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요 약. 올리고당의 구조중 연결위치(linkage position)는 충돌 탄뎀 질량분석법(FAB CAD MS/MS: Fast 
Atom Bombardment Collision Activated Dissociation Mass Spectrometry/Mass Spectrometry)을 이용하여 알 수 

있다. 연결위치-이성질체 올리고당을 아세틸화시키면 자유올리고당보다 연결위치의 구별이 쉽고 독특한 분절 

이온 패턴을 얻을 수 있다. 그 이유는 연결위 치 에 따라 각 올리고당이 충돌에너지(collision energy)를 흡수하여 

glycosidic결합 주위를 회전하는 회전운동의 자유도가 달라지기 때문이다.

ABSTRACT. Linkage positions in oligosaccharides may be obtained by FAB CAD MS/MS (Fast Atom 
Bombardment Collision Activated Dissociation Mass Spectrometry/Mass Spectrometry). Acetylated derivatives of 
the linkage-isomeric trisaccharides exhibited more useful product ion patterns than the free trisaccharides and pro­
vided specific fragmentation patterns according to linkage positions. The reason for the useful linkage dependent 
spectra patterns of acetylated forms is related to the ability of each linkage in the oligosaccharides to absorb dif­
ferent levels of collision energy and rotational freedom of the individual glycosidic linkage.

서 론

세포표면에 당단백질이나 당지질 또는 프로테오 

글리칸의 형태로 존재하는 당질은 주로 올리고당 정 

도의 크기로 다양한 생물학적 기능과 관련이 있다고 

밝혀지고 있다. 예를 들면, 세포표면에 존재하는 올 

리고당은 세포분화, 세포와 세포사이의 정보전달, 기 

질과 receptor사이의 상호작용, 바이러스와 박테리아 

로 인한 감염, 세포의 암(癌)화 및 암전이 등의 생명 

현상과 관련되어 있다.槌 특히 세포가 암화될 때 수 

반되는 올리고당의 구조상의 변화는 구성단당류간 

의 연결위치(linkage position)/]- 바뀌는 현상과 연결 

부위가 분지화되는 현상을 수반한다 * 이들 생물학 

분야의 연구 결과에 바탕을 두고 최근 올리고당의 

구조와 기능을 연결시키려는 방향으로 많은 관심을 

갖게 되었다.

올리고당의 구성요소 중 연결부위 연구는 지금까 

지 화학적 방법이나 endoglycosidase 또는 exogly­
cosidase 등의 효소를 이용하여 연결부위를 끊어 준 

후, 끊긴 부위를 methylation으로 유도체화시켜서 

HPLC(High Performance Liquid Chromatography), 질 

량분석기 (Mass Spectrometry)나 NMR(Nuclear Mag­
netic Resonance) spectroscopy를 복합적 A로 이용하 

는 방법을 사용하여 왔다.旳2 이 분석법들은 첫째, 분 

석에 상대적으로 많은 시료량(mg 수준)이 요구되며 

둘째, HPLC, MS나 NMR 등의 기기분석을 위해 여 

러 단계의 화학적 전처리 과정을 요한다는 단점을 지 

니고 있다. 암세포 등의 비정상적인 세포에서 얻을 

수 있는 시료량을 고려하여 볼 때 보다 작은 양의 시 

료(明 수준)와 최소한의 화학적 전처리 과정만으로 

구조를 확인할 수 있는 분석 법 의 확보가 요구된다.
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질량분석법은 올리고당을 포함한 비활성, 비휘발 

성 시료의 구조분석에 중요한 역할을 하는 것으로 

시료분자를 이온화시키는 방법에 따라 EI(Electron 
Impact), CI(Chemical Ionization)과 FAB(Fast Atom 
Bombardment), MALDI(Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization), ESI(Electrospray Ionization) 
등으로 나눌 수 있으며, 이들 중 FAB 이온화방식이 

최소량의 이온화 에너지로 시료의 극성이나 활성여 

부와 상관없이 이용가능한 민감한 분석방법으로 인 

정받고 있다.”또한 이온화실(ion chamber)내에서 

위의 이온화 방법과 병행하여 시료를 양이온이나 음 

이온으로 이온화시킬 수 있으며 이때 생성되는 이온 

의 전하에 따라 Positive Mode 또는 Negative Mode 
로도 구분할 수 있다. 이렇게 생성된 각 이온의 질량 

과 존재량을 일차 질량스펙트럼을 통하여 알 수 있 

는 MS(Mass Spectrometry)방법고卜 여기서 얻은 이온 

중 관심이 있는 특정이온을 다시 한번 아르곤등의 

비활성 기체와 충돌시켜 특정이온에서 생성되는 분 

절이온들의 질량과 존재비율에 관한 정보를 얻을 수 

있는 이차 충돌질량분석 (CAD MS/MS: Collision Ac- 
tivated Dissociation Mass Spectrometry/Mass Spec- 
trometry)방법으로도 적용가능하다. 즉 질량분석 법은 

