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편집순서 4 : 요약문

최종보고서 요약문

과 제 명 한약재의 생리활성성분 분리 및 분석연구(현삼, 치자)

중심단어 생리활성성분, 함량분석, 패턴인식법, 지문인식, 표준품

주관연구기관 동국대학교 산학협력단 주관연구책임자 이 동 웅

연구기간 2007년 2월 28일 ～ 2008년 11월 30일 (1년 4.9개월)

◆ 최종연구목표
1. 유효성분을 중심으로 한 한약재의 표준화, 과학화를 위하여 활성물질 대량 분리 방법을 확립
2. 확립된 방법을 이용하여 한약재활성 표준화사업에 제공할 수 있는 다량의 시료 분리 및 제공
3. 현삼 또는 치자에서 아직 보고되지 않은 미지성분 분리 및 구조 규명 
4. 각종 기기분석 장비를 활용한 활성지표물질의 동시 정량법 개발
5. HPLC, LC-MS fingerprint 작성 및 패턴분석, chemometrics에 의한 기원별, 산지별 확인법 확립

 ◆ 연구내용 및 방법 
1. 제1세부과제
 1) 국내외에서 수집한 현삼 6종 및 치자 7종의 70% 에탄올 엑스제조 및 시료 제공(효능팀, 분석팀)
 2) 현삼과 치자 기본생약의 메탄올 추출물에서 성분분획(CH2Cl2, EtOAc, BuOH 분획) 제조
 3) 각 성분분획에서 각종 chromatography(순상 및 역상 column, prep. HPLC, prep. TLC 등)를 이용하여 성분을 

분리, 정제하였으며 분리한 성분의 구조를 확인하기 위하여 기기분석(1H-NMR, 13C-NMR, EI-MS/ESI-MS/ 
FAB-MS, FT-IR, UV 등) 및 물리특성을 측정하여 문헌치와 대조하거나 화학적 수식 등을 이용하여 구조를 
동정하였음.

 4) 현삼에서 16종, 치자에서 20종의 성분을 분리하였으며 이들 성분의 순도를 측정하였고 시료를 분석팀, 효능팀
에 제공하였음.

 5) 현삼의 분획에서 지금까지 보고된 바 없는 신규물질 6종을 분리하여 구조를 규명하였음.

2. 제2세부과제
 1) 최적분석조건: 현삼의 경우 Eclipse SDB C-18를 고정상으로 각각 1%의 초산을 함유하는 물과 acetonitrile을 

gradient로 UV 296 nm에서 검출하는 조건과 치자의 경우는 Zorbax XDB-C18를 고정상으로 UV 254 nm에서 
각각 1%의 초산을 함유하는 물과 acetonitrile을 gradient로 용출하는 HPLC 조건을 확립하였음. 

 2) 치자의 경우 geniposidic acid, chlorogenic acid, geniposide와 genipin 4종이 치자의 지표성분으로 가장 적당
한 것으로 판단되었으며 현삼의 경우는 (E)-harpagoside, p-methocycinnamic acid 그리고 p-methoxycinnamic 
acid methyl ester 3종이 지표성분으로 가장 적합하였음. 

 3) 선정된 지표성분의 경우 모두 90% 이상의 순도를 나타냈으며 상온에서 DMSO에 녹여 60일간 보관 시에도 안
정하였다. 현삼 지표성분은 표준품의 범위 0.1~10.00 ug/ml, 직선성 0.9967~0.9976, 검출한계 0.322~2.738, 정량한
계 1.172~7.124로 나타났으며, 치자 지표성분의 경우 각각 0.1~50 ug/ml, 0.9939~0.9999, 0.500~2.636, 2.194~7.409
로 관측되었음. 재현성, 정밀성, 정확성의 경우 현삼 지표성분은 면적비에 대한 RSD는 재현성 0.78-2.7%, 머무
름 시간에 대한 RSD는 재현성 0.10-1.26%, CV(%)는 0.26%-6.3%의 정밀성을 보였으며 accuracy(%)는 정확성 
92.0%-108.6%로 나타났음. 치자 지표성분의 경우 면적비에 대한  RSD는 재현성 0.3-1.8%, 머무름 시간에 대
한 RSD는 재현성 0.5-1.1%, CV(%)는 0.22%-5.72%의 정밀성을 보였으며 accuracy(%)는 86.8%-105.3%로 관
측되었음. 컬럼, 온도, 이동상 변화 등을 통한 완건성 테스트에서도 모두 94-108%이내였음.

 4) 상기 표준품에 대한 최적 추출 조건은 치자와 현삼 공히 1 g의 시료에 95% 에탄올 200 ml를 이용하여 70℃에
서 1시간 환류추출하는 것이 가장 좋았음.

 5) Fingerprint analysis의 결과 치자의 경우는 수집품간 차이를 거의 나타내지 않았으나, 현삼의 경우 국내산과 
중국산이 비교적 뚜렷하게 구별되었으며, 특히 현삼은 DNA 감별결과와 비교적 잘 일치하였음.

 ◆ 기대성과 및 활용방안 

  현삼와 치자의 표준화 및 규격화 확립, 유효성분 표준품 학보 및 천연물 라이브러리 구축, 한약재기반 기초연구 
축적, 지역산업 생산기반의 생물산업화 추진과 지역 한방바이오산업의 활성화, 관련 학문분야의 발전에 기여, 우
수 연구인력 양성, 한약재 생산을 통한 지역농업의 활성화, 건강기능식품 및 천연물 의약품의 지표성분으로 활
용, 수입대체 효과 및 세계시장 진출에 의한 국부의 창출 및 지역경제의 활성화에 기여, 지역의 생물학적 다양
성 보존 및 개발에 활용
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주관연구책임자 의견

연구의 범위

1. 성분의 분리 및 구조 확인

  - 추출물의 성분분획 제조 및 각종 chromatography 통한 성분분리, 정제

  - 각종 기기분석을 통한 구조 동정 또는 구조 규명

2. 생약시료의 검정

3. 활성물질의 동시 정량법

  - HPLC-PDA/ELSD, LC-MS/MS, NMR, TLC 등을 이용한 정량 분석

  - LC/MS fingerprints를 이용한 정성분석 (기원 및 산지 구별)

  - Chemometrics를 이용한 기원구별

4. 분석법 validation

  - 식약청 가이드라인에 따른 평가

5. 연구용 시료제공

  - 대량 분리된 추출물, 분획물 및 정제물 제공

연구의 한계점

 1. 연구 대상 생약은 잘 알려진 약재로서 함유성분에 관한 많은 연구가 보고  

    되어 특히 치자에서는 새로운 성분의 분리에 한계가 있었음.

 2. 성분마다 특성이 다르기 때문에 동시 성분분석에는 한계가 있었음.

 

인용시 주의사항
 본 연구결과는 공개가 가능하므로 결과의 인용시 특별한 주의가 필요하지는 않  

 음.

주관부서 연락처 식품의약품안전청 인체노출평가과 (☎  380 ～ 1825)
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편집순서 5 : 요약문(영문)

Summary

Title of Project
Isolation and Quantitative Analysis of Bioactive Components from Scrophulariae 

Radix and Gardeniae Fructus

Key Words
bioactive component, quantitative analysis, pattern recognition analysis, chemical 

fingerprint, reference standard

Institute  Dongguk University Project Leader Dong-Ung Lee

Project Period 2007. 02. 28  ～  2008. 11. 30

◆ Objectives

1. Development of protocol for purifying useful components contained in herbal drugs

2. Large scale purification of standard compounds useful for standardization of oriental drugs

3. Investigation of un-identified compounds from Gardenia and Scrophularia

4. Development of simultaneous quantitative analysis of active components in Gardenia and Scrophularia

5. Fingerprint analysis/chemometrics of Gardenia and Scrophularia

◆ Results

1. 1st Research Team

    1) Six kinds of Scrophularia and 7 kinds of Gardenia collected from Korea or China were     

       extracted with 70% ethanol and provided for bioassay and analysis

    2) Fractions of each main medicinal drug were prepared for isolation of the constituent 

    3) Isolation was performed using various chromatographic techniques (normal/reverse phase 

       column, prep. HPLC, prep. TLC etc.) and structure identification was achieved by 

       instrumental analyses with 1H-NMR, 13C-NMR, EI-MS/ESI-MS/ FAB-MS, FT-IR, UV etc. 

    4) 16 Components from Scrophularia and 20 constituents from Gardenia were isolated and 

       provided for bioassay and analysis  

    5) Isolation of six new components from Scrophularia

2. 2nd Research Team

    1) Optimal HPLC condition: Scrophularia (Eclipse SDB C-18, 1% HOAc in water and MeCN, gradient   

       elution, UV 296 nm). Gardenia (Zorbax XDB-C18, 1% HOAc in water and MeCN, gradient elution, UV 

       254 nm). 

    2) Selected standards: Gardenia (geniposidic acid, chlorogenic acid, geniposide, and genipin). Scrophularia 

       ((E)-harpagoside, p-methocycinnamic acid, and p-methoxycinnamic acid methyl ester). Purity of every 

       standard is more than 90%. They are stable at rt for 60 days. Their range, linearity, LOD and LOQ 

       were 0.1~10.00 ug/ml, 0.9967~0.9976, 0.322~2.738, and 1.172~7.124, respectively, for Scrophularia and 

       0.1~50 ug/ml, 0.9939~0.9999, 0.500~2.636, 2.194~7.409, respectively, for Gardenia. The reproducibility, 

       were 0.78-2.7% (RSD for peak area) and 0.10-1.26% (RSD for retention time) and precision and        

  accuracy were 0.26%-6.3% [CV(%)] and 92.0%-108.6%, respectively, for Scrophularia. The             

  reproducibility, precision, accuracy of gardenia were 0.3-1.8% (RSD for peak area) and 0.5-1.1%
 
(RSD   

  for retention time), 0.22%-5.72%
 [CV(%)], and 86.8%-105.3%, respectively, for Gardenia. Robustness    

test showed that the accuracy was 94-108% according to column, temp., and mobile phase change.  

    4) The optimal extraction condition was as follows: 1 g sample/200 ml 95% EtOH, 1 hr of reflux at 70℃.

    5) The cultivated site of Gardenia was not discriminated by fingerprint analysis while that of Scrophularia 

       was differentiated into Korean one and Chinese one by PCA and HClustering analysis. The PCA result  

  of Scrophularia showed good correspondence with that of DNA analysis.
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Opinion of Project Manager

Scope

1. Isolation and structure identification of the constituents

  - Fractionation of the extracts and separation by chromatography

  - Structure determination by instruemntal analyses

2. Identification of the herbal drugs

  - Collection of herbs as a reference

3. Simultaneous quantification of the active compound

  - Quantitative analysis by HPLC-PDA/ELSD, LC-MS/MS, NMR, TLC

  - Qualitative analysis by LC/MS fingerprints for origin distinction 

  - Chemometrics for origin distinction 

4. Validation

  - Valuation according to KFDA guide line

5. Provide of samples for assays and analyses

  - Supply of extracts, fractions and pure compounds

Limitation

 1. A few new components could be isolated from plants used in this       

   study, because these plants, especially Gardenia, were well-known.

 2. Simultaneous analysis was limited owing to the different properties of   

   the index compounds

Direction For 

Citation
 No special attention would be needed for citation of the results.

Supervisory 

Office
KFDA Human Exposure Assessment Division(☎ 380～1825)
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편집순서 6 : 총괄연구과제의 연구결과

 
총괄연구개발과제 연구결과

제1장 총괄연구개발과제의 최종 연구개발 목표 

  1.1 총괄연구개발과제의 목표

구    분 최종 연구개발 목표

총괄연구과제

1. 유효성분을 중심으로 한 한약재의 표준화, 과학화를 위하여 현삼 및 치자로

부터 활성물질 대량 분리 방법을 확립

2. 확립된 방법을 이용하여 한약재활성 표준화사업에 제공할 수 있는 다량의 

시료 분리 및 활성시험용 시료 제공

3. 현삼 및 치자에서 아직 보고되지 않은 미지성분 분리 및 구조 규명 

4. 각종 기기분석 장비를 활용한 활성지표물질의 동시정량법 개발

5. HPLC 또는 LC-MS fingerprint의 작성 및 기원별, 산지별 확인법 확립

제1 세부과제

1. 유효성분을 중심으로 한 한약재의 표준화, 과학화를 위하여 현삼 및 치자로

부터 활성물질 대량 분리 방법을 확립

2. 확립된 방법을 이용하여 한약재활성 표준화사업에 제공할 수 있는 다량의 

시료 분리 및 효능검색용 시료 제공

3. 현삼 및 치자에서 아직 보고되지 않은 미지성분 분리 및 구조 규명

제2 세부과제

1. 유효성분을 중심으로 한 한약재의 표준화 과학화를 위하여 치자 및 현삼으

로부터 활성물질의 분석방법을 확립

2. 패턴인식법에 의한 기원별, 산지별 한약재 정보 구축

   ◦ 연구배경, 목적 및 필요성

    - 한약재의 오용 및 저질 한약재 유통에 따른 부작용 발생 근절을 위하여 유효성분 중심의 한약재 

기준규격 설정으로 품질 및 안전성, 유효성 확보 필요

    - 한약재는 기원별, 산지별로 다양한 성분을 함유하고 있어 현행 1종의 지표성분으로 평가하는데 

한계가 있으므로 다성분 다변량 분석 등으로 전환 필요

    - 한약재 생리활성성분의 동시분석 및 효능확인연구를 위한 생리활성성분 제공 및 정량용 표준품 

대량확보 필요

    - 2002년 식약청이 의약품 안전성, 유효성 심사규정 개정을 통해서 화학성 분야 위주로 되어 있던 

심사 규정을 천연물 신약에 적합하도록 완화하였으며 이런 제도적 장치 아래서 의약품 개발에 

있어서 우리나라 보다 훨씬 뒤떨어졌던 중국이 다양한 한약 제품으로 미국시장에서 막대한 매

출을 올리고 있음을 교훈삼아 한약재의 국제화, 표준화를 통하여 세계 시장을 상대로 의약품 개

발에 나설 필요가 있음 
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  1.2 총괄연구개발과제의 목표달성도

연구개발목표 연구목표의 달성도 기여도

◦유효성분을 중심으로 한 한약

재의 표준화, 과학화를 위하여 

현삼 및 치자로부터 활성물질 

분리 방법을 확립

- 다양한 분리방법을 사용하여 

현삼에서 16종, 치자에서 20종

의 성분을 분리, 정제하였음

(100%)

- 성분분획으로부터 다양한 구조

의 성분을 분리, 정제는 방법

을 확립.

◦확립된 방법을 이용하여 한약

재활성 표준화사업에 제공할 

수 있는 다량의 시료 분리 및 

활성시험용 시료 제공

- 현삼 지표성분 3종과 치자 지

표성분 4종을 다량 분리하였

으며 표준품으로 식약청에 제

공할 예정임 (100%)

- 다량의 표준품을 제공함으로서 

향후 생약의 규격화에 활용

◦현삼 및 치자에서 아직 보고되

지 않은 미지성분 분리 및 구

조 규명

- 현삼에서 신규성분 6종을 분리

하고 규조를 규명하였음

   (100%)

- 신규성분의 분리 및 구조규명

으로 국제저널에 논문 발표 

가능

◦치자와 현삼 중 활성성분의 동

시분석법 확립 및 validation 

완성

 - LC-MS/MS에 의한 분석 및  

 식약청 분석법 밸리데이션 가  

 이드라인에 의한 분석법 타당  

 성 확립

- 최적 HPLC 조건을 확립하였

음 (100%)

- 식약청 가이드라인에 의하여 

현삼 및 치자의 표준품을 설

정하고 분석법의 validation을 

수행하여 분석법의 적합성을 

입증하였음 (100%)

- 개발된 방법을 이용하여 생약

규격집, 또는 약전의 시험방법

으로 이용할 수 있음

- 생약을 이용하여 건강기능식

품, 천연물신약 등을 개발 시 

기준으로 이용할 수 있음

◦최적 추출방법 확립 및 산지별, 

기원별 분석

  - 직교배열법을 이용한 최적 

    추출조건 확립 및 분석

- 직교배열법에 의하여 용매, 추

출온도, 추출시간, 용매의 양 

등의 최적 추출조건을 확립하

였음 (100%)

- 동 생약의 산업화 시 QC 방법 

등으로 이용될 수 있으며, 유

효성분의 최적 추출방법으로 

이용할 수 있음

 

◦패턴인식/지문인식법에 의한 

한약재 평가

  - 치자 및 현삼의 chemical 

    fingerprint 또는 

    chemomatrix에 의한 기원별, 

    산지별 분석

- PCA 및 HClustering에 의하여 

치자 및 현삼 중의 성분 peak

들을 이용하여 산지를 구별할 

수 있는가 검토하였음 (100%)

- 수출입관리, 원산지 관리 등에 

이용할 수 있음
  

1.3 국내․외 기술개발 현황

    
 1  .  외국의 기술개발 현황

  ◦ 최근 유전체 연구가 활성화됨에 따라 생체기능 조절물질로서 천연물의 효능 및 기능성은 그 활용

범위가 점차 확대될 전망임. 이에 부응하여 미국은 국립암연구소(NCI), Schering-Plough 등 국립

연구기관과 제약회사에서는 새로운 천연물 확보, library화 및 약리활성 평가 등에 지속적인 투자

를 하고 있으며 특히, 최근에는 포스트게놈 시대의 기반이 되는 주요기술인 유전체학(Genomics), 

단백질체학(Proteomics), 화학유전체학(Chemical genomics), 생물정보학(Bioinformatics) 및 

Nano-biotech의 접목과 신약개발기술로서 조합화학(Combinational chemistry), 고효율탐색(High 
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Throughput Screening, HTS), 선도물질 최적화, 후보물질도출기술 등과 연계하여 천연물로부터 

신규 의약품 및 기능성 제품의 개발에 역점을 두고 있음 

  ◦ 천연물 중, 식물  추출 의약품은 테르펜, 배당체, 알칼로이드 및 기타 성분군 등 4가지 계열로 대

별되어지며, 이들 가운데 taxol이 속해 있는 테르펜계(terpens)가 향후 가장 큰 성장률을 보일 것으

로 기대되는 화합물군임. 배당체 역시 큰 시장으로 형성하고 있으며 테르펜계의 뒤를 있고 있음. 

식물추출물 유래 의약품 중 현재 단일처방 의약으로서 판매효과를 보고 있는 것은 taxoids와 

camptothecins 계열이 대부분이며 이외에도 해양천연물 유래의 천연물 의약품과 화장품에 대한 연

구개발이 활발하게 진행되고 있고, 해양에서 7,000여종 이상의 생리활성물질들이 발견된 바 있고 

이들을 이용한 제품 개발이 이루어지고 있음

 2 .  국내의 기술개발 현황

  ◦ 천연물 의약산업 분야에서 선발주자인 상기 국가들에 비해 뒤늦은 감은 있으나 우리나라도 천연물

을 이용한 신약연구와 개발결과의 산업화 촉진을 위하여 2000년 ‘천연물신약연구개발촉진법’을 제

정하고, 이 제정에 발맞추어 2002년 8월 천연물 신약의 신속허가 및 시판 후 임상제도의 도입, 한

약서 처방의 응용기준 마련 등의 내용을 담고 있는 ‘의약품 등의 안전성 유효성 심사에 관한 규정’

을 마련하여 천연물 의약의 산업화 촉진을 위한 제도적 기반 조성을 마련하였음 

  ◦ 또한 2003년 3월 생약제제 전문 제약기업과 바이오벤처로 구성된 ‘천연물신약/한약제제 개발센터’

가 설립되는 등 천연물 의약 개발을 지향하기 위한 여건이 지속적으로 확충되고 있음. 

  ◦ 이에 부응하여 한국 특허청에서도 국내 및 해외에서 급증하고 있는 천연물 의약분야에 대한 발명

에 대하여, 천연물 의약에 대한 기존 판례에 근거한 구체적인 의약분야 심사기준을 개정하였을 뿐

만 아니라 특허청 내에 전통의약과 관련된 「유전자원 및 전통지식에 관한 협의체」를 구성하여 

심도 있게 해당 분야의 국제동향에 귀 기울이고 있으며(’02. 3), 「전통 의약 관련 전통지식 현황 

조사 및 지재권 관련 연구」와 같은 책자를 발행하여 (’02. 11), 해당 분야에 대한 관심과 홍보를 

확대해 나아가고 있음 

  ◦ 우리나라는 전통의약 지식분야에서 외국에 비해 상대적 우위를 확보함에도 불구하고 다양한 생약, 

한약이 복합적으로 작용하는 천연물 신약을 단일성분 위주로 된 화학성분 의약의 허가 기준으로 

묶어왔던 과거 제도 때문에 독일이나 미국, 중국에 상대적으로 밀리기도 하고 훨씬 다양한 제품들

이 개발되어 국내로 역수입되곤 하였음. 그러나 앞에서 언급한 바와 같이 2002년 식약청이 의약품 

안전성, 유효성 심사규정 개정을 통해서 화학성 분야 위주로 되어 있던 심사 규정을 천연물 신약

에 적합하도록 완화하였으며 이런 제도적 장치 아래서 의약품 개발에 있어서 우리나라 보다 훨씬 

뒤떨어졌던 중국이 다양한 한약 제품으로 미국시장에서 수천억 원의 매출을 올리고 있음을 교훈

삼아 한약재의 국제화, 표준화를 통하여 세계 시장을 상대로 의약품 개발에 나설 필요가 있음 

 3 .  산지 혹은 환경에 따른 생약 중 유효함량 변이와 관련된 연구

  ◦ 생약 및 생약의 조합으로부터 이루어지는 한방약은 금후 점점 중요한 의약품이 될 것으로 생각되

어지나 생약은 달인 후의 대량의 추출액을 보면 알 수 있듯이 대부분은 약효와 관계없는 식물의 

조직 등이어서 유효성분은 생약의 극히 일부에 지나지 않음

  ◦ 그러나 천연물이기 때문에 유효성분의 양이 여러 가지 조건에 의해 변한다는 데 문제점이 있음. 

이 점에 주의를 기울여 항상 일정의 품질의 생약을 원료에 이용하지 않으면 치료의 정도에 차기 

생기게 되며 생약의 신용이 없어지게 되므로 생약의 기원은 물론 그 안에 함유된 화합물의 조성 

및 함량도 일정하게 유지될 것이 요구됨

  ◦ 생약의 품질 (성분의 종류와 양)에 영향을 미치는 요인으로서는 동일명의 생약에 기원이 다른 식물 (종)

을 사용한다던지, 종 내의 성분변이 (개체차, 생육지), 채집시기 등에 의해 다름. 그 외에도 식물의 부위
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에 의한 차이, 식물의 연령에 의한 차이, 가공법 (수치)에 의한 차이, 보존 중의 변화가 생각될 수 있음

  ◦ 동일명 생약으로 기원이 다른 종을 사용하는 예

 - 갈근 (한) Pueraria lobata / (일) Pueraria lobata / (중) Pueraria. thomsonii

 - 당귀 (한) Angelica gigas / (일) Angelica actiloba / (중) Angelica sinensis

 - 백출 (한, 일) Atractylodes japonica / (중) Atractilodes macrocephala

  ◦ 동일종 내의 성분변이 (개체차, 생육지)

    - 식물은 같은 종 중에서도 형태학적인 변이가 있을 뿐 아니라 성분에도 변화가 있음

    - 유럽의 동북부에 생산되는 것은 청산배당체의 양이 적고 서남쪽으로 갈수록 증가하는 경향 보임

  ◦ 채집시기에 의한 차이

    - 감귤 과피중의 flavonoid heperidin과 naringin의 함량을 조사한 결과 계절변화의 경향은 매우 큰 

것을 알 수 있음

  ◦ 식물의 연령에 의한 차이

    - 식물성분은 연령에 따라 변화하며 일례로 인삼은 5-6년에 수확하는 것이 파종 후 2-3년의 인삼

보다 사포닌 함량은 매우 낮은 것으로 알려져 있음. 일반적으로 약용식물의 유효성분으로 되어 

있는 소위 2차대사산물의 축적에는 식물의 성숙과 일정기간이 필요하나 해를 경과하면 좋다고 할 

수는 없고 모두 채집 적기가 있음 

  ◦ 가공 (수치)에 의한 변화

    - 생약에 특수한 가공을 하는 것을 수치라고 하는데 이는 생약의 품질을 높이거나 부작용을 감하기

도 하며 경우에 따라서는 약효를 변화시키는 등의 중요한 처리임. 수치는 성분의 변화를 동반하

는 것으로 생약의 품질, 약효를 생각할 때 매우 중요하며 예를 들어 감초의 경우는 온풍건조가 

천일건조보다 사포닌함량은 높으나 이것은 신속한 건조에 의해 사포닌의 가수분해가 진행되지 않

았기 때문으로 생각됨. 이와 같은 결과는 배당체를 함유하는 생약을 건조할 때는 신속하게 처리

하는 것이 좋다는 것을 나타내고 있음. 다음 그림은 대황의 건조법에 따른 유리 안트라퀴논의 함

량 변화를 나타내고 있는데 음건상태로 자연건조한 것은 함량이 낮으나 동결후 건조한 것은 매우 

높은 것을 볼 수 있으며 이와 같이 가공법에 따라 생약의 성분함량이 변화하므로 가공에 대한 철

저한 관리가 필요할 것임

  ◦ 보존 중의 변화

    - 생약중에는 六陳으로 불리워 오래된 것이 좋다고 하는 낭독, 반하, 오수유, 진피, 지실, 마황이 있

으며 대황도 오래된 것이 좋다고 하기는 하나 일반적으로 생약은 신선한 것이 좋음. 특히 정유를 

함유하는 것은 정유가 오래되면 휘산이 되기 때문에 가능한 신선한 것을 사용하는 것이 좋으며 

보존기간에 대한 고려는 국산품 뿐 아니라 수입품에 대하여도 철저한 관리가 필요한 부분임

  ◦ 생약이 약효를 나타내는 것은 그 중에 함유된 유효성분 때문으로 그 양을 재는 것에 의해 품질평

가가 가능함. 그러나 여기에 문제가 있어 약효를 단일 성분, 또는 성분 그룹으로 설명 가능한 생

약은 거의 없으며 한방제제의 경우가 되면 더욱 불가능해 짐. 마황의 ephedrine과 

pseudoephedrine, 황련, 황백의 berberine, 진피, 청피, 지실, 지각의 synephrine, 감초의 

glycyrrhizin, 원지, 길경의 사포닌류, 대황의 anthrone 유도체와 anthraquinone 유도체, 목단피의 

paeonol 등은 거의 그 생약의 서양의학에 의한 약효를 대표하고 있으나 한방적인 약효를 설명할 

수 있는 것은 거의 없어 앞으로 한방의 과학화와 성분함량과의 상관관계 설정에는 많은 노력을 

기울일 필요가 있음.

  ◦ 천연물 중, 식물  추출 의약품은 테르펜, 배당체, 알카로이드 및 기타 성분군, 4가지 계열로 대별되

어지며, 이들 가운데 Taxol이 속해 있는 테르펜계(Terpens)가 향후 가장 큰 성장률을 보일 것으로 

기대되는 화합물군임. 배당체 역시 큰 시장으로 형성하고 있으며 테르펜계의 뒤를 있고 있음. 식물

추출물 유래 의약품 중 현재 단일처방 의약으로서 판매효과를 보고 있는 것은 Taxoids와 
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Camptothecins 계열이 대부분이며 이외에도 해양천연물 유래의 천연물 의약품과 화장품에 대한 

연구개발이 활발하게 진행되고 있고, 해양에서 7,000여종 이상의 생리활성물질들이 발견된 바 있고 

이들을 이용한 제품 개발이 이루어지고 있음

 4 .  Chemometrics의 중요성과 관련연구

  ◦ Chemometrics 란?

     Chemometrics 기술은 분석화학의 한 분야로 1970년대에 태동된 것으로, 화학실험에서 얻은 데이

터로부터 통계학적, 수학적 모형을 통하여 중요한 화학적 정보를 추출하는 기술이며 그 응요 범위

가 제약, 의약, 식품, 환경, 정유산업, 고분자, 생명과학 등으로 다양해짐에 따라 독자적인 분야로 

부상하고 있음. 특정한 물질, 원료, 제품의 성분을 분석하는데 직접적으로 고가의 분석장비 

(chromatograph 등)를 사용하는 대신에 비교적 간단한 장비인 FTIR (Fourier transform 

infra-red), NIR(near infra-red), NMR (nuclear magnetic resonance)등의 데이터를 Chemometrics 

기술을 이용하여 분석함으로써 빠른 시간 내에 비파괴분석이 가능함. 따라서 이 기술의 핵심은 정

확한 성분예측을 위한 모델의 개발이라 할 수 있음. 또한 Chemometrics 기술은 신속하고 정확한 

소재성분의 예측을 가능하게 하므로 품질향상과 생산성 향상의 효과를 제공하는 환경 친화적 분석

기술임. (출처: 스펙트론 테크)

  ◦ Chemometrics 의 중요성

     Chemometrics 와 같은 계측소프트웨어기술은 산업체의 생산품질 모니터링, 농축산물의 품질평가, 

식품가공산업, 재료산업, 정유산업, 생명과학, 의학, 제약분야 등 화학적 물성분석이 필요한 전 분

야에 걸쳐 응용되는 기술임. 특히 생약과 같이 다양한 종류의 화합물을 함유하고 있는 경우 

Chemometrics 기술을 응용 시, 품질관리 및 평가에 유용하게 이용될 수 있음. (출처: 스펙트론 테

크)

  ◦ Chemometrics 기술개발의 중요성

     분광법의 최대 약점은 그 결과로 도출되는 스펙트럼의 해석이 어렵다는 점임. 특히 물성이 복잡하

거나 측정하고자 하는 물성이외의 불순물(noise)이 들어있는 경우 더욱 해석을 어려움. 보통의 경

우 단순한 모델로는 성분 해석 및 예측이 곤란하며 복잡한 모델의 개발이 요구됨. 따라서 예측력

이 우수한 Chemometrics의 개발이 계측산업 또는 Chemometrics 기술의 핵심이라 할 수 있음. (출

처: 스펙트론테크)

 5 .  Fingerprint technique의 중요성

  ◦ 전통생약을 포함하는 대체약물의 사용 급증에 따라 이들의 일관성, identity 및 진위여부를 가리기 

위해 혼합약제의 품질을 평가하는 것이 매우 중요한 과제로 대두되었음. 최근 chromatographic 

fingerprint technique은 생약의 품질관리를 위한 좀 더 의미있는 방법으로서 많은 사람들의 관심

을 끌고 있는데, 그 이유는 fingerprint technique이 시료의 체계적인 특성에 강조를 둔 방법일 뿐 

아니라, 식물의 안전성을 확보하고, 식물의 동정까지 행할 수 있는 방법이기 때문임. 특히 생약은 

매우 복잡한 화합물로 이루어진 혼합물로 구성되어 있으며 그들의 치료효과나 독성은 이러한 많은 

구성성분의 synergic effect에 의한 것이 많아 생약 중 포함되어 있는 한두 가지의 화합물이 생약

의 질을 대표하기에는 어려운 측면이 있기 때문이기도 함.

  ◦ Fingerprint analysis는 생약의 품질평가를 위한 전략으로서 WHO에서 도입하였으며, 인정되고 있

는 방법임. 그 뿐 아니라 WHO (2000), EMA (2001) 등을 비롯하여 중국에서는 전통의약으로부터 

만들어진 주사제를 표준화하기 위한 방법으로 이 technique을 요구하고 있는 실정임. 

  ◦ Fingerprint를 포함하는 chromatographic method로서는 TLC, HPLC, X-ray, CE 등이 있으며 그 

중에서도 HPLC가 그 장점과 보편성으로 인하여 최선의 방법으로 여겨지고 있음. 
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Chromatographic fingerprint 후에는 identity, 진위여부, 일관성이 chemometrics를 이용한 시료의 

fingerprint를 비교함으로써 결정될 수 있음.

  ◦ 한편 LC-ESI-MSn은 현재 가능한 방법 중 가장 강력한 분석방법으로 대두되고 있으며, 그 장점들 

중에서도 LC-ESI-MS
n
는 높은 감도와 선택성을 제공한다는 것임. 따라서 이 방법은 복잡한 혼합

물을 분석하는 데 널리 사용되고 있음. 
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제2장 총괄연구개발과제의 최종 연구개발 내용 및 방법

 2.1 연구개발 내용

  1.  제1세부과제

     치자 및 현삼으로부터 활성지표성분의 분리, 구조동정 또는 구조규명

 ◦ 추출물의 제조

 ◦ 활성 성분의 분리

 ◦ 화합물의 순도검정

 ◦ 화합물의 구조동정

  2.  제2세부과제

 ◦ 활성성분 분석을 위한 산지별 치자, 현삼의 수집

   - 현삼/치자의 대조생약 및 산지별 생약재의 확보 (각 20 시료 이상)

 ◦ 최적 분석 방법의 검토 및 validation

   - HPLC를 이용한 최적 분석방법의 검토

   - 확립된 분석법의 validation

 ◦ 최적 분석 전처리 조건의 확립

   - 분석 전처리를 위한 최적 조건 및 분석 최적조건 확립 (직교배열법 이용)

 ◦ Fingerprint의 작성

   - HPLC chromatogram에 의한 fingerprint standardization

 ◦ Chemometrics에 의한 원산지 판별

   - PCA 등에 의한 원산지 판별 가능 검토

2.2 연구 방법

  1.  제1세부과제

   ■ 추출물의 제조

    ◦ 현삼 및 치자의 추출물 제조는 기존 연구에서 얻은 경험을 바탕으로 70% 에탄올을 이용하여 수  

 욕상에서 환류추출한 다음, 잔사를 여과하고 여액을 회전 농축기를 이용하여 감압농축

    ◦ 대량추출 및 농축을 위하여 필요시에는 산업용 추출 농축기를 이용할 예정

   ■ 활성 성분의 분리

    ◦ 활성성분의 분리 역시, 기존 선행연구에서 얻은 결과를 바탕으로 하여 n-hexane, 

       dichloromethane, ethyl acetate, n-butanol 등의 유기용매를 이용하여 극성에 따라 순차적 분배  

 크로마토그라피를 행함

    ◦ 각 분획에 대하여 최적 분리조건을 TLC 등을 이용하여 결정하고 이 조건에 따라 실리카젤, 알  

 루미나, Sephadex, Diaion HP, XAD-II 등을 이용하여 부분 정제함

    ◦ 상기 방법에 의하여 순수물질로 분리되지 않는 경우 RP-, Phenyl-, Diol-, Amide, Amine-HPLC  

 등 최적의 방법을 이용하여 정제
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   ■ 화합물의 순도검정

    ◦ 분리된 화합물에 대하여는 PDA 및 ELSD를 이용한 동시 검출을 행하여 순도를 검정

   ■ 화합물의 구조동정

    ◦ 구조 동정에는 UV, FT-IR, EI- 및 FAB-MS, NMR, 2-D NMR 등의 기기분석을 이용하여 이들  

 의 분석치를 문헌치와 비교하여 동정하거나 필요시 화학적 수식, CD/ORD, X-RAY 등의 기법을  

 병행

    ◦ 분리한 성분이 신규화합물일 경우, 추가적인 최신 기기분석법을 이용하여 구조를 규명

  2.  제2세부과제

◦ 활성성분 분석을 위한 산지별 치자, 현삼의 수집

  - 식약청 제공 대조 생약 외 약 20여 종 이상씩의 현삼을 인터넷, 산지, 약령시 등을 통해 수집

◦ 최적 분석 방법의 검토

  - C18, 순상 등의 각종 고정상과 물 MeCN, HOAC, MeOH 등의 이동상 및 PDA, ELSD 등의 검  

       출기를 조합한 최적 추출방법의 확립

◦ 최적 분석 전처리 조건의 확립

  - 분석 전처리를 위한 최적 추출용매, 용매/용질의 비, 추출시간 및 기타 전처리 조건을 확립

- 최적이동상, 최적검출기, 최적 고정상 등 최적 분석조건을 확립

◦ Chemical fingerprint의 확립

   - HPLC fingerprint 구축: 산지별 시료에 대한 D/B 구축. HPLC용 software를 통한 libray 구축

   - LC-MS/MS library 구축: 기존 library에 분리하여 얻은 화합물의 library를 구축

   - LC-MS/MS fingerprint DB의 구축

   - Fingerprint의 작성: LS-MS의 MS condition은 천연물에 주로 많이 이용되는 negative mode를 위

주로 하며, positive mode와 비교하여 최선의 방법을 선택. Fragmentor voltage에 따라 각 성분 

peak의 강도가 달라질 수 있으므로 최적의 조건을 검토하기 위하여 50, 150, 250 V 등으로 다양하

게 측정. 기본적으로는 scan mode에서 MS fingerprint를 작성하며, 또한 높은 감도를 이용하기 위

하여 SIM mode로도 fingerprint를 작성.

