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Abstract

Objective:Thepurposeofthisstudywastoestablishthesimultaneousanalysisforsixcompoundsin

Gumiganghwal-tang(GMGHT,Jiuweiqianghuo-tang)andtoinvestigatetheanti-atheroscleroticeffectsof

GMGHTinvitro

Methods:ThecolumnforseparationofsixcompoundswasusedLunaC18columnandmaintainedat

40℃.Themobilephaseforgradientelutionconsistedoftwosolventsystems,1.0% aceticacidinwater

and1.0% aceticacidinacetonitrile.Theanalysiswascarriedoutataflow rateof1.0mL/minwith

pothodiodearray(PDA)detectionat254,280,and320nm.Theinjectionvolumewas10μL.Theantioxidant

activitiesofGMGHT wereevaluatedbymeasuringfreeradicalscavengingactivitieson2,2'-Azinobis

-3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonicacid(ABTS)and1-1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH).Theinhibitory

effectsonlow-densitylipoprotein(LDL)oxidationwereevaluatedbytheformationofthiobarbituricacid

relativesubstances(TBARS),relativeelectrophoreticmobility(REM),andfragmentationofapolipoprotein

B(ApoB)-100.

Results:Calibrationcurveswereacquiredwithr2≥ 0.9998.Thecontentsofliquiritin,ferulicacid,

baicalin,baicalein,glycyrrhizin,andwogonininGMGHT were1.784,1.693,37.899,0.258,1.869,and0.034

mg/g,respectively.TheGMGHT showedtheradicalscavengingactivityinadose-dependentmanner.

Theconcentrationrequiredfor50% reduction(RC50)againstABTSandDPPHradicalswere72.51μg/mL

and128.49μg/mL.Furthermore,GMGHTreducedtheoxidationpropertiesofLDLinducedbyCuSO4.
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Conclusion:HPLC-PDAisconsideredasanavailableandconvenientmethodforqualitycontroland

standardizationofGMGHandGMGHThaspotentialsonanti-atherosclerosisbyanti-oxidativeeffectand

suppressiveeffectonLDLoxidation.

Keywords：Gumiganghwal-tang(Jiuweiqianghuo-tang),simultaneousanalysis,ABTS,DPPH,

LDLoxidationinhibition,anti-atherosclerosis

I. 서 론

한약처방은 일반적으로 다양한 생약들로 구

성되어 있으며,이러한 구성 생약들 또한 수많

은성분들로이루어져있어 복합적인효과를 나

타낸다.한약처방은 예로부터 우리나라를 비롯

하여 중국 및 일본 등 동양에서 다양한 질병들

의 치료와 예방의 목적으로 사용되어져 왔다.
1,2)

또한 한약처방은 합성의약품이나 양약에 비하

여비교적 부작용이적어 오늘날에도관심과 수

요가 증가하고 있다.
3,4)
이러한 한약처방 중 하

나인 구미강활탕(九味羌活湯)은 사계절을 막론

하고 감모풍한 (感冒風寒)으로 두통이 있고 골

절이 아프며,발열오한에 사용해온 처방으로
5,6)
,

현재건강보험한약제제56종중전체처방투약

일수의 6.1%,총약제비의 7.0%를 차지하고 있

는 한방 임상에서 중요한 처방 중 하나이다
7)
.

구미강활탕은 해표작용 (解表作用)과 제습작

용 (除濕作用)을 통하여 병인을 다스리는 처방

으로 강활 (羌活),방풍 (防風),천궁 (川芎),백

지 (白芷),창출 (蒼朮),황금 (黃芩),생지황 (生

地黃),세신 (細辛)및 감초 (甘草)등 9종의 생

약으로 구성되어 있다.다양한 연구보고를 통해

세포 및 실험동물 수준에서의 항염증효과
8,9,10)

및 해열 및 진통 효과
11)
를 확인하였으며,이에

대한 임상증례가 보고되어 있다
12)
.또한 급성독

성에 대한 안정성 연구를 통해 신뢰성 있는 독

성 및 안전성 자료가 확보되어 있다
12,13)
.

