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            Abstract
          
        

        
          
            Background:
            A set of logical criteria that can accurately identify and verify the cultivation region of raw materials is a critical tool for the scientific management of traditional herbal medicine.

          

          
            Methods and Results:
            Volatile compounds were obtained from 19 and 32 samples of Angelica gigas Nakai cultivated in Korea and China, respectively, by using steam distillation extraction. The metabolites were identified using GC/MS by querying against the NIST reference library. Data binning was performed to normalize the number of variables used in statistical analysis. Multivariate statistical analyses, such as Principal Component Analysis (PCA), Partial Least Squares-Discriminant Analysis (PLS-DA), and Orthogonal Partial Least Squares-Discriminant Analysis (OPLS-DA) were performed using the SIMCA-P software. Significant variables with a Variable Importance in the Projection (VIP) score higher than 1.0 as obtained through OPLS-DA and those that resulted in p-values less than 0.05 through one-way ANOVA were selected to verify the marker compounds. Among the 19 variables extracted, styrene, α-pinene, and β-terpinene were selected as markers to indicate the origin of A. gigas.

          

          
            Conclusions:
            The statistical model developed was suitable for determination of the geographical origin of A. gigas. The cultivation regions of six Korean and eight Chinese A. gigas. samples were predicted using the established OPLS-DA model and it was confirmed that 13 of the 14 samples were accurately classified.
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      서 언
      한약재의 원산지를 정확히 구별하는 것은 매우 중요하다. 그 이유는 재배지의 환경적 요인이 대사물질의 다양성을 유도하 여 그 치료효과를 나타내는데 결정적 역할을 할 수도 있기 때 문이다 (Lee et al., 2008; Zhang et al., 2010). 최근 안전성 이 확립되지 않은 이엽우피소를 건강기능식품 제조에 사용한 가짜 백수오 사건이 사회적으로 물의를 일으켰다. 또한, 중국 등 외국의 값싼 한약재를 국내산 한약재와 섞는 등 국산으로 둔갑시켜 판매하는 사례가 증가하면서 재배농가의 경작기피와 일반인들의 한약에 대한 불신 뿐 만 아니라 오남용으로 인한 부작용 발생의 위험이 대두되고 있다. 따라서 한의약산업 발 전을 위해서 과학적인 원산지 관리를 목적으로 한약재의 원산 지 감별기법을 개발하는 것은 매우 시급하다.

      대사체학 (metabolomics)은 Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Gas Chromatography-Mass Spectrometer (GC-MS), Liquid Chromatography-Mass Spectrometer (LC/MS) 등 다 양한 분석기기를 사용하여 생체 내에 존재하는 저분자 대사체 를 광범위하게 분석하고, 다변량 통계 분석 (multivariate data analysis)을 통하여 내인성 대사체의 변화를 연구하는 분야로, 신약 개발 및 평가, 질병의 조기진단 뿐만 아니라 농산물이나 한약재 등의 원산지 판별 등 다양한 분야에서 응용되고 있다 (Arbona et al., 2009; Claudino et al., 2012; De Vos et al., 2007; Fiehn, 2002; Lindon et al., 2007; Yang et al., 2014).

      GC/MS 분석은 mass spectra를 NIST library와 비교함으로 써 물질 확인이 가능한 장점이 있으며, 유도체화 과정 없이 간단하게 정유성분을 분석하여 원산지 판별모델에 활용하고 있다 (Fukusaki and Kobayashi, 2005; Kanani et al., 2008; Kende et al., 2010). 대사체학 기법의 하나인 주성분 분석 (Principal Component Analysis, PCA)은 다변량 데이터가 갖 고 있는 정보들을 최대한 확보하면서 서로 독립적이고 적은 수의 새로운 변수들을 생성하고 다차원의 자료를 2차원 또 는 3차원의 주성분 공간으로 추출하는 통계기법이라고 할 수 있다. 직교부분최소자승판별 (Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis, OPLS-DA)은 classification을 통해 집 합이라는 종속변수를 부여하여 판별에 기여하는 각 데이터의 시각화를 극대화하고 실험군 간 차이가 있는 대사산물을 찾을 수 있게 도와주는 통계 기법으로서, 예측모델의 확립과 판별에 기여하는 변수 탐색에 가장 적합한 방법이다 (Bylesjo et al., 2006; Hong, 2014; Westerhuis et al., 2010).

