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요 약 문

I. 제목 : 식품의 안전성확보를 위한 첨단면역분석기술 개발

II. 연구개발의 목적 및 중요성

음용수를 포함한 식품에서의 유해잔류물질의 오염은 중요한 환경문제로 오

래 전부터 대두되어왔다. 그 중 잔류농약, 잔류항생물질 및 잔류곰팡이독소 등

은 세계적으로 널리 문제가 제기되고 있는 유해잔류물질로서 최근 지하수나

토양 및 식품에의 오염으로 인해 환경 또는 건강에 미치는 해로움 때문에 많은

관심을 끌어왔다.

식품과 사료에서의 잔류농약, 항생물질 및 곰팡이독소 등의 유해물질의의 잔

류는 사람이나 동물의 건강에 잠정적으로 유해하며 이러한 유해물질에 사람이

노출되는 위험을 줄이기 위한 많은 연구가 수행되었다. 이러한 유해물질의 분석

을 위해서는 보다 민감하고 신속하며 정확한 방법이 요구되지만 이러한 유해물

질이 식품이나 사료 중에 지극히 소량으로 있기 때문에 실제 식품에서의 유해

물질분석은 어려움에 직면하게 되었다. 간단한 시료의 정제과정과 새로운 크로

마토그래피방법, 특히 HPLC와 다른 화학적 방법들이 최근 수년동안에 개발되

었지만 이들 방법은 너무 복잡하거나 민감하지 않을 뿐만 아니라 부대장치가

필요하고 측정 전에 광범위한 정제과정이 필요하였다. 이러한 어려움을 해결하

기 위한 노력으로 각종유해잔류물질에 민감하고 특이한 radioimmunoas say법이

응용되었으나 폐기물의 처리 및 방사성 시약의 보관 등과 관련한 안정성이 문

제가 되었다. 최근에는 이를 대체하는 간단한 enzyme- linked immunos orbent

assay(ELISA)법이 미국을 비롯한 외국에서 소개되었다. 우리나라에서는 식품에

- 2 -



서의 이들 잔류농약, 항생물질 및 곰팡이독소등의 오염이 농산물의 수출입과정

에서 식품의 안정성 확보를 위한 중요한 검색 대상이 되고있다.

그러나 저분자 화학물질은 실험동물의 면역체계가 인지하지 못하므로 항체

생산을 위한 면역반응을 일으키기위해 분자량이 큰 단백질을 인위적으로 결합

시켜 항원성을 부여하는 일이 필요하다. 최근 본 연구자들도 농약과 같은 환경

에 잔류하는 유해물질을 측정하기 위한 신속한 검색방법을 개발하기 위한 연구

를 계속해왔다.

Ⅲ. 연구개발내용 및 범위

본 실험에서는 잔류농약(atrazine), 항생물질(sulfamethazine) 및 곰팡이독소

(vomitox in)등의 유해잔류물질을 모니토링하는 신속하고 감도높은 첨단면역기술

개발을 하여 식품의 안전성 확보를 하고자 다음과 같은 연구를 수행하고자 한

다.

1) 유해잔류농약(a tra zin e) , 항생물질(s ulfam etha zin e) 및 곰팡이독소(v om it ix in)에 대

한 항원합성

2) 유해잔류물질에 대한 항체 생산을 위한 h yb ridom a cell lin e 개발

3) 단크론성항체의 생산과 특성

4) 효소면역측정법의 확립

5) Immunoaffinity column 제작

6) ELISA KIT의 실험제작

7) 유해잔류물질의 모니토링 시스템의 확립

8) 모니토링 시스템의 응용
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Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구결과

가. 식품 중 잔류농약( atrazine)의 첨단면역분석기술 개발

1) 단크론성항체를 개발하기위해 우선 atrazine을 atrazine- hapten으로 전이시

키고 이들을 BSA, OVA , KLH등과 결합시켜 항원 또는 coat ing conjug ate를

합성하였다.

2) 형질세포종세포(p3×63Ag8. v653)와 atrazine- BSA conjugate를 면역시킨 암

컷 BALB/c 마우스의 비장세포를 융합시켜 atrazine에 대한 단크론성항체를

생산하는 hybridoma cell line을 확보하였다.

3) Hybridoma cell을 mouse복강에 주사하여 생산한 단크론성 항체를 이용하여

atrazine을 측정하기위해 direct competitive ELISA법을 개발하였다. 이 분석

법은 매우 민감하게 시료 1㎖당 0.05- 10ppb의 atrazine을 분석할 수 있었다.

또한 생성된 단크론성항체는 s imazine과는 11%의 교차반응을 보였으나

para thion, bromacil, ebntazone 및 2,4- D와는 교차반응을 나타내지 않았고,

at razine 분석을 위한 ELISA 수행에는 약 1시간이 소요되었다.

4) Immunoaffinity column을 실험적으로 조제하여 식품 시료 중의 atrazine을

정제하기 위해 우선 항체를 gel- (affi- g el 10)에 결합시켰다. Column은 먼저

10㎖ PBS로 씻고 난 뒤 시료용액을 충진했으며 그리고 10㎖의 증류수와 10

㎖의 PBS로 충진한 시료용액을 씻은 후 5㎖의 methanol로 column에 결합되

어있는 atrazine을 용출시켰다. 이때 atarzine의 immunoaffinity column에 의

한 회수율은 92%이었다.
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5) Atrazine 분석을 위한 실험적 ELISA kit 한셋트에는 다음과 같은 것이 포함

되었다. 즉, 항체가 coat ing된 microt iter w ell이 35줄(12w ell/줄), 1000ppb농도

의 표준 atrazine용액(A용액), 1㎎ HRP를 1㎖ PBS에 녹인 HRP 용액 100㎕

(B용액), 5㎖의 ABT S 용액(C용액), 25㎖의 citra te buffer(D용액), 25㎖의 정

지용액(E용액) 등이다.

6) 개발된 모니토링 시스템으로 96개의 농산물과 18개의 수입옥수수를 대상으

로 atrazine을 분석하였으며 그 결과 분석한 시료 중 atrazine에 오염된 시료

는 없는 것으로 나타났다.

나. 식품중 잔류항생물질( s ulfamethazine)의 첨단면역분석기술 개발

1) 단크론성 항체를 개발하기위해 우선 s ulfamethazine을 hapten 조제없이 바로

bovine serum albumin(BSA) 또는 ovalbumine(OVA)과 결합시켜

immunogen 또는 coating conjugate로 사용하였다.

2) 형질세포종세포(p3×63Ag8. v 653)와 s ulfamethazine- BSA를 면역시킨 암컷

BA LB/c 마우스의 비장세포를 융합시켜 cloning 한 결과 sulfamethazine에

대한 단크론성항체를 생산하는 hybridoma cell 3주를 확보하였고, 개발된

hybridoma세포주(SMT - 1- M5)를 mouse복강에 주입하여 얻은 복수의 항체역

가를 조사한 결과 1: 100,000의 희석액에서도 역가를 나타내었다.

3) 생성된 s ulfamethazine에 대한 단크론성 항체는 sulfamethazine에 매우 특이

성을 보여 penicillin G, s treptomycin, chrolampenicol, gentamycin 그리고

kanamycin과는 교차반응을 나타내지 않았으나 다른 물질에 대한 항체와 비

교할 때 역가가 낮았다. 이 항체를 이용하여 sulfamethazine을 측정하기 위한

indirect competit ive ELISA법을 확립하였고 50ppb- 10ppm 수준의

sulfamethazine분석이 가능하였다.
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4) Immunoaffinity column을 실험적으로 조제하여 식품 시료 중의

sulfamethazine을 정제하기 위한 조건을 확립하였다. Column은 먼저 10㎖

PBS로 씻고난 뒤 시료용액을 충진했으며 10㎖의 증류수와 10㎖의 PBS로 다

시 column을 씻은 후 5㎖의 methanol로 처리시키면 대부분 column에 결합

되어있는 sulfamethazine이 대부분 용출되었다. Immunoaffinity column으로

전처리한 시료를 ELISA 및 HPLC법으로 측정하여 회수율을 구한 결과

sulfamethazine의 경우 사료에서는 각각 50.9%, 54.7%를 보여 atrazine경우보

다 낮은 회수율을 보였다.

5) Sulfamethazine분석을 위한 실험적 ELISA kit 한셋트에는 다음과 같은 것이

포함되었다. 즉, 항체가 coat ing된 microt iter w ell이 35줄(12w ell/줄), 10ppm

농도의 표준s ulfamethazine용액(A용액), 5㎖의 ABT S 용액(B용액),

sulfamethazine에 대한 항체 5ml(C액), 2차항체- HRP희석액 5ml(D액), 25㎖

의 citrate buffer(E용액), 25㎖의 정지용액(F용액) 등이다.

6) 개발된 모니토링 시스템으로 54개의 국내시료와 26개의 수입사료를 대상으

로 sulfamethazine을 분석한 결과 국내생산 우유시료 2점에서 각각 0.37,

0.52ppm의 sulfamethazine이 잔류되어 있는 것으로 나타났다.

다. 식품중 잔류곰팡이독소(v omitox in)의 첨단면역분석기술 개발

1) 분자량이 작은 vomitox in에 항원성을 증폭시키기 위해

vomitox in- HG- protein- conjugate를 합성하였으며, 형질세포종세포(p3×

63Ag 8. v653)와 vomitoxin- BSA conjugate를 면역시킨 암컷 BALB/ c 마우스

의 비장세포를 융합시켜 vomitox in에 대한 단크론성항체를 생산하는 4 세포

주를 개발하였다.
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2) Hybridoma로부터 생산한 단크론성 항체의 특성을 조사한 결과 v omitoxin

과 특이성이 있었고, 3- acethylv omitoxin 및 T - 2 tox in과도 27% , 38%의

교차반응을 보였으나 nivalenol, deacetoxys cipenol, zearalenone 및 fumonis in

과는 반응하지 않았다. 이 항체를 이용하여 vomitoxin을 측정하기 위한

indirect competit iv e ELISA법을 확립하였고 50ppb- 10ppm 수준의 vomitox in

분석이 가능하였다.

3) 시료중의 vomitox in의 간단한 정제를 위해 CNBr- act iba ted sepharos e 4B에

항체를 흡착시켜 실험적으로 immunoaffinity column을 제작하였다.

Column의 처리방법은 우선 10㎖ PBS로 column을 w ashing한 후 시료 액을

loading하고, vomitox in이외의 물질은 10㎖ 증류수로 2회 씻어 제거한 다음

항체에 결합된 vomitox in을 3㎖의 methanol로 용출시킨다. 이 때

immunoaffinity column의 vomitox in이 회수율은 평균 90%이상이었다.

4) Vomitox in분석을 위해 실험적으로 제작한 ELISA kit의 경우 30개 시료를

처리하는 재료를 1s et로 포장할 경우 다음의 것들이 필요하였다. 즉 coat ing,

blocking된 microtiter w ell 35line(12w ell/ line), 표준 vomitox in용액 5㎖

(10ppm: A액), vomitox in에 대한 항체 5ml(C액), 2차항체- HRP희석액 5ml(D

액), 25㎖의 citrate buffer(E용액), 25㎖의 정지용액(F용액) 등이다. 단, B, C

액은 - 20℃에 coat ing된 w ell과 A액은 4℃, 그리고 D, E액은 상온에 보관케

한다.

5) 개발된 모니토링 시스템으로 99개의 국내곡류시료 23개의 수입옥수수를 대

상으로 vomitoxin을 분석하였다. 그 결과 쌀에서는 오염된 시료가 보이지

않은 반면, 보리시료에서는 40.8%가 오염되었고 그 중의 한 시료는 1.16ppm

의 높은 vomitox in 오염을 보였으며, 옥수수의 경우는 30.4%가 vomitoxin에

오염되었다. 한편 수입 옥수수의 경우는 23개 시료 중 4개의 시료가

vomitox in에 오염되었고, 그 중에서 0.71ppm의 함량이 가장 높은 것으로 나

타났다.
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6) ELISA의 민감도를 높이기 위하여 enzyme amplificat ion method를 확립하였

고, 민감도는 5ppb수준으로 증가하였다. 확립된 Enzyme amplifica tion

method법으로 vomitoxin 생성균주의 vomitox in 생성량을 조사한 결과 분리

균 32- D- 3이 1.21ug /ml로 가장 많은 량의 vomitox in을 생성하는 것으로 나

타났다.

2. 활용방안에 대한 건의

농산물의 수입화와 더불어 늘어나는 농산물의 수입에 능동적으로 대처하는

방법의 하나로 안전성이 보장된 농산물의 확보와 국민보건 차원에서 수입 농산

물에 대한 엄격한 검역, 검사를 위한 제도적 장치와 이들 법적 규제를 뒷받침하

는 검사기술의 축적이 무엇보다 필요하다. 따라서 각종 농약을 비롯한 유해잔류

물질에 대한 감도 높은 항체를 이용한 면역분석법의 확립으로 농산물에 오염된

각종 잔류유해물질의 분석이 용이해지고 이 기법을 활용함으로서 지금까지 까

다로웠던 다른 잔류유해물질 분석법의 개발에도 응용할 수 있다. 분자량이 매우

낮은 잔류유해물질에 대한 면역분석법은 항원성이 없는 저분자 물질의 경우도

단일크론 항체생산이 가능해 관련된 각종 물질의 기초연구에 활용 및 농산물

분석에 새로운 계기를 마련할 수 있다.

아울러 면역분석법의 확립은 새롭고 안정된 기법으로 언제 어디서나 누구라

도 사용이 가능하여 막대한 외화절약 효과를 가져올 수 있다. 고도의 첨단기술

로 국내 식품에 대한 잔류농약의 오염정도를 국가적으로 체계적인 모니터링 체

계에 의해 지속적으로 조사할 수 있고, 아울러 수입 농산물의 유해농약 오염여

부를 현장에서 신속히 까다롭게 판정하는 검사 s ys tem의 확립으로 농산물 수입

개방에 능동적으로 대처할 수 있다.

각종 농산물의 잔류농약 함유여부를 신속 정확히 분석하는 면역분석체계의
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확립은 지금까지 매우 복잡한 분석과정을 거치는 다른 저분자화합물질 즉,

v itamin, 식물호르몬, 식물성 알카로이드 등의 분석에도 활용 가능하고, 이에 대

한 기술의 축적은 분석시스템의 실제 생산체제로 까지 연결되어야 할 것이다.
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S UMMA RY

Ⅰ. T itle : Development of advanced immuno- analyt ica l technology for

the safety of foods .

Ⅱ. Objects and Neces s ities of the S tudy

T he contamination of res idual hazardous materials in foods including

drinking w ater became a major environmental problem. T he presence of

hazardous materia ls such as res idual pes t icide, antibiot ics and mycotox in in

groundw ater, s oil, foods and feeds is potent ially hazardous to human and

animal health . So many s tudies to decrease the ris k of human ex posure to

those hazardous materials has been done. T here is a need for more

sens it ive, rapid and accurate methods of hazardous material analys is .

How ever, because only trace amounts of thos e are present in the s ample,

analys is of hazardous materials in foods becomes a difficult task.

Nevertheless , rapid progres s in the area of hazardous material analys is has

been made during las t few years . S implified s ample cleanup protocols and

new chromatographic methods , especially HPLC and other chemical methods

have been developed in recent years . T hese methods are too complicated or

les s sens itive and require elaborate equipments or ex tens ive cleanup

procedures prior to determination. T o overcome there difficult ies , a ttempts
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w ere made to employ a radioimmunoassay, W hich is sens it ived s pecific for

hazardous materials , but s t ill pos ses ses problems related to the disposal and

s torag e of radioact ive reagents . Recently a s impler alternat ive method,

enzyme- linked immunosorbent as say(ELISA) has been introduced to the

assay of hazardous materials in other countries including USA.

S ince small molecules materials such as pes t icide, ant ibiot ics and

mycotox in can not be recognized by the immune sys tem, the target

compound mus t be at tached to a larg e carrier protein to effect the immune

respons e for the ant ibody production of the hos t animals . Recently , w e also

have s tudied to dev elop the rapid s creening sys tem including immunoass ay

of env ironmental res idual, hazard materia ls s uch as mycotox in and pes ticides

in food.

Ⅲ. Contents of the S tudy

In this s tudy, w e w ill at tempt to develop a hig h advanced

immunochemical technique for monitoring of res idual hazardous materials

including pes t icide(atrazine), ant ibiotics (sulfamethazine) and

mycotox in(v omitoxin). For this purpose, w e w ill conduct w orks as follow s .

1) Synthes is of immunog en of hazardous materials including pes t icide

(atrazine), antibiot ics (s ulfamethazine) and mycotox in(vomitox in).

2) Development of hybridoma for the product ion of monoclonal ant ibodies

3) Mass product ion and purificat ion of monoclonal ant ibodies .
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4) Development of enzyme- linked immunosorbent ass ay.

5) Development of immunoaffinity column.

6) Development of experimenta l ELISA KIT

7) Development of monitoring s ys tem of hazardous materials

8) Application ot that s ys tem to samplerbent as say

Ⅳ. Res ults of the s tudy

1. Dev elopment of adv ance d immuno- analy tic al tec hnolog y for the

determination of pe s tic ide , atrazine in foods .

1) F or the product ion of monoclonal antibody, atrazine w ere firs t conv erted

to atrazine- hapten. then it w as conjugated to protein s uch as BSA , OVA

and KLH for use as immunog en or coat ing conjugate.

2) Monoclonal ant ibody agains t atrazine w as produced from the hybridoma

cell developed by fus ing myeloma cells (P3x 63Ag8.V653) w ith spleen cells

of BA LB/c female mice immunized w ith a trazine- BSA conjug ate.

3) Us ing these ant ibodies , direct competit iv e enzyme- linkede immunosorbent

as say(ELISA) w as developed for detect ing and quantifing atrazine. T his

as say w as sens it ive and had a linear range from 0.05- 10ppb atrazine.

T he produced monoclonal antibodiy w as cross reacted w ith s imazine(11% )

, but not w ith parathion, bromacil, bentazone and 2,4- D. It took only 1

hour to do w hole ELISA procedure for the analys is of atrazine.

4) Ex perimental immunoaffinity column w as made w ith coupling of ant ibody

to affii- gel 10 for the purificat ion of atrazine in samples . Column w as
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initially w as hed w ith 10㎖ PBS and loaded s ample solution, ans w ashed

column 10㎖ dis t illed w ater and 10㎖ PBS, and then atrazine bound to

antibody w as eluted w ith 5㎖ methanol. Mean recovery of atrazine w ith

developed immunoaffinity column w as 92% .

5) One set of ex perimental ELISA kit for the analys is of atrazine w as

contained as follow : 35 lines (12w ells / line) of coated microt iter w ell, 5㎖

of s tandard s olut ion of a trazine(1000ppb: A solut ion), 100㎕ of HRP

solut ion(1mg HRP/㎖ PBS: B solution), 5㎖ ABT S s olut ion(C solution), 25

㎖ citrate buffer (D solution), 25㎖ s topping solution(E s olut ion).

6) Developed monitoring sys tem w as applied to 96 samples of ag ricultura l

products and 18 samples of imported corn. But there w as no pos it ive

samples contaminated to atrazine.

2. Dev elopment of adv ance d immuno- analy tic al tec hnolog y for the

determination of antibiotic s , s ulfamethazine in foods .

1) For the product ion of monoclonal antibody, s ulfamethazine w as directly

conjugated to bovine serum albumin(BSA) or ovalbimin(OVA) for use as

a immunogen or coating conjugate.

2) Hybridoma cell lines w hich could produce monoclonal ant ibodies agains t

sulfamethazine w ere developed by fus ing myeloma cells (P3x 63Ag8.V653)

w ith s pleen cells of BALB/ c female mice immunized w ith

sulfamethazine- BSA conjug ate. T he hybridoma cell line produced

monoclonal ant ibody specific for sulfamethazine w as grow n in t is s ue
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culture and as an ascites tumour. Antibody titers of above ascite fluid

w ere show n 1: 100,000 more on s ulfamethazine.

3) Produced monoclonal antibody ag ains t sulfamethazine show n a very

specificity to sulfamethazine, but did not reacted w ith penicillin G,

s treptomycin, chrolampenicol, gentamycin and kanamycin. For analys is of

sulfamethazine, indirect competit ive ELISA w as es tablis hed w ith that

monoclonal ant ibody, and detect ion limit w as 0.05- 10ppm lev el of

sulfamethazine

4) Iimmunoaffinity column w as ex perimentally made w ith coupling of

antibody to affii- gel 10, and condit ion of s ample purificat ion of

sulfamethazine w as set up. Column w as initially w ashed w ith 10㎖ PBS

and loaded 5ml sample solut ion. T he sample loaded column w as w as hed

w ith 10㎖ dis t illed w ater and 10㎖ PBS.

And then sulfamethazine bound to antibody could be eluted only w ith 5㎖

methanol. Recovery ra tio of sample pretreated by immunoaffinity column

w as s tudied w ith ELISA and HPLC method, and w as show ed

50.9%(ELISA) and 54.7% res pect iv ely, in feed s ample.

5) One set of experimenta l ELISA kit for the analys is of s ulfamethazine

w as contained as follow : 35 lines (12w ells / line) of coated microtiter w ell,

5㎖ of s tandard solution of s ulfamethazine(10ppm: A s olut ion), 5㎖ ABT S

solut ion(B solution), 5ml of antibody solut ion to sulfamethazine(C

solut ion), 5ml of s econd antibody- HRP solution(D solut ion), 25㎖ citrate

buffer (E s olut ion), 25㎖ s topping s olut ion(F solution).

6) Developed monitoring sys tem w as applied to 54 samples of domes tic

products and 26 samples of imported feed for the determinat ion of
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sulfamethazine. Among them, only 2 s amples of feed show ed pos it ive as

a level of 0.37, and 0.52ppm respect ively.

3. Dev elopment of adv ance d immuno- analy tic al tec hnolog y for the

determination of my cotox in, v omitox in in foods .

1) Vomitox in having small molecule should be conjugated w ith protein s uch

as BSA and OVA to increas e the immunogenis ity for us e as a immunog en

or coat ing conjugate. By fus ing myeloma cells (P3x 63A g8.V653) w ith s pleen

cells of BALB/ c female mice immunized w ith vomitox in- BSA conjugate, 4

hybridoma cells w hich could produce monoclonal antibody ag ains t

vomitox in w ere developed.

2) T he produced monoclonal ant ibodiy w as cross reacted w ith

3- acethylv omitoxin(27% ), T - 2 tox in(38%) , but not w ith niv alenol,

deacetox yscipenol, zearalenone and fumonis in. For analys is of vomitox in,

indirect competitive ELISA w as es tablished w ith that monoclonal ant ibody,

and detection limit of that method w as 0.05- 10ppm level of v omitoxin.

3) Ex permantal immunoaffinity column w as made w ith compling of ant ibody

to CNBr- act iva ted sepharos e 4B for the purifica tion of vomitox in in

sample. Column w as init ially w ashed w ith 10ml PBS, and loaded s ample

solution, and w ashed column tw ice w ith 10ml dis tilled w ater and PBS, and

then the vomitoxin bound to antibody w ere eluted w ith 3ml acetonitr ile.

Mean recov ery ratio of vomitox in w ith immunaffinity column w as above

92.2% .
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4). One set of ex perimantal ELISA kit for the analys is of v omitoxin w as

contained as follow : 35 lines (12w ells / line) of coated microtiter w ell, 5ml of

s tandard solution of v omitoxin(10ppm: A solution), 5㎖ ABT S s olut ion(B

solution), 5ml of antibody s olut ion to vomitox in(C s olut ion), 5ml of second

antibody- HRP s olut ion(D solut ion), 25㎖ citrate buffer (E solution), 25㎖

s topping solution(F s olut ion). Especia lly , B and C solut ion s hould be kept

at - 20C, but A s olut ion and coated w ells a t 4C, and D, E and F s olut ion

at room temperature, respect ively.

5) Developed monitoring sys tem w as applied to 99 samples of domes tic

products and 23 s amples of imported corn for determination of vomitox in.

Among domes t ic samples , all the rice samples did not contaminated to

vomitox in, but barley and corn samples w ere contaminated w ith 40.8% and

30.4% respectively. Meanw hile, 17.4% of imported corn samples w ere

cotaminated, and the maximum lev el of vomit ix on w as 1.16ppm

6) Enzyme amplificat ion method w as es tablis hed to increase the s ens it iv ity

of ELISA for vomitox in. the sens it ivity of tha t method w as remarkably

increased , and detect ion limit w as 5ppbas . T he enzyme amplificat ion

method w as applied to ex amined the vomitox n production of isola ted

s trains . Among is olated s trains , the s train 32- D- 3 s how ed max imum lev el

of vomitox in (1.21ppm).
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제1장 서 론

제1절 연구개발의 배경과 필요성

1. 연구의 배경

일반적으로 식품의 안전성에 문제가 되는 요인으로는 공장폐기물, 생활하수

등에 의한 환경오염과 잔류농약, 잔류항생물질 등에 의한 유해화학물질을 비롯

하여, L isteria, S alm onella 및 B otulinus균 등의 각종 식중독균과 aflatox in,

ochra toxin, T - 2 tox in등의 각종 곰팡이독소(이하 mycotoxin)을 생성하는

A sperg illus flavus , A sperg illus ochraceus 및 F usarium g ram inerium등의 곰

팡이를 포함한 각종 미생물에 의한 원인을 들 수 있다.

그 중에서도 최근 들어 국민경제수준과 식생활의 향상으로 잔류농약, 잔류항

생물질 및 mycotox in과 같은 유해미량잔류 물질이 식품의 안전성과 관련하여

크게 관심의 대상이 되고 있다. 특히 수입 개방으로 많은 외국산 농산물과 식품

이 범람하고 있는 이때에 이러한 유해잔류물질이 오염되지 않은 건전한 식품을

확보하기 위한 노력이 확대되고 있으며, 이를 위해 무엇보다도 잔류농약, 잔류

항생물질 및 mycotox in등의 신속 정확한 분석 기술의 개발이 국민 건강 보호는

물론, 수입 개방에 능동적으로 대처하기 위해 매우 절실한 실정이다.

지금까지 분석 수단으로서 항체의 이용이 1960년대에 이미 밝혀졌음에도 불

구하고 잔류농약이나 잔류항생물질을 비롯한 식품위생에 관련된 미량유해화학

물질 등의 분석에는 면역학적 기법의 이용이 거의 없었다. 이같은 식품과 관련
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한 분야에서 면역기법의 이용이 뒤떨어진 이유는 gas chromatog raph(GLC)나

hig h performance liquid chromatograph (HPLC)에 의하여 잔류항생물질이나

유해화학물질들을 적절히 분석할 수 있었기 때문이다. 하지만 국민경제 수준의

향상으로 식품위생에 대한 관심의 증대로 이들 유해미량물질에 대한 모니터링

의 필요성이 확대되고 있지만 기기를 이용한 기존의 분석프로그램에서는 반복

되는 대량의 시료에 대한 부담이 많은 어려움을 주게 된다. 이러한 기기를 이용

한 분석은 시간과 노동력, 비용 등이 많아 소모되는 단점 때문에 간단하고 신뢰

성이 있으며 저렴한 비용으로 분석할 수 있는 새로운 방법이 필요하게 되었다.

면역기법(Immunoass ay)은 이러한 장점을 지니는 방법으로 1980년대부터 본격

적으로 잔류항생물질, 잔류농약 및 mycotox in등의 잔류물질분석에 응용이 되

어 왔다. 이러한 면역기법에 의한 분석은 특이성, 민감성, 정확성, 신속성, 간편

성, 경제성, 응용성 같은 장점이 있다. 그러나 모든 기법이 그러하듯이 이 기법

역시 table에서 보는 바와 같이 생소한 기법이라는 점과 시약을 쉽게 구할 수

없다는 점, GLC나 HPLC 기법과 같은 비특이적 간섭물질로 인해 GC- MS 같은

보다 정확한 방법에 의해 확인이 필요하다는 것, 다성분 동시분석에 쉽게 응용

할 수 없다는 단점도 있다.
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T able. Advantag es and dis advantag es of Immunochemical technolog y

Adv antag es Disadvantag es

Generally applicable New technology in env ironmental labs

Highly sens itive T oo sens it ive

Highly specifi Hard to apply to mult ianalyte problems

Highly precise Cross react ivity and interference

Very rapid Reagent not available

Cos t effective Confus ing terminology

Highly adaptable Large s ample load required

그렇지만 면역분석법은 비록 감도 높은 항혈청 또는 단일 클론항체 생산을

위해 저분자인 잔류저해물질을 hapten으로 하고 단백질과 결합체를 만드는 복

잡한 과정을 필요로 하나 microplate를 이용한 competitive direct ELISA의 경

우는 많은 시료를 단시간에 분석할 수 있으며 폐기물의 처리 문제가 없고 사용

되는 시약의 대부분은 안정하고 독성이 없어, 앞서 언급한 바와 같이 안정성이

보장된 방법으로 평가되고 있다. 따라서 항체생산가가 낮고 쉽게 항체를 얻을

수 있는 기술의 축적으로 누구나 쉽게 유해잔류물질의 분석이 가능한 실용적인

ELISA kit의 국내개발을 촉진하여 수입식품 뿐만 아니라 국내의 식품이나 농산

물 중 유해잔류물질의 모니터링을 위한 체계적 연구가 이루어져야 하겠다. 그

결과 이러한 분석기술은 잔류농약, 잔류항생물질 및 잔류 mycotox in 뿐만 아니

라 식품성분 등의 분석기술에도 그 활용도가 꾸준히 확대되어야 할 것이다.
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2. 연구개발의 필요성

가. 기술적 측면

각종 잔류농약을 비롯한 항생물질, mycotox in등에 대한 감도 높은 항체를

생산하고, 이를 이용한 면역분석 기술의 확립으로 농산물이나 식품에 오염된 각

종 잔류유해물질의 분석이 용이해지고 이 기법을 활용함으로서 지금까지 까다

로웠던 다른 잔류유해물질 분석법의 개발에도 응용해야한다.. 이러한 기술의 축

적으로 분자량이 매우 낮은 잔류유해물질에 대한 면역분석법은 항원성이 없는

저분자 물질의 경우도 단일크론항체 생산이 가능해 관련된 각종 물질의 기초

연구에 활용 및 농산물 분석에 새로운 계기를 마련할 필요가 있다.

나. 경제 산업적 측면

면역분석법의 확립은 새롭고 안정된 기법으로 언제 어디서나 누구라도 사용

이 가능하여 특히 kit의 국내 개발로 막대한 외화절약 효과를 가져올 수 있다.

(현재 수입 kit의 경우 시료 10점 분석에 kit 비용이 30만원이나, 국산화가 되면

3만원) 고도의 첨단기술로 식품 중 잔류유해물질의 오염정도를 국가적으로 체

계적인 모니터링 체계에 의해 지속적으로 조사할 수 있고, 아울러 수입 농산물

의 유해물질 오염여부를 현장에서 신속히 까다롭게 판정하는 검사 sys tem의 확

립으로 농산물이나 식품 수입 개방에 능동적으로 대처할 필요가 있다.
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다. 사회적 측면

지난 1월 출범한 W T O가 각국의 보건관련규정이 과학적인 근거없이 농산물

수입을 가로막는 무역방벽으로 활용되어서는 안된다는 규정때문에 미국을 비롯

한 농산물 수출국이 자국의 식품류 수출 확대를 위한 절호의 기회로 활용하여

자몽이나 오렌지 등의 농산물은 물론 팝콘, 초코렛 등의 가공식품까지 서서히

수입확대 압력을 가하고있다.

이러한 실정을 감안할때 농산물이나 식품 중에 잔류 가능성이 큰 유해농약,

잔류항생물질 및 잔류곰팡이독소 등을 신속 정확히 분석할 수 있는 첨단 분석

기술을 개발한 다음 국산 분석kit를 보급하고, 이들 기술과 장비로 유해 잔류물

질을 체계적으로 모니터링하는 시스템을 개발함으로서 국내 농산물이나 식품에

서의 잔류농약등의 유해 물질의 오염예방 대책을 수립하고, 아울러 수입농산물

의 국내 반입을 엄격히 규제함으로서 국민보건 향상을 도모할 필요가 있다.

3. 지금까지의 연구개발실적

최근, 세계 각국에서는 농산물을 비롯한 식품에서의 잔류농약, 항생물질 및

m y cotox in 오염문제를 심각하게 취급하고, 이에 대한 강력한 법적 허용 규제 한

도를 설치하여 식품의 수입 수출시 안전성 check의 중요한 대상으로 지목하고 철

저한 검색을 실시하고 있다. 그러나 10여년 전까지만 해도 이러한 유해잔류물질의

분석이 T LC, GC 및 H P LC 등의 방법에 의존하여 실제 분석 da ta를 얻기에는 회

수율과 분석 한계수준의 차이로 미량 오염의 경우 검색하기가 어려웠으며, 무엇

보다도 안정성의 결핍 등으로 실험의 한계성이 노출되어 새로운 분석방법의 필요

성이 강력히 대두되었다. 그 결과 최근에 이르러 Chu , P es tk a 및 M org a n등이 저
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분자 물질인 항생물질, 잔류농약 및 m y cotox in에 대하여 항원성을 부여하기 위해

단백질을 인위적으로 결합시킨 conjug ate 합성이 성공함으로서 면역기법을 도입

한 새로운 분석법을 고안하게 되어 저분자 유해물질 분석의 새로운 돌파구를 찾

게 되었고 그 이후 관련된 활발한 연구가 진행되어 오고 있다.

국내에서도 최근에 이르러 저분자물질분석을 위한 면역기법활용에 점차 관

심을 갖기 시작하여 손 등은 aflatox in B1, zearalenone에 대한 면역기법을 발표

하였으며 이 등도 chloramphenicol 등의 항생물질에 대한 보문을, 그리고 서 등

은 endosulfan 등의 농약의 면역분석법을 발표하였거나 지금도 연구를 진행하

고 있으나 아직도 외국에 비하면 지속적이고 체계적인 연구가 이루어지지 않고

있다. 본 연구자도 오래전부터 잔류유해물질 분석법의 개선에 많은 관심을 가

지고 기존의 HPLC등의 기존방법의 문제점을 인식하고, 80년대 후반부터 면역

기법을 도입하여 과거의 기기분석에서의 문제점의 해결을 위해 노력하고 있다.

이를 위해 유해물질의 면역분석법 개발의 선구자의 역할을 해온 미국 미시간대

학의 Dr. Peska, 영국 식품연구소의 Dr. Morgan등의 연구실을 방문한 후

ELISA법의 개선과 Immunoaffinity chromatograpy법의 개발에 대한 기술 교환

및 필요한 문헌과 자료를 상호 교환하고 있고 최근에는 일본 동경 이과대학

Dr. Ueno연구실에서 잔류유해물질의 분석기법의 개선에 대한 연구를 한 바 있

다.

4. 현 기술상태의 취약성

- 항생물질, 잔류농약을 비롯한 잔류유해물질에 대한 항체생산을 위한 항원합

성법에 대한 이론과 기술축적이 체계적으로 이루어지지 않고 있음

- 외국과는 달리 아직도 vitamin등의 식품성분 분석에 필요한 이론이나 기술

축적이 되어있지 않음
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- 폴리클론항체 외에 안정된 단크론성 항체 생산을 위한 hybridoma cell line

개발에 필요한 기초이론과 기술이 부족한 실정임

- 생산된 항체를 활용하는 안정된 ELISA sys tem의 확립이나 immunoaffinity

column의 개발기술과 보급이 부족함

- 이러한 부족한 점을 보완할 수 있는 지속적인 연구와 이를 위한 지원이 필

요함

5. 앞으로 전망

- 국민의 식생활 향상과 더불어 건전한 식품재료의 확립을 위해 유해잔류물질

의 분석기술 축적이 절실히 요구되고 있음

- 수입식품이나 재료의 증가로 이들 유해잔류물질의 검색을 위한 첨단분석 kit

의 요구가 급증할 것으로 예상됨

- 잔류유해물질 뿐만 아니라 식품성분의 분석에도 면역분석 기술의 활용이 활

발해지리라 전망되며, 이를 위해 안정한 기술축적이 절실할 것으로 전망됨
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제2절 연구개발 목표 및 내용

본 연구는 단일과제로 구성되어있으며 단일 과제속에 위탁과제 1과제를 포

함하고 있다. 아울러 본 과제는 유해 잔류물질 중 잔류농약(atrazine), 항생물질

(sulfamethazine) 및 곰팡이독소(vomitox in)에 대한 단크론성 항체를 개발하여

첨단면역분석법을 확립한다. 또한 간단하고 신속한 면역분석KIT를 실험적으로

제작하고 보급하기 위한 목적으로 다음과 같은 연구를 수행하고자한다.

