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소장의 미세 융모 표면에 위치한 α-glucosidase 효소는 탄

수화물 소화에 필수적인 역할을 한다. 섭취된 모든 탄수화물

은 소장에서 흡수되기 위해서는 α-glucosidase에 의해 단당

류로 분해되어야 하므로 α-glucosidase 활성 저해는 탄수화

물의 소화 흡수를 지연시켜 식후 혈당 상승을 억제함으로써,

type II 인슐린 비 의존성 당뇨병과 비만 치료 등에 효과가

있다[1]. 또한 α-glucosidase 저해제는 항바이러스 효과[2]와

항암[3] 등의 다수의 활성을 나타내는 것으로 보고되어 다중

질병 치료제[4]로서 뿐만 아니라, 최근 치료 보조제로서 사

회적 관심이 높아진 기능성 식품 소재를 개발하려는 목적으

로 천연물 기원의 α-glucosidase 효소 저해제에 대한 연구가

국내뿐만 아니라 국외에서도 활발히 진행되고 있다[5, 6].

이미 안전성이 확보된 생약들을 대상으로 하여 α-

glucosidase 효소 저해 물질을 탐색하는 과정에서 화살나무

추출물로부터 강한 활성 물질을 분리하였다. 예로부터 화살

나무는 민간에서 진통제, 구충제, 지혈제 등으로 사용되었을

뿐만 아니라 혈당을 낮추고 당뇨병에 효험이 있다고 알려졌

으나[7], 아직 활성물질에 대한 구체적인 보고는 이루어지지

않았다. 따라서 본 연구에서는 화살나무의 혈당 강하 기능의

유효 성분을 동정하기 위해서 화살나무 가지로부터 α-

glucosidase 저해 활성 물질을 분리하여 구조 결정 및 특성

조사를 실시하였다.

화살나무 가지를 경동 한약제 시장에서 잘게 잘린 형태로

구입하여 실험에 사용하였다. 화살나무 가지(1 kg)을 50% 메

탄올 용액(4 L)으로 상온에서 48시간씩 3회 교반 추출한 추

출액을 rotary evaporator (EYELA, Japan)로 감압 농축한

후 증류수에 현탁시켜 n-hexane, ethyl acetate, n-butanol

를 이용하여 순차적으로 용매 추출하였다. 모든 용매 추출

분획에서 α-glucosidase 저해 활성을 나타냈으나, 그 중에서

가장 강한 활성을 보이는 n-butanol 층 (13.5 g)으로부터

chromatography 방법을 사용하여 activity-based fractionation

에 의해 활성물질을 분리하였다. n-butanol 층을 감압 농축

하여 silica gel column chromatography (silica gel 60, 4.5 ×

50 cm, Merck, Germany)를 chloroform: methanol (10:0−
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2:8) 용매 조건으로 실시하여 활성 분획 F3와 F6을 획득하

였다. 활성 분획 F3 (2.3 g)을 다시 silica gel column

chromatography (3 × 40 cm)을 CH3Cl:MeOH (2:1)로 실시

하여 활성이 있는 분획을 모아 감압 농축한 다음 CH2Cl2:

MeOH (7:3)을 용매로 하여 Sephadex LH-20 (Pharmacia,

Sweden) column chromatography을 행한 후 HPLC (Waters,

MA, USA, C18 μBondapak, MeOH:CH3CN:H2O = 40:15:45,

UV 254 nm detection)에 의해 활성 물질 compound 1 (tR

11.6 min, 35 mg)과 compound 2 (tR 10.1 min, 87 mg)을

분리하였다. 활성 분획 F6 (1.9 g)을 한번 더 chloroform:

methanol (10:5−5:10, stepwise elution)을 용매로 하여

silica gel column chromatography을 실시하여 얻은 활성

분획을 감압 건조시킨 다음, 70% methanol을 이용하여

Sephadex LH-20 column chromatography을 행하여 활성

peak을 얻었으며 최종 분리과정으로 HPLC (Waters, C18

μBondapak, CH3CN:H2O:TFA = 30:70:1, isocratic solvent

system, UV 254 nm)을 행하여 compound 3 (tR 33.1 min,

15.3 mg)와 compound 4 (tR 38.0 min, 9.7 mg)를 각각 분리

하였다. 분리한 활성 물질의 순도는 여러 solvent system에

서 수행된 TLC plate (silicagel 60 G F254, Merck) 상에

single band와 HPLC의 단일 peak로 확인하였다. Compound

1−4은 노란색의 무정형 가루 형태로 모두 UV 254 nm 또는

365 nm에서 흡수를 보이고 ferric chloride spray 시 blue-

black 색을 나타내어 flavonoids임을 알 수 있었다[8].

