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Abstract − Prunus yedoensis Matsum. (Rosaceae) has been used for cough, urticaria, pruritus, dermatitis, asthma and relaxation

in traditional Korean medicine. In this study, naringenin, sakuranetin and prunetin were isolated from the barks of P. yedoensis

and quantification were performed by using high performance liquid chromatography (HPLC) method with diode array detec-

tor. The structures of naringenin and sakuranetin, prunetin were identified NMR spectroscopic data analysis. The content of

each compound was analyzed by HPLC and the analytical method was validated through linearity, precision, accuracy and

specificity test. The result showed that calibration curves of three compounds naringenin, sakuranetin and prunetin indicated

great linearity with a correlation coefficient (R²) of 1.00, 1.00 and 0.99. Intra and inter day measurement accuracy of the three

compounds ranged from 92.70 ~ 112.70%, and showed precision was less than 3%. Therefore, the content analysis showed that

naringenin (0.132 ± 0.016%), sakuranetin (0.108 ± 0.023%), and prunetin (0.059 ± 0.014%). 

Keywords−HPLC, Prunus yedoensis Matsum., Sakuranetin, Naringenin, Prunetin 

왕벚나무(Prunus yedoensis Matsum.)는 장미과(Rosaceae)

에 속하는 낙엽 교목으로 한국과 일본에 널리 분포하고 한

방에서 벚나무속(Prunus)의 산벚나무(Prunus sargentii

Rehder)와 벚나무(Prunus serrulata var. spontanea (Maxim.)

E.H.Wilson) 껍질과 함께 화피라 불리며 기침, 두드러기, 소

양증, 천식, 홍역 등의 약으로 쓰였다.
1-4)

 왕벚나무의 생육과

형태학적인 특징은 잎이 어긋나고 타원형의 달걀 모양 또

는 거꾸로 선 달걀 모양을 가지며, 4월에 꽃이 잎보다 먼저

피고 6~7월경에는 둥근 열매가 적황색에서 자흑색으로 익

는다.
5)

 이러한 왕벚나무의 잎, 꽃, 껍질을 비롯한 열매는 항

산화, 항염증, 항암작용이 있다고 보고되었으며,
6-12)

 왕벚나

무의 주요 성분 연구로는 여러 약리활성을 가지는 flavonoids

류 성분들이 보고되었다.
13)

 특히 왕벚나무껍질로부터 청산

배당체 계열의 성분이 분리되어 왔고, sakuranetin과 prunetin

은 prunus속의 대표적인 지표물질로 활용되었다.
6,11)

Flavonoid에 속하는 naringenin, sakuranetin 그리고 prunetin

은 다양한 효능을 가진 생리활성 물질로서 항염증 효과를

가지며,
14,15)

 그중 naringenin은 골육종 억제와 항죽상경화
 
효

과를 나타내고,
16,17)

 sakuranetin과 prunetin은 항산화, 항비만

효과에 대한 연구가 보고되었다.
18,19)

 하지만 이러한 효능 연

구에도 불구하고 왕벚나무에 함유된 naringenin과 sakuranetin,

prunetin의 함량에 대한 연구는 아직 보고된 바가 없다. 따

라서 본 연구에서는 왕벚나무껍질에 함유된 지표성분 중

naringenin과 sakuranetin, prunetin을 분리하여 구조를 확인

하였으며, HPLC-DAD를 이용하여 함량 분석을 실시하였다.
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기기 및 시약 – 본 실험에서 지표물질 분리를 위해 대정

화금(Siheung, Korea)의 chloroform, ethyl acetate를 사용하
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였다. Shimadzu(Kyoto, Japan)사의 HPLC-UV system을 사용

하였으며, Shiseido(Tokyo, Japan)사의 C18(4.6 mm×250 mm)

컬럼을 사용하였다. 분석 용매로 사용한 acetonitrile과 water

는 Fisher(Hampton, NH, USA)사의 HPLC grade를 사용하

였으며, silica gel은 Merck(Darmstadt, Germany)사의 제품을

사용하였다. JEOL(Tokyo, Japan)사 NMR(Nuclear magnetic

resonance) spectrum JNM-ECZ500R 모델을 사용하여 분리

된 화합물을 확인하였으며, 화합물의 분자량은 Agilent 6400

series ESI-MS(Electrospray ionization mass spectrometry)

를 사용하여 측정하였다. NMR 분석용매로 Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO, USA)사의 DMSO-d6와 CD3OD를 사용하

였다.

