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ABSTRACT

Objectives� :� The� main� aim� of� this� study� was� to� examine� the� LC-MS/MS� used� to� identify� phenolic� compounds� of�

CRE(Coptidis� Rhizoma� 70%� EtOH� Extract).� Also,� we� investigated� antioxidative� activities� and� Anti-inflammatory�

activities.

Methods� :� LC-MS/MS� Analysis� HPLC� and� LC-MS/MS� were� performed� on� a� 1260� series� HPLC� system� (Agilent�

Technologies,� Inc.,� California,� USA)� and� 3200� QTrap� tandem� mass� system� (Sciex� LLC)� operated� in� positive� ion� mode�

(spray� voltage� set� at� −4.5� kV).� The� solvent� used� was� DW� and� Acetonitrile� containing� 0.1%� formic� acid,� a� gradient�

system� was� used� at� a� flow� rate� of� 0.5� mL/min� for� analysis,� and� a� Prontosil� C18� column� (length,� 250� mm;� inner�
diameter,� 4.6� mm;� particle� size,� 5� µm;� Phenomenex� Co.,� Ltd.,� California,� USA,� Biochoff� Chromatography)� was� used.�
The� solvent� conditions� used� in� the� mobile� phases� were� 0­10� min� at� 10­15%� B,� 10­20� min� at� 20%� B,� 20­30� min� at�
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25%,� 30­40� min� at� 40%,� 40­50� min� at� 70%,� 50­60� min� at� 95%,� and� 60­70� min� at� 95%.� The� analysis� was�

performed� at� a� wavelength� of� 284� nm� and� a� temperature� of� 35℃.� The� cell� viability� was� measured� using� a�

3-(4,5-dimethyethiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium� bromide� (MTT)� assay� and� 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl� (DPPH)�

radical� scavenging� activity.� We� examined� the� effects� of� CRE� on� the� lipopolysaccharide� (LPS)-induced� production� of�

nitric� oxide� (NO)� in� a� RAW� 264.7� cells

Results� :� The� chemical� analysis� CRE� by� Liquid� chromatography-tandem� mass� spectrometry� (LC-MS/MS)� confirmed� that�

Rosmarinic� acid,� Ferrulic� acid,� 3-O-feruloylquinic� acid,� and� 5-O-feruloylquinic� acid� as� phenolic� components.� DPPH�

radical� scavenging� activity� was� the� inhibitory� activity� of� CRE� showed� at� 200� μg/mL� a� statistically� significant� level.� MTT�

assay� demonstrated� that� the� CRE� did� not� have� a� cytotoxic� effect� in� RAW� 264.7� and� LPS-induced� RAW264.7� cells.�

Also,� CRE� reduced� NO� production� in� RAW� 264.7� cells� stimulated� with� LPS.

Conclusions� :� Based� on� these� findings,� The� chemical� analysis� 4� major� components� CRE� such� as� Rosmarinic� acid,�

Ferrulic� acid,� 3-O-feruloylquinic� acid,� and� 5-O-feruloylquinic� acid.� Moreover,� we� confirmed� that� CRE� has� effects�

antioxidant� and� anti-inflammatory.� The� results� demonstrate� that� CRE� can� be� used� as� an� antioxidant� and� a� powerful�

chemopreventive� ingredient� against� inflammatory� diseases.

Key� words� :� LC-MS/MS,� Anti-inflammatory,� Antioxidant,� Coptidis� Rhizoma.

Ⅰ. 서론1)

  황련은 중국어로 Huanglian이라고도 알려진 Coptidis 

rhizome(CR)은 Coptis chinensis Franch의 뿌리 줄기이

다.  현대 약리학 연구에서 황련은 신경 보호1), 항염증
2), 3) ,4), 항비만3), 항산화5) ,6), 항암7), 항죽상경화증8) 및 

항당뇨9) 등의 효능을 가지고 있음이 입증되었다. 이 뿐

만 아니라 황련의 주성분은 isoquinoline계 alkaloid인 

berberine으로 그람 음성균에 대한 광범위한 항균 작용

과10) 함께 항염증 및 항암 작용11), 항산화 작용12), 피부

염증13)에도 큰 효과를 나타낸다. 다양한 효능을 가진 

황련은 한약재로서의 활용도 높으며, 천연물 신약 개발 

분야에서도 많이 응용된다14).

