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Abstract— Illegal addition of steroids into cosmetics, ointments or drugs have been increased and their careless usage

induced detrimental effect on health. We developed simultaneous analytical method using TLC, HPLC and LC/MS for the

identification of 40 corticosteroids. 34 corticosteroids were well separated in HPLC with isocratic mode and remaining 6

drugs were also separated with gradient mode. All of the 40 corticosteroids were detected in negative mode in LC/MS. Hal-

cinonide, prednisolone, triamcinolone acetonide and methylprednisolone hemisuccinate were detected in real samples.
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법과학적인 면에서 약물의 분석은 스크리닝법과 확인시험법이

있으며, 이에는 정색반응, 면역분석법, 박층크로마토그라피(TLC),

가스크로마토그라피(GC), 가스크로마토그라피/질량분석법(GC/

MS), 액체크로마토그라피(HPLC), 액체크로마토그라피/질량분석

법(LC/MS) 등이 있다.1-5) 약물의 종류에 따라 특정기기에 우수

한 감도를 나타내는 약물이 있으며 이에 따라 분석기기나 방법

이 달라지고 있다. 일반적인 약물 분석시 GC/MS에 의한 확인시

험법이 보편적인 데, 이는 사용방법이 간단하고 결과의 재현성이

높으며, library가 유용하게 구축되어 있기 때문이다.6) 그러나, 분

자량이 크거나 극성이 큰 물질 또는 극미량을 분석하여야 할 경

우 GC/MS법으로는 검출하기 힘든 경우가 많이 있다. 이러한 약

물의 예로는 부신피질호르몬제를 포함한 스테로이드류, 항생물

질류, 발기부전치료제류, 단백질류 등이 있다.7-10) 실제로 최근에

보고되는 외국의 감정사례를 보면, 분석약물의 제한이 거의 없고

감도가 높은 LC/MS법 및 LC/MS/MS법이 각광을 받고 있으며,

이에 관한 연구발표나 문헌보고도 늘고 있다.11-13) 따라서 본 실

험에서는 GC/MS로는 분석되지 않는 약물 중 일차적으로 부신

피질호르몬제를 포함한 스테로이드류에 대한 HPLC 및 LC/MS

법을 확립하고자 하였다.

부신피질호르몬제는 내분비장애, 류마티스성장애, 교원성질환,

피부질환, 알레르기성질환, 안과질환 및 신경계질환 등 그 사용

범위가 광범위하나 장기간 복용할 경우 심각한 부작용을 유발하

므로 신중히 투여되어야 하는 전문의약품이다. 그러나 최근에는

샴푸, 기능성 화장품, 성형시술제제, 한약재, 피부질환 연고제 등

다양한 제품에서 불법적으로 부신피질호르몬제가 검출되고 있다.

또한 이들 부신피질호르몬제의 관능기에 다양한 염을 치환한 유

도체들은 대조 표준품이 없어 성분확인시 많은 어려움이 있다.

문헌에 의하면, 몇몇 부신피질호르몬제의 분석에 TLC, HPLC

및 LC/MS가 이용되었다.11-15) 현재 당 연구원에서는 부신피질호

르몬제의 분석을 위해 TLC법 및 HPLC/PDA법을 사용하고 있

으나, 대부분의 성분들이 유사한 UV 스펙트럼을 가지고 있고 검

출시간도 동일한 것이 많아 분석에 어려움이 있다. 이를 극복하

기 위하여 기존의 이러한 분석방법 외에도 LC/MS에 의한 확인

법이 필수적인 상황이다. 그러나, LC/MS법은 GC/MS법과는 달

리 library가 존재하지 않아 약물에 대한 library를 구축하는 것

이 선행되어야 한다. 이를 위하여 본 연구에서는 우리나라에서

유통되고 있는 부신피질호르몬제를 포함한 스테로이드류에 대한

일제분석법을 확립하고 LC/MS에 의한 library를 구축하고자 하
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였다. 즉, 우리나라에서 다양한 형태의 제품으로 유통되고 있는

스테로이드류 40종을 선택하여 약물 표준품에 대한 표준물질을

조제한 후, 이를 다시 적당한 농도로 희석하여 TLC, HPLC 및

LC/MS에 의한 일제분석법을 확립하였으며, LC/MS에 의한 질

량분석 스펙트럼으로 library를 구축하였다. 또한 실제 압수품으

로 들어왔던 증거물들에 대하여도 분석을 실시하여 성분을 확인

하였다.

