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요 약: 본 연구에서는 비글견 혈장 중의 파록세틴을 액체상추출법(LLE)으로 전처리하고 액체크로마토

그래피-탠덤질량분석기(LC-MS/MS)로 신속하게 분석하는 방법을 개발하였다. 파록세틴과 내부표준물질

로 사용한 플루오세틴을 TBME(tert-butyl methyl ether)로 추출하고 상층액을 취하여 건조시킨 후, 이동

상 100 µL로 재분산하여 LC-MS/MS에 주입하였다. HPLC 분석조건으로 Capcell Pak UG120(2.0 × 150

mm, 5 µm) 컬럼을 사용하였으며, 이동상은 50% 아세토니트릴(pH 3, formic acid로 조정) 용액을 사용하

였고, 유량은 0.2 mL/min으로 하였다. MS/MS의 SRM(selective reaction monitoring) 방법으로 파록세틴과

플루오세틴의 선구 이온, 생성 이온을 각각 m/z 330→ 192, m/z 310→ 148로 분석한 결과 0.02~5 ng/mL

의 농도범위에서 상관계수(R2) 0.9993으로 좋은 직선성을 나타내었다. 또한 정량한계는 0.02 ng/mL이며,

정밀성은 일내 및 일간 변동계수가 7.67 % 이하이고, 정확도는 92.96~102.99 %로 비글견 혈장 중의 파록

세틴의 약물동력학 연구에 이용될 수 있는 충분한 감도와 특이성, 직선성, 정밀성 및 정확성을 갖고 있

음을 확인하였다.

Abstract: A simple and sensitive method for the determination of paroxetine in canine plasma was developed

and validated by liquid-liquid extraction and liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-/MS/MS).

Fluoxetine was used as an internal standard. Paroxetine and internal standard in plasma samples were extracted

using TBME (tert-butyl methyl ether). A centrifuged upper layer was then evaporated and reconstituted with
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mobile phase of 50% acetonitrile adjusted to pH 3 by formic acid. The reconstituted samples were injected

into a Capcell Pak UG120 (2.0 × 150 mm, 5 µm) column. Using MS/MS with SRM (selective reaction

monitoring) mode, the transitions (precursor to product) monitored were m/z 330 → 192 for paroxetine, and

m/z 310 → 148 for internal standard. Linear detection responses were obtained for paroxetine concentration

range of 0.02~5 ng/mL. A correlation coefficient of linear regression (R2) was 0.9993. Detection of paroxetine

in canine plasma was accurate and precise, with limit of quantification at 0.02 ng/mL. The method has been

successfully applied to pharmacokinetic study of paroxetine in healthy beagle dogs. 

Key words : Paroxetine, LC-MS/MS, canine plasma, pharmacokinetic study

1. 서 론

파록세틴(paroxetine)은 (3S-trans)-3-[(1,3-benzodioxol-

5-yl-oxy)methyl]-4-(4-fluorophenyl)piperidine의 화학구

조(Fig. 1)를 가지며, 불안을 수반하는 우울증 및 모든

형태의 우울성 질환, 강박장애, 공황장애, 사회불안장

애 및 사회공포증, 월경 전 불쾌감 등의 치료제로 사

용되고 있다. 파록세틴의 약리작용은 세로토닌이 신경

말단으로 재흡수 되는 것을 선택적으로 차단하여 발

생되며(selective serotonin re-uptake inhibitor, SSRI),1-4

삼환계 항우울제와 약리효과는 비슷하지만 세로토닌

이 신경말단으로 다시 흡수되어 불활성화하는 것을

선택적으로 차단하기 때문에 뇌에서 세로토닌의 작용

이 강화된다5-9. 또한 항콜린성 작용 등의 자율신경계

및 심혈관계 작용이 거의 나타나지 않고, 모노아민 산

화효소 억제제(monoamine oxidase inhibitors, MAOIs)

