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GC-MS 기반 대사체학 기법을 이용한 택사의 산지판별모델

임 재 윤#

우석대학교 약학대학

(Received December 30, 2015; Revised January 12, 2016; Accepted January 12, 2016)

Discrimination Model of Cultivation Area of Alismatis Rhizoma
using a GC-MS-Based Metabolomics Approach

Jae-Yoon Leem
#

College of Pharmacy, Woosuk University, Jeonbuk 55338, Korea

Abstract—Traditional Korean medicines may be managed more scientifically, through the development of logical criterion
to verify their cultivation region. It contributes to advance the industry of traditional herbal medicines. Volatile compounds
were obtained from 14 samples of domestic Taeksa and 30 samples of Chinese Taeksa by steam distillation. The metabolites
were identified by NIST mass spectral library in the obtained gas chromatography/mass spectrometer (GC/MS) data of 35
training samples. The multivariate statistical analysis, such as Principal Component Analysis (PCA), Partial Least Squares
Discriminant Analysis (PLS-DA), and Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis (OPLS-DA), were performed
based on the qualitative and quantitative data. Finally trans-(2,3-diphenylcyclopropyl)methyl phenyl sulfoxide (47.265 min),
1,2,3,4-tetrahydro-1-phenyl-naphthalene (47.781 min), spiro[4-oxatricyclo[5.3.0.0.(2,6)]decan-3-one-5,2'-cyclohexane] (54.62
min), 6-[7-nitrobenzofurazan-4-yl]amino-morphinan-4,5-epoxy (54.86 min), p-hydroxynorephedrine (55.14 min) were deter-
mined as marker metabolites to verify candidates for the origin of Taeksa. The statistical model was well established to
determine the origin of Taeksa. The cultivation areas of test samples, each 3 domestic and 6 Chinese Taeksa were predicted
by the established OPLS-DA model and it was confirmed that all 9 samples were precisely classified.

Keywords □ Alisma orientale Juz., gas chromatography/mass spectrometer, metabolomics, multivariate analysis, orthog-
onal partial least squares discriminant analysis

한약을 재배하는 지역의 환경적 요인이 대사물질의 다양성을

유도하여 그 치료효과를 나타내는데 결정적 역할을 할 수도 있기

때문에 그 원산지를 정확히 구별하는 것은 매우 중요하다.1,2) 최

근에 있었던 백수오 사건을 비롯하여 중국 등 외국의 값싼 약재

를 국산 약재와 섞는 등 국산으로 둔갑시켜 판매하는 사례가 증

가하면서 재배농가의 경작기피와 일반인들의 한약에 대한 불신

뿐 만 아니라 오남용으로 인한 부작용 발생의 위험이 대두되고

있다. 본 연구의 목적은 한약의 원산지를 과학적으로 검증할 수

있는 판별법의 개발을 통해서 보다 과학적인 원산지 관리로 한의

약산업 발전에 기여하는 데 있다. 한편, 대사체학(metabolomics)

은 nuclear magnetic resonance(NMR), gas chromatography/

mass spectrometer(GC/MS), liquid chromatography(LC/MS),

near infrared spectroscopy(NIR) 등 다양한 분석기기를 사용하

여 생체 내에 존재하는 저분자 대사체를 광범위하게 분석하고,

다변량 통계 분석(multivariate data analysis)을 통하여 내인성

대사체의 변화를 연구하는 분야로, 신약 개발 및 평가, 질병의 조

기진단 뿐만 아니라 농산물이나 생약 등의 원산지 판별 등 다양

한 분야에서 응용되고 있다.3-8)

GC/MS 분석은 mass spectra를 NIST library와 비교함으로써

물질 확인이 가능한 장점이 있다.9-12) 대사체학 기법의 하나인 주

성분 분석(Principal Component Analysis, PCA)은 다변량 데이

터가 갖고 있는 정보들을 최대한 확보하면서 서로 독립적이고 적

은 수의 새로운 변수들을 생성하고 다차원의 자료를 2차원 또는

3차원의 주성분 공간으로 추출하는 통계기법이라고 할 수 있다.
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회귀분석법(Orthogonal Partial Least Squares Discriminant

