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금 나노입자를 이용한 새로운 당화혈색소의 검출 기술
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Abstract

We report a novel detection technology for glycated hemoglobin (HbA1c) that is measured primarily to identify the three-month aver-

age plasma glucose concentration. In enzymatic measuring of glycated hemoglobin, the generated hydrogen peroxide was then used as

a reducing agent of gold (III) for the synthesis of gold (0). Gold nanoparticles obtained from this novel approach were measured by

optical and piezoelectric methods. In optical method, we have developed polymer based film-type sensor cartridge filled with all the

reagents for glycated hemoglobin analysis and the cartridge worked very well having the detection limit of 0.53% of glycated hemo-

globin. On the other hand, quartz crystal microbalance (QCM) sensors also have been developed to determine the abilities of surface

modified QCM sensors at various levels of the concentration of glycated hemoglobin to bind gold nanoparticles and limit of detection

was 0.90%. Finally, despite of relatively lower sensitivities of QCM sensor and film-type optical sensor than well-plate based optical

detection, these two sensors were available to measure the glycated hemoglobin level for diabetes patients and normal person.

Keywords: Glycated hemoglobin(HbA1c), Hydrogen peroxide, Gold nanoparticle, Fructosyl amino acid oxidase(FAOD), Film-

type cartridge, Quartz Crystal Microbalance(QCM)

1. 서 론

당뇨를 치료받는 환자에게 발생하는 합병증을 줄이기 위해서

는 혈당 수치를 적절한 수준으로 유지하는 것이 중요하다. 한

시점에서 측정하는 혈당 수치는 여러 요인들에 의해 변동이 생

길 수 있기 때문에 장기간의 혈당 조절 추이를 파악할 목적으

로 가장 널리 사용되는 검사가 당화혈색소(HbA1c)이다[1]. 당

화혈색소는 혈액 속의 혈당 수치를 나타내는 매우 중요한 수치

로 혈액 속의 포도당이 헤모글로빈과 결합하여 당화된 헤모글

로빈(glycated hemoglobin)을 의미한다[2]. 당화혈색소는 당뇨

환자의 지난 2~3개월 동안의 평균 혈당 농도를 나타내기 때문

에 몸 안의 혈당 수치를 나타내는 가장 좋은 지표이다[3]. 당화

혈색소의 수치를 확인함으로써 당뇨의 관리와 향후 약물 조절

등의 지표로 이용될 수 있으므로 당화혈색소의 측정이 중요하

다. 기존의 포도당(glucose)을 측정하는 혈당 측정방법은 측정

시 공복 혹은 식사 후인지에 따라 수치가 크게 다르게 나타날

수 있으나, 당화혈색소를 기반으로 한 측정방법은 식사 여부 등

단기적인 편차에 영향을 받지 않는다는 장점이 있다. 또한 당화

혈색소는 높은 혈중 포도당 상태에 혈색소가 노출되면서 형성

되므로, 당화혈색소의 수치는 당뇨병 및 신장병증, 망막병증 등

의 당뇨 합병증을 판단하는 지표가 될 수 있다[4]. 당화혈색소 수

치를 정량적으로 측정하기 위해서는 사람마다 총 혈색소의 양

이 다르기 때문에, 총 혈색소 양에 대한 당화혈색소 양의 비율

을 퍼센트 농도로 나타낸다. 미국당뇨협회(ADA)에서는 7.0%

이하로 당화혈색소의 수치를 유지하여야 한다고 하며, 정상범위

는 4.0~6.5%이다[5].

당화혈색소를 측정하는 방법은 여러 가지가 알려져 있으나

[6-9] 효소를 이용하는 방법과 붕산염 친화성 크로마토그래피가

가장 많이 이용된다. 일반적으로 효소를 기반으로 하는 당화혈

색소 측정방법은 혈액 내에 존재하는 헤모글로빈 베타-체인의

N-말단의 발린(valine)에 결합된 포도당이 프로테아제(protease)

에 의해서 프록토실 발린(FV) 형태로 절단된 다음, 식 (1)과 같

이 프록토실 아미노산 옥시다아제(FAOD)와의 반응을 통해서

발생하는 과산화수소(H2O2)를 전기화학적 산화반응, 퍼옥시다아

제 (peroxidase) 및 발색 기질을 통해 측정하는 것이다[10].
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(1)

