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논문개요 

 

 

콜라겐은 포유류에 가장 큰 비율을 차지하는 단백질군이다. 따라서 시중에서 

대부분 판매되는 식용 콜라겐은 주로 포유류인 소나 돼지를 주 원료로 

사용하고 있다. 하지만 질병 전파 및 종교적 문제로 인해 최근에는 포유류 

콜라겐의 대체제인 해양 콜라겐에 관심이 쏠리고 있다. 해양 콜라겐 중에서도 

어류 콜라겐은 비교적 포유류 콜라겐과 생체 적합성이 높아 다른 해양 

생물들에 비해 가장 많이 활용되고 있다. 따라서 콜라겐의 품질관리와 제품 

인증을 위해 다양한 어종 콜라겐의 특성을 식별할 수 있는 분석 프로토콜이 

필요하다. ELISA와 FTIR은 콜라겐 단백질을 분석하는데 기존에 쓰이던 실험 

방식들이다. 그러나 콜라겐의 경우, 낮은 반응성, 결과의 불일치, 그리고 

위양성/위음성을 띄는 결과 값들에 의해 ELISA 와 FTIR의 분석방법은 다소 

신빙성이 떨어진다. 그러므로 본 논문에서는 SEC 분석을 사용해 콜라겐 

펩타이드의 분자량 크기를 확인하기고, 콜라겐 어종 분석을 위해 선택적 

bottom-up LC-MS analysis 방법을 개발했다. 그 결과 총 5종의 어류 

콜라겐에 해당하는 각각의 펩타이드 바이오 마커를 식별해냈다.  
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Ⅰ. 서론 

콜라겐은 피부, 뼈, 인대, 힘줄, 연골 등 신체 내 다양한 결합 조직에 존재하는 

가장 풍부한 단백질이다.1 또한 콜라겐은 상처 치유 과정의 중요한 구성 요소로, 

새로운 조직 성장을 위한 기질 역할을 하며 지혈, 염증, 증식 및 리모델링을 

포함한 상처 치유의 모든 단계에서 필수적으로 사용된다. 1 2 주로 콜라겐을 

구성하는 아미노산은 글리신(33%), 프롤린 및 하이드록시 프롤린(22%)으로 

3개의 α 사슬이 삼중 나선 형태를 띄고 있다. 각 알파 사슬의 분자량은 약 100 

kDa이며 평균적으로 1,014개의 아미노산으로 구성되어 있다. 3 그리고 왼쪽 

나선형 알파 사슬들이 3개가 모여 오른쪽 방향의 슈퍼 나선형태 구조(4차 

구조)를 갖게 된다. 이런 콜라겐 구조는 인접한 사슬 내의 글리신 아미노산들 

사이에서 수소 결합을 형성해 어떠한 조직보다 안정한 형태를 갖는다.4 하지만 

인체의 노화가 지속되면서 기질내 금속단백질 가수분해 효소의 합성량이 

증가하고, 그에 따라 콜라겐 분해 속도도 증가하게 된다. 그렇게 인체내에서 

분해되는 콜라겐을 보충하기 위해 식품에 함유된 콜라겐(평균 분자량 ~29 

kDa)이나 건강 보조식품으로 분류되는 식이콜라겐 보충제에 대한 관심이 

늘어나고 있다.  

현재 콜라겐 펩타이드 시장은 콜라겐의 인체내 효능에 대한 인식이 

높아짐으로써 지속적으로 성장하고 있다. 콜라겐 펩타이드 시장은 연평균 

성장률(CAGR)이 6.5%로 예측되며 2028년까지 16억 달러의 매출을 달성할 

것으로 예상된다. 콜라겐 펩타이드는 식음료의 건강 보조 식품뿐만 아니라 

화장품, 헬스케어 및 의약품의 생리 활성 성분으로 활용도가 많다. 5 기존 

콜라겐들은 동물성 유래 소재로써 소와 돼지(피부, 뼈, 인대, 힘줄, 연골)로부터 

가공되어 이용되었다. 그러나 전염될 수 있는 질병이나, 종교적, 그리고 문화적 
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신념의 문제로 인해 동물성 콜라겐의 적용과 사용이 제한되어 왔다. 6 반면 

어류는 동물성 콜라겐과 달리 낮은 비용과, 더 높은 수율로 화학적 및 생물학적 

특성이 포유류와 유사한 콜라겐을 얻을 수 있다. 따라서 포유류의 대체제인 

해양성 공급원을 사용해 콜라겐을 추출할 수 있는 방법들이 계속해서 개발되고 

있다. 이는 콜라겐을 추출할 수 있는 기본적인 원료수급의 제한과 기존의 포유류 

기원 콜라겐이 가지고 있는 단점들을 개선시킨 새로운 대체 자원으로 검토되고 

있다.2 

이렇게 다양한 활용가치가 있는 콜라겐을 최대한의 효율로 회수와 정제를 위해 

다양한 방법이 사용되어 왔다. 일반적인 콜라겐 추출 공정은 비콜라겐 성분을 

제거하는 추출 전 단계, 추출 공정 단계, 그리고 사전 농축과 정제 단계(초여과, 

침전, 용해화, 투석)등 여러 단계로 구성된다. 7 추출 전 단계에서는 주로 세척, 

동물 조직별 분리, 그리고 다음 전처리를 수월하게 진행하기 위해 동물의 

조직들을 작게 자르거나 다져서 크기를 줄이는 작업으로 진행된다. 8 이 작업 

이후, 추출의 효율을 높이고 비콜라겐성 물질을 제거하기 위해 가벼운 화학적 

전처리가 수행된다. 일반적으로 원료와 추출 방법에 따라 다양한 

전처리(알칼리성 또는 산성 처리)방법이 잇따른다. 9 산화 전처리에서는 조각된 

원료를 유기산을 이용해 변성시킨다. 10 다양한 유기산들 중 아세트산이 가장 

추출성이 높으며 제일 흔히 사용되는 유기산 용매이다. 11 고로, 아세트산을 

이용해 용매를 콜라겐 구조 내로 침투시켜 분자 간 및 분자 내 비공유 결합을 

유도 분리한다. 또한 추출 단계에 앞서 뼈, 연골, 비늘 등 미네랄 함량이 높은 

신체 부위에서 콜라겐 추출을 극대화 하기 위해 원료를 탈염 처리를 한다. 이 

단계에서 일반적으로 EDTA 또는 HCl 이 사용된다. 12 동물 조직내의 네이티브 

콜라겐은 피브릴 형태의 가교결합과 분자내 및 분자간의 강한 산화작용 때문에 

거의 어떠한 수용성 용매에도 용해되지 않는 구조적 안정성을 갖는다. 13 따라서 
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콜라겐 단백질의 가용성을 높이고 안정적인 분리를 달성하기 위해 기본적으로 

