다.

질량분석기의 ion source와 interface 온도는 각각 200℃와 250℃로 설정하였으며,

분석 초반에 5분의 solvent cut time을 적용하였다. 검출감도 최적화를 위하여
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tuning을 실시한 후 detector voltage를 0.95 kV로 설정하여 분석을 실시하였다.

3.2.4 Scan 및 MRM mode GC-MS/MS 분석

Scan mode의 GC-MS 분석은 scan speed 2,500으로 40～650 m/z 범위에서 분석

을 실시하였다. 정성분석(qualitative analysis)을 위한 library는 NIST 11 및 11s를

사용하였으며, similarity 85% 이상 성분으로서 조각 ion 패턴과 retention index 등

을 참조하여 결과를 도출하였다.

확인된 성분 중 생리활성이 높을 것으로 기대되는 성분을 대상으로 프로파일 분

석의 판별성과 정확성을 높이기 위한 MRM mode 분석 조건을 추가적으로 설정하

였다. Scan mode 분석 결과에서 확인된 각 성분의 분자량에 해당하는 precursor

ion을 지정한 후 MS/MS의 product ion scan 분석을 실시하였으며, 여러 fragment

ion들 중 특징적인 product ion과 감도가 우수한 collision energy를 성분별 MRM

조건으로 설정하였다.
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3.3 결과 및 고찰

3.3.1 GC-MS를 활용한 황칠나무 잎 지용성 추출물 분석

황칠나무 잎 지용성 추출물을 GC-MS의 scan mode 분석을 실시한 결과 Figure

3-2와 같은 total ion chromatogram (TIC)을 얻을 수 있었다. 일정 수준 이상의 감

도를 나타낸 성분의 peak를 기준으로 총 20종의 성분이 확인되었으며, 각 peak의

MS spectra를 Table 3-1에 제시하였다. 성분에 대한 검토는 library 검색에서 85%

이상의 similarity를 가진 성분을 대상으로 하였다. α-Amyrin, β-amyrin, β-

sitosterol 등의 성분은 표준품을 확보하여 대조분석을 수행하여 정성분석의 정확성

을 높였으며, dendropanoxide는 library 검색 결과보다 황칠나무 관련 기존 연구보

고의 data를 참조하였다.7)

Table 3-2에 나타낸 바와 같이 검출된 20종의 peak 중 3종을 제외한 17종의 성

분이 확인되었으며, 특히 triterpenoid 계열 및 전구체 성분이 다수 존재함을 알 수

있었다.6) 한편, 제2장의 LC-MS profile에서 확인된 triterpenoid 성분보다 GC-MS

분석 결과에서 확인된 triterpenoid 성분의 종류가 다양하게 나타났는데, 이는 추출

에 사용된 용매의 극성 차이가 주요 요인이며, squalene과 같이 GC 기반의 분석에

서만 확인되는 성분 특성 등이 추가적인 요인으로 작용된 것으로 판단된다.
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Figure 3-2. GC-MS total ion chromatogram of D. morbifera leaf extract.
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Table 3-1. Compound information of lipophilic compounds of D. morbifera

leaf extracts

Peak Compound name
Molecular
weight

Formula

1 Caryophyllene oxide 220 C15H24O

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

43
79

93

55 109
121

135 177161 220205187

Peak Compound name Molecular
weight Formula

2 n-Hexadecanoic acid methyl ester 270 C17H34O2

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

74

87

43
55

143 27022712997 185171 199 239115 157 213 255

Peak Compound name Molecular
weight Formula

3 n-Hexadecanoic acid 256 C16H32O2

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0
0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

1.25

(x10,000)

60 73

43

129

83
97

115 213 256157 171 185143 199 227 239
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Table 3-1. Continued

Peak Compound name
Molecular
weight Formula

4 Phytol 296 C20H40O

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

71

43
57

95
123

111
137 278152 179 196165 263208 249221 296

Peak Compound name Molecular
weight Formula

5 (Z,Z)-9,12-Octadecadienoic acid 280 C18H32O2

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

67

81

9541

109

123 280136 150 164 182 196 209 262220 278236

Peak Compound name Molecular
weight Formula

6 unknown - -

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

55

79

108
137 264163 222207 282 462432399313 344 510491 532 563 590363

-
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Table 3-1. Continued

Peak Compound name
Molecular
weight Formula

7 Squalene 410 C30H50

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0 425.0
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

