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고속액체크로마토그래피-가시선/자외선 검출기를 이용한
D i ( 2 - e t hy l h exyl)phthalate 검출 방법 검증과

일부 한국 성인 남성 혈액 중 DEHP 정량
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─ Abstract ─

Validation of High Performance Liquid Chromatographic Method with UV 
Detector for the Determination of Di(2-ethylhexyl)Phthalate in 

Plasma in some Korean Male Workers

Yun-jung Yang, Soon-chul Myoung1), Sae-chul Kim1), Yeon-pyo Hong

Department of Preventive Medicine and Community Health, College of Medicine, Chung-Ang University
Department of Urology, Chung-Ang University Hospital2)

Objectives: This study was conducted to validate a simple, rapid and sensitive reverse-phase high-per-
formance liquid chromatographic method with UV detector (HPLC-UV) and present the plasma level of
di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) in some Korean male workers. 

M e t h o d s: HPLC-UV for quantification of plasma DEHP was validated by the following guideline
from the Center for Drug Evaluation and Research (CDER) - calibration/standard curve, precision, accu-
racy and recovery. Plasma DEHP from 255 healthy Korean male workers aged from 30 to 60 years was
analyzed by validated HPLC-UV method.

R e s u l t s: The calibration curve over the range 0~150 μg/ℓ for the plasma DEHP standard solution
showed linearity(r2=0.999). The limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) of plasma
DEHP were 5.22 μg/ℓ and 15.81 μg/ℓ, respectively. The accuracy and precision for 2.5 μg/ℓ o f
DEHP were acceptable in CDER guideline on the second and third day but not first day, and those for 50
μg/ℓ and 150 μg/ℓ of DEHP were acceptable on all three days(Ed-confirm this addition). The distribu-
tion of plasma DEHP level was skewed to the left and ranged from 0 to 18.9 μg/ℓ. The plasma DEHP
level was lower than 10 μg/ℓ for 98 % of subjects and lower than 5 μg/ℓfor 85 %. The geometric mean
and standard deviation of plasma DEHP were 0.4±1.5 μg/ℓ.

C o n c l u s i o n s: The HPLC-UV method for quantification of plasma DEHP was acceptable by CDER
guideline. The plasma DEHP of 255 Korean male workers ranged from 0 to 18.9 μg/ℓ and the distribu-
tion was skewed to the left. 
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서 론

D i - ( 2 - e t h y l h e x y l ) p h t h a l a t e (이하 DEHP) 또는

b i s - ( 2 - e t h y l h e x y l ) p h t h a l a t e는 플라스틱 제품의 유연

성을 증가시키는데 사용되는 무색무취의 기름 같은 액체

로서 최종 플라스틱 제품 무게의 40~50 %에 이르기까

지 한다(Latini, 2000). 칫솔, 고무젖꼭지, 어린 아이들

의 장난감 등에는 사용이 금지되어 있지만, 건축자재(마

루, 바닥타일, 지붕도장, 벽지, 전선절연체, 튜브또는 용

기 등), 자동차 생산품(좌석, 외장, 바닥 코팅, 비닐 장

식), 의류(신발, 우비), 음식물 포장재와 의료 용품(혈액

보관용기와 정맥주사 튜브 등) 제작에 사용되고 있다

(NTP, 2000). 

D E H P는 랫드와 마우스에서 암을 유발하며( I A R C ,

2000; Davis et al, 1994; Siddiqui & Srivastava,

1992) 수컷 랫트 고환의 무게를 감소시키거나 위축을 일

으킨다(Park et al, 2002; Gray et al, 1999; Poon

et al, 1997). 이러한 연구 결과에 의해 우리나라를 비롯

한 세계 각국에서 D E H P를 내분비계 장애물질로 취급하

고 있으며, 우리나라에서 1 9 9 8년 한 해 동안 유통된

D E H P는 전체 내분비계 장애물질 유통량의 약 60 %에

이른다(환경부, 2000). 

플라스틱 제품에 사용된 D E H P는 시간이 경과하면서

서서히 용출되어 공기, 흙, 물 등의 환경에 광범위하게

분포한다(Kang et al, 2003). 특히 플라스틱 제품 중

P V C는 가정용 및 업소용 랩과 과일, 야채의 용기 등으

로 사용되고 있으며 가소제인 p h t h a l a t e의 첨가 비율이

높기 때문에 식품과 접촉하면 식품으로 이행된다(Lee et

al, 2001; MAFF, 1994). 또한 오일이나 지방성 음식

에 잘 녹는 성질이 있어 우유나 치즈에서 고농도로 검출

된다(Page & Lacroix, 1995; Sharman et al,

1 9 9 4 ) .

