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1. 서 론

생체 아민(biogenic amines)은 생물체의 세포 내 아

미노산의 탈탄산 작용(decarboxylation), 아미노기 전이

작용(transamination) 등의 화학적 작용에 의해 생성되

는 생리활성을 지닌 저분자량의 유기 질소 화합물을

말한다.1 생체 아민은 인체 및 동물체내에서 중추 신

경의 신경전달물질로서 직·간접적으로 작용하며 혈압

조절 및 혈류 등의 심혈관계에도 영향을 미치는 필수

성분 중의 하나이다.2 또한 생체 아민은 일반적으로

인체 내의 신경 및 혈관계 등을 자극하여 임상병리학

적 증상을 유발시킬 수 있으며 체내 대사과정에서 휘

발성 N-nitrosamine과 같은 강력한 발암 물질을 발생

시킬 수 있는 잠재성을 지니고 있다.3

생체 아민은 화학적 구조에 따라 3가지로 분류할

수 있다. 방향족 아민류(tyramine, phenylethylamine), 지

방족 아민류(putrescine, cadaverine, spermine, spermidine),

헤테로사이클릭 아민류(tryptamine)가 대표적 예이다.

또한 생체 아민은 생합성 과정에 따라 크게 카테콜아

민과 폴리아민으로 나눌 수도 있다. 대표적인 생체아

민의 구조는 Fig. 1과 같다. 이러한 생체 아민의 대사

이상은 체내에서 신경 및 정신 작용과 관련하여 다양

한 질환에 밀접하게 관련되어 있어 생리학적으로 그

중요성이 크다.4,5

1.1. 카테콜아민(catecholamines)과 폴리아민(polya-

mine)의 역할과 중요성

카테콜아민은 벤젠고리에 인접한 히드록시기 두 개

가 치환되어 있는 카테콜그룹과 에틸아민그룹이 곁가

지로 붙어있는 구조를 가지고 있으며, 체내 주요 카테

콜아민으로는 dopamine (DA), epinephrine (E), nore-

pinephrine (NE)이 있다. 카테콜아민은 생체 내에서 생

리학적으로 중요한 신경전달물질 또는 호르몬으로 작

용한다. 예를 들어 E와 NE가 에피네프린 수용체를 자

극하여 피부나 내장혈관의 수축, 동공의 확대, 혈압의

상승 등의 작용이 있다. 이러한 특징을 갖는 카테콜아

민은 생체시료의 정량 분석을 통해 신경내분비성 질

환을 진단하고 생리·병리학적인 상태를 확인하는데

사용된다. 예를 들어 소변 또는 혈장 내 비정상적으로

높은 카테콜아민의 농도는 카테콜아민 생성 종양인

크롬친화성세포종(pheochromocytoma), 부신경절종

(paraganglioma), 신경아세포종(neuroblastoma), 파킨슨
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병(Parkinson's disease) 등을 암시한다.6-8 따라서 카테

콜아민 대사체 중 주요 지표물질을 정량분석 함으로

써 질환의 조기 진단에 사용될 수 있다. 또한 카테콜

아민의 생산, 대사, 분비 속도와 관련된 정보들은 스

트레스의 진단 및 관리에 있어 유용함을 보여준다.9

그리고 특정 카테콜아민 농도의 증가는 고혈압, 심부

전과 관련이 있어서 특히 주목할 필요가 있다.10 결과

적으로 카테콜아민과 그 대사체들은 대사 이상으로

발생되는 질환을 진단하고 치료 과정을 면밀히 모니

터링 할 수 있는 중요한 생체지표(biomarker)로서 이

용할 수 있음을 시사해준다.

폴리아민은 생물계에 널리 존재하는 제1급 아미노

기를 두 개 이상 갖는 저분자의 지방족탄화수소를 말

한다. 폴리아민은 동물, 식물 및 미생물에 걸쳐 모두

존재하는 필수 구성성분으로, 특히 성장조절물질로 알

려져 있다. 그리고 폴리아민은 체내 pH에서 양이온으

로 존재하여 전기적으로 DNA, RNA, 산, 인지질, 단

백질과 같은 음이온성 화학종과 반응할 수 있다. 따라

서 핵산의 안정화 및 조절 작용을 함으로써 세포의

생장과 증식 및 막 안정성에 중요한 역할을 한다.11 또

한 폴리아민은 활성산소종(reactive oxygen species)을

제거하는 산화방지제 역할을 함으로써 DNA, 단백질,

지질을 보호하기도한다. 폴리아민의 종류는 1,2-diami-

nopropane (1,2-DAP), putrescine (PUT), cadaverine

(CAD), spermidine (SPD), spermine (SPM), acetylspermine

(AcSPM), diacetylspermine (DiAcSPM), diacetylspermidine

(DiAcSPD), 1,3-diaminopropane (1,3-DAP), N-acetylpu-

trescine (N-AcPUT), N-acetylcadaverine (N-AcCAD) 등

이 있다.12 이들 중 PUT, SPM, SPD는 세포 분열을

촉진시키는 필수 화합물로 알려져 있다. {이러한 영향

으로 인해}폴리아민의 과다축적은 암세포로의 전이를

유발한다고 알려져 있으며, 현재 동물세포를 이용한

폴리아민 연구가 활발히 진행되고 있다.

1.2. 대사경로 과정

카테콜아민은 티로신(tyrosine)으로부터 합성되며,

첫 번째 단계에서 티로신은 티로신 히드록실라아제

(tyrosine hydroxylase)에 의해 수산화(hydroxylation)반

응으로 L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)이 생성

되고, 도파 디카복실라아제(dopa decarboxylase)의 탈

탄산 반응을 거쳐 도파민(dopamine, DA)이 생성된다.

DA는 다시 dopamine β-hydroxylase (DBH)에 의해서

수산화 반응으로 NE가 생성된다. 이후 NE는 phenyle-

thanolamine N-methyltransferase (PNMT)에 의해서 메

틸화 반응(methylation)으로 E가 생성된다. 이러한 카

테콜아민들은 catechol-O-methyltransferases (COMTs) 또

는 monoamine oxidases (MAOs)에 의해 각각 메틸화

및 산화적 탈아민 반응으로 분해되어 homovanillic

acid (HVA)와 vanillylmandelic acid (VMA)와 같은 산

성형의 구조를 가진 물질이 카테콜아민의 최종 대사

체가 된다. 이들 카테콜아민의 체내 대사 경로는 Fig.

2에 실었다.

폴리아민의 합성은 ornithine의 탈탄산 반응에 의해

PUT가 생성되는 것부터 시작해서 SPD, SPM 등의 폴

리아민이 생성된다. 폴리아민 대사는 산화(oxidation),

아세틸화(acetylation), 아미노기 전이, 카르바모일화

(carbamoylation) 반응에 의해 일어난다. 생체 내에서

PUT는 두 개의 다른 경로를 통해 합성된다. 첫 번째

경로는 arginine이 arginine decarboxylase (ADC) 효소

에 의해 촉진되어 agmatine으로 변환된다. 이후

agmatine은 agmatine imino hydroxylase (AIH)에 의해

N-carbamoylputrescine으로 변환되어 결과적으로 N-

carbamoylputrescine은 PUT로 변환된다. 두 번째 다른

경로는 arginine이 ornithine으로 변환되고 ornithine은

ornithine decarboxylase (ODC)에 의해 PUT로 변환된

Fig. 1. Chemical structures of typical biogenic amines.
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다. 한편, CAD는 lysine decarboxylase (LDC)에 의해

1단계의 반응으로 lysine으로부터 합성된다. SPD는

decarboxylated S-adenosyl-L-methionine (SAM)으로부

터 aminopropylic group을 사용하여 PUT로부터 합성

된다. 이 반응은 spermidine synthase에 의해 촉진된다.

SPM도 spermine synthase에 의해 decarboxylated SAM

의 aminopropylic group을 사용하여 spermine synthase

에 의해 촉진되며 SPD로부터 합성된다.13 체내에서

폴리아민류의 생성과정은 Fig. 3에 실었다.

1.3. 물리적·화학적 성질의 특징

카테콜아민은 히드록시기가 결합된 방향족 화합물

로 쉽게 산화되는 성질이 있어서 시료 보관이나 전처

리시 분석물질의 변성에 유의해야 한다. 특히 산소나

다른 산화제 존재시 쉽게 산화되어서 O-quinone과 유

사한 화합물을 형성하고, 반응이 더 진행되면 착색된

생성물의 혼합물이 생기게 된다. 그러므로 카테콜아민

용액은 아스코르빈산이나 NaHSO3와 같은 항산화제를

첨가하여 보존하여야한다. 한편, 이러한 산화 경향을 이

용하여 HPLC의 전기화학 검출기에 적용할 수도 있다.