실험방법

시약 및 재료

실험에 사용된 스테로이드 의약품 40종의 표준품은 Sigma사

에서 구입하거나, 의약품을 제조 생산하는 제약회사에서 순도

98% 이상의 표준물질을 제공받아 사용하였다. HPLC용 메탄올

은 J. T. Baker사 제품을 사용하였고 증류수는 Millipore Milli-Q

증류수 제조장치를 사용하여 증류된 물을 사용하였으며, 그 외

시약은 특급시약을 사용하였다.

표준용액의 제조

본 실험에서 선택된 스테로이드의 종류는 Table I과 같다. 각

성분의 표준용액은 1 mg/ml 농도의 메탄올 용액으로 조제하여

냉장 보관하였으며, 분석시 표준용액을 희석하여 10 µg/ml를

HPLC 및 LC/MS 분석에 사용하였다.

시료처리

캡슐 및 분말은 약 100 mg을 취하여 메탄올 1 ml를 가한 후

30분 동안 초음파 처리한 후 원심분리하여 상등액을 TLC용 시

료로 사용하였다. 이를 메탄올로 1000배 희석하여 HPLC 및 LC/

MS용 시료로 사용하였다. 정제는 유발과 유봉을 이용하여 분쇄

한 다음 상기 방법으로 추출하였다. 시료자체가 혼합물이거나 정

제가 필요할 경우에는 분쇄한 후 100 mg을 증류수 2 ml에 현탁

시킨 후, 약 20분 동안 초음파 처리한 후 원심분리하여 상등액

을 취한 뒤 10% 염산을 가하여 산성상태에서 에틸아세테이트

5 ml로 각각 3회 액상추출하였다. 이를 원심분리하여 그 상등액

을 질소농축한 후 남은 잔사를 메탄올로 재현탁한 후 0.2 µm 실

린지 필터로 여과하여 분석용 시료로 사용하였다.

TLC

TLC plate는 silica gel 60 F254을 사용하였으며, 길이는 가로

20 cm, 세로 10 cm이었다. 전개용매는 클로로포름 :메탄올(9 : 1)

을 사용하였으며 254 nm에서 반점을 확인하여 각각의 Rf를 측

정하고 하였고, BTZ시약(0.5% blue tetrazolium 메탄올용액 :

12% 수산화나트륨/메탄올용액=1 : 3, 용시조제)을 발색 시약으로

사용하였다.

HPLC

Agilent사의 1200 series HPLC system을 사용하였으며, 시스

템은 Quatanary pump(G1311A), ALS G1329B autosampler,

DAD G1315B photodiode array detector로 구성되었고, 240

nm에서 흡광도를 측정하였으며, 데이터 분석에는 ChemstationTM

software를 사용하였다. 분석용 컬럼은 Agilent Eclipse XDB-

C18(4.6×150 mm, 5 µm) 역상컬럼을 사용하였고, 오븐 온도는

30oC, 이동상인 메탄올 :증류수(60 : 40)를 1.0 ml/min의 유속으

로 용출시켰고, 시료는 autosampler를 이용하여 20 µl씩 주입하

였다. Isocratic mode로 분리되지 않는 스테로이드의 확인을 위

하여 gradient mode를 사용하였으며, 조건은 5분까지 메탄올 :증

류수(60 : 40)로 용출시키다가 5분에서 30분까지 메탄올 :증류수

(90 : 10)으로 이동상의 조성을 변화시켰다.

