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            초록
          
        

        
          
            Background
            In the present study, we identified two cytotoxic compounds from the root of Rumex crispus L. using a bioassay-based method.

          

          
            Methods and Results
            Compared with the other fractions, the diethyl ether (Et2O) fraction of R. crispus root extract exhibited the strongest of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical-scavenging effect [scavenging concentration 50% (SC50) = 63.8 ± 1.47 ㎍/㎖], nitric oxide (NO) production inhibitory effect on the mouse macrophage cell line RAW264.7 [inhibitory concentration 50% (IC50) = 60.9 ± 7.52 ㎍/㎖] and cytotoxicity effect on the human hepatoma cell line, HepG2 [lethal concentration 50% (LC50) = 115.4 ± 1.86 ㎍/㎖]. According to the bioassay-based method, two cytotoxic compounds were purified from the Et2O fraction by using column chromatography and preparative high performance liquid chromatography (prep-HPLC). These two compounds were identified as parietin and chrysophanol by using nuclear magnetic resonance (NMR) and liquid chromatography quadruple time of flight mass spectrometry (LC-QTOF-MS). In addition, both parietin and chrysophanol exhibited a cytotoxicity effect on HepG2 cells, their LC50 values were 169.1 ± 17.67 μM and 111.5 ± 6.62 μM, respectively.

          

          
            Conclusions
            Parietin and chrysophanol isolated from the Et2O fraction of the R. crispus root extract showed cytotoxicity in HepG2 cell.
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      서 언
      소리쟁이 (Rumex crispus L.)는 마디풀과 (Polygonaceae) 여러해살이풀로서 습지 가까이에서 자생하고 대한민국 전역에서 발견된다. 소리쟁이 뿌리는 한방에서 양제근 (羊蹄根), 우이대황 (牛耳大黃)이라 하고, 변비, 황달, 토혈 (吐血), 기능성 자궁출혈 등에 효과를 가지는 식물로, 특히 한의학 문헌에서 약용으로 버짐이나 개창 (疥瘡)과 같은 피부병 치료에 사용한다고 기재되어 있다 (Lee et al., 2007; Ko et al., 2009).

      최근 연구에 의하면, 소리쟁이 뿌리에 함유된 다양한 생리 활성물질은 항염증, 항산화, 항균효과를 나타내는 것으로 알려져 있으며 (Yıldırım et al., 2001; Park et al., 2018), 특히 대장암 등의 여러 암세포에 관한 연구가 활발히 이루어지고 있다 (Bhandari and Clack, 2015). 또한 소리쟁이를 비롯한 Rumex속 식물에 대한 성분연구로는 chrysophanol 등 anthraquinone 유도체에 대한 것이 대부분이다 (Choi et al., 2004). Anthraquinone 유도체는 예로부터 천연염료나 설사약으로서 사용되어 왔으며, 생체 내 항생물질 형성의 중간체로서도 중요한 역할을 담당하고 있다 (Hwang et al., 2004). 최근 anthraquinone의 약리활성연구로는 Aspergillus versicolor로부터 분리한 anthraquinone의 항미생물효과, emodin의 대장암세포에 대한 항암효과, chrysophanol의 항염증효과 등이 있다 (Saunders et al., 2018; Wang et al., 2018).

      Reactive oxygen species (ROS, 활성산소종)는 일반적인 세포의 대사를 통해 합성되는 물질로 산소가 4 개의 전자를 받으면서 H2O를 만드는 중에 생겨나는 superoxide anion (O2-), 과산화수소 (H2O2), hydroxyl기 (-OH) 등과 같은 부산물이다 (Nho et al., 2018). 이러한 ROS들은 적은 양일 경우 체내에서 빠르게 비활성 형태로 전환되지만, 비정상적으로 많은 양이 생성될 경우 세포 구조와 기능에 심각한 손상을 입히고, 체세포 돌연변이와 종양세포를 형성한다 (Reuter et al., 2010). 또한 산화 스트레스는 DNA 손상과 DNA 돌연변이를 증가시키고, 세포의 비정상적인 증식을 유발하여, 암세포 형성과 진행을 유도한다.

