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식품에서 당살초 판별을 위한 LC-ESI-MS/MS 분석법과 KASP 마커 개발
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ABSTRACT - Known for its effectiveness in weight loss and diabetes prevention, Gymnema sylvestre products

can be found in the US, Japanese, and Indian markets. However, the recommended dosage or safety of these products

has not yet been proven. Therefore, development of an analytical method for detecting the content of Gymnema syl-

vestre in food products is required. Accordingly, this study proposes an analysis method that can examine Gymnema

sylvestre in food using LC-ESI-MS/MS and KASP (Kompetitive Allele-Specific PCR) markers. In LC-ESI-MS/MS,

a simultaneous analysis method for gymnemic acid and deacylgymnemic acid was optimized using negative ioniza-

tion mode, and its validation test was completed for solid and liquid samples. In addition, KASP markers were pre-

pared by finding the specific SNP of G. sylvestre in ITS2 and matK through DNA barcodes. The two KASP markers

returned positive FAM fluorescence result when combined with G. sylvestre, and this aspect was confirmed in raw G.

sylvestre as well. The applicability of the method was tested on 21 different food and healthy functional products con-

taining G. sylvestre purchased on the internet. As a result, although there was a difference in the ratios of gymnemic

acid and deacylgymnemic acid in LC-ESI-MS/MS, the index component was detected in all 21 products samples. In

the KASP analysis, 9 products returned positive FAM result, and the rest of the products were found to be containing

G. sylvestre extract. This study is the first study to use the dual system of LC-ESI-MS/MS and KASP for the analysis

of G. sylvestre. The study has confirmed that these two methods are applicable to the examine G. sylvestre content in

food products.
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당살초(Gymnema sylvestre)는 협죽도과 김네마속 식물로

인도, 아프리카, 호주, 베트남, 중국 남부 등 건기와 우기

가 뚜렷한 지역의 해발 3,000 m 이상의 고산지대에서 자

생하는 식물이다. 당살초라는 이름은 ‘단맛을 없애는 풀’

이라는 뜻으로 잎을 씹으면 1-2분 만에 설탕의 단맛을 느

낄 수 없게 된다는 데서 유래 되었다. 당살초라는 이름 이

외에 madhynashini (Sanskrit), Gurmar (Hindi), merasingi

(Marathi), Gimunema (Japan) 등 나라마다 다양한 이름으

로 불리며 전 세계에서 사용되고 있다1). 2000년 전부터

인도에서는 당뇨병 치료 약으로 사용였으며, 중국에서는

유선열, 해열, 종기, 외상 등에 치료제로 사용하고 있다2).

최근 들어 일본에서는 당살초가 다이어트에 효능을 보인

다는 광고와 함께 차나 껌으로 만들어 판매되고 있으며,

당살초 잎 분말을 식사와 함께 섭취하면 소장에서 포도당

의 흡수를 억제하여 인슐린의 분비량이 줄어들어, 당뇨병

의 치료를 촉진하는 효능을 기대할 수 있다고 알려져 있다1).

2018년 EFSA Journal에 실린 ‘Risk assessment of

substances used in food supplements: the example of the

botanical Gymnema sylvestre’ 논문에서는 당살초는 권장용

량이 불분명하고, 순도가 검증되지 않아 안정한 원료라고

보기 어렵다고 당살초의 안전성에 문제를 제기하였다3). 같

은 맥락으로 식품의약품안전처에서도 당살초의 안전성이

확보되지 않아 식품의 원료로 사용을 허가하지 않고 있다
4). 인터넷의 발달로 편리한 국내외 온라인 쇼핑이 가능해

지면서 현지에서 판매되는 원료나 해외 인터넷 쇼핑을 통

한 물품구매가 얼마든지 가능해짐에 따라 국내에서 허용되

지 않은 원료를 이용한 건강식품을 현지에서 구입하거나

인터넷 쇼핑몰(구매대행 및 해외직구)을 이용한 해외 식품

의 반입도 꾸준히 증가하고 있다. 이에 따라서 국내에서 사

용이 허용되지 않은 식품 원재료를 유통할 경우 제품의 안

전성의 문제로 국민건강에 심각한 위험을 초래할 수 있다

. 이들 식품 원료와 제품은 정식 수입하여 통관할 경우 서

류검사, 관능검사, 무작위 검사 및 정밀검사 등을 받게 되

지만, 인터넷 쇼핑몰(해외구매대행, 해외직구)이나 해외여

행을 통해서 반입되는 경우 통관검사 등의 절차가 생략될

수 있으므로 식품 안전의 사각지대가 발생하게 된다. 국내

도 식품에 사용할 수 없는 원료를 가공식품으로 유통, 판

매하는 경우가 지속 적발되고 있고 식용불가 원료와 그 가

공식품에 관한 적발사례와 위해정보가 빈번히 보고되고 있

으며, 향후 안전관리를 위하여 식용불가 원료의 사용을 확

인할 수 있는 분석법 확립이 필요하다.

