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Abstract: Interferences were removed using anion exchange solid phase extraction (AE SPE) in quantification

of selenoproteins in Korean human blood serum with affinity high performance liquid chromatography (AF

HPLC)-inductively coupled plasma/mass spectrometry (ICP/MS). The average selenium level obtained for healthy

Koreans was 94.3 ± 2.3 ng g−1 using isotope dilution method. AE SPE was coupled to AF column to separate

3 selenoproteins, glutathione peroxidase GPx, selenoprotein SelP, and selenoalbumin SeAlb. Post column isotope

dilution was employed to quantify the proteins. The certified reference material of human blood serum BCR-

637 was analyzed to give total selenoprotein concentration of 85.4 ± 3.4 ng g−1, which agreed well with the

reference value of 81 ± 7 ng g−1. The pooled concentration of GPx, SelP, and SeAlb from healthy Koreans

(n=20) was 12.1 ± 1.4 ng g−1, 57.2 ± 2.0 ng g−1, and 20.0 ± 1.9 ng g−1, respectively. The sum of selenoproteins

is 89.3 ng g−1, which is about the same as the total selenium concentration of 94.3 ng g−1. The fact suggests

that selenium in blood serum is mostly consisted of selenoproteins. After the removal of interference, GPx

showed a significant decrease (more than 50%) from 25.0 ng g−1 to 12.1 ng g−1. It was identified that the

interference in blood serum was mostly from GPx and the use of AE SPE was proven to be efficient in

eliminating Cl and Br that cause interference to GPx.

요 약: 본 연구에서는 음이온 고체상 추출법 (AE SPE; anion exchange solid phase extraction)을 사용하

여 간섭요인을 제거한 후, 친화 크로마토그래피 AF HPLC; affinity high performance liquid chromatography)

와 유도결합 플라스마 질량분석법 (ICP/MS; inductively coupled plasma/mass spectrometry)을 사용하여 한
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국인의 혈청에서의 셀레노 단백질을 분리하고 정량하였다. 먼저 동위원소 희석법으로 셀레늄 총량을 분

석한 결과, 건강한 한국 사람의 혈청내 평균농도는 94.3 ± 2.3 ng g−1 이었다. AE SPE와 AF 컬럼을 on-

line으로 연결하여 셀레노단백질인 glutathione peroxidase (GPx), selenoprotein P (SelP), selenoalbumin

(SeAlb)을 분리하고, 후 컬럼 동위원소 희석법 (PC ID; post column isotope dilution)으로 정량하였다. 혈

청 인증표준물인 BCR-637을 분석한 결과 전체 셀레노 단백질의 합은 85.4 ± 3.4 ng g−1으로 문헌값인 81 ± 7

ng g−1과 일치하는 결과를 얻을 수 있었다. 20 명의 건강한 한국인의 혈청에서 얻은 셀레노 단백질 GPx,

SelP 및 SeAlb 의 농도는 각 각 12.1 ± 1.4 ng g−1, 57.2 ± 2.0 ng g−1, 그리고 20.0 ± 1.9 ng g−1 이었으며 이

들의 합인 89.3 ng g−1은 셀레늄의 총량값인 94.3 ng g−1과 거의 같은 값으로 혈청에서의 셀레늄은 주로

셀레노 단백질로 구성되어 있음을 알았다. 이 중 GPx의 농도는 간섭을 제거하기 전인 25.0 ng g−1에 비

해 50% 이상 크게 감소하였는데 이로서 간섭은 주로 GPx에 포함되어 있음을 확인할 수 있었다. AE SPE

는 간섭요인인 Cl과 Br을 제거 하는데 매우 효과적임을 보여주었다. 

