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Abstract: This study aimed to verify the hypothesis that urea denatures hemoglobin in the blood, thereby

exposing active sites of enzymes and enhancing the chemiluminescence of the blood-luminol reaction. When

blood was pretreated with urea, higher concentrations of pretreatment urea or longer pretreatment times resulted

in enhanced chemiluminescence in the blood-luminol reaction, supporting the above hypothesis. However, the

chemiluminescence was enhanced when blood was treated with luminol mixed with an 8 M urea solution,

although the fact that the time for urea to denature hemoglobin was shorter compared to when blood was pre-

treated with urea and followed by luminol. In addition, the chemiluminescence was enhanced when a transition

metal without hemoglobin was reacted with urea-containing luminol. Based on these results, it is anticipated

that urea not only denatures hemoglobin but also plays a role in the luminol-hydrogen peroxide reaction. 

요 약: Urea는 혈액의 hemoglobin을 변성시켜 효소 활성 자리를 노출시킴으로써 혈액-luminol 반응의

화학발광 세기를 향상시킨다는 가설을 검증하고자 하였다. 이를 위해 혈액을 urea로 전처리한 경우 urea

의 농도가 더 높아지거나 전처리 시간이 늘어날수록 혈액-luminol 반응의 화학발광 세기가 증가하였고

이는 기존의 가설과 부합되는 결과였다. 하지만 8 M urea용액을 미리 혼합하여 제조한 luminol로 혈액을

처리하면 혈액을 urea로 미리 전처리한 경우에 비해 urea가 hemoglobin을 변성시키는 시간이 짧아짐에도

화학발광 세기가 오히려 증가하는 현상이 나타났다. 또한 hemoglobin이 없는 전이금속을 urea가 포함된

luminol과 반응시켰을 때 화학발광이 강해지는 현상이 관찰되었다. 이러한 점으로 미루어 볼 때 urea는

hemoglobin을 변성시킬 뿐만 아니라 luminol-hydrogen peroxide 반응에도 관여하는 것으로 예상된다. 
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1. 서 론

혈흔은 범죄수사에 이용되는 대단히 중요한 증거

중 하나이다. 감식 요원들은 범죄현장에 남아있는 혈

흔이 미량이어서 육안으로 식별되지 않는 경우에 혈흔

증강 시약을 사용하여 혈흔을 증강한다.1 혈흔을 증강

하는 시약으로는 아미노산을 검출하는 시약(ninhydrin,

1,8-diazafluoren-9-one 등),2,3 혈액에 포함된 단백질을

검출하는 시약(amido black, acid yellow 7 등)4-6 및

hemoglobin을 검출하는 시약(leuco crystal violet, luminol

등)7-9이 알려져 있다. Luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-

phthalazinedione)은 혈액 속 hemoglobin에 포함된 heme

과 반응하여 화학발광을 하는 시약10으로서 어두운 곳

에서 사용해야 하고 화학발광을 관찰할 수 있는 시간

이 짧다는 단점11,12이 있지만 다른 혈흔 검출 시약에

비해 감도가 뛰어나다는 장점이 있어서 과학수사 현

장에서 널리 사용되어져 왔다.13-15 Luminol의 감도가

아무리 뛰어나다고 하더라도 범인이 현장을 청소하는

행위 등을 하여 혈액 양이 지나치게 적은 경우에는

luminol 반응에 의한 화학발광이 나타나지 않을 수 있

기16-18 때문에 법과학자들은 luminol의 화학발광을 향

상시키기 위해 여러 방법을 연구해 왔다.19-21

혈흔 검출용 luminol을 조제하는 방법으로는 Weber

가 제안한 방법22과 Grodsky가 제안한 방법23이 알려

져 있다. Stoica et al.은 혈액을 8 M urea로 전처리한

후 Weber가 제안한 조성의 luminol시약을 분주하여

화학발광을 관찰한 결과 8 M urea를 전처리하지 않은

실험군보다 화학발광의 세기가 증가하는 현상을 발견

하였다.24 단백질 변성제 중 urea는 단백질의 3차원 구

조를 ‘풀어’주는 chaotropic agent로 분류된다. 이러한

chaotropic agent는 용액 내의 수소결합을 불안정하게

만들어 단백질을 구성하는 아미노산의 residue 사이의

비공유 결합을 방해한다. 그 결과 단백질의 소수성 부

분이 용액에 노출되게 하여 단백질의 3차원 구조의

변화를 유도하는 것으로 알려져 있다.25-28 Stoica et al.

