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서    론  

패류는 지역에 따라 특정한 시기에 식중독을 유발하는 패류
독소를 함유하는 경우가 있으며, 이들 패류독소 중에는 중독시 
마비를 유발하는 마비성패류독소(paralytic shellfish poison, 
PSP), 설사를 유발하는 설사성패류독소(diarrhetic shellfish 
poison, DSP) 및 아자스피르산(azaspir acid), 신경계 장해를 
유발하는 기억상실성패류독소(amnesic shellfish poison, ASP) 
및 신경성패류독소(neurotoxic shellfish poison, NSP) 등이 대
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To prevent paralytic shellfish poisoning (PSP) due to the consumption of shellfish contaminated with PSP toxins, the 
quantitative analysis of these toxins is very crucial. The AOAC International mouse bioassay (MBA) has been used 
widely for the routine monitoring of PSP toxins for more than 50 years. However, this method has low sensitivity and 
high limit of quantification (LOQ) and interferences from other components in the extract, and it cannot determine 
toxic profiles. Ethical problems also exist with the continued use of this live mouse assay. To establish an alternative 
method to the MBA used for PSP toxins analysis, we attempted to optimize the analysis conditions of a precolumn 
high-performance liquid chromatography (HPLC) oxidation method and succeeded in validating its accuracy and 
precision in quantifying PSP toxins. A clear peak and the isolation of PSP toxins were obtained by injecting the work-
ing standards of Certified Reference Materials using HPLC. The LOQ of the precolumn HPLC oxidation method for 
PSP toxins was about 0.1002 μg/g, which represented an approximately fourfold improvement in detection capability 
versus the AOAC MBA. The intra-accuracy and precision for PSP toxins in oysters were 77.0-103.3% and 2.0-5.7%, 
respectively, while the respective inter-accuracy and precision were 77.3-100.7% and 2.4-6.0%. The mean recoveries 
of PSP toxins from oysters were 75.2-112.1%. The results of a comparison study showed good correlation between 
the results of the precolumn HPLC oxidation method and those of MBA, with a correlation factor of 0.9291 for mus-
sels. The precolumn HPLC oxidation method may be used as an alternative to, or supplementary method with, MBA 
to monitor the occurrence of PSP toxins and to analyze the profiles of these toxins in shellfish. 
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표적이며, 이 외에도 다수의 유독성분이 알려지고 있다(Mons 
et al., 1998; Noguchi, 2003; Silvert and Rao, 1992; Toyofuku, 
2006). 
마비성패류독소는 Alexandrium sp., Gymnodinium sp., Py-

rodinium sp. 등 편모조류에 속하는 식물성 플랑크톤이 생산하
는 독소이며, 독소가 축적된 패류를 사람이 섭취하여 중독되면 
마비를 유발하게 된다(Hall et al., 1990; Kim et al., 1996). 패
류독소라는 명칭이 붙여진 것은 독소를 생성하는 원인생물이 
밝혀지기 전에 이매패류에서 주로 검출되었기 때문이다. 그리
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고, 마비성패류독소는 단일 성분으로 되어 있는 것이 아니라 약 
20종의 유독성분의 복합체로 구성되어 있다(Oshima, 1995; 
Thomas et al., 2006).
최근 마비성패류독소는 세계 여러 나라에서 발생하고 있고, 
우리나라에서도 마비성패류독소에 의한 식중독 사고가 보고된 
바 있으며(Chang et al., 1987; Lee et al., 1997), 남해안의 진
해만 연안에서는 매년 주기적으로 마비성패류독소가 검출되고 
있다(Chang et al., 1989; Park et al., 2000; Shon et al., 2009). 
이에 따라 우리나라는 미국, 일본, 캐나다 및 유럽 등 세계 여
러 나라와 더불어 마비성패류독소로 인한 식중독 예방을 위하
여 마비성패류독소의 허용기준치를 80 μg /100 g으로 설정하
여 관리하고 있다(Chang et al., 1987; Determan, 2003; Nogu-
chi, 2003; Rourke et al., 2008; Toyofuku, 2006; Wekell et al., 
2004). 또한 세계 여러 나라에서는 연안 패류 중의 마비성패류
독소 농도 및 해수 중의 원인플랑크톤을 주기적으로 모니터링
하여 마비성패류독소 관리에 활용하고 있다(Rodríguez et al., 
1990; Takata et al., 2008; Sayfritz et al., 2008; Wekell et al., 
2004).
마비성패류독소 분석법은 전세계적으로 마우스를 사용한 
동물시험법을 채택하여 사용하고 있으며, 이는 AOAC방법
(AOAC, 2005)에 기초하여 패류에서 0.1 N HCl로 독소를 추
출하여 마우스로 정량하는 방법이다. 이 시험법의 검출한계는 
약 40 μg STX eq/100 g으로 알려져 있으며(Hall, 1991), 높은 
검출한계에도 불구하고 시료 중 총 독소량 분석에는 신뢰성 있
는 방법으로 약 50 년간 지속적으로 이용되어 오고 있다(Park et 
al., 1986). 그러나 최근 시험동물의 사용을 억제하거나 금지하
고자 하는 여론이 확산되고 있으며, 독성 프로파일에 대한 정보
를 얻을 수 없는 단점이 부각되고 있다(Balls et al., 1995; Hess 
et al., 2006; Mons et al., 1998). 이에 동물시험법의 사용범위 
축소나 배제를 위한 대체 기기분석법 개발이 필요한 실정이다. 
지금까지 동물시험법을 대체하기 위하여 bioassay (Louzao 

