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UHPLC를 이용한 새로운 한약제제 HPL-1의 품질관리법 개발
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ABSTRACT

Objectives : HPL-1, a novel herbal medicine which is composed of five herbs such as Kalopanacis Cortex, 

Chaenomelis Fructus, Raphani Semen, Atractylodis Rhizoma and Pulvis Aconiti Tuberis Purificatum, was 

developed for treatment of osteoarthritis. This study is aimed to develop analytical method for consistent quality 

control of HPL-1 and validate chromatographic method.

Methods : Chromatographic analysis was performed using ultra-high performance liquid chromatography -

diode array detector (UHPLC-DAD) equipped with RP-amide column, column oven, and auto sampler. Marker 

compounds [protocatechuic acid, chlorogenic acid, liriodendrin, 3,5-dicaffeoylquinic acid, β-D-(3-O-sinapoyl)-

fructofuranosyl-α-D-(6-O-sinapoyl)glucopyranoside and benzoylmesaconine] were separated by step gradient 

elution of acetonitrile and 0.1% phosphoric acid/water. The method validation was evaluated by quantitative 

validation parameters of linearity, accuracy, precision, limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) 

according to KFDA guideline.

Results : An optimized method for six marker compounds in HPL-1 was established by UHPLC-DAD. The correlation 

coefficient (R2) with each calibration curve was greater than 0.99. The LOD and LOQ were within the range of 

0.008-0.090 and 0.023-0.274 µg/mL, respectively. The relative standard deviation (RSD) of intra- and inter-day 

variability were less than 4.0%. The result of recovery test was range from 93.3-106.3% with RSD < 4.0%.

Conclusions : These results suggest that the quantitative UHPLC method is precise, accurate, effective for 

quality evaluation of HPL-1. The method may also contribute to improve quality of crude drug preparations 

used for treatment of various diseases.
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서 론1)

의료기술의 발달과 생활수준의 향상 등으로 인하여 평균수

명이 증가되어 2026년에는 우리나라의 65세 이상 노인인구가 

전체 인구 비중의 20%정도 달할 것으로 전망되고 있다1). 고

령화 사회로 접어들면서 치매, 중풍, 골관절염과 같은 노인성 

질환의 발생이 증가되어 사회적 문제로 인식되고 있으며, 특

히 골관절염(osteoarthritis)은 관절의 노쇠로 인하여 연골이 

파괴되어 심한 통증과 관절의 경직을 유발키고 삶의 질을 떨

어뜨리는 대표성 질환으로 외과적 수술, 약물요법 등으로 치

료가 행해지고 있으나2) 수술 후에 강직, 강염 등이 발생하고 

치료를 위한 비스테로이드성 소염제, 스테로이드성 제제, 항

류마티스 조절제 등은 위장관 관련, 면역체계 교란 등의 부작

용을 나타내는 것으로 알려져 있다3,4). 이에 합성의약품에서 

나타나는 부작용을 최소화하면서 장기간 복용하여도 안전성과 

유효성을 기대할 수 있는 천연물을 소재로 선택하여 골관절염 

치료제를 개발하였다. HPL-1은 급성 골관절염 동물모델에서 
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골관절염 치료제로 사용되는 셀레콕시브(celecoxib)보다 진통 

