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Abstract

Isolation and structure determination of some triterpenoid compounds from 

the roots of Aucuba japonica Thunb.

Jin Qing-Long
Advisor : Prof. Woo Eun-Rhan Ph.D.
Department of Pharmacy,
Graduate School of Chosun University.

Aucuba japonica Thunb (Cornaceae) is an evergreen shrub that is 

distributed throughout Korea (Ulleng, Jeju, Chonnam, Kyungnam) and Japan. 

Previous studies on the leaves of A. japonica, some iridoid compounds, such 

as aucubin, aucubigenin were reported. During our search for the 

phytochemical constituents of the methylene chloride soluble fraction of the 

roots of A. japonica, six triterpenoid compounds and one steroid compound, 

friedelin (1), 3α-hydroxy-2-friedelanone (2), β-sitosterol (3), canophyllol 

(4), oleanolic aldehyde acetate (5), ursolic acid (6), pachysandiol A (7) 

were isolated by the repeated silica gel, Sephadex LH-20 and MCI gel column 

chromatography. The chemical structures of compounds 1-7 were determined by 

the basis of physicochemical properties and spectroscopic methods such as 1D 

and 2D NMR. These compounds were isolated from this plant for the first time. 

For the isolated compounds, the inhibitory activity of IL-6 production in 

TNF-α stimulated MG-63 was examined. Among the isolated compounds, 3α

-hydroxy-2-friedelanone (2) showed potent inhibitory effect on IL-6 

production in TNF-α stimulated MG-63.
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Ⅰ. 서론

    식나무(Aucuba japonica Thunb.)는 층층나무과(Cormaceae)에 속하는 늘푸른떨

기나무로서 제주도, 울룽도, 전남, 경남의 산의 낮은 지대에서 자라며, 일본에 분

포한다.(1,2)

    층층나무과(Cormaceae)는 큰키나무 또는 떨기나무, 드물게 풀. 잎은 턱잎이 없

거나 깃 모양이다. 꽃은 양성 간혹 단성이다. 꽃받침과 꽃잎은 4~5개씩, 수술은 

4~5개로 꽃잎과 어긋나고, 배주는 거꾸로 달린다. 열매는 핵과 또는 장과이다. 세

계에 10속 90종, 우리나라에는 2속8종이 자란다.(1)    

    식나무는 울룽도와 外煙島 이남에서 자라는 상록관목으로서 높이가 3m에 달하

고 小枝는 녹색이며 굵고 털이 없으며 윤채가 있다. 잎은 對生하고 楕圓狀 卵形 또

는 楕圓狀 披針形이며 銳頭 또는 漸尖頭 銳底 이며 길이 5~20 cm, 나비 2~10 cm 로

서 양면에 털이 없고 표면은 윤채가 있으며 가장자리에 齒牙狀의 톱니가 있고 葉炳

은 길이 2~5cm 로서 표면에 얕은 홈이 있다. 圓錐花序는 가지 끝에 달리며 꽃은 二

家花로서 3~4월에 피고 지름 8 mm 이며 4數이다. 수꽃은 길이 5~10 cm의 圓錐花序

에 달리고 花軸에 털이 있으며 암꽃은 길이 5~8 cm의 화서에 달리고 꽃입은 卵形이

며 길이 2 mm이고 子房은 楕圓形으로서 털이 있다. 열매는 楕圓形이며 길이 1.5~2 

cm로서 10월에 赤色으로 익고 겨울 동안에 가지에 달려있다. 잎에 黃色 斑點이 있

는 것을 금식나무 for. Variegate REHDER 라고 하며 觀賞資源이다.(1)

    식나무의 잎을 천각판이라고 하며, 찰과상, 동상, 화상 및 치질을 치료한다. 

잎에는 aucubin, aucubigenin이 함유되어 있다. 요산의 배출을 촉진하므로 통풍을 

치료한다.(4) 

    지금까지 식나무에 대한 연구는 잎에 대한 성분만 진행되였으며 aucubin, 

aucubigenin 등 화합물이 이미 보고되었다.(3) 식나무 뿌리에 대한 연구는 이루어지

지 않은 것으로 조사되어 식나무 뿌리에 존재하는 식물화학적 성분을 탐색하기 위

하여 본 실험을 진행하였으며 분리한 화합물을 세포 독성이 없는 농도에서 TNF-α

에 의해 유도된 IL-6의 억제작용을 알아보기 위하여 MG-63 세포주를 이용한 hIL-6

의 유리 억제실험을 실시하였다.

    여기서 IL(humen interleukin)-6는 cytokine 일종으로 항세포증식작용, 항미생

물작용, 항종양작용 등 면역조절에 중요한 역할을 한다. 이러한 여러 기능을 가진 
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IL-6의 생산 조절이 잘못되어 과잉 생산되면 여러 가지 자기 면역질환과 염증성시

경 관절 질환을 유발하는 것으로 알려졌고 이에 관한 많은 연구가 보고되어져있

다.
(21-23)

    따라서 본 연구에서는 식나무뿌리의 CH2Cl2분획으로부터 triterpenoids 6종

(friedelane type 4종, oleanane type 1종, ursane type 1종) 과 sterols 1종을 분

리하였다. 성분 분리는 open column chromatography를 통하여 이루어졌고, 분광학

적 분석(NMR)에 의하여 구조가 분석되였고 문헌들과의 비교를 토대로 하여 구조가 

동정되였다. 분리한 Compound 1, 2, 4에 대해 MG-63 세포에서 IL-6의 유리정도(%)

를 검토한 결과 compound 2는 MG-63 세포로부터 IL-6의 유리가 현저히 감소하는 

것으로 나타났으며 Compound 2 에 대한 IL-6의 유리정도는  17.07±1.4 %로 나타

났다.
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Ⅱ. 실험

1. 실험재료

    실험에 이용된 식나무(Aucuba japonica Thunb.) 뿌리는 조선대학교 약학대학 

약초원에서 채취하여 전문가의 동정 과정을 거쳐 사용하였으며, 표본은 조선대학교 

약학대학 표본실에 보관 중이다.

