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ABSTRACT 

In 。rder to develope the meth。d of quantitative determination of lipid hydr。peroxide in human blood 

serum, we tried the ferrothiocyanate method to total lipids extracted by Bligh-Dyer method and obtained 

the results as follows. 

1.. The maximum absorbance showed at the concentration of M。hr’s solution, 0.127.M at pH 1.7.0 and 

amm。nium thiocyanate s이uti。n, 3.95M in the ferrothi。cyanate method. 

2. When hydrogen peroxide, cumene hydroperoxide, and oxidized linoleic acid were added to serum, and 

extracted them by Bligh-Dyer method to examine the extraction efficiency, we confirmed that cumene 

hydroperoxide and 。xidized linoleic acid were extracted in CHCl3 phase, and hydr。gen peroxide in 

MeOH-H2 0 phase, respectively. 

3. The concentration of lipid hydroperoxide of total lipids extracted from normal adult serum was 2.ox10·5 M, 

and increased prop。rtionally the c。ncentration of lipid hydr。per。xide by increasing the amount 。f serum. 

4. When we c。mpared the total lipids extracted by Bligh-Dyer method and t。tal lipids extracted after lip。­

protein is precipitated by Yagi meth。d in human blood serum, the concentration 。f lipid hydroperoxide 

was showed nearly the same value. 

Fr。m 。ur results, we concluded that the c。ncentration 。f lipid hydr。per。xide in human blo。d serum c。uld

be determined quantitatively by terr。thiocyanate method. 

I. 서 론 

과산화지질〔lipid peroxide)이란 지질과 산소가결 

합하여 생성된 peroxide(-0-0 -) 구조블 가진 
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각종 산화생성물을 말하며 여기에는 2 차 산화생성붙 

이 포함되는 경우도 있어 어떤 특정 화합물을 뜻하는 

것은 아니며, 지질의 성분인 불포화지방산에 산소가 

결합되어 생성된 화합물을 총칭 한다. 

생체내에서 생성된 과산화지질은 노화현상을 비롯 
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하여 여러가지 퇴행성 변화를 수반하는 각종 질병 1-4> 

파관계가있어 최근에는 많은연구자틀의 관심의 대 

상이 되고 있으며, 과산화지질이 갖는 쟁리적 및병리 

적 작용이 밝혀짐에 따라 그 엄상적인 중요성의 의의 

가 점차 널리 인식되었고, 따라서 쟁체내의 lipid hy­

droperoxide 정 량은 중요하게 되었다. 

Lipid peroxide 의 정 량볍 으로는 hydroperoxide 

자체를 정 량하는 iodometry 법,@ polarography법,6) 

indophen이 법,” thiocyanate법 ” 퉁이 있으나 양적 

인 제한, 시료의 취급 및 감도 등에 문제가 있어 쟁 

체시료에는거의 이용되고있지 않다. 

한편, 간접적으로 정량하는 방법으로는 over tes­

t ~> U .V .1,0> E.S.R .1u 법 등이 었으나, oven test 

는 산소의 소모량을 측정하는 방볍이며, U.V.;E. 

S.R.법은불포화지방산의 구조적 변화를 측정하는 

방법으로생체조직 중의 시료에 관하여는 정성적 범 

위를 벗어날수가없다. 

또한, 분해방법으로는 TBA볍 12) 이 생체시료에 대 

하여 많이 이용되고 있다. 그러나 TBA법은 과산화 

지질에서 생성되는 malondialdehyde 뿐만 아니라 여 

러 가지 aldehyde 류, sialic acid, sugar 빛 pyru­

vie acid 퉁과도 비 특이적으로 반응하기 때 문에 반 

응의 감도가 낮으며 또한, lipid hydroperoxide 양 자 

체를 측정하는 것이 아니라 2차 산화 생성물의 과산 

화물의 양을 측정하기 때문에 문제점이 었다. 

생체 중의 lipid peroxide 양의 지 표로 가장 적당한 

것은 lipid hydroperoxide 자체이므로 생체내의 lip­

id hydroperoxide 자체를 정량할 수 있는 분석법의 

개발이 절실히 요구되고 있는 실정이다. 