본 연구에서는 새로운 방식의 당화혈색소의 검출을 위해FAOD

와 반응에 의해 발생하는 과산화수소를 종전의 방식과는 다르

게 식 (2)와 같이 금속 이온과 반응시켜 금속 이온이 환원되면

금속 나노입자를 형성하거나, 또는 이미 존재하는 금속 나노입

자의 표면에 결합하게 되어 금속 나노입자의 크기가 증가하게

되는 반응을 이용하였다 (Fig. 1). 즉, 과산화수소의 발생 정도

는 측정하고자 하는 혈액 중 당화혈색소의 농도와 비례하게 되

므로, 금 나노입자의 형성 정도를 측정하여 정량화함으로써, 혈

액 시료 중 당화혈색소의 농도를 측정할 수 있게 된다. 

(2)

이렇게 형성된 금속 나노입자는 광학적인 흡광 방식과 수정

진동자 미량저울(Quartz Crystal Microbalance, QCM)을 이용한

압전 방식을 통해 측정, 분석하였다. 특히 흡광을 기반으로 한

당화혈색소 측정 방법은 Beer-Lambert 법칙에 의해 시료를 통

과하는 빛의 경로 길이 즉, 광 경로 길이와 농도, 그리고 흡광

계수에 따라 흡광도를 결정하는 것이다. 혈당과 같이 주기적인

측정이 필요한 질병의 경우 환자가 직접 사용하거나 측정 장비

의 이동성이 용이하도록 장비의 소형화가 이루어지고 있다. 측

정 장비의 소형화에 따라 샘플의 양과 이에 따라 광 경로 길이

또한 짧아져, 약한 흡광도를 보인다[11]. 따라서, 짧은 광 경로

에서도 높은 흡광도를 나타낼 수 있도록 필름 타입의 소형 디

바이스 내에서 금 나노입자를 이용하는 새로운 분석법을 개발

하였고, 이를 이용하여 당화혈색소를 분석하였다

2. 연구 방법

2.1 당화혈색소의 광학 검출

금 나노입자는 용액 내에서 분산이 잘 이루어지면 와인색을

띠며 540 nm에서 최대 흡수파장을 갖고, 응집이 일어나게 되면

보라색을 띠며 670 nm에서 최대 흡수파장을 갖는다. 따라서 본

연구에서는 다양한 당화혈색소 농도에 대해 540 nm에서 금 나

노입자의 흡광도 변화를 측정하였다.

2.1.1 Well plate 내 당화혈색소 측정

당화혈색소 농도가 다른 5종의 전혈을 용혈제를 이용하여 10

분 동안 용해시킨 후, 상기 용해물 12.5 ul와 Bacillus sp. 프로

테아제가 포함된 용액 80 ul를 well plate에서 5분 동안 반응시

켰다. 여기에 citrate로 안정화된 30 nm 금 나노입자 25 ul와 20

mM HAuCl4 25 ul를 넣고 기포가 발생하지 않도록 혼합 후,

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이후, 106.4 U/ml FAOD 5

ul를 혼합하고, 6분 동안 반응시킨 후, 540 nm에서 흡광도를 측

정하였다.

2.1.2 필름형 센서 카트리지의 디자인과 제작

Fig. 2는 당화혈색소 측정용 칩의 평면도와 단면도를 나타내

었다. 평면도에서 보는 것과 같은 패턴의 타원 모양 챔버를 갖

도록 폴리에틸렌 테레프탈레이트 필름을 준비하고, 상부 고체

기판 및 하부 고체 기판 위에 1% 솔비톨(sorbitol)과 1% CHAPS

가 혼합된 용액 0.7 ul를 떨어뜨려 건조시킨 뒤, 상부 고체 기판

에는 0.7 ul의 2 mM HAuCl4 (1% 솔비톨, 1% CHAPS 버퍼)을, 하

부 고체 기판에는 BSA가 코팅된 1.75 nM의 30 nm 금 나노입

자 0.7ul를 떨어뜨려 건조시켰다. 여기서 솔비톨과 CHAPS는 사

용된 모든 시약이 균일하게 도포되는 것을 도와주며, 건조된 시

약이 용혈과 만나 고르게 분산이 되도록 도와주는 역할을 한다.