acid-soluble collagen(ASC)과 pepsin-soluble collagen(PSC)추출 

기술이 사용된다. 14 ASC 에서 사용되는 HCl 과 AcOH 는 콜라겐의 삼중나선을 

가수분해하고 단일 사슬을 용액에 용해시켜 큰 분자량의 단백질이 더 짧은 

펩타이드(0.3~8 kDa)로 해중합되는 과정을 거친다. 15 펩신을 이용한 PSC 는 

ASC 다음으로 가장 많이 사용되는 방식으로, 삼중 나선의 텔로펩타이드 

영역(케토이민 결합의 다수 존재)을 절단하여 용액 내 콜라겐 펩타이드의 침출을 

촉진하고 회수율을 높일 수 있다. 16 이렇게 얻은 콜라겐은 저분자량(low 

molecular weight, LMW)펩타이드로, 상대적으로 더 작은 분자량과 친수성이 

높은 화합물로 가수분해 될 수 있다. 17 이를 콜라겐 가수분해물이라고 한다. 

단백질 분해 효소를 이용한 가수분해 방식은 식품 산업에서 이미 상용화 되어 

있고, 효소는 고온에서의 반응이 필요 없으므로 단백질의 변성없이 가공이 

가능하다. 효소를 통해 가수분해된 펩타이드는 아미노산 서열 프로파일을 예측할 

수 있다는 장점 또한 존재한다. 이렇게 생산된 저분자량 펩타이드 콜라겐은 

혈류내 순환이 더 빨라져 생체 이용률을 더 높이는 것으로 추정되고 있어(체내 

흡수율이 최대 1.5 배 더 높음) 더 큰 펩타이드 및 모단백질의 콜라겐보다 

선호되는 제형이다. 18 

그러나 최근 식품 산업과 콜라겐 시장의 세계화로 인해 더 저렴하거나 불법 

원료인 성분이 콜라겐 생산에 사용될 수 있으며, 그 결과 잘못된 라벨링, 

허위공정 또는 소비자를 현혹하는 오류된 표기들이 사용될 수 있다. 19 특히, 

수산업계의 허위 라벨링은 전 세계적으로 문제가 되고 있으며, 상업용 수산물의 

평균 1/3은 허위 라벨링 또는 근거 없는 품종의 표기로 적발된 바 있다. 20 따라서 

식품의 규정 준수와 식품의 품질 및 안전을 보장하기 위해서는 콜라겐의 원료와 

품종을 식별하고 구별할 수 있는 분석법이 필수적이다. 
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현재 각기 다른 콜라겐의 어종들을 추적하는 방법에는 여러 가지 분석방법들이 

존재한다. 그 중에서도, 항원-항체 결합 특이성을 이용한 enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA)와 같은 면역학적 분석방법이 특정 단백질을 

식별할 때 가장 일반적으로 사용된다. 21 하지만 ELISA는 각 종의 상동성이 높은 

단백질에 대해서는 종별 식별이 어렵다. 22 Fourier transform infrared 

(FTIR)은 콜라겐의 존재와 화학 성분을 평가하고 인식하는 데 사용되는 

도구이며, 콜라겐의 유형을 식별하는 데에도 사용된다. 또한 다양한 접근법으로 

추출한 콜라겐 성분을 비교하거나 각각의 분리방법이 콜라겐 성분에 미치는 

영향을 조사하는 데 적용되었다. 23 하지만 FTIR 또한 콜라겐 내에 다른 어종의 

콜라겐이나 기타 원료가 포함된 혼합물 콜라겐들을 분별하기에는 어려움이 

존재했다. 

그래서 본 연구는 분석기기 중 극미량의 시료로 고감도의 검출이 가능하며 

동시에 각각의 미세한 질량 차이를 통해 아미노산 서열들을 특징지어 분리할 수 

있는 liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS/MS)를 사용했다. 

본 연구에서 사용된 LC-MS/MS는 시료가 역상분배(RP)- LC의 물리적 

이동상을 통해 분리되어 ion source 부분에서 이온화 된 후 mass analyzer 

(Q-TOF)에서 질량에 따라 이온 조각이 분리된다. 그리고 검출기에 의해 이온 

시그널들이 detection되면서 질량 스펙트럼을 얻게 된다. 24  

분석 기기 외에도 분석된 정보들을 해석하는 도구, 특히 펩타이드 식별 

알고리즘을 사용하는 processing software도 매우 중요하다. 펩타이드를 

식별한다는 것은 펩타이드 내에 존재라는 아미노산 서열을 결정하는 과정이고, 

이렇게 알아낸 펩타이드 서열을 통해 단백질의 종류를 유추할 수 있다. 질량 분석 

데이터를 사용하여 펩타이드를 식별하는 방법에는 데이터베이스 검색, 스펙트럼 
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라이브러리 검색, 그리고 de novo 접근법 등 여러 가지의 검색도구가 존재한다. 

25 이 중 가장 일반적이고 가장 잘 알려진 펩타이드 식별 알고리즘은 

데이터베이스 검색방법이다. 데이터베이스는 게놈 시퀀싱에서 파생된 단백질 

서열의 모음으로, 일반적으로 기존에 연구되었던 유기체에서 인코딩된 모든 

단백질들을 포함한다. 그리고 데이터베이스 검색은 간단한 규칙을 사용하여 

데이터베이스 펩타이드 서열에서 이론적 모델 스펙트럼을 생성하고, 이러한 

단순화된 모델 스펙트럼을 직접 분석한 스펙트럼과 비교하여 대조율을 매기게 

된다.26 그래서 데이터베이스 검색은 다른 방법들보다 더 정확하며 가장 빈번히 

사용되고 있다. 또 다른 방법인 스펙트럼 라이브러리 검색은 관찰된 스펙트럼을 

단백질 서열정보가 아닌 기준 물질들의 실제 스펙트럼 라이브러리를 통해 

비교된다. 스펙트럼 라이브러리 검색 방법은 데이터베이스 검색보다 프로세싱 

과정이 더 빠르고 민감하다. 하지만 스펙트럼 라이브러리는 일반적으로 인간과 

생쥐를 포함한 소수의 모델에만 사용할 수 있다.27 데이터베이스나 스펙트럼 

라이브러리 검색방법을 사용할 수 없는 경우, 데이터베이스나 라이브러리가 필요 

없는 de novo 펩타이드 식별 검색을 이용할 수 있다. De novo 알고리즘은 다른 

검색도구들과 달리 단편 이온 피크 사이의 간격(즉, 질량 차이)을 계산해서 직접 

펩타이드 서열을 결정하고, 다양한 아미노산 조합 중에서 가장 최상의 서열을 

선택하여 결과값을 도출해준다. 28 본 논문에서는 데이터베이스 검색과 de novo 

searching 접근법을 모두 적용하여 정밀 질량 분석에 새로운 콜라겐 펩타이드 

식별 방법을 개발했다.  

