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Enzyme-linked fluorescent immunoassay에 의한 가공식품 중 땅콩의 검출
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Abstract In this study we analysed for peanuts in processed foods using an enzyme-linked fluorescent immunoassay
(ELFA), and compared the results with labeled ingredients. Crude peanut protein (CPP) was immunized into rabbits to
produce specific antibodies(Ab). A sandwich ELFA was established using anti-CPP Ab and Ab-horseradish peroxidase
(HRP) conjugate. The cross-reactivities of the Ab toward CPP, peanuts, almonds, soybeans, and walnuts were 100, 9.8,
1.1 × 10-2, 4.4 × 10-3, and 0%, respectively. The samples included 19 items consisting of biscuits, snacks, chocolates, and
so on. The results from the sandwich ELFA showed that peanuts were contained in 7 of the processed food items, among
which, 5 items were labeled as having peanuts present but 2 items were not. One of the 2 items that was peanut-detected
but unlabeled was a biscuit labeled to contain almonds and assayed to contain 2.1×10-3% peanuts, which might have been
due to the weak cross-reactivity of the Ab toward almonds. The other item was a snack labeled to contain soybeans and
assayed to contain 0.098% peanuts, which might have been due to peanut cross-contamination during processing, since the cross-
reactivity of the Ab toward soybeans was very weak. These results suggest that ELFA is a good tool to detect peanuts in
processed foods, and allergens in certain processed foods should be labeled correctly.
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서 론

음식물 섭취에 의하여 유발되는 식품알레르기는 천식, 가려움

을 동반한 발진, 발열 등의 전신증상과 알레르기성 긴장이완증후

군으로 대표되는 신경증상과 복통, 구토 등의 소화기 증상을 비

롯하여 여러 증상을 일으킨다. 또한 만성증상으로서 아토피 피부

염을 유발한다(1,2). 

우유와 계란 알레르기는 소아에서 가장 흔한 식품알레르기이

나 연령이 증가할수록 면역관용이 생겨 우유의 경우에는 3세까

지 약 80% 정도(3), 계란의 경우 약 5세까지 약 85% 정도(4) 면

역관용을 획득하는 것으로 알려져 있다. 반면, 땅콩은 일생동안

알레르기 반응을 유지하며(5) 면역관용이 일어나지 않는 대표적

인 알레르기식품으로 이로 인한 사망사례가 증가하고 있다(6). 

한편, 식품위생법에는 우리나라 사람들에게 알레르기를 유발하

는 것으로 알려진 주요 식품인 계란 등의 난류와 우유, 메밀, 땅

콩, 대두, 밀, 고등어, 게, 새우, 돼지고기, 복숭아, 토마토 등 12

종을 함유하거나 이들로부터 추출한 성분을 원료로 사용했을 때

는 함유된 양과 관계없이 원재료명을 표시하도록 하였다(7). 땅

콩 알레르기는 미량(100 µg)의 땅콩성분을 섭취하여도 신체적 손

상을 일으킬 수 있는 질환이므로(8,9), 가공식품의 첨가물 표시에

있어서 이에 대한 첨가량 및 첨가여부에 대한 정확한 표기는 필

수적이다. 식품 중 땅콩의 혼입여부를 분석하는 방법으로는 크게

단백질을 검출대상으로 하는 방법과 DNA를 검출대상으로 하는

방법으로 나눌 수 있고, 이때 이용되는 단백질은 땅콩의 주요 알

레르겐인 Ara h1(63 kDa), Ara h2(17-20 kDa), 땅콩 조단백질 등

이 사용되며 분석방법으로는 면역학적인 방법, 크로마토그래피,

Mass spectrometry(MS) 등의 방법이 활용되고 있다(10,11). Enzyme-

linked fluorescent immunoassay(ELFA)는, 오늘날 진단의학이나 농

식품분야에 널리 사용되는 ELISA와 같이 최종적으로 효소반응

을 이용함으로써 항원, 항체 반응을 민감하게 분석하는 방법이다.

하지만 ELISA는 효소반응에 의하여 나타나는 발색의 정도(흡광

도)를 측정하는 반면에 ELFA의 경우에는 효소반응물의 형광을 측

정하는 것이 근본적인 차이점이다(12,13). 그 결과 ELFA는 ELISA

에 비하여 상대적으로 검출감도가 우수하며 검출농도의 범위가

넓은 특징을 가지고 있다(12,13).

