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ABSTRACT For accurate analysis of low molecular peptides 
using SELDI-TOF MS (surface enhanced laser desorption/ 
ionization time of flight mass spectrometry), the optimized 
analytical conditions should be established for a specific 
biological sample. This study was conducted to optimize 
SELDI-TOF MS analytical conditions for profiling low 
molecular peptide below 10 kDa presented in sorghum seeds. 
Analytical conditions were as follows; (1) protein chips: 
CM10 (weak cation exchanger) and Q10 (strong anion 
exchanger), (2) dilution factors of binding buffer: 1/2, 1/5, 
1/10, 1/20, 1/50, 1/100, and 1/200, (3) the stringency of Q10 
binding buffer: 10 mM and 100 mM, and (4) protein extrac-
tion buffers: sodium borate, sodium borate + acetone, phenol, 
and TCA buffers. Optimum dilution factors were selected 
as 1/20 and 1/50 in both protein chips, CM10 and Q10. 
Low stringency of Q10 binding buffer (10mM) detected 
more peptide peaks than high stringency (100 mM). Selected 
protein extraction buffers of sorghum seed for SELDI-TOF 
MS analysis was the sodium borate buffer in the range of 
2~10 kDa, while the phenol buffer was more suitable in 
the range of 10~20 kDa.
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펩타이드로 일컽어 지는 10 kDa이하의 소분자 단백질의 

역할이 펩타이드 호르몬(peptide hormones)과 바이오 활성 

펩타이드(bioactive peptide) 등에 생물계에서 중요한 기능

을 하는 것으로 보고되고 있으며, 펩타이드 분석법의 개발

과 더불어 ‘펩티돔(peptidome)’의 학문 영역이 빠르게 확장

되고 있다(Farrokhi et al., 2008; Hartmann and Meisel, 2007). 
일반적으로 펩타이드의 질량분석은 펩타이드의 추출 및 분

리 후에 질량분석기를 활용하여 결정되며, 기 구축되어 있

는 펩타이드 및 단백질 정보를 활용하여 동정이 이루어진다 

(Hu et al., 2009). 
SELDI-TOF MS(surface enhanced laser desorption/ionization 

time of flight mass spectrometry)은 MALDI-TOF MS 기술

의 기반에 변형된 단백질 칩을 이용하는 질량분석기술이다. 
단백질 칩 표면의 크로마토그래픽의 화학적 물질분리 기능

을 부여함으로써, 특별한 물질 분리과정 없이 추출된 조시

료(crude sample)의 화학적 특성에 따라 칩 표면에서 직접 

분리하고 바로 질량분석을 하기 때문에 단시간에 대량의 시

료를 분석하는 high-throughput 프로테옴 방법으로 적용되

고 있다. 하지만 질량분석의 범위가 30 kDa이하의 저분자 

단백질에 제한이 되며, 질량분석의 정확도가 다소 떨어지는 

단점을 안고 있다(Issaq et al., 2002; Ndao et al., 2010). 
SELDI-TOF MS 기술의 적용은 현재에 이르기 까지 각

종 암을 포함한 다양한 질병의 조기 진단을 위한 혈청 및 

혈장 단백질의 펩타이드 프로파일링 및 바이오 마커 개발이 

주를 이루고 있다(Ndao et al., 2010; Petricoin and Liotta, 
2004). 이외 분야에서 SELDI-TOF MS 적용은 동물 및 식

물로 점진적으로 증가되다(Akashi and Yamori, 2007; Badri 
et al., 2009; Ebert et al., 2008; Emami et al., 2010; 
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Gomiero et al., 2006; Huang et al., 2009; Povero et al., 
2010). SELDI-TOF MS 기술의 적용에 있어서 분석 시료에 

따른 분석 조건의 최적화는 필수적이라 할 수 있다(Zhong 
et al., 2010). 인간 혈정, 혈장 및 뇨 펩타이드 분석을 위한 

최적화 조건은 Bio-Rad사의 가이드 북에 제시되고 있지만 

(Baggerly et al., 2004; Dijkstra et al., 2007; Rollin et al., 
2007), 이외의 시료에 대한 최적화 조건의 보고는 미비한 

실정이다. 특정 시료의 펩타이드 분석을 위해서는 특정 시

료에 대한 최적화 조건을 확립하는 것이 선행되어야 한다 

(Panicker et al., 2009; Zhong et al., 2010). 
본 연구는 수수 종자 단백질의 펩타이드 분석에 SELDI- 

TOF MS 기술을 적용함에 있어서 SELDI-TOF MS의 정확

한 분석을 위한 최적화된 단백질 추출방법 및 시료 바인딩 

버퍼의 희석배수를 구명하기 실시하였다.
 

