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Abstract Codonopsis lanceolata (Deoduk) was grown in East

Asia, including Korea, China, Japan, and Russia, and the roots of

C. lanceolata have been used as functional foods and traditional

medicine to treat symptoms of cough, bronchitis, asthma,

tuberculosis, and dyspepsia. The phytochemicals of C. lanceolata

have been reported such as phenylpropanoids, polyacetylenes,

saponins, and flavonoids that are involved in pharmacological

effects such as anti-obesity, anti-inflammation, anti-tumor, anti-

oxidant, and anti-microbial activities. Selecting marker substances

of the main producing area by MS-based metabolomics analysis is

important to ensure the beneficial effect of C. lanceolata without

side-effects because differences in cultivated areas of plants were

related not only to the safety of medicinal plants but also to

changes in chemical composition and biological efficacy. In our

present study, ultra-performance liquid chromatography quadrupole

time-of-flight mass spectrometry combined with multivariate

statistical analysis was applied to recognize the main producing

area of C. lanceolata in South Korea. As a result of Principal

Component Analysis and loading plot analysis of three groups,

Inje (Kangwon-do), Hoengseong (Kangwon-do), and Muju

(Jeonlabuk-do), several secondary metabolites of C. lanceolata

including tangshenoside I, lancemaside A, and lancemaside G,

were suggested as potential marker substances to distinguish the

place of main producing area of C. lanceolata.

Keywords Codonopsis lanceolata · Lancemaside · Metabolomics

· Principal Component Analysis · Tangshenoside I · Ultra-

performance liquid chromatography quadrupole time-of-flight

mass spectrometry

서 론

대사체학(metabolomics)은 기본적으로 특정 조건에서 생물학적

시스템 내의 모든 대사체물에 대한 전체적인 정성 및 정량적 분

석을 통해 대사체적 차이를 식별하는 기술로 핵자기 공명 분석

법(Nuclear Magnetic Resonance), 액체크로마토그래피-질량분석법

(Liquid Chromatography-Mass Spectrometer), 그리고, 기체크로마

토그래피-질량분석법(Gas Chromatography-Mass Spectrometer) 등

다양한 분석 기기들이 대사체학 분석에 이용되고 있으며, 이는
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생물 활성 스크리닝, 식물 분석, 식물 생리학 등을 포함한 여러

식물 연구 분야에서 필수적이며, 높은 잠재적 가치를 가진다[1].

대사체학을 사용함으로써 동일하거나 다른 지리적 위치의 식물

에서 종간 차이를 상대적으로 분석할 수 있어야 한다. 시료들

을 지역별 산지나 생물학적 관련성에 따라 분석하기 위해선 통

계 알고리즘을 활용하여 판별을 위한 식물 대사체학 기반의 분

석 기술이 필요하다. 대사체학 기법 중 하나인 주성분 분석

(Principal Component Analysis, PCA)은 다변량 통계 분석

(multivariate data analysis)을 통하여 변수 간의 상관관계가 있

는 다차원의 변수 데이터를 효율적으로 2차원 또는 3차원 데이

터의 주성분 공간으로 변환시키는 통계 분석법이라고 할 수 있

다. 최근에는, 초고성능 액체크로마토그래피와 사중극자 비행시

간형 질량 분석기와 결합된 ultra-performance liquid chromato-

graphy-quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC-

QTOF-MS)를 기반으로 천연물의 2차 대사물질을 빠르고 명확

하게 분리하는 연구법들이 확립되고 있으며 생체 활성 대사물

질의 프로파일링을 특성화하기 위해 널리 사용되고 있다[2].

