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개요
다양한 인간 질병에 대한 바이오마커로 인정받는 세포 지방산(FA) 프로파일은 일반적으로  
가스 크로마토그래피 질량 분석법(GC/MS)을 사용하여 분석하지만, 시간이 오래  
걸리는 편입니다. 따라서 임상 연구에서는 높은 처리량의 분석법이 필요합니다.  
이 연구에서는 적혈구(RBC)에서 FA 추출 후 유도체화를 통해 지방산 메틸 에스터(FAME)를  
생성하였습니다. 사람 RBC에서의 분석을 위해, ammonia-유도 화학 이온화(CI)를  
사용하는 가스 크로마토그래피 탠덤 질량 분석(GC/MS/MS)에 의한 FA 프로파일 
분석법을 개발하였습니다. GC/MS/MS에 의한 FA 프로파일에 대해 703개의 RBC 시료를 
분석하였습니다. 이 분석법을 전자충격 이온화(EI)를 사용하는 기존의 단일 GC/MS와 
비교하였습니다. Ammonia-유도 CI 분석을 통해 충분한 양의 분자 이온을 생성함으로써 
FAME를 더욱 상세히 연구할 수 있었습니다. 이 분석에서는 확신할 수 있는 조각화 및 정량을 
위해 45종의 FA 프로파일에 대한 특징적인 조각을 확인하였습니다. 기존의 GC/MS를 
사용하는 경우 일반적인 분석 시간이 최대 60분까지 걸릴 수 있지만, 이 GC/MS/MS 
분석법은 분석 시간이 9분이었습니다. 분석한 모든 FA에 대한 분석 간(inter assay) 및 
분석 내(intra assay) 변동계수는 10% 미만이었습니다. Ammonia-유도 CI와 GC/MS/MS 
분석법을 조합함으로써 임상 연구 실험실에서 견고하고 확신할 수 있는 높은 처리량의 FA 
프로파일 분석을 수행할 수 있습니다. 

임상 연구에서의 적혈구 지방산 프로파일 
분석
화학 이온화 가스 크로마토그래피 탠덤 질량 분석법
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서론
임상 연구 실험실에서 지방산(FA) 프로파일을 분석하려면 
특이적이고 감도가 높은 분석법이 필요합니다. 과거 FA 프로파일의 
분리는 불꽃 이온화 검출기(FID)에 의한 가스 크로마토그래피(GC)의 
수행을 통해 연구자들이 다양한 매트릭스에서 개별 FA를 분석할 
수 있었습니다1. 이후 질량 분석(MS)의 도입으로 이러한 분석이 
개선되었지만2, 기존의 GC/MS 분석에서는 확실한 동정 및 정량을 
위해 긴 크로마토그래피 분리가 필요합니다. 이 연구에서는 적혈구
(RBC)와 같은 생물학적 시료에서 높은 처리량으로 FA를 분석하기 
위한 특이적이고, 신속한 고감도 분석법을 개발 및 검증하였습니다. 
이를 위해 화학 이온화(CI) 및 가스 크로마토그래피 탠덤 질량 
분석법(GC/MS/MS)을 조합하여 FA 측정에 사용하였습니다. 
이러한 기법을 통해 기존의 GC/MS FA 분석에 비해 향상된 
분석법을 제공합니다. 

파라미터 값

기기
Agilent 7890A GC(G3440A), split/splitless 주입구 
(G3452-67000) 포함 
Agilent 7000 MS/MS, 화학 이온화원(CI, G7010BA) 포함

주입 온도 250°C

이온화원 온도 250°C

사중극자 온도 150°C

주입량 1µL

머무름 간격 
(Retention gap)

애질런트 비코팅 가드 컬럼(5m, 0.25mm) 

분석 컬럼 Agilent J&W CP-Sil 88 for FAME GC 컬럼,  
50m × 0.25mm, 0.20µm, 7인치 케이지(CP7488)

운반 가스 Helium, 2.2mL/분

CI 시약 Ammonia, 1.3mL/분

컬럼 오븐 프로그램
50°C(1분 유지),  
이후 120°C/분으로 70°C까지,  
이후 45°C/분으로 175°C까지,  
이후 35°C/분으로 230°C까지(3.5분 유지)