      염증은 병원균 침입이나 조직 손상에 의해 일어나는 선천적 면역과정으로 (Bae and Bae, 2012), 염증 초기단계에는 체내 면역체계를 활성화시키고 단시간 내에 회복되지만, 회복되는 시간이 길어지면 만성 염증단계로 넘어가 암과 같은 다양한 만성 질환을 유발한다. 염증에는 macrophage나 mast cell과 같은 백혈구에서 생성된 다양한 신호전달물질이 관여하며, 이중 macrophage는 대표적인 염증 매개물인 NO 생성에 관여한다. NO는 급성염증과 만성염증 반응에서 L-arginine으로부터 inducible nitric oxide synthase (iNOS)에 의해 과량 생성되며 염증반응을 촉진시키는 것으로 알려져 있다. 따라서 NO 생성이나 iNOS 발현 등으로 항염증 물질을 탐색하는데 지표로 사용한다 (Baek et al., 2009). NO는 혈액응고, 혈압조절 등의 기능이 있으며, 과량 존재하게 되면 인체에 유해한 영향을 미치게 되어 세포손상으로 염증이나 암 등을 야기하기도 한다 (Lowenstein et al., 1994).

      암은 국내 통계청 2018년 자료에 의하면 우리나라에서 가장 높은 사망원인이며, 특히 간암은 우리나라에서 높은 유병률과 사망률을 나타내는 예후가 나쁜 악성종양으로서 진행된 상태에서 발견한 경우 대부분이 6 개월 이내에 사망하며 효과적인 치료와 생존기간 향상을 위해 조기진단은 매우 중요하다 (Ahn et al., 2001). 이에 개똥쑥 추출물의 HepG2 세포 (Kim et al., 2016a)와 Hep3B 세포 (Kim et al., 2016b)에 대한 apoptosis 효과, 오미자 추출물의 SNU-398 세포 증식억제 효과 (Rho and Oh, 2002) 등 다양한 천연물로부터 간암세포에 대한 독성물질을 찾는 연구가 활발히 진행되고 있다.

      본 연구에서는 국내 자생식물인 소리쟁이의 뿌리로부터 항암활성물질을 분리하기 위하여, 추출물과 각 용매 분획별의 DPPH assay와 NO assay를 진행하였고, 간암세포주 HepG2를 이용하여 세포독성효과를 확인하였다. 또한 활성분획으로부터 column chromatography와 HPLC, prep-HPLC를 이용하여 물질을 분리한 후, NMR과 LC-QTOF-MS를 통해 구조를 동정하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        본 실험에서 사용한 소리쟁이 (Rumex crispus L.)의 뿌리는 2017년 6월에 충정북도 청주시 분평동 미평천 일대에 자생하는 것을 채취하여, 세척 및 건조한 다음 1 - 2 ㎝ 정도로 절단하여 실험에 사용하였다.

      

      
        2. 추출 및 분획
        건조한 소리쟁이 뿌리 시료 (1.5㎏)를 세절한 후 70% ethanol (EtOH)을 추출용매로 상온에서 2 주씩 3 회 반복하여 추출하였다. 추출액은 여과와 농축 및 건조하여 400 g (26.7%)의 추출물을 얻었다. 이 중 일부를 증류수에 분산시킨 후 diethyl ether (Et2O), ethyl acetate (EtOAc), n-butanol (n-BuOH)을 사용하여 순차적으로 용매분획을 실시하였다.

        분획된 시료는 여과와 농축 및 건조 후 추출물과 함께 4℃ 이하로 냉장 보관하면서 실험에 사용하였으며, 분획 수율은 Et2O, EtOAc, n-BuOH 및 물층에서 각각 5% (20 g), 6.75% (27 g), 20% (80 g) 및 60.75% (243 g)로 나타났다.

      

      
        3. DPPH free radical 소거활성 측정
        소리쟁이 뿌리 추출물과 각 분획물의 항산화활성을 비교하기 위하여 DPPH (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하여 free radical 소거활성을 측정하였다 (Blois, 1958).

