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HPLC-PDA를 이용한 보중익기탕 중 Liquiritin, Nodakenin, Hesperidin 및 

Glycyrrhizin의 동시분석
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Simultaneous Determination of Liquiritin, Nodakenin, Hesperidin
and Glycyrrhizin in Bojungikgi-tang Using HPLC-PDA
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Abstract—Bojungikgi-tang has been widely used for enhancement of physical fitness in Korea. The convenient, simple,

and accurate high-performance liquid chromatography (HPLC) method was established for simultaneous determination of

four marker compounds, liquiritin, nodakenin, hesperidin, and glycyrrhizin in Bojungikgi-tang (Buzhongyiqi-tang in Chinese,

Hochuekkito in Japanese), a traditional Korean herbal prescription. The column for optimizing HPLC separation was used

a Gemini C18 column at column oven temperature of 40oC with 1.0% (v/v) aqueous acetic acid (A) and 1.0% (v/v) acetic acid

in acetonitirle (B) by gradient flow. The flow rate was 1.0 ml/min and the detector was a photodiode array (PDA) set at 254

nm, 280 nm, and 335 nm. Calibration curves of four components were acquired with r2 values ≥0.9999. The recoveries were
found to range 92.11~105.68% with relative standard deviations (RSDs, %) value less than 2.50%. The RSD values of intra-

and inter-day precision were 0.07~2.50% and 0.16~1.99%, respectively. The contents of liquiritin, nodakenin, hesperidin

and glycyrrhizin in Bojungikgi-tang were 3.85~3.92 mg/g, 2.27~2.32 mg/g, 4.14~4.19 mg/g, and 3.39~3.45 mg/g, respec-

tively. The established simultaneous analysis method will be effective for quality control of Bojungikgi-tang.
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보중익기탕은 李의 『東垣十書』 중 『脾胃論』에 처음 수록된

처방으로 황기, 감초, 인삼, 백출, 당귀, 진피, 승마 및 시호의 8

종으로 구성되어 있다.1) 또한 補中益氣하고 升陽擧陷하는 효능

이 있으며, 脾胃의 氣虛로 인한 身熱有汗, 頭痛惡寒, 渴喜溫飮,

少氣懶言, 體倦肢軟, 色蒼白, 大便稀이나 氣虛下陷으로 인한 脫

肛, 子宮下垂, 久瀉, 久痢, 久 등의 諸證을 치료하는 것으로 알려

져 오늘날까지 많이 사용되어지고 있는 처방이다.1) 보중익기탕

은 한의원 다빈도 처방 순위 2위,2) 건강보험 요양급여 사용 실

적 6위3) 및 한방의료기관 한약제제 구비율 9위4) 등으로 한방의

료기관에서 사용빈도가 높은 처방이다.

본 처방의 실험적 연구로 항알러지,5-7) 항위염,8) 항암,9,10) 스

트레스 개선,11,12) 및 간보호13) 등 다양한 효능 연구가 보고되었

다. 또한 한약 처방의 안전성과 관련하여 중금속, 잔류농약 및 잔

류이산화황 등과 같은 위해물질에 대한 연구14)와 급성 독성15)에

대한 연구가 보고되었다.

본 연구에서는 한약처방의 품질관리를 위한 기초 자료를 제공

하고자 한방의료기관에서 사용빈도가 높은 처방 중 하나인 보중

익기탕을 선정하였다. 본 처방의 구성 약재 중 감초의 liquiritin

과 glycyrrhizin, 당귀의 nodakenin 및 진피의 hesperidin 등 4종

(Fig. 1)의 성분을 대상으로 광다이오드 어레이(photodiode array,

PDA)가 결합된 고성능액체크로마토그래피(high-performance

liquid chromatography, HPLC)를 이용하여 다성분 동시 정량법

의 확립과 분석법에 대한 검증을 실시하였다.

