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고욤나무 잎으로부터 활성유도 분획법에 의한 

α-Glucosidase 저해물질 분리 및 확인
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Abstract − To establish the anti-diabetic(α-glucosidase inhibitory) activity of D. lotus leaf extract, isolate and identify the con-

stituents responsible for the activity. The methanolic extract of leaves was partitioned between water, n-butanol and ethyl ace-

tate. Bio-assay guided fractionation, based on inhibition of α-glucosidase, allowed isolation and identification of the active

components. Liquid chromatography/mass spectrometry(LC/MS), 
1
H-NMR and 

13
C-NMR spectra analyses demonstrated that

the active compound was myricetin-3-O-α-L-rhamnoside(1). Compound 1 demonstrated a strong inhibition on the α-glu-

cosidase, in vitro and α-glucosidase inhibitory value was calculated as 98.08%, when that of a reference drug, acarbose was

estimated as 83.03%. The present study indicates compound 1 could be considered as an α-glucosidase inhibitor and developed

as an important antidiabetes agent for type II diabetes therapy.
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당뇨병(diabetes mellitus)은 현대에서 가장 중요한 만성 질

병으로 꼽히며 특히 선진국일수록 발생 빈도가 높은 추세

이다.
1)

 당뇨병은 인슐린 작용의 부족에 의한 만성 고혈당증

이 지속됨에 따라 심근경색, 혐심증, 시신경손상, 족부궤양

등 합병증이 발생하는 대사 이상을 수반하는 질환군으로 인

슐린은 주로 탄수화물 대사에 관여하며 탄수화물 대사의 이

상이 기본적인 문제이나, 이로 인해 체내의 모든 영양소 대

사가 영향을 받게 되므로, 총체적인 대사성의 질병이라고

할 수 있다. 따라서 혈당조절은 당뇨병으로 인한 만성 합병

증 발생을 예방하거나 지연 시킬 수 있는 방법으로 인슐린

분비의 기능이 비정상적으로 저하되는 환자의 경우 식사 후

췌장에서의 인슐린 분비 능력이 저하되고, 인슐린 감수성이

약화되어 혈당이 급격히 상승하는 것을 조절이 필요하다.
2-4)

현재 α-glucosidase 저해제로는 acarbose, voglibose 등이 임

상에서 널리 사용되고 있지만, 이러한 약물들은 공통적으로

복부팽만, 설사 등의 위장 장애와 같은 부작용을 야기하고

있는 것으로 알려져 있다.
5)

 따라서 이러한 기존 약제들의

문제점들을 극복하기 위하여 새로운 α-glucosidase 저해물

질을 찾는 연구들이 꾸준히 진행되고 있다.

고욤나무(Diospyros lotus L.)은 우리나라와 중국을 비롯

한 아시아에서 자연적으로 자생하는 낙엽성 식물로 직접 과

일을 섭취하거나 잎을 차로 가공하여 먹을 수 있다는 점과

생육이 좋고 기후환경에 강하여 감접을 붙쳐 감나무를 생

산할 수 있기 때문에 많은 나라에서 재배하고 있다. 고욤나

무 열매는 감보다 작다고 하여 소시(小枾), 열매 모양이 마

치 소젖꼭지를 닮았다고 하여 우내시(牛 枾)로 불리어 졌

으며 전통의약분야에서는 성숙한 과일인 고욤을 군천자

( 子)라고 하여 진정, 진통, 수렴 및 변비치료에 사용되

어 왔다.
6)

 고욤의 생화학적 성분은 지방산, 당, 플라보노이

드 및 비휘발성 물질이 보고되었고, 최근에는 혈액의 항응
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고, 뇌세포 보호 작용, 항산화 및 항암효과 에 대한 보고가

있다.
7-9)

 고욤나무에 대한 연구는 주로 고욤씨 및 열매를 위

주로 이루어 졌으며 잎을 대상으로 한 연구는 거의 없으며

최근에 저자 등에 의해 고욤잎 추출물과 분획물의 항산화

및 alpha-glucosdiase 저해 활성 및 플라보노이드 화합물의

정량을 보고한바 있다.
10) 
본 연구에서는 α-glucosidase 저해

활성을 탐색하던 중 고욤나무 잎의 메탄올 추출물중 대조

약물로 사용한 acarbose에 비하여 월등한 저해활성을 나타

내는 부탄올 분획물 함유된 활성물질을 분리 정제하기 위

하여 in vitro α-glucosidase 저해 활성을 지표로 하여 활성

유도 분획법(bioactivity-guided fractionation)에 따라 고욤나

무 잎 추출물의 분리, 정제를 시도하였다.

재료 및 방법

실험재료 −본 실험에 사용된 시료는 전라북도 진안군 부

귀면 수항리 신기마을에서 2013년 6월 30일에 채취하였다.