장기간 혈액 투석을 받은 환자의 경우 일년에 평균 1 2

g 정도의 D E H P에 노출(Faouzi et al, 1999)되지만 일

반인들은 하루평균 4~30 μg/kg 정도 폭로된다( D o u l l

et al, 1999). 이처럼 D E H P의 폭로 수준은 매우 다양

하지만 체내 DEHP 축적량에 관한 정확한 증거가 없으

므로(Doull et al, 1999) 그 양을 측정하는 것이 위해성

평가에 유용한 자료가 될 수 있다. 따라서 일부 연구들에

서 체내 DEHP 수준 측정을 시도하고 있고( T a k a t o r i

et al, 2004; Inoue et al, 2003; ColOn et al,

2000), 우리나라에서도 Koo 등( 2 0 0 3 )이 소변에서

D E H P와 그 대사물질을 측정하여 발표하고 있다. 체내

DEHP 수준은 연구자에 따라 다르지만 대체적으로 p p b

수준의 매우 낮은 농도로 나타난다. 혈액과 같은 생체 시

료를 이용한 모든 분석 방법에 대해서는 정확성, 정밀성,

민감도, 특이도, 직선성과 재현성 등의 기준으로 검증해

야 한다고 하였다(CDER, 1998). 그러므로 이미 사용되

고 있는 방법일지라도 대상자가 사람이며, 측정 조건에

따라 연구결과의 신뢰성이 의심될 수 있는 매우 낮은 농

도의 체내 부하량을 측정할 때에는 반드시 분석법의 검증

결과를 함께 제시하여야 한다.

생체 내 존재하는 D E H P의 양을 측정하기 위해 기체

크로마토그래피-질량분석기 또는 기체크로마토그래피-이

온결합검출기, 고속액체크로마토그래피(High Performanc e

Liquid Chromatography, 이하 HPLC) 등을 이용한

방법들이 지속적으로 발표되고 있다(Saito et al,

2002a; Saito et al, 2002b; Kessler et al, 2001;

Luks et al, 2001; Suna et al, 2001; Suzuki et al,

2001; Gray et al, 1999; Egestad et al, 1996;

Albro et al, 1984). 그러나, 이런 다양한 분석방법들은

시간과 정확성, 정밀도 등에서 각각 명백한 장점과 한계

점이 있지만(Kambia et al, 2001), 기체크로마토그래

피는 H P L C에 비해 주입부의 고무 s e p t u m의 오염 가능

성이 있어 측정 농도가 과대평가 될 수 있다(Kessler et

al, 2001; Pollack et al, 1985; Teirlynck &

Rosseel, 1985). 

그러므로 본 연구에서는 H P L C - U l t r a v i o l e t / V i s i b l e

(이하 UV) 검출기를이용한생체시료중 저농도의D E H P

분석법(Park et al, 2002; Suna et al, 2001)을C D ER

(1998) 검증 기준에 맞춰 제시하고 검증된 분석법으로 일

부 한국인 혈액 중의 D E H P를 분석하여 인체 위해성 평

가를 위한 기초 자료를 제시하고자 한다.

대상 및 방법

1. 분석방법

1) 시약

DEHP, 내부표준시료인 Di-n-octyl phthalate(이하

DNOP), 인산과 수산화나트륨은 S i g m a - A l d r i c h

(Saint-Quentin-Fallavier, France)에서 순도 9 9 . 9 %

이상의 제품을 구입하였고 아세토니트릴은 HPLC 등급

을 J.T. Baker(USA)에서 구입하였다. 물은 M i l l i - Q

system(Milli-Q, Millipore, Saint-Quentin

Yvelines, France)를 이용해 정수한 후 실험에 사용하

였다. 공시료 혈장은 S i g m a - A l d r i c h ( S a i n t - Q u e n t i n -

Fallavier, France)에서 구입하여 증류수로 2배 희석하

여 사용하였다. 

