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Abstract: Because neurochemicals are related to homeostasis and cognitive and behavioral functions in human

body and because they enable the diagnosis of numerous neurodegenerative disorders, there has been increasing

interest in the development of analytical platforms for neurochemical profiling in biological samples. In particular,

mass spectrometry (MS)-based analytical methods combined with chromatographic separation have been widely

used to profile neurochemicals in metabolic pathways. However, development of delicate sample preparation

procedures and highly sensitive instrumental detection is necessary considering the trace levels and chemical

instabilities of neurochemicals in biological samples. Therefore, in this review, analytical trends in MS-based

metabolomics approaches to neurochemicals in multiple biological samples, such as urine, blood, CSF, and

biological tissues, are discussed. This paper is expected to contribute to the development of an analytical platform

to discover biomarkers that will aid diagnosis, prognosis, and treatment of neurodegenerative disorders.

요 약: 신경전달물질(neurochemicals)은 인체 내의 항상성유지와 인지 및 행동기능에 관여하므로 수많은

퇴행성신경질환 진단에 활용할 수 있어 생물학적 시료 내에서 신경화학물질을 프로파일링할 수 있는 분

석플랫폼 개발에 대한 관심이 증가하고 있다. 특히, 크로마토그래피 분리법과 결합된 질량분석법 기반의

분석법은 대사경로 내의 신경전달물질을 프로파일링하는 데 널리 사용되어 오고 있다. 하지만 생물학적

시료내 신경전달물질은 극미량으로 존재하며 화학적으로 불안정한 특징이 있어 정교한 시료전처리 과정

과 고감도의 기기분석법의 개발이 수반되어야 한다. 따라서 본 총설 논문에서는 소변, 혈액, 뇌척수액과

생체조직과 같은 다양한 생물학적 시료에서 신경전달물질에 대한 질량분석법 기반의 대사체학 접근법의

분석 연구 경향에 대해서 논의할 예정이다. 이 논문은 향후 퇴행성신경질환의 진단, 예후예측과 치료를

가능하게 하는 생체지표물질을 발굴을 위한 분석플랫폼 개발에 기여할 것으로 기대된다.
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1. 서 론

신경전달물질 (neurochemicals; neurotransmitters and

neuromodulators)은 일반적으로 신경세포 시냅스

(synapse) 간극에서 뉴런 (neuron) 사이의 의사소통을

가능하게 하는 화학메신저그룹을 총칭한다.1 이 중 아

미노산계인 γ-아미노부티르산 (gamma-amino butyric

acid, GABA)2은 중추신경계 (central nervous system,

CNS)에서 저해성 신경 전달기능을 갖는 아미노산으

로 글루타메이트(glutamate, Glu) 및 아스파테이트

(aspartate, Asp)와 같이 광범위한 신경 네트워크에 작

용하는 흥분성 신경 자극성 화합물3과는 대조적인 역

할을 수행한다. 트립토판(tryptophan, Trp)에서 유래된

모노아민인 세로토닌(serotonin, 5-HT)은 기억, 학습,

수유, 수면 및 체온 조절과 같은 생리기능에 관여하며

알츠하이머병(Alzheimer’s disease)과 같은 신경퇴행성

질환에도 관련되어있다고 알려져 있다.3 또한 카테콜

아민(catecholamine, CA)과 같은 다른 모노아민들 즉

도파민(dopamine, DA), 에피네프린(epinephrine, E),

노르에피네프린(norepinephrine, NE)은 모두 티로신

(tyrosine, Tyr)과 페닐알라닌(phenylalanine, Phe)의 대

사과정에서 유래한 것으로 신경전달에서 중요한 역할

을 수행하는 화합물이다. 앞서 언급한 모노아민들의

대사경로는 Fig. 1(A)에 도식화하였다. 이 CA은 알츠하

이머병 및 파킨슨병(Parkinson’s disease)의 병인기전4,5

과 관련되어 있어 진단 및 치료에 중요한 역할을 할

것으로 기대되고 있다. 그밖에 이러한 신경퇴행성질환

들은 콜린성 신경계(cholinergic neuron)의 기능장애와

도 연관되어 있어 신경활성 분자로 처음 발견되었으

며 Fig. 1(B)에 나타난 콜린성 신경전달물질의 대사경

로 내의 주성분인 아세틸콜린(acetylcholine, ACh)과도

관련이 있을 것으로 예상된다.3,6 

1.1. 신경전달물질 대사이상과 신경계 질환

말초 신경계(peripheral nervous system, PNS)와 CNS

의 신경매개의 기본은 신경전달물질의 교환이다. 신경

세포로부터의 자극은 신경전달물질, 즉 아미노산, 펩

티드 및 모노아민의 분자들을 통해 전달된다.7 현재

100 가지 이상의 신경전달물질이 알려져 있는데8 신경

생리학 관점에서 가장 중요하다고 여겨지는 신경전달

물질은 ACh (알츠하이머병 및 근무력증), DA(파킨슨

병)이며, Fig. 1(C)와 같은 대사경로가 밝혀진 Glu와

Fig. 1. Metabolic pathways of principal neurochemicals: (A) monoamines, (B) acetylcholine, and (C) glutamate and GABA.
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GABA(간질 및 발작) 및 5-HT(우울증)이다.9,10 또한

주요 신경전달매개체 중 하나인 DA을 포함한 CA계

열의 신경전달물질은 Phe과 Tyr의 아미노산 전구체로

부터 DA, E, NE을 비롯한 각종 대사체로 구성되어

있다.11 신경전달물질의 대사 장애와 관련된 질병은

(1) 신경세포의 점진적인 소실과 CA 및 대사산물의

신체 내 농도 감소로 인한 신경퇴행성 장애 및 (2) 시

상하부의 기질병변 또는 유전적 결함으로 인한 CA의

과도한 합성에 의한 신경내분비 장애의 두 가지 주요

그룹으로 나눌 수 있다.9 (1)의 대표적인 예로는 파킨

슨병과 알츠하이머병을 들 수 있다. 다이하이드록시페

닐알라닌(dihydroxyphenylalanine, L-DOPA)과 DA 간

그리고 NE과 E간의 비율 감소와 같은 CA류의 대사

과정 내에서 전구체로부터의 생합성이 유의한 수준으

로 감소되는 현상을 체액 중에서 규명이 가능하도록

돕는 분석법의 개발은 초기 단계에서 파킨슨병의 진

단과 우울증을 구분하는 데에 도움을 줄 것으로 보고

되었다.12 또한 알츠하이머병 환자의 사후 뇌조직 연

구를 통해 NE성 및 5-HT성 뉴런이 사멸되는 것으로

밝혀졌다. 이러한 이유로 다양한 뇌 영역에서 NE, 5-

HT 및 이들의 대사산물 농도가 변화하며 이러한 호르

몬의 생합성 감소는 소변 및 혈액과 같은 체액의 농

도에 영향을 준다고 알려져 있다.13 즉 CA계열인 E,

NE과 그 대사산물은 알츠하이머병과 파킨슨병의 진

단마커로 작용할 수 있다. 반면 크롬친화세포종

(Pheochromocytoma)은 부신에서 크롬친화성 조직으

로부터 발생하거나 교감 신경절 또는 부교감 신경절

을 따라 여분의 부신 종양(기능성 대장 종양)으로

인해 발생하는 CA생성 종양으로 과도한 CA분비를

유발한다고 알려져 있으며 이로 인하여 고혈압, 두

통, 심계항진 등의 내분비 장애가 유발된다.12,14,15 따

라서 CA류는 질병진행 과정에서 농도가 변화하기에

퇴행성신경질환의 주요한 바이오마커로 사용할 수

있다.9 

생체 내 5-HT의 농도가 낮아지면 우울, 편두통, 양

극성 장애 및 불안과 같은 여러 질병과 관련되어 있

다.16,17 동물실험에서 DA를 주입하면 뇌의 5-HT 농도는

감소하는 것으로 보고되었다.18 DA 전구체인 L-DOPA

는 다른 뉴런의 dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)을

증가시키고 5-hydroxyindolacetic acid (5-HIAA)을 감

소시키는 반면, 반대 효과는 5-HT 전구체인 5-hydroxy-

Trp (5–HTP)에 의해 유도된다.19 임상 결과에 따르면,

외인성의 L-DOPA로부터 합성된 DA는 5-HT의 합성

에 관여하는 효소를 저해하여 5-HT의 분비를 억제한

다고 한다.20,21 따라서 DA와 5-HT를 동시에 측정할

수 있는 분석법 개발은 중요한 의미를 가지고 있다.22

ACh은 뇌 콜린성 뉴런과 신경절후 부교감신경 및

콜린성교감신경, 말초신경, 그리고 교감절전신경섬유

와 부교감절전신경섬유 모두에서 작용하는 주된 신경

전달 물질로 알려져 있다.23 또한, 췌장 알파세포,24 내

피세포,25 태반세포와 같은 다양한 말초세포가 비신경

성 ACh을 발현하는 것으로 밝혀졌다.26 다중 수용체,

효소 및 운반체로 인한 콜린성 대사이상의 불균형은

다양한 질병을 유발할 수 있다.27 예를 들어, 중증 근

무력증, 쇼그렌 증후군, 천식 및 염증성 장 질환

(inflammatory bowel disease, IBD)의 발병 기전에 콜

린성 관련이 분명히 나타나며 이들의 가능한 치료 방

법은 콜린성 대사과정의 균형을 회복시키는데 목적이

있다.27 따라서 콜린성 대사과정을 조절하고 그 효과

를 측정하는 신뢰할만한 방법, 더 구체적으로 말해서

콜린성 대사과정의 불균형으로 인한 각종 질병을 구

별하기 위한 바이오마커 발굴에 많은 노력을 기울이

고 있다.28 신경전달물질은 다수의 조절계와 신진대사

과정에 관여하므로29 여러 신경내분비 및 심혈관 질환

의 진단, 치료 및 예후를 위한 바이오마커로서 중요한

역할을 갖는다.30 예를 들어 파킨슨병은 불충분한 DA

신경전달과 관련이 있으므로31 체액 및 조직에서 CA

농도를 측정하는 것은 의심의 여지없이 유용하며 이

러한 화합물의 추출, 분리 및 정량에 대한 신뢰할 수

있는 생체 분석 방법의 개발이 필요하다.32 또한, CA

대사산물을 정량화하는 것도 중요한데 신경전달물질

의 전구체를 함께 측정했을 때 질병 발달 및 치료 효

과에 대한 고유한 정보를 제공할 수 있기 때문이다.32

예를 들어 뇌척수액(cerebrospinal fluids, CSF)에서

DA의 주요 대사산물인 homovanillic acid (HVA)의 농

도는 중추 신경계의 DA성 경로에 간접적인 바이오

마커로 작용할 수 있다.33 신경전달물질의 생리적 수

준은 생합성 및 대사 효소의 활성과 농도에 영향을

받기 때문에 생체아민과 관련 전구체와 대사산물은

동시에 정량분석하는 것이 이상적이다.34 CA은 생물

학적 시료에 아주 낮은 농도로 존재하며, 매우 민감하

고 특이적인 생물 분석 방법을 요구한다.35 또한, 화학

적으로 불안정하며, 자발적인 산화가 일어나기 쉽고

높은 pH 수준에서 쉽게 분해된다.36,37 그러므로 이러

한 신경전달물질 분석법 개발 연구의 필요성과 중요

성에 대한 인식은 계속 높아지고 있으며 이미 십 수

년 이상 신경전달물질의 분석기법을 지속적으로 개발

중에 있다. 
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1.2. NMR과 MS의 특성

신경전달물질 분석법의 가장 초기의 기술 중에는

방사선효소분석, 면역학적 분석법이 있었으나 최근에

는 고속액체크로마토그래피법(high performance liquid

chromatography, HPLC)같은 보다 고감도이며 선택적

인 크로마토그래피 방법과 형광,38 전기화학(electro-

chemical detection, ECD)검출법,39 자외선흡광법,40 모

세관 전기영동법(capillary electrophoresis, CE),41 질량

분석법(mass spectrometry, MS)42이 이를 대체하게 되

었다. 

대사체학 연구에서 가장 널리 사용되고 있는 분석

법은 핵자기공명(nuclear magnetic resonance, NMR)분

광법과 질량분석법이다.43,44 NMR은 복잡한 체액에 존

재하는 광범위한 대사체(수소 및 탄소를 함유한 유기

대사산물)를 마이크로 몰 농도수준에서 비교적 정확

하게 검출 및 정량을 할 수 있는 분석 장비이다.