재료 및 방법
 
시료 및 실험재료

본 실험에 사용한 수수 종자는 2008년에 농촌진흥청에서 

수확한 황금찰수수로 0.5 mm로 균일하게 마쇄하여 4℃에서 
저장하였다. 단백질 함량 측정에는 UV-Spectrophotomater 
(MECASYS)를 사용하였고, 저분자 단백질 및 펩타이드 분

석에는 SELDI-TOF MS (BIO-RAD)을 사용하였다. 
 
단백질 추출 및 최적화 조건 설정

시료 바인딩 버퍼의 희석배수 

총 단백질 추출액을 시료 바인딩 버퍼로 1/2, 1/5, 1/10, 
1/20, 1/50, 1/100 그리고 1/200로 희석하였다. 시료의 바인딩 
버퍼는 CM10(weak cation exchanger)은 0.1 M sodium acetate, 
pH 4.0(CM low-stringency buffer)와 Q10(strong anion 
exchanger)은 10 mM Tris-HCl, pH 9.0(Q10 low-stringency 
buffer)를 사용하였다.

 
시료 바인딩 버퍼의 강도

시료 바인딩 버퍼의 강도는 Q10 단백질 칩을 이용하여 

10 mM Tris-HCl, pH 9.0(low-stringency buffer)와 100 mM 
Tris-HCl, pH 9.0(high-stringency buffer)으로 2수준을 두었다.

 
단백질 추출버퍼의 최적화

총 단백질 추출을 위한 버퍼는 4가지의 다른 방법으로 

(1) 12.5 mM Sodium Borate, pH 10.0(2% β-ME, 1% 
Triton X-100) (Hamaker et al., 1995), (2) 12.5 mM Sodium 
Borate, pH 10.0(2% β-ME, 1% Triton X-100) 처리 후 

acetone 침전, (3) TCA(Trichloroacetic acid) 처리후 acetone 
침전, (4) phenol 버퍼(0.7 M sucrose, 0.1M KCl, 0.5 M 
Tris-HCl pH 7.5, 50 mM EDTA, 2% 2-ME, 1 mM PMSF) 
처리 후 0.1 M ammonium acetate 침전방법을 적용하였다 

(Isaacson et al., 2006).
 
단백질 추출 및 정량 측정

총 단백질 추출은 마쇄한 잡곡 종자 0.1 g을 4가지의 다

른 추출용액 1 ml에서 추출 후, 총 단백질 함량은 Bradford 
분석법을 적용하였다(Bradford, 1976). 

 
SELDI-TOF MS 분석방법

수수 종자 단백질 추출 시료와 시료 바인딩 버퍼를 희석

배수에 따라 희석한 후 4℃에 보관한다. 단백질 칩의 최적

화를 위하여 시료 바인딩 버퍼를 200 ul를 취하여 well에 

첨가하여 실온에서 250 rpm으로 5분 교반 후 바인딩 버퍼

를 제거하였다. 위와 같은 방법으로 1회 반복을 하였다. 바
인딩 버퍼가 제거된 단백질 칩에 희석된 단백질 시료를 150 ul 
취하여 well에 첨가하여 실온에서 30분간 250 rpm으로 교

반하였다. 단백질 칩에 결합이 안 된 단백질의 세정은 바인

딩 버퍼 200 ul를 취하여 well에 첨가하여 실온에서 5분간 

250 rpm으로 흔들어 실시하였다. 이와 같은 방법을 2회 반

복하였다. HPLC용 증류수로 2회 세정 과정을 반복하여 남

아있던 바인딩 버퍼를 제거하였다. 단백질 칩을 완전히 건

조시킨 후 EAM를 1 ul씩 첨가하여 결정체를 형성하도록 

하였다. EAM 첨가를 1회 더 반복하였다. EAM은 1~15 kD를 
분석에 용이한 CHCA를 50% CHCA EAM solution (50% 
ACN, 0.25% TFA)으로 용해하여 실온에서 10,000 rpm으

로 10분간 원심분리 하여 상등액을 사용하였다. SELDI-TOF 
MS 분석의 반복은 단백질 추출 4반복을 두어 실시하였다. 