및 소염효과가 우수한 복합한약제제로5) 신경통 및 관절염 치

료에 사용한 海桐皮(Kalopanacis Cortex), 비위(脾胃)를 조

화시키며 습(濕)을 제거하는 木瓜(Chaenomelis Fructus), 신

장의 양기(陽氣)를 보하는 精製附子(Pulvis Aconiti Tuberis 

Purificatum), 기(氣)를 통하게 하고 체한 것을 내려가게 하

는 萊菔子(Raphani Semen), 건위(健胃)작용을 하는 蒼朮

(Atractylodis Rhizoma) 등6) 5가지 한약재로 구성되어 있

다. 본 연구에서는 HPL-1 한약제제의 일관된 약효를 기대할 

수 있는 품질평가법을 개발하고자 제제를 구성하는 한약재마

다 지표성분을 설정하여 UHPLC(ultra-high performance 

liquid chromatography)를 통한 분석법을 확립하고자 하였

으며 분석법 밸리데이션을 실시하여 타당성을 확보하는 동시

에 천연물 추출물을 소재로 개발된 의약품의 품질관리를 위한 

방법을 제시하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 시약

분석시험에 사용한 MeOH, MeCN 및 H2O는 Burdik & 

Jackson(Muskegon, MI, USA)사의 HPLC급 용매를 사용

하였고 protocatechuic acid(1), chlorogenic acid(2), 및 

3,5- dicaffeoylquinic acid(4)는 Sigma-Aldrich(St. Louis, 

MO, USA)사, benzoylmesaconine(6)은 Chromadex(Irvine, 

CA, USA)사에서 구입하였으며 lirodendrin(3)은 충남대학교 

약학대학 김영호 교수로부터 공급받아 사용하였다. β-D-

(3-O- sinapoyl)fructofuranosyl-α-D-(6-O-sinapoyl)

glucopyranoside (5)는 萊菔子 메탄올 추출물을 ODS column 

chromatography(이동상; MeOH : H2O = 50 : 50)와 silica gel 

column chromatography (이동상 ; CHCl3 : MeOH : H2O = 73

: 27 : 10, 하층)를 실시하여 화합물을 정제하였으며 화합물

의 화학적 구조는 문헌7)과 비교하여 동정한 후 지표성분으

로 사용하였다. 지표성분으로 사용된 화합물의 화학적 구

조는 Figure 1과 같다.

Fig. 1. Chemical structures of six marker compounds (1-6).

2. 분석기기 및 조건

HPL-1 제제분석을 위하여 Agilent(Santa clara, CA, USA)

사의 auto sampler, column oven 및 diode array detector가 

장착된 UHPLC 1290 infinity 모델을 사용하였으며 Advanced 

materials technology(Wilmington, DE, USA)사의 Halo 

RP-amide(2.7 µm, 4.6 × 150 mm) 컬럼을 사용하였다. 

지표성분 1-5의 UHPLC 분석조건은 유속 1.3 mL/min, 주입량 

4 µL, 검출파장 210 nm, 컬럼온도 45℃이었으며, 이동상은 

(A)0.1% H3PO4, (B)MeCN의 용매를 사용하여 (A)96-95%

; 0-7분, 95-94% ; 7-16 분, 94-90% ; 16-17분, 90-86%

; 17-30분, 86-80% ; 30-42분, 80% ; 42-45분으로 분석하

였다. 지표성분 6은 유속 1.5 mL/min, 주입량 4 µL, 검출

파장 230 nm, 컬럼온도 45℃이었으며, 이동상은 지표성분 

1-5의 분석에 사용한 동일한 용매로 (A)95-88% ; 0-4

분, 88% ; 4-10분, 88-80% ; 10-25분으로 설정하였다.

3. HPL-1의 제조

HPL-1을 구성하는 5가지 한약재 중 海桐皮(Kalopanacis 

Cortex), 木瓜(Chaenomelis Fructus), 精製附子(Pulvis Aconiti 

Tuberis Purificatum) 3가지 한약재는 4(400 g) : 4(400 g)

: 1 (100 g)의 중량비로 혼합하여 50%EtOH로 추출하였으

며, 나머지 萊菔子(Raphani Semen)와 蒼朮(Atractylodis 

Rhizoma)은 2(200 g) : 1(100 g)의 중량비로 혼합하여 물

로 추출하였다. 각 추출물은 25 µm 필터로 여과하여 섞은 

후 60℃ 이하에서 감압농축하여 HPL-1 건조엑스를 제조

하였으며 분석시료는 (유)한풍제약(Jeonju, Korea)으로부

터 공급받아 시험에 사용하였다.