NMR은 전처리 시간이 짧고 조작과정이 간단하여 시

료 “전체”에 대한 분석이 가능하여 샘플을 손상시키

지 않고 분석할 수 있는 장점이 있다. 

헌팅톤병(Huntington’s Disease) 생쥐 모델 연구,45

외상성 뇌 손상의 쥐 모델에서 조직 및 혈장에 대한

연구46와 정신 분열증 환자의 연구를 포함한 CNS 장

애에서 NMR을 이용한 대사체학 접근법에 대한 연구

결과가 보고된 바 있다.47,48

이에 반해 MS 기반 접근법은 조직 또는 체액에 존

재하는 다양한 화합물을 정성 및 정량화가 가능한 고

감도의 분석 장비를 이용하여 검출하는 보편적인 분

석법이다.49 질량분석법을 활용한 검출에 앞서 일반적

으로 복잡한 생체시료에서 기인하는 내인성의 대사체

들을 분리하기 위하여 크로마토그래피법을 사용하여

분리한다. 대개의 경우 기체 크로마토그래피법(gas

chromatography, GC) 또는 액체 크로마토그래피법

(liquid chromatography, LC)과 질량분석기법을 결합하

여 대사체를 검출한다. CNS 장애 대사체 연구를 위한

MS의 사용은 아미노산과 유기산, 지방산, 당(sugar),

당-인산염(sugar phosphates), 담즙산(cholic acids), 지

질(lipids) 및 뉴클레오티드 염기(nucleotide base)를 포

함하는 다양한 대사산물을 생리적 농도 수준에서 검

출이 가능한 장점이 있다. MS는 알려진 대사산물뿐만

아니라 새로운 대사산물을 비교적 간단하게 식별할

수 있다. 이것은 주로 분자의 정확한 분자량(exact

molar mass)을 측정하거나 탄뎀 질량분석기 등을 이

용하여 MS/MS spectra에 나타난 모분자 이온으로부

터 쪼개진 조각이온을 조사하여 분자 구조를 추론함

으로써 가능하다.48 지난 10년 동안 대사체 프로파일

링을 위한 질량분석법의 사용은 크로마토그래피 분리

법의 발전과 검출기 감도의 향상으로 인해 증가되었

다. MS 이전에 분리 단계로 사용되는 크로마토그래피

는 하위분류 대사산물(극성 대 비극성, 고분자량 또는

저분자량 등)에 따른 다양한 분리기법이 개발되었다.50

NMR의 경우는 빠르고, 비파괴적이며 추출물에 있

어서는 자동화된 분석을 할 수 있고, 다양한 대사체를

정량적으로 검출이 가능하다. 그러나 NMR은 검출감

도의 단점과 정량 농도에 직선성 한계가 있으며,51 함

량이 적은 시료의 경우는 분석하기 어려운 단점이 있

다.52 그에 반해 MS는 미량시료에 대해서 고감도 분

석이 가능하고 고분해능의 질량분석기와 탄뎀 질량분

석기법을 활용하여 얻어진 분자이온으로부터 구조를

밝히는데 유용하다.48 신경전달물질의 MS 기반 대사체

분석법 중 GC-MS, LC-MS, 및 capillary electrophoresis-

MS (CE-MS)와 같은 크로마토그래피법과 연계된 분

석법이 가장 많이 활용되고 있다.52 본 논문에서는 생

체시료(체액 및 조직)로부터 질량분석기법을 바탕으로

주요 신경전달물질의 대사체학적 접근방법에 대한 연

구동향을 소개하고 퇴행성신경질환을 비롯한 신경계

질환의 진단, 치료, 예후 예측을 위한 바이오마커 발

굴 현황을 조사하여 이와 관련된 연구 개발을 위한

최신 분석법을 고찰하였다.

2. 시료 전처리 방법

2.1. 생체 체액 시료 (biological fluids)

생체 체액 시료에는 임상분야에서 다양한 의학적

검사를 위해 채취하는 혈액, 소변 등을 비롯하여 뇌척

수액 등이 있다. 생체시료에 존재하는 미량의 분석물

질 검출을 방해할 수 있는 많은 성분이 함유되어 있

으므로 최대한 방해성분을 제거하여야 신뢰성 높은

분석결과를 얻을 수 있다. 

일반적으로 혈액 등의 생체액 시료는 다양한 내인

성 물질들이 존재하므로 이를 제거할 수 있는 정제

방법과 적절한 시료 전처리가 수행되어야 한다.53,54 주

로 사용되는 시료전처리 방법으로는 단백질 침전법

(protein precipitation, PP),55-59 액체-액체 추출법(liquid-

liquid extraction, LLE),60-66 고체상추출법(solid phase

extraction, SPE)67-70 등이 있으며 그 외에도 초음파추

출기를 이용한 시료 추출법65,66,71과 이동상 용매로 희

석하여 분석방해요인의 영향을 감소시키는 방법57,72,73

도 보고되었다. 그 중 고체상추출법은 분석대상성분에
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대한 흡착력이 뛰어난 흡착제(sorbent)가 충진 되어 있

는 카트리지에 시료를 주입한 뒤 적절한 세척용액을

사용하여 내인성의 분석방해 요인들을 효과적으로 제

거하고 특정 분석대상 성분만 선택적으로 용출시켜

검출하는데 사용되고 있다. 이 방법은 분석대상성분의

이화학적 성질이 유사할 경우 높은 정제효율과 회수

효율을 가지며 용출액의 용매를 농축하는 과정이 포함

되면 고감도의 분석이 가능하다는 장점이 있다.68-70,74-76

대표적인 고체상 추출법의 카트리지 (cartridge) 충진제

로 옥타데실기 결합 실리카겔(octadecylsilane, ODS,

C18), 극성폴리머, 활성탄을 사용하며, 막 (membrane) 형

태, 섬유질(fiber)에 고체상을 피막화한 고체상 마이크로

추출(solid phase microextraction, SPME) 등이 있다.54,78

이외에도 혈액을 비롯한 생체 시료 내에 유리되어

있는 수용성 단백질을 제거하기 위하여 소수성의 유

기용제를 첨가하거나 pH를 변화시켜 시료 내 단백질

의 용해도를 낮춤으로써 단백질을 침전시켜 제거하는

단백질 침전법은 생체 체액 시료에 포함되어있는 단백

질을 간단히 침전시켜 분석대상 성분만을 효과적으로

추출하기 위해 광범위하게 사용하기도 한다.55-59,67,79-82

2.1.1. 혈액 시료 (blood; plasma; serum)

혈액은 인체의 모든 장기 및 조직에 필요한 영양분,

호르몬, 대사체를 운반하므로 체내 조직기능의 항상성

이 벗어나거나 대사이상이 발생될 경우 다양한 질환

이 발생될 수 있으며 혈액 내에 포함된 다양한 대사

체 양의 변화를 야기시킨다.1,59 따라서 현재에도 혈액

을 구성하고 있는 화학 성분을 분석함으로써 다양한

질환에 대한 진단이 가능하고, 진단이 어려운 질환에

대하여 적용하여 향후 진단 및 예후에 대한 예측도

가능해질 것으로 보고 있다.9,37,53 혈액은 혈장 혹은 혈

청으로 분리되는데 혈장은 혈액에서 적혈구와 백혈구,

혈소판 등 혈구세포를 제외한 액체성분을 말하며 이

러한 혈장에서 피브리노겐을 제거하면 혈청이 된다.

혈액은 분석방해요인에 대한 영향을 최소화하기 위하

여 일반적으로 원심분리 과정이나 기타 시약의 처리를

통하여 혈장 혹은 혈청 상태에서 분석에 적용한다.61,84

쥐의 혈장 시료에서 간단한 단백질 침전법을 이용

하여 Trp, Phe, Tyr, indole-3-acetic acid (IAA), hippuric

acid (HA), phenaceturic acid (PA), Glu, succinic acid

(SA), GABA와,55 DA, NE, 5-HT, 5-HIAA, HVA, GABA,

Glu,56 그리고 사람의 혈장 시료에서 valine (Val), leucine

(Leu), isoleucine (Ile), methionine (Met), Trp, 5-HT, 5-

HIAA, kynurenine (Kyn), 3OH-Kyn, kynurenic acid (KA),

Phe57과 같은 다양한 신경전달물질의 분석을 수행하기

도 하였다. 혈청의 특성상 혈액응고인자가 제거되어있

어 분석에 방해가 되는 단백질을 제거하고 필요 성분

만을 추출하는 기타 시료전처리 방법보다 널리 사용

되었다.59,85 최근에는 단백질 침전법을 이용하여 쥐의

혈청시료로부터 5-HT, GABA, DA, NE, E, histamine

(Hist)를 비롯하여 아미노산 및 그 대사체 31종을 분

석한 결과가 보고되기도 하였다.59

고체상 추출법으로는 쥐와 미니돼지의 혈장 시료와

쥐의 소변 시료 내에서 E, NE, DA 검출을 위해

Oasis WCX SPE 카트리지를 사용이 보고되었다.68 보

고된 결과 중에서 시린지를 이용하여 소형화된 고체

상 추출법인 microextraction by packed sorbent (MEPS)

를 이용하여 사람의 혈장 시료 내에서 5-HIAA, HVA,

DOPAC, 3-methoxy tyramine (3-MT), 5-HT, DA, E,

Trp, NE, 5-hydroxy tryptophan (5-HTrp), Tyr, L-DOPA를

분석한 결과가 보고되었다.86 여기서 사용된 MEPS는

기존의 SPE 컬럼과 동일한 흡착제를 사용하지만 기존

SPE 카트리지와는 달리, 저공극의 MEPS 흡착제 베드

를 적은 양의 시료 조작이 가능한 액체 취급 주사기

에 통합되어 있다. 이로 인해 시료가 고체 지지체를

통과할 때 분석물은 바늘에 채워진 고체상에 흡착되

고 이후 세척 및 용리과정은 일반적인 SPE의 원리를

바탕으로 하고 있어 기존의 SPE에서 MEPS로 전환하

여 적용하는 것은 비교적 간단하다. 또한 MEPS는 시

약 및 시료 용량을 줄임으로써 대부분의 기존 SPE 방

법과 함께 사용하기에 적합하다. SPE와 차이점은

MEPS는 중성자를 포함한 다양한 분석 물질을 동시에

추출 할 수 있는 소형화 SPE로 일반적인 SPE 카트리

지는 위에서 아래로 향하는 단방향의 용액 흐름으로

인해 일회성인 데에 비해서, MEPS는 상하에 의한 양

방향이므로 여러 번 재사용할 수 있는 장점이 있다.

이러한 이유로 MEPS는 세척 및 용리 단계의 최적화

가 중요하다. 일반적인 MEPS의 과정은 Fig. 2(A)에서

보여지듯이 왼쪽 고체 충전용 흡착제 약 2 mg을 마개

(100-250 μL) 또는 마개와 바늘 사이에 카트리지로 포

장하고, 시료 채취 및 농축은 포장된 흡착제에서 수행

된다. 이 기술은 다음 두 부분으로 구성된 단일 장치

에서 시료 추출, 사전 농축 및 세척을 결합한다. MEPS

주사기 및 MEPS 카트리지는 BIN (barrel insert and

needle)이라고도 하는데 BIN에는 시료가 통과하여 주

사기 바늘에 내장되어있을 때 표적 분석대상성분을

보유하는 견고한 지지대인 포장된 MEPS 베드가 들어

있다. BIN은 100 μL 또는 250 μL 기밀 MEPS 주사
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기와 함께 사용되어 일반 SPE 압력에서 유체 취급이

가능하다.87 또한, 사람의 혈청 시료에서 MAX μElution

plate를 사용하여 신경내분비 종양(neuroendocrine tumor)

에서 분비되는 VMA, normetanephrine (NMN), metane-

phrine (ME), 3-MT의 생리적 농도수준을 분석한 결과

가 보고되기도 하였다.69 

2.1.2. 소변 시료 (urine)

소변은 혈액이나 CSF 또는 생체 조직 시료들보다

시료채취에 있어서 용이성을 가진다. 혈액 속에 있는

대사물은 혈장에서 소변으로 배설될 수 있으므로 소변

의 분석을 통하여 진단에 활용할 수 있다.53,87 소변은

채취의 용이성으로 인하여 임상적 환경에서 채취한 사

람의 소변57,62,67,70,74-76,86,89,90을 비롯하여 쥐66,68,81,82와 생

쥐 소변 72등의 시료를 다양한 연구에 활용하고 있다. 