All-in-One peptide standard를 이용하여 질량을 보정하였

으며, TOF 스펙트럼은 focus mass 5,000 Da, Matrix attenua-
tion 1,000 Da, sample rate 800 MHz으로 low mass protein 
protocol을 이용하여 생성하였다. 레이저 에너지의 설정은 

EAM-CHCA로 최적화하여 조사하였다. Peak의 검출과 군

집분석은 ProteinChip Data manager를 이용하였다. 분자량 

1,000 Da이하의 peak는 EAM의 peak로서 분석에서 제거하

였다. 스펙트럼는 1,000 Da에서 25,000 Da로 표준화하였다. 
Peak 검출에서 first-pass peak 검출은 S/N의 비율을 5, valley 
depth는 3으로 설정하였고, Second-pass peak의 검출은 S/N
의 비율을 2, valley depth는 2의 신호로 설정하였다. Estimated 
peak는 At cluster center로 설정하였다.

검출된 단백질 피크 분석은 Bio Rad에서 제공하는 Protein 
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Table 1. Peptide peak characteristics of CM10 chip array of SELDI-TOF MS in sorghum seed with different dilution factors 
of binding buffer.

Dilution 
factor

Sample Number of peak M/Z
CV (%)

Peak intensity
pH Conc. (ppm) 2~10 (kDa) 10~20 (kDa) Total Mean Mean CV (%)

1/2 9.6 1,927.6 ± 126.3 22 6 28 0.041 86.3 26.3
1/5 5.2 771.0 ± 50.5 15 10 25 0.051 69.8 41.7

1/10 4.6 385.5 ± 25.3 22 11 33 0.040 59.5 44.1
1/20 4.3 192.8 ± 12.6 24 13 37 0.039 66.5 39.0
1/50 4.2 77.1 ± 5.1 25 9 34 0.030 81.5 39.7

1/100 4.1 38.6 ± 2.5 24 10 34 0.033 75.7 36.1
1/200 4.1 19.3 ± 1.3 24 4 28 0.027 60.9 44.2

Table 2. Peptide peak characteristics of Q10 chip array of SELDI-TOF MS in sorghum seed with different dilution factors of 
low stringency binding buffer.

Dilution 
factor

Sample Number of peak M/Z
CV (%)

Peak intensity
Conc. (ppm) 2~10 (kDa) 10~20 (kDa) Total average Mean CV (%)

1/2 1,927.6 ± 126.3 4 1 5 0.033 16.7 35.0
1/5 771.0 ± 50.5 6 1 7 0.035 19.8 55.7

1/10  385.5 ± 25.3 7 1 8 0.035 27.7 72.2
1/20 192.8 ± 12.6 9 1 10 0.037 26.3 74.0
1/50 77.1 ± 5.1 13 2 15 0.038 31.3 45.1

1/100 38.6 ± 2.5 10 1 11 0.031 30.2 28.0
1/200 19.3 ± 1.3 12 1 13 0.037 23.6 63.7

Chip Data Manager Software을 이용하여 분석하였다. 단별

량 분석으로 Kruskal-Wallis test로 이용하여 p 값 0.01이하

에서 유의성을 판정하였다. 
 

