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LC-MS!MS를 이 용한 Homocysteine 측청 과 그 유용성 평 가 
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Evaluation of the Method for Total Homocysteine in Plasma Using LC-MS깨iS 
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Total homocysteine is now considered a risk factor for cardiovascular diseases. 1 increased interest has led 

to a multitude of studies requiring the determination of total homocysteine in conjunction with other factor. 

There are various methods for measuring total homocysteine, including HPLC, FPIA, GC-MS and 

LC-MS/MS. The most recent method for measuring total homocysteine uses a deuterium-labelled intemal 

standard and tandem mass spectrometry. This development requires no derivatization and therefore leads to 

an increasε in sample throughput compared to other techniques. We have evaluated the method for 

homocysteine by the LC-MS메1S method, and the correlation between the FPIA method and the LC-MS/MS 

method. The standard c따ve (0, 5, 10, 20, 50, 100 uM) was linear over the range examined (up to 100 uM). 

πle lower limit of quantification (CV < 10 %) was 0.5 uMlL and the lower limit of detection (SIN >3) was 

0.1 ul\ψL. Intra-assay variation and inter-assay variation were both <6 %. The comparision study for 

homocysteine concentration showεd good correlation (r=0.9684) between the FPIA method and LC-MS/MS 

methods. Our conclusion is that the method showed relatively good precision, and was rapid and accurate. 
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1. 서 론 

호모시스테인(homocysteine)은 설파기를 포함한 아미 

노산으로 필수아미노산인 메티오닌 (methionine)의 대사 

과정에서 생성된다. 호모시스테인은 remethylation이나 

transsulfuration의 두 가지 경로 중 하나를 통해 대사된다. 

호모시스테인은 혈장이나 혈청 속에서 자가 산화 (auto­

oxidation)을 통해 대부분 단백질과 결합한 mixed 
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disulfide 형태로 존재하고 일부는 homocystine, homo­

cysteine thiolacton 등을 생 성 한다. 

1964년 Carson과 Neil에 의하여 호모시스테인 농도가 

질병과 관련되어 있음이 밝혀진 이후 (Carson과 Neil, 

1964), 1969년 McCully가 혈중 호모시스테인 이 증가된 

호모시스틴뇨증 (homocystinuria) 소아 환자에게서 광범위 

한 동맥 혈전증을 보고하면서 혈중 호모시스테인의 증가 

가 심장 혈관 질환을 초래할 수 있다고 제시하였다 

(McCully, 1969). 

이후 많은 연구를 통하여 최근에는 고호모시스테인혈 

증 (hyperhomocystεinemia)이 동맥관련질환이나 혈전증의 

독립적인 위험인자로 알려져 왔다. 가장 최큰에는 혈중 



호모시스테인의 농도가 증가할 경우 알츠하이머의 발병 

위험이 거의 두배까지 높아진다는 새로운 연구 결과도 

발표되 었다 (Sudha와 Alexa, 2002). 

호모시스테인의 농도가 높아지는 것은 유전과 식이적 

요인 모두가 관련되어있다. 호모시스틴뇨증 (homocystin­

uria)은 열성유전자에 의해 전달되는데 부모 양쪽에게서 

열성유전자를 전달받아 태어난 아이는 혈액내의 호모시 

스테인 농도가 높게 나타난다. 부모의 한편에게서만 열성 

유전자를 전달받은 사람은 병으로 진전되지는 않지만 종 

종 약하게나마 혈중의 호모시스테인 수준이 높아진다. 그 

외 비정상적으로 호모시스테인 혈중 농도가 높은 것은 엽 

산 (folate) ， 비타민 B6, 후은 비타민 B12가 부족한 사람에 

게서 일어날 수 있다 (Joosten, 1993). 

혈중의 높은 호모시스테인은 콜레스테롤을 산화된 저 

밀도 지단백 (LDL)으로 변환시키는데 이는 동맥에 손상 

을 일으킬 수 있는 여러 가지 작용을 한다. 또， 정맥내의 

혈액응고 (blood clot)를 촉진시켜서 혈관을 막아버려 혈 

액의 흐름을 방해하는 요인이 된다. 섬장 질환 환자의 20 

% 이상이 높은 호모시스테인 농도를 가지고 있다고 알 

려져 있다. 따라서 최근에는 관상동맥질환의 예후인자로 

서 그 중요성이 더욱 부각되고 있다. 

호모시스테인을 측정하는 방법으로는 HPLC법， FPIA 

(f1uorescence polarization immunoassay)법 , 면 역 학적 방 

법 , Tandem mass spectrometry 등 여 러 가지 가 알려 져 있 

다. 이에 저자들은 가장 최근에 알려진 LC-MS/MS 

(Waters, Micromass, USA)로 호모시 스테 인을 측정 하여 

그 유용성을 평가하였고， FPIA법을 사용하는 Axsym 

(ABBOTT, USA) 장비와 그 검사결과를 비교 분석을 하 

였다. 