지표성분 분리 – 왕벚나무 건조 껍질 3 kg을 증류수 3 L

로 100
o
C에서 3시간 환류냉각추출 후 여과, 감압 농축하여

215 g의 물 추출물을 얻었다. 그 후 추출물을 증류수로 현

탁하여 chloroform과 ethyl acetate로 계통분획하여 각각

15.1 g과 23.2 g의 분획물을 얻었다. 그 중 chloroform 분획

15.1 g에 대해 open column chromatography(ether-acetone

=20:1→1:2)를 실시하여 20개의 소분획(Fr. 1~Fr. 20)을 얻

었다. 소분획 Fr. 5에 대해 Sephadex LH-20(GE Healthcare

Life Sciences) column chromatography로 용리하여 얻어진

5개의 소분획(Fr. 5-1~Fr. 5-5)을 얻었다. 그 중 Fr. 5-3(233

mg)을 MPLC(MeOH:H2O=10:1→1:1)로 용리하여 얻어진

Fr. 5-3-1에서 naringenin(12 mg), 5-3-2에서 sakuranetin(22

mg)과 prunetin(13 mg)을 얻었다.

Naringenin −
1
H NMR (500 MHz, CD3OD/DMSO-d

6
)

δ: 7.25 (d, J=8.5 Hz, H-2', 6'), 6.77 (d, J=8.5 Hz, H-3′,

5′), 5.82 (s, H-6, 8), 5.32 (dd, J=12.9 and 2.8 Hz, H-2),

3.12 (dd, J=17.1 and 12.9, H-3a), 2.60 (dd, J=17.1 and

2.8 Hz, H-3b). 
13

C NMR (500 MHz, CD3OD/DMSO-d
6
)

δ: 196.6 (C-4), 166.9 (C-9), 163.8 (C-7), 163.5 (C-4′),

158.0 (C-5), 129.5 (C-1′), 129.4 (C-6), 128.5 (C-2′, 6′),

115.4 (C-3′, 5′), 102.1 (C-10), 95.2 (C-8), 79.0 (C-2), 42.5

(C-3); ESI-MS; m/z 273.2 [M+H]
+
.

Sakuranetin −
1
H NMR (500 MHz, CD3OD) δ: 7.30

(d, J=8.5 Hz, H-2′, 6′), 6.78 (d, J=8.5 Hz, H-3′, 5′), 6.02

(s, H-6, 8), 5.34 (dd, J=13.0 and 3.0 Hz, H-2), 3.81 (s,

OCH3-7), 3.12 (dd, J=17.2 and 13.0 Hz, H-3a), 2.72 (dd,

J=17.2 and 3.0 Hz, H-3b). 
13

C NMR (500 MHz, CD3OD)

δ: 196.9 (C-4), 168.2 (C-4′), 163.9 (C-7), 163.4 (C-5),

157.8 (C-9), 129.6 (C-1′), 127.7 (C-2′, 6′), 127.6 (C-6),

115.0 (C-3′, 5′), 102.7 (C-10), 93.6 (C-8), 79.3 (C-2), 54.9

(OCH3), 42.7 (C-3); ESI-MS; m/z 286.2 [M+H]
+
.

Prunetin −
1
H NMR (500 MHz, DMSO-d

6
) δ: 9.58

(1H, brs, OH-4′), 8.41 (1H, s, H-2), 7.49 (1H, s, H-8),

7.36 (2H, d, J=8.5 Hz, H-2′, 6′), 6.99 (1H, s, H-6), 6.80

(2H, d, J=8.5 Hz, H-3′, 5′), 6.42 (1H, d, J=2.0 Hz, H-6),

3.76 (3H, s, 7-OCH3). 
13

C-NMR (500 MHz, DMSO-d
6
) δ:

181.0 (C-4), 165.5 (C-7), 162.3 (C-5), 158.1 (C-9, 4′),

155.0 (C-2), 130.7 (C-2′, 6′), 122.5 (C-3), 121.5 (C-1′),

115.6 (C-3′, 5′), 105.6 (C-10), 98.6 (C-6), 93.0 (C-8), 56.7

(OCH3-7); ESI-MS; m/z 285.2 [M+H]
+
.

표준용액 및 분석시료 제조 – 검량선 작성을 위해 분리

된 지표물질 naringenin과 sakuranetin, prunetin을 1.0 mg으

로 칭량 후 acetonitrile로 각각 1 mg/ml의 농도로 혼합하여

계열 희석하였다. 이를 검량선 작성을 위한 표준용액으로

사용하였다. 분석시료는 왕벚나무 물 추출물 100 mg을 칭

량하여 10 ml의 acetonitrile에 녹여 0.45 µm membrane

filter로 여과 후 사용하였다.

