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국문초록

곰비늘고사리 (Dryopteris uniformis (Makino) Makino)는 면마과

(Dryopteridaceae) 관중속 (Dryopteris)에 속하는 상록성 다년초로 온대성

양치식물이다. 중국, 일본 및 우리나라 중부 이남에 분포하고 있으며, 숫

곰고사리 및 곰고사리라는 이명으로 불리기도 한다. 중국에서는 同形鱗

毛蕨으로 불리기도 하는데, 『神華本草綱要』에는 그 근경은 지혈, 살충

의 효과가 있으며 붕루, 토혈 등에 쓰인다고 하였다.

곰비늘고사리가 속한 관중속은 전 세계에 약 250종이 분포하고 있으

며, 그 중 한국산으로는 약 30종이 알려져 있다. 곰비늘고사리의 화학성

분 및 생리활성에 관한 연구는 SCI 논문에 보고된 바가 없다. 한편, 관

중속 식물들에서는 phloroglucinols, flavonoids, triterpenoids, phenols 등

이 분리되었다. 또한 관중속 식물에서 항바이러스, 항박테리아, 항암 등

의 활성이 보고된 바가 있다. 본 연구에서는 처음으로 곰비늘고사리의

화학성분을 연구하고, 그 화학성분들의 활성을 연구하고자 하였다. 활성

은 전립선 암세포주인 LNCaP와 PC-3 세포주의 증식억제 효과 및 호르

몬 효과를 보았으며, 아직 이 세포주들을 기반으로 관중속 식물들의 화

학성분에 대한 활성이 연구된 바가 없다. 이에 본 연구에서 처음으로 위

두 가지 전립선 암 세포주에 대한 활성을 연구해보고자 하였다.

관중속에서 phloroglucinol 계열의 물질들은 chemotaxonomic marker

가 되는데, 본 연구에서도 이를 집중적으로 분리하고자 곰비늘고사리의

근경 및 인편을 100 % 에테르로 선택적 추출을 하였다. 이후 다시 80

% 에탄올로 추출하였으며, 용매의 극성에 따라 n-Hexane, CH2Cl2,

n-BuOH 분획물로 나누었고, 이 중 전립선 암세포 증식억제 효과를 보

인 총 에테르 추출물, CH2Cl2 분획물을 집중적으로 분리 하였으며, 총 8

종의 phloroglucinols (1-8), 1종의 acyclic diterpene (9)을 분리하였다.

또한 추가적으로 n-BuOH 분획물에서 1종의 flavonoid (10)를 분리하였

다.

각각의 화합물은 UV, ESIMS, FABMS, EIMS, 1H-NMR, 13C-NMR,
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1H-1H COSY, HMQC, HMBC, DEPT spectrum과 선광도 등의 분광학

적 데이터 등을 종합하여 desaspidin BB (1), phloropyrone BB (2),

albaspidin BB (3), para-aspidin BB (4), methylene-bis-desaspidinol

(5), phloraspidinol BB (6), aspidinol B (7), desaspidinol (8),

(6E,10E)-geranyllinalool (9), astragalin (10)으로 동정하였다. 위 화합물

들은 이 식물에서 처음으로 분리, 보고되는 물질들이다.

위에서 언급한 활성 연구 결과 phloroglucinol 계열인 desaspidin BB

(1)와 acyclic diterpene의 일종인 (6E,10E)-geranyllinalool (9)은 저농도

에서 antiandrogenic effect를 보였으며, desaspidin BB (1)의 경우 고농

도에서 PC-3의 증식을 선택적으로 유의성 있게 억제 하였다.

keywords : 곰비늘고사리 (Dryopteris uniformis), 면마과

(Dryopteridaceae), acylphloroglucinol, 전립선암, LNCaP, PC-3

Student Number : 2013-21597
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Ⅰ. 서론

양치식물 중 관중속의 식물은 현재 우리나라의 산, 암석 사이에 무리

를 지어 자라고 있다. 본초강목에 관중속의 대표적 식물인 관중은 구충,

이질, 열병성 발진, 지혈, 해독 등에 쓰여 진다고 나와 있다. 현대에 와서

관중뿐만 아니라 관중속 식물들의 생리활성은 phloroglucinol 계열과 관

련이 있다고 보는 견해가 많다(Lee et al., 2009; Dell' Aica et al., 2007;

McCue et al., 2008). 지금까지 알려진 phloroglucinol 계열 물질들의 활

성은 다양하다. 독감 바이러스에 대한 강력한 억제작용, 항우울, 항암, 구

충의 작용, 항균의 효과, 피부 진균에 대한 억제작용, 항말라리아의 예방

효과가 보고된 바가 있다(Table 1).

본 연구에서 사용된 곰비늘고사리(Dryopteris uniformis (Makino)

Makino)는 면마과(Dryopteriaceae), 관중속(Dryopteris)에 속하는 상록성

다년초로 온대성 양치식물이며, 우리나라 중부이남지역에 자생하고 있다.

그 이름은 밀생하는 비늘조각이 곰의 털과 비슷하다하여 붙여졌다. 기원

식물의 형태학적 특징을 살펴보면 우선 그 근경은 굵고 직립한다. 잎은

근경에 총생한다. 엽병 기부의 인편은 흑색이며 광택이 있다. 잎은 진한

녹색이고 비늘고사리처럼 끝이 가늘어지지 않는다. 또한 2회 우상 심열

한다. 봄의 새싹은 새카맣고 억센 모습이 비늘고사리의 적갈색과 비교가

된다. 이번 연구에서는 이러한 형태학적 특징을 지니고 있는 곰비늘고사

리의 근경과 인편의 성분분리 연구를 하였다.

연구에 앞서 곰비늘고사리의 알려진 화학성분에 관한 검색을 하였으나

SCI에 수록된 연구 결과가 없었다. 다만, 곰비늘고사리가 속한 관중속

(Dryopteris)에 속한 양치식물에는 phloroglucinols, flavonoids, terpenoids,

phenols 계열의 성분이 주로 함유되어 있는 것을 알 수 있었다. 이에 본

연구에서는 처음으로 곰비늘고사리의 성분을 분리하고 그 구조를 밝히고

자 한다.

보통, 관중속 식물의 추출물 중의 phloroglucinol 유도체를 총칭하여

crude filicin이라고 부른다. 관중속 식물들의 phloroglucinol들은 두 개에
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서 여섯 개의 고리가 메틸렌 브릿지로 연결된 형태가 많이 보고되고 있

다(Widen et al., 1994). 관중속에서 분리된 phloroglucinol들은 대게 다

양한 acyl기를 치환체로 갖는 것이 특징으로 이러한 구조를

acylphloroglucinol이라고 하기도 한다. 이 구조는 extract 상태의 혼합물

이라 하더라도 1H NMR spectrum의 12 에서 19 ppm의 downfield 영역

에서 singlet의 시그널이 관찰되는 것이 특징이다(Socolsky et al., 2012).

따라서, 혼합물에서의 1D 1H NMR만으로도 이러한 phloroglucinol 계열

의 초기 탐색이 가능하다.

관중속 식물들 외에도 phloroglucinol 계열의 물질은 Hypericum 속의

전초, Elaphoglossum 속의 근경 및 뿌리에서 분리되어 보고된 바가 있

으며, 그 생리활성이 연구되어지기도 하였다. 다만 그 세포독성과 부작용

등이 보고되고 있기 때문에 인체에 직접적인 사용이 주의되고 있다. 하

지만 2000년대 후반, 2010년대에 와서 몇 가지 강력한 활성을 지니는

unknown phenolic으로 남겨졌던 물질들이 phloroglucinol 계열임이 밝혀

지는 등(Socolsky et al., 2012) 그 연구가 좀 더 활발하게 되어 다시 분

리 및 구조의 동정이 이루어지고 있는 추세이다.

한편, phloroglucinol 계열의 물질들은 유효한 항암효과를 가지고 있는

것으로 알려져 있는데, 현재까지 유방암세포주인 MCF-7, 간암세포주인

HepG2, 폐암세포주인 A549, 전립선암세포주인 PC3-MM2 에 추출물 및

화학성분들의 유의성 있는 활성 및 그 기전이 밝혀진 바가 있다(Table

1). 본 연구에서는 곰비늘고사리에서 분리된 화합물들의 전립선암 세포

주인 LNCaP와 PC-3 세포의 암세포 증식 억제 효과 및 호르몬 수용체

에 경로에 미칠 수 있는 영향을 연구하였다.

두 세포주는 안드로겐에 대한 반응이 각각 다른데, LNCaP 세포의 경

우 안드로겐에 특이적이며, PC-3 세포의 경우는 안드로겐에 비특이적인

특성을 가지고 있다. 이것은 PC-3 세포에는 안드로겐의 수용체가 발현

되어 있지 않기 때문이다.