II. 재료 및 방법 

1. 재료 

서울대학교병원 진단검사의학과에 검사가 의뢰된 검체 

Table 1. Tune parameter for both homocysteine and d8-homocysteine 

827TI를 분석에 이용하였고 호모시스테인 농도 분석은 혈 

청을 분리하여 먼저 FPIA법으로 검사한 후 약 10일간 냉 

동 보관 (-20 0C) 후 다시 녹여서 LC-MS따1S법으로 분석 

하였다. 

2. 방법 

1) 검사방법 

검체는 혈청을 사용하였고 표준물질로는 DL-homo­

cysteine (Sigma, H-4628)을 0, 5, 10, 20, 50, 100 J,J.M 농도 

로 만들어서 사용하였다. 내부표준물질로는 동위원소가 

표지 된 d8-homocystine (Cambridge Isotope lab.)을 O.l N 

HCl로 녹여서 10 llM 농도로 사용하였다. 

검체와 각 표준물질 20 llL에 내부표준물질 2011L를 넣 

고 1분간 섞어준 후 500 mM DTT (dithiothreitol)/0.075 M 

NaOH 20 llL를 위 혼합물에 넣어 섞어준 후 실온에 15분 

간 방치 한다. 이 때 DTT가 검 체 내 에 있는 homocystine, 

mixed disulfidε homocysteine, protein bound form 

homocysteine을 찬ee homocysteine으로 변환시 켜 주었다. 

위의 혼합물에 100 μL의 formic acid: trif1uoroacetic 

acid: MeOH (0.1:0.05:100)를 넣어 1분간 반응시킨 후 원 

침하여 상층을 microplate well에 옮겨서 그 중 10μL를 

분석에 사용하였다. 

호모시스테인 분리에 사용된 column은 Waters 

Symmetry C8 column (2.l x 100 mm, 3.5 um)이고， 이동상 

은 30 % MeOHlO.1 % formic acid를 사용하였으며， 유속 

(f1ow rate)은 0.25 ml/min, cycle time (i며 ection-to-i띠ec-

tion)은 2분으로 하였다. LC에서 호모시스테인을 분리한 

후 MS/MS로 분석하였는데 이때 호모시스테인과 내부표 

준물질 (ds-homocysteine)의 tune parameter는 Table 1과 

같고， MRM chromatogram은 Fig. 1 에 나타내 었다. 

2) 직선성 

직선성 검사는 NCCLS guideline EP6-P에 따라 저농도 

의 검체와 고농도의 검체를 희석하여 5개의 농도로 만든 

다읍， 4번씩 반복 검사하여 측정하였다. 
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Fig. 1. MRM chromatograms of Ds-homocysteine and homocysteine at concentration of (20 마1) 

using the appropriate transitions. 

3) Ion suppression test 

검체에 표준물질을 첨가하여 검사하고， 검체에 증류수 

를 첨가하여 검사하고， 또 증류수에 표준물질을 넣어 검 

사하여 세 방법 의 area를 비교하여 ion화에 영 향을 받는 

지를 검사하였다. 

4) 정밀도 

고농도 (32 ~M)와 저 농도 (8.0~)의 control을 가지고 

동시에 각각 10번씩 검사를 실시하여 평균값， 변이계수를 

산정 하여 검사간 정 밀도 (inter assay variation)를 평 가하 

였고， 고농도와 저농도의 control를 5일 동안 중복겸사하 

여 역시 평균값， 변이계수를 산정하여 검사일간 정밀도 

(intra assay variation))를 평 가하였다. 

3) 상관관계 

환자 겸체 82개를 사용하여 FPIA법과 LC-MS/MS로 

중복 검사하여 두 검사법의 상관관계를 비교해 보았다. 

III. 결 과 

각 겸체와 표준용액을 전처리하여 LC-MS/MS로 분석 

한 후， QuanLynx 4.0 소프트웨어를 사용하여 농도를 구 

하였다.6개 농도의 표준용액을 이용하여 얻은 검 량선의 

correlation coefficient는 r 값이 0.99229로 아주 좋은 직 선 

성을 보였다. 또 표준용액을 100~ 농도까지 사용하였 

을 경우 Fig. 2와 같이 r=0.9982로 호모시스테인 농도 
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Fig. 2. Linearity test in different concentrations (10, 50, 
100, 150, 180 11M). 

180 삐I까지 직선성을 보여 주었다. 

검 출 한계 (limit of detection)는 chromatogram에 서 

slope와 noise의 ratio가 3 이 상이 면 가능한데 0.05 마f에 

서는 S/N가 1.67이고 0.1 마4에서는 S/N가 6.84로 나타나 

검출한계를 0.1 ~M로 잡았다. 또 최저농도측정 (limit of 

quantification)은 CV가 10% 이하로 나타나면 되는데 0.5 

μM에서 CV가 9.3 %를 보였다 (Table 2). 

Ion suppression test에서는 ion화의 영향을 받는 것으로 

나타났으나 (Table 4) 이것은 분석시간을 길게 하거나 내 

부표준물질을 분석불질과 같은 것을 사용함으로서 줄일 

수 있으므로 본 연구에서는 내부표준물질을 d8-homo­

cystinε을 사용하였다. 