LC/MS

Varian사의 LC/MS System(Varian ProStar, 1200L series)을

사용하였으며, autosampler는 model 410, 분석용 컬럼은 Varian

Polaris C18(4.6×150 mm, 5 µm) 역상 컬럼을 사용하였으며, LC/

MS-ESI방법을 사용하여 positive와 negative mode에서 mass

spectrum을 확인하였다. 이동상으로는 메탄올 :증류수(60 : 40)를

사용하였으며, 유속은 0.8 ml/min, mass range는 200~800이었

으며, dwell time은 0.6초, scan time은 0.5초, drying gas는

350oC에서 24 psi로 분석을 실시하였다. Isocratic mode로 분리

되지 않는 스테로이드의 확인을 위하여 gradient mode를 사용하

였으며, 그 조건은 HPLC와 동일하였다. 데이터 분석에는 Star

WorkstationTM software를 사용하였다.

Fig. 1 − TLC pattern of 40 steroids (the number is presented in

Table II).
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결과 및 고찰

TLC

40종의 약물은 TLC 결과 양호하게 분리되었다(Fig. 1). 이 중

betamethasone-21-phosphate, betamethasone sodium phosphate,

dexamethasone disodium phosphate 및 dexamethasone

sodium phosphate를 제외한 36개 약물은 TLC 조건에서 모두

양호하게 분리되어 확인이 가능하였으며, 물질에 따라 반점이 2

개 또는 3개로 나타났다. 각각의 약물에 대한 Rf 치는 Table I에

나타내었다. 이러한 결과로 볼 때, 미지시료 중 스테로이드류를

스크리닝하는 방법으로 TLC가 적합하며, 특히 254 nm에서의

UV 반점확인과 BTZ시약에 의한 정색반응으로 스테로이드류의

존재여부를 확인할 수 있음을 알 수 있었다.

HPLC

HPLC에 의한 약물의 분리는 Table I과 같다. 즉, isocratic

mode에서는 budenoside, dexamethasone propionate, fluocinolone

및 methylprednisolone hemisuccinate 등 4개의 약물은 두 개의

피크를 나타내었으며, 그 외 30종의 약물은 양호하게 분리되었

음을 알 수 있었다. 그러나, betamethasone 21-phosphate, beta-

methasone sod. phosphate, dexamethasone disod. phosphate,

dexamethasone sod. phosphate 및 methylprednisolone

Table I − Retention time and spectrum of steroids in HPLC/DAD and LC/MS (Italic letters mean retention time at gradient mode. The first

ions in mass spectrum are most abundant ions and underlined ions are [M-H]-)

No. Name
TLC

(Rf, %)

HPLC LC/MS

RT (min) RT (min) Fragmented ion (negative mode)