결과 및 고찰
 
시료 바인딩 버퍼의 희석배수 

시료 바인딩 버퍼의 희석배수에 따라 단백질 칩에 로딩되

는 시료의 단백질 농도는 달라진다. 바이오 레드의 SELDI- 
TOF MS 기술에서 제시하는 혈청, 혈장 및 뇨 시료의 적정 

단백질 농도는 50~2,000 mg/ml 이다. 본 연구에서는 추출

된 수수종자 단백질의 농도를 바인딩 버퍼의 희석농도에 따

라 1,927 mg/ml 에서 19 mg/ml 로 7수준으로 나누어 분석

하였다(Table 1, 2). 
표면이 양이온을 띤 단백질을 결합하는 프로테인 칩 CM10 

(weak cation exchanger)에 적용되는 바인딩 버퍼는 0.1 M 
sodium acetate, pH 4.0으로서, pH를 낮춤으로써 단백질 표

면을 최대로 양이온화 하여 많은 수의 양이온 단백질을 CM10 

칩 표면에 결합시킬 수 있다. 따라서 바인딩 버퍼의 pH의 

변화는 단백질 칩의 결합력에 영향을 미친다. 본 연구에서 

이용된 단백질 추출버퍼는 sodium borate 버퍼로서 pH 10.0
에 해당한다. 따라서 pH 4.0의 바인딩 버퍼 희석하였을 때, 
단백질 칩에 로딩되는 단백질의 농도는 당연히 희석되지만, 
바인딩 버퍼의 pH 변화에도 상당한 영향을 미칠 것으로 예

상되었다. Table 1에서 보는 바와 같이 추출 버퍼에 바인딩 

버퍼를 1/2로 2배 희석하였을 때 pH는 9.6으로 추출버퍼의 

pH에 가까운 음이온 조건을 이루었으며, 바인딩 버퍼의 희

석배수를 1/10인 10배 이상 희석하였을 때 단백질 칩의 pH
가 4.6 이하로 낮아짐을 보였다. 따라서 수수 종자단백질 추

출에 pH 10.0의 sodium borate 버퍼를 이용할 경우, 바인딩 

버퍼의 희석배수가 1/20 인 20배 이상 되어야 pH가 안정화 

될 것으로 나타났으며, 추출버퍼의 pH에 따라 바인딩 버퍼

의 희석농도를 최적화해야 함을 지적하였다. 희석배수가 

1/200인 200배 이상에서는 단백질의 농도가 20 mg/ml 이하

로 낮아져 단백질 검출의 안정성이 떨어지는 것으로 나타났

다(Table 1, Fig. 1). 희석배수의 증가에 따라 검출되는 피크 
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Fig. 1. Peptide peak spectra of CM10 chip array of SELDI- 
TOF MS in sorghum seed with different dilution 
factors of binding buffer.

Fig. 2. Peptide peak spectra of Q10 chip array of SELDI-TOF 
MS in sorghum seed with different dilution factors of 
low stringency binding buffer.

스펙트럼의 변화가 확연히 나타났으며, 1/2을 제외하고 희

석배수가 높아짐에 따라 검출되는 피크가 10 kDa 이하 범

위에서 많아졌으며, 10 kDa 이상 범위에서 적어졌다 (Fig. 
1). 2~20 kDa의 범위에서 검출된 피크의 수를 비교하면, 총 

피크 수는 1/20에서 37개로 가장 많았으며, 피크의 분자량 

변이계수(M/Z CV)와 피크의 세기(intensity)는 1/50에서 가

장 안정적인 것으로 나타났다(Table 1). 따라서 CM10 단백

질 칩에서 바인딩 버퍼의 pH, 검출된 피크 수와 피크의 안

정성 및 세기를 고려할 때, 1/20과 1/50의 희석수준이 최적

화 조건으로 제시되었다.
표면이 음이온을 띤 단백질을 결합하는 Q10(strong anion 

exchanger)에 적용되는 바인딩 버퍼는 10 mM Tris HCl, 
pH 9.0으로서, pH를 염기성화 함으로써 단백질 표면을 최

대로 음이온화 하여 많은 수의 음이온 단백질을 Q10 칩 표

면에 결합시킬 수 있다. 앞서 지적한 바와 같이 바인딩 버퍼

의 pH는 단백질 칩의 결합력에 영향을 미친다 하였는데, 
Q10의 바인딩 버퍼의 pH 9.0는 본 연구에서 이용된 단백질 

추출버퍼 sodium borate 버퍼의 pH 10.0와 비슷한 조건의 

염기성 조건하에 있기 때문에 바인딩 버퍼의 희석농도에 따라 
단백질 칩의 pH 영향을 없을 것으로 예상되었다 (Table 2). 
바인딩 버퍼의 희석배수 변화에 따른 단백질 피크 스펙트럼