식품 속 원료 함유 여부를 확인하는 다양한 분석 방법

중에서 이 논문에서는 이화학적 방법과 유전학적 방법 모

두를 이용한 듀얼 시스템을 구축하고자 하였다. Yoshikawa

등5,6) 에서는 열수 추출한 gymnemic acid I, II, III, IV, V,

VI, and VII를 NMR을 통해 구조를 확인하였고 Yoshikawa

등7) 에서는 추가로 에탄올 추출물에서 gymnemic acids

VIII, IX, X, XI, and XII를 분리하고 구조를 확인하였다.

식품 속 이화학분석에 관한 최근 연구는 단순한 전처리만

으로도 신속하고 정밀하게 시료를 동시 분석할 수 있는

LC-MS/MS가 많이 사용되고 있다8). 따라서 이 연구에서

는 LC-MS/MS에서 당살초 분석법을 구축하고자 하였다. 

또한 유전학적 분석방법으로 종 판별을 하는 가장 대표

적인 방법은 DNA barcode 분석이 있다9). 지금까지 보고된

당살초에 대한 유전학 판별법에는 RAPD analysis10,12,13),

AFLP markers11), ISSR markers12,14), Squalene synthase15) 등

이 있다. 이 연구에서 식품에서 유전학적으로 당살초를 판

별하기 위해서 DNA barcode을 대상으로 하는 KASP

(Kompetitive allele-specific PCR)방법을 선택하였다. KASP

는 LGC Biosearch Technologies (Teddington, UK)사에서 개

발 및 판매하는 genotyping assay system으로 동식물의 판

별16,17)이나 DNA 돌연변이 확인18,19)에 많이 사용되고 있다.

SNP 기반으로 단 하나의 염기서열 1개의 차이로도 증폭

여부가 달라지며 형광값을 통해 증폭 여부를 알 수 있다.

일반적으로 알려진 TaqMan probe보다 저렴하며 염기서열

분석보다 분석 시간이 짧다는 장점이 있다. 또한 식품의 경

우, 다양한 원료로 이루어져 있으므로 DNA 추출 시 여러

종이 섞여 있어 염기서열분석이 어려움을 겪을 수 있는데

KASP 분석법으로 이를 극복할 수 있다.

따라서 이 연구에서는 식품에서 식용불가 원료인 당살

초를 판별할 수 있는 LC-ESI-MS/MS 분석법과 KASP 분

석법을 개발하여 이중 시스템으로 원료 판별법을 구축하

여 당살초의 식품에 불법 혼입 또는 불법유통을 방지하는

데 기여하고자 한다.

Materials and Methods

시약 및 재료

LC-MS/MS 분석에 사용된 물과 아세토니트릴, 메탄올,

에탄올, 포름산은 MS 및 HPLC grade (Merck KGaA,

Darmstadt, Germany)로 구입하여 사용하였다. 지표물질인

gymnemic acid I는 AOBIOUS (Gloucester, MA, USA)

deacylgymnemic acid는 Tokiwa phytochemical (Sakura,

Japan)에서 구매하였다. 당살초 지표물질 표준원액(stock

standard solution)은 용량 플라스크에 gymnemic acid I

10.0 mg/10 mL, deacylgymnemic acid 20.0 mg/20 mL를 정

밀히 취하여 100% 메탄올 모두 녹인 후 정용한 것을 표

준원액으로 하였다. 모든 표준원액은 냉장 보관하며 100%

메탄올로 희석하여 1 µg/mL의 표준용액(working standard

solution)으로 사용하였다. 

DNA 추출은 DNeasy Power Plant pro Kit (Qiagen,

Hilden, Germany)를 사용하였다. 염기서열 분석에서는

AccPower PCR master mix (Bioneer, Daejeon, Korea)을

사용하였으며 KASP 분석에서 사용된 KASP assay mix와
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KASP V4.0 2X Master Mix/High ROX 는 LGC (Teddington,

UK)에서 구매하였다. 염기서열을 위한 증폭은 0.2 mL PCR

Tubes (Eppendorf, Hamburg, Germany) 에 분주하고 KASP 분

석을 위한 조성물은 MicroAmpTM Optical 96 Well Reaction

Plate (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA)에 분주하여

증폭을 진행하였다. 양성 대조군(positive control)으로 사용된

당살초는 Extrasynthese (Genay, France)와 American Herbal

Pharmacopoeia (Scotts Valley, CA, USA)에서 구입하였다.