따라서, 본 연구에서는 혈액중의 lipid hydroper­

oxide 자체를 정량하는 방법을 개발하고자 혈청에서 

total lipid 를 Bligh-Dyer법으로 추출하여 과산화 

물의 정량볍인 ferrothiocyanate 법을 이용하여 측정 

하였다. 

II. 재료 및 방법 

1 . 시료의 조제 

I) Mohr 염 빛 ammonium thiocyanate용액12> 

Mohr 염 1.25g 을 25ml 메스플라스크에 넣고 :i. 5 

% HCI 수용액으로 녹여 pH 1.70 인 0.125M의 Mohr 

웰國油化學會誌 

염 을 만들고, ammonium thiocyanate 7.5g을 25ml 

메스플라스크에 넣고 중류수를 가하여 최종농도가 3.95 

M의 ammonium thiocyanate 를 만들어 사용하였다. 

2) 혈청의 분리 

29세 건강한 남자로 부터 혈액을 취하여 3,000rpm 

에서 30 분간 원심분리하여 얻은 혈청을 4 ℃ 냉장고 

에 보관하면서 시료로사용하였다. 

2. 실험 방법 

1 ) Ferrothiocyanate법의 최적조건 결정 

Mohr 염 용액의 최적농도 및 pH와 ammonium th­

iocyanate 용액의 농도를 결정하기 위하여 각농도별, 

pH별 용액을 만들어 각각 0.1 ml씩 넣고 상온에서 정 

확히 3 분간 방치한 후 spectronic 20 으로 5QOnm 

에서 10 초이내에 홉광도를 측정하였다. 

2) 농도별 Hz Oz 홉광도 측정 

각농도별로 만든 H20z 용액 O.lml 를 취하여 9.5% 

ethanol 4.7ml 에 녹인 다음 3.95M ammonium thioc­

yanate용액 0. lml와 0.127MMohr염 O.lml를 가하 

여 혼합하고 정확히 3분간 방치한 후 10초이내에 sp­

ectronic20을 사용하여500nm에서 홉광도를 측청하였다. 

3) Cumene 의 농도결정 

본 실험에 사용한 cumene hydroperoxide 용액의 

농도를 알기 위하여 hydroperoxide 양을 요오드적정 

볍 13)으로 적정하였다. 

즉, cumene hydroperoxide 용액 0.005g에 ch lo­

roform IOml 와 acetic acid 15ml 및 포화 KI 용 

액 lml 를 가하고 1 분간심하게 흔들어 어두운곳에 

5분간 방치한 다음 증류수 75ml 를 가하여 혼합한 

후 1% 녹말용액을 지시약으로 사용하여 O.OlN Naz 

S203 용액으로 적정하였다. 

적정 한 결 과 표준물질로 사용한 cumene hydrope­

roxide 용액의 농도는 81 %였다. 

4 ) Cumene hydroperoxide용액의 표준독선 및 몰 

흡광계수측정 

각 농도별 cumene hydroperoxide용액을 chloro­

form에 녹여 만든 후 ferrothiocyanate법 으로 각농 

도에 따른 홉광도를 500nm에서 측정하여 그래프를 

작성하였으며, 몰 흡광계수는 농도별 cumene hydr­

operoxide용액의 홉광도 값을 사용하여 Lambert­

Beers 볍칙에 의해 계산하였다‘ 
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5) 혈청 Lipid의 추출 

Q) Bligh-Dyer법 l”에 의한 

혈청자체를 물로 보고 시험관에 넣어 CHCls- Me 

OH-H20(1 :2:0.8, v/v/v) 혼합용액을 가한 

15 분간 방치한 후 CHCla- HiO를 가하여 CHO a 

-Me0H-H20의 부피가 I : I : 0. 9 ( v /v Iv)로 

록 한다. 이 용액을 원심분리하여 CH Cl a 층을 

고 칠소가스 존재 하에서 건조하여 

었다. 