한편, PC-3 세포주에는 ER(estrogen receptor) 및 GR(glucocorticoid

receptor)이 발현되어 있는데, 본 연구에서 사용한 LNCaP 세포의 경우
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안드로겐 수용체의 바인딩 도

메인의 868번 위치에

threonine 대신 alanine이 치환

되는 변이 때문에 안드로겐 수

용체가 안드로겐, 에스트로겐,

프로게스테론과 antiandrogen

에 의해 activation 되는 특징

을 가지고 있다. 이번 연구에

서 사용된 안드로겐인

testosterone의 두 가지 세포주

에 대한 활성을 보아도 이러한

세포주의 특징을 알 수 있었

다. 즉, 안드로겐 수용체가 발

현되어 있는 LNCaP 에

testosterone을 처리시 LNCaP

의 증식 효과를 볼 수 있지만,

PC-3 세포주에 처리 시 증식

의 변화에 거의 영향을 미치지

않은 것을 관찰 할 수 있었다.

Figure 1. Androgen receptor pathway

따라서 LNCaP 와 PC-3 세포에 대한 활성평가가 동시에 이루어진다

면 그 활성의 차이를 보아 해당 약물이나 화학물질의 세포 증식억제 효

과뿐만 아니라 호르몬 수용체 경로에 미칠 수 있는 영향을 동시에 탐색

할 수 있다. 전립선암의 경우 다른 암의 경우처럼 전이되거나 심해지면

항암제를 사용하는 것과 달리 호르몬 치료를 먼저 하는 것이 일반적이므

로, 이 호르몬효과를 연구하는 것이 상당한 의미를 가질 것으로 보인다.

따라서 본 연구에서는 관중속에 속한 곰비늘고사리의 화학물질들의

LNCaP와 PC-3 세포주에 대한 증식억제 효과 및 호르몬 효과를 보았다.

이전에 PC-3의 다른 subline 세포주의 일종인 PC3-MM2 에 대한 관중
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의 100 % 에탄올 추출물의 증식 억제 효과가 연구된 바는 있지만, 화합

물에 대한 전립선 암세포의 증식 억제 효과 및 호르몬 수용체 경로에 미

칠 수 있는 영향에 관한 연구는 본 연구에서 처음으로 연구하게 되었다.
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Therapeutic Target In vitro/vivo assay Plants/their Constituents reference Year

Apoptosis HepG2 cells

aspidin PB

Dryopteris fragrans(L.)Schott,

by modulating

PI3K/Akt/GSK3b pathway

Sun et

al.
2013

Antioxidant,

Anticancer,

Acetylcholinesterase

inhibition

A549 cells.
flavonoids extd.

Dryopteris erythrosora

Cao et

al.
2013

Inhibition of porcine

reproductive and

respiratory

syndrome virus

replication

Porcine alveolar

macrophages

flavaspidic acid AB

Dryopteris crassirhizoma

Yang et

al.
2013

Antioxidant

DPPH,

β-carotene

linoleic acid,

and reducing

power assay

Solvent-free microwave

extn. (SFME) of the

essential oil from Dryopteris 

fragrans

Li et al. 2012

Antioxidant,

Antimicrobial

Brevibacterium flavum,

Sarcina sp., Bacillus 

cereus, Saccharomyces 

cerevisiae and

Aspergillus niger

polyphenols content

phenolic compds

Dryopteris filix-mas

Soare et

al.
2012

Viability, Growth

Virulence properties

Streptococcus

mutans
Dryopteris crassirhizoma

Ban et

al.
2012

Apoptosis

MCF-7 cells,

ROS mediated

mitochondrial

pathway

Dryofragin,

Dryopteris fragrans(L.)Schott.

Zhang et

al.
2012

Table 1. Pharmacological studies reported in Dryopteris species
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Antibacterial
Pseudomonas

aeruginosa

Dryopteris cochleata (D.Don)

C.Chr

Thomas

et al.
2011

Cytotoxicity
Ontogeny of

rice-moth
Dryopteris filix-mas

Shukla

et al.
2011

Anticancer
PC3-MM2 cells

Apoptosis
Dryopteris crassirhizoma

Chang et

al.
2010

Antibacterial

Gram-pos. bacteria,

methicillin-resistant

Staphylococcus aureus

(aMRSA

bacterium),Streptococc

us mutans, Bacillus 

subtilis

flavaspidic acid AB

flavaspidic acid PB

Dryopteris crassirhizoma

Lee et

al.
2009

HIV-1protease

inhibition
HIV-1 protease

dryopteric acid A

dryopteric acid B

Dryopteris crassirhizoma

Lee et

al.
2008

Fatty acid synthase

inhibition

in vitro FAS

inhibitory assay

acylphloroglucinols

Dryopteris crassirhizoma
Na et al. 2006

Blood biochemical

studies

serum, plasma,

erythrocyte, and

erythrocyte

membrane

compn. and function

Dryopteris juxtaposita
Bhure et

al.
2006

Antioxidant
DPPH, radical

scavengy

flavaspidic acid PB

flavaspidic acidAB

Dryopteris crassirhizoma

Lee et

al.
2003
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Human

immunodeficiency

virus reverse

transcriptase

inhibition

Human

immunodeficiency

virus-1 reverse

transcriptase

kaempferol acetyl

rhamnosides

crassirhizomosides A, B

and C sutchuenoside A,

kaempferol

Min et

al.
2001

Ichthyotoxicity

against medaka

EBV-EA

activation

(in vivo) two-stage

carcinogenesis on

mouse skin

aspidin PB, dryofragin,

aspidin AB and BB,

aspidinol, and the

sesquiterpenoids albicanol

and albicanyl acetate

Ito et al. 2000

Melanogenesis

inhibitor

Inhibition of

mushroom

tyrosinase

Dryopteris crassirhizoma
Lee et

al.
1997

Antiinflammatory

Inhibitors of

cyclooxygenase I

and II

Dryopteris crassirhizoma 
Lee et

al.
1997

Antitumor

Antitumor effect on

Epstein-Barr virus

antigen activation

/(in vivo) on two

stage mouse skin

carcinogenesis

inhibition on

7,12-dimethylbenz[α]

anthracene

(DMBA)-TPA

tumor promotion

aspidin, desaspidin

phlorophenone

Kapadia

et al.
1996
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Figure 2. Structures of chemical constituents known in Dryopteris 

species (continued)
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Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 실험재료

본 연구에 사용된 곰비늘고사리(건조중량 596.4 g)는 2013년 7월 16일

전라남도 광양시 옥룡면 백운산에서 채취되었으며, 서울대학교 남부학술

림 박학기 선생님으로부터 감정을 받아 사용하였다. 80% MeOH 추출물

은 서울대학교 생약학연구실의 양치식물 라이브러리에 코드

SNUPR-18R로 보관중이다.

Figure 3. Dryopteris uniformis rhizomes and scale (A),

Dryopteris uniformis leaves (B)
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2. 시약 및 기기

2-1. 시약

(1) 분석용 시약

컬럼크로마토그래피용 Silica gel

Kiesgel 60 (40-60μm, 230-400 mesh, Art. 9385, Merck, Germany)

Zeoprep 60 (60Å, 60-200 mesh, Zeochem, Switzerland)

컬럼크로마토그래피용 Sephadex LH-20

Sephadex LH-20 (bead size 25-100μm, Pharmacia, Sweden)

TLC용 precoated plate

Kiesgel 60 F254 (Art. 5715, Merck, Germany)

RP-18 F254 (Art. 15389, Merck, Germany)

TLC용 발색시약

Anisaldehyde-H2SO4 시약

(2) 추출 용매 및 기타 시약

식물재료의 추출, 분획, 분리에 사용된 용매는 시약용 용매(Daejung

Chemical & Metals. Co., Ltd.,, Korea)를 사용하였고, HPLC 용 용매는

J.T. BakerⓇ의 HPLC grade 용매(Avantor Performance Materials. Inc.,

U.S.A)를 사용하였다.
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(3) LNCaP, PC-3 세포주 배양 및 증식 억제 활설 검색용 시약

세포배양에 필요한 RPMI 1640, penicillin/streptomycin solution,

FBS(Characterized, US-sourced)는 Hyclone (Hyclone Laboratories.

Inc., USA)제품을 사용하였다. Androgen으로 사용한 testosterone, 양성

대조군으로 사용한 bicalutamide, etoposide는 TCI(Tokyo Chemical

Industry Co., Ltd., Korea)에서 구입하여 사용하였다. 또한 DMSO, 양성

대조군인 finasteride, charcoal. dextran coated, XTT assay에 사용한

XTT sodium salt와 PMS는 Sigma(Sigma-Aldrich Co., LLC., Korea)에

서 구입하였다. CD-FBS 제작을 위한 Filter unit receiver와 Bottle top

filter는 Nalgene(Nalge Nunc International Corp., U.S.A)제품을 사용하

였다. 그 밖에 Multiwell culture plate는 Nunc(Nunclon Δ Surface;

Nagle Nunc International, U.S.A), cell culture dish는 Corning (New

York, U.S.A)제품을 사용하였다.