따라서 LC-MS/MS를 이용한 분석은 단백질 분자의 질량을 정확하게 

측정하여 단백질의 식별, 변형 및 상호 작용을 연구하는 데 필수적이다. 29 그래서 

본 연구는 질량 스펙트럼과 이론적 질량 데이터, 그리고 de novo sequencing을 

이용하여 이미 database에 존재하는 기 확보된 펩타이드 서열들의 정보와 
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그렇지 못한 서열들을 가지고 특징적인 펩타이드를 검출하여 저분자 어류 

콜라겐의 표적 서열들을 식별했다.  
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Ⅱ. 실험 재료 및 방법 

1. Chemical and Reagents: 

실험에 사용된 저분자 콜라겐 시료들은 출처가 확인된 시중에 판매되고 있는 

콜라겐 총 21개를 선별하여 실험하였다. 21개의 콜라겐 샘플들은 

명태(pollock)에서 유래된 시료 4개 (no.116, 156, 173, 180), 대구(cod)에서 

유래된 시료 3개 (no.16, 28, 153), 틸라피아(Tilapia)에서 유래된 시료 3개 

(no.23, 157, 176), 메기(Catfish)에서 유래된 시료 3개 (no.11, 135, 174), 

틸라피아와 잉어(carp)에서 유래된 시료 5개 (no. 3, 7, 146, 150, 168), 

틸라피아와 메기에서 유래된 시료 1개 (no.171), 그리고 연어에서 유래된 시료 

2개(no.21, 182) 로 구성이 되어있다. (Table 1.) 

이 실험을 위해 사용된 water, LC/MS grade (Cat.no. W6-212)와 

acetonitrile, LC/MS grade (Cat.no. A955-1) 용액은 Fisher 

Chemical사에서 구매하여 사용됐으며, Formic Acid, LC-MS Grade (Cat.no. 

28905)는 Thermo Scientific™사의 제품을 이용하였다. 샘플 전처리를 위한 

1M Tris(hydroxymethyl) aminomethane buffer (Cat.no.IBS-BT019)는 

인트론바이오에서 구매했으며, DL-Dithiothreitol (Cat.no.D9779)과 

Iodoacetamide(Cat.no.I1149)는 Sigma Aldrich사의 것을 사용했다. 

Denaturation 용액을 제조하기 위한 Urea (Cat.no. GE3329)는 Glentham 

Life Science 제품을 사용했다. RapiZyme Trypsin (Cat.no. 186010106)는 

Waters사에서 구매했으며 단백질 정제에 사용된 Sep-Pak C18 1 cc Vac 

Cartridge, 50 mg Sorbent (Cat.no.WAT054960)또한 Waters사의것을 

사용했다. 
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Table 1. Collagen Sample List 



ￚ 9 ￚ 

 

2. HPLC & LC-MS Equipment: 

시중에서 판매되고 있는 저분자 어류 콜라겐 펩타이드의 전체적인 분자량의 

측정은 용매 탈기 장치, 바이너리 펌프, 컬럼 히터 및 자동 샘플러가 장착된 

SEC-HPLC (Waters Alliance e2695 Separation Module)를 통해 

분석하였다. 검출기는 190~800 nm 영역대에서 모든 파장을 볼 수 있는Waters 

2998 PDA Detector를 사용하였다. 평균 분자량을 얻기 위해서는 Empower 

GPC software를 사용했다.  

LC-MS 장비는 ACQUITY UPLC I-Class 시스템에 연결되어 전기분무 

이온화(ESI) 인터페이스를 이용하는Waters Xevo G2-XS QTOF(MA, USA) 

질량 분석기기를 사용했다. 검출은 ACQUITY UPLC TUV Thermally 

Enhanced (Cat.no. 186015031) 검출기를 통해 UPLC분석을 수행했다. 

데이터 수집 및 처리는 Empower 3.6.1. 와 MassLynx V4.2 SCN 

1018소프트웨어가, 펩타이드 매핑 후 데이터 번역을 통한 동정과정은 PEAKS 

studio X 소프트웨어가 사용되었다. 

3.  Preparation of QC and calibration standards 

HPLC 표준의 경우 트라스투주맙과 gel filtration standard (Bio Rad, 

Cat.no.1511901)을 사용하여 LC 분석의 품질을 확인하였다. 150 mg의 

트라스투주맙은 75 ml 1X PBS버퍼에 녹여 2 mg/ml의 스톡 솔루션을 만들어 

필요한만큼 분주하여 표준물질로 사용되었고, gel filtration standard는 1.8 

ml의 MS water로 녹여 10 mg/ml의 stock solution을 만든 후 필요한 만큼 

분주하여 사용하였다. 
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ESI-QTOF-MS는 질량 축의 보정을 위해 sodium iodide(NaI)를 

이용하였고 leucine enkephalin으로 실시간 보정을 진행했다. Leucine 

enkephalin (Cat.no. 186006013)은 Waters사에서 제공된 standard로 

사용하였고, sodium iodide는 10 mg sodium hydroxide(NaOH)알갱이(≥99%, 

Sigma-Aldrich)를 50 mL물에 용해시켜 5mM NaOH 스톡용액을 만들어 

주었다. 그 다음, 100 ml 부피 플라스크에 10 mL의 5 mM NaOH용액을 옮겨준 

후 90 ml의 이소프로필알코올(IPA)로 희석하여 NaOH standard 용액을 

만들었다. 

4. Sample Preparation 

1) Tryptic digestion sample 

① 단백질 추출 및 펩타이드화 

Pre-made buffer 1M Tris-HCl(pH 8)을 50 mM로 희석해주어 이 실험의 

모든 용질을 녹여주는 solvent스톡을 준비해 준다. 그리고 solvent stock 50 

mM Tris-HCl에 8M 요소/5 mM DL-Dithiothreitol(DTT)를 용해하여 변성 

버퍼를 준비한다. 50 𝑢𝑔의 표적 단백질양을 기준으로 용액의 농도가 1 mg/ml가 

되도록 50 𝑢𝑙의 변성 버퍼에 녹여준 다음 37°C에서 1시간 동안 배양한다. 

알킬화 용액은 Iodoacetamide(IAA)를 MS grade water에 녹여 30 mM 

농도로 만들어 준다. 50 𝑢𝑙의 단백질 sample 용액에 IAA의 최종 농도가15 

mM로 희석되도록 IAA 용액을 50 𝑢𝑙 첨가하여 25℃ 암실에서 45분 간 배양한다. 