Key words: Korean blood serum, AF HPLC-ICP/MS, selenoproteins, GPx, SelP, SeAlb, solid phase extraction

1. 서 론

셀레늄은 우리가 흔히 접하는 환경이나 식품에 널

리 퍼져 있어 우리의 건강과 밀접하게 관련을 가지고

있다. 또한 셀레늄은 인체에서 유익성과 유해성의 농

도 범위가 매우 좁은 필수 영양소1로 적절한 셀레늄은

노화방지, 생식능력, 세균감염 등에 작용하는 구성요

소이다. 20세기 중반까지만 해도 셀레늄은 주로 과잉

섭취로 인한 독성과 발암성에 대한 기록만 있었지만

셀레늄이 쥐의 간경화를 예방한다는 보고2 이후 셀레

늄에 관한 연구는 빠르게 발전해왔다. 셀레늄의 항암

성질, 심장 질병의 예방 효과가 보고되었고3,4 이 후

면역기능에서의 역할,5 바이러스6와 HIV 바이러스의

억제,7 노화 방지 작용8과 그 후에는 암에 대한 화학

적 예방 효과9가 확인되었다. 

이에 따라 미국 국립 암연구원은 셀레늄과 비타민

E를 함께 투여했을 때에 특정 암에 대하여 효과가 있

는지를 검증하기 위한 대규모 연구 프로젝트 (SELECT;

Selenium and Vit E cancer prevention trial)를 진행하

였지만 2008년과 2011년 중간 결과 보고서를 통해 잠

정적으로 암 예방에 큰 효과를 주지 못한다고 결론을

내렸다.10 하지만 이것은 미국에 사는 연구대상그룹이

이미 셀레늄섭취가 충분히 이루어져있기 때문에 억지

로 셀레늄의 섭취를 늘려도 인체에서의 셀레노 단백

질이 추가로 합성되거나 농도가 증가하지 않아 그 효

과가 미미하다고 보인다. 하지만 셀레늄의 섭취가 부

족한 대사군에서는 분명히 셀레늄과 전립선 또는 유

방암은 상관관계가 있는 것으로 알려져 있으며9 인체

내의 셀레늄 량은 혈액에서의 셀레노 단백질과는 직

접적으로 연관이 있다.

그리고 인체에서의 총 셀레늄 양을 아는 것도 중요

하지만 여러 셀레늄 화학종들 특히 우리 몸의 건강과

직접 연관된 셀레노 단백질들을 찾아내고 정량하는

것이 더욱 중요하다. 따라서 우리 한국인의 몸에 있는

셀레노 단백질의 량을 모니터링 할 뿐 아니라 어떤 종

류의 셀레노 단백질이 어느 정도인지를 정확히 알아야

우리 한국인에 대한 셀레늄 결핍 또는 과잉에 따른 의

미 있는 진단과 처방을 내릴 수 있게 될 것이다.

셀레노단백질 (selenoprotein)은 셀레늄을 포함한 단

백질로서 유전자적 명령에 의한 셀레노시스테인

(SeCys; selenocysteine)이 단백질내에 참여한 경우와

셀레늄이 아미노산의 황의 위치 (예; SeMet)에 무작위

로 치환되어 포함되는 셀렌 포함 단백질 (selenium

containing protein)이 있다. 본 논문에서는 두 가지 경

우 다 셀레노 단백질이라고 부르고자 한다. 셀레늄에

기인한 대부분의 생물학적 기능은 셀레노단백질에 의

한 기인 된 것이라고 증명되었으며11-12인체에는 최소한

35개의 셀렌단백질과 셀렌 포함 단백질들이 확인되었

지만 아직 많은 셀레노단백질의 기능과 조직분포는 여

전히 밝혀지지 않았다. 대표적인 셀레노단백질에는 항

산화제인 glutathione peroxidase (GPx)와 selenoprotein P

(SelP) 및 selenoalbumin (SeAlb) 가 있는데 GPx는 인

체내에서 중요한 항산화 작용을 하며 간, 폐, 심장에

서 주로 생성된다. SelP의 과잉은 selenosis를 유발하며

알츠하이머병에 관련이 있다고 보고된 바 있다.13 사람

의 혈청에서 셀레늄은 SeCys의 형태로 GPx와 SelP에

합성된다. 이와 달리 SeAlb은 methionine에서 황의 자

리에 Se이 무작위로 대체된다. SeAlb은 인체내에서
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셀레늄 영양 상태에 대한 bio-indicator 역할을 하는

좋은 지표가 되며 셀레늄이 부족한 경우 SeAlb이 가

장 먼저 고갈되는 셀레노단백질이다. 