확립된 분석법 적용성을 검토하기 위해서 당살초가 함

유되어 시중에 유통되고 있는 다이어트나 당뇨와 관련된

분말차나 다류, 건강보조식품 21종을 구매하여 사용하였다.

LC-MS/MS 분석조건 확립

분석기기로 UPLC/MS/MS는 acquity UPLC system

(Waters Corporation, Milford, MA, USA) 및 acquity triple

quadrupole tandem mass spectrometer (Waters Corporation)를

사용하였다. 컬럼은 acquity UPLC HSS T3 (2.1×100 mm,

1.8 µm)을 사용하며, 온도는 40oC를 유지하였다. 이동상은

0.1% formic acid가 함유된 물(Solvent A)와 0.1% formic

acid가 함유된 메탄올(Solvent B)을 사용하였으며, Solvent

A가 감소하는 기울기용리 조건을 이용하였다. 초기조건은

Solvent A가 90%에서 시작되며 3분이 되는 시점에 50%, 4

분이 되는 시점에서 10%로 감소하며 0.4 mL/min의 유속으

로 분석하였다. 표준용액 및 검액은 100% 메탄올로 희석하

였으며, 각 2 µL를 주입하였다. negative (-) 이온화 모드에

서 capillary voltage는 2.5 kV, desolvation 온도는 400oC,

desolvation gas flow는 600 L/h (N2), cone gas flow 50 L/h 설

정하여 가장 최적의 MS/MS 분석조건을 확립하였다. 확립

한 분석법은 FDA, ICH, USP 지침을 참고하여20-22) 특이성

(specificity), 직선성(linearity), 반복성(repeatability), 정밀성

(precision), 정확성(accuracy), 검출 한계(limit of detection,

LOD), 정량한계(limit of quantitation, LOQ), 안정성(stability),

회수율(Recovery)을 선정하여 유효성을 검증하였다.

DNA 추출 및 PCR 

원물의 경우 25 mg, 샘플의 경우 50 mg을 취한 후 DNA

추출은 DNeasy Power Plant pro Kit (Qiagen, Hilden,

Germany)의 기본 프로토콜에 따라서 진행하였다. DNA 농

도는 분광광도계를 사용하여 260 nm에서 흡광도를 측정

하고 그 값이 1일 때 DNA 농도가 50 ng/µL인 것으로 계

산한다. 추출된 DNA 순도를 확인하기 위하여 230, 260,

280 nm에서 흡광도를 각각 측정한다. A260/A280 과 A260/A230

측정값이 1.7-2.0 일 경우 PCR에 적합한 농도로 판단한다.

다만, 가공식품의 경우 이러한 순도 적용이 어려운 때도

있으므로 반드시 적용되는 것은 아니다. 추출된 DNA는

-20oC에 보관하여 사용하였다. 

당살초 동정은 internal transcribed spacer (ITS)와 maturase

K (matK)에 대해 진행하였으며 프라이머와 PCR 조건은

Cold Spring Harbor Laboratory DNA Learning Center의

‘Using DNA Barcodes to Identify and Classify Living

Things’23)를 참고하였다. 5.8S ribosomal RNA - ITS2 유

전자 구간과 matK 유전자 구간에 대해 PCR 증폭을 진행

하였고 단일밴드가 확인된 PCR 산물을 Macrogen (Seoul,

Korea)에 양방향 염기서열분석을 의뢰한다. 염기서열 결과

는 Forward primer와 Reverse primer 결과 중 일치하는 구

간만 추출하여 NCBI DB에서 Gymnema sylvestre 임을 확인

하였다. 해당 염기서열은 NCBI에 등록했으며 Accession

Number는 MW319025, MW319026, MW319027, MW319028,

MW3190009, MW319010이다. 

당살초 특이 KASP 마커 제작

NCBI DB에서 “Gymnema sylvestre”를 검색하여 유전정보

Fig. 1. Sequence aligment of the Marsdenieae plants.

All plants in figure are Marsdenieae plants such as G.sylvestre.