의 무차별적 상호작용이 없기 때문에 부작용이 적은

장점을 가지고 있다5-9. 파록세틴의 최고혈중농도 도달

시간은 3~8시간이며, 혈중소실반감기는 약 15~22시간

이고, 작용 발현시간은 2주이며, 주로 신장과 분변을

통하여 배설되는 것으로 보고되어 있다.10

생체시료 중 파록세틴의 분석은 주로 액체크로마토

그래피(HPLC)11-14와 기체크로마토그래피(GC)15-16로

하는 방법들이 주로 이용되었다. 액체크로마토그래피

의 경우 파록세틴을 유도체화 하지 않고 형광검출기

또는 자외선검출기로 분석하는 방법과 dansyl chloride

등과 같은 유도체화 반응시약을 이용해 형광검출기로

분석한 방법 등이 보고되어 있다. 이러한 분석방법들

은 검출한계가 주로 5 ng/mL로 생체시료 분석을 수행

하기에는 다소 감도가 낮으며, 가장 감도가 좋게 보고

되어 있는 문헌에서도 그 검출한계가 0.2 ng/mL에 불

과하다.12 최근에는 주로 액체크로마토그래피-질량분석

기(LC-MS) 또는 액체크로마토그래피-탠덤질량분석기

(LC-MS/MS, triple quadrupole 또는 ion trap 방식)를

이용한 혈 중 파록세틴의 고감도 분석법이 많이 보고
17-21되고 있으며, 생체시료의 전처리 방법으로는 고체

상 추출법(solid phase extraction, SPE)과 액체-액체 추

출법(liquid-liquid extraction, LLE)이 주로 사용되었다.

그러나 액체크로마토그래피-질량분석기들의 다양한

분석 방법에 따라 정량한계(limit of quantitation,

LOQ)는 각 문헌별로 0.05~5 ng/mL으로 100배 정도

의 큰 차이를 보이고 있다.

본 연구에서는 생체시료 중 파록세틴의 초고감도

분석법을 개발하기 위하여, 액체-액체 추출법(LLE)과

액체크로마토그래피-탠덤질량분석기(LC-MS/MS)를
Fig. 1. Chemical structures of (A) paroxetine, (B) fluoxetine

(I.S.).
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사용하여 이미 보고된 정량한계보다 더욱 낮은 농도

의 정량한계를 얻을 수 있었으며, FDA 가이드라인에

준하여 분석법의 검증(validation)을 실시하였다. 또한,

파록세틴을 투여한 비글견 혈장을 시간별로 채취하고,

본 분석법에 의해 혈 중 파록세틴의 농도를 구하여,

약물동력학 연구에 응용할 수 있었다.

2. 실 험 

2.1. 시약 및 기기

파록세틴(paroxetine)과 내부표준물질로 사용한 플루

오세틴(fluoxetine)은 Sigma사 (St. Louis, MO, USA)의

시판품을 사용하였다. 이동상 제조에 사용한 아세토니

트릴, 포름산, 탈이온수는 Fisher Scientific사(Springfield,

NJ, USA)의 HPLC급 시약을 구입하여 사용하였으며,

시료 전처리에 사용한 TBME (tert-butyl methyl ether)

및 기타 시약들은 특급 및 1급 시약들을 사용하였다.

HPLC는 Thermo Finnigan Surveyor HPLC (Thermo

Electron Co., San Jose, CA, USA)를, 시료주입을 위

한 autosampler는 CTC ANALYTICS PAL (Zwingen,

Switzerland)를, 탠덤질량분석기(MS/MS)는 TSQ Quan-

tum Ultra (Thermo Electron Co., San Jose, CA, USA)

를 사용하였다. 본 연구에 사용한 MS/MS는 collision

cell이 90o로 휘어진 방식으로, 신호 대 잡음비(S/N

ratio)를 크게 줄일 수 있는 장점이 있어 고감도의 생

체시료 분석에 유용하게 사용되고 있다. 

HPLC 컬럼은 Shiseido Capcell Pak UG120(2.0×

150 mm, 5 µm, Shiseido, Tokyo, Japan)를 사용하였으

며, 컬럼 보호를 위해 ChemTech Korea사(Seoul, Korea)

의 stainless steel frit 조합형(0.5 µm)을 장착하였다.

데이터 처리장치로는 Thermo Electron사의 Xcalibur

(Ver. 1.4)를 사용하였다. 

2.2. 표준검량선 작성

파록세틴 표준품을 50% 메탄올에 녹여 농도를 1

mg/mL가 되도록 제조한 후, 이 용액을 냉동 보관하였

던 비글견 공혈장으로 희석하여 혈장 중 파록세틴 농

도가 각각 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 및 5 ng/mL

가 되도록 비글견 표준혈장을 만들었다. 또한 내부표

준물질인 플루오세틴도 50 % 메탄올에 녹여 1 mg/

mL가 되도록 하고, 이 용액을 50 % 메탄올로 희석하

여 100 ng/mL가 되도록 제조한 후, 차광하여 4 oC에

보관하였다.