은 이러한 사실에 근거한 분자 동역학 시뮬레이션

(molecular dynamics simulation)을 통해 8 M의 urea가

hemoglobin을 변성시켜 효소 활성 자리를 노출시켰고

그로 인해 luminol 분자가 hemoglobin의 효소 활성 자

리에 더 쉽게 접근할 수 있었기 때문에 화학발광의

세기가 증가하는 현상이 나타났다고 설명하였다.24

이처럼 urea를 이용해 혈액을 변성시키면 luminol의

화학발광의 세기를 향상시킬 수 있지만 이 방법을 사

용하려면 혈액을 먼저 8 M urea로 20분간 전처리한

후 luminol을 사용해야 하는 번거로움이 있다. 따라서

저자는 luminol시약을 조제할 때 미리 urea를 첨가하

여 이런 번거로움 없이 혈액을 높은 화학발광 세기로

증강할 수 있는 luminol시약을 조제하고자 본 연구를

시작하게 되었다.

2. 실험 재료 및 방법

2.1. 재료 및 기기

혈액은 defibirinated sheep blood (Carolina Biological

Supply Company, USA)을 구매하여 냉장 보관하며 사

용하였다. 구매한 혈액이 실험실에 도착한 지 7일 내

모든 실험을 진행하였다. 혈액은 사용하기 전 15분간

교반하였다.

Luminol과 iron (III) chloride hexahydrate는 대정화

금(Korea) 제품을, urea, copper (II) perchlorate hexahy-

drate는 Sigma-Aldrich (USA) 제품을, cobalt (II) chloride

hexahydrate는 Milipore (USA) 제품을, iron (II) chloride

는 Alfa Aesar (USA) 제품을 사용하였다.

6 mm 여과지는 Advantec (Japan) 제품을 사용하였

고, DSLR 카메라는 Nikon D5300 (Japan)을, 접사렌즈

는 Nikon AF-S Micro NIKKOR 105 mm (Japan)를 사

용하였다. Luminol의 화학발광 세기는 ImageJ software

(National Institutes of Health and laboratory for Optical

and Computational Instrumentation, USA)로 측정하였

다. 그리고 카메라로 촬영한 동영상 파일을 ImageJ에

import하기 위해 FFmpeg plugin을 사용하였다.

2.2. 실험 방법

2.2.1. 혈액 검체 준비

6 mm 여과지 위에 생리식염수로 1/2000, 1/4000, 1/

8000로 희석한 혈액을 20 μL씩 분주하여 하루 동안

실험실 조건에서 건조하였다.

2.2.2. 시약 제조

Weber가 제안한 protocol22에 따라 luminol시약을 제

조하였다. 8 g의 sodium hydroxide를 500 mL 탈이온수

에 녹여 stock solution A를 제조하였고, 10 mL의 30 %

hydrogen peroxide를 490 mL의 탈이온수와 섞어서

stock solution B를 제조하였다. 그리고 0.354 g의

luminol을 62.5 mL의 stock solution A에 녹여 탈이온

수로 500 mL까지 용량을 맞추었다. 각 stock solution

을 탈이온수에 각각 10 % 농도로 섞어서 luminol 작

업용액을 제조하였다. 제조한 luminol 작업용액은 제



334 Youngpyo Bae and Sungwook Hong

Analytical Science & Technology

조 후 3시간 이내에 사용하였다. 

2.2.3. 촬영조건

DSLR 카메라를 촬영대에 장착하여 20 cm 높이에

위치시킨 후, 동영상의 경우 ISO 3200, 초당 60프레

임, F/2.8 조건으로 촬영하였다. 정지 사진은 ISO 400,

셔터 스피드는 30초, F/2.8 조건으로 촬영하였다. 모든

촬영은 완전한 암실에서 이루어졌다. 

Fig. 1. An example of measuring the luminosity by importing a video file into ImageJ and then setting the luminescent
region as an ROI (yellow circle). 

Fig. 2. An example of measuring luminosity in a still Image opened with ImageJ and setting the luminescent region as a
ROI (Yellow Circle). 



