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Abstract This study was performed to establish an analytical

method for the standardization of Angelicae Dahuricae Radix as

a functional ingredient. We established six compounds including

oxypeucedanin hydrate (1), byakangelcol (2), oxypeucedanin (3),

imperatorin (4), phellopterin (5) and isoimperatorin (6) as marker

compounds of Angelicae Dahuricae Radix. An analytical method

using Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) was

established and validated for marker compounds of Angelicae

Dahuricae Radix. The specificity was confirmed by the

chromatogram from UPLC and the value of coefficient

determination was also higher than 0.999, indicating high

linearity. The relative standard deviation (RSD) and recovery of

marker compounds were less than 5% and in the range of 90-

110%, respectively, which means that this method has high

accuracy and precision. Therefore, this analytical method could be

used as basic data for the development of functional ingredients

for health functional food of Angelicae Dahuricae Radix.

Keywords Angelicae Dahuricae Radix · Functional health food

· Marker compounds · Method validation · Ultra Performance
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서 론

구릿대(Angelica dahurica)는 산형과(Umbelliferae)에 속하며, 그

뿌리를 건조한 것을 백지라고 한다. ‘대한민국약전’에서는 구릿

대(Angelica dahurica Bentham et Hookerf.)와 항백지(Angelica

dahurica Bentham et Hooker f. var. formosana Shan et Yuan)

를 백지의 기원식물로 인정하고 있다. 백지는 예로부터 진정,

진경 효과가 있다고 알려져 있어 감기, 두통, 어지럼증 및 치통

의 치료에 사용하였고, 산전산후의 혈뇨, 하혈 및 풍증에 효과

가 있다고 알려져 있다[1]. 백지에서 분리 보고된 화합물로는

쿠마린(coumarin)계의 페놀성 화합물, 정유성분, 향기성분 등이

알려져 있다[2]. 백지에 함유된 다양한 화합물 중, coumarin은

백지의 주요 성분으로 알려져 있다. Byakangelicol, phellopterin,

oxypeucedanin, imperatorin, isoimperatorin 등 20여종이 넘는

coumarin 화합물이 보고되어 있으며[3,4] 이들은 항암[5], 항염

증[6] 등 다양한 약리활성을 가진다고 알려져 있다. 최근 연구

에서는 백지 추출물이 지방대사를 조절함으로써 비만과 지방간

의 치료제로서의 가능성을 가진다고 알려져 있으며[7], 당뇨 유

발 쥐 모델에서 상처 회복 촉진 효과를 가진다고 보고되었다[8].

이와 같이 백지에 함유된 다양한 성분과 생리활성은 건강기능

식품 기능성 원료로 개발 및 생산하는데 있어 매우 중요한 부

분을 차지한다. 건강기능식품 기능성 원료 개발에서 소재의 표

준화 및 규격화는 중요한 요소이며 이를 위한 적절한 지표성분

의 선정과 분석법 확립이 매우 중요하다. 따라서 본 연구에서
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는 향후, 구릿대(생약명 백지)의 건강기능식품 기능성 원료 개

발을 위해 적절한 지표성분 설정 및 품질 관리를 위한 UPLC

(Ultra Performance Liquid Chromatography) 분석법을 확립하여

유효성을 검증하고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료 및 시약

본 연구에서는 약용작물 생산자 단체(경북 봉화)에서 생산된 시

료를 한국생약협회로부터 검증되어 건조된 상태로 유통되고 있

는 구릿대(NIHHS200301)를 구입하였으며, 이를 분쇄하여 시료

로 사용하였다. 또한 식품의약품안전처(이하 식약처)에서 구릿

대(ANDA2009) 및 항백지(ANFO2009) 표준생약시료를 분양 받

아 실험에 사용하였다. 실험에 사용한 유통시료 및 표준생약시

료는 2020년에 각각 구입 및 분양받아 사용하였다. 지표성분으

로 사용된 표준물질인 oxypeucedanin, imperatorin, isoimperatorin,

oxypeucedanin hydrate, byakangelicol, phellopterin은 Chem

Faces (Hubei, China)에서 purity가 98% 이상인 물질을 구입하

여 사용하였으며, 각각의 성분을 정확하게 확인하기 위하여

UPLC-QTOF/MS (Ultra Performance Liquid Chromatography-

Quadrupole-Time-Of-Flight/Mass Spectrometer)로 정확한 질량

값을 검증하여 표준물질로 사용하였다. Methanol (MeOH)은

HPLC급(Fisher Scientific Inc., Hampton, NH, USA)을 사용하

였으며, 그 외 사용된 시약 및 용매는 모두 일급 이상으로 사

용하였다.

