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LC-MS/MS를 이용한 理中湯의 정량분석 및 항산화 활성 
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 Quantification Analysis and Antioxidant Activity of Leejung-tang  
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Medicine, Yuseongdae-ro 1672, Yuseong-gu, Daejeon, 305-811, Korea.

ABSTRACT
  Objectives : Leejung-tang (Lizhong-tang) has been used for treatment of gastrointestinal disorders in Korea. 
In this study, we performed quantification analysis of five marker components, liquiritin, ginsenoside Rb1, ginsenoside 
Rg1, glycyrrhizin, and 6-gingerol in Leejung-tang using a ultra performance liquid chromatography- electrospray 
ionization-mass spectrometer (UPLC-ESI-MS). In addition, we evaluated antioxidant activity of Leejung- tang.
  Methods : The column for separation of five constituents used a UPLC BEH C18 (100 × 2.1 mm, 1.7 μm) 
maintained at 45°C. The mobile phase consisted of two solvent systems, 0.1% (v/v) formic acid in H2O (A) and 
CH3CN (B) by gradient flow. The flow rate was 0.3 mL/min with detection at mass spectrometer. The antioxidative 
activities conduct an experiment on 2,2＇-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and 2,2- 
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activities of Leejung-tang.
  Results : Calibration curves of five marker compounds were acquired with r2 values > 0.99. The amount of 
the five compounds in Leejung-tang were 0.07 – 0.84 mg/g. The concentration required for 50% reduction 
(RC50) against ABTS radical was 119.02 ug/mL. In addition, the scavenging against DPPH radical of 
Leejung-tang was 11.4%, 14.5%, 19.8%, 29.6%, and 49.2% at 25 ug/mL, 50 μg/mL, 100 μg/mL, 200 μg/mL, 
and 400 μg/mL, respectively.
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  Conclusions :  The established LC-MS/MS method will be helpful to improve quality control of Leejung-tang. 
In addition, Leejung-tang is a potential antioxidant therapeutic agent.
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Ⅰ. 서     론
*
理中湯은 漢宋 張仲景의「傷寒論」1)에 처음 수

록된 처방으로 人蔘 (Ginseng Radix Alba), 乾
薑 (Zingiberis Rhizoma), 白朮 (Atractylodis 
Rhizoma Alba) 및 甘草 (Glycyrrhizae Radix et 
Rhizoma)의 4종으로 구성되어 있다.2,3) 본 처방
은 脾胃의 陽이 虛하고 陰이 성한 溫中祛寒과 氣
가 虛한 것을 치료하고 脾가 虛한 것을 보하는 補
氣健脾 하는데 사용되는 처방이다. 또한 脾胃中
焦의 虛寒으로 인한 각종 설사, 구토, 소화불량 및 
식욕부진 등의 소화기 질환 증상을 치료하는데 처
방 빈도가 높다.2,3) 이중탕의 실험적 연구로는 항
알러지4,5), 진통6), 면역증강7), 항염증8) 및 지사6) 
효과 등이 보고되었으며, 한약 처방의 안전성과 
관련하여 중금속, 잔류농약 및 잔류이산화황에 대
한 연구9)와 급성 독성10)에 대한 연구가 보고되었
다. 최근에 알콜성위염 보호 효과11)에 대한 연구 
결과도 보고되었다. 그러나 현재까지 항산화에 대
한 실험적 연구는 보고되지 않았다.

본 연구에서는 한약제제의 품질관리에 기초 자
료를 제공하고자 한의학에서 구토, 만성위염 및 궤
양 등의 위장관련 질환에 널리 사용되는 한약처방 
중 하나인 理中湯을 선정하였다. 본 처방의 구성 
약재 중 人蔘의 ginsenoside Rb1과 ginsenoside 
Rg1, 甘草의 liquiritin과 glycyrrhizin 및 乾薑
의 6-gingerol 등 5종의 성분을 대상으로 초고성
능 액체크로마토그래피 질량분석기 (ultra-performance 
liquid chromatography- electrospray ionization- 
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mass spectrometer; UPLC-ESI-MS)를 이용하
여 정량분석을 실시하였다. 또한 理中湯의 ABTS
와 DPPH 라디칼 제거를 통한 항산화 활성을 평
가하였다. 
 