이 셀레노 단백질들을 정확히 정량분석 하는데 에

는 몇 가지 어려운 점이 있는데 첫째는 그 농도가 매

우 낮아서 분석에 어려운 점이 있다는 것이며 또한,

혈청에는 많은 다른 이온들이 공존하고 있기 때문에

심한 기질효과를 받는다는 것이다. 따라서 셀레노 단백

질을 분리하고 높은 감도로 분석하기에는 HPLC-ICP/

MS 방법이 매우 효과적이다. 초기에는 크기배제 크로

마토 그라피 (SEC; size exclusion chromatography)를 사

용하여 분리하는 방법이 있으나 시간이 많이 걸리고

분해능이 높지 않은 단점이 있었다.14 본 연구에서도

기존의 방법을 개선하여 SEC-IPC/MS를 이용한 셀레

노 단백질의 분리및 검출이 가능하였지만 여전히 분

리능이 그렇게 높지 않았다. 따라서 셀레노 단백질을

분리하기에 더 적합한 AF HPLC-ICP/MS를 이용한

연구들이 일부 진행되어 왔으나 주로 국외의 Jitaru와

Sanz-Medel등의 소수의 연구자들15-21에 의해서만 진행

되어 왔으나 아직 국내에서는 연구가 시행된 바 없다.

셀레노 단백질들의 정량 특히 GPx에서 Br과 Cl에

의한 간섭이 심하므로 간섭이온들을 제거할 필요가

대두되었으며 Jitaru17는 SPE를 사용하여 간섭요인을

제거한 뒤에 혈청에서의 셀레노 단백질들을 정량한

바 있다. 최근에 개발된 충돌/반응셀 ICP/MS는 비록

스펙트럼 방해 이온들을 제거할 수 있지만 반응기체

로 수소를 사용할 때 또 다른 간섭이 발생하게 된다.

즉, 매트릭스에 과량 존재하는 Cl (40Ar37Cl on 77Se)또

는 Br (81Br1H on 82Se)과 반응하여 동중분자들을 만들

어 셀레늄의 측정에 간섭하게 된다. 본 연구에서는

on-line 및 off-line SPE로 매트릭스를 제거하고 AF

HPLC-ICP/MS를 이용하여 한국인의 혈청에서의 셀레

노 단백질들을 분리하여 검출하였고 정확한 정량분석

을 위하여서는 후 컬럼 동위원소 희석법을 사용하였다.

현재까지 한국인의 혈청에서의 셀레노 단백질에 대

한 연구가 매우 부족한 상태이며 혈청에서의 3개의 단

백질을 동시에 정량하는 연구는 아직 국내에서 시도된

바 없다. 혈청에서의 셀레노 단백질의 상태를 파악하는

것은 인체 특히 우리 한국인의 셀레늄의 영양상태를

진단하는 중요한 방법이 될 수 있다. 뿐 아니라, 셀레노

단백질을 biomarker로 이용한 암 진단에도 응용 가능성

있으므로 한국인의 혈청에서의 셀레노 단백질의 분리

와 정확한 정량분석 기법을 개발하는 것은 우리 한국

인의 건강과 보건에 매우 중요하다고 생각된다.

2. 실 험

2.1. 기기

셀레노단백질 분석을 위해 사용한 ICP/MS는 팔중

극자 반응셀이 장착된 7500 ce Model (Agilent, Japan)이

었다. HPLC pump는 Alltech의 Model 626 dual pump

(Alltech, USA)을 사용하였으며, 시료 주입 밸브는

Rheodyne Model 7125 (Cotati, CA, USA)가 사용되었

다. 시료주입량은 AE SPE-affinity 컬럼과 SEC 컬럼

모두 100 µL로 일정하게 유지하였다.

AE SPE는 SAX Maxi-CleanTM cartridges (particles size

45-150 µm, Alltech Italia, Milano, Italy)를 사용하였다.

