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서   론

    현대사회는 생활수준의 향상과 식습관의 변화로 건강에 대한 

관심이 증가하고 있다. 그 중 한약제제는 예로부터 축적된 경험을 

바탕으로 다양한 질병의 치료와 예방을 목적으로 우리나라를 비롯

한 중국, 일본, 대만 등에서 많이 사용되어져 왔으며, 건강기능식

품, 신약 개발 등의 자원으로 그 사용범위가 매우 넓어지고 있다1).

    귀비탕은 宋代 嚴2)의 ≪濟生方≫에 心脾를 傷하여 발생한 健

忘, 怔忡, 肢體作痛, 血虛發熱 등을 치료할 목적으로 처음 수재된 

후, 明代의 薛3) 등에 의하여 용도에 따라 다양하게 약물을 加減하

여 사용하는 加減方이 생기게 되었는데 주로 心神過勞, 營脱失志

로 心虛하여, 不眠, 怔忡, 氣困, 不食 등에 활용해왔다. 귀비탕은 

東醫寶鑑4) 內經篇의 神門에 憂思로 因하여 心脾의 二臟을 勞傷하

여 발생한 健忘과 怔忡을 치료한다고 소개되어 있으며, 최근에는 

뇌신경계 질환, 심인성 질환에 광범위하게 활용되고 있다5,6).

    가미귀비탕은 薛3)의 귀비탕에 치자, 시호 각 一錢을 가미한 처

방으로 肝脾鬱怒로 血傷不通한 境遇에 주로 사용한다. 가미귀비탕

에 대해서 Kim 등7)은 가미귀비탕의 불면치료 효과에 대한 연구, 

Kim 등8)의 여대생들의 기울과 소화장애에 미치는 영향에 관한 연

구, 이 등9) 갱년기 증후군 환자의 치료 효과, 노 등10)의 P815세포

의 serotonin 대사 과정에 미치는 영향. 임 등2) 귀비탕과 귀비탕

가미방의 항산화 효과 및 6-Hydroxydopamine에 대한 PC12 세포 

보호효과 비교연구 등의 심인성질환 및 스트레스성 질환에 대한 연

구가 많이 보고되어 있다.

    한약제제는 사용되는 한약재의 종류에 따라 유효성분의 함량이 

달라지며, 동일한 약재라 하여도 제조방법에 따라 동일한 품질과 

약효를 나타내지 못하는 경우가 많다. 또한 한약제제에 대한 다양

한 연구를 통해 추출온도, 추출압력, 추출시간, 건조방법 등에 따라
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서 수율 및 유효성분의 차이가 매우 크게 나타나는 것으로 보고되

고 있다11-15). 그러므로 한약제제의 제조에는 전통적으로 사용되는 

처방의 유효성분과 효능이 그대로 보존되도록 품질의 균일화와 제

품의 유효성 확보를 위한 품질관리가 매우 중요하다. 

    현재 가미귀비탕 제제의 품질관리는 인삼의 ginsenoside Rb1, 

치자의 geniposide, 감초의 glycyrrhizic acid 및 목단피의 

paeoniflorin에 대하여 개별 분석법16)을 적용하여 이루어지고 있어 

경제적, 시간적 손실이 매우 크다. 가미귀비탕의 구성 성분에 대한 

분석법 연구로는 양 등17)의 귀비탕의 6종 생리활성 물질에 대한 동

시분석법 연구가 보고되었으나, 가미귀비탕의 지표성분에 대한 정

량분석 연구는 미비한 실정이다.

    이에 본 연구에서는 가미귀비탕 제제의 효과적인 품질관리를 

위하여 HPLC-PDA를 이용하여 geniposide, glycyrrhizic acid 및 

paeoniflorin의 동시분석법을 확립하고, 가미귀비탕 탕액 및 시판

제제의 지표성분의 동시분석 및 생리활성에 대한 비교분석을 통하

여 한약제제의 품질향상을 위한 기초자료를 제공하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 재료

1) 한약재 

    실험에 사용된 가미귀비탕의 구성 한약재는 ㈜휴먼허브 

(Gyeongsan, Korea)에서 구입하여 전문가 감별 후 사용하였다. 각

각의 구성 한약재들의 표본은 한약진흥재단 한약제제팀의 한약재보

관실에 보관하였다.

2) 시약 및 기기

    시료 전처리 및 HPLC 분석을 위한 아세토니트릴과 메탄올은 

액체크로마토그래피용(J.T. Baker, USA)으로 구입하였고, 

phosphoric acid는 Junsei (Japan)에서 구입하여 사용하였다. 표

준물질로 사용한 genoposide 및 paeoniflorin은 식품의약품안전처

로부터 분양받았으며, glycyrrhizic acid는 Sigma Chemical Co. 

