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생체 시료 중 아세틸콜린 및 콜린에 대한 효소-분광학적 정량분석
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Abstract — In order to determine acetylcholine and choline in the biological samples, the specific enzymes of ace-

tylcholinesterase (AChE) and choline oxidase (ChO), which utilize acetylcholine and choline as substrates, were employed

to convert substrates to H2O2. The produced H2O2 was coupled to 4-aminoantipyrine/phenol with peroxidase (PO) yielding

quinoneimine dye which was measured at 508 nm. In the present enzymatic spectrophotometric analysis the product at the

equilibrium state was measured considering accuracy, precision, time and cost of the analysis. The developed analytical

method yielded good linearity (calibration curve; A508=9534[acetylcholine]+0.009, correlation coefficient (R2); 0.999) with

detection limit of 1.11×10-7 M, reasonable precision (relative standard deviation; 0.10~1.62% at 2.5×10-6 M~1.25×10-4 M)

and accuracy (relative error; -0.24~0.97% at 4.13×10-6 M~1.01×10-4 M) for acetylcholine chloride standard solution. The

concentrations of acetylcholine and choline in human serum were found as 3.20×10-5 M and 1.14×10-4 M, respectively. The

brain tissues of Sprague-Dawley strain rat contained 9.82 µg/g of acetylcholine and 6.53 µg/g of choline in the cerebrum,

while 7.37 µg/g of acetylcholine and 5.34 µg/g of choline in the cerebellum.
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아세틸콜린(acetylcholine)은 콜린성(부교감) 신경 말단부에서

분비되는 신경전달물질로서 콜린성 신경세포 간 접합부(cholinergic

synapse)의 작용에 매우 중요하다.1,2) 중추신경계에서 콜린성 기

능의 손실은 아세틸콜린의 농도가 저하되는 알츠하이머 치매질

환을 유발하며,3) 도파민의 방출이 감소되는 파킨스 병에서는 아

세틸콜린 농도가 선조체(striatum)에서 증가된다.4) 이러한 질병

의 기전이나 치료약을 개발하기 위해서는 뇌의 세포외 액에서 아

세틸콜린의 농도를 측정하는 것이 중요하다. 아세틸콜린에 대한

분석방법으로는 GC/MS,5) HPLC/ECD,5-8) 전기화학발광 검출

(electrochemiluminescent detection)9)과 HPLC/tandem MS4,10)

가 문헌에 보고된 바 있다. Uutela와 공동연구자들은 쥐(rat) 뇌

의 전두엽 피질(prefrontal cortex)로부터 채취한 미량투석

(microdialysis) 시료에 대하여 LC/MS/MS를 시행하여 아세틸콜

린과 콜린을 분리 분석하였으며 아세틸콜린은 시냅스 열(synaptic

cleft)에서 acetylcholinesterase 효소에 의하여 콜린(choline)과

acetate로 신속하게 대사되므로 뇌의 세포외 액에서는 acetylcholine

의 농도는 nM 농도로 낮은데 반하여 choline의 농도는 µM 수

준의 높은 농도로 측정된다고 언급하였다.4) 일반적으로 실험쥐

의 뇌 세포외 액에서 아세틸콜린을 추출하기 위해 미량투석법

(microdialysis)을 활용하여 HPLC/ECD 또는 LC/MS/MS로 검출

한다. HPLC/ECD 분석법에서는 부동화(immobilized) acetyl-

cholinesterase(AChE)와 choline oxidase(ChO) 반응기(reactor)

를 LC 칼럼 다음에 연결하여 다음과 같이 아세틸콜린을 H2O2

로 전환시킨 후 백금 전극에서 H2O2를 측정하였다.

Acetylcholine+H2O Choline+Acetate

Choline+2O2+H2O Betaine+2H2O2

AChE/ChO 부동화 효소 칼럼은 고농도의 AChE와 ChO가 요

구되므로 비싼 가격으로 시판되고 있다. 미량투석법과 병용하여

Acetylcholinesterase

Choline oxidase
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HPLC/tandem MS로 아세틸콜린을 정량하는 경우 효소를 사용

하지 않고 nM 수준의 낮은 농도까지 검출할 수 있으나 고가의

장비를 필요로 한다. 다양한 물질들이 공존하는 생체시료를 정

확하게 분석하는 방법 중의 하나는 분석하고자 하는 물질(기질)

