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ABSTRACT - Method development and validation of decursin for the standardization of Angelica gigas Nakai

as a functional ingredient and health food were accomplished. The quantitative determination method of decursin as

a marker compound of aerial parts of Angelica gigas Nakai extract (AAGE) was optimized by HPLC analysis using a

C18 column (3×150 mm, 3 µm) with 0.1% TFA in water and acetonitrile as the mobile phase at a flow rate of 0.5 mL/

min and detection wavelength of 330 nm. The HPLC/PDA method was applied successfully to quantification of the

marker compound in AAGE after validation of the method with linearity, accuracy, and precision. The method showed

high linearity in the calibration curve at a coefficient of correlation (R2) of 0.9994 and the limit of detection and limit

of quantitation were 0.011 µg/mL and 0.033 µg/mL, respectively. Relative standard deviation (RSD) values of data

from intra- and inter-day precision were less than 1.10% and 1.13%, respectively. Recovery of decursin at 0.5, 1, 5 and

10 µg/mL were 92.38 ~ 104.11%. These results suggest that the developed HPLC method is very useful for the deter-

mination of marker compound in AAGE to develop a health functional material.
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참당귀는 산형과(Umbellifera) Angelica 속에 속하는 다

년생 초본으로 우리나라와 중국 동북부 지역에서 자생하

며 건조된 뿌리가 생약재로 사용된다. 국내에서는 강원도

평창, 경북 봉화 등지에서 재배되며 개화기 전의 뿌리가

식용 및 약용으로 사용된다1). 참당귀는 약성이 따뜻하고

무독한 생약재로 부인과 질환 및 고혈압, 빈혈, 어혈 등에

효과가 있으며2) 면역강화3), 항암 및 항산화효과4,5), 간질환

및 혈류 개선효과6,7)가 있는 것으로 알려져 있다. 참당귀

에 관한 연구로 당뇨유발 모델에서의 참당귀 추출물의 당

뇨개선효과8), 참당귀 잎, 줄기, 뿌리 추출물의 생리활성효

과9), 발효 당귀의 생리활성 물질 및 효과10) 등이 보고되었다. 

참당귀의 약효성분으로 coumarin 계열의 decursin,

decursinol, decursinol angelate, nodakenin 등이 함유되어

있으며 그 중 주성분은 pyrancoumarin 계열의 decursin과

decursinol angelate이다11,12). 참당귀의 주요 약효성분 중

decursin의 전립선암 치료제 개발에 관한 연구13)와 decursin

유도체의 아토피 피부염 및 ovalbumin에 의한 천식의 폐

염증 유발 억제효과에 관한 연구14)가 보고되었다. 참당귀

에서 분리된 decursin의 인지개선효과가 확인되었으며15) 참

당귀에서 분리된 decursin을 비롯한 coumarin계 화합물의

우수한 항염효과가 확인되었다16). 또한, decursin과 decursinol

angelate는 lipid droplet의 축적을 억제시켜 동맥경화증과

같은 혈액순환장애의 예방 및 치료 효과가 있으며2) bovine

망막세포의 aldose reductase를 억제시켜 망막의 sorbitol 축

적을 방지하여 당뇨로 인한 합병증을 예방할 수 있다고

보고되었다17). 참당귀는 생약재로 쓰이는 뿌리의 생리활성

및 유효성분 분석에 관한 연구가 대부분이며 참당귀 지상

부에 관한 연구로 당뇨모델에서 참당귀 잎 추출물의 항당

뇨 효과18)와 참당귀 지상부 추출물의 생리활성19)에 관한

연구가 보고 되었으나 유효성분 및 기능성 소재활용 방안

에 관한 연구는 미흡한 실정이다. 참당귀의 유효성분인

decursin이 뿌리뿐만 아니라 지상부에도 함유되어 있는 것

으로 확인되었으며9) 이는 기능성 식품소재로서 참당귀 지
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상부의 활용 가치가 높다고 판단된다. 

지표성분은 원재료에 존재하는 해당 성분의 농도와 효

능 간의 상관관계가 불분명할 경우 원재료를 대표하는 성

분으로 건강기능식품 개발에 있어서 원료의 표준화를 위

한 지표성분 분석법의 설정 과정 및 설정된 분석법의 과

학적인 검증과정이 요구된다20). 따라서, 본 연구에서는 건

강기능성 식품 소재 개발을 목적으로 참당귀 지상부 추출

물의 표준화를 위하여 decursin을 지표성분으로 선정하고

HPLC분석을 통하여 decursin의 분석법 확립 및 유효성 검

정을 수행하였다. 