본 연구에서는 가공식품 중 땅콩의 검출이 가능한 ELFA를 개

발하였다. 또한, 이를 이용하여 시중에 유통되는 가공식품 시료 중

의 땅콩을 분석하고, 그 결과가 표시내용과 일치하는지 조사하였다.

재료 및 방법

재료

Phosphate buffered saline(PBS) with Tween 20(PBST), phosphate-
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citrate buffer (pH 5.0), 3,3',5,5'-tetramethyl benzidine dihydrochloride

(TMB), horseradish peroxidase(HRP), goat anti-rabbit IgG-HRP

conjugate, Freund's adjuvant, carbonate-bicarbonate buffer 등은

Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, USA)로부터, 항체생산을 위

한 토끼는 체중 3 kg의 New Zealand White 종을 한림실험동물

(Pyungtaek, Korea)로부터 구입하여 사용하였다. ELFA의 경우 형광

microplate는 Nunc사의 FluoroNuncTM(#437796)(Roskilde, Denmark)를

형광 microplate reader는 Labsystems사의 Fluoroskan Ascent®

(Washington, D.C., USA)을 사용하였다. 가공식품시료는 2006년

9월 국내 제과회사 제품 중 비스킷류 7종, 스낵류 6종, 초콜릿 가

공품 3종, 일반식사대용품 1종, 사탕류 1종, 아이스크림류 1종, 총

19종을 무작위로 수집, 확보하여 실험에 사용하였다.

면역원의 준비

항체 생산을 위한 면역원은 시판되는 볶은 땅콩으로부터 단백

질을 추출하여 이용하였다. 간단히 알아보면, 땅콩 가루를 ether

로 탈지한 후 10배(v/w)의 PBS(pH 7.4)를 첨가하고 4oC에서 24

시간 교반한 후 10,000 rpm에서 1시간 동안 원심분리하였다. 여

기서 얻어진 상징액을 3차 증류수에 대하여 24시간동안 투석하

였다. 이후 동결건조하여 얻은 조단백질(CPP)을 냉동보관하면서

최종 항원을 얻었다. 준비된 CPP의 분자량분포를 확인하기 위해

Laemmli 방법(14)에 따라 분리 gel의 농도를 10%로한 SDS-PAGE

를 실시하였다. 

특이항체의 생산 및 정제

Kim 등(15)의 방법에 따라 특이항체를 생산하였다. 즉, 준비한

면역원(CPP) 500 µg씩을 Freund's complete adjuvant와 유탁액을

만들어 토끼의 등에 피하주사하였다. 이후 2주 간격으로 4차례

추가면역을 실시하였다. 단, 이때는 Freund's incomplete adjuvant

를 사용하였다. 매 면역 일주일 후, 토끼의 귀 정맥으로부터 채

혈하여 4oC에서 하룻밤 방치한 후 원심분리(3,000 rpm, 20 min)하

여 항혈청을 분리하였다. 항혈청으로부터 항체의 정제는 T-GelTM

Purification Kit (Pierce Co., Rockford, IL, USA)를 이용하여 제

조사의 설명에 따라 행한 후, PBS에 대하여 투석하였다.

HRP-항체 복합물(HRP-Ab conjugate)의 제조

Tresca 등(16)의 방법을 참고하여 HRP 2mg과 sodium periodate

21.4 mg을 증류수 1.1 mL에 용해시키고 상온에서 10분 반응 후

5mM sodium acetate buffer(pH 4.0)에서 하룻밤 투석시켰다. 회수

후 0.2M sodium carbonate buffer(pH 9.5)를 첨가하여 HRP 용액

의 pH를 9.0으로 올린 다음 0.01M sodium carbonate buffer(pH

9.0)에 대하여 투석한 항체용액(8 mg IgG/mL)과 함께 섞은 후 상

온에서 2시간 반응시켰다. 반응 후 0.1M sodium borohydride

100 µL를 첨가해 4oC에서 2시간동안 반응시킨 후 회수하여 PBS

에 대하여 투석하였다.