   - Fingerprint의 standardization: fingerprint analysis의 validation은 relative retention time (the 

ratio of peak rt of sample constituents to the reference standard)와 relative peak area (the 

ratio of peak area of sample constituents to the reference standard)로 함. Reference substance

는 화합물 중 가장 안정하고 다른 화합물과 잘 분리되며, 쉽게 알아볼 수 있는 major compound로 

함. 분석은 각 시료에 대하여 5반복을 실시하며 relative rt 및 area가 RSD가 3% 이내에 들도록 

함. 또한 재현성 실험을 위하여 한 batch의 식물 추출물 5개를 준비하여 역시 각각의 RSD가 3% 

이내에 들도록 함. 마지막으로 stability test를 위하여 각 시료를 24시간 후에 재분석하여 RSD가 

3% 이내에 들도록 함. 이러한 오차 범위 내에 분석치가 들어갔을 때 이 실험방법은 유효한 것으

로 인정하고 다른 시료에 적용. 상기에서 확립된 분석법을 이용하여 10-20 개의 동일 식물의 산지

별 추출물중 공통적으로 나타나는 common peak를 이 식물의 fingerprint peak로 설정.

◦ Chemometrics에 의한 원산지 판별

   - LC fingerprint를 이용한 산지(기원) 구별: 산지별 생약의 구별은 표준화된 fingerprint를 이용하여 

실시하며 principal componet analysis (PCA)를 이용하여 처음 두 PC를 이용하여 score plot을 작

성하여 산지(기원)을 판별 (RG Brereton, Chemometrics: Data analysis for the laboratory and 

chemical plant, John Wiley & Sons, Chichester, 2003).
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시료번호 산지 수집처 형태 수율(%) 제공량

Scrophularia buergeriana

(기본 생약)
국산 경북 안동 2006년산 전형 40.4

사업단과 분석팀 각 

10g 제공

Scrophularia buergeriana 국산 경북 안동 서울시장 음편 44.0

사업단에 각 3g 제

공

Scrophularia buergeriana 국산 경북 안동 영천시장 음편 37.1

Scrophularia ningpoensis 중국 - 서녕시장 음편 39.6

Scrophularia ningpoensis 중국 하북성 안국시장 음편 38.6

Scrophularia ningpoensis 중국 하남성 서울시장H 음편 33.2

제3장 총괄연구개발과제의 최종 연구개발 결과

3.1 제1세부과제

 1. 추출물 및 분획의 제조

   현삼 및 치자의 추출물 제조는 각 약재의 건조된 분말을 70% 에탄올로 수욕상에서 3시간, 2회 추출

한 다음, 여과하고 여액을 감압농축하여 분석 및 효능검색용 시료로 함.

   산지별로는 국내 또는 중국등지에서 시판되고 있는 현삼과 치자를 5종 이상 확보한 다음, DNA 감별 

및 Biochip연구 등을 위하여 원생약을 각각 제공하였으며 분석과 효능검색을 위해서는 위와 동일한 방

법으로 추출하여 추출물을 시료로 제공하였음. 

   활성성분을 분리하기 위한 전 단계로 분획을 실시하였는데 표준분획제조법에 따라서 각 약재의 

methanol 추출물을 CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH의 순으로 순차 분획화하였음.

 2.  활성성분의 분리, 정제 및 구조

   각종 chromatography(순상 및 역상 column, prep. HPLC, prep. TLC 등)를 이용하여 성분을 분리, 

정제하였음. 분리한 성분의 구조를 확인하기 위하여 기기분석(1H-NMR, 13C-NMR, EI-/ESI-/FAB-MS, 

FT-IR, UV 등)을 실시하였으며 물리특성을 측정하여 문헌치[1-17]와 대조하거나 화학적 수식 등을 이

용하여 치자에서 총 20개, 현삼에서 총 16개의 성분을 분리하고 구조를 확인하였음.

   이 가운데 현삼에서 신규성분 6개 (aucubin, sinuatol, angoroside C, acteoside, β-sitosterol, 

daucosterol)를 처음으로 분리하고 구조를 동정하였음.

화합물 종류 현삼 치자

iridoid and its glycosides 5 8

steroid, triterpenoid 2 3

flavonoids - 3

carotenoid and its glycosides - 2

phenolics 1 3

cinnamic acid and its derivatives 8 -

기타 - 1

합계 16 20

  가. 현삼의 산지별 약재의 70% 에탄올엑스 수율 및 제공량
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시료번호 산지 수집처 형태 수율(%) 제공량

Gardenia jasminoides(기본생약) 중국 운남성 - 전형 18.5
사업단과 분석팀 

각 10g 제공

Gardenia jasminoides or 

G. jasminoides var. grandiflora
국산 전남 완도 영천시장 음편 15.4

사업단에 각 3g 

제공

Gardenia jasminoides or 

G. jasminoides var. grandiflora
국산 전남 순천 서울시장 음편 15.8

Gardenia jasminoides 중국 강서성 안국시장 전형 20.8

G. jasminoides var. grandiflora 중국 - 상해시장 전형 17.4

Gardenia jasminoides 중국 - 울산시장 전형 15.0

G. jasminoides var. grandiflora 국산 - 울산시장 음편 13.2

No 성분명
순도 분리량

(mg)

제공량(mg)

UV ELSD 사업단 식약청

1 E-harpagoside* 99.9 2,150 43.4 2,100

2 harpagide 99   37 8.7 20

3 8-O-E-p-methoxycinnamoylharpagide 99  25 8.1    10

4 aucubin 99   25 9.1  5

5 sinuatol 99.4 11 0 5

6 cinnamic acid 96 230 61.4 150

7 p-coumaric acid 98 350 245.4 100

8
p-methoxycinnamic acid 

methyl ester*
99 3,320 8.9 3,300

9 caffeic acid 96 260 39.3 210

10 ferulic acid 98 355 33.7 310

11 p-methoxycinnamic acid* 96 3,470 59.6 3,400

 12  buergeriside C1  81 6.7 0 3

13 angoroside C 92.5 12 0 5

14 acteoside 92.9 32 0 21

 15  β-sitosterol  92 15 5 5

 16  daucosterol 99(RI) 15 0 7

  나. 치자의 산지별 약재의 70% 에탄올엑스 수율 및 제공량

 다. 현삼의 성분 분리량, 순도, 사업단 제공량 및 식약청 제공량

 

 *: 지표성분
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No 성분명
순도 분리량

(mg)

제공량(mg)

UV ELSD 사업단 식약청

1  geniposide* 97  2,650  34.2 2,600

2  geniposidic acid* 91    550  45.2 480

3 gardenoside 97 52 5 25

 4 shanzhiside  99 31 5 17

 5 gardoside 92.3 17 0 5

 6 genipin gentiobioside 92.6   15 0 5

 7 6β-hydroxygeniposide 99.9 11 0 0

8  genipin* 99 5,500  2,450 3,000

9  crocin 90 2,500  2,102 500

10  crocetin 99 50  20 25

11  rutin 98 600 475 100

12 quercetin 85 450 50 300

 13 isoquercitrin  91 20 5.0 10

14  ursolic acid 98 700 552 100

15  stigmasterol 93 260 158.5  60

 16  β-sitosterol  92 20 5.0 10

 17 protocatechuic acid 98 250 100 100

18 caffeic acid 83 260 100 100

19  chlorogenic acid* 91 3,500 192 3,000

20 picrocrocinic acid 99 15 5 5

  라. 치자의 성분 분리량, 순도, 사업단 제공량 및 식약청 제공량

  *: 지표성분

3.2 제2세부과제

1. 치자 

가. 시료의 산지별 수집

◦ 생약감별팀에서 제공받은 대조생약 6종을 포함하여 국산 14종 및 중국산 13 종, 총 27종의 시료

를 확보하였음.
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나. 최적 HPLC 분석법 확립 및 validation

1) 최적 HPLC 분석조건 확립

◦ 수종의 고정상을 비교검토한 결과 Aglient Eclipse XDB- C18(4.6 × 250 mm, 5 μm) 컬럼을 고정상

으로 하고, 각각 초산이 함유된 물과 아세토니트릴을 이동상으로 사용한 경우가 가장 좋은 분리 조

건을 나타내었으며 PDA 분석 결과 254 nm에서 검출하는 것이 치자 중 함유된 여러 성분들에 대하

여 가장 검출감도가 좋았음. 

◦ 한편 제1 세부과제로부터 공급받은 표준품 중 순도가 90% 이상이며, 치자의 성분을 대표할 수 

있고, 비교적 함량이 많으면서 다른 peak와 중첩이 일어나지 않는 화합물을 치자의 대표적인 지

표성분으로 설정하고자 하였으며, 이러한 조건을 만족시키는 화합물로 geniposidic acid, 

chlorogenic acid, geniposide 및 genipin의 4종을 선정하였음.

2) 치자 표준품의 validation

가) Sample 및 표준액의 조제

 ◦ Geniposidic acid, chlorogenic aicd, geniposide 그리고 genipin 각각 1.0 mg을 정확히 측량하여 

HPLC용 DMSO 1 mL에 녹이고 이것을 stock solution으로 단계적으로 희석하여 검액을 만들어 

검량용 표준용액으로 하였음. 각각의 표준용액 10 μL를 HPLC로 분석하여 Chromatogram의 면

적을 구하고 농도와 면적에 따른 검량선을 작성하여 함량계산을 실시하였음. 

 ◦ 26종의 치자를 최적 추출조건으로 추출한 후 농축한 추출물을 각각 20.0 mg으로 정확히 측량하

여 HPLC용 DMSO 용액 1 ml로 녹인 다음 0.45 syringe filter로 여과한 여액을 검액으로 사용

하였음. 각각의 검액을 10 μL씩 3회 반복하여 HPLC로 분석하여 함량을 계산하였음. 

나) 표준품의 순도 검정

◦ 각 표준품의 순도는 geniposidic acid가 91.20±0.16%, chlorogenic acid가 99.86±0.07%, 

geniposide가 97.52±0.13%, genipin이 92.06±0.10%이었음.

다) 표준품의 안정성 

◦ 표준품 4종을 1일, 7일 30일, 60일 간격으로 실온과 냉장보관 시에 나타나는 안정성 실험 결과 

정확도는 99-101% 수준으로 60일 이내에서는 실온 및 냉장보관시에도 그 함량이 변화하지 않

는다는 것을 알 수가 있었음. 
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 라) 범위, 직선성, 검출한계 및 정량한계 

  ◦ 위의 네 가지 지표성분에 대하여 정량범위를 검토한 결과, 각 성분의 농도에서 직선성을 나타내

는 농도인 0.1 μg - 50 μg으로 나타났으며 내부표준물질과의 면적비를 이용한 검량선은 상관계

수 r2≧0.99로 양호한 직선성을 나타내었다. LOD와 LOQ의 비율은 2.6배에서 4.3배로써 양호한 

값을 나타내었음. 

마) Repeatability

◦ 각 성분의 면적값을 내부표준물질의 면적값으로 나눈 면적값 비율과 머무름시간(retention time)

에 대하여 재현성을 수행하였음. 면적비에 대한 재현성 RSD는 0.3-1.8%, 머무름 시간에 대한 

재현성 RSD는 0.5-1.1%내의 양호한 값으로 나타났음.

    바) Precision and Accuracy

◦ 각 지표성분 분석에 대한 일내 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3가지 농도에 대하여 하루에 

3번 반복 실험을 하였으며, 일간 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3일간 반복실험을 하였음. 

일내, 일간 정밀성은 각 성분과 내부표준물질의 피크 면적비의 표준편차를 각 성분과 내부표준

물질의 피이크 면적비의 평균값으로 나눈 비의 백분율(%)로서 구하였음. 

◦ 그 결과 CV(%)는 0.22%-5.72%정도를 보였으며 Accuracy(%)는 86.8%-105.3%사이에 나타나 

양호한 정밀성과 정확성을 나타내었음

사) Robustness

◦ 이동상 용매 2종 중에 acetic acid가 1%씩 첨가되어 있으므로 acetic acid의 농도 변화에 따른 

retention time의 변화를 확인 하였음. 그 결과 서로 다른 acetic acid의 농도에서도 retention 

time 차이는 크지 않았음. 

◦ Column별, column 온도별과의 완건성을 비교해본 결과 Accuracy가 97%-108%로 큰 차이를 볼 

수가 없음을 알 수 있음. 

다. 최적 분석 전처리 방법의 확립

1) 추출방법에 따른 효율

◦ Soxhlet, 환류 및 초음파추출을 행한 결과, geniposide의 경우 Soxhlet추출이 가장 높은 추출효

과를 나타내었으나 그 이외의 다른 지표물질 즉, geniposidic acid, chlorogenic acid, genipin의 

경우는 거의 추출되지 않았음. 따라서 geniposide만을 지표성분으로 할 경우는 Soxhlet 추출을, 

기타 다른 지표성분을 함께 정량하기 위해서는 환류추출 (refulux)이 가장 좋은 방법인 것으로 

판단 되었음. 

2) 직교배열법에 의한 최적 추출조건 검토

◦ 각종 조건들에 의하여 추출된 치자 중의 지표성분 함량을 계산한 결과 지표성분의 추출은 치자 1 

g을 200 ml의 95% ethanol을 이용하여 1시간 동안 70℃에서 추출하는 것이 최적인 것으로 판단

하였음.
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라. Fingerprint analysis에 의한 Pattern 분석법의 확립

1) 치자 지표성분의 TLC pattern 분석

◦ 치자 지표성분 및 추출물에 대한 TLC 조건을 검토하였으나 순상 TLC에서는 화합물의 분리가 거

의 일어나지 않았음. 

◦ 시도한 방법 중 3종의 지표성분 및 치자 추출물에 대한 최적 TLC 조건은 RP-TLC를 사용하였을 

때 가장 좋았으며, 이 때의 TLC chromatogram과 용매 조건은 ACN : MeOH : H2O : Formic acid 

= 15:20:64:1. A= Chlorogenic acid, B= Geniposide, C= Geniposidic acid, S= 치자 추출물. 

Merck RP-18 precoated TLC plate. Visualization: UV254 nm & 10% Sulfuric acid와 같음. 

◦ 상기 최적 TLC 조건을 이용하여 각 지역별 치자의 TLC pattern을 비교하여 보았으나 TLC 

pattern으로는 지역간의 차이를 인정하기 어려웠음. 

2) Chemometrics에 의한 원산지 판별법 검토

가) Peak standardization

◦ 생약감별팀으로부터 받은 6종의 대조 생약이 나타내는 HPLC에서의 각 peak들의 평균을 기준으로 

잡은 후 본 연구에서 선정된 표준품을 포함하여 총 10개의 peak area를 통계프로그램의 변수로 사

용하였음. 또한 이 peak 10개를 사용하여 H-cluster 및 주성분분석인 PCA를 통해 군집을 나누고

자 하였음.

나) H-cluster (군집분석)

◦ 확보된 생약시료를 H-cluster을 통해 분석한 결과 몇 개의 군집을 나눌 수 있었음. 이 경우 전남지

역의 치자는 특이적으로 같은 그룹에 있음을 확인 할 수 있었으나 중국산과 국산의 경계는 확연히 

나타나지 않았음. 

다) PCA 분석

◦ PAC 분석을 수행한 결과  H-cluster와 비슷한 패턴을 나타내었는데, 전남지역의 치자는 특이적으

로 같은 그룹에 있음을 확인 할 수 있었음. 하지만 중국산과 국산의 경계는 확연히 나타나지 않았

음. 또한 치자 및 꽃치자에 대한 DNA 감별 결과와 PCA 및 H-clustering의 결과를 연결할 수 있는 

개연성은 보이지 않았음.

바. 치자 중 지표성분의 함량

◦ 26개의 치자시료 중의 지표성분의 함량의 평균은 geniposide의 전체 평균은 0.106±0.046 mg/g, 

chlorogenic acid는 2.201±1.269, geniposide는 10.956±2.020, genipin은 0.133±0.144이었음.

◦ 따라서 치자의 품질 평가는 각 성분의 함유량이 전체평균±10-20% 내외에 해당하는 함량을 갖는 

것으로 설정하는 것이 바람직할 것으로 생각됨.
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2. 현삼

가. 시료의 산지별 수집

◦ 생약감별팀에서 제공받은 대조생약 6종을 포함하여 국산 14종 및 중국산 12 종, 총 26종의 시료

를 확보하였음.

나. 최적 HPLC 분석법 확립 및 validation

1) 최적 HPLC 분석조건 확립

◦ 수종의 고정상을 비교검토한 결과 Aglient Eclipse XCB-C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm) 컬럼을 고정

상으로 하고, 각각 초산이 함유된 물과 아세토니트릴을 이동상으로 사용한 경우가 가장 좋은 분리 

조건을 나타내었으며 PDA 분석 결과 296 nm에서 검출하는 것이 현삼 중 함유된 여러 성분들에 대

하여 가장 검출감도가 좋았음. 

◦ 한편 제1 세부과제로부터 공급받은 표준품 중 순도가 90% 이상이며, 현삼의 성분을 대표할 수 

있고, 비교적 함량이 많으면서 다른 peak와 중첩이 일어나지 않는 화합물을 현삼의 대표적인 지

표성분으로 설정하고자 하였으며, 이러한 조건을 만족시키는 화합물로 (E)-Harpagoside, 

(E)-p-Methoxycinnamic acid 및 (E)-p-Methoxycinnamic acid methyl ester의 3종을 선정하였

음. 한편 trans 형태로 제공받은 (E)-p-Methoxycinnamic acid의 경우는 두 개의 피크로 나타나

는데 이것은 분리후 수 분 내에 cis 형태로 일부가 전환되기 때문인 것으로 추측됨. 따라서 잠정

적으로 cis와 trans의 합을 (E)-p-Methoxycinnamic acid의 함량으로 하였음. 

1. (E)-Harpagoside 

2. (E)-p-Methoxycinnamic acid

3. (E)-p-Methoxycinnamic

   acid methyl ester

Peak No. 2 [(E)-p-Methoxycinnamic acid] might rapidly inter-convert into cis and trans forms, therefore the 

sum of two peas were considered as (E)-p-Methoxycinnamic acid content.

2) 현삼 표준품의 validation

가) Sample 및 표준액의 조제

 ◦ (E)-Harpagoside, (E)-p-Methoxycinnamic acid 및 (E)-p-Methoxycinnamic acid methyl ester 

각각 1.0 mg을 정확히 측량하여 HPLC용 DMSO 1 mL에 녹이고 이것을 stock solution으로 단

계적으로 희석하여 검액을 만들어 검량용 표준용액으로 하였음. 각각의 표준용액 10 μL를 

HPLC로 분석하여 Chromatogram에서의 peak의 면적을 구하고 농도와 면적을 함수로하는 검량

선을 작성하여 함량계산을 실시하였음. 

 ◦ 26종의 현삼을 최적 추출조건으로 추출한 후 농축한 추출물을 각각 20.0 mg으로 정확히 측량하

여 HPLC용 DMSO 용액 1 ml로 녹인 다음 0.45 syringe filter로 여과한 여액을 검액으로 사용
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하였음. 각각의 검액을 10 μL씩 3회 반복하여 HPLC로 분석하여 함량을 계산하였음. 

나) 표준품의 순도 검정

 ◦ 3종의 표준물질에 대하여 앞서 확립된 최적 조건으로 HPLC를 이용하여 순도를 측정하였음. 표

준품의 순도는 각각 (E)-harpagoside : 순도 96.77%, (E)-p-methoxy cinnamic acid : 순도 

99.53%, p-methoxycinnamic acid methyl ester : 순도 99.96%로 양호하게 나타났음.

다) 표준품의 안정성 

◦ 표준품 3종을 1일, 7일 30일, 60일 간격으로 실온과 냉장보관 시에 나타나는 안정성 실험 결과 

정확도는 99% 이상으로 60일 이내에서는 실온 및 냉장보관시에도 그 함량이 변화하지 않는다

는 것을 알 수가 있었음.

 라) 범위, 직선성, 검출한계 및 정량한계 

  ◦ 세 가지 지표성분에 대하여 정량범위를 검토한 결과, 각 성분의 농도에서 직선성을 나타내는 농도

인  10 μg - 1000 μg으로 나타났으며 내부표준물질과의 면적비를 이용한 검량선은 상관계수 r2≧
0.99로 양호한 직선성을 나타내었음. LOD와 LOQ의 비율은 2.6배에서 4.3배로써 양호한 값을 나타

내었음.

마) Repeatability

◦ 각 성분의 면적값을 내부표준물질의 면적값으로 나눈 면적값 비율과 머무름시간(retention time)

에 대하여 재현성 test를 수행하였음. 면적비에 대한 재현성 RSD는 0.78-2.7%, 머무름 시간에 

대한 재현성 RSD는 0.10-1.26%내의 값으로 나타났으며, 이들은 모두 인정할 수 있는 범위에 있

는 것으로 판단하였음.

바) Precision and Accuracy

  ◦ 선정된 3종의 지표성분에 대하여 확립한 분석법에 대한 일내 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3

가지 농도에 대하여 하루에 3회 반복 실험을 하였으며, 일간 정확성, 정밀성을 확인하기 위해서는 

3일간 반복실험을 수행하였음. 일내, 일간 정밀성은 각 성분과 내부표준물질의 peak 면적비의 표

준편차를 각 성분과 내부표준물질의 peak 면적비의 평균값으로 나눈 비의 백분율(%)로서 구하였

음. 이 때 각 지표성분의 CV(%)는 0.26%-6.3%정도를 보였으며 Accuracy(%)는 92.0%-108.6%사

이로 비교적 양호한 값을 나타내었음.

사) Robustness

   ◦ 이동상 용매 2종 중에 acetic acid가 1%씩 첨가되어 있으므로 acetic acid의 농도 변화에 따른 

retention time의 변화를 확인하였음. 그 결과 아래의 표와 같이 서로 다른 acetic acid의 농도에서

도 retention time 차이는 크지 않게 나타났음.

   ◦ Column별, column 온도별과의 완건성을 비교해본 결과 상온에서 50℃까지는 accuracy가 

94%-108%로 큰 차이를 볼 수가 없음을 알 수 있었음. 

다. 최적 분석 전처리 방법의 확립

1) 추출방법에 따른 효율
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◦ 현삼의 최적 추출조건을 확립하기 위하여 Soxhlet, reflux 및 초음파 등 3가지 추출법으로 추출 한 결

과, 지표성분 3 (p-methoxycinnaminc methyl ester)의 경우는 큰 차이가 없었으나 지표성분 1 

[(E)-harpagoside], 2 ((E)-p-methocycinnamic acid)의 경우 soxhlet 추출법이 sonication 추출법 보

다 1.5배 가까이 높은 수율을 내는 것을 확인하였음. 따라서 Soxhlet 추출법이 가장 적합한 것으로 

판단되었으나 경제성이나 장비의 복잡함 등을 고려하여 환류추출을 선택하였음.

2) 직교배열법에 의한 최적 추출조건 검토

◦ 현삼의 최적 추출용매와 시간, 용매와 용질 양을 찾기위해  직교배열표를 이용하여 함량을 분석해 

본 결과, 현삼 3 g을 50 ml의 95% ethanol을 이용하여 1시간 동안 추출하는 것이 최적인 것으로 

판단하였음.

라. Fingerprint analysis에 의한 Pattern 분석법의 확립

1) 현삼 지표성분의 TLC pattern 분석

◦ 시도한 방법 중 3종의 지표성분 및 현삼 추출물에 대한 최적 TLC 조건은 RP-TLC를 사용하였을 

때 가장 좋았으며, 이 때의 용매 조건은 MeCN:MeOH: H2O:Formic acid = 45:20:35:1 비율로  하

였을 때 화합물의 분리가 가장 양호하게 나타났음

◦ 상기 최적 TLC 조건을 이용하여 각 지역별 현삼의 TLC pattern을 비교하여 보았을 때 TLC 

pattern 상에서도 (E)-harpagoside의 함량이 지역간 눈에 띄게 다른 것을 알 수 있었음.

2) Chemometrics에 의한 원산지 판별법 검토

가) Peak standardization

  ◦ 생약감별팀에서 제공한 현삼 6종의 평균을 기준 잡은 후 표준품 peak 3개와 미지의 peak 7개를 

합한 10개의 peak를 선택하여 각종 통계프로그램의 변수로 사용하였음.

나) H-cluster (군집분석)

  ◦ H-cluster을 통해 두개의 군집을 나눌 수 있었다. 중국산과 국산의 경계가 확연히 나타나는 것을 

알 수가 있음. 하지만 C4, C5, C10는 국산이라고 구매 하였으나 분석결과 중국산일 가능성이 많으

며, D3의 경우는 중국산이라고 구매하였으나 국산일 가능성이 있음. 

다) PCA

  ◦ PAC(주성분분석)을 통해 두 개의 군집을 나눌 수 있었으며 그 결과 H-cluster와 비슷하게 나뉜 

것을 알 수가 있다. 하지만 H-cluster결과와 같이 C4, C5, C10는 국산이라고 구매 하였으나 분석

결과 중국산일 가능성이 많으며, D3의 경우는 중국산이라고 구매하였으나 국산일 가능성이 있음. 

   라) Princomp 분석

   ◦ PrinComp 분석 결과, PCA에서 두 개의 군집이 형성되는 주된 이유는 현삼의 주 성분인 

(E)-harpagoside 와 (E)-p-methoxycinnamic acid에 의해 나뉘는 것으로 생각되어짐.
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마. 현삼 중 지표성분의 함량

  ◦ 각 지역에서 수집한 현삼 중 함유된 표준품 3종의 함량을 구한 결과 국산 현삼의 경우 중국산 현

삼에 비해 표준품의 함량이 모두 높게 나타났음. (E)-harpagoside의 경우 국산 현삼이 중국산 현

삼보다 평균 3배가량 높게 나타나 국산현삼의 대표적인 기준물질로써 사용할 수 있을 것으로 판단

됨. 

       (Table 1. Average contents standard compounds in S. Radix.)

Contents (mg/g)

(E)-Harpagoside (E)-p-Methoxycinnamic 
acid

p-Methoxycinnamic acid 
methyl ester

Korea 3.349 ± 1.947 1.482 ± 0.851 0.038 ± 0.014

China 1.254 ± 0.900 0.482 ±0.245 -

Average 2.302 ± 1.481 0.982 ± 0.706 -

◦ 상기 결과를 토대로 하여 현삼의 품질 평가시 각 성분의 함유량이 전체평균±10-20% 내외에 해당

하는 함량을 갖는 것으로 설정하는 것이 바람직할 것으로 생각됨.
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제4장 총괄연구개발과제의 연구결과 고찰 및 결론 

  

 4.1 제1세부과제 

   1. 추출물의 제조

    ◦ 현삼은 국산 생약 3종과 중국산 생약 3종에 대하여 70% 에탄올 추출물을 제조하였음.

       치자의 경우에는 국산 3종과 중국산 4종에 대하여 70% 에탄올 추출물을 제조하였음.

    ◦ 성분분리를 위해서 methanol로 추출하여 다량의 추출물을 얻는 방법을 사용하였음.

   2. 분획의 제조

    ◦ 현삼과 치자의 기본생약에 대하여 염화메틸렌 분획, 에틸아세테이트 분획, 부탄올 분획을 제조하  

 였으며 각 분획으로부터 성분을 분리하였음.

 

   3. 활성 성분의 분리

    ◦ 각종 chromatography 법을 시행하였으며 각 분획에 대하여 최적 분리조건을 TLC 등을 이용하  

 여 결정하고 이 조건에 따라 실리카젤, 알루미나, Sephadex, Diaion HP, XAD-II 등을 이용하여  

 정제하였음.

    ◦ 상기 방법에 의하여 순수물질로 분리되지 않는 경우 RP-, Phenyl-, Diol-, Amide, Amine-HPLC  

 등 최적의 방법을 이용하여 정제하였음.

    ◦ 이상의 방법으로 현삼 16종, 치자 20종을 순수하게 분리하여 표준품으로 제공하였음.

       이 가운데 현삼에서 신규성분 6개 (aucubin, sinuatol, angoroside C, acteoside, β-sitosterol,     

 daucosterol)를 처음으로 분리하고 구조를 동정하였음.

   4. 화합물의 순도검정

    ◦ 분리된 화합물에 대하여는 UV 및 ELSD를 이용한 동시 검출을 행하여 순도를 검정하였음.

   5. 화합물의 구조동정

    ◦ 구조 동정에는 UV, FT-IR, EI- 및 FAB-MS, NMR, 2-D NMR 등의 기기분석을 이용하여 이들  

 의 분석치를 문헌치와 비교하여 동정하거나 필요시 화학적 수식, CD/ORD, X-RAY 등의 기법을  

 병행하였음.

    ◦ 분리한 성분이 신규화합물일 경우, 추가적인 최신 기기분석법을 이용하여 구조를 규명하였음.

 4.2 제2 세부과제 

  1.  치자

가. 시료의 산지별 수집

◦ 식약청에서 제공받은 대조생약 6종을 포함하여 국산 13종 및 중국산 13 종, 총 26종의 시료를 확

보하였음.

나. 최적 HPLC 분석법 확립 및 validation

1) 최적 HPLC 분석조건 확립

◦ 수종의 고정상을 비교검토한 결과 Aglient Eclipse XDB- C18(4.6 × 250 mm, 5 μm) 컬럼을 고정상
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으로 하고, 각각 초산이 함유된 물과 아세토니트릴을 이동상으로 사용한 경우가 가장 좋은 분리 조

건을 나타내었으며 PDA 분석 결과 254 nm에서 검출하는 것이 치자 중 함유된 여러 성분들에 대하

여 가장 검출감도가 좋았음. 

◦ 한편 제1 세부과제로부터 공급받은 표준품 중 순도가 90% 이상이며, 치자의 성분을 대표할 수 

있고, 비교적 함량이 많으면서 다른 peak와 중첩이 일어나지 않는 화합물을 치자의 대표적인 지

표성분으로 설정하고자 하였으며, 이러한 조건을 만족시키는 화합물로 geniposidic acid, 

chlorogenic acid, geniposide 및 genipin의 4종을 선정하였음.

2) 치자 표준품의 validation

 가) 표준품의 순도 검정

◦ 4종의 표준물질에 대하여 앞서 확립된 최적 조건으로 HPLC를 이용하여 순도를 측정하였다. 

   각 표준품의 순도는 91.2%-99.8%였음. 

나) 표준품의 안정성 

◦ 표준품 4종을 1일, 7일 30일, 60일 간격으로 실온과 냉장보관 시에 나타나는 안정성 실험 결과 

정확도는 99-101% 수준으로 60일 이내에서는 실온 및 냉장보관시에도 그 함량이 변화하지 않

는다는 것을 알 수가 있음.

 다) 범위, 직선성, 검출한계 및 정량한계 

◦ 네 가지 지표성분에 대하여 정량범위를 검토한 결과, 각 성분의 농도에서 직선성을 나타내는 농

도인 0.1 μg - 50 μg으로 나타났으며 내부표준물질과의 면적비를 이용한 검량선은 상관계수 r2

≧0.99로 양호한 직선성을 나타내었음. LOD와 LOQ의 비율은 2.6배에서 4.3배로써 양호한 값을 

나타내었음. 

라) Repeatability

◦ 면적비에 대한 재현성 RSD는 0.3-1.8%, 머무름 시간에 대한 재현성 RSD는 0.5-1.1%내의 양호

한 값으로 나타났음.

마) Precision and Accuracy

◦ 각 지표성분 분석에 대한 일내 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3가지 농도에 대하여 하루에 

3번 반복 실험을 하였으며, 일간 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3일간 반복실험을 하였음. 

그 결과 CV(%)는 0.22%-5.72%정도를 보였으며 Accuracy(%)는 86.8%-105.3% 사이에 나타나 

양호한 정밀성과 정확성을 나타내었음.

바) Robustness

◦ 서로 다른 acetic acid의 농도에서도 retention time 차이는 크지 않았으며, column별, column 

온도별 완건성을 비교해본 결과 Accuracy가 97%-108%로 큰 차이를 볼 수가 없음을 알 수 있

음. 

다. 최적 분석 전처리 방법의 확립

1) 추출방법에 따른 효율

◦ Geniposide만을 지표성분으로 할 경우는 Soxhlet 추출을, 기타 다른 지표성분을 함께 정량하기 

위해서는 환류추출 (reflux)이 가장 좋은 방법인 것으로 판단되었음. 

2) 직교배열법에 의한 최적 추출조건 검토

◦ 지표성분의 추출은 치자 1 g을 200 ml의 95% ethanol을 이용하여 1시간 동안 70℃에서 추출하

는 것이 최적인 것으로 판단하였음.
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라. Fingerprint analysis에 의한 Pattern 분석법의 확립

1) 치자 지표성분의 TLC pattern 분석

◦ 최적 TLC 조건은 RP-TLC를 사용하였을 때 가장 좋았으며, 이동상은 ACN : MeOH : H2O : 

Formic acid = 15:20:64:1이 가장 좋았음

◦ 상기 최적 TLC 조건을 이용하여 각 지역별 치자의 TLC pattern을 비교하여 보았으나 TLC 

pattern으로는 지역간의 차이를 인정하기 어려웠음. 

2) Chemometrics에 의한 원산지 판별법 검토

가) Peak standardization

◦ 총 10개의 peak area를 통계프로그램의 변수로 사용하여 H-cluster 및 주성분분석인 PCA를 통

해 군집을 나누고자 하였음.

나) H-cluster (군집분석)

◦ H-cluster을 통해 몇 개의 군집을 나눌 수 있었음. 즉 전남지역의 치자 (sample N. 1, 2, 3, 8, 

10, 11)는 특이적으로 같은 그룹에 있음을 확인 할 수 있었으나 중국산과 국산의 경계는 확연히 

나타나지 않았음. 또한 DNA 감별 결과와 H-clustering의 결과를 연결할 수 있는 개연성은 보

이지 않았음.

다) PCA (주성분 분석)

◦ PAC(주성분분석)을 통해 몇 개의 군집을 나눌 수 있었음. PCA에 의한 결과 역시 전남지역의 

치자는 특이적으로 같은 그룹에 있음을 확인 할 수 있었으나 중국산과 국산의 경계는 확연히 

나타나지 않았음. 또한 DNA 감별 결과와 PCA의 결과를 연결할 수 있는 개연성은 보이지 않았

음.

마. 지표성분의 LC-MS/MS pattern 검토

◦ 치자의 지표성분에 대하여 LC-MS pattern을 분석하였음.

  바. 치자 중 지표성분의 함량

◦ 각지에서 수집한 치자 중의 지표성분의 함량을 확립된 분석방법으로 정량하였음. geniposide의 

전체 평균은 0.106±0.046 mg/g, chlorogenic acid는 2.201±1.269, geniposide는 10.956±2.020, 

genipin은 0.133±0.144였음.

