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서 론

Nuclear magnetic resonance(NMR) 분광학은 생물

학적 공정의 이해를 돕기 위해 필요한 metabolomes 

(1000 dalton 이하의 내인성, 외인성 대사체)의 구

조적 특징 및 기능적 특징들을 확립시킬 수 있는 특

별한 기회를 제공하는 학문이다. 전통적인 NMR 분

광학은 순수화합물 분석으로 중요도가 밀려난 반

면, 지난 몇 년간 복잡한 대사체(metabolite) 분석

을 위한 NMR 분광학 기술의 사용이 급증되어 왔다. 

NMR을 이용한 새로운 방법의 개발은 대사체 분석

뿐만 아니라 화학적 분해로 인해 분리되지 않는 작

은 분자를 구조 동정함으로써 더욱더 그 영역을 확

장하였다. 또한 비교 대사체학(comparative meta-

bolomics) 및 통계분석(statistical analyses) NMR

은 genotype 혹은 phenotype의 변화에 관련 있으

면서 이미 알려진 대사체 및 알려지지 않은 대사체

의 구조 동정에 매우 효과적이라고 입증되고 있다. 

Metabolomics 연구에 있어서 주 분석 장비는 NMR 

이라고 할 수 있으며, 1H와 13C NMR spectroscopy

를 주로 이용하며, high-energy phosphate 대사

체와 phosphorylated 지질 중간체 등을 분석하기 

위해서는 31P NMR spectroscopy를 사용한다. 또한 

최근에는 NMR의 단점인 많은 signal을 LC로 분리

할 수 있는 LC-MS-NMR 장비를 이용하여 중풍환자

의 소변과 샘플을 분석하여 중풍환자 특유의 대사

체 프로파일링 결과를 보고하였다. 

대사체는 살아있는 세포 내에서 작동하는 수많

은 신호 경로를 연결하는 역할을 한다. 그래서 대

사체는 환경적, 유전적 변화에 의한 세포 조직 또는 

조직의 변화된 정보를 포함하고 있다. 대사체학

(metabolomics)은 이러한 대사체들을 총체적으로 

관찰하여 환경적, 유전적 변화와 화학물질 간의 관

계를 설명하는 학문으로 가능한 많은 화학물질을 동

시에 관찰하여 이들의 상관관계를 유의성 있게 설명

하는 것이 중요하다. 또한 기능적 genomics를 위한 

한 개체의 저분자 대사물질인 대사체의 포괄적인 

profiling에 초점을 둔 -omics technology들 중의 

신기술 신소재
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Fig. 1. The range of applications for NMR-spectroscopic analyses of metabolite mixtures can be categorized 
roughly into three areas. (Forseth RR, Schroeder FC, Curr Opin Chem Biol, 15, 38–47, 2011)

한 분야이며 생체조직에 존재하는 내부적으로 합

성되어진 저분자 화합물을 연구하는 것으로 저분

자 화합물은 glucose, cholesterol, ATP, lipid와 같

이 잘 알려진 화합물을 포함하고 있다. 이들 분자들

은 cellular 대사과정의 최종 생성물이다. 

