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Objectives To investigate and validate potential standard compounds for stand-
ardization of Sinbaro3 pharmacopuncture prepared at OO Hospital of Korean Medicine.
Methods Sinbaro3 pharmacopuncture was prepared by extraction, purification and hy-
drolysis of Harpagophytum procumbens, and various potential standard compounds were 
quantified through HPLC-UV and HPLC-MS analysis. Validation was examined by assess-
ing specificity, linearity, precision, and accuracy.
Results The retention time of harpagide and cinnamic acid were 15.2 min and 28.2 min, 
respectively, and both showed good linearity in analysis by concentration at 0.9999 and 
0.9998, respectively. Intra-day variation of precision was 0.0015~0.0045% and 0.0058~ 
0.1629%, while inter-day variation of precision was 0.0011~0.0243% and 0.0098~0.1629%,
and that of accuracy was 99.53~99.89% and 99.50~99.91%, respectively.
Conclusions Harpagide and cinnamic acid, which are hydrolyzates of harpagoside with-
in Sinbaro3 pharmacopuncture, were both validated using HPLC-MS and HPLC-UV analy-
sis, and Sinbaro3 pharmacopuncture contained 78.41 ug/ml harpagide, and 2.05 ug/ml 
cinnamic acid. (J Korean Med Rehab 2015;25(2):65-72)

Key words Shinbaro3, Harpagophytum procumbens, Standardization, Pharmacopunc-
ture, HPLC-MS, Harpagide

서론»»»
참깨과에 속하는 천수근(Harpagophytum procumbens)

은 Devil’s claw, Grapple plant라고 불리며 Namibia, Bots-

wana 및 남아프리카 북부지방에 널리 분포되어 있다1). 

현지에서는 외상, 월경장애, 출산통, 소화장애, 관절염 등

에 사용하였으며2), 1960년대 천수근의 Secondary roots

으로부터 얻어진 추출물이 효능이 있다는 것이 알려짐을 

시작으로1) 최근 임상적 효과로 관절염3), 류머티즘4), 혈액

순환장애5), 등에 효과가 있다고 보고되어 지고 있다. 주된 

약리활성 물질은 1962년 처음 분리된 Iridoid 배당체인 

Harpagoside, 같은 시기에 분리된 다른 Iridoid 배당체 물

질인 Harpagide, 1964년에 분리된 세번째 배당체인 Pro-

cumbide가 있다6). 이외에도 Stachyose, Raffinose, Mono-

saccharides 등의 탄수화물, Kaempferol, Luteolin 등의 

플라보노이드, Caffeic acid, Chlorogenic acid 등의 Aromatic 

acid, β-Sitosterol, Stigmasterol 등의 Phytosterols, Ursolic 

acid, Oleanic acid 등의 Triterpenes, Acetoside, Isoacetoside 

등의 2-Phenyl-ethyl derivatives 및 Harpagoquinone 등

의 약리활성을 보이는 물질들을 함유하고 있다7).
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Fig. 1. Molecular Structure of Harpagoside (A), Harpagide (B), 
Cinnamic acid (C). (A) Molecular Structure of Harpagoside. (B) 
Molecular Structure of Harpagide. (C) Molecular Structure of 
Cinnamic acid.

천수근의 항염증효과 및 진통효과를 확인하기 위하여 in 

vitro 및 in vivo에서 수 많은 실험들이 진행되고 있다8,9). 

Feibich 등은 천수근 추출물의 효과를 확인하기 위하여 

Primary monocyte에서 분비되는 Pro-inflammatory 사이

토카인을 측정하는 방법을 사용하였다. 그 결과, 물과 주정 

추출물 모두가 LPS에 의하여 유도되는 PGE2 (prostaglandin 

E2)의 합성을 억제하는 효과를 보였다. 또한 추출물이 100 

ug/ml 이상의 농도부터는 의존적으로 Pro-inflammatory 

사이토카인인 IL-6, IL-1ß 및 TNF-α를 억제하는 것을 

확인하였다. 그러나 Harpagoside와 이의 Aglycone인 Har-

pagide단일물질로는 항염증효과가 미세한 것으로 확인되

었다10). 천수근의 추출물과 Harpagoside가 칼슘 이온운

반체 자극을 받아 유도되는 Cysteinyl-leukotriene과 Throm-

boxane B2의 생합성에 미치는 효과를 확인하기 위한 연

구가 수행되었으며 그 결과 에탄올 추출물이 Harpagoside 

단일물질 보다 현저히 효과가 좋은 것으로 확인되었다11). 