◦ 따라서 치자의 품질 평가는 각 성분의 함유량이 전체평균±10-20% 내외에 해당하는 함량을 갖

는 것으로 설정하는 것이 바람직할 것으로 생각됨.

 2.  현삼

가. 시료의 산지별 수집

◦ 식약청에서 제공받은 대조생약 6종을 포함하여 국산 14종 및 중국산 12 종, 총 26종의 시료를 확

보하였음.

나. 최적 HPLC 분석법 확립 및 validation

1) 최적 HPLC 분석조건 확립

◦ 수종의 고정상을 비교검토한 결과 Aglient Eclipse XCB-C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm) 컬럼을 고정

상으로 하고, 각각 초산이 함유된 물과 아세토니트릴을 이동상으로 사용한 경우가 가장 좋은 분리 

조건을 나타내었으며 PDA 분석 결과 296 nm에서 검출하는 것이 현삼 중 함유된 여러 성분들에 대
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하여 가장 검출감도가 좋았음. 

◦ 한편 제1 세부과제로부터 공급받은 표준품 중 순도가 90% 이상이며, 현삼의 성분을 대표할 수 

있고, 비교적 함량이 많으면서 다른 peak와 중첩이 일어나지 않는 화합물을 현삼의 대표적인 지

표성분으로 설정하고자 하였으며, 이러한 조건을 만족시키는 화합물로 (E)-Harpagoside, 

(E)-p-Methoxycinnamic acid 및 (E)-p-Methoxycinnamic acid methyl ester의 3종을 선정하였

음. 

2) 현삼 표준품의 validation

가) 표준품의 순도 검정

◦ 3종의 표준물질에 대하여 앞서 확립된 최적 조건으로 HPLC를 이용하여 순도를 측정하였다. 표

준품의 순도는 각각 (E)-harpagoside : 순도 96.77%, (E)-p-methoxy cinnamic acid : 순도 

99.53%, p-methoxycinnamic acid methyl ester : 순도 99.96%로 양호하게 나타났음.

나) 표준품의 안정성 

◦ 표준품 3종을 1일, 7일 30일, 60일 간격으로 실온과 냉장보관 시에 나타나는 안정성 실험 결과 

정확도는 99% 이상으로 60일 이내에서는 실온 및 냉장보관시에도 그 함량이 변화하지 않는다는 

것을 알 수 있음.

다) 범위, 직선성, 검출한계 및 정량한계 

◦ 세 가지 지표성분에 대하여 정량범위를 검토한 결과, 각 성분의 농도에서 직선성을 나타내는 농

도인  10 μg - 1000 μg으로 나타났으며 내부표준물질과의 면적비를 이용한 검량선은 상관계수 

r2≧0.99로 양호한 직선성을 나타내었음. LOD와 LOQ의 비율은 2.6배에서 4.3배로써 양호한 값

을 나타내었음. 

라) Repeatability

◦ 면적비에 대한 재현성 RSD는 0.78-2.7%, 머무름 시간에 대한 재현성 RSD는 0.10-1.26%내의 

값으로 나타났으며, 이들은 모두 인정할 수 있는 범위에 있는 것으로 판단하였음.

마) Precision and Accuracy

◦ 각 지표성분 분석에 대한 일내 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3가지 농도에 대하여 하루에 

3번 반복 실험을 하였으며, 일간 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3일간 반복실험을 하였음. 

그 결과 CV(%)는 0.26%-6.3%정도를 보였으며 Accuracy(%)는 92.0%-108.6%사이로 비교적 양

호한 값을 나타내었음.

바) Robustness

◦ 서로 다른 acetic acid의 농도에서도 retention time 차이는 크지 않았으며, column별, column 

온도별 완건성을 비교해본 결과 상온에서 50℃까지는 accuracy가 94%-108%로 큰 차이를 볼 

수가 없음을 알 수 있음. 

다. 최적 분석 전처리 방법의 확립

1) 추출방법에 따른 효율

◦ Soxhlet, reflux 및 초음파 등 3가지 추출법으로 추출 한 결과, p-methoxycinnaminc methyl 

ester의 경우는 큰 차이가 없었으나 (E)-harpagoside, (E)-p-methocycinnamic acid의 경우 

Soxhlet 추출법이 sonication 추출법 보다 1.5배 가까이 높은 수율을 내는 것을 확인하였음. 따

라서 Soxhlet 추출법이 가장 적합한 것으로 판단되었으나 경제성이나 장비의 복잡함 등을 고려

하여 환류추출을 선택하였음.

2) 직교배열법에 의한 최적 추출조건 검토

◦ 현삼 3 g을 50 ml의 95% ethanol을 이용하여 1시간 동안 추출하는 것이 최적인 것으로 판단하
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였음.

라. Fingerprint analysis에 의한 Pattern 분석법의 확립

1) 현삼 지표성분의 TLC pattern 분석

◦ 최적 TLC 조건은 RP-TLC를 사용하였을 때 가장 좋았으며, 이동상은 ACN : MeCN:MeOH: 

H2O:Formic acid = 45:20:35:1이 가장 좋았음

◦ 상기 최적 TLC 조건을 이용하여 각 지역별 현삼의 TLC pattern을 비교하여 보았을 때 TLC 

pattern 상에서도 (E)-harpagoside의 함량이 지역간 눈에 띄게 다른 것을 알 수 있었음

2) Chemometrics에 의한 원산지 판별법 검토

가) Peak standardization

◦ 총 10개의 peak area를 통계프로그램의 변수로 사용하여 H-cluster 및 주성분분석인 PCA를 통

해 군집을 나누고자 하였음.

나) H-cluster (군집분석)

◦ H-cluster을 통해 두 개의 군집을 나눌 수 있었음. 즉 중국산과 국산의 경계가 확연히 나타나는 

것을 알 수가 있음. 하지만 C4, C5, C10는 국산이라고 구매 하였으나 분석결과 중국산일 가능성

이 많으며, D3의 경우는 중국산이라고 구매하였으나 국산일 가능성이 있음. 

  ◦ 유전자감별 연구팀의 결과, 현삼마커를 이용한 증폭 결과를 볼때, C4, C5는 현삼(S. buergeriana)

이었으며, C10은 국산현삼으로 구매하였다고 하였으나, 증폭 결과 중국현삼(S. ningpoensis)이었

으며, D3는 중국현삼으로 구입하였다고 되어있으나 국산 현삼(S. buergeriana)으로 확인되었음

다) PCA

◦ PAC분석을 통해 두 개의 군집을 나눌 수 있었음. PCA에 의한 결과 역시 중국산으로 나뉠 수 

있음. 하지만 H-cluster결과와 같이 C4, C5, C10는 국산이라고 구매 하였으나 분석결과 중국산

일 가능성이 많으며, D3의 경우는 중국산이라고 구매하였으나 국산일 가능성이 있음. 

  ◦ 유전자감별 연구팀의 결과, 현삼마커를 이용한 증폭 결과를 볼때, C4, C5는 현삼(S. buergeriana)

이었으며, C10은 국산현삼으로 구매하였다고 하였으나, 증폭 결과 중국현삼(S. ningpoensis)이었

으며, D3는 중국현삼으로 구입하였다고 되어있으나 국산 현삼(S. buergeriana)으로 확인되었음

  라) Princomp 분석

  ◦ PrinComp 분석 결과, PCA에서 두 개의 군집이 형성되는 주된 이유는 현삼의 주 성분인        

 (E)-harpagoside 와 (E)-p-methoxycinnamic acid에 의해 나뉘는 것으로 생각되어짐

마. 지표성분의 LC-MS/MS pattern 검토

◦ 현삼의 지표성분에 대하여 LC-MS fragmentation pattern을 분석하였음.

바. 현삼 중 지표성분의 함량

◦ 각지에서 수집한 현삼 중의 지표성분의 함량을 확립된 분석방법으로 정량하였음. rm 결과 국산 

현삼의 경우 중국산 현삼에 비해 표준품의 함량이 모두 높게 나타났음. (E)-harpagoside의 전체 

평균은 2.302±1.481, (E)-p-methoxycinnamic acid는 0.982±0.706이었으며, p-methoxycinnamic 

acid methyl ester는 한국산에서만 검출되었음. 

◦ 따라서 현삼의 품질 평가는 각 성분의 함유량이 전체평균±10-20% 내외에 해당하는 함량을 갖

는 것으로 설정하는 것이 바람직할 것으로 생각됨.
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제5장 총괄연구개발과제의 연구성과 

5.1  활용성과 

총괄과제명  한약재의 생리활성성분 분리 및 분석연구(현삼, 치자)

총괄과제책임자 이동웅

가. 연구논문

번호 논문제목 저자명 저널명 집(권) 페이지
Impact 
factor

국내/
국외 SCI여부

1

Protective effect of ferulic 

acid against carbon 

tetrachloride-induced 

hepatotoxicity in mice

임현, 

박광록, 

이동웅, 

김영식, 

김현표

Biomolecules 

& 

Therapeutics

16 82-86 국내 SCIE

2

The Genome-wide 

Expression Profile of 

Scrophularia ningpoensis- 

treated thapsigargin- 

stimulated U-87MG Cells

Sung-Hwa 

Sohn,

Eunjung Ko, 

Sung-Bae 

Jeon, Beom- 

Joon Lee, 

Sung-Hoon 

Kim, Mi- 

Sook, Dong, 

Dong-Ung 

Lee, Jong- 

Hwan Kwak, 

Yangseok 

Kim,Minkyu 

Shin,Moo 

chang Hong, 

Hyunsu Bae

Neurotoxicol

ogy
인쇄중 3.009 국외 SCI
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나. 학술발표

번호 발표제목 발표형태 발표자 학회명 연월일 발표지
국내/
국제

1

Simultaneous 

quantification of four 

major compounds in 

Gardeniae Fructus by 

high-performance 

liquid chromatography

포스터

김호진, 

박효준, 

양은주, 

이동웅, 

곽종환, 

송경식

생약학회 

제38회 

정기총회 및 

학술대회

2007. 12. 

11
서울 국내

2

Simultaneous HPLC 

quantification of 

(E)-harpagoside, 

p-methoxycinnamic 

acid, and 

p-methoxycinnamic 

acid methyl ester in 

Scrophulariae Radix

포스터

박효준, 

김호진,  

양은주, 

이동웅, 

곽종환, 

송경식

생약학회 

제38회 

정기총회 및 

학술대회

2007. 12. 

11
서울 국내

3

Inhibitory activity on 

acetylcholineesterase 

in vitro and memory 

enhancing effect in 

vivo of the 

constituents from 

Gardeniae Fructus

포스터

이동웅, 

곽종환, 

송경식

7th Joint 

Meeting of 

AFERP, 

ASP, GA, 

PSE & SIF

2008. 

8.3-8

아테네

(그리스)
국제

4

Protective effect of 

ferulic acid against 

carbon 

tetrachloride-induced 

hepatotoxicity in mice

포스터

Kim JK, Yun 

NR, Kim SH, 

Lee DU, Kim 

YS, Kang SS, 

Lee SM

7th Joint 

Meeting of 

AFERP, 

ASP, GA, 

PSE & SIF

2008.

8.3-8

아테네

(그리스)
국제

5

Cognition Improving 

Effects of the 

Components from 

Gardenia jasminoides

포스터

박광록, 

강주억, 

신석철, 

이동웅

한국생약학

회

2008. 12. 

3
서울대학교 국내

다. 지식재산권

번호
출원/
등록 특허명 출원(등록)인 출원(등록)국 출원(등록)번호 IPC분류

1

2

라. 정책활용

※ 기타 관련정책에 활용 예를 구체적으로 기술함.
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마. 타연구/차기연구에 활용

※ 타연구 및 차기연구에 활용된 예를 구체적으로 기술함.

바. 언론홍보 및 대국민교육

※ 언론홍보 및 대국민교육 내용, 일자 등을 간략히 기술함.  

 

사. 기타 

※ 임상시험 , 관련 DB구축, 워크샾 또는 심포지움 개최 등의 경우 구체적으로 기술함.

5.2  활용계획 

  ◦ 본 연구에서 얻어진 화합물은 당 연구실에 구축되어 있는 치매관련 활성검정을 통해 새로운 효능  

     을 도출할 계획임

  ◦ 본 연구에서 얻어진 분석방법은 약전이나 규격집 등에 고시자료로 활용되도록 함

  ◦ 현재 본 연구에서 얻은 결과를 두편의 SCI급 논문에 투고하고자 원고를 준비하고 있으므로 논문발  

     표에 활용하고자 함

제6장 기타 중요변경사항

    없음
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제8장 첨부서류
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편집순서 7 : 세부연구과제의 연구결과

제 1 세부연구개발과제 연구결과

   세부과제명 : 현삼과 치자의 생리활성성분 분리 및 구조확인

   세부과제책임자 : 이동웅 / 동국대학교 



- 38 -

제1장 제1 세부연구개발과제의 최종 연구개발 목표

  1.1 연구개발 목표

구    분 최종 연구개발 목표

제1 세부과제

1. 유효성분을 중심으로 한 한약재의 표준화, 과학화를 위하여 현삼 및 치자로

부터 활성물질 대량 분리 방법을 확립

2. 확립된 방법을 이용하여 한약재활성 표준화사업에 제공할 수 있는 다량의 

시료 분리 및 효능검색용 시료 제공

3. 현삼 및 치자에서 아직 보고되지 않은 미지성분 분리 및 구조 규명

  1.2 연구개발과제의 목표달성도

연구개발목표 연구목표의 달성도 기여도

◦유효성분을 중심으로 한 한약

재의 표준화, 과학화를 위하여 

현삼 및 치자로부터 활성물질 

분리 방법을 확립

- 다양한 분리방법을 사용하여 

현삼에서 16종, 치자에서 20종

의 성분을 분리, 정제하였음

(100%)

- 성분분획으로부터 다양한 구조

의 성분을 분리, 정제는 방법

을 확립.

◦확립된 방법을 이용하여 한약

재활성 표준화사업에 제공할 

수 있는 다량의 시료 분리 및 

활성시험용 시료 제공

- 현삼 지표성분 3종과 치자 지

표성분 4종을 다량 분리하였

으며 표준품으로 식약청에 제

공할 예정임 (100%)

- 다량의 표준품을 제공함으로서 

향후 생약의 규격화에 활용

◦현삼 및 치자에서 아직 보고되

지 않은 미지성분 분리 및 구

조 규명

- 현삼에서 신규성분 4종을 분리

하고 규조를 규명하였음

   (100%)

- 신규성분의 분리 및 구조규명

으로 국제저널에 논문 발표 

가능
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제2장 제1 세부연구개발과제의 연구대상 및 방법

  1. 연구대상 한약재 

   가. 치자

•치자(梔子): 치자나무 (Gardenia jasminoides Ellis, Rubiaceae)의 열매 (Fig. 1)

•한방약효: 淸熱, 瀉火, 凉血, 熱病, 虛煩, 不眠, 황달, 淋病, 消渴, 결막염, 吐血, 鼻出血, 血痢, 血尿, 熱  

    毒, 瘡瘍, 挫傷痛등에 효능

•문헌약효: 간보호효과, hypolipidemic effect, 뇌세포 보호효과, 항염증작용, 항산화작용, 면역억제효과  

    등이 보고

•함유성분: genipin, geniposide, gentiobioside, crocin, gardenin, rutin, crocetin, chlorogenic acid,     

    quinic acid, stigmasterol, pectin, choline, gardenoside, d-mannitol, nonacosane, β-sitosterol,       

    shanzhiside, genipin-1-β-d-gentiobioside, scandoside methyl ester, ursolic acid 등

•연구현황: 1701건의 치자 관련 문헌이 STN data base에 수록되어 있으며, 이 중에서 성분과 관련된  

    문헌 178건, 활성과 관련된 논문 200건 [1-17]

         

 Fig. 1 The whole plant (left) and its fruit (right) of Gardenia jasminoides

   나. 현삼

• 현삼(玄蔘)(Scrophularia buergeriana): 현삼/큰개현삼/토현삼/섬현삼의 뿌리 (Fig. 2)

• 한방약효: 滋陰, 降火, 祛煩, 해독,煩渴發斑, 骨蒸勞熱, 夜寢不寧, 自汗盜汗, 津傷便秘, 血吐, 鼻出血,  

     咽喉腫痛, 癰腫등에 효능

• 문헌약효: 항암활성, 항노화효과, 항고혈압효과, glutamate-유도 독성에  대한 세포보호효과, CCl4-  

     유도 간독성 보호효과

• 함유성분: aucubin, harpagide, O-methyl-catalpol, harpagoside, scrophuloside B4, acteoside,       

   8-(O-methyl-p-coumaroyl)-harpagide,3-O-acetyl-2-O-p-methoxy-cinnamoyl-α(β)-L-rhamno-  

     pyranose, oleanonic acid, ursolonic acid, cinnamic acid, 3-hydroxy-4-methoxybenzoic acid 등

  • 연구현황: STN data base 검색결과 현삼과 관련된 문헌은 모두 33건 (대부분 2000년 이후 보고)

         

 Fig. 2 The whole plant (left) and its fruit (right) of Scrophularia buergeriana
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Scrophulariae Radix/Gardeniae Fructus

MeOH extract

CH2Cl2 extract H2O layer

EtOAc extract H2O layer

BuOH extract

extracted with MeOH

suspended in D.W  

partitioned with CH2Cl2

H2O layer

제3장 제1 세부연구개발과제의 최종 연구개발 결과

 1. 추출물 및 분획의 제조

   현삼 및 치자의 추출물 제조는 각 약재의 건조된 분말을 70% 에탄올로 수욕상에서 3시간, 2회 추출

한 다음, 여과하고 여액을 감압농축하여 분석 및 효능검색용 시료로 함.

   산지별로는 국내 또는 중국등지에서 시판되고 있는 현삼과 치자를 5종 이상 확보한 다음, DNA 감별 

및 Biochip연구 등을 위하여 원생약을 각각 제공하였으며 분석과 효능검색을 위해서는 위와 동일한 방

법으로 추출하여 추출물을 시료로 제공하였음.

   활성성분을 분리하기 위한 전 단계로 분획을 실시하였음. 표준분획제조법에 따라서 각 약재의 

methanol 추출물을 CH2Cl2, EtOAc, n-BuOH의 순으로 scheme 1과 같은 방법으로 순차 분획화하였음.

     (Scheme 1. Extraction and fractionation of Scrophulariae Radix and Gardeniae Fructus)

 2.  활성성분의 분리, 정제 및 구조

   각종 chromatography(순상 및 역상 column, prep. HPLC, prep. TLC 등)를 이용하여 성분을 분리, 

정제하였음. 분리한 성분의 구조를 확인하기 위하여 기기분석(1H-NMR, 13C-NMR, EI-/ESI-/FAB-MS, 

FT-IR, UV 등)을 실시하였으며 물리특성을 측정하여 문헌치[1-17]와 대조하거나 화학적 수식 등을 이

용하여 치자에서 총 20개, 현삼에서 총 16개의 성분을 분리하고 구조를 확인하였음. 

   이 가운데 현삼에서 신규성분 6개 (aucubin, sinuatol, angoroside C, acteoside, β-sitosterol, 

daucosterol)를 처음으로 분리하고 구조를 동정하였음.
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시료번호 산지 수집처 형태 수율(%) 제공량

Scrophularia buergeriana

(기본생약)
국산 경북 안동 2006년산 전형 40.4

사업단과 분석팀 각 

10g 제공

Scrophularia buergeriana 국산 경북 안동 서울시장 음편 44.0

사업단에 각 3g 제

공

Scrophularia buergeriana 국산 경북 안동 영천시장 음편 37.1

Scrophularia ningpoensis 중국 - 서녕시장 음편 39.6

Scrophularia ningpoensis 중국 하북성 안국시장 음편 38.6

Scrophularia ningpoensis 중국 하남성 서울시장H 음편 33.2

시료번호 산지 수집처 형태 수율(%) 제공량

Gardenia jasminoides (기본생약) 중국 운남성 - 전형 18.5
사업단과 분석팀 각 

10g 제공

G. jasminoides or 

G. jasminoides var. grandiflora
국산

전남 

완도
영천시장 음편 15.4

사업단에 각 3g 제공

G. jasminoides or

G. jasminoides var. grandiflora
국산

전남 

순천
서울시장 음편 15.8

G. jasminoides 중국 강서성 안국시장 전형 20.8

G. jasminoides var. grandiflora 중국 - 상해시장 전형 17.4

G. jasminoides 중국 - 울산시장 전형 15.0

G. jasminoides var. grandiflora 국산 - 울산시장 음편 13.2

화합물 종류 현삼 치자

iridoid and its glycosides 5 8

steroid, triterpenoid 2 3

flavonoids - 3

carotenoid and its glycosides - 2

phenolics 1 3

cinnamic acid and its derivatives 8 -

기타 - 1

합계 16 20

  가. 현삼의 산지별 약재의 70% 에탄올엑스 수율 및 제공량

  나. 치자의 산지별 약재의 70% 에탄올엑스 수율 및 제공량
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No 성분명
순도 분리량

(mg)

제공량(mg)

UV ELSD 사업단 식약청

1 E-harpagoside* 99.9 2,150 43.4 2,100

2 harpagide 99   37 8.7 20

3 8-O-E-p-methoxycinnamoylharpagide 99  25 8.1    10

4 aucubin 99   25 9.1  5

5 sinuatol 99.4 11 0 5

6 cinnamic acid 96 230 61.4 150

7 p-coumaric acid 98 350 245.4 100

8
p-methoxycinnamic acid 

methyl ester*
99 3,320 8.9 3,300

9 caffeic acid 96 260 39.3 210

10 ferulic acid 98 355 33.7 310

11 p-methoxycinnamic acid* 96 3,470 59.6 3,400

 12  buergeriside C1  81 6.7 0 3

13 angoroside C 92.5 12 0 5

14 acteoside 92.9 32 0 21

 15  β-sitosterol  92 15 5 5

 16  daucosterol 99(RI) 15 0 7

  다. 현삼의 성분 분리량, 순도, 사업단 제공량 및 식약청 제공량

 

 *: 지표성분
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No 성분명
순도 분리량

(mg)

제공량(mg)

UV ELSD 사업단 식약청

1  geniposide* 97  2,650  34.2 2,600

2  geniposidic acid* 91    550  45.2 480

3 gardenoside 97 52 5 25

 4 shanzhiside  99 31 5 17

 5 gardoside 92.3 17 0 5

 6 genipin gentiobioside 92.6   15 0 5

 7 6β-hydroxygeniposide 99.9 11 0 0

8  genipin* 99 5,500  2,450 3,000

9  crocin 90 2,500  2,102 500

10  crocetin 99 50  20 25

11  rutin 98 600 475 100

12 quercetin 85 450 50 300

 13 isoquercitrin  91 20 5.0 10

14  ursolic acid 98 700 552 100

15  stigmasterol 93 260 158.5  60

 16  β-sitosterol  92 20 5.0 10

 17 protocatechuic acid 98 250 100 100

18 caffeic acid 83 260 100 100

19  chlorogenic acid* 91 3,500 192 3,000

20 picrocrocinic acid 99 15 5 5

  라. 치자의 성분 분리량, 순도, 사업단 제공량 및 식약청 제공량

  *: 지표성분
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  마. 현삼의 성분분리 과정

      현삼과 치자의 성분분리 과정을 scheme 2과 3에 각각 나타내었음. 

Scrophularia buergeriana - CH2Cl2  Fr.

cinnamic
acid

(E)-p-methoxy
cinnamic acid

p-methoxycinnamic
acid methyl ester

p-coumaric
acid

ferulic
acid

caffeic
acid

Si column

(H;MC:M=10:10:1     MC:E:M=30:10:7)

S i column

(H:E=10:1    EtOAc only)

Sephadex(MeOH) RP-18(70% MeOH)

F1         F2        F3        F4         F5

F3-1              F3-2                        F3-3       F3-4 F3-5

β-sitosterol
daucosterol

Scrophularia buergeriana - EtOAc Fr.

8-O-(E)-p-methoxy
cinnamoylharpagide

harpagide

RP18 (50% MeOH MeOH only)

Sephadex(MeOH) Sephadex(MeOH)

(E)-harpagoside aucubin

F2               F4                                             F5       F6       F7

F4-1 F4-2      F4-3

F4-2-2

F5-1        F5-2      F5-3

F5-2-3

sinuatol

8-O-(Z)-p-methoxy
cinnamoylharpagide

  (Scheme 2. Isolation of the components from methylene chloride fraction (above) and ethyl 

ethylacetate fraction (below) of Scrophularia buergeriana)
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  바. 치자의 성분분리 과정

Gardenia jasminoides - BuOH Fr.

Sephadex(70% MeOH)

Si column

F1 F2      F3      F4       F5       F6       F7       F8

Si column(EtOAc:MeOH:H2O=
100:10:7/100:13.5:10/100:20;16

F3a                F3f  F3g  F3h F3i   F3j    F3k          F3l F3m F3n  

(MC:MeOH:H2O=60:10:1/40:10:1)

F3i-1   F3i-2    F3i-3     F3 i-4

5β-hydroxy
geniposide

crocin

geniposide

RP-18
(20% MeOH)

geniposidic acid
(MC:MeOH:H2O=

60:10:1/40:10:1)

Si column

RP-18
(20% MeOH)

shanzhiside

RP-18
(20% MeOH)

F3l-1 F3l-3         F3l-5   F3 l-6

RP-18
(5% MeOH)

genipin-
gentiobioside

picrocrocinic
acid

gardenoside

gardoside

Gardenia jasminoides - EtOAc Fr.

Sephadex LH-20(MeOH)

genipin chlorogenic
acid

LiChroprep

rutin

Si column

C
6
H

6
-EtOAc

gradient

β-sitosterol
stigmasterol
ursolic acid

F1      F2     F3     F4 F5               F6 F7           F9
Sephadex LiChroprep

(MeOH)                          (MeOH+H2O)

F4a    F4e F4i F6a   F6b F6c  F6d
Sepahdex

(EtOH)                                     RP-18(40% MeOH)

F4i4
Si column                                 

(MC+MeOH+H2O)

quercetin isoquercitrin

caffeic acid      3,4-diOH-benzoic acid

(Scheme 3. Isolation of the components from butanol fraction (above) and ethylacetate fraction 

(below) of Gardenia jasminoides)
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 3.  치자성분의 구조 및 분광분석 데이터

◦Iridoids 화합물

•Geniposide 

O

OH
HO OH

CH2OH

O

OCH3O

HOH2C O

1

3
456

7

8 9

10

11

mp 159-161 °C; UV λmax (MeOH) 200, 237 nm; 1H‐NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 2.12−2.14 (1H, br dddd, 
H‐6a), 2.73−2.76 (1H, br dd, H‐9), 2.81−2.86 (1H, br dd, H‐6b), 3.32 (1H, br s, H‐5), 3.73 (3H, s, OMe), 
4.20 (1H, d, J=15.0 Hz, H‐10b), 4.33 (1H, d, J=15.0 Hz, H‐10a), 4.82 (1H, s, H‐1), 5.81 (1H, s, H‐7), 7.52 
(1H, s, H‐3), 4.72 (1H, d, J=8.0 Hz, glc 1), 3.18‐3.89 (6H, m, glc 2‐6); 13C‐NMR (125 MHz, CD3OD) δ : 
97.1 (C‐1), 152.2 (C‐3), 111.4 (C‐4), 35.4 (C‐5), 38.5 (C‐6), 127.2 (C‐7), 143.6 (C‐8), 45.9 (C‐9), 60.3 (C‐10), 
168.4 (C=O), 50.5 (OMe), 99.2 (C-1'), 73.7 (C-2'), 76.7 (C-3'), 70.4 (C-4'), 77.2 (C-5'), 61.5 (C-6'); Positive 
ESIMS m/z 411 [M + Na]+ 

•Geniposidic acid

O

OH
HO OH

CH2OH

O

OHO

HOH2C O

1

3
456

7

8 9

10

11

mp 56-57°C; UV λmax (MeOH) 201, 235 nm; 1H‐NMR (500MHz, D2O) δ : 2.08−2.12 (1H, br dddd, H‐6a), 
2.72−2.77 (1H, br dd, H‐9), 2.80−2.83 (1H, br dd, H‐6b), 3.12−3.17 (1H, m,  H‐5), 4.18 (1H, d, J=15.0 Hz, 
H‐10b), 4.24 (1H, d, J=15.0 Hz, H‐10a), 5.24 (1H, d, J=6.5 Hz, H‐1), 5.80 (1H, s, H‐7), 7.54 (1H, s, H‐3), 
4.74 (1H, d, J=8.0 Hz, glc 1), 3.12‐3.84 (6H, m, glc 2‐6); 13C‐NMR (125MHz, D2O) δ : 99.1 (C‐1), 153.1 
(C‐3), 111.8 (C‐4), 34.3 (C‐5), 38.2 (C‐6), 129.4 (C‐7), 141.5 (C‐8), 46.1 (C‐9), 60.0 (C‐10), 171.6 (C‐11), 
97.2 (glc 1), 73.0 (glc 2), 75.9 (glc 3), 69.7 (glc 4), 76.5 ((glc 5), 60.9 (glc 6); Positive ESIMS m/z 397 [M 
+ Na]+

•Gardenoside

O

OH
HO OH

CH 2OH

O

OCH 3O

HOH 2C O
HO

1

3
4

56

7

8 9

10

11

1'

mp 118-120 °C; 1H-NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 2.64 (1H, dd, J=2.5, 8.5 Hz, H-9), 3.18-3.92 (glucose, 
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H-10, H-5), 4.67 (1H, d, J=8.0 Hz, H-1'), 5.76 (1H, dd, J=2.0, 5.0 Hz, H-7), 5.80 (1H, d, J=2.5 Hz, H-1), 
6.17 (1H, dd, J=2.5, 5.5 Hz, H-6), 7.40 (1H, d, J=1.5 Hz, H-3); 13C-NMR (125 MHz, CD3OD) δ : 93.2 
(C-1), 150.8 (C-3), 110.4 (C-4), 37.7 (C-5), 134.5 (C-6), 134.7 (C-7), 85.1 (C-8), 51.2 (C-9), 66.0 (C-10), 
167.8 (C=O), 50.6 (OMe), 98.7 (C-1'), 73.5 (C-2'), 77.2 (C-3'), 70.4 (C-4'), 76.8 (C-5'), 61.6 (C-6'); Positive 
ESIMS m/z 427 [M + Na]+ 

•Shanzhiside

O

OH
HO OH

CH 2OH

O

OHO

CH 3 O
HO

HO

1

3
4
11

56

7

8 9

10

1'

mp 82-90 °C; 1H‐NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 1.28 (3H, s, Me), 1.85 (2H, dd, J=6.5, 13.0 Hz, H-7b), 2.05 
(2H, dd, J=6.5, 13.0 Hz, H-7a), 2.59 (1H, dd, J=3.0, 10.5 Hz, H-9), 2.98 (1H, dd, J=4.0, 10.5 Hz, H-5), 
3.18-3.92 (glucose), 4.02 (1H, d, J=4.0 Hz, H-6), 4.66 (1H, d, J=8.0 Hz, H-1'), 5.51 (1H, d, J=3.0, H‐1), 
7.35 (1H, s, H‐3); 13C‐NMR (125 MHz, CD3OD) δ: 93.6 (C‐1), 150.3 (C‐3), 110.4 (C‐4), 40.6 (C‐5), 76.7 
(C‐6), 48.4 (C‐7), 77.8 (C‐8), 50.7 (C‐9), 23.7 (C‐10), 171.3 (C=O), 98.7 (C-1'), 73.5 (C-2'), 76.8 (C-3'), 70.5 
(C-4'), 77.1 (C-5'), 61.7 (C-6'); Positive ESIMS m/z 415 [M + Na]+ 

•Gardoside

O

OH
HO OH

CH 2OH

O

OHO

CH 2 O

HO
1

3
4
1 1

56

7

8 9
1 0

1 '

1H‐NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 1.86-1.91 (2H, m, H-6b), 2.12-2.17 (2H, m, H-6a), 3.00-3.01 (1H, br s, 
H-9), 3.16-3.17 (1H, m, H-5), 3.18-3.92 (glucose), 4.42-4.45 (2H, br t, H-7), 4.66 (1H, d, J=8.0 Hz, H-1'), 
5.29 and 5.33 (2H, H-10), 5.44 (1H, d, J=4.0, H‐1), 7.16 (1H, s, H‐3); 13C‐NMR (125 MHz, CD3OD) δ: 95.0 
(C‐1), 152.4 (C‐3), 110.7 (C‐4), 30.8 (C‐5), 39.4 (C‐6), 72.9 (C‐7), 148.2 (C‐8), 44.3 (C‐9), 113.0 (C‐10), 
167.8 (C=O), 98.6 (C-1'), 73.6 (C-2'), 77.2 (C-3'), 70.5 (C-4'), 76.7 (C-5'), 61.7 (C-6'); Positive ESIMS m/z 
397 [M + Na]+ 

•Genipin-β-D-gentiobioside

O

O

OH

HOHO

O

OH

HOHO

O
CH2HOH2C

O

OCH3O

HOH2C

1

3
456

7

8 9

10

11

1'1"
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mp 227−229 °C; 1H‐NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 2.11 (1H, br dd, H‐6b), 2.72 (1H, br dd, H-9), 2.83 (1H, 
br dd, H‐6a), 3.19 (1H, m, H‐5), 3.24-3.89 (12H, 2xglucose), 3.72 (3H, s, OMe), 4.18 (1H, br dd, H-10b), 
4.32 (1H, br d, H‐10a), 4.38 (1H, d, J=7.5 Hz, H-1"), 4.73 (1H, d, J=7.5 Hz, H-1'), 5.16 (1H, d, J=8.0 Hz, 
H-1), 5.87 (1H, s, H-7), 7.53 (1H, s, H-3); 13C‐NMR (125 MHz, CD3OD) δ : 97.6 (C‐1), 152.2 (C‐3), 111.2 
(C‐4), 35.6 (C‐5), 38.6 (C‐6), 127.8 (C-7), 143.7 (C-8), 168.4 (C=O), 50.5 (OMe), 99.4 (C-1'), 73.6 (C-2'), 
76.6 (C-3'), 70.5 (C-4'), 76.7 (C-5'), 68.6 (C-6'), 103.7 (C-1"), 74.0 (C-2"), 76.7 (C-3"), 70.5 (C-4"), 76.8 
(C-5"), 61.6 (C-6"); Negative ESIMS m/z 549 [M - H]- 

•6β-Hydroxygeniposide

O

OH
HO OH

CH 2 OH

O

OCH 3O

HOH 2 C O

1

3
45

6

7

8 9

1 0

1 1HO

1 '

1H‐NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 3.01−3.05 (1H, br dd, H‐9), 3.21−3.89 (glucose+H-5), 4.19 (1H, d, J=16.0 
Hz, H-10b), 4.34 (1H, d, J=15.5 Hz, H‐10a), 3.73 (3H, s, OMe), 4.20 (1H, d, J=15.0 Hz, H‐10b), 4.33 (1H, 
d, J=15.0 Hz, H‐10a), 4.56 (1H, d, J=4.5 Hz, H-6), 5.20 (1H, d, J=6.5 Hz, H‐1), 5.82 (1H, d, J=3.0 Hz, 
H‐7), 7.52 (1H, s, H‐3); 13C‐NMR (125 MHz, CD3OD) δ: 97.1 (C‐1), 152.7 (C‐3), 109.7 (C‐4), 44.4 (C‐5), 
81.1 (C‐6), 128.9 (C-7), 146.4 (C-8), 169.1 (C=O), 50.9 (OMe), 99.1 (C-1'), 73.6 (C-2'), 76.7 (C-3'), 70.4 
(C-4'), 77.3 (C-5'), 59.9 (C-6'); Positive ESIMS m/z 427 [M + Na]+ 

