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Abstract— "The Act on Medication Treatment of Sexual Impulse of Sex Offenders" known as chemical castration has been

effective since July 2011 in Korea. According to the law, monitoring of male sex hormone in urine is enforced to request

National Forensic Service more than once a month after injection of medicine designed to reduce sex impulse. We estab-

lished a rapid and sensitive method for the monitoring of testosterone (T) and epitestosterone (E) in human urine by liquid

chromatography with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Three mL of urine was pretreated by solid-phase extraction

for purification and performed enzymatic hydrolysis. The pretreated samples were extracted twice with 2 ml of ethyl acetate

and n-hexane (2 : 3). The separation was applied on Thermo Hypersil GOLD C18 column (1.9 µm, 100×2.1 mm). A gradient

elution of methanol and water of 0.1% formic acid were used as mobile phase and the retention time was less than 10 min.

LC-MS/MS system coupled with an electrospray ionization source was performed in multiple reaction monitoring mode.

The transitions of the analytes executed as following: m/z 289→97, 109 for T and E, m/z 292→109 for T-d3 and E-d3 as

internal standards. The validation results of the method were satisfactory. The limits of detection were 0.05 ng/ml and the

limits of quantification were 0.1 ng/ml. This method was successfully applied to real human urine sample. The developed

method will be useful for monitoring T/E ratio in urine of sex offenders.
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우리나라의 성폭력 사건은 해마다 증가하여, 2008년도 13,000

여건에서 2011년도에는 22,000여건으로 약 70%나 증가하였다.1,2)

성폭력 범죄는 특성상 재범의 위험성이 높으나 법적 대응의 실효

성 부족으로 인해 사회적 문제로 부각됨에 따라 성폭력 범죄에 대

한 보다 근본적인 대책 마련이 시급하게 되었고, 그 결과 아동 성

폭력범죄자를 대상으로 "성폭력범죄자의 성충동 약물치료에 관한

법률"이 발효되었다. 소위 '화학적 거세'라 일컬어지고 있는 이 법

률은, 유럽에서 시작되어 덴마크, 독일, 노르웨이, 폴란드, 미국 등

지에서 이미 소아 성범죄자에 대하여 법안이 시행되고 있고,3-6) 우

리나라는 2011년부터, 아시아에서는 최초로 시행되는 법안이다.

성충동 약물치료란 상습적 성범죄자 중 비정상적인 성적 충동을

가진 성도착증 환자에게 주기적으로 약물을 투여하여 일정기간 성

적 욕구를 감소시켜 재범을 예방하는 것을 의미하는데, 치료가 진

행되는 동안에만 거세 효과가 나타나고 약물 주사를 중지하면 성

기능이 회복 가능하다는 점이 특징이다.7,8) 성충동 약물치료는 성

충동의 원인인 남성호르몬 테스토스테론(testosterone; T)의 분비

를 억제함으로써 성범죄자의 재범 방지를 도모하지만, 약물치료를

중단할 경우 성기능이 회복된다는 점에서 치료에 응하지 않거나

오히려 남성호르몬 억제효과를 저해하는 상쇄약물(남성호르몬제,

발기부전치료제 등)을 투여할 우려가 있다. 이 법률 시행령 제14

조에는 치료명령을 받은 사람에 대해 월 1회 이상 상쇄약물 투

약여부를 검사하도록 되어있는데, 소변 등 생체시료를 국립과학

수사연구원(이하 국과수)에 송부하여 검사를 의뢰하도록 명시되

어 있다. 이에 따라 국과수에서는 상쇄약물 투약 여부 감정, 호

르몬 수치 검사 및 정신과적 치료약물 검색 등의 업무를 수행하

기 위해 새로운 감정에 대한 분석법의 개발이 요구되었다.