Effect of urea on blood-luminol chemiluminescence reaction 335

Vol. 36, No. 6, 2023

2.2.4. 측정방법

혈액과 luminol의 반응은 동영상으로, 전이금속과

luminol의 반응은 정지사진으로 촬영하였다. 동영상의

경우, ImageJ에 FFmpeg plugin (FFmpeg team)을 추가

로 설치하여 카메라로 촬영한 동영상을 ImageJ로

import 하였고, Fig. 1에서 보인 것처럼 프레임 상의

화학발광 부분을 모두 포함하는 250 pixel brush 크기

로 ROI (region of interest)를 설정한 후, ROI창에서

“multi measure”기능을 사용하여 화학발광 세기를 측

정하였다. 정지사진의 경우 Fig. 2에서 보인 것처럼 프

레임 상의 화학발광 부분을 모두 포함하는 800 pixel

brush 크기의 ROI를 설정한 후, ImageJ software에 내

장된 “Analyze”탭의 “Measure”기능을 사용하여 luminol

반응의 화학발광 세기를 측정하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1. 혈액을 8 M urea로 처리하는 방법에 따른

luminol 화학발광 비교

Stoica et al.은 8 M urea로 혈액을 전처리한 후

luminol을 분주하였을 때 화학발광 세기가 증가하는

현상을 관찰하였다. 저자는, luminol을 제조할 때 urea

를 미리 혼합하면 혈액을 urea로 전처리하는 경우와

비슷한 세기의 혈액-luminol 반응의 화학발광을 얻으

면서 혈액을 urea로 전처리하는 과정을 간소화할 수

있을 것이라고 기대하였다. 

이를 확인하기 위해 luminol과 8 M urea를 1:1 부

피비로 미리 혼합하여 luminol-urea mixture를 만든 후,

이 mixture 40 μL를 혈액에 분주하였다(이 mixture는 제

조 후 30분 이내에 사용하였다). 또한, 8 M urea 20 μL

를 혈액에 분주하고 20분간 방치한 뒤 luminol 20 μL

를 분주하였다(8U(20)Luminol). 이후 표현에서 U 앞

의 숫자는 분주한 urea의 농도를, 괄호 안의 숫자는

urea로 처리하기 전의 대기시간(minute)을 의미한다.

대조군으로는 혈액에 luminol 20 μL만을 분주한 것을

사용하였다. 이렇게 다양한 방법으로 혈액과 luminol

을 반응시킨 후 혈액-luminol 화학발광 세기의 변화를

동영상으로 촬영한 후, 2.2.4항에 나타낸 방법에 따라

시간 경과에 따른 luminol의 화학발광 세기의 변화를

관찰하였다. 모든 실험은 3회 반복하였다.

Fig. 3은 시간경과에 따른 화학발광 세기의 평균값

을 보인 결과로서 혈액의 전처리 상태에 상관없이

luminol을 분주한 직후 혈액-luminol 반응의 화학발광

세기는 최고 값에 도달한 후 시간이 지남에 따라 빠

르게 감소한다는 것을 알 수 있다.

Fig. 4는 Fig. 3에 보인 화학발광 세기의 측정값 중

에서 최고 값을 추출하여 나타낸 것이다. ‘luminol-

urea mixture’에 포함된 urea의 농도는 4 M임에도 불

구하고 그림을 보면 ‘luminol-urea mixture’에서 관찰

되는 화학발광 세기의 최고 값은 ‘8U(20)Luminol’ 혹

은 ‘luminol(control)’ 에서보다 높다는 것을 알 수 있

다. 이에 대해서는 3.3항에서 설명한다. 

Fig. 3. Time-course of changes in luminosities between diluted blood (1/2000, 1/4000, 1/8000) enhanced with luminol pre-
treated with urea (8U(20)Luminol) and diluted blood enhanced with luminol-urea mixture. 

Fig. 4. Comparison of the maximum chemiluminescence
values shown in Fig. 3.
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3.2. Urea 농도 및 전처리 시간이 혈액-luminol

화학발광에 미치는 영향

Simko et al.은 혈액과 접촉하는 urea의 농도 및 접

촉시간이 증가할수록 hemoglobin의 변성도가 높아진

다고 발표한 바 있으나,24 urea에 의한 hemoglobin의

변성도에 따른 혈액-luminol 반응의 화학발광 세기의

변화에 대해서는 저자가 아는 한 연구된 바가 없다.

따라서 혈액을 전처리하는 urea의 농도 및 전처리 시

간을 변화시키는 방법으로 hemoglobin의 변성도를 다

르게 하여 혈액-luminol 반응의 화학발광 세기의 변화

를 관찰하였다. 

3.2.1. Urea 농도의 영향

1/2000, 1/4000, 1/8000로 희석한 혈액에 20 μL의 8 M,

6 M, 4 M, 2 M 및 0 M urea를 분주하고, 20분 동안

방치한 후, luminol 20 μL를 분주하고, 그 때의 화학

발광을 동영상으로 촬영한 후, 동영상에 나타난 화학

발광을 측정하였다. 대조군은 혈액에 luminol만을 분

주한 것을 사용하였으며 모든 실험은 3회 반복하였다.