4. 분석시료 및 표준액의 제조

HPL-1 제제와 지표성분 1-5는 50% MeOH을 사용하여 

각각 20 mg/mL, 1 mg/mL의 농도가 되도록 만들고 초음파

를 이용하여 60분간 추출한 후 0.45 µm PTFE membrane 

필터를 이용하여 여과하였으며, 지표성분 6의 분석은 HPL-1 

제제 15 g을 3% 암모니아수로 50℃에서 60분간 초음파 추

출한 후 CH2Cl2로 분획하여 감압 농축한 후 5 mg/mL

(MeOH)로 만들어 분석에 사용하였다. 표준품으로 사용한 

1-6은 5가지 농도로 희석하여 분석에 사용하였다.

5. 분석법 검증(Method validation)

HPL-1 제제분석법의 타당성을 검토하기 위하여 식품의약

품안전처의 '생약/한약제제의 성분 프로파일 설정 가이드라인'에 

따라 지표성분(1-6)의 5가지 농도구간으로부터 작성된 검량

식의 상관계수(R2)로 직선성(linearity)을 검증하였고, 분석대

상물질과 표준품의 UV 스펙트럼을 비교하여 특이성(specificity)

을 평가하였다. 정밀성(precision)은 직선성 범위 내 3가지 

농도에서 일내(intra day) 및 일간(inter day) 함량변화를 측

정하여 상대표준편차(RSD%)로 계산하여 평가하였으며, 정확성

(accuracy)은 시료에 3가지 농도를 첨가하여 회수율(recovery)

로 평가하였다. 검출한계(limit of detection, LOD)와 정량한계

(limit of quantification, LOQ)는 아래의 식을 이용하여 산

출하였다.

검출한계 = 3.3 × σ/S

정량한계 = 10 × σ/S
(σ: 회귀직선에서 y절편의 표준편차, S : 검량선의 기울기)
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결 과

1. 분석법 최적화

HPL-1 제제 내  지표성분은 UV에 잘 검출되거나 항염증 

활성을 가지는 화합물을 기준으로 하여 제제를 구성하는 5종

의 한약재 중 木瓜로부터 protocatechuic acid(1)8), 蒼朮로

부터 chlorogenic acid(2)9), 海桐皮로부터 liriodendrin(3)10), 

3,5-dicaffeoylquinic acid(4)11), 萊菔子로부터 β-D-(3-O-

sinapoyl)fructofuranosyl-α-D-(6-O-sinapoyl)

glucopyranoside(5)12), 精製附子로부터  benzoylmesaconine(6)13)

을 지표성분으로 설정하여 일관된 품질생산을 위한 정량분석

법을 개발하고자 MeOH, MeCN 등의 유기용매와 pH 변화를 

준 buffer 등의 다양한 용매조성 및 C18, RP-amide가 충진

된 컬럼 등을 사용하여 이상적인 분석조건을 검토하였다. 지

표성분 1-5는 RP-amide(2.7 µm, 4.6 × 150 mm) 컬럼을 

45℃로 유지하고 이동상으로서 MeCN과 0.1%H3PO4을 사용

하였을 때 검출파장 210 nm에서 인접한 피크와 1.5 이상의 

우수한 분리능을 확인할 수 있었으며 1-5의 머무름 시간은 

각각 4.8분, 15.1분, 25.1분, 38.9분, 39.6분이었다(Fig. 

2A, 2B). 지표성분  6은 알칼로이드계 화합물로 1-5의 분석

조건에서는 검출되지 않아 3% 암모니아수를 이용한 알칼로이

드 추출법을 사용하여 분석시료를 제조하였으며 1-5 분석조

건의 컬럼, 컬럼온도를 동일하게 설정한 후 MeCN과 0.1% 

H3PO4을 이동상으로 사용하여 6의 최대 흡수파장인 230 nm

로 설정하였을 때 지표성분 6은 13.6분에 검출되었으며 우수

한 분리도를 가지는 것으로 확인되었다(Fig. 2C, 2D). 또한 

HPL-1 분석법은 제제를 구성하는 5가지 한약재 추출물 내

에서 지표성분을 양호하게 분리하여 구성 한약재의 정성 및 

정량분석이 가능하였다(Fig. 3). 지표성분 1-6의 순도는 분석

대상물질(HPL-1)과 표준품의 UV spectrum(200-400 nm)을 

비교하여 흡수파장의 일치여부를 확인하였으며, 모든 지표성

분에서 동일한 spectrum으로 나타났다(Fig. 4).