양윤정 등·DEHP 정량을 위한 HPLC 방법 검증과 일부 한국 남성 근로자의 혈액 중 농도
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2) 표준액 준비

D E H P와 D N O P의 표준원액을 아세토니트릴에 각각

6 mg/ml와 5 mg/ml의 농도로 희석한 후 유리병에 넣

어 4 ℃에서 보관하였고 매주 새로운 표준원액을 만들어

분석에 사용하였다. 시료에 주입하기 위한 표준액으로

D E H P는 0, 10, 20, 40, 80, 120, 200, 300, 400,

600 μg /ℓ 그리고 D N O P는 100 μg /ℓ를 매일 만들었고

혈장 100 μl에 D E H P와 DNOP 표준액을 각각 50 μl씩

을 주입하여 검량선을 작성하였다. 따라서 검량선 작성을

위한 DEHP 농도는 0, 2.5, 5, 10, 20, 30, 50, 75,

1 0 0와 150 μg /ℓ이었으며, DNOP 농도는 25 μg /ℓ이었

다. 이 농도를 측정하여 얻은 크로마토그램에서 D E H P

와 D N O P의 피크면적비(peak area ratio)와 혈장 내

DEHP 농도를 이용하여 검량선을 작성하였다.

3) 대상자 및 시료 준비

본 실험의 대상자는 2 0 0 3년부터 2 0 0 4년에 걸쳐 울산과

춘천 일부 지역의 한 직장에서 현재 5년 이상 근무한 3 0

세 이상 6 0세 이하의 남성 2 5 5명으로 이들은 모두 과거

와 현재 병력이 없는 사람이었다. 대상자 전원에게 실험

의 취지를 충분히 설명한 후 동의서를 받고 혈액을 채취

하였다. 헤파린이 들어있는 튜브에 혈액을 채취한 후

3000 rpm에서 1 0분간 원심분리 하여 혈장을 얻었다. 분

리된혈장은 분주한후 -20 ℃에서분석시까지보관하였다. 

4) 시료 전처리 과정

시료 전처리를 위한 용매 추출법으로 Suna 등( 2 0 0 1 )

과 Kambia 등( 2 0 0 1 )의 방법을 일부 수정하여 사용하였

다. 4 μl 유리병에 혈장 100 ㎕와 내부표준시료 D N O P

50 μl를 넣고, 1M 수산화나트륨 400 μl, 아세토니트릴

1.7 μl를 넣어 2 0분간 초음파 처리 후 인산 20 μl을 넣어

중화하였다. 이 용액을 1000 g에서 1 5분간 원심분리 하

여, 상층액 중 1.6 ml를 새 용기에 옮기고 질소가스로

아세토니트릴을 증발시킨 후, 100 μl의 아세토니트릴을

넣어 다시 용해시켜 시료로 사용하였다.

5) HPLC 분석 조건

혈장 내 DEHP 분석을 위한 HPLC 조건은 S u n a등

( 2 0 0 1 )과 P a r k등( 2 0 0 2 )의 방법에 따라 H P L C ( 5 0 1

pump, Waters, U.S.A)와 UV 검출기(484 waters,

U S A )를 230 nm에서 실험하였다. 이동상은 아세토니트

릴과 1% 인산을 각각 8 5 : 1 5 ( v / v )의 비로 섞어서 만들었

으며 유속은 0.8 ml/min, 시료주입량은 30 μl 이었다.

컬럼은 XTerra RP18 5 μm (3.9 mm×150 mm,

Waters, U.S.A)를 사용하였으며, 이동상은 사용 전

0.45 μm 멤브레인으로 여과하고 탈기하였다.

2. 분석방법의 검증

분석방법의검증은 CDER(1998) 기준을참고로 하였다.

1) 검량선(Calibration curve) 및직선성( L i n e a r i t y )

본 실험에서는 공시험액을 포함한 DEHP 표준액의 1 0

가지 농도를 크로마토그래피의 피크면적비로 검량선을 작

성하였고, 검량선으로부터 직선식의 상관계수를 구하여

직선성을 확인하였다. 

2) 검출한계(Limit of Detection, LOD) 및 정량한

계(Limit of Quantification, LOQ)

공시험액을 포함한 DEHP 10가지 농도의 표준액을 크

로마토크래피의 피크면적비로 구한 후 크로마토그래피의

신호 대 잡음의 비가 3 . 3의 경우를 검출한계로, 10 이상

의 경우를 정량한계로 각각 설정하였다. 여기서 σ는 공시

험액 반응(검량선의 y절편)의 표준편차, S는 검량선의

기울기를 의미한다(ICH, 1996). 

3) 정밀성( P r e c i s i o n )

일정농도의 DEHP 표준액을 일간 및 일내 변동을 알

아보기 위해 설정한 임의의 3가지 농도를 하루에 3개씩

3일간 반복하여 측정한 결과를 피크면적비( m V / s )의 변

이계수( % )로 검토하였다. 