의 변화는 희석배수의 증가에 따라 5 kDa이하의 저분자 단

백질의 검출이 증가하였음을 보였다. 이러한 경향은 CM10
의 피크 스펙트럼의 변화와 동일하였다. 표2의 검출된 피크 

수의 비교에서 1/50인 50배 희석에서 가장 많은 피크가 검

출되었으며, 피크의 세기가 가장 높았으며 피크의 변이계수

가 비교적 안정적이었다. 따라서 Q10의 경우, 바인딩 버퍼

의 희석배수는 1/50인 50배 정도가 가장 최적화임을 제시하

였다. 
 

시료 바인딩 버퍼의 강도

시료 바인딩 버퍼의 강도는 단백질 칩에 결합되는 단백질

의 표면 결합력에 영향을 미친다. 즉, 바인딩 버퍼의 이온 

강도를 높여줌에 따라, 시료 단백질 표면의 이온과 바인딩 

버퍼의 이온간 단백질 칩 표면의 결합력에 경합을 유도하

여, 약한 결합을 하는 단백질은 단백질 칩의 세정과정에서 

쉽게 떨어져 나간다. 따라서 바인딩 버퍼의 강도가 높아짐

에 따라 단백질 표면의 이온성이 강한 것만을 결합하는 특

이성을 향상시킬 수 있다. 본 연구에서 Q10을 이용하여 바

인딩 버퍼의 강도를 10 mM(weak condition) 과 100 mM 
(strong condition) Tris HCl, pH 9.0 로 나누어 비교하였다 

(Fig. 3, Table 3). 바인딩 버퍼의 강도가 강한 100 mM(strong 
condition) Tris HCl, pH 9.0 의 희석배수에 따른 스펙트럼

의 변화는 약한 버퍼 10 mM(weak condition) Tris HCl, pH 
9.0에서의 스펙트럼 변화와 비슷한 양상을 보여, 희석배수

가 증가함에 따라 5 kDa이하의 저분자 단백질의 검출이 증

가하였다(Fig. 3). 바인딩 버퍼의 강도에 따른 검출된 피크 

수와 세기를 비교해 보면, 버퍼의 강도가 낮은 10 mM 수준

에서 피크의 수와 세기가 높았음을 보였다(Table 3). 이는 

앞서 예상한 결과와 일치하였으며, 많은 수의 피크를 검출

하기 위해서는 강도가 낮은 버퍼를 적용해야 함을 지적하였다. 
 
단백질 추출버퍼의 최적화

단백질 추출버퍼는 단백질의 정량적 또는 정성적 분석에
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Table 3. Comparisons of peptide peak characteristics of Q10 chip array of SELDI-TOF MS in sorghum seed with different 
stringency of binding buffers.

Binding buffer 
stringency

Sample Number of peak M/Z
CV (%)

Peak intensity
Dilution factor Conc. (ppm) 2~10 (kDa) 10~20 (kDa) Total average Mean CV (%)

10 mM
1/100 38.6 ± 2.5

10 1 11 0.031 30.2 28.0
100 mM 6 1 7 0.036 25.2 72.7

Table 4. Comparisons of peptide peak characteristics of CM10 chip array of SELDI-TOF MS in sorghum seed with four different 
protein extraction buffers.

Extraction 
buffer

Dilution 
factor

Sample Number of peak Mean peak intensity
pH Conc. (ppm) 2~10 (kDa) 10~20 (kDa) Total 2~10 (kDa) 10~20 (kDa)

Sodium 
borate＋Acetone

1/20 4.3 100

20 17 37 29.5 5.4

Phenol 17 16 33 30.7 12.7
Sodium borate 27 17 44 31.1 7.2

TCA 28 16 44 27.8 7.0

Fig. 3. Peptide peak spectra of Q10 chip array of SELDI-TOF 
MS in sorghum seed with different dilution factors of 
high stringency binding buffer.

