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            초록
          
        

        
          Functional plants cultivated in Korea are recognized as rich sources of bioactive metabolites with potential health benefits. In this study, seventeen metabolites were quantified from thirty different Korean functional plant species using liquid chromatography–tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). As these seventeen compounds exhibit diverse bioactivities, they can serve as indicators to explore and suggest the potential functional properties of the plants.
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      전 세계적으로 식물은 수천 년에 걸쳐 인간의 삶 속에서 식용 및 약용 자원으로 광범위하게 활용되어 왔다. 인류는 식물을 통해 영양소를 공급받는 것은 물론, 다양한 생리활성 성분을 기반으로 질병을 치료하거나 건강을 증진해왔다. 2022년 기준 전 세계 건강기능식품 시장 규모는 약 1,761억 7천 달러(230조 1,600억원)에 달하며, 전년 대비 성장세를 보이고 있다.1) 식물은 다양한 생리활성 대사체를 함유하고 있는데, 특히 플라보노이드, 테르페노이드, 알칼로이드 등은 항산화, 항염증, 항암, 면역 조절 등 다양한 생리작용을 통해 인체 건강에 긍정적인 영향을 미치는 것이 알려져 있다.2-4) 이러한 생리활성 물질들은 건강기능식품의 핵심 소재로 활용되고 있을 뿐만 아니라, 천연물 의약품, 화장품 및 향수 등 다양한 산업 분야에도 매우 중요한 가치가 있다.5) 국내에서는 식물이 약용과 식용으로 사용되고 있으며,6) 천연물 신약 연구 개발 촉진법 시행령이 공포된 이후,7) 식물 대사체에 대한 분석과 응용 연구는 더욱 활발히 이루어지고 있다.

      식물은 동물이나 미생물과 비교해 훨씬 더 다양한 이차 대사 산물을 생성하는 것으로 알려져 있는데, 일반적으로 수십만 개에 이르는 대사산물이 식물체에 존재하는 것으로 추정되며,8,9) 개별 식물 종마다 수천 개 수준의 대사산물을 포함하고 있는 것으로 여겨진다.10) 이러한 대사체의 조성 및 함량은 식물의 종뿐만 아니라, 재배 환경, 수확 시기, 가공 방법 등에 따라 크게 달라질 수 있다. 따라서 국내에서 재배되는 기능성 식물들에 존재하는 생리활성 대사체를 정량하는 연구는, 해당 식물의 기능성에 대한 과학적 근거를 확보하고 품질 표준화를 위한 기초자료를 마련하는 데 필수적이다. 본 연구에서는 국내에서 재배된 30가지 기능성 식물을 대상으로, LC-MS 기반 분석을 수행하여 총 17종의 생리활성 대사체를 정량하였다. 이를 통해 식물 종별 생리활성 대사체 특성을 분석하고, 해당 식물의 잠재적 기능성을 탐색하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      시약 및 재료 − 전반적인 분석 과정은 이전에 보고된 논문을11) 참고했다. MS grade water, MS grade methanol (MeOH), LC grade acetonitril, LC grade ethanol (EtOH)은 J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA)에서 구매했고, formic acid는 Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)제품을 사용했다. 국내에서 재배된 기능성 채소류 및 과일류 30종(갓, 개똥쑥, 겨자, 고사리, 곤드레, 곰취, 근대, 더덕, 돌나물, 모시풀, 민들레, 바디나물, 방아풀, 병품쌈, 블루베리, 뽀리뱅이, 산마늘, 셀러리, 시금치, 쑥갓, 삼채, 양상추, 어수리, 연, 유채나물, 참나물, 케일, 콜라비, 헛개나무, 화살나무)은 국립식량과학원으로부터 건조된 분말 형태로 제공받았으며, 분석 전까지 4℃에서 냉장보관되었다.

      대사체추출 − 각 30종 식물 시료에 70% EtOH 또는 MeOH를 100 mg/mL 로 첨가하여, 상온에서 1시간동안 초음파 추출을 수행했다. 이후 10,000 g에서 10분간 원심분리하여 상층액을 회수했고, 0.2 µm syringe filter로 여과한 뒤 질량 분석에 사용하였다.