et al., 2003; Manger et al., 2003), electrophoresis (Thibault et 
al., 1991), chemosensor (Gawley et al., 2002) 및 immunoas-
say (Usleber et al., 2001; Jellet et al., 2002)를 포함한 다양한 
분석법들이 검토되었으며, HPLC를 이용한 기기분석법은 상당
히 연구가 진척되어 동물시험법을 대체할 가장 합리적인 방법
으로 인식되고 있다(Asp et al., 2004; Franco and Fernández-
Vila, 1993; Lawrence and Niedzwiadek, 2001; Lawrence et 
al., 2005; Oshima, 1995; Thomas et al., 2006). 
본 연구에서는 우리나라 시료특성에 적합한 마비성패류독소 
동물시험법의 대체 기기분석법을 확립하기 위하여 HPLC를 이
용한 precolumn oxidation 시험방법의 선행연구를 검토하여 최
적의 분석조건을 확립하였다. 또한 동 HPLC 시험법에 대한 유
효성 확인 및 동물시험법과의 비교를 실시하여 실제 현장에서 
마비성패류독소 모니터링을 위하여 사용될 수 있는지 그 타당
성을 검토하고자 하였다. 

재료 및 방법

표준물질 및 시약 

HPLC에 의한 마비성패류독소 분석을 위한 표준물질은 인
증표준물질(Certified Reference Material, CRM)인 STX, dc-
STX, NEO, GTX 1&4, GTX 2&3, GTX 5 (B-1), dcGTX 2&3 
및 C 1&2 등을 NRC (National Reference Council, Halifax, 
Canada)에서 구입하여 사용하였고, 동물시험을 위한 표준물질
인 saxitoxin (STX)은 미국 FDA에서 직접 분양을 받아 사용
하였다. 

HPLC법 유효성 검정을 위해서는 인증표준물질을 사용하여 
stock solution과 working solution을 조제하여 사용하였다. 즉, 
stock solution은 표준용액 0.5 mL를 탈이온수로 8배로 희석하
여 최종 4 mL가 되도록 희석하여 제조하였다. 그리고 working 
solution은 stock solution을 저장하면서 분석할 때 Table 1과 
같이 희석하여 사용하였다. 이때, 혼합 표준용액은 oxidation 
반응에 따라 두 그룹으로 나누어서 사용하였으며, 첫 번째 그
룹(Mix 1, periodate oxidation)은 GTX 1&4, NEO로 구성되
며, 두 번째 그룹(Mix 2, peroxide oxidation)은 STX, dcSTX, 
GTX 2&3, dcGTX 2&3, GTX 5 (B-1), C 1&2로 구성되었다. 
시험에 사용된 모든 시약은 analytical 또는 LC grade를 사
용하였으며, 마비성패류독소 추출용매로는 hydrochloric acid 
(Merck, Darmstadt, Germany) 및 sodium hydroxide(Sigma, 
St. Louis, MO, USA)을 사용하였다. Oxidation 반응 및 SPE 
C18 cartridge (3 mL, Supelco, USA) 정제에 사용된 시약인 
ammonium formate는 Fluka (Buchs, Germany) 제품, sodium 
hydroxide와 periodic acid는 Sigma (St. Louis, MO, USA) 제
품, 그리고 sodium phosphate, hydrogen peroxide, acetic acid 
및 methanol 은 Merck (Darmstadt, Germany) 제품을 각각 사
용하였다. 이때, Oxidation 반응에 사용된 periodate oxidant

Table 1. Concentrations of stock and working standard solutions 

Toxins CRM (μM) 1 Stock standard
solution (μM)

Working standard
solution (μM)

GTX 1 106.0 13.3 1.99
GTX 4 35.0 4.4 0.66
NEO 65.0 8.1 0.41
STX 65.0 8.1 0.24
dc-STX 62.0 7.8 0.10
GTX 2 118.0 14.8 0.18
GTX 3 39.0 4.9 0.06
dcGTX 2 114.0 14.3 0.36
dcGTX 3 32.0 4.0 0.10
GTX5 65.0 8.1 0.49
C 1 114.0 14.3 0.43
C 2 35.0 4.4 0.13

1CRM is used as an abbreviation for certified reference material. 
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는 0.03 M periodic acid, 0.3 M ammonium formate 및 0.3 M 
sodium phosphate (Na2HPO4)를 각각 5 mL씩 첨가하여 혼합
한 다음 0.2 M sodium hydroxide (NaOH)로 pH 8.2로 조정하
여 사용하였다. 이동상 제조에는 ammonium formate (Fluka, 
Buchs, Germany), acetonitrile (Merck, Darmstadt, Germany) 
및 acetic acid (Merck, Darmstadt, Germany)를 사용하였으며, 
탈이온수는 Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA, USA)
에서 18Ω resistance 또는 동등 순도로 정제하여 사용하였다. 

