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Abstract - This study was carried out to investigate the effective extraction condition for increase of phytoecdysteroids from 
fronds of Matteuccia struthiopteris (FMS) and Osmunda japonica (FOJ). Lyophilizated fronds were mixed with three 
different solvents (MeOH, 80% EtOH or water) and then extraction was carried out by using six different methods, such as, 
immersion (room temp.), heating (60℃), stirring (200 rpm) for 6 h, or sonication in 42 kHz ultrasonic bath for 15, 30 and 
45 minutes. Contents of 20-hydroxyecdysone (20E) and ponasterone A (PonA) were measured by using HPLC after 
purification of the extracts by C18 cartridge. Altogether, our results indicate that the extraction using sonication with MeOH 
as a solvent (for 30 minutes) was the most effective condition for 20E and PonA from both MFS and FOJ. Resulting contents 
of 20E from FMS and FOJ were 66.76 and 104.48 μg·g-1 and PonA were 53.43 and 43.82 μg·g-1, respectively. 
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서  언

Ecdysteroid는 곤충의 탈피호르몬이며 기원에 따라 절

지동물과 갑각류에서 생산되는 zooecdysteroid와 식물에서 

생산되는 phytoecdysteroid로 구분되는데, Phytoecdysteroid

는 triterpenoid, triterpene saponin을 포함하는 화합물

의 일종으로 phytosterol과 phytoecdysteroid로 구분되며, 

acetyl-CoA를 선구물질로 하여 식물 세포 내 mevalonate 

경로에서 mevalonic acid에 의하여 합성된다(Dinan, 2001).

소수의 식물만 phytoecdysteroid를 생산할 수 있는 것

으로 알려져 있는데, 특히 관다발식물 중 진화론적으로 오

래된 식물에서 phytoecdysteroid가 자주 발견되며(Adler 

and Grebenok, 1999), 그 중 양치식물은 ecdysteroid 함

량이 높은 식물군으로 알려져 있다(Dinan and Lafont, 

2007). 

Ecdysteroid를 산업적으로 적용했던 초기에는 ecdysteroid

를 이용하여 곤충, 특히 해충의 탈피를 인위적으로 촉진하여 

살충제로 이용하거나, 누에의 숙도를 인위적으로 조절하여 

상족촉진제로써 사용하고자 하였으나 살충작용이 종 특이

적으로 작용하지 않아 생태계 교란의 위험성이 있어 상업적 

살충제로는 개발되지 못했으며(Kim, 1996), 잠사업의 쇠

퇴로 인하여 상족촉진제의 판매도 감소하여 산업적 가치

가 낮게 평가되었다. 그러나 ecdysteroid가 포유류에 독성

이 없으며, 다양한 in vitro 및 in vivo 실험에서 동화작용, 

생육촉진, 근육증가, 항무기력증, 항쇠약, 항당뇨 및 세포

증식 및 분화 촉진으로 인한 상처치료 등의 효과를 보이는 

것이 알려지면서 기능성 천연물로써 중요성이 높아지고 있

다(Lafont and Dinnan, 2003). 본 연구에서 사용한 20- 

hydroxyecdysone(20E)는 LD50가 낮아 독성이 적으며

(Matsuda et al, 1970), 세포 증식 및 분화(Syrov and 

Khushbaktova, 1996), 인체 제대정맥 내피세포 분열증식 

촉진(Lin et al, 1997), 항비만 및 항당뇨(Kizelsztein et 
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Table 1. Analytical conditions of HPLC for analysis of phytoecdysone contents used in this study

Column Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6×150 mm, 5 ㎛)
Column Temp. Ambient

Mobile phase

Time (min.) H2O (%) MeOH (%) Flow rate (mL/min.)

 0.0 60 40 1.0
20.0 20 80 1.0
21.0 60 40 1.0
30.0 60 40 1.0

Wavelength UV 242 nm

al, 2009), 대뇌피질 뉴런 수용기의 GABA 신경조절 활성 

영향(Okada et al, 1998), 항간질(Hanaya et al, 1997), 

조골세포의 ALP 활성과 gelatinase 활성 증가와 M-CSF

와 RANKL에 의해 유도된 파골세포 생성 감소 효과(Ko, 

2007) 등 다양한 약리활성을 보인다. 그러나 배자독성이 

있으므로 산모에게는 신중히 투여해야 한다(Kosar et al, 

1997). Ponasterone A(PonA)는 생육증가 효과는 거의 없

는 것으로 보고되었으나(Matsuda et al, 1970), 여성 자궁 

경부암 유래의 암세포주인 HeLa cell 사멸(Wang et al, 

2004), 유선 혈청조직의 신속한 제거(Albanese et al, 2000) 

등의 효과가 보고되어 있다.