(USA)에서 구입하여 사용하였다. 각 표준물질의 순도는 95% 이상

이었다. 기기분석을 위한 HPLC는 Waters (USA)의 2998 PDA 및 

e2695 separation module을 사용하였다. 

2. 가미귀비탕 탕액 및 검액의 조제 

    가미귀비탕 탕액은 KHP16)의 의약품각조 제2부의 가미귀비탕 

연․건조엑스의 제법에 따라 제조하였다. 즉, Table 1과 같이 구성

약재를 중량별로 칭량한 뒤 약재 중량의 10배에 해당하는 정제수

를 넣고 100℃에서 3시간 추출하였다. 추출액은 여과 후 농축하여 

분무건조기(KL-8, Seogang Engineering Co., Korea)로 건조한 

다음 표준시료로 사용하였으며(건조엑스의 수득률 21.95%(w/w)), 

가미귀비탕 시판제제는 시중 약국 및 한약국에서 유통되고 있는 제

품을 구매하여 사용하였다. 가미귀비탕 탕액(GGBT-1) 및 시판제제

(GGBT-2 및 GGBT-3)는 정확히 1회량을 칭량한 후 50% 메탄올 

40 mL에 녹여 30분간 초음파 추출한 다음 0.45 μm PTFE 

membrane filter로 여과하여 50% 메탄올로 50 mL로 정용 후 검

액으로 사용하였다. 

Table 1. Composition of Gamiguibi-tang

Herbal medicine Amount (g) Source

Ginseng Radix 1.00 Yeongju, Gyeongbuk 

Atractylodis Rhizoma Alba 1.00 Samcheok, Gangwon

Hoelen 1.00 Hubei, China 

Longanae Arillus 1.00 Thailand

Astragali Radix 1.00 Neimenggu, China

Angelicae Gigantis Radix 0.67 Pyeongchang, Gangwon

Polygalae Radix 0.67 Shanxi, China

Bupleuri Radix 1.00 Hebei, China

Gardeniae Fructus 0.67 Jiangxi, China

Glycyrrhizae Radix et Rhizoma 0.33 Xingang, China

Aucklandiae Radix 0.33 Yunnan, China

Zizyphi Fructus 0.67 Cheongsong, Gyeongbuk 

Zingiberis Rhizoma 0.33 Sichuan, China 

Zizyphi Semen 1.00 Shandong, China 

Moutan Cortex Radicis 0.67 Anhui, China

Total amount 11.34

3. 가미귀비탕 제제의 성분분석

1) 표준용액의 조제

    Geniposide, paeoniflorin 및 glycyrrhizic acid 표준물질은 

각각 무게를 정확히 칭량하여 메탄올에 녹인 후 1.0 mg/mL의 농

도로 조제한 후 순차적으로 희석하여 표준용액으로 사용하였다. 

2) HPLC 분석조건

    가미귀비탕의 지표성분의 동시분석을 위하여 고정상은 YMC사

의 YMC-Triart C18 (5 μm, 4.6×250 mm, USA) 칼럼을 사용하

였고, 이동상은 0.05% H3PO4이 함유된 물과 0.05% H3PO4이 함유

된 아세토니트릴을 사용하여 시간에 따라 조성을 변화시키는 기울

기 용리를 사용하였다(Table 2).

Table 2. HPLC analytical conditions

Instrument Waters Alliance HPLC-PDA system

Wavelength UV 240 nm

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

Oven Temperature 30℃

Injection Volume 10 μL

Mobile Phase
A : 0.05% H3PO4 in H2O, 

B : 0.05% H3PO4 in Acetonitrile

Time (min) Solution A (%) Solution B (%)

0 90 10

25 85 15

65 55 45

70 10 90

Flow rate 1.0 mL/min

3) 분석법 밸리데이션

    HPLC-PDA를 사용한 가미귀비탕의 지표성분 동시분석법을 확

립하고 이를 의약품 등 시험방법 밸리데이션 가이드라인18)에 따라 

분석법 밸리데이션을 실시하였다. Geniposide, paeoniflorin 및 

glycyrrhizic acid 표준액을 사용하여 특이성(specificity), 정확성

(accuracy), 정밀성(precision), 직선성(linearity), 범위(range), 검

출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)을 측정하여 분석법의 타당성을 확

보하였다.

  (1) 특이성(specificity)

    분석법이 성분에 대하여 특이적이고 식별성을 가진 방법임을 
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검증하기 위해 피크가 명확하게 분리됨을 확인하였고, photo 

diode array(PDA)로 성분의 단일성 여부도 확인하였다.

  (2) 직선성(linearity) 및 범위(range)

    Geniposide, paeoniflorin 및 glycyrrhizic acid는 12.5~200 

μg/mL의 농도로 표준액을 제조하고 이를 확립된 동시분석법을 이

용하여 검량선을 작성하였으며, 검량선으로부터 직선식의 상관계수

(correlation coefficient, R2)를 구하여 직선성과 범위를 확인하

였다.