과 특이적으로 반응하는 효소를 시약으로 사용하는 것이다. 효

소반응을 이용하여 기질을 분석할 때 초기 효소 반응속도를 활

용 하던가 또는 효소반응이 평형상태에 도달한 후에 화학량론적

으로 생성된 화합물의 농도를 측정하여 기질의 농도를 구하는 방

법이 있으며 후자가 전자에 비하여 분석조건이 수월하고 감도가

높아 효소의 양을 적게 사용할 수 있는 장점을 제공한다. 본 연

구에서와 같이 AChE 효소와 ChO 효소를 사용하여 아세틸콜린

을 분석할 때, 생성되는 H2O2의 농도를 전류법으로 직접 측정할

수 있으나 H2O2가 산화되는 전위에서 아민류와 비타민 C 등이

산화될 수 있어서 이러한 물질들의 사전 제거가 필수적이다. 이

러한 단점을 보완하기 위해 H2O2를 peroxidase(PO) 효소를 활

용하여 전극활성 물질 또는 발색단으로 전환될 수 있는 물질과

반응시켜서 측정할 수 있다. 비교적 저렴한 효소인 PO를 고가의

AChE와 ChO보다 다량으로 사용하면 PO 효소반응은 신속하게

진행되어 전체 효소 반응 속도는 느린 효소반응인 AChE 반응과

ChO 반응에 의하여 결정되며 PO 반응 생성물질은 acetylcholine

과 choline의 농도에 비례한다. 과산화수소와 반응시키는 물질의

선택에 따라 분광광도법,11-13) 형광광도법,14,15) 전위차법16) 또는

전류법17,18)으로 각각 측정할 수 있다. Allain과 공동연구자들은

혈청 중의 cholesterol esters 와 free cholesterol을 분석하기위

하여 cholesterol ester hydrolase 와 cholesterol oxidase를 사

용하여 이들의 기질들을 H2O2로 전환시키고 peroxidase 효소를

사용하여 생성된 H2O2를 신속하게 다음과 같이 4-aminoantipyrine/

phenol 시약에 반응시켜 만들어진 quinoneimine dye를 분광광

도법19)으로 측정하였다.

생체시료 중 아세틸콜린의 함량을 측정하기 위하여 본 연구에

서와 같이 AChE, ChO 및 PO 효소와 4-aminoantipyrine/phenol

시약을 사용하여 분광광도법으로 분석법을 개발한 논문은 현재

까지 문헌상에 발표된 바 없었다. 본 연구에서는 생물학 분야에

서 널리 활용되고 있는 분광광도계를 활용하여 생체 시료 중 아

세틸콜린 과 콜린의 농도를 정확하고 비교적 저렴한 비용으로 정

량할 수 있는 새로운 분석법을 개발하고자 하였다. 세 가지 AChE,

ChO 및 PO 효소반응들이 비교적 적은 농도에서 평형에 도달할

수 있는 조건들을 조사하고 개발한 분석방법의 정확도, 정밀도,

직선 농도 범위, 검출 한계 및 안정도를 조사하여 아세틸콜린과

콜린에 대한 효소-분광학적 분석법을 검증하고 생체시료 중 이

물질들의 농도를 측정하는 방법을 제시하고자 한다.

실험방법

시약 및 용액

시약은 모두 1급 이상 분석용 시약을 사용하였으며 용액은 초

순수 제조장치(ELGA Purelab Classic, UK)를 통과시켜 물의 전

기저항이 18.0 MΩ 이상인 초 순수를 사용하여 제조하였다. pH

7.0 인산염 완충용액은 Sigma-Aldrich(U.S.A.)에서 구입한 sodium

phosphate dibasic(FM 141.96) 7.85 g, potassium phosphate

monobasic(FM 136.09) 4.71 g을 초 순수로 녹여 전체 용액의 부

피가 1.00 l가 되도록 제조하였다. 1.0×10-2 M~1.5×10-2 M 4-

aminoantipyrine, 1.0×10-2 M~1.5×10-2 M phenol, 1.0×10-3 M

hydrogen peroxide, 6.25×10-4 M choline chloride, 7.5×10-4 M

acetylcholine chloride, 2.0~2.4 U/ml choline oxidase(from

Alcaligens sp.), 2.4 U/ml acetylcholinesterase(from Electrophorus

electricus, Type VI-S) 및 70.0~105.0 U/ml peroxidase(from

horseradish, Type I) 용액은 모두 Sigma-Aldrich(U.S.A.) 제품으

로 pH 7.0 인산염 완충용액을 사용하여 제조하였으며 효소 용액

들은 냉동 보관하였다. 기타 시약 용액들은 냉장 보관 하였고

methanol과 사람 혈청(from human male AB plasma)도 Sigma-

Aldrich(U.S.A.) 제품이었다.