  Lipopolysaccharide(LPS)는 그람 음성균의 세포벽에

서 유도된 화합물로 염증성 사이토카인의 강력한 유도

제로 알려져 있다. LPS는 RAW 264.7에서 nitric 

oxide(NO), cyclooxygenase-2(COX-2), tumor necrosis 

factor α(TNF-α), IL-6(Interleukin-6) 등과 같은 많

은 염증 매개체를 상향 조절할 수 있다15). LPS와 LPS

로 유도된 염증성 사이토카인은 혈관 투과성을 증가시

키고, 암세포의 혈관 외 유출을 유도하는 암세포 및 내

피 세포에 부착 분자의 발현을 향상시키는 것으로 알려

져 있다16), . 

일중항 산소(1O2)은 과산화수소(H2O2)와 같은 라디칼 

유도체로, 자유라디칼(Free radical)의 한 종류이다. 자

유라디칼은 짝을 이루지 않은 전자를 운반하고 독립적

인 존재의 원자 또는 분자로서 수명이 짧고 반응성이 

높으며 불안정하기에 결과적으로 전자를 잡으려는 다른 

물질과의 빠르게 반응한다17), 18). 정상적인 세포의 대사

는 ROS를 생성하며 이들은 세포 내 및 세포 외 대사

를 변경하는 동물 및 식물 세포의 신호 경로 활성화에 

중요한 역할을 한다. 거의 대부분의 ROS는 미토콘드리

아의 호흡 통해 세포에서 생성된다17), 19). 내인성 대사 

반응 동안 호기성 세포는 분자 산소의 생물학적 감소의 

일반적인 생성물로서 수퍼옥사이드 음이온(O2
-), 과산화

수소(H2O), 하이드록실 라디칼(OH·) 및 유기 과산화물

을 생성한다. 이뿐만 아니라, 저산소 상태에서의 미토콘

드리아 호흡 사슬은 Reactive nitrogen species(RNS)을 

생성할 수 있는 NO을 생성한다17). RNS는 과도한 지

질 과산화를 유도하여 추가 반응성 종, 예를 들어 반응
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성 aldehyde-malondialdehyde 및 ​​4-hydroxynonenal을 

생성하게 되는데 이것은 지질과 단백질은 산화 공격의 

중요한 표적이며 이것은 돌연변이 유발 과정을 향상시

킬 수 있다20), 21). 최근 몇 년 동안 염증은 다양한 세포 

과정을 포함하는 생물 의학 연구자들의 주요 목표 연구 

분야 중 하나이다. 일반적으로 염증은 NO와 전 염증성 

사이토카인 분비에 의한 자연적인 보호 반응이지만 장

기간의 만성 염증은 해로울 수 있으며, 이는 발열, 천

식, 죽상 동맥 경화증, 관절염, 신경 퇴행성 질환 및 심

지어 암과 같은 질병의 발병으로 이어진다12). 염증 반

응에서 백혈구와 비만 세포는 손상 부위에 존재하며 이

는 산소 흡수 증가로 인해 "호흡 폭발"을 일으켜 손상

된 부위에서 ROS의 생성 및 방출을 향상시킨다21), 21). 

그러나 염증 세포의 경우에는 사이토카인과 같은 더 많

은 용해성 염증 매개체를 생성한다. 염증의 경우, 염증 

원인을 치료하는 것이 가장 중요하기에 염증의 원인인 

염증 매개체의 억제는 염증성 질환의 치료에 사용될 수 

있다13), 16), 22).

  따라서 본 연구에서는 한약재로 널리 쓰이고 있는 

CRE 유효성분 확인하고 CRE 에 대하여 약리효과 중 

항산화 및 항염증 활성에 대해 검토하였다.  