소변에서 남성호르몬 수치 감정은 테스토스테론과 에피테스토

스테론(epitestosterone; E)(Fig. 1)의 비율로서 외부로부터 인위
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적인 남성호르몬제의 투약 여부를 모니터링 할 수 있다.9) 생체

내에서 측정되는 테스토스테론의 농도는 나이, 물 또는 약물 섭

취, 운동량, 스트레스 등과 같은 다양한 요인에 의해 영향을 받

기 때문에 소변에서 테스토스테론의 정량 결과를 근거로 약물의

근원이 내인성인지 외인성인지를 명확하게 밝히기가 어렵다. 에

피테스토스테론은 테스토스테론의 17번째 위치의 이성질체로 소

변에서 일반적으로 테스토스테론의 농도와 비슷하게 검출되기

때문에, T/E 비율은 안정하다고 보고되어 있다.10,11) 그러나 외부

에서 테스토스테론을 투약할 경우, 소변에서 테스토스테론의 배

설은 증가하지만 에피테스토스테론의 배설률은 감소하고, 결과

적으로 T/E의 비율은 증가하게 되어12) 테스토스테론 및 전구물

질의 투약여부 또한 모니터링할 수 있다.13,14) 그러나 차폐제

(masking agent)로써 에피테스토스테론의 투약을 병행할 경우

T/E의 비율로서만 남성호르몬제 투약 여부를 규정하기는 어렵기

때문에, 에피테스토스테론의 절대 농도 또한 고려되어야 한다.

세계반도핑기구(world anti-doping agency, WADA)는 T/E의 비

율이 4 이상이거나 테스토스테론의 농도가 200 ng/ml 이상일 경

우는 테스토스테론을 투약한 것으로 간주하고 있다.15)

남성호르몬 분석을 위하여 방사선동위원소 분석법,16) 효소면역

측정법17)과 면역센서18)를 포함한 몇몇의 면역분석법들이 발표되

었으나 교차반응 및 의양성의 위험, 간섭 물질에 의한 영향을 배

제할 수 없다는 점 등에서 정량법으로는 적합하지 않다. 소변으

로부터 스테로이드 분석방법으로서 주로 기체크로마토그래피-질

량분석법(gas chromatography-mass spectrometry, GC-MS)19)이

전 세계적으로 사용되고 있으며, 최근 동위원소 비율을 이용한 질

량분석법(isotope ratio mass spectrometry, IRMS)20,21)을 사용하

여 약물의 정확한 기원을 판단할 수 있는 분석법이 소개되었다.

또한 액체크로마토그래피-질량분석법(liquid chromatography-mass

spectrometry/mass spectrometry, LC-MS/MS)을 이용하여 소변

에서 테스토스테론을 포합체 형태로 분석하는 방법 등이 보고되

어 있으나22-27) 거의 도핑 테스트에 적용하고 있는 방법으로써 성

충동 약물치료자의 생체시료에 적용 가능한 극미량의 남성호르몬

분석법은 확립되어 있지 않고, 특히 성충동 약물치료는 국내 처

음 시도된 사례로써 해외에서도 화학적 거세에 따른 남성호르몬

의 수치 및 비율에 대한 문헌을 거의 찾아볼 수 없기 때문에 여

러 분석법들을 비교 검토하여 성충동 약물치료 시행에 따른 소변

중 남성호르몬의 분석법을 확립하였다. 그리고 개발된 방법에 대

한 유효화 연구를 진행하였으며, 이후 성폭력 범죄 가출소자들의

남성호르몬제 투약여부를 모니터링하기 위한 방법을 구축하였다.

실험방법

시약 및 재료

테스토스테론 및 내부표준물질로 사용된 테스토스테론-d3, 에

피테스토스테론-d3는 National Measurement Institute(Sydney,

Australia)에서 구입하였고, 에피테스토스테론은 Cerilliant사

(Austin, TX, USA)에서 구입하였다. 이들 표준품은 각각 메탄올

로 1 mg/l 농도로 제조하여 표준용액으로 사용하였으며 분석 시

까지 -20oC에서 보관하였다. 시료 전처리에는 고상추출 장치(Vac.

Manifold, Restek, USA) 및 컬럼(Oasis HLB, 3 cc/60 mg,

Waters, USA)을 사용하였으며, 추출 후 기기 주입을 위하여 시

린지 필터(Millipore, 0.22 µm PVDF, hydrophillic, Germany)를

하였다. 기타 약독물 추출 등의 분석에 사용한 유기용매 및 기타

시약은 시판 특급 또는 HPLC용을 사용하였다.