Metabolome의 기능 규명과 구조 동정은 화학생

물학에서 가장 도전적인 업무 중의 하나이다. NMR

이나 MS와 같이 분석과학 기술의 진보에도 불구하

고 중요한 대사산물의 구조 결정 및 생물학적 역할

은 많은 연구를 요구하며, 화합물의 구조가 구별될 

수 있지만 대사체의 생물학적 기능을 규명하기란 

여전히 불완전하다. 또한 genomics와 proteomics

의 최근 진보와 비교하면, NMR 분석은 내인성의 

organism’s metabolome을 구조적으로나 기능적으

로 규명할 수 있는 능력이 아직은 제한적이다. 핵

산과 단백질의 구조 및 기능 규명에 대한 이해를 먼

저 선행하고, 스테로이드 호르몬과 작은 유기체 분

자의 구조를 밝혀 나감으로써 NMR의 제한적인 면

을 채워 나갈 수 있을 것으로 판단된다. 지금까지는 

주로 수천 개 화합물의 예기치 않은 구조, 기능적 

역할, 생합성 경로의 규명과 연관된 결과로 인해서 

yeast, Drosophila, Caenorhabditis elegans, mice의 

metabolome만이 제한적으로 연구되어 왔다. Pro-

teomics와 genomics가 대사체학보다 먼저 도약하

는 이유 중 하나는 metabolome의 구조적 다양성 

혹은 불규칙성에 있으며, 유도 변형된 단백질과 핵

산은 metabolome의 구조 동정 및 기능을 규명할 

수 있도록 한다. NMR 분석이 분자 혼합물의 비교 

metabolite profiling에서 응용까지 현재 적용되는 

범위를 Fig. 1에 나타내었다. NMR을 이용한 대사

체 응용범위는 가장 고전적인 방법인 천연물의 구

조동정, phenotype 혹은 genotype의 targeted 분

석, profiling 분석 등으로 분류할 수 있다. 본 연구

에서는 NMR을 이용한 대사체 분석의 기본원리, 대

사체 분석방법 및 식품분야에서의 활용방안에 대

해 기술해보고자 한다.
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Fig. 2. Structures of new natural products identified via NMR-spectroscopic analyses of complex mixtures. Myrmicarin 
430A (1) and bacillaene (6) represent members of a small but growing class of metabolites that have never 
been isolated in pure form. (Forseth RR, Schroeder FC, Curr Opin Chem Biol, 15, 38–47, 2011) 

NMR을 이용한 대사체학 기법 원리

대사체학은 metabolic profiling으로부터 개발되

어 1970년대 초 GC-MS를 이용하여 스테로이드, 

산, 뇨에 함유된 약물 대사체 등을 분석하는데 사용

하였는데, 이 결과들이 인체의 건강을 진단하는데 

활용되면서 metabolic profiling은 더욱 발전하는 

계기가 되었다. 최근까지 NMR을 이용한 새로운 생

체분자들(metabolite mixture)의 규명은 대게 연구

자의 크로마토그래피를 이용하여 화합물을 분리할 

수 있는 능력에 의존하여 왔다. 오픈 컬럼을 이용

하여 특별한 기능성을 가진 화합물을 분류한 다음 

바로 NMR을 이용하여 구조 결정을 실시하는 것은 

주로 천연물화학과 화학생물학에서의 전통적인 접

근방식이다. 보통 화합물의 순도는 NMR 분석의 성

공을 위해 필수로 간주되었다. 복잡한 혼합물로부

터 새로운 화합물을 구별하기 위한 NMR 사용의 첫 

번째 예는 절지동물의 천연물 연구에서부터 유래

하였다. Myrmicaria 개미는 엄청난 양의 독성이 분

비선에서 생산되는데 분비물의 질량분석 결과 무독

성 monoterpene인 것으로 나타났다. 이것은 분비

물이 공기에 노출될 때 화학적 분해로 인하여 독성

이 급격히 없어지는 것으로 관찰되었다. 따라서 신선

한 Myrmicaria 개미 분비물의 NMR 분석결과 hepta-

cyclic alkaloids 계열인 myrmicarin 430A로 구조

동정 되었다(Fig. 2). 또한 다량의 monoterpene, 

alkaloids 화합물을 포함하는 Myrmicaria 개미 분비

물로부터 myrmicarin 430A의 구조동정을 위해 
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사용된 NMR은 고해상도 DQF-COSY이다. DQF- 

COSY crosspeaks는 높은 정밀성을 가지고 있기 때

문에 자세한 커플링 정보를 제공할 뿐만 아니라, 시

그널이 겹치거나 아주 낮은 강도의 신호를 가지고 

있다 하더라도 구조적인 assignments가 가능하다.

Dossey 등은 mass의 감도를 증가시키기 위해 감

소된 볼륨의 probe를 시연함으로써 2차원적 NMR 

분석의 범위를 확장하였다. 전통적인 방법보다는 

25배로 더 증대된 감도를 가진 1 mm 극저온 probe

를 사용하여 Anisomorpha buprestoides에서 나오

는 방어용 분비물은 COSY, TOCSY, ROESY, 그리

고 
1
H, 

13
C은 HMQC와 HMBC로 분석하였다. 이 스

펙트럼에 바탕을 두어, 대벌레(walking stick) 방어

물질로 잘 알려진 dolichodial의 입체 이성체인 

monoterpene dialdehydes가 포도당과 혼합물로 

이루어져 있는 것이 알려졌다. 또한 HTS 극저온 

probe를 사용하여 대벌레 분비물 1ml만을 사용하

여 곤충 표본 분석을 가능하게 하였다. 이 연구는 

동일한 조건하에서 성장하더라도 다양한 종류의 

독을 가진 각각의 벌레들이 개별적인 수준에서 화

학적인 다양성의 잠재적인 관련성을 설명하는 것

을 정립하였다. Dossey 등은 잘 알려진 화합물 이

외에 unfractionated 추출물의 2D NMR을 사용하

여 새로운 대사산물을 발견했다. 또한 동일한 저음

량 HTS 극저온 probe를 사용하여 Parectatosoma 

mocquerysi의 살포액으로서 monoterpene pa-

rectadial을 포함한 여러 가지 화합물을 발견하였다.