더덕(Codonopsis lanceolata)은 초롱꽃과에 속하는 다년생 관

속식물로서 한국, 중국 등 동아시아 지역에 널리 분포하고 있

다[3]. 더덕의 뿌리는 예로부터 한국에서 식용으로 이용되어져

왔을 뿐 아니라, 기관지염, 기침, 경련, 천식, 결핵, 염증 완화

등의 약용식물로도 사용되어 왔다[4]. 최근에는 건강기능식품에

대한 많은 관심이 집중되면서 더덕에 대한 수요증가로 인해 생

산량이 2016년 2.3%에서 2018년 12.2%로 매년 증가하는 추세

이다[5]. 또한 현재까지 연구된 바에 의하면 더덕의 추출물을

이용한 여러 임상 실험 결과들이 보고되면서 더덕 뿌리의 약리

학적 효능이 널리 알려져 있다. 생리학적 활성 연구로는 더덕

추출물이 ACh와 SNP에 의한 혈관 이완을 증가시키는 경향이

있어 고혈압을 예방하며[6], 인슐린 분비 조절능력이 탁월하여

당뇨 증상을 효과적으로 완화시키는 효능이 보고되었다[7]. 또

한 HT-29 대장암 세포의 성장을 억제하고 암세포의 세포 분열

을 일으킨다고 밝혀졌으며[8], 고지방식이로 유도된 쥐에 더덕

추출물을 투여한 결과 지방 축적과 몸무게 증가를 억제시키는

결과가 보고되었다[9]. 더덕의 주요 성분으로는 alkaloid,

phenylpropanoid, polyphenol, saponin, tannin, steroid 등 생물

학적으로 활성이 보고된 화합물들이 보고되고 있으며[6-9], 그

중 대표적인 유효성분 lancemaside A는 항산화 작용과 IKK와

NF-κB 억제 작용의 결과로 인한 염증 완화[10]와 쥐에게 경구

투약한 결과 scopolamine에 의해 유도된 기억력과 학습 결핍

증상이 개선되었다는 연구가 있다[11].

여러 구성성분으로 이루어진 생약(crude drug)은 다양한 약리

활성을 나타내고 있으며, 동일 종의 생약이라도 재배지의 지역

적인 환경, 기후와 채취시기 및 저장방법에 의해서 성분의 불

균일함을 보인다. 이러한 생약 내 구성성분의 비특이적인 변화

는 생체 내 안전성과 약효의 효능에 결정적인 영향을 미치기

때문에 특정 원산지 생약의 판별 분석을 위한 대사체 마커 발

굴이 요구된다. 최근 더덕의 대사체 분석연구에 따르면, 더덕의

주요 성분인 tangshenoside I와 lobetyolin 성분의 동시분석법을

이용하여 국내산 더덕의 지역별 함량 편차를 분석한 연구가 보

고되어 있으며[12], 중국산 더덕의 HPLC-QTOF-MS 대사체 분

석을 기반으로 계층적 군집분석(hierarchical clustering analysis)

과 주성분 분석(PCA)을 통해 중국산 더덕의 지역별 산지의 유

사성을 분석한 연구들이 보고되어 있으나[13], 현재까지 국내산

더덕의 주산지별 마커분석을 위한 대사체 연구는 미비한 실정

이다.

본 연구에서는 지리적 기원(인제, 횡성, 무주)이 다른 더덕의

주산지의 지리적 주요 마커를 발굴하기 위해 주성분 분석법

(PCA)과 UPLC-QTOF-MS를 결합한 대사체적 접근방법을 활용

한 연구를 수행하였다. 국내에서 재배된 더덕을 주산지별로 식

별하기 위해 다양한 성분들의 특성을 고려하여 대사물질의 프

로파일링 조합을 분석수단으로 사용하였으며, 각 peak의 mass

spectrum pattern에 상응하는 성분을 동정하고, 다변량 통계 분

석을 수행하여 각 산지에 따른 대사체 특성을 판별함으로써 국

내산 더덕의 주산지별 마커성분 모델을 확립하고자 한다.

재료 및 방법

재료 및 시약

본 실험에서는 국내에서 유통되고 있는 국내산 더덕을 주산지

별 강원도 인제(옴니허브), 횡성(제천약초), 충청남도 금산(합천

생약)의 3개 지역으로부터 지리적으로 표시된 시료를 구입하여

사용하였으며, 건조되어 있는 각각의 시료를 분쇄하여 4 oC에서

보관하였다. 시료의 추출과 분석을 위해 각각 주정(Duksan,

95% Korea)과 아세토나이트릴(Merk, Darmstadt, Germany) 유

기용매를 사용했으며, 초순수제조장치(Milli-Q Academic, Merck)

를 이용하여 제조된 증류수를 사용하였다.