  (3) 검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)

    반응의 표준편차와 검량선의 기울기에 근거하는 방법으로, 각 

표준물질의 표준편차(SD, σ)를 검량선의 기울기(slope, s)로 나눈 

값으로 계산하였다.

LOD = 3.3 × σ/S, LOQ = 10 × σ/S

  (4) 정확성(accuracy) 

    정확성은 회수율 시험법(recovery test)으로 측정하였으며, 대

조시료에 geniposide 200, 250 및 300 μg/mL, paeoniflorin 40, 

50 및 60 μg/mL, glycyrrhizic acid 80, 100 및 120 μg/mL를 

첨가 한 후 회수율로 확인하였다.

  (5) 정밀성(precision)

    정밀성은 동일한 시료를 확립된 방법에 따라 반복 측정하였을 

때 각각의 측정값들의 오차를 측정하는 반복 정밀성으로 확인하였

다. 즉, 1일 6회 반복 측정하는 일내 분석(intra-day)과 연속 3일

에 걸쳐 반복 측정하는 일간분석(inter-day)을 실시하여 얻은 결과

의 상대표준편차(%RSD)로 확인하였다. 

4) 지표성분 동시분석

    각각의 표준액과 가미귀비탕 제제를 확립된 동시분석법으로 분

석하고 면적 대비법으로 함량을 산출하였다. 

4. 가미귀비탕 제제의 항산화 활성 측정

1) DPPH radical 소거활성 측정

    시료의 α,α'-diphenyl-β-picrylhydrazyl (DPPH) radical 소

거활성은 Blois의 방법19)을 변형하여 96 well plate에 맞게 수정하

여 측정하였다. 각 시료용액 100 μL에 517 nm에서 흡광도를 

1.00±0.02로 조정한 DPPH 용액 5 mL를 혼합하고 10분간 방치한 

다음 517 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 시료 첨가구와 비첨가구

의 흡광도 차이를 백분율로 나타내었다. 

DPPH 라디칼 소거성(%) = (1−시료첨가군 흡광도/무첨가군 흡광

도)×100

2) ABTS radical 소거활성 측정

    ABTS radical 소거능을 이용한 항산화력 측정은 Re 등20)의 

방법을 이용하여 측정하였다. 7 mM 2,2'-azino-bis(3- 

ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)와 2.45 mM potassium 

persulfate를 혼합하여 실온에서 24시간 동안 방치하여 ABTS+를 

형성시킨 후 ethanol로 1:9로 희석하여 사용하였다. 각 시료 50 μ

L에 희석한 ABTS 용액 100 μL를 가하여 5분 동안 방치한 후 734 

nm에서 흡광도를 측정하였다.

ABTS 라디칼 소거활성 (%) = (1−시료첨가군 흡광도/무첨가군 흡

광도)×100

5. 가미귀비탕 제제의 항염증 활성 측정

1) 세포배양

    실험에 사용된 RAW 264.7 세포(한국세포주은행, 한국)는 10% 

FBS와 100 units/mL의 penicillin streptomycin sulfate가 포함

된 DMEM 배지를 넣어 5% CO2, 37℃ 조건에서 배양하였다. 

2) 세포독성 평가

    가미귀비탕 제제의 RAW 264.7 세포에 대한 독성은 MTT 

assay에 의해 측정되었다21). 즉, RAW 264.7 세포(5×104 cells/mL)

를 96-well plate에 분주하여 24시간 배양한 후 시료를 농도별로 

처리한 후 24시간 배양하였다. 배양이 끝난 후 well 당 20 μL의 

MTT용액을 첨가하여 5% CO2, 37℃ 조건에서 4시간 반응시킨 다

음 540 nm에서 흡광도의 변화를 측정하였다. 생존율은 대조군에 

대한 흡광도의 차를 백분율로 표시하였다.

3) Nitric oxide (NO) 생성 저해활성 측정

    NO의 농도는 배양액 내의 nitrite 농도를 griess reagent를 

이용하여 측정하였다. RAW 264.7 세포를 12 well plate에 최종농

도가 5×104 cells/mL가 되도록 분주한 뒤 37℃, 5% CO2

incubator에서 24시간 배양하였다. 세포에 1 μg/mL의 LPS를 처

리하고 1시간 뒤에 시료를 농도별로 처리하여 24시간 배양하였다. 

세포 배양액의 상층액을 얻은 후 Griess 시약과 반응시킨 다음 

microplate reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하여 

NO 생성량을 백분율로 나타내었다.