69
81

123
41

109

149
177 231191 203 410341243 286 367 395325260

Peak Compound name Molecular
weight Formula

8 n-Nonacosane 408 C29H60

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0 400.0
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

57

71

85

113 127 141 169 183 211 225 253 267 281 408309 323 351 365 380

Peak Compound name Molecular
weight Formula

9 n-Hentriacontane 436 C31H64

50 100 150 200 250 300 350 400 450
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

57

71

85

113 436141 155 183 197 239225 295 365309267 337 379 393 421
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Table 3-1. Continued

Peak Compound name
Molecular
weight Formula

10 Stigmasterol 412 C29H48O

50 100 150 200 250 300 350 400
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

55

83
69

133105 159

412255 271161 300213 351199 229 285 369 397327

Peak Compound name Molecular
weight Formula

11 Dendropanoxide 426 C30H50O

50 100 150 200 250 300 350 400
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

69
137

411
41

95
426

109

175149 343205 313259 355284217 229 393300

Peak Compound name Molecular
weight Formula

12 unknown - -

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
0.0

0.5

1.0

1.5
(x10,000)

43

82

111

139 207 313222 265181 355 430283 503392 448

598

476 547 580

-
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Table 3-1. Continued

Peak Compound name
Molecular
weight Formula

13 β-Sitosterol 414 C29H50O

50 100 150 200 250 300 350 400
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

43

10781 41469 145 161133 213 303 396329255231 273187 283 354 373

Peak Compound name Molecular
weight Formula

14 β-Amyrin 426 C30H50O

50 100 150 200 250 300 350 400
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

218

203

69 9555 107 135 175147 426257 411229 272 393365337297

Peak Compound name Molecular
weight Formula

15 α-Amyrin 426 C30H50O

50 100 150 200 250 300 350 400
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

218

203122 13555 9569 147 426175 257 411272231 393365339295 315
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Table 3-1. Continued

Peak Compound name
Molecular
weight Formula

16 Simiarenol 426 C30H50O

50 100 150 200 250 300 350 400 450
0.0

0.5

1.0

1.5
(x10,000)

27455 9569

134 260109

152 205
173

426245218

Peak Compound name Molecular
weight Formula

17 α-Tocopherol 430 C29H50O2

50 100 150 200 250 300 350 400 450
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

165

430

43
166 205121 13671 91 288 302219 316 358344260 387 414246

Peak Compound name Molecular
weight Formula

18 Friedelinol 428 C30H52O

50 100 150 200 250 300 350 400 450
0.0

0.5

1.0

1.5
(x10,000)

69
96

55 109
125

165 231177
206 275257 428220

413
395304

346328 368
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Table 3-1. Continued

Peak Compound name
Molecular
weight Formula

19 Friedelin 426 C30H50O

50 100 150 200 250 300 350 400
0.0

0.5

1.0

(x10,000)

69

95
55

109
125

273205163 179 218 425302246
411257 341327 384355

Peak Compound name Molecular
weight Formula

20 unknown - -

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600
0.0

0.5

1.0

1.5
(x10,000)

43

69

123

135 207
273232175

313 367 430393 551449 475 578591519

-
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구조가 확인된 17종의 성분 중에는 dendropanoxide가 전체 TIC의 peak area 합

계에서 차지하는 비율이 26.64%로서 가장 높게 나타났다. 성분별로 분자 구조에 따

라 질량분석기에서 검출되는 감도가 다르기 때문에 실제 함량에 정비례하지 않는

다고 하더라도 유사한 구조를 가지는 triterpenoid 성분들 중에서는 가장 높은 함량

을 가지는 것으로 판단할 수 있었다. 다음으로는 β-amyrin과 α-amyrin이 각각

19.90%와 8.03%의 peak area 비율을 나타냈으며, 다른 cyclic 구조를 가진

triterpenoid 성분의 전구체 역할을 하는 것으로 알려진 squalene이 7.26%로 비교적

높은 peak area 비율을 나타냈다.8,9)