MS를 기반으로 하는 감도가 증가된 방법들은 잘 

알려진 화합물의 검출 및 정량을 위한 metabolite의 

빠른 profiling을 가능하게 하며, 일반적인 HPLC- 

MS 분석은 현재 수천 종류의 화합물의 존재 규명을 

위해 다양한 분류 분석을 가능하게 한다. 또한 NMR 

분광학이 대사체 profiling을 할 수 있는 가장 큰 장

점으로는 미지의 화합물에 대한 구조 동정을 할 수 

있는 실용성을 가지고 있다. 다차원 NMR 스펙트럼

의 분석은 화합물의 구조적 정보를 제공하며, 이것

은 분석하는 사람들이 직접적으로 원자와 원자 사

이의 연결 형태 및 공간적 구조 배열을 추론할 수 

있는 정보를 제공하고 있다.

NMR은 이온화 조건의 선택에 매우 의존적인 MS

와는 확연히 구별되고 있다. 그리고 지금까지 일반

적으로 사용된 이온화 기술, electrospray ioniza-

tion(EI)은 비극성 부류의 대사체들(지질, 스테로이

드 화합물)의 분석보다는 극성을 가지는 화합물의 

검출에 더 적합한 기술로 알려져 있다. 

대조적으로 NMR을 이용한 분석은 모든 화합물

들이 NMR 용매에 녹거나 분석조건에 안정적이면

서 NMR 스펙트라 안에서 시그널의 상대적인 높이

는 화합물의 양과 비례하고 있다. 그러나 NMR의 

이상적인 분석 품질과 많은 정보 제공에도 불구하고, 

NMR은 주로 순수한 화합물의 구조 동정 기기로 사

용되어져 왔다. 초기 생물학적 샘플은 혼합물의 

metabolic profiling을 위해 NMR이 사용되어 왔으

며, NMR이 혼합물로부터 새롭거나 전혀 의도하지 

않은 대사체를 확실히 구조 동정하기 위한 적당한 

기기로 사용되지 않았다. 최근 NMR을 이용한 분석

방법은 이전에 잘 알려져 있지 않은 화합물에 대한 

물질 규명이나 복잡한 유기체 혼합물의 예상되지 

못하는 화합물의 구조 동정에 있어서 큰 역할을 하

기 시작하였다. 혼합물의 특징을 규명할 수 있는 

NMR 분광학의 발전 요인은 NMR spectrometers의 

감도 증가와 data processing과 같은 통계학의 발

전에 그 이유를 찾을 수 있으며, 화학적 분해로 인

해 분리되지 않는 화합물과 같은 작은 유기체들(대
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사체군) 역시 NMR을 이용하여 구조 동정을 할 수 

있게 되었다. 그리고 NMR을 기반으로 한 분석은 

genotype 혹은 phenotype의 변화와 연관이 있는 

새롭거나 알려진 대사체를 분석하는데 매우 효율

적이라고 보고되고 있다.

대사체 추출방법 

원하는 대사체들의 선택적인 추출은 다양한 생

화학적 화합물을 분석하고 최적화된 데이터 취득

을 가능하게 해주므로 이를 위한 추출방법의 최적

화가 중요하며, 시료의 추출과정 중 생물의 대사과

정을 중단시키기 위해서는 액체 질소를 이용한 급

속 냉동 동결 건조 방법이 사용된다. 대사체의 추

출은 극성이 다른 유기용매, 즉 극성 대사체는 메탄

올, 에탄올, 물 등을 사용하고, 지용성 대사체는 클

로로포름 등을 주로 이용하며, 용매의 혼합량 및 사

용량에 따라 1차 및 2차 대사체들의 추출 효율이 

달라지므로 이에 따라 효율을 높일 수 있는 다양한 

추출방법이 개발되고 있다.

