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Abstract: Acer tegmentosum was a traditional Korean herbal

medicine showing various pharmacological activities. In this

work, A. tegmentosum were extracted with boiling water and

then successively partitioned with dichloromethane, ethyl

acetate, n-butyl alcohol (n-BuOH), and water. Salidoside, the

target compound, was purified in n-BuOH phase using a

chromatography method. For the analysis of salidoside, TLC

and LC-MS were used as well as on-line screening HPLC-

ABTS+ assay with three different wavelength of 254, 280, and

320 nm. An amount of 1.34 g of salidoside were obtained in

n-BuOH phase fromAcer tegmentosum was a traditional

Korean herbal medicine showing various pharmacological

activities. In this work, A. tegmentosum were extracted with

boiling water and then successively partitioned with dichlo-

romethane, ethyl acetate, n-butyl alcohol (n-BuOH), and

water. Salidoside, the target compound, was purified in n-

BuOH phase using a chromatography method. For the analy-

sis of salidoside, TLC and LC-MS were used as well as on-

line screening HPLC-ABTS+ assay with three different wave-

length of 254, 280, and 320 nm. An amount of 1.34 g of sali-

doside were obtained in n-BuOH phase from 3 kg of dry bio-

mass. The on-line screening HPLC-ABTS+ assay is rapid and

efficient tool to search bioactivity from A. tegmentosum. 3 kg

of dry biomass. The on-line screening HPLC-ABTS+ assay is

rapid and efficient tool to search bioactivity from A. tegmen-

tosum.
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1. INTRODUCTION

현대인의 서구식의 식생활 변화, 생활환경속에 노출된 공해

물질, 복잡한 생활의 스트레스 때문에 암과 같은 여러 가지

만성질환이나, 난치성 질병이 증가하고 있다. 이에 윤택한

삶을 유지하고 체계적인 관리를 지속하기 위하여 친환경적

인 웰빙 (well-bing)및 힐링 (healing) 사업에 높은 관심을 갖

고 있다. 특히 저항력에 민감한 노령인구의 급속한 증가로

인하여 천연물 및 한약재로부터 기능성 물질을 찾고자 많은

연구자들은 노력하고 있다 [1]. 예로부터 질병의 치료 및 예

방의 목적으로 사용된 전통의약은 유용성분의 복합적인 상

호작용에 의하여 다양한 약리효과를 보이며 상대적으로 인

체 부작용이 적다는 장점이 있다 [2]. 최근 한의학계에서는

탕제의 체내 흡수율을 증대시키고 약리효능을 증가시킬 수

있는 방법으로 탕제를 발효시키는 발효 한약에 대한 관심과

기존의 처방을 좀더 과학적으로 최적화시켜 한방처방의 조

성비를 조절하는 연구도 보고되고 있다 [3].

이중에서 산청목은 단풍나무과의 낙엽활엽 소교관목인 산

겨릅나무로서, 한국을 비롯한 러시아, 중국 등에서 널리 분

포되었으며 국내는 중부이북 태백산 등의 계곡가에 자생되
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고 있다 [4]. 가지, 줄기, 뿌리 (Fig. 1)에 플라보노이드 계열의

화합물과 페놀계 화합물이 많이 함유되어 있으며 [5], 특히

salidroside, quercetin 및 catechin 등이 잘 알려져있다 [6-8].