ELFA(enzyme-linked fluorescent immunoassay)

항체의 역가를 측정하고자 비경합 간접방식에 의한 ELFA(non-

competitive indirect ELFA)를 실시하였다. 즉, 형광 microplate에

면역원으로 사용한 CPP을 coating buffer(0.1M sodium carbonate

buffer, pH 9.0)에 2 µg/mL로 희석하여 각 well당 100 µL씩 분주

하고 4oC에서 하룻밤 정치하여 coating하였다. Washing buffer

(PBST)로 150 µL씩 3회 세척한 다음, PBST로 1/3,000로 희석한

anti-CPP antibody를 각 well당 100 µL씩 넣고 상온에서 1시간 반

응시켰다. 다시 washing buffer로 3회 세척 후 2차 항체(goat anti-

rabbit IgG antibody HRP conjugate, 1/3,000)를 각 well당 100µL

씩 넣고 1시간 반응시킨 다음, washing buffer로 3회 세척하였다.

기질 용액(36 mM phenyl propionic acid/phosphate buffer pH 7.0,

최종농도가 0.002% 되게 H2O₂첨가을 각 well당 100µL씩 넣고

1시간 반응시켰다. 1M NaOH-glycine(1M glycine/ 1M NaOH)을

각 well당 100 µL씩 넣어 반응을 중지시킨 후, 형광 microplate

reader로 320/405 nm(Ex./Em.파장)에서의 형광을 측정하였다. 각

시료 당 3개씩의 well을 사용하여 분석하였다. 

다음으로 땅콩의 검출을 위한 방법으로써 샌드위치 ELFA

(sandwich ELFA; sELFA)를 실시하였다. 즉, 정제한 anti-CPP

antibody를 coating buffer(0.1M sodium carbonate buffer, pH 9.0)

에 2 µg/mL로 희석하여 각 well당 100 µL씩 분주하여 4oC에서

하룻밤 정치하여 coating하였다. Washing buffer로 사용하여

150 µL씩 3회 세척한 다음, PBST로 적당배율 희석한 시료를 각

well당 100 µL씩 넣고 상온에서 1시간 반응시켰다. 세척 후 2차

항체는 HRP-항체 복합물(1/1,000)을 사용하였고, 1시간 반응 후

세척하였다. 기질용액 처리 이후의 과정은 위 ELFA의 경우와 같

이 하였다. 

교차반응율의 산출

특이항체가 땅콩이외의 식품(견과류 등)에 대하여 반응하는 정

도를 sELFA를 이용하여 조사하였다. 본 연구에서 특이항체의 교

차반응율은 다음과 같은 식에 의하여 구하였다.

교차반응율(%) = (CFI 28 of CPP/ CFI 28 of food) × 100

여기에서 CFI 28는 sELFA의 형광수치(FI)가 28을 나타내는 시료의

농도를 나타내었다.

땅콩분석을 위한 시료의 전처리 

시료를 1 g씩 취한 후 PBS 10mL을 첨가하고 homogenizer(Ultra-

Turrax T125, IKA-Labortechnik, Staufen, Germany)를 이용하여

13,500 rpm에서 1분간 5회 균질화하였다. Microcentrifuge는 한일

과학(Seoul, Korea)의 Micro 17TR을 이용하여 10,000 rpm, 5분간

원심분리 후 상징액을 회수하고 이를 PBST로 적당배율 희석하

여 ELFA 분석에 사용하였다. 

결과 및 고찰

특이항체의 생산 및 sELFA의 확립

땅콩으로부터 조단백질(CPP)을 ‘재료 및 방법’에 따라 분리하

여 CPP의 분자량 분포를 SDS-PAGE로 확인하였다. 그 결과, 주

요 band는 분자량 60 kDa 부근과 35-40 kDa 부근에서 나타났으

나 31 kDa 이하의 band는 명확히 보여주지 못하였다(Fig. 1). 그

렇지만 이들 중에는 땅콩 알레르겐으로 보고된 Ara h1(63kDa),

Ara h2(17-20kDa), Ara h3(14-45kDa) 등이 포함되어 있는 것으로

생각되었다(17). 이를 더 이상 분리 및 정제하지 않고 특이항체

의 생산을 위한 면역원으로 사용하였다. CPP를 면역하여 항체를

생산하였을 때 추가 면역을 실시할수록 대체로 높은 항체가를 나

타내어 4차 혈청으로부터 T-gel column을 이용하여 정제한 특이

항체를 분석용으로 사용하였다(data 생략). 또한 정제한 특이항체

를 HRP와 공유결합시킴으로써 HRP-항체 복합물을 준비하였다.