패류시료

실험에 사용된 패류시료는 경남 진해만 연안에서 생산되는 진
주담치(Mytilus edulis) 및 굴(Crassostrea gigas)를 직접 채취하
여 사용하였다. 채취한 패류시료는 패각의 외부를 수도수로 깨
끗이 세척하고, 패각을 탈각한 후 물기를 제거한 패육을 균질화
하여 사용하였다.

HPLC 분석을 위한 패류시료의 전처리

패류 시료로부터 마비성패류독소 추출시 추출물에 존재하는 
염소이온의 양을 감소시키기 위하여 동물시험법(Mouse bioas-
say, AOAC, 2005)을 조금 수정하였다. 즉, 50 mL 비이커에 균
질화한 패류시료 10 g을 넣고, 0.1 N HCl을 10 mL 첨가하여 
10분간 가열 추출한 후 냉장고에 5분 동안 냉각하였다. 추출액
을 4,500 rpm (3,600g)에서 10분간 원심분리하여 상층액을 50 
mL 메스실린더에 넣는다. 비어커를 7 mL 증류수로 씻어 고형
물이 남아있는 원심관에 붓고 혼합한 후 재차 동일한 방법으로 
원심분리하였다. 그리고 상층액은 같은 메스실린더에 붓고, 증
류수로 정확히 20 mL가 되도록 정용한 것을 시료 추출액으로 
하였다.

SPE C18 정제

SPE C18 cartridge (3 mL, Supelco, USA)를 미리 6 mL 메탄
올과 6 mL 증류수로 활성화시킨 다음, 시료 추출액 1 mL를 첨
가하여 2-3 mL/min로 흘려 5 mL conical tube에 받았다. 그리
고 2 mL 증류수로 씻어 동일 conical tube에 받아 1 M NaOH로 
pH 6.5로 조정한 후 4 mL가 되도록 증류수로 정용하였다. 이 용
출액은 periodate 및 peroxide oxidation한 후에 HPLC로 분석
하였다. 또한 용출액 중에 잔존하고 있는 현광물질 등 유사물질
의 유무를 알아보기 위하여 용출액에 periodate oxidant 대신에 
증류수를 첨가하여 대조구로서 HPLC로 분석하였다. 

Oxidation 반응

Periodate oxidation (Mix 1)은 1.5 mL vial에 matrix modifier 
용액(마비성패류독소가 없는 굴 시료를 동일한 전처리로 처리
한 용액)을 100 μL 넣고 표준용액(working solution) 또는 SPE 
C18로 정제한 용액을 각각 100 μL를 첨가하였다. 또한 미리 준

비한 500 μL periodate oxidant를 첨가하여 잘 혼합하고, 실온
에서 1분간 반응시켰다. 그리고 5 μL acetic acid를 넣어 혼합하
고, 실온에서 10분간 방치한 후 50 μL를 HPLC에 주입하였다.

Peroxide oxidation (Mix 2)은 1.5 mL vial에 1 M NaOH 용
액 250 μL를 넣고, 10% H2O2를 25 μL 첨가하여 혼합하였다. 
그리고 표준용액(working solution) 또는 SPE C18 정제한 용
액을 각각 100 μL를 첨가하고, 실온에서 2분간 반응시켰다. 그
리고 20 μL acetic acid를 첨가하여 혼합한 후 25 μL 를 HPLC
에 주입하였다. 

HPLC 분석조건  

HPLC를 이용한 마비성패류독소 동시분석을 위한 최적 
HPLC 분석조건은 Table 2와 같다. 분석장비는 Themo Elec-
tron사(San Jose, CA, USA )의 HPLC system (Finnigan Sur-
veyor Plus)과 Fluorescence detector (Finnigan Surveyor FL 
Plus Detector)를 사용하였고, 칼럼은 Supelcosil C-18 (15 
cm×4.6 mm id, 5 μm, Supelco, USA)를 사용하였다. 이동상
으로 A 용액은 0.1 M ammonium formate를, B 용액은 A 용액
에 acetonitrile (MeCN)를 5% 되도록 첨가하여 사용하였으며, 
두 이동상 모두 0.1 M acetic acid 6 mL를 가하여 pH 6으로 조
정하여 0.2 μm membrane filter (Nylon, Millipore, USA)로 여
과하여 사용하였다. 그리고 A 용액과 B 용액을 gradient하여 분
석하였으며, 즉 B 용액을 0 → 10% 되도록 5분간, 10 → 70% 
되도록 6분간, 70 → 0% 되도록 2분간 흘린 후 다음 시료 주입
까지 3분간 유지하였다. 이때, 칼럼오븐 온도는 35℃로 조정하
였으며, 유속은 1.3 mL/min으로 하였다.

독력 계산

HPLC 분석에 의한 독력계산은 single point calibration을 사

Table 2. HPLC conditions for analysis of PSP toxins 

HPLC system Finnigan Surveyor Plus
(Thermo Electron, San Jose, CA, USA)

Column Supelcosil C-18 
(15 cm x 4.6 mm id, 5 μm)

Auto sampler &
Column oven

Tray temp. : 12℃
Oven temp. : 35℃

Fluorescence
detector

Finnigan Surveyor FL Plus Detector 
(Thermo Electron, San Jose, CA, USA), 
340 nm (excitation), 395 nm (emission)

Mobile phase
A Sol. : 0.1 M ammonium formate
B Sol. : 0.1 M ammonium formate with 5% 
acetonitrile

Flow rate 1.3 mL/min
Run time 16 min
Injection volume 25 or 50 μL
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용하여 peak 면적을 측정하였으며 Table 3에 제시된 독소 성
분 별 saxitoxin 상대독성을 고려하여 개별 독소성분의 기여도
를 합하여 시료 중 총 독소농도를 계산하고 μg STX eq/g으로 
표시하였다.