카테콜아민은 산성기(방향족 히드록시기)와 염기성

기(지방족 아미노기)를 모두 가지고 있는 극성물질이다.

그렇기 때문에 pH 7.4에서 NE는 양이온형(cationic

forms)이 95% 이상 존재하고 양쪽이온형(zwitter ionic

forms)이 약 3% 정도 존재하며 비이온형(nonionized

forms)이 2% 이하로 존재하는 것으로 밝혀졌다.14 이

와 같은 사실 때문에 NE, DA와 같은 카테콜아민은

물에 대한 용해도가 크다. 카테콜아민은 분자 중에 O-

dihydroxybenzene 또는 페놀 구조를 가지고 있어서,

중금속이온과 착화합물을 이루고 발색한다.

폴리아민은 분자량이 작은 지방족 아민으로 물에

잘 녹으며 아미노기를 두 개 이상 갖는다. 세포 내 폴

리아민은 다가양이온으로서 음전하를 띠는 핵산, 인지

질, 다른 단백질과 상호 작용을 한다. 특히 폴리아민

Fig. 2. Metabolic pathways of catecholamines.

Fig. 3. Metabolic pathways of polyamines.
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이 핵산에 작용하면 전사나 해독작용에 영향을 준다.

그리고 세포막에 존재하는 인지질에 작용할 경우 막

투과성 등 세포막의 성질을 변화시켜 활성에 변화를

준다.

1.4. 프로파일링 분석(profiling analysis)을 통한

조기진단

생체아민은 체내에 극미량으로 존재하고 있지만 고

감도의 분석기법이 개발되면서 대사 이상으로 발생하

는 다양한 질환 진단에 활발히 적용되고 있다. 카테콜아

민 중 HVA, VMA, 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA),

4-hydroxy-3-methoxymethamphetamine (HMM) 등은 진

단의 생체지표로 널리 사용되었다. 폴리아민의 대사이

상에 대한 지표물질로는 PUT, SPD, SPM이 주로 사

용되었다. 이들 물질은 크롬친화성세포종, 신경질환,

파킨슨병 등 여러 질환에 대한 생체지표로 주목 받고

있다. 1971년 Russell이 암 환자의 소변 시료에서 폴

리아민이 과다 검출되는 것을 발견하고 폴리아민의

과다 분비와질환과의 상관관계를 연구하였다.15 한편,

악성 종양 환자의 소변 시료에서 폴리아민의 농도가

크게 증가했다는 보고가 있었다.16 이외에도 몇몇 종

류의 악성 종양세포 증식에 세포내 폴리아민의 농도

증가가 있음이 보고되어 폴리아민이 암의 생체지표로

서 주목을 받고 있다.17-20 그리고 적혈구 내 폴리아민

의 농도는 세포 증식의 척도로 사용되고 있는데, 암환

자의 적혈구에서 SPM과 SPD가 높은 농도로 측정되

었다. 따라서 폴리아민의 생체 농도는 암환자와의 관

계에 있어 암 진단 및 치료에 매우 중요한 의미를 가

지고 있다.21

2. 방 법

2.1. 생체시료의 채취 및 보관

생체시료 중 극미량의 생체아민류를 정확하게 분석하

기 위해서는 각 생체시료의 전반적인 보관 방법과 화합

물의 안정도, 변성에 대하여 매우 유의하여야 한다.

2.1.1. 소변

소변 시료는 혈액시험에 비해 시료 채취가 용이하

며, 시료 변성 가능성이 적으며, 분석이 용이하여 경

제적인 장점을 가지고 있다. 그러나 시료의 보존 시간

이 길어질수록 시료의 안정성이 떨어지는 경우가 있

다.22 보통 24시간 동안 채취한 소변 시료는 지정된

보존제를 넣은 용기에 받아 분석 전까지 냉장보관 한

다. 소변 시료의 pH 값은 화학구조의 변화를 막기 위

해 정확하게 유지되어야 한다.23 따라서 보존제 처리

와 냉장보관을 하지 않을 경우 측정할 물질이 변성되

어 분석 결과에 큰 오차가 생길 수 있음을 유의해야 한

다. 카테콜아민은 소변 시료에서 황산염 형태나 글루쿠

로닉의 형태로 존재한다. 특히 산화 가수분해는 황산염

형태의 카테콜아민에서 잘 일어나므로 ethylenediamine

tetraacetic acid (EDTA), 아스코르빈산, 글루타치온을

보존제로 사용하면 카테콜아민의 산화를 막는데 효과

적이다. 소변 시료의 카테콜아민 보관시 보존제로

HCl 용액을 사용한 경우도 있으며, 보존제로 처리하

고 분석 전까지 -20 oC에서 보관하면 최대 6개월까지

보존 가능하다.24 그러나 폴리아민은 일반적으로 암모

니아보다 강한 염기성을 띠어 소변 시료에서 화학구

조의 변화가 일어나지 않는다. 따라서 소변 시료 중

폴리아민 분석에 있어서 따로 보존제를 사용하지 않

고 저온에서 보관할 수 있다.11,22,25 온도와 보관 기간

을 달리한 실험에서 폴리아민의 농도가 보관시의 온

도에 크게 영향을 받지 않는 특징도 보고되었다.22

2.1.2. 혈액

혈액 시료를 채취시 적당한 응고방지법이 없다면

응고가 쉽게 일어나기 때문에 혈액 시료의 분석을 위

해서는 적절한 보관 방법이 필요하다. 혈액 시료를 분

석하기 위해서는 분석 전에 항응고제(주로 EDTA, 리

튬 헤파린염)를 넣어 보관한다. 혈액 시료에 항응고제

를 적절한 비율로 투여하지 않으면 micro clot이 생겨

분석과정에 엄청난 오차를 유발할 수 있어 주의가 필

요하다. 보통 채취된 혈액은 응고 방지과정을 거친 후

-20 oC 이하에서 보관해야 한다.22,25-27 또는 채취된 혈

액 시료가 항응고 과정을 거친 다음 분석 전까지 4 oC

에 보관된 경우도 있었으나 이 조건에서 혈액 시료의

안정성은 1주정도 밖에 되지 않았다.21 채취된 혈액

시료를 건조, 살균하여 응고 방지제로 10% EDTA

tetrasodium salt를 넣은 다음 원심분리 하여 -20 oC에

서 보관하기도 한다.28

2.1.3. 생체조직

그 밖에 생체시료로는 뇌 조직, 모발, 손톱, 타액 등

이 있으며, 보관할 때 생체 지표의 농도를 유지할 수

있게 하는 것이 중요하다. 이를 위하여 액체 질소를

이용한 급속냉각으로 생체 지표의 농도를 유지하면서

시료의 변성을 막을 수 있는 방법이 이용된다.29 특히

뇌 조직은 냉동 및 해동 조건에서 많은 양의 세포 소
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실이 일어나기 때문에 적절한 보관 방법을 필요로 한

다. 따라서 신속히 분리하여 추출할 때까지 -80 oC에

서 보관한다.30,31 카테콜아민은 뇌척수액에서 비교적

안정적인데, 시료 채취시 혈액에 의해 오염되어 적혈

구의 용혈로 카테콜아민류의 산화가 일어날 수 있다.

따라서 혈액에 의해 오염되면 바로 원심 분리하여 혈

액을 제거해야 한다. 그리고 뇌척수액 시료를 4 oC에

서 저장했을 때는 24시간까지 안정하였다.32 또 시료

를 얼리게 되면 몇 시간 동안은 5-HIAA와 HVA의 변

성이 일어나지 않으며, -70 oC 이하에서 보관하면 항

산화제 없이도 5년 이상 보관이 가능하다.33 이외에도

마우스 시료의 뇌하수체 전엽을 적출한 후 식염수로

세척하고 생화학적 분석 전까지 인산염 완충용액에

얼리거나,34 뇌의 각 부분의 무게를 측정하고 -20 oC

에서 보관한 사례가 있었다.35

2.2. 시료 추출 및 정제 방법

생체시료를 분석하기 전, 목적성분을 제외한 시료

내 방해 물질을 제거함으로써 분석 물질의 감도를 높

일 필요가 있다. 따라서 생체시료의 특징에 따라, 분

석대상물질에 따라, 분석 장비에 따라, 적절한 추출

방법과 전처리 방법을 선택 하여야 한다.