유해잔류물질에 대한 hapten합성

잔류농약(atrazine)에 대한 항원 합성

잔류항생물질(sulfamethazin)에 대한 항원합성

잔류곰팡이독소(vomitox in)에 대한 항원합성

면역

Mouse t iter 검정

Cell fus ion 및 Cloning

Hybridoma cell line개발

항체 생산과 정제

항체의 특성확인

ELISA 확립

식품별 ELISA분석조건의 검토

Immunoaffinity column 제작

Immunoaffinity column- ELISA 분석시스템 확립

Immunoaffinity column- HPLC 분석시스템 확립

유해잔류물질의 면역분석 kit의 제작

검색 시스템의 확립과 응용

- 38 -



(연차별 연구개발목표 및 내용)

구분
연 구 개 발 목

표
연구개발내용 및 범위

1차 년도

(1996년도)

Hapten 유도체,
Immunogen 합

성 및 면역

식품중 잔류물질에 대한 기기분석법 확립

Hapten 유도체 및 Immunog en합성

. 잔류농약(atrazine)

. 항생물질(sulfamethazine)

. Myotox in(vomitox in)

합성물질의 확인

Immunogen의 면역

항혈청 t iter
Cell fus ion

2차 년도

(1997년도)

단크론성 항체

생산을 위한

hybridoma cell
line개발

( a t r a z in e ,s u lfa
m e t h a z i n e ,

v omitoxin)

Cell fus ion

Cloning
항체의 생산

항체의 특성

ELISA법의 확립

3차 년도

(1998년도)

시료별 면역분

석 조건 및

Im munoaffinity
column개발

동, 식물성 식품별 시료조제

식물성 식품별 분석조건 검토

동물성 식품별 분석조건 검토

Immunoaffinity column (IC)개발

4차 년도

(1999년도)

각종 면역분석

시스템 확립 및

kit의 개발

IC- ELISA 분석조건검토

IC- ELISA 분석시스템 확립

IC- HPLC 분석조건 검토

IC- HPLC 분석시스템 확립

유해잔류물질의 면역분석 kit 개발

5차 년도

(2000년도)

면역분석시스템

을 이용한 유해

잔류물질의 검

색과 대책

국내식품에 대한 유해잔류물질의 검색

수입식품에 대한 유해잔류물질의 검색

오염현황의 통계처리 및 분석

면역분석 kit에 대한 워크샅
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제3절. 추진전략 및 방법

o 본 연구는 신규연구로서 경상대학교가 주관연구기관이 되며 진주전문대학에

는 아직 연구가 되지 않은 항목의 mycotoxin(vomitox in)에 대한 과제를 위

탁하고, 관련연구소, 기업과의 현안문제를 적극의논한다.

o 연구대상항목 (잔류농약, 항생물질 및 mycotox in)에 따라 연구팀을 구성한

후 전문기술 업무에 따라 연구업무를 분담하고 연구책임자는 연구원들의 연

구업무를 유기적으로 조정, 관리한다.

o 공동으로 필요한 전문인력 및 기기(ELISA reader, 세포배양실, HPLC, 동물

사육실)등은 공동으로 이용할 수 있도록 사전조정을 하며, 위탁과제의 경우

필요한 시설과 기구를 필요한 때에 사용하는데 불편함이 없게 조정한다.

o 3년째 부터 참여예정인 기업(대기과학상사)은 현재 ELISA kit 개발에 상당

히 관심을 많이 가지고 있으므로 연구의 진행에 따라 사전에 필요한 지식과

정보를 교환한다.

o 본연구의 효율적인 진행을 위해 보건환경연구원, 국립보건원등과 시료의 의

뢰와 전문적 분석기술에 대한 정보를 교환할 예정이다.

o 연구의 진행 과정에 따라 유해잔류물질외에 protein, vitamin등의 면역분석법

에 관한 사항도 적극적으로 조사, 응용할 계획이며 본 연구의 효과적인 수행

으로 식품분석에 활용될 수 있는 이론과 기초지식을 축적할 예정이다.
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제2장 식품 중 잔류농약(atrazine)의 첨단면역분석

기술개발

제1절 서론

s - T riazine 유도체의 하나인 atrazine은 지난 수십년 간 제초제의 활성성분

으로서 광범위하게 사용되어왔다. Atrazine은 수확 전후의 제초제로 사용되고

있으며 옥수수, 아스파라거스, 핵과 및 포도 재배지의 목초와 잡초 제거에 사용

되고 있다1, 2). 또한 다른 살충제 및 성장조절제와 함께 도로 뿐만 아니라 농업

지역 및 경작되지 않은 지역에 걸쳐 광범위하게 사용된다.3) 식물의 경우 주로

뿌리를 통해 흡수되어지고 부분적으로 잎을 통해 흡수된다4,5). 즉, s- t r iazine은

단백질에 결합한 후 광시스템 Ⅰ과 Ⅱ사이의 전자 전달을 차단함으로서 광합성

을 저해한다. 미국 등에서는 지하수 오염여부에 대한 잠재적 논란 때문에 허용

한계가 설정된 제초제로 분류되고 있다6,7).

이러한 atrazine은 Fig. 2- 1과 같은 구조를 가지며, at razine은 토양 속에서

화학적으로 분해되어 hydrox yatrazine으로 되며 토양미생물에 의해서 분해된다.

가수분해속도는 산성, 알카리성 조건하에서 분해, 휘발되나 물에는 잘 녹지 않

는다5,8,9). 유도물질로는 propazine, s imazine 등이 알려져 있다.4) 분자량이 215,68

로서 끓는점이 173∼175℃이며 NOAEL 농도는 0.75 ppm이고, 음용수 내의

lifet ime health advisory(LHA)는 3 ppb로 보고되고 있다10,11). 또한 chloroform,

diethyl ether, dimethyl sulfoxide, ether, ethyl acetate, methanol, N- pentane등
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유기 용매에는 잘 녹으나, 물에는 잘 녹지 않는 것으로 보고되었다12, 13).

Atrazine은 구강, 피부, 호흡기를 통해 혈액으로 흡수되며 독성의 증상으

로는 비정상적인 고통, 설사, 구토, 안구염증, 점막 염증, 피부 홍반 등을 나타낸

다15). 쥐의 경우 고농도에 노출되면 우울, 호흡 곤란, 운동 실조증, 나약함, 저운

동증, 호흡장애, 피로, 쇠약, 경련 등을 보이고 더 나아가 사망까지도 유발하는

것이 알려져 있다16). 사람 및 다른 동물 등에는 독성이 약한 것으로 알려져 있

으나,14) 한편으로 atrazine은 피부 염증을 유발하는데 atrazine이 섞인 재 등에

눈이 노출되면 심각한 염증을 일으킬 수 있고 고농도의 입자나 방울에 노출되

어 있을 경우 점막에 염증을 일으킬 수 있다15,17).

F ig . 2- 1. S tructure of a trazine18).
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쥐의 LD50는 672∼3,000 ㎎/㎏, 생쥐는 850∼1,750 ㎎/㎏, 토끼 750 ㎎/㎏,

햄스터는 1000 ㎎/㎏인 것으로 보고되고 있다16,19). 또한 공기나 물 중의 LC50은

쥐의 경우 1시간 흡입에 700 ㎎/㎥, 4시간 흡입에 5200 ㎎/㎥을 나타내었다. 6개

월간 하루에 20 ㎎/㎏을 구강 투여한 쥐의 경우, 호흡장애와 손발기형의 증세를

나타내었고 생태학적, 생화학적 변화를 살펴보면 두뇌, 간, 심장, 폐, 신장, 난소,

내분비 기관 등에도 변화를 유발하는 것으로 보고되고 있다. 6개월간 매일 5 ∼

25 ㎎/㎏을 먹인 쥐의 경우 성장이 저해되는 것으로 보고되었으나 조직상의 장

애는 발견되지 않았다. 0, 0.75, 7.5, 75 ㎎/㎏의 atrazine을 매일 2년간 쥐에게

투여한 실험에서 NOAEL치는 0.75 ㎎/㎏이었고, 7.5 ㎎/㎏군에서는 사료 섭취

감소와 간과 심장의 중량이 증가되는 것이 확인되었다. 75 ㎎/㎏군에서는 사료

섭취량 감소, 체중 증가, 신장중량 증가, 혈액 세포수 저하, 간혹 뒷다리의 떨림

과 같은 경직 현상이 발생하는 것으로 보고되었다9,17). 그리고 쥐에게 치사량에

해당하는 800 ㎎/㎏의 atrazine을 임신 3, 6, 9일에 매일 피하주사 하였을 때 실

험쥐 태아는 사망과 분화조직의 흡수 등을 일으켰다. 또한 임신 중 어미 쥐에게

14일에 걸쳐 46.4 ㎎/㎏을 매일 투여하면 태아에서의 유발기형은 관찰되지 않았

으나, 치명적인 돌연변이를 일으키는 것으로 보고되어 있다20). 동물실험 결과,

atrazine은 급성 장기간 투여 시 유방암이 관찰하였으며 EPA는 고농도의

atrazine을 장기간 투여한 쥐에 암을 유발한다고 것을 보고하였으며, 사람에게도

발암성이 있는 것으로 추정되고 있다. 실험동물에 치사량을 투여하였을 때 폐,

신장, 간, 신장, 뇌, 심장 등에서 출혈과 용혈의 형태로 심각한 손상을 일으키는

것을 관찰될 수 있었다9). 아울러 조류인 새와 수상생물인 물고기 등에 비교적

약한 독성을 나타내는 것으로 보고되고 있다. 물고기에서는 뇌, 간, 창자 등에

atrazine이 축적되며 주위의 물보다 11배 많은 양이 농축되어 있다고 보고되어

있다19).

한편 atrazine 검출을 위한 분석방법은 GLC(g as liquid chromatograph)나
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HPLC(hig h performance liquid chromatograph), MS 등이 있고, 이를 이용한

음용수나 토양에서의 검출 사례가 많이 보고되고 있다. 특히 GLC나 HPLC에

의하여 적절히 분석할 수 있었다(2,3,51). 하지만, 최근 작물과 환경에 대한 모니

터링의 필요성이 확대되고 장기적 저농도 노출에 의한 가역적 영향에 대한 관

심이 증대되고 있으나 기기를 이용한 기존의 분석방법은 대량의 시료 처리가

쉽지 않다. 즉, 기기를 이용한 분석은 시간과 노동력, 비용 등이 많이 소모되는

단점이 있어 이를 대처할 수 있는 간단하고 신뢰성이 있으며 저렴한 비용으로

분석할 수 있는 방법이 필요하게 되었다. 면역분석법(Immunoassay)은 이러한

측면에서 장점을 지니는 방법으로 1980년대부터 본격적으로 농약의 잔류분석에

응용 되어왔다. 면역기법에 의한 분석은 특이성, 민감성, 정확성, 간편성 경제성,

신속성, 응용성이 뛰어난 장점이 있다.

면역기법에 의해 지금까지 분석되어진 농약들을 살펴보면, 살균제로는

benomyl과 그 대사체인27,28), meta lax yl, fenpropimorph등과 살충제로는

benzoylphenylurea계 약제29)와 para thion, aldrin, dieldrin , endos ulfan,

fenitrothion, permethrin, pyrimifos - methyl 등이 분석되었으며30-32) 제초제로

paraquat, 2,4- D, atrazine, chlors ulfuron, metolachlor, picloram, bentazon등이

분석되었다33-35). 이 밖에도 IA A, ABA, GA와 같은 식물 생장조절제와 살비제

avermectin , B acillus thuring iensis 독소36)나 aflatox in B1과 같은 곰팡이 독소

분석37) 등이 시도되었다26).

식물 특히 옥수수, 과일에서의 atrazine 분석방법은 주로 T LC, GC, HPLC

등을 이용하고 있으나18,20,38-41) 이들 방법은 추출과 정제의 과정인 시료 전처리

에 많은 시간과 유기용매가 소비되고 넓은 공간 많은 기구 그리고 전문인력을

필요로 하며 비싼 장비가 필요하고 처리과정에서 수반되는 안전성의 문제가

제기된다. 이에 반해 면역분석법은 값싸고3) 다량의 시료를 동시에 복잡한 추출

없이 적은 양으로 측정할 수 있으며1,23,42) 분석시간이 빠르다16,43-44). 단점으로는
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만들어진 항체가 다른 유사한 화합물과의 교차 반응을 일으킬 가능성이 있으나

이를 극복하면 보다 간편하고 정확한 분석을 할 수 있을 것으로 사료된다24,

45-52).

본 연구는 국내식품을 비롯한 수입 농산물의 안전성 확보를 통한 국

민 보건 증진이라는 궁극적 목표를 달성하기 위한 연구의 일환으로 현재

세계 각국에서 문제가 제기되고 있는 유해잔류농약의 식품내 잔류량 측

정을 위한 신속검색방법을 개발하기 위하여 atarzine을 실험대상농약으

로 하여 먼저 항원성을 인위적으로 부여하고 단일크론 항체 생산을 위

한 hybridoma cell 의 개발과 이들 단일크론 항체를 이용한 첨단분석 방

법의 확립과 이를 바탕으로 실제 간편한 분석 kit를 개발하여 국내에 보

급함으로서 체계적인 유해 잔류농약 오염 현황을 모니터링하여 식품의

안전성을 도모하기 위하여 다음과 같은 연구를 수행하였다.
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제2절 실험재료 및 방법

1. 실험재료

본 실험에 사용된 실험재료는 다음과 같다. T w een 20(polyethylene sorbitan

monolaurate), keyhole limpet hemocyanin(KLH), bov ine serum albumin(BSA),

ovalbumin(OVA), 2,2' - azino- di- 3- ethyl benzthiazoline sulfonic acid(A BT S),

N- hydrox ysuccinimide(NHS), horseradish perox idase(HRP),

3- mercaptopropionic acid, ant imous e- IgG- horseradis h perox idase conjugate,

phosphate buffer s aline(PBS)는 Sig ma사로 부터, F reund' s complete

adjuvant(FCA), F reund' s incomplete adjuvant(F IA), 3,3' - diaminobenzidine,

dimetylfonamide(DMF) 및 표준 atrazine은 Aldrich사로부터 구입하여 사용하였

고, 폴리클론항체생산을 위해서는 New zealand female w hite rabbit를 단클론성

항체생산을 위해서는 BALB/ c mouse를 실험동물로 사용하였다. 또한 분석을

위한 기구로 microtiter pla te는 Dynatech사에서, 분석기기인 ELISA Reader는

B IO- R A D ELISA Reader model 550을 사용하였다.

시료 중 atrazine 추출을 위한 유기용매로 hex ane, ethyl acetate, methanol,

ethanol, acetonitr ile 등은 HPLC급을 사용하였고, 그 외 화학약품은 분석용 특

급시약을 사용하였다.
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2. A trazine에 대한 antigen합성

가. Atrazine- hapten 합성

항원성이 결핍된 atrazine의 항원성을 높이기 위하여 유도체를 만들어

coupling s ite를 부여하고 다시 단백질을 결합시켜 항원성을 증폭시켰다.

Atrazine의 유도체의 합성은 Marvine 등3)의 방법에 준하였다. 즉, 3개의 가지

달린 flas k에 100 ㎖의 ethanol에 녹인 atrazine 2.16 g(10 mmol)넣고 SH기를

가진 3- mercaptopropionic acid 0.834 ㎖ (20.8 mmol) 와 0.88 g NaOH(20.8

mmol)을 첨가하여 질소 g as하에서 70℃이상의 온도로 reflux시켰다. 이 반응물

의 ethanol을 v acuum pump를 이용하여 제거 한 후 celite로 여과하고 다시 물

을 가해 100 ㎖로 맞춘 다음 진한 염산으로 pH를 4.0 이하로 산성화시키면서

합성된 atrazine- haptan을 결정체화 시켰다. 이것을 filter paper를 funnel에 깔고

여과한 다음 ice bath에서 w as hing하여 깨끗한 결정을 얻고, 이것을 vacuum

des iccator에 넣어 하룻밤 동안 정치시켜 완전한 결정을 얻었다.

나. Atrazine- protein conjug ate 합성

합성된 atrazine- hapten과 단백질의 결합도 Marvine 등3)의 방법에 따라 행하

였다. 즉, at razine- protein conjug ate 합성은 30.2 ㎎의 atrazine hapten(0.1

mmol)을 1 ㎖의 dry DMF에 녹이고 0.1 mmol의 N- hydroxys uccinimide와

0.11mmol cyclohexylcarbodiimide를 첨가한 후 3.5시간 실온에서 반응시켰다. 이

때 침전된 dicyclohex yl urea는 원심 분리하여 제거하였고 DMF 상등액을 준비

하였다. 미리 준비해 둔 protein용액(BSA , HRP, KLH)을 s tirring하면서 앞서

제조한 DMF 상등액의 1/4씩을 protein용액에 첨가하였다. 합성된
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atrazine- protein conjug ate는 4℃에서 3일간 투석을 하여 정제하였고, 투석 후

2 ㎖씩 plas tic vial에 넣고 - 20℃에 보관하면서 사용하였다.

3. A trazine에 대한 폴리클론항체생산

가. 면역

Atrazine에 대한 항체생산을 위해 앞서 합성한 atrazine- KLH 1,000 ㎍을 1.0

㎖의 식염수에 녹이고 1 ㎖ complete F reund' s adjuvant와 섞어 유화시켜 토끼

피하에 1차 면역(500㎍/ rabbit)을 실시한 다음, 3주 간격으로 incomplete

Freund' s adjuv ant로 유화시켜 boos ter inject ion을 행하였다. 1차 injection후 2

주 간격으로 채혈하여서 항체 역가를 측정하였고, 항체가 높은 것은 황산암모늄

침전법으로 정제하였다. 즉 상징액 반정도의 포화 황산암모늄 용액을 자석 교반

기로 교반하면서 1방울씩 떨어뜨려 혈청단백질을 침전시켜 원심분리의 과정을

3번 이상 반복하여 항체를 분리하였다. 분리한 항체는 원래와 같은 부피의

0.01M phos phate buffer s aline(PBS)로 녹이고 4℃에서 3일간 투석시킨 다음 원

심분리하여 침전물을 버리고 상징액을 취하여 역가를 측정한 다음 1 ㎖씩 분주

하여 동결건조 시킨 후 - 70℃에서 보관하면서 실험에 사용하였다.

나. 항혈청 역가 측정

정제한 항체의 역가를 측정은 indirect ELISA법을 행하였다. F ig . 2- 2에서

보는 바와 같이 앞에서 합성한 atrazine- BSA를 완충액(coating buffer)에 녹여

microt iter plate에 100 ng/ 100 ㎕/w ell씩 분주한 다음 4℃에서 하룻밤 방치하여

코팅한 후 세척용 완충액으로 4회 세척하였다. 항체의 비특이적인 반응을 방지
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하기 위해 PBS에 녹인 0.2% ovalbumin을 200 ㎕가하여 하룻밤 방치하여

blocking을 한 후 세척용 완충액으로 4회 세척하였다. 항혈청을 단계적으로 희

석한(10∼100,000) 항혈청을 100 ㎕씩 w ell에 주입하고 다시 37℃에서 1시간 반

응시켰다. 세척용 완충액으로 5회 세척하고 1 : 1,000으로 희석한 2차 항체(goat

ant i- rabbit Ig G- HRP, S igma)를 100 ㎕씩 분주하고 1시간 동안 실온에서 반응

시킨 후 다시 세척용 완충액으로 6번 세척하고 기질용액(ABT S) 100 ㎕를 분주

하여 실온에서 30분간 발색시킨 후 반응정지용액을 50 ㎕씩 넣어 반응을 정지

시켰다. 이것을 ELISA Reader로 405 nm에서 흡광도를 측정하여 역가를 검정

하였다.
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Coating plates 500 ng atrazine- BSA w ith coat ing buffer

↓

Place at 4℃ for overnig ht

↓

W ashing plates w ith PBS- tw een(4 t imes )

↓

Add 200㎕ 0.2% ov albumin/PBS, 4℃ overnight

↓

W ashing plates w ith PBS- tw een(4 t imes )

↓

Add antibody and Incubation at 37℃ for 1hr

↓

W ashing plates w ith PBS- tw een(5 t imes )

↓

Add 100㎕ 2nd antibody solution(Goat ant i- rabbit Ig G- HRP)

↓

Incubat ion at 37℃ for 1hr

↓

W ashing plates w ith PBS- tw een(5 t imes )

↓

Add 100 ㎕ subs trate and incubation at 37℃ for 30min

↓

Add 50 ㎕ s topping - reagent

↓

Reading at 405 nm

Fig. 2- 2. Procedure of indirect ELISA for t it rat ion of anti- atrazine

ant ibody in rabbit .

- 57 -



다. 항체의 특이성조사

생산된 폴리클론 항체의 특이성을 조사하기 위하여 atrazine과 유사한 구조

를 가진 화합물에 대한 교차반응성을 조사하였다. 즉, 2,4- D., para thion,

malathion, bromacil, bentazone 등의 농도를 달리하여 이들 농약에 대한 항체의

교차반응의 정도를 구하였다. Atrazine 폴리클론 항체에 대한 atrazine- HRP의

결합을 50% 저해하는 atrazine의 농도를 atrazine- HRP의 결합을 50% 저해하는

이성체의 농도로 나눈 %값으로 나타내었다.

라. Direct competit iv e ELISA법 확립

황산암모늄 첨전법으로 정제하여 얻은 항체를 이용하여 direct competitive

ELISA(dcELISA)법을 확립하였다. ELISA법을 확립하기 위하여 반응의 조건을

항체의 coat ing 농도, 항체의 coat ing buffer, 항체 coating 온도, 항체의 coat ing

배양시간, at razine- HRP 결합체의 반응농도 등을 조사하여 반응의 조건을 설정

하였고 이러한 조건들이 ELISA 반응에 미치는 영향을 조사하였다.

4. A trazine에 대한 hybridoma 개발

가. 면역

실험동물인 생후 6주된 BALB/c mouse(암컷)에 atrazine- KLH와 Freund' s

complete adjuvant의 혼합액을 마리당 100㎕씩 복강으로 면역하였으며 3주 간

격으로 같은 방법으로 3회 추가접종을 실시하고 있다. 마지막으로 fus ion 3일

전에 phosphate buffered s aline(PBS)으로 희석한 동량의 atrazine - KLH conju

gate를 복강내로 주사하여 최종면역 하였다.
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나. 항혈청 titer 측정을 위한 ELISA법 확립

Atrazine에 대한 항혈청 titer 측정은 앞서 폴리클론항체에 대한 t iter측정에

서와 같이 indirect competitive ELISA법으로 실시하였다.

다. Cell fus ion

Atrazine에 대한 단크론성항체를 생산하는 hybridoma cell line을 개발하기

위하여 먼저 atrazine등에 특이한 항체를 생산하는 mouse의 s pleen cell과

myeloma cell을 융합시켰 다. 세포융합에 사용한 형질세포종세포는

P3x63Ag 8.V653 세포주로서 경상대학교 의과대 학 미생물학 교실에서 분양받

아 계대한 것을 사용하였다. 이 세포는 hypox anthine g uanine phosphoribosyl

transferase(HGPRT )가 음성이어서 8- azaguananine에 내성이며 면역글로부린을

생산하지 못한다. 이 세포주를 8- azag uananine (20ug/ ml), 10%우테아혈청,

10% NCT C- 135(GIBCO), 그리고 gentamicin (50ug /ml)이 함유된 RPMI 1640

(GIBCO)로 배양하며 2- 4일에 한번씩 원침세척하여 새로운 배지로 갈아주면서

37℃, 6% CO2에서 배양 계대하였다. 세포융합에 사용할 형질세포종 세포는 새

로운 배지로 18시간 배양한후 RPMI1640으로 3회 세척하고 세포수를 1X106/ml

로 조정하여 사용하였다.

최종면역 후 3일이 경과된 BALB/ c마우스로부터 비장을 적출하여

Dulbecco' s Modified Eag le' s Medium(DMEM,GIBCO)내에서 핀셍으로 비장세

포를 분리하였다. 비장 세포액을 실온에서 적당하게 정치시켜 비장 결합조직을

가라 앉혀 제거하고 DMEM으로 원심세척하였다. 비장세포액을 우태아 혈청에

중층하여 280g에서 5분간 원심분리함으로써 비장 세포액내의 혈소판을 제거하
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였다. DMEM으로 원심세척한 다음 비장 세포액을 T ris - NH4Cl용액으로 처리하

여 적혈구를 용혈시켜 백혈구 성분을 분리하였다. 그런 다음 RPMI1640 으로 3

회 세척하여 세포수를 1x 107/ml로 조정하여 사용하였다.

세포융합방법은 Kohler과 Mils tein의 방법으로 실시하였다. 즉 위에서 준비한

형질세포종 세포와 비장세포를 1:10의 비율로 혼합하여 2회에 걸쳐 원침세척하

였다. 37℃로 보온시킨 혼합 세포침전물에 50%( W /V) polyethylene glycol

1,000 1ml을 1분간 점적하여 세포를 융합시켰다. 점적후 즉시 37℃의 DEME

1ml을 흔들면서 1분동안에 첨가하였고 계속해서 DMEM 15ml을 5분간에 걸쳐

첨가하였다.

융합이 끝난 혼합 세포액을 400gx에서 5분간 원침하고 20% 우태아 혈청,

10% NCT C,그리고 g entamicin(50ug /ml) 첨가된 DMEM에 부유시킨 다음

96- w ell배양판에 w ell당 50ug씩 분주하여 37℃,6% CO2에서 배양하였다.

융합된 세포만을 선택하기 위하여 Lit tlefield가 고안한 HA T (50uM

hypoxanthine, 0.4uM aminopterin, 16uM thymidine)배지를 융합후 1,3,5,및 7일

에 w ell당 50ul씩 첨가하고, 10일에는 150ul씩 배지를 교환하여 15일까지 융합세

포의 증식 유무를 역위상차 현미경으로 관찰하였다.

라. Cloning

융합 후 10일 내지 15일 사이에 융합된 세포가 w ell 바닥의 1/ 3이상 성장하

였을 때 배양상층액을 채취하여 효소 면역측정법으로 항체를 분비하는 지의 여

부를 검색하였다. 항체를 생산하는 w ell의 세포를 24 w ell plate에 옮겨 배양한

후 항체역가가 계속 유지되고 세포의 증식이 활발한 hybrid를 선택하여 cloning
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을 실시하였다.

Cloning은 Mckearn의 무한대 희석법으로 실시한다. 24 w ell에서 성장하는

세포를 DMEM으로 희석하여 최종 10 ∼ 30 cell/㎖의 농도로 조정하여 w ell당

100㎕씩 분주하여 배양하였다. 이 때 사용한 배지는 aminopterin이 첨가되지 않

은 배지를 이용하였다. 7- 10일 배양 후 역위상차 현미경으로 1개의 세포집락이

형성된 w ell을 선택하고 항체생산 여부를 효소 면역측정법으로 검색하였다. 항

체의 역가가 높은 hybridoma를 최종 선택하여 증식시키고, 106 cell/㎖로 조절된

배양세포를 cryo tube에 1㎖씩 분주하여 - 70℃에서 급속동결한 후 액체질소에

보관하면서 실험에 사용하였다.

5. 항체의 생산과 특성

가. 항체의 생산

확보한 hybridoma중 항체생산능이 가장 안정한 hybridoma를 T - 75 flask에

서 대량배양한 후 mouse의 복강에 이식하여 복수액을 생산하였다. 즉, 1주일

전 복강에 pris tane (2,4,10,14- tetramethylpentadecane, s ig ma co.)을 0.5㎖를 주

입한 mous e에 대량증식한 hybeidoma cell을 수거하여 세포수가 1.0×107/0.2㎖

되도록 조절하여 mouse의 복강에 주입하였다. 약 7- 8일후 복강으로부터 복수액

을 채취하여 원심분리한 후 상징액에 대하여 역가를 검정한 다음 실험에 사용

하였다. 또한 각 융합잡종세포가 분비하는 단크론성의 항체 isotype을 조사하였

다. 항체의 is otype결정은 Boehriner mannheim사의 mous e monoclonal

ant ibody isotyping Kit를 사용하여 Boehriner mannheim사에서 제시한 방법에

따라 시행하였다.
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나. 항체의 특성

채취한 복수액을 ammonium sulfate법으로 정제하여 항체의 반응성 및 특성

을 조사하는데 사용하였다. 즉, 복수액을 2배량의 PBS용액에 희석한 후 포화

ammonium s ulfa te용액을 동량 가하여 30분간 실온에서 반응시킨다음 10,000x g

의 윈심분리를하여 침전물을 회수하였다. PBS용액에 침전물을 재용해 한다음

다시 45% ammonium sulfate용액을 동량가하여 실온에서 30분간 반응시키고

다시 10,000x g의 윈심분리를하여 침전물을 회수하였다. 한번더 45% ammonium

sulfate용액으로 반복한 다음 PBS용액에 투석을 3일동안 3회 반복하였다. 투석

이 끝난 용액의 단백질량을 정량한 다음 항체의 반응성 및 특성을 조사하는데

사용하였다. 생산된 단크론성항체의 특이성을 조사하기 위하여 각 유해물질과

유사한 구조를 가진 화합물에 대한 교차반응성을 조사한다. 이성체들의 농도를

달리하여 흡착항원에 결합된 항체를 50% 유리시키는 농도를 산출하여 교차반

응성(CR50)을 다음과 같이 계산한다. CR50=(흡착 항원과 항체의 반응을 50% 억

제할 수 있는 atrazine의 농도/ 흡착항원과 항체의 반응을 50% 억제할 수 있는

이성체의 농도)×100

6. ELISA법의 확립

가. ELISA 조건조사

앞서 생산한 단크론성항체를 정제한다음 이를 이용하여 ELISA법을 확립하

는 실험을 실시하였다. Atrazine분석을 위한 direct competit ive ELISA법 또는

direct competit ive ELISA법을 확립하기 위해 coat ing법과 coat ing 시간. pH, 각
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종유기용매와의 반응, 항체의 농도, 기질의 농도 및 반응시간이 ELISA법에 미

치는 영향을 조사하였다.

나. Rapid direct ELISA법의 확립

실제 현장에서는 빠른 검색을 필요로 하고 있으므로 앞서의 direct

competitive ELISA법을 개량하여 신속히 검색하는 방법을 모색하였다. 이를 위

해 coating antibody의 희석배수와 t race로 사용하는 zearalenone- HRP의 희석

배수를 조절하여 10분 반응, 10분 발색하여 현장에서 신속히 검출하는 rapid

direct competitive ELISA 방법을 확립하였다.

7. ELISA분석용 시료조제법

가. 각종시료의 수집

개발한 hybridoma를 이용하여 얻은 단크론성항체로서 확보한 ELISA 조건을

실제 시료에 적용하기 위해 제초제 atrazine의 경우는 현재 미국 등지에서 오염

문제가 되고 있는 토양과 물을 실험대상시료로 수집하였고, 동물성 시료로는 사

람의 urine과 혈액을 제공받아 ELISA 분석을 위한 시료조제에 사용하였다.

나. 식물성 시료조제

미국 등지에서 제초제로 사용되고 있는 atrazine의 문제는 물, 토양이 주가

되므로 이들을 분석하는 시료 중에 조건을 실험하였고, 아울러 사과, 포도 등의

과일도 취하여 시료 조제를 하여 분석조건으로 조사하였다.
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1) 물 시료의 조제

Lucas 등51)의 방법을 참조하여 시료를 조제하였다. 즉, 경남 진주의 진양호

물을 1L 삼각플라스크에 채취하여 냉장고에 보관한 다음 실험에 시료로 사용하

였다. 즉, 500mL의 시료를 W hatman No.1로 여과하여 오염물을 제거한 다음

pH를 7.4로 조절하였다(0.1N NaOH 또는 0.1N HCl). 이 액의 일부분을 2개의

15mL 원심분리관에 5mL씩 넣어 보관하면서 ELISA를 실시하였다.

2) 토양시료의 조제

토양시료의 경우는 물과는 약간 달리 FDA /W HO 방법에 준하여 실험하였

다. 즉 5g씩의 토양시료 2개를 각각 삼각플라스크에 넣고 25ml의 30% MeOH(

in PBS)과 혼합한 후 실온에서 하룻밤 진탕시켰다. 이것을 13,000rpm에서 30분

원심분리하고 상등액을 W hatman No.1로 여과하였다. 이때 여액을 시료로하여

ELISA를 실시하였다.

3) 농산물의 시료조제

농산물의 경우 사과와 포도를 취하여 시료 조제를 하여 회수율을 구한 다

음 ELISA 실시 가능여부를 검토하였다. 즉, FA O/W HO 방법에 준하여 사과 및

포도 10g씩을 천칭하여 비이커에 넣고 50mL의 30% MeOH(in PBS)을 가한 다

음 w aring blender로 blending 하였다. 시료를 13,000rpm에서 30분 원심분리하

고, 상층액을 W hatman No.1 여과지로 여과하여 여액은 pH 7.4로 조절하고, 이

액 일부분을 15mL 원심분리관에 취하여 ELISA를 실시하였다.
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다. 동물성 시료조제

Atrazine 분석을 위한 동물성 시료는 거의 없으나 물에 오염되었던 유해물질

이 urine이나 혈액에 2차 오염될 가능성이 있어 이들을 시료로 ELISA 조건 확

립을 위한 실험을 실시하였다.

1) Urine시료의 조제

Urine 시료의 ELISA 분석조건을 조사하기 위하여 경상대학병원 일반외과에

서 제공받은 urine을 먼저 50mL 원심분리관에 넣고, 3,000rpm에서 10분간 원심

분리하여 상등액을 4℃에 보관하면서 ELISA 시료로 직접 사용하였다.

2) 혈액시료의 조제

경상대학교 의과대학 일반외과에서 제공받은 혈액에 EDT A를 1mg/ mL 농도

로 첨가하고 1,500rpm에서 10분간 원심분리하여 혈장만을 취하여 4℃에서 보관

하면서 ELISA시료로 사용하여 회수율을 비롯한 ELISA 분석을 위한 실험조건

을 확립하는데 사용하였다.

8. A ffinity column(IC)의 제작법

가. 항체의 대량생산

Atrazine에 대한 항체의 대량생산은 지금까지의 BALB/c mouse 복수를 이
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용한 방법에서 달리하여 T - 75 flask에서 대량 증식한 hybridoma cell을 Fig.

2- 3과 같은 모양의 Integra celline CL 350 flask에서 항체를 생산하였다. 즉

15% fetal calf s erum(F CS)이 함유된 DMEM배지로 hybridoma cell을 1.0 x

106/㎖로 조절한 다음 5㎖을 (A)에 주입하고 s erum이 포함되지 않은 DMEM배

지 350㎖을 (B)에 주입하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 1주일동안 배양한 후

(A)을 통하여 2.5㎖의 항체가 포함된 cell 용액을 취하고 다시 15% FCS이 함유

된 DMEM배지 2.5㎖을 보충하고 serum이 함유되지 않은 DMEM배지 350㎖로

교체하여 계속적으로 배양하였다. 이 후 3일 간격으로 반복조작하여 항체를 생

산하였다. 항체가 포함된 세포용액은 3,000rpm으로 원심분리하여 cell을 제거한

다음 항체 역가를 측정하고, 4℃에 보관 하면서 Affinity column(IC) 및 분석

용 ELISA kit의 실험제작에 사용하였다.

F ig . 2- 3. Potog ram of Integra celline CL 350 flask for monoclonal ant ibody

production w ith hybridoma cell.
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나. Affinity column의 제작

시료에 극히 미량으로 오염되어 있는 atrazine을 정제, 농축하기 위한 목적으

로 affinity column을 제작하였다. immunoaffinity column에 의한 atrazine의 정

제원리는 Fig. 2- 4와 같다.

F ig . 2- 4. Principle of dev eloped immunoaffinity column

chromatog raphy

A: Monoclonal ant ibody B: Support Bead

C: Atrazine Molecule
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먼저 유리병에 들어있는 g el 25㎎을 감압장치가 부착되어있는 유리 funnel에

옮기고 gel 10배량의 ice- cold w ater로서 g el을 세척하였다. 세척 전 g el을 25

㎖의 차가운 단크론성항체가 들어있는(1㎎항체 및 5㎎항체/㎖ PBS) 50㎖ 원심

분리관에 넣고 천천히 흔들어 덩어리가 없는 혼합액이 되게한 다음 4℃에서 하

룻밤동안 천천히 교반시켰다. 이 때 항체와 g el의 결합을 조사하였다. 즉, 소량

의 결합액을 취하여 증류수로 40배 희석한 후 280nm에서 O.D.를 측정하여 비

교하였다. 특히 결합물에 유리되는 N- hydroxys uccinimide의 방해를 감소시키기

위해 전체량의 1/ 100에 해당하는 1M HCl을 첨가하여 pH를 낮춘다음 O.D.를

측정하였다.

항체와 g el의 결합이 확인되면 항체의 잔여 act ive s ide를 없애기 위해 2.5㎖

의 1M ethanolamine- HCl을 첨가한 다음 배양을 1시간 더 계속하였다. 단크론

성항체와 결합된 gel을 g las s filter가 부착된 funnel에 옮기고 250㎖의 물과 500

㎖의 PBS로 g el을 감압세척하였다. 세척이 끝난 g el cake는 적당한 유리병이나

시험관에 넣고 25∼50㎖의 PBS를 첨가한 다음 덩어리가 생기지 않도록 충분히

교반시켰다. 이것에 0.1% s odium azide를 첨가하고 4℃에 보관하면서 실험에

사용하였다.

또한, 시료의 조제 및 정제는 다음과 같이 수행하였다. 즉, 시료 6g을 50㎖

원심분리관에 넣고 70% methanol 18㎖을 가한다음 10분간 진탕기에서 100rpm

의 속도로 추출하였다. 진탕이 끝난 시료는 3,000rpm에서 5분간 원심분리하고

상징액 6㎖을 취하여 PBS 36㎖로 희석시켜 column 정제용 시료로 사용하였다.

정제에 앞서 우선 항체가 결합된 g el 1㎎을 minicolumn에 넣고 10㎖의 증류수

와 PBS로 각각 세척하고 항체와 결합한 atrazine을 methanol로 용출시킨다.

HPLC에 의한 atrazine의 g el과 결합여부에 관한 실험을 하기 위한 기기분석 조

건은 T able 2- 1과 같았다.

- 68 -



T able 2- 1. HPLC condit ion for atrazine analys is .

다. IC- ELISA

시료에 극히 미량인 atrazine의 오염정도를 추적해야할 필요가 있을 경우 일

단 시료를 전처리하고 immunoaffinity column으로 시료 중의 atrazine을 g el에

흡착된 항체에 고정시킨 후 메탄올로 용출시켜 ELISA용 시료로 사용하는

IC- ELISA 분석조건을 검토하였다.

즉 IC로 정제된 시료는 direct competit ive ELISA와 결합시켜 IC- ELISA 분

석시스템을 확립하였다. 즉 atrazine에 대한 단크론성 항체를 PBS에 희석한 다

음 w ell에 100㎕씩 첨가하고 4℃에서 하룻밤 coat ing 하였다. coating pla te는

PBS와 3번 이상 PBS- tw een 용액으로 w as hing하고 앞서 정제한 시료 100㎕와

atrazine- HRP conjugate 희석액을 100㎕을 혼합한 액 100 ㎕씩을 w ell에 주입

하였다. 반응액이 든 pla te는 다시 37℃에서 30분간 반응시킨 다음 PBS- tw een

으로 6회 w ashing하고 기질(A BT S) 희석액을 100㎕씩 w ell에 주입하여 10분간

발색시켜 ELISA reader로 읽어 미리 준비한 표준곡선과 비교하여 시료 속의

atrazine 함량을 구하는 IC- ELISA sys tem을 확립하였다.

