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Thiolated protein G로 개질된
SPR 센서 칩을 이용한 IgG 검출
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Detection of IgG Using Thiolated Protein G Modified SPR Sensor Chip

Eun Jung Sin, Yeon Kyung Lee, and Young-Soo Sohn+

Abstract

A portable surface plasmon resonance(SPR) based immunosensor using thiolated protein G and protein G was developed for the
detection of immunoglobulin G(IgG). The protein G has specific affinity with Fc fragment of IgG and was thiolated by 2-Iminothiolane
for introduction of thiol groups. Anti-IgG, bovine serum albumin(BSA), and IgG have been sequently injected after surface modification
of gold sensor chip with protein G and thiolated protein G. The output signal was increased with the injection of each protein and the
actual signal was measured by subtracting signal of reference channel from signal of sample injected channel. The experimental results
showed the higher detection capability of IgG using thiolated protein G compared with protein G. From these results, we can conclude
that the current surface modification technique and the portable SPR sensor system can be applied to various immunosensors for
diagnosis. 

Keywords : Surface Plasmon Resonance, Immunosensor, Protein G, Thiolation, Immunoglobulin G

1. 서 론

최근 의료 기술의 발달과 함께 평균 수명이 연장되면서 건강에
대한 관심이 증가하고 있다[1]. 만성질환을 포함한 다양한 질병을
조기에진단하면환자의생존율을높일뿐만아니라많은의료비용
을 절감할 수 있기 때문에 의료 기술의 패러다임이 치료에서 조기
진단으로변화하고있다[1, 2]. 조기진단을위해연구되는대표적인
기술이 바로 바이오센서의 일종인 면역센서이다. 면역센서는 항원
과항체의특이적인결합능력을이용하여항원혹은항체를선택적
으로 측정하는 센서이다. 이러한 면역센서는 극미량으로도 정 한
생체물질의측정이가능하여1960년대초부터지금까지건강의진
단과 진료에 있어서 중요한 정보를 제공해 왔다[3]. 면역센서로 활
용하기 위해 연구되고 있는 대표적인 센서로는 Quartz Crystal
Microbalance(QCM)[4], Optical Waveguide Lightmode
Spectroscopy(OWLS)[5, 6], Surface Plasmon Resonance(SPR)[7],
Field Effect Transistor(FET)[8], Fourier Transform Infrared
Spectroscopy(FTIR)[9] 등이있는데, 이중SPR 센서가최근주목
을받고있다. SPR 센서는금속박막표면에서일어나는물리화학

적인변화를측정하는센서로, 별도의표식없이시료를손상시키거
나변형을주지않고생분자간의상호작용을실시간으로측정할수
있다. 또한 높은 감도를 가지기 때문에 극미량의 시료를 측정할 수
있으며 소형화뿐 아니라 경량화와 상용화에 유리한 장점을 지니고
있다[7, 10, 11]. 이러한SPR 면역센서의민감도를향상시키려면센
서칩표면에항체를효율적으로고정하는것이중요하다[12]. 항체
의 효율적인 고정화는 면역센서뿐만 아니라 다양한 생물분석 기술
에서측정감도를높이기위해연구되는핵심기술중하나이다. 센
서 칩 위에 항체를 고정화하는 여러 방법들이 개발되고 있는데, 그
중 항체를 고정화할 수 있는 리간드(ligand)를 다양한 물리화학적
인 방법으로 처리해 주는 기술이 널리 사용되고 있다[13, 14]. 항체
고정을 위한 리간드로는 self-assembled monolayer(SAM)[14]와
같은화학물질이나protein A[15], protein G[16]와같은단백질등
이 있다. 특히 protein A와 protein G는 항체의 일종인 면역 로
불린 G(IgG)의 Fc 분절과 특이적으로 결합하는 특성을 가지고 있
다. 즉항체중에서도항원과결합하는부위인Fab 분절이아닌Fc
분절과 결합함으로써 항원의 결합 확률을 높일 수 있다. 이러한 리
간드에금속과강한결합력을가지는작용기를도입하여센서칩표
면과의 자가 조립을 유도하 는 등 보다 효율적인 항원 검출을 위한
연구가 이루어지고 있다[14-16]. 본 연구에서는 소형화된 SPR 센
서 칩 표면에 protein G와 thiol group이 도입된 protein
G(thiolated protein G)를각각형성시킨후anti-IgG를고정시켜