Ⅱ. 재료 및 방법
1. 실험재료

본 실험에 사용된 理中湯의 구성 한약재인 人
蔘(Ginseng Radix Alba), 乾薑(Zingiberis Rhi- 
zoma), 甘草 (Glycyrrhizae Radix et Rhizoma), 
및 白朮 (Atractylodis Rhizoma Alba)은 (주)옴
니허브 (Yeongcheon, Korea)와 (주)HMAX (Jecheon, 
Korea)에서 규격품을 구입하였다. 理中湯을 구성
하는 한약재의 기원은 이제현 교수 (Dongguk Un- 
iversity, Gyeongju, Korea)와 서영배 교수 (Daejeon 
University, Daejeon, Korea)의 감별을 받은 후 
사용하였으며, 각각의 구성 한약재들의 표본 (2008- 
KE19-1 ∼ 2008-KE19 -4)은 한국한의학연구
원 한약기초연구그룹에 보관하였다.

2. 시약 및 기기
  표준물질인 ginsenoside Rb1, ginsenoside Rg1, 
glycyrrhizin 및 6-gingerol은 Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd. (Osaka, Japan)로부터 구입하 
였으며, liquiritin은 (주)천연물화학 (Da ejeon, 
Korea)에서 구입하였다. 이들 표준물질의 순도는 
모두 98.0% 이상이었다. LC-MS/MS 분석을 위한 
메탄올, 아세토나이트릴 및 물은 J.T. Baker (Ph- 
illipsburg, NJ, USA)에서 구입하였으며, 개미산, 
2,2＇-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6- 
sulfonic acid) (ABTS), phosphate buffer saline 
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Latin name
Amount 

(g)
Supplier Location

Ginseng Radix Alba 7.50 Omniherb
Geumsan, 

Korea

Zingiberis Rhizoma 7.50 Omniherb
Yeongcheon, 

Korea

Atractylodis Rhizoma 
Alba

7.50 Omniherb China

Glycyrrhizae Radix et 
Rhizoma

3.75 HMAX China

Total amount 26.25

Table 1. Composition of Leejung-tang

HPLC condition MS condition

Column UPLC BEH C18 (100 × 2.1 mm, 1.7 μm) Capillary voltage (kV) 3.3

Flow rate 0.3 mL/min
Extract voltage (V) 3

Injection volume 2.0 μL
Source temp. (°C) 120

Column temperature 45°C

RF lens (V) 0.3Sample temperature 5°C

Mobile phase

Time (min) A (%)* B (%)†

0 80 20
0.1 80 20
5 5 95
6 0 100

6.1 80 20
8 80 20

Desolvation temp. (°C) 300

Desolvation gas (L/h) 600

Cone gas (L/h) 50

Collision gas (mL/min) 0.14

Table 2. Condition for LC-MS/MS Analysis of Leejung-tang

  *1.0% (v/v) acetic acid in H2O ; †1.0% (v/v) acetic acid in CH3CN

(PBS), 2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH) 
및 dimethyl sulfoxide (DMSO) 는 Sigma-Aldrich 
(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였다.
  5종 성분의 분리를 위해 pump, digasser, column 
oven 및 autosampler로 구성된 Waters의 UPLC 
(Milford, MA, USA)를 사용하였다. 질량분석기 
는 electrospray ionization (ESI) source가 장착
된 LC-MS/MS (Waters, Milford, MA, USA)를 
사용하였으며, 데이터 처리는 Waters MassLynx 
software (version 4.1, Milford, MA, USA)를 사
용하였다.

3. 표준액의 조제
  Ginsenoside Rb1, ginsenoside Rg1, liquiritin, 
glycyrrhizin 및 6-gingerol 5종의 표준품에 대
한 표준용액은 무게를 정확하게 측정한 후 메탄
올로 녹여 모두 1.0 mg/mL의 농도로 조제한 후 
4℃에 보관하면서 사용 전에 희석하여 사용하였다.