비글견 표준혈장 시료 0.3 mL를 시험관에 넣고 여

기에 내부표준물질인 플루오세틴 용액 20 µL를 가하

고 탁상용 혼합기에서 10초간 혼합하였다. 여기에

TBME(tert-butyl methyl ether) 1.5 mL를 넣고 왕복진

탕기에서 15분 동안 추출하였다. 13,000 rpm에서 2분

간 원심분리 한 후, 시험관을 냉동고에서 넣어 수층을

냉동시켰다. 수층이 얼어있는 상태에서, 상층의 유기

층을 취하여 깨끗한 새 시험관에 옮기고 40 oC에서 질

소기류로 완전히 건조시켰다. 건조가 된 후, 이동상

100 µL를 가하여 재용해 시킨 뒤, 13,000 rpm에서 5

분간 원심분리하였다. 깨끗한 상층을 취해 바이알에

담은 후, 이 중 20 µL를 LC-MS/MS에 주입하였다.

여기에서 얻은 내부표준물질의 피크 면적에 대한 파

록세틴의 피크 면적비를 가지고 검량선을 작성하였다.

2.3. LC-MS/MS 조건 최적화 및 분석법 검증

비글견 혈장 중 파록세틴의 정량은 이미 보고된

LC-MS/MS 분석법을 참고19하여 최적의 조건을 확립

한 후 수행하였다. 전처리된 혈장 시료는 다음의 조건

에서 정량하였다. 분석 컬럼은 생체시료 분석에서 자

주 사용하는 Shiseido Capcell Pak UG120(2.0×150

mm, 5 µm, Shiseido, Tokyo, Japan)을 사용하였으며,

컬럼 보호를 위해 stainless steel frit 조합형(0.5 µm)도

장착하였다. 이동상으로는 50 % 아세토니트릴을 제조

한 후, 여기에 포름산을 가하여 용액의 산도를 pH 3.0

으로 조정하고, 0.2 µm membrane filter에 여과하고,

초음파세척기에서 가스를 제거한 것을 사용하였다. 분

석 컬럼의 오븐 온도는 40oC로 일정하게 하였고, 이동

상의 유속은 0.2 mL/min로 하여 분석하였다. 

검출을 위한 MS/MS 분석조건으로, 먼저 이온화 방

식은 ESI(electrospray ionization)를 선택하였으며,

positive ion mode에서 SRM(selected reaction moni-

toring) 방법을 사용하였다. Nebulizing gas로 질소가스,

collision gas로 아르곤가스를 사용하였고, 기타 MS/

MS 분석 파라미터는 spray voltage 5 kV, sheath gas

pressure 20, aux gas pressure 10, capillary temp.

320oC, tube lens offset 78(I.S.는 70), collision pressure

1.2 mTorr, collision energy 20(I.S.는 10)로 설정하여

최적화 하였다. 파록세틴과 내부표준물질로 사용한 플

루오세틴의 선구 이온은(precursor ion) 각각 m/z 330,

310의 수소화된 분자이온([M+H]+)을 사용하였으며,

생성 이온(precursor ion)으로 m/z 192, 148을 각각 모

니터링 하였다. 

하루에 실험을 5회 반복 시행하여 일내 재현성과

정확성을 구하였고, 5일간 실험을 반복 수행하여 일간
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재현성을 구하였다.

2.4. 비글견 혈장 시료의 처리 및 농도 계산

건강이 양호한 비글견 6마리에게 파록세틴을 16

mg/kg의 용량으로 경구투여한 후, 각 시간별로 채취

하여 영하 70oC에 보관했던 혈장 시료를 실온에 방치

하여 녹이고 3초동안 진탕한 다음 이 중 0.3 mL를 취

하여 검량선 작성과 동일한 방법으로 전처리하였다.

전처리한 최종 시료를 LC-MS/MS에 주입하여 얻어진

크로마토그램으로부터 내부표준물질의 피크 면적에

대한 파록세틴의 피크 면적비를 구하고, 미리 작성한

검량선에 대입하여 비글견 혈장 중 파록세틴의 농도

를 구하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 비글견 혈장 중 파록세틴의 분석법 검증

파록세틴과 내부표준물질인 플루오세틴은 positive

ion mode에서 수소화된 분자이온([M+H]+)인 m/z 330

(Fig. 2)과 m/z 310 (Fig. 3)이 가장 강한 검출세기를

보여, 이 이온들을 각 물질의 선구 이온으로 선정하였

다. 특히 파록세틴의 경우에는 [M+H]+ 이온 외의 다

른 토막이온은 검출되지 않았다. 선정한 선구이온에

대하여 product ion scan을 하였을 때, 파록세틴은 m/z

192, 178, 151, 135, 123, 109, 70의 이온이 검출되었

고, 플루오세틴의 경우에는 m/z 148 이온만 검출되었

다. 따라서 검출세기가 가장 큰 파록세틴의 m/z 192

Fig. 2. Representative electrospray spectra of (A) Q1 mass spectrum of paroxetine, (B) product ion spectrum for the [M+H]+

molecule of paroxetine.
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와 플루오세틴의 m/z 148의 이온을 생성이온으로 선

정하였다. 따라서 파록세틴과 플루오세틴의 ion

transition을 m/z 330→ 192, m/z 310→ 148로 하여

SRM 방식으로 정량하였을 때, 가장 좋은 검출감도를

나타내었다. 