기기

흡광도 측정은 DU® 730 UV/VIS Spectrophotometer(Beckman)

와 quartz cell(JM.CQ002, 10×10 mm)을 사용하였고 단백질은

소용돌이 혼합기(vortex mixer: Vortex-Genie 2, SI-0256), 원심

분리기(Allegra® X-15R Centrifuge)와 주사용 여과지(0.45 µm,

25 mm Waters)를 사용하여 침전을 제거하였다. 효소반응에 사

용하였던 항온조는 Eyela SB-9이었다.

사람의 혈청시료 중 acetylcholine 및 choline의 정량분석

사람 혈청에 함유된 acetylcholine과 choline의 함량은 표준물

첨가법을 사용하여 다음과 같이 정량 분석하였다. 먼저

acetylcholine과 choline의 총 농도를 분석하기 위하여 혈청시료

를 10 ml 용량 플라스크 5개에 각각 1 ml씩 배분하고 각 혈청시

료에 표준용액인 5.00×10-4 M acetylcholine chloride 용액을 0,
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0.5, 1, 2, 3 ml로 첨가한 후 최종 농도가 4-aminoantipyrine과

phenol은 2.5×10-3 M 되도록, peroxidase는 17.5 U/ml, choline

oxidase는 0.4 U/ml 그리고 acetylcholinesterase는 0.4 U/ml가

되도록 첨가하고 각 각의 용량 플라스크의 눈금까지 pH 7.0 인산

염 완충용액을 첨가하였다. 각각의 용량 플라스크의 용액을 30oC

에서 25분간 반응 시킨 후 methanol20)을 혈청 부피의 2배가 되

도록 첨가하여 단백질을 침전시키고 소용돌이 20초, 냉장 20분 방

치(~4oC)후 3000 rpm에서 20분간 원심 분리하고 상층 액을

0.45 µm 주사용 여과지를 이용하여 거른 뒤 흡광도를 측정하였

다. 마찬가지로 choline의 농도만을 분석하기 위해 위와 동일한

방법으로 혈청 시료를 1 ml씩 5개로 나누어 각 혈청시료에 표준

용액인 5.00×10-4 M choline chloride 용액을 0, 0.5, 1, 2, 3 ml로

첨가한 후 acetylcholinesterase를 제외한 4-aminoantipyrine,

phenol, peroxidase와 choline oxidase 용액들을 첨가하고 각 용

액을 pH 7.0 인산염 완충용액으로 10 ml로 희석시킨 후 30oC에

서 25분간 효소반응을 진행시켰다. 그 후 용액의 단백질을 침전

시킨 후 상층 액의 흡광도를 측정하였다.

흰쥐의 대뇌, 소뇌 조직 중 acetylcholine 및 choline의 정량

분석

상명대학교 실험동물 사육장에서 18~22oC로 일정하게 유지

되는 온도와 일정한 광주기(12시간 조명, 12시간 소등) 하에서

먹이와 물의 접근을 자유롭게 사육한(ad libitum) Sprague-

Dawley(SD) 종의 3개월 된 수컷 흰쥐를 실험에 사용하였다. 희

생시킨 흰쥐에서 대뇌 와 소뇌를 적출하여 조직과 완충용액의 비

율이 1 : 3이 되도록 pH 7.0 인산염 완충용액을 넣어 파쇄기

(homogenizer: IKA, Germany)를 사용해 조직을 분쇄한 후 분석

전까지 -80oC에서 보관하였다. 대뇌와 소뇌의 분쇄한 조직 중

acetylcholine 및 choline의 농도를 정량 분석하는 방법은 사람의

혈청시료를 분석하는 방법과 동일하게 진행 시켰으나 생체시료

는 각 0.5 ml씩 사용하여 5.00×10-4 M acetylcholine chloride 표

준용액(또는 5.00×10-4 M choline chloride 표준용액) 0.5 ml를

한번만 첨가하였다. 사람 혈청시료를 분석하는 방법과 동일하게

효소반응과 단백질 침전 후 상층 액의 흡광도를 측정하였다.

