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서 론
1)

양잠을위해오래전부터재배되어왔고우리나라들이나
야산에서 흔히 자생하기도 하는 뽕나무의 뿌리(상백피)는
전통적으로 혈당 강하, 혈압 강하, 해열, 이뇨 등에 효과가
있는 약제로 이용되어 왔다. 또한 뿌리뿐만 아니라 잎과
열매도 식용하며우리나라와일본에서는잎을 차로이용하
기도 한다. 뽕나무는 다양한 종류의 유용 성분을 함유하여
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활용 가치가 큰 식물의 하나이다(1). Jing 등(2)은 뽕나무에
서 발견되어 보고된 295종의 성분 목록을 작성하고 그 중
140종의 성분을 상백피에서 확인하였는데, 뽕나무의 다양
한 성분에서 항당뇨, 저지질혈, 항동맥경화, 항암, 심보호,
항도파민, 항균, 항산화, 항염증, 항tyrosinase 등의 다양한
생물 활성이 보고되어 있기도 하다(1,3).
자외선은 생물에 일반적으로 해로운 영향을 미친다. 특

히, 파장이 짧은 자외선은 세포의 DNA 손상을 유발하여
살균작용을하거나피부암을일으킬수있다. 그러나생물
은 자외선에 적극적으로 대처하기도 하는데, 식물의 경우
자외선조사에대한두드러진반응은이차대사산물의변화
이다(4). 예를 들어, 포도나 블루베리에 자외선을 조사하면
stilbene, flavonol, anthocyanin 등 polyphenol 화합물의 함량
이 증가하고(5-7), 뽕나무에서도 잎에 자외선을 조사하면
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Abstract

Secondary metabolites of plants have a variety of bioactivities, and ultraviolet light is known to affect the production 
of such bioactivities. Mulberry is one of the most useful plants as it contains various kinds of useful ingredients. 
In this study, to investigate changes in the secondary metabolites of mulberry leaves upon UV irradiation, the 
leaves were untarget analyzed by using liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS), and the acquired scan 
data were profiled by using a bioinformatics computer program, i.e., the XCMS package of R. The resulting data 
profile showed that at least 35 kinds of metabolites were changed quantitatively by UV-C irradiation. Fourteen 
of them were identified by isolation and nuclear magnetic resonance (NMR) spectrum comparison or by targeted 
analysis. Subsequent quantitative target analysis of the identified compounds showed increases in morin (464-fold), 
oxyresveratrol (256-fold), 2,3-trans-dihydromorin (170-fold), 2′,4′,2,4-tetrahydroxychalcone (120-fold), catechin 
(84-fold), 4′-prenyloxyresveratrol (43-fold), and moracin M (35-fold) as a result of UV-C irradiation. In addition, 
UV-C-irradiated mulberry leaves showed increased antioxidative activity (2.1-2.4-fold) and increased tyrosinase 
inhibitory activity (2.3-fold) compared to that of the control. The results of this study show that irradiation with 
ultraviolet light can improve the functionality of mulberry leaves. Thus, it may be a useful means of improving 
the utility value of mulberry leaves as functional food, medicinal, or cosmetic materials.
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특유의 polyphenol 화합물인 chalcomoracin과 moracin N의
함량이 증가한다는 보고가 있다(8). 자외선 조사에 의해
증가하는 polyphenol을 비롯한 이차 대사산물은 산화 스트
레스에 대처하는 항산화 작용(9) 뿐만 아니라, 항균이나
항암 등의 생물 활성을 갖는 사실은 잘 알려져 있다(4,10).
본 연구에서는 자외선을 처리하였을 때 뽕나무 잎에서

나타나는이차대사산물의변화를 LC-MS를이용하여분석
하였다. 처리에 따른 성분의 변화를 분석함에 있어서, 분석
대상이 광범위한 경우, 분석 단계에서는 분석 대상 성분을
특정하지 않은 채 시료의 전체 성분을 scanning한 후, scan
data의 profiling을 통해 개별 성분의 변화를 판단하는 분석
방법(untarget analysis, 11)은 유용할 수 있다. 이러한 무표적
분석에 적합한 분석 장비는 mass spectrometer(MS)이다
(11). MS는 gas 또는 liquid chromatography와 조합(GC-MS
또는 LC-MS)하여 사용할 수 있고, scan mode로 분석하면
한꺼번에 시료에 포함된 전체 성분의 이온화 data를 얻을
수있다. 이러한 scan data에는단위시간별로검출된 이온의
종류(m/z)와 양(intensity)에 대한 3차원 수치 정보가 담겨있
는데, data의 규모가 방대하므로 일반적으로 bioinformatics
의 컴퓨터 프로그램을 활용하여 scan data를 profiling한다
(11). 본 연구에서는 자외선을 조사한 뽕나무 잎을 LC-MS
로 무표적 분석하여 얻은 scan data를 R 프로그램의 XCMS
package(12)를 이용하여 profiling 하였다. 통계 또는 수치의
시각화를 위한 data 처리 프로그래밍 언어인 R(https://
www.r-project.org)과 R에서 작동하는 MS data profiling 전
용 프로그램인 XCMS package(http://bioconductor.org/
packages/ release/bioc/html/xcms.html)는 인터넷을 통해 자
유롭게 이용할 수 있다.
앞서 언급한 바와 같이 식물의 이차 대사산물은 다양한