4) Western blot 분석

    배양이 끝난 세포를 수집하여 PBS (phosphate buffer 

saline)로 세척한 후 100 µL의 lysis buffer를 첨가하여 30분간 용

해시킨 후 13,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 세포막 성분 등

을 제거하였다. 총 30 µg protein을 10% SDS-PAGE로 분리하여 

이를 PVDF (polyvinylidenedifluoride) membrane에 55V로 90분

간 transfer하였다. 그리고 PVDF membrane을 5% skim milk에

서 1시간 방치한 뒤 primary antibody에서 4℃에서 overnight하

여준다. 다시 TBST (Tris-buffered saline and tween 20)로 3회 

세척한 뒤 secondary antibody를 상온에서 1시간 반응시킨 뒤 

TBST로 3회 세척한 뒤 ECL kit와 반응시켜 LAS 4000 

chemiluinescence detection system (Fuji, Tokyo, Japan)을 이

용하여 현상 및 정량을 하였다. 

6. 통계처리

    모든 실험결과는 3회 이상 반복 실험한 결과의 평균±표준편차

로 나타내었으며, 통계적 유의성 검정은 일원배치 분산분석

(one-way analysis of variance)을 한 후 p<0.05 수준에서 

Duncan's multiple range test 및 T-test를 시행하였다.

결    과

1. 가미귀비탕 제제의 성분분석

1) 분석조건 확립

    HPLC-PDA를 이용하여 가미귀비탕의 구성약재 중 치자의 

geniposide, 목단피의 paeoniflorin 및 감초의 glycyrrhizic acid 



336 J. O. Kim et al

3종의 성분에 대하여 동시분석 조건을 설정하였다. 3종 성분의 동

시분석을 위하여 0.05% phosphric acid가 포함된 water와 

acetonitrile을 기울기 용매조건으로 하여 최적의 분석조건을 설정

하였다. 검액에서의 각 성분의 peak는 표준용액에서의 표준품 

peak의 retention time과 UV 흡수파장을 비교하여 확인하였으며, 

geniposide, paeoniflorin 및 glycyrrhizic acid는 각각 18.052분, 

26.465분 및 62.511분에 검출되었다(Fig. 1).

Fig. 1. HPLC chromatogram of a standard mixture (A) and 

Gamiguibi-tang decoction (B) at 240 nm. Geniposide (1), Paeoniflorin 

(2), and Glycyrrhizic acid (3). 

2) 분석법 밸리데이션

  (1) 직선성, 검출한계 및 정량한계

    확립된 동시분석법을 이용하여 농도에 따른 피크 면적비로 

geniposide, paeoniflorin 및 glycyrrhizic acid 3종의 지표성분에 

대한 검량선을 작성한 결과 상관계수(R2) 값이 0.999 이상으로 1.0

에 가까운 직선성을 나타내었다. 또한 이들 3종 지표성분에 대한 

검출한계는 2.14~2.48 μg/mL로 나타났으며, 정량한계는 

6.49~7.52 μg/mL로 나타났다(Table 3).

Table 3. Regression equation, correlation coefficient, LOD, and LOQ 

for compounds 

Compound Regression Equation*
Correlation coefficient

(r2, n=5)
LOD

(μg/mL)
LOQ

(μg/mL)

Geniposide y=14011x-36247 0.9996 2.25 6.82

Paeoniflorin y=8226.5x-27232 0.9995 2.48 7.52

Glycyrrhizic 
acid

y=3613.6x-7966.1 0.9997 2.14 6.49

* y : peak area, x : concentration (μg/mL)

  (2) 정확성

    가미귀비탕 표준시료에 geniposide 200, 250 및 300 μg/mL, 

paeoniflorin 40, 50 및 60 μg/mL, glycyrrhizic acid 80, 100 

및 120 μg/mL를 첨가 한 후 측정한 회수율은 Geniposide 

95.32~100.26%, paeoniflorin 93.55~95.75% 및 glycyrrhizic 

acid  92.05~97.32%였으며, 상대표준편차도 2.21% 이하로 우수한 

회수율을 나타내었다(Table 4).

Table 4. Accuracy of marker compounds in Gamiguibi-tang

Compound
Spiked Conc.

(μg/mL)

Accuracy

% Recovery % RSD

Geniposide

200 95.32±0.25 0.26

250 99.19±1.68 1.69

300 100.26±1.01 1.00

Paeoniflorin

40 95.28±2.62 2.75

50 93.55±2.07 2.21

60 95.75±0.39 0.41

Glycyrrhizic acid

80 92.05±1.44 1.57

100 94.78±0.91 0.96

120 97.32±0.69 0.71

Values are means of 3 replicates.

  (3) 정밀성

    분석오차를 의미하는 정밀성을 확인하기 위하여 1일 6회 반복 

측정하는 일내 분석(intra-day)과 연속 3일에 걸쳐 반복 측정하는 

일간분석(inter-day)을 실시한 결과 상대표준편차(%RSD)는 1.65% 

이내로 우수한 결과를 나타내었다(Table 5).