Fig. 2. UHPLC　chromatograms of HPL-1 extract (A), standard mixture 
(B), CH2Cl2 fraction of HPL-1 extract (C), and benzoylmesaconine 
(D). protocatechuic acid (1), chlorogenic acid (2), liriodendrin (3), 
3,5-dicaffeoylquinic acid (4), β-D-(3-O-sinapoyl)-fructofura-nosyl
-α-D-(6-O-sinapoyl)glucopyranoside (5), and benzoylmesaconine (6).

Fig. 3. UHPLC chromatograms of individual plant extract of 
HPL-1. Kalopanacis Cortex (A), Chaenomelis Fructus (B), Raphani 
Semen (C), Atractylodis Rhizoma (D), and Pulvis Aconiti Tuberis 
Purificatum (E)

Fig. 4. UV spectra of six marker compounds (1-6). 

2. 분석법검증(Method validation)

1) 직선성(Linearity), 검출한계(Limit of detection) 

및 정량한계(Limit of quantification)
HPL-1 제제 20 mg/mL에서 검출되는 분석대상물질의 

피크 면적을 고려하여 지표성분 1-6의 농도범위를 각각 

3.13-50, 6.25-100, 12.5-200, 2.5-50, 3.13-50, 3.9-125 

µg/mL로 설정하여 검량선을 작성한 후 검량선으로부터 산

출된 상관계수(R2) 값을 측정하여 직선성을 평가하였다. 

그 결과 모든 지표성분에서 0.9996 이상의 우수한 직선성을 

나타냈으며 HPL-1 제제 내 지표성분을 정량할 수 있는 

일차방정식(y = ax + b, y : 피크면적, a : 기울기, x : 분석대

상물질의 농도, b : y절편)을 작성하였다. 지표성분 1-6의 

검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)는 0.008-0.090 µg/mL, 

0.023-0.274 µg/mL의 범위로 나타내어 미량의 농도에서

도 검출 및 정량이 가능한 것으로 확인되었다(Table 1). 
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Table 1. Linearity regression, limit of detection (LOD) and limit of 
quantification (LOQ) for six marker compounds in HPL-1.

Marker
compound

Regression equation*
R
2† LOD

(µg/mL)
LOQ

(µg/mL)

1 Y = 43.30x - 8.90 0.9998 0.008 0.023

2 Y = 3.44x + 5.01 0.9997 0.014 0.042

3 Y = 20.30x + 22.42 0.9999 0.087 0.263

4 Y = 2.16x + 1.42 0.9996 0.055 0.166

5 Y = 9.82x + 1.77 0.9999 0.075 0.227

6 Y = 1.55 + 3.55 0.9996 0.090 0.274

*Y, peak area; x, standard concentration (µg/mL); †R2, correlation 
coefficient; protocatechuic acid (1), chlorogenic acid (2), liriodendrin 
(3), 3,5-dicaffeoylquinic acid (4), β-D-(3-O-sinapoyl)-fructofura-
nosyl-α-D-(6-O-sinapoyl)glucopyranoside (5), and benzoylmesaconine (6)

2) 분석법의 정밀성(Precison)
지표성분 1-6의 직선성 범위 내 3가지 농도(5-100 µg/mL)

를 설정하여 일내 정밀성(intra day precision)과 일간(inter 

day precision) 정밀성을 평가하였다. 그 결과 지표성분들

의 일내변화 및 일간변화는 상대표준편차 0.04-3.53%와 

0.18-3.64% 정도로 4% 미만의 값으로 측정되어 HPL-1 

분석조건은 우수한 정밀성을 나타내는 것으로 확인되었다

(Table 2).

