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요 약. 성 호르몬으로서의 역할과 암성장의 잠재적 저해 효과를지니고있는 에스트로겐의 대사체들을 

동시에 분석하기 위하여 Serdolit AD-2 수지와 효소 가수분해, 액체-액체 추출방법을 이용한 전처리 과정을 확 

립하였으며, MSTFA/TMSC1 혼합액에 의해 trimethylsilylether 형태로 유도체화된 에스트로겐들을 GC/MS의 

SIM(selected ion monitoring) 방법으로 동시에 분석, 정량할 수 있는 조건을 설정하였다. 그 결과 회수율은 

80.97~97.81%이었고, within-a-day 및 day-to-day 분석에서의 RSD값은 각각 0.24-25.35%, 1.05~23.94%이었으 

며, 이 방법으로 소변 내에 존재하는 19종의 에스트로겐 대사체들을 정량하여 한국인 정상인 참고치(여자: 

22〜35세 , 남자 : 39~57세)를 설정하였다.

ABSTRACT. Estrogens, which play an important role in sex hormone and potential inhibitor of cancer cell 
proliferation were profiled for normal female and male. The nineteen endogeneous estrogens were simultaneously 
analyzed by selected ion monitoring method of GC/MS. Urinary estrogens were extracted by using Serdolit AD-2 
resin, hydrolyzed with P-glucuronidase/arylsulfatase from Helix pomatia, liquid-liquid extraction and quan­
titatively derivatized by MSTFA/TMSC1 mixture in order to be detected on the GC/MS. The good quality-control 
data were obtained through the precision and accuracy test and the recovery range of them was 80.97-97.81%. 
The Korean reference values of urinary estrogens were established and differences were found in normal female 
compared with normal male.

서 론

에스트로겐(estrogen)은 여성 호르몬으로 여성 생 

식기관의 성장 및 발육 그리고 여성의 제 2차 성징에 

관여 하며 , 그 생합성은 주로 난소와 태반에서 C19-스 

테로이드로부터 이루어지고 어느 정도는 부신 피질 

과 고환에서도 생성된다.

대표적 인 에스트로겐으로는 estradiol-17p(E2), 

estrone(El) 그리고 estriol(E3) 등이 있고, 이들의 생 

화학적 활성을 비교해 볼 때 여성 호르몬으로서의 

작용이 대부분 E2와 관련되어 있다. 또한 자궁 영양 

활성 (uterotrophic activity),1 에스트로겐 수용기와의 

결합속도(kinetics of the estrogen receptor binding)2 

그리고 성호르몬 결합 글로부린(SHBG)에 대한 친화 

력 (affinity for sex hormone binding globulin(SHBG))3 

등에 있어서, 몇 가지 E2의 대사체들도 E2와 비슷하 

거나 더 큰 에스트로겐 효과(estrogenic effect)를 나 

타내어 그 중요성이 커지고 있다. 그러므로 에스트 

로겐 관련 질병의 진단 및 치료에 있어서 에스트로 
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겐 효과를 나타내는데 기여하는 모든 에스트로겐 대 

사체들을 개별적으로 평가하는 것이 필요함을 예상 

할 수 있다.

또한 에스트로겐은 성 호르몬으로서의 기능 이외 

에 암의 성장에 결정적인 원인이 되는 맥관 형성작 

용(angiogenesi아의 저해제'로서도 최근 진행되는 많 

은 연구의 대상이 되고 있다. 그러나 모든 에스트로 

겐 대사체들이 이러한 항맥관 형성 효과(antian- 

giogenic effect)를 나타내는 것이 아니라, 각 대사체 

마다 그 효과가 다른 것으로 알려져 있다. 이러한 에 

스트로겐 관련 질병에서 나타나는 변경된 대사 과정 

에 대한 연구와 각 에스트로겐 대사체들의 고유한 

에스트로겐 효과 규명을 위해서는 무엇보다도 관련 

되는 모든 에스트로겐들을 동시에 profile하는 것이 

필수적 이 라 하겠다.

지금까지 에스트로겐 대사체들의 동시 분석에 주 

로 이용되었던 방법은 gas chromatography(GC)-mass 
spectrometry(MS)와 high performance liquid chro- 
matography(HPLC)이다."8 그러나 대부분의 경우 분 

리와 감도의 문제로 인해, 임신 중에 양적인 변화를 

크게 나타내는 에스트로겐의 농도만을 결정할 수 있 

었다. 생체액(biological fluids) 내에 존재하는 낮은 

농도의 에스트로겐 정량은 packed column과 select­

ed ion monitoring(SIM)을 이용한 GC/MS 방법에 의 

해 처음으로 이루어졌다.그러나 이 방법은 분석 

하는데 많은 시간이 요구되었으며 , 모든 에스트로겐 

대사체들을 분석할 수 없었다.