실험방법

실험재료 −본 실험에 사용된 보중익기탕의 구성 한약재인 황

기(Astragali Radix), 인삼(Ginseng Radix), 당귀(Angelicae

Gigantis Radix), 진피(Citri Unshius Pericarpium), 및 시호

(Bupleuri Radix) 는 (주)옴니허브(Yeongcheon, Korea)에서 구입
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하였으며, 감초(Glycyrrhizae Radix et Rhizome), 백출

(Atractylodis Rhizoma Alba) 및 승마 (Cimicifugae Rhizome)는

(주)HMAX(Jecheon, Korea)에서 규격품을 각각 구입하였다. 구

입한 한약재는 이제현 교수(Dongguk University, Gyeongju,

Korea)로부터 감별 받은 후 사용하였으며, 각각의 구성 한약재들

의 표본(2008-KE12-1~2008-KE12-8)은 한국한의학연구원 한약

방제연구그룹에 보관하였다.

시약 −HPLC 정량분석을 위하여 표준물질로 사용한 liquiritin

과 nodakenin은 NPC Biotechnology(Yeongi, Korea)에서 구입

하였으며, hesperidin과 glycyrrhizin은 Chengdu Biopurify

Phytochemicals Ltd.(Chengdu, China)와 Wako Pure Chemical

Industries, Ltd.(Osaka, Japan)로부터 각각 구입하였다. 각 표준

물질의 순도는 모두 98% 이상이었다. HPLC 분석을 위한 물과

아세토나이트릴은 J.T. Baker(Phillipsburg, NJ, USA)에서 구입하

였으며, 초산은 특급시약으로 Junsei(Tokyo, Japan)에서 구입하

여 사용하였다.

기기 −함량분석을 위한 HPLC는 Shimadzu사의 LC-20A 시리

즈(Kyoto, Japan)로 pump(LC-20AT), on-line degasser(DGU-

20A3), column oven(CTO-20A), autosampler(SIL-20AC) 및

PDA detector (SPD-M20A)로 구성되어 있다. 분석 data는

LCsolution software(Version 1.24)를 이용하여 처리하였으며, 시

료 추출을 위해 경서기계산업의 초고속 진공 저온 농축 추출기

(Cosmos 660, Incheon, Korea)를 사용하였다.

표준용액의 조제 − Liquiritin, nodakenin, hesperidin 및

glycyrrhizin 등 4종의 표준품에 대한 표준용액은 무게를 정확하

게 측정한 후 메탄올로 녹여 모두 1.0 mg/ml의 농도로 조제한 후

냉장에 보관하였다.

보중익기탕 추출물 및 검액의 조제 −보중익기탕의 구성한약재

를 Table I과 같이 무게 비율로 배합(총 시료 양; Table I×153배

=약 3.5 kg)하여 추출기(Cosmos 660, Incheon, Korea)에 넣고,

물을 시료의 10배(35 l)로 첨가하여 100oC에서 2시간 전탕 한 후

농축 및 동결건조 하여 약 890.6 g(수율 25.4%)의 추출물을 얻

었다. HPLC 분석을 위하여 추출물 200 mg을 정확히 취한 후 물

을 넣어 20ml로 맞춘 후 syringe filter(0.2µm pore size, Woongki

Science, Seoul, Korea)하여 검액으로 하였다.

HPLC 분석조건 −보중익기탕 내 주요성분의 정량분석을

위해 Shimadzu사의 LC-20A 시리즈를 사용하였다. Liquiritin,

nodakenin, hesperidin 및 glycyrrhizin 등 4종의 성분의 분리를

Table I − Composition of Bojungikgi-tang

Latin name Amount (g) Company of purchase Source

Astragali Radix 05.625 Omniherb Jeongseon, Korea

Glycyrrhizae Radix et Rhizome 3.75 HMAX China

Ginseng Radix 3.75 Omniherb Geumsan, Korea

Atractylodis Rhizoma Alba 3.75 HMAX China

Angelicae Gigantis Radix 01.875 Omniherb Yeongcheon, Korea

Citri Unshius Pericarpium 01.875 Omniherb Jeju, Korea

Cimicifugae Rhizome 01.125 HMAX Hwasun, Korea

Bupleuri Radix 01.125 Omniherb China

Total amount 22.875

Fig. 1 − Chemical structures of four constituents in Bojungikgi-tang
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위해 사용된 칼럼은 Gemini C18(5 µm, 4.6×150 mm, Torrance,

CA, USA) 칼럼을 사용하였고, 칼럼온도는 40oC로 유지하였다.