고욤나무 잎의 동정은 마을 주민으로부터 확인한 후 최종

적으로 우석대학교 한의과대학 본초방제학교실 김홍준 교

수님으로부터 동정을 받았다. 고욤나무 잎 표본(JSI-01)은

전주생물소재연구소에 보관하고 있다. 채취된 고욤나무 잎

은 즉시 증류수로 세척한 후 5분간 증기찜을 한 후 실온에

서 선풍기를 활용하여 건조하였으며, 최종적으로 건조기에

서 40
o
C로 12시간 동안 건조하여 분말로 제조하였다.

기기 및 시약 −본 실험에 사용된 α-glucosidase, p-

nitrophenyl-α-D-glucopyranoside(p-NPG), myrcetin은 Sigma-

Aldrich(St. Louis, MO, USA) 로부터 구입하여 사용하였다.

추출, 분리 및 정제를 사용한 용매는 모두 특급(GR) 및 1급

시약을 사용하였으며, 
1
H-NMR 및 

13
C-NMR spectrum은

Jeol JMN-EX 400 spectrometer(Japan)을 이용하여 측정하

였다. Column chromatography는 silica-gel(230-400 mesh,

merck)을 사용하였고, TLC는 Kiesel gel 60 F254(0.25 mm,

Merck)을 사용하였다. prep-HPLC용 column은 JAI GS-310

(JAICo. Ltd.) column을 사용하였다. 발색시약으로는 10%

H2SO4 EtOH 용액을 사용하였으며, UV의 검색은 254와

365 nm에 측정하였다.

α-Glucosidase 효소저해 활성 − α-glucosidase 저해 활성

을 측정하기 위하여 Tibbot 등의 방법
11)
에 따라 반응 혼합액

은 50 mM sodium succinate buffer(pH 4.2)에 ρ-nitrophenol-

α-D-glucopyranoside(PNPG)를 용해시켜 1 mg/mL의 농도로

기질을 만들었다. 기질 50 µL와 효소액 25 µL를 혼합하고

대조구에는 증류수 25 µL, 반응구에는 시료(0.1 mg/mL)

25 µL을 넣어 37
o
C에서 30분간 반응시킨 후 1N-NaOH

25 µL를 첨가하여 발색시켰다. 이때 생성된 ρ-nitrophenol

(PNP)은 400 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 그 양은 표준

물질 ρ-nitrophenol로부터 작성한 표준곡선으로부터 구하여

다음의 식으로 저해율을 구하였다. Acarbose(1.0 mg/mL)을

양성 대조구로 사용하였다.

Inhibition (%) = (1-반응군의 PNP 생성량/대조군의 PNP생

성량) × 100

추출 및 분리 −잘 건조된 고욤나무 잎을 분말로 만든 후

420 g을 10배 가량의 MeOH로 12시간 동안 냉침 시킨 후

여과하고 여액을 감압 농축하여 MeOH 추출물 76.85 g을

얻었다. 추출물을 증류수와 MeOH 혼합액(9:1)에 현탁시킨

후 동량의 n-hexane(Hx), chloroform(CHCl3), ethyl acetate

(EtOAc, EA) 및 n-butanol(n-BuOH)로 순서로 용매 분획하

여 Hx 분획 2.58 g, C 분획 0.24 g, EtOAc 분획 5.80 g, n-

BuOH 분획10.80 g을 각각 얻었다. α-glucosidase 활성이 우

수한 n-BuOH 분획물 5 g을 용출용매 CHCl3:MeOH=97:3→

60:40로 silica-gel(230-400 mesh, 800 g) column(Ø=5.0×

100 cm) chromatography를 실시하여 총 17개의 분획으로 나

누었다. 그 중 활성을 측정한 뒤 효능이 우수한 분획 Fr. 16

(78 mg)를 prep-HPLC(용매, MeOH, 254 nm) 화합물 1을

얻었다(Fig. 1).

화합물 1: Myricetin 3-O-α-L-rhamnopyranoside(Myricitrin).

Yellow powder, 
1
H-NMR (400 MHz, CD3OD) δ: 6.93 (br

s, H-2'), 6.34 (d, J=2 Hz, H-8), 6.18 (d, J=2.0 Hz, H-6),

5.30 (d, J=1.1 Hz, H-1''), 4.20 (m, H-2''), 3.76 (dd, J=3.1,

9.4 Hz, H-3''), 3.51(dq, J=6.1, 9.4 Hz, H-5''), 3.29 (t,

J=9.4 Hz, H-4''), 0.95 (d, J=6.3 Hz, H-6''); 
13

C-NMR (100

MHz, CD3OD) δ: 179.2 (C-4), 165.4 (C-7), 162.7 (C-5),

159.0 (C-2), 158.0 (C-9), 146.4 (C-3'), 146.4 (C-5'), 137.4

(C-4'), 135.8 (C-3), 121.5 (C-1'), 109.1 (C-6'), 109.1 (C-

2'), 105.4 (C-10), 103.1 (C-1''), 99.3 (C-6), 94.2 (C-8),

73.3 (C-4''), 71.7 (C-3''), 71.5 (C-5''), 71.4 (C-2''), 17.2 (C-

6'').