Metabolic Profiling과 
데이터 처리(Data Processing)

Metabolic profiling은 targeted와 nontargeted 

profiling으로 대별할 수 있다. Targeted profiling은 

식품 내의 전체 대사산물 중에서 특정한 대사산물

의 양적, 질적 변화에 대한 분석을 주로 하는 것이

다. 이에 반하여 nontargeted profiling은 특정한 대

사산물보다 식품의 모든 성분에 대한 전반적인 패턴 

변화를 조사하는 방법으로 식품 metabolic finger-

printing으로 불리며 비교적 간편한 추출과정을 통

해 
1
H-NMR을 통해 분석이 이루어진다. 즉 각 시료

에 대한 NMR data를 얻은 후, Chenomx의 프로그

램을 이용하여 일정 감도 이상의 data만을 모으고 

내부표준물질을 일정 농도로 첨가하여 기준으로 정

한 다음, 일정 간격으로 data를 합침(binning)으로

써 다변량통계분석을 이용하여 통계학적으로 data

를 분석한다(Fig. 3).

대사체학에서 주로 사용되는 생물정보학 기법으

로는 다변량분석법(multivariate analysis)을 들 수 

있다. 다변량분석에는 principal component analysis 

(PCA, 주성분분석), partial least squares(PLS, 부분 

최소 자승법), discriminant analysis(DA, 판별분석), 

partial least squares discriminant analysis(PLS-DA, 

부분 최소 제곱 판별 분석), orthogonal partial least 

squares discriminant analysis(OPLS-DA, 직각 부분 

최소 제곱 판별 분석) 등이 주로 사용되고 있으며 

데이터의 구조나 목적에 따라 적당한 알고리즘을 

선택하여 사용한다. 식품 metabolomics에서는 주

로 PCA가 사용되고 있다. PCA의 주목적은 다변량 

데이터로부터 가능한 적은 변수로 많은 정보를 파

악해 집약시킴으로써 궁극적으로 변수를 감소시켜 

데이터를 이해하고자 하는 것이다. 예를 들면 원산지

별 쇠고기 추출물을 
1
H로 분석하여 얻은 profile은 

다변량 분석법 중 가장 대표적인 PCA를 통하여 2

차원 또는 3차원 공간에 한 개의 점으로 표시할 수 

있다. 이때 x와 y축은 데이터 상호간에 correlation

이 존재하지 않는 두 개의 영역일 뿐이면 구체적인 

의미는 없다. PCA 분석결과는 스코어(score)와 로

딩(loading)의 산포도를 통해 데이터의 특징을 해

석함으로써 유용한 정보를 추출할 수 있다. 스코어
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Fig. 3. Metabolomics process using 1H NMR spectroscopy. (Jeong BC, Molecular and cellular biology news, 18, 
17-28, 2006)

는 주성분 공간에서 각 시료의 좌표인데, 이들을 플

로트한 산포도는 시료 간의 관계를 나타낸다. 즉 

산포도상에서 인접하여 위치할수록 시료 간에 비

슷한 성질을 나타내고 있는 것으로 추정할 수 있다. 

또한 산포도상의 공간적 위치에 따라 시료간에는 

몇 개의 그룹으로 구분이 가능하다. 로딩은 주성분 

축(고유벡터)의 계수로서 각 주요 성분에 대해 각 

변수들이 기여한 정도를 파악함으로써 어느 변수가 

중요하며 불필요한지를 알 수 있게 된다. 즉 PCA를 

통한 패턴 인식을 해 보면 여러 개의 서로 다른 샘

플을 2차원 또는 3차원 공간에 표시하면 샘플들 간

의 특정 공통점에 의해 클러스터링이 이루어진다

(Fig. 4). PLS는 계량화학 알고리즘 중에서 정량목

적으로 가장 많이 사용하는 방법이다. PLS는 스펙

트럼 데이터뿐만 아니라 시료의 농도까지 동시에 이

용하여 농도 변화를 가장 잘 설명할 수 있는 factor

들을 설정하는 방법이다. 스펙트럼의 변화는 항상 

주어진 성분의 농도 변화에 따라 가장 크게 나타나

지 않을 수도 있다. 실질적으로 기기변화에 따른 

바탕선 변화, 잡음(noise), 시료상태에 따른 산란 

등이 존재할 때 스펙트럼은 농도의 변화보다는 이

런 현상들에 의해 더욱 크게 변화할 수 있다. 그러

나 PLS를 사용하면 factor 설정시 농도 정보가 이용

되기 때문에, 측정성분과 관계없는 다른 스펙트럼 

변화가 존재할 때 농도 변화를 더 설명을 잘 할 수 

있는 factor가 설정될 수 있고, 이에 따라 분석 성능

도 향상될 수 있다. PLS는 판별분석과 결합한 

PLS-DA로 활용할 수 있으며, PLS 분석의 확장된 개

념인 OPLS 역시 OPLS-DA로 활용이 가능하다.