소변 시료의 전처리법은 PP,57,80,81 SPE,68,70,74-77 희석

법,57,72 LLE (liquid-liquid extraction) 등의 방법이 보

고되었다.62,66 PP 전처리법을 활용하여 HVA, 5-HIAA,

DOPAC, Glu, glutamine (Gln), proline (Pro), Trp, tyramine

(TyrA), Tyr, Val, E, NMN, MN를 분석하였고81,82 SPE

전처리법의 경우 카트리지에 따라서 분석대상들이 상

이하였는데 각각 Strata-XCW으로 E, NE, DA, f-

metanephrine (f-MN), f-normetanephrine(f-NMN)을 추

출하였고,77 Oasis HLB로 [NE, E, DA],70 MCX로

[GABA, Glu],74,75 ENVI C18로 [DA, Trp, Kyn, 5-HIAA,

HVA, 3-HAA), 3-hydroxykynurenine (3-HK), DOPAC,

5-HT, 3-MT, NE, E]76 OasisWCX로 [E, NE, DA]68 를

고체상 추출법을 수행하였다. 

가장 최근에 보고된 시료 전처리방법 중에서는 분

산 액체-액체 미세 추출법 (dispersive liquid-liquid

microextraction, DLLME) 이용한 연구도 있다. DLLME

는 시간 소모적이고 많은 양의 시료와 유기 용매가

요구되는 LLE 방법을 개선하고자 개발된 방법 중 하

나이다. 일반적으로 친수성의 생체시료와 추출 용액으

로 주로 사용되는 유기 용매 양 쪽에 분산 가능한 분

산용매를 추가로 사용하여 추출 효율을 높이고 소모

되는 시료 및 유기 용매의 양을 크게 감소시킨다.91

Fig. 2(B)와 같이 친수성 시료에 추출 용매와 분산 용

매의 혼합물을 신속하게 주입하여 섞어주면 분산매가

양쪽으로 분산되어 혼탁한 용액 상태가 된다. 이 상태

Fig. 2. Different sample preparation techniques: (A) MEPS, (B) DLLME, and (C) microdialysis.
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에서 천천히 흔들거나 정치시켜준 뒤 원심분리하면

dichloromethane과 같은 밀도가 높은 유기용매를 사용

한 경우 추출 용매가 하층에 형성된다. 이 후 추출 용

매층을 옮겨 건조시킨 뒤 크로마토그래피에 적합한

용매로 변환하여 분석을 수행하게 된다.90 대표적인

예로써 사람의 소변 시료에 분산매로써 ethanol과 추

출용매로써 dichloromethane을 적용하여 DA, 5-HT, E

를 비롯한 13종의 신경전달물질을 분석한 연구결과90

가 보고되었으며 마찬가지로 사람의 소변 시료에

DLLME를 적용하면서 heptafluorobutylchloroformate를

이용하여 유도체화를 동시에 수행한 연구결과62도 보

고되어 있다. 이에 덧붙여 더욱 최근에는 초음파를 이

용한 분산 액체-액체 미세 추출법 UA (ultrasound

assisted)-DLLME (dispersive liquid-liquid microextraction)

이 개발되어 보고되었다.66 이 방법은 DLLME의 한

방법으로 초음파 사용으로 분산매를 통한 시료와 추

출 용매 사이의 추출 효율을 높일 수 있으며 보고된

결과에 따르면 쥐의 소변 시료에 분산매로써 아세토니

트릴 용매를 사용하고 추출 용매로써 4-bromoanisole을

적용하였으며 추출과 동시에 유도체화를 적용하여

DA, NE, GABA를 포함한 총 19 종의 신경전달물질

의 검출을 수행하였다. 

또한 소변 시료 분석에서 정도관리를 위해서 사용

한 QC 용액의 농도에 따라 회수율이 향상됨을 보이

는 분석결과도 보고되어있으나66,81 QC 용액의 농도와

회수율 수치가 연관성을 나타내지 않는 경우도 보고

되었다.76,89,92

2.1.3. CSF (Cerebrospinal fluid)

뇌척수액(Cerebrospinal fluid, CSF)은 뇌와 척추 뼈

의 엽상체를 채우는 중추신경계의 분비물이다. 뇌척수

액(CSF)의 성분 구성은 뇌의 대사율에 직접적으로 연

관되어있다. 따라서 뇌척수액 시료를 이용한 대사체

분석은 뇌 손상, 파킨슨병, 다발성 경화증 등 중추 신

경계통의 질환에 대한 진단에 이용할 수 있다.53

CSF 시료는 주로 요추천자과정을 통해 채취하게 되

는데 피부에 침투적인 시료 채취 과정에서 혈액에 의

해 쉽게 오염될 수 있다. CSF는 혈액에 비해 낮은 단

백질 농도를 가지는데93 혈액 속의 높은 단백질 농도

로 인해서 오염된 시료의 경우 대사체 분석에 영향을

끼칠 수 있으므로 혈액 단백질을 제거하기 위해 시료

의 동결건조 전에 원심분리를 하거나 PP를 이용하여

불필요한 단백질을 제거한다.85,94 쥐의 CSF 시료를 차

가운 아세토니트릴 용매를 이용하여 단백질을 제거한

뒤 분석한 결과 Trp, 3-HK, 3-HAA, quinolinic acid

(QA), 5-HT, 5-HIAA에 대해 85~115 %의 회수율을 보

였으며,85 사람으로부터 채취한 뇌척수액 시료에서는

물로 시료를 100배 희석한 뒤 시료에서 직접 유도체화

반응을 수행하여 ACh, Ch, DOPAC, CA, ethanolamine

(ETA), N-acetylputrescine (NAP), GABA, 5-HIAA, homocy-

steic acid (HCA), HVA을 비롯하여 아미노산 및 관련

대사체 70종을 프로화일링하였다.94

2.2. 생체 조직 시료(biological tissues)

생체 조직 시료는 신경전달물질이 광범위하게 작용

하는 뇌 조직을 주 연구 타겟으로 설정하였는데 주로

사람보다는 실험동물인 쥐나 생쥐의 뇌를 이용하여

연구가 진행되었다. 체액시료(특히, 혈장 및 소변)는

생체 조직시료(주로 뇌 조직)에 비해 쉽게 수집 가능

하고 더 실용적이며 임상적으로 매우 적합하다. 반면

생체 조직은 추출과정과 시료 내 분석방해요인이 다

량 존재하며 추출 가능한 대사산물의 양이 적어서 액

체 시료에 비해 덜 빈번하게 연구되어 왔다. 보고된

연구에 따르면 일반적으로 생체 조직 시료의 전처리

는 시료 수가 적으며 신경전달물질과 관련된 대사체

의 분석 연구의 경우 대부분 신경세포 및 조직이 광

범위하게 집약되어있는 뇌 조직 시료를 사용하는데,

복잡하게 구성되어있어 매트릭스 내 분석방해요인을

효과적으로 제거할 수 있는 정제 방법과 더불어 분석

대상에 대한 추출정제법이 필요하다. 시료전처리 과정

및 시료 조작은 조직 시료 내의 효소 등으로 대사체

농도의 변화를 막기 위하여 얼음 등을 사용하여 저온

(4 oC)에서 수행되며 일반적으로 시료전처리 과정에서

시료에 대한 균질화 작업을 필요로 한다.57,59,85,95-99 생

쥐의 뇌 조직에 저온의 0.5 mM sodium metabisulfate,

0.2 M perchloric acid 와 0.5 mM EDTA 혼합용액

500 μL를 넣고 균질화한 뒤 원심분리한 상층액에서

Val, Leu, Ile, Met, Trp, 5-HT, 5-HIAA, kynurenine

(Kyn), 3OH-Kyn, KA, AA, Phe, Tyr, DA, 3-MT를 검

출하였는데 특히 Kyn, 3OH-Kyn, AA와 3-MT에 대해

서 농축없이 검출한 첫 번째 사례로 보고되었다.57 

원심분리는 구성성분의 분리, 정제, 농축, 추출을 목

적으로 사용한다. 특히, 혈액에서 신경성 물질의 농도

보정을 위하여 western blot을 통한 단백질 정량을 수

행하기 위해서 사용되기도 하였으며,59 쥐의 뇌에서

아미노산, 신경 전달 물질, 퓨린 및 피리미딘 경로를

모니터링하기 위한 HILIC-MS/MS 방법 개발을 위해

서도 간단한 원심분리법이 적용되기도 하였다.59,97 이
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와 같은 원심분리는 조직시료의 전처리 과정에서 시

료 내에 다량 포함되어있는 단백질을 제거하기 위한

단백질 침전법과 연계하여 주로 사용된다. 대표적인

방법으로 쥐의 뇌에 0.1 %의 formic acid in water-

methanol (3:7, v/v) 용액 10 mL를 가하여 균질화한

뒤 원심분리하여 상층액을 0.1 % formic acid in

water-acetonitrile (50:50)으로 용해하여 여과한 뒤 Glu,

Gln, pyroglutamic acid (pGlu), GABA, theanine과 같

은 신경성물질의 추출을 수행한 연구결과가 보고되어

있다.98 또한 우울증 유발 쥐의 뇌 시료에 1.89 %

formic acid가 첨가된 증류수를 첨가하여 균질화한 뒤

원심분리하고 뒤이어 1 % formic acid가 첨가된 아세

토니트릴을 더하여 단백질을 제거한 뒤 GABA, DA,

5-HT를 비롯한 8종의 신경전달물질을 검출하였다.96

이 외에도 생쥐의 뇌 시료로부터 GABA, DA, 3-MT

를 포함한 총 10종의 신경전달물질 검출을 위하여

ACN/MeOH (15/85, v/v) 혼합용액을 사용하여 단백질

침전법을 적용한 연구결과도 보고되었다.99 

음파처리 (sonication)의 방법으로 전처리를 수행한

연구들도 보고되어있는데 음파처리란 10~20 kHz의

음파를 사용하여 유리기구 등의 세정이나 세포나 세

포 내 구조체 등을 파괴하는 방법이다. 특히 진동수가

약 20 kHz 이하의 가청주파영역을 초과하는 음파를

초음파라고 하는 경우가 있으므로 초음파 처리와 같

은 의미로 사용하기도 한다. 하지만 세포 파괴에 있어

서는 음파와 초음파를 따로 구분하여 고려할 필요는

없으며, 공동현상으로 생성되는 거품진동에 의해 생기

는 소용돌이 유동을 세포 파괴의 원인이라고 생각하

기도 한다. 음파 처리장치로는 막대모양 진동자를 시

료에 담그는 유형과 진동자를 설치한 욕조 같은 용기

에 시료를 넣어 처리하는 유형이 있다. 이 음파처리와

균질화 방법에 붕산완충액, benzoyl chloride 시약을

이용하여 쥐의 뇌 조직 연구를 진행하기도 하였다.85 

2.3. 미세투석법과 기타 동물 시료

생체 내에서 주요 장기의 세포 외액(extra cellular

fluid, ECF) 시료를 수집하기 위해 주로 사용되는 미

세투석법 (microdialysis)은 뇌 및 심근과 같은 주요 장

기에 동물의 외과적 영역으로 이식된 투석막을 통해

링거액과 같은 유사 체액을 관류시켜 체내 대사체 등

이 포함된 체액을 추출하는 방법이다.95,100 이 샘플링

기술에서 microdialysis probe는 세포 외 공간에서 연

속적인 시료채취가 가능한 대상조직에 이식된다. 이러

한 외과적인 이식에도 불구하고 미세투석법은 생리

기능을 방해하지 않고 생동적이며 시간에 따른 분자

변화에 대한 정보를 제공하기 때문에 많이 사용되고 있

다.37 최근 연구에 따르면 Fig. 2(C)처럼 각종 질환이나

환경 변화에 따른 뇌에서 일어나는 신경전달물질 변화

를 자동화로 실시간 검출하기 위하여 microdialysis

probe를 동물 (주로 rat)의 뇌에 주입한 후 얻어진 체

액을 이용하여 연구를 수행하고 있다.64,65,94,95,101-103

Microdialysis는 그 자체로도 주요 기능 조직 세포 외

액의 대사체를 수집할 수 있는 방법이지만 이후 다른

추가적인 전처리 방법과 연계하기도 한다. 대표적으로

100 mM sodium bicarbonate 완충액과 2 % benzoyl

chloride 시약을 첨가하여 원심분리를 통한 전처리과

정과 benzoylation 유도체화를 동시에 수행하여

UHPLC-MS/MS 시스템에 직접 주입하여 주요 신경전

달물질을 포함한 70종의 대사체 동시 분석법 개발

연구가 보고되어있다.94 그밖에도 미세투석액 연구에

주로 사용되는 시료전처리 방법은 희석(dilution)이다.