실험결과 및 고찰

최적 흡수파장

1.0×10-4 M H2O2 용액, 1.0×10-2 M 4-aminoantipyrine, 1.0×

10-2 M phenol 및 70.0 U/ml peroxidase 용액들을 1 : 1 : 1 : 1의

부피비율로 혼합하여 5분간 상온에서 반응시킨 후 발색된 색소

용액을 분광광도계를 사용하여 370~800 nm 파장범위에서 주사

시킨 결과는 Fig. 1과 같았다. 최대 흡광도는 508 nm에서 나타

났고 이 파장은 pH 6.8 인산염 완충용액을 사용하여 cholesterol

oxidase 반응에서 생성된 H2O2를 peroxidase 존재 하에 4-

aminoantipyrine/phenol 시약에 효소반응으로 연결시켜 500 nm

에서 측정한 quinoneimine 색소의 파장19)과 같음을 확인 할 수

있었으며 pH 7.0 인산염 완충용액을 사용하는 본 실험에서는

508 nm를 quinoneimine 색소를 정량하는 최적의 흡수 파장으로

선정하였다.

분석에 적절한 효소의 농도(PO, ChO, AChE)와 시간을 검토

하기 위하여 세 가지 효소반응 과정을 연구하였다.

Peroxidase 효소반응 과정

1.0×10-3 M H2O2, 1.0×10-2 M 4-aminoantipyrine, 1.0×10-2

M phenol 및 70.0 U/ml peroxidase 용액들을 각각 1 ml씩 순서

대로 혼합하여 상온에서 즉시 시간 변화에 따른 흡광도를 측정

하였다. 혼합 용액에서의 4-aminoantipyrine과 phenol의 최종 농

도는 각각 2.5×10-3 M이었고 peroxidase의 농도는 17.5 U/ml이

Fig. 1 − Absorption spectrum of the quinoneimine dye produced by

the peroxidase reaction.

Fig. 2 − Enzymatic kinetics of peroxidase reaction. 2.5×10-4 M

H
2
O

2
, 2.5×10-3 M 4-aminoantipyrine, 2.5×10-3 M phenol

and 17.5 U/ml peroxidase in the pH 7.0 phosphate buffer;

room temp.
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었다. 그 결과 Fig. 2에서 보는 바와 같이 4분 이 지난 후 반응

이 평형에 도달함을 알 수 있었다. H2O2 용액의 최종농도가 2.5×

10-6 M~1.25×10-4 M인 범위에서 앞서 표기한 대로 H2O2, 4-

aminoantipyrine, phenol 및 PO 용액들을 각각 1 ml씩 순서대로

혼합하여 상온에서 4분간 반응시키고 측정한 508 nm에서의 흡

광도를 H2O2 농도에 대하여 도시하였을 때, H2O2 몰농도와 흡

광도와의 관계식은 A508=4908.8[H2O2]+0.0035이었고 상관계수

의 제곱(R2)이 0.9998로서 좋은 직선 성을 나타내었다.

Choline oxidase 효소반응 과정

6.25×10-4 M choline chloride, 1.25×10-2 M 4-aminoantipyrine,

1.25×10-2 M phenol, 87.5 U/ml peroxidase 및 2.0 U/ml choline

oxidase 용액들을 각각 1 ml씩 순서대로 혼합하여 상온과 30oC

에서 즉시 시간 변화에 따른 흡광도를 측정한 결과가 Fig. 3에

있다. 실온보다는 30oC에서 평형(20분 이후)에 더 빨리 도달하

는 것을 확인하였다. 혼합 용액에서 4-aminoantipyrine, phenol

과 PO의 최종 농도는 PO 효소반응 과정에서의 농도와 같았으

며 choline chloride는 1.25×10-4 M이었고 ChO는 분석 비용을

감안하여 0.4 U/ml로 유지시켰다. Choline chloride의 최종농도

가 2.5×10-6 M~1.25×10-4 M 범위에서 앞서 표기한 대로 choline

chloride, 4-aminoantipyrine, phenol, PO 및 ChO 용액들을 각각

1 ml씩 순서대로 혼합하여 30oC에서 20분간 반응시킨 후 농도에

따른 흡광도를 측정하여 검량곡선을 작성한 결과 A508=

9418[choline]+0.0123, 상관계수의 제곱(R2)이 0.9996으로서 좋

은 직선 성을 보였다.