에스트로겐 대사체 중 카테콜 에스트로겐(ca­

techol estrogen)들은 자동 산화(auto-oxidation)에 의 

해 쉽게 분해(decomposition)되므로 전처리 및 분석 

에 특히 어려움이 있었다. 이 문제의 해결을 위해 

Fotsis 등은 이온 교환 크로마토그래피를 이용한 전 

처 리 과정과 GC/MS 의 SIM 방법으로 카테콜 에스트 

로겐을 포함한 중요한 에스트로겐 대사체들을 정량 

하는데 성공하였다.'7 그러나 이들이 제시한 전처리 

과정은 길고 복잡하여 많은 시료를 동시에 분석, 정 

량하는데는 적 합하지 않았다.

이에 본 연구에서는 여러 가지 내인성 물질을 포 

함하고 있는 뇨 시료내에 극미량(nmol/24시간 소변) 

으로 존재하는 각종 에스트로겐 대사체들의 동시 분 

석을 목적으로, Serdolite AD-2와 액체-액체 추출 

(liquid-liquid extraction) 방법을 포함하는 간편한 전 

1997, Vol. 41, No. 4

처리 과정과 GC/MS의 분석 조건을 확립한 후, 이를 

이용하여 소변내에 존재하는 19종의 에스트로겐 대 

사체들(17a-estradiol, estrone, 6-dehydroestrone, 1邓- 

estradiol, 2-methoxyestrone, 2-hydroxyestrone, 4- 

methoxyestradiol, 16a-hydroxyestrone, 2,3-dimethoxy- 

estradiol, 6a-hydroxyestradiol, 2-hydroxyestradiol-3- 

methylether, 2-hydroxyestradiol, 16,17-epiestriol, 16- 

ketoestradiol, 17-epiestriol, estriol, 6-ketoestradiol, 16- 

epiestriol, 6a-hydroxyestriol, 6-ketoestriol, 2-methox- 

yestriol, 2-hydroxyestriol)의 절대량을 결정하여 정상 

인 한국인 참고치(여자 : 22~35세, 남자 : 39~57세)를 

설정하였다.

실 험

생체 시료의 수집

실험에 사용한 뇨 시료는 건강한 성인 여자 16명 

(22~35세)과 성인 남자 29명(39~57세)에게서 24시간 

동안 배설된 뇨를 수집하여 실험하기 전까지 -20 

°C에서 보관하였다.

기기 및 시약

측정 기기 및 작동 조건. 본 실험에서 사용한 분 

석기기는 Hewlett-Packard(HP) 5890A Gas Chromato- 

graph(GC)에 direct interface로 연결된 5970B Series 

Mass Selective Detector(MSD)를 사용하였다. 분리관 

은 Ultra-2(길이 25 m, 내경 0.20 mm, film thickness 

0.33 um)를 사용하였으며 , 분리 관의 온도는 180 °C 

에서 260 °C까지 20°C/min으로 올리고, 6분간 머 무 

른 후 다시 2°C/min으로 275 °C까지 올려 8분간 유 

지시킨 다음 15°C/min으로 300 °C까지 상승시켜 

10분간 유지 시 켰다. 주입 기 온도는 300 °C, detector 

온도는 300 °C, 운반 기 체 헬륨의 유속은 0.85 mL/ 

min, 그리고 주입 방법은 split mode(ratio 1 : 12)로 

설정하였다.

모든 시료는 HP 7673A autosampler를 사용하여 

(次에 주입하였으며 data system으로는 HP 7946 

disc drive가 연결된 HP 59970 MS Chemstation을 이 

용하였고 chromatogram과 mass spectrum은 HP 

2934A Printer로부터 얻었다.

시 약. 본 연구에 사용된 에스트로겐인 17a-es- 

tradiol, estrone, 6-dehydroestrone, 17g-estradiol, 2- 

methoxyestrone, 4-methoxyestradiol, 2-hydroxyestrone,

2,3-dimethoxyestradiol,  2-hydroxyestradiol-3-methy- 
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lether, 6a-hydroxyestradiol, 16a-hydroxyestrone, 16, 

17-epiestriol, 16-ketoestradiol, 17-epiestriol, estriol, 6- 

ketoestradiol, 16-epiestriol, 6a-hydroxyestriol, 6-keto- 

estriol, d：restradiol(ISTD)는 Sigma 사(미국) 특급 시 

약을 사용하였다. 표준 용액은 0.01 mg을 정확히 칭 

량한 다음 메탄올로 1,000 ppm이 되 게 만든 후, 

10배 희석한 것을 냉장 보관하여 사용하였다.