시료추출

건조 및 조분쇄 된 구릿대, 항백지 유통시료 및 표준생약시료

를 볼밀(Retsch MM400 mixer mill, Haan, Germany)을 이용

하여 미세분말로 분쇄하였다. Stainless 소재의 9 mm 직경의

ball 2개, 15 mm 직경의 ball 1개를 사용하였으며, 초당 25회

빈도로 설정하여 1분동안 분쇄하였다. 시료 추출은 Park 등의

연구를 참고하여 진행하였다[9]. 시료 100 mg씩 2 mL 튜브에

취하고 70% MeOH 1 mL을 더한 후 초음파추출기를 이용하여

상온조건에서 60분 동안 추출하였다. 이후 원심분리기를 이용

하여 상등을 분리한 다음(13,500 rpm, 5 min) 상등액을 0.2 µm

PVDF필터를 이용하여 여과한 후, 20배 희석하여 분석에 사용

하였다.

UPLC 분석

UPLC를 이용한 구릿대와 항백지의 유효성분 분석은 Waters

UPLC I-Class (Waters Co., Milford, MA, USA)를 이용하였으며,

분석용 컬럼은 Waters ACQUITY HSS C18 column (2.1 mm

×100 mm, 1.8 μm)을 사용하였다. 증류수와 Methanol (B)을 이

동상으로 하였으며 유속은 0.24 mL/min을 유지하였다. 최적의

분리능을 갖는 기울기 조건은 30%의 B를 3.5분 동안 40%로

증가시키고 9.5분 동안 50%로 증가시켰다. 이후 3분 동안 58%

로 증가시키고 2분 동안 64%로 증가시킨 후, 1분 동안 70%로

증가시켰다. 다시 2분 동안 74%로 증가시킨 후, 1분 동안

100%로 유속 조건을 변경하였다. 이후 4분 동안 초기 조건인

30%로 감소시킨 다음 2분간 유지하였다. 시료는 2 μL를 주입

하였으며 UV 검출기의 254 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

분석법 검증

백지 지표성분의 분석법 검증은 식약처에서 공인하고 있는 ‘의

약품 등 분석법의 밸리데이션에 대한 가이드라인’을 기준으로

하여 평가하였다[10]. 본 연구에 사용한 6종의 지표성분의 각각

의 표준품을 1 mg을 칭량하여 10 mL 볼륨플라스크에 methanol

로 정용하여 100 μg/mL의 농도가 되도록 제조한 것을 0.0975-

100 μg/mL로 희석하여 사용하였다. 지표성분 분석법 검증을 위해

특이성(specificity), 직선성(linearity), 검출한계(limit of detection),

정량한계(limit of quantitation), 정확성(accuracy) 및 정밀성

(precision) 등 5개 항목을 이용하여 분석법을 검증하였다. 이 중

검출한계와 정량한계는 6종의 지표성분에 대한 표준정량곡선의

signal-to-noise 값이 각각 3, 10일때의 농도로 구하였다. 또한,

6종의 지표성분에 대하여 3종의 농도조건으로 5일 동안 반복

분석하는 일간분석(inter-day), 연속으로 5회 분석하는 일내분석

(intra-day) 분석으로 정밀성(precision) 및 정확성(accuracy)을 구

하여 분석법의 재현성(reproducibility)을 검증하였다.

결과 및 고찰

‘대한민국약전(이하 약전)’에는 구릿대 또는 항백지를 백지의 기

원식물로 분류하고 있다. 본 연구에서는 약전에서 규정한 백지

의 함량기준 성분인 oxypeucedanin (3), imperatorin (4),

isoimperatorin (6) 의 3종과 구릿대의 두 기원종에서 분리 및

보고가 되었으며, 항비만 활성 등을 나타내는 oxypeucedanin

hydrate (1), byakangelicol (2), phellopterin (5)을 포함하여 총

6종을 백지의 지표성분 후보물질로 선정하였다(Fig. 1).