결과 및 고찰

식물추출물 대상으로 α-glucosidase 저해제를 찾기 위해

고욤나무 잎 메탄올 추출물에서 α-glucosidase 저해효과를

나타냄을 알 수 있었으며, 92.07% 저해율을 보여주었다. 한

편 동일한 실험조건 하에서 실시한 대조약물 acarbose의 저

해율이 83.03%로 측정되어 고욤나무 잎 메탄올 추출물은

대조약물 acarbose 보다 높은 효소활성 저해효과를 나타내

었다.

또한, 메탄올 추출물을 n-hexane, CHCl3, EtOAc 및 n-

BuOH로 단계적으로 용매분획하여 얻은 EtOAc 분획물 및

n-BuOH 분획물이 높은 저해효과를 나타내었다. 특히 n-

BuOH 분획물의 경우 96.61%의 높은 활성 저해효과를 나

타내었으며, EtOAc 분획물은 동일한 농도에서 90.60%, 그
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러나 CHCl3 분획물은 미미한 효소 저해율을 나타내었다(Fig.

1). 따라서 고욤나무 잎 추출물에 함유된 α-glucosidase 활

성 저해 성분들은 주로 n-BuOH 분획물에 분포하는 것으로

예측되어 이 n-BuOH 분획물로부터 활성 저해성분들의 분

리 정제를 시도하였다. 우선 n-BuOH 분획물을 silica gel

column chromatography를 실시하여 Fr. 1~Fr. 17등 총 17개

의 분획으로 나눈 후 각 분획의 활성 저해효과를 각각 측정

하여 본 결과, Fr. 16는 78.0%의 높은 효소활성 저해효과를

보여준 반면 Fr. 1~Fr. 11은 모두 40% 이하의 활성을 나타

내었다. 이 중 가장 우수한 저해효과를 나타낸 Fr. 16를 재

차 prep-HPLC를 실시하여 정제한 결과, α-glucosidase에 대

하여 강력한 효소저해활성을 나타내는 화합물 1을 분리하

였다. 화합물 1은 미황색 분말로서 
1
H-NMR 및 

13
C-NMR

spectrum 등 각종 분광학적 data 를 문헌
12,13)
과 비교하여 본

결과 myricetin-3-O-α-L-rhamnoside (myricitrin)로 확인되었

다(Fig. 1).

화합물 1은 α-glucosidase 활성을 저해하였으며, 활성 저

해는 98.07%로 산출되었고, 대조약물로 사용한 acarbose

(83.03%)에 비하여 훨씬 강력한 활성 저해효과를 나타내었

다. 한편 화합물 1과 함께 Fr. 12a로부터 분리된 화합물 3의

caffeic acid의 활성 저해는 10% 이하의 낮은 활성 저해율

을 나타내었다. 또한 고욤나무 잎에서 분리한 화합물

1(myricitrin)의 구조와 α-glucosidase 활성 저해효과의 상호

관계를 확인하기 위하여 화합물 1의 구조에 3번 위치에

rhamnoside의 1분자가 없은 고욤나무 잎 추출물의 주요성

분 중의 하나로 보고된 화합물 2(myricetin)의 α-glucosidase

활성 저해효과가 대조약물로 사용 한 acarbose에 버금가는

99.82%의 강력한 활성 저해효과를 나타내었다. 

이 결과로 rhamnoside의 1분자가 α-glucosidase 활성 저

해율에 구조적인 장애로 인해 약간 낮은 활성 저해율을 나

타났음을 알 수 있었다(Fig. 3).

Fig. 1. Structures of isolated compounds from the leaves of

Diospyros lotus. 1. myricitrin, 2. myricetin, and 3. caffeic acid.

Fig. 2. α-glucosidase activity inhibition of extracts or fractions from the leaves of Diospyros. Data represent the mean±SD of at

least three independent experiments.

