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High performance liquid chromatography를 이용한

빈카민 분석 및 빈카마이너의 항산화능 측정
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Analysis of Vicamine Using High Performance Liquid Chromatography
and Antioxidant Activity of Vincaminor Extract
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Abstract  Vincamine, one of the major indole alkaloids in vincaminor (Vinca minor L.) is commonly used for treating
cerebrovascular diseases. The antioxidant activity of vincaminor extracts and vincamine were measured by 1.1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) and lipid malonaldehyde (MA) assay. Vincaminor leaves were pulverized and extracted with various
solvents such as water, methanol, and ethanol. The antioxidant activities of the extracts varied in accordance with solvents and
assays. In DPPH assay, the water extract showed the highest antioxidant activity. In lipid MA assay, However, the ethanol
extract inhibited MA formation from cod liver oil by 82% at the level of 5,000 µg/mL. Vincamine in the extract was analyzed
by high-performance liquid chromatogram and the concentration of vincamine was 0.419±0.005 µg/mL.
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서  론

빈카마이너(Vinca minor L.)의 vinca는 ‘묶다’, minor ‘작은’이라

는 뜻의 학명을 가지고 있으며 남부 유럽, 북아프리카 등의 원산

지에서 관목처럼 자라는 다년초이다. 난원형의 잎 사이에서 청, 분

홍, 백색의 꽃이 차례로 피며, 키가 작고 잎에 무늬를 가지고 있

다(1). 1953년 Schlittler 등(2)이 이 식물체에서 인돌 알카로이드계

의 빈카마이너 유효성분인 빈카민을 미량 추출하였으며, 화학 구

조는 1961년 Trojanek 등(3)에 의해 밝혀졌다. Fig. 1에 빈카민의

구조를 나타내었다. 빈카민은 뇌에서 산소와 글루코스의 소비량을

늘리는 작용이 있으며, 기억력, 집중력, 방향감각 그리고 사고력을

향상시키는 것으로 보고되고 있다. 또한 고혈압, 뇌졸중, 신진대사

및 대뇌 질병에 대한 약리효과를 나타낸다고 보고되었다(4-7).

생체 내의 산소가 superoxide radical 등의 반응성이 높은 활성

산소로 변하면, 세포막이나 단백질 혹은 DNA의 구조와 기능이

손상되어 결국 돌연변이, 백내장, 기억력 장애, 노화, 암 등이 발

생한다(8,9). 이는 생체 내에서뿐만 아니라 식품의 저장 및 보관

면에서도 큰 영향을 미치므로 산화 억제 기능을 가지는 천연 화

합물 즉 천연 항산화제에 대한 관심이 집중되고 있다. 산화방지

의 수단으로 현재까지 여러 종류의 항산화제가 개발되어 왔다.

버섯류와 동·식물의 추출물에서 발견되는 토코페롤은 천연 항

산화제로 널리 이용되고 있다(10,11). 비록, butylatedhyd roxyanisol

(BHA)와 butylated hydroxytoluene(BHT)과 같은 합성 항산화제가

항산화력은 매우 높으나, 고농도 섭취 시 발암을 유발하며, 폐와

간에 영향이 있음이 지적되는 등 안전성에 관해 논란이 제기됨

에 따라 보다 안전성이 확보된 식물 소재 천연 항산화제의 개발

에 주목하고 있다(12-15).

기능성 소재로 빈카마이너 및 빈카민을 이용하기 위한 여러 연

구가 지속적으로 진행되어 왔다(16-20). 미국에서는 빈카마이너의

유효성분인 빈카민과 그 합성품인 빈포세틴이 건강식품으로 발매

되었으며, 일본에서도 의약품 및 건강 기능식품 소재로 사용되고

있다. 또한 유럽에서는 기억장애와 노인성치매증 개선 작용이 있

는 은행잎, docosahexaenoic acid(DHA), 레시틴 등의 소재를 대신

하여 새로운 소재로 빈카민을 주목하고 있다. 그러나 국내에는 빈

카마이너의 항산화능을 포함한 생리활성 탐색에 관한 연구가 미

비한 상태이다. 본 연구에서는 빈카마이너의 기능성 소재로서의

활용가능성을 검토하고자 각기 다른 용매로 빈카마이너를 추출하

여 그 추출물의 항산화능을 1,1 diphenyl 2-picryl hydrazyl(DPPH)