대구가톨릭대학교 의공학과 (Department of Biomedical Engineering, Catholic
University of Daegu)
+Corresponding author : sohnys@cu.ac.kr
(Received : Oct. 7, 2011, Accepted : Nov. 8,  2011)

-434-



JSST. Vol. 20, No. 6, 2011-435-

Detection of IgG Using Thiolated Protein G Modified SPR Sensor Chip |73|

IgG를 검출하 다. 금과 강한 결합력을 가지는 thiol group을
protein G에도입함으로써센서칩표면에보다효율적으로항체를
고정화하고자하 다. 실험결과를통하여protein G와 thiolated
protein G의항체고정화성능을비교및분석하고, 효율적인항원
검출에대하여조사하 다.

2. 실험방법

2.1 SPR 센서

본실험에서활용한센서는소형SPR 센서(K-MAC, Korea)로,
부피는 45 mm × 140 mm × 130 mm 이다. 이 SPR 센서는
Kretchmann 방식의 광학 모듈과 미량의 샘플을 제어할 수 있는
유체 모듈로 구성되어 있으며, 780 nm의 LED 광원과 2D-CMOS
광 검출기를 사용한다. 소형 SPR 센서의 구조를 Fig. 1 (a)에 나타
내었다. 광원은 7.4 °범위의 빔(beam)을 내며, 이 빔은 프리즘을
통해금속박막에입사된다. 2D-CMOS로검출된반사광의세기가
최소가될때의입사각을인식하여공명각으로정의한다. 금속박막
표면에생분자가흡착되면굴절률이변화하게되며, 이로인해발생

하는공명각의변화를실시간으로측정하게된다. 이를기반으로금
속박막표면에서일어나는생분자들의상호작용을분석할수있다.
본센서는2개의채널을가지고있으며, 하나의채널에는시료를주
입하고 다른 하나의 채널은 기준 채널(reference channel)로 사용
하여대조군으로활용하면온도등과같은주위환경에의한 향을
배제시킬수있다. Fig. 1 (b)는실제실험에사용된소형SPR과유
체시스템의구성을나타낸것이다.

2.2 Protein G Thiolation

항체를 고정하기 위해 사용되는 단백질인 protein G의 말단에
금과 강한 결합력을 가지는 thiol group을 도입하 다. 이를 위해
다음과 같은 thiolation 과정이 수행되었다. 먼저 200 μg/ml 농도
의protein G 용액(in phosphate buffered silane(PBS)) 150 μl에
2-iminothiolane 3.44 mg을혼합한후 4 ℃에서 30분동안반응
시켰다. 반응 후에는 원심분리기(비전과학, Korea)와 spin
desalting column(Thermo Scientific, USA)을 이용하여 반응하
지 않고 남은 2-iminothiolane을 제거해주었다. 원심분리는 4 ℃
에서 1000 rpm의 속도로 이루어 졌으며, desalting column을 통
하여 2-iminothiolane이 제거된 thiolated protein G용액 150 μl
를획득하 다.