약리적 효능 및 효과에는 항산화활성, 항지질과산화활성, 항

미생물활성, 항보체활성등을 예방하며 특히 해독, 간암, 간

경변증 등의 각종 간질환 및 통증, 항염, 항암 등의 활성을 갖

고 있는 것으로 보고되어 있다 [9,10]. 따라서 생리활성물질

을 얻기 위한 가공 및 추출방법으로는 전형적인 용매추출법

이 주로 사용되고 있으며, 추출효율을 증대시키기 위한 초임

계 유체법, 초고압처리법, 초음파추출 기술이 많이 이용되고

있다 [11]. 추출물은 크로마토그래피 방법을 적용하여 주된

물질을 선택적으로 고순도 분리할 수 있으며 정량 및 정성방

법으로 TLC, PTLC, LC-MS, NMR을 통해 순수물질을 분석

및 구조 동정을 할 수 있다 [12]. 또한 성분 분석과 동시에 유

용 성분의 생물활성 분석을 위하여 HPLC 시스템에 ABTS+

assay를 타켓으로 하는 유용성분에 ABTS+ 라디칼 소거능력

을 측정하여 활성을 확인하는 방법으로 천연물에서 생물활

성을 가지고 있는 다양한 유용물질을 빠른 시간 내에 탐색이

가능하다 [13]. 이러한 응용 시스템은 고효율의 추출과 신속

한 활성성분의 분석이 가능하며 효율적인 연구가 가능 할 것

으로 사료된다. 뿐만 아니라, 특정 시약의 선택이 아닌

ABTS+와 DPPH의 라디칼 소거능력의 비교 연구에 적용을

다양하게 시도될 것이다.

이처럼 융·복합을 구축하는 바이오산업에서의 의약품뿐

만 아니라 기능성 소재를 얻기 위한 방법중 천연물 및 한약

재는 다양한 성분들의 복합체로서 기원이 동일한 생약의 경

우에도 산지, 재배방법, 기후, 채집시기 및 조제 방법에 따라

서 품질에 상당한 차이가 있다. 따라서 제제개발 및 응용 산

업에 있어서 원료 및 제품 품질검사, 제품개발 (제제 개발 및

시범생산) 활성화, 천연물소재 정보제공 및 효능탐색 등의

표준화된 특성을 비교하여 대량생산을 위한 벨리데이션의

원천기술 확보가 반드시 필요하고 [14,15], 데이터베이스를

통해 체계화된 네트워크가 이루어져야 할 것이다 본 연구는

산청목의 식물화학적 기초자료를 확보하기 위하여 크로마

토그래피를 행하여 major 물질인 salidroside을 고순도 분리

하여 화학구조를 동정하였고 생리활성을 on-line screening

HPLC-ABTS+ assay를 이용하여 빠르게 탐색하였으며 효율

적인 활성소재 확보를 위한 상용공정의 기초데이터를 실험

적으로 구하여 유용성을 확인하였다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1 실험재료 및 시약

본 연구에 사용된 산청목 (Acer tegmentosum) 시료는 경북 영

천시 임고면 양평리에서 재배된 (원산지: 한국) 약재를 대창

약업사에서 구매하였고 한국한의학연구원 한의신약개발그

룹에서 처리된 시료를 사용하였다. 시료의 균일성을 위하여

수분조절 용기 (desiccator)에 보관하여 사용하였고 모든 시료

들은 주입하기 전에 막 여과지 (PVDF 0.2 µm, Waters)를 이

용하여 여과를 하였다. Colum chromatography용 silica gel은

Kiesel gel 60 (Merck)를 사용하였고 Octadecylsilane (ODS)은

LiChroprep RP-18 (Merck)을 사용하였으며 Sephadex LH-20

(Fluka)을 사용하였다. Thin layer chromatography (TLC)는

Kiesel gel 60 F254와 RP-18 F254S (Merck)를 사용하였다. 용매

는 HPLC급 (99.9%)으로 메탄올, 아세토나이트릴은 (J.T.

Baker)와 trifluoroacetic acid (TFA)는 (Sigma)에서 구입하였

다. 시료의 추출과 분획에 사용한 유기용매 Dichloromethane

(DCM), Ethyl acetate (EA), Normal butyl alcohol (n-BuOH)는

대정화학(주)에서 생산한 1급 시약을 사용하였다. 그리고 물

은 초순수 제조장치 (Milipore)를 이용하여 제조한 3차 증류

수를 0.2 µm membrane filter (ADVANTEC)로 여과 처리하여

사용하였다. 활성분석에 사용된 2,2’-azino-bis 3-ethylbenzo-

thiazoline-6-sulfonic acid (ABTS+, C18H24N6S4)와 potassium

persulfate는 (Sigma)에서 구입하여 사용하였으며 순도는

99.9% 이상이다. Fig. 2에서는 산청목 추출물에서 분리한

salidroside의 구조식을 나타내었다.

