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Trace concentrations of estrogens such as 17β-estradiol (E2), 17α-estradiol (αE2), estrone (E1), estriol (E3),

and 17α-ethinylestradiol (EE2) may have adverse effects on humans and the aquatic ecosystem. The envi-

ronmental analysis of estrogens at physiologically active concentrations (low ng/L) requires the use of very

sensitive and selective method. An analytical procedure for the simultaneous determination of five steroid

estrogens in an aqueous environmental sample is described. The procedure includes solid phase extraction/

clean-up with C18 cartridge, and analysis by liquid chromatography/tan dem mass spectrometry of five estro-

gens. After 500 mL of sample loading on C18 cartridge, sample was eluted with acetonitrile and dryness. The

reconstituted analytes were separated on HPLC system with 0.1% formic acid and acetonitrile followed by ana-

lyzed using (-) electrospray ionization - mass spectrometer with multiple reaction monitoring mode. In the

range of 0.05 - 1 ng/mL, the calibration curves were showed the good linearities (above r2=0.99). The limits

of detection and limits of quatitation estimated for the estrogens in blank surface water were the concentration

range of 0.055~0.154 ng/mL and 0.184~0.514 ng/mL, respectively. The absolute recovery, precision (intra-day)

and accuracy in the low, medium and high (0.005~1.0 ng/mL) were in the range of 69.5~95.1%, 0.4 ~7.9%

(RSD) and -9.1~9.3% (bias), respectively. 
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1. 서 론

여러 질병에 대한 치료의 목적으로 개발된 의약물질

이 인체 및 동물 등에 광범위하게 사용됨에 따라 다양

한 경로를 통해서 폐기 및 배출되어 하천수는 물론이

며, 토양 및 먹는물(정수)에까지 유입되면서 환경에 영

향을 미치고 있다.1)

의약물질들이 환경 중에 노출됨으로써 자연계에서 그

영향이 어떻게 나타날 것인가에 대한 과학적인 관심은

2000년대에 들어서 가시화되었다. 유럽과 캐나다 등에

서는 약물학적 활성상태인 화학물질이 환경에서 출현된

것을 연구하기 시작했고, 네덜란드와 미국에서는 쓰레기

처리 방류수, 지표수 또는 지하수에서 극미량 수준이기

는 하지만 80여종의 처방약품이 검출된 예도 있다.2-3)

환경에 잔류하는 의약물질이 새로운 오염물질로 거

론되면서, 각국의 쓰레기 처리 방류수, 하천수, 먹는물

등에서 항생제, 진통제, 호르몬제 등 거의 모든 분야의

미량의 잔류의약물질들이 검출되었다고 보고되고 있

다. 이들 잔류의약물질들 중에는 인간에게는 정자 생성

에 영향을 미치거나 환경중에서는 물고기의 성비(sex

ratio)를 역전시키는 등의 여러 가지 다른 역효과를 내

는 내분비계장애물질들이 포함되어 있다.4-7)
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스테로이드 에스트로겐(steroid estrogen)은 가장 큰

에스트로겐 성질을 가진 화합물들인 것으로 알려지고

있다. 질병치료, 피임약, 동물용의약품으로 사용되는 천

연 스테로이드 에스트로겐과 합성 스테로이드 에스트

로겐이 물 환경에서 가장 많이 검출되고 있는데 이는

사람과 동물의 소변을 통해서 환경으로 유입된 것이다.

이들 두 종류의 에스트로겐은 비록 생물학적으로 비활

성인 glucronide가 결합된 conjugate 형태로 배설되기는

하지만, 이 conjugate된 에스트로겐들은 하수처리장이나

자연계에서 미생물들의 효소 반응에 의하여 활성인 free

steroid로 전환되거나 deconjugate되기도 한다.8-9)

이 스테로이드 에스트로겐들이 비록 낮은 농도로 물

환경 중에 존재하더라도 생물학적으로 부작용을 나타

낸다고 알려져있다.10-11)

특별히, 자연계에 존재하는 17-β estradiol(E2)과

estrone(E1), estriol(E3)과 같은 여성 호르몬과 피임약

으로 사용되고 있는 ethynyl estradiol(EE2)과 같은 합

성 스테로이드의 물 환경중 잔류는 큰 관심거리가 되

고 있다. 이들 에스트로겐 약물은 사람에게 미치는 영

향은 아직 불확실하지만 물고기 에게는 낮은 농도(0.1

~1 ng/L)에서도 에스트로겐 감응을 보이는 것으로 알

려져 있다.12-13)

이 화합물들은 주로 일반 폐수처리 시설을 통하여 강

으로 유입되며, 처리되지 않고 버려지거나 농가에서 사

용되는 하수 슬러지 등을 통해서 들어가기도 한다.