생물 활성을 가지며, 자외선 조사는 이차 대사산물의 조성
을 변화시켜 식물에서 유래하는 식품, 약제, 화장품 원료의
기능성을 향상시키는 방편으로 유용하게 활용될 수 있다
(4,6). 이에, 본 논문에서는 자외선을 조사한 뽕나무 잎의
이차대사산물을분석하고활성의 변화를조사하여뽕나무
잎에서 자외선처리의유용성을 확인한연구결과를보고하
고자 한다.

재료 및 방법

실험 재료 및 처리

8월 하순, 대구 인근의 밭둑에 자생하는 뽕나무(백상,
Morus alba)의 가지 상단 3-6엽에서 채집한 잎을 실험에
이용하였다. 채집한 잎은 실험실에 가져와서, 254 nm의
UV-C를 방출하는 자외선 램프(30 W, 2.5×90 cm, G30T08,
Sankyo Denki, Japan) 4개를 7 cm 간격으로 배열하고 그
아래 25 cm 거리에 뒷면이 위로 향하도록 잎을 늘어놓은

후 2분간 램프를 점등하여 UV-C를 조사하였다. 이 조건에
서 잎에 가해진 자외선의 강도는 5 mW/cm로 측정되었다
(자외선 광도계; LS-125 probe-P254, Linshang, China).
UV-C를 처리 또는 처리하지 않은 잎(대조구)을 마르지 않
도록 비닐 봉투에 담아서 실온의 어두운 곳에 두었다가
이틀 후 -70℃의 냉동고로 옮겨 동결한 후 분석에 이용할
때까지 냉동고에 보관하였다.

분석용 시료의 추출

1 g의 잎에 10 mL의 70% methanol을 가하고 tissue
homogenizer(T-25 Ultra-Turrax, IKA, Staufen, Germany)를
이용하여 3분간간후, 분쇄액을 38,000 ×g에서 15분간원심
분리하여 회수한 상징액을 성분분석 및 활성 측정용 시료
로 이용하였다.

시료의 LC-MS 분석

시료의 표적 또는 무표적 분석을 위한 LC-MS의 분석
조건은 다음과 같았다. LC; Alliance 2695(Waters, Miliford,
MA, USA), column; Luna C18(3 mm×15 cm, 3 m,
Phenomenex, Torrance, CA, USA), solvent program; 0-1분
0.1% formic acid/물+methanol(90:10, v/v)→52분 80%
methanol→ 5분 100% methanol→60분 100% methanol, 유
속; 0.3 mL/min, 시료 주입량; 2 μL, mass spectrometer; Mass
Detector 3100(Waters), 이온화 mode; ESI-, capillary voltage;
4 kV, cone voltage; 30 V, desolvation 온도; 400℃,
desolvation gas; N2 400 L/h, 무표적 분석 data mode; m/z
120-850 scanning, 표적 분석 data mode; 해당 성분의 m/z
monitoring(SIR).

무표적 분석 data의 개요 작성(data profiling)

LC-MS의 scan mode로 얻은 data를 netCDF file로 변환한
후 R의 XCMS package(12)를 이용하여 profiling하였다.
XCMS의 parameter는 IPO package(13; https://bioconductor.
org/packages/release/bioc/html/IPO.html)를 이용하여 구하
였으며, peak grouping은 CAMERA package(14; https://
bioconductor.org/packages/release/bioc/html/CAMERA.html)
를 이용하여 수행하였다.

시료의 생물활성 측정

시료의 항산화 활성은 DPPH(15) 또는 ABTS(16) radical
소거능을 측정한 후 trolox 함량으로 환산하여 표시하였다.
시료의 tyrosinase 억제 활성은 Takahashi 등(17)의 방법을
변형하여 측정하였다. 즉, 2.5 mM L-tyrosine(50 mM 인산
완충용액, pH 6.8) 용액 300 μL에 시료 용액 20 μL와 10
μL(250 U)의 버섯 tyrosinase(Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, USA) 용액을 가하고 dopachrome의 생성에 따른 흡광
도의 변화를 spectrophotometer(UV 1700, Shimadzu, Kyoto,
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Japan)를 이용하여 475 nm에서 5분 동안 10초 간격으로
측정하였다. 시료 대신에 70% methanol을 첨가했을 때의
측정값과 비교하여 시료의 tyrosinase 활성 억제 정도(%)를
산출하였다.