유도체화 시약은 MSTFA(N-methyl-N-trimethylsilyl- 

trifluoroacetamide)와 trimethylchlorosilane(TMSCl}j- 

Sigma 사(미국)로부터 구입하여, MSTFA와 TMSC1 

을 100 : l(v : V)의 비율로 섞은 혼합 용액을 사용중卜 

였다. Serdolit AD-2 수지(100~20。micron아는 Serva 

사(독일)로부터 구입하였으며, acetone(2일), 메탄올 

(2일), 증류수(3일)로 환류시켜 정제한 다음 증류수 

에 담아 보관하였다, Acetate buffer는 0.2 M acetic 

acid오!" sodium acetate를 이용하여 pH 5.2로 맞추어 

사용하였다. p-Glucuronidase/arylsulfatase from Helix 

pomatia^r Boehringer Mannheim 사(독일)로부터 구 

입 했으며, g-glucuronidase의 activity는 5.5 U/mL(38 

°C)이고, arylsulfatase의 activity는 2.6 U/mL(38 °C)인 

것을 50 卩L 사용하였다.

실험방법

에스트로겐 profiling을 위한 전처리 과정. 원심 

분리한 뇨 시료 3 mL를 충분히 세척된 Serdolit AD- 

2 수지에 홀려주면서 내부 표준 물질인 d^estradi이 

(0.5 卩g)을 넣어 주었다. 흘려준 뇨 시료를 동량의 증 

류수로 씻어준 후, 메탄올을 ImL씩 3회 용출시켜 

시험관에 받았다. 메탄올을 증발시킨 후, 0.2 M ace­

tate buffer(pH 5.2) 1 mL와 Helix 에서 추출한

p-glucuronidase/arylsulfatase 50 |1L, 그리고 카테콜 

에스트로겐의 산화를 방지하기 위한 ascorbic acid(l 

mg/mL)를 넣고 37 °C에서 24시간 또는 55 °C에서 

3시간 동안 가수분해시켰다. 가수분해 후 potassium 

carbonate 100 mg 정도를 가하여 pH를 9로 맞추고 

ethylacetate 5 mL로 추출하였다. 추출된 에스트로겐 

대사체들을 GC/MS로 검출하기 위하여 N-methyl-N- 

trimethylsilyltrifluoroacetamide(MSTFA)/trimethyl- 

chlorosilane(TMSCip] 100：l(v：v) 혼합물 50 |丄L를 

가하고 60 °C에서 30분간 반응시 켜 TMS-ether 유도 

체 를 만든 후 GC/MS에 2 卩L를 주입 하였다.

정확도 및 정밀도 시험. 임의의 한 정상인 여자 

의 뇨 시료 내에 들어있는 에스트로겐의 양과 그 뇨 

시료에 각각의 에스트로겐 표준 시료를 0.20, 0.60, 

1.00 卩g/mL씩 가한 후의 총 에스트로겐 양을 정 량하 

여, 그 값들을 비교해 봄으로써 본 분석방법의 정확 

도 및 정밀도를 시험하였다. Day-to-day 분석의 경우 

하루에 한 번씩 3일간 시험하였으며 , within-a서ay 분 

석은 하루에 세 번 실험하여 그 결과를 비교하였다.

Creatinine 의 측정. 신장 기능의 유력한 지표가 

되는 creatinine 값으로 에스트로겐의 농도를 보정해 

주기 위하여, Jaffe 방법'2으로 뇨 시료 내의 creatin- 

ine 양을측정하였다. '

곁과 및 고찰

에스트로겐 검층 방법의 확립. 뇨 시료내에 존재 

하는 에스트로겐의 동시 다성분 분석을 위해서는 가 

장 극성이 낮은 비 포합(unconjugate) 에스트로겐에 

서 극성이 높은 다중 포합(oonjugate) 에스트로겐까 

지 높은 회수율(recovery)로 추출(extraction)되어야 

한다. 그런데 이미 보고된 바에 의하면, 포합 형태의 

스테로이드의 경우, 특히 황산이나 글루쿠론산이 혼 

합되어 다중으로 포합되어 있을 때에는 액체■액체 

추출(liquid-liquid extraction) 방법은 회수율이 낮아 

서 적합하지 않고, 액체-고체 추출(liquid-solid ex­

traction) 방법이 보다 편리하고 효과적인 것으로 알 

려져 있다.” 이러한 이유로 본 연구에서는 에스트로 

겐의 비 포합 형태와 포합 형태 대부분에 있어서 좋 

은 회수율을 나타내는 Serdolit AD-2(particle size: 0.1 
~0.2 mm) 수지 "를 이용한 액 체 -고체 추출방법을 이 

용하였다.

내인성 에스트로겐의 대부분은 황산 또는 글루쿠 

론산과 포합된 상태로 존재한다. 따라서 전처리 과 

정의 다음 단계는 포합된 에스트로겐을 비 포합된 

형태로 만드는 과정인데, 본 실험에서는 Helix po- 

로부터 추출한 0잉ucuronidase/arylsulfatase를 

이용한 효소 가수분해(enzyme hydrolysi아를 진행하 

였다.“ 또한 이 단계에서 Z-ascorbic acid(l mg/mL) 

를 첨가해 줌으로써 2개 이상의 수산화기 (hydroxyl 

groupX 포함흐}는 에스트로겐 대사체들의 산화를 

방지하고자 하였다.7

그 다음으로 진행되는 액체-액체 추출(liquid-Equid 

extraction) 과정에서는 케토기 (keto group)와 수산화기 

(hydroxyl group) 외에 페닐 고리 (phenyl ring: A ring) 

