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제조방법에 따른 당귀수산(當歸鬚散)의 성분분석 및 항염증 효과
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Abstract – Dangguisu-san (DGSS) is widely known traditional herbal medicinal formula in Korea for treatment of traumatic

injury by traffic accident, ecchymosis, abdominal distension and anti-thrombosis of blood. This study was conducted to develop

the simultaneous analyze method using high performance liquid chromatography (HPLC) and examine the effect of anti-inflam-

matory activity of DGSS-dry extract (DGSS-DE) and DGSS-mix extract powder (DGSS-MEP). Physicochemical charac-

teristics of DGSS-DE and DGSS-MEP showed that there is no significant difference in pH, titratable acidity, total soluble solid

content and browning degree except for color value (L, a, b). 15 functional constituents of DGSS were identified and the cor-

relation coefficient values of DGSS-DE and DGSS-MEP were conformed 0.950. Also, DGSS-DE and DGSS-MEP sig-

nificantly decreased the secretion of nitric oxide (NO), prostaglandin E
2 
(PGE

2
), interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 (IL-6) and

tumor necrosis factor-α (TNF-α) through inhibited expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS), cyclooxygenase-2

(COX-2), IL-1β, IL-6, and TNF-α. From these result, DGSS-MEP showed similar chemical composition and anti-inflammatory

effect to DGSS-DE. Therefore, DGSS-DE and DGSS-MEP may be useful as potential source of drug to prevent inflammation. 
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한약제제(韓藥製劑)란 동물·식물 또는 광물에서 채취된 것

으로서 주로 원형대로 건조·절단 또는 정제된 생약(生藥)을

한방 원리에 따라 배합하여 제조한 의약품을 의미한다(약사

법 제2조 제 5,6항).
1,2)

 한약제제는 제조방법에 따라 크게 두

가지로 나뉘어지며, 일반적인 탕제와 같이 구성약재들을 모

두 혼합하여 추출한 복합제제와 개별 한약재로부터 단미엑

스제를 제조한 다음 처방 비율에 따라 혼합한 혼합제제(혼

합단미엑스제)가 있다.
3)

 전통 한약 탕제의 경우 액상형태로

보관이 불편하고 약재가 가지는 고유의 향과 쓴 맛 등으로

인해 복용 편의성이 낮으며, 품질의 표준화·과학화·규격화

가 어렵다. 최근에는 이러한 단점들을 보완하기 위해 품질

표준화를 위한 성분프로파일 평가와 복용 편의성을 개선시

킨 과립제(granule), 정제(tablet), 캡슐제(capsule) 그리고 연

조엑스제(soft extract) 등과 같은 제형 개발 연구가 활발히

이루어지고 있으며, 제조방법에 따른 복합제제와 혼합제제의

성분 및 효능을 비교·분석하는 연구도 진행되고 있다.
4,5)

전통적으로 한약처방은 다양한 약재와 약리효능을 나타

내는 유효성분의 상호작용으로 여러 질환들의 예방 또는 치

료를 위해 사용되어왔다.
6,7)

 그 중에서도 당귀수산(當歸鬚散)

은 의학입문(醫學入門)에 처음 수록된 처방으로 당귀(Angelica

gigas), 적작약(Paeonia obovata), 오약(Linderastrichnifolia),

향부자(Cyperus rotundus), 소목(Caesalpina sappan),홍화

(Carthamus tinctorius), 도인(Prunus persica), 계피(Cinnamomum

cassia) 및 감초(Glycyrrhiza uralensis) 등 9종의 생약으로 구

성되어 있으며, 동의보감(東醫寶鑑)에서는 원기(元氣)와 혈

액(血液)의 순환을 도우며 어혈(瘀血)을 없애는 효능이 있어

타박이나 낙상 등으로 전신 또는 국소에 혈전(血栓)이나 혈

관울혈(血管鬱血)이 생겨 아프고 복부팽만감이 있을 때 사

용되어 왔다.
8,9)

 이러한 당귀수산은 타박상 등 외상으로 인
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한 피하혈종 개선,
10)

 항혈전,
11)

 뇌허혈 개선,
12)

 알레르기성

자반증(紫斑證) 개선,
13)

 혈관이완,
14)

 긴장형 두통 완화,
15)

 대

사성질환 예방
16)

 등의 효과가 보고되었으며, 특히 Bak 등
17)

은 lipopolysaccharide(LPS)로 활성화된 대식세포에서 당귀

수산 주정추출물이 염증매개물질인 nitric oxide(NO),

interleukin-1β(IL-1β), interleukin-6(IL-6) 및 tumor necrosis

factor-α(TNF-α) 등의 활성을 억제하는 것으로 보고하였다.