본 연구에서는 구미강활탕의 품질관리를 위

하여 감초의 liquiritin과 glycyrrhizin,천궁의

ferulicacid및 황금의 baicalin,baicalein및

wogonin등 6종 성분에 대하여 광다이오드 어

레이 (photodiodearray,PDA)가결합된고성능

액체크로마토그래피 (highperfomanceliquide

chromatography,HPLC)를이용하여동시정량을

실시하였다.또한 본 처방에 대하여 항산화 효과

와LDL산화억제효과를분석하여동맥경화질환

의 예방 및 치료의 적용 가능성을 검토하였다.

II. 재료 및 방법

1.실험재료

1)약재

본 실험에 사용된 구미강활탕의 구성 한약재

는 (주)옴니허브 (Yeongcheon,Korea)와 (주)

HMAX(Jecheon,Korea)에서 구입하여 사용하

였으며,각각의 구성 한약재들의 표본 (2008-

KE16-1∼ 2008-KE16-9)은 한국한의학연구원

한약방제연구그룹에 보관하였다.

2)시약 및 기기

표준물질인 baicalin,baicalein,ferulicacid,

glycyrrhizin,liquiritin및 wogonin은 Wako

PureChemicalIndustries,Ltd.(Osaka,Japan)
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Figure1.ChemicalstructuresofninemarkercompoundsinGumiganghwal-tang.

로부터 구입하였으며,각 표준물질의 순도는

98% 이상이었다.표준물질의 구조는 Fig.1과

같다.2,2'-Azinobis-3-ethyl-benzothiazoline-

6-sulfonicacid(ABTS),1-1-diphenyl-2-picry-

lhydrazyl(DPPH)및dimethylsulfoxide(DMSO)

는 Sigma-Aldrich(St.Louis,MO,USA)에서

구입하였다.HPLC 분석을 위한 methanol,

acetonitrile및water는J.T.Baker(Phillipsburg,

NJ,USA)에서 구입하였으며,aceticacid는 특

급시약으로 Junsei(Tokyo,Japan)에서 구입하

여 사용하였다.그 외 모든 시약은 분석용 특급

시약을 사용하였다.

함량분석을 위한 HPLC는 LC-20A 시스템

(ShimadzuCo.,Kyoto,Japan)을사용하였고,시

스템은 pump(LC-20AT),on-linedegasser

(DGU-20A3),columnoven(CTO-20A),auto-

sampler(SIL-20AC)및 PDAdetector(SPD-

M20A)로구성되어있다.분석data는LCsolution

software(Version1.24)를이용하여처리하였다.

2.방법

1)표준액의 조제

Liquiritin,ferulicacid,baicalin,baicalein,

glycyrrhizin및 wogonin등 6종의 표준용액에

대하여 메탄올을 이용하여 모두 1,000ug/mL의

농도로 제조하였다.

2)구미강활탕 추출물 및 검액의 조제

구미강활탕의 구성한약재를 Table1과 같이

무게 비율로 배합한 시료 약 3.5kg을 추출기

(Cosmos660,Inchon,Korea)에 넣고,물을 시

료의 10배 (35L)로 첨가하여 100℃에서 2시간

전탕한 후 동결건조 하여 22.8%의 수율로 추출

물 796.6g을 얻었다.동결 건조된 추출물 500

mg을 정확히 측정한 후 물을 넣어 25mL로 맞

춘후0.2ummembrane여과(WoongkiScience,

Seoul,Korea)하여 검액으로 하였다.구미강활
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Herbs Latinname Amount(g) Supplier Source

강활 (羌活) OstericiRadix 5.625 HMAX China

방풍 (防風) SaposhnikoviaeRadix 5.625 HMAX China

천궁 (川芎) CnidiiRhizoma 4.5 Omniherb Yeongcheon,Korea

백지(白芷) AngelicaeDahuricaeRadix 4.5 Omniherb Yeongcheon,Korea

창출(蒼朮) AtractylodisRhizoma 4.5 HMAX China

황금(黃芩) ScutellariaeRadix 4.5 HMAX Jeongseon,Korea

생지황 (生地黃) RehmanniaeRadixCrudus 4.5 Omniherb Kunwi,Korea

세신(細辛) AsiasariRadix 1.875 HMAX China

감초(甘草) GlycyrrhizaeRadixetRhizoma 1.875 HMAX China

Total 37.5

Table1.CompositionofGumiganghwal-tang.