4. 理中湯 추출물 및 검액의 조제
  理中湯의 구성한약재를 Table 1과 같이 무게 비
율로 배합 (총 시료 양 약 10.0kg)하여 추출기 (Co- 
smos 660, Inchon, Korea)에 넣고, 물을 시료의 
10배 (100L)로 첨가하여 100℃에서 2시간 전탕 한 
후 농축 및 동결건조 하여 24.8%의 수율인 약 2.5kg

의 추출물을 얻었다. LC-MS/MS 정량분석을 위
하여 추출물 10mg을 정확히 측정한 후 물을 넣어 
10mL로 맞춘 후 15분간 초음파 추출하였다. 그 후 
0.22μm 멤브레인 여과하여 검액으로 하였다.

5. UPLC 및 LC-MS/MS 분석조건
  理中湯 내 주요성분인 ginsenoside Rb1, ginsenoside 
Rg1, liquiritin, glycyrrhizin 및 6-gingerol을 
정량분석을 위해 Waters사의 UPLC와 질량분석
기를 사용하여 Table 2와 같은 조건으로 분석을 
하였다. 또한 성분의 LC-MS/MS 정량 분석을 위
하여 각 성분의 precuusor ion, product ion, cone
voltage 및 collision energy 등에 대한 최적의 조
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Compound Mode Precursor ion
(m/z)

Product ion
(m/z)

Cone voltage
(V)

Collision energy
(eV)

Liquiritin Negative 417 255 30 15

Ginsenoside Rg1 Negative 799.2 637 50 20

Ginsenoside Rb1 Negative 1107.5 179 50 45

Glycyrrhizin Negative 821.2 351 45 40

6-Gingerol Positive 295 177 13 10

Table 3. Mass Detection Condition of Marker Compounds

건은 Table 3과 같이 설정하여 multiple reaction 
monitoring (MRM) 모드를 적용하여 정량을 실시
하였다.

6. 검량선 작성 
  Gginsenoside Rb1, ginsenoside Rg1, liquiri- 
tin, glycyrrhizin 및 6-gingerol 등 5종의 표준
품에 대한 검량선은 50, 100, 500 및 1000 ng/mL
의 농도로 희석하여 피크 면적과 농도에 대해서 
작성하였다. 작성된 검량선은 상관계수 (r2)를 구
하여 직선성을 판단하였다.

7. 항산화 활성 
(1) ABTS 라디칼 소거능 측정
ABTS 라디칼을 이용한 항산화능 측정은 ABTS+· 

cation decolorization assay방법12)을 96 well 
plate에 맞게 수정하여 실시하였다. 7 mM ABTS
와 2.45 mM potassium perulfate를 최종농도로 
혼합하여 실온인 암소에서 24시간 동안 방치하여 
ABTS+·를 형성 시킨 후 743 nm에서 0.7의 흡광
도 값을 갖도록 PBS (pH 7.4)로 희석하였다. 96 
well plate에 ABTS+·용액과 시료를 혼합하여 실
온에서 5분간 반응시킨 후, microplate reader 
(Benchmark Plus, Bio-Rad. USA)를 사용하여 
743 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 시료의 라
디칼 소거활성은 시료를 첨가하지 않은 대조군의 
흡광도를 1/2로 환원시키는데 필요한 시료의 농
도인 RC50값으로 나타내었다. 이때 활성비교를 
위하여 vitamin C를 사용하였다.

(2) DPPH 라디칼 소거능 측정 
DPPH 라디칼을 이용한 항산화능 측정은 96 

well plate을 이용하여 실시하였다.13) 96 well plate
에 0.15 mM의 DPPH 용액과 시료를 혼합하여 실
온에서 30분간 반응시킨 후, 517 nm에서 흡광도
를 측정하였다. 각 처방 추출물의 항산화능은 시
료를 녹인 용매인 DMSO를 대조군으로 하여 대조
군에 대한 라디칼 소거능을 백분율로 나타내었다. 
활성비교를 위하여 vitamin C를 사용하였다.