2.2.1. 원심분리법(high-speed centrifugation)

원심분리는 고속회전으로 발생하는 원심력을 이용

하여 액체 중의 물질들을 비중에 따라 분리하거나 고

체입자 또는 액체미립자를 분리하는 조작이다. 특히

고체와 액체의 혼합물의 경우 고체입자의 크기와 밀

도의 차가 적어서 중력의 힘만으로 침강이 잘 되지

않을 때 원심력이 작용하면 입자는 더 많은 힘을 받

아 침강속도가 빨라져 단시간 내에 쉽게 침강할 수

있어 효율적이다. 이는 그 자체로도 유용한 방법일 뿐

만이 아니라 침강분리, 탈수, 여과 등의 기계적 분리

시에도 많이 이용된다. 인체 소변 시료 중 세포와 다

른 미립자들을 제거하기 위해서 HCl, NaCl, ether 등

을 첨가한 원심분리(10분, 2000 rpm)방법이 소개되었

다.36 또한, 고체상 추출법에 의한 전 단계로서 혈액과

소변 시료가 각각 1400 g에서 5분간, 1000 g에서 3분

간 원심분리를 통한 미립자의 제거에 대한 연구도 소

개되었다.31

2.2.2. 액-액 추출법(liquid-liquid extraction, LLE)

서로 용해도가 차이가 나는 두 액상 간에 목적성분

의 분배를 이용한 분리법이다. 섞이지 않은 2개의 액

체에서 목적성분의 용해도 차이를 이용한 이 방법은

선택성이 우수해서 고순도화가 가능하며 추출능력이

커서 성분의 농축이 가능하다. 액체상으로는 주로 물

과 유기용매를 이용한다. 회수율이 높고 2차 오염을

일으키지 않는 장점이 있다. 하지만 추출시간이 길고

과량의 추출용매를 사용해야하며, 화기에 대해 반드시

대책이 필요하다. 소변 시료에서 카테콜그룹을 가진

화합물을 특이적으로 두 단계의 LLE로 시행한 방법

이 보고되었다. 첫 번째 단계에서는 NH4Cl에 EDTA

와 phenylboronic acid를 녹여 NH4OH로 pH를 조정한

후 추출하였다. 두 번째 단계는 1-octanol이 정량적으

로 녹아있는 heptane에 tetraoctylammonium bromide

(TOAB)를 용해시켜 추출하였다.6

2.2.3. 고체상 추출법(solid phase extraction, SPE)

SPE는 추출용매를 카트리지에 넣어 습윤 상태로 만

들고 액체 형태의 시료를 고체상(solid phase)에 흘려

주어 용질을 물리·화학적 특성에 따라 흡착시킨 후

세척과정을 거쳐 적합한 용출용매로 원하는 물질을

선택적으로 용출시키는 전처리 방법이다. 시료를 추출

하고 정제시키므로 실험이 용이하고 여러 시료를 신

속하게 분석할 수 있다는 장점이 있다. 하지만, 분석

결과가 SPE 카트리지의 정지상 극성에 따라 차이를

보이므로 정지상 흡착제의 선택에 어려움이 있을 수

있다.37 유기용매의 사용량은 액상추출법에 비해 적지

만 카트리지 제조회사별, 활성화 방법 등에 따라 다른

결과가 나타날 수 있다. 최근에는 친수성-소수성 균형

흡착제를 사용한 HLB-SPE 카트리지를 이용해서 소변

시료 중에 카테콜아민을 분석한 방법,38,39 molecularly

imprinted polymer (MIP)가 흡착제로 사용된 카트리지

를 사용한 분석방법도 보고되었다.40 후자의 흡착제인

MIP는 수소결합과 정전기적 상호작용에 의해서 목적

성분을 흡착시킬 수 있는 특이성을 가지고 있다. 또한

phenylboronic acid (PBA) 카트리지가 소변 시료 중의

카테콜아민 정량·정성분석에 많이 사용되고 있으며,

특히 자동화된 방법으로 SPE에 이용되고 있다.24,40,41

그 외에도 medium cation exchange (MAX)-SPE 카트

리지를 이용해서 혈액과 소변 시료에서 카테콜아민을

분석한 방법이 최근에 소개되었다.26

2.3. 시료별 추출 정제 방법

2.3.1. 소변(urine)

소변 시료 중 생체 아민을 분석하기 위해서는 전처

리 과정이 선행되어야 한다. 소변 시료를 원심분리와
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LLE를 이용하거나,7 filter paper로 추출하는 방법42이

있다. 또는 HPLC-ECD에 분석 전 SPE 추출을 사용하

기도 한다.43 다른 전처리 방법으로는 이온 교환법을

사용하는 경우가 있는데, 이 경우 10~15분 동안 지속

적으로 침전물이 생길 경우 원심분리 하는 것이 좋다.44

혹은 소변 시료에 다른 표준용액과 perchloric acid를

더한 다음 완전하게 섞은 후 원심분리 하여 상층액을

추출하거나,11 처음부터 소변 시료를 pentane으로 추출

후 원심분리 하고 다시 그 용액에 1,6-diaminohexane

을 넣고 탄산염 완충용액을 가해 pH 9.0으로 만들어

정제한다.25 또는 소변 시료를 원심분리 후 1:4의 비율

로 증류수를 희석한다.22 그리고 소변 시료 중 신경전

달물질은 생체 내 대사과정에서 글루쿠로닉 혹은 황

산염과 결합된 상태로 존재하므로 신경전달물질을 가

수분해 한 후에 분석한다. 따라서 소변 시료에서

normetanephrine (NMN)과 metanephrine (MN)을 추출

하는데 HCl을 첨가하여 20분간 수욕 상에서 산가수분

해로 가열 추출하였다.38 소변 시료 중 생체아민류의

전반적인 분석과정은 Fig. 4에 실었다.

2.3.2. 혈액(blood, serum, plasma)

혈액 시료가 응고되기 전에 원심분리, LLE 등을 이

용하여 혈액에서 필요한 부분(적혈구, 백혈구, 혈소판

및 혈장)을 추출한다. 혈장분석시 적혈구를 분리하기

위해 전체 혈액을 원심분리하며, 혈청을 분석하기 위

해서는 분석 전에 응고 방지제를 넣어 분리한다.23 적

혈구 분석시 혈액 시료를 리튬 헤파린 튜브에 넣어

원심분리한 후, 혈장을 제거해 NaCl 용액을 가하여

적혈구의 활동을 멈추게 한다. 다시 10%의 냉각

perchloric acid를 넣어 시료의 단백질을 제거한 후 얼

음 욕조에서 보관했다가 원심분리하여 적혈구를 추출

한다.21 또는 혈액 시료를 증류수로 희석시킨 후 가열

하거나 온도를 높여 단백질을 침전시킨다. 그 후 다시

혈액 시료에 탄산나트륨 완충용액을 가하여 수용액

상태의 시료를 추출한다.25 또는 탄산나트륨 완충용액

을 넣어 pH를 9.0으로 조절할 수도 있다.45 저온에서

보관한 혈액 시료를 해동한 후, 아세토니트릴을 가하

여 단백질을 제거한 다음 원심분리 하여 상층액을 추

출후 분석에 사용한다.28 혈액 시료 중 생체아민류의

일반적인 분석과정은 Fig. 5에 실었다.

2.3.3. 뇌 조직(brain tissue)

뇌 조직은 마우스 시료로부터 적출하여 보통 -80 oC

에서 즉시 얼렸다가 사용하기 직전 해동한다. 해동된

뇌 조직은 균질기로 균질화하여 교반한 후 원심분리

하여 추출하고 정제한다. 뇌 조직은 실험에 따라 사용

되는 부위가 다르므로 필요 부위를 절단하여 사용한

다. 마우스의 뇌 조직의 해마, 전전두엽 피질, 선조체

를 분석할 때, -80 oC에서 얼린 뇌를 아세토니트릴 혼

합물과 함께 4 oC에서 20분 동안 고주파를 거친 후

원심분리 하는 방법이 소개되었다.46 또는 뇌 조직의

4개 부분(전두엽, 기저핵, 측중격핵, 편도체)을 절단하

여 각 부분을 포름산 용액에서 균질화하고, 4 oC에서

원심분리 후 상층액에 있는 신경전달물질을 분석한

바 있다.29 뇌 조직 중 생체아민류의 전반적인 분석과

정은 Fig. 6에 실었다.