탕의 구성 생약 중 황금의 baicalin의 정량을 위

하여 검액 5mL을 취하여 물을 넣어 20mL로

한 뒤 정량분석을 실시하였다.

3)HPLC분석조건

구미강활탕내주요구성성분의함량을분석

하기위하여사용된칼럼은LunaC18(5um,4.6

×250mm,Torrance,CA,USA)칼럼을 사용하

였고,칼럼온도는 40℃로 유지하였다.유속은

1.0mL/min으로 흘려주었으며 주입량은 10uL

였다.이동상은1.0%aceticacid가함유된water

(A)와 1.0% aceticacid가 함유된 acetonitrile

(B)을 사용하여 0-40분 5-70% B,40-45분

70-100%B,45-50분 100%B,50-55분 100-5%

B,55-70분 5% B로 흘려주었으며 검출파장은

glycyrrhizin은 254nm,liquiritin,baicalin,bai

calein및 wogonin은 280nm및 ferulicacid는

320nm에서 검출하였다.

4)항산화능 측정

(1)ABTS라디칼 소거능 측정

ABTS 라디칼을 이용한 항산화능 측정은

ABTS+·cationdecolorizationassay방법을96

wellplate에맞게수정하여실시하였다.
14)
7mM

ABTS와 2.45mM potassiumperulfate를 최종

농도로 혼합하여 실온인 암소에서 24시간 동안

방치하여 ABTS+·를 형성 시킨 후 743nm에서

0.7의흡광도값을갖도록phosphatebuffersaline

(PBS,pH7.4)로 희석하였다.96wellplate에

ABTS
+
·용액과 시료를 혼합하여 실온에서 5분

간 반응시킨 후,microplatereader(Benchmark

Plus,Bio-Rad.USA)를 사용하여 734nm에서

흡광도를 측정하였다.시료의 항산화능은 시료

를 녹인용매인 PBS를대조군으로하여 대조군

에 대한 라디칼 소거능을 백분율로 나타내었다.

활성비교를 위하여 vitaminC를 사용하였다.

ABTSradicalscavenging

activity=(1−Asample/Acontrol)×100

(2)DPPH라디칼 소거능 측정

DPPH라디칼을 이용한 항산화능 측정은 96

wellplate을이용하여실시하였다.
15)
96wellplate

에 0.15mM의 DPPH용액과 시료를 혼합하여

실온에서 30분간 반응시킨 후,517nm에서 흡

광도를 측정하였다.시료의 항산화능은 시료를

녹인 용매인 DMSO를 대조군으로 하여 대조군

에 대한 라디칼 소거능을 백분율로 나타내었다.

활성비교를 위하여 vitaminC를 사용하였다.

DPPHradicalscavenging
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activity=(1−Asample/Acontrol)×100

5)저밀도지단백 (low-densitylipoprotein;LDL)

산화 억제 활성 측정

(1)Cu
2+
에 의한 LDL의 산화

반응은LDL(BiomedicalTechnologies,Stou-

ghton,MA,USA)100ug과 시료를 혼합한 후

25uMCuSO4를첨가함으로써시작하였고,37℃

에서6시간동안반응시켰다.반응후thiobarbituric

acidreactingsubstance(TBARS)의 형성,
16)

relativeelectrophoreticmobility(REM)
17)
및

apolipoproteinB(ApoB)-100의fragmentation18)

을 측정하였다.

(2)TBARS측정

산화반응이끝난LDL50ug을취하여TBARS

AssayKit(BioAssaySystems,Hayward,CA,

USA)를 이용하여 제조사의 protocol에 따라 측

정하였다.측정된 흡광도 값을 malondialdehyde

(MDA)표준곡선에 대입시켜 MDA양으로 환

산하였다.

(3)REM 측정

산화반응이끝난LDL10ug을0.8%agarose

gel에 loading하여 TAEbuffer(40mM Tris,

40mM aceticacid및 1mM EDTA)에서 100

V로 30분 동안 전기영동 한 후,Coomassie

brilliantblueR-250로 염색하여 이동 거리를

측정하였다.