분리용 시료의 추출 및 전처리

성분의분리 및정제용시료의 추출과정은다음과같았
다. UV-C를 처리한 500 g의 잎을 1 L의 methanol과 함께
믹서로 간 후 초음파 수조에서 30분간 초음파 처리하였다.
분쇄물은 Büchner 깔때기로 여과하여 여과액과 잔사로 분
리한 후 잔사는 750 mL의 methanol을 가하고 다시 한번
분쇄, 초음파처리, 여과의과정을반복하였다. 회수한여과
액은 rotary evaporator를 이용하여 methanol을 증발시키고
물만남긴후 500 mL의 hexane으로 3회세척하여 탈지하였
다. Methanol과 물로 차례로 세척하여 활성화시킨 4개의
5 g Sep-Pak C18 cartridge(Waters)에 추출액을 나누어 통과
시킨후 cartridge에흡착된성분을 4×100 mL의 60% methanol
로 회수하였다. 이 고체상 추출 과정은 chromatography에
방해가 되는 흑색의 타르를 제거하는데 유용하였다. 회수
한 용출액은 rotary evaporator를 이용하여 methanol을 증발
시키고 물(약 100 mL)만 남긴 후 100 mL의 ethyl acetate로
3회에 걸쳐 용매추출 하였다. 회수한 ethyl acetate 추출액은
rotary evaporator로 용매를 제거하였으며, 이로써 약 2.5
g의 조추출물을 얻었다. 조추출물은 5 mL의 methanol에
재용해하여 성분 분리용 시료로 이용하였다.

화합물의 분리

Methanol에 용해한 조추출물을 역상 chromatography로
분리하였다. 분리 조건은 다음과 같았다. Pump; LC-10A
(Shimadzu, Kyoto, Japan), 검출기; SPD-10A(Shimadzu,
Kyoto, Japan), column; Luna C18 semi-prep column(1×25 cm,
5 μm, Phenomenex), solvent program; 0-5분 0.1% formic
acid/물+methanol(80:20, v/v)→60분 80% methanol→70분
100% methanol→80분 100% methanol, 유속; 2.5 mL/min,

Fig. 1. 3-D TIC of 70%-methanolic extract of control (A) and UV-C irradiated (B) mulberry leaves.

검출; UV 254 nm, 시료 주입량; 150 μL. 시료는 반복하여

주입하였으며, fraction collector를 이용하여 column 용출액

을 80개의 시험관에 2.5 mL씩 분리 회수하였다. 각 시험관

의 시료는 LC-MS로 분석하여 성분을 확인한 후 8개의

fraction으로 통합하였다. 한편, 역상 chromatography 만으

로 충분히 분리되지 않은 성분의 경우에는 Sephadex

column을 이용한 순상 chromatography를 추가하였으며, 그

조건은 다음과 같았다. column; Sephadex LH-20(1×30 cm,

GE Healthcare, Chicago, Il, USA), 용매; methanol, 유속;

0.25 mL/min, 시료 주입량; 2 mL, fraction collection volume;

2.5 mL. 80개의 시험관에 분리 회수한 시료는 LC-MS를

이용하여 성분을 확인한 후 31-33번째 시험관의 시료를

통합하여 역상 chromatography로 재분리하였다. 분리한 각

fraction은 rotary evaporator로 건조한 후 10 mg/mL의 농도

로 methanol에 재용해하여 냉동 보관하였다.

화합물의 NMR 분석

분리한 각 fraction(0.3 mL)을 진공 건조한 후 0.5 mL의

CD3OD에 재용해하여 1H 및 13C NMR 분석에 이용하였다.

분석 조건은 다음과 같았다. 기기; 600 MHz NMR(vnmrs

600, Agilent, Santa Clara, CA, USA), internal reference;

TMS, 온도; 25C.

시료 성분의 표적 분석

뽕나무 잎으로부터 분리 또는 상업적 구매를 통해 확보

한시약을표준물질로하여뽕나무잎에서최종적으로확인

한 14종의 성분을 LC-MS를 이용하여 SIR mode로 정량

분석하였다. 표준물질로 이용한 oxyresveratrol, catechin,

chlorogenic acid, rutin은 Sigma-Aldrich사에서 구입하였으

며, moracin M은 상백피로부터 분리하였다.
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Table 1. Data profile of untarget analysis of UV-C irradiated mulberry leaves and identification of the compounds

ID no m/z [M-H]- RT (min)
Peak area (n=4)

Fold (B/A) p value Identification1)

Control [A] UV-C [B]