추출 방법

소변에서 테스토스테론 및 에피테스토스테론의 추출은 WADA

법을 일부 수정한 고상추출법(SPE)과 액체-액체 추출법(LLE)을

사용하였다. 호르몬이 검출되지 않음을 확인한 공소변 3 ml에 표

준용액 일정량 및 내부표준액으로 100 ng/ml 테스토스테론-d3 및

Fig. 1 − Chemical structures of (a) testosterone, CAS No.: 58-22-0,

M.W.: 288.42 and (b) epitestosterone, CAS No.: 481-30-1,

M.W.: 288.42

Scheme 1 − Extraction procedure of male sex hormone in urine.
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에피테스토스테론-d3 용액 30 µl를 넣고 고상추출장치에 장착하

였다. 고상추출용 컬럼은 메탄올 2 ml 및 증류수 2 ml를 순차적

으로 통과시켜 활성화시킨 후 시료를 적용하였다. 증류수 2 ml를

컬럼에 통과시켜 세척한 후 메탄올 2 ml를 2회 통과하여 용출한

다음 질소 가스로 농축하였다. 이 후 0.1 M 인산염 완충액(pH

6.0) 1 ml 및 β-glucuronidase(E. coli, Roche) 50 µl를 첨가한 후

60oC에서 1시간 동안 효소 분해를 시켰다. 그리고 5% K2CO3용

액 0.7 ml를 첨가하여 알칼리화 한 뒤 에칠아세테이트 :헥산(2 : 3,

V/V) 용매 2 ml로 2회 추출하여 원심분리 후 질소 가스로 농축

하였다. 얻어진 잔사에 70% 메탄올 150 µl를 가하여 시린지 필

터를 한 뒤 LC-MS/MS용 분석시료로 하였다(Scheme 1).

분석기기 및 조건

LC-MS/MS는 ABSciex사(Foster City, CA, Canada)의 Agilent

1290 infinity LC-MDS 4000Qtrap MS/MS 시스템을 이용하였다.

분석용 컬럼은 Thermo Hypersil GOLD(1.9 micron, 100×2.1

mm)를 사용하였으며, 컬럼 온도는 40oC로 유지하였다. 이동상

은 증류수에 0.1% formic acid가 용해된 용매(A)와 메탄올에

0.1% formic acid가 용해된 용매(B)를 사용하였으며, 유속은 0.3

ml/min, 주입량은 5 µl이었다. 용매 조건은 B를 20%로 분석 전

1분부터 0.5분까지 유지시키다가 55%로 1.5분 간 증가, 70%로

6분에 증가, 90%까지 6.2분까지 증가시키고 1.3분 간 유지시킨

후, 다시 0.1분 동안 초기상태로 복귀시키고 2.4분 간 유지시켜

총 분석시간이 10분이 되도록 하였다. 이온화 조건은 전기분무

이온화(ESI), positive mode를 사용하였으며, 기타 최적화 조건은

curtain gas, 20 psi; collisionally activated dissociation(CAD),

medium; ion spray voltage(IS), 5500 V; heated nebulizer

temperature(TEM), 600oC; nebulizing gas(GS1), 45 psi; 그리

고 heater gas(GS2), 50 psi이었다.

정성분석을 위하여 각 분석물질에 대하여 두개의 multiple

reaction monitoring(MRM) transition을 사용하였으며, positive

mode에서 [M+H]+로 이온화가 진행되었다. 테스토스테론과 에

피테스토스테론은 이성질체이기 때문에 precusor-product ion이

m/z 289→97, 109로 동일하였고, 마찬가지로 테스토스테론-d3 및

에피테스토스테론-d3 또한 precusor-product ion으로 m/z 292→
109로 동일한 분석 조건을 확립하였으며(Table I), mass 스펙트

럼은 Table II와 같다.