2. 시약 및 기기

 2-1. 시약

  ① 용매

    추출 및 분획용 시약은 1급 시약을 사용하였으며, TLC와 chromatography용 시

약은 1급 또는 특급 시약을 사용하였다.

  

  ② Packing materials

    Column chromatography의 packing material로는 Kieselgel 60(63～200 ㎛, 

Art. 7734, Merck)와 Kieselgel 60(40-63 ㎛, Art. 9385, Merck), Lipophlic 

Sephadex LH-20(25-100 ㎛, Lot 81K1092, Sigma), LiChroprep RP-18(40-63 ㎛, 

L610400 138, Merck), MCI gel CHP20P(75-150 μ, Mitsubishi Chemical 

Corporation) 등을 사용하였다.

  ③ TLC

    Thin layer chromatography용 plate는 precoated silica gel 60 F254 

plate(layer thickness 0.25 ㎜, 20×20 ㎝. Art. 5715, Merck)와 precoated RP-18 

F254s plate(layer thickness 0.25 ㎜, 20×20 ㎝. Art. 5423, Merck)를 사용하였

다. prepartive thin layer chromatography (PTLC)용은 plate는 precoated silica 

gel 60 F254 plate(layer thickness 0.5 ㎜, 20×20 ㎝. Art. 5744, Merck)와 

precoated RP-18 F254s plate(layer thickness 1 ㎜, 20×20 ㎝. Art. 5434, Merck)

를 사용하였다. 
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  2-2. 기기

  실험에 사용한 기기는 다음과 같다.

  IR : JASCO FT/IR-300E (Jasco Co., Japan)

  UV : JASCO V-550 (Jasco Co., Japan)

  FAB-MS : JMS 700(JEOL)

  1
H-NMR : Varian Unity lnova 500 ㎒ and 300 ㎒

  13C-NMR : Varian Unity lnova 125 ㎒ and 75 ㎒

  Polarimeter : AUTOPOL
®
 Ⅳ automatic polarometer

               (Rudolph Research Flangers, NJ 07836)
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3. 화합물의 분리

 3-1. 추출 및 분리

    식나무(Aucuba japonica Thunb.)뿌리 1kg을 MeOH 9 ℓ 로 80℃ 에서 3시간씩 3

회에 걸쳐 진탕하면서 추출한 후 여과, 감압 농축하여 243.324g의 MeOH extract 를 

얻었다. 이를 증류수로 현탁하고 methylene chloride, ethylacetate(EtOAc), 

n-butanol (BuOH) 순서의 계통적 분획법으로 분획하였다. (scheme I).

 3-2. CH2Cl2 분획으로부터 compound의 분리

    식나무뿌리의 MeOH, CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH 및 H2O 분획에 대한 IL-6 유리 저해 

활성을 검색한 결과 CH2Cl2 분획에서 활성이 나타났다. 이를 바탕으로 식나무 뿌리

의 CH2Cl2 분획으로부터 위의 생리 활성을 가진 물질을 분리하고자 본 실험을 시작

하였다.

  CH2Cl2 fr. 5g을 silica gel 60을 이용하여 column chromatography를 실시하였다. 

처음 사용한 전개용매는 Hexane: Ethylacetate=100:1~1:1 MeOH 순으로 극성을 높여 

주면서 용출시키고 각각의 분획들은 TLC pattern에 따라 유사한 것들을 합쳐 22개

의 sub-fr.을 얻었다.(scheme Ⅱ) 

  더 많은 화합물을 얻기 위하여 CH2Cl2 fr. 5g을 Hexane, Ethylacetate 용매 비율

을 조절하며 silica gel 60 을 이용한 open column chromatography를 실시하여 5개

의 소분획을 얻었다(scheme Ⅲ).
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SchemeⅠ. Extraction and fractionation of the MeOH extract from 

Aucuba japonica Thunb.

Scheme Ⅱ. Isolation of compounds 1-4 from CH2Cl2 extract of 

Aucuba japonica Thunb.
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Scheme Ⅲ. Isolation of compounds 5-7 from CH2Cl2 extract of 

Aucuba japonica Thunb.
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  3-2-1. Compound 1의 분리

    Subfraction D-2(64.9㎎)를 Hexane : Ethyl acetate (50 : 1 → 1 : 1) 용매조

건으로 Silica gel 60 (40-63 mesh)을 이용하여 open column chromatography를 실

시하였다. 각각의 silica gel 60 F254, RP-18 F254 TLC pattern으로 확인하여 

compound1(63mg)을 얻었다. Compound 1은 UV단파장(245 ㎚)에서 약간의 흡수를 였

다. 10% 황산용액으로 발색 하였을 경우 옅은 주황색을 나타낸다.

Compound 1

Colorless needles

Molecular formula : C30H50O

Molecular weight : 426

MP : 267-269 ℃

EIMS m/z (% rel. int.) 426[M]+(15), 411 (10), 341 (13), 302 (27), 273 (100)

[α]D
25 : -75.8° (CHCl3)

UV λmax (MeOH) nm : 333

IR vmax (KBr) cm
-1 : 2932, 2862, 1714, 1454, 1389, 1223, 1180, 1040     

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ :

2.39(1H, ddd, J=14.0, 5.3, 2.0 Hz, H-2α), 2.30(1H, m, H-2β), 2.25(1H, 

m, H-4), 1.97(1H, m, H-1a), 1.75(1H, m, H-6a), 1.68(1H, dd, J=12.0, 5.2 

Hz, H-1β), 1.22(1H, m, H-19), 1.18(3H, s, CH3-28), 1.05(3H, s, CH3-27), 

1.01(3H, s, CH3-26), 1.00(3H, s, CH3-30), 0.95(3H, s, CH3-29), 0.89(3H, 

d, J=6.8 Hz, CH3-23), 0.87(3H, s, CH3-25), 0.72(3H, s, CH3-24).