와 lipid malonaldehyde(MA) 방법을 통해 측정하였다. 또한 고성

능액체크로마토그라피(HPLC)를 이용하여 빈카마이너의 빈카민을

분리하고 정성 및 정량 분석을 실시하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

본 실험에 사용한 빈카마이너는 2006년 광록 수목원(Seongnam,

Korea)에서 구매하였고, 줄기와 뿌리는 제거한 후 잎을 액체질소

에 얼린 후 균질기로 분쇄하여 사용하였다. 실험에 사용된 빈카

민, 2-methylpyrazine, 1,1 diphenyl 2-picryl hydrazyl(DPPH), N-
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methylhydrazine(NMH), sodium dodecyl sulfate(SDS), ferrous

chloride은 Sigma사(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며

HPLC 이동상으로 사용한 물과 메탄올은 HPLC급의 J.T Baker 사

(Phillipsburg, NJ, USA)에서 구입하여 사용하였다. Undecane(99%),

ethylacetate, hydrogen peroxide, cod liver oil, trizma hydrochlo-

ride와 trizma base는 Aldrich사(Milwaukee, WI, USA)에서 구입하

여 사용하였다. 2-Methylpyrazine 용액은 1 mL의 dichloromethane

에 2-methylpyrazine 10 mg을 녹여서 준비하여 5oC에 보관하여 사

용하였다. 표준곡선 작성을 위한 1-methylpyrazine(1-MP)은 MA와

NMH로부터 합성하여 사용하였다. 1-MP의 합성방법은 기존에 발

표된 논문의 방법을 사용하였는데 상업적으로 구입 가능한 MA-

나트륨염과 NMH를 반응시킨 후 분획증류법을 이용하여 합성하

였다(21).

시료추출

빈카마이너 잎을 액체질소에 담근 후 균질기(HR1351, Philips,

Netherlands)로 약 5분 정도 분쇄하여 이 분쇄물 중 5 g을 증류

플라스크에 넣고, 물, 메탄올, 에탄올을 각각 200 mL씩 넣어 교

반기(PC-420, Corning, Glendale, AZ, USA)에서 2시간 동안 교반

한 후 여과(Whatman No. 3, Kent, England)하였다.

DPPH를 이용한 항산화능 측정

시료 추출액의 항산화능을 측정하기 위해 DPPH 시약을 0.012 g

취하여 100 mL의 에탄올에 녹인 후 1시간 동안 교반하였다. 이

때 비이커는 햇빛과의 반응을 하지 못하도록 호일로 감싸두었다.

물, 메탄올, 에탄올로 추출한 빈카마이너 추출액들을 각 농도별

(500, 1,000, 5,000 µg/mL)로 희석하였다. 희석된 각 시료 0.5 mL

에 제조한 DPPH 용액 4.5 mL를 첨가하여 섞은 다음 암소에서

반응시키고 UV-VIS 분광기(UV-1201, Shimadzu, Kyoto, Japan)를

이용하여 파장 517 nm의 흡광도를 측정하였다. 대조군은 에탄올

을 사용하였으며 비교군으로는 시료 추출물과 동일한 농도별로

제조한 빈카민을 순수 에탄올에 녹여 같은 방법으로 분석하였다

. DPPH를 이용한 라디칼 소거활성을 통해 나타난 항산화능은 다

음과 같은 방법으로 계산하여 측정되었다.