Fig. 4. Analytical procedure of biogenic amines in urine
samples.

Fig. 5. Overall analytical procedure of biogenic amines in
blood, serum and plasma.
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2.3.4. 모발(hair)

모발 시료는 시료 채취가 용이하며 채취한 후 가수

분해한 다음 규조토 칼럼들을 사용하여 SPE를 이용하

여 추출 정제하는 방식이 널리 사용되었다. 모발 시료

는 순차적으로 탈이온수 및 아세톤과 함께 3번 세척

한 다음, 초음파를 이용해 0.1% sodium dodecylsulfate

(SDS)로 세척한다. 그 다음 상온에서 질소 기류 하에

건조시킨 후, 50 mg의 모발 시료 부분 표본들을 원심

분리기에 정밀하게 넣는다. 분석하기 전 모발시료는

일반적으로 상온에서 보관한다. 모발 시료는 장기간의

만성 생화학 정보를 가지고 있으며 편리한 시료채취,

안정성, 효과적인 분리, 높은 민감성, 짧은 분석시간

등의 장점이 있다.47

2.4. 생체아민의 화학 유도체화 방법

미량의 극성물질을 분석하기 위해서는 화학 유도체

화 방법이 널리 사용되며 화합물의 구조에 따라 다양

한 유도체화 방법이 있다. 화학 유도체화 방법은 화합

물의 열적 안정성을 높이고 크로마토그래피의 기능을

향상시킨다. 그리고 분석 장비 중 가스 크로마토그래

피(gas chromatography, GC) 적용 시 분석이 용이하도

록 화합물의 극성을 낮추며 휘발성을 증가시킬 수 있

도록 화합물의 이화학적 성질을 전환시킨다. 질량분석

기에 연계할 경우 유도체화 방법을 사용하여 화합물

의 확인이 용이하도록 특성이온을 생성시켜 정성 및

정량분석에 도움을 준다. 그 외에도 selected ion

monitoring (SIM)에 의해서 분석의 감도를 높일 수 있

다. HPLC-UV를 사용할 때 화합물의 발색단이 없거

나 낮은 흡광도를 갖는 화합물 분석의 경우에 유도체

화 방법의 도입으로 분석의 감도를 크게 향상시킬 수

있다. 대표적인 예로, 폴리아민은 적당한 발색단과 형

광단을 가지지 않으며 휘발성이 낮고 분자량이 작아

분석 감도가 떨어지기 때문에 유도체화 시약과 반응

시켜 분석 감도를 높인다. 유도체화 시약과 반응시킨

후 폴리아민의 감도가 50배나 높아진 경우가 있으며,

짧은 시간 내에 분석이 가능하고, 다양한 온도에서 검

출이 가능하다.11 또한 화합물이 시료의 방해물질에

영향을 받는 경우, 머무름 시간을 조정하여 매트릭스

효과를 크게 줄일 수 있다.

화학 유도체화 방법의 또 다른 장점은 용매추출 방

식에 적용시킬 수 있는 점이다. 수용성 화합물을 유기

용매로 추출하기 위해 수용성 극성물질의 특성 기능

기 한 부분을 유도체화 시켜 비수용성 화합물로 전환

시키는데 사용될 수 있다. 특히 매트릭스가 매우 복잡

한 시료 내의 특정한 화합물을 분석하려면 유도체화

방법이 필요하다. 유도체화 방법을 실시하지 않는다면

불필요한 화합물까지 추출되기 때문에 목적성분을 선

택적으로 유도체화 시켜 추출하는 것이 효율적이다.

유도체화 방법은 크게 생체 아민인 카테콜아민과

폴리아민에 따라 나눌 수 있다. 카테콜아민의 유도체

화 방법은 매우 다양한 시약이 사용된다. 특히 극미량

의 카테콜아민 대사체류를 분석하기 위해서는 극성이

큰 아미노기, 히드록시기, 카르복시기의 활성수소를

가진 화합물을 휘발성이 크고 안정한 비극성의 유도

체 화합물로 전환하는 과정이 필수적이다.48 일반적으

로 아민류에 대하여 alkylation49-52과 alkoxycarbonyl

esterfication53-55 유도체화 방법이 주로 사용되고 있다.

소변 시료에서 VMA와 HVA의 정량 분석을 위해 유

도체화 작용물질로써 ethyl chloroformate를 사용한 경

우도 있었다.43

카테콜아민은 발색단을 가지고 있으며 일반적으로

UV를 이용해 검출하기도 한다. 하지만 UV로 검출하

는 경우 매우 낮은 농도의 카테콜아민류를 분석하는

데 한계가 있다. 따라서 분석 감도를 높이고 시료 매

트릭스의 영향을 줄이기 위해서 형광 그룹을 결합시

키는 유도체화 방법이 널리 사용된다. 이러한 형광물

질은 기존의 카테콜아민 파장을 다른 UV 파장으로

바꾸어 준다. 따라서 시료가 다른 물질들로부터 영향

Fig. 6. Analytical procedure of biogenic amines in mouse
brain tissue.
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을 덜 받게 할 수 있다. 카테콜아민의 유도체화에 사

용되는 형광시약들은 Table 1과 같다.56-79

덧붙여, 생체시료 중 폴리아민의 다양한 유도체화 방

법에 대한 실례를 간단히 소개하면 다음과 같다. 첫 번

째 예로 소변 시료 중 폴리아민을 분석하기 위해 염기

성 조건에서 benzoyl chloride를 가하여 benzoylation 시

킨 후 diethyl ether로 추출한 경우가 있다.11

두 번째 예로 dansyl chloride를 사용하여 적혈구 내

폴리아민을 유도체화한 방법이 있다. 적혈구가 있는

perchloric 층에 포화된 탄산나트륨 용액을 넣어 알칼

리화 한 다음 dansyl chloride가 있는 아세톤을 넣는다.

하루 정도 보관한 뒤 proline에 의해 과량의 dansyl

chloride를 제거한 후 dansyl 유도체를 시클로헥산으로

추출하여 질소 조건하에서 증발 건조한다. 특히

dansyl 유도체화 된 폴리아민은 조금 더 쉽게 이온화

되는 현상을 보였다.21

세 번째 예로 N-hydroxy-succinimidyl fluorescein-

O-acetate (SIFA)로 폴리아민을 유도체화 하는 방법이

있다. 사람 혈장 내 폴리아민에 형광을 띄게 만드는

방법으로 먼저 시료를 테프론이 코팅된 바이알에 넣

고 borate 완충용액으로 pH를 고정시킨 후 SIFA 시

약을 넣는다. 그 후 45 oC에서 30분간 가온하여 유도

체화 시켜 HPLC-FLD (fluorescence detector)로 분석

하였다.28

Table 1. Fluorescence reagents used for catecholamine analysis

Reagent Target
Instru-

ment
Sample Detection limits Ref.

O-phthaldehyde DA CE Rat striatum 36 nM (S/N=3) [56]

Naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde DA MEKC Standard 31 nM (S/N=3) [57]

Naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde DA, NE CE
Microdialysate from 

thalamus of rats
1 nM (S/N=3) for NE [58]

Naphthalene-2,3-dicarboxaldehyde DA MEKC Human urine 4.7 nM (S/N=3) [69]

5-Furoylquinoline-3-carboxaldehyde DA, NE MEKC Standard 20 nM (S/N=3)for NE [60]

Fluorescein isothiocyanate
DA, NE, E,

DOPA
CE Standard 1.2 nM (S/N=3) for DA [61]

Fluorescein isothiocyanate DA, NE CE P. oleracea L. extracts 0.34 nM (S/N=3) for DA [62]

Fluorescein isothiocyanate DA, NE, E CE PC-12 tumor cell extracts 0.08 nM (S/N=3) for DA [63]

N-Hydroxysuccinimidyl fluorescein

-O-acetate 
DA, NE, E LC Human urine 3.2 fmol (S/N=3) for NE [64]

4-Fluoro-7-nitro-2,1,3-

benzoxadiazole

DA, NE, E,

NMN, MN
LC Standard 0.5 nM [65]

Ethylenediamine NMN LC Rat tissues homogenate 10 nM (S/N=3) for NMN[66,68-70]