HPLC T ype

Column

Detecter

F low rate

Mobile phas e

W aters Model 590

Bondapak C18(3.9mm ×300mm steel column)

UV 230nm

1㎖/m in

methanol:w ater(80:20, v /v)
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라. IC- HPLC

IC를 이용하여 조제한 시료를 HPLC에 연결하여 분석하기 위한 IC- HPLC

분석조건에 대한 실험을 하였다. 지금까지의 결과는 시료를 앞서 IC- ELISA와

같이 MeOH로 용출시키고 질소 g as로 농축한 후 4℃에 보관하면서 MeOH 100

㎕에 녹여 여과한 다음 HPLC 분석용 시료로 사용하고 있다. 이때 HPLC 분석

조건은 column은 uBondapak C18(3.9mm X 300mm steel column)을 사용하였

고 Detector는 UV 230 nm, F low rate는 2 ml/min, Mobile phas e는 methanol

: w ater (80:20, v/v)를 사용하였다.

IC로 정제된 시료는 HPLC로 쉽게 분석할 수 있는 IC- HPLC 분석시스템을

확립하였다.

9. ELISA분석 KIT의 실험제작

각종 시료 중에 잔류하는 atrazine의 신속한 분석을 위한 kit를 다음과 같이

실험 제작하였다. 즉 기존의 direct competit iv e ELISA법을 활용하여 실제 현장

에서 간단히 분석할 수 있는 kit를 조제하기 위해 다음과 같은 것을 시험하였

다. 즉, ELISA 조건의 kit에서의 적합 여부, kit의 보관방법, k it 사용기간, 그리

고 kit 1s et당 포장될 각종 시액의 함량 및 kit의 사용 protocol에 대한 내용을

검토한 후 kit로 제작하였다
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10. 시료중 atrazine의 검색

가. 시료의 수집

실제 시료에 atrazine 잔류유무를 조사하기위해 구내시료로는 물, 사과와 포

도를 대상으로 각각 26점, 33점 및 37점을 분석시료로 수집하였고, 수입시료의

경우는 옥수수를 대상으로 18점을 분석시료로 수집하였다.

나. 시료조제

1) 물시료의 조제

물의 경우 경남 진주의 진양호 물을 1L 삼각플라스크에 채취하여 냉장고에

보관한 다음 실험에 시료로 사용하였다. 즉, 500mL의 시료를 W hatman No.1로

여과하여 오염물을 제거한 다음 pH를 7.4로 조절하였다(0.1N NaOH 또는 0.1N

HCl). 이 액의 일부분을 2개의 15mL 원심분리관에 5mL씩 넣어 보관하면서

ELISA를 실시하였다.

2) 농산물의 시료조제

농산물 시료로서 사과와 포도를 취하여 시료 조제를 하여 회수율을 구한 다

음 ELISA 실시 가능여부를 검토하였다. 즉, FA O/W HO 방법에 준하여 사과 및

포도 100g씩을 천칭하여 비이커에 넣고 200mL PBS를 가한 다음 w aring

blender로 blending 하였다. 시료를 13,000rpm에서 30분 원심분리하고, 상층액을

W hatman No.1 여과지로 여과하여 여액은 pH 7.4로 조절하고, 이 액 일부분을

2개의 15mL 원심분리관에 5mL씩 취하여 ELISA를 실시하였다.
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다. Atrazine의 면역분석

Atrazine의 면역분석은 앞서 실험제작한 ELISA kit로서 분석하였다.

즉, 조제한 시료용액의 atrazine 분석을 위한 direct competitive ELISA조건을

정리하면 다음과 같다. 먼저 coat ing해놓은 w ell을 w ashing buffer로 3회 세척

하였다.. 표준 atrazine과 atrazine- HRP 최적희석액을 같은 양으로 혼합한 후

100㎕씩 w ell에 주입하여 37℃에서 30분간 배양하였다. W as hing buffer로 다시

6회 씻은 plate는 100㎕의 기질 (2' - azino- di- 3- ethyl- benzthiazoline- sulfonic

acid)용액을 첨가하여 결합된 atrazine ox ime- HRP를 발색시키고 15분 후 반응

정지액 100㎕씩을 가해 반응을 정지시켜 ELISA reader(Dynatech, Lab. MR

600, U.S .A)로서 흡광도(410nm)를 측정하여 미리 작성한 표준 곡선과 비교하여

atrazine의 함량을 계산하였다.
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제3절 결과 및 고찰

1. A ntig en의 합성

가. Hapten 합성 및 확인

항체 생산에 앞서 분자량이 적어 항원성이 결핍되어 있는 atrazine에 항원성

을 부여하기 위하여 atrazine hapten을 만들어 coupling s ite를 부여하고 다시

단백질과 결합시켜 항원성을 증폭시켰다. 먼저 atrazine의 hapten 조제는

Marvin 등18)의 방법에 따라 조제하였고 이때의 수율(% )은 b/ a × 100 (a: end

product의 이론적인 량, b: 실제 end product의 량)으로 계산한 결과 82%였으며

그때의 합성원리는 Fig. 2- 5와 같았다. 또한 합성된 atrazine- hapten은 Marvin

등18)의 방법에 따라 T LC로 확인한 결과 R f치는 표준 atrazine이 0.75, 반응액은

0.39로 나타나 atrazine이 새로운 유도체로 전환되었음을 확인할 수 있었다. 아

울러 hex ane : ethyl acetate (1:1) + 2% acetic acid 혼합액으로 전개한 표준

atrazine과 atrazine hapten의 T LC chromatog ram은 Fig. 2- 6와 같았다.
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F ig . 2- 5. Schematic diag ram for the s ys thes is of atrazine- hapten.
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Fig. 2- 6. T LC chromatogram of atrazine- hapten conjug ate

(A) S tandard atrazine (R f : 0.75)

(B) A trazine- hapten conjugate (R f : 0.39)

나. Antigen 합성

Antigen으로 사용될 atrazine- hapten과 단백질 결합체도 Marvine 등(53)의 방

법에 준하였다. 즉, Atrazine- protein conjug ate 합성은 atrazine hapten 30.2 ㎎

(0.1 mmol)을 dry dimethylformamide(DMF) 1 ㎖에 녹이고 같은 몰농도의

N- hydrox y s uccinimide와 10% 많은 량의 cyclohex ylcarbodiimide를 첨가한 후

3.5시간 실온에서 반응시켰다. 이때 침전된 dicyclohex yl urea는 원심분리하여

제거하여 DMF 상등액을 얻고, 미리 준비해 둔 protein용액(BSA, HRP, KLH)
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을 s t irr ing하면서 앞서 제조한 DMF 상등액을 3등분으로 나누어 각각의 protein

용액을 첨가하여 atrazine- protein conjug ate를 합성하였으며 그 합성원리는

Fig . 2- 7과 같았다. 조제된 합성액을 4℃에서 3일간 투석을 하여 정제한 후 2

㎖씩 정용하여 plas tic via l에 넣고 동결 건조시켜 - 70℃에 보관하면서 사용하였

다.

F ig . 2- 7. Schematic diag ram for the preparat ion of atrazine- protein

conjug ate.
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2. A trazine에 대한 폴리크론 항체생산

가. 면역

앞서 얻어진 atrazine- KLH conjug ate를 사용하여 New zealand w hite 암컷

토끼에 면역시켜 폴리크론항체생산을 시도하였다. 먼저 1,000 ㎍을 1.0 ㎖의

PBS에 녹이고 1㎖ complete Freund' s adjuvant와 1:1로 섞어 유화시켜 토끼에

1차 면역(500 ㎍/ rabbit)을 실시한 다음, 3주 간격으로 PBS에 녹인

atrazine- KLH conjug ate와 incomplete Freund' s adjuvant와 1:1로 섞어 유화시

켜 2차, 3차, 4차면역을 실시한 다음 마지막(5차)은 PBS에 녹인 atrazine- KLH

conjug ate를 면역시켰다. 1차 injection후 2주일 간격으로 채혈하면서 항체 생성

여부를 조사한 결과, F ig . 2- 8에서 나타난 것과 같이 그 중 한 마리의 토끼

(rabbit- 1)가 12주에 역가가 나타났다. 이때 최종면역을 실시하고 7일 후 심장채

혈하여 항체 역가를 측정하였다.
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F ig . 2- 8. Antibody titer of rabbit- deriv ed anti- atrazine ant ibody.

나. 항혈청의 역가

13주 째의 채혈한 토끼혈청의 역가를Indirect ELISA법에 의해 측정한 결과

는 Fig. 2- 9와 같았다. 100,000 배의 희석에서도 항체의 역가가 나타났다. 채

취한 혈청을 황산암모늄 침전법으로 정제하여 역가가 높은 항체를 얻었다. 즉,

혈청을 2배량의 0.05M phosphate buffer sa line(PBS)용액에 희석한 후 동량의

포화 황산암모늄 용액을 자석 교반기로 교반하면서 1방울씩 떨어뜨려 30분간

실온에서 반응시킨 다음 10.000 x g, 4℃로 원심 분리하여 침전물을 회수하였다.
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다시 PBS용액에 침전물을 용해 한 다음 포화 황산암모늄 용액을 동량 가하여

실온에서 30분간 반응시키고 원심분리하는 과정을 2번 반복하여 침전물을 수거

한 다음 3 L의 PBS용액으로 4℃에서 3일간 투석한 다음 3,000 x g에서 원심 분

리하여 불순물인 침전물을 버리고 용액의 단백질량을 정량한 다음 동결 건조시

켜 - 70℃에서 보관하면서 항체의 반응성 및 특이성을 조사하는 실험에 사용하

였다.

F ig . 2- 9. ELISA titra tion of rabbit anti- atrazine s erum after 13 w eeks .
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다. 항체의 특이성

정제된 항체의 반응조건을 살펴보기 위해 앞서 확립한 방법에 준하여

atrazine- BSA, 2,4- D, parathion, malat ion, bromacil, bentazone 등의 물질과의

교차 반응을 조사한 결과 T able 2- 2와 같이 나타났다. Atrazine을 100％로 나타

내고 농약 analog ue의 교차 반응을 상대적인 ％로 환산하여 비교하였다. 그 결

과, T able 2- 2에서 와 같이 atrazine- BSA은 115%로 atrazine보다 큰 교차반응

을 나타내었으며, 그 외 2,4- D, parathion, malat ion, bromacil, bentazone은 교차

반응을 나타내지 않았다.

T able 2- 2. Cros s react ivity of different atrazine analogues w ith

ant i- atazine Ab by indirect ELISA

A nalog ue Cross react ivity(% )

A trazine 100

A trazine- BSA 115

2,4- D 0

Parathion 0

Malat ion 0

Bromacil 0

Bentazone 0
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라. ELISA법의 확립

토끼에서 얻은 다량의 항체를 활용하여 direct competit ive

ELISA(dcELISA)법을 확립하였다. ELISA법을 확립하기 위하여 먼저 항체(1

㎎/㎖)를 100배, 200배, 400배, 800배, 1,600배, 3,200배, 6,400배, 12,800배, 25,600

배 등으로 희석하여 dcELISA를 실시하여 항체의 희석배수에 따른 O.D.값의

변화를 조사하였다. 그 결과 Fig. 2- 10에서 보는 바와 같이 6,400배 희석까지는

O.D.치가 큰 차이 없이 높게 나타났다. 즉, 항체의 희석을 6,400배 이상으로 하

였을 때 안정된 결과를 얻을 수 있었다. 아울러 10,000배 이상의 희석에서도

atrazine을 첨가하지 않은 것과 100 ppb 첨가한 것의 O.D.의 차이가 1이상을 나

타났다. 그러므로 본 실험에서는 항체의 량도 절약할 수 있고 실험의 결과치도

안정되게 얻을 수 있는 농도인 10,000배로 항체를 희석하여 사용하였다.

또한, 코팅에 사용하는 buffer를 조사하였는데 Ueno 등()은 대체로 pH 9.6인

carbonate buffer를 사용하였다. 그러므로 본 실험에서는 실험실에서 주로 항체

coat ing buffer로 사용하고 있는 PBS를 Ueno 등이 사용한 pH 9.6 carbonate

buffer와 비교하였다. 앞선 실험에서 얻은 항체의 희석배수로 항체를 PBS

buffer와 carbonate buffer에 10,000배로 코팅하여 4℃에서 overnight시킨 후

atrazine을 1∼1,000 ppb 농도로 희석하여 atrazine- HRP를 1,000배 희석한 액과

동량으로 섞은 100㎕씩 넣어 37℃에서 30분간 반응시키고, 기질(A BT S)을 가하

여 30분간 반응시켜 O.D.값을 측정하여 비교하였다.
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F ig . 2- 10. Comparison of antibody dilut ion concentrat ion by direct

competit ive ELISA for atrazine detection.

그 결과 Fig. 2- 11에 나타내고 있는 바와 같이 본 실험에서도 PBS buffer로

코팅한 것보다 carbonate buffer로 코팅한 경우가 항체의 희석에 따른 O.D.값의

차이가 뚜렷하였으며 반응이 양호하였다. Carbonate buffer 사용 시 반응 결과

는 atrazine의 농도가 0, 0.2, 0.5, 1.0, 1.2, 5.0, 10, 20, 50, 100, 1,000 ppb에서

1.22, 1.20, 1.13, 1.03, 0.92, 0.83, 0.75, 0.65, 0.57, 0.50 및 0.40으로 나타났고,

PBS buffer 사용 시는 0.83, 0.80, 0.77, 0.76, 0.68, 0.62, 0.60, 0.51, 0.44, 0.41 및

0.32로 carbonate buffer 사용 시 O.D.값이 보다 양호하게 나타나 본 실험에서는

코팅 buffer로 carbonate buffer를 사용하였다.
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Fig. 2- 11. Comparison of ant ibody coating buffers in direct competitive

ELISA for Atrazine detection.

기존의 실험실 방법인 항체 coating 온도가 4℃에서 overnight하는 것이 적절

한 지를 알아보기 위하여 앞선 실험에서 얻은 항체 희석배수와 항체 coating

buffer에 따라 항체를 carbonate buffer에 10,000배 희석하여 100 ㎕씩 coat ing하

여 준비한 두 개의 plate중 하나는 기존의 방법대로 4℃에서 overnight시키고,

다른 하나는 40℃에서 overnight시켜 coat ing buffer가 완전 건조되게 하여 각

pla te에 각각 atrazine을 0∼100 ppb로 희석하여 atrazine- HRP를 1,000배 희석

한 용액과 동량으로 혼합한 용액을 plate w ell당 100 ㎕씩 넣고 37℃에서 30분

간 반응시키고 기질을 첨가하여 반응시킨 후 O.D.를 측정한 결과 Fig. 2- 12에서

보는 바와 같이 4℃의 경우가 40℃보다 atrazine의 농도에 따른 O.D.값의 변화

가 뚜렷하게 나타났다. 이 결과에 의해 atrazine의 coat ing 온도는 기존에 해왔

던 방법대로 4℃에서 overnight 시켰다.
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Fig. 2- 12. Comparis ion of antibody coat ing temperatures on direct

competit ive ELISA for atrazine detect ion.

한편, at razine- HRP 결합체의 적정 희석배수를 조사하고자 동결 건조시켜 보

관 중인 atrazine- HRP 1 ㎎을 1 ㎖의 PBS에 녹인 다음 100, 200, 400, 800,

1,600, 3,200, 6,400 및 12,800배로 희석하여 표준 atrazine 0 ppb와 1,00 ppb 희

석액과 동량 혼합한 용액을 plate w ell당 100 ㎕씩 첨가하여 반응시킨 결과 Fig.

2- 13에서 보는 같은 결과를 얻었다. 합성된 atrazine- HRP의 활성이 대단히 우

수하여 적어도 3,200배 이상으로 희석에서도 높은 O.D. 값을 나타내었다. 실험

결과의 안정성을 위하여 본 실험에서는 2,000배로 정하였다.
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Fig. 12- 13. Comparis ion of different dilut ions of atrazine- HRP on direct

competit ive ELISA for a trazine detect ion.

항체를 pla te에 coat ing할 때의 코팅시간이 ELISA반응에 미치는 영향을 조

사하여 보았다. 즉, carbonate buffer에 항체를 희석한 후 100 ㎕씩 w ell에 주입

하고 4℃에서 1, 2, 3, 6, 12, 24시간 정치시켰다가 w ell 속에 항체 희석액을 시

간별로 w asher로 제거하고 냉장고에 보관하였다가 동시에 ELISA를 행하였다.

그 결과 Fig . 2- 14에서 보는 바와 같이 12시간 이상에서 O.D.값이 1.0이상으로

나타나 12시간 이상으로 항체를 coat ing시켜야 만이 충분히 항원- 항체의 반응

이 일어난다고 볼 수 있었고 반응시간이 길수록 더욱 안정적인 발색이 나타났

다. 따라서, 일반 적인 방법과 같이 항체 coat ing 시간은 overnight 하는 것이

좋은 것으로 나타났다.
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F ig . 2- 14. Effect of coat ing t ime on direct competitive ELISA of atrazine.

한편, 시료 중 오염된 atrazine을 추출하기 위해 사용하는 유기용매가 ELISA

반응에 미치는 영향을 조사하기 위하여 methanol, ethanol, acetonitr ile 등의 유

기용매를 0∼100%까지 농도별로 희석하고 atrazine- HRP를 2,000배 희석하여

동량으로 혼합하고 100 ㎕씩 넣어 ELISA 실험을 행하여 유기용매와 유기용매

농도가 ELISA에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과 F ig . 2- 15에서 보는 바와

같이 유기용매의 농도가 높아질수록 O.D.치가 현저하게 낮아졌는데, methanol이

다른 유기용매에 비하여 ELISA 반응에 영향을 적게 미치는 것으로 나타났다.

Methanol의 희석은 40% 희석까지는 ELISA 반응시 O.D.가 1.0 이상으로 나타

났다. 따라서 atrazine 추출을 위한 유기용매의 농도는 40%이하로 하는 것이 좋

다.
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Fig. 2- 15. Comparison of various organic solvents on direct competit ive

ELISA .

이상의 atrazine의 coat ing 희석배수, buffer , 온도와 atrazine- HRP의 희석배

수와 기질반응시간과 추출 유기용매의 종류 및 농도 등의 ELISA분석조건을 종

합하여 direct competit ive ELISA법을 확립한 반응과정은 Fig. 2- 16과 같다.
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Plate coat ing w ith 1:10,000 diluted

anti- atrazine Ab/carbonate buffer(pH9.6)

↓

Placing at 4℃ for overnig ht

↓

W ashing plates w ith PBS- tw een(4 t imes )

↓

Add atrazine s tandard and atrazine- HRP(1:2,000) mix ing

s olut ion 100 ㎕ and incubat ion at 37℃ for 30 min

↓

W ashing plates w ith PBS- tw een(6 t imes )

↓

Add 100 ㎕ subs trate and incubation at 37℃ for 30 min

↓

Add 50 ㎕ s topping - reagent

↓

Reading at 405 nm

Fig. 2- 16. F low chart of direct competitive ELISA for atrazine

detect ion.

즉, carbonate buffer에 항체를 1:10,000으로 희석하여 microt iter w ell에 100

㎕씩 주입한 다음 4℃에서 하룻밤 방치하여 coating한 후 w ashing buffer로 4회

세척하였다. Atrazine- HRP 2,000배 희석액과 0, 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20,

50, 100 ppb의 표준 atrazine에 같은 양으로 혼합한 후 100 ㎕씩 w ell에 주입하

여 37℃에서 30분간 배양하였다. W ashing buffer로 다시 6회 씻은 후 plate에
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100 ㎕의 기질 ABT S를 첨가하여 결합된 enzyme을 발색시키고, 30분 후 반응

정지액 50 ㎕씩 가해 반응을 정지시켰을 때 atrazine의 농도가 높아짐에 따라

발색의 정도는 적어졌다. 이것을 ELISA reader(B IO- R A D Co. model 550)로

405 nm에서 흡광도를 측정한 결과 Fig. 2- 17과 같은 결과를 얻었고 atrazine의

농도가 높아짐에 따라 O.D.값의 수치가 상대적으로 적어지는 경향으로 나타나

전형적인 면역분석법에서의 표준곡선을 나타내었다.

F ig . 2- 17. S tandard curve of atrazine by direct competitive ELISA.
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3. A trazine에 대한 단크론성항체생산

가. 면역

Atrazine에 대한 항혈청 t iter측정을 위한 ELISA법을 먼저 확립하였다. 즉,

Atrazine- BSA를 완충액(coat ing buffer)에 녹여 microtiter plate에 100㎕씩 주

입한 다음 4℃에서 하룻밤 방치하여 코팅한 후 세척용 완충액으로 4회 세척하

였다. 그런 다음 항체의 비특이적인 반응을 방지하기 위해 PBS에 녹인 0.1%

ovalbumin을 가하여 하룻밤 방치한 후 세척용 완충액으로 4회 세척하였다. 세

척한 plate에 표준 atrazine과 항혈청을 단계적으로 희석하여(100- 1,000,000) 50

㎕씩 w ell에 주입하고 다시 4℃에서 하룻밤 반응시켰다. 반응시킨 plate는 세척

용 완충액으로 5회 세척하고 1 : 1,000으로 희석한 2차 항체(g oat ant i- mouse

IgG- HRP, S ig ma)를 100㎕씩 분주하고 1시간 동안 실온에서 반응시킨 후 세척

용 완충액으로 다시 6회 세척한 후 기질용액(ABT S) 100㎕를 분주하여 실온에

서 30분간 발색시킨 후 반응정지용액을 50㎕씩 넣어 반응을 정지시켰다. 이것

을 ELISA reader로 410nm에서 흡광도를 측정하여 t iter을 검정 하고있다. 상기

의 ELISA법에 의해 mous e 항혈청의 t iter를 측정한 결과 T able 2- 3과 같았다.
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T able 2- 3. ELISA titerat ion of atrazine ant isera developed in mouse.

(Unit :O.D)

나. 세포융합 및 cloning

앞서 atrazine에 특이한 항체를 생산하는 BALB/ c mouse로 부터 비장세포를

추출하여 단크론성 항체를 생산하는 hybridoma를 얻기위한 cell fus ion을 실시

하였다. atrazine의 경우는 면역시킨 20마리의 BALB/ c mouse중 양성반응을 보

인 8마리를 cell fus ion에 사용하였다. T able 2- 4에서 보는 바와같이 융합후 분

주한 2050 w ell중 1852 w ell에서 세포가 성장하여 90.3%의 성장율을 보였다. 그

중에서 atrazine에 특이한 항체를 계속적으로 생산하는 hybrid가 있어 cloning을

실시하였다.

Dilution 10 100 1,000 5,000 10,000 50,000 100,000

Normal 0.145 0.139 0.134 0.124 0.132 0.137 0.136

AT - 2 over over 1.372 0.742 0.302 0.223 0.198

AT - 8 ov er 0ver 1.453 0.782 0.389 0.202 0.196

AT - 11 over over 1.553 0.823 0.452 0.296 0.206
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T ab le 2- 4. F u s ion an d frequ en cy of h y br ids s e lect ed b y H A T m ediu m .

이때 fu s ion된 세포군이 있는 w ell이 보이는 pla te 모양은 F ig . 2- 18과 같

이 관찰할 수 있었으며, 이 w ell의 cell을 cloning하여 a trazine에 대한 단크

론성 항체를 선택적으로 생산하는 hy br idom a cell을 개발하였다.

F ig . 2- 18. P hotog ra m of t it erpla t e on fu s ed cell cu ltu re s u pern an t by

n on com pet it iv e E LIS A .

F u s ion
N u m ber of

m ice t it er

N u m ber of
m ice u s ed

in fu s ion

N u m ber of
m ice w ells

s eeded

N u m b er of
g row th in

H A T m ediu m

F us ion

rate

(% )

4
t im es

20 8 2050 1852 90.3
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한편, at razine에 대해 특이적 항체를 지속적으로 생산하는 hybrid를 얻기위

해 cloning한 결과 atrazine과 선택적 반응을 하는 4세포주를 확보할 수 있었다.

또한 이들의 isotype을 조사한 결과 T able 2- 5과 같이 모두 Ig G1을 생산하였다.

T able 2- 5. Immunog lobulin classes of production antibody of hybridoma cell

다. 단크론성항체의 생산과 특성

A trazin e에 대한 단크론성항체를 생산하기위해 m ou s e의 복강에

hy br idom a를 주사한 후 mous e의 복강에서 얻은 복수의 단백질 함량은

AT - 1- M3의 경우 24.2㎎/㎖이었고 역가는 T able 2- 6에서와 같이 1:100,000에서

도 pos itive 반응을 보였다.

hybridoma cell No. class lig ht chain

AT - 1- M3 IgG1 κ

AT - 1- M8 IgG1 κ

AT - 2- M1 IgG1 κ

AT - 3- M15 IgG1 κ
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T able 2- 6. Dilut ion tit re of ant i- a trazine ascites fluid as determined by

sandw ich (Unit : O.D)

이때 생성된 항체는 T able 2- 7에서 보는 바와같이 atrazine에 특이하게 반응하

였고 s imazine만 11%의 교차반응을 보였으나 다른 농약과는 거의 반응하지 않

았다.

T ab le 2- 7. Cros s rea ct iv ity of different a t r azin e an alog u es w ith

a n t i- a t r azin e M cA b in the direc t E LIS A

A n alog u es Cros s - rea ct iv ity (% )

atrazine

parathion
bromacil

s imazine
bentazon

2,4- D

100

< 1
< 1

11
< 1

< 1

Dilution 10 100 1,000 5,000 10,000 50,000 100,000 500,000 1,000,000

Norm al 0.012 0.009 0.005 0.004 0.004 0.003 0.004 0.004 0.003

A T - 1 -

M3
over ov er over over 1,472 1.226 0.424 0.119 0.009
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라. ELISA법의 확립

1) 항체의 최적 coat ing농도

Mouse의 복강에서 얻은 다량의 항체를 정제하여 direct competit ive ELISA

법을 확립하였다.

먼저 항체의 농도별 coat ing 효과를 알아보기위해 1㎎/㎖로 조절된 항체를

원액 100, 200, 400, 800배 등으로 25,600배까지 계단희석하여 coat ing한 다음 반

응시켜 결과를 비교하였다. 그 결과 T able 2- 8에서 보는 바와같이 AT - 1- M3의

경우 1600배와 3200배 사이의 농도에서 over, 1.421로 나타나 실험 가능한 O.D.

값을 보였다.

T able 2- 8. Effect of coating for ant ibody dilution on direct competitive

ELISA of atrazine (Unit : O.D.)

또한 일정하게 희석한 항체액을 coating할 때 그 양이 ELISA에 미치는 영향

을 조사하기위해 50, 75, 100, 125 및 150㎕씩 w ell에 주입하여 4℃에서 하룻밤

coat ing한 후 실험을 실시하였다. 즉, T able 2- 9에서 보는 바와같이 50㎕ 첨가

한 경우 1.128로 O.D.값이 줄어들었으나 100㎕, 125㎕ 주입시는 1.452, 1.454로

안정한 O.D.값을 나타내었다.

dilut ion
Antibody

0 100 200 400 800 1600 3200 6400 12800 25600

A T - 1- M3 ov er ov er ov er over over over 1.421 0.643 0.323 0.194

AT - 3- M15 ov er ov er ov er over over over 1.001 0.324 0.204 0.112
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T able 2- 9. Effect of antibody contents for the coating in microtiter w ell

(Unit : O.D.)

2) Coating 온도

한편 microtiter plate에 항체를 coating시키기 위해 1㎎/㎖로 조절된 항체를

PBS로 100배 희석하여 100㎕씩 w ell에 주입후 환풍기가 부착된 40℃ dry oven

과 4℃ 냉장고에서 하룻밤 coat ing한 후 coat ing 온도가 ELISA 반응에 미치는

영향을 조사하였다. 그 결과 T able 2- 10에서 보는 바와같이 40℃에서 하룻밤

coat ing한 경우 대체로 4℃에서 coat ing한 것보다 반응 O.D.값이 낮게 나타났다.

Pes tka 등의 경우는 대체로 direct ELISA를 위해서는 항체의 coat ing을 40℃에

서 하룻밤 coat ing할 때 가장 반응결과가 양호하였는데 이처럼 결과가 본 실험

과 다른 것은 사용한 항체가 다르기 때문으로 사료된다.

Contents (㎕/w ell)

atrazine(ppb)
50 75 100 125 150

0
500

1.222
0.273

1.236
0.342

1.452
0.297

1.454
0.301

1.461
0.311
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T able 2- 10. Effect of temperature for antibody coating on direct competitive

ELISA of atrazine (Unit : O.D.)

3) Coating buffer

또한, coating에 사용하는 buffer를 Ueno 등은 대체로 pH 9.6인 carbonyl

buffer (coat ing buffer)를 사용했으나 본 실험에서는 보통의 PBS로 coating시

사용하여 기존의 coating buffer와 비교하였다. 그 결과 T able 2- 11에서 보는

바와같이 본 실험에서는 coating buffer보다 PBS로 coatinf할 경우 항체의 반응

이 양호한 결과를 보였다. 즉, PBS 사용시 반응결과 atrazine의 농도가 0, 50,

500 ppb에서 1.624, 1.053 및 0.236으로 carbonyl buffer(pH 9.6)사용시의 1.423,

0.897 및 0.224보다 O.D.값이 높게 나타나 이후의 본 실험에서는 coating buffer

로 PBS를 사용하였다.

T emp.
atrazine(ppb)

0 50 500

40℃ 1.211 0.732 0.232

4℃ 1.433 0.898 0.317
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T able 2- 11. Effect of coat ing buffer for antibody coating on direct

competit ive ELISA of atrazine (Unit : O.D.)

4) 유기용매의 영향

효과적인 atrazine의 추출을 위한 유기용매의 선정과 농도의 조사가 필요하

였다. 이에 각종 유기용매 즉 MeOH, EtOH, hex ane, chloroform, acetone,

benzene, DMF 등을 가지고 실험하였다 우선 각 유기용매를 사용하여 시료를

추출한 다음 이 액을 질소 g as로 건조시키고, 다시 100∼500㎕의 동일 유기용매

로 용해시켜 용매의 농도가 10% , 30% 및 50%가 되게 PBS로 희석하여 전체액

량을 1mL로 조정하고, 여기에 atrazine을 0ppb, 100ppb되게 spike한 후 ELISA

를 실시하였다. 그 결과 T able 2- 12에서 보는바와 같이 0ppb의 경우 10%

MeOH, EtOH 농도하에서의 ELISA 결과가 PBS로 용해시킨 결과와 유사하였

고, 그 외의 높은 농도와 hex ane, chloroform, acetone 및 benzene은 atrazine에

서와 같이 ELISA 결과에 나쁜 영향을 주는 것으로 나타났다.

Coat ing buffer
atrazine(ppb)

0 50 500

carbonyl buffer (pH9.6) 1.423 0.897 0.224

PBS (pH7.4) 1.634 1.053 0.236
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T able 2- 12. Effects of various solv ent on direct competit ive ELISA of

atrazine (Unit : O.D.)

s olv e n t

Cconc(%)
MeOH EtOH Hexane Acetone Benzene DMF

0 1.434 1.434 1.434 1.434 1.434 1.434

10 1.425 1.207 1.372 1.326 1.278 0.531

30 1.352 0.692 0.861 0.538 over 0.115

50 0.834 0.209 1.275 0.206 0.216 0.007

이상에서 시료를 추출하는데 가장 효과적인 methanol을 사용할 경우

methanol 자체가 항체나 효소의 활성에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과

T able 2- 13에서 보는바와 같이 같이 30% methanol의 농도이상에서부터 급격히

반응치가 줄어드는 것으로 나타나 실제 추출시 30%농도로 조절하여 사용하였

다.

T able 2- 13. Effect of methanol on indirect competitive ELISA of atrazine

(Unit : O.D.)

MeOH(%)
atrazine (ppb)

0 10 20 30 40 50 70 90

0 1.434 1.425 1.411 1.352 1.054 0.834 0.621 0.536

500 0.237 0.228 0.224 0.281 0.341 0.385 0.419 0.511
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5) Coating 시간

일반적으로 carbonyl buffer나 PBS로 coat ing할 경우 하룻밤동안 coating시

킨다. 그러나 실제시간을 절약하기위해 coat ing시간이 ELISA반응에 미치는 영

향을 조사하기위해 PBS에 항체를 희석한 후 100㎕씩 w ell에 주입하고 4℃에서

1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 12, 18, 24시간 정치시켰다가 w ell 속에 항체희석액을 w asher

로 빼어내고 냉장고에 보관하면서 동시에 ELISA를 행하였다. 그 결과 T able

2- 14에서 보는 바와같이 대체로 coat ing시간이 6시간 정도 이상되면 실험수행

이 가능할 정도로 충분히 coat ing이 되었다고 생각할 수 있고 그 이상은 발색정

도에 큰 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다. 따라서 실험을 일관성있게 또는

효율적으로 수행하기위해 하루밤 정치시키는 경우가 대부분이며 실제 필요에

따라 coat ing시간도 4시간 이후가 되면 자율적으로 조정해도 실험에 크게 문제

가 않되는 것으로 생각되었다.

Table 2- 14. Effect of coating time at 4℃ on direct competitive ELISA of atrazine

(Unit : O.D.)

C o a t i n g

time(hr)
atrazine(ppb)

1 2 3 4 5 6 9 12 18 24

0 0.421 0.888 1.032 1.134 1.353 1.483 1.488 1.532 1.485 1.483

500 0.254 0.253 0.242 0.284 0.297 0.284 0.303 0.311 0.307 0.293
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6) pH의 영향

ELISA 용액의 pH를 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9로 조절한 다음 ELISA를 실시하

여 pH가 ELISA에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과 T able 2- 15에서 보는바

와 같이 pH가 7, 7.5, 8에서는 안정한 ELISA 결과를 보였다. 따라서 ELISA반

응시 pH는 PBS로 조절하여 사용하였다.

T able 2- 15. Effects of sample pH on ELISA react ion of atrazine

(Unit :O.D.)

pH

Atrazine
6 6.5 7 7.5 8 8.5 9

0 1.258 1.263 1.431 1.428 1.431 1.316 1.327

100 0.323 0.258 0.246 0.236 0.265 0.317 0.246

7) HRP conjug ate의 농도

한편 t racer로 사용되는 HRP의 적정농도를 조사하고자 동결건조시켜 보관

중인 atrazine- hors eradish perox idas e(HRP) 1㎎을 1㎖의 PBS에 녹인 다음 100,

200, 400, 800, 1,600, 3,200 및 6,400배로 희석하고 T able 2- 16에서 보는 바와같

이 표준 atrazine과 동량 희석수 100㎕/ w ell씩 첨가하여 반응결과를 조사하였다.

그 결과 T able에서 보는 바와 같이 합성된 atrazine- HRP의 반응은 800- 1,600에

서 실험결과치를 구분하는 것이 가능하였다. 본 실험에서는 보통 atrazine- HRP

원액을 PBS로 1,000배를 희석하여 사용하고 있다.
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T able 2- 16. Effect of at razine- HRP content on direct com petit ive ELIS A

of atrazine (Un it : O.D.)

지금까지 얻은 atrazine 분석을 위한 direct competit iv e ELISA조건을 정리하

여 확립한 반응과정은 다음과 같다. 먼저 100㎖ PBS용액에 1% BSA를 100㎕

첨가한 다음 atrazine에 대한 단크론성 항체를 100㎕ 혼합하고 100㎕씩 w ell에

주입하여 4℃에서 하룻밤 방치한 후 w as hing buffer로 3회 세척했다. 표준

atrazine과 atrazine- HRP 최적희석액을 같은 양으로 혼합한 후 100㎕씩 w ell에

주입하여 37℃에서 30분간 배양하였다. W ashing buffer로 다시 6회 씻은 plate

는 100㎕의 기질 (2' - azino- di- 3- ethyl- benzthiazoline- sulfonic acid)용액을 첨

가하여 결합된 atrazine ox ime- HRP를 발색시키고 15분 후 반응정지액 100㎕씩

을 가해 반응을 정지시켜 ELISA reader(Dynatech, Lab. MR 600, U.S .A)로서

흡광도(410nm)를 측정하여 미리 작성한 표준 곡선과 비교하여 atrazine의 함량

을 계산하였다. 이상의 실험조건을 종합하여 보면 Fig. 2- 19과 같다.

HRP dilution

atrazine
(ppb)

100 200 400 800 1,600 3,200 6,400

0

500

ov er

0.436

over

0.384

over

0.304

1.474

0.284

1.32

0.281

0.742

0.254

0.312

0.183
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W as h coated plates × 3 by filling w ith PBS- tw een

↓

Add 100㎕ mixed solut ion w ith s ample

and atrazine- HRP(1:1)

↓

Incubate for 1 hr at 37℃

↓

W as h plate × 6 by filling w ith PBS- tw een

↓

Add 100㎕ s ubs trate

↓

Incubate s ubs trate for 30min at 37℃

↓

Add 100㎕ s topping- reag ent

↓

Read on ELISA reader at 410nm

F ig . 2- 19. Procedure of direct competitive ELISA of atrazine.

8) 표준곡선

한편, 표준곡선을 작성하기 위해 atrazine 표준물질과 atrazine- HRP 최적 희

석액을 동일량 혼합하여 100㎕씩 w ell에 주입한 후 37℃에서 1시간 배양하였다.

W ashing buffer로 다시 씻은 plate는 일정량의 기질을 첨가하여 결합된

atrazine- HRP를 발색시키고 30분 후 반응정지액 100㎕씩을 가해 반응을 정지시

킨 결과는 Fig. 2- 20와 같았으며 그 결과를 ELISA reader(410nm)로써 흡광도

를 측정한 결과를 계산하여 F ig . 2- 21과 같은 표준곡선을 얻었다
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Fig. 2- 20. Microtiter plate after ELISA of atrazine by direct competitive ELISA.