      질량 분석 − 분석에는 Agilent 1290 Infinity II LC coupled with 6530 Q-TOF LC/MS를 사용했다. 컬럼은 Waters (Milford, MA, USA)의 acquity bridged ethyl hybrid C18 (1.7 µm, 2.1 mm×100 mm)를 썼고, 온도는 40℃로 유지했다. 이동상은 A: water + 0.1% formic acid, B: acetonitrile + 0.1% formic acid였다. Gradient와 flow rate은 Table I과 같다. 시료는 2 µL를 주입했다. Electrospray ionization (ESI) mode로 positive mode와 negative mode를 모두 적용해, 데이터 의존적 분석(data-dependent analysis, DDA)을 수행했는데, 상세한 질량 분석 조건은 Table II와 같다.

      
        Table I. 
				
        

        
          LC-MS mobile phase gradient and flow rate
        
        

      

      
        
          
            	Min
            	A%
            	B%
            	Flow (mL/min)
          

        
        
          	0
          	99.5
          	0.5
          	0.3
        

        
          	0-0.1
          	99.5
          	0.5
          	0.3
        

        
          	0.1-10
          	20
          	80
          	0.3
        

        
          	10-10.1
          	0.5
          	99.5
          	0.3
        

        
          	10.1-12
          	0.5
          	99.5
          	0.4
        

        
          	12-12.1
          	99.5
          	0.5
          	0.4
        

        
          	12.1-14.4
          	99.5
          	0.5
          	0.4
        

        
          	14.4-14.5
          	99.5
          	0.5
          	0.4
        

        
          	14.5-15
          	99.5
          	0.5
          	0.3
        

      

      

      
        Table II. 
				
        

        
          Mass spectrometry conditions
        
        

      

      
        
          	MS 1
        

        
          	Polarity
          	Positive, negative
        

        
          	m/z range
          	60~1000
        

        
          	Data format
          	Centroid
        

        
          	MS 2
        

        
          	Polarity
          	Positive, negative
        

        
          	m/z range
          	0~1000
        

        
          	Top N ions
          	4
        

        
          	Collision energy (eV)
          	30
        

        
          	MS resolution
          	4 GHz
        

      

      

      대사체 정량 분석 − 식물 대사체 정량을 위해 Sigma Aldrich에서 제공하는 PHYTOMOLS (phytochemical metabolite library of standards)을 사용해, 각 표준물질이 80% MeOH에서 최종 농도가 0.5 ppm이 되도록 식물 대사체 표준물질 혼합물을 제조했다.12) 이후 LC-MS 분석을 통해 각 표준물질의 precursor m/z, retention time(RT) 및 MS2 fragmentation 정보(MS/MS)를 확보했고, 이를 기반으로 시표에 포함된 대사체를 식별했다. m/z와 RT의 similarity score 가 900 이상이고, 동시에 MS/MS의 Rev. dot score 값이 750 이상인 경우에 한하여 해당 대사체를 식별했다. 대사체 정량으로 single point external standard method를 사용했다.13) 표준물질에서 얻은 peak area와 시료에서 관측되는 peak area를 비교해, 식물 대사체를 정량하였다(Fig. 1). 정량 값은 소수점 셋째 자리에서 반올림하였으며, 재현성을 확보하기 위해 3회 반복 측정에서 싱대표준편차가 30% 미만인 대사체만을 정량에 포함하였다. 데이터는 MS data independent analysis (DIAL)와 GraphPad Prism 9.5.1 소프트웨어로 처리 및 시각화되었다.

      
        
        

        Fig. 1. 
				
        

        
          The classification of the quantified metabolites, along with the details of the quantification process.
        
        

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      본 연구에 사용한 식물 대사체 분석법을 통해 국내에서 재배된 30종의 기능성 식물에서 17종의 생리 활성 대사체를 정량할 수 있었다(Fig. 1). 정량된 17종의 생리활성 대사체는 식물에서 흔히 발견되는 주요 대사체 계열(flavonoid, phenylpropanoids, terpenoid)에 해당되며, 항산화, 항염증, 항암, 항당뇨 등 다양한 생리활성 범주를 포함하고 있어,14-30) LC–MS 정량법의 범용성을 검증하기 위한 대상으로 선정되었다. 이들 17종 대사체의 정량분석 결과는 Table III에 제시하였다. 각 성분에서 함량이 가장 높은 식물은 *표시로 나타냈다. 두 추출 조건에서 얻은 정량 값이 다소 차이를 보이는 경우도 있었으나, 많은 경우, 70% EtoH로 추출한 정량값과 MeOH로 추출한 정량값이 서로 유사했다.