또한 α-, β-, γ-, δ-tocopherol의 합성에 관련된 phytol이 5.56%의 peak area 비

율을 나타냈으며,10) amyrin과 유사한 구조를 가지는 triterpenoid인 friedelinol과

friedelin이 각각 4.97%와 4.41%의 peak area 비율을 나타냈다. Dendropanoxide, α-

및 β-amyrin, friedelinol, friedelin, simiarenol 등의 triterpenoid 성분들의 peak

area 합계는 전체 TIC peak area의 69.47%로 나타남에 따라 황칠나무 잎의 지용성

추출물의 주된 성분군임을 알 수 있었다.

Dendropanoxide는 골다공증과 관련된 파골세포의 생성 억제 효과, 암세포에 대

한 세포독성, 간 섬유화 개선 효과, 신장 손상 보호 효과, 항당뇨 활성 등 다양한

생리 활성을 가지는 것으로 보고되었다.11-16) 구조적으로 매우 유사한 α-amyrin과

β-amyrin은 중추 및 말초 신경계나 위장관의 보호 효과, 항염증 관련 활성, 고지혈

증이나 고혈당 억제 효과 등이 알려져 있으며,17) α-amyrin은 만성 및 급성 백혈병

세포에 대한 세포독성을 나타내는 것으로 보고되었다.18)

Friedelinol은 여러 가지 암에 대한 항암 관련 효과가 보고되고 있으며,18,19,20)

friedelin 역시 항암 활성과 관련된 혈관신생 억제 활성을 나타내는 것으로 보고되

고 있다.21) β-Sitosterol은 암세포에 대한 세포독성, 항파골세포 효과 등의 연구가

수행되었으며,11,12) 피부 미백 효과와 탈모 관련 효과, 전립선 비대증 관련 효과에

대한 보고가 있었다.22,23)
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Table 3-2. GC-MS analysis results of lipophilic compounds of D.

morbifera leaf extracts

Peaks
Retention
time (min)

Compounds Similarity Peak area
Area
%

1 6.69 Caryophyllene oxide 95 50,202,997 1.32

2 15.14 Hexadecanoic acid methyl ester 96 35,170,350 0.93

3 16.24 Hexadecanoic acid 96 220,435,297 5.80

4 20.39 Phytol 97 211,119,632 5.56

5 21.06 (Z,Z)-9,12-Octadecadienoic acid 95 79,811,900 2.10

6 21.24 unknown - 74,428,996 1.96

7 38.57 Squalene 90 275,650,001 7.26

8 40.73 Nonacosane 96 46,208,695 1.22

9 45.09 Hentriacontane 94 41,279,560 1.09

10 47.42 Stigmasterol 90 30,319,746 0.80

11 47.74 Dendropanoxide 91 1,013,245,314 26.64

12 48.03 unknown - 27,921,829 0.73

13 48.65 β-Sitosterol 90 76,370,648 2.01

14 49.29 β-Amyrin 85 755,981,589 19.90

15 50.19 α-Amyrin 88 305,111,355 8.03

16 50.42 Simiarenol 85 102,794,226 2.71

17 51.52 α-Tocopherol 90 25,697,662 0.68

18 52.36 Friedelinol 87 188,688,623 4.97

19 52.69 Friedelin 91 167,450,193 4.41

20 53.94 unknown - 71,412,922 1.88

amount 3,799,301,535 100
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3.3.2 GC-MS/MS 활용 triterpenoid 분석

GC-MS 분석 결과에서 확인된 황칠나무 잎 지용성 추출물의 성분 중 다양한 생

리활성을 가지는 것으로 알려진 triterpenoid 성분들에 대한 MRM mode 분석 조건

을 검토하였다.

Figure 3-3의 예시는 황칠나무 잎 지용성 추출물에 존재하는 것으로 확인된 β-

sitosterol의 MRM 조건 설정을 위한 과정이다. 즉, GC-MS scan mode 분석 결과

에서 확인된 β-sitosterol의 모분자량 414.4 m/z를 precursor ion으로 설정한 후

MS/MS 분석을 통해 414.4 m/z로부터 생성된 product ion들 중 감도가 높은 329.3

m/z나 396.4 m/z, 또는 231.1 m/z를 선택하게 된다. 이와 같은 과정으로

triterpenoid 관련 성분 10종의 MRM 분석 조건을 Table 3-3에 제시하였다.