2-2. 기기

Analytical balance: Mettler AE 50, Switzerland

Autoclave: Sanyo MLS 3020, Japan

Centrifuge : Eppendorf Centrifuge 5810-R, Germany

Clean bench : Hanbaek Scientific Co., HB-402, Korea

CO2 incubator : Sanyo MCO-15AC, Japan

Cooler : EYELA CA-1111, Japan

Drying oven: CO-2D-1S, Wooju Sci. Co., Korea

Dry thermo bath : EYELA MG-2200, Japan

ELISA microplate reader : Molecular Devices SpectraMax 340PC,

USA
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Evaporator: EYELA NE, Japan

Freeze dryer : OPERON FDU-8612, Korea

Hot plate : Corning PC-400D, USA

ESI-QTOF-MS: Waters Xevo G2 QTOF

Freeze-dryer: DURA-DRY, Fts system Inc., USA

HPLC system

-Gilson 321 pump, USA

-Gilson UV/VIS 151 detector, USA

HPLC column

-YMC J`sphere ODS-H80, 250 x 10 mm, 4μm, 8nm, Japan

-Chemcopak Chemcosorb 5Si-U, 250 x 10 mm, Japan

Microscope : Olympus CK-2, Tokyo, Japan

MS

-ESIMS : Agilent 1100 series LC/MSD Trap, USA

-FABMS : JEOL JMS AX 505 WA Spectrometer, Japan

-EIMS : JEOL JMS 700 Spectrometer, Japan

NMR

-JEOL LA 300 Spectrometer (300 MHz), Japan

-Bruker AVANCE digital 400 Spectrometer (400 MHz), Germany

-Bruker AVANCE digital 500 Spectrometer (500 MHz), Germany

-Bruker AVANCE digital 600 Spectrometer (600 MHz), Germany

Polarimeter: JASCO, DIP-100, Japan

Rotary evaporator: Shimadzu 2101, Japan

Sonicator: Branson 5200, 5210, UK

UV lamp : Vilber Lourmat VL-4.LC, France
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3. 곰비늘고사리로부터 화합물의 분리

3-1. 곰비늘고사리의 추출 및 분획

곰비늘고사리 근경 및 인편 596.4 g을 건조 후 100% Et2O 4 L (2 L

x 2)를 가하여 20 시간 동안 침윤하여 총 3 회 추출을 하였다. 용매는

감압농축하고 100 % Et2O 추출물 36.4 g을 수득하였다(수율: 6.1 %). 이

후 건조 후 80 % EtOH 4 L로 198 분 동안 초음파추출을 3 회하였다.

용매는 감압농축하고 80% EtOH 추출물 39.0 g을 수득하였다(수율: 6.5

%). 수득한 80 % EtOH 추출물을 증류수에 현탁한 후 극성 지향적 분

리기법에 따라 n-Hexane, CH2Cl2, 및 n-BuOH로 분획하여 각각 2.4 g

(수율: 0.4 %), 3.2 g(수율: 0.5%), 9.1 g(수율: 1.5 %)의 분획물을 얻었다

(Scheme 1).

Scheme 1. Extraction and fractionation of D.uniformis rhizomes

and scales
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3-2. 에테르 추출물로부터 phloroglucinol 화합물의 분리

곰비늘고사리의 에테르 추출물을 대상으로 silica gel C.C(n-Hexane :

EtOAc = 30:1 → 100 % MeOH)를 실시하여 극성에 따라 14개의 분획

(DuRE 1～DuRE 14)으로 나누었고, 소분획 DuRE 5, DuRE 8, DuRE 9,

DuRE 10의 분리를 실시하여 화합물 1, 2, 3, 4, 6, 8 을 얻었다(Scheme

2).

Scheme 2. Isolation of phloroglucinols from the Et2O extracts of

D.uniformis
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3-3. CH2Cl2 분획물로부터 phloroglucinol 화합물의 분리

곰비늘고사리의 CH2Cl2 분획물을 대상으로 silica gel C.C(CHCl3 :

MeOH : Water = 50:4:1 → 100 % MeOH)를 실시하여 극성에 따라 9

개의 분획 (C1～C9)으로 나누었고, 소분획 C1, C2의 분리를 실시하여 화

합물 5, 7 을 얻었다(Scheme 3).

Scheme 3. Isolation of phloroglucinols from the CH2Cl2 fraction of

D.uniformis
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3-4. phloroglucinol 계열 화합물의 분리

3-4-1. 화합물 1의 분리

소분획 DuRE 9를 silica gel C.C(CH2Cl2 : n-Hexane : EtOAc =

10:10:1)를 실시하여 DuRE 9-1～DuRE 9-9의 9 개 소분획으로 나누었

고, 이 중 소분획 DuRE 9-4에서 생긴 조 결정을 재결정(CH2Cl2 :

MeOH = 1:1)하여 화합물 1(68.0 mg)을 분리하였다.

Pale yellow powder

C24H30O8

FABMS(negative mode) : m/z 445[M-H]-

UV absorption : 227, 292nm

1H NMR(CDCl3, 600 MHz) Table 2 참조

13C NMR(CDCl3, 150 MHz) Table 3 참조

1H NMR(acetone-d6, 500 MHz) Table 2 참조
13C NMR(acetone-d6, 125 MHz) Table 3 참조

3-4-2. 화합물 2의 분리

소분획 DuRE 8을 NPHPLC(n-Hexane : EtOAc = 85:15 containing 1

% HOAc)를 실시하여 DuRE 8_A 소분획물을 얻었다. 얻은 소분획물을

NPHPLC(n-Hexane : EtOAc = 95:5 containing 1 % HOAc)를 실시하

여 화합물 2(4.0 mg)를 얻었다.

Pale yellow powder

C21H26O7
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FABMS(negative mode) : m/z 389[M-H]-

UV absorption : 298, 356nm

1H NMR(CDCl3, 500 MHz) Table 2 참조

13C NMR(CDCl3, 125 MHz) Table 3 참조

3-4-3. 화합물 3의 분리

소분획 DuRE 5를 NPHPLC(n-Hexane : EtOAc = 95:5 containing 1

% HOAc)를 실시하여 두 개의 소분획물 DuRE 8_A와 DuRE 8_B를

얻었다. 이 중 소분획물 DuRE 8_A를 NPHPLC(n-Hexane : EtOAc =

98:2 containing 1 % HOAc)를 실시하여 화합물 3(6.5 mg)을 얻었다.

Colorless needle

C25H32O8

FABMS(negative mode) : m/z 459[M-H]-

UV absorption : 224, 338nm

1H NMR(CDCl3, 500 MHz) Table 2 참조

13C NMR(CDCl3, 125 MHz) Table 3 참조

3-4-4. 화합물 4의 분리

소분획 DuRE 8을 NPHPLC(n-Hexane : EtOAc = 85:15 containing 1

% HOAc)를 실시하여 DuRE 8_A 소분획물을 얻었다. 얻은 소분획물을

NPHPLC(n-Hexane : EtOAc = 95:5 containing 1 % HOAc)를 실시하

여 화합물 4(4.0 mg)를 얻었다.
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Pale yellow powder

C25H32O8

FABMS(negative mode) : m/z 459[M-H]-

UV absorption : 229, 294nm

1H NMR(CDCl3, 500 MHz) Table 2 참조

13C NMR(CDCl3, 125 MHz) Table 3 참조

3-4-5. 화합물 5의 분리

소분획 C1을 HPLC C18 RP(ACN-H2O = 5:5 → 9:1)를 실시하여 화합

물 5(0.4 mg)를 얻었다.

Pale yellow powder

C23H28O8

FABMS(negative mode) : m/z 431[M-H]-

UV absorption : 229, 283nm

1H NMR(CDCl3, 400 MHz) Table 2 참조

13C NMR(CDCl3, 100 MHz) Table 3 참조

3-4-6. 화합물 6의 분리

소분획 DuRE 10을 sephadex LH-20 C.C(CH2Cl2-MeOH = 1:1)를 실

시하여 3개의 소분획물 DuRE 10_A, DuRE 10_B, DuRE 10_C를 얻었다.

