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항체 검출 ELISA법 (Enzyme-Linked Im-

munosorbent Assay)은 혈중에 존재하는 특이 항

체를 검출하는 방법으로 저렴한 비용으로 다수

의 샘플 처리가 가능하고 검출 감도가 높기 때

문에 사람이나 가축에서는 병원체의 감염 이력

의 파악 및 건강상태의 모니터링을 목적으로 널

리 이용되고 있다 (Crowther, 1995; Renzullo et

al., 2001; De Marco et al., 2003; Shi et al., 2003).

어류에 있어서도 항체 검출 ELISA법이 30년 전

부터 어류 병원체 및 다양한 항원을 상으로

연구가 수행되어 항원에 노출된 어류에서 뚜렷

한 항체 반응이 생성된다는 사실이 증명되었다

(Corbel, 1975; Wilson and Warr, 1992; LaPatra,

1996). 최근에는 항체 검출 ELISA법이 양식 현

장에 적용되어 specific pathogen-free 친어 선별

및 양식장에서의 병원체에 한 감염이력 등을

조사하는데 유용하게 사용되고 있다 (Watanabe

et al., 1998; 2000; Kim, 2008). 

어류에서 항체 검출 ELISA법을 적용하는데

있어, 샘플 (어류 혈청)의 보존 조건은 ELISA결

과에 향을 미치므로 중요하게 인식되고 있다.

어류 혈청을 오랜 기간 보존한 후 항체 검출

넙치 혈청의 보존 조건이 ELISA 결과에 미치는 향
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Antibody-detection enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed to determine whether
the absorbance value of ELISA is influenced by the different serum storage conditions of olive flounder
Paralichthys olivaceus. Flounder antiserum to bovine serum albumin was stored at -80, -20, 4 and 20℃ for
1, 30, 69 and 124 days, respectively. In addition, the flounder antisera were frozen at -80 and -20℃, respec-
tively and then repeated 1, 5 and 10 thaw-freeze cycles. No significant difference was shown in ELISA opti-
cal density (O.D.) values of sera, which were stored at the above mentioned storage conditions during 124
days. ELISA O.D. values of unfrozen serum samples, which were previously stored at 4℃, were almost
similar to those of sera undergoing 1, 5, and 10 freeze-thaw cycles after stored at -80 or -20℃. In conclu-
sion, the ELISA O.D. values of flounder sera were not affected by various storage conditions: different tem-
peratures (-80, -20, 4 and 20℃), durations of storage (1, 30, 69 and 124 days), and repeated thaw-freeze
cycles (1, 5, and 10 times).
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ELISA를 실시하면, 보존 전의 결과와 비교해

ELISA 흡광도값이 현저히 저하되는 현상이 확

인되어 왔고, 어류 혈청의 보존 온도에 따라서

도 ELISA 흡광도값이 달리 나타나는 현상이 확

인되어 왔다. 실제로 Nitzan et al. (2003)의 연구

보고에 따르면 hybrid bass (Morone saxatilis ×

M. chrysops) 혈청을 -73℃ 및 -20℃에서 냉동

보존할 경우 또는 혈청의 보존기간이 길어질 경

우 ELISA 흡광도값이 현저하게 저하되었다고

한다. 

본 연구에서는 넙치, Paralichthys olivaceus를

상으로 항체검출 ELISA를 적용함에 있어 혈

청의 보존 조건이 ELISA 검출 결과에 미치는

향을 확인하기 위하여, 넙치 혈청을 이용해 보

존 온도, 보존 기간 및 해동 횟수에 따른 ELISA

값을 비교하 다. 

재료및방법

실험어

실험어는 전라남도 완도 소재의 양어장에서

사육중인 넙치 (전장: 30 cm, 체중: 300 g)를 분양

받아 1톤 용량의 수조에 1주일간 순치시킨 후

실험에 사용하 다. 실험기간 동안 사육 수온은

20~22℃를 유지하 다. 

BSA (bovine serum albumin)에 한 넙치의 항혈청

제작

항 BSA 넙치 혈청은 넙치에 BSA를 2 mg/ 200

㎕ 농도로 조정하여 복강에 주사한 후 34일째

미부정맥에서 채혈하여 분리하 다. 채혈된 혈

액은 상온에서 30분간 방치한 후, 6000 rpm에서

20분간 원심 분리하여 혈청을 분리하 다. 분리

된 혈청은 0.45 ㎛ syringe filter로 여과하여 실험

에 사용하 다. 조구의 넙치 혈청은 넙치에

PBS 200 ㎕를 복강에 주사한 후, 위와 동일한 방

법으로 혈청을 분리하 다. 

넙치혈청의보존조건에따른항체가의 향

⑴⑴ 보보존존 온온도도 및및 기기간간의의 향향

항 BSA 넙치 혈청 및 조구의 넙치 혈청을

각각 1.5 ㎖ tube에 20 ㎕씩 분주하여 -80, -20, 4

및 20℃에 각 10개씩 보존한 후, 1, 30, 69 및

124일째 혈청을 취해 항체 검출 ELISA를 실시

하 다. 