여러 분석기법을 조합하여 시료의 종류와 얻고자하 

는 정보에 따라 다양하게 사용될 수 있다. 이온화 과 

정시 EI나 CI 방법을 사용하면 glycosidic 연결위치 

의 분절 뿐아니라 단당류의 기본체인 오탄당이나 육 

탄당 자체의 분절도 일어나" 스펙트럼 해석상에 어 

려움이 있게되므로 연결위치의 연구시에는 연결위 

치와 작용기 부위의 분절만 얼어나는 FAB 방법을 

사용하는 것이 바람직하다. FAB CAD MS/MS 분석 

법을 이용하여 연결위치를 구별하기 위한 간편하고 

신속한 분석법을 개발하고자 하는 연구의 일환으로 

올리고당에 금속양이온을 첨가하여 연결위치에 따 

른 금속양이온 결합 정도의 차이 연구에 이어끄 본 

논문은 올리고당을 아세틸화시켜 올리고당내의 모 

든 수산화기 (-OH)기를 아세틸기 (CHKOO-)로 바 

꾸어 주므로써 연결위치만 다른 일련의 올리고당들 

의 이온화 과정 및 이온화 과정에 영향을 미치는 요 

소들에 대해 연구하려는 목적을 지닌다. 특히 연결위 

치에 따라 연결위치 주변의 원자 밀집도(crowdiness) 
가 크게 달라지리라는 기반하에 FAB CAD MS/MS 의 

충돌에너지(collision energy) 정도를 달리하며 연결위 

치의 분절 양상을 안정성 측면에서 연구하였다.

실 험

시약 및 기기. 실험에 사용한 시약은 Sigma 

Chemical사에서 구입한 것으로 일급내지는 특급제 

품으로 더 이상 정제하지 않고 사용하였다.

출발물질. 연결위치만 다른 구조이성질체인 6가 

지 올리고당은

L-fucosyl(al-3)-D-N-acetylglucosaminyl(pi-3)-D-  
galactosy 1(P 1 -O-methy 1): F3

L-fucosyl(al-4)-D-N-acetylglucosaminyl(pi-3)-D- 
galactosyl(pl-O-methyl): F4

L-fucosyl(al-6)-D-N-acetylglucosaminyl(pi-3)-D- 
galactosy 1(P 1 -O-methy 1): F6

D-galactosyl(pi-3)-D-N-acetylglucosaminyl(pi-3)- 
D-galactosyl(pi -O-methy 1): G3

D-galactosyl(pl-4)-D-N-acetylglucosaminyl(pi-3)- 
D-galactosyl(pl -O-methyl): G4

D-galactosyl(pi-6)-D-N-acetylglucosaminyl(pi-3)- 
D-galactosy 1(P 1 -O-methy 1): G6로 

문헌의 방법끄으로 합성된 것이고 "C-NMR을 이용 

하여 구조가 증명되었다• 본 논문에서는 각각 F3, 
F4, F6, G3, G4와 G6로 간략하여 사용한다.

아세틸화 과정 (Acetylation).” 시료 올리고당 20 

Mg을 취하여 마이크로 시험관에 넣고 pyrimidine­
acetic anhydride(l : 1)혼합물 20 pl를 가하여 실온에 

서 하룻밤 반응시킨 후 질소기체로 건조시킨다. 건 

조된 시료를 MeOH-CHCl3(l: 1)용액 20 |11에 용해시 

킨다. 구리로 된 FAB 탐침 (probe) 끝에 glycerol 1 )11 
를 얇게 펴 놓은 후 용해된 시료 1 를 취하여 그위 

에 더해준다.

질량분석기 (MS: Mass Spectrometry). FAB(Fast 
Atom Bombardment) 질량분석 스펙트럼은 표준 

FAB 이온발생원 (source)을 장착한 Finnigan TSQ-70 
triple quadrupole mass spectrometer와 DS90 data sys- 

tem으로 얻었다. 시료에 충돌하는 기체로는 xenon을 

사용하였고 FAB gun(ION-Tech)은 8-9 KeV로 작동 

시켰다.

FAB CAD MS/MS. CAD(Collision Activated Dis- 
sociation)연구는 충돌기 체로써 아르곤을 사용하였으 

며 실험기간중 일정하게 0.8mtorr의 압력을 유지하 
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였고, collision 에너지는 - 10 eV에서 - 100 eV까지 

10 eV씩 변화시키며 분석하였다. 각 시료의 스펙트 

럼은 m/z 150에서 m/z 950 범위를 3초 동안 scan하 

여 얻었으며, CAD 측정을 위해서는 m/z 150에서 m/ 
z 950까지 각각의 collision 에너지 단계에서 5초 동 

안 scan한 것을 평균하여 얻었다.

