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돈지육 및 돈육 중 열안정성 단백질의 존재 확인과 이의 항원성 확인
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ABSTRACT - Thermal-stable soluble proteins (TSSP) in livestock products has been recently reported. There-

fore, the development of antibodies and immunoassay using a TSSP is useful because the presence of TSSP can be

measured on processed food. In this study, the existence of TSSPs in pork fat and meat was confirmed and their anti-

genicity was investigated. The extracts from pork fat and meat by heating method were analyzed by SDS-PAGE with

5% stacking and 12% separating gels. The protein profiles from the raw pork fat and meat extracts (major band ranged

25 to 100 kDa) without cooking and heating treatments were significantly different compared to those from cooked

and heated pork fat and meat extracts (several major bands > 100 kDa and < 30 kDa). This meant that non thermal-

stable soluble proteins ranged from 25 to 100 kDa may be denaturated to insoluble proteins by cooking and heating

treatments, and TSSPs were in pork fat and meat at kept their properties. The confirmed TSSPs were used as an immu-

nogen to investigate their antigenicity. Eight mice (5 mice for pork fat and 3 mice for pork meat) were separately

immunized with the TSSPs of pork fat and meat, and the anti-sera obtained from the immunized mice showed high

titer values. Polyclonal antibodies against each target protein showed the specific reaction to pork fat and meat, indi-

vidually. These indicated that TSSP could be used as an immunogen to produce antibodies such as monoclonal and

polyclonal antibodies. In addition, antibodies specific to TSSP from pork fat and meat may be used as a bio-receptor

in immunoassays for the identification of fraudulent adulteration with pork fat and meat in livestock products.
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최근 우리나라뿐만 아니라 전 세계적으로 경제적인 이

득을 목적으로 주원료에 값싼 원료를 혼합사용하거나 표

기사항을 허위로 표기하는 등의 불량식품 제조 발생건수

가 증가하고 있다1). 식육을 원료로 하는 불량식품 사건의

대표적인 예로 우리나라에서는 소고기 육포 제조 시 돈육

을 혼합하여 제조·판매한 사례가 있으며2), 국외의 경우

유럽에서 유통되던 소고기 햄버거 패티에서 말고기와 돼

지의 DNA가 검출되거나, 할랄 인증을 받은 초콜릿에서

돼지 DNA가 검출되어3,4) 이슈화 된 사례가 있다. 이러한

종류의 불량식품은 할랄 식품의 섭취만 허용하는 무슬림

들과 특정 육류에 대한 알러지가 있는 소비자들에게는 치

명적인 문제를 야기 시킬 수 있기 때문에5) 이러한 소비자

들을 보호하기 위해서는 신속하고 정확하게 혼입여부를 확

인할 수 있는 분석방법이 필요하다.

식육 및 식육가공식품에 함유된 식육의 종 분석을 위한

다양한 방법들이 개발되고 있으며, 특히 돈지육 및 돈육

을 확인하기 위한 방법으로는 유전자를 기반으로 한 PCR

법6,7)과 LC/MS8), FT-Raman spectroscopy9), electronic nose10)

등의 기기분석법이 주로 이용되고 있다. 최근 우리나라에

서는 식육 및 식육가공품에서 돈육을 포함한 다양한 식육

원료의 혼입여부를 판별할 수 있는 Real-time PCR법이 개

발되어 분석 kit의 상용화를 준비하고 있다11). 하지만 이

러한 방법들은 고가의 장비가 필요하고 시료전처리 및 분
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석에 많은 시간이 소요되며, 실험실 내에서만 분석이 가

능한 단점이 있어 현장에서 바로 사용이 가능하며 신속하

고 간편한 간이 진단법의 개발이 필요하다. 대표적인 간

이 진단법으로 항체를 기반으로 하는 면역분석 바이오센

서를 들 수 있다. 다국적 진단키트 개발 기업에서는 현장

신속 분석을 위해 항체기반 면역크로마토그래피 strip kit

를 개발하여 판매하고 있긴 하나 대부분이 돈육 진단용이

며, 돈지육에 대해서는 돈육 진단 kit에 미치지 못하는 수

준이다. 또한 국내에서는 이와 관련한 연구가 거의 이루

어지지 않고 있는 실정이다.