α-glucosidase 저해 활성 검정은 이미 보고된 바대로 4-

nitrophenol-α-D-glucopyranoside (Sigma-Aldrich, USA)를 기

질로 사용하여 4-nitrophenol의 생성을 microplate reader

model 550 (Bio-Rad, USA)으로 측정하였다[9]. 96 well

plate에 phosphate buffer (25 mM, pH 6.8) 25 μl, 시료

20 μl, yeast α-glucosidase (Sigma-Aldrich, 1 U/ml) 10 μl,

기질(20 mM) 20 μl을 혼합하여 37℃에서 30분간 반응시킨

뒤 1 N NH4OH 50 μl을 첨가하여 반응을 종료시킨 후

405 nm에서 방출된 p-nitrophenol 양을 흡광계수 16,300

M-1cm-1을 이용하여 계산하였다. α-glucosidase 저해 활성은

(1 − B/A) × 100, A는 시료 대신 buffer를 첨가한 대조구의 p-

nitrophenol 생성량, B는 시료 첨가 후 생성된 p-nitrophenol

양을 나타내며, 시료 농도에 따른 저해율의 분석에 의해 IC50

(50% 효소 활성 저해에 필요한 시료 양)을 결정하였다. 분리

한 compound 1−4의 IC50 값은 각각 25.3 μM, 17.1 μM,

47.3 μM와 35.1 μM로 모두 acarbose (115 μM) 보다 강한

활성을 나타내었다(Table 1). Positive control로 사용한

acarbose와 활성 비교에 사용된 myricetin과 apigenin 등

의 모든 제품들은 Sigma-Aldrich 회사에서 구매하여 사용

하였다.

활성물질 compound 1−4의 구조는 UV spectrum (Shimadzu

model UV-160, Japan), HRFAB-MS (JEOL JMS-AX505

HA, Japan), 1H NMR, 13C NMR, 2D COSY (Brucker AV

500, USA) spectra 등을 근거로 결정하였다, compound 내

glycone moiety는 아래와 같이 산 가수분해 후 TLC을 실시

하여 확인하였다. 시료(1−2 mg)을 2 N HCl 1 ml에 녹여

95℃에서 2시간 반응시킨 후 감압 건조하고 증류수 1 ml을

더해 ethyl acetate로 추출하였다. ethyl acetate층을 농축하

여 TLC (silica gel 60 RP-18 F254 S, Merck, methanol:

H2O = 1:1)을 행하여 aglycone부분을 확인하고, 물 층은

Na2CO3로 중화시킨 후 n-butanol:acetone:pyridine:H2O

(2:2:1:1, v/v/v/v) 용매계에서 Sigma-Aldrich에서 구입한

glucose, galactose, Xylose, arabinose와 fructose 등의 표준

당 시료와 함께 TLC (silica gel 60 F254, Merck)을 행한 후

aniline phthalate reagent로 발색하여 동정하였다, 

활성 compound 1은 HRFAB-MS에서 m/z 287.23 [M+H]+

ion peak와 NMR data에 의해서 분자식이 C15H10O6로 동정

되었다. 1H NMR spectrum에서 aromatic methane signal

δ 8.06 (2H, d, J = 9.2 Hz, H-2’, H-6’)와 6.89 (2H, d,

J = 9.2, H-3’, H-5’)는 ring B의 1’, 4’-disubstituted와 δ

6.36 (1H, d, J = 2.0 Hz, H-8)과 6.16 (1H, d, J = 2.0 Hz,

H-6) signal들은 ring A의 특징적인 meta coupled pattern

을 나타내었다. 13C NMR spectrum에서는 15개의 carbon

signal이 확인되었으며, DEPT (Distortionless Enhancement

by Polarization Transfer) 13C NMR 실험에 의해 carbon의

multiplicity, 즉 methyl, methylene, methine과 quarternary

carbon 등을 확인하였다. δ 178.0 peak는 conjugated ketone

function이고 oxygenated quaternary carbon인 δ 164.2

(C-7), 161.1 (C-5), 159.5 (C-4’), 156.7 (C-9), 147.2 (C-2) 와

134.0 (C-3), 2 quaternary carbons δ 122.0 (C-1’)와 103.5

(C-10), 그리고 6 methine carbon δ 129.9 (C-2’/6’) 115.4

(C-3’/5’), 99.1 (C-6)와 93.9 (C-8)으로 모든 carbon peak의

배정이 이루어졌다(Table 2). 이상의 spectral 결과와 문헌 상

의 data와 비교하여 Compound 1은 3,5,7-trihydroxy-2-(4-

hydroxyphenyl)-4H-chromen-4-one (kaempferol)로 동정되

Table 1. α-glucosidase inhibition by compounds 1−4.

Compound IC50 (μM)
Compound 1
Compound 2
Compound 3
Compound 4
acarbose
myricetin
apigenin

25.3 ± 0.9
17.1 ± 2.1 
47.3 ± 1.9
35.1 ± 2.8
115 ± 3.9
6.5 ± 0.91

> 500

Values are expressed as the means of triplicate reactions ±
standard deviation.
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었다[10].

Compound 2는 HRFAB-MS에서 m/z 303.236 [M+H]+

ion peak와 NMR data에 의해 분자식이 C15H10O7 임을 알

수 있었으며, UV absorption spectrum에서 λ 256 nm

(band B)와 λ 372 nm (band A)의 최대 흡수를 보여

compound 2 역시 flavonol compound로 추정되었다. 1H

NMR spectrum 상의 두 doublet proton signal δ 6.13

(1H, d, J = 2.1 Hz)와 δ 6.35 (1H, d, J = 2.1 Hz)는 A ring

의 H-8와 H-6이고, δ 7.53 (1H, d, J = 2.0 Hz), δ 6.84 (1H,

d, J = 8.5)와 δ 7.52 (1H, dd, J = 2.0, 8.5)의 3 proton

signals는 각각 B ring의 H-2’, H-5’, H-6’으로 A ring의 5와

7 그리고 B ring의 3’과 4’ carbon이 hydroxylate 되어 있음

을 나타내었다. 13C NMR spectrum에서는 δ 145.4와

δ 149.0은 benzene B ring의 hydroxyl group을 갖는

carbon signal C-3’와 C-4’이고, A ring의 oxygenated

quaternary carbon인 δ 164.3 (C-7), δ 161.5 (C-5), 156.6

(C-9)임을 확인할 수 있었다(Table 2). 이상의 1H와 13C

NMR spectra 분석과 문헌 상의 data와 비교한 결과

compound 2는 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-3,5,7-trihydroxy-

4H-chromen-4-one (quercetin)으로 동정되었다[10].

Compound 3의 경우 TLC plate (silica gel 60 RP-18

F254, MeOH:H2O = 1:1, rf 0.5)와 HPLC (C18 Bondapak,

CH3CN:H2O = 2:8 (v/v), UV 254 detection, tR 32 min)에

서 single peak로 분리되었으며, UV 254와 352 nm에서 최

대 흡수를 보여 flavonoid 물질임을 시사하였다. HRFAB-MS

spectrum에서 m/z 465.38 [M+H]+ ion peak와 NMR data

등에 의해 분자식 C21H20O12이 밝혀졌다. 1H NMR spectrum

에서 compound 2와 같이 A ring의 H-6와 H-8의 meta-

coupled pattern과 B ring의 1’, 3’, 4’-trisubstitution 구조

가 확인되어 quercetin을 포함하고 있음을 알 수 있었으며,

그 외에 anomeric proton signal δ 5.10과 δ 3.8−3.4의

midfield signals 들, 그리고 13C NMR spectrum의 δ 104.3

의 anomeric methine carbon과 δ 78.2−62.5 ppm 사이의 5개

signal들에 의해 sugar moiety 존재가 확인되어 quercetin

glycoside임을 알 수 있었다(Table 2). FAB-MS spectrum의

molecular ion에서 162 mass unit의 loss와 DEPT에서 δ

62.5 signal이 CH2을 나타내어 glycone 부분이 hexose 임을

확인하였으며, 또한 acid hydrolysis 후 실시한 TLC 분석에

의해서도 aglycone moiety는 quercetin, glycone은 glucose (rf

0.44) 임이 확인되었다. Glucose anomeric proton δ 5.10 (H-1’’)