결과 및 고찰

아세틸화된 F3, F4와 F6(AF3, AF4와 AF6). 연 

결위치만 다른 일련의 올리고당들을 아세틸화시킨 

후, 질량분석기로 시료에 가하는 에너지정도를 달리 

하며 연결위치에 따른 분절현상의 패턴을 연구하였 

다. Fig. 1은 - 60 eV의 충돌(collision)에너지 수준에 

서 아세틸화 시킨 F3(AF3: acetylated fucosyl(al-3) 
N-acetylglucosaminyl(pi-4)galactosyl-OCH3), 아세 틸
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Fig. 1. -60 eV의 충돌에너지 및 0.8mtorr의 Ar 기 체 

압력 수준에서 얻어진 AF3(위), AF4(가운데＞와 AF6(아 

래)의 양이온 탄뎀 질량분석 스펙트럼 . 

화 시킨 F4(AF4: acetylated fucosyl(al-4)N-acetylglu- 

cosaminyl(gl-4)galactosyl-OCH3)와 아세틸화 시킨 F6 
(AF6: acetylated fucosyl(al-6)N-acetylglucosaminyl 
(P1 -4)galactosy 1-OCHaP] FAB CAD MS/MS 스펙트 

럼이다. 연결위치에 상관없이 이들은 m/z 880에서 

모두 같은 [M+H]+ 분자이온을 보이 며 m/z 560과 m/ 
z 273에서 공통된 분절이온을 보인다. 구조이성질체 

인 각 올리고당에 있어 분자이온의 생존률(survival 
rate: 분절되지 않고 분자이온 상태로 남아있는 비율) 

은 충돌에너지 수준을 증가시킴에 따라 연결위치에 

따라 각기 다르게 감소되 어 , -60 eV에서 AF6가 가 

장 높은 m/z 880의 생존률(60%)을, AF4는 중간수준 

(40%), AF3는 가장 낮은 생존률(20%)을 보여준다. 

이 결과는 자유올리고당°이나 메틸화 시킨 올리고 

당"의 FAB CAD MS/MS 스펙트럼의 결과와 동일 

한 양상으로 1-6 연결위치를 포함한 F6가 각 작용기 

의 화학적 대체여부에 상관없이 가장 안정하며, 1- 
3연결위치를 지닌 F3가 가장 불안정한 구조임을 시 

사해 준다.

아세틸화된 구조이성질체 올리고당들의 공통 분 

절이온인 m/z 560 이온은 a-type 경로”에 의하여 아 

세틸화된 GlcNAc(N-acetyl glucosamine)과 아세틸화 

된 galactose 사이의 glycosidic 결합이 분절되고 수소 

이온 하나가 아미노당에서 아세틸화된 galactose로 

이동함으로써 아세틸화된 GlcNAc의 oxonium ion형 

태를 형성한 것이다(Fig. 2). 분자이온(m/z 880)에서 

b-type의 경로"를 거쳐 아세틸화된 fucose와 아세틸 

화된 GlcNAc 사이의 glycosidic 결합이 분절되며 아 

세틸화된 fucose 부분이 손실됨과 동시에 수소이온 

하나가 GlcNAc에 첨가되어 m/z 608 peak가 형성된 

다. 이 peak는 -60 eV에서 1-3연결위치를 지니는 

AF3에서만 나타나서 1-3연결위치가 1-4나 1-6에 비 

해 상대적으로 불안정함을 시사해 준다. 일차분절이 

온인 m/z 560 이온에서, 이차분절이온인 m/z 273, 
m/z 213, m/z 153 이온이 생성되는데 m/z 273 peak 
는 a-type 경로를 통해 아세틸화된 fiicose와 GlcNAc 
사이의 glycosidic 결합이 끊어지며 형성된 아세틸화 

된 fucose의 oxonium ion 형태이다. 이 아세틸화된 

fucose의 oxonium 형태는 자유올리고당'이나 메틸화 

된 경우23에는 볼 수 없고 아세틸화한 경우에만 나타 

나는 것으로, 아세틸화된 것의 분절은 전기음성도보 

다는 원자들의 밀집도에 더 큰 영향을 받음을 시사
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Fig. 2. AF3, AF4와 AF6의 분절 경로(Fragment Path­
way).

