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4. 국문 요약문

코드번호 D-01

연구의

목적 및 내용

○ 발효인삼을 이용한 남성 난임 개선용 기능식품 개발

○ 국제기준에 부합하는 제조공정(cGMP) 및 품질규격기준(WHO 혹은 ICH 기준) 

확립

○ 발효인삼 및 compound K의 정자 생성 촉진 기전 연구 

○ 정자 결핍 및 약정자증으로 인한 난임 남성용 제품 개발

○ 국제적으로 공인 받은 고려인삼의 효능 발굴

○ 년간 200억 이상 매출 가능한 기능식품/생약재 의약품 개발 

연구개발성과

○ 남성 난임 활용 GINST의 표준생산 시스템 및 공정별 품질관리 기준 구축

○ 해외 수출을 위한 홍삼의 지표물질 확보 및 표준품 서류 구축

○ 카놀라유를 이용함으로써 잔류농약을 검출한계 미만으로 제거할 수 있는 방법 

확립. Cost- & labor-effective함과 동시에 건강 및 환경 친화적 

○ GINST는 혈중 성호르몬 불균형을 개선하는 것으로 밝혀짐

○ 남성 난임 활용 발효인삼 제품 개발 및 대량 생산을 위한 착수

○ 정신적, 고온 및 노화로 인한 스트레스는 혈중 남성호르몬(testosterone)의 저

하는 물론 고환세포의 남성호르몬 수용체 단백질 저하를 초래하여 심각한 정

자생성능 억제를 유발하는 것으로 규명됨. 

○ GINST는 각종 스트레스로 야기되는 항산화, 정자생성에 관여하는 전사인자 

및 성호르몬 수용체 감소를 현저하기 억제하므로 정자의 수와 질을 향상시키

는 것으로 밝혀짐. 

○ 정자생성 증대 및 운동성 개선을 통한 남성난임에 대한 GINST의 효능 입증

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

[활용방안]

○ 남성 성기능 개선제로도 활용

○ 국제적으로 공인받을 수 있는 남성 난임 치료제로 활용

○ 여성 난임 치료제로의 활용 범위 확대

[기대성과]

○ 세계 최초 남성 난임 치료제 제품 탄생

○ 기능식품으로서 고려인삼의 신수요 창출

○ 간절한 장복 소비자 그룹 확보→지속적 매출 증대 기대

○ 침체된 인삼산업의 활력소 역할

○ 년매출 200억 이상 제품 탄생 가능

○ 출산율 증대로 국가시책에 이바지

중심어

(5개 이내)
발효인삼

표준화 

인삼제품
남성 난임 정자 생성 기능식품



 5. 영문 요약문

〈 SUMMARY 〉

코드번호 D-02

Purpose&

Contents

○ Development of fermented ginseng functional food with biological activity 

against male subfertility derived from oligospermia and asthenospermia

○ Establishment of manufacturing process conforming with cGMP and quality 

specification qualifying for ICH specification guideline for herbal medicine

○ Elucidation of stimulatory mode of action for fermented ginseng and compound 

K on spermatogenesis

○ Development of globally accredited ginseng product

○ Development of ginseng product with annual sale of 20 billion won

Results

○ Build-up of standardized manufacturing process and quality control system for 

GINST with biological activity against male subfertility 

○ Acquirement of standard reference materia (SRM)l and dossier establishment 

for the SRM

○ Establishment of cost- and labor-effective method for pesticide residue 

elimination to non-detection level with health- and environmentally friendly 

canola oil 

○ GINST improves blood sex hormone imbalance 

○ Development of large scale production of fermented ginseng product 

○ GINST was found to protect decrease in testicular sex hormone receptor 

expression levels induced by psychological and physical (heat and ageing) 

stress

○ Elucidated stimulatory effect of GINST on the testicular expression of 

antioxidant enzymes, spermatogenesis-related transgenic marker molecules and 

sex hormone receptors, thus increasing sperm number and quality

○ GINST was found to be effective against male subfertility by improving sperm 

number and activity

Expected

Contribution

[Application]

○ Can be used as a male sexuality improving agent

○ Can be applied as globally approved herbal medicine effective against male 

subfertility

○ Can be applied also against female subfertility 

[Expectation]

○ The 1st globally accredited medicine for male subfertility

○ Creation of new ginseng market as a functional food 

○ Secure eager and loyal consumer group, thus promoting sales continually 

○ Plays as an activator role in depressed ginseng enterprise 

○ Birth of popular ginseng product with new and original claim (indication)

○ Contribute to national birth rate increase

Keywords
Fermented 

ginseng

Standardized 

ginseng product
Male subfertility

Spermatogenesi

s
Functional food



6. 영문 목차

1. Introduction ················································································· 1

1.1. Purpose of the study ······················································· 1

1.2. Background of the study ················································ 1

1.3. Scope of the study ···························································· 6

2. Global R&D status ···································································· 8

3. Experimental contents and results ·································· 10

3.1. Materials and methods ·················································· 10

3.1.1. Study Ⅰ(PI) ································································ 10

3.1.2. Study Ⅱ(Collaboration study 1) ·························· 15

3.1.3. Study Ⅲ(Collaboration study 2) ·························· 16

3.2. Time schedule of the experiment ····························· 19

3.3. Experimental results ······················································· 20

3.3.1. Study Ⅰ(PI) ································································ 20

3.3.2. Study Ⅱ(Collaboration study 1) ·························· 54

3.3.3. Study Ⅲ(Collaboration study 2) ·························· 86

4. Achievement rate and contribution to the related industry ··· 93

4.1. Achievement rate ···························································· 93

4.1.1. Final goal achievement and evaluation method ·· 93

4.1.2. Goal of annual achievement ································· 93

4.2. Contribution rate to related industry ······················· 96

5. Plan of experimental results ·············································· 96

6. Foreign scientific and technological information 

   collected during the process of study ··························· 96

7. Confidential rate of the research results ······················ 97

8. Facility and equipment registered to national 

   science & technology general information system ··· 97

9. Safety measures applied to the laboratory ·················· 97

10. Representative research results ····································· 98

11. Others ······················································································· 99

12. References ·············································································· 99

Appendix ······················································································· 101



7. 국문 목차

1. 연구개발과제의 개요 ·································································· 1

1.1. 연구개발 목적 ······································································· 1

1.2. 연구개발의 필요성 ······························································· 1

1.3. 연구개발 범위 ······································································· 6

2. 국내외 기술개발 현황 ································································ 8

3. 연구수행 내용 및 결과 ···························································· 10

3.1. 실험방법 ··············································································· 10

3.1.1. 제1세부 실험방법 ························································ 10

3.1.2. 제1협동 실험방법 ························································ 15

3.1.3. 제2협동 실험방법 ························································ 16

3.2. 추진일정 ··············································································· 19

3.3. 연구수행결과 ······································································· 20

3.3.1. 제1세부 연구수행결과 ················································ 20

3.3.2. 제1협동 연구수행결과 ················································ 54

3.3.3. 제2협동 연구수행결과 ················································ 86

4. 목표달성도 및 관련분야 기여도 ············································ 93

4.1. 목표달성도 ··········································································· 93

4.1.1. 최종 성과목표 및 평가 방법 ···································· 93

4.1.2. 연차별 성과목표 ·························································· 93

4.2. 관련분야 기여도 ································································· 96

5. 연구결과의 활용계획 ································································ 96

6. 연구과정에서 수집한 해외과학기술정보 ······························ 96

7. 연구개발결과의 보안등급 ························································ 97

8. 국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설, 장비 현황 ··· 97

9. 연구개발과제 수행에 따른 연구실 등의 안전조치 이행실적 ···· 97

10. 연구개발과제의 대표적 연구실적 ········································ 98

11. 기타사항 ···················································································· 99

12. 참고문헌 ···················································································· 99

Appendix ····················································································· 101



- 1 -

코드번호 D-03

1-1. 연구개발 목적

○ 발효인삼을 이용한 남성 난임 개선용 기능식품 개발

○ 국제기준에 부합하는 제조공정(cGMP) 및 품질규격기준(WHO 혹은 ICH 기준) 확립
○ 발효인삼 및 compound K의 정자 생성 촉진 기전 연구
○ 정자 결핍 및 약정자증으로 인한 난임 남성용 제품 개발

○ 국제적으로 공인 받은 고려인삼의 효능 발굴

○ 년간 200억 이상 매출 가능한 기능식품/생약재 의약품 개발

1-2. 연구개발의 필요성

○ 불임/난임의 정의: 건강보험심사평가원의 보도자료[www.hira.or.kr, 2012. 10. 17]에 의하면

“불임(infertility)/난임(subfertility)”이란 1년간 별다른 피임을 하지 않은 부부가 정상적인 부부관

계에도 불구하고 임신이 되지 않는 경우를 말한다. 정자와 난자의 수정, 수정된 배아의 발달,

배아의 자궁내 착상까지 전과정 중 한 단계에서라도 이상이 있으면 불임/난임이 될 수 있다.

발표에 의하면 대부분의 불임/난임 부부는 절대적 불임/난임 상태가 아니며 수태능력이 저하된

상태가 많다고 한다. 불임 부부의 경우 가임력이 저하된 상태이므로 자연적 임신을 기다리기

보다는 수태력을 증대시켜 주는 적극적인 방법을 이용하는 것도 좋다고 본다. 그 가운데에서도

자연식품의 섭취로 아기를 가질 수 있다면 가장 이상적이라 하겠다.

○ 남성 불임/난임의 원인: 1) 기질적 원인(정삭정맥류, 감염, 사출 이상, 불강하고환, 호르몬 불
균형, 정관 결함, 염색체 이상, 성관계 불능 등), 2) 환경적 요인(고열, 독성물질 장기노출), 3)
생활습관(비합법적인 의약품 사용, 음주 과다, 직업적 요인, 흡연, 과도한 정신적 스트레스, 과

체중, 장시간 자전거 타기 등)이 있다.

○ 의료비 증가, 생산성 저하: 최근 5년간 건강보험심사평가원의 심사 결정 자료 [아이는 낳고

싶은데...‘불임 부부 증가’, 2011. 10. 18]를 기준으로 분석한 결과 진료인원은 2006년 148,000명
에서 2010년 184,000명으로 5년간 24.4% 증가하였고 연평균으로는 5.8%씩 매우 빠르게 증가하
고 있다. 이에 따른 진료비 증가 역시 2010년 203억원으로 지난 5년간 연평균 9.4%씩 가파르게
증가하고 있는 추세이다. 불임을 연령별고 구분하여 분석해 보면 2010년 기준으로 남성(73%)은
물론 여성(66.7%) 역시 30대가 가장 많다. 현대의학의 기술적 발달로 인공 수정, 시험관, 미세

수정 등을 통해 남성 불임의 치료방법으로 사용되고 있지만, 이 또한 실패 가능성이 존재하고

있으며, 정자 자체의 질 개선은 전혀 이루어지지 않는다. 또한 국가에서 체외수정 (1회 180만
원), 인공수정 (1회 50만원)을 지원해주고 있지만, 임신을 위한 시술 각각 1회당 평균 400만원,
80만원의 비용으로 상당한 부담으로 느껴진다. 불임은 자식을 갖지 못하는 무자녀 가정에만 국
한된 문제가 아니라 국가적으로는 출산율 저하로 이어지며 당사자 개인적으로는 자신감 결여,

우울증 등으로 이어져 생산성 저하로 이어지기도 한다.

○ 불임/난임 남녀 비율: 불임 진료인원을 성별로 분석한 결과 2010년 기준으로 남성이 34,811
명, 여성이 149,765명으로 여성이 남성의 4.3배에 달하는 것으로 나타났으나 여성의 연평균 증

가율은 4.8%인 반면 남성의 연평균 증가율은 11.3%로 여성 증가율의 2배를 상회한다. 특히 남
성의 경우 불임 소인을 가지고 있다고 하더라도 타인의 시선 때문에 병원을 찾지 못하는 경우

1. 연구개발과제의 개요
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가 많다는 사실을 감안한다면 실제 불임/난임 남성의 수는 수배에 달할 것으로 본다.

○ 남성 불임/난임의 국내외 현황: 국내에서는 결혼한 부부의 15%가 불임이며 이중 절반은 남
성에 문제가 있는 것으로 알려져 있다. 즉, 남성의 15%는 불임 혹은 난임의 소인을 가지고 있
다고 보아야 할 것이다. 미국의 통계[Current Reproductive Endocrinology 27(3): 487-516 (2000)]
에 따르면 미국에는 600만명의 남성불임 환자가 있다고 한다. 그러나 보다 심각한 것은 남성

불임이 빠른 속도로 증가하고 있다는 점이다. 가장 큰 원인으로는 장시간 컴퓨터 사용(고환 온

도 상승), 비만(여성 호르몬 증가), 환경오염, 스트레스 등이 있다. 국내의 경우 2013년 7월 13
일 SBS 20시 뉴스에 의하면 최근 5년간 국내 난임 남성 환자 비율이 75.7% 증가하였다고 한

다. 이는 매년 15%씩 급속도로 증가하고 있는 셈이다.
○ 남성 갱년기 증상 심각: 최근 데일리팜[www.dailypharm.com, 2013. 07. 12]에 보도된 기사에
의하면 우리나라 40대 이상 중년 남성 3명 가운데 1명은 평상시 각종 남성 갱년기 증상을 느

끼고 있으며 10명중 1명꼴은 치료가 시급한 상태라고 한다(서울 아산병원 건강증진센터 경윤수
교수팀). 이들 대부분은 혈중 남성 호르몬인 테스토스테론 함량이 3.0 ng/ml로서 호르몬 보충

요법이 필요하다고 하니 보통 심각한 상태가 아닌 것으로 사료된다.

○ 난임 남성을 대상으로 하는 기능식품/치료제: 특허를 검색한 결과 정자의 수나 질을 개선함

으로써 수정력을 높이는 특허는 2건이 검색되었다. 하나는 무청(radish leaves)을 이용하는 방법

[US patent 05736144]이고 또 하나는 retinoid agonist (예: tarzarotene)이다[US patient 
20070060620]. 무 잎의 경우 끓여서 차로 마시는 방법이며 retinoid agonist는 임상 증례에 대한
언급이 없는 것으로 보아 채취한 정액에 사용함으로써 정자의 운동성을 증진시키는 것으로 보

인다. 이외에도 대체의약으로 추천하는 식품은 Vit. C, zinc, selenium, Vit. E, Vit. B12, 
L-carnithine, b-carotene 정도이다 [www.edition.cnn.com, 2012. 09. 15]. 그러나 이런 식품을 얼마
나 섭취해야 정자생성이 좋아지고 나아가 불임을 치료할 수 있는지에 대해서는 보고된 바 없고

공인된 기능식품/치료제가 아니다.

○ 인삼산업의 위기: 인건비 증대에 따른 생산비 증가(경쟁국 대비 2~7배), 경기 불황으로 인한
매출 격감(2011년 대비 25% 정도 감소), 재고 누적(1조원 이상), FTA 체결로 인한 경쟁력 약

화, 식재 면적 급감(2009년 대비 2011년 90%)으로 인한 인삼산업의 위기가 현재 대한민국 인

삼산업 현황이다. 따라서 고려인삼의 새로운 쓰임새 발굴로 국내외 소비를 증진시키는 길만이

우리가 할 수 있는 최선의 선택일 것이다.

○ 위기 극복 경험: 1990년도 후반 대한민국은 IMF라는 경제위기에 봉착하였다. 이런 경제위기
로 인해 인삼 매출은 극도로 위축되었으며 회사마다 엄청난 재고를 안고 있었다. 한국인삼공사

역시 1년분의 재고를 고스란히 창고에 쌓아 놓고 있는 매우 어려운 상황이었다. 이러한 악조건
에서 위기를 극복하는데 결정적으로 기여한 한편의 논문은 본 주관책임자가 영국비뇨기과학회

지[KIM, SLK et al. Panax ginseng protects the testis against 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-р-dioxin 
induced testicular damage in guinea pigs, BJU International, 83: 842-849 (1999).]에 발표한 “고려
인삼의 다이옥신-유발 고환독성 방어 효과”였다.

○ 충성도 높은 소비자 확보: 현재는 다이옥신 때문에 인삼을 복용하는 소비자는 없다. 즉, 다

이옥신에 대한 고려인삼의 효과는 일과성 소비 증진에 그쳤다. 금후 인삼산업은 단타성 홍보,

막연히 건강 증진, 성기능 증진 등에 의존해서는 아니 된다고 본다. 이 경우 경제 상황에 따라

매출이 급변할 수 있기 때문이다. 따라서 1) 현재 경쟁 상품이 없으며, 2) 간절히 그리고 절박
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하게 원하는 소비자층을 대상으로 하는 제품을, 3) 세계 최초로 launching하여 시장을 선점해야
만 성공 가능성이 높다고 생각한다. 이러한 점에서 남성 난임 소비자를 대상으로 하는 “세계

최초 발효 인삼 기능 식품” 출시는 회사 차원에서는 충성도 높은 소비자를 확보한다는 점이고

공익적 차원에서는 출산율을 높일 수 있는 계기가 되리라 판단한다.

○ 중동시장을 겨냥한 제품 개발: 중동의 이슬람 국가들은 일부다처제이다. 젊을 때 여러 부인

을 거느리는 것은 체력적으로 문제 되지 않겠으나 중년 이후 남성의 경우 체력적으로 많이 부

담되는 것이 사실이다. 따라서 이들을 겨냥한 정자생성 촉진/성기능 개선 제품 개발은 구매력

이 있는 산유국에서 인기 있는 상품이 될 것이다.

○ 국제 공인 효능 발굴 필요: 현재까지 고려인삼 제품을 가지고 식약처에서 인증 받은 기능은:

1) 피로회복, 2) 면역기능 증진, 3) 혈소판 응집 억제를 통한 혈액순환 개선, 4) 기억력 개선에

도움을 줌, 5) 항산화 효과, 6) 혈당강하에 도움을 줌(일화의 발효인삼 제품에만 국한)이 있다.

그러나 이들 기능 모두 국내용으로 WHO를 비롯하여 국제적으로는 “tonic (강장효과)“이 전부

이다. 본 주관연구책임자는 한국인삼공사 생산 홍삼분말 캡슐의 독일 의약품 등록 서류 작성

프로젝트를 수행한 적이 있어 생약재 의약품의 국제적 등록에 대해 잘 알고 있다. 의약품 등록

경험에 비추어 볼 때 6가지 기능 모두 국내용이지 국제적으로 공인받을 수 있을 정도로 효과가
강한 것은 아니라고 판단한다.

○ 성기능 개선 iPET 과제: 금년도 iPET에서 공모한 고려인삼을 이용한 성기능 개선 효과는 유
교에 근간을 두고 있는 우리나라로서는 식약처의 기능식품으로 등재해 줄 수 없다고 본다. 이

에 대한 협의는 본 과제 제안자가 식약처 담당관과 수차례 협의를 하여도 불가한 것으로 결론

지었다. 그리고 성기능 개선 효과는 남성 삶의 질을 개선한다는 측면도 있겠으나 한편으로는

쾌락주의자를 위한 것으로 대한민국의 자존심인 고려인삼을 비아그라처럼 폄하될 수도 있으므

로 종주국으로서 자존심이 용납할 수 없다.

○ 수세에서 공세로: 동남아 시장에서 고려인삼은 승열작용이 있다는 오인으로 인해 판촉에 큰

어려움을 겪고 있다. 이를 위해서는 고환을 따뜻하게 하여 정자 생성 기능을 감퇴시키고 이에

대한 고려인삼의 효과를 규명함으로써 더운 나라 소비자 판촉을 위한 귀중한 홍보 자료를 확보

하고자 한다.

○ 선행 연구 결과: 일부는 2011년 Experimental Gerontology에 게재.
- GINST는 Fig. 1에서 보는 바와 같이 노화로 인한 간 염증 관련 효소활성 증가를 현저히
회복시킴.

- GINST는 Fig. 2에서 보는 바와 같이 노화로 인한 신장 관련 생화학 지수를 유의하게
개선함.
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- GINST는 Fig. 3에서 보는 바와 같이 노화로 인한 MDA 생성 증가를 현저히 억제함.

- GINST는 Fig. 4에서 보는 바와 같이 노화로 인해 감퇴하는 정자생성 지수를 현저히 개선함.

Figure 4. Effects of GINST on testis parameters related to spermatogenesis in aged 
rats. (A) Sperm number per tubule, (B) Sertoli cells per tubule, (C) Germ cells per 
tubule, and (D) Sertoli cell index. Statistical comparisons: YCR vs V-AR, *p< 0.05, 
**p< 0.01; V-AR vs. GINST-AR, #p< 0.05, ##p< 0.01. Values are mean ± SD (n=6). 

- 노화로 인해 저하하는 고환 조직의 항산화효소활성을 현저히 개선함.
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Figure 5. Effects of GINST on testicular antioxidant enzymes in aged rats. (A) GST 
activity (μmol/min/mg of protein). (B) GPx activity (μmol/min/mg of protein). (C) 
GSH level, expressed as μg/mg protein. (D) MDA level, expressed as nmol/min/mg 
protein. Statistical comparisons: YCR vs. V-AR, **p< 0.01; V-AR vs. GINST-AR, ##p< 
0.01. n=6.

- 노화로 인해 저하하는 정세관내 정자생성능을 현저히 개선함.

A. YCR B. V-AR C. GINST-AR

Figure 6. Histological analysis of seminiferous tubules in the rat testis. Representative 
images of tubular cross-sections of testis from young control rats (YCR, A), 
vehicle-treated aged rats (V-AR, B), and GINST-treated aged rats (GINST-AR, C). 
Sections were stained with H&E. The images are typical of those obtained in five 
independent experiments. Scale bar = 45 μm. LC, Leydig cell; PS, primary 
spermatocyte; SG, spermatogonium; SP, spermatozoa; SR, Sertoli cell; ST, spermatid.

- 고환 proteome 분석 결과 노화에 의해 감소하는 항산화 효소 발현을 현저히 개선함.
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Figure 7. Protein expression and confirmation of changes in expression in AR and 
GINST-AR. (A) Arrows indicate proteins that were differentially expressed in V-AR 
relative to GINST-AR. Protein levels were quantified from four independent 
experiments (*p<0.05). The numbers indicated in the gels correspond to the numbers 
in Table 1. (B) Protein expression of GSTmu5 and PH-GPx in testis tissues. Tissue 
lysates from V-AR and GINST-AR testis were immunoblotted with anti-GSTmu5 and 
-PH-GPx antibodies. The images are typical of those obtained in blots from three 
independent experiments. (C) GSTmu5 and PH-GPx mRNA levels in testis from 
V-AR and GINST-AR. GAPDH served as a loading control. The images are 
representative of three independent experiments.

○ 선행 연구를 통한 확신: 본 과제 제안자는 지난 20년간 각종 원인(독성물질, 노화 등)에

의한 정자생성 감퇴에 미치는 고려인삼의 효과에 대하여 연구하여 왔다. 고려인삼 특히 발

효인삼의 정자생성 촉진 및 정자의 운동성 향상은 매우 민감하여 ppm 이하 농도에서도 발

현된다. 또한, 주변의 불임 가정에 권한 결과 여러 가정이 아기를 출산하였기 때문에 임상효

과 역시 확신을 가지고 있다. 고려인삼은 성호르몬의 균형유지, 효소적/비효소적 항산화 기

능 증진, 정자생성 관련 단백질 발현 증가, 성호르몬 수용체 발현 증대 등을 통하여 매우 재

현성(repeatable) 있고, 매우 민감(sensitive)하게 정자생성을 촉진한다는 사실을 확인하였다.

이러한 경험을 바탕으로 “GINST를 이용하여 정자결핍증(oligospermia)/약정자증
(asthenospermia)으로 인한 남성 난임 개선 기능식품/생약재 의약품”을 개발하고자 한다.

1-3. 연구개발 범위

○ 고환세포 독성에 대한 GINST의 방어능 조사
(1) 과산화수소-노출 고환세포 독성에 따른 GINST의 항산화관련 효소(Prx, Gpx, SOD, CAT
등), 정자생성관련 단백질(inhibin-α, nectin-2), 성호르몬 수용체(FSHR, AR, LHR)의 mRNA
및 단백질 발현량 확인

(2) 항암제-노출 고환세포 독성에 따른 GINST의 항산화관련 효소(Prx, Gpx, SOD, CAT 등),
정자생성관련 단백질(inhibin-α, nectin-2), 성호르몬 수용체(FSHR, AR, LHR)의 mRNA 및 단

백질 발현량 확인

(3) 고온-노출 고환세포 독성에 따른 GINST의 항산화관련 효소(Prx, Gpx, SOD, CAT 등), 정
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자생성관련 단백질(inhibin-α, nectin-2), 성호르몬 수용체(FSHR, AR, LHR)의 mRNA 및 단백

질 발현량 확인

○ 생식기능 저하에 대한 GINST의 방어능 조사
(1) 노령쥐의 생식기능 저하에 대한 GINST의 항산화관련 효소(Prx, Gpx, SOD, CAT 등), 정자
생성관련 단백질(inhibin-α, nectin-2), 성호르몬 수용체(FSHR, AR, LHR), 간/신장 기능 관련

혈액화학지수, 혈중 성호르몬(testosterone, LH, FSH)함량, 정세관 현미경 관찰
(2) Heat stress로 인한 GINST의 항산화관련 효소(Prx, Gpx, SOD, CAT 등), 정자생성관련 단백
질(inhibin-α, nectin-2), 성호르몬 수용체(FSHR, AR, LHR), 간/신장 기능 관련 혈액화학지수,

혈중 성호르몬(testosterone, LH, FSH)함량, 정세관 현미경 관찰
(3) Immobilization stress로 인한 GINST의 항산화관련 효소(Prx, Gpx, SOD, CAT 등), 정자생성
관련 단백질(inhibin-α, nectin-2), 성호르몬 수용체(FSHR, AR, LHR), 간/신장 기능 관련 혈액
화학지수, 혈중 성호르몬(testosterone, LH, FSH)함량, 정세관 현미경 관찰

○ 품질규격 기준 부합여부 조사

(1) 지표성분 기존 규격

(2) 잔류농약 기준 설정

(3) 미생물의 기준 규격 설정

(4) 중금속의 기준 규격 설정을 공인기관의 분석과 법적 기준 등을 기본으로 설정

○ 지표물질의 validated 정량 분석법 확립
(1) ICH guideline 준수
(2) Compound K의 validated 정량 분석법(선택성, 직선성, 검출한계, 정량한계, 범위, 정확성,

정밀성, 강건성, 시스템 적정성) 확립

○ 제품 등록을 위한 규격기준(specification) 분석
(1) 제품 등록을 위한 3 batch QC data(물리·화학 및 미생물 검사, 위해물질 허용기준 초과여

부, 국내·외 규격기준 부합여부) 확보
(2) 제품의 저장기간 확립을 위한 real time & accelerated stability 자료 확보
○ 임상연구를 통한 난임 개선 효능 입증

(1) CASA(computer aided sperm analyzer) 및 microscope를 이용한 sperm morphology 평가
(2) 정낭액의 MDA analysis와 정자의 Halo-sperm study 진행
(3) serum OT/PT (AST/ALT), serum FSH, LH, Testosterone, SHBG 검사를 통해 임상약 투여

전과 후 상태 비교 평가

(4) 생활습관, 성생활 만족도(brief sexual function inventory), 피로도(fatigue severity scale), 삶
의 질(SF-36 health survey score) 평가를 통해 임상약 투여 전과 후의 상태 비교 평가
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코드번호 D-04

○ 특허를 검색한 결과 미국 특허 10,306건, 유럽 2,403건, 일본 85건, 국내 89건의 특허가 검
색되었고, 그 중 정자의 수나 질을 개선함으로써 수정력을 높이는 특허는 2건이 검색되었

다. 하나는 무청(radish leaves)을 이용하는 방법[US patent 05736144]이고 또 하나는 retinoid 
agonist (예: tarzarotene)이다[US patient 20070060620]. 무 잎의 경우 끓여서 차로 마시는 방

법이며 retinoid agonist는 임상 증례에 대한 언급이 없는 것으로 보아 채취한 정액에 사용

함으로써 정자의 운동성을 증진시키는 것으로 보인다.

○ 이외에도 특허는 아니지만 대체의약으로 추천하는 식품은 Vit. C, zinc, selenium, Vit. E, 
Vit. B12, L-carnithine, b-carotene 정도이다 [www.edition.cnn.com, 2012. 09. 15]. 그러나 이런

식품을 얼마나 섭취해야 정자생성이 좋아지고 나아가 불임을 치료할 수 있는지에 대해서

는 보고된 바 없고 공인된 기능식품/치료제 의약품이 아니다.

○ 본 과제에서는 동물실험을 통하여 고려인삼을 발효함으로써 compound K를 주 활성성분

으로 하는 GINST의 정자생성 촉진 효과와 기전을 규명하고 나아가 임상 연구를 통하여

남성 난임 개선 및 치료 효과를 증명한다. 또한, 이미 시장에 나와 있는 인삼/홍삼 제품들

과는 “차별화된 제품으로 시장을 선점”하고 본 제품에 대해서는 “용도 특허”를 확보하고

자 한다.

○ 제조공정에서 품질관리에 이르기까지 전공정이 “국제기준”인 ICH (국제조화위원회)와

WHO guideline에 부합되도록 함으로써 국제 시장 진입을 목표로 모든 전임상 연구

(pharmacodynamics), 임상연구(clinical study), 제조공정(GMP), 품질관리 자료를 확보한다.

○ 국내 불임 시장이 350억원(medisobizanews, ‘국내 불임치료제 시장 외자사 아성 깨졌다’,

2013-04-11)으로 추정되고 있는 가운데 현재 국내에서 시판되고 있는 불임 치료제는 여성

불임에 관련된 배란유도제가 대부분임. 남성 불임에 관련된 치료제는 없고 다만 수술에

의해 치료하고 있는 상황임.

○ 남성 불임환자에 대한 정확한 시장조사 자료는 국내외를 막론하고 보고된 것이 없음. 다

만 결혼한 부부의 15%가 불임이며, 남성의 70%가 결혼을 한다고 가정하면 결혼적령기 남

성의 10%는 불임일 것으로 판단됨.

○ 현재 국외에서 시판되고 있는 불임 치료제는 여성 불임에 관련된 치료제가 대부분임. 최

근 독일에서 남성 불임 관련 생식세포로 정자 배양에 성공한 사례(포커스 신문사,

2012-01-04)가 있으나, 현재 해외에서 남성 불임에 관련되어 시판되고 있는 불임 치료제는

전무한 상황임.