      중국당귀 [Angelica sinensis (Olive.) Diels]는 한약 (수급조 절대상품목)으로 지정되어 의약품이 아닌 식품으로만 일부 수 입되지만, 식품용 한약재를 의약품으로 전용하는 사례가 있어 중국당귀가 불법으로 유통되는 경우가 발생하고 있다. 또한, 최 근 중국에서는 국내산 참당귀 (Angelica gigas Nakai)의 종자를 중국으로 가져가 재배하여 다시 국내로 역수입되어 들어오는 사례가 있어 산지별 마커 분석 및 판별모델의 확립이 시급하다.

      본 연구에서는 국내 및 중국의 각 재배지에서 직접 수집한 참당귀를 수증기 증류하여 얻은 휘발성분을 GC/MS로 분석하 였다. 각 peak의 mass spectrum pattern에 대하여 NIST library에서 일치하는 성분을 규명하였고 gas chromatogram의 peak intensity 분석을 통해 정량분석한 후, 그 결과에 대하여 PCA, OPLS-DA 등 다변량 통계 분석을 수행함으로써 참당귀 의 원산지 판별모델을 확립하였다. 또한, 확립된 OPLS-DA 판 별 모델을 이용하여 14개의 참당귀 시료를 분석하여 산지 예측 을 해본 결과, 13개 시료에서 정분류 됨을 확인할 수 있었다. 본 연구의 결과를 활용하여 한약 동일종의 원산지 판별모델 확립과 과학적인 관리에 적용할 수 있으리라 판단되기에 보고 하고자 한다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시험재료
        본 연구에 사용한 재료는 보건복지부 2010년도 식물대사체 연구팀 (주관기관 대전대학교)에서 직접 수집한 참당귀 (Angelica gigas Nakai)로서 중앙대학교 약학대학의 황완균 교 수님과 대전대학교 한의과대학 본초학교실 서영배 교수님께서 각 재배지에서 식물학적 기원을 지상부의 외형과 근경의 현미 경적 관찰로 확인하였고, 재배농가에서 수확하여 건조한 약 재를 직접 수집한 것으로 국내산 참당귀 25 종류와 중국산 참당귀 40 종류이다. 국내산은 경북 봉화군과 영천시, 충북 제천시, 강원 홍천군, 경남 함양군에서 수집하였고, 중국산은 길림성의 연변 (Yanbian), 통화 (Tonghwa), 훈춘 (Hunchun), 그리고 백산 (Baishan), 저장성 단동 (Dandong)과 후순 (Fushun), 감수성 (Gansu), 흑룡강성 (Heilongjiang)에서 수집 하였다 (Table 1). 이들 시료 중 국내산은 19개, 중국산은 32 개의 시료를 분석하여 판별모델의 확립에 사용하였고, 모델의 검증을 목적으로 국내산 6개, 중국산 8개의 시료를 사용하여 산지예측을 하였다. 진균 (fungi) 오염이 확인된 시료를 제외 하고 산지별 건조시료 10 g을 취해 세절 후 분쇄하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Collected regions and the number of samples of Angelica gigas.

          
          

        

        
          
            
              	Korea
              	China
            

            
              	
                

              
            

            
              	Region
              	No. of samples
              	Region
              	No. of samples
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	Bongwha
            	6 (K1 - K6)
            	Yanbian
            	(C1 - C19)
          

          
            	Yeongcheon
            	1 (K25)
            	Tonghwa
            	(C20 - C24)
          

          
            	Jecheon
            	4 (K7 - K10)
            	Hunchun
            	(C25 - C29)
          

          
            	Hongcheon
            	5 (K11 - K15)
            	Baishan
            	(C35)
          