Fig. 5는 그 결과 중 1/4000로 희석한 혈액에서 관

찰한 결과를 보인 것이다. 이 결과를 보면 대조군은

luminol을 분주하는 즉시 최고 화학발광 값을 보인 것을

알 수 있다. 반면, urea로 전처리한 혈액은 약 1초 미만

의 시간이 경과한 후에 화학발광 세기가 최고 값을 보

이고, 특히 0 M urea (탈이온수)로 전처리한 0U(20)

Luminol에서도 이런 현상이 나타났다. 1/2000 및 1/

8000로 희석한 혈액에서도 동일한 변화가 나타났다(결

과는 보이지 않음). Urea로 혈액을 20분동안 전처리하

여 hemoglobin의 변성도가 최고에 달해 있었음에도

불구하고 이런 시간지연 현상이 나타나는 현상은

Stoica et al.의 가설로는 설명되지 않는다. 이에 대해

서는 3.4항에서 다시 논의하겠다. 

Fig. 6은 희석배율이 다양한 혈액을 0~8 M urea로

20분 동안 전처리했을 때, 혈액-luminol 반응의 화학

발광 세기의 최고 값의 변화를 보인 것으로 urea의 농

도와 화학발광 세기의 최고 값은 양의 상관관계를 가

짐을 볼 수 있다. 

3.2.2. Urea 전처리 시간의 영향

Stoica et al.의 연구에서 사용한 urea의 농도는 8 M

이었기20 때문에 혈액을 전처리하는 urea의 농도는

8 M로 고정하였다. 

1/2000, 1/4000, 1/8000로 희석한 혈액에 8 M urea

20 μL를 분주하고 20분에서 0분까지 2분간격으로 전

처리 시간을 다르게 한 후 luminol시약을 20 μL씩 분

주하고, 그 때 나타나는 화학발광을 동영상으로 촬영

한 후, 동영상에 나타난 화학발광 세기를 측정하였다.

실험은 3회 반복하였다. 

Fig. 7은 1/4000로 희석한 혈액을 8 M urea로 시간

을 달리 하여 전처리했을 때의 혈액-luminol 반응의

최고 화학발광 값의 변화를 보인 것이다. 이 결과를

보면 Fig. 5에서 나타난 것과 같이 대조군에서는

luminol을 분주하는 즉시 화학발광 세기가 최고 값에

도달하는 반면 urea로 전처리하면 약 1초 미만의 시간

이 경과한 후에 최고 값에 도달하는 것을 볼 수 있다.

Fig. 5. Time-course of changes in luminosities in the blood-
luminol reaction with respect to the reaction time
elapsed when diluted at 1/4000 and pre-treated with
various concentrations of urea, followed by luminol
addition. 

Fig. 6. Maximum luminosity values in the blood-luminol
reaction during 10 seconds reaction time with
respect to changes in concentration of urea for pre-
treating blood.
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1/2000 및 1/8000로 희석한 혈액에서도 동일한 변화를

관찰할 수 있었다(결과는 보이지 않음).

Fig. 8은 희석배율이 다양한 혈액을 8 M urea로 전

처리한 시간을 달리했을 때 혈액-luminol 반응의 화학

발광 세기의 최고 값의 변화를 보인 것으로서 그림을

보면 혈액을 urea로 전처리하는 시간과 혈액-luminol

화학발광 세기의 최고 값은 양의 상관관계가 있는 것

을 관찰할 수 있다. 

3.3. Urea의 역할에 대한 검증

Stoica et al.의 주장대로라면 혈액을 20분동안 8 M

urea로 전처리하면 luminol-urea mixture를 바로 분주

한 것보다 hemoglobin의 변성도가 더 높기 때문에,20,29

혈액-luminol 반응 화학발광 세기가 더 높게 나타나야

한다. 그러나 본 실험을 통해 Stoica et al.의 주장으로

는 설명되지 않는 두 현상을 발견할 수 있었다. 

8 M urea로 전처리한 경우보다 luminol-urea mixture

를 직접 분주한 경우의 화학발광 세기가 더 강하게

나타났음. 더구나 혈액을 전처리하는 urea의 농도는

혈액-luminol 반응의 화학발광 세기와 양의 상관관계

가 있는데 luminol-urea mixture에 포함된 urea의 농도

는 4 M에 불과함(Fig. 4). 

Urea로 전처리한 혈액에 luminol을 분주하면 약간의

시간지연이 있고 난 뒤 최고 화학발광 세기를 나타냄

(Fig. 5 및 Fig. 7). 