•Genipin

O

OCH3O

HOH2C OH

1

3
456

7

8 9

10

11

mp 120-121°C; UV λmax (MeOH) 202, 240 nm; 1H‐NMR (500MHz, CD3OD)  δ: 2.05 (1H, br dddd, H‐6a), 
2.51 (1H, br dd, H‐9), 2.81−2.86 (1H, br dd, H‐6b), 3.33 (1H, br s, H‐5), 3.72 (1H, s, OMe), 4.22 (1H, d, 
J=15.0 Hz, H‐10b), 4.31 (1H, d, J=15.0 Hz, H‐10a), 4.81 (1H, s, H‐1), 5.84 (1H, s, H‐7), 7.53 (1H, s, H‐3); 
13C‐NMR (125MHz, CD3OD) ) δ: 97.7 (C‐1), 154.3 (C‐3), 111.8 (C‐4), 37.6 (C‐5), 34.0 (C‐6), 128.3 (C‐7), 
145.6 (C‐8), 48.5 (C‐9), 61.7 (C‐10), 169.9 (C‐11), 51.7 (OMe); Positive ESIMS m/z 249 [M + Na]+

◦Iridoids 화합물

•Crocin

O

OH
HO

HO

O

OH
HO

HO O
CH2

CH2OH
RO

OR

O
O

R =

1
2

3
4

5
6

7
8

9 10

1'
2'

3'
4'

5'
6'

7'
8'

9'10'

1''

1''' 6''

6'''
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mp 127−128°C; UV λmax (MeOH) 209, 233 ,324, 432, 458 nm; 1H‐NMR (500MHz, DMSO‐d6) ) δ : 1.97 
(6H, s, H‐9, 9’), 2.00 (6H, s, H‐10, 10’), 6.28 (m, H‐7, H‐7’), 6.47 (2H, dd, J = 14.9, 11.6 Hz, H‐4, H‐4’), 
6.54 (2H, d, J = 14.9 Hz, H‐5, H‐5’), 6.63 (2H, m, H‐8, H‐8’), 7.46 (2H, br s, H‐3, H‐3’), 4.52 (1H, d, J = 
8.0 Hz, 1’’), 3.30‐4.27 (12H, m, glc 2’’‐6’’, 2’’’‐6’’’), 5.12 (1H, d, J = 7.0 Hz, 1’’’), 3.12‐3.84 (6H, m, glc 
2’’‐6’’, 2’’’‐6’’’), 13C‐NMR(125MHz, DMSO‐d6) ) δ : 167.6 (C‐1, 1’), 97.5 (C‐2, 2’), 144.8 (C‐3, 3’), 96.4 
(C‐4, 4’), 152.3 (C‐5, 5’), 126.2 (C‐6, 6’), 111.6 (C‐7, 7’), 99.3 (C‐8, 8’), 38.7 (C‐9, 9’), 35.1 (C‐10, 10’), 
96.4 (C‐1’’), 64.5 (C‐2’’), 72.0 (C‐3’’), 60.0 (C‐4’’), 77.4 (C‐5’’), 51.7 (C‐6’’), 102.3 (C‐1’’’), 70.7 (C‐2’’’), 
74.0 (C‐3’’’), 61.7 (C‐4’’’), 77.9 (C‐5’’’), 46.6 (C‐6’’’)

•Crocetin

OH

OH

O
O

1
2

3
4

5
6

7
8

9 10

1'
2'

3'
4'

5'
6'

7'
8'

9'10'

mp 283-285°C; UV λmax (MeOH) 203, 288, 320, 398 sh, 424, 449 nm; 1H‐NMR (500MHz, DMSO‐d6) δ: 1.92 
(6H, s, H‐9, 9’), 1.97 (6H, s, H‐10, 10’), 6.49 (2H, d, J=10.0 Hz, H‐7, H‐7’), 6.59-6.64 (2H, m, H‐4, H‐4’), 
6.75 (2H, d, J=10.0 Hz, H‐5, H‐5’), 6.83 (2H, d, J=10.0 Hz, H‐8, H‐8’), 7.21 (2H, d, J=10.0 Hz, H‐3, H‐3’); 
13C‐NMR (125MHz, DMSO‐d6) δ: 168,6 (C‐1, 1’), 127.5 (C‐2, 2’), 138.7 (C‐3, 3’), 124.6 (C‐4, 4’), 144.0 
(C‐5, 5’), 136.0 (C‐6, 6’), 135.6 (C‐7, 7’), 132.3 (C‐8, 8’), 13.5 (C‐9, 9’), 13.2 (C‐10, 10’); Positive ESIMS 
m/z 351 [M + Na]+

◦Flavonoids

•Rutin

O

OH

OH

OOH

HO 2

45
6

7
8

9

10

1'

2'

3'
4'

5'

6'

O

OH

O
HO OH

CH2

O

OH
OH

O

HO
H3C

3

mp 186-188°C(dec.); UV λmax (MeOH) 207, 257, 300 sh, 357 nm; 1H‐NMR (500MHz, DMSO‐d6) δ: 6.20 
(1H, s, H‐6), 6.39 (1H, s, H‐8), 7.53−7.55 (1H, br dd, H‐2’), 6.84 (1H, dd, J=10.0, 1.5 Hz, H‐3’), 7.53 (1H, 
br dd, H‐6’), 5.34 (1H, d, J=7.5 Hz, glc 1), 3.04‐3.72 (12H, m, glc 2‐6, rha 2‐5), 4.39 (1H, s, rha 1), 1.00 
(3H, s, rha CH3); 13C‐NMR (125MHz, DMSO‐d6) δ: 157.1 (C‐2), 134.0 (C‐3), 178.1 (C‐4), 161.9 (C‐5), 99.4 
(C‐6), 161.9 (C‐7), 94.3 (C‐8), 157.3 (C‐9), 104.7 (C‐10), 122.3 (C‐1’), 115.9 (C‐2’), 134.0 (C‐3’), 149.1 
(C‐4’), 117.0 (C‐5’), 121.9 (C‐6’), 101.9 (glc 1), 74.8 (glc 2), 77.2 (glc 3), 71.3 (glc 4), 76.6 (glc 5), 67.7 
(glc 6), 101.4 (rha 1), 71.1 (rha 2), 70.7 (rha 3), 72.6 (rha 4), 68.9 (rha 5), 18.4 (rha CH3); Positive ESIMS 
m/z 633 [M + Na]+
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•Quercetin

O

OH

OH

OOH

HO 2

3

45
6

7
8

9

10

1'

2'

3'
4'

5'

6'

OH

mp 314 °C (dec.); UV λmax (MeOH) 205, 256, 372 nm; 1H‐NMR (500MHz, DMSO‐d6) δ: 6.20 (1H, d, J=2.1 
Hz, H‐6), 6.42 (1H, d, J=2.1 Hz, H‐8), 7.69 (1H, d, J=2.2 Hz, H‐2’), 6.90 (1H, d, J=8.5 Hz, H‐5’), 7.55 
(1H, dd, J=8.5, 2.2 Hz, H‐6’); 13C‐NMR (125MHz, DMSO‐d6) δ: 147.5 (C‐2), 138.4 (C‐3), 176.5 (C‐4), 161.4 
(C‐5), 98.9 (C‐6), 164.6 (C‐7), 94.0 (C‐8), 156.8 (C‐9), 103.7 (C‐10), 122.7 (C‐1’), 115.8 (C‐2’), 148.4 (C‐3’), 
148.4 (C‐4’), 116.3 (C‐5’), 120.7 (C‐6’); Positive ESIMS m/z 487 [M + Na]+

•Isoquercitrin

O

OH

OH

OOH

HO 2

45
6

7
8

9

10

1'
2'

3'

4'
5'

6'

O

OH

O
HO OH

CH 2OH

3

1''

mp 244-246 °C; 1H‐NMR (500MHz, DMSO‐d6) δ: 3.10-3.66 (5H, glucose), 5.47 (1H, d, J=7.0 Hz, H‐1"), 
6.20 (1H, d, J=2.0 Hz, H‐6), 6.41 (1H, d, J=2.0 Hz, H‐8), 6.85 (1H, d, J=8.5 Hz, H‐5'), 7.58 (1H, dd, J=8.5, 
2.0 Hz, H‐6') 7.59 (1H, d, J=2.0 Hz, H-2'); 13C‐NMR (125MHz, DMSO‐d6) δ : 156.9 (C‐2), 134.1 (C‐3), 
178.2 (C‐4), 161.9 (C‐5), 99.4 (C‐6), 164.9 (C‐7), 94.2 (C‐8), 157.0 (C‐9), 104.7 (C‐10), 121.9 (C‐1’), 115.9 
(C‐2’), 145.5 (C‐3’), 149.2 (C‐4’), 116.9 (C‐5’), 122.3 (C‐6’), 101.7 (C‐1"), 74.8 (C‐2"), 77.2 (C‐3"), 70.7 
(C‐4"), 78.2 (C‐5"), 122.3 (C‐6’); Positive ESIMS m/z 487 [M + Na]+

◦Steroid and Triterpenoid

•Ursolic acid

OH

HO

O
1

2

3
4 5

6
7

8910

11

12
13

14

15
16

1718

19
20 21

22

23 24

25 26

27

28

29

30

mp 264-268°C(dec.); UV λmax (MeOH) 204 nm; 1H‐NMR (500MHz, pyridine‐d5) δ: 0.87 (6H, s, H‐23), 0.92 
(3H, s, H‐24), 0.94 (3H, s, H‐25), 0.96 (3H, d, J=5.0 Hz, H‐29), 1.20 (3H, s, H‐26), 1.21 (3H, s, H‐27), 0.99 
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(3H, d, J=5.0 Hz, H‐30), 1.20−2.60 (20H, m, methine and methylene protons), 2.60 (1H, d, J=10.0 Hz, H‐18), 
3.41 (1H, br dd, H‐3), 5.46 (1H, t, J=5.0 Hz, H‐12); 13C‐NMR (125MHz, pyridine‐d5) δ: 39.4 (C‐1), 23.9 
(C‐2), 78.1 (C‐3), 39.1 (C‐4), 55.8 (C‐5), 21.1 (C‐6), 33.6 (C‐7), 40.0 (C‐8), 48.0 (C‐9), 37.3 (C‐10), 23.6 
(C‐11, 27), 125.6 (C‐12), 139.3 (C‐13), 42.5 (C‐14), 28.7 (C‐15), 24.9 (C‐16), 48.1 (C‐17), 53.6 (C‐18), 39.4 
(C‐19), 39.5 (C‐20), 28.8 (C‐21), 36.4 (C‐22), 28.1 (C‐23), 18.8 (C‐24), 15.7 (C‐25), 16.6 (C‐27), 179.8 (C‐28), 
17.5 (C‐29), 21.4 (C‐30); Positive ESIMS m/z 479 [M + Na]+

•Stigmasterol

1

2
3

4
5

6
7

8910

11
12

13

14 15

16

17

18

19

20

21 22

23 24 25

26

27

28

29

HO

mp 167-168°C(dec.); UV λmax (MeOH) 201 nm; 1H‐NMR (500MHz, CDCl3) δ: 0.70 (3H, s, H‐18), 0.81 (3H, 
d, J=7.5 Hz, H‐27), 0.83 (3H, d, J=6.8 Hz, H‐26), 0.85 (3H, t, J=7.8 Hz, H‐29), 0.92 (3H, d, J=6.4 Hz, 
H‐21), 1.01 (3H, s, H‐19), 0.92−2.40 (24H, m, methane and methylene protons), 3.51−3.53 (1H, m, H‐3), 5.02 
(1H, dd, J=15.5, 8.5 Hz, H‐22), 5.15 (1H, dd, J=15.0, 8.5 Hz, H‐23), 5.34−5.35 (1H, m, H‐6); 13C‐NMR 
(125MHz, CDCl3) δ: 39.9 (C‐1), 32.1 (C‐2), 72.0 (C‐3), 42.5 (C‐4), 141.0 (C‐5), 121.9 (C‐6), 32.1 (C‐7), 32.2 
(C‐8), 51.5 (C‐9), 37.5 (C‐10), 21.4 (C‐11), 40.7 (C‐12), 42.5 (C‐13), 57.1 (C‐14), 25.6 (C‐15), 31.9 (C‐16), 
56.2 (C‐17), 12.5 (C‐18), 21.3 (C‐19), 36.8 (C‐20), 19.2 (C‐21), 32.2 (C‐22), 29.1 (C‐23), 50.4 (C‐24), 32.1 
(C‐25), 21.3 (C‐26), 19.6 (C‐27), 24.6 (C‐28), 12.3 (C‐29) ); Positive ESIMS m/z 435 [M + Na]+

•β-Sitosterol

1

2
3

4
5

6
7

8910

11
12

13

14 15

16

17

18

19

20

21 22

23 24 25

26

27

28

29

HO

mp 137-140 °C; 1H‐NMR (500MHz, CD3OD) δ: 0.66 (3H, s, H-18), 0.80 (3H, d, J=7.0 Hz, H-26), 0.82 (3H, 
d, J=7.0 Hz, H-27), 0.83 (3H, t, J=7.5 Hz, H-29), (0.91 (3H, d, J=7.0 Hz, H-21), 0.99 (3H, s, H-19), 3.51 
(1H, m, H-3), 5.33 (1H, br d, J=5.5 Hz, H-6); 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 11.9 (C-18), 12.0 (C-29), 
18.8 (C-21), 19.0 (C-26), 19.4 (C-19), 19.8 (C-27), 21.1 (C-11), 23.1 (C-28), 24.3 (C-15), 26.1 (C-23), 28.3 
(C-16), 29.2 (C-25), 31.7 (C-2), 31.9 (C-7, 8), 34.0 (C-22), 36.2 (C-20), 36.5 (C-10), 37.3 (C-1), 39.8 (C-12), 
42.3 (C-4), 42.3 (C-13), 45. 9 (C-24), 50.1 (C-9), 56.1 (C-17), 56.8 (C-14), 71.8 (C-3), 121.7 (C-6), 140.8 
(C-5); EIMS m/z 414 [M+]
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◦페놀류

•Protocatechuic acid

OH

OH

HOOC
1

2 3

5

4

6

mp 195-196 °C; 1H‐NMR (500MHz, CD3OD) δ: 6.80 (1H, d, J=8.0 Hz, H‐5), 7.44 (1H, dd, J=2.0, 9.5 Hz, 
H‐6), 7.45 (1H, d, J=3.0 Hz, H‐2), 13C‐NMR(125MHz, CD3OD) δ: 169.2 (C=O), 150.3 (C‐4), 144.9 (C‐3), 
122.7 (C‐6), 122.2 (C‐1), 116.6 (C‐2), 114.6 (C‐5); Positive ESIMS m/z 177 [M + Na]+

•Caffeic acid

OH

O

HO

OH

1

34

5
7

8
9

mp 215-217°C; UV λmax (MeOH) 203, 217, 233 sh, 244 sh, 298, 324nm; 1H‐NMR (500MHz, CD3OD) δ: 
6.23 (1H, d, J=16.0 Hz, H‐8), 6.79 (1H, d, J=8.5 Hz, H‐5), 6.95 (1H, dd, J=8.5 Hz, 2.0Hz, H‐6), 7.05 (1H, 
d, J=2.0 Hz, H‐2), 7.55 (1H, d, J=16.0 Hz, H‐7); 13C‐NMR (125MHz, CD3OD) δ: 126.7 (C‐1), 114.4 (C‐2), 
148.3 (C‐3), 145.6 (C‐4), 115.4 (C‐5), 121.7 (C‐6), 145.9 (C‐7), 114.0 (C‐8) 169.9 (C‐9); Positive ESIMS m/z 
203 [M + Na]+

◦ 기타

•Chlorogenic acid

HO

OH

OH

OH

OH

O

O

O

12

3

4
5

6

7

1'
2'

3'

4'
5'

6'

7'

8'
9'

HO

mp 210°C (dec); UV λmax (MeOH) 201, 217, 245 sh, 298 sh, 328 nm; 1H‐NMR (500MHz, CD3OD) δ: 
2.00−2.11 (1H, br ddd, H‐2α), 2.17−2.26 (3H, br dd, H‐2β, 6α, 6β), 4.16−4.19 (1H, br ddd, H‐3), 3.73 (1H, 
dd, J=8.5, 3.0 Hz, H‐4), 5.33−5.37 (1H, br ddd, H‐5), 7.06 (1H, s, H‐2’), 6.79 (1H, d, J=8.0 Hz, H‐5’), 6.97 
(1H, dd, J=8.0, 2.0 Hz, H‐6’), 7.58 (1H, d, J=15.5 Hz, H‐7’), 6.28 (1H, d, J=16.0 Hz, H‐8’); 13C‐NMR 
(125MHz, CD3OD) δ: 75.1 (C‐1), 37.1 (C‐2), 70.9 (C‐3), 72.5 (C‐4), 70.3 (C‐5), 37.8 (C‐6), 176.1 (C‐7), 
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126.7 (C‐1’), 114.2 (C‐2’), 145.6 (C‐3’), 148.4 (C‐4’), 116.5 (C‐5’), 121.8 (C‐6’), 145.9 (C‐7’), 115.3 (C‐8’), 
167,5 (C‐9’) ); Positive ESIMS m/z 377 [M + Na]+

•Picrocrocinic acid

O

OH
HO OH

CH 2OH

CH 3

OH3C

H3C
HOOC 1

3

4

5

6

2

1'

1H‐NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 1.13 and 1.23 (each 3H, 2 x Me-C6), 1.50−1.55 (2H, m, H-5a), 1.71 (3H, s, 
Me-C2), 1.85 (2H, dd, J=2.5, 12.0 Hz, H‐5b), 2.04 (2H, dd, J=9.0, 16.5 Hz, H‐3a), 2.41 (2H, dd, J=5.5, 17.0 
Hz, H‐3b), 3.16-3.88 (glucose); 13C‐NMR (125 MHz, CD3OD) δ: 139.8 (C‐1), 124.2 (C‐2), 37.0 (C‐3), 76.9 
(C‐4), 45.3 (C‐5), 35.0 (C‐6), 20.3 (Me-C2), 28.4 and 29.1 (2Me-C6), 176.7 (C=O), 101.4 (C-1'), 72.2 (C-2'), 
76.7 (C-3'), 70.5 (C-4'), 74.0 (C-5'), 61.5 (C-6'); Positive ESIMS m/z 369 [M + Na]+ 

 4.  현삼성분의 구조 및 분광데이터

◦ Iridoid

•E-Harpagoside

O

HO HO

H
O

O O

HO OH

OH

HO

Oβ

a

1''
3''

5''

8

10

6
9

4
3

1 1' 5' 6'

3'

mp 212-214°C; UV λmax (MeOH) 205, 217, 222 sh, 28 0nm; IR υmax 3200, 3050, 2900, 1695, 1610, 1580, 
1075 cm-1; 1H-NMR (500MHz, CD3OD) δ: 1.37 (3H, s, H-10), 1.86 (1H, dd, J=14.7, 4.0Hz, H-7ɑ), 2.10 
(1H, d, J=14.7Hz, H-7b), 2.78 (1H, s, H-9), 3.10~4.05 (sugar H), 3.60(1H, d, J=4.0Hz, H-6), 4.46 (H, d, 
J=7.8Hz, H-1’), 4.78 (1H, dd, J=6.4,1. 4Hz, H-4), 6.02 (1H, s, H-1), 6.24 (1H, d, J=6.5Hz, H-3), 6.34 (1H, 
d, J=16.0Hz, H-ɑ), 7.24 (3H, m, H-3’’,4’’,5’’), 7.41 (2H, m, H-2’’,6’’), 7.49 (1H, d, J=16.0Hz, H-β); 
13C-NMR (125MHz, CD3OD) δ: 23.0 (C-10), 46.5 (C-7), 56.0 (C-9), 63.2 (C-6’), 71.9 (C-4’), 73.7 (C-5), 
75.0 (C-2’), 78.0 (C-5’), 78.1 (C-6), 78.4 (C-3’), 89.1 (C-8), 95.0 (C-1), 100.3 (C-1’), 106.9 (C-4), 120.5 
(C-ɑ), 129.5 (C-3’’,5’’), 130.5 (C-2’’,6’’), 132.0 (C-4’’), 136.1 (C-1’’), 144.3 (C-3), 146.5 (C-β), 169.2 C=O); 
Positive ESIMS m/z 516 [M + Na]+ 

•Harpagide

O

HO HO

H
HO

O O

HO OH

OH

HO

6
4

8 9
3

1

10
1' 5'

6'
3'
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mp 186-188°C; UV λmax(MeOH) 204 nm; IR υmax3380, 2950, 2830, 1660, 1550, 1450, 1030 cm-1; 1H-NMR 
(500MHz, CD3OD) δ: 1.08 (3H, s, H-10), 1.62 (1H, dd, J=14.0, 5.0 Hz, H-7a), 1.72 (1H, d, J=14.3 Hz, 
H-7b), 2.77 (1H, s, H-9), 3.10-3.85 (sugar H), 3.61 (1H, d, J=4.0 Hz, H-6), 4.47 (1H, d, J=7.8 Hz, H-1’), 
4.78 (1H, dd, J=6.4, 1.5 Hz, H-4), 6.02 (1H, s, H-1), 6.25 (1H, d, J=6.4 Hz, H-3); 13C-NMR (125MHz, 
CD3OD) δ: 93.8 (C-1), 142.8 (C-3), 108.7 (C-4), 72.9 (C-5), 77.9 (C-6), 47.5 (C-7), 78.6 (C-8), 60.0 (C-9), 
25.1 (C-10), 99.9 (C-1’), 74.8 (C-2’), 78.7 (C-3’), 72.1 (C-4’), 78.5 (C-5’), 63.2 (C-6’); Positive ESIMS m/z 
387 [M + Na]+

•Aucubin

O

HO H

H
O O

HO OH

OH

HO

HOH2C

4
6

9
3

1

10
1' 5'

6'
3'

8

mp 126-128°C; UV λmax(MeOH) 202nm; IR υmax3380, 2970, 1640, 1540, 1050cm-1; 1H-NMR (500MHz, 
CD3OD) δ: 2.66 (1H, m, H-5), 2.91 (1H, br t, H-9), 3.20-3.90 (sugar H), 4.18 (1H, dd, J=15.5, 0.8 Hz, 
H-10a), 4.36 (1H, br d, H-10b), 4.45 (1H, m, H-6), 4.69 (1H, d, J=7.5 Hz, H-1'), 4.96 (1H, d, J=7.0 Hz, 
H-7), 5.10 (1H, dd, J=6.0, 4.0 Hz, H-4), 5.78 (1H, br s, H-1), 6.32 (1H, dd, J=6.0, 2.0 Hz, H-3); 13C-NMR 
(125MHz, CD3OD) δ: 96.6 (C-1), 140.4 (C-3), 104.6 (C-4), 45.1 (C-5), 81.7 (C-6), 129.1 (C-7), 146.9 (C-8) 
46.8 (C-9), 60.3 (C-10), 98.8 (C-1'), 73.8 (C-2'), 76.8 (C-3'), 70.4 (C-4'), 77.1 (C-5'), 61.5 (C-6'); Positive 
ESIMS m/z 369 [M + Na]+

•8-O-E-p-Methoxycinnamoylharpagide

O

HO HO

H
O

O

O

H3CO

β

a 1

3
4

6

8 9

10

1''3''
4''

5''
6'' 1'

O

HO OH

OH

HO 3'

5'
6'

[ɑ]20
D -38.0°; UV λmax(MeOH) 204, 224, 309 nm; IR υmax3420, 2970, 1680, 1620, 1520, 1050 cm-1;   

1H-NMR (500MHz, CD3OD) δ: 1.48 (3H, s, H-10), 2.01 (1H, dd, J=15.2, 4.5 Hz, H-7a), 2.21 (1H, d, J 
=15.2 Hz, H-7b), 2.89 (1H, s, H-9), 3.15-3.50 (sugar H), 3.72 (3H, s, OMe), 3.77 (1H, dd, J=11.0, 5.8 Hz, 
H-6a’), 3.99 (1H, dd, J=11.0, 2.1 Hz, H-6b’), 4.59 (1H, d, J=7.5 Hz, H-1’), 4.86 (1H, dd, J= 6.2, 1.3 Hz, 
H-4), 6.15 (1H, br s, H-1), 6.30 (1H, d, J=15.7 Hz, H- ɑ), 6.35 (1H, d, J=6.4 Hz, H-3), 6.90 (2H, d, J=8.6 
Hz, H-3’’, 5’’), 7.48 (2H, d, J=8.6 Hz, H-2’’, 6’’), 7.54 (1H, d, J=15.7 Hz, H-β); 13C-NMR (125MHz, 
CD3OD) δ: 94.7 (C-1), 144.1 (C-3), 106.6 (C-4), 73.6 (C-5), 77.7 (C-6), 46.5 (C-7), 88.0 (C-8), 55.8 (C-9), 
23.0 (C-10), 100.1 (C-1’), 74.5 (C-2’), 77.8 (C-3’), 71.7 (C-4’), 77.9 (C-5’), 63.0  (C-6’), 128.5 (C-1’’), 
131.2 (C-2’’,6’’), 115.3 (C-3’’,5’’), 163.0 (C-4’’), 117.5 (C-ɑ), 146.1 (C-β), 169.2 (C=O), 55.9 (OMe); 
Positive ESIMS m/z 547 [M + Na]+
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•Sinuatol

O

H

H
O

O
O

OHO

OH
OH

OH

HO

OHHO
HO

1'

1''

1
35

98

10

6

[α]20
D= -147° (C 0.3, MeOH); 1H-NMR (500MHz, CD3OD) δ: 1.29 (3H, d, J=6.0 Hz, H-6’’), 2.81 (1H, m, 

H-5), 2.90 (1H, t, J=7.5 Hz, H-9), 3.20–3.90 (10H, m, sugar-H), 4.19 (1H, d, J=16.0 Hz, H-10b), 4.38 (1H, 
d, J=15.5 Hz, H-10a), 4.47 (1H, m, H-6), 4.70 (1H, d, J=7.5 Hz, H-1’), 4.83 (1H, d, J=1.5 Hz, H-1’’), 4.91 
(1H, d, J=7.0 Hz, H-1), 5.16 (1H, dd, J=6.0, 4.0 Hz, H-4), 5.88 (1H, t, J=1.5 Hz, H-7), 6.35 (1H, dd, 
J=6.0, 2.0 Hz, H-3); 13C-NMR (125MHz, CD3OD) δ: 18.2 (C-6’’), 44.5 (C-5), 48.3 (C-9), 61.5 (C-10), 62.8 
(C-6’), 70.3 (C-5’’), 71.7 (C-4’), 72.4 (C-3’’), 72.7 (C-2’’), 74.2 (C-4’’), 75.1 (C-2’), 78.0 (C-5’), 78.4 (C-3’), 
89.1 (C-6), 98.3 (C-1), 100.2 (C-1’), 101.3 (C-1’’), 105.8 (C-4), 127.4 (C-7), 142.1 (C-3), 149.6 (C-8); 
Positive ESIMS m/z 515 [M + Na]+

◦ Cinnamic acid derivatives

•Cinnamic acid

OH

O7

8
91

3

5

mp 132-135°C; UV λmax (MeOH) 202, 215, 220, 272 nm; 1H-NMR (500MHz, CD3OD) δ: 6.49 (1H, d, J 
=15.5 Hz, H-8), 7.40, 7.60 (5H, m, H-2, 3, 4, 5, 6), 7.69 (1H, d, J=16.0 Hz, H-7); 13C-NMR (125MHz, 
CD3OD) δ: 134.7 (C-1), 128.0 (C-2, 6), 128.8 (C-3, 5), 130.2 (C-4), 145.2 (C-7), 118.2 (C-8), 169.2 (C-9) ; 
Negative ESIMS m/z 147 [M - H]-

•p-Coumaric acid

OH

O

HO

1

34

5
7

8 9

mp 212-214°C; UV λmax (MeOH) 202, 210, 226, 300, 309 nm; 1H-NMR (500MHz, CD3OD) δ:6.29 (1H, d, 
J=15.5 Hz, H-8), 6.82 (2H, d, J=9.0 Hz, H-2, 6), 7.46 (2H, d, J=9.0 Hz, H-3, 5), 7.62 (1H, d, J=16.0 Hz, 
H-7); 13C-NMR (125MHz, CD3OD) δ: 126.1 (C-1), 115.7 (C-2,6), 129.9 (C-3,5), 160.0 (C-4), 145.5 (C-7),   
114.5 (C-8), 169.9 (C-9); Positive ESIMS m/z 187 [M + Na]+
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•p-Methoxycinnamic acid methyl ester

 

OCH3

O

H3CO

1

3
4

5
7

8 9

 
mp 130-133°C; UV λmax (MeOH) 201, 226, 298 sh, 309 nm; 1H-NMR (500MHz, CD3OD) δ: 3.78 (3H, s, 
OMe), 3.84 (3H, s, OMe), 6.38 (1H, d, J=16.0 Hz, H-8), 6.96 (2H, d, J=8.5Hz, H-2,6), 7.55 (2H, d, J=9.0 
Hz, H-3,5), 7.65 (1H, d, J=15.5 Hz, H-7); 13C-NMR (125MHz, CD3OD) δ: 127.1 (C-1), 114.3 (C-2,6), 129.8 
(C-3,5), 162.0 (C-4), 145.0 (C-7), 114.7 (C-8), 168.4 (C-9), 50.9 (COOMe), 54.7 (OMe); Positive ESIMS m/z 
215 [M + Na]+

•Caffeic acid

OH

O

HO

OH

1

34

5
7

8
9

mp 215-217°C; UV λmax (MeOH) 203, 217, 233 sh, 244 sh, 298, 324 nm; 1H-NMR (500MHz, CD3OD) δ: 
6.23 (1H, d, J=16.0 Hz, H-8), 6.79 (1H, d, J=8.5 Hz, H-5), 6.95 (1H, dd, J=8.5 Hz, 2.0Hz, H-6), 7.05 (1H, 
d, J=2.0 Hz, H-2), 7.55 (1H, d, J=16.0 Hz, H-7); 13C-NMR (125MHz, CD3OD) δ: 126.7 (C-1), 114.4 (C-2), 
148.3 (C-3), 145.6 (C-4), 115.4 (C-5), 121.7 (C-6), 145.9 (C-7), 114.0 (C-8), 169.9 (C-9); Positive   ESIMS 
m/z 203 [M + Na]+

•Ferulic acid

 

OH

O

HO

OCH3

98

7

1

34

5

mp 167-170°C; UV λmax (MeOH) 202, 231 sh, 292, 320 nm; 1H-NMR (500MHz, CD3OD) δ: 3.90 (3H, s, 
OMe), 6.32 (1H, d, J=16.0Hz, H-8), 6.82 (1H, d, J=8.0 Hz, H-5), 7.07 (1H, dd, J= 8.5, 2.0 Hz, H-6), 7.17 
(1H, d, J=2.0 Hz, H-2), 7.61 (1H, d, J=16.0 Hz, H-7); 13C-NMR (125MHz, CD3OD) δ: 127.8 (C-1), 111.8 
(C-2), 149.4 (C-3), 150.5 (C-4), 116.0 (C-5), 124.0 (C-6), 146.9 (C-7), 116.5 (C-8), 171.0 (C-9), 56.5 (OMe); 
Positive ESIMS m/z 217 [M + Na]+
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•(E)-p-Methoxycinnamic acid

OH

O

H3CO

1

3
4

5

7

8
9

mp 170-172°C; UV λmax (MeOH) 213, 225, 298, 307 nm; 1H-NMR (500MHz, CD3OD) δ: 3.85 (3H, s, 
OMe), 6.34 (1H, d, J=16.0Hz, H-8), 6.97 (2H, d, J=9.0Hz, H-2,6), 7.56 (2H, d, J=9.0 Hz, H-3,5), 7.64 (1H, 
d, J=16.0Hz, H-7); 13C-NMR (125MHz, CD3OD) δ: 127.3 (C-1), 114.3 (C-2,6), 129.7 (C-3,5), 161.9 (C-4), 
145.0 (C-7), 115.5 (C-8), 169.7 (C-9), 54.7 (OMe); Positive ESIMS m/z 201 [M + Na]+

•Buergeriside C1

O

OH

OHHO
O

O

H3CO
1

1'

4' 5
α'

β'

Pale yellow amorphous powder; 1H-NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 1.31 (3H, d, J=6.0 Hz, H-6), 3.67 (1H, t, 
J=9.7 Hz, rha.-H), 3.85 (3H, s, OMe), 3.97 (1H, dd, J=9.5, 5.5 Hz, rha.-H), 4.02 (1H, dd, J=3.0, 2.0 Hz, 
rha.-H), 5.03 (1H, d, J=1.5 Hz, H-1), 5.17 (1H, dd, J=9.5, 3.5 Hz, H-4), 6.48 (1H, d, J=16.0 Hz, H-α’), 
6.97 (2H, d, J=8.5 Hz, H-3’,5’), 7.58 (2H, d, J=8.5 Hz, H-2’,6’), 7.74 (1H, d, J=16.0 Hz, H-β’); 13C-NMR 
(125MHz, CD3OD) δ: 18.3 (C-6), 56.0 (OMe), 69.6 (C-5), 71.2 (C-3), 71.8 (C-2), 75.7 (C-4), 96.0 (C-1), 
115.6 (C-3’,5’), 116.7 (C-α’), 128.6 (C-1’), 131.1 (C-2’, 6’), 146.3 (C-β’), 163.3 (C-4’), 168.9 (C=O); 
Positive ESIMS m/z 347 [M + Na]+

•Angoroside C

O O OH

OCH3

HO
O

O

OH
HO

HO
O

O

HO

H3CO O

O

OH
OHHO

HO

1'

4'

3'
1 3

1'''
α

β

1''

α'

β'1''''3''''

[α]20
D= -63.5° (C 0.32, MeOH); 1H-NMR (500MHz, CD3OD) δ: 1.12 (3H, d, J=6.0 Hz, H-6’’’), 2.84 (2H, t, 

J=7.5 Hz, H-β), 3.29–3.95 (14H, m, sugar-H), 3.72–3.80 (1H, m, H-α), 3.82 (3H, s, 4’’’’-OMe), 3.90 (3H, s, 
3-OMe), 4.06 (1H, m, H-α), 4.25 (1H, d, J=6.5 Hz, H-1’’), 4.40 (1H, d, J=8.0 Hz, H-1’), 4.99 (1H, t, J=9.5 
Hz, H-4’), 5.22 (1H, d, J=1.0 Hz, H-1’’’), 6.39 (1H, d, J=16.0 Hz, H-α’), 6.71 (1H, dd, J=8.0, 2.0 Hz, H-6), 
6.77 (1H, d, J=2.0 Hz, H-2), 6.83 (1H, d, J=8.0 Hz, H-5’’’’), 6.84 (1H, d, J=8.0 Hz, H-5), 7.10 (1H, dd, 
J=8.0, 2.0 Hz, H-6’’’’), 7.21 (1H, d, J=2.0 Hz, H-2’’’’), 7.68 (1H, d, J=16.0 Hz, H-β’); 13C-NMR (125MHz, 
CD3OD) δ: 18.6 (C-6’’’), 36.7(C-β), 56.7 (4’’’’-OMe), 56.7 (3-OMe), 66.9 (C-5’’), 69.2 (C-6’), 69.7 (C-4’’), 
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70.6 (C-4’), 70.7 (C-5’’’), 72.2 (C-3’’’), 72.3 (C-α), 72.5 (C-2’’’), 72.6 (C-2’’), 73.9 (C-3’’), 74.2 (C-4’’’), 
75.1 (C-5’), 76.3 (C-2’), 81.7 (C-3’), 103.2 (C-1’’’), 104.3 (C-1’’), 105.2 (C-1’), 112.1 (C-2’’’’), 113.1 (C-2), 
115.3 (C-α’), 116.7 (C-5’’’’), 117.3 (C-5), 121.4 (C-6), 124.7 (C-6’’’’), 127.8 (C-1’’’’), 133.2 (C-1),147.5 
(C-4), 147.7 (C-3), 148.2 (C-β’), 149.5 (C-3’’’’), 151.0 (C-4’’’’), 168.5 (C=O); Negative ESIMS m/z 783 [M 
- H]-