F ig. 2- 21. Competitive direct ELISA standard curve for atrazine.

- 104 -



9) Rapid direct competit ive ELISA법

실제 현장에서는 빠른 검색을 필요로 하고 있으므로 앞서의 direct

competitive ELISA법을 개량하여 신속히 검색하는 방법을 확립하기 위하여

direct competit ive ELISA법을 개량하였다. coating antibody의 희석배수와

trace로 사용하는 atrazine- HRP의 희석배수를 조절하여 10분 반응, 10분 발색하

여 신속히 검출하는 rapid direct competitive ELISA방법을 확립하였다.

먼저, T able 2- 17에서 보는바와 같이 항체의 농도를 100배, 200, 400, 600,

800 및 1,000배로 희석하여 4℃에서 12시간 coating한 다음 atrazine - HRP 의

농도를 1:1,000으로 10분간 반응시킨 다음 기질용액으로 10분간 발색하였다. 그

결과 항체의 농도를 800배 이하로 하였을 때 O.D.치이 차이가 1.0 이상으로 나

타났다.

T able 2- 17. Effect of coat ing for antibody dilution on rapid direct

competitive ELISA (Un it : O.D.)

a n t i b o d y

dilut ion
Atrazine(ppb)

100 200 400 600 800 1,000

0 over over ov er 1.602 1.410 1.136

100 0.621 0.587 0.327 0.275 0.247 0.238
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다시 항체의 농도를 800배로 하여 4℃에서 하룻밤 coat ing한 다음

atrazine- HRP의 농도를 달리하여 반응실험을 하였다. 즉, HRP의 농도를 100,

200, 400, 800, 1,600 및 3,200으로 하여 10분간 반응시킨 후 기질용액을 가해 10

분간 발색하였다. 그 결과 T able 2- 18에서와 같이 HRP의 농도가 400에서 800

배 사이에서 0ppb와 500ppb 사이의 O.D.치의 차이가 1.0 이상으로 나타났다.

T able 2- 18. Effect of at razine- HRP content on rapid direct competit iv e

ELIS A of trazin e (Unit : O.D.)

A trazine- H RP

dilut ion

Atrazine(ppb)

100 200 400 800 1,600 3,200

0 over over 1.671 1.264 0.708 0.486

100 0.578 0.428 0.281 0.263 0.254 0.217

이러한 실험의 결과로 항체의 농도를 800배로 하여 coat ing하고 HRP의 농도를

500로 하여 10분간 반응시키고 10분간 기질용액으로 발색시킨 결과 실험 전체

소요시간이 약30분 정도로서 현장에서 간편하게 측정이 가능한 신속면역분석kit

개발을 위한 예비결과로서 앞으로 더욱 실험을 계속할 예정이다.
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4. ELISA분석용 시료조제

가. 각종시료의 수집

앞서 개발한 hybridoma에서 얻은 단크론성항체를 이용하여 확립한 ELISA

조건을 실제 시료에 적용하기 위해 물, 토양, 사과 및 포도 그리고 사람의

urine과 혈액을 수집하여 전처리하였다.

나. 식물성 시료조제

1) 물 시료의 조제

물의 경우 경남 진주의 진양호 물을 1L 삼각플라스크에 채취하여 냉장고에

보관한 다음 실험에 시료로 사용하였다. 즉, 500mL의 시료를 W hatman No.1로

여과하여 오염물을 제거한 다음 pH를 7.4로 조절하였다(0.1N NoaH 또는 0.1N

HCl). 이 액의 일부분을 2개의 15mL 원심분리관에 5mL씩 넣고 표준 atrazine

을 10ppb, 100ppb로 spiking한 후 ELISA를 실시하여 회수율을 검정하였으며

그 결과 T able 2- 19에서 나타난 바와 같이 회수율은 95% 이상을 나타내었다.
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T able 2- 19. Amounts of a trazine recovered from w ater and soil samples by

direct competitive ELISA

Sample
Atrazine added

(ppb)

Recovery

ppb (% )

W ater
10 12.6 126

100 95.5 95

Soil
10 10.1 101

100 97.3 97

2) 토양시료의 조제

토양시료의 경우는 물과는 약간 달리 FA D/W HO 방법에 준하여 실험하였다.

즉 5g씩의 토양시료 2개를 각각 삼각플라스크에 넣고 표준atrazine을 10ppb,

100ppb로 spiking하여 25ml의 30% MeOH과 혼합한 후 실온에서 하룻밤 진탕

시켰다. 이것을 13,000rpm에서 30분 원심분리하고 상등액을 W hatman No.1로

여과하였다. 이때 여액을 ELISA 시료로 하여 ELISA를 실시한 결과 위

T able 2- 19에서 보는 바와 같이 회수율은 물시료와는 달리 101%, 97%를 각각

나타내었다.
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3) 농산물의 시료조제

농산물 시료로서 사과와 포도를 취하여 시료 조제를 하여 회수율을 구한 다

음 ELISA 실시 가능여부를 검토하였다. 즉, FA O/W HO 방법에 준하여 사과 및

포도 10g씩을 천칭하여 비이커에 넣고 50ml의 30% MeOH을 가한 다음

w aring blender로 blending 하였다. 시료액 5ml에 표준 atrzine을 10, 100ppb씩

첨가한 다음 13,000rpm에서 30분 원심분리하고, 상층액을 W hatman No.1 여과

지로 여과하여 여액은 pH 7.4로 조절하여 ELISA를 실시하였다. 그 결과 T able

2- 20에서 보는 바와 같이 회수율은 91%를 상회하게 나타났다.

T able 2- 20. Amounts of atrazine recov ered from apple and grape samples by

direct competitive ELISA

Sample
Atrazine added

(ppb)

Recovery

ppb (%)

Apple
10 10.6 106

100 96.1 96

Grape
10 9.9 99

100 92.6 92

.
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다. 동물성 시료조제

1) Urine시료의 조제 및 회수율

먼저 urine은 경상대학병원 일반외과에서 제공받아 먼저 50mL 원심분리관에

넣고, 10,000rpm에서 10분간 원심분리하여 상등액을 4℃에 보관하면서 ELISA

시료로 직접 사용하여 ELISA 실시하여 회수율을 구한 결과 T able 2- 21에서

보는 바와 같이 10, 100ppb첨가한 경우 각각 72, 89%의 회수율을 나타내었다.

T able 2- 21. Amounts of atrazine recovered from human urine and serum

s amples by direct competit ive ELISA

Sample
Atrazine added

(ppb)

Recovery

ppb (%)

Urine
10 7.2 72

100 89.1 89

Serum
10 13.2 132

100 91.6 91

.
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2) 혈액시료의 조제

한편, 경상대학교 의과대학 일반외과에서 제공받은 혈액에 EDT A를

1mg /mL 농도로 첨가하고 1,500rpm에서 10분간 원심분리하여 혈장만을 취하여

4℃에서 보관하면서 ELISA분석을 위한 시료를 조제하였다. 즉 혈청 200㎕를

microcentrifug e tube에 취하고 0.5㎕ acetic acid를 첨가하여 용액을 pH4.0정도

로 산성화한 다음 chloroform 200㎕를 넣고 1분간 vortex하였다. 혼합액을

10,000rpm에서 10분간 원심분리한 다음 chloroform층 100㎕를 취하여 질소gas

하에서 건조시켜 다시 100㎕의 10% methanol- PBS 용액에 녹여 ELISA 시료로

하였하여 회수율을 구한 결과 위 T able 2- 20에서 보는 바와 같이 10ppb,

100ppb첨가시 각각 132, 91%의 회수율을 보였다.

5. Immunoaffinity column의 제작 및 응용

가. Immunoaffinity column의 제작

시료에 소량 오염되어 있는 atrazine을 특이적으로 정제하기 위해 앞서 설명

한 바와같이 immunoaffinity column을 Fig . 2- 22와 같은 모양으로 실험제작하

였다. 앞서의 방법으로 g el에 atrazine에 대한 Integra celline CL 350 flask에서

배양한후 항체를 1㎎ 항체/㎎ gel 및 5㎎ 항체/㎎ g el의 농도로 부착시키고

column에 packing하여 g el에 항체가 효과적으로 흡착되었는지의 여부를 실험하

였다. 먼저 g el용액과 항체용액을 각각 100㎕씩 취한 후 1900㎕의 PBS로 10배

희석한 후 1N HCl 20㎕을 가하고 pH를 낮추었다. 이 용액을 200∼400nm에서

spectrophotometer로 s canning을 하였다. 그 결과 F ig . 2- 23에서 보는 바와 같
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이 항체용 희석용액에서만 280nm에서 흡광치를 보여 용액 중에 항체 단백질이

존재함을 알 수 있었다. 한편, 1㎎ 항체와 5㎎ 항체를 1㎎ gel에 흡착시킨 다음

항체와 g el이 혼합된 상등액을 200㎕ 취하고 1800㎕의 PBS와 20㎕의 1N HCl

을 혼합하여 위와같은 방법으로 scanning을 실시한 결과 F ig . 2- 24와 같이 용

액 중에는 대부분의 항체 단백질의 gel에 효과적으로 결합되었음을 확인할 수

있었다.

F ig . 2- 22. Photogram of immunoaffinity column.
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Fig.. 2-23. Absorption spectra of antibody solution(5mg antibody/ 1㎎gel)before coupling to Affi-Gel 10.

Fig.. 2-24. Absorption spectra of antibody solution (5mg antibody/ 1㎎ gel)after coupling to Affi-Gel 10.
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한편, 시료정제시 column의 gel에 부착되어 있는 유리 atrazine을 metanol로

용출한 경우, 그때 사용되는 methanol의 적당량을 결정하기위한 실험을 실시하

였다. 즉, 10㎍의 atrazine을 5㎎항체/ 1㎎ gel로 제작한 immunoaffinity column

에 흡착시킨 후 상법에 따라 10㎖의 PBS와 증류수로 세척하고 매 tube에 1㎖

씩 10개의 tube에 methanol 용출액을 모아 ELISA로 측정하여 최적 용출액의

양을 결정하였다. 그 결과 F ig . 2- 25에서 나타난 바와같이 대부분이 4번째 tube

까지 용출되어 나왔으나 5번째 tube에서도 소량 함유되어 있음을 알 수 있었다.

F ig . 2- 25. Effective volumn for elution of 10㎍ atrazine in different

immunoaffinity column.

■ : Control (non atrazine loaded)

● : Column packing 1㎎ g el binded 5㎎ antibody
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한편, 10㎍ 및 1㎍의 표준 atrazine을 spiking한 immunoaffinity column에

회수율을 구하기 위하여 실험하였다. 즉 affinity column에 흡착된 atrazine을 5

㎖의 methanol로 용출시켜 질소 gas로 농축시킨 시료를 100㎕의 methanol에 녹

여 ELISA로 분석하였다. 이들 immunoaffinity column의 회수율은 T able 2- 22

에서와 같이 1㎍의 atrazine을 s piking시켰을 때 78%의 회수율을 보였고, 10㎍

의 atrazine을 spiking 시켰을 때 70%의 회수율을 보였다. Groopman 등도 단크

론성 항체로 immunoaffinity column을 제작하여 회수율을 시험해본 결과

aflatox in에 대한 회수율이 97%로서 본실험보다 상당히 양호한 결과를 보였으

며 앞으로 실용화를 위한 연구를 계속할 예정이다.

T able 2- 22. Recovery of atrazine created with immunoaffinity column

나. Immunoaffinity column의 조건개선

전년도에 실험제작 했던 Immunoaffinity column의 경우 충분한 사용조건을

조사하지 않아 실제 표준 atrazine의 회수율이 10㎍ 첨가한 구간에서 70%를 나

타내서 매우 낮았다. 따라서 실험 제작한 Immunoaffinity column의 회수율을

높이고 사용조건을 개선하기 위하여 몇 가지 실험을 행하였다.

Atrazine(㎍) Recovery(%)

10㎍ 70

781㎍
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1) Binding capacity

실험제작한 Immunoaffinity column의 atrazine에 대한 column 내에서 결합

능력 정도를 알아보기 위하여 실험하였다. 즉, 10% MeOH 10㎖( in PBS)속에

500 ng, 1000 ng, 2000 ng, 4000 ng , 8000 ng , 및 10000 ng의 atrazine을 함유하

게 한 다음 column에 loading하고, Methanol로 column에 흡착된 atrazine을 유

리시키고, 20%MeOH로 희석하여 잔류 atrazine을 측정하였다.

T able 2- 23에서 보는바와 같이 대체로 750ng의 atrazine을 column이 흡착할

수 있는 것으로 나타났다.

T able 2- 23. Binding capacity of atrazine by immunoaffinity column

Loaded atrazine on column

(ng )

Amount of atrazine

(ng )

Recovery rat io

(%)

250 258 103

500 496 99

1,000 753 75

2,000 763 38

4,000 748 19

8,000 758 9

10,000 742 7
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2) Loading solut ion의 pH

한편 immunoaffinity column의 loading solution의 pH를 조사 하기 위해 pH

4, 5, 6, 7, 8, 9로 조절된 solut ion에 표준 atrazine을 50 ppb 첨가하여 column에

loading하여 elut ion된 것의 atrazine 활성을 조사하였다.

그 결과 T able 2- 24에서 보는 바와 같이 pH 4∼8 사이에서 대체로 96%이

상의 회수율을 보여 우리가 사용하고 있는 PBS를 loading solut ion으로 사용하

거나 유기용매의 희석에 사용하는 것이 큰 문제가 없는 것으로 나타났다

Table 2- 24. Effect of loading solution pH onto immunoaffinity column of atrazine

Loaded atrazine

(ng)
pH

A trazine recovered

(ng)

Recovery rat io

(%)

50

4 44.1 88.2

5 48.0 96.0

6 52.7 105.4

7 50.3 100.6

8 51.5 103.0

9 41.2 82.4
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3) 용출액의 량이 회수율에 미치는 영향

한편 immunoaffinity column에 흡착된 atrazine을 용출 시키는데 필요한

methanol의 함량을 조사하기 위하여 용출액 1, 2, 3, 4, 5 ㎖별로 각 ㎖에 함유

된 atrazine의 함량을 점검하였다. 그 결과 T able 2- 25에서 나타난 바와 같이 2

㎖의 methanol 용출액에 거의 100%의 atrazine이 용출되어 나오는 것으로 나타

났다.

Table 2- 25. Elution pattern of atrazine from immunoaffinity column with methanol

Loaded atrazine

(ng )

F low rate

(㎖/ m in)

Recov ered atrazine

(ng)

Recovery rat io

(%)

50

0 - 1.0 46.1 92.2

1.0 - 2.0 3.2 6.4

2.0 - 3.0 - -

3.0 - 4.0 - -

4.0 - 5.0 - -

4) 용출액 유속의 영향

그리고 immunoaffinity column에 흡착된 atrazine을 methanol로 용출시 용

출액의 유속이 회수율에 미치는 영향을 조사하였다.

그 결과 T able 2- 26에서 나타난 바와 같이 10 mL/min의 속도로 빠르게 용

출 시킬 경우 약 13% 이상의 atrazine이 소실되는 것으로 나타나 실제

immunoaffinity column의 사용 시 유속을 1 mL/min을 조절하여 atrazine의 손

실 없이 실험이 진행되도록 유도하였다.
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T able 2- 26. Effects of flow rate of loading solution to immunoaffinity

column

Loading atrazine

(ng )

F low rate

(ml/ min.)

Recovered atrazine

(NG)

Recovery rat io

(%)

50

1 53.2 106.4

5 46.7 93.4

10 43.7 87.4

5) Immunoaffinity column- ELISA

각종 농산물의 전처리를 위해 지금까지 화학분석법에서 행하여 오던 복잡한

정제과정을 생략하고 면역분석법으로 분석할 경우 대체로 다음과 같은 간단한

처리과정과 분석과정으로 요약할 수 있다. 본 실험실에서 제작한

immunoaffinity column과 ELISA법으로 연결시켜 실험방법을 확립한

immunoaffinity column - ELISA법은 다음과 같다.
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10ml of trea ted sample

Load sample on prew as hed IC

W as h IC w ith 10ml D .W . and PBS

Elute w ith 3ml MeOH

Dry w ith N2 g as

Redisolve w ith 100ul MeOH

Dilute to 10% MeOH

Sample for ELISA

Direct competit ive ELISA

Fig. 2- 26. S tep for immunoaffinity column(IC)- ELISA for atrazine.

즉 각실험방법에 따라 처리한 시료 10ml을 미리 활성화 시켜둔

immuoaffinity column에 loading하고 10 ml 증류수와 10ml PBS로 column을

씻었다. 다시 g el에 흡착된 항체와 binding된 atrazine을 3ml methanol로 용출시

킨다음 질소gas 하에서 농축시키고 100 ul methanol로 다시 녹인 다음

10% methanol농도로 희석하여 direct competitive ELISA의 시료로 사용하였다.

ELISA는 앞서 설명한 바와 같이 coating plate를 먼저 PBS용액으로 3번

w ashing하고 시료용액과 표준곡선용 표준 atrazine용액 100 ㎕씩을 ependrof

tube에 넣고 곧 PBS용액으로 희석시킨 atrazine- HRP용액 100 ㎕씩을 넣어 시

험관 교반기에서 혼합하고 그 중 100㎕씩을 coating된 w ell에 주입시켜 w ell에

coat ing된 항체와 30분간 반응시킨다. 반응 후 다시 w ashing buffer로 7회 w ell

을 세척하여 반응하지 않고 남은 물질을 제거시킨다. 그리고 peroxidase와 반응
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할 기질인 ABT S용액(2,2｀- azino- di- 3- ethylbenz thiazoline- 6- sulfonate) 100

㎕씩을 첨가시켜 15분간 발색시켜 반응정지액 100 ㎕씩을 가한 후 발색정도를

ELISA Reader로 흡광도(410nm)를 측정하여 먼저 표준곡선을 작성하고 시료의

atrazine 함량여부를 비교 조사한다. 이러한 과정은 필요한 자료와 kit가 준비되

어 있는 경우 많은 시료를 단시간에 추출하여 atrazine 오염정도를 판별하는데

효율적으로 적용할 수 있으리라고 생각된다.

6) Immunoaffinity column- HPLC

많은 시료를 빠른 시간에 정확히 분석하고자 할 때 정제된 시료가 얻어진다

면 ELISA법에 의한 분석법보다 정제된 시료를 기기에 loading시켜 자동적으로

분석할 필요가 있다. 따라서 앞서의 방법과 같이 immunoaffinity column

chromatography법으로 시료를 정제한 다음 정제된 시료를 HPLC에 일정량

in ject ion시켜 시료 속의 atrazine 오염정도를 확인하는 혼합 분석방법을 확립하

였다.

10ml of trea ted sample

Load sample on prew as hed IC

W as h IC w ith 10 ml D.W . and PBS

Elute w ith 3 ml MeOH

Dry under N2 g as

Redisolve 100 ul MeOH

Sample for HPLC

Analys is atrazine w ith HPLC

Fig. 2- 27. S tep for immunoaffinity column(IC)- HPLC for atrazine.
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즉, F ig . 2- 27에서 나타난 바와 같이 앞서 얻은 ELISA용 시료 20㎕를

HPLC에 주입하고 분석하였다. 이렇게 처리한 시료를 ELISA 및 HPLC로 분석

한 결과의 회수율은 다음과 같았다. 즉 T able 2- 27에서 보는 바와 같이 ELISA

의 경우는 약 75%의 회수율을 보였고 HPLC는 약 65%의 회수율을 나타내었다.

따라서 회수율향상을 위한 실험을 계속해야할것으로 생각된다.

T able 2- 27. A mount of atrazine recovered from drinking w ater by

IC- ELISA, HPLC

Method
Spiked atrazine

(ng )

Recovered atrazine

(ng)

Recovery

(%)

ELISA 50 52.3 104.6

HPLC 50 43.7 87.4

6. ELISA kit의 실험제작

가. 실험제작준비

Atrazine의 분석을 위해 면역분석 kit를 지금까지 얻은 실험결과를 토대로

제작하였다.

이때 사용되는 ELISA원리를 다음과 같이 간단히 표현하여 사용자들의 이해

를 도울 수 있게 하였다.
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F ig . 2- 28. Analyt ical theory for A trazine.

즉 microt iter plate에 atrazine에 대한 항체를 500배 희석하여 100㎕씩 주입

후 4℃에서 하룻밤 coat ing 시켜 사용하였다. 실험에 사용된 항체는 250배정도

희석했을 경우는 반응 후 O. D값이 너무 높아 결과를 얻기가 어려웠고, 1000배

까지도 괜찮은 결과를 보였다. 그러나 여기서 적용하는 ELISA법에서는 500배나

750배로 희석한 항체를 100㎕씩 coat ing한 경우가 정당하며 그 중에서 750배로

희석한 경우 실험에 사용되는 항체를 절약은 할 수 있으나 사용 kit의 항체활성

의 보존을 위해 오히려 500배 희석한 구간이 더욱 효과적이라고 생각되었다.
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그리고 HRP conjugate는 1㎎을 포장하여 공급하며, 1㎖의 PBS에 녹여 4℃

에서 보관하면서 희석하여 사용하도록 연구할 예정이다. 본 실험에 사용된

atrazine- HRP conjug ate는 대단히 안정하므로 크게 어려움이 없을 것으로 생각

되나 저온포장수송에 필요하므로 주의해야 할 것이다.

그 외 실험에 사용되는 기질(ABT S)용액은 30 ㎎ A BT S를 90 ㎖ H2O에 녹

인 다음 포장하여 - 20℃에 보관토록 하고 기질용액을 희석할 citrate buffer 및

반응정지시약 역시 각각 포장하여 실온에 보관토록 하며 특히 본 실험에 사용

되는 표준 atrazine의 경우 methanol에 녹인 표준 atrazine을 PBS에 1000 ppb

로 희석한 용액을 일정량씩 포장해서 - 20℃에 보관케 하며 실제 실험시 PBS

용액에 희석해서 0, 1, 10, 100 ppb로 농도별로 나누어 표준용액을 만들 수 있

다.

100, 10, 1, 0 ppb of atrazine (duplicat ion)

F ig . 2- 29. Comparing the color differences of analyt ical ELISA kit .
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그 결과 Fig . 2- 29에서 보는 바와 같이 색깔의 차이로 간단하게 atrazine의

오염정도를 판별할 수가 있었으며 실제 육안으로 는 10 ppb수준에서도 control

구와 판별이 가능하였다.

나. 포장내역

Kit를 제작하여 포장했을 경우 시료 30개를 처리할 재료를 1 kit로 해서 포

장할 경우 1 kit당 다음과 같은 것이 필요하다.

* Coating된 microtiter w ell 35 line (8w ell/ line)

* 표준 atrazine용액(1000 ppb 5 ㎖ : A액)

* 동결 atrazine- HRP(1㎎)

* ABT S용액(C액) 5 ㎖

* Citra te buffer 25 ㎖(D액)

* 반응 정지액 25 ㎖(E액)

(Coating 된 w ell, A, B, C액은 - 20℃에 보관, D액과 E액은 상온 보관)

다. 실험용 kit 사용 protocol

1) 실험 준비 : 전처리된 시료용액과 표준 atrazine용액 준비(A액을 0.1N

PBS에 희석), HRP용액 준비 (B액을 PBS 용액에 500배 희석)

2) Coating 된 w ell 을 증류수로 w as hing ×3

3) 표준 atrazine용액, 시료용액 100 μl씩을 ependrof tube에 각각 넣은 다

음 HRP용액 100μl씩을 혼합 →시험관 교반기로 섞은 후 100μl씩

w ell에 주입 →20분 incubation.
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4) 기질 용액 조제 : C액 1ml + D액 10 ml + H2O2 4μl을 혼합.

5) W ell w ashing ×6

6) 기질용액 100μl씩 w ell에 주입 → 10분 incubat ion.

7) E액 100μl씩 w ell에 주입 → 반응정지.

8) 결과를 육안으로 비교한다. (단 ELISA Reader있을 경우 410 nm에서 측

정)

*실험에 사용하는 재료는 모두 1회용으로 할 것이며 모든 사용한 기구나

물건은 반드시 detoxificat ion 할 것)

7. 면역분석법의 응용

가. 국내시료의 분석

본 연구에서 얻은 atrazime에 대한 면역분석 kit를 사용하여 국내에서 수집

한 시료인 물 26점, 사과 33점, 및 포도 37점을 시험방법에서와 같이 전처리하

여 분석한 결과는 T able 2- 28와 같았다. T able에서 보는바와 같이 분석한 시료

모두가 음성으로 나타났고 실제 atrazine에 오염되어있는 시료를 찾아볼수없었

다.
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T able 2- 28. Detect ion of a trazine from various samples by direct

competit iveELISA

Sample Number of s ample Pos itive sample Incidence(%)

w ater 26 0 0

Apple 33 0 0

Grape 37 0 0

나. 수입산 옥수수에서의 atrazine 검색

한편 수입된 시료로는 원산지가 T able 2- 29과 같은 옥수수 18점을 분석하

였다.시료를 직접 분석하기에 앞서 먼저 표준 atrazine을 100 ppb, 10 ppb, 1

ppb, 0 ppb로 atrazine에 오염되지 않은 국산 옥수수에 첨가시켜 회수율을 조사

하였다. 그 결과 T able 2- 30에서 보는 바와 같이 83%에서 89%의 회수율을 나

타냈고 평균 회수율은 84%로 나타났다.
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T able 2- 29. Recovery yield of atrazine from spiked corn as determined by a

dires t competit ive ELISA

Atrazine(ppb) Recovery(Ratio:%)

0 0

1 0.86(86)

10 8.3(83)

100 89(89)

이상의 실험방법을 이용하여 실험실에 보관중인 수입옥수수시료 18점을 여

검색한 결과 T able 2- 30에서 보는 바와 같이 모두 음성으로 나타났다. 수입산

옥수수에서는 양성을 기대했으나 양성시료가 없었다.

T able 2- 30. Detect ion of a trazine from imported corn samples by ELISA

Source No. of sample Pos itive

U.S .A 16 -

Canada 1 -

China 1 -

T ota l 18 -
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제4절 결론

1. 단크론성항체를 개발하기위해 우선 atrazine을 atrazine- hapten으로 전이시

키고 이들을 BSA, OVA , KLH등과 결합시켜 항원 또는 coat ing conjug ate를

합성하였다. 또한 형질세포종세포(p3×63Ag 8. v653)와 atrazine- BSA

conjugate를 면역시킨 암컷 BALB/ c 마우스의 비장세포를 융합시켜 atrazine

에 대한 단크론성항체를 생산하는 hybridoma cell line을 확보하였다.

2. Hybridoma cell을 mous e복강에 주사하여 생산한 단크론성 항체를 이용하여

atrazine을 측정하기위해 direct competitive ELISA법을 개발하였다. 이 분석

법은 매우 민감하게 시료 1㎖당 0.05- 10ppb의 atrazine을 분석할 수 있었다.

또한 생성된 단크론성항체는 s imazine과는 11%의 교차반응을 보였으나

para thion, bromacil, ebntazone 및 2,4- D와는 교차반응을 나타내지 않았고,

at razine 분석을 위한 ELISA 수행에는 약 1시간이 소요되었다.

3. Immunoaffinity column을 실험적으로 조제하여 식품 시료 중의 atrazine을

정제하기 위해 우선 항체를 gel- (affi- g el 10)에 결합시켰다. Column은 먼저

10㎖ PBS로 씻고 난 뒤 시료용액을 충진했으며 그리고 10㎖의 증류수와 10

㎖의 PBS로 충진한 시료용액을 씻은 후 5㎖의 methanol로 column에 결합되

어있는 atrazine을 용출시켰다. 이때 atarzine의 immunoaffinity column에 의

한 회수율은 92%이었다.

4. Atrazine 분석을 위한 실험적 ELISA kit 한셋트에는 다음과 같은 것이 포함

되었다. 즉, 항체가 coat ing된 microt iter w ell이 35줄(12w ell/줄), 1000ppb농도

의 표준 atrazine용액(A용액), 1㎎ HRP를 1㎖ PBS에 녹인 HRP 용액 100㎕
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(B용액), 5㎖의 ABT S 용액(C용액), 25㎖의 citra te buffer(D용액), 25㎖의 정

지용액(E용액) 등이다. 개발된 모니토링 시스템으로 96개의 농산물과 18개의

수입옥수수를 대상으로 atrazine을 분석하였으며 그 결과 분석한 시료 중

atrazine에 오염된 시료는 없는 것으로 나타났다.
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제3장. 식품 중 잔류항생물질(sulfamethazine)의

첨단면역분석기술개발

제1절 서 론

질병의 예방과 치료 및 성장촉진의 목적으로 사용되고 있는 항생제 및 항균

성물질은 오용 및 남용에 의하여 식육이나, 우유, 계란에 이행 잔류될 위험이

있으며, 이를 섭취한 사람에게는 과민반응을 일으키거나 내성균을 유발시킬 가

능성 등 공중위생상의 문제를 유발시키고 있다.1)

시료 첨가제로 많이 사용되는 sulfamethazine(SMT ) 같은 설파제는 앨러지

반응 유발과 백혈구감소증, 호산구증다증, 혈소판감소증, 무과립백혈구증, 골수

이형성, 용혈성빈혈 등의 조혈기능의 이상과 발암성, 갑상선 기능 실조, 면역체

형성저해와 관절염, 신장질환이 있는 경우 간질성 신염을 유발시켜 결정뇨를 일

으키는 등 많은 부작용이 알려져 있다.2-4)

이와 같은 유해성 때문에 각 국가에서는 축산식품내의 최대잔류허용기준을
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정하여 이의 섭취에 의한 국민보건 위해 방지를 도모하고 있다. 또한 무분별한

하게 도입될 가능성이 있는 수입축산물의 규제와 수출용 축산물의 품위보증을

위해서도 항생물질의 잔류에 대한 규제를 엄격히 할 필요성이 있다. 우리나라에

서도 일본에 수출한 돈육에서 SMT 의 잔류가 문제되어 수출품이 반품된 경험

이 있다. 그러므로 잔류허용농도(tolerance)/안전수준(s afe lev el)또는 최대잔류허

용한계(m axim um res idue lim it)가 설정되어 있는 약물별로 확실한 검증을 하기

위해서는 정확한 정량분석이 요구된다. 현재 잔류허용에 관한 기준은 T able

3- 1에 나타난 바와 같이 미국의 경우 잔류허용농도와 안전수준으로 구분되어

설정되어 있으며, 두 가지 모두 우유의 안정성을 평가하는 객관적 기준으로 사

용되고 있으나 잔류허용농도는 법적 구속력을 가진다는 차원에서 지도기준으로

사용되는 안전수준과는 의미를 달리하며, 유럽연합(EU)의 경우는 FAO/ W HO의

MRL을 적용하고 있다.5) 최근 이에 따라 이들 국가에서는 기기분석에 의한 원

유 중 잔류약물의 확인 정량방법이 활발하게 이루어지고 있다.

축산물 중의 잔류설파제를 비롯한 유해잔류물질을 검출하기 위한 분석법으

로는 비색법과 thin- layer chrom atography(T LC), gas chrom atography(GC), gas

chrom atography/ mas s s pectrom etry (GC- M S ), high- perform ance liqu id

chrom atography(HPLC)등이 있으나. 비교적 민감도가 낮거나 대부분의 경우 많

은 시간을 필요로 하며 전처리가 복잡한 단점을 안고 있다6-47).

그러나 기존 항생물질 검출방법인 T LC 방법으로는 거의 검출되지 않기 때

문에 최근 들어 낙농가에서 유방염 치료제로 많이 사용되고 있는

sulfamethazine은 일종의 발암물질로서 인체에 매우 유해하며 Krienke48)은

0.001g /㎖(100ppm)이상의 농도에서는 젖산균생육이 저해되어 배양이 되지 않는

다고 보고하였다. T T C방법으로는 0.001g /㎖(1000ppm)까지도 검출되지 않았으

며 그 이상의 농도에서는 우유 자체가 응고되는 현상을 보였다. 반면에

sulfamethazine screening tes t는 감도가 아주 높아 1.0×10-10 g/㎖(0.1ppb)까지
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신속 정확하게 검출되었다. Read등49)은 우유 내의 sulfa drugs와 antibiot ics를

다섯 종류의 세균을 이용한 disc ass ay 방법으로 검출하였는데 sulfamethazine

의 최소 검출농도는 5㎍/ dis c로 이것은 FDA 기준인 10ppb에는 훨씬 못 미치는

높은 농도이고 배양시간도 4∼10시간으로 장시간 소요되었다. 또한 Sezer50)와

T is hler등51)도 sulfamethazine 검출 연구를 하였으나 검출 가능 농도가 ppm 수

준으로 감도가 낮았다. 외국의 경우 Multi- res idue HPLC analys is 만이

sulfamethazine을 분리 분석할 수 있다고 보고되었고 Delvo tes t, Penzyme tes t ,

Charm tes t 등의 속성검출방법으로도 검출할 수 없는 물질이기 때문에 원유의

항생물질 검출시험 시 β- lactam s creening tes t와 더불어sulfamethazine

screening tes t를 실시함으로써 기존의 방법들이 검출하지 못하는

sulfamethazine의 검출에 큰 역할을 하리라 기대된다. 이들 속성검출법의 장점

은 5개 시료를 15분만에 검출할 수 있는 신속성(fas tness ), 면역학적인 방법을

이용한 반응특이성(specificity), 아주 미량의 저 농도도 검출되는 민감도

(sens it ivity), 정확도(precis ion), 실험하기 용이한 간편함(easy handling), 그리고

kit 한 개의 단가로 따지면 약간 비싸지만 품질향상과 제품폐기 방지 등 전체적

인 측면에서 경제성(inex pens iveness ) 등이 있음이 실험결과 나타났다. 우유 및

유제품의 소비가 계속적으로 증가되고 있는 현시점에서 이러한 항생물질의 검

출방법을 면역학적기법을 이용하여 개선하는 것이 시급한 과제라고 사료되는

바이다.

일반적으로 면역학적 분석방법에서 이용되는 항체는 다클론성항체와 단클론

성항체가 있다. 다클론성항체는 면역원을 주로 토끼에 면역시켜 한번에 많은 양

을 얻을수 있는 장점이 있으나 여러 가지 특이성을 갖는 항체들의 집합체임으

로 유사한 물질과 교차반응의 문제가 있다. 단클론성항체는 이를 생산하기 위하

여 동물세포 배양시설 등이 갖추어져 있어야 하고 clone을 분리 하는데 많은 노

력과 시간이 소요되는 단점이 있으나 한번 확립된 clone에 의하여 생산되는 항
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체는 한 종류의 특이 항체를 생산하기 때문에 sulfamethazine를 분석하기 위해

서는 다클론성항체보다 단클론성항체를 이용하는 것이 바람직하다고 본다.

T able 3- 1. Safe/T olerance level for res idues of ant imicrobials in milk.

* CF R 21 and CVM correspondence

Descriprion

(ppb)

Antimicrobia ls

Korea USA

(tolerance) (tolerance/ safe level)

Penicillin G 4 0/5

Ox ytetracycline 100 0/ 30

Sulfamethazine 10 0/ 10

Sulfadimethoxine 10 10/10

Sulfadiazine 10 0/ 10

Sulfathiazole 10 0/ 10

Sulfamerazine 10 0/ 10

Sulfaquinoxaline 10 _/ 10

Sulachlorophyridazine 10 _/ 10

따라서 본 연구는 신속하고 감도가 높은 s ulfamethazine 분석방법을 확립하

기 위하여 sulfamethazine에 단백질을 결합시켜 인위적으로 항원성을 부여한 다

음 mous e에 면역시킨 후 hybridoma cell line을 개발하고 sulfamethazine에 대

한 단클론성 항체를 생산하여 이를 이용한 면역학적 방법을 확립하고자 한다.
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제2절 실험재료 및 방법

1. 실험재료

본 실험에 사용된 실험재료는 다음과 같다.

실험을 위한 s ulfamethazine 표준품은 Sig ma 제품을 사용하였고, 면역항원

및 코팅항원을 합성하기 위하여 사용한 단백질은 bovin s erum albumin(BSA :

fat ty acid free, fract ion V), ovalbumin(OVA : crude, fraction Ⅶ)을 Sig ma 사

에서 구입하여 사용하였다. 그 외 효소면역분석법에 사용된 시약은

polyethylene s orbitan monolaura te(T w een 20), 2, 2' - azinobis

(3- ethlbenz- thiazoline) sulfonic acid(ABT S), hydrogenperoxide, hors eradish

perox idas e (HRP), ant imous e- IgG- horseradis h perox idas e conjugate등은

Sig ma사에서 구입하였다. 또한 면역에 사용한 Freuns ' s complete adjuvant와

Freuns ' s incomplete adjuvant등은 A ldrich사, 제품을 구입하여 사용하였고,

fus ion에 사용한 polyethyleneglycol(PEG)은 Sig ma 제품을 사용하였다. 또한

microculture plate(96 w ell과 24 w ell) microt iter plate는 Dynatech사에서, 그리

고 ELISA Reader는 BIO- RAD 550을 사용하였다.

세포융합에 상용한 형질세포종 세포는 서울대학교 의과대학 미생물학교실에

서 미국 국립 보건원으로부터 분양 받은 P3X63A g8.V653 세포주를 경상대학교

의과대학 미생물학 교실로부터 재 분양받아 사용하였다.
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2. 항원합성

Sulfamethazine의 분자량은 278.32로 단독으로는 항원의 역할을 할 수 없으

므로 항체를 생산하기 위해서는 담체(carrier protein)와 결합시켜 항원성을 부

여하여야 한다. 따라서 s ulfamethazine에 단백질을 결합시켜 항원성을 부여하

였다. 단백질 결합은 Dixon- Holland와 Katz의 방법6)에 따랐다. 즉,

sulfamethazine 350 mg과 BSA 600 mg을 75㎖의 접합액 (0.1 M phosphate

buffer, pH 7.2, 2 volume: diox ane, 1 volume)에 용해하고 25％의

glutaraldehyde 0.35㎖를 가하여 실온에서 3시간 동안 교반하였다. 이 후 0.1M

phosphate buffer(pH 7.0/ )으로 매일 2회 외액을 교환하며 6일간 투석하였다. 얻

어진 접합체액은 제균여과(pore s ize 0.22㎛)하여 냉장보관하며 실험에 사용하였

다.