          
            	Hamyang
            	9 (K16 - K24)
            	Dandong
            	(C30, C31)
          

          
            	
            	
            	Gansu
            	(C32 - C34)
          

          
            	
            	
            	Gansu
            	(C32 - C34)
          

          
            	
            	
            	Heilongjiang
            	(C36, C37)
          

          
            	
              

            
          

          
            	Total
            	25
            	Total
            	40
          

        

        

      

      
        2. 정유의 추출 및 GC/MS 분석시료의 조제
        각각의 시료로부터 정유를 추출하기 위해, 유럽 약전 (EDQM, 2015)에 기재되어 있는 Clevenger-type apparatus를 이용한 수증기증류 방법을 사용했다 (Clevenger, 1928; Özek et al., 2010). 간략히 기술하면, 10 g의 시료에 250㎖의 증류 수를 넣고 80℃에서 6시간 동안 수증기증류 하였다. 증류물이 포집된 에테르 (J.T. Baker, Philipsburg, NJ, USA) 분획에 무수 황산나트륨 (Junsei, Tokyo, Japan)을 넣어 탈수한 후, 건조시켜 헥산 (J.T. Baker, Philipsburg, NJ, USA)으로 용해 하여 GC/MS 분석시료로 사용하였다.

      

      
        3. 분석기기 및 조건
        Kim 등 (2006)의 방법을 기초로, 정유성분 분석을 위하여 Bruker 320-MS GC quadrupole mass spectrometer (Bruker, Billerica, MA, USA)를 사용하였으며 컬럼은 HP-5MS (30 m × 0.25㎜, film thickness 250㎛, Agilent, Santa Clara, CA, USA)를 사용하였다. 운반기체로 순도 99.999% 헬륨가 스를 유속 1.0㎖/min로 사용하였다. 주입구 온도는 250℃로 정하였고 분할 주입 (1 : 1) 방법을 사용하였으며, 컬럼온도는 50℃에서 4분간 유지시킨 후 5℃/min로 280℃까지 올리고 10분간 유지하였다. 이온검출 방법은 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 번호순으로 하지 않고 임의의 순서를 정하여 분석하였다.

      

      
        4. 데이터 분석
        GC-MS 분석을 통해 얻은 피크는 NIST08 mass spectral library의 데이터 베이스를 이용하여 동정하였다 (NIST, 2008). 통계학적 분석을 위해 각 시료의 Total Ion Chromatography (TIC)로부터 나온 GC-MS (time vs intensity) 데이터를 ASCII file로 변환하여 엑셀 파일 (*.csv)로 저장하였다. 각 시료들 사 이에 존재하는 실험오차를 보정하고 통계분석에 사용되는 변수 의 수를 줄이기 위해 GC-MS 데이터의 변수를 0.2min 간격으 로 더하는 데이터 binning을 수행하였다. 예를 들면 4.00min에 서 4.19min까지의 intensity를 더하여 새로운 변수 (variable)인 4.1을 만들었고, 이러한 방법으로 60분까지 총 285개의 새로운 변수를 만들어 통계분석에 사용하였다.

      

      
        5. 다변량 통계분석
        SIMCA-P, ver 11.0 software (Umetrics, Umea, Sweden)를 이용해 chemometric method인 PCA, PLS-DA (Partial Least Squares-Discriminant Analysis), OPLS-DA 분석을 수행하였다.

      