(4)ApoB-100분절화 측정

산화 반응이 끝난 LDL20ug을 6% SDS-

PAGE에 loading하여 TAE buffer(40mM

Tris,40mMaceticacid및 1mMEDTA)에서

100V로6시간동안전기영동한후,Coomassie

brilliantblueR-250로 염색하여 관찰하였다.

3.통계처리

실험값은 mean±S.E.M.으로 표시하였다.실

험결과에대한통계학적유의성검정은ANOVA

검정을 적용하였으며,Dunnet’smultiplecom-

parisontest를 이용하여 p-value가 0.05미만일

경우 유의한 것으로 판정하였다.

III. 결과

1.HPLC동시분석

1)분석조건의 확립

HPLC-PDA를 이용하여 구미강활탕을 구성

하는 9종의 생약 중 천궁의 ferulicacid,백지의

imperatorin과 isoimperatorin,황금의 baicalin,

baicalein및wogonin,생지황의5-(hydroxyme-

thyl)-2-furaldehyde(5-HMF)및감초의liquiritin

과 glycyrrhizin등 9종의 성분에 대하여 동시

분석조건을 설정하였다.물-아세토나이트릴 또

는 물-메탄올 등과같은이동상과꼬리 끌림현

상을 줄이기위하여초산을첨가하여최적의분

석조건을 탐색하였다.그 결과 1.0% 초산이 각

각 함유된 물과 아세토나이트릴을 이용하여 기

울기용리를사용하여9종의성분을양호하게분

리하였다.따라서 확립된 용매조건을 이용하여

본 처방을 분석한 결과 liquiritin,ferulicacid,

baicalin,baicalein,glycyrrhizin및 wogonin등

6종의 성분만이 검출이 되었다.확립된 HPLC-

PDA분석법에서 이들 6종의 성분들은 35분 이

내에분리능등1.6이상으로양호하게검출되었

으며,용량인자,분리인자 및 이론단수 등 시스

템 적합성도 양호하게 나타났다(Table2).검액

에서의peak는주요성분peak의retentiontime

과 UV 흡수 파장을 비교하여 확인하였으며,

liquiritin,ferulicacid,baicalin,baicalein,glycy-
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Compound
Capacityfactor

(k′)

Separationfactor

(α)

Numberof

theoreticalplates

(N)

Resolution(Rs)

Liquiritin 5.04 1.05 30925 1.61

Ferulicacid 5.31 1.05 16163 1.61

Baicalin 7.01 1.32 31896 8.96

Baicalein 9.35 1.11 29602 4.96

Glycyrrhizin 10.33 1.08 83598 4.47

Wogonin 11.13 1.08 57600 4.47

Table2.SystemSuitabilityoftheSixMarkerCompounds.

Table3.LinearRange,RegressionEquation,andCorrelationCoefficientforSixCompounds(n=3).

Compound Linearrange(ug/mL) Regressionequationa Correlationcoefficient(r2)

Liquiritin 0.78-100.00 y=14375.57x+5543.30 0.9999

Ferulicacid 1.56-200.00 y=54164.43x– 8363-81 1.0000

Baicalin 2.00-800.00 y=37166.21x-60426.69 0.9998

Baicalein 0.39-50.00 y=23303.79x– 9442.11 1.0000

Glycyrrhizin 1.56-200.00 y=7777.91x+1423.05 1.0000

Wogonin 0.39-50.00 y=29690.14x+10600.53 0.9999
ay:peakarea(mAU)ofcompounds;x:concentration(ug/mL)ofcompounds.

Table4.ContentsofSixCompoundsintheGumiganghwal-tangbyHPLC-PDA(n=3).

Compound Mean(mg/g) SD RSD(%)

Liquiritin 1.784 0.007 0.391

Ferulicacid 1.693 0.001 0.033

Baiclin 37.899 0.267 0.704

Baicalein 0.258 0.007 2.699

Glycyrrhizin 1.869 0.001 0.061

Wogonin 0.034 0.000 0.850

rrhizin및 wogonin등 6종의 성분은 16.891분,

17.649분,22.373분,28.916분,31.656분및 33.911

분에 각각 검출되었다(Fig2).