이것은 styrene divinylbenzene에 quatermary ammonium

groups가 부착되어 있는 형태이다. 셀레노단백질을 분

리하기 위해 Heparin Sepharose (HEP)와 Blue Sepharose

(50 mm × 4.6 mm, CE Healthcare Bio-Sciences AB,

Sweden)를 사용하였고, 두 개의 컬럼을 연결하기 위

해 six-way 밸브(Rheodyne, Model 9725i)를 사용하였

다. 또한 셀레노단백질을 크기로서 분리하기 위해

SuperdexTM 75 PC 3.2/30 컬럼 (Pharmacia, Uppsala,

Sweden)을 사용하였다. 

2.2. 시약 및 시료

오염을 최소화하기 위하여 clean booth내에서 실험

을 진행하였으며 실험에 사용한 모든 용기와 기구는

산세척 후 탈 이온수로 세척, 건조하여 사용하였다.

별도로 기술되지 않은 시약들은 가능한 최고 순도의

분석급 또는 이와 동일한 순도의 제품을 사용하였다. 

시약제조 및 용기세척에는 비저항이 18.2 MO cm−1이

상인 Milli-Q System (Millipore Co., USA) 탈 이온수를

사용하였다. 용기의 세척과 시료에 사용한 질산(NHO3)

은 동우화인켐사에서 구입한 반도체급 시약을 사용하였

다. Methanol은 99.8%의 HPLC급 시약 (JT Baker, NJ,

USA)으로 사용하였고 셀레늄 표준 용액은 NIST SRM

3179(10.11 ± 0.02 mg g−1)를 2% HNO3에 묽혀 사용하였

다. 단백질 표준 용액 (GPx from bovine erythrocytes,

Albumin from human serum, Sigma-Aldrich)을 탈 이온수

에 묽혀 사용하였다. Human serum CRM은 BCR-637

serum (IRMM, Geel, Belgium)을 사용하였다. 

SPE와 AFC의 이동상은 다음과 같이 제조하였다.

Binding buffer는 0.05 M의 ammonium acetate을 제조

한 후 pH 7.0으로 맞추어 사용하였고, 용리 완충용액

으로서는 0.15 M의 ammonium acetate를 제조하고

pH 7.0으로 맞추어 사용하였다. SEC의 이동상은 5%
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methanol에 ammonium acetate를 넣어 50 mM (pH 7.0)

으로 제조하였다. 

혈청 시료는 한국교원대학교 보건소로부터 충북 청

주 지역에 거주하는 20-30 대의 건강한 성인의 혈청

을 제공받았다. 채혈된 시료는 항응고제인 헤파린이

포함된 tube에 보관 하였으며 1789 xg으로 10분간

원심 분리하여 상등액을 취한 후 별도의 전처리 과정

없이 0.45 µm 필터로 걸러서 분석하였다. 시료는 분

석 전까지 -70 oC 냉동 보관하였다.

2.3. 기기의 최적 조건

ICP/MS의 최적 조건 (Table 1)은 선행연구22에 따라

사용하였고 SPE와 HPLC의 조건은 다음의 Table 2에

나타내었다. 

2.4. 실험 과정

2.4.1. AE SPE를 사용한 매트릭스 제거

본 연구에서는 음이온 교환수지가 채워져 있는

SPE를 컬럼에 on-line으로 연결하거나 또는 off-line으s

로 간섭이온을 제거하였다. 두 방법 모두 가능하며 본

연구에 사용해 보았으나 결과의 차이는 없었다. 다만

전자는 초기의 실험에 사용하기 편리하며 후자는 자

동화가 가능하다. 

실험방법은 먼저 카트리지에 1.5 mL min−1의 흐름

속도로 0.05 mol L−1 ammonium acetate를 10 mL를 흘

려 활성화 시킨 후, 혈청시료를 주입한다. 음이온들은

선택적으로 컬럼에 붙잡히지만 셀레노 단백질들은

SPE 카트리지를 통과한 후에 분석컬럼으로 들어가게

된다. Off-line으로 분석할 경우는 SPE 카트리지를 통

과시킨 용출액을 모아 희석 하지 않은 채로 분석 하

였다. 