Acetylcholinesterase 효소반응 과정

7.5×10-4 M acetylcholine chloride, 1.5×10-2 M 4-aminoanti-

pyrine, 1.5×10-2 M phenol, 105.0 U/ml peroxidase, 2.4 U/ml

choline oxidase 및 2.4 U/ml acetylcholinesterase 용액들을 각각

1 ml씩 순서대로 혼합하여 30oC에서 즉시 시간 변화에 따른

흡광도를 측정한 결과가 Fig. 4에 있다. 혼합용액 중의 4-

aminoantipyrine, phenol, PO와 ChO의 최종 농도는 ChO 효소

반응 과정에서의 농도와 같았고 acetylcholine chloride의 최종

농도는 1.25×10-4 M, AChE의 경우 최종 농도가 0.4 U/ml가 되

도록 첨가하였다. 30oC를 유지하면서 효소반응 시킨 결과 25분

이후에 반응이 평형에 도달하였고 40분까지 quinoneimine 색소

의 농도는 분해되지 않았음을 확인하였다. Acetylcholine chloride

의 최종농도가 2.5×10-6 M~1.25×10-4 M 범위에서 앞서 표기한

대로 acetylcholine chloride, 4-aminoantipyrine, phenol, PO,

ChO 및 AChE 용액들을 각각 1 ml씩 순서대로 혼합하여 30oC

에서 25분간 반응시킨 후 농도에 따른 흡광도를 측정하여 검량

곡선을 작성한 결과 A508=9534.8[acetylcholine]+0.0049, 상관계

수의 제곱(R2)이 0.9995로서 좋은 직선 성을 보였다. 적절한 분

석시간과 분석비용을 감안하여 생체 시료 중 아세틸콜린 및 콜

린에 대한 효소-분광학적 정량분석에 관한 본 연구에서 PO의 최

종 효소농도는 17.5 U/ml, ChO와 AChE의 최종 효소농도는 모

두 0.4 U/ml로 고정하였고 발색 반응 온도와 시간은 각 각 30oC

와 25분으로 정하였다.

검량곡선, 정밀도, 검출한계 및 안정도

Table I에 나타난 바와 같이 pH 7.0 인산염 완충용액으로 제

조한 2.5×10-6 M~1.25×10-4 M인 범위의 acetylcholine chloride

용액을 본 연구에서 개발한 효소-분광학적 분석법으로 각 농도

에 대하여 7회 반복 측정하여서 정밀도를 검사하였을 때 상대 표

준편차(relative standard deviation; RSD)는 2.5×10-6 M에서는

Fig. 4 − Enzymatic kinetics of acetylcholinesterase reaction. 1.25×

10-4M acetylcholine chloride, 2.5×10-3M 4-aminoantipyrine,

2.5×10-3M phenol, 17.5 U/ml peroxidase, 0.4 U/ml choline

oxidase and 0.4 U/ml acetylcholinesterase in the pH 7.0

phosphate buffer; temp. at 30oC.

Fig. 3 − Enzymatic kinetics of choline oxidase reaction. 1.25×10-4 M

choline chloride, 2.5×10-3 M 4-aminoantipyrine, 2.5×10-3

M phenol, 17.5 U/ml peroxidase and 0.4 U/ml choline

oxidase in the pH 7.0 phosphate buffer; room temp. and

30oC.
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1.62%이었고 그 외 1.25×10-5 M, 2.5×10-5 M, 1.25×10-4 M에서

는 RSD가 각각 0.27%, 0.32%, 0.10%인 좋은 정밀도를 나타내

었다. 각 농도에 따른 평균 흡광도로 검량곡선을 작성한 결과

A508=9534[acetylcholine]+0.009, R2이 0.999로서 좋은 직선 성

을 보였다. 최소 검출 농도는 7회 반복 측정한 가장 낮은 농도의

acetylcholine chloride 용액에 대한 흡광도 표준편차 신호의 3배

를 선형 검정 곡선의 기울기로 나눈 값(3 s/m)으로 계산하였다.21)

pH 7.0 인산염 완충용액에서의 acetylcholine chloride의 검출한

계 농도는 1.11×10-7 M이었다. 개발한 효소-분광학적 분석법의

안정도를 검사하기 위하여 2.5×10-6 M~1.25×10-4 M 범위의

acetylcholine chloride 용액을 각각 발색시약과 효소시약들을 첨

가하고 30oC에서 25분간 발색 반응 시킨 후 시간을 60분간 더

연장시키면서 흡광도를 측정한 결과는 Fig. 5와 같았다(Fig. 5상

에서 0분; 발색반응 완료시점). 발색반응이 끝난 후 더 연장된 25

분까지는 생성된 quinoneimine 색소는 안정적이고 농도 변화는

없었으나 그 이후 60분까지 서서히 흡광도가 감소되었다. 발색

반응 후 25분 이내에 흡광도를 측정 할 수 있는 일상적인 분석

시간을 고려할 때 본 연구의 분석법은 안정적이다.

