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서   론

Vitellogenin (Vtg)은 난생동물의 난황 전구체로, Estradiol-
17β (E2)의 자극에 의해 간에서 합성되어 혈액으로 분비되는 
것으로 알려져 있다(Ng and Ider, 1983; Mommsen and Walsh, 
1988). 최근의 연구에 의해 Vtg의 합성이 E2와 같은 내인성 인
자에 의해 유도되는 것 이외에도, 환경 오염을 일으키는 화학물
질에 의해서도 그 합성이 유발되는 것으로 알려져 수해양 동물
을 대상으로 환경오염에 대한 biomarker로서 Vtg에 관한 연구
가 활발히 진행되고 있다(Jean MW et al., 1995; Hashimoto et 
al., 2000; Yeo and Choi, 2000).
한편, 외인성의 화학물질이 내분비계에 영향을 미치는 물질
을 내분비계 장애물질 (Endocrine disrupting chemicals; EDs) 

이라고 불리고 있으며, 이러한 물질들은 내분비계에 영향을 미
쳐 인간이나 동물의 번식장애 등의 건강에 위해를 주는 것으로 
큰 문제가 되고 있다(Laughlin, 1986; John et al., 1995; Batley, 
1996; An, 1998). 어류 생태계에 미치는 영향으로는 펄프공장 
하류에 서식하는 농어류(Percafluviatilis sp.)에서 성숙지연, 생
식기의 퇴축, 성징의 결여 등이 관찰되었으며(Schwaiger et al., 
1998; Tyler and Routledge, 1998), 오염지역의 강이나 호수 등
에 서식하는 어류들의 수컷 생식능 저하, 혈장 중의 성선자극호
르몬 또는 스테로이드의 저하, 2차 성징의 미숙 등 지금까지 다
양한 사례가 보고되고 있다(Theo et a1., 1993; Knudsen et a1., 
1997; Shilling et a1., 2000).
우리나라 제주도의 경우에는 양식산업이 발달하여 해안선을 
따라 양식장들이 많고 청정해역으로서 수산자원의 보존에 많
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은 노력을 기하고 있어 연안 해역에 대한 환경 모니터링의 중
요성이 매우 높은 지역이라고 할 수 있다. 따라서 이러한 환경
의 관리보전과 안전적인 양식 산업의 육성을 위해 인근해역의 
내분비교란 정도를 파악하는 것은 매우 중요한 과제라고 여겨
진다. 최근 몇몇 선진국에서 이미 해양성 어류에 대한 Vtg의 항
체를 개발하여 내분비계 장애물질에 대한 효과를 조사하는 연
구가 진행되고 있다(Smeers et a1., 1999). 본 연구진에서도 이
전 연구를 통하여 연안해역의 쏨뱅이(Sebastiscus marmotatus)
의 Vtg 단클론 항체를 생산하였으며(Kim et al., 2013), 생산된 
Vtg의 항체를 이용한 내분비교란 물질의 신속 진단법의 개발
은 연안생태계의 화학물질 오염정도를 파악하는데 매우 유용
하게 활용될 수 있다. 특히 Kim et al. (2013)에 의하면, 연안 
정착종인 쏨뱅이 Vtg의 생산 항체는 암컷 특이 단백질로 넙치
(Paralichthys olivaceus) 및 산천어(Oncorhynchus masou) 등
의 혈청 Vtg와는 교차반응이 이루어지지 않고 유사 어종인 우
럭볼락(Sebastes hubbsi)의 혈청 Vtg에서만 교차반응이 나타나 
종 특이성이 강한 것으로 보고되고 있어 일정한 영역에서 환경 
변화를 감시하는데 매우 유용한 종으로 판단된다.   
일반적으로 항원항체반응을 이용하여 검체를 손쉽게 분석하
는 방법으로는 효소면역측정법(enzyme-linked immunosor-
bent assay, ELISA)이 가장 보편적으로 이용되고 있다. ELISA
는 매우 민감한 검출법으로서 재현성 및 특이성이 매우 높으며, 
무엇보다도 다량의 시료를 동시에 처리할 수 있다는 장점을 가
지고 있다(Dixon-Holland and Katz, 1991). 우리나라에서 Vtg
에 대한 ELISA의 측정법을 통하여 내분비 장애물질에 대한 측
정을 시도한 것은 붕어(Carassius auratus)의 Vtg ELISA 시스
템을 이용한 보고(Lee et al., 2004)가 있으며, 해산어인 문치가
자미(Kim et al., 2006) 및 참돔(Han et al., 1995) 난소의 발달
과정 등을 판단하기 위해서도 Vtg의 ELISA 기법이 활용되어
졌다. 이처럼 ELISA는 성성숙의 지표뿐만이 아니라 환경오염
을 측정하는 지표로서 매우 유용하게 활용될 수 있을 것으로 여
겨진다. 그러나 현장에서 단 시간 내에 검정을 하기에는 부적합
하기 때문에 현장에서 손쉽고 정확하게 신속히 측정하는 기법
으로는 면역크로마토그라피분석법(immunochromatography, 
ICG)이 주로 사용되고 있다. 이러한 ICG의 기법은 식품의 안
전성 검사는 물론 독성물질의 분석 등을 위해 많은 연구가 이루
어지고 있으며, 이를 바탕으로 ICG의 현장 적용 실험도 증가
하고 있는 추세라고 할 수 있다(Van Emon and Chuang, 2013; 
Scognamiglio et al., 2014).
이에 본 연구에서는 해양어류 중에서 전 세계적인 분포를 보
이며, 연안 정착성인 쏨뱅이(Sebastiscus marmoratus)의 Vtg를 
Bio-marker로서 활용하여 연안의 내분비교란정도를 파악하기 
위한 연구의 일환으로, 자체 생산한 Vtg 항체를 이용하여 다량
의 시료를 검출할 수 있는 ELISA 및 현장 간이검사법으로 활용 
가능한 ICG 분석법을 각각 개발하고 이에 대한 특성에 대하여 
파악하고자 하였다.