HPLC 분석조건 – 본 실험에서 naringenin과 sakuranetin,

prunetin의 분석조건은 Table I의 조건에 따라 함량 분석을

실시하였다. 세 가지 화합물의 분리능을 높이기 위해 0.1%

formic acid를 첨가한 water(A)와 acetonitrile(B)을 이동상으

로 사용하였으며, 용매 조성을 시간대별로 달리하였다. 컬

럼은 Shiseido(Tokyo, Japan)사의 C18(46 mm×250 mm)컬럼

을 사용하였으며, 이동상의 유속은 1.0 ml/min, column oven

temperature는 30
o
C로 구성되었다. Injection volume은 10 μl

를 주입하였다. 세 가지 화합물 naringenin과 sakuranetin,

prunetin의 λmax는 260~280 nm이며, 문헌을 참고하여 280

nm 파장에서 분석을 실시하였다.
20,21)

직선성 평가 −직선성 평가를 위해 naringenin과 sakuranetin,

prunetin의 표준물질을 acetonitrile에 녹여 혼합한 후 0.5, 1,

2, 5, 10, 20 및 40 μg/ml의 농도로 계열 희석하여 HPLC 분

석에 사용하였다. 3회 반복한 분석 결과를 바탕으로 하여

세 가지 표준물질에 대한 검량선을 작성하였으며, 검량선은

y=ax+b(a: 검량선 기울기, b: y절편, x: 시료의 농도, y: peak

의 면적)의 형태로 작성하였다. 이를 바탕으로 correlation

coefficient(R
2
)을 구하였으며, 직선성은 검량선의 R

2
값을 통

해 판단하였다.

검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ) 측정 −Naringenin과

sakuranetin, prunetin의 검출 가능한 최소 농도(LOD)와 정

량 가능한 최소 농도(LOQ)를 확인하기 위해 아래의 식에

따라 계산하였다.

LOD = 3.3×(표준편차/기울기) 

LOQ = 10×(표준편차/기울기) 

정밀성(Precision) 및 정확성(Accuracy) 평가 −정량분석

의 타당성 입증과 동일 시료에 대한 실험 환경 변동에 따른

변화 정도를 확인하기 위해 세 가지의 지표물질을 반복 분

석하였다. 정밀성은 상대표준편차(RSD%)를 통해 평가하였

으며, RSD% 값이 3% 이내로 정밀성 여부를 판단하였다.

Intra-day test를 위해 3가지 직선성이 확인된 농도에서 24시
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간 이내 3회 반복 측정한 결과로 상대표준편차를 구하여 평

가하였으며, Inter-day test 또한 위와 같은 농도로 3회 반복

측정한 결과의 상대표준편차를 계산하여 평가하였다.

동시분석법을 이용한 함량분석 −왕벚나무껍질의 물 추출

물로부터 분리한 Flavonoid 3종에 대해 HPLC-UV를 이용해

함량분석을 실시하였다. 지표성분 naringenin과 sakuranetin,

prunetin의 피크가 다른 성분들의 피크에 영향을 받지 않고

분석하였으며, 표준용액 chromatogram의 피크 면적을 통해

구해진 검량선 3가지 지표성분의 피크 면적을 대입하여 함

량을 구하였다.

결과 및 고찰

분석조건의 확립 −왕벚나무껍질의 물 추출물로부터 분리

정제한 naringenin과 sakuranetin, prunetin을 지표물질로 사

용하였으며(Fig. 1), 분리 물질에 대한 
1
H-NMR, 

13
C-NMR

분석을 통해 구조가 문헌과 일치함을 확인하였다.
22)

 지표물

질과 왕벚나무껍질의 물 추출물의 chromatogram의 retention

time과 파장을 비교하여 다른 성분들의 간섭이 없음을 확인

하였으며, naringenin과 sakuranetin, prunetin은 각각 50.94

min, 58.07 min, 58.82 min에서 각각 검출되었다(Fig. 2). 

분석법의 검량선 및 검출한계 측정 −지표물질의 직선성,

검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)를 평가하고자 naringenin

과 sakuranetin, prunetin 1 mg을 칭량하여 acetonitrile 1 ml

에 녹인 후 7가지의 농도로 계열 희석하여 HPLC분석을 시

행하였다. 분석결과에 따라 y축은 peak area(mAU×100), x

축은 표준용액의 농도(μg/ml)로 하는 표준물질의 검량선을

작성하여 linear regression equation(y=ax+b)과 correlation

coefficient(R
2
)값을 구하였다. 그 결과 naringenin과 saku-

ranetin의 correlation coefficient(R
2
)값은 1.00이며, prunetin은

0.99로 우수한 직선성을 보였으며, 검출한계(LOD)와 정량한

계(LOQ)는 각각 naringenin 0.04, 0.11 μg/ml, sakuranetin

0.06, 0.17 μg/ml, prunetin 0.08, 0.26 μg/ml로 확인되었다

(Table II).