2.4.2. 셀레노 단백질의 분리

1) SEC를 사용한 셀레노 단백질의 분리

혈청 시료 속의 셀레노단백질을 분리 및 정량하기

위하여 먼저 SEC를 사용하였고 그 다음에 AFC를 이

용하였다. 먼저 SEC에 대한 최적의 조건들을 찾아 이

동상은 5% MeOH와 ammonium acetate 50 mM을 pH

7.0으로 맞추어 사용하였다. 흐름속도는 0.1 mL min−1

로 주입하여 혈청 시료 속의 셀레노 단백질을 크기로

서 분리할 수 있었다. 

2) AF HPLC를 사용한 셀레노 단백질의 분리

AF HPLC에서는 HEP와 BLUE 컬럼을 사용하였다.

먼저 GPx와 albumin의 표준 시료를 이용하여 흐름속

도와 주입시료의 부피등, 분리를 위한 최적 조건을 설

정하고 혈청 시료 속의 셀레노단백질을 분리하였다.

Six-way 밸브에 연결한 HEP과 BLUE 컬럼을 이용

하여 셀레노단백질을 분리하기 위한 방법은 기존연구
23에 따른 것으로 다음과 같이 Fig. 1에 나타내었다.

Table 1. Optimum ICP/MS operation conditions used in the
experiment

Plasma conditions

RF power, W 1450

Carrier gas, Lmin−1 0.9

Ar/O2 auxiliary gas, Lmin−1 0.18

Sampler and skimer Pt, 1.0 and 0.4 mm id 

Nebulizer Concentric nebulizer

Collision/reaction cell parameters

H2 flow rate, mL min−1 4.0

Table 2. SPE-HPLC separation and running conditions for AF and SEC

Affinity chromatography

SPE

AF column

AE SPE : SAX Maxi-CleanTM cartridges 

(5 cm × 4.6 mm id × 45-150 µm) 

AF HPLC: Heparin Sepharose and Blue Sepharose

Mobile phase A (equilibration buffer) 0.05 M Ammonium acetate, pH 7.0

Mobile phase B (elution buffer) 0.15 M Ammonium acetate, pH 7.0

Injection volume, µL 100

Flow rate, mLmin−1 1.0

Size-exclusion chromatography

Column SuperdexTM 75 PC 10/30

Mobile phase 5% MeOH, 50 mM Ammonium acetate, pH 7.0

Injection volume, µL 100

Flow rate, mL min−1 0.1
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밸브가 LOAD일 때 (position 1) 시료는 HEP과 BLUE

를 모두 통과하므로 SelP와 SeAlb 모두 컬럼에 붙잡

힌다. 셀레노 단백질을 용리할 때에는 밸브를 INJECT

(position 2)로 하면 용리액이 HEP만 지나가므로 SelP

가 용리된다. 밸브를 다시 position 1으로 돌리면 용리

액은 BLUE까지 거치므로 SeAlb이 용리된다. GPx는

이 두 컬럼에 붙잡히지 않으므로 초기에 용리되어 분

리된다. 본 연구에서는 AE SPE를 앞부분에 장착하여

사용하였다.

3. 결과 및 논의

3.1. 혈청 시료 속의 셀레늄 총량 정량

혈청 시료 속의 셀레늄을 분석할 때에 혈청속에 존

재하는 다양한 이온들에 의하여 동중간섭이 발생한다.

혈청에는 아연, 철과 같은 양이온과 Br, Cl, SO4
2−, 및

PO4
3−등의 음이온 많이 존재하며 이 들은 셀레늄의 측

정에 동중간섭을 일으키게 된다. 따라서 정확한 셀레

노단백질 정량을 위해서는 동중간섭을 제거하거나 시

료준비과정에서 간섭이온들을 제거할 필요성이 있으

므로 본 연구에서는 AE SPE를 컬럼을 사용하여 간섭

이온을 제거하였다. 양이온에 의한 간섭은 크지 않거

나 m/z를 잘 선택하면 배제할 수 있으므로 본 연구에

서는 음이온에 대한 간섭을 집중적으로 연구하였다.