또한, Lyu 등
18)
의 연구에서는 LPS로 유도된 급성 폐 염증

마우스 모델에서 당귀수산이 항 염증 인자인 NF-E2-related

factor 2(Nrf2)를 활성화시킬 뿐만 아니라 염증인자인 nuclear

factor-κB(NF-κB)를 억제한다고 보고한 바 있다. 또한, 당귀

수산의 구성성분에 대한 연구로는 LC-MS/MS를 이용하여

당귀수산 건조엑스(복합제제) 17종 성분에 대한 함량 분석,
19)

LC를 이용하여 제조방법에 따른 당귀수산 물 및 70% 에탄

올추출물의 3종 성분 분석
20)
과 LC-MS를 이용하여 보관 조

건에 따른 당귀수산 전탕액의 3종 성분에 대한 비교 분석
21)

등 이 보고되었으나 제조방법에 따른 당귀수산 건조엑스(복

합제제)와 혼합단미엑스산(혼합제제)간의 화학적 유사도를

평가 할 수 있는 HPLC-PAD를 이용한 분석법 개발과 항염

증에 대한 연구는 아직 미흡한 실정이다. 

따라서 본 연구에서는 제조방법에 따른 당귀수산 건조엑

스(복합제제)와 혼합단미엑스산(혼합제제)의 성분 분석을 위

해 HPLC-PDA를 이용하여 15가지 유효성분을 분석 할 수

있는 동시분석법을 개발하였으며, LPS를 처리한 RAW 264.7

cell을 이용하여 nitric oxide(NO), prostaglandin E2(PGE2),

interleukin-1β(IL-1β), interleukin-6(IL-6), 및 tumor necrosis

factor-α(TNF-α)의 생성 그리고 inducible nitric oxide synthase

(iNOS), cyclooxygenase-2(COX-2)의 발현에 미치는 영향을

측정한 결과를 통해 당귀수산 건조엑스와 혼합단미엑스산

간의 구성성분 및 항염증에 대한 비교분석을 실시하였다.

재료 및 방법

실험재료 −본 연구에 사용된 당귀수산의 구성 한약재인

당귀, 소목, 오약, 적작약, 향부자, 홍화, 도인, 계피 및 감초

는 동일약업사(Daegu, Korea) 및 ㈜휴먼허브(Gyeongsan,

Korea)에서 구입하여 전문가(신전휘, 백초당한약방)의 감별

후 사용하였다. 각각의 구성 한약재들의 표본은 한국한의약

진흥원 한의기술R&D2팀의 한약재보관실에 보관하였다. 

시약 및 기기 −동시분석을 위한 15종의 표준물질

(Amygdalin, Safflomin A, Brazilin, Norisoboldine, Protosappanin

B, Albiflorin, Paeoniflorin, Liquiritin, Coumarin, Nodakenin,

Decursinol, Cinnamic acid, Glycyrrhizic acid, Decursin 및

Decursinol angelate) 및 시약은 Sigma-Aldrich사(St. Louis,

MO, USA)의 제품을 사용하였으며, 95% 이상의 순도를 가

지는 제품으로 사용하였다. 분석용매는 특급 또는 일급을

사용하였다. 세포 배양을 위해 fetal bovine serum(FBS),

Dulbecco’s modified eagle’s medium(DMEM), penicillin-

streptomycin, phosphate buffered saline(PBS)는 Hyclone(USA)

에서 구입하였다. 실험에 사용된 시약 중 lipopolysaccharide

(LPS), griess reagent, ethanol, chloroform은 Sigma-Aldrich(USA)

에서, MTS reagent와 agarose는 Promega(USA)에서, PGE2

및 TNF-α, IL-1β, IL-6에 대한 enzyme-linked immunosorbent

assay(ELISA) kit는 R&D System(USA)에서 구입하여 사용

하였다. 단백질 분석을 위해 사용한 1차 항체인 iNOS는 BD

Bioscience(USA)에서, COX-2는 cell signaling technology(USA)에

서, β-actin과 2차 항체인 goat anti-Mouse IgG-HRP는 Santa

Cruz(USA)에서 구입하였다. Total RNA extraction을 위해

사용한 RNAiso는 TaKaRa(Japan)에서, cDNA 합성과 PCR에

사용한 모든 시약은 Intron(Korea)에서 구입하여 사용하였다.

세포주 및 세포배양 −실험에 사용한 RAW 264.7(mouse

macrophage cell line) 세포주는 american type culture collection

(ATCC, USA)에서 구입하였고, 세포 배양을 위해 10% FBS,

1% penicillin-streptomycin을 첨가한 DMEM 배지를 사용하

여 37°C, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

당귀수산 전탕액 및 혼합단미연조엑스 제조 −복합제제

인 당귀수산 건조엑스(DGSS-DE)는 Table I과 같이 1회 분

량에 해당하는 무게로 각 약재를 칭량한 뒤 혼합하여 약재

중량의 10배에 해당하는 정제수를 넣고 100°C에서 3시간

동안 추출한 뒤 진공 건조하였다. 이때 DGSS-DE의 추출

수율은 19.41%로 나타났다. 혼합제제인 당귀수산 혼합단미

엑스산(DGSS-MEP)은 구성약재 별로 각각 칭량한 후 각 중

량의 10배에 해당하는 정제수를 넣고 100°C에서 3시간 동

안 개별 추출한 후 적정 농도로 농축한 뒤 진공건조하여 단

미건조엑스산을 얻었다(Table I). 건조된 각각의 단미건조엑

스산을 대한민국약전외 한약(생약) 규격집(KHP, The Korean

Herbal Pharmacopoeia) 기준에 따라 혼합하여 사용하였다. 