HPLC 분석법의 유효성 시험

HPLC 분석법의 유효성 시험을 위하여 최적의 분석조건에서 
직선성, 검출한계, 정량한계, 정확성, 정밀성, 회수율 등을 검토
하였다. 우선 마비성패류독소 표준물질들의 직선성을 알아보
기 위하여 표준물질을 Mix 1과 2로 나누어, 각 Mix를 5개의 농
도범위로 제조하여 oxidation시킨 후 HPLC로 분석하였다. 패
류(굴) 중에서의 마비성패류독소 표준물질의 검출한계(LOD; 
limit of detection)는 신호대 잡음비(S/N)가 > 3으로 하였으며, 
정량한계(LOQ; limit of quantification)는 LOD×3일 때의 농
도로 구하였다. 본 분석법의 정확성(accuracy)와 정밀성(preci-
sion)을 확인하기 위하여 패류(굴) 중 표준물질을 각 2가지 농
도로 첨가하여 제조한 것을 사용하여 일내(intra-day) 및 일간
(inter-day) 반복시험을 1일 5회 및 3일간(1일 5회) 반복 측정하
여 평가하였다. 

동물시험법(Mouse Bioassay)

동물시험법을 이용한 패류의 마비성패류독소 함량은 AOAC 
방법 준하여 정량하였다(AOAC, 2005). 패육 약 100-150 g을 
취하여 2분간 균질화한 다음 균질화된 시료 100 g에 0.1 N HCl 
100 mL 첨가하여 5분간 가열한 후 실온으로 냉각하였다. 추출
액을 pH 2.0-4.0가 되도록 조정하여 200 mL로 정용한 후 3,000 
rpm에서 5분간 원심분리하여 상층액을 시료 추출액으로 사용
하였다. 그리고 시료 추출액을 3 마리의 mouse 복강에 각각 1 
mL 주입하고 사망여부를 확인하여 독력을 계산하였다. 이때 
실험동물은 체중 18-21 g의 ICR (Institute Cancer Research)계 
mouse 수컷을 사용하였다.

결과 및 고찰

HPLC에 의한 Precolumn oxidation 법의 유효성 검정

확립된 HPLC 분석법의 검정하고자 우선 마비성패류독소 표
준물질들의 직선성을 알아보기 위하여 표준물질을 Mix 1과 2
로 나누어, 각 Mix를 5개의 농도범위로 제조하여 oxidation시
킨 후 HPLC로 분석하였다. 각 표준물질당 3개씩 반복 분석한 
결과 모든 표준물질은 각 농도범위에서 PSP 독소성분을 용이
하게 검출할 수 있었고, 상관관계(r2)가 0.99이상으로 각 농도 
범위에서 매우 양호한 직선성을 나타내었다(Table 4). 
패류(굴) 중에서 마비성패류독소 성분의 검출한계(LOD)와 
정량한계(LOQ)의 경우 NEO는 0.038과 0.114 μg/g, GTX 
1&4는 0.029와 0.084 μg/g, dcGTX 2&3은 0.039와 0.117 

μg/g, C 1&2는 0.043과 0.129 μg/g, dcSTX는 0.005와 0.015 
μg/g, GTX 2&3은 0.016과 0.048 μg/g, B-1은 0.030과 0.090 
μg/g, STX는 0.015와 0.045 μg/g 이었다(Table 5). 또한, PSP 
개별 독소의 비독성을 고려하여 보정한 검출한계와 정량한계는 
μg STX eq/g으로 표기하였다(Table 5). 실제 마비성패류독소
가 발생하는 시기에 채취된 현장시료에서는 다양한 독소성분이 
검출되며, 발생 시기 및 장소에 따라 각 성분의 함량 및 구성비
도 차이가 있다(Lawrence et al., 1995; Park et al., 2000; Shon 
et al., 2009). 이에 실제 현장시료의 독력분석에 있어서는 독소 
구성성분 중 가장 높은 정량한계치(비독성 보정치)가 총독소량 
검출에 있어서 정량한계가 된다. 굴을 매트릭스로 이용한 시험
에서 나타난 정량한계 최고치는 NEO의 0.1002 μg STX eq/g
이다. 즉 정량한계가 더 낮은 다른 독소성분이 검출되더라도 이 
독소가 정량한계 이하로 존재하는 경우 검출되지 않아 총 독소

Table 3. Relative toxicity of paralytic shellfish toxins for Precol-
umn oxidation using HPLC

Toxins ReTx1

STX 1.000
NEO 0.880
dcSTX 0.600
GTX1,4 0.630
GTX2,3 0.380
GTX5 (B-1) 0.051
dcGTX2,3 0.030
C1,2 0.032

1Relative toxicity (ReTx) of PSP is obtained from Lawrence et al. 
(2005).