Base on the results of sequencing and NCBI Data Base, Two single

nucleotide polymorphisms (SNP) were found on ITS2 (A) and matK

(B) gene. each SNP is indicated by a red triangle(▼). In this study,

the sequence obtained for the G.sylvestre were MW319027 and

MW319028 (ITS2), MW3190009 and MW319010 (matK). 
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를 얻었고 Mega X (version 11.0.10, Penn State University,

PA, USA)로 근연식물과 당살초를 구분할 수 있는 특이

Single nucleotide polymorphisms(SNP)을 탐색하였다(Fig.

1). 핵 유전자 ITS2의 119번째 염기서열과 엽록체 유전자

matK의 1002번째 염기서열을 당살초 특이 SNP로 선정하

였고 KASP 마커를 제작하였다(Table 4). NEFM19GS01는

핵 유전자인 ITS2에서 119번째 염기서열이 C인 당살초에

대해 FAM 형광이 표지된 Forward primer과 결합하여 FAM

형광을 나타내며 X축에 위치하도록 제작되었다.

NEFM19GS02는 엽록체 유전자인 matK에서 1002번째 염

기서열이 T인 당살초에 대해 FAM 형광이 표지된 Forward

primer과 결합하여 FAM 형광을 나타내며 X축에 위치하

도록 제작되었다.

KASP 분석조건 확립

KASP assay mix는 LGC genomics 사에 의해 KASP by

Design (KBD)로 제작하였다. 유전자 증폭 및 분석은 7900

HT real-time PCR system (Applied Biosystems, Waltham,

MA, USA)에서 진행하였으며 소프트웨어는 SDS software

(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA)를 사용하였다.

5 µL의 주형 DNA, 5 µL of KASP V4.0 2X Master Mix/

High ROX 와 0.14 µL of KASP Assay mix를 섞어 PCR

반응액을 만들어 MicroAmp™ Optical 96 Well Reaction

Plate에 10.14 µL 씩 분주 후 증폭 및 분석을 진행하였다.

실험은 LGC에서 제공하는 “Guide to running KASP

genotyping on the ABI 7900 instrument”와 동일하게 진행

하였으며 증폭 조건은 61oC-55oC touchdown protocol 진

행하였다. 실험결과에 따라서 recycling step도 추가로 진

행하였다. 증류수를 주형 DNA를 대신해 음성대조군으로

사용하였으며 실험마다 2개의 음성대조군, 2개의 FAM 양

성대조군(FAM positive oligo), 2개의 HEX 양성대조군

(HEX positive oligo)을 넣어서 실험하였다. 

식품 중 분석법 적용성 검토

시료를 균질화하기 위해 막자사발로 갈아 시료를 취하

고 분말이나 액상 제품은 일정량을 바로 취하고 캡슐 제

품은 캡슐 안의 내용물만을 취하여 실험을 하였다. LC-

MS/MS 분석에서는 고체 시료와 액체 시료 각 1 g을 취하

여 고체 시료는 50 mL 용량 플라스크에 액체 시료는 10 mL

용량 플라스크에 넣고 일정량의 100% 에탄올을 첨가한

후 30분 동안 초음파추출, 방랭한 뒤 100% 에탄올로 정

용하였다. C18 카트리지(500 mg, 6 mL)를 이용한 SPE법

으로 제품 내 방해 물질을 제거한 후 최종 용출된 12 mL

의 용출액을 20 mL 용량 플라스크에 넣고 100% 에탄올

로 정용한 뒤 LC-MS/MS로 분석하였다. KASP 분석에서

는 고체 시료와 액체 시료 각 50 mg을 취하여 DNeasy

Power Plant pro Kit (Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하

여 DNA를 추출하였다. 추출한 DNA는 -20oC 이하 냉동

실에 보관한 뒤, KASP 분석을 수행하였다.

Results and Discussion

당살초 지표 성분 2종에 대한 LC-MS/MS 조건 확립

당살초의 잎에는 triterpene saponins (gymnemic acids),

oleanane saponins (gymnemasaponins), dammarene saponins

(gymnemosides), gurmarin, triterpenoid saponins (gymnemasins),

gymnemanol, gymnestrogenin, flavonol glycoside, sterols,

d-quercitol, lupeol, parabin, conduritiol A 등 다양한 사포

닌 성분이 함유되어 있다고 알려져 있다24,25). 이 중 표준

품 수급이 가능한 gymnemic acid I와 deacylgymnemic acid에

대해서 LC-MS/MS 동시분석을 진행하였다. MS 분석을 위하

여 ESI (Electrospray Ionization)법을 선택하였고, 각 성분의

1000 ppb 표준용액을 질량분석기에 직접 주입(direct infusion)