과 δ 134.0 (C-3) 간의 HMBC correlation에 의해 quercetin

의 C-3에 glycosylate 되었으며, anomeric proton의 3
J H-1’’, H-2’’

coupling constant (J = 7.5 Hz)에 의해 β-linkage임을 알

수 있었다. 당의 configuration은 3
J H-2’’, H-3’’와 3

J H-3’’, H-4’’

coupling constant (8−9 Hz)와 NOESY spectra에 의해 D

form [11]으로 확인되어 compound 3 구조는 2-(3,4-

dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-4-oxo-4H-chromen-3-yl

β-D-glucopyranoside (quercetin-3-O-β-D-glucopyranoside)로

밝혀졌다[12].

Compound R1 R2 R3

Compound 1 

Compound 2
Compound 3
Compound 4

H
H

β-glucopyranose
α-(3’’-O-acetyl)-arabinofuranose

H
OH
OH
OH

H
H
H
H

Fig. 1. Structures of the active compounds 1−4 isolated from
Euonymus alatus. 

Table 2. 13C (DMSO-d6) NMR spectral data (δ value, ppm).

Carbon
Compound 

1 2 3 4
2
3
4
5
6
7
8
9

10
1’
2’
3’
4’
5’
6’
1’’
2’’
3’’
4’’
5’’
6’’

COO
CH3

147.2
134.0
178.0
161.1

99.1
164.2

93.9
156.7
103.5
122.0
129.9
115.4
159.5
115.4
129.9

147.1
134.1
177.9
161.5

99.3
164.3

94.0
156.6
103.3
122.1
115.4
145.4
149.0
115.4
121.1

147.1
134.0
177.9
161.5

99.2
164.4

94.0
156.7
103.4
122.6
115.4
145.5
148.6
115.4
122.4
104.3

75.6
78.2
71.1
78.0
62.5

147.1
134.0
177.9
161.5

99.3
164.4

94.0
156.6
103.4
122.7
115.4
145.5
148.6
115.3
122.0
108.0

79.2
79.6
85.8
61.5

170.4
20.9
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Compound 4는 HRFAB-MS에서 m/z 477.1016 [M+H]+

peak와 NMR data에 의해 분자식 C22H21O12으로 확인되었

다. 1H NMR spectrum에서 δ 6.19 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-

6), 6.39 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-8), 7.48 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-

2'), 6.88 (1H, d, J = 8.2 Hz, H-5'), 7.55 (1H, dd, J = 8.4,

1.8 Hz, H-6') peak 등에 의해 compound 4 역시 quercetin

moiety를 포함하고 있음을 알 수 있었다. anomeric proton

δ 5.27 (1H, d, J = 1.4 Hz, H-1'')과 다른 glycosidic protons

4.44 (m, H-2’’) 4.81 (d, J = 3.8, H-3’’), 3.70 (d, J = 3.8, H-

4’’)와 3.42 (2H, m, H-5’’) 이외에 methyl proton signal

δ 1.88 (s, 3H)과 13C NMR spectrum에서 δ 20.9 (CH3)와

170.4 (COO) signal 등에 의해서 glycone moiety가 acetylated

arabinofuranoside이며 acetyl group의 위치는 H-3’’ (δ 4.81)와

acetoxyl carbonyl carbon (δ 170.4)의 HMBC cross peak

에 의해 C-3’’로 밝혀졌다. Quercetin의 glycosylation 위치는

anomeric proton δ 5.27 (H-1’’)과 δ 134.0 (C-3) 간의

HMBC long range correlation으로 C-3임을 알 수 있었고

coupling constant J = 1.4에 의해서 α-anomeric configuration이

확인되었다. 또한 compound 4을 산 가수분해 후 0.02 N

sodium methoxide로 처리하여 deacetylation을 행한 다음

표준 당 시료와 함께 실시한 TLC에서도 glycone moiety는

arabinose (rf 0.53)로 확인되었다. 따라서 compound 4의 구

조는 quercetin-3-O-α-3’’-acetyl-arabinofuranoside로 결정

되었다[13].