•Acteoside

O O OH

OH
HO

O
O

OH
HO

HO
O

O

HO

HO HO

1'

4'

3'
1 3

1''
α

βα'

β'1'''3'''

mp 148-151℃; [α]20
D= -77° (C 0.3, MeOH); 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ: 0.97 (3H, d, J=6.0 Hz, 

H-6''), 2.71 (2H, m, H-7), 3.08 - 3.95 (9H, m, sugar-H), 3.57 - 3.95 (2H, m, H-8), 4.36 (1H, d, J=8.0 Hz, 
H-1'), 4.72 (1H, t, J=9.8 Hz, H-4'), 5.04 (1H, brd, J=1.5 Hz, H-1''), 6.19 (1H, d, J=16.0 Hz, H-8'''), 6.50 
(1H, dd, J=8.0, 2.0 Hz, H-6), 6.63 (1H, d, J=1.8 Hz, H-2), 6.64 (1H, d, J=8.0 Hz, H-5), 6.77 (1H, d, 
J=8.5Hz, H-5'''), 6.97 (1H, dd, J=8.5, 2.0 Hz, H-6'''), 7.03 (1H, d, J=2.0 Hz, H-2'''), 7.46 (1H, d, J=16.0 Hz, 
H-7'''); 13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6) δ: 18.8 (C-6''), 35.7 (C-7), 61.4 (C-6'), 69.4 (C-5''), 69.9 (C-4'), 70.9 
(C-3''), 71.1 (C-2''), 71.2 (C-8), 72.4 (C-4''), 75.2 (C-2'), 75.2 (C-5'), 79.8 (C-3'), 101.9 (C-1''), 103.0 (C-1'), 
114.3 (C-8'''), 115.4 (C-2'''), 116.2 (C-5), 116.5 (c-5'''), 117.0 (C-2), 120.2 (C-6), 122.1 (C-6'''), 126.2 (C-1'''), 
129.8 (C-1), 144.3 (C-4), 145.7 (C-3), 145.7 (C-3'''), 146.3 (C-7'''), 149.2 (C-4'''), 166.4 (C-9'''); Negative 
ESIMS m/z 623 [M - H]-

◦ 기타

•β-Sitosterol

1

2
3

4
5

6
7

8910

11
12

13

14 15

16

17

18

19

20

21 22

23 24 25

26

27

28

29

HO

mp 137-140 °C; 1H‐NMR (500MHz, CD3OD) δ: 0.66 (3H, s, H-18), 0.80 (3H, d, J=7.0 Hz, H-26), 0.82 (3H, 
d, J=7.0 Hz, H-27), 0.83 (3H, t, J=7.5 Hz, H-29), (0.91 (3H, d, J=7.0 Hz, H-21), 0.99 (3H, s, H-19), 3.51 
(1H, m, H-3), 5.33 (1H, br d, J=5.5 Hz, H-6); 13C-NMR (125 MHz, CDCl3) δ: 11.9 (C-18), 12.0 (C-29), 
18.8 (C-21), 19.0 (C-26), 19.4 (C-19), 19.8 (C-27), 21.1 (C-11), 23.1 (C-28), 24.3 (C-15), 26.1 (C-23), 28.3 
(C-16), 29.2 (C-25), 31.7 (C-2), 31.9 (C-7, 8), 34.0 (C-22), 36.2 (C-20), 36.5 (C-10), 37.3 (C-1), 39.8 (C-12), 
42.3 (C-4), 42.3 (C-13), 45. 9 (C-24), 50.1 (C-9), 56.1 (C-17), 56.8 (C-14), 71.8 (C-3), 121.7 (C-6), 140.8 
(C-5); EIMS m/z 414 [M+]
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•Daucosterol

O

O

HOHO
HO

HO

mp 275-278 °C; 1H-NMR (C5D5N, 300MHz, δppm): 0.63(3H, s, H-18), 0.83(3H, d, J=6.5Hz, H-26), 0.85(3H, 
d, J=6.5Hz, H-27), 0.86(3H, t, J=7.5Hz, H-29), 0.96(3H, d, J=6.5Hz, H-21), 0.91(3H, s, H-19), 3.96(1H, m, 
H-3), 5.03((1H, d, J=7.5Hz, H-1'), 5.32(1H, brs, H-6), 6.54(1H, brs); 13C-NMR (C5D5N, 75.5MHz δppm): 
37.5(C-1), 30.3(C-2), 78.6(C-3), 39.5(C-4), 140.9(C-5), 121.9(C-6), 32.3((C-7), 32.2(C-8), 50.3(C-9), 37.0(C-10), 
21.4(C-11), 40.0(C-12), 42.6(C-13), 6.8(C-14), 24.6(C-15), 28.6(C-16), 56.2(C-17), 12.0(C-18), 19.2(C-19), 
36.4(C-20), 19.0(C-21), 34.3(C-22), 26.6(C-23), 46.0(C-24), 29.6(C-25), 19.4(C-26), 20.0(C-27), 23.4(C-28), 
12.2(C-29), 102.6(C-1'), 75.4(C-2'), 78.6(C-3'), 71.7(C-4'), 78.0(C-5'), 62.8(C-6'); Positive ESIMS m/z 599 [M + 
Na]+
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화합물명 E‐harpagoside
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C24H30O11  분자량 494

순    도  99.9% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Gemini 5μ C18 

110A (4.6×150 mm), 

phenomenex

․Mobile phase: 53% 

MeOH

․Flow rate: 1.0 ml/min

․Detector: UV 254nm

구조식

  

O

HO HO

H
O

O O

HO OH

OH

HO

Oβ

a

1''
3''

5''

8

10

6
9

4
3

1 1' 5' 6'

3'
  

     

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 0.3 ㎎/㎖ (MeOH)

 4.  함유성분의 순도분석 결과

◦현삼성분의 순도성적서

순  도  성  적  서
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화합물명 Harpagide
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C15H24O10  분자량 364

순    도 99% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(15:85 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: ELSD

구조식

  

O

HO HO

H
HO

O O

HO OH

OH

HO

6
4

8 9
3

1

10
1' 5'

6'
3'      

  

3 8
3 6
3 4
3 2
3 0
2 8
2 6
2 4
2 2
2 0
1 8
1 6
1 4

m V

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 0.1 ㎎/㎖ (MeOH)

순  도  성  적  서
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화합물명
8‐O‐E‐p‐methoxycinnamoyl- 

harpagide

한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C25H32O12  분자량 524

순    도 99% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(13:87 → 100:0)

․Flow rate: 0.8ml/min

․Detector : ELSD

구조식
O

HO HO

H
O

O

O

H3CO

β

a 1

3
4

6

8 9

10

1''3''
4''

5''
6'' 1'

O

HO OH

OH

HO 3'

5'
6'

 

     

2 8 0

2 6 0

2 4 0

2 2 0

2 0 0

1 8 0

1 6 0

1 4 0

1 2 0

m V

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 1 ㎎/㎖ (MeOH) 

 두 개의 peak는 각각 cis-, trans-p‐methoxycinnamoylharpagide

순  도  성  적  서
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화합물명 Aucubin
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C15H22O9  분자량 346

순    도 99% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(15:85 → 100:0)

․Flow rate: 0.8ml/min

․Detector: ELSD

구조식

   

O

HO H

H
O O

HO OH

OH

HO

HOH2C

4
6

9
3

1

10
1' 5'

6'
3'

8

    

   

3 0

2 8

2 6

2 4

2 2

2 0

1 8

1 6

1 4

1 2

m V

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 0.1 ㎎/㎖ (MeOH)

순  도  성  적  서
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화합물명 Sinuatol
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C21H32O13  분자량 492

순    도 99.4% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․Column: Sunfire C18, 

5µm, 4.6×150 mm, 

Waters, U.S.A.

․Mobile phase: 0.1% 

HOAc-MeCN:1% H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8ml/min

․Detector: ELSD

구조식
O

H

H
O

O
O

OHO

OH
OH

OH

HO

OHHO
HO

1'

1''

1
35

98

10

6

     

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 0.5 ㎎/㎖l (MeOH)

순  도  성  적  서
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화합물명 Cinnamic acid
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C9H8O2  분자량 148

순    도 96% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(15:85 → 100:0)

․Flow rate: 0.8ml/min

․Detector: UV 296nm

구조식

    

OH

O7

8
91

3

5

       

Ab
so

rb
an

ce

1 , 4 0 0

1 , 2 0 0

1 , 0 0 0

8 0 0

6 0 0

4 0 0

2 0 0

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 1 ㎎/㎖ (MeOH)

순  도  성  적  서
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화합물명 p-Coumaric acid
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C9H6O3  분자량 164

순    도 98% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(13:87 → 100:0)

․Flow rate: 0.8ml/min

․Detector: ELSD

구조식

  

OH

O

HO

1

34

5
7

8 9

      

 

5 0 0

4 5 0

4 0 0

3 5 0

3 0 0

2 5 0

m V

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 1 ㎎/㎖ (MeOH)

순  도  성  적  서
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화합물명
p‐Methoxycinnamic acid 

methyl ester

한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C11H12O3  분자량 192

순    도 99% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(10:90 → 100:0)

․Flow rate: 0.8ml/min

․Detector : UV 296nm

구조식

  

OCH3

O

H3CO

1

3
4

5
7

8 9

     

  

1 , 6 0 0

1 , 5 0 0

1 , 4 0 0

1 , 3 0 0

1 , 2 0 0

1 , 1 0 0

1 , 0 0 0

9 0 0

8 0 0

7 0 0

D i f f e r e n t  Y  u n i t s

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 1 ㎎/㎖ (MeOH)

순  도  성  적  서
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화합물명 Caffeic acid
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C9H8O4  분자량 180

순    도 96% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

․Flow rate: 0.8ml/min

․Detector: UV 296nm

구조식

  

OH

O

HO

OH

1

34

5
7

8
9

      

 

8642

Ab
so

rb
an

ce

7 0 0

6 0 0

5 0 0

4 0 0

3 0 0

2 0 0

1 0 0

0

- 1 0 0

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 1 ㎎/㎖ (MeOH)

순  도  성  적  서
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화합물명 Ferulic acid
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C10H10O4 분자량 194

순    도 98% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

․Flow rate: 0.8ml/min

․Detector: UV 296nm

구조식

  

OH

O

HO

OCH3

98

7

1

34

5

      

 

Ab
so

rb
an

ce

1 , 1 0 0

1 , 0 0 0

9 0 0

8 0 0

7 0 0

6 0 0

5 0 0

4 0 0

3 0 0

2 0 0

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 1 ㎎/㎖ (MeOH)

 두 개의 peak는 각각 cis-, trans-ferulic acid

순  도  성  적  서
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화합물명 (E)‐p‐Methoxycinnamic acid
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C10H10O3  분자량 178

순    도 96% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(15:85 → 100:0)

․Flow rate: 0.8ml/min

․Detector: UV 326nm

구조식

  

OH

O

H3CO

1

3
4

5

7

8
9

     

  

Ab
so

rb
an

ce

1 , 6 0 0

1 , 4 0 0

1 , 2 0 0

1 , 0 0 0

8 0 0

6 0 0

4 0 0

2 0 0

0

- 2 0 0

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 1 ㎎/㎖ (MeOH)

 두 개의 peak는 각각 cis-, trans-‐p‐Methoxycinnamic acid

순  도  성  적  서
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화합물명 Buergeriside C1

한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C16H20O7  분자량 324

순    도 81% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․Column: Sunfire C18, 

5µm, 4.6×150 mm, 

Waters, U.S.A.

․Mobile phase: 1% 

HOAc-MeCN:1% H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8ml/min

․Detector: ELSD

구조식
O

OH

OHHO
O

O

H3CO
1

1'

4' 5
α'

β'

     

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 0.5 ㎎/㎖l (MeOH)

순  도  성  적  서
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화합물명 Angoroside C
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C36H48O19  분자량 784

순    도 92.5% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․Column: Sunfire C18, 

5µm, 4.6×150 mm, 

Waters, U.S.A.

․Mobile phase: 1% 

HOAc-MeCN:1% H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8ml/min

․Detector: ELSD

구조식
O O OH

OCH3

HO
O

O

OH
HO

HO
O

O

HO

H3CO O

O

OH
OHHO

HO

1'

4'

3'
1 3

1'''
α

β

1''

α'

β'1''''3''''

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 1 ㎎/㎖ (MeOH)

순  도  성  적  서
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화합물명 Acteoside
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C29H36O15 분자량 624

순    도 92.9% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․ Column: Sunfire C18, 

5 µm, 4.6×150 mm, 

Waters, U.S.A.

․ Mobile phase: 1% 

HOAc-MeCN:1% H2O 

(0:100 → 100:0)

․ Flow rate: 0.8 ml/min

․ Detector: UV 254 nm

구조식

O O OH

OH
HO

O
O

OH
HO

HO
O

O

HO

HO HO

1'

4'

3'
1 3

1''
α

βα'

β'1'''3'''

       

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 1.2 ㎎/㎖ (MeOH)

순  도  성  적  서
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화합물명 β-Sitosterol
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C29H50O   분자량 414

순    도 92% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8ml/min

․Detector: ELSD

구조식 1

2
3

4
5

6
7

8910

11
12

13

14 15

16

17

18

19

20

21 22

23 24 25

26

27

28

29

HO
       

4 0

3 5

3 0

2 5

2 0

1 5

m V

보관조건

 -20℃, 냉장고 內.

참고사항

 농도 : 1.0 ㎎/㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 75 -

화합물명 Daucosterol
한약재명 현삼(Scrophularia buergeriana)

화학식 C35H60O6 분자량 576

순    도 98% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․Column: Luna Silica 

(2) 100A, 5µ, 

4.6×150 mm, 

phenomenex, U.S.A.

․Mobile phase: 

CH2Cl2-MeOH (10:1)

․ Flow rate: 1.0 ml/min

․ Detector: RI

구조식

O

O

HOHO
HO

HO

  

보관조건

  실온, desiccator 內.

참고사항

  농도 :  3.0 ㎎/㎖ (pyridine)

순  도  성  적  서



- 76 -

화합물명 Geniposide
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C17H24O10  분자량 388

순    도  97 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Gemini 5μ C18 

110A (4.6×150 mm), 

phenomenex

․Mobile phase: 25% 

MeOH

․Flow rate: 1.0 ml/min

․Detector: UV 254nm

구조식

 
O

OH
HO OH

CH2OH

O

OCH3O

HOH2C O

1

3
456

7

8 9

10

11

    

   

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 농도 : 1.0㎎/ 1㎖ (MeOH)

◦치자성분의 순도성적서

순  도  성  적  서



- 77 -

화합물명 Geniposidic acid
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C16H22O10  분자량 374

순    도 91% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×250 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: UV 254nm

구조식

 
O

OH
HO OH

CH2OH

O

OHO

HOH2C O

1

3
456

7

8 9

10

11

   

    

보관조건

 실온, desiccator 內 (특히 흡습성 있음).

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 78 -

화합물명 Gardenoside
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C17H24O11  분자량 404

순    도 97% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: ELSD

구조식

O

OH
HO OH

CH 2OH

O

OCH 3O

HOH 2C O
HO

1

3
4

56

7

8 9

10

11

1'

  

     

5 5 0

5 0 0

4 5 0

4 0 0

3 5 0

3 0 0

2 5 0

m V

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (MeOH)

순  도  성  적  서



- 79 -

화합물명 Shanzhiside
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C16H24O11  분자량 392

순    도 99% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: ELSD

구조식

O

OH
HO OH

CH2OH

O

OHO

CH3 O
HO

HO

1

3
4
11

56

7

8 9

10

1'

  

     

8 0 0

7 5 0

7 0 0

6 5 0

6 0 0

5 5 0

5 0 0

4 5 0

4 0 0

3 5 0

m V

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (MeOH)

순  도  성  적  서



- 80 -

화합물명 Gardoside
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C16H22O10  분자량 374

순    도 92.3% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Sunfire C18, 

5µm, 4.6×150 mm, 

Waters, U.S.A.

․Mobile phase: 1% 

HOAc-MeCN:1% H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: UV 254nm

구조식

O

OH
HO OH

CH 2OH

O

OHO

CH 2 O

HO
1

3
4
11

56

7

8 9
10

1'

  

     

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 Injection concentration : 1 mg/ml (MeOH)

순  도  성  적  서



- 81 -

화합물명 Genipin-β-D-gentiobioside
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C23H34O15 분자량 550

순    도 92.6% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․Column: Sunfire C18, 

5 µm, 4.6×150 mm, 

Waters, U.S.A.

․Mobile phase: 1% 

HOAc-MeCN : 1% H2O

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: ELSD

구조식
O

O

OH

HOHO

O

OH

HOHO

O
CH2HOH2C

O

OCH3O

HOH2C

1

3
456

7

8 9

10

11

1'1"

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 Injection concentration :  1 mg/ml (MeOH)

순  도  성  적  서



- 82 -

화합물명 6β-hydroxygeniposide
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C17H24O11 분자량 404

순    도 99.9 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․Column: Sunfire C18, 

5 µm, 4.6×150 mm, 

Waters, U.S.A.

․Mobile phase: 1% 

HOAc-MeCN : 1% H2O

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: ELSD

구조식
O

H

H

OH

OH

H3CO

OO

OHHO

OH

HO

O

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 Injection concentration : 1 mg/ml (MeOH)

순  도  성  적  서



- 83 -

화합물명 Genipin
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C11H14O5  분자량 226

순    도 99% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×250 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: UV 254nm

구조식

     

O

OCH3O

HOH2C OH

1

3
456

7

8 9

10

11

       

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 84 -

화합물명 Crocin
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C44H64O24  분자량 977

순    도 90% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: ELSD

구조식

O

OH
HO

HO

O

OH
HO

HO O
CH2

CH2OH
RO

OR

O
O

R =

1
2

3
4

5
6

7
8

9 10

1'
2'

3'
4'

5'
6'

7'
8'

9'10'

1''

1''' 6''

6'''

 

     

5 0 0

4 5 0

4 0 0

3 5 0

3 0 0

2 5 0

m V

보관조건

 4℃, 냉장고 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 85 -

화합물명 Crocetin
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C20H24O4  분자량 328

순    도 99% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×250 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: UV 440nm

구조식
OH

OH

O
O

1
2

3
4

5
6

7
8

9 10

1'
2'

3'
4'

5'
6'

7'
8'

9'10'
  

     

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 86 -

화합물명 Rutin
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C27H30O16  분자량 610

순    도 98% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: UV 254nm

구조식

O

OH

OH

OOH

HO 2

45
6

7
8

9

10

1'

2'

3'
4'

5'

6'

O

OH

O
HO OH

CH2

O

OH
OH

O

HO
H3C

3

 

     

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 ※ 농도 : 0.1 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 87 -

화합물명 Quercetin
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C21H20O12  분자량 464

순    도 85% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: ELSD

구조식

O

OH

OH

OOH

HO 2

3

45
6

7
8

9

10

1'

2'

3'
4'

5'

6'

OH
  

     

2 1 0
2 0 0
1 9 0
1 8 0
1 7 0
1 6 0
1 5 0
1 4 0
1 3 0
1 2 0
1 1 0
1 0 0

9 0

m V

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 88 -

화합물명 Isoquercitrin
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C21H20O12 분자량 464

순    도 91% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: ELSD

구조식

O

OH

OH

OOH

HO 2

45
6

7
8

9

10

1'
2'

3'

4'
5'

6'

O

OH

O
HO OH

CH2OH

3

1''
 

     

5 0 0

4 5 0

4 0 0

3 5 0

3 0 0

2 5 0

2 0 0

m V

보관조건

 -18℃, 냉장고 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 89 -

화합물명 Ursolic acid
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C30H48O3  분자량 456

순    도 98% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: ELSD

구조식

OH

HO

O
1

2

3
4 5

6
7

8910

11

12
13

14

15
16

1718

19
20 21

22

23 24

25 26

27

28

29

30

  

     

1 4 0

1 3 0

1 2 0

1 1 0

1 0 0

9 0

8 0

7 0

6 0

m V

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 90 -

화합물명 Stigmasterol
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C29H48O  분자량 412

순    도 93% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: UV 446nm

구조식 1

2
3

4
5

6
7

8910

11
12

13

14 15

16

17

18

19

20

21 22

23 24 25

26

27

28

29

HO
 

     

Ab
so

rb
an

ce

9 0 0

8 0 0

7 0 0

6 0 0

5 0 0

4 0 0

3 0 0

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 91 -

화합물명 β-Sitosterol
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C29H50O   분자량 414

순    도 92% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: ELSD

구조식 1

2
3

4
5

6
7

8910

11
12

13

14 15

16

17

18

19

20

21 22

23 24 25

26

27

28

29

HO
       

4 0

3 5

3 0

2 5

2 0

1 5

m V

보관조건

 -20℃, 냉장고 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 92 -

화합물명 Protocatechuic acid
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C7H6O4   분자량 154

순    도 98% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: UV 362nm

구조식 OH

OH

HOOC
1

2 3

5

4

6
       

Ab
so

rb
an

ce

1 , 8 0 0

1 , 6 0 0

1 , 4 0 0
1 , 2 0 0

1 , 0 0 0

8 0 0
6 0 0

4 0 0

2 0 0
0

2 0 0

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 93 -

화합물명 Caffeic acid
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C9H8O4  분자량 180

순    도 83% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: ELSD

구조식

OH

O

HO

OH

1

34

5
7

8
9

   

    

4 5 0

4 0 0

3 5 0

3 0 0

2 5 0

2 0 0

m V

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 94 -

화합물명 Chlorogenic acid
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C16H18O9  분자량 354

순    도 91% 제조년월일  2007. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×250 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: UV 254nm

구조식
HO

OH

OH

OH

OH

O

O

O

12

3

4
5

6

7

1'
2'

3'

4'
5'

6'

7'

8'
9'

HO

 

     

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 ※ 농도 : 0.4 ㎎/ 1㎖ (DMSO)

순  도  성  적  서



- 95 -

화합물명 Picrocrocinic acid
한약재명 치자(Gardenia jasminoides)

화학식 C16H26O8  분자량 346

순    도 99% 제조년월일  2008. 10. 

   

분석조건

․Column: Eclipse XDB 

-C18 (4.6×150 mm)

․Mobile phase: 0.1%  

HOAc-MeCN:H2O 

(0:100 → 100:0)

․Flow rate: 0.8 ml/min

․Detector: ELSD

구조식 O

OH
HO OH

CH 2OH

CH 3

OH3C

H3C
HOOC 1

3

4

5

6

2

1'
  

     

8 0 0

7 5 0

7 0 0

6 5 0

6 0 0

5 5 0

5 0 0

4 5 0

4 0 0

3 5 0

m V

보관조건

 실온, desiccator 內.

참고사항

 ※ 농도 : 1.0 ㎎/ 1㎖ (MeOH)

순  도  성  적  서
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제4장 제1 세부연구개발과제의 연구결과 고찰 및 결론 

  

   1. 추출물의 제조

    ◦ 현삼은 국산 생약 3종과 중국산 생약 3종에 대하여 70% 에탄올 추출물을 제조하였음.

       치자의 경우에는 국산 3종과 중국산 4종에 대하여 70% 에탄올 추출물을 제조하였음.

    ◦ 성분분리를 위해서 methanol로 추출하여 다량의 추출물을 얻는 방법을 사용하였음.

   2. 분획의 제조

    ◦ 현삼과 치자의 기본생약에 대하여 염화메틸렌 분획, 에틸아세테이트 분획, 부탄올 분획을 제조하  

 였으며 각 분획으로부터 성분을 분리하였음.

 

   3. 활성 성분의 분리

    ◦ 각종 chromatography 법을 시행하였으며 각 분획에 대하여 최적 분리조건을 TLC 등을 이용하  

 여 결정하고 이 조건에 따라 silicagel, alumina, sephadex, diaion HP, XAD-II 등을 이용하여    

 정제하였음.

    ◦ 상기 방법에 의하여 순수물질로 분리되지 않는 경우 RP-, phenyl-, diol-, amide, amine-HPLC  

 등 최적의 방법을 이용하여 정제하였음.

    ◦ 이상의 방법으로 현삼 16종, 치자 20종을 순수하게 분리하여 표준품으로 제공하였음.

       이 가운데 현삼에서 신규성분 6개 (aucubin, sinuatol, angoroside C, acteoside, β-sitosterol, 

daucosterol)를 처음으로 분리하고 구조를 동정하였음.

       분리한 화합물의 종류는 다음과 같음.

      

화합물 종류 현삼 치자

iridoid and its glycosides 5 8

steroid, triterpenoid 2 3

flavonoids - 3

carotenoid and its glycosides - 2

phenolics 1 3

cinnamic acid and its derivatives 8 -

기타 - 1

합계 16 20

   4. 화합물의 순도검정

    ◦ 분리된 화합물에 대하여는 UV 및 ELSD를 이용한 동시 검출을 행하여 순도를 검정하였음.

   5. 화합물의 구조동정

    ◦ 구조 동정에는 UV, FT-IR, EI-/ESI-/FAB-MS, NMR (1H/13C) 등의 기기분석을 이용하여 이들  

 의 분석치를 문헌치[1-17]와 비교하여 동정하거나 필요시 화학적 수식, CD/ORD, X-RAY 등의  

 기법을 병행하였음.

    ◦ 분리한 성분이 신규화합물일 경우, 추가적인 최신 기기분석법을 이용하여 구조를 규명하였음.
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제5장 제1 세부연구개발과제의 연구성과

5.1  활용성과 

총괄과제명  한약재의 생리활성성분 분리 및 분석연구(현삼, 치자)

총괄과제책임자 이동웅

가. 연구논문

번호 논문제목 저자명 저널명 집(권) 페이지 Impact 
factor

국내/
국외

SCI여부

1

Protective effect of ferulic 

acid against carbon 

tetrachloride-induced 

hepatotoxicity in mice

임현, 박광록, 

이동웅, 김영

식, 김현표

Biomolecules 

& 

Therapeutics

16 82-86 국내 SCIE

2

The Genome-wide 

Expression Profile of 

Scrophularianingpoensis-

treatedthapsigargin-

stimulated U-87MG Cells

S.H. Sohn, 

E.J. Ko, 

S.B. Jeon, 

B.J. Lee, 

S.H. Kim, 

M.S. Dong, 

D.U. Lee, 

J.H. Kwak, 

Y.S. Kim, 

M.K. Shin, 

M.C. Hong, 

H.S. Bae

Neurotoxico

logy
인쇄중 국외 SCI
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나. 학술발표

번호 발표제목 발표형태 발표자 학회명 연월일 발표지
국내/
국제

1

Simultaneous 

quantification of four 

major compounds in 

Gardeniae Fructus by 

high-performance 

liquid chromatography

포스터

김호진, 

박효준, 

양은주, 

이동웅, 

곽종환, 

송경식

생약학회 

제38회 

정기총회 및 

학술대회

2007. 12. 

11
서울 국내

2

Simultaneous HPLC 

quantification of 

(E)-harpagoside, 

p-methoxycinnamic 

acid, and 

p-methoxycinnamic 

acid methyl ester in 

Scrophulariae Radix

포스터

박효준, 

김호진,  

양은주, 

이동웅, 

곽종환, 

송경식

생약학회 

제38회 

정기총회 및 

학술대회

2007. 12. 

11
서울 국내

3

Inhibitory activity on 

acetylcholineesterase 

in vitro and memory 

enhancing effect in 

vivo of the 

constituents from 

Gardeniae Fructus

포스터

이동웅, 

곽종환, 

송경식

7th Joint 

Meeting of 

AFERP, 

ASP, GA, 

PSE & SIF

2008.

8.3-8

아테네

(그리스)
국제

4

Protective effect of 

ferulic acid against 

carbon 

tetrachloride-induced 

hepatotoxicity in mice

포스터

Kim JK, Yun 

NR, Kim SH, 

Lee DU, Kim 

YS, Kang SS, 

Lee SM

7th Joint 

Meeting of 

AFERP, 

ASP, GA, 

PSE & SIF

2008.

8.3-8

아테네

(그리스)
국제

5

Cognition Improving 

Effects of the 

Components from 

Gardenia jasminoides

포스터

박광록, 

강주억, 

신석철, 

이동웅

한국생약학

회

2008. 12. 

3
서울대학교 국내

다. 지식재산권

번호 출원/
등록 특허명 출원(등록)인 출원(등록)국 출원(등록)번호 IPC분류

1

2

라. 정책활용

※ 기타 관련정책에 활용 예를 구체적으로 기술함.

마. 타연구/차기연구에 활용

※ 타연구 및 차기연구에 활용된 예를 구체적으로 기술함.
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바. 언론홍보 및 대국민교육

※ 언론홍보 및 대국민교육 내용, 일자 등을 간략히 기술함.  

 

사. 기타 

※ 임상시험 , 관련 DB구축, 워크샾 또는 심포지움 개최 등의 경우 구체적으로 기술함.

5.2  활용계획 

  ◦ 본 연구에서 얻어진 화합물은 당 연구실에 구축되어 있는 활성검정시스템(신경안정, 기억증진 등)  

     을 통하여 새로운 효능을 검정하는데 활용할 계획임

  ◦ 본 연구에서 얻어진 분리방법은 향후 다른 생약의 성분분리에 이용할 수 있음.

  ◦ 현재 본 연구에서 얻은 결과를 두편의 SCI급 논문에 투고하고자 원고를 준비하고 있으므로 논문발  

     표에 활용하고자 함

제6장 기타 중요변경사항

        없음

제7장 참고문헌
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of Agricultural and Food Chemistry (2006), 54(3),  973-979

9) Determination of geniposide in Gardenia jasminoides Ellis by High Performance Liquid     

Chromatography. Ren, Zhijun; He, Kaize; Zhang, Liming; Tan, Jian; Pu, Qiang. Tianran Chanwu 
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Pharmaceutical Bulletin (2005), 28(11), 2106-2110. 
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제8장 첨부서류
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편집순서 7 : 세부연구과제의 연구결과

제 2 세부연구개발과제 연구결과

   세부과제명 : 현삼 및 치자의 표준물질 분석법 개발

   세부과제책임자 : 송경식 / 경북대학교 
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제1장 세부연구개발과제의 최종 연구개발 목표 

  1.1 세부연구개발과제의 목표

가. 경제적 측면

◦ 웰빙에 관한 욕구증대와 더불어 소비자는 건강에 대한 다양, 세분, 고급화된 수요를 요구하고 

있어 건강과 관련된 바이오소재산업, 그 중에서도 특히 천연물을 소재로한 바이오소재는 21세

기를 향한 주요 미래산업으로 인식되고 있으며, 국가적으로도 2012년 선진복지국가 수준으로의 

진입을 위한 목표로, 새로운 의약의 개발 및 산업화, 질병 예방, 진단, 치료의 혁신을 과제로 설

정 (생물산업을 21세기를 이끌어갈 산업 성장동력으로 인식하여, “21세기 바이오사회 구현을 위

한 생물산업 발전 종합대책”을 발표, 2000년 2월 산업자원부)

◦ 국외 생물산업시장의 규모는 2000년 540억불에서 2003년에는 740억불로 급증하였으며 2008년에

는 1,250억불에 이를 것으로 전망

         (Table 1-1. Market Scale of world bio-industry (억불, %))

분야별 2000 2003 2008 2013
연평균증가율

(‘00～’13년)

생물의약 324 444 688 1,155 19.7

생물화학  38  52 100   168 26.3

생물환경  32  44  87   147 27.6

바이오식품  27  37  75   126 28.2

바이오에너지ㆍ자원  11  15  37    63 36.4

생물농업ㆍ해양  27  37  75   126 28.2

생물공정ㆍ측정시스템  81 111 188   315 22.2

계 540 740 1,250 2,100 26.9

                                            ※ 자료 : OECD, Biotechnology & Trade, 1997 등

세 계 바 이 오 산 업 의 시 장 규 모 단 위 : 달 러

바 이 오 의 약

바 이 오 식 품

1 .6  b illion
2 .7  billion

3 .7  b illion

7 .5  billion

12.6  billion

18 .8  b illion
32 .4  b illion

44 .4  b illion

68 .8  b illion

115.5  b illion

O E C D  전 망 (1997)

연 평 균 성 장 율 19 .7%

연 평 균 성 장 율 28 .2%

1997
2000

2003

2008

2013

1997
2000

2003

2008

2013

        (Fig. 1-1 Increasing market share of world bio-industry)
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  ◦ 세계 한약 시장에서 우리나라의 점유율은 1993년 2% 수준에 지나지 않으며, 미국 건강식품 시장의 

40억 달러 약초시장의 점유율도 1997년 4%에 불과하여 세계시장에서의 점유율이 아주 저조한 상

태에 있고, 또한 국내 한약제제 생산업체의 생산규모도 320억원(1999년)에 불과하며, 생산되는 전

체 의약품 중 한약제제는 4.3%(2000년)에 지나지 않으므로 이에 대한 대책마련이 시급함 

  ◦ 국내 천연물 유래의 의약품 시장은 3,500억원(식약청 ’01년 자료) 규모로 약 70여개의 제약업체에서 1,000

여 품목을 생산하고 있으며, 천연물 의약품 관련 특허 출원도 최근 몇 년간 급격한 신장세를 보이고 있

어 앞으로 천연물 의약 연구개발이 활발히 전개될 전망임. 대상 질환으로 간염, 당뇨병, 관절염, 치매 등 

난치성 질환 치료제 및 천연물성분을 사용한 성기능 개선제가 주요 개발대상으로 파악되고 있음 

  ◦ 국내 약 3,500억원 규모로 추정되고 있는 천연물 의약품 시장이 향후 국내 제약 및 바이오산업체

의 경쟁력 확보에 도움을 줄 수 있는 유망한 산업으로 각광받고 있으며 천연물 의약품관련 특허 

출원도 최근 몇 년간 급격한 신장세를 보이고 있어 앞으로 천연물 의약 연구개발이 활발히 전개될 

전망이므로 이를 대비한 생약의 품질 및 약효표준화가 이루어져야 할 것임  

 나. 기술적 측면

 1) 산지 혹은 환경에 따른 생약 중 유효함량 변이의 중요성

  ◦ 생약 및 생약의 조합으로부터 이루어지는 한방약은 금후 점점 중요한 의약품이 될 것으로 생각되

어지나 생약은 달인 후의 대량의 추출액을 보면 알 수 있듯이 대부분은 약효와 관계없는 식물의 

조직 등이어서 유효성분은 생약의 극히 일부에 지나지 않음

  ◦ 그러나 천연물이기 때문에 유효성분의 양이 여러 가지 조건에 의해 변한다는 데 문제점이 있음. 