분석방법의 밸리데이션

직선성(linearity)을 검토하기 위해 0.1~10 ng/ml의 농도 범위

를 설정하였다. 검출한계(limit of detection)와 정량한계(limit of

quantitation)를 결정하기 위해 0.1 ng/ml 이하의 농도에서 실험

하였고, S/N 비율이 3 이상인 경우 검출한계로 정하였으며, 변이

계수(CV)가 20% 미만이고 bias가 ±20%인 경우 정량한계로 정

하였다. 정확도(accuracy)와 정밀도(precision)를 구하기 위해 저,

중, 고농도(0.4, 4 및 8 ng/ml)에서 실험하였다. 회수율(recovery)

와 매트릭스 효과(matrix effect)28)는 위에서 언급한 세 농도에서

순수한 표준용액과 추출 전 분석물질을 첨가한 공소변 추출물,

추출 후 분석물질을 첨가한 공소변 추출물을 각각 분석하여 비

교하였다.

Table I −MRM transitions and retention time of testosterone and

epitestosterone

Q1 Q3 RT ID DP EP CE

289
097 6.33 Testosterone

epitestosterone
096 10 35

109 6.91

292 109
6.30 Testosterone-d3

epitestosterone-d3
101 10 31

6.88

* MRM transitions with bold font mean values for quantitative
analysis.

Table II −MRM transition and mass spectra for testosterone and epitestosterone

Name MRM chromatogram Mass spectrum

Testosterone
epitestosterone

Testosterone-d3
epitestosterone-d3
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실제 소변 시료에서 테스토스테론 및 에피테스토스테론의 분석

시험관에 소변 시료 일정량을 정확하게 취하여 위에서 언급된

Scheme 1의 SPE 방법으로 추출하여 얻은 잔사를 메탄올에 다

시 녹여 기기에 주입하고, 측정된 크로마토그램에서 테스토스테

론 및 에피테스토스테론의 머무름시간, MRM transition 및 조

각 이온의 조각 양상을 확인하였다. 그리고 각 이온피크의 면적

을 구하여, 내부표준물질에 대한 테스토스테론 및 에피테스토스

테론의 피크 면적비를 구하였다. 이어 소변 중 테스토스테론 및

에피테스토스테론의 함량은 희석배수를 고려하여 검량선에 적용

하여 산출하였다.

Fig. 3 − (a) MRM chromatogram for testosterone and epitestosterone in blank urine sample spiked standards and internal standards, (b)

chromatogram of extraction ion for testosterone and epitestosterone, (c) chromatogram of extraction ion for testosterone-d3 and

epitestosterone-d3, retention time: testosterone (6.33), epitestosterone (6.91) testosterone-d3 (6.30) and epitestosterone-d3 (6.88).

Fig. 2 − Confirmation of MRM chromatogram for testosterone and epitestosterone in blank urine as matrix.
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결과 및 고찰

밸리데이션 결과

공소변을 위의 추출 방법에 따라 추출한 후 목적물질과 내부

표준물질의 검출에 간섭물질의 유무와 분리도를 검토하였다(Fig.

1). 테스토스테론 및 에피테스토스테론 10 ng/ml 용액 50 µl와 내

부표준물질 테스토스테론-d3 및 에피테스토스테론-d3 100 ng/ml

용액 30 µl를 취하여 3 ml 공소변에 넣고 추출하여, 70% 메탄올

용매 150 µl로 재분산한 액을 공소변만을 추출하여 용해한 액과

피크 면적을 비교하였다. 테스토스테론 및 에피테스토스테론 각

각의 내부표준물질의 분리는 양호하였고, 소변 매트릭스에 의한

간섭물질이 없음이 확인되었다(Fig. 2, 3).