○ 한국보건산업진흥원에서 발표한 자료(2013. 5. 24. vol.57)와 Dailymedi에 보도된 기사(2012. 
1. 4. ‘대한민국 의료관광 효자 부상 '불임치료'’)에 따르면 한국의 의료 관광객의 비율이

점점 더 높아짐에 따라 현재 국내에서 시판되고 있는 남성불임 치료제로 사용될 인삼의

판매 비율이 커질 것으로 예상된다고 한다. 또한 CMH Health International의 통계에 의하면
2003부터 2007년까지의 중국 불임 치료제 시장규모는 각각 20억1500만 위안(4,000억원), 23

2. 국내외 기술개발 현황
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억6500만 위안(4,700억원), 27억3800만 위안(5,476억원), 29억1300만 위안(5,829억원), 30억
2100만 위안(6,042억원)으로 5년 사이에 50% 성장함으로써 중국의 불임 시장에서 큰 판매

효과를 볼 것이라 예상된다. 또한 미국의 경우 남성 불임 환자가 600만명에 이른다고 하

니 세계시장 규모는 수조원에 달할 것으로 예측한다. 또한, 남성 난임 환자의 비율은 생활

습관의 변화와 더불어 급속도로 증가하고 있는 것이 특징이다. 따라서 대한민국이 종주국

인 고려인삼을 이용하여 남성 난임 개선/치료제를 출시하여 세계시장을 선점한다면 경제

적 측면에서는 물론 국격 제고에도 기여하리라 생각된다.

○ 기존에 시장에 나와 있는 수삼, 백삼, 홍삼 가공제품이 아니라 발효인삼을 이용하여 남성

난임 치료/개선제 기능식품 개별인증을 획득함으로써 차별화된 제품, 동분야의 “세계 최초

제품”을 출시하는 것을 목표로 한다.

○ 인삼은 재배과정에서 병충해에 매우 취약하므로 농약을 여러 차례 살포한다(10~15회/년).
따라서 매년 2~3%의 원료삼은 잔류농약 허용치를 상회하는 농약이 함유되어 있어 농가는

물론 정부도 곤란한 처지에 있다. 더욱 심각한 사실은 지금까지 한국에서는 한 번도 사용

한 적이 없는 농약과 DDT와 같이 이미 1970년도 중반부터 생산, 판매가 중지된 농약까지

검출되는 상황이다. 이처럼 한국에 유입된 적이 없는 농약이 검출되는 이유는 분석장비의

감도 개선과 중국으로부터의 대기 공해물질 유입이 원인으로 생각되어 진다. 현재 국내에

서 생산되는 인삼 제품의 경우 잔류농약 허용기준 관련 유럽이나 미국, 일본의 zero 
tolerance 혹은 positive system을 충족시키는 것이 매우 어렵다. 이러한 현실을 감안하여 볼

때 제품제조과정에서 잔류농약 제거 공정은 필수적이라 하겠다.

○ 제 1세부과제 연구책임자는 생약재로부터 잔류농약을 제거하는 방법에 관한 특허를 보유

하고 있다. 이 방법은 생약재 추출물을 식용유와 혼합한 다음 정치, 하층의 원심분리라는

극히 간단한 과정을 거쳐 농약을 식용유층으로 전이, 제거하는 방법이다. 본 방법은 기존

의 상용화되어 있는 CO2 임계추출장치에 비해 cost-, labor-, efficiency-effective하다.

○ 본 제품은 정자 결핍 혹은 정자의 운동성 부족으로 인하여 불임인 남성을 대상으로 하는

“건강기능식품” 혹은 “생약재 의약품”을 목표로 한다.

○ 본 제품은 기존의 인삼, 홍삼제품과는 “차별화된 제품”이다. 즉, GINST는 고려인삼을 발

효시킴으로써 protopanaxadiol계 사포닌이 선택적으로 compound K로 변환된 사포닌을 주성

분으로 하는 제품이다. 일반적으로 물리적(열처리, 홍삼제조), 화학적 방법(산처리, 초산

등)으로 수삼을 가공하면 C20위에 결합되어 있는 당이 탈락되어 ginsenoside Rd를 거쳐

Rg3로 변환되는 것이 특징이다. 따라서 홍삼에는 수삼에는 존재하지 않는 artifact인
ginsenoside Rg3가 다량 함유되어 있는 것이 특징이다. 그러나 compound K는 미생물 혹은

효소 처리에 의해 생성되는 화합물로 C3위의 당이 모두 탈락하고 C20위에 포도당 한 분

자만 결합되어 있는 화합물로서 compound K는 정자생성 촉진, 항산화, 항암, 항염증 등과

같이 다양한 효과가 밝혀지고 있다. 특히 흥미로운 사실은 사람의 체질에 따라 보다 정확

하게는 장내 세균 분포에 따라 compound K가 생성되는 사람과 그렇지 않은 사람이 있어

인삼을 복용하더라도 나타나는 효과에 차이가 있다는 것이 유력한 사실로 받아들여지고

있다.
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Fig. 8. Ginsenoside Rg3(좌)와 compound K(우)의 구조식

코드번호 D-05

가. 실험방법

[제1세부 : 정자 생성과 질 개선 효능 및 기전 규명]

(1) In vitro 실험
(가) 세포 배양

미국 세포주은행(ATCC) 지침에 따라 No. CRL-2196 Spermatocyte GC-2spd, No. CRL-1714 
Leydig TM3, No. CRL-1715 sertoli TM4 cell (ATCC, USA)은 배양액에서 37ºC, 5% CO2 
incubator에서 배양한다. GC-2spd는 10% fetal bovine serum (Gibco), 100 units/mL penicillin 
(Gibco), 100 ng/mL streptomycin (Gibco)을 첨가한 Dulbecco’s Modified Eagle’s medium 
(DMEM; Gibco, USA) 배지에서 배양한다. TM3와 TM4는 DMEM과 Ham’s F12 (1:1, v/v)
배지에 5% horse serum (Gibco), 2.5% fetal bovine serum, 100-units/mL penicillin, 100 ng/mL 
streptomycin을 첨가하여 배양한다.

(나) 각종 자극에 의한 고환 세포의 홍삼 추출물 방어효과 연구

① RNA추출
Total RNA는 Invitrogen사의 TRIZOL시약을 이용하여 추출하였다. 먼저 배양한 세포를 홍

삼 물 추출물 (KRG-WE) 100 ㎍/ml, 조사포닌 (CS) 10 ㎍/ml, 비사포닌 (NS) 90 ㎍/ml를 각

각 2시간 전 처리 후 Hydrogen peroxide 600 μM로 1시간 자극을 준다. 다음으로 배양 세

포를 PBS로 2회 씻은 다음 TRIZOL 용액 0.4 ml 첨가, 세포를 용해시킨 후 100 μl
chloroform 용액을 가하고 2~3회 잘 섞어준 다음 14,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 맨

위의 상층액을 취했다. 그 후 2-propanol과 1:1로 혼합 후 14,000 rpm에서 10분간 원심 분

리하여 상층액은 버리고 남은 침전물을 75% ethanol로 씻고 침전물을 건조시켰다. 다시 침

전물에 DEPC 처리한 증류수를 20 μl씩 넣어 RNA를 용해시키고 정량하였다.
② 중합효소(PCR) 반응
TRIZOL로 추출한 RNA는 M-MLV reverse transcriptase의 protocol을 사용하여 cDNA로 합

성하였다. 역전사 반응을 위하여 total RNA (1 g)에 0.1 g의 oligo-(dT), 10 mM dNTPs 을
넣고 65˚C에서 10분간 변성시킴으로써 single strand를 얻었다. 그 후에 1X single strand 

3. 연구수행 내용 및 결과
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buffer, 0.5 mM DTT, 200 Unit M-MLV reverse transcriptase을 첨가하고 25˚C에서 10분, 37˚
C에서 50분, 70˚C에서 15분 반응시킨 후 PCR은 각각의 tube에 250 ng cDNA, 1xPCR 
buffer, 1 mM MgCl2, 200 mM dNTPs, 0.2 mM의 primer를 넣고 PCR 조건인 92˚C에서 30
초, 60˚C에서 45초, 그 후에 72˚C에서 30초, 30 cycling하였다. PCR 반응이 끝난 다음 1.5 
% agarose gel에 6 μl씩을 넣고 전기영동 한 후 형광사진을 이용하여 반응을 확인하였다.

③ 항산화 관련 효소의 mRNA 발현량 조사
고환에서 특이적으로 발현하는 글루타티온 S-전달효소 (Glutathion S-transferase, GST) 종
류의 하나인 GSTm5, 글루타티온 과산화효소 (Glutathion peroxidase, GPX) 종류의 하나인

GPX4와 고환의 미토콘드리아에서 특이적으로 발현되는 PRX (Peroxiredoxin) 류의 하나인

PRX3의 발현을 mRNA 수준에서 조사하였다. 사용한 primer의 염기서열은 다음과 같다.

GSTm5: TCA AGC TAG ATC TGG ACT TTC CTA A (Forward)
GSTm5: ATC ATA GGT GAG AAA ATC CAC AAA G (Reverse)
GPX4: AGG CAA AAC TGA CGT AAA CTA CAC T (Forward)
GPX4: CGT TCT TAT CAA TGA GAA ACT TGG T (Reverse) 
PRX3: ATG AGT TTC ATG ACG TAA AC (Forward)
PRX3: AAA GTA CTC TTT TGA AGC TG (Reverse)

④ 호르몬 pathway에서 정자생성 관련 분자들의 mRNA 발현량 조사
정자생성 효능을 알아보기 위해 산화적 스트레스로 인해 저하되는 분자들 중 정세관세피

의 접합과 정자생성에 중요한 역할을 하는 nectin-2, 여포자극호르몬 항상성을 음성적으로

유지시켜 주는 inhibin-α의 mRNA 발현량을 조사하였다. mRNA 발현량 조사는 항산화 효

소 mRNA 발현량 조사와 동일한 방법으로 수행하였다.
Nectin-2: AGT GAC CTG GCT CAG AGT CA (Forward)
Nectin-2: TAG GTA CCA GTT GTC ATC AT (Reverse)
Inhibin-α: TTG ACT CTA CAG GAT GTG GA (Forward)
Inhibin-α: ACA TAA GTG AAG AGA CCT TC (Reverse)

⑤ 성 호르몬 receptor 관련 mRNA 발현량 조사
산화적 스트레스로 인한 고환 세포 내의 성 호르몬 receptor의 발현량의 차이를 보기 위

하여 Androgen receptor (AR), Follicle-stimulating hormone receptor (FSHR), Luteinizing 
hormone receptor (LHR) 의 mRNA 발현량을 조사하였다. mRNA 발현량 조사는 항산화 효

소 mRNA 발현량 조사와 동일한 방법으로 수행하였다.
AR : CTG GAC TAC CTG GAT CTC TAC CTT A (Forward)
AR : CCT GGG CTG TAG TTT TAT TGT ACT T (Reverse)
FSHR : ATG CTG CTG GCT TTT TCA CT (Forward)
FSHR : TCT TGG TGT CGC TTG ATG AG (Reverse) 
LHR : GCA TTC AAT GGG ACG ACT CT (Forward)
LHR : CCT CAA AGA TGG CGG AAT AA (Reverse)

(2) In vivo 실험
(가) 실험 동물
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랫 사육 조건은 23 ± 2°C, 습도 55 ± 5%, 명암주기 12시간으로 유지되는 항온, 항습의

SPF (Specific Pathogen Free) 조건에서 사육하였다.
① 12개월령의 노령 쥐(male, Sprague Dawley)를 구입 이후 4개월 동안 AIN-76A 사료를 급

여하여 실험을 진행하였다. 실험군 설정은 젊은 쥐 대조군(YC, Young control, 7주령), 고
령쥐 대조군(OC, Old control), GINST 200mg/kg b.w. 투여군 (GINST-AR, 200 mg/kg b.w.)
으로 하였으며 각 군은 9마리씩으로 구성하였다.
② 4주령의 쥐(male, Sprague Dawley)를 구입 이후 6개월 동안 AIN-76A 사료를 급여하여

실험을 진행하였다. 실험군 설정은 대조군(NC, Normal control), 고온 스트레스 대조군(HC, 
Heating control), 고온 스트레스 처리 GINST 100mg/kg b.w. 투여군 (HG100, 100mg/kg 
b.w.), 고온 스트레스 처리 GINST 200mg/kg b.w. 투여군(HG200, 200mg/kg b.w.)으로 하였

으며 각 군은 10마리씩으로 구성하였다.

③ 4주령의 쥐(male, Sprague Dawley)를 구입 이후 6개월 동안 AIN-76A 사료를 급여하여

실험을 진행하였다. 실험군 설정은 대조군(NC, Normal control), 구속 스트레스 대조군(IC, 
Immobilization control), 구속 스트레스 처리 GINST 100mg/kg b.w. 투여군 (IG100, 
100mg/kg b.w.), 구속 스트레스 처리 GINST 200mg/kg b.w. 투여군(IG200, 200mg/kg b.w.)
으로 하였으며 각 군은 10마리씩으로 구성하였다.

(나) GINST 투여
GINST는 rat용 분말사료에 첨가, 펠렛으로 제조하여 분획별 함유 비율을 감안하여 각각

① 200mg/kg b.w. ② 100, 200mg/kg b.w. ③ 100, 200mg.kg b.w. 가 되도록 사료에 첨가하

여 급이하였다. 총 6개월간의 투여 기간 동안 주당 2회 체중과 일일 사료 섭취량을 측정

하여 증가한 체중을 보상하여 줌으로써 체중 대비 1일 섭취량을 계산한 다음 매 2주 간격
으로 새로운 사료를 제조하였다.

(다) 혈액화학지수 (Blood Chemistry Panel) 조사
혈액시료를 이용, 노화로 인하여 저하되는 혈구상 변화, 당 및 지질대사 기능(Glu: 

glucose, T-cho: total cholesterol, LDL: LDL-cholesterol, HDL: HDL-cholesterol, TG: 
triacylgrycerol), 성호르몬 분비량(testosterone, LH, FSH) 등을 조사하였다. 혈액화학지수는

생화학자동분석기(Hitachi Medical Co., Ltd., Model 747, Tokyo, Japan)를 이용하여 통상의

임상검사 방법에 준하여 측정하였다.

(라) 조직병리학적 관찰

적출한 간, 신장, 비장 및 고환 조직을 육안 관찰하고 최종적으로 1×1㎝ 크기로 절편 제

작 후 10% buffered 중성 formalin 용액에 48시간 고정, automatic tissue processor(Citable 
2000)를 이용하여 처리, Hematoxylin & Eosin(H&E) 염색한 것을 현미경으로 관찰하였다.

기타 방법에 대하여는 통상적인 병리학적 실험 방법에 준하였다. Johnsen's score는 아래의

기준에 의하여 seminiferous tubule을 각 개체 당 10개를 관찰하여 계량화 하였다 (Table 
1)[4].
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Score                 Description of scoring system

10
Complete spermatogenesis with many spermatozoa (determined by 
head form) Germinal epithelium organized in regular thickness 
leaving an open lumen

9
Many spermatozoa present but germinal epithelium disorganized 
with marked sloughing or obliteration of lumen

8 Only a few spermatozoa present (<5 to 10)
7 No spermatozoa but many spermatids present
6 No spermatozoa and only a few spermatids present (<5 to 10)

5
No spermatozoa and no spermatids but several or many
spermatocytes present

4
Only a few spermatocytes (<5) but no spermatids or spermatozoa 
present

3 Spermatogonia are the only germ cells present
2 No germ cells, but Sertoli cells are present
1 No cells in tubular section

Table 1. Parameter for testicular biopsy score counting system by Johnson's method

Data from Johnsen's SC: Hormones 1:2, 1970.

(마) 고환 조직에서의 RT-PCR
① RNA추출
Total RNA는 Invitrogen사의 TRIZOL시약을 이용하여 추출하였다. 적출한 고환 조직 50 μ

g에 TRIZOL 용액 0.5 ml 첨가, 조직를 용해시킨 후 150 μl의 chloroform 용액을 가하고

2~3회 잘 섞어준 다음 14,000 rpm에서 20분간 원심분리 후 상층액을 취했다. 다시

TRIZOL 0.5 ml과 chloroform 150 μl을 첨가 후 14,000 rpm에서 20분간 원심분리하였다. 역

시 상층액을 취한 후 2-propanol과 상층액을 1:1로 혼합 후 14,000 rpm에서 10분간 원심 분
리하여 상층액은 버리고 침전물에 대해서는 75% ethanol로 씻고, 건조시켰다. 다시 침전물

에 DEPC로 처리한 증류수를 60 μl씩 넣어 RNA를 용해시키고 정량하였다.

② 중합효소(PCR) 반응
TRIZOL로 추출한 RNA는 M-MLV reverse transcriptase의 protocol을 사용하여 cDNA로 합

성하였다. 역전사 반응을 위하여 total RNA (1 g)에 0.1 g의 oligo-(dT), 10 mM dNTPs 을
넣고 65˚C에서 10분간 변성시킴으로써 single strand를 얻었다. 그 후에 1X single strand 
buffer, 0.5 mM DTT, 200 Unit M-MLV reverse transcriptase을 첨가하고 25˚C에서 10분, 37˚
C에서 50분, 70˚C에서 15분 반응시킨 후 PCR은 각각의 tube에 250 ng cDNA, 1xPCR 
buffer, 1 mM MgCl2, 200 mM dNTPs, 0.2 mM의 primer를 넣고 PCR 조건인 92˚C에서 30
초, 60˚C에서 45초, 72˚C에서 30초, 30 cycling하였다. 사용할 primer는 다음과 같으며 PCR
반응이 끝난 다음 2% agarose gel에 5 μl씩을 loading하고 전기영동 한 후 형광사진을 이용

하여 반응을 확인하였다.
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③ 고환 조직에서의 항산화 관련 효소의 mRNA 발현량 조사

고환에서 특이적으로 발현하는 글루타티온 S-전달효소 (Glutathion S-transferase, GST) 종
류의 하나인 GSTm5, 글루타티온 과산화효소 (Glutathion peroxidase, GPX) 종류의 하나인

GPX4와 고환의 미토콘드리아에서 특이적으로 발현되는 PRX (Peroxiredoxin) 류의 하나인

PRX3의 발현을 mRNA 수준에서 조사하였다.
GSTm5: TCA AGC TAG ATC TGG ACT TTC CTA A (Forward)
GSTm5: ATC ATA GGT GAG AAA ATC CAC AAA G (Reverse)
GPX4: AGG CAA AAC TGA CGT AAA CTA CAC T (Forward)
GPX4: CGT TCT TAT CAA TGA GAA ACT TGG T (Reverse) 
PRX3: ATG AGT TTC ATG ACG TAA AC (Forward)
PRX3: AAA GTA CTC TTT TGA AGC TG (Reverse)

④ 성 호르몬 pathway에서 정자생성 관련 분자들의 mRNA 발현량 조사
정자생성 효능을 알아보기 위해 산화적 스트레스로 인해 저하되는 분자들 중 정세관 세

피의 접합과 정자생성에 중요한 역할을 하는 nectin-2, 여포자극호르몬 항상성을 음성적으

로 유지시켜 주는 inhibin-α의 mRNA 발현량을 조사하였다. mRNA 발현량 조사는 항산화

효소 mRNA 발현량 조사와 동일한 방법으로 수행하였다.

Nectin-2: AGT GAC CTG GCT CAG AGT CA (Forward)
Nectin-2: TAG GTA CCA GTT GTC ATC AT (Reverse)
Inhibin-α: TTG ACT CTA CAG GAT GTG GA (Forward)
Inhibin-α: ACA TAA GTG AAG AGA CCT TC (Reverse)

⑤ 성 호르몬 receptor mRNA 발현량 조사
산화적 스트레스로 인한 고환 세포 내 성 호르몬 receptor의 발현량 차이를 보기 위하여

androgen receptor (AR), follicle-stimulating hormone receptor (FSHR), luteinizing hormone 
receptor (LHR) 의 mRNA 발현량을 조사하였다. mRNA 발현량 조사는 항산화 효소 mRNA
발현량 조사와 동일한 방법으로 수행하였다.

AR : CTG GAC TAC CTG GAT CTC TAC CTT A (Forward)
AR : CCT GGG CTG TAG TTT TAT TGT ACT T (Reverse)
FSHR : ATG CTG CTG GCT TTT TCA CT (Forward)
FSHR : TCT TGG TGT CGC TTG ATG AG (Reverse) 
LHR : GCA TTC AAT GGG ACG ACT CT (Forward)
LHR : CCT CAA AGA TGG CGG AAT AA (Reverse)

(바) 항산화 및 정자생성 관련 단백질 발현량

특이적 단백질 검출을 위해 Western blot 방법을 이용하였다. 즉, 고환 조직을 추출한 다

음 standard buffer (RIPA buffer 980 ml + protease inhibitor 10 ml + phosphatase inhibitor 10 
ml)를 넣고 단백질을 lysis시킨 다음 원심분리 (14,000 rpm, 20 min, 4˚C)하여 상층액을 취
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하여 단백질을 정량하였다. 일정량의 단백질과 loading buffer (5X)를 혼합한 다음 10% 
SDS-PAGE 전기영동 후 PVDF membrane에 transfer하였다. 5% skim milk로 1시간 blocking
후 GSTm5, PRX2, nectin-2, inhibin-α, actin 1차 항체와 overnight 반응시킨 후, ECL 
detection 용액 (Thermo) 으로 확인하였다.

(사) 통계 처리

모든 자료의 통계분석은 SPSS 통계 package를 사용하여 실시하고, 분석수치는 평균과 표

준편차 (standard deviation, SD)로 표시하였다. 실험군 간의 차이는 one way analysis of 
variance (ANOVA)를 실시하여 검증하며, p<0.05 수준에서 유의성이 관찰된 경우 각 실험

군 간의 평균값의 차이에 대한 유의성은 Duncan’s multiple range test를 이용하여 평가하였

다.

[제1협동 : 국제기준(ICH 혹은 WHO 기준) 부합 제조공정 확립 및 품질규격 표준화 제품 개

발]

(1) 지표물질 표준품 분석

(가) 표준품 제조 : 일화(사)에서 제조 공급한 IH901 RM (100% method HPLC peak purity 
94%)을 순도를 높이기 위하여 분취용 HPLC (ODS, 20 x 250 mm YMC-Pack, 
203 nm, 55% CH3CN)를 이용, IH901에 상당하는 peak를 분취하였다. 분취물을

농축한 다음 최종적으로 초순수 증류수를 용매로 한 용매계에서 재결정함으로써

흰색의 무정형 결정 분말 IH901 RM을 얻었다.
(나) 표준품 동정 : 1H NMR spectroscopy, 13C NMR spectroscopy, 1H-1H COSY spectroscopy, 

HMQC spectroscopy, HMBC spectroscopy, NOESY spectroscopy, FT-IR 
spectroscopy, Mass spectrometry, UV Spectrophotometry 조사한다.

(다) 표준품 순도 : Melting point, Elemental analysis, 각각 다른 3가지의 HPLC Method, 
Water content, Residual solvent content, Optical rotation, Thin-layer chromatographic 
purity test를 실시한다.

(라) 함량 조사 : 각각 다른 3가지의 HPLC Method로 함량 분석 실시한다.

(2) Validation 정량분석법 확립

(가) ICH guideline에 제시된 것과 같이 해당 분석법에 대해 분석을 실시하였다.
① 검출한계 및 정량한계(LOD & LOQ)
② 특이성

③ 직선성

④ 정밀성

⑤ 재현성

⑥ 정확성

(3) 잔류농약 불검출 제품 생산을 위한 연구

32종의 농약을 6종의 식용유(대두유, 카놀라유, 옥수수유, 포도씨유, 올리브유, 해바라기씨
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유)으로 2상간 분배를 이용해 농약제거에 관련된 연구를 진행하였다. Gas chromatography, 
HPLC를 이용해서 잔류농약의 함량을 확인하였다.

[제2협동 : 발효 인삼이 정액과 임신에 미치는 효과]
(1) 발효 인삼이 사람의 정액에 미치는 효과

(가) 내용: 임상적으로 정액의 질 개선에 효과가 있을 용량을 결정하기 위해 저용량과 고용

량의 발효 인삼 제제를 복용하도록 하여 복용 전 후의 정액의 지표를 비교함.

(나) 연구대상군

① 선정기준: 불임을 주소로 세브란스 병원 불임클리닉에 내원한 여성환자의 배우자, 정액

검사상 total motile sperm count 0.5x106 이상

② 제외기준:

㉮ 심각한, 만성적인 전신적 질환이나 내분비계 질환을 앓고 있는 환자

㉯ 고혈압 (수축기 혈압 140mmHg 이상, 그리고 이완기 혈압 90mmHg 이상)을 진단받고

치료 중인 자

㉰ 악성 종양으로 항암 치료를 시행 받은 과거력이 있는 환자

㉱ 1개월 이내 테스토스테론 또는 항안드로겐 제제를 복용한 과거력이 있는 환자

㉲ 수술적 방법으로 정자를 채취한 자

㉳ BMI > 30 또는 BMI < 18 인 자
㉴ 문맹이거나 동의를 구할 수 없는 외국인

③ 스크리닝 검사:

㉮ 정액의 양, 정자의 모양, 운동성 및 수 분석 : CASA (computer aided sperm analyzer,
정자자동분석기)

㉯ Ejaculated volume, sperm count, total motile sperm count, motility, morphology, total 
leukocyte count

㉰ 혈압 측정: 수축기 및 이완기 혈압

㉱ 신체 계측 : 키, 체중, 허리둘레

(다) 연구수행방법

① 발효인삼을 open label, 무작위 배정으로 1일 3회, 회당 2캡슐씩 1000mg/캡슐(발효인삼
용량 1.92g/일), 또는 500mg/캡슐(발효인삼용량 0.96g/일)으로 매일, 3개월 간 투여한다.

② 발효인삼의 용량에 따른 대상자 군 배정은 block randomization 방법을 사용한다.
③ 정액검사와 혈액 검사, 설문지 조사는 모집 당시와 발효인삼 투여 후 3개월에 시행한

다.

④ 정액검사 - 정액의 양, 정자의 모양, 운동성 및 수 분석 : CASA (computer aided sperm 
analyzer, 정자자동분석기)& microscopic examination
㉮ Ejaculated volume, sperm count, total motile sperm count, motility, morphology, total 

leukocyte count
⑤ 정자의 질 분석



- 17 -

㉮ Sperm chromatin assessment (Halo sperm assay)
⑥ 정낭액 (Seminal fluid, 정액 중 정자를 제외한 부분) 내 oxidative stress 표지자 분석

㉮ Malondialdehyde(MDA) analysis
⑦ 혈액

㉮ Total testesterone & free testosterone index, FSH, LH, Inhibin B, OT (ALT), PT(AST)
⑧ 설문지 조사: 삶의 질 평가(SF-36), 남성 성기능 설문지(Brief sexual function inventory),
피로도 측정 설문 (fatigue severity scale)

⑨ 문진 : 흡연력, 음주력, 일주일 간 운동량, 일주일 간 앉아서 생활하는 시간.

(2) 발효 인삼이 약정자증 남성의 정액에 미치는 효과: 단일군 선행 연구 (IRB No. 
4-2015-0912)
(가) 내용: 앞선 연구의 결과를 바탕으로, 저용량의 발효인삼 섭취가 약정자증 대상군에서

정자의 운동성을 개선시키는 효과가 있는지 확인하고자 하였음.

(나) 연구대상군

① 선정기준: 정액 검사상 정자의 운동성 < 32%
② 제외기준:

㉮ 심각한, 만성적인 전신적 질환이나 내분비계 질환을 앓고 있는 환자

㉯ 고혈압 (수축기 혈압 140mmHg 이상, 그리고 이완기 혈압 90mmHg 이상)을 진단받고

치료 중인 자

㉰ 악성 종양으로 항암 치료를 시행 받은 과거력이 있는 환자

㉱ 1개월 이내 테스토스테론 또는 항안드로겐 제제를 복용한 과거력이 있는 환자

㉲ 수술적 방법으로 정자를 채취한 자

㉳ BMI > 30 또는 BMI < 18 인 자
㉴ 문맹이거나 동의를 구할 수 없는 외국인

③ 스크리닝 검사:

㉮ 정액의 양, 정자의 모양, 운동성 및 수 분석 : CASA (computer aided sperm analyzer,
정자자동분석기)

㉯ Ejaculated volume, sperm count, total motile sperm count, motility, morphology, total 
leukocyte count

㉰ 혈압 측정: 수축기 및 이완기 혈압

㉱ 신체 계측 : 키, 체중, 허리둘레

(다) 연구수행방법

① 발효인삼을 500mg/캡슐(하루 2캡슐씩 3회, 3000mg/일, 발효인삼용량 0.96g/일)으로 매일,

3개월 간 투여한다.
② 정액검사와 혈액 검사, 설문지 조사는 모집 당시와 발효인삼 투여 후 3개월에 시행한

다.

③ 정액검사 - 정액의 양, 정자의 모양, 운동성 및 수 분석 : CASA (computer aided sperm 
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analyzer, 정자자동분석기) & microscopic examination
㉮ Ejaculated volume, sperm count, total motile sperm count, motility, morphology, total 

leukocyte count
④ 혈액

㉮ Total testesterone & free testosterone index, FSH, LH, Inhibin B, OT (ALT), PT(AST)
⑤ 설문지 조사: 삶의 질 평가(SF-36), 남성 성기능 설문지(Brief sexual function inventory),
피로도 측정 설문 (fatigue severity scale)

⑥ 문진 : 흡연력, 음주력, 일주일 간 운동량, 일주일 간 앉아서 생활하는 시간.

(3) 발효인삼 섭취에 의한 정자 운동성 개선 효과 평가를 위한 12주. 다기관. 무작위 배정.

이중 눈가림. 위약 대조 임상 시험 (IRB No. 4-2016-0288)
(가) 내용: 발효 인삼 섭취에 의한 정액의 질 향상 및 개선 효과가 플라세보 (대조군) 섭취

와 비교하여 우위에 있음을 증명하고자 한다.