본 연구에서는 우리나라 전역에 자생하며 예로부터 식·약
용 소재로 사용되어온 양치식물인 청나래고사리와 고비의 엽

상체에 함유되어 있는 20E와 PonA의 함량을 분석하였으며, 

추출용매와 추출방법이 phytoecdysteroids의 추출에 미치

는 영향을 구명하여 양치식물의 효율적인 phytoecdysteroids 

추출방법에 관한 기초자료를 제시하고자 하였다. 특히 초음

파를 이용한 빠르고 쉬운 phytoecdystreroid의 추출법을 

개발하고자 하였으며, 범용적으로 사용할 수 있는 초음파수

조를 이용하여 경제적인 추출방법을 제시하고자 하였다. 

재료 및 방법

추출 및 정제

충북 청주시에 소재한 무가온 플라스틱 온식에서 재배하

던 청나래고사리와 고비의 성엽은 각 2007년 7월과 6월에 

수확하였으며, 수세하여 동결건조한 다음 분쇄하여 사용하

였다. 추출용매는 물(deionized water; nano pure grade), 

80% 에탄올(Ethanol, Jin chemical parmaceut., Korea), 

100% 메탄올(Methanol, Merck, Germany)로 하여 각 용

매와 분쇄시료를 혼합한 다음 6시간동안 상온침지, 60℃ 
환류냉각, 상온교반(200 rpm) 추출하거나 15, 30, 45분 동

안 초음파수조에서 추출하였다. 추출물은 여과지(Advantec 

No. 2, Toyo Roshi Kaisha Ltd., Japan)와 vacuum pump 

(GAST)로 감압여과하였으며, 물 추출물을 제외한 유기용

매 추출물은 rotary vacuum evaporator로 용매를 증발시

킨 후, 3차 증류수로 용해하여 사용하였다.

각 추출물은 solid phase extraction법으로 정제하였다. 

Solid phase extraction은 C18 cartridge(Empore
TM

 High 

performance extraction disk cartridge C18-SD, 3M, 

Mexico)를 이용하였으며, Reixach et al.(1996)의 방법을 변

형하여 다음과 같이 시행하였다. C18 cartridge에 250 ㎕의 

메탄올과 500 ㎕의 3차 증류수를 첨가하여 활성화 시킨 후 

준비된 추출물 1 mL를 주입하였다. 그 후, 0.1 N의 NaCl 

500 ㎕를 첨가하여 ecdysteroid를 제외한 기타 추출물을 

제거시킨 후, 500 ㎕의 3차 증류수로 세척하였다. 용출용매

로 1 mL의 메탄올을 첨가한 후, 용출된 용매를 HPLC 분석

에 사용하였다. Solid phase extraction를 수행할 때에는 

용매를 빠르게 용출시키기 위하여 SPE vacuum manifold 

(57030-U, Supelco, U.S.A)와 vacuum pump(DOA-P704- 

A4, GAST, China)를 이용하여 -80~-40 kPa에서 가압 용

출하였다.

HPLC 분석 조건

HPLC 분석은 Ecdybase(Lafont et al, 2009)에 제시된 방

법을 변형하여 시행하였으며, 분석조건은 Table 1과 같다. 

추출물의 주입은 auto-sampler(Basic Marathon, Spark 

Holland, Netherlands)를 이용하였으며, 1회에 20 ㎕씩 주

입하여 분석하였다. 총 분석시간은 30분이었으며, 이 중 

마지막 10분은 연속적인 분석을 위한 컬럼 안정화에 소요
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  (a)

  (b)

 

Fig. 1. Chemical structure of phytoecdysteroids. (a) 20E; 
(b) PonA. (Lafont et al, 2009)

Fig. 2. HPLC Chromatogram of phytoecdysteroids used in 
this study. (a) 20E; (b) PonA.

되는 시간이었다.

분석 기기의 안정성을 검증하기 위하여 추출물을 1회 5

반복으로 각기 다른 시간에 3회 분석하여 phytoecdysteroid

가 분석되는 retention time과 peak area의 재현성을 통

하여 확인하였다. 재현성은 상대표준편차(relative standard 

deviation)로 확인하였으며, 다음의 식과 같이 계산하였다. 

수집된 데이터는 Autochro-2000(Autochro-2000 ver 1.0, 

YoungLin co. Ltd., Korea)를 이용하여 분석하였다.