01 beclomethasone 0.50 6.39 6.65 407, 341,443, 444

02 betamethasone 0.36 5.76 6.23 427, 361, 339

03 betamethasone 21-phosphate 0 1.35 1.90 471, 472, 493

04 betamethasone dipropionate 0.52 18.07 12.83 447, 483, 413, 493

05 betamethasone sod. phosphate 0 1.31 6.77 503, 527, 539, 549

06 budesonide 0.50 15.66, 16.64 15.56 357, 475, 465, 429

07 clobetasol 17-propionate 0.50 21.47 21.40 465, 501, 429

08 clobetasone 17-butyrate 0.89 17.33 18.02 421, 501, 477

09 desoxymethasone 0.46 7.86 8.54 355, 399, 421, 375

10 dexamethasone 0.34 5.68 6.45 361, 415, 393, 339

11 dexamethasone disod. phosphate 0 1.28 2.17 471, 493, 472, 515

12 dexamethasone propionate 0.67 25.64/15.96 14.31/21.04 447, 483/503,539

13 dexamethasone sod. phosphate 0 1.30 2.17 471, 472, 495, 493

14 diflorasone diacetate 0.56/0.77 11.61 8.46/13.43 451, 487/493, 529

15 diflucortolone valerate 0.45 20.45 8.47 373, 429, 439

16 fludrocortisone acetate 0.34 5.87 6.31 421, 457, 445, 513

17 fluocinolone acetonide 0.46 6.11 7.22 393, 431, 497, 451

18 fluocinolone 0.47 6.09/14.58 7.23/14.29 393, 431/355, 493

19 fluticasone propionate 0.83 24.77 24.07 413, 535, 545, 499

20 halcinonide 0.83 22.21 21.17 453, 455, 433, 489

21 hydrocortisone 0.33 4.13 5.00 329, 385, 363, 361

22 hydrocortisone butyrate propionate 0.62 18.07 8.78 511, 487, 399

23 hydrocortisone 17-butyrate 0.66/0.74 11.60 12.21 431, 455, 481, 329

24 hydrocortisone valerate 0.60/0.74 22.18 24.86 469, 445, 481, 329

25 methylprednisolone 0.30 6.05 6.71 341, 313, 374, 409

26 methylprednisolone aceponate 0.50 18.60 18.16 471, 397, 507

27 methylprednisolone acetate 0.28 9.18 6.71/10.12 341, 313, 374/415, 451

28 methylprednisolone hemisuccinate 0.21 1.34, 1.57 2.18 341, 375

29 norethisterone acetate 0.97 22.27 21.25 329, 421, 339

30 prednisolone 0.29 4.21 4.89 326, 361, 395, 405

31 prednisolone acetate 0.30 5.96 4.89/6.98 326, 395/437, 402

32 prednisolone stearoglycorate 0.30 4.03 4.22 326,383,395,361

33 prednisolone valerate 0.56, 0.66, 0.84 16.30, 17.11, 13.08 16.57 443, 467, 489

34 prednisolone valerate acetate 0.56, 0.66, 0.84 7.12, 13.09, 16.28 2.90/16.95 485, 509/443, 467, 489

35 prednisone 0.46 3.28 4.10 327, 324, 381

36 progesterone 0.97 24.24 23.70 337, 413

37 testosterone 0.77 10.23 11.91 311, 287, 413

38 triamcinolone 0.30 2.41 3.32 345, 325, 417, 393

39 triamcinolone acetonide 0.54 6.03 6.82 375, 413, 469

40 hydrocortisone acetate 0.36 6.00 5.00/7.15 329, 385/403, 427, 439
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hemisuccinate는 검출시간이 1분대로, 다른 물질과 혼합되었거

나 용매의 영향을 받을 경우 분리 및 확인이 어려울 것으로 사

료되었다. 특히, 생체시료에서의 이들 성분의 확인을 위해서는

HPLC만으로는 분석에 한계가 있음을 알 수 있었다. 또한, 이러

한 isocratic mode로는 서로 겹치는 약물이 존재하였고, 이들을

분리하기 위하여 gradient mode로 분리를 시도하였으며, 그 결

과 betamethasone dipropionate, clobetasone 17-butyrate,

diflucortolone valerate, hydrocortisone butyrate propionate,

prednisolone valerate 및 prednisolone valerate acetate 등 6

종의 약물 또한 양호하게 분리됨을 알 수 있었다. 이 중

Table II − Identification of steroids in illegally manufactured samples by LC/MS

Sample
type

Result
(steroids)

LC/MS

TIC and mass spectrum RT (min) Fagmented ion

Ointment Halcinonide 21.20 453, 455, 433, 489

Mixed powder Prednisolone 5.11 326, 361, 395

Liquid suspension
for injection

Triamcinolone
acetonide

6.79 375, 413, 469

Cosmetics
(Cream)

Methylprednisolone
hemisuccinate

2.18 341, 375

Cosmetics
(Spray)

Betamethasone
dipropionate

12.89 447, 483
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prednisolone valerate 및 prednisolone valerate acetate는 각각