2.2 추출 및 전처리

건조시료 3 kg으로 구성된 산청목은 샘플의 10배 부피로 물

에 1 h 동안 침적한 다음 3 h 동안 100oC에서 열탕 추출

(Gyeongseo, Cosmos-660, Incheon, South Korea) 하였다. 추

출된 추출물은 standard testing sieve (150 µm, Retsch, Haan,

Germany)로 여과 후 동결 건조 하였다. 제조된 시료는 4oC에

Fig. 1. Photo image: Korean medicine herbal Acer tegmentosum.
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냉장 보관하여 실험에 사용하였다. 추출된 건조시료 20 g을

크로마토그래피 분리방법을 적용하여 물 : DCM (1:1)층, EA

층, n-BuOH층으로 각각 3회 반복 추출하여 분획 할 수 있었

고 최종 n-BuOH 층 (4.18 g) 분획물에서 순수물질을 고순도

로 얻을 수 있었다. 이후 소량의 시료를 0.2 µm PVDF mem-

brane filter로 여과하여 on-line screening HPLC-ABTS+ assay

분석에 사용하였다. Fig. 3에서는 산청목에서 salidroside의

추출 및 정제방법을 나타내었다.

2.3 표준액제조

본 연구실에서 구조 동정에 의하여 확인된 salidroside (순도:

91% 이상) 2 mg을 고순도 메탄올 10 mL를 취하여 200 ppm

의 표준원액을 제조하였다.

2.4 ABTS+ 표준액 제조

On-line 라디칼활성 측정을 위한 표준시료 조제는 증류수 40

mL에 potassium persulfate 시약 37.8 mg 을 넣어 완전히 녹인

후, ABTS+ 시약 44 mg을 첨가하여 충분히 교반 후 차광시켰

다. 제조된 용액 40 mL 중 30 mL을 덜어서 고순도 물 870

mL에 희석시킨 후, 1리터 갈색 병에 넣고 하루 정도 라디칼

의 안정성을 위해 어두운 곳에서 보관한 뒤 사용하였다.

2.5 기기 및 on-line screening HPLC-ABTS+ assay 분석

HPLC급 시약과 추출된 시료를 농축하기 위해서 회전식 증

발기 (Heidolph Instruments Laborata 4000 efficient, Germany)

를 사용하였다. 본 연구에 사용된 HPLC 시스템은 Dionex

Ultimate의 3000 pump와 injector에는 10 µL sample loop (Dio-

nex, ID × L 0.18 × 550 mm Viper 550 mm USA)으로 HPLC-

diode-array detector (DAD)로 구성되었고 데이타 처리는

Dionex의 PC에 설치된 Chromeleon data acquisition system

(Dionex version 7)과 HPLC-DAD를 사용하여 분석을 하였다.

또한 분리된 표준시료는 LC-MS는 Agilent LC-ESI-MSD 1100

+ G1958 (Agilent, USA)를 사용하여 정량 및 정성분석을 하

였다 (Table 1). NMR spectrum은 Varian Inova 400NB (Varian,

USA)와 Varian Inova 600 (Varian, USA)으로 측정하였다. 분

석에 사용된 컬럼은 5 µm 물질이 충전된 분석용 역상 컬럼

인 RS-tech column (4.6 × 250 mm, C18, Korea)의 사용과 유속

은 1.0 mL/min, 주입부피는 10 µL, 컬럼오븐 온도는 40oC로

고정하였다. UV 검출기는 DAD의 파장범위를 200400 nm로

하였고, 크로마토그램은 최대 UV 흡수 파장 값인 210, 254,

280 및 320 nm에서 나타내었다. 이동상은 이성분계 A: 물/

TFA (99.9/0.1 vol.%), B: 아세토나이트릴 (100 vol.%)를 사용

하여 (A : B, 60 : 40 vol.%)까지 60 min동안 일정용매조성법

을 이용하여 분리능을 향상시켰다 (Table 2). ABTS+ 표준액

은 유속 0.5 mL/min로 운반되며 혼합기에서 혼합된 시료의

생물활성은 UV 파장 734 nm에서 측정하였다. Fig. 4에서는

on-line screening HPLC-ABTS+ assay 시스템을 나타내었다.