이들 특이항체와 HRP-항체 복합물을 이용하여 sELFA의 제반조

건을 확립하였으며 그 조건은 ‘재료 및 방법’에 명시한 바와 같다. 
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특이항체의 교차반응

sELFA에 의하여 땅콩, 콩, 호도, 아몬드의 추출물에 대한 특이

항체의 교차반응성을 조사하였다. Fig. 2에 나타난 바와 같이 콩

류와 견과류의 종류에 따라 농도별 FI값의 유형이 각각 다르게

나타났으며, ‘재료 및 방법’에 명시한 바와 같이 FI값 28을 나타

내는 각 콩류와 견과류의 농도를 서로 비교하여 그 반응율을 산

출하였다(Table 1). 여기에서 FI값 28을 기준으로 한 것은 이 수

치가 외삽법 없이 콩류와 견과류의 반응성을 비교하기 좋은 최

대값이기 때문이었다. 그 결과 항CPP 항체의 CPP에 대한 반응

성을 100%로 보았을 때 땅콩에 대한 반응성은 9.8%, 이와 같은

방식으로 아몬드, 콩 및 호도에 대한 반응성은 각각 1.1×10-2%,

4.4×10-3%, 0%로 나타났다. 따라서 땅콩을 제외한 3종 시료에 대

한 특이항체의 교차반응은 상당히 낮거나 거의 없었다. 다른 한

편, Leon 등(18)은 땅콩 알레르기 환자 혈청의 IgE 항체가 아몬

드, 브라질너트, 헤이즐너트와 같은 다른 견과류와 반응 한다고

보고 하였으며, 이들 간에는 IgE항체가 공통적으로 결합 가능한

에피토프가 존재하기 때문인 것으로 추정하였다.

sELFA에 의한 시판 가공식품 중 땅콩의 검출

시중에 유통되는 과자류 중 땅콩의 혼입여부를 앞서 확립된

sELFA에 의하여 분석하였다. sELFA표준곡선으로부터 CPP의 검출

한계는 30 ng/mL로 나타났으며(Fig. 3) 땅콩단백질이 땅콩의 9.8%

를 차지하는 것(Table 1)으로 나타나 땅콩의 검출한계는 0.29mg/kg

으로 환산되었다. 일반적으로 식품내의 알레르겐의 검출을 위한

검출감도는 1-100mg/kg 정도가 적합하다고 알려져 있는데(11) 이

범위보다 감도가 우수한 검출 방법으로 나타났다. 또한 Kiening

등의 sandwich ELISA를 이용한 분석법에서 땅콩을 기준으로 검

출감도가 0.14 mg/kg인 것과 대체로 유사한 검출감도를 보였다(11).

시중 유통시료 19점 중 땅콩함량이 표시된 식품은 총 5종이었

다. 분석결과 Table 2와 같이 땅콩이 검출된 식품은 19점 중 7점

이었다. 이들 7점 중 원재료명에 땅콩함량이 표시된 것은 스낵류

3점, 가공초콜릿류 1점, 일반식사대용품 1점으로 총 5점이였으며

2점에는 땅콩의 함유가 전혀 표시되어 있지 않았다. 1번 스낵 시

료의 경우는 땅콩이 8% 함유된 것으로 표시되어 있었는데, ELFA

분석에서 CPP함량이 4,500 µg/g으로 나타나 땅콩 함량은 4.5%

(45mg/g)에 해당되므로 분석회수율은 56.3%으로 나타났다. 또한,

16번 가공초콜릿 시료의 경우에는 땅콩함량이 21%로 표시되어

있었는데, 분석에 의한 땅콩함량은 4.9%로 나타나 분석회수율은

23.3%였다. 가공식품의 특성상 시료의 소재에 따라서 ELFA의 회

수율에 차이를 보였고 가공시료 중 땅콩함량의 분석치는 표시된

것 보다 다소 낮게 나타났다. 그럼에도 불구하고 땅콩 검출의 정

성분석에는 충분히 활용할 수 있음을 확인하였다. 다음으로 나머

Fig. 1. SDS-PAGE pattern of crude peanut protein(CPP). Electro-

phoresis was done on 10% acrylamide gel. Lane 1, molecular

weight marker; lane 2, CPP.