이화학적 품질특성 −제조방법에 따른 DGSS-DE와

DGSS-MEP의 이화학적 품질특성(pH, 산도, 당도, 색도 및

갈색도)을 측정하기에 앞서 Table I을 참고하여 DGSS-DE와

DGSS-MEP를 각각 1회 분량씩 취한 후 증류수를 가하여 8

mL로 정용한 다음 검액으로 사용하였다. pH는 각 시료를

증류수로 50배 희석한 후 3000 rpm에서 10분간 원심분리한

다음 상등액을 취하여 pH meter(Seven Easy, Mettler-toledo,

Switzerland)로 측정하였다. 산도는 pH 측정에 사용한 시료

와 동일한 시료를 비커에 취하여 0.005 N NaOH로 pH 8.2가

될 때까지 적정한 후 소요된 0.005 N NaOH의 양으로부터

DGSS-DE와 DGSS-MEP 100 g 당 acetic acid로 환산하여

나타내었다. 당도는 디지털 굴절계(RX-5000i, Atogo, Tokyo,

Japan)로 측정하여 °Brix로 나타내었으며, 색도는 증류수로

50배 희석한 다음, 색차계(CM3600D, Minolta, Japan)를 이

용하여 측정한 후 Hunter’s scale L(lightness), a(redness),
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b(yellowness) 값으로 표시하였다. 이때 사용된 표준 백색판

의 색도는 L=98.82, a=-0.02, b=0.01이었다. 갈색도는 증류

수로 200배 희석한 후 분광광도계(P-Class-P330, Implen,

Munich, Germany)를 이용하여 420 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 

동시분석조건 확립 − 15종의 표준물질을 각각 메탄올에

용해한 후 2 mg/mL의 농도로 조제하여 4°C에 보관하였고,

각 표준물질을 혼합하여 100 μg/mL 농도로 희석하여 표준

액으로 사용하였다. DGSS-DE와 DGSS-MEP를 각각 1회

분량씩 취한 후 50% 메탄올을 가하여 초음파추출기(Power

Sonic 420, 50/60 Hz, 700 W, Hwashin Instrument, Seoul,

Korea)에서 30분간 1회 추출한 다음, 여과지(Whatman No.2,

Maidstone, UK)로 여과한 후 50% 메탄올을 사용하여 35 mL

로 정용한 것을 검액으로 사용하였다. DGSS-DE와 DGSS-

MEP의 15종 유효성분을 분석하기위한 동시분석 조건은

Table III과 같이 설정하였다. 이동상은 H2O과 acetonitrile을

사용하였으며, 분리능을 높이기 위해 각 용매에 0.05% H3PO4

를 첨가하였고, 기울기용리조건으로 흘려주었다. 칼럼은 YMC-

Triart C18(5 μm, 4.6×250 mm, Kyoto, Japan)을 사용하였으

며, 칼럼온도는 37°C, 유속은 1.0 mL/min, 주입량은 20 μL,

검출파장은 230 nm으로 설정하였다.

시료 조제 −효능 실험을 위하여 DGSS-DE와 DGSS-

MEP를 각각 100 mg씩 정확히 취한 후 50% DMSO를 첨

가하여 1 mL로 정용한 다음 0.2 μm membrane 여과 후 사

용하였다.

세포독성평가 − RAW 264.7 세포에 대한 시료의 처리 농

도를 결정하기 위해 MTS(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium,

inner salt, Promega, USA)assay를 실시하였다. RAW 264.7 세

포를 96 well plate에 1×10
4
 cells/well로 분주하고, DGSS-DE와

DGSS-MEP를 농도별(0, 15.625, 31.25, 62.5, 125, 250 μg/mL)

로 처리한 다음 37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양

하였다. 그 후 MTS reagent를 20 μL씩 첨가하여 4시간 동

안 반응시켜 microplate reader(Tecan sunrise)를 이용하여

490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군은 시료를 처리하

지 않은 배양액으로 세포 생존율은 다음과 같이 계산하였다. 

[Cell viability(%) = 100 × (treated sample/Non-treated sample)]

Nitric oxide(NO) 생성량 측정 −DGSS-DE와 DGSS-MEP의

염증억제효과를 확인하기 위해 NO량을 측정하였다. RAW

264.7 세포를 12 well plate에 1×10
5
 cells/mL 로 분주하고 DGSS-

DE와 DGSS-MEP를 각각 50, 100, 200 μg/mL 농도로 처

리한 다음 LPS를 1 μg/mL로 처리하여 24시간 동안 배양하

였다. 배양액 내의 nitrite 농도를 측정하기 위해 배양액 100

μL에 동량의 griess reagent(Sigma, USA)를 넣고 10분간 반

응시킨 후 microplate reader를 이용하여 570 nm에서 흡광

도를 측정하였다. sodium nitrite의 standard curve를 이용하

여 배양액 내의 NO 농도를 계산하였으며, 양성 대조군으로

dexamethasone(DEX)을 사용하였다.