이 점에 주의를 기울여 항상 일정의 품질의 생약을 원료에 이용하지 않으면 치료의 정도에 차기 

생기게 되며 생약의 신용이 없어지게 되므로 생약의 기원은 물론 그 안에 함유된 화합물의 조성 

및 함량도 일정하게 유지될 것이 요구됨

  ◦ 생약의 품질 (성분의 종류와 양)에 영향을 미치는 요인으로서는 동일명의 생약에 기원이 다른 식물 (종)

을 사용한다던지, 종 내의 성분변이 (개체차, 생육지), 채집시기 등에 의해 다름. 그 외에도 식물의 부위

에 의한 차이, 식물의 연령에 의한 차이, 가공법 (수치)에 의한 차이, 보존 중의 변화가 생각될 수 있음

  ◦ 동일명 생약으로 기원이 다른 종을 사용하는 예

     - 갈근 (한) Pueraria lobata / (일) Pueraria lobata / (중) Pueraria. thomsonii

     - 당귀 (한) Angelica gigas / (일) Angelica actiloba / (중) Angelica sinensis

     - 백출 (한, 일) Atractylodes japonica / (중) Atractilodes macrocephala

 (Table 1-2. Different contents according to the origin of Coptis Rhizoma)

BRS PAL BER EPI COP COL GRO JAT
C. trifolia ± + + + ++ ± +++ +

C. chinensis + + +++ + ++ + + +

C. dertoides + + +++ + ++ + + +

C. quinquefolia + + + - +++ + - +

C. ramosa + + +++ - ++ + - +

C. japonica ± + +++ - ++ + - +

C. teetoides ± + +++ - ++ + - +

C. teeta + + +++ - ++ + - +

C. asplenifolia - + + - ++ + - +++

BRS: berberastine, PAL: palmatine, BER: berberine, EPI: epiberberine, COP: coptisine, COL: 

columbamine, GRO: groenlandicine, JAT: jateorrhizine
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  ◦ 동일종 내의 성분변이 (개체차, 생육지)

   - 식물은 같은 종 중에서도 형태학적인 변이가 있을 뿐 아니라 성분에도 변화가 있음 

  

     (Fig. 1-3 Distribution of cyanoglycosides in Trifolium repens)

유럽의 동북부에 생산되는 것은 청산배당체의 양이 적고 서남쪽으로 갈수록 증가하는 

경향이 보임

  ◦ 채집시기에 의한 차이

    

    (Fig. 1-4. Seasonal variation of chemical contents in Citrus Peels)

감귤 과피중의 flavonoid heperidin과 naringin의 함량을 조사한 결과 계절변화의 경향은 매

우 큰 것을 알 수 있음
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  ◦ 식물의 연령에 의한 차이

  

   (Fig. 1-5. Variation of magnolol and honokiol contents in branches of M. obovata according to age)

  ◦ 식물성분은 연령에 따라 변화하며 일례로 인삼은 5-6년에 수확하는 것이 파종 후 2-3년의 인삼보

다 사포닌 함량은 매우 낮은 것으로 알려져 있음. 일반적으로 약용식물의 유효성분으로 되어 있는 

소위 2차대사산물의 축적에는 식물의 성숙과 일정기간이 필요하나 해를 경과하면 좋다고 할 수는 

없고 모두 채집 적기가 있음 

  ◦ 그림은 후박의 원식물의 가지의 햇수와 유효성분인 magnolol, honokiol의 함량을 나타내는데 이것

은 가지의 연령 뿐 아니라 한 개의 나무의 각각의 장소의 연령과 성분의 관계를 나타내고 있으며 

이에 의하면 20-30년을 경과한 가지가 품질적으로 매우 우수한 것을 알 수 있음

  ◦ 가공 (수치)에 의한 변화

   - 생약에 특수한 가공을 하는 것을 수치라고 하는데 이는 생약의 품질을 높이거나 부작용을 감하기

도 하며 경우에 따라서는 약효를 변화시키는 등의 중요한 처리임. 수치는 성분의 변화를 동반하는 

것으로 생약의 품질, 약효를 생각할 때 매우 중요하며 예를 들어 감초의 경우는 온풍건조가 천일

건조보다 사포닌함량은 높으나 이것은 신속한 건조에 의해 사포닌의 가수분해가 진행되지 않았기 

때문으로 생각됨. 이와 같은 결과는 배당체를 함유하는 생약을 건조할 때는 신속하게 처리하는 것

이 좋다는 것을 나타내고 있음. 다음 그림은 대황의 건조법에 따른 유리 안트라퀴논의 함량 변화

를 나타내고 있는데 음건상태로 자연건조한 것은 함량이 낮으나 동결후 건조한 것은 매우 높은 

것을 볼 수 있으며 이와 같이 가공법에 따라 생약의 성분함량이 변화하므로 가공에 대한 철저한 

관리가 필요할 것임
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     (Fig. 1-6. Variation of anthraquinone contents in Rhizome of R. palmatum according to drying   

     duration)

  ◦ 보존 중의 변화

   - 생약중에는 六陳으로 불리워 오래된 것이 좋다고 하는 낭독, 반하, 오수유, 진피, 지실, 마황이 있

으며 대황도 오래된 것이 좋다고 하기는 하나 일반적으로 생약은 신선한 것이 좋음. 특히 정유를 

함유하는 것은 정유가 오래되면 휘산이 되기 때문에 가능한 신선한 것을 사용하는 것이 좋으며 보

존기간에 대한 고려는 국산품 뿐 아니라 수입품에 대하여도 철저한 관리가 필요한 부분임

  ◦ 생약이 약효를 나타내는 것은 그 중에 함유된 유효성분 때문으로 그 양을 재는 것에 의해 품질평

가가 가능함. 그러나 여기에 문제가 있어 약효를 단일 성분, 또는 성분 그룹으로 설명 가능한 생약

은 거의 없으며 한방제제의 경우가 되면 더욱 불가능해 짐. 마황의 ephedrine과 pseudoephedrine, 

황련, 황백의 berberine, 진피, 청피, 지실, 지각의 synephrine, 감초의 glycyrrhizin, 원지, 길경의 사

포닌류, 대황의 anthrone 유도체와 anthraquinone 유도체, 목단피의 paeonol 등은 거의 그 생약의 

서양의학에 의한 약효를 대표하고 있으나 한방적인 약효를 설명할 수 있는 것은 거의 없어 앞으로 

한방의 과학화와 성분함량과의 상관관계 설정에는 많은 노력을 기울일 필요가 있음.

  ◦ 천연물 중, 식물  추출 의약품은 테르펜, 배당체, 알카로이드 및 기타 성분군, 4가지 계열로 대별되

어지며, 이들 가운데 Taxol이 속해 있는 테르펜계(Terpens)가 향후 가장 큰 성장률을 보일 것으로 

기대되는 화합물군임. 배당체 역시 큰 시장으로 형성하고 있으며 테르펜계의 뒤를 있고 있음. 식물

추출물 유래 의약품 중 현재 단일처방 의약으로서 판매효과를 보고 있는 것은 Taxoids와 

Camptothecins 계열이 대부분이며 이외에도 해양천연물 유래의 천연물 의약품과 화장품에 대한 

연구개발이 활발하게 진행되고 있고, 해양에서 7,000여종 이상의 생리활성물질들이 발견된 바 있고 

이들을 이용한 제품 개발이 이루어지고 있음
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 2) Chemometrics의 중요성

  ◦ Chemometrics 란?

Chemometrics 기술은 분석화학의 한 분야로 1970년대에 태동된 것으로, 화학실험에서 얻은 데이

터로부터 통계학적, 수학적 모형을 통하여 중요한 화학적 정보를 추출하는 기술이며 그 응요 범위

가 제약, 의약, 식품, 환경, 정유산업, 고분자, 생명과학 등으로 다양해짐에 따라 독자적인 분야로 

부상하고 있음. 특정한 물질, 원료, 제품의 성분을 분석하는데 직접적으로 고가의 분석장비 

(chromatograph  등)를 사용하는 대신에 비교적 간단한 장비인 FTIR (Fourier transform 

infra-red), NIR(near infra-red), NMR (nuclear magnetic resonance)등의 데이터를 Chemometrics 

기술을 이용하여 분석함으로써 빠른 시간 내에 비파괴분석이 가능함. 따라서 이 기술의 핵심은 정

확한 성분예측을 위한 모델의 개발이라 할 수 있음. 또한 Chemometrics 기술은 신속하고 정확한 

소재성분의 예측을 가능하게 하므로 품질향상과 생산성 향상의 효과를 제공하는 환경 친화적 분

석기술임. (출처: 스펙트론테크)

  ◦ Chemometrics 의 중요성

Chemometrics 와 같은 계측소프트웨어기술은 산업체의 생산품질 모니터링, 농축산물의 품질평가, 

식품가공산업, 재료산업, 정유산업, 생명과학, 의학, 제약분야 등 화학적 물성분석이 필요한 전 분

야에 걸쳐 응용되는 기술임. 특히 생약과 같이 다양한 종류의 화합물을 함유하고 있는 경우 

Chemometrics 기술을 응용 시, 품질관리 및 평가에 유용하게 이용될 수 있음. (출처: 스펙트론 테

크)

  ◦ Chemometrics 기술개발의 중요성

분광법의 최대 약점은 그 결과로 도출되는 스펙트럼의 해석이 어렵다는 점임. 특히 물성이 복잡하

거나 측정하고자 하는 물성이외의 불순물(noise)이 들어있는 경우 더욱 해석을 어려움. 보통의 경

우 단순한 모델로는 성분 해석 및 예측이 곤란하며 복잡한 모델의 개발이 요구됨. 따라서 예측력

이 우수한 Chemometrics의 개발이 계측산업 또는 Chemometrics 기술의 핵심이라 할 수 있음. 

(출처: 스펙트론테크)

 3) Fingerprint technique의 중요성

  ◦ 전통생약을 포함하는 대체약물의 사용 급증에 따라 이들의 일관성, identity 및 진위여부를 가리기 

위해 혼합약제의 품질을 평가하는 것이 매우 중요한 과제로 대두되었음. 최근 chromatographic 

fingerprint technique은 생약의 품질관리를 위한 좀 더 의미있는 방법으로서 많은 사람들의 관심

을 끌고 있는데, 그 이유는 fingerprint technique이 시료의 체계적인 특성에 강조를 둔 방법일 뿐 

아니라, 식물의 안전성을 확보하고, 식물의 동정까지 행할 수 있는 방법이기 때문임. 특히 생약은 

매우 복잡한 화합물로 이루어진 혼합물로 구성되어 있으며 그들의 치료효과나 독성은 이러한 많은 

구성성분의 synergic effect에 의한 것이 많아 생약 중 포함되어 있는 한두 가지의 화합물이 생약

의 질을 대표하기에는 어려운 측면이 있기 때문이기도 함.

  ◦ Fingerprint analysis는 생약의 품질평가를 위한 전략으로서 WHO에서 도입하였으며, 인정되고 있

는 방법임. 그 뿐 아니라 WHO (2000), EMA (2001) 등을 비롯하여 중국에서는 전통의약으로부터 

만들어진 주사제를 표준화하기 위한 방법으로 이 technique을 요구하고 있는 실정임. 

  ◦ Fingerprint를 포함하는 chromatographic method로서는 TLC, HPLC, X-ray, CE 등이 있으며 그 

중에서도 HPLC가 그 장점과 보편성으로 인하여 최선의 방법으로 여겨지고 있음. 

Chromatographic fingerprint 후에는 identity, 진위여부, 일관성이 chemometrics를 이용한 시료의 

fingerprint를 비교함으로써 결정될 수 있음.
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  ◦ 한편 LC-ESI-MS
n
은 현재 가능한 방법 중 가장 강력한 분석방법으로 대두되고 있으며, 그 장점들 

중에서도 LC-ESI-MSn는 높은 감도와 선택성을 제공한다는 것임. 따라서 이 방법은 복잡한 혼합

물을 분석하는 데 널리 사용되고 있음. 

  1.2 세부연구개발과제의 목표달성도

연구개발목표 연구목표의 달성도 기여도

◦치자와 현삼 중 활성성분의 동

시분석법 확립 및 validation 

완성

- LC-MS/MS에 의한 분석 및 

식약청 분석법 밸리데이션 가

이드라인에 의한 분석법타당성 

확립

- 최적 HPLC 조건을 확립하였

음 (100%)

- 식약청 가이드라인에 의하여 

현삼 및 치자의 표준품을 설

정하고 분석법의 validation을 

수행하여 분석법의 적합성을 

입증하였음 (100%)

- 개발된 방법을 이용하여 생약

규격집, 또는 약전의 시험방법

으로 이용할 수 있음

- 생약을 이용하여 건강기능식

품, 천연물신약 등을 개발 시 

기준으로 이용할 수 있음

◦최적 추출방법 확립 및 산지별, 

기원별 분석

  - 직교배열법을 이용한 최적 

추출조건 확립 및 분석

- 직교배열법에 의하여 용매, 추

출온도, 추출시간, 용매의 양 

등의 최적 추출조건을 확립하

였음 (100%)

- 동 생약의 산업화 시 QC 방법 

등으로 이용될 수 있으며, 유

효성분의 최적 추출방법으로 

이용할 수 있음

 

◦패턴인식/지문인식법에 의한 

한약재 평가

  - 치자 및 현삼의 chemical 

fingerprint 또는 chemomatrix

에 의한 기원별, 산지별 분석

- PCA 및 HClustering에 의하여 

치자 및 현삼 중의 성분 peak

들을 이용하여 산지를 구별할 

수 있는가 검토하였음 (100%)

- 수출입관리, 원산지 관리 등에 

이용할 수 있음

1.3 국내․외 기술개발 현황

가. 국내 현황 및 문제점, 전망

  ◦ 2001년 정부포럼에서 한국․중국․일본 등 9개국은 전통의학의 발전을 위한 권고안을 결정하였고, 

동년 10월 국제동양의학회에서 전통의학 국제교류 강화를 위한 공동선언문(2001 서울선언)을 채택

하였으며, 동양의학 관련 제도와 법령의 교류 활성화, 동양의학 공동연구, 용어통일 및 규격기준의 

국제표준화, 학술․의료정보 및 인력교류의 협력 및 동양의학 관련 약제 및 의료기기의 개발과 민

간교류에 협력하기로 하였음.

  ◦ 우리나라는 한의학의 교육, 면허, 시술이 법제도로 규정되어 있으며, 세계에서 질적으로 가장 우수

한 인적자원과 축적된 임상기술, 양질의 한약자원을 보유하고 있어 전통의학 분야에서 중국과 종

주국의 지위를 다투고 있는 실정이나, 아직 중국보다 국제시장을 개척할 수 있는 인프라구축이 미

흡하고 제도적 뒷받침도 부족하여 주도적인 시장 개척을 기대하기 힘든 상태에 있음.  그러나 한

약의 효능을 응용한 신 치료물질 연구가 활발하게 진행되고 있으며, 1990년대 이후 우리나라 특허
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청에 출원된 한의약품 분야의 특허가 급격히 증가되고 있음.

  ◦ 특히 한의약품 분야의 국제특허를 살펴보면 한국출원인과 외국출원인의 비율은 62 : 38로서 일반 의

약분야의 29 : 71과 비교해 볼 때 우리나라가 기술경쟁력을 지고 있는 것으로 확인되어지며 따라서 생약

의 품질규격화를 통하여 우수한 생약재를 생산할 수 있는 기반을 구축한다면 우수한 인적 자원과 양질

의 물적 자원을 활용하여, 고부가가치의 창출을 통해 국가경제에 기여할 수 있을 것으로 생각됨.

 나. 외국 현황 및 문제점, 전망

  ◦ 미국 FDA의 Guidance for Industry - Botanical Drug Products의 초안마련 (2000. 8) 등 식물성 

생약제제의 산업화 지원을 위한 제도적 기반구축의 초안을 마련.

  ◦ 또한 1994년 Dietary Supplements and Human Education Act 법을 제정하여 약초를 활용하여 각

종기능성 건강보조식품, 화장품 등이 개발 판매되고 있으며 그 성장속도는 1997년 39억불에서 

2001년도 약 363억불로 엄청난 시장성의 확대를 보이고 있음. 기능성식품 연구논문도 1994년 200

여 편이었으나, 1998년에는 약 3000편으로 5년간 15배 정도 크게 신장하였음. 

  ◦ 국립보건원(NIH) 산하기관으로 대체의학국립센터(NCCAM-National Center for Com- plementary 

& Alternative Medicine)를 두어 2001년에는 1억 달러의 연구비를 지원한 바 있음.

  ◦ 최근 유럽 미국 등지에서는 대체의학 분야에 대한 사회적 제도적 수용에 대하여 조사 연구가  활

발하며 적극적인 투자를 하고 있는 실정으로 한약에 대한 연구․개발에 대한 투자가 급증하고 있

으며 독일의 경우 정부주도하에 Natural Product Pool 시행으로 은행엽엑스, 카드두스마리아누스엑

스 등을 개발하여 전세계 천연물제제시장을 독점하고 있음.

  ◦ 유럽공동체에서는 1993년부터 1998년까지 권역내의 국가별 대체의학에 대한 연구보고서를 작성하

여 대체의학에 대한 배경, 사회적 가치, 안전성·유효성, 법률적인 검토, 향후 과제 등에 관해 총체

적인 접근을 시도한 바 있음.

  ◦ 일본의 경우 100년전부터 한약재 규격 및 관리 현대화 연구를 추진해 왔으며, 현재 세계시장 점유

율의 80%를 차지하고 있고, 1984년도부터 문부성과 농림수산성 주관하에 신식품소재 기능발현기

구 제어기술 개발 등 다양한 프로젝트를 기획하여 계획적으로 지원한 결과 식품소재의 신속 평가

법 개발, 기능성의 증명, 발현기구의 해명, 기능성향상을 위한 생산유통기술의 개발, 제품의 다양화 

등 상당한 기술수준에 이르고 있음. 

  ◦ 중국은 한방바이오산업의 학문적 메카로서 위치를 확보하고 있는 상태에서 미국, 유럽의 관심 속

에 확산해 나가면서 세계화되어 가고 있으며, 한약 GAP, GMP, GSP제도를 도입하여 품질관리 및 

안전관리를 국제수준으로 격상하였음.
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제2장 세부연구개발과제의 최종 연구대상 및 방법

   2.1 연구내용

  ◦ 활성성분 분석을 위한 산지별 치자, 현삼의 수집

   - 현삼/치자의 대조생약 및 산지별 생약재의 확보 (각 20 시료 이상)

  ◦ 최적 분석 방법의 검토 및 validation

   - HPLC를 이용한 최적 분석방법의 검토

   - 확립된 분석법의 validation

  ◦ 최적 분석 전처리 조건의 확립

   - 분석 전처리를 위한 최적 조건 및 분석 최적조건 확립 (직교배열법 이용)

  ◦ Fingerprint의 작성

   - HPLC chromatogram에 의한 fingerprint standardization

  ◦ Chemometrics에 의한 원산지 판별

   - PCA 등에 의한 원산지 판별 가능 검토

   2.2 연구방법

  ◦ 활성성분 분석을 위한 산지별 치자, 현삼의 수집

   - 식약청 제공 대조 생약 외 약 20여 종 이상씩의 현삼을 인터넷, 산지, 약령시 등을 통해 수집

  ◦ 최적 분석 방법의 검토

   - C18, 순상 등의 각종 고정상과 물 MeCN, HOAC, MeOH 등의 이동상 및 PDA, ELSD 등의 

검출기를 조합한 최적 추출방법의 확립

  ◦ 최적 분석 전처리 조건의 확립

   - 분석 전처리를 위한 최적 추출용매, 용매/용질의 비, 추출시간 및 기타 전처리 조건을 확립

 - 최적이동상, 최적검출기, 최적 고정상 등 최적 분석조건을 확립

  ◦ Chemical fingerprint의 확립

    - HPLC fingerprint 구축: 산지별 시료에 대한 D/B 구축. HPLC용 software를 통한 libray 구축

    - LC-MS/MS library 구축: 기존 library에 분리하여 얻은 화합물의 library를 구축

    - LC-MS/MS fingerprint DB의 구축

    - Fingerprint의 작성: LS-MS의 MS condition은 천연물에 주로 많이 이용되는 negative mode를 

위주로 하며, positive mode와 비교하여 최선의 방법을 선택. Fragmentor voltage에 따라 각 성

분 peak의 강도가 달라질 수 있으므로 최적의 조건을 검토하기 위하여 50, 150, 250 V 등으로 다

양하게 측정. 기본적으로는 scan mode에서 MS fingerprint를 작성하며, 또한 높은 감도를 이용

하기 위하여 SIM mode로도 fingerprint를 작성.

    - Fingerprint의 standardization: fingerprint analysis의 validation은 relative retention time (the 

ratio of peak rt of sample constituents to the reference standard)와 relative peak area (the 

ratio of peak area of sample constituents to the reference standard)로 함. Reference substance

는 화합물 중 가장 안정하고 다른 화합물과 잘 분리되며, 쉽게 알아볼 수 있는 major compound

로 함. 분석은 각 시료에 대하여 5반복을 실시하며 relative rt 및 area가 RSD가 3% 이내에 들도

록 함. 또한 재현성 실험을 위하여 한 batch의 식물 추출물 5개를 준비하여 역시 각각의 RSD가 

3% 이내에 들도록 함. 마지막으로 stability test를 위하여 각 시료를 24시간 후에 재분석하여 

RSD가 3% 이내에 들도록 함. 이러한 오차 범위 내에 분석치가 들어갔을 때 이 실험방법은 유효
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한 것으로 인정하고 다른 시료에 적용. 상기에서 확립된 분석법을 이용하여 10-20 개의 동일 식

물의 산지별 추출물중 공통적으로 나타나는 common peak를 이 식물의 fingerprint peak로 설정.

  ◦ Chemometrics에 의한 원산지 판별

    - LC fingerprint를 이용한 산지(기원) 구별: 산지별 생약의 구별은 표준화된 fingerprint를 이용하

여 실시하며 principal componet analysis (PCA)를 이용하여 처음 두 PC를 이용하여 score plot

을 작성하여 산지(기원)을 판별 (RG Brereton, Chemometrics: Data analysis for the laboratory 

and chemical plant, John Wiley & Sons, Chichester, 2003).
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제3장 세부연구개발과제의 최종 연구개발 결과

3.1 치자 

가. 시료의 산지별 수집

◦ 생약감별팀에서 제공받은 대조생약 6종을 포함하여 국산 14종 및 중국산 13 종, 총 27종의 시료

를 확보하였음.

      (Table 3-1. Collected Gardenia samples)

국산 중국산

No. 구입처 산지 No. 구입처 산지

S1 (10-6) 서울시장 순천 S3 (10-9) 울산시장 중국

S2 (10-5) 영천시장 완도 S4 울산시장 중국

X1 (10-17) 대구시장 전남 화순 S5 (10-10) 한국 중국산성

X2 (10-19) 대구시장 전남 화순 S6 상해시장 중국

X3 (10-30) 대구시장 전남 화순 X7 (10-36) 대구시장 중국

X4 (10-21) internet 경북 영천 X9 (10-24) 서울시장 중국

X5 (10-27) internet 경북 영천 X13 (10-35) 서울시장 중국

X6 (10-32) internet 경북 영천 X14 (10-33) 서울시장 중국

X8 (10-34) internet 전북 장수 X15 (10-28) 대구시장 중국

X10 (10-22) internet 전남 진도 X17 (10-23) 대구시장 중국

X11 (10-25) internet 전남 진도 X18 (10-20) 서울시장 중국

X12 (10-29) internet 경남거제 X20 (10-18) 대구시장 중국

X16 (10-27) 대구시장 국산
X21 서울시장 중국

X19 (10-31) internet 제주도

총계 국산 14종 총계 중국산 13종

      S: 생약감별팀 제공시료.  X : 구입한 치자

      No.의 오른쪽은 유전자 감별팀의 시료번호임/X1-20은 PCA 분석에 사용한 시료임.

나. 최적 HPLC 분석법 확립 및 validation

1) 최적 HPLC 분석조건 확립

◦ 수종의 고정상을 비교검토한 결과 Aglient Eclipse XDB- C18(4.6 × 250 mm, 5 μm) 컬럼을 고정상

으로 하고, 각각 초산이 함유된 물과 아세토니트릴을 이동상으로 사용한 경우가 가장 좋은 분리 조

건을 나타내었으며 PDA 분석 결과 254 nm에서 검출하는 것이 치자 중 함유된 여러 성분들에 대하

여 가장 검출감도가 좋았음. 아래 표에 이상의 조건을 정리, 요약하여 나타내었으며 이 조건에서의 

HPLC profile을 Fig. 3-1에 나타내었음. 그림에서 보는 바와 같이 주요 성분들이 모두 base line 

separation이 되었음

◦ 한편 제1 세부과제로부터 공급받은 표준품 중 순도가 90% 이상이며, 치자의 성분을 대표할 수 

있고, 비교적 함량이 많으면서 다른 peak와 중첩이 일어나지 않는 화합물을 치자의 대표적인 지

표성분으로 설정하고자 하였으며, 이러한 조건을 만족시키는 화합물로 geniposidic acid, 

chlorogenic acid, geniposide 및 genipin의 4종을 선정하였음.
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 Column   Agilent Eclipse XCB C18 (4.6×250mm, 5μm)

 Wavelength   UV 254 nm

 Temp.   25 ℃

 Injection volume   20 μL

 Flow rate   0.8 mL/min

 Mobile phase

  

Time Flow H2O+1% HOAc ACN+1% HOAc

0

0.8

90 10

5 85 15

15 85 15

20 84 16

35 84 16

40 80 20

45 0 100

0

20

40

60

80

100

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
   시간 (Time)

 B solvent(%)

(Fig. 3-1. Condition of mobile phase)

      

     (Fig. 3-2. Retention time of standard samples and HPLC profile of Gardeniae Fructus  extract  

     (1, geniposidic acid. 2, chlorogenic acid. 3, geniposide. 4, genipin))

2) 치자 표준품의 validation

가) Sample 및 표준액의 조제

 ◦ Geniposidic acid, chlorogenic aicd, geniposide 그리고 genipin 각각 1.0 mg을 정확히 측량하여 

HPLC용 DMSO 1 mL에 녹이고 이것을 stock solution으로 단계적으로 희석하여 검액을 만들

어 검량용 표준용액으로 하였다. 각각의 표준용액 10 μL를 HPLC로 분석하여 Chromatogram의 
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면적을 구하고 농도와 면적에 따른 검량선을 작성하여 함량계산을 실시하였다. 

 ◦ 26종의 치자을 최적 추출조건으로 추출한 후 농축한 추출물을 각각 20.0 mg으로 정확히 측량하

여 HPLC용 DMSO 용액 1 ml로 녹인 다음 0.45 syringe filter로 여과한 여액을 검액으로 사용

하였다. 각각의 검액을 10 μL씩 3회 반복하여 HPLC로 분석하여 함량을 계산하였다. 

나) 표준품의 순도 검정

◦ 4종의 표준물질에 대하여 앞서 확립된 최적 조건으로 HPLC를 이용하여 순도를 측정하였다. 각 

표준품의 순도는 91.2%-99.8%였다. 이들의 크로마토그램은 Fig. 3-2에 나타내었으며 화합물의 

구조는 Fig. 3-2와 같다. 

geniposidic aicd chlorogenic aicd

genipingeniposide

       

 

      (Fig. 3-2. HPLC profiles of standards)
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 (Fig. 3-3. Structures of geniposidic aicd, geniposide, chlorogenic acid and genipin (from the left to  

 right))

◦ 각 표준품의 순도는 geniposidic acid가 91.20±0.16%, chlorogenic acid가 99.86±0.07%, 

geniposide가 97.52±0.13%, genipin이 92.06±0.10%이었다.

다) 표준품의 안정성 

◦ 표준품 4종을 1일, 7일 30일, 60일 간격으로 실온과 냉장보관 시에 나타나는 안정성 실험 결과 

정확도는 99-101% 수준으로 60일 이내에서는 실온 및 냉장보관시에도 그 함량이 변화하지 않

는다는 것을 알 수가 있다. (Table 3-2)
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(Table 3-2. Stability of standard samples (geniposidic aicd, geniposide, chlorogenic acid and  

genipin) by storage days and temperature)

Compound Temp.
Conc. 

(ug/ml)

Observed conc.
Average SD Accuracy(%)

1 day 7 day 30 day 60 day

Chlorogenic acid
-20℃

  50

50.67 49.87 50.21 51.12 50.47 0.54 100.94  

 RT 51.72 50.43 49.36 49.74 50.31  1.04 100.63 

 Geniposide
-20℃ 50.28 49.54 51.42 50.87 50.53 0.81 101.06 

 RT 49.11 50.62 48.99 51.23 49.99 1.11 99.98 

Geniposidic acid
-20℃ 50.98 48.37 50.69 51.47 50.38 1.38 100.76 

 RT 49.98 51.13 50.72 49.12 50.24 0.88 100.48 

Genipin
-20℃ 50.55 48.72 51.22 50.64 50.28 1.08 100.57 

 RT 50.92 48.41 51.52 49.69 50.14 1.38 100.27 

라) 범위, 직선성, 검출한계 및 정량한계 

 ◦ 위의 네 가지 지표성분에 대하여 정량범위를 검토한 결과, 각 성분의 농도에서 직선성을 나타내

는 농도인 0.1 μg - 50 μg으로 나타났으며 내부표준물질과의 면적비를 이용한 검량선은 상관계

수 r2≧0.99로 양호한 직선성을 나타내었음. LOD와 LOQ의 비율은 2.6배에서 4.3배로써 양호한 

값을 나타내었음. Standard curve는 Fig. 3-4에 나타내었으며 범위, 직선성, 검출한계 및 정량한

계는 Table 3-3에 나타내었음.

(Fig. 3-4. Genipin, chlorogenic acid, geniposide and geniposidic acid standard curve)

     (Table 3-3. Range, linearity, LOD and LOQ)

Compound
Linear range

(μg/ml)
Slope Intercept

Correlation 

coefficient

LOD

(μg/ml) 

LOQ

(μg/ml) 

chlorogenic acid 5-100 0.0010 -0.0133 0.9999 2.636 7.409

geniposide 1-100 0.0007 -0.0175 0.9987 2.136 6.909

geniposidic acid 1-100 0.0004 0.0005 0.9986 0.500 2.194

genipin 10-100 0.0008 0.0050 0.9990 1.111 3.444

      LOD : 3 = S/N; LOQ : 10 = S/N (S : signal N : noise)
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마) Repeatability

◦ 각 성분의 면적값을 내부표준물질의 면적값으로 나눈 면적값 비율과 머무름시간(retention time)

에 대하여 재현성을 수행하였음. 면적비에 대한 재현성 RSD는 0.3-1.8%, 머무름 시간에 대한 

재현성 RSD는 0.5-1.1%내의 양호한 값으로 Table 3-4에 나타내었음.

      (Table 3-4. Repeatability (Genipin, chlorogenic acid, geniposide and geniposidic acid))

Compound
Peak area Retention time(min)

Mean SD RSD(%) Mean SD RSD(%)

Genipin 0.021 0.00017 0.8172 25.67 0.2619 1.0201

Chlorogenic acid 0.042 0.00060 1.4184 22.08 0.11442 0.5181

Geniposide 0.071 0.00135 1.8764 24.27 0.28689 1.1820

Geniposidic acid 0.046 0.00191 0.3369 17.14 0.18801 1.0972

바) Precision and Accuracy

◦ 각 지표성분 분석에 대한 일내 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3가지 농도에 대하여 하루에 

3번 반복 실험을 하였으며, 일간 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3일간 반복실험을 하였음. 

일내, 일간 정밀성은 각 성분과 내부표준물질의 피크 면적비의 표준편차를 각 성분과 내부표준

물질의 피이크 면적비의 평균값으로 나눈 비의 백분율(%)로서 구하였음. 

◦ 그 결과 CV(%)는 0.22%-5.72%정도를 보였으며 Accuracy(%)는 86.8%-105.3%사이에 나타나 

양호한 정밀성과 정확성을 나타내었음 (Table 3-5, 3-6)

       (Table 3-5. Intra-day precision and accuracy)

Compound
Fortified

(μg/ml)

Intra-day(n=3)

Observed 
conc. SD Bias CV(%) Accuracy(%)

Chlorogenic acid

20 21.3 0.000458 1.3 5.72 93.9

50 50.03 0.000503 0.03 2.32 99.9

100 102.35 0.000252 2.35 0.61 97.7

 Geniposide

20 20.58 0.000208 0.58 1.23 97.2

50 51.90 0.000681 1.9 2.01 96.3

100 100.20 0.000351 0.2 0.48 99.8

Geniposidic acid

20 20.98 0.000220 0.98 1.7 95.3

50 52.36 0.000200 2.36 0.64 95.5

100 98.65 0.000451 -1.35 0.96 101.4

Genipin

20 23.03 0.000153 3.03 0.63 86.8

50 50.33 0.002329 0.33 5.14 99.3

100 104 0.000200 4 0.22 96.2
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       (Table 3-6. Inter-day precision and accuracy)

Compound
Fortified

(μg/ml)

Inter-day(n=3)

Observed 

conc.
SD Bias CV(%) Accuracy(%)

Chlorogenic acid

20 19.98 0.000348 -0.02 4.35 100.1

50 50.87 0.000145 0.87 0.66 98.3

100 103 0.000149 3 0.35 97.1

 Geniposide

20 21 0.000689 1 4.08 95.2

50 50.98 0.000115 0.96 0.34 98.1

100 101.56 0.000478 1.56 0.66 98.5

Geniposidic acid

20 19 0.001978 -1 4.17 105.3

50 50.98 0.000897 0.98 2.9 98.1

100 104.3 0.000247 4.3 0.53 95.9

Genipin

20 20.48 0.000699 0.48 2.9 97.7

50 50.55 0.000478 0.55 1.05 98.97

100 99.54 0.000214 -0.06 0.24 100.5

사) Robustness

◦ 이동상 용매 2종 중에 acetic acid가 1%씩 첨가되어 있으므로 acetic acid의 농도 변화에 따른 

retention time의 변화를 확인하였음. 그 결과는 아래의 표와 같으며 서로 다른 acetic acid의 농

도에서도 retention time 차이는 크지 않았음. (Table 3-7)

◦ Column별 (사이지 및 제조사별), column 온도별과의 완건성을 비교해본 결과 Accuracy가 

97%-108%로 큰 차이를 볼 수가 없음을 알 수 있음. (Table 3-8, 3-9)

          (Table 3-7. Robustness of acetic acid concentration)

         

Acetic acid 

(mM)

Retention time (min)

Rutin Chlorogenic acid Geniposide

50 27.617 21.427 23.903

100 27.91 21.617 24.163

166 27.61 22.113 24.073

333 26.297 21.486 25.620

RSD(%) 2.63   1.43  3.24
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        (Table 3-8. Robustness of types of columns)

Compound Column
Conc.

(ug/ml)

Observed 

conc.
Accuracy(%)

Chlorogenic acid

Zorbax SB-C18 

(4.6×150 mm, 3.5 ㎛)

50

48.8 97.6

Zorbax XDB-C18 

(4.6×250mm, 3.5 ㎛)
49.2 98.4

Agilent Zorbax 

SB-C18 (4.6×150 

mm, 5 ㎛)

50.2 100.4

Supelco Ascentis 

C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)

49.2 98.4

Waters Sunfire C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
50.3 100.6

 Geniposide

Zorbax SB-C18 

(4.6×150 mm, 3.5 ㎛)
52.3 104.6

Zorbax XDB-C18 

(4.6×250mm, 3.5 ㎛)
50.6 101.2

Agilent Zorbax 

SB-C18 (4.6×150 

mm, 5 ㎛)

51.3 102.6

Supelco Ascentis 

C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)

50.6 101.2

Waters Sunfire C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
49.8 99.6

Geniposidic acid

Zorbax SB-C18 

(4.6×150 mm, 3.5 ㎛)
52.3 104.6

Zorbax XDB-C18 

(4.6×250mm, 3.5 ㎛)
52.4 104.8

Agilent Zorbax 

SB-C18 (4.6×150 

mm, 5 ㎛)

51.5 103.0

Supelco Ascentis 

C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)

50.2 100.4

Waters Sunfire C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
50.1 100.2

Genipin

Zorbax SB-C18 

(4.6×150 mm, 3.5 ㎛)
52.3 104.6

Zorbax XDB-C18 

(4.6×250mdm, 3.5 ㎛)
49.3 98.6

Agilent Zorbax 

SB-C18 (4.6×150 

mm, 5 ㎛)

51.9 103.8

Supelco Ascentis 

C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)

49.8 99.6

Waters Sunfire C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
47.9 95.8
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        (Table 3-9. Robustness of temperature of column)

Compound
Temperature of 

column (℃)

Conc.