유속은 1.0 ml/min으로 흘려주었으며 주입량은 10 µl였다. 이동

상은 1.0%(v/v) 초산이 각각 함유된 물(A)과 아세토나이트릴(B)

을 사용하여 (A)/(B)=95/5(0분)→ (A)/(B)=30/70(40분)→ (A)/

(B)=0/100(45분)→ (A)/(B)=0/100(50분)→ (A)/(B)=95/5(55분)

와 같이 기울기 용매조건으로 흘려주었다. 분석 성분은 254 nm,

280 nm 및 335 nm에서 각각 검출하였다.

분석법 검증 −보중익기탕의 동시분석을 위해 설정된 분석법에

대하여 직선성(linearity), 범위(range), 검출한계(limit of detection;

LOD), 정량한계(limit of quantitation; LOQ), 반복성(repeatability),

회수율(recovery), 정밀성(precision) 및 시스템적합성(suitability)

등을 판단하여 분석방법을 검증하였다.16)

가) 직선성 및 범위 − Liquiritin, hesperidin 및 glycyrrhizin의

검량선은 3.91~250.00 µg/ml, nodakenin의 검량선은 1.95~

125.00 µg/ml의 범위에서 표준용액을 이용하여 피크 면적에 대

하여 7가지 농도에 대해서 각각 작성하였다. 작성된 검량선은 상

관계수(r2)를 구하여 직선성을 판단하였으며, 상관계수 값이 0.999

이상인 경우 검량선으로 사용하였다.

나) 검출한계 및 정량한계 −분석 대상 성분의 검출 및 정량 가

능한 최소 농도를 확인하기 위해 검출한계와 정량한계를 설정하

였으며, 이들은 신호(signal; S) 대 잡음(noise; N) 비를 이용하여

각각 3과 10을 기준으로 정하였다.

다) 회수율 시험 −정확성 평가를 위한 회수율 시험은 보중익

기탕 시료에 측정하고자 하는 4종의 주요성분 용액을 저, 중 및

고농도의 일정 농도를 첨가한 후 분석을 통해 첨가된 주요성분

의 양을 확인하였다.

라) 반복성 −피크면적과 머무름 시간에 대한 반복성은 표준용

액을 가지고 시간의 변화에 따른 기계의 변화 정도를 보기 위하

여 6회 주입하여 면적과 머무름 시간의 반복성을 상대표준편차

(%RSD)를 계산하여 확인하였다.

마) 정밀성 시험 −확립된 분석법의 정밀성은 동일한 검체에 대

해 실험 환경 변동에 따른 결과의 변화 정도를 상대표준편차로

판단한다. 정밀성 평가는 일내와 일간 시험을 통하여 실시하였

다. 각각의 실험은 3가지 농도의 혼합표준용액을 5회 반복실험

을 통하여 얻은 결과의 상대표준편차를 구하여 평가하였다.

바) 시스템적합성 시험 −확립된 분석법의 시스템적합성은 이

론단수(theoretical plate number; N), 용량인자(capacity factor;

k'), 상대 머무름(relative retention; α) 및 분리도(resolution; Rs)

등으로 평가하였다.

결과 및 고찰

분석조건의 확립

보중익기탕의 주요 구성 생약 중 대한약전9개정17)을 기준으로

감초의 liquiritin과 glycyrrhizin, 인삼의 ginsenoside Rb1, 당귀

Table II − Linear range, regression equation, correlation coefficients, LODs, and LOQs for marker compounds (n=3)

Compound Linear range(µg/ml) Regression equation (y=ax+b)a Correlation coefficient (r2) LOD (µg/ml) LOQ (µg/ml)

Liquiritin 3.91~250.00 y=20514.0x-7654.6 1.0000 0.10 0.32

Nodakenin 1.95~125.00 y=37085.0x-13738.0 0.9999 0.08 0.26

Hesperidin 3.91~250.00 y=20889.0x-7846.3 1.0000 0.10 0.32

Glycyrrhizin 3.91~250.00 y=9010.1x-6021.0 1.0000 0.23 0.75

ay means peak area (mAU), x means concentration (µg/ml).