Analysis, OPLS-DA)은 classification을 통해 집합이라는 종속변

수를 부여하여 판별에 기여하는 각 데이터의 시각화를 극대화하

고 실험군 간 차이가 있는 대사산물을 찾을 수 있게 도와주는 통

계 기법으로서, 예측모델의 확립과 판별에 기여하는 변수 탐색

에 가장 적합한 방법이다.13-15)

본 연구에서는 국산 택사와 중국산 택사를 수증기 증류하여

얻은 휘발성분을 GC/MS를 이용하여 분석한 후, 그 결과에 대하

여 PCA, OPLS-DA 등 다변량 통계 분석을 수행함으로써 신속,

정확하게 국산 택사와 중국산 택사의 산지를 판별할 수 있는 산

지 판별모델을 확립하였다. 산지 판별모델 개발을 위해서 전체

시료를 학습집합(training set)과 검증집합(test set)으로 나누고

학습집합(n=35)으로 산지 판별 모델을 수립한 후, 검증집합(n=9)

을 통해 산지 판별 모델의 타당성을 확인하였다. 최근 GC/MS를

이용한 택사의 정유성분에 관한 연구와 원산지 판별을 위한 NMR

또는 NIR을 활용한 보고는 있었으나, GC/MS를 기반으로 한 대

사체학적 연구기법을 이용하여 산지판별 모델을 제시하는 것은

최초의 보고로서 그 의미가 크다.16-18) 본 연구의 결과를 활용하

여 한약의 원산지 판별모델 확립과 택사 원산지의 과학적인 관

리에 적용할 수 있으리라 판단되기에 보고하고자 한다.

실험방법

시험약재

택사시료는 국산 14개와 중국산 30개를 사용하였으며, 국산은

중앙대학교 황완균 교수님, 중국산은 대전대학교 서영배 교수님

께서 수집 제공해 주셨다. Table I에 나타낸 바와 같이, 국산은

전남 구례군(Gurye), 전남 순천시(Suncheon), 전남 신안군

(Shinan), 전남 여수시(Yeosu), 경북 의성군(Uiseong), 경북 안동

시(Andong)에서 총 14개를 수집하였고, 중국산은 사천성(Sichuan)

의 미산, 팽주, 요산의 3개 지역에서 30개를 수집하였다. 이들 시

료 중 판별모델의 확립을 위해 국산은 11개, 중국산은 24개의 시

료를 분석하여 학습집합(training set)으로 사용하였고, 모델의 검

증을 목적으로 국산 3개와 중국산 6개의 시료를 검증집합(test

set)으로 사용하여 산지예측을 하였다. 진균 오염이 확인된 시료

는 제외하고 산지별 시료 10~20 g을 취해 세절 또는 분쇄하였다.

정유성분의 추출 및 GC/MS 분석시료의 조제

각각의 시료로부터 정유성분을 추출하기 위해 대한약전 생약

시험법 중 정유 정량법에 사용되는 정유정량기와 환류냉각기를

사용하였다. 간략히 기술하면, 10 g의 시료에 250 ml의 증류수를

넣고 100oC에서 6시간 동안 수증기증류(steam distillation) 하였

다. 증류물이 포집된 에텔(J.T. Baker, Philipsburg, NJ, USA)분

획에 무수 황산나트륨(Junsei, Tokyo, Japan)을 넣어 탈수한 후,

건조시켜 헥산(J.T. Baker, Philipsburg, NJ, USA)으로 용해하여

GC/MS 분석시료로 사용하였다.

분석기기 및 조건

정유성분 분석을 위하여 Bruker GC-MS 320(Bruker, Billerica,

MA, USA)을 사용하였으며 컬럼은 HP-5MS(30 m×0.25 mm,

film thickness 250 µm Agilent, Santa Clara, CA, USA)를 사용

하였다. 운반기체로 순도 99.999% 헬륨가스를 유속 1.0 ml/min

로 사용하였다. 주입구 온도는 250oC로 정하였고 분할 주입(1 : 1)

방법을 사용하였으며, 컬럼온도는 50oC에서 4분간 유지시킨 후

5oC/min로 280oC까지 올리고 10분간 유지하였다. 이온검출 방법

은 스캔모드를 사용하여 EI(Electron Impact Ionization, 70.0

eV) 법으로 m/z값 50~500 범위를 조사하였다. 분석과정 상의

오차를 줄이기 위해, 시험시료의 분석 순서는 산지나 번호순으

로 하지 않고 임의의 순서를 정하여 분석하였다.