면역분석 바이오센서의 중요한 구성 요소 중 하나는 대

상 물질을 인지하는 항체로, 축육 및 지방육의 경우 원료

육 외에는 제품의 가공 시 대부분 열처리가 수반되어 원

료육 내 단백질이 변성되기 때문에11) 특이성 높은 바이오

센서를 개발하기 위해서는 열처리가 이루어지더라도 축육

및 지방육을 인지할 수 있는 항체의 확보가 중요하다. 이

러한 항체의 개발을 위해 열안정성 단백질의 존재를 확인

한 연구결과들이 보고되고 있고12,13,14), 더 나아가 일부 식

육 및 부산물에 대해서는 열처리된 가공식품에서의 분석

을 위해 조직 내 존재가 확인된 열안정성 단백질을 항원

으로 한 항체 개발에 대한 연구가 보고되고 있다15,16,17). 본

연구에서는 돈지육과 돈육 조직 내에 존재하는 열에 안정

한 수용성 단백질을 확인하고 이들의 최적 추출 조건을 확

립하였다. 추가로 추출한 열안정성 수용성 단백질을 마우

스에 면역하여 이들의 항원성과 생산된 다클론성(polyclonal)

항체의 특이성을 확인하였다.

Materials and Methods

돈지육 및 돈육 조직 내의 열안정성 수용성 단백질 추출

돈지육 및 돈육 조직 내에 존재하는 열안정성 수용성 단

백질을 추출하기 위해 시료는 생(raw) 시료와 조리된(cooked)

시료로 구분하여 준비하였다. 생(raw) 시료의 경우 각 시료

를 5 g 씩 칭량하여 유리 tube에 담아 준비하였고, 조리된

(cooked) 시료의 경우 시료를 5 g 씩 칭량하여 유리 tube

에 담은 후 중탕으로 15분간 가열하여 준비하였다. 단백

질 추출은 Chen 등18)의 방법을 변형하여 비열처리(non-

heating)와 열처리(heating)를 통해 추출하였다. 비열처리

(non-heating) 추출의 경우 준비된 시료에 0.5 M NaCl을

10 mL씩 첨가하여 30초간 강하게 진탕 혼합한 다음 실온

에 15분간 방치하여 단백질을 추출하고, 원심분리관에 옮

겨 담아 3, 220 × g 에서 15분간 원심분리 하였다. 열처리

(heating) 추출의 경우 시료에 0.5 M NaCl을 10 mL씩 첨

가하여 30초간 강하게 진탕 혼합한 다음 끓는 물에 중탕

으로 15분간 가열하여 단백질을 추출하고, 추출 혼합액을

냉각시킨 다음 원심분리관에 옮겨 담아 3,220 × g 에서 15

분간 원심분리 하였다. 원심분리된 상등액은 Whatman No.

4 filter paper (Whatman, Buckinghamshire, UK)를 사용하

여 여과하고 Bradford protein assay dye (Bio-rad Labora-

tories Inc., Hercules, CA, U.S.A.) 용액을 사용하여 단백질

을 정량한 다음 1 mg/mL의 농도가 되도록 조정하여 −20oC

에 보관하면서 실험에 사용하였다.

추출 버퍼에 따른 열안정성 수용성 단백질 추출효율 비교

추출 버퍼의 종류에 따라 시료에서 추출되는 열안정성

수용성 단백질량과 그 패턴을 비교하기 위해 0.5 M NaCl,

carbonate buffer (pH 9.6), 25 mM TBS (pH 7.4), 20 mM

Tris-HCl (pH 7.4) 및 0.05 M PBS (pH 7.4)를 추출 버퍼

로 사용하여 비교하였다. 시료의 추출은 생(raw) 시료를 5

g 씩 칭량하여 각 추출 버퍼를 10 mL 첨가한 후 15분간 끓

는 물에 중탕하는 방법으로 추출하였으며, 이를 sodium

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE)와 protein assay를 실시하여 단백질 추출 효율을 비