4) 정확성( A c c u r a c y )

일정농도의 DEHP 표준액 3개 농도를 각 3회 주입하

여 얻은 결과를 검량선에 대입하여 얻은 결과와 참값의

오차 정도(회수율, %)로서 정확성을 평가하였다. 

5) 자료분석

측정 농도의 일간 변동을 알아보기 위해 분산분석법을

사용하였으며 군간 비교를 위해 Duncan 다중비교를 하

였다(SAS 8.01). 

결 과

1. 분석방법의 검증

1) 검량선 및 직선성

검량선은 DEHP 각 표준액에 대한 내부표준물질의 피

회수율 (Recovery, %) = 
측정농도

×1 0 0
이론농도

LOQ = 
10 σ

S 
LOD = 

3.3 σ

S 
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크면적비( D E H P / D N O P )와 DEHP 농도를 이용하여 작

성하였다(Fig. 1). 회귀직선 방정식은 하루 1번씩 7회

반복하여 얻어진 값으로부터(Table 1) y=0.043x+0.004

(y: 피크면적비, x: 분석농도(μg /ℓ)이고 기울기 및 y

절편의 평균 및 표준편차는 각각 0 . 0 4 3±0.043, 0.004

±0.063 이었다. 결정계수( r²)는 모든 검량선에서 0 . 9 9 9

이상이었다.

2) 검출한계 및 정량한계

D E H P의 검출한계는 5.22 μg /ℓ 이었고, 정량한계는

15.81 μg /ℓ 이었다.  

3) 정밀성( P r e c i s i o n )

DEHP 표준액의 일간변동과 일내변동은 Table 2에

표시하였다. 즉, 혈장 내 DEHP 농도를 2.5, 50과 1 5 0

μg /ℓ로 각 농도별 3일간 3회 반복 시험하여 얻어진 피크

면적비로 나타냈다. 일간변동의 변이계수는 최저정량한계

이상인 5 0과 150 μg /ℓ의 농도에서 각각 5.2 %과 1 . 1 %

로 기준에 적합하였지만 최저정량한계 이하인 2.5 μg /ℓ

의 경우 3 5 . 8 %로 일간 변동이 큰 폭으로 나타났다. 또한

일내변동의 변이계수에서도 5 0과 150 μg /ℓ의 농도에서

는 최고 변이 계수가 각각 7 . 8 %와 1 1 . 2 %로 모두 기준

인 1 5 %를 넘지 않았다. 최저정량한계 이하인 2.5 μg /ℓ

의 일내변동의 변이계수는 첫째 날은 28.1% 이었으며

셋째 날은 4 . 7 %를 나타냈다. 또한, 각 농도별 일간변동

의 차이를 분석한 결과 2.5 μg /ℓ의 농도에서는 둘째, 셋

째 날 측정값과 첫째 날 측정 농도와 유의한 차이가 있었

고(p=0.037), 50과 150 μg /ℓ의 농도에서는 일간 변동

의 유의한 차이가 나타나지 않았다(p>0.05)(Table 2). 

4) 정확성( A c c u r a c y )

혈장 내 DEHP 농도가 2.5, 50과 150 μg /ℓ가 되도

록 조제한 후 각 농도별 3일간 3회 반복하여 분석법에 대

한 회수율을 확인한 결과를 표 3에 나타내었다. 일내의

회수율의 변이는 최저 정량한계 이하인 2.5 μg /ℓ의 농도

에서 첫째 날 30.5 %를 나타냈으나 둘째, 셋째 날은

9.7%, 2.3%를 나타냈다. 50과 150 μg /ℓ의 농도에서는

가장 큰 변이가 각각 7.0 %와 3.1 %였고 가장 낮은 변

이가 각각 4 . 7 %와 1.2% 이었다. 일간 회수율의 차이는

2.5 μg /ℓ에서는 1 6 . 9 %를 5 0과 150 μg /ℓ의 농도에서

는 각각 3 . 9 %와 3 . 1 %의 변이를 나타냈다. 

3. 생체 시료의 정량

울산과 춘천지역의 근로자에게서 채취한 혈액의

D E H P의 수준은 두 지역간의 차이가 없었다(Fig. 2).

이에 따라 두 지역의 근로자 수를 합하여 DEHP 농도의

분포를 관찰하였다(Fig. 3). 대상자 혈액 내 D E H P의

분포는 왼쪽으로 치우치게 나타났다. 전체 2 5 5명 대상자

의 혈액 중 DEHP 농도가 1 μg /ℓ 이하인 경우는 6 3명

양윤정 등·DEHP 정량을 위한 HPLC 방법 검증과 일부 한국 남성 근로자의 혈액 중 농도

Fig. 1. A daily calibration curve for DEHP representing all ana-

lytes. The calibration curve was linear across the range

from 0 to 150 μg/ℓ with concentration coefficient typi-

cally exceeding 0.999.