(나) 연구대상군

① 선정기준: 정액 검사상 정자의 운동성 < 32%
② 제외기준:

㉮ 심각한, 만성적인 전신적 질환이나 내분비계 질환을 앓고 있는 환자

㉯ 고혈압 (수축기 혈압 140mmHg 이상, 그리고 이완기 혈압 90mmHg 이상)을 진단받고

치료 중인 자

㉰ 악성 종양으로 항암 치료를 시행 받은 과거력이 있는 환자

㉱ 1개월 이내 테스토스테론 또는 항안드로겐 제제를 복용한 과거력이 있는 환자

㉲ 수술적 방법으로 정자를 채취한 자

㉳ BMI > 30 또는 BMI < 18 인 자
㉴ 문맹이거나 동의를 구할 수 없는 외국인

③ 스크리닝 검사:

㉮ 정액의 양, 정자의 모양, 운동성 및 수 분석 : CASA (computer aided sperm analyzer,
정자자동분석기)

㉯ Ejaculated volume, sperm count, total motile sperm count, motility, morphology, total 
leukocyte count

㉰ 혈압 측정: 수축기 및 이완기 혈압

㉱ 신체 계측 : 키, 체중, 허리둘레

(다) 연구수행방법:

① 발효인삼을 double blinded, 무작위 배정으로 1일 3회, 회당 2캡슐씩 500mg/캡슐(발효인
삼용량 0.96g/일) 혹은 placebo (위약)으로 매일, 12주 간 투여한다.

② 연구 참여 대상자의 원활한 모집을 위해 다기관(연세대학교 의과대학 세브란스 병원,

연세대학교 원주의과대학 세브란스 기독병원, 가천대 길병원)으로 임상연구를 진행한

다.

③ 정액검사와 혈액 검사, 설문지 조사는 모집 당시와 발효인삼 투여 후 3개월에 시행한
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세부과제명 세부연구내용
연차별 월 단위 추진계획

12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

[제1세부]
GINST (발효
인삼)를 이용

한 남성 난임

개선 개별 인

정형 기능식

품 개발

대상 제품/화합물분리/제조
GINST(혼합물) 및 Compound K(발효인삼)

in vitro 모델
과산화수소 노출

항암제(doxorubicin) 노출
고온스트레스 노출

in vivo 모델
노령쥐(16개월령)
고온스트레스 노출

만성구속스트레스 노출

CRO 전문기관 위탁과제 의뢰 및 점검

식약처 기능식품 등재를 위한 서류 작성

[제1협동]
국제기준 부

합 제조공정

확립 및 품질

규격 표준화

제품 개발

지표물질 분리 및 국제 규격서류 작성

지표물질 validation 정량분석법 확립

공정 최적화 및 cGMP 부합 공정 확립

품질규격: 미생물, 위해물질
(잔류농약, 중금속, 아플라톡신 등)

잔류농약 불검출 제품 생산을 위한 연구

제품의 안정성 : real time 및 학대조건

Batch analysis data 확보

[제2협동]
임 상연구를

통한 남성 난

임 개선 효능

입증

연구대상자 선정(WHO 표준 기준 미만의 정

자결핍증, 약정자증을 가진 남성)

임상화학지수 (serum AST/ALT, serum FSH, LH, 
testosterone, SHBG, Inhibin β)
정자의 질 및 수 조사: CASA(computer aided 
sperm analyzer), 현미경 하 정자 모양 평가, 정자

의 질 및 정낭액의 oxidative stress 평가.
설문지 조사 (삶의 질 지표, 피로도 평가, 성생

활 만족도)

임상 연구 자료 결과 분석

다.

④ 정액검사 - 정액의 양, 정자의 모양, 운동성 및 수 분석 : CASA (computer aided sperm 
analyzer, 정자자동분석기) & microscopic examination
㉮ Ejaculated volume, sperm count, total motile sperm count, motility, morphology, total 

leukocyte count
⑤ 정자의 질 분석

㉮ Sperm chromatin assessment (Halo sperm assay)
⑥ 정낭액 (Seminal fluid, 정액 중 정자를 제외한 부분) 내 oxidative stress 표지자 분석
㉮ Malondialdehyde (MDA) analysis
⑦ 혈액

㉮ Total testesterone & free testosterone index, FSH, LH, Inhibin B, OT (ALT), PT(AST)
⑧ 설문지 조사: 삶의 질 평가(SF-36), 남성 성기능 설문지(Brief sexual function inventory),
피로도 측정 설문 (fatigue severity scale)

⑨ 문진 : 흡연력, 음주력, 일주일 간 운동량, 일주일 간 앉아서 생활하는 시간.

나. 추진일정
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다. 연구수행결과

[제1세부 : 정자 생성과 질 개선 효능 및 기전 규명]

(1) in vitro 실험
(가) 과산화수소-유발 고환세포 독성에 대한 GINST의 방어능 조사
① 항산화 관련 효소의 mRNA 발현량 조사
과산화수소-유발 고환세포 독성에 대한 GINST 및 compound K (CK) 의 방어 효과 연구

를 위해 항산화 작용에 관여하는 주요 효소의 mRNA 발현량을 조사하였다. Mouse의 정모

세포인 GC-2spd 세포주에 과산화수소 600 μM을 1 시간 처리한 결과 PRx3, PRx4, GPx4
및 GSTm5의 mRNA 발현량이 유의하게 감소한 것을 볼 수 있었다(p<0.01~0.05). 이러한
mRNA 발현량 감소에 대한 GINST와 CK의 효능을 확인하기 위하여 GINST는 50 mg/ml와
100 mg/ml, CK는 10 μM, 20 μM을 각각 2시간 전처리하여 효과를 확인하였다. PRx3, 
PRx4 그리고 GPx4의 경우 GINST 처리군에서 과산화수소 독성으로 인한 mRNA 발현량

감소가 유의하게 회복되었다(p<0.01~0.05). GSTm5의 경우 GINST 처리군보다 CK 처리군에
서 유의하게 증가하였다(p<0.05).

Fig 9. 과산화수소에 노출된 GC-2spd cells에 있어 항산화효소 mRNA 발현에 미치

는 GINST 및 compound K의 농도별 효과. *, ** Significantly different from control 
at p<0.05 and p<0.01, respectively. †, ‡ Significantly different from H2O2 at p<0.05 
and p<0.01, respectively.

한편, Leydig cell인 TM3 세포주의 경우 과산화수소 300 μM에서 항산화 관련 효소의
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mRNA 발현량의 유의적인 감소가 나타났으며(p<0.01~0.05), 대부분의 조사 항목에서

GINST 처리군에서의 농도 의존적인 발현량 증가를 보이는 것이 관찰되었으며

(p<0.01~0.05), CK 처리군에서는 유의한 증가는 나타나지 않았다.

Fig 10. 과산화수소에 노출된 TM3 cells에 있어 항산화효소 mRNA 발현에 미치

는 GINST 및 compound K의 농도별 효과. *, ** Significantly different from control 
at p<0.05 and p<0.01, respectively. ‡ Significantly different from H2O2 at p<0.01, 
respectively.

② 정자생성 관련 분자들의 mRNA 발현량 조사
GC-2spd 세포에 있어 호르몬 pathway의 정자생성 관련 단백질 mRNA 발현량은 fig. 11에
서 보는 바와 같이 과산화수소 600 μM에 의한 inhibin-α의 mRNA 발현량이 유의하게 감

소하는 것으로 나타났으며(p<0.01), 이에 반해 GINST 및 CK 처리군에서는 발현량이 유의

하게 회복되었다(p<0.01). fig. 12는 TM3 세포주의 과산화수소 유도 독성에 대한 inhibin-α
의 mRNA 발현량 감소를 조사한 것으로, 과산화수소 노출에도 불구하고 유의한 변화를 관

찰할 수 없었다.
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Fig. 11. 과산화수소에 노출된 GC-2spd cells에 있어 성 호르몬 receptor의 mRNA
발현에 미치는 GINST 및 compound K의 농도별 효과. * Significantly different 
from control at p<0.05, respectively. †, ‡ Significantly different from H2O2 at p<0.05 
and p<0.01, respectively.

TM3 세포의 경우 300 μM의 과산화수소 처리시 성 호르몬 receptor의 유의적 감소가 나

타났다(p<0.01~0.05). 이에 반해 GINST 처리군의 경우 농도의존적으로 발현량 회복이 관찰

되었다(p<0.01~0.05). 또한 CK 처리군은 FSHR과 LHR의 발현량을 농도 의존적으로 증가시

키는 것으로 나타났다(p<0.01~0.05).

Fig. 12. 과산화수소에 노출된 TM3 cells에 있어 성 호르몬 receptor의 mRNA 발현
에 미치는 GINST 및 compound K의 농도별 효과. *, ** Significantly different from 
control at p<0.05 and p<0.01, respectively. †, ‡ Significantly different from H2O2 at 
p<0.05 and p<0.01, respectively.
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(나) 항암제(doxorubicin)-유발 고환세포 독성에 대한 GINST의 방어능 조사
① 항산화 관련 효소의 mRNA 발현량 조사
항암제-유발 고환세포(정자, Sertoli, Leydig) 독성에 대한 GINST 및 compound K (CK) 의
방어 효과 연구를 위해 항산화에 관여하는 주요 효소의 mRNA 발현량을 조사하였다. 정모
세포인 GC-2spd cell line의 경우 doxorubicin 500 μM 농도에서 유의한 감소가 관찰되지 않

아 항암제 독성유발 정자 세포 독성에 대한 홍삼 추출물의 방어 효과는 조사할 수 없었

다. GC-2spd cell line에 있어 항산화 효소의 mRNA 발현량을 감소시킬 수 있는 농도를 찾

고자 doxorubicin의 처리 용량을 500 μM 이상으로 투여해 보았으나, 역시 영향을 미치지

않는 것으로 나타났다. 이러한 결과는 DMSO에 용해시킨 doxorubicin을 DMEM 배지에 첨

가할 경우 일정 이상의 농도로는 용해되지 않기 때문으로 생각된다. 실제로 doxorubicin을
500 μM 이상 처리할 경우 용해되지 않고 배지 표면에 doxorubicin 입자가 부유하는 것을

확인하였다.

Fig. 13. Effect of GINST on the mRNA expression level of antioxidant enzymes in 
doxorubicin-exposed GC-2spd cells. GC-2spd (sperm) cells were treated with GINST 
(100 mg/ml) for 3 hr before exposing the cells to doxorubicin (500 μM, in DMSO). 
The band intensities of PRx3, GPx4 and GSTm5 were analyzed by using an NIH 
ImageJ 1.410 package and normalized to GAPDH value.

② 정자생성관련 단백질의 mRNA 발현량 조사
Doxorubicin에 노출된 정모세포(GC-2spd cells)에 있어 정자생성 pathway에서 중요한 역할

을 하는 biomarker 단백질(inhibin-α, nectin-2)의 mRNA 발현량 역시 유의한 변화는 관찰되

지 않았다. 이러한 결과 역시 위에서 언급한 바와 같이 doxorubicin의 용해도와 관련이 있

다고 사료된다.
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Fig. 14. Effect of GINST on the mRNA expression level of spermatogenesis related 
molecules in doxorubicin-exposed GC-2spd cells. GC-2spd (sperm) cells were treated 
with GINST (100 mg/ml) for 3 hr before the exposure to doxorubicin 500 μM. The 
band intensities of inhibin-α and nectin-2 were analyzed by using an NIH ImageJ 
1.410 package and normalized to GAPDH value.

③ TM3, TM4 cells의 세포 독성에 미치는 효과

TM3, TM4 cells에 대한 doxorubicin의 세포 독성을 MTT assay로 측정한 결과, Fig. 15과
같이 500 μg/mL에서 세포독성이 전혀 나타나지 않아 정자 생성에 관련된 각종

bio-markers, 항산화 효소, 성호르몬 수용체의 발현량에 미치는 효과를 확인할 수 없었다.

그이상의 농도로 doxorubicin을 첨가하는데 있어서는 용해도의 문제가 있어 더 이상의 실

험을 진행할 수 없었다.

Fig. 15. doxorubicin의 세포 독성의 MTT assay

(다) 고온스트레스-유발 고환세포 독성에 대한 GINST의 방어능 조사

① 고온스트레스가 고환세포에 미치는 효과

GC-2spd, TM3, TM4 cells에 대한 고온스트레스의 세포 독성을 MTT assay 로 확인한 결

과, Fig. 16과 같이 기존 배양 세포와 고온스트레스 처리군 간의 세포의 cell viability의 차

이가 거의 없음을 확인하였다.
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Fig. 16. Dose-dependent effect of GINST on viability of GC-2spd, TM3 and TM4 cells.

② 항산화 관련 효소의 mRNA 발현량 조사
고온스트레스-유발 고환세포 독성에 대한 GINST의 방어 효과 연구를 위해 항산화 작용

에 관여하는 주요 효소의 mRNA 발현량을 조사하였다. GC-2spd, TM3, TM4 cell line에 열

처리를 한 결과 GSTm5, GPx4의 경우, 대부분의 cell line이 고온 스트레스에 의한 발현량

감소가 일어나지 않았지만, TM4의 cell line에서 발현량이 유의적으로 감소한 것을 확인할

수 있었다(p<0.05). PRx4의 경우는 모든 cell line에서 발현량의 변화를 확인할 수 없었다.

Fig. 17. Dose-dependent effect of GINST on mRNA expression levels for antioxidant 
enzymes in GC-2spd, TM3 and TM4 cells.

③ 정자생성 관련 분자들의 mRNA 발현량 조사
GC-2spd, TM3, TM4 세포에 있어 호르몬 pathway의 정자생성 관련 단백질 mRNA 발현량
은 보는 바와 같이 정상군에 비해 mRNA의 양의 큰 차이를 나타내고 있지 않으며, 대부분

의 발현량이 동일하게 나타남을 알 수 있다.
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Fig. 18. Dose-dependent effect of GINST on mRNA expression levels for 
spermatogenesis related molecules in GC-2spd, TM3 and TM4 cells.

④ 성호르몬 수용체의 mRNA 발현량 조사
성호르몬 receptor 중 AR의 mRNA 발현량의 경우는 GC-2spd cell의 발현량이 고온스트레

스를 가했을 경우 감소되는 경향을 보이고, GINST 투여 회복되는 사실을 확인하였다. 반

면, LHR과 FSHR의 경우 고온스트레스로 인한 mRNA 발현량 감소가 일어나지 않음을 확

인하였다.

Fig. 19. Dose-dependent effect of GINST on mRNA expression levels for sex 
hormone receptors in GC-2spd, TM3 and TM4 cells.

(2) in vivo 실험
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(가) 노령쥐의 생식기능 저하에 대한 GINST의 방어효과
① 혈액화학지수에 미치는 GINST의 효능

Fig. 20은 혈중 성호르몬 함량을 나타낸 것으로서 노령쥐(aged rat, V-AR) 대조군의
testosterone 함량은 YCR군과 유의한 차이는 관찰되지 않았다. 이에 반하여 GINST 투여군
의 testosterone 함량은 AR군에 비해 유의하게 증가하였다(p<0.05). 한편, FSH와 LH의 함량

은 젊은 쥐 대조군(YCR)에 비해 AR군에서 현저히 증가하였으나(p<0.05), 이는 노화로 인

해 정자 생성 관련 기능이 감퇴됨으로 인해 남성 호르몬 분비를 촉진시키기 위한 내분비

계의 보상적 생리활동 결과라 판단된다. 이에 반해 GINST 투여군(GINST-AR)에서는 AR대
비 FSH와 LH의 함량 감소가 관찰되었으며(p<0.05~0.01), 이는 고환의 정자 생성 기능을

개선하기 때문에 성선자극호르몬의 과잉 분비가 요구되지 않기 때문이라 사료된다.

Fig. 20. GINST 투여 노령 쥐의 혈중 성 호르몬 분비량. * Significantly different 
from YCR at p<0.01, respectively. #, ## Significantly different from V-AR at p<0.05 
and p<0.01, respectively.

② 조직병리학적 관찰

㉮ 고환 조직에 미치는 영향

Fig. 21과 같이, YCR군의 정세관은 활발하게 증식하는 정조세포, 정모세포, 정자세포가

치밀하게 분포되어 있었다. 반면 V-AR군에서는 대부분의 정세관 상피세포의 치밀도가 유
의하게 감소되어 있으며, 정세관 상피세포 사이의 연결성 또한 상실되어 세포 간의 간격

이 넓어져 다소 떨어져 있는 모양이 관찰되기도 하였다. 정조세포 및 정자세포의 수는

유의하게 감소되어 있었으며 지지세포 (Sertoli cell)가 주된 정세관 상피세포로 관찰되었

다. 또한 일부 부위에서 정세관의 상피세포가 괴사되어 정세관 내강에 저류되어 있는 소

견도 관찰되었으며, 공포 또한 관찰되었다. 반면, GINST-AR에서는 정세관 상피세포층의

두께뿐만 아니라 V-AR군에 비해 세포 사이의 연결성이 대부분에서 유지되어 있었고, 정

자세포의 활발한 증식이 대부분의 정세관에서 관찰되어 V-AR군 대비 현저하게 개선되는

것으로 나타났다.
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A. YCR B. V-AR C. GINST-AR
Fig. 21. GINST 투여 노령 쥐의 고환 조직 단면 광학 현미경 사진. LC, Leydig 
cell; PS, primary spermatocyte; SG, spermatogonium; SP, spermatozoa; SR, Sertoli 
cell; ST, spermatid.

Fig. 22-A는 정세관 내 정자 수를 나타내는 것으로서 YCR군 대비 V-AR군에서의 유의

한 감소(p<0.05)를 나타냈으며 이에 반해 GINST 처리군에서 유의하게 증가하였다(p<0.01).
Fig. 22-B, C 그리고 D는 각각 Sertoli cell과 germ cell의 개체 수 및 SCI 지표로서 모든

지수들이 V-AR군에서의 유의적 감소를 나타내다(p<0.01). 반면, GINST-AR이 V-AR군에서
감소했던 지수들을 회복시키는 것을 확인할 수 있었다(p<0.01).

Fig. 22. 노령 쥐에서의 정자 생성 관련 지수에 대한 GINST의 효능. *, ** 
Significantly different from YCR at p<0.05 and p<0.01, respectively. ## Significantly 
different from V-AR at p<0.01, respectively.

㉯ 신장 조직에 미치는 영향

Fig. 23과 24은 노령쥐의 신장에서의 항산화 기능에 대한 GINST의 효능을 보기 위해 측

정한 결과로 신장 내의 MDA와 GSH level과 항산화 효소인 SOD, GPx, GR 그리고 GST
의 활성을 조사하였다. MDA는 지질과산화물로서 산화 스트레스의 생체 지표인자로 잘

알려져 있는 물질로서 YCR군에 비해 V-AR군에서 MDA 생성량이 급격하게 증가하는 것

으로 나타났다(p<0.01). 그에 반해 GINST-AR에서는 MDA의 유의적 감소(p<0.01)를 보임

으로써 산화적 스트레스로 인한 지질산화를 감소시키는 것으로 생각할 수 있다. 또한
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V-AR군에서 노화로 인한 GSH의 활성 감소(p<0.01)를 GINST-AR에서 유의하게 개선시키

는 것이 관찰되었다(p<0.01).

Fig. 23. 노령 쥐에서의 신장 내 MDA와 GSH level에 대한 GINST의 효능. ** 
Significantly different from YCR at p<0.01. ‡ Significantly different from V-AR at 
p<0.01.

또한 YCR군에서의 활발한 항산화 효소의 활성에 비해 V-AR군은 유의하게 감소한 활성

을 보였으나(p<0.01), 이러한 감소를 GINST-AR에서는 유의한 활성의 개선을 나타냈다

(p<0.01). 특히나 SOD의 활성의 경우 YCR군의 활성보다도 증가된 수치를 나타냈다. 노화

로 인해 증가한 지질산화와 현저히 감소한 항산화 효소의 활성에 대한 GINST-AR에서의
개선 효과는 활성 산소에 대한 체내 방어 기작을 증진시킴으로써 신장의 기능 보호 및

유지에 도움이 되는 것으로 생각할 수 있다.

Fig. 24. 노령 쥐에서의 신장 내 항산화 효소의 활성에 대한 GINST의 효능. ** 
Significantly different from YCR at p<0.01. †, ‡ Significantly different from V-AR at 
p<0.05 and p<0.01, respectively.

㉰ 노령쥐의 간에 미치는 영향

Fig. 25는 노령쥐의 간에 대한 GINST의 항산화 활성을 조사한 결과로서 V-AR의 MDA 
level은 V-AR군에서 YCR군 대비 유의하게 증가하였으며, GSH의 활성의 경우는 유의
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(p<0.01)하게 감소한 반면, GINST에서는 두가지 지수 모두 유의하게 개선된 것으로 나타

났다(p<0.01).

Fig. 25. 노령 쥐 간에서 MDA와 GSH level에 미치는 GINST의 효능. ** Significantly 
different from YCR at p<0.01. ‡ Significantly different from V-AR at p<0.01.

Fig. 26은 노령쥐 간에서의 항산화 효소 활성을 측정한 결과로서 GR, GPx, SOD, GST
효소의 활성 모두 노화에 의해 유의하게 감소하는 것으로 나타났으며, 이러한 감소는

GINST 투여에 의해 유의하게 개선되었다(p<0.01).

Fig. 26. 노령 쥐 간에서의 항산화 효소 활성에 미치는 GINST의 효과. *, ** 
Significantly different from YCR at p<0.05 and p<0.01, respectively. †, ‡ Significantly 
different from V-AR at p<0.01, respectively.

(나) 고온스트레스 노출 쥐의 생식기능 저하에 대한 GINST의 방어효과
① 장기 무게 변화에 미치는 영향

Table 2에서 보는 바와 같이 spleen과 heart를 제외한 모든 장기의 무게가 heat stress로 인

해 감소하였으며 이러한 장기의 무게 감소는 GINST 투여로 억제되었다. 특히 신장 무게

는 고온 스트레스 부하로 인해 유의하게 감소하였으며 (p<0.01) GINST 투여군에서는 NC
군 수준으로 유의하게 증가하였다(p<0.01). 한편, 고환과 부고환의 무게는 heat stress로 유

의하게 감소하지는 않았으나 GINST 투여군에서는 NC는 물론 HC 대비 유의한 무게 증가
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가 관찰되었다(p<0.05). 이로부터 GINST의 고환 무게 감소 억제 효과는 매우 선택적이라

는 사실을 알 수 있었다.

Table 2. Effect of GINST in rat organ weight of heat-induced stress. 

Organ
Group Liver Spleen Kidney Testis Heart Epidydimis

Adrenal 
gland

NC 14.2809 ± 
1.9714

0.7513 ± 
0.1275

3.2484 ± 
0.1243

3.4137 ± 
0.1225

1.6855 ± 
0.1956

0.6969 ± 
0.0405

0.0782 ± 
0.0068

HC 13.7319 ± 
2.1094

0.7790 ± 
0.0673

3.0959 ± 
0.1005**

3.3555 ± 
0.0290

1.7007 ± 
0.1905

0.6636 ± 
0.0260*

0.0762 ± 
0.0074

HG100 13.8946 ± 
1.4594

0.7992 ± 
0.1082

3.0674 ± 
0.1189

3.4874 ± 
0.1096‡

1.7314 ± 
0.1407

0.6773 ± 
0.0552‡

0.0759 ± 
0.0075

HG200 14.7348 ± 
1.8886

0.7871 ± 
0.0768

3.2177 ± 
0.0857‡

3.5177 ± 
0.0861†

1.7769 ± 
0.0983

0.6824 ± 
0.0853

0.0803 ± 
0.0035

Data are expressed as the mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was performed by 
ANOVA followed by Duncan's t-test using the SAS ver. 9.1 (SAS Inc., Cary, NC, USA). NC: 
normal control; HC: heat-stressed control; HG100: heat-stressed and received GINST 100 mg/kg 
b.w.; HG200: heat-stressed and received GINST 200 mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC 
group. **p<0.05 compared with NC group. †p<0.01 compared with HC group. ‡p<0.05 compared 
with HC group.

② 혈액화학지수(blood chemistry panel)

㉮ 간 기능 관련 혈액화학지수

간 기능 관련 혈액화학지수에서 GOT의 경우 heat stress로 인해 현저히 증가하였으며

(p<0.05), HG200군에서는 유의한 감소를 나타냈다(p<0.05). γ-GPT 지수는 heat stress 그룹,
GINST 투여 그룹간의 유의성 있는 차이는 관찰되지 않았으며, ALB 지수 역시 GINST 투
여와 관계없이 유의적인 차이를 보이지 않았다(Table 3).

Table 3. Effect of GINST on liver-related blood chemistry panels. 

Group GOT γ-GPT ALB

NC 77.3 ± 14.6 26.5 ± 5.8 2.7 ± 0.1

HC 105.5 ± 23.5** 22.5 ± 2.6 2.7 ± 0.2

HG100 96.3 ± 35.8 23.0 ± 3.9 2.7 ± 0.1

HG200 78.4 ± 10.2‡ 21.7 ± 2.4 2.8 ± 0.2

Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried out by 
Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: normal 
control; NC: normal control; HC: heat-stressed control; HG100: heat-stressed and received 
GINST 100 mg/kg b.w.; HG200: heat-stressed and received GINST 200 mg/kg b.w. *p<0.01 
compared with NC group. **p<0.05 compared with NC group. †p<0.01 compared with HC 
group. ‡p<0.05 compared with HC group.



- 32 -

Group T-CHO TG LDL-C GLU

NC 89.3 ± 20.5 70.5 ± 29.7 6.0 ± 2.2 161.5 ± 10.5

HC 66.3 ± 8.2 39.8 ± 9.9 4.5 ± 1.2 140.9 ± 15.5**

HG100 74.1 ± 10.1 43.9 ± 20.1 3.8 ± 1.8 134.6 ± 16.1

HG200 66.4 ± 8.8 33.5 ± 15.5 5.2 ± 2.5 164.8 ± 27.4‡

Average
Group

Motile Progressive VAP VSL VCL STR LIN Elongation

NC
91.67 ± 

6.29
31.93 ± 

13.81
32.87 ± 

6.39
23.08 ± 

3.74
76.00 ± 

14.41
69.47 ± 

5.41
39.33 ± 

5.61
95.47 ± 

3.62

HC
58.33 ± 
20.68*

18.89 ± 
8.27*

30.11 ± 
6.43

21.78 ± 
8.78

74.38 ± 
12.01

73.33 ± 
7.48

40.89 ± 
5.16

97.89 ± 
2.52

㉯ 당 및 지질대사 기능 관련 혈액화학지수

전반적으로 고온스트레스 부하로 인하여 지질대사물이 감소하였으며 GINST는 이러한

감소를 억제하는 것으로 나타났으나 유의차는 관찰되지 않았다. 한편, 고온스트레스 부하

로 NC 대비 HC군의 혈당량은 유의하게 감소하였고 GINST 투여군에서는 정상으로 회복

되는 경향을 보였다(p<0.05).

Table 4. Effect of GINST on glucose and lipid metabolism-related blood chemistry 
panels.

Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried out by 
Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: normal 
control; NC: normal control; HC: heat-stressed control; HG100: heat-stressed and received 
GINST 100 mg/kg b.w.; HG200: heat-stressed and received GINST 200 mg/kg b.w. *p<0.01 
compared with NC group. **p<0.05 compared with NC group. †p<0.01 compared with HC 
group. ‡p<0.05 compared with HC group. T-Cho: total cholesterol, LDL-C: low density 
lipoprotein-cholesterol, HDL: high density lipoprotein-cholesterol TG: triacylglycerol.

③ 정자의 질에 미치는 영향

㉮ 정자의 운동성에 미치는 효과

NC 대비 HC군 정자의 운동성(motility)과 직진운동성(progressive)은 유의하게 감소한 것

으로 나타났다(p<0.01). 이에 반하여 HG200군에 있어서는 정자의 운동성이 유의하게 개선

되는 것을 알 수 있었다(p<0.05). 한편, average path velocity (VAP), straight line velocity 
(VSL), curvilinear velocity (VCL), straitneness (STR), linearity (LIN) 및 elongation에 있어서

는 고온스트레스 유발 대조군 대비 정상대조군 사이에 유의한 변화가 관찰되지 않아

GINST의 효과를 판별할 수 없었다.

Table 5. Effect of GINST on sperm kinematic values of heat-induced stress.
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HG100
90.40 ± 

9.73†
35.90 ± 

9.40†
35.04 ± 

5.21‡
24.64 ± 

3.90
80.50 ± 

7.93
69.70 ± 

2.71
38.90 ± 

3.03
92.70 ± 

3.53†

HG200
81.14 ± 
15.94‡

30.29 ± 
16.02

34.94 ± 
8.19

23.94 ± 
7.17

81.54 ± 
16.81

68.86 ± 
5.98

39.43 ± 
7.55

96.00 ± 
4.36

Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried out by 
Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: normal 
control; NC: normal control; HC: heat-stressed control; HG100: heat-stressed and received 
GINST 100 mg/kg b.w.; HG200: heat-stressed and received GINST 200 mg/kg b.w. *p<0.01 
compared with NC group. **p<0.05 compared with NC group. †p<0.01 compared with HC 
group. ‡p<0.05 compared with HC group. VAP; average path velocity, VSL; straight line 
velocity, VCL; curvilinear velocity, LIN; linearity = VSL/VCL×100, STR; straightness = 
VSL/VAP×100.

④ 고환의 정자생성능 조사

㉮ 항산화 관련 효소의 mRNA 발현량 조사
항산화 관련 효소 중 고환 조직 내 글루타치온 S-전이효소 (glutathion S-transferase, GST)
류의 하나인 GSTm5와 고환의 미토콘드리아에서 발현되는 PRx (Peroxiredoxin) 류의 하나

인 PRx4의 발현량을 RT-PCR을 통해 확인한 결과, GPx4, GSTm5 그리고 PRx4의 경우

heat stress에 의해 발현량이 유의하게 감소하였으며(p<0.01), GINST 투여는 용량-의존적으
로 발현량을 회복시키는 것으로 나타났다(p<0.05).

Fig. 27. Effect of GINST on mRNA expression of antioxidant enzymes in rat testis. 
Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried out by 
Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: normal 
control; NC: normal control; HC: heat-stressed control; HG100: heat-stressed and 
received GINST 100 mg/kg b.w.; HG200: heat-stressed and received GINST 200 
mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC group. **p<0.05 compared with NC group. †
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p<0.01 compared with HC group. ‡p<0.05 compared with HC group.

㉯ 정자생성관련 단백질의 mRNA 발현량 조사
성호르몬 pathway에서 정자생성에 관여하는 CREB-1과 Nectin-2의 mRNA 발현량은 heat 

stress 부하로 유의하게 감소하는 것으로 나타났다(p<0.01). 한편, GINST는 heat stress로 인

해 감소하는 CREB-1과 Nectin-2의 mRNA 발현량을 유의하게 회복시키는 것으로 나타났

다(p<0.05).