를 포함하는 에스트로겐의 구조(Fig. 1)를 고려하여
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6-Dehydroestrone

17p-Estradiol 2-Methoxyestrone 4-Methoxyestradiol 2-Hydroxyestrone

2,3-Dimethoxyestradiol  2-Hydroxyestradiol- 6a*Hydroxyestradiol 16a-Hydroxyestrone 
3-methylether

,,OH 
妙애 

HC广^^

,OH

16,17-Epiestriol

HO

17-Epiestriol16-Ketoestradiol Estri 이

Fig. 1. Chemical structure of Estrogens.

극성이 비교적 높은 ethylacetate-f- 사용하였다.

마지막으로 MSTFA/TMSCl(100 ： 1, v ： v) 혼합 용 

액을 사용하여 에스트로겐의 수산화기를 trimethyl- 

silylethei■로 전환시킴으로써 극성인 에스트로겐들의 

GC/MS에서의 검출을 가능하게 하였다.

TMS 유도체화에 의한 에스트로겐의 질량 스펙트 

럼. 뇨 시료 내에서 검출하고자 하는 19가지 에스 

트로겐의 표준 물질들을 MSTFA와 TMSC1 의 100:1 

혼합 용액으로 유도체화하여 얻은 각각의 질량 스펙 

트럼을 Fig. 2에 나타내었고 질량 스펙트럼상에서의 

특성이 온(characteristic ion)과 머무름 시간 (retention 

time)은 Table 1에 정리하여 나타내었다.

일반적으로 에스트로겐은 안드로겐(androgen)과 

마차가지 로 perhydrocyclopentanophenanthrene ring 

의 구조(Fig. 1)를 이루고 있으나 A-고리가 방향족 

(phenyl ring)이라는 점 에서 스테로이드 호르몬과 구

1997, Vol. 41, No. 4



190 李宣和•梁允禎•金泰旭•彭奇榜•鄭鳳哲

17a・Estradi 이 Estrone

17(3-Estradiol6 達)ehydroestrone
(14.403 min) of

2S5

DATfliESREClSR.
트_

4・Methoxyestradi 이2-Methoxyestrone

a
 u
c
«
 p

cn
q

1

2,3 -Dimethoxyestradio I2-Hydroxyestrone

6 000-

2000-

330

2-Hydroxyestradiol-3-methylether

,
u
 u*pc

n
 q1

6a-Hydroxyestradiol

16,17・Epiestri이16a-Hydroxyestrone

Fig. 2. Mass spectra of TMS-derivatized Estrogens.
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Fig. 2. Continued

별된다. 생화학적 활성(biological activity)에 있어서 

큰 중요성이 있다고 알려진 estrone, estradiol, estriol 

의 구조를 살펴 보면 estrone의 경 우 A-고리 가 방향족 

인 스테로이드 골격의 3번 위치에는 수산화기가, 

17번 위치에는 케토기가 치환되어 있다, Estrone의 

케토기 대신 수산화기가 치환되어 있는 것이 es- 

tradicd이며, estradiol의 16번 위치에 수산화기가 하 

나 더 치환되면 estriol이다. 본 연구에서 검출하고자 

하는 에스트로겐은 이들 estrone, estradiol, estri胡의 

유도체들로써 2번, 4번, 6번, 16번 위치에 수산화기, 

케토기, 메톡시기가 하나 또는 두 개가 치환되어 있 

는것들이다.

Estrone은 분자량이 270으로 A-고리의 3번 위치에 

결합되어 있는 수산화기가 TMS-ether화되어 [M*]인 

m/z 342가 주 봉우리 (base peak)로 나타나고’ 그 밖 

의 특성 이온으로 [M七 15]인 m/z 327, C-고리 분해 

(아eavage)에 의한 m/z 257 등이 나타난다• 분자량이 

272인 estradiol(-17g)과 17oc-estradiol은 3번과 17번 

위치의 수산화기가 TMS-ethei화되어 [M*]인 m/z 
416이 주 봉우리로 나타나고7 [M+-15], [M+-90], D- 

고리 분해에 의한 m/z 401, 326, 285가 특징적으로 

나타난다.