DPPH radical scavenging activity
= (1 − Asample/Acontrol) × 100

Ⅲ. 결과 및 고찰
1. LC-MS/MS 분석조건 확립

理中湯의 구성 약재 중 인삼의 주요성분인 gin- 
senoside Rg1과 ginsenoside Rb1, 감초의 liquiritin
과 glycyrrhizin 및 건강의 6-gingerol 등 5종의 
성분을 LC-MS/MS를 이용하여 동시 정량을 실시
하였다 (Fig. 1). 역상 UPLC 조건에 의한 ESI 방
법의 양이온 모드와 음이온 모드에서 5종의 성분
을 분리를 위해 0.1% (v/v) 개미산이 함유된 물과 
아세토나이트릴의 이동상을 이용하여 Table 2 와 
3의 조건을 이용하여 검출하였다. MS 분석 결과 
ginsenoside Rg1, ginsenoside Rb1, liquiritin 및 
glycyrrhizin은 m/z 799.2, m/z 1107.5, m/z 418 
및 m/z 821.2에서 각각의 [M-H]- 형태의 분자이
온 피크를 확인하였으며, 6-gingerol은 m/z 
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295 [M-H]+ 형태의 분자이온 피크를 확인 하였다 
(Fig. 2). 확립된 理中湯의 LC-MS/MS MRM 모
드 결과 5종의 성분인 liquiritin, ginsenoside Rg1,

ginsenoside Rb1, glycyrrhizin 및 6-gingerol
은 1.55분, 1.90분, 2.50분, 2.95분 및 3.57분에
서 각각 검출되었다 (Fig. 3).

Fig. 1. Chemical structures of five marker constituents in Leejung-tang.
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Fig. 2. Mass spectra of five standard compounds. Liquiritin (A), ginsenoside Rg1 (B), ginsenoside Rb1 (C), glycyrrhizin (D), and 
6-gingerol (E).
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Compound Linear range (ng/mL) Regression equation Correlation Coefficient

Liquiritin 50–10000 y = 13.15x + 104.41 0.9994 

Ginsenoside Rg1 50–10000 y = 1.38x + 7.86 0.9968 

Ginsenoside Rb1 50–10000 y = 1.35x – 22.52 0.9992 

Glycyrrhizin 50–10000 y = 4.63x – 30.22 0.9982 

6-Gingerol 50–10000 y = 24.24x + 144.09 0.9997 

Table 4. Linearities, Regression equation, and Correlation Coefficients for Marker Compounds

Fig. 3. Chromatogram of five marker compounds (A) and Leejung-tang sample (B) by LC-MS/MS MRM mode. Liquiritin (1), 
ginsenoside Rg1 (2), ginsenoside Rb1 (3), glycyrrhizin (4), and 6-gingerol (5).

2. 검량선
  LC-MS/MS를 이용하여 농도에 따른 ESI 방법 
의 MRM 모드에서 liquiritin, ginsenoside Rb1, 
ginsenoside Rg1, glycyrrhizin 및 6-gingerol 
등 5종의 성분에 대한 검량선 작성 결과 상관 계 
수 (r2) 값이 0.9995, 0.9961, 0.9992, 0.9982 
및 0.9997의 양호한 직선성을 각각 나타내었다 
(Table 4).

3. 理中湯 중 주요성분의 함량분석
  理中湯을 설정된 LC-MS/MS 분석법으로 5종 
성분에 대한 함량을 분석하였다. LC-MS/MS에 
서 정량분석을 위한 ginsenoside Rg1의 MRM 
조건은 m/z 799.2 (precursor ion) → 637 (product 
ion), ginsenoside Rb1은 m/z 1107.5 (precursor 
ion) → 179 (product ion), liquiritin은 m/z 417 
(precursor ion) → 255 (product ion), glycyrrhizin 
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Sample Concentration (μg/mL) Scavenging effect (%)* RC50 (μg/mL)†