Fig. 28. Effect of GINST on mRNA expression levels of spermatogenesis-related 
molecules in rat testis. Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical 
analysis was carried out by Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad 
Prism version 4.0. NC: normal control; NC: normal control; HC: heat-stressed control; 
HG100: heat-stressed and received GINST 100 mg/kg b.w.; HG200: heat-stressed and 
received GINST 200 mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC group. **p<0.05 
compared with NC group. †p<0.01 compared with HC group. ‡p<0.05 compared with 
HC group.

㉰ 성호르몬 수용체의 mRNA 발현량 조사
Fig. 29에서 보는 바와 같이 heat stress 부하는 황체호르몬 수용체(luteonizing hormone 

receptor, LHR), 여포자극호르몬 수용체(follicle stimulating hormone receptor, FSHR) 및 남

성호르몬 수용체(androgen receptor, AR) 발현을 현저히 억제하는 것으로 나타났다(p<0.01).
이에 반해 GINST는 heat stress로 야기되는 성호르몬 수용체 발현 감소를 유의하게 방어

하는 것으로 나타났다.
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Fig. 29. Effect of GINST on mRNA expression of sex hormone receptors in rat 
testis. Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried 
out by Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: 
normal control; NC: normal control; HC: heat-stressed control; HG100: heat-stressed 
and received GINST 100 mg/kg b.w.; HG200: heat-stressed and received GINST 200 
mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC group. **p<0.05 compared with NC group. †

p<0.01 compared with HC group. ‡p<0.05 compared with HC group.

⑤ 고환 조직 내 Western blot
㉮ 항산화 관련 효소(단백질)의 발현량 조사

Fig. 30에 나타난 바와 같이 항산화 관련 효소의 발현량 역시 mRNA 발현량과 동일한

결과를 나타냈다. 즉, GPx4, GSTm5 및 PRx4의 경우 heat stress에 의해 발현량이 유의하

게 감소하였으며(p<0.01), GINST 투여군에서는 용량-의존적으로 발현량이 회복하는 것으

로 나타났다(p<0.05). 이는 GINST가 heat stress로 인해 감소하는 항산화효소의 발현을 회

복시킨다는 사실을 의미한다.
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Fig. 30. Effect of GINST on protein expression of antioxidant enzymes in rat testis. 
Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried out by 
Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: normal 
control; NC: normal control; HC: heat-stressed control; HG100: heat-stressed and 
received GINST 100 mg/kg b.w.; HG200: heat-stressed and received GINST 200 
mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC group. **p<0.05 compared with NC group. †

p<0.01 compared with HC group. ‡p<0.05 compared with HC group.

㉯ 정자생성-관련 biomarker 단백질 발현량 조사
성호르몬 pathway에서 정자생성에 관여하는 CREB-1과 Nectin-2 protein 발현량을 조사한

결과 mRNA 발현량에서와 마찬가지로 두 분자 모두 heat stress를 가했을 때 발현량이 감

소하는 것을 알 수 있었다(p<0.05~0.01). 이에 반하여, GINST 투여는 heat stress로 인해 감
소하는 Nectin-2와 CREB의 발현량을 증가시킨다는 사실을 확인하였다.

Fig. 31. Effect of GINST on protein expression level of spermatogenesis-related 
biomarker molecules in rat testis. Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). 
Statistical analysis was carried out by Student's t-test and one way ANOVA using 
GraphPad Prism version 4.0. NC: normal control; NC: normal control; HC: 
heat-stressed control; HG100: heat-stressed and received GINST 100 mg/kg b.w.; 
HG200: heat-stressed and received GINST 200 mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC 
group. **p<0.05 compared with NC group. †p<0.01 compared with HC group. ‡p<0.05 
compared with HC group.
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㉰ 성호르몬 수용체(단백질) 발현량 조사

Fig. 32에서 보는 바와 같이 LHR, FSHR, AR의 발현량은 heat stress로 인해 현저하게 억

제되었으며(p<0.05~0.01) GINST 투여는 heat stress에 의해 야기되는 이들 성호르몬 수용체

의 발현량 감소를 유의하게 억제하는 것으로 확인되었다(p<0.05~0.01). 특히, 고온 스트레

스를 부하하면 androgen receptor (남성호르몬 수용체)의 발현량은 정상의 1/8 수준으로 감

소한다는 사실과 GINST 투여는 정상대조군의 80% 수준까지 회복시킨다는 사실은 새로

운 발견으로 매우 고무적이라 하겠다. 이는 고환의 온도가 올라가면 혈중 성호르몬 함량

감소도 문제가 되겠으나, 호르몬 수용체의 감소로 이들 호르몬에 대한 생식세포의

sensitivity가 감소함으로 인해 생식력에 악영향을 미칠 수 있음을 시사한다.

Fig. 32. Effect of GINST on protein expression of sex hormone receptors in rat testis. 
Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried out by 
Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: normal 
control; NC: normal control; HC: heat-stressed control; HG100: heat-stressed and 
received GINST 100 mg/kg b.w.; HG200: heat-stressed and received GINST 200 
mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC group. **p<0.05 compared with NC group. †

p<0.01 compared with HC group. ‡p<0.05 compared with HC group.

이상의 결과로부터 GINST는 heat stress로 야기되는 성호르몬 pathway biomarker molecules
의 발현 감소를 억제함으로써 정자생성 기능 감퇴를 방어하는 것으로 사료된다. 이러한 사실

은 홍콩, 대만, 동남아, 중동 지역과 같이 더운 나라에 거주하는 사람들이 GINST를 복용하여

야 유리하다는 사실을 증명하는 매우 귀중한 연구결과라 하겠다.

(다) 만성구속스트레스 노출 쥐의 생식기능 저하에 대한 GINST의 방어효과
① 장기 무게 변화에 미치는 영향

Table 6에서 보는 바와 같이 모든 장기의 무게가 immobilization stress로 인해 감소하였으
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Organ
Group Liver Spleen Kidney Testis Heart Epidydimis

Adrenal 
gland

NC 15.277 ± 
2.196

0.900 ± 
0.147

3.251 ± 
0.362

3.672 ± 
0.241

1.634 ± 
0.185

1.392 ± 
0.110

0.067 ± 
0.011

IC 10.163 ± 
1.541

0.658 ± 
0.137

2.586 ± 
0.234

3.335 ± 
0.433

1.348 ± 
0.108

1.193 ± 
0.166

0.057 ± 
0.006

IG100 10.119 ± 
1.564

0.679 ± 
0.132

2.668 ± 
0.380

3.467 ± 
0.267

1.377 ± 
0.158

1.269 ± 
0.082

0.051 ± 
0.010

IG200 10.167 ± 
1.025

0.671 ± 
0.101

2.723 ± 
0.260

3.538 ± 
0.175

1.489 ± 
0.214

1.289 ± 
0.068

0.050 ± 
0.010

Group ALT ALP ALB

NC 31.0 ± 9.4 395.9 ± 53.9 2.76 ± 0.08

IC 24.6 ± 4.2* 425.7 ± 83.2 2.70 ± 0.12

IG100 26.7 ± 7.3 407.6 ± 407.6 2.76 ± 0.11

IG200 33.6 ± 8.4 493.7 ± 134.1 2.69 ± 0.12

며 이러한 장기의 무게 감소는 GINST 투여로 대부분 억제되는 경향을 보였다. 특히 고환

과 부고환의 무게는 구속 스트레스 부하로 인해 유의하게 감소하였으며 GINST 투여군에
서는 IC군에 비해 증가하는 경향을 보였다. 이로부터 GINST의 고환 무게 감소 억제 효과

는 선택적이라는 사실을 알 수 있다.

Table 6. Effect of GINST in rat organ weight of immobilization-induced stress.

Data are expressed as the mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was performed by 
ANOVA followed by Duncan's t-test using the SAS ver. 9.1 (SAS Inc., Cary, NC, USA). NC: 
normal control; HC: heat-stressed control; HG100: heat-stressed and received GINST 100 mg/kg 
b.w.; HG200: heat-stressed and received GINST 200 mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC 
group. **p<0.05 compared with NC group. †p<0.01 compared with HC group. ‡p<0.05 compared 
with HC group.

② 혈액화학지수(blood chemistry panel)
㉮ 간 기능 관련 혈액화학지수

간 기능 관련 혈액화학지수에서 ALT의 경우 immobilization stress로 인해 현저히 감소하

였으며(p<0.05), IG군에서는 증가하는 경향을 나타냈다. ALP 지수는 immobilization stress
로 인해 증가하였으며, IG100그룹에서 감소하는 경향을 보였다. ALB 지수는 GINST 투여
와 관계없이 유의적인 차이를 보이지 않았다(Table 7).

Table 7. Effect of GINST on liver-related blood chemistry panels. 

Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried out by 
Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: normal 
control; IC: immobilization-stressed control; IG100: immobilization-stressed and received 
GINST 100 mg/kg b.w.; IG200: immobilization-stressed and received GINST 200 mg/kg 
b.w. *p<0.01 compared with NC group. **p<0.05 compared with NC group. †p<0.01 
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Average
Group

Motile Progressive VAP VSL VCL STR LIN Elongation

NC
75.71 ± 

17.15
6.00 ± 

3.16
72.74 ± 

14.84
65.40 ± 

14.64
112.26 ± 

36.54
90.43 ± 

5.44
65.29 ± 

16.29
99.29 ± 

1.25
IC 51.50 ± 3.63 ± 68.54 ± 66.57 ± 123.09 ± 96.43 ± 57.00 ± 100.00 ± 

Group T-CHO TG LDL-C GLU

NC 95.14 ± 10.19 67.86 ± 19.66 10.86 ± 1.07 171.0 ± 27.2

IC 77.71 ± 16.85 49.00 ± 25.48 8.71 ± 2.43 164.7 ± 16.9

IG100 75.85 ± 18.57 61.86 ± 27.41 8.71 ± 2.14 171.6 ± 13.3

IG200 91.29 ± 16.50 63.14 ± 19.67 10.71 ± 2.56 170.6 ± 9.9

compared with HC group. ‡p<0.05 compared with HC group.

㉯ 당 및 지질대사 기능 관련 혈액화학지수

전반적으로 구속스트레스 부하로 인하여 지질대사물이 감소하였으며 GINST는 이러한

감소를 억제하는 것으로 나타났으나 유의차는 관찰되지 않았다. 한편, 구속스트레스 부하

로 NC 대비 HC군의 콜레스트롤 수치는 유의하게 감소하였고 GINST 투여군에서는 정상

으로 회복되는 경향을 보였다(p<0.05).

Table 8. Effect of GINST on glucose and lipid metabolism-related blood chemistry 
panels.

Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried out by 
Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: normal 
control; NC: normal control; HC: heat-stressed control; HG100: heat-stressed and received 
GINST 100 mg/kg b.w.; HG200: heat-stressed and received GINST 200 mg/kg b.w. *p<0.01 
compared with NC group. **p<0.05 compared with NC group. †p<0.01 compared with HC 
group. ‡p<0.05 compared with HC group. T-Cho: total cholesterol, LDL-C: low density 
lipoprotein-cholesterol, HDL: high density lipoprotein-cholesterol TG: triacylglycerol.

③ 정자의 질에 미치는 영향

㉮ 정자의 운동성에 미치는 효과

NC 대비 IC군 정자의 운동성(motility)과 직진운동성(progressive)은 유의하게 감소하는 것

으로 나타났다(p<0.05). 이에 반하여 IG그룹군에 있어서는 정자의 운동성이 유의하게 개

선되는 것을 알 수 있었다(p<0.01~0.05). 한편 average path velocity (VAP), straight line 
velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL), straitneness (STR), linearity (LIN) 및 elongation에
있어서는 구속스트레스 유발 대조군 대비 정상대조군 사이에 유의한 변화가 관찰되지 않

아 GINST의 효과를 판별할 수 없었다.

Table 9. Effect of GINST on sperm kinematic values of immobilization-induced stress.
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11.17* 1.36* 35.22 34.30 42.21 3.15 20.44 0.00

IG100
84.50 ± 
12.68†

5.88 ± 
2.36

76.51 ± 
18.43

68.44 ± 
15.63

131.11 ± 
27.50

89.50 ± 
6.52

55.50 ± 
2.83

99.75 ± 
0.71

IG200
86.88 ± 
10.58‡

7.13 ± 
4.52

71.44 ± 
16.83

66.34 ± 
18.66

110.15 ± 
16.98

90.88 ± 
7.57

61.75 ± 
13.26

100.00 ± 
0.00

Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried out by 
Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: normal 
control; NC: normal control; IC: immobilization-stressed control; IG100: 
immobilization-stressed and received GINST 100 mg/kg b.w.; IG200: immobilization-stressed 
and received GINST 200 mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC group. **p<0.05 compared 
with NC group. †p<0.01 compared with HC group. ‡p<0.05 compared with HC group. 
VAP; average path velocity, VSL; straight line velocity, VCL; curvilinear velocity, LIN; 
linearity = VSL/VCL×100, STR; straightness = VSL/VAP×100.

④ 고환의 정자생성능 조사

㉮ 항산화 관련 효소의 mRNA 발현량 조사
항산화 관련 효소 중 고환 조직 내 글루타치온 S-전이효소 (glutathion S-transferase, GST)
류의 하나인 GSTm5와 고환의 미토콘드리아에서 발현되는 PRx (Peroxiredoxin) 류의 하나

인 PRx4의 발현량을 RT-PCR을 통해 확인한 결과, GSTm5의 경우 immobilization stress에
의해 발현량이 유의하게 감소하였으며(p<0.05), GINST 투여는 모든 항산화 관련 효소의

지표에서 큰 차이를 보이지 않았다(p<0.05).

Fig. 33. Effect of GINST on mRNA expression of antioxidant enzymes in rat testis. 
Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried out by 
Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: normal 
control; IC: immobilization-stressed control; IG100: immobilization-stressed and 
received GINST 100 mg/kg b.w.; IG200: immobilization-stressed and received GINST 
200 mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC group. **p<0.05 compared with NC 
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group. †p<0.01 compared with IC group. ‡p<0.05 compared with IC group.

㉯ 정자생성관련 단백질의 mRNA 발현량 조사
정자생성에 관여하는 단백질 중 CREB-1과 Inhibin-α의 경우 immobilization stress 부하로
유의하게 감소하는 것으로 나타났다(p<0.05). 한편 GINST의 투여로 해당 단백질의 발현량

이 유의하게 회복하는 것으로 나타났다(p<0.01~0.05).

Fig. 34. Effect of GINST on mRNA expression levels of spermatogenesis-related 
molecules in rat testis. Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical 
analysis was carried out by Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad 
Prism version 4.0. NC: normal control; IC: immobilization-stressed control; IG100: 
immobilization-stressed and received GINST 100 mg/kg b.w.; IG200: 
immobilization-stressed and received GINST 200 mg/kg b.w. *p<0.01 compared with 
NC group. **p<0.05 compared with NC group. †p<0.01 compared with IC group. ‡

p<0.05 compared with IC group.

㉰ 성호르몬 수용체의 mRNA 발현량 조사
Immobilization stress 부하는 황체호르몬 수용체(luteonizing hormone receptor, LHR), 여포
자극호르몬 수용체(follicle stimulating hormone receptor, FSHR) 및 남성호르몬 수용체

(androgen receptor, AR) 발현을 현저히 억제하는 것으로 나타났다(p<0.01~0.05). 이에 반해

GINST는 성호르몬 수용체 발현 감소를 유의하게 방어하는 것으로 나타났다.
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Fig. 35. Effect of GINST on mRNA expression of sex hormone receptors in rat 
testis. Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried 
out by Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: 
normal control; IC: immobilization-stressed control; IG100: immobilization-stressed and 
received GINST 100 mg/kg b.w.; IG200: immobilization-stressed and received GINST 
200 mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC group. **p<0.05 compared with NC 
group. †p<0.01 compared with IC group. ‡p<0.05 compared with IC group.

⑤ 고환 조직 내 Western blot
㉮ 항산화 관련 효소(단백질)의 발현량 조사

항산화 관련 효소 발현량은 GPx4, GSTm5 및 PRx4의 경우 immobilization stress 에 의해

발현량이 유의하게 감소하였으며, GINST 투여군에서는 해당 효소들의 발현량이 회복하는
경향을 보였다.

Fig. 36. Effect of GINST on protein expression of antioxidant enzymes in rat testis. 
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Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried out by 
Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: normal 
control; IC: immobilization-stressed control; IG100: immobilization-stressed and 
received GINST 100 mg/kg b.w.; IG200: immobilization-stressed and received GINST 
200 mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC group. **p<0.05 compared with NC 
group. †p<0.01 compared with IC group. ‡p<0.05 compared with IC group.

㉯ 정자생성-관련 biomarker 단백질 발현량 조사
Inhibin-α의 발현량은 Immobilization stress 부하로 인해 mRNA 발현량과 동일하게 감소하

는 것으로 나타났다. mRNA 발현과 동일하게 GINST 투여군은 발현량이 증가하였으나,

다른 지표들의 발현량은 큰 차이가 없는 것으로 나타났다.

Fig. 37. Effect of GINST on protein expression level of spermatogenesis-related 
biomarker molecules in rat testis. Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). 
Statistical analysis was carried out by Student's t-test and one way ANOVA using 
GraphPad Prism version 4.0. NC: normal control; IC: immobilization-stressed control; 
IG100: immobilization-stressed and received GINST 100 mg/kg b.w.; IG200: 
immobilization-stressed and received GINST 200 mg/kg b.w. *p<0.01 compared with 
NC group. **p<0.05 compared with NC group. †p<0.01 compared with IC group. ‡

p<0.05 compared with IC group.

㉰ 성호르몬 수용체(단백질) 발현량 조사

AR, LHR, FSHR의 발현량은 mRNA 발현량과 동일하게 immobilization stress로 인해 현저

하게 억제되었으며(p<0.05~0.01) GINST 투여는 heat stress에 의해 야기되는 이들 성호르몬

수용체의 발현량 감소를 유의하게 억제하는 것으로 확인되었다(p<0.05~0.01).
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Fig. 38. Effect of GINST on protein expression of sex hormone receptors in rat testis. 
Data are expressed as mean ± S.E.M. (n=10). Statistical analysis was carried out by 
Student's t-test and one way ANOVA using GraphPad Prism version 4.0. NC: normal 
control; IC: immobilization-stressed control; IG100: immobilization-stressed and 
received GINST 100 mg/kg b.w.; IG200: immobilization-stressed and received GINST 
200 mg/kg b.w. *p<0.01 compared with NC group. **p<0.05 compared with NC 
group. †p<0.01 compared with IC group. ‡p<0.05 compared with IC group.

[위탁 : 기능 등재를 위한 연구: 식약처 기능식품 등재를 위한 서류 작성]

(가) 건강기능식품 개발 기술컨설팅 및 선행연구 자료 검색

- 연구자 협의 등을 통해 진행 현황 파악 및 진행시 문제점 파악, 대책 방안 논의

- 기능성 소재에 대한 연구결과 활용도를 높이고, 개발품목에 대한 성공 가능성을 높이기

위해 기술컨설팅 진행함, 컨설팅 결과 반영하여 연구 계획에 대한 의견 제시

- 개별인정 업무를 효율적으로 진행하기 위한 전반적인 내용에 대한 식약처 사전 검토

- 담당주무관: 오재명 주무관 (영양기능연구팀)

- 식약처 민원상담 진행: 2016년 1월 13일 (아래 회의록 참고)
- 식약처 기능성 원료 및 기준 규격 인정에 관한 규정 안내
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원재료명 인삼 비고(참고)

학명
Panax ginseng C.A Meyer
PanaxschinsengNees(이명)

http://www.foodsafetyko
rea.go.kr/

이명 Ginseng, 백삼, 홍삼, 야산삼, 별직삼, 귀개, 토
정, 신초, 혈삼, 장뇌삼, 산양삼 등

생약명 인삼(人參, Ginseng Radix Alba)
원재료분류 식물

식품원료
사용가능부위 잎/뿌리/조직배양삼/열매/씨

<국내 연구 현황>

자료출처: KISS, DBpia
주요 검색어: (인삼 or 홍삼 or 진세노사이드) and (정자운동성 or 성기능)

　 in vitro in vivo 인체적용시험
종설

/메타분석
Total

인삼 1 1 2

홍삼 1 2 3

ginsenoside
Total 2 2 1 5

Fig. 39. 민원상담 회의록

Fig. 40. 건강기능식품 기능성
원료 및 기준규격 인정에

관한 규정

Fig. 41. 유사원료 개별인정
현황

- GINST(인삼가수분해농축액) 관련 논문자료 및 섭취근거 자료 수집

Table 10. 원재료 기원에 관한 정보

- 원료의 정자운동성 개선 관련 논문 현황
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구분 개별인정형
원료명 마카 젤라틴화 분말

기능성내용

-정자운동성 개선에 도움을 줄 수 있음(생리활성기능2등급)

-갱년기남성건강에 도움을 줄 수 있으나 관련 인체적용시험이 미흡함(생

리활성기능3등급)
- 운동수행능력 향상에 도움을 줄 수 있으나 관련 인체적용시험 이 미흡

함(생리활성기능 3등급)

일일섭취량
-정자운동성 개선 및 갱년기 남성 건강: 마카 젤라틴화 분말로서 5.0g/일
- 운동수행능력 : 마카 젤라틴화 분말로서 1.5 ~ 3.0 g/일

인정번호 제2011-7호(2011.1.16)
업체명 (주)이스터비엔에프

<국외 연구 현황>

자료출처: Pubmed
주요 검색어: (ginseng or red ginseng or ginsenoside) and (sperm motility or sexual 

function)

　 in vitro in vivo 인체적용시험
종설

/메타분석
Total

인삼 2 13 4 1 20

홍삼 3 5 8

ginsenoside 1 3 1 5

Total 3 19 10 1 33

구분 원료명 기능성내용 일일섭취량 기능(지표)성분 인정번호 업체명

인

삼

고시

형
인삼

면역력 증진․피로개

선에 도움을 줄 수 있

음

진세노사이드 Rg1과
Rb1의 합계로서 3～
80 mg

진세노사이드 Rg1
과 Rb1을 합하여

0.8～34 mg/g
- -

개별

인정

형

인삼

가수분해

농축액

혈당 조절에 도움을

줄 수 있음 (기타기능

II)

인삼가수분해농축액

으로서 960 mg/일
Ginsenoside Rg1

제2011-27
호("11.10.

11)
(주)일화

개별

인정

형

인삼

다당체

추출물

면역기능 증진에 도움

을 줄 수 있음 (생리

활성기능 2등급)

인삼다당체추출물로

서 6 g/일
-

제2015-11
호(2015.4.

6)

 ㈜헬스

바이오

메드

개별

인정

형

인삼

가시오갈

피 등

혼합추출

물

기억력 개선에 도움을

줄 수 있으나 인체시

험을 통한 확인이 필

요함 (기타기능 III)

인삼가시오갈피 등

혼 합 추 출 물 로 서

5.2g/day

① Ligustilide
② Eleutheroside E 
③ Ginsenoside Rg1
과 Rb1의 합
④ Baicalin

제2009-79
호("09.10.

15)

(주)뉴메

드

Table 11. 정자운동성 개선관련 인정 및 허가 현황

Table 12. 유사원료관련 인정 및 허가 현황
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홍

삼

고시

형
홍삼

면역력 증진.피로개선.

혈소판 응집억제를 통

한 혈액 흐름.기억력

개선.항산화에 도움을

줄 수 있음

면역력 증진.피로개선

에 도움을 줄 수 있

음 : 진세노사이드

Rg1, Rb1 및 Rg3의
합계로서 3～80 mg
(나) 혈소판 응집억

제를 통한 혈액흐름.

기억력 개선.항산화에

도움을 줄 수 있음 :

진세노사이드 Rg1, 
Rb1 및 Rg3의 합계

로서 2.4～80 mg

진세노사이드 Rg1, 
Rb1 및 Rg3의 합

- -

개별

인정

형

홍삼

갱년기여성의 건강에

도움을 줄 수 있음

(생리활성기능 2등급)

진세노사이드 Rg1, 
Rb1 및 Rg3의 합계

로 25 ~ 80mg/일
-

제2014-15
호

(2014.4.23)

(주)한국

인삼공

사

개별

인정

형

홍삼,사

상자,산

수유

복합추출

물

햇볕 또는 자외선에

의한 피부손상으로부

터 피부건강을 유지하

는데 도움을 줄 수 있

음 (생리활성기능 2등

급)

복합추출물로서 3 g/
일

-

제2008-67
호(2008.11

.04)

㈜한국

인삼공

사

(나) 임상시험 모니터링

- 연구의 질과 신뢰성을 보증하기 위하여 전문기관인 연구 수탁기관(CRO; Contact 
Research Organization)에서 연구 전반 과정에 대해 모니터링을 실시함
- 모니터링 계획

○ 모니터 요원은 계획서 및 증례기록서, 연구대상자 동의서, 연구자에게 제공되는 서면

정보, 사용되는 시험용제품, 연구 관리기준 및 관련 규정 및 본 연구를 위하여 수립된

모니터링 계획에 따라 모니터링 실시

○ 모니터링 항목

‣ 시험자 및 관련 연구 인력들에 대한 교육

‣ 근거 문서 확인(Source Data Verification: SDV)
‣ 자료 처리에 관한 절차

‣ 시험제품 관리에 대한 절차

‣ 임상병리 자료 및 샘플 처리 절차

‣ 기타: 임상시험에서 사용될 여러 문서 template이나 임상시험팀 연락주소 등을 확인.

- 모니터링 방문 및 follow-up
○ 사전에 수립된 모니터링 계획서에 따라 담당 수행기관에 대한 개별 monitoring visit 계
획을 세우고, 현장 방문 시 확인해야 할 내용 및 만나야 할 대상을 정하여 미리 일정을

짜고 연구자와 방문 약속을 조정함. 현장 모니터링 시에 연구 관리요원이 확인해야 하

는 항목들을 현장 방문 때 빠짐없이 check되어 자세히 기록되도록 확인함.

- Source Data Verification (SDV)
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과제

구분
1 과제_

저/고용량군
2 과제_ 단일군 3 과제_ 이중눈가림

회차/
기관

연세대학교
의과대학
세브란스병

원

연세대학교
의과대학
세브란스병

원

연세대학교
원주

세브란스기
독병원

가천대학교
길병원

연세대학교
의과대학
세브란스병

원

연세대학교
원주

세브란스기
독병원

가천대학교
길병원

1 2015/03/10 2016/03/23 2016/03/15 2016/06/09 2016/11/16 2017/01/17 2016/11/04

2 2015/05/11 2016/08/12 2016/05/26 2016/08/29 2017/02/06 2017/04/19 등록 전

3 2015/07/23 2016/11/16 2016/08/10 2016/11/04 2017/04/10 2017/07/11 -

4 2015/07/27 - 2016/11/08 - 2017/04/11 2017/07/12 - 

5 2015/09/22 - 2016/11/09 - 2017/06/22 - -

6 2015/11/26 - 2017/01/17 - - - -

7 2016/01/26 - 2017/07/12 - - - -

8 2016/03/23 - - - - - -

9 2016/05/31 - - - - - -

10 2016/08/12 - - - - - -

11 2016/11/16 - - - - - -

12 2017/04/10 - - - - - -

○ 모니터 요원의 routine monitoring 시에 자료의 질적인 측면을 보장하기 위한 활동으로

서 가장 중요한 것이 증례기록서에 적힌 정보의 source data를 source document를 통하

여 대조 확인하는 작업임.

Fig. 42. 모니터링 방문 사진

- 모니터링 보고서

○ 모니터링 방문 활동 또는 다른 연구와 관련된 교신은 모니터링 보고서로 작성함. 개

별 모니터링 방문에 대한 보고서는 방문 요약 및 서술적 기술, issues, checklist results
등의 부분으로 구성되며 연구대상자 등재 현황 및 방문의 진행, data monitoring과 SDV
등 활동 영역이 포함됨.