EstrioL의 경우 에피머 (epimer)들인 16-epiestriol, 

17-epiestriol, 16,17-epiestriol^] 모두 같은 형태의 토
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derivatized estrogens for detection by GC/MS
Table 1. Characteristic ions and retention times of TMS-

Compounds Characteristic 
ion(m/z)

Retention 
time(min)

17a-Estradi 이 416, 285, 232 13.761
Estrone 342, 257, 218 13.842
6-Dehydroestrone 340, 255, 242 14.035
d2-Estradiol(-17p) 418, 287, 207 14.736
17p-Estradiol 416, 285, 401 14.756
2-Methoxyestrone 372, 342, 287 16.846
4-Methoxyestradiol 446, 315, 325 17.009
2-Hydroxy estrone 430, 306, 341 17.232
2,3-Dimethoxyestradiol 257, 388, 203 17.256
2-Hydroxy estradiol- 446, 315, 209 17.547

3-methylether
6a-Hydroxyestradiol 414, 283, 229 17.750
16a-Hydroxy  estrone 286, 430, 345 17.775
16,17-Epiestriol 311, 504, 345 18.448
16-Ketoestradiol 430, 285, 245 18.845
17-Epiestriol 311, 504, 345 19.474
Estriol 311, 504, 345 20.047
6-Ketoestradiol 430, 415, 340 20.410
16-Epiestriol 311, 504, 345 20.880
6a-Hydroxyestriol 322, 502, 309 22.191
6-Ketoestriol 325, 518, 245 27.322

막 내기 과정(fragmentation)을 나타내어 GC상에서 

는 머무름 시간의 차이로 구별되어진다. 이들의 분 

자량은 288이고 3번, 16번, 17번 위치의 수산화기가 

모두 TMS-ether화된 [M*]인 m/z 504/J- 주 봉우리로 

나타난다.7 그 밖의 특성이온으로 m/z 311, 345, 386 

등이 존재한다.

4-Methoxyestradiol와 2-hydroxyestradiol-3-methy- 

lether의 분자량은 모두 302이며 같은 토막 내기 형 

태를 갖는다. 즉, 메톡시기를 제외한 나머지 2개의 

수산화기가 TMS-ether화되어 주 봉우리로서 [M*]인 

m/z 446이 나타나고,” D-고리 분해에 의한 m/z 

315가 특성 이온으로 나타난다.

6-Ketoestradiol과 16-ketoestradiol은 286의 같은 분 

자량을 갖으나 16-ketoestradiol의 경우에는 3번과 

17번 위치의 수산화기가 TMS-ether화된 [M+]인 m/z 

430이 주 봉우리로 나타나고 그 이외의 특성 이온이 

없는 반면, 6-ketoestradi이은 주 봉우리 m/z 430과 함 

께 [MF5]인 m/z 415와 [M+-9O]<^1 m/z 340이 특성 

이온으로 나타난다.

지금까지 언급한 에스트로겐들은 주 봉우리가 모 

두 그들의 유도체화된 분자 이온이었다. 그러나 6번 

과 16번 위치에 수산화기가 치환되어 있는 16a-hy- 

droxyestrone, 6a-hydroxyestradiol 그리고 6a-hydroxy- 

estriol의 경우에 있어서는 유도체화된 [M+] 대신 D- 

고리 분해에 의한 이온(16a-hydroxyestrone; m/z 286) 

과, [M*-90]에 해당하는 이온(6a-hydroxyestradiol; m/ 

z 414, 6a-hydroxyestriol; m/z 502)가 각각 주 봉우리 

로 나타난다.

내부 표준 물질(internal standard)은 17p-estradiol 

의 2번과 4번의 수소가 중수소(deuterium)로 치환된

2,4-d 2-estradiol(-17PX 사용함으로써 분석 대상 물 

질과 내부 표준 물질 ,사이의 구조적 차이에서 오는 

정량 분석의 오차를 최소화하였다. 이 물질의 분자 

량은 274로써 토막내기 형태는 170-estradiol 혹은 

17a-estradiol과 동일하며 , 다만 2개의 중수소의 영향 

으로 2가 증가된 특성 이온을 나타낸다. 즉, [M]는 

m/z 418로 주 봉우리를 이루며 m/z 403, 328, 287 등 

이 특성 이온으로 나타난다.

표준 검정곡선의 작성. 대상이 되는 에스트로겐 

의 검정 범위는 정상인의 뇨 시료에서 검출되는 에 

스트로겐의 농도에 의해 결정되므로, 정상인들의 뇨 

시료를 분석하여 얻어진 각각의 에스트로겐들의 농 

도를 기준으로 하여 검정 농도 범위를 0.1 Hg/mL에 

서 2.0ng/mL으로 정하고, 대상 에스트로겐들을 모 

두 혼합하여 농도별로 5개의 검정용 표준 혼합물을 

만들었다. 이 검정용 표준 혼합물을 본 실험방법에 

따라 추출한 후 MSTFA/TMSC1 로 유도체화시켜 

GC/MS로 분석 하여 각각의 검정곡선을 만들었다. 그 

결과 모든 에스트로겐의 표준 검정곡선은 정량 범위 

내에서 직선성(r>0.987)을 나타내었다.

에스트로겐 분석의 회수율 및 정확도, 정밀도. 본 

연구에서 설정한 전처리 과정의 회수율을 시험해 본 

결과 80.97~97.81%로서, Sep-Pak C18, Sephadex 그 

리고 Lipidex 등을 이용한 다양한 고체상 추출법을 

거치는 Fotsis 등의 방법7(회수율: 72.0~84.9%)이나 

Saegusa 등이 제시한 Dowex 수지를 이용하는 방법“ 

(회수율 : 67.2~88.9%)보다 높은 것으로 나타났다.