데이터 분석

GC/MS 분석을 통해 얻은 피크는 NIST mass spectral library

의 데이터베이스를 이용하여 동정하였다(National Institute of

Standards and Technology, version 2008; NIST Mass spec-

trometry Data Center: Gaitherburg, MD, USA, 2008). 통계학

적 분석을 위해 각 시료의 TIC로부터 나온 GC/MS(Time vs

Intensity) 데이터를 ASCII file로 변환하여 엑셀 파일(*.csv)로 저

장하였다. 각 시료들 사이에 존재하는 실험오차를 보정하고 변

수의 수를 줄이기 위해 GC/MS 데이터의 변수를 0.2 min 간격으

로 더하는 데이터 binning을 수행하였다. 예를 들면 4.00 min에

서 4.19 min까지의 intensity를 더하여 새로운 변수(variable)인

4.1을 만들었고, 이러한 방법으로 60분까지 총 285개의 새로운

변수를 만들었다.

다변량 통계분석

SIMCA-P, ver 11.0 software(Umetrics, Sweden, 경희대 장영

표 교수 제공)를 이용해 chemometric method인 PCA(Principal

Table I − Collected regions and the number of samples of Alismatis

Rhizoma in Korea and China

Korea China

Region
Number of
samples

Region
Number of
samples

Suncheon 05 (K1~K3, K11, K12) Sichuan 30 (C1~C30)

Shinan 03 (K4~K6)

Yeosu 03 (K7~K9)

Uiseong 01 (K10)

Gurye 01 (K13)

Andong 01 (K14)

Total 14 Total 30
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Component Analysis), PLS-DA(Partial Least Squares Discri-

minant Analysis), OPLS-DA(Orthogonal Partial Least Squares

Discriminant Analysis) 분석을 수행하였다.

원산지 판별 마커 대사체 탐색법

PLS-DA 분석을 통해 VIP(Variable Importance in the

Projection)를 얻어 유의성 있는 변수를 추출하였다. VIP는 두 집

단이 나뉘었을 경우 변수들마다 기여한 정도의 차이를 나타내는

데, 두 그룹을 구분하는데 가장 기여한 정도가 큰 변수들을 찾아

내는데 사용되었다. 보통 VIP score가 1.0 이상인 변수들에 대

하여 유의성이 있다고 보기 때문에 여러 가지 변수 중 VIP가 1.0

이상인 변수들을 선택하였다. 더욱 정확한 결과를 위해 표준편차

는 1.0 미만인 것을 선택하였다. 통계프로그램인 SPSS(Statistical

Package for the Social Science, version.11.0)을 사용하여 one-

way ANOVA를 통하여 p-value가 0.05 미만인 변수를 추출하였다.

Fig. 1 − GC/MS chromatogram of volatile constituents of Korean Taeksa (A), and Chinese Taeksa (B).

Table II − The list of volatile metabolites from Korean Taeksa. NIST library-based putative identification of primary metabolites analyzed by

GC/MS

Peak No. R.T (min) m/z Identified metabolites

01 04.548 100 Propane, 1-(ethenyloxy)-2-methyl-

02 07.269 104 Styrene

03 25.373 220 Phenol, 2,6-bis(1,1-dimethylethyl)-4-methyl-

04 25.986 207 2-Pyridinepropanoic acid, α-methyl-β-oxo-, ethyl ester

05 26.742 270 16-Hexadecanoyl hydrazide

06 27.560 286 Propanoic acid, 2-methyl-, 1-(1,1-dimethylethyl)-2-methyl-1,3-propanediyl ester

07 27.632 212 Pentadecane

08 28.443 220 4,8,11,11-Tetramethyl-8-tricyclo[7.2.0.0(2,5)]undecen-4-ol

09 29.864 208 Benzene, 1,1'-(1,2-cyclobutanediyl)bis-, cis-

10 30.451 209 3-Benzyl-5-chloro-1,2,3-triazole 1-oxide

11 31.042 208 Benzene 1,1'-(1,2-cyclobutanediyl)bis-, cis-

12 46.945 336 3,10-Dithiatricyclo[10.2.2.2(5,8)]octadeca-5,7,12,14,15,17-hexaene3,3,10,10-tetraoxide