이상의 여러 실험에서 보듯이 천수근의 약리활성물질들

은 단일 성분일때보다 복합적인 작용에 의하여 효능을 발

현한다는 결과를 보이는데, 이에 대한 명확한 이유는 아

직까지 밝혀지지 않았다12).

대한약전 10개정 중 생약규격집에서는 하르파고피툼근

으로 등재되어 있으며 그에 대한 정량법으로 Harpagoside

를 지표물질로 선정하도록 되어 있다13). 천수근의 구성물

질 중 Harpagoside는 1.2% 이상으로 타 배당체들에 비하

여 높은 함량을 보이기 때문에 지표물질로 선정되어 있으

며 많은 논문들이 이에 초점이 맞춰져 있다14). 하지만 

Harpagide의 경우 Harpagoside에 비하여 현저히 낮은 함

량이지만 항염증 등의 효능은 높다는 보고가 있다15,16). 또

한 Harpagoside가 분해되면 Harpagide와 Cinnamic acid

가 생성되어(Fig. 1) Harpagide뿐 아니라 Cinnamic acid

의 효능도 기대 할 수 있게 된다. 이에 본 연구에서는 가

수분해를 통하여 Harpagoside를 Harpagide와 Cinnamic 

acid로 분해하여 약침을 조제하였으며 본 약침은 자생한

방병원에서 “신바로3”의 이름으로 관절염 등에 약침으로 

사용되어 지고 있다. 따라서 본 약침을 지속적이고 안정

적으로 조제하기 위하여 필요한 표준화에 관련된 연구를 

진행하였고 성과를 얻었기에 보고하는 바이다.

재료 및 방법»»»
1. 실험재료

본 실험에서 사용한 약재는 그린명품제약(한국, 남양

주) 자체적으로 감별위원회를 거쳐 검증된 천수근을 제공

받아 사용하였다.

2. 기기 및 시약

실험에 사용된 HPLC와 UV 검출기, 질량검출기는 Shi-

madzu사(일본)의 LC-20AD, SIL-20AC, CBM-20A, SPD- 

20A, CTO-20AC, LCMS-2020을 사용하였으며, HPLC 용매

인 Acetonitrile, MeOH 은 HPLC용인 J.T.Baker사의 제품

을 사용하였고 그 외의 시료 추출을 위한 용매는 특급시

약을 사용하였다. Harpagide와 Cinnamic acid의 순도는 

각각 90.00, 99.00% 였으며 EXTRASYNTHESE(프랑스), 

Sigma-Aldrich(미국)에서 구입하여 사용하였다.



신바로3 약침의 표준화를 위한 지표물질 검색

www.e-jkmr.org 67

Analytes Condition

LC pump Binary pump

Column ODS C18 (15 cm×4.6 I.D., 5 um)

Injection volume (ul) 5

Flow rate (ml/min) 0.4

Gradient mode 3% B (0.01 min) - 10% B (0.01~10 
min) - 33% B (10~20 min) - 80% B 
(20~25 min)

UV wavelength (nm) 280

Cf) UV Wavelength is only Cinnamic acid.

Table I. HPLC Condition of Harpagide and Cinnamic Acid

Analytes Condition

Interface ESI

Nebulizer gas flow 1.5

DL temp (oC) 250

Heat block temp (oC) 200

Dry gas flow (L/min) 15

Table II. Mass Detector Condition of Harpagide

3. 검액의 조제

천수근 300 g을 환류냉각기가 부착된 Round flask에 

넣고 70% 주정 3 L를 넣어 3시간 동안 가열한 다음 여과

포로 여과한 후 Evaporator로 감압 농축한 후 80%, 90% 

주정을 단계별로 처리하여 알코올 수침하였다. 최종적으

로 증류수에 녹여 동결건조하였다. 동결건조된 분말을 주

정에 녹인 후 1 N NaOH를 이용하여 24 h 동안 가수분해 

한 후 1 N HCl로 pH를 7.2로 보정하고 여과 후 남은 여

액을 다시 감압농축하고 동결건조 하였다. 실험 사용시까

지 −80oC에서 보관하였고 실험 사용시에는 증류수에 녹

여 사용하였다.

4. 지표물질 기기분석 조건

천수근 가수분해물 중 Harpagide와 Cinnamic acid는 

Colas C. 등의 방법을 응용하여 분석조건을 검토하였다17). 