        각 시료를 methanol에 12.5 - 500 ㎍/㎖의 다양한 농도로 용해시킨 시료액 100 ㎕와 200 μM로 용해시킨 DPPH 용액 100 ㎕를 혼합하여 30 분간 실온에서 방치한 후 microplate reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 사용하여 520 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. DPPH free radical을 50% 소거하는 시료의 농도 (SC50)를 확인하였으며, 대조군으로는 ascorbic acid를 사용하였다.
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(A0=DPPH 용액의 흡광도, A1= DPPH 용액과 시료 반응액의 흡광도)

      

      
        4. 세포배양
        마우스 대식세포주인 RAW264.7은 American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)로부터 구입하여 사용하였다. RAW264.7 세포는 10% fetal bovine serum (FBS, Seradigm, Radnor, PA, USA), 1% penicillin-streptomycin (Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA)를 첨가한 Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM, GibcoTM, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)을 이용하여 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 간암세포주인 HepG2 세포는 Korean Cell Line Bank (KCLB, Seoul, Korea)로부터 구입하여 사용하였으며, RPMI 1640 (GibcoTM, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) 배지에 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin를 혼합한 배지를 사용하여 5% CO2 incubator에서 배양하였다.

      

      
        5. Nitric oxide (NO) 생성 억제활성 측정
        RAW 264.7 세포를 96 well plate에 2.0 × 105 cells/㎖ 분주한 다음, 5% CO2, 37℃에서 배양하여 사용하였다. 분주한 세포에 각 시료를 dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA)에 12.5 - 500㎍/㎖의 다양한 농도로 용해시키고 1 ㎕ 처리하여 24 시간 동안 배양하였다. 그 후 배지에서 생성된 NO를 Griess reagent system (Promega, Madison, WI, USA)에 따른 NO colorimetric assay로 분석하였다 (Amano and Noda, 1995).

        NO 생성 억제율 (I)은 다음과 같이 계산하였다.
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(B0= LPS 처리군 흡광도, B1= LPS와 샘플 처리군 흡광도)

        또한 세포 생존율은 well 당 10㎕의 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA) 시약을 처리한 후 6 시간 뒤 생성된 formazan을 DMSO에 녹인 후, microplate reader로 520 ㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        6. MTT assay에 의한 세포독성의 측정
        소리쟁이 뿌리 추출물과 분획물 그리고 compound I과 II의 세포독성은 MTT assay에 의해 측정하였다 (Gerlier and Thomasset, 1986). 세포독성 시험에 사용된 HepG2 세포는 37℃, 5% CO2 조건에서 RPMI 배지에 96 well plate에 1.5 × 105 cells/㎖의 농도로 분주하고 24 시간 배양하여 부착 및 안정화시킨 후, 농도별로 희석한 시료를 처리하여 24 시간 동안 배양하였다. DMSO에 용해시켜 제조한 5 ㎎/㎖ MTT 용액을 각 well에 10 ㎕씩 가하고, 37℃, 5% CO2 조건에서 6 시간 동안 반응시켜 formazan으로 환원되도록 하였다. 배지를 제거한 후 각 well에 200 ㎕의 DMSO를 첨가하여 생성된 formazan을 용해시켜 520 ㎚에서 흡광도를 측정하였으며, 시료액 대신 DMSO를 사용한 blank의 흡광도를 기준으로 세포생존율을 산출하였다.

      

      
        7. 화합물의 분리 및 정제
        소리쟁이 Et2O 분획을 Diaion HP-20 컬럼을 이용하여 고분자물질을 제거하였다. 컬럼 용출물을 농축한 다음 silicagel column chromatography (Φ5 × 40 ㎝, chloroform : methanol : water = 90 : 10 : 1)을 실시하여 29 개의 분획물을 얻었다 (ES1 - ES29). 그 중 ES1 - ES4의 분획을 재결정하여 황색 결정 (29.4 ㎎)을 분리하였다. 이를 prep-HPLC (Waters Co., Milford, MA, USA)를 통하여 2 개의 물질 compound I과 II를 분리, 정제하였다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Prep-HPLC operating conditions.
          