단백질 sample 용액 내에 존재하는 요소의 농도를 2M으로 낮추기 위해, 100 𝑢𝑙 

의 50 mM Tris-HCl(pH 8)을 4M의 요소가 존재하는 100 𝑢𝑙단백질 sample 

용액과 섞어준다. 100 𝑢𝑔 라피자임 트립신 1바이알을 MS grade water 200 
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𝑢𝑙 에 재혼합하여 0.5mg/mL 용액을 만든다. 이렇게 용매화된 트립신은 -

20 ℃에서 1달동안 보관할 수 있다. 준비한 단백질 샘플에 20 𝑢𝑙의 트립신을 

넣어 주어 1:5의 효소: 단백질 비율로 37 ℃에서 1시간 동안 분해 반응을 진행해 

준다. 

② 정제 과정 (SPE) 

OASIS HLB 1cc Vac Cartridge(30 mg)를 15 mL falcon tube에 올려 

준비한다. 필터 카트리지의 활성화를 위해 1 mL의 100% ACN을 컬럼에 넣고 

주사기의 압력을 이용해 resin이 마르지 않게 천천히 용액을 통과시켜 준다. 

ACN이 통과된 카트리지를 시료와 유사한 화학 환경으로 교체하기 위해 1 mL 

의solvent A (5% ACN+95% MS grade water)를 위와 같이 주사기를 이용해 

컬럼이 마르지 않게 3번 통과시켜준다. 평형화가 이루어진 컬럼에 펩타이드화된 

단백질 샘플을 로딩한 후 방금 단백질 샘플이 담겨있던 마이크로 튜브에 

카트리지를 옮겨 sample을 통과시켜 준다. 마이크로 튜브에 담긴 샘플을 다시 

한번 카트리지에 로딩 시켜주어 다시한번 필터링을 진행해 준다. 이 다음, 

단백질과 결합된 카트리지의 세정을 위해 1 mL의 solvent A를 3번 반복하여 

통과시킨다. 카트리지를 새로운 마이크로 튜브에 얹혀 놓고 70%의 ACN을 

컬럼에 넣어 마지막에 기포가 생길 때까지 주사기의 압력으로 모든 용매를 

추출한다. 이렇게 분석 물질과 흡착제 사이의 결합을 끊어 정제된 단백질만을 

용출한 시료는 진공농축기를 이용해 25℃에서 70% ACN을 모두 증발시킨다. 

용매가 모두 증발된 샘플은 분석할 때까지 -80°C에서 보관했다. 

2) Undigested sample 

준비된 가루 콜라겐을 각각 저울을 이용해 2.0 mg을 측정하여 분주한다. 분주 
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된 콜라겐들을 MS grade water로 녹여 샘플의 농도가 2.0 mg/ml 가 되도록 

맞추어 준다. Vortexing을 통해 가루들을 충분히 녹여준 다음 centrifuge로 

모든 sample을 다운 시켜준다. 이렇게 준비된 sample은 Advantec사 cellulose 

acetate membrane filter(Cat.no. 13CP020AS)를 사용하여 육안으로 보이는 

이물질을 걸러내고 단백질 펩타이드들을 정제한다. 정제된 sample들은 분석을 

위해 insert vial이 내재된 glass vial에 100 𝑢𝑙 이상 각각 분주했다. 

5. . HPLC Experiment 

Size exclusion chromatography (SEC)를 통해 상대적 분자량을 측정하기 

위해 size marker standard를 이용해 각 elution time에 해당하는 질량 값의 

기준점을 만들어 주었다. Isocratic 이동상은 1X PBS (pH.7.4, HanLAB)를 

사용하였고 seal wash와 needle wash는 10% ACN과 50% ACN을 사용했다. 

컬럼은 TSKgel G3000SWXL 7.8 mm I.D x 30 cm, 5 um를 이용했으며 

컬럼온도는 25℃로 유지해주었다. 각 샘플을 전체 런타임은 20분이며 total 

injection vol.은 각 sample의 단백질 양이 10 𝑢𝑔이 들어가도록 설정하였다. 

PDA검출기의 파장은 단백질의 흡광도를 확인할 수 있는220 nm와 280 nm로 

특정하여 콜라겐들을 분석하였다. 

6. LC-MS/MS Experiment 

LC-MS/MS는 대기압 양이온 이온화 분석기 모드에서 “sensitive” mode 

데이터 수집을 선택하여 분석을 행하였다. 정확한 전구체의 질량과 전구체에서 

유래된 단편 이온 데이터를 수집하기 위해 m/z 300-2000 질량 범위가 

선택되었다. 샘플링 콘 전압, 소스 온도 그리고 용해 온도는 각각 25V, 150°C 및 

450°C로 설정해주었다. 용해 가스는 질소가 사용되었고 콘 가스 유속은 50 
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L/h이었다. 충돌 가스로는 아르곤이 사용되었으며, 고에너지 이온화를 위해 충돌 

에너지는 LM CE와 HM CE Ramp Start는 6-65, LM CE 와 HM CE Ramp 

End는 9-85사이의 전압을 이용하였다. 분석은 전체 스캔 모드에서 

수행되었으며 MS스캔 시간은 0.2초, MS/MS 스캔 시간은0.1초로 고정하였다. 

최적화된 MS 조건의 질량 정확도와 재현성을 보장하기 위해 200 pg/ml leucine 

enkephalin(양이온 mode: m/z 556.2771)을 10 𝑢𝑙 /min의 유속으로 lock 

spray를 사용하였다. LC gradient 분석조건은 Table 2. 와 같다. 
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Table 2. LC-MS/MS gradient conditions 

 

 

 

 

 

 

 

Time (min) 
Flow rate 

(mL/min) 
% of A % of B Curve 

0 0.20 100 0 6 

2 0.20 100 0 6 

92 0.20 55 45 6 

94 0.20 55 45 6 

95 0.20 10 90 6 

97 0.20 10 90 6 

98 0.20 100 0 6 

120 0.20 100 0 6 
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7.  Database Search 

데이터베이스는 UniProt 데이터베이스에서 각 어류의 콜라겐 항목을 선택하여 

생성되었다. 데이터 검색은 PEAKS Studio X 를 사용했으며 효소 조건은 모든 

염기서열 잔기에 분해가 일어날 수 있다 가정하여 ‘all amino acid’로 설정하였다. 

펩타이드 필터로는 다음 PEAKS search 기준이 사용되었다. 데이터 

리파인먼트는 min charge state 1 과 max charge state 3 로, error 

tolerance 는 전구체 20 ppm 과 fragment ion 0.5 Da 으로 설정했다. 