HPLC에서 서로 분리되지 않고 UV 스펙트럼도 동일하여 HPLC

만으로는 그 확인이 어려움을 알 수 있었으며, 이는 두 물질의

구조가 유사하기 때문인 것으로 사료된다. 이 들 40종의 스테로

이드류는 유사한 UV 스펙트럼을 가지고 있었으며, 주로 240~

245 nm에서 최대흡광도를 나타내고 있었다. HPLC에 의한 분석

결과, TLC에서 전혀 분리되지 않았던 4종의 약물은 HPLC 조

건에서도 검출시간이 약 1분 정도이었고, 이들 약물들은 유사한

검출시간과 UV 스펙트럼을 가지고 있으므로 분리에 어려움이

있었다. 따라서, 순수한 약물이 아닌 시료 예를 들면, 생체시료,

화장품, 연고제 등에서 스테로이드류의 분리 및 확인을 위해서

는 약물 특성에 맞는 조건의 확립이 요구됨을 알 수 있었다.

LC/MS

본 약물들을 LC/MS로 분석한 결과는 Table I에 나타내었다.

메스스펙트럼에서 가장 먼저 나타난 이온들은 major abundance

를 나타낸 이온들이며, [M-H]- 이온은 밑줄로 나타내었다.

Beclomethasone 등 40종의 약물들이 모두 negative ion mode

에서 검출되었고, 대부분의 약물들은 [M-H]- 이온이 검출되었으

며, 이 중 beclomethasone, betamethasone 21-phosphate 등

12종의 약물은 [M-H]-이 주된 이온으로 검출되어 특이성을 나타

내었다. 그러나 betamethasone 등 11종의 약물들은 [M-H]-이

검출되지 않았고, 각각 고유의 스펙트럼을 나타내었다. LC/MS

에서 사용한 컬럼의 특성과 길이가 HPLC와 유사하였으므로 검

출시간이 HPLC 결과와 매우 유사함을 알 수 있었다. LC/MS에

서 isocratic mode로 분리되지 않는 약물은 clobetasone 17-

butyrate 및 hydrocortisone butyrate propionate 등 2종이었으며,

이들은 gradient mode를 사용하여 분리할 수 있었다. 40종의 약

물이 모두 25분 내에 검출되어 분리조건이 우수함을 알 수 있었

다. TLC에서 두 개 또는 세 개로 반점으로 분리되어 검출된 약

물들은 HPLC나 LC/MS에서도 피크가 분리되는 양상을 보였으

며 이는 염이 붙은 약물에서 뚜렷한 경향을 보였으며 그 이유로

는 염의 분리 때문인 것으로 사료되었다.

스테로이드류는 대부분의 경우 연고제, 화장품, 불법조제약 등

에 섞여 있으므로, 이의 확인을 위하여는 우선적으로 TLC에 의

한 스크리닝이 필요하며, 그 결과 양성을 나타낸 시료에 대해서

는 액상추출법을 거쳐 HPLC 및 LC/MS에서의 확인이 필요하다.

실제로 당 연구원에 의뢰되었던 시료 중 연고제, 혼합조제약분

말, 주사제, 화장품, 스프레이 등의 시료에서 스테로이드의 확인

시험을 실시하였고, TLC에서 예비시험결과 양성을 나타낸 시료

에 대한 LC/MS 분석결과를 Table II에 나타내었다. 즉, 연고제

에서는 halcinonide가 검출되었고, 혼합조제약분말에서는

prednisolone, 주사제에서는 triamcinolone acetonide가 검출되었

고, 외국산 화장품 및 스프레이에서는 methylprednisolone

hemisuccinate 및 betamethasone dipropionate가 각각 검출되

었다.

본 연구결과로 부신피질호르몬제를 포함한 스테로이드류의 스

크리닝 및 확인시험시 TLC, HPLC/PDA 및 LC/MS가 매우 유

용할 것으로 사료된다. 또한, LC/MS에 의한 스테로이드류의 분

석조건을 확립하고 질량 스텍트럼으로 library를 구축하였으므로

미지시료에 대한 분석시 유용하게 사용될 것으로 예상된다.
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