교하였다. 추가로 돈지육 및 돈육 조직을 비열처리(non-

heating) 또는 열처리(heating) 법으로 추출한 추출액 내에

존재하는 단백질의 패턴과 열처리에 따른 패턴 변화를 비

교하기 위하여 SDS-PAGE를 실시하였다. SDS-PAGE는

Laemmli의19) 방법에 따라 5% stacking gel (pH 6.8)과 12%

separating gel (pH 8.8)을 사용하였으며, 각 추출 시료와

sample loading buffer를 혼합한 용액 10 µL씩을 loading하

여 150 V에서 90분간 전기영동을 실시하였다. 전기영동 후

gel은 EZblueTMgel staining (Sigma Chemical Co., St. Louis,

MO, USA) 용액으로 염색하고 증류수로 탈색하여 밴드형

성 유무를 확인하였다.

열안정성 수용성 단백질의 항원성 확인

면역

돈지육 및 돈육의 조직에서 추출한 열안정성 수용성 단

백질의 항원으로서의 사용 가능 여부를 확인하기 위해 마

우스에 면역을 실시하였다. 추출한 각각의 열안정성 수용

성 단백질을 면역 항원으로 하여 complete freund’s adjuvant

(Sigma)와 1:1(v/v)로 유화시켜 생후 7주된 암컷 BALB/C

female mouse (Samtacobiokorea, Korea)에 마리당 100 µg/

200 µL씩 복강에 주입하여 1차 면역을 실시하였다. 1차 면

역 후 2주 간격으로 1차 면역과 동일한 면역원을 incomplete

freund’s adjuvant (Sigma)와 동량 혼합하여 2회 추가 면역

을 실시하였다. 추가 면역 실시 후 마우스 꼬리 정맥에서

혈액을 1 µL씩을 채취하여 500 µL의 PBS 용액에 희석하

여 이후 실험에 사용하였다.

항원성
 

확인을
 

위한
 

항혈청
 

역가측정

면역한 마우스에 대한 항체생성 여부는 indirect ELISA

법으로 확인하였다. 간략히 설명하면, 돈지육 및 돈육의
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열안정성 수용성 단백질 추출물을 0.05 M phosphate buffer

saline (PBS, pH 7.4)를 사용하여 5 µg/100 µL가 되도록 각

각 희석하여 96 well microplate (Nunc Inc., Roskilde,

Denmark)에 분주한 후 4oC에서 12시간 동안 코팅시킨 다

음 0.05% Tween 20-PBS (PBST, pH 7.4)로 3회 세척하였

다. 비특이적인 반응을 방지하기 위해 1% skim milk를

well당 200 µL씩 첨가하여 37oC에서 1시간 동안 blocking

시킨 후 PBST로 well을 4회 세척하였다. 세척된 well에 마

우스 꼬리정맥에서 채혈한 혈액을 0.05 M PBS buffer로

1/500, 1/1,000, 1/5,000, 1/10,000, 1/50,000, 1:100,000배

희석하여 100 µL씩 분주하고, 37oC에서 1시간 동안 반응시

킨 후 다시 PBST로 5회 세척하였다. 이후 goat anti-mouse

IgG-HRP conjugate (Sigma)를 1/4,000배 희석하여 100 µL

씩 세척된 well에 분주하여 37oC에서 1시간 동안 반응시킨

후 PBST로 6회 세척하였다. 마지막으로 기질용액인 2,2'-

azino-bis(3-ethylbenzothiazoline- 6-sulfonic acid) diammonium

salt (ABTS, Sigma)를 각 well에 100 µL씩 첨가하여 37oC

에서 30분 반응시킨 다음 405 nm에서 흡광도를 측정하여

항체 생성 여부를 확인하였다.