(ug/ml)

Observed 

conc.
Accuracy(%)

Chlorogenic acid

RT

50

50.3 100.6

30 52.3 104.6

50 49.6 99.2

 Geniposide

RT 51.2 102.4

30 48.6 97.2

50 50.3 100.6

Geniposidic acid

RT 48.6 97.2

30 49.6 99.2

50 53.3 106.6

Genipin

RT 50.3 100.6

30 54.3 108.6

50 48.6 97.2

다. 최적 분석 전처리 방법의 확립

1) 추출방법에 따른 효율

◦ 치자 1 g당 95% 에탄올 10 ml를 이용하여 Soxhlet, 환류 및 초음파추출을 행한 결과, 

geniposide의 경우 Soxhlet추출이 가장 높은 추출효과를 나타내었으나 그 이외의 다른 지표물

질 즉, geniposidic acid, chlorogenic acid, genipin의 경우는 거의 추출되지 않았음. 따라서 

geniposide만을 지표성분으로 할 경우는 Soxhlet 추출을, 기타 다른 지표성분을 함께 정량하기 

위해서는 환류추출 (reflux)이 가장 좋은 방법인 것으로 판단 되었음. (Table 3-10.)

         (Table 3-10. Comparison of Soxhlet, reflux, and sonication extract methods)              

         

Extract method Compound Contents (mg/g)

Soxhlet

Geniposide 7.08

Geniposidic acid ND

Chlorogenic acid ND

Genipin ND

Sonication

Geniposide 2.90

Geniposidic acid ND

Chlorogenic acid ND

Genipin ND
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2) 직교배열법에 의한 최적 추출조건 검토

◦ 직교배열법의 경우 직교배열표는 각 열이 직교가 되게 미리 만들어 놓은 표임. 즉, 어떤 수준에 대

해서나 다른 열의 전체 수준이 같은 횟수씩 나타나도록 구성되어 있으며 인자가 많을 시에는 일

반 요인 배치법으로는 모든 실험을 할 수가 없기 때문에 적은 수의 실험으로 많은 효과를 찾으려

는 목적으로 만들어 놓은 표임. 직교배열법의 장점으로는 첫째, 기계적인 조작으로 이론을 잘 모

르고도 직교배열법의 실험을 실시 할 수 있고 둘째, 실험 데이터로부터 요인변동의 계산이 용이하

고 분산분석표 작성과 분석이 수월하며 셋째, 실험의 크기를 확대시키지 않고도 실험에 많은 인자

를 짜 넣을 수 있음 (Table 3-11).

     (Table 3-11. Orthogonal design)

추출번호 ethanol(%) 시간(h) 무게(g) 용매량(ml) 온도

1 70 5 1 50 60

2 70 5 3 100 70

3 70 5 5 200 80

4 50 3 1 100 80

5 50 3 3 200 60

6 50 3 5 50 70

7 95 1 1 200 70

8 95 1 3 50 80

9 95 1 5 100 60

◦ Table 3-11과 같은 조건들에 의하여 추출된 치자 중의 지표성분 함량을 계산한 결과 Table 3-12

와 같이 chlorogenic acid는 6번 조건에서 가장 높았으나 합계를 비교했을 때는 7번의 경우가 가

장 좋았으므로 지표성분의 추출은 치자 1 g을 200 ml의 95% ethanol을 이용하여 1시간 동안 70℃

에서 추출하는 것이 최적인 것으로 판단하였음.

(Table 3-12. Contents of 4 standard samples(geniposidic acid, geniposide, chlorogenic acid and 

genipin) according to different extraction methods)  

Number

Contents (μg/mg)

Geniposidic 

acid

Chlorogenic 

acid
Geniposide Genipin Total

1 0.38 1.82 10.10 Trace 12.30

2 0.50 1.92 10.68 Trace 13.10

3 0.49 1.88 9.89 Trace 12.26

4 0.26 1.42 9.10 Trace 10.78

5 0.10 1.17 7.04 Trace 8.31

6 0.14 1.99 14.24 Trace 16.37

7 0.56 1.87 15.18 Trace 17.61

8 0.54 1.87 13.68 Trace 16.09

9 0.33 1.67 12.54 Trace 14.54
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라. Fingerprint analysis에 의한 Pattern 분석법의 확립

1) 치자 지표성분의 TLC pattern 분석

◦ 치자 지표성분 및 추출물에 대한 TLC 조건을 검토하였으나 순상 TLC에서는 화합물의 분리가 거

의 일어나지 않았음. 

◦ 시도한 방법 중 3종의 지표성분 및 치자 추출물에 대한 최적 TLC 조건은 RP-TLC를 사용하였을 

때 가장 좋았으며, 이 때의 TLC chromatogram과 용매 조건은 아래 그림과 같음. (Fig. 3-5)

 

 ACN : MeOH : H2O : Formic acid = 15:20:64:1

A= Chlorogenic acid

B= Geniposide

C= Geniposidic acid

S= 치자 추출물 

Merck RP-18 precoated TLC plate

Visualization: UV254 nm & 10% Sulfuric acid

         (Fig. 3-5. TLC  chromatogram and developing conditions)

◦ 상기 최적 TLC 조건을 이용하여 각 지역별 치자의 TLC pattern을 비교하여 보았으나 TLC 

pattern으로는 지역간의 차이를 인정하기 어려웠음 (Fig. 3-6). 

           (Fig. 3-6.  Upper : UV 254nm, Lower : 10% H2SO4)

           Merck RP-18 TLC plate / MeCN:MeOH:H2O:Formic acid = 15:20:64:1 (1= geniposide. 2=  

           geniposidic acid. 3= chlorogenic acid) ST - standard. HS - Mean of Gardeniae Fructus   

           from KFDA  / 1-20 Different places  Gardeniae Fructus (20 places)

2) Chemometrics에 의한 원산지 판별법 검토

가) Peak standardization

◦ 생약 감별팀으로부터 받은 6종의 대조 생약이 나타내는 HPLC에서의 각 peak들의 평균을 기준으

로 잡은 후 본 연구에서 선정된 표준품을 포함하여 총 10개의 peak area를 통계프로그램의 변수로 
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사용하였다 (Fig. 3-7).  또한 이 peak 10개를 사용하여 H-cluster 및 주성분분석인 PCA를 통해 

군집을 나누고자 하였다.

0 10 20 30 40 50 60

1 2 3

4

5
6

7

8

9 10

          (Fig. 3-7. Peak standardization)

2: Geniposidic acid, 4: Chlorogenic acid, 8: Geniposide, 9: Genipin. The other peaks are arbitrary 

ones from standard Gardenia samples from pharmocognosy team

나) H-cluster (군집분석)

◦ Table 3-1에 나타낸 생약시료는 H-cluster을 통해 몇 개의 군집을 나눌 수 있었다 (Fig. 3-8). 이 

경우 전남지역의 치자(sample N. 1, 2, 3, 8, 10, 11)는 특이적으로 같은 그룹에 있음을 확인 할 수 

있었으나 중국산과 국산의 경계는 확연히 나타나지 않았다 (번호1-20은 100쪽의 X1-X20과 동

일). 한편 DNA 감별 결과, X2, X5, X15는 꽃치자로 판명되었으나 H-cluster와의 개연성은 보이

지 않았다.

     

          (Fig. 3-8. H-cluster analysis for 20 samples)
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다) PCA (주성분 분석)

◦ PCA 분석을 통해서도 두 개의 군집으로 나눌 수 있었다 (Fig. 3-9). PCA에 의한 결과 역시 

H-cluster와 비슷한 패턴을 나타내었는데, 아래 그림에서 보듯이 전남지역의 치자 (sample No. 

X1, X2, X3, X8, X10, X11)는 특이적으로 같은 그룹에 있음을 확인 할 수 있다. 하지만 중국산과 

국산의 경계는 확연히 나타나지 않음을 알 수가 있다 (시료번호는 Table 1 참조). 한편 DNA 감별 

결과, X2, X5, X15는 꽃치자로 판명되었으나 PCA 분석결과와의 개연성은 보이지 않았다.

      

      (Fig. 3-9. PCA for 20 samples)

이 PCA로는 한국산과 중국산의 명확한 구별을 할 수는 없었으나 전남산 (오른쪽)과 기타 산지와의 구

별은 할 수 있었음. 또한 DNA 감별 결과, X2, X5, X15는 꽃치자로, 기타는 치자로 판명되었으나 PCA 

분석결과와의 개연성은 보이지 않았음. 아래에 DNA 종감별 분석결과를 정리하였음.

      (Table 3-13. Comparison of PCA result and DNA analysis of Gardenia samples)

No. 산지 PCA DNA No. 산지 PCA DNA

S1 (10-6) 순천 - 치자 S3 (10-9) 중국 - 꽃치자

S2 (10-5) 완도 - 치자 S4 중국 -

X1 (10-17) 전남 화순 - 치자 S5 (10-10) 중국산성 - 치자

X2 (10-19) 전남 화순 - 꽃치자 S6 중국 -

X3 (10-30) 전남 화순 - 치자 X7 (10-36) 중국 - 치자

X4 (10-21) 경북 영천 - 치자 X9 (10-24) 중국 - 치자

X5 (10-27) 경북 영천 - 꽃치자 X13 (10-35) 중국 - 치자

X6 (10-32) 경북 영천 - 치자 X14 (10-33) 중국 - 치자

X8 (10-34) 전북 장수 - 치자 X15 (10-28) 중국 - 꽃치자

X10 (10-22) 전남 진도 - 치자 X17 (10-23) 중국 - 치자

X11 (10-25) 전남 진도 - 치자 X18 (10-20) 중국 - 치자

X12 (10-29) 경남거제 - 치자 X20 (10-18) 중국 - 치자

X16 (10-27) 국산 - 치자
X21 중국

X19 (10-31) 제주도 - 치자

      S: 생약감별팀 제공시료.  X : 구입한 치자

      No.의 오른쪽은 유전자 감별팀의 시료번호임/X1-20은 PCA 분석에 사용한 시료임.

      PCA에 의해서는 치자와 꽃치자의 구분은 불가능하였음
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마. 지표성분의 LC-MS/MS pattern 검토

◦ 치자의 지표성분에 대하여 LC-MS pattern을 분석한 결과는 Fig. 3-10과 같다. Genipin의 경우에

는 MS pattern이 잘 검출되지 않았다.

       

1 2

3

4

standards

ext (치자)

1, geniposidic acid 2, chlorogenic acid
3, geniposide

 

(Fig. 3-10. LC-MS/MS pattern)

바. 치자 중 지표성분의 함량

◦ 각지에서 수집한 치자 중의 지표성분의 함량은 Table 3-13과 같다.

  (Table 3-13. Contents of four standard samples in various Gardenia samples)
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◦ 치자 중의 지표성분의 함량의 평균은 Table 3-14와 같다.

      (Table 3-14. Average contents of four standards in Gardenia samples)

      

◦ 따라서 치자의 품질 평가는 각 성분의 함유량이 전체평균±10-20% 내외에 해당하는 함량을 갖는 

것으로 설정하는 것이 바람직할 것으로 생각된다.
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3.2 현삼

가. 시료의 산지별 수집

◦ 생약감별팀에서 받은 대조생약 6종을 포함하여 국산 14종 및 중국산 12 종, 총 26종의 시료를 확

보하였음.

      

Sample Cultivation area Sample Cultivation area 

A1 12-3 Andong B1 12-10 China

A2 12-8 Andong B2 12-11 Hebei, China

A3 12-9 Andong B3 12-12 Henan, China

C1 12-14 Yeongcheon D1 12-17 China

C2 12-15 Andong D2 12-18 China

C3 12-16 Yeongcheon D3 12-21 China

C4 12-19 Yeongcheon D4 12-23 China

C5 12-20 Yeongju D5 12-24 China

C6 12-22 Yeongcheon D6 12-25 China

C7 12-27 Andong D7 12-26 China

C8 12-28 Andong D8 12-29 China

C9 12-30 Youngju D9 12-33 China

C10 12-31 Suncheon    

C11 12-32 Uiseoung    

      시료 번호의 우측은 유전자 감별시의 시료 번호임

나. 최적 HPLC 분석법 확립 및 validation

1) 최적 HPLC 분석조건 확립

◦ 수종의 고정상을 비교검토한 결과 Aglient Eclipse XCB-C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm) 컬럼을 고정

상으로 하고, 각각 초산이 함유된 물과 아세토니트릴을 이동상으로 사용한 경우가 가장 좋은 분리 

조건을 나타내었으며 PDA 분석 결과 296 nm에서 검출하는 것이 현삼 중 함유된 여러 성분들에 대

하여 가장 검출감도가 좋았음. 아래 표에 이상의 조건을 정리, 요약하여 나타내었으며 이 조건에서의 

HPLC profile을 Fig. 3-13에 나타내었음. 그림에서 보는 바와 같이 주요 성분들이 모두 base line 

separation이 되었음

◦ 한편 제1 세부과제로부터 공급받은 표준품 중 순도가 90% 이상이며, 현삼의 성분을 대표할 수 

있고, 비교적 함량이 많으면서 다른 peak와 중첩이 일어나지 않는 화합물을 현삼의 대표적인 지

표성분으로 설정하고자 하였으며, 이러한 조건을 만족시키는 화합물로 (E)-Harpagoside, 

(E)-p-Methoxycinnamic acid 및 (E)-p-Methoxycinnamic acid methyl ester의 3종을 선정하였

음. 한편 trans 형태로 제공받은 (E)-p-Methoxycinnamic acid의 경우는 두 개의 피크로 나타나

는데 이것은 분리후 수 분 내에 cis 형태로 일부가 전환되기 때문인 것으로 추측됨. 따라서 잠정

적으로 cis와 trans의 합을 (E)-p-Methoxycinnamic acid의 함량으로 하였음. 
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 Column   Agilent Eclipse XCB C18 (4.6×150mm, 3.5μm)

 Wavelength   UV 296 nm

 Temperature   25 ℃

 Injection volume   10 μL

 Flow rate   0.8 mL/min

 Mobile phase
  A: H2O+1% HOAc

  B: MeCN+1% HOAc

Time Flow A B

0

0.8

75.7 24.3

18 74.5 25.5

20 50.5 49.5

35 48 52

40 0 100

       

1. (E)-Harpagoside 

2. (E)-p-Methoxycinnamic acid

3. (E)-p-Methoxycinnamic

   acid methyl ester

        (Fig 3-13. Retention time of standard samples and HPLC profile of Scrophularia Radix      

        extract)

         Peak No. 2 [(E)-p-Methoxycinnamic acid] might rapidly inter-convert into cis and trans forms,        

         therefore the sum of two peas were considered as (E)-p-Methoxycinnamic acid content.

2) 현삼 표준품의 validation

가) Sample 및 표준액의 조제

 ◦ (E)-Harpagoside, (E)-p-Methoxycinnamic acid 및 (E)-p-Methoxycinnamic acid methyl ester 

각각 1.0 mg을 정확히 측량하여 HPLC용 DMSO 1 mL에 녹이고 이것을 stock solution으로 단

계적으로 희석하여 검액을 만들어 검량용 표준용액으로 하였다. 각각의 표준용액 10 μL를 

HPLC로 분석하여 Chromatogram에서의 peak의 면적을 구하고 농도와 면적을 함수로하는 검

량선을 작성하여 함량계산을 실시하였다. 

 ◦ 26종의 현삼을 최적 추출조건으로 추출한 후 농축한 추출물을 각각 20.0 mg으로 정확히 측량하

여 HPLC용 DMSO 용액 1 ml로 녹인 다음 0.45 syringe filter로 여과한 여액을 검액으로 사용

하였다. 각각의 검액을 10 μL씩 3회 반복하여 HPLC로 분석하여 함량을 계산하였다. 

나) 표준품의 순도 검정

 ◦ 3종의 표준물질에 대하여 앞서 확립된 최적 조건으로 HPLC를 이용하여 순도를 측정하였다. 표

준품의 순도는 각각 (E)-harpagoside : 순도 96.77%, (E)-p-methoxy cinnamic acid : 순도 

99.53%, p-methoxycinnamic acid methyl ester : 순도 99.96%로 양호하게 나타났다 (Fig. 3-14). 



- 133 -

1. (E)-Harpagoside 

2. (E)-p-Methoxycinnamic acid

3. (E)-p-Methoxycinnamic

   acid methyl ester

       

       (Fig. 3-14. HPLC chromatogram of standard (E)-harpagoside, (E)-p-methoxycinnamic acid,   

       and (E)-p-methoxycinnamic acid methyl ester))

다) 표준품의 안정성 

◦ 표준품 3종을 1일, 7일 30일, 60일 간격으로 실온과 냉장보관 시에 나타나는 안정성 실험 결과 

정확도는 99% 이상으로 60일 이내에서는 실온 및 냉장보관시에도 그 함량이 변화하지 않는다

는 것을 알 수가 있다 (Table 3-16)

   (Table 3-16. Stability of standard samples ((E)-harpagoside, (E)-p-methoxycinnamic acid,        

   (E)-p-methoxycinnamic acid methyl ester) by storage days and temperature)

Compound Temp. Conc. 
(ug/ml)

Observed conc.
Average SD Accuracy(%)

1 day 7 day 30 day 60 day

(E)-Harpagoside

-20℃

  50

50.86 50.58 50.11 49.27 50.21 0.70 100.41

RT 52.91 50.54 52.08 50.57 51.53 1.17 103.05

(E)-p-Methoxy
cinnamic acid

-20℃ 48.83 49.21 50.98 49.10 49.53 0.98 99.06

 RT 51.48 50.32 48.00 49.56 49.84 1.46 99.68

(E)-p-Methoxy
cinnaminc 

methyl ester

-20℃ 50.63 48.25 50.47 50.49 49.96 1.14 99.92

 RT 50.32 51.16 51.39 50.74 50.92 0.47 101.81

라) 범위, 직선성, 검출한계 및 정량한계 

◦ 세 가지 지표성분에 대하여 정량범위를 검토한 결과, 각 성분의 농도에서 직선성을 나타내는 농도인  
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10 μg - 1000 μg으로 나타났으며 내부표준물질과의 면적비를 이용한 검량선은 상관계수 r2≧0.99로 

양호한 직선성을 나타내었다. LOD와 LOQ의 비율은 2.6배에서 4.3배로써 양호한 값을 나타내었다. 

Standard curve는 Fig. 3-15에 나타내었다. 범위, 직선성, 검출한계 및 정량한계는 Table 3-17에 나

타내었다.

1 2 3

      (Fig 3-15. Standard curves of standard samples (1.(E)-harpagoside 2. p-methoxy- 

      cimmamic acid  3. p-methoxycinnamic acid Me ester)

     (Table 3-17. Range, linearity, LOD and LOQ) 

Compound Linear range
(μg/ml)

Slope Intercept Correlation 
coefficient

LOD
(μg/ml)

LOQ
(μg/ml)

 (E)-Harpagoside 50~1000 0.0861 1.6077 0.9987 2.738 7.124

p-Methocycinnamic 
acid

10~100 0.3066 0.5459 0.9967 1.088 2.926

p-Methoxycinnaminc 
methyl ester

10~100 0.8404 -7.8886 0.9976 0.322 1.172

 

마) Repeatability

◦ 각 성분의 면적값을 내부표준물질의 면적값으로 나눈 면적값 비율과 머무름시간(retention time)

에 대하여 재현성 test를 수행하였다. 면적비에 대한 재현성 RSD는 0.78-2.7%, 머무름 시간에 

대한 재현성 RSD는 0.10-1.26%내의 값으로 나타났으며, 이들은 모두 인정할 수 있는 범위에 있

는 것으로 판단하였다 (Table 3-18).

       (Table 3-18. Repeatability)

       

Compound
Peak area Retention time(min)

Average SD RSD(%) Average SD RSD(%)

(E)-Harpagoside 52.7 0.9899 1.8785 9.0195 0.0092 0.1019

p-Methocycinnamic 
acid*

9.15 0.071 0.7770 13.6988 0.1724 1.2587

22.5 0.2824 1.2684 16.092 0.0184 0.1143

p-Methoxycinnaminc 
methyl ester 1.9 0.0578 2.665 21.4845 0.0474 0.1458

       * Calculated as the sum of trans- and cis-isomer
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바) Precision and Accuracy

  ◦ 선정된 3종의 지표성분에 대하여 확립한 분석법에 대한 일내 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3

가지 농도에 대하여 하루에 3회 반복 실험을 하였으며, 일간 정확성, 정밀성을 확인하기 위해서는 

3일간 반복실험을 수행하였다. 일내, 일간 정밀성은 각 성분과 내부표준물질의 peak 면적비의 표

준편차를 각 성분과 내부표준물질의 peak 면적비의 평균값으로 나눈 비의 백분율(%)로서 구하였

다. 이 때 각 지표성분의 CV(%)는 0.26%-6.3%정도를 보였으며 Accuracy(%)는 92.0%-108.6%사

이로 비교적 양호한 값을 나타내었다 (Table 3-19, Table 3-20)

       (Table 3-19.  Intra-day accuracy and precision)

Compound Spiked 
conc. (ug)

Intra-day(n=3)

Observed 
conc.

SD Bias CV(%) Accuracy (%)

(E)-Harpagoside

0.5 0.477 0.017 -0.023 3.472 95.4

1 0.944 0.040 -0.056 4.187 94.4

2 2.171 0.121 0.171 5.589 108.6

5 4.871 0.091 -0.129 1.871 97.42

10 10.037 0.026 0.037 0.261 100.37

p-Methocycinnamic 
acid

0.1 0.092 0.006 -0.008 6.307 92.0

0.5 0.515 0.010 0.015 2.026 103.0

1 0.993 0.005 -0.007 0.465 99.3

p-Methoxycinnaminc 
methyl ester

0.1 0.108 0.006 0.008 5.214 108.0

0.5 0.486 0.010 -0.014 2.086 97.2

1 1.006 0.005 0.006 0.448 100.6

       (Table 3-20. Inter-day accuracy and precision)

Compound Spiked 
conc. (ug)

Inter-day

Observed 
conc.

SD Bias CV(%) Accuracy (%)

(E)-harpagoside

0.5 0.465 0.025 -0.035 5.337 93.0

1 0.967 0.023 -0.033 2.377 96.7

2 2.113 0.080 0.133 3.777 105.7

5 4.801 0.141 -0.199 2.931 96.0

10 10.119 0.084 0.119 0.830 101.2

p-Methocycinnamic 
acid

0.1 0.101 0.001 0.001 0.774 101

0.5 0.482 0.013 -0.018 2.608 96.4

1 0.938 0.044 -0.062 4.699 93.8

p-Methoxycinnaminc 
methyl ester

0.1 0.108 0.006 0.008 5.214 108

0.5 0.469 0.022 -0.031 4.675 93.8

1 0.994 0.004 -0.006 0.394 99.4
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사) Robustness

  ◦ 이동상 용매 2종 중에 acetic acid가 1%씩 첨가되어 있으므로 acetic acid의 농도 변화에 따른 

retention time의 변화를 확인하였다. 그 결과 아래의 표와 같이 서로 다른 acetic acid의 농도에서도 

retention time 차이는 크지 않게 나타났다. (Table 3-21)

  ◦ Column별 (사이즈 및 제조사별), column 온도별과의 완건성을 비교해본 결과 상온에서 50℃까지는 

accuracy가 94%-108%로 큰 차이를 볼 수가 없음을 알 수 있었다. (Table 3-22, 3-23)

      (Table 3-21. Robustness of acetic acid concentration)

      

Acetic acid
conc. (mM)

Retention time(min)

(E)-Harpagoside
(E)-p-Methoxy 
Cinnamic acid

p-Methoxy
cinnamic acid Me ester

50 mM 9.13 15.17/17.72 30.70

100 mM 9.47 15.32/17.84 30.74

166 mM 9.65 15.47/18.25 30.69

333 mM 9.82 15.10/17.61 30.05

      (Table 3-22. Robustness of types of columns)

Compound Column Conc. 
(mg/ml)

Observed 
conc. 

Accuracy(%)
  

(E)-Harpagoside

Zorbax SB-C18 
(4.6×150 mm, 3.5 ㎛)

50

52.3 104.6

Zorbax XDB-C18 
(4.6×250mm, 3.5 ㎛) 47.3 94.6

Agilent Zorbax SB-C18 

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
49.6 99.2

Supelco Ascentis C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
47.6 95.2

Waters Sunfire C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
50.2 100.4

(E)-p-Methoxy
cinnamic acid

Zorbax SB-C18 
(4.6×150 mm, 3.5 ㎛) 50.5 101.0

Zorbax XDB-C18 
(4.6×250mm, 3.5 ㎛)

51.6 103.2

Agilent Zorbax SB-C18 

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
49.6 99.2

Supelco Ascentis C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
49.8 99.6

Waters Sunfire C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
49.7 99.4

p-Methoxy cinnamic 
acid Me ester

Zorbax SB-C18 
(4.6×150 mm, 3.5 ㎛) 49.8 99.6

Zorbax XDB-C18 
(4.6×250mm, 3.5 ㎛) 52.1 104.2

Agilent Zorbax SB-C18 

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
50.6 101.2

Supelco Ascentis C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
51.1 102.2

Waters Sunfire C18

(4.6×150 mm, 5 ㎛)
49.8 99.6
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     (Table 3-23. Robustness of temperature of column)

Compound
Temperature 

(℃)
Conc. 
(ug/ml)

Observed 
conc. Accuracy(%)  

(E)-Harpagoside

RT

50

51.3 102.6

30 54.3 108.6

50 48.2 96.4

(E)-p-Methoxy
cinnamic acid

RT 50.2 100.4

30 52.3 104.6

50 51.2 102.4

p-Methoxy
cinnamic acid Me ester

RT 52.3 104.6

30 51.9 103.8

50 48.7 97.4

다. 최적 분석 전처리 방법의 확립

1) 추출방법에 따른 효율

◦ 현삼의 최적 추출조건을 확립하기 위하여 흔히 사용되는 추출법에 따른 현삼 중 지표성분의 함량 변

화를 검토하여 보았다. 현삼 1 g당 95% 에탄올 10 ml로 아래 표와 같이 soxhlet, reflux 및 초음파 

등 3가지 추출법으로 추출 한 결과, 지표성분 3 (p-methoxycinnaminc methyl ester)의 경우는 큰 차

이가 없었으나 지표성분 1 [(E)-harpagoside], 2 ((E)-p-methocycinnamic acid)의 경우 soxhlet 추

출법이 sonication 추출법 보다 1.5배 가까이 높은 수율을 내는 것을 확인하였다. 따라서 Soxhlet 추

출법이 가장 적합한 것으로 판단되었으나 경제성이나 장비의 복잡함 등을 고려하여 환류추출을 선

택하였다 (Table 3-24)

      (Table 3-24. Comparsion of soxhlet, reflux, and sonication extract methods)

      

Soxhlet Reflux Sonication

Standard 1 2 3 1 2 3 1 2 3

mg/g 12.07 2.91 0.065 8.16 2.44 0.060 8.24 1.74 0.062

     1, (E)-harpagoside 2, (E)-p-methoxycimmamic acid 3, p-methoxycinnamic acid Me ester

2) 직교배열법에 의한 최적 추출조건 검토

◦ 현삼의 최적 추출용매와 시간, 용매와 용질 양을 찾기위해  직교배열표(Table 3-25)를 이용하여 

함량을 분석해 본 결과 (Table 3-26), 8번 조건인 현삼 3 g을 50 ml의 95% ethanol을 이용하여 1
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시간 동안 추출하는 것이 최적인 것으로 판단하였다

      (Table 3-25. Orthogonal design for optimal extraction condition)

      

No. Ethanol(%) Time (h) Sample (g) Solvent (ml)

1 70 5 1 50

2 70 5 3 100

3 70 5 5 200

4 50 3 1 100

5 50 3 3 200

6 50 3 5 50

7 95 1 1 200

8 95 1 3 50

9 95 1 5 100

      (Table 3-26. Contents of 2 standard samples ((E)-harpagoside, p-methoxy cinnamic acid      

      methyl ester) in each extracts methods)

      

No.
Contents

(E)-Harpagoside (mg) (E)-p-Methoxycinnamic 
acid methyl ester (mg)

Total (mg)

1 8.49 0.029 8.519

2 9.32 0.040 9.360

3 8.91 0.036 8.946

4 7.21 0.029 7.239

5 6.85 0.032 6.882

6 6.72 0.047 6.767

7 9.94 0.045 9.985

8 10.95 0.056 11.006

9 10.84 0.051 10.891

라. Fingerprint analysis에 의한 Pattern 분석법의 확립

1) 현삼 지표성분의 TLC pattern 분석

◦ 현삼  지표성분 및 추출물에 대한 TLC 조건을 검토하였으나 순상 TLC에서는 화합물의 분리가 거

의 일어나지 않았음. 

◦ 시도한 방법 중 3종의 지표성분 및 현삼 추출물에 대한 최적 TLC 조건은 RP-TLC를 사용하였을 

때 가장 좋았으며, 이 때의 용매 조건은 MeCN:MeOH: H2O:Formic acid = 45:20:35:1 비율로  하

였을 때 화합물의 분리가 가장 양호하게 나타났음

◦ 상기 최적 TLC 조건을 이용하여 각 지역별 현삼의 TLC pattern을 비교하여 보았을 때 TLC 

pattern 상에서도 (E)-harpagoside의 함량이 지역간 눈에 띄게 다른 것을 알 수 있었음 (Fig. 

3-16). 
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        (Fig 3-16. TLC chromatogram of various Scrophulariae Radix. Upper : UV 254nm, Lower : 

10% H2SO4, Merck RP-18 TLC plate / MeCN:MeOH:H2O:Formic acid = 45:20:35:1 

(1=(E)-harpagoside, 2=(E)-p-methoxycimmamic acid, 3= p-methoxy- cinnamic acid Me 

ester)  1-20 Different places Scrophularia Radix (20 places)

2) Chemometrics에 의한 원산지 판별법 검토

가) Peak standardization

  ◦ 식약청에서 DNA감별이 끝난 현삼 6종의 평균을 기준 잡은 후 표준품 peak 3개와 미지의 peak 7  

  개를 합한 10개의 peak를 선택하여 각종 통계프로그램의 변수로 사용하였다 (Fig. 3-17)

         (Fig. 3-17. Peak standardization) 

1: (E)-p-Methoxycinnamic acid methyl ester. 5: (E)-Harpagoside. 8: (E)-p-Methoxycinnamic acid 

methyl ester. The other peaks are arbitrary ones appeared from standard Scrophularia provided by 

pharmacognosy team

나) H-cluster (군집분석)

  ◦ H-cluster을 통해 두개의 군집을 나눌 수 있었다 (Fig. 3-18). 아래 그림에서 보듯이 중국산과 국

산의 경계가 확연히 나타나는 것을 알 수가 있다. 하지만 C4, C5, C10는 국산이라고 구매 하였으
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나 분석결과 중국산일 가능성이 많으며, D3의 경우는 중국산이라고 구매하였으나 국산일 가능성

이 있다. 

        

        (Fig 3-18. H-Cluster for Scrophularia Radix (20 places))

     (각 시료의 기호에 대하여는 131쪽을 참조)

다) PCA

  ◦ 그림에서 보듯이 PAC(주성분분석)을 통해 두 개의 군집을 나눌 수 있었으며(Fig. 3-19) 그 결과 

H-cluster와 비슷하게 나뉜 것을 알 수가 있다. 하지만 H-cluster결과와 같이 C4, C5, C10는 국산

이라고 구매 하였으나 분석결과 중국산일 가능성이 많으며, D3의 경우는 중국산이라고 구매하였

으나 국산일 가능성이 있다 (각 시료의 기호에 대하여는 114쪽을 참조). 

  ◦ 유전자감별 연구팀의 결과, 현삼마커를 이용한 증폭 결과를 볼때, C4, C5는 현삼(S. buergeriana)

이었으며, C10은 국산현삼으로 구매하였다고 하였으나, 증폭 결과 중국현삼(S. ningpoensis)이었

으며, D3는 중국현삼으로 구입하였다고 되어있으나 국산 현삼(S. buergeriana)으로 확인되었음

       

     (Fig. 3-19. PCA for Scrophularia Radix (20 places))
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  ◦ 아래에 DNA 종감별 분석결과를 정리하였음.

  (Table 3-27. Comparison of PCA result and DNA analysis of Scrophularia samples)

No. 판매처 PCA DNA* Sample 판매처 PCA DNA

A1 12-3 한국산 한국산 한국산 B1 12-10 중국산 중국산 중국산

A2 12-8 한국산 한국산 한국산 B2 12-11 중국산 중국산 중국산

A3 12-9 한국산 한국산 한국산 B3 12-12 중국산 중국산 중국산

C1 12-14 한국산 한국산 한국산 D1 12-17 중국산 중국산 중국산

C2 12-15 한국산 한국산 한국산 D2 12-18 중국산 중국산 중국산

C3 12-16 한국산 한국산 한국산 D3 12-21 중국산 한국산 한국산

C4 12-19 한국산 중국산 중국산 D4 12-23 중국산 중국산 중국산

C5 12-20 한국산 중국산 중국산 D5 12-24 중국산 중국산 중국산

C6 12-22 한국산 한국산 한국산 D6 12-25 중국산 중국산 중국산

C7 12-27 한국산 한국산 한국산 D7 12-26 중국산 중국산 중국산

C8 12-28 한국산 한국산 한국산 D8 12-29 중국산 중국산 중국산

C9 12-30 한국산 한국산 한국산 D9 12-33 중국산 중국산 중국산

C10 12-31 한국산 중국산 중국산    

C11 12-32 국산    

*한국산과 중국산은 각각 S. buergeriana와 S. ningpoensis를 의미함

   라) Princomp 분석

  ◦ PrinComp 분석 결과, PCA에서 두 개의 군집이 형성되는 주된 이유는 현삼의 주 성분인        

 (E)-harpagoside 와 (E)-p-Methoxycinnamic acid에 의해 나뉘는 것으로 생각됨 (Fig. 3-20)

   

     (Fig. 3-20. PrinComp for Scrophularia Radix (20 places))
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마. 지표성분의 LC-MS/MS pattern 검토

◦ 현삼에 대하여 LC-MS pattern을 분석한 결과는 Fig. 3-21과 같음.

 (Fig. 3-21. LC-MS/MS pattern of major constituents in Scrophulariae Radix)

바. 현삼 중 지표성분의 함량

◦ 각 지역에서 수집한 현삼 중 함유된 표준품 3종의 함량을 구한 결과 국산 현삼의 경우 중국산 현삼

에 비해 표준품의 함량이 모두 높게 나타났다 (Table 3-27, 3-28). (E)-Harpagoside의 경우 국산 현

삼이 중국산 현삼보다 평균 3배가량 높게 나타나 국산현삼의 대표적인 기준물질로써 사용할 수 있

을 것으로 판단된다. 
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     (Table 3-27. Contents of standard compounds in various S. Radix)

Sample No.
Contents (mg/g)

(E)-Harpagoside
(E)-p-Methoxycinnamic 

acid
p-Methoxycinnamic acid 

methyl ester

식
약
청
제
공 

A1 7.413 ± 0.013 2.318 ± 0.001 0.070 ± 0.001
A2 5.550 ± 0.026 3.039 ± 0.001 0.061 ± 0.002
A3 6.072 ± 0.089 1.836 ± 0.002 0.046 ± 0.001
B1 1.839 ± 0.009 0.739 ± 0.003 -
B2 3.623 ± 0.007 0.896 ± 0.005 -
B3 1.835 ± 0.002 0.329 ± 0.002 -

수
집
품

C1 1.997 ± 0.039 1.811 ± 0.011 0.033 ± 0.001
C2 4.647 ± 0.119 1.716 ± 0.036 0.038 ± 0.001
C3 2.496 ± 0.064 1.236 ± 0.023 0.022 ± 0.001
C4 2.021 ± 0.050 0.328 ± 0.008 -
D1 0.724 ± 0.030 0.209 ± 0.007 -
C5 0.971 ± 0.028 0.284 ± 0.007 -
D2 1.131 ± 0.036 0.209 ± 0.006 -
D3 3.414 ± 0.130 0.573 ± 0.012 0.023 ± 0.001
C6 2.484 ± 0.071 1.743 ± 0.028 0.028 ± 0.001
D4 0.788 ± 0.022 0.425 ± 0.008 -
D5 0.841 ± 0.031 0.376 ± 0.008 -
D6 0.530 ± 0.016 0.266 ± 0.007 -
D7 1.033 ± 0.034 0.493 ± 0.010 -
C7 2.518 ± 0.057 2.072 ± 0.015 0.038 ± 0.001
C8 4.574 ± 0.083 2.335 ± 0.017 0.034 ± 0.001
D8 0.663 ± 0.002 0.842 ± 0.013 -
C9 3.209 ± 0.011 1.485 ± 0.007 0.037 ± 0.001
C10 0.352 ± 0.001 0.098 ± 0.001 -
C11 2.526 ± 0.017 1.356 ± 0.014 0.029 ± 0.001
D9 0.796 ± 0.011 0.526 ± 0.005 -

     (Table 3-28. Average contents standard compounds in S. Radix.)