해 준다. AF4의 경우는 독특하게 m/z 560 이온에서 

아세틸기 하나와 수소이온 하나가 손실된 m/z 500 
peak를 형성하며 이 이온은 1-4연결위치의 포함여부 

를 시사해 주는 지표역할을 한다. 이와 유사하게 메 

틸화시킨 경우에는 1-3연결위치를 지닌 올리고당만 

이 독특한 지표이온을 나타내었다꺼 이차분절이온 

인 m/z 273 peak로 부터 연속적으로 아세 틸기와 수 

소이온 하나씩을 잃어 버리고 불포화 상태가 되어 

m/z 213과 m/z 153 peak를 연이어 형성한다.

아세틸화된 G3, G4와 G6(AG3, AG4와 AG6).
Fig. 3은 - 60 eV의 충돌에너 지 (collision energy) 수 

준에서 아세틸화 시킨 G3(AG3: acetylated galactosyl 

(pl-3)N-acetylglucosaminyl(pl-4)galactosyl-OCH3), 
아세틸화 시킨 G4(AG4: acetylated galactosyl(pl-4) 
N・acetylglucosaminyl(§l-4)galactosyl・OCH3)와 아세 

틸화 시킨 G6(AG6: acetylated galactosyl(p 1 -6)N- 
acetylglucosaminyl(pl-4)galactosyl-OCH3)^ FAB 
CAD MS/MS 스펙트럼이다. 기대한 바와 같이 AG3, 
AG4와 AG6 모두 m/z 938에서 [M+H]*의 분자이온 

을 보이며 AFX(X=3, 4 또는 6)올리고당과 동일한 

연결위치에 따른 분절패턴을 보여 준다. m/z 558 
peak는 1-4연결부위의 특징적인 이온으로 AF4의 m/
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"
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 으
-

1  
©
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0 ,
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Fig. 3. -60 eV의 충돌에너지 및 0.8 mtorr의 Ar 기 체 

압력 수준에서 얻어진 AG3(위), AG4(가운데), AG6(아 

래)의 양이온 탄뎀 질량분석 스펙트럼 .

m/z 608

m/z 938X
'"'m/z 618 m/z 331 * m/z 271 * m/z 211 

Fig. 4 AF3(Acetylated F3＞와 AF6(Aetylated F6)의 분절 

경로.

z 500 peakofl 상응하는 것이며 1-3연결위치와 1-6연 

결위치의 경우 거의 동일한 분절패턴을 보여주나 각 

이온의 존재비율에는 차이가 있다(Egs. 3-5).
AFX 올리고당과 AGX 올리고당은 구조상으로 말 

단 단당류의 종류가 다를 뿐아니라 말단 단당류와 

가운데 GlcNAc을 연결하는 연결위치의 아노머(a 또 

는 P 형태)형태의 차이도 있으나 FAB CAD MS/MS 
스펙트럼상의 분절현상은 동일한 형태를 보여 이는 

분절현상이 아노머 형 태보다는 연결위치에 더 큰 영 

향을 받는 듯이 보인다. AGX 올리고당의 경우에도

Journal of the Korean Chemical Society



저에너지 충돌 탄뎀 질량분석법을 이용한 올리고당의 연결구조 연구: 아세틸화 반응이 미치는 영향 301

m/z 608

m/z 93X
、、mjz 618 — m/z 558 — m/z 498

\、m/z 331 — m/z 271 — m/z 211

Fig. 5. AF4(Acetylated F4)의 분절경로.

충돌에너지 수준을 달리하며 연결위치의 분절율을 

살펴 본 결과, 1-3연결위치 지닌 것이 가장 쉽게 분 

절이 일어나며 1-4연결위치 지닌 것은 중간정도, 1- 
6연결위치 지닌 것은 가장 적게 분절이 일어나 안정 

도 면에서 AFX 올리고당과 같은 일관성을 보여 주 

었다.

결 론

본 연구는 연결위치만 다른 일련의 구조이성질체 

올리고당을 대상으로 연결위치의 차이를 알아보기 

위하여 올리고당을 아세틸화 시킨후, 충돌에너지 수 

준을 달리하여 FAB CAD MS/MS로 연구하였다. 아 

세틸화시킨 경우에 1-3연결위치가 가장 쉽게 분절이 

일어났다. 순수한 올리고당이나 대체되는 작용기가 

상대적으로 작은 메틸화의 경우에는 연결위치의 분 

절현상이 아미노당인 GlcNAc의 아미노기 주변에 전 

하의 영향으로 일어난다고 보고되었으나,22 대체작 

용기가 상대적으로 큰 아세틸화의 경우는 연결부위 

주변의 원자밀집으로 인한 연결부위 회전운동에 미 

치는 장애정도에 더 큰 영향을 받는 것으로 사료된 

다. 앞으로 molecular modeling을 통한 구조적 형태 

의 연구가 후속적으로 뒷바침되어야 할 것이다.
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