Table 4. Linearity for the working standard of PSP toxins by Pre-
column oxidation using HPLC

Toxins RSD (%)1

Concentration (ng/mL) Linearity (r2)

Perodate

NEO 6.0
23.7

0.7
47.3

0.6
94.6

0.5
236.6

1.3
473.1 0.9988

GTX1,4 3.2
18.1

2.8
36.3

1.4
72.5

1.2
181.3

0.2
362.5 0.9999

Peroxide

dcGTX2,3, 5.4
8.0

5.6
16.1

5.7
32.1

3.1
80.4

2.2
160.7 0.9992

C1,2 3.8
13.3

3.6
26.6

3.5
53.1

0.7
132.8

1.8
265.6 0.9996

dcSTX 2.3
1.6

2.0
3.2

1.7
6.4

0.2
15.9

0.7
31.9 0.9999

GTX2,3, 4.2
4.8

3.3
9.7

2.7
19.4

0.4
48.5

0.7
97.0 0.9994

B-1 1.4
9.2

1.3
18.5

1.2
37.0

0.5
92.5

0.9
185.0 0.9994

STX 0.2
4.5

0.2
9.1

0.2
18.1

0.4
45.4

0.3
90.7 0.9987

1RSD is used as an abbreviation for relative standard deviation. 
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량이 과소평가될 수 있다. 이를 감안하여 이 시험에서 얻어진 실
제 검출한계와 정량한계는 각각 약 0.0334 및 0.1002 μg STX 
eq/g이라고 할 수 있다. 이는 동물시험법의 분석능력을 기준으
로 정량한계를 약 4배 정도 향상시킨 것에 해당된다.
패류(굴) 중에서의 본 분석법의 일내 및 일간 정확성과 정밀
성를 알아보기 위하여 표준물질을 Mix 1과 2로 나누어 제조하
여 oxidation시킨 후 HPLC로 분석하였다. 분석법의 일내(intra-
day) 정확성 및 정밀성은 각각 77.0-103.3%의 정확성과 2.0-
5.7%의 정밀성을 나타내었다(Table 6). 일간(inter-day) 정확
성 및 정밀성의 경우는 3일간 반복하여 구하였으며, 각각 77.3-
100.7%의 정확성과 2.4-6.0%의 정밀성을 나타내었다(Table 
6). AOAC 시험법 검증 가이드라인(AOAC, 2002)에서는 시료
에 첨가한 표준물질의 농도가 0.01 μg/g에서는 70-120%, 1.0 
μg /g에서는 75-120% 및 10 μg/g에서는 80-115%의 정확성을 
요구하고 있으며, 본 시험 방법은 이에 부합되는 것으로 확인되
었다. 또한 AOAC (2002)에서는 반복 시험에서 나타난 정밀성
(RSD)은 시료에 첨가한 표준물질의 농도가 0.01 μg/g에서는 
15%, 1.0 μg /g에서는 8% 및 10 μg/g에서는 6%보다 낮은 정밀
성을 요구하고 있으며, 본 시험에서는 이에 부합하여 정밀성은 
양호한 것을 알 수 있었다 
패류(굴) 중에서의 PSP 표준물질의 회수율을 알아보기 위하
여 표준물질을 Mix 1과 2로 나누어, 각 Mix를 0.10-1.42 μg/
g가 되도록 제조하여 oxidation시킨 후 HPLC로 분석하였다. 
굴 중에서 모든 표준물질의 회수율은 75.2-112.1%로 나타났
으며(Table 7), 이 결과는 Rourke et al. (2008)의 HPLC에 의
한 precolumn oxidation법을 이용한 진주담치 중에서 회수율
(76-112%)과 유사하였다. AOAC (2002)에서는 시료에 첨가한 
표준물질의 농도가 0.01 μg/g에서는 70-120%, 1.0 μg/g에서는 
75-120% 및 10 μg/g에서는 80-115%의 회수율을 요구하고 있
으며, 본 시험 방법은 이에 부합되는 것으로 확인되었다. 
따라서 최적분석 조건에서 HPLC 분석법의 유효성 확인을 위
하여 실시한 선택성, 직선성, 정확성, 정밀성 및 회수율 등은 모

두 양호한 결과를 나타내어 패류 중에서 마비성패류독소 검출
을 위하여 유용할 것으로 판단된다. 

동물시험법과의 비교

본 연구에서 확립된 HPLC 분석법과 동물시험법의 동등성을 
확인하여 대체 시험법으로 활용가능성을 타진하기 위하여 두 
시험법 간의 비교시험을 수행하였다. 2009년 3월부터 6월까지 
경남 진해만 연안에서 채취한 진주담치 중의 동물시험법에서 
마비성패류독소가 허용기준치(80 μg/100 g)를 초과한 시료 96
점에 대하여 실시하였다. 두 시험법을 사용하여 비교시험 실시
한 결과, Y = 1.0305X + 13.651 (R2 = 0.9291)로 높은 상관관

Table 6. Intra-day and inter-day accuracy and precision for PSP 
toxins by precolumn oxidation using HPLC

Toxins Concentration
(μg/g)

Intra-day
 (n=5)

Inter-day
(n=5)

Accuracy
 (%)