2.3 Protein G와 thiolated protein G를이용한 IgG의검출

실험에앞서센서칩을piranha 용액(황산(H2SO4) : 과산화수소
수(H2O2) = 3 : 1)으로 세척한 후 SPR 센서 시스템에 장착하 다.
Protein G를센서칩표면에형성시키기위하여200 μg/ml 농도의
protein G를 시료주입장치를 통하여 100 μl 주입하 다. Protein
G가 센서 칩과 반응한 다음 PBS 용액을 주입하여 결합하지 않은
protein G를 제거해 주었다. 신호가 안정되는 것을 확인한 후
anti-IgG 150 μg/ml를주입하 고그다음충분한양의PBS를흘
려보내주어 결합하지 않은 단백질을 제거하 다. 이와 같이
protein G가형성된센서칩표면에anti-IgG를고정화한다음비
특이적인반응을막기위하여bovine serum albumin(BSA) 100 μ
g/ml를 주입하 다. 마지막으로 100 μg/ml 농도의 IgG 용액을 주
입하여 반응을 확인한 다음 결합하지 않은 IgG를 제거하기 위하여
PBS를 충분히 주입하 다. 평형을 찾은 후 IgG의 반응에 대한 신
호를획득하 다. Thiolated protein G로고정한anti-IgG의 IgG
검출 실험 역시 동일한 과정으로 진행되었다. 200 μg/ml 농도의
thiolated protein G를SPR 센서에주입하여센서칩표면에형성
시킨 다음 protein G를 이용한 실험과 동일한 농도의 anti-IgG와
BSA를 주입하여 반응시켰다. 그리고 100 μg/ml 농도의 IgG 용액
을 주입 하여 센서 칩 표면에 고정된 anti-IgG와 반응시켰다. 각
시료를 주입한 다음엔 반응하지 않은 단백질을 제거하기 위하여
PBS를충분히흘려보내주었다. 모든실험에서유속은30 μl/min으

Fig. 1. The schematic diagram of the SPR sensor: (a) structure of the
SPR sensor (b) experimental setup with the SPR system: The
solid line represents the flow of the reference, and the dashed
line the flow of the samples.
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로 일정하게 유지하 으며, 시료는 시료주입장치를 통하여 100 μl
의일정한용량으로주입하 다. 시료와PBS를포함한모든용액은
센서로주입되기전에degasser를이용하여기체를제거해주었다. 

3. 결과및고찰

3.1 Protein G와 thiolated protein G를 이용한 IgG 검출

Protein G와 thiolated protein G의항체고정화성능을비교하
기 위해 SPR 센서 칩 위에 각각을 형성시킨 후 anti-IgG, BSA,
IgG를 차례대로 주입하여 공명각의 변화를 실시간으로 측정하
다. 본실험에사용된소형SPR 센서의두개의주입채널중하나
의 채널을 기준 채널로 이용하여 시료의 용매로 사용된 PBS 만을
주입하 다. 다른 하나의 채널에는 단백질 시료를 100 μl씩 주입하
다. 보다정확한신호를얻기위하여시료주입채널과기준채널

의 차이로 분석을 수행하 다. 각 단백질에 의한 SPR 센서의 신호
상승값은 단백질이 반응하여 신호가 증가한 후 안정화된 상태에서
의 100 초 동안의 평균값으로 계산하 다. 실험은 protein G와
thiolated protein G를사용하여각각3회씩반복수행되었다. 