추출 및 시료 준비

각각의 시료 400 mg을 정확하게 칭량한 후 50% 주정 4 mL을

넣고 초음파처리장치(SD-350H, Korea)를 이용하여 15분씩 3회

추출하였다. 추출물은 진공감압장치를 이용해 농축하고 메탄올

에 완전히 녹인 후 원심분리기를(13,000 rpm, 30 min) 사용하여

상층액을 분석용 시료로 사용하였다.

UPLC QTOF-MS 분석 및 조건

Waters Acquity UPLC I-Class system (Waters, Milford, MA,

USA)에 부착된 Vion IMS QTOF mass spectrometer (Waters)

와 ACQUITY BEH C18 역상컬럼(2.1×100 mm, 1.7 μm, Waters)

을 이용해 더덕 분석을 진행하였다. 이동상 용매는 0.1% formic

acid가 함유된 증류수(용매 A)와 0.1% formic acid가 포함된

acetonitrile (용매 B)를 사용하여 분석하였다. 이동상 용리는 1

분 동안 용매 B를 5%로 유지한 후 10분까지 50%로 하는 기

울기 용매 조건으로 분석하였으며, 용출 속도는 0.4 mL/min, 컬

럼의 온도는 35 oC로 유지하고 2 μL 시료를 주입하여 분석하였

다. QTOF-MS 분석은 ESI의 negative mode에서 분석하였으며

이온 source와 desolvation 온도는 각각 110과 350 oC으로 유지

하였다. Capillary voltage는 2.3 kV, cone voltage는 40 V에서

분석하였고, desolvation과 cone 가스의 유속을 각각 800과 50

L/h로 설정하였다. 데이터의 재현성 및 정확도를 보정하기 위해

내부 표준 용액으로 leucine-enkephalin [m/z 554.2615 (ESI−)]

을 사용하였으며, 질량값 스캔의 범위는 m/z 100-1500으로 설

정하였다. 모든 MS 데이터는 MSE mode로 분석하였으며

UNIFI (v1.9, Waters) 소프트웨어를 이용하여 질량분석 데이터
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를 수집하였다. 더덕의 주성분인 tangshenoside I 화합물은

Chemfaces (CFN95108, China)로부터 구매하였으며, 일부성분들

은 국립원예특작과학원 인삼특작부로부터 분양 받아 사용하였다.

다변량 데이터 분석

UPLC-QTOF-MS로부터 얻어진 데이터는 peak alignment, peak

picking, data normalization을 위해 Progenesis QI (v.2.4,

Waters) 프로그램을 사용하였으며, PCA와 PLS-DA 분석과 같

은 다변량 통계분석을 위해 EZ info (v.3.0.3, Waters) software

를 사용하여 통계모델에서의 적합도(goodness of fit, R2)와 통

계적인 예측도(goodness of prediction, Q2)를 구하였다.

결과 및 고찰

Hwang 등[12]에 의해 보고된 더덕의 최적 추출 조건을 수정하

여 50% EtOH 추출용매를 사용한 초음파추출과 UPLC-QTOF-

MS 분석을 통해 국내산 더덕의 대사체 분석을 수행하였다. 본

실험에 사용된 더덕은 국내에서 유통되는 강원 인제, 강원 횡

성, 그리고 전북 무주 주산지에서 재배된 더덕시료를 대상으로

하였다.

Fig. 1은 국내산 더덕시료의 Base peak ion chromatogram을

나타내었으며, 각피크별 얻어진 MS 분석 데이터와 관련된 선

행문헌과 비교하여 동정한 7종[caffeoylquinic acid (1),

tangshenoside II (2), 2-hexenyl-α-L-arabinopyranosyl-β-D-gluco-

pyranoside (5), lobetyolin (6), lancemaside B (7), lancemaside

G (8), lancemaside A (9)]과 지표화합물을 이용하여 확인된 1

종[tangshenoside I (4)]을 나타내었다(Table 1). Caffeoylquinic

acid (CQA)는 3-, 4-, 5-CQA처럼 천연물에서 여러 이성질체

형태로 관찰되며, 주로 ESI negative mode에서 m/z 355 [M-

H]–의 값을 보인다[14]. 또한, caffeoyl 기의 m/z 162(-C9H6O3)