이 중 DuRE 10_B 소분획물을 sephadex LH-20 C.C(CH2Cl2 : MeOH =

1:1)를 실시하여 화합물 6(4.0 mg)을 얻었다.
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Pale yellow powder

C24H30O8

FABMS(negative mode) : m/z 445[M-H]-

UV absorption : 238, 285nm

1H NMR(CDCl3, 400 MHz) Table 2 참조

13C NMR(CDCl3, 100 MHz) Table 4 참조

3-4-7. 화합물 7의 분리

소분획 C2를 HPLC C18 RP(ACN : H2O = 5:5)를 실시하여 화합물

7(19.0 mg)을 얻었다

Yellow needles

C12H16O4

ESI-QTOF-MS : m/z 225.1132[M+H]+

(calcd.225.1127, C12H17O4)

UV absorption : 224, 284nm

1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 5.90 (1H, s, H-3), 3.80 (3H, s, H-7),

3.04 (2H, t, J = 7.36 Hz, H-9), 1.99 (3H, s, H-12), 1.70 (2H,

m, J = 7.36 Hz, H-10), 0.97 (3H, t, J = 7.36 Hz, H-11)

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 206.12 (C-8), 163.09 (C-2), 161.20

(C-4), 159.67 (C-6), 104.66 (C-5), 103.32 (C-1), 91.46 (C-3),

55.63 (C-7), 46.09 (C-9), 18.13 (C-10), 13.98 (C-11), 7.08

(C-12)
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3-4-8. 화합물 8의 분리

소분획 DuRE 8을 NPHPLC(n-Hexane : EtOAc = 85:15 containing 1

% HOAc)를 실시하여 화합물 8(5.0 mg)을 얻었다

Yellow needles

C11H14O4

ESI-QTOF-MS : m/z 211.0972[M+H]+

(calcd. 211.0970, C11H15O4)

UV absorption : 228, 282nm

1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 5.91 (2H, s, H-1, H-3) 3.76 (3H, s,

H-7), 3.03 (2H, t, J = 7.40 Hz, H-9) 1.71 (2H, m, J = 7.40

Hz, H-10), 0.97 (3H, t, J = 7.40 Hz, H-11)

13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 206.18 (C-8), 165.47 (C-2), 163.33 (C-4,

C-6), 104.89 (C-5), 94.33 (C-1, C-3), 55.46 (C-7), 45.90

(C-9), 18.09 (C-10), 13.95 (C-11)
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position
1a 1b 2b 3c 4c 5a 6d

δ H (J in Hz)

5 18.57,s 18.63,s 18.71,s 18.59,s 18.55,s 13.68,s 13.66,s

4' 13.88,s 13.71,s - 18.59,s 13.79,s - 13.64,s

3 11.46,s 11.63,s 11.31,s 12.28,s 11.14,s - -

2' - - - 12.28,s - - -

6' 8.93,s 9.12,s 11.83,s - 9.72,s 8.70,s 8.72,s

3' 6.05,s 6.11,s - - - 6.12,s 6.19,s

5' - - 6.18,s - - - -

7' 3.97,s 4.06,s
2.52 t,

J=7.45Hz
- 3.94,s 4.02,s 4.01,s

7 3.51,s 3.54,s 3.40,s 3.29,s 3.60,s 3.71,s 3.71,s

8' - - 1.68e - - - -

9 3.15e 3.13e
3.16 t,

J=7.30Hz
3.11e 3.18e

3.06, t,

J=7.14Hz
3.06 t,

J=7.40Hz

9' 3.15e 3.13e 0.96e 3.11e 3.18e
3.06, t,

J=7.14Hz
3.06 t,

J=7.40Hz

10 1.68e 1.69e 1.70e 1.68e 1.70e
1.70 m,

J=7.14Hz
1.70 m,

J=7.40Hz

10' 1.68e 1.69e - 1.68e 1.70e
1.70 m,

J=7.14Hz
1.70 m,

J=7.40Hz

12 1.46e 1.50e 1.48e 1.45e 1.47,s - 2.00,s

13 1.46e 1.50e 1.48e 1.45e 1.47,s - -

11 0.9e 0.97e 0.99e 0.99e 0.97e
0.97 t,

J=7.14Hz
0.97 t,

J=7.40Hz

11' 0.9e 0.97e - 0.99e 0.97e
0.97 t,

J=7.14Hz
0.97 t,

J=7.40Hz

12' - - - - 2.10,s - -

Table 2. 1H NMR data of compounds 1-6

a. Spectra obtained at 300 MHz in CDCl3. b. Spectra obtained at 500 MHz in acetone-d6

c. Spectra obtained at 500MHz in CDCl3. d. Spectra obtained at 400MHz in CDCl3.

e. overapping signals.
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1a 1b 2b 3c 4c 5a 6d

position δ C

1 187.40 188.36 188.43 187.57 187.37 160,13 160.04

2 111.22 112.03 111.90 110.74 111.14 113.54 106.38

3 171.02 171.96 173.75 173.28 171.51 159.04 158.19

4 44.03 44.92 45.29 44.39 42.92 92.12 92.53

5 199.34 199.57 200.48 199.17 198.53 164.53 163.18

6 108.00 108.94 108.89 108.04 109.00 112.84 104.54

1' 104.78 106.17 102.59 110.74 108.03 113.54 106.38

2' 160.67 162.78 170.89 173.28 159.64 159.04 158.19

3' 91.80 92.95 - 44.39 44.23 92.12 92.53

4' 165.38 166.47 165.95 199.17 162.78 164.53 163.18

5' 107.03 107.41 102.73 108.04 180.86 112.84 104.54

6' 160.04 160.68 169.43 187.57 157.82 160,13 160.04

7 16.77 17.42 18.92 18.01 17.79 15.76 15.78

7' 56.33 57.20 35.74 - 61.67 57.34 56.37

7'' - - - - - 57.34 56.37

8 207.42 207.75 207.09 206.22 208.26 208.52 206.92

9 42.86 43.55 43.35 42.83 46.76 46.24 46.31

10 18.14 18.83 18.85 18.12 18.14 17.82 17.95

11 13.95 14.36 14.21 13.92 13.97 13.85 13.98

12 24.56 25.07 25.00 25.31 29.70 - 7.89

13 24.56 25.07 23.42 24.18 29.70 - -

8' 206.53 207.44 20.93 206.22 206.55 208.52 206.92

9' 46.32 46.97 13.70 42.83 46.76 46.24 46.31

10' 18.03 18.90 - 18.12 18.00 17.82 17.95

11' 13.87 14.24 - 13.92 13.92 13.85 13.98

12' - - - 25.31 8.92 - -

13' - - - 24.18 - - -

Table 3. 13C-NMR data of compounds 1-6

a. Spectra obtained at 300 MHz in CDCl3. b. Spectra obtained at 500 MHz in acetone-d6

c. Spectra obtained at 500MHz in CDCl3. d. Spectra obtained at 400MHz in CDCl3.
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3-5. diterpene 계열 및 flavonoid 계열 화합물의 분리

곰비늘고사리의 에테르 추출물을 대상으로 silica gel C.C(n-Hexane :

EtOAc = 30:1 → 100 % MeOH)를 실시하여 극성에 따라 14개의 분획

(DuRE 1～DuRE14)으로 나누었고, 소분획 DuRE 7의 분리를 실시하여

화합물 9 를 얻었다(Scheme 4).

n-BuOH 분획물을 대상으로 HP-20(100 % Water → 100 % MeOH)

를 실시하여 4 개의 분획 (B1～B4)으로 나누었고, 소분획 B3의 분리를

실시하여 화합물 10 을 얻었다(Scheme 3).

Scheme 4. Isolation of other type compounds from D.uniformis
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3-5-1. 화합물 9의 분리

  소분획 DuRE 7를 silica gel C.C(n-Hexane : EtOAc = 95:5)를

실시하여 화합물 9(162.7 mg)을 분리하였다.

Yellow oil

C20H34O

EIMS : m/z 290[M]+

[α]20D : +15.4 (c 0.5 in CHCl3)

1H NMR (CDCl3, 600MHz) δ 1.24 (3H, s), 1.56 (3H, s), 1.56 (3H, s),

1.57 (3H, s), 1.64 (3H, s), 1.93-2.06 (12H, 6 × m), 5.02 (1H,

bd, J = 10.7 Hz), 5.07 (2H, bt, J = 6.6 Hz), 5.11 (1H, bt, J

= 6.6 Hz), 5.19 (1H, bd, J = 17.4 Hz), 5.88 (1H, dd, J = 10.7

Hz, 17.4 Hz)

13C NMR (CDCl3, 125MHz) δ 15.91 (C-19), 15.93 (C-20), 17.59 (C-17),

22.63 (C-5), 25.60 (C-16), 26.48 (C-9), 26.68 (C-13), 27.75

(C-18), 39.62 (C-8), 39.64 (C-12), 42.03 (C-4), 73.34 (C-3),

111.57 (C-1), 124.05 (C-10), 124.18 (C-14), 124.33 (C-6),

131.08 (C-15), 134.89 (C-11), 135.40 (C-7), 145.00 (C-2)
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3-5-2. 화합물 10의 분리

소분획 B2를 HPLC C18 RP(ACN : H2O = 1:9 → 2:8)를 실시하여 화

합물 10(4.1 mg)을 분리하였다.

Pale yellow needle

C21H20O10

ESI-MS : m/z 447.0[M-H]-

UV absorption : 266, 352 nm

1H NMR (CDCl3, 300MHz) d 5.46 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-1"), 6.20 and

6.43 (1H each, d, J = 2.0 Hz, H-6, -8), 6.89 and 8.04 (2H

each, d, J = 8.7 Hz, H-3’, 5’, and -2’, 6’), 12.60 (1H, br s,

OH).