Table 5. Precision of marker compounds in Gamiguibi-tang

Compound

Precision (% RSD)

Intra-day Inter-day

Retention time 
(min)

Peak area
(AU)

Retention time 
(min)

Peak area
(AU)

Geniposide 0.08 0.90 0.20 0.92

Paeoniflorin 0.08 1.65 0.11 1.13

glycyrrhizic acid 0.02 1.07 0.02 1.37

Values are means of 3 replicates

3) 지표성분 동시분석

    확립된 분석법을 이용하여 가미귀비탕의 지표성분인 

geniposide, paeoniflorin 및 glycyrrhizic acid를 동시분석하였

다. 세 성분 모두 다른 성분들의 peak에 간섭을 받지 않고 완전하

게 분리되어 검출되었다. 가미귀비탕 탕액 및 시판제제의 분석 결

과 geniposide 8.03~12.70 μg/mL, paeoniflorin 2.79~4.25 μ

g/mL, glycyrrhizic acid 5.06~6.30 μg/mL으로 함유되어 있었으

며, GGBT-2는 GGBT-1, GGBT-3에 비해 높은 함량값을 나타냈으

며 GGBT-1, GGBT-3는 geniposide를 제외한 paeoniflorin, 

glycyrrhizic acid에 대해서는 유의한 함량값을 나타내었다. 세 시

료 모두 KHP의 기준에 적합하였다(Table 6).

Table 6. Contents of marker compounds in the Gamiguibi-tang by 

HPLCq

Compound
Criteria

(mg/dose)

Content
(mg/dose)

%RSD

GGBT-1 GGBT-2 GGBT-3 GGBT-1 GGBT-2 GGBT-3

Geniposide 7.7 12.7±0.06b 18.75±0.07c 8.03±0.03a 0.48 0.38 0.39

Paeoniflorin 1.4 2.79±0.03a 4.25±0.02b 2.82±0.01a 1.21 0.54 0.28

Glycyrrhizic 
acid

1.7 5.57±0.05b 6.30±0.03c 5.06±0.01a 0.85 0.43 0.22

GGBT-1, Gamiguibi-tang decoction; GGBT-2, commercial Gamiguibi-tang extract 
granule from manufacturer A; GGBT-3, commercial Gamiguibi-tang extract granule 
from manufacturer B. Values are means of 3 replicates. Dose; a dose at one 
time. Means with different superscripts in the same row (a-c) are significantly 
different at p<0.05.

2. 가미귀비탕 제제의 항산화 활성

    가미귀비탕 탕액과 시판제제의 항산화 활성을 측정하기 위하여 
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DPPH 및 ABTS radical 소거능을 측정하였다. 짙은 자색을 띄는 

DPPH radical이 방향족 아민류 등에 의해 환원되어 색이 탈색되

는 정도를 흡광도로 확인19)하여 가미귀비탕 제제의 DPPH radical 

소거능을 측정한 결과, Fig. 2와 같이 1,000 μg/mL의 농도에서 

47.34~63.17%의 항산화 활성을 나타내었다. 대조군으로 사용된 

vitamin C에 비해 항산화 활성이 다소 낮았으나, 농도 의존적인 

DPPH radical 소거능을 보여주었다. 1,000 μg/mL 농도에서 

GGBT-2가 유의적으로 높은 DPPH radical 소거활성을 나타내었으

나, 다른 농도에서 가미귀비탕 탕액과 시판제제 간의 DPPH 

radical 소거활성의 유의적인 차이는 없는 것으로 나타났다. 

    ABTS radical을 이용한 가미귀비탕 제제의 농도별 항산화 활

성의 측정결과는 Fig. 3과 같다. 가미귀비탕 제제의 ABTS radical 

소거활성은 50 μg/mL의 농도에서 1.74~5.82%, 100 μg/mL 농도

에서 2.32~6.41%, 500 μg/mL 농도에서 11.64~20.37% 및 1,000μ

g/mL 농도에서 21.52~33.61%의 범위로 활성이 낮은 것으로 나타

났다. ABTS radical 소거활성은 GGBT-2에서 다소 높은 활성을 

나타내었다.

Fig. 2. DPPH radical scavenging activity of Gamiguibi-tang. GGBT-1, 

Gamiguibi-tang decoction; GGBT-2, commercial Gamiguibi-tang extract 

granule from manufacturer A; GGBT-3, commercial Gamiguibi-tang extract 

granule from manufacturer B, Vit. C; positive control. Values are means of 

3 replicates and those with different alphabet letters are significantly 

different at p<0.05.

Fig. 3. ABTS radical scavenging activity of Gamiguibi-tang. GGBT-1, 

Gamiguibi-tang decoction; GGBT-2, commercial Gamiguibi-tang extract 

granule from manufacturer A; GGBT-3, commercial Gamiguibi-tang extract 

granule from manufacturer B, Vit.C; positive control. Values are means of 

3 replicates and those with different alphabet letters are significantly 

different at p<0.05.