실험결과 및 고찰

대사체의 분석 및 동정

Fig. 1의 (A)는 국산 택사시료의 대표적인 total ion chro-

matogram이며, (B)는 중국산 택사시료의 대표적인 total ion

chromatogram을 나타낸 것이다. 화살표 및 숫자로 표기한 피크

는 NIST mass spectra library를 이용하여 동정한 피크를 표시

한 것이다. GC/MS 분석에 의한 total ion chromatogram 및 MS

fragment 양상을 기초로 NIST mass spectra library부터 대사체

의 분석이 용이했다. 한편, 중국산과 국산 택사 시료의 피크

intensity와 양상이 매우 유사하여 육안으로는 확인할 수 없었다.

RT 43 min~47 min 사이의 강한 피크는 수증기증류 장치에 사

용한 실리콘에서 유래한 것을 확인하였다.

Table II와 Table III에는 각각 Fig. 1과 Fig. 2에 검출된 국산

과 중국산 택사의 GC/MS 분석으로부터 예상되는 대사체를 NIST
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mass spectra library로부터 동정한 결과를 나타내었다(Table II,

III).

다변량 통계분석을 통한 판별

PCA, PLS-DA, OPLS-DA 등의 다변량 통계분석법을 시도해

본 결과, PCA는 국산 택사와 중국산 택사 대부분이 중첩되어 모

델 확립에는 적합하지 않았다(자료 미제시). PLS-DA에서도 PCA

에서 보다는 약간 개선되었지만, 각각 7개의 국산 택사와 3개의

중국산 택사가 중첩되어 역시 모델 확립에는 적합하지 않았다

(자료 미제시). Fig. 2에 나타낸 바와 같이, OPLS-DA에서는 국

산 택사와 중국산 택사의 모든 시료가 중첩되지 않고 잘 분리되

었으며, 따라서 OPLS-DA를 이용하여 택사의 산지 판별 모델을

확립하였다. 한편, PCA는 독립변수만을 이용하여 새로운 주성분

을 구하고 그 주성분을 이용하여 회귀식을 구하는 반면, PLS는

독립변수뿐만 아니라 종속변수를 동시에 고려하여 새로운 변수

를 찾고 이를 이용하여 회귀식을 구하므로 PCA보다는 PLS에서

Fig. 2 − OPLS-DA score plots of volatile metabolites that identified by GC/MS. Taeksa samples from Korea are represented with triangle (▲),

samples from China with square (■).

Table III − The list of volatile metabolites from Chinese Taeksa. NIST library-based putative identification of primary metabolites analyzed by

GC/MS

Peak No. R.T. (min) m/z Identified metabolites

01 07.303 104 Styrene

02 08.335 120 Benzene, (1-methylethyl)-

03 09.028 074 Acetic acid, hydrazide

04 09.324 120 Benzene, propyl-

05 29.912 208 Benzene, 1,1'-(1,2-cyclobutanediyl)bis-, cis-

06 30.471 209 3-Benzyl-5-chloro-1,2,3-triazole 1-oxide

07 31.124 208 Benzene, 1,1'-(1,2-cyclobutanediyl)bis-, cis-

08 31.542 208 Naphthalene, 1,2,3,4-tetrahydro-1-phenyl-

09 32.049 266 trans-5,5-diphenyl-3-hexenoic acid

10 46.029 393 2-(3-Methoxymethoxy-10,13-dimethyl-2,3,4,9,10,11,12,13, 14,15,16,17-dodecahydro-1

11 46.975 208 [2.2]Paracyclophane

12 47.872 208 Naphthalene, 1,2,3,4-tetrahydro-1-phenyl-

13 54.612 372 9-Octadecenoic acid (Z)-, phenylmethyl ester
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더욱 개선된 결과를 얻을 수 있다. OPLS-DA는 분광학적 데이

터와 데이터의 특정 성질, 예를 들면 어떤 그룹에 속하는지의 여

부를 연관시키는 회기 분석법중의 하나로, 이 방법은 주 관심의

대상인 그룹간의 차이가 첫 번째 특이 벡터에 나타나도록 데이

터 행렬을 회전시킴으로써 관찰값과 서로 다른 그룹간의 연관된

변이를 쉽게 알아낼 수 있다.13,19)

원산지 판별 마커 대사체

국산 택사와 중국산 택사를 판별할 수 있는 마커 대사체를 검

출하기 위해 OPLS-DA 분석으로부터 얻어진 VIP score가 1.0

이상으로 유의성이 있는 변수(variable)를 고르고 더욱 정확한 결

과를 위해 그 중에 표준오차가 1.0 미만인 것을 추출하였다(Fig.