시료를 희석하는 주된 목적은 분석 전 분석대상 성분

의 분해를 막는 것으로써 이는 희석에 사용되는 용액

이 산성 완충액 또는 산화 방지제가 포함된 용액이

자주 사용되고 있다. 대표적 예로써 쥐의 미세투석액

을 내부표준물질이 첨가된 0.1 % formic acid 용액으

로 희석하여 진행한 연구와104 미세투석액을 완충액과

dansyl 유도체화 시약 첨가에 의한 유도체화와 희석을

통해 LC-MS/MS로 직접 주입하여 분석한 연구도 보

고되어 있다.105 

최근 소변시료에 적용한 시료전처리에서 설명한

UADLLME 방법으로 쥐의 미세투석액 시료에 적용한

연구결과를 발표하였고 특히 유도체화를 동시에 수행함

과 더불어 분석대상 성분의 증가된 친유성으로 인하여

추출효율을 높일 수 있는 방법으로 보고되었다.64,65,103

이들 시료 외에도 기타 사람의 말초 혈액 단핵구

세포,106 초파리,94 달팽이,63 zebrafish107와 예쁜꼬마선충
71 등과 같은 다양한 생체시료들이 연구에 사용되었다.

사람의 말초 혈액 단핵구 세포(peripheral blood

mononuclear cell, PBMC)를 0.25 mL 이용한 연구에

서는 Oasis HLB를 사용한 고체상 추출법을 적용하였

으며 용리 조건의 최적화를 위하여 분석대상 성분 중

대표적인 뉴로케미컬인 NE, E, DA의 회수율을 조사

하였다.106

초파리의 체액을 이용한 연구에서는 체액을 저온의

아세토니트릴 80 μL로 희석하여 혼합한 뒤 다음 원심

분리 하였고, 상층액 20 μL를 유도체화 시켰다. 그 후

유도체화를 위해 50 μL의 물을 첨가하고 뒤이어
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100 mM sodium carbonate 완충액, benzoyl chloride

(BzCl) 유도체 시약을 넣고 아세토니트릴 용매조건에

서 유도체화를 수행하였다.94 동일 연구에서 초파리의

조직시료에 액체 질소에서 동결 시킨 후 머리와 몸통

을 분리하여 머리는 4 μL의 ice-cold acetonitrile, 몸체

는 20 μL의 ice-cold acetonitrile에서 균질화하여

100 mM sodium carbonate 완충액과, BzCl 시약을 사

용하여 유도체화한 후 UPLC-MS/MS에 의해 분석하

였다.94 

연못 달팽이를 이용한 연구에서는 쉽게 식별할 수

있고 CNS 연결 노드로 인하여 신경 생물학에서 종종

이용되고 있으며 CNS 신경전달 물질을 정량화하기

위한 분석법이 개발되었다.63 균질화 과정과 원심분리

과정을 통해 전처리를 하였고 3-MT, 5-HIAA, 5-

HTrp, ACh, Choline (Ch), DOPA, DA, E, GABA,

Glu, Gln, Hist, L-Trp, L-Tyr, NE, NMN, TyrA, 5-HT,

Phe의 대상 성분 분석을 위해서 적용하였을 경우 63-

95 %의 회수율로 보고되었다.63 Zebrafish를 이용한 연

구에서는 척추동물의 발달과 당뇨병, 암 또는 신경 행

동 질환과 같은 인간 질병을 연구하기 위한 모델 시

스템으로 널리 사용되는 zebrafish는 작은 수생 척추

동물인데, 신경 전달 물질과 신경 내분비계가 포유류

시스템과 구조적으로 매우 유사하여 많이 이용된다.

따라서 최근에 zebrafish는 신경과학과 생리학 연구

분야에서 새로운 모델 종으로 떠오르고 있다.107 이 연

구에서는 20 마리의 zebrafish 치어를 methanol을 사

용하여 zebrafish 조직 시료에서 단백질 침전 후 상층

액을 유도체화 하여 GC-MS로 NMN을 비롯한 신경

전달물질 6종을 분석하였으며, 그 결과 NMN, E, 3-

MT-d4, DA-d4, NE-d6, serotonin-d4 (5-HT-d4)의 신경전

달물질을 분석하였다.108 Caenorhabditis elegans는 지

구상의 생물 종 중에서 유일하게 전체의 신경망 연결

구조가 온전히 밝혀진 종으로써 신경과학 분야뿐만

아니라 독성학이나 생리학 등 다양한 연구 분야에서

연구대상으로 이용되고 있다. Caenorhabditis elegans

을 이용해 연구를 수행한 대표적인 연구결과에서는

C. elegans 배양액에 대표적인 파킨슨병 치료약물인

selegiline 혹은 tolcapone을 농도 별로 주입한 후 각각

3시간과 4시간씩 노출하여 이에 대한 DA과 5-HT의

농도변화를 관찰하여 보고하였다. 이 과정에서 C.

elegans는 균질화하고 원심분리하여 추출되고 각 신경

전달물질의 중수소치환 내부표준물질에 의해 비교적

정확하게 정량분석되었다.71 

상기 시료전처리 및 수집법 중 액체-액체 미세추출

법과 소형화 고체상 추출법 및 미세투석액에 대한 전

처리 조건은 Table 1에 자세하게 나타내었다.

3. 기기적 분석 방법

주요 신경전달물질과 그 대사경로의 프로파일링을

위한 질량분석법(MS) 기반의 분석 플랫폼은 대체적으

로 기체 크로마토그래피(GC)와 액체 크로마토그래피

(LC)와 같은 크로마토그래피법과 결합하여 개발되어

왔다. 이는 복잡한 생체시료로부터 기인된 동중 화합

물(isobaric compounds)을 비롯하여 신호 증가나 감소

를 유발하는 매트릭스 효과(matrix effect)를 낮추는 데

Table 1. Sample preparation and recovery of neurochemicals in biological matrices

Matrix Volume (µL) Sample preparation Recovery (%) Ref.

Human plasma

 and urine

plasma: 100

urine: 50
MEPS

(activation) methanol 3 × 100 µL, (condition) water 3

× 100 µL, (washing) 0.1% formic acid 2 × 50 µL,

(elution) 0.1% formic acid in methanol 3 × 50 µL

87.6–100.3 [86]

Human urine 25 LLME

0.5% tris(3-hydroxypropyl)phosphine in water 25 µL,

organic medium (isooctane:HFBO:HFBCF, 15:1:4)

50 µL, catalytic medium (4% (v/v) pyridine in 1

M NaOH in water) 25 µL + 25 µL, isooctane 50

µL, 1 M HCl in water 25 µL

80–121 [62]

Rat urine 20

UA (ultrasound assisted)-

DLLME/CCR derivatization/

extraction/ultrasonication

NaHCO3-Na2CO3buffer(pH 9.5) 800 µL/acetoni-

trile(dispersant) 150 µL, 4-bromoanisole(extract-

ant) 80 µL

91.7–105.5 [66]

Mouse urine 60 SCX Ziptip
(washing) 0.1% formic acid in water, (elution)

5% NH4OH in 30% methanol
NR [72]

Rat

 Microdialysate

100 protein precipitation 250 mM formic acid 100 µL NR [99]

10
direct injection into UHPLC-

MS/MS

employment of microdialysis as a sample prepa-

ration
NR [104]



364 Na-Kyeong Lee, Won-Jei Jeon, Seung-Woo Jeong, Jae-Sung Byun, Wonwoong Lee, and Jongki Hong

Analytical Science & Technology

에 용이한 방법이기 때문이다.109 특히 GC-MS는 높은

휘발성이 전제되어야 하므로 극성이 높은 신경전달물

질의 경우에 유도체화를 통해 극성 기능기를 치환해

주어야 한다.110 또한 LC-MS의 경우에 높은 극성의

신경전달물질을 전통적으로 많이 사용되는 C18과 같

은 역상의 컬럼을 사용하여 분석하기 위해서는 이동

상에 이온쌍 시약37을 사용하기도 하고 GC와 마찬가

지로 유도체화 과정을 통해 극성을 낮춰 역상 컬럼에

대한 머무름을 증가시키기도 한다.63 하지만 최근에

HILIC과 같은 친수성 극성 분석대상성분을 분리하기

용이한 컬럼을 적용한 방법도 개발되어 유도체화나

이온쌍 시약의 적용없이 신경전달물질의 분석을 수행

가능하다.63 본 장에서는 대표적인 크로마토그래픽 분

리기법인 GC와 LC와 연계한 MS 기반의 신경전달물

질 분석법에 대해서 살펴보고자 한다.

3.1. Gas chromatography-mass spectrometry (GC-

MS)

GC-MS는 높은 분리 효율과 고감도 및 견고성으로

인해 소변 대사체의 통합적 분석을 위한 효율적인 도구

이다.111,112 하지만 GC-MS의 적용 범위는 휘발성이면서

열적으로 안정한 분석물에 한정되어 있어, 아미노산과

카르복실산과 같은 소변의 극성 대사체는 GC 분석 전

에 유도체화 과정이 필요하다. Alkyl chloroformates

(RCFs)를 이용한 유도체화법이 점차 대중적인 접근법

이 되고 있는데, 실릴화(silylation)와 달리 RCF는 알

코올 및 피리딘 촉매의 존재하에 높은 극성의 작용기

를 N-carbamate와 (S, O)-carbonate carboxylic esters로

전환시킨다. Pentafluoropropyl chloroformate (PFPCF)

또는 heptafluorobutyl chloroformate (HFBCF) 으로

RCFs에 대한 연구는 광범위하게 이루어졌고, HFBCF

시약은 혈청 내의 아미노산의 비카이랄 및 카이랄 프로

파일링에서 매우 효율적인 것으로 확인되었다.62,113,114

사람 소변 시료에서 GC-MS에 의한 CA과 5-HT의

6 가지 산성 대사체의 동시 측정을 위한 새로운 유

도체화법을 개발한 연구에서는 HVA, DOPAC,

vanillymandelic acid (VMA), iso-VMA, 5-HIAA, 3,4-

dihydroxymandelic acid (DOMA)를 분석하였다.89 이

연구의 주요 이점은 ethoxycarbonyl (EOC) / tert-

butyldimethylsilyl (TBDMS) 유도체화로써 CA와 5-

HT의 산성 대사산물을 동시에 분석하기 위한 선택적

이고 민감한 GC-MS-SIM 방법의 개발이라는 것이다.

이 연구는 불안정한 카테콜기를 포함하는 하이드록실

치환체를 용매 추출이 가능한 O-EOC 유도체로 전환

시켜 극성 및 산화 분해의 감소에 의한 추출 효율을

향상시키려고 시도했다. TBDMS 반응은 잔류 카르복

실기의 유도체화하고 GC-MS로 분석하였다. 트리메틸

실릴 (trimethylsilyl, TMS) 유도체와 비교할 때, TBDMS

유도체는 TMS 유도체보다 가수분해조건 하에서 훨씬

더 안정하다. TBDMS과 methoxime (MO) / TBDMS

반응으로 CA들을 프로파일링하기 위한 이전의 방법

과115-117 GC-MS에 의한 EOC-MO-TBDMS 유도체로

써 CA와 아미노산을 동시에 프로파일링한 분석은
118,119 생체시료에서 다양한 CA을 측정 할 수 있는 유

용함이 입증되었다. CA와 5-HT의 산성 대사체들은

월등한 수용성을 갖는 카테콜기와 여러 하이드록실

치환체들을 가지고 있다. 따라서, 단일 TBDMS 방법

은 산성의 수용액상태로부터 추출 단계에서 낮은 회

수율을 보였다. 알칼리성 수용액에서의 메톡시메이션

반응(methoximation reaction)은 카보닐기가 없는 대사

체들에서는 필요하지 않다. 또한, 강알칼리 수용액에

서의 EOC 반응은 DOMA 및 DOPAC의 경우 카테콜

기의 산화 분해에 의해 일반적인 반응 효율이 감소된

다. 그리고 실제 시료 내에 존재하는 DOMA와

DOPAC의 농도는 미량 수준이다. 따라서 이 연구에서

는 이전 방법을 개선하여 임상모니터링을 위한 소변

의 산성 대사체들로 iso-VMA를 포함하여 6개의 CA

들에 대한 동시 측정을 하고자 했다.115-119 여기서는

selected ion monitoring (SIM) 모드에서 GC-MS에 의

한 직접 분석을 위해 산성 대사체들을 O-EOC/TBDMS

유도체로 전환시킴으로써 이러한 문제를 극복하였다.