3. 가미귀비탕 제제의 항염증 활성

    RAW264.7 세포는 LPS에 의해 자극되고, 이렇게 자극된 대식

세포는 염증 매개물질인 NO의 생성이 증가하게 된다22). LPS에 의

해 유발된 RAW264.7 세포의 염증과정에서 NO 생성 저해에 미치

는 가미귀비탕의 효과를 평가하기 위하여, 가미귀비탕 제제에 의한 

세포 독성을 MTT assay에 의해 확인하였다. 그 결과 가미귀비탕 

제제는 25, 50 및 100 μg/mL의 농도에서 높은 생존율을 나타내었

으며, 최고 처리 농도인 200 μg/mL 처리군에서 약간의 세포독성

을 나타내었다(Data not shown). 따라서 유의적인 세포독성을 보

이지 않는 100 μg/mL를 최고 농도로 선정하여 nitric oxide 저해

활성 실험을 진행하였다.

    가미귀비탕 제제가 NO 생성에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

RAW264.7 세포에 LPS를 1 μg/ml의 농도로 처리하여 자극시킨 

후 가미귀비탕 제제를 25, 50 및 100 μg/mL의 농도로 처리한 다

음 24시간 동안 배양하여 NO 농도를 측정하였다. 그 결과 Fig. 4

와 같이 NO의 농도는 LPS를 처리로 급격히 증가하였으나 100 μ

g/mL 농도의 가미귀비탕 제제가 54.84~62.32%의 NO 생성 저해

율을 나타냄을 확인하였다. 가미귀비탕 제제는 농도별로 유의적인 

NO 생성 저해활성을 나타내었으며, 시판제제 간의 유의적인 차이

는 없는 것으로 나타났다. 

    또한 가미귀비탕 제제의 iNOS 및 COX-2 단백질의 발현에 미

치는 영향을 알아보기 위하여 Western blot 방법을 이용하여 

iNOS와 COX-2 단백질의 발현량을 조사하였다(Fig. 5). RAW 

264.7 cell에서 LPS (1 μg/mL) 처리로 인해 iNOS 단백질의 발현

이 증가하였고, 가미귀비탕 제제를 농도별로 처리 하였을 때 농도

의존적으로 iNOS 단백질의 발현이 억제되는 것을 확인할 수 있었

다. 또한, 염증반응에서 중요한 역할을 하는 COX-2 단백질 역시 

LPS 처리로 인해 그 발현량이 증가하였으며, 가미귀비탕 제제를 

농도별로 처리하였을 때 COX-2의 발현이 억제되는 것을 확인 할 

수 있었다. 가비귀비탕 시판제제 GGBT-2는 50 μg/mL의 농도에서 

iNOS 및 COX-2 단백질의 발현이 50% 정도 억제되어 가미귀비탕 

탕액 및 시판제제 GGBT-3보다 다소 높은 활성을 나타내었다.

Fig. 4. Effects of Gamiguibi-tang on the production of nitric oxide in 

Raw 264.7 cell. Raw 264.7 cells were cultured with LPS (1 μg/mL) in the 

presenceor absence of LSA-A for 24 h to determine the level of NO. Nor, 

LPS not induced group; Con, LPS induced group, GGBT-1, Gamiguibi-tang 

decoction; GGBT-2, commercial Gamiguibi-tang extract granule from 

manufacturer A; GGBT-3, commercial Gamiguibi-tang extract granule from 

manufacturer B. The data represent the mean±SD of three separate 

experiments (significant as compared to control. *p<0.05, **p<0.01).
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Fig. 5. Effects of Gamiguibi-tang on the protein expression of iNOS 

and COX-2 in Raw 264.7 cell. Raw264.7 cells were pre-incubated for 24 

hr, and the cells were stimulated with lipopolysaccharide (1 µg/mL) in the 

presence of GGBT sample(25, 50, 100 µg/mL) for 24 hr. Nor, LPS not 

induced group; Con, LPS induced group; GGBT-1, Gamiguibi-tang 

decoction; GGBT-2, commercial Gamiguibi-tang extract granule from 

manufacturer A; GGBT-3, commercial Gamiguibi-tang extract granule from 

manufacturer B. The data represent the mean±SD of three separate 

experiments.

고    찰

    귀비탕은 宋代 嚴2)의 ≪濟生方≫에 心脾를 傷하여 발생한 健

忘, 怔忡, 肢體作痛, 血虛發熱 등을 치료할 목적으로 처음 수재된 

후, 明代의 薛3) 등에 의하여 용도에 따라 다양하게 약물을 加減하

여 心神過勞, 營脱失志로 心虛하여, 不眠, 怔忡, 氣因, 不食 등에 

활용되어 오고 있다. 