2)구미강활탕의 함량분석

Liquiritin,ferulicacid,baicalin,baicalein,

glycyrrhizin및 wogonin등 6종 성분의 peak

면적에 대한검량선작성결과검량선의 상관계

수 (r
2
)가 모두 0.9998이상으로 1에 가까운 양호

한 직선성을 나타내었다(Table3).

확립된분석법을이용하여구미강활탕의주요

성분인liquiritin,ferulicacid,baicalin,baicalein,

glycyrrhizin및 wogonin을 동시정량한 결과

1.784,1.693,37.899,0.258,1.869,and0.034

mg/g으로 각각 검출되었다(Table4).



김온순 외 2인:구미강활탕의 성분 분석 및 LDL산화억제 효능 연구

171

Figure2.HPLCchromatogramofthestandardmixture(A)andGumiganghwal-tangsample(B)

at254nm(I),280nm(II),and320nm(III).

5-HMF(1),liquiritin(2),ferulicacid(3),baicalin(4),baicalein(5),glycyrrhizin(6),

wogonin(7),imperatorin(8),andisoimperatorin(9).



대한예방한의학회지 제17권 제3호(2013년 12월)

172

Table5.ScavengingEffectsofGumiganghwal-tangonABTS+·

Herbalformulas
Concentration

(μg/mL)

Scavengingeffect

(%)

RC50
a

(μg/mL)

GMGHT

25

50

100

200

400

16.01±1.06

27.79±1.44

51.81±2.75

79.51±0.74

99.45±0.10

72.51±1.88

VitaminC

2.5

5

10

40.61±1.44

75.86±1.06

99.78±0.06

2.31±0.05

aConcentrationrequiredfor50% reductionofABTS+·at5minreaction.

Table6.ScavengingEffectsofGumiganghwal-tangonDPPH

Herbalformulas
Concentration

(μg/mL)

Scavengingeffect

(%)

RC50a

(μg/mL)

GMGHT

25

50

100

200

400

2.55±1.21

15.79±2.55

35.60±2.66

68.34±4.94

88.31±1.43

128.49±9.76

VitaminC

5

10

20

24.27±1.40

58.79±1.98

90.04±0.36

7.44±0.27

aConcentrationrequiredfor50% reductionofDPPHat30minreaction.

2.LDL산화억제 효능 연구

1)항산화 활성

구미강활탕의 항산화 활성을 평가하고자 추

출물을 농도별로 조제한 후 ABTS와 DPPH라

디칼 소거활성을 측정하였다.ABTS라디칼의

소거활성을 비교한 결과 추출물의 농도가 증가

함에 따라 ABTS라디칼 소거활성이 증가하는

경향을 보였다.구미강활탕 추출물 25,50,100,

200및 400ug/mL농도에서 각각 16.01,27.79,

51.81,79.51및99.45%의라디칼소거활성을나타

냈으며,시료를첨가하지않은대조구의흡광도를

1/2로 감소시키는데 필요한 시료의 양 (RC50)은

72.51ug/mL로관찰되었다.양성대조군인vitamin

C의 RC50값은 2.31ug/mL로 관찰되었다(Table

5).DPPH라디칼의 소거활성 또한 ABTS라디

칼의 소거활성과 유사하게 농도의존적인 증가

를 나타냈다.추출물 25,50,100,200및 400

ug/mL농도에서 각각 2.55,15.79,35.60,68.34

및 88.31%의 라디칼 소거활성을 나타냈으며,

RC50는 128.49ug/mL로 관찰되었다.양성대조

군인 vitaminC의 DPPH라디칼에 대한 RC50

값은 7.44ug/mL로 관찰되었다(Table6).
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Figure3.EffectsofGumiganghwal-tangonCu2+-inducedlipidperoxidationinLDLs.

IndicatedconcentrationsofGMGHTorvitaminC(50ug/mL)andLDLswereincubatedwithCuSO4

for6hrat37℃.Thequantitativedatawerepresentedasmean±S.E.M.oftriplicateexperiments.
**p<0.01vs.oxLDLgroup.