13
C-NMR(125 MHz, CDCl3) δ :

213.1(s, C-3), 59.4(d, C-10), 58.2(d, C-4), 53.0(d, C-8), 42.7(d, 

C-18), 42.1(s, C-5), 41.5(t, C-2), 41.2(t, C-6), 39.6(s, C-13), 39.2(t, 

C-22), 38.2(s, C-14), 37.4(s, C-9), 36.0(t, C-16), 35.6(t, C-11), 

35.3(t, C-19), 35.0(q, C-29), 32.7(t, C-21), 32.4(t, C-15), 32.0(q, 

C-28), 31.8(q, C-30), 30.5(t, C-12), 29.9(s, C-17), 28.1(s, C-20), 

22.2(t, C-1), 20.2(s, C-26), 18.6(q, C-27), 18.2(t, C-7), 17.9(q, 

C-25), 14.6(q, C-24), 6.8(q, C-23).
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  3-2-2. Compound 2, 3의 분리

    Subfraction D-8(59.1㎎)을 Hexane : Ethyl acetate (30 : 1 → 1:1) 용매조건

으로 Silica gel 60 (40-63 mesh)을 이용하여 open column chromatography를 실시

하였다. 각각의 silica gel 60 F254, RP-18 F254 TLC pattern으로 확인하여 분리된 

정도에 따라 10개의 분획으로 나누었다.

    분획들 중 D-8-4(17㎎)을 90% MeOH을 용매조건으로 하여 Sephadex LH-20을 이

용한 Column chromatography를 실시하여 compound 2(10㎎)을 얻었다. 이 화합물 UV

단파장(245 ㎚)에서 약간의 흡수를 보였다. 10% 황산용액으로 발색 시 주황색으로 

나타난다.

    분획들 중 D-8-8(81mg)을 90% MeOH을 용매조건으로 하여 MCI gel을 이용한 

Column chromatography를 실시하여 compound 3(13mg)을 얻었다. 이 화합물 UV단파

장(245 ㎚)과 장파장(365㎚)에서 모두 흡수를 보이지 않는다. 10% 황산용액으로 발

색 시 분홍색으로 나타난다.

Compound 2

Colorless needles

Molecular formula : C30H50O2

Molecular weight : 442

MP : 254 ℃

[α]D
25 : -7.4° (CHCl3)   

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ :

3.82(1H, ddd, J=11, 3.5, 1 Hz, H-3), 2.53(1H, dd, J=13.8, 3 Hz, H-1α), 

2.40(1H, ddd, J=13.5, 14, 1 Hz, H-1β), 1.85(1H, dt, J=13, 3 Hz, H-6

α), 1.17(3H, s, CH3-28), 1.05(3H, d, J=6.5 Hz, CH3-23), 1.03(3H, s, 

CH3-24), 1.01(3H, s, CH3-26), 0.99(3H, s, CH3-29), 0.98(3H, s, CH3-27), 

0.94(3H, s, CH3-30), 0.89(3H, s, CH3-25). 

13C-NMR(125 MHz, CDCl3) δ :

211.9(s, C-2), 77.0(d, C-3), 60.4(d, C-10), 54.5(d, C-4), 53.1(d, C-8), 
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42.7(d, C-18), 40.6(t, C-6), 39.6(s, C-13), 39.2(t, C-22), 38.3(s, 

C-14), 38.1(s, C-5), 37.6(s, C-9), 36.1(t, C-1), 35.9(t, C-16), 35.3(t, 

C-19), 35.0(q, C-30), 35.0(t, C-11), 32.7(t, C-21), 32.3(t, C-15), 

32.1(q, C-28), 31.7(q, C-29), 30.3(t, C-12), 30.0(s, C-17), 28.1(s, 

C-20), 20.2(q, C-26), 18.6(q, C-27), 17.6(t, C-7), 17.4(q, C-25), 

14.1(q, C-24), 10.8(q, C-23).

Compound 3

Colorless needles

Molecular formula : C29H50O

Molecular weight : 414

MP : 136-137℃

[α]D
25 : -35° (CHCl3)    

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ :

0.68(3H, s, CH3-18), 0.81, 0.83(3H each, d, J=6.6 Hz, CH3-26,27), 

0.86(3H, t, J=7.2 Hz, CH3-29), 0.92(3H, d, J=6.6 Hz, CH3-21), 1.01(3H, 

s, CH3-19), 3.52(1H, m, H-3), 5.35(1H, br d, J=5.1, H-6).

13C-NMR(125 MHz, CDCl3) δ :

140.7(s, C-5), 121.7(d, C-6), 71.8(d, C-3), 56.7(d, C-14), 56.0(d, 

C-17), 50.1(d, C-9), 45.8(d, C-24), 39.7(t, C-12), 42.3(t, C-4, d, 

C-13), 37.2(t, C-1), 36.5(t, C-10), 36.1(d, C-20), 33.9(t, C-22), 

31.9(t, C-7, d, C-8), 31.6(t, C-2), 29.1(d, C-25), 28.2(t, C-16), 

26.0(t, C-23), 24.3(d, C-15), 23.0(t, C-28), 21,0(t, C-11), 19.8(q, 

C-27), 19.4(q, C-19), 19.0(q, C-26), 18.8(q, C-21), 12.0(t, C-29), 

11.8(q, C-18).

  3-2-3 Compound 4의 분리

    Subfraction D-9(180㎎)를 Hexane : Ethyl acetate (30 : 1 → 1:1) 용매조건

으로 Silica gel 60 (40-63 mesh)을 이용하여 open column chromatography를 실시
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하였다. 각각의 silica gel 60 F254, RP-18 F254 TLC pattern으로 확인하여 분리된 

정도에 따라 10개의 분획으로 나누었다. 그 중D-9-7 분획을 90% MeOH을 용매조건으

로 하여 MCI gel을 이용한 Column chromatography를 실시하여 compound 3(13mg)을 

얻었다. 이 화합물 UV단파장(245 ㎚)과 장파장(365㎚)에서 모두 흡수를 보이지 않

는다. 10% 황산용액으로 발색 시 갈색으로 나타난다.