Fig. 4. Peptide peak spectra of CM10 chip array of SELDI- 
TOF MS in sorghum seed with four different protein 
extraction buffers. Actone: actone precipitation after 
extraction with sodium borate buffer, phenol: phenol 
based extraction buffer, sodium borate: sodium borate 
buffer, TCA: TCA based extraction buffer.

서 가장 먼저 최적화되어야 하는 요인이다. 최근 식물체 조

직의 단백질 분석에 적용되는 2차 전기영동 분석에 적합한 

단백질 추출버퍼로 페놀을 기본으로 한 버퍼(phenol) 와 

TCA을 기본으로 한 버퍼(TCA)가 제시되었다(Isaacson et 
al., 2006). 반면, 수수의 종자 단백질 추출에는 sodium 
borate 버퍼 (sodium borate)를 가장 많이 적용하는 것으로 

보고되고 있다(Hamaker et al., 1995). 따라서 본 연구에서

는 위에 제시한 3가지 단백질 추출방법과 sodium borate 추
출 후 acetone으로 단백질을 침전함으로써 단백질을 농축하

는 방법(sodium borate + acetone)을 포함한 4가지 추출법

을 적용하여 SELDI-TOF MS에 적합한 추출버퍼를 선정하

였다. 단백질 추출 버퍼에 따른 피크 스펙트럼의 변화는 

phenol 버퍼에서 확연한 차이를 보였으며, 10 kDa 이상의 

범위에서 검출되는 피크의 세기가 향상되었다(Fig. 4). 단백

질 추출 버퍼간의 검출된 피크의 수를 비교하면(Table 4), 
2~25 kDa의 분자량 범위에서 검출된 총 피크수는 sodium 
borate와 TCA 버퍼에서 44개의 피크로 가장 많았으나, 피
크의 세기에서는 sodium borate 버퍼에서 가장 높았다. 
phenol 버퍼의 경우, 검출된 피크 수는 가장 적었으나 10 kDa 
이상에서 검출된 피크의 세기가 가장 높아, 이 범위에서 
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SELDI-TOF MS를 이용한 단백질 분석에 적합한 버퍼로 

제시되었다. 반면 acetone을 이용한 단백질 침전 방법 

(sodium borate + acetone)에서는 sodium borate 버퍼만을 

적용한 것에 비해 10 kDa 이하의 저분자 단백질의 검출이 

낮아짐을 확인하였다. 따라서 본 연구에서는 SELDI-TOF 
MS에 적합한 수수 종자 단백질의 추출 버퍼로는 10 kDa 
이하에서는 sodium borate 버퍼가 10 kDa 이상의 범위에서

는 phenol 버퍼가 최적의 단백질 추출 버퍼로 제시되었다.
 

적  요
 
SELDI-TOF MS를 활용한 저분자 펩타이드 분석을 위해

서는 분석시료에 대한 최적화 분석조건을 확립하는 것이 필

수적으로 선행되어야 한다. 본 연구는 수수 종자 내 존재하

는 10 kDa 이하의 저분자 펩타이드를 프로파일링하기 위하

여 활용된 SELDI-TOF MS의 최적화 분석조건을 확립하는

데 있다. 분석조건은 (1) 프로테인 칩: CM10(weak cation 
exchanger), Q10(strong anion exchanger), (2) 바인딩 버퍼

의 희석배수: 1/2, 1/5, 1/10, 1/20, 1/50, 1/100, 1/200, (3) 
Q10의 바인딩 버퍼 강도: 10 mM, 100 mM, (4) 단백질 추

출버퍼: sodium borate, sodium borate + acetone, phenol, 
TCA 버퍼로 하였다. 

1. 바인딩 버퍼의 희석배수는 CM10과 Q10 모두 1/20과 

1/50이 최적화로 나타났다. 
2. Q10의 바인딩 버퍼 강도는 농도가 약한 10 mM에서 더 

많은 피크가 검출되었다. 
3. SELDI-TOF MS 분석에 적합한 수수 종자단백질 추출

버퍼로는 2~10 kDa 범위에서는 sodium borate 버퍼와 

10~20 kDa 범위에서는 phenol 버퍼로 분석되었다.
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