하여 각 표준성분에 적합한 이온화 모드, 모분자(precursor

ion)를 찾았다. Negative (-) 이온화 모드에서 capillary voltage

는 2.5 kV, desolvation temperature는 400oC, desolvation gas

flow는 600L/h(N2), cone gas flow 50 L/h로 설정하여 가장 최

적의 MS/MS 분석조건을 확립하였다. 최적화된 모분자에 충

돌에너지를 단계별로 가하였고, 딸이온(product ion)의 intensity

를 비교하여 정량이온과 정성 이온을 선택하였다. 최적의 딸

이온이 생성하는 충돌에너지 및 기타 파라미터를 저장하여

확립된 MS/MS의 MRM(Multiple Reaction Monitoring)조건은

Table 1과 같다. 동시 분석을 위한 이동상은 참고문헌을 통

해 비교분석을 하여 0.1% formic acid를 포함한 water, 메탄

올 이동상 조건에서 HSS T3 컬럼을 사용하는 것으로 LC 분

석조건을 확립하였다.

당살초에 대한 LC-MS/MS 분석법 검증

 확립된 LC-ESI-MS/MS 분석법은 FDA, ICH, USP

guideline을 참고하여20-22) 특이성(specificity), 직선성(linearity),

반복성(repeatability), 정밀성(precision), 정확성(accuracy),

검출한계(limit of detection, LOD), 정량한계(limit of

Table 1. Precursor and product ions by LC/MS/MS multiple reac-

tion monitoring in negative ion mode

Chemical
Precursor

ion(m/z)

Product 

ion(m/z)

CE

(eV)

CV

(kV)

Gymnemic acid I 805.30

84.7 50

35
98.8 45

112.80 45

597.25 50

Dyacylgymnemic acid 681.42

84.9 45

35112.9 40

505.25 40
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quantitation, LOQ), 안정성(stability), 회수율(recovery)을 선

정하여 유효성 검증하였다(Table 2).

EIC (extracted ion chromatogram)을 통해 얻은 크로마

토그램을 당살초 성분 2종이 들어 있지 않은 공시료 검체

의 크로마토그램과 비교하였을 때 확립한 LC-MS/MS 분

석조건에서 당살초 각 성분이 시료의 다른 매트릭스 성분

들로부터 간섭을 받지 않고 분리됨으로써 특이성(specificity)

을 띄는 것을 확인하였다. 

당살초의 각 지표성분의 검출한계(LOD)와 정량한계

(LOQ) 값을 고려한 농도 범위의 검량선(calibration curve)

을 작성하였고, 각 지표 성분에 대해 5-100 ng/mL 농도 범

위에서 signal-to-noise ratio of 3 (S/N=3) 로 정의하였다.

지표성분의 검출한계와 정량한계는 각각 1.0-3.0 ng/mL

(Gymnemic acid I), 2.5-7.5 ng/mL (Dyacylgymnemic acid)

로 확인하였다. 검량선의 상관계수(R2)가 1.000 이상의 직

선성(linearity)을 나타내었다.

정밀성(precision)과 정확성(accuracy)을 확인하기 위해서

같은 시료에 대하여 3가지 농도에 대하여 하루에 3회 반

복 실험하였다(intra-day). 또한, 각 농도에 대하여 3일에

걸쳐 3회 반복 실험하였다(inter-day). 정밀성은 피크 면적

의 표준편차를 피크 면적의 평균값으로 나눈 비의 백분율

(상대표준 편차, RSD, CV%)로 구하였으며, 정확성은 검

량선에 의해, 정량한 농도의 평균값을 기지의 농도로 나

눈 비의 백분율(%)로 산정하였다. 농도는 gymnemic acid

I의 경우 5, 10, 100 ng/mL, dyacylgymnemic acid의 경우

10, 100, 1000 ng/mL로 설정하였다. 실험결과, 정밀성은

0.22-4.20% (intra-day), 0.00-6.67% (inter-day), 정확성은

90.40-106.20% (intra-day), 93.83-106.11% (inter-day)이었

다. 같은 분석조건에서 물질별로 정밀성 및 정확성이 차

이가 있음을 판단할 수 있었다.