정확도

본 연구의 효소-분광학적 분석법의 정확도를 조사하기 위해 임

의로 4.13×10-6 M, 2.10×10-5 M, 8.19×10-5 M 및 1.01×10-4 M

acetylcholine chloride 용액에 각각 발색시약과 효소시약들을 첨

가하고 30oC에서 25분간 반응 시킨 후 5회 반복 측정하였다. 측

정한 용액의 흡광도와 검량곡선을 이용하여 각 용액의 농도를 계

산하였으며 각 용액에 대하여 5회 계산한 실험적으로 구한 농도

를 평균하여 참 농도(제조한 농도)와 비교하였다(Table II). 각 농

도에 따른 상대 오차(Er)는 다음과 같았다; 4.13×10-6 M는 0.97%,

2.10×10-5 M는 0.95%, 8.19×10-5 M는 -0.24%, 1.01×10-4 M는

0.00%로서 비교적 좋은 정확도를 나타내었다. 각 용액에 대하여

5회 반복 측정하여 구한 실험적인 농도 값에 대한 상대 표준편

차(RSD)는 0.08~1.39%이었다.

사람의 혈청시료 중 acetylcholine 및 choline의 함량

실험방법에 표기한 바와 같이 표준물 첨가법으로 5개의 혈청

시료 각 1 ml에 5.00×10-4 M acetylcholine chloride 표준용액을

0, 0.5, 1, 2, 3 ml의 서로 다른 부피로 각각 첨가한 후 발색시약

과 효소시약들을 첨가하고 총 부피가 10 ml가 되도록 pH 7.0 인

산염 완충용액을 가하여(최종농도; 4-aminoantipyrine과 phenol

은 2.5×10-3 M, PO는 17.5 U/ml, ChO와 AChE는 각각 0.4 U/

ml) 30oC에서 25분간 반응시킨 후 methanol을 혈청 부피의 2배

(2 ml)로 첨가하여 단백질을 침전시킨 후 상층 액을 0.45 µm 주

사용 여과지를 이용하여 거른 뒤 흡광도를 측정하였다. 첨가한

5.00×10-4 M acetylcholine chloride 표준용액의 부피에 대한 흡

광도는 Table III과 같았으며 흡광도를 표준용액의 부피(Vs)에 대

하여 도시 하였을 때 A508=0.426 Vs(ml)+0.124(R2=0.999)의

관계식을 나타냈으며 이 식의 기울기 값(m=0.426), 접점 값

(a=0.124), 표준용액의 농도(Cs=5.00×10-4 M)와 시료부피(Vx=

Table I − Absorbance values with different concentrations of

acetylcholine chloride

Conc. (M)
Absorbance

Ave.±SD (n=7) RSD (%)

2.50×10-6 0.022±0.354×10-3 1.62

1.25×10-5 0.128±0.354×10-3 0.27

2.50×10-5 0.264±0.834×10-3 0.32

1.25×10-4 1.199±1.246×10-3 0.10

Fig. 5 − Stability of the present enzymatic-spectrophotometric analysis.

concentration range; 2.5×10-6M~1.25×10-4M acetylcholine

chloride. X-axis; the delayed time after color forming

reaction time (25 mim)

Table II − Accuracy of the present enzymatic-spectrophotometric

analysis

True conc.
(M)

Experimental conc. (M) Er
(%)Ave.±SD (n=7) RSD (%)

4.13×10-6 4.17×10-6±5.81×10-8 1.39 -0.97

2.10×10-5 2.12×10-5±2.57×10-8 0.12 -0.95

8.19×10-5 8.17×10-5±1.22×10-7 0.15 -0.24

1.01×10-4 1.01×10-4±8.39×10-8 0.08 -0.00

Table III − Absorbance values with different volumes of 5.00×

10-4 M acetylcholine chloride in the standard addition

method of human serum

Acetylcholine chloride volume (ml) A508nm

0.0 0.136

0.5 0.336

1.0 0.550

2.0 0.954

3.0 1.423
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1 ml)를 이용하여 혈청 시료 중 acetylcholine과 choline의 총 농