불안정한 카테콜기는 초기에 EOC 유도체로부터 용매

추출 가능한 형태로 전환하여 보호되었으며, 이는 추

출 효율의 향상과 기본 조건 하에서의 산화 분해의 회

피 모두를 가능하게 했다. 결과적으로, TBDMS 반응은

카복실기의 남아있는 활성 양성자를 차단하여 극성을

감소시키고 휘발성을 향상시켜 GC-MS 분석을 용이하

게 하였다. 개발된 분석법은 인간 소변 샘플의 모든 산

성 대사체의 검출에 적용되었다.89

사람 소변 시료에서 GC-MS를 이용한 CA와 5-HT

그리고 이들의 산성 대사체들의 분석법 개발 연구에

서는 hexamethyldisilazane (HMDS) / methyl-bishepta-

fluorobutyramide (MBHFBA)를 사용한 선택적인 유도

체화방법을 통해 생체아민과 그들의 산성 대사체를

분석하였다.74 연구 결과에 따르면 일반적으로 생체

시료 내의 극미량 대사체를 분석할 경우 미량으로 인

하여 검출이 어렵고 상이한 이화학적 특성을 지니기

때문에 유도체화 과정에서 종종 불완전한 반응이 유
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도되거나 부산물의 형성이 초래되어 다중 부산물 형

성 등으로 인하여 정량이 어려운 점을 극복하였다.

HMDS 시약은 하이드록실기 및 카르복실기에 대한

선택적 반응을 위한 효과적인 TMS 시약이며 아민기

와 반응하지 않는 점120을 활용하여 유도체 과정 중

부산물 생성을 막을 수 있었다. MBHFBA는 아민기의

선택적 유도체화를 위해 사용하였는데 이 시약들로

산성 및 염기성 생체 화합물 모두가 부산물없이 성공

적으로 유도체화 되었다. 또한 인간 소변에서 생체아

민과 산성 대사체들을 효과적으로 추출하고 선택적으

로 매트릭스의 분석방해요인을 제거하기 위해 각각 다

른 SPE 용리액들을 사용하는 mixed cation exchange

(MCX) SPE 카트리지를 사용한 고체상 추출법을 수

행했다. MCX SPE 카트리지는 일반적으로 생체 시료

에서 염기성 화합물을 추출하는데 사용되었지만, 이

SPE 방법은 생체아민과 산성 대사체를 동시 추출하는

데 적용되었다. 잠재적인 matrix effects를 줄이기 위해

특정 이온을 선택하여 관심있는 대상에 대한 고감도

의 선택적인 검출을 위해 GC/MS SIM을 적용해 DA,

HVA, L-DOPA, NMN, E, NE, DOPAC, VMA, 5-HT,

5-HIAA를 분석했다. 정리해보면 소변에서 생체아민과

그의 산성 대사체들의 측정을 위한 포괄적인 분석 방

법은 MCX SPE를 이용한 정제 및 추출과 선택적 유

도체화 이어서 GC/MS SIM 모드를 사용하여 개발되

었다. 이 방법을 적용하여 소변에서 생체 아민과 산성

대사 물질을 효과적으로 추출, 정제 및 선택적 유도체

화를 할 수 있었다. 적절한 이온의 선택을 통한 SIM

모드의 특이성은 신호 대 잡음비의 증가에 의한 선형

성 및 감도 측면에서 분석 성능의 향상을 제공하고

재현성 높은 분석 방법의 개발과 중수소 치환 내부

표준물질의 결합으로 정확도와 정밀도 향상이 나타났

다고 보고하였다.74 

위와 같은 유도체화방법을 이용해 소변에서 Tyr,

Trp 및 Glu경로의 대사 프로파일링 분석에 적용한 연

구에서는 MCX SPE cleanup 및 GC-MS/MS-multiple

ion reaction monitoring (MRM) mode에 의한 민감한

분석 방법을 개발하여 인간의 소변에서 20 개의 광범

위한 신경화학물질의 측정을 가능하게 했다.75 이 방

법의 주된 장점은 신속한 SPE cleanup 단계, 표적 범

위의 확장 및 매우 민감하고 선택적인 MRM 모드를

사용하는 분석 성능의 향상으로 보고되었다. MRM

모드와 동위원소가 표지된 12 개의 내부 표준물질들

을 사용하면 매우 신뢰할 수 있는 정량이 가능해져

인간의 소변에서 Tyr, Trp 및 Glu 대사 경로를 정확하

게 특성화할 수 있다. 또한 개별 분석대상 성분에 대

한 MRM 전이 이온의 적절한 선택은 소변 샘플에서

신경화학물질의 높은 선택성과 민감성을 제공했다. 연

구결과에 따르면 MS/MS fragmentation 조사를 수행

하여 분석대상 성분의 정확한 규명이 가능할 뿐 아니

라 다른 관련 대사체들의 MRM 전이 이온 선택에 도

움을 줄 수 있다고 보고되었다. 또한 동위원소가 표지

된 내부 표준물질들 및 matrix interference없이 MRM

크로마토그램의 재구성을 사용하여 표적 분석물질들

의 신뢰할 수 있는 정량을 얻을 수 있었다. 개발된 분

석법은 사람의 소변 시료에서 GABA, Glu, HVA,

DOPAC, MHPG, VMA, 5-HIAA, TyrA, OA, 3-MT,

DA, Tyr, NMN, NE, MN, E, L-DOPA, Trp, 5-HT, 5-

HTrp 총 20 종의 신경전달물질을 분석대상으로 프로

파일링이 가능한 것으로 보고되었다.75

한편 소변시료에서 신경내분비 종양에 대한 마커로

써 적용이 가능한 HVA, VMA, 5-HIAA의 분석법을

개발한 연구에서는78 클로로포름산에틸/에탄올 혼합물

을 사용하여 예비 유도체화 과정을 거친 SPME–GC–

QqQ-MS/MS 방법을 제시했다. 이 연구에서 개발된

분석법이 갖는 이점으로 3 가지를 제시하였다. 우선

첫째로 신속한 자동화로 대량시료처리가 가능한 분석

법의 적용이고, 둘째로 HVA과 VMA에 대해 얻어진

LOD는 문헌에서 보고된 값 중 가장 낮은 값으로써

나타내었으며 (LOD (µg/L) : HVA-1.3, VMA-0.046),

마지막으로 적절한 전구체-생성이온 간의 MRM

transition 선정으로 획득된 특이성은 분석체 식별 능

력을 향상시킨다는 점이었다.78

Zebrafish에서 모노아민 신경전달물질 (Monoamine

neurotransmitters, MNTs)을 측정하기 위한 고감도의

방법으로 최적화된 유도체화 조건 하에서 GC-MS를

사용하여 개발되었다. Zebrafish 조직에서 DA, E, NE,

노르메타네프린 (Normetanephrine, NMN), 3-메톡시티라

민 (3-Methoxy tyramine, 3-MT)과 같은 MNTs와 그 대

사체들을 분석하기 위한 O-silylation 의 유도체화 과정

수행을 위해 HMDS 시약이 사용되었고, N-perfluoro-

acylation 과정을 위해서는 MBHFBA 유도체 시약이 사

용되었다. 해당 연구에서 수행한 선택적 유도체화 방법

은 기존에 보고되었던 방법74을 따라 수행되었다. 개발

된 분석법으로 zebrafish에서 저농도로 존재하는 MNT

의 작은 변화 탐지에 성공적으로 적용되었다.108

마지막으로 사람과 쥐의 혈장에서 GC-negative ion

chemical ionization (NICI)-MS로 안정 동위원소(15N)

가 표지 또는 비표지된 L-트립토판 (L-tryptophan, L-
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Table 2. Mass spectrometric detection conditions combined with gas chromatographic separation.

Analytes Sample IS GC Column
Analyzer 

type

Detection 

mode

Detection 

limit 

(ng/mL)

Ref.

HVA, DOPAC, VMA, iso-VMA,

5-HIAA-1, 5-HIAA-2, DOMA
Human urine 3,4-dimethoxybenzoic acid

Ultra-2 cross-linked capillary col-

umn

0.2 mm × 25 m, 0.11 µm

quadrupole SIM 0.001–4.7 [89]

DA, HVA, L-DOPA, NMN, E, NA,

DOPAC, VMA, 5-HT, 5-HIAA
Human urine HVA-d5, DA-d3

DB-5MS colum

 0.25 mm × 15 m, 0.25 µm
quadrupole SIM 0.17–17.84 [74]

HVA, VMA, 5-HIAA Human urine HVA-d5, VMA-d3, 5-HIAA-d5
Thermo TR-5MS column

0.25 mm × 30 m, 0.25 µm

triple

 quadrupole
MRM 0.063–49.6 [78]

Trp, KYN, 5-HT, QA
Human and rat 

plasma

13C11,
15N2-Trp, Methyl-5-HT,

3,5-Pyridinedicarboxylic acid

HP-1MS capillary column

250 µm × 30 m, 0.25 µm
quadrupole SIM NR [121]

153 Endogenous metabolites including 4-

Aminobutyrate, Asp, Glu, Phenylalanine,

HVA, Gln, VMA, KA, Tyr, 3-Methoxy-

tyramine, DA, L-DOPA, MN, Cys, TrpA,

NMN, Trp, KYN, 5-OH-Indoleacetate, 5-

OH-TrpA, DOPAC, DOMA

Human urine
4-phenylbutyrate, homophenyl-

alanine

Agilnet VF-5MS column

0.25 mm × 30 m, 0.25 µm
quadrupole SIM 0.59–447.92 [62]

3-MT, DA, E, NE, NMN, 5-HT Zebrafish 3-MT-d4, DA-d4, NE-d6, 5-HT-d4
J&W DB-5 column

0.25 mm × 30 m, 0.25 µm
quadrupole SIM 1.2–95 [108]

GABA, Glu, HVA, DOPAC, MHPG, VMA,

5-HIAA, TyrA, OA, 3-MT, DA, Tyr, NMN,

NE, MN, E, L-DOPA, Trp, 5-HT, 5-HTrp

Human

urine

GABA-d6, Glu-d5, HVA-d5,

DOPAC-d5, VMA-d3, 5-HIAA-d5,

DA-d3, Tyr-d4, NE-d6, L-DOPA-d3,

Trp-d5

DB-5MS capillary column

0.25 mm × 20 m, 0.25 µm

triple 

quadrupole
MRM 0.02–11.10 [75]
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Trp) 및 이것의 주요 대사체들 즉, L-키누레닌 (L-

kynurenine, L-Kyn), 5-HT, 그리고 퀴놀린산 (quinolinic

acid, QA)을 동시에 검출하기 위해서 pentafluoropropionic

anhydride (PFPA)와 2,2,3,3,3-pentafluoro-1-propanol

(PFPOH)를 2:1 비율로 넣은 시약으로 유도체화하여

분석한 연구결과가 보고되었다. 이 방법은 Trp 대사가

생리적 변화와 질병에 미치는 반응을 탐구하고 L-Trp

대사의 네 가지 경로 (Serotonin pathway, Kynurenine

pathway, NAD pathway, and Glutaric Acid pathway)

사이의 균형에 대한 중요성을 제시하였다. 또한 15N2-

L-Trp 4 µmol/kg를 매시간 임신한 쥐의 목정맥에 지

속적으로 주입한 추적자 실험을 시행하여 혈장 내
15N2이 표지된 L-Trp 수준을 분석하였다.121

위의 분석법의 GC separation의 분리 조건과 MS

검출 조건 및 그에 따른 검출한계에 대한 상세한 내

용은 Table 2에 요약하여 나타내었다. 