F ig . 3- 1. S tructure of sulfamethazine
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3. Hybridoma cell line 개발

가. 면역

Sulfamethazine에 대한 단클론성항체 생산을 위한 hybridoma cell line을

개발 하기 위해 생후 6주된 BALB/ c mouse(암컷)에 SMT - BSA conjugate와

Freund' s complete adjuvant의 동량 혼합액을 마리당 100 ㎍/ 200 ㎕씩 복강으

로 1차 면역을 하였다. 첫 면역 후 2주 간격으로 SMT - BSA conjugate와

Freund' s incomplete adjuvant의 동량 혼합액으로 2회 추가접종을 실시하였다.

추가접종 3주 후 phosphate buffered saline(PBS)으로 희석한 2배의

SMT - BSA conjugate를 복강 내에 주사하여 최종 면역하였다.

나. Mous e 항혈청 역가 검정 방법

최종 면역 후 2일이 경과된 BALB/ c mouse로부터 꼬리에서 혈액을 채취하

여 3,000 rpm에서 원심분리한 후 혈청을 회수하고 PBS로 단계별 희석하여 항

혈청의 역가를 비경쟁적 ELISA에 의하여 검정하였다.

먼저 SMT - BSA를 완충액(coat ing buffer)에 녹여 microt iter plate에 100 ㎕

(100 ng /w ell)씩 주입한 다음 4℃에서 하룻밤 방치하여 coat ing한 후 세척용 완

충액으로 4회 세척하였다. 여기에 항체의 비특이적인 반응을 방지하기 위해

PBS에 녹인 1％BSA를 가하여 하룻밤 4℃에 방치한 후 세척용 완충액으로 4회

세척하였다. 세척한 plate에 희석한 혈청을 50 ㎕씩 w ell에 주입하고 다시 37℃

에서 1시간 반응시켰다. 반응시킨 pla te를 세척용 완충액으로 5회 세척한 후 1 :

10.000으로 희석한 2차 항체(g oat ant i- mouse IgG- HRP)를 100㎕씩 분주하고 1

시간 동안 실온에서 반응시킨 후 세척용 완충액으로 다시 6회 세척한 다음 기
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질용액(ABT S) 100㎕를 분주하여 실온에서 30분간 발색시킨 후 이것을 ELISA

reader로 405㎚에서 흡광도를 측정하여 항체 역가를 측정하였으며 그 중 역가가

높은 mouse를 선택하여 세포융합에 사용하였다.

다. 형질세포종 세포의 준비

세포융합에 사용한 형질세포종 세포는 P3X63Ag8.V653 세포주를 사용하였

다. 이 세포는 hypox anthine guanine phosphoribos yl trans feras e(HGPRT )가 음

성이어서 8- azag uanine에 내성이며 면역 글로불린을 생산하지 못한다. 이 세포

주를 8- azag uanine (20 ㎍/㎖), 10％ 우태아 혈청과 gentamicin(50 ㎍/㎖) 이 함

유된 RPMI 1640 배지를 사용하여 배양하였으며 2- 4일에 한번씩 원심 세척하여

새로운 배지로 갈아주면서 37℃, 7％ CO2 incubator에서 배양 계대하였다. 세포

융합 5일전부터는 8- azag uanine이 없는 신선한 배지로 배양하면서 형질세포종

세포를 준비하였다. 세포융합시 RPMI 1640으로 3회 세척하고 세포수를 1×106/

㎖로 조절하여 사용하였다.

라. 비장세포의 준비

최종 면역 후 3일이 경과된 BALB/ C 마우스로부터 비장을 적출하여

Dulbecco' s Modified Eagle' s Medium(DMEM)내에서 핀셋으로 비장세포를 분

리하였다. 비장 세포액을 실온에서 15분간 정치시켜 비장 결합조직을 가라 앉혀

제거하고 DMEM으로 원심 세척하였다. 비장 세포액을 우태아 혈청에 중층하여

280×g에서 5분간 원심분리하여 비장 세포액내의 혈소판을 제거 하였다.

DMEM으로 원심 세척한 다음 비장 세포액을 Red blood cell lys ing buffer로

적혈구를 용혈시키고 백혈구 성분을 분리하였다. 다시 RPMI 1640으로 3회 세

척하여 세포수를 1×107/㎖로 조절하여 융합에 사용하였다.
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마. 세포융합

세포융합은 Kohler의 방법7)에 따라 실시하였다. 형질 세포종 세포와 비장세

포를 1 : 10의 비율로 혼합하여 2회에 걸쳐 원침세척하였다. 37℃로 보온시킨

후 혼합 세포침전물에 50％(W /V) polyethylene glycol 1,500용액 1㎖을 1분간

점적하여 세포를 융합시켰다. 점적 후 즉시 37℃의 DMEM 1㎖를 흔들면서 1분

동안에 첨가하였고 계속하여 DMEM 15㎖을 5분간에 걸쳐 첨가하였다. 융합이

끝난 혼합 세포액을 400×g에서 5분간 원침하고 20％ 우태아 혈청,

gentamicin(50 ㎍/㎖)이 첨가된 DMEM에 부유시킨 다음 96 w ell 배양판에 w ell

당 50 ㎕씩 분주하여 37℃, 7％ CO2 incubator에서 배양하였다. 융합된 세포만

을 선택하기 위하여 HAT (50 μM hypox anthine, 0.4μM aminopterin, 16μM

thymidine)가 들어 있는 20％ DMEM 배지를 융합후 1, 3, 5 및 7일에 w ell당

50㎕/씩 첨가하였고, 10일에는 150㎕ 배지를 교환하여 15일까지 융합세포의 증

식 유무를 역위상차 현미경으로 관찰하였다.

바. 융합세포의 선택과 단세포군 배양(Cloning )

융합 후 10일 내지 15일 사이에 융합된 세포가 w ell 바닥의 1/3이상 성장

하였을 때 배양상층액 50 ㎕를 채취하여 비경쟁적 효소면역측정법으로

SMT - BSA에 대한 항체를 분비하는지를 검색하였다. 항체를 생산하는 w ell의

세포를 24 w ell plate에 옮겨 배양한 후 항체역가가 계속 유지되며 BSA에 대한

반응이 없고, 세포의 증식이 활발한 hybrid를 선택하여 cloning을 실시하였다.

Cloning은 Mckearn8)의 무한대 희석법으로 실시하였다. 24 w ell에서 성장하

는 세포를 DMEM으로 희석하여 최종 10 - 30 cell/㎖의 농도로 조정하여 w ell
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당 100 ㎕씩 분주하여 배양하였다. 5- 7일 배양 후 역위상차 현미경으로 1개의

세포집락이 형성된 w ell을 선택하고 항체생산 여부를 비경쟁적 효소면역측정법

으로 검색하였다. 항체의 역가가 높은 hybridoma를 최종 선택하여 24 w ell

pla te, T - 25 flask T - 75 flask순으로 증식시키고, cryo- media로 106 cell/㎖로 조

절된 배양세포를 cryo- tube에 1㎖씩 분주하여 - 70℃에서 급속 동결한 후 액체

질소에 보관하면서 실험에 사용하였다.

4. 항체의 생산과 특성

가. 항체의 생산

이미 얻은 hybridoma를 T - 75 flask에서 대량배양한 후 mouse의 복강에 이

식하여 복수액을 생산하였다. 즉, 1주일전 복강에 pris tane

(2,4,10,14- tetramethylpentadecane, s igma co.)을 0.5㎖를 주입한 mouse에 대량

증식한 hybeidoma cell을 수거하여 세포수가 1.0×107/0.2㎖ 되도록 조절하여

mous e의 복강에 주입한다. 약 7- 8일후 복강으로부터 복수액을 채취하여 원심분

리한 후 상징액에 대하여 역가를 검정한 다음 실험에 사용하였다. 또한 각 융합

잡종세포가 분비하는 단크론성의 항체 is otype을 조사하였다. 항체의 isotype결

정은 Boehriner mannheim사의 mouse monoclonal antibody isotyping Kit를 사

용하여 Boehriner mannheim사에서 제시한 방법에 따라 시행하였다.

나. 항체의 특성

채취한 복수액을 ammonium sulfate법으로 정제하여 항체의 반응성 및 특

성을 조사하는데 사용하였다. 즉, 복수액을 2배량의 PBS용액에 희석한 후 포화
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ammonium s ulfa te용액을 동량 가하여 30분간 실온에서 반응시킨다음 10,000x g

의 윈심분리를하여 침전물을 회수하였다. PBS용액에 침전물을 재용해 한다음

다시 45% ammonium sulfate용액을 동량가하여 실온에서 30분간 반응시키고

다시 10,000x g의 윈심분리를하여 침전물을 회수하였다. 한번더 45% ammonium

sulfate용액으로 반복한 다음 PBS용액에 투석을 3일동안 3회 반복하였다. 투석

이 끝난 용액의 단백질량을 정량한 다음 항체의 반응성 및 특성을 조사하는데

사용하였다. 생산된 단크론성항체의 특이성을 조사하기 위하여 각 유해물질과

유사한 구조를 가진 화합물에 대한 교차반응성을 조사한다. 이성체들의 농도를

달리하여 흡착항원에 결합된 항체를 50% 유리시키는 농도를 산출하여 교차반

응성(CR50)을 다음과 같이 계산하였다. CR50=(흡착 항원과 항체의 반응을 50%

억제할 수 있는 sulfamethazine의 농도/ 흡착항원과 항체의 반응을 50% 억제할

수 있는 이성체의 농도)×100

5. ELISA법의 확립

융합잡종세포를 BALB/ c 마우스에 투여하여 얻은 정제된 단크론성 항체를

이용하여 ELISA법을 확립하는 실험을 실시하였다. 유해잔류물질의 indirect

competitive ELISA법 또는 indirect competit ive ELISA법을 확립하기 위해

coat ing법과 coating 시간. pH, 유기용매와의 반응, 항체의 농도, 기질의 농도 및

반응시간이 ELISA법에 미치는 영향을 조사하였다.
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6. 각종시료의 전처리법

가. 각종시료의 수집

개발한 hybridoma를 이용하여 얻은 단크론성항체로서 확보한 ELISA 조건

을 실제 시료에 적용하기 위해 최근 문제가 되고 있는 것 중 식물성 시료로는

사료를 동물성 시료로는 우유 및 chicken tis sue를 시료로 수집하였으며 우유는

그대로 시료용액 조제에 사용하였고 사료나 chicken tis sue는 분쇄 혹은 마쇄하

여 시료용액조제에 사용하였다.

나. 식물성 시료조제

Sulfamethazine의 경우 문제가 되는 식물성시료는 사료뿐이다. 따라서 시중

에서 사료를 구입하여 4℃에 보관하면서 실험에 사용하였다.

즉, 사료 5g을 원심분리관에 취하고, 10%NaCl 5mL, dichloromethane 10mL

을 가해 초음파 추출기로 10분간 추출한 다음 3,000rpm으로 10분간 원심분리하

였다. Dichloromethane 층에서 2mL을 소형 시험관에 옮기고 질소가스하에서 건

조시켰다. 이것에 hex ane 1mL와 물 2mL을 사용하여 녹인 다음 물층을 취하고

여기에 dichloromethane 2mL을 가하여 혼합한 다음 dichloromethane 층만 취해

서 질소가스 하에서 건조시키고, DMF 50㎕로 재용해 후 950㎕의 PBS를 첨가

해서 ELISA의 시료로 사용하였다. 이 방법으로 사료에 50ppb, 500ppb 농도로

첨가한 다음 sulfamethazine의 회수율을 구하였다.

한편 최근 직접 사료를 가지고 실험한 경우는 보다 간편하게 시료5g을 취하여

50ml tube에 넣고 30% methanol 25ml을 첨가한 다음 65C w ater bath에서 30

- 149 -



분 방치한후 진탕기에서 30분 혼합시키고 1,200rpm에서 10분간 원심분리하여

상등액을 취하여 바로 ELISA시료로 사용한후 히수율검정시험을 하여 앞ㅍ에

서 실험한 조제방법과 비교하였다.

다. 동물성 시료조제

1) 우유시료 조제

우유시료 5mL을 원심분리관에 취하고 10% NaCl 5mL, dichloromethane

10mL을 가해 초음파 추출기로 10분간 추출한 다음 3,000rpm에서 10분간 원심

분리하고 dichloromethane 층을 증류flask에 옮겨 감압농축하였다. 이것을 100㎕

DMF에 녹이고 다시 4.9mL PBS에 녹이고 ELISA용 시료로 하였으며 이때 회

수율을 구하기 위해 우유시료 5mL에 DMF에 보관중인 표준 sulfamethazine을

50, 500ppb농도로 첨가하여 ELISA를 실시하여 회수율을 구하였다.

한편 우유시료의 경우에도 우유원액 5ml를 50 ml T ube에 취하고 20ml의

30% MeOH(in PBS)를 첨가한후 65C에서 30분간 방치한 다음 진탕기에서 30분

진탕후 1200rpm에서 10분간 원심분리하여 상등액을 ELISA시료로 사용하여 앞

에서의 시료조제방법과 비교하였다.

2) Chicken tissue의 시료조제

Chicken tiss ue에 잔류하는 sulfamethazine을 조사하기위해 시료를 앞서의

kang 등의 방법을 참조하여 조제하였다. 즉 앞서 구입해서 보관중인 시료 5g을

원심분리관에 취하고, 10%NaCl 5mL, dichloromethane 10mL을 가해 초음파 추

출기로 10분간 추출한 다음 3,000rpm으로 10분간 원심분리하였다.
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Dichloromethane 층에서 2mL을 소형 시험관에 옮기고 질소가스하에서 건조시

켰다. 이것에 hex ane 1mL와 물 2mL을 사용하여 녹인 다음 물층을 취하고 여

기에 dichloromethane 2mL을 가하여 혼합한 다음 dichloromethane 층만 취해서

질소가스 하에서 건조시키고, DMF 50㎕로 재용해 후 450㎕의 PBS를 첨가해서

ELISA의 시료로 사용하였다. 이 방법으로 사료에 50ppb, 500ppb 농도로 첨가한

다음 s ulfamethazine의 회수율을 구하였다. Chicken tis s ue의 경우에도 사료에서

와 같은 간편한 시료조제법으로 시료를 조제하여 회수율 실험을 병행하였다.

7. Affinity column의 실험제작

가. 항체의 대량생산

Sulfamethazine은 다른 물질(atrazine 이나 vomitox in)과는 달리 항체의 역

가가 낮고 불안정하여 전반적으로 실험이 늦게 진행되고 있다. 본 실험에서 항

체의 대량생산은 mouse를 이용한 일반적인 방법으로 실시하였다. 따라서 항체

의 함량이 적으나 본 실험을 하는 데는 불편함이 없었으며 이러한 재료를 기초

로 하여 실험조건이 안정화되면 technomouse를 이용한 항체제작을 할 예정이

다. 생산된 항체는 일반적인 방법과 같이 50㎖ tube에 모아 유안침전법으로 다

시 정제하여 실험에 사용하였다. 즉, 상등액 절반 정도의 포화(NH4)2SO4 용액을

magnetic s tirrer로 교반하면서 1방울씩 떨어뜨려서 혈청을 침전시켜 분리하는

조작을 3회 이상 반복하였다.

수거한 혈청을 처음 량의 0.01M 인산완충용액 (phosphas t buffered s aline :

PBS, pH 7.3)에 녹이고 3일간 4℃에서 투석시킨 다음 원심 분리하여 침전물을

버리고 항체 역가를 측정하고, 4℃에 보관 하면서 IC- ELISA 및 ELISA 분석용

kit의 실험제작에 사용하였다.
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나. A ffinity column의 제작법

Sulfamethazine을 모니토링 하기위해 우선 immunoaffinity column을 실험

제작하였다. 즉, m inicolumn에 항체를 흡착시킨 affi- gel 10을 충진시켜 column

을 제작하였고, 제작된 immunoaffinity column의 sulfamethazine의 정제원리와

흡착여부에 대한 실험은 는 atrazine의 경우와 같았다.

다. Immunoaffinity column사용조건

Sulfamethazine의 IC정제는 여러 가지 factor에 의하여 영향을 받는다. 본

실험에서는 IC사용조건을 개선하기 위하여 Loading capacity , loading s olut ion

의 pH, loading solution의 volumn, elut ion 용액의 유속, elut ion 용액의 적정량

등에 대하여 조사함으로서 Sulfamethazine의 immunoaffinity column에 의한

사용조건을 개선하였다. 아울러 IC를 ELISA 및 HPLC법과 결합시킨 IC-

ELISA 및 IC- HPLC시스템을 확립하는 실험을 실시하였다.

8. 면역분석 kit 실험제작

각종 시료 중에 잔류하는 s ulfamethazine의 면역분석을 위한 kit를 다음과

같이 실험 제작할 예정이다. 즉 기존의 indirect competitive ELISA법을 활용하

여 실제 현장에서 간단히 분석할 수 있는 kit를 조제하기 위해 다음과 같은 것

을 시험할 예정이다. 기존의 ELISA 조건의 kit에서의 적합 여부, kit의 보관방

법, kit 사용기간, 그리고 kit 1s et당 포장될 각종 시액의 함량 및 kit의 사용

protocol에 대한 내용을 검토한 후 kit로 제작하였다.
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9. 면역분석법의 응용

가. 시료의 수집 및 면역분석

식품에 오염가능성이 있는 잔류유해물질중 s ulfamethazine의 오염정도를 실

제측정하기위하여 국내시료의경우는 사료와 우유를 대상으로 각각 18점, 36점

씩을 ,수입시료의 경우는 사료 26점을 수집하였다.

먼저 사료에 대한 전처리밥법을 살펴보면 다음과 같다. 즉 사료5g을 취하여

50ml tube에 넣고 30% methanol 25ml을 첨가한 다음 65C w ater bath에서 30

분 방치한후 진탕기에서 30분 혼합시키고 1,200rpm에서 10분간 원심분리하여

상등액을 취하여 바로 ELISA시료로 사용하였다.

우유시료의 경우에도 우유원액 5ml를 50 ml T ube에 취하고 20ml의

30% MeOH(in PBS)를 첨가한후 65℃에서 30분간 방치한 다음 진탕기에서 30

분 진탕후 1200rpm에서 10분간 원심분리하여 상등액을 ELISA시료로 사용하였

다. 시료중의 sulfamethazine의 함량은 Indirect competit iv e ELISA법을 근거

로하여 제작한 면역분석 KIT를 사용하였다.
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제3절 결과 및 고찰

1. 항원합성

가. Sulfamethazine에 대한 기기 분석

기존의 sulfamethazine을 분석하는 기기분석조건을 조사, 확인하였다 그 결

과 확립된 HPLC분석조건을 조사한 결과 T able 3- 2과 같았으며 이때 이 조건

으로 얻은 표준 HPLC chromatog ram은 F ig .3- 2와 같았다.

T able 3- 2. T he analytical condit ion of HPLC for determinat ion of

sulfamethazine.

HPLC T ype

Detecter

Column

F low rate

Mobile phase

W aters Model 590

UV 260nm

μBondapak C18 (3.9mm×300mm steel column)

1.0㎖/m in

Methanol : W ater (14 : 86, v/v )
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Fig.3- 2 HPLC chromatog ram of s tandard sulfamethazine

나. Sulfamethazine의 항원합성

Sulfamethazine의 경우 이미 coupling s ite가 있으므로 단백질과 직접결합시

켜 항원을 합성하였다. 즉, SMZ(s igma, USA) 350㎎과 BSA ( s ig ma, USA) 600

㎎을 dioxane 25㎖와 phosphate buffer(0.1M, pH 7.2) 50㎖을 섞은 용액에 용해

하고 25% glutaraldehyde 0.35㎖을 가하여 실온에서 3시간 동안 교반하였다. 이

후 0.1M phos phate buffer(pH 7.0)로 매일 2회 외액을 교환하며 6일간 4℃에서

투석(M. W . cutoff: 6,000- 8,000)하였다. 투석이 끝난 용액을 spectrophotometor

로 단백질량을 측정한 일정량씩 분주하여 - 20℃에 보관하면서 실험시 사용하였

다. 한편, ELISA용 plate의 흡착용으로 사용할 conjug ate는 SMZ 350㎎과

OVA( s igma, USA) 600㎎을 사용하여 SMZ- BSA 제조와 동일한 방법으로 준

비하였다.
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합성된 항원을 확인하기 위해 s ulfamethazine의 경우 우선

sulfamethazine- BSA를 25% NH4OH로서 24시간 가수분해한 다음 HPLC로 분

석하였다. 그 결과 Fig. 3- 3에서 보는 바와같이 표준 sulfamethazine은 retent ion

time이 16.74이나 가수분해물은 24.76이었다.

F ig . 3- 3. HPLC chromatogram of s tandard s ulfamethazine(A) and

converted.

sulfamethazine(B) by hydrolys is of SMZ- BSA .
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다. 항혈청 t iter 측정을 위한 ELISA법 확립 및 t iter 검정

면역시킨 mouse의 s ulfamethazine에 대한 항혈청 t iter 측정을 위해서

SMZ- RSA를 완충액(coat ing buffer)에 녹여 microt iter plate에 100㎕씩 주입한

다음 4℃에서 하룻밤 방치하여 코팅한 후 세척용 완충액으로 4회 세척하였다.

그런 다음 항체의 비특이적인 반응을 방지하기 위해 PBS에 녹인 0.1%

ovalbumin을 가하여 하룻밤 방치한 후 세척용 완충액으로 4회 세척하였다. 세

척한 plate에 표준 SMZ와 항혈청을 단계적으로 희석하여(100- 1,000,000배) 50

㎕씩 w ell에 주입하고 다시 4℃에서 하룻밤 반응시켰다. 반응시킨 plate를 세척

용 완충액으로 5회 세척하고 1 : 1,000으로 희석한 2차 항체(ant i- mouse

IgG- HRP, S ig ma)를 100㎕씩 분주하고 1시간 동안 실온에서 반응시킨 후 세척

용 완충액으로 다시 6회 세척한 후 기질용액(ABT S) 100㎕를 분주하여 실온에

서 30분간 발색시킨 후 반응정지용액을 50㎕씩 넣어 반응을 정지시켰다. 이것

을 ELISA reader로 410nm에서 흡광도를 측정하여 t iter을 검정하고 있다. 그

결과는 T able 3- 3과 같았으며 이때 sulfamethazine에 특이한 항체를 생산하는

mous e의 spleen cell과 myeloma cell을 앞서의 방법대로 cell fus ion하고 있으

나 바람직한 결과를 얻기가 처음에는 매우 어려웠다.
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T able 3- 3. ELISA titerat ion of sulfamethazine antisera developed in mous e.

(Unit:O.D)

2. Hybridoma cell line 개발

가. 세포융합 및 cloning

한편 s ulfamethazine의 경우는 s ulfamethazine- BSA conjug ate로 면역시킨

20마리의 BA LB/c mouse 중 6마리가 s ulfamethazine에 양성 반응을 보이는 항

혈청을 생산하여 모두 cell fus ion을 실시하였다. T able 3- 4에서 보는 바와같이

융합후 분주한 1820 w ell중 1640 w ell에서 융합된 세포가 성장하여 90.1%의 융

합률을 보였다.

Dilution 10 100 1,000 5,000 10,000 50,000 100,000

Normal 0.219 0.213 0.201 0.198 0.197 0.194 0.197

SMZ- 3 ov er over 1.459 0.795 0.298 0.201 0.213

SMZ- 9 over over over 1.127 0.352 0.201 0.211

SMZ- 13 over over 1.653 1.234 0.452 0.296 0.221
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T able 3- 45. Fus ion and frequency of hybrids selected by HAT medium.

이때 cell fu s ion에 사용된 s pleen cell과 m y elom a cell(V 653)의 모양과

fu s ion된 세포군의 모양은 a trazine의 실험결과와 같이 관찰되었다.

(a) (b)

F ig . 3- 4. Spleen cell(a) and P3x 63Ag.V653(b)

F u s ion
N um b er of

m ice t ite r

N um b er of
m ice u s ed

in fu s ion

N um b er of
m ice w ells

s eeded

N u m ber of
g row th in

H A T m ediu m

F us ion

rate

(% )

3
tim es

20 6 1820 1640 90.1
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Fig. 3- 5. Fused cell

sulfamethazine 특이한 항체를 지속적으로 생산하는 hybridoma를 얻기 위

해 cloning한 결과 s ulfamethazine과 선택적으로 반응하는 3세포주 얻어, 이들

이 생산한 단크론성항체의 의 isotype을 조사한 결과 Fig .3- 6과 T able3- 5에서

보는 바와 같이 앞서의 atrazine과 처럼 모두 Ig G1을 생산하였고 light chain은

모두 κ형으로 나타났다.
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Fig.3- 6 Photogram of isotype kit for determining the subclass of

immunog lobulins produced by hybridoma cell.

A: SMT - 1- M5, B: SMT - 2- M8, C:SMT - 4- M1

T able 3- 5. Immunog lobulin classes of production antibody of hybridoma cell

hybridoma cell No. class lig ht chain

SMT - 1_M5 Ig G1 κ

SMT - 2- M8 Ig G1 κ

SMT - 4- M1 Ig G1 κ
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그때 cloning된 세포군의 모양은 F ig . 3- 7과 같으며 항체생산력이 우수한 세

포군을 각각 24 w ell plate, T - 25 flask T - 75 flas k순으로 증식시키고,

cryo- media로 106 cell/㎖로 조절된 배양세포를 cryo- tube에 1㎖씩 분주하여

- 70℃에서 급속 동결한 후 액체질소에 보관하면서 실험에 사용하였다.

F ig . 3- 7. Cloned cell.

나. 단크론성 항체의 생산과 특성

또한 sulfamethazine에 대한 단크론성항체를 얻기 위해 앞서 확보된 cell

line을 BA LB/c mous e의 복강에 주사하여 sulfamethazine에 특이한 항체를 얻

었다. SMT - 1- M5의 경우 mouse의 복강에서 얻은 복수의 단백질 함량은

20.6mg /㎖이었고 역가는 T able 3- 6에서와 같이 1:500,000에서도 pos itive 반응을

보였으며, 항체의 특성을 조사한 결과 T able 3- 7과 같이 sulfamethazine에 특이

적으로 반응하였고 다른 항생물질과는 교차반응성은 나타나지 않았다.
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T able 3- 6. Dilut ion t iter of ant i- s ulfamethazine ascites fluid as determined

by indirect ELISA (Unit : O.D.)

T able 3- 7. Cros s - react iv ity of sulfamethazine analog ues in indirect

competit iv e ELISA

Dilut ion 10 100 1,000 5,000 10,000 50,000 100,000 500,000 1,000,000

Normal 0.114 0.113 0.109 0.103 0.102 0.104 0.105 0.101 0.103

over over over ov er 1.242 0.804 0.268 0.204 0.118
S M T - 1

- M 5

Analogue Cros s - react iv ity(% )

sulfamethazine

penicillin G
streptomycin

chlorampenicol
gentamicin

kanamycin

100

< 1
< 1

< 1
< 1

< 1
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3. Indirect competit iv e ELISA

Mouse의 복강에서 얻은 다량의 항체를 정제하여 시료중의 s ulfamethazine 오염

여부를 조사하기 앞서 indirect competit ive ELISA법을 확립하였다. 먼저

SMT - 1- M5의 경우 실험전체를 통해 가장 안정한 반응을 보여 이후의 실험수

행에 사용하였으며 이때의 ELISA법의 반응원리는 Fig.3- 8과 같았다.

F ig . Principle of indirect competit ive ELISA for sulfamethazine

A : Subs tra te, B : Enzyme anti- ant ibody conjug ate

C : Sulfamethazine antibody, D : BSA,

E : Sulfamethazine- protein conjugate
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가. 항체의 희석농도

우선, 사용한 SMT - 1- M5 항체의 좁은 범위의 역가측정을 위해 PBS에 정제항

체를 1㎎/㎖로 조절하여 100∼1000배 희석한 다음 앞서 설정된 indirect

competitive ELISA법을 행하였다. 그 결과 T able 3- 8에서 보는 바와같이 500배

희석용액에서도 대체로 실험 가능한 반응치를 보였다. 그러나 보다 안정한 결과

를 얻기위해 몇가지 ELISA 조건을 개선하는 실험을 실시하였다.

T able 3- 8. Dilut ion of SMT - 1- M5 as determined by indirect competit iv e

ELISA of s ulfamethazine (Unit : O.D).

Dilut ion

s ulfa-

methazine(ppb)

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1,000

0 over over 1.642 1.216 1.123 0.910 0.822 0.564 0.476 0.318

100 0.306 0.279 0.226 0.224 0.232 0.222 0.223 0.202 0.188 0.182
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나. Coating conjugate함량

Indirect competit iv e ELISA 실시를 위해 microtiter plate에 coat ing 하는

coat ing conjugate의 적당한 함량을 조사하였다. 즉, sulfamethazine- BSA

conjug ate를 희석하여 500ng/w ell, 200ng/w ell, 100ng/w ell, 50ng/ w ell,

20ng/ w ell 및 10g /w ell 농도로 coat ing한 다음 ELISA를 행하였다. 그 결과

T able 3- 9에서 보는 바와같이 100ng /w ell에서 안정한 실험결과가 나왔으며 그

이상 희석은 어려웠고 반면 200ng/ w ell도 실험결과는 안정하였지만 coat ing

conjug ate 소비가 많아 비경제적이므로 바람직하지 못하여 이후의 coat ing량은

100ng/w ell로 고정하였다.

T able 3- 9. Effect of coating conjugate content per w ell on indirect

competit ive ELISA of s ulfamethazine (Unit : O.D.)

SMT - BSA

(ng /w ell)

s ulfa-

methazine (ppb)

500 200 100 50 20 10

0 1.369 1.214 1.178 0.676 0.214 0.198

100 0.421 0.214 0.204 0.184 0.136 0.124
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다. 반응액의 pH

앞서 atrazine과 마찬가지로 실제 면역분석을 실시할 경우 분석결과에 가장

많은 영향을 미치는 pH의 영향을 조사하였다. 즉 시료용액의 pH를 6, 6.5, 7,

7.5, 8, 8.5, 9로 조절한 다음 ELISA를 실시하여 pH가 ELISA에 미치는 영향을

조사하였다. 그 결과 T able 3- 10에서 보는바와 같이 atrazine에서와 같이 pH

6.5- 8.0까지 대체로 ELISA결과가 안정하였다.

T able 3- 10. Effects of sample pH on ELISA react ion of sulfamethazine.

(Unit : O.D.)

pH

Sulfa-

methazine (ppm)

6 6.5 7 7.5 8 8.5 9

0 0.932 1.007 1.102 1.069 1.072 0.932 0.972

10 0.203 0.199 0.213 0.215 0.231 0.242 0.187

라. Coating 시간

또한, coat ing conjug ate의 coat ing 시간이 하룻밤동안은 너무 길다고 느껴 효

과적인 coating 시간을 조사하였다. 즉, s ulfamethazine- BSA conjug ate

100ng/w ell을 주입하고 4℃에 1, 2, 3, 6, 12, 24시간 동안 반응시켰다가 끄집어

내어 coat ing conjug ate 희석액을 뺀 다음 blocking을 바로하고 난뒤 4℃에 보
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관하면서 모든 실험구간이 준비되면 동시에 ELISA를 수행하였다. 그 결과

T able 3- 11에서 보는바와 같이 coat ing 시간이 2시간 이후가 되면 ELISA 수행

에 이상은 없었으나 3시간 coat ing한 plate는 대단히 안정하다고 생각되었다. 그

러나 실험을 일률적으로 수행하기 위해서는 coating을 시킨후 하룻밤 반응시키

면서 다른 실험을 준비하는것도 실험의 효율상 바람직하다고 생각되었다.

T able 3- 11. Effect of coat ing time of s ulfamethazine- BSA conjugate on

indirect competit ive ELISA of s ulfamethazine (Unit : O.D.)

이러한 실험결과를 토대로 ELISA를 행하였고 이때의 O.D.값을 ELISA

reader로 읽어 표준곡선을 작성하여 Fig. 3- 9과 같은 전형적인 표준곡선을 얻을

수가 있었고, 검출한계는 50ppb 수준이었다.

Coat ing t ime(hr)

s ulfa-

methazine (ppb)
1 2 3 6 12 24

0 1.046 1.172 1.213 1.221 1.294 1.295

100 0.164 0.171 0.209 0.219 0.206 0.211
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Fig. 3- 9. S tandard curve of sulfamethazine by indirect competit ive ELISA.

4. 각종시료의 전처리

가. 각종시료의 수집

개발한 hybridoma에서 얻은 단크론성항체를 이용하여 확립한 ELISA 조건을

실제 시료에 적용하기 위해 사료, 우유 및 chicken tis sue를 시료로 수집하여 시

료용액조제에 사용하였다.
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나. 식물성 시료조제

앞서 언급했듯이 sulfamethazine의 경우 문제가 되는 식물성시료는 사료뿐이

다. 따라서 시중에서 사료를 구입하여 4℃에 보관하면서 실험에 사용하였다.

즉, 사료 5g을 원심분리관에 취하고, 표준 s ulfamethzine을 50, 500ppb농도로

첨가한 다음 10%NaCl 5mL, dichloromethane 10mL을 가해 초음파 추출기로 10

분간 추출한 다음 3,000rpm으로 10분간 원심분리하였다. Dichloromethane 층에

서 2mL을 소형 시험관에 옮기고 질소가스하에서 건조시켰다. 이것에 hex ane

1mL와 물 2mL을 사용하여 녹인 다음 물층을 취하고 여기에 dichloromethane

2mL을 가하여 혼합한 다음 dichloromethane 층만 취해서 질소가스 하에서 건

조시키고, DMF 50㎕로 재용해 후 950㎕의 PBS를 첨가해서 ELISA의 시료로

하여 회수율을 구한 결과 T able 3- 12에서 보는바와 같이 61%, 54%의 낮은 회

수율을 보여 조건을 개선하기 위한 연구를 계속하고 있다.

T able 3- 12. Amounts of sulfamethazine recov ered from feed by indirect

competitive ELISA

Sample
Sulfamethazine added

(ppb)

Recov ery

ppb (% )

Feed
50 30.5 61

500 270.5 54
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그러나 최근에는 시료5g을 취하여 50ml tube에 넣고 30% methanol 25ml을

첨가한 다음 65C w ater bath에서 30분 방치한후 진탕기에서 30분 혼합시키고

1,200rpm에서 10분간 원심분리하여 상등액을 취하여 바로 ELISA시료로 사용

하였다. 그때의 회수율은 T able과 같았다. T able3- 13에서 보는바와 같이

100ppb의 경우는 67.5%로 회수율이 약간 상승했으나 500ppb의 경우는 오히려

약간 낮아져 51.6%를 보였다. 그러나 실험과정이 훨씬 간단하여 실제 응용시는

이실험과정에 따랐다.

T able 3- 13. Amounts of sulfamethazine recov ered from feed by indirect

competitive ELISA

Sample
Sulfamethazine added

(ppb)

Recov ery

ppb (% )

Feed
100 67.5 67.5

500 258.0 51.6

다. 동물성 시료조제

1) 우유시료조제

우유시료 5mL을 원심분리관에 취하고 표준s ulfamethzine을 50, 500ppb농도로

첨가하고 10% NaCl 5mL, dichloromethane 10mL을 가해 초음파 추출기로 10

분간 추출한 다음 3,000rpm에서 10분간 원심분리하고 dichloromethane 층을 증

류flask에 옮겨 감압농축하였다. 이것을 100㎕ DMF에 녹이고 다시 4.9mL PBS

에 녹이고 ELISA용 시료로 하여 회수율을 구하였다. 그 결과 T able 3- 14에서

보는바와 같이 회수율은 각각 78, 82%를 보였다.

- 171 -



T able 3- 14 Amounts of sulfamethazine recovered from milk s amples by

indirect competit iv e ELISA

Sample
Atrazine added

(ppb)

Recov ery

ppb (%)

Milk
50 39.2 78

500 410.7 82

그러나 우유시료의 경우에도 우유원액 5ml를 50 ml T ube에 취하고 20ml의

30% MeOH(in PBS)를 첨가한후 65C에서 30분간 방치한 다음 진탕기에서 30분

진탕후 1200rpm에서 10분간 원심분리하여 상등액을 바로 ELISA시료로 사용하

였다. 그결과 T able3- 15에서 보는바와 같이 회수율은 다소 낮았으나 실험과정

이 간단하여 앞으로 이과정을 모델로 한 시료조제과정을 개발하도록 노력하고

있다.
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T able 3- 15. Amounts of s ulfamethazine recovered from milk s amples by

indirect competit iv e ELISA

Sample
Atrazine added

(ppb)

Recov ery

ppb (%)

Milk
100 63.9 63.9

500 288.0 57.6

2) Chicken tis sue의 시료조제

Chicken tis sue에 잔류하는 sulfamethazine을 조사하기위해 시료를 앞서의

kang 등의 방법을 참조하여 조제하였다. 즉 앞서 구입해서 보관중인 시료 5g을

원심분리관에 취하고, 표준s ulfamethzine을 50, 500ppb농도로 첨가하고

10% NaCl 5mL, dichloromethane 10mL을 가해 초음파 추출기로 10분간 추출한

다음 3,000rpm으로 10분간 원심분리하였다. Dichloromethane 층에서 2mL을 소

형 시험관에 옮기고 질소가스하에서 건조시켰다. 이것에 hexane 1mL와 물

2mL을 사용하여 녹인 다음 물층을 취하고 여기에 dichloromethane 2mL을 가

하여 혼합한 다음 dichloromethane 층만 취해서 질소가스 하에서 건조시키고,

DMF 50㎕로 재용해 후 450㎕의 PBS를 첨가해서 ELISA를 실시하여 회수율을

구하였다. 그 결과 T able 3- 16에서 보는바와 같이 65% , 72%의 낮은 회수율을

보였다.
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T able 3- 16. Amounts of s ulfamethazine recovered from chicken tissue by

indirect competitive ELISA

Sample
Sulfamethazine added

(ppb)

Recovery

ppb (%)

Chchken tis sue
50 32.5 65

500 360.2 72

한편 chicken tis sue의 경우에도 앞서의 methanol 추출법으로 시료를 조제하여

ELISA법으로 정량한결과 T able3- 17에서 나타난 바와 같이 100ppb와 500ppb모

두 회수율이 약간씩 떨어졌으나 실험조건을 개선하면 훨씬 간편한 방법이 만들

어질수있으리라 생각되어 현재 실험을 계속하고있다.