             
대조군의 흡광도−시료의 흡광도

항산화능(%)=                              ×100

                    
대조군의 흡광도

Lipid MA를 이용한 항산화능 측정

항산화능을 측정하기 위한 두 번째 방법인 lipid MA 방법은 대

구 간유를 산화시켜 생성되는 반응성이 크고 불안정한 MA를

NMH와 반응시켜 1-MP으로 변화시킨 후 nitrogen phosphorus

detector(GC-NPD, 6890, Agilent Technologies, Palo Alto, CA,

USA)로 측정하였다. 이 방법은 이미 여러 식물체들의 항산화능

을 측정하기 위한 방법으로 사용되어 왔다(22,23).물, 메탄올, 에

탄올로 추출한 빈카마이너 추출액과 빈카민을 500, 1,000, 5,000

µg/mL으로 준비한 후 시험관에 Tris-buffer(pH 7.4), 1 M KCl

750 µL, 1% SDS, 0.01 M FeCl
2 

100 µL, 0.3% H
2
O

2 
23 µL, 산화

시킬 지방산 대구 간유 30 µL를 시험관에 넣고 전체부피가 5 mL

이 되도록 증류수를 첨가하였다. 그리고 37oC에서 17시간 동안

진탕기를 이용하여 혼합하여 반응시켰다. 반응시킨 혼합물에 4%

의 BHT를 50 µL 가하고 10분 동안 방치하여 산화를 정지시켰

다. 그 후, NMH를 30 µL 가하고 상온에서 1시간 동안 교반시켜

변환 반응을 실시하였다. Solid phase extract(SPE)를 사용하여 용

매를 치환시키기 위해 우선 C
18 
카트리지(Strata C18-T, Phenome-

nex, Torrance, CA, USA)에 ethylacetate, methanol, 증류수의 순으

로 각각 10 mL씩 흘려주어 SPE 카트리지를 활성화시켜 주었다.

각 시료(NMH 반응유도체 전량)을 가한 후, 증류수 5 mL를 넣고

ethylacetate 10 mL로 추출하였다. 이 추출액을 받은 후 내부 표준

물질로 이미 준비한 2-methylpyrazine 용액을 20 µL 가하고 전체

부피를 ethylacetate로 10 mL을 맞추었다. 1-MP의 정량 분석은

GC-NPD을 사용하였고, 주입부와 검출기는 모두 250oC로 설정하

였다. 오븐 온도는 60oC에서 분당 4oC로 160oC까지 올린 후

160oC에서 2분간 유지하도록 하였다. 운반기체는 헬륨을 사용하

였고, 유속은 1.5 mL/min으로 고정하였으며 split ratio 는 20:1로

1 µL 주입하였다. 모든 실험은 3반복 시행하였다.

빈카마이너의 HPLC분석

빈카마이너의 HPLC 분석을 위해 시료 추출액은 분쇄한 빈카

마이너 잎 5 g과 메탄올 200 mL을 플라스크에 넣고 교반기에서

2시간 동안 교반한 후 여과하여 준비하였다. 검량선 작성을 위한

빈카마이너의 표준용액은 빈카민 0.01 g을 메탄올 100 mL에 녹여

제조하였으며 분석 시 1, 2, 5, 10, 50 µg/mL의 농도로 묽혀 사용

하였다. 농도별 표준용액을 본 연구에서 설정한 HPLC 최적 분

석 조건 하에서 3회 반복 시행하여 얻은 크로마토그램의 면적값

으로부터 검량선을 작성하였다. 회수율은 빈카민이 포함되어 있

지 않은 메탄올에 1 µg/mL와 10 µg/mL의 빈카민을 인위적으로

첨가하여 분석되는 농도로 계산하였다.

빈카마이너의 정성 및 정량 분석에 사용한 HPLC system은

WatersTm 600 controller, WatersTm 486 tunable absorbance detec-

tor, WatersTm 717 plus autosamplet, column temperature controller

로 구성되어 있으며, 분리 컬럼으로는 Waters XTerra® C
18

 col-

umn(Waters, Hertfordshire, UK)을 사용하였다. 이때, 컬럼 온도는

40oC를 유지하였다. 이동상 조건은 물: 메탄올(25:75)을 사용하여

1.2 mL/min으로 흘려 주었다. 주입부피는 20 µL이었으며, 검출파

장은 220 nm에서 측정하였다. 크로마토그램에 나타난 피크의 면

적은 WaterTM 486 tunable absorbance detector 와 연결된 컴퓨터에

내장된 적분프로그램(Ds Chrom 2000, Donam Instruments Inc.,

Sungnam, Korea)에 의해 계산하였다.

결과 및 고찰

DPPH를 이용한 항산화능 측정

DPPH는 짙은 자주색을 나타내며 그 자체가 질소 중심의 라디

칼로서, 라디칼 전자의 비 편재화에 의해 안정화된 상태로 존재

한다. 에탄올에 용해된 DPPH는 파장 517 nm에서 최대 흡광도를

나타내며 산화억제물질이 첨가되면 환원력에 의해서 흡광도가 감

소한다(24,25). 추출 용매에 따른 항산화능을 측정하기 위해 세가

지 용매인 물, 메탄올, 에탄올로 빈카마이너 잎을 추출하여 파장

Fig. 1. The chemical structure of vincamine.