⑵⑵ 해해동동 횟횟수수의의 향향

항 BSA 넙치 혈청 및 조구의 넙치 혈청을

각각 1.5 ㎖ tube에 20 ㎕씩 분주하여 -80℃ 및

-20℃에 각 10개씩 보존한 후, 해동 횟수를 1, 5

및 10회 반복한 후 항체 검출 ELISA를 실시하

여 미동결 혈청 (4℃에 보존한 혈청)의 흡광도

값 (O.D.)과 비교하 다. 해동 방법은 -80℃ 및 -

20℃에 1시간동안 보존된 혈청을 흐르는 물을

사용하여 5분간 반응시켜 해동하 고, 혈청의

동결과 해동은 위의 방법으로 반복되었다. 

BSA에 한항체검출 ELISA

항체 검출 ELISA는 Kim et al. (2007)의 방법

에 준해 실시하 다. ELISA plate (Nunc, Den-

mark)에 5 ㎍/ 50 ㎕/ BSA를 각 well에 분주한

후, 37℃에서 overnight하여 항원을 coating 하

다. 0.05% Tween-20이 포함된 PBS (T-PBS)로

3번 세척하 고 5% skim milk를 380 ㎕씩 넣어

20℃에서 1시간 동안 배양하 다. 1차 항체로서

는 5% skim milk로 희석된 항 BSA 넙치 혈청

및 조구의 넙치 혈청 (80~10,240배 희석된 혈

청)을 각각 2개의 well에 50 ㎕씩 분주하 고, 

2차 항체로서는 5% skim milk로 10배 희석된 항

넙치 immunoglobulin M (IgM) monoclonal anti-

body를 50 ㎕씩 분주하 으며, 3차 항체로서는

5% skim milk로 1000배 희석된 peroxidase conju-

gated 항 마우스 IgG 돼지 혈청 (DakoCytoma-

tion, Denmark)을 50 ㎕씩 분주하 다. 각각의 항

체 반응은 20℃에서 1시간 동안 반응하 다. 

T-PBS로 5번 수세하 고 ELISA 발색액 (100

mM Na2HPO4, 50 mM citric acid, 1 mg/ 1 ㎖

o-phenylenediamine, 0.03% H2O2)을 각 well에
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50 ㎕씩 분주한 후 20℃에서 15분 동안 발색하

다. 각 well에 2N H2SO4를 50 ㎕씩 넣은 후

ELISA plate reader (Spectra max 340, USA)로 492

nm에서 O.D.값을 측정하 다. 

결 과

혈청의보존온도및기간에따른항체가의 향

항 BSA 넙치 혈청의 보존 온도 및 기간에 따

른 항체가의 향을 검토한 결과, 보존 온도 및

기간에 따른 O.D.값의 뚜렷한 차이는 확인되지

않았다 (Fig. 1). 모든 시료에서 80배로 희석된

혈청의 O.D.값은 3.71~3.78 범위 으며, 희석 배

율이 높아짐에 따라 O.D.값은 동일한 패턴으로

감소되었고 10,240배의 희석배율에서는 0.17~

0.27의 O.D.값이 관찰되었다. 조구의 넙치 혈

청에서는 O.D.값이 관찰되지 않았다. 

혈청의해동횟수에따른항체가의 향

항 BSA 넙치 혈청의 해동횟수에 따른 항체가

의 향을 검토하기위해 -80℃ 및 -20℃에 보존

된 혈청을 1, 5 및 10회 반복 해동시킨 후 BSA

에 한 항체 검출 ELISA를 실시해 미동결 혈

청 (4℃에 보존한 혈청)의 O.D.값과 비교하 다

(Fig. 2). 해동횟수를 1, 5 및 10회 반복한 혈청 및

미동결 혈청의 O.D.값 (80배 희석)은 3.73~3.79

범위 으며, 희석 배율이 높아짐에 따라 O.D.값

은 동일한 패턴으로 감소되었고, 10,240배의 희

석배율에서는 0.18~0.23의 O.D.값이 관찰되어

해동횟수에 따른 O.D.값의 뚜렷한 차이는 확인

되지 않았다. 조구의 넙치 혈청에서는 O.D.값

이 관찰되지 않았다. 

넙치 혈청의 보존 조건이 ELISA 결과에 미치는 향

Fig. 1. Comparison of ELISA absorbance values (OD492) for anti-BSA flounder serum, which was stored at -80, -20, 4 and 
20℃ for 1, 30, 69 and 124 days.
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고 찰

어류 혈청의 보존 기간 및 온도는 항체 검출

ELISA 결과에 향을 끼친다고 보고되어 있다

(Nitzan et al., 2003). 본 연구에서는 국내 주요 양

식 어종인 넙치를 상으로 항체검출 ELISA를

적용함에 있어 혈청의 보존 조건이 검출 결과에

향을 주는지를 확인하기 위하여, 넙치 혈청의

보존 온도, 보존 기간 및 해동횟수에 따른 항체

가의 향을 검토하 다. 