Table III − Recovery levels of the four components in Bojungikgi-tang

Compound Original amount (µg/ml) Spiked amount (µg/ml) Detected amount (µg/ml) Recoverya (%) RSD (%)

Liquiritin 33.79

07.00 40.54 096.50 1.11

16.00 50.70 105.68 0.41

32.00 63.26 092.11 0.30

Nodakenin 11.74

02.00 13.75 100.56 1.53

06.00 17.87 102.17 1.40

12.00 24.05 102.53 1.07

Hesperidin 35.62

07.00 42.48 098.04 1.10

16.00 51.76 100.87 2.39

32.00 68.51 102.79 1.34

Glycyrrhizin 59.08

06.00 65.12 100.65 1.24

15.00 73.67 097.24 1.57

30.00 87.92 096.14 1.11

aRecovery(%)=(Detected amount-Original amount)/Spiked amount×100.
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의 nodakenin, 진피의 hesperidin 및 시호의 saikosaponin A 등

6종의 성분에 대하여 동시분석을 실시하고자 하였다. 동시분석을

위해 1.0%(v/v) 초산이 각각 함유된 물(A)과 아세토나이트릴(B)

의 이동상을 이용하여 기울기 용매 조건으로 분석 조건을 설정

한 결과 감초의 liquiritin과 glycyrrhizin, 당귀의 nodakenin 및

진피의 hesperidin 등 4종을 제외한 인삼의 ginsenoside Rb1과

시호의 saikosaponin A은 검출이 되지 않았다. 따라서 본 분석법

에서는 triterpenoid류의 물질로서 UV 발색단이 약하여 검출의

한계가 있는 ginsenoside Rb1과 saikosaponin A를 제외한 4종

의 성분에 대하여 동시분석법을 실시하였다. PDA 검출 파장은

glycyrrhizin은 254 nm, liquiritin과 hesperidin은 280 nm 및

nodakenin은 335 nm에서 각각 검출하였다. 검액에서의 피크 확

인은 표준물질의 피크 머무름 시간과 UV 흡수 파장을 비교하여

확인하였다. Liquiritin, nodakenin, hesperidin 및 glycyrrhizin

등 4종의 성분에 대한 피크 머무름 시간은 21.04분, 21.91분,

22.96분 및 39.81분에 각각 검출되었다(Fig. 2).

분석방법의 직선성, 검출한계 및 정량한계

Liquiritin, nodakenin, hesperidin 및 glycyrrhizin 등 4종의 성

분에 대하여 피크면적(y축)과 표준용액의 농도(x축)로 검량선을

작성한 결과 상관 계수(r2) 값이 0.9999 이상으로 1.0에 가까운

양호한 직선성을 나타내었다. 또한 이들 성분에 대한 검출한계

와 정량한계의 범위는 0.08~0.23 µg/ml 및 0.26~0.75 µg/ml로

각각 나타났다(Table II).

회수율

설정된 분석법의 정확성을 확인하기 위한 회수율 시험 결과

liquiritin은 92.11~105.68%, nodakenin은 100.56~102.53%,

hesperidin은 98.04~102.79% 및 glycyrrhizin이 96.14~100.65%

로 나타났으며, 상대표준편차도 4성분 모두 2.50% 미만으로 나

타났다(Table III).

Table IV − Repeatability of four components on retention time and

peak area

No.
(#)

Retention time (min)

Liquiritin Nodakenin Hesperidin Glycyrrhizin

1 17.801 18.729 19.809 33.441

2 17.801 18.725 19.807 33.965

3 17.792 18.712 19.791 34.251

4 17.801 18.718 19.796 34.465

5 17.817 18.734 19.814 34.648

6 17.810 18.740 19.803 34.756

Mean 17.800 18.730 19.800 34.250

SD 0.01 0.01 0.01 0.49

RSD (%) 0.05 0.05 0.04 1.43

No.
(#)

Peak area (mAU)

Liquiritin Nodakenin Hesperidin Glycyrrhizin

1 680048 423876 747940 526971

2 686308 416335 732530 528409

3 687137 427663 733038 525312

4 686782 421215 732341 525281

5 687010 419549 735255 525581

6 682687 422168 732161 523498

Mean 684995.33 421801.00 735544.17 525842.00

SD 222945.01 223849.56 226177.58 221674.65

RSD(%) 292240.43 292240.91 292240.84 222940.32

Table V − Precision of four compounds in Bojungikgi-tang

Compound
Spiked conc.