      
        6. 원산지 판별 마커 대사체 탐색법
        Lee 등 (2013)의 방법을 기초로 OPLS-DA 분석을 통해 VIP (Variable Importance in the Projection)를 얻어 유의성 있는 변수를 추출하였다. VIP는 두 집단이 나뉘었을 경우 변 수들마다 기여한 정도의 차이를 나타내며, 두 그룹을 구분하 는데 가장 기여한 정도가 큰 변수들을 찾아내기 위해 사용되 었다. 보통 VIP score가 1.0 이상인 변수들에 대하여 유의성 이 있다고 보기 때문에 여러 가지 변수 중 VIP score가 1.0 이상인 변수들을 선택하였다. 더욱 정확한 결과를 위해 표준 편차는 1.0 미만인 것을 선택하였다. 그리고 통계프로그램인 SPSS 11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 사용하여 oneway ANOVA (analysis of variance)를 통하여 p-value가 0.05 미만인 변수를 추출하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 대사체의 분석 및 동정
        Fig. 1의 (A)는 국내산 참당귀시료의 대표적인 total ion chromatogram이며, (B)는 중국산 참당귀시료의 대표적인 TIC 를 나타낸 것이다. 화살표 및 숫자로 표기한 피크는 NIST mass spectra library를 이용하여 동정한 피크를 표시한 것이다. GC/MS 분석으로 얻은 TIC 및 MS fragment 양상을 기초로 NIST mass spectra library부터 대사체의 정성분석이 용이했다. 한편, 중국산과 국내산 참당귀 시료의 피크 intensity와 양상이 다른 것을 육안으로 확인할 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 1 
				
          

          
            Total ion chromatograms of volatile constituents of extract of A. gigas cultivated in Korea (A) and extract of A. gigas cultivated in China (B) obtained by GC/MS EI scan mode.
          
          

          

        

        Table 2와 Table 3에는 각각 국내산과 중국산 참당귀의 GC/MS 분석으로부터 예상되는 대사체를 NIST mass spectra library로부터 동정한 결과를 나타내었다. 1-Benzyl-1,2,3-triazole, 2,6-dimethyl-1,3,6-heptatriene, β-farnesene, 4-terpinenol, α- terpinolene, bicycloelemene, bicyclogermacrene, E,E-α-farnesene, β-myrcene, β-phellandrene, δ-3-carene, β-terpinene, dl-limonene, ethyl linolenolate, guaiol, hexanal, myrtanol, 2-methyloctane, styrene 등을 포함하여 국내산은 45개, 중국산은 43개의 피크가 동정되었다. 국내산 참당귀에서만 동정된 대사체는 bicyclo[3.1.1] hept-3-en-2-one,4,6,6-trimethyl-,[1S-(1α,2β,5α)], muskolactone, myrtenol, cubenol, trans-carveol 등을 비롯하여 22개 화합물 이며, 중국산 참당귀에서는 β-phellandrene, β-terpinene, E,E- α-farnesene, guaiol, myrtanol 등 23개 화합물, 그리고 두 시 료 모두에서 동정된 대사체는 camphene, p-cymen-7-ol, α- muurolene, nonane, α-pinene, γ-terpinene 등 23개 화합물이다. 한편, 국내산 참당귀의 18번과 20번 피크는 p-mentha-1,5-dien-8- ol, 21번과 22번 피크는 p-cymen-7-ol, 29번과 31번 피크는 cisthujan- 10-oic acid methyl ester로 각각 근접한 RT에서 검출되었 으며 동일한 화합물로 동정되었다 (Table 2, 3). Silane, dimethyldecyloxyhexadecyloxy-는 분석과정에서 오염된 물질로 추정된다. 한편, Kim 등 (2006)은 참당귀 휘발성 성분인 α- pinene, limonene, β-eudesmol, elemol 등을 보고하였으며 이는 본 논문의 대사체 동정 결과와 대부분 일치하였다. 또한, 참당 귀의 주성분으로는 decursin, decursinol 등의 coumarin 유도체 등이 보고되었다 (Kim et al., 2006).

        
          Table 2. 
				
          

          
            The list of identified metabolites from extract of A. gigas cultivated in Korea. NIST library-based putative identification of primary metabolites analyzed by GC/MS.

