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HPLC-DAD-MS/MS를 이용한 금은화 생리활성 물질의 동시분석

유성광·전주은·강경원·강삼식·신종헌#

서울대학교 약학대학 천연물과학연구소

(Received September 16, 2008; Revised November 7, 2008)

Simultaneous Analysis of Bioactive Metabolites from Lonicera japonica
Flower Buds by HPLC-DAD-MS/MS

Sungkwang Ryu, Ju-eun Jeon, Gyoung Won Kang, Sam Sik Kang and Jongheon Shin#

Natural Products Research Institute, College of Pharmacy, Seoul National University,

San 56-1, Shillim, Kwanak, Seoul 151-742, Korea

Abstract — A high-performance liquid chromatography (HPLC) with diode array detector (DAD) and electrospray ion-

ization mass spectrometry (ESI-MS) was established for the simultaneous determination of chlorogenic acid (1), sweroside

(2), luteolin-7-O-glucoside (3), (E)-aldosecologanin (4) and 3,5-dicaffeoylquinic acid (5) from Lonicera joponica flower buds.

The optimal chromatographic conditions were obtained on an ODS column (5 µm, 4.6×150 mm) with the column tem-

perature 25oC. The mobile phase was composed of (A) water with 0.1% formic acid and (B) acetonitrile with 0.1% formic

acid using a gradient elution, the flow rate was 0.3 ml/min. Detection wavelength was set at 250 nm. All calibration curves

showed good linear regression (r2>0.994) within test ranges. The developed method provided satisfactory precision and

accuracy with overall intra-day and inter-day variations of 0.05~1.95% and 0.15~2.26%, respectively, and the overall recov-

eries of 97.71~103.65% for the five compounds analyzed. The verified method was successfully applied to quantitative

determination of the three types (phenolic compounds, iridoids and flavonoids) of bioactive compounds in 21 commercial L.

japonica flower buds samples from different markets in Korea and China. The analytical results demonstrated that the con-

tents of the five analytes vary significantly with sources.
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한방생약의 오랜 활용 경험이 축적되어 있는 우리나라에서는

약품시장에서 생약이 양약에 버금가는 비중을 차지하고 있으며,

천연물신약 연구개발에 있어서도 전통 생약의 중요성이 지속적

으로 증가하고 있다. 그러나 생약 특유의 생산 및 유통공정에 기

인한 비 규격화와 질적 가치의 비 영속화, 산지별 함량 편차 및

생물학적 동질성의 미확인 등의 문제들은 한약재의 평가 및 신

약개발에 있어 가장 큰 저해 요인으로 작용하고 있다. 그러므로

합리적인 생약 사용 기준과 나아가 현대적인 개념의 천연물 신

약개발을 위해서 활성물질의 정성적, 정량적 분석에 기초를 둔

규격화가 시급히 요구된다.

금은화는 인동과(Caprifoliaceae)에 속하는 인동덩굴 (Lonicerae

flos Thunb.)의 꽃으로,1) 한방에서는 두통, 인두통, 호흡기 감염,

화농증, 전염병, 종양의 치료제 및 해열, 이뇨, 해독 등의 목적으

로 사용되어 왔으며,2,3) 천연물 연구를 통하여 항생, 소염, 항미

생물, 항산화, 항바이러스, 세포보호, 간보호 등 다양한 생리활성

이 규명되었다.4-8)

현재까지 연구된 금은화의 주요 활성 물질로 다양한 작용기를

가진 phenolic compounds, iridoids 그리고 flavonoids가 알려져

있다.5) 천연물 함량에 대한 사전 탐색연구를 바탕으로 수행된 본

연구에서는 금은화에 함유된 천연물 중에서 생리활성과 함량이

우수한 물질로 phenolic compounds 중에서 chlorogenic acid

(1)6,9,10)와 3,5-dicaffeoylquinic acid(5),6,11) iridoids로서 sweroside

(2)12)와 (E)-aldosecologanin(4),13) 그리고 flavonoids14)의 luteolin-

7-O-glucoside(3),15) 등 5종의 화합물을(Fig. 1) 표준물질로 선정

하여 금은화에 함유된 각 물질의 함량을 HPLC-DAD와 LC-MS/

MS를 이용하여 동시 정량·정성 분석하는 최적의 분석법을 개

발하였으며, 이를 활용하여 21종의 국내·외 지역에서 산출된

금은화 활성 물질의 함량을 분석 비교하였다.