효소 결합면역측정법(ELISA)에 따른 cytokine 측정 −

DGSS-DE와 DGSS-MEP가 염증매개물질의 생성에 미치는

영향을 확인하기위해 ELISA(Enzyme-linked immunosorbent

assay)법을 수행하였다. RAW 264.7 세포를 12 well plate에

1×10
5
 cells/mL 로 분주하고 DGSS-DE와 DGSS-MEP를 각

각 50, 100, 200 μg/mL 농도로 처리한 후 LPS를 1 μg/mL로

처리하여 24시간 동안 배양하였다. 그 후 배양액을 취하여

적절한 농도로 희석한 다음 PGE2, TNF-α, IL-6 및 IL-1β의

농도를 manufacture’s protocol에 따라 ELISA kit를 이용하

여 측정하였다. 각 cytokine의 농도는 standard curve와 비교

하여 계산하였으며, 양성대조군으로 DEX를 사용하였다.

역전사 중합효소 연쇄반응법(RT-PCR)에 따른 염증성

cytokine의 유전자 발현 측정 − DGSS-DE와 DGSS-MEP가

Table I. Composition and yields of Dangguisusan-dry extracts (DGSS-DE) and Dangguisusan-mix extract powder (DGSS-MEP)

Herbal name Amount (g)
Yield (%) Extract (g, dry weight)

DGSS-DE DGSS-MEP DGSS-DE DGSS-MEP

Angelicae Gigantis Radix 1.88

19.41

23.00

1.97

0.43

Paeoniae Radix Rubra 1.25 17.00 0.21

Linderae Radix 1.25 4.90 0.06

Cyperi Rhizoma 1.25 19.80 0.25

Caesalpiniae Lignum 1.25 3.00 0.04

Carthami Flos 1.00 23.60 0.24

Persicae Semen 0.88 18.00 0.16

Cinnamon Bark 0.75 3.20 0.02

Glycyrrhizae Radix et Rhizoma 0.63 16.90 0.11

Total amount (g, single dose) 10.14 - - 1.97 1.52
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mRNA의 발현에 미치는 영향을 확인하기 위해 RT-PCR(reverse

transcription polymerase chain reaction)을 수행하였다. RAW

264.7 세포를 12 well plate에 1×10
5
 cells/mL로 분주하고

DGSS-DE와 DGSS-MEP를 50, 100, 200 μg/mL 농도로 처

리한 다음 LPS를 처리하여 6시간 배양한 세포를 수거한 후

RNAiso reagent를 이용해 total RNA를 분리하였다. Total

RNA는 Maxime RT PreMix Kit(iNtRON, Korea)를 이용하

여 cDNA를 합성하였고, 유전자 증폭을 위해 특정 primer를

넣고 각 primer에 따른 PCR조건에 따라 실시하였다. 이때

iNOS(F:5'-CCTCCTCCACCCTACCAAGT-3', R: 5'-CACC

CAAAGTGCTTCAGTCA-3')와 IL-6(F:5'-CCGGAGAGGAGA-

CTTCACAG-3', R: 5'-GGAAATTGGGGTAGGAAGGA-3')

그리고 TNF-α(F:5'-GGCAGGTCTACT TTGGAGTC-3', R:

5'-ACATTCGAGGCTCCAGTGAATTCGG-3')는 94°C에서

30초, 60°C에서 30초, 72°C에서 30초 동안 30 cycle로 반응시

켰고, COX-2(F: 5'-GAGGCCACTGATACCTATTG-3', R:

5'-ACAAAGAAGGGTTCCCAATT-3')와 GAPDH(F:5’-CAACT-

CCCACTCTTCCACCT-3', R:5'-CTTGCTCAGTGTCCTT

GCTG-3')는 94°C에서 30초, 58°C에서 30초, 72°C에서 30초

동안 30 cycle로 반응시켰으며, IL-1β(F: 5'-CATTAGA-

CAACTGCACTACA-3’, R: 5'-TCATTA CACAGGACAGGTAT-

3')는 94°C에서 30초, 52°C에서 20초, 72°C에서 30초 동안

30 cycle로 반응시켰다. 각 DNA는 1.5% agarose gel에 전

기영동시킨 후 UV 검출기로 확인하였다.

Western blotting에 따른 iNOS, COX-2 단백질 발현

측정 −DGSS-DE와 DGSS-MEP로 처리한 RAW 264.7 세포를

PBS로 두 번 세척한 후 protease & phosphatase inhibitor

cocktail을 함유한 lysis buffer(50 mM Tris-HCl, 250 mM

NaCl, 5% glycerol, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 1 mM EDTA,

2 mM DTT)로 부유시킨 후 10분 동안 ice에 방치시킨 다

음, 4°C에서 13,000 rpm으로 20분 동안 원심분리 하였다.

상층액을 따로 분리한 후 BCA protein assay kit(Thermo,

USA)를 사용하여 단백질을 정량하였고, 20~30 μg의 lysate를

4~12% gel을 사용하여 SDS-PAGE system으로 분리하였다.