RSD
 (%)1

Accuracy 
(%)

RSD 
(%)

Perodate

NEO 0.71
1.42

98.6
103.3

4.3
3.0

100.7
101.3

4.1
3.5

GTX1,4 0.54
1.09

77.0
77.6

4.1
2.7

77.3
79.0

4.5
3.4

Peroxide

dcGTX2,3 0.24
0.48

78.1
78.0

5.0
3.3

78.1
79.8

5.2
3.5

C1,2 0.40
0.80

86.0
95.2

5.2
3.1

86.7
97.9

5.5
3.5

dcSTX 0.05
0.10

88.1
85.1

3.1
4.1

84.3
84.9

4.6
5.2

GTX2,3 0.15
0.29

90.5
97.2

5.2
3.8

95.7
96.7

5.3
3.9

B-1 0.28
0.55

91.3
100.7

5.7
2.6

94.7
100.1

6.0
3.3

STX 0.14
0.27

91.5
98.2

5.7
2.0

91.8
98.3

5.8
2.4

1RSD is used as an abbreviation for relative standard deviation. 

Table 5. LOD and LOQ of PSP toxins in oyster (n=5) by precol-
umn oxidation using HPLC

Toxins LOD1

(μg/g)
LOQ2

(μg/g)
LOD

(μg STXeq/g)
LOQ

(μg STXeq/g)
Perodate
NEO 0.038 0.114 0.0334 0.1002 
GTX1,4 0.029 0.084 0.0183 0.0549 
Peroxide
dcGTX2,3 0.039 0.117 0.0117 0.0351 
C1,2 0.043 0.129 0.0014 0.0042 
dcSTX 0.005 0.015 0.0030 0.0090 
GTX2,3 0.016 0.048 0.0061 0.0183 
B-1 0.030 0.090 0.0015 0.0045 
STX 0.015 0.045 0.0150 0.0450 
1LOD (limit of detection) = 3 × S/N, 2LOQ (limit of quantification) 
= 3 × LOD.

Table 7. Recovery of PSP toxins in oyster (n=5) by precolumn oxi-
dation using HPLC

Toxins Recovery (%)
Perodate
NEO 112.1 ± 1.5  
GTX1,4 76.4 ± 1.4
Peroxide
dcGTX2,3 75.2 ± 3.9
C1,2 98.8 ± 6.5
dcSTX 79.5 ± 3.9
GTX2,3 97.4 ± 5.9
B-1 99.1 ± 5.1
STX 95.4 ± 4.9
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계를 나타내었다(Fig. 1). 이 결과는 Lawrence et al. (1995)의 
바닷가재에서 두 시험법 간의 상관계수(0.90) 및 Rourke et al. 
(2008)의 패류에서 post-column oxidation법과 동물시험법의 
상관계수(0.86) 보다는 다소 높았다. 
인간에 대한 잠재적 위해를 고려할 때 패류 중 마비성패류독
소 검출을 위해서는 신속하고 감도와 특이성이 높은 분석법이 
요구된다. 현재 국제적으로 사용되고 있는 마비성패류독소 모
니터링 프로그램의 근간은 마우스를 사용한 동물시험법(mouse 
bioassy)이다. 동물시험법은 시료의 총 독소함량을 측정하는데 
매우 합리적인 시험법이라는 것은 공인된 사실이나(Park et al., 
1986), 낮은 검출한계와 독 조성을 알 수 없다는 단점은 물론 
동물을 분석시험에 사용하지 못하도록 하자는 국제적 압력이 
높아지고 있어 대체 기기분석 시험법이 요구된다(Balls et al., 
1995; Hall, 1991; Hess et al., 2006; Mons et al., 1998). HPLC 
분석법과 같은 기기분석법은 동물시험법에서 방해물질로 작용
하는 carbamate와 같은 신경독소, 유기인계 살충제 및 시료 중
의 높은 염 농도 등에 영향을 받지 않아 false positive 결과를 배
제할 수 있는 특이성을 가지고 있다(Schantz et al., 1958; Van 
de Riet et al., 2009). 본 연구에서 확립된 HPLC를 이용한 마비
성패류독소 분석법은 국제적으로 제기되고 있는 실험동물 사용
억제 노력에 부응할 수 있을 뿐만 아니라 시료 중에서 동물시험
법으로 알 수 없는 마비성패류독소 구성성분을 밝힐 수 있는 장
점을 가지고 있다. 또한, 마비성패류독소의 원인 플랑크톤과 패
류 중 독소 구성성분의 비교하여 패류 종류별 독소축적 양상과 
독성 프로파일을 밝히고, 나아가 우리나라 마비성패류독소 관
리 및 평가를 위한 분석법으로 활용될 수 있을 것이라 판단된다. 

사    사

본 연구는 국립수산과학원(수출패류 생산해역 및 수산물 위생
조사, RP-2013-FS-004)의 지원에 의해 수행되었습니다.

참고문헌

AOAC. 2002. AOAC Guidelines for single laboratory valida-
tion of chemical methods for dietary supplements and bo-
tanicals. Gaithersburg, MD, USA, 1-38.

AOAC. 2005. AOAC Official Method 959.08. Paralytic shell-
fish poison. Biological method. Final action. In: AOAC 
official methods of analysis, 18th ed. AOAC International, 
Gaithersburg, MD, USA. 79-80.