@Yagi법 15)에 의해 분리 한 Lipoprotein 으로 부터 

Lipid 추출 

O. lml 에 

타냈으므로 모든 실험은 이 조건에서 설시하였다. 

peroxide 농도가 증가 

Fe2+는 Fe3+ 로 많이 산 

반응하여 착이온을 생성 

증가하는 것으로 생각된다. 

추출할 경우 H202 용액 

어느층에 

농도별 H202용액의 흘광도 

Hz02의 농도에 따른 홉굉도의 변화를 알아보기 위 

하여 5× I『‘%∼ l % Hz02 용액의 홉광도를 측정한 

결과는 Table l 과 같이 H202 의 농도가 증가함에 따 

라 홉광도가 크게 증가하였다. 
이는 산성 하에서 hydrogen 

함에 따라 Mohr 염 용액의 

화되어 thiocyanate 이 온과 

하기 때문에 흡광도가 크게 

한편, Bligh-Dyer 법으로 

2. 

다 

되도 

분리하 

얻 

lipid 추출 

total lipid를 

t。t려 

음 

중
 담

 
이 CH Cl a 층과 MeOH- H20층의 

서 

phosphotu-

5 분간 

H2S04 8.0ml 와 N/12 혈청 

추출되는지를 알아보기 워 하여 두층의 흡광도를 측 

H202 용액은 Me OH 

l ml 를 가한 후 3,000rpm에서 

lipoprotein 의 침전불에 

ngstic acid 

정한 결과 Table 2 에서와 같은 

-H20층에서 추출됨 을 알 수 있었다. 

%
π
 

증
 

0.8ml 가 되게 하여 위 와 동일한 방법 으로 

lipid를 추출하였다. 

얻은 원심분리하여 

를가하고 

중에 

측정 Lipid hydroperoxide 의 6) 

each c。ncentrati。n of on Table 1. Abs。rbancetotal lipid 

ferrothiocyanate 볍 16>으 

Bligh- Dyer 법 a로 추출한 혈청 

hydrogen peroxide lipid hydroperoxide는 서 

0. lml 에서 추출한 total 

ethanol 4. 8 ml 에 녹인 다음 3.95M ammonium thi­

O. lml 와 0.127M Mohr 염 

c。ncentrati。n C。ncentrat·
Absorbance Absorbance 

(%) (%) 
95% lipid 를 

로 측정하였다. 

혈청 E으 ,, 

0.43 5 × 10-4 0.00 5 x 10-· 
I × 10-3 0.90 

Scale out 

I × 10-1 

I × 10。
0.01 
0.05 5 × 10-a 

0.1 ml 를 

이 후 10 초 3 분간 방치한 

측정하였다. 

ocyanate 용액 

혼합하고 정확히 

500nm에서 홉광도를 

가하여 

내에 

7) 
0.09 1 × 10-i 

및 산화된 Linoleic acid를 첨가한 혈청에서의 

Lipid hydroperoxide 의 정 량 

l × 10-2 % H202용액, 
M cumene hydroperoxide 용액, 3.6 × 10-2 M Jin­

이eic acid용액을 각각 넣고 Bligh- Dyer법에 

혈청과 동일하게 500nm에서 홉광도를 

qi =,; hydroper。xide의 표준곡선 

몰홉광도계수 

peroxide, Cumene hydroperoxide Hydrogen 

Cumene 3. 

Bligh-Dyer법으로 추출할 경우 cumene hydrop­

eroxide 용액이 CHCla 층과 MeOH- H20층의 두층 

중 어느 층에서 추출되는지 알기 위하여 두층의 홉광 

1× 10-a· 

해
 
정
 

의
 
측
 

O. lml 에 각혈청 

도를 측정한 결 과 Table 2에서와 같이 

droperoxide 용액은 CH Cl a 층에서 추출됨을 알수었 

cumene hy-

추출하여 

하였다. 