 

#본 논문에 관한 문의는 저자에게로

(전화) 02-880-2484 (팩스) 02-762-8322
(E-mail) shinj@snu.ac.kr



HPLC-DAD-MS/MS를 이용한 금은화 생리활성 물질의 동시분석 447

Vol. 52, No. 6, 2008

실험 방법

시료 및 시약

표준시료로 사용한 chlorogenic acid(1), sweroside (2),

luteolin-7-O-glucoside(3), (E)-aldosecologanin(4) 그리고 3,5-

dicaffeoylquinic acid(5)는 본 연구팀에 의해 금은화로부터 추출,

분리, 정제하여 UV, IR, MS, 1H-NMR, 13C-NMR 등을 통해 구

조 동정되었으며 HPLC-DAD를 이용한 순도 실험 결과 95% 이

상의 순수 물질임을 확인하였고 내부표준물질로 3,4,5-trimethoxy

benzoic acid(Sigma-Aldrich, USA)를 사용하였다.

각 소재별 활성물질의 함량을 비교분석하기위해 사용된 국내

산, 중국산의 21종 중 15종의 금은화 시료는 서울 경동시장, 대

구 약령시, 대전 약전거리, 전라남도에서 각각 원산지별로 구입

하였으며, 나머지 6종은 식약청에서 제공받았다. 각 시료는 자연

건조시킨 후 분말형태로 마쇄하여 분석시료로 사용하였다.

용매로서 아세토니트릴(J. T. Baker, USA), 3차 증류수(J. T.

Baker, USA)와 증류된 에탄올(Duksan, Korea)을 사용하였으며

이동상에 포름산(Wako, Japan)을 첨가하였다.

HPLC system 및 condition

시료 분석을 위한 HPLC는 Agilent 1200 series로서 auto-

sampler, column oven, binary pump, DAD detector(Agilent

Technologies, Waldbronn, Germany), degasser(Agilent Tech-

nologies, Tokyo, Japan)를 사용하였으며, software는 Agilent 사

의 Chemstation software(Agilent Technologies, Avondale,

CA, USA)를 사용하였다. HPLC 조건으로 컬럼 오븐의 온도는

25oC, 분석파장은 250 nm, 유속은 0.3 ml/min를 사용하였고, 컬

럼은 Shiseido사의 Capcell Pak ODS UG120(5 µm, 4.6 mm×

150 mm)를 사용하였다. 이동상은 A 용매로 100% 3차 증류수와

B 용매 100% 아세토니트릴로 각각 0.1% 포름산을 첨가하여 사

용하였으며 용매계는 용매기울기 용리로서 Table I에 나타내었다.

HPLC-MS system 및 condition

질량분석기는 HPLC(Agilent 1200 series)를 inlet으로 사용하

였으며, m/z비 2000까지의 범위를 수용할 수 있는 Finnigan

electrospray source가 결합된 Finnigan MAT LCQ ion-trap

mass spectrometer(San Jose, CA, USA)를 사용하여 분석하였

고 software는 Xcalibur(Finnigan MAT)를 사용하였다. 질량분석

의 조건은 각 표준물질의 최적의 감도를 고려해 물질별로 나누

어 설정하였다(Table II).

시료의 준비

표준시료는 검량선을 작성하기 위해 각각 메탄올로 희석하여

화합물 1, 5는 4, 8, 15, 20, 25, 30 µg/ml, 2~4는 1, 2, 4, 8,

15, 20 µg/ml으로 각 농도별 혼합 시료를 준비하였다.

금은화 원시료는 자연건조 시켰다가 분말 형태로 마쇄한 후

Fig. 1 − Chemical structures of five compounds in Lonicera japonica flower buds.

Table I − Solvent gradient condition for HPLC-DAD

Final time (min) Flow rate (ml/min) Aa Bb

00 0.3 85 15

10 0.3 80 20

30 0.3 65 35

35 0.3 65 35

40 0.3 85 15

aWater with 0.1% formic acid.
bAcetonitrile with 0.1% formic acid.
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사용하였다. 최적의 추출 방법을 확립하기 위해 70%, 100% 에

탄올, 70%, 100% 메탄올을 사용하여 추출 · 분석함으로써 용매

별 추출 효율을(Table III), 10, 20, 30, 60, 90분 각각 추출 · 분

석함으로써 추출 시간별 추출 효율을(Table IV), sonication,

reflux, vortex법으로 각 시료를 추출 · 분석함으로써 추출 방법

별 추출 효율을 비교하였다(Table V). 그 결과 얻어진 최상의 추

출방법이 용매 70% 에탄올, 추출시간 60분, 그리고 sonication임

을 확인하였다. 그리하여 마쇄한 시료 200 mg에 70% 에탄올

10 ml을 넣은 후 60분간 sonication하여 추출한 뒤 이를 0.2 µm

membrane filter로 여과, 내부표준물질 10 µg 첨가한 후 HPLC

분석에 사용하였다.