건강한 비글견의 공혈장과 공혈장에 파록세틴과 내

부표준물질을 함께 가한 것 및 파록세틴 제제를 투여

한 후 2 시간 후에 채취한 혈장시료를 본 시험방법에

따라 전처리한 후, LC-MS/MS로 분석하여 얻은 크로

마토그램을 Fig. 4와 Fig. 5에 나타내었다. 파록세틴

피크의 머무름 시간은 1.8분, 내부표준물질 플루오세

틴 피크의 머무름 시간은 2.0분이며, 총 유지시간은

2.6분이었다. MS/MS의 높은 선택성 때문에 비글견

공혈장 시료에서 파록세틴과 플루오세틴의 피크 외에

어떠한 피크도 검출되지 않았으며, 피크의 모양과 두

물질간의 분리 상태도 양호하였다. 

비글견의 공혈장 시료, 비글견 공혈장에 내부표준물

질만 가한 시료 및 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5

ng/mL의 검량선용 비글견 표준혈장 시료를 각각 전처

리한 후 LC-MS/MS로 분석하였을 때, 비글견 혈장 시

료로부터 구한 파록세틴 검량선의 계산식은 Y(파록세

틴/내부표준물질 피크 면적의 비율) = 0.72145 X(파록

세틴 농도, ng/mL) + 0.00104 (R2=0.9993)으로 0.02~5

ng/mL의 범위에서 양호한 직선성을 나타내었다(Fig. 6).

혈장 중 파록세틴 최저정량한계(LLOQ, lower limit

of quantitation)는 크로마토그램상에서 신호대 잡음비

(S/N ratio)를 10 이상으로 하고 정밀성이 20% 이하이

고, 정확성이 80~120 %인 조건을 만족하는 0.02 ng/

Fig. 3. Representative electrospray spectra of (A) Q1 mass spectrum of fluoxetine, (B) product ion spectrum for the [M+H]+

molecule of fluoxetine.
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mL로 정하였다. 각기 다른 4가지 농도(0.02, 0.2, 1 및

5 ng/mL)의 파록세틴의 비글견 표준혈장을 분석하였

을 때, 본 분석법의 정밀성(C.V., %)은 일내 정밀성이

2.12~5.66 %, 일간 정밀성은 3.15~7.67% 범위로 나

타났고, 정확성은 92.96~102.99 %로 나타났으며(Table

1), 전처리를 통한 파록세틴의 회수율은 75.2~82.6 %

이었다. 이로부터 비글견 혈장 중 파록세틴에 대한

본 연구의 LC-MS/MS 분석법은 비글견에 대한 생

체이용률시험에 이용될 수 있는 충분한 감도와 특이

성, 직선성, 정밀성 및 정확성을 갖고 있음을 알 수

있었다.

3.2. 확립된 분석법을 파록세틴의 약물동력학

연구에 응용

건강상태가 양호한 6 마리의 비글견에게 파록세틴

대조약(REFERENCE)과 시험약(TEST) 제제를 16 mg/

kg의 용량으로 교차 경구투여한 후, 각 비글견으로부

터 시간별로 혈장을 채취하였다. 파록세틴이 포함되어

있는 비글견 혈장 시료는 -70oC에 보관한 후, 분석 전

에 해동하여 비글견 표준혈장과 동일한 방법으로 전

처리하고 LC-MS/MS 분석법으로 정량하였다. 비글견

혈장 중 대조약과 시험약 두 제제에 대한 파록세틴의

농도-시간 곡선을 Fig. 7에 나타내었다.

Fig. 4. LC-MS/MS chromatograms of (A) blank canine plasma, (B) blank canine plasma spiked with paroxetine and internal
standard (1 ng/mL as paroxetine).
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3.3. 보고된 다른 문헌과의 감도 비교

생체시료 중 파록세틴의 분석에 관한 많은 연구에

서 2000년도 이전에는 주로 HPLC에 자외선(UV), 형

광 검출기(FLD)를 사용한 연구가 대부분이었다. 이

중에서 가장 감도가 좋은 것이 형광검출기를 사용한

분석법으로 그 검출한계가 0.2 ng/mL12에 불과하였다.