Fig. 3. α-glucosidase inhibitory activity of isolated compounds

from the leaves of Diospyros lotus. 1. myricitrin, 2. myricetin,

3. caffeic acid. and acarbose.
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결 론

당뇨병에 효과 있는 천연물 소재의 탐색하여 과학적인 실

험근거를 목적으로 소장 흡수 저해효소인 α-glucosidase를

target로 저해율을 조사하였다. 소재중에 우리나라 고유의 생

약자원인 고욤잎을 활성유도 분획법(bioactivity-guided

fractionation)에 따라 분리, 정제를 시도 단일 물질로 myricetin-

3-O-α-L-rhamnoside(myricitrin)을 얻었다. Myricitrin의 α-

glucosidase 활성을 억제하는 효과가 대조약물로 사용 한

acarbose(83.03%)에 버금가는 98.07%의 강력한 활성 저해

효과를 나타내었다. Myricitrin의 단일성분을 직접 또는 함

유된 n-BuOH 분획물을 이용하여 항당뇨활성을 직접적으로

평가할 수 있는 일련의 표준 실험을 통하여 천연물의약이

나 기능성식품 소재로의 개발가치가 있을 것으로 사료된다.

사 사

이 논문은 2013년도 지역산업기술개발사업(과제번호

:R0002271)으로 산업통상자원부의 지원을 받아 연구되었다.

인용문헌

1. Korean Statistical Association. (2013) Annual report on the

cause of death statistics. Korean Statistical Association,

Seoul.

2. DeFronzo, R. A. (1992) Pathogenesis of type 2(non-insulin

dependent) diabetes mellitus: a balanced overview. Diabe-

tologia 35: 389-397.

3. Schwartz, S., Raskin, P., Fonseca, V. and Graveline, J. F.

(1998) Effect of troglitazone in insulin-treated patients with

type II diabetes mellitus. N. Engl. J. Med. 338: 861-866.

4. Hong, S. H., Kim, M. J., Noh, S. G., Suh, D. W., Youn, S. J.,

Lee, K. W., Lee, H. C., Chung, Y. S., Chung, H. R., Kwon,

H. S., Cha, B. Y., Son, H. Y. and Yoon, K. H. (2008) A study

on resistance in type 2 diabetic patient against commence-

ment of insulin treatment. Korean Diabetes J. 32: 269-279.

5. Said, A., Hawa, U. W., Nofal, S. M., Rashes, K. and Huefner,

A. (2009). Pharmaco-chemical studuies on the aqueous meth-

anolic extract of Diospyros lotus Leaves. Res. J. Phytochem.

3: 1-12.

6. Moghaddam, A. H., Nabavi, S. M., Nabavi, S. F., Bigdellou,

R., Mohammadzadeh, S. and Ebrahimzadeh, M. A. (2012)

Antioxidant, antihemolytic and nephroprotective activity of

aqueous extract of Diospyros lotus seeds. Acta Pol. Pharm.

69: 687-692.

7. Ayaz, F. A. and Kadioglu, A. (1999) Fatty acid compositional

changes in developing persimmon(Diospyros lotus L.) fruit.

N. Z. J. Crop Hortic. Sci. 27: 257-261.

 8. Loizzo, M. R., Said, A., Tundis, R., Hawas, U. W., Rashed,

K., Menichini, F., Frega, N. G. and Menichini, F. (2009) Anti-

oxidant and antiproliferative activity of Diospyros lotus L.

extract and isolated compounds. Plant Foods Hum. Nutr. 64:

264-270.

9. Nabavi, S. M., Ebrahimzadeh, M. A., Nabavi, S. F., Fazelian,

M. and Eslami, B. (2009) In vitro antioxidant and free radical

scavenging activity of Diospyros lotus and Pyrus boissieri-

ana growing in Iran. Pharmacogn Mag. 5: 122-126.

10. Kim, S. Y., Kim, S. J., Kim, J. A., Kim, D. H., Kwak, S. H.,

Chung, C. H., Jeon, I. H., Jang, S. I. and Jeong, S. I. (2014)

Anti-oxidant and α-glucosidase inhibition activity of extracts

or fractions from Diospyros lotus L. leaves and quantitative

analysis of their flavonoid compounds. J. Life Sci. 24: 935-

945.

11. Tibbot, B. K. and Skadsen, R. W. (1996) Molecular cloning

and characterization of a gibberellin-inducible, putative α-

glucosidase gene from berley. Plant Mol. Biol. 30: 229-241.

12. Fayek, N. M., Monem, A. R., Mossa, M. Y., Meselhy, M. R.

and Shazly, A. H. (2012) Chemical and biological study of

Manilkara zapota(L.) Van Royen leaves(Sapotaceae) culti-

vated in Egypt. Pharmacognosy Res. 4: 85-91.

13. Venkateswara, Rao, G., Sahoo, M. R., Madhavi, M. S. L. and

Mukhopadhyay, T. (2014) Phytoconstituents from the leaves

and seeds of Manilkara zapota Linn. Der Pharmacia Lettre

6: 69-73.

(2015. 6. 8 접수 ; 2015. 6. 12 심사 ; 2015. 6. 15 게재확정)



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