3 참조).

Fig. 3 − Plot of variable importance in the projection plots of OPLS-DA of volatile metabolites that identified by GC/MS of Taeksa.

Table IV − The list of marker metabolite to discriminate between Korean and Chinese origins

Variable Marker compound name (R.T) Mass fragments

47.3 trans-(2,3-diphenylcyclopropyl)methyl phenyl sulfoxide (47.265 min) 91,115,129,193,199,316

47.7 1,2,3,4-tetrahydro-1-phenyl-naphthalene (47.781 min) 27,101,115,141,202,218

54.7 spiro[4-oxatricyclo[5.3.0.0(2,6)]decan-3-one-5,2'-cyclohexane] (54.62 min) 67,123,191,276

54.9 6-[7-nitrobenzofurazan-4-yl]amino-morphinan-4,5-epoxy (54.86 min) 150,165,187,204,338

55.1 p-hydroxynorephedrine (55.14 min) 44,77,123,167

VIP plot은 두 그룹을 나뉘게 하는데 기여를 한 순서에 따라

분류된다. 그리고 one-way ANOVA를 통하여 p-value 가 0.05 미

만인 변수들을 추출한 결과, 변수 4.9(4.80 min~4.99 min), 30.5

(30.40min~30.59min), 47.3(47.20 min~47.39 min), 47.7(47.60

min~47.79 min), 48.1(48.00 min~48.19 min), 54.7(54.60min~

54.79 min), 54.9(54.80 min~54.99 min), 55.1(55.00 min~55.19

min), 55.5(55.40 min~55.59 min) 변수 등 유의성 있는 변수 9개

가 선택되었으나, VIP와 SPSS를 통해 동시에 추출된 유의성

있는 변수들 중 GC/MS NIST 라이브러리 탐색을 통해 동정된

성분은 trans-(2,3-diphenylcyclopropyl)methyl phenyl sulfoxide

(47.265 min), 1,2,3,4-tetrahydro-1-phenyl-naphthalene (47.781

min), spiro[4-oxatricyclo[5.3.0.0.(2,6)]decan-3-one-5,2'-cyclohexane]

(54.62 min), 6-[7-nitrobenzofurazan-4-yl]amino-morphinan-4,5-
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epoxy(54.86 min), p-hydroxynorephedrine(55.14 min)으로 총 5

가지의 마커 대사체를 얻을 수 있었다(Table IV 참조).

검증집합 테스트

이상과 같이 확립한 국산 택사와 중국산 택사의 OPLS-DA 판

별모델의 정확도를 검증하고자 미지시료의 분석값을 적용하였다.

이미 산지를 알고 있는 시료인 국산 3개와 중국산 6개를 검증집

합으로 정하여 수증기 증류로 얻은 휘발성 분획을 GC/MS로 분

석하였다. 이 때 분석 순서는 무작위로 정하여 수행함으로써 주

관적 예측과 판별은 지양하였다. 그 결과, Fig. 4의 2D score

scatter plot에서 보는 바와 같이 총 9개의 모든 시료가 정분류

되었으며 정확도는 100%이었다.

결 론

이상의 결과를 종합해 보면, 11개의 국산 택사와 24개의 중국

산 시료를 학습집합(training set)으로 정하여 GC/MS 분석을 기

반으로 대사체학 기법을 사용하여 택사의 원산지 판별모델을 확

립하였고, 모델의 검증을 목적으로 3개의 국산 택사와 6개의 중

국산 시료를 검증집합(test set)으로 사용하여 산지예측을 검증한

결과, 100% 정분류됨을 확인하였다. 본 연구 결과를 활용하여 국

산 택사와 중국산 택사의 과학적인 관리에 적용할 수 있을 것이

며, 나아가 다른 한약의 원산지 판별모델을 확립하는데도 기여할

것으로 사료된다. 또한 이러한 대사체학 연구에 의해 한약의 과

학적 관리가 용이해짐으로써 한약발전에도 크게 기여할 것이다.
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