Ethylenediamine
DOPAC, 

HVA
LC Rat kidney microdialysate

5 nM (S/N=3)

for DOPAC
[67]

Ethylenediamine DA -
Pharmaceutical products

and human urine
120 nM (S/N=3) [71]

1,2-Diphenylethylenediamine DA, NE, E LC

Extract of culture media

removed from myeloid

cells

3 nM (S/N=3) for E [72]

1,2-Diphenylethylenediamine DA, NE, E LC Standard 2.5 pM (S/N=3) for E [73]

1,2-Diphenylethylenediamine DA, NE LC Brain microdialysate 4.2 pM (S/N=3) for DA [74]

1,2-Diphenylethylenediamine
DA, NE,

DOPAC
LC

Brain extracts and microdi-

alysate
12 pM (S/N=3) for NE [75]

Benzylamine NE LC Mouse brain icrodialysate 4.0 pM (S/N=3) [76]

Benzylamine NE LC Mouse brain icrodialysate 4.5 pM (S/N=3) [77]

1,2-Phenylenediamine DA - Standard 2.1 µM (S/N=3) [78]

Terbium (III) ion DA, NE, E LC Urine 10 nM (S/N=3) for NE [79]

CE, capillary electrophoresis; DA, dopamine; DOPA, 3,4-dihydroxyphenylalanine; DOPAC, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid; E, epineph-

rine; HVA, homovanillic acid; LC, liquid chromatography; MEKC, micellar electrokinetic chromatography; MN, metanephrine; NE, nore-

pinephrine; NMN, normetanephrine
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마지막 예로 소변과 혈청 시료에 각각 전처리 과정

을 실행한 후 isobutyl chloroformate를 넣고 아민 카르

바모일화 한다. 35 oC에서 배양하고 식힌 뒤 diethyl

ether로 2번 추출한 후 유도체화 된 용액을 농축하고

다시 acetic acid와 acetic acid-acetonitril을 1:1 비율로

하여 첨가한다.25 그 외에 모발 시료의 폴리아민을

heptafluorobutyryl chloride (HFB-Cl)로 유도체 합성하

고 n-hexane으로 용출한 경우도 있었다.47

2.5. Biogenic amine류의 검출 방법

2.5.1. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

ELISA 방법은 항체(또는 항원)에 효소를 표지하고

효소활성을 지표로 하여 항원항체반응을 이용한다. 이

를 통해 항원(또는 항체), 항체량의 강도를 확인하고

정량적으로 측정하는 방법이다. 발색반응산물을 만들

기 위해서 무색의 기질과 함께 항체흡착 효소를 반응

시킨다. 반응형식을 2가지로 크게 나누어 볼 수 있다.

첫 번째는 효소표지항체(또는 항원)와 비표지항원(또

는 항체)을 경쟁시키는 방법이다. 경쟁 반응에서는 항

원과 반응하는 항체에 바로 효소를 결합시켜 사용하

는 방법이 있다. 두 번째는 이 2가지를 경쟁시키지 않

는 방법이다. 비경쟁반응에서는 항원과 결합할 효소가

없는 1차 항체와 그 1차 항체와 연결하는 2차 항체에

효소를 결합시켜 분석하는 방법이 있다. 그리고 항원

이 플레이트에 잘 결합하도록 항원에 대한 항체를 먼

저 플레이트에 결합시키고 그 항체에 항원을 결합시

킨 다음 직·간접적으로 조사하는 샌드위치 방법도 있

다. 이 방법은 다른 분석법에 비해 높은 선택성과 감

도를 가지고 있으며 분석 방법이 편리하다는 장점이

있다. 또한 세기가 미미한 복사선이라도 정밀한 측정

이 가능하며 검사과정이 비교적 간단하고 시약만 준

비되면 전처리 없이 바로 시료를 분석할 수 있다. 결

합분획과 유리분획을 분리한 후 통상 결합분획의 방

사능을 측정한다. 세로축은 표준물질을 반응시켜 얻은

결합분획의 복사선을 기준으로 하고 가로축은 표준물

질의 농도를 기준으로 하여 표준곡선을 그리면 복사

선 측정치와 농도가 역상관계를 보인다. 결과적으로

미지검체의 농도를 구할 수 있다.

2.5.2. High performance liquid chromatography (HPLC)

HPLC는 카테콜아민과 그 대사체를 분석하는데 가

장 많이 이용되는 방법이며 자동 주입기를 사용하여

하루에 대량의 시료를 분석할 수 있다.45 DA, E, NE를

분석하기 위해서 역상 액체 크로마토그래피(reversed

phase liquid chromatography, RPLC) 또는 전기화학검

출기가 연결된 친화/이온쌍 HPLC (affinity/ion-pair

HPLC, IPLC)를 많이 사용한다. 이 검출 방법들은 감

도가 우수하고 선택성이 비교적 높지만,40 장비 조작

기술이 복잡하고 LLE80 및 SPE81와 같은 시료 전처리

과정이 필수적으로 선행되어야한다. 최근에는 이온 교

환 또는 phenylboronic acid 친화성 지지체를 이용한

자동화 온라인 추출법을 사용하기도 한다.24,82 RPLC

에서 더 나아가 친수성 상호작용 크로마토그래피

(hydrophilic interaction chromatography, HILIC), pre-

aqueous liquid chromatography (PALC)가 개발되었다.41

최근에는 10,000 psi 이상의 고압을 지원하는 ultra

performance liquid chromatography (UPLC)도 개발되

어 미량의 대사체 분석에 사용되고 있다. 높은 감도를

가지며 아주 미세한 크기의 정지상 입자를 사용하여

분리능이 크게 향상된 장점을 가지고 있다. 하지만 목

적성분의 농도가 매우 낮은 생체시료에서는 LLE,

SPE, low-performance liquid chromatography와 같은

시료 전처리가 필요하다. 복잡한 전처리 과정에도 불

구하고 방해물질이 충분히 제거되지 않기 때문에 선

택적 검출이 필수적이다.40 LC에 연결하여 사용되는

검출기는 주로 electrochemical detector (ECD), mass

spectrometer (MS) 및 tandem mass spectrometer (MS/

MS)이며 그 외에도 fluorescence, UV/Vis, chemilumi-

nescence 등이 있다. 검출기 개발이외에도 효과적인

분리기술을 위해 다양한 HPLC 칼럼들이 개발 중이며,

이를 이용한 비교실험이 진행 중에 있다. 이처럼 칼럼

과 검출기의 종류에 따라 다양한 HPLC 분석 방법이

존재한다.26

HPLC는 생체시료의 분석, 대사체 프로파일링 분석

에 가장 많이 사용되는 분석기기이다. 그러나 HPLC-

UV는 분석물질의 적절한 발색단이 있어야 검출이 가

능하다. UV 스펙트럼은 복잡한 시료 내 목적성분들에

대한 유용한 정보를 주기도 하지만 종종 정확한 동정

이 불가능하며 성분의 간단한 구분 정도만 보여주는

경우가 있다.83 따라서 HPLC-UV/fluorescence는 적혈

구 중 폴리아민 검출 시 dansyl chloride로 유도체화

시키는 방법이 널리 사용되고 있으나, PUT에 있어서

는 매우 낮은 감도를 보이는 단점이 있다.21 HPLC-

ECD는 산화-환원반응을 기초로 한 방법으로 신경과

학 분야에서 널리 사용된다. 특히 파킨슨병의 진단에

있어서 카테콜아민류의 분석에 주로 HPLC-ECD가 사

용되고 있다.46 그러나 평형에 이르는데 긴 시간이 요

구되며, 수용성 고분자 물질의 검출에 적합하지 않은
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단점을 가지고 있다.

2.5.3. 전기화학검출기(Electrochemical detector, ECD)

주요 신경전달물질인 카테콜아민류의 검출에 있어

서 다양한 검출기가 사용되고 있으나, 이들 중 가장

널리 사용되는 검출기는 ECD이다. 이 검출기는 산화-

환원반응의 특징을 가지고 선택적으로 검출할 수 있

는 장점이 있다. 최근 DA의 검출에 있어서 탄소 나노

튜브/키토산이 치환된 유리탄소전극(glassy carbon

electrode modified with carbon nanotube/chitosan)이

높은 안정성과 우수한 감도를 가지고 있다고 보고되

었다.84 또한 DA를 검출할 경우에 screen-printed

electrodes를 사용하면 농축 전 극미량일 때도 검출이

가능하다. 따라서 소변이나 혈청에서의 일부 특정 카

테콜아민 분석에 유용하게 쓰인다.85 DA, E, NE를 검

출할 때 유리탄소전극을 이용한 differential pulse

stripping voltammetry를 사용하며 pH 6.4에서 모든 물

질이 민감한 반응을 보인다.86 DA, E, NE 검출 시

monolithic silica disk-packed spin column은 기존의

silica보다 시료 흡수력을 낮추며 미량의 분석 물질에

도 반응하기 쉽기 때문에 생체시료 분석에 적합하다.