빈카마이너 추출물의 특성 601

517 nm에서 측정하였다. 각 시료 추출액의 항산화능과 비교하기

위해 천연 항산화제인 α-tocopherol을 동일한 조건으로 실험하였

다. 각 다른 농도(500, 1,000, 5,000 µg/mL)에서 3회 반복 실험을

하였으며, 각 추출액에서 DPPH 라디칼 소거 억제능은 Table 1과

같다. 분석 결과 빈카마이너 잎을 물로 추출하였을 때 가장 높은

항산화능을 보였다. 물 추출액의 경우 500과 1,000 µg/mL 농도에

서는 다른 추출액과 비슷한 항산화능을 보였으나 5,000 µg/mL에

서는 메탄올과 에탄올 추출액에 비해 각각 1.4배, 1.5배 증가된

수치를 보였다. 반면 시료 추출액은 천연 항산화제인 α-tocopherol

에 비해 전반적으로 낮은 항산화능을 보였다. 빈카민 물질 자체

는 DPPH 실험에서 항산화능을 전혀 보여주지 않았다.

Lipid MA 방법을 이용한 항산화능 측정

Lipid MA 방법을 이용한 항산화능 측정은 지방산을 Fenton’s

reagent를 이용하여 인위적으로 산화시키면 생성되는 말론알데히

드를 정량적으로 분석하는 방법이다. 1-MP를 보다 정확히 분석

하기 위해 내부표준물질로 2-MP을 이용하여 두 물질의 GC 피

크 면적비를 계산하여 정량하였다. 농도별 (500, 1,000, 5,000 µg/

mL) 3회 반복 실험을 하였으며, 1-MP의 피크면적을 2-MP의 피

크면적으로 나눈 값을 구하여 지질 산화에 대한 각종 용매 추출

액에 대한 저해 영향을 백분율 (%)로 나타내었다.

세가지 용매로부터 추출한 빈카마이너와 빈카민의 다른 농도

에서 MA형성을 저해한 효과는 Table 2와 같다. 에탄올 추출액은

500, 1,000, 5,000 µg/mL의 농도에서 각각 9, 19, 82%의 MA형성

을 억제했으며, 특히 5,000 µg/mL 농도에서 나타난 82%의 저해

능은 농도별 세가지 추출용매에 따른 항산화능 비교시 가장 큰

효과를 나타내었다. 물 추출액은 500 µg/mL의 농도에서 25%까지

MA형성을 억제했으며, 지질 산화에 대해 1,000 µg/mL와 5,000 µg/

mL의 농도에서는 각각 35% 및 47%의 항산화 효과가 나타났다.

메탄올 추출액은 500 µg/mL의 농도에서 6%까지 MA형성을 저

해한 것으로 나타났으며, 1,000 µg/mL와 5,000 µg/mL의 농도에서

는 각각 31% 및 66%의 항산화 효과가 나타났다. 빈카민의 각

다른 농도에 대해 측정된 결과는 500 µg/mL의 농도에서 6%까지

MA형성을 억제했다. 지질 산화에 대해 1,000 µg/mL와 5,000 µg/

mL의 농도에서는 각각 10% 및 20%의 항산화 효과를 보여 빈카

민 자체는 DPPH와 lipid MA 방법 모두에서 항산화능을 보이지

않았다. 이는 빈카마이너 추출액의 항산화능을 주 생리활성 성분

인 빈카민에서 유래되지 않았다고 유추할 수 있다. 즉 빈카민 외

에 다른 빈카마이너 추출액 성분이 항산화능을 보여주었다고 할

수 있다.

5,000 µg/mL 농도를 기준으로 하였을 때 에탄올 추출액의 항

산화능이 물과 메탄올 추출액에 비해 각각 1.7배 및 1.2배 높은

결과를 보여주었다. 본 연구에서 사용된 두 항산화능 측정 결과

DPPH에서는 물 추출액이, lipid MA 측정법에서는 에탄올 추출

액이 가장 높은 항산화능을 보였다. 이 차이점은 항산화능 측정

방법의 친수성 및 반수성의 환경 차이로 설명할 수 있다. DPPH

와 lipid MA 방법 모두 수용액 상에서 실험을 행하지만 lipid MA

방법은 실제 지질을 기질로 사용한다. 따라서 반수성 항산화 물

질들이 많이 함유된 에탄올 추출액이 물 추출액보다 높은 항산

화능을 보인 것으로 판단된다.