UPLC를 이용한 백지의 지표성분 분석을 위해 column, UV

흡광도(nm), 이동상의 유속조건 등을 변경하여 최적화된 분석

조건을 확립하고자 하였다. 그 결과, 본 실험에서는 UPLC를 이

용하여 26분의 짧은 시간동안 지표성분 6종의 동시분석이 가능

한 최적의 분석 조건을 확립하여 백지의 지표성분 분석을 용이

하게 하였다. 분석법의 검증은 식약처의 ‘의약품등 시험방법 밸

리데이션 가이드라인’에 따라 특이성, 직선성, 범위, 검출한계,

정량한계, 정확성 및 정밀성 항목에 대한 평가를 실행하였다.

확립된 UPLC 분석 조건을 이용하여 6종의 지표성분 후보물질

과 백지 추출물 시험용액의 크로마토그램을 비교하여 분석법의

특이성을 확인하고자 하였다. 그 결과, Fig. 2D과 같이 6종의

지표성분 후보 물질이 서로 간섭없이 분리됨을 확인하였다. 분

리된 크로마토그램상의 지표물질이 다른 성분들로부터 유래하

지 않음을 diode array를 이용하여 확인하였다. 또한, 시험용액

을 측정한 결과에서도 6종의 지표성분 후보물질이 동일한 피크

유지시간에 측정됨을 확인하였다. 기원식물 2종의 구릿대

(ANDA2009) 및 항백지(ANFO2009) 표준생약 시료를 식약처에

서 분양 받아 분석한 결과, oxypeucedanin hydrate (1), imperatoin

(4), phellopterin (5), isoimperatorin (6)이 항백지, 구릿대 시료

에서 공통으로 검출됨을 확인하였다. 반면, oxypeucedanin (3),

byakangelicol (2)은 항백지에서는 검출되지 않았고, 구릿대에서

검출됨을 확인하였으며, 시중에서 유통되고 있는 국내 약용작물

생산자 단체에서 재배된 구릿대시료(NIHHS200301)에서도 함량
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Fig. 1 Chemical structures of marker compounds from Angelicae Dahuricae Radix

Fig. 2 UPLC chromatograms of (A) AFNO2009, (B) ANDA2009, (C) commercial Angelicae Dahuricae (NIHHS200301) and (D) marker compounds

[oxypeucedanin hydrate (1), byakangelcol (2), oxypeucedanin (3), imperatorin (4), phellopterin (5) and isoimperatorin (6)]
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의 차이는 있었지만 6종의 지표성분이 모두 검출되었다(Fig. 2).

6종의 지표성분에 대한 회귀식은 Table 1에 나타내었으며, 이들

의 결정계수(r2) 값은 0.9993-0.9999로 높은 직선성을 나타내었

다. 6종의 지표성분의 검출한계(LOD)는 각각 0.67-1.23 ng/μL

이었고, 정량한계(LOQ)는 0.85-2.52 ng/μL 로 측정되었다. 또한,

지표성분 6종에 대해서 각각 3가지 농도로 일내분석(intra-day)

및 일간분석(inter-day)을 실시하여 정밀성(precision), 정확성

(accuracy)를 구하여 UPLC 분석법의 재현성을 검증하고자 하였

다. 일내분석은 3가지 농도를 5회 반복 분석하여 진행하였고,

일간분석은 연속 5일 동안 3가지 농도를 반복 분석하여 구하였

다. 실험을 통해 반복 측정한 지표성분 농도 값의 평균, 표준편

차, 상대표준편차(relative standard deviation, RSD %)를 구하

였으며, Table 2에 나타내었다. 정밀성과 정확성은 각각 상대표

준편차 값과 회수율로 나타내었다. 지표성분 6종의 일내분석의

정밀성은 0.42-1.54%, 정확성은 102.44-111.82%의 범위로 측정

되었다. 또한 6종의 지표성분의 일간분석의 정밀성은 0.29-

3.73%, 정확성은 97.10-111.63%의 범위로 측정되었다. 일간분석

과 일내분석을 통해 확인한 지표성분 6종의 정밀성은 모두 5%

이하였으며, 회수율로 나타낸 정확성은 90-110%의 범위에 근접

하게 측정됨을 확인하였다. 이와 같은 결과는 해당 분석법이 정

밀성과 정확성이 매우 높은 분석 방법임을 보여주었다.

