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Abstract: In this study, patterns of proteome expression were monitored and specifically expressed proteins in

human milk were detected in collected human milk after 1 week, 3 weeks, and 6 weeks from delivery. A quantitative

shotgun proteomic approach was used to identify human milk proteins and reveal their relative expression amounts.

For each sample, two independent human milk samples from two mothers were pooled, and then three replicated

shotgun proteomic analyses were carried out. Casein, which is a highly abundant protein in human milk, was

removed, and then trypsin was treated to produce a digested peptide mixture. The peptides were loaded in the

home-made reversed-phase C18 fused-silica capillary column, and then the eluted peptides were analyzed by using

a linear ion-trap mass spectrometer. The relative quantitation of proteins was performed by the normalized spectral

count method. For each sample, 81-109 non-redundant proteins were identified. The identified proteins consisted

of glycoproteins, metabolic enzyme, and chaperon enzymes such as lactoferrin, carboxylic ester hydrolase, and

clusterin. The comparative analysis for the 63 proteins, which were reproducibly identified in all three replications,

revealed that 25 proteins were statically significant differentially expressed. Among the differentially expressed

proteins, Ig lambda-7 chain C region and tenascin drastically decreased with the delivery time.

요 약: 이 연구는 출산 후 1, 3, 6주가 경과한 산모에서 얻은 모유의 단백체 발현 양상과 과 발현 단백

질을 검출하는 것을 목적으로 하였다. 샷 건 정량 단백체 분석법을 이용하여 모유 중의 단백질을 동정하

였고, 각 수유단계 간에 정량적 비교를 하였다. 각 주의 모유 샘플은 두 명의 산모로부터 얻어진 모유를
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혼합하였고, 각 샘플 마다 3회 반복 실험을 하였다. Casein은 모유 내에 가장 많이 존재하는 단백질로서 실

험의 정확성을 위하여 제거하였고, 트립신을 이용한 절편 화로 모유 단백질들을 펩타이드로 변환하였다. 처

리된 펩타이드들은 역상 C18 미세관 크로마토그래피 및 이온-트랩 질량분석기를 이용하여 분석하였으며,

Spectra Counting으로 단백질의 정량적 비교를 하였다. 각 샘플 당, 80-109 개의 단백질을 중복 제거한 후 동

정하였다. 당화 단백질, metabolic enzyme, 및 lactoferrin, Carboxylic ester hydrolase, Clusterin을 포함하는

chaperon 효소들이 주로 검출되었다. 각 반복실험에서 재현성 있게 검출되는 63개의 단백질에 대한 정량적

비교분석 결과 25개의 단백질이 통계적으로 유의하게 수유단계에 따라 변화하는 것을 확인할 수 있었고,

특히 Ig lambda-7 chain C region과 Tenascin은 시간에 따라 현저하게 감소하였다. 향후 이와 같은 수유 단

계에 따른 모유 내 단백의 변화가 생리적으로 가지는 의미에 관하여 추가적인 연구가 필요하다 생각된다.
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1 서 론

