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한약(생약)제제 중 비추출물제제의 7종 지표성분 동시정량법 확립
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Abstract – Assay of herbal medicinal product should be complied with the Korean Herbal Pharmacopoeia. Currently, assay test

requires individual analysis of marker compound and involve complicated pretreatment steps, leading to considerable analysis

time. Thus, it needs to be improved in these aspects. In this study, we aimed to develop a simultaneous quantitative method

for 7 marker compounds (loganin, gentiopicroside, poncirin, saikosaponin A, decursin, decursinol angelate, and magnolol) that

can be applied to 28 herbal medicinal products (pills) in the Korean Herbal Pharmacopoeia. We developed and validated the

simultaneous quantitative method for these 7 marker compounds, assessing linearity, limit of detection, limit of quantitation,

accuracy, and precision. The R2 values for linearity of each marker compounds were ≥ 0.999, and the accuracy ranged from

82.64~108.68%, with relative standard deviations (%RSD) for precision ranging from 0.43~3.49%, all within acceptable limits

(≤ 15%). Furthermore, a comparison between the current and improved test methods confirmed the similarity of quantification.

As a result, we intend to incorporate this developed analytical method into the Korean Herbal Pharmacopoeia to facilitate its

utilization in the quality control of herbal medicinal products.

Keywords – The Korean herbal pharmacopoeia, Herbal medicinal products, Pills, HPLC-DAD, Simultaneous quantitative

method, Validation

대한민국약전 및 대한민국약전외한약(생약)규격집에는 구

성 생약을 추출 및 정제하여 만든 가미소요산엑스 과립 등

추출물 한약(생약)제제 117품목과 추출물 형태가 아닌 한약

(생약) 원물에 부형제 등 첨가제를 넣어 구상의 형태로 가공

한 가감팔미환 등 비추출물 한약(생약)제제 40품목이 수재

되어 있다.1,2)

제제의 품질관리를 위하여 일부 정량이 가능한 생약에는

지표성분을 이용하여 정량 기준을 설정하고 있으나 현행 지

표성분별 정량법을 수행해야하는 측면에서 시간적, 경제적

어려움이 상존한다.4,6) 선행연구에서 추출물 및 비추출물 제

제 중 총 12종의 지표성분 동시분석법을 개발하였으나,3) 비

추출물 제제에 설정된 7종 지표성분에 대한 동시분석법이

부재하므로 시험법 마련이 필요하다. 이에 본 연구에서는

HPLC/DAD법을 이용하여 비추출물제제에 해당하는 7가지

지표성분의 동시분석법을 개발하고자 하였다. 가감팔미환

등 40품목의 비추출물제제에는 당귀 등 30개의 구성 생약에

대한 함량시험법이 설정되어 있으며 그 중 용담(龍膽, Gentian

Root and Rhizome), 당귀(當歸, Angelica Gigas Root), 산수

유(山茱萸, Cornus Fruit), 시호(柴胡, Bupleurum Root), 지실

(枳實, Poncirus Immature Fruit), 후박(厚朴, Magnolia Bark)

#E.-H. Ko and J.-S. Ha contributed equally to this work as first authors.

*교신저자(E-mail):rain01@korea.kr

(Tel):+82-43-719-4801

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.22889/KJP.2025.56.3.181&domain=http://journal.ksp.or.kr/&uri_scheme=http:&cm_version=v1.5


182 Kor. J. Pharmacogn.

등 6품목은 비추출물제제에만 적용된다. 이에 따라 비추출

물제제에 적용가능한 한약(생약)의 지표성분인 gentiopicroside

(용담), decursin/decursinol angelate (당귀), loganin (산수유),

saikosaponin A (시호), poncirin (지실), magnolol (후박)에

대한 동시분석법을 개발하고자 하였다. 확립된 동시분석법은

의약품등 시험방법 밸리데이션 가이드라인 및 AOAC 가이

드라인에 따라 직선성, 특이성, 정밀성, 정확성, 검출한계, 정

량한계, 시스템적합성 평가를 수행하여 시험법 타당성을 검

토하였으며 확립된 동시분석법을 이용하여 시중에 유통되는

비추출물 제제의 함량을 분석하여 본 분석법의 응용가능성을

검토하였다.