Asp TN, Larsen S and Aune T. 2004. Analysis of PSP toxins in 
Norwegian mussels by a post-column derivatization HPLC 
method. Toxicon 43, 319-327. http://dx.doi.org/10.1016/j.
toxicon.2004.01.004.

Balls MB, Goldburg AM, Fentem JH, Broadhead CL, Bursch 
RL, Festing MFW, Frazier JM, Hendrickson CFM, Jennings 
M, van der Kamp MDO, Morton DB, Rowan AX, Russell 
C, Russel WMS, Spielman H, Stephens ML, Stokes WS, 
Straughan DW, Yager JD, Zurlo J and van Zutphen BFM. 
1995. The report and recommendation of ECVAM work-
shop 11, ATLA. 23, 883-866.

Chang DS, Shin IS, Kim JH, Pyun JH and Choe WK. 1989. 
Detoxification of PSP and relationship between PSP toxicity 
and Protogonyaulax sp. Bull Kor Fish Soc 22, 177-188.

Chang DS, Shin IS, Pyeun JH and Park YH. 1987. A Study 
on paralytic shellfish poison of sea mussel, Mytilus edulis. 
Food poisoning accident in Gamchun Bay, Pusan, Korea, 
1986. Bull Kor Fish Soc 20, 293-299.

Determan M. 2003. Paralytic shellfish poisoning (PSP) patterns 
in Puget Sound shellfish in 2001. Washington State Depart-
ment of Health, Olympia, WA, USA, 1-12.

Franco JM and Fernández-Villa P. 1993. Separation of paralytic 
shellfish toxins by reversed phase high performance liquid 
chromatography with postcolumn reaction and fluorometric 
detection. Chromatographia 35, 613-620.

Gawley RE, Pinet S, Cardona CM, Datta PK, Ren T, Guida WC, 
Nydick J and Leblanc RM. 2002. Chemosensors for the ma-
rine toxin saxitoxins. J Am Chem Soc 124, 13448-13453. 
http://dx.doi.org/10.1021/ja027507p.

Hall S, Strichartz GR, Moczydlowski E, Ravindran A and 
Reichardt PB. 1990. The saxitoxins: sources, chemistry, and 
pharmacology. In: Marine Toxins. Hall S and Strichartz GR, 
eds. ACS Symposium Series 418, American Chemical Soci-
ety, Washington, DC, USA, 29-65. 

Hall S. 1991. Natural toxins. In: Microbiology of Marine Food 
Products. Ward DR and Hackney CR, eds. Van Nostrand 
Reinhold, New York, USA, 301-330.

Hess P, Grune B, Anderson DB, Anne T, Botana LM, Caricato 
E, van Egmond HE, Halder M, Hall S, Lawrence JF, Mof-
fat C, Poletti R, Richmond J, Rossini GE, Seamer C and 
Vilageliu JS. 2006. Three Rs approaches in marine biotoxin 
testing, The report and recommendations of a joint EC-
VAMIDG SANCO Workshop (ECVAM Workshop 55). 
ATLA 34, 193-224.

1000
 

800

600

400

200

0 0                  200                  400                  600                 800               1000

Mouse bioassay (µg STX eq/ 100 g)

H
P

LC
 (µ

g 
S

TX
 e

q/
10

0 
g)

Y=1.0305X + 13.651
R2 = 0.9291

Fig. 1. Correlation between mouse bioassay and HLPC precolumn 
oxidation method for analysis of PSP toxins in mussel.



마비성패류독소 Precolumn Oxidation 법의 유효성 검증 153

Jellett JF, Roberts RL, Laycock MV, Quilliam MA and Barrett 
RE. 2002. Detection of paralytic shellfish poisoning (PSP) 
toxins in shellfish tissue using MIST Alert, a new rapid 
test, in parallel with the regulatory AOAC mouse bioassay. 
Toxicon 40, 1407-1425. http://dx.doi.org/10.1016/S0041-
0101(02)00153-8.

Kim HG, Lee SG, Lim WA, Lee JS and Kim JH. 1996. Environ-
mental physiology of Alexandrium tamarense isolated from 
Chinhae Bay, the south sea of Korea. In: Harmful and toxic 
algal blooms. 

Lawrence JF, Menard C and Cleroux C. 1995. Evaluation of 
prechromatographic oxidation for liquid chromatographic 
determination of paralytic shellfish poisons in shellfish. J 
AOAC Int 78, 514-520.

Lawrence JF and Niedzwiadek B. 2001. Quantitative determina-
tion of paralytic shellfish poisoning toxins in shellfish using 
prechromatographic oxidation and liquid chromatography 
with fluorescence detection. J AOAC Int 84, 1099–1108.

Lawrence JF, Niedzwiadek B and Menard C. 2005. Quantita-
tive determination of paralytic shellfish poisoning toxins 
in shellfish using prechromatographic oxidation and liquid 
chromatography with fluorescence detection: collaborative 
study. J AOAC Int 88, 1714-1732.

Lee JS, Shin IS, Kim YM and Chang DS. 1997. Paralytic shell-
fish toxins in the mussel, Mytilus edulis, caused the shellfish 
poisoning accident at Geoje, Korea, in 1996. J Kor Fish Soc 
30, 158-160.