이는 ECD가 형광검출기보다 좋은 감도와 선택성을

보였다.87

2.5.4. HPLC-MS/MS (tandem mass spectrometry)

LC-MS는 일반적으로 HPLC에서 좋은 발색단을 가

지지 않는 경우 사용하며 구조 확인에 있어서 용이하

다. 또한 LC-MS는 빠르고 선택적이며 민감하고 좋은

감도를 가지는 장점이 있다. LC-MS/MS (tandem mass

spectrometry)는 잘 알려지지 않은 대사체나 성분 분석

이 애매한 경우 사용하며 시료 처리량과 감도 면에서

GC-MS보다 우수하다. 동위원소 희석(isotope dilution)

법을 적용한 LC-MS/MS방법은 성분 정성 및 정량분

석에 있어서 가장 적절한 방법으로 소개되었다.82 LC-

MS/MS로 적혈구 세포의 폴리아민을 분석하는데 널리

사용된다. 생체시료 중 극미량의 폴리아민을

dansylation시켜서 분석할 때, LC-MS/MS는 HPLC-

FLD 또는 flow injection analysis (FIA)-MS 보다 더 좋

은 분석결과를 보여 주었다.21 또한 LC-MS/MS 방법으

로 폴리아민은 1 ng/mL의 정량한계를 보여준다.25 기존

의 HPLC-ECD는 혈장 내 MN과 NMN을 분석할 때

HPLC-MS/MS보다 감도가 떨어지므로 HPLC-ECD보다

는 HPLC-MS/MS을 사용하는 것이 유리하다. 기존의

검출 방법들은 많은 시간이 소요되며 시료를 전처리

하는데 번거롭지만 이 방법은 자동 시료 분석이 되므

로 다루기 쉽고 짧은 시간이 소요되며 저렴한 편이다.88

이외에도 flow system에서 HPLC를 결합한 LC-NMR

은 성분의 구조적 확인에 적용되었으나, 분리능과 감

도에 있어서 아직 문제점을 가지고 있다.

UPLC-MS/MS는 2 µm 미만의 매우 작은 입자를 사

용하여 분석물질을 분리하는데 있어 높은 피크 분리능

을 보여주었다. 미세한 충진제를 사용하여 좋은 분리능

과 감도를 가지며 고압으로 인해 분리속도가 매우 빠

르다. 하지만 신경전달물질의 분석에는 드물게 쓰이고

있다. 현재 사용하는 방법들보다 분석 시간이 짧으며

작은 부피(5 µL)의 시료를 가지고도 분석이 가능하다.30

이종 분석관이 연결된 HPLC-Q-TOF-MS (quadrupole-

time of flight mass spectrometry)는 대사체 분석에 대한

많은 정보를 얻을 수 있으며 전체 이온 크로마토그램

(total ion chromatogram, TIC)으로부터 분석 대상이 되

는 이온 추출이 가능하다.40 추출이온크로마토그램으로

부터 목적성분의 존재와 정량에 대한 정보를 매우 높

은 감도로 얻을 수 있는 장점이 있다. 

2.5.5. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)

GC 분석에 앞서 카테콜아민과 그 대사체류의 아민

기의 극성을 낮추고 휘발성을 증가시키기 위해서 유

도체화 과정이 반드시 선행되어야 한다. 일반적으로

GC 화학 유도체화 방법은 자동화 immunoassays와

HPLC-ECD의 단점을 보완한 방법이다.38 GC 분석 시

극성 작용기(-OH, -NH2, -COOH)에 있는 활성 수소를

막기 위하여 전처리를 하는데 이 과정은 폴리아민 구

조에 있어서 부적합하기 때문에 폴리아민을 대상으로

분석할 때 잘 사용되지 않는다.25 GC 분석 시 극성 작

용기에 대한 감도가 낮고 시료 처리 단계와 분석시간

이 길기 때문에 시료 처리량이 제한적이다. 하지만 유

도체화가 가능한 물질은 정량·정성 분석을 할 때 높

은 감도와 분리능을 나타내기 때문에 매우 널리 사용

되고 있다.

과거에는 GC의 검출기로써 flame ionization detector

(FID)를 많이 썼으나 최근에는 높은 감도를 가지며 분

석 물질 확인에 유용한 질량분석법(MS)로 대체하고 있

다. MS는 성분 분리에 용이하며 대부분의 유기 성분을

발견할 수 있고 비교적 높은 감도를 가지고 있다. 실례

로 GC-TOF로 결장조직의 폴리아민을 분석하여 암을

진단한 경우도 있다. 분석 감도를 향상시킬 수 있는 선

택이온모니터링을 사용한 분석법인 GC-MS-SIM 방법

은 재현성과 감도에 있어 이점을 보여주었다.47
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2.5.6. Capillary electrophoresis­mass spectrometry

(CE-MS)

CE-MS는 시료 전처리 과정 거의 없이 1000개에서

2000개의 폴리펩티드를 검출할 수 있으며, 지질, 탄수

화물, 염 등과 같은 물질들이 존재하면 분석하는데 문

제점을 유발시키므로 주의해야 한다.89 CE는 UV, MS,

ECD와 같은 다양한 검출기에 연결시켜 사용한다. CE

는 높은 감도를 얻기 위해 field-amplified sample

injection (FASI)에 의한 온라인 시료 전 농축과정이 사

용되기도 한다.90 그러나 FASI는 이전 농축한 시료를

통해 감도를 향상시켜주지만 기질의 염에 의해 방해를

받는데, 이를 줄이기 위해 SPE와 molecularly imprinted

polymer (MIP)를 이용한다. 따라서 MIP-SPE와 FASI-

CE-UV을 함께 사용하면 시료를 직접 사용하면서도

염의 방해를 줄일 수 있기 때문에 소변 시료 내의 신

경전달물질을 분석하는 좋은 방법이 될 것이다.91

2.5.7 동속전기영동(Isotachophoresis, ITP)

ITP에 의한 분석에는 따로 전 처리방법이 필요하지

않다. 이는 ITP에서 동속 전기 영동법의 2차원 설정으

로 인해 충진 되지 않은 매트릭스 화합물이 분사 밸

브에 남아 있기 때문이다. 하지만 종종 시료의 농축이

필요한 경우도 있다. 이는 동속 전기 영동법과 모세관

구역 전기 영동법을 합친 ITP-CZE가 문제 해결을 위

해 현재 시험되고 있다.43

3. 질병 진단을 위한 

임상분석방법의 예

3.1. 크롬친화성세포종(pheochromocytoma)

크롬친화성세포종은 부신 수질의 신경내분비성 종

양을 말한다. 이 종양은 크롬친화성 세포에서 발생되

는 것으로 알려져 있다. 이 질환의 원인으로는 확실하

게 알려진 것은 없으며, 전체 크롬친화성세포종의 약

25% 정도가 유전자 변이에서 비롯되었다고 한다. 질

환과 직접적인 연관이 있는 유전자 5가지로는 RET

roto-oncogene, von Hippel-Lindau (VHL), neurofibro-

matosis type 1 (NF1), succinate dehydrogenase subunits

D와 B (SDHD, SDHB)가 있다. 동반되는 증후로는 고

혈압과 저혈압, 체온상승, 심부전, 심근증 등이 있다.