정지 시간 9.00분

MS 수집 모드 MRM 모드

실험
CI-GC/MS/MS 구성 및 파라미터

파라미터 값

기기
Agilent 7890A GC(G3440A), split/splitless 주입구
(G3452-67000) 포함 
Agilent 5975C MS, 전자충격 이온화원(EI, G3243A) 포함

주입 온도 230°C

이송 라인 온도 230°C

사중극자 온도 150°C

분석 컬럼 Agilent J&W CP-Sil 88 for FAME GC 컬럼, 
100m, 0.25mm, 0.20µm, 7인치 케이지(CP7489)

운반 가스 Helium, 2.0mL/분

컬럼 오븐 프로그램
120°C(5분 유지),  
이후 5°C/분으로 220°C까지(5분 유지),  
이후 4°C/분으로 240°C까지(10분 유지)

정지 시간 45.00분

MS 수집 모드 SIM 모드

EI-GC/MS 구성 및 파라미터

화학물질 및 시약
Isopropanol, methanol 및 hexane(GC 등급)은 Fisher Scientific 
(Schwerte, 독일)에서 구입하였습니다. Water(LC/MS 등급) 및 
boron trifluoride(BF3) (14% in methanol)는 Sigma-Aldrich 
(Hamburg, 독일)에서 구입하였습니다. Sodium sulfate(Na2SO4)는 
Merck(Darmstadt, 독일)에서 구입하였습니다.

인증된 37종 지방산 메틸 에스터(FAME) 혼합물(TraceCERT)은  
Sigma-Aldrich(Hamburg, 독일)에서 구입하였습니다.  
또 다른 FAME 혼합물은 NuChekPrep(Elysian, MN, 미국)에서  
구입하였으며, 내부 표준물질 C17:1(heptade-cenoate)를 
포함한 기타 모든 FAME는 Larodan (Malmö, 스웨덴)에서 
구입하였습니다. 

일상적인 실험실 분석을 위해 제출된 시료 중에서 EDTA 
항응고처리한 혈액 시료의 분취액을 사용하였습니다. 본 연구는 
헬싱키 II 선언에 따라 모든 피험자에게 자세하게 설명하였고, 
획득한 데이터의 식별 정보를 제거한 실험실 데이터 사용에 대해 
동의를 받았습니다.
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FAME 분석을 위한 MRM 파라미터

지방산(FA) 일반명 RT(분) 전구 이온(m/z) 정량 이온(m/z) CID(V) 정성 이온(m/z) CID(V)