1 301 17.3 192,961 89,026,807 461.4 0.024 Morin nmr

2 271 21.6 29,084 9,302,458 319.9 0.064 2',4',2,4-Tetrahydroxychalcone nmr

3 243 14.0 213,234 56,092,055 263.1 0.003 Oxyresveratrol std

4 303 13.3 353,600 67,947,525 192.2 0.059 2,3-trans-Dihydromorin nmr

5 287 7.5 191,885 19,786,486 103.1 0.004 Dihydrokaempferol lit (2)

6 347 19.2 96,700 8,381,326 86.7 0.025

7 349 15.8 111,805 9,197,916 82.3 0.041

8 311 27.0 842,076 43,457,109 51.6 0.014 4'-Prenyloxyresveratrol nmr

9 289 6.5 359,196 15,241,368 42.4 0.005 Catechin std

10 241 18.1 112,189 3,094,511 27.6 0,041 Moracin M std

11 463 10.4 3,346,392 18,177,891 5.4 0.001 Quercetin-3-O-β-3-D-glucopyranoside nmr

12 291 38.7 992,875 4,689,250 4.7 0.007

13 339 32.7 1,087,792 4,375,991 4.0 0.103 Morachalcone A nmr

14 833 50.0 2,343,706 7,994,384 3.4 0.019

15 309 31.2 6,397,071 21,406,327 3.3 0.024 Moracin C

16 562 34.3 4,968,997 15,570,996 3.1 0.059

17 293 36.8 5,968,798 14,578,947 2.4 0.019

18 327 22.3 2,293,671 5,188,533 2.3 0.005 Moracin R

19 279 50.7 13,252,587 17,908,986 1.4 0.428

20 277 48.7 77,084,558 98,287,749 1.3 0.231

21 447 14.2 34,504,373 43,629,653 1.3 0.123 Kaempferol-3-O-β-D- glucopyranoside nmr

22 463 12.6 49,536,901 61,007,737 1.2 0.337

23 533 15.5 18,127,879 20,541,511 1.1 0.671 Kaempferol-3-O-(6"-malonyl)-β-glucopyranoside lit (25)

24 481 12.4 3,435,388 3,754,748 1.1 0.704

25 609 7.6 3,896,161 4,143,166 1.1 0.854

26 353 6.3 80,396,725 82,696,426 1.0 0.693

27 433 9.0 9,666,116 9,929,277 1.0 0.914 Quercetin-3-O-β-3-D-xylopyranoside lit (26)

28 309 30.1 6,730,597 6,891,433 1.0 0.935 Moracin N nmr

29 505 13.7 23,557,559 22,856,499 1.0 0.853 Quercetin 3-O-(6′′-O-acetyl)-β-D-glucopyranoside lit (27)

30 593 13.4 24,224,276 21,301,143 0.9 0.505 Kaempferol-3-O-β-D-rutinoside lit (27)

31 353 8.5 10,464,538 8,794,055 0.8 0.088 Chlorogenic acid std

32 609 11.9 66,756,386 52,443,918 0.8 0.117 Rutin std

33 559 37.7 96,045,582 56,427,930 0.6 0.138 Mulberrofuran I lit (2)

34 721 33.8 87,930,311 50,186,318 0.6 0.067

35 755 10.2 4,193,416 2,252,067 0.5 0.239 Kaempferol-rutinoside-hexoside lit (27)
1)identified by NMR (nmr, see Table 2), by authentic standard (std, see Fig. 2), or estimated from literature on the basis of m/z (lit).

결과 및 고찰

자외선(UV)은 10-400 nm 파장의 빛인데, UV-A(315-400
nm), B(280-315 nm), C(100-280 nm)로 분류된다. 태양광에
는자외선이포함되어있으나이중 UV-C는성층권의오존

층에 흡수되어 지표면에 도달하지 못한다. 자외선은 종류
에 따라 식물에미치는영향이 다르다(18). 예를들어, 짧은
파장의 자외선은 DNA 분자에 직접 흡수되어 인접해 있는
두 pyrimidine 염기간에 이량체를 형성시킴으로써 DNA 사
슬구조의왜곡과이에따른세포기능의손상또는죽음을
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Fig. 2. EIC of 70%-methanolic extract of UV-C irradiated mulberry leaves and corresponding authentic standards (inserted).

Fig. 3. C-18 preparative chromatogram of crude extract from UV-C irradiated mulberry leaves. Characters on peak top show fraction
numbers. F1 was chromatographed by Sephadex LH-20 prior to C-18 chromatography (inserted).

Fig. 4. TIC (left) of preparative fractions of Fig. 2 and their mass spectrum (right).