이를 PVDF(polyvinylidene fluoride) membrane(Millipore,

Germany)에 100 V로 1시간 동안 transfer한 후, blocking을

5% BSA가 함유된 1×PBS-T(1×PBS, 0.1%Tween-20) 용액

으로 상온에서 1시간 동안 실시하였다. iNOS, COX-2, β-

actin 등 primary antibody는 4°C에서 overnight 반응 시킨 후,

1×PBS-T로 세 번 세척하고, secondary antibody는 실온에서

2시간 동안 반응시킨 후 1×PBS-T로 세 번 세척하고

enhanced chemiluminescence(ECL, Thermo Scientific, USA)로

발색시킨 후 ChemiDoc-It imaging system(UVP, Canada)로

감광하였다.

통계처리 −모든 실험결과는 3회이상 반복 실험한 결과의

평균±표준편차로 나타내었으며, 통계적 유의성 검사는 one

way ANOVA test를 실시한 후 T-test로 사후 검증하였다. p-

value가 0.05 미만일 때만 통계적 유의성이 있는 것으로 판

단하였다.

결과 및 고찰

이화학적 품질특성 −복합추출방식으로 제조된 DGSS-DE

와 개별로 추출된 단미건조엑스산을 혼합하여 만든 DGSS-

MEP의 이화학적 품질 특성을 살펴보기 위해 pH, 산도, 당

도, 색도 및 갈색도를 측정한 결과는 Table II와 같다. DGSS-

DE와 DGSS-MEP의 pH는 각각 5.22±0.01, 5.29±0.06, 산도는

각각 0.70±0.01, 0.69±0.01%, 당도는 각각 19.86±0.18,

19.54±0.31°Brix 그리고 갈색도는 각각 0.60±0.01, 0.58±0.01

로 나타났으며, 제조방법에 따른 DGSS-DE와 DGSS-MEP

간의 pH, 산도, 당도 및 갈색도는 유의적인 차이가 없음을

확인하였다. 반면, DGSS-DE와 DGSS-MEP의 색도를 조사

한 결과, 각각 L(lightness)값은 82.01±0.49, 87.92±0.35,

a(redness)값은 -0.07±0.05, -5.44±0.04, b(yellowness)값은

66.77±0.28, 64.56±0.32로 유의적인 차이를 보였다. 이러한

결과를 통해 제조방법에 따른 DGSS-DE와 DGSS-MEP의

이화학적 품질 특성을 확인함으로써 당귀수산의 제형개발

및 품질 검사 기초자료로 활용 될 수 있을 것으로 기대된다. 

동시분석 − HPLC-PDA를 이용하여 용매의 구성 및 검출

파장에 대한 분석 조건을 검토하여 당귀수산을 구성하는 9

종의 한약재 중 감초의 glycyrrhizic acid 및 liquiritin, 육계의

coumarin 및 cinnamic acid, 도인의 amygdalin, 소목의 brazilin

Table II. Physicochemical characteristics of DGSS-DE and DGSS-MEP

Samples

Physicochemical characteristics

pH TA
1) 

(%)
TSSC

2)

(°Brix)

Color value Browning degree

(AU)L a b

DGSS-DE 5.22±0.01 0.70±0.01 19.86±0.18 82.01±0.49 -0.07±0.05 66.77±0.28 0.60±0.01

DGSS-MEP 5.29±0.06 0.69±0.01 19.54±0.31 87.92±0.35
**

-5.44±0.04
***

64.56±0.32
**

0.58±0.01

Values are mean±S.D(n=3).
**

p<0.01, 
***

p<0.001 vs DGSS-DE.
1)

TA : titratable acidity (%) as acetic acid.
2)

SSC : total soluble solid content (°Brix).
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및 protosappanin B, 오약의 norisoboldine, 작약의 paeoniflorin

및 albiflorin, 홍화의 safflomin A, 당귀의 nodakenin, decursinol,

decursin 및 decursinol angelate 등 15종 표준물질에 대한 동

시분석 조건을 확립하였다(Table III). 0.05% phosphoric

acid가 함유된 water와 acetonitrile을 이용하여 시간에 따라

용매 조성을 변화시키는 기울기 용리법으로 피크 분리능을

향상시켰으며, 각 표준물질의 농도와 UV spectrum 확인을

통해 전반적으로 가장 적절한 230 nm로 검출 파장을 설정

하였다. 확립된 분석조건으로 DGSS-DE와 DGSS-MEP를

동시분석한 결과, amygdalin, safflomin A, brazilin, norisoboldine,

protosappanin B, albiflorin, paeoniflorin, liquiritin, coumarin,

nodakenin, decursinol, cinnamic acid, glycyrrhizic acid, decursin

및 decursinol angelate 순으로 검출되었으며, 시료 내 다른

성분들에 의해 간섭 받지 않으면서 효과적으로 분리됨을 확

인하였다(Fig. 1). 