Materials and Methods

참당귀 지상부 추출물 조제 및 HPLC 분석

본 실험에 사용된 참당귀 지상부는 2017년 강원도 평창

에서 재배되었으며 수확 후 이물질을 제거하고 건조한 다

음 분쇄하여 추출물 조제 시료로 사용하였다. 참당귀 지

상부 건조시료를 60% 에탄올로 추출하여 동결건조 하였

을 시 동결건조된 시료의 수분 흡수로 인하여 균일한 추

출 분말이 생산되지 않아 분무건조를 진행하였다. 참당귀

지상부 건체 시료 5 kg에 60% 에탄올 50 L를 첨가하여

70oC에서 4시간 동안 순환 추출하고 10 μm 사이즈 필터

에 여과시켰다. 여과된 추출액을 70oC에서 최종 추출액의

양이 5 L가 될 때까지 농축하였으며 농축액에 304 g의 덱

스트린을 첨가한 다음 분무건조하여 추출분말을 얻었다.

참당귀 지상부 건조시료에 대한 분무건조 추출분말의 수

율은 평균 약 14%이었다. 분무건조로 조제된 3 lot의 추

출분말을 각각 0.1 g씩 정확하게 칭량하고 메탄올 100 mL

을 가하여 최종농도가 1 mg/mL이 되게 재용해 한 다음

0.45 μm membrane filter에 통과시켜 HPLC 분석용 시료

로 사용하였으며 모든 분석은 3반복 실시하였다.

표준용액의 조제

Decursin 표준품 1 mg에 10 mL 메탄올을 첨가하고 용해

시켜 100 μg/mL의 농도로 표준원액을 조제하였다. 이 표준

원액을 단계적으로 희석하여 0.1, 0.5, 1, 5, 10 μg/mL 농도

의 표준용액을 조제하여 HPLC 분석에 사용하였으며 분석

된 peak 면적값에 0.97을 곱하여 표준품의 순도를 보정하였다. 

분석시약

본 실험에 사용된 decursin (≥97%, HPLC)은 Sigma Co.

(St Louis, MO, USA)의 제품을 사용하였고 추출 및 HPLC

분석에 사용된 용매는 Merck Co. (Kenilworth, NJ, USA)

의 HPLC 등급을 사용하였다. 

HPLC 분석

참당귀 지상부 추출액 및 decursin 표준용액의 분석은

Nano Space SI-2 HPLC (Shiseido, Japan)를 사용하였다.

컬럼은 Cadenza CD-C18 (150 × 3 mm, 3 μm, Imtakt,

Kyoto, Japan)을 사용하였고, 0.1% TFA와 100%

acetonitrile을 이동상으로 사용하여 시료 주입량 5 μL, 컬

럼 온도 50oC, 유속 500 μL/min으로 25분 동안 분석하였

다(Table 1).

분석법의 검증(method validation)

참당귀 지상부 추출물의 기능성 식품 원료 개발을 위한

벨리데이션은 ‘의약품등 분석법의 벨리데이션 가이드(식품

의약품안전처)’를 바탕으로 decursin의 농도별 표준용액을

HPLC로 분석하여 특이성(specificity), 직선성(linearity), 검

출한계(limit of detection, LOD), 정량한계(limit of

quantification, LOQ), 정밀성(precision), 정확성(accuracy)을

측정하였다.

특이성은 시료 내에 존재할 수 있는 불순물, 분해물 등

의 영향을 받지 않고 해당성분을 특이적으로 측정할 수

있는 정도를 나타내며 특이성 검정을 위하여 decursin의

농도별 표준용액과 참당귀 지상부 추출액을 HPLC로 분

석하고 측정되는 머무름 시간과 크로마토그램을 비교하였다.

직선성은 decursin 표준용액의 농도에 비례하여 직선적인

측정값을 얻어낼 수 있는 능력으로 농도별 표준용액의 peak

면적과 농도 간 회귀분석에 의한 표준 검량선을 작성하고

산출된 검량선의 결정계수(coefficient of determination, R2)

를 통하여 직선성을 확인하였다. Decursin 표준용액의 검

량선에서 기울기와 y절편의 표준편차를 구하고 아래의 식

에 근거하여 정량한계(LOQ)와 검출한계(LOD)를 산출하

Table 1. HPLC analysis condition of decursin

 Classification  Condition

Instrument  Nano Space SI-2 (Shiseido, Japan)

 Column  Cadenza CD-C18 (150 × 3 mm, 3 µm)

 Column temp oC  50

 Mobile phase
 Eluent A: 0.1% TFA

 Eluent B: acetonitrile

 Injection volume  5 µL

 Detector  UV 330 nm

Run time  25 min

 Gradient table

Time (min) Flow rate (µL) %A %B

Initial 500 25 75

3 500 25 75

4 500 50 50

18 500 50 50

19 500 25 75

25 500 25 75
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였다. (LOQ = 10 × σ/S, LOD = 3.3 × σ/S, σ : y절편의 표