설정된 성분별 MRM 조건을 적용하여 황칠나무 잎 지용성 추출물을 GC-

MS/MS로 분석한 결과, Figure 3-4와 같은 chromatogram을 얻을 수 있었다. 본

연구에서 활용한 MRM mode의 질량분석을 수행하면 설정된 조건을 만족하는

product ion만을 검출하는 특성으로 인해 일반적인 GC 분석에서 나타나날 수 있는

인접한 방해성분의 영향을 최소화할 수 있으며, 머무름 시간이 겹치는 성분에 대해

서도 분석이 가능하게 된다. 또한 제한된 조건의 ion만을 선택적으로 검출하게 되

므로 검출 감도가 높아지게 되어 미량의 성분을 분석하는 경우에도 우수한 결과를

나타내게 된다.
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[A]

[B]

Figure 3-3. Product ion scan process for setting MRM mode conditions of

GC-MS/MS. A; Full scan mode data of β-sitosterol, B; product

ion scan data from precursor ion 414.4 m/z of β-sitosterol.
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Table 3-3. MRM conditions of triterpenoid compounds of D. morbifera

leaf extracts

Peaks Compounds
Retention
time (min)

Precursor ion
(m/z)

Product ion
(m/z)

Collision
energy

a Squalene 38.57 410.4
395.3

367.3

10

15

b Stigmasterol 47.42 412.4
394.2

379.2

10

15

c Dendropanoxide 47.74 426.4
411.3

137.1

10

15

d β-Sitosterol 48.65 414.4
396.4

329.3

15

15

e β-Amyrin 49.29 426.4
411.4

218.3

10

20

f α-Amyrin 50.19 426.4
411.4

218.3

10

15

g Simiarenol 50.42 426.4
411.4

203.2

10

20

h α-Tocopherol 51.52 430.4
165.1

205.2

20

15

i Friedelinol 52.36 428.4
413.4

275.4

10

15

j Friedelin 52.69 426.4
411.4

341.4

10

10
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Figure 3-4. MRM mode GC-MS/MS chromatogram of triterpenoid compounds of D. morbifera leaf extracts.

a; squalene, b; stigmasterol, c; dendropanoxide, d; β-sitosterol, e; β-amyrin, f; α-amyrin, g; simiarenol,

h; α-tocopherol, i; friedelinol, j; friedelin.
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3.4 결론

일반적으로 지용성 성분은 LC 장비의 분석보다 GC 장비의 분석이 더 유리한 것

으로 알려져 있다. 황칠나무 잎 지용성 추출물을 GC-MS의 scan mode 분석을 실

시한 결과에서 20종의 성분이 확인되었으며, 각 peak의 MS spectra를 library 검색

을 통해 3종을 제외한 17종의 성분이 확인하였다. 가장 함량이 높을 것으로 기대되

는 성분으로서 다양한 생리활성 연구에서 다뤄지고 있는 dendropanoxide가 확인되

었으며, β-amyrin과 α-amyrin의 함량도 상대적으로 높게 나타났다.

황칠나무 잎 지용성 추출물의 성분 중 다양한 생리활성을 가지는 것으로 알려진

triterpenoid 성분 및 전구체 성분이 다수 존재하였으므로 해당 성분들에 대한

MRM 분석 조건을 검토하였다. 설정된 조건을 만족하는 product ion만을 검출하는

특성으로 방해성분의 영향을 최소화할 수 있으며, 머무름 시간이 겹치는 성분에 대

해서도 분석이 가능하게 된다. 또한 제한된 조건의 ion만을 선택적으로 검출하게

되므로 검출 감도가 높아지게 될 것으로 판단된다. 이러한 분석 방법은 황칠나무

잎을 활용한 연구에서 조건 또는 시료별 특정 성분의 함량을 비교하는 방법으로

적용될 수 있으며, 다른 식물 추출물의 연구에도 정성 또는 비교 정량 분석의 방법

으로서 활용이 가능할 것으로 기대된다.
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