었다. 및고찰 결과 
m 

홉광계수를 

Fig. I (Tab­

사이 

cumene hydroperoxide 용액의 

표준곡션을구한결과는 

1× lo-• M에서 

또한, 

Ferr。thi。cyanate법의 최적조건 

8× 10-• M 농도 
구하기 위하여 

le 3)와 같이 Ferrothiocyanate법의 최적조건을 알기 위하여 am-

에 좋은 직선 관계를 나타내었다. 

이 표준곡선으로 부터 계산한 cumene hydropero-

0.63 × 103 h「1crr「l 이었다. 

농도룹 thiocyanat-e 용액과 Mohr염 용액의 mon1un 

볼홉광계수는 xi de 의 
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thiocyanate 와 

용액일때 최대 홉광도를 나 

pH ammonium 

0.127M Mohr 염 

3.95M 검토한 결과 

I. 70 인 
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/ 
0.5 

Table 2. The comparison of absorbanc~ 。n CHCl3 

and MeOH-H2 0 phase by Bligh & Dyer 

0.4 

0.3 

0.2 

0. I 

-
-
-
c
t

。
。m
)
@
Q
C
m
a

」
。.
a〈

me th。d

Abs。rbancePhase Sample 

0.013 

0. 11 

0.013 

0.00 

0.00 

CHCl3 
MeOH-H20 

CHCl3 
MeOH-H20 

CHCl3 
MeOH-H20 

Serum 

H202a 

Serum + H2 02 b 
0.04 

8 

Cumene hydroperoxide {x 10·4 Ml 

6 4 2 

The c。n야ntration 。f hydr。gen per。xide added was 
1 x 10·2 %. 

꺼2 02 a : O.Sm’ H202 
H,O, b: 0.1ml H, a. 

The standard curve of curve of cumene Fig. 1. 

hydroper'。xide.each 

concentration of cumene hydroperoxide 

on abs。rbanceof change Table 3. The 

Bligh-Dyer 법으로 추출하였을때 

CHCla 층과 MeOH-H20 층의 두층 중 hydrogen pe-

hydroperoxide 를 
Conc. of CHPO* Absorbance c。nc. of CHPO* Abs。rbance

(10·4 M) {A450) (10-4M) {A4sol 
lipid 

다음과 

h띠roperoxide 빛 산화된 

acid 를 첨가한 model 실험을 실시한 결과는 

cumene roxide, 
0.31 
0.37 

5.0 0.07 1. 0 
6.0 0. 14 2.0 

같다 0.43 7.0 0. 19 3.0 

Hi02 용액을 

흡광도 

l × 10-2 % 

Bligh-Dyer법 으로 추출하여 

l) 0.49 

• 

8.0 

CHP。; cumene hydr。peroxide
This date was used f。r the standard curve(Fig. 1). 

0.25 4.0 

Table 2에서와 같이 Hi02는 Me OH 
-2 

-m 
H. 뼈

 했
 

K 

있
 

Au 

띠
 수
 

띠
-
알
 

ν때
 캘
 

추출되고혈청중의 

CHCla층에서 추출되는 

를, 측정한결과 

-1-l20층에서 

MeOH-H20충에서의 홉광도 

de는 ~ipid hydr。peroxide의 -정 량 중의 친
a
 

허
 를 

4. 
02카첨가된 혈청에서 

가 이론값보다 적게 나타난 것은 실험중에 

일부가 분해된 결과라고 생각된다. 

2) Cumene hydroperoxide 첨가 혈청 

1× Io-a M cumene hydroperoxide 용액과 1 × I0-3M 

cumene hyd roperoxide 용액을 첨가헌.혈청을 Bl­

igh- Dyer 법으로 추출하여 홉광도를 측정한 결과 

Table 4 에서와 같이 cumene hydroperoxide 와 혈 

H202 의 
Bligh-Dyer볍으로 추출하여 CHCla 

ferrothiocyanate 법 으로 도E ., 

CHCl3 

0.013 

Hydrogen peroxide 첨가 혈청 

1× 10-2 % H202 용액과 

첨가한혈청을 

흡광도는 

0.1 ml 를 

층과 MeOH- H20 층을 

정한 결과 혈청중의 lipid hydroperoxide 는 

층에서 추출됨을 알 수 있었으며 

이었으므로 혈청 O. lml 중에 

:i 

혈청 

M 
lipid hydroper-함유된 

serum 

0.013 -
= (0.63 × lOaM tcm-1)(cm) = 2.0XIO「M 이었다. 