의 결손으로 인한 quinic acid의 m/z 191의 분자이온이 관찰되

는데 peak 1(tR=3.09 min)에서 이러한 MS 쪼개짐 패턴을 확인

하였다. Peak 2(tR=3.18 min)는 formate가 adduct된 주 생성이

온[M+HCOO]–인 m/z 417 값이 관찰되며, hexose 당의 결손으

로 인한 m/z 209 [M-H-C6H10O5]
– 쪼개짐 이온이 검출되는 것

Fig. 1 UPLC-QTOF-MS chromatograms of metabolites from Codonopsis lanceolata from main producing area of Korean
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을 확인하였다. 더덕의 선행문헌과 비교 분석을 통해 peak 2는

tangshenoside II로 추정하였다[13]. Peak 5 (tR=4.56 min)는 유

사분자이온인 m/z 393 [M-H]–와 formate adduct 생성이온인

m/z 439 [M+HCOO]–가 관찰되었으며, pentose의 손실로 인한

m/z 261 [M-H-C5H8O4]
– 분자이온을 확인하였다. 더덕의 선행연

구결과의 비교를 통해 2-hexenyl-α-L-arabinopyranosyl-β-D-

glucopyranoside으로 예측하였다[13, 15]. 더덕의 주요성분으로

알려진 lobetyolin은 polyacetylene 화합물로써 더덕의 품질평가

를 위해 사용하는 주된 지표물질로 알려져 있다[12,16]. Peak 6

(tR=5.92 min)는 precursor 이온인 m/z 395 [M-H]–와 HCOO가

adduct된 m/z 441 [M+HCOO]– 분자이온이 관찰되었으며, m/z

215 [M-H-C6H12O6]
–와 m/z 179 [C6H11O6]

–의 생성이온이 검출

되었다. 따라서 이러한 분자쪼개짐패턴과 선행연구결과를 비교

했을 때 peak 6은 lobetyolin으로 유추하였다[13,16]. 천연물의

유용한 생리활성물질 중 하나인 사포닌 성분은 aglycone과 당

이 결합된 부분으로 구성되어 양극성 성질을 지니고 있으며 더

덕뿌리에서는 lancemaside A로 대표되는 트리테르펜계열의 사

포닌들이 다량 함유하고 있는 것으로 알려져 있다 [17]. Peak

7 (tR=7.40 min), peak 8 (tR=7.47 min), peak 9 (tR=7.83 min)

은 각각 유사 분자 이온형태인 m/z 1351 [M-H]–와 m/z 1205

[M – H]–, 그리고 m/z 1189 [M-H]–가 검출되었으며, C-28 위

치에 결합된 xylose, rhamnose, arabinose 당들의 결손에 의해

생성된 이온인 m/z 647 [M-H-C27H44O21]
–, [M-H-C21H34O17]

–,

[M-H-C21H34O16]
–가 각각 관찰되었다. 따라서, 기존 선행 문헌

과 MS 쪼개짐 패턴 비교 분석을 통해 peaks 7-9은 각각

lancemaside B, lancemaside G, 그리고 lancemaside A로 추정

하였다[13, 17]. Peak 4 (tR=4.21 min)은 m/z 677 [M-H]–, m/z

1355 [2M-H]–의 분자이온이 검출되었으며, m/z 261 [C11H17O7]
–

이 관찰되었다. Peak 4는 더덕으로부터 선행연구된 결과값[13]

과 더덕의 주요 지표성분인 tangshenoside I의 머무름시간

(retention time), 그리고 MS 스펙트럼의 패턴을 비교하였을 때

phenylpropanoid계열 화합물인 tangshenoside I로 동정하였다. 더

덕의 주요피크로 관찰된 peak 3 (tR=3.49 min)은 m/z 366과

m/z 733의 분자이온이 관찰되었으나 기존의 선행연구결과로부

터 화합물을 동정하지 못하였으며 이후 후속연구를 통해 더덕

의 분리 및 분석 등의 연구를 통해 확인할 필요성이 있다.