또한 본 실험방법의 정확도와 정밀도는 within-a- 

day 분석의 경우 RSD값이 0.24~20.52%이었고, day- 

to-day 분석의 RSD값은 1.05~24.24%으로 대부분의 

에스트로겐에 대해서 RSD값이 10% 이하로 나타났 

다. 다만 17a-estradiol, 17-epiestriol, 6a-hydroxyestiol
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Table 2. Precision, accuracy and recovery data for determination of urinary estrogens

Compounds
Recovery(%)-

Within-a 서 ay(n=3) Day-to-day(n=3)

Added amount(ng/mL) Mean 土 SD RSD(%) Mean ± SD RSD(%)

17a-Estradiol 91.68 0.75±0.13 17.33 0.61±0.11 1803
20.00 19.40+0.38 1.95 18.94+1.51 7.95
60.00 66.3 ±0.63 0.95 72.96±7.86 10.77

100.00 U4.70±1.42 1.24 108.30±5.97 5.52
Estrone 97.45 15.07±0.29 1.92 14.29+0.91 6.34

20.00 36.66+2.17 5.91 38.28±1.88 4.91
60.00 84.61±0.36 0.43 87.45 ±5.27 6.03

100.00 130.20±1.85 1.42 12L20±9.78 8.08
6-Dehydroestrone 86.17 4.30+0.13 3.07 3.64±0.58 15.85

20.00 28.65+3.60 12.60 32.14±2.62 8.16
60.00 87.25±0.21 0.24 80.26±6.73 8.38

100.00 131.00±0.71 0.54 127.00± 12.01 9.53
176-Estradi 이 85.09 3.76±0.49 12.91 4.00 士 0.31 7.77

20.00 15.60±0.73 4.68 17.35±2.48 14.30
60.00 65.36±0.47 0.72 72.82±9.01 12.37

100.00 114.10±1.73 1.52 110.30 士 5.37 4.87
2-Methoxyestrone 92.60 6.65±0.51 7.73 6.79±0.75 10.97

20.00 24.74±1.19 4.82 29.53±3.87 13.12
60.00 88.54+0.10 0.12 89.68±5.61 6.26

100.00 140.90±1.52 1.08 127.00± 14.82 11.66
4-Methoxyestradiol 97.81 2.62±0.28 10.69 2.81 ±0.23 8.19

20.00 61.17±5.09 8.32 51.26±7.65 14.93
60.00 9L04±3.33 3.54 82.40± 12.59 15.27

100.00 159.70± 8.52 5.34 142.30+13.70 9.62
2-Hydroxyestrone 95.32 47.74±3.07 6.43 48.07±2.87 5.98

20.00 67.79±4.48 6.61 62.02±8.45 13.63
60.00 129.80±6.74 5.19 125.40±6.81 5.43

100.00 192.90 + 8.68 4.50 187.00± 11.33 6.06
2,3-Dimethoxyestradiol 93.76 28.58±1.97 6.89 27.82±1.07 3.85

20.00 40.47±1.92 4.75 43.20±3.51 8.12
60.00 71.64±0.87 1.22 73.42±2.51 3.42

100.00 111.00±0.51 0.46 114.20±4.36 3.82
2-Hydroxyestradiol-

3-methylether 86.89 1.84±0.17 9.24 2.16±0.14 6.57
20.00 16.57±2.12 12.81 20.98±2.92 13.92
60.00 79.66±3.27 4.10 80.57+3.21 3.98

100.00 132.70±6.96 5.25 120.40±7.30 6.07
6a-Hydroxy estradiol 91.89 1.39±0.17 12.29 1.66+0.20 12.05

20.00 16.13±1.90 11.80 18.56±2.82 15.19
60.00 75.87+1.97 2.60 77.66±8.96 11.54

100.00 15.10±8.22 5.42 162.70± 14.10 8.67
16a-Hydroxy estrone 81.74 5.38±0.42 7.81 5.89±0.36 6.13

20.00 31.62±0.41 1.30 34.97士 3.0] 8.60
60.00 99.17±0.53 0.54 96.64±2.31 2.39

100.00 166.80±0.79 0.48 169.80±1.88 1.11
16,17-Epiestriol 92.85 1.17±0.05 4.54 0.98 ±0.09 9.18

20.00 기 27±Q11 0.51 21.04±2.68 12.72
60.00 78.23±0.70 0.90 74.59土 3.62 4.86

100.00 148.70±0.66 0.45 140.10± 19.10 13.64
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Table 2. Continued

Compounds
Recovery(%)-

Within-a-day(n 그 3) Day-to-day(n=3)

Added amount(ng/mL) Mean 土 SD RSD(%) Mean ± SD RSD(%)