생산된 다클론성(polyclonal) 항체의 특이성 확인

면역한 마우스의 심장으로부터 혈액을 100 µL 채취하여

원심분리(3,000 rpm, 15분) 한 후 혈청부분을 취하여 다클

론성(polyclonal) 항체로 사용하였고, indirect ELISA법을

이용하여 특이성을 확인하였다. ELISA 분석은 앞서 설명

한 항혈청 역가측정 방법과 동일한 방법으로 실시하였으

며, 돈지육 혈청의 경우 돈지육, 소지방, 닭지방, 오리지방

에 대해 반응성을 확인하였고, 돈육 혈청의 경우 돈육, 소

고기, 닭고기, 오리고기에 대해 반응성을 확인하였다.

Results and Discussion

돈지육 및 돈육의 열안정성 수용성 단백질 확인

돈지육 및 돈육의 조직 내에 열안정성 수용성 단백질의

존재여부 확인을 위해 준비된 생(raw) 시료와 조리된

(cooked) 시료를 비열처리(non-heating) 또는 열처리(heating)

하여 단백질을 추출하였다. 각 추출액 내의 단백질 양을

측정하여 열안정성 수용성 단백질의 존재를 확인하였고,

SDS-PAGE를 실시하여 추출된 단백질의 패턴을 비교하였

다. 그 결과 Table 1 에서 보는 바와 같이 시료의 형태 및

추출방법에 따른 농도 차이는 있지만 돈지육 뿐만 아니라

돈육에서도 열안정성 수용성 단백질이 존재하는 것을 확

인하였다. 생(raw) 시료를 비열처리(non-heating) 하여 추출

하였을 때 단백질 농도가 가장 높은 것으로 확인되었고, 그

다음으로는 생(raw) 시료를 열처리(heating) 하여 추출한

경우였으며, 조리된(cooked) 시료의 경우 생(raw) 시료 보

다 낮은 농도이기는 하나 단백질이 존재하는 것을 확인할

수 있었다. 시료에 한 번 이상의 열처리가 되었음에도 불

구하고 수용성 단백질이 확인되는 것으로 볼 때 열에 안

정한 수용성 단백질이 존재한다는 것을 알 수 있다. 또한

이들 단백질의 패턴을 확인하기 위해 SDS-PAGE를 실시

한 결과 돈지육과 돈육 모두 생(raw) 시료를 비열처리(non-

heating) 법으로 추출한 시료의 경우 25~100 kDa 사이의

단백질과 15 kDa 이하의 일부 단백질이 확인되었다. 반면

시료를 조리(cooked) 하거나 추출 시 열처리(heating)를 한

경우 돈지육에는 100 kDa 이상의 단백질과 70 kDa, 30 kDa

와 15 kDa 이하의 일부 단백질이 확인되었고, 돈육의 경우

100 kDa 이상과 30 kDa 이하의 단백질이 확인되었다(Fig.

1). 이러한 단백질 패턴은 Chen 등12,18)의 연구에서 보고된

돈지육과 돈육의 열안정성 수용성 단백질 패턴과도 동일

한 것으로 확인되었다. 전체적으로 열처리를 한 번도 하

지 않은 시료와 비교해 볼 때 열처리가 한 번이라도 이루

어진 시료에서도 일정량의 단백질이 존재하고, 단백질 패

턴에도 차이가 있는 것으로 보아 돈지육및 돈육 조직 내

에는 열에 안정한 수용성 단백질이 존재하는 것으로 판단

된다.

Fig. 1. SDS-PAGE pattern of pork fat and meat extracts using 0.5

M NaCl buffer. Lane 1: Marker, Lane 2: raw pork fat - non-heat-

ing extraction, Lane 3: cooked pork fat - non-heating method,

Lane 4: raw pork fat - heating method, Lane 5: cooked pork fat -

heating method, Lane 6: raw pork meat - non-heating method,

Lane 7: cooked pork meat - non-heating method, Lane 8: raw

pork meat - heating method, Lane 9: cooked pork meat - heating

method.