HPLC 조건은 동일하였으나 Harpagide는 Cinnamic acid

와는 달리 일반적인 UV 검출기 방식으로는 정량분석에 

한계가 있어 질량 검출기를 이용하였다. Harpagide분석

을 위한 질량 검출기와 Cinnamic acid 분석을 위한 UV 

검출기의 동시 검출을 위하여 전체적인 유속은 0.4 ml/ 

min으로 조정하였다. 이동상A는 0.1% TFA (trifluorothi-

oacetate)의 H2O이고, 이동상 B는 0.1% TFA의 ACN 

(acetonitrile)였다. HPLC의 조건은 구배용매조성법(Gradient 

mode)를 사용하였고, HPLC-MS는 Electrospray ioniza-

tion (ESI)로 387 m/z SIM(＋)의 조건이었으며 HPLC의 

분석조건은 Table I이고, 질량 검출기의 조건은 Table II

와 같다.

5. 분석법의 검증

1) 특이성

분석하고자 하는 물질외에 기타 물질들의 존재하에서 

분석하고자 하는 물질을 확실하게 분석하는 능력으로 다

른 물질과의 간섭없이 성분이 분리되는 것으로 특이성을 

확인하였다.

2) 직선성

각각의 표준품에 대하여 확립된 HPLC 조건에서 5개의 

농도별로 피크 면적을 구하여 표준품 농도와 피크 면적비

에 대한 검량선을 작성하고 직선성의 상관계수를 구하여 

확인하였다.

3) 정밀성

일정농도의 표준액을 일간, 일내 변동을 확인하기 위하

여 5가지 농도를 하루에 5개씩 3일간 반복하여 측정한 결

과를 피크면적비의 변이계수(%)로 표현하였다.

4) 정확성

표준액 3개 농도를 각 3회씩 분석하여 얻은 결과를 검

량선에 대입하고 얻은 값과 참 값의 오차를 비교하여 정

확성을 검증하였다.

측정농도
회수율(Recovery, %)= ×100

이론농도

6. 신바로3 약침의 정량분석

Harpagide와 Cinnamic acid 각각의 분석법을 검증 한 후 

신바로3 약침 중 지표물질의 함량을 정량분석 하였다. 약

침은 조제시 이미 정제과정을 거쳐 증류수에 녹아져 있는 

상태이므로 다른 전처리 없이 바로 기기에 주입하였다.
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(A)

(B)

Fig. 2. Chromatogram of Harpar-
gide Standard (A) and Sinbaro3 
Phamacopuncture (B).

Fig. 3. Calibration Curve of Harpagide.

결과»»»
1. Harpagide 분석법의 검증

1) 특이성

Table I, Table II의 HPLC-MS 조건으로 분석한 지표물

질에 대한 표준품 및 신바로3 약침의 크로마토그램은 

Fig. 2와 같다. Harpagide의 peak는 Mass 검출기의 387 

m/z SIM(＋) 모드로 분석하였고, 피크유지시간은 15.2분

대이고 기타 다른 성분들과 명확히 분리되어 간섭이 없음

을 확인하였다.

2) 직선성

지표물질을 5가지 농도별(1000, 500, 250, 125, 62.5 

ug/ml)로 조제하고 HPLC-MS 분석을 실시하였다. 농도

(x)와 피크면적(y)로 표준곡선을 작성하였고 직선성(r2)는 

0.9999이다(Fig. 3).

3) 정밀도

일내정밀도는 지표물질의 5가지 농도별(1000, 500, 250, 

125, 62.5 ug/ml) 표준액을 5회 측정하여 면적을 계산하

였다. 일내정밀도는 0.0015~0.0045%로 매우 정밀하였다

(Table III). 일간정밀도는 일내정밀도에서 측정한 동일한 

농도의 표준액을 1일 1회 3일간 반복하여 측정하였고 그 

값은 0.0011~0.0243%로 양호하였다(Table IV).

