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Abstract − Polygonum cuspidatum which is widely distributed in Korea has been used as treatments of dermatitis, gon-

orrhea and inflammation in traditional medicine. We examined anti-inflammatory activities by the inhibition of NO pro-

duction in RAW264.7 murine macrophages cells. Phytochemical examination of Polygonum cuspidatum led to the isolation

and characterization of emodin (1), emodin 8-O-β-D-glucopyranoside (2), emodin 1-O-β-D-glucopyranoside (3). Anti-

oxidative activities of these compounds were determined by measuring the radical scavenging effects on DPPH radicals.

Compounds 1 and 3 showed potent activities compared with L-NMMA. These results suggested that the antraquinone com-

pounds isolated from Polygonum cuspidatum might be used as antiinflammatory agents.

Keywords Polygonum cuspidatum, emodin, emodin 8-O-β-D-glucopyranoside, emodin 1-O-β-D-glucopyranoside, antiin-

flammatory agents

호장(Polygonum cuspidatum Sied. et Zucc.)은 한국, 중국, 일

본, 대만 등 동아시아에서 간염, 종양, 설사, 피부질환, 및 골수염

등의 치료에 사용되어 왔다.1) 성분에 관한 연구로는 Yang 등2)

resveratrol과 anthraglycoside, Zhao 등3)이 emodin, resveratrol,

polydatin, Matsuda 등4)이 hydroxyanthraquinons, Xiao 등5)은

stilbene glycoside sulfates 등을 분리 보고하였다. 생리활성으로

는 항균작용,6) acyl-coenzyme A-cholesterol acyltransferase 작

용,7) Helicobacter pylori 생육저해작용,8) in vitro에서의 세균과 진

균의 발육억제작용,9) kinase inhibitor로써의 활성,10) emodin의

tyrosine kinase11) NF-κB 활성억제작용,12) 추출물의 항산화효과,13,14)

종양 신생억제효과,15) 지질과산화 억제작용,16,17) 미백작용 등18)

이 보고된 바 있다. 본 연구에서는 호장의 생리활성을 규명하기

위하여 안트라퀴논류 화합물 3종을 분리하고 이들 화합물 중

emodin의 NF-κB 활성억제작용이 알려져 있을 뿐이므로 emodin

유리형과 두가지 배당체 성분에 대하여 DPPH법을 이용한 항산

화작용과 RAW264.7 murine macrophages cells을 이용한 염증

매개인자생성에 미치는 작용을 평가하였다.

실험방법

실험재료

본 실험에서 사용한 호장은 숙명여자대학교 약초원에서 채취

하여 뿌리를 사용하였다.

추출 및 분리

메탄올 추출물로부터 안트라퀴논류 화합물의 단리

뿌리를 음건, 세절 후 2 kg을 취하여 환류 냉각하면서 MeOH

로 가온 추출하여 여과하였다. 추출액을 감압농축 후 물에 현탁

하여 여과 후 이온수지 MCI-gel CHP-20P chromatography

(gradient, H2OMeOH)를 실시하였다. 용매는 물에서부터 메탄올

을 10%씩 올려 100%까지 농도를 증가시켰으며 TLC를 실시하

여 6개의 subfraction(Fr. 1, Fr. 2, Fr .3, Fr .4, Fr. 5 그리고 Fr.

6)으로 나누었다. Fr. 2, Fr. 3 및 Fr. 5를 sephadex LH-20

chromatography(gradient, H2O→MeOH) 및 low pressure

chromatography(gradient, H2O→MeOH)를 반복 실시하여, Fr.

2에서 화합물 2(4.29 g), Fr. 5에서 화합물 1(650 mg)과 화합물
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3(245 mg)을 분리하였다.

화합물 1의 단리

Orange color amorphous powder − 1H-NMR(300MHz,

DMSO-d6): δ 11.95(1H, br s, OH), 11.87(1H, br s, OH) 7.23

(1H, s, H-4), 7.00(1H, s, H-2), 6.98(1H, d, J=2.3 Hz, H-5),

6.48(1H, d, J=2.3 Hz, H-7), 2.33(1H, s, CH3), 
13C-NMR(100

MHz, DMSO-d6): 161.5(C-1), 124.2(C-2), 148.4(C-3), 120.6

(C-4), 108.8(C-5), 165.6(C-6), 106.0(C-7), 164.5(C-8), 189.8

(C-9), 181.5(C-10), 21.6(CH3).