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 추출물 제조

  황련(Coptidis Rhizoma)은 영천 한방 약초시장(영천, 

한국)에서 구입하여 건조된 Coptidis Rhizoma(CR) 

30g를 미세한 분말로 분쇄하고 300 mL의 70% 에탄올

을 첨가한 후 40에서 100 rpm으로 진탕기에서 24시간 

동안 추출하였다. 그런 다음 추출물을 150 μm Sieve 

(Retsch, Haan, Germany)를 통해 여과하고 증발시키고 

동결건조를 통해 농축한 다음 -20에서 보관하였다(수율 

15.56%). 실험을 위해 분말(10mg)을 1 mL의 증류수

(v/v)에 녹이고 0.22 μm 여과하여 CRE(Coptidis 

Rhizoma 70% EtOH Extract)로 명명하고 사용하였다. 

2. LC-MS/MS 분석 조건

  LC-MS/MS는 1260 series HPLC system(Agilent 

Technologies, Inc.) 및 3200 QTrap tandem mass 

system(Sciex LLC)에서 negative ion mode(spray voltage 

set at -4.5 kV)에서 수행하였다. Prontosil C18 컬럼(길이, 

250 mm; 내경, 4.6 mm; 입자 크기, 5μm, Phenomenex 

Co., Ltd., Biochoff Chromatography)를 사용하였다. 이동

상은 A 용매로 100% 증류수와 B 용매 0.1% formic 

acid 포함하는 Acetonitrile이고, 이동상에 사용된 용매 

조건은 (10–15)% B에서 (0–10)분, 20% B에서 (10–

20)분, 25% B에서 (20–30)분, 40% B에서 (30–40)

분, 70% B에서 (40–50)분, 95% B에서 (50–70)분 분

석을 수행하였다. 분석을 위해 0.5 ml/min의 유속으로 

gradient system을 사용하였고 컬럼 오븐 온도는 35℃, 

분석파장은 284 nm 수행하였다. 

3. 세포 생존률 측정 (MTT assay) 

  RAW 264.7 세포를 24-well plate에 2×105 cells/well 

로 24시간 배양하여 0, 50, 100, 200 μg/mL의 CRE

와 1 μg/mL LPS를 12 시간 처리한 후, 그리고 

3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide(MTT) 시약을 처리하여 37℃에서 2시간 반응

시킨 후, 살아있는 세포가 시약과 반응하여 생성된 

formazan crystal을 dimethylsulfoxide(DMSO)로 용해시

키고, microplate 측정기(Tecan InfiniteⓇ M200 PRO, 

USA)를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

4. DPPH 측정방법

  Free radical 소거활성 측정 DPPH(1-diphenyl-2- 

picrylhydrazyl)에 의한 항산화 활성은 화합물이 DPPH 

radical에 전자를 공여함으로써 자유기를 소거하는 활성

을 측정하는 것으로 DPPH를 메탄올에 희석하여 517 

nm에서 흡광도를 측정하여 0.96∼0.97이 되는 농도를 

선택하였다. Free radical 활성측정은 96-well microplate 

spectrophotometer를 사용하여 CRE 100% 증류수에 

처리한 후 동량의 1 mM DPPH를 가한 후 암실에서 

30분을 두었다가 517 nm에서 흡광도를 측정하였다23). 

DPPH Remaining은 시료첨가구와 비첨가구의 백분율

로 표시하였다.

  DPPH Remaining (%) = (시료첨가구 OD * 100)/

비첨가구 OD

5. Nitric oxide(NO) 생성량 측정 

  세포배양액 내의 NO 농도는 Griess 반응법을 이용하

여 측정하였다36). 세포는 5×104 cells/well

  96-well plate에 24시간 배양 후 1 μg/mL의 LPS를 

1시간 동안 처리한 다음, CRE을 농도별(25, 50, 100, 

200 μg/mL)로 처리하여 24시간 배양하였다. 배양액의 
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상층액을 얻은 후 동량의 Griess 시 (1% sulfanilamide 

: 0.1% N-(1- naphthyl)ethylenediamine dihydrochloride

＝1:1))을 첨가하여 실온에서 10분간 반응시킨 다음 

550nm에서 흡광도를 측정하였다. Nitrite의 농도는 

sodium nitrite(Wako Chemical Co.)를 표준물질로 하

여 얻은 표준곡선에 대입하여 산출하였다.