          

        

        
          
            	HPLC system
            	Pump: Waters 515 HPLC pump
Detector: Photodiode Array Detector (PAD) Waters 996
          

          
            	Column
            	ODS-A (C18, 150 ㎜ × 20.0 ㎜, particle size 5 ㎛, YMC)
          

          
            	Column temperature
            	Ambient
          

          
            	Mobile phase
            	Acetonitrile : Water = 85 : 15
          

          
            	Flow rate
            	6 ㎖/min
          

          
            	Injection
            	volume 100 ㎕
          

          
            	Detection
            	Ultraviolet detector 220 ㎚
          

        

        

      

      
        8. 구조 동정
        Compound I과 II의 구조는 NMR (Bruker Biospin, Billerica, MA, USA)과 LC-QTOF-MS (Bruker Biospin, Billerica, MA, USA)를 이용하여 동정하였다. 구조는 각각 중수소 chloroform (CDCl3)에 용해시켜 1H-NMR (400 MHz)과 13C-NMR (100 MHz) 스펙트럼을 통해 확인하고, 분자식과 분자량은 compound I과 II를 1㎍/㎖의 농도가 되도록 methanol로 희석하여 LC-QTOF-MS를 통해 확인하였다 (Table 2).

        
          Table 2. 
				
          

          
            LC-QTOF-MS operating conditions.
          
          

        

        
          
            	HPLC system
            	UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
          

          
            	Column
            	Kinetex (C18, 150 ㎜ × 2.1 ㎜, particle size 2.6 ㎛, Phenomenex)
          

          
            	Column temperature
            	Ambient
          

          
            	Mobile phase
            	Acetonitrile : Water = 85 : 15
          

          
            	Flow rate
            	0.2 ㎖/min
          

          
            	Injection volume
            	10 ㎕
          

          
            	Detection
            	Ultraviolet detector 220 ㎚
          

          
            	QTOF-MS system
            	maXis 4G (Bruker Biospin, Billerica, MA, USA)
          

          
            	Ionization mode
            	ESI positive
          

          
            	Set capillary
            	4500 V
          

          
            	Set end plate offset
            	-500 V
          

          
            	Set collision cell
            	300.0 Vpp
          

          
            	Set dry gas
            	8.0 ℓ/min
          

          
            	Set dry heater
            	220℃
          

        

        

        Compound I − orange amorphous powder, 1H-NMR (CDCl3); δ = 2.38 (3H, 3-CH3, s), 3.87 (3H, 6-OCH3, s), 6.70 (1H, H-7, d, J = 2.5 Hz), 7.09 (1H, H-2, d, J = 1.0 Hz), 7.38 (1H, H-5, d, J = 2.7 Hz), 7.64 (1H, H-4, d, J = 1.1 Hz), 12.06 (1H, 1-OH, s), 12.26 (1H, 8-OH, s). 13C-NMR (CDCl3); 162.5 (C-1), 124.5 (C-2), 148.5 (C-3), 121.3 (C-4), 108.3 (C-5), 166.6 (C-6), 106.8 (C-7), 165.5 (C-8), 190.8 (C-9), 182.1 (C-10), 135.3 (C-11), 110.3 (C-12), 113.7 (C-13), 133.2 (C-14), 56.1 (6-OCH3), 22.2 (3-CH3), ESI-MS’ m/z (rel. int.) = 284.07 [M+]

        Compound II − Yellow crystals, 1H-NMR (CDCl3); 7.38 (1H, H-5, dd, J = 1, 7.5 Hz), 7.61 (1H, H-6, dd, J = 7.6, 8.4 Hz), 7.60 (1H, H-4, d, J = 1.1 Hz), 7.24 (1H, H-7, dd, J = 1.2, 8.4 Hz), 7.04 (1H, H-2, d, J = 1 Hz), 2.40 (3H, 3-CH3, s), 12.0 (1H, 1-OH, s), 12.1 (1H, 8-OH, s). 13C-NMR (CDCl3); 162.5 (C-1), 124.4 (C-2), 149.4 (C-3), 121.4 (C-4), 120.0 (C-5), 137.0 (C-6), 124.6 (C-7), 162.8 (C-8), 192.6 (C-9), 182.1 (C-10), 133.7 (C-11), 115.9 (C-12), 113.8 (C-13), 133.3 (C-14), 22.3 (3-CH3), ESI-MS m/z (rel. int.) = 254.06 [M+]