Fig. 2. Reactivity of anti-CPP antibody toward nuts and legumes

determined by sELFA. Nut and legume samples were homogenized
with PBS buffer (10 : 1, v/w), centrifuged, and serially diluted

with PBST from 1 : 100.

Table 1. Cross reactivity of the anti-CPP antibody toward nuts
and legumes as determined by sELFA

Compound CFI 28
1)

 (ng/ml) Reactivity (%)2)

CPP 44 100

Peanut 450 9.8

Almond 400,000 1.1 × 10-2

Soybean 1,000,000 4.4 × 10-3

Walnut ∞ 0

1)The concentration of food which gives 28 of sandwich ELFA value
(FI at Ex.320/Em.405) in Fig. 2.
2)Reactivity toward food (%) = (CFI 28 of CPP/ CFI 28 of food) × 100

Fig. 3. Standard curve of CPP by sELFA.
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지 3점은 함유량이 표시되어있지 않아 회수율을 구할 수는 없었

으나 대체적으로 2.1×10-3%의 땅콩을 함유하고 있는 것으로 분석

되었다.

땅콩함량이 표시되어 있지 않았으나 분석 상 땅콩이 검출된 2

점 시료의 경우 콩과 아몬드가 각각 원재료명에 표시되어 있었

다. 이 중 하나는 아몬드를 함유하고 있다고 표시된 비스킷으로

분석 상 미량(2.1 × 10-3%)의 땅콩이 검출되었는데, 이는 앞서 조

사한 교차반응에 의한 것으로 추측된다. 나머지 1점은 콩의 함유

가 표시된 스낵으로 분석 상 0.1%의 땅콩이 검출되었는데 이 경

우 콩에 대한 특이항체의 교차반응율이 매우 낮은 점을 감안하

면 제조공정 상 생산라인에 남아있던 땅콩성분이 함께 섞여 들

어간 것으로 추측된다. 

이와 같이 이번 연구를 통해 sELFA를 이용하여 시판되는 가

공식품 중 땅콩의 존재유무를 분석할 수 있었다. 또한 현재 유통

되는 일부 가공식품 중에는 식품알레르겐이 함유되어 있음에도

불구하고 제대로 표시되지 않은 것이 있었다. 이러한 가공식품은

식품알레르기 환자에게 심각한 피해를 줄 수도 있으므로, 알레르

겐의 함유를 정확하게 표시할 필요가 있다고 생각한다.

요 약

Enzyme-linked fluorescent immunoassay(ELFA)를 이용하여 가공

식품 중 땅콩을 분석하고, 그 결과가 표시내용과 일치하는지를

조사하였다. 땅콩으로부터 분리한 조단백질(CPP)을 토끼에게 면

역하여 생산한 특이항체 및 horseradish peroxidase-항체 복합물을 이

용하여 sandwich ELFA를 확립하였다. 특이항체의 교차반응은,

CPP, 땅콩, 아몬드, 콩, 호도에 대하여 각각 100, 9.8, 1.1×10-2,

4.4×10-3, 0%로 나타났다. 시료로는 비스킷, 스낵, 초콜릿 등 19점을

사용하였다. 이들의 분석결과, 7점의 시료에서 땅콩이 검출 되었

으며, 이 중 땅콩의 함유가 표시된 제품은 5점이었고 그렇지 않

은 제품은 2점이었다. 이들 2점 중 하나는 아몬드를 함유하고 있

다고 표시된 비스킷으로 분석 상 미량(2.1×10-3%)의 땅콩이 검출

되었는데, 이는 교차반응 때문으로 추측된다. 나머지 1점은 대두

의 함유가 표시된 스낵으로 분석 상 9.8×10-2%의 땅콩이 검출되

었다. 이는 대두의 매우 낮은 교차반응율을 감안하면 제조공정

상 땅콩의 교차오염 때문으로 추측된다. 이와 같이 ELFA에 의하

여 가공식품 중 땅콩의 검출이 가능하였고, 현재 유통 되는 일부

가공식품 중 알레르겐의 표시를 정확히 할 필요가 있다고 생각한다.
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