(µg/ml)

Intra-day Inter-day

Observed conc.
(µg/ml)

Precision
(%)

Accuracy
(%)

Observed conc.
(µg/ml)

Precision
(%)

Accuracy
(%)

Liquiritin

07.00 06.70 1.00 095.70 06.84 1.87 097.76

16.00 17.66 0.29 110.40 17.45 1.08 109.05

32.00 31.23 0.07 097.61 31.31 0.21 097.84

Nodakenin

02.00 01.98 1.52 099.00 01.97 1.34 098.57

06.00 05.99 0.53 099.87 06.10 1.22 101.62

12.00 12.01 0.09 100.06 11.96 0.32 099.63

Hesperidin

07.00 06.85 0.70 097.86 06.89 0.69 098.38

16.00 15.85 2.50 099.09 15.48 0.78 096.78

32.00 32.11 0.59 100.33 32.28 0.16 100.88

Glycyrrhizin

06.00 06.15 1.36 102.48 06.15 1.99 102.44

15.00 15.07 1.66 100.45 15.04 0.99 100.25

30.00 29.94 0.39 099.79 29.95 0.21 099.84

Table VI − System suitability testing of four marker compounds

Compound
Theoretical
plate number

(N)

Capacity
factor
(k')

Relative
retention

(α)
Resolution

(Rs)

Liquiritin 37043 04.98 1.05 01.76

Nodakenin 26021 05.40 1.06 01.83

Hesperidin 24588 05.52 1.06 01.83

Glycyrrhizin 35547 10.19 1.83 22.91
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반복성

4종 성분의 피크 면적과 머무름 시간에 대한 반복성 측정 결

과 4성분 모두 상대표준편차가 1.00% 및 1.50% 이내로 각각 양

호한 반복성을 나타내었다(Table IV).

정밀성

3가지 농도의 표준용액을 첨가하여 일내와 일간 시험을 통해

5회 측정하여 정밀성을 평가하였다. 4종 성분의 정밀성 시험 결

과 일내 시험에서 상대표준편차가 0.07~2.50%로 나타났으며, 일

Fig. 2 −HPLC chromatograms of a standard mixture (A) and Bojungikgi-tang sample (B) at 254 nm (I), 280 nm (II), and 335 nm (III). Liquiritin

(1), nodakenin (2), hesperidin (3), and glycyrrhizin (4).
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간 시험에서는 0.16~1.99%의 상대표준편차를 나타내었다. 일내

및 일간 시험 모두 상대표준편차가 3.0% 이내로 양호한 정밀성

을 나타내었다(Table V).

시스템적합성

Liquiritin, nodakenin, hesperidin 및 glycyrrhizin 등 4종의

성분에 대하여 확립된 동시분석법의 시스템적합성 인자 중 이

론단수는 24588~37043, 용량인자는 4.98~10.19, 상대 머무

름은 1.05~1.83 및 분리도는 1.76~22.91로 평가되었다(Table

VI).

함량분석

HPLC-PDA를 이용하여 보중익기탕 중 4종의 성분에 대하여

설정된 동시 분석법으로 함량을 분석하였다. 함량 분석 결과

liquiritin이 3.85~3.92 mg/g, nodakenin이 2.27~2.32 mg/g,

hesperidin이 4.14~4.19 mg/g 및 glycyrrhizin이 3.39~3.45 mg/

g로 나타났다(Table VII).

결 론

보중익기탕을 구성하는 황기, 감초, 인삼, 백출 당귀, 진피, 승

마 및 시호의 8가지 구성 약재 중 감초의 주요성분인 liquiritin

과 glycyrrhizin, 당귀의 nodakenin 및 진피의 hesperidin 등

4종에 대하여 동시 분석을 실시하였다. 확립된 분석법에 대한

검증으로 직선성, 범위, 검출한계, 정량한계, 재현성, 정확성,

정밀성 및 시스템적합성 등의 실험을 통하여 분석법에 대한 검

증을 하였다. 분석 결과 보중익기탕에는 liquiritin과 hesperidin

과 같은 flavonoid 계열의 물질이 다량 함유되어 있음을 알 수

있다. 이상의 결과로 설정된 분석법은 보중익기탕의 품질관리와

생리활성 연구에 있어서 중요한 기초자료로 이용될 수 있을 것

이다.
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