Digestion mode 는 unspecific 그리고 maximum missed cleavage per 

peptide 는 10 으로 세팅하였다. 콜라겐 post-translation modification 

(PTM)에 가장 많이 일어나는 두 가지 아미노산은 프롤린과 라이신이다. 

(Figure 1.) 그러므로, variable modification (max PTM per peptide: 3)은 

프롤린과 라이신 잔기에 hydroxylation (15.99 Da), hydroxyallysine (14.96 

Da)과 allysine (-1.03)이 포함되었다.  
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Figure 1. Collagen’s most common PTMs 30 
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Ⅲ. 결과 및 고찰 

1. SEC-HPLC 분석 

SEC-HPLC로 측정한 21가지 콜라겐 샘플(1-21)의 평균 분자량 분포도는 

Figure 2. 나와 있다. Figure 2.에 제시된 분자량 분포는 모두 동일한 농도의 

조건에서 측정한 것이다. 샘플이 컬럼에서 머무르는 시간이 길어질수록 분자량이 

감소하며, 머무르는 시간은 약 10분에서 20분 사이에 존재했다. 특정 머무름 

시간에 신호 강도가 클수록 그 특정 머무름 시간대에 해당되는 단백질 분자량의 

함량이 더 많음을 나타낸다. 본 결과 값은 SEC로 220 nm 파장에서 찍은 콜라겐 

RT 값들을 나타내었다. 거의 모든 콜라겐 단백질들이 6-13 min 사이에서 모두 

용출되었으며 2-3개의 peak로 분리되어 용리되었다.  
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Figure 2. SEC molecular distribution of each collagen (220nm) 
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2. LC-MS/MS 특이서열 분석  

1) 전처리 방법 연구 

시료 준비 중에 생기는 많은 번역 후 변형 (post-translational modification, 

PTM)은 온도, 배양 시간, 효소의 종류 등 다양한 변수들의 반응에 따라 

달라진다. 따라서 본 연구에서는 In-sol 효소분해 반응의 온도차와 분해되는 

단백질 총량의 변화를 통해 적절한 전처리 방법을 평가했다. 효소가 단백질의 

모든 영역에 접근하여 완전한 소화가 이루어지기 위해서는 먼저 단백질이 충분히 

변성되어 펼쳐지고, 환원되는 것이 중요하다. 따라서, 이런 변성반응의 가속화를 

위해 보통은 특정온도에서 변성반응을 수행한다. 본 실험은 In-sol 효소분해 

반응에 쓰이는 Urea+DTT 변성 시약의 최적 온도를 찾기 위해 가장 많이 

사용되는 프로토콜들을 기반으로 1시간동안 25℃와 37℃ 온도에서 변성반응을 

비교했다. 모든 분해반응은 같은 100 𝑢𝑔의 trastuzumab을 사용하였고 트립신의 

총량은 5ug으로 고정해 16시간 가수분해했다. 각 25℃와 37℃에서 반응시켜 

분석한 trastuzumab의 peptide mapping spectrum은 Figure 3. 과 같다. 

25℃에서 변성반응을 거친 단백질은 대부분 분해가 되지 않아 TIC 

spectrum에서 분해된 peak들이 관찰되지 않았다. 25-30 머무름 시간(RT) 

사이에 존재하는 peak들은 분해되지 않은 trastuzumab의 intact form으로 

관찰되었다. 반면, 37℃ 항온기에서 변성반응을 진행한 trastuzumab은 다양한 

펩타이드 형태로 분해가 되어 6-33 RT 사에서 다수의 peak들이 관찰되었다. 

이 data를 기반으로 UNIFI 소프트웨어 내에 존재하는 trastuzumab 서열 

library와 비교하여 매칭률을 확인해 보았다. (Figure 4.) 25℃의 샘플은 경쇄 

78%와 중쇄 70% 커버러지로 총 73%의 항체서열 커버리지를 보였다. 다음 37℃ 

샘플은 경쇄 100% 커버리지 그리고 중쇄 90% 커버리지를 보였으며 총 
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평균적으로 93%의 준수한 매칭률을 보여 주었다. 이를 통해 37℃에서의 변성 

화원반응이 단백질의 분해에 더 적합한 온도였음을 확인할 수 있었다.  

다음은 LC-MS/MS 분석을 위해 필요한 digestion 단백질 양의 최소값을 찾기 

위해 10 𝑢𝑔, 25 𝑢𝑔, 50 𝑢𝑔, 그리고 100 𝑢𝑔의 trastuzumab을 가지고 트립신 

효소반응을 진행하였다. Denaturation과 reduction반응은 37℃에서 진행하였고, 

단백질과 트립신의 비율은 1:20으로 넣어 16시간 반응시켜 주었다. 마지막 

질량분석기에 들어가는 펩타이드의 총량은 모두 5 𝑢𝑔으로 고정했다. Figure 

5.는 각각 가수분해된 trastuzumab의 coverage를 나타내었다. 예상대로 

단백질의 양이 많아질수록 실험 도중 단백질 펩타이드의 손실이 줄어들어 서열 

검출량이 커졌다. 결론적으로, 90%이상의 coverage를 갖는 단백질 분해 실험을 

재현하기 위해선 단백질이 100 𝑢𝑔 이상 필요하다.  

가수분해된 콜라겐은 분자량 분포가 넓은 펩타이드로 구성되어 있다. 그리고 

이런 펩타이드를 가지고 트립신 분해효소 반응을 진행하면 분자량이 더 작은 

펩타이드로 분해된다. 이렇게 가수분해를 거친 콜라겐 혼합물과 추가로 

효소반응을 거치지 않은 두가지 시료를 가지고 펩타이드 맵핑 분석을 했다. 

Figure 6.에 나와 있는 차트들은 비교분석에 이용된 콜라겐들의 de novo 

processing 데이터를 local confidence% 수치대로 나열한 결과값들이다. 

PEAKS 프로그램은 de novo서열의 각 아미노산에 대한 신뢰도 점수를 

할당하는데, 점수의 범위는 0%에서 99%까지 표시된다. 그리고 de novo 전체 

펩타이드 서열은 ALC(Average of Local Confidence) 점수로 평가된다. 

ALC는 서열에 포함된 모든 아미노산의 local confidence 점수의 평균값이다. 

따라서, 전체적으로 tryptic digested 콜라겐 #16과 #135은 digestion을 하지 

않은 콜라겐보다 식별된 아미노산의 개수도 적었지만 90%이상이 되는 local 
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confidence의 비율도 낮았다. Table 3. 는 de novo 분석된 펩타이드 서열 

개수를 정리해 놓았다. 예상과 달리 추가적인 가수분해를 거친 저분자 

콜라겐들은 전처리를 거치지 않은 콜라겐들보다 분석효율이 현저히 저해됐다. 