하지만, 에스트로젠을 검출하는데 사용되는 분석학적

기술과 관련한 제한성 때문에 복잡한 환경 메트릭스 시

료에서는 이들을 측정하기가 어렵다. 화학분석과 면역

학적 분석방법이 주로 사용되고 있으나 선택성이나 감

도 문제로 HPLC나 GC/MS를 사용하는 화학분석 방법

을 더 많이 사용하고 있다. GC/MS 또는 GC/MS/MS

분석방법 시료전처리 과정이 복잡하며 특별히 유도체

화과정을 거쳐야 한다는 단점을 가지고 있다.14-16) 액체

크로마토그래피(LC)-UV를 사용하는 방법은 유도체화가

필요 없지만 감도면에서 큰 제한성이 있다.

HPLC나 GC/MS로 이용한 사례가 있지만 더 효과적

인 검출을 위해 최근에는 LC/MS/MS 방법이 많이 사

용되고 있으며, 에리스로마이신은 흡수 발색단이 강하

지 않아 LC/UV를 이용한 검출보다는 LC/MS/MS 방

법을 많이 사용하고 있으며, 검출한계는 0.1~0.2 ng/L

정도이다.17-23)

본 논문에서는 하천수수 중에 잔류하는 에스트로젠

5종(Fig. 1)을 LC/MS/MS를 사용하여 효과적이고 감도

가 좋고 정밀성이 높은 동시 분석방법을 확립하고자 하

였다. 지금까지 발표된 방법에서는 이들 5종의 의약물

질을 물 환경시료에서 동시 분석하는 방법이 발표된 적

이 없기 때문에, 이들 5종에 대한 동시 분석방법은 하

천수중에 잔류하는 의약물질의 모니터링과 환경정책 수

립 등에 있어서 큰 도움이 될 것이다.

2. 실 험

2.1. 시약

실험에 사용한 표준물인 17α-ethylestradiol, β-estra-

diol, estrone, estriol, 17α-estradiol와 정량 분석에 사

용된 내부표준물질인 중수소로 치환된 β-estradiol-d2은

Sigma-Aldrich사(St Louis, MO, USA)의 고 순도 시

약을 사용하였다.

메탄올과 아세토나이트릴은 J. T. Baker사(NJ, USA)

의 HPLC 등급 시약을 사용하였으며, 개미산(formic

acid)은 Fluka사(Seelze, Germany)의 제품을 사용하였

다. 증류수는 Milli-Q system을 통과한 3차 증류수를

사용하였다.

2.2 기기 및 장치

LC/MS/MS는 시료 자동주입기(Agilent 1200 series

Fig. 1. Chemical structures of steroid estrogens.
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G1313A Autosampler)가 장착된 Agilent사(Palo Alto,

CA, USA)의 Agilent 1200series HPLC와 분리된

각 물질의 분자량 확인을 위해 Agilent 6410 Triple-

quadrupole 텐뎀 질량분석기(Agilent Technologies,

Palo Alto, CA, USA)를 사용하였다. 컬럼은 Eclipse

Plus C18(2.1×100 mm, 3.5 µm; Waters, U.S.A.)을

사용하였다.

Polypropylene conical 튜브는 Falcon사(Texas, USA)

의 제품을 사용하였다. 시료를 여과하기 위해 Whatman

사(Maidstone, UK)의 GF/B glass 여과지를 사용하

였고, 0.45 µm의 13 mm 실린지 디스크 필터는 Life

Sciences사(UK)의 제품을 사용하였다.

분석물질 추출에 사용한 고체상 추출(SPE) 카트리지

는 Sep-Pak Vac C18 카트리지(1 g, 6 cc)로 Waters사

(Milford, Massachusetts, USA)의 제품을 사용하였고

vacuum manifold는 Supelco사(Bellefonte, PA, USA)

의 제품을 사용하였다. 질소농축기는 Caliper Lifesci-

ence사(Seattle, WA, USA)의 TurboVap LV 농축기를

사용하였으며, vortex mixer는 Vision Scientific사

(Bucheon, Korea)의 제품을 사용하였다.

2.3. 실험방법

2.3.1. 표준용액의 제조

분석물질의 표준시약과 내부표준물질은 메탄올을 이

용하여 1000 µg/mL의 저장용액을 만들어 -20oC에 냉

동보관 후, 필요시에 10 µg/mL이 되도록 혼합희석하여

사용하였다. 