본 연구에서 activity-based fractionation에 의해 화살나무

가지로부터 α-glucosidase 저해 활성물질을 분리하였고, 1H,
13C NMR, DEPT, 2D NMR과 MS spectrum 등과 문헌 상

의 data을 근거로 하여 compound 1 (Kaempferol), compound

2 (quercetin), compound 3 (quercetin-3-O-β-glucopyranoside),

compound 4 (quercetin-3-O-α-3’’-acetyl-arabinofuranoside)

의 구조를 결정하였다(Fig. 1). 화살나무의 butanol 용매 추

출 층에서 분리한 활성물질 1, 2, 3과 4는 모두 5,7-dihydroxy

flavonol 물질이다. 다양한 천연물 소재에서 flavonol 물질의

분리가 이루어졌으며, flavonol compound의 α-glucosidase

저해 활성과 항산화 작용 등에 관해 다수의 연구가 보고된

바 있다[14]. 그러나 화살나무의 α-glucosidase 효소 저해의

유효성분으로서는 보고된 바가 없다. 또한 compound 4의 경

우는 acetylglycosyl 기를 포함하는 드문 flavonoids로 화살

나무 성분으로 본 연구에서 처음 보고되었다.

Flavonoid 물질의 경우 A ring의 hydroxyl 기가 α-

glucosidase enzyme의 tyrosine, tryptophan과 수소결합을

형성하여 enzyme의 2차 구조의 변화를 유발시켜 active site

에 기질 결합을 제한함으로써 enzyme 활성을 저해한다고 알

려졌지만[15, 16], 본 연구 결과에 의하면 A ring 뿐만 아니

라 B ring의 OH기 수도 중요하다. B ring에 1개의 OH기를

갖는 kaempferol 보다 2개 OH기를 포함하는 quercetin이

강한 활성을 나타냈으며 3개의 OH기를 포함하는 myricetin

과 비교한 결과 myricetin이 가장 강한 활성을 나타내어 활

성의 세기가 myricetin, quecetin, kaempferol 순으로 나타

났다. 또한 C ring의 hydroxyl function은 활성에 영향하지

않는 것으로 보고된 바 있으나, kaempferol 활성이 apigenin

에 비해 크게 나타나 C ring의 3-free OH 기는 활성을 증가

시키나, compound 3와 compound 4와 같이 C-3번 위치에

당 등의 bulky group의 치환은 enzyme binding site에의 결

합을 저해함으로써 활성이 감소되는 것으로 추정된다(Table 1). 

α-glucosidase 저해제인 acarbose, voglibose 그리고 miglitol

등이 당뇨치료제로 시판되고 있으나 복부 팽만과 설사 등의

부작용으로 인해 사용에 제한이 있으므로 부작용이 해결된

새로운 치료제 개발이 시급한 실정이다[17]. 본 연구에서는

당뇨 치료제 개발 목적으로 혈당강하 효과가 있다고 알려져

오랫동안 민간요법으로 사용되어 안전성이 확보된 화살나무

가지로부터 α-glucosidase 저해물질을 분리하였다. 분리한

활성물질 Compound 1, 2, 3와 4 모두는 yeast α-glucosidase에

대해 강한 저해 활성을 나타냈으나, β-glucosidase, α-

mannosidase, β-galactosidase 등의 다른 glycosidase에는

전혀 활성을 나타내지 않았다(data not shown). 식후 혈당

강하 작용에 의해 개발된 당뇨병 치료제의 경우 임상적으로

상용되는데 있어 최대 걸림돌은 독성이며, 독성 문제 해결을

위한 방안은 glycoprotein processing glycosidase에는 활성

이 없고, 소장 내 α-glucosidase에 대해 특이적 저해 활성을

갖는 물질의 선발이다[18]. 이상의 결과를 종합해보면 본 연

구에서 분리한 α-glucosidase 저해 물질, compound 1-4는

당뇨병 치료제로의 개발 가능성이 높다고 판단된다.

요 약

화살나무 가지로부터 activity based fractionation에 의해

α-glucosidase 저해 활성 물질 compound 1−4을 분리하였고, 1H

NMR, 13C NMR, 1H−1H COSY와 HMBC 등의 spectral

data에 의해 구조를 결정하였다. Compound 1−4는 모두

flavonol 물질로 α-glucosidase에 대해 IC50 값이 각각 25.3,

17.1, 47.3과 35.1 μM로 positive control로 사용한 acarbose 보

다 강한 활성을 나타내었다. 화살나무의 혈당 저하 기능의

유효성분으로 처음 동정된 Compound 1−4는 α-glucosidase

에만 특이적 활성을 갖는 물질로 당뇨병 치료제로의 개발 가

능성이 높은 물질로 사료된다.
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