C6:0 2.90 147.8 59.0 21 7

C8:0 3.90 175.8 159.1 5 57.0 25

C10:0 4.36 203.8 187.1 5 57.0 30

C11:0 4.58 217.8 201.2 3 57.0 25

C12:0 4.79 231.8 215.5 3 57.0 30

C13:0 4.99 245.8 229.2 5 57.0 30

C14:0 5.19 259.8 243.2 5 57.0 35

C14:1t 5.29 257.8 241.2 3 191.1 11

C14:1c 5.35 257.8 241.2 3 191.1 11

C15:0 5.38 273.8 257.2 5 57.0 35

C15:1 5.54 271.8 255.2 9 205.1 11

C16:0 5.57 287.7 271.2 5 57.0 35

C16:1t 5.67 285.9 269.2 3 237.2 9

C16:1c 5.71 285.9 269.2 3 237.2 9

C17:0 5.77 301.8 285.3 7 103.0 25

C17:1 5.92 299.8 283.3 3 251.2 9

C18:0 5.98 315.8 299.3 4 71.0 9

C18:1n9t 6.06 313.8 297.3 4 265.2 9

C18:1n9c 6.12 313.8 297.3 7 265.2 9

C18:2n6t 6.21 311.9 295.2 3 263.2 9

C18:2n6c Linoleic acid 6.32 311.9 295.2 7 263.2 9

C20:0 6.40 343.8 327.3 3 85.0 25

C18:3n6 6.49 309.9 293.2 3 261.2 3

C20:1n9 6.56 341.8 325.3 3 293.3 9

C18:3n3 α-Linolenic acid 6.60 309.9 293.2 3 261.2 3

C21:0 6.64 357.8 341.3 7 57.0 35

C18:4n3 6.74 308.0 291.0 3 259.0 3

C20:2 6.81 339.9 323.3 3 291.2 35

C22:0 6.91 371.9 355.3 7 103.0 30

C20:3n9 7.00 337.9 321.3 3 289.2 3

C20:3n6 7.02 337.9 321.3 5 289.2 3

C22:1n9 7.10 369.9 353.3 3 321.3 11

C20:3n3 7.14 337.9 321.3 3 289.2 3

C23:0 7.21 385.8 369.3 6 71.0 30

C20:4n6 Arachidonic acid 7.21 335.9 319.3 3 287.2 3

C22:2 7.42 367.9 351.3 3 319.3 7

C24:0 7.54 399.8 383.4 3 103.0 29

C20:4n3 7.55 336.0 319.2 5 287.2 9

C20:5n3 Eicosapentaenoic acid 7.62 333.9 317.3 3 285.2 3

C22:3 7.63 366.0 348.8 5 317.1 5

C24:1n9 7.79 397.9 381.4 3 349.3 11

C22:4n6 7.98 364.0 347.3 5 297.1 5

C22:5n6 8.20 362.0 345.0 3 313.0 5

C22:5n3 8.54 362.0 345.0 3 313.0 5

C22:6n3 Docosahexaenoic acid 8.82 359.9 343.2 3 311.2 3

표 1. 분석물질 파라미터
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결과 및 토의
GC/MS 분석
FAME 분석을 위한 두 가지 이온화 방법, 즉 EI 및 CI를 비교하기 
위해 docosahexaenoic acid methyl ester 스펙트럼(DHA, 
C22:6n3)을 나타냈습니다. 그림 1A에서, EI를 사용한 GC/MS 
스펙트럼은 다수의 낮은 질량 조각을 보여줍니다. 일부 조각 
(예: m/z = 67, 79 및 99)은 장쇄 고도불포화 지방산(LC-PUFA)의  
특징이지만 화합물 특이적이지는 않습니다. 일반적으로 EI 
조각화를 사용하는 경우, FAME의 분자 이온은 검출할 수 없습니다. 
반대로 CI를 사용하는 경우, 이 GC/MS 스펙트럼에서 우위를 
차지하는 피크는 분자 이온([M+H]+), 즉 m/z = 343입니다.  
(그림 1B). 나머지 우세한 피크는 ammonia 부가물 ([M+NH4]

+), 
m/z = 360입니다. Ammonia를 CI에서 반응 가스로 사용했기 
때문입니다. MS/MS 모드에서 ammonia의 손실([M+NH4]

+ & 
[M+H]+)을 정량 전이로 사용할 수 있기 때문에, 두 가지 조각 모두 
화합물 특이적인 것으로 사료됩니다.

시료 전처리
적혈구에서 FA를 추출하기 위해 0.5mL의 전혈과 10mL의 0.9% 
saline을 혼합하고 2,500g에서 5분간 원심분리하였습니다. 
상등액을 폐기한 후 상기 세척 절차를 한 번 더 반복하였습니다. 
이후에 1mL의 증류수를 추가하여 세포를 용혈시키고, 냉장 
온도에서 최소 30분 이상 보관하였습니다. 이어서 FA 추출물을 
5mL의 내부 표준물질(IS) 용액과 함께 혼합하고, 2,500g에서  
5분간 원심분리하였습니다. IS 용액은 hexane/isopropanol(3:2)에  
녹인 FAC17:1 0.2mg/mL과 Na2SO4 용액(6.7 %) 3mL를 
함유하였습니다. 그 다음, hexane 상을 깨끗한 유리 튜브로 옮겨 
담아 nitrogen으로 증발 건조하였습니다. FA를 변형시키기 위해 
BF3 1mL(methanol, 14 %)를 추가하고 에스테르화를 위해  
100°C에서 10분간 반응시켰습니다. 이 시료를 실온으로 
냉각한 다음, 1mL의 water와 3mL의 hexane을 추가하여 
원심분리하였습니다(2,500g에서 5분간). 그리고 hexane 상을 
깨끗한 바이알에 옮겨 nitrogen으로 증발시켰습니다. 최종 
FAME 시료는 250mL hexane에 녹여 −25°C에서 보관할 수 
있었습니다. 시료는 분석 전에 hexane을 사용하여 1:20 비율로 
희석하였습니다.