크롬친화성세포종의 특징은 정상보다 과도한 양의

카테콜아민과 HMMA (4-hydoxy-3-methoxymandelate),

HVA와 같은 대사체를 많이 분비하는 것이다. 따라서

혈액이나 소변 등의 생체시료에서 HMMA와 HVA를

지표물질로 선정하여 검출한다.7,92 보다 정확한 진단

을 위하여 24시간 동안 소변 시료를 채취하여 MN과

NMN, E와 NE, VMA, HVA의 농도를 측정하는 방법

이 가장 널리 이용되고 있다. 혈액 중에는 MN과

NMN, E와 NE를 측정하는 방법이 널리 이용되고 있

다. 이 방법은 HPLC-ECD, LC-MS/MS 및 GC-MS/

SIM으로 시간에 따른 대사체의 변화량을 관측하여 진

단한다. 그 외에 혈청 중의 chromogranin A (Cg A)의

농도를 측정하는 방법이 있는데,93 이는 Cg A가 종양

세포에 카테콜아민과 함께 저장되고 분비되기 때문이

다. 그러나 감도가 낮고 검출 특이성이 떨어지기 때문

에 임상에서 진단 방법으로는 사용되지 않는다. 덧붙

여서 clonidine suppression test에서 정상인일 경우

clonidine에 의해 카테콜아민 생산이 감소하고 크롬친

화성세포종 환자일 경우는 그 반응이 미미하다.

3.2. 신경아세포종(neuroblastoma)

신경아세포종은 5살 이하 아동에게서 유병률이 높

은 종양 질환 중 하나이다. 이 종양은 인체 내에서 빠

르게 퍼지며 다양한 부위에서 발병하는 특징을 가진

다. 전체 신경아세포종 환자의 65%는 주로 복부와 부

신에서 종양이 발생하며 아동들은 주로 목과 가슴에

서 종양이 발생한다. 나이와 성별에 따라 예후를 보며

나이와 질병 단계에 따라 진단한다.94 신경아세포종은

카테콜아민 생합성 및 대사 이상과 밀접한 관계를 가

지고 있다. 이 종양은 교감신경계에 기원을 두고 이를

반영하며 DA의 주요 대사체인 HVA, 그리고 E와 NE

의 주요 대사체인 VMA가 이 질환에 관련된다. 또,

이 질환이 있으면 카테콜아민 물질대사가 활발해지기

때문에 소변에 HVA, VMA와 같은 대사체들이 많아

진다.43 따라서 환자의 혈청과 소변에서 정상인에 비

해 HVA, VMA와 같은 대사체들이 많이 분비되므로

신경아세포종의 진단에 편리한 지표로 쓰인다.95 또는

VMA, HVA, 5-HIAA를 신경아세포종의 생체지표로

쓰이기도 한다. 종양이 있는 경우 소변에서 VMA 농

도는 정상인에 비해 매우 높았다.94 대체적으로 정상

인과 환자 모두 HVA보다 VMA 농도가 더 낮았다.44

신경아세포종을 진단하는데 필요한 지표물질의 선정

과 분석방법은 Table 2에 실었다.7,42-45,94

3.3. 멘케스병(menkes disease)

멘케스병은 체내 구리 수송 장애로 인해 퇴행성신

경병증이 생기는 X 염색체 연관 유전 질환이다.96 구

리는 미량 원소로써 cytochrome C oxidase, superoxide
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dismutase, lysyl oxidase, tyrosinase, DBH 등의 많은

효소 체계에서 필수적인데, 구리가 결핍되어 이들 효

소 체계에 기능 장애가 생기면 멘케스병에서 볼 수

있는 여러 임상 증상들이 생기게 된다. 그 중

cytochrome C oxidase의 기능 저하가 대부분의 신경

학적 증상에 관련되어있다. 비경구 구리 히스티딘 요

법으로 초기에 치료할 수 있지만 유아기에는 잘 나타

나지 않아 진단이 어렵다. 구리 수송을 주관하는 유전

자 P형인 ATP7A가 멘케스병의 원인 유전자로 확인

되었는데, 구리 의존 효소의 활동이 저하되면 DA가

NE로 변하는 과정을 저해한다.

HPLC로 환자들의 소변을 분석한 결과, HVA/VMA

비율이 환자들에게는 4.1에서 69.7까지 다양한 범위로

나타났지만, 대체적으로 정상인에 비해 비율이 높은

편이었다.97 따라서 HVA와 VMA는 이 병을 진단하는

데 중요한 지표 물질로 인식되고 있다.

3.4. 신경교종(neuroglioma)

신경교종은 뇌와 척수의 내부에 있는 신경교세포에

서 기원하는 종양이다. 신경교종의 대부분은 주위 정

상 조직을 침투하여 빠른 성장을 보이며, 수술로 완전

히 제거하는 것이 어렵다. 신경교종은 종양을 구성하

는 주된 세포에 따라 성상세포종, 핍지교세포종, 상의

세포종 등으로 분류된다. 신경교종을 진단할 때 폴리

아민 농도를 측정하는 방법을 이용한다. 신경교종 환

자를 진단하는데 있어서 적혈구세포 내 PUT, SPD,

SPM을 LC-MS/MS로 분석하여 수행한 예가 있었다.

적혈구세포로부터 폴리아민의 지표물질을 추출한 후

유도체화 하여 GC, LC, HPLC로 확인을 해왔지만 주

요 지표물질인 PUT에 대해서 감도와 정확성이 낮은

단점이 나타났다. 하지만 LC-MS/MS를 이용하여 적

혈구 세포에 있는 PUT 검출감도를 높일 수 있었다.

진단에 있어서 일반적으로 환자의 폴리아민 중 SPD

농도가 특히 높았다.21

3.5. 암(cancer)

암이란 정상적이지 않은 세포가 불완전하게 성숙하

거나 억제되지 않아 과다하게 증식하여 생기는 체내

혹 또는 덩어리를 말한다.98 종양조직은 빠르게 RNA

의 증식을 유도하고, 폴리아민은 RNA polymerase의

활동과 RNA 대사과정을 증가시킨다. 이런 영향으로

PUT, CAD, 1,3-DAP, DiAcSPM과 같은 폴리아민이

종양조직에서 빠르게 증가한다.13

암을 진단하기 위한 일환으로 다양한 분석법이 적

용되었다. 일례로 남성과 여성의 모발에 있는 폴리아

민을 분석하였는데, 생체지표로는 PUT, SPD, SPM을

선정하여 GC-MS/SIM으로 분석하였다. 그 결과, 폴리

아민 중 SPD가 가장 높은 농도로 검출되었고 다음으

로 PUT, SPM 순이었다. 그리고 대체적으로 여성보다

남성에서 폴리아민 농도가 높았다.47

암 환자의 소변을 수집해 DAP, PUT, SPD, SPM,

CAD, AcSPM을 생체지표로 하여 HPLC-Q-TOF-MS

로 분석하였다. 전체적인 폴리아민의 농도는 암 환자

에서 더 높게 나타났다. 그리고 환자의 소변 시료에서

PUT의 농도가 SPM의 농도보다 더 높았지만 정상인

의 경우 그 반대였다.11 이러한 경향은 암환자의 조기

진단을 위한 지표물질의 정량분석에 있어 매우 중요

한 의미를 갖는다. 암 환자의 혈장을 HPLC-FLD로

PUT, SPD, SPM, CAD를 분석하였다. 그 결과 암 환

자의 SPD, SPM의 농도가 더 높게 나타났다.45

특히 유방암 환자를 대상으로 한 검사들이 많이 보

고되었다. 유방암 환자와 결장암 환자 및 정상인의 소

변과 혈청에 있는 DiAcSPD와 DiAcSPM을 ELISA 방

법으로 분석한 결과 DiAcSPM이 DiAcSPD보다 민감

하게 나타났다. DiAcSPD와 DiAcSPM은 기존의 지표

인 carcinoembryonic antigen (CEA) 또는 carbohydrate

antigen (CA) 15-3보다 많은 양이 검출되었다. 그 때문

에 DiAcSPD과 DiAcSPM가 종양 지표로 더 유용하게

사용될 수 있을 것이다.22 또, 유방암 환자와 정상인의

Table 2. Analysis of biogenic amines in urine of patients with neuroblastoma

Target Instrument Detection limit Ref.