모유는 신생아에게 가장 좋은 영양 공급원으로 알

려져 있으며, 미숙아 및 신생아 환자들에 대한 모유

공급의 중요성에 따라서 모유 은행의 설립 필요성이

대두되고 있다 기증된 모유가 저온살균과 장기 냉동

보관 과정에서 적절한 상태를 유지하는가에 대한 평

가는 중요한 문제이며, 모유에 주요 성분 중의 하나인

단백질 양적, 질적 평가는 모아 건강증진의 주요한 지

표가 될 수 있다. 단백체학이 발전함에 따라서 모유에

포함된 이로운 작용을 하는 단백질들의 구성성분과

각 성분의 기능, 함유량이 밝혀지고 있다. 모유는 생

체 내에서 영유아의 면역체계, 뇌나 위장관등의 발달

과 같은 생리학적 물질들을 함유하고 있다. 그 중 단

백질은 전체의 0.8~0.9 %를 차지하고 있으며, 수유하

는 동안 그 함유량이 변화하며, 발달 시기에 맞춰 영

유아 건강상태에 다양한 영향을 준다.1 이러한 구성성

분 중에서 영양소섭취의 촉진 역할을 하는 단백질은

b-casein, a-liactalbumin, lactoferrin, and haptocorrin이

있으며, 항군작용을 하는 단백질은 IgA, lactoferrin,

lysozyme, k-casein and lacto peroxidase이며, 이 중

lactoferrin 단백질의 경우는 소화관 발달 촉진에도 도

움을 준다2 특히 태아의 경우 IgG는 태반을 통해서도

직접 모체로부터 공급받지만, IgA의 경우 영유아는

모유를 통해서만 공급받을 수 있고, 특히 초유에서 그

농도가 높다. 각종 면역 물질을 직간접적으로 공급받

음으로써 선천성면역 체계를 완성하고, 동시에 영 유

아의 장내 미생물 형성에도 중요한 역할을 한다.1 

모유 단백질은 크게 유청단백질, MFGM (milk fat

globule membrane) 단백질, casein으로 나눌 수 있고,

casein, lactoalbumin, lactotransferrin, IgA, human serum

albumin, secretory component의 6가지 대표적 과량의

단백질(mg mL-1 기준)이 전체 모유 단백질의 90 %

이상을 차지한다.2 이와 반대로 호르몬과 같은 단백질

은 매우 낮은 농도로 존재 하므로, 이들 단백질을 발

견하기 위해서는 depletion, ultracentrifugation, isoelectric

focusing electrophoresis과 같은 다양한 방법을 적용하

여야 한다.2 최근 20년간 선행 연구들을 통해서 2천여

개가 넘는 모유 내 단백질이 밝혀졌다.3 모유내 대표

적으로 과량으로 존재하는 단백질 중 IgA, kappa-

casein, lactoferrin, BSSL 등 많은 수가 당화와 관련이

있으며 이들 역시 수유하는 동안 농도가 변한다.4 이

러한 PTM (post translational modification)은 단백질의

구조와 기능에 크게 영향을 줄 수 있고, 그것들을 분해

하는 생화학 반응에도 영향을 줄 수 있다.4 최근 본 연

구자들은 분만 후 15일, 2개월, 6개월의 모유 샘플을 분

석하여 한국인의 모유 내 단백체 구성이 2~6개월 사이

에 유의하게 변화하는 것을 발견하였다.17 그러나, 잘

알려져 있는 것처럼, 생후 1개월 내에는 모유가 초유에

서 이행유로 변화하면서 성분에 있어 큰 변화가 일어나

는 것으로 알려져 있다. 이에 본 연구에서는 이 시기의

모유의 변화를 보다 자세히 알아보고자, 분만 후 2개월

내의 시기를 보다 세분화하여 분만 후 1, 3, 6주의 산모

에게서 모유를 얻어, 단백체를 분석하였으며, 한국인 산

모의 모유에서 단백 발현 패턴을 제시하고, 수유 시기

에 따른 성분의 변화를 비교 분석하였다. 

2. 실 험

2.1. 시료 및 전처리

1주, 3주, 6주가 경과된 산모의 모유 시료 중에서

시료 군마다 각각 2개를 선정하였고, 이들을 합쳐서
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총 3개의 시료를 만들었다. 이 시료들을 다시 3개의