3.2. Liquid chromatography-mass spectrometry

(LC-MS)

LC는 GC와 비교했을 때 분석물질에 대한 적용범위

가 넓으며 시료의 전처리법이 상대적으로 간단하고110

비휘발성 물질에 적용 가능하므로 검출 가능한 분자

량이 상대적으로 크다는 장점이 있어 기존 GC법을

대체해왔다.50 Fig. 3(A)에서 볼 수 있듯이 GC 분석

시 높은 피이크 분리능을 나타내며 각 신경전달물질

의 분리도가 향상되는 것을 확인할 수 있다. 반면

Fig. 3(B)에서 나타난 UHPLC에 의한 분석 결과에서

는 기울기 용리를 이용하여 단 시간에 검출이 가능하

였으며 GC에서 얻어진 peak와 비교하였을 때 크게

뒤처지지 않는 피이크 분리능을 나타내었다. 이에 따

라 최근에는 광범위하게 사용되는 기존 HPLC의 컬럼

보다 작은 내경과 2 µm 이하의 충진제 입자를 갖는

컬럼 사용이 가능하며 상대적으로 더 높은 압력을 견

딜 수 있도록 제작된83 UHPLC의 사용이 점점 늘고

있다. 같은 조건에서 HPLC와 UHPLC를 비교했을 때,

HPLC가 UHPLC보다 15~50배 더 높은 LOD 값을

보이는데65,99,122 이는 UHPLC 사용에 따른 크로마토그

램 상에서 나타나는 피크 분리도의 증가로 기인한 것

이다. 이로 UHPLC가 고감도 분석에 보다 용이하고

분석에 소요되는 시간도 대체로 HPLC보다 짧아 대량

Fig. 3. MRM chromatograms of neurochemicals in human urine by (A) GC-MS/MS and (B) UHPLC-MS/MS.
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시료 처리를 통한 임상 적용이 용이하다는 이점이 있

다는 것을 알 수 있다.110

LC에 사용되는 컬럼으로는 일반적으로는 C18 알킬

체인을 고정상으로 하는 역상컬럼이 광범위하게 사용

되며 이를 reversed-phase liquid chromatography (RPLC)

라 한다. 역상 컬럼으로 극성 신경전달물질 분석에 적

용할 시 고정상이 극성 분석대상 성분과 상호작용이

낮아 컬럼에 대한 머무름이 감소하여 용출이 과도하

게 빨라져 분석 시간이 감소하는 한편 분석 대상 성

분의 분리도가 낮다는 단점이 있다.37 이런 역상 컬럼

의 단점을 보안하기 위해 최근에 많이 이용되는 방법

중 하나는 HILIC 컬럼을 적용한 경우도 있다. 일반적

으로 이들은 실리카 또는 실리카에 amide나 cyano기

와 같은 극성 관능기를 유도체화한 친수성의 고정상

컬럼을 이용하여 역상컬럼에서 주로 발생하는 극성물

질의 과도한 조기 용출을 방지하고 극성이 높은 이동

상 사용으로 높은 극성을 갖는 분석물질의 기존 비극

성 이동상에 대한 제한된 용해성을 보완한다. 이를 통

해 ion pair reagent나 유도체화 없이 역상 컬럼보다

극성 분석물질에 더 감도 높게 반응하며88,97 또한 무

엇보다 MS와 결합될 경우 신경전달물질 분석법 개발

시 가장 적합한 선택성을 보였다.63 

그러나 HILIC 역시 각 극성물질의 피크 형태나 머

무름이 유사하여 역상 컬럼보다 나은 분리도를 보이

나 실제로 명확한 분리도 차이가 나타나지 않기도 한

다. 이런 HILIC 컬럼의 단점을 극복하기 위해 역상컬

럼과 HILIC 컬럼의 혼합적인 성질을 가진 컬럼을 사

용하는 것이 제시되었다. 서로 다른 기전을 갖는 컬럼

으로 역상컬럼은 Kinetex C18 컬럼, HILIC 컬럼은

Atlantis HILIC Silica, ZIC-HILIC 컬럼, 이외에 역상

과 weak cation exchanger (WCX) 기전이 혼합되어있

는 컬럼으로 Acclain Mixed-Mode WCX 컬럼을 선정

하여 비교하였다.60 머무름을 비교하기 위하여 용량인

자 k’ 값을 구하였는데 이는 머무름 시간에서 컬럼의

불용체적에 대한 용출시간을 뺀 값으로써 나타냈다.

역상컬럼의 경우에는 k’ 값이 대부분으로 2 미만의

값을 나타냈으며 Trp와 Phe의 경우만 4 이상의 머무

름을 나타냈다. 이를 통해 극성이 높을수록 역상컬럼

에 대한 머무름이 거의 없었다는 것을 확인할 수 있

었다. 또한 HILIC 컬럼의 경우 Atlantis HILIC과 ZIC-

HILIC 컬럼에서 k’ 값이 5-6과 8-10 범위로 각각 나

타났다. 전체적인 극성의 신경전달물질에 대한 머무름

은 HILIC 컬럼에서 우수하게 나타났으나 각 분석대상

성분의 k’ 값의 차이가 많이 나지 않아 분리도 면에서

우수하지 않은 것으로 나타났다. 마지막으로 Acclain

Mixed-mode WCX 컬럼을 사용하였을 때 k’ 값은 2에

서 12 사이로 고르게 분산되어있는 것을 확인할 수

있었다. 결과적으로 역상과 이온교환 기전이 혼합되어

있는 컬럼을 사용하여 극성의 신경전달물질을 역상이

나 HILIC 컬럼보다 더 높은 분리도를 얻을 수 있는

연구결과를 제시하였다.60

그 밖에도 HILIC이나 혼합 기전을 활용한 컬럼을

사용하는 방법 대신 기존의 관습적인 역상컬럼을 그

대로 사용하면서 이온쌍 시약 (ion pairing reagents)을

이동상에 추가하거나 분석대상물질을 유도체화하여

극성인 신경전달물질의 고정상에 대한 머무름을 증가

시키는 방법을 이용할 수 있다. 먼저 이온쌍 시약을

이용하는 경우 monoamine 계열의 물질들은 염기성의

아민기로 인하여 양이온을 형성하기 쉬운 성질이 있

는데 이 때 heptafluorobutyric acid (HFBA)와 같은 강

한 음이온성 시약을 첨가할 경우 분석물질의 전하를

안정화시켜 비극성의 성질을 높이고 역상 고정상과의

상호작용을 증가시켜 분리능을 높일 수 있는 것으로

나타났다.110 실제로 이온쌍 시약인 HFBA를 사용하여

분석을 시행하였을 때, HFBA는 머무름의 증가와 피

크의 모양을 개선시켰고, 휘발성의 산성물질이라는 점

에서 LC-MS에 적합하다는 장점이 보고되었다. 그 밖

의 보고된 결과에 따르면 HFBA의 농도가 증가할수

록 분석물질의 머무름이 더욱 향상되었으나 NE와 E

에는 효과가 적어 분석물질마다 상이한 반응이 나올

수 있다는 것을 알 수 있었다.82

이온쌍 시약을 사용하는 방법 외에도 분석물질 내

의 산성과 염기성을 나타내는 극성의 관능기를 유도

체화하여 극성을 낮추는 방법을 사용할 수 있다. 유도

체화 방법을 사용하면 역상 LC 조건에서 머무름을 증

가시켜 분리도를 높여주는 동시에 이온화 과정을 단

일화하여 일반적으로 positive ion mode에서 물질의

이온화가 용이해지고 산성과 염기성의 뉴로케미컬이

동시에 분석 가능해진다. 대표적인 유도체화 시약으로

는 benzoyl chloride85,94,100 와 dansyl chloride56,76,95,105

등의 시약이 사용되며 주로 극성의 아민기와 페놀기

와 같은 관능기를 효과적으로 치환하는데 사용된다.

이외에도 (5-N-succinimidoxy-5-oxopentyl)triphenylpho-

sphonium bromide (SPTPP),101 lissamine rhodamine B

sulfonylchloride (LRSC),64 4’-carbonyl chloride rosamine

(CCR),66,103 10-methyl-acridone-2-sulfonyl chloride

(MASC),65 활성화된 N,N-dimethyl leucine (DiLeu)72와

같은 유도체화 시약을 적용하여 효과적으로 아민기와
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페놀기를 치환함과 동시에 분석대상 성분의 역상 컬

럼에 대한 머무름과 이온화 효율을 크게 증가시킨 결

과도 보고되었다. 특이하게도 일반적으로 유도체화가

용이한 아민기와 페놀기가 아닌 카르복시산과 benzylic

position의 알코올만을 선택적으로 치환하여 산성 관능

기를 효과적으로 보호하여 역상 컬럼 내 분리도를 높

이고 positive ion mode에서 검출감도를 크게 향상시

킨 연구결과가 보고되기도 하였다.123 

신경전달물질의 효과적인 검출을 위해서는 LC의

최적 컬럼 선정, 유도체화, 이온쌍 크로마토그래피 등

의 방법을 통해 분리능을 높일 수 있는 방법과 더불

어 MS의 검출 감도를 향상시킬 수 있는 방법도 고려

되어야 한다. MS 감도는 이온화 효율과 밀접한 관계

가 있는데 분석대상 성분의 이화학적 성질, 크로마토

그래피의 특성, matrix interference, 이온화 방식에 따

른 감도 등에 따라 결정된다. 또한 신경전달물질처럼

분석물질의 극성이 클수록, 질량이 작을수록 ion

suppression에 민감하며 이를 방지하기 위한 시료 전

처리과정의 도입이 중요하다.

이온화방식은 대체로 극성을 가진 대상 분석에 사

용되는 전자분무이온화법 (electrospray ionization, ESI)

과 상대적으로 비극성인 물질의 분석에 사용되는 대

기압 화학 이온화법 (atmospheric pressure chemical

ionization, APCI)으로 나누어진다. ESI는 LC-MS 분석

동안 시료 매트릭스나 LC 상에서 공출된 물질에 의한

매트릭스 영향을 비교적 받기 쉽다는 단점이 있는데

이러한 문제점을 해결하기 위해 유도체화 과정을 이

용하여 이온화 효율을 높이고 내인성 분석방해물질의

영향을 낮춰 검출 성능을 높일 수 있다.64 그 외 추가

적으로 ESI의 fast polarity switching 모드를 사용하면

한 번의 chromatographic run을 수행하는 동안 positive

와 negative ion mode 양쪽에서 동시에 분석하여 이화

학적 특성이 다른 분석대상을 동시에 검출 가능하다

는 장점이 있다.124 일반적으로 분석대상성분의 화학적

특성과 이온화방식에 따라 positive ion mode에서는

Tyr, Trp과 같은 아미노산과 DA, E 등의 아민기를 포

함한 염기성의 물질을 주로 검출하였으며, 반대로

negative ion mode에서는 HVA, VMA, DOPAC와 같

은 산성 물질을 검출하였다. Positive ion mode와

negative ion mode에서 동시에 검출이 가능한 물질들

도 있는데, 결과적으로 서로 다른 이온화 모드에서

LOD나 LOQ 값을 비교했을 때, 보다 낮은 수준의 검

출한계와 정량한계를 얻는다면 분석물질의 더 나은

이온화 방법을 효과적으로 선택했다고 볼 수 있다.66

현재까지의 개발된 분석법은 대체적으로 negative ion

mode보다 positive ion mode에서 분석을 수행한 방법

이 많았으며 이는 주요 신경전달물질이 모노아민을

비롯하여 콜린류와 같은 cation성 물질이 다수를 차지

하기 때문이다. 

또한 LC를 이용하여 분석대상성분을 분리하는 것

과는 별개로 MS에서는 분석관의 종류에 따라 분석물

질에 대한 질량 이온 분리도를 크게 높여 미지의 분

석대상성분을 규명하거나 선택적으로 분석대상만을

검출하여 정량에 이용하는 것처럼 연구목적에 따라

달리 사용할 수 있다. 먼저 quadrupole-time of flight

(QToF), orbitrap 질량분석관과 같이 고분해능 MS

(high resolution MS, HRMS)는 동일한 정수단위의 분

자량을 갖는 대사체 성분들의 물질 규명을 가능하게

하며 비표적형 대사체 분석을 위한 생체 시료의 정성

분석에 주로 적용한다. 이와 대조적으로 single 또는

triple quadrupole 같은 저분해능 MS (low resolution

MS, LRMS)는 표적 대사체에 대한 선택적 검출을 통

해 시료의 정량분석에 더 활발하게 사용된다.88 최근

에 보고된 대부분의 연구는 LRMS를 이용하여 표적

대사체에 대한 정량적 검출을 수행하였으나 간혹 Q/

ToF MS나72,80,125 orbitrap MS76,84를 이용하여 비표적

형 대사체 분석을 한 연구결과도 다수 보고되어있다.