      

      
        9. 통계처리
        모든 측정값은 3 회 이상 반복 실험한 결과의 평균값과 표준오차 (mean ± standard error)로 표시하였다. 실험에서 얻어진 결과의 통계적 유의성은 windows용 SPSS 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하였고, 유의적 차이가 있는 항목은 p < 0.05 수준에서 One-way ANOVA를 실시하였으며, Duncan’s Multiple Range Test (DMRT)로 그 유의성을 검정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. DPPH free radical 소거효과
        소리쟁이 (Rumex crispus L.) 뿌리 추출물 및 분획물의 DPPH free radical 소거활성은 Fig. 1과 같다. 뿌리 추출물은 농도 의존적으로 소거활성이 증가하였으며, 분획물은 Et2O층, EtOAc층, 물층, n-BuOH층의 순으로 높은 활성을 보였다 (Fig. 1A). 가장 높은 활성을 보인 Et2O층은 200 ㎍/㎖ 농도에서 78.4%의 소거활성을 나타내었다 (Fig. 1B). SC50은 추출물에서 240.9 ± 5.67 ㎍/㎖이었으며, 추출분획 Et2O층, EtOAc층, n-BuOH층 및 물층에서 각각 63.8 ± 1.47, 97.4 ± 1.82, 169.6 ± 4.15 및 163.2 ± 2.07 ㎍/㎖로서 Et2O층이 다른 분획에 비해 상대적으로 적은 양에서 50%의 소거활성을 나타내었다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            DPPH free radical scavenging effect of EtOH extract (A) and solvent fractions (B) from R. crispus root. 
            Mean values ± SE from triplicate separated experiments are shown. *Mean within a column followed by same letter are not significant based on the Duncan's Multiple Range Test (DMRT) (p < 0.05). Et2O, diethyl ether fraction; EtOAc, ethyl acetate fraction; n-BuOH, n-butanol fraction.

          
          

          

        

        항산화 활성은 일반적으로 polyphenol 성분의 함량이 높은 극성분획에서 free radical 소거효과도 우수한 경향이 있다고 보고되고 있으며 (Anagnostopoulou et al., 2006), 소리쟁이 동속 식물의 선행연구에서 참소리쟁이 (Rumex japonicus) 지상부의 EtOAc 분획 (Elzaawley et al., 2005), 애기수영 (R. acetocella) 잎의 n-BuOH 분획 (Baig et al., 2011)과 같은 극성분획의 DPPH 소거능이 좋았다는 보고와는 달리, 비극성 분획에서 높은 활성이 나온 것으로 보아, 카로테노이드, lycopene 등과 같은 지용성 항산화물질이 함유되어 있는 것으로 사료된다 (Krinsky, 1989; Sies and Stahl, 1998).

      

      
        2. NO 생성 억제효과
        본 연구에서 항염증활성을 비교하기 위해 RAW264.7 세포에 NO 유도물질인 LPS를 처리한 다음 소리쟁이 뿌리 추출물 및 분획물을 농도별로 처리하여 LPS에 의한 NO 생성억제량을 측정하였다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Inhibitory effects of NO production in LPS-induced RAW264.7 cells by the EtOH extract (A) and solvent fraction (B) of R. crispus root. 
            Mean values ± SE from triplicate separated experiments are shown. *Mean within a column followed by same letter are not significant based on the Duncan's Multiple Range Test (DMRT) (p < 0.05). Et2O, diethyl ether fraction; EtOAc, ethyl acetate fraction; n-BuOH, n-butanol fraction.

          
          

          

        

        추출물은 농도 의존적으로 NO 생성억제효과를 보였으며, 특히 500 ㎍/㎖에서 81.4%의 효과를 보였고, IC50은 197.7 ± 5.46 ㎍/㎖로 나타났다 (Fig. 2A). 또한 추출분획은 200 ㎍/㎖ 농도에서 Et2O층, EtOAc층은 각각 70% (IC50= 60.9 ± 7.52 ㎍/㎖), 32.8% (IC50= 270.3 ± 60.69 ㎍/㎖)을 나타내었으나, n-BuOH층과 물층에서는 유의한 억제효과를 나타내지 않았다 (Fig. 2B). 추가적으로 시료의 NO 생성억제효과가 세포독성에 의한 위양성 효과인지를 확인하기 위해 각 시료를 농도별로 RAW264.7 세포를 이용하여 MTT assay로 생존율을 확인하였을 때 모두에서 세포독성은 인정되지 않았다.