재료 및 방법

ELISA 개발

ELISA plate의 준비

본 연구진에서 생산 정제된 MAb (Kim et al., 2013)는 확인
된 단백농도에 따라 10 µg/mL되게 각각 희석배수를 정하고 
coating buffer로 희석하여 ELISA plate에 100 µg씩 분주하여 
4℃에서 16시간 흡착시켰다. 흡착이 완료된 plate는 blocking 
buffer를 well당 200 µL씩 분주하여 4℃에서 2시간 동안 정치
한 후 PBS로 3회 세척하고 건조시켜 냉장보관하며 Vtg분석에 
사용하였다.
HRP- MAb conjugate 제작

Two-step glutaraldehyde법으로 접합체를 제작하였다(Wil-
son et al., 1978). 즉 Horseradish Peroxidase (Sigma, USA) 
10 mg을 0.1 M phosphate buffer (containing 1.25% glutar-
aldehyde) 0.2 mL에 용해한 후 실온에 18시간 정치하였다. 이
를 PD10 column (Pharmasia, Sweden)에 여과하여 잔여분의 
glutaraldehyde를 제거하고, 5 mg/mL의 항체 1 mL와 섞은 후 
1 M sodium carbonate-bicarbonate 100 µL를 가하여 pH를 9.5
까지 올려 주었다. 그 후 냉장온도에서 24시간 정치시키고 접합
이 완료된 반응액에 0.2 M lysine 0.1 mL를 가하여 잔여 반응기
를 masking을 한 후 PBS에 투석하였다.
Antibodies pair 결정

Sandwith ELISA에 적용하기 위한 단클론 항체 pair의 결정
은, 정제된 단클론 항체의 coating 농도와 접합체 농도를 일정하
게 결정한 후, 계단 희석한 Vtg을 반응시켜 이상적인 linearity를 
보이는 단클론항체 조합의 확인을 통하여 실시하였다. ELISA 
plate에 coating 한 MAb는 사전 연구 결과에서 얻어진 4개의 
clone 인 S10, S15, S16 및 S28을 사용하였으며, HRP 접합체로
는 MAb S10, S15 및 S28를 각각 사용하여 실시하였다. 

ICG 개발  

Colloidal gold는 음전하를 가진 비 친수성 입자로서 단백질
과는 비공유적인 결합체를 형성할 수 있기 때문에, 이를 MAb
와 결합시켜 Laminal flow 방식으로 Immunochromatography 
assay법을 개발하여 시료 중의 Vtg 항원분자를 직접 검출하고
자 수행하였다(Haasnoot et al., 1996).
Colloidal 골드 제작

 Beesley et al. (1989) 의 colloidal gold 기술방법을 응용하여 
Table 1, 2와 같은 조성으로 20 nm colloidal gold를 제작하였
다. 철저히 세척, 건조된 초자 비이커에 주사용 증류수(중외제
약) 89 mL를 가하고 hot plate를 사용하여 60℃로 가열하며 교
반하였다. 가열되는 동안 1% tri-sodium citrate 4 mL에 증류수 
6 mL를 가하여 10 mL가 되도록 준비 해 두고 수온 60℃가 확
인되면1% gold chloride [Tetrachloroauric (Ⅲ) acid trihydrate, 