성분 비교분석 −복합제제인 DGSS-DE와 혼합제제인

DGSS-MEP 간의 15가지 유효성분에 대한 비교분석을 하기

위해 HPLC-PDA를 이용하여 동등상관계수를 측정한 결과는

Table IV와 같다. 동시분석을 통해 측정된 DGSS-D와

DGSS-SE에 함유된 15종 유효성분의 평균 peak area 값은

각각 amygdalin(1147.198, 1146.834), safflomin A(254.693,

1788.056), brazilin(8465.368, 8619.559), norisoboldine

(726.289, 1265.078), protosappanin B(5914.526, 5739.948),

albiflorin(8115.237, 5324.874) paeoniflorin(7755.243, 5541.650),

liquiritin(890.616, 904.340), coumarin(2365.193, 1981.957),

nodakenin(4526.612, 3095.808), decursinol(231.935, 314.073),

cinnamic acid(254.806, 206.595), glycyrrhizic acid(1116.497,

1320.111), decursin(5076.311, 4503.031) 및 decursinol angelate

(1597.715, 1463.105)으로 나타났으며, 그 결과 동등상관계

수는 0.950으로 DGSS-DE와 DGSS-MEP가 95%이상 화학

적으로 동등하다는 것을 확인하였다. 이는 Lee 등
4)
의 연구

에서 황련해독탕 정제(혼합제제)와 전탕액(복합제제)의 화

학적 동등성이 0.972로 나온 결과와 유사하게 나타났다. 이

러한 결과를 통해 제조방법에 따른 DGSS-DE와 DGSS-MEP

간의 유효성분에 대한 동등성을 확인함으로써 한약제제 품

질 표준화 기초자료로 활용될 수 있을 것으로 기대된다. 

세포독성 평가 −RAW 264.7 대식세포에 대한 DGSS-DE와

DGSS-MEP의 세포독성을 확인하기 위해 농도별로 처리한

결과, 두 시료 모두 250 μg/mL 농도까지 독성이 없는 것으로

나타났다. 따라서 본 실험에서는 유효 활성을 나타내는 250

μg/mL 이하의 농도를 실험 농도로 결정하여 실험을 진행하

였다(Fig. 2).

NO 생성과 iNOS 발현 억제 효능 비교 − NO는 다양한

외부 자극으로부터 대식세포가 활성화되어 생성되는 염증

매개물질의 일종으로 iNOS에 의해 과량 생성되며 염증반

응을 촉진시켜 심혈관계 질환, 당뇨, 종양 등의 다양한 염

증성 질환을 야기하는 것으로 알려져 있다.
22)

 LPS 자극에

의해 염증반응이 유도된 RAW 264.7 대식세포에서 DGSS-

Table III. HPLC condition for qualitative analysis of functional constituents in DGSS-DE and DGSS-MEP

Parameters Conditions

HPLC Agilent 1260 infinity HPLC system equipped photodiode array detector and autosampler

Analytical Column YMC-Triart C18 column (5 μm, 4.6×250 mm)

Column temperature 37°C

Flow rate 1.0 mL/min

Injection volume 20 μL

UV detection 230 nm

Gradient elution

Time (min) 0.05% H3PO4 in water 0.05% H3PO4 in Acetonitrile

0 91.5 8.5

25 91.1 8.9

50 90.2 9.8

52 87.6 12.4

82 85.5 14.5

84 82.0 18.0

105 79.0 21.0

110 60.0 40.0

125 30.0 70.0

130 91.5 8.5

135 91.5 8.5
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DE와 DGSS-MEP가 NO 생성과 iNOS 발현에 미치는 영향

을 확인한 결과는 Fig. 3과 같다. LPS만 처리한 군과 비교

하였을 때, DGSS-DE와 DGSS-MEP는 NO 생성을 농도의

존적으로 억제하였으며(p<0.001), 200 μg/mL에서 DGSS-D

와 DGSS-SE의 NO 생성율은 각각 37.38%, 37.38%로 동일

하게 나타났다. 이는 양성대조군인 DEX를 20 μM의 농도

로 처리한 군에서 42.40%의 NO 생성율을 보인 것과 비교

했을 때 DGSS-DE와 DGSS-MEP가 DEX보다 NO 생성을

억제하는 효능이 우수하다는 것을 알 수 있다(Fig. 3A). 또

한, DGSS-DE와 DGSS-MEP가 NO를 생성하는 iNOS의 단

백질과 mRNA 발현을 농도의존적으로 억제하였고, DEX와

유사하게 iNOS 발현을 억제하는 것으로 나타났다(Fig. 3B).

Jeong 등
23)
은 iNOS 발현 억제가 NO 생성 억제에 영향을

미친다고 보고하였으며 본 연구에서도 유사한 경향을 보였

Fig. 1. HPLC chromatograms of standard mixtures (A), dry extract (B) and mix extract powder (C) of DGSS. 1, Amygdalin; 2,

Safflomin A; 3, Brazilin; 4, Norisoboldine; 5, Protosappanin B; 6, Albiflorin; 7, Paeoniflorin; 8, Liquiritin; 9, Coumarin; 10, Noda-

kenin; 11, Decursinol; 12, Cinnamic acid; 13, Glycyrrhizic acid; 14, Decursin; 15, Decursinol angelate
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다. 이러한 결과를 통해 DGSS-DE와 DGSS-MEP가 염증반

응을 개선시키는 한약제제로 사용될 수 있음을 시사하고 있다.