튜브에 동일한 양을 담아 총 9개의 시료를 준비하였

다. 모유의 대부분을 차지하는 casein을 제거하여 소

량으로 존재하는 단백질의 동정을 용이하게 하기 위

하여 단백질체 분석 전 시료 내의 casein 단백질을 제

거하였다.5 카제인 단백질의 제거 하는 실험 방법은

다음과 같다. 시료의 튜브마다 CaCl2를 0.06 M이 되

게끔 첨가한 뒤 1시간 동안 4 oC에서 배양 시켰다. 배

양 후 13,000 × g에서 30 분간 원심분리를 하였으며,

상층 액은 제거하고 원심분리를 한번 더 시행한 뒤

아래층의 액체를 추출하여, 주사기필터(Millipore,

Billerica, MA, USA)를 이용하여 필터 하여 유청 단백

질을 얻었다. 시료의 4 배의 부피에 해당되는 10 %

TCA (Trichloroacetic acid)가 포함된 아세톤에 두 시간

동안 배양을 시켰다. 배양 후 12,000 rpm에서 20분간

원심분리 후 상층 액은 버리고 2 % mercaptomethanol

이 들어있는 아세톤으로 씻어 주었다. 아래 생긴 펠렛

은 다시 8 M 우레아가 든 100 mM Tris-HCl (ph 8.5)

용액에 재 용해 시켰다. 

2.2. 단백질 정량 및 소화

Urea에 용해된 단백질은 2D-Protein Quant Kit (GE

Healthcare, Piscataway, NJ, USA)를 통해 농도를 측정

하였다. 이 중에 300 µg의 단백질을 5 mM TCEP (Tris

(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride)와 10 mM Iodo-

acetamide를 이용하여 reduction 및 carbamidomethylation

을 하였다. 100 mM Tris-HCl을 이용하여 8 M의 urea

를 2 M로 희석하고 trypsin으로 단백질을 digestion 하

였다. C18 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)

를 이용하여 desalting하였다.

2.3. LC-MS/MS 분석 및 조건

시료의 질량을 확인하기 위해 일자형 이온트랩(LTQ

ion trap, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

을 이용해 electrospray 방식으로 이온화하여 분석하

였다. 준비된 시료는 C18이 들어있는 365 μm o.d. ×

100 μm i.d. fused-silica capillary 컬럼 (5 µm × 15 cm)

을 이용하여 역상크로마토그래피 방식으로 분리하였

다. 이동상은 (A) water with 0.1 % formic acid와 (B)

ACN with 0.1 % formic acid를 사용하였고, 총 분석

시간은 170 분으로 125 분간 B용액을 5 %에서 60 %

까지, 125 분부터 140 분까지는 80 %까지 기울기 용

리 조건을 주었으며, 140 분부터는 5 % B용액을 흘려

주었다. 컬럼에 흐르는 용액의 유속은 200 nL/min, 컬

럼의 오븐 온도는 40 oC, 질량의 측정 범위는 400~1600

m/z로 설정하였고, CID activation type에서 양이온(+)

모드로 측정하였으며, maximum missed cleavage는 2,

dynamic exclusion은 30 초로 설정하여 분석하였다.

MS/MS 방식으로 분석된 펩타이드는 uniprot의 human

database (http://www.uniprot.org/) 2015, 11, 22 version

을 토대로 SEQUEST알고리즘을 이용하는 Proteome

Discoverer 1.3으로 동정하였다. 펩타이드 동정 시

XCorr scores는 각각 +1가, +2가, +3가인 펩타이드에

대하여 각각 1.5, 2, 2.5 이상으로 filtering하여 validation

하였다. 단백질의 동정에는 target FDR (strict)은 0.01,

target FDR (relaxed)은 0.05로 적용하였다. Spectral

count 방법으로 각 단백질의 상대적인 발현량을 계산

하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. Casein 제거 후의 모유의 단백체 분석 

모유 시료에 대한 단백체 분석방법의 모식도를 Fig. 1

에 나타내었다. Casein 단백질을 제거한 모유의 단백

질에서는 최소 80개의 단백질에서 108개의 단백질이

동정 되었다. 생물학적 반복실험을 통해서 시료마다,

1주 모유 시료는 107개, 108개, 92개가 동정 되었고,

3주 모유 시료는 80개, 81개, 88개가 동정되었으며,

6주 모유 시료는 102개, 80개, 89개의 단백질이 동

정 되었다. 