스페이서 역할을 하는 셀룰로스 아세테이트 멤브레인을 상부 고

체 기판 및 하부 고체 기판 사이에 위치하도록 칩 아래 단면도

와 같이 제작하였다. 각 기판과 멤브레인은 양면 테이프를 이용

하여 접합하였다.

2.1.3 필름형 센서칩 내 당화혈색소 측정

당화혈색소 농도가 다른 5종의 전혈을 well plate 실험과 동

FV H2O O2 Valine Glu oncos H2O2+ +→+ +

HAuCl4 3 2H2O2 Au 4HCl 3 2O2⁄+ +→⁄+

Fig. 1. Reaction scheme for enzyme-based measurement of glycated

hemoglobin (HbA1c) using gold nanoparticle

Fig. 2. (a) Top view and (b) cross-sectional view of film-type sensor

cartridge for the detection of glycated hemogobin.
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일한 용혈제를 이용하여 10분 동안 용해시켰다. 용해물 5 ul와

프로테아제가 포함된 용액 32 ul를 혼합하고, 5분 동안 반응시

켜 단백질을 분해시켰다. 이후, 100 U/ml의 FAOD 2 ul를 혼합

하고, 35 ul를 칩의 주입구에 넣은 다음, 플런저를 이용하여 시

약이 도포된 챔버로 샘플을 이동시켰다. 챔버의 상, 하부에 완

전 건조된 시료는 샘플에 의해 용해되면서 반응이 시작되고, 10

분간 반응을 진행한 이후 챔버에서 일어나는 변화를 540 nm 파

장에서 측정하여 흡광도 값을 구하였다. 

2.2 당화혈색소의 압전방식(piezoelectric) 검출

수정진동자 미량저울은 수정의 압전 효과를 이용한 대표적인

압전방식 센서이다[12]. 압전 효과란 특정한 결정성 재료에 응

력을 가하면, 기계적 스트레스에 비례하여 결정성 재료의 표면

사이에 전장이 발생되고, 반대로 결정성 재료 표면 사이에 전장

을 걸어주면 결정성 재료에 기계적인 변형이 생기는 것으로 전

기적 에너지와 기계적 에너지가 상호 변형되는 특이한 현상을

말한다. 기체 중에서 수정진동자 표면 위에서 일어나는 물질의

흡착과 탈착에 의한 공진주파수는 식 (3)과 같이 흡착 혹은 탈

착한 질량 변화와 비례한다[13]. 따라서 당화혈색소 측정 반응 과

정에서 생성되는 금 나노입자의 질량 변화를 통해 공진주파수

의 변화를 측정한다. 실험에 사용한 수정진동자 미량저울 센서

와 검출기는 SEIKO EG&G사의 QCM922A 시스템과 센서칩

(SiO2 surface)을 사용하였다.

(3)

여기서, Δf는 공진주파수의 변화, f0는 공진주파수, Δm은 수

정진동자 표면의 질량변화, μ는 수정진동자의 전단탄성률, ρQ는

수정진동자의 밀도, A는 수정진동자의 표면적이다.

2.2.1 수정진동자 표면 개질

수정진동자의 SiO2 센서 표면은 알코올 세척 후, 10분간 자

외선-오존 세척기에서 활성화하고, 메탄올에 녹인 (3-

mercaptopropyl)trimethoxysilane 5% (v/v) 용액에서 1시간 동안

반응시킨다. 메탄올을 이용하여 두 차례 세척하고 110oC 오븐

에서 1시간 동안 방치한 후, 상온으로 냉각하고 다시 메탄올로

세척한다. 결과적으로 수정진동자 센서 표면에 티올(thiol) 그룹

을 갖는 자기조립 단층막이 형성되었다.