AE SPE는 Cl과 Br을 선택적으로 제거하며 셀레노단

백질이 머무르지 않기 때문에 따로 용리과정이 필요

없으며 시료가 희석되지 않는 장점이 있다. 

먼저 혈청에서 AE SPE를 이용한 음이온의 제거 후

와 제거 전에 측정한 셀레늄 총량을 비교하였다. 검정

곡선법 (EC; external calibration curve)과 동위원소 희

석법 (ID; isotope dilution method)을 모두 사용하여

비교하였다. ID로 정량 시에는 78Se spike을 사용하여
78Se/80Se 비율을 측정하고 그 결과를 다음의 Table 3

에 나타내었다. 간섭이온을 제거하기 전의 혈청에서의

셀레늄의 총량은 113.0 ± 3.0 ng g−1이었으나 간섭이온

을 제거한 뒤에는 94.3 ± 2.3 ng g−1으로 많은 차이를

보여주고 있다. 따라서 정확한 셀레늄량을 측정하려면

동위원소 희석법을 사용한다 할지라도 반드시 간섭이

온들을 제거해야 할 것으로 보인다. 

EC와 ID의 두 방법을 비교하여 볼 때에 두 방법의

결과가 서로 다르다는 것을 보여주는데 특히 매트릭

스를 제거하기 전에 나타난 차이는 16.6 ng g−1으로서

매트릭스를 제거한 뒤인 7.4 ng g−1보다 훨씬 더 심하

였다. 매트릭스이온들을 제거한 후에는 EC법과 ID법

은 95%신뢰수준에서 일치하는 결과를 보여준다. 결국

간섭이온들이 시료에 존재할 때에 검정곡선법은 큰

오차를 가져오게 된다는 것을 잘 보여주고 있다.

한편, 이렇게 결정한 총 셀레늄량 중에는 셀레노 단

백질과 무기 셀레늄 및 셀레노 아미노산들이 혼합되

어 있으며 그 중 얼마가 셀레노 단백질인지 알 수 없

다. 따라서 셀레노 단백질만의 정확한 정량을 위하여

서는 반드시 이 들 단백질들만 따로 분리한 뒤 각각

을 정량해야 한다. 

본 연구에서 결정된 건강한 성인 한국인의 혈청에

서의 셀레늄 농도를 다른 나라와 비교할 때에 농도가

낮은 지역24 (마세도니아지역 45 ng g−1)보다는 높으며

미국25의 125.6 ng g−1 보다는 조금 낮지만 대개의 다른

나라26 (예; 이란의 100.4 ng g−1)와 비슷한 정도이다. 

3.2. 혈청 시료 속의 셀레노 단백질의 분리 및 정량

3.2.1. SEC를 사용한 셀레노 단백질분리

먼저 SEC 컬럼을 이용하여 혈청 시료 속의 셀레노

Fig. 1. Schematic diagram for the separation of selenoproteins
with HEP and BLUE columns.18

Table 3. Accurate determination of total selenium concentrations
in human serum when matrix was eliminated with
SPE

AE SPE NO AE SPEa

Human 

serumb 

EC ID EC ID

101.7 ± 3.0 94.3 ± 2.3 129.6 ± 1.9113.0 ± 3.0

Mean ± SD (n=3), unit: ng g−1 
aSPE is not used 
bAverage of 20 serum samples.
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단백질을 분리하여 보았다. SEC 컬럼에서 용질의 크

기가 크면 클수록 더 빨리 통과되므로 크기가 가장

큰 GPx (~90 kDa)가 제일 먼저 나타나고 그 뒤에

SeAlb (~66 kDa)과 SelP (~57 kDa)의 순서로 나타난다.

기존의 실험조건16을 개선하여 (ammonium acetate 50

mM, pH 7.0) 30분 이내로 셀레노 단백질의 분리가

가능하였지만 분리능은 충분하지 못하였고 다시 좀

더 약한 조건을 사용하여 0.05 M Tris-HNO3를 pH

7.40에 맞추고 0.1 mL min−1에서 3 개의 셀레노 단백

질을 분리할 수 있었다. 하지만, 시간이 약 한 시간

정도 걸리며 SeAlb과 SelP는 아직 피크가 일부 겹친

것으로 나타난다(Fig. 2). 따라서 본격적인 분리 및 정

량에는 다음의 AF HPLC를 사용하였다.