        선행연구에 의하면, Rumex crispus 잎의 에탄올 추출물이 LPS를 처리한 RAW264.7 세포의 NO 생성과 iNOS, COX-2의 발현을 저해한다는 보고가 있으며 (Im et al., 2014), 동속 식물의 선행연구로는 R. nepalensis 뿌리의 chloroform분획과 EtOAc분획이 COX-1, COX-2를 저해하여 항염증 효과를 나타낸다는 보고가 있으며, R. abyssinicus 뿌리의 메탄올 추출물이 in vivo 상에서 incision wound model 마우스를 이용하여 염증회복효과가 있음을 확인하였다 (Gautam et al., 2010; Mulisa et al., 2015). 따라서 본 연구도 Et2O층과 EtOAc층이 iNOS, COX-2과 같은 염증 관련 유전자의 발현을 저해하여 항염증활성을 보일 것으로 사료된다.

        추출물을 용매분획하면 분획에 따라 항산화와 항염증 활성이 다양하게 나타난다. 본 연구를 통하여 소리쟁이 뿌리 추출물의 Et2O층에서 항산화와 항염증 활성이 높은 것으로 확인되었다.

      

      
        3. HepG2에서의 세포독성
        간암에 대한 항암효과를 검토하기 위하여 인체 유래 간암세포주 HepG2를 선택하여 MTT assay에 의한 세포독성을 살펴본 결과는 Fig. 3과 같다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Cell viabilities of HepG2 cells treated with EtOH extract (A), Et2O fraction (B) and parietin, chrysophanol (C) of R. crispus root. 
            Mean values ± SE from triplicate separated experiments are shown. *Mean within a column followed by same letter are not significant based on the Duncan's Multiple Range Test (DMRT) (p < 0.05).

          
          

          

        

        소리쟁이 뿌리 추출물을 각 세포에 12.5, 25, 50, 100, 200 및 500 ㎍/㎖의 농도로 증가시킬 때 간암세포주인 HepG2에서 각각 85.5%, 79.0%, 73.5%, 65.2%, 58.1% 및 35.0%의 세포생존율을 보였으며 (Fig. 3A), 항산화활성과 항염증활성을 보인 Et2O층의 HepG2에 대한 암세포 생존율을 분석한 결과, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 및 200 ㎍/㎖의 농도에서 각각 84.7%, 76.9%, 71.0%, 55.8%, 48.9% 및 34.1%의 세포생존율을 보였다 (Fig. 3B). 이는 추출물과 Et2O 분획물 모두 무처리구에 비해 처리농도가 증가할수록 세포생존율이 떨어지는 것으로 나타나 암세포의 생육저해가 일어나고 있음을 유추할 수 있었다.

        이상의 결과로부터 간암세포 HepG2에 대한 암세포 억제활성은 소리쟁이 70% ethanol 추출물에서 농도 의존적으로 억제활성을 나타내었고, 특히 Et2O 분획 층에서 처리농도에 관계없이 34.1 - 84.7%의 높은 억제활성을 나타내어 소리쟁이 추출물의 Et2O층이 매우 유효한 억제능력을 보인 것으로 평가하였다. 또한 선행연구에 의하면, Rumex acetosa의 지상부로부터 분리한 parietin, emodin과 같은 anthraquinone 유도체가 A549, SK-OV-3, SK-MEL-2 등 5 가지의 인간유래 암세포에 대해 항암활성을 보였다는 보고가 있으며 (Lee et al., 2005), 참소리쟁이 (R. japonicus) 뿌리로부터 분리한 physcion 8-O-β-glucopyranoside는 apoptosis 유도를 통한 A549세포 증식억제효과를 나타낸다는 보고된 바 있다 (Xie and Yang, 2014). 따라서 본 연구에서도 Et2O층에 다양한 anthraquinone 유도체가 함유되어 항암활성을 나타낼 것이라 사료된다.