lipid hydroperoxide 농도 0.1 ml oxide 양은 

추출 

;<4 ..., 
cumene hydropero-

흡광도가이론값호다 

cumene hydroperoxide 일부가 Me 

lipid hydroperoxide 가 CH Cl a 층에서 

있었다. 자체 

CH Cl a 층에서의 

청중의 

되는것을알수 

xi de에서 

게 나타난 

Hyd「。gen peroxide, Cumene hyd「。per­

。xide 및 산화된 Lin。leic acid 첨가 혈청 

에서의흘광도 

혈청내에 존재하는 

5. 

결과라고생각된다. 

7.4 ..Q._ 
~~ 

OH- H20 층으로 추출된 
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Vol; 5, No, l( 1988) Ferrothiocyanate 법에 의한 혈청 Lipid Hydroperoxide 청량 5 

3 ] 산화된 Lino I eic acid 첨가 혈청 

산화된 3.6× 10-2M linoleic acid 용액과 산화된 3.6 

× 10-2M linoleic acid 용액을 첨 가한 혈청을 Bligh 

-Dyer법으로 추출하여 홉광도를 측정한 결과는 Ta­

ble 5 에서와 같이 산화된 I inoleic acid용액 중의 Ii­

noleic acid hydroperoxide 와 혈청 중의 I ipid hydr­

operoxide는 CH Cl a 층으로 추출되는 것을 알 수 있 

었다. 

위의 결과로 부터 혈청속에 존재하는 lipid hydro­

xide는 CH Cl a 층에서 추출되며, hydrogen peroxi­

de 는 MeOH- H20층에서 추출됨을 알 수 있었고, 

이 결과로 부터 ferrothiocyanate법에 의해 측정되는 

것은 혈액내에 폰재하는 hydrogen peroxide는 제외 

된 lipid hydroperoperoxide 라는 것을 알 수 였었다. 

6. 혈청에서 추출한 T。tal lipid와 Lipopr。tein

어l서의 Lipid hydr。per。xide양의 비교 

혈청에서 Bligh-Dyer볍으로 total lipid틀 추출 

한 시료와 Yagi 12’의 TBA값 측정시 사용한 침전법 

을 적용하여 같은 양의 혈청에서 Jipoprotein을 침전 

시킨 후 Bligh- Dyer 법으로 lipid 를 다시 추출하여 

혈청 lipid hydroperoxide 양을 ferrothiocyanate 범 

으로 측정한 결과 혈청 O.Iml 와 0.2ml 를 사용하였 

을 때 Table 6 에서와 같이 거의 동일한 값을 나타내 

었다. 

Table 4. The comparison of absorbance on CHCl3 

and Me0H-H20 phase by Bligh & Dyer 

me th。d

Sample Phase Abs。rbance

CHPO* Total 0.67 

CHPO CHCl3 0.54 

Me0H-H20 0.09 

Serum+ CHPO CHCl3 0. 56 

MeOH-H20 0.095 

The c。ncentrati。n 。f cumene hydr。peraxide added 
was 1 x 10-3 M. 
• CHPO: Cumene hydr。percxide

Table 5. The comparison of abs。rbance on CHCl3 

and MeOH-H2 0 phase by Bligh & Dyer 

method 

Sample Phase Absorbance 

Serum CHCl3 0.013 

MeOH-H20 。-。。

L.A. CHCl3 。.47

MeOH-H20 0.00 

Serum+ L.A. CHCl3 0.49 
MeOH-H20 0.00 

L.A.: Oxidized ”noleic acid. 