RSD (%)  

 









  


, 

        개측정치의평균  개개의측정치

표준 검량선 작성 및 회수율 분석

20E(H5142, Sigma)와 PonA(P3490, Sigma)를 표준물

질로 하여 검량선을 작성하였다(Fig. 1). 20E와 PonA를 

각 10, 5, 1, 0.5, 0.1, 0.05, 0.005, 0.001 ppm의 농도로 

혼합하여 제조한 표준용액을 HPLC로 분석하여 peak를 인

식할 수 있는 범위를 최소검출한계로 하였으며, 표준검량

선은 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200 ppm의 농도로 

혼합한 20E와 PonA의 표준용액을 이용하여 작성하였다. 

두 물질의 chromatogram은 Fig. 2와 같다. 

정제과정에서 추출물의 phytoecdysteroid 손실 정도를 

파악하기 위하여 20E와 PonA를 혼합한 표준용액을 5 mL

의 메탄올에 100 ppm으로 희석한 후 바로 HPLC를 이용하

여 분석하거나, 250 mL의 둥근 농축수기에 담아 rotary 

vacuum evaporator를 이용하여 메탄올을 증발시킨 후 

3차 증류수를 첨가하여 100 ppm으로 조절한 용액을 C18 

cartridge를 이용하여 상기의 방법으로 정제한 후 분석하

여 비교하였다.

통계분석

실험은 5반복으로 수행하였으며, SAS version 9.1(SAS 

instritute Inc., Cary, NC, USA)를 이용하여 평균을 구하

고, p<0.05의 유의수준에서 Tukey’s studentized range 
test를 이용하여 통계분석 하였다. 

결과 및 고찰

HPLC 재현성, 최소검출한계 및 회수율

100 ppm의 20E와 PonA의 혼합 표준용액 20 ㎕을 HPLC

에 주입하여 1회 3반복, 각기 다른 시간에 3회 반복 분석한 

결과에 대한 재현성은 2.0% 이내로 양호한 재현성을 보였

다(Table 2). 미국약전(USP)에서는 따로 규정이 없는 한 RSD

가 2.0% 또는 그 이하일 경우에는 5회 주입한 chromatogram, 

2.0% 초과일 경우에는 6회 주입한 chromatogram으로 부

터 얻은 자료를 이용하도록 되어있으므로(USP XXII/NF, 

1990), 본 연구에서는 이를 참고하여 5반복으로 실험하였다.

20E와 PonA의 최소검출량은 각 0.1 ppm, 0.5 ppm으로 
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Table 2. Reproducibility of peak area and retention time 
in the chromatogram of each ecdysteroids

Ecdysteroids 20-hydroxyecdysone Ponasterone A

Peak area
Means 1494.73 1380.60
SDz 26.69 15.41
RSDy (%) 1.79 1.12

Retention 
time 

Means 7.65 15.41
SDz 0.11 0.17
RSDy (%) 1.40 1.12

zSD: Standard deviation.
yRSD: Relative standard deviation.

Table 3. Phytoecdysteroid recoveries of selected steps in the 
extraction and purification procedure using C18 cartridge

Ecdysteroids 20-hydroxyecdysone Ponasterone A

Non 
Purification

Peak areaz 117.13 110.92
SDy 1.29 1.35
SEx 0.75 0.78

Purification
Peak areaz 118.96 114.44
SDy 0.93 1.78
SEx 0.54 1.03

Recovery (%) 101.56 103.17
zPeak area: Peak area means of 10 ppm ecdysteroids solution. 
ySD: Standard deviation.
xSE: Standard error.

나타났으며, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 20, 50, 100, 200 ppm의 

20E와 PonA의 혼합 표준용액으로 펴준 검량선을 작성한 

결과, 상관계수(R
2
)가 각 0.9999 또는 0.9975로 0.1~200 

ppm의 농도에서 매우 높은 직선성(linearity)을 보였다(data 

not shown).

10 ppm의 20E와 PonA 혼합 표준물질을 정제하지 않거

나 C18 cartridge로 정제하여 분석한 후 peak area를 비교

하여 회수율을 측정한 결과, 101.56과 103.17%의 높은 회

수율을 보였으므로 정제과성에서 phytoecdysteroid가 거

의 손실되지 않는 것으로 나타났다(Table 3). 한국 식품의

약품안전청의 의약품 평가부에서 출판한 의약품등 분석법

의 밸리데이션에 대한 가이드라인에 의하면 용출시험에서 

설정된 용출 시험기준 범위의 ± 20% 이내로 회수율이 나

타나야 타당성이 인정되는데, 본 연구에서 사용된 정제방

법으로 용출된 용액에 포함된 시료의 양이 용출시험기준 

범위 내에 속하였으므로 타당한 정제방법으로 생각된다.