식품분야 활용방안

대사체를 적용한 기술 분야는 질환 ․의약품분야, 

식품 ․식물분야, 독성 ․환경분야, 미생물 분야 등으

로 나눌 수 있다. 이중에서 식품분야에서의 대사체

를 활용한 분야는 크게 농산물의 품질 ․원산지 평

가, 식품에서의 안전성, 안정성, 영양적 가치 평가, 
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Fig. 4. PCA (A) and OPLS-DA (B) 3D score plots derived from the 1H NMR spectra of beef sirloin (or chuck) 
extracts obtained from Australia, Korea, New Zealand, and the United States. (Jung Y et al., J Agric Food 
Chem, 58, 10458-10466, 2010)

식품 섭취 후 생리변화 분석으로 나눌 수 있다.

특히 농산물의 품질 ․원산지 평가부분으로 예를 

들어 인삼의 대사체 분석을 핵자기공명분석기(NMR) 

및 주성분분석(PCA)을 수행하여 대사체들의 차이

점을 구별하였으며, 2D J-resolved NMR experi-

ment를 수행하여 이 데이터를 주성분분석(PCA)을 

수행하여 알라닌(alanine), 아르기닌(arginine), 콜

린(choline), 푸마린산(fumaric acid), 이노지톨

(inositol), 수크로스(sucrose), 진세노사이드(gin-

senoside) 등이 판별에 중요한 대사체임을 확인하

였다. 또한 식품 안전성 관련 대사체 분석에서는 

유전자 재조합 식품의 안전성과 관련하여 형질이 

전환된 식물에 대한 안전성 검증이 요구되고 있는 

실정이다. 이에 유전자 재조합 샐러리에서 발견되

는 푸라노쿠마린(furanocoumarins)이나 재조합 감

자에서의 당알칼로이드(glycoalkaloids) 등과 같은 

물질을 targeted analysis와 nontargeted analysis 분

석 접근을 통한 연구도 보고되고 있다. NMR을 이

용한 대사체 분석은 식품의 오염 및 위해 요소에 관

한 지표를 만드는데 이용될 수 있는 연구 방법으로, 

식품의 부패를 일으키는 미생물이 생산하는 독성물

질 및 off-flavor 물질을 targeted analysis 방법으로 

오염 정도를 판단할 수 있고, 식품 보존을 위해 사

용하는 nitrite, sulphite, propionic acid, sorbic acid, 

benzoic acid 등과 같은 화학적 식품 첨가물의 첨

가 여부 및 안전성 평가를 위해 사용될 수 있다.

기대효과

NMR을 이용한 식품의 대사체 분석에서는 먼저 

식품의 종류와 질, 등급 구별을 할 수 있으며, 그 예

로는 쇠고기 원산지 판별, 녹차의 성분변화 해석에 

따른 발효 타입 및 숙성 연도 측정, 송이버섯 연도

별 바이오마커 발굴 및 품질 판별, 효묘 균주의 발

효 특성을 평가하여 와인 발효 모니터링 적용 가능
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성을 제시하여 소비자의 불만족을 해소할 뿐만 아

니라 이러한 식품의 대사체 분석을 통하여 식품 구

성성분의 전반적인 이해 및 프로세스를 모니터링 

할 수 있는 기반이 된다. 또한 이를 통한 특정 화합

물의 발견은 기능성 식품소개 개발 등에도 이용될 

수 있으며, 소비자들의 욕구에 맞는 식품을 개발하

는데 기여할 수 있다. 유전자 재조합 식품의 안전

성 평가 및 식품의 오염, 위해요소에 관한 지표를 

만들어 인간의 질병을 예방하고 건강한 삶을 유지

하는데 도움을 줄 수 있으리라 사료된다.
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