분석법의 정밀성 및 정확성 검토 −확립한 동시분석법의

정밀성을 검토하기 위해 intra-day test와 inter-day test를 직

선성이 확인된 농도 구간에서 실시하였으며 상대표준편차

(RSD%)를 구하여 정밀성을 판단하였다. 그 결과 intra-day

Table I. HPLC conditions for quantitative analysis

Parameters Conditions

Analytical column Shiseido C18 (4.6×250 mm)

HPLC Shimadzu HPLC system

Detector Diode Array detector (280nm)

Solvent A : 0.1% formic acid in water

Solvent B : 0.1% formic acid in acetonitrile

Mobile phase Final time

(min)

Solvent

A (%) B (%)

0 80 20

40 80 20

55 40 60

70 80 20

Flow rate 1.0 ml/min

Column oven temperature 30
o
C

Injection volume 10 μl

Run time 70 min

Fig. 1. The structures of compounds naringenin (A) sakuranetin (B) and prunetin (C).
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test의 RSD(%)는 naringenin 0.19~0.50%, sakuranetin 0.13~

2.83%, prunetin 0.16~2.09%의 범위를 보였으며, inter-day

test의 RSD(%)는 naringenin 0.58~1.19%, sakuranetin 0.50~

1.46%, prunetin 0.52~2.11%의 범위를 보였다. 따라서 세가

지 지표물질 naringenin, sakuranetin, prunetin 모두 3% 이

내의 RSD(%)로 우수한 정밀성을 나타내었다. 정확성 평가

결과로는 intra-day test는 naringenin 100.29~102.65%,

sakuranetin 100.28~102.50%, prunetin 98.40~101.93%의 범

위를 보였으며, Inter-day test는 naringenin 96.62~104.53%,

sakuranetin 97.37~105.63%, prunetin 92.70~112.70%의 범

위를 보였다(Table III). 

분석법을 이용한 지표물질 함량분석 −확립된 분석법을

Fig. 2. HPLC Chromatogram of standard mixture (A), naringenin (B), sakuranetin (C), prunetin (D) and the barks of P. yedoensis

water extracts (E).

Table II. Calibration curves, correlation coefficients, limits of detection (LOD) and limits of quantification (LOQ) of three

compounds

Compounds
Linear range

(μg/ml)
Regression equation R

2 LOD

(μg/ml)

LOQ

(μg/ml)

Naringenin 0.5~40 y=652.34x-24.818 1.00 0.04 0.11

Sakuranetin 0.5~40 y=411.72x+3.629 1.00 0.06 0.17

Prunetin 0.5~40 y=268.06x+101.64 0.99 0.08 0.26
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이용하여 왕벚나무껍질 물 추출물에서 naringenin, sakuranetin

및 prunetin 함량을 측정하였다. 그 결과 세 가지 지표물질

의 함량은 naringenin 0.132±0.016%, sakuranetin 0.108±

0.023%, prunetin 0.059±0.014%으로 확인되었다(Table IV). 

결 론

본 연구는 왕벚나무껍질의 물 추출물로부터 naringenin과

sakuranetin, prunetin을 분리하여 NMR 분석을 통해 화합물

들의 구조를 동정하였다. 또한 HPLC를 이용한 분석법 검

증 결과 분리한 화합물의 표준용액과 왕벚나무 물 추출물

의 머무름 시간이 일치하였으며, 동일한 UV spectrum을 나

타내는 것으로 확인되었다. Naringenin과 sakuranetin,

prunetin의 검량선 상관계수는 0.99 이상 높은 직선성을 보

여주어 분석에 적합함을 확인하였으며, 세 가지 성분 모두

intra-day와 inter-day에서 98.40~102.65%와 92.70~112.70%

의 높은 정확도로 실험 방법에 대한 검증을 하였다. 검증된

정량분석법을 통해 세 가지 성분의 함량은 각각 naringenin

0.132±0.016%, sakuranetin 0.108±0.023%, prunetin 0.059±

0.014%로 확인되었다. 따라서 본 연구의 검증된 분석법을

근거하여 왕벚나무껍질 유래 flavonoid 화합물의 정량분석

이 최초로 실시되었으며, 향후 왕벚나무 성분연구 기초자료

로서의 활용과 품질 관리를 위한 연구자료로 사용될 수 있

을 것이라 생각된다.
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