Fig. 1. Schematic diagram of proteomic analysis from human-
milk.
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3.2. 모유에서 유래된 단백질의 상대 정량 분석

각 단백질 별 NSpC 값은 Human database로부터

동정된 단백질들의 결과는 정규화된(Normalization)

spectral count (NSpC)6-8 값을 얻기 위해 엑셀로 추출하

였다. 각각의 단백질 k에 대해서 NSpC는 다음과 같다. 

단백질 k에 속하는 펩타이드와 일치하는 모든 ms/

ms spectral count (SpC)를 단백질 k의 길이(L)로 나눈

값을 전체 결과 데이터에서 동정된 n개의 단백질의

SpC/L 합계로 나누었다. 

위의 식을 이용하여 동정된 각 단백질의 상대적인

발현 량을 계산하였고, 1, 3, 6주차의 시료 각각 3반복

에서 재현성있게 동정된 63개의 단백질에 대하여 분

산분석을 통하여 1, 3, 6주에서 통계적으로 유의하게 발

현 량의 차이를 보이는 25 개의 단백질을 검출하였다.

3.3. 모유에서 유래된 고 발현 단백질

Table 1은 casein을 제거한 모유의 단백질 중 고 발

현된 15개의 단백질의 리스트이다. 잘 알려진 단백질

중 Lactoferrin은 단백질, 철분, 콜레스테롤의 산화방지

제 역할을 하는 항균성의 단백질로 알려져 있으며 또

한 transferrin family에 속하는 당 단백질이다. 이외에도

carboxylic ester hydrolase, clusterin과 같은 glycoproteins,

metabolic enzyme, chaperon enzyme 등도 동정된 것으

로 확인되었다. 

3.4. pI and molecular weight

전체적으로 동정된 단백질들의 PI 값 분포와 질량

값의 분포는 Fig. 2에 나타내었다. 동정된 단백질들의

pI 값은 6~7에서 가장 높게 나타났고, 대부분 5~10 사

이에서 분포하는 것을 알 수 있었다. 또한, 질량 값의 경

우는 10~20 kDa에 가장 많이 분포하고 있으며 대부분

10~70 kDa 사이에 분포하며, 특이적으로 150 kDa 이상

의 질량 값을 가지는 단백질들도 확인할 수 있었다. 

3.5. 동정된 전체 단백질 GO(gene ontology)

분석

동정된 전체 단백질에 대한 GO분석을 진행하였고,

그 결과를 Table 2에 나타내었다. 통계분석을 통해 얻

은 P-value 값에 따라서 나열하였다. 그 중에서는

regulation of mitochondrial membrane permeability가

biological process에서 가장 높게 나타나고, cellular

component category에서는 mitochondrion 관련 단백질

들이 주로 분포하였다.

3.6. 유전자 기능 범주 별 단백질 발현 패턴 비교

유전자의 기능 카테고리별 단백질 발현 패턴을 Fig. 3

에 나타내었다. 총 8개로 구분하였다. 그 중 (A)

defense response, (B) immunoglobulin, (C) inflammatory,

(G) glycoprotein 에서는 1주에서 6주로 갈수록 감소하

NSpC( )
k

SpC L⁄( )
k

i 1=

n
SpC L⁄( )

i∑
-------------------------------------=

Table 1. The list of the 15 highest expressed proteins in human milk

Accession Numbera) Protein name # AAsb) MWc)[kDa] pId)