6. 통계 처리 

  상기의 모든 실험 결과는 3 회 이상 반복 실험하였으

며 모든 실험값은 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 유

의성 검정은 ANOVA(one-way analysis of variance) 

및 student’s t-test 를 이용하여 P<0.05 수준에서 검증

하였다.

Ⅲ. 결과

1. 황련(Coptidis Rhizoma)의 HPLC-MS/MS 분석

  CRE에 함유된 화합물의 정성적 분석은 HPLC-MS/MS

를 통해 얻었다. HPLC 머무름 시간과 UV-vis 스펙트

럼을 기반으로 총 4개의 peak가 식별되었다(Fig. 1). 

284nm 파장에서 HPLC 크로마토그래프로 얻은 peak에 

따라 4종의 페놀화합물이 확인되었다. 4종의 페놀화합

물은 Rosmarinic acid(1), Ferulic acid(2), 3-O- 

feruloylquinic acid(3), 5-O-feruloylquinic acid(4)으로 

확인되었다. Table 1에서는 4.74분(1), 5.42분(2), 5.93

분(3) 및 7.62분(4)의 머무름 시간에 표시하였고 공개된 

출처의 참조 화합물을 기반으로 한 질량 분석 정량 데

이터에 관해 설명을 하였다. 본 연구에서는 검출된 페

놀화합물의 특성을 규명하는 데 초점을 두었으며, 

LC-MS/MS로 얻은 분자 이온 peak 및 질량 패턴을 

기반으로 검출된 페놀화합물 관한 문헌 데이터와 비교

하여 확인하였다. 그 후 표준물질과의 머무름 시간과 

스펙트럼 UV max 값을 비교하여 다시 한번 확인하였

다. Fig. 2에서는 LC-MS/MS 데이터를 기반으로 화합

물의 절단을 예측한 결과이다.

Fig. 1. The HPLC chromatogram and Structure of the polyphenolic compounds in CRE. The detected compounds at 

the 284nm wavelength are Rosmarinic acid(1), Ferulic acid(2), 3-O-feruloylquinic acid(3), 5-O- 

feruloylquinic acid(4).
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Table. 1. The HPLC-MS/MS data of the polyphenolic compounds in CRE.

Rt:  retention time.

Fig. 2. Fragmentation scheme of polyphenols contained in CRE. Proposed fragmentation patterns for Rosmarinic 

acid(m/z 359), Ferulic acid(m/z 193), 3-O-feruloylquinic acid(m/z 367), 5-O- feruloylquinic acid(m/z 

367).

Peak
No. Rt(min) Formula Compound [M-H]- MS/MS Reference

1 4.74 C18H16O8 Rosmarinic acid 359 197, 179, 161, 135
Desta KT et al., 

2015. 25)

2 5.42 C10H10O4 Ferulic acid 193 178, 149, 134
Li W et al., 

2003. 26)

3 5.93 C17H20O9 3-O-feruloylquinic acid 367 193, 191, 173, 134
Kose YB et al., 

2016. 27)

4 7.62 C17H20O9
5-O- feruloylquinic 

acid
367 191, 173

Kose YB et al., 
2016. 28)
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2. DPPH radical 양 측정

  CRE의 항산화 효능을 측정하기 위한 방법으로 

DPPH radical 남아있는 양을 측정하였으며 결과는 Fig. 

5에 나타냈다. CRE는 200 µg/mL 항산화 효과가 나타

났다. 양성 대조군인 Ascorbic acid (AA) 10 µg/mL 보

다는 낮은 효과가 나타났다(Fig. 3).

Fig. 3. Effect of CRE on DPPH free radical scavenging activity. The data represent three experiments and are 

expressed as mean ± SE; differences were considered statistically as follows, ** p < 0.01 and *** p < 

0.001. DPPH free radical scavenging activity for test sample was determined with 1 mM DPPH 

methanolic solution. Concentration of the CRE was 10, 20, 40, 60, 80, 100, 200 and 300(µg/mL). AA: 

Ascorbic acid.