초래한다. 그러나 UV-A는 이와 반대로 DNA 복구 효소인
DNA photolyase를 활성화하여 손상된 DNA를 복구하는
작용을 한다(19). 본 연구에서는 예비실험으로뽕나무 잎에
UV-A, B, C를 조사하여 이차 대사산물의 변화를 조사하였

다. UV-A의경우 10, 20, 또는 40분간조사하였을때대조구
와이차대사산물의조성에차이가없었던반면에, UV-B와
C의 경우에는 1, 2, 4, 8, 16분 조사하였을 때 1분 이상의
처리구에서 모두 대조구와 차이를 보였다(data not shown).
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Table 2. NMR spectra of compounds isolated from UV-C irradiated mulberry leaves

ID no Chemical shifts1) (δ ppm) Ref

1
1H 7.43 (1H, d, J=9, C-3'), 6.48 (1H, dd, J=2.4, 2.4, C-5'), 6.42 (1H, d, J=2.4, C-6'), 6.33 (1H, d, J=2.4, C-8), 6.18 (1H, d, J=1.8, C-6) 20
13C 177. 8, 165.5, 162.8, 162.5, 159.0, 157.8, 150.0, 136.6, 132.2, 111.6, 109.2, 105.1, 104.7, 99.3, 64.6

2
1H 8.09 (1H, d, J=15.6, C-β), 7.89 (1H, d, J=9.0, C-6), 7.70 (1H, d, J=15.6, C-α), 7.52 (1H, d, J=8.4, C-6'), 6.39 (1H, dd, J=2.4, 2.4, C-5),

6.37 (1H, dd, J=2.4, 2.4, C-5'), 6.35 (1H, d, J=2.4, C-3'), 6.29 (1H, d, J=2.4, C-3)
3

13C 194.2, 167.4, 166.1, 162.8, 160.8, 142.1, 133.1, 132.4, 117.6, 115.6, 114.9, 109.1, 109.0, 103.8, 103.6

4
1H 7.22 (1H, d, J=9.0, C-6'), 6.35 (2H, m, J=9.0, C-3', 5'), 5.91 (1H, d, J=2.4, C-8), 5.87 (1H, d, J=2.4, C-6), 5.39 (1H, d, J=11.4, C-2),

4.78 (1H, d, J=11.4, C-3)
23

13C 197.5, 167.2, 163.9, 163.6, 158.8, 157.2, 129.4, 114.1, 106.4, 102.2, 100.5, 95. 7, 94.8, 78.6, 71.1

8
1H 7.30 (1H, d, J=9.0, C-3), 7.21 (1H, d, J=16.2, C-β), 6.76 (1H, d, J=16.2, C-α), 6.46 (2H, s, C-2', 6'), 6.30 (2H, m, J=11.4, C-5, 6),

5.24 (1H, m, J=18.0, C-8'), 3.31 (1H, m, J=6.6, C-7'), 3.27 (2H, d, J=6.6, C-7'), 1.72 (3H, s, C-10'), 1.62 (3H, s, C-11')
28

13C 159.0, 157.2, 138.5, 131.0, 128.2, 126.7, 124.7, 123.7, 118.1, 115.4, 108.4, 105.6, 103.6, 49.9, 26.0, 23.3, 17.9

11 1H 7.63 (1H, d, J=2.4, C-2'), 7.51 (1H, dd, J=1.8, 2.4, C-6'), 6.79 (1H, d, J=9.0, C-5'), 6.32 (1H, d, J=2.4, C-8), 6.13 (1H, d, J=1.8, C-6),
5.17 (1H, d, J=7.2, C-1’’), 3.2-3.6 (br m, rest H of glucose)

29

13 1H
8.07 (1H, d, J=15.0, C-β), 7.74 (1H, d, J=9.0, C-6'), 7.7 (1H, d, J=15.0, C-α), 7.49 (1H, d, J=9.0, C-5), 6.4 (1H, d, J=9.0, C-5'), 6.35
(1H, dd, J=2.4, 2.4, C-6), 6.34 (1H, d, J=2.4, C-3'), 5.23 (1H, t, J=15.0, C-8), 3.31 (2H, d, J=7.8, C-7), 1.77 (3H, s, C-11),
1.65 (3H, s, C-10)

30

15 1H 7.32 (1H, d, 8.4, C-4), 6.86 (1H, d, 1.8, C-7), 6.82 (1H, d, 1.2, C-3), 6.76 (2H, s C-2', 6'), 6.71 (1H, dd, 2.4, 6.0, C-5), 5.25 (1H,
t, 7.2, C-2''), 3.31 (1H, m, C-1''), 1.77 (3H, s C-5''), 1.66 (3H, s C-4'')

31

21 1H 8.05 (2H, d, J=8.9, C-2', 6'), 6.89 (2H, d, J=8.6, C-3', 5'), 6.40 (1H, s, C-8), 6.21 (1H, s, C-6), 5.25 (1H, d, J=7.2, C-1’’), 3.2-3.7 (br
m, rest H of glucose)

29

28 1H 7.19 (1H, s, C-4), 6.87 (1H, s, C-7), 6.85 (1H, s, C-3), 6.73 (2H, d, J=2.2, C-2', 6'), 6.21 (1H, t, J=2.1, 2,2, C-4'), 5.36 (1H, t, J=7.3,
7.3, C-9), 3.32 (2H, d, J=7.3, C-8), 1.74 (3H, s, C-11), 1.28 (3H s, C-12)

32

1)600 MHz, CD3OD solvent, s; singlet, d; doublet, dd; double doublet, m; multiplet, J; coupling constant (Hz), carbon numbers are presented in Fig. 5.