Table 13. 모니터링 방문

○ 모니터링 보고서 별첨함. [별첨1]
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Fig. 43. 모니터링 보고서 예시

1. 제출자료 전체의 총괄 요약본

2. 기원, 개발경위, 국내·외 인정 및 사용현황 등에 관한 자료

2.1 기원

2.2 개발경위

2.3 국내·외 인정·허가 현황

2.4 국내·외 사용 현황

3. 제조방법 및 그에 관한 자료

3.1 제조공정표

3.2 원재료부터 단위공정별 제조방법 설명

3.3 사용된 원료·첨가물이 식품 및 첨가물공전에 적합한지 여부

3.4 주요공정별 기능성분(또는 지표성분) 함량변화

3.5 주요공정별 수율 변화

4. 원료의 특성에 관한 자료

(다) 기능성원료 개별인정 신청

- 선행 연구 자료와 인체적용시험 결과를 바탕으로 건강기능식품 원료 개별인정을 받을

수 있도록 신청 제출자료 준비

- 건강기능식품에 관한 법률에 따라 건강기능식품 기능성 원료 및 기준 규격의 인정에 필

요한 제출자료 준비하였으며, 인체적용시험 결과 확보 되는대로 제출할 예정임. 제출자

료 별첨함 [별첨2]

Table 14. 제출 자료의 범위
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4.1 원료를 특징지을 수 있는 성상, 물성 등

4.2 기능성분(또는 지표성분) 및 근거

4.3 영양성분정보자료

5. 기능성분(또는 지표성분) 규격 및 시험방법에 관한 자료

5.1

기능성분(또는 지표성분)의 규격 및 근거

※ 기능성분(또는 지표성분)의 시험성적서 및 분석자료 포함 * 여러 번(3 LOT)의
시험성적서

5.2 표준품 정보 (자사표준품의 경우 순도,구조동정,유효기간 등 정보 추가)

5.3
기능성분(또는 지표성분)의 시험방법

자사방법인 경우 밸리데이션 자료 추가)

6. 유해물질에 대한 규격 및 시험방법에 관한 자료

6.1
유해물질 규격 항목(납, 카드뮴, 총비소, 총수은)의 규격 및 근거

※ 유해물질 규격 항목의 시험성적서 및 분석자료 포함

6.2 유해물질 규격 미설정 항목(잔류농약)의 시험성적서 및 분석자료

6.3
필요시 추가 항목의 규격 및 근거 (예: 곰팡이독소, 미생물 등)

※ 추가 항목의 시험성적서 및 분석자료 포함

6.4 유해물질(중금속, 잔류농약, 미생물 등)의 시험방법

7. 안전성에 관한 자료 (의사결정도 : )

7.1 섭취근거 정보

7.2 기능성분 또는 관련 물질에 대한 안전성 검색 정보

7.3 섭취량 평가 정보

7.4 영양평가, 생물학적유용성, 인체적용시험 정보

7.5

독성시험

* GLP기관
확인 여부

단회투여독성시험

3개월 반복투여독성시험
유전독성시험

특수독성 (생식, 항원성, 면역, 발암성 )

8. 기능성 내용 및 그에 관한 자료

8.1 시험관시험
□ 신청원료 (논문 편) * 시험기관 :

□ 유사원료 (논문 편)

8.2 동물시험
□ 신청원료 (논문 편) * 시험기관 :

□ 유사원료 (논문 편)

8.3 인체적용시험
□ 신청원료 (IRB 승인 보고서 편, 논문 편) *인체적용시험기관 :

□ 유사원료 (IRB 승인 보고서 편, 논문 편)

9. 섭취량, 섭취방법, 섭취 시 주의사항 및 그 설정에 관한 자료

9.1 섭취량 및 근거

9.2 섭취방법 및 근거

9.3 섭취 시 주의사항 및 근거

10. 의약품과 같거나 유사하지 않음을 확인하는 자료

10.1 건강기능식품에 사용할 수 없는 원료 여부

10.2 의약품과 같거나 유사한 건강기능식품 여부

항 목 1. 주요 내용

1. 원료명 인삼가수분해농축액

2. 원재료
인삼 (학명: Panax ginseng C.A.Meyer, 이명 : 수삼(水蔘), 백삼(白蔘), 홍삼(紅蔘), 흑삼, 야

산삼(野山蔘), 별직삼(別直蔘), Ginseng, Korean ginseng, 사용부위 : 뿌리)
3.기능

(지표)성분
지표성분: Compound K

4. 제조

공정
원재료 → 추출 → 여과 → 농축 → 가수분해 → 농축 → 신청 원료

5. 규격 및

시험방법

1) 성상 : 고유의 향미를 가지며 이미 ․ 이취가 없는 암갈색의 액상

2) 지표성분 : Compound K 5 mg/g
3) 납(mg/kg) : 1.0 이하
4) 총비소(mg/kg) : 1.0 이하

Table 15. 제출자료의 총괄 요약본  
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5) 카드뮴(mg/kg) : 0.5 이하
6) 총수은(mg/kg) : 0.5 이하
7) 대장균군 : 음성

8) 세균수: 100 cfu/ml 이하
기능(지표)성분

시험법

∘ Compound K 분석법
자사시험방법 (HPLC, 203 nm)

규격외

(잔류농약)

∘ 「식품의 기준 및 규격」에 따라 58종의 잔류농약에 대하여 국내 식품

위생검사기관인 한국기능식품연구원에서 시험결과 ‘불검출’ 임을 확인함

6. 안전성

의사결정도
∘ 섭취경험이 있는 인삼을 물리적인 추출 또는 물이나 주정을 이용한 단

순추출에 의해 얻어진 것이 아니므로 의사결정도 ‘라’에 해당

섭취 근거

<인정현황>

∘ 국내: 식품공전상 식품에 사용할 수 있는 원료의 목록에 등재(뿌리, 잎,

열매, 씨앗), 식품원재료 DB검색결과 ‘인삼’으로 식용 가능한 것으로 등재,

유사원료 건강기능식품 기능성원료 인정

∘국외 : 식품 원료로 널리 사용됨

<사용현황>

∘ 국내: 함유 식품 유통

∘ 국외: 함유 식품 유통

안전성 정보

∘ 안전성 정보 DB : 독성에 관한 정보 없음

∘ 섭취시 주의사항: 인삼의 섭취로 두통, 불면, 가슴 두근거림, 혈압상승

의 부작용이 나타날 수 있으며 땀이 나지 않고 배변이 불편하고 열이 많

은 사람이나, 염증 등으로 인한 고열이 있을 때에는 일반적으로 인삼을

기피하도록 하고 있습니다. 또한, 수축기 혈압 180 mmHg 이상의 고혈압

이 있는 경우 인삼의 섭취를 금하는 것을 권장

섭취량 평가

∘ 신청원료의 섭취량: 신청원료로서 960 mg/일
∘ 인삼은 예로부터 한방에서 널리 사용되어온 식물로 약용, 식용 등으로

널리 이용되고 있으며, 식품 공전의 원재료로 등재되어 있고, 심각한 독성

은 보고되지 않았다. 또한 면역력 증진∙피로개선 등의 기능성이 인정되

어 있다(Rg1과 Rb1 합계로서 3~80 mg). 또한 해당원료인 인삼가수분해농

축액 등 다양한 형태로 제품이 유통∙판매되고 있으며, 특징적인 부작용

이 발생하지 않을 것으로 생각되어 진다.

∘ ‘대한약전’에는 정확한 복용량 기준이 명기되어 있지 않지만 생약규격

집 해설에 따르면 하루 인삼 1.5~10 g, 많을 경우 30 g까지 복용한다고 되

어 있음

∘ ‘동의보감’, ‘방약합편’, ‘의문보감’, ‘제중신론’ 등 조선시대 한방의서에

수록된 인삼 함유 처방 가운데 인삼의 평균 배합량 분포는 1첩 기준 9~11
분(푼, 分)으로 3~4g이므로 하루에 두 첩을 복용할 경우 인삼 복용량은

6~8g, 또한 ‘동의보감’에서는 원기가 약해 기력이 없는 경우 인삼 달인 물

을 하루에 5~6숟가락씩 복용한다고 되어 있는데, 한 숟가락을 4g으로 하

면 하루 양은 20~24g에 해당
∘ 인삼은 식약처의 기능성 원료 고시형으로 등재되어 있으며(일일섭취량:

진세노사이드 Rg1 과 Rb1의 합계로서 3~80 mg, 지표성분: 진세노사이드
Rg1과 Rb1을 합하여 0.8~34 mg, 기능성내용: 면역력증진∙피로개선에 도

움을 줄 수 있음), 개별인정형 제품은 인삼가수분해농축액 섭취량 960 
mg/day(혈당 조절에 도움을 줄 수 있음, 생리활성기능 2등급), 인삼다당체
추출물 섭취량 6 g/day(면역기능 증진에 도움을 줄 수 있음, 생리활성기능

2등급), 인삼, 가시오갈피 등 혼합추출물 섭취량 5.2 g/day(기억력 개선에

도움을 줄 수 있으나 인체적용시험을 통한 확인이 필요함, 생리활성기능
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3등급)으로 인정

∘ 당해원료로 수행한 비임상시험에서, 노령쥐와 고온 스트레스 부하 쥐

에서 인삼가수분해농축액 100mg/kg 투여시, 정자운동성, 정세관 모양 및

항산화 효소, 정자생성, 성호르몬 receptor 관련 인자 발현이 개선됨을 확

인(인체환산 시 960~970mg/d)
∘ 또한 유사원료로 수행한 임상시험에서, 인삼 또는 홍삼 0.96~4g/d 섭취
시 정자운동성 및 성기능 관련 지표들이 유의적 개선

⇒ 인삼은 오래전부터 한방 및 민간에서 이용되어 왔으며 인삼은 식품공

전상 식품에 사용할 수 있는 원료의 목록에 등재(뿌리, 잎, 열매, 씨앗)되

어 있음. 현재 다양한 제품이 유통, 판매되고 있으며, 이에 관한 부작용은

보고되지 않아 특징적인 부작용이 발생하지 않을 것으로 예측됨. 제안된

최대 섭취량은 통상섭취량(유통제품 등)과 유사하고(또는 3배 이내이고),

최대 안전섭취량, 일일허용 섭취량 이내임

인체적용시험 ∘ 특징적 부작용 확인되지 않음 (960 mg/일 섭취 기준)

독성 시험

∘ 랫드를 이용한 단회 경구투여 독성시험

-시험물질에 의한 사망례가 관찰되지 않아, 계략의 치사량은 암·수 각

2000 mg/kg 이상으로 판단

∘ 비글견을 이용한 단회 경구투여 용량 증가 독성시험

- 250 mg/kg 용량에서는 어떠한 증상도 없었으나, 500 mg/kg 이상의 용

량에서는 설사증상이 관찰되었으며, 계략의 치사량은 암·수 모두 1000 
mg/kg 이상으로 판단

∘ 포유류 배양세포를 이용한 염색체이상시험

- Chinese Hamster Lung(CHL/IU) 배양세포에 대해 염색체이상을 유발하

지 않는 것으로 판단

∘ 마우스를 이용한 소핵시험

- 마우스 골수세포의 소핵유발에 영향을 주지 않으므로 음성으로 판단

∘ 세균을 이용한 복귀돌연변이시험

- 복귀돌연변이 유발성은 음성으로 판정

∘ 랫드를 이용한 13주 반복 경구투여 독성시험

- 수컷 500 mg/kg 투여군에서 시험물질에 의한 체중감소 경향 및 사료섭

취량 감소가 인정되었으나, 그 외 검사항목에서는 독성 변화가 인정되지

않음.

- 최대내성용량(MTD)은 수컷이 500 mg/kg으로 사료되며, 무독성량

(NOAEL)은 암·수 500 mg/kg으로 사료됨
기타 사항 -

섭취시주의사항

∘ 인삼의 섭취로 두통, 불면, 가슴 두근거림, 혈압상승의 부작용이 나타

날 수 있으며 땀이 나지 않고 배변이 불편하고 열이 많은 사람이나, 염증

등으로 인한 고열이 있을 때에는 일반적으로 인삼을 기피하도록 하고 있

습니다. 또한, 수축기 혈압 180 mmHg 이상의 고혈압이 있는 경우 인삼의

섭취를 금하는 것을 권장

7. 기능성

신청 기능성 ∘ 정자운동성 개선

신청

일일섭취량
∘ 인삼가수분해농축액으로서 960 mg/일

시험관시험

∘ Mouse의 정모 세포인 GC-2spd 세포-과산화수소에 노출

- 항산화 관련 효소의 mRNA 발현량: 과산화수소 독성으로 인해 PRx3, 
PRx4, GPx4, GSTm5의 mRNA 발현량 감소했으나, 시험군에서 유의하게

회복

- 정자생성 관련 분자들의 mRNA 발현량 조사: 과산화수소 독성으로 인
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한 inhibin-α의 mRNA 발현량 감소했으나, 시험군에서 유의하게 회복

- 성 호르몬 receptor의 mRNA 발현량 조사: 과산화수소 독성으로 인해

AR, FSHR, LHR의 mRNA 발현량 감소했으나, 시험군에서 유의하게 회복

※ 시험물질: 인삼가수분해농축액(GINST)
[J Ginseng Res. 2016 Apr;40(2):185-95.]

동물시험

∘ 노령쥐(aged rat, V-AR, 12-mo-old), 200mg/kg, 4개월
- 항산화 관련 효소의 protein 발현량: 젊은쥐에 비해 노령쥐에서 PRx3, 

GPx4, GSTm5의 protein 발현량 감소했으나, 시험군에서 유의하게 회복

- 항산화 관련 효소의 mRNA 발현량: 젊은쥐에 비해 노령쥐에서 PRx3, 
PRx4, GPx4, GSTm5의 mRNA 발현량 감소했으나, 시험군에서 유의하게

회복

- 정자생성 관련 분자들의 protein 발현량 조사: 젊은쥐에 비해 노령쥐에

서 Nectin-2, CREB-1의 protein 발현량 감소했으나, 시험군에서 유의하게

회복

- 정자생성 관련 분자들의 mRNA 발현량 조사: 젊은쥐에 비해 노령쥐에

서 Nectin-2의 mRNA 발현량 감소했으나, 시험군에서 유의하게 회복

- 성 호르몬 receptor의 protein, mRNA 발현량 조사: 젊은쥐에 비해 노령

쥐에서 AR, LHR, FSHR의 protein 및 mRNA 발현량 감소했으나, 시험군에

서 유의하게 회복

※ 시험물질: 인삼가수분해농축액(GINST)
[J Ginseng Res. 2016 Apr;40(2):185-95.]
∘ 노령쥐(aged rat, V-AR, 12-mo-old), 200mg/kg, 4개월
- 정세관의 현미경 관찰 (정자생성능): 정세관 상피세포층의 두께뿐만

아니라 V-AR군에 비해 세포 사이의 연결성이 대부분에서 유지되어 있었

고, 정자세포의 활발한 증식이 대부분의 정세관에서 관찰되어 V-AR군 대

비 현저하게 개선

- 정액검사: 젊은쥐에 비해 노령쥐에서 정자운동성, 정자운동, VAP, VCL, 
LIN 감소했으나, 시험군에서 유의하게 증가

- 혈중 성호르몬 : testosterone은 시험군에서 유의적으로 증가되었으며, 젊

은쥐에 비해 노령쥐에서 LH, FSH가 증가했으나 시험군에서 유의적으로

감소 (정자 생성 기능이 개선되어 성선자극호르몬의 과잉 분비가 요구되

지 않음)

- 정자 생성 관련 마커: 젊은쥐에 비해 노령쥐에서 정세관 내 정자 수,

Sertoli cell, germ cell, SCI 지표가 감소했으나, 시험군에서 유의하게 증가

- 항산화 지표: 젊은쥐에 비해 노령쥐에서 GST, GPx, GSH가 감소했으나,

시험군에서 유의하게 증가하였으며, MDA는 시험군에서 유의하게 감소

※ 시험물질: 인삼가수분해농축액(GINST)
[Exp Gerontol. 2014 May;53:57-66. ]

∘ 고온스트레스 부하 쥐(heat stress in rat), 100, 200mg/kg, 9주
- 장기 무게: 대조군에 비해 고온스트레스군에서 신장, 부고환 무게가 감

소했으나, 시험군에서 유의하게 증가

- 정액검사: 대조군에 비해 고온스트레스군에서 정자운동성이 감소했으

나, 시험군에서 유의하게 개선

- 항산화(GSTm5, GPx4), 정자생성(CREB-1, inhibin-α), 성 호르몬

receptor(AR, LHR, FSHR) 관련 효소의 protein, mRNA 발현량: 대조군에 비

해 고온스트레스군에서 정자운동성이 감소했으나, 시험군에서 농도의존적

으로 회복
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※ 시험물질: 인삼가수분해농축액(GINST)
[자체 수행 결과, 논문 투고 준비 중]

∘ 고온스트레스 부하 쥐(heat stress in rat), 100, 200mg/kg, 6개월
- 장기 무게: 시험군에서 유의하게 개선

- 정액검사: 시험군에서 유의하게 개선

- 항산화, 정자생성, 성 호르몬 receptor 관련 효소의 protein, mRNA 발현
량: 시험군에서 유의하게 개선

※ 시험물질: 인삼가수분해농축액(GINST)
[자체 수행 결과, 논문 투고 준비 중]

인체적용시험

∘ 반건강인, 건강인(n= 60), 960 mg/일, 12주, 무작위배정, 이중눈가림, 플
라세보 비교 인체적용시험

- 정액검사: 정액의 양, 정자의 모양, 운동성 및 수 분석

- 정자의 질 분석

- 정낭액 내 oxidative stress 표지자 분석 : MDA
- 혈액 검사: Total testosterone, Sex Hormone binding globulin, Free 

androgen index (FAI), free testosterone, FSH, LH, Inhibin B, OT (ALT), 
PT(AST)
- 설문지 조사: 삶의 질 평가, 남성 성기능 설문지, 피로도 측정 설문

※ 시험물질: 인삼가수분해농축액(GINST) 960mg/g
※인체적용시험기관 : 연세대학교 의과대학 세브란스병원

[인체적용시험 수행 중]

기타 사항 ­

[제1협동 : 국제기준(ICH 혹은 WHO 기준) 부합 제조공정 확립 및 품질규격 표준화 제품 개

발]

(1) 품질규격 확인

▷ 국제 기준에 맞는 품질규격 확인을 위해 주요 원료인 GINST를 EU의 인증 시험기관인

Eurofins의 독일소재 시험소인 Dr. Specht Laboratorien에 의뢰하여 중금속, 곰팡이독소, 잔류

농약, 미생물등을 시험하였다. 시험 방법은 EU의 기준에 의해 다음과 같은 방법으로 실시

하였다.

Table 16. 중금속, 잔류농약, 미생물 시험방법

▷ 시험결과는 아래의 표에 요약하였으며 Dr. Specht Laboratorien의 성적서를 그림으로 표

시하였다. 시험 결과를 보면 수많은 항목은 모두 불검출되었으나 일부 성분이 검출되었다.

하지만 그 양은 극히 미량으로서 우려할 만한 수준이 아니었으며 모두가 국제규격에 적합
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구분 Parameter Measurement Dimensio
n Result RL* MRL*

* 비고

중금속

Lead(Pb)## ICP-MS mg/kg 0.06 0.05 - 　

Cadmium(Cd)## ICP-MS mg/kg 0.02 0.01 0.1 　

Arsenic(As)## ICP-MS mg/kg n.n. 0.1 - 　

Mercury(Hg)## ICP-MS mg/kg n.n. 0.005 0.1 　

곰팡이  

독소

AflatoxinB1## IAC,HPLC-FLD µg/kg n.n. 1 - 　

AflatoxinB2## IAC,HPLC-FLD µg/kg n.n. 1 - 　

AflatoxinG1## IAC,HPLC-FLD µg/kg n.n. 1 - 　

AflatoxinG2## IAC,HPLC-FLD µg/kg n.n. 1 - 　

잔류 

농약

Quintozene(sum) GC-ECD mg/kg 0.008 　 0.1
Pentachloroaniline GC-ECD mg/kg 0.007 0.005 -
Tebuconazole LC-MS/MS mg/kg 0.08 0.01 50 　

Trifloxystrobin LC-MS/MS mg/kg 0.01 0.01 0.05 　

Propamocarb LC-MS/MS mg/kg 0.01 0.01 0.2 　

Pyraclostrobin LC-MS/MS mg/kg 0.03 0.01 0.05 　

Pyrimethanil LC-MS/MS mg/kg 0.02 0.01 0.1 　

Metalaxyl LC-MS/MS mg/kg 0.01 0.01 0.1 　

Azoxystrobin LC-MS/MS mg/kg 0.06 0.01 50 　

Fenhexamid LC-MS/MS mg/kg 0.02 0.01 0.1 　

Fludioxonil LC-MS/MS mg/kg 0.14 0.01 1 　

Cyprodinil LC-MS/MS mg/kg 0.02 0.01 1 　

Difenoconazole LC-MS/MS mg/kg 0.04 0.01 20 　

Dimethomorph LC-MS/MS mg/kg 0.05 0.01 0.05 　

미생물
AerobicPlateCount30°C Microbiological cfu/g <10 　 - 　

Escherichiacoli## Microbiological cfu/g <10 　 100 　

No further pesticides/parameters of above mentioned scope of analysis are detectable.
*RL=Reporting Limit (검출한계)
*MRL=Maximum Residue Level according to Regulation (EC) NO396/2005
  (EU 잔류농약기준)

한 수준임을 알 수 있었다. 상세히 보면 Pb, Cd가 일부 검출되었으나 검출한계에 근접하

는 극히 미량수준이며 EU기준에도 크게 미달하는 수준이었고 As, Hg등 다른 중금속 성분

은 검출되지 않았다. AflatoxinB1등 곰팡이 독소는 전혀 검출되지 않았으며 잔류농약성분

593개 항목을 시험한 결과 일부 항목에서 잔류농약성분이 검출되었지만 대부분 검출한계

에 근접하는 극미량 수준이며 이 역시도 EU 기준에 크게 미달하는 수준에 불과 하였다.

한편 미생물은 전 항목에서 불검출 되었다.

Table 17. 중금속, 곰팡이독소, 잔류농약, 미생물 시험결과
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제품명 크기/모양 성분 규격(%) 함량(mg) 비고

임상샘플

500
120

GINST 32.00 160.0
대두유 47.50 237.5
정제팜유 9.00 45.0

자당지방산에스테르 1.50 7.5
쌀겨왁스 10.00 50.0

내용량 합계 500

제품명 크기/모양 성분 규격(%) 함량(mg) 비고

임상샘플

1000
240

GINST 32.00 320.0
대두유 47.50 475.0
정제팜유 9.00 90.0

자당지방산에스테르 1.50 15.0
쌀겨왁스 10.00 100

Fig 44. Eurofins / Dr.SpechtLaboratorien의 성적서

(2) 임상시험용 제품의 clinical formulae 구축
▷ 임상 시험용 제품 및 Placebo의 formulae 구축을 위해 여러 가지 부형제 및 제형에 관하

여 검토하였다. 본 시험에서 정한 GINST의 하루 섭취량은 960 mg으로 1회 2정 1일 3회로
하였다. 따라서 1정에 160 mg의 GINST성분이 함유되도록 제형을 만드는 것이 관건이 된

다. 또 임상시험의 안정적 data확보를 위해 실제 임상에서는 960 mg과 1920 mg의 두 가지

섭취를 동시에 진행하기로 함에 따라 역시 1회 2정 1일 3회 섭취가 가능한 제형을 만들어

야 했다. 처음에는 Tablet 제형을 검토하였으나 GINST 성분의 특성상 500 mg정도의 Tablet
중 32% 해당하는 160 mg을 함유하여 제형을 하는데 어려움이 많았으며 또한 강한 흡습력

으로 인하여 안정성에도 문제가 노출되었다. 이에 여러 시험 과정을 거쳐 비교적 안정적

으로 생산 가능하고 제형도 안정한 soft capsule을 검토하여 수차에 걸쳐 시험한 결과 아래

와 같은 부형제를 사용하여 규격을 설정하였다.

Table 18. 임상용 샘플 500 (960 mg/day 섭취기준)의 배합 규격표

Table 19. 임상용 샘플 1000 (1920 mg/day 섭취기준)의 배합 규격표
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내용량 합계 1000

제품명 크기/모양 성분 규격(%) 함량(mg) 비고

Placebo
500

120

말토덱스트린 32.0 160.0
대두유 48.10 240.5
정제팜유 6.00 30.0
쌀겨왁스 9.60 48.0
레시틴 2.30 11.5

카카오색소 1.40 7.0
안나토색소 0.60 3.0

내용량 합계 1000

Table 20. 임상용 Placebo샘플의 배합 규격표

▷ 이 같은 배합 규격에 의거하여 주) RP corp.에 각각의 시험 샘플 생산을 의뢰하여 생산

중이며 생산된 제품은 임상시험에 사용하고자 한다.

(3) 등록용 batch analysis data (3 batches) 확보
▷ 3 batch 생산을 위하여 공장과 연계하여 batch별로 80 kg씩 3 batch를 생산하였다. 생산

공정은 다음과 같다.

Fig. 45. 제조 공정도

▷ 생산된 원료의 성분확인 및 품질의 적합성 확인을 위해 건강기능식품 공전에 의거하여

시험을 실시하였다. 3 batch의 시험결과는 아래 그림에 표시하였다. 그림에서 보듯 각각의

시험항목에 대하여 모두 적합하였으며 안정적인 생산이 가능하고 분석 data로서도 적합함

을 알 수 있었다. 향후 본 생산품으로 임상용 샘플 제공은 물론 모든 시험에 사용할 계획

이다.
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Fig 46. Batch별 시험 성적서

(4) 지표물질 표준품

(가) GENERAL CHARACTERISTICS (일반 특성)
▷ IH901 (ginsenoside K)는 20-O-β-D-Glucopyranoside, (3β, 
12β)-3,12-dihydroxydammar-24-en-20yl (9CI)이다.
생산자: (주)일화

생산 번호: IH-901-0601
CAS 등록번호: 39262-14-1
유사어: Compound K
시성식: C36H62O8

분자량: 622.4524 g/molar ([M+Na]+645.425)
정확한 질량: 622.4444
외관특성: 흰색의 무정형 분말, 상온에서 고체

용해도 (25˚C): 물, 무수 에탄올 및 메탄올에 용해됨

원소 조성: C 69.42%, H 10.03%, O 20.55%
(Found C 69.48%, H 10.04%, O 20.48%)

생물학적 출처: 고려인삼 (Panax ginseng C.A. Meyer, Appendix 1)
Main metabolite of ginsenoside in human and rat
Produced from saponins of Gynostemma pentaphyllum by endogenous 
glycosidases

융점: 159-161˚C (실측치: 160.01˚C)
선광도: [α]D22 +39(c, 1.0 in MeOH)

[α]D20  +31(c, 0.5 in pyridine)
① Compound K (IH901) RM 표준물질의 제조

▷ 일화(사)에서 제조 공급한 IH901 RM (100% method HPLC peak purity 94%)을 순도를

높이기 위하여 분취용 HPLC (ODS, 20 x 250 mm YMC-Pack, 203 nm, 55% CH3CN)를
이용, IH901에 상당하는 peak를 분취하였다. 분취물에 대하여는 농축한 다음 최종적으로

초순수 증류수 (ultra pure distilled water)를 용매로 한 용매계에서 재결정함으로써 흰색의

무정형 결정 분말 IH901RM을 얻었다.
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▷ 일화(사)에 의하여 제조된 IH901 RM의 진위 여부는 각각 독립적으로 수행된 여러 분

석법을 통하여 입증하였으며 표준물질에 관한 문서 작성은 F. Gaedeke et. al. (Appendix 
2)의 방법에 충실하였으나 문서의 질을 보다 높이기 위하여 다소 상세하게 조사, 기술하

였다. 물질 동정은 상기 방법으로 얻은 데이터를 데이터베이스 (Appendix 3)와 문헌에

기록된 값과 비교함으로써 달성할 수 있었다. UV, FT-IR, HR-FAB/MS와 NMR 분석 역

시 IH901 RM의 동정을 위해 사용되었으며 화학 구조 역시 상기 방법에 의하여 증명되

었다. IH901 RM의 순도 분석은 융점, 선광도, HPLC, 원소분석, 수분함량, 잔류 용매,

TLC fingerprint분석을 통하여 수행되었다. 순수 함량은 3가지 다른 HPLC 100% 분석법

을 이용하여 결정하였으며 최종적으로 순함량(mass balance)은 HPLC 순도 (피크의 적분

치), 수분 함량, 잔류 용매 함량을 고려하여 산출하였다.

(나) IH901의 동정
① 1H NMR spectroscopy
▷ 1H NMR spectroscopy (20 mg/ml pyridine-d5, 500 MHz, TMS as the external reference)
역시 IH901 RM의 동정을 위하여 활용되었다. 1H(Appendix4), 13C(Appendix5), 
1H-1HCOSY(Appendix6), HMQC(Appendix7), HMBC(Appendix8) 및 NOESY (Appendix 9) 
spectra를 해석함으로써 모든 1H signals 을 assign할 수 있었다 (Table 15). 각 proton 
signal의 chemical shift (ppm), multiplicity 및 coupling constant는 상기 NMR spectra의 해석

으로 가능하였다. 1HNMR data와 문헌치와의 비교를 통하여 (주)일화 (대한민국 경기도

구리시 소재)에 의하여 제조된 IH901 RM은 문헌에 보고된 ginsenoside K와 동일하다는

사실을 입증할 수 있었다.

▷ Table 21, 22은 수산기를 포함한 모든 proton의 chemical shifts를 assign한 결과이다. 1H 
NMR 분석결과 IH901 RM의 구조를 확인하였으며 문헌치와 비교 하였을 때 미세한

chemical shift 값의 차이를 제외하고는 거의 일치하였다. 따라서 본 연구에 제조한 표준

품 IH901 RM의 proton 개수와 chemical shifts가 문헌치와 동일한 것으로 판단된다.
▷ IH901 RM의 1H NMR spectrum은 우리로 하여금 문헌상에 보고된 ginsenoside K의 구

조와 상관성 분석을 가능토록 하였다. 즉, IH901 RM은 문헌치와 동일하다는 사실을 확

인할 수 있었다 [*L. N. Atopkina et. al., Chemistry of Natural Compounds, Vol. 42 (4), 
(2006), 452-458 Appendix 10]. Triterpen aglycon과 한개의 glucose moiety의 resonances가
1H NMR spectrum 상에 선명하게 나타나 있었다.

② 13C NMR spectroscopy
▷ 13C NMR spectrum 역시 시료를 deuterated pyridine-d5에 동일 농도로 용해한 다음 125 
MHz NMR spectrometer (JEOL, Japan)로 측정하였다. Calibration을 위해서는 TMS signal의
chemical shift를 0.00 ppm으로 하였다. 13CNMR spectrum상에서 개별 signal간의 상세한

상관성을 Table 23, 24에 나타냈다.
▷ IH901 RM에 있어 carbon resonances data는 문헌상 (Appendix 10)에 수록된 값과 일치

하였으므로 IH901 RM은 ginsenoside K이라는 사실을 입증한다. 또한 ginsenoside analogs
의 혼재는 관측되지 않았다. 1H 및 13C NMR spectra의 해석과 NMR spectra를 통하여 얻
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No.
IH901 Ref. literature*

Chemical 
shift (ppm)

Chemical   shift (ppm) Chemical   shift (ppm)

1 1.70 m ; 1H
0.92 m ; 1H

2 1.87 m ; 1H
1.84 m ; 1H

3 3.43 m ; 1H 3.43
3-OH 5.76 d (J=4.5 Hz)   ; 1H

4
5 0.82 d (J=11.0 Hz)   ; 1H

6 1.60 m ; 1H
1.46 m ; 1H

7 1.54 m ; 1H
1.26 m ; 1H

8
9 1.47 m ; 1H

10

11 2.06 m ; 1H
1.54 m ; 1H

12 4.17 m ; 1H
12-OH 5.61 s ; 1H

13 2.01 t (J=11.0 Hz)   ; 1H
14

15 1.59 m ; 1H
1.01 m ; 1H

16 1.87 m ; 1H
1.37 m ; 1H

17 2.59 m ; 1H
18 1.00 s ; 3H 1.01
19 0.90 s ; 3H 0.93
20
21 1.64 s ; 3H 1.60

22 2.42 m ; 1H
1.84 m ; 1H

23 2.52 m ; 1H 

은 정보와 문헌상의 값을 비교한 결과 Fig. 47와 같은 IH901 RM의 구조를 입증할 수 있

었다.