13C NMR (CDCl3, 300MHz) δ 177.51 (C-4), 164.26 (C-7), 161.26 (C-5),

159.98 (C-4’), 156.46 (C-9), 156.34 (C-2), 133.26 (C-3),

130.93 (C-2' 6’), 121.00 (C-1’), 115.17 (C-3' 5’), 104.04

(C-10), 100.96 (C-1"), 98.78 (C-6), 93.74 (C-8), 77.50

(C-5"), 76.47 (C-3"), 74.27 (C-2"), 69.96 (C-4"), 60.9

(C-6")



- 27 -

4. LNCaP, PC-3 세포주의 증식 억제 활성

4-1. LNCaP, PC-3 세포주의 배양

LNCaP 세포는 RPMI 1640배지에 10 % FBS, 50 units/mL penicillin

과 50 μg/mL streptomycin을 첨가한 세포 배양액을 사용하여 37℃ 습윤

한 CO2 incubator(5 % CO2/95 % air)에서 배양하였다. 세포가 80 % 정

도 배양접시를 덮으면 DPBS(pH 7.4)로 세포 단층을 씻어낸 후 0.25 %

trypsin-2.05mM EDTA로 처리하여 계대배양 하였고 배지는 3일마다 교

환하였다.

LNCaP

Figure 4. Photomicrographs of LNCaP

PC-3 세포는 RPMI 1640배지에 10 % FBS, 50 units/mL penicillin과

50 μg/mL streptomycin을 첨가한 세포 배양액을 사용하여 37℃ 습윤한

CO2 incubator(5 % CO2/95 % air)에서 배양하였다. 세포가 80 % 정도

배양접시를 덮으면 0.25 % trypsin-2.05mM EDTA로 처리하여 계대배양

하였고 배지는 2~3일마다 교환하였다.
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PC-3

Figure 5. Photomicrographs of PC-3

4-2. 세포 증식 변화 측정

곰비늘고사리의 에테르 추출물, 80 % 에탄올 추출물, 헥산 분획물, 디

클로로메탄 분획물, 부탄올 분획물, 수용액 분획물과 화합물이 LNCaP

와 PC-3 세포의 증식에 미치는 영향을 조사하기 위해 세포를 10 %

charcoal dextran stripped FBS가 포함된 phenol red free RPMI 1640

배지로 희석하여 각각 8×103/well, 4×103/well의 밀도로 96 well-plate에

분주하였다. 24시간이 지난 후 100μL의 위와 같은 배지에 에테르 추출

물, 80 % 에탄올 추출물, 헥산 분획물, 디클로로메탄 분획물, 부탄올 분

획물, 수용액 분획물과 화합물을 여러 농도로 첨가한 후 세포를 배양하

였다. 72시간이 경과한 뒤 XTT assay로 살아있는 세포수를 측정하였다.

이 때 사용한 대조군의 시약 및 약물들은 다음과 같다(Fig. 6).
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Figure 6. Positive and negative controls for experiments

4-3. XTT assay

배양 중인 세포의 배양액에 XTT를 배양액의 25 %가 되도록 가하고

계속하여 4 시간 더 배양한 후 450 nm에서 흡광도를 측정하여 세포의

생존률을 판단하였다.

Figure 7. Reaction process of XTT assay
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4-4. 통계 처리

통계적 유의성을 검토하기 위해 Student`s t test를 사용하였다. p

value 가 0.05 이하일 때 별 1 개, p value가 0.01 이하일 때 별 2 개를

표시하였다.
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 성분 연구

1-1. 화합물 1의 구조 분석

본 연구에서는 다양한 고리 조합을 다지는 phloroglucinol 계열의 물질

들을 분리할 수 있었다. 즉, filicinic acid 고리와 pyronone 고리의 조합,

filicinic acid 고리와 aromatic phloroglucinol 고리의 조합, 두 개의 동일

한 filicinic acid 고리의 조합, 두 개일 동일하거나 다른 aromatic

phloroglucinol 고리의 조합이 methylene bridge 로 연결된 형태의 dimer

phloroglucinol 계열의 물질들이 분리되었다. 또한 monomer

phloroglucinol도 추가적으로 분리할 수 있었다.

Phloroglucinol 계열을 연구함에 있어서는 1H NMR spectrum의

downfield 영역의 시그널들을 유심히 살펴 볼 필요가 있다. 특히,

Dryopteris 속에 속한 화합물에서 주로 분리되었던 dimer 형태의

phloroglucinol의 구조해석에서 1H NMR spectrum의 downfield 영역의

시그널들은 큰 의미를 가진다. 이 영역의 시그널들로 기본 골격 구조를

예상할 수 있기 때문이다. 화합물 1 의 경우 가장 1H NMR spectrum의

downfield인 영역의 δ 18.57의 singlet으로 나타나는 시그널에서

enolizable β-triketonic system 을 관찰할 수 있었다. 이외에도 8 ppm

이상의 downfield 영역에서 보여지는 δ 13.88, δ 11.46, δ 8.93 각각의 시

그널의 위치를 보았을 때 filicinic acid 고리와 aromatic phloroglucinol

고리의 조합을 예상할 수 있었다.

이 화합물의 경우, downfield 영역의 시그널로 보아 aromatic

phloroglucinol 고리에 filicinic acid의 카르보닐기와 수소결합을 이룰 수

있는 free hydroxyl기를 가지고 있는 것을 알 수 있었다. aromatic

phloroglucinol 고리의 경우 뒤에서 소개할 aspidinol B (7)와 메틸기 치

환체가 있다는 것을 제외하고는 그 13C NMR spectrum 상의 수치가 매
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우 유사한 것을 볼 수 있었다. Aspidinol B의 경우 두 개의 hydroxyl기

가 acyl side chain의 카르보닐기와 서로 결합을 이루려고 한다. 하지만

이 물질의 경우에는 aromatic phloroglucinol 고리에 있는 두 개의

hydroxyl기는 서로 다른 수소결합을 이룰 수 있다. 하나는 카르보닐기의

탄소와 이루며 다른 하나는 filicilnic 고리의 카르보닐기와 수소결합을

이룰 수 있다. 이것은 1H NMR spectrum을 살펴보아도 알 수 있었다.

Aspidinol B의 경우 10 ppm 부근에서 broad한 단일한 시그널이 관찰 되

었지만, 화합물 1 의 경우 δ 13.88, δ 11.46 의 단일한 시그널이 관찰되

었다.

또한 gem-dimethyl기가 acylfilicinic 고리의 존재를 확인시켜주었다.

3.5 ppm부근에서 methylene bridge가 있어 filicinic ring과 aromatic

phloroglucinol 고리를 연결시킬 것으로 예상하였다. 이것은 HMBC

spectrum에서 메틸렌 브릿지의 수소와 두 고리의 인접한 탄소간의

correlation을 확인해보면 알 수 있는데 CDCl3 용매로 측정시에는 관찰

할 수 없었다. 이러한 문제를 해결하기 위해 아래와 같은 방법을 시도해

보았다.

다만, 화합물 1의 경우, minor tautomer라고 생각 되어지는 시그널들

을 연결하여 메틸렌 브릿지의 수소와 양 옆의 고리의 인접한 탄소간의

HMBC correlation을 통하여, 다음과 같은 minor tautomer 구조를 예측

할 수 있었다. 이 구조를 보면, filicinic 고리가 처음 예측하였던 구조와

tautomer 구조임을 알 수 있다. 본래 filicinic acid monomer의 경우

CDCl3 NMR용 용매에서 가장 안정한 형태로 주로 존재하는 형태가 이

구조와 같다. 비록 화합물 1은 다이머 형태이고, 더 많은 minor

tautomer구조들이 존재하겠지만, 비교적 잘 관찰 되는 minor tautomer

구조의 filicinic acid가 단량체로 존재할 때의 안정한 구조를 다이머에서

도 가질 수 있음을 예상해 볼 수 있었다.

Phloroglucinol의 NMR 데이터에 영향을 미치는 인자가 많다. 온도, 용

매등 이 대표적인데, 이것은 phloroglucinol의 enol-keto tautomerism에

의해 minor한 tautomer 구조들이 주 구조와 같이 존재하기 때문이다. 화
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합물 1의 경우에는 우선 용매에 의한 영향이 있을 것으로 보아, 용매 조

건을 다르게 하여 NMR 측정을 시도해보았다.

Figure 8. Possible tautomeric structures of an acylfilicinic acid

위에서 언급한 예상한 구조 외에 major tautomer 구조를 좀 더 정확

히 동정하기 위해 NMR 용매를 아세톤으로 바꿔 측정해 보았다. 아세톤

NMR 용매를 사용시 OH기와 인접탄소간의 HMBC correlation이 관측되

는데 그것은 아세톤 용매와 OH기간의 분자간 수소결합으로 인해

tautomer 구조의 교환률을 줄일 수 있기 때문이다. 또한 1H NMR

spectrum의 낮은 자장의 영역에서 확연하게 minor tautomer의 시그널이

감소됨을 알 수 있었다. CDCl3 NMR용 용매에서 측정의 또 다른 문제점

인 메틸렌 브릿지의 수소와 양옆의 고리의 인접한 탄소간의 HMBC

correlation도 연결시킬 수 있었다.

molecular ion peak 는 FABMS를 통해 관찰 할 수 있었다. 이상의 결

과를 통해 화합물 1을 desaspidin BB로 동정하였다(Widén et al., 1973).