화합물 2의 단리

Light yellow amorphous powder − 1H-NMR(300MHz,

DMSO-d6): δ 13.16(1H, br s, OH-1), 7.41(1H, d, J=1.6 Hz,

H-4), 7.27(1H, d, J=1.6 Hz, H-2), 7.12(1H, d, J=2.1 Hz, H-

5), 7.00(1H, d, J=2.1 Hz, H-7), 2.38(1H, s, CH3), 5.07(1H, d,

J=7.8 Hz, anomeric H), 13C-NMR(75 MHz, DMSO-d6): 161.8

(C-1), 124.9(C-2), 146.6(C-3), 119.2(C-4), 109.7(C-5), 166.4

(C-6), 108.9(C-7), 161.5(C-6), 108.9(C-7), 161.5(C-6), 185.9

(C-9), 182.5(C-10), 21.4(CH3), 101.3(glu C-1), 73.4(glu C-2),

76.4(glu C-3), 69.6(glu C-4), 77.4(glu C-5), 60.7(glu C-6).

화합물 3의 단리

Yellow amorphous powder − 1H-NMR(600 MHz, DMSO-

d6): δ 13.22(1H, br s, OH-8), 7.67(1H, d, J=2.1 Hz, H-4),

7.51(1H, d, J=2.1 Hz, H-2), 7.06(1H, d, J=1.55 Hz, H-5),

6.58(1H, d, J=1.55 Hz, H-7), 2.45(1H, s, CH3), 5.10(1H, d,

J=7.6 Hz, anomeric H), 13C-NMR(150MHz, DMSO-d6):

158.1(C-1), 123(C-2), 146.5(C-3), 121.3(C-4), 107.0(C-5),

164.3(C-6), 108.1(C-7), 164.3(C-8), 181.0(C-9), 182.0(C-10),

26.8(CH3), 100.6(glu C-1), 13.2(glu C-2), 76.3(glu C-3), 69.4

(glu C-4), 77.1(glu c-5), 60.4(glu C-6).

DPPH를 이용한 항산화능 측정 −Hatano의 방법19)에 의하여

시료를 각 농도별로 조제한 용액 0.1 ml(control: 99.5% ethanol)

에 0.1 mM DPPH 용액 1.9 ml을 가하였다. 각 시료를 농도별로

조제하여 시험관 진탕기로 10초간 진탕한 후 37oC에서 30분 동

안 반응시키고 spectrophotometer를 이용하여 515 nm에서 흡광

도를 측정하였다. 양성 대조약물로는 ascorbic acid를 이용하여

측정하였다. 각 시료의 항산화작용은 IC50(DPPH radical 형성을

50%로 억제하는 데 필요한 농도)로 나타내었다.

RAW 264.7 세포에서의 NO생성 저해 작용 측정

세포주의 배양 −Mouse macrophage RAW 264.7 세포는 한국

세포 주 은행에서 동결상태로 구입하였으며 실험실에서 재빨리

녹여 10% FBS(fetal bovine serum), penicillin G(100 IU/ml),

streptomycin(100 µg/ml)을 포함한 RPMI 1640 배지를 이용, 온

도 37oC와 5%의 CO2를 유지하면서 배양기에서 배양하였다.

MTT 시험법을 이용한 세포 독성 측정

본 실험에서 RAW 264.7 세포에 대한 화합물 1-3의 세포독성

및 실험시 처리농도를 결정하기 위해 MTT 시험법을 사용하였

다. 이 정량법은 Mosmann의 방법을 변형하여 실시한 것으로 살

아있는 세포의 mitochondria dehydrogenase에 의해서 노란색의

수용성 기질인 MTT용액이 진청색의 비수용성인 formazan으로

환원되는 것을 이용한 방법이다. 생성된 formazan의 양은 살아

있는 세포 수에 비례하므로 세포의 생존율을 측정할 수 있다.

IFN-γ 및 LPS에 의해 유도된 iNOS에 의한 NO 생성 저해 작용

의 측정

본 실험은 IFN-γ 및 LPS를 이용 RAW 264.7 세포에서 nitric

oxide synthase enzyme을 발현시키고 생성된 NO의 양을 Griess

assay로 측정하는 방법이다. Griess reagent(1% sulfanilamine,

0.1% N-(1-naphthyl)-ethylene diamine dihydrochloride, 2.5%

H3PO4)는 NO를 산화시켜 NO2로 변화시키며 생성된 NO2는

570 nm에서 흡광도를 측정하여 그 농도를 NaNO2의 검량선을

이용하여 구하였다. 즉, RAW 264.7 세포를 RPMI 1640 medium

(10% fetal bovine serum, 5% antibiotics)으로 충분한 세포 수

Table I − Antioxidative activities of compounds by DPPH method

Compounds IC50 (µM)

Compound 1 21.3

Compound 2 0.31

Compound 3 0.32

Ascorbic acid 0.04

Compound 1: emodin. Compound 2: emodin 8-O-B-D glucopy-
ranoside. Compound 3: emodin 1-O-B-D glucopyranoside.