Compound 4

Colorless needles

Molecular formula : C30H50O2

Molecular weight : 442

MP : 282-283 ℃

[α]D
25 : -28.2° (CHCl3)     

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ :

3.63(2H, s, CH2OH-28), 2.39(1H, ddd, J=13.5, 5, 2 Hz, H-2α), 2.30(1H, 

m, H-2β), 2.25(1H, m, H-4), 1.13(3H, s, CH3-26), 0.99(3H, s, CH3-30), 

0.98(3H, s, CH3-29), 0.91(3H, s, CH3-27), 0.88(3H, d, J=6.5 Hz, CH3-23), 

0.87(3H, s, CH3-25), 0.72(3H, s, CH3-24);

13C-NMR(125 MHz, CDCl3) δ :

213.2(s, C-3), 68.0 (t, C-28), 59.5(d, C-10), 58.2(d, C-4), 52.5(d, 

C-8), 42.1(s, C-5), 41.5(t, C-2), 41.2(t, C-6), 39.4(s, C-13), 39.3(d, 

C-18), 38.1(s, C-14), 37.4(s, C-9), 35.4(t, C-11), 35.1(s, C-17), 

34.5(t, C-19), 34.2(q, C-30), 33.3(t, C-22), 32.8(q, C-29), 31.4(t, 

C-21), 31.2(t, C-15), 30.1(t, C-12), 29.1(t, C-16), 28.1(s, C-20), 

22.2(t, C-1), 19.2(q, C-26), 19.1(q, C-27), 18.2(t, C-7), 18.1(q, 

C-25), 14.6(q, C-24), 6.8(q, C-23). 

  

  3-2-4 Compound 5의 분리

    Subfraction C-2(286㎎)을 Hexane : Ethyl acetate (20 : 1 → 1:1) 용매조건

으로 Silica gel 60 (40-63 mesh)을 이용하여 open column chromatography를 실시
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하였다. 각각의 silica gel 60 F254, RP-18 F254 TLC pattern으로 확인하여 분리된 

정도에 따라 5개의 분획으로 나누었다. 그중 C-2-2(68.54mg)을 Hexane : Ethyl 

acetate (10 : 1)를 전개 용매로 Silica gel 60 (40-63 mesh)을 이용하여 open 

column chromatography를 실시하고 100% methylene chloride를 전개용매로 Silica 

gel 60 (40-63 mesh)으로 정제하여 compound 5를 얻었다. 이 화합물 UV단파장(245 

㎚)과 장파장(365㎚)에서 모두 흡수를 보이지 않는다. 10% 황산용액으로 발색 시 

빨간색으로 나타난다.

Compound 5

Colorless needles

Molecular formula : C32H50O3

Molecular weight : 482

MP : 225 ℃

[α]D
25 : +59.0° (CHCl3)     

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ :

9.40(1H, s, -CHO, H-28), 5.34(1H, t, J=3.5 Hz, -C=CHCH2-, H-12), 

4.49(1H, dd, J=7.5, 8.5 Hz, -CH(COCH3)CH2-, H-3), 2.63(1H, br dd, J=4.5, 

13.5 Hz, -CHCH2CH=), 2.05(3H, s, COCH3-3), 1.13(3H, s, CH3-27), 0.93(3H, 

s, CH3-25), 0.92(3H, s, CH3-29), 0.91(3H, s, CH3-30), 0.86(3H, s, 

CH3-24), 0.74(3H, s, CH3-26).

13C-NMR(125 MHz, CDCl3) δ :

207.5(d, C-28), 171.0(s, OCOMe), 143.0(s, C-13), 123.1(s, C-12), 

80.9(d, C-3), 55.3(d, C-5), 49.1(s, C-17), 47.5(d, C-9), 45.5(s, C-13), 

41.7(d, C-18), 40.4(s, C-14), 39.6(s, C-8), 38.1(t, C-1), 37.7(s, C-4), 

36.9(s, C-10), 33.1(t, C-21), 33.1(q, C-29), 32.7(t, C-7), 30.6(s, 

C-20), 28.0(q, C-23), 27.7(t, C-12), 26.7(t, C-15), 25.5(q, C-27), 

23.5(t, C-2), 23.4(t, C-11; q, C-30), 22.1(t, C-16), 21.3(q, OCOMe), 

18.2(t, C-6), 17.0(q, C-26), 16.7(q, C-24), 15.4(q, C-25).
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  3-2-5 Compound 6의 분리

    Subfraction C-5(252㎎)를 chloroform : MeOH(100%C → 100%MeOH) 용매조건으

로 Silica gel 60 (40-63 mesh)을 이용하여 open column chromatography를 실시하

였다. 각각의 silica gel 60 F254, RP-18 F254 TLC pattern으로 확인하여 분리된 정

도에 따라 5개의 분획으로 나누었다. 그중 C-5-3(28.01mg)을 Hexane : Ethyl 

acetate : MeOH (5 : 1 :0.1)을 전개 용매로 Silica gel 60 (40-63 mesh)을 이용하

여 open column chromatography를 실시하고 chloroform : MeOH(50:1)을 전개용매로 

Silica gel 60 (40-63 mesh)으로 정제하여 compound 6을 얻었다. 이 화합물 UV단파

장(245 ㎚)과 장파장(365㎚)에서 모두 흡수를 보이지 않는다. 10% 황산용액으로 발

색 시 분홍색으로 나타난다.

Compound 6

White amorphous powder

Molecular formula : C30H48O3

Molecular weight : 456

MP : 288-289 ℃

EI-MS m/z 456 [M]+

IR vmax (KBr) cm
-1 : 3440, 2920, 1690, 1379, 1030    

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ :

5.5521(1H, pseudo-t, J=3.5Hz, H-12), 3.487(1H, dd, J=6.4Hz, 9.4Hz, 

H-3), 2.668(1H, d, J=11.5Hz, H-18), 2.356(1H, ddd, J=3.8, 5.7, 10.8Hz, 

H-11b), 2.149(1H, ddd, J=4.1, 13.6, 14.1, H-15a), 1.274(3H, s, H-27), 

1.254(3H, s, H-23), 1.084(3H, s, H-25), 1.052(3H, s, H-26), 1.028(3H, 

d, J=6, H-29), 0.976(3H, d, J=6.5Hz, H-30), 0.913(3H, s, H-24).

