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Abstract – Cornus alba (CA) geographically distributes in Korea, Japan, Northeast China and Russia. The cornus species have

been used traditionally as anti-inflammatory, hemostatic and diuretic in Korea. Previously, it was reported CA and its separated

components have excellent antioxidant, anti-inflammatory and anti-prostate cancer efficacy. Present work, the validation and

content determination was tried on the ellagitannin, cornusiin B which were isolated from the CA by using high-performance

liquid chromatography (HPLC). As a result, the content of cornusiin B were 3.07% in ethanolic extract of CA.
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층층나무과 Cornus 속 식물 중 국내 자생식물인 흰말채

나무(Cornus alba, CA)는 우리나라 중부 이북지방의 산기

슭 및 산골짜기에서 자라며, 세계적으로는 중국, 몽골, 시베

리아, 그리고 유럽 등지에서 자생하며, 나무껍질과 잎에 소

염, 지혈제 등으로 사용 된다.
1)

 CA에는 cornusiin B 포함하

여 cornusiin A, cornusiin H, camptothin B가 존재하며,
2)

 이

들의 항산화, 항염 활성을 검토해본 결과 우수한 DPPH

radical 소거능과 NO생성 억제능이 관찰되었다.
2)
 그 중에

ellagitannin인 cornusiin B는 연한 노란색 가루이며, 
4
C1

glucose 핵의 4, 6번에 HHDP, 3번에 galloyl 및 2번에 락톤

화된 valoneoyl기가 있다(Fig. 1).
2,3)

 

이런 활성이 높은 치환기가 존재하는 성분이 있기 때문

에, CA는 전립선 비대증과 전립선 암의 치료보조제, 전립

선 질환 예방을 위한 기능성식품 또는 천연 의약품 등으로

개발될 수 있다. 특히 cornusiin B분석법과 표준화 및 정량

분석을 통해 cornusiin B가 정확한 함량이 높은 지역의 흰

말채 나무를 이용함으로써 관련 기초자료를 마련하고자 한다.

본 연구에서는 CA로부터 분리한 cornusiin B 대해 HPLC

를 사용하여 밸리데이션 및 함량평가를 실시하였다.

재료 및 방법

기기 및 시약 – 밸리데이션과 함량분석에 사용된 high-

performance liquid chromatography(HPLC) 기기는 Waters

600E Multi-solvent Delivery System(Waters, USA) 모델을

이용하였으며, 컬럼은 Hector C18 column(5 µm, 250×4.6

mm)을 이용하였다. HPLC 분석 용매는 아세토나이트릴, 초

산, 물(Honey well, USA)를 이용하였으며, 모든 표준용액과

검액의 조제는 Whatman
®
 Membrane filters(0.45 µm, diam.

47 mm) 로 여과하여 사용하였다.

재료 – 본 실험에 사용된 CA의 소재는 경북 포항시 경상

북도 수목원(2018.08.25)에서 채집 하였으며, 김진우 연구관

(경상북도 수목원)의 검증을 받았다. 확증표본 CA 2018-

0825-1이며, 중앙대학교 약학대학 표본실에 보관되어 있다.

신선한 전초 31.24 g을 실내에서 건조 후, CA을 분쇄하여,

Reflux로 80% ethanol 용매로 3회 반복 추출하여 CA 추출

물 경북 흰말채 나무(GBCA)을 확보하였다. 이전 연구를 통

해 분리된 cornusiin B를 확보하여 이를 함량분석의 표준품

으로 이용하였다(Fig. 1).
2)
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표준용액과 검액의 조제 – Cornusiin B를 증류수에 녹여

stock solution을 조제하였다. cornusiin B 표준용액의 농도

는 1000, 500, 250 µg/mL로 조제하였다.

검액은 GBCA 추출물 20 mg을 취해 100% MeOH 1 mL

에 녹여 sample로 이용하였다.

HPLC 조건 – 화합물의 정량은 HPLC를 이용하였다. 분

석조건은 유속 1 mL/min, 이동상으로 A line; 0.2% 초산-

물, B line; 아세토나이트릴을 이용하였으며, UV 파장은

256 nm로 설정하여 함량분석을 하였고, injection volume은

10 µL로 하였으며, Table I과 같은 조건으로 각 시료에 대한

함량분석을 실시하였다(Table I).

특이성(Specificity) − Cornusiin B는, 흰말채 나무 추출물

내 다른 물질과 간섭 없이 분리가 되는 것에 의해 특이성을

확인한다.

직선성(Linearity) − 직선성 평가를 위한 검량선을 얻기

위해 화합물을 증류수에 희석하여 각 3 개의 농도가 되도

록 용액을 만들어 실험을 진행하였다. Linear regression

equation(y=ax+b y: peak 면적, x: 시료 농도 a: 직선의 기울

기, b: y절편)을 구하였으며 상관계수(R
2
)의 값을 통해 직선

성을 확인하였다. R
2
의 값이 0.999 이상인 경우 지표성분의

함량을 평가하는 검량선으로 사용하였다.

정량한계(LOQ) − 분석물질의 정량 가능한 최저농도 확

인을 위하여, 정량한계(LOQ)를 측정하였다. 정량한계(LOQ)

는 QL=10×σ/S(σ: 반응의 표준편차, S: 검량선의 기울기)의

식을 이용해 계산하였다. 기울기 S는 분석물질의 검량선으

로부터 구하였으며, 회귀직선에서 y절편의 표준편차를 표준

편차 σ로서 활용하였다.