이미 저분자의 형태를 띄고 있던 어류 콜라겐들이 다시 한번 가수분해가 되면서 

훨씬 더 작은 크기의 분자량을 갖게 되었고, 트립신 처리를 한 후 SPE 정제를 

거쳤을 때 펩타이들과 고정상 레진과의 결합력이 저해되면서 더 많은 손실이 

생겼을 것으로 예상된다. 고로, 본 연구에서 저분자 콜라겐의 분석은 부가적인 

전처리를 거치지 않고 cellulose acetate(CA) syringe filter를 통해 간단한 

정제과정을 거친 후 바로 분석되었다.  
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Figure 3. Pep-map of trastuzumab peptide with 25℃(a) and 37℃(b) 

denaturation temperature.  
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Figure 4. Total sequence coverage of trastuzumab with 25℃(a) and 

37℃(b) denaturation temperature. 
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Figure 5. Total sequence coverage of trastuzumab with 10 𝑢𝑔(a), 25 

𝑢𝑔(b), 50 𝑢𝑔(c), and 100 𝑢𝑔(d) digested proteins. 
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Figure 6. Table of residue local confidence% for tryptic digested #16 

(a), #135(b) collagen and un-digested #16(c), #135(d) collagen. 

 

Table 3. Total number of de novo peptide identified for #16 and #135 

collagen with different pretreatment.  

 

 

 

Collagen 
# 

Pretreatment  # of De novo 
peptide 

16 
Trypsin 97 

- 3317 

135 
Trypsin 125 

- 2523 
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2) 컬럼 선택  

펩타이드 분리를 위한 C18 고정상은 peak capacity(Pc)을 개선하고 강력한 

이온 페어링 에이전트에 대한 의존도를 낮춰 ESI-MS 와 더 잘 호환되는 것이 

이상적이다. Pc 는 머무름 시간(RT) 내에서 분석물질들이 분리될 수 있는 

피크의 최대 개수를 의미한다. 31 그래서 본 실험은 저분자 콜라겐 분석에 

최적화된 컬럼을 찾기 위해 펩타이드 분리를 위한 charged-surface 

hybrid(CSH) C18 컬럼과 ethylene-bridged hybrid(BEH) C18 컬럼의 

성능을 비교해 보았다. BEH C18 은 알킬 엔드 캡핑의 실리카 하이브리드 

고정상으로 만들어져 있다. CSH C18 은 BEH C18 과 동일한 실리카 입자를 

기반으로 만들어졌지만, 작은 전하량의 염기 작용기가 표면에 결합되어 있다. 

32,33 CSH 에 존재하는 표면 전하는 대략 5 pKa 로 보고된다. 따라서, CSH 

입자는 이동상의 조성과 유형에 따라 산성 pH(<5)에서 양전하의 형태를 띈다. 

그러므로 CSH C18 은 BEH C18 보다 향상된 로딩성능과 더 큰 Pc 를 보이는 

것으로 알려져 있다. 추가적으로 CSH 는 FA 이온 페어링에 대한 의존도가 

현저히 낮아 고감도가 요구되는 MS 애플리케이션에 이상적인 컬럼으로 

보고되었다. 본 실험에선 각 컬럼의 peak capacity 를 극대화하기 위해 0.2% 

FA 를 포함한 이동상을 이용하였고, 2 시간의 gradient 로 #11, #23, #180 

콜라겐을 비교 분석했다. 추가적으로, 펩타이드의 회수율과 피크 모양을 

개선하기 위해 60°C 로 컬럼온도를 설정해주었다. Figure 7.와 Figure 8.를 통해 

CSH C18 이 BEH C18 보다 우수한 피크 모양을 생성한 것을 확인할 수 있었다. 

이는 CSH 의 peak 들이 용출되는 시간이 더 앞당겨져 peak 의 폭이 좁아졌으며, 

더 대칭적인 모양의 peak 이 형성됐다. 그리고 Figure 8 과 같이 같은 질량의 

펩타이드 peak 들을 비교해 보았을 때 각 peak 의 분리도도 CSH 가 더 

우수하다는 것을 관측할 수 있었다. 마지막으로 Table 4.에 보이는 총 
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프로파일링 펩타이드 서열은 PEAKS software 를 통해 database searching 과 

De novo searching 을 거친 결과값들이다. 이 모든 데이터 합쳤을 때 식별된 총 

펩타이드 서열의 수는 BEH C18 분석물들이 더 많았으나, 데이터 품질의 척도인 

de novo ALC% 값을 기준으로 상위 20%의 데이터들만 수집한 결과 CSH 

C18 로 분석한 샘플서열의 개수가 더 많았다. #11 은 126 개, #23 은 26 개, 

그리고 #180 은 73 개의 서열 개수 차이로 CSH C18 컬럼의 분석효율이 더 

뛰어나다는 것을 증명할 수 있었다.  
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Figure 7. TIC comparison between CSH and BEH of #11(a), #23(b), and 

#180(c) collagen.   
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Figure 8. Corresponding RT peaks from each collagen peptide. Each line 

represent change in the elution time of each peptide. (#11(a), #23(b), 

#180(c)) 
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Tabel 4. Number of total peptide ID from BEH and CSH column analysis. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Collagen # Type of 
column 

Total # of peptide ID Total # of credible peptide ID Total Denovo search          
(ALC % ≥ 50) 

Credible Denovo 
search                    

(ALC % ≥ 80) 

Total PEAKS 
search 

11 
BEH 2344 232 2203 91 141 

CSH 2290 358 2227 295 63 

23 
BEH 3107 239 3000 132 107 

CSH 2432 265 2380 213 52 

180 
BEH 2377 288 2169 80 208 

CSH 2315 361 2153 199 162 
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3) 이동상 선택  

최근 실리카겔 고정상과 함께 쓰이는 formic acid(pKa = 3.75)와 같은 약한 

산화제는 ESI를 크게 억제하지 않으면서 효율적인 분리를 제공하기 때문에 

펩타이드 분석을 위한 이동상 산성제의 대안으로 부상하고 있다. 34 Jadeja et al. 