Table 1. Concentration of soluble protein from raw and cooked

pork fat and meat extracted by heating and non-heating methods

Samples

Protein concentration (mg/mL)

Non-heating extraction Heating extraction

Raw Cooked Raw Cooked

Pork fat 1.792 0.149 1.471 0.188

Pork meat 32.930 0.979 2.511 1.261
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버퍼에 따른 열안정성 단백질 추출 효율 비교

일반적으로 단백질 추출 및 반응 용액으로 사용되는 버

퍼를 이용하여 열안정성 단백질을 각각 추출하였고, 그 추

출 효율을 비교 분석하였다. 즉, 추출버퍼 carbonate buffer

(pH 9.6), 0.05 M PBS (pH 7.4), 0.5 M NaCl, 25 mM TBS

(pH 7.4) 및 20 mM Tris-HCl (pH 7.4)를 이용하여 앞서

설명한 방법으로 열안정성 단백질을 추출하였으며, 단백

질 정량 및 SDS-PAGE를 이용하여 분석한 결과 Table 2

에서 보는바와 같이 돈지육과 돈육 모두 carbonate buffer

(pH 9.6)로 추출하였을 때 가장 많은 단백질이 추출되는 것

으로 확인되었고, 그 다음으로는 돈지육의 경우 0.05 M

PBS (pH 7.4), 0.5 M NaCl 순으로, 돈육의 경우 0.5 M

NaCl, 0.05 M PBS (pH 7.4) 순으로 추출량이 많았다. 단

백질의 패턴은 추출 버퍼에 따른 차이는 없는 것으로 확

인되었다(Fig. 2). 추출되는 단백질의 양을 비교하였을 때

는 carbonate buffer (pH 9.6)가 가장 효과적인 것으로 확

인되었으나, 열안정성 수용성 단백질을 이용하여 항체를

개발한 연구들에서는 주로 NaCl 또는 PBS를 사용하여 단

백질을 추출하였으며, 특히 돈육의 경우에는 NaCl을 사용

하여 단백질을 추출한 것으로 보고되고 있어12,16,17,18) 본 연

구에서는 0.5 M NaCl로 추출된 열안정성 수용성 단백질

의 추출액을 이후 실험에 사용하였다. 그러나 차후 열안

정성 단백질의 항체 개발과 이를 이용한 면역분석법 개발

에 따른 시료 전처리법 확립에 있어서는 추출 효율이 가

장 높은 carbonate buffer (pH 9.6)의 이용이 기대된다.

열안정성 수용성 단백질의 항원으로 활용가능성 확인

돈지육 및 돈육으로부터 추출한 열안정성 수용성 단백

질이 항원으로서의 활용 가능성을 확인하기 위해 마우스

에 3차례 각각 면역시킨 후 마우스의 꼬리정맥에서 1 µL

의 혈액을 채취하여 indirect ELISA법으로 항혈청 역가를

측정하였다. 그 결과 대조군 마우스와 비교하여 돈육 열

안정성 수용성 단백질로 면역한 마우스의 경우 높은 흡광

도 값을 나타내는 것을 통해 항체를 생성하는 것을 알 수

있었다. 또한 돈지육의 열안정성 수용성 단백질로 면역한

마우스의 경우도 대조군과 비교하여 모두 항혈청 역가가

높은 것으로 확인되었다(Fig. 3). 이전의 연구결과에서 열

처리를 통해 추출한 열안정성 수용성 단백질을 항원으로

사용하여 항체를 개발한 연구가 다양하게 보고되고 있는

것을 볼 때15,16,17,18) 본 연구에서 추출된 돈지육 및 돈육 조

직 내에 존재하는 열안정성 수용성 단백질은 바이오리셉

터로 잘 알려진 항체를 생산하는데 항원으로 사용이 가능

한 것으로 판단된다.

생산된 다클론성(polyclonal) 항체의 특이성 확인

돈지육과 돈육의 열안정성 수용성 단백질을 각각 면역

한 마우스의 혈청으로부터 얻은 다클론성(polyclonal) 항체

의 특이성을 확인한 결과는 Fig. 4와 같이 나타났다. 돈지

육에 대한 다클론성(polyclonal) 항체는 돈지육에, 돈육에

대한 다클론성 항체는 돈육에 특이적으로 반응하였고, 다

른 축육과 지방육에도 교차반응을 하는 것으로 확인되었

으나 그 반응성은 비교적 낮은 것으로 확인이 되었다. 현

Fig. 2. SDS-PAGE pattern of pork fat (A) and meat (B) extracts with various different buffers. Lane 1: Maker, Lane 2: 0.5M NaCl, Lane

3: Carbonate buffer (pH 9.6), Lane 4: 25 mM TBS (pH 7.4), Lane 5: 20 mM Tris-HCl (pH 7.4), Lane 6: 0.05 M PBS (pH 7.4).