도(Cx)는 Cx=(a/m)(Cs/Vx)의 식22)으로 계산한 결과 1.46×10-4

M이었다. 혈청시료 중에 함유되어있는 acetylcholine은 AChE와

ChO에 의해 H2O2로 전환되고 choline는 ChO에 의해 H2O2로

전환되므로 효소시약으로 AChE와 ChO가 동시에 첨가된 경우

에는 시료 중의 acetylcholine과 choline을 합한 총 농도가 분석

된다. 혈청 시료 중 choline의 농도만을 분석하기 위해 사람의 혈

청시료를 1 ml씩 5개로 나누어 각 혈청시료에 표준용액인 5.00×

10-4 M choline chloride 용액을 0, 0.5, 1, 2, 3 ml로 첨가한 후

AChE 효소를 제외한 나머지 시약들을 acetylcholine과 choline

의 총 농도 분석 시와 동일한 방법으로 첨가하고 30oC에서 25분

간 반응 시킨 후 methanol을 2 ml 첨가하여 단백질을 침전시킨

후 흡광도를 측정하였다. 마찬가지로 5.00×10-4 M choline

chloride 표준용액의 부피에 대한 흡광도는 Table IV에 기록되어

있으며 흡광도를 표준용액의 부피(Vs)에 대하여 도시 하였을 때

A508=0.386 Vs(ml)+0.088(R2=0.9992)의 관계식을 나타냈으며

choline의 농도를 계산하였더니 1.14×10-4 M이었다. 혈청 시료

중 acetylcholine과 choline의 총 농도와 choline의 농도 차이는

혈청 중 acetylcholine의 농도이며 3.20×10-5 M로 계산되었다.

Choline의 함량은 acetylcholine과 비교하여 3.6배 높았다.