3. 세포 생존율 확인

  CRE의 세포독성을 측정하기 위하여 MTT 분석을 시

행하였고, 그 결과를 Fig. 3에 나타냈다. DMSO에 용해

한 CRE을 200 μg/ml의 농도까지 측정한 결과, 모든 

농도에서 90% 이상의 생존율을 보였고 200 μg/ml의 

농도에서도 세포에 대한 독성을 보이지 않았다. 또한 

LPS 1 μg/ml 처리한 CRE을 200 μg/ml의 농도에서

도 세포에 대한 독성을 보이지 않았으므로 이후 세포배

양 실험에서는 200 μg/ml의 농도를 가장 높은 농도로 

정하여 실험을 진행하였다.

Fig. 3. Effect of CRE on cell viability in RAW264.7 cells and cell viability of the LPS-induced RAW 264.7 

cells pretreated with CRE. Values represent mean ± SE of three measurements.
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4. LPS 로 유도된 RAW 264.7 세포에서의 Nitric 

Oxide (NO) 대한 CRE 억제효과

  CRE의 항염증 활성을 확인하기 위하여 LPS에 의해 

유도된 NO의 생성을 억제하는 효과를 측정하였고, 그 

결과를 Fig. 4에 나타냈다. LPS만 처리한 군과 CRE 군 

비교하였을 때, NO의 생성량을 농도의존적으로 감소시

키는 것으로 확인하였다. CRE은 LPS로 자극시킨 

RAW 264.7 세포에서 염증물질 NO의 생성을 유의성 

있게 감소하였다.

- + 25 50 100 200
0.00

0.05

0.10

0.15

0.20
NO

 p
ro

du
ct

io
n

***
****** ***

###

LPS (1 μg/ml)

CRE (μg/ml)

Fig. 4. Effects of the CRE on LPS-induced nitric oxide (NO) production in RAW 264.7 cells. The data 

represent three experiments and are expressed as mean ± SE; of three independent experiments. 

###p<0.001 versus the non-treated control group. ***p<0.001 versus the control group treated with 

LPS alone.

Ⅳ. 고찰 

  천연물에 존재하는 생리 활성물질인 페놀화합물은 

hydroxylation(-OH), O-methylation(-OCH3), O-glycosylation 

등의 결합 패턴에 따라 다양한 형태를 가지며28) 항산

화, 항염증 등의 다양한 생리활성 효과가 있는 것으로 

알려져 있다29), 30). 페놀 화합물은 탄소 수에 따라 

hydroxybenzoic acid류(C6-C1)와 hydroxycinnamic acid류 

(C6-C3)로 구분되며, 이 중 non-flavonoids 물질인 

hydroxycinnamic acid류가 더 큰 비중을 차지한다31). 

Hydroxycinnamic acid 유도체는 caffeic acid와 

quinic acid가 ester 결합한 형태의 화합물이다32), 33). 

Hydroxycinnamic acid는 p-coumaroylquinic acid류, 

caffeyolquinic acid류, feruloylquinic acid류 등을 포함

한다34). CRE에서 분리 및 동정된 활성물질 중 

Rosmarinic acid는 잘 알려진 hydroxycinnamic acid 

한 종류이고 Ferulic acid, 3-O-feruloylquinic acid, 

5-O- feruloylquinic acid 또한 hydroxycinnamic acid

에 포함된다(Fig. 1, Table 1). CRE의 페놀화합물 성분

(Rosmarinic acid, Ferulic acid, 3-O-feruloylquinic 

acid, 5-O- feruloylquinic acid)과 생리 활성과의 상관

관계를 확인하기 위하여 항산화 및 항염증 활성을 측정

하였다.

  페놀성 항산화제들은 연쇄반응 과정에서 alkylperoxy 

radical이나 alkyl radical에 수소를 공여하여 radical을 

소거함으로써 산화를 억제하는 것으로 알려져 있다35). 