2.2.2 수정진동자 센서 표면에서의 당화혈색소 검출 반응

당화혈색소 농도가 다른 5종의 전혈을 well plate 실험과 동

일한 용혈제를 이용하여 10분 동안 용해시켰다. 용해물 12.5 ul

와 프로테아제가 포함된 용액 80 ul를 혼합하고, 5분 동안 반응

시켜 단백질을 분해시켰다. 이후 20 mM HAuCl4 25 ul 그리고

106.4 U/ml FAOD 5 ul를 혼합하고, 6분 동안 반응시며 주파수

의 변화를 측정했다. Fig. 3은 당화혈색소 검출을 위한 수정진

동자 센서 표면에서의 반응을 도식화한 것이다. 각 반응은 센서

표면에 MPTMS의 형성 단계, 화학반응에 의한 과산화수소 발

생, 금 나노입자의 생성 그리고 티올-금 나노입자 콘주게이션 형

성 단계로, 구성된다. 

Fig. 4는 수정진동자 센서 시스템의 유체제어 모듈의 모식도

를 나타낸 것으로, 자체 제작한 유체제어 시스템을 사용하여 실

험의 편차를 최소화 하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1 흡광 광도법에 의한 당화혈색소의 검출

3.1.1 Well-plate와 리더기를 이용한 당화혈색소 검출

Fig. 5는 well-plate 내에서 진행한 당화혈색소 농도에 대한

540 nm에서의 금 나노입자에 의한 흡광도 변화를 도식화 한

것이다. 흡광도 변화량 값은 당화혈색소 농도에 비례하여 증

가함을 알 수 있다. 반응 중에 생성된 과산화수소에 의한 금

양이온(Au
3+

)의 환원 반응에 의해 생성된 금 나노입자는 챔버

내에 미리 첨가된 30 nm의 금 나노입자에 흡착되어 사이즈가

커지면서 흡광도 역시 증가하는 시그널 증폭 효과를 보인다

[14]. 이 시스템에서 당화혈색소의 최소 검출 농도(limit of

detection, LOD)는 0.44%이며 식 (4)를 통해서 구할 수 있다[15].

Δf mf0
2

μρQ( )
1 2⁄

⁄ AΔ–=

Fig. 3. Reaction scheme of the detection of glycated hemoglobin on

the QCM sensor surface.

Fig. 4. Schematic diagram of the sensing and fluidic blocks in QCM

sensor system.
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여기서 μB는 blank 샘플의 평균, σB는 blank 샘플의 표준편

차, σS는 실험에서 가장 낮은 농도의 표준편차를 의미한다.

3.1.2 시료 내장, 필름형 센서 카트리지를 이용한 당화혈

색소 검출

본 연구에서 개발된 폴리머 기반의 필름형 센서 카트리지는

당화혈색소 측정에 필요한 시료를 챔버의 상, 하부에 도포하

고 건조시켜, 측정의 재현성과 편의성이 매우 높을 뿐만 아니

라 시료의 양을 획기적으로 줄일 수 있는 장점이 있다. 그러

나 필름형 센서는 광 경로가 매우 짧아 기존의 측정법 대비

낮은 흡광 광도를 갖게 된다. 따라서 이러한 단점을 극복하기

위해서는 신호 증폭과 같은 새로운 화학 반응의 개발이 필요

한데, 금 나노입자의 사이즈 증폭은 짧은 광 경로를 극복하고

흡광도를 최대화 할 수 있다. Fig. 6은 필름형 센서칩을 이용

하여 당화혈색소 농도에 대한 흡광도를 도식화 한 것으로,

well-plate 결과와 마찬가지로 흡광도 값은 당화혈색소 농도에

비례하여 증가함을 알 수 있다. 식 (4)에 의해서 구한 LOD는

0.53%로 well-plate 방식에 비해 성능이 다소 저하되었는데,

이는 신호 증폭 반응의 도입에도 불구하고 광 경로의 축소에

기인한 것으로 해석된다.

3.2 수정진동자 미량센서에 의한 당화혈색소의 검출

수정진동자 센서의 SiO2 표면에 (3-mercaptopropyl)-

trimetoxysilane(MPTMS)을 도입하여 금 나노입자와 반응하여

컨주게이트 복합체를 형성할 수 있는 티올 분자의 자기조립단

분자막을 형성하였고, 접촉각 분석(63° ± 2°)을 통해 간접적으

로 확인하였다. 반응은 튜브 내에서 프로테아제를 이용한 단백

질 분해를 진행 한 이후, 수정진동자 표면에서는 과산화수소의

발생, 금 나노입자의 합성 및 표면 티올 그룹과 금 나노입자의

컨쥬게이션 복합체 형성이 반응이 일어나고, 결과적으로 질량

변화에 의한 공진주파수 변화를 측정하였다. 그 결과는 Fig. 7

에 도식화하였다. 흡광 분석법과 마찬가지로 공진주파수의 변화

량은 당화혈색소 농도에 비례하여 증가함을 알 수 있다. 그러나

식 (4)에 의해서 구한 LOD는 0.90%로 흡광분석 방식에 비해

성능이 다소 저하되었는데, 이는 저농도 시그널의 오차막대 크

기에도 잘 나타나 있다. 