또한, HRMS를 이용한 물질규명뿐만 아니라 MS/MS

의 활용을 통해서도 보다 정확한 구조 규명이 가능하

다. 대표적인 예로 단일 질량분석관으로 분석을 시행

할 경우 NMN과 E 같이 분자량이 동일한 물질들은

같은 m/z 값으로 검출되어 구분이 어려운 문제점이

발생할 수 있다. 그러나 MS/MS를 사용하여 분석을

수행할 경우 동일 m/z 값을 가지고 있는 물질이더라

도 MS/MS spectra에서 나타난 조각이온 (fragment

ion)의 패턴 차이를 확인하여 물질을 규명해낼 수 있

다. 이러한 장점으로 인해 최근에 수행되는 대부분의

연구들은 단일 MS 보다는 MS/MS를 이용이 활발해

지고 있다. 

마지막으로 이온화된 분석물질의 검출 시스템에 따

라서도 MS의 민감도가 달라질 수 있다. 검출 시스템

중 하나인 MRM으로 검출할 경우 이와 대조적인 full

range scan이나 SIM으로 검출하는 것에 비해 공출되

는 성분에 의한 노이즈를 낮추면서 분석대상성분에

대한 특이성을 크게 높일 수 있다. 보고된 연구결과의

검출한계를 비교하였을 때 MRM 검출했을 때가 SIM

검출했을 때보다 DA 검출 시 1.17배에서 최대 5-HT

검출 시 66 배까지 향상되는 것으로 나타났다.63,86 이
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Table 3. Mass spectrometric detection conditions combined with liquid chromatographic separation

Chromatog-

raphy
Analytes Sample IS Column Mobile phase

Ionization 

mode

Analyzer 

type

Detection

mode

Detection

 limits 

(ng/mL)

Ref.

HPLC

AD, Agm, Cadaverine, DA, 

Hist, 3-MT, NA, Norephed-

rine, OA, PhEt, Put, 5-HT, 

Spd, Spm, TrpA, TyrA

Human 

urine
1-aminoheptane solution

Acclaim Mixed 

Mode WCX

2.1 × 150 mm, 3 µm

A : 0.1% acetic acid in 20% MeOH

B : 2.0% acetic acid in 20% MeOH

Flow rate (µL/min) : 400

APCI +

hybrid triple 

quadrupole/

linear ion 

trap 

MRM 1.0–21.9 [60]

HPLC DA, NE, 5-HT

Rat brain 

microdialy-

sates

NE-d6, 5-HT-d4, DA-d4

Phenomenex Kine-

tex PFP

4.6 × 50 mm, 2.5 µm

A : 0.1 % formic acid in water

B : 0.1 % formic acid in ACN

Flow rate (µL/min) : 1,000

column temperature : 30 oC

ESI + 
triple 

quadrupole 
MRM 30 pM [101]

HPLC
HVA, VMA, Orotic acid, 

Homogentisic acid

Human 

urine

Discovery C16 

amide

2,1 × 100 mm 

A : 0.05 % acetic acid in 40 % ACN

B : 0.05 % acetic acid in water

Flow rate (µL/min) : 200

ESI - ion trap SIM 50–250 [73]

UHPLC VMA, HVA 
Human 

serum
VMA-d3, 

12C6,
18O-HVA

Waters Acquity 

UPLC HSS T3

2.1 × 150 mm, 1.8 

µm

A : 0.1 % formic acid in water

B : 0.1 % formic acid in ACN

Flow rate (µL/min) : 400

column temperature : 45 oC

ESI -
triple

 quadrupole 
MRM

VMA: 0.02; 

HVA: 0.18
[61]

UHPLC NE, E, DA
Human 

urine
NE-d6, E-d3, DA-d4

Restek ultra PFPP

2.1 × 150 mm, 3 µm

A : 0.1 % formic acid in water

B ; methanol

Flow rate (µL/min) : 450

column temperature : 30 oC

ESI +
triple 

quadruple 
MRM

NE: 2.5; E: 0.25; 

DA: 2.5
[70]

HPLC

DA, NE, 5-HT, DOPAC, 

HVA, VMA, MHPG, 5-

HIAA, Trp, KYN, KA, Glu, 

Gln, GABA

Rat brain 

homoge-

nates, 

microdialy-

sates

DHBA, 5-HICA
Ultimate XB-C8

2.1 × 50 mm, 3.0 µm

A : 20 nM NH4OAc and 0.1 % for-

mic acid in water

B : Acetonitrile

Flow rate (µL/min) : 250

column temperature : 40 oC

ESI + 
triple 

quadrupole
MRM

(Homogenates)

0.4–9.7 pM

(Microdialyates)

1.2–9.7 pM

[95]

UHPLC

(PI) Tyr, DA, NA, E, 3-MT, 

NMN, MN

(NI) L-DOPA, DOPAC, 

DOMA, DHPG, HVA, 

MHPG, VMA

Rat urine Isoproterenol

Inertsil ODS-EP

4.6 × 150 mm, 5.0 

µm

(PI) A : 0.01 % HFBA in water

B : 0.01 % HFBA in methanol

(NI) A : 0.01 % acetic acid in water

B : 0.01 % acetic acid in methanol

Flow rate (µL/min) : 1,000

column temperature : 30 oC

ESI +

ESI - 

hybrid triple 

quadrupole/

linear ion 

trap 

MRM
(+) 1.7–10.6

(-) 1.8–11.5
[82]

HPLC

3-MT, 5-HIAA, 5-HTrp, 

ACh, Ch, L-DOPA, DA, E, 

GABA, Glu, Gln, Hist, His, 

Trp, Tyr, NE, NMN, Phe, 5-

HT, TyrA

CNS of 

pond snail 

(Lymnaea 

stagnalis)

3-MT-d4, ACh-d4, 5-HT-d4, 5-

HIAA-d5, L-Trp-d3, GABA-d6, 

DOPA-d3, DA-d4, L-Tyr-d4, 
13C2

15N-E, Ch-d13, Glu-d5, 
13C15N-Gln, NE-d6, 5-HTrp-d4

ZIC-cHILIC

2.1 × 150 mm, 3 µm

10 mM NH4COOH in ACN:water

90:10 v/v at pH 2.8

Flow rate (µL/min) : 200

column temperature : 30 oC

ESI + 
triple quad-

rupole
MRM 0.1–58 [63]

UHPLC
5-HT, 5-HIAA, DA, NE, 

HVA, GABA, Glu
Rat plasma DHBA, NIe, 5-HICA

ACQUITY UPLC 

BEH C18

2.1 × 50 mm, 1.7 µm

A : 0.1 formic acid in water

B : Acetonitrile

Flow rate (µL/min) : 200

column temperature : 30 oC

ESI + 
triple quad-

rupole
MRM 0.15–740.06 [56]
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Table 3. Continued

Chromatog-

raphy
Analytes Sample IS Column Mobile phase

Ionization 

mode

Analyzer 

type

Detection 

mode

Detection 

limits 

(ng/mL)
Ref.

HPLC
Trp, Phe, Tyr, IAA, HA, 

PA, Cr, Glu, SA, GABA

Rat

plasma
Phe, Tinidazole

CAPCELL PAK C18

4.6 × 250 mm, 5 µm

A : Methanol

B : 0.01 % formic acid in water

Flow rate (µL/min) : 800

column temperature : 30 oC

ESI + quadrupole SIM 100–2000 [55]

HPLC E, NE, DA

Rat and mini 

pig plasma and 

urine

E-d6, NE-d6, DA-d4
Perfluorophenyl Fluophase

2.1 × 100 mm, 5 µm

A : 0.5 % HFBA in water

B : 0.5 % HFBA in methanol

Flow rate (µL/min) : 600

ESI + 
triple quad-

rupole 
MRM

(plasma) 

0.02

(urine) 

0.25

[68]

HPLC

(PI) Neurotransmitter

ACh, Hist, Glu, GABA, 5-

HT

(NI) Prostanoid

TxB2, PGE2, PGD2, 15d-

PGJ2, 6-keto-PGF1α, 

PGF2α

Rat blood

(Neurotransmitter )

Glu, Hist, GABA, 5-

HT(derivatized with 

benzoyl chloride-d5)

(Prostanoid)

TxB2-d4, PGE2-d4, 

PGD2-d4, 15d-PGJ2-d4, 

6-keto-PGF1α-d4, 

PGF2α-d4

Synergi Hydro-RP

2.0 × 150 mm, 4.0 µm

(Neurotransmitter analysis)

A : 0.1 % formic acid in water

B : 0.1 % formic acid in ACN

Flow rate (µL/min) : 300

(Prostanoid analysis)

A : water:ACN 175:100 (v/v)

Phase B : methanol

Flow rate (µL/min) : 200

ESI + 

ESI -

linear ion 

trap
MRM

0.0035–

0.56
[100]

UHPLC

Ala, GABA, Val, Leu, Lys, 

DA, His, Phe, NE, 5-HT, 

Tyr, Trp

Mouse urine 3-aminoquinoline
Homemade C18

75.1 µm × 150 mm, 1.7 µm

A : 0.1 % formic acid in water

B : 0.1 % formic acid in ACN

Flow rate (µL/min) : 0.35

ESI + Q-TOF SRM 1.12–31.03 [72]

HPLC

4-Aminohippurate, 5-

HIAA, Glu, Gln, Hippu-

rate, Pimelate, Pro, Trp, 

TyrA, Tyr, Val

Rat urine Cortisol
XTerra RP18

3.91 × 100 mm, 3.5 µm

A : 0.1 % acetic acid in water

B : 0.1 % acetic acid in ACN

Flow rate (µL/min) : 450

column temperature : 40 oC

ESI +
triple quad-

rupole
MRM 25 [81]

HPLC NMN, MN, 3-MT, VMA Human serum
NMN-d3, MN-d3,

 3-MT-d4

Atlantis HILIC

2.1 × 50 mm, 2.6 µm

A : acetonitirle

B : 100 mM NH4COOH in water

Flow rate (µL/min) : 400

ESI - 

hybrid triple 

quadru-

pole/ linear 

ion trap

MRM
0.0042–

0.25
[69]

UHPLC 5-HT, DA, E, NE Rat brain 4-Chlorophenyl-alanine

Waters ACQUITY UPLC 

BEH Amide (HILIC)

2.1 × 50 mm, 1.7 µm

A : 0.1 % formic acid in 5 % ACN

B : 0.1 % formic acid in 95% ACN

with 1mM NH4OAc

Flow rate (µL/min) : 500

column temperature : 0 oC

APCI + 
triple quad-

rupole
SRM 0.05–0.55 [97]

UHPLC DA Rat brain ECF DA-d3
Acquity HSS T3

2.1 × 100 mm, 1.7 µm

A : 0,1 % formic acid in MeOH

B : 0.1 % formic acid in water

Flow rate (µL/min) : 500

column temperature : 65 oC

ESI +
triple 

quadrupole
MRM DA: 0.15 [104]

UHPLC
Asp, Ser, Gly, Ala, Met, 

Leu, Tyr, Trp, Glu, GABA

Human

plasma
Met-d3, Glu-d5

Ascentis® Express HILIC

4.6 × 100 mm, 2.7 µm

A : 10 mM NH4OAc in water

B : 10 mM NH4OAc in 60% ACN

Flow rate (µL/min) : 500

ESI + 
triple 

quadrupole
MRM

9.7–13.3 

nM
[79]
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Table 3. Continued

Chromatog-

raphy
Analytes Sample IS Column Mobile phase

Ionization 

mode

Analyzer 

type

Detection 

mode

Detection 

limits 

(ng/mL)

Ref.