데이터 분석
데이터 수집을 위해 Agilent MassHunter 소프트웨어(Waldbronn, 
독일)를 사용하였습니다. FAME를 올바르게 식별하고 정량하기 
위해 2가지 조각 이온, 즉 하나는 정량을 위해, 나머지 하나는 
확인을 위해 사용하였습니다. 45종의 FAME 혼합물(표 1)을 검량 
표준물질로 사용하였습니다. 개별 FA 농도는 평가한 FA 세트를 
100%로 설정한 상대 백분율 또는 절대값으로 계산하였습니다. 
MassHunter Quantitative 소프트웨어 5.0 및 MassHunter 
Qualitative 소프트웨어 5.0을 데이터 분석에 사용하였습니다.  
내부 표준물질의 면적에 대한 분석물질의 피크 면적의 비율을 
사용하여 검량선을 계산하였습니다.

분석법 파라미터
GC/MS/MS 분석법의 직선성 및 정확성을 확인하기 위해 hexane 
및 혼합 사람 적혈구(pooled human erythrocytes) 양쪽 모두에서 
연속 희석한 45종의 FAME 표준 혼합물을 사용하였습니다. 
또한 분석법 정확성은 3가지 다른 농도 범위에서 45종 FAME 
표준 혼합물을 사용하여 평가하였습니다. 분석 내(intra-assay) 
정밀성을 평가하기 위해, 사람 혈액 풀(pool) 분취액 중 10개의 
독립적인 시료 정밀 검사 건을 분석하였습니다. 분석 간(inter-assay) 
정밀도는 위와 같은 방법으로 확인하되, 다른 날에 수행한 시료 
정밀 검사 건으로 분석하였습니다. 농도는 분석 당일에 제조한 
검량 표준물질을 사용하여 측정하였습니다. 정밀성을 확인하기 
위해 상대 표준 편차(RSD)를 계산하였습니다. 사람 혈액 시료를 
10회 반복 측정하여 분석 감도를 평가하였습니다. 검출한계(LOD) 
및 정량 하한(LLOQ)은 선택한 분석물질에 대한 신호대 잡음비
(S/N)를 기준으로 계산하였습니다. MassHunter Qualitative 
소프트웨어를 사용하여 신호대 잡음비(S/N)를 계산하였습니다. 그림 1. DHA methyl ester의 GC/MS 스펙트럼, 이온화 분석법 비교. A) EI 스펙트럼 
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적절한 양성자 친화도의 분석물질만이 이온화되기 때문에, CI 
이온화 모드에서는 EI 이온화 모드 대비 화학적 백그라운드 수준을 
감소시켰습니다. 

FA를 위한 분석법을 CI 및 GC/MS/MS에 의한 MRM 모드에서 
사용하여 분석 시간 9분 미만으로 최적화하였습니다. 표 1은  
분석물질에 따른 파라미터를 보여줍니다. 정확한 동정 및 
정량을 위해 전구 이온, 머무름 시간, 정량 및 정성 조각 이온을 