35에 따르면 최근 2022, 1~3월 사이에 작성된 논문들 중 99%의 논문이 이동상 

산성제로 formic acid(FA)를 사용했으며, 이 중 91%는 0.1%의 FA를 최적의 

농도로 간주했다. 이는 포름산이 낮은 농도에서도 펩티드와 강한 이온 쌍을 

형성하는 능력이 있어 더 효율적인 이온화를 유도한다. 그리고 이런 이온화의 

효율이 중요한 이유는 단일 전하를 띄는 전구체는 대부분 MS/MS 분석 과정에서 

식별이 되지 않기 때문이다. 36 만약 단일이온 전구체가 단편화가 된다면 

fragment들의 다수는 전하가 없는 상태의 펩타이드로 조각화 되어, 이들은 2차 

전자 복사 효과로 시그널이 증폭되는 electron multiplier detector에 검출되지 

않게 된다. 그러므로, 전하 상태가 높은 전구체는 더 큰 단편화 효율을 

나타낸다고 볼 수 있다. ESI에서 트립틱 펩타이드는 일반적으로 두 개 이상의 

전하를 지니고 있어서, fragmentation이된 펩타이드 파편들은 최소 하나 이상의 

양성자를 전달받을 수 있게 된다. 트립신은 라이신과 아르기닌 잔기의 C-말단 

쪽에서 펩타이드 결합을 절단한다. 즉, 거의 모든 트립틱 펩타이드들의 단편은 

C-말단에 아르기닌(R) 또는 라이신(K)이 존재하므로 염기성 특징을 지닌 

아르기닌과 라이신의 곁사슬이 다중 전하 이온화의 표적이 된다. 37 하지만 

저분자 콜라겐 가수분해물은 트립신으로 분해된 펩타이드의 (700-1500 Da) 

크기보다 훨씬 더 작은 크기의 펩타이드로 존재할 수 있다. 38 또한, 시중에 

판매되고 있는 가수분해된 다수의 저분자 콜라겐 펩타이드들은 다양한 방법을 

통해 가수분해를 진행하므로 이들의 서열내에 이온화가 진행될 수 있는 염기성 

아미노산의 존재를 알 수 없다. 그러므로, 본 실험에서 식별된 대부분의 콜라겐 
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서열들은 단일전하를 띄고 있는 전구체 이온으로부터 유래되었다. 따라서 이런 

단일이온의 전하량을 향상시키기 위해 본 실험은 0.1% FA의 기본 용매조건과 

0.2% FA의 산성조건에서 비교 분석을 진행했다. 콜라겐 분석은 추가적인 

전처리를 거치지 않은 상태로 CSH C18컬럼을 사용해 분석했다. 결과적으로, 

Figure 9.을 통해 0.2% FA를 이용한 분석물의 전체적인 스펙트럼의 

intensity가 더 우수하다는 것을 확인 할 수 있었다. #180 콜라겐은 0.1%FA 

조건에서 3.13 × 107, 0.2%FA 조건에서 5.15 × 107으로 약 1.65배의 intensity 

차이를 보였고, #182 콜라겐도 0.1%FA 조건에서 3.11 × 107 , 0.2%FA 

조건에서 5.23 × 107 intensity로 약 1.68배 가량 검출 강도가 상승했다. 이 외에, 

0.1% FA 이동상에서 단일전하를 띄고 있었던 펩타이드 전구체들이 0.2% FA 

이동상 조건에서 1+가 하나 더 붙은 2가 전하의 peak들로 관찰되었다. (Figure 

10.) #180 콜라겐에서는 618.3066 m/z 값을 가지고 있던 단일전하 전구체가 

0.2% FA 조건에서는 2가 전하의 309.6622 m/z peak으로 분리되어 

관찰되었다. 그리고 #182 콜라겐은 879.4804 m/z의 단일전하 전구체가 

440.2461 m/z로 분석되었다. 결과적으로, 이온화의 효율을 올려주는 0.2% FA 

산화제를 이용하여 단일이온 콜라겐 전구제들의 형성을 저해하였다.  
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Figure 9. Pep-map TIC obtained from different mobile phase (0.1%FA, 

0.2%FA included water and ACN) of #180(a)and #182(b) collagen.  

 

 



ￚ 35 ￚ 

 

 

 

Figure 10. Pep-map MS spectrum obtained from different mobile phase 

(0.1%FA, 0.2%FA included water and ACN) of #180(a)and #182(b) 

collagen. 
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4) 어종의 특이서열 

펩타이드 바이오마커는 한 종에 고유한 펩타이드 서열을 의미하며 다른 종과 

구체적으로 구별할 수 있는 서열이어야 한다. 39 펩타이드 마커의 선별은 크게 

네 가지 단계로 나눠진다. 먼저, 고분해능 LC/MS를 사용하여 상위 15개 

스펙트럼의 DDA 스캔을 수행했다. 이렇게 얻은 1단계 질량 분석 데이터를 

PEAKS Studio로 가져왔다. 그리고 수집된 데이터에 대해 단백질 식별은 

UniProt 데이터베이스와 de novo 시퀀싱을 사용하여 특성 분석을 진행했다. 

이렇게 얻은 다양한 펩타이드들 중 5가지의 어종들 사이에서 서로 겹치는 

비특이적인 펩타이드들은 제거하였다. MS/MS를 통해 분석된 수많은 결과값들 

중 Database searching을 통해 완벽하게 식별된 펩타이드 서열들과 de novo 

sequencing을 통해 얻어낸 average local confidence score (ALC%)가 80 

이상인 결과값들을 모아 이전보다 높은 정확도를 나타내는 펩타이드 서열 

데이터들을 도출하였다. 그렇게 틸라피아는 총 400개, 대구는 141개, 잉어는 

275개, 명태는 48개, 그리고 메기는 21개의 각각 신빙성이 높은 펩타이드 

서열들을 검출하였다. 그리고 이들 중 각 어종의 서열들 사이에서 중복된 

펩타이드 서열들을 제외하기 위해 각각의 데이터 값들을 비교해보았을 때 

Table 5.과 같이 중복된 값들이 나타났다. 이때 잉어와 틸라이피아 사이에서 

다수의 중복서열들이 식별되었는데, 이는 틸라피아와 잉어가 같이 혼합된 

콜라겐 샘플들이 존재하여 나타난 이상치 결과로 추정된다. 결론적으로, 각 

어종들 사이에서 중복되는 서열들을 제외한 특이적 펩타이드 마커는 틸라피아 

148개, 대구 136개, 명태 41개, 잉어 28개, 그리고 메기 15개가 식별되었다. 