Q5EK51 Lactoferrin 711 78.27 8.18

P47710 Alpha-S1-casein 185 21.66 5.38

O75612 Carboxylic ester hydrolase (Fragment) 612 66.32 6.64

E7ER44 Lactotransferrin 708 77.92 8.12

P07498 Kappa-casein 182 20.29 8.92

P05814 Beta-casein 226 25.37 5.78

Q6IBD7 FABP3 protein 133 14.82 6.8

P01833 Polymeric immunoglobulin receptor 764 83.23 5.74

Q96K68 cDNA FLJ14473 fis 494 53.05 6.86

P10909 Clusterin 449 52.46 6.27

P01011 Alpha-1-antichymotrypsin 423 47.62 5.52

Q0KKI6 Immunoblobulin light chain (Fragment) 219 24.01 8.06

L8E7Z2 Alternative protein DLG1 65 7.38 6.51

Q56G89 Serum albumin 609 69.04 6.2

P63261 Actin, cytoplasmic 2 375 41.77 5.48

a)UniProt Knowledgebase name, b)number of amino acid, c)molecule weight, d)isoelectric point 
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Fig. 2. Distribution of pI value (A) and molecular weight (B) of proteome in casein removed human milk.

Fig. 3. Composite protein expression patterns of gene function categories.

Table 2. Enriched GO term of total proteins in casein removed human milk

GO term Description P-value FDR q-value

Biological  process

GO:0046902 regulation of mitochondrial membrane permeability 8.06E-05 2.21E-01

GO:0090559 regulation of membrane permeability 8.06E-05 1.11E-01

GO:0009056 catabolic process 2.14E-04 1.96E-01

GO:0007006 mitochondrial membrane organization 4.16E-04 2.85E-01

GO:0055074 calcium ion homeostasis 4.31E-04 2.37E-01

GO:0072507 divalent inorganic cation homeostasis 4.31E-04 1.97E-01

GO:0021762 substantia nigra development 4.84E-04 1.90E-01

GO:0048857 neural nucleus development 4.84E-04 1.66E-01

GO:0044712 single-organism catabolic process 5.59E-04 1.70E-01

GO:0032496 response to lipopolysaccharide 9.27E-04 2.55E-01

GO:0002237 response to molecule of bacterial origin 9.27E-04 2.31E-01

Cellular component GO:0005739 mitochondrion 8.52E-04 3.33E-01
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는 경향을 보였는데, 감소하는 카테고리의 단백질들의

경우 공통적으로 당 단백질들이 포함이 되어 있다. 당

단백질의 경우 글라이칸이 결합된 형태로 병원균의

경쟁적인 억제제의 기능을 하며, 신생아의 감염으로부

터 보호 하는 기능을 한다.9 이러한 모유에서 당쇄화

된 단백질의 경우 질량분석법을 통해서 확인되었다.10

Immunoglobulin 기능의 단백질 의 경우는 보통 우유

와 초유에서 발견되는데, 면역학 적 활동의 중요한 구

성성분으로 그 함량이 풍부하다.11 또한 산모가 가지

고 있는 면역성분들이 모유의 경우 유방상피세포를

통해 이동하고 유방 분비를 통해서 유방 밖으로 옮겨져

신생아에게 전달이 된다.12 (D) vesicle, (F) duplication,

(H) cerebrovascular disease에서는 1주차에서 3주 차로

가면서 감소하다가 3주 차에서 6주 차에는 증가하는

경향을 보였으며, (E) extracellular region 에서는 1주

차에서 3주차로 가면서 증가하다가 3주 차에서 6주

차에는 감소하는 경향을 보였다. 