실험결과 및 고찰

최적의 HPLC-DAD 조건의 탐색

서로 다른 3 종류의 생리활성물질을 동시에 분리하기 위해 여

러 용매조건들을 시도한 결과 Shiseido사의 Capcell Pak C18

UG120(5 µm, 4.6 mm×150 mm)를 사용 시 이동상은 A 용매

Table II − Analytical parameters for HPLC-MS/MS

<ESI source> Method 1 Method 2 Method 3 Method 4 Method 5 Method 6

Sheath gas flow rate (arb) 80.00 80.00 80.00 80.00 80.00 80.00

Aux gas flow rate (arb) 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00 20.00

Spray voltage (kV) 4.50 7.00 4.50 7.00 4.50 4.50

Capillary temp (oC) 250.00 250.00 250.00 250.00 250.00 250.00

Capillary voltage (V) -2.00 24.00 -47.00 1.50 9.50 -47.00

Tube lens offest (V) 55.00 6.00 -25.00 -17.00 -15.00 35.00

<Ion optics>

Compounds 1 2 3 4 5 IS

Octapole 1 offset (V) 4.50 -2.00 3.00 -2.75 -1.75 4.50

Lens voltage (V) 22.00 -34.00 20.00 -18.00 -22.00 70.00

Octapole 2 offset (V) 9.50 -4.50 6.50 -4.50 -5.00 6.50

Octapole RF amplitude (V p-p) 400.00 400.00 400.00 400.00 400.00 400.00

Table III − Comparison of effectiveness by extraction solvent (µg/g, n=3)

Compound 100% Methanol 70% Methanol 100% Ethanol 70% Ethanol

1 69488.93±307.60 69525.45±106.27 19857.91±90.08 77510.59±354.62

2 3615.87±22.01 3581.86±6.440 2889.23±5.95 3597.65±5.190

3 1460.84±8.650 1270.94±2.340 0263.77±3.14 1450.35±3.520

4 2321.43±11.32 2375.71±3.400 1706.46±5.20 2622.68±2.410

5 35714.24±163.02 23862.10±51.040 13408.34±25.03 34990.49±53.440

Table IV − Comparison of effectiveness by extraction time (µg/g, n=3)

Compound 10 min 20 min 30 min 60 min 90 min

1 73889.98±133.69 71645.51±193.94 74305.82±156.66 72021.47±133.77 74792.45±65.41

2 3457.85±7.720 3271.61±9.730 3355.39±7.310 3391.05±6.650 3517.58±1.97

3 1544.64±4.510 1427.27±5.820 1566.15±4.380 1913.11±3.960 1189.94±2.48

4 2334.98±5.640 2248.30±6.990 2332.22±6.790 2575.35±4.490 2360.86±5.60

5 33210.09±68.460 30797.87±86.790 32691.63±65.610 33058.63±62.950 33654.07±36.77

Table V − Comparison of effectiveness by extraction method (µg/g, n=3)

Compound Ultrasonication Vortex Reflux

1 152216.64±231.54 147877.99±114.27 150993.09±361.54

2 3598.10±3.97 3533.19±6.05 3558.71±8.81

3 1339.12±2.08 1231.14±2.03 2340.25±3.16

4 2668.40±2.66 2332.75±2.41 2360.06±7.05

5 34213.34±9.460 32908.29±33.11 29670.60±63.41
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100% 3차 증류수, B 용매 100% 아세토니트릴로 각각 0.1% 포

름산을 첨가하여 사용하며, 컬럼 오븐의 온도를 25oC로 분석하

였을 때 분석 시간 35분 이내에 모든 표준물질의 peak들이 분리

되었다. 또한 각 compound들이 적절한 흡광도를 갖는 분석 파

장을 탐색한 결과 250 nm에서 모든 표준물질의 peak들이 최적

의 감도를 갖는 것을 알 수 있었다. Fig. 2에 혼합한 표준물질들

의 chromatogram과 금은화 원시료에 대한 chromatogram을 제

시하였다.