재료 및 방법

시약 및 표준물질  HPLC 분석을 위한 증류수과 아세토

니트릴은 Merck사의 HPLC급 용매를 구입하였고, 인산은

Sigma aldrich사의 ACS급 시약를 구입하여 사용하였다. 지

표물질인 loganin, gentiopicroside, poncirin, saikosaponin A,

decursin, decursinol angelate, magnolol는 Chemfaces사에서

순도 98% 이상인 표준물질을 구입하였으며, 이들의 화학적

구조는 Fig. 1과 같다.

표준용액의 조제  Loganin, gentiopicroside, poncirin,

saikosaponin A, decursin, decursinol angelate, magnolol은 각

각 80 mg씩 정밀히 칭량하여 methanol 20 mL로 녹여 4,000 g/

mL의 농도로 표준원액을 제조하였다. loganin, gentiopicroside,

saikosaponin A 표준원액 각 4.0 mL, poncirin 표준원액 1.0 mL,

decursin, decursinol angelate, magnolol 표준원액 각 0.4 mL

씩 정확하게 취하여 methanol 20 mL로 맞추어 loganin,

gentiopicroside, saikosaponin A는 800g/mL 농도로, poncirin

200g/mL, decursin, decursinol angelate, magnolol 80g/mL

농도가 되도록 혼합표준액을 조제한 다음, 단계적으로 희석

하여 직선성 표준용액으로 사용하였다.

검액 제조 본 연구에 사용한 비추출물 한약(생약)제제는

시판되고 있는 제품을 구입하여 사용하였으며, Table I에 나

타내었다. 제제의 1회량을 50 mL 코니칼튜브에 정밀히 취

하여 50% methanol 40 mL을 넣고 30분간 초음파 추출한

후 여과지(Whatman, Grade 4,Φ 90 mm)를 사용하여 여과하

여 다시 50% methanol을 넣고 정확하게 100 mL로 정용한

뒤 검액으로 사용하였다.

HPLC 분석조건 HPLC는 Agilent 1260 infinity (Agilent,

Santa, CA, USA)를 사용하였고 컬럼은 YMC Pack ODS-A

(250×4.6 mm, 5 μm)을 사용하였다. 이동상은 0.05% 인산을

Fig. 1. Chemical structures of (A) loganin, (B) gentiopicroside, (C) poncirin, (D) saikosaponin A, (E) decursin, (F) decursinol

angelate, and (G) magnolol.
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Table I. 40 Granular herbal medicinal product

Korean Name Herbal medicinal product

1 가감팔미환 Gagampalmihwan Pill

2 가미신기환 Gamisingihwan Pill

3 가미영신환 Gamiyeongsinhwan Pill

4 거풍지보단 Geopungjibodan Pill

5 건비환 Geonbihwan Pill

6 계지복령환 Gyejibokryeonghwan Pill

7 고본환정환 Gobonhwanjeonghwan Pill

8 기응환 Gieunghwan Pill

9 당귀작약산환 Danggwijakyaksan Pill

10 마자인환 Majainhwan Pill

11 보간환 Boganhwan Pill

12 보심환 Bosimhwan Pill

13 보화환 Bohwahwan Pill

14 정로환 Jeongrohwan Pill

15 사청환 Sacheonghwan Pill

16 사향소합원 Sahyangsohapwon Pill

17 삼황지출환 Samhwangjichulhwan Pill

18 생위단 Saengwidan Pill

19 소아청심원가우황 Soacheongsimwongauhwang Pill

20 십미패독환 Sipmipaedoktang Pill

21 안중조기환 Anjungjogihwan Pill

22 양비환 Yangbihwan Pill

23 양혈장근건보환 Yanghyeoljanggeungeonbohwan Pill

24 연년익수단 Yeonnyeoniksudan Pill

25 연라환 Yeonrahwan Pill

26 연령고본단 Yeonryeonggobondan Pill

27 옥천환 Okcheonhwan Pill

28
우황청심원

(변방, 사향대체물질함유)