(Figure 11.) Table 6.에서 보이는 서열들은 de novo search에서 90%이상 

ALC값을 가지고 있는 데이터와 database search에서 −10log𝑃값이 20 

이상인 (P<0.01) 데이터들만 모아 정리한 것이다. −10log𝑃는 phred quality 
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score를 의미하며, 단백질 서열 분석에서 식별된 아미노산 단량체 데이터의 

품질을 측정하는데 사용된다. Phred quality score가 20을 넘어가게 된다면 

그 특정 아미노산 서열의 정확도는 99% 이상이다. 그렇게 해서 추려진 총 

펩타이드 서열의 개수는 틸라피아 69개, 메기 7개, 대구 60개, 명태 17개, 

그리고 잉어 9개이다.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ￚ 38 ￚ 

 

 

Figure 11. Venn diagram of all 5 types of fish collagen peptide 
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Table 5. List of overlapping peptide sequence 

 

 

 

Fish Origin 
Total 

overlapping 
peptide 

Peptide sequence 

Carp, Cod, Pollock, 
Tilapia 1 HPGL 

Carp, Catfish, Pollock, 
Tilapia 1 RPP(+15.99)GPA 

Carp, Pollock, Tilapia 1 ARPK 

Carp, Cod, Tilapia 3 

WGGAQ 

RGAGEK 

GGAWK 

Catfish, Pollock, 
Tilapia 1 GPRL 

Catfish, Cod, Pollock 1 RSGPA 

Pollock, Tilapia 2 
GDSRK 

KP(+15.99)GPAGPR 

Catfish, Tilapia 2 
LGPAGPR 

RPAGPA 

Catfish, Pollock 1 WPGPK 

Carp, Tilapia 241 

VGAAAR 

RPAGPAGP 

AGPLGPTG 

LGAK(-1.03)R 

AGPSGPAGPR 

LGPAGPSGPAGPK 

Ect. 
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Table 6. Specific peptide sequence in each fish collagen (Tilapia, Catfish, 

Cod, Pollock, and Carp)  

 

 
 

Fish Origin Peptide Mass m/z Length PTM 

Catfish 

 

GALGPAGPR 794.4398 398.2188 9 
 

IGPAGPR 666.3813 334.1887 7 
 

LGPP(+15.99)GPP(+15.99)GPA 890.4497 891.4396 10 Hydroxylation (PK) 
P(+15.99)GPVRK 668.3969 335.2103 6 Hydroxylation (PK) 
QLGPSGPP(+15.99)GAP 992.4926 497.2498 11 Hydroxylation (PK) 
WLGAA 516.2697 517.2745 5 

 

WSGPQ 573.2547 574.2618 5 
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Ⅳ. 결론 

본 연구에서는 총 5 종의 저분자 어류 콜라겐을 다양한 전처리 과정과 분석 

조건을 사용하여 HPLC 로 저분자 콜라겐의 평균 분자량과 LC-MS/MS 로 각 

어종에 해당하는 펩타이드 바이오 마커를 분석하여 이에 따라 다음과 같은 

결론을 얻었다. 

1) 트립신 효소분해 전처리는 denaturation/reduction 단계에서 25℃의 

조건보다 37℃에서 반응을 진행했을 때 촉진된 변성반응에 의해 전체적인 

분해효율이 커졌다. 저온에서 가수분해된 trastuzumab 은 펩타이드 맵핑되어 

total coverage 를 측정했을 때 73%의 매칭률이 관찰되었다. 반면 고온에서 

반응한 trastuzumab 은 total coverage 가 93%로 전체적인 단백질 서열의 

매칭률이 90%이상을 넘었다. 트립신 전처리 온도 외에 가수분해되는 단백질의 

양에 따라 분석되는 결과값의 차이를 비교했다. 10 𝑢𝑔, 25 𝑢𝑔, 50 𝑢𝑔, 100 𝑢𝑔 

의 trastuzumab 을 가지고 모두 같은 조건에서 효소분해반응을 실험하였다. 10 

𝑢𝑔의 항체는 41%, 25 𝑢𝑔은 57%, 50 𝑢𝑔은 88%, 100 𝑢𝑔은 99%로, 단백지의 

양이 많아 질수록 coverage 가 순차적으로 커졌다. 따라서 펩타이드 맵핑 

전처리는 100 𝑢𝑔 이상의 단백질을 가지고 37℃에서 변성 반응을 진행하였다. 

2) 저분자 콜라겐을 분석할 때 추가적인 가수분해 전처리를 거친 샘플들은 

이미 500-2000 Da 이하의 질량을 갖고 있는 펩타이드들을 더 작게 분해하여 

정제과정에서 단백질의 손실을 증가시켰다. 전체적인 회수율이 적어진 펩타이드 

샘플로 분석한 결과 전처리를 거치지 않은 샘플들과 비교했을 때 약 20-

34%가량의 테이터량이 차이 났다.  

3) LC-MS/MS 분석시 CSH C18 컬럼은 BEH C18 컬럼보다 분리율이 



ￚ 44 ￚ 

 

뛰어났고 전체적인 저분자/저전하량 팹타이드에 대한 선택성이 BEH 컬럼보다 

우수했다. BEH C18에서 분석된 펩타이드 서열의 개수는 CSH C18보다 더 

많았지만 실제 데이터 품질을 비교해보았을 때 CSH C18의 데이터들이 더 높은 

ALC%로 측정됐다.  

4) 저분자 콜라겐의 이온화 효율을 극대화하기 위해 0.2% formic acid를 

이동상 내에 존재하는 산화제로 사용해 주었다. 기존 0.1% FA를 사용했을 때 

보다 단일 전하로 존재하던 전구체들이 2+이상 향상된 이온화 전구체로 

관찰되었다. 추가적으로 이온화 효율이 상승하면서 전체적인 스펙트럼의 

intensity(검출량)도 1.65-1.68배 커졌다.  

5) 위에 보이는 최적의 분석조건들을 적용하여 저분자 어류 콜라겐들을 분석한 

결과, 90%이상의 ALC와 10log𝑃 값이 20 이상인 (P<0.01)펩타이드 서열들로 

추려봤을 때 틸라피아는 69개, 메기는 7개, 대구는 60개, 명태는 17개, 그리고 

잉어는 9개의 특이서열이 존재했다. 
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ABSTRACT 

Identifying important biomarkers in low-molecular weight 

fish collagen peptides through LC-MS/MS to differentiate 

the origins of collagen. 

Minyoung Woo  

Department of Next generation Applied Science  

Graduate School of  

Sungshin University 

 

Collagen is the one of the most abundant proteins in mammals. 

Therefore, edible collagen available in the market is mainly produced 

from the skin of cattle or pigs. However, recently there has been growing 

interest in marine collagen that does not contain mammalian components 

due to concerns about disease transmission and religious issues. Among 

marine collagens, fish collagen has the highest biocompatibility with 

mammals, and therefore has been widely implemented in use compared 

to other marine organisms. Accordingly, in the collagen industry, there is 

a need to identify various species of collagen for product certification. 

Reliable species identification of collagen samples is crucial for detecting 

fraudulent mislabeling. To achieve this goal, ELISA and FTIR can be 

used for peptide authentication. However, for collagen, issues related to 
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false positive and negative results, inconsistencies, and low reactivity 

have been observed with ELISA and FTIR methods. Therefore, we 

developed a selective LC-MS methodology for collagen species 

detection and used SEC analysis to confirm the actual size of each 

collagen peptide. As a result, we identified peptide biomarkers for each 

of the five species of fish collagen. 
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