쏨뱅이 Vtg 분석을 위한 ELISA 및 ICG의 개발 461

Sigma G-4022, USAJ 1 mL를 넣어 교반함과 동시에 준비해 둔 
sodium citrate액 10 mL를 한 번에 가하였다. 온도를 유지하며 
l시간 정도 더 교반하면서 반응액의 색상변화를 관찰하여 포도
주 빛과 같은 암적색을 보이면 100℃로 온도를 올려 15분간 끓
이면서 교반하였다. 또한 40 nm colloidal gold를 제조하기 위
하여, 사전에 제조된 20 nm colloidal gold 25 mL에 증류수 153 
mL를 가하고, 끓는 상태에서 1% tri-sodium citrate 2 mL를 추
가하였다. 이후,  1% gold chloride 2 mL를 증류수 18 mL에 가
하여 희석한 액을 1 mL/min의 속도로 점적하며 점차적인 입자
성장을 유도하였다. 그 후 약 20분간 추가적으로 끓여낸 후 실
온에 정치하여 보관하며 접합에 사용하였다.
MAb-Gold 접합체 제조

Gold 접합체를 만들기 위한 시작 조건은 접합전의 colloidal 
gold 즉, plain gold의 OD 514 nm의 값이 1.0이 되게 하고 단백
농도는 0.1 mg/mL이 되도록 하였다. Plain gold의 산도는 0.1% 
NaOH로 맞추다가 미세한 조정 시에는 0.01% NaOH를 사용
하였다.
접합체 제조를 위하여 pH 7.5로 조정한 plain gold 10 mL에 

antibody를 점적한 후 30분간 정치하였다. 이 후 NaOH로 pH를 
9.0까지 올리고, 10% BSA (10 µL/mL gold)를 가한 후 10분간 
정치하여 안정화시킨 다음 원심분리(10,000 g, 30 min, 4℃)하
여 맑은 상층액을 걷어내고 gold 접합체 희석액으로(l% T-20, 
1% BSA, 2-3% Score in 100 mM PB) 재 부유시켰다. 
Membrane

Nitrocellulose transfer membrane (Whatman, SP 003, USA)
을 3 mm 폭으로 절단한 후,  정제된 항체(S16)를 1 mg/mL를 
l.0 µL씩 넣고 dotting하여 실온에서 건조한 후 ICG에 사용하
였다.

결과 및 고찰

ELISA 개발

 Antibodies pair 결정

Sandwitch ELISA 구성을 위한 antibodies pair는, 정제된 각 
MAb들을 10 µg/mL 의 농도로 희석하여 capture로서 ELISA 
plate에 흡착시키고 Vtg가 함유된 E2처리 혈청을 반응시킨 후, 
HRP가 표지된 MAb들을 detector로서 각각 가하여 반응시킨 
결과를 평가하여 결정하였다. Vtg 시료는 신선하게 준비된 혈

Table 1. Component of 20 nm plain colloidal gold

Sol. Vol. (mL) Accumulated volume
DDDW 89 89
1% gold chloride 1 90
1% sodium citrate (4 mL) 10 100
DDDW (6 mL)

Fig. 1. Conditioning of ELISA for the decision of MAb pair using 
freshly prepared Vtg from Scorpion fish' Sebastiscus marmoratus 
serum.  

Fig. 2. Conditioning of ELISA for the decision of MAb pair us-
ing Vtg in Scorpion fish' Sebastiscus marmoratus serum partially 
denatured by repeated freezing and thawing.