직선성, 범위, 검출한계와 정량한계

정량분석을 위한 검량선으로 각 표준물질을 단계별 농도로 희

석한 혼합용액을 반복분석하여 Table VI과 같은 결과를 얻었다.

분석 파장인 250 nm에서 각 표준물질의 흡광도에 따라 1, 5의

경우 4~30 µg/ml 농도의 범위를 정하였으며, 2, 3, 4의 경우 1~

20 µg/ml의 농도 범위를 정하였다. 분석결과 각 표준물질은 상관

계수 0.994에서 1.000의 값의 높은 직선성을 나타내었으며, 검출

한계와 정량한계는 시그널 대 노이즈비 3 : 1과 10 : 1로서 각각

0.02~0.09(µg/ml), 0.07~0.27(µg/ml)의 높은 감도를 나타내었다.

정확성과 정밀성

금은화 시료에 단계별 기지농도의 표준물질을 넣은 후 일간,

일내 반복 실험하여 표준물질의 회수율과 실험의 정밀성을 측정

하였을 때 회수율은 최소 97.71%에서 최대 103.65%로서 높은

정확성을 나타냈으며 상대표준편차(RSD)는 최소 0.05%에서 최

대 1.95%로서 우수한 정밀성을 나타내었다(Table VII).

Fig. 2 − HPLC chromatograms of standard solution mixture (A) and extract of Lonicera japonica flower buds (B).

Table VI − Calibration curves, LODs and LOQs of five standard compounds

Compounds Range (µg/ml) Conversion equationa) r2 LODb) (µg/ml) LOQc) (µg/ml)

1 4~30 y=0.01226x-0.016380 0.997 0.06 0.17

2 1~20 y=0.07545x+0.01128 1.000 0.03 0.09

3 1~20 y=0.05220x-0.001210 0.997 0.03 0.10

4 1~20 y=0.08436x-0.020080 0.999 0.02 0.07

5 4~30 y=0.01261x-0.025760 0.994 0.09 0.27

a)y: peak area, x: concentration of the analyte (µg/ml).
b)LOD, limit of detection. c) LOQ, limit of quantification.

Table VII − Precision and accuracy of the five standard compounds

Compounds
Spiked
amount

(µg)

Intra-day (n=5) Inter-day (n=5)

Recovery
(%)

 RSD
(%)

Recovery
(%)

 RSD
(%)

1

04 100.05 1.15 102.68 1.49

08 099.97 0.86 099.91 0.56

12 101.69 0.69 101.24 0.76

2

02 103.65 0.66 101.45 0.94

04 101.31 1.05 100.64 0.61

08 099.58 0.05 099.55 0.15

3

02 101.99 0.51 099.79 0.92

04 098.81 1.19 097.71 2.26

08 098.89 0.29 099.52 0.29

4

02 099.73 0.27 100.47 0.31

04 100.16 0.54 100.68 1.84

08 098.41 0.21 099.33 0.16

5

04 098.71 1.95 099.36 1.36

08 099.64 1.62 099.97 1.16

12 101.49 0.32 101.36 0.40
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HPLC-DAD-MS/MS를 이용한 표준물질의 동정

금은화에 함유된 표준물질의 동정에 있어 HPLC-DAD를 통해

서는 머무름 시간의 일치를 통한 chromatogram상의 시각적인

정보만을 얻을 수 있다. 그래서 HPLC-DAD-MS/MS를 통해 금

은화 시료에 함유된 표준물질의 머무름 시간과 m/z값 및 fragment

의 패턴을 확인함으로써 시료내의 표준물질을 동정하였다(Fig.

3). Table VIII에 각 peak에 대한 분석결과를 나타내었다.

산지별 생리활성 물질 함량 비교

국내에서 현재 유통되고 있는 금은화는 대부분 중국산과 국내

산이며, 산지별 생리활성물질의 함량이 차이가 있음에도 불구하

고 이를 비교분석할 만한 신뢰성 있는 자료가 부족하다. 그러므

로 본 실험에서 확립한 최적의 분석법을 토대로 산지별 21종의

생리활성 물질을 분석하였다(Table IX).