안정성(stability)을 확인하기 위해 gymnemic acid I의 경우

5, 10, 100 ng/mL, dyacylgymnemic acid의 경우 10, 100,

1000 ng/mL의 농도가 되도록 제조하고 실온에 6시간 방치

후 측정(0시간) 한 뒤 24, 48시간 동안 얻은 피크 면적을 이

용하여 통계처리 하였다. 그 결과, 각 성분의 피크 면적의

상대표준 편차(RSD)가 11.28% 이내로 즉, 시험용액상태는

Table 2. Validation results on LC-EIS-MS/MS

Performance characteristic Solid sample Liquid sample

LOD 1.0~2.5 ng/mL 1.0~2.5 ng/mL

LOQ 3.0~7.5 ng/ml 3.0~7.5 ng/mL

Percision
0.57~4.20% (intra-day) 0.22~2.94% (intra-day)

0.08~4.45% (inter-day) 0.00~6.67% (inter-day)

Accuracy
95.07~106.20% (intra-day) 90.40~106.13%(intra-day)

96.31~106.11% (inter-day) 93.83~104.57% (inter-day)

Stability 0.23~3.01% RSD

Recovery 84.10~107.44% 88.43~103.19%

Table 3. Information of KASP marker 

Marker name Sequence(5’→3’)

NEFM

19GS01

Forward primer-FAM CCGCGGGAAGGCATCCCG

Forward primer-HEX CCGCGGGAAGGCATCCCA

Reverse primer GCGGGAAGCGCCAAGGACTT

FAM positive oligo
CGCCGGGCAACCGAAACAAAAACCGGCGCGGGAAGCGCCAAGGACTTGNGAAAC

GGGATGCCTTCCCGCGGGGAGTGCCGTTCGCGGANTCCTCGCCGCGGGG

HEX positive oligo
CGCCGGGCAACCGAAACAAAAACCGGCGCGGGAAGCGCCAAGGACTTGNGAAAT

GGGATGCCTTCCCGCGGGGAGTGCCGTTCGCGGANTCCTCGCCGCGGGG

NEFM

19GS02

Forward primer-FAM TGAAAGATAACCCATAAAGTCAAGGGAT

Forward primer-HEX ATTGAAAGATAACCCATAAAGTCAAGGGAA

Reverse primer GAAGGGCCCATATAAAGCAATTGTACAAA

FAM positive oligo
TGAAGGGTTTAGTCGCACAATTGAAAGATAACCCATAAAGTCAAGGGATTTTTTGT

ACAATTGCTTTATATGGGCCCTTCGCGAGTGAAACCACAGGT

HEX positive oligo
TGAAGGGTTTAGTCGCACAATTGAAAGATAACCCATAAAGTCAAGGGAATTTTTGT

ACAATTGCTTTATATGGGCCCTTCGCGAGTGAAACCACAGGT
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최소 48시간 동안 안정한 그것으로 판단되었다.

회수율(Recovery)을 검토하기 위하여 표준품 첨가법

(standard spiking method)을 사용하였다. 앞서 확립된 전

처리법을 토대로 고체 시료의 경우 50 mL 용량 플라스크

에 균질하게 분말화한 시료를 1 g씩 정밀히 취하였고, 액

체 시료의 경우 10 mL 량 플라스크에 균질하게 섞인 시

료 1 g씩 정밀히 취하였다. 여기에 저, 중, 고농도의 당살

초 분석지표 성분 표준액을 각 농도에 적합하도록 가한

후 일정량의 100% 메탄올을 추가하고, 실온에서 30분 동

안 초음파 추출하고 방랭한 뒤 100% 메탄올로 정용하였

다. C18을 이용한 SPE법을 실시하고 최종 용출된 12 mL

의 용출액을 20 mL 용량 플라스크에 정용한 뒤 LC-MS/

MS에 2 µL를 주입하여 각 3회 분석 후 표준품과의 농도

비를 비교하여 회수율을 구하였다. 회수율은 검량선에에

의하여 정량한 농도를 표준품의 농도로 나눈 비의 백분율

(%)로 구하였으며, 그 값의 평균은 84.10-107.44%이다.