16-Ketoestradiol 96.00 10.46±1.07 10.23 11.06+1.20 10.85
20.00 43.25+5.59 12.93 43.77±3.66 8.37
60.00 104.90±3.85 3.67 102.60±1.93 1.88

100.00 163.60±8.08 4.94 159.60±6.01 3.76
17-Epiestriol 90.05 0.99±0.21 21.21 0.33±0.08 24.24

20.00 37.72±1.14 3.02 29.91±4.18 13.97
60.00 104.00±1.02 0.98 97.56±6.98 7.16

100.00 180.10±2.95 1.64 183.40士 1.93 1.05
Estriol 91.44 11.21±0.14 1.22 9.80±0.91 9.26

20.00 33.78±0.44 1.30 34.40±3.45 10.03
60.00 91.38 土 0.94 1.03 86.13±3.95 4.59

100.00 162.30±3.68 2.27 164.30±6.18 3.76
6-Ketoestradiol 90.19 18.31±1.01 5.50 18.18 士 L29 7.11

20.00 54.33±3.57 6.58 53.77+4.08 7.58
60.00 114.90±0.97 0.85 111.20±6.32 5.68

100.00 167.30±3.60 2.15 159.00+6.48 4.07
16-Epiestriol 85.12 4.09±0.52 12.71 2.77±0.29 10.47

20.00 30.68±1.66 5.42 29.32±2.94 10.02
60.00 90.78±2.15 2.37 77.57± 10.51 13.55

100.00 159.10±4.09 2.57 142.70± 12.29 8.61
6a-Hydroxyestriol 80.97 0.42±0.09 20.52 0.51±0.07 13.08

20.00 24.24+0.16 0.68 26.52±3.20 12.08
60.00 89.45±1.68 1.88 81.98±3.93 4.80

100.00 180.70士 2.58 1.43 179.10±8.14 4.55
6-Ketoestriol 89.26 0.62±0.12 18.74 0.43±0.06 13.17

20.00 26.47±0.54 2.05 26.21±0.78 2.99
60.00 104.20±1.44 1.39 94.02±7.08 7.54

100.00 188.40±1.45 0.77 187.20±7.34 3.92

그리고 6-ketoestriol의 RSD가 비교적 큰 값을 보였 

는데, 그 이유는 소변으로 배출되는 이 네 가지 내인 

성 물질들의 절대량이 작기 때문이라 생각된다.

본 실험에서 대상으로한 19종의 에스트로겐에 대 

한 회수율 및 정확도, 정밀도 시험의 결과를 Table 

2에 나타내었다.

뇨 시료 내의 에스트로겐 농도 결정. 한 번에 수 

ng이 주입되는 스테로이드의 분석은 GC/MS의 SCAN 
방법으로 가능하였으나16 임산부를 제외한 정상인의 

생체 내에 극미량(nmoU24시간 소변 수준)戊로 존재 

하는 에스트로겐의 동시 다성분 분석에는 적합하지 

않았다. 그러나 질량 스펙트럼상의 몇 가지 특성 이 

온(characteristic ion)만을 선택하여 검출하는 select­

ed ion monitoring(SIM) 방법의 경우 감도가 100배 

이상 증가하므로, 이러한 GC/MS의 SIM 방법이 에 

스트로겐 분석에 이용되어 왔다.J"

이에 본 연구에서는 앞에서 설정한 전처리 과정과 

SIM 방법을 이용한 GC/MS 분석 조건으로 정상 성 

인 여성(n=16)과 남성(n=29)의 뇨 시료 내에 들어있 

는 에스트로겐의 농도를 결정하였다(&况e 3). Total 

Ion Chromatogram(TIC) 상에서 비슷한 머무름 시간 

을 나타내는 170-estradiol과 d2-estradiol(-17P), 2-hy- 

droxyestrone과 2,3-dimethoxyestradiol 그리고 6a-hy- 

droxyestradiol과 16o나lydroxyestrone은 각각의 특성 

이온을 서로 다른 screening window 상에서 검출, 정 

량하였다(Eg. 3). 이때 겹치는 두 봉우리의 특성 이 

온들은 각각에 대한 기여가 1% 이하로 정량에는 크 

게 영향을 미치지 않았다. 본 연구에서 결정한 정상 

인의 에스트로겐 농도의 평균값들을 인용문헌의 값 

들과 비교해 본 결과 estrone, 17p-estradiol, 2-methoxy- 
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estrone, 2-hydroxyestrone, 16a-hydroxyestrone, es­

triol, 17-epiestriol 그리고 16-epiestriol 등의 평균 농 

도가 일치하였다財5

Table 3에 나타난 결과들을 살펴보면 19가지 내인 

성 에스트로겐의 농도는 개체간에 어느 정도의 차이 

를 보였다. 정상인 여자의 경우 2-hydroxyestrone, 4-

Table 3. Concentration of urinary estrogens in normal female and male subjects

Compounds -
Normal female(22~35y, n=16) Normal male(39~57y, n=29)