          
          

        

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

            
              	
                

              
            

          
          
            	1
            	7.507
            	128
            	Nonane
            	99
          

          
            	2
            	8.655
            	136
            	α-Pinene
            	97
          

          
            	3
            	9.193
            	136
            	Camphene
            	99
          

          
            	4
            	10.138
            	136
            	β-Pinene
            	98
          

          
            	5
            	11.159
            	136
            	γ-Terpinene
            	95
          

          
            	6
            	11.724
            	134
            	o-Cymene
            	95
          

          
            	7
            	12.055
            	196
            	β-Terpinyl acetate
            	88
          

          
            	8
            	12.617
            	178
            	Bicyclo[3.3.1]hept-3-en, 4,6,6-trimethyl-2-vinyloxy
            	87
          

          
            	9
            	13.514
            	252
            	3-Methyl-2-butenoic acid, undec-10-enyl ester
            	89
          

          
            	10
            	13.907
            	192
            	3-Cyclohexen-1-ol, 5-methylene-6-(1-methylethenyl)-, acetate
            	84
          

          
            	11
            	14.163
            	154
            	Linalool
            	99
          

          
            	12
            	14.639
            	340
            	Hexanoic acid, 4-hexadecyl ester
            	82
          

          
            	13
            	14.970
            	154
            	2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, trans-
            	87
          

          
            	14
            	15.077
            	152
            	α-Campholene aldehyde
            	88
          

          
            	15
            	15.501
            	154
            	2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, cis-
            	90
          

          
            	16
            	15.649
            	152
            	Bicyclo[3.1.1]hept-3-en-2-ol, 4,6,6-trimethyl-,[1S-(1α,2β,5α)]
            	89
          

          
            	17
            	15.729
            	172
            	Hexanoic acid, 2-methylpropyl ester
            	83
          

          
            	18
            	15.846
            	152
            	p-Mentha-1,5-dien-8-ol
            	93
          

          
            	19
            	16.232
            	150
            	2(10)-Pinen-3-one, (+/-)-
            	88
          

          
            	20
            	16.442
            	152
            	p-Mentha-1,5-dien-8-ol
            	85
          

          
            	21
            	16.753
            	150
            	p-Cymen-7-ol
            	95
          

          
            	22
            	16.929
            	150
            	p-Cymen-7-ol
            	83
          

          
            	23
            	17.188
            	152
            	Myrtenol
            	93
          

          
            	24
            	17.553
            	150
            	Bicyclo[3.1.1] hept-3-en-2-one, 4,6,6-trimethyl-
            	88
          

          
            	25
            	17.864
            	152
            	Carveol, trans-
            	95
          

          
            	26
            	18.595
            	150
            	2-Cyclohexen-1-one, 2-methyl-5-(1-methylethenyl)-
            	87
          

          
            	27
            	19.288
            	182
            	Bicyclo[2.2.1] heptan-2-ol, 7,7-dimethyl-, acetate
            	85
          

          
            	28
            	19.678
            	282
            	3-Methyl-2-butenoic acid, 2-tridecyl ester
            	89
          

          
            	29
            	19.795
            	182
            	Thujan-10-oic acid methyl ester, cis-
            	88
          

          
            	30
            	20.037
            	278
            	10-Heptadecen-8-ynoic acid, methyl ester, (E)-
            	83
          

          
            	31
            	20.847
            	182
            	Thujan-10-oic acid methyl ester, cis-
            	93
          

          
            	32
            	21.323
            	200
            	Isobutyl caprylate
            	89
          

          
            	33
            	22.423
            	196
            	Bicyclo[3.1.1]heptane-2-methanol, 6,6-dimethyl-, acetate
            	87
          

          
            	34
            	24.165
            	152
            	α-Campholine aldehyde
            	85
          

          
            	35
            	25.176
            	190
            	2-Butenoic acid, 3-methyl-, phenylmethyl ester
            	88
          

          
            	36
            	25.307
            	204
            	α-Muurolene
            	99
          

          
            	37
            	25.559
            	222
            	2H-3,9α-Methano-1-benzoxepin,octahydro-2,2,5α,9-tetramethyl-,[3R-(3α,5α,α,9α,9α)]
            	86
          

          
            	38
            	26.118
            	271
            	Spiro[3-phenyl-1,4,2dioxazolin-5,2'-bornan]
            	88
          

          
            	39
            	26.518
            	222
            	3,7-Cyclodecadiene-1-methanol,α,α,4,8-tetrame[s-(Z,Z)]
            	83
          