Table 2. Component of 40 nm plain colloidal gold

Sol. Vol. (mL) Accumulated volume
20nm gold solution 25 25
DDDW 153 178
1% sodium citrate 2 180
1% gold chloride (2 mL) 20 200
DDDW (18 mL)
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청과 냉동 및 해동을 반복하여 Vtg의 fragment가 분해된 혈청
을 대상으로 각각 ELISA를 실시하였으며, 결과는 Fig. 1 및 2
에 나타내었다. 결과적으로, 신선한 Vtg 시료의 경우뿐 아니라, 
Vtg의 구성 fragment가 분해된 상태의 시료를 분석한 경우에서
도 Vtg의 농도를 반영하고 있는 S28및 S15를 각각 capture와 
detector로 결정하였다(Fig. 1, 2). 이 경우, Vtg를 함유하고 있
지 않은 혈청시료를 대상으로 실시한 ELISA에서 비특이 반응
은 나타나지 않았다(Fig 3). 
이러한 결과는, Vtg분자의 온전한 상태뿐 아니라 분해된 상
태에서도 분리되지 않는 동일 subunit 상에 존재하는 서로 다른 
epitope가 존재하는 것으로 추정되므로 이에 합당하는 분자는 
약 175 kDa의 분자량을 갖는 lipovitelline으로 여겨진다.  
한편, 결정된 Antibody pair를 사용하여 구성한 ELISA의 Vtg 
검출 양상을 검사하기 위하여 0.01 µg/mL-1,000 µg/mL 농도
에서 분석한 표준곡선은 Fig. 4에서와 같이 나타났으며, 0.1 µg/
mL부터 100 µg/mL의 농도간에 용량반응의 linearity를 나타
내었다. 검출의 한계는 적어도 0.1 µg/mL의 Vtg 이하로 판단
되었다.
이러한 결과를 이전에 보고한 연구자들의 결과들과 비교하여 
볼 때, ELASA에서 Vtg의 검출한계는 Steven et al. (1996)은 
잉어의 혈장에서 working range는 10-100 ng/mL이며 예민도
는 0.1 µg/mL를 나타내었고, Lomax et al. (1998)은 혀가자미 
(Pleuronectes vetulus)에서 working range는 10-450 ng/mL를 
Sherry et al. (1999)은 송어 (Salmo trutta) 의 working range는 
25-500 ng/mL이며 예민도는 10.5 ng/mL를 보인다고 보고하
고 있어 본 연구에서 개발된 ELISA의 검출한계와 유사하거나 
우수한 검출능을 보였다고 판단된다. 또한 Aoki et al. (2010)은 
자연환경에서 자란 숭어(Mugil cephalus)를 대상으로 1 µg/mL
이상의 Vtg가 혈청에서 검출될 경우 환경오염에 따른 비정상적

인 수치라고 판단하고 있어, 본 연구결과에서 나타난 검출 한계
인 0.1 µg/mL이하의 Vtg 농도는 현장에서 직접적으로 활용하
는데 충분한 가치를 가질 것으로 여겨진다.
민감도 및 특이도

혈중 Vtg의 정성 및 정량을 위한 공인검사법은 제시되어있지 
않으나, 문헌상의 연구결과는 SDS-PAGE를 통하여 Vtg형성을 
확인하고 있기 때문에 reference method로서 SDS-PAGE의 결
과와 비교하였다. SDS- PAGE결과를 보면 E2를 투여하여 Vtg
가 합성된 양성 혈청 5건과 청정지역제주도의 사계 근해에서 비 
산란기에 포획한 쏨뱅이 Vtg 음성혈청 9건을 검사하여 민감도
와 특이도를 각각 조사한 바 Table 3과 같이 특이도 및 민감도에
서 각각 100%의 일치를 보였다(Table 3).
한편, Lee et al. (2002)은 어류의 Vtg측정은 어류의 혈액에서 
측정하는 것이 가장 바람직하며 간 조직이나 기타조직에서는 
타 단백을 함유하고 있어 오차범위를 더 크게 할 수 있을 여지가 
있다고 보고하고 있다. 따라서 검출 예민도에서는 매우 낮은 농
도에서도 검출이 가능하나 조직 중에 타 단백에 의한 방해 또는 
오차를 일으킬 수 있기 때문에, 순수한 혈청에서 검사함이 타당
할 것이며 이에 대한 심도 있는 연구가 필요할 것으로 판단된다.

ICG kit 개발 및 특성

 효율적인 역학조사를 위해서는 일반적으로 현장에서의 질병

Fig. 3. Conditioning of ELISA for the decision of MAb pair using 
negative serum of Scorpion fish' Sebastiscus marmoratus.

Fig. 4. Standard curve of ELISA using serially diluted Vtg of Scor-
pion fish' Sebastiscus marmoratus.