‘대한민국약전’에서는 백지의 함량 기준을 oxypeucedanin,

imperatorin, isoimperatroin의 3종으로 하고 있으나, 이번 연구에

서는 기존의 생약기준 성분뿐만 아니라, oxypeucedanin hydrate,

byakangelicol, phellopterin의 다양한 기능성을 갖는 3종을 추가

하여 총 6종을 구릿대를 대표하는 지표성분 후보물질로 제시하

였다. 백지의 두 기원종에서 공통으로 검출된 4개의 유효성분

중, imperatorin과 isoimperatorin은 약전에서 정한 백지의 기준

성분이며, 항산화[11], 항암[12] 등의 다양한 약리활성을 가진다

고 알려져 있다. Imperatorin의 활성에 관한 최근의 연구에서는

Table 1 The regression data, LOD and LOQ for marker compounds for Angelicae Dahuricae Radix by UPLC analysis

Compounds Calibration curves
Coefficient Determination

(r2)
Concentration range

(ng/µL)
LOD1)

(ng/µL)
LOQ2)

(ng/µL)

Oxypeucedanin y=25557x-14829 0.9998 0.39~100 0.66 1.98

Imperatorin y=50526x+20044 0.9998 0.0975~100 0.15 0.60

Isoimperatorin y=32512x-7736.8 0.9999 0.195~100 0.28 0.93

Oxypeucedanin hydrate y=48057x-19249 0.9997 0.0975~100 0.37 1.30

Byakangelicol y=20758x-7793.2 0.9999 0.195~100 0.85 2.56

Phellopterin y=21025x-1400.2 0.9993 0.195~100 0.38 1.16

1)LOD; Limit of detection, 2)LOQ; Limit of quantification

Table 2 Accuracy and precision data of marker compounds of Angelicae Dahuricae Radix by UPLC analysis

Compounds
Spiked conc.

(ng/µL)

Intra-day precision (n=5) Inter-day precision (n=5)

Measured1)

(ng/µL)
RSD2)

(%)
Accuracy3)

(%)
Measured
(ng/µL)

RSD
(%)

Accuracy
(%)

Oxypeucedanin

10 10.71±0.09 0.82 107.11 10.17±0.28 2.83 101.65

25 26.09±0.20 0.75 104.37 27.03±0.18 0.67 108.12

50 51.22±0.29 0.57 102.44 53.01±0.15 0.29 106.01

Imperatorin

6.25 06.99±0.04 0.62 111.82 06.89±0.07 0.94 110.26

12.5 13.37±0.12 0.90 106.93 13.42±0.26 2.10 107.36

25 26.00±0.24 0.91 103.99 26.92±0.18 0.67 107.66

Isoimperatorin

5 05.39±0.04 0.67 107.82 05.58±0.04 0.70 111.63

10 10.37±0.09 0.86 103.70 10.75±0.09 0.79 107.48

25 25.94±0.25 0.96 103.75 26.43±0.13 0.50 105.73

Oxypeucedanin hydrate

3.125 03.38±0.03 0.95 108.07 03.44±0.03 0.83 110.12

6.25 06.71±0.06 0.82 103.32 06.82±0.15 2.24 109.11

12.5 12.91±0.05 0.42 103.26 13.95±0.27 1.95 111.59

Byakangelicol

12.5 13.15±0.10 0.75 105.21 12.29±0.05 0.41 98.29

25 25.92±0.23 0.90 103.69 25.01±0.19 0.77 100.02

50 51.25±0.79 1.54 102.51 49.50±1.85 3.73 98.99

Phellopterin

6.25 06.87±0.09 1.27 109.91 06.31±0.04 0.69 100.98

12.5 13.57±0.19 1.43 108.53 12.29±0.37 3.00 98.28

25 26.82±0.35 1.31 107.29 24.27±0.67 2.83 97.10

1)All values are means ± SD, 2)RSD; Relative standard devitation, 3)Accuracy (%)=(Measured value/Spiked value)×100
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imperatorin이 비만유도 쥐 모델에서의 항당뇨 효능 및 3T3-L1