        Et2O층에서 분리한 parietin과 chrysophanol의 HepG2에 대한 암세포 생존율을 분석한 결과, parietin은 3.75, 7.5, 15, 30, 60, 120 μM의 농도에서 각각 94.6%, 80.4%, 74.4%, 71.6%, 66.4%, 63.5%의 세포생존율을 보였으며, LC50은 169.1 ± 17.67 μM로 나타났다 (Fig. 3C). 또한 chrysophanol은 3.75, 7.5, 15, 30, 60, 120 μM의 농도에서 각각 97.3%, 78.7%, 71.9%, 69.9%, 63.9%, 50.2%의 세포생존율을 보였으며, LC50은 111.5 ± 6.62 μM로 나타났다 (Fig. 3C).

      

      
        4. Compound I과 compound II 구조 동정
        앞의 결과를 바탕으로 소리쟁이 분획물 중 항암활성으로 유효한 Et2O 분획에서 compound I과 compound II를 분리하였다.

        Compound I은 오렌지색 무정형 결정으로 1H-NMR 결과 6.70, 7.09, 7.38, 7.64 ppm에서 방향족 고리에 직접 결합한 수소, 12.06 ppm과 12.26 ppm에서 anthraquinone의 1 번 탄소와 8 번 탄소에 결합한 hydroxyl group의 수소, 2.38 ppm과 3.87 ppm에서 각각 3 번 탄소와 6 번 탄소에 치환된 methyl group과 methoxyl group의 수소가 관측되고, 13C-NMR 결과 106.8 - 166.55 ppm에서 방향족 고리의 탄소, 182.1 ppm과 190.8 ppm은 carbonyl group의 탄소, 그리고 22.1 ppm과 56.1 ppm에서 methyl group과 methoxyl group의 탄소가 각각 관측되었다 (Table 3).

        
          Table 3. 
				
          

          
            1H and 13C NMR data of compound I.
          
          

        

        
          
            
              	Carbon NO.
              	δH (400MHz)
              	δC (100 MHz)
            

          
          
            	1
            	12.06 (1H, s)-OH
            	162.5
          

          
            	2
            	7.09 (1H, d, J = 1.0 Hz)
            	124.5
          

          
            	3
            	
            	148.5
          

          
            	4
            	7.64 (1H, d, J = 1.1 Hz)
            	121.3
          

          
            	5
            	7.38 (1H, d, J = 2.6 Hz)
            	108.3
          

          
            	6
            	
            	166.6
          

          
            	7
            	6.70 (1H, d, J = 2.6 Hz)
            	106.8
          

          
            	8
            	12.26 (1H, s)-OH
            	165.5
          

          
            	9
            	
            	190.8
          

          
            	10
            	
            	182.1
          

          
            	11
            	
            	135.3
          

          
            	12
            	
            	110.3
          

          
            	13
            	
            	113.7
          

          
            	14
            	
            	133.2
          

          
            	CH3
            	2.39 (3H, s)
            	22.2
          

          
            	CH3O
            	3.87 (3H, s)
            	56.1
          

        

        

        또한 LC-QTOF-MS의 high resolution mass spectrum (HR-MS)을 이론값과의 오차정도와 isotope 패턴 등을 참고하여 compound I의 분자식이 C16H12O5 (M.W. = 284.07)임을 확인하였다 (Fig. 4). 이들 proton signal의 chemical shift 및 coupling constant 값의 비교분석과 기존 문헌의 data를 비교한 결과 compound I의 구조는 Fig. 4와 같은 parietin (6-methoxy-3-methyl-1,8-dihydroxyanthraquinone)으로 동정하였다 (Danielsen et al., 1992).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            High resolution mass spectrum of compound I. 
            HR-MS data was measured by LC-QTOF-MS. ESI-MS; m/z (rel. int.) = 284.07 [M+].