Table 3. Changes in contents of secondary metabolites of mulberry leaves upon UV-C irradiation

ID no Metabolites
Content (μg/gfw) (n=4)

Fold (B/A) p value
Control [A] UV-C [B]

1 Morin 2.6±1.1 1,211.0±176.0 464.3 0.020

2 2',4',2,4-Tetrahydroxychalcone 0.1±0.1 14.9±4.3 120.2 0.027

3 Oxyresveratrol 2.6±0.7 664.1±36.1 256.2 0.003

4 2,3-trans-Dihydromorin 0.4±0.1 74.3±18.4 169.8 0.056

8 4'-Prenyloxyresveratrol 0.9±0.2 40.1±5.0 42.8 0.015

9 Catechin 2.6±1.9 222.2±27.7 84.2 0.015

10 Moracin M 1.0±0.3 35.9±7.5 35.4 0.043

11 Quercetin-3-O-β-3-D-glucopyranoside 117.7±8.6 142.7±22.1 1.2 0.377

13 Morachalcone A 0.9±0.1 3.4±0.7 3.6 0.071

15 Moracin C 4.8±2.1 11.5±1.9 2.4 0.081

21 Kaempferol-3-O-β-D-glucopyranoside 81.2±7.5 103.1±7.3 1.3 0.104

28 Moracin N 5.8±0.7 4.6±2.2 0.8 0.644

31 Chlorogenic acid 2,444.1±441.8 2,893.8±257.1 1.2 0.439

32 Rutin 1,390.8±36.3 1,073.7±88.7 0.8 0.134

Sum 4,055 6,495 1.6

그러나본논문에서는그중특히차이가가장뚜렷한 UV-C
2분 처리의 결과에 대해 보고하고자 한다.

무표적 분석 데이타의 개요 작성(data profiling)

Fig. 1은 UV-C를 2분간 조사하고 이틀이 지난 뽕나무
잎을 70% methanol로 추출하여 LC-MS(ESI- mode)로 무표
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적 분석한 후 전체 이온 peak(m/z 120-850)를 시간별로 m/z
에 따라 나열한 total ion chromatogram(TIC)이다. 대조구와
비교하여 UV-C를 조사한 잎에서는 peak 숫자가 증가하였
을뿐만아니라크기의변화가발견되어 UV-C 조사에의해
뽕나무 잎의 이차 대사산물의 조성에 변화가 일어났음을
확인할 수 있었다. Table 1은 무표적 분석의 scan data를
전용 프로그램인 XCMS package(14)를 이용하여 data
profiling한 결과이다. LC-MS는 시료 성분을 이온화한 후
이온의 질량을 검출한다. ESI- mode로 이온화하는 과정에
서, 시료 성분(M)은 탈양성자화(deprotonation)하여 바람직
한 [M-H]- 이온을 형성하기도 하지만 그보다 더 작은 단편
(fragment ion)으로 깨지거나 또는 뭉쳐서 더 큰 이온(adduct
ion)을 형성할 수도 있다. 다양한 이온들의 혼재는 data
profile의 해석을 어렵게 하므로, 본 연구에서는 profiling
과정에서 CAMERA package(14)를 이용하여 fragment 또는
adduct ion를 배제하고 [M-H]- 만을 추출한 후, 추출된 전체
이온(198개) 중에서 면적 값이 2,000,000 이하이거나, RT
값이 5분미만또는 50분초과인이온들은추가로배제하였
다. 따라서, Table 1에 나열된 이온들은 각각 독립적으로
시료 성분을 대변한다고 볼 수 있다. 무표적 분석 결과의
개요작성을통해드러난이들성분들을중심으로표준물질
을이용하거나성분분리를통하여성분의종류를확인하였
다.

표준물질에 의한 성분의 확인

LC-MS의장점중하나는검출된이온의 m/z 값으로부터
성분의 분자량 유추가 가능하다는 점이다. Table 1에서,
m/z=241, 243, 289, 353, 609인 이온들은 분자량(또는 M)이
각각 242, 244, 290, 354, 610인 성분을 대변할 것으로 예상
되었다. Jing 등(2)이 작성한 뽕나무 잎의 성분 목록에서
분자량을 기준으로, 이들 성분은 각각 moracin M,
oxyresveratrol, catechin, chlorogenic acid, rutin에 해당한다.
따라서 이들을 표준물질로 하여, 각 표준물질의 SIR
chromatogram과 시료의 전체 이온 중에서 표준물질에 상응
하는 m/z의 이온을 추출하여 작성한 chromatogram
(extracted ion chromatogram, EIC)을 비교한 결과(Fig. 2),
양자의 RT가모두일치하였으며, 이를 통하여 위성분들의
종류를 확인하였다.