Figure5.EffectsofGumiganghwal-tangonCu2+-mediatedApoBfragmentationinLDLs.

IndicatedconcentrationsofGMGHTorvitaminC(50ug/mL)andLDLswereincubatedwithCuSO4

for6hrat37℃.LDLswereloadedonto6% SDS-PAGEforelectrophoresis.Thestainedgelis

representativeoftwoindependentexperiments.

2)LDL산화 억제 활성

LDL산화억제활성을검색하고자Cu
2+
에의해

LDL산화를유도하고,추출물을처리하여LDL산

화정도를비교분석하였다.TBARSassay결과

구미강활탕 추출물의 처리에 의해 농도 의존적

으로 저해효과를 나타냈으며,IC50값이 55.29

ug/mL으로 계산되었다(Fig.3).Fig.4는 Cu2+

에 의해 유도된 산화 LDL의 전기적 이동차

(REM)에 대한 구미강활탕의 효과를 나타내고

있다.구미강활탕을 62.5,125,250,500ug/mL

농도로 처리하였을 때 산화 LDL의 REM이 각

각 42.93,73.66,82.93,85.85%감소되었다.산화

반응을 유도한 LDL에서는 apoB-100가거의 분

절되어 온전한 단백질 band를 관찰 할 수 없었

지만,구미강활탕추출물과함께산화반응을유

도한 LDL의 apoB-100은 농도 의존적으로 분절

화가 회복되는 것을 관찰 할 수 있었다(Fig.5).
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Figure4.EffectsofGumiganghwal-tangonelectrophoreticmobilityofCu2+-inducedoxidizedLDLs.

IndicatedconcentrationsofGMGHTorvitaminC(50μg/mL)andLDLswereincubated

withCuSO4for6hat37℃.TheelectrophoreticmobilityofLDLsweredetectedby

agarosegelelectrophoresis.(A)Thestainedgelisrepresentativeoftwoindependent

experiments.(B)Relativeelectrophoreticmobility(REM)indicatedthedistancesmoved

fromtheoriginwerecalculatedandpresented.

IV. 고찰

총 9종의 생약으로 구성된 한약 처방인 구미

강활탕의 품질개선 및 표준화방법에의 응용 가

능성을 목적으로 본 연구에서는 총 9종의 성분

에 대하여 HPLC-PDA를 이용하여 동시분석을

실시하여,liquiritin,ferulicacid,baicalin,baicalein,

glycyrrhizin및 wogonin등 6종의 성분에 대해

서 정량적인 결과를 도출하였다.구미강활탕을

구성하고 있는 생약 및 지표 성분의 항산화 및

LDL산화 억제 효능은 많은 연구를 통해 알려

져왔다
19,20,21)

.LDL은혈장단백질(plasmaprotein)

중 밀도가 1.025에서 1.058에 해당하는 지단백

(lipoprotein)으로서,세포 내·외에서 생성되는

산화적 스트레스에 의해 변형되어 산화 LDL

(oxLDL)을 형성한다.이러한 산화 LDL은 대

식세포의탐식작용에 의해세포내로 유입되어

거품세포를 형성하게 된다.거품세포는 대식세

포의 염증 반응 및 평활근 세포의 분화·증식 및

혈관내피세포의 변화를 유도하여 플라크를 생
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성함으로써 동맥경화를 유발하게 된다
22,23)
.동

맥경화 초기 발병 및 진행에 있어 주요 기전으

로알려진산화LDL의형성을억제하는효능을

평가하여 구미강활탕의 새로운 응용가능성을

검토하고자 하였다.구미강활탕은농도의존적인

항산화효과와 더불어,Cu
2+
에 의한 LDL산화를

억제하여 oxLDL의 형성을 억제하는 효과를 관

찰하였다.

V. 결론

본 연구에 의해 확립된 HPLC-PDA동시정

량법은 한약처방인 구미강활탕의 품질관리를

위한기초자료로사용할수 있을것으로사료된

다.또한 구미강활탕의 우수한 항산화활성 및

LDL의 산화 억제활성을 통해 산화적 스트레스

에 의한 동맥경화질환의 초기단계를 예방할 수

있을 것으로 기대된다.
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