UPLC-QTOF-MS로 분석된 물질들을 PCA분석을 이용하여 주

산지별 더덕의 대사체를 비교하였다. 각 더덕 주산지 사이의 군

집 경향을 확인하기 위해 PCA score plot을 확인해 본 결과,

t[1]을 기준으로 인제(●, ■), 횡성(▲), 무주(◆) 원산지가 구분

되었으며, t[2]를 기준으로 강원 산지(●, ■, ▲)와 전북(◆)산지

의 더덕이 구별이 가능하였다. 각 주성분에 의한 기여율은 t[1]

62.0%, t[2] 21.3%으로써, 총 83.3%의 누적기여율을 나타내었

으며(Fig. 2A) ,이들의 고유값(eigenvalue) 모두 1 이상의 값을

나타내었다(eigenvalues ≥ 1.0, Kaiser’s rule) [18]. 추가적으로

PLS-DA 분석을 확인한 결과에서도 PCA 데이터와 유사하게 상

기의 대사물질을 기준으로 각각의 그룹이 잘 분리되는 것을 확

인할 수 있었다(data not shown). 이들 대사체의 VIP (variable

Importance in the Projection)값을 확인한 결과 tangshenoside I

(VIP =11.8), lancemaside G (VIP =5.6), lancemaside A (VIP =9.4)

로 VIP 값이 1.0 이상으로 분석됨에 따라 유의성이 있음으로

판단하였다. 또한, PCA와 loading plot을 통해 각 그룹의 차이

에 관여하는 대사물질을 확인한 결과 4.31 분의 tangshenoside

I (m/z 677.2304)과 7.48분의 lancemaside G (m/z 1205.5603)

와 7.90분의 lancemaside A (m/z 1189.5661)로 확인되어 인제,

횡성, 무주 원산지 그룹 간의 구별에 기여하는 것을 확인하였

다(Fig. 2B).

이러한 대사체의 증감이 뚜렷한 성분을 국내 주산지별

chromatogram intensity를 비교한 결과 강원 인제에서

phenylpropanoid 계열 화합물인 tangshenoside I의 함량이 가장

높게 나타났으나 saponin 계열 화합물인 lancemaside G와

lancemaside A 함량은 가장 낮게 검출되었다. 반대로 강원 횡

성에서는 tangshenoside I 함량은 가장 낮게 나타났으나,

saponin 계열 화합물들이 비교적 높은 수준임을 확인하였고 특

히 lancemaside A의 함량이 나머지 주산지 보다 높은 함량을

나타냄을 확인하였다(Fig. 3). 전북 무주에서는 tangshenoside I

는 강원 인제 보다 낮았으나 강원 횡성 더덕 보다 높은 함량을

보였다(tangshenoside I: 강원 인제 >전북 무주 >강원 횡성).

lancemaside A은 강원 인제 보다 높았으나, 횡성 보다 함량이

낮게 나타내는 경향을 보였다(lancemaside A: 강원 횡성 >전북

무주 >강원 인제). 특히, 전북 무주에서 lancemaside G는 다른

주산지보다 높은 함량을 보여주었다(lancemaside G: 전북 무주

>강원 횡성 >강원 인제). 이러한 PCA와 loading plot을 통한

다변량 분석 결과로부터 국내산 더덕의 주산지를 판별할 수 있

Table 1 The metabolites of Codonopsis lancelolata detected by UPLC-QTOF-MS

No.
RT

(min)
Identification

Detected
ion

Calculated
ion

Adduct
ion

Error
(ppm)

Fragment
ion

Molecular
formula

1 3.18 caffeoylquinic acid 353.0882 353.0878 [M–H]– 0.9 191 C16H18O9

2 3.27 tangshenoside II 417.1401 417.1402 [M+FA]– -0.2 209, 293 C17H24O9

3 3.58 unknown 366.1194 366.1194 [M–H]– -0.1 204 C17H21NO8

4 4.31 tangshenoside I* 677.2295 677.2298 [M–H]– -0.4 261, 323, 497 C29H42O18

5 4.66 (E)-2-hexenyl-α-L-arabinopyranosyl-(1→2)-β-D-glucopyranoside* 393.1769 393.1766 [M+FA]– 0.8 261 C17H30O10

6 5.15 lobetyolin 441.1752 441.1766 [M–H]– -3.3 179, 215 C20H28O8

7 5.99 lancemaside B 1351.6182 1351.6176 [M–H]– 0.4 647, 1205 C63H100O31

8 7.48 lancemaside G 1205.5599 1205.5597 [M–H]– 0.2 629, 1087 C57H90O27

9 7.90 lancemaside A 1189.5652 1189.5647 [M–H]– 0.4 647, 1057 C57H90O26

*Identified by comparison with reference standard
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는 마커 대사체들의 유의성을 제시하였다.