          
            	40
            	27.236
            	220
            	(+) Spathulenol
            	90
          

          
            	41
            	27.342
            	286
            	Propanoic acid, 2-methyl-, 1-(1,1-dimethylethyl)-2-methyl-1,3-propanediyl ester
            	80
          

          
            	42
            	28.340
            	222
            	10-epi-γ-Eudesmol
            	93
          

          
            	43
            	28.430
            	220
            	(-)-Spathulenol
            	88
          

          
            	44
            	28.899
            	222
            	Cubenol
            	95
          

          
            	45
            	29.082
            	222
            	β-Eudesmol
            	99
          

          
            	46
            	29.435
            	272
            	7-Heptadecene, 1-chloro-
            	89
          

          
            	47
            	30.756
            	240
            	Muskolactone
            	93
          

          
            	48
            	31.061
            	208
            	Benzene, 1,1'-(1,2-cyclobutanediyl)bis-, cis-
            	87
          

          
            	49
            	45.814
            	456
            	Silane, dimethyldecyloxyhexadecyloxy-
            	99
          

        

        
          
            Full score at 100
          

        

        

        
          Table 3. 
				
          

          
            The list of identified metabolites from extract of A. gigas cultivated in China. NIST library-based putative identification of primary metabolites analyzed by GC/MS.

          
          

        

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

            
              	
                

              
            

          
          
            	1
            	4.572
            	100
            	Hexanal
            	88
          

          
            	2
            	6.417
            	128
            	Octane, 2-methyl-
            	86
          

          
            	3
            	6.628
            	122
            	2,6-Dimethyl-1,3,6-heptatriene
            	83
          

          
            	4
            	7.276
            	104
            	Styrene
            	95
          

          
            	5
            	7.569
            	128
            	Nonane
            	99
          

          
            	6
            	8.838
            	136
            	α-Pinene
            	95
          

          
            	7
            	9.256
            	136
            	Camphene
            	95
          

          
            	8
            	9.859
            	136
            	β-Terpinene
            	90
          

          
            	9
            	10.273
            	136
            	β-Pinene
            	89
          

          
            	10
            	10.763
            	136
            	β-Myrcene
            	88
          

          
            	11
            	11.263
            	136
            	δ-3-Carene
            	85
          

          
            	12
            	11.732
            	134
            	o-Cymene
            	83
          

          
            	13
            	11.870
            	136
            	dl-Limonene
            	95
          

          
            	14
            	11.991
            	136
            	β-Phellandrene
            	91
          

          
            	15
            	12.436
            	136
            	trans-β-Ocimene
            	90
          

          
            	16
            	12.839
            	136
            	γ-Terpinene
            	91
          

          
            	17
            	13.736
            	136
            	α-Terpinolene
            	89
          

          
            	18
            	14.191
            	154
            	Linalool
            	98
          

          
            	19
            	14.767
            	340
            	Hexanoic acid, 4-hexadecyl ester
            	88
          

          
            	20
            	14.981
            	154
            	2-Cyclohexen-1-ol,1-methyl-4-(1-methylethyl)-, trans-
            	89
          

          
            	21
            	15.509
            	154
            	2-Cyclohexen-1-ol, 1-methyl-4-(1-methylethyl)-, cis-
            	85
          

          
            	22
            	15.740
            	172
            	Hexanoic acid, 2-methylpropyl ester
            	89
          

          
            	23
            	16.779
            	154
            	4-terpinenol
            	95
          

          
            	24
            	16.955
            	150
            	p-Cymen-7-ol
            	92
          

          
            	25
            	17.275
            	154
            	Myrtanol
            	93
          

          
            	26
            	18.762
            	152
            	p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol, trans-
            	84
          

          
            	27
            	19.872
            	182
            	Thujan-10-oic acid methyl ester, cis-
            	88
          

          
            	28
            	19.872
            	204
            	Bicycloelemene
            	95
          

          
            	29
            	22.442
            	196
            	Bicyclo[3.1.1]heptane-2-methanol, 6,6-dimethyl-, acetate
            	86
          