Table 6. The comparison of lipid hydroperoxide 

concentrations in blood serum according 

to the different extraction method 

Serum Concentrati。n

이와 같은 결과는 혈청 lipid hydroperoxide 양을 

정량할 때 혈청에서 Bligh-Dyer법으로 total lipid 

를 추출허여 시료로 사용하거나 lipoprote in을 분리 

하여 lipid hydroperoxide 양을 측정하거 나 동일 함을 

알 수 있었으며, 혈청에서 lipid hydroperoxide를 정 

량할 때 혈청에서 직접 Bligh-Dyer 법으로 total Ii­

pid를 추출하여 측정하는 것이 간편하다는 것을 확 

인할수 있었다. 

( x10-1ml) 
Meth。l Absorbance (Ml 

7. 혈청 량과 Lipid hyd「oper。xide량의 

함수관계 

혈청내에 존재하는 lipid hydroperoxide 량을 ferr­

othiocyanate 법으로 측정 한 결과 홉광도가 났았으므 

로 혈청량을 증가시킴에 따라 홉광도가 현저하게 증 

가되는가를 알아보기 위하여 혈청 0.1 ml 에서 1.0ml 

까지 흡광도를 측정해 본 결과 Table 7 에서 와 같이 
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1. 0 A 0.013 2.0 × 10-5 

B 0.015 2.4 × 10-s 

2.0 A 0.029 4.6 × 10-s 

B 0.029 4.6 × 10-s 

Meth。d A: Total lipids were extracted on Bligh & 
Dyer method. 
Meth。d B: Total lipids were extracted 。n Bligh & 

Dyer method after lipopr。tein is precipitated by Yagi 
method. 
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Table 7. The concentration of lipid hydroper­

oxide in blood serum 

Serum(ml) Absorbance Concentration(M) 

0. I 0.012 2.0 × I『s

0.2 0.020 3.2 × 10-5 
。. 3 0.032 5. I X 10-5 

0.6 0.068 10.8 × 10-5 

0.0 0. 125 19.8 × 10-5 

혈청량에 비례하여 증가되었으며 혈청 l.Oml 중에 함 

유된 lipid hydroperoxide 량은 0.125 의 큰 흡광도 

를보였다. 

이상의 결과로 부터 혈청 중의 lipid hydroperoxi­

de 량은 ferrothiocyanate 법으로 직접 정 량할 수 있 

음을 알 수 있음을 알았다. 

N. 결 론 

혈액 중의 I ipid hydroperoxide 량을 직 접 정 량하는 

방법을 개발하기 위하여 혈청을 Bligh-Dyer 볍으로 

추출한 후 괴산화물을 ferro th io cyanate 법으로 측정 

하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. Ferrothiocyanate법의 최적조건을 알기 위해 Mo­

hr염 용액과 ammonium thiocyanate 용액의 농도를 

검토한 결 과 최적농도는 pH 1.70 인 0.127M Mohr염 

용액과 3.95M ammonium thiocyanate 용액 일 때 최 

대흡광도를 나타내었다. 

2. Hydrogen peroxide, cumene hydroperoxide 

빛 산화된 linoleic acid 를 혈 청 에 첨 가하여 Bligh­

Dyer 볍으로 각각 추출하였을 때 cumene hydrope­

roxide 와 산화된 Ii noleic acid는 CHCl3 층으로 추 

출되었으며, hydrogen peroxide 는 MeOH- H20 층 

으로 추출되었다. 

3. 정상인의 혈청을 사용하여 Bligh-Dyer 법으로 

total lipid를 추출하여 lipid hydroperoxide 량을 측 

정한 결과 2.0 × 10-5M이었고 혈청중의 lipid hydro­

peroxide 량은 혈청의 양에 비례하여 증가하였다. 

韓國油化學會誌

4. 혈청에서 Bligh-Dyer법으로 total lipid를 추 

출한 시료와 Yagi 법으로 I ipoprotein을 침전시켜 Bl­

igh-Oyer법으로 lipid를 추출한 시료를 비교히여본 

결과 lipid hydroperoxide 량은 거의 동일한 값을 나 

타내었다. 

이상의 결과로 보아 f errothi ocyana te법을 사용함 

으로써 혈청중의 lipid hydroperoxide 량을 직접 정량 

할 수 있었다. 
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