Fig. 47. Chemical structure of IH901

Table 21. 1H NMR data for the IH901
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2.26 m ; 1H
24 5.26 t (J=6.5 Hz)   ; 1H 5.29
25
26 1.61 s ; 3H 1.64
27 1.61 s ; 3H 1.66
28 1.24 s ; 3H 1.25
29 1.05 s ; 3H 1.08
30 0.95 s ; 3H

Glucose 1 at C20
1 5.21 d (J=7.5 Hz)   ; 1H.
2 4.02 t (J=8.0 Hz)   ; 1H 3.99
3 4.26 t (J=8.5 Hz)   ; 1H 4.24
4 4.19 t (J=8.5 Hz)   ; 1H 4.20
5 3.95 m ; 1H 3.92

6 4.51 br d (J=11.5   Hz) ; 1H 4.53
4.35 br d (J=11.5   Hz) ; 1H 4.35

6-OH 6.14 s ; 1H

C atom Chemical shift (ppm)
IH901 Ref. literature

1 39.4 39.19
2 28.3 28.05
3 78.1 77.83
4 39.6 39.34
5 56.4 56.14
6 18.8 18.55
7 35.2 34.95
8 40.1 39.86
9 50.3 50.09
10 37.4 37.14
11 31.0 30.56
12 70.2 69.96
13 49.5 49.30
14 51.4 51.21
15 30.8 30.74
16 26.7 26.42
17 51.6 51.39
18 16.0 15.81
19 16.4 16.14
20 83.2 83.08

Table 22. 1H NMR data for the IH901

Abbreviation: s singlet, d doublet, t triplet, dd doublet of doublets, m multiplet, brs 
broad singlet. Chemical shifts are expressed in ppm and referenced to the 
tetramethylsilane (TMS) signal at 0.00 ppm. *L. N. Atopkina and V. A. Denisenko : 
Synthesis of 20S-protopanaxadiol 20-O-β-D-glucopyranoside, a metabolite of Panax 
ginseng glycosides, and compounds related to it. Chemistry of Natural Compounds, 
Vol. 42 (4), (2006), 452-458 (Appendix 10).

Table 23. 13C NMR data for the IH901 RM
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21 22.4 22.13
22 36.2 35.96
23 23.2 22.98
24 126.0 125.75
25 130.9 130.69
26 25.8 25.54
27 17.8 17.54
28 28.7 28.47
29 16.4 16.14
30 17.4 17.18

Glucose 1 at C3
1 98.3 98.05
2 75.2 74.92
3 79.3 79.10
4 71.7 71.45
5 78.3 78.07
6 62.9 62.68

Table 24. 13C NMR data for the IH901 RM

Chemical shifts are expressed in ppm and referenced to TMS signal at 0.00 ppm. *L. 
N. Atopkina and V. A. Denisenko : Synthesis of 20S-protopanaxadiol 20-O-β
-D-glucopyranoside, a metabolite of Panax ginseng glycosides, and compounds related 
to it. Chemistry of Natural Compounds, Vol. 42 (4), (2006), 452-458 (Appendix 10).

▷ 화학구조식 상에 표시된 모든 탄소 원자는 IUPAC nomenclature system에 따라

numbering하였으며 이 번호들은 개별 NMR signals 의 상관성 분석에 이용하였다.

③ 1H-1H COSYspectroscopy
▷ Proton-proton connectivity (3JHH)는 1H-1H COSY spectrum (Appendix6)을 해석함으로써

가능하였다. 1H-1H COSY spectrum상에서 cross-peaks 는 다소 중첩되어 나타나기는 하였

으나 분리되어 출현한 피크들로부터 얻은 부분 구조는 IH901  (ginsenoside K)와 일치하

였다.

④ HMQC spectroscopy
▷ Direct 1H-13C connectivity(1JCH)는 HMQC (heteronuclear multiple-quantum coherence) 
spectrum (Appendix 7) 해석에 의하여 결정되었다. 수소와 결합되어 있는 탄소는 모두

Table 23, 24에서와 같이 HMQC spectrum 에 의하여 정확하게 assign할 수 있었다. IH901 
RM에 있어 수소와 결합되어 있는 탄소의 chemical shifts는 문헌 [*L. N. Atopkina et. al., 
Chemistry of Natural Compounds, Vol. 42 (4), (2006), 452-458 Appendix 10] 에 보고된

ginsenoside K 의 carbon chemical shifts와 일치하였다.

⑤ HMBC spectroscopy
▷ Two or three-bonded 1H-13Cconnectivity(2,3JCH)는 HMBC spectrum (Appendix 8) 해석에 의
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Chemical moiety Sample (Wavenumber: ㎝-1) Ref*
ν (O-H): O-H   stretching vibration 3413 3400
ν (C-H): C-H   stretching vibration 2947 2930
ν (C=C) : C=C   stretching vibration 1636 1635
δ (C-H): C-H   bending vibration 1385 1390
ν (O-H): O-H   stretching vibration 1076 1080

하여 완성할 수 있었다. HMBC spectrum 해석은 IH901 RM이 문헌 [*L. N. Atopkina et. 
al., Chemistry of Natural Compounds, Vol. 42 (4), (2006), 452-458; Appendix 10]에 보고된

ginsenoside K와 동일하다는 사실을 입증하여 주었으며 proton과 carbon resonances 
assignment 역시 완성할 수 있게 하였다.

⑥ NOESY spectroscopy
▷ NOE data로부터 얻은 공간적 거리에 대한 정보는 본 화합물이 용액 중에서 어떤 입

체 구조를 하고 있는지를 추론할 수 있도록 하였다. IH901 RM로부터 얻은 NOE data와
문헌상 (Appendix 10)에 수록된 NOE data와의 비교는 우리로 하여금 문헌의 ginsenoside 
K와 동일하다는 결론을 내릴 수 있도록 해 주었다.

⑦ FT-IR spectroscopy
▷ IH901 RM은 Ge-coated KBr pellet (3.0 mg/g)으로 만들어 IR spectroscopy (Mattson IR 
spectroscopy, model Galaxy 7020A)를 조사하였다. IR spectrum 상에서의 specific band와
관능기와의 상관성을 Table 25에 나타냈다. 기타 band들은 구조와 상관성이 적기 때문에

명기하지 않았다. IR spectrum 분석 결과 특별히 다른 유기물이 오염되어 있다는 증거는

찾을 수 없었다. IH901 RM의 FT-IR spectrum은 Appendix 11에 첨부되어 있다. IR 
spectrum은 IH901 RM의 구조 (L. N. Atopkina and V.A. Denisenko, 2006)와 일치하며 문

헌상에 보고된 IR spectrum과도 일치한다 (Appendix 12).

Table 25. FT-IR spectral data for IH901 RM

ν: stretching vibration, δ: bending vibration. FT-IR spectrometer: Mattson Instruments, 
Inc., Galaxy 7020A, Spectral range: 4000 to 400cm-1, Beam splitter: Ge coated on 
KBr, detector: DTGS, resolution: 0.25cm-1(step selectable); *L. N. Atopkina and V. A. 
Denisenko : Synthesis of 20S-protopanaxadiol 20-O-β-D-glucopyranoside, a metabolite 
of Panax ginseng glycosides, and compounds related to it. Chemistry of Natural 
Compounds, Vol. 42 (4), (2006), 452-458 (Appendix 10).

⑧ Mass spectrometry
▷ IH901 RM에 대해서는 positive 및 negative mode의 HPLC/ESI 질량분석 (LC/MS; LCQ 
DECA XP, Thermo Finnigan)을 수행하였다. 시료 10 mg을 10 ml의 MeOH에 용해하였으

며 5 ml의 시료 용액을 LC/MS에 도입하였다. 또한, positive 및 negative mode의 FAB/MS 
[JMS-700 Mstation FAB/MS spectrometer, JEOL Ltd.]도 측정하였으며 HR-FAB/MS 분석을
통하여 분자식을 확인하였다.
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▷ Conditions for HPLC/MS analysis:
Mass spectrometer
Equipment : LCQ DECA XP, Thermo Finnigan 
Ionization source : Electrospray ionization (ESI) 
Polarity : positive & negative 
Analyzing type : ion trap analyzer 
Mass range : 100~2000 m/z 
Scan mode : mass 
HPLC: Waters
Pump: Alliance 2690 (Waters)
Injector: Alliance 2690 auto sampler (Waters)
Column oven: Alliance 2690 (Waters)
Column: Steel column, 4.9 x 250 mm, C18, 5 μm (Supelco)
Detector: W 996 photodiode array (Waters)

Quattro Ultima tandem mass spectrometer (Micromass)
Integrator: Workstation with MassLynx softrware (Micromass)
Mobile phase: A; acetonitrile 

B; water 
Flow rate: 1.0 ml/min
Injection volume: 5 μl
Detection: UV 203 nm
Temperature: 40˚C
Pump program:

Flow rate [ml/min] Time [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
1.0 0 45 65
1.0 32 45 65
1.0 70 72.5 27.5
1.0 74 12.5 87.5
1.0 79 100 0
1.0 90 100 0

㉮ Electrospray ionization mass spectrometry
▷ LC/MS 분석 결과 IH901 RM의 평균 분자량은 622.44로 나타났으며 (Appendix 13), 이
는 데이터베이스에 수록된 IH901 RM의 분자량 (Appendix 3)과도 일치하였다. Positive 
mode에서 m/z 645.6의 peak는 [M+Na]+분자 이온에 해당되는 것으로 추측된다 (Appendix 
13). IH901 RM의 파편화는 sugars moiety의 cleavage로 가름할 수 있었다. Positive 및
negative modes에서의 주된 fragment ions 의 가능한 상관성은 Table 26에 나타나 있다.

Negative mode에서 m/z 621.6 peak는 [M-H]-에 해당되는 것으로 판단되며, m/z 621.6, 
465.25, and 161.3는 각각 [M-H]-,[M-H-C6H10O5]-및 [C6H10O5-H]-에 상당하는 fragment ions
로 사료된다 (Appendix 14).
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Correlation IH901 Ref.
Fragment   m/z

Positive   mode
[M+Na]+ 645.6 645.5
Negative   mode 
[M-H]- 621.6 621.0
[621.6-C6H10O5]- 465.25 465.6
[C6H10O5-H]- 161.3 -

Correlation IH901 Ref.
Fragment   m/z

Positive   mode
[M+Na]+ 645.4 645.5
Negative   mode 
[M-H]- 622.2 621
[M-H-C6H10O5]- 465.25 465.6

Table 26. Possible correlation of the main product ions of IH901 determined by ESI-MS.

Meng C., Fengrui S., Zhiqiang L. and Shuyimg L. Metal ion adducts in the structural 
analysis of ginsenosides by electrospray ionization with multi-stage mass spectrometry. 
Rapid Commun. Mass Spectrumm. 2001; 15: 586-595. (Appendix 15)

㉯ Fast atomic bombardment mass spectrometry (FAB/MS)
▷ FAB/MS에서 IH901 RM main product ions의 가능성 있는 상관성은 Table 27에 나타

난 바와 같다. 질량 spectra 및 의미 있는 product ion spectra는 모두 ginsenoside K의 구

조와 일치하였으므로, IH901 RM은 ginsenoside K의 구조와 동일하다는 사실을 입증한

다 하겠다 (Appendix 16, 17). 또한, HR-FAB-MS 분석을 통하여 분자식을 확인한 결과

C36H62O8로서 ginsenoside K와 일치함을 알았다 (Appendix 18).
▷ Conditions for FAB/MS analysis: 

Equipment :       HR-FAB, JMS-700 Mstation, JEOL Ltd 
Analyzing type :   ion trap analyzer 
Mass range :      100~1500 m/z 
FAB mode :      mass

Table 27. Possible correlation of the main product ions of IH901 RM in FAB/MS

⑨ UV Spectrophotometry
▷ IH901 RM의 UV spectrum은 UV/VIS spectrophotometer (JASCO, V-530)를 이용, 시료

농도를 0.5 mg/ml (MeOH)로 하여 200 ~ 500 nm 범위 내에서 측정하였다 (Appendix 19).
IH901 RM는 특이한 UV 흡수 패턴을 보이지는 않았다. 즉, 203 nm 부근에서 최대 흡광

도를 나타내는 말단 흡수 특징을 보였다. IH901 RM의 UV spectrum이 비록 direct 
maximum은 보이지 않았으나 흡수 곡선은 230 nm 부근에서부터 높아지기 시작하였다.

UV spectrum에 의한 IH901 RM의 동정은 HPLC 분석 (Hewlett Packard, photodiode array 
detector, 203 nm)에서 IH901 RM에 해당되는 피크의 UV 스캐닝을 통해서도 수행되었다

(Appendix 20).
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Element Measured   value (%) Theoretical value (%)*

1 차 2 차 3 차 mean
Carbon 69.48 69.46 69.50 69.48   69.42
Hydrogen 10.03 10.05 10.04 10.04 10.03
Oxygen 20.49 20.48 20.47 20.48 20.55

(다) IH901 RM의 순도

① Melting point (융점)
▷ IH901 RM의 순도를 조사하는 수단 중 하나로 융점 분석을 수행되었다. 융점 측정은

대한약전 방법 39, 제 1법에 따라 수행하였다. 본 실험에 사용한 융점 측정기는

Manstead/Electrothermal melting point analyzer, IA9100였다. IH901 RM의 융점은 160.02˚C
로 나타났으며 (Appendix 20), 이 값은 참고문헌 (Appendix 12)에 수록된 융점 159-161˚C
과 일치하는 것으로 나타났다. 이러한 융점 분석 결과는 IH901 RM의 순도를 보증한다

하겠다.

② Elemental analysis (원소분석)
▷ 총 2 mg의 IH901 RM을 원소분석기 (Flash EA 1112 series/CE Instrument) 에 도입하였

으며 분석은 1,100˚C에서 행하였다. 원소분석은 3회에 걸쳐 수행하였으며 결과는 평균값

으로 나타냈다 (Table 28). 원소 분석 결과는 약간의 오차를 제외하고는 시성식을 가지고

계산한 이론치과 거의 일치하였다.

Table 28. Elemental composition of IH901 RM reference material. 

IH-901 (ginsenoside K): C36H62O8;36×12.011(69.42%)+62×1.0079(10.03%)+13×15.999(20.55%)

③ 100% Method 1 (HPLC)
▷ 100% HPLC Method 1의 HPLC fingerprint 에 의하여 IH901 RM의 순도를 조사한 결과

다른 유기화합물에 기인된 피크는 관찰되지 않았다 (Appendix 21). Appendix 30에 첨부

된 바와 같이 HPLC method 1은 IH901 RM를 분석 할 수 있는 해상력이 뛰어난 방법이

다. 이러한 HPLC 조건은 본 방법의 선택성(specificity)이 뛰어나다는 사실을 반영한다 하

겠다. HPLC peak purity 역시 비색법 (흡광도 분석)을 통하여 수행하였다. 산출한 peak 
purity value (purity angle = 10.070; 0.400)는 역치인 16.412; 0.457 보다 낮았으며 이러한

결과는 IH901 RM에 해당되는 peak가 spectrally homogeneous하다는 사실을 암시한다

(Appendix 22).

④ 100% Method 2 (HPLC)
▷ 100% HPLC Method 2의 HPLC fingerprint 에 의하여 IH901 RM의 순도를 조사한 결과

다른 유기화합물에 기인된 피크는 관찰되지 않았다 (Appendix 23). Appendix 23에 첨부

된 바와 같이 HPLC method 2는 IH901 RM을 분석 할 수 있는 해상력이 뛰어난 방법이

다. 이러한 HPLC 조건은 본 방법의 선택성이 뛰어나다는 사실을 대변한다 하겠다.

HPLC peak purity 역시 비색법 (흡광도 분석)을 통하여 수행하였다. 산출한 peak purity 
value (purity angle = 10.070; 0.400)는 역치인 16.412; 0.457) 보다 낮았으며 이러한 결과
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Sample No. IH901 RM
1 +39.08
2 +38.97
3 +39.01
4 +39.07
5 +38.94

Average +39.01

는 IH901 RM에 해당되는 peak가 spectrally homogenous하다는 사실을 암시한다 하겠다

(Appendix 24).

⑤ 100% Method 3 (HPLC)
▷ 100% HPLC Method 3의 HPLC fingerprint 에 의하여 IH901 RM의 순도를 조사한 결과

다른 유기화합물에 기인된 피크는 관찰되지 않았다 (Appendix 25). 그러나 evaporative 
light scattering detector (ELSD, Sedex model 55, SEDERE, Alfortville, France)를 이용한 분

석법은 ginsenosides와 같이 UV검출기에서 민감도가 낮은 유기화합물 특히 배당체 정량

분석에 유리하다 하겠다.

▷ Kwon 등(Appendix 26)은 비교적 극성이 낮은 ginsenoside의 정량분석법으로 역상 칼람

을 이용한 ELSD 분석법을 제시하였으나 본 실험에서는 이미 HPLC방법 1과 2가 역상

칼람을 이용하는 방법이었으므로 3번째 HPLC방법으로는 ginsenosides의 정량분석에 흔히

사용되는 순상의 carbohydrate column을 사용하였다. 그 결과 IH901 RM은 Rt 7.01분에
출현하였으며 다른 인삼사포닌 유래 피크는 관찰되지 않았다. 이로써 IH901 RM은
HPLC 방법 3에서도 역시 순수하다는 사실을 확인할 수 있었다.

⑥ Water content (수분 함량)

▷ IH901 RM의 수분 함량은 대한약전 26의 칼 피셔 수분 측정법에 따라 micro-scale로
조사하였다. IH901 RM의 수분 함량은 0.583% 인 것으로 나타났다 (Appendix 28).

⑦ Residual solvent content (잔류 용매 함량)
▷ IH901 RM은 최종적으로 재결정하는데 초순수 증류수를 사용하였으므로 잔류용매 함

량을 별도로 조사하지 않았다.

⑧ Optical rotation (선광도)
▷ IH901 RM의 [a]D값을 측정하기 위하여 JASCO P-1020 polarimeter (Tokyo, Japan; filter 
589 mm, cylindrical glass cell: 10 x 100 mm)를 사용하였다. IH901 RM의 선광도를

MeOH에서 조사한 결과 (Table 29) 데이터베이스에 수록된 ginsenoside K의 [a]D값과 유

사하게 나타났다. 따라서 IH901 RM의 [a]D값은 +39.01 (c, 1.0 in MeOH)가 정확한 것으

로 사료된다.

Table 29. Optical rotation of IH901 RM

IH901 (c, 1.0 in MeOH); Analytical Equipment: JASCO P-1020 Polarimeter (Tokyo, 
Japan); Filter589mm, Cylindrical glass cell: 10x100mm
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⑨ Thin-layer chromatographic purity test (TLC 순도 조사)

▷ IH901 RM의 또 다른 순도 확인의 수단으로 TLC fingerprint를 이용하였다 (Appendix 
28). IH901 RM 5 mg을 10 ml methanol (0.5 mg/ml)에 용해하여 TLC를 수행하였으며 이

때 TLC fingerprint 조사 조건은 다음과 같다.

Stationary phase: HPTLC plate with silica gel 60 F254(20×20cm)
Mobile phase: CHCl3-MeOH-D/W(9:3:1,v/v/v, lower phase)
Applied volume: 10 μl, 20 μl 
Developing distance: 10 cm 
Impregation: spray with 20% sulfuric acid,
 heated at 115˚C/15 min 
Detection: pinkish band appears at Rf value approximately 0.42

▷ 상기 조건에서의 IH901 RM의 Rf value는 0.42이었다. TLC fingerprint에서는 다른

ginsenosides의 오염에 기인되는 밴드는 관측되지 않았다.

(라) 함량 조사

① 서론

▷ IH901 RM의 함량 분석은 100% HPLC method에 의거 3가지 다른 HPLC systems을 이

용하여 수행하였다. 방법 3은 방법 1과 2와는 전개용매, 칼럼 수지의 종류 및 검출기가

전혀 다른 방법이다. 3가지 방법 모두 ICH 가이드라인인 “Validation of analytical 
procedure: methodology (Appendix 29)”에서 요구하는 선택성, 정밀도, 직선성 및 정확성

면에서 적합성(validation)이 검증되었다.

② HPLC 100% 분석법 1 (용매 구배법1)에 의한 함량 분석
㉮ IH901 RM의 표준 물질 용액 조제
▷ 총 10 mg의 IH901 RM을 10 ml (1,000 mg /ml)의 HPLC 급 methanol에 용해한 다음

2배씩 희석하여 최종 농도가 62.5 mg/ml가 될 때까지 5단계 희석하였다.

㉯ HPLC 100% 분석법1의 분석 조건
Equipment : Hewlett Packard 1100 
Column : C18, 4.6 × 250 mm, 5 μm, Waters symmetry®
Detector : UV/VIS detector 203 nm
Integrator : Chemstation for LC 3D
Temperature : room temperature 
Injection volume : 20 μl
Mobile phase A: acetonitrile 
            B: water 
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Measurement Peak areas Content (%)
1 3012.0 100
2 2958.1 100
3 2974.1 100
4 3074.6 100
5 2955.8 100
6 3014.8 100

Peak area mean 2998.23   ± 45.364

Flow rate : 1.6 ml/min 
Pump program : gradient system

Flow rate [ml/min] Time [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
1.6 10 20 80
1.6 40 32 68
1.6 50 42 58
1.6 60 45 55
1.6 78 75 25
1.6 80 100 0

㉰ HPLC 100% 분석법 1의 결과

▷ IH901 RM의 함량 분석을 위하여 100% HPLC method를 이용하였다. 본 방법에 있어

서 함량 값은 “100%”와 “협잡물의 합”과의 차를 결정하는 것이다. 상기 HPLC 조건하
에서 IH901 RM에 상당하는 피크는 71.09분에 출현하였다 [Appendix 30]. 또한 오염된

유기물에 기인된 피크는 관측되지 않았다. 본 실험 방법으로 6회 반복 분석을 통하여

IH901 RM의 함량을 분석한 결과 함량은 100%인 것으로 나타났다. 6회 반복 분석에서

나타난 각각의 적분치 값은 정밀도 (Table 30)에 나타나 있다. HPLC 100% method 1에
서는 IH901 RM이 해상력이 우수하게 검출되므로 본 방법은 선택성이 뛰어나다고 할

수 있다.

㉱ HPLC 100% 분석법1의 적합성
▷ 본 분석 방법의 선택성을 확인하기 위하여 이동상에 대한 blank와 용매 도입에 이용

된 운반체에 대한 HPLC fingerprint를 조사하였다 (Appendix 31). 크로마토그램에서
IH901 RM에 상당하는 피크는 전적으로 IH901 RM에서만 기인되었음을 알 수 있었다.

Peak purity를 조사한 결과 피크는 spectrally homogenous 하다는 사실을 알 수 있었다

(Appendix 22).
▷ 0.5 mg/ml 농도의 시료를 가지고 6 반복 실험을 통하여 얻은 함량 값으로 정밀도

(precision; repeatability, Table 30)를 조사한 결과 피크의 평균 적분치는 2998.23 ± 45.364
였으며 함량은 100%였다.

Table 30. Precision of HPLC 100% method 1 for IH901 RM reference material

Mean value: 100%
Standard deviation: ---
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Concentration IH901 RM [mg/ml] Peak areas
0.0625 395.911
0.1250 783.149
0.2500 1617.896
0.5000 3086.799
1.0000 5877.022

Variation coefficient: ---
Confidence interval of the mean value (n=6, P=95%): ---
Found IH-901 (ginsenoside K)content: 100%

▷ 상기 HPLC 조건하에서 IH901 RM을 1 mg/ml ~ 0.0625 mg/ml (two-fold dilution) 농도
범위에서 5개 농도의 피크 적분치에 대한 직선성을 조사한 결과는 (Appendix 32)와 같

다 (Table 31).

Table 31. Linearity of gradient method 1 for IH901 reference material

▷ 본 방법의 경우 조사한 농도 범위 즉, 0.0625 mg/ml ~ 1.000 mg/ml에서 직선성이 양

호하다는 사실을 재확인 할 수 있었다. 검량선의 방정식은 Y = 5874.7157A + 63.08576
로서 상관계수 R2=0.99951였으며 Y는 피크 면적, A는 IH901 RM의 농도[ppm]를 의미한

다. 상기 농도 범위에서 본 방법으로 함량을 분석할 경우 높은 상관계수가 말해 주듯이

직선성이 양호하다 하겠다.

▷ “Validation of analytical procedures: methodology (Appendix 29)”에서 규정한 국제조화

위원회 (ICH)의 가이드라인 (Section 4.1.1 c)에 의하면 함량분석법의 정확성은 정밀도,

직선성 및 선택성이 충족되어야 한다고 되어 있다. HPLC method 1은 이와 같은 요구

사항을 충족시킨다고 할 수 있다. 따라서 본 방법은 IH901 RM의 정량법으로 적합하다

는 사실을 입증한다.

③ HPLC 100% 분석법2 (용매 구배법 2)에 의한 함량 분석
㉮ IH901 RM의 표준 용액 조제
▷ 총 10 mg의 IH901 RM을 10 ml (1,000 mg /ml)의 HPLC 급 methanol에 용해한 다음

2배씩 희석하여 최종 농도가 62.5 mg/ml가 될 때까지 5단계 희석하였다.

㉯ HPLC 100% 분석법2의 분석 조건
Equipment :           Hewlett Packard 1100 
Column :              C18, 4.6 × 250 mm, 5 μm, Waters symmetry®
Detector : UV/VIS detector 203 nm
Integrator : Chemstation for LC 3D
Temperature :          room temperature 
Injection volume :     20 μl
Mobile phase   A: acetonitrile containing 0.1% HCOOH
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Flow rate [ml/min] Time [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
1.6 10 20 80
1.6 40 32 68
1.6 50 42 58
1.6 60 45 55
1.6 78 75 25
1.6 80 100 0

Measurement Peak areas Content (%)
1 3018.10 100
2 2965.90 100
3 3018.20 100
4 2912.43 100
5 2951.66 100
6 2997.13 100

Peak   area mean 2977.237   ± 41.776

               B: water containing 0.1% HCOOH
Flow rate :            1.6 ml/min
Pump program : gradient system

㉰ HPLC 100% 분석법 2의 결과

▷ IH901 RM의 함량 분석을 위하여 100% HPLC method를 이용하였다. 본 방법에 있어

서는 함량의 값은 “100%”와 “협잡물의 합”과의 차를 결정하는 것이다. 상기 HPLC 조
건하에서 IH901 RM에 상당하는 피크는 70.61분에 출현하였다 [Appendix 33]. 또한 오염
된 유기물에 기인된 피크는 관측되지 않았다. 본 실험 방법으로 6회 반복 분석을 통하

여 IH901 RM의 함량을 분석한 결과 함량은 100%인 것으로 나타났다. 6회 반복 분석에
서 나타난 각각의 적분치 값은 정밀도 Table 32에 나타냈다. HPLC 100% method 2에서
는 IH901 RM이 해상력 뛰어나게 검출되므로 본 방법은 선택성이 뛰어나다고 할 수 있

다.

㉱ HPLC 100% 분석법 2의 적합성

▷ 본 분석 방법의 선택성을 확인하기 위하여 이동상에 대한 blank와 용매 도입에 이용

된 운반체에 대한 HPLC fingerprint를 조사하였다 (Appendix 33). 크로마토그램에서
IH901 RM에 상당하는 피크는 전적으로 IH901 RM에서만 기인되었음을 알 수 있었다.

Peak purity를 조사한 결과 피크는 spectrally homogeneous 하다는 사실을 알 수 있었다

(Appendix 24).
▷ 0.5 mg/ml 농도의 시료를 가지고 6 반복 실험을 통하여 얻은 함량 값으로 정밀도

(precision; repeatability)를 조사한 결과 피크의 평균 적분치는 2977.237 ± 41.776였으며
함량은 100%였다 (Table 32).

Table 32. Precision of HPLC 100% method 2 for IH901 reference material

Mean value: 100%
Standard deviation: ---
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Concentration IH901 RM [mg/ml] Peak areas
0.0625 374.476
0.1250 790.136
0.2500 1632.060
0.5000 3122.034
1.0000 5933.327

Variation coefficient: ---
Confidence interval of the mean value (n=6, P=95%): ---
Found IH-901 (ginsenoside K)content: 100%

▷ 상기 HPLC 조건하에서 IH901 RM을 1 mg/ml ~ 0.0625 mg/ml (two-fold dilution) 농도
범위에서 5개 농도의 피크 적분치에 대한 직선성을 조사한 결과는 (Appendix 35)와 같

다 (Table 33).

Table 33. Linearity of gradient method 2 for IH901 reference material

▷ 본 방법의 경우 조사한 농도 범위 즉, 0.0625 mg/ml ~ 1.000 mg/ml에서 직선성이 양

호하다는 사실을 확인시켜 주었다. 검량선의 방정식은 Y = 5933.590A + 64.228로서 상

관계수 R2=0.99945였으며 Y는 피크 면적, A는 IH901 RM의 농도 [ppm]를 나타낸다. 상

기 농도 범위에서 본 방법으로 함량을 분석할 경우 높은 상관계수가 말해 주듯이 직선

성이 양호하다 하겠다.

▷ “Validation of analytical procedures: methodology (Appendix 29)”에서 규정한 국제조화

위원회 (ICH)의 가이드라인 (Section 4.1.1 c)에 의하면 함량분석법의 정확성은 정밀도,

직선성 및 선택성이 충족되어야 한다고 되어 있다. HPLC method 2는 이와 같은 요구

사항을 충족시킨다고 할 수 있다. 따라서 본 방법은 IH901 RM의 정량법으로 적합하다

는 사실을 입증한다.

④ HPLC 100% method 3 (용매 구배법 3)에 의한 함량 분석
㉮ IH901 RM의 표준 용액 조제
▷ 총 10 mg의 IH901 RM을 10 ml (1,000 mg/ml)의 HPLC 급 methanol에 용해한 다음 2
배씩 희석하여 최종 농도가 62.5 mg/ml가 될 때까지 5단계 희석하였다.

㉯ HPLC 100% 분석법3의 분석 조건
Equipment:  Waters Alltech Model ELSD 2000
Integrater: Breeze
Column:        Alltech Prevail Carbohydrate ES column (p/n 35101)
Mobile phase A: acetonitrile/H2O/isopropyl alcohol=80/5/15

B: acetonitrile/H2O/isopropyl alcohol=80/15/15
Flow rate: 1.0 ml/min
Temperature: room temperature 
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Flow rate [ml/min] Time [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
1.0 0 75 25
1.0 28 15 85
1.0 35 20 80
1.0 45 25 75
1.0 50 10 90
1.0 51 0 100

Measurement Peak areas Content (%)
1 1384977 100
2 1321075 100
3 1526536 100
4 1229368 100
5 1478331 100
6 1173105 100

Peak   area mean 1352232   ± 138208.4

Injection volume: 10 μl 
Detector: Alltech ELSD 2000 (gain 8) 
Gas flow rate: 2.0 SLPM
Drift Tube Temp: 90˚C 
Pump program: gradient system

㉰ HPLC 100% 분석법3의 결과
▷ IH901 RM의 또 다른 함량 분석법으로 HPLC 100% method 3을 이용하였으며 본 방

법에 있어서도 함량의 값은 “100%”와 “협잡물의 합”과의 차를 결정하는 것이다. 상기

HPLC 조건하에서 IH901 RM에 상당하는 피크는 7.03분에 출현하였다 [Appendix 36].
또한 오염된 유기물에 기인된 피크는 관측되지 않았다. 본 실험 방법으로 6회 반복 분

석을 통하여 IH901 RM의 함량을 분석한 결과 함량은 100%인 것으로 나타났다. IH901 
RM에 상당하는 피크는 좌우 대칭으로 불순물에 기인한 어깨 (끌림 현상)가 관측되지

않았다. 6회 반복 분석에서 나타난 각각의 적분치 값은 정밀도 (Table 34)에 나타냈다.