분리에 의한 성분의 확인

성분 확인을 위하여 뽕나무 잎에 함유되어 있는 성분에
대해 일일이 표준물질을 확보하기는 쉽지 않으므로 UV-C
를조사한잎으로부터성분의분리를시도하였다. 용매추
출과 C-18 cartridge를 이용한 고체상 추출로 전처리한 조추
출물로부터 역상 분리법을 이용하여 UV 흡광 peak를 기준
으로 9개의 fraction(F1-F9)을 얻었다(Fig. 3). 그러나 이중
F1은 역상 chromatography 만으로 충분한 순도로 분리되지

않아 조추출물을 Sephadex LH-20 column으로 1차 분리한
후 역상 분리하였다. 분리한 fraction은 LC-MS의 scan mode
로분석하여 TIC를확인한결과뚜렷한단일 peak가관찰되
었다(Fig. 4). 한편, TIC에 나타난 peak의 질량 spectrum을
조사한 결과, 모든 fraction의 peak에서 공통적으로 [M-H]-

이온과 [2M-H]- 이온을 발견할 수 있었다. 예를 들어, Fig.
4에서 F1 peak의질량 spectrum을보면, [M-H]- 이온에 해당
하는 m/z 303과 [2M-H]-에 해당하는 m/z 607이함께 발견되
었다. 이는 M=304로서 이 peak의성분은 분자량이 304임을
강하게 암시한다. 그러나 분자량만으로 성분의 정체를 단
정할 수 없는데, 예를 들어, Fig. 4에서, F7과 F8은 RT가
각각 29.9분과 31.0분으로서로 다르므로서로 다른화합물
일 것으로 추측되지만 분자량은 동일하게 309이다. 따라서
분리된 성분의 종류를 밝히기 위하여 이들의 NMR
spectrum을 조사하였으며, 분자량과 NMR spectrum을 문헌
과 비교함으로써 이들 성분의 종류를 확인할 수 있었다
(Table 2).

자외선 조사에 따른 뽕나무 잎의 이차 대사산물 및 생물
활성의 변화

UV-C를 조사한 뽕나무 잎의 무표적 분석 data profile에
드러난 35종의 주요 성분 중에서, 14종의 성분은 표준물질
을 이용하거나 성분의 분리와 NMR spectrum의 비교를 통
하여 종류를 확인할 수 있었으며(Fig. 5), 8종은 분자량을
토대로 문헌과 비교하여 종류를 추측할 수 있었다(Table
1). Table 3은 종류가 확인된 14종의 성분에 대하여 UV-C
조사에 따른 함량의 변화를 LC-MS를 이용하여 정량 분석
한결과이다. 표적분석의정량결과(Table 3)를무표적분석
의 data profile(Table 1)과 비교해 보면, 화합물의 종류별
함량변화순위에약간의변동이있기는하나. 무표적분석
의 data profile이 시료의 실제 성분 조성을 비교적 옳게
반영함을 확인할 수 있었다. 한편, 확인된 14종의 성분을
기준으로 볼때, UV-C 조사 후에 뽕나무 잎의이차대사산
물의 총량은 4.0 mg/gfw에서 6.5 mg/gfw로 1.6배 증가하였
다. 자외선을 조사하지 않은 잎에서 14종의 화합물 가운데
함유량이 가장 많은 성분은 chlorogenic acid[31]와 rutin[32]
으로서, 이 두성분의 함량은각각 2.4 mg/gfw와 1.4 mg/gfw
로서, 14종 전체 함량의 95%를 차지하였다. 그러나 이 두
성분은 자외선 조사에 따른 함량의 변화를 보이지 않았다.
이와 달리, morin[1], 2',4',2,4-tetrahydroxychalcone[2],
oxyresveratrol[3], 2,3-trans-dihydromorin[4], 4'-prenylresveratrol[8],
catechin[9], moracin M[10] 등은뽕나무 잎에 본래 수 μg/gfw
수준으로 상대적으로 적은 양이 함유되어 있었으나 UV-C
조사 후에 수십 내지 수백 μg/gfw 수준으로 큰 폭의 함량
증가를 보였다. 자외선의 조사에 의해 함량이 증가한 성분
들은 대부분 항산화 활성을 가진 화합물이다(1,3,6,9,15,20).
자외선조사는 식물에서활성산소종의생성과산화스트레
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Fig. 5. Structure of compounds identified from extract of UV-C irradiated mulberry leaves.