13C-NMR(125 MHz, CDCl3) δ :

180.3(s, C-28), 139.6(s, C-13), 126.0(d, C-12), 78.5(d, C-3), 56.2(d, 

C-5), 53.9(d, C-18), 48.4(s, C-9), 48.4(s, C-17), 42.9(s, C-14), 

40.3(s, C-8), 39.9(s, C-4), 39.8(d, C-19), 39.8(d, C-20), 39.4(t, C-1), 

37.8(t, C-22), 37.7(s, C-10), 33.9(t, C-7), 31.4(t, C-21), 29.2(q, 
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C-23), 29.2(t, C-15), 28.5(t, C-2), 25.3(t, C-16), 24.3(q, C-29), 

24.0(t, C-11), 21.8(q, C-30), 19.2(t, C-6), 17.9(q, C-29), 17.8(q, 

C-26), 17.0(q, C-24), 16.1(q, C-25).

  3-2-6 Compound 7의 분리

    Subfraction C-6(1438㎎)을 Hexane : Ethyl acetate (20 : 1 → 1:1) 용매조건

으로 Silica gel 60 (40-63 mesh)을 이용하여 open column chromatography를 실시

하였다. 각각의 silica gel 60 F254, RP-18 F254 TLC pattern으로 확인하여 분리된 

정도에 따라 5개의 분획으로 나누었다. 그중 C-6-2(68.54mg)을 Hexane : Ethyl 

acetate (100 : 1-1:1)를 전개 용매로 Silica gel 60 (40-63 mesh)을 이용하여 

open column chromatography를 실시하고 chloroform : MeOH(50:1)을 전개용매로 

Silica gel 60 (40-63 mesh)으로 정제하여 compound 7을 얻었다. 이 화합물 UV단파

장(245 ㎚)과 장파장(365㎚)에서 모두 흡수를 보이지 않는다. 10% 황산용액으로 발

색 시 갈색으로 나타난다.

Compound 7

Colorless needles

Molecular formula : C30H52O2

Molecular weight : 444

MP : 283-284.5 ℃

EI-MS m/z 444 [M]+

IR vmax (KBr) cm
-1 : 3460(br OH), 2924, 1520, 1380, 1350, 1050, 1040, 1020  

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ :

3.544(2-H, m), 3.984(3-H, m), 1.18(3H, s, CH3-28), 1.01(3H, s, CH3-26), 

0.99(3H, s, CH3-27), 0.99(3H, s, CH3-30), 0.95(3H, s, CH3-29), 0.94(3H, 

d, J=6.8 Hz, CH3-23), 0.94(3H, s, CH3-24), 0.85(3H, s, CH3-25).

13C-NMR(125 MHz, CDCl3) δ :

76.5(d, C-3), 71.4(d, C-2), 53.2(d, C-10), 52.242(d, C-8), 43.6(d, 

C-4), 42.8(d, C-18), 41.3(t, C-6), 39.7(s, C-13), 39.3(t, C-19), 
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38.4(s, C-14), 37.8(s, C-5), 36.5(s, C-9), 36.0(t, C-16), 35.5(t, 

C-11), 35.3(t, C-19), 35.0(q, C-30), 32.8(t, C-21), 32.3(t, C-15), 

32.1(q, C-28), 31.8(q, C-29), 30.6(t, C-12), 30.0(s, C-17), 28.2(s, 

C-20), 23.9(t, C-1), 20.1(q, C-27), 18.7(q, C-26), 18.1(q, C-25), 

17.5(t, C-7), 15.9(q, C-24), 10.9(q, C-23).

4. 생리활성

 4-1. MG-63 cell line에서 IL-6의 유리 확인

    세포주는 10% FBS (fetal bovine serum)가 포함된 DMEM (Eulbecco's Modified 

Eagle Medium) 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 culture dish에 증식

시킨 MG-63 세포를 24-well plate에 적정수의 세포(3×104)를 500 ㎕씩 접종한 후 

하루 동안 incubation하고 배지를 교체하였다. 여기에 TNF(Tumor Necrosis 

Factor)-α와 SRB assay를 통해 얻은 세포독성이 없는 농도의 sample을 처리한 후 

37℃ incubator에서 배양한 후 24시간과 48시간 뒤 각각 70 ㎕씩 배지를 채취하여 

냉동 보관한다. 96-well plate에 l차 anti-body 100 ㎕(anti-human IL-6 2 ㎍/㎖ 

in 0.1 M NaHCO3)를 넣은 후 4℃에서 overnight하여 1차 anti-body가 96 well 

plate에 부착되도록 하였다. 결합되지 않은 1차 anti-body를 씻어내기 위해 

washing solution [0.05% Tween 20 in (PBS) phosphate buffered saline] 100 ㎕로 

3번 씻어낸 후 blocking solution (3% bovine serum albumin (BSA) in PBS) 200 ㎕

를 처리하고 실온에서 2시간 동안 방치한 후 washing solution 200 ㎕로 2번 씻어

낸다. 위에서 24시간 후와 48시간 후에 채취한 배양액 50 ㎕와 blocking solution 

50 ㎕를 넣어 실온에서 4시간 또는 4℃에서 overnight하여 1차 anti-body와 결합하

도록 하였다. 100 ㎕의 washing solution으로 4번 세척한 후 100 ㎕의 2차 

anti-body (biotin conjugated rat anti-human IL-6 1 ㎍/㎖ in blocking 

solution)를 첨가 하여 45분 동안 결합시킨 뒤 결합되지 않은 2차 anti-body를 100 

㎕의 washing solution으로 6번 세척하여 씻어낸다. 100 ㎕의 Streptavidin HRP 

(0.1% BSA, 0.05% Tween 20 in tris buffered saline, pH 7.3)를 첨가하여 20분 동

안 결합시킨 뒤 washing solution으로 6번 세척한다. TMB (Tetra Methyl 

Benzidine) 100 ㎕를 넣어 발색시킨 즉시 micro plate reader를 사용하여 450 ㎚ 

파장에서 흡광도를 측정하였다. 1% DMSO와 TNF-α(15 ng/㎖)가 들어갔을 때 hIL-6
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의 유리정도(%)를 control로 하였으며 실험의 표준물질로는 dexamethasone을 사용