이런 점을 볼 때 urea를 첨가했을 경우 혈액-luminol

반응의 화학발광 세기가 변하는 현상은 hemoglobin의

변성 이외의 다른 요인에 의해서도 나타났을 가능성

이 있다고 여겨지며, 이를 검증할 필요가 있다. 

Luminol은 hemoglobin뿐 아니라 일부 전이금속과도

반응하여 화학발광을 일으킬 수 있다고 알려져 있고30-33

전이 금속은 hemoglobin과 달리 urea에 의해 변성되

는 물질이 아니므로 혈액 대신 전이금속을 사용하면

Stoica et al.의 가설을 검증할 수 있을 것이라고 예상

했다. 그래서 전이금속인 cobalt (II), copper (II), iron (II),

iron (III) 0.01 M 수용액을 20 μL씩을 여과지에 각각

분주하고 24시간 건조하였다. 여기에 8 M urea 20 μL

를 분주하고 20분간 방치한 다음 luminol을 분주하거

나 luminol-urea mixture 20 μL를 분주하였다. 또한

Weber가 제시한 luminol시약의 조성에서 탈이온수 대

신 8 M urea를 사용한 luminol 용액(8 M urea based

luminol)을 만든 후 이 시약 20 μL를 분주하였다. 전

이금속-luminol 반응은 혈액-luminol 반응에 비해 화학

발광 세기가 약해서 Nikon D5300 카메라의 동영상

촬영 기능으로는 제대로 촬영되지 않았다. 따라서 각

시약을 분주한 직후 카메라의 셔터를 열어 정지 사진

을 촬영한 후 ImageJ로 화학발광 세기를 측정했다. 대

조군으로는 전이 금속에 luminol 20 μL만을 분주한

것을 사용하였다. 실험은 3회 반복 시행하였고 그 결

과를 Fig. 9에 나타냈다. 

Fig. 9를 보면, 혈액 대신 전이금속을 사용하면

luminol-urea mixture에 의한 화학발광 세기는 urea로

전처리한 경우인 8U(20)Luminol과 비슷하거나 오히려

낮게 나타난 반면, 8 M urea based luminol로 처리한

것의 화학발광이 가장 세게 나타난 것을 알 수 있다.

전이금속은 hemoglobin과 달리 urea에 의해 변성되지

않는 물질임에도 불구하고 이렇게 urea로 전처리하는

방법에 따라 화학발광의 세기가 다르게 나타난다는

Fig. 7. Time-course of changes in luminosities in the blood-
Luminol reaction with respect to the reaction time
elapsed, when diluted at 1/4000 and pre-treated with
8 M Urea for various pre-treatment time, followed
by luminol addition.

Fig. 8. Maximum luminosity values in the blood-luminol
reaction with respect to the blood pre-treatment
time(minutes) with urea.



338 Youngpyo Bae and Sungwook Hong

Analytical Science & Technology

것은 urea가 hemoglobin을 변성시켜서 화학발광 세기

의 변화를 유발한다는 Stoica et al.의 가설로는 설명

되지 않는다. Weber protocol에 따라 luminol을 조제할

때 hydrogen peroxide를 첨가하며, hemoglobin에 포함

된 heme은 luminol-hydrogen peroxide 반응의 촉매로

작용하여 결과적으로 혈액-luminol 반응의 화학발광을

나타낸다고 알려져 있다.10 Urea는 luminol-hydrogen

peroxide 반응에도 관여하는 것으로 추정되며 이에 대

해서는 별도의 연구가 필요하다고 생각된다.

4. 결 론

이번 연구에서 urea에 의한 hemoglobin 변성도가

증가함에 따라 luminol의 화학발광을 증가시키는 것을

관찰하였고 8 M urea는 hemoglobin 변성을 유도하여

luminol의 화학발광 세기를 증가시킨다는 Stoica et al.

의 가설을 다시 입증하였다. 하지만 urea가 포함된 4 M

urea 농도의 luminol시약은 urea 농도가 8 M에 미치지

못하였고 혈액과의 접촉시간이 짧음에도 불구하고 8 M

urea를 전처리하는 방식보다 더 강한 혈액-luminol반

응의 화학발광 세기를 관찰할 수 있었다. 또한, 8 M

urea 농도의 luminol시약은 urea를 포함하지 않은

luminol보다 더 강한 전이금속-luminol반응의 화학발

광 세기를 보여주었다. 이로 미루어 보아 urea가

luminol시약에 미리 섞인 경우에는 luminol-hydrogen

peroxide 반응자체에 영향을 주는 기작이 있을 수 있

음을 추측할 수 있다.
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