Table 1. Recovery and coefficient of variation(CV) of DEHP representing all analytes 

Amount added (μg/ℓ) Amount found (μg/ℓ) Recovery (%) CV (%)

0 -0.5±0.8 (0.068*)

2.5 02.1±0.1 084.0 06.2 

5 05.3±06. 106.3 10.4 

10 11.0±1.5 110.0 13.7 

20 20.4±0.3 102.0 01.5 

30 30.5±0.3 101.6 01.0 

50 50.0±0.8 99.9 01.6 

75 75.4±0.8 100.6 01.0 

100 100.0±2.80 100.0 02.8 

150 146.5±4.30 097.7 02.9 

*: 0.068 is the standard deviation of response



으로 약 25 % 이었으며, 5 μg /ℓ 이하인 사람은 2 1 7명

으로 약 85 % 이었다. 5~10 μg /ℓ인 사람은 3 3명 이었

으며, 10 μg /ℓ 이상인 경우는 5명이었다. 혈액 중 가장

높은 DEHP 농도는 18.9 μg /ℓ이었다. 검출된 D E H P

농도의 기하평균과 기하표준편차는 0 . 4±1.5 μg /ℓ 이었

다. 연령과 DEHP 농도는 유의한 상관관계를 나타내지

않았다(r=-0.098, p=0.452). 

고 찰

검량선을 작성하는 데에 사용되는 표준물질의 수는 분

석치의 예상 범위와 분석물질-반응 상관관계에 따라 결정

하며 표준물질의 농도는 각각의 연구에서 예상되는 농도

범위에 근거하여 선택해야 한다. 검량선은 공시료 (내부

표준물질 없이 시험한 생체시료), 제로시료 (내부표준물

질만을 넣고 시험한 생체시료), 그리고 최저정량한계를

포함해서 정량 범위이내의 6 ~8 가지 농도에 내부표준물

질을 가한 시료로 구성한다(CDER, 1998). 일반인의 혈

액 내 DEHP 농도는 Takatori 등( 2 0 0 4 )은 2.2~3.9 μ

g /ℓ 정도였고, ColOn 등( 2 0 0 0 )의 연구에서는 대략 7 0
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Table 2. Analysis of variance of interday and intraday assay for precision at 2.5, 50 and 150 μg/ℓ of DEHP 

DEHP Peak area ratio

Conc.(μg/ℓ) 1st day 2nd day 3rd day
CV(%) P-value

2.5 0.22 0.08 0.09 

0.15 0.12 0.10 

0.13 0.09 0.09 

CV*(%) 28.1 22.1 4.7 35.8

Duncan grouping A B B 0.037

50 1.99 1.81 1.91 

2.04 1.80 2.09 

2.18 2.00 1.79 

CV(%) 4.7 6.0 7.8 5.2

Duncan grouping A A A 0.204

150 6.58 6.52 6.92 

5.43 6.14 6.02 

6.68 6.25 6.14 

CV(%) 11.2 3.1 7.7 1.1

Duncan grouping A A A 0.948

* CV : coefficient of variation

Fig. 2. Box plot of DEHP in plasma of workers in Ulsan and

Chuncheon area.

Fig. 3. Frequency distribution of DEHP in plasma in some

Korean adult male.
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μg /ℓ 정도였다. 본 연구에서는 0~150 μg /ℓ 범위에서

공시험액을 포함한 1 0개의 표준액을 만들어 검량선을 작

성하였다. 작성된 검량선은 직선성을 나타냈으며 설명력

( r2)은 99% 이상이었고, 검출한계는 5.22 μg /ℓ이었으며

정량한계는 15.81 μg /ℓ이었다. 

검출한계는 배경 잡음과 확실하게 구분되는 분석물질의

최저 농도로서(CDER, 1998) 측정 가능한 최저량을 뜻

하는 것은 아니다. 대신 배경에서 신호를 구분할 수 있는

지점을 말하는 것으로 물질의 존재 여부를 판단할 수 있

는 농도를 말한다(Thomsen et al, 2003). 따라서 본

연구의 검출한계인 5.22 μg /ℓ이하로 검출된 농도가 불

검출을 의미하는 것은 아니다. 검량선 작성에 사용된 검

출한계 이하의 2.5 μg /ℓ 농도에서 회수율이 8 4 %로 최

대 변이폭이 20 %를 넘지 않아야 하는 CDER(1998) 검

증 기준에 적합하였다. 그러므로 검량선을 이용하여 검출

한계 이하의 측정값을 제시할 수 있으나 이 경우 측정값

의 변이가 커질 수 있어 실제 농도와는 차이가 있을 수

있다. 이런 이유로 생체 시료의 저농도 수준의 물질 분석

을 위해서는 분석법의 검증 자료를 함께 제시해야 한다.