          
            	30
            	24.091
            	204
            	β-Farnesene
            	96
          

          
            	31
            	24.198
            	308
            	Ethyl linolenolate
            	93
          

          
            	32
            	24.198
            	204
            	Bicyclogermacrene
            	83
          

          
            	33
            	25.344
            	204
            	α-Muurolene
            	99
          

          
            	34
            	25.406
            	204
            	E,E-a-Farnesene
            	95
          

          
            	35
            	26.559
            	222
            	3,7-Cyclodecadiene-1-methanol, α,α,4,8-tetrame[s-(Z,Z)]
            	89
          

          
            	36
            	27.418
            	220
            	Spathulenol
            	91
          

          
            	37
            	27.718
            	222
            	Guaiol
            	95
          

          
            	38
            	28.367
            	222
            	10-epi-γ-eudesmol
            	93
          

          
            	39
            	29.282
            	222
            	α-Eudesmol
            	95
          

          
            	40
            	30.462
            	159
            	1-Benzyl-1,2,3-triazole
            	84
          

          
            	41
            	30.735
            	240
            	Oxacyclotetradecane-2,11-dione, 13-methyl-
            	80
          

          
            	42
            	31.088
            	208
            	Benzene, 1,1'-(1,2-cyclobutanediyl)bis-, cis-
            	82
          

          
            	43
            	32.648
            	240
            	Selina-4 α,11-diol
            	81
          

        

        
          
            Full score at 100
          

        

        

      

      
        2. 다변량 통계분석을 통한 판별
        PCA, PLS-DA, OPLS-DA 등의 다변량 통계분석법을 시도 해 본 결과, PCA 는 각각 9개의 국내산 참당귀와 7개의 중 국산 참당귀가 중첩되어 모델 확립에는 적합하지 않았다 (data not shown). PLS-DA에서도 PCA에서 보다는 약간 개선되었 지만, 각각 7개의 국내산 참당귀와 3개의 중국산 참당귀가 중 첩되어 역시 모델 확립에는 적합하지 않았다 (data not shown). Fig. 2에 나타난 바와 같이, OPLS-DA에서는 국내산 참당귀와 중국산 참당귀의 모든 시료가 중첩되지 않고 잘 분 리되었으며, 따라서 OPLS-DA를 이용하여 참당귀의 산지 판 별 모델을 확립하였다. 한편, PCA는 독립변수만을 이용하여 새로운 주성분을 구하고 그 주성분을 이용하여 회귀식을 구하 는 반면, PLS는 독립변수뿐만 아니라 종속변수를 동시에 고 려하여 새로운 변수를 찾고 이를 이용하여 회귀식을 구하므로 PCA보다는 PLS에서 더욱 개선된 결과를 얻을 수 있다. OPLS-DA는 분광학적 데이터와 데이터의 특정 성질, 예를 들 면 어떤 그룹에 속하는지의 여부를 연관시키는 회기 분석법 중의 하나로, 이 방법은 주 관심의 대상인 그룹간의 차이가 첫 번째 특이 벡터에 나타나도록 데이터 행렬을 회전시킴으로 써 관찰값과 서로 다른 그룹간의 연관된 변이를 쉽게 알아낼 수 있다 (Bylesjo et al., 2006; Wiklund et al., 2008). 한편, Tianniam 등 (2008)은 일당귀 (Angelica acutiloba)의 당, 유 기산과 아미노산 등을 GC-TOF MS로 분석하고 PCA를 통한 산지판별모델을 보고하였다. 즉, 일본의 4개 산지로부터 구입 한 일당귀의 1, 2차 대사물질의 분포양상에 따라 PCA score 의 값에 차이가 확인되었으며 판별의 유의성을 제시하였다.

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            OPLS-DA score plots of volatile metabolites from extract of A. gigas that identified by GC/MS.
            A. gigas samples from Korea and China are represented with a ▲ K, and ■C, respectively. OPLS-DA; Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis.