㉱ HPLC 100% 분석법 3의 적합성

▷ 본 분석 방법의 선택성을 확인하기 위하여 이동상에 대한 blank와 용매 도입에 이용

된 운반체에 대한 HPLC fingerprint를 조사하였다 (Appendix 36, 37). 크로마토그램에서
IH901 RM에 상당하는 피크는 전적으로 IH901 RM에서만 기인되었음을 알 수 있었다

(Appendix 36). 0.5 mg/ml 농도의 시료를 가지고 6 반복 실험을 통하여 얻은 함량 값으

로 정밀도 (precision; repeatability)를 조사한 결과 피크의 평균 적분치는 1352232 ± 
138208.4였으며 함량은 100%였다 (Table 34).

Table 34. Precision of 100% method 3 of IH901 reference material

Mean value: 100%
Standard deviation: ---
Variation coefficient: ---
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Concentration IH901 RM [mg/ml] Peak areas
0.0625 11162
0.1250 131304
0.2500 385667
0.5000 1526536
1.0000 4550845

Confidence interval of the mean value (n=6, P=95%): ---
Found IH-901 (ginsenoside K)content: 100%

▷ 상기 HPLC 조건하에서 IH901 RM을 1 mg/ml ~ 0.0625 mg/ml (two-fold dilution) 농도
범위에서 5개 농도의 피크 적분치에 대한 직선성을 조사한 결과는 (Appendix 38)와 같

다 (Table 35).

Table 35. Linearity of gradient method 3 for IH901 reference material

▷ 본 방법의 경우 조사한 농도 범위 즉, 0.0625 mg/ml ~ 1.000 mg/ml에서 직진성은 Y 
= 6E + 06A ×2.0882, 상관계수 R2=0.9711로서 대체적으로 양호하지 못하였다. 그 이유로

는 ELSD검출법의 경우 농도가 2배 증가하면 민감도가 단순히 2배 증가하는 것이 아니

라 지수적으로 증가하며 고농도일수록 sensitivity가 보다 민감하게 증가하기 때문이다.

따라서 ELSD를 이용한 IH901 RM 의 정량분석법은 적합하지 못할 것으로 판단한다.

또한 carbohydrate column을 사용하면 IH901이 사용한 조건하에서 10분내에 출현하므로

실제로 인삼 추출물 중 사포닌 정량법으로 선택성이 양호하지 못할 것으로 사료된다.

▷ “Validation of analytical procedures: methodology (Appendix 32)”에서 규정한 국제조화

위원회 (ICH)의 가이드라인 (Section 4.1.1 c)에 의하면 함량분석법의 정확성은 정밀도,

직선성 및 선택성이 충족되어야 한다고 되어 있다. HPLC method 3은 이와 같은 요구

사항을 충족시킨다고 할 수 없으므로 IH901 RM의 권장할 수 없을 것으로 판단한다.

(마) 요약, 순함량

▷ IH901 RM의 순함량 분석은 선택성에서 상당한 차이가 있는 3가지 다른 방법으로 수행

하였다. 선택성의 차이는 이동상과 고정상에 변화를 주거나 검출기를 달리함으로써 목적

을 달성하였다. 용매 구배법 1에 의하여 결정한 함량은 HPLC 100% 방법 2와 3에 의하여
확인하였다. 상기 3가지 방법 간의 통계분석은 함량 분석치가 협잡물이 없이 모두 100%
로 나타나 불가능하였다. 이러한 사실은 함량의 평균값 역시 계산 할 수 없음을 시사한

다. 본 실험에서 이용한 HPLC 방법 1과 2는 IH901 RM은 물론 다른 협잡물도 분리, 제거

할 수 있는 방법이다. 따라서 (주)일화에 의하여 제조된 IH901 RM은 HPLC 분석 결과

100%에 상당하는 것으로 밝혀졌다. 이러한 결과로부터 IH901 RM의 순함량 (mass 
balance)을 산출하면: HPLC 함량 100%

수분 함량 0.583%
----------------

99.417%
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▷ 순함량 계산을 위한 공식: [100.00% - 수분 함량(%) – 잔류 용매 함량(%)] x HPLC 순
도(%) / 100
▷ 결론적으로 (주)일화가 제조한 IH901표준물질의 순함량 (mass balance)은 99.417%임을
증명한다.

※ Appendix 1~38 (첨부자료 참고)
1. Picture of Panax ginseng C.A. Meyer
2. Literature cited for the documentation of reference material
3. Physico-chemical information for IH-901 obtained from D/B
4. 1H NMR spectrum of IH-901 reference material
5. 13C NMR spectrum of IH-901 reference material
6. 1H-1H COSY NMR spectrum of IH-901 reference material
7. 1HMQC NMR spectrum of IH-901 reference material
8. HMBC spectrum of IH-901 reference material
9. NOESY spectrum of IH-901 reference material
10. Reference literature for NMR assignment of IH-901
11. FT-IR spectrum for IH-901 reference material
12. Reference literature for IR spectrum of IH-901RM
13. HPLC/MS spectrum for IH-901RM (positive mode)
14. HPLC/MS spectrum for IH-901RM (negative mode)
15. Reference literature for LC/Mass spectrum of IH-901RM
16. HR-FAB/MS spectrum for IH-901RM (positive mode)
17. HR-FAB/MS spectrum for IH-901RM (negative mode)
18. Elemental composition determined by HR-FAB/MS
19. UV spectrum for IH-901RM
20. UV spectrum of the peak corresponding to IH-901RM in HPLC photodiode array 
system
21. HPLC fingerprint 1 for IH-901 reference material
22. Peak purity analysis for IH-901 reference material in HPLC system 1
23. HPLC fingerprint 2 for IH-901 reference material
24. Peak purity analysis for IH-901 reference material in HPLC system 2
25. HPLC fingerprint 3 for IH-901 reference material
26. Reference literature for the LC separation of less polar ginsenosides
27. Reference literature for optical rotation of IH-901RM
28. TLC fingerprint for IH-901RM
29. ICH guideline for validation of analytical procedure: methodology
30. HPLC fingerprint 1 for IH-901RM
31. HPLC fingerprint of test material solvent for IH-901RM
32. Standard curve for IH-901RM in HPLC method 1



- 76 -

Column Supelco C18 (4.6 mm I.D. × 250 mm, 5 mm), 또는 동등한 칼람 
Mobile Phase A: water

B: acetonitrile

Gradient condition

time (min) Mobile phase (%)
A B

0 80 20
10 80 20
40 68 32
48 58 42
60 55 45
78 25 75
80 0 100

Flow rate 1.6 mL/min
column temperature room temperature
Injection volume 20 mL
Detector 203 nm (DAD 190~ 400 nm)

33. Chromatogram of HPLC 100% method 2 for IH-901RM
34. HPLC fingerprint 2 of test material solvent for IH-901RM
35. Standard curve for IH-901RM in HPLC 100% method 2
36. Chromatogram of HPLC 100% method 3 for IH-901RM
37. HPLC fingerprint 3 of test material solvent for IH-901RM
38. Standard curve for IH-901RM in HPLC 100% method 3

(5) Validation 정량분석법 확립

(가) 전처리 및 기기 분석

① 시료 추출 방법

▷ GINST 시료 1.00 g을 정확히 취하여 10 mL 3차 증류수에 녹인 다음, 8 mL 부탄올로
3회 partition chromatography를 실시한다. 부탄올 층은 pooling, 농축, HPLC용 메탄올에

용해한 다음 0.45 μm millipore filter로 여과하여 시험액으로 사용한다.

② HPLC/DAD 기기 분석
▷ 분석을 위해 사용한 HPLC column은 C18 (Supelco 4.6 mm × 250 mm, 5 μm)이다. 이
동상으로는 water (A) 와 acetonitrile (B)을 사용하였으며 1.6 mL/min의 유속으로 시료 20 
μL를 주입하여 구배 (gradient) 조건으로 분석하였고, 정성 및 정량을 위해 사용한

HPLC/DAD 분석 조건은 Table 36과 같다.

Table 36. HPLC gradient condition

(나) 분석법 검증

① 검출한계 및 정량한계 (LOD & LOQ)
▷ Compound K의 검출 및 정량 한계를 측정하는 것은 분석에 대한 정확도를 크게 향상

시키기 위함이며, 해당 분석법을 위해 검출 및 정량 한계를 측정하였다. Compound K의
LOD (Limit of detection)는 13.03 mg/mL, LOQ (Limit of Quantification)는 39.48 mg/mL로
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나타났다.

② 특이성

▷ C18 컬럼을 이용하여 compound K의 분리능을 확인하였으며 상기 조건에서 R≥2.0으
로 신뢰도는 매우 양호하였다. Rt는 66.735분이었으며, 해당 물질 피크 정점에서의 DAD
스펙트럼을 조사한 결과 최대흡광도 파장은 203 nm였고 이러한 특성은 표준물질과 동

일하다는 사실을 알 수 있었다.

Fig. 49. HPLC chromatogram of compound K.

③ 직선성(Linearity)
▷ Linearity를 조사하기 위하여 CK 함량 2.0~0.125 mg/mL 범위내에서 2-fold dilution법을
이용하여 표준곡선(standard curve)을 작성하였다(Fig. 50). 시험 결과 검량선의 R2 값은

0.99966으로 매우 높은 수준의 유의성을 보였다. 따라서, 이 농도 범위를 정량분석 가능

범위로 설정하였다.

Fig. 50. Linearity of compound.

④ 정밀성

▷ 정밀성을 확인하기 위하여 반복시험의 재현성(repeatability)과 분석일자별 정밀성

(intermediate precision)을 측정하였다.

㉮ 재현성(repeatability)
▷ 반복시험의 재현성은 시험농도의 100%에 해당하는 농도 3개 (0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 
2 mg/mL)를 분석법의 전조작을 3회 반복 측정하였으며 RSD는 각각 1.40, 0.66, 0.31%
로 나타났다.
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Treatment 0.5 mg/mL 1.0 mg/mL 2.0 mg/mL

1 104.1 198.1 412

2 103.9 199.1 412.1

3 101.5 196.5 415.3

Mean (peak area) 103.17 197.9 412.8

S.D. 1.45 1.31 1.3

RSD (%) 1.40 0.66 0.31

Treatment 0 Hour 24 Hour 48 Hour
1 198.1 196.3 199.2
2 199.1 195.2 190.1
3 196.5 195.7 196.1

Mean 197.9 195.73 195.13
Inter-day SD 1.31 0.55 4.62

Inter-day RSD(%) 0.66 0.28 2.37

Treatment Recovery (%)
0.5 mg/g 1.0 mg/g 2.0 mg/g

1 95.7 101.3 101.9
2 96.8 100.7 101.0
3 94.2 99.1 102.6

Mean 95.59 100.37 101.88
S.D. 1.30 1.11 0.80

RSD (%) 1.36 1.10 0.79

Table 37. Repeatability data of compound K

㉯ 분석일자별 정밀성(intermediate precision)
▷ 분석일자를 달리하였을 때의 정밀성(intermediate precision)을 확인하기 위하여 시험농

도의 100% HPLC peak area에 해당하는 농도 (1.0 mg/mL)를 제조하여 4˚C 냉장고에서
보관하면서 0, 24, 48 시간 지난 다음 3회 반복 조작하여 측정한 %RSD의 결과는 0.66, 
0.28, 2.37%로 나타났다.

Table 38. Intermediate precision data of compound K

㉰ 정확성(Accuracy)
▷ Spiking/recovery 방법으로 compound K 분석법의 정확성을 평가하였다. 표준용액의 검

량선 범위 이내의 compound K를 각각 0.5, 1.0, 2.0 mg/g 씩 가하고 동일한 전처리 과정
을 거쳐 검량함으로써 회수율을 측정하였다. 표준물질을 가한 질량에 따른 회수율을 비

교한 결과 95.59, 100.37, 101.88%의 회수율을 보였으며, %RSD는 각각 1.36, 1.10, 0.79 
%로 나타났다.

Table 39. Accuracy data of compound K
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Recovery
Pesticides Group

Retention
Time

Soybean Canola Corn Grape Olive Sunflower

Organophosphorus

Chlorothalonil 7.875 82.01 77.10 65.69 94.30 75.68 89.58

Dieldrin 10.99 94.39 109.29 86.97 98.30 96.82 94.81
Tolclofos-methyl 8.97 90.14 91.38 95.23 87.07 79.35 108.54

Average 88.85 92.59 82.63 93.22 83.95 97.64

SD 6.29 16.13 15.24 5.69 11.30 9.79

Organochlorides

PCNB 7.342 100.40 95.62 73.01 96.48 79.23 94.14
PCTA 7.397 82.30 77.39 77.54 74.24 68.59 71.64

PCA 7.511 99.68 88.64 80.80 100.93 84.15 81.90

DDE 10.807 112.93 95.68 105.97 109.73 100.25 102.63
Endrin 11.315 96.64 90.11 103.94 106.34 67.43 112.83

DDD 11.533 112.50 107.66 94.95 125.78 78.78 103.35

DDT 13.270 102.99 103.1 99.48 77.3 70.47 82.33

a-BHC 6.836 96.16 108.12 94.54 96.85 100.27 102.52

b-BHC 7.242 97.75 101.74 71.80 97.71 75.68 92.62

r-BHC 7.367 108.06 106.88 89.40 96.22 90.12 93.04

d-BHC 7.735 86.86 93.83 77.66 84.56 82.95 81.35

Aldrin 9.175 86.98 65.29 62.90 79.01 78.51 70.62

Average 98.60 94.51 86.00 95.43 81.37 90.75

(6) 잔류농약 불검출 제품 생산을 위한 연구

▷ 시중에서 쉽게 구할 수 있는 식용유 6종(대두유, 카놀라유, 옥수수유, 포도씨유, 올리브
유, 해바라기씨유)를 이용하여 「Si-Kwan Kim et al., Two-phase partition chromatography 
using soybean oil eliminates pesticide residues in aqueous ginseng extract, J. Chromatography 
A. 1042: 163-168 (2004)」에 발표하였던 방법으로 기존 대두유의 단점(맛과 냄새 변화) 보

완을 시도하였다.

(가) 6종 식용유의 잔류농약 제거 효율
▷ 32종의 농약을 분석기기의 종류, GC와 HPLC에서의 Rt 값, 검출기 종류 등을 감안하여

4개 그룹으로 나누고 각각의 농약을 고형분 함량 10%인 인삼추출물(10 mL)에 최종농도

가 2.0 ppm 정도가 되도록 spiking하였다. 농약이 첨가된 인삼추출물에 6종의 식용유를

각각 7 mL씩 첨가한 다음 vortexing, spinning하여 식용유층과 인삼추출물 층을 분리하였

다. 각각의 층에 대해서는 잔류농약 분석을 위한 전처리 과정을 거친 다음 다중분석법에

따라 GC (ECD/NPD) 혹은 HPLC로 정량분석함으로써 회수율을 조사하였다. 회수율은 대

두유 100.40 ± 11.47 %, 카놀라유 96.45 ± 11.57 %, 옥수수유 88.89 ± 15.75 %, 포도씨유
95.67 ± 15.27 %, 올리브유 84.26 ± 11.79 %, 해바라기씨유 93.36 ± 13.67 % 로 대두유가

가장 높은 제거율을 보였으며, 다음으로 카놀라유, 포도씨유, 해바라기씨유, 옥수수유, 올

리브유 순으로 나타났다(Table 40).

Table 40. Recovery of pesticide residues in the oil phase by 6 different vegetable oils.
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SD 9.82 12.94 13.95 14.92 10.99 13.33

Carbamates

Diethofencarb 9.495 104.11 106.38 98.29 70.92 87.70 105.45

Carbosulfan 13.893 109.87 109.21 92.68 87.99 103.01 106.62
Carbofuran 12.732 104.42 100.42 85.05 119.75 75.97 101.22

Average 106.13 105.34 92.01 92.89 88.89 104.43

SD 3.24 4.49 6.65 24.78 13.56 2.84

Pyrethroids

Tefluthrin 7.696 100.95 97.76 101.99 106.04 73.80 100.92
Cyfluthrin 15.924 119.82 90.36 69.73 114.87 82.90 81.32
Bifenthrin 13.082 103.05 97.89 85.83 86.61 98.96 106.32

Average 107.94 95.34 85.85 102.51 85.22 96.19
SD 10.34 4.31 16.13 14.46 12.74 13.15

Triazoles

Hexaconazole 11.125 96.12 90.81 85.42 86.22 84.45 89.69
Flusilazole 11.442 79.07 77.76 76.27 72.93 74.49 75.51

Fluquinconazole 15.925 102.38 104.58 94.64 100.73 80.00 109.53
Average 92.52 91.05 85.44 86.63 79.65 91.58

SD 12.06 13.41 9.19 13.90 4.99 17.09

Pyrimidines

Cyprodinil 10.106 106.30 97.99 60.07 87.98 66.24 76.48
Pyrimethanil 15.263 129.89 112.77 84.09 117.14 95.77 110.93

Average 118.10 105.38 72.08 102.56 81.01 93.71
SD 16.68 10.45 16.98 20.62 20.88 24.36

Strobilurins

Kresoxim-methyl 11.472 106.94 98.31 101.63 84.92 112.03 84.89
Pyraclostrobin 17.723 88.94 84.70 80.07 79.80 81.59 76.14

Average 97.94 91.51 90.85 82.36 96.81 80.52
SD 12.73 9.62 15.25 3.62 21.52 6.19

Morpholines
Dimethomorph 14.448 119.03 109.06 116.88 113.55 98.79 77.24

Average 119.03 109.06 116.88 113.55 98.79 77.24
SD 27.92 25.41 28.68 10.60 17.08 20.80

Cyclohexenoxims

Sethoxydim 19.756 91.59 109.01 116.11 84.78 73.77 79.02
Average 91.59 109.01 116.11 84.78 73.77 79.02

SD 26.97 13.26 25.32 21.94 22.56 27.12

Amides

Cyazofamid 17.015 102.75 103.57 125.98 126.16 80.72 115.64

Methalaxyl 10.487 97.72 84.09 90.00 96.17 97.77 108.70
Average 100.24 93.83 107.99 111.17 89.25 112.17

SD 3.56 13.77 25.44 21.21 12.06 4.91
Total average 100.40 96.45 88.89 95.67 84.26 93.36

Total SD 11.47 11.57 15.75 15.27 11.79 13.67
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Fig. 51. GC fingerprint of organochloride pesticides in canola oil phase (A) and its 
corresponding aqueous ginseng extract phase (B).

(나) Ginsenoside 유실 여부
▷ 잔류농약을 제거함에 있어 cost-, labor- 및 time-effectiveness 등이 중요한 고려대상이 되

겠으나 인삼제품의 경우 ginsenoside의 유실 여부와 인삼 추출물중 고형분 함량 역시 문

제가 될 수 있다. 따라서 식용유 처리 전/후 인삼추출물 중 ginsenoside profile을 TLC와
HPLC로 분석함으로써 ginsenosides의 유실 여부를 조사하였다. 그 결과 ginsenosides [Rg1, 
Re, Rf, Rh1, Rg2(S), Rg2(R), Rb1, Rc, Rb2, Rd, Rg3(S), Rg3(R), Rh2(S), Rh2(R)]의 함량은

각각 97.78, 107.76, 104.30, 100.49, 111.02, 90.59, 98.30, 90.31, 93.96, 93.23, 94.09, 101.05, 
99.41, 95.80, 98.44 mg/g으로 인삼추출물중 고형분 함량 30%까지는 식용유 처리에 의한

진세노사이드 함량 변화는 없는 것으로 나타났다.

Fig. 52. Ginsenosides TLC profiles in aqueous ginseng extract layer before and after 
canola oil treatment. FG: fresh ginseng before treatment’, TG: fresh ginseng after 
canola oil treatment.
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Fig. 53. HPLC ginsenoside profiles in aqueous ginseng extract layer before and after 
canola oil treatment. A: 14 standard ginsenosides, B: ginsenosides profile in ginseng 
extract layer before oil treatment, C: ginsenosides profile in ginseng extract layer after 
oil treatment.

(다) 관능검사

▷ 잔류농약 제거를 위한 가장 적합한 식용유를 선택하기 위해 관능검사(맛과 향), 사포닌

유실율 및 가격을 항목으로 하여 상대평가를 실시하였다. 평가는 최고점 6점, 최하점 1점
을 부여하였다. 6종의 식용유별 평가 점수는 Table 41에 정리하였다. 제거 효율 면에서는

대두유가 최고점을 받았으나, 맛과 향의 변화로 인해 비교적 낮은 19점을 획득하였다. 모

든 항목의 점수를 집계한 결과, 카놀라유(29점), 해바라기씨유, 포도씨유, 대두유, 옥수수
유, 올리브유 순으로 나타났다.

Table 41. Value evaluation of the oil as a pesticide residue elimination vehicle

               Oil
Parameter

Soybean Canola Sunflower  Grape Corn Olive

Elimination efficiency 6 5 3 4 2 1
Organoleptic factor

- smell
- taste

1
1

6
6

4
5

5
4

2
3

3
2

Loss of ginsenosides 6 6 6 6 6 6
Price 5 6 3 2 4 1
Total score 19 29 21 21 17 13



- 83 -

Score was given by evaluating the relative rank of the six oils. An oil with best 
results obtained a score of “6,” but the lowest grade received score “1”. Score “6” 
was given to all of the oils employed because none of the oils influenced the loss of 
ginsenosides profiles by oil treatment. 

(7) 안정성 시험

(가) Accelerated (학대) 조건하에서의 개별 ginsenosides 함량 분석
▷ 제품의 저장 기간(shelf-life, expiry date) 설정을 위해 accelerated 조건에서 저장하면서

월 1회, 6개월간 12종의 ginsenosides의 함량을 분석하였다(Fig. 54).
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Fig. 54. Change of ginsenosides contents in the accelerated storage conditions.

(나) Real-time 조건에서의 ginsenosides 함량 분석
▷ 제품의 저장 기간(shelf-life, expiry date) 설정을 위해 상온(25˚C)에서 저장하면서 첫해는

3개월 단위로, 2년차에는 6개월간 단위로, 3년차에는 1년 단위로 12종의 ginsenosides의 함
량을 분석하였다(Fig. 55).
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항목 세부항목 성 과

사업화

성과

매출액

개발제품
개발후 현재까지 억원

향후 3년간 매출 5억원

관련제품
개발후 현재까지 억원

향후 3년간 매출 5억원

시장 개발제품 개발후 현재까지 국내 : %

Fig. 55. Real time change of ginsenosides content in room temperate storage 
conditions.

(다) 지표물질의 조건별 함량 비교

▷ 두 조건 모두에서 compound K는 유의한 함량 변화가 없는 것으로 보아 3년이라는 저

장기간을 설정하는 것은 문제가 되지 않을 것으로 사료된다.

Fig. 56. Contents of compound K in the accelerated and real-time conditions.

(라) 수분함량 비교

▷ 두 조건 모두에서 수분 함량은 30% 내외로서 저장기간 내내 변화가 없는 것으로 나타

남에 따라 3년이란 저장기간 설정에는 문제가 없을 것으로 사료됨.

Fig. 57. Contents of moisture in the accelerated and real-time storage conditions.

(8) 사업화성과 및 매출실적

(가) 사업화 성과



- 86 -

점유율

국외 : %

향후 3년간 매출
국내 : %

국외 : %

관련제품

개발후 현재까지
국내 : %

국외 : %

향후 3년간 매출
국내 : %

국외 : %

세계시장

경쟁력

순위

현재 제품 세계시장 경쟁력 순위 위

3년 후 제품 세계 시장경쟁력 순위 위

항 목 세부 항목 성 과

사업화 계획

사업화
소요기간(년)

개별인정 등록까지 3년
제품개발 및 판매 5년

소요예산(백만원) 300

예상 매출규모
(억원)

현재까지 3년후 5년후

시장
점유율

단위(%) 현재까지 3년후 5년후

국내

국외

향후 관련기술,
제품을 응용한 타
모델, 제품
개발계획

무역 수지
개선 효과

(단위: 억원) 현재 3년후 5년후

수입대체(내수)

수 출

(나) 사업화 계획 및 매출 실적

[제2협동 : 발효 인삼이 정액과 임신에 미치는 효과]

(1) 발효 인삼이 사람의 정액에 미치는 효과 (IRB No. 4-2014-0708)
▷ 본 연구는 GINST 제제가 남성의 가임력을 향상시키는 효과가 있는지 확인하기 위한 연

구였으며, 특히 임상약의 적정 농도를 결정하기 위한 무작위 대조연구로 계획하였다.

본 연구는 2015년 2월부터 2016년 9월까지 진행되었고, 총 18명의 대상자를 screening 하
여 최종 17명의 대상자가 연구에 등록되었고, 17명이 연구를 완료하였다. Clinical 
pregnancy rate은 47.06% (8/17) 이었으며 모두 자연임신이었다. 임신한 8명 중 저용량군

(3000mg/day)에서 3명 (3/8, 37.5%), 고용량군 (6000mg/day)에서 5명 (5/9, 55.5%)이었으며,
두 군 간 차이에 대하여 통계적 유의성은 관찰되지 않았다 (p=0.457).
연구 시작 당시와 12주 이후의 결과를 비교했을 때, 전체 대상자에서 serum sex hormone 

binding globulin의 감소 (p=0.026)와 삶의 질 지표 중 Brief sexual inventory가 증가 (p=0.05)
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　 3000mg/day (n=8) 6000mg/day (n=9) P value 
Height (cm) 176±6.50 177.11±5.28 0.703

Weight (kg) 80.25±14.87 77.0±5.39 0.548
Waist Circumference (cm) 85.4±7.0 82.1±3.4 0.231

Age of partner (years) 33.5 (29-38) 32 (28-43) 0.673
Duration (months) 12 (6-60) 12 (6-24) 0.481

하루에 앉아서 일하는 시간 (Hours) 8.5±2.73 6.67±2.96 0.206
일주일에 격렬한 운동 일수 (Days) 1.5±1.85 2.44±1.81 0.305

일주일에 중등도의 운동 일수 (Days) 1.38±2.07 2.56±2.19 0.272

Smoking Hx 

Never smoker 5 (62.5%) 5 (55.6%)

0.153Past smoker 1 (12.5%) 4 (44/4%)

Current smoker 2 (25%) 0

하였으며, 통계적 유의성은 보이지 않았으나 정액 검사의 지표 중 질 지표인 산화 스트레

스 (MDA)의 감소와 sperm DNA fragmentation (Halo sperm) 의 감소, sperm morphology 개
선 효과를 보였다 (Table 43).
고용량군 (6000mg/day)와 저용량군 (3000mg/day)의 GINST 투여 전 후를 비교했을 때, 저

용량군에서는 삶의 질 지표(Brief sexual inventory, Fatigue severity scale)가 유의하게 개선되

는 것을 볼 수 있었고, 통계적 유의성은 보이지 않았으나 혈액 검사 상 Testosterone과 free 
index의 증가, sex hormone binding globulin의 감소 경향을 볼 수 있었다. 정액 검사 상 정

자의 운동성 및 정상 모양 비율의 증가, 질 지표인 산화 스트레스 (MDA)의 감소와 sperm 
DNA fragmentation (Halo sperm) 의 감소를 보였으나 역시 통계적 유의성은 보이지 않았다

(Table 44). 고용량군에서는 정액 검사의 지표 중 정자의 운동성이 유의하게 감소하였고

(p=0.014), 이외의 지표들은 통계적 유의성은 보이지 않았으나 질 지표인 산화 스트레스

(MDA)의 감소와 sperm DNA fragmentation (Halo sperm) 의 감소 효과를 보였다 (Table 45).
또한 정상인과 약정자증 군에서 동일한 효과를 보일지에 대하여 추가 분석을 시행하였

는데 (Table 46 & 47), 약정자증 군에서 정액 검사의 지표가 대부분 개선되는 효과를 보이

는 데 반해, 정상인군에서는 정자의 운동성 감소를 보였다. 그러나 이는 고용량군 대상자

중 정상인의 비율이 더 높았고, 저용량군 대상자 중 약정자증의 비율이 더 높았음을 감안

해야 할 것이다.

임상약의 입고 관련으로 실제 임상 연구는 2015년 2월부터 시작하였고, 임신을 원하는

난임부부들의 참여율이 기대보다 저조하여 낮은 등록율을 보였다. 적은 n수로 인하여 통

계적인 유의성을 관찰하는데 제한점이 있었으나, 고용량군에서 유의미한 정도의 정자 운

동성의 감소를 보이는 점과, 저용량군에서 대부분의 정액검사 지표가 개선되는 것을 볼

때, 추후의 임상연구에서는 3000mg/day로 용량을 결정하여 진행할 것을 고려하기로 하였

다. 또한 정상 부부에서 자연임신율을 10~15%/개월로 볼 때, 3개월 간 약 48%의 임신율을

보여, 임신율을 primary outcome으로 정하는 것 보다 정자의 질 지표의 개선을 primary 
outcome으로 변경하는 것이 나을 것으로 사료되었다.