T able 3- 17. Amounts of s ulfamethazine recovered from chicken tissue by

indirect competitive ELISA

Sample
Sulfamethazine added

(ppb)

Recovery

ppb (%)

Chchken tis sue
100 59.7 59.7

500 309 61.9
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5. Immunoaffinity column의 실험제작

가. Immunoaffinity column의 제작

Sulfamethazine이 시료에 소량 오염되어 있을 경우 Sulfamethazine을 특이

적으로 정제하기 위해 앞서 설명한 바와 같이 immunoaffinity column을

atrazine의 경우와 같이 실험제작 하였다. 앞서의 방법으로 g el에

sulfamethazine에 대한 항체를 1㎎ 항체/㎎ gel 및 5㎎ 항체/㎎ gel의 농도로 부

착시킨 후 column에 packing하고 gel에 항체가 효과적으로 흡착되었는지의 여

부를 실험하였다. 먼저 g el용액과 항체용액을 각각 100㎕씩 취한 후 1900㎕의

PBS로 10배 희석한 후 1N HCl 20㎕을 가하고 pH를 낮추었다. 이 용액을 20

0∼400nm에서 spectrophotometer로 s canning을 하였다. 그 결과 항체용 희석용

액에서만 280nm에서 흡광치를 보여 용액 중에 항체 단백질이 존재함을 알 수

있었다. 한편, 1㎎ 항체와 5㎎ 항체를 1㎎ g el에 흡착시킨 다음 항체와 g el이

혼합된 상등액을 200㎕ 취하고 1800㎕의 PBS와 20㎕의 1N HCl을 혼합하여 위

와 같은 방법으로 s canning을 실시한 결과 역시 용액 중에는 대부분의 항체 단

백질의 g el에 효과적으로 결합되었음을 확인할 수 있었다.

실험적으로 제작한 immunoaffinity column의 사용을 위한 몇 가지 실험을

아울러 행하였으며 그 내용은 다음과 같다.
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나. Immunoaffinity column의 조건개선

Sulfamethazine의 경우에도 atrazine처럼 회수율이 매우 낮았다. 따라서 실험

제작한 Immunoaffinity column의 회수율을 높이고 사용조건을 개선하기 위하여

몇 가지 실험을 행하였다.

1) Binding capacity

실험 제작한 Immunoaffinity column의 sulfamethazine에 대한 column 내에

서 결합능력 정도를 알아보기 위하여 실험하였다.

T able 3- 18. Binding capacity of sulfamethazine by immunoaffinity column.

Loaded sulfamethazine on

column (ng )

Amount of

sulfamethazine (ng)

Recovery rat io

(%)

100 93 93

250 242 97

500 511 102

1,000 649 65

3,000 657 33

5,000 642 12
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즉, 10%MeOH 10㎖(in PBS)속에 100 ng, 500 ng , 1000 ng , 3000 ng , 5000

ng의 sulfamethazine을 함유하게 한 다음 column에 loading하고, Methanol로

column에 흡착된 s ulfamethazine을 유리시키고, 20%MeOH로 희석하여 잔류 량

을 측정하였다. 그 결과 column의 binding capacity는 약 650 ng정도로 나타났

고, 그 이상은 소비되는 것으로 나타났다.

2) Loading solut ion의 pH

앞서 atrazine에서와 같이 loading solut ion의 pH가 column에 흡착된

sulfamethazine의 회수에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과 T able 3- 19에서

보는바와 같이 대체로 pH6- 8에서는 회수율에 별다른 차이를 나타내지 않았다.

T able 3- 19. Effect of loading solution pH onto immunoaffinity column of

sulfamethazine

Loaded

sulfamethazine (ng)
pH

Sulfamethazine

recov ered (ng )

Recovery rat io

(%)

300

4 132 44.0

5 219 73.0

6 282 94.0

7 296 98.6

8 304 101.3

9 292 97.3
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3) Loading 량의 영향

Sulfamethazine을 300 ng을 여러 부피에 spike시킨 다음 용량이

sulfamethazine의 회수율에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과 T able 3- 20에서

보는바와 같이 용량이 30 ml 이상이 되면 오히려 sulfamethazine의 회수율이

떨어지는 것으로 나타났다.

T able 3- 20. Effects of loading volume of s ulfamethazine ex tract onto

immunoaffinity column

Spiked

sulfamethazine (ng )

Loaded volumn

(㎖)

Recovered

s ulfamethazine (ng)

Recovery rat io

(%)

300

10 305 101.6

20 276 92.0

30 298 99.3

40 231 77.0

50 217 72.3

60 185 61.6

4) 용출액의 부피가 회수율에 미치는 영향

Column속의 sulfamethazine을 용출시키는 데 필요한 methanol의 적정량을

조사하였다. 그 결과 T able 3- 21에서 보는 바와 같이 2ml의 methanol로서 대

부분의 s ulfamethazine이 용출되어 나오는 것을 확인할 수 있었다
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T able 3- 21. Elut ion pattern of s ulfamethazine from immunoaffinity column

w ith methanol

Loaded

s ulfamethazine (ng )

Elution

(㎖)

Recovered

s ulfamethazine (ng )

Recovery rat io

(%)

100

0- 1 97.2 97.2

1.0- 2.0 9.3 9.3

2.0- 3.0 - -

3.0- 4.0 - -

4.0- 5.0 - -

5) 유속이 회수율에 미치는 영향

Column속의 sulfamethazine을 용출시키는 데 필요한 methanol의 유속이

Column속의 sulfamethazine이 회수되는데 영향을 줄 것으로 생각하고 유속을

1,5,10ml로 조정하여 실험하였다. 그 결과 1- 5ml/ min.의 유속으로 용출시키는

것이 바람직하게 생각되었다.

T able 3- 22. Effects of flow rate of loading solution to immunoaffinity column

Loading

sulfamethazine (ng )

F low rate

(㎖/m in)

Recovered

sulfamethazine (ng )

Recovery rat io

(% )

250

1 248.2 99.2

5 236.7 94.6

10 212.7 85.1
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다. IC- ELISA , IC- HPLC

한편 영국을 중심으로한 구라파에서의 곡류중 mycotoxin을 비롯한 각종유해

잔류물질의 정량법은 대체로 immunoaffinity를 사용한 시료정제과정과 정제된

시료를 이용한 ELISA 또는 HPLC법에의한 정량방법이 주를 이루고 있다. 그

중에서도 IC- HPLC 시스템이 더욱 보편화 되어있었으며, 실험에서의 결과가 훨

신 안정적이고 신뢰가 높게 나타났다. 비록 아직은 시작의 단계지만 우리나라의

경우도 농산물의 지속적인 검색시스템은 영국과 같은 시스템을 도입하는 것이

바람직하다고 생각된다. 이러한 목적의 일환으로 sulfamethazine에 대한 항체

를 이용한 immunoaffinity column을 만든다음 시료를 정제하고 정제된 시료를

ELISA용 시료로하여 indirect competitive- ELISA를 실시하는 시스템을 구축

하는 실험을 실시하여 Fig.3- 10과 같은 시스템을 구축하였다.
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5㎖ Supernant of t reated sample

↓

Dillute w ith 36㎖ PBS

↓

Prewash the column with 10㎖ PBS

↓

Applicat ion of column w ith 3㎖/min

↓

W ash w ith 10㎖ D.W . and PBS

↓

Elution with 5㎖ MeOH

↓

Dry under N2 gas

↓

Redisolve w ith 10%MeOH

↓

Sample for ELISA

↓

Indirect competitive ELISA for of sulfamethazine

Fig. 3- 10. S tep for IC- ELISA of of sulfamethazine.
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아울러 많은 시료를 빠른 시간에 정확히 분석하고자 할 때 정제된 시료가

얻어진다면 ELISA법에 의한 분석법보다 정제된 시료를 기기에 loading시켜 자

동적으로 분석할 필요가 있다. 따라서 앞서의 방법과 같이 immunoaffinity

column chromatography법으로 시료를 정제한 다음 정제된 시료를 HPLC에 일

정량 inject ion시켜 시료 속의 vomitoxin 오염정도를 확인하는 IC- HPLC법을

Fig .3- 11과 같이 확립하였다.

5㎖ Supernant of treated sample

↓

Dillute with 20㎖ PBS

↓

Prew ash the column w ith 10㎖ PBS

↓

Application of column with 3㎖/min

↓

Wash with 10㎖ D.W. and PBS

↓

Elution w ith 5㎖ MeOH

↓

Dry under N2 gas

↓

Redisolve with MeOH

↓

Sample for HPLC

Fig. 3- 11. S teps for IC- HPLC analysis of sulfamethazine

- 182 -



Table 3- 23. Amount of vomitoxin recovered from feed by IC- ELISA, HPLC

Method
Spiked vomitox in

(ng )

Recovered vomitox in

(ng)

Recovery

(%)

ELISA 500 254 50.9

HPLC 500 273 54.7

확립된 IC- ELISA 및 IC- HPLC시스템으로 사료에 500ppb의 sulfamethazine

을 첨가하여 회수율을 실험한 결과는 다음과 같았다. 즉 T able 3- 23에서 보는

바와 같이 ELISA의 경우는 약 50%의 회수율을 보인 반면 HPLC는 약 54%의

회수율을 나타내었다. 비록 회수율은 낮으나 실험과정이 간편하고 신속하여 앞

으로 회수율 향상을 위한 실험을 계속해야할 것으로 생각된다.

이러한 원인으로는 immunoaffinity column에 binding된 항체의 안전성과 결

합력, 그리고 용출 시스템에서의 문제점등을 예측할 수 있다. 따라서 좀더 시간

을 두고 새로운 항체를 준비하여 immnoaffinity column을 제조하고

immunoaffinity column이 안전성과 회수율을 증가시켜야 할 것으로 생각된다.

본 연구자의 경험에 비추어볼 때에도 많은 시료를 안정되게 정제하고 분석하는

시스템은 효과적인 정제 column의 개발과 결합된 IC- HPLC시스템으로 농산물

에 오염되거나 잔류되어있는 잔류항생물질을 분석하는 것이 가장 바람직한 방

향으로 생각되며 이에 대한 연구를 계속 할 예정이다.
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6. ELISA kit의 실험제작

비록 감도가 다른 물질에 대한 항체보다 낮았지만 지금 까지의 ELISA결과

를 토대로 ELISA분석 KIT를 실험적으로 제작하였다. 기초가 된 ELISA방법은

indirect competit ive ELISA시스템으로서 v omitoxin의 ELISA시스템과 유사한

점이 많았다.

즉 microt iter plate에 sulfamethazin- BSA conjug ate를 100ng/ w ell 씩 4C에서

하룻밤 coating 시키고 1% BSA용액으로 blocking시킨 다음 ELISA용 kit로 포

장하였다. 실험에 사용된 항체는 500배로 희석한 다음 100㎕씩 첨가해야하기

때문에 100배로 희석하여 포장하는 것이 좋지만 실제로는 동결건조하여 포장

하여둔 1mg포장단위가 취급하기에 훨씬 용이하기 때문에 포장항체는

1mg eksdnl로하여 실제 실험하는 연구자 스스로가 필요한분량대로 나누어 PBS

에 녹여 쓰는 것이 매우바람지하다고 권유할 예정이다. 그러나 2차항체- HRP

conjug ate는 1000배로 희석시켜 포장하여 공급하며, 4C에서 보관하면서 사용하

도록 안내할 예정이지만 저온포장수송에 필요하므로 주의해야 할 것이다.

그 외 실험에 사용되는 기질(ABT S)용액은 30 ㎎ ABT S를 90 ㎖ H2O에 녹

인 다음 포장하여 - 20℃에 보관토록 하고 기질용액을 희석할 citrate buffer 및

반응정지시약 역시 각각 포장하여 실온에 보관토록 하며 특히 본 실험에 사용

되는 표준 sulfamethazin의 경우 DMF나 methanol에 녹인 표준물질을 일정량씩

포장해서 - 20℃에 보관케 하며 실제 실험시 PBS용액에 희석해서 0, 0.1, 1ppm

로 농도별로 나누어 표준용액을 만들 수 있다.
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가. Kit의 포장단위

본연구팀이 준비한 1 kit를 시료 30개를 처리하는 것을 기준으로하여

포장할 경우 다음과 같은 물질이 필요하게된다.

* coat ing , blocking된 microtiter w ell 35 line (8w ell/ line)

* 표준 sulfamethazin용액(10ppm 5 ㎖:A액)

* ABT S용액(B액)

* sulfamethazin에 대한 항체(C액) 5 ㎖

* 2차 항체- HRP(D액:1000 배 희석액 5ml)

* Citra te buffer 25 ㎖(E액)

* 반응 정지액 25 ㎖(F액)

( coating 된 well, A, B, 액은 - 20℃에 보관, C액,D액,E액과 F액은 상온에 보관)

나. 실험조작 protocol

실험용 kit 사용의 전체 과정을 간단히 요약하면 다음과 같이 요약할 수 있다.

㉠시료조제: 시료5g (ml) in 50ml tube- 30% MeOH(in PBS) 25ml과 65C

w ater bath에서 30분간 방치- 진탕기에서 30분 혼합- 1,200rpm

에서 10분간원심분리- 상층액 - ELISA시료

㉠ 실험 준비 : 전처리된 시료용액과 표준sulfamethazine 용액 5 ㎖준비(A액)

*0.1N PBS에 희석

㉡ Coating , blocking 된 w ell 을 증류수로 w ashing ×3

㉢ 표준 용액(A액) 또는 시료용액 50 μl 씩을 w ell에 각각 넣음

㉣ sulfamethazine에 대한 항체희석액(C액 50ul 씩w ell에 첨가
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㉤ 37C, 2시간 반응- 2차 항체- HRP conjugate희석용액(D액) 50 μl/w ell

→37C에 3분간 incubation.

㉥ 기질 용액 조제 : B액 1 ml + E액 10 ml + H2O2 4 μl을 혼합.

㉦ W ell w as hing ×6

㉧ 기질용액 100μl씩 w ell에 주입 → 15분 incubat ion.

㉨ F액 100μl씩 w ell에 주입 → 반응정지.

㉩ 결과를 육안으로 비교 (단 *ELISA Reader있을 경우 410 nm에서 측정 비교,

*실험에 사용하는 재료는 모두 1회용)

7. 면역분석법의 응용

가. 국내시료에 대한 분석

이상의 실험에서 얻은 결과를 바탕으로 실험적으로 제작한 면역분석 kit를 이

용하여 국내에서 수집한 사료와 우유시료 각각 18점 및 36점에 대한

sulfamethazine분석을 하여 s ulfamethzine의 잔류정도를 실험하였다. 표에서 보

는 바와 같이 실제 시료 54점 중 우유2점만이 pos itive로 나타났고, 나머지는 모

두 음성으로 확인되었다. 양성의 경우에도 그 함량이 각각 0.37, 0.52ppm으로

나타났다. 이러한 실험결과는 2가지 측면에서 생각해볼 수 있다. 그중 하나는

실험에 사용된 사료나 우유시료에 s ulfamethazine이 2점의 시료외는 잔류하지

않고 깨끗한 시료였다고 생각할 수 있고 또 다른 관점에서 볼 때 비록 소량의

sulfamethazine이 잔류했을지라도 본 분석시스템의 감도가 낮아 잔류하는

sulfamethazine을 검색하지 못했기 때문으로도 생각할 수 있기 때문에 앞으로

보다 감도 높은 면역분석 시스템을 구축할 수 있도록 계속적인 연구가 요청된

다.
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T able 3- 24. Detection of sulfamethazine from feed and milk s amples by

indirect competitive ELISA

Sample Number of sample Pos it ive sample Incidence(%) Levels (ug /g )

Feed 18 0 0 0

Milk 36 2 5.5 0.37, 0.52

T otal 54 2 1.8 0.37, 0.52

나. 수입시료에 대한 분석

한편 수입사료의 경우에도 26점의 시료 모두 음성으로 나타났다. 이는 앞서

국내시료에서 언급한바와 같이 시료중의 잔류 sulfamethazine의 없거나 혹은 본

면역분석시스템의 측정가능한 범위이하의 sulfamethazine이 있었을 경우 본실

험에서 검색하기 어려웠을지도 모른다고 예측할수 있기 때문에 보다 민감도가

높은 면역분석 시스템을 구축하기 위한 계속적인 노력을 할 예정이다.

T able 3- 25. Detect ion of s ulfamethazine from imported feed by indirect

competit ive ELISA

Source Number of sample Pos it iv e sample Incidence(%)

USA 21 0 0

China 5 0 0

T otal 26 0 0
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제4절 결론

1. 단크론성 항체를 개발하기위해 우선 sulfamethazine을 hapten 조제없이 바로

bovine serum albumin(BSA) 또는 ovalbumine(OVA)과 결합시켜

immunogen 또는 coating conjugate로 사용하였다.

2. 형질세포종세포(p3×63Ag 8. v653)와 sulfamethazine- BSA를 면역시킨 암컷

BA LB/c 마우스의 비장세포를 융합시켜 cloning 한 결과 sulfamethazine에

대한 단크론성항체를 생산하는 hybridoma cell 3주를 확보하였고, 개발된

hybridoma세포주(SMT - 1- M5)를 mouse복강에 주입하여 얻은 복수의 항체역

가를 조사한 결과 1: 100,000의 희석액에서도 역가를 나타내었다.

3. 생성된 s ulfamethazine에 대한 단크론성 항체는 sulfamethazine에 매우 특이

성을 보여 penicillin G, s treptomycin, chrolampenicol, gentamycin 그리고

kanamycin과는 교차반응을 나타내지 않았으나 다른 물질에 대한 항체와 비

교할 때 역가가 낮았다. 이 항체를 이용하여 sulfamethazine을 측정하기 위한

indirect competit ive ELISA법을 확립하였고 50ppb- 10ppm 수준의

sulfamethazine분석이 가능하였다.

4. Immunoaffinity column을 실험적으로 조제하여 식품 시료 중의

sulfamethazine을 정제하기 위한 조건을 확립하였다. Column은 먼저 10㎖

PBS로 씻고난 뒤 시료용액을 충진했으며 10㎖의 증류수와 10㎖의 PBS로 다

시 column을 씻은 후 5㎖의 methanol로 처리시키면 대부분 column에 결합

되어있는 sulfamethazine이 대부분 용출되었다. Immunoaffinity column으로

전처리한 시료를 ELISA 및 HPLC법으로 측정하여 회수율을 구한 결과

sulfamethazine의 경우 사료에서는 각각 50.9%, 54.7%를 보여 atrazine경우보
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다 낮은 회수율을 보였다.

5. Sulfamethazine분석을 위한 실험적 ELISA kit 한셋트에는 다음과 같은 것이

포함되었다. 즉, 항체가 coat ing된 microt iter w ell이 35줄(12w ell/줄), 10ppm

농도의 표준sulfamethazine용액(A용액), 5㎖의 ABT S 용액(B용액),

sulfamethazine에 대한 항체 5ml(C액), 2차항체- HRP희석액 5ml(D액), 25㎖

의 citrate buffer(E용액), 25㎖의 정지용액(F용액) 등이다.

6. 개발된 모니토링 시스템으로 54개의 국내시료와 26개의 수입사료를 대상으로

sulfamethazine을 분석한 결과 국내생산 우유시료 2점에서 각각 0.37,

0.52ppm의 sulfamethazine이 잔류되어 있는 것으로 나타났다.
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제4장 식품 중 곰팡이 독소(vomitoxin)의 첨단

면역분석기술 개발

제1절 서론

자연계에는 수많은 미생물이 함께 공존하고 있고, 이들 미생물 중 곰팡이

는 큰 부분을 차지하고 있으면서 인류의 생활에 직접, 간접으로 영향을 미치고

있다1). 그 중 곰팡이가 생성하는 독소2-4)는 식품 등의 안전성에 영향을 미치는

식품 위해 요소로 인식되면서 큰 사회문제로 대두되고 있으며, 세계 각국에서는

농산물의 수출입 과정에서 식품 속의 mycotoxin 오염 문제를 중요하게 취급하

고 이에 대한 법적 허용규제 한도를 설정하여 수입 규제를 강화하고 있다5-8).

이러한 곰팡이 독소는 A spe rg illus, P e nicillium 및 F usarium속 등의 곰팡이가

생산하는 2차 대사산물로 인간 및 가축에게 위해를 주는 물질이다. 이 중에서도

F usarium속 곰팡이는 비교적 저온에서도 생육이 양호하며 저장 또는 가공중의

곡류 및 채소류의 부패에 관여하여 많은 독성물질을 생성한다6-12). 이러한

F usarium속 곰팡이가 생성하는 독성물질을 F usarium toxin이라 하며 이 중에

서 가장 많은 비중을 차지하는 것이 t richothecene계 독소이다. t r ichothecene은

현재 180여종의 유도체가 알려져 있으며13) 그 중에서도 농작물에서 빈번히

v om itox in , T - 2 tox in이 검출되고 있으며, T - 2 toxin이 독성이 가장 강한 것으

로 알려져 문제가 되고 있다14-16).

T richothecene은 F ig . 4- 1에서와 같이 9, 10번 탄소에 이중결합을 가지고

있고 12, 13번 탄소에 epox y환을 가지며 ses quiterpenoid 구조가 특징적인 화합
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물로서17) 기본형인 A- type, 8번 탄소에 carbonyl기가 있는 B- type, 2개의

epoxy환을 가진 C- type 및 macrocyclic 환이 있는 D- type이 있으나18), 오염된

곡물이나 사료에서 검출되고 있는 것은 A - type(T - 2 tox in)과 B- type(v om itox in )

이 대부분이다19-21).

F ig . 4- 1. S tructure of tr ichothecene.

T - 2 toxin(12, 13- epox ytrichothec- 9- ene- 3α, 4β, 8α, 5- tetrol, 4,

15- diaceta te - 8- is ovalerate)은 융점이 151- 152℃인 백색의 결정체로서 아세톤,

클로로포름, 에틸아세테이트 등과 같은 유기용매에 녹으며, 자외선 흡수성질이

없고, 자외선 하에서 형광성도 없으며 고체상태에서는 안정하나 알칼리에서는

HT - 2 tox in, T - 2 triol을 거쳐 T - 2 teraol로 가수분해된다22-24).

T - 2 tox in을 생성하는 곰팡이로 동정된 것은 F usarium tricinctum ,

F usarium poe a, F usarium sporotrichioides , F usarium nivale , F usarium

solani, F usarium equise ti, F usarium acum inatum 등이 있다. 이 중 옥수수로
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부터 T - 2 toxin을 생성하는 균으로 가장 먼저 보고되었다25-27).

T - 2 toxin이 물리, 화학적으로 안정하므로 곡류 등의 농작물에 일단 오염

되면 제거하기 어렵고 가공, 조리 후에도 잔존하며 또한 오염된 사료를 섭취한

가축의 조직이나, 우유, 계란 등에 전이되어 이를 섭취한 인축에게 급성 또는

만성적인 건강장애를 유발하는 것으로 보고되고 있다. 실험동물에 대하여 사료

의 섭취량 감소, 성장률 저해, 피부괴사, 구토, 설사, 신경장애, 면역기능의 억제

28,29), 조혈기관의 장애14), 빈혈, 생식기관의 기능 억제작용을 하는 것으로 보고되

어 있다. 특히 동물세포에서 단백질의 생합성 작용억제30), 백혈구 감소증, 급성

혈관 손상, 강력한 피부점막 손상을 비롯하여 소장점막, 골수, 생식장기와 같은

증식성 세포의 핵 붕괴와 세포괴사 그리고 임파절, 비장, 흉선, 등의 면역조직에

서 임파구의 핵 농축 및 감소에 의한 질병방어능력 저하, 태아기형, 위장염, 홍

반 및 수종의 피부독성이 있다고 보고되어 있으나31,32) 변이원성은 없는 것으로

알려지고 있다33).

한편, v om itox in은 DON이라는 명칭으로도 통용되고 있으며 그 화학식은 3

α, 7α, 15- tr ihydrox y- 12, 13- epox ytrichothec- 9- en- 8- one으로서 F usarium속

중 Fusarium g ram inearum (Gibberella z eae)과 Fusarium sporotrichioides가 생성

하는 mycotox in이다34). 1970년대 초 F usarium속에 감염된 곡류를 섭취한 가축

이 구토를 일으키는 사례가 발생하였으며, Vesonder 등36)에 의해 최초로

v om itox in이 분리, 동정되었다10,35-37).

특히, v om itox in은 F usarium속이 생성하는 t r ichothecene계 독소 가운데

자연계에서 가장 많이 분리되는 독소로서 지역에 따라 다소의 차이는 있으나

v om itox in 생성 균주는 세계적으로 널리 분포하고 있음을 알 수 있다38).

v om itox in과 인간의 보건 및 가축의 구토와 사료거부, 면역억제 등으로 생겨나

는 잠정적 농업손실39) 등 v om itox in이 존재하는 곡물에 대한 위험이 심각한 문

제로 대두되어, 많은 나라에서 v om itox in에 대한 법적 허용수준 등에 관한 규제
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법 등을 정해놓고 있는데 캐나다의 경우 연질밀 2 ppm, 유아식품 1 ppm 수준

을, 그리고 미국 F DA의 경우 밀 완제품 1 ppm, 사료 5 ppm 수준을 규제치로

정해놓고 있으며, 소련의 경우 보건성의 규제치는 경질밀 1 ppm, 기타밀 0.5

ppm으로 상당히 엄격하다10,40). 그러나 우리나라의 경우 v om itox in 등의 허용 기

준치 등이 아직 설정되어 있지 않은 실정이어서 이에 대한 관심과 연구가 더욱

필요하다. v om itox in이 오염된 곡물을 섭취한 사람이나 가축에 대한 공통적인

증상은 설사, 구토, 발열, 피부손상, 백혈구 감소 등을 나타내었다15,38,39).

농산물에 오염된 곰팡이 독소를 확인하고 정량하는 방법에는 비교적 그 절

차가 간단하고 비용이 적게드는 th in layer chromatography(T LC)가 많이 이용

되어 왔다41,42). 그러나 T LC법은 검출감도가 낮은 문제점이 있어, g as

chrom atog raphy(GC), hig h perform ance liquid chrom atog raphy (H PLC), g as

chrom atog raphy- s pectrom etry(GC- M S )를 이용한 방법들이 정량을 위해 사용되고

있다. 일반적으로 곰팡이 독소는 미량으로 존재하기 때문에 많은 양의 시료가

필요하고 분석전의 전처리 조작들이 복잡하다. 또한 이러한 기기가 고가이고 넓

은 공간과 전문인력을 필요로 하며 많은 유기용매를 사용하므로 실험자의 안전

에 해로운 문제점들이 있어 새로운 분석방법의 필요성이 강력히 대두되었다

43,44).

이와 같은 문제점을 해소하기 위하여 동물체내에서나 세포융합에 의해 곰

팡이 독소에 대한 항체를 생산하여 이를 농산물에 오염된 곰팡이 독소를 면역

학적 분석법을 시도하고 있다. 면역학적 분석법에는 몇 가지 방법이 있으나 그

중 대표적인 것으로 방사선 동위원소를 표식(marker)으로 이용하는 방법으로

방사선 면역분석법(radioimmunoas say : RIA)과 효소를 이용한 효소 면역 분석

법(enzyme linked immunosorbent as say : ELISA)을 들 수 있다. 그리고 특이

항체를 지지체인 bead에 부착시킨 소형의 immunoaffinity column을 이용하는

방법이 있다. RIA법을 이용한 곰팡이 독소 분석은 감도는 높으나 방사선 폐기
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물의 위험성, 방사선 물질의 취급에 필요한 고가 장비나 위험에 대비한 취급 등

의 문제점으로 인해 최근에는 이용이 편리하고 경제적 이점이 있는 ELISA법이

곰팡이 독소 분석에 이용되고 있다. ELISA법은 다량의 시료를 동시에 분석할

수 있으며, 복잡한 추출이나 정제과정이 없으며, 적은 양으로도 측정이 가능하

며 분석 시간이 빠르다40). 이16)는 T - 2 toxin에 대하여 가장 민감한 ELISA법을

확립하여 0.1- 100 ppb 수준까지 측정 가능하다고 보고하였으며, 강44)은

zearalenone의 신속 검출을 위한 ELISA법을 확립하여 0.5- 100 ppb 수준까지 측

정 가능하였음을 보고한 바 있다. 그러나 v om itox in의 경우에는 이 정도로 민

감한 ELISA법을 확립하기가 어렵다43-45).

본 연구는 국내식품을 비롯한 수입 농산물의 안전성 확보를 통한 국민 보건

증진이라는 궁극적 목표를 달성하기 위한 연구의 일환으로 현재 세계 각국에서

문제가 제기되고 있는 m y cotox in의 식품 내 오염량 측정을 위한 면역분석방법을

개발하기 위하여 지금까지 국내에서는 연구가 안된 F us ariou m m y cotox in중

v om itox in을 실험대상으로 우선 v om itox in에 대한 항원성을 인위적으로 부여하고

단일크론 항체 생산을 위한 h yb idom a cell의 개발과 이들 단일크론 항체를 이용한

첨단분석 방법의 확립하고 이를 바탕으로 체계적인 v om itox in 오염 현황을 모니

터링하여 식품에의 v om itox in 오염예방대책을 수립할 예정이다.
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제2절 실험재료 및 방법

1. 실험재료

본 실험에 사용된 실험재료는 다음과 같다. Polyethylene s orbitan

monolaurate(T w een 20), 2,2' - azinobis (3- thylbenz- thiazoline) s ulfonic

acid(ABT S), hydrog enperox ide, Vomitoxin(DON), T - 2 tox in, nivalenol,

3- Acetylvomitox in, Deacetox yscirpenol, Diethanolamine, p- Iodonitrotetrazo-

lium violet(INT - violet) 등은 Sigma사로부터, ant imouse- Ig G- hors eradish

perox idas e conjug ate, antimouse- Ig G- A lkaline phosphatase conjugate는

Jacson사에서, Diaphorase, β- Nicot inamide adenine dinucleot ide phosphate(β

- NADH), alcohol dehydrog enas e는 Boehringer mannheim사에서 T LC plate는

Merck사에서 No. 5553을 구입하여 사용하였으며, 그 외 사용한 시약과 유기용

매는 특급을 사용하였다.

또한 microt iter plate 96w ell은 Dynex technologies사에서, ELISA Reader

는 Bio Rad Model 550을 사용하였으며, HPLC는 W ater Co. U.S .A.를 사용하였

다.

- 203 -



2. 실험방법

가. Vomitox in에 대한 기존의 분석법

기존의 v omitoxin분석법을 확립하기 위하여 먼저 T LC를 행하였다. 사용된

전개용매는 toluene : acetone : methanol(5 : 3 : 2, v/v) 혼합용액을 사용하였

으며, 20% aluminum chloride anhydrous(20 g/ 60% ethanol 100 ㎖)용액을 분무

하고 110 ℃에서 10분간 발색시킨 후 365 nm의 UV lamp하에서 관찰하였다.

T LC법에서 1차적으로 확인된 spot는 시료의 경우 acetonitr ile : w ater(84 : 16,

v/v)용매로 추출하여 s peed vacuum concentra tor로 농축시켰다. HPLC 측정을

위하여 methanol 1 ㎖를 넣어 용해시킨 후 직경 2 ㎛ membrane filter(millipore

filter)로 여과하여 여액을 주입하고 표준 vomitox in과 비교 및 확인하였다. 이

때의 HPLC 분석조건은 T able 4- 1과 같았다.

T able 4- 1. Analyt ica l condit ions of HPLC for determinat ion of vomitox in.

Column

Mobile phase

F low rate

Pres sure

detector

μBondapak C18(3.9mm x 300mm steel column)

methanol:w ater(14:86,v/ v)

1.5ml/min

1,800ps i

UV 222nm
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3. Vomitox in에 대한 immunog en 합성

가. Vomitox in의 hapten 합성

항원을 체계적으로 합성하기 위하여 Ohtani 등의 방법에 준하여 먼저

vomitoxin 유도체를 다음과 같이 조제하였다. 즉, 0.5㎖ pyridine에 10㎎의

vomitoxin과 69㎎의 glutaric anhydride를 녹이고 95℃에서 3.5시간 방치한 후

0.5㎖의 증류수를 가하고 95℃에서 다시 30초간 반응시켰다. 반응물을 얼음으로

냉각시킨 다음 1.0㎖의 chloroform을 가하여 교반하고 1,500rpm에서 3분간 원심

분리한 후 chloroform층만 취하여 건조시켜 vomitox in- hemiglutarate를 얻었다.

나. Vomitox in- hapten protein conjugate 합성

합성한 유도체 5㎎을 취하고 4㎖의 1% BSA와 80㎎ 1- ethyl- 3- (3- diethyl

aminopropyl)carbodiimide hydrochloride(EDPC)를 첨가하여 실온에서 하룻밤 방

치한 후 반응물을 3,000rpm에서 10분간 원심분리한 다음 0.05M PBS(pH 7.0)가

들어있는 1ℓ beaker에서 3일간 투석을 행하고 15,000rpm으로 10분간 원심분리

한 후 280nm에서 단백질 농도를 측정하여 표준단백질(BSA, 분자량 66,000)과

처음 반응시 시작한 단백질의 양을 통하여 유도체 조제 시 vomitox in(분자량

296)과의 반응비를 결정하여 최종 vomitox in- BSA conjugate를 생산하였다.
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4. Hybridoma의 개발

가. Immunization

Vomitox in의 면역 역시 생후 6주된 BALB/ c mouse(암컷)에

vomitoxin- BSA와 Freund' s complete adjuvant의 혼합액을 마리당 100㎕씩 복

강으로 면역하였다. 초기 면역 후 3주 간격으로 같은 방법으로 3회 추가접종을

실시하고 있으며, indirect competit iv e ELISA법으로 혈청의 antibody 형성이 양

성으로 나타난 mous e에 대해서만 fus ion 3일전 PBS으로 희석한 동량의

vomitoxin- HG- BSA conjugate를 복강 내로 주사하여 최종면역 하였다.

나. 항혈청 titer 측정을 위한 ELISA법 확립

Vomitoxin에 대한 mous e 항혈청 titer를 측정, 역시 competit ive indirect

ELISA법으로 진행하였다.

다. Cell fus ion

Mycotox in인 vomitoxin에 대한 단크론성항체생산을 위한 hybridoma cell

line 개발을 위한 세포융합 역시 앞서의 실험방법에 따라 수행하였다,

융합이 끝난 혼합 세포액을 400gx에서 5분간 원침하고 20% 우태아 혈청,

10% NCT C,그리고 g entamicin(50ug /ml) 첨가된 DMEM에 부유시킨 다음

96- w ell 배양판에 w ell당 50ug씩 분주하여 37℃,6% CO2에서 배양하였다.
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융합된 세포만을 선택하기 위하여 Lit tlefield가 고안한 HAT (50uM

hypoxanthine, 0.4uM aminopterin, 16uM thymidine)배지를 융합 후 1,3,5,및 7일

에 w ell당 50ul씩 첨가하고, 10일에는 150ul씩 배지를 교환하여 15일까지 융합세

포의 증식 유무를 역위상차 현미경으로 관찰하였다.

라. Cloning

융합 후 10일 내지 15일 사이에 융합된 세포가 w ell 바닥의 1/3이상 성장하

였을 때 배양상층액을 채취하여 효소 면역측정법으로 항체를 분비하는 지의 여

부를 검색하였다. 항체를 생산하는 w ell의 세포를 24 w ell plate에 옮겨 배양한

후 항체역가가 계속 유지되고 세포의 증식이 활발한 hybrid를 선택하여 cloning

을 실시하였다.

Cloning은 Mckearn의 무한대 희석법으로 실시하였다. 24 w ell에서 성장하

는 세포를 DMEM으로 희석하여 최종 10 ∼ 30 cell/㎖의 농도로 조정하여 w ell

당 100㎕씩 분주하여 배양하였다. 이 때 사용한 배지는 aminopterin이 첨가되지

않은 배지를 이용하였다. 10일 배양 후 역위상차 현미경으로 1개의 세포집락이

형성된 w ell을 선택하고 항체생산 여부를 효소 면역측정법으로 검색하였다. 그

결과 항체의 역가가 높은 새로운 hybridoma 2세포주를 최종 선택하여 증식시

키고, 106 cell/㎖로 조절된 배양세포를 cryo tube에 1㎖씩 분주하여 - 70℃에서

급속동결한 후 액체질소에 보관하면서 실험에 사용하였다.

2년 동안의 실험에서 얻은 hybridoma가 생산하는 단크론성 항체가 불안정

하여 계속해서 보다 안정하며 역가높은 항체를 생산하는 새로운 hybridoma 개

발, 시료조제, 분석조건 개선 및 immunoaffinity column제작에 관한 실험을 다

음과 같이 수행하였다.
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5. 항체의 생산과 특성

가. 항체의 생산

개발한 hybridoma를 T - 75 flas k에서 대량 배양한 후 mous e의 복강에 이

식하여 복수액을 생산하였다.