공소변 3 ml에 7개의 농도(0.1~10 ng/ml)의 테스토스테론 및

에피테스토스테론을 첨가하여 시험을 실시하고 대상약물의 면적

비와 내부표준물질의 면적비의 비율을 이용하여 x축은 농도, y

축은 면적비로 검량곡선을 작성하였다. 상관계수 R2이 1에서 벗

어나는 정도, y 절편 및 기울기가 95% 신뢰구간(confidence

intervals)에 적합한가를 확인한 결과, R2는 0.999 이상으로 양호

하였다. 검출한계는 추정되는 최저농도를 3회 실험하여 모두가

목적이온 S/N 비율이 3 이상, 크로마토그램과 머무름 시간이 같

을 때로 결정하였고, 정량한계는 추정되는 최저농도를 5회 실험

하여 검출한계의 조건에 맞으면서 목적 농도의 범위가 20% 이

내일 때 정량한계로 결정하였다. 이 때 검출한계는 0.05 ng/ml,

정량한계는 0.1 ng/ml이었다. 기존의 GC-MS 분석법에서는 유도

체화나 고상미량추출법(solid phase microextraction, SPME)과

같은 전처리를 통해서 마이크로그램 또는 나노그램 단위의 검출

한계를 얻을 수 있었던 것과는 달리,19) LC-MS/MS법에서는 상

대적으로 쉽고 안정적으로 높은 감도의 결과를 얻을 수 있었다.

성충동 약물치료자의 경우, 소변 시료에서 낮은 농도의 남성호

르몬을 검출하여야 하기 때문에 검출한계 및 정량한계를 비교해

볼 때 GC-MS법보다는 LC-MS/MS로의 분석법이 적합할 것으

로 사료된다.

또한 공소변 3 ml에 세 농도(0.4, 4 및 8 ng/ml)의 테스토스테

론 및 에피테스토스테론을 첨가하여 5일 동안 3회 이상 반복 실

험하여 대상약물과 내부표준물질 목적이온의 면적비를 작성한

정량곡선에 적용하여 얻은 농도결과를 다음과 같은 식에 의해 편

차(bias, %)로 정확도 및 정밀도를 얻었다. 정확도는 일내(intra-

day, n=5) 및 일간(inter-day, n=19)에서 5% 미만이었고, 정밀도

(CV, %)는 intra-day(n=5) 및 inter-day(n=19)에서 8% 미만으로

양호한 결과를 얻었다.

공소변 3 ml에 세 농도(0.4, 4 및 8 ng/ml)의 테스토스테론 및

에피테스토스테론을 첨가하여 3회 시험하여 얻은 측정값과 소

변을 배제한 후 농축하여 얻은 측정값에 대한 백분율로 추출효

율을 아래와 같이 구하고, 추출방법에 따라 추출하여 농축한 공

소변에 표준용액 세 농도(0.4, 4 및 8 ng/ml)의 테스토스테론 및

에피테스토스테론을 첨가하여 3회 시험하여 얻은 측정값과 소

변을 배제한 후 농축하여 얻은 측정값에 대한 백분율로 매트릭

스 효과를 확인하였다. 이 때 회수율은 84.03~93.36%이었고,

매트릭스 효과도 13% 이내로 양호한 결과를 얻을 수 있었다

(Table III).

Table III − Validation results of testosterone and epitestosterone in urine

Conc.
(ng/ml)

Precision (%) Accuracy (%) Recoverya)

(%)
Matrix effectb)

(%)Intra-day Inter-day Intra-day Inter-day

Testosterone

0.4 1.52 7.76 -4.17 2.66 93.36 .03.53

4.0 1.74 6.36 -0.95 2.78 92.26 .05.88

8.0 1.45 5.76 -0.12 3.02 92.95 .03.13

Epitestosterone

0.4 2.69 2.88 -0.65 1.88 92.00 .01.12

4.0 0.61 5.62 -2.10 2.82 90.33 .04.77

8.0 1.15 5.27 -1.03 3.03 84.03 12.99

a)Recovery (absolute recovery, %)=B/A×100.
b)Matrix effect(post-extraction addition)=(1-C/A)×100.

Table IV − Concentration of testosterone and epitestosterone, and
T/E ratio in urine of normal person

Case
No.

Sex Age
T Cal. Con.

(ng/ml)
E Cal. Con.