Louzao MC, Vieytes MR, Cabado AG, Baptista de Sousa JMV 
and Botana LMA. 2003. A fluorimetric microplate assay 
for detection and quantitation of toxins causing paralytic 
shellfish poisoning. Chem Res Toxicol 16, 433-438. http://
dx.doi.org/10.1021/tx025574r.

Manger RL, Leja LS, Lee SY, Hungerford JM, Kirkpatrick MA, 
Yasumoto T and Wekel MM. 2003. Detection of paralytic 
shellfish poison by rapid cell bioassay: antagonism of volt-
age-gated sodium channel active toxins in vitro. J AOAC Int 
86, 540-543.

Mons MN, Van Egmond HP and Speijers GJA. 1998. Paralytic 
shellfish poisoning: A review. RIVM Report 388802005, 
1-60.

Noguchi T. 2003. Marine toxins. Nippon Suisan Gakkaishi 69, 
895-909. http://dx.doi.org/10.2331/suisan.69.895.

Oshima Y. 1995. Post-column derivatization liquid-chro-
matograpic method for paralytic shellfish toxins. J AOAC 
Int 78, 528-532.

Park DL, Adams WN, Graham SL and Jackson RC. 1986. Vari-
ability of mouse bioassay for determination of paralytic 
shellfish poisoning toxins. J AOAC Int 69, 547-550.

Park MJ, Lee HJ, Lee TS, Son KT, Byun HS, Park JH and Jang 
DS. 2000. Comparison of paralytic shellfish poison contents 
and components in the different bivalve species. J Fd Hyg 
Safety 15, 293-296. 

Rodríguez DC, Etzel RA, Hall SE, de Porras E, Velásquez OH, 

Tauxe RV, Kilbourne EM and Blake PA. 1990. Lethal Para-
lytic Shellfish Poisoning in Guatemala. Am J Trop Med Hyg 
42, 267-271.

Rourke WA, Murphy CJ, Pitcher G, Riet JM, Burns BG, Thom-
as KM and Quilliam MA. 2008. Rapid postcolumn meth-
odology for determination of paralytic shellfish toxins in 
shellfish tissue. J AOAC Int 91, 589-597.

Sayfritz SJ, Aasen JAB and Aune T. 2008. Determination of par-
alytic shellfish poisoning toxins in Norwegian shellfish by 
liquid chromatography with fluorescence and tandem mass 
spectrometry detection. Toxicon 52, 330-340. http://dx.doi.
org/10.1016/j.toxicon.2008.06.001.

Schantz EJ, McFarren EF, Schafer ML and Lewis KH. 1958. 
Purified shellfish poison for bioassay standardization. J 
AOAC Int 41, 160-168.

Shon MB, Kim YS and Kim CH. 2009. Paralytic shellfish poi-
soning of Mediterranean mussels from Jinhae Bay in Korea. 
Kor J Fish Aquat Sci 42, 366-372. http://dx.doi.org/10.5657/
kfas.2009.42.4.366.

Silvert W and Rao DVS. 1992. Dynamic model of the flux of 
domoic acid, a neuro toxin, through a Mytilus edulis popula-
tion. Can J Fish Aquat Sci 49, 400-405.

Takata K, Takatsuji H and Seno M. 2008. Detoxification of the 
oyster Crassostrea gigas contaminated with paralytic shell-
fish poison (PSP) by cultivation in filtered seawater. Nip-
pon Suisan Gakkaishi 74, 78-80. http://dx.doi.org/10.2331/
suisan.74.78.

Thibault E, Pleasance S and Laycock MV. 1991. Analysis of 
paralytic shellfish poisons by capillary electrophoresis. J 
Chromatogr A 542, 483-501.

Thomas K, Chung S, Ku J, Reeves K and Quilliam MA. 2006. 
Analysis of PSP toxins by liquid chromatography with post 
column oxidation and fluorescence detection. In: Molluscan 
Shellfish Safety. Henshilwood K, Deegan B, McMahon T, 
Cusack C, Keaveney S, Silke J, O'Cinneide M, Lyons D and 
Hess P. eds. The Marine Institute, Galway, Ireland. 132 -138.

Toyofuku H. 2006. Joint FAO/WHO/IOC activities to provide 
scientific advice on marine biotoxins (research report). Mar 
Pol Bull 52, 1735-1745. http://dx.doi.org/10.1016/j.marpol-
bul.2006.07.007.

Usleber E, Dietrich R, Bürk C, Schneider E and Märtlbauer E. 
2001. Immunoassay methods for paralytic shellfish poison-
ing toxins. J AOAC Int 84, 1649-1656.

Van de Riet JM, Gibbs RS, Chou FW, Muggah PM, Rourke 
WA, Burns G, Thomas K and Quilliam MA. 2009. Liquid 
chromatographic post-column oxidation method for analy-
sis of paralytic shellfish toxins in mussels, clams, scallops, 
and oysters: single-laboratory validation. J AOAC Int 92, 
1690-1704.

Wekell JC, Hurst J and Lefebvre KA. 2004. The origin of regu-
latory limits for PSP and ASP toxins in shellfish. J Sellfish 
Res 23, 927-930.