Leejung-tang

25
50

100
200
400

18.30 ± 0.74
29.78 ± 1.12
49.74 ± 3.14
73.97 ± 1.66
93.79 ± 0.55

119.02 ± 2.89

Vitamin C
2.5
5
10

43.80 ± 1.36
77.16 ± 1.00
99.78 ± 0.18

3.04 ± 0.06

Table 6. Scavenging Effects of Leejung-tang on ABTS+·

  *Data are represented as mean ± SEM ; †Concentration required for 50% reduction of ABTS+· at 5 min reaction

Compound
Mean 
(mg/g)

SD RSD (%)

Liquiritin 0.35 0.00 0.60

Ginsenoside Rg1 0.07 0.01 7.72

Ginsenoside Rb1 0.11 0.01 7.47

Glycyrrhizin 0.84 0.01 0.63

6-Gingerol 0.17 0.01 4.27

Table 5. Amount of the Five Marker Compounds 
in Leejung-tang

은 m/z 821.2 (precursor ion) → 351 (product- 
ion) 및 6-gingerol은 m/z 295 (precursor ion) 
→ 177 (product ion)로 설정한 후 정량을 실시하
였다. 함량 분석 결과 理中湯 추출 물 중 인삼의 
ginsenoside Rg1과 ginsenoside Rb1의 함량이 
0.07 mg/g 및 0.11 mg/g으로 각 각 나탔으며, 감
초의 liquiritin과 glycyrrhizin 이 0.35 mg/g과 
0.84 mg/g으로 각각 나타났다. 또한 건강의 6- 
gingerol이 0.17 mg/g으로 검출 되었다 (Table 5).

4. 理中湯의 항산화 효과
  理中湯의 항산화 활성을 평가하고자 추출물을 농
도별로 조제한 후 ABTS와 DPPH 라디칼 소거활
성을 측정하였다. ABTS 라디칼의 소거활성을 비
교한 결과 Table 6과 같이 추출물의 농도가 증가
함에 따라 ABTS 라디칼 소거활성이 증가하는 경
향을 보였으며, RC50 값은 119.02 μg/mL로 관
찰되었다. 양성대조군인 vitamin C의 RC50 값은 
3.04 μg/mL로 관찰되었다. DPPH 라디칼의 소
거활성을 측정한 결과, Fig. 4와 같이 추출물의 농

Fig. 4. DPPH radical scavenging activity of Leejung-tang.
Data are represented as mean ± SEM. LJT : Leejung-tang.

도가 증가함에 따라 ABTS 라디칼 소거활성과 유
사하게 농도의존적인 경향이었다. 理中湯 추출물 
25, 50, 100, 200, 400 μg/mL 농도에서 각각 
11.4, 14.5, 19.8, 29.6 and 49.2%의 라디칼 소
거활성을 보였으며, 양성대조군으로 사용한 vitamin 
C는 5, 10, 20 μg/mL 농도에서 각각 28.3, 61.1, 
90.6%의 라디칼 소거활성을 보였다 (Fig. 4.).

Ⅳ. 결     론
  理中湯을 구성하는 人蔘, 乾薑, 白朮 및 甘草의 
4가지 구성 생약 중 人蔘의 ginsenoside Rb1과 
ginsenoside Rg1, 乾薑의 6-gingerol 및 甘草의 
liquiritin과 glycyrrhizin 등 5종의 성분에 대하
여 LC-MS/MS를 이용한 함량분석과 본 처방의 항
산화 활성을 평가하였다. 
  LC-MS/MS 정량분석을 위한 MRM 조건은 gi- 
nsenoside Rg1 m/z 799.2/637, ginsenoside Rb1 
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m/z 1107.5/179, liquiritin m/z 417/255, glyc-
yrrhizin m/z 821.2/351 및 6-gingerol m/z   
295/177으로 분석을 실시한 결과 甘草의 주요 성
분이 다른 성분에 비해 많이 함유되어 있음을 확
인하였다. 또한 理中湯의 ABTS와 DPPH 라디칼 
제거를 통한 항산화 활성은 용량이 높을수록 높은 
활성을 나타내었다.
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