    가미귀비탕은 薛3)의 歸脾湯에 치자, 시호 각 一錢을 가미한 

처방으로 肝脾鬱怒로 血傷不通한 境遇에 주로 사용되며, 심인성질

환 및 스트레스성 질환에 대한 연구가 많이 보고2,6-10)되어 있다. 본 

연구에서는 한약제제의 효과적인 품질관리 및 품질향상을 위한 기

초자료로 활용하고자 가미귀비탕 탕액과 가미귀비탕 시판제제 2종

에 대하여 동시분석법을 통한 성분분석, 항산화 활성 및 대식세포

를 이용한 NO 생성 저해활성에 대한 비교실험을 실시하였다.

    가미귀비탕 제제의 성분분석을 위하여 geniposide, 

paeoniflorin 및 glycyrrhizic acid 3종의 지표성분에 대하여 동시

분석을 실시하였다. 확립된 분석법의 검증을 위하여 직선성, 검출

한계, 정량한계, 정확성 및 정밀성을 측정하였으며, 분석법에 대한 

유효성을 확인하였다.

    지표성분의 동시분석 결과 가미귀비탕 탕액 및 시판제제에서 

geniposide 8.03~12.70 μg/mL, paeoniflorin 2.79~4.25 μg/mL, 

glycyrrhizic acid 5.06~6.30 μg/mL으로 나타났으며, 가미귀비탕 

시판제제 GGBT-2에서 다른 시료에 비하여 높은 지표성분 함량값

을 나타내었다.

    가미귀비탕 탕액 및 시판제제의 항산화 활성의 측정을 위하여 

DPPH radical 및 ABTS radical 소거활성을 측정하였다. 가미귀비

탕 제제의 DPPH radical 소거능은 1,000 μg/mL의 농도에서 

47.34~63.17% 활성을 나타내었으며, 1,000μg/mL의 농도에서 

21.52~33.61%의 ABTS radical 소거능을 나타내었다. 가미귀비탕 

제제의 DPPH 및 ABTS radical 소거능은 대조군으로 사용된 

vitamin C가 나타내는 활성에 반해 활성이 낮았지만, 가미귀비탕 

시판제제 GGBT-2에서 가미귀비탕 탕액 및 시판제제 GGBT-3보다 

다소 높은 활성을 나타내었다. 가미귀비탕의 지표성분인 

geniposide, paeoniflorin 및 glycyrrhizic acid는 치자, 작약 및 

감초의 대표적인 생리활성 물질로 항산화 활성이 우수한 것으로 알

려져 있다26-28). 가미귀비탕 시판제제 GGBT-2가 가미귀비탕 탕액 

및 시판제제 GGBT-3보다 높은 항산화 활성을 나타내는 것은 이들 

지표성분의 함량값이 높은데 기인하는 것으로 사료된다.

    산화작용은 생체에서 끊임없이 일어나는데 호흡에 산소를 이용

하는 생물체로서 산화적 스트레스에 대한 노출은 불가피하다29). 생

체에서 활성산소의 반응생성물이 증가됨으로써 동맥경화, 만성 염

증성 질환, 암과 같은 성인병 및 노화가 일어나는 것으로 알려져 

있다. 염증은 조직의 손상을 비롯한 외부로부터의 자극 등 다양한 

감염원에 대한 체내 반응 중 하나로서 국소혈관과 다양한 면역세포

가 유기적인 상호작용을 하게 된다30,31). 

    체내에서 대식세포는 면역 방어기전에 중요한 역할을 하는 세

포로서, lipopolysaccharide (LPS)에 의해 활성화되어 염증매개인

자인 nitric oxide (NO)나 prostaglandin E2 (PGE2)와 

pro-inflammatory cytokine인 tumor necrosis factor-α (TNF-

α), interleukin-1β (IL-1β) 등을 분비하여 생체방어에 대비한다
32,33). 이런 물질들은 선천성 및 후천성 면역을 조절하는데 있어서 

중요한 역할을 하지만, 과잉 생산 되었을 때에는 염증과 관련된 다

양한 질환의 발병과 진행을 촉진시킨다34). 