     

Contents (mg/g)

(E)-Harpagoside
(E)-p-Methoxycinnamic 

acid
p-Methoxycinnamic acid 

methyl ester

Korea 3.349 ± 1.947 1.482 ± 0.851 0.038 ± 0.014

China 1.254 ± 0.900 0.482 ±0.245 -

Average 2.302 ± 1.481 0.982 ± 0.706 -

◦ 상기 결과를 토대로 하여 현삼의 품질 평가시 각 성분의 함유량이 전체평균±10-20% 내외에 해당

하는 함량을 갖는 것으로 설정하는 것이 바람직할 것으로 생각된다.
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제4장 세부연구개발과제의 연구결과 고찰 및 결론 

4.1 치자 

가. 시료의 산지별 수집

◦ 생약감별팀에서 제공받은 대조생약 6종을 포함하여 국산 14종 및 중국산 13 종, 총 27종의 시료

를 확보하였음.

나. 최적 HPLC 분석법 확립 및 validation

1) 최적 HPLC 분석조건 확립

◦ 수종의 고정상을 비교검토한 결과 Aglient Eclipse XDB- C18(4.6 × 250 mm, 5 μm) 컬럼을 고정상

으로 하고, 각각 초산이 함유된 물과 아세토니트릴을 이동상으로 사용한 경우가 가장 좋은 분리 조

건을 나타내었으며 PDA 분석 결과 254 nm에서 검출하는 것이 치자 중 함유된 여러 성분들에 대하

여 가장 검출감도가 좋았음. 

◦ 한편 제1 세부과제로부터 공급받은 표준품 중 순도가 90% 이상이며, 치자의 성분을 대표할 수 

있고, 비교적 함량이 많으면서 다른 peak와 중첩이 일어나지 않는 화합물을 치자의 대표적인 지

표성분으로 설정하고자 하였으며, 이러한 조건을 만족시키는 화합물로 geniposidic acid, 

chlorogenic acid, geniposide 및 genipin의 4종을 선정하였음.

2) 치자 표준품의 validation

 가) 표준품의 순도 검정

◦ 4종의 표준물질에 대하여 앞서 확립된 최적 조건으로 HPLC를 이용하여 순도를 측정하였다. 각 

표준품의 순도는 91.2%-99.8%였음. 

 나) 표준품의 안정성 

◦ 표준품 4종을 1일, 7일 30일, 60일 간격으로 실온과 냉장보관 시에 나타나는 안정성 실험 결과 

정확도는 99-101% 수준으로 60일 이내에서는 실온 및 냉장보관시에도 그 함량이 변화하지 않

는다는 것을 알 수가 있음.

 라) 범위, 직선성, 검출한계 및 정량한계 

◦ 네 가지 지표성분에 대하여 정량범위를 검토한 결과, 각 성분의 농도에서 직선성을 나타내는 농

도인 0.1 μg - 50 μg으로 나타났으며 내부표준물질과의 면적비를 이용한 검량선은 상관계수 r2

≧0.99로 양호한 직선성을 나타내었음. LOD와 LOQ의 비율은 2.6배에서 4.3배로써 양호한 값을 

나타내었음. 

마) Repeatability

◦ 면적비에 대한 재현성 RSD는 0.3-1.8%, 머무름 시간에 대한 재현성 RSD는 0.5-1.1%내의 양호

한 값으로 나타났음.

바) Precision and Accuracy

◦ 각 지표성분 분석에 대한 일내 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3가지 농도에 대하여 하루에 

3번 반복 실험을 하였으며, 일간 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3일간 반복실험을 하였음. 

그 결과 CV(%)는 0.22%-5.72%정도를 보였으며 Accuracy(%)는 86.8%-105.3%사이에 나타나 

양호한 정밀성과 정확성을 나타내었음.
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사) Robustness

◦ 서로 다른 acetic acid의 농도에서도 retention time 차이는 크지 않았으며, column별, column 

온도별 완건성을 비교해본 결과 Accuracy가 97%-108%로 큰 차이를 볼 수가 없음을 알 수 있

음. 

다. 최적 분석 전처리 방법의 확립

1) 추출방법에 따른 효율

◦ Geniposide만을 지표성분으로 할 경우는 Soxhlet 추출을, 기타 다른 지표성분을 함께 정량하기 

위해서는 환류추출 (refulux)이 가장 좋은 방법인 것으로 판단 되었음. 

2) 직교배열법에 의한 최적 추출조건 검토

◦ 지표성분의 추출은 치자 1 g을 200 ml의 95% ethanol을 이용하여 1시간 동안 70℃에서 추출하

는 것이 최적인 것으로 판단하였음.

라. Fingerprint analysis에 의한 Pattern 분석법의 확립

1) 치자 지표성분의 TLC pattern 분석

◦ 최적 TLC 조건은 RP-TLC를 사용하였을 때 가장 좋았으며, 이동상은 ACN : MeOH : H2O : 

Formic acid = 15:20:64:1이 가장 좋았음

◦ 상기 최적 TLC 조건을 이용하여 각 지역별 치자의 TLC pattern을 비교하여 보았으나 TLC 

pattern으로는 지역간의 차이를 인정하기 어려웠음. 

2) Chemometrics에 의한 원산지 판별법 검토

가) Peak standardization

◦ 총 10개의 peak area를 통계프로그램의 변수로 사용하여 H-cluster 및 주성분분석인 PCA를 통

해 군집을 나누고자 하였음.

나) H-cluster (군집분석)

◦ 생약시료 중 식약청에서 제공한 시료를 포함한 몇몇 시료를 분석대상에서 제외한 경우는 

H-cluster을 통해 몇 개의 군집을 나눌 수 있었음. 이 경우 전남지역의 치자는 특이적으로 같은 

그룹에 있음을 확인 할 수 있었으나 중국산과 국산의 경계는 확연히 나타나지 않았음.

다) PCA (주성분 분석)

◦ PCA에 의한 결과 역시 H-cluster와 비슷한 패턴을 나타내었는데, 전남지역의 치자는 특이적으로 

같은 그룹에 있음을 확인 할 수 있음. 하지만 중국산과 국산의 경계는 확연히 나타나지 않았음. 또

한 DNA 감별 결과와 PCA 및 H-clustering의 결과를 연결할 수 있는 개연성은 보이지 않았음.

마. 지표성분의 LC-MS/MS pattern 검토

◦ 치자의 지표성분에 대하여 LC-MS pattern을 분석하였음.

바. 치자 중 지표성분의 함량

◦ 각지에서 수집한 치자 중의 지표성분의 함량을 확립된 분석방법으로 정량하였음. geniposide의 

전체 평균은 0.106±0.046 mg/g, chlorogenic acid는 2.201±1.269, geniposide는 10.956±2.020, 

genipin은 0.133±0.144였음.
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◦ 따라서 치자의 품질 평가는 각 성분의 함유량이 전체평균±10-20% 내외에 해당하는 함량을 갖

는 것으로 설정하는 것이 바람직할 것으로 생각됨.

4.2 현삼 

가. 시료의 산지별 수집

◦ 식약청에서 제공받은 대조생약 6종을 포함하여 국산 14종 및 중국산 12 종, 총 26종의 시료를 확

보하였음.

나. 최적 HPLC 분석법 확립 및 validation

1) 최적 HPLC 분석조건 확립

◦ 수종의 고정상을 비교검토한 결과 Aglient Eclipse XCB-C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm) 컬럼을 고정

상으로 하고, 각각 초산이 함유된 물과 아세토니트릴을 이동상으로 사용한 경우가 가장 좋은 분리 

조건을 나타내었으며 PDA 분석 결과 296 nm에서 검출하는 것이 현삼 중 함유된 여러 성분들에 대

하여 가장 검출감도가 좋았음. 

◦ 한편 제1 세부과제로부터 공급받은 표준품 중 순도가 90% 이상이며, 현삼의 성분을 대표할 수 

있고, 비교적 함량이 많으면서 다른 peak와 중첩이 일어나지 않는 화합물을 현삼의 대표적인 지

표성분으로 설정하고자 하였으며, 이러한 조건을 만족시키는 화합물로 (E)-Harpagoside, 

(E)-p-Methoxycinnamic acid 및 (E)-p-Methoxycinnamic acid methyl ester의 3종을 선정하였

음. 

2) 현삼 표준품의 validation

가) 표준품의 순도 검정

◦ 3종의 표준물질에 대하여 앞서 확립된 최적 조건으로 HPLC를 이용하여 순도를 측정하였다. 표

준품의 순도는 각각 (E)-harpagoside : 순도 96.77%, (E)-p-methoxy cinnamic acid : 순도 

99.53%, p-methoxycinnamic acid methyl ester : 순도 99.96%로 양호하게 나타났음.

나) 표준품의 안정성 

◦ 표준품 3종을 1일, 7일 30일, 60일 간격으로 실온과 냉장보관 시에 나타나는 안정성 실험 결과 

정확도는 99% 이상으로 60일 이내에서는 실온 및 냉장보관시에도 그 함량이 변화하지 않는다는 

것을 알 수 있음.

다) 범위, 직선성, 검출한계 및 정량한계 

◦ 세 가지 지표성분에 대하여 정량범위를 검토한 결과, 각 성분의 농도에서 직선성을 나타내는 농

도인  10 μg - 1000 μg으로 나타났으며 내부표준물질과의 면적비를 이용한 검량선은 상관계수 

r2≧0.99로 양호한 직선성을 나타내었음. LOD와 LOQ의 비율은 2.6배에서 4.3배로써 양호한 값

을 나타내었음. 

라) Repeatability

◦ 면적비에 대한 재현성 RSD는 0.78-2.7%, 머무름 시간에 대한 재현성 RSD는 0.10-1.26%내의 

값으로 나타났으며, 이들은 모두 인정할 수 있는 범위에 있는 것으로 판단하였음.

마) Precision and Accuracy

◦ 각 지표성분 분석에 대한 일내 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3가지 농도에 대하여 하루에 

3번 반복 실험을 하였으며, 일간 정확성, 정밀성을 확인하기 위하여 3일간 반복실험을 하였음. 
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그 결과 CV(%)는 0.26%-6.3%정도를 보였으며 Accuracy(%)는  92.0%-108.6%사이로 비교적 

양호한 값을 나타내었음.

바) Robustness

◦ 서로 다른 acetic acid의 농도에서도 retention time 차이는 크지 않았으며, column별, column 

온도별 완건성을 비교해본 결과 상온에서 50℃까지는 accuracy가 94%-108%로 큰 차이를 볼 

수가 없음을 알 수 있음. 

다. 최적 분석 전처리 방법의 확립

1) 추출방법에 따른 효율

◦ Soxhlet, reflux 및 초음파 등 3가지 추출법으로 추출 한 결과, p-methoxycinnaminc methyl 

ester의 경우는 큰 차이가 없었으나 (E)-harpagoside, (E)-p-methocycinnamic acid의 경우 

Soxhlet 추출법이 sonication 추출법 보다 1.5배 가까이 높은 수율을 내는 것을 확인하였음. 따

라서 Soxhlet 추출법이 가장 적합한 것으로 판단되었으나 경제성이나 장비의 복잡함 등을 고려

하여 환류추출을 선택하였음.

2) 직교배열법에 의한 최적 추출조건 검토

◦ 현삼 3 g을 50 ml의 95% ethanol을 이용하여 1시간 동안 추출하는 것이 최적인 것으로 판단하

였음.

라. Fingerprint analysis에 의한 Pattern 분석법의 확립

1) 현삼 지표성분의 TLC pattern 분석

◦ 최적 TLC 조건은 RP-TLC를 사용하였을 때 가장 좋았으며, 이동상은 ACN : MeCN:MeOH: 

H2O:Formic acid = 45:20:35:1이 가장 좋았음

◦ 상기 최적 TLC 조건을 이용하여 각 지역별 현삼의 TLC pattern을 비교하여 보았을 때 TLC 

pattern 상에서도 (E)-harpagoside의 함량이 지역간 눈에 띄게 다른 것을 알 수 있었음

2) Chemometrics에 의한 원산지 판별법 검토

가) Peak standardization

◦ 총 10개의 peak area를 통계프로그램의 변수로 사용하여 H-cluster 및 주성분분석인 PCA를 통

해 군집을 나누고자 하였음.

나) H-cluster (군집분석)

◦ H-cluster을 통해 두 개의 군집을 나눌 수 있었음. 즉 중국산과 국산의 경계가 확연히 나타나는 

것을 알 수가 있음. 하지만 C4, C5, C10는 국산이라고 구매 하였으나 분석결과 중국산일 가능성

이 많으며, D3의 경우는 중국산이라고 구매하였으나 국산일 가능성이 있음. 

  ◦ 유전자감별 연구팀의 결과, 현삼마커를 이용한 증폭 결과를 볼때, C4, C5는 현삼(S. buergeriana)

이었으며, C10은 국산현삼으로 구매하였다고 하였으나, 증폭 결과 중국현삼(S. ningpoensis)이었

으며, D3는 중국현삼으로 구입하였다고 되어있으나 국산 현삼(S. buergeriana)으로 확인되었음

다) PCA

◦ PAC분석을 통해 두 개의 군집을 나눌 수 있었음. PCA에 의한 결과 역시 중국산으로 나뉠 수 

있음. 하지만 H-cluster결과와 같이 C4, C5, C10는 국산이라고 구매 하였으나 분석결과 중국산

일 가능성이 많으며, D3의 경우는 중국산이라고 구매하였으나 국산일 가능성이 있음. 
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◦ 유전자감별 연구팀의 결과, 현삼마커를 이용한 증폭 결과를 볼때, C4, C5는 현삼(S. buergeriana)이

었으며, C10은 국산현삼으로 구매하였다고 하였으나, 증폭 결과 중국현삼(S. ningpoensis)이었으며, 

D3는 중국현삼으로 구입하였다고 되어있으나 국산 현삼(S. buergeriana)으로 확인되었음

라) Princomp 분석

◦ PrinComp 분석 결과, PCA에서 두 개의 군집이 형성되는 주된 이유는 현삼의 주성분인  

(E)-harpagoside 와 (E)-p-Methoxycinnamic acid에 의해 나뉘는 것으로 생각되어짐

마. 지표성분의 LC-MS/MS pattern 검토

◦ 현삼의 지표성분에 대하여 LC-MS fragmentation pattern을 분석하였음.

바. 현삼 중 지표성분의 함량

◦ 각지에서 수집한 현삼 중의 지표성분의 함량을 확립된 분석방법으로 정량하였음. rm 결과 국산 

현삼의 경우 중국산 현삼에 비해 표준품의 함량이 모두 높게 나타났음. (E)-harpagoside의 전체 

평균은 2.302±1.481, (E)-p-Methoxycinnamic acid는 0.982±0.706이었으며, p-Methoxycinnamic 

acid Me ester는 한국산에서만 검출되었음. 

◦ 따라서 현삼의 품질 평가는 각 성분의 함유량이 전체평균±10-20% 내외에 해당하는 함량을 갖

는 것으로 설정하는 것이 바람직할 것으로 생각됨.



- 149 -

제5장 제2 세부연구개발과제의 연구성과 

5.1  활용성과

총괄과제명  한약재의 생리활성성분 분리 및 분석연구(현삼, 치자)

총괄과제책임자 이 동 웅

가. 연구논문

번호 논문제목 저자명 저널명 집(권) 페이지 Impact 
factor

국내/
국외

SCI여부

1

2

나. 학술발표

번호 발표제목 발표형태 발표자 학회명 연월일 발표지 국내/
국제

1

Simultaneous 

quantification of four 

major compounds in 

Gardeniae Fructus by 

high-performance liquid 

chromatography

포스터

김호진, 

박효준, 

양은주, 

이동웅, 

곽종환, 

송경식

한국생약학

회

2007. 12. 

11

생약학회 

제38회 

정기총회 

및 

학술대회 

초록집

국내

2

Simultaneous HPLC 

quantification of 

(E)-harpagoside, 

p-methoxycinnamic acid, 

and p-methoxycinnamic 

acid methyl ester in 

Scrophulariae Radix

포스터

박효준, 

김호진,  

양은주, 

이동웅, 

곽종환, 

송경식

한국생약학

회

2007. 12. 

11

생약학회 

제38회 

정기총회 

및 

학술대회 

초록집

국내

3

Inhibitory activity on 

acetylcholineesterase in 

vitro and memory 

enhancing effect in vivo 

of the constituents from 

Gardeniae Fructus

포스터

이동웅, 

곽종환, 

송경식

7th Joint 

Meeting of 

AFERP, 

ASP, GA, 

PSE & SIF

2008.
아테네

(그리스)
국제

다. 지식재산권

번호 출원/
등록

특허명 출원(등록)인 출원(등록)국 출원(등록)번호 IPC분류

1

2
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라. 정책활용

※ 기타 관련정책에 활용 예를 구체적으로 기술함.

마. 타연구/차기연구에 활용

※ 타연구 및 차기연구에 활용된 예를 구체적으로 기술함.

바. 언론홍보 및 대국민교육

※ 언론홍보 및 대국민교육 내용, 일자 등을 간략히 기술함.  

 

사. 기타 

※ 임상시험 , 관련 DB구축, 워크샾 또는 심포지움 개최 등의 경우 구체적으로 기술함.

5.2  활용계획 

◦ 본 연구에서 얻어진 화합물은 당 연구실에 구축되어 있는 치매관련 활성검정을 통해 새로운 효

능을 도출할 계획임

◦ 본 연구에서 얻어진 분석방법은 약전이나 규격집 등에 고시자료로 활용되도록 함

◦ 현재 본 연구에서 얻은 결과를 두편의 SCI급 논문에 투고하고자 원고를 준비하고 있으므로 논문

발표에 활용하고자 함

제6장 기타 중요변경사항

◦없음 

제7장 참고문헌

   1) HPLC determination of the contents of four iridiods in Scrophularia ningpoensis. Hemsl.   

      Li, J.; Lai, D.; Sun, W. Yaowu Fenxi Zazhi (2005), 25(12), 1531-1533.

   2) Determination of harpagoside and cinnamic acid in radix Scrophularia by HPLC. Cai, 

      S.; Xie, L.; Wang, J.; Liu, H.; Wang, X.; Xu, B.. Yaowu Fenxi Zazhi(2000), 20(3), 191-194.

       

제8장 첨부서류 

◦ 없음
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편집순서 8 : 연구과제요약

총괄 연구과제 요약

과제번호 08182한약재256

단위과제명 한약재 생리활성성분 분리 및 분석 연구

과  제  명 한약재의 생리활성성분 분리 및 분석연구(현삼, 치자)

연구책임자
성   명 이 동 웅 주민등록번호

(앞번호만기재)

소속 기관명 동국대학교

○ 연구목표 (400～600자)

1. 유효성분을 중심으로 한 한약재의 표준화, 과학화를 위하여 활성물질 대량 분리 방법을 확립

2. 확립된 방법을 이용하여 한약재활성 표준화사업에 제공할 수 있는 다량의 시료 분리 및 제공

3. 현삼 및 치자에서 아직 보고되지 않은 미지성분 분리 및 구조 규명 

4. 각종 기기분석 장비를 활용한 활성지표물질의 동시정량법 개발

5. HPLC, LC-MS fingerprint 작성 및 패턴분석, chemometrics에 의한 기원별, 산지별 확인법 확립

○ 연구내용  (1000～1200자)
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1. 제1세부과제

 1) 국내외에서 수집한 현삼 6종 및 치자 7종의 70% 에탄올 엑스제조 및 시료 제공(효능팀, 분석팀)

 2) 현삼과 치자 기본생약의 메탄올 추출물에서 성분분획(CH2Cl2, EtOAc, BuOH 분획) 제조

 3) 각 성분분획에서 각종 chromatography(순상 및 역상 column, prep. HPLC, prep. TLC 등)를 이용

하여 성분을 분리, 정제하였으며 분리한 성분의 구조를 확인하기 위하여 기기분석(1H-NMR, 
13C-NMR, EI-MS/ESI-MS/ FAB-MS, FT-IR, UV 등) 및 물리특성을 측정하여 문헌치와 대조하

거나 화학적 수식 등을 이용하여 구조를 동정하였음. 

 4) 현삼에서 16종, 치자에서 20종의 성분을 분리하였으며 이들 성분의 순도를 측정하였고 시료를 분석

팀, 효능팀에 제공하였음.

 5) 현삼에서 지금까지 보고된 바 없는 신규물질 6종을 분리하여 구조를 규명하였음.

2. 제2세부과제

 1) 최적분석조건: 현삼의 경우 Eclipse SDB C-18를 고정상으로 하고 치자의 경우는 Zorbax 

XDB-C18를 고정상으로 하여 각각 UV로 검출하는 HPLC 조건을 확립하였음. 

 2) 치자의 경우 geniposidic acid, chlorogenic acid, geniposide와 genipin 4종이, 현삼의 경우는 

(E)-harpagoside, p-methocycinnamic acid 그리고 p-methoxycinnamic acid methyl ester 3종이 지

표성분으로 가장 적합하였음. 

 3) 선정된 지표성분의 경우 모두 90% 이상의 순도를 나타냈으며 상온에서 DMSO에 녹여 60일간 보

관 시에도 안정하였음. 표준품의 범위, 직선성, 검출한계 및 정량한계의 경우 현삼 지표성분은 각각 

0.1~10.00 ug/ml, 0.9967~0.9976, 0.322~2.738, 1.172~7.124로 나타났으며, 치자 지표성분의 경우 각각 

0.1~50 ug/ml, 0.9939~0.9999, 0.500~2.636, 2.194~7.409로 관측되었음. 재현성, 정밀성, 정확성의 경우 

현삼 지표성분은 면적비에 대한 RSD는 0.78-2.7%, 머무름 시간에 대한 RSD는 0.10-1.26%, CV(%)

는 0.26%-6.3%정도를 보였으며 accuracy(%)는 92.0%-108.6%로 나타났음. 치자 지표성분의 경우 

면적비에 대한  RSD는 0.3-1.8%, 머무름 시간에 대한 RSD는 0.5-1.1%, CV(%)는 0.22%-5.72% 정

도를 보였으며 accuracy(%)는 93.896%-105.263%로 관측되었음. 컬럼, 온도, 이동상 변화 등을 통한 

완건성 테스트에서도 모두 94-108%이내였음. 

 4) 상기 표준품에 대한 최적 추출 조건은 치자와 현삼 모두 1 g의 시료에 95% 에탄올 200 ml를 이용

하여 70℃에서 1시간 환류추출하는 것이 가장 좋았음.

 5) Fingerprint analysis의 결과 치자의 경우는 수집품간 차이를 거의 나타내지 않았고 PCA결과 역시 

DNA 감별결과와 개연성이 없었으나, 현삼의 경우 국내산과 중국산이 비교적 뚜렷하게 구별되었음.

○ 연구성과(응용분야 및 활용범위포함)  (400～600자)

1. 연구성과

 가) 논문발표

  1) SCI 및 SCIE 학술지 각 1건 (총 2건)

 가) 학회발표

  1) 국내학회 3건, 국제학회 2건 (총 5건)

2. 활용범위

  현삼와 치자의 표준화 및 규격화 확립, 유효성분 표준품 학보 및 천연물 라이브러리 구축, 한약재기

반 기초연구 축적, 지역산업 생산기반의 생물산업화 추진과 지역 한방바이오산업의 활성화, 관련 학

문분야의 발전에 기여, 우수 연구인력 양성, 한약재 생산을 통한 지역농업의 활성화, 건강기능식품 

및 천연물 의약품의 지표성분으로 활용, 수입대체 효과 및 세계시장 진출에 의한 국부의 창출 및 지

역경제의 활성화에 기여, 지역의 생물학적 다양성 보존 및 개발에 활용

○ 총괄 참여연구원
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성    명 주민등록번호(앞번호만 기재) 성    명 주민등록번호(앞번호만 기재)

이동웅 구현영

송경식 양은주

곽종환 박효준

강주억 김호진

박광록

유승래

최형진

이종욱

신석철

박진규

차진욱

김일환

강경우

정지영

Keywords

(5개 내외)

한글 생리활성성분, 함량분석, 패턴인식법, 지문인식, 표준품

영문
bioactive component, quantitative analysis, pattern recognition analysis, 
chemical fingerprint, reference standard

주1) 연구목표, 연구내용, 연구성과를 서술형으로 기재

  2) 국가연구개발사업 DB를 통한 공개를 희망하지 않는 경우 공개가능여부란에 “비공개"로 표시

  3) 연구성과는 그간의 연구결과 및 기대성과를 서술 
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제1 세부 연구과제 요약

과제번호 08182한약재256

단위과제명 한약재 생리활성성분 분리 및 분석 연구

제1 세부과제명  현삼과 치자의 생리활성성분 분리 및 구조확인

연구책임자
성   명 이 동 웅 주민등록번호

(앞번호만기재)

소속 기관명 동국대학교

○ 연구목표 (400～600자)

1. 유효성분을 중심으로 한 한약재의 표준화, 과학화를 위하여 현삼 및 치자로부터 활성물질 대량 분

리 방법을 확립

2. 확립된 방법을 이용하여 한약재활성 표준화사업에 제공할 수 있는 다량의 시료 분리 및 효능검색

용 시료 제공

3. 현삼 및 치자에서 아직 보고되지 않은 미지성분 분리 및 구조 규명

○ 연구내용  (1000～1200자)

 1) 국내외에서 수집한 현삼 6종 및 치자 7종의 70% 에탄올 엑스제조 및 시료 제공(효능팀, 분석팀)

 2) 현삼과 치자 기본생약의 메탄올 추출물에서 성분분획(CH2Cl2, EtOAc, BuOH 분획) 제조

 3) 각 성분분획에서 각종 chromatography(순상 및 역상 column, prep. HPLC, prep. TLC 등)를 이용

하여 성분을 분리, 정제하였으며 분리한 성분의 구조를 확인하기 위하여 기기분석(1H-NMR, 
13
C-NMR, EI-MS/ESI-MS/ FAB-MS, FT-IR, UV 등) 및 물리특성을 측정하여 문헌치와 대조하

거나 화학적 수식 등을 이용하여 구조를 동정하였음. 

 4) 현삼에서 16종, 치자에서 20종의 성분을 분리하였으며 이들 성분의 순도를 측정하였고 시료를 분석  

 팀, 효능팀에 제공하였음.

 5) 현삼의 분획에서 지금까지 보고된 바 없는 신규물질 6종을 분리하여 구조를 규명하였음.

    이들의 구조는 aucubin, sinuatol, angoroside C, acteoside, β-sitosterol, daucosterol으로 확인되었

    음.

○ 연구성과(응용분야 및 활용범위포함)  (400～600자)
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 1. 연구성과

 □ 논문 (SCI, SCIE 각 1편)
  1) Protective effect of ferulic acid against carbon tetrachloride-induced hepatotoxicity in mice

     임현, 박광록, 이동웅, 김영식, 김현표. Biomolecules & Therapeutics 16(2), 82-86 (3008).

  2) The Genome-wide Expression Profile of Scrophularia ningpoensis-treated 

     thapsigargin-stimulated U-87MG Cells. Sung-Hwa Sohn , Eunjung Ko, Sung-Bae Jeon, 

     Beom-Joon Lee, Sung-Hoon Kim, Mi-Sook Dong, Dong-Ung Lee, Jong-Hwan Kwak, 

     Yangseok Kim, Minkyu Shin, Moochang Hong, Hyunsu Bae. Neurotoxicology. 2009(인쇄중)

 □ 학회발표 (국제 2편, 국내 3편)

  1) Inhibitory activity on acetylcholineesterase in vitro and memory enhancing effect in vivo of 

     the constituents from Gardeniae Fructus, 7th Joint Meeting of AFERP, ASP, GA, PSE & SIF, 

     2008. 8.3-8(아테네)

  2) Protective effect of ferulic acid against carbon tetrachloride-induced hepatotoxicity in mice

     상동

  3) Simultaneous quantification of four major compounds in Gardeniae Fructus by 

     high-performance liquid chromatography, 한국생약학회, 2007. 12. 11 (서울)

  4) Simultaneous HPLC quantification of (E)-harpagoside, p-methoxycinnamic acid, and 

     p-methoxycinnamic acid methyl ester in Scrophulariae Radix, 한국생약학회, 2007. 12. 11 (서울)

  5) Cognition Improving Effects of the Components from Gardenia jasminoides, 한국생약학회, 2008. 

     12. 3(서울)

 2. 응용분야 및 활용범위

  1) 본 연구에서 얻어진 화합물은 각종 활성검정을 통해 새로운 효능을 도출하는 데 이용

  2) 본 연구에서 얻어진 화합물은 당 연구실에 구축되어 있는 활성검정시스템(신경안정, 기억증진 등) 

을 통하여 새로운 효능을 검정하는데 활용할 계획임

  3) 현재 본 연구에서 얻은 결과를 두편의 SCI급 논문에 투고하고자 원고를 준비하고 있으므로 논문발표에 활용

하고자 함

○ 참여연구원

성    명 주민등록번호(앞번호만 기재) 성    명 주민등록번호(앞번호만 기재)

이동웅 김일환

강주억 강경우

박광록 정지영

유승래

최형진

이종욱

신석철

박진규

차진욱

Keywords

(5개 내외)

한글  현삼, 치자, 성분분리, 구조규명, 순도측정

영문
Gardenia jasminoides, Scrophularia buergeriana, isolation, structure        

determination, purity analysis

제2 세부 연구과제 요약
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과제번호 08182한약재256

단위과제명 한약재 생리활성성분 분리 및 분석 연구

제2 세부과제명 현삼 및 치자의 표준물질 분석법 개발

연구책임자
성   명 송 경 식 주민등록번호

(앞번호만기재)

소속 기관명 경북대학교

○ 연구목표 (400～600자)

1. 유효성분을 중심으로한 한약재의 표준화 과학화를 위하여 현삼 및 치자 중 활성물질 분석법 확

립 및 이의 적용

      - 활성 성분 분석을 위한 산지별 치자, 현삼의 수집

      - 주요 표준품에 대한 최적 추출방법 정립

      - 최적 분석방법 검토 (HPLC, LC-MS, NMR 등)

      - 최적 분석방법에 준한 시료 분석

2. 패턴 인식법에 의한 기원별, 산지별 한약재 정보 구축

  - HPLC chromatogram에 의한 fingerprint standardization

   - PCA, HClustering 등에 의한 pattern 분석

○ 연구내용  (1000～1200자)

 1) 최적분석조건: 현삼의 경우 Eclipse SDB C-18를 고정상으로 하고 치자의 경우는 Zorbax 

XDB-C18를 고정상으로 하여 각각 UV로 검출하는 HPLC 조건을 확립하였음. 

 2) 치자의 경우 geniposidic acid, chlorogenic acid, geniposide와 genipin 4종이, 현삼의 경우는 

(E)-harpagoside, p-methocycinnamic acid 그리고 p-methoxycinnamic acid methyl ester 3종이 지

표성분으로 가장 적합하였음. 

 3) 선정된 지표성분의 경우 모두 90% 이상의 순도를 나타냈으며 상온에서 DMSO에 녹여 60일간 보

관 시에도 안정하였음. 표준품의 범위, 직선성, 검출한계 및 정량한계의 경우 현삼 지표성분은 각각 

0.1~10.00 ug/ml, 0.9967~0.9976, 0.322~2.738, 1.172~7.124로 나타났으며, 치자 지표성분의 경우 각각 

0.1~50 ug/ml, 0.9939~0.9999, 0.500~2.636, 2.194~7.409로 관측되었음. 재현성, 정밀성, 정확성의 경우 

현삼 지표성분은 면적비에 대한 RSD는 0.78-2.7%, 머무름 시간에 대한 RSD는 0.10-1.26%, CV(%)

는 0.26%-6.3%정도를 보였으며 accuracy(%)는  92.0%-108.6%%로 나타났음. 치자 지표성분의 경

우 면적비에 대한  RSD는 0.3-1.8%, 머무름 시간에 대한 RSD는 0.5-1.1%, CV(%)는 0.22%-5.72% 

정도를 보였으며 accuracy(%)는 86.8%-105.3%로 관측되었음. 컬럼, 온도, 이동상 변화 등을 통한 

완건성 테스트에서도 모두 94-108%이내 였음. 

 4) 상기 표준품에 대한 최적 추출 조건은 치자와 현삼 모두 1 g의 시료에 95% 에탄올 200 ml를 이용

하여 70℃에서 1시간 환류추출하는 것이 가장 좋았음.

 5) Fingerprint analysis의 결과 치자의 경우는 수집품간 차이를 거의 나타내지 않았고 PCA결과 역시 

DNA 감별결과와 개연성이 없었으나, 현삼의 경우 국내산과 중국산이 비교적 뚜렷하게 구별되었으

며 DNA 결과와도 잘 일치하였음.

○ 연구성과(응용분야 및 활용범위포함)  (400～600자)
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 1. 연구성과

 □ 학회발표

  1) 김호진, 박효준, 양은주, 이동웅, 곽종환, 송경식, Simultaneous quantification of four major 

compounds in Gardeniae Fructus by high-performance liquid chromatography, 포스터발표, 한국

생약학회, 2007. 12. 11 (서울)

  2) 박효준, 김호진, 양은주, 이동웅, 곽종환, 송경식, Simultaneous HPLC quantification of 

(E)-harpagoside, p-methoxycinnamic acid, and p-methoxycinnamic acid methyl ester in 

Scrophulariae Radix, 포스터발표, 한국생약학회, 2007. 12. 11 (서울)

  3) 이동응, 곽종환, 송경식, Inhibitory activity on acetylcholineesterase in vitro and memory 

enhancing effect in vivo of the constituents from Gardeniae Fructus, 포스터발표, 7th Joint 

Meeting of AFERP, ASP, GA, PSE & SIF, 2008. 8.3-8(아테네)

 2. 응용분야 및 활용범위

  1) 본 연구에서 얻어진 화합물은 각종 활성검정을 통해 새로운 효능을 도출하는 데 이용

  2) 본 연구에서 얻어진 분석방법은 약전이나 규격집 등에 고시자료로 활용

  3) 현재 본 연구에서 얻은 결과를 두편의 SCI급 논문에 투고하고자 원고를 준비하고 있으므로 논문

발표에 활용하고자 함

○ 참여연구원

성    명 주민등록번호(앞번호만 기재) 성    명 주민등록번호(앞번호만 기재)

송경식

구현영

양은주

박효준

김호진

Keywords

(5개 내외)

한글 HPLC, 함량분석, 패턴인식법, 지문인식, 동시분석

영문
HPLC, quantitative analysis, pattern recognition analysis, chemical fingerprint, 
simultaneous analysis

주1) 연구목표, 연구내용, 연구성과를 서술형으로 기재

  2) 국가연구개발사업 DB를 통한 공개를 희망하지 않는 경우 공개가능여부란에 “비공개"로 표시

  3) 연구성과는 그간의 연구결과 및 기대성과를 서술 

  4) 세부과제가 없을시 작성하지 않음 (세부과제별로 작성) 
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