결정하였습니다. 그림 2는 유의미한 백그라운드 피크가 관찰되지 
않았음을 보여줍니다. 그림 2A는 FAME 표준물질의 GC/MS/MS 
크로마토그램을 나타냅니다. 그림 2B 및 2C는 겹쳐진 피크가 있는 
두 부분을 확대하여 보여줍니다. 그림 2B에서는 약간 겹친 세 가지 
분석물질의 신호를 나타내고, 그림 2C에서는 완전히 겹친 두 가지 
분석물질 이온의 예를 보여줍니다. 분석물질의 정량을 방해하는 
간섭 피크는 발견되지 않았습니다.
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그림 2. A) 45종 FAME에 대한 GC/MS/MS 크로마토그램. B) 6.5 ~ 6.7분 크로마토그램 확대 및 해당 정량 전이. C) 7.1 ~ 7.3분 크로마토그램 확대 및 해당 
정량 전이
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FAME 표준물질의 정확성, LOD 및 LLOQ도 평가하였습니다. 모든 
분석물질에 대한 정확성은 90 ~ 110% 내에 있었으며, LOD 및 
LLOQ는 낮은 ng/mL 범위에 있었습니다(표 2). 정밀성의 경우 
사람 RBC 풀의 10배 측정에서 10종의 FA를 사용하여 RSD를 
계산하였습니다. 분석 내(intra-assay) RSD 및 분석 간(inter-assay) 
RSD는 선택한 10종 FA에 대하여 10% 보다 낮았습니다(표 2).

분석법 검증
GC/MS/MS 분석법의 직선성을 평가하기 위해 hexane으로 
연속 희석한 5ng/mL ~ 20mg/mL 범위의 FAME 표준 혼합물을 
분석하였습니다. 모든 분석물질의 결정 계수(R2)는 0.995보다 
높았습니다. 또한 연속 희석한 45종 FAME을 매트릭스에서도 
측정하였습니다. 모든 분석물질의 R2은 0.992보다 높았으며, 
매트릭스 간섭은 관측되지 않았습니다. 3가지 다른 농도에서 

표 2. 선택한 10종 FA의 분석법 파라미터 일중(Intra-day) 및 일간(Interday) RSD 데이터는 전체 FA에 대해 %로 
표기

지방산(FA) 일중(Intra-day) 일간(Interday) LOD LOQ

평균 RSD 평균 RSD ng/mL ng/mL

C16:0 25.2 ± 1.4 5.3 25.7 ± 2.1 8.0 6.3 ± 1.5 20.8 ± 2.1

C18:0 15.9 ± 0.7 4.7 15.0 ± 0.8 5.4 4.9 ± 1.2 16.3 ± 2.0

C18:1cis 18.2 ± 0.8 4.5 19.5 ± 1.0 5.3 4.2 ± 0.5 13.6 ± 1.6

C18:2cis 10.7 ± 0.3 2.6 11.8 ± 0.3 2.4 4.6 ± 0.4 15.2 ± 1.2

C20:3n6 1.5 ± 0.1 5.3 1.6 ± 0.1 6.5 0.9 ± 0.1 2.7 ± 0.8

C20:4n6 17.3 ± 0.9 5.1 15.8 ± 1.6 10.0 0.9 ± 0.1 3.1 ± 0.4

C20:5n3 0.4 ± 0.1 7.1 0.5 ± 0.1 8.7 1.9 ± 0.2 5.9 ± 0.8

C22:4n6 3.5 ± 0.3 8.5 3.7 ± 0.3 9.0 1.3 ± 0.1 4.3 ± 0.8

C22:5n3 2.2 ± 0.2 9.1 2.0 ± 0.2 8.6 1.6 ± 0.2 5.3 ± 0.9

C22:6n3 4.1 ± 0.3 6.2 4.1 ± 0.3 7.8 2.2 ± 0.2 7.3 ± 1.1
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결론
이 연구에서는 생물학적 매트릭스 내의 FA 프로파일을 분석하기 
위해 FAME으로의 유도체화를 통한 GC/MS/MS 분석법을 
개발하였습니다. 우수한 분석 감도 및 선택성으로 45종의 FA 
프로파일을 9분 내에 정량하였습니다. 시료 전처리 절차, 분석법 
안정성 그리고 GC 및 MS/MS 조건을 포함한 기타 파라미터를 
조사하였습니다. 이 분석법은 견고하고, 짧은 분석 시간을 갖는 
것으로 판명되었으며, FA 분석에 광범위하게 적용할 수 있습니다.
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