HMMA, 5-HIAA, HVA HPLC-ECD
HMMA: 0.15 mol/L, 5-HIAA: 0.03 mol/L,

HVA: 0.08 mol/L
[7]

VMA, HVA, DA HPLC - [42]

VMA, HVA ITP-ITP,HPLC-ECD VMA: 3.7 µmmol/L, HVA: 2.7 µmmol/L [43]

HVA, VMA GC-FID - [44]

VMA, HVA, 5-HIAA HPLC-MS
VMA: 0.001 mg/L, 5-HIAA: 0.015 mg/L, 

HVA: 0.050 mg/L
[45]

VMA Ion-exchange chromatography - [94]
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소변과 혈청에서 폴리아민(1,3-DAP, PUT, CAD, N-

AcPUT, N-AcCAD, SPD, AcSPD, AcSPM, SPM) 농

도를 LC-MS/MS로 분석한 결과, 두 그룹 간 소변 내

폴리아민 농도의 차이는 크지 않아서 유방암 진단 시

소변 폴리아민의 종양 지표로는 적절하지 않았다. 하

지만 혈청에서 1,3-DAP, PUT, SPM, AcSPD의 농도는

유방암 환자의 농도가 정상인보다 높은 농도를 가져

서 혈청 내 폴리아민 농도가 암 진단의 지표가 될 수

있다.25 유방암 환자 중 폐경기 전후와 수술 전후의 환

자, 그리고 정상인의 폴리아민(1,3-DAP, PUT, CAD, N-

AcPUT, N-AcCAD, SPD, N-AcSPD, SPM, N-AcSPM)

농도를 LC-MS/MS로 비교 측정한 경우도 있었다.27

3.6. 파킨슨병(Parkinson's disease)

파킨슨병은 뇌의 구조적 손상에 기인하여 가장 흔

하게 발생하는 신경계 퇴행성 질환으로, 1817년 영국

인 의사 James Parkinson이 처음으로 진전, 근경직 및

자세성 반사의 소실의 특징적인 증후군을 ‘진전마비

(shaking palsy)’로 기술하면서 알려지게 되었다.

파킨슨병은 기저핵을 포함하는 신경계의 만성적이

고 점진적인 질환으로 근 긴장의 장애, 비정상적 자세,

불수의 운동과 같은 증상을 나타낸다. 파킨슨병의 이

러한 증상은 대뇌피질에서의 운동명령을 통합하고 근

육의 움직임을 무의식적으로 조절하는 기저핵의 신경

변성으로 미상핵과 피각부위로 DA를 보내는 흑질 치

밀부의 손상 및 파괴로 인한 DA의 감소가 주원인이

라고 할 수 있다. DA의 감소가 일어나는 원인에는 생

성 자체의 감소와 생성된 DA의 산화, 분해 등이 있다.

파킨슨병 환자의 뇌 조직 시료99와 소변 시료100는

DA가 산화된 강력한 도파민계 신경독인 oxidopamine

(6-OHDA)을 포함하고 있다. 그리고 DA의 전구물질

인 L-DOPA는 도파민의 감소를 치료하기 위해 이용된

다. 이러한 치료를 받는 환자의 6-OHDA 농도가 정상

인과 비교하여 증가되었다.101 6-OHDA 농도의 증가로

인하여 장기적인 L-DOPA를 이용한 치료는 심각한 부

작용을 갖고 있으나, 현재로서는 다른 대안이 없는 실

정이다.

1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP)

으로 파킨슨병을 유발된 마우스의 뇌세포를 이용하여

DA, dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), HVA를 분

석하였다. 그 결과, 정상에 비해 DA, DOPAC, HVA

농도가 현저히 낮았다.8 그리고 또 다른 분석에서는

6-OHDA, DA, DOPAC, HVA를 분석한 결과, DA,

DOPAC, HVA 농도는 파킨슨병에서 정상보다 낮은 농

도를 보였다. 그리고 파킨슨병이 유발된 마우스의 뇌세

포에 L-DOPA를 주입했을 경우, 6-OHDA는 L-DOPA를

주입하지 않았을 때보다 높은 농도를 보였다.102

4.7. 알츠하이머병(Alzheimer's disease)

알츠하이머병은 베타 아밀로이드라는 독성 단백질

이 뇌에 축적되면서 뇌신경세포가 점진적으로 소멸되

는 병으로 서서히 발병하여 악화되는 특징적인 경과

를 보인다. 사망한 알츠하이머병 환자의 뇌를 현미경

으로 검경하면 베타 아밀로이드 단백질이 침착된 특

징적인 노인반과 신경원섬유 농축이 관찰되는 것을

볼 수 있다. 최근 알츠하이머병은 베타 아밀로로이드

가 침착하여 생긴 노인성신경반과 타우단백질이 과인

산화(hyperphosphorylation) 되면서 서로 결합한 신경

섬유다발이 신경세포 손실을 일으키는 것으로 알려져

있다.

알츠하이머병과 카테콜아민의 관계는 1970년대에

알츠하이머병 환자의 뇌에서 카테콜아민의 변화를

연구한 것에서 시작된다. 그 결과 DA와 NE의 농도

평균치가 알츠하이머병 환자의 뇌에서 확연하게 낮

았다는 것을 밝혀냈다.103 그리고 1983년에 카테콜아

민과 콜린성효소를 측정한 결과에서 노르에피네프린

신경과 콜린성신경이 알츠하이머병에서 감소함을 찾

았고, 결론적으로 카테콜아민의 농도가 정상인에 비

해서 낮다는 것을 밝혔다.104 최근에 알츠하이머병

환자들의 혈장에서 카테콜아민의 대사를 측정하였다.

그 결과, 알츠하이머병 환자들의 시상하부에서 콜린

성 시냅스 전 뉴런의 결핍을 나타냈다. 시상하부는

말초의 카테콜아민 대사에 중요한 역할을 하는데,

이러한 결핍으로 알츠하이머병 환자들은 카테콜아민

농도가 감소하였다.105 그 후 많은 문헌에서 혈장과

세포에서 카테콜아민 농도와 알츠하이머병의 깊은

연관성을 찾아냈다.105-115

알츠하이머병 환자들의 소변 시료를 HPLC-FLD로

분석한 사례를 살펴보면, 환자들에게서는 L-DOPA,

DOPAC, DA, NE가 모두 정상인에 비해 현저히 낮은 농

도를 보였다.116 또한 뇌척수액을 시료를 HPLC-ECD로

NE, 3-methoxy-4-hydroxyphenylglycol (MHPG), DOPAC,

HVA, 5-HIAA를 검출한 결과, 정상인에 비해 환자에

서 더 낮은 농도로 검출되었다.117

4. 결 론

생체아민은 중추신경의 신경전달물질로써 심혈관
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계에서부터 신경정신작용에 이르기까지 인체 전반

에 두루 영향을 미치는 물질이다. 특히 카테콜아민

의 대사체인 HVA, VMA는 크롬친화성세포종, 파킨

슨병, 알츠하이머병과 같은 질환에서 생체시료 내

의 농도가 변하기 때문에 생체지표로 임상에서 사

용되고 있다. 또 폴리아민 중에 PUT, SPD, SPM은

각종 종양 질환과 관련이 깊은 생체지표인데, 주로

소변과 혈액 시료에서 매우 극미량으로 존재하고

있다. 따라서 이들 화합물의 정확한 분석을 위해서

는 적절한 전처리 방법과 유도체화 방법이 필요하

며, 각각의 분석기기가 가지는 특징을 고려하여

ELISA, HPLC, ECD, HPLC-MS/MS, GC-MS, CE-MS,

ITP와 같은 적절한 분석 방법을 선택해야 한다.

특히 대사체 프로파일링 분석법은 심혈관계 질환,

당뇨, 치매, 암 등과 같은 질환에서 나타나는 비정상적

인 대사 이상을 측정함으로써 병태생리학적 지표를 규

명하는 연구에 널리 이용되고 있다. 그러므로 대사체

프로파일링 분석법은 질환의 진단뿐만 아니라 이를 활

용하여 신약개발 관련 생체지표 발굴에 이용될 수 있

으므로 그 가치가 높다고 할 수 있다.

앞으로는 신속하고 감도가 우수하며 경제적인 분

석 기기의 발달과 더불어 질환의 증상이 발현되지

않는 초기상태에서의 조기진단을 가능케 하며, 질병

진단을 위한 생체지표로서 생체 아민의 중요성을

인식할 수 있을 것으로 예상된다. 따라서 고감도의

분석방법을 개발하여, 인체내 극미량의 생체아민 대

사체의 프로파일링 분석을 함으로써 질환 진단의

유용성과 범위를 넓힐 수 있을 것이라고 예상된다.

프로파일링 분석법은 생체지표로써 생체아민 뿐만

아니라 스테로이드와 같은 내인성 물질의 대사이상

으로 기인되는 쿠싱증후군(Cushing's syndrome), 콘증

후군(Conn's syndrome) 등과 같은 다양한 질환의 조

기진단에 활용될 수 있을 것이다.
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