식물체에는 다양한 천연물질이 혼재되어 있으므로 식물

로부터 특정 물질의 함량을 분석할 때에는 분석 전 추출물

의 정제가 매우 중요한데, phytoecdysteroids의 분석을 위

한 정제방법에는 millipore 여과, phenyl boronic acid 

또는 methyl boronic acid 등으로 유도체화, alkaline 

buffer로 용해시킨 후 PBA고정상으로 여과(Yang, 1998), 

boronic acid로 ester화 및 SFC 추출(Kim, 1998), SPE(solid 

phase extraction)법(Báthori and Pongrácz, 2005) 등이 

있다. 본 연구에서는 비교적 상용화되어 있는 HPLC를 이용

하여 저렴한 비용으로 빠르고 간편하게 phytoecdysteroid

의 함량을 분석하기 위하여 화학적 필터와 물리적 필터가 

결합된 cartridge를 이용하여 SPE법으로 추출물을 정제하

였는데, 간편하고 빠른 정제과정과 안정적인 회수율을 보

여 식물체에서 phytoecdysteroids를 추출하기 위한 정제

법으로 적합한 것으로 생각되었다. 

추출조건에 따른 phytoecdysteroid 함량 변화

청나래고사리의 성엽은 메탄올을 용매로 추출했을 때 

phytoecdysteroid가 가장 많이 추출되었다(Table 4). 20E

는 메탄올을 용매로 30분 동안 초음파추출 했을 때 수율이 

가장 높았다. PonA는 45분 동안 추출했을 때 가장 많이 추

출되었으나, 30분 초음파추출했을 때와 통계적 유의차는 없

었다. 또한 PonA는 용매에 관계없이 초음파 추출했을 때

에만 추출되는 특징을 보였다.

고비 성엽의 건조시료 또한 메탄올을 용매로 30분 동안 

초음파 추출했을 때 가장 많은 양의 20E와 PonA이 용출되

었다(Table 5). 20E는 용매에 관계없이 환류냉각추출물에

서 함량이 가장 낮았으며, 물을 용매로 환류냉각추출 했을 

때에는 추출되지 않았다. PonA 또한 환류냉각추출물에서

는 추출되지 않아 phytoecdysteroid는 열에 의하여 일부 

성분이 파괴되는 것으로 생각되었다.

연구의 결과 phytoecdysteroid는 메탄올 용매에서 가장 

잘 용출되며, 추출수율을 증가시키기 위해서는 초음파추출 

하는 것이 가장 좋은 것으로 나타났다. 초음파추출법은 추

출시간을 줄일 수 있으며, 본 연구에서와 같이 연구실에서 

범용적으로 사용 가능한 초음파 수조로도 충분한 효과를 

볼 수 있는 것으로 나타났다. 또한 PonA는 추출용매와 추

출방법에 따라 용출 정도가 크게 달라지므로, 교반 또는 초

음파 등과 같은 기계적 방법을 이용하여 추출효율을 증가
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Table 4. Change of phytoecdysteroid contents in extracts obtained from Matteuccia struthiopteris depending on extraction 
solvent and methods

Solvent Method Conditions Time
(min)

20Ez

(µg·g-1 db)
PonAy

(µg·g-1 db)

MeOH

Immersion 25 ± 2℃ 360 48.42 efx 0.00 c
Heating 60℃ 360 49.41 def 0.00 c
Stirring 200 RPM 360 49.35 def 0.00 c
Sonication 42 kHz 15 48.44 ef 0.00 c

30 66.76 a 53.43 a
45 61.73 ab 56.30 a

80% EtOH

Immersion 25 ± 2℃ 360 47.95 f 0.00 c
Heating 60℃ 360 0.00 g 0.00 c
Stirring 200 RPM 360 57.52 bc 0.00 c
Sonication 42 kHz 15 55.41 bcd 43.06 b

30 55.13 b-e 44.24 b
45 59.71 b 42.39 b

Deionized 
water

Immersion 25 ± 2℃ 360 0.00 g 0.00 c
Heating 60℃ 360 0.00 g 0.00 c
Stirring 200 RPM 360 0.00 g 0.00 c
Sonication 42 kHz 15 51.83 c-f 41.71 b

30 49.01 def 41.84 b
45 49.18 def 43.88 b

zMicrograms of 20-hydroxyecdysone contents per gram of dried samples, yMicrograms of ponasterone A contents per gram of dried 
samples, xMean seperation within columns by Tukey’s studentizied range test at p<0.05.