Uhwangcheongsimwon Pill 

(Altered Prescription, contained alternative Moschus)

29
우황청심원

(원방, 사향대체물질함유)

Uhwangcheongsimwon Pill 

(Original Prescription, contained alternative Moschus)

30 우황청심원(변방) Uhwangcheongsimwon Pill (Altered Prescription)

31 우황청심원(원방) Uhwangcheongsimwon Pill (Original Prescription)

32 우황포룡환 Uhwangporyonghwan Pill

33 육미지황환 Yukmijihwanghwan Pill

34 주자독서환 Jujadokseohwan Pill

35 주증황련환 Jujeunghwangryeonhwan Pill

36 천왕보심단 Cheonwangbosimdan Pills

37 청상보하환 Cheongsangbohahwan Pill

38 태화환 Taehwahwan Pill

39 통경환 Tonggyeonghwan Pill

40 팔미지황환 Palmijihwanghwan Pill
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포함한 증류수(A)와 아세토니트릴(B)을 사용하여 7종 지표

성분의 최적의 이동상 조건을 확립하였다(Table II). 확립된

분석에 따라 검액 10 mL를 주입하여 1.0 mL/min 유속으로

215 nm (PDA) 파장에서 분석하였다.

확립된 분석법의 검증(Validation) 비추출물 한약(생약)

제제 7종 지표성분 동시 정량법을 검증하기 위하여 ‘의약품

등 시험방법 밸리데이션 가이드라인’을 참고하여 직선성, 특

이성, 정밀성, 정확성, 검출한계, 정량한계 및 시스템적합성 을

검토하였다.

직선성 확인(Linearity) 유의성 있는 검량선을 얻기 위해

제조한 표준원액 loganin, gentiopicroside, saikosaponin A 각 4

mL, poncirin 1 mL, decursin, decursinol angelate, magnolol 각

0.4 mL 씩 20 mL 부피 플라스크에 정확하게 취하여 넣고

methanol로 희석하여 loganin, gentiopicroside, saikosaponin

A는 최종 농도 800 g/mL, poncirin은 200 g/mL, decursin,

decursinol angelate, magnolol은 80 g/mL로 제조하여 표준

용액으로 사용하였으며, 7가지 농도에서 실험을 실시하였다.

Regression equation을 y=ax+b (y와x는 각각 peak의 면적과

시료의 함량)의 형태로 식을 구하여 상관계수(R2)의 값을 통

해 직선성을 판단하였으며, R2의 값이 0.99 이상인 경우 지

표성분의 함량을 평가하는 검량선으로 사용하였다.

특이성 검토(Specificity)  7가지의 지표성분을 혼합한 표

준액을 제조하여 matrix와 분리되고 구별되었는지 PDA 검

출기를 이용하여 스펙트럼과 분리도를 확인하였다.

검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ) 검출한계 및 정량

한계는 반응의 표준편차와 검량선의 기울기에 근거하는 방

법으로 산출되었으며, 검량선을 3회 반복하여 얻은 기울기의

평균과(S) 표준편차(σ)를 아래의 수식을 사용해 계산하였다.

검출한계(LOD) = 3.3 × σ/S

정량한계(LOQ) = 10 × σ/S

σ : 반응의 표준편차, S: 검량선의 기울기

정밀성(Precision) 및 정확성(Accuracy) 정확성과 정

밀성 평가를 위해 사용한 검액은 동일한 방법으로 제조하여

각 지표성분의 피크면적 값을 비교하는 방법으로 측정하였

다. 평가용 검액은 육미지황환을 시료로 하여 3가지 농도로

희석한 혼합표준액을 처리한 다음, 50% 메탄올에 추출해 검

액으로 사용하였다.