PGE
2
 생성과 COX-2 발현 억제 효능 비교 − COX는

arachidonic acid를 prostaglandin로 전환하는 효소로 COX-

1과 COX-2로 나뉜다. COX-1은 정상 세포에서 정상적인 생

체기능을 하는 반면, COX-2는 염증반응 부위에서 발현되

며 염증매개물질인 PGE2 생성을 촉진시켜 통증, 발열 등을

포함한 염증 반응에 관여한다.
24) 

LPS 자극에 의해 염증반응

이 유도된 RAW 264.7 세포에서 DGSS-DE와 DGSS-MEP

가
 
PGE2 생성 및 COX-2 발현에 미치는 영향을 알아본 결

과, LPS만 처리한 군과 비교했을 때 DGSS-DE와 DGSS-

MEP가
 
PGE2 생성 및 COX-2 발현을 유의적으로 억제함을

확인하였다(Fig. 4). 200 μg/mL의 처리 농도에서 DGSS-DE

와 DGSS-MEP의 PGE2 생성율은 각각 35.90%, 28.13%로

양성대조군인 DEX(28.46%, 20 μM)와 유사한 PGE2 억제

효과를 보였다(Fig. 4A). 또한, PGE2 합성 효소인 COX-2의

단백질과 mRNA 발현에서도 DGSS-DE와 DGSS-MEP가

DEX와 유사하게 억제하는 것을 확인하였다(Fig. 4B). 이러

한 결과를 통해 DGSS-DE와 DGSS-MEP가 활성화된 대식

세포에서 PGE2 생성 및 COX-2 발현을 감소시킨다는 것을

확인함으로써 당귀수산이 염증질환의 예방과 치료에 사용

될 수 있을 것이라 사료된다. 

염증성 cytokine 생성과 유전자 발현 억제 효능 비교 −

Cytokine은 저분자량의 비구조 단백질로써 염증 및 면역 반

응에 복합적으로 작용한다.
25)

 TNF-α, IL-1β 및 IL-6와 같은

전염증성 cytokine은 활성화된 면역세포에서 주로 생성되며,

대식세포를 활성화시켜 신경퇴행성 질환, 골관절염 등의 염

Fig. 2. Cell viability of DGSS-DE and DGSS-MEP on LPS-

stimulated RAW 264.7 cells. The macrophages were treated with

various concentration (0, 15.625, 31.25, 62.5, 125, 250 μg/mL)

of DGSS-DE and DGSS-MEP for 24 hrs. The results were

expressed as the mean±S.D. from the two independent exper-

iments. *p < 0.05 and **p < 0.01 indicates significant difference

from the DGSS-DE and DGSS-MEP. n.s. show not significant

from the DGSS-DE and DGSS-MEP.

Table IV. Comparison of equivalence of 15 compounds of DGSS by extraction method

Compound
DGSS-DE DGSS-MEP

Area (×10
4
) STDV

1)
 (%) RSD

2)
 (%) Area (×10

4
) STDV (%) RSD (%)

Amygdalin 1147.198 4.433 0.386 1146.834 33.896 2.956

Safflomin A 254.693 4.827 1.895 1788.056 60.540 3.386

Brazilin 8465.368 189.076 2.234 8619.559 297.053 3.446

Norisoboldine 726.289 5.522 0.760 1265.078 22.684 1.793

Protosappanin B 5914.526 44.073 0.745 5739.948 13.398 3.386

Albiflorin 8115.237 67.425 0.831 5324.874 48.231 3.446

Paeoniflorin 7755.248 10.228 0.132 5541.650 175.092 3.160

Liquiritin 890.616 6.202 0.696 904.340 15.909 1.759

Coumarin 2365.193 56.055 2.370 1981.957 31.340 1.581

Nodakenin 4526.612 96.667 2.136 3095.808 12.785 0.413

Decursinol 231.935 4.764 2.054 314.073 6.919 2.203

Cinnamic acid 254.806 6.522 2.560 206.595 8.025 3.884

Glycyrrhizic acid 1116.497 0.561 0.050 1320.111 38.998 2.954

Decursin 5076.311 4.191 0.083 4503.031 12.975 0.288

Decursinol angelate 1597.715 1.844 0.115 1463.105 2.143 0.146

Correlation coefficient 0.950

Each value is presented as mean (n=5).
1)

STDV: Standard deviation.
2)

RSD: Relative standard deviation.
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증성 질환을 유발시킬 수 있다.
26-29)

 Fig. 5에서 보는 것과

같이 DGSS-DE와 DGSS-MEP가 LPS만 처리한 군에 비해

염증성 cytokine의 생성 및 유전자 발현을 유의하게 감소시

키는 것을 확인할 수 있었다. IL-1β와 IL-6의 경우 DGSS-

DE와 DGSS-MEP를 200 μg/mL의 농도로 처리했을 때 생

성량이 각각 71.63%, 77.82%와 36.00%, 35.33%로 양성대

조군인 DEX(89.43%, 44.00%, 20 μM)보다 강한 억제 효과를

보였고, mRNA 발현 억제효과는 DEX와 유사하게 나타났

다(Fig. 5B, C, D). 한편, TNF-α의 경우 DGSS-DE(47.60%,

200 μg/mL)는 DEX(47.47%, 20 μM)와 유사한 TNF-α 억제 효

능을 보인 반면, DGSS-MEP(63.81%, 200 μg/mL)는 DEX

보다 낮은 억제 효능을 보였다. mRNA 발현 억제 효능은

DGSS-DE와 DGSS-MEP가 DEX와 유사하게 나타났다(Fig.