정량한계는 적합한 정밀성과 정확성을 가지고 정량적으로

실측될 수 있는 시료 내 분석 물질의 최저량을 말한다

(CDER, 1998). HPLC-UV를 이용한 연구들의 검출한

계 및 정량한계는 다양하게 나타난다. PVC에서 유출되

는 D E H P의 검출한계는 50 μg /ℓ이고 정량한계는 150 μ

g /ℓ이었다(Aignasse et al, 1995). 건강한 사람의 혈

액 및 지방 조직에서 측정한 D E H P의 정량한계는 2 0

ng/ml 이었고(Kambia et al, 2001), 우리나라의 건강

한 성인의 요 중 D E H P의 검출한계는 10 μg /ℓ 이상이

었다(Koo et al, 2003). 그 외 Inoue 등( 2 0 0 3 )이 c o l-

umn-switching system-LC/MS로 사람 혈액 중

D E H P를 측정한 검출한계가 25 μg /ℓ로 모든 연구에서

본 연구의 검출한계 및 정량한계보다 높게 나타났다.

Takatori 등( 2 0 0 4 )이 LC/MS/ MS를 이용해 건강한 사

람의 혈액 중 DEHP 농도를 측정한 결과 정량한계가

14.0 μg /ℓ로 본 연구의 정량한계인 15.81 μg /ℓ와 유사

한 수준을 나타냈다. 

분석법의 정밀성과 정확성은 하나의 균질화된 생체시료

로부터 취한 여러 개의 등분체( a l i q u o t s )로 반복 분석하

였을 때 분석물질에 대한 개개 측정치의 근접성을 의미하

며, 각 농도마다 최소 5번의 시험을 실시하고, 예측 농도

범위 내에서는 최소 3가지 농도에 대해 시험하도록 권장

하고 있다. 정밀도는 각 농도별 피크면적비의 변이계수로

판단하고 정확도는 측정 농도와 참값의 오차 정도인 회수

율과 그 회수율의 변이계수로 판단한다. 두 항목 모두 최

저정량한계를 제외하고는 실측값의 15% 이내여야 하고,

최저정량한계에서도 20% 이내이어야 한다. 분석물질의

회수율은 생체시료에 분석물질을 가한 후 추출하여 얻어

진 시료의 검출반응과 기지 농도의 순수 표준물질의 검출

반응을 비교한 값으로 분석법의 추출효율과도 관련된다.

회수율이 1 0 0 %가 될 필요는 없지만 분석물질과 내부표

준물질의 회수율은 일정하고 정밀하고 재현성이 있어야

한다. 회수율 시험은 세 가지 농도(저, 중, 고농도)에서

추출한 시료의 분석결과와 주입농도(100 % 회수를 의미

하는 추출하지 않은 표준물질)를 비교하여 수행한다

(CDER, 1998). 본 연구에서는 정밀성과 정확성 검증을

위해 2.5, 50과 150 μg /ℓ의 3가지 농도를 3일간 반복하

여 측정하였다. 정밀성을 확인하기 위한 표준액의 일간변

동은 최저 정량한계 이하인 2.5 μg /ℓ에서 첫째 날 측정

농도가 둘째 날과 셋째 날 측정한 농도와 유의한 차이가

있었다(p=0.037). 이러한 차이는 첫째 날 2.5 ㎍/ℓ에서

양윤정 등·DEHP 정량을 위한 HPLC 방법 검증과 일부 한국 남성 근로자의 혈액 중 농도

Table 3. Analysis of variance of inter- and intraday assay for accuracy at 2.5, 50 and 150 μg/ℓ of DEHP  

DEHP Amount found Recovery (%) 
CV (%)