Fig. 2는 protein G로 고정된 anti-IgG를 이용한 IgG 검출 실
험의 결과로, 각 단백질을 주입하여 얻은 신호값의 평균을 나타낸
것이다. 각신호값의표준편차는세로선으로나타내어졌다. 그래프
상의 resonance unit(RU)은 1000 RU당 0.1 °의 공명각이 변화한
것을 의미하며 실험에 사용된 SPR 센서 시스템의 오차 범위는 10
RU이다. 센서 칩 표면에 protein G를 주입하여 얻은 신호의 평균
값은 769 RU 으며, protein G가 형성된 센서 칩 표면에 anti-
IgG를주입하자3317 RU의신호가상승하 다. 이와같은SPR 신
호의변화를통하여센서칩표면에형성된protein G에 anti-IgG
가고정화된것을알수있었다. 비특이적인반응을막기위하여주
입한 BSA는 10 RU의 증가한 신호값을 보 고, 마지막으로 IgG를
주입하자평균454 RU의신호가상승하 다. 이는protein G로센
서칩표면에고정된anti-IgG에 IgG가결합하 기때문인것으로
판단된다. Thiolated protein G로고정된anti-IgG를이용한 IgG
검출결과는Fig. 3과같다. SPR 신호값은 thiolated protein G를
주입하 을 때 약 644 RU 증가하 고, 이어서 anti-IgG를 센서
칩표면에반응시키자평균2887 RU의신호가상승하 다. 따라서
thiolated protein G 또한 센서 칩 표면에 anti-IgG를 고정화 시
킬수있음을알수있었다. BSA에의한신호는22 RU로나타났으
며, 이와 같이 처리된 센서 칩 표면에 IgG를 주입하자 약 667 RU
의 신호가 상승하 다. 이는 protein G를 이용하여 고정한 anti-
IgG의 IgG 검출 신호에 비해 200 RU 이상 큰 값이다. 이와 같은
결과를 통하여 thiolated protein G를 이용하여 고정한 anti-IgG
가 protein G로고정한 anti-IgG 보다 IgG를더민감하게검출한
다는것을 알 수 있었다. Fig. 4는 protein G와 thiolated protein
G를이용한IgG 검출실험결과를비교한것이다. 각각의막대그래
프는 protein G와 thiolated protein G를 형성한 후 그에 따른
anti-IgG, BSA, IgG 신호값의 평균과 그 표준 편차를 나타낸다.
Anti-IgG에 의한 신호의 변화값은 protein G를 사용한 실험에서
더높게나타났으나, IgG 검출신호는 thiolated protein G를사용
한실험에서더크게상승하 다.

Fig. 2. Mean difference values of SPR response after sequence
injection of protein G, anti-IgG, BSA, and IgG.

Fig. 3. Mean difference values of SPR response after sequence
injection of thiolated protein G, anti-IgG, BSA, and IgG.

Fig. 4. Comparison of mean difference values of SPR response after
sequence injection of BSA, anti-IgG, and IgG on the protein G
and thiolated protein G modified sensor chip surface.
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이는 thiolation 과정을 거쳐 protein G의 말단에 도입된 thiol
기가 센서 칩의 금 표면과 강한 공유결합을 형성하면서 protein G
가일정한방향성을가지고센서칩표면에형성되었기때문인것으
로 추측된다. Protein G는 anti-IgG의 Fc 분절과 결합하기 때문
에, 이로인해anti-IgG 역시방향성있게고정화된것으로판단된
다[Fig. 5 (a)]. 또한 thiolated protein G를이용한실험결과에비
해protein G를이용한실험결과에서protein G와그에고정화된
anti-IgG 신호값의 오차 범위가 매우 크게 나타난 것을 확인할 수
있었다. 이는 protein G와 protein G에 의해 고정된 anti-IgG가
센서칩표면에불규칙하게형성되었기때문인것으로판단된다. 따
라서 불규칙하게 형성된 protein G를 이용하여 anti-IgG를 고정
화한 경우, 위의 실험 결과와 같이 항체가 많이 처리되더라도 IgG
의 검출 신호는 상대적으로 적게 나타날 것이라 추측할 수 있다
[Fig. 5 (b)].

4. 결론

본 연구에서는 protein G와 thiolated protein G로 센서 칩 표
면에 anti-IgG를 고정한 후 IgG를 검출하 다. 실험은 동일하게
각각 3번씩 반복 수행되었으며, IgG 검출 성능을 비교함으로써 보
다효율적인항체고정화방안을찾고자하 다. 실험결과protein
G를 이용하여 고정한 anti-IgG의 신호가 thiolated protein G를
이용한 검출 신호에 비해 더 크게 나타났다. 반면에 고정된 anti-
IgG를 이용한 IgG 검출 신호는 thiolated protein G를 이용하는
것이protein G를이용하 을때보다더크게증가하 다. 이러한

결과가 나타난 이유는 thiolation과정을 거쳐 말단에 thiol기가 처
리된protein G가센서칩표면에방향성을가지고형성되어anti-
IgG 역시 일정한 방향성을 갖고 고정화되었기 때문인 것으로 판단
된다. 이와 같은 결과를 통하여 thiolated protein G가 항체의 효
율적인고정화에도움을줄수있으며, 이를적용한소형SPR 센서
의면역센서로서의가능성을확인하 다. 
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