5A, D). 이는 황금작약탕 및 가미소요산 전탕액(복합제제)

과 정제(혼합제제)의 염증성 cytokine 생성과 유전자 발현

억제효과를 측정한 Kim 등
30)

 및 Choi 등
3)
의 연구결과와 유

사하게 나타났다. 이러한 결과로부터 DGSS-DE와 DGSS-

MEP가 과도한 면역반응에 의해 생성되는 전염증성 cytokine

및 유전자 발현을 억제하여 세포 및 조직 손상을 예방할 뿐

만 염증반응을 억제시키는 우수한 한약제제라고 판단되며,

향후 당귀수산을 이용한 제품 및 제형 개발 연구 등에 기초

자료로 활용 할 수 있을 것이라 기대된다. 

결 론

본 연구에서는 제조방법에 따른 당귀수산의 성분 및 효

능을 비교 분석하기 위해 복합제제인 당귀수산 건조엑스

(DGSS-DE)과 혼합제제인 당귀수산 혼합단미엑스산

(DGSS-MEP)의 이화학적 품질 특성, 화학적 유사도(동등

성 상관계수) 및 항염증 효능을 측정하였으며, 결과는 다

음과 같다. 우선, DGSS-DE와 DGSS-MEP의 이화학적 품

질 특성을 측정한 결과, 색도(L, a, b)를 제외한 pH, 산도,

당도 및 갈색도는 DGSS-DE와 DGSS-MEP 간에 유의적

인 차이가 없음을 확인하였다. 다음, DGSS-DE와 DGSS-

MEP의 구성성분에 대한 화학적 유사도를 확인하기 위해

HPLC를 이용하여 15가지 유효성분인 amygdalin,

Fig. 3. Inhibitory effect of DGSS-DE and DGSS-MEP on NO

production (A), iNOS protein and mRNA expression (B) in

LPS-stimulated RAW264.7 cells. (A) Cells were treated with

various concentrations (50, 100, 200 μg/mL) of DGSS-DE and

DGSS-MEP for 1hr and then incubated with LPS (1 μg/mL)

for 24 hr. The results were expressed as the mean±S.D. from

the three independent experiments. ***p < 0.001 indicates sig-

nificant difference from LPS. 
###

p < 0.001 indicates significant

difference from DGSS-DE and DGSS-MEP. n.s. show not signif-

icant from the DGSS-DE and DGSS-MEP. (B) For immunoblot

and RT-PCR, cells were pretreated with various concentrations

of DGSS-DE and DGSS-MEP for 1hr, and then incubated with

LPS (1 μg/mL) for 24 hr and 6 hr, respectively.

Fig. 4. Inhibitory effect of DGSS-DE and DGSS-MEP on PGE2

production (A), COX-2 protein and mRNA expression (B) in

LPS-stimulated RAW264.7 cells. (A) Cells were treated with

various concentrations (50, 100, 200 μg/mL) of DGSS-DE and

DGSS-MEP for 1hr, and then incubated with LPS (1 μg/mL)

for 24 hrs. The results were expressed as the mean±S.D. from

the three independent experiments. *p < 0.05 indicates signif-

icant difference from LPS. n.s. show not significant from the

DGSS-DE and DGSS-MEP. (B) For immunoblot and RT-

PCR, cells were treated with various concentrations of DGSS-

DE and DGSS-MEP for 1hr, and then incubated with LPS (1

μg/mL) for 24 hr and 6 hr, respectively.
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safflomin A, brazilin, norisoboldine, protosappanin B,

albiflorin, paeoniflorin, liquiritin, coumarin, nodakenin,

decursinol, cinnamic acid, glycyrrhizic acid, decursin 및

decursinol angelate를 동시에 분석할 수 있는 분석법을 개

발한 다음, 대응하는 각 피크 면적을 통하여 동등성 상관

계수를 측정한 결과 0.950으로 시료 간 화학적으로 매우

유사함을 확인하였다. 마지막으로, LPS 자극에 의해 염증

이 유도된 RAW 264.7 대식세포에 DGSS-DE와 DGSS-

MEP를 처리하여 항염증 활성을 평가한 결과, 염증매개물

질인 NO, PGE2와 전염증성 사이토카인인 TNF-α, IL-1β

및 IL-6의 생성이 현저히 감소되었으며, iNOS와 COX-2

의 단백질과 유전자 발현 및 TNF-α, IL-1β 그리고 IL-6

의 유전자 발현이 억제되었다.

이상의 결과를 종합하여 볼 때, 제조방법에 따른 DGSS-

DE와 DGSS-MEP의 구성성분과 효능의 비교·분석 결과는

당귀수산의 품질향상을 위한 품질관리법 개발 및 제형개발

연구 등에 활용될 수 있을 것으로 기대된다.
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