Conc. (μg/ℓ) 1st day 2nd day 3rd day 1st day 2nd day 3rd day

2.5 005.0 004.7 004.0 199.4 186.3 159.3 

003.3 005.6 004.1 133.6 224.5 163.0 

002.8 004.9 003.9 112.4 197.3 155.5 

CV (%) 030.5 009.7 002.3 16.9

50 048.1 044.9 043.9 096.1 089.8 087.8 

049.2 044.7 047.7 098.4 089.4 095.4 

052.6 049.3 050.5 105.2 098.6 101.1

CV (%) 004.7 005.6 007.0 03.9 

150 159.8 154.6 153.8 106.5 103.0 102.6 

154.6 145.6 156.9 103.0 097.1 104.6 

162.1 148.3 157.4 108.1 098.9 104.9 

CV (%) 002.4 003.1 001.2 03.1 

* CV: coefficient of variation



첫 번째 시료의 피크면적비가 다른 시료에 비해 높게 나

타났기 때문인데, 이는 분석 과정 중 DEHP 오염을 의

심할 수 있다. 50 μg /ℓ와 150 μg /ℓ에서는 유의한 차이

가 나타나지 않았다(p>0.05). 각 표준액의 회수율은 5 0 ,

150 μg /ℓ에서 각각 87.8~ 105.2%, 97.1~108.1%로

나타났으나 2.5 ㎍/ℓ에서는 112.4~224.5 %로 원래 농

도보다 2배 정도까지 회수율을 나타냈다. 이것은 주입한

일정 농도의 DEHP 외에 분석 과정 중 시료에 유입된

D E H P가 실험에 간접적인 영향을 미친 것으로 추정된다.

가스크로마토그래프로 아무런 처치도 하지 않은 쥐의

혈장에서 측정한 D E H P는 3,700 μg /ℓ이었으나

(Teirlynck & Rosseel, 1985) Pollack 등( 1 9 8 5 )이

H P L C를 이용하여 측정한 쥐의 혈장 중 DEHP 는 50 μ

g /ℓ로 나타나 같은 대상에 따라서도 분석기기에 따라 큰

차이를 보였다. 이런 차이는 GC 주입부에 사용되는 고무

s e p t u m의 오염 때문인 것으로 보고하였다(Kessler et

al, 2001). 또한, 직접 주입 방법(Inoue et al, 2003)과

고형상 미체 추출방법(Mitani et al, 2003)등을 이용하

여 생체 시료를 H P L C로 분석하는 경우 실험 과정 동안

D E H P의 오염을 효율적으로 최소화 할 수 있지만 정확

한 분석을 방해할 수도 있다. 반면에 용매 추출법은 시료

량에 대한 제한이 적어서 검출한계를 낮출 수 있다

(Mahara et al, 1997). 본 연구에서는 전처리 방법으

로 용매 추출법을 사용하여 생체의 간섭 작용을 감소시켜

정확성 및 정밀성을 높이고, 검출한계 및 정량한계를 다

른 연구들(Koo et al, 2003; Inoue et al, 2003;

Kambia et al, 2001; Aignasse et al, 1995) 보다낮

추었다. 따라서 본 연구의 측정 방법은 검출한계 및 정량

한계, 정밀성, 정확성 등의 항목에서 CDER(1998) 기준

에 적합하였다. 다만 시료 보관의 장기간 안정성에 대한

연구가 보완되어야 할 것이다. 

CDER(1998) 기준에 따라 검증된 방법으로 H P L C -

U V를 이용하여 건강한 근로자 2 5 5명의 혈액 내 D E H P

를 분석하였다. DEHP 분포는 왼쪽으로 치우친 경향을

보였으며 최고 약 19 μg /ℓ까지 검출되었으며, 대상자 혈

액 중 DEHP 농도는 대부분 5 μg /ℓ 이하로 나타났다.

생체 시료를 이용한 연구에서 검출된 DEHP 농도는 연

구자에 따라 많은 차이를 나타낸다. 푸에르토리코 사춘기

전 여성에서 채취한 혈액 중 DEHP 농도는 실험군 4 1명

에서 최고 2,098 μg /ℓ, 대조군 3 5명에서 최고 719 ㎍/

ℓ가 검출되었다(ColOn et al, 2000). 건강한 성인의

혈액 중 검출량은 2.2~3.9 μg /ℓ이었고(Takatori et

al, 2004), 소변 중 D E H P의 최대 검출량이 5.78 μg /ℓ

이었다(Koo et al, 2003). 본 연구에서는 대상자 2 5 5명

중 대부분이 10 μg /ℓ 이하(98 %)이었으며, 5 μg /ℓ 이

하인 경우는 대상자의 85 %에 이르렀다. 혈액 중

DEHP 농도는 대상자의 연령과 상관관계를 나타내지 않

았으며, 왼쪽으로 치우친 분포를 나타냈다. 