항 BSA 넙치 혈청을 사용하여 보존 온도 및

기간에 따른 ELISA O.D.값을 비교한 결과, -80, -

20, 4 및 20℃에서 124일간 보존하여도 보존 1일

째의 혈청과 뚜렷한 차이를 보이지않아 넙치

IgM의 안정성은 확인되었다. 유사한 결과로서

粉川 (2006)는 잉어, Cyprinus carpio의 혈청을 -

80, -20 및 4℃에서 30일간 보존하여도 ELISA

결과에 향을 미치지 않는다고 보고하 고, 

田 (2007)의 연구에서도 연어, Oncorhynchus keta

의혈청을 -20℃와 4℃에서 30일간 보존하여도

ELISA 결과에 차이는 확인되지 않았다고 보고

하 다. 이에 반해 Nitzan et al. (2003)의 연구에

서는 hybrid bass의 혈청을 -73℃와 -20℃에서 30

일 및 60일간 보존한 후 ELISA를 실시한 결과,

보존 온도가 낮아지거나 보존 기간이 길어짐에

따라 ELISA O.D.값이 현저하게 저하된다고 보

고하 고, 그 원인은 동결 기간 중에 fibrinogen

과 IgM이 복합체를 형성하여 침전됨으로써

O.D.값을 감소시키는 것으로 추정 되었다. 본 연

구에서는 넙치 혈청이 hybrid bass의 혈청과는

달리 동결 보존에 향을 미치지 않는 원인에

해서는 밝히지 못했으나, 혈청의 보존 조건에

따른 어류 IgM의 안정성은 어종에 따라 다르다

는 것으로 사료된다. 

혈청의 해동횟수에 따른 항체가의 향을 조

사한 결과, -80℃ 및 -20℃에 보존된 항 BSA 넙

치 혈청을 1, 5 및 10회 반복 해동시켜도 미동결

혈청의 O.D.값과 차이를 보이지 않았다. 이러한

결과는 잉어 및 연어 혈청을 사용한 粉川 (2006)

와 田 (2007)의 연구 결과와 일치하여, 넙치,

잉어 및 연어의 혈청은 10회 이내로 반복 해동

시켜도 항체검출 ELISA에 유용하게 사용될 수

있음이 시사되었다.

본 연구에서 넙치 혈청은 미생물 오염에 의한

항체가의 향을 배제하기 위해 필터하여 실험

에 사용하 다. 그러나 어류 혈청을 사용하여 항

체 검출 ELISA를 실시할 경우, 시료를 필터하여

사용하는 것은 현실적으로 어려우므로, 본 연구

에서 제시되지 않았으나 필터되지 않은 혈청을

사용하여 보존 기간 및 해동횟수에 따른 항체가

의 향을 검토하 다. 넙치 및 무지개송어,

Oncorhynchus mykiss 혈청을 -20℃에서 60일간

보관한 후 20일 간격으로 보존된 혈청의 일부를

취해 ELISA를 실시한 결과, 보존 20일 (해동횟

김위식∙장민석∙김종오∙김두운∙정성주∙김석렬∙박명애∙오명주

Fig. 2. Comparison of ELISA absorbance values (OD492) for anti-BSA flounder serum, which was repeated 1, 5 and 10 thaw-
freeze cycles after storage at -80 and -20℃, respectively. 
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수 1회), 40일 (해동횟수 2회) 및 60일 (해동횟수

3회)의 혈청에 한 O.D.값은 보존 1일째의 혈

청과 뚜렷한 차이를 보이지 않아 필터되지 않은

넙치 혈청은 -20℃에서 보존하여 실험에 사용한

다면 적어도 60일간은 ELISA 결과에 향을 미

치지 않을 것으로 사료된다. 

요 약

본 연구에서는 넙치 혈청의 보존 조건이

ELISA 결과에 미치는 향을 확인하기 위하여,

항 BSA 넙치 혈청을 이용해 보존 온도, 보존 기

간 및 해동 횟수에 따른 ELISA값을 비교하

다. 넙치 혈청을 보존 온도 (-80, -20, 4 및 20℃)

및 기간 (1, 30, 69 및 124일)에 따른 ELISA OD

값을 비교한 결과, 모든 시료에서 뚜렷한 OD값

의 차이는 확인되지 않았다. -80℃ 및 -20℃에

보존된 혈청을 사용하여 해동횟수 (1, 5, 10회)에

따른 ELISA OD값을 비교한 결과, 해동을 반복

한 혈청 및 미동결 혈청의 OD값은 뚜렷한 차이

를 보이지 않았다. 이상의 결과로 넙치 혈청은 -

80, -20, 4 및 20℃에서 124일간 보존하거나 혈청

을 10회 반복 해동하여도 ELISA 결과에 향을

끼치지 않는 것이 확인되었다. 
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