4) 정확성

1000, 250, 62.5 ug/ml의 농도 표준품을 각각 3회씩 

측정하여 Fig. 3에 대입하여 원래의 농도로 환산하였다. 
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Measurement
Concentration (ug/ml)

1000 500 250 125 62.5

1 62121451 30521124 15318873 7613961 3802957

2 62120547 30522032 15318541 7613854 3802853

3 62119357 30521539 15317769 7613805 3802809

4 62122879 30522348 15318062 7613899 3802647

5 62125764 30521745 15318645 7613856 3802524

Average 62122000 30521758 15318378 7613848 3802758

S.D 2466.70 467.24 451.00 58.48 171.98

Intra-day precision (%) 0.0040 0.0015 0.0029 0.0042 0.0045

Table III. Peak Area of Harpagide Analyzed in 5 Different Concentrations for Intra-day Precision

Measurement
Concentration (ug/ml)

1000 500 250 125 62.5

1stday 62121451 30521124 15318873 7613961 3802957

2ndday 62111453 30515424 15311459 7613554 3802254

3rdday 62124582 30519563 15314567 7613284 3802649

Average 62119162 30518704 15314966 7613600 3802620

S.D 6857.28 2945.56 3723.10 340.80 352.40

Inter-day precision (%) 0.0011 0.0097 0.0243 0.0045 0.0093

Table IV. Peak Area of Harpagide Aanalyzed in 5 Different Concentrations for Inter-day Precision

Measurement
Concentration (ug/ml)

1000 250 62.5

1 999.58 249.51 61.98

2 997.96 250.02 62.24

3 999.17 249.47 62.39

Average 998.90 249.67 62.20

Accuracy (%) 99.89 99.87 99.53

Table V. Peak Area of Harpagide Analyzed in 5 Different Con-
centrations for Inter-day Precision

이때 계산된 값의 평균은 각각 99.89, 99.87, 99.53%로 

정확성은 양호하였다(Table V).

2. Cinnamic acid 분석법의 검증

1) 특이성

Table I의 HPLC-UV 조건으로 분석한 지표물질에 대한 

표준품 및 신바로3 약침의 크로마토그램은 Fig. 3과 같다. 

Cinnamic acid의 peak는 UV 검출기 280 nm 파장으로 분

석하였고, 피크유지시간은 28.2분대이고 기타 다른 성분

들과 명확히 분리되어 간섭이 없음을 확인하였다(Fig. 4).

2) 직선성

지표물질을 5가지 농도별(2000, 1000, 500, 250, 125 

ug/ml)로 조제하고 HPLC-UV 분석을 실시하였다. 농도

(x)와 피크면적(y)로 표준곡선을 작성하였고 직선성(r2)는 

0.9998이다(Fig. 5).

3) 정밀도

일내정밀도는 지표물질의 5가지 농도별(2000, 1000, 500, 

250, 125 ug/ml) 표준액을 5회 측정하여 면적을 계산하

였다. 일내정밀도는 0.0058~0.1629%로 매우 정밀하였다

(Table VI). 일간정밀도는 일내정밀도에서 측정한 동일한 

농도의 표준액을 1일 1회 3일간 반복하여 측정하였고 그 

값은 0.0098~0.1629%로 양호하였다(Table VII).

4) 정확성

2000, 500, 125 ug/ml의 농도 표준품을 각각 3회씩 측

정하여 Fig. 5에 대입하여 원래의 농도로 환산하였다. 이

때 계산된 값의 평균은 각각 99.96, 99.91, 99.50%로 정

확성은 양호하였다(Table VIII).
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(A)

(B)

Fig. 4. Chromatogram of Cinna-
mic acid (A) and Sinbaro3 Phama-
copuncture (B).

Fig. 5. Calibration curve of Cinnamic acid.

3. 신바로3 약침의 정량분석

Harpagide와 Cinnamic acid 각각의 검증된 분석법으

로 신바로 3 약침을 분석하였다. 그 결과 신바로3 약침에

는 78.41 ug/ml의 Harpagide와 2.05 ug/ml의 cinnamic 

acid가 함유되어 있음을 확인하였다.

고찰»»»
본 연구는 생약제제의 품질표준화를 위한 연구로 관절

염, 디스크 등의 치료제로 사용 중이며 천수근을 주원료

로 개발된 신바로3 약침에 대한 지표물질의 선정, HPLC 

정량 분석법의 개발 및 그 분석에 대한 검증 연구를 진행

하였다. 더욱이 신바로3 약침에서는 효과적으로 약침의 

유효성을 높이고 흡수율을 증가시키기 위하여 천수근을 

알칼리 가수분해하였고 그로 인하여 기존 천수근의 지표

물질인 Harpagoside가 거의 존재하지 않았다. 대신 

Harpagoside가 가수분해되면서 생산된 산물인 Harpagide

와 Cinnamic acid를 지표물질로 선정하여 표준화 작업을 

진행하였다. Harpagide의 경우 일반적인 HPLC의 UV 검

출기로는 검출에 한계가 있어 고가의 장비인 질량 검출기

까지 사용을 하였고 Cinnamic acid는 이미 많은 연구에

서 검증된 지표물질이기에 분석이 용이하였다. 또한 품질

관리에 있어 함량분석법은 최대한 간편할수록 유리하기

에 검출기는 다르지만 한번의 분석으로 두가지 지표물질

을 모두 검출할 수 있게 동시분석법을 개발하였다.