하였다. IL-6의 유리, 확인은 control에 대한 상대적인 퍼센트 즉, (rate of 

sample reaction/rate of control)× 100으로 표시하였다.
(24,25)
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. Compound 1의 구조

    Compound 1은 무색의 침상결정 화합물로서 10% 황산용액에 의하여 주황색으로  

발색된다. IR spectrum은  2862 cm-1에서 CH, 1714 cm-1에서 C=O, 1454 cm-1에서 

CH2, 1389 cm
-1
에서 CH3 존재를 각각 추정할 수 있었으며, 

1
H-NMR data을 보면 δ 

0.72(3H), 0.87 (3H), 0.95 (3H), 1.00 (3H), 1.01(3H), 1.04 (3H), 1.18 (3H)에서 

7개의 angular methyl기가 singlet로, δ 0.89 (3H) 에서 1개의 secondary methyl

기가 doublet (J=6.8 Hz)로 나타나고 있다. 또한 13C-NMR에서 30개의 carbon signal

이 나타나고 있는 것으로 보아 triterpenoid 계열의 화합물임을 예상할 수 있었으

며, 특히 δ 6.8에서 friedelane triterpenoid 계열에 전형적으로 존재하는 C-4에 

연결된 methyl기의 존재와  δ 213.4에서 carbonyl group의 존재를 확인하였다. 

    HMBC로부터 H3-23(δH 0.89)과 C-3(δC 213.1, s), C-4(δC 58.2, d), C-5(δC 

42.1, s)사이; H3-24(δH 0.72)와 C-4(δC 58.2, d), C-5(δC 42.1, s), C-6(δC 

41.2, t), C-10(δC 59.4, d)사이; H3-25(δH 0.87)와 C-8(δC 53.0, d), C-9(δC 

37.4, s), C-10(δC 59.4, d), C-11(δC 35.6, t)사이; H3-26(δH 1.01)과 C-8(δC 

53.0, d), C-13(δC 39.6, s), C-14(δC 38.2, s), C-15(δC 32.4, t)사이; H3-27

(δH 1.05)과 C-12(δC 30.5, t), C-13(δC 39.6, s), C-18(δC 42.7, d)사이; 

H3-28(δH 1.18)과 C-16(δC 36.0, t), C-17(δC 29.9, s), C-22(δC 39.2, t)사이; 

H3-29(δH 0.95)과 C-19(δC 35.3, t), C-20(δC 28.1, s), C-30(δC 31.8, q)사이; 

H3-30(δH 1.00)과 C-19(δC 35.3, t), C-20(δC 28.1, s), C-30(δC 31.8, q)사이의 

cross peak를 관찰할수 있었으며 EIMS에서는 분자이온이 m/z 426에서 나타났다. 이

와 같은 모든 data를 종합하여 기존에 보고된 문헌치(4-7) 와 비교하여 friedelin으

로 동정하였다.

2. Compound 2의 구조

    Compound 2은 무색의 침상결정 화합물로서 10% 황산용액에 의하여 주황색으로  

발색된다. 1H-NMR data을 보면 δ 0.89 (3H), 0.94 (3H), 0.98 (3H), 0.99 (3H), 

1.01(3H), 1.03 (3H), 1.17 (3H)에서 7개의 angular methyl기가 singlet로, δ 

1.05 (3H) 에서 1개의 secondary methyl기가 doublet (J=6.5 Hz)로 나타나고 있다. 
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또한 
13
C-NMR에서 30개의 carbon signal이 나타나고 있는 것으로 보아 triterpenoid 

계열의 화합물임을 예상할 수 있었으며, 특히 δ 77.0에서 hydroxyl group의 존재

와  δ 211.9에서 carbonyl group의 존재를 확인하였다. 

    HMBC로부터 C-2(δC 211.9, s)와 H-1α(δH 2.40), H-1β(δH 2.53), H-10(δH 

1.32)사이; H3-23(δH 1.05)과 C-3(δC 77.0, s), C-4(δC 54.5, d)사이; H3-24(δH 

1.03)와 C-4(δC 54.5, d), C-5(δC 42.1, s), C-6(δC 41.2, t), C-10(δC 59.4, 

d)사이; H3-25(δH 0.89)와 C-8(δC 53.0, d), C-9(δC 37.4, s), C-10(δC 59.4, 

d), C-11(δC 35.6, t)사이; H3-26(δH 1.01)과 C-8(δC 53.0, d), C-13(δC 39.6, 

s), C-14(δC 38.2, s), C-15(δC 32.4, t)사이; H3-27(δH 0.98)과 C-12(δC 30.5, 

t), C-13(δC 39.6, s), C-18(δC 42.7, d)사이; H3-28(δH 1.17)과 C-16(δC 36.0, 

t), C-17(δC 29.9, s), C-22(δC 39.2, t)사이; H3-29(δH 0.99)과 C-19(δC 35.3, 

t), C-20(δC 28.1, s), C-30(δC 31.8, q)사이; H3-30(δH 0.94)과 C-19(δC 35.3, 

t), C-20(δC 28.1, s), C-30(δC 31.8, q)사이의 cross peak를 관찰할수 있었으며 

EIMS에서는 분자이온이 m/z 442에서 나타났다. 이와 같은 모든 data를 종합하여 기

존에 보고된 문헌치(8,9) 와 비교하여 3α-hydroxy-2-friedelanone으로 동정하였다.