이러한 고전적인 방법은 간섭물질과 피크가 겹치면

정량이 불가능하였으므로, 복잡한 시료 매트릭스에서

정량할 경우에는 이동상의 조성을 조절하여 최대한의

분리도가 유지되도록 하였다. 그 결과 1개의 시료당

분석시간이 최소 10~20분 이상이 되어야 분석의 정확

성과 정밀성이 확보될 수 있었다. 전임상 또는 임상시

험에서 의약품의 생체이용률 연구와 약물동력학 연구

를 수행하기 위해서는 수백~수천 개의 생체시료분석

Fig. 5. LC-MS/MS chromatograms of canine plasma sample at 2 h after oral administration of paroxetine tablets (16 mg/kg).

Fig. 6. Calibration curve of paroxetine in canine plasma (y = 0.72145 x + 0.00104, R2 = 0.9993).

Table 1. Precision and accuracy for the LC-MS/MS analysis
of paroxetine in canine plasma

Conc.

(ng/mL)

Precision (C.V., %) Accuracya

(%)Intraday Interday

0.02 5.66 4.28 102.99±6.24

0.2 5.27 5.15 98.58±5.23

1 4.38 7.67 93.15±4.09

5 2.12 3.15 92.96±1.97

a : Mean ± SD (n = 5)



장규영·강승우·한상범·염정록·이경률·이희주 145

Vol. 20, No. 2, 2007

이 이루어져야 하는데, 이를 고전적인 HPLC-UV,

HPLC-FLD 방법으로 수행하기에는 선택성과 긴 분석

시간에 따른 여러 가지 문제점이 발생하게 된다. 

이를 해결하기 위하여 2000년대 초반부터 LC-MS

또는 LC-MS/MS를 이용한 생체시료 중의 의약품 분

석이 매우 활발하게 진행되었으며, 파록세틴 또한

LC-MS, LC-MS/MS(triple quadrupole과 ion trap 방식)

에 의한 분석법이 보고되었다. 이 중 Juan 등17은

plasma 시료 0.5 mL에서 LC-MS(single quadrupole)로

분석하여 정량한계 5 ng/mL, Segura 등18은 plasma 시

료 1 mL에서 ion trap 방식의 LC-MS/MS로 분석하여

정량한계 0.7 ng/mL, Zhu 등19은 plasma 시료 0.5 mL

에서 triple quadrupole 방식의 LC-MS/MS로 분석하여

정량한계 0.2 ng/mL, Naidong 등20은 plasma 시료 0.4

mL에서 triple quadrupole 방식의 LC-MS/MS로 분석

하여 정량한계 0.05 ng/mL, Massaroti 등21은 plasma

시료 0.5 mL에서 triple quadrupole 방식의 LC-MS/

MS로 분석하여 정량한계 0.2 ng/mL를 보고하였고 파

록세틴의 생물학적동등성시험을 수행하였다. 하지만

본 연구에서는 plasma 시료 0.3 mL를 취하여 정량한

계 0.02 ng/mL의 결과를 보여 기존에 보고된 방법에

비하여 양호한 분석결과를 얻었다.

4. 결 론

본 연구에서는 TBME(tert-butyl methyl ether)를 추

출용매로 이용한 액체-액체 추출법(LLE)과 탠덤질량

분석법(LC-MS/MS)을 이용하여 비글견 혈장 중 파록

세틴을 정량 분석하였다. 비글견 표준혈장 시료로부터

구한 검량선은 0.02~5 ng/mL 범위에서 상관계수(R2)

0.9993으로 매우 양호한 직선성을 보였다. 일내 정밀

성이 2.12~5.66 %, 일간 정밀성은 3.15~7.67 %이었으며,

정확성은 92.96~102.99 %로 생체분석에 이용할 수 있

는 충분한 정밀성과 정확성을 갖고 있음을 검증하였

다. 또한, 기존 보고된 분석법보다 감도를 향상시켜

정량한계를 0.02 ng/mL까지 낮춤으로써 파록세틴의

반감기인 22시간 이상 최대 72시간까지 비글견 혈장

중 파록세틴의 농도를 측정할 수 있었다. 본 분석법을

비글견 혈장 중의 파록세틴 정량 및 약물동력학 연구

에 적용하였으며, 향후 임상시험 등의 관련분야에도

응용될 수 있을 것으로 사료된다.
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