Fig. 2. Chemical structure of salidroside from Acer tegmentosum.

Fig. 3. Process of extraction and isolation of salidroside from Acer

tegmentosum.

Table 1. LC-MS operating condition

Instrument Condition

Column
HECTOR-M-RS-tech C18

(100×4.6 mm, 5 µm)

Oven temp. (C) 40

Flow rate (mL/min) 0.5

Injection vol. (µL) 10 

Ionization source

(positive mode)
API-ES

Fragmentor voltage (V) 70 

Quadrupole temp. (C) 99

Capillary voltage (V) 3000

Nebulizer pressure (psi) 35

Drying gas temp. (C) 350

Mass rang (m/z)

scan mode
200~500

Mobile phase (%) A: 0.1% TFA in water, B: acetonitrile

Step gradient elution

composition (%)

(B) : 10~25 (0~35 min),

25~10 (35~37 min), 10 (37~45 min)
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3. RESULTS AND DISCUSSION

산청목에서 주된 물질인 salidroside를 추출 및 고순도 분리

하기 위하여 전통적인 용매추출법과 DCM, EA 및 n-BuOH

층으로 실시된 용매 분획, 크로마토그래피법을 적용한 순수

물질로부터 TLC, LC-MS 및 NMR을 이용하여 분석 및 구조

동정을 하였으며 빠른 생리활성을 탐색하였다.

3.1 추출 및 정제

추출은 일정한 상온 (25oC)에서 수행하였으며 건조된 시료

3 kg을 잘게 잘라서 시료로 사용하여 100oC에서 열탕추출을

3 h 동안 수행하였다. 이때 추출물 수율은 101.6 g을 얻었으

며 그 중 20 g에 대하여 용매의 극성에 따라 CH2Cl, EA, n-

BuOH 및 H2O로 분배 추출을 하였다. 일반적으로 천연물의

추출 수율은 천연물이 가지고 있는 조직 특성과 추출방법 및

추출시스템에 따라 수율의 변화가 매우 다르다 [2,11,15]. 따

라서 산청목은 목질부분의 줄기로서 수율이 매우 낮은 것으

로 판단된다. 또한 분획은 크로마토그래피 분리방법을 적용

하여 물 : DCM (1:1), EA층 (1:1) 및 n-BuOH층 (1:1)으로 각

각 3회 반복 추출하여 분획할 수 있었고 분획물에 따라 n-

BuOH (4.18 g) > EA (1.24 g) > DCM (401.6 mg) 순으로 수율

을 보였다 [16].