(ng/ml)
T/E
ratio

N10 M 26 70.4 70.6 1.00

N20 M 21 7.95 69.8 0.11

N30 M 38 28.9 28.9 1.00

N40 M 43 1.87 21.6 0.09

N50 M 45 3.69 52.0 0.07

N60 M 36 0.55 10.1 0.05

N70 M 32 3.55 43.6 0.08

N80 M 24 20.3 116 0.18

N90 M 43 33.3 32.6 1.02

N10 M 33 3.25 21.0 0.15

N11 M 42 59.9 35.8 1.67

N12 M 35 2.46 25.8 0.10

N13 M 39 1.38 17.6 0.08

N14 M 45 0.89 5.83 0.15

N15 M 29 9.79 107 0.09

N16 M 41 0.51 3.45 0.15

N17 M 37 5.32 46.3 0.11

N18 M 51 64.0 43.1 1.48
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일반인 소변 시료에서 테스토스테론 및 에피테스토스테론의 분

석 결과

지원자 18명의 소변 시료에서 테스토스테론 및 에피테스토스

테론의 함량을 구하고, T/E 비율을 살펴보았다(Table IV). 일반

인의 소변 중 테스토스테론의 함량 범위는 0.51~70.4 ng/ml, 에

피테스토스테론의 함량 범위는 2.95~116 ng/ml이었고, T/E 비

율 또한 0.05~1.67이었다. 남성호르몬의 농도는 나이, 인종, 성

별 등에 의해 영향을 받기도 하지만, 개인차가 큰 것으로 보여지

기 때문에, 성폭력 범죄 가출소자들의 남성 호르몬제 투약여부

를 모니터링하기 위하여는 남성호르몬 억제제 투약 전 소변과 투

약 후 소변에 대하여 남성호르몬 수치 및 그 비율을 사전 데이

터로 관리하여야 할 것이다.

결 론

1. 소변 시료 중 LC-MS/MS 기기를 사용하여 테스토스테론 및

에피테스토스테론의 분석법을 확립하였다. 도핑 테스트를 위하

여 WADA에서 확립되어 있는 기존의 GC-MS 분석법은, 유도체

를 진행해야하는 번거로움이 있고 분석물질의 감도가 낮아 성충

동억제 약물치료 가출소자들의 소변 시료에서 극미량의 남성호

르몬을 검출하는데 한계가 있기 때문에 LC-MS/MS법에 의한 남

성 호르몬의 분석법을 개발하였다.

2. 고상추출방법으로 남성호르몬을 추출한 뒤 여액을 다시 액

체-액체 추출법을 이용하여 정제하였다. 2회에 걸친 추출법으로

인해 매트릭스의 영향이 최소화되었고, 분리능이 향상되는 결과

를 얻을 수 있었다.

3. 특수성 및 선택성(specificity, selectivity), 검출한계(limit of

detection), 정량한계(limit of quantatification), 직선성(linearity),

정확도(accuracy), 정밀도(precision), 추출효율(extraction efficiency)

및 매트릭스 효과(matrix effect)를 검증하여 유효성 평가를 실

시하였다. 특수성 및 분리도는 양호하였고, 직선성도 R2=0.999

이상으로 양호하였다. 검출한계는 0.05 ng/ml, 정량한계는 0.1 ng/

ml이었고, 정밀도는 0.61~7.76%로 양호한 결과를 얻었다. 유효

화 결과 추출효율은 83% 이상으로 양호하였고 매트릭스 효과

도 87.01~98.88%로 매트릭스에 대한 영향도 양호한 결과를 얻

었다.

4. 테스토스테론 및 에피테스토스테론의 농도는 개인차가 크

기 때문에 성충동 약물치료자의 시료에서 남성호르몬을 모니

터링하기 위하여 남성호르몬 억제제 투여 전 소변과 투여 후

소변에 대하여 남성호르몬 절대농도 및 그 비율을 전반적인 사

전 데이터로 관리하여야 한다. 또한 그 밖의 남성호르몬의 농

도에 영향을 미칠 수 있는 기타 요인들, 즉 채취 시간 및 보

관 기간 등에 대하여도 추가적으로 고려해야 할 것으로 사료

된다.
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