KASP 마커 확인 및 당살초 원물 적용

제작한 KASP 마커가 SNP를 잘 구분하는지 확인하기

위해서 우리는 약 100 bp의 올리고뉴클레오타이드(oligonu-

cleotide)를 제작하였다. NEFM19GS01의 FAM positive oligo

는 51번째 염기서열이 C이고 NEFM19GS01의 HEX

positive oligo는 51번째 염기서열이 T이며 나머지는 같은

염기서열을 가진다. NEFM19GS02의 FAM positive oligo

는 49번째 염기서열이 T이고 NEFM19GS02의 HEX positive

oligo는 49번째 염기서열이 A이며 나머지는 같은 염기서열을

가진다. 분석을 위해 3차 증류수로 희석하여 1fmol의 FAM/

HEX positive oligo라고 표기하였다. 제작된 올리고뉴클레오

타이드는 각 형광의 양성대조군으로, 주형 DNA처럼 사용한

다. 제작한 올리고 뉴클레오타이드에 대해 KASP 마커 분석

결과, 2개의 KASP 마커 모두 각각의 FAM positive oligo에

서는 FAM 양성을 띠며 X축에 위치하고, HEX positive oligo

에서는 HEX 양성을 띠며 Y축에 위치하는 것을 확인하였다

(Fig. 2). 따라서 당살초 특이적이라고 지정한 1개의 염기서

열 차이도 KASP 분석을 통해 형광값의 차이로 구분할 수

있음을 확인하였다. 또한, Extrasynthese와 AHP에서 구매한 2

개의 당살초 원물에 대해서 2개의 KASP 마커에서 모두 FAM

양성을 띠며 x축에 위치하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2).

식품에 대한 분석법 적용

인터넷을 통하여 구입한 21개의 제품에 대해 LC-ESI-

MS/MS 분석결과, 당살초 지표성분인 gymnemic acid I는

21개 제품 모두에서 검출되었으며, dyacylgymnemic acid

는 19개의 제품에서 검출되었다(Table 4). 검출 농도는

gymnemic acid I는 893-15352 µg/mL, dyacylgymnemic

acid는 49-383502 µg/mL로 검출되었다. 당살초 지표 성분

2종의 비율을 살펴보면 21개의 제품 중 HFF-1, 2, 3, 4,

5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 17에 해당하는 제품에서 gymnemic

acid I이 dyacylgymnemic acid보다 2배 이상의 농도가 검

출되었다. 하지만 HFF-12, 13, 14, 16, 18의 경우 두 성분

의 농도가 비슷하게 검출되었으며, HFF-11, 19, 20, 21에

서는 dyacylgymnemic acid가 gymnemic acid I보다 더 큰

농도로 검출되는 경우도 확인할 수 있었다. 식물은 같은

종일지라도 성장지역, 수확 부위 및 수확 시기에 따라서

Fig. 2. KASP assay result of a. NEFM19GS01 and b. NEFM19GS02.

Two KASP markers emit FAM fluorescence on two G.sylvestre(red triangle, ▲ ). G.sylvestre dots on the lower right corner of the allelic

discrimination plot. FAM positive oligo (red cycle, ● ) and HEX positive oligo(blue cycle, ● ) are used as positive controls for fluorescence values

and which do not have a direct meaning.
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화학물질이 다르다고 알려져 있다17). 당살초는 전 세계적

으로 재배되며 수확 시기도 9월부터 2월까지라고 알려져

있다26). Pandey 등27)에 의하면 당살초의 지리적 위치나 성

장 환경에 따라 화학성분이 달라진다 보고하고 있다. 따

라서 다양한 지역에서 재배되며 수확되는 당살초에 대해

두 개의 지표 성분 비율까지는 확정할 수 없으나 당살초

제품에서 두 개의 지표 성분이 모두 포함된 것을 확인하였다.

반면 KASP 마커를 이용해 분석한 결과에서는 21개의

제품 중에서 9개의 제품에서 FAM 양성으로 당살초가 검

출되었다. HFF-1-8은 당살초 잎(gymnema sylvestre leaf)

을 원료로 한 제품이며 HFF-9-21은 당살초가 함유되어 있

다고 표기가 되어 있지만, 그 형태가 추출물이라고 명시

되어있는 제품들이었다. 많은 문헌에서 추출물(extracts) 형

태나 침출물(tinctures)의 허브 제품의 경우 고온과 고압 환

경 등에 의해 DNA가 손상되어 유전자 분석의 한계라고

말하고 있다28,29). 따라서 HFF-9-21 제품은 LC-MS/MS 분

석을 통해서 제품 내 당살초를 확인했지만, 제품 공정과

정에 DNA가 파괴되 유전자 분석은 불가능한 검사대상물

들이라고 판정하였다. KASP를 이용한 식품 중 당살초 검

출을 위한 분석법의 적용성에서는 DNA 상태가 절대적인

영향을 미쳤다. 재배환경, 수확 시기 등에 상관없이 당살

초에 대한 판별력이 뛰어나지만, 일부 제품에서는 공정과

정 속 DNA 손상 때문에 판별력이 낮아지는 단점을 보였다.