한편, 다이머 형태의 phloroglucinol의 생합성 과정은 아직 밝혀지지

않았다. 하지만 다음과 같이 두 개의 monomer가 메틸렌 브릿지를 이룰

것이라고 예상하였다.
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Figure 9. 1H, 13C-NMR spectrum of compound 1 (in CDCl3)
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Figure 10. HMBC spectrum of compound1 (in CDCl3)
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Figure 11. 1H, 13C-NMR spectrum of compound 1 (in acetone-d6)
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Figure 12. HMBC spectrum of compound 1 (in acetone-d6)
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Figure 13. Proposal for biosynthesis of compound 1
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1-2. 화합물 2의 구조 분석

이번 연구에서는 주로 filicinic acid 고리나 aromatic phloroglucinol 고

리의 phloroglucinol 구조가 주로 분리되었지만 화합물 2의 경우 유일하

게 6-methyl-2,3-dihydro-2,4-pyrandione (pyronone) 고리를 가지고 있

는 구조였다. 반대편의 filicinic acid ring의 경우 단일체의 경우 클로로

포름이나 아세톤의 NMR 용매상에서 가장 안정한 tautomer 구조는 다음

과 같다 (Figure 8). 그러나 이 단일체의 13C NMR spectrum과 dimer의

13C NMR spectrum상의 수치는 약간의 차이를 보인다. 이것은 두 구조

가 다른 tautomer의 구조를 가지거나 비슷한 관점에서 다른 hygrogen

bonding을 이루고 있기 때문으로 설명이 된다.

1H NMR spectrum의 가장 downfield의 시그널은 filicinic ring의

hydrogen bonded OH 그룹을 뜻한다. 그 다음의 11 ppm부근의 시그널

은 pyronone 고리의 hydrogen bonded OH의 수소를 가르킨다. 마지막으

로 좀 넓게 나타나는 10 ppm부군의 시그널의 경우 남은 filicinic고리의

OH기의 수소를 나타내는 것이다. 이 세 번째의 OH의 경우에는 다른

OH기들과는 달리 강력한 수소결합을 이루지는 않는다. 따라서 좀 더 넓

은 시그널이 관측되는 것으로 보인다.

또한, gem-dimethyl의 치환체로 acylfilicinic 고리의 존재를 확인할 수

있었다. 3.5 ppm부근에서 methylene bridge가 있어 filicinic ring과

pyronone 고리를 연결시킬 것으로 예상하였다. 이것은 HMBC spectrum

에서 메틸렌 브릿지의 수소와 두 고리의 인접한 탄소간의 correlation을

확인하여 알 수 있었다.

molecular ion peak 는 FABMS를 통해 관찰 할 수 있었다. 이상의 결

과를 통해 화합물 2을 phloropyrone BB로 동정하였다(Widén et al.,

1976).
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Figure 14. 1H, 13C-NMR spectrum of compound 2 (in acetone-d6)
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Figure 15. HMBC spectrum of compound 2 (in acetone-d6)



- 42 -

Figure 16. HMBC spectrum of compound 2 (in acetone-d6)
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Figure 17. HMQC spectrum of compound 2 (in acetone-d6)
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1-3. 화합물 3의 구조 분석

화합물 3의 경우, 이번 연구에서 분리된 다양한 고리 조합을 다지는

phloroglucinol 계열의 물질들 중에서 두 개의 동일한 filicinic acid 고리

의 조합이 methylene bridge 로 연결된 형태의 dimer phloroglucinol 계

열의 물질이었다.

앞의 구조 분석과 유사하게 1H NMR spectrum의 downfield 영역의

시그널들을 살펴 본 결과 filicinic acid 고리의 기본골격을 가지는 것을

예상할 수 있었다. 화합물 3 의 경우 가장 1H NMR spectrum의

downfield인 영역의 δ 18.59의 singlet으로 나타나는 시그널에서

enolizable β-triketonic system 을 관찰할 수 있었다. 이외에도 8 ppm

이상의 downfield 영역에서 보여지는 δ 12.28 각각의 시그널의 위치를

보았을 때 filicinic acid 고리의 존재를 예상할 수 있었다.

또한 gem-dimethyl기가 acylfilicinic 고리의 존재를 확인시켜주었다.

3.11 ppm부근에서 methylene bridge가 있어 filicinic acid 고리와 filicinic

acid 고리를 연결시킬 것으로 예상하였다. 이것은 HMBC spectrum에서

메틸렌 브릿지의 수소와 두 고리의 인접한 탄소간의 correlation을 확인

해보면 알 수 있었다.

molecular ion peak 는 FABMS를 통해 관찰 할 수 있었다. 이상의 결

과를 통해 화합물 3을 albaspidin BB로 동정하였다(Widén et al., 1973).
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Figure 18. 1H, 13C-NMR spectrum of compound 3 (in CDCl3)
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1-4. 화합물 4의 구조 분석

화합물 4의 경우, 하나의 filicinic acid 고리와 하나의 aromatic

phloroglucinol 고리 조합이 methylene bridge 로 연결된 형태의 dimer

phloroglucinol 계열의 물질이었다.

앞의 화합물 1의 구조 분석과 유사하게 1H NMR spectrum의

downfield 영역의 시그널들을 살펴 본 결과 filicinic acid 고리의 기본골

격을 가지는 것을 예상할 수 있었다. 화합물 4 의 경우 가장 1H NMR

spectrum의 downfield인 영역의 δ 18.55의 singlet으로 나타나는 시그널

에서 enolizable β-triketonic system 을 관찰할 수 있었다. 이외에도 8

ppm 이상의 downfield 영역에서 보여지는 δ 13.79, δ 11.14, δ 9.72 각각

의 시그널의 위치를 보았을 때 filicinic acid 고리의 존재를 예상할 수

있었다.

또한 gem-dimethyl기가 acylfilicinic 고리의 존재를 확인시켜주었다.

3.5 ppm부근에서 methylene bridge가 있어 filicinic acid 고리와 filicinic

acid 고리를 연결시킬 것으로 예상하였다. 이것은 HMBC spectrum에서

메틸렌 브릿지의 수소와 두 고리의 인접한 탄소간의 correlation을 확인

해보면 알 수 있었다. 다만, 화합물 1과 달리 12’ 위치에 메틸 치환체가

있음을 알 수 있었다.

molecular ion peak 는 FABMS를 통해 관찰 할 수 있었다. 이상의 결

과를 통해 화합물 4를 para-aspidin BB로 동정하였다(Widén et al.,

1970).
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Figure 19. 1H, 13C-NMR spectrum of compound 4 (in CDCl3)
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1-5. 화합물 5의 구조 분석

화합물 5의 경우, 이번 연구에서 분리된 다양한 고리 조합을 다지는

phloroglucinol 계열의 물질들 중에서 두개의 동일한 aromatic

phloroglucinol 고리 조합이 methylene bridge 로 연결된 형태의 dimer

phloroglucinol 계열의 물질이었다.

앞의 화합물 1의 구조 분석과 유사하게 1H NMR spectrum의

downfield 영역의 시그널들을 살펴 본 결과 filicinic acid 고리의 기본골

격을 가지는 것을 예상할 수 있었다.

3.5 ppm부근에서 methylene bridge가 있어 두개의 서로 같은

aromatic phloroglucinol 고리를 연결시킬 것으로 예상하였다. 이것은

HMBC spectrum에서 메틸렌 브릿지의 수소와 두 고리의 인접한 탄소간

의 correlation을 확인해보면 알 수 있었다.

molecular ion peak 는 FABMS를 통해 관찰 할 수 있었다. 이상의 결

과를 통해 화합물 5를 methylene-bis-desaspidinol로 동정하였다(Zuo et

al., 2005).
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Figure 20. 1H, 13C-NMR spectrum of compound 5 (in CDCl3)
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1-6. 화합물 6의 구조 분석

화합물 6의 경우, 이번 연구에서 분리된 다양한 고리 조합을 다지는

phloroglucinol 계열의 물질들 중에서 두개의 서로 다른 aromatic

phloroglucinol 고리 조합이 methylene bridge 로 연결된 형태의 dimer

phloroglucinol 계열의 물질이었다.

앞의 화합물 1의 구조 분석과 유사하게 1H NMR spectrum의

downfield 영역의 시그널들을 살펴 본 결과 filicinic acid 고리의 기본골

격을 가지는 것을 예상할 수 있었다.

3.5 ppm부근에서 methylene bridge가 있어 두개의 서로 다른

aromatic phloroglucinol 고리를 연결시킬 것으로 예상하였다. 이것은

HMBC spectrum에서 메틸렌 브릿지의 수소와 두 고리의 인접한 탄소간

의 correlation을 확인해보면 알 수 있었다.

molecular ion peak 는 FABMS를 통해 관찰 할 수 있었다. 이상의 결

과를 통해 화합물 6를 phloraspidinol BB로 동정하였다(Widén et al.,

1976).