3.7. 특이적 발현 량 변화 단백질

통계적 유의성을 가지는 단백질 중에서 특이적인

발현 량 변화가 있는 단백질의 정량 값을 Fig. 4에 정

리하였다. lg lambda-7 chain C region 단백질과 경우

는 1주 차에서 3주 차로 시간에 따라서 정량 값이 현

저하게 감소하는 경향을 보였으며, 6주 차에는 정량

값이 0으로 줄어든 것을 확인하였다. 앞선 유전자의

기능의 카테고리별 단백질 패턴에서와 같이 lg lambda-

7 chain C region 단백질은 면역 기능에 중요한 역할

을 하는 당 단백질 중 하나로 모유에 구성성분으로

알려져 있다.5,13 tenascin 단백질의 경우도 시간이 경

과함에 따라서 급격하게 감소하는 경향을 보였는데,

tenascin단백질은 조직 복구에 역할을 하며, 상처치료

에 관여하거나 태아의 발생에서 중요한 역할을 하는

것으로 알려져 있으며,14 Sallie R. Permar 논문에서는

tenascin단백질이 HIV에 어떻게 결합하여 신생아들의

감염으로 보호 해주는 지에 대한 연구결과를 보여주

었다.15

4. 결 론

이 연구의 목적은 출산 후 1, 3, 6주가 경과한 산모

에서 얻은 모유의 단백체 발현 패턴과 과 발현 단백

질을 검출하는 것으로 주로 단백질 대부분의 함량에

해당하는 casein 단백질을 제거하고 난 후 단백질들을

샷 건 단백체 분석방법 적용하였다. Spectra counting

방식으로 각 주의 모유에서 가장 많은 양에 해당하는

15개의 단백질을 동정할 수 있었으며, 시료당 최소 80

개에서 109개의 단백질을 동정하였다. 이 들 단백질 중

GO 분석을 통해 biological process 범주에서 regulation

of mitochondrial membrane permeability 관련 단백질과,

cellular component category에서 mitochondrion 관련 단

백질이 높은 P-value 갑을 보여주었으며, 유전자의 기

능 범주 별로 단백질 정량 패턴 또한 확인할 수 있었

다. 그러나, 본 연구에는 몇 가지 제한 점이 있다. 첫

째로, 분석한 모유가 모두 세 명의 산모로부터 채취한

것으로, 결과를 일반화 하거나, 통계적으로 분석한 결

과를 신뢰하기에 그 수가 작다. 하지만, 기술적으로

아직은 질량분석을 대규모로 시행하기에는 무리가 있

었다. 따라서, 추후에 보다 많은 수의 산모를 대상으

로 한 연구를 통하여 보다 정확한 수유기간에 따른

단백의 변화를 연구하고, 한국인 산모의 대표성 있는

단백질 구성을 조사할 필요가 있다. 둘째로, 산모들의

식이를 조절할 수 없었다는 것이다. 비록, 일부 연구

에서는 다른 주장을 하기도 하지만, 현재까지 일반적

으로는 대부분의 영양 성분은 식이에 최소한의 영향

만을 받는다고 알려져 있다.16 하지만, 총 단백질 양이

아닌 단백체에 미치는 영향은 아직 연구된 바는 없다.

Fig. 4. Composite protein expression patterns.
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따라서, 이에 관한 추후 연구도 필요할 것으로 판단된

다. 셋째, 비록 영하 80도의 초저온 냉 동고에서 실험

이 이루어질 때까지 냉동보관을 하여 단백의 파괴를

최소화 하려고 노력하였으나, 보관 중 파괴되는 일정

부분의 효과가 본 연구의 결과에 영향을 주었을 수도

있다. 그 중 lg lambda-7 chain C region 단백질과5

tenascin 단백질은 시간이 경과함에 따라서 급격하게

감소하는 경향의 결과를 얻어냈다. 시간이 지날수록

모유의 구성성분 들 중 중요한 역할을 하는 성분들이

감소하는 경향을 질량분석을 통해 확인 함으로써 산

모의 모유를 보관하는 방법이나 처리하는 방법의 중

요성이 대두될 것으로 예상하며, 시간이 경과하더라도

성분들의 변화를 최소화 하여 영양학적으로 균질 하

게 보존이 되는 것이 중요하다. 본 결과를 통해서 샷

건 단백체 분석방법을 모유시료에 적용 가능함을 확

인 하였으며, 함량이 높은 casein 단백질을 제거하기

때문에, 상대적으로 분석이 어려웠던 적은 함량의 단

백질을 동정 하였다. 또한 본 연구에서 사용된 분석

방법을 이용하여, 다양한 조건의 모유시료에 적용하여,

생물학적 의의를 찾고자 하는 추후연구를 진행 할 수

있을 것으로 기대된다. 
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