Table 2. LOQ (limit of quantification) : CV <10 % 

Concentration (삐1) 
No 

0.3 0.5 1.0 

0.3 0.5 1.0 

2 0.2 0.5 0.9 

3 0.1 0.5 0.9 

4 0.2 0.5 1.0 

5 0.2 0.4 1.0 

Mean 0.2 0.48 0.96 

SD 0.07 0.04 0.05 

CV(%) 35 .4 9.3 5.7 

Table 3. Precision for homocysteine using LC-MS깨1S 

Iner-assay variation Intra-assay variation 

Mean(빠1) CV (%) Mean (삐1) CV (%) 

Low 7.9 

31.9 

4.03 

4.99 

3.73 

5.37 

7.9 

32 .4 High 

검사간의 정밀도는 변이계수가 각각 3.73 %, 5.37 %로 

나타났고 검사일간 정 밀도는 각각 4.03 %, 4.99 %로 좋은 

정밀도를 유지하고 있음을 보여 주었다 (Table 3). 

환자 검체 82개로 FPIA법과 LC-MSIMS로 중복 검사하 

였을 때 두 검사법의 상관관계는 Y=1.0015x+ 1.6907이고， 

r값은 0.968으로 양호한 상관관계를 나타내었다 (Fig. 3). 

25 

yel ‘OO15x + 1.5377 
R2 =O.9684 “# 

20 

∞ 15 g ~ gE 

10 

5 

O 

O 10 15 
Axsym 

Fig. 3. Homocysteine correlation between Axsym & LC-MS/MS 

(N=82). 
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Table 4. Ion suppression test 

Methods Area 

5119 

1476 

7193 

A 

B 

C 

Sample + STD (20 ].IM) +DTT 

Sample + DW + DTT 

DW + STD (20 ].lM) +DT 

(A-B) / C x 100 = 50.6 % 

N. 고 찰 

25 

호모시스테인의 증가는 그 원인에 관계없이 혈관벽의 

콜라겐 침착을 증진시켜 탄력을 감소시키고， 과산화지질 

을 증가시켜 혈관을 산화적으로 파괴시키는 등의 다양한 

기전에 의하여 혈관조직의 이상을 초래하여 조기 관상동 

맥 질환， 뇌혈관 발작， 혈전색전증과 같은 병의 위험이 증 

가되는 것으로 알려져 있다 (Clarke, 1991). 공복시 호모 

시스테인 5 마q의 증가는 관상동맥질환을 1. 8배， 뇌혈관 

질환을 2.3배， 말초혈관 질환을 6.8배 증가시켜 심혈관 질 

환의 위험율을 증가시킨다고 한다. 또한 cobalamin 0 1 나 

엽산 (folate) 투여로 호모시스테인 수치가 감소되면 관상 

동맥질환으로 인한 위험도를 감소시킬 수 있다고 알려져 

있다 (Joosten, 1993). 혈청 호모시스테인의 농도는 나이， 

성별， 유전적 요인에 따라 차이가 있으며， 그 외에 흡연이 

나 많은 알코올섭취， 영양상태 등도 관련이 있다고 한다. 

따라서 혈청이나 혈장에서의 호모시스테인 농도를 정확 

하게 측정하는 것이 심혈관 질환을 예방하는 데 중요하 

다하겠다. 

호모시스테인 농도를 측정하는 여러 가지 방법들이 있 

지만 저자들이 소개한 LC-MS깨t1S법은 겸체를 아주 적은 

양 (20 uL)을 사용하며 , LC (Waters 2795 Alliance HT 

HPLC)에서 isocratic elution으로 호모스테인을 추출한 후 

이 를 MS매1S 에 서 electrospray positive ionosation mode로 

분석하는 방법이다. 보다 정확한 결과를 위하여 동위원소 

가 표지된 내부표준물질을 사용하여 전처리 과정 중에 

생길 수 있는 오차를 보정해준다. 직선성은 180 l.lM농도 

까지 r값이 0.9982로 매우 우수한 성적을 보였다Axsym 

의 FPIA법과의 상관관계는 Y = 1.0015x + 1. 6907이고 r 

값은 0.968로 양호한 상관관계를 나타내었으며， 전처리 

시간을 제외한 반응시간도 2분으로 검체를 한꺼번에 전 

처리를 하여 검사할 경우는 자동화 검사법만큼의 고속처 

리가 가능할 것으로 사료된다. 
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v. 결 롤 

LC-MS페1S를 이용한 호모시 스테 인 측정 이 자동화장비 

보다 편리성이 떨어지는 것이 단점이기는 하지만 높은 농 

도의 호모시스테인 측정이 가능하고， 측정에 방해되는 간 

업물질이 없어 정확한 결과 보고가 가능하고， 기존 방법 

보다 경제적이고， 전처리가 끝난 검체는 1검체당 분석시 

간이 2분이므로 다량의 검체를 처리할 때에는 유용한 검 

사로 평가되었다. FPIA법과의 상관성도 우수하여 검사실 

에 LC-MSIMS가 구비되어 있다면 기존 방법을 대체하여 

호모시스테인 측정에 이용될 수 있을 것으로 생각한다. 
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