3.2 On-line HPLC-ABTS+ assay 및 TLC 분석

다양한 분리기술중에서 탁월한 크로마토그래피를 이용한 분

리·분석방법을 적용하기 위해 상업용으로 잘 알려진 C18 컬

럼을 선정하여 이동상조성을 변화하여 분리분석 및 빠른 생

물활성을 평가하여 기능성소재로 사용이 가능한 기초 자료

를 제시하였다 [17]. on-line screening HPLC-ABTS+ assay 분

석조건은 다양한 이동상의 일정용매조성법을 시험하여 분리

능이 높은 이동상 조건을 얻었다. 이동상은 이성분계 A: 물/

TFA (99.9/0.1 vol.%), B: 아세토나이트릴 (100 vol.%)를 사용

하여 (A : B, 60 : 40 vol.%)까지 60 min동안 적용하여 분리능

을 향상시키고 peak tailing을 방지하고 위해 0.1% (TFA)를

사용하였다. ABTS+ 표준액은 유속 0.5 mL/min로 운반되며

혼합기에서 혼합된 시료의 생물활성은 UV 파장 734 nm에서

측정하였다. 이때 컬럼 온도는 분리에 적합한 온도 40oC를

설정과 크로마토그램은 UV 검출기는 DAD의 파장범위를

200~400 nm로 하여 나타내었다. Fig. 5(a)에서는 n-BuOH층

추출물 시료 50 mg/mL을 메탄올에 용해하고 0.2 µm PVDF

membrane filter로 여과하여 on-line screening HPLC-ABTS+

assay에 의하여 빠르게 스크리닝 하였다. 또한 Normal phase

TLC를 이용하여 서로 다른 이동상 CHCl3 : MeOH : H2O = 4

: 3 : 1과 MeOH : H2O = 1 : 3으로 분석하여 물질의 거동을 확

인하였다 (Fig. 5(b)). 이 결과 역상 및 정상 분석에서 많은 양

의 salidroside가 함유됨을 확인할 수 있다. 하지만 빠른 생물

활성 스크리닝에서는 상대적으로 낮은 활성을 보였다.

Table 2. Analysis of gradient elution conditions with RP-HPLC

Instrument Condition

Reverse Phase

Column

RS-Tech Optimapak C18

(4.6×250 mm, 5 µm)

Oven temp. (C) 40

Flow rate (mL/min) 1.0

Mobile phase (%) A: 0.1% TFA in water, B: acetonitrile

UV Absorbance (nm) 210, 254, 280, 320

Time (min) Solvent composition

0.1% TFA in water (A) acetonitrile (B)

0 90 10

50 60 40

60 60 40

70 90 10

Fig. 4. Schematic of on-line screening HPLC-ABTS system. Fig. 5. Analysis of salidroside from Acer tegmentosum using on-

line screening HPLC-ABTS+ assay (A: injection volume : 10 µL, UV

wavelength : positive 210 nm, negative 734 nm, B: normal phase

TLC analysis).
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3.3 고순도 분리 및 분석

최종 n-BuOH 분획으로부터 silica gel, ODS 및 Sephadex LH-

20 column chromatography를 반복 진행하여 순수 물질을 얻

을 수 있었다. 산청목 n-BuOH 분획 (4.18 g)에 대하여 silical

gel c.c [4 × 11 cm, CHCl3-MeOH-H2O=10 : 3 : 1 (2.2 L)  7 : 3 : 1

(1.6 L)  4 : 3 : 1 (1.4 L)  MeOH]를 진행하여 10개의 분획물을

얻었고 화합물 salidroside을 분리하였다. 이때 각 화합물에

대하여 1H, 13C-NMR을 측정하였고 문헌과 비교 분석하였

다. 화합물 (salidroside) - colorless powder (MeOH); ESI-MS

m/z 301.1 [M+H]+; 1H-NMR (400 MHz, CD3 OD, δH) δH 7.08

(2H, d, J=8.0 Hz, H-2, 6)과 δH 6.71 (2H, d, J=8.0 Hz, H-3, 5)