쥐의 대뇌, 소뇌 중 acetylcholine 및 choline의 함량

실험방법에서 기술한 바와 같이 자유롭게 사육한 수컷 흰쥐를

희생시켜 1.0406 g의 대뇌조직을 pH 7.0 인산염 완충용액에 넣

고 분쇄하여 시료 4.16 ml를 제조하였다. 대뇌 조직 시료를 0.5 ml

씩 4개로 나누어 acetylcholine과 choline의 총 농도를 구하기 위

해 2개의 시료에 각각 5.00×10-4 M acetylcholine chloride 표준

용액을 0, 0.5 ml로 첨가하고 choline의 농도만을 분석하기 위해

다른 2개의 시료에 5.00×10-4 M choline chloride 용액을 각각

0, 0.5 ml로 첨가하였다. 사람의 혈청시료는 1 ml를 사용했던 반

면에 대뇌 조직 시료는 0.5 ml를 사용한 관계로 모든 시약들의

부피를 1/2로 축소하여 첨가하였고 혈청시료 분석하는 방법과 동

일하게 효소반응을 진행 시키고 methanol을 가하여 단백질을 침

전 시킨 후 상층 액의 흡광도를 측정한 결과는 Table V 및 Table

VI과 같았다. 대뇌 조직 시료가 충분하지 않아서 단일 표준물첨

가법으로 acetylcholine과 choline의 농도를 다음과 같이 계산하였

다: Cx=(A1CsVs/A2Vt-A1Vx), 여기서 Cx; 시료 중 acetylcholine

과 choline의 총 농도 또는 choline의 농도, Cs; 첨가한 표준용액

의 농도, Vs; 첨가한 표준용액의 부피, Vx; 시료의 부피, Vt; 흡

광도 측정 시 총 부피(6 ml), A1; 표준용액을 첨가하지 않았을 때

(0 ml)의 흡광도, A2; 표준용액을 0.5 ml 첨가했을 때의 흡광도이

다. 실험에 사용한 쥐의 대뇌 중 acetylcholine(C7H16NO2
+,

146.21)과 choline(C5H14NO+, 104.17)의 총 농도는 3.25×10-5

M이었고 choline의 농도만은 1.57×10-5 M로 산출되어 acetyl-

choline의 농도는 1.68×10-5 M로 계산된다. 따라서 pH 7.0 인산

염 완충용액 4.16 ml에 분쇄된 1.0406 g의 대뇌 조직 안에는

acetylcholine(C7H16NO2
+, 146.21)이 10.22 µg, 즉 9.82 µg/g의

양이 함유되어 있었고 choline(C5H14NO+, 104.17)은 6.80 µg, 즉

6.53 µg/g의 양이 함유되어있었다. 희생시킨 흰쥐의 소뇌조직

0.5223 g을 pH 7.0 인산염 완충용액 2.09 ml에 넣고 분쇄하여 시

료를 제조하였다. 소뇌 조직을 0.5 ml씩 4개로 대뇌 조직시료와

동일하게 효소반응을 진행시키고 단백질을 침전시킨 후 상층 액

의 흡광도를 측정한 결과를 Table VII과 Table VIII에 수록하였

으며 마찬가지로 단일 표준물첨가법에 의해 acetylcholine과

choline의 농도를 계산하였다. 실험에 사용한 쥐의 소뇌 중

acetylcholine과 choline의 총 농도는 2.54×10-5 M이었고 choline

의 농도만은 1.28×10-5 M로 산출되어 acetylcholine의 농도는

1.26×10-5 M로 계산된다. 따라서 pH 7.0 인산염 완충용액

Table IV − Absorbance values with different volumes of 5.00×

10-4M choline chloride in the standard addition method

of human serum

Choline chloride volume (ml) A
508nm

0.0 0.078

0.5 0.291

1.0 0.489

2.0 0.845

3.0 1.255

Table V − Absorbance values of single 5.00×10-4 M acetylcholine

chloride standard solution added to cerebrum sample

Acetylcholine chloride volume (ml) A508nm

0.0 0.161

0.5 0.220

Table VI − Absorbance values of single 5.00×10-4M choline chloride

standard solution added to cerebrum sample

Choline chloride volume (ml) A
508nm

0.0 0.037

0.5 0.101

Table VII − Absorbance values of single 5.00×10-4 M acetylcholine

chloride standard solution added to cerebellum sample

Acetylcholine chloride volume (ml) A508nm

0.0 0.113

0.5 0.195

Table VIII − Absorbance values of single 5.00×10-4 M choline

chloride standard solution added to cerebellum sample

Choline chloride volume (ml) A
508nm

0.0 0.071

0.5 0.237
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2.09 ml에 분쇄된 0.5223 g의 소뇌 조직 안에는 acetylcholine이

3.85 µg, 즉 7.37 µg/g의 양이 함유되어 있었고 choline은 2.79 µg,

즉 5.34 µg/g의 양이 함유되어 있었다. 결과적으로 소뇌보다는 대

뇌에 조직시료 g당 acetylcholine과 choline이 더 많이 함유되어

있음을 확인하였다.

결 론

생체 시료 중 아세틸콜린 및 콜린에 대한 정량분석 방법으로

이러한 기질들과 특이적으로 반응하는 효소인 acetylcholinesterase

(AChE)와 choline oxidase(ChO)를 사용하고 AChE와 ChO 효

소반응에서 생성된 H2O2를 peroxidase(PO) 존재 하에 4-

aminoantipyrine/phenol 시약에 신속하게 효소반응으로 연결시켜

quinoneimine 색소를 만들어 508 nm에서 측정하는 효소-분광학

적 분석법을 개발하였다. 본 연구에서 PO의 최종 효소농도는

17.5 U/ml, ChO와 AChE의 최종 효소농도는 모두 0.4 U/ml로 고

정하였고 반응 온도와 시간은 각 각 30oC와 25분으로 정하였다.

Acetylcholine chloride 표준용액(2.5×10-6 M~1.25×10-4 M)에

대한 검량곡선식은 A508=9534[acetylcholine]+0.009이었고 상관

계수의 제곱(R2)이 0.999로서 좋은 직선 성을 나타내었고, 정밀

도는 2.5×10-6 M에서는 1.62%, 그 외 1.25×10-5 M, 2.5×10-5

M, 1.25×10-4 M에서는 RSD가 각각 0.27%, 0.32%, 0.10%인 합

리적인 정밀도를 나타내었으며 검출한계농도는 1.11×10-7 M이

었다. 정확도는 4.13×10-6 M~1.01×10-4 M 농도범위에서 상대

오차(Er)가 -0.24~0.97%로서 좋은 정확도를 나타내었다. 본 연

구의 효소-분광학적 분석법으로 사람의 혈청 시료를 분석한 결

과 acetylcholine과 choline의 농도는 각각 3.20×10-5 M과 1.14×

10-4 M이었다. 흰쥐의 대뇌 조직 및 소뇌 조직 중 acetylcholine

함량은 각각 9.82 µg/g과 7.37 µg/g이었고 choline 함량은 각각

6.53 µg/g과 5.34 µg/g이었다.
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