          
          

          

        

      

      
        3. 원산지 판별 마커 대사체
        국내산 참당귀와 중국산 참당귀를 판별할 수 있는 마커 대 사체를 검출하기 위해 OPLS-DA 분석으로부터 얻어진 VIP score가 1.0 이상으로 유의성이 있는 변수 (variable)를 선발하 고 더욱 정확한 결과를 위해 그 중에 표준오차가 1.0 미만인 것을 추출하였다 (Fig. 3). VIP plot은 두 그룹을 나뉘게 하는데 기여를 한 순서에 따라 분류된다. 그리고 one-way ANOVA를 통하여 p-value가 0.05 미만인 변수들을 추출한 결과, 변수 4.1 (4.00min - 4.19min), 4.9 (4.80min - 4.99min), 9.1 (9.00min - 9.19min), 13.5 (13.40 min - 13.59 min) 변수 등 유의성 있는 변수 19개가 선택되었다. Table 4에 나타낸 바와 같이, VIP와 SPSS를 통해 동시에 추출된 유의성 있는 변수들 중 GC/MS NIST library 탐색을 통해 동정된 성분은 styrene (7.19 min), α-pinene (8.95 min), β-terpinene (9.86 min)으로 총 3 가지 의 마커 대사체를 얻을 수 있었다 (Table 4). 한편, Kim 등 (2011)은 국내산 참당귀를 시료로 1H NMR과 UPLC-MS를 활용하여 1차 및 2차 대사체를 분석하였다.

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            Plot of variable importance in the projection from the OPLS-DA of volatile metabolites that identified by GC/ MS of A. gigas.
            OPLS-DA; Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis.

          
          

          

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            The list of marker metabolite to discriminate between A. gigas cultivated in Korean and in Chinese.

          
          

        

        
          
            
              	Variable
              	Marker compound name (R.T.)
              	Mass fragments
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	7.1
            	Styrene (7.19 min)
            	39,51,63,78,104
          

          
            	8.9
            	α-Pinene (8.95 min)
            	41,77,93,105,121,136
          

          
            	9.9
            	β-Terpinene (9.86 min)
            	39,77,93,108,121,136
          

        

        

      

      
        4. 미지시료의 검증
        이상과 같이 확립된 국내산 참당귀와 중국산 참당귀의 OPLS-DA 판별모델의 정확도를 검증하고자 미지시료의 분석 값을 적용하였다. 이미 산지를 알고 있는 시료인 국내산 6개 와 중국산 8개를 미지시료로 정하여 수증기 증류로 얻은 휘발 성 분획을 GC/MS로 분석하였다. 이 때 분석 순서는 무작위 로 정하여 수행함으로써 주관적 예측과 판별은 지양하였다. 그 결과, Fig. 4에서 보는 바와 같이 총 14개의 시료 중 중국산 1개 시료를 제외하고 13개의 시료가 정분류 되었으며 정확도 는 93%이었다.

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            Predicted score scatter plot of blind samples of A. gigas on OPLS-DA model.
            A. gigas samples from Korea are represented with a ▲K, samples from China with a ▲ C, samples. OPLS-DA; Orthogonal Partial Least Squares Discriminant Analysis.

          
          

          

        

        이상의 결과를 종합해 보면, GC/MS 분석을 기반으로 대사 체학 기법을 사용하여 한약의 원산지 판별모델을 확립함으로 써 국내산 참당귀와 중국산 참당귀의 과학적인 관리에 적용할 수 있을 것이며, 나아가 다른 한약의 원산지 판별모델을 확립 하는데도 기여할 것으로 사료된다. 한편, 본 연구에서는 수확 후 건조한 당해연도의 시료를 사용하였기 때문에 연차에 따른 변수를 고려하지 않았으나, 한약재의 대사체는 연차 및 건조 조건과 건조 후 저장조건에 따라 변할 수 있으므로 이점을 고 려하여 분석시료를 수집해야할 것이다. 또한 이러한 대사체학 연구에 의해 한약의 과학적 관리가 용이해짐으로써 한약발전 에도 크게 기여할 것을 확신한다.
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