      
        Table III. 
				
        

        
          Quantitative values of bioactive compounds
        
        

      

      
        
          
            	Compounds
            	Plants
            	70% EtOH (mg/100 g FW)
            	MeOH (mg/100 g FW)
          

          
            	Mean±SD
            	Mean±SD
          

        
        
          	Aesculin
          	*Vaccinium corymbosum
          	6.43±0.39
          	6.15±0.19
        

        
          	Ligularia fischeri
          	1.99±0.17
          	1.93±0.12
        

        
          	Boehmeria nivea
          	1.27±0.02
          	0.68±0.04
        

        
          	Euonymus alatus
          	0.50±0.10
          	0.59±0.06
        

        
          	Parasenecio firmus
          	0.56±0.03
          	0.43±0.06
        

        
          	Angelica decursiva
          	0.40±0.02
          	0.34±0.01
        

        
          	Taraxacum mongolicum
          	0.24±0.03
          	0.19±0.02
        

        
          	Heracleum moellendorffii
          	0.17±0.03
          	0.14±0.01
        

        
          	Codonopsis lanceolata
          	0.14±0.01
          	0.15±0.02
        

        
          	Isodon japonicus
          	0.08±0.01
          	0.06±0.01
        

        
          	AICA-riboside
          	*Angelica decursiva
          	0.19±0.04
          	0.13±0.03
        

        
          	Asiatic acid
          	*Isodon japonicus
          	2.13±0.07
          	2.15±0.09
        

        
          	Boehmeria nivea
          	0.28±0.05
          	0.25±0.01
        

        
          	Calycosin 7-galactoside
          	*Angelica decursiva
          	14.89±1.98
          	13.68±1.36
        

        
          	Curcumin
          	*Angelica decursiva
          	59.07±0.96
          	42.56±1.61
        

        
          	Eriocitrin
          	*Angelica decursiva
          	32.18±0.80
          	36.88±0.80
        

        
          	Codonopsis lanceolata
          	0.36±0.05
          	0.32±0.13
        

        
          	Allium microdictyon
          	0.09±0.02
          	0.07±0.01
        

        
          	Ginkgolide A
          	*Angelica decursiva
          	2.00±0.17
          	1.40±0.14
        

        
          	Ginkgolide C
          	*Brassica oleracea
          	4.72±0.45
          	2.82±0.30
        

        
          	Brassica napus
          	0.68±0.12
          	0.54±0.11
        

        
          	Chrysanthemum coronaria
          	0.32±0.07
          	0.27±0.04
        

        
          	Glycerophosphocholine
          	*Brassica juncea
          	13.30±2.23
          	71.85±3.72
        

        
          	Brassica napus
          	15.60±2.73
          	63.69±5.33
        

        
          	Brassica oleracea
          	9.40±1.47
          	43.03±8.35
        

        
          	Ligularia fischeri
          	12.87±2.00
          	35.89±1.61
        

        
          	Brassica juncea
          	5.14±0.53
          	23.25±4.10
        

        
          	Lactuca sativa
          	2.36±0.15
          	6.70±1.02
        

        
          	Isodon japonicus
          	0.98±0.12
          	8.07±1.13
        

        
          	Cirsium setidens
          	1.65±0.17
          	5.99±0.76
        

        
          	Allium hookeri
          	0.80±0.05
          	4.07±0.82
        

        
          	Boehmeria nivea
          	2.43±0.36
          	2.20±0.24
        

        
          	Euonymus alatus
          	0.99±0.16
          	1.43±0.09
        

        
          	Youngia japonica
          	0.37±0.01
          	1.40±0.25
        

        
          	Pimpinella brachycarpa
          	0.31±0.03
          	1.03±0.04
        

        
          	Chrysanthemum coronaria
          	0.36±0.06
          	0.84±0.05
        

        
          	Apium graveolens
          	0.27±0.03
          	0.81±0.20
        

        
          	Sedum sarmentosum
          	0.26±0.03
          	0.67±0.06
        

        
          	Allium microdictyon
          	0.21±0.02
          	0.35±0.07
        

        
          	Hesperidine
          	*Angelica decursiva
          	2.68±0.24
          	10.39±0.66
        

        
          	Imperatorin
          	*Heracleum moellendorffii
          	118.74±16.56
          	104.33±12.17
        