즉, 1주일전 복강에 pris tane (2,4,10,14- tetramethylpentadecane, s ig ma co.)을

0.5㎖를 주입한 mous e에 대량 증식한 hybeidoma cell을 수거하여 세포수가 1.0

×107/ 0.2㎖ 되도록 조절하여 mouse의 복강에 주입하였다. 약 7- 8일후 복강으로

부터 복수액을 채취하여 원심분리한 후 상징액에 대하여 역가를 검정한 다음

실험에 사용하였다. 또한 각 융합잡종세포가 분비하는 단크론성의 항체 isotype

을 조사하였다. 항체의 is otype결정은 Boehriner mannheim사의 mous e

monoclonal ant ibody isotyping Kit를 사용하여 Boehriner mannheim사에서 제

시한 방법에 따라 시행하였다.

나. 항체의 특성

채취한 복수액을 ammonium s ulfate법으로 정제하여 항체의 반응성 및 특

성을 조사하는데 사용하였다. 즉, 복수액을 2배량의 PBS용액에 희석한 후 포화

ammonium sulfate용액을 동량 가하여 30분간 실온에서 반응시킨 다음 10,000

xg에서 윈심분리를하여 침전물을 회수하였다. PBS용액에 침전물을 재용해 한

다음 다시 45% ammonium sulfate용액을 동량가하여 실온에서 30분간 반응시

키고 다시 10,000xg의 윈심분리를하여 침전물을 회수하였다. 한번 더 45%

ammonium sulfate용액으로 반복한 다음 PBS용액에 투석을 3일동안 3회 반복
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하였다. 투석이 끝난 용액의 단백질량을 정량한 다음 항체의 반응성 및 특성을

조사하는데 사용하였다. 생산된 단크론성항체의 특이성을 조사하기 위하여 각

유해물질과 유사한 구조를 가진 화합물에 대한 교차반응성을 조사하였으며, 그

결과 생산된 항체는 v omitoxin에 특이성이 크고 다른 mycotox in과는 교차반응

을 보이지 않았다. 교차반응은 이성체들의 농도를 달리하여 흡착항원에 결합된

항체를 50% 유리시키는 농도를 산출하여 교차반응성(CR50)을 다음과 같이 계산

하였다. CR50=(흡착 항원과 항체의 반응을 50% 억제할 수 있는 mycotox in의

농도/ 흡착항원과 항체의 반응을 50% 억제할 수 있는 이성체의 농도)×100

6. ELISA법의 확립

융합잡종세포를 BA LB/c 마우스에 투여하여 얻은 정제된 단크론성 항체를

이용하여 ELISA법을 확립하는 실험을 실시하였다. 유해잔류물질의 indirect

competitive ELISA법을 확립하기 위해 coat ing법과 coating 시간. 유기용매와의

반응, 항체의 농도, 기질의 농도 및 반응시간이 ELISA법에 미치는 영향을 조사

하고, 보다 개선된 ELISA법을 확립하였다.

7. ELISA분석을 위한 시료조제

가. 각종시료의 수집

F usarium속 균주가 생성하는 v omitoxin의 경우 새로이 생성한 단크론성

항체를 이용한 ELISA법에 직접 적용하기 위한 실험을 실시하였다. 우선 식물성

시료로는 v omitoxin이 오염문제가 되는 곡류시료를 중심으로 수집하였다. 즉

쌀, 보리, 옥수수를 시중에서 구입하여 분쇄한 다음 ELISA용 시료조제에 사용

하였고, .동물성 시료로는 urine과 혈액을 선택하여 ELISA 분석조건을 확립하

는 실험에 사용하였다.
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나. 식물성 시료조제

미세하게 분쇄한 쌀, 보리, 옥수수 시료 5g을 50mL 원심분리관에 취하고

5배의 60% MeOH를 가해 10분간 진탕시켰다, 이것을 3,000rpm에서 30분간 원

심분리한 후 상등액을 취하여 PBS로 희석한후 ELISA용 시료로 사용하였다.

이때 회수율을 구하기위해 쌀, 보리, 밀, 옥수수 등의 시료에 100ppb, 1ppm의

농도의 v omitoxin을 첨가한 후 같은 방법으로 추출하여 ELISA를 행하였다.

다. 동물성 시료조제

1) Urine시료 조제

Vomitox in 오염여부를 urine 시료에서 진단할 수 있는 ELISA 조건을 확

립하기 위해 앞서 atrazine에서와 같이 제공받은 urine을 50mL 원심분리관에

취한 다음 urine을 먼저 10,000rpm에서 5분간 원심분리하고 상등액의 ELISA

분석조건을 조사하였다.

2) 혈액시료 조제

제공받은 혈액을 50mL 원심분리관에 넣고 먼저 EDT A을 1mg /mL blood

농도로 첨가하여 1,500rpm에서 10분간 원심분리해서 혈장만 취한 다음 ELISA

분석을 위한 실험조건 확립에 사용하였고, 남은 시료는 4℃에 보관하면서 필요

에 따라 실험에 사용하였다.
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8. Imminoaffinity column 제작과 활용

가. 항체의 대량생산과 정제

Vomitox ine에 대한 항체의 대량생산 역시 지금까지의 BALB/c mouse 복

수를 이용한 방법에서 달리하여 T - 75 flas k에서 대량 증식한 hybridoma cell을

Integra celline CL 350 flask에서 항체를 생산하였다. 즉 15% fetal calf

serum(FCS)이 함유된 DMEM배지로 hybridoma cell을 1.0 x 106/㎖로 조절한

다음 5㎖을 (A)에 주입하고 serum이 포함되지 않은 DMEM배지 350㎖을 (B)에

주입하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 1주일동안 배양한 후 (A)를 통하여 2.5㎖의

항체가 포함된 cell 용액을 취하고 다시 15% F CS이 함유된 DMEM배지 2.5㎖

을 보충하고 serum이 함유되지 않은 DMEM배지 350㎖로 교체하여 계속적으로

배양하였다. 이 후 3일 간격으로 반복 조작하여 항체를 생산하였다. 항체가 포

함된 세포용액은 3,000rpm으로 원심분리하여 cell을 제거한 다음 실험에 사용하

였다. 생산된 항체는 50㎖ tube에 모아 유안침전법으로 다시 정제하여 실험에

사용하였다. 즉, 상등액 절반 정도의 포화(NH4)2SO4 용액을 mag netic s tirrer로

교반 하면서 1방울씩 떨어뜨려서 혈청을 침전시켜 분리하는 조작을 3회 이상

반복하였다.

수거한 혈청을 처음 량의 0.01M 인산완충용액 (phosphas t buffered sa line

: PBS, pH7.3)에 녹이고 3일간 4℃에서 투석시킨 다음 원심 분리하여 침전물을

버리고 항체 역가를 측정하고, 4℃에 보관 하면서 IC- ELISA 및 ELISA 분석

용 kit의 실험제작에 사용하였다.
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나. Immunoaffinity column의 제작

농산물에 극히 미량으로 오염되어 있는 vomitoxin을 정제, 농축하기 위한

목적으로 affinity column을 제작하였다. Immunoaffinity column에 의한

vomitoxin의 정제원리는 앞서의 atrazine과 sulfamethazine의 경우와 같다. 이

때 affinity column의 g el과 vomitox in과의 결합 여부는 HPLC로 확인하였다.

다. IC- ELISA 분석 조건검토

각종 시료의 전처리를 위해 지금까지 화학분석법에서 행하여 오던 복잡한

정제과정을 생략하고 면역분석법으로 분석할 경우 다음과 같은 간단한 처리과

정으로 정제하여 ELISA로 분석할 수 있는 조건을 확립하는 실험을 실시하였다.

즉, 시료 5 g을 50 ml 원심분리관에 넣고 25ml씩의 60% methanol과 혼합한

후, 표준 v omitoxin을 1ppm씩 spiking하여 실온에서 1시간 진탕시켰다. 이것을

3,000rpm에서 10분간 원심분리하고 상등액을 W hatman No.1로 여과하여 얻은

상징액을 5ml 취하고 15ml의 PBS로 희석한 것을 immunoaffinity column 에

loading 시켰다. 시료를 column에 loading 시키기 전 제작한 column을 10ml

PBS로 씻고 시료를 3ml/min 속도로 loading 시켰다. 시료속의 vomitox in을 gel

에 흡착된 항체에 흡착시킨 후 다시 불순물을 10ml 증류수와 PBS로 세척한 다

음 항체에 binding된 vomitox in은 100% MeOH 3ml로서 용출시키고 질소 gas

로 건조시켰다. 건조시료는 4℃에 보관하면서 필요에 따라 10% MeOH 1ml에

다시 녹여 ELISA용 시료로 사용하였다.
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라. IC- HPLC 분석조건 검토

IC를 이용하여 조제한 시료를 HPLC에 연결하여 분석하기 위한 IC- HPLC

분석조건에 대한 실험을 하고 있다. 많은 시료를 빠른 시간에 정확히 분석하고

자 할 때 정제된 시료가 얻어진다면 기기에 주입시켜 자동적으로 분석할 수 있

다. 지금까지의 결과는 시료를 앞서 IC- ELISA와 같이 MeOH로 용출시키고 질

소 g as로 농축한 후 4℃에 보관하면서 MeOH 100㎕에 녹여 여과한 다음 HPLC

분석용 시료로 사용하고있다. 이때의 HPLC 조건은 column은 uBondapak

C18(3.9mm X 300mm s teel column)을 사용하였고 Detector는 UV 222nm,

F low rate는 1.5 ml/min, Mobile phas e는 methanol : w ater (14:86, v/v)이었

다.

9. 잔류 vomitox in의 면역분석 kit 실험제작

각종 시료 중에 잔류하는 vomitox in의 면역분석을 위한 kit를 앞서 확립

한 indirect competit ive ELISA법을 활용하여 실험 제작하였다.

이를 위하여 확립된 ELISA 조건의 kit에서의 적합 여부, k it의 보관방법,

kit 사용기간, 그리고 kit 1set당 포장될 각종 시액의 함량 및 kit의 사용

protocol에 대한 내용을 검토하였다.
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10. 식품 중 v omitoxin의 검색

가. 시료의 수집

국내 및 수입식품 중에 오염가능성이 있는 vomitox in의 검색을 위하여 지

금까지 개발한 hybridoma를 이용하여 얻은 단크론성항체로서 확보한 ELISAkit

를 이용한 분석을 실시하였다. 실제 시료에 적용하기 위해 국내시료의 경우

vomitoxin은 쌀, 보리 및 옥수수를 각각 27점, 49점 및 23점씩을 분석용 시료로

수집하였고, 수입식품의 경우 옥수수시료 23점 수집하여 실험에 사용하였다.

나. vomitoxin분석을 위한 시료조제 및 분석

미세하게 분쇄한 쌀, 보리, 옥수수 시료 5g을 50mL 원심분리관에 취하고

5배의 60% MeOH를 가해 10분간 진탕시켰다, 이것을 3,000rpm에서 30분간 원

심분리한 후 상등액을 취하여 PBS로 희석한후 ELISA용 시료로 사용하였다. 이

때 회수율을 구하기위해 쌀, 보리, 옥수수 등의 시료에 100ppb, 1ppm의 농도의

vomitoxin을 첨가한 후 같은 방법으로 추출하여 ELISA를 행하였다. 시료중의

면역분석은 앞서 indiredt competit ive ELISA를 기초하여 실험적으로 제작한 면

역분석 kit로 분석하였다.
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11. Amplifica tion method 확립과 응용

가. Amplificat ion method 확립

Vomitox in의 경우 항체를 이용한 ELISA를 확립한 결과 항체의 항원

(vomitox in)에 대한 민감도가 다른 mycotox in에 비하여 상당히 낮았다. 따라서

민감도를 높이기 위하여 enzyme amplifica tion ELISA법을 응용하였으며 그 반

응원리는 Fig. 4- 2와 같았다.

F ig . 4- 2. T he principle of an enzyme amplifica tion sys tem.
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나. Amplificat ion method의 응용

Enzyme amplificat ion ELISA법을 실제 응용하기 위하여 v om itox in 생성

균주 8개를 가지고 v om itox in 생성정도를 확인하는 실험을 하였다. 먼저 이들균

주를 배양하여 conidia를 생성한 다음, YES배지에서 배양하여 ethyl acetate로

추출한 후 유기용매층 1 mL을 취해 농축시킨 다음, 1 mL의 10% MeOH/PBS

에 재 용해하여 amplificat ion ELISA 실시하였다.
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제3절 결과 및 고찰

1. Vomitox in의 기기분석

F usarium속 곰팡이가 생성하는 mycotox in인 vomitoxin의 기존의 분석법

인 T LC 및 HPLC 분석법을 확립하여 필요한 경우 기기분석에 의한 v omitoxin

의 분석을 행하여 개발된 면역분석법과 비교 할 수 있도록 조사확인하였다.

우선 v omitoxin의 T LC에 사용된 전개용매는 toluene : acetone : methanol

(5 : 3 : 2, v/v) 혼합용액이 효과적이었고, 20% aluminium chloride

anhydrous(20g/60% ethanol 100㎖) 용액으로 발색시킨 다음 100∼110℃에서 10

분정도 건조시킨 후 UV(365nm)하에서 관찰하였으며, 이때 얻은 표준

vomitoxin의 T LC chromatogram은 F ig . 4- 3과 같이 나타났다.

F ig . 4- 3. T LC chromatog ram of s tandard vomitox in.

(Dev eloping s olvent=toluene: acetone: methanol=5:3:2,v/v )
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또한 표준물질의 HPLC chromatogram은 Fig . 4- 4와 같이 나타났다.

Fig. 4- 4. HPLC chromatogram of standard vomitoxin.
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2. Immunog en의 합성

가. Hapten의 합성 및 확인

Vomitox in을 비롯한 대부분의 mycotox in은 분자량이 적어 동물의 체내에

서 항원성이 없어 항체형성이 불가능하다.

따라서 이들 저분자물질에 대한 항체생산을 위해서는 vomitox in과 단백질을

결합시켜 분자량을 인위적으로 증폭시켜 항원성을 부여하는 일이 매우중요하다.

그러나 vomitox in은 단백질과 직접 결합할 수 있는 coupling s ite가 없어

단백질과 결합할 수 있는 hapten을 합성하는 것이 우선과제이다. Hapten의 합

성은 앞서 언급한 바와 같이 Ueno 등의 방법에 따랐고, 합성된 vomitox in

hapten의 확인은 위의 T LC 조건으로 s tandard v omitoxin과 함께 전개하여 확

인하였다. 그 결과 F ig . 4- 5에 나타난바와 같이 표준 v omitoxin은 Rf치가 0.36

인데 비해 vomitox in hapten은 0.15로 나타나 vomitox in이 유도체로 전환되었음

을 확인할 수 있었다.
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Fig. 4- 5. Synthet ic s cheme for the procuct ion of the v omitoxin

immunogen.

A : Vomitox in, B: Vomitox in- Hemig lutrate

C : Vomitoxin- Hemig lutrate- BSA
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나. Vomitox in- HG- BSA conjug ate의 합성

합성한 vomitox in- hemiglutarate 5㎎을 취하고 4㎖의 1% BSA와 80㎎

1- ethyl- 3- (3- diethyl aminopropyl)carbodiimide hydrochloride(EDPC)를 첨가하

여 실온에서 하룻밤 방치시키면서 vomitox in- HG- BSA conjugate를 합성하였

다.

합성된 vomitox in- HG- BSA conjug ate의 확인은 우선 100ul conjug ate를

7N 암모니아용액 100㎕과 섞은 다음 실온에서 하루 방치하면서 가수분해하여

BSA와 vomitox in을 가수분해하였다. 가수분해가 끝난 시료는 질소가스로 건조

시키고 더운 methanol 1㎖을 첨가하여 상징액을 취해 반응이 안된 BSA

protein을 제거하고 다시 CHCl3 1㎖을 가하여 조용히 흔든 후 상징액만 취해

질소 가스하에서 건조하는 과정을 3회 반복하여 GC용 시료로 사용하였다. 건조

된 시료에 T MS(N,O- bis (t r imethyls ilyl) acetamide : tr imethylchloros ilane :

tr imethyls ilylim idazole = 3 : 2 : 3) 처리 시약 100㎕을 첨가하고 교반기로 혼합

한 후 그 중 2㎕를 GC에 주입하여 분석하였다. 이와 같은 방법으로 분석한 결

과 처음 사용한 vomitoxin의 함량과 BSA가 결합된 vomitox in은 가수분해하므

로 분석된 vomitox in량과 v omitoxin과 결합된 BSA 단백질량을 알아 본 결과

그 BSA 한분자에 vomitox in 8.06분자가 결합된 것으로 나타났다.
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3. 면역 및 항혈청 t iter 측정

실험방법에 따라 hapten- BSA conjugate를 BALB/ c mouse에 면역시키

고, 면역된 mous e의 v omitoxin에 대한 항혈청 titer를 측정하였다. T iter의 측

정은 indirect competitive ELISA법으로 실시하였다.

즉, 앞에서 합성한 vomitox in- HG- BSA를 1㎖당 1㎕의 농도로 조절한 후

96w ell microplate에 100㎕씩 분주하여 4℃에서 하루 방치하여 coating시킨 후

세척액(PBS- tw een)으로 4회 씻었다. PBS에 녹인 0.1% OVA를 w ell에 125㎕씩

분주하여 4℃에서 하루 방치하여 세척액으로 4회 세척 후 20% methanol

PBS- tw een에 녹인 표준 vomitox in 과 희석한 혈청용액 50㎕를 각 w ell에 넣고

microt iterplate shaker를 사용하여 혼합 후 4℃에서 하룻밤 반응시켰다. 반응시

킨 plate를 세척액으로 5회 세척하여 w ell에 2차 antibody(1:10,000)를 100㎕씩

분주하여 1시간동안 실온에서 반응시킨 후 세척액으로 다시 6회 세척 후, 기질

(T MBZ)용액 100㎕를 분주하여 실온에서 30분동안 발색시켰다. 푸른색으로 발

색된 w ell에 2N- 황산용액을 50㎕씩 넣어 노란색으로 반응을 정지시켜 ELISA

reader(450nm)에서 흡광도(O.D.)를 측정하였다. 그 결과는 T able 4- 2와 같았으

며, 이때 vomitox in에 특이한 항체를 생산하는 mous e의 s pleen cell과

myeloma cell을 앞서의 방법대로 cell fus ion하였다.
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T able 4- 2. ELISA titerat ion of vomitox in ant is era developed in mouse

(Unit :O.D)

Dilut ion 10 100 1,000 5,000 10,000 50,000 100,000

Normal 0.194 0.192 0.181 0.187 0.184 0.187 0.183

DON- 4 1.340 1.114 0.659 0.342 0.212 0.191 0.188

DON- 16 over over 1.543 0.743 0.575 0.353 0.206

4. Hybridoma cell line 개발

가. 세포융합 및 cloning

Vomitox in- HG- BSA conjugate로 면역시킨 20마리의 BALB/ c mouse 중

7마리가 v omitoxin에 양성 반응을 보이는 항혈청을 생산하여 모두 세포융합을

실시하였다. T able 4- 3에서 보는 바와 같이 융합 후 분주한 2380 w ell중 2023

w ell에서 융합된 세포가 성장하여 85%의 융합률을 보였다. 그러나 cloning 실험

까지 끝내고 얻은 hybridoma의 항체 생성능이 양호하지 못하여 cloning을 계속

하여 바람직한 hybridoma를 얻기 위한 실험을 하였다.
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T able 4- 3. Fusion and frequency of hybrids selected by HAT medium

융합 후 w ell상에 1/ 3 이상을 자란 세포가 보일 경우 상징액 50㎕을 취하여

비경쟁적 ELISA를 실시하여 항체의 생성여부를 관찰한 결과 총 43개의 w ell에

서 반응을 나타내었다. 이 양성 반응을 보인 w ell의 모든 세포를 24 w ell plate

에 옮겨 계속적인 배양하여 상징액 50㎕를 취해 이것을 10배 희석하여 비경쟁

적 ELISA를 실시하여 양성 반응을 보이는 4개의 세포주를 일단계로 선택하여

cloning하였다.

Cloning은 24 w ell에서 성장하는 세포를 DMEM으로 희석하여 최종 10 ∼

30 cell/㎖의 농도로 조정하여 w ell당 100㎕씩 분주하여 배양하였다. 이 때 사용

한 배지는 aminopterin이 첨가되지 않은 배지를 이용하였다. 5- 7일 배양 후 역

위상차 현미경으로 1개의 세포집락이 형성된 w ell을 선택하고 항체생산 여부를

비경쟁적 효소면역측정법으로 검색하였다. 항체의 역가가 높은 hybridoma를 최

종 선택하여 24 w ell plate, T - 25 flask, T - 75 flask 순으로 증식시키고, cryo

media로 106 cell/㎖로 조절된 배양세포를 cryo tube에 1㎖씩 분주하여 - 70℃에

서 급속동결한 후 액체질소에 보관하면서 실험에 사용하였다.

Num ber of

m ice t it er

Num ber of

m ice us ed

in fus ion

Num ber of

m ice w ells

s eeded

Num ber of

g row th in

HAT medium

F us ion

ra te

(% )

20 7 2380 2023 85
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나. 단크론성 항체의 생산 및 특성

1) Hybridoma개발

앞서 얻은 v omitoxin에 대한 항체생산이 가능한 4개의 hybidoma는 매우

불안정하여 지속적인 실험을 실시하는데 문제점이 많았다.. 따라서 안정된 성질

을 가진 새로운 hybridoma를 얻기 위한 실험을 계속하였다. 그 결과 추가로 3

개의 세포주를 확보하였으며 그 중에서도 DON- 7- M3 hybridoma가 가장 안정

하고 지속적인 연구수행에 적합한 세포주로 나타났다. 이들 hybridoma는 24

w ell plate, T - 25 flask, T - 75 flask 순으로 증식시키고, cryo media로 106 cell/

㎖로 조절된 배양세포를 cryo tube에 1㎖씩 분주하여 - 70℃에서 급속동결한 후

액체질소에 보관하면서 실험에 사용하였다.

2) 단크론성 항체의 생산 및 특성

새로이 얻은 hybridoma인 DON- 7- M3으로부터 vomitox in에 대한 항체를

얻기 위하여 앞서 설명한 바와 같이 T - 75 flas k에서 대량 배양한 후 mouse의

복강에 이식하여 복수액을 생산하였다. 즉, 1주일전 복강에

pris tane(2,4,10,14- tetramethylpentadecane)을 0.5㎖씩 주입한 mous e에 대량 증

식한 hybridoma cell을 수거하여 세포수가 1.0×107/0.2㎖ 되도록 조절하여

mous e의 복강에 주입하였다. 약 7- 8일후 복강으로부터 복수액을 채취하여 원심

분리한 후 상징액에 대하여 역가를 검정하였다 그 결과, mous e의 복강에서 얻

은 복수의 역가는 T able 4- 4에서와 같이 1 : 10,000에서 ELISA수행에 가능한

반응치를 보였다.
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Ammonium sulfate법으로 정제한 복수액의 단백질함량은 21.3mg /ml이었으

며 단크론성 항체의 is otype을 조사한 결과 IgG1을 생산하였으며 lig ht chain은

κ형으로 나타났다.

T able 4- 4. Dilut ion titer of ant i- v omitoxin ascites fluid as determined by

indirect competit ive ELISA (Unit : O.D.)

이렇게 얻은 v omitoxin 에 대한 단크론성 항체의 특성을 vomitox in외에도

nivalenone, 3- acethylvomitox in, deacetoxys cipenol, zeara lenone, T - 2 toxin 및

fumonis in등과의 교차반응으로 조사하였다. 그 결과 T able 4- 5에서 보는 바와

같이 vomitox in외에도 3- acethylv omitoxin,및 T - 2 toxin과 약간의 교차반응을

보였으나 실험을 수행하는 데는 큰 문제가 없었으며 앞으로도 보다 나은 세포

주 개발을 계속해 나갈 것이다.

Dilut ion 10 100 1,000 10,000 100,000 1,000,000

Normal 0.194 0.129 0.121 0.132 0.134 0.119

DON- 4- M7 ov er over 0.789 0.546 0.236 0.132
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Table 4- 5. Cross- reactivity of vomitoxin analogues in indirect competitive ELISA

면역학적 방법에서 이용되는 항체는 다클론성항체와 단클론성항체 2종류

가 있다.

다클론성항체는 500㎍ 전후의 면역원을 실험동물로서 주로 토끼에 면역시

켜 얻는데 한번에 많은 양을 얻을 수 있는 장점이 있으나 여러 가지 특이성을

갖는 항체들의 집합체임으로 유사한 mycotoxin과 교차반응의 문제가 있어 특이

성 감소로 mycotoxin분석에 장애요인이 되는 것이 대부분이다. 이러한 관계로

단클론성항체을 이용하는 연구가 되고 있다. 이 항체를 생산하기 위하여서는

동물세포 배양시설이 갖추어져 있어야 하고 clone을 분리하는데 많은 노력과 시

간이 소요되는 단점이 있으나 한 번 확립된 clone 에 의하여 생산되는 항체는

한 종류의 특이항체를 생산하기 때문에 v omitoxin을 비롯한 mycotox in을 분석

하기 위하여 계속 많은 연구가 이루어져야 할 것으로 생각된다.

Analogue Cross - reactivity(%)

vomitoxin

nivalenone

3- acethylvomitox in

T - 2 toxin

deacetox yscipenol

zearalenone

fumonis in

100

< 1

27

38

< 1

< 1
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5. 면역분석법의 확립

Vomitox in에 대한 면역분석 조건을 몇 가지 조사하는 실험을 실시하였다.

즉 Mouse의 복강에서 얻은 다량의 항체를 정제하여 시료중의 vomitox in 오염

여부를 조사하기 앞서 indirect competit ive ELISA법을 확립하였다.

가. 항체의 희석

먼저, 본 실험실에서 제조한 항체의 최적 희석배수를 조사하였다. PBS에

항체를 1 mg/mL로 조절하여 100- 25,600배 희석한 다음 w ell당 100 ㎕씩 첨가

하여 icELISA법을 행하였다. 그 결과 Fig . 4- 6에서 보는 바와 같이 300배 정도

희석하였을 경우 실험 가능한 반응치를 보였다.

F ig . 4- 6. Determination of optimum ratio of ant ibody dilut ion

for ELISA for vomitox in detection.
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나. Coat ing 방법

또한 coat ing conjugate를 w ell에 얼마나 coat ing할 것인가를 조사하였다.

우선 항체의 농도를 1: 300으로 희석한 다음 Indirect competit ive ELISA 실시

를 위해 microtiter plate에 coat ing 하는 coat ing conjug ate의 적당한 함량을 조

사하였다. 즉, vomit ix in- HG- BSA conjug ate를 희석하여 1,000ng/ w ell,

200ng/w ell, 100ng /w ell, 20ng /w ell, 10ng /w ell 및 1ng /w ell 농도로 coat ing한 다

음 ELISA를 행하였다. 그 결과 T able 4- 6에서 보는바와 같이 100ng /w ell에서

안정한 실험결과가 나왔으며 그 이상 희석은 어려웠고 반면 200ng/ w ell도 실험

결과는 안정하였지만 coat ing conjugate 소비가 많아 비경제적이므로 바람직하

지 못하여 이후의 coating량은 100ng/ w ell로 고정하였다.

T able 4- 6. Effect of coating conjugate content per w ell on indirect

competitive ELISA of v omitoxin (Unit : O.D.)

DON- HG- BSA

(ng/ w ell)
vomit ix in(ppb)

1,000 200 100 20 10 1

0 1.343 1.312 1.212 0.417 0.296 0.118

100 0.334 0.228 0.219 0.178 0.156 0.104
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일반적으로 coat ing conjug ate의 coat ing 시간이 하룻밤동안은 너무 길다

고 느껴 효과적인 coating 시간을 조사하였다. 즉, v om itox in- HG- BSA

conjug ate 100ng /w ell을 주입하고 4℃에 1, 2, 3, 6, 12, 24시간 동안 반응시키고

coat ing conjugate 희석액을 뺀 다음 blocking을 하고 난 뒤, 4℃에 보관하면서

모든 실험구간이 준비되면 동시에 ELISA를 수행하였다. 그 결과 Fig.4- 7에서

보는바와 같이 coat ing 시간이 1시간 이후가 되면 ELISA 수행에 이상은 없었

으나 2시간 coat ing한 plate는 대단히 안정하다고 생각되었다. 그러나 실험을 일

률적으로 수행하기 위해서는 coat ing을 시킨 후 하룻밤 반응시키면서 다른 실험

을 준비하는 것도 실험의 효율상 바람직하다고 생각되었다.

F ig . 4- 7. Comparis on of coating time of v om itox in- BSA

conjugate in ELISA for v om itox in detection.
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또한, coat ing 용액으로 coat ing buffer(carbonyl buffer , pH 9.6), PBS,

PBS- tw een을 사용하여 비교실험을 하였다. 그 결과 F ig . 4- 8에서 보는바와 같

이 PBS와 carbonyl buffer의 반응결과가 매우 비슷하게 나타났으나

PBS- tw een은 반응하지 않았다. 따라서 실험수행을 위해 carbonyl buffer를

coat ing용액으로 사용하며, 필요한 경우 PBS도 coat ing에 함께 사용해도 문제가

없음을 확인할 수 있었다.

F ig . 4- 8. Comparison of coat ing buffers in ELISA for v om itox in detect ion.

다. pH의 영향

먼저 pH의 경우는 vomitox in이 0ppb 및 100ppb가 spiking된 ELISA 시료

용액의 pH를 6, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5, 9로 조절한 다음 ELISA를 실시하여 pH가

ELISA에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과 T able 4- 7에서 보는바와 같이 pH

6.5- 8까지 대체로 ELISA 결과가 안정하였다.
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T able 4- 7. Effects of s ample pH on ELISA react ion of v omitoxin.

pH

Vomitox in(ppb)
6 6.5 7 7.5 8 8.5 9

0 2.121 2.042 2.121 2.196 2.082 2.175 1.961

100 1.613 1.740 1.782 1.725 1.771 1.631 1.725

라. 유기용매의 영향

효과적인 v omitoxin의 추출을 위한 유기용매의 선정과 농도의 조사가 필

요하였다. 이에 각종 유기용매 즉 MeOH, EtOH, hex ane, chloroform, acetone,

benzene, DMF 등을 가지고 실험하고 있다. 우선 각 유기용매를 사용하여 시료

를 추출한 다음 이 액을 질소 gas로 건조시키고, 다시 100∼500㎕의 동일 유기

용매로 용해시켜 용매의 농도가 10% , 20%, 30%, 40% 및 50%가 되게 PBS로

희석하여 전체액량을 1mL로 조정하고, 여기에 vomitox in을 0ppb, 100ppb되게

spike한 후 ELISA를 실시하였다. 그 결과 T able 3- 8에서 보는바와 같이 MeOH

와 EtOH의 경우 30%까지 실험이 가능한 것으로 나타났으나 그 외의 농도와

hex ane, chloroform, acetone 및 DMF 등은 vomitox in에 나쁜 영향을 주는 것으

로 나타났다. 그러나 전반적으로 vomitox in의 경우 감도가 낮고 불안정하여 조

건을 개선하기 위한 실험을 계속할 것이다.
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T able 4- 8. Effects of organic s olvents on ELISA react ion of v omitoxin

Solvent

Conc(% )
MeOH EtOH Hexane Chloroform A cetone Benzene DMF

10 2.117 2.107 1.812 1.925 1.402 Over 0.792

20 2.101 1.962 1.682 1.872 0.924 Over 0.426

30 1.421 1.274 1.526 1.826 0.725 Over 0.292

40 0.845 0.926 1.387 1.872 0.425 2.212 0.229

50 0.426 0.439 1.245 0.809 0.302 Over 0.226

한편, 실제 시료에서의 vomitoxin 정량시 시료중의 vomitox in을 추출하기

위해 여러 가지 추출용매를 사용해야 하며 대체로 vomitox in의 경우 methanol

이나 acetonitr ile에 쉽게 용해되므로 이들을 추출용매로 사용하고 있으며 본 실

험에서는 methanol을 사용하고 있다. 그런데 ELISA 수행시는 추출용매로 사용

되는 methanol 자체가 항체나 효소활성에 영향을 미칠 것으로 예측되어

methanol을 농도별로 첨가하여 그 영향을 조사하였다. 그 결과 T able 4- 9에서

보는 바와 같이 30% methanol의 농도이상에서부터 급격히 반응치가 줄어드는

것으로 나타났다.
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T able 4- 9. Effect of methanol on indirect competitive ELISA of vomitox in

(Unit : O.D.)

MeOH(%)

Vomitixin
(ppb)

0 10 20 30 40 50 70 90

0 1.177 1.175 1.172 1.152 1.032 0.927 0.842 0.636

1,000 0.117 0.118 0.121 0.132 0.246 0.292 0.356 0.511

마. 발색시간의 영향

또한 최적의 발색시간을 설정하기 위하여 10분 간격으로 발색정도를 측정

한 결과 T able 4- 10에서 보는바와 같이 시간이 경과할수록 높은 반응치를 나타

내었으나 통상적으로 ELISA에서 사용하는 시간인 30분에서 O.D치의 차이가

1.0이상으로 나타나 이 시간이 적당할 것으로 생각되었다.
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T able 4- 10. Effect of incubat ion t ime of s ubs trate on indirect competitive

ELISA of vomitox in. (Unit : O.D.)

T ime(min)

vomitix in
(ppb)

10 20 30 40 50 60

0 0.726 0.827 1.117 1.225 1.327 1.472

1 0.678 0.875 1.031 1.149 1.318 1.392

10 0.392 0.454 0.569 0.754 0.945 1.274

100 0.132 0.157 0.211 0.236 0.263 0.301

1,000 0.084 0.109 0.118 0.079 0.107 0.174

이상과 같이 v om itox in 분석을 위한 icELISA 조건을 정리하여 확립한 과

정은 F ig . 3- 9과 같다. 즉 v om itox in- BSA를 완충액(coat ing buffer)에 녹여

microt iter plate에 100 ㎕씩 주입한 다음 4 ℃에서 하룻밤 방치하여 코팅한 후

세척용 완충액으로 3회 세척한다. 항체의 비 특이적인 반응을 방지하기 위해

PBS에 녹인 0.5% skim milk를 가하여 하룻밤 4℃에 방치한 후 세척용 완충용

액으로 3회 세척한다. 세척한 plate에 표준 v om itox in 또는 배양물과

v om itox in - A b를 300배 희석하여 각각 50 ㎕씩 w ell에 주입하고 다시 4℃에서

하룻밤 반응시킨다. 반응시킨 plate를 세척용 완충액으로 5회 세척하고 1 :

2,000으로 희석한 2차 항체(anti- mous e Ig G- HRP)를 100 ㎕씩 분주한 다음 1시

간 동안 실온에서 반응시킨 후 세척용 완충액으로 다시 6회 세척하고 기질용액

(ABT S) 100 ㎕를 분주하여 실온에서 30분간 발색시킨 후 s topping reagent를

50 ㎕씩 가해 반응을 정지시킨다. 이것을 ELISA reader로 405 nm에서 흡광도

를 측정하여 v om itox in 함량을 계산한다.
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이러한 실험결과를 토대로 ELISA를 행한 결과 Fig . 4- 9와 같이 농도에

따라 반응결과가 분명하였고 그 발색정도를 ELISA reader로 O.D. 값을 측정하

여 표준곡선을 만들었을 때 Fig . 4- 10와 같았으며 0.05- 10 ㎍/ mL 수준으로 측

정 가능하였다.

Coat plates w ith 100 ng of v om itox in- BSA /100 ㎕ coating buffer
↓

Stand at 4℃ overnig ht
↓

W ash pla te 3 t imes w ith PBS- T w een
↓

Block w ith 0.5% skim milk
↓

W ash pla te 4 t imes w ith PBS- T w een
↓

Add DON standard or tes t s ample extract
Add 300 times diluted anti- v om itox in Ab solution w ith PBS

↓
Incubate at 4℃ ov ernight

↓
W ash pla te 5 t imes w ith PBS- T w een

↓
Add 2000 times diluted anti- mouse- IgG- HRP s olut ion

↓
Incubate at 37℃ for 1 hr.

↓
W ash pla te 6 t imes w ith PBS- T w een

↓
Add 100 ㎕ subs trate (ABT S)

↓
Color development at room tempera ture for 30 min.

↓
Add stopping - reagent

↓
Read by ELISA reader at 405 nm

Fig. 4- 9. Flow chart of indirect competitive ELISA for vomitoxin detection.
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Fig. 4- 10. Microtiter plate for detection of v om itox in by indirect competitive

ELISA (HRP/A BT S Method).

F ig . 4- 11. S tandard curve of v om itox in by competit ive indirect ELISA.
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6. ELISA분석을 위한 시료조제

가. 각종시료의 수집

식품 속의 유해 잔류물질 중 vomitox in과 같은 곰팡이독소는 쌀을 비롯한

전분질 식품원료나 이를 동물이나 사람이 섭취하였을 urine이나 serum에 잔존

할 가능성이 높으며 그 잔류량과 곰팡이독소중독증(mycotoxicos is )의 발생빈도

와 밀접한 상관관계를 가지는 것으로 보고되고 있다. 따라서 v omitoxin의 분석

법을 확립하기 위한 시료의 수집을 식물성시료로는 쌀, 보리, 옥수수를 시중에

서 구입하여 분쇄한 다음 시료조제에 이용하였고, 동물성시료로는 urine과 혈액

을 경상대학교 일반외과학교실에서 제공받아 ELISA 분석을 위한 시료조제에

사용하였다.

나. 식물성 시료조제

미세하게 분쇄한 쌀, 보리, 옥수수 시료 5g을 50mL 원심분리관에 취하고

5배의 60% MeOH를 가해 10분간 진탕시켰다, 이것을 3,000rpm에서 30분간 원

심분리한 후 상등액을 취하여 PBS로 희석한다음 ELISA용 시료로 사용하였다.

이때 회수율을 구하기 위해 쌀, 보리, 옥수수 등의 시료에 100ppb, 1ppm,

10ppm의 농도의 vomitox in을 첨가한 후 같은 방법으로 추출하여 ELISA를 행

한 다음 회수율을 구한 결과 는 T able 4- 11과 같았다.
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T able 4- 11. Recovery of v omitoxin from rice and barley s amples by

indirect competit ive ELISA.