Table 5. Change of phytoecdysteroid contents in extracts obtained from Osmunda japonica depending on extraction solvent 
and methods

Solvent Method Conditions Time
(min)

20Ez

(µg·g-1 db)
PonAy

(µg·g-1 db)

MeOH

Immersion 25 ± 2℃ 360 93.36 bcx 0.00 c
Heating 60℃ 360 62.13 efg 0.00 c
Stirring 200 RPM 360 91.46 bcd 0.00 c
Sonication 42 kHz 15 71.54 e 0.00 c

　 30 104.48 a 43.82 a
45 97.34 ab 42.65 ab

80% EtOH

Immersion 25 ± 2℃ 360 83.37 d 0.00 c
Heating 60℃ 360 65.23 ef 0.00 c
Stirring 200 RPM 360 86.00 cd 40.96 b
Sonication 42 kHz 15 83.21 d 0.00 c

30 94.17 bc 42.75 ab
　 45 91.95 bcd 43.20 ab

Deionized 
water

Immersion 25 ± 2℃ 360 52.80 gh 0.00 c
Heating 60℃ 360 0.00 i 0.00 c
Stirring 200 RPM 360 55.11 fg 0.00 c
Sonication 42 kHz 15 60.22 fg 0.00 c

30 47.34 gh 0.00 c
　 45 46.81 h 41.82 ab

zMicrograms of 20-hydroxyecdysone contents per gram of dried samples, yMicrograms of ponasterone A contents per gram of dried 
samples, xMean seperation within columns by Tukey’s studentizied range test at p<0.05.
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시킬 필요가 있는 것으로 생각되었다. 한편 phytoecdysteroid

는 열에 민감하므로 추출공정 및 추출 후 보관하는 과정에

서 열에 노출되지 않도록 주의해야 할 것으로 생각되었다.

각 최적의 추출조건에서 건체중의 20E와 PonA의 함량

은 청나래고사리에서 각 0.0067%, 0.0056%, 고비에서 각 

0.0104, 0.0044%였으며, 생체중에서는 청나래고사리에서 

각 0.0010, 0.008%, 고비에서 각 0.0024, 0.0010%였다. 

Yang(1997)은 생체중 기준 나사미역고사리와 미역고사리

의 근경은 각 0.0325, 0.047% 쇠무릎의 줄기와 뿌리는 

0.0311%와 0.0150% 시금치 잎은 0.0033%의 20E가 함유

되어 있다고 보고하였는데, 본 연구의 결과와 비교한 결과, 

청나래고사리와 고비는 20E의 함량이 다소 낮은 것으로 나

타났다. 그러나 청나래고사리와 고비의 지상부는 연중 다회 

수확이 가능하며, 좁은 공간에서도 1회 수확량이 많으므로 

나사미역고사리와 미역고사리와 같이 재배 기간이 길고 동

일 면적대비 수확량이 적은 식물보다는 phytoecdysteroids 

추출용 식물로써 경제적 가치가 우수할 것으로 생각된다. 

따라서 차후 청나래고사리와 고비를 phytoecdysteroids 추

출용 천연소재로 개발하기 위하여 이들의 적정 재배법 및 

일정 공간에서의 수확량과 phytoecdysteroids 추출량에 관

한 연구가 필요한 것으로 생각된다.

적  요

본 연구는 양치식물로부터 phytoecdysteroids의 추출

효율을 향상시키기 위하여 시행하였다. 청나래고사리와 고

비의 잎(엽상체)을 동결건조 한 후 곱게 분쇄하여 MeOH, 

80% EtOH, H2O(nano pure grade)를 용매로 하여 50배 추

출하였으며, 각 용매별로 6시간 동안 침지, 교반(200 RPM), 

60℃ 환류냉각추출하거나 42 kHz의 초음파수조에서 15, 

30, 45분 동안 추출하였다. 추출물은 C18 cartridge로 정

제하여 분석하였으며, HPLC를 이용하여 각 추출물의 20- 

hydroxyecdysone(20E)과 ponasterone A(PonA)의 함량

을 조사하였다. 3종류의 용매를 6가지 방법으로 추출한 결

과, 청나래고사리와 고비의 추출물 모두 MeOH를 용매로 

30분 동안 초음파 추출했을 때 20E와 PonA의 용출량이 

증가하였으며, 엽상체 건물중 1 g당 청나래고사리와 고비의 

20E 함량은 66.76과 104.48 μg, PonA의 함량은 53.43와 

43.82 μg이었다.
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