Table 42. Baseline characteristics of participants.
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Quality of life

Brief sexual  inventory 29.37±8.12 33.56±4.59 0.204
Fatigue severity  scale 36.38±10.64 23.33±11.06 0.026

SF-36, Physical health (PCS) 52.03±4.551 55.70±2.48 0.051
SF-36, Mental health (MCS) 45.21±8.31 52.37±4.36 0.039

Blood test
Serum total Testosterone (ng/dL) 362.39±132.42 503.31±189.35 0.1

Sex hormone binding globulin (nmol/mL) 28.23±10.6 38.86±9.45 0.045
Free Testosterone Index (%) 45.42±8.84 44.64±8.66 0.78

Serum FSH (mIU/mL) 7.7±6.30 5.2±3.08 0.306
Serum LH (mIU/mL) 3.95±1.42 4.64±2.07 0.442

Serum AST (IU/L) 30.5±20.42 19.67±5.09 0.143
Serum ALT (IU/L) 53±59.44 24.89±.92 0.181

Semen analysis
Volume (mL) 2.54±0.86 2.92±1.38 0.505

Count (x106cells/mL) 25.56±17.68 30.47±14.83 0.543
Motility (%) 30.75±9.18 51.22±23.62 0.071

Morphology (%) 3.62±1.5 4.37±0.47 0.178
WBC count (x106cells/mL) 1.06±2.01 0.67±1.66 0.663

Total motile sperm count (x106cells) 28.86±36.48 47.49±41.44 0.344
MDA (µM) 11.35±11.26 9.8±4.02 0.702

Halo sperm assay 30.89±9.65 29.01±11.33 0.72

　 투여 전 (n=17) 투여 후 (n=17) P value 
Quality of life

Brief sexual inventory 31.59±6.63 33.35±5.02 0.05
Fatigue severity scale 29.47±12.48 27.35±10.45 0.37

SF-36, Physical health (PCS) 53.97±3.94 53.85±4.79 0.919
SF-36, Mental health (MCS) 49±7.3 51.82±4.43 0.322

Blood test
Serum total Testosterone (ng/dL) 436.99±175.66 451.94±152.26 0.542

Sex hormone binding globulin (nmol/mL) 33.86±11.12 31.87±10.68 0.026
Free Testosterone Index (%) 45.01±8.48 47.89±10.32 0.331

Serum FSH (mIU/mL) 6.38±4.88 6.49±4.36 0.732
Serum LH (mIU/mL) 4.32±1.77 4.56±1.42 0.647

Serum AST (IU/L) 24.76±15.05 24.88±16.04 0.971
Serum ALT (IU/L) 38.12±42.47 42.71±47.07 0.574

Semen analysis
Volume (mL) 2.74±1.14 2.45±1.22 0.354

Count (x106cells/mL) 28.16±16.91 26.64±8.21 0.718

Table 43. 발효 인삼 제제 투여 전과 후의 비교 (대상자 전체)
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Motility (%) 41.59±23.47 36.59±21.59 0.343

Morphology (%) 4.02±1.11 4.22±0.34 0.434
Total motile sperm count (x106cells) 37.82±39.15 31.16±45.82 0.589

MDA (µM) 10.53±8.01 8.76±3.85 0.465
Halo sperm assay 29.89±10.29 25.97±10.29 0.203

　 투여 전 (n=8) 투여 후 (n=8) P value 

Quality of life
Brief sexual inventory 29.38±8.12 32.13±5.54 0.092

Fatigue severity scale 36.38±10.64 28.75±11.9 0.059
SF-36, Physical health (PCS) 52.03±4.51 52.68±5.82 0.76

SF-36, Mental health (MCS) 45.21±8.31 49.26±4.52 0.278
Blood test

Serum total Testosterone (ng/dL) 503.31±189.35 520.10±129.01 0.686
Sex hormone binding globulin (nmol/mL) 28.23±10.6 26.61±9.76 0.295

Free Testosterone Index (%) 42.43±8.84 48.95±6.13 0.257
Serum FSH (mIU/mL) 7.7±6.3 7.84±5.61 0.779

Serum LH (mIU/mL) 3.95±1.42 5.27±1.69 0.133
Serum AST (IU/L) 30.50±20.42 31.5±21.64 0.885

Serum ALT (IU/L) 53±59.44 60.38±64.10 0.682
Semen analysis

Volume (mL) 2.54±0.83 2.49±1.09 0.935
Count (x106cells/mL) 25.56±17.68 25.46±18.66 0.989

Motility (%) 30.75±19.18 36.25±20.87 0.533
Morphology (%) 3.63±1.5 4.18±0.47 0.311

Total motile sperm count (x106cells) 28.86±36.47 38.28±63.97 0.73
MDA (µM) 11.36±11.26 9.41±2.91 0.575

Halo sperm assay 30.89±9.64 25.24±9.50 0.277

　 투여 전 (n=9) 투여 후 (n=9) P value 

Quality of life
Brief sexual inventory 33.56±4.59 34.44±4.56 0.396

Fatigue severity scale 23.33±11.06 26.11±9.52 0.23
SF-36, Physical health (PCS) 55.7±2.48 54.9±3.68 0.532

SF-36, Mental health (MCS) 52.67±4.36 52.2±4.09 0.9
Blood test

Serum total Testosterone (ng/dL) 503.31±31 520.10±129.01 0.686
Sex hormone binding globulin (nmol/mL) 38.86±9.45 36.54±9.61 0.039
Free Testosterone Index (%) 44.64±8.66 46.96±3.34 0.655

Table 44. 발효 인삼제제 저용량군 (3000mg/day) 투여 전과 후의 비교

Table 45. 발효 인삼제제 고용량군 (6000mg/day) 투여 전과 후의 비교
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Serum FSH (mIU/mL) 5.2±3.08 5.29±2.64 0.852

Serum LH (mIU/mL) 4.64±2.07 3.93±0.74 0.265
Serum AST (IU/L) 19.67±5.1 19±4.72 0.681

Serum ALT (IU/L) 24.89±9.92 27±15.72 0.483
Semenanalysis 

Volume (mL) 2.92±1.38 2.41±1.39 0.1
Count (x106cells/mL) 30.47±4.83 27.69±18.86 0.593

Motility (%) 51.22±23.62 36.89±23.48 0.014
Morphology (%) 4.37±0.47 4.26±0.19 0.336

Total motile sperm count (x106cells) 47.49±41.44 24.83±22.85 0.068
MDA (µM) 9.8±4.01 8.17±4.64 0.441

Halo sperm assay 29.01±11.34 26.62±11.48 0.548

　 투여 전 (n=8) 투여 후 (n=8) P value 

GINST Dose Lower group,n=2
Higher group,n=6

Quality of life
Brief sexual inventory 35.25±3.73 36.25±3.28 0.275
Fatigue severity scale 23.75±11.30 26.62±12.57 0.346
SF-36, Physical health (PCS) 55.09±3.05 56.31±2.06 0.285
SF-36,Mental health (MCS) 

Blood test
Serum total Testosterone (ng/dL) 398.55±42.83 405.33±108.75 0.873
Free Testosterone Index (%) 46±9.58 45.15±1.66 0.884
Serum FSH (mIU/mL) 5.41±3.02 5.58±2.32 0.756
Serum LH (mIU/mL) 3.87±1.3 3.89±0.78 0.971
Serum AST (IU/L) 23.75±9.60 19.37±5.05 0.168
Serum ALT (IU/L) 31.88±21.03 29±13.44 0.628

Semen analysis 
Volume (mL) 3.16±1.01 2.06±0.87 0.001
Count (x106cells/mL) 34.56±16.05 29.88±20.87 0.442
Motility (%) 64.13±10.74 47.13±10.74 0.018
Morphology (%) 4.14±0.43 4.19±0.19 0.638
Total motile sperm count (x106cells) 67.50±8.11 31.29±24.98 0.014
MDA (µM) 9.41±4.25 6.46±2.72 0.208
Halo sperm assay 29.96±8.88 26.79±11.16 0.545

　 투여 전 (n=9) 투여 후 (n=9) P value 

Table 46. 정액 검사상 정자의 운동성 ≥ 32% 인 대상자(정상군)의 발효 인삼제제 투여

전과 후의 비교

Table 47. 정액 검사상 정자의 운동성 < 32% 인 대상자(약정자증)의 발효 인삼제제 투

여 전과 후의 비교
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GINST dose Lower group,n=6
Higher group,n=3

Quality of life
Brief sexual inventory 28.33±7.11 30.78±5.02 0.127

Fatigue severity scale 34.56±11.74 28±8.89 0.053
SF-36, Physical health (PCS) 52.98±4.54 51.67±5.54 0.511

SF-36, Mental health (MCS) 44.97±7.81 51.27±3.90 0.025
Blood test

Serum total Testosterone (ng/dL) 471.17±202.65 493.38±178.65 0.473
Sex hormone binding globulin (nmol/mL)

Free Testosterone Index (%) 44.13±7.85 50.33±8.93 0.015
Serum FSH (mIU/mL) 7.23±6.15 7.3±5.63 0.882

Serum LH (mIU/mL) 4.71±2.11 5.16±1.62 0.634
Serum AST (IU/L) 25.67±19.25 29.78±20.86 0.451

Serum ALT (IU/L) 43.67±56.1 54.89±62.61 0.455
Semen analysis 

Volume (mL) 2.37±1.17 2.79±1.42 0.366
Count (x106cells/mL) 22.47±14.26 23.77±16.19 0.835

Motility (%) 21.56±6.42 27.22±9.09 0.421
Morphology (%) 3.91±1.51 4.24±0.45 0.499

Total motile sperm count (x106cells) 13.13±15.14 31.04±60.43 0.42
MDA (µM) 11.53±10.5 10.8±3.65 0.515

Halo sperm assay 29.83±11.95 25.24±10.08 0.247

Height (cm) 172.5 (162-186)
Weight (kg) 73.55 (51-115)

(2) 발효 인삼이 약정자증 남성의 정액에 미치는 효과: 단일군 선행 연구 (IRB No. 
4-2015-0912)
▷ 본 연구는 GINST 제제가 3000mg/day의 용량으로 투여되었을 때, 약정자증 남성에서 정

자의 운동성을 개선시키는 효과가 있는지 확인하기 위한 다기관 단일군 연구로 계획되었

다.

본 연구는 2016년 6월부터 2016년 10월까지 진행되었고, 총 3개 기관에서 17명의 대상

자가 연구에 등록되었고, 13명이 연구를 완료하였다. IRB No. 4-2014-0708 연구에서 약정

자증에 해당하는 9명을 포함(중도탈락 및 결측값 제외)하여 총 22명에서 분석을 시행하였

다.

분석 결과, 약정자증 남성에서 GINST 3000mg/day의 12주 투여는 삶의 질 지표 중

sexual performance의 개선 (Brief sexual inventory, p=0.009)을 보였고, 정액 검사 상 정자 운
동성의 유의한 개선을 보였다 (p<0.001) (Table 49).

Table 48. Basal characteristics
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Waist Circumference (cm) 32 (27-40)
하루에 앉아서 일하는 시간 (Hours) 5 (0-12)
일주일에 격렬한 운동 일수 (Days) 2 (0-6)
일주일에 중등도의 운동 일수 (Days) 1 (0-7)

Smoking Hx 
Never smoker 8 (30.8%)
Past smoker 8 (30.8%)
Current smoker 8 (30.8%)

Quality of life
Brief sexual inventory 31 (11-38)
Fatigue severity scale 34.5 (11-38)
SF-36, Physical health (PCS) 53.2 (43.7-59.6)
SF-36, Mental health (MCS) 45.7 (23.3-59.1)
Blood test
Serum total Testosterone(ng/dL) 345.55(133-621.4)

Free Testosterone Index (%) 42.59 (21.98-65.35)
Serum FSH (mIU/mL) 5.82 (3.64-23.1)
Serum LH (mIU/mL) 3.57(2.41-6.22) 
Serum AST (IU/L) 21 (15-76)
Serum ALT (IU/L) 25 (10-191)
Semen analysis
Volume (mL) 2.1 (0.2-3.7)
Count (x106cells/mL) 24.85 (4-90)
Motility (%) 22.85 (9-31)
Morphology (%) 4.5 (4-80)
WBC count (x106cells/mL) 0.2 (0-7)
Total motile sperm count (x106cells) 7.95 (0.78-63)

　 투여 전 (n=24) 투여 후 (n=20) Pvalue 
Quality of life

Brief sexual inventory 31 (11-38) 31.5 (11-40) 0.009
Fatigue severity scale 34.5 (11-38) 31 (12-50) 0.191

SF-36, Physical health (PCS) 53.2 (43.7-59.6) 53.3 (40.6-60) 0.156
SF-36, Mental health (MCS) 45.7 (23.3-59.1) 49.5 (17-57.7) 0.455

Blood test
Serum total Testosterone (ng/dL) 345.55 (133-621.4) 373.55 (196-612) 0.601

Serum FSH (mIU/mL) 5.82 (3.64-23.1) 6.13 (3.26-25.27) 0.573
Serum LH (mIU/mL) 3.57 (2.41-6.22) 4.18 (2.03-8.45) 0.147

Serum AST (IU/L) 21 (15-76) 23 (13-69) 0.917
Serum ALT (IU/L) 25 (10-191) 26 (13-178) 0.92

Semen analysis
Volume (mL) 2.1 (0.2-3.7) 2.05 (1.0-4.8) 0.467

Table 49. 투여 전과 후의 비교
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코드번호 D-06

구분

(연도)
세부과제명 세부연구목표

달성도

(%)
연구개발 수행내용

1차
년도

(2013)

[제1세부]
정자 생성과
질 개선 효능
및 기전 규명

○ 생쥐 유래 GC-2spd
(정모세포), TM3 (Leydig),
TM4 (Sertoli) cell line 이용

-독성 유도: 과산화수소 노출

100 ▪항산화관련 효소(Prix, Gpx, SOD, 
CAT 등)의 mRNA 및 단백질 발현량

100
▪정자생성관련 단백질(inhibin-α, 

nectin-2 등)의 mRNA 및 단백질

발현량

100 ▪성호르몬 수용체의 mRNA 및
단백질 발현량

○ 노령쥐(16개월령) 이용, 각
mRNA 및 단백질 발현량 확인

100
▪항산화관련 효소(Prix, Gpx, SOD, 

CAT 등)의 mRNA 및 단백질 발현량

4-1. 목표달성도

가. 최종 성과목표 및 평가 방법

(1) 개발 제품의 국제기준 부합 여부(30%): cGMP 준수 여부(제조공정의 flow chart, routine 
QC, in-process control, red alertness 대비 방법 등), 국제수준(WHO 혹은 ICH)의 품질규격
확립, 지표물질 표준품 서류 구비 여부, 지표물질의 정성/정량 분석법 유효화 여부,

ICH-conformed real time & accelerated 조건하 안정성 자료 확보 여부, 잔류농약 불검출

제품 생산 여부, 표준화 제품 생산 여부

(2) 정자 수 증가 및 질 개선에 미치는 효능 및 기전 규명(30%): 노화, 고온 스트레스 노출,
만성 구속 스트레스 노출에 따른 고환 기능 감퇴에 대한 방어 효과 및 기전 규명, 병리

조직 검사, 정자운동성 조사, 항산화 관련 효소의 mRNA 및 단백질 발현량, 정자생성 관

련 단백질 발현량, 성호르몬 수용체 mRNA 및 단백질 발현량
(3) 임상 효능 입증 여부(30%): 간, 신장 기능 관련 임상화학 지수, 혈중 성호르몬 함량, 정

자 수 및 운동성, 부부관계 및 삶의 질, 임신여부

(4) 제품의 식약처 개별 인증 신청/획득 여부(10%): 개별인증 서류 작성 및 신청서 제출
나. 연차별 성과목표

Count (x106cells/mL) 24.85 (4-90) 32.5 (1-100) 0.184

Motility (%) 22.85 (9-31) 41 (3-67) <0.001
Morphology (%) 4.5 (4-80) 4.3 (3.8-70) 0.7

WBC count (x106cells/mL) 0.2 (0-7) 0.02 (0-4) 0.132
Total motile sperm count (x106cells) 7.95 (0.78-63) 24.79 (0.06-190.71) 0.033

(3) 발효인삼 섭취에 의한 정자 운동성 개선 효과 평가를 위한 12주. 다기관. 무작위 배정.

이중 눈가림. 위약 대조 임상 시험 (IRB No. 4-2016-0288)
▷ 앞선 두 연구를 통해 발효 인삼의 용량과 효과가 기대되는 대상군을 선정하였고 (약정

자증 남성, 발효 인삼성분 0.96g/일=발효인삼 제제 3000mg/일), 현재 이를 바탕으로 개별

인정형 기능 식품 인증을 위하여 필수 조건인 환자 대조군 이중 맹검 임상 시험을 진행

중에 있다. 2016년 6월부터 시작하여 현재 스크리닝 25명, 등록 18명으로 진행 중임.

4. 목표달성도 및 관련분야 기여도
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100
▪정자생성관련 단백질(inhibin-α, 

nectin-2 등)의 mRNA 및 단백질

발현량

100 ▪성호르몬 수용체의 mRNA 및
단백질 발현량

100 ▪간/신장 기능 관련

혈액화학지수(동물실험)

100 ▪혈중 성호르몬 (testosterone, LH, 
FSH) 함량

100 ▪정세관의 현미경 관찰(정자생성능)

[제1협동]
국제기준 ( ICH
혹은 WHO 기
준) 부합 제조
공정 확립 및
품질규격 표준
화 제품 개발

○ 제조공정 확립 100

▪공정 최적화 및 cGMP 부합 공정

흐름도 확립

▪routine quality control 및 in-process 
control (IPC)을 위한

공정단계/조사항목/규격기준 작성,

red alertness, SOP 확립

○ 지표물질 표준품 100
▪초고순도 표준품 분리(2 g 이상)
▪지표물질 표준품 국제 규격서류

작성 (순도 및 구조 관련)

○ 임상시험용 제품의 clinical 
formula 구축 100

▪임상시험용 제품의 clinical fomula
완성

▪임상시험용 sample 및 placebo 제작
○ 등록용 batch analysis data (3 

batches) 확보 100 ▪등록용 3 batches 생산
▪분석시험 완성

○ 제품의 안정성 자료 확보 100 ▪real time 및 학대조건 (ICH guideline
준수, 6개월 이상)

○ 기능 등재를 위한 연구:

식약처 기능식품 등재를 위한

서류 작성

100 ▪등록을 위한 기초자료 확보

[제2협동]
임상연구를 통
한 남성 난임
개선 효능 입
증 및 기능식
품 등재

○ 연구대상자 선정 100 ▪기관 내 연구윤리심의위원회에서

연구계획서 심의를 완료함.

2차
년도

(2014)

[제1세부]
정자 생성과
질 개선 효능
및 기전 규명

○ 생쥐 유래 GC-2spd
(정자세포), TM3 (Leydig),
TM4 (Sertoli) cell line 이용

-독성유도: 항암제 (doxorubicin)
노출

100
▪항산화관련 효소(Prix, Gpx, SOD, 

CAT 등)의 mRNA 및 단백질 발현량

100 ▪정자생성관련 단백질 (inhibin-α, 
nectin-2 등)의 mRNA 발현량

100 ▪성호르몬 수용체의 mRNA 발현량

○ 고온 스트레스(Heat stress)
노출 모델

100 ▪항산화관련 효소(Prix, Gpx, SOD, 
CAT 등)의 mRNA 및 단백질 발현량

100
▪정자생성관련 단백질(inhibin-α, 

nectin-2 등)의 mRNA 및 단백질

발현량

100 ▪성호르몬 수용체의 mRNA 및
단백질 발현량

80 ▪간/신장 기능 관련 혈액화학지수

(동물실험)

100 ▪혈중 성호르몬 (testosterone, LH, 
FSH) 함량

80 ▪정세관의 현미경 관찰 (정자생성능)
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[제1협동]
국제기준 부합 
제조공정 확립 
및 품질 규격 
표준화 제품 
개발 

○ 지표물질 validation
정량분석법 확립

90

▪ICH guideline 준수
▪선택성, 직선성, 검출한계, 정량한계,

범위, 정확성, 정밀성, 강건성,

시스템 적정성 조사

○ 잔류농약 불검출 제품

생산을 위한 연구
100

▪6종의 식용유 농약 제거 효율 조사

▪화학 및 관능검사를 통한 최적

식용유 선발

○ Real time stability 자료 확보 100
▪1.5 yr
▪지표물질 및 수분 함량, 미생물수

변화 등

○ Batch analysis data 확보 100
▪3 batches 조사
▪식약처 기능식품 등재를 위한 data
조사

[제2협동]
임상연구를 통
한 남성 난임
개선 효능 입
증 및 기능식
품 등재

○ 연구대상자 선정 100 ▪WHO 표준 기준 미만의 정자결핍증,

약정자증을 가진 기혼 남성

○ 임상화학지수 관련 조사 100 ▪혈중 간, 신장 기능/성호르몬,

스트레스 호르몬 함량 중심

○ 정자의 질 및 수 조사 100
▪CASA(computer aided sperm 

analyzer), 정자 운동성 자동분석기

활용

○ 문진을 통한 연구대상자

조사
100

▪삶의 질(피로감, 의욕 등),

부부관계의 질, 부작용 유무

▪임신 여부, 임신한 자녀의 성별 등

3차
년도

(2015)

[제1세부]
정자 생성과
질 개선 효능
및 기전 규명

○ 생쥐 유래 GC-2spd
(정모세포), TM3 (Leydig),
TM4 (Sertoli) cell line 이용

-독성 유도: 고온 노출

100 ▪항산화관련 효소(Prix, Gpx, SOD, 
CAT 등)의 mRNA 및 단백질 발현량

100
▪정자생성관련 단백질(inhibin-α, 

nectin-2 등)의 mRNA 및 단백질

발현량

100 ▪성호르몬 수용체의 mRNA 및
단백질 발현량

○ 만성 구속

스트레스(Immobilization stress)
노출 모델

100 ▪항산화관련 효소(Prix, Gpx, SOD, 
CAT 등)의 mRNA 및 단백질 발현량

100
▪정자생성관련 단백질(inhibin-α, 

nectin-2 등)의 mRNA 및 단백질

발현량

100 ▪성호르몬 수용체의 mRNA 및
단백질 발현량

80 ▪간/신장 기능 관련

혈액화학지수(동물실험)

80 ▪혈중 성호르몬 (testosterone, LH, 
FSH) 함량

80 ▪정세관의 현미경 관찰(정자생성능)

[제1협동]
국제기준 부합
제조공정 확립
및 품질 규격
표준화 제품
개발

○ 잔류농약 불검출 제품 생산 80

▪농약 제거 방법의 scale-up(연속식
원심기) 적용 검토

▪Brix, 알콜 농도에 따른 농약 제거

효율

▪식용유 처리 전후 인삼 사포닌 변화

및 관능검사

○ 등록용 batch analysis data (3 
batches) 확보 100

▪3 batches 조사
▪식약처 기능식품 등재를 위한 data
조사

○ 제품의 안정성 자료 확보 100 ▪Real time stability 조사(국제기준
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준수)

▪수분 및 지표물질 함량, 미생물 조사

○ 기능 등재를 위한 연구:

식약처 기능식품 등재를 위한

서류 작성

80 ▪등록을 위한 기초자료 확보 및 기본

서류 작성

[제2협동]
임상연구를 통
한 남성 난임
개선 효능 입
증 및 기능식
품 등재

○ 연구대상자 선정 80 ▪WHO 표준 기준 미만의 정자결핍증,

약정자증을 가진 기혼 남성

○ 임상화학지수 관련 조사 60 ▪혈중 간, 신장 기능/성호르몬,

스트레스 호르몬 함량 중심

○ 정자의 질 및 수 조사 60
▪CASA(computer aided sperm 

analyzer), 정자 운동성 자동분석기

활용

○ 문진을 통한 연구대상자

조사
60

▪삶의 질(피로감, 의욕 등),

부부관계의 질, 부작용 유무

▪임신 여부, 임신한 자녀의 성별 등

○ 기능 등재를 위한 연구 결과

및 기본 자료 작성
60 ▪등록을 위한 임상 연구 기초자료

확보 및 기본 서류 작성

4-2. 관련분야 기여도

○ 화합물/생약재를 다양한 동물 모델을 이용하여 정자생성능과 기전을 규명한 논문은 극히

드물다. 게다가 임상연구를 거쳐 기능 식품 혹은 치료제로 등록된 제품은 하나도 없다.

즉, 모두 논문에서 그치고 산업화로까지 이어지지 못했다는 이야기이다. 그러므로 본 연구

과제가 성공하면 우리가 개발한 제품은 “남성 난임 개선/치료제 1호”가 되는 것이다.
○ 기존에 시장에 나와 있는 수삼, 백삼, 홍삼 가공제품이 아니라 발효인삼을 이용하여 남성

난임 치료/개선제 기능식품 개별인증을 획득함으로써 차별화된 제품, 동분야의 “세계 최초

제품”을 출시

코드번호 D-08

○ 지표물질 표준품 분석, validation 정량분석법, 잔류농약 관련 정보 수집
- ICH guideline, Ph.Eur.(유럽약전), J.Ph(일본약전) 참고

○ 관련 자료 예시

5. 연구결과의 활용계획

코드번호 D-07

○ 자사의 보유 바이어와 글로벌 천연물 유통업체 협의회인 NHFS를 활용하여 제품이 우수성

을 홍보하고 신제품을 출시할 계획

○ 자사의 해외법인이 있는 일본, 대만, 미국을 중심으로 전략을 수립하여 관리하고 있는 바이

어들에게 원료 및 제품을 우선 공급하는 전략을 수립하여 실행할 계획

○ 국내외 박람회 참가 및 일본 판매 조직의 마케팅 교육을 강화할 예정

6. 연구과정에서 수집한 해외과학기술정보
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코드번호 D-11

가. 실험실 안전 점검

위험등급 점검주기 분류 기준

A등급 분기 1회
가연성가스, 인화성 시약, 유해화학물질, 다량의 폐액배출, 독

극물, 생물 및 동물의 취급, 방사성 동위원소, 위험성이 높은

기계장비가 설치된 실험실

B등급 반기 1회
일반시약, 소규모 인화성 시약, 불연성가스, 소량의 폐수발생

실험실

C등급 연 1회 이화학실험을 수행하지 않는 전기, 설계, 컴퓨터 관련 실험실

(1) 실험실 정밀안전진단 실시

실험실안전관리규정에 의거 실험실의 위험정도에 따라, A,B,C로 관리등급을 분류하여, 실

험실환경안전점검을 실시하고 있으며, 안전점검실시 결과 실험실의 재해예방과 안전성 확

보 등을 위하여 필요하다고 인정되는 경우에는 전무기관에 의뢰하여 정밀 안전진단을 실

시함.

나. 교육 훈련

(1) 관련근거 : 연구실 안전환경 조성에 관한 법령 제 18조, 동법 시행령 제 17조 및 동법

실행 규칙 제 9조 실험실 안전관리 규정 제 16조(안전교육), 제 17조(안전

7. 연구개발결과의 보안등급

코드번호 D-09

○ 일반 등급

- 「국가연구개발사업의 관리 등에 관한 규정」제24조의4에 해당하지 않음.

8. 국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설·장비 현황 : 해당사항 없음

9. 연구개발과제 수행에 따른 연구실 등의 안전조치 이행실적
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교육의 관리)

(2) 교육대상 : 실험실을 출입하는 모든 이용자 (교수, 대학원생, 실험조교, 전문직원, 소속

연구원, 실험참여 학부생 및 업체직원 등

(3) 안전교육 시간 및 수료인정기간

- 출입하는 실험실의 위험등급(A,B,C등급) 및 전공특성에 따라 안전교육을 받아야 하며,

1년에 8시간 이상 교육이수 필수

- 수료인정기간은 수료증의 수료인정기간 까지(유효기간이 지나면 재교육 이수)

(4) 안전교육 과정

- 전공특성에 따라 A,B,C 코스로 구분하여 교육 실시

- A코스 : 생물·방사선 취급
- B코스 : 화학·가스 취급
- C코스 : 전기·기계 취급

다. 안전관리추진계획

- 각 실험 단과대학별 안전관리실무위원회 구성 및 운영

- 교내 전체 건물 소방시설 통합관리체계(FMS) 구성
- 실험실 내부 점검실시 후 실험등급 지정표찰 부착

- 건물별 복도 및 비상계단 통로 확보와 불법 사무실 철거

- 사이버 안전 교육 훈련

라. 안전 교육, 훈련 이행 실적

- 월 1회 연구책임자 안전 교육

- 분기별 전체 실험실 이용자 교육

코드번호 D-12

번호

구분

(논문

/특허

/기타

논문명/특허명/기타
소속

기관명
역할

논문게재지/

특허등록국가

Impact

Factor

논문게재일

/특허등록일

사사여부

(단독사사

또는

중복사사)

특기사항

(SCI여부

/인용횟수

등)

10. 연구개발과제의 대표적 연구실적
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manufacture of steamed 
and dried Panax ginseng

※ Appendix 1~32
1. Picture of Panax ginseng C.A. Meyer



2. Literature cited for the documentation of reference material

3. Physico-chemical information for IH-901 obtained from D/B



4. 1H NMR spectrum of IH-901 reference material

5. 13C NMR spectrum of IH-901 reference material



6. 1H-1H COSY NMR spectrum of IH-901 reference material 

7. 1HMQC NMR spectrum of IH-901 reference material 



8. HMBC spectrum of IH-901 reference material

9. NOESY spectrum of IH-901 reference material



10. Reference literature for NMR assignment of IH-901



10. Reference literature for NMR assignment of IH-901



11. FT-IR spectrum for IH-901 reference material

12. Reference literature for IR spectrum of IH-901RM



12. Reference literature for IR spectrum of IH-901RM



12. Reference literature for IR spectrum of IH-901RM

13. HPLC/MS spectrum for IH-901RM(positive mode)



14. HPLC/MS spectrum for IH-901RM(negative mode)

15. Reference literature for LC/Mass spectrum of IH-901RM



15. Reference literature for LC/Mass spectrum of IH-901RM



15. Reference literature for LC/Mass spectrum of IH-901RM



16. HR-FAB/MS spectrum for IH-901RM(positive mode)

17. HR-FAB/MS spectrum for IH-901RM(negative mode)



18. Elemental composition determined by HR-FAB/MS

19. UV spectrum for IH-901RM



20. UV spectrum of the peak corresponding to IH-901RM in HPLC photodiode array system

21. HPLC fingerprint 1 for IH-901 reference material



22. Peak purity analysis for IH-901 reference material in HPLC system 1

23. HPLC fingerprint 2 for IH-901 reference material



24. Peak purity analysis for IH-901 reference material in HPLC system 2

25. HPLC fingerprint 3 for IH-901 reference material



26. Reference literature for the LC separation of less polar ginsenosides



26. Reference literature for the LC separation of less polar ginsenosides

27. Reference literature for optical rotation of IH-901RM



27. Reference literature for optical rotation of IH-901RM

28. TLC fingerprint for IH-901RM



29. ICH guideline for validation of analytical procedure: methodology



29. ICH guideline for validation of analytical procedure: methodology



29. ICH guideline for validation of analytical procedure: methodology

30. HPLC fingerprint 1 for IH-901RM



31. HPLC fingerprint of test material solvent for IH-901RM

32. Standard curve for IH-901RM in HPLC method 1



33. Chromatogram of HPLC 100% method 2 for IH-901RM

34. HPLC fingerprint 2 of test material solvent for IH-901RM



35. Standard curve for IH-901RM in HPLC 100% method 2

36. Chromatogram of HPLC 100% method 3 for IH-901RM



37. HPLC fingerprint 3 of test material solvent for IH-901RM

38. Standard curve for IH-901RM in HPLC 100% method 3
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