준편차, S : 검량선의 기울기)

정확성은 일내분석(intra-day)과 일간분석(inter-day)을 통

하여 측정하였다. 정확성은 농도별 표준용액의 일내분석

과 일간분석을 통하여 측정된 값(measured value)이 참값

(true value)에 근접한 정도를 백분율로 나타내었으며 일내

분석은 농도별 표준용액을 1일 3구간에서 분석하였고 일

간분석은 일내분석 과정을 3일 동안 반복 분석하여 변이

성을 확인하였다. 일내분석 및 일간분석 시 각 구간마다

3농도 3회 반복 측정하였다. 정밀성은 일내분석과 일간분

석에서 얻어진 표준용액의 평균값과 표준편차를 근거로

상대표준편차를 측정하여 평가하였으며 상대표준편차

(relative standard deviation, RSD)는 표준편차를 평균으로

나누어 백분율로 나타내었다. 

회수율은 농도별로 조제된 지표성분과 함량이 확인된 시

료를 혼합 후 분석하여 회수되는 지표성분의 양으로 측정

하였다. Decursin 표준정량곡선에서 직선성이 확인된 0.5,

1, 5, 10 μg/mL 농도의 표준용액에 참당귀 추출물을 혼합

하여 HPLC로 3회 반복 분석하고 측정된 값으로부터 회

수율과 상대표준편차를 산출하였다. 

Results and Discussion

특이성

HPLC 분석 결과, 참당귀 지상부 추출물 내에 혼합되어

있을 가능성이 있는 다른 성분들로부터 decursin만 선택적

으로 측정되었으며 다른 물질의 간섭 없이 성분이 분리되

는 것을 확인하였다. HPLC분석을 통하여 얻어진 크로마

토그램 상에서 표준용액 및 참당귀 지상부 추출물의 decursin

peak 머무름 시간은 15.7분대로 동일하였으며 spectrum도

일치하는 것으로 본 분석법의 특이성을 검정하였다(Fig. 1). 

직선성, 정량한계, 검출한계

Decursin 표준용액을 0.1, 0.5, 1, 5, 10 μg/mL로 희석한

다음 HPLC로 분석하여 작성된 표준 검량선은 y = 312,340x

− 19,638로 나타났으며 상관계수(R2)는 0.9994으로 매우

우수한 직선성을 나타내었다(Fig. 2). 정량한계(LOQ)와 검

출한계(LOD)를 산출하기 위하여 decursin 표준용액을 0.025,

0.05, 0.1, 0.5, 1 μg/mL로 희석한 다음 HPLC로 분석하여

작성된 표준 검량선은 y = 274,355x + 4,400.1로 나타났으

며 상관계수(R2)는 0.9999이었다. 이 표준 검량선으로부터

Fig. 2. PDA spectrums of blank (A), decursin (B) and AAGE (C).

AAGE : aerial parts of Angelica gigas Nakai extract.

Fig. 3. Calibration curve of decursin standard solution.

Fig. 1. HPLC Chromatograms of blank (A), decursin (B) and

AAGE (C). AAGE : aerial parts of Angelica gigas Nakai extract.
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산출된 기울기와 y절편의 표준편차로 계산된 정량한계(LOQ)

는 0.034 μg/mL이었고 검출한계(LOD)는 0.011 μg/mL인 것

으로 나타났다(Table 2). 정량한계는 검체 중 정확성과 정

밀성을 가진 정량값으로 나타낼 수 있는 분석 대상물질의

최저농도를 의미하며 검출한계는 검체 내 존재하는 분석

대상물질의 검출 가능한 최저농도를 의미한다21). 따라서

참당귀 지상부 추출물에 함유되어 있는 decursin의 함량은

0.034 μg/mL 농도 수준까지 정량이 가능하며 0.011 μg/mL

농도 수준까지 검출이 가능하다. Yang등22)의 연구에서

decursin의 정량한계는 0.08 μg/mL, 검출한계는 0.03 μg/mL

수준인 것과 비교하였을 때 본 연구의 decursin 분석법이

더 낮은 농도의 미량 성분까지 정량 및 검출이 가능하다

고 판단된다.

정확성, 정밀성 평가

정확성은 농도별 표준용액의 일내분석과 일간분석을 통

하여 측정된 값(measured value)이 참값(true value)에 근

접한 정도를 백분율로 나타내었으며 측정된 값들로부터

상대표준편차(RSD)를 구하여 정밀성을 검정하였다. 일간

분석의 정확성 및 상대표준편차는 각각 96.49 ~ 104.35%,

0.53 ~ 1.10%이었으며 일내분석의 정확성 및 상대표준편

차는 각각 97.23 ~ 100.14%, 0.26 ~ 1.15%이었다(Table

3). 각각의 분석에서의 상대표준편차는 모두 2.0% 이하로

나타나 decursin 분석법의 정확성 및 정밀성이 있음을 알

수 있었다. 