아직 당살초에 관해서 많은 연구가 수행되지 않았으며,

식물에 따라서는 같은 종이여도 김네마속에는 40가지의 식

물들이 있고 이 중 일부는 당살초와 같은 약리효과를 가진

다고 보고되고 있다30,31). 따라서 본 연구에서 개발한 분석법

을 이용하여 김네마속 식물들에 대하여 적용하여야 될 것

으로 판단된다. 본 분석법으로 당살초 제품류에 적용하였을

때 이화학 지표성분과 유전자 검출이 가능한 제품군류가 다

수였기 때문에, 당살초의 식품의 내의 불법 혼입 또는 불법

유통을 방지하는데 기여할 수 있을 것으로 사료된다.
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Table 4. The result of product analysis including G. sylvestre using LC-EIS-MS/MS and KASP

Sample number
Indicate the ingredients

 G. sylvestre

Sample

type

LC-ESI-MS/MS KASP

Gymnemic acid I

(μg/mL)

Dyacylgymnemic acid

(μg/mL)

NEFM

19GS01

NEFM

19GS02

HFF-1 leaf powder 4536 187 FAM FAM

HFF-2 leaf powder 3112 706 FAM FAM

HFF-3 leaf powder 4623 401 FAM FAM

HFF-4 leaf tea 3532 49 FAM FAM

HFF-5 extract + leaf capsule 7673 486 FAM FAM

HFF-6 leaf capsule 7351 232 FAM FAM

HFF-7 leaf capsule 3411 N.D. FAM FAM

HFF-8 leaf capsule 1329 120 FAM FAM

HFF-9 extract capsule 9746 21674 FAM N.D.

HFF-10 extract capsule 4083 1186 N.D. N.D.

HFF-11 extract powder 9834 11568 N.D. N.D.

HFF-12 extract capsule 10059 7973 N.D. N.D.

HFF-13 extract tablet 9475 8411 N.D. N.D.

HFF-14 extract capsule 4196 3885 N.D. N.D.

HFF-15 extract capsule 9107 2689 N.D. N.D.

HFF-16 extract capsule 15352 14019 N.D. N.D.

HFF-17 extract tablet 5815 N.D. N.D. N.D.

HFF-18 extract capsule 893 738 N.D. N.D.

HFF-19 extract capsule 11357 29151 N.D. N.D.

HFF-20 extract capsule 10085 12531 N.D. N.D.

HFF-21 extract capsule 5375 38350 N.D. N.D.

* N.D.= Not Detected
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(18181부분연422)로 수행되었으며, 이에 감사드립니다.

국문요약

당살초(Gymnema sylvestre)는 다이어트와 당뇨에 효과가

있다고 알려지면서 미국, 일본, 인도에서 다양한 제품들이

판매, 유통되고 있다. 하지만 권장용량이 불분명하고 안전성

이 입증되지 않았다. 따라서 식품에서 당살초를 확인할 수

있는 분석법 개발이 필요하다. 이 연구에서는 LC-ESI-MS/

MS와 KASP 마커를 이용해 식품 속에서 당살초를 확인할

수 있는 분석법을 마련하였다. LC-ESI-MS/MS에서는 negative

이온화 모드에서 gymnemic acid 와 deacylgymnemic acid를

동시 분석법을 최적화 하였으며 고체시료와 액체시료에 대

한 유효성 검증 마쳤다. 또한 염기서열 분석을 통해서 ITS2

와 matK에서 당살초 특이적인 SNP를 찾아 KASP 마커를

제작하였다. 제작한 2개의 KASP 마커는 당살초와 결합해

FAM 형광 양성을 나타내며 당살초 원물에서 이러한 양상을

확인하였다. 인터넷을 통해 구매한 21개의 당살초 함유 식

품 및 건강기능식품에 대해 적용성 검토를 진행하였다. LC-

ESI-MS/MS에서 gymnemic acid 와 deacylgymnemic acid의

비율 차이는 있지만 21개의 제품 모두에서 지표성분이 검출

되었다. KASP 분석에서는 9개의 제품에서 FAM 양성이 나

타났으며 분석이 되지 않은 제품들은 추출물인 것으로 밝혀

졌다. 이 연구는 LC-ESI-MS/MS와 KASP를 이중 시스템으

로 당살초를 분석한 첫 번째 연구이며, 2개의 분석법이 식

품에서 당살초 판별에 적용되는 것을 확인하였다.
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