2.3.2. 시료 전처리

LC/ESI-MS/MS 분석 전에, 분석에 방해가 되는 매

트릭스의 제거 및 분석대상물질의 농축을 위해 정제 및

추출을 수행하였다.

바탕 시료 500 mL에 정제용 내부표준물질(surro-

gate)인 β-estradiol-d2(10 µg/mL) 25 µL를 첨가한다.

Sep-Pak Vac C18 카트리지(1 g, 6 cc)를 진공감압장치

(vacuum manifold)에 장착한 후 아세토나이트릴 5 mL

와 메탄올 5 mL, 그리고 증류수 5 mL를 통과시켜 준

비하였다. 준비된 Sep-Pak Vac C18 카트리지에 시료

를 4 mL/min의 속도로 적재 시킨 후, 적재가 끝난 카

트리지에 증류수 5 mL를 흘려주어 씻어준 후에 아세

토나이트릴 8 mL로 분석물질을 용리시켰다. 이 용리액

을 질소증발기를 사용하여 완전히 증발시킨 다음 메탄

올 500 µL로 잔사를 녹여 0.45 µm 여과지를 사용하

여 여과시킨 후 2 mL 갈색 바이알에 옮겨 LC/ESI-

MS/MS로 분석하였다(Fig. 2).

2.3.3. 기기분석 조건

HPLC의 이동상은 0.1% formic acid와 아세토나이트

Fig. 2. Schematic diagram for the sample preparation of estrogen in surface water.
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릴이었으며 기울기 용리방법(Table 1)을 사용하여 5종

의 에스트로겐들을 분리하였다. 이동상의 유속은 0.3

mL/min이었으며 시료 주입양은 2 µL이었다.

질량분석기는 전기분무이온화(ESI) 음이온(-) 모드를

사용하였으며, 분석물질인 스테로이드 에스트로겐과 내

부표준물질은 스캔 모드(scan mode)에서 각 물질의 질

량스펙트럼을 확인한 후 각 물질의 선구이온(precursor

ion)을 선택하여 생성이온(product ion)을 만든 후 특

성이온을 선택하여 최적의 MRM(multiple reaction

monitoring) 조건을 확립하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 크로마토그래피 및 질량분석법

HPLC로부터 estriol가 가장 먼저 9.54분에서 용리되

었고, estrone은 가장 나중에 용리되었는데 머무름 시

간은 14.33분이었으며 5종의 스테로이드 에스트로젠이

15분이내에 잘 분리되어 검출될 수 있었다(Fig. 3). 바

탕하천수는 하천수 중 분석대상물질인 5종의 에스트로

겐들이 검출되지 않은 하천수를 선정하였으며, 바탕하

천수에 대한 실제 전체 크로마토그램(TIC)와 extracted

ion chromatogram(EIC)은 Fig 4에 나타내었다. Fig 4

에서 보여지는 바와 같이 5종의 에스트로젠이 에스트

로젠 표준물질이 검출되는 위치(Fig. 3)에서는 어떤 에

스트로젠도 검출되지 않았기 때문에 확립된 분석방법

은 정량 또는 정성분석에 있어서 선택성이 좋음을 알

수 있다.

텐뎀 질량분석기에서 의약물질들의 정량이온과 정성

이온들을 얻기 위해서는 다음과 같은 절차가 수행되었

다. 먼저, ESI 음이온(-) 모드를 사용하여 full scan을

통해서 질량스펙트럼을 얻은 후, 기준이온(base ion)을

선구이온(precursor ion)으로 선택하였다. 선택된 선구

Table 1. HPLC chromatographic conditions and mass

spectrometric parameters

Parameters Conditions

Column

Mobile phase

Gradient 

Column flow rate

Injection volume

Column temperature

Ionization mode

Capillary voltage

Gas temperature

Gas flow

Nebulizer

Eclipse Plus C18 column, 100 mm

length, 2.1 mm i.d.,  3.5 µm particle

size

A: Water (0.1% formic acid)

B: Acetonitrile

Time (min) 0 10 25 26 35

Solvent B (%) 5 50 80 10 10

0.3 mL/min

2 µL

25oC

Negative ion electrospray

3.50 kV

350oC

8 L/min (N2) 

35 psi

Fig. 3. Total Ion Chromatogram and extracted ion chromatograms of five estrogens in the spiked surface water sample:
(a) TIC, (b) E3, (c) E2, (d) αE2, (e) EE2 and (f) E1.
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이온에 최적의 충돌 에너지(collision energy)를 가함으

로써 안정되고 감도 좋은 생성이온(product ion)을 만

들어서 정량 및 정성확인에 사용할 수 있었다.