천수근은 진통, 항염증 작용이 있고 통증에 대한 민감
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Measurement
Concentration (ug/ml)

2000 1000 500 250 125

1 22110251 11002315 5326481 2852421 1321447

2 22108524 11023567 5317694 2851147 1324547

3 22109563 11013369 5334126 2851654 1326577

4 22109957 11015478 5321845 2851445 1326475

5 22112054 11009533 5326478 2853154 1323457

Average 22110070 11012852 5325325 2851964 1324501

S.D 1287.34 7810.55 6133.23 815.15 2157.86

Intra-day precision (%) 0.0058 0.0709 0.1152 0.0286 0.1629

Table VI. Peak Area of Cinnamic Acid Analyzed in 5 Different Concentrations for Intra-day Precision

Measurement
Concentration (ug/ml)

2000 1000 500 250 125

1stday 22110251 11002315 5326481 2852421 1321447

2ndday 22114579 11013465 5326457 2846582 1328745

3rdday 22112345 11014786 5325469 2850123 1325483

Average 22112392 11010189 5326136 2849709 1325225

S.D 2164.38 6850.71 577.48 2941.49 3655.83

Inter-day precision (%) 0.0098 0.0622 0.0108 0.1032 0.2759

Table VII. Peak Area of Cinnamic Acid Analyzed in 5 Different Concentrations for Inter-day Precision

Measurement
Concentration (ug/ml)

2000 500 125

1 1998.65 499.61 124.18

2 1999.54 499.51 123.94

3 1999.14 499.50 125.02

Average 1999.11 499.54 124.38

Accuracy (%) 99.96 99.91 99.50

Table VIII. Peak Area of Cinnamic Acid Analyzed in 5 Differ-
ent Concentrations for Inter-day Precision

도를 저하시키는 효능이 입증되어 염증성 질환이나 근골

격계의 퇴행성 질환에 사용되고 있다. 천수근의 진통, 항

염증 작용은 iridoid 배당체인 Harpagoside, 그에 대한 

aglycone인 Harpagide, 또 다른 배당체인 Procumbide 

등의 성분에서 비롯되는 것으로 추측되며, 천수근 수용성 

추출물은 염증부위에 분포한 histamine, polypeptide ki-

nins, prostaglandins를 비롯한 염증매개체의 방출, 합성 

및 생산을 억제하여 진통, 항염증 작용을 나타내는 것으

로 보인다18). 이러한 연구결과를 입증하는 것으로 천수근

을 약침으로 사용하였을 때 임상적으로 효과를 입증한 많

은 보고가 있다19-21).

천수근 및 천수근 약침에 대한 골관절염 치료에 대한 

치료적 가치에도 불구하고 이러한 방법론적인 제한사항이 

장기간 사용 시 안전성에 대한 모니터링(monitoring)과 

최적용량의 확인, 조제약품의 품질 균등성을 확보를 위한 

표준화 연구 등 더 많은 연구보고를 필요로 하게 된다. 

그에 대한 일환으로 천수근을 주원료로 한 신바로3 약침의 

표준화를 위한 연구를 진행하였고 성과를 얻을 수 있었다. 

아울러 본 연구가 신바로3 약침의 표준화를 넘어서 한방 

약침의 개발전략을 수립하는데 기여할 수 있기를 기대한다.

결론»»»
신바로3 약침은 천수근을 가수분해하여 조제한 약침이

기에 Harpagoside 대신 Harpagoside가 분해되어 생성되

어진 Harpagide와 Cinnamic acid를 지표물질로 선정하였

다. 선정된 지표물질인 Harpagide와 Cinnamic acid는 특

이성, 직선성, 정밀성, 정확성에서 양호한 결과를 나타냈

으며 지표물질로 손색이 없었다.

신바로3 약침에는 Harpagide가 78.41 ug/ml, Cinnamic 
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acid가 2.05 ug/ml 함유되어 있었다.
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