Sample
Vomitoxin added

(ppm)

Recovery

ppm ±SD (%) CV(%)

Rice

0.1 0.201 0.031 201 15

1.0 1.072 0.029 107 2.7

10.0 9.842 0.937 98 9.5

Barely

0.1 0.183 0.042 183 22.9

1.0 1.102 0.106 110 9.6

10.0 10.227 1.003 102 9.8

T able 4- 12. Recovery of vomitoxin from corn samples by indirect

competit ive ELISA

Sample
Vomitox in added

(ppm)

Recov ery

ppm ±SD (%) CV(%)

Corn

0.1 0.092 0.037 92 40.2

1.0 0.894 0.213 89 23.8

10.0 8.274 1.003 102 12.1

- 239 -



다. 동물성 시료조제

1) Urine시료 조제

Vomitox in 오염여부를 urine 시료에서 진단할 수 있는 ELISA 조건을 확

립하기 위해 앞서 atrazine에서와 같이 제공받은 urine을 50mL 원심분리관에

취한다음 urine을 먼저 10,000rpm에서 5분간 원심분리하고 상등액을 ELISA시

료로 하였다. 한편 urine에 표준 vomitox in을 0.1- 100ppm까지 spiking한 다음

상기와 같이 원심분리 하여 상등액으로 표준곡선을 작성하여 PBS에서 작성한

표준곡선과 비교한 결과는 다음과 같았다. T able 4- 13에서 보는 바와 같이 대

체로 PBS에서 작성한 표준곡선에 비하여 O.D.값이 높게 나타났으며 실제 시료

적용시 측정 가능한 범위는 0.5ppm에서부터였다. 한편 FDA에서의 곡류에서의

vomitoxin권고수준은 1ppm으로서 본실험의 적용이 가능하였으나 보다 감도높

은 분석조건이 필요한 것으로 생각되어 실험을 계속하고 있다.

T able 4- 13. ELISA results of s tandard vomitox in spiked on urine.

Vomitox in(ppm) 0 0.01 0.02 0.05 0.1 0.2 0.5 1 2 5 10

PBS 2.117 2.061 2.025 1.959 1.782 1.546 0.888 0.553 0.337 0.195 0.180

Urine 2.201 2.215 2.209 1.832 1.538 1.538 0.982 0.982 0.491 0.238 0.216
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2) 혈액시료 조제

혈액에 잔류하는 v omitoxin의 함량을 측정하기 위한 시료의 조제는 앞서

설명한 바와 같이 혈액을 50mL 원심분리관에 넣고 먼저 EDT A을 1mg /mL

blood 농도로 첨가하여 1,500rpm에서 10분간 원심분리해서 혈장만 취한 다음

ELISA분석을 위한 시료를 조제하였다. 즉 혈청 200㎕를 microcentrifuge tube

에 취하고 0.5㎕ acet ic acid를 첨가하여 용액을 pH4.0정도로 산성화한 다음

chloroform 200㎕를 넣고 1분간 vortex하였다. 혼합액을 10,000rpm에서 10분간

원심분리한 다음 chloroform층 100㎕를 취하여 질소gas하에서 건조시켜 다시

100㎕의 10% methanol- PBS 용액에 녹여 ELISA 시료로 하였다. 이때 표준

vormitoxin을 농도별로 첨가하여 표준곡선을 작성하여 본 결과는 T able 4- 14에

서와 같이 대체로 O.D 값이 높게 나타났고 혈청의 경우 50ppb부터 분석이 가

능한 것으로 나타났다.

T able 4- 14. ELISA results of s tandard vomitox in spiked on s erum

Vomitox in(ppm) 0 0.01 0.02 0.05 0.1 0.2 0.5 1 2 5 10

PBS 2.117 2.061 2.025 1.959 1.782 1.546 0.888 0.553 0.337 0.195 0.180

Serum 2.104 2.113 2.161 2.006 1.923 1.627 0.925 0.638 0.412 0.203 0.193
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7. Immunoaffinity column의 제작과 활용

가. Immunoaffinity column의 제작

농산물을 비롯한 시료에 소량 오염되어 있는 vomitox in을 특이적으로 정

제하기 위해 앞서 설명한바와 같이 immunoaffinity column을 실험 제작하였고,

사용한 항체는 실험방법에서 언급한 바와 같이 Integra celline CL 350 flas k에

서 배양한 것이었다. 앞서의 방법으로 g el에 vomitoxin에 대한 항체를 1㎎ 항체

/㎎ gel 및 5㎎ 항체/㎎ g el의 농도로 부착시킨 후 column에 packing한 후 먼저

gel에 항체가 효과적으로 흡착되었는지의 여부를 실험하였다. 먼저 g el용액과

항체용액을 각각 100㎕씩 취한 후 1900㎕의 PBS로 10배 희석한 후 1N HCl

20㎕을 가하고 pH를 낮추었다. 이 용액을 200∼400nm에서 spectrophotometer로

scanning을 하였다. 그 결과 atrazine에서와 같이 280nm에서 흡광치를 보여 용

액 중에 항체 단백질이 존재함을 알 수 있었다. 한편, 1㎎ 항체와 5㎎ 항체를

1㎎ g el에 흡착시킨 다음 항체와 gel이 혼합된 상등액을 200㎕ 취하고 1800㎕의

PBS와 20㎕의 1N HCl을 혼합하여 위와 같은 방법으로 scanning을 실시한 결

과 용액 중에는 대부분의 항체 단백질의 g el에 효과적으로 결합되었음을 확인할

수 있었다.

한편, 시료 정제시 column의 gel에 부착되어 있는 유리 vomitox in이 결합

되어 이를 metanol로 용출한 경우, 그때 사용되는 methanol의 적당량을 결정하

기 위한 실험을 실시하였다. 즉, 10㎍의 vomitoxin을 제작한 immunoaffinity

column에 흡착시킨 후 상법에 따라 10㎖의 PBS와 증류수로 세척하고 매 tube

에 1㎖씩 10개의 tube에 methanol 용출액을 모아 ELISA로 측정하여 최적 용출
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액의 양을 결정하였다. 그 결과 Fig. 4- 12에서 나타난 바와 같이 대부분이 4번

째 tube까지 용출되어 나왔으나 실험의 안정성을 위하여 5번째 tube까지 용출

시켜 실험에 사용하였다.

이들 column의 vomitox in 정제 정도를 알아보기 위해 먼저 10㎖의 PBS로

column을 세척한 다음 표준 vomitox in을 10㎍씩 PBS에 녹이고 (이때 methanol

농도가 10%이하가 되게함.) 5㎖/ m in의 유속으로 전처리 column에 흡착시키고

다시 10㎖의 증류수와 PBS로 세척하였다. 항체와 결합된 vomitox in은 5㎖의

methanol로서 유출시키고 이를 질소 gas하에서 농축시켰다. 이를 4℃에 보관하

면서 필요에 따라 소량의 methanol로 재용해시켜 ELISA 및 HPLC 분석용 시

료로 사용하였다. 한편, 10㎍ 및 1㎍의 표준 v omitoxin을 s piking한

immunoaffinity column에 회수율을 구하기 위하여 실험하였다. 즉 affinity

column에 흡착된 vomitoxin을 5㎖의 methanol로 용출시켜 질소 g as로 농축시

킨 시료를 100㎕의 methanol에 녹여 ELISA법으로 분석하였다. 이들

immunoaffinity column의 회수율은 T able 4- 15와 같이 1㎍의 vomitoxin을

spiking시켰을 때 81%의 회수율을 보였고, 10㎍의 vomitox in을 spiking시켰을

때 74%의 회수율을 보였으며 이를 이용한 immunoaffinity column- ELISA 및

immunoaffinity column- HPLC 시스템 확립을 위한 연구를 하였다.
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F ig . 4- 12. Effective volumn for elut ion of 10㎍ vomitox in in different

immunoaffinity column.

■ : Control (non vomitoxin loaded)

● : Column packing 1㎎ gel binded 5㎎ antibody

T able 4- 15. Recovery of vomitoxin created with immunoaffinity column.

vomitoxin(㎍) Recovery(%)

10㎍ 74

1㎍ 81
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나. Immunoaffinity column의 조건개선

Vomitox in은 atrazine 보다도 단크론성항체생산을 위한 hybridoma의 개발

이 늦었다. 그러나 상당한 노력으로 ELISA실험조건을 개선하고 있다.

Immunoaffinity column의 경우도 충분한 사용조건을 조사하지 않아 실제 회

수율이 매우 낮았다. 따라서 실험 제작한 Immunoaffinity column의 회수율을 높

이고 사용조건을 개선하기 위하여 다른 유해물질과 같이 몇 가지 실험을 행하

였다.

1) Immunoaffinity column의 binding capacity

실험 제작한 Immunoaffinity column의 v omitoxin에 대한 column 내에서

결합능력 정도를 알아보기 위하여 실험하였다. 즉, 10%MeOH 10㎖(in PBS)속

에 500ng , 1000ng , 2000ng , 3000ng , 4000ng , 및 5000ng의 vomitoxin을 함유하게

한 다음 column에 loading하고, methanol로 column에 흡착된 v omitoxin을 유

리시키고, 20%MeOH로 희석하여 잔류 vomitox in을 측정하였다.

T able 4- 16. Binding capacity of vomitox in by immunoaffinity column

Loaded v omitoxin on

column (ng )

Amount of vomitoxin

(ng)

Recovery rat io

(%)
500 512 102

1000 984 98

2000 1012 50

3000 980 33

4000 1103 27

5000 1285 25
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2) Loading solut ion의 pH

한편 immunoaffinity column의 loading s olut ion의 pH를 조사하기 위해

pH 4, 5, 6, 7, 8, 9로 조절된 solution에 표준 vomitox in을 500 ppb 첨가하여

column에 loading하여 elut ion된 것의 vomitox in 활성을 조사하였다. 그 결과

T able 4- 17에서 보는 바와 같이 pH 6∼8 사이에서 대체로 96%이상의 회수율

을 보여 우리가 사용하고 있는 PBS를 loading s olut ion으로 사용하거나 유기용

매의 희석에 사용하는 것이 큰 문제가 없는 것으로 나타났다.

Table 4- 17. Effect of loading solution pH onto immunoaffinity column of vomitoxin.

Loaded vomitoxin

(ng)

pH vomitox in recovered

(ng )

Recov ery rat io

(%)

500

4 173 34.6

5 267 53.4

6 519 103.8

7 482 96.4

8 521 104.2

9 374 74.8
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3) Loading solution의 함량이 회수율에 미치는 영향

Vomitox in을 500ng을 여러 부피에 spike시킨 다음 용량이 vomitox in의

회수율에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과 T able 4- 18에서 보는 바와 같이

용량이 40ml이상이 되면 오히려 sulfamethazine의 회수율이 떨어지는 것으로

나타났다.

Table 4- 18. Effects of loading volume of vomitoxin extract onto immunoaffinity column.

Spiked v omitoxin

(ng )

Loaded volumn

(ml)

Recov ered vomitox in

(ng)

Recovery rat io

(%)

500

10 470 94.0

20 491 98.2

30 512 102.4

40 503 100.6

50 456 91.2

60 479 95.8

4) 희석 용출량

한편 immunoaffinity column에 흡착된 vomitox in을 용출 시키는데 필요

한 methanol의 함량을 조사하기 위하여 용출액 1, 2, 3, 4, 5 ㎖별로 각 ㎖에 함

유된 v omitoxin의 함량을 점검하였다. 그 결과 T able 4- 19에서 나타난 바와 같

이 3㎖의 methanol 용출액에 거의 대부분의 vomitox in이 용출되어 나오는 것으

로 나타났다.
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T able 4- 19. Elut ion pat tern of vomitoxin from immunoaffinity column w ith

methanol.

Loaded v omitoxin

(ng )

Elut ion

(ml)

Recovered v omitoxin

(ng)

Recovery ra tio

(%)

300

0- 1.0 282.3 94.1

1.0- 2.0 48.7 16.2

2.0- 3.0 10.6 3.5

3.0- 4.0 - -

4.0- 5.0 - -

5) 용출액 유속의 영향

그리고 immunoaffinity column에 흡착된 vomitox in을 methanol로 용출시

용출액의 유속이 회수율에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과 T able 4- 20에서

나타난 바와 같이 10 ml/min의 속도로 빠르게 용출시킬 경우 약 30% 정도의

vomitoxin이 소실되는 것으로 나타나 실제 immunoaffinity column의 사용 시

유속을 1 ml/min을 조절하여 vomitoxin의 손실 없이 실험이 진행되도록 유도하였다.
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Table 4- 20. Effects of flow rate of loading solution to immunoaffinity column.

Loading vomitox in

(ng)

F low rate

(ml/ min)

Recovered vomitox in

(ng )

Recovery ratio

(% )

300

1 287.7 95.9

5 269.7 80.9

10 213.6 71.2

다. Immunoaffinity column- ELISA

각종 농산물의 전처리를 위해 지금까지 화학분석법에서 행하여 오던 복잡

한 정제과정을 생략하고 면역분석법으로 분석할 경우 대체로 다음과 같은 간단

한 처리과정과 분석과정으로 요약할 수 있다. 본 실험실에서 제작한

immunoaffinity column과 ELISA법으로 연결시켜 실험방법을 확립한

immunoaffinity column chromatography - ELISA법은 다음과 같다.
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Ground cerea l sample 5g

↓

25ml 60% MeOH

↓

Ex tract for 30min

↓

Centrifuge at 3000rpm for 5min.

↓

5 ml subtenant

↓

Dilute w ith 15ml PBS

↓

Load s ample on prew ashed IC

↓

W ash IC w ith 10ml D.W . and PBS

↓

Elute w ith 3ml MeOH

↓

Dry under to N2 gas

↓

Rediss olve w ith 100 μl MeOH

↓

Dilute to 20% MeOH

↓

Sample for ELISA

↓

Indirect competitive ELISA

F ig . 4- 12. S tep for immunoaffinity column(IC)- ELISA for vomitoxin.
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즉 쌀 등의 곡류 5 g을 25 ml의 60% methanol과 함께 50 ml 시험관에

넣고 30분간 진탕 추출한 다음 3000 rpm에서 5분간 원심분리하고 상등액 5 ml

을 취하여 다시 15 ml의 PBS와 혼합하여 methanol농도를 낮추고 미리 활성화

시켜둔 immunoaffinity column에 loading하고 10 ml증류수와 10 ml PBS로

column을 씻었다. 다시 g el에 흡착된 항체와 binding된 vomitox ine을 3 ml

methanol로 용출시킨 다음 질소gas 하에서 농축시키고 100 μl methanol로 다

시 녹인 다음 10%methanol농도로 희석하여 indirect competit ive ELISA의 시료

로 사용하였다.

정제한 시료는 앞서 설명한 indirect competit ive ELISA법으로 분석을 행

함으로서 시료중의 vomitoxin의 함량을 쉽게 정량 하는 것이 가능하게되었다.

라. Immunoaffinity column- HPLC

많은 시료를 빠른 시간에 정확히 분석하고자 할 때 정제된 시료가 얻어진

다면 ELISA법에 의한 분석법보다 정제된 시료를 기기에 loading시켜 자동적으

로 분석할 필요가 있다. 따라서 앞서의 방법과 같이 immunoaffinity column

chromatography법으로 시료를 정제한 다음 정제된 시료를 HPLC에 일정량

in ject ion시켜 시료 속의 vomitox in 오염정도를 확인하는 혼합 분석방법을 아래

와 같이 확립하였다.
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Ground cereal sample 5g

↓

25ml 60% MeOH

↓

Centrifug e at 3000rpm for 5min.

↓

5 ml s ubtenant

↓

Dilute w ith 15 ml PBS

↓

Load s ample on prew ashed IC

↓

W ash IC w ith 10 ml D.W . and PBS

↓

Elute w ith 3 ml acetonitr ile

↓

Dry under to N2 gas

↓

Rediss olve w ith 100 μl MeOH

↓

Sample for HPLC

↓

A nalys is vomitox in w ith HPLC

Fig. 4- 13. Step for immunoaffinity column(IC)- HPLC method for analysis of

vomitoxin.
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Table 4- 21. Amount of vomitoxin recovered from rice by IC- ELISA, HPLC

Method
Spiked vomitox in

(ng )

Recovered vomitox in

(ng)

Recovery

(%)

ELISA 300 216 72.0

HPLC 300 198 66.6

즉, F ig . 4- 13에서 나타난 바와 같이 처리한 시료를 ELISA 및 HPLC로 분

석한 결과의 회수율은 다음과 같았다. 즉 T able 4- 21에서 보는 바와 같이

ELISA의 경우는 약 72%의 회수율을 보였고 HPLC는 약 66%의 회수율을 나타

내어 그 결과가 양호하지 못하였고 회수율 향상을 위한 실험을 계속해야할 것

으로 생각된다.

8. ELISA kit의 실험제작

Vomitox in의 면역분석을 위하여 지금까지 얻은 실험결과를 토대로

indirect competit iv e ELISA법을 토대로 하여 ELISA kit의 실험적 제작을 시도

하였다.

즉 microt iter plate에 vomitox in- BSA conjug ate를 100ng/w ell 씩 4℃에서

하룻밤 coating 시키고 1% BSA용액으로 blocking시킨 다음 ELISA용 kit로 포

장하였다. 실험에 사용된 항체는 500배로 희석한 다음 100㎕씩 첨가해야하기

때문에 100배로 희석하여 포장할 예정이지만 실제는 실험을 많이 수행할 경

우 항체를 1 mg단위로 포장하여 공급하는 것이 오히려 안정하다고 생각되었다.

2차 항체- HRP conjugate는 1000배로 희석시켜 포장하여 공급하며, 4℃에서 보

- 253 -



관하면서 사용하도록 안내할 예정이지만 저온포장수송에 필요하므로 주의해야

할 것이다.

그 외 실험에 사용되는 기질(ABT S)용액은 30 ㎎ ABT S를 90 ㎖ H2O에

녹인 다음 포장하여 - 20℃에 보관토록 하고 기질용액을 희석할 citrate buffer

및 반응정지시약 역시 각각 포장하여 실온에 보관토록 하며 특히 본 실험에 사

용되는 표준 vomitoxin의 경우 methanol에 녹인 표준물질을 일정량씩 포장해서

- 20℃에 보관케 하며 실제 실험시 PBS용액에 희석해서 0, 0.1, 1ppm로 농도별

로 나누어 표준용액을 만들 수 있다.

1.0, 0.1, 0 ppm of v omitoxin (duplicat ion)

F ig . 4- 14. Comparing the color differences of analyt ica l ELISA kit.
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그 결과 Fig. 4- 14에서 보는 바와 같이 색깔의 차이로 간단하게

vomitoxin의 오염정도를 판별할 수가 있었으며 실제 육안으로 는 100ppb 수준

에서도 control구와 판별이 가능하였지만 다른 유해물질보다 민감도가 떨어져

이를 개선하기 위한 연구를 계속하고있다.

즉 시료 30개를 처리할 재료를 1 kit로 해서 포장할 경우 1 kit당 다음과

같은 것이 필요하다.

* coating , blocking된 microtiter w ell 35 line (8w ell/ line)

* 표준 vomitox in용액(10ppm 5 ㎖:A액)

* ABT S용액(B액) Vomitox in에 대한 항체(C액)

* 5 ㎖, 2차 항체- HRP(D액:1000 배 희석액 5ml)

* Citrate buffer 25 ㎖(E액)

* 반응 정지액 25 ㎖(F액)

( coating 된 well, A, B, 액은 - 20℃에 보관, C액,D액,E액과 F액은 상온에 보관)

실험용 kit 사용의 전체 과정을 간단히 요약하면,

가. 실험 준비 : 전처리된 시료용액과 표준 vomitox in 용액 준비(A액을 0.1N

PBS에 희석),

나. Coat ing, blocking 된 w ell 을 증류수로 w ashing ×3

다. 표준 vomitox in용액(A액) 또는 시료용액 50 μl 씩을 w ell에 각각 넣은

다음 vomitox in에 대한 항체희석액(C액 50ul 씩w ell에 첨가- 37C 2시간

반응- 2차 항체- HRP conjugate희석용액(D액) 50 μl씩을 w ell에 첨가

→37C에 3분간 incubat ion.

라. 기질 용액 조제 : B액 1 ml + E액 10 ml + H2O2 4 μl을 혼합.

마. W ell w ashing ×6
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바. 기질용액 100μl씩 w ell에 주입 → 15분 incubat ion.

사. F액 100μl씩 w ell에 주입 → 반응정지.

자. 결과를 육안으로 비교 (단 *ELISA Reader있을 경우 410 nm에서 측정 비교,

*실험에 사용하는 재료는 모두 1회용으로 할 것이며 모든 사용한 기구

나 물건은 detox ificat ion 요망)

9. 식품에 대한 vomitox in의 검색

가. 국내식품에 대한 분석

식품에 오염가능성이 있는 잔류곰팡이독소 중 vomitox in에 대한 오염여부

를 조사하기 위하여 지금까지 개발한 hybridoma를 이용하여 얻은 단크론성항체

로서 확보한 ELISA 방법을 이용하여 vomitox in의 분석을 실시하였다. 분석용

시료는 국내에서 1998년과 1999년에 생산되었으며 T able 4- 22에서 보는바와 같

이 쌀, 보리 및 옥수수를 각각 27점, 49점 및 23점씩을 경남과 강원지방에서

수집하여 실험에 사용하였다.

T able 4- 22. Detection of vomitox in from various samples by indirect

competit ive ELISA.

Sample Number of sample Pos itive sample Incidence(%)

Rice 27 0 0

Barley 49 20 40.8

Corn 23 7 30.4
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특히 쌀의 경우 분석한 27점 모두 v omitoxin이 검출되지 않은 것으로 나

타나 분석한 시료모두가 vomitox in과 같은 mycotox in으로부터 매우 안정한 시

료로 나타났다. 이는 벼의 수확기에 날씨가 좋고, 무엇보다도 계절적으로 그

환경이 곰팡이의 오염으로부터 다소 안전하여 mycotox in생성곰팡이의 오염이

둔화되었을 수도 있을 것으로 사료되는 바이나 아직도 관련된 실험이 매우 필

요한 실정이다.

그러나 보리와 옥수수의 경우 분석한 시료 중 각각 20점, 7점이 v omitoxin

에 오염된 것으로 나타났고, 특히 보리의 경우는 전체의 40.8%가 오염되어

1998년 및 1999년에 문제가 되었던 붉은 곰팡이병의 결과와 일치하는 경향을

나타내었다.

지역에서의 vomitoxin분포도를 살펴보면 오염된 20개의 시료 중 14개가

경남에서 수집한 시료였으며 그 중에는 1.16ug /g의 v omitoxin을 함유한 시료가

있어 가장 높은 함량을 보였다.

옥수수의 경우 시료의 65%인 15점을 강원지방에서 수집하였으나 4개만이

vomitoxin에 오염되었다. 그러나 경남에서는 8개의 수집시료 중 3개가

vomitoxin에 오염되어있는 것으로 나타났으며, 이는 지역적인 영향에 기인한 것

으로 사료되어진다.

한편 보리와 옥수수시료의 분석결과를 자세히 살펴보면 T able 4- 23와

T able 4- 24에서 보는 바와 같다. 즉 보리의 경우 vomitox in에 오염이 되지 않

은 시료가 전체의 59.2%인 29점이었고, 10ppb이하인 시료가 2개, 10ppb- 100ppb

사의 시료가 5개 100- 1000ppb수준으로 오염된 시료가 11개로서 가장 많이 나

타났고 1ppm이상인 시료는 2개였다. 특히 경남에서 수집된 1개 시료에는

1.16ppm의 높은 v omitoxin이 오염되어 있는 것으로 나타났다.

한편 옥수수의 경우 10ppb이하의 vomitox in이 오염된 시료는 없었고,
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10ppb- 100ppb사이의 시료가 2점 100- 1000ppb의 vomitox in이 오염된 시료가 5

점으로 그 중에서도 강원지방에서 수집된 한 시료에서 0.47ppm의 높은 량의

vomitoxin이 오염되어있는 것으로 나타났다

T able 4- 23. Dis tribution level of total vomitoxin found in barley by ELISA

Sample
Vomitox in levels

(ppb)
Number of s ample Incidence(% )

Barley

0 29 59.2

> 10 2 4.1

10- 100 5 10.2

100- 1000 11 22.4

1000- 1160 2 4.1

T able 4- 24. Dis tr ibut ion level of tota l vomitox in found in corn by ELISA

Sample
Vomitoxin levels

(ug /g )
Number of sample Incidence(%)

Corn

0 16 69.5

> 10 0 0

10- 100 2 8.7

100- 1000 5 21.8
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나. 수입옥수수에 대한 분석

특히 외국에서 수입한 시료로는 옥수수만이 국립검역소에서 23점을 분양

받아 실험에 사용하였고, 이들 중 미국에서 수입된 시료가 16점으로 가장 많았

으며 중궁에서 3점 그리고 카나다에서 수입된 4점의 시료를 실험에 사용하였다.

그 결과 T able 4- 25에서 보는 바와 같이 미국에서 수입된 시료에서 3점이 그리

고 중국에서 수입된 시료1점이 각각 vomitox in에 오염되었고, 카나다에서 수입

된 시료에서는 양성반응을 보인 시료가 없었다.

양성반응을 보인 이들 시료의 vomitoxin 오염정도를 보면 미국산 시료한

점이 78ppb의 vomitox in 오염을 보였고 그 외 100- 710 ppb사이의 v omitoxin이

오염된 시료가 3점으로 그 중 중국산 시료한점은 0.29ppm, 나머지 미국산 시료

에서 각각 0.14, 0.71ppm의 vomitox in오염을 나타내었다.

이와 같은 분석자료는 국내 곡류의 mycotox in오염정도가 생각보다는 높은

것으로 나타나 앞으로 국민의 건강과 안전을 위해 더욱 지속적인 연구가 요청

되며 이를 위해 보다 안전하고 신속한 분석시스템이 보강되어야 할 것으로 생

각된다.

이러한 의미에서 볼 때 본 연구에서 얻은 연구결과가 vomitox in의 안전하

고 신속한 분석을 위해 널리 활용되리라고 생각된다.
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T able 4- 25. Sample s ource of imported corn for the detect ion of

vomitox in by ELISA

Source Number of s ample Pos itive sample Incidence(%)

USA 16 3 18.8

China 3 1 33.3

Canada 4 0 0

T otal 23 4 17.4

Table 4- 26. Distribution level of total vomitoxin found in imported corn by ELISA.

Sample
Vomitoxin levels

(ug/ g)

Number of

sample
Incidence(% )

Corn

0 19 82.6

> 0 0 0

10- 100 1 4.3

100- 1000 3 13.1
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10. Enzyme amplificat ion Immunoas say

가. Enzyme amplificat ion ELISA

앞서 확립한 icELISA법이 민감도가 낮아 좀 더 민감한 분석방법을 얻기

위하여 enzyme amplificat ion ELISA법을 시도하였다. 즉 F ig . 4- 15과 같이 먼

저 vomitox in- BSA conjug ate를 coating buffer에 녹여 microt iter pla te에

100ng/w ell씩 주입하여 4℃에서 하루밤 방치하여 coating한 후 세척용 완충용액

으로 3회 세척하고 항체의 비특이적인 반응을 방지하기 위하여 0.5% skim

milk를 200ul/ w ell씩 가하여 하룻밤 4℃에서 blocking하고, 다시 세척용 완충용

액으로 3회 세척하였다. 세척한 plate는 표준 v omitoxin 또는 s ample 그리고 이

미 개발해 놓은 vomitox in에 대한 항체를 희석하여 50ul씩 w ell에 주입하고 다

시 4C에서 하룻밤 반응시켰다. 반응시킨 plate는 세척용 완충용액으로 4회 세척

하고 1:5000으로 희석시킨 2차항체(ALP- labeled g oat anti- mouse Ig G)를 100ul

씩 분주하여 1시간동안 실온에서 반응시킨 후 세척용액으로 5회 세척하고, 기질

용액(NADP; 0.1nMNADP in 50mM diethanolamine buffer(pH 9.5) w ith 1mM

MgCl2,and NaN3)100ul를 분주하여 1시간동안 실온에서 반응시킨후 enzyme

amplifier solut ion 100ul를 분주하여 실온에서 30분간 발색시킨 후, ELISA

reader로 490nm에서 흡광도를 측정하고 Bio- Rad사에서 제공한 소프트웨어를

사용하여 vomitox in함량을 계산하였다.

그 결과 F ig . 4- 16과 같이 농도에 따라 반응결과가 분명하였고 그 발색정

도를 ELISA reader로 O.D. 값을 측정하여 표준곡선을 만들었을 때 F ig . 4- 17과

같이 0.005- 10 ㎍/ mL 수준으로 측정 가능하였다.
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Coat plates w ith 100 ng of v om itox in- BSA /100 ㎕ coating buffer

↓

Stand at 4℃ overnig ht

↓

W ash pla te 3 t imes w ith PBS- T w een

↓

Block w ith 0.5% skim milk

↓

W ash pla te 3 t imes w ith PBS- tw een

↓

Add v om itox in s tandard or tes t sample ex tract

Add 300 times diluted anti- v om itox in Ab solution w ith PBS

↓

Incubate at 4℃ ov ernight

↓

W ash pla te 4 t imes w ith PBS- T w een

↓

Add 5,000 times diluted ALP- labeled g oat ant i- mous e Ig ' s

↓

Incubate at room temperature for 1 hr.

↓

W ash pla te 5 t imes w ith PBS- T w een

↓

Add subs trate solution(NADP)

↓

Incubate at room temperature for 1 hr.

↓

Add enzyme amplifier

↓

Read by ELISA reader at 490 nm

Fig. 4- 15. Flow chart enzyme amplification immunoassay for vomitoxin detection.
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V om itox in concentrat ion (ppm)

Fig. 4- 16. Microtiter plate for detection of vomitoxin by enzyme amplification ELISA..

(ALP/ NADP Method)

F ig . 4- 17. S tandard curve of v om itox in by enzyme amplificat ion ELISA.
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앞서 확립한 두 ELISA법의 검출한계를 비교한 결과 T able 4- 27에서와 같

이 2차 Ab HRP가 결합된 HRP/ ABT S는 50 ppb, 2차 Ab ALP가 결합된

ALP/NA DP 방법은 5 ppb의 검출한계를 나타낸다. A LP/NADP 방법이 훨씬 민

감하다는 것을 알 수 있다.

Table 4- 27. Comparison of detection limits of ELISA and amplification ELISA.

ELISAs Detection limits(ng/mL)

HRP/ABT S method 50

ALP/NADP method 5

Kos aka43)도 coat ing buffer로 v om itox in - BSA 100 ng을 w ell에 코팅하고

단크론성 항체를 이용하여 ELISA법을 확립하였는데, HRP/A BT S법은 검출한계

가 100 ppb, ALP/NADP법은 5 ppb이었다고 보고한 바 있다.

나. Enzyme amplification ELISA의 응용

Enzyme amplificat ion ELISA법을 실제 응용하기위하여 v om itox in 생성

균주 8개를 가지고 v om itox in 생성정도를 확인하는 실험을 하였다. 먼저 이들

균주를 배양하여 conidia를 생성한 다음, YES배지에서 배양하여 ethyl acetate

로 추출한 후 유기용매층 1 mL을 취해 농축시킨 다음, 1 mL의 10%

MeOH/PBS에 재 용해하여 amplification ELISA 실시하였다.
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민감도가 뛰어난 enzyme amplification ELISA에 의해 v om itox in 생성 균

주를 정량한 결과는 T able 4- 28에서 보는 바와 같이 분리균 32- D- 3가 1.21 ㎍

/mL로 가장 높았다.

T able 4- 28. Concentrat ion of v om itox in from the culture media by

enzyme amplificat ion ELISA.

Sample source No. of s trains isolated
Vomitox in

(㎍/mL medium)
Soil 32- D- 3 1.21±0.02

Soil 57- G- 2 0.55±0.16

Soil 36- D- 3 0.87±0.08

Soil 91- B- 2 1.12±0.05

Soil 58- G- 1 0.80±0.02

Soil 32- D- 4 1.1±0.19

Soil 88- E- 5 0.21±0.03

B: San- chung , D: Nam - hae, E: Ham- an, G: Ko- sung , H : Ham - yang ,

아울러 앞서의 결과를 토대로 가장 많이 v om itox in을 생성하는 균주를 재

배양하여 HPLC로 T LC의 결과 및 ELISA 결과를 확인하는 실험을 행하였다.

순수 분리한 것을 YES배지에 접종하여 배양한 후 ethyl acetate로 추출하여 유

기용매층 1 mL을 취하여 농축하였다. 농축한 것을 이동상 용매에 용해하여

memberane filter로 여과한 후 HPLC에 주입하였다. 그 결과 Fig. 4- 18에서와
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같이 v om itox in 생성을 확인할 수 있었다. A는 v om itox in의 HPLC 크로마토그램

이며, B는 시료(32- D- 3)의 HPLC 크로마토그램이다. C는 시료(32- D- 3)의

HPLC용 시료에 표준 v om itox in을 첨가한 다음 HPLC로 분석하여 얻은 크로마

토그램이다. 그러나 HPLC로는 미량 함유된 v om itox in의 량은 검출하지 못하는

단점이 있었다. 그러므로 민감한 정량을 위한 한계점을 극복하는 방법으로

enzyme amplification sys tem을 도입한 정성·정량 모두 우수한 결과를 얻을

수 있었다.

F ig . 4- 18. HPLC chromatogram of medium extract from

strains 32- D- 3 isolated.

A : S tandard v om itox in , B : 32- D- 3,

C : 32- D- 3 + s tandard v om itox in
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일반적으로 vomitox in의 경우 다른연구자들의 결과에서도 매우 낮게 나타났

다. 뿐만 아니라 aflatox in을 비롯한 다른 mycotoxin의 immunoassay 실험 결과

들 보다도 민감도가 낮아 이를 개선하기위한 상당한 노력이 있었다.

따라서 비록 관련효소들의 가격이 비싼 단점들이 있지만 본연구에서처럼

enzyme amplificat ion으로 감도를 10배이상으로 증가시킬 수 있는 상당한 의미

가있다. 따라서 이 시스템을 다른 민감도가 낮은 면역분석체계에 응용함으로서

감도를 증가시키는 연구에 응용할 수 있다는 점은 흥미로운 일이다. 예를 들면

앞서 본 연구에서 민감도가 낮은 sulfamethazine의 immunoass ay sys tem에 응

용하여 그 감도를 증가시켜볼 필요가 있다. 무엇보다도 면역분석시스템은 신속

하고 정확함에 그 장점이 있기 때문에 앞으로 일반적인 면역분석실험시스템에

enzyme amplification 시스템을 도입하는 것도 신중히 검토해볼 필요가 있다.
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제4절 결론

1. 분자량이 작은 vomitox in에 항원성을 증폭시키기 위해

vomitox in- HG- protein- conjugate를 합성하였으며, 형질세포종세포(p3×

63Ag 8. v653)와 vomitoxin- BSA conjugate를 면역시킨 암컷 BALB/ c 마우스

의 비장세포를 융합시켜 vomitox in에 대한 단크론성항체를 생산하는 4 세포

주를 개발하였다.

2. Hybridoma로부터 생산한 단크론성 항체의 특성을 조사한 결과 vomitox in과

특이성이 있었고, 3- acethylvomitox in 및 T - 2 tox in과도 27%, 38%의 교차

반응을 보였으나 nivalenol, deacetox yscipenol, zearalenone 및 fumonis in과는

반응하지 않았다. 이 항체를 이용하여 v omitoxin을 측정하기 위한 indirect

competit ive ELISA법을 확립하였고 50ppb- 10ppm 수준의 vomitoxin분석이

가능하였다.

3. 시료중의 vomitox in의 간단한 정제를 위해 CNBr- actibated sepharose 4B에

항체를 흡착시켜 실험적으로 immunoaffinity column을 제작하였다.

Column의 처리방법은 우선 10㎖ PBS로 column을 w ashing한 후 시료 액을

loading하고, vomitox in이외의 물질은 10㎖ 증류수로 2회 씻어 제거한 다음

항체에 결합된 vomitox in을 3㎖의 methanol로 용출시킨다. 이 때

immunoaffinity column의 vomitox in이 회수율은 평균 90%이상이었다.

4. Vomitox in분석을 위해 실험적으로 제작한 ELISA kit의 경우 30개 시료를 처

리하는 재료를 1set로 포장할 경우 다음의 것들이 필요하였다. 즉 coat ing,

blocking된 microtiter w ell 35line(12w ell/ line), 표준 vomitox in용액 5㎖

(10ppm: A액), vomitox in에 대한 항체 5ml(C액), 2차항체- HRP희석액 5ml(D

액), 25㎖의 citrate buffer(E용액), 25㎖의 정지용액(F용액) 등이다. 단, B, C

액은 - 20℃에 coat ing된 w ell과 A액은 4℃, 그리고 D, E액은 상온에 보관케

한다.
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5. 개발된 모니토링 시스템으로 99개의 국내곡류시료 23개의 수입옥수수를 대상

으로 vomitoxin을 분석하였다. 그 결과 쌀에서는 오염된 시료가 보이지 않

은 반면, 보리시료에서는 40.8%가 오염되었고 그 중의 한 시료는 1.16ppm의

높은 vomitox in 오염을 보였으며, 옥수수의 경우는 30.4%가 vomitoxin에 오

염되었다. 한편 수입 옥수수의 경우는 23개 시료 중 4개의 시료가 vomitox in

에 오염되었고, 그 중에서 0.71ppm의 함량이 가장 높은 것으로 나타났다.

6. ELISA의 민감도를 높이기 위하여 enzyme amplificat ion method를 확립하였

고, 민감도는 5ppb수준으로 증가하였다. 확립된 Enzyme amplifica tion

method법으로 vomitoxin 생성균주의 vomitox in 생성량을 조사한 결과 분리

균 32- D- 3이 1.21ug /ml로 가장 많은 량의 vomitox in을 생성하는 것으로 나

타났다.
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