HPLC DA, 5-HT C. elegans DA-d4, 5-HT-d4
YMC-Triart PFP

3 × 150 mm, 3.0 µm

A : 10 mM formic acid in water

B : 10 mM formic acid in methanol

Flow rate (µL/min) : 425

column temperature : 25 oC

ESI +
triple 

quadrupole
MRM

DA: 

0.057; 5-

HT: 0.025

[71]

HPLC

(PI) Tyr, Trp, 5-HTrp, DA, E, 

NE, 3-MT, 5-HIAA, L-DOPA, 

5-HT

(NI) VMA, HVA, DOPAC 

Human urine 
PI : Norvaline

NI : DHBA

XBridge AmideTM BEH 

(HILIC)

3.0 × 100 mm, 3.5 µm

A : 10 mM NH4COOH in water

B : 10 mM NH4COOH in ACN

Flow rate (µL/min) : 1,000

column temperature : 25 oC

ESI +,

ESI -
quadrupole SIM

(+) 10–20

(–) 10–20
[90]

HPLC

DA, Trp, KYN, 5-HIAA, 

HVA, 3-HAA, 3-HK, DOPAC, 

5-HT, 3-MT, NE, E

Youth urine
NE-d6, DA-d4,

5-HT-d4

ACQUITY UPLC BEH-C18

2.1 × 100 mm, 1.7 µm

A : 0.1 % formic acid in water

B : 0.1 % formic acid in ACN

Flow rate (µL/min) : 250

column temperature : 35 oC

ESI + orbitrap

targeted 

MS/MS 

scan

0.08–1 [76]

UHPLC
L-DOPA, DA, E, NE, DOPAC, 

HVA

Rat brain

 microdialysates
Isoprenaline

Agilent SB C18

2.1 × 50 mm, 1.8 µm

A : 0.2% formic acid in 5% ACN

B : 0.2% formic acid in ACN

Flow rate (µL/min) : 200

column temperature : 30 oC

ESI + 
triple 

quadrupole 
MRM

0.002–

0.004 nM
[64]

HPLC

(PI) AD, NA, Glu, GABA, 

DA, 5-HT, 5-HIAA

(NI) MHPG

Rat brain Isoprenaline
ACE C18-PFP

2.4 × 150 mm, 3.0 µm

A : 0.2 % formic acid in water

B : 0.2 % formic acid in ACN

Flow rate (µL/min) : 600

column temperature : 25 oC

ESI +

ESI -

triple 

quadrupole
MRM

(+) 0.25–

250

(–) 1

[96]

HPLC E, NE, DA, MN, NMN
Human

urine

E-d6, NE-d6, DA-d4, 

MN-d3, NMN-d3

RPLC

2.0 × 100 mm, 3.0 µm

A : 0.1 % formic acid in water

B : 0.1 % formic acid in ACN

Flow rate (µL/min) : 300

column temperature : 40 oC

ESI + 
triple 

quadrupole
MRM 3.5–7.4 [77]

UHPLC

70 Neurochemicals including 

DOPAC, L-DOPA, MHPG, 3-

MT, GABA, 5-HIAA,5-HTrp, 

5-HT, Trp, Tyr, VMA etc.

Microdialste from 

rats, human CSF, 

human serum, fly 

tissue homogenate, 

fly hemolymph

ACh-d4
Acquity HSS T3 C18

1 × 100 mm, 1.8 µm

A : 10 mM NH4COOH with 0.15%

formic acid in water

B : acetonitrile

Flow rate (µL/min) : 100

column temperature : 27 oC

ESI + 
triple quad-

rupole 
dMRM

0.0088–

28.83
[58]

UHPLC
DA, HVA, 3-MT, 5-HT, 5-

HIAA, NE, ACh, Glu, GABA

Mice and rat brain 

tissue

DA-d3, 
12C2,

15N-5-

HT, GABA-d6, 
13C6-

DA, 5-HT-d4, NE-

d6, ACh-d4, Glu-d4, 

5-HIAA-d5

Waters Acquity HSS T3 C18

2.1 × 100 mm, 1.8 µm

A : 25 mM formic acid water

B : methanol

Flow rate (µL/min) : 500

column temperature : 65 oC

ESI + 
triple quad-

rupole 
MRM

(ECF)

0.5–80 nM

(brain)

0.75–50 

nM

[99]

HPLC

5-HIAA, HVA, DOPAC, 3-

MT, 5-HT, DA, E, Trp, NE, 5-

HTrp, Tyr, L-DOPA

Human urine and 

plasma
DHBA

XBridge AmideTM BEH 

(HILIC)

3.0 × 100 mm, 3.5 µm

A : 10 mM NH4COOH in water

B : 10 mM NH4COOH in ACN

Flow rate (µL/min) : 1,000

column temperature : 25 oC

ESI + quadrupole SIM 10.0–20.0 [86]
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Table 3. Continued

Chromatog-

raphy
Analytes Sample IS Column Mobile phase

Ionization 

mode

Analyzer 

type

Detection 

mode

Detection 

limits 

(ng/mL)

Ref.

UHPLC

7 Endogenous metabolites 

including 5-HT, E, DA, 

NE

Rat brain and 

serum

6-TG, DHBA, 5-

HICA

ACQUITY UPLC® BEH 

Amide (HILIC)

2.1 × 50 mm, 1.7 µm

A : 20 mM NH4COOH and 0.25%

formic acid in water

B : 20 mM NH4COOH and 0.25%

formic acid in 93 % ACN

Flow rate (µL/min) : 500

column temperature : 35 ?

ESI +
triple quad-

rupole
MRM 1.46–1205.63 [59]

UHPLC
Glu, Gln, pGlu, GABA, 

Theanine
Mouse brain

Glu-d5, Glun-d5, 

pGlu-d5, Theanine-d5

TSKgel Amide-80 (HILIC)

2.0 × 150 mm, 2.0 µm

A : 0.1 % formic acid in water

B : 0.1 % formic acid in ACN

Flow rate (µL/min) : 300

column temperature : 40 oC

ESI + 
triple quad-

rupole
MRM 10.3–17 [98]

UHPLC

Val, Leu, Ile, Met, Trp, 5-

HT, 5-HIAA, KYN, 3-OH-

KYN, KA, XA, AA, 3-

OH-AA, Phe, Tyr, DA, 3-

MT, HVA

Human urine 

and plasma

Mice prefrontal 

cortex(PFC)

5-HIAA-d4, Tyr-d4, 
13C6-3OH-KYN, Trp-

d5, Phe-d5, 5-HT-d5, 
13C6-KYN, DA-d4, 3-

MT-d4, KA-d5

Acquity BEH C18

2.1 × 100 mm, 1.7 µm

water and methanol both contain-

ing 0.01% formic acid and 1 mM

NH4COOH Flow rate (µL/min) :

300

column temperature : 55 oC

ESI + 
triple quad-

rupole
SRM

(urine) 2.5–1000

(plasma) 0.3–100

(PFC) 0.1–5

[57]

UHPLC E, NE, DA

Human periph-

eral blood 

mononuclear 

cells (PBMC)

NE-d6, E-d3, DA-d4
Luna PFP

2.1 × 150 mm, 3 µm

A : 0.01 % formic acid in water

B : 0.01 % formic acid in MeOH

Flow rate (µL/min) : 450

column temperature : 30 oC

ESI + 
triple quad-

rupole
MRM

E: 0.18; NE: 

0.85; DA: 0.77
[106]

UHPLC

L-DOPA, DA, NE, E, 3-

MT, NMN, MN, DOPAC, 

DOMA, DHPG, HVA, 

VMA, MHPG, 5-HT, 5-

HIAA, 2,3-DHBA, 2,5-

DHBA, Glu, GABA, Gly, 

Asp, Baicalein

Rat brain 

microdialysate

Isoprenaline, 

5-HICA, NIe

SB C18

2.1 × 50 mm, 1.8 µm

A : 0.1 % formic acid in water

B : 0.1 % formic acid in ACN

Flow rate (µL/min) : 200

column temperature : 30 oC

ESI +
triple quad-

rupole
MRM 0.1–3 pM [103]

HPLC
Trp, 3-HK, 3-HAA, 

QUIN, 5-HT, 5-HIAA

Rat CSF, 

serum, brain 

tissue

Caffeic acid
Agilent SB-C18

2.1 × 100 mm, 3.5 µm

A : acetonitrile

B : 0.1 % formic acid and 2 mM

NH4OAc in water

Flow rate (µL/min) : 300

column temperature : 40 oC

ESI +
triple quad-

rupole
MRM

(Saline) 0.088–

102.11

(CSF) 0.088–

102.11

(Plasma) 1.12–

102.11

[85]

UHPLC

L-DOPA, DA, NE, E, 3-MT, 

NMN, MN, DOPAC, 

DOMA, DHPG, HVA, 

VMA, MHPG, 5-HT, 5-

HIAA, Glu, GABA, Gly, 

Asp

Rat urine
Isoprenaline

5-HICA, NIe

SB C18

2.1 × 50 mm, 1.8 µm

A : 0.1 % formic acid in water

B : acetonitrile

Flow rate (µL/min) : 200

column temperature : 30 oC

ESI + 
triple quad-

rupole 
MRM 0.077–0.38 [66]
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외에도 소변에서 내인성 대사체 분석에 대한 연구결

과들로 미루어볼 때 MRM이 일반적으로 더 높은 감

도를 가지며 더 넓은 검출 범위를 갖는다고 보고되어

있다.88

위에서 언급한 연구방법의 LC 분리 및 MS 검출

조건과 그에 따른 검출한계에 대하여 Table 3에 요약

하여 나타내었다.

4. 결론 및 전망

본 논문에서는 최근 개발된 퇴행성신경질환의 생체

지표물질인 신경전달물질 분석을 위하여 단백질 침전

법, 액체-액체 추출법과 고체상 추출법 등의 시료전처

리 방법과 크로마토그래피와 연계된 MS 기반의 분석

법에 대해서 조사하였다. 시료 전처리 방법에 있어서

LLE와 SPE의 단점을 극복하고 효율을 높인 DLLME

나 MEPS와 같은 시료 전처리 방법과 실험동물의 주

요 장기에 직접 탐침을 주입하여 세포 외액의 주요

대사체를 추출해내는 시료채취 및 전처리 방법이 주

요한 연구기법으로 주목받고 있다. 저분자량을 갖는 1

차 대사체 검출에 대해 높은 특이성과 감도, 분해능을

제공하는 GC-MS 방법은 지속적으로 활용이 되고 있

으며 EI 이온화법을 통해 얻어진 특이성있는 조각이

온을 통한 SIM 분석도 여전히 활용도가 높으며 MS/

MS을 이용해 선택성을 높이고 분석방해요인의 영향

을 크게 낮추는 MRM 검출이 신경전달물질의 대사체

검출에 높은 효용성을 보이고 있다. 전통적으로 널리

사용되고 있는 역상 LC를 이용한 LC-MS 분석 시에

는 극성 신경전달물질 및 그 대사체의 분리에서 나타

나는 과도하게 빠른 용출 현상을 극복하기 위해서 이

동상에 이온쌍 시약 첨가나 분석대상 성분에 대한 유

도체화를 적용하였으며 특히 유도체화의 적용은 ESI

의 양이온 검출 모드에서 검출감도 향상에 크게 기여

하는 것으로 나타났다. 유도체화 적용에 대한 불편함

을 낮추고자 극성의 고정상을 사용하는 HILIC 컬럼이

나 CE 등에 대한 적용도 시도되고 있었으며 특히 역

상과 이온교환의 특성을 모두 갖는 혼합모드의 컬럼

적용으로 머무름의 개선뿐만 아니라 분리도를 높이려

는 시도도 수행되고 있었다. 하지만 단일의 분석 플랫

폼으로 분석을 수행함에 있어서 신경전달물질의 전체

적인 대사경로를 프로파일링하고 규명해내기에는 크

로마토그래피에서 이온화와 분석관의 종류에 따른 서

로 다른 장단점의 존재로 인하여 제한된다. 현재 이를

극복하기 위해서 하나의 분석법이 아닌 두 개의 다른

복합 분석플랫폼으로 각각의 장점들은 극대화하고 단

점들을 상호보완하는 연구도 진행되고 있다. 대표적으

로 RP-LC/GC-MS, RP-LC/CE-MS의 사례가 보고되어

있고 최근에는 직접 분석을 수행하는 DIMS (direct

infusion mass spectrometry)도 빠르게 성장하고 있어

여기에 크로마토그래피 분리법이 적용된 질량분석법

과 연계된 조합도 개발될 것으로 예상된다. 추가로 생

체 체액 시료와 생체 조직 시료의 적절한 시료전처리

방법과 연구목적에 적합한 시료 조작법에 대한 연구

도 함께 이루어진다면 지금까지 알려진 여러 가지 분

석방법의 장점이 복합된 분석플랫폼의 개발에 긍정적

인 영향을 미칠 것으로 기대된다. 그리하여 이를 통해

개발된 분석플랫폼은 효과적으로 신경전달물질의 대

사경로 프로파일링해낼 것이며 향후 임상적용 시 퇴

행성신경질환을 비롯한 다양한 질병 진단 및 치료 방

법의 연구와 개발에 기여할 것이다.
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