정확성은 3가지 농도의 혼합표준액을 첨가한 검액을 3회

반복 실험하여 회수율(Recovery)과 상대표준편차(% RSD)를

측정하는 방법으로 평가하였다. 

정밀성은 동일한 방법으로 조제된 검액을 intra-day test를

통해 각 농도별로 3회 반복 측정한 결과의 상대표준편차(%

RSD)를 산출하고 inter-day test를 통해 3일간 반복 실험하여

측정한 검액 농도의 상대표준편차(% RSD)를 산출하여 정

밀성을 확인하였다.

시스템 적합성 평가(System Suitability) 시스템 적합

성은 분석기기, 분석조작, 분석대상검체 등으로 구성된 전체

시스템이 적절하게 수행되는지 증명하기 위한 것으로 혼합

된 표준액을 9회 조제하여 측정하고 각 지표성분의 피크면

적에 대한 상대표준편차(% RSD)를 확인해 시스템 재현성을

증명하였다.

확립된 동시분석법을 통한 함량평가 확립된 동시 정량

법의 적용성을 평가하기 위해 시판되어 구매가 가능한 비추

Table II. Analytical conditions of HPLC

HPLC Agilent 1260 infinity

Column YMC Pack ODS-A (5 m 250×4.6 mm 12 nm)

Column temp. 25 ℃

Mobile phase

A : 0.05% phosphoric acid in Water

B : 0.05% phosphoric acid in Acetonitrile

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

0 86 14

15 86 14

30 55 45

40 40 60

50 25 75

55 86 14

Injection volume 10 μL

Flow rate 1.0 ml/min

Autosampler temp. 4 ℃

Detector PDA (Photodiode Array Detector) 215 nm
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출물 한약(생약)제제 12종을 확보하여 지표성분 함량을 평

가하였다.

결과 및 고찰

분석조건의 확립  7종 지표성분 동시 정량법은 지표성분

별 최대 흡수파장과 이동상 조성을 고려하여 최적의 분석 조

건을 확립하였다. 이동상은 0.05% 인산 포함한 증류수와 아

세토니트릴로 구성하고, 용매 조성 비율은 시간대 별로 달리

하여 분리능을 높인 gradient 조건으로 확립하였다(Table II).

PDA detector의 파장 조건은 각 지표성분의 최대 흡수파장을

고려하여 7종 지표성분을 모두 검출할 수 있는 215 nm로 측

정파장으로 설정하였으며(Fig. 2), 지표성분의 peak는 분리

도가 1.5 이상이 될 수 있도록 유지시간과 UV 스펙트럼을

비교하여 최종 확립하였다.

동시분석법 밸리데이션 확립된 동시 정량법에 대하여

식품의약품안전처 ‘의약품등 시험방법의 밸리데이션 가이드

라인’에 따라 직선성, 검출한계, 정량한계, 정확성, 정밀성

및 시스템적합성을 평가하였다.

직선성(Linearity), 검출한계(LOD), 정량한계(LOQ)  7종

지표성분의 표준용액을 6가지 농도(직선성표준용액 ×1/2,

×1/4, ×1/8, ×1/16, ×1/40) 로 희석하여 HPLC 분석을 3회 반

복 실시하였다. 분석 결과에 따라 y축을 피크면적, x축을 표

준용액의 농도로 하여 y=ax+b 형태의 검량선을 작성하였다.

작성된 검량선을 통해 7종 지표성분의 R2 값은 모두 0.9994

이상으로 직선성이 확보되었다(Tabel III). 검량선을 분석하여

얻은 표준편차 값과 기울기를 이용해 지표성분에 대한 검출

한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)를 산출한 결과, 7종 지표성분의

LOD는 0.27~6.35g/mL로 측정되었고, LOQ는 0.83~19.24 g/

mL로 측정되었다(Table III).