회수율 측정

회수율은 참당귀 지상부 추출물이 혼합된 농도별 표준

용액의 검출 농도와 추출물이 혼합되지 않은 농도별 표준

용액의 검출 농도 차이를 구하고 이 값을 참당귀 지상부

추출물만 분석하여 검출된 농도 값으로 나누어 측정하였

다. 표준품 농도별 지표성분의 회수율은 92.38 ~ 104.11%

의 범위였으며 분석오차 10% 이내로 측정되었다. 지표성

분 회수율에 대한 상대표준편차는 모두 0.5% 이내인 것

으로 나타나 decursin 분석법의 정확성을 확인할 수 있었

다(Table 4).

참당귀 지상부 추출물의 decursin 함량

본 연구의 분석법 검증을 통하여 decursin에 대한 HPLC

분석법이 참당귀 지상부 추출물에 함유되어 있는 지표성분

Table 2. Correlation coefficients of the calibration curves, and limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of decursin

Concentration range

(µg/mL)
Slope Intercept Correlation coefficient(R2)

LOD LOQ

(µg/mL)

0.1 ~ 10 312,340 -19,638 0.9994 0.011 0.034

Table 3. Intra- and inter-day precision and accuracy of decursin

Concentration

(µg/mL)

Mean± SD

(µg/mL)
Accuracy (%) RSD1) (%)

Intra-day2)

2.5

5

10

2.54 ± 0.014)

4.68 ± 0.05

9.74 ± 0.07

104.35

96.49

100.37

0.53

1.10

0.72

Inter-day3)

2.5

5

10

2.36 ± 0.01

4.86 ± 0.05

9.57 ± 0.05

97.23

100.14

98.66

0.26

1.15

0.58

1)Relative standard deviation.
2)Intra-day : tree times per day.
3)Inter-day : one time analysis of decursin per day for 3 days.
4)Each data was obtained by triple analysis (n=3).

Table 4. Recovery and relative standard deviation of measured

amount for decursin

Concentration

(µg/mL)1)
Recovery (%) RSD2) (%)

0.5

1

5

10

104.11 ± 0.143)

97.69 ± 0.20

92.38 ± 0.04

98.19 ± 0.39

0.14

0.20

0.05

0.40

1)Concerntration of decursin standard.
2)Relative standard deviation.
3)Each data was obtained by triple analysis (n=3).

Table 5. Amount of decursin in aerial parts of Angelica gigas

Nakai extract

Lot No. Concentrations (%, mean ± SD)

1

2

3

0.370 ± 0.0191)

0.349 ± 0.012

0.358 ± 0.010

1)Each data was obtained by triple analysis (n=3).
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의 정량에 적용할 수 있는 특이성, 우수한 직선성, 정확성

및 정밀성 등이 있음을 확인하였다. 본 분석법으로 참당귀

지상부 분무건조 분말시료의 decursin 평균 함량은 0.359%

이었으며, 기준 규격을 80 ~ 120%로 설정하였을 때23) 기준

값은 0.287 ~ 0.431% 인 것을 확인할 수 있었다(Table 5). 
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국문요약

본 연구에서는 건강기능성 식품 소재 개발을 목적으로

참당귀 지상부 추출물의 표준화를 위하여 decursin을 지표

성분으로 선정하고 HPLC분석을 통하여 decursin의 분석

법을 확립하고 유효성 검정을 수행하였다. 유효성 검정 결

과, decorsin 표준용액과 참당귀 지상부 추출물의 retention

time 및 spectrum이 일치하는 특이성을 확인하였다. 표준

검량선의 상관계수(R2)는 0.9994로 매우 우수한 직선성을

나타내었으며 정량한계(LOQ)는 0.034 μg/mL이었고 검출

한계(LOD)는 0.011 μg/mL이었다. Decursin의 intra-day 분

석에서 정확성 및 상대표준편차는 각각 96.49 ~ 104.35%,

0.53 ~ 1.10%, inter-day 분석에서 정확성 및 상대표준편

차는 각각 97.23 ~ 100.14%, 0.26 ~ 1.15%인 것으로 나

타나 본 시험법의 정확성 및 정밀성을 확인 할 수 있었다

. 표준품 농도별 지표성분의 회수율은 92.38 ~ 104.11%의

범위였으며 분석오차 10% 이내로 측정되었다. 이는 본 연

구에서 수행된 HPLC 분석법이 참당귀 지상부 추출물의

지표성분인 decursin을 분석하고 표준화하는데 적합한 시

험법임을 의미한다.
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