에서 전형적인 para-substituted benzene ring의 signal을 나타

냈으며 4.31 (1H, d, J=8.0 Hz, H-1”), 4.07 (1H, H-6”a), 3.88

(1H, dd, J=12.4, 2.0 Hz, H-6”b), 3.73 (H-3”), 3.67 (H-4”), 3.36

(H-2”), 3.28 (H-5”), 3.21 (2H, t, J=8.4 Hz, H-8), 2.86 (2H, t, J

=8.4 Hz, H-7)등이 확인하였다. 13C-NMR(100MHz, CD3OD,

δC) 156.8 (C-4), 131.0 (C-2, 6), 130.8 (C-1), 116.1 (C-3, 5),

104.4 (C-1'), 78.1 (C-5'), 77.9 (C-3'), 75.1 (C-2'), 72.1 (C-8),

71.6 (C-4'), 62.8 (C-6'), 36.4 (C-7)에서는 세 개의 methylene

탄소를 포함하여 총 14개의 탄소와 1개의 glucose를 함유하

였다. 1H-NMR spectrum에서 δH 4.31 (1H)의 anomeric proton

의 coupling constant가 8.0 Hz인 것으로 미루어 당은 β형태의

configuration을 가진 것으로 판단된다. 이때 문헌치와 비교

한 결과 salidroside를 동정할 수 있었다 [18]. Fig. 6(a, b)에서

는 순수하게 분리된 salidroside의 UV 흡수 파장변화를 210,

254, 280 및 320 nm에서 확인하였다. 이때 210 > 280 > 254

> 310 nm에서 최대 흡수를 보였고 체류시간은 Rt : 8.053 min

이였다. 특히 선행연구를 기초로 한 on-line screening HPLC-

ABTS+ assay의 빠른 생물활성 능력을 분리된 salidroside (농

도: 200 ppm, 순도: 91% 이상, 생약재로부터 수율 : 0.04%)을

사용해 확인할 수 있었다 (Fig. 7). 이때 positive 피크의 감도

는 좋은 intensity와 분리능이 우수한 형태를 보였고 빠른 시

료의 용출로 인해 분리도가 1.5 이하로 낮았으며 negative 피

크면적도 완만히 비례하게 분석되었다 [11,12]. 일반적으로

생물활성이 있는 항산화 물질은 빛이나 열에 불안정하고 활

성산소 (free radical oxygen radical)에 기인하여 추출 과정 중 유용성분이 소멸되거나 재배기술 방법에 따라 유용성분의

Fig. 6. Analysis of UV wavelength from high purity isolation

salidroside.

Table 3. Extract amount from n-BuOH fraction sample

Extraction solvent

(Partition)

Open column

fraction (No)

n-BuOH fraction

(mg)

n-BuOH phase

1 111.6

2 248.2

3
1349.0 /

(isolation amount 1300)

4 97.0

5 134.4

6 221.2

7 192.6

8 382.1

9 405.9

10 250.6

Fig. 7. Bioactivity identification of isolation salidroside from n-

BuOH fraction extract in Acer tegmentosum.
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함유되는 정도는 매우 큰 차이가 있을 것으로 생각된다 [19-

21]. 따라서 산청목에서 salidroside 추출 및 활성 물질에 대하

여 더욱 깊이 있는 연구가 필요하리라 사료된다. 또한 연속

분석 방법에서 LC-MS 분석은 질량 스펙트럼 및 체류시간에

기초하여 salidroside에 대하여 분자량 C14H20O7, [M+H]+, m/z

300.30 (301.1)을 명확히 보여주고 있다 (Fig. 8). 따라서 본

연구에서 수행된 연구 결과는 사실을 실험적으로 입증하는

기초자료로 이용될 수 있다 [22].

4. CONCLUSION

산청목은 전통약재로서 다양한 약리활동을 갖고 있다. 본 연

구에서는 n-BuOH 층 추출액에 포함된 salidroside의 추출조

건을 실험적으로 구하여 확인하였고 크로마토그래피법을 이

용한 순수 물질을 분리하여 구조 동정하였다. 이 결과 on-line

screening HPLC-ABTS+ assay를 이용하여 생물활성을 신속하

게 탐색하였고 UV 흡광도는 210 nm에서 최대 흡수율을 보

였으며 체류시간은 (Rt) 8.053 min이였다. 또한 고순도 salid-

roside을 1.34 g을 얻었으며 LC-MS 분석을 통해 [M+H]+, m/z

300.30 (301.1)을 명확히 보여주었다. 위에서 얻은 기초 자료

는 생리활성물질을 효율적으로 얻기 위한 방법으로 기능성

소재 개발의 산업적 측면에서 매우 중요하다. 뿐만아니라

on-line 분석방법을 적용한 물질 스크리닝 특성 연구는 거의

전무하며 매우 미흡한 실정이다. 따라서 상용공정의 활용 가

능성의 모색을 통해 기능성 소재 개발 시 매우 유용한 기초

자료로 사용될 충분한 가치가 있다고 판단된다.
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