빈카마이너의 HPLC 분석

본 연구에서 확립한 HPLC 분석조건에 의해 빈카민의 피크 면

적으로부터 구한 검량선은 0-50 µg/mL의 범위에서 상관계수(r2)는

0.99로 좋은 직선성을 나타내었다(Fig. 2). 1 µg/mL과 10 µg/mL의

빈카민을 인위적으로 첨가하여 측정한 회수율은 각각 95±2.3%,

93±3.9%의 값을 나타내었다. 빈카마이너 5 g을 메탄올 200 mL로

추출한 추출액과 표준품 빈카민(10 µg/mL)을 분석한 결과 얻어진

크로마토그램은 Fig. 3 및 Fig. 4와 같으며 각각의 머무름 시간

은 4.65분과 4.86분이었다. 빈카마이너 추출액에 포함된 빈카민의

함량은 작성된 검량식에 대입하여 계산되었으며, 3회 반복 실험

하여 측정된 함량은 0.419±0.00518 µg/mL이었다. 본 연구 결과는

빈카민의 이성질체를 분석한 연구(26), 그리고 생체시료 중의 빈

카민을 정성, 정량 분석한 연구(4) 결과와 유사한 분리능을 보여

주었다. 따라서 HPLC를 이용한 분석법은 빈카민을 정성 및 정

량 하기 위한 적합한 방법이라 판단할 수 있다.

본 연구를 통하여 빈카마이너 추출액의 항산화능은 추출용매

에 따라 차이를 보인다는 것을 알았다. 또한 국내에서는 처음으

로 빈카마이너를 HPLC로 분석하는 시험법을 확립하였다. 이 연

구를 기반으로 향후 천연 항산화제로서의 빈카마이너에 대한 지

속적 연구가 필요하다고 판단된다. 현재 기능성 식품소재로의 연

구를 본 연구실에서 수행 중이다. 빈카마이너가 천연 항산화제로

서 의약품이나 기능성 식품 소재의 가능성이 충분이 있으며 앞

으로 이에 관한 지속적인 연구가 필요하다고 판단된다.

Table 1. Antioxidant activity of various solvent extracts of

vincaminor leaves and vincamine measured by DPPH assay

Solvent
Antioxidant activity (%) 

500 µg/mL 1,000 µg/mL 5,000 µg/mL

Methanol 09±20. 19±2.5 29±3.5

Ethanol 09±2.1 10±2.5 27±2.8

Water 11±0.5 12±0.6 041±11.2

Vincamine 08±1.2 07±1.9 09±1.3

α-Tocopherol 49±5.2 52±5.1 75±6.8

Table 2. Antioxidant activity of various solvent extracts of

vincaminor leaves and vincamine measured by lipid MA assay

Solvent
Antioxidant activity (%)

500 µg/mL 1,000 µg/mL 5,000 µg/mL 

Methanol 6±9.7  31±2.7 66±5.0

Ethanol 9±1.4 19±3.6 82±0.6

Water 25±6.6 35±4.2 47±8.1

Vincamine 6±1.2 10±2.6 20±2.4

Fig. 2. Calibration curve for the analysis of vincamine by HPLC .
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요 약

빈카마이너 유효 성분인 빈카민은 인돌알카로이드의 일종으로

뇌혈관 질환 치료에 자주 사용 되어 왔다. 빈카마이너의 항산화

능을 알아보기 위하여, 빈카마이너 추출액과 빈카민의 항산화능

을 DPPH와 lipid MA 측정법으로 측정하였다. 빈카마이너 잎을

분쇄하여 물, 메탄올, 에탄올 용매로 추출하였다. 추출물의 항산

화능은 추출용매와 측정방법에 따라 상이한 결과를 보였다. DPPH

방법으로 항산화능을 측정한 결과, 물 추출액에서 가장 높은 항

산화능을 보였다. 그러나 lipid MA 측정법에 의한 결과에서는 에

탄올 추출액이 5,000 µg/mL 농도에서 대구 간유의 MA 형성을

82%까지 저해시킨 것으로 나타나 가장 높은 항산화능을 보였다.

빈카마이너 추출액 중 빈카민은 HPLC에 의해 분석되었으며 빈

카민의 함량은 0.42±0.005 µg/mL이었다.
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Fig. 3. Typical HPLC chromatogram of vincaminor extract.

Fig.4. Typical HPLC chromatogram of vincamine.