정확성(Accuracy) 정밀성(Precision) 개발된 동시정량

법의 정확성을 검토하기 위하여 검체에 3가지 농도를 시료에

첨가한 후 추출하여 회수율 및 상대표준편차(% RSD)를 확

인한 결과, 회수율은 82.64~108.68%의 범위로 상대표준편차

(% RSD)SMS 15% 이하로 확인되어 정확성이 확보됨을 확

인하였다. 또한, 정밀성 평가를 위해 일내 및 일간시험을 실시한

Fig. 2. UV spectra of (A) loganin, (B) gentiopicroside, (C) poncirin, (D) saikosaponin A, (E) decursin, (F) decursinol angelate, and

(G) magnolol.

Table III. Linearity, LOD and LOQ of compounds

Linearity LOD

(ug/mL)

LOQ

(ug/mL)Regression Equation R2 (n=6)

Loganin y=4.6429x+5.6563 1.0000 6.35 19.24

Gentiopicroside y=3.9171x+0.9176 0.9999 5.76 17.46

Poncirin y=24.2138x+6.5511 1.0000 0.73 2.22

Saikosaponin A y=1.4485x+15.4839 0.9994 3.40 10.30

Decursin y=42.3120x+1.6729 1.0000 0.27 0.83

Decursinol Angelate y=16.5029x-1.5197 1.0000 0.28 0.84

Magnolol y=84.3364x+11.0993 1.0000 0.30 0.91
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결과, 일내 시험에서는 상대표준편차(% RSD)가 0.03~0.92%

범위를 나타내었으며, 일간 시험에서는 상대표준편차(% RSD)

가 0.43~3.49%로 확인되어 정밀성이 확보됨을 확인하였다.

정밀성, 정확성은 모두 식품의약품안전처 ‘의약품등 시험방

법 밸리데이션 가이드라인’을 만족하였다(Tabel IV).

시스템적합성(System Suitability)  7종 지표성분 동시정

량법의 시스템 적합성을 검토하기 위하여 혼합표준액을 9회

조제하여 피크면적을 측정하였다. 측정된 각 지표성분의 피

크면적에 대한 상대표준편차(% RSD)는 1.5% 이하였으며,

확립된 분석법의 시스템이 적절함을 확인하였다(Table V).

확립된 분석법을 이용한 비추출물 한약(생약)제제 함량

분석 이와 같이 확립된 분석법을 이용하여 유통되고 있는

비추출물 한약(생약)제제를 대상으로 7가지 지표성분에 대

하여 함량분석을 수행하였다. 각각의 지표성분들은 Matrix의

Table IV. Analytical results of intra- and inter-day test

Concentration

(ug/mL)

Intra-day (n=3) Inter-day (n=3)

Mean±SD

(ug/mL)

Accuracy

(%)

RSD

(%)

Mean ±SD

(ug/mL)

Accuracy

(%)

RSD

(%)