        
          	Taraxacum mongolicum
          	0.40±0.03
          	0.52±0.04
        

        
          	Vaccinium corymbosum
          	0.38±0.04
          	0.37±0.01
        

        
          	Isoliquiritigenin
          	*Artemisia annua
          	1.13±0.03
          	1.24±0.09
        

        
          	Myricitrin
          	*Vaccinium corymbosum
          	285.91±28.87
          	258.19±13.17
        

        
          	Heracleum moellendorffii
          	149.20±9.15
          	96.72±10.09
        

        
          	Angelica decursiva
          	42.21±1.20
          	20.42±1.18
        

        
          	Allium microdictyon
          	3.86±0.30
          	3.85±0.04
        

        
          	Cirsium setidens
          	1.58±0.17
          	1.08±0.05
        

        
          	Youngia japonica
          	0.46±0.06
          	0.41±0.10
        

        
          	Phenylpropionyl-glycine
          	*Angelica decursiva
          	0.12±0.01
          	0.15±0.02
        

        
          	Phloretin
          	*Isodon japonicus
          	91.85±2.85
          	59.83±1.76
        

        
          	Sphingosine
          	*Beta vulgaris
          	0.56±0.03
          	0.59±0.10
        

        
          	Umbelliferone
          	*Angelica decursiva
          	1.54±0.08
          	1.64±0.04
        

        
          	Codonopsis lanceolata
          	0.22±0.02
          	0.23±0.04
        

        
          	Cirsium setidens
          	0.19±0.02
          	0.17±0.00
        

        
          	Allium microdictyon
          	0.17±0.01
          	0.16±0.02
        

      

      

      본 연구에서 정량된 17종의 대사체는 각 식물의 잠재적 기능성을 탐색하는 지표로 활용될 수 있다. 예를 들어, 블루베리(Vaccinium corymbosum)와 바디나물(Angelica decursiva)에서 검출된 aesculin과 ginkgolide A는 해당 식물에서 보고된 항염증 활성과의31,32) 관련 가능성을 시사한다. 방아풀(Isodon japonicus)과 케일(Brassica oleracea)에서 확인된 asiatic acid와 ginkgolide C 역시 해당 식물의 항암 활성을33,34) 지지하는 대사적 단서 중 하나로 해석될 수 있다. 또한, glycerophosphocholin, hesperidine, isoliquiritigenin 은 각각 갓(Brassica juncea), 바디나물, 개똥쑥에서 검출되어, 이들 식물의 뇌기능 개선,35) 순환계 개선,36) 항비만 활성과의37) 잠재적인 연관성을 보여주는 지표로 활용될 수 있다. 바디나물에서 확인된 지질 개선 활성이 있는 eriocirtrin, 항 비만 효능이 있는 phenylpropionylglycine, 항멜라닌 활성을 가진 umbelliferone는 해당 식물이 다양한 기능성과 연관될 가능성을 시사하는 대사적 단서가 될 수 있다. 또한 어수리에서 검출된, 순환계에 작용하는 imperatorin는 이 식물의 순환계 활성을 탐색하는 참고 지표로 해석될 수 있다. 식물의 생리활성은 다수의 대사체가 상호작용하여 발현되기 때문에, 식물의 기능성을 검증하기 위해서는 추가적인 실험적 검증이 필요하다.

      본 연구에서 적용한 single point external standard method는 검량선 작성이 불필요하므로 표준물질 사용량을 줄일 수 있으며, 표준물질이 고가이거나 확보가 어려운 경우, 특히 식물 등 천연물 분석에서 유용한 장점이 있다. 또한 분석 시간을 단축할 수 있어, 다수의 대사체를 신속하게 정량 분석하는데 적합하다. 그러나 검량선 기반의 정량분석에 비해 정확도가 제한될 수 있으며, matrix effect나 이온화 효율 차이에 따른 편차가 발생할 가능성이 있다. 따라서 향후 연구에서는 검량선을 포함한 정량법을 적용하여 보다 정확한 정량을 수행할 필요가 있다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에 사용된 30종의 기능성 식물들은 항산화, 항염증, 항암 등 다양한 생리 활성과 관련된 대사체를 함유하고 있으며, 본 연구에서는 이들 대사체를 정량하여 각 식물의 잠재적 기능성을 탐색하였다. 이러한 결과는 식물 기능성에 대한 과학적 근거를 마련하는 기초 자료로 활용될 수 있으며, 새로운 기능성의 가능성을 제시하는 데에도 기여할 수 있다.
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