지방세포 분화를 촉진시켜 항당뇨 소재의 가능성을 제시하고 있

다[13,14]. 항백지, 구릿대 시료에서 공통으로 검출된 oxypeucedanin

hydrate는 tyrosinase 활성을 저해한다고 알려져 있으며[15], 항

산화와 항염증 효과를 가진다고 알려져 있다[16]. 공통으로 검

출된 또다른 성분인 phellopterin 또한 항염증[17] 등의 다양한

활성을 가진다고 알려져 있으며, 특히 최근의 연구에서는

phellopterin이 당뇨 유도 마우스 모델에서 내당능을 향상시키고

[18], 지방세포 분화를 유도하여 혈당과 지질 수치를 개선함으

로써 항당뇨 작용을 한다고 보고되고 있다[19]. 백지의 두 기원

종 중 하나인 구릿대에서 검출된 지표성분인 oxypeucedanin은

항암 등의 활성을 가진다고 알려져 있으며[20], 최근의 연구에

서는 oxypeucedanin이 지방생성을 억제함으로써 항비만 효과를

갖는다고 보고되어 있다[21]. Byakangelicol은 기도염증에서 항

염증 효과를 및 cholinesterase 저해 활성을 가진다고 알려져 있

다[22,23].

구릿대가 생약(백지)이 아닌, 식품 또는 건강기능식품으로 확

대가 되려면 생약과 다른 기준으로 평가를 받아야 한다. 섭취

량 근거 확보를 위한 독성평가 등 안전성 평가가 실시되어야

하며, 식약처에서는 식품원료로 등록이 병행되어야 할 것이다.

생약인 백지의 지표성분 후보물질 6종에 대한 다양한 생리 활

성이 보고되어 있으며, 특히 항당뇨, 항비만 등에 관련한 보고

가 주목을 받고 있다. 이는 구릿대 추출물이 이러한 만성대사

질환의 예방 효과를 가질 것으로 기대되며 건강기능식품 기능

성 원료 소재로서 가능성을 제시하고 있다. 본 연구에서는

UPLC를 이용하여 지표성분 6종의 분석법을 설정하였으며, 설

정된 분석법이 지표성분 분석을 위한 적합한 분석법임을 검증

하였다. 따라서, 본 연구를 통하여 확립된 백지의 지표성분 분

석법이 향후 백지의 건강기능식품 개별인정 기능성 원료 개발

의 기초자료가 될 것으로 기대된다.

초 록

백지는 산형과(Umbelliferae)에 속하는 구릿대(Angelica dahurica)

의 뿌리를 건조한 것으로, 다양한 약리작용을 하는 것으로 알

려져 예로부터 한약재로 사용되어 왔다. 백지의 대표적인 활성

성분인 coumarin을 포함하여 다양한 성분이 알려져 있으며, 최

근 백지의 다양한 생리활성이 보고되고 있다. 본 연구는 백지

를 건강기능식품의 기능성 원료로 활용하고자, 백지의 지표성분

설정 및 이에 대한 UPLC 분석법을 확립하여 분석법 유효성 검

증을 실시하였다. 백지의 지표성분으로는 oxypeucedanin hydrate,

byakangelicol, oxypeucedanin, imperatoin, phellopterin, isoimperatorin

의6종을 설정하였다. 분석법 유효성 검증은 특이성, 직선성, 검

출한계, 정량한계, 정확성, 정밀성 등의 항목을 이용하여 확인

하였다. 본 시험법에서 지표성분 6종은 서로 간섭없이 분리되

어 특이성을 확인하였고, 결정계수의 값도 0.999 이상으로 나타

나 높은 직선성을 나타내었다. 분석법 유효성 검증 결과, 지표

성분 6종의 RSD는 5% 이하로 나타났으며 90-110%의 범위의

회수율을 나타내 높은 정확성과 정밀성이 있는 것을 확인할 수

있었다. 이러한 결과는 UPLC를 이용한 백지의 지표성분 분석

법이, 새롭게 제시한 6종에 대해 적합한 동시분석 분석법임을

나타낸다. 따라서, 본 연구를 통하여 확립된 백지의 지표성분

분석법이 향후 백지(구릿대)의 건강기능식품 기능성 원료 개발

을 위한 기초자료로 활용될 것으로 기대된다.

Keywords 건강기능식품 · 구릿대 · 백지 · 밸리데이션 · 지표

성분 · Ultra Performance Liquid Chromatography
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