Table 2. Precision data of each analyte in different concentrations

Marker
compound

Conc.*

(µg/mL)

Intra day Inter day

Mean±SD RSD(%)† Mean±SD RSD(%)

1

25 24.52 ± 1.51 0.14 24.789±0.20 0.81

12.5 12.38 ± 0.75 0.14 12.46±0.03 0.27

6.25 6.33± 2.41 0.81 6.29±0.02 0.65

2

50 48.28± 3.53 1.06 49.59±0.40 0.80

25 28.40± 1.97 1.15 24.82±0.17 0.70

12.5 10.97± 2.22 2.59 12.97±0.47 3.64

3

100 102.95± 1.46 0.07 99.81±0.18 0.18

50 52.05± 0.47 0.04 49.40±0.60 1.21

25 29.37± 3.23 0.52 25.38±0.38 1.52

4

25 24.47± 0.58 1.06 24.65±0.34 1.41

10 10.08± 0.66 2.58 10.05±0.05 0.56

5 4.73± 0.06 0.50 5.07±0.07 1.51

5

25 26.30± 1.20 0.46 25.50±0.50 1.97

12.5 12.17± 1.07 0.88 12.28±0.22 1.79

6.25 5.83± 0.36 0.64 6.07±0.17 2.92

6

62.5 64.28±0.49 0.48 63.48±0.98 1.55

31.3 29.81±1.35 2.70 31.81±0.56 1.76

15.6 13.97±0.97 3.85 15.87±0.25 1.59

*Conc: concentration; †RSD: relative standard deviation.

3) 분석법의 회수율(Recovery)
알고 있는 지표성분(1-6)의 농도를 HPL-1에 첨가하여 

회수율로써 정확성(Accuracy)을 평가하였다. 그 결과 지표

성분(1-6)의 회수율은 93.8-106.3%의 범위로 측정되었

으며 상대표준편차는 4% 미만의 값으로 측정되어 양호한 

정확성을 나타냈다(Table 3). 

Table 3. Accuracy result of six marker compounds in HPL-1

Marker
compound

Spiked 
amount(µg/mL)

Measured 
amount(µg/mL)

RSD
(%)

Recovery
(%)

1

8.00 8.42 ± 0.22 2.60 105.3

4.00 4.15 ± 0.08 1.87 103.8

2.00 1.94 ± 0.03 1.46 97.1

2

15.00 14.07 ± 0.45 3.20 93.8

7.50 7.00 ± 0.24 3.45 93.3

3.75 3.99 ± 0.12 3.07 106.3

3

25.00 26.00 ± 0.51 1.97 104.0

12.50 13.05 ± 0.28 2.16 104.4

6.25 5.92 ± 0.16 2.75 94.7

4

6.00 5.95 ± 0.02 0.40 99.2

3.00 2.93 ± 0.04 1.21 97.6

1.50 1.44 ± 0.03 2.04 96.0

5

6.00 5.95 ± 0.02 0.42 99.2

3.00 2.99 ± 0.01 0.22 99.6

1.50 1.47 ± 0.02 1.13 97.8

6

8.00 8.34 ± 0.17 2.04 104.2

4.00 4.20 ± 0.10 2.41 104.9

2.00 2.01 ± 0.01 0.32 100.6

3. HPL-1 제제 내 지표성분의 함량평가

UHPLC를 이용하여 확립 및 검증된 분석방법으로 HPL-1 

제제 내 지표성분으로 설정한 1-6을 분석하고 직선성에 

도출된 회귀방정식을 이용하여 각 성분의 함량을 평가하였

다. 그 결과 제제 내 지표성분 1-6은 0.61, 2.96, 2.97, 

1.91, 0.63, 0.05 mg/g으로 각각 계산되었다(Table 4).