Table 2. Concentration of soluble protein from raw pork fat and

meat extracted by heating method with different buffers

Extract buffers
Concentration of protein (mg/mL)

Pork fat Pork meat

0.5M NaCl 1.354 2.355

Carbonate buffer (pH 9.6) 5.206 3.949

25 mM TBS (pH 7.4) 0.273 0.823

20 mM Tris-HCl (pH 7.4) 0.182 0.268

0.05M PBS (pH 7.4) 1.900 2.042
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재 식품 중 돈육을 분석하기 위한 특이 항체 및 분석용

kit는 개발되어 시판되고 있으나 돈지육의 경우 시판되고

있는 항체 및 kit가 거의 없다. 또한 시판되고 있는 돈육

분석용 kit의 경우도 열처리 된 가공 식품의 분석에는 한

계가 있다. 따라서 본 연구에서 확인된 돈지육과 돈육에

존재하는 열안정성 수용성 단백질을 마커로 사용한다면

돈지육과 돈육에 대한 다클론성(polyclonal) 항체 뿐만 아

니라 보다 높은 특이성을 가지는 단클론성(monoclonal) 항

체 또한 개발이 가능할 것으로 판단된다. 이렇게 개발된

항체는 돈지육과 돈육이 의도적으로 혼입된 식품 및 열처

리 가공식품에서 이들을 효과적으로 분석하는데 이용되어

소비자들을 보호하는데 기여할 것이다.
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국문요약

본 연구에서는 돈지육 및 돈육 조직 내에 열안정성 수

용성 단백질의 존재 여부를 확인하고 항체 생산에 있어

항원으로의 사용 가능 여부를 확인하고자 하였다. 이를 위

해 돈지육 및 돈육을 생(raw) 시료와 조리된(cooked) 시료로

구분하여 비열처리 및 열처리법으로 단백질을 추출한 후

단백질 존재여부를 단백질 정량과 SDS-PAGE로 확인하였

다. 그 결과 돈지육과 돈육 모두 생 시료를 비열처리법으

로 추출한 시료의 경우 25~100 kDa 사이의 다양한 단백

질이 확인된 반면 시료를 가열하거나 추출 시 열처리를 한

경우 돈지육에는 100 kDa 이상의 단백질과 30 kDa 및 15

kDa 이하의 일부 단백질이, 돈육에는 100 kDa 이상과 30

kDa 이하의 단백질이 확인되어 돈지육과 돈육에 열안정

성 수용성 단백질이 존재하는 것으로 확인되었다. 이들 열

안정성 수용성 단백질을 마우스에 면역 후 항혈청 역가를

측정한 결과 면역한 모든 마우스에서 높은 역가를 나타내

었고, 생산된 혈청은 돈지육과 돈육에 각각 특이적인 반

응성을 보인 반면 다른 축육과 지방육에 대해서는 반응성

이 상대적으로 낮았다. 이러한 연구결과를 볼 때 돈지육

및 돈육에 존재하는 열안정성 수용성 단백질이 돈지육과

돈육에 특이적으로 반응하는 항체를 개발하는데 유용한

마커로서 활용이 가능하며, 열안정성 수용성 단백질에 대

한 항체개발은 열처리된 축육 가공품 중 돈지육 및 돈육

의 분석에도 매우 유용하게 활용할 수 있을 것으로 판단된다.

Fig. 4. Specificity of polyclonal antibodies against pork fat (A) and pork meat (B) to other meat and fat samples.

Fig. 3. Anti-sera titration for immunized mice with pork fat (A) and pork meat extracts (B) by the indirect ELISA.
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