  

3. Compound 3의 구조

    Compound 3은 백색의 분말상태의 화합물로서 10% 황산용액에 의하여 분홍색으

로  발색된다. 1H-NMR data을 보면 δ 0.85(3H), 0.94 (3H)에 각각 H-18, 19에 기

인하는 methyl group peak가 나타났고 , δ 0.85(3H)에 H-21에 기인하는 methyl 

group peak가 J=6.6 Hz의 doublet로 관찰되었다. 또한 13C-NMR에서 29개의 carbon 

signal이 나타나고 있는 것으로 보아 sterol 계열의 화합물임을 예상할 수 있었으

며, 특히 δ 71.4에서 hydroxyl group의 존재를 확인 하였으며 δ 121.7과 δ 

140.7로부터 C-5와 C-6사이 이중결합의 존재를 확인하였다. EIMS에서는 분자이온이 

m/z 414에서 나타났다. 이와 같은 모든 data를 종합하여 기존에 보고된 문헌치(4, 

10, 11) 와 비교하여 β-sitosterol로 확인 동정하였다. 

4. Compound 4의 구조

    Compound 4는 무색의 침상결정 화합물로서 10% 황산용액에 의하여 갈색으로  

발색된다. 1H-NMR data을 보면 δ 0.72 (3H), 0.87 (3H), 0.91 (3H), 0.98 (3H), 
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0.99(3H), 1.13 (3H), 에서 6개의 angular methyl기가 singlet로, δ 0.88 (3H) 에

서 1개의 secondary methyl기가 doublet (J=6.5 Hz)로 나타나고 있었으며 angular 

methyl기가 하나 적어진 대신 δ3.63에서 singlet으로 나타나는 peak로부터 하나의 

angular methyl기가 하나의 hydroxyl group과 결합하여 -CH2OH로 변화 했을 수 있

다. 또한 
13
C-NMR에서 30개의 carbon signal이 나타나고 있는 것으로 보아 

triterpenoid 계열의 화합물임을 예상할 수 있었으며, 특히 δ 68.0에서 methylene

에 연결된 hydroxyl group의 존재와 δ 213.2에서 carbonyl group의 존재를 확인하

였다. 

    HMBC로부터 H3-23(δH 0.88)과 C-3(δC 213.2, s), C-4(δC 58.2, d), C-5(δC 

42.1, s)사이; H3-24(δH 0.72)와 C-4(δC 58.2, d), C-5(δC 42.1, s), C-6(δC 

41.2, t), C-10(δC 59.5, d)사이; H3-25(δH 0.87)와 C-8(δC 52.5, d), C-9(δC 

37.4, s), C-10(δC 59.5, d), C-11(δC 35.4, t)사이; H3-26(δH 1.13)과 C-8(δC 

52.5, d), C-13(δC 39.4, s), C-14(δC 38.1, s), C-15(δC 31.2, t)사이; H3-27

(δH 0.91)과 C-12(δC 30.1, t), C-13(δC 39.4, s), C-18(δC 39.3, d)사이; 

H3-29(δH 0.98)과 C-19(δC 34.5, t), C-20(δC 28.1, s), C-30(δC 34.2, q)사이; 

H3-30(δH 0.99)과 C-19(δC 34.5, t), C-20(δC 28.1, s), C-29(δC 32.8, q)사이의 

cross peak를 관찰할 수 있었으며, 특히 H2-28(δH 3.63)과 C-16(δC 29.1, q), 

C-17(δC 35.1, q), C-18(δC 39.3, q)사이의 cross peak로부터 -CH2OH 위치를 확정

할 수 있었다. EIMS에서는 분자이온이 m/z 442에서 나타났다. 이와 같은 모든 data

를 종합하여 기존에 보고된 문헌치(5-7, 12, 13) 와 비교하여 Canophyllol로 동정하였

다.  

5. Compound 5의 구조

    Compound 5는 무색의 침상결정 화합물로서 10% 황산용액에 의하여 빨간색으로  

발색된다.  1H-NMR에서 9.40 ppm aldehyde가 검출되었고, 4.49 ppm에서 3번 위치의  

proton이 double doublets으로 나타났으며, 이와 같은 3번 proton의 저자장 shift

는 acetyl기가 연결되어 있음을 시사해 주고 있다. angular methyl기를 보면 

0.74ppm의 singlet은 H3-26, 0.85 ppm의 것은 H3-23, 0.86 ppm의 것은 H3-24, 0.91 

ppm의 것은 H3-30, 0.92 ppm의 것은 H3-29, 0.93 ppm의 것은 H3-25, 그리고 1.13 

ppm의 것은 H3-27으로 추정되었다. 13C-NMR에서 두 개의 acetate의 탄소를 제외하고 
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30개의 carbon signal이 나타나고 있는 것으로 보아 triterpenoid 계열의 화합물임

을 예상할 수 있었다. 특히 δ 171.0에서 acetyl group의 존재와 δ 207.5에서 

aldehyde group의 존재를 확인하였으며 δ 123.1과 δ 143.0으로부터 C-12와 C-13

사이 이중결합의 존재를 확인하였다. 

    HMBC로부터 -OCOMe(δC 29.1, s)와 H-3(δH 4.49), H3-23(δH 0.85), H3-24(δH 

0.86)사이; H-28(δH 9.40)과 C-17(δC 49.1, s), C-18(δC 41.7, d)의 cross peak

로부터 -OCOMe, -CHO 위치를 확정할 수 있었다. EIMS에서는 분자이온이 m/z 442에

서 나타났다. 이와 같은 모든 data를 종합하여 기존에 보고된 문헌치(14-16)와 비교

하여 Oleanolic aldehyde acetate로 동정하였다. 

6. Compound 6의 구조

    Compound 6는 백색의 무정형분말 화합물로서 10% 황산용액에 의하여 분홍색으

로  발색된다. IR spectrum은 3460 cm-1에서 OH, 2920 cm-1에서 CH, 1690 cm-1에서 

C=C, 1379 cm-1에서 CH3 존재를 각각 추정할 수 있었으며, 1H-NMR data을 보면 δ 

0.91 (3H), 1.05 (3H), 1.08 (3H), 1.25 (3H), 1.27 (3H), 에서 5개의 angular 

methyl기가 singlet로, δ 0.98 (3H)과 1.03 (3H)에서 2개의 secondary methyl기가 

doublet (J=6.5 Hz)로 나타나고 있었다. 또한 13C-NMR에서 30개의 carbon signal이 

나타나고 있는 것으로 보아 ursane 계열의triterpenoid  화합물임을 예상할 수 있

었으며, 특히 δ 78.5에서 hydroxyl group의 존재와 δ 180.3에서 carboxyl group

의 존재를 확인하였으며 δ 126.0과 δ 139.6으로부터 C-12와 C-13사이 이중결합의 

존재를 확인하였다. EIMS에서는 분자이온이 m/z 456에서 나타났다. 이와 같은 모든 

data를 종합하여 기존에 보고된 문헌치(17, 18)와 비교하여 Ursolic acid로 확인 동

정하였다. 