Table 4. Content of six marker compounds in HPL-1

Sample
Content (mg/g of extract)

1 2 3 4 5 6

HPL-1 0.605 ±0.021 2.960 ±0.267 2.972 ±0.098 1.910 ±0.049 0.634 ±0.012 0.050 ±0.004

고 찰

한약재는 기원이 같다고 해도 재배방법, 채취시기, 재배

환경, 제조공정 등에 의하여 구성성분의 변화가 일어날 수 

있으며 이는 한약재 추출물을 소재로 개발되는 한약제제의 

약효를 저해시키는 원인이 되기도 한다14). 한약의 품질평

가는 관능검사, 형태학적검사, 크로마토그래피에 의한 성분

분석 등이 그 수단으로 사용되고 있으며15), 특히 HPLC와 

같은 크로마토그래피장치에 UV/Vis(ultraviolet/visible), MS

(mass spectrometer), RI(refractive Index), ELS(evaporative 

light scattering) 등과 같은 검출기를 부착하여 한약의 품

질평가에 널리 사용되고 있다16-19). 질병치료를 목적으로 

한약을 이용한 연구가 활발히 진행되어 그 우수성이 입증

되고 있으며 단일한약재 및 2가지 이상의 한약재를 혼합한 

한약제제들로 개발되고 있다. 이러한 한약제제들은 다양한 

성분들이 포함되어 성분 간의 상호작용에 의하여 약효를 

나타내는 것으로 알려져 있지만 구성약재별로 지표성분 설
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정 없이 알려진 일부 성분에 대한 정량측정법으로 품질관

리가 이루어지고 있어 일정한 약효를 기대하기 어려운 실

정이기에 한약제제의 일관된 품질생산 및 관리를 위하여 

많은 연구가 진행되고 있다. Kim 등20)은 불면증 치료에 

사용되는 황련해독탕(黄連解毒湯)의 4가지 구성약재로부터 

6가지 지표성분의 설정과 다성분 동시분석법을 개발하여 

각 추출법에 따른 함량변화를 측정하였으며, 발열오한에 

사용되는 한약처방인 구미강활탕(九味羌活湯)21)에서 HPLC

를 이용하여 품질분석법을 제시하였다. 본 연구에서는 골

관절염 치료제로 개발된 HPL-1 제제의 5가지 구성약재로

부터 지표성분을 각각 설정하고 분석조건의 최적화를 위하

여 UHPLC를 이용하였다. UHPLC는 고압력의 펌프와 2 

µm 정도의 작은 입자로 충진된 컬럼을 사용하고 HPLC보

다 짧은 시간 내에 성분들을 분석할 수 있는 기기로서, 

Miranda 등22)은 말라리아 치료제로 사용되는 chloroquine

과 primaquine의 분석을 UPLC (ultra performance liquid 

chromatography)를 사용하여 HPLC보다 신속하게 분석법

을 최적화하였으며, HPL-1의 정량분석은 UHPLC에 알칼

리 완충액을 사용하지 않고 알칼로이드계 화합물을 분리할 

수 있는 동시에 페놀성 화합물의 분석 또한 가능한 

RP-amide 컬럼을 사용하여20) 조건을 최적화 하였다. 또한 

직선성, 정밀성, 정확성의 분석법 검증을 통한 HPL-1 제

제의 UHPLC-DAD 분석법은 한약재 추출물을 소재로 개

발되는 한약제제의 일관된 품질생산 및 약효를 기대할 수 

있는 기초자료로 활용될 수 있을 것이라 생각된다.

결 론

골관절염 치료제로 개발된 HPL-1 제제의 protocatechuic acid

(1), chlorogenic acid(2), liriodendrin(3), 3,5-dicaffeoylquinic 

acid(4), β-D-(3-O-sinapoyl)fructofuranosyl-α-D-(6-O-

sinapoyl) glucopyranoside(5) 및 benzoylmesaconine(6)에 대

한 UHPLC-DAD 분석결과는 아래와 같다.

1. RP-amide 컬럼과 ACN/0.1%H3PO4의 이동상을 사용

하였을 때 지표성분 1-6은 1.5 이상의 우수한 분리도

를 나타내어 분석조건의 최적화를 확립하였다.

2. 확립된 분석법은 직선성(0.99 이상), 일내 및 일간 정밀

성(5% 이내), 회수율(93.8-106.3%) 시험을 통하여 검

증되었다.

3. 확립 및 검증된 분석법을 적용하여 함량평가를 실시한 

결과 해동피의 liriodendrin(3)이 2.97 mg/g으로 HPL-1 

제제 내 가장 많이 함유되어 있었다.
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