Estriol(E3)은 9.54분에 검출되었으며, 분자량에서 양

성자가 한 개 제거된 [M-H]−=m/z 287이 선구이온으

로 선택된 후 충돌셀에서 생성이온을 생성한 후 텐뎀

질량분석의 MRM 모드에서는 m/z 145, m/z 171이

특성이온으로 선택되어 정량 및 정성이온으로 사용되

었으며, 한편 최대의 감도로 이온생성을 나타내기 위한

충돌셀내에서 충돌 에너지는 45 eV이었다. 17β-estra-

diol(E2)과 17α-estradiol(αE2)은 13.17분과 13.22분에

서 각각 검출되었으며 두 분석물질 모두 [M-H]− =

m/z 271이 선구이온이었고, m/z 183과 m/z 145가

MRM을 위한 특성이온으로 선택되었다. 텐뎀질량분석

기에서 17β-estradiol의 경우는 m/z 183 이온이 기준

이온으로 생성된 반면에 17α-estradiol은 m/z 145가 기

준이온으로 생성되어 이들 이온이 정량에 사용되었다.

분자량이 296.4 g/mol인 17α-ethinylestradiol(EE2)은

m/z 295에서 [M-H]−가 선구이온이었으며, m/z 159와

145가 특성이온으로 선택되어 정량 및 정성이온으로 사

용되었다. 마지막으로 검출된 estrone(E1)은 14.33분에

서 m/z 269([M-H]−)가 선구이온이었고, m/z 183과

m/z 145가 MRM을 위한 이온으로 선택되었고 충돌

에너지는 47 eV이었다. 5개의 estrogen의 텐뎀질량 스

펙트럼에서는 m/z 145이온이 공통적인 토막이온으로

나타나고 있는데 이는 [C10H9O]
−에 해당된다(Table 2).

생성이온들 중에서 가장 세기가 큰 이온이 정량이온

(quantitation ion)으로 선택되었으며, 차순 크기의 이온

Fig. 4. Total Ion Chromatogram and extracted ion chromatograms of five estrogens for blank sample: (a) TIC, (b) E3, (c)
E2, (d) αE2, (e) EE2 and (f) E1.

Table 2. Retention time, precursor ion and product ion of five estrogens by LC/MS/MS

Estrogens
R.T.

(min)

Precursor ion

(m/z)

Confirm ion

(m/z)

Quantitation ion

(m/z)

Collision

Energy (eV)

estriol (E3) 9.54 287 145 171 45

β-estradiol (E2) 13.17 271 145 183 45

17α-estradiol (αE2) 13.22 271 183 145 45

17α-ethylestradiol (EE2) 14.05 295 159 145 40

estrone (E1) 14.33 269 183 145 40

β-estradiol-d2 (ISTD) 6.50 273 147 185 47
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들이 확인이온(confirmation ion)으로 선택되어 정성확

인을 하는데 사용되었다(Table 2).

 

3.2. 검출한계, 정량한계, 절대회수율, 정밀도 및 정

확도

스크리닝을 통해서 분석물질인 스테로이드 에스트로

겐이 검출되지 않은 바탕 하천수에 에스트로겐 표준물

질을 첨가시켜서 검출한계(LOD) 및 정량한계(LOQ)를

측정하였다. 절대 회수율(absolute recovery) 조사를 위

해서 바탕 시료(blank sample)에 저농도, 중간농도, 고

농도가 되도록 각 분석물질을 소량첨가(spike)하여 분

석한 결과 낮은 농도에서도 비교적 만족할만한 절대 회

수율을 얻음을 보여주었다(Table 3).

LOD를 측정하기 위해서는 LOD를 예측한 후 예측한

농도에 해당하는 시료 7개를 만들어 2.3.2. 시료 전처

리에서 제시된 방법에 따라 전처리를 거쳤다. 다른 높

은 농도(예측 LOD의 10배 농도)의 시료를 마찬가지

방법으로 만들어서 전처리를 거친 후 분석하여 검정곡

선의 기울기(one-point 검정곡선)를 구하였다. 예측

LOD 농도 시료 7개를 앞에서 만든 검정곡선에 대입하

여 정량한 후 표준편차(s)를 구하고, 검정곡선에서 구한

기울기(m)으로부터 검출한계(LOD)(=3s/m)와 정량한계

(LOQ)(=10s/m)를 구하였다.

정확도는 bias(=(계산값 - 측정값)*100/계산값)로 나

타내었으며 낮은 농도, 중간농도, 높은 농도에 대해서

각각 나타내었는데 -9.1~9.3%로 양호한 정확도를 나타

내었는데 각 에스트로젠에 대해서 대체적으로 낮은농

도에서 정확도가 벗어난 값을 나타내었다.