  

7. Compound 7의 구조

    Compound 7은 무색의 침상결정 화합물로서 10% 황산용액에 의하여 갈색으로  

발색된다. IR spectrum은 3460(br) cm-1에서 OH, 2924 cm-1에서 CH, 1520 cm-1에서 

CH2, 1380 cm
-1에서 CH3 존재를 각각 추정할 수 있었으며, 1H-NMR data을 보면 δ 

0.85(3H), 0.94 (3H), 0.95 (3H), 0.99 (3H), 0.99(3H), 1.01 (3H), 1.18 (3H)에서 

7개의 angular methyl기가 singlet로, δ 0.94 (3H) 에서 1개의 secondary methyl
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기가 doublet (J=7.0 Hz)로 나타나고 있다. 또한 
13
C-NMR에서 30개의 carbon signal

이 나타나고 있는 것으로 보아 triterpenoid 계열의 화합물임을 예상할 수 있었으

며, 특히 δ 76.5와 71.4에서 두 개의 hydroxyl group의 존재를 확인 하였으며 

EIMS에서는 분자이온이 m/z 444에서 나타났다. 이와 같은 모든 data를 종합하여 기

존에 보고된 문헌치
(19, 20)

와 비교하여 pachysandiol A로 확인 동정하였다.
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Fig. 1. Structures of  compounds 1-7 isolated from 

Aucuba japonica Thunb.
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Fig. 2.  Selected 1H-13C long-range correlations 

         in HMBC spectrum of compound 1

Fig. 3.  Selected 1H-13C long-range correlations 

         in HMBC spectrum of compound 2



- 24 -

O

CH2OH

H3C CH3

H3COCO

CHO

Fig. 4.  Selected 1H-13C long-range correlations 
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         in HMBC spectrum of compound 5
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Treatment IL-6(pg/ml) Inhibition (%)

None 10.6±1.5 -

TNF-α 252.3±17.1 -

Compound 1, ㎍

25 260.6±20.3 -

50 242.9±15.8 2.94*

100 218.6±18.2 9.42*

Compound 2, ㎍

25 220.3±14.2 7.44

50 149.6±10.8 40.4*

100 70.8±6.2 82.93**

Compound 4, ㎍

25 256.6±15.3 -

50 249.6±21.3 0.42

100 254.6±12.3 -

8. 생리활성 결과

 8-1.MG-63에서 hIL-6의 유리 확인

    Compound 1, 2, 4에 대해 MG-63 세포에서 IL-6의 유리정도(%)를 검토하였다. 

그 결과 compound 2는 MG-63 세포로부터 IL-6의 유리가 현저히 감소하는 것으로 

나타났다. Compound 2 에 대한 IL-6의 유리정도는  17.07±1.4 %로 나타났

다.(Table 1. Fig. 6.)

MG-63(1×104) were pre-incubated with compounds for 30min and then stimulated 

with TNF-α(15ng/ml) for 24h. IL-6 in the supermatant was measured by ELISA. 

Results are expressed as the mean±S.E. from three sepeate experiments *P<0.05 

compared with TNF-α treated Value.

Table 1. Effect of compounds on IL-6 secretion from TNF-α stimulated MG-63.



- 26 -

Fig. 6. Effect of compounds on IL-6 secretion from TNF-α stimulated MG-63.
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Ⅳ. 결  론

    식나무(Aucuba japonica Thunb.)는 층층나무과(Cormaceae)에 속하는 늘푸른떨

기나무로서 제주도, 울룽도, 전남, 경남의 산의 낮은 지대에서 자라며, 일본에 분

포한다.

    성분에 관한 연구를 보면 지금까지 식나무에 대한 연구는 잎에 대한 성분만 진

행되였으며 aucubin, aucubigenin 등 화합물이 이미 보고되었다. 식나무 뿌리에 대

한 연구는 이루어지지 않은 것으로 조사되어 식나무 뿌리에 존재하는 식물화학적 

성분을 탐색하기 위하여 본 실험을 진행하였다.

    식나무(Aucuba japonica Thunb.) 뿌리 CH2Cl2 분획은 Silica gel, Sephadex 

LH-20, MCI gel을 이용한 column chromatography를 반복 실행하여 triterpenoids 6

종(friedelane type 4종, oleanane type 1종, ursane type 1종) 과 sterols 1종을 

분리하였다. 분리된 화합물은 분광학적 분석방법과 화학적 기기분석, 및 표품, 그

리고 문헌과의 비교를 토대로 하여 그 화학구조를 확인, 동정할수 있었다. 이 화합

물들은 friedelin (1), 3α-hydroxy-2-friedelanone (2), β-sitosterol (3) 

canophyllol (4), oleanolic aldehyde acetate (5), ursolic acid (6), 

pachysandiol A (7) 로 각각 확인 동정하였다. 모든 화합물은 모두 식나무에서 처

음 분리된 화합물들이다.

    식나무 뿌리의 CH2Cl2 분획으로부터 분리한 화합물을 세포독성이 없는 농도에서 

TNF-α에 의해 유도된 IL-6의 억제작용을 알아보고자 하여 MG-63 세포주를 이용한 

IL-6의 유리, 억제 실험을 실시한 결과 compound 2은 IL-6이 유리를 억제하는 것으

로 확인되었다. 따라서 compound 2은 염증 반응 및 IL-6의 과다 발현으로 인한 질

병을 개선시키는 효과가 있을 것으로 판단된다.
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