3.2.2. AF HPLC 를 사용한 셀레노 단백질의 분리

및 정량

기존 연구22에서 셀레노 단백질 종 분리를 위해 사

용된 binding/elution 완충용액은 0.2 M Tris-HCI (pH

7.0)과 1.4 M ammonium acetate (pH 7.4)이다. 본 연

구에서는 보다 더 효율적인 binding/elution 과정 방법

을 적용하여 기존의 결과보다 크로마토그래피의 시간

을 10분 가량 줄일 수 있었다. 즉, binding buffer 로서

0.05 M CH3COONH4 (pH 7.0)를 사용하였고 elution

buffer 로서 0.15 M CH3COONH4 (pH 7.0)를 사용하여

25 min 내에 셀레노 단백질을 효과적으로 분리해 낼

수 있었다. AFC를 사용하여 분리한 결과를 그림 Fig.

3(a)에 나타내었다. 혈청 시료 속의 셀레노 단백질을

분리한 결과 3 개의 peak가 검출되었는데 첫 번째

peak는 HEP과 BLUE에 머무르지 않는 GPx 및 그 외

의 다른 무기셀레늄과 자유 셀레노 아미노산 및 간섭

이온들이며, 두 번째 peak는 HEP에 붙잡히는 SelP, 세

번째 peak는 BLUE에 붙잡히는 SeAlb이다. Fig. 3(b)

Fig. 2. Moderate separation of 3 selenoproteins with SEC.
GPx (9 min.), SelP (30 min.) and SeAlb (46 min.)
are separated with each other within an hour.

Fig. 3. (a) Separation of selenoproteins in human serum
with AE SPE-AF HPLC-ICP/MS monitored at m/z
77, (b) Cl appears on GPx position and interferes
as 77[ArCl].

Fig. 4. (a) Separation of selenoproteins in human serum by
AE SPE-AF HPLC/ICP/MS monitored atm/z 82, (b)
Br appears on GPx position and interferes as 82[BrH].
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에서 나타난 것처럼 Cl은 AFC에 의해 붙잡히지 않기

때문에 GPx의 위치에 나타나며 ArCl로서 GPx의 위치

에 함께 co-elute되어 있는 것을 알 수 있다. Fig. 4(a)는

Se82를 모니터링하여 3개의 단백질을 분리한 그림이다.

Br은 BrH로서 GPx에 간섭하여 GPx의 위치에 나타난

다(Fig. 4(b)). SPE에 의하여 제거되지 않은 경우에 혈

청내에 존재하는 Cl과 Br는 그림에서 나타난 것처럼

매우 큰 신호값을 보인다. 

3.3.3. 한국인의 혈청에서의 셀레노 단백질들의 정량

먼저 표준물질인 CRM을 이용하여 혈청 시료 속의

간섭 매트릭스의 제거한 후에 셀레노 단백질의 종별 정

량법의 정확성을 확인하였다. 사용된 CRM은 BCR-

637 (Se certified 81 ± 7 ng mL−1, IRMM, Geel, Belgium)

로서 그 결과는 다음의 Table 4에 나타내었다. 하지만

CRM에서는 각 셀레노 단백질에 대한 값을 나타내고 있

지 않으므로 여기에서는 총량만 비교할 수 밖에 없다.

실험 결과는 85.4 ± 3.4 ng g−1로서 문헌치인 81 ± 7 ng

g−1과 일치하며 본 연구의 AF HPLC-ICP/MS 분석법이

혈청의 정량분석에 잘 이용될 수 있음을 보여주고 있다.

이 분석법을 건강한 한국인의 혈청시료에 대하여

적용하였고 그 결과를 다음의 Table 5에 나타내었다.