최근 더덕에 대한 선행연구결과에서 Hwang (2018) 등은 주

요 지표성분인 tangshenoside I와 lobetyolin에 대한 UPLC 분

석법 검증 및 국내산 더덕의 함량 분석이 수행하였으며[12], Xia

(2017) 등에 의해 다변량 통계분석인 PCA 분석을 통해 중국산

더덕의 지역별 특성을 제시하였다. 본 연구에서는 국내산 더덕

을 대상으로하여 UPLC-QTOF-MS를 통해 대사체 profiling을

수행하였으며, PCA 분석법을 통해 강원 인제, 강원 횡성, 전북

무주의 더덕 주산지에 따라 각 그룹들이 잘 구별되는 것을 확

인하였다. 특히 더덕의 주성분인 phenylpropanoid 계열 화합물

인 tangshenoside I 그리고 saponin 계열 화합물인 lancemaside

A와 lasncemaside G와 같은 지표성분들이 함량의 변화가 높은

것을 확인함으로써 각 재배된 주산지 지리적 다양한 환경조건

에 따라 식물 생합성 기전에도 연관될 수 있음을 확인하였다. 

본 연구결과를 통해 UPLC-QTOF-MS를 기반으로 하는 국내산

더덕의 주산지 주요 대사체로 선정하는데 기초자료로 활용될 수

있을 것이다. 또한 추후 동일 품종을 사용한 최적 재배연구 및

국내·외 다양한 시료확보를 통한 원산지 판별 연구로 검증이 이

뤄진다면 더덕 대사체학 연구를 통해 품질관리 및 평가에 적용

가능한 과학적인 판별 마커를 제시할 수 있을 것으로 사료된다.

초 록

더덕(Codonopsis lanceolata)은 주로 한국, 중국 등 동아시아 지

역에 재배되고 있으며, 더덕의 뿌리는 기침, 기관지염, 천식, 결

핵, 소화 불량의 증상을 치료하기 위한 기능성 식품 및 전통 의

학으로 사용되어져 왔다. 보고된 바에 의하면 phenylpropanoids,

polyacetylenes, saponins, flavonoids와 같은 다양한 식물 천연물

성분들이 항비만, 항염, 항암, 항산화, 항미생물 활성과 같은 약

Fig. 2 PCA score plot (A) and loading plot (B) for the multivariate statistical analysis of Codonopsis lanceolata of Korean. Inje-1, Kangwon-do (●),

Inje-2, Kangwon-do (■), Hoengseong, Kangwon-do (▲), Muju, Jeonlabuk-do (◆)
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리학적 작용에 관여한다고 보고되어 있다. MS기반 대사체학 분

석을 이용한 주산지의 마커 성분을 선정하는 것은 다른 지역에

서 재배된 약용 식물의 안전성뿐만 아니라 화학적 조성과 생물

학적 효능의 변화와도 관련이 있기 때문에 부작용 없이 더덕의

유익한 효과만을 보장하는데 중요하다. 본 연구에서는 국내산

더덕의 주산지 특성을 구별하기 위해 UPLC-QTOF-MS를 기반

으로 하는 대사체 프로파일링과 다변량 통계분석 기법인 PCA

분석을 수행하여 판별모델을 확립하였다. 그 결과 인제(강원도),

횡성(강원도), 무주(전라북도)의 3개 그룹이 PCA와 loading plot

분석결과 tangshenoside I, lancemaside A, lancemaside G는

더덕 주산지를 구별하기 위한 잠재적 대사체 마커들로 제안하

였다.

Keywords 더덕 · 대사체학 · Lancemaside · Principal Component

Analysis · Tangshenoside I · Ultra-performance liquid chromatography

quadrupole time-of-flight mass spectrometry
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