Fig. 1 − Effect of compounds on the viability of RAW 264.7 cells.

The viability of the cells was measured by MTT assay.

Results were expressed as % of control absorbance. 1:

emodin, 2: emodin-8-O-B-D-glucopyranoside, 3: emodin 1-

O-B-D-glucopyranoside.
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가 될 만큼 배양시킨 다음 세포를 ml당 5×105개로 희석하여 96

well에 160 µl씩 넣고 약 20시간 배양해서 cell이 부착되도록 한

다음 IFN-γ(200 IU/ml) 10 µl와 LPS(40 µg/ml) 10 µl 및 (+)

control을 포함한 각각의 시료 20 µl씩 넣고 16시간 배양시킨 후

배양액에 생성되어 있는 NO의 양을 Griess reagent를 이용하여

정량한다.

자료의 통계적 처리

실험결과에서 얻은 모든 값은 평균±표준편차로 나타내었다.

통계적 유의적 차이의 정도는 Student's t-test를 사용하여 p<0.1,

p<0.01, 그리고 P<0.001인 값에 대해 유의적인 것으로 처리하

였다.

실험결과 및 고찰

분리한 안트라퀴논류 화합물의 구조결정

화합물 1의 구조결정 −화합물 1은 주황색 분말로 TLC에서

FeCl3 분무에 의해서 양성이고, 10% H2SO4(EtOH)을 분무하고

가열시 황색으로 발색하였으며, 1% NaOH 시액의 분무에 의해

적색으로 나타나 안트라퀴논계 화합물로 추정하였다. 1H-NMR

스펙트럼의 δ 2.33에서 방향족 수소에 결합한 methly signal 수

소가 singlet으로 나타나고 있으며, 4개의 방향족 수소 중 H-4,

H-2의 proton이 각각 δ 7.23(1H, s), 7.00(1H, s)으로 나타났다.

δ 6.93(1H, d, J=2.4 Hz), 6.48(1H, d, J=2.4 Hz)에서 서로 m-

coupling한 H-5, H-7이 나타나 3-methyl 6-hydroxyl 9, 10-

anthraquinone(emodin)으로 추정되었다. 또한 13C-NMR에서 각

각의 signal을 문헌20,21)과 비교하여 일치함을 확인하여 emodin

으로 동정하였다.

화합물 2의 구조결정 −화합물 2는 연한 황색분말로 TLC에서

FeCl3 분무에 의해서 양성이고, 10% H2SO4(EtOH)을 분무하고

가열시 황색으로 발색하였으며, 1% NaOH 시액의 분무에 의해

적색으로 나타나 anthraquinone계 화합물로 추정하였다. 1H-NMR

스펙트럼의 δ 2.45 방향족 수소에 결합한 methly signal 수소가

singlet으로 나타나고 있으며, 4개의 방향족 수소 중 H-4, H-2의

proton이 각각 δ 7.41(1H, s), 7.27(1H, s)으로 나타났으며, δ

7.17(1H, d, J=2.1 Hz), 7.00(1H, d, J=2.4 Hz)에서 서로 m-

coupling한 H-5, H-7이 나타났다. 또한 δ 5.07(d, J=7.6 Hz)은

anomeric proton으로서 당이 β 결합하고 있음을 보여주고 있다.
13C-NMR에서도 emodin(1)의 signal을 확인하였고, δ 100.91,

77.38, 76.46, 73.34, 69.5, 60.62 ppm의 signal로부터 당은

glucose임을 확인 할 수 있었다. 한편, 13C-NMR에서 C-8이 3.1

ppm 고자장 shift 하였고, C-7, C-8a가 각각 2.4 ppm, 4.4 ppm

저자장 shift가 일어나 화합물 1의 8번 OH에 glucose가 결합된

것으로 추정되었고, 문헌20,21)과 비교하여 각각의 signal이 일치

하여 emodin-8-O-β-D-glucopyranoside로 동정하였다.