Table 4. Changes in bioactivities of mulberry leaves upon UV-C
irradiation

Antioxidative activity (Trolox eq.
mmol/gfw) (n=4) Tyrosinase inhibition

(Inhibition %) (n=4)
DPPH ABTS

Control [A] 2.1±0.21 3.0±0.32 39.8±3.9

UV-C [B] 4.4±0.17 8.1±0.26 89.6±1.8

Fold (B/A) 2.1 (p<0.01) 2.7 (p<0.01) 2.3 (p<0.01)

스를 유발하며, 식물은 이를 극복하기 위하여 항산화 활성
의 이차 대사산물을 생성하는 것으로 알려져 있다(21). 본
연구에서도, 뽕나무 잎의 70%-methanol 추출액에 대해
DPPH 또는 ABTS radical 소거능을 측정한 결과, UV-C
조사에 의해 뽕나무 잎의 항산화 활성은 대조구에 비해
2.1배 내지 2.7배 증가한 것을 확인할 수 있었다(Table 4).
한편, 뽕나무의 이차 대사산물 중에는 tyrosinase의 활성을
억제하는 화합물들이 있다. Tyrosinase는 동식물 조직에서
polyphenol의 산화를 통하여 melanin 색소의 생성을 유발하
는 효소로서, 식품이나 피부의 갈변을 유발한다(22). 식품
의 갈변 방지제나 피부 미백제로 이용하는 대표적인
tyrosinase 저해제는 kojic acid와 arbutin인데, 뽕나무 성분
중 morin[1], 2',4',2,4-tetrahydroxychalcone[2], oxyresveratrol[3],
2,3-trans-dihydromorin[4] 등은 kojic acid나 arbutin 보다 강한
tyrosinase 억제 활성을 나타내는 것으로 보고되어 있다
(3,17,23,24). 본 연구에서, UV-C 조사에 의해 이들의 함량
은크게증가하였으며, UV-C를조사한뽕나무잎추출액은
대조구의 2.3배에 이르는 tyrosinase 활성 억제 효과를 보였

다(Table 4).
자외선 조사는 뽕나무 잎의 이차 대사산물의 조성을 변

화시키며 특히 morin[1], 2',4',2,4-tetrahydroxychalcone[2],
oxyresveratrol[3], 2,3-trans-dihydromorin[4], 4'-prenylresveratrol
[8], catechin[9], moracin M[10]의 함량을 적게는 35배, 많게
는 465배 증가시키는 것으로 조사되었다. 자외선 조사에
의해 증가하는 이러한 성분들은 항산화 또는 tyrosinase 활
성 억제 등의 생물활성을 가지는 것으로 보고되어 있는데,
자외선의 조사는 뽕나무 잎의 항산화 활성을 2.1-2.4배,
tyrosinase 억제 활성을 2.3배 향상시켰다. 이러한 조사 결과
는자외선의조사가뽕나무잎의기능성을향상시켜기능성
식품, 약용 또는 화장품 소재로서의 활용 가치를 향상시키
는 유용한 수단이 될 수 있음을 보인다.

요 약

식물의이차대사산물은다양한생물활성을가지며자외
선은이차대사산물의생성에영향을미치는것으로알려져
있다. 뽕나무는 다양한 종류의 유용 성분을 함유하여 활용
가치가 높은 식물 중의 하나이다. 본 연구에서는, UV 조사
에 따른 뽕나무 잎의 이차 대사산물의 변화를 조사하기
위하여, 뽕나무 잎을 LC-MS를 이용하여 무표적 분석법으
로 분석하였으며, 무표적 분석으로 얻은 scan data를
bioinformatics 프로그램인 R의 XCMS package를 이용하여
profiling 한 결과, 적어도 35종 이상의 화합물에서 UV-C
조사에 따른 양적인 변화가 발견되었다. 이들 중 14종의
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화합물은 분리 및 NMR spectrum 비교 또는 표적 분석을
통하여 종류를 확인하였으며, 종류가 확인된 성분에 대해
정량분석을수행한결과, morin(464배), oxyresveratrol(256배),
2,3-trans-dihydromorin(170배), 2',4',2,4-tetrahydroxychalcone
(120배), catechin(84배), 4'-prenyloxyresveratrol(43배), moracin
M(35배) 등의 함량이 현저하게 증가한 것으로 나타났다.
또한 UV-C를 조사한 뽕나무잎은대조구에비하여 항산화
활성이 2.1-2.4배, tyrosinase 억제 활성이 2.3배 증가한 것으
로 조사되었다. 이러한 조사 결과는 자외선의 조사가 뽕나
무잎의기능성을향상시켜기능성식품, 약용또는화장품
소재로서의 활용 가치를 향상시키는 유용한 수단이 될 수
있음을 보인다.
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