    LPS는 산화적 스트레스를 유발하며 Gram 음성 세균의 세포

벽 물질로서 면역 세포 등을 자극하여 NO와 PGE2의 생성을 증가

시킨다고 보고되어 있는데35), 가미귀비탕 제제가 NO의 생성에 미

치는 영향을 확인하기 위하여 MTT assay를 실시하여 가미귀비탕 

제제가 RAW 264.7 cells의 생존율에 미치는 영향을 분석한 결과 

100 μg/mL 이하의 농도에서 모두 세포독성을 유발하지 않음을 확

인하였다. 이에 RAW 264.7 cells에 LPS로 염증을 유발하여 가미

귀비탕 제제의 NO 생성 억제활성을 측정하기 위한 처리농도는 독

성이 없는 것으로 확인된 범위에서 수행하였다. 가미귀비탕 제제는 

농도 의존적으로 NO의 생성을 저해하였으며, 100 μg/mL의 가미

귀비탕 제제의 처리는 54.84~62.32%의 NO 생성 저해율을 나타내

는 것으로 확인되었다. 가미귀비탕 탕액 및 시판제제 간의 유의적

인 차이는 없는 것으로 나타났다.

    iNOS는 평소에는 세포 내에 존재하지 않으나 일단 유도되면 

장시간 동안 다량의 NO를 생성하며, 생성된 NO는 혈관 투과성, 

부종 등의 염증반응을 촉진시킬 뿐만 아니라 염증매개체의 생합성

을 촉진하여 염증을 심화시키는 것으로 알려져 있다36). 또한, COX

는 arachidonic acid를 PGE2로 전환시키는 효소로 COX-1과 

COX-2로 분류된다. COX-1은 체내에서 혈소판을 형성, 위벽보호, 

신장 기능 유지 등 정상적인 생체기능에 작용한다. 많은 염증 억제 

약물들의 작용기전은 prostaglandin 합성 억제를 나타내며, 이는 

COX-2의 생성 및 활성저해에 의한 것이다37). 따라서 가미귀비탕 

제제의 iNOS 및 COX-2 단백질의 발현에 미치는 영향을 알아보기 

위하여 Western blot 방법을 이용하여 iNOS와 COX-2 단백질의 
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발현량을 조사하였다(Fig. 3). RAW 264.7 cell에서 LPS (1 μ

g/mL) 처리로 인해 iNOS 단백질의 발현이 증가하였고, 가미귀비

탕 제제를 농도별로 처리 하였을 때 농도의존적으로 iNOS 및 

COX-2 단백질의 발현이 억제되는 것을 확인하였다. 가비귀비탕 

시판제제 GGBT-2는 50 μg/mL의 농도에서 iNOS 및 COX-2 단백

질의 발현이 50% 정도 억제되어 가미귀비탕 탕액 및 시판제제 

GGBT-3보다 다소 높은 활성을 나타내었으며, 이 또한 GGBT-2의 

높은 지표성분 함량값에 기인한 것으로 사료된다.

    이상의 실험 결과, 가미귀비탕 탕액과 시판제제의 지표성분 함

량, 항산화 활성 및 항염증 활성을 비교 분석한 결과 시판제제 

GGBT-2에서 다소 높은 지표성분 함량과 활성을 나타냄을 확인하

였다. 한약제제는 제조사마다 사용하는 원료뿐만 아니라 추출, 건

조, 제형화 등의 제조방식에 차이가 있어 탕액과의 동등성, 제제의 

품질에 대한 논란이 빈번하게 제기되고 있는 실정이다. 본 연구의 

결과는 한약제제에 대한 소비자 및 한의사의 불신해소를 위하여 진

행되고 있는 탕액과의 동등성 및 약효의 유효성 연구뿐만 아니라 

한약제제의 품질향상을 위한 기초자료로서 활용될 수 있을 것으로 

기대된다.

결    론

    본 연구에서는 가미귀비탕 탕액 및 시판제제의 지표성분 및 생

리활성을 비교하기 위하여 지표성분 함량, 항산화 및 항염증 활성

을 조사해 보았다. 가미귀비탕 제제의 지표성분의 효율적인 분석을 

위하여 동시분석법을 제시하고, 밸리데이션을 통해 분석법을 검증

하였다. 확립된 동시분석법으로 가미귀비탕 탕액 및 시판제제를 분

석한 결과 geniposide 8.03~12.70 μg/mL, paeoniflorin 

2.79~4.25 μg/mL, glycyrrhizic acid 5.06~6.30 μg/mL으로 모두 

KHP의 기준에 적합하였다. 가미귀비탕 탕액 및 시판제제의 항산화 

활성을 측정한 결과 1,000 μg/mL의 농도에서 47.34~63.17%의 

DPPH radical 소거능과 21.52~33.61%의 ABTS radical 소거능을 

나타내었다. 가미귀비탕 제제는 농도의존적으로 NO의 생성을 억제

하였으며, iNOS 및 COX-2 단백질 발현 정도를 측정한 결과 시판

제제 (GGBT-2)에서 다소 높은 활성을 나타내었다. 이상의 결과로 

실험적으로 검증된 동시분석법에 따라 가미귀비탕 제제의 효율적인 

품질관리법을 제시하였으며, 가미귀비탕 탕액과 시판제제의 생리활

성 비교분석을 통해 유의적인 차이가 없음을 확인하였다. 이는 한

약제제의 품질향상을 위한 품질관리법 개발, 제형개발 연구 등에 

활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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