Loganin

50.0375 54.34±0.02 108.68 0.03 53.21±1.79 106.42 3.37

100.075 102.95±0.48 102.95 0.47 103.10±0.56 103.10 0.54

200.15 202.23±0.38 101.12 0.19 199.85±6.97 99.92 3.49

Gentiopicroside

50.1125 43.65±0.20 87.30 0.46 43.75±0.51 87.51 1.16

100.225 86.41±0.26 86.41 0.30 86.78±0.59 86.78 0.68

200.45 173.90±0.52 86.95 0.30 173.73±1.70 86.86 0.98

Poncirin

12.525 11.59±0.04 92.70 0.38 11.68±0.09 93.44 0.79

25.05 23.34±0.09 93.37 0.37 23.41±0.10 93.63 0.43

50.1 47.06±0.11 94.12 0.23 47.04±0.48 94.08 1.02

Saikosaponin A

50.08125 41.32±0.12 82.64 0.28 41.88±0.48 83.76 1.14

100.1625 86.39±0.38 86.39 0.45 86.91±0.54 86.91 0.62

200.325 175.52±1.12 87.76 0.64 176.78±1.96 88.39 1.11

Decursin

5.0075 4.47±0.01 89.31 0.13 4.53±0.05 90.64 1.15

10.015 9.15±0.08 91.51 0.92 9.21±0.10 92.11 1.07

20.03 18.45±0.02 92.27 0.10 18.67±0.21 93.33 1.14

Decursinol Angelate

5.00875 4.82±0.03 96.32 0.56 4.86±0.04 97.22 0.89

10.0175 9.59±0.03 95.90 0.36 9.68±0.12 96.78 1.19

20.035 18.82±0.15 94.11 0.79 19.11±0.27 95.56 1.41

Magnolol

5.00125 4.85±0.02 96.94 0.42 4.92±0.06 98.41 1.28

10.0025 9.77±0.06 97.74 0.59 9.85±0.07 98.48 0.72

20.005 19.71±0.07 98.57 0.35 19.76±0.19 98.78 0.97

Table Ⅴ. System suitability results obtained by repeated analysis of mixed standard solution

Compound
Repetition

Mean
RSD

(%)1 2 3 4 5 6 7 8 9

Loganin 3700.1533 3778.1189 3693.2998 3735.8565 3730.2188 3724.77832 3724.9561 3727.3313 3728.1799 3726.988091 0.64

Gentiopicroside 3109.8828 3152.3228 3165.343 3115.6672 3096.4685 3104.83521 3110.7004 3112.9778 3116.0845 3120.475803 0.73

Poncirin 4815.5689 4897.084 4841.9004 4862.0313 4859.5479 4858.45508 4857.5693 4860.2441 4858.3804 4856.753472 0.44

Saikosaponin A 1153.7263 1176.9236 1163.6942 1168.3932 1166.8009 1167.08997 1166.8283 1167.1552 1166.9772 1166.398749 0.51

Decursin 3361.0225 3414.0518 3377.4902 3388.98 3383.0283 3384.4646 3382.4016 3381.9324 3380.6299 3383.777912 0.41

Decursinol 

Angelate
1310.1357 1330.158 1316.3584 1320.3516 1318.1567 1318.89685 1317.7692 1317.7376 1317.3818 1318.549534 0.39

Magnolol 6713.1401 6818.6025 6741.3135 6765.2847 6758.6709 6759.6709 6752.3589 6757.9917 6757.2246 6758.25087 0.41 
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간섭을 받지 않았으며, 안중조기환, 태화환을 분석하였을 때

제제의 함유된 다른 성분의 피크에 영향을 받지 않고 각 지

표성분의 피크가 분석 가능하였다(Fig. 3). 시판되는 비추출

물 한약(생약)제제 중 구입 가능한 12품목에 대해 분석한 결

과, 모든 시판제제에서 설정된 정량법 지표성분이 허가 기준

이상으로 적합하였다(Table VI).

결 론

본 연구에서는 한약(생약)제제 중 비추출물제제에만 적용되는

loganin, gentiopicroside, poncirin, saikosaponin A, decursin,

decursinol angelate, magnolol, 총 7가지 지표성분에 대하여

HPLC-DAD 기반 동시 정량법을 확립하고자 하였다. 이는

Fig. 3. HPLC Chromatogram of (A) standard mixture, (B) taehwahwan pill sample, and (C) anjungjogihwan pill sample.
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식품의약품안전처 ‘의약품등 시험방법 밸리데이션 가이드라

인’ 및 AOAC 가이드라인에 따라 특이성, 직선성, 정밀성,

정확성 및 시스템적합성 항목으로 개발된 동시정량법의 유

효성을 검증하였다. 또한, 시중에 유통되고 있는 비추출물

한약(생약)제제를 대상으로 7종 지표성분에 대해 matrix의

간섭 없이 분리 및 분석 가능함을 확인하였다. 개발된 분석

법은 비추출물 한약(생약)제제를 생산하는데 있어 품질평가

시 7종 지표성분을 효율적으로 분석 가능하도록 하며, 품질

관리시 발생되는 시간적, 경제적 손실을 감소시킬 수 있을

것으로 예상된다.
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