이러한 환원력은 페놀화합물에 수소 또는 전자를 얻는 

것을 말한다. 즉, 페놀이 수소 원자를 radical에 제공하

여 안정한 non-radical을 만들고, peroxy radical은 

resonance hybrid를 형성할 수 있으므로 산소와 반응이 

어려워서 free radical이 안정화가 된다36). CRE에서 확

인된 페놀화합물의 특성을 이용한 DPPH 실험 결과에

서는 CRE의 200 µg/mL부터 높은 항산화 활성을 나타

내었다(Fig. 3). 폴리페놀, 플라보노이드와 DPPH 소거

능이 일관되게 비례하는 경향성 있다. 이러한 결과로부

터 CRE의 폴리페놀 성분이 free radical을 제거함으로

서, 항산화효과가 있는 것으로 보인다. 이러한 항산화효

과는 다양한 활성산소로 유발되는 질환을 예방 및 치료 
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할 수 있으며, CRE는 중요한 항산화제로 사용될 수 있

을 것이라 생각된다.

  염증(inflammation)반응은 이러한 free radical에 의하

여 생체 내의 조직손상을 유발하고 그 외 바이러스와 

같은 병원체에 염증매개 물질의해 발생하게 된다. 

macrophage는 감염초기 생체방어에 중요한 역할을 하

며 대표적인 염증 매개물인 NO와 사이토카인 생성에 

관여한다37), 38). NO는 L-arginine이 L-citrulline으로 

변화되는 과정에서 부산물로 생성된다. 또한 LPS와 같

은 세균의 내독소나 여러 가지 사이토카인에 의해 유도

되어 생성되기도 한다. NO는 세포의 항상성 유지에 중

요한 역할을 하는 물질로 다양한 자극으로 여러 종류의 

세포에서 합성된다39). 정상적으로 혈관 확장, 신경 전달 

체제, 항균 물질, 면역조절 등의 생체 내에서 긍정적인 

작용을 하는 것으로 알려져 있다40). 하지만 병원체 등

에 의해 과도하게 증가한 NO는 세포 파괴, 조직 손상, 

신경 손상 등을 유발하고, 혈관 투과성을 증가시켜 부

종 등의 염증 반응을 촉진시켜 다양한 질병 유발하는 

요인으로 관여한다41). RAW 264.7 macrophage에서 염

증 반응으로 생성되는 NO 측정한 결과에서는 CRE의 

200 µg/mL에서 NO의 생성이 가장 많이 억제되었다

(Fig. 4). CRE 추출물의 처리로 LPS에 의해 진행되는 

염증과정에서 중요한 매개인자인 NO의 생성이 감소시

켰으며, 이러한 결과로 CRE가 다양한 염증질환의 치료

에 잠재적인 소재로 사용 될 수 있음을 보여준다.

  따라서, CRE에서는 4종(Rosmarinic acid, Ferulic 

acid, 3-O-feruloylquinic acid, 5-O-feruloylquinic 

acid)의 페놀 화합물 확인할 수 있었고, free radical이 

소거됨을 통해 CRE 항산화 효능과 LPS로 유도된 대식

세포에서의 NO억제를 통해 항염증 효과를 확인하였다. 

Ⅴ. 결론

  본 연구에서는 CRE의 LC-MS/MS 이용하여 활성 

성분을 확인하였다. 그리고 항산화 및 항염증 효능 확

인을 위해 Free radical의 소거 활성과 RAW 264.7 세

포에 LPS를 처리하여 NO 생성량을 측정하였다. 그 결

과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. CRE는 페놀화합물 성분 중 Rosmarinic acid, Ferulic 

acid, 3-O-feruloylquinic acid, 5-O- feruloylquinic 

acid 가진다.

2. CRE는 free radical을 소거함으로써 항산화 효과를 

가진다. 

3. CRE는 Nitric oxide(NO) 억제함으로써 항염증 효

과를 가진다.

  이러한 결과에 따라 CRE에서 확인된 Rosmarinic acid, 

Ferulic acid, 3-O-feruloylquinic acid, 5-O-feruloylquinic 

acid는 다양한 생리활성을 가진 페놀 화합물로서 향후 

천연 항산화제 및 항염증제 소재로써 활용될 수 있을 

것으로 사료된다.
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