AE SPE를 사용하여 혈청 시료 속의 간섭요인을 제거

하였을 때와 제거하지 않았을 때를 비교 하였다. 간섭

요인을 제거하기 전 (NO SPE)의 GPx의 양은 25.0 ±

1.0 ng g−1 이었으나 간섭을 제거한 후에 GPx의 양은

12.1 ± 1.4 ng g−1으로 큰 변화를 나타내었다. 다른 셀

레노 단백질인 SelP와 SeAlb은 큰 차이를 나타나지

않았다. 이 는 SelP와 SeAlb은 AF 컬럼에 의하여 붙

잡힌 다음 용리되므로 다른 간섭이온들이 배제되는

한 편, GPx는 컬럼을 그냥 통과하여 다른 간섭이온들

및 자유 아미노산과 함께 용리되기 때문이다. 결과적

으로 GPx에 대부분의 간섭요인이 존재함을 알 수 있

었으며 또한 AE SPE가 효과적으로 혈청 시료 속의

간섭요인을 제거하는 것을 보여준다. 

물론 GPx와 함께 용리되는 양이온과 음이온-특히

Cl과 Br 음이온들은 동중간섭을 일으키며 동시에 혈

청에서는 셀레노 단백질 외에 SeMet같은 셀레노 아미

노산 그리고 무기 셀레늄이 존재할 수 있기 때문이다.

따라서 좀 더 엄밀한 의미에서의 순수 GPx를 정량하

려면 간섭하는 양이온 및 음이온, 그리고 자유 셀레늄

아미노산을 모두 제거한 뒤에 하여야 할 것이다. 

SPE를 이용하여 간섭이온들(또는 일부 무기셀레늄

이온)을 제거하여 분석한 경우에도 셀레노 단백질의

합한 량(89.4 ng g−1)은 Table 3에서의 셀레늄 총량

(94.3 ng g−1)보다 조금 적다. 즉, 혈청에서의 셀레노

단백질의 합은 셀레늄의 총량보다 작은데 그 이유는

위에서 언급하였듯이 셀레늄 총량에는 셀레노 단백질

뿐 아니라, 다른 형태의 셀레늄 화학종들-자유 셀레노

아미노산 및 무기 셀레늄 이온들이 작은 량이지만 일

부 혈청내에 존재하기 때문으로 생각된다. 

4. 결 론

본 연구에서는 AE SPE를 사용하여 음이온 매트릭

스를 제거한 뒤에 AF HPLC와 ICP/MS를 결합하여

대표적인 생체 시료인 혈청 시료에서 셀레노단백질을

분리하고 정량하였다. AE SPE는 혈청 속 간섭요인 특

히 GPx에서의 Cl과 Br을 제거 하는데 효과적이었다.

본 연구를 통해 얻은 결과는 앞으로 건강한 한국인에

대하여 혈청에서의 셀레노 단백질의 기초값으로 사용될

수 있으며 한국인의 셀레늄의 영양상태를 모니터링하는

데 사용될 수 있을 것이다. 또는 이 를 이용하여 셀레노

단백질을 biomarker로 이용한 암의 진단 등 질병의 기초

진단에도 활용될 수 있을 것으로 기대한다.
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Table 4. Selenoprotein concentrations of CRM (BCR-637)
determined by AE SPE-AF HPLC-ICP/MS

BCR-637 Exp. Ref.

GPx 11.3 ± 1.0 N.A.

SelP 54.2 ± 1.2 N.A.

SeAlb 19.9 ± 3.0 N.A.

Sum of proteins 85.4 ± 3.4  81 ± 7

Mean ± SD (n=3), unit: ng g−1

N.A.: not available

Table 5. Selenoprotein concentrations in Korean human serum
determined by AE SPE-AF HPLC-ICP/MS

Korean human seruma SPE NO SPE

GPx 12.1 ± 1.4 25.0 ± 1.3

SelP 57.2 ± 2.0 60.9 ± 1.7

SeAlb 20.0 ± 1.9 23.5 ± 1.3

Sum of species 89.4 ± 2.8 109.3 ± 2.5

mean ± SD (n=3), unit: ng g−1

aaverage of 20 serum samples.
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의 도움으로 이루어진 것으로 이에 감사드립니다.
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