분석결과 21종의 금은화에 함유된 생리활성 물질의 함량은 대

체적으로 불규칙적이었으며, 대체적으로 sweroside(2), luteolin-

7-O-glucoside(3), (E)-aldosecologanin(4)은 낮은 함량을 가졌고

chlorogenic acid(1)와 3,5-dicaffeoylquinic acid(5)은 높은 함량을

가졌다. 또한 전반적인 활성 물질의 함량을 볼 때 중국 하남산과

산동산이 가장 높았다.

대부분의 한약재와 마찬가지로 금은화 또한 함량이 높은 활성

물질 하나로는 금은화가 가지 고 있는 전반적인 약효를 나타내

지 못하며 여러 개의 활성물질이 같이 존재할 때 시너지 효과를

발휘한다고 알려져 있다.16) 그러므로 단일 활성 성분만을 분석

하여 생약재의 질을 판단하기 보다는 보다 체계적인 활성검색에

의하여 시너지 효과가 규명된 활성 물질에 대한 동시 분석법이

Table VIII − HPLC-DAD-MS/MS Data of the five bioactive compounds in Lonicera japonica flower buds

Peak No. MWa) MS (m/z) MS/MS (m/z) C.Eb) Ion mode Identification

1 354 353 191 26 Negative chlorogenic acid

2 358 381 219 40 Positive sweroside

3 448 447 285 34 Negative luteolin-7-O-glucoside

4 758 781 549 58 Positive (E)-aldosecologanin

5 516 517 501 25 Positive 3,5-dicaffeoylquinic acid

a)Molecular weight.
b)Collision energy.

Fig. 3 − Total ion chromatograms of Lonicera japonica flower buds in

SIM mode (A) and SRM mode (B).

Table IX − Content of five compounds in samples of twenty-one

commercial products from diverse sources (µg/g)

Samples 1 2 3 4 5

An-dong 1 3456.77 926.17 614.99 0175.73 2885.57

An-dong 2 7989.60 1157.86 1023.19 0257.97 5566.93

Bong-hwa 3601.50 804.81 949.01 - 4292.22

Bu-yeo 4909.73 1071.91 874.65 0187.30 3681.06

Cheong-song 10126.69 1438.64 1228.70 0323.25 7447.40

Geo-jin 3542.25 866.89 619.49 0161.65 4042.88

Go-heung 2881.87 534.02 949.01 - 4292.22

Goon-wi 4230.96 659.26 1366.43 0132.24 3929.51

Hong-cheon 5924.49 1156.15 674.24 0325.16 4870.20

Yang-yang 2221.00 457.22 633.02 0133.30 3238.51

Kyo-yi 6475.80 1011.85 822.01 0320.28 5442.21

Mt. seolak 5851.42 668.13 748.63 0226.91 6665.29

Nak-moon 2941.07 834.07 740.00 0172.01 2613.17

Ui-seong 6637.39 1154.31 1185.49 0293.86 5306.25

Ul-jin 2866.85 589.57 471.12 0080.10 3274.00

China (unidentified) 3144.18 1532.69 807.89 0401.76 3611.50

Hanam 1 (China) 2815.78 788.32 521.13 0120.07 2335.76

Hanam 2 (China) 64247.89 3120.63 750.17 2562.84 29177.90

Mil-hyun (China) 62441.82 3297.94 705.81 2523.07 27465.54

Sandong 1 (China) 43840.90 1559.03 1560.76 0606.95 29747.88

Sandong 2 (China) 59194.80 2635.71 908.53 2639.58 26975.64

1: chlorogenic acid, 2: sweroside, 3: luteolin-7-O-glucoside, 4:
(E)-aldosecologanin, 5: 3,5-dicaffeoylquinic acid.
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한약재 평가를 위한 적절한 접근방법으로 사료된다.

결 론

 본 실험은 HPLC-DAD-MS/MS를 이용하여 금은화에 함유된

3 종류의 생리활성물질의 동시분석법을 개발하였으며, 최적의 조

건에 대한 평가로서 직선성, 범위, 검출한계, 정량한계, 정밀성과

정확성 등 여러 validation parameter들을 제시하였다. 또한 각

표준물질들의 정확한 동정을 위하여 HPLC-DAD-MS/MS를 이

용하여 이를 확인하였고 이와 같이 확립한 최적의 분석법을 통

하여 국내에 유통되고 있는 금은화 21종의 활성성분 함량을 비

교분석하였다.
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