Range Mean Range Mean

17a-Estradiol 13.77f2.58 28.32 0.00-0.16 0.03
Estrone 9.41-77.61 41.19 0.17-1.07 0.39
6-Dehydroestrone 3.39-37.00 15.47 0.02-0.24 0.08
17p-Estradiol 5.97-28.91 17.14 0.11-0.74 0.28
2-Methoxy estrone 1.14-11.02 5.74 0.11-0.74 0.27
4-Methoxyestradiol 303.50*3187.00 876.20 0.08-0.69 0.21
2-Hydroxy estrone 136.90-2482.00 901.90 0.20-1.35 0.50
2,3-Dimethoxyestradiol 51.28-18763.00 5466.00 n.d. n.d.
2-Hydroxyestradiol-3-methylether 1.82-22.96 9.93 n.d. n.d.
6a-Hydroxyestradiol 36.83-316.20 122.80 0.00-0.11 0.02
16a-Hydroxy estrone 4.16-62.10 21.10 0.06-0.57 0.15
16,17-Epiestriol 1.28-13.34 6.30 n.d. n.d.
16-Ketoestradiol 1.80*31.22 9.80 0.06-0.56 0.17
17-Epiestriol 8.39-70.06 42.16 0.05-0.30 0.11
Estriol 7.04-50.95 24.63 tr tr
6・Ketoestradi 이 3.53-11.00 6.09 n.d,~0.16 0.02
16-Epiestriol 3.42-36.90 12.62 0.02시).31 0.06
6a-Hydroxyestriol 0.06-1.40 0.33 n.d. n.d.
6-Ketoestriol 3.00*10.93 5.64 n.d. n.d.

unit: nmol/g of creatinine, n.d,: not detected, tr: trace amount.
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methoxyestradiol, 6a-hydroxyestradiol, 그리고 2,3-di- 

methoxyestradiol의 경우 매우 큰 값을 보인 반면, 2- 

methoxyestrone, 16,17-epiestriol, 6-ketoestradiol, 6- 

ketoestri이의 농도는 낮았는데 특흐］, 6a-hydroxyes- 

triol의 농도가 가장 낮게 나타났다. 남자에서는 es­

trone, 17p-estradiol, 2-methoxyestrone 그리고 2-hy- 

droxyestrone의 농도값이 비교적 컸으며, 낮은 농도 

를 나타낸 에스트로겐 대사체는 17a-estradiol, 6a- 

hydroxyestradiol, 6-ketoestradiol 그리고 16-epiestriol 

등으로, 정상인 여자와 남자의 뇨 시료내 에스트로 

겐 profile은 서로 다른 형태를 나타내었다. 특히 농 

도 범위 및 평균값은 전체 에스트로겐 대사체에 걸 

쳐서 여자가 남자에 비해 20배에서 1000배가 넘는 

큰 값을 나타냄을 알 수 있었다.

이러한 결과로 미루어 볼 때, 질병의 종류 및 단계 

등 여러 가지 인자를 고려한 에스트로겐 농도의 평 

균 및 농도 범위를 결정하여 새로운 진단 기준치를 

설정하므로써 에스트로겐 관련 질환의 진단 체계 확 

립에 기초를 마련할 수 있으리라 생각된다.

결 론

본 연구에서는 뇨 시료내에 존재하는 estrone, es­

tradiol, estriol 등의 에스트로겐류에 대하여 정량 분 

석 조건을 설정하였다. 즉, 여러 가지 내인성 화합물 

을 포함하고 있는 뇨 시료에서 에스트로겐만을 얻을 

수 있도록 Serdolit AD-2 수지를 이용한 액체-고체 

추출법과 효소 가수분해 그리고 액체-액체 추출법을 

거치는 재현성 및 회수율이 우수한 전처리 과정을 

확립하였다. 기체 크로마토그래프(GC)를 이용한 분 

석 이 므로 MSTFA/TMSC1 의 100 : l(v : v) 혼합물을 

사용하여 에스트로겐의 수산화기를 TMS-ether로 유 

도체화하였고, 원하지 않는 내인성 화합물을 배제하 

고 검출 한계를 낮추기 위하여 selected ion monitor- 

ing(SIM) 방법으로 정량하였다.

이 방법으로 정상 성인 여자와 남자의 뇨 시료내 

에 존재하는 에스트로겐의 농도를 결정한 결과 여자 

와 남자의 에스트로겐 proHle에는 큰 차이가 있었으 

며, 절대량의 경우 여자가 남자에 비해 현저히 높았 

다. 또한 그 평균과 농도 범위를 인용문헌값들과 비 

교해 본 결과 일치성을 나타내어, 이 분석방법의 토 

대위에 앞으로의 연구에서는 개체간, 연령별, 성별 

그리고 질병의 종류 및 단계 등 여러 가지 인자를 고 

려한 에스트로겐의 평균 농도 및 범위를 설정하여 

에스트로겐 관련 질환의 진단 및 치료에 이용할 수 

있으리라 생각된다.
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