Table 3. A comparison of SDS PAGE & ELISA test

ELISA kit
SDS PAGE (Ref. method)

Subtotal
Positive Negative

Positive 5 0 5
Negative 0 9 9
Subtotal 5 9 14
Sensitivity: 5/(5+0)×100= 100%  Specificity: 9/(9+0)×100= 100%
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진단 및 생리적인 변화를 진단하기 위한 방법으로 면역학적인 
방법을 이용한 신속 진단법이 이용되고 있다(Paek et al., 2000). 
이에 본 연구에서도 현장에서의 효율적인 신속진단을 위하여 
ICG의 개발을 시도하였다.
Colloidal 골드 제작

구경 20 nm 및 40 nm 로 제조된 Colloidal gold를 spectropho-
tometer로 파장 별 흡광도를 측정한 결과 20 nm 입자의 경우는 
523 nm의 파장에서 최대 흡광을 보였으며, 40 nm 입자의 경우
는 536 nm의 파장에서 최대 흡광을 보였다.
MAb-Gold 접합체의 검출한계

Gold-Ab 접합체를 위한 antibodies pair는 ELISA에서 결정
한 S15와 S28을 그대로 적용하였다. S28 MAb를 약 3 mm 폭
으로 오려 낸 NC paper에 1 µL 점적하여 건조시킨 후, S15-
gold 접합체와 쏨뱅이 혈청의 혼합액 100 µL를 가한 96 well 
plate의 well에 삽입하여 전개시켰으며, Fig. 5와 같이 Vtg 양성
혈청 1,000배 희석액까지 양성반응이 나타났다. 즉 1.0 µg/mL 
이상의 농도에서 혈청의 Vtg 유무를 판단할 수 있는 것으로 나
타났다(Fig. 5).
민감도 및 특이도

SDS-PAGE로 검사하였을 때 Vtg가 양성인 혈청 5건과 제주도 
사계 근해에서 포획한 비 산란기의 쏨뱅이 혈청 9건을 검사하

여 조사한 민감도와 특이도는 각각 100%로 나타났다(Table 4).
특히, 민감도 특이도가 공히 100%를 보이는 이유는, E2에 의
하여 합성이 유도된 실험동물의 혈중에는 상대적으로 고농도
의 Vtg가 존재하며, E2에 의한 합성 유도가 없을 경우에는 전혀 
Vtg가 존재하지 않기 때문인 것으로 판단된다.
일반적으로 IGG법으로 검출한계 1.0 µg/mL로 ELISA법에
서 나타낸 검출한계 0.1 µg/mL과 민감도에 있어 차이가 있지
만, Aoki et al. (20I0) 등이 밝힌 자연환경에서의 이상징후를 나
타내는 최저 농도인 1.0 µg/mL를 ICG법으로 충분히 검출할 수 
있을 뿐만이 아니라, ICG법이 가지는 편리성과 신속성에서 유
용함을 보여주므로 현장에서 신속히 검사 할 수 있는 방법으로 
이를 상품화 연구를 통한다면 역학조사에 유용하게 사용될 수 
있을 것으로 여겨지고 있다. 

OECD의 화학물질 가이드라인에서는 ELISA kit를 이용한 
Vtg검사방법으로 접근하고 있어 머지않은 시기에 공식적인 
인정이 예측되고는 있지만 검사의 결과를 도출하기 위해서는 
ELISA의 민감도 높은 검출법 이외에도 현장에서 사용 가능한 
신속한 검사방법이 요구되어 질것으로 판단된다.
본 연구에서도 시, 공간적 제약과 전문성을 필요로 하는 

ELISA기법의 단점을 보완하기 위하여 보다 간편하고 신속한 
검정 방법인 ICG kit 개발을 통해 예민도는 다소 떨어지나 어디
에서도 간단한 실험기구를 통하여 screening test를 실시 할 수 
있는 방법을 제시하고자 ICG의 개발을 꾀하였으며, 이를 통해 
시·공간적 제약 없이 동시 다발적으로 지역과 시간의 한계를 극
복한 역학조사에 기여할 수 있을 것으로 기대된다. 또한 본 연
구는 에스트로젠성 효과를 검정하는 Vtg 검정방법을 국내에서 
확립하여 최근 문제가 되고 있는 여러 가지 내분비계 장애물
질의 위해 가능성에 대한 연구기반을 구축하고 향후 국내에서
의 Vtg 검정법을 확립하기 위한 기초연구가 될 것으로 판단된
다. 특히, 여러 가지 복잡한 기기 분석방법에만 의존하는 검사
방법(NaKada et al., 1999)을 면역학적인 방법인 쏨뱅이 Vtg을 
Bio-marker로 이용, 보다 간편하고 효과적인 역학 조사의 방법
을 제시 함으로서, 환경오염의 모니터링을 위해 다양한 분야에
서 Vtg를 보다 쉽게 모니터링 함으로서, 앞으로 환경오염물질
의 역학 조사에 매우 유용하게 활용될 것으로 판단된다. 또한 국
가적으로도 유해물질의 인체 유입경로를 사전 차단 할 수 있는 
계기가 될 것으로 여겨진다.
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