E3의 경우 검출한계는 0.154 ng/mL이었고 정량한계

는 0.514 ng/mL이었다. 절대회수율은 80.7~86.1%이었

으며 낮은 농도(0.15 ng/mL), 중간농도(0.5 ng/mL),

높은 농도(1.0 ng/mL)에서의 정밀도(n=3)는 4.2, 5.3,

2.1 RSD%이었다. E2와 αE2의 경우는 LOD와 LOQ

가 0.071~0.073 ng/mL 및 0.235~0.243 ng/mL이었

으며 회수율은 69.5~95.1%이었으며 정밀도는 0.4~6.9

RSD%이었다. EE2의 경우 검출 감도가 가장 좋았는데

LOD와 LOQ는 0.055 ng/mL와 0.184 ng/mL이었다.

이는 절대회수율이 다른 에스트로겐에 비해 약간 높았

기(88.8~95.1%) 때문으로 사료된다. E1의 경우는 검출

한계가 0.085 ng/mL이었으며 정량한계는 0.283 ng/

mL이었으며 절대회수율도 81.1~84.6%의 양호한 회

수율을 나타내었으며 정밀도(RSD)는 2.8~7.9%이었다

(Table 3).

3.3. 검정곡선

하천수 중에 잔류하는 스테로이드 에스트로겐의 양

Table 3. Recovery, limit of detection (LOD), limit of quantification (LOQ), precision and accuracy (n=3)

Estrogens
LOD* 

(ng/mL)

LOQ** 

(ng/mL)

Concentration 

(ng/mL)

Recovery

(%)
RSD(%)

Bias***

(%)

estriol 0.154 0.514

0.154 86.1 4.2 9.3

0.5 84.3 5.3 -1.2

1.0 80.7 2.1 1.3

β-estradiol 0.073 0.243

0.073 72.7 1.0 -9.1

0.5 69.5 2.6 4.3

1.0 76.2 0.4 -3.6

17α-estradiol 0.071 0.235

0.071 92.6 6.9 -1.8

0.5 94.7 5.4 2.2

1.0 95.1 4.4 -2.0

17α-

ethylestradiol
0.055 0.184

0.055 91.5 3.2 -2.0

0.5 89.9 4.9 1.4

1.0 88.8 5.7 1.9

estrone 0.085 0.283

0.085 84.6 2.8 2.7

0.5 84.3 6.5 -5.8

1.0 81.1 7.9 1.1
*LOD : Limits of Detection (at 3s/m)
**LOQ : Limits of Quantification (at 10s/m)
***Bias : =(calculated value-measured value)/calculated value×100
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을 측정하기 위해서, 시료 중에서 농도가 0.05~1.0

ng/mL의 범위에서 7개 농도(n=5)에 대해서 표준물

질을 바탕 하천수에 소량첨가한 후 시료 전처리 과정

을 거친 후 HPLC/ESI-MS/MS로 분석하고 내부표

준법을 사용하여 검정곡선을 작성하였다. 검량선의 범

위는 에스트로겐의 정량한계에 따라 다르게 작성되었

으며, E3의 경우는 0.15~1.0 ng/mL 범위에서 y=

1.9000x+ 0.0434의 직선식을 나타내었고 상관계수(r2)

가 0.9982인 양호한 직선성을 나타내었다. E2와 αE2

는 0.07~1.0 ng/mL 범위에서 r2은 0.9916과 0.9952를

나타내었다. EE2와 E1도 0.05~1 ng/mL와 0.08~1.0

ng/mL 범위에서 r2=0.99 이상의 좋은 직선성을 나타

내었다(Table 4).

4. 결 론

본 논문에서는 HPLC/ESI-MS/MS를 이용하여 하천

수 중에 잔류하는 에스트로겐 5종(17α-ethylestradiol,

β-estradiol, estrone, estriol 및 17α-estradiol)을 동시

에 분석하는 방법을 확립하였다. 확립된 분석방법은 바

탕 하천수에 소량첨가한 시험에서 0.184~0.514 ng/mL

범위의 높은 감도를 나타내었고, 0.005~1.0 ng/mL 농

도 범위에서 정량을 위한 좋은 직선성(r2> 0.99)을 나

타내었으며, 낮은 농도, 중간농도, 높은 농도에서 좋은

정밀도와 정확도를 나타내 었다. 확립된 분석방법은 하

천수중에 잔류하는 스테로이드 에스트로겐의 효과적인

분석방법으로 사용될 수 있을 것이다.
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