- 51 -

Figure 21. 1H, 13C-NMR spectrum of compound 6 (in CDCl3)
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1-7. 화합물 7의 구조 분석

화합물 7의 경우, 앞에서 분리한 구조들과 달리 단량체의

phloroglucinol 물질이었다. 이것은 1H NMR spectrum의 3.5ppm 부근의

메틸렌 브릿지를 확인할 수 없다는 것과도 일치하는 결과였다.

1H NMR spectrum의 downfield 영역의 시그널들을 살펴 본 결과

filicinic acid 고리의 기본골격이 아닌 aromatic phloroglucinol 고리 구조

를 가짐을 예상할 수 있었다. 치환체의 위치는 HMBC correlation의 연

결을 통하여 결정할 수 있었다.

molecular ion peak 는 ESIMS를 통해 관찰 할 수 있었다. 이상의 결

과를 통해 화합물 7을 aspidinol B로 동정하였다(Widén et al., 1970).

Figure 22. 1H, 13C-NMR spectrum of compound 7 (in CDCl3)
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1-8. 화합물 8의 구조 분석

화합물 8의 경우, 화합물 7과 유사하게 단량체의 phloroglucinol 물질

이었다. 이것은 마찬가지로 1H NMR spectrum의 3.5ppm 부근의 메틸렌

브릿지를 확인할 수 없다는 것과도 일치하는 결과였다.

1H NMR spectrum의 downfield 영역의 시그널들을 살펴 본 결과

filicinic acid 고리의 기본골격이 아닌 aromatic phloroglucinol 고리 구조

를 가짐을 예상할 수 있었다. 치환체의 위치는 HMBC correlation의 연

결을 통하여 결정할 수 있었다.

molecular ion peak 는 ESIMS를 통해 관찰 할 수 있었다. 이상의 결

과를 통해 화합물 8을 desaspidinol 로 동정하였다(Zuo et al., 2005).

Figure 23. 1H, 13C-NMR spectrum of compound 8 (in CDCl3)
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1-9. 화합물 9의 구조 분석

화합물 9의 경우 노란색 오일상의 물질로 분리되었다. 13C NMR

spectrum에서 총 20개의 탄소를 확인할 수 있었고 DEPT spectrum을

측정하여 각각의 탄소성질을 확인하였다. 1H NMR spectrum에서는 6번

위치의 수소는 5.11ppm (J = 6.6 Hz), 10번과 14번 위치의 수소는

5.07ppm (J = 6.6 Hz)에서 나타나는데 각각은 J = 6.6 Hz를 가짐으로

cis coupling을 가짐을 확인할 수 있었으며, 1번 위치의 수소를 나타내는

5.02ppm (J = 10.7 Hz), 5.19ppm (J = 17.4 Hz)의 시그널과 2번 위치의

수소를 나타내는 5.88 (J = 10.7 Hz, 17.4 Hz) 시그널을 통해 trans, cis

coupling을 관찰 할 수 있었다. 3번 위치의 chiral center의 configuration

은 선광도를 통하여 이전 문헌자료와 비교하여 결정하였다(Svatos et 

al., 2002).

Figure 24. 1H, 13C-NMR spectrum of compound 9 (in CDCl3)
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Figure 25. HMBC spectrum of compound 9 (in CDCl3)
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1-10. 화합물 10의 구조 분석

화합물 10은 미황색의 침상의 결정을 이루는 단일물질로 분리되었다.

1H NMR spectrum에서는 aromatic 영역에서 aglycone인 kaempferol에

상응하는 H-6 및 H-8은 각각 6.18 및 6.42ppm에서 J = 2.0 Hz로

meta-coupling하고, 6.87 ppm과 8.02 ppm에서 J = 8.7 Hz로 H-2', 6'과

H-3', 5'이 ortho-coupling하여 나타났고, 1개의 anomeric proton에 의한

doublet이 J = 7.4 Hz로 나타났으므로 화합물 4는 1 분자의 glucose가 β 

결합하고 있음을 알 수 있었다. (Mahato et al., 1982). UV spectrum에서

는 MeOH 용액에서 band I이 352㎚, band II가 266㎚에서 각각 흡수극

대를 나타내므로 이 화합물은 3번 OH기에 glucose가 결합되어 있음을

추정할 수 있었다 (Mabry et al., 1970). 13C-NMR 스펙트럼에서 glucose

에 해당하는 δ 62.6의 methylene peak를 비롯하여 100. 96 (C-1"), 77.50

(C-5"), 76.47 (C-3"), 74.27 (C-2"), 69.96 (C-4"), 60.9 (C-6")의 5개의

peak가 관찰되었다.

이상의 결과로서 화합물 10의 화학구조는 kaempferol glycoside로 추

정하고 기존 문헌에 발표된 자료 (Yun et al., 2000)와 비교하여

kaempferol 3-O-β-D-glucopyranoside인 astragalin으로 확인하였다.
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Figure 26. 1H, 13C-NMR spectrum of compound 10 (in CDCl3)
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Figure 27. Structures of the compounds isolated from D.uniformis
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2. 곰비늘고사리의 전립선 암세포 증식 억제 활성

2-1. 추출물, 분획물의 전립선 암세포 증식 억제 활성

곰비늘고사리의 에테르 추출물, 80 % 에탄올 추출물, 헥산 분획물, 디

클로로메탄 분획물, 부탄올 분획물, 수용액 분획물이 인간의 전립선에서

유래한 LNCaP와 PC-3 세포의 증식에 미치는 영향을 조사하기 위해 배

양액에 100μg/mL, 50μg/mL의 각 추출물 및 분획물을 첨가하고, 72시간

이 지난 후 XTT assay 방법으로 살아있는 세포수를 측정하였다. 에테

르 추출물, 헥산 분획물, 디클로로포름 분획물의 경우 LNCaP 및 PC-3

세포 증식이 감소하였다.(Fig. 27)

Figure 28. The cell viability of the fractions of D.uniformis rhizomes

and scales on LNCaP and PC-3 cell lines
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Sun등은 주저리고사리 D. fragrans에서 분리한 aspidin PB 성분이 인

간의 간암세포인 HepG2 세포의 세포증식을 억제한다고 보고하였고,

Chang등은 관중 D. crassirhizoma의 메탄올 추출물이 인간의 전립선 암

세포인 PC-3 MML의 세포증식을 억제한다고 보고하였고, Zhang등은 주

저리고사리 D. fragrans에서 분리한 Dryofragin 성분이 인간의 유방암세

포인 MCF-7의 세포증식을 억제한다고 보고하였다. 또한 Cao등은 홍지

네고사리 D.erythrosora의 flavonoid를 주성분으로 함유한 추출물이 A549

폐암세포주의 세포증식을 현저히 억제한다고 보고하였다. 이러한 결과를

통해 관중속의 식물은 간암세포, 폐암세포, 유방암세포 뿐만아니라 전립

선암세포의 증식도 억제하여 항암제로 개발할 수 있는 하나의 소재가 될

수 있음을 제시한다.

곰비늘고사리는 면마과의 관중속에 속하는 상록성 다년초로 온대성 양

치식물이다. 현재까지 곰비늘고사리의 활성연구와 화학성분에 관한 것은

연구된 바가 없다. 다만 곰비늘고사리가 속한 관중속 식물인 관중은 한

의학에서 구충, 이질, 열병성발진, 지혈, 해독 등에 사용되고 있다. 본 연

구에서는 곰비늘고사리가 전립선암세포에 미치는 영향을 조사하기 위해

인간의 전립선에서 유래한 암세포인 LNCaP와 PC-3 세포의 증식에 대

한 영향을 조사하였다. 곰비늘고사리 추출물, 분획물, 성분을 LNCaP와

PC-3 세포 배양액에 여러농도 (100 μg/ml, 50 μg/ml)로 첨가하여, 세포

증식에 미치는 영향을 조사하였다. LNCaP 세포에서 에테르 추출물이 두

가지농도 모두에서 그 증식을 현저하게 억제하였으며, 헥산추추출물의

저농도에서도 약간의 증식 억제 효과를 보였다. 한편, PC-3에는 총 에테

르추출물의 고농도에서 증식 억제 효과를 보였으며, 헥산과 클로로메탄

의 추출물에서 농도가 증가함에 따라 그 증식 억제 효과가 커진 것을 관

찰할 수 있었다.