          
          

          

        

        Compound II는 황색의 결정으로 1H-NMR 결과 7.09 ppm - 7.60 ppm에서 방향족 고리의 수소, 11.9 ppm과 12.1 ppm에서 1 번과 8 번 hydroxyl group의 수소, 2.40 ppm에서 3 번 탄소에 치환된 methyl group의 수소가 관측되고, 13C-NMR 결과 113.7 - 162.7 ppm에서 방향족 고리의 탄소, 182.1 ppm과 192.6 ppm에서 carbonyl group 탄소, 22.3 ppm은 3 번 탄소에 치환된 methyl group의 탄소가 각각 관측되었다 (Table 4). 또한 LC-QTOF-MS의 HR-MS data를 이론값과의 오차정도와 isotope 패턴 등을 참고하여 compound II의 분자식이 C15H10O4 (M.W. = 254.06)을 확인하였다 (Fig. 5). 이들 proton signal의 chemical shift 및 coupling constant 값의 비교분석과 기존 문헌의 data를 비교한 결과 compound II의 구조는 Fig. 5와 같은 chrysophanol (3-methyl-1,8-dihydroxyanthraquinone)로 동정하였다 (Danielsen et al., 1992).

        
          Table 4. 
				
          

          
            1H and 13C NMR data of compound II.
          
          

        

        
          
            
              	Carbon NO.
              	δH (400MHz)
              	δC (100 MHz)
            

          
          
            	1
            	11.96 (1H, s)-OH
            	162.5
          

          
            	2
            	7.04 (1H, d, J = 1.0 Hz)
            	124.4
          

          
            	3
            	
            	149.4
          

          
            	4
            	7.60 (1H, d, J = 1.1 Hz)
            	121.4
          

          
            	5
            	7.38 (1H, dd, J = 1.0, 7.5 Hz)
            	120.0
          

          
            	6
            	7.61 (1H, dd, J = 7.6, 8.4 Hz)
            	137.0
          

          
            	7
            	7.24 (1H, dd, J = 1.2, 8.4 Hz)
            	124.6
          

          
            	8
            	12.07 (1H, s)-OH
            	162.8
          

          
            	9
            	
            	192.6
          

          
            	10
            	
            	182.1
          

          
            	11
            	
            	133.7
          

          
            	12
            	
            	115.9
          

          
            	13
            	
            	113.8
          

          
            	14
            	
            	133.3
          

          
            	CH3
            	2.40 (3H, s)
            	22.3
          

        

        

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            High resolution mass spectrum of compound II. 
            HR-MS data was measured by LC-QTOF-MS. ESI-MS; m/z (rel. int.) = 254.06 [M+].

          
          

          

        

        이상의 결과를 종합하면, 본 연구에서는 소리쟁이 뿌리 EtOH 추출물의 활성분획 Et2O층으로부터 column chromatography, prep-HPLC, NMR, LC-QTOF-MS를 통해 2 개의 유효물질 parietin과 chrysophanol을 얻어냈다.

        두 물질의 선행 연구를 보면, 이끼류와 대황에서 발견되는 오렌지 색소인 parietin (physcion)이 독성 없이 인간 백혈병 세포의 성장을 늦추고 죽일 수 있으며, 생쥐에 이식된 폐 및 두경부 종양에서 유래된 인간 암 세포주의 성장을 억제한다고 보고된 바 있다 (Lin et al., 2005). Anthraquinone 유도체인 chrysophanol은 rat hepatocytes (Kågedal et al., 1990)와 human leukemia HL-60 세포 (Ueno et al., 1995)에서 apoptosis를 포함한 세포독성 효과를 유발하지 않는다고 보고된 바 있지만, 간암세포인 J5 cell (Lu et al., 2010), 폐암세포인 A549 cell (Ni et al., 2014)에 처리하면 apoptosis가 아닌 necrosis와 관련된 기전에 의해 암세포의 사멸을 유도한다고 보고된 바 있다. 이에 두 물질이 간암세포 HepG2 세포억제활성에 깊은 관련이 있다고 유추된다. 또한 본 연구는 간암세포에 대한 항암물질연구의 기초자료가 될 것이며, 더 나아가 간암에 대한 천연물 항암제 개발에 기여될 것이라 사료된다.
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