일반적으로 흡광 검출 광학센서는 수정진동자 등과 같은 압

전 센서에 비해 온도, 압력 등 주위 환경 요인에 대해 비교적

영향을 덜 받기 때문에 노이즈가 작고 안정적이다. 특히 압전

센서는 온도와 압력에 매우 민감하여 환경적인 영향을 많이 받

는 것으로 알려져 있다. 따라서 수정진동자를 이용한 당화혈색

소의 검출 민감도가 흡광 검출법에 비해서 다소 낮은 것을 알

수 있다. 특히 대형장비인 well-plate reader를 이용한 흡광 검출

결과에 비해서는 약 2배 정도 감도가 낮았다. 그러나 미국당뇨

협회에서는 당화혈색소의 수치가 7% 이하를 유지해야 한다고

권고하고 있으며, 정상인의 수치는 4.0~6.5%로 본 연구에서 진

행한 필름형 센서칩, 수정진동자 센서 모두 당화혈색소 측정을

위한 센서로 충분히 사용이 가능함을 알 수 있다.

LOD μB 1.645σB 1.645σs+ +=

Fig. 5. Variation of the change of absorbance with the concentration

of glycated hemoglobin in well-plate.

Fig. 6. Variation of the absorbance with the concentration of glycated

hemoglobin in film-type sensor cartridge.

Fig. 7. Variation of the change of frequency shift with the con-

centration of glycated hemoglobin on QCM sensor.
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4. 결 론

본 논문에서는 당뇨환자나 일반인의 몸 안에2~3개월 혈당 수

치의 평균치를 나타내는 지표인 당화혈색소의 새로운 측정방법

에 대하여 제안하였다. 제안된 방식은 효소에 의해 분해된 당화

혈색소로부터 생성되는 과산화수소를 종래의 전기화학적 산화

반응과는 차별적으로 염화금산의 환원제로 이용하여 금 나노입

자를 생성시키고, 생성된 금 나노입자의 흡광도를 소형의 필름

형 센서칩을 이용하여 측정하였다. 주목할 점은 금 나노입자의

사이즈 증폭 어세이가 필름형 센서칩의 단점인 짧은 광경로를

극복할 수 있었다는 점에서 상당한 의미가 있다. 그리고 또 다

른 방식으로는 수정진동자 센서의 표면에 티올 분자의 자가조

립 단층막을 형성하고, 위에서 생성된 금 나노입자와 컨주게이

트 복합체를 형성시켜 이로 인한 질량 증가를 수정진동자 센서

의 공진주파수로 변환하여 측정하였다. 두 가지 센서 모두 상용

화된 흡광 계측기 대비 측정의 민감도가 다소 낮아지긴 하였으

나 정상인의 당화혈색소 농도 범위(4.0~6.5%)를 고려할 때 충

분히 당화혈색소 센서로 사용이 가능함을 보여주었다. 끝으로,

최근 체외진단의 동향은 자가 모니터링, 혹은 측정 장비의 이동

성이 우수하여 현장에서 빠르고 신속한 저가의 분석을 요구하

고 있다. 이러한 관점에서 본 논문에서 제안한 두 센서 시스템

은 시스템의 소형화가 가능하며, 분석의 신속성이 우수하고 소

량의 샘플 분석으로 측정이 가능하여 혈당과 같이 주기적인 측

정이 필요하며, 환자가 직접 사용하거나 장비의 이동성이 요구

되는 최근의 연구개발 동향과 정확히 일치한다고 할 수 있다.

앞으로 센서의 소형화와 분석의 신속성이 요구되는 분야에서 지

속적인 연구개발을 진행할 예정이다.
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