앞으로 곰비늘고사리의 추출물, 분획물, 성분의 apoptosis와 그 기전을

좀 더 연구한다면 화학적 암 예방 물질이나 치료제로 개발될 수 있을 것

으로 사료된다.
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2-2. 화합물 1의 전립선암세포 증식 억제 활성

화학성분들의 평가가 추출물 및 분획물에 이어 진행되었다. 그 중 1번

화합물은 phloroglucinol 계열의 물질로 저농도인 10 μM, 5 μM에서

PC-3에는 영향이 미미하며, positive control인 androgen으로 사용된

testosterone 의 복합처리 결과 양성대조군인 testosterone의 결과에 비해

antiandogenic 효과를 보이는 것으로 나타났다. 하지만 antiandrogenic

drug로 사용된 P1 (bicalutamode) 및 P2 (finasteride) 경우와 비교 했을

때는 그 효과가 뚜렷하지는 않았으므로 좀 더 저농도에서 그 효과를 기

대해볼 만하다.

반면, 상대적으로 고농도인 100 μM, 50 μM 의 농도에서는 LNCaP

세포주의 증식에는 거의 영향을 미치지 않았으나, PC-3 세포주에 대하

여 cytotoxic drug로 사용된 C2 (etoposide)와 같이 PC-3에 대한 증식

억제 효과가 뚜렷하게 있음을 관찰할 수 있었다. 이것은 해당 화합물이

PC-3와 LNCaP의 세포증식을 억제하는 사멸 경로에 대해 차이를 보이

기 때문일 것으로 생각된다. 두 가지 세포주가 안드로겐의 수용체, p53의

발현 등에서 차이를 보인다고 보고되어 있고, 이 두 가지 세포주에 대한

연구를 좀 더하여, 그 기전을 밝히는 것이 추후 연구과제가 될 것이다.
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Figure 29. The relative cell viability of the compound 1 on LNCaP

Figure 30. The relative cell viability of the compound 1 on PC-3
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Figure 31. The cytotoxicity effect of the compound 1 on PC-3 cell

lines
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2-2. 화합물 9의 전립선암세포 증식 억제 활성

화합물 9는 곰비늘고사리의 에테르 추출물에서 분리한 acyclic

diterpene의 물질이었다. 이 화합물의 경우도 저 농도 10 μM, 5 μM에서

antiandrogenic 효과를 보였다.

Figure 32. The relative cell viability of the compound 9 on LNCaP

한편, 상대적으로 고농도인 100 μM에서 LNCaP와 PC-3에서 세포독성

을 보였다. 아래 그림에서 보듯 고농도에서는 DMSO 대조군에 비해 셀

의 형태가 바뀐 것을 알 수 있었다.
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Figure 33. The relative cell viability of the compound 9 on PC-3

Figure 34. The cytotoxicity and antiandrogenic effect of the compound

9 on LNCaP cell lines
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앞서 말한 두 가지 화합물에 대하여 다른 암세포의 증식효과 연구를

추가적으로 진행하였다. 다른 암세포로 채택한 인간의 gastric cell line

인 AGS에 대한 증식억제 연구를 해 본 결과 화합물 1의 경우에는 주목

할 만한 증식 억제 효과가 없었다. 또 다른 암세포에 대한 활성연구가

진행되어야 하긴 하겠지만 PC-3 세포주에 대해 선택적으로 증식 억제

효과가 있을 수 있음을 시사한다. 아래에 화합물 1의 AGS 세포주의 증

식 억제 활성 평가에 대한 결과가 그래프와 사진으로 나와 있다.

화합물 9 또한 AGS 세포주에 대한 증식억제 활성을 보았는데, 화합물

1과는 달리 상대적으로 고동도인 100 μM, 50 μM에서 세포 증식억제

효과를 보였다. 따라서 화합물 9은 특정 세포주의 증식을 억제하는 것이

아니라 광범위하게 증식 억제 효과를 보일 것으로 사료된다.

Figure 35. The cytotoxicity effect of the compound 1 on AGS cell

lines
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Figure 36. The cytotoxicity effect of the compound 9 on AGS cell

lines

Figure 37. The cell viability of the compound 1 and 9 on AGS cell

lines
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Ⅳ. 결론

1. 곰비늘고사리의 근경 및 인편의 에테르 추출물과 n-hexane, CH2Cl2

분획물은 인간에서 유래한 전립선 암세포주인 LNCaP와 PC-3 세포

주에서 유의성 있는 증식 억제활성을 나타내었다.

2. 전립선 암세포 증식 억제활성을 유의성 있게 나타낸 에테르 추출물과

n-hexane, CH2Cl2 분획물로부터 활성 지향적 분리기법과 각종 크로마

토그래피법을 이용하여 총 10종의 화합물을 분리하였다. 각각의 화합

물은 분광학적 데이터를 종합하여 desaspidin BB (1), phloropyrone

BB (2), albaspidin BB (3), para-aspidin BB (4),

methylene-bis-desaspidinol (5), phloraspidinol BB (6), aspidinol B

(7), desaspidinol (8), (6E,10E)-geranyllinalool (9), astragalin (10)으

로 동정하였다. 총 8종의 phloroglucinols (1-8), 1종의 acyclic

diterpene (9)을 분리 하였다. 또한 추가적으로 n-BuOH 분획물에서 1

종의 flavonoid (10)를 분리하였다.

3. 위 화합물들은 이 식물에서 처음으로 분리, 보고되는 물질들이다.

4. 활성 연구 결과 phloroglucinol 계열인 desaspidin BB (1)와 acyclic

diterpene의 일종인 (6E,10E)-geranyllinalool (9)은 저농도에서

antiandrogenic effect를 보였다.

5. desaspidin BB (1)의 경우 고농도에서 PC-3를 선택적으로 유의성 있

게 증식을 억제 하였다.

6. 화합물 (6E,10E)-geranyllinalool (9) 고농도인 100 μM, 50 μM에서

LNCaP, PC-3세포 증식억제 활성을 보였으며, 추가적으로 실험한

AGS세포의 증식도 억제하였다. 따라서 화합물 9은 특정 세포주의 증
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식을 억제하는 것이 아니라 광범위하게 증식억제 효과를 보일 것으로

사료된다.
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Abstract

Chemical Constituents of Dryopteris uniformis

and their Anti-proliferation Activities on

Prostate Cancer Cells

Sunmin Woo
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The Graduate School

Seoul National University

Dryopteris uniformis (Makino) Makino is a warm-climate fern that is

in the genus Dryopteris, evergreen herbaceous perennial. It is

distributed in China, Japan, and mid-southern part of Korea. In China,

it also referred as 同形鱗毛蕨, and in 『神華本草綱要』 it's rhizoma is

used for possible effects for hemostasis, insecticide, metrorrhagia,

metrostaxis and hemoptysis.

The genus Dryopteris which contains D.uniformis, has over about 250

species over the world and 30 species comes from Korea. There were

no reported chemical constituents and bioactivities in the SCI journals

regarding D.uniformis. However, in the genus Dryopteris, it is isolated

to phloroglucinols, flavonoids, triterpenoids, phenols etc. Also, in the

genus Dryopteris it has been reported of bioactivities of antiviral,

antibacterial, and anticancer. In this research, the chemical

constituents and their bioactivities of D.uniformis was studied for the

first time. The purpose of this research was to see repression of

proliferation activities on prostate cancer cells LNCaP and PC-3.
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There is no research regarding bioactivities for chemical constituents

of plants in genus Dryopteris on these two cell lines. Therefore in this

research, there were efforts to study the bioactivities on these two

cell lines for the first time.

In genus Dryopteris, type of phloroglucinol constituents becomes

chemotaxonomic marker. In this research, there are efforts to

concentrately isolate this type of chemical constituents. The rhizoma

and scales of D.uniformis was selectively extracted from 100 % diethyl

ether solution. The residues are extracted from 80 % ethanol

aquaeous solution. The extracts from 80 % ethanol aquaeous solution

is suspended with water, and continuously partitioned by n-Hexane,

CH2Cl2, n-BuOH. The diethyl ether extracts and CH2Cl2 fractions

showed significant anti proliferation activity on LNCaP and PC-3 cell

lines. Thus, nine compounds, eight phloroglucinols (1-8) and one

acyclic diterpene (9) were isolated from the diethyl ether extracts,

n-Hexane and CH2Cl2 fractions using bioactivity-guided fractionation

and various chromatographic techniques. Additionally one flavonoid

(10) was isolated in n-BuOH fraction.

Chemical structures of ten compounds were characterized by

spectroscopic methods that is UV, ESIMS, FABMS, EIMS 1H-NMR,

13C-NMR, 1H-1H COSY, HMQC, HMBC, DEPT spectrum. It was

elucidated to desaspidin BB (1), phloropyrone BB (2), albaspidin BB

(3), para-aspidin BB (4), methylene-bis-desaspidinol (5),

phloraspidinol BB (6), aspidinol B (7), desaspidinol (8),

(6E,10E)-geranyllinalool (9), astragalin (10). These ten

compounds(1-10) were reported for the first time from D.uniformis.

According to the result of the bioactivity research above,

phloroglucinol type desaspidin BB (1) and acyclic diterpene type

(6E,10E)-geranyllinalool has an antiandrogenic effect in low
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concentration. Also in high concentration of desaspidin BB (1), it

selectively repressed the proliferation of PC-3 cells.
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