EU(European Union)와 I A R C ( I n t e r n a t i o n a l

Agency for Research on Cancer)는 사람이 하루 섭

취하는 D E H P를 5~21 μg / k g으로 추정한다( C S T E E ,

2004; IARC, 2000). 경구로 섭취되는 D E H P의 대부분

은 소장에서 m o n o ( 2 - e t h y l h e x y l ) p h t h a l a t e (이하

M E H P )로 가수분해 된 후 흡수된다(Takatori et al,

2004; Pollack et al, 1985; Teirlynck & Rosseel,

1985). 이는 혈 중 D E H P가 체내에 축적되지 않고 대사

되는 것으로 생각할 수 있으며, DEHP의 혈액 내 반감

기는 10~ 18시간이고 M E H P는 3 ~ 6시간으로 체내에서

비교적 빠르게 대사되고 배출되는 물질로 반복 노출에 따

른 체내 축적이나 잔류에 대한 증거는 없다(Doull et al,

1 9 9 9 )는 결과와 부합한다. 쥐의 혈액 중 D E H P에 대한

MEHP 농도의 비( M E H P / D E H P )는 6-12:1 이었고

(Pollack et al, 1985; Teirlynck & Rosseel, 1985),

Takatori 등( 2 0 0 4 )이 사람 혈액을 이용한 연구에서

M E H P / D E H P의 비는 2.0~4.7:1 이었다. 이는 쥐보다

사람의 소장 내 분해 활동이 더 느리기 때문이다( L a k e

et al, 1977). 따라서 혈액 내 M E H P / D E H P의 비는

소장에서 D E H P가 분해되므로 대상자들의 혈액에서

DEHP 대사물질인 M E H P를 측정하고, 식이습관을 조

사할 필요가 있으나 DEHP 섭취량과 혈액 내 D E H P와

MEHP 농도를 측정한 연구의 수는 매우 적다(Koch et

al, 2004). 그러므로 사람의 DEHP 노출 수준 평가를

위해서는 혈액에서 DEHP 및 M E H P를 함께 측정해야

할 것으로 생각한다. 또한 Koo 등( 2 0 0 2 )은 요 중

D E H P와 대사물질이 성별, 거주지역, 교육수준, 수입

등 인구학적 변수에 따라 차이를 보인다고 하였으므로 추

후 연구에서는 이러한 변수를 고려하여야 할 것이다. 

요 약

목적: 이 연구는 H P L C - U V를 이용한 생체 시료 중

저농도의 DEHP 분석법을 CDER 기준에 따라 검증하고

검증된 분석법으로 일부 한국인 혈장 중의 D E H P를 분

석하여 인체 노출 정도를 뒷받침할 수 있는 기초 자료를

제시하고자 한다. 

방법: 혈액 내 DEHP 정량을 위한 HPLC-UV 정량

분석법을 C D E R의 검증 기준인 검량선 및 직선성과 정

밀성, 정확성에 대해 시행하였다. 검증된 분석법으로 울

산과 춘천 일부 지역의 근로자 3 0세 이상 6 0세 이하의

건강한 남성 2 5 5명으로부터 채취한 혈액 내 D E H P를 정

량하였다.

결과: 혈액 중 DEHP 정량을 위해 사용된 H P L C -
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U V는 표준액 0~150 μg /ℓ에서 직선성을 나타냈다

( r2=0.999). 검량한계는 5.22 μg /ℓ, 정량한계는 1 5 . 8 1

μg /ℓ이었다. 정밀성과 정확도는 2.5 μg /ℓ DEHP 농도

에서 첫째 날을 제외하고는 둘째 날과 셋째 날은 C D E R

기준에 적합하였다. 50 μg /ℓ과 150 μg /ℓ DEHP 농도

는 모두 CDER 기준에 적합하였다. 대상자의 98 %가

10 μg /ℓ이하이었고, 85%는 5 μg /ℓ이하이었고 왼쪽으

로 치우친 분포를 나타냈으며, 최고 농도는 18.9 μg /ℓ

이었다. 대상자의 혈액의 DEHP 농도의 기하평균과 기

하표준편차는 0 . 4±1.5 μg /ℓ 이었다.

결론: 본 연구에 사용된 H P L C - U V를 이용한 혈액 중

DEHP 분석법은 CDER 기준에 따라 검증한 결과 정밀

도, 정확도, 검출한계 및 정량한계 등 모든 항목에서 기

준에 적합하였다. 일부 한국 성인 남자의 혈액 중

DEHP 농도는 0~18.9 μg /ℓ이었으며 왼쪽으로 치우친

분포를 나타냈다. 
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