화합물 3의 구조결정 −화합물 3은 진황색 분말로 TLC에서

FeCl3 분무에 의해서 양성이고, 10% H2SO4(EtOH)을 분무하고

가열시 황색으로 하였으며, 1% NaOH 시액의 분무에 의해 적색

으로 나타나 anthraquinone계 화합물로 추정하였다. 1H-NMR 스

펙트럼의 δ 2.45에서 방향족 화합물에 결합한 methly signal 수

소가 singlet으로 나타나고 있으며, 4개의 aromaric proton중 H-

4, H-2의 proton이 각각 δ 7.67(1H, d, J=2.1 Hz) 7.51(1H, d,

J=2.1 Hz)에서 emta coupling하여 나타냈으며 δ 7.06(1H, d,

J=1.55 Hz), 6.58(1H, d, J=1.55 Hz)에서 서로 m-coupling한 H-

5, H-7이 나타났다. δ 5.10(d, J=7.6 Hz)은 anomeric proton으로

서 1 mole의 당이 β 결합하고 있음을 보여주고 있다. 13C-NMR

스펙트럼에서는 화합물 2와 매우 유사한 signal 패턴이 나타나

emodin의 glucoside임을 추정할 수 있었다. 한편 13C-NMR 스펙

트럼에서 C-1이 3.28 ppm 고자장 shift 하였고, C-9a가 4.7 ppm

저자장 shift한 glycosylation shift가 일어났으므로, 화합물 1의

1번 OH에 glucose가 결합되어 있음을 추정하였으며, HMQC 및

HMBC 스펙트럼등의 2D NMR에서 correlation을 확인하여 최

종적으로 emodin-1-O-β-D-glucopyranoside로 동정하였다.

MTT 시험법에 의한 세포 독성

분리된 안트라퀴논류화합물 1-3의 RAW 264.7 cell에 대한 세

포독성을 MTT분석법으로 측정한 결과 화합물 1-3 모두 12.5 µM,

25 µM, 50 µM, 100 µM의 농도에서 모두 80% 이상의 생존율을

나타내어 정상세포에는 독성이 나타나지 않음을 알 수 있었다.

NO 생성 저해 활성

분리된 안트라퀴논류에 대해 LPS로 활성화한 대식세포주인

RAW 264.7 cell에서의 NO 생성 저해 작용을 관찰한 결과 화합물

1인 emodin은 IC50 48.8 µM로 나타났다. Emodin은 exocyclic

methyl group의 monohydroxylation이 주요한 변형을 나타내며22)

양성대조 약물인 L-NMMA23)의 IC50 71.0 µM보다 더 우수한 NO

생성 저해 작용을 나타내었다. 화합물 1의 8번 위치에 당이 결

합된 화합물 2인 emodin 8-O-B-D glucopyranoside는 cerebro

Table II − NO production inhibitory activity of compounds 1-3

Compounds IC50 (µM)

Compound 1 48.8

Compound 2 77.9

Compound 3 44.6

L-NMMA 71.0

RAW 264.7 cells were treated with LPS (2 mg/ml) and various
concentrations of compounds for 20 hrs, and the amount of
nitrite in supernatant was measured using Griess reagent.
Compounds 1: emodin, 2: emodin 8-O-B-D-glucopyranoside, 3:
emodin 1-O-B-D-glucopyranoside.
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ischemia reperfused injury에 신경보호효과 및 glutamate

neurotoxicity 억제작용 등이 알려져 있으며24) NO생성 저해활성

은 IC50 77.9 µM로 유리형보다는 활성이 낮았으나 양성대조군과

비슷한 NO 생성저해 작용을 나타내었다. 1번 위치에 당이 결합

된 화합물 3인 emodin 1-O-B-D glucopyranoside가 가장 우수

한 NO 생성 저해 활성을 나타내었다.

결 론

호장의 뿌리를 MeOH로 추출한 후 물에 현탁시켜 여과한 수

용성 분획에서 각종 chromatography를 이용하여 phenol계 화합

물 3종을 분리, 정제하였으며 1H-NMR 및 13C-NMR 그리고 각

종 기기분석 결과와 문헌을 통해서 안트라퀴논류인 emodin(1),

emodin 8-O-β-D-glucopyranoside(2) emodin 1-O-β-D-glucopy-

ranoside(3)임을 확인하였다. 이 화합물들의 항산화 활성을 확인

하고자 DPPH를 이용한 유리기소거작용을 측정한 결과 유리형

보다는 배당체에서 더 강한 항산화 활성을 나타내었다. 화합물

들의 RAW 264.7 cell에 대한 세포독성을 평가하기 위한 MTT

분석 결과 처리 농도에서 독성을 나타내지 않는 것을 확인 하였

다. IFN- 및 LPS에 의해 유도된 iNOS에 의한 NO 생성 억제 활

성 측정결과 화합물 모두 농도 의존적으로 효과가 있었으며 특

히, 화합물 3은 양성대조군인 L-NMMA 보다 우수한 활성을 나

타내었다.

호장에서 추출한 안트라퀴논류 화합물들의 생리활성을 검색한

결과 in vitro에서 강한 항산화활성을 나타내지는 못하였으나,

IFN-γ 및 LPS에 의해 유도된 iNOS에 의한 NO 생성 억제 활성

에서는 우수한 효과를 보여주어 염증에 대하여 강한 억제 활성

이 있음을 확인하였다.
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