정확성(Accuracy) 및 정밀성(Precision) − 동일 농도의

시료에 대하여 일간 및 일내 변동을 알아보기 위해 정밀성

및 정확성 평가를 실시하였다. 화합물의 표준용액을 시료

농도당 3일간 반복성 시험, 일내 3회 반복성 시험을 하였

다. 각 농도의 범위는 1000, 500, 250 µg/mL 농도로 진행하

였다. 정확성은 표준값과 측정값 간의 일치되는 정도로 확

인하였으며, 정밀성은 반복 분석하였을 때 분석물질에 대한

측정값들 사이의 근접성으로 측정하였다.

함량분석 – 화합물의 함량은 linear regression equation을

이용해 계산하였다.

결과 및 고찰

HPLC 분석조건 확립 – 지표성분의 최적 분석법을 확립

하였다. 유속 1 mL/min, 이동상 용매 A: 0.2% 초산-물, B:

아세토나이트릴을 선정하여 각각 gradient elution을 확립한

HPLC 분석조건은 식약처 validation guide line에 따라 특이

성, 직선성, 정량한계, 정밀성 및 정확성을 확인하였다(Fig.

2).
5,6)

Conrnisiin B는 glucose 핵이 있어서 α-anomer 및 β-

anomer이 존재한다. 자연계에 β가 α에 비해 상대적으로 많

이 함유되어 있어 conrnisiin B피크가 2개로 나타나며 강도

에도 차이가 있는 것을 알 수 있다. FAB-MS 결과를 통하

여 cornusiin B를 확인하였다.
7)

특이성(Specificity) − HPLC를 이용해 CA 추출물의

chromatogram을 비교해 화합물의 retention time(RT)을 확

인한 결과, cornusiin B의 피크는 35.85분, 36.60분 GBCA

흰말채 나무 추출물의 cornusiin B의 피크는 35.90분, 36.50

분 다른 물질의 간섭 없이 성분의 피크가 분리된 것을 확인

하였으며, 흰말채 나무 추출물내의 피크 유지기간이 거의

일치한 것을 확인함으로써 특이성을 검증 하였다(Fig. 2).

직선성(Linearity) − 검량선의 linear regression equation

은 다음과 같았다. Y= 14.127X-1,662,557이며, 검량선의 상

관계수(R²)는 0.9992이다. 화합물의 검량선은 R²가 0.9990

이상으로 나타나 높은 직선성을 보이고 있음을 확인하였다

(Fig. 3, Table III).

Fig. 1. The structures of isolated from cornusiin B.

Table I. HPLC analysis condition

HPLC condition

Flow rate

UV detection

Run time

1 mL/min

256 nm

75min

Gradient

Time

(min)

A (%)

0.2% 초산-물

B (%)

아세토나이트릴

0 min

5 min

15 min

40 min

50 min

60 min

65 min

75 min

95

90

90

82

0

0

95

95

5

10

10

18

100

100

5

5
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Fig. 2. The HPLC chromatograms of GBCA and Cornusiin B at 256 nm.

Fig. 3. Calibration curve and linear regression equation of cornusiin B.

Table II. Linear ranges, linear regression equation and LOQ of cornusiin B

Compound
Linear range

(μg/mL)

Response

Slope (a)

Response

Factor (b)

Correlation

Coefficient (R²)

LOQ

(µg/mL)

Cornusiin B 250~1000 14127 -1662557 0.9992 190.31

Table III. Precision and accuracy for the determination of cornusiin B

Compound
Conc.

(µg/mL)

Accuracy (%) Precision (c.v.%)

Intra-day Inter-day Intra-day Inter-day

Cornusiin B

1000 0.38 1.20 99.64 99.60

500 1.21 1.01 102.11 102.36

250 1.36 1.15 97.17 96.85
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정량한계(LOQ) − 정량한계(LOQ)는 공식을 이용하여 그

값을 구하였다. cornusiin B의 190.31 µg/mL으로 측정되었

다. 이를 통해 정량 가능함을 확인하였다(Table III).

정확성(Accuracy) 및 정밀성(Precision) − Cornusiin B

의 정확성은 96.85%~102.36% 이내로 확인하였으며, 정밀

성은 변동계수(c.v., coefficient variation)로써 0.43%~1.64%

로 양호한 값을 나타내었다(Table IV).

함량분석 − Cornusiin B의 함량은 GBCA의 ethanol 추출

물 대비 3.07%가 함유되어 있음을 확인하였다. 또한, 원소

재의 건조 중량 대비 화합물의 함량은 1.07%로 확인되었다

(Table II).

결 론

Cornusiin B를 지표성분으로 이용한 밸리데이션 실험에

의해 분석법의 특이성, 직선성, 정량한계, 정밀성, 정확성을

검토하여 분석법을 검증하였다. 

확립한 분석을 이용하여 함량분석을 시행한 결과, 경상북

도 수목원 CA추출물에는 cornusiin B가 3.07%가 함유되어

있으며, 원소재의 건조 중량 대비 화합물의 함량은1.07%로

확인되었다. 연구의 결과로 CA추출물에 존재하는 cornusiin

B 화합물의 함량분석에 있어서 중요한 기초자료로 이용할

수 있을 것으로 사료된다.
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Table IV. Contents of Gyeong Buk Cornus alba

Contents (%)

GB 
Extract 3.06

Original plant 1.07

GB: Gyeong Buk Arboretum


